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(54)【発明の名称】 ヒト悪性黒色腫抗原

(57)【要約】
【課題】  癌の診断・治療に応用することができる悪性
黒色腫抗原や、それをコードする遺伝子等を提供するこ
と。
【解決手段】  悪性黒色腫細胞株から得られたｍＲＮＡ
を用いてｃＤＮＡを作製し、このｃＤＮＡをＨＬＡ－Ａ
１ｃＤＮＡと共にＣＯＳ７細胞に導入し、このＣＯＳ７
細胞とＨＬＡ－Ａ１拘束性Ｔ細胞とを共培養することに
より接触させ、かかるＴ細胞から放出されるインターフ
ェロンγ量をＥＬＩＳＡ法により測定することにより、
新規なヒト悪性黒色腫抗原ＭＡＲＴ－２を単離し、その
Ｔ細胞エピトープ（ＦＬＥＧＮＥＶＧＫＴＹ）を同定し
た。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  以下の(ａ)又は(ｂ)のタンパク質をコー
ドするＤＮＡ。
(ａ)配列番号２に示されるアミノ酸配列からなるタンパ
ク質
(ｂ)配列番号２に示されるアミノ酸配列において、１若
しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加された
アミノ酸配列からなり、かつ免疫誘導活性を有するタン
パク質
【請求項２】  配列番号１に示される塩基配列又はその
相補的配列並びにこれらの配列の一部または全部を含む
ＤＮＡ。
【請求項３】  請求項２記載のＤＮＡとストリンジェン
トな条件下でハイブリダイズし、かつ免疫誘導活性を有
するタンパク質をコードするＤＮＡ。
【請求項４】  配列番号２に示されるアミノ酸配列から
なるタンパク質。
【請求項５】  配列番号２に示されるアミノ酸配列にお
いて、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは
付加されたアミノ酸配列からなり、かつ免疫誘導活性を
有するタンパク質。
【請求項６】  請求項４又は５記載のタンパク質の一部
からなり、かつ免疫誘導活性を有するペプチド。
【請求項７】  ペプチドが、配列番号４に示されるアミ
ノ酸配列からなるペプチドであることを特徴とする請求
項６記載のペプチド。
【請求項８】  請求項４若しくは５記載のタンパク質又
は請求項６若しくは７記載のペプチドと、マーカータン
パク質及び／又はペプチドタグとを結合させた融合タン
パク質又は融合ペプチド。
【請求項９】  請求項４～８のいずれか記載のタンパク
質又はペプチドに特異的に結合する抗体。
【請求項１０】  抗体がモノクローナル抗体であること
を特徴とする請求項９記載の抗体。
【請求項１１】  請求項９又は１０記載の抗体が特異的
に結合する組換えタンパク質又はペプチド。
【請求項１２】  請求項４～８のいずれか、若しくは請
求項１１記載のタンパク質又はペプチドを発現すること
ができる発現系を含んでなる宿主細胞。
【請求項１３】  請求項４～８のいずれか、若しくは請
求項１１記載のタンパク質又はペプチドをコードする遺
伝子機能が染色体上で欠損したことを特徴とする非ヒト
動物。
【請求項１４】  請求項４～８のいずれか、若しくは請
求項１１記載のタンパク質又はペプチドを過剰発現する
ことを特徴とする非ヒト動物。
【請求項１５】  非ヒト動物が、マウス又はラットであ
ることを特徴とする請求項１４又は１５記載の非ヒト動
物。
【請求項１６】  被検物質と、請求項４～８のいずれ
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か、若しくは請求項１１記載のタンパク質又はペプチド
と、Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性を
測定・評価することを特徴とする免疫誘導活性促進又は
抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項１７】  被検物質と、請求項１２記載の宿主細
胞と、Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性
を測定・評価することを特徴とする免疫誘導活性促進又
は抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項１８】  ＨＬＡを発現するベクターと被検ポリ
ペプチドを発現するベクターを共にトランスフェクトし
た宿主細胞と、Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫
誘導活性を測定・評価することを特徴とする免疫誘導活
性促進又は抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項１９】  被検ポリペプチドを発現するベクター
をトランスフェクトしたＨＬＡ発現能を有する宿主細胞
と、Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性を
測定・評価することを特徴とする免疫誘導活性促進又は
抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項２０】  ＨＬＡがＨＬＡ－Ａ１であることを特
徴とする請求項１８又は１９記載の免疫誘導活性促進又
は抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項２１】  請求項１３～１５のいずれか記載の非
ヒト動物に被検物質を投与し、該非ヒト動物のＴ細胞に
おける免疫誘導活性を測定・評価することを特徴とする
免疫誘導活性促進又は抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項２２】  免疫誘導活性の測定・評価が、Ｔ細胞
におけるインターフェロンγ活性の測定・評価であるこ
とを特徴とする請求項１６～２１のいずれか記載の免疫
誘導活性促進又は抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項２３】  Ｔ細胞がＨＬＡ－Ａ１拘束性Ｔ細胞で
あることを特徴とする請求項１６～２２のいずれか記載
の免疫誘導活性促進又は抑制物質のスクリーニング方
法。
【請求項２４】  請求項１６～２３のいずれか記載のス
クリーニング方法により得られる免疫誘導活性促進物
質。
【請求項２５】  請求項１６～２３のいずれか記載のス
クリーニング方法により得られる免疫誘導活性抑制物
質。
