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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】哺乳動物における腫瘍の存在を検出することができ、腫瘍性細胞成長を効果的に
阻害することがそれぞれできる更なる診断及び治療薬を提供する。
【解決手段】正常な非癌細胞の一又は複数のタイプと比較して、癌細胞の一又は複数のタ
イプでより多く発現される様々な細胞性ポリペプチド（及びそれらのコード核酸又はその
断片）。該ポリペプチドは、腫瘍関連キナーゼポリペプチド（「ＴＡＳＫ」ポリペプチド
）と呼ばれ、哺乳動物における癌の治療と診断の効果的な標的となることが期待される。
また、腫瘍関連抗原性標的ポリペプチド又はその断片（「ＴＡＳＫ」ポリペプチド）をコ
ードするヌクレオチド配列を有する単離された核酸分子。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列；
　（ｃ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列の完全長コード化配列；又は
　（ｄ）（ａ）、（ｂ）、（ｃ）の相補鎖；
に対して少なくとも８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。
【請求項２】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列；又は
　（ｄ）（ａ）、（ｂ）、（ｃ）の相補鎖；
を含んでなる単離された核酸。
【請求項３】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列；
　（ｃ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列の完全長コード化配列；又は
　（ｄ）（ａ）、（ｂ）、（ｃ）の相補鎖；
にハイブリダイズする単離された核酸。
【請求項４】
　ストリンジェントな条件でハイブリダイゼーションが生じる、請求項３に記載の核酸。
【請求項５】
　請求項１に記載の核酸を含む発現ベクター。
【請求項６】
　ベクターを用いて形質転換された宿主細胞によって認識されるコントロール配列に作用
可能に連結する、請求項５に記載のベクター。
【請求項７】
　請求項６に記載の発現ベクターを含んでなる宿主細胞。
【請求項８】
　ＣＨＯ細胞、大腸菌細胞又は酵母細胞である、請求項７に記載の宿主細胞。
【請求項９】
　ポリペプチドの産生方法において、請求項７に記載の宿主細胞を、前記ポリペプチドの
発現に適した条件下で培養し、細胞培養物から前記ポリペプチドを回収することを含んで
なる方法。
【請求項１０】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
　（ｃ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列の完全長コード化配列によってコードされるアミノ酸配列；
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有する単離されたポリペプチド。
【請求項１１】
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　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
　（ｃ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列の完全長コード化配列によってコードされるアミノ酸配列；
を有する単離されたポリペプチド。
【請求項１２】
　異種ポリペプチドに融合した請求項１０に記載のポリペプチドを含んでなるキメラポリ
ペプチド。
【請求項１３】
　前記異種ポリペプチドが免疫グロブリンのＦｃ領域又はエピトープタグ配列である、請
求項１２に記載のキメラポリペプチド。
【請求項１４】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
　（ｃ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列の完全長コード化配列によってコードされるアミノ酸配列；
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチドに特異的に結合す
る単離された抗体。
【請求項１５】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
　（ｃ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列の完全長コード化配列によってコードされるアミノ酸配列；
を含んでなるポリペプチドに特異的に結合する、請求項１４に記載の抗体。
【請求項１６】
　モノクローナル抗体である、請求項１４に記載の抗体。
【請求項１７】
　抗体断片である、請求項１４に記載の抗体。
【請求項１８】
　キメラ又はヒト化抗体である、請求項１４に記載の抗体。
【請求項１９】
　成長阻害剤にコンジュゲートさせた、請求項１４に記載の抗体。
【請求項２０】
　細胞毒性剤にコンジュゲートさせた、請求項１４に記載の抗体。
【請求項２１】
　毒性剤が毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群から選択される
、請求項２０に記載の抗体。
【請求項２２】
　細胞毒性剤が毒素である、請求項２０に記載の抗体。
【請求項２３】
　毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群から選択される、請求項２
２に記載の抗体。
【請求項２４】
　毒素がメイタンシノイドである、請求項２２に記載の抗体。
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【請求項２５】
　細菌中で産生される、請求項１４に記載の抗体。
【請求項２６】
　ＣＨＯ細胞中で産生される、請求項１４に記載の抗体。
【請求項２７】
　結合する細胞の死を誘導する、請求項１４に記載の抗体。
【請求項２８】
　検出可能に標識される、請求項１４に記載の抗体。
【請求項２９】
　請求項１４に記載の抗体をコードするヌクレオチド配列を含む単離された核酸。
【請求項３０】
　ベクターを用いて形質転換された宿主細胞によって認識されるコントロール配列に作用
可能に連結する、請求項２９に記載の核酸を含む発現ベクター。
【請求項３１】
　請求項３０に記載の発現ベクターを含んでなる宿主細胞。
【請求項３２】
　ＣＨＯ細胞、大腸菌細胞又は酵母細胞である、請求項３１に記載の宿主細胞。
【請求項３３】
　抗体の産生方法において、請求項３１に記載の宿主細胞を、前記抗体の発現に適した条
件下で培養し、細胞培養物から前記抗体を回収することを含んでなる方法。
【請求項３４】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
　（ｃ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列の完全長コード化配列によってコードされるアミノ酸配列；
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチドに結合する単離さ
れたオリゴペプチド。
【請求項３５】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
　（ｃ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列の完全長コード化配列によってコードされるアミノ酸配列；
を含んでなるポリペプチドに結合する請求項３４に記載のオリゴペプチド。
【請求項３６】
　成長阻害剤にコンジュゲートさせた、請求項３４に記載のオリゴペプチド。
【請求項３７】
　細胞毒性剤にコンジュゲートさせた、請求項３４に記載のオリゴペプチド。
【請求項３８】
　毒性剤が毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群から選択される
、請求項３７に記載のオリゴペプチド。
【請求項３９】
　細胞毒性剤が毒素である、請求項３７に記載のオリゴペプチド。
【請求項４０】
　毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群から選択される、請求項３
９に記載のオリゴペプチド。
【請求項４１】
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　毒素がメイタンシノイドである、請求項３９に記載のオリゴペプチド。
【請求項４２】
　結合する細胞の死を誘導する、請求項３４に記載のオリゴペプチド。
【請求項４３】
　検出可能に標識される、請求項３４に記載のオリゴペプチド。
【請求項４４】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
　（ｃ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列の完全長コード化配列によってコードされるアミノ酸配列；
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチドに結合するＴＡＳ
Ｋ結合有機分子。
【請求項４５】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
　（ｃ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列の完全長コード化配列によってコードされるアミノ酸配列；
を含んでなるポリペプチドに結合する、請求項４４に記載の有機分子。
【請求項４６】
　成長阻害剤にコンジュゲートさせた、請求項４４に記載の有機分子。
【請求項４７】
　細胞毒性剤にコンジュゲートさせた、請求項４４に記載の有機分子。
【請求項４８】
　毒性剤が毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群から選択される
、請求項４７に記載の有機分子。
【請求項４９】
　細胞毒性剤が毒素である、請求項４７に記載の有機分子。
【請求項５０】
　毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群から選択される、請求項４
９に記載の有機分子。
【請求項５１】
　毒素がメイタンシノイドである、請求項４９に記載の有機分子。
【請求項５２】
　結合する細胞の死を誘導する、請求項４４に記載の有機分子。
【請求項５３】
　検出可能に標識される、請求項４４に記載の有機分子。
【請求項５４】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列；
　（ｃ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列の完全長コード化配列；
　（ｄ）（ａ）、（ｂ）、（ｃ）の相補鎖；
に対して少なくとも８０％の配列同一性を有する核酸に結合するＴＡＳＫ結合干渉ＲＮＡ
（ｓｉＲＮＡ）。
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【請求項５５】
　請求項５４に記載のｓｉＲＮＡを含んでなる発現ベクター。
【請求項５６】
　前記ｓｉＲＮＡがベクターが形質移入された宿主細胞によって認識されるコントロール
配列に作用可能に結合する、請求項５５に記載の発現ベクター。
【請求項５７】
　請求項５６に記載の発現ベクターを含んでなる宿主細胞。
【請求項５８】
　担体との組み合わせで、（ａ）請求項１０に記載のポリペプチド、（ｂ）請求項１２に
記載のキメラポリペプチド、（ｃ）請求項１４に記載の抗体、（ｄ）請求項３４に記載の
オリゴペプチド、又は（ｅ）請求項５４に記載のｓｉＲＮＡ、又は（ｅ）請求項４４に記
載のＴＡＳＫ結合有機分子を含有する物質の組成物。
【請求項５９】
　前記担体が製薬的に許容可能な担体である、請求項５８に記載の物質の組成物。
【請求項６０】
　（ａ）容器と、（ｂ）前記容器内に含まれる請求項５８に記載の物質の組成物を含む、
製造品。
【請求項６１】
　癌の治癒的処置又は診断的検出のための前記物質の組成物の用途に言及する、前記容器
に貼付されたラベル、又は前記容器内に収容されたパッケージ挿入物を更に含んでなる、
請求項６０に記載の製造品。
【請求項６２】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチドを発現する癌細胞
の成長を阻害する方法であって、前記癌細胞を、前記癌細胞中の前記ポリペプチドに結合
する抗体、オリゴヌクレオチド、ｓｉＲＮＡ、オリゴペプチド、又は有機分子に接触させ
て、前記癌細胞の成長を阻害する方法。
【請求項６３】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　前記抗体が抗体断片である、請求項６２に記載の方法。
【請求項６５】
　前記抗体がキメラ又はヒト化抗体である、請求項６２に記載の方法。
【請求項６６】
　前記抗体、オリゴヌクレオチド、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は有機分子を成長阻害
剤にコンジュゲートさせた、請求項６２に記載の方法。
【請求項６７】
　前記抗体、オリゴヌクレオチド、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は有機分子を細胞毒性
剤にコンジュゲートさせた、請求項６２に記載の方法。
【請求項６８】
　毒性剤が毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群から選択される
、請求項６７に記載の方法。
【請求項６９】
　細胞毒性剤が毒素である、請求項６７に記載の方法。
【請求項７０】
　毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群から選択される、請求項６
９に記載の方法。
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【請求項７１】
　毒素がメイタンシノイドである、請求項６９に記載の方法。
【請求項７２】
　細菌中で産生される、請求項６２に記載の方法。
【請求項７３】
　ＣＨＯ細胞中で産生される、請求項６２に記載の方法。
【請求項７４】
　前記癌細胞が放射線治療又は化学療法薬に更にさらされる、請求項６２に記載の方法。
【請求項７５】
　前記癌細胞が、乳癌細胞、結腸直腸癌細胞、腎臓癌細胞、肺癌細胞、卵巣癌細胞、中枢
神経系癌細胞、肝臓癌細胞、膀胱癌細胞、膵臓癌細胞、子宮頚癌細胞、メラノーマ細胞及
び白血病細胞からなる群から選択される、請求項６２に記載の方法。
【請求項７６】
　前記癌細胞が、同一組織由来の正常細胞と比較して上記ポリペプチドを過剰発現する、
請求項６２に記載の方法。
【請求項７７】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチドを発現する細胞を
含む腫瘍を有する哺乳動物を治癒的に処置する方法であって、前記ポリペプチドに結合す
る治療的有効量の抗体、オリゴペプチド（ｓｉＲＮＡ）又は有機分子を前記哺乳動物に投
与して、前記哺乳動物を効果的に治療する方法。
【請求項７８】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項７７に記載の方法。
【請求項７９】
　前記抗体が抗体断片である、請求項７７に記載の方法。
【請求項８０】
　前記抗体がキメラ又はヒト化抗体である、請求項７７に記載の方法。
【請求項８１】
　前記抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は有機分子を成長阻害剤にコンジュゲートさ
せた、請求項７７に記載の方法。
【請求項８２】
　前記抗体、オリゴペプチド、干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）又は有機分子を細胞毒性剤にコ
ンジュゲートさせた、請求項７７に記載の方法。
【請求項８３】
　毒性剤が毒素、抗生物質、放射性同位元素及び核酸分解酵素からなる群から選択される
、請求項８２に記載の方法。
【請求項８４】
　細胞毒性剤が毒素である、請求項８２に記載の方法。
【請求項８５】
　毒素が、メイタンシノイド及びカリケアマイシンからなる群から選択される、請求項８
４に記載の方法。
【請求項８６】
　毒素がメイタンシノイドである、請求項８４に記載の方法。
【請求項８７】
　前記抗体が細菌中で産生される、請求項７７に記載の方法。
【請求項８８】
　前記抗体がＣＨＯ細胞中で産生される、請求項７７に記載の方法。
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【請求項８９】
　前記腫瘍が放射線治療又は化学療法薬に更にさらされる、請求項７７に記載の方法。
【請求項９０】
　前記腫瘍が、乳房腫瘍、結腸直腸腫瘍、肺腫瘍、卵巣腫瘍、中枢神経系腫瘍、肝臓腫瘍
、膀胱腫瘍、膵臓腫瘍又は子宮頚腫瘍である、請求項７７に記載の方法。
【請求項９１】
　ポリペプチドを含んでいることが疑われる試料中のポリペプチドの存在を決定する方法
であって、前記ポリペプチドが、　
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有し、前記ポリペプチドに結合する抗
体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ、オリゴヌクレオチド又は有機分子に前記試料をさらし
、前記試料中の前記ポリペプチドに対する前記抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ、オリ
ゴヌクレオチド又は有機分子の結合を決定することを含む方法。
【請求項９２】
　前記試料が前記ポリペプチドを発現することが疑われる細胞を含む、請求項９１に記載
の方法。
【請求項９３】
　前記細胞が癌細胞である、請求項９２に記載の方法。
【請求項９４】
　前記抗体、オリゴペプチド又は有機分子を検出可能に標識する、請求項９２に記載の方
法。
【請求項９５】
　哺乳動物における腫瘍の存在を診断する方法において、前記哺乳動物から得られた組織
細胞の試験試料中と同一の組織由来の既知の正常細胞のコントロール試料中において、
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチドをコードする遺伝
子の発現レベルを検出し、コントロール試料と比較して、試験試料中の前記ポリペプチド
のより高い発現レベルが、試験試料が得られた哺乳動物中における腫瘍の存在を示してい
る方法。
【請求項９６】
　前記ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出する工程が、インサイツハイ
ブリダイゼーション又はＲＴ－ＰＣＲ分析においてオリゴヌクレオチドを用いることを含
む、請求項９５に記載の方法。　
【請求項９７】
　前記ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出する工程が、免疫組織化学分
析において抗体を用いることを含む、請求項９５に記載の方法。　
【請求項９８】
　哺乳動物における腫瘍の存在を診断する方法において、前記哺乳動物から得られた組織
細胞の試験試料を、
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；又は
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチドに結合する抗体、
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オリゴペプチド又は有機分子に接触させ、試験試料中の前記抗体、オリゴペプチド、ｓｉ
ＲＮＡ、オリゴヌクレオチド又は有機分子と前記ポリペプチドの間の複合体の生成を検出
することを含み、複合体の生成が前記哺乳動物中における腫瘍の存在を示している方法。
【請求項９９】
　前記抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ、オリゴヌクレオチド又は有機分子を検出可能
に標識する、請求項９８に記載の方法。
【請求項１００】
　組織細胞の前記試験試料を、癌性腫瘍を有することが疑われる個体から得る、請求項９
８に記載の方法。
【請求項１０１】
　（ａ）図２（配列番号２）、図４（配列番号４）又は図６（配列番号６）に示されたア
ミノ酸配列；又は
　（ｂ）図１（配列番号１）、図３（配列番号３）又は図５（配列番号５）に示されたヌ
クレオチド配列によってコードされるアミノ酸配列；
に対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有するポリペプチドの発現又は活性の
増加に関連する細胞増殖性疾患を治療又は予防する方法であって、有効量のＴＡＳＫポリ
ペプチドアンタゴニストを、治療を必要とする患者に投与することを含み、好ましくは細
胞増殖性疾患が癌である方法。
【請求項１０２】
　前記アンタゴニストが抗ＴＡＳＫポリペプチド抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、Ｔ
ＡＳＫｓｉＲＮＡ、ＴＡＳＫ結合有機分子又はアンチセンスオリゴヌクレオチドである、
請求項１０１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、哺乳動物における腫瘍の診断と治療に有用な物質の組成物と、同用途のため
に該物質の組成物を使用する方法に関する。
【０００２】
発明の背景
　悪性腫瘍（癌）は、合衆国において心臓疾患に続き第２の主要な死亡原因である（Bori
ng等, CA Cancel J. Clin. 43:7(1993)）。癌は、正常な組織から誘導されて腫瘍塊を形
成する異常な又は腫瘍形成性の細胞の数の増加、これらの腫瘍形成性腫瘍細胞による隣接
組織の侵襲、及び最終的に血液やリンパ系を介して局所のリンパ節や遠くの部位に転移と
呼ばれる過程を介して広がる悪性細胞の生成を特徴とする。癌性状態においては、正常細
胞が成長しない条件下で細胞が増殖する。癌自体は、異なる侵襲及び攻撃性の程度で特徴
付けられる広範な種々の形態で顕現する。
【０００３】
　癌の治療に効果的な細胞標的を発見する試みでは、研究者達は、一又は複数の正常な非
癌牲細胞と比較し、特定の型の癌細胞に特異的に過剰発現するポリペプチドの同定を探求
してきた。このような腫瘍関連細胞表面抗原ポリペプチドの同定は、抗体ベースの治療を
介する癌細胞を標的として特異的に破壊する能力を生み出す。この点、抗体ベースの治療
が、ある種の癌の治療において非常に効果的であることが証明されていることが留意され
る。例えば、ハーセプチン（登録商標）及びリツキサン（登録商標）（双方共にジェネン
テック社, サウスサンフランシスコ, カリフォルニア）は、それぞれ乳癌及び非ホジキン
リンパ腫を治療するのに成功裏に用いられている抗体である。より具体的には、ハーセプ
チン（登録商標）は、ヒト上皮成長因子レセプター２（ＨＥＲ２）プロト-オンコジーン
の細胞外ドメインに選択的に結合する組換えＤＮＡ誘導ヒト化モノクローナル抗体である
。ＨＥＲ２タンパク質の過剰発現は、２５－３０％の原発性乳癌に観察される。リツキサ
ン（登録商標）は、正常及び悪性Ｂリンパ球の表面に見出されるＣＤ２０抗原に対する遺
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伝子操作キメラマウス／ヒトモノクローナル抗体である。
【０００４】
　癌の治療に効果的な細胞標的を発見する他の試みでは、研究者達は、一又は複数の正常
な非癌性細胞中でのポリペプチドの正常な発現に対して特定の型の癌細胞によって過剰発
現されるポリペプチドの同定を探求してきた。このような過剰発現したポリペプチドのア
ンタゴニストの同定は、このような癌の治療のための効果的な治療剤となることが期待さ
れる。更に、このようなポリペプチドの過剰発現の同定は、哺乳動物における特定の癌の
診断に役立つであろう。
【０００５】
　シグナル伝達経路、細胞分裂周期及びプログラムされた細胞死を制御するキナーゼ類は
細胞調節に重要である。これらの重要なキナーゼ類の過剰発現又は活性化変異は細胞調節
を破壊し腫瘍形成に導く場合がある。既知の全発癌遺伝子の２０パーセントがプロテイン
キナーゼである。適切なシグナル伝達経路の同定と、これら発癌キナーゼを特異的に阻害
する薬剤の開発はしばらくの間、癌研究の主要なゴールであった。高処理スクリーニング
系により、例えば触媒アデノシン三リン酸結合部位との競合、基質結合の阻害、又は基質
自体の修飾など、異なった阻害態様の小分子が同定されている。ある種の化合物は単一の
キナーゼに高度に特異的であるが、他のものは類似の結合構造で幾つかのキナーゼを阻害
可能である（Busse等, Semin Oncol 2001, 28:47-55）。例えば、チロシンキナーゼＢｃ
ｒ－Ａｂｌは慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）における原因因子として同定された。小分子イ
マチニブメシレート（Novartis Pharmaceuticals Corp, East Hanover, NJ）は最近ＣＭ
Ｌの治療に対して承認され、シグナル伝達経路のキナーゼ成分の処置が癌の治療に効果的
であることが実証されている（Griffin J. Semin Oncol 2001, 28:3-8）。
【０００６】
　哺乳動物の癌治療における上に記載の進歩にも関わらず、哺乳動物における腫瘍の存在
を検出することができ、腫瘍性細胞成長を効果的に阻害することがそれぞれできる更なる
診断及び治療薬に対する多大な需要がある。従って、本発明の目的は、正常細胞又は他の
異なった癌細胞と比較してある種の癌細胞において過剰発現されるポリペプチドを同定し
、これらポリペプチドとそれらのコード化核酸を使用し、哺乳動物における癌の治療的処
置及び診断的検出に有用な物質の組成物を生産することが本発明の目的である。
【０００７】
発明の概要
Ａ．実施態様
　本明細書では、本出願人は、正常な非癌細胞の一又は複数のタイプと比較して、癌細胞
の一又は複数のタイプでより多く発現される様々な細胞性ポリペプチド（及びそれらのコ
ード核酸又はその断片）の同定を最初に記載する。ここで、このようなポリペプチドは、
腫瘍関連キナーゼポリペプチド（「ＴＡＳＫ」ポリペプチド）と呼ばれ、哺乳動物におけ
る癌の治療と診断の効果的な標的となることが期待される。
　従って、本発明の一実施態様では、本発明は、腫瘍関連抗原性標的ポリペプチド又はそ
の断片（「ＴＡＳＫ」ポリペプチド）をコードするヌクレオチド配列を有する単離された
核酸分子を提供する。
【０００８】
　ある態様では、単離された核酸分子は、（ａ）ここで開示されるアミノ酸配列を有する
完全長ＴＡＳＫポリペプチド、又はここに開示される完全長ＴＡＳＫポリペプチドアミノ
酸配列の任意の他の具体的に定まった断片をコードするＤＮＡ分子、又は（ｂ）（ａ）の
ＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるいは少なくと
も約８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０
％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は９９％の
核酸配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む。
　他の態様では、単離された核酸分子は、（ａ）ここで開示される完全長ＴＡＳＫポリペ
プチドｃＤＮＡのコード化配列、又はここに開示される完全長ＴＡＳＫポリペプチドアミ
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ノ酸配列の任意の他の具体的に定まった断片のコード化配列を含むＤＮＡ分子、又は（ｂ
）（ａ）のＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるい
は少なくとも約８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８
９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又
は９９％の核酸配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む。
【０００９】
　更なる態様では、本発明は、ここに開示されたヒトタンパク質ｃＤＮＡの何れかの完全
長コード化領域によってコードされる同じ成熟ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子に対
して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％、８２％、８
３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９
３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は９９％の核酸配列同一性を有する
ヌクレオチド配列を含む単離された核酸分子に関する。この点において、「完全長コード
配列」という用語は、（添付図中、開始コドンと停止コドンの間にしばしば見られる）ｃ
ＤＮＡのＴＡＳＫポリペプチドコード化ヌクレオチド配列を意味する。
　本発明の他の態様は、キナーゼドメイン不活性化されているＴＡＳＫポリペプチドをコ
ードするヌクレオチド配列を含む単離された核酸分子を提供し、又はそのようなコード化
ヌクレオチド配列に相補的である。従って、ここに記載のＴＡＳＫポリペプチドの触媒的
に不活性な形態が考慮される。
【００１０】
　他の態様では、本発明は、（ａ）ここで開示される完全長アミノ酸配列を有するＴＡＳ
Ｋポリペプチド、ここで開示される完全長ＴＡＳＫポリペプチドアミノ酸配列の任意の他
の具体的に定まった断片をコードするヌクレオチド配列、又は（ｂ）（ａ）のヌクレオチ
ド配列の相補鎖とハイブリダイズする単離された核酸分子に関する。この点に関して、本
発明の実施態様は、例えば診断プローブ、アンチセンスオリゴヌクレオチドプローブとし
て有用なハイブリダイゼーションプローブとしての用途を見出し得る、ここに開示される
、完全長ＴＡＳＫポリペプチドコード化配列の断片、又はその相補鎖、又は抗ＴＡＳＫポ
リペプチド抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド又はＴＡＳＫポリペプチドに結合する他の
小有機分子の結合部位を含むポリペプチドを任意にコードし得る完全長ＴＡＳＫポリペプ
チドのコード化断片に関する。このような核酸断片は、通常は少なくとも約５のヌクレオ
チド長、あるいは少なくとも約６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、
１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２
９、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０
、９５、１００、１０５、１１０、１１５、１２０、１２５、１３０、１３５、１４０、
１４５、１５０、１５５、１６０、１６５、１７０、１７５、１８０、１８５、１９０、
１９５、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、
２９０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３５０、３６０、３７０、３８０、
３９０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、４５０、４６０、４７０、４８０、
４９０、５００、５１０、５２０、５３０、５４０、５５０、５６０、５７０、５８０、
５９０、６００、６１０、６２０、６３０、６４０、６５０、６６０、６７０、６８０、
６９０、７００、７１０、７２０、７３０、７４０、７５０、７６０、７７０、７８０、
７９０、８００、８１０、８２０、８３０、８４０、８５０、８６０、８７０、８８０、
８９０、９００、９１０、９２０、９３０、９４０、９５０、９６０、９７０、９８０、
９９０、又は１０００ヌクレオチド長であり、この文脈において「約」という用語は、表
示ヌクレオチド配列長にその表示長の１０％を加えるか又は減じたものを意味する。ＴＡ
ＳＫポリペプチドコード化ヌクレオチド配列の新規な断片は、よく知られた配列アライン
メントプログラムの任意のものを使用してＴＡＳＫポリペプチドコード化ヌクレオチド配
列を他の既知のヌクレオチド配列にアラインメントさせ、どのＴＡＳＫポリペプチドコー
ド化ヌクレオチド配列断片が新規であるかを決定することによって、常套的に決定しうる
ことと認められる。そのようなＴＡＳＫポリペプチドコード化ヌクレオチド配列の新規な
断片の全てがここで考慮される。また考慮されるものは、これらのヌクレオチド分子断片
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によりコードされるＴＡＳＫポリペプチド断片、好ましくは抗ＴＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫ結
合オリゴペプチド又はＴＡＳＫポリペプチドに結合する他の小有機分子に対する結合部位
を含んでなるＴＡＳＫポリペプチド断片である。
【００１１】
　他の実施態様では、本発明は上記において特定した単離された核酸配列の何れかにより
コードされる単離されたＴＡＳＫポリペプチドを提供する。
　ある態様では、本発明は、ここに開示される完全長アミノ酸配列を有するＴＡＳＫポリ
ペプチド、ここに開示される核酸配列の任意のものによってコードされるアミノ酸配列、
又はここに開示される完全長ＴＡＳＫポリペプチドアミノ酸配列でその他の具体的に定ま
った断片によってコードされているアミノ酸配列に対して、少なくとも約８０％のアミノ
酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％
、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％
、９７％、９８％、又は９９％のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を含む単離さ
れたＴＡＳＫポリペプチドに関する。
【００１２】
　更なる態様では、本発明は、ここに開示されヒトタンパク質ｃＤＮＡの何れかによりコ
ードされるアミノ酸配列に対して、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、あるいは
少なくとも約８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９
％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は
９９％のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を含む単離されたＴＡＳＫポリペプチ
ドに関する。
　本発明の他の態様は、単離されたＴＡＳＫポリペプチドを提供する。これを製造する方
法もまたここに開示され、これらの方法は、ＴＡＳＫポリペプチドの発現に適した条件下
で適切なコード化核酸分子を含むベクターを含む宿主細胞を培養し、細胞培養物からＴＡ
ＳＫポリペプチドを回収することを含む。
【００１３】
　本発明の他の実施態様では、本発明は、ここで記載されているポリペプチドの何れかを
コードするＤＮＡを含むベクターを提供する。任意のそのようなベクターを含む宿主細胞
も提供される。例を挙げると、宿主細胞はＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母菌であり得る。
ここに開示されているポリペプチドの何れかの製造方法がさらに提供され、所望するポリ
ペプチドの発現に適切な条件下で宿主細胞を培養し、細胞培養物からその所望するポリペ
プチドを回収することを含んでなる。
　他の実施態様では、本発明は、異種（非ＴＡＳＫ）ポリペプチドに融合した、ここに開
示のＴＡＳＫポリペプチドの何れかを含む単離したキメラポリペプチドを提供する。その
ようなキメラ分子の例は、例えば、エピトープタグ配列又は免疫グロブリンのＦｃ領域等
の異種ポリペプチドと融合したここに開示のＴＡＳＫポリペプチドの何れかを含む。
【００１４】
　その他の実施態様では、本発明は、上記又は下記のポリペプチドの何れかと、好ましく
は特異的に結合する抗体を提供する。場合によっては、その抗体はモノクローナル抗体、
抗体断片、キメラ抗体、ヒト化抗体、一本鎖抗体又は抗ＴＡＳＫポリペプチド抗体がその
各抗原性エピトープと結合するのを競合的に阻害する抗体である。本発明の抗体は、例え
ば、メイタンシノイド又はカリケアマイシンを含む毒素のような成長阻害剤又は細胞障害
剤、抗生物質、放射性同位元素、核酸分解酵素等と場合によってはコンジュゲートし得る
。本発明の抗体は、場合によってはＣＨＯ細胞又は細菌細胞中で産生され、好ましくは、
それが結合する細胞の死を誘導する。診断の目的に対しては、本発明の抗体は、検出可能
に標識されたり、固体支持体に付着されたりする。
　本発明の他の実施態様では、本発明はここで開示されている抗体の何れかをコードする
ＤＮＡを含むベクターを提供する。任意のそのようなベクターを含む宿主細胞も提供され
る。例を挙げると、この宿主細胞はＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母菌であり得る。ここに
記載されている抗体の製造方法が更に提供され、所望する抗体の発現に適切な条件下で宿
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主細胞を培養し、細胞培養物からその所望する抗体を回収することを含んでなる。
【００１５】
　他の実施態様では、本発明は、上記の又は下記のＴＡＳＫポリペプチドの何れかに、好
ましくは特異的に、結合するオリゴペプチド（「ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド」）を提供
する。場合によっては、本発明のＴＡＳＫ結合オリゴペプチドは、例えばメイタンシノイ
ド又はカリケアマイシンを含む毒素のような成長阻害剤又は細胞障害剤、抗生物質、放射
性同位元素、核酸分解酵素等とコンジュゲートされうる。本発明のＴＡＳＫ結合オリゴペ
プチドは場合によってはＣＨＯ細胞又は細菌細胞中で産生され、好ましくは結合する細胞
の死を誘導する。診断の目的に対しては、本発明のＴＡＳＫ結合オリゴペプチドは、検出
可能に標識されたり、固体支持体等に付着させられたりする。
　本発明の他の実施態様では、本発明はここに記載のＴＡＳＫ結合オリゴペプチドの何れ
かをコードするＤＮＡを含むベクターを提供する。任意のそのようなベクターを含む宿主
細胞がまた提供される。例を挙げると、この宿主細胞はＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母菌
であり得る。ここに記載されているＴＡＳＫ結合オリゴペプチドの製造方法が更に提供さ
れ、所望する抗体の発現に適切な条件下で宿主細胞を培養し、細胞培養物からその所望す
る抗体を回収することを含んでなる。
【００１６】
　他の実施態様では、本発明は、上記の又は下記のＴＡＳＫポリペプチドの何れかに、好
ましくは特異的に、結合する小有機分子（「ＴＡＳＫ結合有機分子」）を提供する。場合
によっては、本発明のＴＡＳＫ結合有機分子は、例えばメイタンシノイド又はカリケアマ
イシンを含む毒素のような成長阻害剤又は細胞障害剤、抗生物質、放射性同位元素、核酸
分解酵素等とコンジュゲートされうる。本発明のＴＡＳＫ結合有機分子は好ましくはＴＡ
ＳＫのキナーゼ活性を部分的に又は全体的に不活性化する。本発明のＴＡＳＫ結合有機分
子は最も好ましくはそれらが結合する細胞の死を誘導する。診断の目的に対しては、本発
明のＴＡＳＫ結合有機分子は、検出可能に標識されたり、固体支持体等に付着させられた
りする。
　より更なる実施態様では、本発明は、担体と組み合わされて、ここに記載のＴＡＳＫポ
リペプチド、ここに記載のキメラＴＡＳＫポリペプチド、ここに記載の抗ＴＡＳＫ抗体、
ここに記載のＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、ＴＡＳＫ結合干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、又
はここに記載のＴＡＳＫ結合有機分子を含有する物質の組成物に関する。場合によっては
、この担体は薬学的に許容可能な担体である。
【００１７】
　更に他の実施態様では、本発明は、容器及び容器内に収容された組成物を含む製造品に
関し、その組成物には、ここに記載のＴＡＳＫポリペプチド、ここに記載のキメラＴＡＳ
Ｋポリペプチド、ここに記載の抗ＴＡＳＫ抗体、ここに記載のＴＡＳＫ結合オリゴペプチ
ド、又はここに記載のＴＡＳＫ結合有機分子が含まれ得る。製造品は、更に場合によって
は、腫瘍の治療的処置又は診断的検出のためのこの組成物の使用に言及する、容器に添付
したラベル、又は容器内に含まれるパッケージ入物を含みうる。
　本発明の他の実施態様は、ＴＡＳＫポリペプチド、キメラＴＡＳＫポリペプチド、抗Ｔ
ＡＳＫポリペプチド抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、又はＴＡＳＫ結合有機分子に反
応する症状の治療に有用な医薬の調製のための、ここに記載のＴＡＳＫポリペプチド、こ
こに記載のキメラＴＡＳＫポリペプチド、ここに記載の抗ＴＡＳＫポリペプチド抗体、こ
こに記載のＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、又はここに記載のＴＡＳＫ結合有機分子の使用
に関する。
【００１８】
Ｂ．更なる実施態様
　本発明の他の実施態様は、ＴＡＳＫポリペプチドを発現する癌細胞を殺す方法に関し、
該方法は、癌細胞を、ＴＡＳＫポリペプチドと結合する抗体、オリゴペプチド又は小有機
分子と接触させ、それによって癌細胞の死を生じさせる。場合によっては、抗体は、モノ
クローナル抗体、抗体断片、キメラ抗体、ヒト化抗体、又は一本鎖抗体である。本発明の
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方法に用いられる抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド及びＴＡＳＫ結合有機分子は、例え
ば、メイタンシノイド又はカリケアマイシンを含む毒素のような成長阻害剤又は細胞障害
剤、抗生物質、放射性同位元素、核酸分解酵素等と場合によってはコンジュゲートし得る
。本発明の方法に用いられる抗体及びＴＡＳＫ結合オリゴペプチドは、場合によってはＣ
ＨＯ細胞又は細菌細胞中で産生され得る。
　本発明の他の実施態様は、癌細胞の成長がＴＡＳＫポリペプチドの成長増強効果に少な
くとも部分的に依存する、癌細胞の成長を阻害する方法に関し、該方法は、ＴＡＳＫポリ
ペプチドを、ＴＡＳＫポリペプチドと結合する抗体、オリゴペプチド又は小有機分子と接
触させることを含み、これによって、ＴＡＳＫポリペプチドの成長増強活性をアンタゴナ
イズし、ひいては癌細胞の成長を阻害する。好ましくは、癌細胞の成長が完全に阻害され
る。場合によっては、抗体は、モノクローナル抗体、抗体断片、キメラ抗体、ヒト化抗体
、又は一本鎖抗体である。本発明の方法に用いられる抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド
及びＴＡＳＫ結合有機分子は、場合によっては、例えば、メイタンシノイド又はカリケア
マイシンを含む毒素のような成長阻害剤又は細胞障害剤、抗生物質、放射性同位元素、核
酸分解酵素等とコンジュゲートし得る。本発明の方法に用いられる抗体及びＴＡＳＫ結合
オリゴペプチドは、場合によってはＣＨＯ細胞又は細菌細胞中で産生され得る。
【００１９】
　本発明の更に他の実施態様は、哺乳動物におけるＴＡＳＫポリペプチド発現腫瘍を治療
的に処置する方法に関し、該方法は、ＴＡＳＫポリペプチドと結合する抗体、オリゴペプ
チド又は小有機分子の治療的に有効な量を哺乳動物に投与することを含み、それによって
腫瘍の効果的な治療的処置が達成される。場合によっては、抗体は、モノクローナル抗体
、抗体断片、キメラ抗体、ヒト化抗体、又は一本鎖抗体である。本発明の方法に用いられ
る抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド及びＴＡＳＫ結合有機分子は、例えば、メイタンシ
ノイド又はカリケアマイシンを含む毒素のような成長阻害剤又は細胞障害剤、抗生物質、
放射性同位元素、核酸分解酵素等と場合によってはコンジュゲートされうる。本発明の方
法に用いられる抗体及びオリゴペプチドは、場合によってはＣＨＯ細胞又は細菌細胞中で
産生され得る。
　本発明の更に他の実施態様は、哺乳動物において腫瘍を治療的に処置する方法に関し、
ここで、上記腫瘍の成長はＴＡＳＫポリペプチドの成長増強効果に少なくとも部分的に依
存し、該方法は、ＴＡＳＫポリペプチドに結合する抗体、オリゴペプチド又は小有機分子
を哺乳動物に投与することを含んでなり、それによって上記ＴＡＳＫポリペプチドの成長
増強活性をアンタゴナイズし、腫瘍の効果的な治療的処置をもたらす。場合によっては、
抗体はモノクローナル抗体、抗体断片、キメラ抗体、ヒト化抗体、又は一本鎖抗体である
。本発明の方法において使用される抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド及びＴＡＳＫ結合
有機分子は、例えば、メイタンシノイド又はカリケアマイシンを含む毒素のような成長阻
害剤又は細胞障害剤、抗生物質、放射性同位元素、核酸分解酵素等と場合によってはコン
ジュゲートされうる。本発明の方法に用いられる抗体及びオリゴペプチドは、場合によっ
てはＣＨＯ細胞又は細菌細胞中で産生され得る。
【００２０】
　本発明の更に他の実施態様は、ＴＡＳＫポリペプチドの改変、好ましくは増加された発
現又は活性に関連した細胞増殖性疾患を治療又は防止する方法に関し、該方法はそのよう
な治療を必要とする患者に、有効量のＴＡＳＫポリペプチドのアンタゴニストを投与する
ことを含んでなる。好ましくは、細胞増殖性疾患は癌であり、ＴＡＳＫポリペプチドのア
ンタゴニストは抗ＴＡＳＫポリペプチド抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、ＴＡＳＫ結
合有機分子又はアンチセンスオリゴヌクレオチドである。細胞増殖性疾患の効果的な治療
又は防止はＴＡＳＫポリペプチドを発現する細胞の直接の死滅又は成長阻害の結果又はＴ
ＡＳＫポリペプチドの細胞成長増強活性のアンタゴナイズによるものでありうる。
　本発明の更に他の実施態様は、ＴＡＳＫポリペプチドを含むと思われる試料中のＴＡＳ
Ｋポリペプチドの存在を決定する方法に関し、該方法は、試料をＴＡＳＫポリペプチドと
結合する抗体、オリゴペプチド又は小有機分子に曝して、試料中のＴＡＳＫポリペプチド
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への抗体、オリゴペプチド又は有機分子の結合を定量することを含み、そのような結合の
存在が、試料中のＴＡＳＫポリペプチドの存在を示す。場合によっては、試料は、ＴＡＳ
Ｋポリペプチドを発現していると思われる細胞（癌細胞であり得る）を含み得る。この方
法で用いる抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド又はＴＡＳＫ結合有機分子は、場合によっ
ては検出可能なように標識されたり、固体支持体に付着させられたりする。
【００２１】
　本発明の更なる実施態様は、哺乳動物における腫瘍の存在を診断する方法に関し、該方
法は、（ａ）前記哺乳動物から得られた組織細胞の試験試料、及び（ｂ）同じ組織源又は
型の既知の正常な非癌性細胞のコントロール試料中における、ＴＡＳＫポリペプチドをコ
ードする遺伝子の発現のレベルを検出することを含んでなり、コントロール試料と比較し
て、試験試料中のＴＡＳＫポリペプチドのより高いレベルの発現が、試験試料が得られた
哺乳動物での腫瘍の存在を示す。
　本発明の他の実施態様は、哺乳動物における腫瘍の存在を診断する方法に関し、該方法
は、（ａ）哺乳動物から得られた組織細胞の試験試料を、ＴＡＳＫポリペプチドと結合す
る抗体、オリゴペプチド又は小有機分子と接触させ、（ｂ）試験試料中での、抗体、オリ
ゴペプチド又は小有機分子とＴＡＳＫポリペプチドの間で形成される複合体を検出するこ
とを含んでなり、複合体の形成が、哺乳動物での腫瘍の存在を示す。場合によっては、用
いられる抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド又はＴＡＳＫ結合有機分子は、検出可能に標
識されたり、固体支持体に付着されたりするか及び／又は組織細胞の試験試料が癌牲腫瘍
を有すると思われる個体から得られる。
　本発明のさらなる実施形態は、本明細書を読めば当業者に明らかである。
【００２２】
（好ましい実施態様の詳細な説明）
Ｉ．定義
　ここで使用される「ＴＡＳＫポリペプチド」及び「ＴＡＳＫ」という用語は、直後に数
値表示がある場合には種々のポリペプチドを指し、完全な表示（つまり、ＴＡＳＫ／数字
）は、ここに記載する特定のポリペプチド配列を意味する。「数字」という用語がここで
は実際の数的表示として提供されている「ＴＡＳＫ／数字ポリペプチド」及び「ＴＡＳＫ
／数字」という用語には、天然配列ポリペプチド、ポリペプチド変異体及び天然配列ポリ
ペプチドとポリペプチド変異体の断片（ここでさらに定義される）を包含する。ここに記
載されているＴＡＳＫポリペプチドは、ヒト組織型又は他の供給源といった種々の供給源
から単離してもよく、あるいは組換え又は合成法によって調製してもよい。「ＴＡＳＫポ
リペプチド」という用語は、ここに記載の各個々のＴＡＳＫ／数字ポリペプチドを指す。
「ＴＡＳＫポリペプチド」を指すこの明細書の全ての開示は、各ポリペプチドを個々に指
すと同時に集合的に指す。例えば、調製、精製、誘導、抗体の形成、ＴＡＳＫ結合オリゴ
ペプチドの形成、ＴＡＳＫ結合有機分子の形成、投与、含有する組成物、疾患の治療等の
記載は、本発明の各ポリペプチドに関している。「ＴＡＳＫポリペプチド」という用語は
、また、ここに記載のＴＡＳＫ／数字ポリペプチドの変異体を含む。
【００２３】
　「天然配列ＴＡＳＫポリペプチド」には、天然由来のＴＡＳＫポリペプチドに対応する
同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドが含まれる。このような天然配列ＴＡＳＫポリ
ペプチドは、自然から単離することもできるし、組換え又は合成手段により生成すること
もできる。「天然配列ＴＡＳＫポリペプチド」という用語には、特に、特定のＴＡＳＫポ
リペプチドの自然に生じる切断又は分泌形態(例えば、細胞外ドメイン配列)、自然に生じ
る変異形態(例えば、選択的にスプライシングされた形態)及びそのポリペプチドの自然に
生じる対立遺伝子変異体が含まれる。本発明のある実施態様では、ここに開示される天然
配列ＴＡＳＫポリペプチドは、添付図に示される完全長アミノ酸配列を含む成熟又は完全
長天然配列ポリペプチドである。開始及び停止コドン（示されているならば）は、図にお
いて太字及び下線で示した。添付図に「Ｎ」で示した核酸残基は、任意の核酸残基である
。しかし、添付図に開示したＴＡＳＫポリペプチドは、図面においてアミノ酸位置１とし
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てここに表示されたメチオニン残基で始まるように示されているが、図面におけるアミノ
酸位置１の上流又は下流に位置する他のメチオニン残基をＴＡＳＫポリペプチドの開始ア
ミノ酸残基として用いることも考えられるし、可能でもある。
【００２４】
　「ＴＡＳＫポリペプチド変異体」とはＴＡＳＫポリペプチド、好ましくは、ここに開示
するような完全長天然配列ＴＡＳＫポリペプチド配列、ここで開示するようなシグナルペ
プチドを欠くＴＡＳＫポリペプチド配列、ここに開示するようなシグナルペプチドを有す
る又は有しないＴＡＳＫポリペプチドの細胞外ドメイン又はここに開示する完全長ＴＡＳ
Ｋポリペプチド配列の任意の他の断片（例えば、完全長ＴＡＳＫポリペプチドの完全なコ
ード配列の一部のみを示す核酸によってコードされるもの）と少なくとも約８０％のアミ
ノ酸配列同一性を有するここで定義するような活性なＴＡＳＫポリペプチドを意味する。
このようなＴＡＳＫポリペプチド変異体には、例えば、完全長天然アミノ酸配列のＮ末端
又はＣ末端において一又は複数のアミノ酸残基が付加、もしくは欠失されたＴＡＳＫポリ
ペプチドが含まれる。通常、ＴＡＳＫポリペプチド変異体は、ここに開示する完全長天然
配列ＴＡＳＫポリペプチド配列、ここに開示するシグナルペプチドを欠くＴＡＳＫポリペ
プチド配列、シグナルペプチドを有する又は有しないここに開示するＴＡＳＫポリペプチ
ドの細胞外ドメイン、又はここに開示する完全長ＴＡＳＫポリペプチド配列の任意の具体
的に定義した他の断片に対して、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、あるいは少
なくとも約８１％、８２％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％
、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は９
９％のアミノ酸配列同一性を有している。通常、ＴＡＳＫ変異体ポリペプチドは、少なく
とも約１０アミノ酸長、あるいは少なくとも約２０、３０、４０、５０、６０、７０、８
０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０
、１９０、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０
、２９０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３５０、３６０、３７０、３８０
、３９０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、４５０、４６０、４７０、４８０
、４９０、５００、５１０、５２０、５３０、５４０、５５０、５６０、５７０、５８０
、５９０、６００アミノ酸長、又はそれ以上である。場合によっては、ＴＡＳＫ変異体ポ
リペプチドは、天然ＴＡＳＫポリペプチド配列に比較して一つ以下の保存的アミノ酸置換
、あるいは天然ＴＡＳＫポリペプチド配列に比較して２、３、４、５、６、７、８、９、
又は１０以下の同類アミノ酸置換を有するにすぎない。
【００２５】
　ここで同定したＴＡＳＫポリペプチド配列に関する「パーセント(％)アミノ酸配列同一
性」とは、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を
導入し、如何なる保存的置換も配列同一性の一部と考えないとした後の、特定のＴＡＳＫ
ポリペプチド配列のアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセントと
して定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメント
は、当業者の技量の範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ-２、ＡＬＩ
ＧＮ、又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウエアのような公に入手可能なコ
ンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である。当業者であれば、比較さ
れる配列の完全長に対して最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリ
ズムを含む、アラインメントを測定するための適切なパラメータを決定することができる
。しかし、ここでの目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、ＡＬＩＧＮ-２プログ
ラム用の完全なソースコードが下記の表１に提供されている配列比較コンピュータプログ
ラムＡＬＩＧＮ-２を使用することによって得られる。ＡＬＩＧＮ-２配列比較コンピュー
タプログラムはジェネンテック社によって作成され、下記の表１に示したソースコードは
米国著作権庁, ワシントンD.C., 20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登
録番号ＴＸＵ５１００８７で登録されている。ＡＬＩＧＮ-２プログラムはジェネンテッ
ク社、サウス サン フランシスコ, カリフォルニアから公的に入手可能であり、下記の表
１に提供されたソースコードからコンパイルしてもよい。ＡＬＩＧＮ-２プログラムは、
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ＵＮＩＸ（登録商標）オペレーティングシステム、好ましくはデジタルＵＮＩＸ（登録商
標）Ｖ４．０Ｄでの使用のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、ＡＬ
ＩＧＮ-２プログラムによって設定され変動しない。
【００２６】
　アミノ酸配列比較にＡＬＩＧＮ-２が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａ
の、与えられたアミノ酸配列Ｂへの、それとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性
(あるいは、与えられたアミノ酸配列Ｂへの、それとの、又はそれに対する或る程度の％
アミノ酸配列同一性を持つ又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる)は次
のように計算される：
　　　分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムＡＬＩＧＮ-２のＡ及びＢのプログラムアラ
インメントによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全
アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、Ａ
のＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なる
と認識されるであろう。％アミノ酸配列同一性の計算の例として、表２及び３は、「比較
タンパク質」と称されるアミノ酸配列の「ＴＡＳＫ」と称されるアミノ酸配列に対する％
アミノ酸配列同一性の計算方法を示し、ここで「ＴＡＳＫ」は対象の仮想ＴＡＳＫポリペ
プチドのアミノ酸配列を表し、「比較タンパク質」は対象の「ＴＡＳＫ」ポリペプチドと
比較され、これに対するポリペプチドのアミノ酸配列を表し、「Ｘ」、「Ｙ」及び「Ｚ」
は、それぞれ異なる仮定アミノ酸残基を表す。特に断らない限りは、ここで使用される全
ての％アミノ酸配列同一性値は、ＡＬＩＧＮ-２コンピュータプログラムを用いて直ぐ上
の段落に記載されるようにして得られる。
【００２７】
　「ＴＡＳＫ変異体ポリヌクレオチド」又は「ＴＡＳＫ変異体核酸配列」とは、ここで定
義されるように、ＴＡＳＫポリペプチド、好ましくは活性ＴＡＳＫポリペプチドをコード
し、ここに開示する完全長天然配列ＴＡＳＫポリペプチド配列、ここに開示するシグナル
ペプチドを欠いた完全長天然配列ＴＡＳＫポリペプチド配列、シグナルペプチドを有する
又は有しないここに開示するＴＡＳＫポリペプチドの細胞外ドメイン、又はここに開示す
る完全長ＴＡＳＫポリペプチド配列の他の任意の断片をコードする核酸配列（完全長ＴＡ
ＳＫポリペプチドの完全なコード化配列の一部分のみを表す核酸によってコードされた）
と、少なくとも約８０％の核酸配列同一性を有する核酸分子を意味する。通常、ＴＡＳＫ
変異体ポリヌクレオチドは、ここに開示する完全長天然配列ＴＡＳＫポリペプチド配列、
ここに開示するシグナルペプチドを欠く完全長天然配列ＴＡＳＫポリペプチド配列、シグ
ナルペプチドを有する又は有しないここに開示するＴＡＳＫポリペプチドの細胞外ドメイ
ン、又はここに開示する完全長ＴＡＳＫポリペプチド配列の任意の他の断片をコードする
核酸配列と、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％、８２
％、８３％、８４％、８５％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２
％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、又は９９％の核酸配列同一性を
有している。変異体は、天然ヌクレオチド配列を含まない。
【００２８】
　通常、ＴＡＳＫ変異体ポリヌクレオチドは、少なくとも約５ヌクレオチド長、あるいは
少なくとも約６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８
、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、
４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、
１０５、１１０、１１５、１２０、１２５、１３０、１３５、１４０、１４５、１５０、
１５５、１６０、１６５、１７０、１７５、１８０、１８５、１９０、１９５、２００、
２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９０、３００、
３１０、３２０、３３０、３４０、３５０、３６０、３７０、３８０、３９０、４００、
４１０、４２０、４３０、４４０、４５０、４６０、４７０、４８０、４９０、５００、
５１０、５２０、５３０、５４０、５５０、５６０、５７０、５８０、５９０、６００、
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６１０、６２０、６３０、６４０、６５０、６６０、６７０、６８０、６９０、７００、
７１０、７２０、７３０、７４０、７５０、７６０、７７０、７８０、７９０、８００、
８１０、８２０、８３０、８４０、８５０、８６０、８７０、８８０、８９０、９００、
９１０、９２０、９３０、９４０、９５０、９６０、９７０、９８０、９９０、又は１０
００ヌクレオチド長であり、この文脈の「約」という用語は、表示ヌクレオチド配列長に
その表示長の１０％を加えるか又は減じたものを意味する。
【００２９】
　ここで同定されるＴＡＳＫコード化核酸配列に対する「パーセント(％)核酸配列同一性
」は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導入
し、対象のＴＡＳＫ核酸配列のヌクレオチドと同一である候補配列中のヌクレオチドのパ
ーセントとして定義される。パーセント核酸配列同一性を決定する目的のためのアライン
メントは、当業者の知る範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ-２、Ａ
ＬＩＧＮ又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウエアのような公に入手可能な
コンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である。ここでの目的のために
は、％核酸配列同一性値は、ＡＬＩＧＮ-２プログラム用の完全なソースコードが下記の
表１に提供されている配列比較コンピュータプログラムＡＬＩＧＮ-２を使用することに
よって得られる。ＡＬＩＧＮ-２配列比較コンピュータプログラムはジェネンテック社に
よって作成され、下記の表１に示したソースコードは米国著作権庁,ワシントン D.C.，20
559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号ＴＸＵ５１００８７の下で登
録されている。ＡＬＩＧＮ-２プログラムはジェネンテック社、サウス サン フランシス
コ, カリフォルニアから公的に入手可能であり、下記の表１に提供されたソースコードか
らコンパイルしてもよい。ＡＬＩＧＮ-２プログラムは、ＵＮＩＸ（登録商標）オペレー
ティングシステム、好ましくはデジタルＵＮＩＸ（登録商標）Ｖ４．０Ｄでの使用のため
にコンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、ＡＬＩＧＮ-２プログラムによって
設定され変動しない。
【００３０】
　核酸配列比較にＡＬＩＧＮ-２が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの、与え
られた核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性（あるいは、与えられた核酸
配列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられた核酸
配列Ｃと言うこともできる）は次のように計算される：
　分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムＡＬＩＧＮ-２のＣ及びＤのアラインメント
によって同一であると一致したスコアのヌクレオチドの数であり、ＺはＤの全ヌクレオチ
ドである。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核酸配
列同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なることは理解されるであろう。％
核酸配列同一性の計算の例として、「ＴＡＳＫ-ＤＮＡ」が対象となる仮説的ＴＡＳＫコ
ード化核酸配列を表し、「比較ＤＮＡ」が対象となる「ＴＡＳＫ-ＤＮＡ」核酸分子が比
較されている核酸配列を表し、そして「Ｎ」、「Ｌ」及び「Ｖ」の各々が異なった仮想ヌ
クレオチドを表していて、表４及び５が「比較ＤＮＡ」と称される核酸配列の「ＴＡＳＫ
-ＤＮＡ」と称される核酸配列に対する％核酸配列同一性の計算方法を示す。特に断らな
い限りは、ここでの全ての％核酸配列同一性値は、直ぐ上のパラグラフに示したようにＡ
ＬＩＧＮ-２コンピュータプログラムを用いて得られる。
【００３１】
　他の実施態様では、ＴＡＳＫ変異体ポリヌクレオチドとは、ＴＡＳＫポリペプチドをコ
ードし、好ましくはストリンジェントなハイブリダイゼーション及び洗浄条件下で、ここ
に記載の完全長ＴＡＳＫポリペプチドをコードするヌクレオチド配列とハイブリダイゼー
ションすることができる核酸分子である。ＴＡＳＫ変異体ポリペプチドは、ＴＡＳＫ変異
体ポリヌクレオチドによってコードされているものであり得る。
　ここに開示される種々のＴＡＳＫポリペプチドを記載するために使用される「単離」と
は、自然環境の成分から同定され及び分離及び／又は回収されたポリペプチドを意味する
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。その自然環境の汚染成分とは、そのポリペプチドの診断又は治療への使用を典型的には
妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が
含まれる。好ましい実施態様では、ポリペプチドは、(１)スピニングカップシークエネー
ターを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列を得
るのに充分なほど、あるいは、(２)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた
非還元あるいは還元条件下でＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一になるまで精製される。単離さ
れたポリペプチドには、ＴＡＳＫポリペプチドの自然環境の少なくとも一つの成分が存在
しないため、組換え細胞内のインサイツのポリペプチドが含まれる。しかしながら、通常
は、単離されたポリペプチドは少なくとも一つの精製工程により調製される。
【００３２】
　「単離された」ＴＡＳＫポリペプチドをコードする核酸又は他のポリペプチドコード化
核酸は、同定され、ポリペプチドをコードする核酸の天然源に通常付随している少なくと
も一つの汚染核酸分子から分離された核酸分子である。単離されたポリペプチドをコード
する核酸分子は、天然に見出される形態あるいは設定以外のものである。故に、単離され
たポリペプチドをコードする核酸分子は、天然の細胞中に存在する特異的なポリペプチド
をコードする核酸分子とは区別される。しかし、ポリペプチドをコードする単離された核
酸分子には、例えば、核酸分子が天然細胞のものとは異なった染色体位置にあるポリペプ
チドを通常は発現する細胞に含まれるポリペプチドをコードする核酸分子が含まれる。
　「コントロール配列」という用語は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコー
ド配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に好適なコントロール
配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列と、リボソーム結合部位を含む。
真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用する
ことが知られている。
【００３３】
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」ている。例え
ば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプレタン
パク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している
；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード配列に作
用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような
位置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合し
ている」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接してい
て読みフェーズにあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必
要はない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位
が存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいは
リンカーが使用される。
【００３４】
　ハイブリダイゼーション反応の「ストリンジェンシー」は、当業者によって容易に決定
され、一般的にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。一般
に、プローブが長くなると適切なアニーリングに必要な温度が高くなり、プローブが短く
なるとそれに必要な温度は低くなる。ハイブリダイゼーションは、一般的に、相補鎖がそ
の融点より低い環境に存在する場合に、変性ＤＮＡの再アニールする能力に依存する。プ
ローブとハイブリダイゼーション配列の間で所望される相同性の程度が高くなればなるほ
ど、用いることができる相対温度が高くなる。その結果、より高い相対温度は、反応条件
をよりストリンジェントにすることになり、低い温度はストリンジェントを低下させるこ
とになる。ハイブリダイゼーション反応のストリンジェンシーの更なる詳細及び説明につ
いては、Ausubel等, Current Protocols in Molecular Biology（Wiley Interscience Pu
blishers, 1995）を参照のこと。
【００３５】
　ここで定義される「ストリンジェントな条件」又は「高度のストリンジェンシー条件」
は、（１）洗浄のために低イオン強度及び高温度、例えば、５０℃において０．０１５Ｍ
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の塩化ナトリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナト
リウムを用いるもの；（２）ハイブリダイゼーション中にホルムアミド等の変性剤、例え
ば、４２℃において５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミドと０．１％ウシ血清アルブミン／０．
１％フィコール／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６．５のリン酸ナト
リウムバッファー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭクエン酸ナトリウムを用
いるもの；又は（３）４２℃において５０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ（０．７５ＭのＮ
ａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６．
８）、０．１％のピロリン酸ナトリウム、５ｘデンハード液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ
（５０μｇ／ｍｌ）、０．１％ＳＤＳ、及び１０％の硫酸デキストランを用い、４２℃に
おいての０．２ｘＳＳＣ（塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム）でと、５５℃において
の５０％ホルムアミドでの洗浄を含み、ついで５５℃においてＥＤＴＡを含む０．１ｘＳ
ＳＣからなる高ストリンジェンシー洗浄を行うものによって同定される。
【００３６】
　「中程度のストリンジェント条件」は、Sambrook等, Molecular Cloning: A Laborator
y Manual (New York: Cold Spring Harbor Press, 1989）に記載されているように同定さ
れ、上記のストリンジェントより低い洗浄溶液及びハイブリダイゼーション条件（例えば
、温度、イオン強度及び％ＳＤＳ）の使用を含む。中程度のストリンジェント条件は、２
０％ホルムアミド、５ｘSSC（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸三ナトリウム
）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５ｘデンハード液、１０％硫酸デキスト
ラン、及び２０ｍｇ／ｍｌの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中の３７℃での終夜イン
キュベーション、ついで１ｘＳＳＣ中３７－５０℃でのフィルター洗浄という条件である
。当業者であれば、プローブ長などの因子に適合させる必要に応じて、どのようにして温
度、イオン強度等を調節するかを認識する。
【００３７】
　「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「タグポリペプチド」と融
合したＴＡＳＫポリペプチド又は抗ＴＡＳＫ抗体を含んでなるキメラポリペプチドを意味
する。タグポリペプチドは、その抗体が産生され得るエピトープを提供するのに十分な残
基を有し、その長さは融合するポリペプチドの活性を阻害しないよう充分に短い。また、
タグポリペプチドは、好ましくは抗体が他のエピトープと実質的に交差反応をしないよう
にかなり独特である。適切なタグポリペプチドは、一般に、少なくとも６のアミノ酸残基
、通常は約８～５０のアミノ酸残基(好ましくは、約１０～２０の残基)を有する。
　ここでの目的に対する「活性な」又は「活性」とは、天然又は天然に生じるＴＡＳＫの
生物学的及び／又は免疫学的活性を保持するＴＡＳＫポリペプチドの形態を意味し、その
中で、「生物学的」活性とは、天然又は天然発生ＴＡＳＫが保持する抗原性エピトープに
対する抗体の生成を誘導する能力以外の、天然又は天然発生ＴＡＳＫによって引き起こさ
れる生物機能（阻害又は刺激）を意味し、「免疫学的」活性とは、天然又は天然発生ＴＡ
ＳＫが保持する抗原性エピトープに対する抗体の生成を誘導する能力を意味する。
【００３８】
　「アンタゴニスト」なる用語は最も広い意味で用いられ、そしてここに開示した天然Ｔ
ＡＳＫポリペプチドの生物学的活性を部分的又は完全にブロック、阻害、又は中和する任
意の分子が含まれる。同じように、「アゴニスト」という用語は最も広い意味で用いられ
、ここに開示した天然ＴＡＳＫポリペプチドの生物学的活性を模倣する任意の分子が含ま
れる。適切なアゴニスト又はアンタゴニスト分子には、特にアゴニスト又はアンタゴニス
ト抗体又は抗体断片、断片、又は天然ＴＡＳＫポリペプチドのアミノ酸配列変異体、ペプ
チド、アンチセンスオリゴヌクレオチド、小有機分子等が含まれる。ＴＡＳＫポリペプチ
ドのアゴニスト又はアンタゴニストを同定する方法は、ＴＡＳＫポリペプチドと候補アゴ
ニスト又はアンタゴニスト分子を接触させ、そして通常はＴＡＳＫポリペプチドに関連し
ている一又は複数の生物学的活性の検出可能な変化を測定することが含まれ得る。
【００３９】
　「治療する」又は「治療」又は「緩和」とは、治療上の処置及び予防的療法又は防護的
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療法の双方を称し、その目的は、標的である病的症状又は疾患を防ぐか又は衰え（小さく
）させることである。治療を必要とするものには、疾患に罹りやすいものと同時に疾患に
既に罹っているもの、又は疾患が予防されるべきものを含む。本発明の方法に従って抗Ｔ
ＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド又はＴＡＳＫ結合有機分子の治療量を投与され
た後に、患者が次の一又は複数のものについて観察可能な及び／又は測定可能な減少又は
消失を示したならば、被検体又は哺乳動物は、ＴＡＳＫポリペプチド発現癌に関して成功
裏に「治療された」ことになる：癌細胞の数の減少、又は癌細胞の消失；腫瘍の大きさの
減少；軟部組織及び骨への癌の広がりを含む、末梢器官への癌細胞の浸潤の阻害（すなわ
ち、ある程度の減速及び好ましくは停止）；腫瘍転移の阻害（すなわち、ある程度の減速
及び好ましくは停止）；腫瘍成長のある程度の阻害；及び／又は特定の癌に関連している
一又は複数の症状のある程度の緩和；疾病率及び死亡率の減少、及び生命問題の質の改善
。ある程度、抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫ結合オリゴペプチドは、生存癌細胞の成長を防
ぐ及び／又は死滅させることができ、それは、細胞増殖抑制及び／又は細胞毒性であり得
る。これらの兆候又は症状の低減は、また、患者が感じることができる。
【００４０】
　疾患における成功裏の治療及び改善を評価することに関する上記のパラメーターは、医
師にとってよく知られている日常的手法によって容易に測定が可能である。癌治療では、
有効性は、例えば、病気の進行までの時間（ＴＴＰ）の算定及び／又は反応速度（ＲＲ）
を確かめることによって測定できる。転移は、ステージング試験によって、骨のスキャン
及び骨への広がりを確かめるためのカルシウムレベル及び他の酵素に関する試験によって
確かめることができる。ＣＴスキャンは、また、領域の骨盤及びリンパ節への広がりを探
索することでおこなうことができる。胸部Ｘ線、及び既知の方法による肝臓の酵素レベル
の測定を、それぞれ肺及び肝臓への転移を探索するために用いる。疾患をモニタリングす
る他の常套的方法には、経直腸的超音波断層法（ＴＲＵＳ）及び経直腸的針生検（ＴＲＮ
Ｂ）が含まれる。
【００４１】
　より局所的な癌である膀胱癌に関しては、疾患の進行を確かめる方法には、膀胱鏡検査
による尿細胞評価、尿中に存在する血液のモニタリング、超音波断層撮影又は静脈性腎盂
像、コンピュータ断層撮影法（ＣＴ）及び磁気共鳴映像法（ＭＲＩ）による尿路上皮性路
の視覚化が含まれる。遠隔転移の存在は、腹部のＣＴ、胸ｘ線、又は骨格の放射性核種イ
メージングによって評価することができる。
　「慢性」投与とは、初期の治療効果（活性）を長期間にわたって維持するようにするた
めに、急性態様とは異なり連続的な態様での薬剤の投与を意味する。「間欠」投与とは、
中断無く連続的になされるのではなく、むしろ本質的に周期的になされる処理である。
　癌の治療、症状の緩和又は診断のための「哺乳動物」とは、哺乳動物に分類される任意
の動物を意味し、ヒト、家畜用及び農場用動物、動物園、スポーツ、又はペット動物、例
えばイヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウサギなどを含む。好ましくは、哺
乳動物はヒトである。
　一又は複数の更なる治療薬と「組み合わせた」投与とは、同時（同時期）及び任意の順
序での連続した投与を含む。
【００４２】
　ここで用いられる「担体」は、製薬的に許容されうる担体、賦形剤、又は安定化剤を含
み、用いられる服用量及び濃度でそれらに曝露される細胞又は哺乳動物に対して非毒性で
ある。生理学的に許容されうる担体は、水性ｐＨ緩衝溶液であることが多い。生理学的に
許容されうる担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸塩のバッファー；アス
コルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、
例えば血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；疎水性ポリマー、例えばポリビ
ニルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又
はリジン；グルコース、マンノース又はデキストランを含む単糖類、二糖類、及び他の炭
水化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；マンニトール又はソルビトール等の糖アルコール；ナ
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トリウム等の塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えば、ＴＷＥＥＮ（
登録商標)、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、及びＰＬＵＲＯＮＩＣＳ(登録商標)を
含む。
【００４３】
　「固相」又は「固体支持体」とは、本発明の抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド又はＴ
ＡＳＫ結合有機分子が接着できる非水性マトリクスを意味する。ここに包含される固相の
例は、部分的又は全体的にガラス（例えば、径の調整されたガラス）、ポリサッカリド（
例えばアガロース）、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコール及びシ
リコーンで形成されたものを含む。或る実施態様では、前後関係に応じて、固相はアッセ
イ用プレートのウェル；その他では精製用カラム（例えばアフィニティクロマトグラフィ
ーカラム）を含むことができる。また、この用語は、米国特許第４２７５１４９号に記載
されたような別々の粒子の不連続な固相も含む。
　「リポソーム」は、哺乳動物への薬物（例えばＴＡＳＫポリペプチド、それらに対する
抗体又はＴＡＳＫ結合オリゴペプチド）輸送に有用な、脂質、リン脂質及び／又は界面活
性剤を含む種々のタイプの小胞体である。リポソームの成分は、通常は細胞膜の脂質配向
に類似した２層構造に配列される。
【００４４】
　ここで定義されている「小」分子又は「小」有機分子とは、約５００ダルトン未満の分
子量である。
　ここに開示するポリペプチド、抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、ＴＡＳＫ結合有機
分子、又はそのアゴニスト又はアンタゴニストの「有効量」とは、特に述べた目的を実施
するために十分な量のことである。「有効量」は、述べられた目的に関連して、経験的及
び常套的な形で決定することができる。
　「治療的有効量」という用語は、患者又は哺乳動物の疾患又は疾病を「治療」するのに
効果的な抗体、ポリペプチド、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、ＴＡＳＫ結合有機分子又は
他の薬剤の量を指す。癌の場合、治療的に有効量の薬は癌細胞の数を減じ；腫瘍の大きさ
を減じ；末梢器官への癌細胞の浸潤を阻害（すなわち、ある程度まで減速、好ましくは停
止）し；腫瘍転移を阻害（すなわち、ある程度まで減速及び好ましくは停止）し；腫瘍成
長をある程度まで阻害し；及び／又は癌に関連する一又は複数の症状をある程度まで緩和
する。「治療する」のここでの定義を参照せよ。薬が存在する癌細胞の成長を妨げ及び／
又は死滅させる程度まで、それは、細胞分裂停止及び／又は細胞毒性であり得る。
【００４５】
　抗ＴＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫポリペプチド、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド又はＴＡＳＫ結
合有機分子の「成長阻害量」は、細胞、特に腫瘍、例えば癌細胞の成長をインビトロ又は
インビボで阻害できる量である。腫瘍性細胞成長の阻害の目的のための抗ＴＡＳＫ抗体、
ＴＡＳＫポリペプチド、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、ＴＡＳＫ ｓｉＲＮＡ又はＴＡＳ
Ｋ結合有機分子の「成長阻害量」は、経験的及び常套的な形で決定することができる。
　抗ＴＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫポリペプチド、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、ＴＡＳＫ ｓ
ｉＲＮＡ又はＴＡＳＫ結合有機分子の「細胞毒性量」は、細胞、特に腫瘍、例えば癌細胞
をインビトロ又はインビボで破壊できる量である。腫瘍性細胞成長の阻害の目的のための
抗ＴＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫポリペプチド、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、ＴＡＳＫ ｓｉ
ＲＮＡ又はＴＡＳＫ結合有機分子の「細胞毒性量」は、経験的及び常套的な形で決定する
ことができる。
　「抗体」という用語は最も広い意味において使用され、例えば、単一の抗ＴＡＳＫモノ
クローナル抗体(アゴニスト、アンタゴニスト、及び中和抗体を含む)、多エピトープ(pol
yepitopic)特異性を持つ抗ＴＡＳＫ抗体組成物、ポリクローナル抗体、一本鎖抗ＴＡＳＫ
抗体、及び所望する生物学的又は免疫学的活性を示す限りは抗ＴＡＳＫ抗体の断片（下記
を参照）を包含する。「免疫グロブリン」（Ｉｇ）という用語は、ここでの抗体と相互に
置き換え可能に用いられる。
【００４６】
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　「単離された抗体」とは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収さ
れたものを意味する。その自然環境の汚染成分とは、抗体の診断又は治療への使用を妨害
する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含ま
れる。好ましい実施態様では、抗体は、(１)ローリー(Lowry)法によって定量して９５重
量％以上の、最も好ましくは９９重量％以上の抗体まで、（２）スピニングカップシーク
エネーターを使用することにより、少なくとも１５のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列の
残基を得るのに充分な程度まで、あるいは(３)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染
色を用いた還元又は非還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製される。単
離された抗体には、組換え体細胞内のインサイツの抗体が含まれるが、これは抗体の自然
環境の少なくとも一つの成分が存在しないからである。しかしながら、通常は、単離され
た抗体は少なくとも一つの精製工程により調製される。
【００４７】
　基本的な４-鎖抗体ユニットは２つの同一の軽(Ｌ)鎖と２つの同一の重(Ｈ)鎖から構成
されるヘテロ四量体の糖タンパクである(ＩｇＭ抗体は、基本的なヘテロ四量体ユニット
とそれに付随するＪ鎖と称される付加的なポリペプチドの５つからなり、よって１０の抗
原結合部位を有するが、分泌されたＩｇＡ抗体は重合して、基本的４-鎖ユニットとそれ
付随するＪ鎖のうち２-５つを含む多価集合を形成可能である)。ＩｇＧの場合、４-鎖ユ
ニットは一般的に約１５００００ダルトンである。それぞれのＬ鎖は一つの共有ジスルフ
ィド結合によってＨ鎖に結合するが、２つのＨ鎖はＨ鎖のアイソタイプに応じて一又は複
数のジスルフィド結合により互いに結合している。それぞれのＨ及びＬ鎖はまた規則的な
間隔を持った鎖内ジスルフィド結合を持つ。それぞれのＨ鎖は、α及びγ鎖の各々に対し
ては３つの定常ドメイン(ＣＨ)が、μ及びεアイソタイプに対しては４つのＣＨドメイン
が続く可変ドメイン(ＶＨ)をＮ末端に有する。それぞれのＬ鎖は、その他端に定常ドメイ
ン(ＣＬ)が続く可変ドメイン(ＶＬ)をＮ末端に有する。ＶＬはＶＨと整列し、ＣＬは重鎖
の第一定常ドメイン(ＣＨ１)と整列している。特定のアミノ酸残基が、軽鎖及び重鎖可変
ドメイン間の界面を形成すると考えられている。ＶＬとＶＨは共同して対になって、単一
の抗原結合部位を形成する。異なるクラスの抗体の構造及び特性は、例えばBasic and Cl
inical Immunology, ８版, Daniel P. Stites, Abba I. Terr and Tristram G. Parslow(
編), Appleton ＆ Lange, Norwalk, CT, 1994, ７１頁及び６章を参照のこと。
【００４８】
　任意の脊椎動物種からのＬ鎖には、その定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、カッ
パ及びラムダと呼ばれる２つの明確に区別される型の一つを割り当てることができる。ま
た、その重鎖の定常ドメイン(ＣＨ)のアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンには異なっ
たクラス又はアイソタイプを割り当てることができる。ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
及びＩｇＭという免疫グロブリンの５つの主要なクラスがあり、それぞれα、δ、ε、γ
及びμと呼ばれる重鎖を有する。さらにγ及びαのクラスは、ＣＨ配列及び機能等の比較
的小さな差異に基づいてサブクラスに分割され、例えば、ヒトにおいては次のサブクラス
：ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１及びＩｇＡ２が発現する。
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部分が抗体の間で配列が広範囲に異なるこ
とを意味する。Ｖドメインは抗原結合性を媒介し、その特定の抗原に対する特定の抗体の
特異性を定める。しかし、可変性は可変ドメインの１１０-アミノ酸スパンを通して均等
には分布されていない。代わりに、Ｖ領域は、それぞれ９-１２アミノ酸長である「高頻
度可変領域」と称される極度の可変性を有するより短い領域によって分離された１５-３
０アミノ酸のフレームワーク領域(ＦＲ)と呼ばれる比較的不変の伸展からなる。天然重鎖
及び軽鎖の可変ドメイン各々は、大きなβ-シート配置をとり、３つの高頻度可変領域に
より接続された４つのＦＲ領域を含み、それはループ状の接続を形成し、β-シート構造
の一部を形成することもある。各鎖の高頻度可変領域はＦＲにより他の鎖からの高頻度可
変領域とともに極近傍に保持され、抗体の抗原結合部位の形成に寄与している（Kabat等,
 Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ED. Public Health Service,
 National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)）。定常ドメインは抗体の抗原
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への結合に直接は関係ないが、種々のエフェクター機能、例えば抗体依存性細胞障害(Ａ
ＤＣＣ)における抗体の寄与を示す。
【００４９】
　ここで使用される場合、「高頻度可変領域」なる用語は、抗原結合性の原因となる抗体
のアミノ酸残基を意味する。高頻度可変領域は「相補性決定領域」又は「ＣＤＲ」からの
アミノ酸残基(すなわち、ＶＬにおいては、およそ残基２４－３４(Ｌ１)、５０－５６(Ｌ
２)及び８９－９７(Ｌ３)、及びＶＨにおいては、およそ１－３５(Ｈ１)、５０－６５(Ｈ
２)及び９５－１０２(Ｈ３)；Kabat等, Sequences of Proteins of Immunological Inter
est,５版 Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD.(199
1))及び／又は「高度可変ループ」からの残基(例えば、ＶＬにおいては、およそ残基２６
－３２(Ｌ１)、５０－５２(Ｌ２)及び９１－９６(Ｌ３)、及びＶＨにおいては、およそ２
６－３２(Ｈ１)、５３－５５(Ｈ２)及び９６－１０１(Ｈ３);Chothia及びLesk J.Mol.Bio
l. 196:901-917 (1987))を含んでなる。
【００５０】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体を意味する、すなわち、集団に含まれる個々の抗体が、少量で存在しうる
自然に生じる可能性のある突然変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は高度に特
異的であり、一つの抗原部位に対している。さらに、異なる決定基(エピトープ)に対する
異なる抗体を含むポリクローナル抗体調製物と比べて、各モノクローナル抗体は、抗原上
の単一の決定基に対するものである。その特異性に加えて、モノクローナル抗体は、他の
抗体によって汚染されずに合成される点で有利である。「モノクローナル」との修飾詞は
、抗体を何か特定の方法で生成しなければならないことを意味するものではない。例えば
、本発明において有用なモノクローナル抗体は、最初にKohler等, Nature 256, 495 (197
5)により記載されたハイブリドーマ法によって作ることができ、あるいは組換えＤＮＡ法
によって、細菌、真核細胞動物又は植物細胞から作ることができる(例えば、米国特許第
４８１６５６７号参照)。また「モノクローナル抗体」は、例えばClackson等, Nature 35
2:624-628(1991)、及びMarks等, J. Mol. Biol. 222:581-597(1991)に記載された技術を
用いてファージ抗体ライブラリーから単離することもできる。
【００５１】
　ここで、モノクローナル抗体は、重鎖及び／又は軽鎖の一部が、特定の種由来の抗体、
あるいは特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか又
は相同性があり、鎖の残りの部分が他の種由来の抗体、あるいは他の抗体クラス又はサブ
クラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか又は相同である「キメラ」抗体、並び
にそれが所望の生物的活性を有する限りこのような抗体の断片を特に含む(米国特許第４
８１６５６７号;及びMorrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855(1984)を
参照)。ここで対象のキメラ抗体には、非ヒト霊長類(例えば旧世界ザル、類人猿等)から
由来する可変ドメイン抗原-結合配列及びヒト定常領域配列を含む「プリマタイズ(primat
ized)」抗体を含む。
　「無傷」の抗体は、抗原-結合部位、並びにＣＬ及び少なくとも重鎖定常ドメイン、Ｃ