【請求項２６】  請求項４～８のいずれか、若しくは請
求項１１記載のタンパク質又はペプチド、又は請求項２
４記載の免疫誘導活性促進物質を有効成分として含有す
る抗腫瘍剤。
【請求項２７】  請求項４～８のいずれか、若しくは請
求項１１記載のタンパク質又はペプチド、又は請求項２
５記載の免疫誘導活性促進物質とのインビトロ刺激によ
り誘導された活性化Ｔ細胞。
【請求項２８】  ＨＬＡ分子と請求項６又は７記載のペ
プチドを用いることを特徴とする活性化Ｔ細胞又はその
前駆細胞の検出方法。
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【請求項２９】  ＨＬＡ分子と請求項６又は７記載のペ
プチドの複合体を用いることを特徴とする活性化Ｔ細胞
又はその前駆細胞の検出方法。
【請求項３０】  ＨＬＡ分子と請求項６又は７記載のペ
プチドの複合体を細胞表面又は担体表面に形成させるこ
とを特徴とする活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞の検出方
法。
【請求項３１】  担体が蛍光微粒子であることを特徴と
する請求項３０記載の活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞の
検出方法。
【請求項３２】  ＨＬＡ分子がＨＬＡクラスＩであるこ
とを特徴とする請求項２８～３１のいずれか記載の活性
化Ｔ細胞又はその前駆細胞の検出方法。
【請求項３３】  ＨＬＡクラスＩがＨＬＡ－Ａ１である
ことを特徴とする請求項３２記載の活性化Ｔ細胞又はそ
の前駆細胞の検出方法。
【請求項３４】  ＨＬＡ分子と請求項６又は７記載のペ
プチドを含有することを特徴とする活性化Ｔ細胞又はそ
の前駆細胞の検出試薬。
【請求項３５】  ＨＬＡ分子と請求項６又は７記載のペ
プチドの複合体を含むことを特徴とする活性化Ｔ細胞又
はその前駆細胞の検出試薬。
【請求項３６】  さらに担体を含むことを特徴とする請
求項３４又は３５記載の活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞
の検出試薬。
【請求項３７】  担体が蛍光微粒子であることを特徴と
する請求項３６記載の活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞の
検出試薬。
【請求項３８】  ＨＬＡ分子がＨＬＡクラスＩであるこ
とを特徴とする請求項３４～３７のいずれか記載の活性
化Ｔ細胞又はその前駆細胞の検出試薬。
【請求項３９】  ＨＬＡクラスＩがＨＬＡ－Ａ１である
ことを特徴とする請求項３８記載の活性化Ｔ細胞又はそ
の前駆細胞の検出試薬。
【請求項４０】  請求項４～８のいずれか、若しくは請
求項１１記載のタンパク質又はペプチドをコードするＤ
ＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全部又は一部からな
る癌の診断用プローブ。
【請求項４１】  請求項４０記載の癌の診断用プローブ
及び／又は請求項１０若しくは１１記載の抗体を含有す
ることを特徴とする癌の診断薬。
【請求項４２】  癌の診断薬が、悪性黒色腫、食道癌、
膀胱癌、肺癌、脳腫瘍、膵癌、前立腺癌、乳癌、腎臓
癌、肝癌、白血病、バーキットリンパ腫から選ばれた１
又は２以上の癌の診断薬であることを特徴とする請求項
４１記載の癌の診断薬。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、悪性黒色腫を含む
各種癌の診断や免疫療法などに有用な新規なヒト悪性黒
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色腫抗原、より詳しくは、腫瘍浸潤リンパ球から樹立し
たＴ細胞、例えばＨＬＡ－Ａ１拘束性かつ悪性黒色腫反
応性Ｔ細胞が認識する共通抗原及び該抗原をコードする
ＤＮＡ並びにそれらの利用に関する。
【０００２】
【従来の技術】悪性黒色腫は、インターロイキン２など
を用いた免疫療法が比較的有効な癌である（JAMA 271, 
907, 1994）が、生体内における抗腫瘍効果には、腫瘍
細胞に反応する細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）が重要であ
ることが示されている（Microbiol.Immunol. 42, 803 1
998）。免疫療法後、腫瘍反応性Ｔ細胞が活性化され、
Ｔ細胞上のＴ細胞受容体（T cell receptor：ＴＣＲ）
が、ＨＬＡ（ヒト白血球抗原）分子によって腫瘍細胞表
面に提示される腫瘍細胞タンパク質が分解されてできた
ペプチド（腫瘍抗原）を認識し、腫瘍細胞を傷害する。
更に各種サイトカインを分泌し、マクロファージ等の他
の免疫細胞をも誘導活性化し、生体内で腫瘍拒絶を起こ
すと考えられる。腫瘍反応性Ｔ細胞には自己腫瘍細胞の
みならず、ＨＬＡを共有する他の患者からの腫瘍細胞に
も反応するような共通腫瘍抗原を認識する場合と、自己
腫瘍細胞しか反応しない固有抗原を認識する場合があ
る。
【０００３】ヒト腫瘍細胞に対する免疫応答機構を解明
して、新しい免疫療法を開発するためには、これらの腫
瘍反応性Ｔ細胞が認識する腫瘍抗原を同定することが重
要である。腫瘍反応性Ｔ細胞が樹立されている場合に
は、その反応性を利用した機能的ｃＤＮＡ発現クローニ
ング法を用い、悪性黒色腫抗原の単離が可能である。例
えば、転移メラノーマ患者からの腫瘍反応性細胞傷害性
Ｔ細胞と、ＨＬＡ－Ａ２を発現する腫瘍細胞株とを用い
て、メラノーマ又は転移メラノーマに罹っている哺乳類
を予防、診断及び治療に用いることができるヒト悪性黒
色腫抗原ＭＡＲＴ－１を単離することが特表平１０－５
０５４８１号公報に開示されている。現在までに代表的
なものとして、上記ＭＡＲＴ－１やｇｐ１００のような
色素細胞（メラノサイト）組織特異的タンパク質、各種
腫瘍と正常では精巣に発現が認められるＭＡＧＥ、ＢＡ
ＧＥ、ＧＡＧＥ及びＮＹ－ＥＳＯ－Ｉ等のCancer-Testi
s抗原（ＣＴ抗原）、腫瘍細胞の遺伝子異常により産生
されるβカテニン、ＣＤＫ４（cyclin dependent kinas
e 4）、ｐ１５、ＧｎＴ－Ｖ等の変異ペプチド抗原が単
離されている（Immunol Res 16, 313, 1997）。米国の
国立癌研究所では、メラノサイト特異的抗原ＭＡＲＴ－
１とｇｐ１００を用いた各種免疫・遺伝子治療の第一相
臨床試験が行われ、一部の患者では腫瘍退縮が認められ
ている。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】現在、死亡原因の第一
位となっている癌においては、その発生機序、診断法、
治療法が進歩したにもかかわらず、未だに多くの進行癌



(4) 特開２００２－２２３７６５

10

20

30

40

50

5
を治療できないのが現状である。これを改善するために
は、新しい早期診断法と治療法の開発が必要とされてい
る。特に、免疫療法を開発する上での問題点として、
（１）抗原を提示するＨＬＡには多様性がある、（２）
組織特異的抗原やＣＴ抗原は、共通抗原として、多くの
患者の治療に使いやすいが、腫瘍細胞にとって必須な分
子ではないために、抗原消失が起こりやすい、（３）腫
瘍特異的変異ペプチド抗原は、腫瘍特異的で腫瘍拒絶能
が強い可能性があるが、個々の患者毎にカスタムメイド
治療が必要となり、現在では多くの患者を治療すること
は難しい、などが挙げられ、今後、より腫瘍拒絶作用の
強い抗原の単離と、抗原の特性の解析が必要であるとさ
れている。本発明の課題は、癌の診断・治療に応用する
ことができる悪性黒色腫抗原や、それをコードする遺伝
子等を提供することにある。
【０００５】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記課題
を解決するために鋭意研究し、悪性黒色腫細胞株から得
られたｍＲＮＡを用いてｃＤＮＡを作製し、このｃＤＮ
ＡをＨＬＡ－Ａ１ｃＤＮＡと共にＣＯＳ７細胞に導入
し、このＣＯＳ７細胞とＨＬＡ－Ａ１拘束性Ｔ細胞（Ｔ
ＩＬ１３６２）とを共培養することにより接触させ、Ｔ
ＩＬ１３６２から放出されるインターフェロンγ（ＩＦ
Ｎ－γ）量をＥＬＩＳＡ法により測定することにより、
新規なヒト悪性黒色腫抗原を見い出し、そのＴ細胞エピ
トープを同定し、本発明を完成するに至った。
【０００６】すなわち本発明は、以下の(ａ)又は(ｂ)の
タンパク質をコードするＤＮＡ(ａ)配列番号２に示され
るアミノ酸配列からなるタンパク質(ｂ)配列番号２に示
されるアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ
酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からな
り、かつ免疫誘導活性を有するタンパク質（請求項１）
や、配列番号１に示される塩基配列又はその相補的配列
並びにこれらの配列の一部または全部を含むＤＮＡ（請
求項２）や、請求項２記載のＤＮＡとストリンジェント
な条件下でハイブリダイズし、かつ免疫誘導活性を有す
るタンパク質をコードするＤＮＡ（請求項３）や、配列
番号２に示されるアミノ酸配列からなるタンパク質（請
求項４）や、配列番号２に示されるアミノ酸配列におい
て、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付
加されたアミノ酸配列からなり、かつ免疫誘導活性を有
するタンパク質（請求項５）や、請求項４又は５記載の
タンパク質の一部からなり、かつ免疫誘導活性を有する
ペプチド（請求項６）や、ペプチドが、配列番号４に示
されるアミノ酸配列からなるペプチドであることを特徴
とする請求項６記載のペプチド（請求項７）に関する。
【０００７】また本発明は、請求項４若しくは５記載の
タンパク質又は請求項６若しくは７記載のペプチドと、
マーカータンパク質及び／又はペプチドタグとを結合さ
せた融合タンパク質又は融合ペプチド（請求項８）や、
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請求項４～８のいずれか記載のタンパク質又はペプチド
に特異的に結合する抗体（請求項９）や、抗体がモノク
ローナル抗体であることを特徴とする請求項９記載の抗
体（請求項１０）や、請求項９又は１０記載の抗体が特
異的に結合する組換えタンパク質又はペプチド（請求項
１１）や、請求項４～８のいずれか、若しくは請求項１
１記載のタンパク質又はペプチドを発現することができ
る発現系を含んでなる宿主細胞（請求項１２）や、請求
項４～８のいずれか、若しくは請求項１１記載のタンパ
ク質又はペプチドをコードする遺伝子機能が染色体上で
欠損したことを特徴とする非ヒト動物（請求項１３）
や、請求項４～８のいずれか、若しくは請求項１１記載
のタンパク質又はペプチドを過剰発現することを特徴と
する非ヒト動物（請求項１４）や、非ヒト動物が、マウ
ス又はラットであることを特徴とする請求項１４又は１
５記載の非ヒト動物（請求項１５）に関する。
【０００８】また本発明は、被検物質と、請求項４～８
のいずれか、若しくは請求項１１記載のタンパク質又は
ペプチドと、Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘
導活性を測定・評価することを特徴とする免疫誘導活性
促進又は抑制物質のスクリーニング方法（請求項１６）
や、被検物質と、請求項１２記載の宿主細胞と、Ｔ細胞
とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性を測定・評価
することを特徴とする免疫誘導活性促進又は抑制物質の
スクリーニング方法（請求項１７）や、ＨＬＡを発現す
るベクターと被検ポリペプチドを発現するベクターを共
にトランスフェクトした宿主細胞と、Ｔ細胞とを用い、
該Ｔ細胞における免疫誘導活性を測定・評価することを
特徴とする免疫誘導活性促進又は抑制物質のスクリーニ
ング方法（請求項１８）や、被検ポリペプチドを発現す
るベクターをトランスフェクトしたＨＬＡ発現能を有す
る宿主細胞と、Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫
誘導活性を測定・評価することを特徴とする免疫誘導活
性促進又は抑制物質のスクリーニング方法（請求項１
９）や、ＨＬＡがＨＬＡ－Ａ１であることを特徴とする
請求項１８又は１９記載の免疫誘導活性促進又は抑制物
質のスクリーニング方法（請求項２０）や、請求項１３
～１５のいずれか記載の非ヒト動物に被検物質を投与
し、該非ヒト動物のＴ細胞における免疫誘導活性を測定
・評価することを特徴とする免疫誘導活性促進又は抑制
物質のスクリーニング方法（請求項２１）や、免疫誘導
活性の測定・評価が、Ｔ細胞におけるインターフェロン
γ活性の測定・評価であることを特徴とする請求項１６
～２１のいずれか記載の免疫誘導活性促進又は抑制物質