Ｈ１、ＣＨ２及びＣＨ３を含むものである。定常ドメインは天然配列定常ドメイン(例え
ば、ヒト天然配列定常ドメイン)又はそれらのアミノ酸配列変異体であってよい。好まし
くは、無傷の抗体は一又は複数のエフェクター機能を有する。
【００５２】
　「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を
含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ')２、及びＦｖ断片；ダイアボディ(
diabodies)；直鎖状抗体（米国特許第５６４１８７０号、実施例２；Zapata等, Protein 
Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]を参照）；単鎖抗体分子；及び抗体断片から形成された多
重特異性抗体を含む。
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片と、容易
に結晶化する能力を反映して命名された残留「Ｆｃ」断片を産生する。Ｆａｂ断片は全長
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Ｌ鎖とＨ鎖の可変領域ドメイン(ＶＨ)、及び一つの重鎖の第一定常ドメイン(ＣＨ１)から
なる。各Ｆａｂ断片は抗原結合性に関して一価である、すなわち単一の抗原-結合部位を
有する。抗体のペプシン処理により、単一の大きなＦ(ａｂ')２断片が生じ、これは２価
の抗原結合部位を持つ２つのジスルフィド結合されたＦａｂ断片にほぼ対応し、抗原を交
差結合させることができるものである。Ｆａｂ'断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複
数のシステインを含むＣＨ１ドメインのカルボキシ末端に幾つかの残基が付加されている
ことによりＦａｂ断片と相違する。Ｆａｂ'-ＳＨは、ここでは定常ドメインのシステイン
残基(類)が遊離のチオール基を持つＦａｂ'を表す。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、通常はＦａ
ｂ'断片の対として生成され、それらの間にヒンジシステインを有する。抗体断片の他の
化学的結合も知られている。
【００５３】
　Ｆｃ断片はジスルフィドにより一緒に保持されている双方のＨ鎖のカルボキシ末端部位
を含む。抗体のエフェクター機能は、Ｆｃ領域の配列により決定され、その領域は、所定
の型の細胞に見出されるＦｃレセプター(ＦｃＲ)によって認識される部位である。
　「Ｆｖ」は、完全な抗原-認識及び-結合部位を含む最小の抗体断片である。この断片は
、密接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体からなる。これら２
つのドメインの折り畳みから、抗原結合のためのアミノ酸残基に寄与し、抗体に対する抗
原結合特異性を付与する６つの高頻度可変ループ(Ｈ及びＬ鎖から、それぞれ３つのルー
プ)が生じる。しかしながら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異的な３つのＣＤＲの
みを含んでなるＦｖの半分）でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、抗原を認
識し結合する能力を持つ。
【００５４】
　「ｓＦｖ」又は「ｓｃＦｖ」とも略称される「単鎖Ｆｖ」は、単一のポリペプチド鎖内
に結合したＶＨ及びＶＬ抗体ドメインを含む抗体断片である。好ましくは、ｓＦｖポリペ
プチドはＶＨ及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーをさらに含み、それはｓＦＶが
抗原結合に望まれる構造を形成するのを可能にする。ｓＦｖの概説については、Pluckthu
n in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, 
Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994)；Borrebaeck 1995, 以下を参照のこと
。
　「ダイアボディ(diabodies)」という用語は、鎖間ではなく鎖内でＶドメインを対形成
させ、結果として二価の断片、すなわち２つの抗原-結合部位を有する断片が得られるよ
うに、ＶＨとＶＬドメインとの間に、短いリンカー(約５-１０残基)を持つｓＦｖ断片（
前の段落を参照）を構築することにより調製される小型の抗体断片を意味する。二重特異
性ダイアボディは２つの「交差」ｓＦｖ断片のヘテロダイマーであり、そこでは２つの抗
体のＶＨ及びＶＬドメインが異なるポリペプチド鎖上に存在する。ダイアボディは、例え
ば、欧州特許第４０４０９７号；国際公開９３／１１１６１号；及びHollinger等, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)により十分に記載されている。
【００５５】
　非ヒト(例えば齧歯類)抗体の「ヒト化」形とは、非ヒト抗体から得られた最小配列を含
むキメラ抗体である。大部分において、ヒト化抗体は、レシピエントの高頻度可変領域の
残基が、マウス、ラット、ウサギ又は非ヒト霊長類のような所望の抗体特異性、親和性及
び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)の高頻度可変領域の残基によって置換されたヒト免
疫グロブリン(レシピエント抗体)である。ある場合には、ヒト免疫グロブリンのフレーム
ワーク領域(ＦＲ)残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。さらに、ヒト化抗体
は、レシピエント抗体にもドナー抗体にも見出されない残基を含んでいてもよい。これら
の修飾は抗体の特性をさらに洗練するために行われる。一般的に、ヒト化抗体は、全て又
はほとんど全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンのものに一致し、全て又はほ
とんど全てのＦＲがヒト免疫グロブリン配列である、少なくとも１つ、典型的には２つの
可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、状況に応じて免疫グロブリン定常領
域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含む。さらな
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る詳細は、Jones等, Nature 321, 522-525(1986)；Riechmann等, Nature 332, 323-329(1
988)；及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を参照のこと。
【００５６】
　「種依存性抗体」、例えば哺乳動物抗-ヒトＩｇＥ抗体は、二番目の哺乳動物種からの
抗原の相同体に対して有している結合親和性よりも、一番目の哺乳動物種からの抗原に対
してより強力な結合親和性を有する抗体である。通常、種依存性抗体は、ヒト抗原（すな
わち、約１ｘ１０－７Ｍ以下、好ましくは約１ｘ１０－８以下、最も好ましくは約１ｘ１
０－９Ｍ以下の結合親和性（Ｋｄ）値を有する）と「特異的に結合」するが、そのヒト抗
原に対する結合親和性よりも、少なくとも約５０倍、又は少なくとも約５００倍、又は少
なくとも約１０００倍弱い、二番目の非ヒト哺乳動物種からの抗原の相同体に対する結合
親和性を有する。種依存性抗体は、上にて定義した種々の型の抗体のいずれでもあること
が可能だが、好ましくはヒト化又はヒト抗体である。
【００５７】
　「ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド」はここで記載される様なＴＡＳＫポリペプチドに好ま
しくは特異的に結合するオリゴペプチドである。ＴＡＳＫ結合オリゴペプチドは、既知の
オリゴペプチド合成方法論を用いて化学的に合成することができ、あるいは組換え技術を
用いて調製及び精製することができる。ＴＡＳＫ結合オリゴペプチドは通常、少なくとも
約５のアミノ酸長であり、或いは少なくとも約６、７、８、９、１０、１１、１２、１３
、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、
２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４
０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３
、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、
６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８
０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３
、９４、９５、９６、９７、９８、９９又は１００のアミノ酸長以上であり、このような
オリゴペプチドはここに記載される様なＴＡＳＫポリペプチドに対して好ましくは特異的
に結合する能力がある。ＴＡＳＫ結合オリゴペプチドは、よく知られた技術を用いて過度
の実験をすることなしに同定することができる。この点において、ポリペプチド標的に特
異的に結合する能力のあるオリゴペプチドのオリゴペプチドライブラリーを検索する技術
は当分野でよく知られていることを注記する（例えば、米国特許第５５５６７６２号、同
第５７５０３７３号、同第４７０８８７１号、同第４８３３０９２号、同第５２２３４０
９号、同第５４０３４８４号、同第５５７１６８９号、同第５６６３１４３号；ＰＣＴ公
開第ＷＯ８４／０３５０６号、及びＷＯ８４／０３５６４号；Geysen等, Proc. Natl. Ac
ad. Sci. U.S.A., 81:3998-4002 (1984)；Geysen等, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 8
2:178-182 (1985)；Geysen等, in Synthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986)；G
eysen等, J. Immunol. Meth., 102:259-274 (1987)；Schoofs等, J. Immunol., 140:611-
616 (1988), Cwirla,S.E.等(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378；Lowman,H.B.
等 (1991) Biochemistry, 30:10832；Clackson,T.等 (1991) Nature, 352:624；Marks,J.
D.等 (1991) J. Mol. Biol., 222:581；Kang,A.S.等 (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. US
A, 88:8363、及びSmith, G.P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668参照）。
【００５８】
　「ＴＡＳＫ結合有機分子」とは、ここに記載されるようなＴＡＳＫポリペプチドに、好
ましくは特異的に、結合する、ここに定義されるようなオリゴペプチド又は抗体以外の有
機分子である。ＴＡＳＫ結合有機分子は既知の方法（例えばＰＣＴ公開第ＷＯ００／００
８２３号及びＷＯ００／３９５８５号参照）を用いて同定され、化学的に合成されうる。
ＴＡＳＫ結合有機分子は通常、約２０００ダルトン未満の大きさであり、あるいは約１５
００、７５０、５００、２５０又は２００ダルトン未満の大きさであり、ここに記載され
る様なＴＡＳＫポリペプチドに、好ましくは特異的に結合する能力のあるこのような有機
分子は、よく知られた技術を用いて過度の実験をすることなしに同定されうる。この点に
おいて、ポリペプチド標的に結合する能力のある分子の有機分子ライブラリーを検索する
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技術は当分野でよく知られていることを注記する（例えばＰＣＴ公開第ＷＯ００／００８
２３号及びＷＯ００／３９５８５号参照）。
　「干渉ＲＮＡ」又は「小干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）」は標的遺伝子の発現を低減させる
ヌクレオチド長３０未満の二重鎖ＲＮＡ分子である。「ＴＡＳＫ干渉ＲＮＡ」又は「ＴＡ
ＳＫ ｓｉＲＮＡ」は、好ましくは特異的に、ＴＡＳＫ核酸に結合し、その発現を低減さ
せる。これは、ＴＡＳＫ分子の発現が、干渉ＲＮＡが存在していないコントロール中での
ＴＡＳＫ分子の発現と比較して干渉ＲＮＡが存在している場合により低いことを意味する
。ＴＡＳＫ干渉ＲＮＡは既知の方法を使用して同定し合成することができる（Shi Y., Tr
ends in Genetics 19(1):9-12 (2003), 国際公開２００３０５６０１２及び国際公開２０
０３０６４６２１）。
【００５９】
　対象の抗原、例えば腫瘍関連ポリペプチド抗原標的と「結合する」抗体、オリゴペプチ
ド、ｓｉＲＮＡ又は他の有機分子は、その抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は他の有
機分子がその抗原を発現している細胞又は組織を標的とする診断及び／又は治療剤として
有用であり、他のタンパク質と有意には交差反応しないように十分な親和性でその抗原と
結合するものである。そのような実施態様では、抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は
他の有機分子の「非標的」タンパク質との結合の程度は、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣ
Ｓ）分析又は放射免疫沈降（ＲＩＡ）によって定量して、その特定の標的タンパク質との
抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は他の有機分子の結合の約１０％よりも低い。標的
分子への抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子の結合に関して、特定のポリペプチド又
は特定のポリペプチド標的上のエピトープと「特異的に結合」又は「特異的に結合する」
、又はそれに対して「特異的である」という用語は、非特異的な相互作用とは測定して異
なる結合を意味する。特異的な結合は、例えば、一般に結合活性を持たない類似した構造
の分子であるコントロール分子の結合性と比較して、分子の結合性を定量することによっ
て測定することができる。例えば、特異的な結合性は、標的、例えば過剰の非標識標的に
類似したコントロール分子とも競合にとって定量することができる。この場合、プローブ
に対する標識標的の結合が過剰の非標識標的によって競合的に阻害されるならば、特異的
結合が示される。ここで使用される特定のポリペプチド又は特定のポリペプチド標的上の
エピトープと「特異的に結合」又は「特異的に結合する」、又はそれに対して「特異的で
ある」という用語は、例えば標的に対して少なくとも約１０－４Ｍ、あるいは少なくとも
約１０－５Ｍ、あるいは少なくとも約１０－６Ｍ、あるいは少なくとも約１０－７Ｍ、あ
るいは少なくとも約１０－８Ｍ、あるいは少なくとも約１０－９Ｍ、あるいは少なくとも
約１０－１０Ｍ、あるいは少なくとも約１０－１１Ｍ、あるいは少なくとも約１０－１２

Ｍ、あるいはそれ以上のＫｄを持つ分子によって示されうる。一実施態様では、「特異的
に結合する」という用語は、如何なる他のポリペプチド又はポリペプチドエピトープへ実
質的に結合することなく分子が特定のポリペプチド又は特定のポリペプチドのエピトープ
に結合する結合を意味する。
【００６０】
　「ＴＡＳＫポリペプチドを発現する腫瘍細胞の成長を阻害する」抗体、オリゴペプチド
又は他の有機分子、又は「成長阻害」抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は他の有機分
子は、適切なＴＡＳＫポリペプチドを発現又は過剰発現する癌細胞の測定可能な程の成長
阻害を引き起こすものである。好ましい成長阻害抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド、ｓｉ
ＲＮＡ又は他の有機分子は、典型的には、試験された抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ
又は他の有機分子で処理されていない腫瘍細胞であるコントロールである、適切なコント
ロールと比較して、２０％より多く、好ましくは約２０％から約５０％、そしてさらに好
ましくは５０％よりも多く（例えば、約５０％から約１００％）でＴＡＳＫ発現腫瘍細胞
の成長を阻害する。一実施態様では、成長阻害は、細胞培養で約０．１から３０μｇ／ｍ
ｌ又は約０．５ｎＭから２００ｎＭの抗体濃度で測定することができ、抗体への腫瘍細胞
の曝露の後、成長阻害を１－１０日で確かめる。インビボでの腫瘍細胞の成長阻害は、下
記の実験実施例に記載しているような種々の方法で確かめることができる。約１μｇ／ｋ
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ｇから約１００ｍｇ／ｋｇ体重の抗ＴＡＳＫ抗体の投与が、最初の抗体の投与から約５日
から３ヶ月内、好ましくは約５から３０日内に腫瘍の大きさ又は腫瘍細胞増殖に減少を引
き起こす場合、抗体はインビボで成長阻害性である。
【００６１】
　「アポトーシスを誘導する」抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は他の有機分子は、
アネキシンＶの結合、ＤＮＡの断片化、細胞収縮、小胞体の拡張、細胞断片化、及び／又
は膜小胞の形成(アポトーシス体と呼ばれる)等により決定されるようなプログラム細胞死
を誘導するものである。細胞は、通常、ＴＡＳＫポリペプチドを過剰発現しているもので
ある。好ましくは、細胞は腫瘍細胞、例えば前立腺、乳房、卵巣、胃、子宮内膜、肺、腎
臓、結腸、膀胱細胞である。アポトーシスに伴う細胞事象を評価するために種々の方法が
利用できる。例えば、ホスファチジルセリン(ＰＳ)転位置をアネキシン結合により測定す
ることができ；ＤＮＡ断片化はＤＮＡラダーリングにより評価することができ；ＤＮＡ断
片化に伴う細胞核／クロマチン凝結は低二倍体細胞の何らかの増加により評価することが
できる。好ましくは、アネキシン結合アッセイにおいて、アポトーシスを誘導する抗体、
オリゴペプチド又は他の有機分子は、未処理細胞の約２～５０倍、好ましくは約５～５０
倍、最も好ましくは約１０～５０倍のアネキシン結合を誘導するという結果を生じるもの
である。
　抗体の「エフェクター機能」とは、抗体のＦｃ領域（天然配列Ｆｃ領域又はアミノ酸配
列変異体Ｆｃ領域）に帰する生物学的活性を意味し、抗体のアイソタイプにより変わる。
抗体のエフェクター機能の例には、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞障害；Ｆｃレセプター
結合性；抗体依存性細胞媒介性細胞障害(ＡＤＣＣ)；貪食作用；細胞表面レセプター（例
えば、Ｂ細胞レセプター）のダウンレギュレーション；及びＢ細胞活性化が含まれる。
【００６２】
　「抗体依存性細胞媒介性細胞障害」又は「ＡＤＣＣ」とは、ある種の細胞障害細胞(例
えば、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、好中球及びマクロファージ）上に存在するＦｃレ
セプター(ＦｃＲｓ)と結合した分泌Ｉｇにより、これらの細胞障害エフェクター細胞が抗
原-担持標的細胞に特異的に結合し、続いて細胞毒により標的細胞を死滅させることを可
能にする細胞毒性の形態を意味する。抗体は細胞障害細胞を「備えて」おり、これはこの
ような死滅には絶対に必要なものである。ＡＤＣＣを媒介する主要な細胞のＮＫ細胞はＦ
ｃγＲＩＩＩのみを発現するのに対し、単球はＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲＩ
ＩＩを発現する。造血細胞でのＦｃＲの発現は、Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immuno
l 9:457-92 (1991) の４６４頁の表３に要約されている。対象の分子のＡＤＣＣ活性を評
価するために、米国特許第５５００３６２号又は同５８２１３３７号に記載されているよ
うなインビトロＡＤＣＣアッセイを実施することができる。このようなアッセイにおいて
有用なエフェクター細胞には、末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）及びナチュラルキラー細胞
（ＮＫ細胞）が含まれる。代わりとして、もしくは付加的に、対象の分子のＡＤＣＣ活性
は、例えば、Clynes等, (USA) 95:652-656 (1998)において開示されているような動物モ
デルにおいて、インビボで評価することが可能である。
【００６３】
　「Ｆｃレセプター」又は「ＦｃＲ」は、抗体のＦｃ領域に結合するレセプターを記載す
るものである。好適なＦｃＲは天然配列ヒトＦｃＲである。さらに好適なＦｃＲは、Ｉｇ
Ｇ抗体（ガンマレセプター）と結合するもので、ＦｃγＲＩ、ＦｃγＲＩＩ及びＦｃγＲ
ＩＩＩサブクラスのレセプターを含み、これらのレセプターの対立遺伝子変異体、選択的
にスプライシングされた形態のものも含まれる。ＦｃγＲＩＩレセプターには、ＦｃγＲ
ＩＩＡ（「活性型レセプター」）及びＦｃγＲＩＩＢ（「阻害型レセプター」）が含まれ
、主としてその細胞質ドメインは異なるが、類似のアミノ酸配列を有するものである。活
性型レセプターＦｃγＲＩＩＡは、細胞質ドメインにチロシン依存性免疫レセプター活性
化モチーフ（immunoreceptor tyrosine-based activation motif ;ＩＴＡＭ）を含んでい
る。阻害型レセプターＦｃγＲＩＩＢは、細胞質ドメインにチロシン依存性免疫レセプタ
ー阻害性モチーフ（immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif ;ＩＴＩＭ）を含
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んでいる（Daeron, Annu. Rev. immunol. 15:203-234 (1997)を参照）。ＦｃＲsに関して
は、 Ravetch and Kinet, Annu.Rev. Immunol. 9:457-492 (1991); Capel等, Immunometh
ods 4:25-34 (1994); 及びde Haas等, J.Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995) に概説さ
れている。将来的に同定されるものも含む他のＦｃＲsはここでの「ＦｃＲ」という言葉
によって包含される。また、該用語には、母性ＩｇＧｓが胎児に受け継がれる要因となっ
ている新生児性レセプターＦｃＲｎ（Guyer等, J. Immunol. 117:587 (1976) Kim等, J. 
Immunol.24:249 (1994))も含まれる。
【００６４】
　「ヒトエフェクター細胞」とは、一又は複数のＦｃＲｓを発現し、エフェクター機能を
実行する白血球のことである。その細胞が少なくともＦｃγＲＩＩＩを発現し、ＡＤＣＣ
エフェクター機能を実行することが望ましい。ＡＤＣＣを媒介するヒト白血球の例として
、末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、単球、細胞毒性Ｔ細
胞及び好中球が含まれるが、ＰＢＭＣとＮＫ細胞が好適である。エフェクター細胞は天然
源、例えば血液から単離してもよい。
　「補体依存性細胞障害」もしくは「ＣＤＣ」は、補体の存在下で標的を溶解することを
意味する。典型的な補体経路の活性化は補体系(Ｃｌｑ)の第１補体が、同族抗原と結合し
た(適切なサブクラスの)抗体に結合することにより開始される。補体の活性化を評価する
ために、ＣＤＣアッセイを、例えばGazzano-Santoro等, J. Immunol. Methods 202:163 (
1996)に記載されているように実施することができる。
【００６５】
　「癌」及び「癌性」という用語は、典型的には調節されない細胞成長を特徴とする、哺
乳動物における生理学的状態を指すか記述する。癌の例には、これらに限定されるもので
はないが、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、及び白血病又はリンパ様悪性腫瘍が含まれ
る。このような癌のより特定の例には、扁平細胞癌(squamous cell cancer)(例えば扁平
上皮細胞癌)、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌、及び肺の扁平癌腫(squamous carci
noma)を含む肺癌、腹膜癌、肝細胞癌、胃腸癌を含む胃(gastric)又は腹部(stomach)癌、
膵臓癌、神経膠芽細胞腫、子宮頸管癌、卵巣癌、肝臓癌、膀胱癌、尿道癌、肝癌、乳癌、
結腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜又は子宮癌、唾液腺癌、腎臓(kidney)又は腎(ren
al)癌、前立腺癌、産卵口癌、甲状腺癌、肝臓癌、肛門癌、陰茎癌、黒色腫、多発性骨髄
腫及びＢ細胞リンパ腫、脳、並びに頭部及び頸部の癌、及び関連した転移が含まれる。
　「細胞増殖性疾患」及び「増殖性疾患」という用語は、ある程度の異常な細胞増殖を伴
う疾患を意味する。一実施態様では、細胞増殖性疾患は癌である。
　ここで用いられる「腫瘍」は、悪性又は良性に関わらず、全ての腫瘍形成細胞成長及び
増殖、及び全ての前癌性及び癌性細胞及び組織を意味する。
【００６６】
　「細胞死を誘導する」抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子は、生細胞を生育不能に
するものである。細胞は、ＴＡＳＫポリペプチドを発現するもの、好ましくは、同じ組織
型の正常細胞と比較してＴＡＳＫポリペプチドを過剰発現する細胞である。ＴＡＳＫポリ
ペプチドは、癌細胞の表面上で発現される膜貫通ポリペプチドであることができ、癌細胞
により生成され分泌されるポリペプチドであり得る。好ましくは、その細胞は癌細胞、例
えば、乳房、卵巣、胃、子宮内膜、唾液腺、肺、腎臓、結腸、甲状腺、膵臓又は膀胱細胞
である。インビトロ細胞死は、抗体依存性細胞媒介細胞障害（ＡＤＣＣ）又は補体依存性
障害（ＣＤＣ）によって誘導される細胞死を識別するために、補体及び免疫エフェクター
細胞の無い状態で確かめてもよい。従って、細胞死に関するアッセイは、熱不活性化血清
（すなわち、補体の無い）を用いて、免疫エフェクター細胞が無い状態でおこなってもよ
い。抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子が細胞死を誘導するか否かを確かめるために
、ヨウ化プロピジウム（ＰＩ）、トリパンブルー（Moore等 Cytotechnology 17: 1-11(19
95)）又は７ＡＡＤの取り込みによって評価した膜整合性の損失を、未処理細胞と関連し
て評価することができる。好ましい細胞死を誘導する抗体、オリゴペプチド又は他の有機
分子は、ＢＴ４７４細胞でのＰＩ取り込みアッセイで、ＰＩ取り込みを誘導するものであ
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る。
【００６７】
　「ＴＡＳＫ発現細胞」は内因性又は形質移入されたＴＡＳＫポリペプチドを発現する細
胞である。「ＴＡＳＫ発現癌」は、細胞表面上に存在するＴＡＳＫポリペプチドを有する
、又はＴＡＳＫポリペプチドを生成し分泌する細胞を含む癌である。任意には、「ＴＡＳ
Ｋ発現癌」は十分なレベルのＴＡＳＫポリペプチドを生成し、抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペ
プチド又は他の有機分子はそれへ結合することができ、癌に関して治療的効果を有する。
他の実施態様では、任意には「ＴＡＳＫ発現癌」は、抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又
は他の有機分子アンタゴニストが結合することができ、癌に対して治療的有効量を有する
ように十分なレベルのＴＡＳＫポリペプチドを産生及び分泌する。後者に関して、アンタ
ゴニストは腫瘍細胞によるＴＡＳＫポリペプチドの産生を減少、阻害又は防止するアンチ
センスオリゴヌクレオチドであり得る。ＴＡＳＫポリペプチドを「過剰発現」する癌は、
同じ組織型の非癌性細胞と比較して、その顕著により高いレベルのＴＡＳＫポリペプチド
を有するものである。そのような過剰発現は、遺伝子増幅又は増大した転写又は翻訳によ
って生じ得る。ＴＡＳＫポリペプチド過剰発現は、診断又は予後アッセイにおいて、細胞
に存在するＴＡＳＫタンパク質の増大したレベルを評価することによって定量されうる（
例えば、ＴＡＳＫポリペプチドをコードする単離された核酸から、組換えＤＮＡ技術を用
いて調製することができる単離されたＴＡＳＫポリペプチドに対して調製した抗ＴＡＳＫ
抗体を用いた免疫組織化学アッセイを介して；ＦＡＣＳ分析など）。あるいは、又は付加
的に、例えば、ＴＡＳＫコード化核酸又はその相補鎖に対応する核酸ベースプローブを使
用する蛍光インサイツハイブリダイゼーション；（ＦＩＳＨ；１９９８年１０月に公開の
国際公開９８／４５４７９を参照）、サザンブロッティング、ノーザンブロッティング、
又はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）技術、例えばリアルタイム定量ＰＣＲ（ＲＴ-ＰＣ
Ｒ）を介して、細胞のＴＡＳＫポリペプチドコード化核酸又はｍＲＮＡのレベルを測定し
てもよい。上記のアッセイとは別に、種々のインビボアッセイを当業者は利用可能である
。例えば、患者の体内にある細胞を、例えば、放射性同位元素のような検出可能な標識で
場合によって標識した抗体に曝してもよく、患者の細胞への抗体の結合は、例えば、放射
性の外部スキャンニングによって、又は以前に抗体へ曝した患者から取り出した生検を分
析することによって評価することができる。
【００６８】
　ここで用いられているように、「イムノアドヘシン」という用語は、免疫グロブリン定
常ドメインのエフェクター機能を持つ異種タンパク質（「アドヘシン」）の結合特異性を
付与した抗体様分子を指す。構造的には、イムノアドヘシンは抗体の抗原認識及び結合部
位以外の所望の結合特異性を持つアミノ酸配列（即ち「異種」）と免疫グロブリン定常ド
メイン配列との融合物である。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少
なくともレセプター又はリガンドの結合部位を含む近接アミノ酸配列を含む。イムノアド
ヘシンの免疫グロブリン定常ドメイン配列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３、又は
ＩｇＧ-４サブタイプ、ＩｇＡ（ＩｇＡ-１及びＩｇＡ-２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又は
ＩｇＭなどの任意の免疫グロブリンから得ることができる。
　「標識」という語は、ここで用いられる場合、「標識化」抗体、オリゴペプチド又は他
の有機分子を作製するために、抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子に直接的又は間接
的に結合させる検出可能な化合物又は組成物を意味する。標識はそれ自身によって検出可
能でもよく（例えば、放射性同位元素標識又は蛍光標識）、あるいは、酵素標識の場合に
は、検出可能な基質化合物又は組成物の化学的変換を触媒してもよい。
【００６９】
　ここで用いられる「細胞障害剤」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し及び／又
は細胞破壊を生ずる物質を指す。この用語は、放射性同位元素（例えば、Ａｔ２１１、Ｉ
１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２

及びＬｕの放射性同位元素）、化学治療薬、例えばメトトレキセート、アドリアマイシン
、ビンカアルカロイド類（ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド）、ドキソルビ
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シン、メルファラン、マイトマイシンＣ、クロラムブシル、ダウノルビシン又は他の挿入
剤、酵素及びその断片、例えば核酸分解酵素、抗生物質、及び毒素、例えばその断片及び
／又は変異体を含む小分子毒素又は細菌、糸状菌、植物又は動物起源の酵素的に活性な毒
素、そして下記に開示する種々の抗腫瘍又は抗癌剤を含むように意図されている。他の細
胞毒性薬が下記に記載されている。殺腫瘍性剤は、腫瘍細胞の破壊を引き起こす。
【００７０】
　ここで用いられる際の「成長阻害剤」は、細胞、特にＴＡＳＫ発現癌細胞の成長をイン
ビトロ又はインビボの何れかで阻害する化合物又は組成物を意味する。よって、成長阻害
剤は、Ｓ期でＴＡＳＫ発現細胞の割合を有意に減少させるものである。成長阻害剤の例は
、細胞周期の進行を（Ｓ期以外の位置で）阻害する薬剤、例えばＧ１停止又はＭ期停止を
誘導する薬剤を含む。古典的なＭ期ブロッカーは、ビンカス（ビンクリスチン及びビンブ
ラスチン）、タキサン類、及びトポイソメラーゼＩＩ阻害剤、例えばドキソルビシン、エ
ピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及びブレオマイシンを含む。またＧ１停止さ
せるこれらの薬剤は、Ｓ期停止にも波及し、例えば、ＤＮＡアルキル化剤、例えば、タモ
キシフェン、プレドニゾン、ダカルバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキ
セート、５-フルオロウラシル、及びアラ-Ｃである。更なる情報は、The Molecular Basi
s of Cancer, Mendelsohn及びIsrael, 編, Chapter 1, 表題「Cell cycle regulation, o
ncogene, and antineoplastic drugs」, Murakami等, (WB Saunders: Philadelphia, 199
5)、特に１３頁に見出すことができる。タキサン類（パクリタキセル及びドセタキセル）
は、共にイチイに由来する抗癌剤である。ヨーロッパイチイに由来するドセタキセル（TA
XOTERE（登録商標）、ローン・プーラン ローラー）は、パクリタキセル（TAXOL（登録商
標）、ブリストル-マイヤー スクウィブ）の半合成類似体である。パクリタキセル及びド
セタキセルは、チューブリン二量体から微小管の集合を促進し、細胞の有糸分裂を阻害す
る結果となる脱重合を防ぐことによって微小管を安定化にする。
　「ドキソルビシン」はアントラサイクリン抗生物質である。ドキソルビシンの完全な化
学名は、(８Ｓ-シス)-１０-[(３-アミノ-２，３，６-トリデオキシ-α-Ｌ-リキソ-ヘキサ
ピラノシル)オキシ]-７，８，９，１０-テトラヒドロ-６，８，１１-トリヒドロキシ-８-
(ヒドロキシアセチル)-１-メトキシ-５，１２-ナフタセンジオンである。
【００７１】
　「サイトカイン」なる用語は、一つの細胞集団から放出され、他の細胞に細胞間メディ
エータとして作用するタンパク質の一般用語である。このようなサイトカインの例は、リ
ンホカイン、モノカイン、及び伝統的なポリペプチドホルモンである。サイトカインに含
まれるのは、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン、Ｎ-メチオニルヒト成長ホルモン
、及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；チロキシン；インシュリン；プロインシュ
リン；レラキシン；プロレラキシン；糖タンパク質ホルモン、例えば濾胞刺激ホルモン（
ＦＳＨ）、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、及び黄体化ホルモン（ＬＨ）；肝臓成長因子
；線維芽成長因子；プロラクチン；胎盤ラクトゲン；腫瘍壊死因子-α及び-β；ミューラ
ー阻害因子；マウス生殖腺刺激ホルモン関連ペプチド；インヒビン；アクチビン；血管内
皮成長因子；インテグリン；トロンボポエチン（ＴＰＯ）；ＮＧＦ-β等の神経成長因子
；血小板成長因子；ＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β等のトランスフォーミング成長因子（ＴＧＦ
ｓ）；インシュリン様成長因子-Ｉ及びＩＩ；エリスロポエチン（ＥＰＯ）；骨誘導因子
；インターフェロン-α、-β、及び-γ等のインターフェロン；コロニー刺激因子（ＣＳ
Ｆｓ）、例えばマクロファージ-ＣＳＦ（Ｍ-ＣＳＦ）；顆粒球-マクロファージ-ＣＳＦ（
ＧＭ-ＣＳＦ）；及び顆粒球-ＣＳＦ（Ｇ-ＣＳＦ）；インターロイキン（ＩＬｓ）、例え
ばＩＬ-１、ＩＬ-１ａ、ＩＬ-２、ＩＬ-３、ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-７、ＩＬ
-８、ＩＬ-９、ＩＬ-１１、ＩＬ-１２；腫瘍壊死因子、例えばＴＮＦ-α及びＴＮＦ-β；
及びＬＩＦ及びキットリガンド（ＫＬ）を含む他のポリペプチド因子である。ここで用い
られる際、用語サイトカインには、天然供給源から、又は組換え細胞培養からのタンパク
質、及び天然配列サイトカインの生物学的に活性な等価物が含まれる。
　「パッケージ挿入物」という用語は、効能、用途、服用量、投与、配合禁忌及び／又は
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その治療薬の用途に関する警告についての情報を含む、治療薬の商業的包装を慣習的に含
めた指示書を指す。
【００７２】
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【００７４】
ＩＩ．本発明の組成物及び方法
　Ａ．抗ＴＡＳＫ抗体
　一実施態様では、本発明は、ここで治療及び／又は診断薬としての用途が見出され得る
抗ＴＡＳＫ抗体を提供する。例示的な抗体には、ポリクローナル、モノクローナル、ヒト
化、二重特異性及びヘテロコンジュゲート抗体が含まれる。
【００７５】
　　１．ポリクローナル抗体
　ポリクローナル抗体は、好ましくは、関連する抗原とアジュバントを複数回皮下(sc)又
は腹腔内(ip)注射することにより、動物に産生される。それは、免疫化されるべき種にお
いて免疫原性であるタンパク質へ、関連する抗原（特に、合成ペプチドが用いられる場合
）を結合させるために有用である。例えば、この抗原を、キーホールリンペットヘモシア
ニン（ＫＬＨ）、血清アルブミン、ウシサイログロブリン、又は大豆トリプシンインヒビ
ターへ、二重官能性又は誘導体形成剤、例えばマレイミドベンゾイルスルホスクシンイミ
ドエステル(システイン残基を介する抱合)、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド(リジン残基を
介する抱合)、グルタルアルデヒド、及び無水コハク酸、ＳＯＣｌ２、又はＲ及びＲ１が
異なるアルキル基であるＲ１Ｎ＝Ｃ＝ＮＲを用いて結合させることができる。
　動物を、例えばタンパク質又はコンジュゲート１００μｇ又は５μｇ（それぞれウサギ
又はマウスの場合）を完全フロイントアジュバント３容量と併せ、この溶液を複数部位に
皮内注射することによって、抗原、免疫原性コンジュゲート、又は誘導体に対して免疫す
る。１ヶ月後、該動物を、完全フロイントアジュバントに入れた初回量の１／５ないし１
／１０のペプチド又はコンジュゲートを用いて複数部位に皮下注射することにより、追加



(50) JP 2010-131015 A 2010.6.17

10

20

30

40

50

免疫する。７ないし１４日後に動物を採血し、抗体価について血清を検定する。動物は、
力価がプラトーに達するまで追加免疫する。コンジュゲートはまた、タンパク融合として
組換え細胞培養中で調製することができる。また、ミョウバンのような凝集化剤が、免疫
反応の増強のために好適に使用される。
【００７６】
　　２．モノクローナル抗体
　モノクローナル抗体は、Kohler等, Nature, 256:495 (1975)により最初に記載されたハ
イブリドーマ法、又は組換えＤＮＡ法(米国特許第４８１６５６７号)によって作成するこ
とができる。
　ハイブリドーマ法においては、マウス又はその他の適当な宿主動物、例えばハムスター
を上記のように免疫し、免疫化に用いられたタンパク質と特異的に結合する抗体を産生す
る、又は産生することのできるリンパ球を導き出す。別法として、リンパ球をインビトロ
で免疫することもできる。免疫化の後、リンパ球を単離し、ポリエチレングリコールのよ
うな適当な融合剤を用いて骨髄腫細胞と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成させる(God
ing, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103頁(Academic Press, 19
86))。
　このようにして調製されたハイブリドーマ細胞を、融合していない親の骨髄腫細胞（融
合のパートナーとも呼ばれる）の増殖または生存を阻害する一又は複数の物質を好ましく
は含む適当な培地に蒔き、増殖させる。例えば、親の骨髄腫細胞が酵素ヒポキサンチング
アニンホスホリボシルトランスフェラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠失するならば、
ハイブリドーマのための培地は、典型的には、ＨＧＰＲＴ－欠失細胞の増殖を妨げる物質
であるヒポキサンチン、アミノプテリン、及びチミジンを含有するであろう(ＨＡＴ培地)
。
【００７７】
　好ましい融合のパートナーである骨髄腫細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生
細胞による抗体の安定な高レベルの発現を支援し、融合しない親細胞に対して選択する選
択培地に対して感受性である細胞である。これらの中でも、好ましい骨髄腫株化細胞は、
マウス骨髄腫ライン、例えば、ソーク・インスティテュート・セル・ディストリビューシ
ョン・センター、サンディエゴ、カリフォルニア、ＵＳＡより入手し得るＭＯＰＣ-２１
及びＭＰＣ-１１マウス腫瘍、及び、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、
マナッサス、バージニア、ＵＳＡより入手し得るＳＰ-２又はＸ６３-Ａｇ８-６５３細胞
から誘導されるものである。ヒト骨髄腫及びマウス－ヒトヘテロ骨髄腫株化細胞もまたヒ
トモノクローナル抗体の産生のために開示されている（Kozbor, J.Immunol., 133:3001 (
1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,51-
63頁、(Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)）。
　ハイブリドーマ細胞が生育している培地を、抗原に対するモノクローナル抗体の産生に
ついて検定する。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されるモノクローナル抗体
の結合特異性は、免疫沈降又はインビトロ結合検定、例えばラジオイムノアッセイ(ＲＩ
Ａ)又は酵素結合免疫吸着検定(ＥＬＩＳＡ)によって測定する。
【００７８】
　例えば、モノクローナル抗体の結合親和性は、Munson等, Anal. Biochem., 107:220(19
80)のスキャッチャード分析によって測定することができる。
　所望の特異性、親和性、及び／又は活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞が確定さ
れた後、そのクローンを限界希釈法によりサブクローニングし、標準的な方法により増殖
させることができる(Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-10
3頁(Academic Press, 1986))。この目的に対して好適な培地は、例えば、Ｄ-ＭＥＭ又は
ＲＰＭＩ-１６４０培地を包含する。また、このハイブリドーマ細胞は、動物の腹水症腫
瘍として、例えばマウスへの細胞の腹腔内注射によって、インビボで増殖させることがで
きる。
　サブクローンにより分泌されたモノクローナル抗体は、例えばアフィニティークロマト
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グラフィー（例えばプロテインＡ又はプロテインＧ-セファロースを用いる）又はイオン
交換クロマトグラフィー、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透
析等のような常套的な抗体精製法によって、培地、腹水、又は血清から適切に分離される
。
　モノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、常法を用いて(例えば、マウス抗体の重鎖
及び軽鎖をコードしている遺伝子に特異的に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを用
いることにより)即座に分離されて、配列決定される。ハイブリドーマ細胞は、このよう
なＤＮＡの好ましい供給源となる。ひとたび分離されたならば、ＤＮＡを発現ベクター中
に入れ、ついでこれを、この状況以外では抗体タンパク質を産生しない大腸菌細胞、サル
ＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、又は骨髄腫細胞のような宿主細
胞中に形質移入し、組換え宿主細胞におけるモノクローナル抗体の合成を獲得することが
できる。抗体をコードするＤＮＡの細菌中での組換え発現に関する概説論文には、Skerra
等, Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262(1993)及びPluckthun, Immunol. Revs. 130:
 151-188(1992)が含まれる。
【００７９】
　更なる実施態様では、モノクローナル抗体又は抗体断片は、McCafferty等, Nature, 34
8:552-554 (1990)に記載された技術を使用して産生される抗体ファージライブラリーから
分離することができる。Clackson等, Nature, 352:624-628 (1991)及び Marks等, J.Mol.
Biol., 222:581-597 (1991)は、ファージライブラリーを使用したマウス及びヒト抗体の
分離を記述している。続く刊行物は、鎖シャフリングによる高親和性(ｎＭ範囲)のヒト抗
体の生成(Marks等, Bio/Technology, 10:779-783[1992])、並びに非常に大きなファージ
ライブラリーを構築するための方策としてコンビナトリアル感染とインビボ組換え(Water
house等, Nuc.Acids.Res., 21:2265-2266[1993])を記述している。従って、これらの技術
はモノクローナル抗体の分離に対する伝統的なモノクローナル抗体ハイブリドーマ法に対
する実行可能な別法である。
　抗体をコードするＤＮＡは、例えば、ヒト重鎖及び軽鎖定常ドメイン（ＣＨ及びＣＬ）
の配列を、相同的マウス配列に代えて置換することによって(米国特許第４８１６５６７
号；Morrison等, Proc.Nat.Acad.Sci.,USA,81:6851(1984))、又は免疫グロブリンコード
配列に非免疫グロブリンポリペプチド（異種ポリペプチド）のコード配列の全部又は一部
を共有結合させることによって修飾してキメラ又は融合抗体ポリペプチドを生成すること
ができる。非免疫グロブリンポリペプチド配列は、抗体の定常ドメインと置き代わること
ができるか、又は抗体の一つの抗原結合部位の可変ドメインが置換されて、抗原に対する
特異性を有する一つの抗原結合部位と異なる抗原に対する特異性を有するもう一つの抗原
結合部位とを含むキメラ二価抗体を作り出す。
【００８０】
　　３．ヒト及びヒト化抗体
　本発明の抗ＴＡＳＫ抗体は、さらにヒト化抗体又はヒト抗体を含む。非ヒト(例えばマ
ウス)抗体のヒト化形とは、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖又はその断片(例え
ばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２あるいは抗体の他の抗原結合サブ配列)であ
って、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含むものである。ヒト化抗体は、レシ
ピエントの相補性決定領域(ＣＤＲ)の残基が、マウス、ラット又はウサギのような所望の
特異性、親和性及び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)のＣＤＲの残基によって置換され
たヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)を含む。幾つかの例では、ヒト免疫グロブリン
のＦｖフレームワーク残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト
化抗体は、レシピエント抗体にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列にも見
出されない残基を含んでいてもよい。一般的に、ヒト化抗体は、全て又はほとんど全ての
ＣＤＲ領域が非ヒト免疫グロブリンのものに一致し、全て又はほとんど全てのＦＲ領域が
ヒト免疫グロブリンのコンセンサス配列である、少なくとも１つ、典型的には２つの可変
ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)
、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含む［Jones等, Natur
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e, 321:522-525 (1986); Riechmann等, Nature, 332:323-329 (1988); 及びPresta, Curr
. Op Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］。
　非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野でよく知られている。一般的に、ヒト化抗体に
は非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非ヒトアミノ酸残基は、
しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基と称される。ヒト
化は基本的にウィンター(Winter)と共同研究者［Jones等, Nature, 321:522-525 (1986)
；Riechmann等, Nature, 332:323-327 (1988)；Verhoeyen等, Science, 239:1534-1536 (
1988)］の方法に従って、齧歯類ＣＤＲ又はＣＤＲ配列をヒト抗体の対応する配列に置換
することにより実施される。よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト可変ドメ
インより実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体(米国
特許第４，８１６，５６７号)である。実際には、ヒト化抗体は典型的には幾つかのＣＤ
Ｒ残基及びおそらくは幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位からの残基によって
置換されたヒト抗体である。
【００８１】
　抗体がヒトの治療用途を意図している場合、抗原性及びＨＡＭＡ反応(ヒト抗-マウス抗
体)を低減するには、ヒト化抗体を生成する際に使用するヒトの軽重両方のヒト可変ドメ
インの選択が非常に重要である。いわゆる「ベストフィット法」では、齧歯動物抗体の可
変ドメインの配列を、既知のヒト可変ドメイン配列のライブラリー全体に対してスクリー
ニングする。次に齧歯動物のものと最も近いヒトＶドメイン配列を同定し、その中のヒト
フレームワーク（ＦＲ）をヒト化抗体のために受け入れる(Sims等, J. Immunol., 151:22
96 (1993)；Chothia等, J. Mol. Biol., 196:901(1987))。他の方法では、軽又は重鎖の
特定のサブグループのヒト抗体全てのコンセンサス配列から誘導される特定のフレームワ
ーク領域を使用する。同じフレームワークをいくつかの異なるヒト化抗体に使用できる(C
arter等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992)；Presta等, J. Immunol., 151:
2623(1993))。
　更に、抗体を、抗原に対する高結合親和性や他の好ましい生物学的性質を保持してヒト
化することが重要である。この目標を達成するべく、好ましい方法では、親及びヒト化配
列の三次元モデルを使用して、親配列及び様々な概念的ヒト化産物の分析工程を経てヒト
化抗体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルは一般的に入手可能であり、当業者には
よく知られている。選択された候補免疫グロブリン配列の推測三次元立体配座構造を図解
し、表示するコンピュータプログラムは購入可能である。これら表示を見ることで、候補
免疫グロブリン配列の機能における残基のありそうな役割の分析、すなわち候補免疫グロ
グリンの抗原との結合能力に影響を及ぼす残基の分析が可能になる。このようにして、例
えば標的抗原に対する親和性が高まるといった、望ましい抗体特性が達成されるように、
ＦＲ残基をレシピエント及び移入配列から選択し、組み合わせることができる。一般的に
、高頻度可変領域残基は、直接かつ最も実質的に抗原結合性に影響を及ぼしている。
【００８２】
　ヒト化抗ＴＡＳＫ抗体の種々の形態が考えられる。例えばヒト化抗体は、免疫結合体を
生成するために、状況に応じて一又は複数の細胞傷害剤と結合していてもよい抗体断片、
例えばＦａｂであってもよい。また、ヒト化抗体は無傷抗体、例えば無傷ＩｇＧ１抗体で
あってもよい。
　ヒト化の別法として、ヒト抗体を生成することができる。例えば、現在では、免疫化す
ることで、内因性免疫グロブリンの産生がなく、ヒト抗体の全レパートリーを産生するこ
とのできるトランスジェニック動物(例えば、マウス)を作ることが可能である。例えば、
キメラ及び生殖細胞系突然変異体マウスにおける抗体重鎖結合領域(ＪＨ)遺伝子のホモ接
合体欠失によって、結果として内因性抗体産生の完全な阻害が起こることが説明されてき
た。ヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子配列の、このような生殖細胞系突然変異体マウス
への転移によって、結果として抗原投与時にヒト抗体の産生がおこる。Jakobovits等, Pr
oc.Natl.Acad.Sci.USA, 90:2551 (1993)；Jakobovits等, Nature 362:255-258 (1993); B
ruggeman等, Year in Immuno., 7:33 (1993)；米国特許第５５４５８０６号、同５５６９
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８２５号、同５５９１６６９号（全てジェンファーム(GenPharm)）；同５５４５８０７号
；及び国際公開第９７／１７８５２号を参照されたい。
【００８３】
　別法として、ファージディスプレイ技術(McCafferty等, Nature 348：552-553[1990])
を使用して、非免疫化ドナーの免疫グロブリン可変(Ｖ)ドメイン遺伝子レパートリーから
、インビトロでヒト抗体及び抗体断片を産出させることができる。この技術によれば、抗
体Ｖドメイン遺伝子を、フレーム単位で、繊維状バクテリオファージ、例えばＭ１３又は
ｆｄの大きい又は小さいコートタンパク質遺伝子のどちらかでクローンし、ファージ粒子
の表面で機能的抗体断片として表示させる。繊維状粒子がファージゲノムの一本鎖ＤＮＡ
コピーを含むので、抗体の機能特性に基づいた選択に基づいても、結果としてこれらの特
性を示す抗体をコードする遺伝子の選択が成される。よって、このファージはＢ細胞のい
くつかの特性を模倣している。ファージディスプレイは、例えばJohnson, Kevin S. 及び
Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3：564-571(1993)に概説
されている多様な形式で行うことができる。Ｖ-遺伝子セグメントのいくつかの供給源を
、ファージディスプレイのために使用できる。Clackson等, Nature, 352：624-628(1991)
は、免疫化したマウス脾臓由来のＶ遺伝子の小さいランダムなコンビナトリアルライブラ
リーから、多様で多くの抗-オキサゾロン抗体を単離した。非免疫化ヒトドナーのＶ遺伝
子のレパートリーが構成可能であり、多様で多くの抗原(自己抗原を含む)に対する抗体は
、Marks等, J. Mol. Biol. 222：581-597(1991)、又はGriffith等, EMBO J. 12：725-734
(1993)に記載の技術にそのまま従うことで単離することができる。また、米国特許第５５
６５３３２号及び同５５７３９０５号を参照のこと。
　上述したように、ヒト抗体はインビトロで活性化したＢ細胞により産生することができ
る(米国特許第５５６７６１０号及び同５２２９２７５号)。
【００８４】
　　４．抗体断片
　ある状況下では、抗体全体よりも、抗体断片を用いることに利点がある。より小さな大
きさの断片によって迅速なクリアランスが可能となり、固形腫瘍への接近の改良につなが
り得る。
　抗体断片を産生するために様々な技術が開発されている。伝統的には、これらの断片は
、無傷の抗体のタンパク分解性消化によって誘導された(例えば、Morimoto等, Journal o
f Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及びBrennan等, Science, 2
29:81(1985)を参照されたい)。しかし、これらの断片は、現在は組換え宿主細胞により直
接産生することができる。Ｆａｂ、Ｆｖ及びＳｃＦｖ抗体断片は、すべて大腸菌で発現さ
せ分泌させることができ、従って、大量のこれら断片の産生が容易となった。抗体断片は
、上で論じた抗体ファージライブラリーから単離することができる。別法として、Ｆａｂ
'-ＳＨ断片は大腸菌から直接回収することができ、化学的に結合させてＦ(ａｂ')２断片
を形成することができる(Carter等, Bio/Technology 10:163-167(1992))。他のアプロー
チ法では、Ｆ(ａｂ')２断片を組換え宿主細胞培養から直接分離することができる。イン
ビボ半減期が増した、サルベージレセプター結合性エピトープ残基を含むＦａｂ及びＦ（
ａｂ’）２が、米国特許第５８６９０４６号に記載されている。抗体断片を生成するのた
めの他の方法は、当業者には明らかであろう。他の実施態様では、選択する抗体は単鎖Ｆ
ｖ断片(ｓｃＦｖ)である。国際公開９３／１６１８５号；米国特許第５５７１８９４号；
及び米国特許第５５８７４５８号を参照のこと。Ｆｖ及びｓＦｖは、定常領域を欠く無傷
の連結部位を有する唯一の種である；従って、インビボで使用している間の減少した非特
異的結合に適している。ｓＦｖ融合タンパク質は、ｓＦｖのアミノ又はカルボキシ末端の
どちらかで、エフェクタータンパク質の融合体が生成されるように構成されてもよい。上
掲のAntibody Engineering, Borrebaeck編を参照のこと。また、抗体断片は、例えば米国
特許第５６４１８７０号に記載されているような「直鎖状抗体」であってもよい。そのよ
うな直鎖状抗体断片は単一特異性又は二重特異性であってもよい。
【００８５】
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　　５．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なるエピトープに対して結合特異性を有する抗
体である。例示的な二重特異性抗体は、ＴＡＳＫタンパク質の２つの異なるエピトープに
結合しうる。他のこのような抗体では他のタンパク質に対する結合部位とＴＡＳＫ結合部
位とが結合しうる。あるいは、抗ＴＡＳＫアームは、ＴＡＳＫ-発現細胞に細胞防御メカ
ニズムを集中させ局在させるように、ＦｃγＲＩ(ＣＤ６４)、ＦｃγＲＩＩ(ＣＤ３２)及
びＦｃγＲＩＩＩ(ＣＤ１６)等のＩｇＧ(ＦｃγＲ)に対するＦｃレセプター、又はＴ細胞
レセプター分子(例えばＣＤ３)等の白血球上のトリガー分子に結合するアームと結合しう
る。また、二重特異性抗体はＴＡＳＫを発現する細胞に細胞障害剤を局在化するためにも
使用されうる。これらの抗体はＴＡＳＫ結合アーム及び細胞障害剤(例えば、サポリン(sa
porin)、抗インターフェロン-α、ビンカアルカロイド、リシンＡ鎖、メトトレキセート
又は放射性同位元素ハプテン)と結合するアームを有する。二重特異性抗体は完全長抗体
又は抗体断片(例えばＦ(ａｂ')２二重特異性抗体)として調製することができる。
　国際公開第９６／１６６７３号には、二重特異性抗-ＥｒｂＢ２／抗-ＦｃγＲＩＩＩ抗
体が記載されており、米国特許第５８３７２３４号には、二重特異性抗-ＥｒｂＢ２／抗-
ＦｃγＲＩ抗体が開示されている。二重特異性抗-ＥｒｂＢ２／Ｆｃα抗体は国際公開第
９８／０２４６３号に示されている。米国特許第５８２１３３７号は、二重特異性抗-Ｅ
ｒｂＢ２／抗-ＣＤ３抗体を教示するものである。
　二重特異性抗体を作成する方法は当該分野において既知である。完全長二重特異性抗体
の伝統的な産生は二つの免疫グロブリン重鎖-軽鎖対の同時発現に基づき、ここで二つの
鎖は異なる特異性を持っている(Millstein等, Nature, 305:537-539(1983))。免疫グロブ
リン重鎖及び軽鎖が無作為に取り揃えられているため、これらのハイブリドーマ(四部雑
種)は１０個の異なる抗体分子の可能性ある混合物を産生し、そのうちただ一つが正しい
二重特異性構造を有する。通常、アフィニティークロマトグラフィー工程により行われる
正しい分子の精製は、かなり煩わしく、生成物収率は低い。同様の方法が国際公開第９３
／０８８２９号及びTraunecker等、EMBO J. 10:3655-3659(1991)に開示されている。
【００８６】
　異なったアプローチ法では、所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン(抗原-抗体結
合部位)を免疫グロブリン定常ドメイン配列と融合させる。該融合は好ましくは、少なく
ともヒンジの一部、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含むＩｇ重鎖定常ドメインである。軽鎖の結
合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ１)を、融合の少なくとも一つに存在させ
ることが望ましい。免疫グロブリン重鎖の融合、望まれるならば免疫グロブリン軽鎖をコ
ードしているＤＮＡを、別個の発現ベクター中に挿入し、適当な宿主生物に同時トランス
フェクトする。これにより、組立に使用される三つのポリペプチド鎖の等しくない比率が
所望の二重特異性抗体の最適な収率をもたらす態様において、三つのポリペプチド断片の
相互の割合の調節に大きな融通性が与えられる。しかし、少なくとも二つのポリペプチド
鎖の等しい比率での発現が高収率をもたらすとき、又はその比率が所望の鎖の結合にあま
り影響がないときは、２または３個全てのポリペプチド鎖のためのコード化配列を一つの
発現ベクターに挿入することが可能である。
　この手法の好ましい実施態様では、二重特異性抗体は、第一の結合特異性を有する一方
のアームのハイブリッド免疫グロブリン重鎖と他方のアームのハイブリッド免疫グロブリ
ン重鎖-軽鎖対(第二の結合特異性を提供する)とからなる。二重特異性分子の半分にしか
免疫グロブリン軽鎖がないと容易な分離法が提供されるため、この非対称的構造は、所望
の二重特異性化合物を不要な免疫グロブリン鎖の組み合わせから分離することを容易にす
ることが分かった。このアプローチ法は、国際公開第９４／０４６９０号に開示されてい
る。二重特異性抗体を産生する更なる詳細については、例えばSuresh等, Methods in Enz
ymology, 121:210 (1986)を参照されたい。
【００８７】
　米国特許第５７３１１６８号に記載された他の手法によれば、一対の抗体分子間の界面
を操作して組換え細胞培養から回収されるヘテロダイマーのパーセントを最大にすること
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ができる。好適な界面はＣＨ３ドメインの少なくとも一部を含む。この方法では、第１抗
体分子の界面からの一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大きな側鎖(例えばチロシン
又はトリプトファン)と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又は類似のサイズの相補的「
キャビティ」を、大きなアミノ酸側鎖を小さいもの(例えばアラニン又はスレオニン)と置
き換えることにより第２の抗体分子の界面に作り出す。これにより、ホモダイマーのよう
な不要の他の最終産物に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供され
る。
　二重特異性抗体は、架橋した又は「ヘテロコンジュゲート」抗体もまた含む。例えば、
ヘテロコンジュゲートの抗体の一方はアビジンに結合され、他方はビオチンに結合され得
る。そのような抗体は、例えば、不要の細胞に対する免疫系細胞をターゲティングするた
め(米国特許第４６７６９８０号）、及びＨＩＶ感染の治療のために提案された（国際公
開第９１／００３６０号、同９２／２００３７３号、及び欧州特許第０３０８９号)。ヘ
テロコンジュゲート抗体は、あらゆる簡便な架橋法を用いて作製することができる。好適
な架橋剤は当該分野において良く知られており、幾つかの架橋技術と共に米国特許第４６
７６９８０号に開示されている。
【００８８】
　抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されている。例えば、化
学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennan等, Science, 229:81
 (1985) は無傷の抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａｂ')２断片を産生する手順を記
述している。これらの断片は、ジチオール錯体形成剤、亜砒酸ナトリウムの存在下で還元
して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルフィド形成を防止する。産生されたＦａ
ｂ'断片はついでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に変換される。Ｆａｂ'-ＴＮＢ
誘導体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ'-チオールに再変換
し、他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成する。作られ
た二重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使用することができる。
　最近の進歩により、大腸菌からのＦａｂ'-ＳＨ断片の直接の回収が容易になり、これは
化学的に結合して二重特異性抗体を形成することができる。Shalaby等,J.Exp.Med., 175:
217-225 (1992)は完全にヒト化された二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分子の製造を記述して
いる。各Ｆａｂ'断片は大腸菌から別個に分泌され、インビトロで定方向化学共役を受け
て二重特異性抗体を形成する。このようにして形成された二重特異性抗体は、正常なヒト
Ｔ細胞、及びＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞に結合可能で、ヒト乳房腫瘍標的
に対するヒト細胞毒性リンパ球の細胞溶解活性の誘因となる。
【００８９】
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し分離する様々な技術もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生成されている。
Kostelny等, J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からの
ロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ'部分に結合
させる。抗体ホモダイマーをヒンジ領域で還元してモノマーを形成し、ついで再酸化して
抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生成に対して使用す
ることができる。Hollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)により
記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズムを提供
した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするには十分に短いリンカ
ーによりＶＬにＶＨを結合してなる。従って、一つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の
断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制的に対形成させられ、よって２つの抗原結合部
位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーの使用により二重特異性抗体断片を製造する他
の方策もまた報告されている。Gruber等, J.Immunol. 152:5368 (1994)を参照されたい。
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
tt等 J.Immunol. 147:60(1991)。
【００９０】
　　６．ヘテロコンジュゲート抗体
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　ヘテロコンジュゲート抗体もまた本発明の範囲に入る。ヘテロコンジュゲート抗体は、
２つの共有結合した抗体からなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞
に対してターゲティングさせるため［米国特許第４６７６９８０号］及びＨＩＶ感染の治
療のために［国際公開第９１／００３６０；国際公開第９２／２００３７３；欧州特許第
０３０８９号］提案されている。この抗体は、架橋剤に関連したものを含む合成タンパク
化学における既知の方法を使用して、インビトロで調製することができると考えられる。
例えば、ジスルフィド交換反応を使用するか又はチオエーテル結合を形成することによっ
て、免疫毒素を作成することができる。この目的に対して好適な試薬の例には、イミノチ
オレート及びメチル-４-メルカプトブチルイミダート、及び例えば米国特許第４６７６９
８０号に開示されたものが含まれる。
【００９１】
　　７．多価抗体
　多価抗体は、抗体が結合する抗原を発現する細胞により、二価抗体よりも早くインター
ナリゼーション(及び／又は異化)されうる。本発明の抗体は、３又はそれ以上の結合部位
を有する多価抗体(ＩｇＭクラス以外のもの)であり得(例えば四価抗体)、抗体のポリペプ
チド鎖をコードする核酸の組換え発現により容易に生成することができる。多価抗体は二
量化ドメインと３又はそれ以上の抗原結合部位を有する。好ましい二量化ドメインはＦｃ
領域又はヒンジ領域を有する(又はそれらからなる)。このシナリオにおいて、抗体はＦｃ
領域と、Ｆｃ領域のアミノ末端に３又はそれ以上の抗原結合部位を有しているであろう。
ここで、好ましい多価抗体は３ないし８、好ましくは４の抗原結合部位を有する(又はそ
れらからなる)。多価抗体は少なくとも一つのポリペプチド鎖(好ましくは２つのポリペプ
チド鎖)を有し、ポリペプチド鎖(類)は２又はそれ以上の可変ドメインを有する。例えば
、ポリペプチド鎖(類)はＶＤ１-(Ｘ１)ｎ-ＶＤ２-(Ｘ２)ｎ-Ｆｃを有し、ここでＶＤ１は
第１の可変ドメインであり、ＶＤ２は第２の可変ドメインであり、ＦｃはＦｃ領域のポリ
ペプチド鎖の一つであり、Ｘ１及びＸ２はアミノ酸又はポリペプチドを表し、ｎは０又は
１である。例えば、ポリペプチド鎖(類)は：ＶＨ-ＣＨ１-柔軟なリンカー-ＶＨ-ＣＨ１-
Ｆｃ領域鎖；又はＶＨ-ＣＨ１-ＶＨ-ＣＨ１-Ｆｃ領域鎖を有し得る。ここで多価抗体は、
好ましくは少なくとも２つ(好ましくは４つ)の軽鎖可変ドメインポリペプチドをさらに有
する。ここで多価抗体は、例えば約２～約８の軽鎖可変ドメインポリペプチドを有する。
ここで考察される軽鎖可変ドメインポリペプチドは軽鎖可変ドメインを有し、場合によっ
てはＣＬドメインを更に有する。
【００９２】
　　８．エフェクター機能の加工
　本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、例えば抗体の抗原-依存細胞媒介細
胞毒性（ＡＤＣＣ）及び／又は補体依存細胞毒性（ＣＤＣ）を向上させることは望ましい
。これは、抗体のＦｃ領域で一又は複数のアミノ酸置換を誘導することによりなされうる
。あるいは又はさらに、システイン残基をＦｃ領域に導入し、それにより、この領域に鎖
間ジスルフィド結合を形成するようにしてもよい。そのようにして生成された同種二量体
抗体は、向上したインターナリゼーション能力及び／又は増加した補体媒介細胞殺傷及び
抗体－依存細胞性細胞毒性（ＡＤＣＣ）を有する可能性がある。Caron等, J. Exp. Med. 
176: 1191-1195 (1992)及びShopes,　B. J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992)参照。また
、向上した抗腫瘍活性を持つ同種二量体抗体は、Wolff等, Cancer Research 53: 2560-25
65 (1993)に記載されている異種二官能性架橋を用いて調製することができる。あるいは
、抗体は、２つのＦｃ領域を有するように加工して、それにより補体溶解及びＡＤＣＣ能
力を向上させることもできる。Stevenson等, Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (198
9)参照。抗体の血清半減期を増大させるために、例えば米国特許第５７３９２７７号に記
載のように、抗体(特に抗体断片)へサルベージレセプター結合エピトープを導入してもよ
い。ここで使用される場合の「サルベージレセプター結合エピトープ」なる用語は、Ｉｇ
Ｇ分子のインビボ血清半減期を増加させる原因であるＩｇＧ分子(例えば、ＩｇＧ１、Ｉ
ｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４)のＦｃ領域のエピトープを意味する。
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【００９３】
　　　９．免疫複合体
　また、本発明は、化学治療薬、成長阻害剤、毒素（例えば、細菌、真菌、植物又は動物
由来の酵素活性毒素、又はその断片）などの細胞障害剤、あるいは放射性同位元素（即ち
、放射性コンジュゲート）と抱合している抗体を含む免疫複合体に関する。
　このような免疫複合体の生成に有用な化学治療薬を上に記載した。用いることのできる
酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性断片、（
緑膿菌からの）外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン(modeccin)Ａ鎖、ア
ルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites fordii)タンパク質、ジアンチ
ン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)タンパク質
（PAPI、PAPII、及びPAP-S）、モモルディカ・チャランチア(momordica charantia)イン
ヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリア・オフィシナリス(sapao
naria officinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin)、レス
トリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エノマイシン(enomycin)及
びトリコテセン(tricothecene)が含まれる。放射性コンジュゲート抗体の生成には、様々
な放射性ヌクレオチドが利用可能である。例としては、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉ
ｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅが含まれる。抗体及び細胞毒性薬の複合体は、種々の二官能性
タンパク質カップリング剤、例えば、Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオール)
プロピオナート（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導
体（ジメチルアジピミデートＨＣＬ等）、活性エステル（ジスクシンイミジルスベレート
等）、アルデヒド（グルタルアルデヒド等）、ビス-アジド化合物（ビス(ｐ-アジドベン
ゾイル)ヘキサンジアミン等）、ビス-ジアゾニウム誘導体（ビス-(ｐ-ジアゾニウムベン
ゾイル)-エチレンジアミン等）、ジイソシアネート（トリエン２，６-ジイソシアネート
等）、及びビス-活性フッ素化合物（１，５-ジフルオロ-２，４-ジニトロベンゼン等）を
用いて作成できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238: 1098 (1987)
に記載されているように調製することができる。カーボン-１４-標識１-イソチオシアナ
トベンジル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸（ＭＸ-ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレ
オチドの抗体への抱合のためのキレート剤の例である。国際公開９４／１１０２６参照。
　抗体のコンジュゲートと一又は複数の小分子毒素、例えばカリケアマイシン、メイタン
シノイド、トリコセン(trichothene)及びＣＣ１０６５、及び毒性活性を有するこれらの
毒素の誘導体が、ここで考察される。
【００９４】
メイタンシン及びメイタンシノイド
　好ましい一実施態様では、本発明の抗ＴＡＳＫ抗体(完全長又は断片)は一又は複数のメ
イタンシノイド分子と結合している。
　メイタンシノイドは、チューブリン重合を阻害するように作用する分裂阻害剤である。
メイタンシンは、最初、東アフリカシラブMaytenus serrataから単離されたものである(
米国特許第３８９６１１１号)。その後、ある種の微生物がメイタンシノイド類、例えば
メイタンシノール及びＣ-３メイタンシノールエステルを生成することが発見された(米国
特許第４１５１０４２号)。合成メイタンシノール及びその誘導体及び類似体は、例えば
米国特許第４１３７２３０号；同４２４８８７０号；同４２５６７４６号；同４２６０６
０８号；同４２６５８１４号；同４２９４７５７号；同４３０７０１６号；同４３０８２
６８号；同４３０８２６９号；同４３０９４２８号；同４３１３９４６号；同４３１５９
２９号；同４３１７８２１号；同４３２２３４８号；同４３３１５９８号；同４３６１６
５０号；同４３６４８６６号；同４４２４２１９号；同４４５０２５４号；同４３６２６
６３号；及び同４３７１５３３号に開示されており、その開示は出典を明示してここに取
り込まれる。
【００９５】
メイタンシノイド-抗体コンジュゲート
　治療指標を改善する試みにおいて、メイタンシン及びメイタンシノイドは、腫瘍細胞抗