のスクリーニング方法（請求項２２）や、Ｔ細胞がＨＬ
Ａ－Ａ１拘束性Ｔ細胞であることを特徴とする請求項１
６～２２のいずれか記載の免疫誘導活性促進又は抑制物
質のスクリーニング方法（請求項２３）や、請求項１６
～２３のいずれか記載のスクリーニング方法により得ら
れる免疫誘導活性促進物質（請求項２４）や、請求項１
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7
６～２３のいずれか記載のスクリーニング方法により得
られる免疫誘導活性抑制物質（請求項２５）や、請求項
４～８のいずれか、若しくは請求項１１記載のタンパク
質又はペプチド、又は請求項２４記載の免疫誘導活性促
進物質を有効成分として含有する抗腫瘍剤（請求項２
６）や、請求項４～８のいずれか、若しくは請求項１１
記載のタンパク質又はペプチド、又は請求項２５記載の
免疫誘導活性促進物質とのインビトロ刺激により誘導さ
れた活性化Ｔ細胞（請求項２７）に関する。
【０００９】また本発明は、ＨＬＡ分子と請求項６又は
７記載のペプチドを用いることを特徴とする活性化Ｔ細
胞又はその前駆細胞の検出方法（請求項２８）や、ＨＬ
Ａ分子と請求項６又は７記載のペプチドの複合体を用い
ることを特徴とする活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞の検
出方法（請求項２９）や、ＨＬＡ分子と請求項６又は７
記載のペプチドの複合体を細胞表面又は担体表面に形成
させることを特徴とする活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞
の検出方法（請求項３０）や、担体が蛍光微粒子である
ことを特徴とする請求項３０記載の活性化Ｔ細胞又はそ
の前駆細胞の検出方法（請求項３１）や、ＨＬＡ分子が
ＨＬＡクラスＩであることを特徴とする請求項２８～３
１のいずれか記載の活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞の検
出方法（請求項３２）や、ＨＬＡクラスＩがＨＬＡ－Ａ
１であることを特徴とする請求項３２記載の活性化Ｔ細
胞又はその前駆細胞の検出方法（請求項３３）や、ＨＬ
Ａ分子と請求項６又は７記載のペプチドを含有すること
を特徴とする活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞の検出試薬
（請求項３４）や、ＨＬＡ分子と請求項６又は７記載の
ペプチドの複合体を含むことを特徴とする活性化Ｔ細胞
又はその前駆細胞の検出試薬（請求項３５）や、さらに
担体を含むことを特徴とする請求項３４又は３５記載の
活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞の検出試薬（請求項３
６）や、担体が蛍光微粒子であることを特徴とする請求
項３６記載の活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞の検出試薬
（請求項３７）や、ＨＬＡ分子がＨＬＡクラスＩである
ことを特徴とする請求項３４～３７のいずれか記載の活
性化Ｔ細胞又はその前駆細胞の検出試薬（請求項３８）
や、ＨＬＡクラスＩがＨＬＡ－Ａ１であることを特徴と
する請求項３８記載の活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞の
検出試薬（請求項３９）に関する。
【００１０】さらに本発明は、請求項４～８のいずれ
か、若しくは請求項１１記載のタンパク質又はペプチド
をコードするＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全部
又は一部からなる癌の診断用プローブ（請求項４０）
や、請求項４０記載の癌の診断用プローブ及び／又は請
求項１０若しくは１１記載の抗体を含有することを特徴
とする癌の診断薬（請求項４１）や、癌の診断薬が、悪
性黒色腫、食道癌、膀胱癌、肺癌、脳腫瘍、膵癌、前立
腺癌、乳癌、腎臓癌、肝癌、白血病、バーキットリンパ
腫から選ばれた１又は２以上の癌の診断薬であることを
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特徴とする請求項４１記載の癌の診断薬（請求項４２）
に関する。
【００１１】
【発明の実施の形態】本発明の対象となるタンパク質と
しては、配列表の配列番号２に示される悪性黒色腫由来
の悪性黒色腫抗原ＭＡＲＴ－２や、配列番号２に示され
るアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が
欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、
かつ免疫誘導活性を有するタンパク質を例示することが
でき、ここで免疫誘導活性とは、抗体産生、細胞性免
疫、免疫寛容等の免疫反応を誘導する活性をいい、かか
る免疫誘導活性の中でも、末梢血の細胞障害性Ｔ細胞
（ＣＴＬ）前駆細胞の頻度を上昇させるＴ細胞誘導活性
を有するものが特に好ましい。
【００１２】また、本発明の対象となるペプチドとして
は、上記タンパク質の一部からなり、かつ免疫誘導活性
を有するペプチドであれば特に制限されるものではない
が、抗体の認識部位や、ＣＤ４+Ｔ細胞及び／又はＣＤ
８+Ｔ細胞の認識部位を構成するペプチドが好ましく、
配列番号４に示されるアミノ酸配列からなる悪性黒色腫
由来の悪性黒色腫抗原エピトープ（ＦＬＥＧＮＥＶＧＫ
ＴＹ）を具体的に挙げることができる。上記本発明の対
象となるタンパク質及びペプチド、並びにこれらタンパ
ク質及びペプチドに特異的に結合する抗体が特異的に結
合する組換えタンパク質及びペプチドを総称して、以下
「本件悪性黒色腫抗原」ということがある。なお、本件
悪性黒色腫抗原の由来はヒトに限定されるものではな
い。
【００１３】本発明の対象となるＤＮＡとしては、配列
番号２に示されるアミノ酸配列からなるタンパク質ＭＡ
ＲＴ－２をコードするＤＮＡ、配列番号２に示されるア
ミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠
失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、か
つ免疫誘導活性を有するタンパク質をコードするＤＮ
Ａ、配列番号１に示される塩基配列又はその相補的配列
並びにこれらの配列の一部又は全部を含むＤＮＡを例示