(58) JP 2010-131015 A 2010.6.17

10

20

30

40

50

原に特異的に結合する抗体と結合している。メイタンシノイドを含有する免疫コンジュゲ
ート及びそれらの治療用途は、例えば米国特許第５２０８０２０号、同５４１６０６４号
、欧州特許第０４２５２３５Ｂ１号に開示されており、その開示は出典を明示してここに
取り込まれる。Liu等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93：8618-8623(1996)には、ヒト結
腸直腸癌に対するモノクローナル抗体Ｃ２４２に結合するＤＭ１と命名されたメイタンシ
ノイドを含有する免疫コンジュゲートが記載されている。前記コンジュゲートは培養され
た結腸癌細胞に対して高い細胞毒性を有することが見出されており、インビボ腫瘍成長ア
ッセイにおいて抗腫瘍活性を示す。Chari等, Cancer Research, 52：127-131(1992)には
、メイタンシノイドが、ジスルフィド結合を介して、ヒト結腸癌株化細胞の抗原に結合す
るマウス抗体Ａ７、又はＨＥＲ-２／ｎｅｕオンコジーンに結合する他のマウスモノクロ
ーナル抗体ＴＡ.１に結合している免疫コンジュゲートが記載されている。ＴＡ.１-メイ
タンシノイドコンジュゲートの細胞毒性はヒト乳癌株化細胞ＳＫ-ＢＲ-３におけるインビ
トロで試験され、細胞当たり３ｘ１０５ＨＥＲ-２表面抗原が発現した。薬剤コンジュゲ
ートにより、遊離のメイタンシノイド剤に類似した細胞障害度が達成され、該細胞障害度
は、抗体分子当たりのメイタンシノイド分子の数を増加させることにより増加する。Ａ７
-メイタンシノイドコンジュゲートはマウスにおいては低い全身性細胞毒性を示した。
【００９６】
抗ＴＡＳＫポリペプチド抗体-メイタンシノイドコンジュゲート(免疫コンジュゲート)
　抗ＴＡＳＫ抗体-メイタンシノイドコンジュゲートは、抗体又はメイタンシノイド分子
のいずれの生物学的活性もほとんど低減することなく、メイタンシノイド分子に抗ＴＡＳ
Ｋ抗体を化学的に結合させることにより調製される。１分子の毒素／抗体は、裸抗体の使
用において細胞毒性を高めることが予期されているが、抗体分子当たり、平均３-４のメ
イタンシノイド分子が結合したものは、抗体の機能又は溶解性に悪影響を与えることなく
、標的細胞に対する細胞毒性を向上させるといった効力を示す。メイタンシノイドは当該
技術分野でよく知られており、公知の技術で合成することも、天然源から単離することも
できる。適切なメイタンシノイドは、例えば米国特許第５２０８０２０号、及び他の特許
、及び上述した非特許刊行物に開示されている。好ましいメイタンシノイドは、メイタン
シノール、及び種々のメイタンシノールエステル等の、メイタンシノール分子の芳香環又
は他の位置が修飾されたメイタンシノール類似体である。
　例えば、米国特許第５２０８０２０号又は欧州特許第０４２５２３５Ｂ１号、及びChar
i等, Cancer Research, 52：127-131(1992)に開示されているもの等を含む、抗体-メイタ
ンシノイドコンジュゲートを作製するために、当該技術で公知の多くの結合基がある。結
合基には、上述した特許に開示されているようなジスルフィド基、チオエーテル基、酸不
安定性基、光不安定性基、ペプチターゼ不安定性基、又はエステラーゼ不安定性基が含ま
れるが、ジスルフィド及びチオエーテル基が好ましい。
【００９７】
　抗体とメイタンシノイドとのコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリン
グ剤、例えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、
スクシンイミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート、イ
ミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダー
トＨＣＬ)、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(例
えば、グルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベンゾイル)ヘ
キサンジアミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイル
)エチレンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トルエン-２,６-ジイソシアネート)、
及び二活性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)を使用し
て作製することができる。特に好ましいカップリング剤には、ジスルフィド結合を提供す
るＮ-スクシンイミジル-４-(２-ピリジルチオ)ペンタノアート(ＳＰＰ)及びＮ-スクシン
イミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)(Carlsson等, Biochem. J. 
173：723-737[1978])が含まれる。
　リンカーは結合の種類に応じて、種々の位置でメイタンシノイド分子に結合し得る。例
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えば、従来からのカップリング技術を使用してヒドロキシル基と反応させることによりエ
ステル結合を形成することができる。反応はヒドロキシル基を有するＣ-３位、ヒドロキ
シメチルで修飾されたＣ-１４位、ヒドロキシル基で修飾されたＣ-１５位、及びヒドロキ
シル基を有するＣ-２０位で生じる。好ましい実施態様において、結合はメイタンシノー
ル又はメイタンシノールの類似体のＣ-３位で形成される。
【００９８】
カリケアマイシン
　対象の他の免疫コンジュゲートには、一又は複数のカリケアマイシン分子と結合した抗
ＴＡＳＫ抗体が含まれる。抗生物質のカリケアマイシンファミリーはサブ-ピコモルの濃
度で二重鎖ＤＮＡ破壊を生じることができる。カリケアマイシンファミリーのコンジュゲ
ートの調製については、米国特許第５７１２３７４号、同５７１４５８６号、同５７３９
１１６号、同５７６７２８５号、同５７７０７０１号、同５７７０７１０号、同５７７３
００１号、同５８７７２９６号(全て、American Cyanamid Company)を参照のこと。使用
可能なカリケアマイシンの構造類似体には、限定するものではないが、γ１

Ｉ、α２
Ｉ、

α３
Ｉ、Ｎ-アセチル-γ１

Ｉ、ＰＳＡＧ及びθＩ
１(Hinman等, Cancer Research, 53：33

36-3342(1993)、Lode等 Cancer Research, 58：2925-2928(1998)及び上述したAmerican C
yanamidの米国特許)が含まれる。抗体が結合可能な他の抗腫瘍剤は、葉酸代謝拮抗薬であ
るＱＦＡである。カリケアマイシン及びＱＦＡは双方とも、細胞内に作用部位を有し、原
形質膜を容易に通過しない。よって抗体媒介性インターナリゼーションによるこれらの薬
剤の細胞への取込により、細胞障害効果が大きく向上する。
【００９９】
他の細胞障害剤
　本発明の抗ＴＡＳＫ抗体と結合可能な他の抗腫瘍剤には、ＢＣＮＵ、ストレプトゾイシ
ン、ビンクリスチン及び５-フルオロウラシル、米国特許第５０５３３９４号、同５７７
０７１０号に記載されており、集合的にＬＬ-Ｅ３３２８８複合体として公知の薬剤のフ
ァミリー、並びにエスペラマイシン(esperamicine)(米国特許第５８７７２９６号)が含ま
れる。
　使用可能な酵素活性毒及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合性
活性断片、外毒素Ａ鎖(シュードモナス・アエルギノーサ(Pseudomonas aeruginosa))、リ
シンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン(sarcin)、アレ
ウライツ・フォルディイ(Aleurites fordii)プロテイン、ジアンシン(dianthin)プロテイ
ン、フィトラッカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)プロテイン(ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩ
Ｉ及びＰＡＰ-Ｓ)、モモルディカ・キャランティア(momordica charantia)インヒビター
、クルシン(curcin)、クロチン、サパオナリア(sapaonaria)オフィシナリスインヒビター
、ゲロニン(gelonin)、マイトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restrictocin)、
フェノマイシン、エノマイシン及びトリコセセンス(tricothecenes)が含まれる。例えば
、１９９３年１０月２８日公開の国際公開第９３／２１２３２号を参照のこと。
　本発明は、抗体と核酸分解活性を有する化合物(例えばリボヌクレアーゼ又はＤＮＡエ
ンドヌクレアーゼ、例えばデオキシリボヌクレアーゼ；ＤＮアーゼ)との間に形成される
免疫コンジュゲートをさらに考察する。
【０１００】
　腫瘍を選択的に破壊するため、抗体は高い放射性を有する原子を含有してよい。放射性
コンジュゲートした抗ＴＡＳＫ抗体を生成するために、種々の放射性同位元素が利用され
る。例には、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ
１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位元素が含まれる。コンジ
ュゲートが診断用に使用される場合、それはシンチグラフィー研究用の放射性原子、例え
ばｔｃ９９ｍ又はＩ１２３、又は核磁気共鳴(ＮＭＲ)映像(磁気共鳴映像、mriとしても公
知)用のスピン標識、例えばヨウ素-１２３、ヨウ素-１３１、インジウム-１１１、フッ素
-１９、炭素-１３、窒素-１５、酸素-１７、ガドリニウム、マンガン又は鉄を含有し得る
。
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　放射-又は他の標識が、公知の方法でコンジュゲートに導入される。例えば、ペプチド
は生物合成されるか、又は水素の代わりにフッ素-１９を含む適切なアミノ酸前駆体を使
用する化学的なアミノ酸合成により合成される。標識、例えばｔｃ９９ｍ又はＩ１２３、
Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８及びＩｎ１１１は、ペプチドのシステイン残基を介して結合可能
である。イットリウム-９０はリジン残基を介して結合可能である。IODOGEN法(Fraker等(
1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80：49-57)は、ヨウ素-１２３の導入に使用する
ことができる。他の方法の詳細は、「Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy」(
Chatal, CRC Press 1989)に記載されている。
【０１０１】
　抗体と細胞障害剤のコンジュゲートは、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例
えばＮ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオ)プロピオナート(ＳＰＤＰ)、スクシン
イミジル-４-(Ｎ-マレイミドメチル)シクロヘキサン-１-カルボキシラート、イミノチオ
ラン(ＩＴ)、イミドエステル類の二官能性誘導体(例えばジメチルアジピミダートＨＣＬ)
、活性エステル類(例えば、スベリン酸ジスクシンイミジル)、アルデヒド類(例えば、グ
ルタルアルデヒド)、ビスアジド化合物(例えば、ビス(ｐ-アジドベンゾイル)ヘキサンジ
アミン)、ビス-ジアゾニウム誘導体(例えば、ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイル)エチレ
ンジアミン)、ジイソシアネート(例えば、トリエン-２,６-ジイソシアネート)、及び二活
性フッ素化合物(例えば、１,５-ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン)を使用して作製す
ることができる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science 238:1098(1987)に記
載されているようにして調製することができる。炭素-１４標識１-イソチオシアナトベン
ジル-３-メチルジエチレン-トリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)が抗体に放射性ヌクレオチ
ドをコンジュゲートするためのキレート剤の例である。国際公開第９４／１１０２６号を
参照されたい。リンカーは細胞中の細胞障害剤の放出を容易にするための「切断可能リン
カー」であってよい。例えば、酸不安定性リンカー、ペプチダーゼ過敏性リンカー、光不
安定性リンカー、ジメチルリンカー又はジスルフィド含有リンカーが使用され得る(Chari
等, Cancer Research, 52：127-131(1992)；米国特許第５２０８０２０号)。
　別法として、抗ＴＡＳＫ抗体及び細胞障害剤を含有する融合タンパク質は、例えば組換
え技術又はペプチド合成により作製される。ＤＮＡの長さは、コンジュゲートの所望する
特性を破壊しないリンカーペプチドをコードする領域により離間しているか、又は互いに
隣接しているコンジュゲートの２つの部分をコードする領域をそれぞれ含有する。
　他の実施態様において、腫瘍の事前ターゲティングに利用するために、「レセプター」
(例えばストレプトアビジン)に抗体をコンジュゲートし、ここで抗体-レセプターコンジ
ュゲートを患者に投与し、続いて清澄剤を使用し、循環から未結合コンジュゲートを除去
し、細胞障害剤(例えば放射性ヌクレオチド)にコンジュゲートする「リガンド」(例えば
アビジン)を投与する。
【０１０２】
　　１０．免疫リポソーム
　ここで開示されている抗ＴＡＳＫ抗体は、免疫リポソームとして処方することもできる
。「リポソーム」は、哺乳動物への薬物輸送に有用な、脂質、リン脂質及び／又は界面活
性剤を含む種々のタイプの小胞体である。リポソームの成分は、通常は生物膜の脂質配向
に類似した２層構造に配列される。抗体を含有するリポソームは、例えばEpstein等, Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688(1985)；Hwang等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:40
30(1980)；及び米国特許第４４８５０４５号及び同４５４４５４５号；及び１９９７年１
０月２３日に公開の国際公開９７／３８７３１に記載されているように、当該分野におい
て既知の方法により調製される。循環時間が増したリポソームは米国特許第５０１３５５
６号に開示されている。
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ-誘導体
化ホスファチジルエタノールアミン(ＰＥＧ-ＰＥ)を含有する脂質組成物を用いた逆相蒸
発法により作製することができる。リポソームは孔径が定められたフィルターを通して押
し出され、所望の直径を有するリポソームが得られる。本発明の抗体のＦａｂ'断片は、
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ジスルフィド交換反応を介して、Martin等, J. Biol. Chem. 257:286-288(1982)に記載さ
れているようにしてリポソームにコンジュゲートすることができる。場合によっては、化
学療法剤はリポソーム内に包含される。Gabizon等, J. National Cancer Inst. 81(19)14
84(1989)を参照されたい。
【０１０３】
　Ｂ．ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド
　本発明のＴＡＳＫ結合オリゴペプチドはここで記載される様なＴＡＳＫポリペプチドに
、好ましくは特異的に、結合するオリゴペプチドである。ＴＡＳＫ結合オリゴペプチドは
、既知のオリゴペプチド合成法を用いて化学的に合成することができ、あるいは組換え技
術を用いて調製及び生成することができる。ＴＡＳＫ結合オリゴペプチドは通常、少なく
とも約５のアミノ酸長であり、或いは少なくとも約６、７、８、９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２
６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９
、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、
５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６
６、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９
、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、
９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９又は１００のアミノ酸長以上であり、このよ
うなオリゴペプチドはここに記載される様なＴＡＳＫポリペプチドに対して好ましくは特
異的に結合する能力がある。ＴＡＳＫ結合オリゴペプチドは、よく知られた技術を用いて
過度の実験をすることなしに同定することができる。この点において、ポリペプチド標的
に特異的に結合する能力のあるオリゴペプチドのオリゴペプチドライブラリーを検索する
技術は当分野でよく知られていることを注記する（例えば、米国特許第５５５６７６２号
、同第５７５０３７３号、同第４７０８８７１号、同第４８３３０９２号、同第５２２３
４０９号、同第５４０３４８４号、同第５５７１６８９号、同第５６６３１４３号；ＰＣ
Ｔ公開第ＷＯ８４／０３５０６号、及びＷＯ８４／０３５６４号；Geysen等, Proc. Natl
. Acad. Sci. U.S.A., 81:3998-4002 (1984)；Geysen等, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A
., 82:178-182 (1985)；Geysen等, in Synthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986
)；Geysen等, J. Immunol. Meth., 102:259-274 (1987)；Schoofs等, J. Immunol., 140:
611-616 (1988), Cwirla,S.E.等(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378；Lowman,
H.B.等 (1991) Biochemistry, 30:10832；Clackson,T.等 (1991) Nature, 352:624；Mark
s,J.D.等 (1991) J. Mol. Biol., 222:581；Kang,A.S.等 (1991) Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 88:8363、及びSmith, G.P. (1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668参照）。
【０１０４】
　この点において、バクテリオファージ（ファージ）ディスプレイは、大きなオリゴペプ
チドライブラリーを検索して、ポリペプチド標的に特異的に結合する能力のあるこれらラ
イブラリーのメンバーを同定することを可能にするよく知られた技術の一つである。ファ
ージディスプレイは、様々なポリペプチドがバクテリオファージ粒子の表面上のコートタ
ンパク質に融合タンパク質として表示されることによる技術である（Scott,J.K.及びSmit
h G. P. (1990) Science 249:386)。ファージディスプレイの有用性は、選択的にランダ
ム化されたタンパク質変異体（又はランダムクローンｃＤＮＡ）の大きなライブラリーを
標的分子に高い親和性で結合するこれらの配列について素早く効果的に分類することがで
きる点にある。ファージでのペプチド（Cwirla,S.E.等 (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 87:6378）又はタンパク質（Lowman,H.B.ら (1991) Biochemistry, 30:10832; Clack
son,T.ら (1991) Nature, 352: 624; Marks,J.D.等 (1991), J. Mol. Biol., 222:581; K
ang,A.S.等 (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363）ライブラリーのディスプレ
イは、特異的に結合する特性を有するものについて無数のポリペプチド又はオリゴペプチ
ドをスクリーニングするために使用されている（Smith, G.P. (1991) Current Opin. Bio
technol., 2:668）。ランダム突然変異体のファージライブラリーの分類は、多数の変異
体を構築して増殖させる方法、標的レセプターを用いた親和性精製の方法、及び結合増強
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の結果を評価する手段を必要とする。米国特許第５２２３４０９号、同第５４０３４８４
号、同第５５７１６８９号、及び同第５６６３１４３号。
【０１０５】
　ほとんどのファージディスプレイ法は繊維状ファージを使用していたが、λファージデ
ィスプレイシステム（ＷＯ９５／３４６８３；米国特許第５６２７０２４号）、Ｔ４ファ
ージディスプレイシステム（Ren, Z-J.ら (1998) Gene 215:439; Zhu, Z. (1997) CAN 33
:534; Jiang, J.等 (1997) can 128:44380; Ren, Z-J.等 (1997) CAN 127:215644; Ren, 
Z-J. (1996) Protein Sci. 5:1833; Efimov, V.P.等 (1995) Virus Genes 10:173）及び
Ｔ７ファージディスプレイシステム（Smith,G.P.及びScott,J.K. (1993) Methods in Enz
ymology,217, 228-257; 米国特許第５７６６９０５号）も知られている。
　現在、基礎的なファージディスプレイ構想の多くの他の改良及び変形が開発されている
。これらの改良は、選択された標的分子への結合についてペプチドライブラリーをスクリ
ーニングするための、及びこれらのタンパク質が所望の特性をスクリーニングする潜在能
力で機能性タンパク質をディスプレイするためのディスプレイシステムの能力を増強する
。ファージディスプレイ反応のための組換え反応手段について記載があり（ＷＯ９８／１
４２７７）及びファージディスプレイライブラリーは二分子相互作用（ＷＯ９８／２０１
６９；ＷＯ９８／２０１５９）及び拘束性へリックスペプチドの特性（ＷＯ９８／２００
３６）を分析及び制御するために使用されている。ＷＯ９７／３５１９６は、リガンドが
標的分子に結合しうる第一の溶液、及び親和性リガンドが標的分子に結合しない第二の溶
液とファージディスプレイライブラリーを接触させて結合リガンドを選択的に単離する、
親和性リガンドの単離方法を記載する。ＷＯ９７／４６２５１は、親和性精製抗体でラン
ダムファージディスプレイライブラリーをバイオパニングし、ついで結合ファージを単離
し、続いてマイクロプレートのウェルでマイクロパニングして高親和性結合ファージを単
離する方法を記載する。黄色ブドウ球菌（Staphlylococcus aureus）タンパク質Ａの親和
性タグとしての使用も報告されている（Li等, (1998) Mol Biotech., 9:187）。ＷＯ９７
／４７３１４は、ファージディスプレイライブラリーでもよいコンビナトリアルライブラ
リーを用いて酵素特異性を識別するための基質サブトラクションライブラリーの使用を記
載している。ファージディスプレイに用いる洗浄剤における使用に適した酵素を選択する
方法はＷＯ９７／０９４４６に記載される。特異的に結合するタンパク質を選択する更な
る方法は、米国特許第５４９８５３８号、同第５４３２０１８号、及びＷＯ９８／１５８
３３に記載されている。
　ペプチドライブラリーの作製及びこれらのライブラリーのスクリーニングの方法は、米
国特許第５７２３２８６号、同第５４３２０１８号、同第５５８０７１７号、同第５４２
７９０８号、同第５４９８５３０号、同第５７７０４３４号、同第５７３４０１８号、同
第５６９８４２６号、同第５７６３１９２号、及び同第５７２３３２３号に記載される。
【０１０６】
　Ｃ．ＴＡＳＫ結合有機分子
　ＴＡＳＫ結合有機分子とは、ここに記載されるようなＴＡＳＫポリペプチドに、好まし
くは特異的に結合する、ここに定義されるようなオリゴペプチド又は抗体以外の有機分子
である。ＴＡＳＫ結合有機分子は既知の方法（例えばＰＣＴ公開第ＷＯ００／００８２３
及びＷＯ００／３９５８５号参照）を用いて同定され、化学的に合成されうる。ＴＡＳＫ
結合有機分子は通常、約２０００ダルトンの大きさ未満であり、あるいは約１５００、７
５０、５００、２５０又は２００ダルトンの大きさであり、ここに記載される様なＴＡＳ
Ｋポリペプチドに、好ましくは特異的に結合する能力のあるこのような有機分子は、よく
知られた技術を用いて過度の実験をすることなしに同定されうる。この点において、ポリ
ペプチド標的に結合する能力のある分子の有機分子ライブラリーを検索する技術は当分野
でよく知られていることを注記する（例えばＰＣＴ公開第ＷＯ００／００８２３及びＷＯ
００／３９５８５号参照）。ＴＡＳＫ結合有機分子は、例えばアルデヒド、ケトン、オキ
シム、ヒドラゾン、セミカルバゾン、カルバジド、一級アミン、二級アミン、三級アミン
、Ｎ置換ヒドラジン、ヒドラジド、アルコール、エーテル、チオール、チオエーテル、ジ
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スルフィド、カルボン酸、エステル、アミド、尿素、カルバミン酸塩、炭酸塩、ケタール
、チオケタール、アセタール、チオアセタール、ハロゲン化アリール、アリールスルホン
酸、ハロゲン化アルキル、アルキルスルホン酸、芳香族化合物、複素環化合物、アニリン
、アルケン、アルキン、ジオール、アミノアルコール、オキサゾリジン、オキサゾリン、
チアゾリジン、チアゾリン、エナミン、スルホンアミド、エポキシド、アジリジン、イソ
シアン酸塩、塩化スルホニル、ジアゾ化合物、酸塩化物等であり得る。
【０１０７】
　Ｄ．所望する特性を有する抗ＴＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド及びＴＡＳＫ
結合有機分子のスクリーニング
　ＴＡＳＫポリペプチドに結合する抗体、オリゴペプチド及び有機分子を生成する技術を
、上に記載した。所望される、所定の生物学的特性を有する抗体、オリゴペプチド又は有
機分子をさらに選択することができる。
　本発明の抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子の成長阻害効果を、例えば
、内因的又はＴＡＳＫ遺伝子によるトランスフェクション後のいずれかでＴＡＳＫポリペ
プチドを発現する細胞を用いる当該分野で周知の方法によって評価することができる。例
えば、適切な腫瘍細胞株及びＴＡＳＫ形質移入細胞は、数日間（例えば、２－７日）、種
々の濃度の本発明の抗ＴＡＳＫモノクローナル抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子で
処理し、クリスタル・バイオレット又はＭＴＴで染色、又は幾つかの他の比色アッセイに
よって分析し得る。増殖を測定するその他の方法は、本発明の抗ＴＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫ
結合オリゴペプチド又はＴＡＳＫ結合有機分子の存在又は非存在下で処理した細胞の３Ｈ
-チミジン取り込みを比較することによる。処理の後、細胞を収集し、ＤＮＡへ取り込ま
れた放射能をシンチレーションカウンターで定量化した。適切なポジティブコントロール
には、細胞株の成長を阻害することが知られている成長阻害抗体でその選択した細胞株を
処理することが含まれる。インビボでの腫瘍細胞の成長阻害は、当該分野で知られている
種々の方法で確かめることができる。好ましくは、腫瘍細胞は、ＴＡＳＫポリペプチドを
過剰発現するものである。好ましくは、抗ＴＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド又
はＴＡＳＫ結合有機分子は、ある実施態様では約０．５から３０μｇ／ｍｌの抗体濃度で
、未処理腫瘍細胞と比べて約２５-１００％、より好ましくは約３０－１００％、そして
さらにより好ましくは約５０－１００％又は７０－１００％のＴＡＳＫ発現腫瘍細胞の増
殖をインビトロ又はインビボで阻害する。成長阻害は、細胞培養で、約０．５から３０μ
ｇ／ｍｌ又は０．５ｎＭから２００ｎＭの抗体濃度で測定することができ、その成長阻害
は、抗体への腫瘍細胞の曝露後１－１０日で確かめられる。約１μｇ／ｋｇから約１００
ｍｇ／ｋｇ体重での抗ＴＡＳＫ抗体の投与が、抗体の最初の投与から約５日から３ヶ月、
好ましくは約５から３０日以内に腫瘍の大きさの減少又は腫瘍細胞増殖の減少を引き起こ
すならば、抗体はインビボで成長阻害作用がある。
【０１０８】
　細胞死を誘導する抗ＴＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド又はＴＡＳＫ結合有機
分子を選択するために、例えばヨウ化プロピジウム（ＰＩ）、トリパンブルー又は７ＡＡ
Ｄの取込みにより示される膜インテグリティの損失度合いを対照と比較して求める。ＰＩ
取込みアッセイは、補体及び免疫エフェクター細胞の不在下で行われる。ＴＡＳＫポリペ
プチド発現細胞腫瘍細胞を、培地のみ、又は適切な抗ＴＡＳＫ抗体（例えば約１０μｇ／
ｍｌ）、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド又はＴＡＳＫ結合有機分子を含有する培地でインキ
ュベートする。細胞を３日間インキュベートする。各処理に続いて、細胞を洗浄し、細胞
凝塊除去のために３５ｍｍのストレーナキャップ付き１２ｘ７５チューブ(チューブ当た
り１ｍｌ、処理グループ当り３チューブ)に等分する。ついで、チューブへＰＩ（１０μ
ｇ／ｍｌ）を与える。サンプルをＦＡＣＳＣＡＮ(登録商標）フローサイトメータとＦＡ
ＣＳＣＯＮＶＥＲＴ(登録商標）セルクエスト(CellQuest)ソフトウエア(Becton Dickinso
n)を使用して分析してもよい。ＰＩ取込みによって測定して、統計的に有意なレベルの細
胞死を誘導する抗ＴＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド又はＴＡＳＫ結合有機分子
は、細胞死誘導抗ＴＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド又はＴＡＳＫ結合有機分子
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として選択することができる。
　関心のある抗体が結合したＴＡＳＫポリペプチド上のエピトープに結合する抗体、オリ
ゴペプチド又は他の有機分子をスクリーニングするために、Antibodies, A Laboratory M
anual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow及びDavid Lane編(1988)に記載され
ているような通常の交差ブロッキングアッセイを実施することができる。既知の抗ＴＡＳ
Ｋ抗体のように、試験抗体、オリゴペプチド又は他の有機分子が同じ部位又はエピトープ
と結合するならば、このアッセイを確定するために用いることができる。あるいは、又は
付加的に、エピトープマッピングを、当該分野で周知の方法によって行うことができる。
例えば、接触残基を同定するために、例えばアラニンスキャンニングによって抗体配列を
変異させることができる。この変異体抗体は、適切なフォールディングを確かめるために
、最初にポリクローナル抗体との結合について試験される。異なる方法では、ＴＡＳＫポ
リペプチドの異なる領域と一致するペプチドを、試験抗体群又は試験抗体及び特徴付けら
れた又は既知のエピトープを有する抗体による競合アッセイで用いることができる。
【０１０９】
　Ｅ．抗体依存性酵素媒介性プロドラッグ治療法(ＡＤＥＰＴ)
　また、本発明の抗体は、プロドラッグ(例えばペプチジル化学療法剤、国際公開８１／
０１１４５を参照)を活性な抗癌剤へ変換するプロドラッグ活性化酵素へ抗体をコンジュ
ゲートすることによって、ＡＤＥＰＴにおいて使用することができる。例えば国際公開８
８／０７３７８及び米国特許第４９７５２７８号を参照されたい。
　ＡＤＥＰＴに有用な免疫コンジュゲートの酵素成分には、より活性な細胞毒形態に変換
するようにプロドラッグへ作用し得る任意の酵素が含まれる。
　限定するものではないが、この発明の方法に有用な酵素には、ホスファート含有プロド
ラッグを遊離の薬剤に変換するのに有用なアルカリ性ホスファターゼ；スルファート含有
プロドラッグを遊離の薬剤に変換するのに有用なアリールスルファターゼ；非毒性５-フ
ルオロシトシンを抗癌剤５-フルオロウラシルに変換するのに有用なシトシンデアミナー
ゼ；プロテアーゼ、例えばセラチアプロテアーゼ、サーモリシン、サブチリシン、カルボ
キシペプチダーゼ及びカテプシン(例えば、カテプシンＢ及びＬ)で、ペプチド含有プロド
ラッグを遊離の薬剤に変換するのに有用なもの；Ｄ-アミノ酸置換基を含有するプロドラ
ッグの変換に有用なＤ-アラニルカルボキシペプチダーゼ；炭水化物切断酵素、例えばグ
リコシル化プロドラッグを遊離の薬剤に変換するのに有用なノイラミニダーゼ及びβガラ
クトシダーゼ；βラクタムで誘導体化された薬剤を遊離の薬剤に変換させるのに有用なβ
ラクタマーゼ；及びペニシリンアミダーゼ、例えばそれぞれフェノキシアセチル又はフェ
ニルアセチル基で、それらのアミン性窒素において誘導体化された薬剤を遊離の薬剤に変
換するのに有用なペニシリンＶアミダーゼ又はペニシリンＧアミダーゼが含まれる。ある
いは、「アブザイム」としてもまた公知の酵素活性を有する抗体を、遊離の活性薬剤に本
発明のプロドラッグを変換させるために使用することもできる(例えば、Massey, Nature 
328:457-458(1987)を参照)。抗体-アブザイムコンジュゲートは、ここで記載されている
ようにして、腫瘍細胞個体群にアブザイムを送達するために調製することができる。
　この発明の酵素は、当該分野においてよく知られている技術、例えば上で検討したヘテ
ロ二官能性架橋試薬を使用することにより、抗ＴＡＳＫ抗体に共有的に結合させることが
できる。あるいは、本発明の抗体の少なくとも抗原結合領域を本発明の酵素の少なくとも
機能的に活性な部位に結合せしめてなる融合タンパク質を、当該技術においてよく知られ
ている組換えＤＮＡ技術を使用して作成することができる(Neuberger等, Nature 312:604
-608[1984])。
【０１１０】
　Ｆ．完全長ＴＡＳＫポリペプチド
　本発明は、本出願でＴＡＳＫポリペプチドと呼ばれるポリペプチドをコードする新規に
同定され単離された核酸配列を提供する。特に下記の実施例でさらに詳細に説明するよう
に、種々のＴＡＳＫポリペプチドをコードするｃＤＮＡ（部分及び完全長）が同定され単
離された。
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　下記の実施例に開示するように、種々のｃＤＮＡクローンが記載されている。予測され
るアミノ酸配列は、ヌクレオチド配列から常套的技量を用いて決定できる。ここに記載し
たＴＡＳＫポリペプチド及びコード化核酸について、本出願人は、現時点で入手可能な配
列情報と最も良く一致するリーディングフレームであると考えられるものを同定した。
【０１１１】
　Ｇ．抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチド変異体
　ここに記載した抗ＴＡＳＫ抗体及び完全長天然配列ＴＡＳＫポリペプチドに加えて、抗
ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチド変異体も調製できると考えられる。抗ＴＡＳＫ抗
体及びＴＡＳＫポリペプチド変異体は、コード化ＤＮＡに適当なヌクレオチド変化を導入
することによって、及び／又は所望の抗体又はポリペプチドを合成することによって調製
できる。当業者は、アミノ酸変化がグリコシル化部位の数又は位置の変化あるいは膜固着
特性の変化などの抗ＴＡＳＫ抗体の翻訳後プロセス又はＴＡＳＫポリペプチドの翻訳後プ
ロセスを変え得るのを理解するであろう。
　ここに記載した抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチドの変異は、例えば、米国特許
第５３６４９３４号に示す保存的及び非保存的変異に関する技術及び指針のいずれかを用
いて作成することができる。変異は、結果として天然配列抗体又はポリペプチドと比較し
てアミノ酸配列の変化を生じる、抗体又はポリペプチドをコードする一又は複数のコドン
の置換、欠失又は挿入であってもよい。場合によっては、変異は、抗ＴＡＳＫ抗体又はＴ
ＡＳＫポリペプチドの一つ又は複数のドメインにおける、少なくとも一つのアミノ酸の他
の任意のアミノ酸との置換による。どのアミノ酸残基が所望の活性に悪影響を与えること
なく挿入、置換又は欠失され得るかを確かめる指針は、抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリ
ペプチドの配列を既知の相同タンパク質分子の配列と比較し、相同性の高い領域内で生じ
たアミノ酸配列変化の数を最小にすることによって見出される。アミノ酸置換は、一のア
ミノ酸を類似した構造及び／又は化学特性を持つ他のアミノ酸で置換すること、例えばロ
イシンのセリンでの置換、即ち保存的アミノ酸置換の結果であるとすることができる。挿
入及び欠失は、場合によっては１から５のアミノ酸の範囲内であり得る。許容され得る変
異は、配列にアミノ酸の挿入、欠失又は置換を系統的に作成し、生じた変異体を完全長又
は成熟天然配列によって示される活性に関して試験することによって確かめられる。
【０１１２】
　抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチド断片がここで提供されている。そのような断
片は、例えば完全長天然抗体又はタンパク質と比較した時に、Ｎ末端又はＣ末端で切断し
ているか、又は内部残基を欠いている可能性がある。ある断片は、抗ＴＡＳＫ抗体又はＴ
ＡＳＫポリペプチドの所望される生物学的活性にとって必修ではないアミノ酸残基を欠く
。
　抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチド断片は、多くの従来技術のいずれかによって
調製してもよい。所望のペプチド断片は化学合成してもよい。代替的方法には、酵素的消
化、例えば特定のアミノ酸残基で確定した部位でタンパク質を切断することが知られた酵
素によってタンパク質を処理することで、又は適当な制限酵素でＤＮＡを消化して所望の
断片を単離することによって抗体又はポリペプチド断片を生成することが含まれる。さら
にその他の好適な技術には、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって、所望の抗体又は
ポリペプチド断片をコードするＤＮＡ断片を単離し増幅することが含まれる。ＤＮＡ断片
の所望の末端を確定するオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲの５’及び３’プライマーで用い
られる。好ましくは、抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチド断片は、ここに開示した
天然抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドと少なくとも一つの生物学的及び／又は免
疫学的活性を共有する。
　特定の実施態様では、対象とする保存的置換を、好ましい置換の項目で表６に示す。こ
のような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、表６に例示的置換と名前を付けた又
は以下にアミノ酸分類でさらに記載するように、より実質的な変化が導入され生成物がス
クリーニングされる。
【０１１３】



(66) JP 2010-131015 A 2010.6.17

10

20

30

40

50

【０１１４】
　抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドの機能又は免疫学的同一性の実質的修飾は、
（ａ）置換領域のポリペプチド骨格の構造、例えばシート又は螺旋配置、（ｂ）標的部位
の電荷又は分子疎水性、又は（ｃ）側鎖の嵩を維持しながら、それらの効果において実質
的に異なる置換基を選択することにより達成される。天然に生じる残基は共通の側鎖特性
に基づいてグループに分けることができる：
（１）疎水性：ノルロイシン, met, ala, val, leu, ile;
（２）中性の親水性：cys, ser, thr;
（３）酸性：asp, glu;
（４）塩基性：asn, gln, his, lys, arg;
（５）鎖配向に影響する残基：gly, pro; 及び
（６）芳香族：trp, tyr, phe。
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位、又はより好ましくは
、残された（非保存）部位に導入されうる。
　変異は、オリゴヌクレオチド媒介（部位特異的）突然変異誘導、アラニンスキャンニン
グ、及びＰＣＲ突然変異誘導等のこの分野で知られた方法を用いてなすことができる。部
位特異的突然変異誘導［Carter等, Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zoller等, Nuc
l. Acids Res., 10: 6487 (1987)］、カセット突然変異誘導［Wells等, Gene, 34: 315 (
1985)］、制限的選択突然変異誘導［Wells等, Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 31
7: 415 (1986)］又は他の知られた技術をクローニングしたＤＮＡに実施して、抗ＴＡＳ
Ｋ抗体又はＴＡＳＫポリペプチド変異体ＤＮＡを作成することもできる。
【０１１５】
　また、隣接配列に沿って一又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニングアミノ酸
分析を用いることができる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較的小さく、中性のア
ミノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン、セリン、及びシステインを
含む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し変異体の主鎖構造を変化させにくい
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ので、この群の中で典型的に好ましいスキャンニングアミノ酸である［Cunningham及びWe
lls, Science, 244: 1081-1085 (1989)］。また、アラニンは最もありふれたアミノ酸で
あるため典型的には好ましい。さらに、それは埋もれた及び露出した位置の両方に見られ
ることが多い［Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman ＆ Co., N.Y.); Chothia, J. 
Mol. Biol., 150: 1 (1976)］。アラニン置換が十分な量の変異体を生じない場合は、ア
イソテリック(isoteric)アミノ酸を用いることができる。
　抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドの適切なコンフォメーションを維持すること
に関与していない任意のシステイン残基も、分子の酸化的安定性を向上させ、異常な架橋
を防ぐために、概してセリンと置換され得る。逆に、抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペ
プチドの安定性（特に、抗体がＦｖ断片のような抗体断片）を向上させるために、それに
システイン結合（複数でも）を加えてもよい。
【０１１６】
　特に好ましい型の置換変異体は、親抗体（例えば、ヒト化抗体又はヒト抗体）の一又は
複数の高頻度可変領域残基の置換を含む。一般的に、更なる開発のために得られた変異体
は、それらが生成された親抗体と比較して向上した生物学的特性を有している。そのよう
な置換変異体を生成する簡便な方法には、ファージディスプレイを使用する親和性成熟が
ふくまれる。簡潔に言えば、高頻度可変領域部位（例えば、６-７部位）を変異させて各
部位における全ての可能なアミノ酸置換を生成させる。このように生成された抗体変異体
は、繊維状ファージ粒子から、各粒子内に充填されたＭ１３の遺伝子ＩＩＩ産物への融合
物として一価形態で表示される。ファージ表示変異体は、ついで、ここに開示されるよう
なそれらの生物学的活性（例えば、結合親和性）についてスクリーニングされる。改変の
候補となる高頻度可変領域部位を同定するために、アラニンスキャンニング突然変異誘導
を実施し、抗原結合に有意に寄与する高頻度可変領域残基を同定することができる。ある
いは、又はそれに加えて、抗原-抗体複合体の結晶構造を分析して抗体とヒトＴＡＳＫポ
リペプチドとの接点を同定するのが有利である場合もある。このような接触残基及び隣接
残基は、ここで詳しく記述した技術による置換の候補である。そのような変異体が生成さ
れたら、変異体のパネルにここに記載するようなスクリーニングを施し、一又は複数の関
連アッセイにおいて優れた特性を持つ抗体を更なる開発のために選択することができる。
　抗ＴＡＳＫ抗体のアミノ酸配列変異体をコードする核酸分子は、当該分野で周知の種々
の方法によって調製される。これらの方法には、限定されるものではないが、オリゴヌク
レオチド媒介（又は部位特異的）突然変異誘導、ＰＣＲ突然変異誘導、そして抗ＴＡＳＫ
抗体の早期に調製した変異体又は非変異体形のカセット突然変異誘導による、天然ソース
からの単離（天然発生アミノ酸配列変異体の場合）又は調製が含まれる。
【０１１７】
　Ｈ．抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチドの修飾
　抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチドの共有結合的修飾は本発明の範囲内に含まれ
る。共有結合的修飾の一型には、抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドの標的とする
アミノ酸残基を、抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドの選択された側鎖又はＮ又は
Ｃ末端残基と反応できる有機誘導体化試薬と反応させることが含まれる。二官能性試薬に
よる誘導体化は、例えば抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドを、抗ＴＡＳＫ抗体の
精製方法で用いる水不溶性支持体マトリクス又は表面と架橋させるために有用であり、そ
の逆も同じである。通常用いられる架橋剤には、例えば、１,１-ビス（ジアゾアセチル）
-２-フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミドエステル、例
えば４-アジドサリチル酸を有するエステル、３,３'-ジチオビス（スクシンイミジルプロ
ピオネート）等のジスクシンイミジルエステルを含むホモ二官能性イミドエステル、ビス
-Ｎ-マレイミド-１,８-オクタン等の二官能性マレイミド、及びメチル-３-[(ｐ-アジドフ
ェニル)-ジチオ］プロピオイミダート等の試薬が含まれる。
　他の修飾には、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル及びア
スパルチル残基への脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリル又はトレ
オニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のα
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-アミノ基のメチル化[T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties
, W.H. Freeman ＆ Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化
、及び任意のＣ末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【０１１８】
　本発明の範囲内に含まれる抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドの共有結合的修飾
の他の型は、抗体又はポリペプチドの天然グリコシル化パターンの変更を含む。ここで意
図される「天然グリコシル化パターンの変更」とは、天然配列抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳ
Ｋポリペプチドに見られる一又は複数の炭水化物部分を欠失させること（内在するグリコ
シル化部位を取り除くことによって、又は化学及び／又は酵素的手法でグリコシル化を欠
失させることのいずれか）、及び／又は天然配列抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチ
ドに存在しない一又は複数のグリコシル化部位の付加を意味する。更には、この語句には
、存在する種々の炭水化物部分の性質及び特性の変化を含む、天然タンパク質のグリコシ
ル化における定性的な変化が含まれる。
　抗体及び他のポリペプチドのグリコシル化とは、典型的にはＮ-結合又はＯ-結合のいず
れかである。Ｎ-結合とは、アスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の付与を指す。ト
リペプチドは、Ｘがプロリンを除く任意のアミノ酸である、アスパラギン-Ｘ-セリン及び
アスパラギン-Ｘ-スレオニンの配列であり、アスパラギン側鎖への炭水化物部分が酵素的
に付与される認識部位である。従って、ポリペプチドのこれらトリペプチド配列のいずれ
かの存在によって、潜在的なグリコシル化部位が作り出される。Ｏ-結合グリコシル化と
は、５-ヒドロキシプロリン又は５-ヒドロキシリジンも用いられるが、殆どの場合にはセ
リン又はスレオニンへＮ-アセチルガラクトサミン、ガラクトース、又はキシロースのう
ちの一つの糖をヒドロキシアミノ酸へ付与することを指す。
【０１１９】
　抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドへのグリコシル化部位の付加は、アミノ酸配
列を改変して、それが上記に記載のトリペプチド配列（Ｎ-結合グリコシル化部位につい
て）の一つ又は複数を含むようにすることによって簡便に完遂できる。この改変は、また
、最初の抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドの配列へ一つ又は複数のセリン又はス
レオニン残基を付加、又は置換することによって生成される（Ｏ-結合グリコシル化部位
について）。抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドアミノ酸配列は、場合によっては
、ＤＮＡレベルでの変化を通して、特に、コドンが所望するアミノ酸へ翻訳されるように
、あらかじめ選択した塩基での抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドをコードするＤ
ＮＡを変異させることによって、改変され得る。
　抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチド上に炭水化物部分の数を増加させる他の手段
は、グリコシドのポリペプチドへの化学的又は酵素的結合による。そのような方法は、こ
の技術分野において、例えば、１９８７年９月１１日に公開された国際公開８７／０５３
３０、及びAplin及びWriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (1981)に記載さ
れている。
【０１２０】
　抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的
又は酵素的に、あるいはグルコシル化の標的として提示されたアミノ酸残基をコードする
コドンの変異的置換によってなすことができる。化学的脱グリコシル化技術は、この分野
で知られており、例えば、Hakimuddin等, Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)によ
って、そしてEdge等, Anal. Biochem., 118: 131 (1981)によって記載されている。ポリ
ペプチド上の炭水化物部分の酵素的切断は、Thotakura等, Meth. Enzymol. 138:350 (198
7)に記載されているように、種々のエンド及びエキソグリコシダーゼを用いることにより
達成される。
　抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチド共有結合的修飾の他の型は、抗体又はポリペ
プチドを種々の非タンパク質様ポリマーの１つ、例えばポリエチレングリコール（ＰＥＧ
）、ポリプロピレングリコール、又はポリオキシアルキレンへ、米国特許第４６４０８３
５号；第４４９６６８９号；第４３０１１４４号；第４６７０４１７号；第４７９１１９



(69) JP 2010-131015 A 2010.6.17

10

20

30

40

50

２号又は第４１７９３３７号に記載された方法で結合させることをを含む。また、抗体又
はポリペプチドは、例えばコアセルベーション法によって又は界面重合によって調製され
たマイクロカプセル（例えば、それぞれヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイ
クロカプセル及びポリ-(メチルメタクリレート)マイクロカプセル）に、コロイド状薬物
送達系(例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフィア、マイクロエマルション、ナノ
粒子及びナノカプセル)又はマクロエマルションで捕捉することができる。このような技
術はRemington's Pharmaceutical Sciences, １６版, A. Oslo編(1980)に開示されている
。
　また、本発明の抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドは、その他の異種ポリペプチ
ド又はアミノ酸配列と融合した抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドを含むキメラ分
子が形成される方法で修飾されてもよい。
【０１２１】
　一実施態様では、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できるエピトー
プを提供するタグポリペプチドと抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドとの融合を含
む。エピトープタグは、一般的には抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドのアミノ又
はカルボキシル末端に位置する。このような抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドの
エピトープタグ形態の存在は、タグポリペプチドに対する抗体を用いて検出することがで
きる。また、エピトープタグの提供は、抗タグ抗体又はエピトープタグに結合する他の型
の親和性マトリクスを用いたアフィニティ精製によって抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリ
ペプチドを容易に精製できるようにする。種々のタグポリペプチド及びそれら各々の抗体
はこの分野で良く知られている。例としては、ポリ－ヒスチジン（ポリ-His）又はポリ－
ヒスチジン－グリシン（poly-his-gly）タグ；flu HAタグポリペプチド及びその抗体１２
ＣＡ５［Field等, Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］；c-mycタグ及びそれに対す
る８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体［Evan等, Molecular and Ce
llular Biology, 5:3610-3616 (1985)］；及び単純ヘルペスウイルス糖タンパク質Ｄ（gD
）タグ及びその抗体［Paborsky等, Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)］を含む
。他のタグポリペプチドは、フラッグペプチド［Hopp等, BioTechnology, 6:1204-1210 (
1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［Martin等, Science, 255:192-194 (1992)］；α-
チューブリンエピトープペプチド［Skinner等, J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991
)］；及びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプチドタグ［Lutz-Freyermuth等, Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)］を含む。
　それに換わる実施態様では、キメラ分子は抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドの
免疫グロブリン又は免疫グロブリンの特定領域との融合体を含んでもよい。キメラ分子の
二価形態（「イムノアドヘシン」とも呼ばれる）については、そのような融合体はＩｇＧ
分子のＦｃ領域であり得る。Ｉｇ融合体は、好ましくはＩｇ分子内の少なくとも一つの可
変領域に換えて抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドの可溶化（膜貫通ドメイン欠失
又は不活性化）形態を含む。特に好ましい実施態様では、免疫グロブリン融合体は、Ｉｇ
Ｇ分子のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、又はヒンジ、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む
。免疫グロブリン融合体の製造については、１９９５年６月２７日発行の米国特許第５４
２８１３０号を参照のこと。
【０１２２】
　Ｉ．抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチドの調製
　以下の説明は、主として、抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチドコード化核酸を含
むベクターで形質転換又は形質移入された細胞を培養することにより抗ＴＡＳＫ抗体及び
ＴＡＳＫポリペプチドを産生させる方法に関する。勿論、当該分野においてよく知られて
いる他の方法を用いて抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチドを調製することができる
と考えられている。例えば、適切なアミノ酸配列、又はその一部分を、固相技術を用いた
直接ペプチド合成によって生成してもよい［例えば、Stewart等, Solid-Phase Peptide S
ynthesis, W.H. Freeman Co., サン フランシスコ, カリフォルニア(1969)；Merrifield,
 J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)参照］。手動技術又は自動を使用することに
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よってインビトロタンパク質合成を行ってもよい。自動合成は、例えば、アプライド・バ
イオシステムズ・ペプチド合成機（Foster City, CA）を用いて、製造者の指示によって
実施してもよい。抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドの種々の部分を別々に化学的
に合成し、化学的又は酵素的方法を用いて結合させて所望する抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳ
Ｋポリペプチドを生成させてもよい。
【０１２３】
　１．抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドをコードするＤＮＡの単離
　抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドをコードするＤＮＡは、抗ＴＡＳＫ抗体又は
ＴＡＳＫポリペプチドｍＲＮＡを保有していてそれを検出可能なレベルで発現すると考え
られる組織から調製されたｃＤＮＡライブラリーから得ることができる。従って、ヒト抗
ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドＤＮＡは、ヒトの組織から調製されたｃＤＮＡラ
イブラリーから簡便に得ることができる。また抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチド
-コード化遺伝子は、ゲノムライブラリーから又は公知の合成方法（例えば、自動核酸合
成）により得ることもできる。
　ライブラリーは、対象となる遺伝子あるいはその遺伝子によりコードされるタンパク質
を同定するために設計されたプローブ(少なくとも約２０－８０塩基のオリゴヌクレオチ
ド等)によってスクリーニングできる。選択されたプローブによるｃＤＮＡ又はゲノムラ
イブラリーのスクリーニングは、例えばSambrook等, Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に記載されている標準
的な手順を使用して実施することができる。抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドを
コードする遺伝子を単離する他の方法は、ＰＣＲ法を使用するものである［Sambrook等,
上掲；Dieffenbach等, PCR Primer：A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laborato
ry Press, 1995)］。
【０１２４】
　ｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングするための技術は、当該分野で良く知られてい
る。プローブとして選択されたオリゴヌクレオチド配列は、疑陽性が最小化されるよう十
分な長さであり、十分に明瞭でなければならない。オリゴヌクレオチドは、スクリーニン
グされるライブラリー内のＤＮＡとのハイブリダイゼーション時に検出可能であるように
標識されていることが好ましい。標識化の方法は当該分野において良く知られており、３

２Ｐ標識ＡＴＰのような放射線標識、ビオチン化あるいは酵素標識の使用を含む。中程度
のストリンジェンシー及び高度のストリンジェンシーを含むハイブリダイゼーション条件
は、上掲のSambrookらに示されている。
　このようなライブラリースクリーニング法において同定された配列は、GenBankらの公
共データベース又は他の個人の配列データベースに寄託され利用可能となっている他の周
知の配列と比較及びアラインメントすることができる。分子の決定された領域内の又は完
全長配列に渡っての（アミノ酸又はヌクレオチドレベルのいずれかでの）配列同一性は、
当該分野で知られた、及びここに記載した方法を用いて決定することができる。
　タンパク質コード化配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ酸配列を
使用し、また必要ならば、ｃＤＮＡに逆転写されていないｍＲＮＡの生成中間体及び先駆
物質を検出する上掲のSambrook等に記述されているような従来のプライマー伸展法を使用
して、選択されたｃＤＮＡ又はゲノムライブラリーをスクリーニングすることによって得
られる。
【０１２５】
　２．宿主細胞の選択及び形質転換
　宿主細胞を、ここに記載した抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチド生成のための発
現又はクローニングベクターで形質移入又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転
換体を選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するために適当に変性された常
套的栄養培地で培養する。培養条件、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度の実験をする
ことなく当業者が選ぶことができる。一般に、細胞培養の生産性を最大にするための原理
、プロトコール、及び実用技術は、Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approa
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ch, M.Butler編 (IRL Press, 1991)及び上掲のSambrook等に見出すことができる。
　真核生物細胞形質移入及び原核生物細胞形質転換の方法、例えば、ＣａＣｌ２、ＣａＰ
Ｏ４、リポソーム媒介及びエレクトロポレーションは当業者に知られている。用いられる
宿主細胞に応じて、その細胞に対して適した標準的な方法を用いて形質転換はなされる。
前掲のSambrook等に記載された塩化カルシウムを用いるカルシウム処理又はエレクトロポ
レーションが、一般的に原核生物に対して用いられる。アグロバクテリウム・トゥメファ
シエンスによる感染が、Shaw等, Gene, 23:315(1983)及び１９８９年６月２９日公開の国
際公開８９／０５８５９に記載されているように、或る種の植物細胞の形質転換に用いら
れる。このような細胞壁のない哺乳動物の細胞に対しては、Graham及びvan der Eb, Viro
logy, 52:456-457 (1978)のリン酸カルシウム沈降法が用いられる。哺乳動物細胞の宿主
系形質転換の一般的な態様は米国特許第４，３９９，２１６号に記載されている。酵母菌
中への形質転換は、典型的には、Van Solingen等, J. Bact., 130:946 (1977)及びHsiao
等, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979)の方法に従って実施される。しかし
ながら、ＤＮＡを細胞中に導入する他の方法、例えば、核マイクロインジェクション、エ
レクトロポレーション、無傷の細胞、又はポリカチオン、例えばポリブレン、ポリオルニ
チン等を用いる細菌プロトプラスト融合もまた用いることもできる。哺乳動物細胞を形質
転換するための種々の技術については、Keown等, Methods in Enzymology, 185:527-537 
(1990)及び Mansour等, Nature, 336:348-352 (1988)を参照のこと。
【０１２６】
　ここに記載のベクターにＤＮＡをクローニングあるいは発現するために適切な宿主細胞
は、原核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適切な原核生物には、限定するも
のではないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性微生物、例えば大腸菌のよう
な腸内細菌科が含まれる。種々の大腸菌株が公に利用可能であり、例えば、大腸菌Ｋ１２
株ＭＭ２９４（ＡＴＣＣ３１４４６）；大腸菌Ｘ１７７６（ＡＴＣＣ３１５３７）；大腸
菌株Ｗ３１１０（ＡＴＣＣ２７３２５）及びＫ５７７２（ＡＴＣＣ５３６３５）である。
他の好ましい原核動物宿主細胞は、大腸菌属、例えば大腸菌（E. coli）、エンテロバク
ター、エルビニア(Erwinia)、クレブシエラ(Klebsiella)、プロテウス(Proteus)、サルモ
ネラ、例えばネズミチフス菌(Salmonella Typhimurium）、セラチア、例えばセラチア・
マルセサンス(Serratia marcescans) 、及び赤痢菌、並びに桿菌、例えばバチルス・スブ
チルス(B. subtilis)及びバチルス・リチェニフォルミス(B. licheniformis)（例えば、
１９８９年４月１２日発行のＤＤ２６６７１０に記載されたバチルス・リチェニフォルミ
ス４１Ｐ）、シュードモナス、例えば緑膿菌及びストレプトマイセスなどの腸内細菌科を
含む。これらの例は限定ではなく例示である。株Ｗ３１１０は、組換えＤＮＡ生成物発酵
のための共通の宿主株であるので一つの特に好ましい宿主又は親宿主である。好ましくは
、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌する。例えば、株Ｗ３１１０を、宿主に
とって内因性のタンパク質をコードする遺伝子の遺伝子変異をもたらすように修飾しても
よく、そのような宿主の例としては、完全な遺伝子型ｔｏｎＡを有する大腸菌Ｗ３１１０
株１Ａ２；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３を有する大腸菌Ｗ３１１０株９Ｅ４；完全
な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３　ｐｈｏＡ　Ｅ１５　（ａｒｇＦ－ｌａｃ）１６９　ｄｅ
ｇＰ　ｏｍｐＴ　ｋａｎrを有する大腸菌Ｗ３１１０株２７Ｃ７（ＡＴＣＣ　５５，２４
４）；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３　ｐｈｏＡ　Ｅ１５　(ａｒｇＦ-ｌａｃ)１６
９　ｄｅｇＰ　ｏｍｐＴ　ｒｂｓ７　ｉｌｖＧ　ｋａｎrを有する大腸菌Ｗ３１１０株３
７Ｄ６；非カナマイシン耐性ｄｅｇＰ欠失変異を持つ３７Ｄ６株である大腸菌Ｗ３１１０
株４０Ｂ４；及び１９９０年８月７日発行の米国特許第４９４６７８３号に開示された変
異周辺質プロテアーゼを有する大腸菌株を含む。あるいは、クローニングのインビトロ法
、例えばＰＣＲ又は他の核酸ポリメラーゼ反応が好ましい。
【０１２７】
　完全長抗体、抗体断片、及び抗体融合タンパク質は、治療用の抗体が細胞傷害剤（例え
ば、毒素）と結合し、その免疫コンジュゲートそのものが腫瘍細胞の破壊において有効性
を示す場合など、特にグリコシル化及びＦｃエフェクター機能が必要ない場合に、細菌で
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産生させることができる。完全長抗体は、血液循環でより長い半減期を有する。大腸菌で
の産生が、より迅速でより費用効率的である。細菌での抗体断片及びポリペプチドの発現
については、例えば、米国特許第５６４８２３７号（Carter等）、米国特許第５７８９１
９９号（Joly等）、及び翻訳開始部位（ＴＩＲ）及び発現と分泌を最適化するシグナル配
列を記載している米国特許第５８４０５２３号（Simmons等）を参照のこと。これら特許
は、ここに参考文献として取り入れられている。発現の後、抗体は、大腸菌細胞ペースト
から可溶性分画へ分離し、例えば、アイソタイプによってプロテインＡ又はＧカラムを介
して精製することができる。最終精製は、例えば、ＣＨＯ細胞で発現させた抗体を精製す
るための工程と同じようにしておこなうことができる。
【０１２８】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡ
ＳＫポリペプチドコード化ベクターのための適切なクローニング又は発現宿主である。サ
ッカロミセス・セレヴィシアは、通常用いられる下等真核生物宿主微生物である。他に、
シゾサッカロミセス・ポンベ(Schizosaccharomyces pombe)（Beach及びNurse, Nature, 2
90: 140 [1981]; １９８５年５月２日公開の欧州特許第１３９３８３号）；クリュイベロ
ミセス宿主(Kluyveromyces hosts)（米国特許第４９４３５２９号; Fleer等, Bio/Techno
logy, 9: 968-975 (1991)）、例えばクリュイベロミセスラクチス(K. lactis)（MW98-8C,
 CBS683, CBS4574; Louvencourt等, J. Bacteriol., 154(2): 737-742 [1983]）、クリュ
イベロミセス・フラギリス(K. fragilis)（ＡＴＣＣ１２４２４）、クリュイベロミセス
・ブルガリクス(K. bulgaricus)（ＡＴＣＣ１６０４５）、クリュイベロミセス・ウィケ
ラミイ(K. wickeramii)（ＡＴＣＣ２４１７８）、クリュイベロミセス・ワルチイ(K. wal
tii)（ＡＴＣＣ５６５００）、クリュイベロミセス・ドロソフィラルム(K. drosophilaru
m)（ＡＴＣＣ３６９０６； Van den Berg等, Bio/Technology, 8: 135 (1990)）、クリュ
イベロミセス・テモトレランス(K. thermotolerans)及びクリュイベロミセス・マルキシ
アナス(K. marxianus)；ヤロウィア(yarrowia)（欧州特許第４０２２２６号）；ピシア・
パストリス(Pichia pastoris)（欧州特許第１８３０７０号； Sreekrishna等, J. Basic 
Microbiol, 28: 265-278 [1988]）；カンジダ；トリコデルマ・レーシア(Trichoderma re
esia)（欧州特許第２４４２３４号）；アカパンカビ（Case等, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 76: 5259-5263 [1979]）；シュワニオマイセス(Schwanniomyces)、例えばシュワニ
オマイセス・オクシデンタリス(Schwanniomyces occidentalis)（１９９０年１０月３１
日公開の欧州特許第３９４５３８号）；及び糸状真菌、例えば、ニューロスポラ、ペニシ
リウム、トリポクラジウム(Tolypocladium)（１９９１年１月１０日公開の国際公開９１
／００３５７）；及びアスペルギルス宿主、例えばアスペルギルス・ニダランス（Ballan
ce等, Biochem. Biophys. Res. Commun., 112: 284-289 [1983]; Tilburn等, Gene, 26: 
205-221 [1983]; Yelton等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]）及び
アスペルギルス・ニガー（Kelly及びHynes, EMBO J., 4: 475-479 [1985]）が含まれる。
ここで好ましいメチロトロピック(Ｃ１化合物資化性、Methylotropic)酵母は、これらに
限られないが、ハンセヌラ(Hansenula)、カンジダ、クロエケラ(Kloeckera)、ピシア(Pic
hia)、サッカロミセス、トルロプシス(Torulopsis)、及びロドトルラ(Rhodotorula)から
なる属から選択されたメタノールで成長可能な酵母を含む。この酵母の分類の例示である
特定の種のリストは、C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982)に
記載されている。
【０１２９】
　グリコシル化抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドの発現に適した宿主細胞は、多
細胞生物から由来のものである。非脊椎動物細胞の例には、植物細胞、例えば綿、トウモ
ロコシ、ジャガイモ、大豆、ペチュニア、トマト及びタバコの細胞培養と同様に、ショウ
ジョウバエＳ２及びヨトウ(spodoptera)Ｓｆ９等の昆虫細胞が含まれる。多くのバキュロ
ウイルス株及び変異体、及びヨトウガ(Spodoptera frugiperda)(幼虫(caterpillar))、ネ
ッタイシマカ(蚊)、ヒトスジシマカ(蚊)、キイロショウジョウバエ(ショウジョウバエ)、
及びカイコ等の宿主に対応する許容性昆虫宿主細胞が同定されている。種々のトランスフ
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ェクション用のウィルス株、例えばオートグラファ・カルフォルニカ(Autographa califo
rnica)ＮＰＶのＬ－１変異株、カイコＮＰＶのＢｍ-５株が公に入手でき、このようなウ
ィルスは、本発明に係るウィルスとして、特に、ヨトウガ細胞のトランスフェクションの
ために使用してもよい。
　しかし、最大の関心は脊椎動物細胞に向けられ、培養(組織培養)した脊椎動物細胞の増
殖がルーチン作業となった。有用な哺乳動物宿主細胞株の例は、ＳＶ４０(ＣＯＳ－７，
ＡＴＣＣ ＣＲＬ１６５１)で形質転換させたサル腎ＣＶ１細胞株；ヒト胚芽腎細胞株(２
９３又は懸濁培養で成長するようにサブクローン化された２９３細胞，Graham等,J.Gen V
irol.,36:59 (1977))；ベビーハムスター腎細胞(ＢＨＫ，ＡＴＣＣ ＣＣＬ１０)；チヤイ
ニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(ＣＨＯ，Urlaub等, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 77:
4216 (1980));マウスセルトリ細胞(ＴＭ４，Mather,Biol.Reprod.,23：243-251 (1980))
；サル腎細胞(ＣＶ１ ＡＴＣＣ ＣＣＬ７０)；アフリカミドリザル腎細胞(ＶＥＲＯ－７
６，ＡＴＣＣ ＣＲＬ-１５８７)；ヒト頚管腫瘍細胞(ＨＥＬＡ，ＡＴＣＣ ＣＣＬ２)；イ
ヌ腎細胞(ＭＤＣＫ，ＡＴＣＣ ＣＣＬ３４)；バッファローラット肝細胞(ＢＲＬ ３Ａ，
ＡＴＣＣ ＣＲＬ１４４２)；ヒト肺細胞(Ｗ１３８，ＡＴＣＣ ＣＣＬ７５)；ヒト肝細胞(
Ｈｅｐ Ｇ２，ＨＢ ８０６５)；マウス乳房腫瘍細胞(ＭＭＴ ０６０５６２，ＡＴＣＣ Ｃ
ＣＬ５１)；ＴＲＩ細胞(Mather等,Annals N.Y.Acad.Sci.,383:44-68 (1982))；ＭＲＣ５
細胞；ＦＳ４細胞；及びヒト肝臓癌細胞（ＨｅｐＧ２）である。
　宿主細胞は、抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチド生成のために上述の発現又はク
ローニングベクターで形質転換され、プロモーターを誘導し、形質転換体を選出し、又は
所望の配列をコードする遺伝子を増幅するために適切に修正した通常の栄養培地で培養さ
れる。
【０１３０】
　３．複製可能なベクターの選択及び使用
　抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドをコードする核酸(例えば、ｃＤＮＡ又はゲ
ノムＤＮＡ)は、クローニング(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製可能なベクター内に
挿入される。様々なベクターが公的に入手可能である。ベクターは、例えば、プラスミド
、コスミド、ウイルス粒子、又はファージの形態とすることができる。適切な核酸配列が
、種々の手法によってベクターに挿入される。一般に、ＤＮＡはこの分野で周知の技術を
用いて適当な制限エンドヌクレアーゼ部位に挿入される。ベクター成分としては、一般に
、これらに制限されるものではないが、一又は複数のシグナル配列、複製開始点、一又は
複数のマーカー遺伝子、エンハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列を含
む。これらの成分の１つ又は複数を含む適当なベクターの作成には、当業者に知られた標
準的なライゲーション技術を用いる。
　ＴＡＳＫは直接的に組換え手法によって生成されるだけではなく、シグナル配列あるい
は成熟タンパク質あるいはポリペプチドのＮ-末端に特異的切断部位を有する他のポリペ
プチドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチドとしても生成される。一般に、シグナ
ル配列はベクターの成分であるか、ベクターに挿入される抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポ
リペプチド-コード化ＤＮＡの一部である。シグナル配列は、例えばアルカリフォスファ
ターゼ、ペニシリナーゼ、ｌｐｐあるいは熱安定性エンテロトキシンIIリーダーの群から
選択される原核生物シグナル配列であってよい。酵母の分泌に関しては、シグナル配列は
、酵母インベルターゼリーダー、アルファ因子リーダー(酵母菌属(Saccharomyces)及びク
リュイベロミセス(Kluyveromyces)α因子リーダーを含み、後者は米国特許第５０１０１
８２号に記載されている)、又は酸ホスフォターゼリーダー、カンジダ・アルビカンス(C.
albicans)グルコアミラーゼリーダー(１９９０年４月４日公開の欧州特許第３６２１７９
号)、又は１９９０年１１月１５日に公開された国際公開９０／１３６４６に記載されて
いるシグナルであり得る。哺乳動物細胞の発現においては、哺乳動物シグナル配列は、同
一あるいは関連種の分泌ポリペプチド由来のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダーの
ようなタンパク質の直接分泌に使用してもよい。
【０１３１】
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　発現及びクローニングベクターは共に一又は複数の選択された宿主細胞においてベクタ
ーの複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は多くの細菌、酵母及びウイルス
についてよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分のグ
ラム陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵母に適しており、様々なウイルス
開始点(ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ)は哺乳動物細胞にお
けるクローニングベクターに有用である。
　発現及びクローニングベクターは、典型的には、選べるマーカーとも称される選択遺伝
子を含む。典型的な選択遺伝子は、(a)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセート
あるいはテトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、(b)栄養要
求性欠陥を補い、又は(c)複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク質を
コードしており、例えばバシリのＤ-アラニンラセマーゼをコードする遺伝子がある。
　哺乳動物細胞に適切な選べるマーカーの例は、ＤＨＦＲあるいはチミジンキナーゼのよ
うに、抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチド-コード化核酸を取り込むことのできる
細胞成分を同定することのできるものである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主
細胞は、Urlaub等により, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に記載されてい
るようにして調製され増殖されたＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣＨＯ株化細胞である。酵母
菌中での使用に好適な選択遺伝子は酵母プラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子で
ある［Stinchcomb等, Nature, 282：39(1979)；Kingsman等, Gene, 7：141(1979)；Tsche
mper等, Gene, 10：157(1980)］。ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６
あるいはＰＥＰ４-１のようなトリプトファンで成長する能力を欠く酵母菌の突然変異株
に対する選択マーカーを提供する［Jones, Genetics, 85:12 (1977)］。
【０１３２】
　発現及びクローニングベクターは、通常、抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチド-
コード化核酸配列に作用可能に結合し、ｍＲＮＡ合成を方向付けるプロモーターを含む。
種々の有能な宿主細胞により認識されるプロモーターが知られている。原核生物宿主との
使用に適したプロモーターはβ-ラクタマーゼ及びラクトースプロモーター系［Chang等, 
Nature, 275:615 (1978)； Goeddel等, Nature, 281:544 (1979)］、アルカリフォスファ
ターゼ、トリプトファン(trp)プロモーター系［Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (
1980); 欧州特許第３６，７７６号］、及びハイブリッドプロモーター、例えばｔａｃプ
ロモーター［deBoer等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)］を含む。細菌
系で使用するプロモーターもまた抗ＴＡＳＫ抗体、或いはＴＡＳＫポリペプチドをコード
するＤＮＡと作用可能に結合したシャイン・ダルガーノ(S.D.)配列を有する。
　酵母宿主との使用に適したプロモーター配列の例としては、３-ホスホグリセラートキ
ナーゼ［Hitzeman 等, J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］又は他の糖分解酵素［Hess 
等, J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)；Holland, Biochemistry, 17：4900(1978)］、
例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、
ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース-６-リン酸イソメ
ラーゼ、３-ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イソメ
ラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含まれる。
　他の酵母プロモーターとしては、成長条件によって転写が制御される付加的効果を有す
る誘導的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸フ
ォスファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒ
ド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースの利用を支配する酵素
のプロモーター領域がある。酵母菌での発現に好適に用いられるベクターとプロモーター
は欧州特許第７３６５７号に更に記載されている。
【０１３３】
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからの抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチド
転写は、例えば、ポリオーマウィルス、伝染性上皮腫ウィルス(１９８９年７月５日公開
の英国特許第２２１１５０４号)、アデノウィルス(例えばアデノウィルス２)、ウシ乳頭
腫ウィルス、トリ肉腫ウィルス、サイトメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィ
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ルス及びサルウィルス４０(SV40)のようなウィルスのゲノムから得られるプロモーター、
異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリンプロモー
ター、及び熱衝撃プロモーターから得られるプロモーターによって、このようなプロモー
ターが宿主細胞系に適合し得る限り制御される。
　より高等の真核生物による抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドをコードするＤＮ
Ａの転写は、ベクター中にエンハンサー配列を挿入することによって増強され得る。エン
ハンサーは、通常は約１０から３００塩基対で、プロモーターに作用してその転写を増強
するＤＮＡのシス作動要素である。哺乳動物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在
知られている(グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α-フェトプロテイン及びインスリ
ン)。しかしながら、典型的には、真核細胞ウィルス由来のエンハンサーが用いられるで
あろう。例としては、複製開始点の後期側のＳＶ４０エンハンサー(１００-２７０塩基対
)、サイトメガロウィルス初期プロモーターエンハンサー、複製開始点の後期側のポリオ
ーマエンハンサー及びアデノウィルスエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、抗ＴＡ
ＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドコード化配列の５’又は３’位でベクター中にスプラ
イシングされ得るが、好ましくはプロモーターから５’位に位置している。
　また真核生物宿主細胞(酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物由
来の有核細胞)に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮＡの安定化に必要な
配列も含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの通常は５
’、時には３’の非翻訳領域から取得できる。これらの領域は、抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡ
ＳＫポリペプチドをコードするｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写さ
れるヌクレオチドセグメントを含む。
　組換え脊椎動物細胞培養での抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドの合成に適応化
するのに適切な他の方法、ベクター及び宿主細胞は、Gething等, Nature, 293:620-625 (
1981); Mantei等, Nature, 281:40-46 (1979); 欧州特許第１１７０６０号；及び欧州特
許第１１７０５８号に記載されている。
【０１３４】
　４．宿主細胞の培養
　本発明の抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプチドを生成するために用いられる宿主細
胞は種々の培地において培養することができる。市販培地の例としては、ハム(Ham)のＦ
１０(シグマ)、最小必須培地((MEM),シグマ)、ＲＰＭＩ-１６４０(シグマ)及びダルベッ
コの改良イーグル培地((DMEM),シグマ)が宿主細胞の培養に好適である。また、Ham等, Me
th. Enz. 58:44 (1979), Barnes等, Anal. Biochem. 102:255 (1980), 米国特許第４７６
７７０４号；同４６５７８６６号；同４９２７７６２号；同４５６０６５５号；又は同５
１２２４６９号；国際公開第９０／０３４３０号；国際公開第８７／００１９５号；又は
米国特許再発行第３０９８５号に記載された任意の培地も宿主細胞に対する培養培地とし
て使用できる。これらの培地はいずれも、ホルモン及び／又は他の成長因子(例えばイン
スリン、トランスフェリン、又は表皮成長因子)、塩類(例えば、塩化ナトリウム、カルシ
ウム、マグネシウム及びリン酸塩)、バッファー(例えばＨＥＰＥＳ)、ヌクレオシド(例え
ばアデノシン及びチミジン)、抗生物質(例えば、ゲンタマイシン（商品名）薬)、微量元
素(マイクロモル範囲の最終濃度で通常は存在する無機化合物として定義される)及びグル
コース又は同等のエネルギー源を必要に応じて補充することができる。任意の他の必要な
補充物質もまた当業者に知られている適当な濃度で含まれてもよい。培養条件、例えば温
度、ｐＨ等々は、発現のために選ばれた宿主細胞について以前から用いられているもので
あり、当業者には明らかであろう。
【０１３５】
　５．遺伝子増幅／発現の検出
　遺伝子の増幅及び／又は発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に標識されたプ
ローブを用い、例えば、従来よりのサザンブロット法、ｍＲＮＡの転写を定量化するノー
ザンブロット法［Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201-5205 (1980)］、ドット
ブロット法(ＤＮＡ分析)、又はインサイツハイブリダイゼーションによって、直接的に試
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料中で測定することができる。あるいは、ＤＮＡ二本鎖、ＲＮＡ二本鎖、及びＤＮＡ－Ｒ
ＮＡハイブリッド二本鎖又はＤＮＡ-タンパク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識するこ
とができる抗体を用いることもできる。ついで、抗体を標識し、アッセイを実施すること
ができ、ここで二本鎖は表面に結合しており、その結果、表面での二本鎖の形成の時点で
その二本鎖に結合した抗体の存在を検出することができる。
　あるいは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量化する免疫学的な方法、
例えば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のアッセイによって
、測定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色及び／又はアッセイに有用な抗体
は、モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意の哺乳動物で調製することができ
る。簡便には、抗体は、天然配列ＴＡＳＫポリペプチドに対して、又はここで提供される
ＤＮＡ配列をベースとした合成ペプチドに対して、又はＴＡＳＫ ＤＮＡに融合し特異的
抗体エピトープをコードする外因性配列に対して調製され得る。
【０１３６】
　６．抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチドの精製
　抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチドの形態は、培地又は宿主細胞の溶菌液から回
収することができる。膜結合性であるならば、適切な洗浄液(例えばトリトン-Ｘ１００)
を用いて又は酵素的切断により膜から引き離すことができる。抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳ
Ｋポリペプチドの発現に用いられる細胞は、凍結融解サイクル、超音波処理、機械的破壊
、又は細胞溶解剤などの種々の化学的又は物理的手段によって破壊することができる。
　抗ＴＡＳＫ抗体及びＴＡＳＫポリペプチドは、組換え細胞タンパク又はポリペプチドか
ら精製することが望ましい。適切な精製手順の例である次の手順により精製される：すな
わち、イオン交換カラムでの分画；エタノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン
交換樹脂、例えばＤＥＡＥによるクロマトグラフィー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ
-ＰＡＧＥ；硫酸アンモニウム沈殿；例えばセファデックスＧ-７５を用いるゲル濾過;Ｉ
ｇＧのような汚染物を除くプロテインＡセファロースカラム；及び抗ＴＡＳＫ抗体及びＴ
ＡＳＫポリペプチドのエピトープタグ形態を結合させる金属キレート化カラムである。こ
の分野で知られ、例えば、Deutscher, Methods in Enzymology, 182 (1990)；Scopes, Pr
otein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New York (1982)に
記載された多くのタンパク質精製方法を用いることができる。選ばれる精製過程は、例え
ば、用いられる生成方法及び特に生成される特定の抗ＴＡＳＫ抗体又はＴＡＳＫポリペプ
チドの性質に依存する。
【０１３７】
　組換え技術を使用する場合、抗体は細胞内、細胞膜周辺腔内に生成されるか、又は培地
に直接分泌され得る。抗体が細胞内に生成される場合、第１段階として、粒状屑、宿主細
胞又は溶菌断片を、例えば遠心分離又は超遠心分離にかけて取り除く。Carter等, Bio/Te
chnology 10:163-167(1992)は、大腸菌の細胞膜周辺腔に分泌される抗体を単離するため
の手順について記載している。簡単に述べると、細胞ペーストを酢酸ナトリウム(ｐＨ３
．５)、ＥＤＴＡ、及びフェニルメチルスルホニルフロリド(ＰＭＳＦ)の存在下で、３０
分以上かけて解凍する。細胞屑は遠心分離により除去することができる。抗体が培地へ分
泌されている場合、そのような発現系からの上清は、一般的には、市販のタンパク質濃縮
フィルター、例えばAmicon又はMillipore Pelliconの限外濾過ユニットを用いて最初に濃
縮する。ＰＭＳＦなどのプロテアーゼ阻害剤を上記の任意の工程に含めてタンパク質分解
を阻害してもよく、抗生物質を含めて外来性の汚染物の成長を防止してもよい。
　細胞から調製した抗体組成物は、例えば、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー
、ゲル電気泳動、透析、及びアフィニティクロマトグラフィーを用いて精製でき、アフィ
ニティクロマトグラフィーが好ましい精製技術である。アフィニティリガンドとしてのプ
ロテインＡの適合性は抗体に存在する免疫グロブリンＦｃ領域の種及びアイソタイプに依
存する。プロテインＡは、ヒトγ１、γ２、又はγ４重鎖に基づく抗体の精製に用いるこ
とができる（Lindmark等, J. Immunol. Meth. 62: 1-13 [1983]）。プロテインＧは、全
てのマウスアイソタイプ及びヒトγ３に推奨されている（Guss等, EMBO J. 5: 15671575 
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[1986]）。アフィニティリガンドが結合されるマトリクスはアガロースであることが最も
多いが、他の材料も使用可能である。孔制御ガラスやポリ(スチレンジビニル)ベンゼン等
の機械的に安定なマトリクスは、アガロースで達成できるものより早い流速及び短い処理
時間を可能にする。抗体がＣＨ３ドメインを含む場合、Bakerbond ABX(商標)樹脂（J.T. 
Baker, Phillipsburg, NJ）が精製に有用である。イオン交換カラムでの分画、エタノー
ル沈殿、逆相ＨＰＬＣ、シリカ上のクロマトグラフィー、アニオン又はカチオン交換樹脂
（ポリアスパラギン酸カラム）上でのヘパリンSEPHAROSE(商品名)クロマトグラフィー、
クロマトフォーカシング、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ、及び硫酸アンモニウム沈殿などの他のタン
パク質精製技術も、回収される抗体に応じて利用可能である。
　任意の予備精製工程に続いて、対象とする抗体と汚染物とを含む混合物に、約２．５-
４．５のｐＨでの溶離バッファーを用いて、低ｐＨ疎水性相互作用クロマトグラフィーを
施してもよく、好ましくは低い塩濃度（例えば、約０－０．２５Ｍ塩）で実施される。
【０１３８】
　Ｊ．製薬製剤
　本発明に係る抗ＴＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、ＴＡＳＫ ｓｉＲＮＡ、
ＴＡＳＫ結合有機分子及び／又はＴＡＳＫポリペプチドの治療的製剤は、所望される程度
の純度を持つ抗体、ポリペプチド、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は有機分子を、凍結乾
燥製剤又は水性溶液の形態で、最適な製薬上許容される担体、賦形剤又は安定化剤と混合
することにより調製され保存される（Remington's Pharmaceutical Sciences 16th 版, O
sol, A. 編. [1980]）。許容される担体、賦形剤、又は安定化剤は、用いられる用量及び
濃度で受容者に非毒性であり、酢酸、Ｔｒｉｓ、リン酸、クエン酸、及び他の有機酸など
の緩衝液；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；防腐剤（オクタデシルジメ
チルベンジルアンモニウムクロライド；ヘキサメトニウムクロライド；ベンズアルコニウ
ムクロライド、ベンズエトニウムクロライド；フェノール、ブチル又はベンジルアルコー
ル；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン；カテコール；レゾルシノール；
シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-クレゾールなど）；低分子量（約１０残
基未満）ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン等のタンパク質
；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒ
スチジン、アルギニン、又はリジン等のアミノ酸；グルコース、マンノース、又はデキス
トリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；トレハロー
ス及び塩化ナトリウムなどのトニシファイヤー；スクロース、マンニトール、トレハロー
ス又はソルビトールなどの糖；ポリソルベート等の界面活性剤；ナトリウムなどの塩形成
対イオン；金属錯体（例えば、Ｚｎ-タンパク質錯体）；及び／又はトゥイーン(TWEEN)（
登録商標）、プルロニクス(PLURONICS)（登録商標）、又はポリエチレングリコール（Ｐ
ＥＧ）等の非イオン性界面活性剤を含む。抗体は、好ましくは５－２００ｍｇ／ｍｌの間
、好ましくは１０－１００ｍｇ／ｍｌの間の濃度の抗体で構成される。
【０１３９】
　ここでの製剤は、また、治療すべき特定の徴候の必要に応じて一以上の活性化合物、好
ましくは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。例えば、抗ＴＡ
ＳＫ抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、ＴＡＳＫ ｓｉＲＮＡ、又はＴＡＳＫ結合有機
分子に加えて、一つの製剤に、例えば、ＴＡＳＫポリペプチド上の異なるエピトープと結
合する第二抗ＴＡＳＫ抗体、又は特定の癌の成長に影響を与える成長因子のような何らか
の他の標的に対する抗体を含めることは望ましい。あるいは、又はさらに、この組成物は
、更に化学療法剤、細胞障害剤、サイトカイン、成長阻害剤、抗ホルモン剤、及び／又は
心臓保護剤を含んでもよい。このような分子は、意図する目的にとって有効な量の組み合
わせで適切に存在する。
　また、活性成分は、例えばコアセルベーション技術により又は界面重合により調製され
たマイクロカプセル、例えば、各々ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロ
カプセル及びポリ（メタクリル酸メチル）マイクロカプセル中、コロイド状薬物送達系（
例えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマルション、ナノ粒子及びナノカプセ
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ル）中、又はマイクロエマルション中に包括されていてもよい。これらの技術は、Reming
ton's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)に開示されている
。
　徐放性製剤を調製してもよい。徐放性製剤の好適な例は、抗体を含有する固体疎水性ポ
リマーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形された物品、例えばフィルム、
又はマイクロカプセルの形状である。徐放性マトリクスの例には、ポリエステル、ヒドロ
ゲル（例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリレート)又はポリ(ビニルアルコール
））、ポリアクチド（米国特許第３７７３９１９号）、Ｌ-グルタミン酸及びγエチル-Ｌ
-グルタメートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、LUPRON DEPOT(登録商標)（
乳酸-グリコール酸コポリマーと酢酸リュープロリドの注射可能な小球）などの分解性乳
酸-グリコール酸コポリマー、ポリ-(Ｄ)-（-）-３-ヒドロキシブチル酸が含まれる。
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは、滅菌濾過膜を通し
た濾過により容易に達成される。
【０１４０】
　Ｋ．抗ＴＡＳＫ抗体、ＴＡＳＫ結合オリゴペプチド、ＴＡＳＫ ｓｉＲＮＡ及びＴＡＳ
Ｋ結合有機分子を用いる診断及び治療
　癌におけるＴＡＳＫ発現を定量するために、種々の診断アッセイが利用可能である。一
実施態様では、ＴＡＳＫポリペプチド過剰発現は、免疫組織化学（ＩＨＣ）によって分析
される。腫瘍生検からのパラフィン包埋組織切片をＩＨＣアッセイへ供してもよいし、次
のようなＴＡＳＫタンパク質染色強度基準と合致させてもよい：
　スコア０ - 染色が観察されないか、又は膜染色が腫瘍細胞の１０％未満で観察される
。
　スコア１＋ - わずかに／弱く認知できる程度の膜染色が腫瘍細胞の１０％を越えて検
出される。細胞はそれらの膜の一部のみが染色される。
　スコア２＋ - 弱いないしは中程度の完全な膜染色が腫瘍細胞の１０％を越えて観察さ
れる。
　スコア３＋ - 中程度から強い完全な膜染色が腫瘍細胞の１０％を越えて観察される。
　ＴＡＳＫポリペプチド発現に関して０又は１＋スコアの腫瘍は、ＴＡＳＫが過剰発現し
ていないことを特徴付けるものであるのに対し、２＋又は３＋スコアの腫瘍はＴＡＳＫが
過剰発現していることを特徴付ける。
【０１４１】
　別に、又は付加的に、ＦＩＳＨアッセイ、例えばＩＮＦＯＲＭ（登録商標）(Ventana, 
Arizonaから販売)又はＰＡＴＨＶＩＳＩＯＮ（登録商標）(Vysis, Illinois)を、ホルマ
リン固定、パラフィン包埋された腫瘍組織で実施して、腫瘍におけるＴＡＳＫ過剰発現の
程度(生じているならば)を測定してもよい。
　ＴＡＳＫ過剰発現又は増幅は、インビボ診断アッセイを使用して評価することができ、
例えば検出される分子に結合し、検出可能な標識(例えば、放射性同位元素又は蛍光標識)
が付けられた分子(例えば抗体、オリゴペプチド又は有機分子)を投与し、標識の局在化に
ついて患者を外部スキャニングする。
　上に記載したように、本発明の抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又は有機分子には、種
々の非治療的用途がある。本発明の抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又は有機分子は、Ｔ
ＡＳＫポリペプチドを発現している癌の診断及び染色にとって有用である（例えば、ラジ
オイメージングで）。他の細胞の精製の段階として、混合細胞の集団からＴＡＳＫ発現細
胞を死滅させて除去するために、この抗体、オリゴペプチド又は有機分子は、また、例え
ば、ＥＬＩＳＡ又はウェスタンブロットにおいて、インビトロでＴＡＳＫポリペプチドの
検出及び定量化のために、細胞からＴＡＳＫポリペプチドを精製又は免疫沈降するのに有
用である。
【０１４２】
　現在、癌の段階に応じて、癌の治療には、次の治療：外科手術による癌組織の除去、放
射線治療、及び化学治療の一つ、又はそれらを組合せたものが含まれる。抗ＴＡＳＫ抗体
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、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は有機分子による治療は、特に、化学治療における副作
用や毒素に対する耐性がない老年の患者、及び放射線治療の有用性に限界がある転移性疾
患において所望されている。本発明の腫瘍標的化抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド、ｓｉ
ＲＮＡ又は有機分子は、疾患の初期診断時及び再発中におけるＴＡＳＫ-発現癌の緩和に
有用である。治療用途に関しては、抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は有
機分子は、単独で、あるいは例えば、ホルモン、抗血管形成、又は放射標識された化合物
と共に、又は外科手術、寒冷療法、及び／又は放射線治療と組み合わせてもよく、使用し
てもよい。抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又は有機分子による治療は、従来的治療の前
又は後のいすれかに連続させて、他の形態の従来的治療と共に実施することができる。化
学療法剤、例えばタキソテレ(登録商標)(ドセタキセル)、タキソール(登録商標)(パクリ
タキセル)、エストラムスチン及びミトキサントロンは、癌、特に危険性の少ない患者の
癌治療に使用される。癌を治療又は緩和するための本発明の方法において、上述した一又
は複数の化学療法剤による治療と組合せて、癌患者に抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又
は有機分子を投与することができる。特に、パクリタキセル及び改変誘導体との組合せ治
療が考えられる(例えば、欧州特許第０６００５１７号を参照のこと)。抗ＴＡＳＫ抗体、
オリゴペプチド又は有機分子は治療的有効量の化学療法剤と共に投与されるであろう。他
の実施態様では、抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は有機分子は化学療法
剤、例えばパクリタキセルの活性及び効力を高めるための化学治療と組合せて投与される
。医師用卓上参考書(ＰＤＲ)には、種々の癌治療に使用されるこれらの薬剤の用量が開示
されている。治療的に有効な上述の化学療法剤の投薬計画及び用量は、治療される特定の
癌、疾患の程度、及び当該技術分野の医師によく知られている他の因子に依存し、医師が
決定することができる。
【０１４３】
　特定の一実施態様では、細胞障害剤に結合した抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又は有
機分子を含有する毒素コンジュゲートを患者に投与する。好ましくは、ＴＡＳＫタンパク
質に結合した免疫コンジュゲートは細胞によりインターナリゼーションし、結果として、
それが結合した癌細胞の殺傷性における免疫コンジュゲートの治療的効果が向上する。好
ましい実施態様では、細胞障害剤は、癌細胞内の核酸を標的とするか、又はこれに干渉す
る。このような細胞障害剤の例は、上述されており、メイタンシノイド、カリケアマイシ
ン、リボヌクレアーゼ及びＤＮＡエンドヌクレアーゼを含む。
　抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又は有機分子又はその毒素コンジュゲートは、公知の
方法、例えばボーラス、もしくは一定時間にわたる連続注入による静脈内投与、筋肉内、
腹腔内、脳脊髄内、皮下、関節内、滑液包内、くも膜下腔内、経口、局所的、又は吸入経
路により、ヒトの患者に投与される。抗体、オリゴペプチド又は有機分子の静脈内又は皮
下投与が好ましい。
　他の治療計画を抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又は有機分子の投与と組合せてもよい
。組合せ投与には、別々の製剤又は単一の医薬製剤を使用する同時投与、及び好ましくは
両方(又は全ての)活性剤が同時にその生物学的活性を働かせる時間があるいずれかの順で
の連続投与が含まれる。このような組合せ治療により、結果として相乗的治療効果が生じ
ることが好ましい。
【０１４４】
　また、特定の癌に関連した他の腫瘍抗原に対する抗体の投与と共に、抗ＴＡＳＫ抗体又
は抗体群、オリゴペプチド又は有機分子の投与を組合せることが望ましい。
　他の実施態様では、本発明の治療方法は、異なる化学療法剤の混合物の同時投与を含む
、抗ＴＡＳＫ抗体(又は抗体類)、オリゴペプチド又は有機分子と一又は複数の化学療法剤
又は成長阻害剤との組合せ投与を含む。化学療法剤には、リン酸エストラムスチン、プレ
ドニムスチン、シスプラチン、５-フルオロウラシル、メルファラン、シクロホスファミ
ド、ヒドロキシ尿素及びヒドロキシ尿素タキサン類(hydroxyureataxanes)(例えばパクリ
タキセル及びドキセタキセル)及び／又はアントラサイクリン抗生物質が含まれる。この
ような化学療法剤の調製及び投与スケジュールは製造者の注意書きに従い使用されるか、
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又は熟練した実務者により経験的に決定される。このような化学療法の調製及び投与スケ
ジュールは、Chemotherapy Service編 M.C.Perry, Williams ＆ Wilkins, Baltimore, MD
(1992)にも記載されている。
　抗体、オリゴペプチド又は有機分子は、抗ホルモン化合物；例えばタモキシフェン等の
抗エストロゲン化合物；抗プロゲステロン、例えばオナプリストン(onapristone)(欧州特
許第６１６８１２号を参照)；又は抗アンドロゲン、例えばフルタミドを、このような分
子に対して既知の用量で組合せてもよい。治療される癌がアンドロゲン非依存性癌である
場合、患者は予め抗アンドロゲン治療を受け、癌がアンドロゲン非依存性になった後、抗
ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又は有機分子(及び場合によってはここに記載した他の薬
剤)を患者に投与してもよい。
【０１４５】
　しばしば、心臓保護剤(治療に関連する心筋の機能不全を防止又は低減するため)又は一
又は複数のサイトカインを患者に同時投与することも有益なことである。上述した治療摂
生に加えて、抗体、オリゴペプチド又は有機分子治療の前、同時又は治療後に、外科的に
癌細胞を取り除くか、及び／又は放射線治療を施してもよい。上述した任意の同時投与さ
れる薬剤の適切な用量は現在使用されている量であり、抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド
又は有機分子と薬剤の組合せ作用(相乗作用)に応じてより少なくしてもよい。
　疾患の予防又は治療のための投与量及び方式は、公知の基準に従い、医師により選択さ
れるであろう。抗体、オリゴペプチド又は有機分子の適切な用量は、上記のような治療さ
れる疾患の種類、疾患の重症度及び過程、抗体、オリゴペプチド又は有機分子を予防目的
で投与するのか治療目的で投与するのか、過去の治療、患者の臨床歴及び抗体、オリゴペ
プチド又は有機分子の応答性、手当てをする医師の裁量に依存するであろう。抗体、オリ
ゴペプチド又は有機分子は一度に又は一連の処置にわたって患者に適切に投与される。好
ましくは、抗体、オリゴペプチド又は有機分子は静脈注入又は皮下注射により投与される
。疾患の種類及び重症度に応じて、例えば一又は複数の別個の投与又は連続注入のいずれ
であれ、体重１ｋｇ当たり約１μｇないし５０ｍｇ(例えば０．１-１５ｍｇ／ｋｇ／用量
)の抗体を患者への最初の投与量の候補とすることができる。投薬計画は、約４ｍｇ／ｋ
ｇの初期負荷量、続いて１週間に約２ｍｇ／ｋｇの維持用量の抗ＴＡＳＫ抗体を投与する
ことからなってよい。しかしながら、他の投薬計画も有効であろう。上述した因子に応じ
て、典型的な一日の投与量は約１μｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇあるいはそれ以上の範
囲である。数日間又はそれ以上の繰り返し投与の場合、状態によっては、疾患の徴候の望
ましい抑制が生じるまで処置を維持する。この治療の進行状態は、医師又は他の当業者に
公知の基準をベースにした通常の方法やアッセイで容易にモニターされる。
【０１４６】
　抗体タンパク質の患者への投与の他に、本出願は遺伝子治療による抗体の投与を考察す
る。抗体をコードする核酸の投与は「抗体を治療的有効量で投与する」という表現に含ま
れる。例えば、遺伝子治療を用いた細胞内抗体の産生に関する、１９９６年３月１４日に
公開された国際公開第９６／０７３２１号を参照のこと。
　核酸（場合によってはベクター内に含まれたもの）を患者の細胞に入れるために：イン
ビボ及びエキソビボという２つの主要な方法がある。インビボ送達では、核酸は、通常は
抗体が必要とされている部位に直接注入される。エキソビボ処理では、患者の細胞を取り
出し、核酸をこれらの単離された細胞に導入し、修飾された細胞を患者に、直接、又は例
えば患者に埋め込まれる多孔性膜にカプセル化して投与する（米国特許第４８９２５３８
号及び第５２８３１８７号参照）。核酸を生細胞に導入するために利用可能な種々の技術
がある。これらの技術は、核酸が培養された細胞にインビトロで移入されるか、又は対象
とする宿主にインビボで移入されるかによって異なる。哺乳動物細胞にインビトロで核酸
を移入するのに適した技術は、リポソーム、エレクトロポレーション、マイクロインジェ
クション、細胞融合、ＤＥＡＥ-デキストラン、リン酸カルシウム沈降法などの使用を含
む。遺伝子のエキソビボ送達に通常用いられるベクターはレトロウイルスベクターである
。
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【０１４７】
　現在好まれているインビボ核酸移入技術は、ウイルスベクター（例えば、アデノウイル
ス、単純ヘルペスＩウイルス、又はアデノ関連ウイルス）、及び脂質ベースの系（例えば
、遺伝子の脂質媒介移入に有用な脂質は、ＤＯＴＭＡ、ＤＯＰＥ、及びＤＣ-Ｃｈｏｌで
ある）での形質移入を含む。現在知られている遺伝子マーキング及び遺伝子治療プロトコ
ールの概説については、Anderson等, Science, 256:808-813 (1992)を参照のこと。また
、国際公開第９３／２５６７３号及びそこに引用された参考文献も参照。
　本発明の抗ＴＡＳＫ抗体は、ここでの「抗体」の定義により包含される様々な形態であ
ってよい。よって、抗体には、完全長又は無傷抗体、抗体断片、天然配列抗体又はアミノ
酸変異体、ヒト化、キメラ又は融合抗体、免疫コンジュゲート、及びそれらの機能的断片
が含まれる。融合抗体において、抗体配列は異種ポリペプチド配列に融合している。抗体
はＦｃ領域が修飾されて、所望のエフェクター機能を提供することができる。以下の段落
に詳細に記載されるように、適切なＦｃ領域と共に、細胞表面に結合したそのままの抗体
は、例えば抗体-依存性細胞障害(ＡＤＣＣ)を介して又は補体依存性細胞障害において補
体を補充することにより、又は他のいくつかのメカニズムにより、細胞毒性を誘導し得る
。また、副作用及び治療による合併症を最小にするようにエフェクター機能を除去又は低
減することが望ましい場合には、所定の他のＦｃ領域が使用される。
　一実施態様では、抗体は、本発明の抗体と同じエピトープとの結合に関して競合するか
、又はこれに実質的に結合する。また、本発明の抗ＴＡＳＫ抗体の生物学的特徴を有する
抗体、特にインビボ腫瘍ターゲティング及び任意の細胞増殖阻害又は細胞障害特性を含む
ものが考察される。
　上述した抗体の産生方法をここで詳細に記載する。
【０１４８】
　本抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド及び有機分子は、哺乳動物におけるＴＡＳＫ-発現
癌の治療又は一又は複数の癌の徴候の緩和に有用である。このような癌には、前立腺癌、
尿道癌、肺癌、乳癌、結腸癌及び卵巣癌、特に前立腺癌腫、腎細胞癌腫、結腸直腸腺癌、
肺腺癌、肺細胞の扁平癌腫、及び胸膜中皮腫が含まれる。癌には、上述した任意の転移性
癌が含まれる。抗体、オリゴペプチド又は有機分子は、哺乳動物においてＴＡＳＫポリペ
プチドを発現している癌細胞の少なくとも一部に結合可能である。好ましい実施態様では
、抗体、オリゴペプチド又は有機分子は、インビボ又はインビトロで細胞のＴＡＳＫポリ
ペプチドに結合して、ＴＡＳＫ-発現腫瘍細胞を破壊又は死滅させるか、又はこのような
腫瘍細胞の成長を阻害するのに効果的である。このような抗体には、裸の抗ＴＡＳＫ抗体
(いかなる薬剤にも結合していない)が含まれる。細胞傷害性又は細胞成長阻害特性を有す
る裸の抗体は、細胞障害剤と併用すると、より強く腫瘍細胞を破壊することが可能である
。例えば細胞障害剤と抗体とを結合させ、以下に記載するような免疫コンジュゲートを形
成させることによって、細胞障害特性を抗ＴＡＳＫ抗体に付与することができる。この細
胞障害剤又は成長阻害剤は、好ましくは小分子である。毒素、例えばカリケアマイシン又
はメイタンシノイド、及びそれらの類似物又は誘導体が好ましい。
【０１４９】
　本発明は、本発明の抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は有機分子と担体
を含有する組成物を提供する。癌の治療のために、組成物はその治療の必要性に応じて患
者に投与することができ、ここで組成物は免疫コンジュゲート又は裸の抗体として存在す
る一又は複数の抗ＴＡＳＫ抗体を含有し得る。さらなる実施態様においては、組成物は、
他の療法剤、例えば化学療法剤を含む成長阻害剤又は細胞障害剤とこれらの抗体、オリゴ
ペプチド又は有機分子を組合せて含有することもできる。また本発明は、本発明の抗ＴＡ
ＳＫ抗体、オリゴペプチド又は有機分子と担体を含有する製剤も提供する。一実施態様に
おいて、製剤は製薬的に許容可能な担体を含有する治療用製剤である。
　本発明の他の態様は、抗ＴＡＳＫ抗体をコードする単離された核酸分子である。Ｈ及び
Ｌ鎖、特に高頻度可変領域残基をコードする核酸、天然配列抗体及び変異体をコードする
鎖、該抗体の修飾体及びヒト化形態を含む。