することができ、特に配列番号１に示される塩基配列の
一部からなるＤＮＡとして、配列番号３に示される塩基
配列からなるＤＮＡを好適に例示することができる。か
かる悪性黒色腫抗原ＭＡＲＴ－２をコードするｃＤＮＡ
の調製方法としては特に制限されるものではないが、例
えば、ＭＡＲＴ－２をコードするｃＤＮＡは、悪性黒色
腫細胞株から得られたｍＲＮＡを用いてｃＤＮＡを作製
し、このｃＤＮＡをＨＬＡ－Ａ１ｃＤＮＡと共にＣＯＳ
７細胞に導入し、このＣＯＳ７細胞とＨＬＡ－Ａ１拘束
性Ｔ細胞（ＴＩＬ１３６２）とを共培養することにより
接触させ、ＴＩＬ１３６２から放出されるインターフェ
ロンγ（ＩＦＮγ）量をＥＬＩＳＡ法により測定するこ
とによりスクリーニングすることができる。
【００１４】また、配列番号１に示される塩基配列又は
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その相補的配列並びにこれらの配列の一部又は全部をプ
ローブとして、各種悪性黒色腫由来のＤＮＡライブラリ
ーに対してストリンジェントな条件下でハイブリダイゼ
ーションを行ない、該プローブにハイブリダイズするＤ
ＮＡを単離することにより、悪性黒色腫抗原ＭＡＲＴ－
２と同効な目的とする免疫誘導活性を有するタンパク質
をコードするＤＮＡを得ることもできる。こうして得ら
れるＤＮＡも本発明の範囲内である。かかる本発明のＤ
ＮＡを取得するためのハイブリダイゼーションの条件と
しては、例えば、４２℃でのハイブリダイゼーション、
及び１×ＳＳＣ、０．１％のＳＤＳを含む緩衝液による
４２℃での洗浄処理を挙げることができ、６５℃でのハ
イブリダイゼーション、及び０．１×ＳＳＣ，０．１％
のＳＤＳを含む緩衝液による６５℃での洗浄処理をより
好ましく挙げることができる。なお、ハイブリダイゼー
ションのストリンジェンシーに影響を与える要素として
は、上記温度条件以外に種々の要素があり、当業者であ
れば、種々の要素を適宜組み合わせて、上記例示したハ
イブリダイゼーションのストリンジェンシーと同等のス
トリンジェンシーを実現することが可能である。
【００１５】本発明の融合タンパク質や融合ペプチドと
しては、本件悪性黒色腫抗原とマーカータンパク質及び
／又はペプチドタグとが結合しているものであればどの
ようなものでもよく、マーカータンパク質としては、従
来知られているマーカータンパク質であれば特に制限さ
れるものではなく、例えば、アルカリフォスファター
ゼ、抗体のＦｃ領域、ＨＲＰ、ＧＦＰなどを具体的に挙
げることができ、また本発明におけるペプチドタグとし
ては、Ｍｙｃタグ、Ｈｉｓタグ、ＦＬＡＧタグ、ＧＳＴ
タグなどの従来知られているペプチドタグを具体的に例
示することができる。かかる融合タンパク質や融合ペプ
チドは、常法により作製することができ、Ｎｉ－ＮＴＡ
とＨｉｓタグの親和性を利用した悪性黒色腫抗原ＭＡＲ
Ｔ－２等の精製や、Ｔ細胞誘導活性を有するタンパク質
の検出や、悪性黒色腫抗原ＭＡＲＴ－２等に対する抗体
の定量、悪性黒色腫の診断用マーカーなどとして、また
当該分野の研究用試薬としても有用である。
【００１６】本発明の前記タンパク質やペプチドに特異
的に結合する抗体としては、モノクローナル抗体、ポリ
クローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖抗体、ヒト化抗体
等の免疫特異的な抗体を具体的に挙げることができ、こ
れらは上記悪性黒色腫抗原ＭＡＲＴ－２等のタンパク質
又はその一部を抗原として用いて常法により作製するこ
とができるが、その中でもモノクローナル抗体がその特
異性の点で好ましく、特にＭＡＲＴ－２エピトープ（Ｆ
ＬＥＧＮＥＶＧＫＴＹ）あるいは該エピトープとＨＬＡ
との複合体を特異的に認識するモノクローナル抗体がよ
り好ましい。かかるモノクローナル抗体等の抗体は、例
えば、悪性黒色腫等の診断、ミサイル療法等の治療ばか
りでなく、悪性黒色腫等の悪性腫瘍の発症機構を明らか
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にする上で有用である。
【００１７】また、本発明の抗体は、慣用のプロトコー
ルを用いて、動物（好ましくはヒト以外）に本件悪性黒
色腫抗原、特にエピトープ（ＦＬＥＧＮＥＶＧＫＴＹ）
を含む断片、又は本件悪性黒色腫抗原、特にエピトープ
（ＦＬＥＧＮＥＶＧＫＴＹ）とＨＬＡとの複合体を膜表
面に発現した細胞を投与することにより産生され、例え
ばモノクローナル抗体の調製には、連続細胞系の培養物
により産生される抗体をもたらす、ハイブリドーマ法
（Nature 256, 495-497, 1975）、トリオーマ法、ヒト
Ｂ細胞ハイブリドーマ法（Immunology Today 4, 72, 19
83）及びＥＢＶ－ハイブリドーマ法（MONOCLONAL ANTIB
ODIES AND CANCER THERAPY, pp.77-96, Alan R.Liss, I
nc., 1985）など任意の方法を用いることができる。
【００１８】本発明の上記本件悪性黒色腫抗原に対する
一本鎖抗体をつくるために、一本鎖抗体の調製法（米国
特許第4,946,778号）を適用することができる。また、
ヒト化抗体を発現させるために、トランスジェニックマ
ウス又は他の哺乳動物等を利用したり、上記抗体を用い
て、その本件悪性黒色腫抗原を発現するクローンを単離
・同定したり、アフィニティークロマトグラフィーでそ
のポリペプチドを精製することもできる。本件悪性黒色
腫抗原やその抗原エピトープを含むペプチドに対する抗
体は、悪性黒色腫等の診断や治療に使用できる可能性が
ある。そして、これら抗体が特異的に結合する組換えタ
ンパク質又はペプチドも、前記のように本発明の本件悪
性黒色腫抗原に包含される。
【００１９】本発明はまた、上記本件悪性黒色腫抗原を
発現することができる発現系を含んでなる宿主細胞や本
件悪性黒色腫抗原を発現することができる発現系を含ん
でなるＨＬＡ－Ａ１等のＨＬＡ発現能を有する宿主細胞
に関する。かかる本件悪性黒色腫抗原をコードする遺伝
子の宿主細胞への導入は、Davisら（BASIC METHODS IN 
MOLECULAR BIOLOGY, 1986）及びSambrookら（MOLECULAR
 CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Cold Sprin
g Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.
Y., 1989）などの多くの標準的な実験室マニュアルに記
載される方法、例えば、リン酸カルシウムトランスフェ
クション、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介トランスフェク
ション、トランスベクション(transvection)、マイクロ
インジェクション、カチオン性脂質媒介トランスフェク
ション、エレクトロポレーション、形質導入、スクレー
プローディング (scrape loading)、弾丸導入(ballisti
cintroduction)、感染等により行うことができる。
【００２０】そして、上記宿主細胞としては、大腸菌、
ストレプトミセス、枯草菌、ストレプトコッカス、スタ
フィロコッカス等の細菌原核細胞や、酵母、アスペルギ
ルス等の真菌細胞や、ドロソフィラＳ２、スポドプテラ
Ｓｆ９等の昆虫細胞や、Ｌ細胞、ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細
胞、ＨｅＬａ細胞、Ｃ１２７細胞、ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３
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細胞（ジヒドロ葉酸レダクターゼやチミジンキナーゼな
どを欠損した変異株を含む）、ＢＨＫ２１細胞、ＨＥＫ
２９３細胞、Ｂｏｗｅｓ悪性黒色腫細胞等の動物細胞
や、植物細胞等を挙げることができる。また、上記ＨＬ
Ａ発現能を有する宿主細胞としては、元来ＨＬＡ発現能
を有する細胞の他、元来ＨＬＡ発現能を有さない細胞に
ＨＬＡｃＤＮＡをトランスフェクションした細胞を挙げ
ることができる。例えば、ＨＬＡ－Ａ１発現能を有する
宿主細胞としては、１３６２ｍｅｌ、ＳＫｍｅｌ２３、
３９７ｍｅｌ、８８８ＥＢＶ－Ｂ、１０８８ＥＢＶ－
Ｂ、１３５９ＥＢＶ－Ｂ、ＨＬＡ－Ａ１陽性Ｂ細胞等の
元来ＨＬＡ－Ａ１発現能を有する細胞の他、ＣＯＳ７細
胞、６２４ｍｅｌ、５２６ｍｅｌ、５０１Ａｍｅｌ、Ａ
３７５、５８３ＥＢＶ－Ｂ等の元来ＨＬＡ－Ａ１発現能
を有さない細胞にＨＬＡ－Ａ１ｃＤＮＡをトランスフェ
クションした細胞を挙げることができる。
【００２１】また、発現系としては、上記本件悪性黒色
腫抗原を宿主細胞内で発現させることができる発現系で
あればどのようなものでもよく、染色体、エピソーム及
びウイルスに由来する発現系、例えば、細菌プラスミド
由来、酵母プラスミド由来、ＳＶ４０のようなパポバウ
イルス、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、鶏痘ウ
イルス、仮性狂犬病ウイルス、レトロウイルス由来のベ
クター、バクテリオファージ由来、トランスポゾン由来
及びこれらの組合せに由来するベクター、例えば、コス
ミドやファージミドのようなプラスミドとバクテリオフ
ァージの遺伝的要素に由来するものを挙げることができ
る。この発現系は発現を起こさせるだけでなく発現を調
節する制御配列を含んでいてもよい。
【００２２】上記発現系を含んでなる宿主細胞やかかる
細胞の細胞膜、またかかる細胞を培養して得られる本件
悪性黒色腫抗原は、後述するように本発明のスクリーニ
ング方法に用いることができる。例えば、細胞膜を得る
方法としては、F. Pietri-Rouxel（Eur. J. Biochem., 
247, 1174-1179, 1997）らの方法などを用いることがで
き、また、かかる本件悪性黒色腫抗原を細胞培養物から
回収し精製するには、硫酸アンモニウム又はエタノール
沈殿、酸抽出、アニオン又はカチオン交換クロマトグラ
フィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水性
相互作用クロマトグラフィー、アフィニティークロマト
グラフィー、ハイドロキシアパタイトクロマトグラフィ
ーおよびレクチンクロマトグラフィーを含めた公知の方
法、好ましくは、高速液体クロマトグラフィーが用いら
れる。特に、アフィニティークロマトグラフィーに用い
るカラムとしては、例えば、本件悪性黒色腫抗原に対す
る抗体を結合させたカラムや、上記本件悪性黒色腫抗原
に通常のペプチドタグを付加した場合は、このペプチド
タグに親和性のある物質を結合したカラムを用いること
により、本件悪性黒色腫抗原を得ることができる。
【００２３】本発明において、上記本件悪性黒色腫抗原
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をコードする遺伝子機能が染色体上で欠損した非ヒト動
物とは、染色体上の本件悪性黒色腫抗原をコードする遺
伝子の一部若しくは全部が破壊・欠損・置換等の遺伝子
変異により不活性化され、本件悪性黒色腫抗原を発現す
る機能を失なった非ヒト動物をいい、また、本件悪性黒
色腫抗原を過剰発現する非ヒト動物とは、野生型非ヒト
動物に比べてかかる本件悪性黒色腫抗原を大量に産生す
る非ヒト動物をいう。そして、本発明における非ヒト動
物としては、マウス、ラット等の齧歯目動物などの非ヒ
ト動物を具体的に挙げることができるが、これらに限定
されるものではない。
【００２４】ところで、メンデルの法則に従い出生して
くるホモ接合体非ヒト動物には、本件悪性黒色腫抗原欠
損型又は過剰発現型とその同腹の野生型とが含まれ、こ
れらホモ接合体非ヒト動物における欠損型又は過剰発現
型とその同腹の野生型を同時に用いることによって個体
レベルで正確な比較実験をすることができることから、
野生型の非ヒト動物、すなわち本件悪性黒色腫抗原をコ
ードする遺伝子機能が染色体上で欠損又は過剰発現する
非ヒト動物と同種の動物、さらには同腹の動物を、例え
ば下記に記載する本発明のスクリーニングに際して併用
することが好ましい。かかる本件悪性黒色腫抗原をコー
ドする遺伝子機能が染色体上で欠損又は過剰発現する非
ヒト動物の作製方法を、本件悪性黒色腫抗原のノックア
ウトマウスやトランスジェニックマウスを例にとって以
下説明する。
【００２５】例えば、本件悪性黒色腫抗原をコードする
遺伝子機能が染色体上で欠損したマウス、すなわち本件
悪性黒色腫抗原ノックアウトマウスは、マウス遺伝子ラ