(82) JP 2010-131015 A 2010.6.17

10

20

30

40

50

　本発明は、抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又は有機分子を治療的有効量、哺乳動物に
投与することを含む、哺乳動物におけるＴＡＳＫポリペプチド-発現癌の治療又は癌の一
又は複数の徴候を緩和するのに有用な方法を提供する。抗体、オリゴペプチド又は有機分
子治療組成物は、医師の指示通りに、短い期間(急性)又は慢性的に、又は間欠的に投与す
ることができる。また、ＴＡＳＫポリペプチド-発現細胞の成長を阻害し、該細胞を殺す
方法も提供される。
　本発明は少なくとも一つの抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ又は有機分子
を含有するキット又は製造品も提供する。抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド、ｓｉＲＮＡ
又は有機分子を含有するキットは、例えばＴＡＳＫ細胞殺傷アッセイ、細胞からのＴＡＳ
Ｋポリペプチドの精製又は免疫沈降における用途が見出されている。例えば、ＴＡＳＫの
単離及び精製のためには、キットはビーズ(例えばセファロースビース)に結合した抗ＴＡ
ＳＫ抗体、オリゴペプチド又は有機分子を含有することができる。インビトロにおけるＴ
ＡＳＫの検出及び定量化、例えばＥＬＩＳＡ又はウエスタンブロットにおける抗体、オリ
ゴペプチド又は有機分子を含有するキットを提供することもできる。検出に有用なこのよ
うな抗体、オリゴペプチド又は有機分子は、蛍光又は放射標識などの標識が付されて提供
され得る。
【０１５０】
　Ｌ．製造品及びキット
　本発明の他の実施態様は、抗ＴＡＳＫ発現癌の治療に有用な物質を含有する製造品であ
る。この製造品は容器と容器に付与又は添付されるラベル又はパッケージ挿入物を含んで
なる。好適な容器は、例えば、ビン、バイアル、シリンジ等を含む。容器は、ガラス又は
プラスチックなどの多様な材料から形成されてよい。容器は、癌の状態の治療に有効な組
成物を収容し、無菌のアクセスポートを有し得る（例えば、容器は皮下注射針で貫通可能
なストッパーを有する静脈内溶液バッグ又はバイアルであってよい）。組成物中の少なく
とも一つの活性剤は本発明の抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又は有機分子である。ラベ
ル又はパッケージ挿入物は、組成物が癌の治療のために使用されることを示す。ラベル又
はパッケージ挿入物は、癌患者に抗体、オリゴペプチド又は有機分子組成物を投与する際
の注意書きをさらに含む。製造品はさらに、製薬的に許容可能なバッファー、例えば注射
用の静菌水(ＢＷＦＩ)、リン酸緩衝塩水、リンガー液及びデキストロース溶液を含む第２
の容器を具備してもよい。さらに、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針及びシリン
ジを含む商業的及び使用者の見地から望ましい他の材料を含んでもよい。
【０１５１】
　種々の目的、例えばＴＡＳＫ発現細胞殺傷アッセイ、細胞からのＴＡＳＫポリペプチド
の精製又は免疫沈降に有用なキットも提供される。ＴＡＳＫポリペプチドの単離及び精製
において、キットはビーズ(例えばセファロースビーズ)に結合した抗ＴＡＳＫ抗体、オリ
ゴペプチド又は有機分子を含むことが可能である。インビトロにおけるＴＡＳＫポリペプ
チドの検出及び定量化、例えばＥＬＩＳＡ又はウエスタンブロットのための抗体、オリゴ
ペプチド又は有機分子を含むキットを提供することもできる。製造品と同様、キットも容
器と容器に付与又は添付されるラベル又は能書を含んでなる。容器には少なくとも一つの
本発明の抗ＴＡＳＫ抗体、オリゴペプチド又は有機分子を含有する組成物が収容されてい
る。希釈液及びバッファー、コントロール抗体等を収容する付加的な容器を具備していて
もよい。ラベル又は能書は、組成物についての記載、並びに意図するインビトロ又は診断
での使用に関する注意書きを提供するものである。
【０１５２】
　Ｍ．ＴＡＳＫポリペプチド及びＴＡＳＫ-ポリペプチドコード核酸の用途
　ＴＡＳＫポリペプチドをコードするヌクレオチド配列（又はそれらの相補鎖）は、ハイ
ブリダイゼーションプローブとしての使用を含む分子生物学の分野において、染色体及び
遺伝子マッピングにおいて、及びアンチセンスＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ及びＤＮＡプローブの
生成において種々の用途を有している。また、ＴＡＳＫコード化核酸は、ここに記載され
る組換え技術によるＴＡＳＫポリペプチドの調製に有用であり、これらＴＡＳＫポリペプ
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チドは、例えば、ここで記載の抗ＴＡＳＫ抗体の調製において用途を見出し得る。
　完全長天然配列ＴＡＳＫ遺伝子又はその一部は、完全長ＴＡＳＫｃＤＮＡの単離又はこ
こに開示した天然ＴＡＳＫ配列に対して所望の配列同一性を持つ更に他のｃＤＮＡ（例え
ば、ＴＡＳＫの天然発生変異体又は他の種からのＴＡＳＫをコードするもの）の単離のた
めに、ｃＤＮＡライブラリー用のハイブリダイゼーションプローブとして使用できる。場
合によっては、プローブの長さは約２０～約５０塩基である。このハイブリダイゼーショ
ンプローブは、少なくとも部分的に完全長天然ヌクレオチド配列の新規な領域から誘導し
てもよく、それらの領域は、過度の実験をすることなく、天然配列ＴＡＳＫのプロモータ
ー、エンハンサー成分及びイントロンを含むゲノム配列から判定され得る。例えば、スク
リーニング法は、ＴＡＳＫ遺伝子のコード化領域を周知のＤＮＡ配列を用いて単離して約
４０塩基の選択されたプローブを合成することを含む。ハイブリダイゼーションプローブ
は、３２Ｐ又は３５Ｓ等の放射性ヌクレオチド、又はアビディン／ビオチン結合系を介し
てプローブに結合したアルカリホスファターゼ等の酵素標識を含む種々の標識で標識され
得る。本発明のＴＡＳＫ遺伝子の配列に相補的な配列を有する標識されたプローブは、ヒ
トｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ又はｍＲＮＡのライブラリーをスクリーニングし、そのライブ
ラリーの何れのメンバーにプローブがハイブッド形成するかを決定するのに使用できる。
ハイブリダイゼーション技術を、以下の実施例において更に詳細に記載する。本出願に開
示されている任意のＥＳＴ配列は、ここに開示している方法を利用して、同じようにプロ
ーブとして用い得る。
【０１５３】
　ＴＡＳＫコード核酸の他の有用な断片には、標的ＴＡＳＫ ｍＲＮＡ（センス）又はＴ
ＡＳＫ ＤＮＡ（アンチセンス）配列と結合できる一本鎖核酸配列（ＲＮＡ又はＤＮＡの
いずれか）を含むアンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドが含まれる。本発明による
と、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、ＴＡＳＫ ＤＮＡのコード化領域の
断片を含む。そのような断片は、一般的には少なくとも約１４ヌクレオチド、好ましくは
約１４から３０ヌクレオチドを含む。与えられたタンパク質をコードするｃＤＮＡ配列に
基づいて、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドを得る能力は、例えば、Stein及
びCohen（Cancer Res. 48:2659, 1988）及び van der Krol等（BioTechniques 6:958, 19
88）に記載されている。
　アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドの標的核酸配列への結合は二重鎖の形成を
もたらし、それは、二重鎖の分解の促進、転写又は翻訳の未熟終止を含む幾つかの方法の
一つ、又は他の方法により、標的配列の転写又は翻訳を阻止する。そのような方法は、本
発明に含まれている。よって、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＴＡＳＫタンパク質
の発現を阻止するのに用いられ、それらＴＡＳＫタンパク質は、哺乳動物での癌の誘導を
担い得る。アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、修飾糖－ホスホジエステル骨
格（又は他の糖結合、国際公開９１／０６６２９に記載のもの等）を有するオリゴヌクレ
オチドを更に含み、そのような糖結合は内因性ヌクレアーゼ耐性である。そのような耐性
糖結合を持つオリゴヌクレオチドは、インビボで安定であるが（つまり、酵素分解に耐え
うるが）、標的ヌクレオチド配列に結合できる配列特異性は保持している。
【０１５４】
　センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドの他の例は、国際公開９０／１００４８に
記載されているもののような、有機部分、及びオリゴヌクレオチドの標的核酸配列への親
和性を向上させる他の部分、例えばポリ-(Ｌ-リジン)に共有結合したオリゴヌクレオチド
を含む。さらにまた、エリプチシン等の挿入剤及びアルキル化剤又は金属錯体をセンス又
はアンチセンスオリゴヌクレオチドに結合させ、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオ
チドの標的ヌクレオチド配列への結合特異性を改変してもよい。
　アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、ＣａＰＯ４-媒介ＤＮＡトラ
ンスフェクション、エレクトロポレーションを含む任意の遺伝子転換方法により、又はエ
プスタイン-バーウイルスなどの遺伝子転換ベクターを用いることにより、標的核酸配列
を含む細胞に導入される。好ましい方法では、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチ
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ドは、適切なレトロウイルスベクターに挿入される。標的核酸配列を含む細胞は、インビ
ボ又はエキソビボで組換えレトロウイルスベクターに接触させる。好適なレトロウイルス
ベクターは、これらに限られないが、マウスレトロウイルスＭ-ＭｕＬＶから誘導される
もの、Ｎ２（Ｍ-ＭｕＬＶから誘導されたレトロウイルス）、又はＤＣＴ５Ａ、ＤＣＴ５
Ｂ及びＤＣＴ５Ｃと命名されたダブルコピーベクター（国際公開９０／１３６４１参照）
を含む。
【０１５５】
　また、センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドは、国際公開９１／０４７５３に記
載されているように、リガンド結合分子との複合体の形成により標的ヌクレオチド配列を
含む細胞に導入してもよい。適切なリガンド結合分子は、これらに限られないが、細胞表
面レセプター、成長因子、他のサイトカイン、又は細胞表面レセプターに結合する他のリ
ガンドを含む。好ましくは、リガンド結合分子の複合体形成は、リガンド結合分子がその
対応する分子又はレセプターに結合する、あるいはセンス又はアンチセンスオリゴヌクレ
オチド又はその複合体の細胞への侵入を阻止する能力を実質的に阻害しない。
　あるいは、センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドは、国際公開９０／１０４４８
に記載されたように、オリゴヌクレオチド－脂質複合体の形成により標的核酸配列を含む
細胞に導入してもよい。センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチド－脂質複合体は、好
ましくは内因性リパーゼにより細胞内で分解される。
　アンチセンス又はセンスＲＮＡ又はＤＮＡ分子は、通常は少なくとも約５ヌクレオチド
長、あるいは少なくとも約６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６
、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、
３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９
５、１００、１０５、１１０、１１５、１２０、１２５、１３０、１３５、１４０、１４
５、１５０、１５５、１６０、１６５、１７０、１７５、１８０、１８５、１９０、１９
５、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、２９
０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３５０、３６０、３７０、３８０、３９
０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、４５０、４６０、４７０、４８０、４９
０、５００、５１０、５２０、５３０、５４０、５５０、５６０、５７０、５８０、５９
０、６００、６１０、６２０、６３０、６４０、６５０、６６０、６７０、６８０、６９
０、７００、７１０、７２０、７３０、７４０、７５０、７６０、７７０、７８０、７９
０、８００、８１０、８２０、８３０、８４０、８５０、８６０、８７０、８８０、８９
０、９００、９１０、９２０、９３０、９４０、９５０、９６０、９７０、９８０、９９
０、又は１０００ヌクレオチド長であり、この文脈の「約」という用語は、参照ヌクレオ
チド配列長にその参照長の１０％を加えるか又は減じたものを意味する。
【０１５６】
　あるいは、二重鎖ＲＮＡを産生させることができる。３０ヌクレオチド長以下の二重鎖
ＲＮＡは細胞内に導入されると特異的遺伝子の発現を阻害する。この機構はＲＮＡ媒介干
渉（ＲＮＡｉ）として知られており、試薬として使用される小（３０ヌクレオチド以下）
ＲＮＡはｓｉＲＮＡとして知られている。ＴＡＳＫ干渉ＲＮＡは既知の方法を使用して同
定し合成することができる（Shi Y., Trends in Genetics 19(1):9-12 (2003), 国際公開
２００３０５６０１２及び国際公開２００３０６４６２１）。ｓｉＲＮＡは、標的遺伝子
の発現が症状又は疾患を緩和するであろう症状で遺伝子発現の量を低減させるのに有用で
ある。
　また、プローブをＰＣＲ技術に用いて、密接に関連したＴＡＳＫコード化配列の同定の
ための配列のプールを作成することができる。
　また、ＴＡＳＫをコードするヌクレオチド配列は、そのＴＡＳＫをコードする遺伝子の
マッピングのため、及び遺伝子疾患を持つ個体の遺伝子分析のためのハイブリダイゼーシ
ョンプローブの作成にも用いることができる。ここに提供されるヌクレオチド配列は、イ
ンサイツハイブリダイゼーション、既知の染色体マーカーに対する連鎖分析、及びライブ
ラリーでのハイブリダイゼーションスクリーニング等の周知の技術を用いて、染色体及び
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染色体の特定領域にマッピングすることができる。
【０１５７】
　ＴＡＳＫのコード化配列が他のタンパク質に結合するタンパク質をコードする場合（例
えば、ＴＡＳＫがレセプターである場合）、ＴＡＳＫは、結合相互作用に関わっている他
のタンパク質又は分子を同定するためのアッセイに使用することができる。このような方
法により、レセプター／リガンド結合性相互作用の阻害剤を同定することができる。また
、このような結合性相互作用に含まれるタンパク質は、ペプチド又は小分子阻害剤又は結
合性相互作用のアゴニストのスクリーニングに用いることができる。また、レセプターＴ
ＡＳＫは関連するリガンドの単離に使用できる。スクリーニングアッセイは、天然ＴＡＳ
Ｋ又はＴＡＳＫのレセプターの生物学的活性を模倣するリード化合物を見出すために設計
してよい。このようなスクリーニングアッセイは、化学的ライブラリーの高スループット
スクリーニングを施すことができるアッセイを含み、それらアッセイを特に小分子薬剤候
補を同定することに適したものにする。考慮される小分子は、合成有機又は無機化合物を
含む。アッセイは、この分野で良く特徴付けられているタンパク質-タンパク質結合アッ
セイ、生物学的スクリーニングアッセイ、免疫検定及び細胞ベースのアッセイを含む種々
の型式で実施される。
　また、ＴＡＳＫ又はその修飾型をコードする核酸は、トランスジェニック動物又は「ノ
ックアウト」動物のいずれかを産生することに使用でき、これらは治療的に有用な試薬の
開発やスクリーニングに有用である。トランスジェニック動物(例えばマウス又はラット)
とは、出生前、例えば胚段階で、その動物又はその動物の祖先に導入された導入遺伝子を
含む細胞を有する動物である。導入遺伝子とは、トランスジェニック動物が発生する細胞
のゲノムに組み込まれたＤＮＡである。一実施形態では、ＴＡＳＫをコードするｃＤＮＡ
は、ＴＡＳＫをコードするＤＮＡを発現する細胞を含むトランスジェニック動物を作製す
るために使用するゲノム配列及び確立された技術に基づいて、ＴＡＳＫをコードするゲノ
ムＤＮＡをクローン化するために使用することができる。トランスジェニック動物、特に
マウス又はラット等を産生する方法は、当該分野において常套的になっており、例えば米
国特許第４７３６８６６号や第４８７０００９号に記述されている。典型的には、特定の
細胞を組織特異的エンハンサーでのＴＡＳＫ導入遺伝子の導入の標的にする。胚段階で動
物の生殖系列に導入されたＴＡＳＫをコードする導入遺伝子のコピーを含むトランスジェ
ニック動物はＴＡＳＫをコードするＤＮＡの増大した発現の影響を調べるために使用でき
る。このような動物は、例えばその過剰発現を伴う病理学的状態に対して保護をもたらす
と思われる試薬のテスター動物として使用できる。本発明のこの態様においては、動物を
試薬で治療し、導入遺伝子を有する未治療の動物に比べ病理学的状態の発症率が低ければ
、病理学的状態に対する治療上の処置の可能性が示される。
【０１５８】
　あるいは、ＴＡＳＫの非ヒト相同体は、動物の胚性細胞に導入されたＴＡＳＫをコード
する変更ゲノムＤＮＡと、ＴＡＳＫをコードする内在性遺伝子との間の相同的組換えによ
って、ＴＡＳＫをコードする欠陥又は変更遺伝子を有するＴＡＳＫ「ノックアウト」動物
を作成するために使用できる。例えば、ＴＡＳＫをコードするｃＤＮＡは、確立された技
術に従い、ＴＡＳＫをコードするゲノムＤＮＡのクローニングに使用できる。ＴＡＳＫを
コードするゲノムＤＮＡの一部を欠失させたり、組み込みをモニターするために使用する
選択性マーカーをコードする遺伝子等の他の遺伝子で置換することができる。典型的には
、ベクターは無変化のフランキングＤＮＡ(５’と３’末端の両方)を数キロベース含む［
例えば、相同的組換えベクターについてはThomas及びCapecchi, Cell, 51:503(1987)を参
照のこと］。ベクターを胚幹細胞株に(例えばエレクトロポレーションによって)導入し、
導入されたＤＮＡが内在性ＤＮＡと相同的に組換えられた細胞を選択する［例えば、Li等
, Cell, 69:915(1992)参照］。選択された細胞は次に動物(例えばマウス又はラット)の胚
盤胞内に注入されて集合キメラを形成する［例えば、Bradley, Teratocarcinomas and Em
bryonic Stem Cells: A Practical Approach, E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 198
7), pp. 113-152参照のこと］。その後、キメラ胚を適切な偽妊娠の雌性乳母動物に移植
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し、期間をおいて「ノックアウト」動物を作り出す。胚細胞に相同的に組換えられたＤＮ
Ａを有する子孫は標準的な技術により同定され、それらを利用して動物の全細胞が相同的
に組換えられたＤＮＡを含む動物を繁殖させることができる。ノックアウト動物は、ＴＡ
ＳＫポリペプチドの欠乏によるある種の病理的状態及びその病理的状態の進行に対する防
御能力によって特徴付けられる。
　また、ＴＡＳＫポリペプチドをコードする核酸は遺伝子治療にも使用できる。遺伝子治
療用途においては、例えば欠陥遺伝子を置換するため、治療的に有効な遺伝子産物のイン
ビボ合成を達成するために遺伝子が細胞内に導入される。「遺伝子治療」とは、１回の処
理により継続的効果が達成される従来の遺伝子治療と、治療的に有効なＤＮＡ又はｍＲＮ
Ａの１回又は繰り返し投与を含む遺伝子治療薬の投与の両方を含む。アンチセンスＲＮＡ
及びＤＮＡは、ある種の遺伝子のインビボ発現を阻止する治療薬として用いることができ
る。短いアンチセンスオリゴヌクレオチドを、細胞膜による制限された取り込みに起因す
る低い細胞内濃度にもかかわらず、それが阻害剤として作用する細胞中に移入できること
は既に示されている（Zamecnik等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:4143-4146 [1986]）
。オリゴヌクレオチドは、それらの負に荷電したリン酸ジエステル基を非荷電基で置換す
ることによって取り込みを促進するように修飾してもよい。
【０１５９】
　生細胞に核酸を導入するための種々の技術が存在する。これらの技術は、核酸が培養細
胞にインビトロで、あるいは意図する宿主の細胞においてインビボで移入されるかに応じ
て変わる。核酸を哺乳動物細胞にインビトロで移入するのに適した技術は、リポソーム、
エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、細胞融合、ＤＥＡＥ-デキストラ
ン、リン酸カルシウム沈殿法などを含む。現在好ましいインビボ遺伝子移入技術は、ウイ
ルス（典型的にはレトロウイルス）ベクターでのトランスフェクション及びウイルス被覆
タンパク質-リポソーム媒介トランスフェクションである（Dzau等, Trends　in Biotechn
ology 11, 205-210(1993)）。幾つかの状況では、核酸供給源を、細胞表面膜タンパク質
又は標的細胞に特異的な抗体、標的細胞上のレセプターに対するリガンド等の標的細胞を
標的化する薬剤とともに提供するのが望ましい。リポソームを用いる場合、エンドサイト
ーシスを伴って細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質、例えば、特定の細胞型向性
のキャプシドタンパク質又はその断片、サイクルにおいてインターナリゼーションを受け
るタンパク質に対する抗体、細胞内局在化を標的とし細胞内半減期を向上させるタンパク
質が、標的化及び／又は取り込みの促進のために用いられる。レセプター媒介エンドサイ
トーシス技術は、例えば、Wu等, J. Biol. Chem. 262, 4429-4432 (1987); 及びWagner等
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3410-3414 (1990)によって記述されている。遺伝子
作成及び遺伝子治療のプロトコールの概説については、Anderson等, Science 256, 808-8
13 (1992)を参照のこと。
　ここに記載したＴＡＳＫポリペプチド又はその断片をコードする核酸分子は、染色体の
同定に有用である。この点において、実際の配列データに基づく染色体マーキング試薬は
殆ど利用可能ではないため、目下のところ新規な染色体マーカーの同定の必要である。本
発明の各ＴＡＳＫ核酸分子は染色体マーカーとして使用できる。
　また、本発明のＴＡＳＫポリペプチド及び核酸分子は組織タイピングの診断に使用でき
、本発明のＴＡＳＫポリペプチドは、その他の組織と比較して一つの組織において、好ま
しくは同じ組織型の正常組織に比較して疾患性組織において特異的に発現する。ＴＡＳＫ
核酸分子には、ＰＣＲ、ノーザン分析、サザン分析及びウェスタン分析のプローブ生成の
ための用途が見出されるであろう。
【０１６０】
　この発明は、ＴＡＳＫポリペプチド（アゴニスト）を模倣、又はＴＡＳＫポリペプチド
（アンタゴニスト）の効果を防ぐものを同定するための化合物をスクリーニングする方法
を含む。アンタゴニスト薬候補に関するスクリーニングアッセイは、ここで同定された遺
伝子によってコードされたＴＡＳＫポリペプチドと結合又は複合化する、さもなければコ
ードされているポリペプチドと他の細胞タンパク質の相互作用を妨害する化合物、例えば
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、細胞からのＴＡＳＫポリペプチドの発現を阻害するものを含む化合物を同定するように
設計されている。そのようなスクリーニングアッセイには、化学的ライブラリの高スルー
プットスクリーニングを施すことができるアッセイが含まれ、それらアッセイを特に小分
子薬剤候補の同定に適したものにする。
　このアッセイは、タンパク質-タンパク質結合アッセイ、生化学スクリーニングアッセ
イ、免疫アッセイ、そして細胞ベースアッセイを含む、当該分野で良く特徴付けられてい
る種々の形式でおこなうことができる。
　アンタゴニストに関する全てのアッセイは、薬候補をここで同定された核酸によってコ
ードされているＴＡＳＫポリペプチドと、これら両成分が相互作用するのに十分な条件下
及び時間にわたって接触させることを必要とする点で共通である。
　結合アッセイにおいて、相互作用は結合であり、形成された複合体は単離されるか、又
は反応混合物中で検出される。特別な実施態様では、ここに同定された遺伝子にコードさ
れるＴＡＳＫポリペプチド又は薬候補が、共有又は非共有結合により固相、例えばマイク
ロタイタープレートに固定化される。非共有結合は、一般的に固体表面をＴＡＳＫポリペ
プチドの溶液で被覆し乾燥させることにより達成される。あるいは、固定化すべきＴＡＳ
Ｋポリペプチドに特異的な固定化抗体、例えばモノクローナル抗体を固体表面に固着させ
るために用いることができる。アッセイは、固定化成分、例えば固着成分を含む被覆表面
に、検出可能な標識で標識されていてもよい非固定化成分を添加することにより実施され
る。反応が完了したとき、未反応成分を例えば洗浄により除去し、固体表面に固着した複
合体を検出する。最初の非固定化成分が検出可能な標識を有している場合、表面に固定化
された標識の検出は複合体形成が起こったことを示す。最初の非固定化成分が標識を持た
ない場合は、複合体形成は、例えば、固定化された複合体に特異的に結合する標識抗体の
使用によって検出できる。
【０１６１】
　候補化合物が相互作用するがここに同定した遺伝子によってコードされる特定のＴＡＳ
Ｋポリペプチドと結合しない場合、そのポリペプチドとの相互作用は、タンパク質－タン
パク質相互作用を検出するために良く知られた方法によってアッセイすることができる。
そのようなアッセイは、架橋、同時免疫沈降、及び勾配又はクロマトグラフィーのカラム
を通す同時精製などの伝統的な手法を含む。さらに、タンパク質-タンパク質相互作用は
、Chevray及びNathans Proc.Natl. Acad. Sci. USA,89:5789-5793 (1991)に開示されてい
るようにして、Fields及び共同研究者等［Fiels及びSong, Nature(London),340,:245-246
(1989); Chien等, Proc.Natl. Acad. Sci. USA, 88:9578-9582 (1991)］に記載された酵
母菌ベースの遺伝子系を用いることにより監視することができる。酵母菌ＧＡＬ４などの
多くの転写活性化剤は、２つの物理的に別個のモジュラードメインからなり、一方はＤＮ
Ａ結合ドメインとして作用し、他方は転写活性化ドメインとして機能する。以前の文献に
記載された酵母菌発現系（一般に「２-ハイブリッド系」と呼ばれる）は、この特性の長
所を利用して、２つのハイブリッドタンパク質を用い、一方では標的タンパク質がＧＡＬ
４のＤＮＡ結合ドメインに融合し、他方では、候補となる活性化タンパク質が活性化ドメ
インに融合している。ＧＡＬ１-ｌａｃＺリポーター遺伝子のＧＡＬ４活性化プロモータ
ーの制御下での発現は、タンパク質-タンパク質相互作用を介したＧＡＬ４活性の再構成
に依存する。相互作用するポリペプチドを含むコロニーは、β-ガラクトシダーゼに対す
る色素生産性物質で検出される。２-ハイブリッド技術を用いた２つの特定なタンパク質
間のタンパク質-タンパク質相互作用を同定するための完全なキット（MATCHMAKER(商品名
)）は、Clontechから商業的に入手可能である。この系は、特定のタンパク質相互作用に
含まれるタンパク質ドメインのマッピング、並びにこの相互作用にとって重要なアミノ酸
残基の特定にも拡張することができる。
【０１６２】
　ここで同定されたＴＡＳＫポリペプチドをコードする遺伝子と他の細胞内又は細胞外成
分との相互作用を阻害する化合物は、次のように試験できる：通常は反応混合物は、遺伝
子産物と細胞内又は細胞外成分を、それら２つの生成物が相互作用及び結合する条件下及
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び時間で調製される。候補化合物の結合阻害能力を試験するために、反応は試験化合物の
不存在及び存在下で実施される。さらに、プラシーボを第３の反応混合物に添加してポジ
ティブコントロールを提供してもよい。混合物中に存在する試験化合物と細胞内又は細胞
外成分との結合（複合体形成）は上記のように監視される。試験化合物を含有する反応混
合物ではなくコントロール反応における複合体の形成は、試験化合物が試験化合物とその
反応パートナーとの相互作用を阻害することを示す。
　アンタゴニストを検定するために、ＴＡＳＫポリペプチドを、特定の活性についてスク
リーニングされる化合物とともに細胞に添加してもよく、ＴＡＳＫポリペプチド存在下で
対象とする活性を阻害する当該化合物の能力が、当該化合物がＴＡＳＫポリペプチドのア
ンタゴニストであることを示す。あるいは、アンタゴニストは、ＴＡＳＫポリペプチド及
び潜在的アンタゴニストを、膜結合ＴＡＳＫポリペプチドレセプター又は組換えレセプタ
ーと、競合的阻害アッセイに適した条件下で結合させることにより検出してもよい。ＴＡ
ＳＫポリペプチドは、放射活性等で標識でき、レセプターに結合したＴＡＳＫポリペプチ
ド分子の数を潜在的アンタゴニストの有効性を決定するのに使用できる。レセプターをコ
ードする遺伝子は、当業者に知られた多くの方法、例えばリガンドパニング及びＦＡＣＳ
ソーティングにより同定できる。Coligan等, Current Protocols in Immun., 1(2): Chap
ter 5 (1991)。好ましくは発現クローニングが用いられ、そこではポリアデニル化ＲＮＡ
がＴＡＳＫポリペプチドに反応性の細胞から調製され、このＲＮＡから生成されたｃＤＮ
Ａライブラリがプールに分配され、ＣＯＳ細胞又は他のＴＡＳＫポリペプチドに反応性で
ない細胞の形質移入に使用される。スライドガラスで成長させた形質移入細胞を、標識し
たＴＡＳＫポリペプチドへ曝露する。ＴＡＳＫポリペプチドは、ヨウ素化又は部位特異的
タンパク質キナーゼの認識部位の包含を含む種々の手段で標識できる。固定及びインキュ
ベーションの後、スライドにオートラジオグラフ分析を施す。ポジティブプールを同定し
、対話型サブプール化及び再スクリーニング法を用いてサブプールを調製して再形質移入
し、最終的に推定レセプターをコードする単一のクローンを生成する。
【０１６３】
　レセプター同定の代替的方法として、標識したＴＡＳＫポリペプチドをレセプター分子
を発現する細胞膜又は抽出調製物に光親和性結合させることができる。架橋材料をＰＡＧ
Ｅで分離し、Ｘ線フィルムに曝す。レセプターを含む標識複合体を励起し、ペプチド断片
に分離し、タンパク質マイクロシークエンシングを施してよい。マイクロシークエンシン
グから得たアミノ酸配列は、推定結合対をコードする遺伝子を同定するｃＤＮＡライブラ
リーをスクリーニングするディジェネレートオリゴヌクレオチドプローブの組の設計に用
いられる。
　アンタゴニストの他の検定では、レセプターを発現する哺乳動物細胞又は膜調製物を、
候補化合物の存在下で標識ＴＡＳＫポリペプチドとともにインキュベートする。ついで、
この相互作用を促進又は阻止する化合物の能力を測定する。
　潜在的なアンタゴニストのより特別な例は、免疫グロブリンとＴＡＳＫポリペプチドと
の融合体に結合するオリゴヌクレオチド、特に、限られないが、ポリ-及びモノクローナ
ル抗体及び抗体断片、一本鎖抗体、抗-イディオタイプ抗体、及びこれらの抗体又は断片
のキメラ又はヒト化形態、並びにヒト抗体及び抗体断片を含む抗体を含んでいる。あるい
は、潜在的アンタゴニストは、密接に関連したタンパク質、例えば、レセプターを認識す
るが効果を与えず、よってＴＡＳＫポリペプチドの作用を競合的に阻害するＴＡＳＫポリ
ペプチドの変異形態であってもよい。
　他の潜在的なＴＡＳＫポリペプチドアンタゴニストは、アンチセンス技術を用いて調製
されたアンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡ作成物であり、例えば、アンチセンスＲＮＡ又はＤ
ＮＡ分子は、標的ｍＲＮＡにハイブリダイゼーションしてタンパク質翻訳を妨害すること
によりｍＲＮＡの翻訳を直接阻止するように作用する。アンチセンス技術は、三重螺旋形
成又はアンチセンスＤＮＡ又はＲＮＡを通して遺伝子発現を制御するのに使用でき、それ
らの方法はともに、ポリヌクレオチドのＤＮＡ又はＲＮＡへの結合に基づく。例えば、こ
こでの成熟ＴＡＳＫポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列の５'コード化部分
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は、約１０から４０塩基対長のアンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドの設計に使用され
る。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、転写に含まれる遺伝子の領域に相補的であるように設
計され（三重螺旋－Lee等, Nucl, Acid Res., 6: 3073 (1979); Cooney等, Science, 241
: 456 (1988); Dervan等, Science, 251: 1360 (1991)参照）、それによりＴＡＳＫポリ
ペプチドの転写及び生成を防止する。アンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドはインビボ
でｍＲＮＡにハイブリダイゼーションしてｍＲＮＡ分子のＴＡＳＫポリペプチドへの翻訳
を阻止する（アンチセンス－Okano, Neurochem., 56: 560 (1991); Oligodeoxynucleotid
es as Antisense Inhibitors of Gene Expression (CRC Press: Boca Raton, FL, 1988)
）。また上記のオリゴヌクレオチドは、細胞に輸送され、アンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡ
をインビボで発現させて、ＴＡＳＫポリペプチドの産生を阻害することもできる。アンチ
センスＤＮＡが用いられる場合、翻訳開始部位、例えば標的遺伝子ヌクレオチド配列の－
１０から＋１０位置の間から誘導されるオリゴデオキシリボヌクレオチドが好ましい。
【０１６４】
　潜在的アンタゴニストは、ＴＡＳＫポリペプチドの活性部位、レセプター結合部位、又
は成長因子又は他の関連結合部位に結合し、それによりＴＡＳＫポリペプチドの正常な生
物学的活性を阻止する小分子を含む。小分子の例は、これらに限られないが、小型ペプチ
ド又はペプチド様分子、好ましくは可溶性ペプチド、及び合成非ペプチド有機又は無機化
合物を含む。
　リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒できる酵素的ＲＮＡ分子である。リボザイム
は、相補的標的ＲＮＡへの配列特異的ハイブリダイゼーション、ついでヌクレオチド鎖切
断的開裂により作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザイム切断部位は、既知の技
術で同定できる。更なる詳細は、例えば、Rossi, Current Biology 4: 469-471 (1994)及
びＰＣＴ公報、国際公開 ９７／３３５５１（１９９７年９月１８日公開）を参照。
　転写阻害に用いられる三重螺旋形成における核酸分子は一本鎖でデオキシヌクレオチド
からなる。これらのオリゴヌクレオチドの基本組成は、フーグスティン(Hoogsteen)塩基
対則を介する三重螺旋形成を促進するように設計され、それは一般に二重鎖の一方の鎖上
のプリン又はピリミジンのかなり大きな伸張を必要とする。さらなる詳細は、例えば、上
掲のＰＣＴ公報の国際公開９７／３３５５１を参照。
　これらの小分子は、上記で議論したスクリーニングアッセイの一又は複数の任意のもの
により及び／又は当業者に良く知られた他の任意のスクリーニング技術により同定できる
。
【０１６５】
　単離されたＴＡＳＫポリペプチド-コード化核酸は、ここに記載されているような当該
分野で良く知られている技術を用いて、組換え的にＴＡＳＫポリペプチドを生成するため
に、ここで用いることが可能である。次に、生成されたＴＡＳＫポリペプチドは、ここに
記載されているような当該分野で良く知られている技術を用いて、抗ＴＡＳＫ抗体を生成
するために用いることが可能である。
　ここで同定されるＴＡＳＫポリペプチドに特異的に結合する抗体、並びに上記に開示し
たスクリーニングアッセイによって同定された他の分子は、癌を含む種々の疾患の治療の
ために、製薬組成物の形態で投与することができる。
　ＴＡＳＫポリペプチドが細胞内にあるので、内部移行抗体が好ましい。しかし、リポフ
ェクション又はリポソームも抗体、又は抗体断片を細胞中に搬送するために使用できる。
抗体断片が用いられる場合、標的タンパク質の結合ドメインに特異的に結合する最小阻害
断片が好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基づいて、標的タンパク質配列に結合す
る能力を保持したペプチド分子が設計できる。このようなペプチドは、化学的に合成でき
、及び／又は組換えＤＮＡ技術によって生成できる。例えば、Marasco等, Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 90, 7889-7893 (1993)参照。
　ここでの製剤は、治療すべき特定の徴候に必要な場合に１つ以上の活性化合物、好まし
くは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。あるいは、又はそれ
に加えて、組成物は、細胞毒性薬、サイトカイン、化学療法剤、又は成長阻害剤のような
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その機能を高める薬剤を含んでもよい。これらの分子は、適切には、意図する目的に有効
な量の組み合わせで存在する。
　以下の実施例は例示するためにのみ提供されるものであって、本発明の範囲を決して限
定することを意図するものではない。
　本明細書で引用した全ての特許及び参考文献の全体を、出典明示によりここに取り込む
。
【実施例】
【０１６６】
　実施例で言及されている市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明に従い使用
した。ＡＴＣＣ登録番号により以下の実施例及び明細書全体の中で特定されている細胞の
供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、マナッサス、バージニアであ
る。
【０１６７】
実施例１：ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓ（登録商標）を用いた組織発現プロファイリング
　他の腫瘍及び／又は正常組織に比べて対象となる特定の腫瘍組織において発現が顕著に
上方制御されるポリペプチド（及びそれをコードする核酸）を同定するために、遺伝子発
現情報を含む専有データベース（GeneExpress登録商標）Gene Logic Inc., Gaithersburg
, MD）を分析した。具体的に言うと、ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓ（登録商標）データベース
の分析は、ジーン・ロジック・インク（Gaithersburg, MD）から入手できるＧｅｎｅＥｘ
ｐｒｅｓｓ（登録商標）データベースで使用するソフトウェア、又はＧｅｎｅＥｘｐｒｅ
ｓｓ（登録商標）データベースで使用するジェネンテック社が作成、開発した専有ソフト
ウェアを用いて行った。分析のポジティブヒットの評価は、例えば、正常必須組織及び／
又は正常増殖性組織における組織特異性、腫瘍特異性及び発現レベルなどを含むいくつか
の基準に基づく。ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓ（登録商標）データベースの分析により決定さ
れる組織発現プロファイルが、他の腫瘍組織及び／又は正常組織に比べて特定の腫瘍組織
または腫瘍組織において高い組織発現及び顕著な発現の上方制御を示し、状況に応じて正
常基本組織及び／又は正常増殖性組織において比較的低い発現を示す分子のリストは以下
の通りである。しかして、以下のリストの分子が、哺乳動物の癌の診断及び治療のための
優れたポリペプチドターゲットである。
　分子　　　　　　　　　　 発現上昇が見られる腫瘍　　　 比較対象
DNA255289(TASK110）　　　　　　乳房腫瘍　　　　　　　 正常乳房組織
DNA255289(TASK110）　　　　　　大腸腫瘍　　　　　　　 正常大腸組織
DNA255289(TASK110）　　　　　　肺腫瘍　　　　　　　　 正常肺組織
DNA255289(TASK110）　　　　　　リンパ腫瘍　　　　　　 正常リンパ組織
DNA255289(TASK110）　　　　　　卵巣腫瘍　　　　　　　 正常卵巣組織