イブラリーからＰＣＲ等の方法により得られた遺伝子断
片を用いて、本件悪性黒色腫抗原をコードする遺伝子を
スクリーニングし、スクリーニングされた本件悪性黒色
腫抗原をコードする遺伝子をウイルスベクター等を用い
てサブクローンし、ＤＮＡシーケンシングにより特定す
る。このクローンの本件悪性黒色腫抗原をコードする遺
伝子の全部又は一部をｐＭＣ１ネオ遺伝子カセット等に
置換し、３′末端側にジフテリアトキシンＡフラグメン
ト（ＤＴ－Ａ）遺伝子や単純ヘルペスウイルスのチミジ
ンキナーゼ（ＨＳＶ－ｔｋ）遺伝子等の遺伝子を導入す
ることによって、ターゲッティングベクターを作製す
る。
【００２６】この作製されたターゲティングベクターを
線状化し、エレクトロポレーション（電気穿孔）法等に
よってＥＳ細胞に導入し、相同的組換えを行い、その相
同的組換え体の中から、Ｇ４１８やガンシクロビア（Ｇ
ＡＮＣ）等の抗生物質により相同的組換えを起こしたＥ
Ｓ細胞を選択する。また、この選択されたＥＳ細胞が目
的とする組換え体かどうかをサザンブロット法等により
確認することが好ましい。その確認されたＥＳ細胞のク
ローンをマウスの胚盤胞中にマイクロインジェクション
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し、かかる胚盤胞を仮親のマウスに戻し、キメラマウス
を作製する。このキメラマウスを野生型のマウスとイン
タークロスさせると、ヘテロ接合体マウスを得ることが
でき、また、このヘテロ接合体マウスをインタークロス
させることによって、本発明の本件悪性黒色腫抗原ノッ
クアウトマウスを作製することができる。また、本件悪
性黒色腫抗原ノックアウトマウスが生起しているかどう
かを確認する方法としては、例えば、上記の方法により
得られたマウスからＲＮＡを単離してノーザンブロット
法等により調べたり、またこのマウスの発現をウエスタ
ンブロット法等により調べる方法がある。
【００２７】本件悪性黒色腫抗原のトランスジェニック
マウスは、本件悪性黒色腫抗原をコードするｃＤＮＡに
チキンβ－アクチン、マウスニューロフィラメント、Ｓ
Ｖ４０等のプロモーター、及びラビットβ－グロビン、
ＳＶ４０等のポリＡ又はイントロンを融合させて導入遺
伝子を構築し、該導入遺伝子をマウス受精卵の前核にマ
イクロインジェクションし、得られた卵細胞を培養した
後、仮親のマウスの輸卵管に移植し、その後被移植動物
を飼育し、産まれた仔マウスから前記ｃＤＮＡを有する
仔マウスを選択することによりかかるトランスジェニッ
クマウスを創製することができる。また、ｃＤＮＡを有
する仔マウスの選択は、マウスの尻尾等より粗ＤＮＡを
抽出し、導入した本件悪性黒色腫抗原をコードする遺伝
子をプローブとするドットハイブリダイゼーション法
や、特異的プライマーを用いたＰＣＲ法等により行うこ
とができる。
【００２８】また、上記本件悪性黒色腫抗原をコードす
る遺伝子若しくはＤＮＡ、本件悪性黒色腫抗原、本件悪
性黒色腫抗原とマーカータンパク質及び／又はペプチド
タグとを結合させた融合ペプチド又は融合タンパク質、
本件悪性黒色腫抗原に対する抗体、本件悪性黒色腫抗原
を発現することができる発現系を含んでなる宿主細胞等
は、以下に具体的に説明するように、悪性黒色腫、食道
癌、膀胱癌、肺癌、脳腫瘍、膵癌、前立腺癌、乳癌、腎
臓癌、肝癌、白血病、バーキットリンパ腫等の治療や診
断に有用であり、免疫誘導活性の促進又は抑制物質のス
クリーニングや、活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞の検出
などに用いることができるばかりでなく、活性化Ｔ細胞
（ＣＤ４抗原陽性Ｔ細胞、ＣＤ８抗原陽性Ｔ細胞、ヘル
パーＴ細胞、キラーＴ細胞、サプレッサーＴ細胞等の全
てのＴ細胞を含む）の誘導等免疫応答のメカニズムの解
明にも使用することができる。
【００２９】本発明の免疫誘導活性促進又は抑制物質の
スクリーニング方法としては、被検物質と本件悪性黒色
腫抗原とＨＬＡ－Ａ１拘束性Ｔ細胞等のＴ細胞とを用
い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性を測定・評価する方
法や、被検物質と本件悪性黒色腫抗原を発現している細
胞膜又は細胞とＴ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫
誘導活性を測定・評価する方法や、ＨＬＡ－Ａ１等のＨ
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ＬＡを発現するベクターと被検ポリペプチドを発現する
ベクターを共にトランスフェクトした宿主細胞とＴ細胞
とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性を測定・評価
する方法や、被検ポリペプチドを発現するベクターをト
ランスフェクトしたＨＬＡ－Ａ１等のＨＬＡ発現能を有
する宿主細胞とＴ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫
誘導活性を測定・評価する方法や、前記ノックアウトマ
ウスやトランスジェニックマウス等の非ヒト動物に被検
物質を投与し、該非ヒト動物のＴ細胞における免疫誘導
活性を測定・評価する方法等を挙げることができる。上
記細胞膜又は細胞としては、前記本件悪性黒色腫抗原を
コードする遺伝子が過剰発現する非ヒト動物又は野生型
非ヒト動物などから得られる初代培養した細胞などの細
胞や、本発明の本件悪性黒色腫抗原を発現することがで
きる発現系を含んでなる宿主細胞や、これら細胞の細胞
膜などを具体的に例示することができ、かかる細胞膜又
は細胞と被検物質との接触方法としては、被検物質の存
在下に本件悪性黒色腫抗原を発現している細胞膜又は細
胞をインビトロで培養し、次いでＴ細胞と接触させる方
法等を挙げることができる。
【００３０】上記被検物質とＴ細胞とを用いたスクリー
ニング方法について、以下に具体的に例を挙げて説明す
るが、本発明のスクリーニング方法はこれらに限定され
るものではない。上記被検物質と本件悪性黒色腫抗原と
Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性を測定