DNA297288(TASK119）　　　　　　乳房腫瘍　　　　　　　 正常乳房組織
DNA297288(TASK119）　　　　　　腎臓腫瘍　　　　　　　 正常腎臓組織
DNA297288(TASK119）　　　　　　大腸腫瘍　　　　　　　 正常大腸組織

DNA151475(TASK120）　　　　　　腎臓腫瘍　　　　　　　 正常腎臓組織
DNA151475(TASK120）　　　　　　乳房腫瘍　　　　　　　 正常乳房組織
DNA151475(TASK120）　　　　　　肺腫瘍　　　　　　　 　正常肺組織
【０１６８】
実施例２：ＴａｑｍａｎＴＭによるＴＡＳＫの分析
　最初の研究として、正常なものと腫瘍の細胞株から準備したヒトｃＤＮＡライブラリー
におけるＴＡＳＫ１１０及びＴＡＳＫ１１９の発現をＴａｑｍａｎＴＭにより分析した。
５０ナノグラムの各ｃＤＮＡライブラリーを使用した。
ＴＡＳＫ１１０
正のプライマー：5’AGAAGTGTGCCAGCTTCAAA 3’（配列番号７）
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逆のプライマー：5’CTAGATAGGATGTCTTCCACTAATCTTT 3’（配列番号８）
プローブ：5’CCAGGCATCGCCCTTAAGCC 3’（配列番号９）
ＴＡＳＫ１１９
正のプライマー：5’TGCCAACAGTGGATTGAGTT 3’（配列番号１０）
逆のプライマー：5’TGAAGGTTTGGCTCAGTTCA 3’（配列番号１１）
プローブ：5’TAGCTCCAAGCCTTCTCCTGCCTC 3’（配列番号１２）
【０１６９】
　ＴａｑＭａｎＴＭ反応は、TaqＤＮＡポリメラーゼ酵素の５’エキソヌクレアーゼ活性
を利用して増幅をリアルタイムでモニターする蛍光ＰＣＲベースの技術である。２つのオ
リゴヌクレオチドプライマーを用いて、ＰＣＲ反応に特有な単位複製配列を生成する。三
番目のオリゴヌクレオチド、又はプローブを設計して、２つのＰＣＲプライマーの間に位
置するヌクレオチド配列を検出する。このプローブは、TaqＤＮＡポリメラーゼ酵素によ
って伸長可能ではなく、レポーター蛍光色素及びクエンチャー蛍光色素で標識される。こ
の２つの色素がプローブ上にあってそれらが近接して位置する場合には、このレポーター
色素からの何れのレーザー誘導発光もクエンチャー色素で消光される。増幅反応の間、Ta
q ＤＮＡポリメラーゼ酵素は、テンプレートに依存した様式でプローブを切断する。この
結果で生じたプローブ断片は、溶液中で解離し、遊離したレポーター色素からのシグナル
は、二番目のフルオロフォアの消光効果の作用を受けない。各新規分子が合成されるとレ
ポーター色素の一分子が遊離し、非消光レポーター色素の検出によってデータの定量的解
釈の基礎が示される。ＴａｑＭａｎＴＭ反応の結果は、デルタ(Δ)Ｃｔ単位によって報告
する。ＴａｑＭａｎＴＭアッセイデータは、最初はＣｔ、又は閾値サイクルで表される。
これは、レポーターシグナルが蛍光のバックグラウンドレベルを超えて蓄積するサイクル
として定義される。ΔＣｔ値は、癌の結果を正常なヒトの結果と比較する場合に、核酸試
料中の特定の標的配列の開始コピーの相対数の定量的測度として用いられる。１単位は、
１ＰＣＲサイクル、又は標準に対しておよそ２倍の増幅に対応し、２単位は４倍の増幅に
対応し、３単位は８倍の増幅に対応する等々である。
【０１７０】
　コントロール遺伝子の発現に対して正規化されたＴＡＳＫ１１０のＴａｑｍａｎＴＭ分
析の結果を図７に示す。この図において、腫瘍細胞株ＰＡＮＣ-１（膵臓）、ＢＴ５４９
（乳房）、Ｈｅｌａ（頚部）、７８６-Ｏ（腎臓）、２９３（腎臓）及びＨＥＰＧ２（肝
臓）におけるＴＡＳＫ１１０の発現を各細胞型について四角で示す。腫瘍株での発現は、
菱形によって示されるように、正常な乳房及び卵巣組織における発現に対して表している
。結果は、ＴＡＳＫ１１０はＰＡＮＣ-１（膵臓）及びＢＴ５４９（乳房）細胞株におい
て高度に過剰発現し、頚癌（Ｈｅｌａ）及び腎臓腫瘍細胞株（７８６-０及び２９３）に
おいて過剰発現するというものであった。
　コントロール遺伝子の発現に対して正規化されたＴＡＳＫ１１９のＴａｑｍａｎＴＭ分
析の結果を図８に示す。この図は、腫瘍細胞株７８６-０（腎臓）、Ａ４９８（腎臓）、
ＨＥＰＧ２（肝臓）、２９３（腎臓）、Ｃｏｌｏ２０１（大腸）、ＰＡＮＣ-１（膵臓）
及びＨｅｌａ（頚部）におけるＴＡＳＫ１１９の発現を示している。ＴＡＳＫ１１９は腎
臓株（７８６-０、Ａ４９８、及び２９３）及び肝臓株（ＨｅｐＧ２）において高度に過
剰発現していた。
　ＴａｑｍａｎＴＭアッセイを、癌の発生に関与する遺伝子を特徴づけるのに広範かつ成
功裏に使用した。プロトオンコジーンの過剰発現は様々なヒト腫瘍において研究され、病
因、診断及び予後の面で重要であると広く考えられる。ＴａｑｍａｎＴＭの有用性の例は
次の文献：Pennica等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 95(25): 14717-14722 (1998)及び
Bieche等, Int. J. Cancer 78:661-666 (1998)に示されている。従って、癌細胞株におけ
るＴＡＳＫ１１０及びＴＡＳＫ１１９の過剰発現が分かったので、これらの分子は癌の病
因、診断及び予後の面を決定する診断ツールとして有用であり、ＴＡＳＫ１１０及びＴＡ
ＳＫ１１９アンタゴニストは癌の軽減に有用であろう。
【０１７１】
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実施例３：ＴＡＳＫのインサイツ分析
　インサイツハイブリダイゼーションは、細胞又は組織調製物内での核酸配列の検出及び
局在化のための強力で多用途の技術である。それは、例えば、遺伝子発現の部位を同定し
、転写物の組織分布を分析し、ウイルス感染を同定かつ局在化し、特定のｍＲＮＡ合成に
おける変化を追跡し染色体マッピングを補助するのに有用である。
　インサイツハイブリダイゼーションは、Lu及びGillett, Cell Vision 1: 169-176 (199
4)のプロトコールの最適化バージョンに従って、ＰＣＲ生成α-３３Ｐリボプローブを用
いて実施した。簡単に述べると、ホルマリン固定、パラフィン包埋ヒト組織を切片化し、
脱パラフィンし、プロテイナーゼＫ（２０ｇ／ｍｌ）で１５分間３７℃で脱タンパクし、
更に上掲のLu及びGillettに記載されたようにしてインサイツハイブリダイゼーションの
ためにプロセシングした。α-３３Ｐ ＵＴＰアンチセンスリボプローブを、各末端にＴ３
及びＴ７ＲＮＡポリメラーゼプロモーターを持つように設計したＰＣＲ産物から生成し、
５５℃で終夜、組織にハイブリダイズさせた。スライドをＫｏｄａｋ ＮＴＢ２核トラッ
クエマルションに浸漬して４週間さらした。
【０１７２】
　リボプローブ合成
　６．０μｌ（１２５ｍＣｉ）の（Ａｍｅｒｓｈａｍ ＢＦ１００２，ＳＡ＜２０００Ｃ
ｉ／ｍｍｏｌ）をスピード真空乾燥させた。乾燥させたα-３３Ｐ ＵＴＰを含む各チュー
ブに以下の成分を添加した：２．０μｌの５ｘ転写バッファー；１．０μｌのＤＴＴ（１
００ｍＭ）；２．０μｌのＮＴＰ混合物（２．５ｍＭ：１０μｌ；各１０ｍＭ，ＧＴＰ，
ＣＴＰ及びＡＴＰ＋１０μｌのＨ２Ｏ）；１．０μｌのＵＴＰ（５０μＭ）；１．０μｌ
のＲｎａｓｉｎ；１．０μｌのＤＮＡテンプレート（１μｇ）；１．０μｌのＨ２Ｏ。
　チューブを３７℃で１時間インキュベートした。１．０μｌのＲＱ１ ＤＮａｓｅを添
加し、ついで３７℃で１５分間インキュベートした。９０μｌのＴＥ（１０ｍＭトリスｐ
Ｈ７．６／１ｍＭのＥＤＴＡｐＨ８．０）を添加し、混合物をＤＥ８１ペーパーにピペッ
トした。残りの溶液をＭＩＣＲＯＣＯＮ-５０限外濾過装置に入れ、１２０００ＲＰＭに
てHeraeus Sepatech Centrifuge 28RSでスピンさせた（６分間）。濾過装置を第２のチュ
ーブに対して反転させ、３５００ＲＰＭでスピンさせた（３分間）。最終回収スピンの後
、１００μｌのＴＥを添加した。１μｌの最終生成物をＤＥ８１ペーパーにピペットしベ
ックマンＬＳ５０００ＴＤシンチレーションカウンターで６ｍｌのＢｉｏｆｌｕｏｒ Ｉ
Ｉにてカウントした。
　プローブをＴＢＥ／尿素ゲル上で泳動した。１－３μｌのプローブ又は５μｌのＲＮＡ
 ＭｒｋＩＩＩを３μｌの負荷バッファーに添加した。９５℃の加熱ブロック上で３分間
加熱した後、ゲルを即座に氷上に置いた。ゲルのウェルをフラッシングし、試料を負荷し
、１８０－２５０ボルトで４５分間泳動した。ゲルをサランラップでラップし、－７０℃
冷凍機内で補強スクリーンを持つＸＡＲフィルムに１時間から終夜露出した。
【０１７３】
　ハイブリダイゼーション
　凍結切片の前処理。　スライドを冷凍機から取り出し、アルミニウムトレイに配置して
室温で５分間解凍した。トレイを５５℃のインキュベータに５分間配置して凝結を減らし
た。スライドを蒸気フード内において氷上４％パラホルムアルデヒド中で１０分間固定し
、０．５ｘＳＳＣで５分間室温で洗浄した（２５ｍｌの２０ｘＳＳＣ＋９７５ｍｌのＳＱ
　Ｈ２Ｏ）。０．５μｇ／ｍｌのプロテイナーゼＫ中、３７℃で１０分間の脱タンパクの
後（２５０ｍｌの予備加熱ＲＮａｓｅ無しＲＮａｓｅバッファー中の１０ｍｇ／ｍｌスト
ック１２．５μｌ）、切片を０．５ｘＳＳＣで１０分間室温で洗浄した。切片を、７０％
、９５％、及び１００％エタノール中、各２分間脱水した。
　パラフィン包埋切片の前処理。　スライドを、３回のキシレン交換、１００％エタノー
ルを経て脱パラフィンし、エタノールから水まで段階的に再水和させ、ＳＱ Ｈ２Ｏ中に
配置し、２ｘＳＳＣで室温において各々５分間２回リンスした。切片を２０μｇ／ｍｌの
プロテイナーゼＫ（２５０ｍｌのＲＮａｓｅ無しＲＮａｓｅバッファー中１０ｍｇ／ｍｌ
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を５００μｌ；３７℃、１５分間）－ヒト胚組織、又は８ｘプロテイナーゼＫ（２５０ｍ
ｌのＲＮａｓｅバッファー中１００μｌ、３７℃、３０分間）－ホルマリン組織で脱タン
パクした。続く０．５ｘＳＳＣでのリンス及び脱水は上記のようにして実施した。
　プレハイブリダイゼーション。　スライドをＢｏｘバッファー（４ｘＳＳＣ、５０％ホ
ルムアミド）－飽和濾紙を裏打ちしたプラスチックボックスに並べた。組織を５０μｌの
ハイブリダイゼーションバッファー（１０％デキストラン硫酸、５０％ホルムアミド、２
Ｘ ＳＳＣ）で被覆し、４２℃で１－４時間インキュベートした。
　ハイブリダイゼーション。　スライド当たり１．０ｘ１０６ｃｐｍのプローブ及び１．
０μｌのｔＲＮＡ（５０ｍｇ／ｍｌストック）を９５℃で３分間加熱した。スライドを氷
上で冷却し、スライド当たり４８μｌのハイブリダイゼーションバッファーをプローブ／
ｔＲＮＡ混合物に添加した。ボルテックスの後、５０μｌの３３Ｐ混合物をスライド上の
プレハイブリッド５０μｌに添加した。スライドを５５℃で終夜インキュベートした。
　洗浄。　洗浄は、２ｘ１０分間、２ｘＳＳＣ、ＥＤＴＡで室温で実施し（４００ｍｌの
２０ｘＳＳＣ＋１６ｍｌの０．２５Ｍ　ＥＤＴＡ、Ｖｆ＝４Ｌ）、ついでＲＮａｓｅＡ処
理を３７℃で３０分間行った（２５０ｍｌＲｎａｓｅバッファー中１０ｍｇ／ｍｌを５０
０μｌ－２０μｇ／ｍｌ）。スライドを２ｘ１０分間、２ｘＳＳＣ、ＥＤＴＡで室温にお
いて洗浄した。ストリンジェントな洗浄条件は次の通りであった：５５℃で２時間、０．
１ｘＳＳＣ、ＥＤＴＡ（２０ｍｌの２０ｘＳＳＣ＋１６ｍｌのＥＤＴＡ、Ｖｆ＝４Ｌ）。
【０１７４】
　ＴＡＳＫ１１０、ＴＡＳＫ１１９及びＴＡＳＫ１２０の３’セグメントに対してプロー
ブを用いてヒトの研究を実施した。放射性標識（３３Ｐ）一本鎖相補リボプローブのイン
ビトロ転写のための鋳型として作用可能な遺伝子の部分を増幅させるためにＰＣＲプライ
マーを設計した。上方ＰＣＲプライマーの５’末端に付加されたＴ７プロモーターの２７
ヌクレオチド配列を認識するＴ７ＲＮＡポリメラーゼを使用する転写によって、センス（
コントロール）リボプローブを生成した。下方ＰＣＲプライマーの５’末端に付加された
Ｔ３プロモーターの２７ヌクレオチド配列を認識するＴ３ＲＮＡポリメラーゼを使用する
転写によって、アンチセンス（実験的）リボプローブを生成した。
ＴＡＳＫ１１０
5’CGCCAAATCGTTACACTACACCCTCAAAAGCTAGAAACCAGTGCCTGAAAGAAACTCCAATTAAAATACCAGTAAAT
TCAACAGGAACAGACAAGTTAATGACAGGTGTCATTAGCCCTGAGAGGCGGTGCCGCTCAGTGGAATTGGATCTCAACCA
AGCACATATGGAGGAGACTCCAAAAAGAAAGGGAGCCAAAGTGTTTGGGAGCCTTGAAAGGGGGTTGGATAAGGTTATCA
CTGTGCTCACCAGGAGCAAAAGGAAGGGTTCTGCCAGAGACGGGCCCAGAAGACTAAAGCTTCACTATAATGTGACTACA
ACTAGATTAGTGAATCCAGATCAACTGTTGAATGAAATAATGTCTATTCTTCCAAAGAAGCATGTTGACTTTGTACAAAA
GGGTTATACACTGAAGTGTCAAACACAGTCAGATTTTGGGAAAGTGACAATGCAATTTGAATTAGAAGTGTGCCAGCTTC
AAAAACCCGATGTGGTGGGTATCAGGAGGCAGCGG 3’（配列番号１３）

ＴＡＳＫ１１９
5’GGATTCTAATACGACTCACTATAGGGCCCGCCACCGTATCCCTGAGCCTGAGGCTGCCGTGCTCTTCCGCCAGATGG
CCACCGCCCTGGCGCACTGTCACCAGCACGGTCTGGTCCTGCGTGATCTCAAGCTGTGTCGCTTTGTCTTCGCTGACCGT
GAGAGGAAGAAGCTGGTGCTGGAGAACCTGGAGGACTCCTGCGTGCTGACTGGGCCAGATGATTCCCTGTGGGACAAGCA
CGCGTGCCCAGCCTACGTGGGACCTGAGATACTCAGCTCACGGGCCTCATACTCGGGCAAGGCAGCCGATGTCTGGAGCC
TGGGCGTGGCGCTCTTCACCATGCTGGCCGGCCACTACCCCTTCCAGGACTCGGAGCCTGTCCTGCTCTTCGGCAAGATC
CGCCGCGGGGCCTACGCCTTGCCTGCAGGCCTCTCGGCCCCTGCCCGCTGTCTGGTTCGCTGCCTCCTTCGTCGGGAGCC
AGCTGAACGGCTCACAGCCACAGGCATCCTCCTGCACCCCTGGCTGCGACAGGACCCGATGCCCTTAGCTCCAACCCGAT
TCCCTTTAGTGAGGGTTAATTTCATAG 3’（配列番号１４）

ＴＡＳＫ１２０
5’GGGTGGCGAGCTGTTTGACCGCATCATGGAGCGCGGCTCCTACACAGAGAAGGATGCCAGCCATCTGGTGGGTCAGG
TCCTTGGCGCCGTCTCCTACCTGCACAGCCTGGGGATCGTGCACCGGGACCTCAAGCCCGAAAACCTCCTGTATGCCACG
CCCTTTGAGGACTCGAAGATCATGGTCTCTGACTTTGGACTCTCCAAAATCCAGGCTGGGAACATGCTAGGCACCGCCTG
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TGGGACCCCTGGATATGTGGCCCCAGAGCTCTTGGAGCAGAAACCCTACGGGAAGGCCGTAGATGTGTGGGCCCTGGGCG
TCATCTCCTACATCCTGCTGTGTGGGTACCCCCCCTTCTACGACGAGAGCGACCCTGAGCTCTTCAGCCAGATCCTGAGG
GCCAGCTATGAGTTTGACTCTCCTTTCTGGGATGACATCTCAGAATCAGCCAAAGACTTCATCCGGCACCTTCTGGAGCG
AGACCCCCAGAAGAGGTTCACCTGCCAACAGGCCTTGCGGCACCTTTGGATCTCTGGGGACACAGCCTTCGACAGGGACA
TCTTAGGCTCTGTCAGTGAGCAGATCCGGAAGAACTTTGCTCGGACACACTGGAAGCGAGCCTTCAATGCCACCTCGTTC
CTGC 3’（配列番号１５）
【０１７５】
結果
ＴＡＳＫ１１０のインサイツでの結果
　膵臓腫瘍についてＴＡＳＫ１１０プローブを使用して実施したインサイツの分析は、浸
潤管膵臓腺癌における弱い陽性シグナルを示している。その他全ての事例並びに良性膵臓
組織は陰性である。腫瘍組織パネルの分析は、結腸直腸腺癌、子宮内膜腺癌、移行上皮癌
、悪性リンパ腫、悪性黒色腫、肺癌、卵巣腫瘍、膵臓腺癌及び乳癌での陽性シグナルを示
す。Ｈ３２２細胞は強い陽性で、ＭＤＡ２３１及びＭＤＡ４５３細胞は弱い陽性であり、
Ａ５４９及びＳＫ-ＭＥＳ細胞は陰性である。肺腺癌、肺扁平上皮癌及び神経内分泌腺癌
には陽性シグナルがあり、正常な肺組織は一貫して陰性である。陽性シグナルは結腸直腸
腺癌、胃癌、食道癌、転移性腺癌、膵臓腺癌に見られ、良性の胃腸粘膜、膵臓及び肝臓組
織は一貫して陰性である。虫垂の一切片は胚中心に陽性シグナルを示す。ＮＣＩによって
提供された多腫瘍パネルは、肺癌、大腸腫瘍、乳房腫瘍、悪性黒色腫、悪性リンパ腫、及
び卵巣腫瘍においてＴＡＳＫ１１０に対して陽性シグナルを示す。肺腫瘍において過剰発
現しているＴＡＳＫ１１０の代表例を、組織形態を示す明視野画像である図９Ａに、また
インサイツハイブリダイゼーションを示す図９Ｂに示す。これらの結果は、ＴＡＳＫ１１
０がある種の腫瘍型の診断に有用であり、ＴＡＳＫ１１０のアンタゴニストが腫瘍、特に
乳房、悪性黒色腫、大腸及び肺腫瘍の軽減に有用であることを示している。
【０１７６】
ＴＡＳＫ１１９のインサイツでの結果
　ＴＡＳＫ１１９プローブを使用して実施したインサイツでは、原発性結腸直腸腺癌、腎
細胞癌に強いシグナルを、乳癌試料に弱いシグナルを示していた。ＴａｑｍａｎＴＭの結
果の裏付けとして、正常な腎臓組織で実施されたインサイツは陰性であった（データは示
さず）。これらの結果は、ＴＡＳＫ１１９がある種の腫瘍型の診断に有用であり、ＴＡＳ
Ｋ１１９のアンタゴニストが癌、特に結腸直腸腺癌及び腎臓細胞癌の軽減に有用であるこ
とを示している。
ＴＡＳＫ１２０のインサイツでの結果
　正常な組織では、ハイブリダイゼーションは腎臓粘膜構造に対しては弱く、非特異的バ
ックグラウンドシグナルとして解釈される。腎臓のインサイツは、腎臓細胞癌が陽性で、
シグナル強さは強い傾向があることを示している。腎臓の腫瘍の最も一般的なタイプであ
る腎臓の明細胞癌では、ＴＡＳＫ１２０ハイブリダイゼーションに対して陽性である。細
胞株Ａ４９８は弱いシグナルを示し、細胞株７８６-０、ＴＫ１０、ＣＡＫＩ-１、ＡＣＨ
Ｎ、ＰＣ-３及びＳＮ１２Ｃは陰性である。陽性コントロール切片（ＨＰ-１７３９、腎臓
細胞癌）は陽性である。腎臓癌におけるＴＡＳＫ１２０過剰発現の代表例を、組織形態を
示す明視野画像である図１０Ａに、またインサイツハイブリダイゼーションを示す図１０
Ｂに示す。これは、腎臓のある種の腫瘍においてＴＡＳＫ１２０が過剰発現され、診断マ
ーカーとして有用であり、ＴＡＳＫ１２０のアンタゴニストが腎臓腫瘍の軽減に有用であ
ることを示している。
【０１７７】
実施例４：ｓｉＲＮＡによるＴＡＳＫ発現の調節
　ｓｉＲＮＡは、小分子又は抗体のような伝統的なアンタゴニストが失敗した遺伝子発現
の調節の研究におけるツールとして有用であることが分かった。（Shi Y., Trends in Ge
netics 19(1):9-12 (2003)）。１２から２３ヌクレオチド長であるインビトロ合成二重鎖
ＲＮＡが干渉ＲＮＡ（ｉＲＮＡ）として作用し得、遺伝子発現を特異的に阻害可能である
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（Fire A., Trends in Genetics 391:806-810 (1999)）。これらのｉＲＮＡはその標的Ｒ
ＮＡの分解を媒介することによって作用する。しかし、それらは３０ヌクレオチド長以下
であるので、細胞抗ウイルス防御機構を惹起しない。そのような機構には、インターフェ
ロン産生、宿主細胞タンパク質合成の全体的停止が含まれる。実際には、ｓｉＲＮＡは合
成でき、ついでＤＮＡベクター中にクローニングできる。そのようなベクターを形質移入
し、高レベルでｓｉＲＮＡを発現させることができる。高レベルのｓｉＲＮＡ発現は細胞
中で産生されるタンパク質の量を有意に減少させ、又は「ノックダウン」させ、よってタ
ンパク質の過剰発現が癌のような疾患に関連していると考えられる実験において有用であ
る。ＴＡＳＫは細胞内キナーゼであり、ＴＡＳＫの過剰発現はＴａｑｍａｎＴＭ及びイン
サイツによって示されている。従って、ｓｉＲＮＡはＴＡＳＫタンパク質に対する有用な
アンタゴニストである。
【０１７８】
結果
ＴＡＳＫ１１０
　膵臓癌細胞株ＰＡＮＣ-１はＴＡＳＫ１１９を内因的に過剰発現するので、これをこの
実験セットにおいて使用した。ＰＡＮＣ-１細胞を、ＴＡＳＫ１１０に対する二重鎖２１
マーＲＮＡオリゴ（ｓｉＴＡＳＫ１１０）、緑色蛍光タンパク質（ｓｉＧＦＰ）を用いて
形質移入し、又はモック(疑似)形質移入した。これらのオリゴを以下に掲げる。
ｓｉＲＮＡオリゴ：
ＴＡＳＫ１１０
　r(CAGGCAAACAAUGGAGGAU)TT ＝センス（配列番号１６）
　TTr(GUCCGUUUGUUACCUCCUA)＝アンチセンス（配列番号１７）
ｓｉＧＦＰ
　GCAAGCUGACCCUGAAGUUCAU ＝センス（配列番号１８）
　GCCGUUCGACUGGGACUUCAAG ＝アンチセンス（配列番号１９）
　形質移入３日後にＲＮＡを収集し、ＴＡＳＫ１１０メッセージ対コントロール遺伝子メ
ッセージの相対レベルを定量ＰＣＲ（ＴａｑＭａｎＴＭ）によって決定した。これを図１
１Ａに模式的に示す。データは、ｓｉＲＮＡの使用によりＴＡＳＫ１１０の発現を有意に
低減できることを裏付けている。
【０１７９】
　形質移入において効果を示したｓｉＲＮＡオリゴを増殖アッセイにおいて使用した。こ
のアッセイでは、ＰＡＮＣ-１細胞を、ｓｉＴＡＳＫ１１０、ｓｉＧＦＰを用いて形質移
入し、又はモック形質移入した。テトラゾリウム塩３-(４,５-ジメチルチアゾル-２-イル
)-２,５-ジフェニルテトラゾリウムブロミド（ＭＴＴ）の還元が、分光光度計によって読
みとることができる青色のホルマザン生成物を生じるＭＴＴ生存度アッセイを用いて、細
胞の生存及び増殖を検査した。ＭＴＴ生存度アッセイは二週間の期間にわたる各形質移入
の増殖レベルを決定するために実施した。図１１Ｂに示すように、ｓｉＴＡＳＫ１１０形
質移入細胞は６日の培養にわたって更に低い増殖スコアを示し、１４日目までコントロー
ルよりも低いままであった。
　このアッセイと平行して、ＰＡＮＣ-１細胞を同じコンストラクトを使用して形質移入
し、軟寒天成長アッセイにかけた。１７日間の軟寒天成長後に、コロニーを数えたが、ｓ
ｉＴＡＳＫ１１０形質移入細胞は図１１Ｃに示されるように何れのコントロール細胞より
もよりゆっくりと成長していた。
【０１８０】
　腫瘍細胞株２９３（腎臓）及びＢＴ４５９（乳房）におけるｓｉＲＮＡ媒介ＴＡＳＫ１
１０ノックダウンの効果を標準的な形質転換アッセイで評価した。細胞に次のものを形質
移入した：モック、ＴＡＳＫ１１０に対する二重鎖２１マーＲＮＡオリゴ（ｓｉＴＡＳＫ
１１０ １、２又は３で、ｓｉＴＡＳＫ１１０（２）は上のＰＡＮＣ-１細胞実験において
使用したｓｉＴＡＳＫ１１０と同一）又はＧＦＰ（ｓｉＧＦＰ）。
ｓｉＴＡＳＫ１１０ＲＮＡオリゴ
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ｓｉＴＡＳＫ１１０（１）
　r(AACCCAAGGGUAACAAGGA)TT＝センス（配列番号２０）
　TTr(UUGGGUUCCCAUUGUUCCU)＝アンチセンス（配列番号２１）
ｓｉＴＡＳＫ１１０（２）
　r(CAGGCAAACAAUGGAGGAU)TT＝センス（配列番号２２）
　TTr(GUCCGUUUGUUACCUCCUA)＝アンチセンス（配列番号２３）
ｓｉＴＡＳＫ１１０（３）
　r(UACUCACUACGCCAAAUCG)TT＝センス（配列番号２４）
　TTr(AUGAGUGAUGCGGUUUAGC)＝アンチセンス（配列番号２５）
ｓｉＴＡＳＫ１１０（Ｃ）（＋コントロール）
　r(CAGGCAAGCGGUGGAGGAT)TT＝センス（配列番号２６）
　TTr(GUCCGUUCGCCACCUCCUA)＝アンチセンス（配列番号２７）
【０１８１】
　図１１Ｄ及び図１１Ｅにおいて、ＨＥＫ２９３細胞を形質移入３日後に収集し、ポリク
ローナル抗ＴＡＳＫ１１０抗体を用いて等しく負荷した全タンパク質についてウェスタン
ブロットを実施した（図１１Ｄ）。ついで、負荷のために正規化したｐ９０バンドを使用
してＴＡＳＫ１１０の相対レベルを定量した（図１１Ｅ）。この結果は、ｓｉＲＮＡの全
てがＴＡＳＫ１１０タンパク質産生の量を減少させる一方、ＴＡＳＫ１１０（２）ｓｉＲ
ＮＡは最も阻害性であることを示している。
　図１１Ｆ及び図１１Ｇは、形質移入２４時間後に平行して実施したｓｉＲＮＡ実験を示
す。ＨＥＫ２９３（図１１Ｆ）又はＢＴ５４９細胞（図１１Ｇ）を９６ウェルプレートに
ウェル当たり２５００細胞で播き、増殖をＭＴＴアッセイによって定量した。これらの結
果はウェスタンブロットの結果との相関を示し、タンパク質レベルが減少すればするほど
、細胞成長の阻害が大きくなる。これの一例はｓｉＴＡＳＫ１１０（２）の場合に見られ
、その場合は、図１１Ｄのレーン３に示されるようにＴＡＳＫ１１０の最も強い抑制が示
され、双方の細胞株において細胞増殖が最も減少した。
【０１８２】
　図１１Ｈ及び図１１（Ｉ）はＴＡＳＫｓｉＲＮＡを形質移入したＨＥＫ２９３又はＢＴ
５４９細胞の軟寒天アッセイを示している。細胞を３組、軟寒天に播き、１４－２８日後
に生成したコロニーの数を数え、データを、播いた細胞の数に対する生存コロニーの数と
して表す。
　このデータは、ｓｉＲＮＡがＴＡＳＫタンパク質の発現を減少させ又は「ノックダウン
」し得ることを示している。減少はウェスタンブロットでのタンパク質の減少によって示
される。所定の期間にわたってＴＡＳＫタンパク質のｓｉＲＮＡを減少させると、癌細胞
株における細胞増殖が減少する結果となる。従って、ｓｉＲＮＡはＴＡＳＫタンパク質を
減少させるのに有用であり、ＴＡＳＫタンパク質のレベルの減少が癌細胞株の増殖の減少
を引き起こす。癌は細胞増殖疾患であるので、これらの結果は、ＴＡＳＫポリペプチドの
アンタゴニストが癌細胞成長の減少に有用であることを示している。癌細胞成長の減少は
哺乳動物における癌の軽減に有用である。
【０１８３】
ＴＡＳＫ１１９
　ＴＡＳＫ１１９のアンチセンス及びｓｉＲＮＡ媒介ノックダウンの効果を７８６-Ｏ腎
臓腫瘍細胞株において評価した。アンチセンスノックダウンに対しては、細胞に空のベク
ター（ベクター）又はＴＡＳＫ１１９アンチセンスコンストラクト（ＴＡＳＫ１１９.Ａ
Ｓ）を形質移入した後、１９日間、１μｇ／ｍｌピューロマイシンで選択した。これらの
安定な細胞プールをついで軟寒天に播いた。ｓｉＲＮＡノックダウンに対しては、細胞に
次のものを形質移入した：モック、ＴＡＳＫ１１９に対する二重鎖２１マーＲＮＡオリゴ
（ｓｉＴＡＳＫ１１９）又はＧＦＰ（ｓｉＧＦＰ）。
ｓｉＲＮＡオリゴ
ｓｉＴＡＳＫ１１９
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　r(GCCUGAGGCUGCCGUGCUC)TT＝センス（配列番号２８）
　TTr(CGGACUCCGACGGCACGAG)＝アンチセンス（配列番号２９）
ｓｉＧＦＰ
　GCAAGCUGACCCUGAAGUUCAU＝センス（配列番号３０）
　GCCGUUCGACUGGGACUUCAAG＝アンチセンス（配列番号３１）
ＴＡＳＫ１１９（ＡＳ）
アンチセンス実験をアンチセンス方向に完全長ＴＡＳＫ１１９ｃＤＮＡ（図３、配列番号
３）を発現することによって実施した。
　形質移入２４時間後、細胞を軟寒天に播いた。双方の実験で、１７日後に生存コロニー
の数を定量した。データは３組のウェルからの生存コロニーのパーセントとして表す。結
果は、ＴＡＳＫ１１９の発現の減少による７８６-０腎臓腫瘍細胞の軟寒天成長の減少で
ある。
　このデータは、ＴＡＳＫポリペプチドに対するｓｉＲＮＡが癌細胞の成長をインビトロ
で減少させることを示している。癌は細胞増殖疾患であるので、この結果は、ＴＡＳＫポ
リペプチドのアンタゴニストが癌細胞成長の減少に有用であることを示している。癌細胞
成長の減少は癌の軽減に有用である。
【０１８４】
ＴＡＳＫ１２０
　Ａ４９８腎臓腫瘍細胞株におけるｓｉＲＮＡ媒介ＴＡＳＫ１２０ノックダウンの効果を
形質移入／軟寒天成長アッセイで評価した。細胞に次のものを形質移入した：モック、又
はＴＡＳＫ１２０に対する３種の二重鎖２１マーＲＮＡオリゴ（ｓｉＴＡＳＫ１１０ １
、２又は３）の一つ。
ｓｉＲＮＡオリゴ
ｓｉＴＡＳＫ１２０（１）：
　r(CCUCCUGUAUGCCACGCCC)TT ＝センス（配列番号３２）
　TTr(GGAGGACAUACGGUGCGGG)＝アンチセンス（配列番号３３）
ｓｉＴＡＳＫ１２０（２）：
　r(CGAGAGCGACCCUGAGCUC)TT ＝センス（配列番号３４）
　TTr(GCUCUCGCUGGGACUCGAG)＝アンチセンス（配列番号３５）
ｓｉＴＡＳＫ１２０（３）：
　r(GCUAUGAGUUUGACUCUCC)TT＝センス（配列番号３６）
　TTr(CGAUACUCAAACUGAGAGG)＝アンチセンス（配列番号３７）
　形質移入２４時間後、細胞を３組で軟寒天に播き、２８日後に生成コロニーの数を数え
た。データは播いた細胞数に対する生存コロニーの数として図１３に表す。形質移入３日
後にＲＮＡを収集し、モックレベルに対してのＴＡＳＫ１２０メッセージにおける８０－
９０％の減少を確認した（データは示さず）。
　このデータは、ＴＡＳＫポリペプチドの発現を減少させることが軟寒天における細胞成
長を減少させる効果を有していることを示している。従って、細胞中のＴＡＳＫポリペプ
チドのレベルを減少させるアンタゴニストは癌細胞の成長を遅らせるのに有用であろう。
癌は細胞増殖疾患であるので、細胞増殖の減少は癌を軽減させるのに有用である。
【０１８５】
実施例５：ＴＡＳＫ１１０の遺伝子増幅
　この実施例は、ＴＡＳＫ１１０遺伝子が或る種の細胞株のゲノムで増幅されることを示
す。増幅は遺伝子産物の過剰発現を伴い、ポリペプチドが膵臓、腎臓、大腸、肺、乳房及
び他の癌のような或る種の癌において治療的介入の有用な標的であることを示している。
治療薬は、ＴＡＳＫ１１０ポリペプチドのアンタゴニストの形態、例えばＴＡＳＫ１１０
ポリペプチドに対するマウス－ヒトキメラ、ヒト化又はヒト抗体、あるいは有機小分子で
あってよい。
　様々な癌細胞株からゲノムＤＮＡを単離した。ＤＮＡは、例えば蛍光的に、正確に定量
化される。ネガティブコントロールとして、プールした正常な健常個体の細胞からＤＮＡ
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を単離し、健常個体における遺伝子コピーのアッセイコントロールとして使用した。５'
ヌクレアーゼアッセイ（例えばＴａｑＭａｎＴＭ）及び実時間定量的ＰＣＲ（例えば、AB
I Prizm 7700 Sequence Detection SystemＴＭ(Perkin Elmer, Applied Biosystems Divi
sion, Foster City, CA)）を、或る種の癌で潜在的に増幅される遺伝子の発見に使用した
。結果は、ＴＡＳＫ１１０をコードするＤＮＡがスクリーニングされた癌細胞株の何れか
で過剰提示されるか否かを決定するために使用した。
【０１８６】
　ＴａｑＭａｎＴＭの結果はデルタ(Δ)Ｃｔ単位で報告した。１単位は１ＰＣＲサイクル
又は正常に対して約２倍の増幅に相当し、２単位は４倍、３単位は８倍増幅等々に相当す
る。定量化はプライマー及びＴＡＳＫ１１０コード化遺伝子から誘導したＴａｑＭａｎＴ

Ｍ蛍光プローブを用いて得た。最も独特の核酸配列を含むと思われ、最もスプライシング
されたイントロンを持たないと思われるＴＡＳＫ１１０の領域が、プライマー及びプロー
ブ誘導、例えば３'-非翻訳領域のために好ましい。遺伝子増幅分析に使用されるプライマ
ー及びプローブ（正、逆及びプローブ）の配列は次の通りであった：
ＴＡＳＫ１１０（１）
正のプライマー：5’AGAAGTGTGCCAGCTTCAAA 3’（配列番号３８）
逆のプライマー：5’CTAGATAGGATGTCTTCCACTAATCTTT 3’（配列番号３９）
プローブ：5’CCAGGCATCGCCCTTAAGCC 3’（配列番号４０）
ＴＡＳＫ１１０（ｉ２）
正のプライマー：5’CAAAGTTTGAGATACACTATCATGGTT 3’（配列番号４１）
逆のプライマー：5’CAAGCCAAATTTTCCTAGAAGTT 3’（配列番号４２）
プローブ：5’TCCTTCAGCTAGACATTGGATAACAAGCAGC 3’（配列番号４３）
ＧＡＰＤＨ
正のプライマー：5’GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3’（配列番号４４）
逆のプライマー：5’GAAGATGGTGATGGGATTTC 3’（配列番号４５）
プローブ：5’CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC 3’（配列番号４６）
ＳＰＦ３１
正のプライマー：5’GCACCTTAGGAAGCCCCTTC 3’（配列番号４７）
逆のプライマー：5’TCCCTGTCTTATCTGGGCCTT 3’（配列番号４８）
プローブ：5’CTCGCTTCTGGGTGTGCTCCCTTC 3’（配列番号４９）
ＨＭＡＤ２
正のプライマー：5’GGTTGGACAAAGTATTAACTCAGATGG 3’（配列番号５０）
逆のプライマー：5’GACTTGATTGGTGAAGCTTTATGACA 3’（配列番号５１）
プローブ：5’ATCCCCTTCAGTGCGTTGCTCAAGC 3’（配列番号５２）
【０１８７】
　５'ヌクレアーゼアッセイ反応は蛍光ＰＣＲベースの技術であり、実時間での増幅監視
のためのＴａｑＤＮＡポリメラーゼ酵素の５'エキソヌクレアーゼ活性を使用する。ＰＣ
Ｒ反応に典型的な単位複製配列の生成に２つのオリゴヌクレオチドプライマーを使用した
。第３のオリゴヌクレオチド、又はプローブは、２つのＰＣＲプライマーの間に位置する
核酸配列を検出するために設計した。プローブはＴａｑＤＮＡポリメラーゼ酵素により非
伸展性であり、レポーター蛍光染料及び消光剤蛍光染料で標識される。２つの染料がプロ
ーブ上に接近して位置する場合、レポーター染料からのレーザー誘導発光は消光染料によ
って消光される。増幅反応の間、プローブはＴａｑＤＮＡポリメラーゼ酵素によりテンプ
レート依存方式で切断される。得られたプローブ断片は溶液中に解離し、放出されたレポ
ーター染料からのシグナルは第２のフルオロホアからの消光効果を受けない。レポーター
染料の一分子は、合成された各新規分子について遊離せしめられ、非消光レポーター染料
の検出がデータの定量的解釈の基礎を提供する。
　５'ヌクレアーゼ法は、ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ ７７００TMシークエンス検出装置などの実
時間定量的ＰＣＲ装置で実施される。システムは温度サイクル器、レーザー、電荷結合素
子（ＣＣＤ）カメラ及びコンピュータからなる。システムは温度サイクル器上で９６ウェ
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ル形態の試料を増幅させる。増幅中に、レーザー誘導蛍光シグナルは光ファイバーケーブ
ルで９６の全ウェルに集められ、ＣＣＤで検出される。システムは機器の操作及びデータ
の分析のためのソフトウェアを含む。
　５'ヌクレアーゼアッセイデータは、最初はＣｔ又は閾値サイクルで表現される。これ
は、レポーターシグナルが蛍光のバックグラウンドを越えて蓄積されるサイクルとして定
義される。ΔＣｔ値は、癌ＤＮＡの結果を正常なヒトＤＮＡの結果と比較する場合におい
て核酸試料における特定の標的配列の起始コピー相対数の定量的尺度として使用される。
【０１８８】
ＤＮＡ調製：
　ＤＮＡは培養した細胞株、原発腫瘍、正常ヒト血液から調製した。単離は、全てＱｉａ
ｇｅｎＴＭからの、精製キット、バッファーセット及びプロテアーゼを用い、製造者の指
示と下記に従って実施した。
　細胞培養溶解：
　細胞を洗浄し、チップ当たり７．５ｘ１０８の濃度でトリプシン化し、４℃で５分間１
０００ｒｐｍで遠心分離してペレット化し、ついで１／２容量のＰＢＳ再遠心で洗浄した
。ペレットを３回洗浄し、懸濁細胞を回収して２ｘＰＢＳで洗浄した。ついで細胞を１０
ｍＬのＰＢＳに懸濁させた。バッファーＣ１を４℃で平衡化させた。ＱｉａｇｅｎＴＭプ
ロテアーゼを６．２５ｍｌの冷ｄｄＨ２Ｏで最終濃度２０ｍｇ／ｍｌまで希釈して４℃で
平衡化させた。１０ｍＬのＧ２バッファーを、ＱｉａｇｅｎＴＭＲＮＡｓｅＡストック（
１００ｍｇ／ｍｌ）を２００μｇ／ｍｌの最終濃度まで希釈して調製した。
　バッファーＣ１（１０ｍｌ、４℃）及びｄｄＨ２Ｏ（４０ｍｌ、４℃）を、ついで１０
ｍｌの細胞懸濁物に添加し、反転させて混合し、氷上で１０分間インキュベートした。細
胞核をＢｅｃｋｍａｎスイングバケットロータで４℃において２５００ｒｐｍで１５分間
遠心分離することによりペレット化した。上清を捨て、核をボルテックスしながら２ｍｌ
のバッファーＣ１（４℃）及び６ｍｌのｄｄＨ２Ｏに懸濁し、４℃において２５００ｒｐ
ｍで１５分間２回目の遠心分離を実施した。ついで核を残りのバッファー中にチップ当た
り２００μｌを用いて再懸濁した。Ｇ２バッファー（１０ｍｌ）を懸濁した核に添加しな
がら緩いボルテックスを適用した。バッファー添加が完了したら、強いボルテックスを３
０秒間適用した。Ｑｕｉａｇｅｎプロテアーゼ（２００μｌ上記のように調製）を添加し
、５０℃で６０分間インキュベートした。インキュベーション及び遠心分離を、溶解物が
透明になるまで繰り返した（例えば、さらに３０－６０分間インキュベートし、４℃で１
０分間３０００ｘｇでペレット化する）。
【０１８９】
　透明化溶解物の精製：
　（１）ゲノムＤＮＡの単離：
　ゲノムＤＮＡを１０ｍｌのＱＢＴバッファーで平衡化した（最大チップ調製当たり１試
料）。ＱＦ溶離バッファーを５０℃で平衡化した。試料を３０秒間ボルテックスし、つい
で平衡化チップに負荷して重力により排液した。チップを２ｘ１５ｍｌのＱＣバッファー
で洗浄した。ＤＮＡを、３０ｍｌのシラン化したオートクレーブ３０ｍｌＣｏｒｅｘ管に
１５ｍｌのＱＦバッファー（５０℃）で溶離した。イソプロパノール（１０．５ｍｌ）を
各試料に添加し、管をパラフィルム(Parafilm)ＴＭで被覆し、ＤＮＡが沈殿するまで繰り
返し反転させて混合した。試料を、ＳＳ－３４ロータで４℃において１５０００ｒｐｍで
１０分間遠心分離してペレット化した。ペレット位置をマークして上清を捨て、１０ｍｌ
の７０％エタノール（４℃）を添加した。試料を、ＳＳ－３４ロータで４℃において１０
０００ｒｐｍで１０分間遠心分離して再度ペレット化した。ペレット位置をマークして上
清を捨てた。ついで管を乾燥棚の各面に置き、３７℃で１０分間乾燥させたが、使用の過
剰乾燥には注意した。
　乾燥後、ペレットを１．０ｍｌのＴＥ（ｐＨ８．５）に溶解し、５０℃に１－２時間置
いた。試料を４℃に終夜保持して溶解を続けた。ついでＤＮＡ溶液を、ツベルクリンシリ
ンジ上に２６ゲージの針を具備する１．５ｍｌ管に移した。ＤＮＡを剪断するために移行
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を５ｘ繰り返した。ついで試料を５０℃に１－２時間置いた。
【０１９０】
　（２）ゲノムＤＮＡの定量及び遺伝子増幅アッセイのための調製：
　各管のＤＮＡレベルを１：２０希釈（５μｌＤＮＡ＋９５μｌｄｄＨ２Ｏ）での標準的
なＡ２６０、Ａ２８０分光分析により、Ｂｅｃｋｍａｎ　ＤＵ６４０ＴＭ分光光度計の０
．１ｍｌ石英キュベットを用いて定量した。Ａ２６０／Ａ２８０比率は１．８－１．９の
範囲であった。ついで各ＤＮＡ試料をＴＥ（ｐＨ８．５）中に約２００ｎｇ／ｍｌまで希
釈した。最初の材料が高濃度（約７００ｎｇ／μｌ）である場合、材料を５０℃に再懸濁
するまで数時間置いた。
　ついで、希釈した材料（２０－６００ｎｇ／ｍｌ）に対して、製造者の指示を以下のよ
うに改変して蛍光ＤＮＡ定量化を実施した。これは、Ｈｏｅｆｆｅｒ ＤｙＮＡ Ｑｕａｎ
ｔ２００ＴＭ蛍光計を約１５分間暖めて実施した。Ｈｏｅｃｈｓｔ染料作業溶液（＃Ｈ３
３２５８、１０μｌ、使用の１２時間以内に調製）を１００ｍｌの１ｘＴＮＥバッファー
に希釈した。２ｍｌキュベットを蛍光計溶液で満たし、機械に配し、機械をゼロ調節した
。ｐＧＥＭ３Ｚｆ（＋）（２μｌ）を２ｍｌの蛍光計溶液に添加して２００単位で校正し
た。ついで、さらに２μｌのｐＧＥＭ３Ｚｆ（＋）ＤＮＡを試験し、４００＋／－１０単
位で読みを確認した。ついで各試料を少なくとも３回読んだ。３試料が互いに１０％以内
であることが見られたとき、それらの平均をとり、この値を定量化値として用いた。
　ついで、蛍光測定で決定した濃度を、各試料をｄｄＨ２Ｏ中に１０ｎｇ／μｌまで希釈
するのに用いた。これは、１回のＴａｑＭａｎＴＭプレートアッセイについて全てのテン
プレート試料について同時に行い、５００－１０００アッセイを実施するのに十分な材料
で行った。試料は、ＴａｑｍａｎＴＭプライマー及びプローブ、及び正常なヒトＤＮＡを
含む単一プレート上のコントロール遺伝子及び非テンプレートコントロールで３通り試験
した。試験ＤＮＡから減算した正常ヒトＤＮＡのＣＴ値が＋／－１Ｃｔの場合に希釈試料
を用いた。希釈したロット定性化ゲノムＤＮＡを、１．０ｍｌアリコートで－８０℃にて
保存した。続いて遺伝子増幅アッセイに使用するアリコートは、４℃で保存した。各１ｍ
ｌのアリコートは、８－９プレート又は６４回の試験に十分である。
【０１９１】
結果
　ＴＡＳＫ１１０の相対的コピー数を、ＴＡＳＫ１１０遺伝子のエキソン１８（ＴＡＳＫ
１１０（１））及びイントロン２（ＴＡＳＫ１１０（ｉ２））に特異的なプローブ及びプ
ライマーを使用する定量的ＰＣＲで評価した。乳癌細胞株ＢＴ５４９、腎臓癌細胞株７８
６及び膵臓癌細胞株ＰＡＮＣ-１におけるＴＡＳＫ１１０の増幅倍の値を図１４に報告す
る。コントロール遺伝子ＧＡＰＤＨ、ＲＰＬ１９、ＳＰＦ３１及びｈＭＡＤ２を用いて、
増幅のベースラインを１の値に設定した。ＴＡＳＫ１１０はこのベースラインに対して評
価すると、ＰＡＮＣ-１細胞で有意に増幅された。
　ＴａｑｍａｎＴＭアッセイを、癌の発生に関与する遺伝子を特徴づけるのに広範かつ成
功裏に使用した。プロトオンコジーンの過剰発現は様々なヒト腫瘍において研究され、病
因、診断及び予後の面で重要であると広く考えられる。ＴａｑｍａｎＴＭの有用性の例は
次の文献：Pennica等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 95(25): 14717-14722 (1998)及び
Bieche等, Int. J. Cancer 78:661-666 (1998)に示されている。膵臓腫瘍由来の細胞にお
けるＴＡＳＫ１１０の増幅のため、腫瘍生成及び／又は腫瘍成長において有意な役割を果
たしている可能性が非常に高い。その結果、ＴＡＳＫ１１０タンパク質に対するアンタゴ
ニストは癌の軽減に有用であろう。
【０１９２】
実施例６：ハイブリダイゼーションプローブとしてのＴＡＳＫの使用
　以下の方法は、哺乳動物における腫瘍の存在の診断などのため、ハイブリダイゼーショ
ンプローブとしてＴＡＳＫをコードするヌクレオチド配列を使用することについて記載す
るものである。
　本明細書で開示した全長又は成熟ＴＡＳＫのコード配列を含むＤＮＡを、ヒト組織ｃＤ
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ＮＡライブラリーまたはヒト組織ゲノムライブラリーにおける相同ＤＮＡ（ＴＡＳＫの自
然発生変異体をコードするものなど）に関してスクリーニングを行うためのプローブとし
て使用することもできる。
　ハイブリダイゼーション及び両方のライブラリーＤＮＡを含むフィルターの洗浄は、以
下の高ストリンジェンシー条件下で行われる。放射標識ＴＡＳＫ由来プローブのフィルタ
ーへのハイブリダイゼーションは、５０％のホルムアミド、５×ＳＳＣ、０．１％のＳＤ
Ｓ、０．１％のピロリン酸ナトリウム、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、２
×デンハート液、及び１０％の硫酸デキストラン溶液において、４２℃で２０時間行われ
る。フィルターの洗浄は、０．１×ＳＳＣ及び０．１％のＳＤＳの水溶液において、４２
℃で行われる。
　完全長天然配列ＴＡＳＫをコードするＤＮＡと所望の配列同一性を有するＤＮＡは、つ
いで、当該分野で知られている標準的な技法を用いて同定することができる。
【０１９３】
実施例７：大腸菌中でのＴＡＳＫの発現
　本実施例では、大腸菌中での組換え発現によるＴＡＳＫの非グリコシル化型の調製につ
いて例証する。
　最初に、選択されたＰＣＲプライマーを用いて、ＴＡＳＫをコードするＤＮＡ配列を増
幅する。プライマーは、選択された発現ベクターの制限酵素部位に対応する制限酵素部位
を含むべきである。様々な発現ベクターを使用することができる。適切なベクターの例は
、アンピシリン及びテトラサイクリン耐性の遺伝子を含むｐＢＲ３２２（大腸菌由来；Bo
livar等, Gene, 2:95 (1977)を参照）である。ベクターは制限酵素による消化を受け、脱
リン酸化される。その後、ＰＣＲ増幅配列をベクターに連結する。ベクターは、抗生物質
耐性遺伝子、ｔｒｐプロモーター、ポリヒス（ｐｏｌｙｈｉｓ）リーダー（最初の６のＳ
ＴＩＩコドン、ポリヒス（ｐｏｌｙｈｉｓ）配列、及びエンテロキナーゼ切断部位を含む
）、ＴＡＳＫコード領域、λ転写ターミネーター、及びａｒｇＵ遺伝子をコードする配列
を含むことが好ましい。
　その後、ライゲーション混合液を用いて、上掲のＳａｍｂｒｏｏｋらに記載された方法
により、選択された大腸菌株を形質転換させる。ＬＢ平板上での生育能により形成転換体
を識別した後、抗生物質耐性コロニーを選択する。制限分析及びＤＮＡ配列決定により、
プラスミドＤＮＡを単離し、確認することができる。
　抗生物質を添加したＬＢブロスのような液体培地中で、選択されたクローンを一晩培養
することができる。続いて、一晩培養した液をより大規模な培地に接種するために使用し
てもよい。その後、細胞を所望の光学密度になるまで培養し、その間に発現プロモーター
を作動させる。
　数時間以上、細胞を培養した後、細胞を遠心分離により集菌することができる。遠心分
離により得られる細胞ペレットを、当技術分野で公知の様々な薬剤を用いて可溶化するこ
とができ、その後、この可溶化ＴＡＳＫタンパク質を、タンパク質の強い結合を許容する
条件下で金属キレートカラムを用いて精製することができる。
【０１９４】
　ＴＡＳＫは、以下の手段を用いて、大腸菌においてポリヒス（ｐｏｌｙ－Ｈｉｓ）タグ
形で発現されてもよい。最初に、選択されたＰＣＲプライマーを用いて、ＴＡＳＫをコー
ドするＤＮＡを増幅する。プライマーは、選択された発現ベクターの制限酵素部位に対応
する制限酵素部位と、効果的かつ信頼性の高い翻訳開始、金属キレートカラムによる急速
な精製、及びエンテロキナーゼに伴うタンパク質分解除去をもたらす他の有用な配列とを
含む。その後、菌株５２に基づく宿主大腸菌を形質転換するのに使用される発現ベクター
（Ｗ３１１０　ｆｕｈＡ（ｔｏｎＡ）ｌｏｎ　ｇａｌＥ　ｒｐｏＨｔｓ（ｈｔｐＲｔｓ）
ｃｌｐＰ（ｌａｃＩｑ））に、ＰＣＲ増幅されたポリヒス（ｐｏｌｙ－Ｈｉｓ）タグ配列
を連結する。先ず、形質転換体を、３～５のＯ．Ｄ．６００（Ｏ．Ｄ．６００　ｏｆ　３
－５）に達するまで、カルベニシリン５０ｍｇ／ｍｌを含むＬＢにおいて３０℃で振とう
培養する。その後、培養液をＣＲＡＰ培地（３．５７ｇの（ＮＨ４）２ＳＯ４、０．７１
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ｇのクエン酸ナトリウム二水和物、１．０７ｇのＫＣｌ、５．３６ｇのＤｉｆｃｏ酵母エ
キス、５．３６ｇのＳｈｅｆｆｉｅｌｄ ｈｙｃａｓｅ ＳＦの５００ｍｌ水溶液、１１０
ｍＭのＭＰＯＳ（ｐＨ７．３）、０．５５％（ｗ／ｖ）グルコース及び７ｍＭのＭｇＳＯ

４を混合して調製）で５０～１００倍希釈し、３０℃でおおよそ２０～３０時間、振とう
培養する。試料を取り除き、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析により発現を確認し、バルク培養液を
遠心分離し、細胞を沈殿させる。細胞ペレットは、精製及びリフォールディングするまで
冷凍する。
　０．５～１Ｌ発酵物由来の大腸菌ペースト（６～１０ｇペレット）を、７Ｍのグアニジ
ン、２０ｍＭのＴｒｉｓ緩衝液（ｐＨ８）の１０体積（ｗ／ｖ）に再懸濁する。固体の亜
硫酸ナトリウム及びテトラチオン酸ナトリウムを、それぞれ最終濃度が０．１Ｍ及び０．
０２Ｍになるように添加し、溶液を４℃で一晩攪拌する。この工程により、亜硫酸化（Su
lfitolization）によりブロックされる全システイン残基を有する変性タンパク質が生じ
る。この溶液をベックマン（Ｂｅｃｋｍａｎ）超遠心機で４００００ｒｐｍで３０分間、
遠心分離する。上清を３～５体積の金属キレートカラム緩衝液（６Ｍ　グアニジン、２０
ｍＭ　Ｔｒｉｓ、ｐＨ７．４）で希釈し、０．２２ミクロンフィルターで濾過して浄化す
る。浄化された抽出物を、金属キレートカラム緩衝液で平衡化したＱｉａｇｅｎ　Ｎｉ－
ＮＴＡ金属キレートカラム５ｍｌ上に添加する。５０ｍＭのイミダゾール（Ｃａｌｂｉｏ
ｃｈｅｍ、Ｕｔｒｏｌグレード）を含む追加緩衝液（ｐＨ７．４）でカラムを洗浄する。
２５０ｍＭのイミダゾールを含む緩衝液でタンパク質を溶出させる。所望のタンパク質を
含む画分をプールし、４℃で貯蔵する。タンパク質濃度は、そのアミノ酸配列に基づいて
算出された吸光係数を用いて、２８０ｎｍにおける吸光度により推定される。
【０１９５】
　タンパク質は、２０ｍＭのＴｒｉｓ（ｐＨ８．６）、０．３ＭのＮａＣｌ、２．５Ｍの
尿素、５ｍＭのシステイン、２０ｍＭのグリシン及び１ｍＭのＥＤＴＡを含む新たに調製
されたリフォールディング緩衝液に試料をゆっくりと希釈することにより、リフォールデ
ィングされる。リフォールディング体積は、最終濃度が５０～１００マイクログラム／ｍ
ｌの間になるように選択される。リフォールディング溶液を、４℃で１２～３６時間、静
かに攪拌する。リフォールディング反応は、最終濃度０．４％（ｐＨは約３）になるまで
ＴＦＡを添加することにより抑えられる。タンパク質をさらに精製する前に、溶液を０．
２２ミクロンフィルターで濾過し、アセトニトリルを最終濃度２～１０％になるまで添加
する。０．１％のＴＦＡを含む移動相緩衝液を用いて、アセトニトリル１０～８０％の濃
度勾配で溶出しながら、Ｐｏｒｏｓ Ｒ１／Ｈ逆相カラムで、リフォールディングされた
タンパク質をクロマトグラフにかける。Ａ２８０吸光度を有する一定量の画分をＳＤＳポ
リアクリルアミドゲルで分析し、同質のリフォールディングタンパク質を含む画分をプー
ルする。一般に、多くのタンパク質において正しくリフォールディングされた種は、その
種が逆相樹脂との相互作用から保護される疎水性内部を有して最も小型であるため、最低
濃度のアセトニトリルで溶出される。凝集した種は、たいてい比較的高いアセトニトリル
濃度で溶出される。この逆相段階は、所望の形のタンパク質から異常なフォールディング
構造のタンパク質を除くのに加え、試料のエンドトキシンも取り除く。
　所望のフォールディング構造のＴＡＳＫポリペプチドを含む画分をプールし、溶液に対
する穏やかな窒素流によりアセトニトリルを除去する。タンパク質は、透析、または製剤
用緩衝液で平衡化したＧ２５ Ｓｕｐｅｒｆｉｎｅ（Pharmacia）樹脂を用いたゲルろ過に
より、２０ｍＭのＨｅｐｅｓ（ｐＨ６．８）、０．１４Ｍの塩化ナトリウム及び４％マン
ニトールに処方され、滅菌濾過される。
　本明細書で開示されたＴＡＳＫポリペプチドのある種のものが、この技法を用いて成功
裏に発現され、精製された。
【０１９６】
実施例８：哺乳動物細胞におけるＴＡＳＫの発現
　本実施例は、哺乳動物細胞における組換え発現による潜在的グリコシル化型ＴＡＳＫの
調製について説明する。
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　ベクターｐＲＫ５（１９８９年３月１５日公開のＥＰ３０７２４７を参照）を発現ベク
ターとして使用する。場合によっては、上掲のＳａｍｂｒｏｏｋ等に記載されるようなラ
イゲーション法を用いて、ＴＡＳＫ ＤＮＡを挿入させるために選択された制限酵素でＴ
ＡＳＫ ＤＮＡをｐＲＫ５に連結する。得られたベクターはｐＲＫ５－ＴＡＳＫと呼ばれ
る。
　一実施態様では、選択された宿主細胞は２９３細胞であってよい。ヒト２９３細胞（Ａ
ＴＣＣ ＣＣＬ １５７３）は、ウシ胎仔血清と、任意で栄養素及び／又は抗生物質を添加
したＤＭＥＭなどの培地の組織培養平板で集密培養される。約１０μｇのｐＲＫ５－ＴＡ
ＳＫ ＤＮＡを、ＶＡ ＲＮＡ遺伝子（Thimmappaya等, Cell, 31:543 (1982)）をコードす
る約１μｇのＤＮＡに混合し、１ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、０．１ｍＭのＥＤＴＡ、０．
２２７ＭのＣａＣｌ２の５００μｌに溶解する。この混合液に５０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐ
Ｈ７．３５）、２８０ｍＭのＮａＣｌ、１．５ｍＭのＮａＰＯ４の５００μｌを滴下して
加え、２５℃、１０分間で沈殿を形成させる。この沈殿を懸濁し、２９３細胞に添加し、
３７℃で約４時間、静置する。培養培地を吸引除去し、２０％グリセロールＰＢＳ溶液２
ｍｌを３０秒間添加する。その後、無血清培地で２９３細胞を洗浄し、新鮮培地を添加し
、細胞を約５日間インキュベートする。
　トランスフェクションの約２４時間後、培養培地を取り除き、（単独の）培養培地、又
は２００μＣｉ／ｍｌの３５Ｓ－システイン及び２００μＣｉ／ｍｌの３５Ｓ－メチオニ
ンを含む培養培地で置き換える。１２時間のインキュベート後に、順化培地を得、スピン
フィルターで濃縮し、１５％のＳＤＳゲル上に添加する。処理されたゲルを乾燥し、ＴＡ
ＳＫポリペプチドの存在を示すために選択された時間の間、フィルムにさらしてもよい。
トランスフェクトされた細胞を含む培養液は、さらに（血清を含まない培地で）培養され
てもよく、その培地は、選択されたバイオアッセイにより試験される。
【０１９７】
　別の技法として、Somparyrac等, Proc. Natl. Acad. Sci., 12:7575(1981)に記載され
る硫酸デキストラン法を用いて、ＴＡＳＫを２９３細胞に一時的に導入してもよい。２９
３細胞をスピナーフラスコで最大密度に培養させ、７００μｇのｐＲＫ５－ＴＡＳＫ Ｄ
ＮＡを添加する。最初に、スピナーフラスコから遠心分離により細胞を濃縮し、ＰＢＳで
洗浄する。ＤＮＡ－デキストラン沈殿物を、細胞ペレット上で４時間インキュベートする
。細胞を２０％グリセロールで９０秒間処理し、培養培地で洗浄し、組織培養培地、つま
り５μｇ／ｍｌのウシインスリン及び０．１μｇ／ｍｌのウシトランスフェリンを含むス
ピナーフラスコに再び入れる。約４日後、順化培地を遠心分離し、細胞及び破片を除去す
るためにろ過する。その後、発現されたＴＡＳＫを含む試料を、透析及び／又はカラムク
ロマトグラフィーなどの任意の選択された方法で濃縮及び精製することができる。
　他の実施態様では、ＴＡＳＫをＣＨＯ細胞で発現させることができる。ＣａＰＯ４又は
ＤＥＡＥデキストランなどの既知の試薬を用いて、ｐＲＫ５－ＴＡＳＫをＣＨＯ細胞にト
ランスフェクトすることができる。上記に述べたように、細胞培養液をインキュベートし
、培地を培養培地（単独）、または３５Ｓ－メチオニンなどの放射性標識を含む培養培地
で置き換えることができる。ＴＡＳＫポリペプチドの存在を測定後、血清を含まない培地
で培養培地を置き換えてもよい。好ましくは、培養液を約６日間インキュベートして順化
培地を得る。発現されたＴＡＳＫを含む培地を、任意の選択された方法で濃縮及び精製す
ることができる。
　エピトープタグＴＡＳＫも宿主ＣＨＯ細胞で発現させてよい。ＴＡＳＫをｐＲＫ５ベク
ターからサブクローン化してもよい。このサブクローン挿入物を、バキュロウイルスの発
現ベクターにポリヒス（ｐｏｌｙ－ｈｉｓ）タグなどの選択されたエピトープタグとフレ
ーム単位で融合させるＰＣＲにかけることができる。その後、ポリヒス（ｐｏｌｙ－ｈｉ
ｓ）タグＴＡＳＫ挿入物を、安定クローンの選択のためにＤＨＦＲなどの選択マーカーを
含むＳＶ４０推進ベクターにサブクローン化することができる。最後に、ＣＨＯ細胞をＳ
Ｖ４０推進ベクターで（上記に述べたように）トランスフェクトすることができる。発現
を確認するために、上記のように標識を行ってもよい。その後、発現されたポリヒス（ｐ
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ｏｌｙ－Ｈｉｓ）タグＴＡＳＫを含む培養培地を、Ｎｉ２＋キレートアフィニティークロ
マトグラフィーなどの任意の選択された方法で濃縮及び精製することができる。
【０１９８】
　ＴＡＳＫを、一時的発現方法によりＣＨＯ細胞及び／又はＣＯＳ細胞、あるいは他の安
定的な発現方法によりＣＨＯ細胞で発現させてもよい。
　以下の手法を用いて、ＣＨＯ細胞の安定した発現が実現する。タンパク質がＩｇＧ作製
物（イムノアドヘシン）として発現され、ＩｇＧ作製物では、各タンパク質の可溶体（例
えば細胞外ドメイン）をコードする配列が、ヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ２ドメインを含むＩ
ｇＧ１不変領域配列に融合し、かつ／あるいはポリヒス（ｐｏｌｙ－Ｈｉｓ）タグ形であ
る。
　ＰＣＲ増幅後に、Ausubel等, Current Protocols of Molecular Biology, Unit 3.16, 
John Wiley and Sons (1997)に記載されるような標準的な技法を用いて、各ＤＮＡをＣＨ
Ｏ発現ベクターにサブクローン化する。ＣＨＯ発現ベクターは、ｃＤＮＡを都合よく輸送
させるのに相性の良い対象ＤＮＡの５'及び３'制限部位を有するように作製される。ＣＨ
Ｏ細胞における発現に使用されるベクターは、Lucas等, Nucl. Acids Res. 24:9 (1774-1
779(1996))に記載されており、対象のｃＤＮＡ及びジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）の
発現を推進するＳＶ４０初期プロモーター／エンハンサーを使用する。ＤＨＦＲ発現によ
り、トランスフェクションに続くプラスミドの安定維持のための選択が可能になる。
　１２種の微生物の所望のプラスミドＤＮＡを、市販のトランスフェクション試薬のＳｕ
ｐｅｒｆｅｃｔ（登録商標）（Quiagen）、Ｄｏｓｐｅｒ（登録商標）またはＦｕｇｅｎ
ｅ（登録商標）（Boehringer Mannheim）を用いて、約１０００万のＣＨＯ細胞に導入す
る。細胞を上掲のＬｕｃａｓ等に記載されるように培養する。以下に記述する更なる培養
及び産生のために、約３×１０７細胞をアンプルに入れて冷凍する。
【０１９９】
　プラスミドＤＮＡを含むアンプルを、水浴内に置いて解凍させ、ボルテックスにより混
合する。内容物を、１０ｍｌの培地を含む遠心分離チューブにピペットで移し、１０００
ｒｐｍで５分間、遠心分離させる。上清を吸引し、細胞を１０ｍｌの選択培地（０．２μ
ｍダイアフィルターで濾過した５％のウシ胎仔血清を添加した０．２μｍフィルターで濾
過したＰＳ２０）に再懸濁する。その後、細胞を９０ｍｌの選択培地を含む１００ｍｌス
ピナーで一定量にする。１～２日後、１５０ｍｌの選択培養培地を注いだ２５０ｍｌスピ
ナーに細胞を移し、３７℃でインキュベートする。更に２～３日後に、２５０ｍｌ、５０
０ｍｌ及び２０００ｍｌスピナーに３×１０５細胞／ｍｌで接種する。細胞培地は、遠心
分離により新鮮培地で交換し、産生培地に再懸濁される。任意の適切なＣＨＯ培地を使用
してもよいが、１９９２年６月１６日発行の米国特許第５１２２４６９号に記載される産
生培地を実際に使用してもよい。３Ｌ産生スピナーに１．２×１０６細胞／ｍｌで接種す
る。０日目に細胞数、ｐＨが測定される。１日目に、スピナーをサンプリングし、ろ過空
気の散布を開始する。２日目に、スピナーをサンプリングし、温度を３３℃に移し、３０
ｍｌの５００ｇ／ｌグルコース及び０．６ｍｌの１０％消泡剤（例えば、３５％ポリジメ
チルシロキサン乳液、ダウ・コーニング３６５Ｍｅｄｉｃａｌ・Ｇｒａｄｅ・Ｅｍｕｌｓ
ｉｏｎ）を加える。産生の間中、ｐＨを約７．２に保持するため必要に応じて調節する。
１０日後、または生菌率が７０％を下回るまでに、細胞培養液を遠心分離及び０．２２μ
ｍフィルターでろ過することにより集菌する。濾液を４℃で貯蔵するか、又は直ちに精製
のためにカラムにかける。
　ポリヒス（ｐｏｌｙ－Ｈｉｓ）タグ作製物に関して、Ｎｉ－ＮＴＡカラム（Qiagen）を
用いてタンパク質を精製する。精製前に、イミダゾールを５ｍＭ濃度になるまで順化培地
に添加する。順化培地は、０．３ＭのＮａＣｌ及び５ｍＭのイミダゾールを含む２０ｍＭ
のＨｅｐｅｓ（ｐＨ７．４）緩衝液で平衡化した６ｍｌのＮｉ－ＮＴＡカラムに、４℃で
流速４～５ｍｌ／分で注ぎ込む。添加後、カラムを追加の平衡化緩衝液で洗浄し、０．２
５Ｍのイミダゾールを含む平衡化緩衝液でタンパク質を溶出させる。続いて、２５ｍｌの
Ｇ２５ Ｓｕｐｅｒｆｉｎｅ（Pharmacia）カラムを用いて、高純化タンパク質を、１０ｍ
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ＭのＨｅｐｅｓ、０．１４ＭのＮａＣｌ及び４％マンニトール（ｐＨ６．８）を含む保存
用緩衝液に脱塩させ、－８０℃で貯蔵する。
　以下のようにしてイムノアドヘシン（Ｆｃ含有）作製物を順化培地から精製する。順化
培地を、２０ｍＭのリン酸Ｎａ緩衝液（ｐＨ６．８）で平衡化させた５ｍｌのプロテイン
Ａカラム（Pharmacia）に注ぎ込む。添加後、１００ｍＭのクエン酸（ｐＨ３．５）で溶
出する前に、カラムを平衡化緩衝液で十分に洗浄する。１ｍｌの画分を２７５μｌの１Ｍ
のＴｒｉｓ緩衝液（ｐＨ９）を含むチューブに回収することにより、溶出されたタンパク
質を直ちに中和する。続いて、ポリヒス（ｐｏｌｙ－Ｈｉｓ）タグタンパク質に関して、
上述のように高純化タンパク質を保存用緩衝液に脱塩させる。均一性をＳＤＳポリアクリ
ルアミドゲル、及びエドマン分解によるＮ末端アミノ酸配列決定により評価する。
　本明細書で開示されるＴＡＳＫポリペプチドの所定のものが、この技法を用いて首尾よ
く発現され、精製された。
【０２００】
実施例９：酵母中でのＴＡＳＫの発現
　以下の方法は、酵母中でのＴＡＳＫの組換え発現について述べるものである。
　最初に、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターからＴＡＳＫを細胞内で生成または分泌さ
せるための酵母発現ベクターを構築する。ＴＡＳＫをコードするＤＮＡ及びプロモーター
を、ＴＡＳＫの細胞内発現を導くために、選択されたプラスミドの適切な制限酵素部位に
挿入する。分泌については、ＴＡＳＫをコードするＤＮＡを、ＴＡＳＫの発現のために、
（必要であれば）ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーター、天然ＴＡＳＫシグナルペプチドあ
るいは他の哺乳動物シグナルペプチド、あるいは、例えば酵母αファクターまたは転化酵
素分泌シグナル／リーダー配列及びリンカー配列と共に、選択されたプラスミドにクロー
ン化することができる。
　その後、酵母ＡＢ１１０株などの酵母細胞を上述の発現プラスミドで形質転換し、選択
された発酵培地で培養することができる。１０％トリクロロ酢酸を用いた沈殿化、ならび
にＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分離及びクマシーブルー染料を用いたゲル染色により、形質転
換酵母の上清を分析することができる。
　続いて、培地を遠心分離して選択されたカートリッジフィルターを用いて濃縮すること
により発酵培地から酵母細胞を取り除いて、組換えＴＡＳＫを単離し、精製することがで
きる。選択されたカラムクロマトグラフィー樹脂を用いて、ＴＡＳＫを含む濃縮液をさら
に精製してもよい。
　本明細書で開示されるＴＡＳＫポリペプチドの所定のものが、この技法を用いて成功裏
に発現され、精製された。
【０２０１】
実施例１０：バキュロウイルス感染昆虫細胞中でのＴＡＳＫの発現
　以下の方法は、バキュロウイルス感染昆虫細胞におけるＴＡＳＫの組換え発現について
述べるものである。
　ＴＡＳＫをコードする配列を、バキュロウイルス発現ベクター内に含まれるエピトープ
タグの上流に融合させる。このようなエピトープタグはポリヒス（ｐｏｌｙ－ｈｉｓ）タ
グ及び免疫グロブリンタグ（ＩｇＧのＦｃ領域のような）を含む。ｐＶＬ１３９３（Ｎｏ
ｖａｇｅｎ）などの市販のプラスミドから得られるプラスミドなど、様々なプラスミドを
使用してもよい。簡単に言えば、ＴＡＳＫをコードする配列、あるいはタンパク質が細胞
外である場合、膜貫通タンパク質の細胞外ドメインをコードする配列または成熟タンパク
質をコードする配列などのＴＡＳＫをコードする配列の所望の部分を、５'及び３'領域に
相補的なプライマーを用いてＰＣＲにより増幅する。５'プライマーは、（選択された）
制限酵素部位の脇側を組み込んでもよい。その後、生成物を選択された制限酵素で消化し
、発現ベクターにサブクローン化する。
　リポフェクチン（ＧＩＢＣＯ－ＢＲＬから市販）を用いて、上記のプラスミドをＢａｃ
ｕｌｏＧｏｌｄ（商標）ウイルスＤＮＡ（Pharmingen）と共に、スポドプテラフルギペル
タ（Spodoptera frugiperda）（「Ｓｆ９」）細胞（ＡＴＣＣ ＣＲＬ１７１１）にトラン
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スフェクトすることにより、組換えバキュロウイルスを得る。２８℃で４～５日間インキ
ュベートした後、放出されたウイルスを集菌し、さらなる増幅に使用する。ウイルス感染
及びタンパク質発現は、O'Reilley等, Baculovirus expression vectors: A Laboratory 
Manual, Oxford Oxford University Press (1994)に記載されるように実施される。
【０２０２】
　その後、発現されたポリヒス（ｐｏｌｙ－ｈｉｓ）タグＴＡＳＫを、例えば以下のよう
にＮｉ２＋キレートアフィニティークロマトグラフィーにより精製することができる。Ru
pert等、Nature, 362:175~179 (1993)に記載されるように、組換えウイルス感染Ｓｆ９細
胞から抽出液を調製する。簡単に言えば、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理用緩衝液（２
５ｍｌのＨｅｐｅｓ（ｐＨ７．９）、１２．５ｍＭのＭｇＣｌ２、０．１ｍＭのＥＤＴＡ
、１０％のグリセロール、０．１％のＮＰ－４０、０．４ＭのＫＣｌ）に再懸濁し、氷上
で２０秒間、２回の超音波処理を行う。超音波処理物を遠心分離により取り除き、上清を
添加緩衝液（５０ｍＭのホスフェート、３００ｍＭのＮａＣｌ、１０％のグリセロール、
ｐＨ７．８）で５０倍に希釈し、０．４５μｍフィルターで濾過する。Ｎｉ２＋ＮＴＡア
ガロースカラム（Ｑｉａｇｅｎから市販）をカラム体積５ｍｌで調製し、２５ｍｌの水で
洗浄し、２５ｍｌの添加緩衝液で平衡化する。ろ過される細胞抽出液を、毎分０．５ｍｌ
でカラムにかける。カラムを、画分回収が開始されるポイントであるベースラインＡ２８

０に添加緩衝液で洗浄する。次に第２の洗浄緩衝液（５０ｍＭのホスフェート、３００ｍ
ＭのＮａＣｌ、１０％のグリセロール、ｐＨ６．０）で洗浄し、非特異的結合タンパク質
を溶出させる。Ａ２８０ベースラインに再到達後、第２の洗浄緩衝液における０～５００
ｍＭのイミダゾール勾配により、カラムを展開する。１ｍｌの画分を回収し、ＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥ及び銀染色法、又はアルカリホスファターゼ（Ｑｉａｇｅｎ）にＮｉ２＋ＮＴＡを
結合させるウエスタンブロットで分析する。溶出したＨｉｓ１０タグＴＡＳＫを含む画分
をプールし、添加緩衝液に対して透析する。
　別法として、既知のクロマトグラフィー法、例えばプロテインＡまたはプロテインＧカ
ラムクロマトグラフィーなどを用いて、ＩｇＧタグ（又はＦｃタグ）ＴＡＳＫの精製を行
うことができる。
　本明細書で開示されるＴＡＳＫポリペプチドの所定のものがこの技法を用いて首尾よく
発現され、精製された。
【０２０３】
実施例１１：ＴＡＳＫに結合する抗体の調製
　本実施例は、ＴＡＳＫに特異的に結合することが可能なモノクローナル抗体の調製につ
いて説明する。
　モノクローナル抗体を生成する技法は、当技術分野で知られており、例えばＧｏｄｉｎ
ｇ（上掲）に記載されている。使用してもよい免疫原には、精製されたＴＡＳＫ、ＴＡＳ
Ｋを含む融合タンパク質、及び細胞表面で組換えＴＡＳＫを発現する細胞などがある。免
疫原は、過度の実験なしに当業者により選択されうる。
　ＴＡＳＫ免疫原をフロイント完全アジュバントで乳化し、１～１００マイクログラムか
ら所定の量を皮下または腹腔内に注入して、Ｂａｌｂ／ｃなどのマウスを免疫化する。別
法として、免疫原をＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（Ribi Immunochemical Research, Hami
lton, MT）で乳化し、動物の後足パッドに注射する。その後、１０～１２日後に、選択さ
れたアジュバントで乳化した追加免疫原で免疫化マウスを強化する。その後、数週間、マ
ウスを追加免疫処理注射で強めてもよい。抗ＴＡＳＫ抗体を検出するため、ＥＬＩＳＡ分
析試験用に、定期的に眼窩の後部出血でマウスから血清試料を得てもよい。
　適切な抗体価を検出した後、抗体「陽性」動物にＴＡＳＫを最終静脈注射することがで
きる。３～４日後に、マウスを処分し、脾臓細胞を得る。その後、脾臓細胞を、ＡＴＣＣ
番号ＣＲＬ１５９７から得られるＰ３Ｘ６３ＡｇＵ．１などの選択されたマウス骨髄腫細
胞系に（３５％ポリエチレングリコールを用いて）融合する。この融合により、非融合細
胞、骨髄腫ハイブリッド及び脾臓細胞ハイブリッドの増殖を阻害する、ＨＡＴ（ヒポキサ
ンチン、アミノプテリン及びチミジン）培地を含む９６ウエル組織培養プレートに蒔くこ
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とが可能なハイブリドーマ細胞が作り出される。
　ＴＡＳＫに対する反応性からＥＬＩＳＡにてハイブリドーマ細胞を選び出す。ＴＡＳＫ
に対する所望のモノクローナル抗体を分泌する「陽性」ハイブリドーマ細胞の決定は、当
業者の技量範囲内にある。
　陽性ハイブリドーマ細胞を同系のＢａｌｂ／ｃマウスに腹腔内注射し、抗ＴＡＳＫモノ
クローナル抗体を含む腹水を作り出すことができる。別法として、組織培養フラスコまた
はローラーボトルでハイブリドーマ細胞を培養することができる。腹水で産生されたモノ
クローナル抗体の精製は、硫酸アンモニウム沈殿後のゲル排除クロマトグラフィーにより
実行することができる。別法として、プロテインＡまたはプロテインＧに対する抗体の結
合に基づくアフィニティークロマトグラフィーを用いることができる。
　ここに開示されたＴＡＳＫポリペプチドの所定のものに対する抗体がこの技法を使用し
て成功裏に産生された。
【０２０４】
実施例１２：特異的抗体を用いたＴＡＳＫポリペプチドの精製
　天然又は組換えＴＡＳＫポリペプチドを、タンパク質精製の当該分野における様々な標
準技法で精製してもよい。例えば、対象のＴＡＳＫに特異的な抗体を用いて、プロＴＡＳ
Ｋポリペプチド、成熟ＴＡＳＫポリペプチド、あるいはプレＴＡＳＫポリペプチドを、免
疫親和性クロマトグラフィーで精製する。一般には、抗ＴＡＳＫポリペプチド抗体を活性
化クロマトグラフィー樹脂に共有結合することにより、免疫親和性カラムを構築する。
　ポリクローナル免疫グロブリンを、硫酸アンモニウムを用いた沈殿化、又は固定化プロ
テインＡ（Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.）における精製により免疫
血清から調製する。同様に、硫酸アンモニウムによる沈殿化、または固定化プロテインＡ
におけるクロマトグラフィーにより、マウス腹水からモノクローナル抗体を調製する。部
分的に精製された免疫グロブリンを、ＣｎＢｒ活性化ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ（商標）（Phar
macia LKB Biotechnology）などのクロマトグラフィー樹脂に共有結合させる。製造者の
指示書に従って、抗体を樹脂に結合させ、樹脂をブロックし、派生樹脂を洗浄する。
　この免疫親和性カラムは、可溶性のＴＡＳＫポリペプチドを含む細胞から分画調製する
ことにより、ＴＡＳＫポリペプチドの精製に使用される。この調製は、界面活性剤の添加
による分画遠心法から得られる全細胞または細胞内画分の可溶化、あるいは当技術分野で
よく知られるその他の方法に基づく。別法として、細胞が生育する培地に、シグナル配列
を含む可溶性のＴＡＳＫポリペプチドを有用な量で分泌させてもよい。
　可溶性ＴＡＳＫポリペプチドを含む調製液は、免疫親和性カラムに通され、ＴＡＳＫポ
リペプチドの選択吸着を起こす条件（例えば界面活性剤の存在する高イオン強度の緩衝液
）下でカラムを洗浄する。その後、抗体／ＴＡＳＫポリペプチド結合を阻害する条件（例
えばｐＨ約２～３などの低ｐＨ緩衝液、あるいは尿素またはチオシアン酸イオンなど高濃
度のカオトロープ）下でカラムを溶出し、ＴＡＳＫポリペプチドを回収する。
【０２０５】
実施例１３：薬剤スクリーニング
　本発明は、ＴＡＳＫポリペプチド又はその結合断片を任意の種々の薬物スクリーニング
技術において使用することによる化合物のスクリーニングに特に有用である。そのような
試験に用いられるＴＡＳＫポリペプチド又は断片は、溶液中の遊離状態でも、固体支持体
に固定されても、細胞表面に担持されていても、細胞内に位置していてもよい。薬剤スク
リーニングの一方法は、ＴＡＳＫポリペプチド又は断片を発現する組換え核酸で安定に形
質移入される真核生物又は原核生物宿主細胞を利用する。薬剤は、そのような形質移入細
胞に対して、競合的結合アッセイにおいてスクリーニングされる。そのような細胞は、生
存可能又は固定化形態の何れかにおいて、標準的な結合アッセイに使用できる。例えば、
ＴＡＳＫポリペプチド又は断片と試験される試薬の間での複合体の形成を測定とができる
。あるいは、試験する試薬によって生ずるＴＡＳＫポリペプチドとその標的細胞又は標的
レセプターとの間の複合体形成における減少を試験することもできる。
　しかして、本発明は、ＴＡＳＫポリペプチド関連疾病又は疾患に影響を与えうる薬剤又
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は任意の他の試薬のスクリーニング方法を提供する。これらの方法は、その試薬をＴＡＳ
Ｋポリペプチド又は断片に接触させ、(ｉ)試薬とＴＡＳＫポリペプチド又は断片との間の
複合体の存在について、又は(ｉｉ)ＴＡＳＫポリペプチド又は断片と細胞との間の複合体
の存在について、当該技術でよく知られた方法でアッセイすることを含む。これらの競合
結合アッセイでは、ＴＡＳＫポリペプチド又は断片が典型的には標識される。適切なイン
キュベーションの後、有離のＴＡＳＫポリペプチド又は断片を結合形態のものから分離し
、有離又は未複合の標識の量が、特定の試薬がＴＡＳＫポリペプチドに結合するか又はＴ
ＡＳＫポリペプチド／細胞複合体を阻害する能力の尺度となる。
　薬剤スクリーニングのための他の技術は、ポリペプチドに対して適当な結合親和性を持
つ化合物についての高スループットスクリーニングを提供し、１９８４年９月１３日に公
開されたＷＯ８４／０３５６４に詳細に記載されている。簡単に述べれば、多数の異なる
小型ペプチド試験化合物が、プラスチックピン等の固体支持体又は幾つかの他の表面上で
合成される。ＴＡＳＫポリペプチドに適用すると、ペプチド試験化合物はＴＡＳＫポリペ
プチドと反応して洗浄される。結合したＴＡＳＫポリペプチドはこの分野で良く知られた
方法により検出される。精製したＴＡＳＫポリペプチドは、上記の薬剤スクリーニング技
術に使用するためにプレート上に直接被覆することもできる。更に、非中和抗体は、ペプ
チドを捕捉し、それを固体支持体上に固定化するのに使用できる。
　また、本発明は、ＴＡＳＫポリペプチドに結合可能な中和抗体がＴＡＳＫポリペプチド
又はその断片について試験化合物と特異的に競合する競合薬剤スクリーニングアッセイに
使用されることも考慮する。この方法において、抗体は、ＴＡＳＫポリペプチドで一又は
複数の抗原決定基を持つ任意のペプチドの存在を検出するのに使用できる。
【０２０６】
実施例１４：腫瘍スクリーニング
　ＴＡＳＫポリペプチドに対するアンタゴニストをヌードマウスモデルによってインビボ
にて決定することができる。細胞株中に高レベルのＴＡＳＫポリペプチドを生じさせるた
めに十分量のＴＡＳＫポリペプチド発現プラスミドを哺乳動物細胞に形質移入することが
できる。既知数の過剰発現細胞をヌードマウスの脇腹に皮下注射することができる。十分
な時間をかけて腫瘍が成長し、可視でき、測定できる（典型的には２－３ｍｍ直径）よう
になったところで、そのマウスを潜在的なＴＡＳＫアンタゴニストで処置できる。有益な
効果が生じたかどうかを決定すべく、腫瘍をバーニアノギスでミリメートル単位で測定し
、腫瘍負荷を計算する：腫瘍重量＝（長さｘ幅２）／２（Geran等, (1972) Cancer Chemo
therapy Rep., 3 1-104）。ヌードマウス腫瘍モデルは、腫瘍成長速度及び用量依存的な
形での可能な抗腫瘍剤による腫瘍成長速度の減少を評価するための再現性のあるアッセイ
である。例として、プロテインキナーゼＣβ阻害剤である化合物３１７６１５-ＨＣＬは
このモデルを使用して抗腫瘍効果を有していることが見出された（Teicher等, (2002) Ca
n Chemo Pharm 49: 69-77）。
【０２０７】
　上記の文書による明細書は、当業者による本発明の実施を十分可能にするものであると
考えられる。本発明は、寄託された実施品が本発明のある態様の一つの例証として意図さ
れているため、寄託された作成物により範囲が制限されるのではなく、機能的に均等であ
るあらゆる作成物は本発明の範囲内にある。本明細書中の材料の寄託は、本明細書内に記
載された説明が、その最良の態様を含む本発明の任意の態様の実施を可能にするのに不十
分なことを認めるものではないし、それが表す特定の例証に対して特許請求の範囲を制限
するものであると解釈するべきではない。実際に、本明細書で示され記載されたものに加
えて、本発明の様々な変更が、上記の説明により当業者には明白であり、添付の特許請求
の範囲に含まれる。
【図面の簡単な説明】
【０２０８】
【図１】配列番号１がここで「ＤＮＡ２５５２８９」と命名されたクローンである、ＴＡ
ＳＫ１１０ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号１）を示す。
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【図２】図１に示す配列番号１のコード配列から誘導されたアミノ酸配列（配列番号２）
を示す。
【図３】配列番号３がここで「ＤＮＡ２９７２８８」と命名されたクローンである、ＴＡ
ＳＫ１１９ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号３）を示す。
【図４】図３に示す配列番号３のコード配列から誘導されたアミノ酸配列（配列番号４）
を示す。
【図５】配列番号５がここで「ＤＮＡ１５１４７５」と命名されたクローンである、ＴＡ
ＳＫ１２０ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号５）を示す。
【図６】図５に示す配列番号５のコード配列から誘導されたアミノ酸配列（配列番号６）
を示す。
【図７】ＴＡＳＫ１１０についてなされたＴａｑｍａｎＴＭ(タックマン)実験の分析を示
す。
【図８】ＴＡＳＫ１１９についてなされたＴａｑｍａｎＴＭ実験の分析を示す。
【図９Ａ】肺腫瘍試料について実施されたＴＡＳＫ１１０インサイツハイブリダイゼーシ
ョンの結果を示す。
【図９Ｂ】肺腫瘍試料について実施されたＴＡＳＫ１１０インサイツハイブリダイゼーシ
ョンの結果を示す。
【図１０Ａ】腎臓腫瘍試料について実施されたＴＡＳＫ１２０インサイツハイブリダイゼ
ーションの結果を示す。
【図１０Ｂ】腎臓腫瘍試料について実施されたＴＡＳＫ１２０インサイツハイブリダイゼ
ーションの結果を示す。
【図１１Ａ】ｓｉＲＮＡ実験でのＴＡＳＫ１１０発現の調節を示す。
【図１１Ｂ】ｓｉＲＮＡ実験でのＴＡＳＫ１１０発現の調節を示す。
【図１１Ｃ】ｓｉＲＮＡ実験でのＴＡＳＫ１１０発現の調節を示す。
【図１１Ｄ】ｓｉＲＮＡ実験でのＴＡＳＫ１１０発現の調節を示す。
【図１１Ｅ】ｓｉＲＮＡ実験でのＴＡＳＫ１１０発現の調節を示す。
【図１１Ｆ】ｓｉＲＮＡ実験でのＴＡＳＫ１１０発現の調節を示す。
【図１１Ｇ】ｓｉＲＮＡ実験でのＴＡＳＫ１１０発現の調節を示す。
【図１１Ｈ】ｓｉＲＮＡ実験でのＴＡＳＫ１１０発現の調節を示す。
【図１１Ｉ】ｓｉＲＮＡ実験でのＴＡＳＫ１１０発現の調節を示す。
【図１２】ｓｉＲＮＡ実験でのＴＡＳＫ１１９発現の調節を示す。
【図１３】ｓｉＲＮＡ実験でのＴＡＳＫ１２０発現の調節を示す。
【図１４】ＴａｑｍａｎＴＭによって分析したＴＡＳＫ１１０のゲノム増幅を示す。
【図１５】細胞培養における低血糖状態に対するＴＡＳＫ１２０の応答を示す。
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摘要(译)

要解决的问题：提供进一步的诊断和治疗剂，其能够检测哺乳动物中肿瘤的存在并有效抑制肿瘤细胞的生长。 与一种或多种类型的
正常非癌细胞相比，在一种或多种类型的癌细胞中更高度表达的各种细胞多肽（及其编码核酸或其片段）。 。 该多肽被称为肿瘤
相关激酶多肽（“ TASK”多肽），有望成为治疗和诊断哺乳动物癌症的有效靶标。 同样，分离的核酸分子具有编码肿瘤相关抗原靶
向多肽或其片段（“ TASK”多肽）的核苷酸序列。 [选择图]无
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