・評価する方法としては、例えば、ＨＬＡ－Ａ１拘束性
Ｔ細胞の存在下に被検物質と本件悪性黒色腫抗原とを接
触せしめ、ＣＴＬなどのＴ細胞の誘導活性の増減を測定
し、被検物質が非存在下の対照の場合と比較・評価する
方法を具体的に例示することができる。また、上記ＨＬ
Ａ－Ａ１等のＨＬＡを発現するベクターと被検ポリペプ
チドを発現するベクターを共にトランスフェクトした宿
主細胞と、Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導
活性を測定・評価する方法としては、ＨＬＡ－Ａ１を発
現するベクターと被検ポリペプチドを発現するベクター
をコトランスフェクトした宿主細胞とＨＬＡ－Ａ１拘束
性Ｔ細胞とを一定時間共培養した後、ＨＬＡ－Ａ１拘束
性に細胞膜表面に発現された本件悪性黒色腫抗原が減少
又は増加したことを、ＨＬＡ－Ａ１拘束性Ｔ細胞から培
地中に放出されたＩＦＮγ量を指標として評価する方法
を具体的に例示することができる。
【００３１】本発明のスクリーニングに用いられる上記
ＨＬＡ－Ａ１拘束性Ｔ細胞等のＴ細胞は、悪性黒色腫患
者の癌組織から分離した悪性黒色腫組織浸潤リンパ球
を、インビトロで高濃度のインターロイキン２存在下で
３０～７０日間培養・増殖することによって、あるい
は、悪性黒色腫患者の癌組織から分離した悪性黒色腫組
織浸潤リンパ球又は悪性黒色腫患者の末梢血単核球を、
ＭＡＲＴ－２若しくはＭＡＲＴ－２の一部からなるペプ
チド、又はＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡを導入しＭＡＲＴ－２
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若しくはＭＡＲＴ－２の一部からなるペプチドの発現能
を有する抗原提示細胞で刺激することにより、当業者で
あれば容易に、腫瘍反応性のT細胞等として樹立するこ
とができる。
【００３２】また本発明は、上記スクリーニング方法に
より得られる免疫誘導活性の促進を必要としている患者
の治療等に用いられる免疫誘導活性促進物質や、免疫誘
導活性の抑制を必要としている患者の治療等に用いられ
る免疫誘導活性抑制物質に関する。本発明はまた、本件
悪性黒色腫抗原を有効成分として含有する悪性黒色腫、
食道癌、膀胱癌、肺癌、脳腫瘍、膵癌、前立腺癌、乳
癌、腎臓癌、肝癌、白血病、バーキットリンパ腫等に対
する抗腫瘍剤に関する。例えば、本件悪性黒色腫抗原を
経口、静脈、皮内、皮下注射等により投与すると、イン
ビボにおけるＴ細胞誘導活性が増大することによる抗腫
瘍効果が期待できる。また上記抗体はミサイル療法に用
いることができる。本発明はまた、本件悪性黒色腫抗原
とのインビトロ刺激により誘導された活性化Ｔ細胞に関
する。例えば、末梢血リンパ球や腫瘍浸潤リンパ球にＩ
Ｌ－２とともに本件悪性黒色腫抗原で刺激すると腫瘍反
応性活性化Ｔ細胞が誘導され、この活性化されたＴ細胞
は養子免疫療法に有効に用いることができる。また本件
悪性黒色腫抗原を強力な抗原提示細胞である樹状細胞に
インビボあるいはインビトロで発現させて、その抗原発
現樹状細胞投与により免疫誘導を行うことができる。
【００３３】本発明の細胞傷害性Ｔ細胞（活性化Ｔ細
胞）又はその前駆細胞の検出方法としては、ＨＬＡ分子
と本発明のペプチドを用いる方法であれば特に制限され
るものではなく、ＨＬＡクラスＩ分子等のＨＬＡ分子と
本発明のペプチドの複合体を用いる方法や、ＨＬＡクラ
スＩ分子等のＨＬＡ分子と本件ペプチドの複合体を細胞
表面又は蛍光微粒子等の担体表面に形成させる方法を例
示することができ、例えば、文献（Science, 274, 94-9
6, 1996）に記載されている方法に準じて、ＨＬＡクラ
スＩ分子と本発明のペプチドの複合体を蛍光微粒子表面
に形成させ、これに癌患者末梢血由来のＴリンパ球細胞
を接触・結合させた後、蛍光微粒子表面に形成されたＨ
ＬＡ－ペプチド複合体に結合したＴ細胞を検出する方法
を挙げることができる。また、本発明の細胞傷害性Ｔ細
胞（活性化Ｔ細胞）又はその前駆細胞の検出試薬として
は、ＨＬＡ分子と本発明のペプチドを含む試薬であれば
特に制限されるものではなく、ＨＬＡクラスＩ分子等の
ＨＬＡ分子と本発明のペプチドの複合体を含む試薬や、
ＨＬＡクラスＩ分子等のＨＬＡ分子と本発明のペプチド
の複合体と、蛍光微粒子等の担体を含む試薬を例示する
ことができる。
【００３４】さらに本発明は、本件悪性黒色腫抗原をコ
ードするＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全部又は
一部からなる癌の診断用プローブや、この癌の診断用プ
ローブや本件悪性黒色腫抗原に特異的に結合する抗体を
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含有する悪性黒色腫、食道癌、膀胱癌、肺癌、脳腫瘍、
膵癌、前立腺癌、乳癌、腎臓癌、肝癌、白血病、バーキ
ットリンパ腫等の癌の診断薬に関する。上記診断用プロ
ーブとしては、本件悪性黒色腫抗原をコードするＤＮＡ
（ｃＤＮＡ）又はＲＮＡ（ｃＲＮＡ）のアンチセンス鎖
の全部又は一部であり、プローブとして成立する程度の
長さ（少なくとも２０ベース以上）を有するものが好ま
しく、例えば、上記アンチセンス鎖を用いて検体から得
られた本件悪性黒色腫抗原のｍＲＮＡを検出することに
より、悪性黒色腫等の癌の診断が可能となる。かかる検
出に用いられる検体としては、被験者の細胞、例えば血
液、尿、唾液、組織等の生検から得ることができるゲノ
ムＤＮＡや、ＲＮＡ又はｃＤＮＡを具体的に挙げること
ができるがこれらに限定されるものではなく、かかる検
体を使用する場合、ＰＣＲ等により増幅したものを用い
てもよい。
【００３５】
【実施例】以下に、実施例を挙げてこの発明を更に具体
的に説明するが、この発明の技術的範囲はこれらの実施
例に限定されるものではない。
実施例Ａ［材料と方法］
Ａ－１（細胞株と組織）
ヒト悪性黒色腫細胞株（ＳＫｍｅｌ２３、８８８ｍｅ
ｌ、１３６２ｍｅｌ、Ａ３７５、６２４ｍｅｌ、９２６
ｍｅｌ、５８６ｍｅｌ、５２６ｍｅｌ、３９７ｍｅｌ、
５０１Ａｍｅｌ、１３６３ｍｅｌ）、ヒトグリオーマ細
胞株（Ｕ８７－ＭＯ、Ｔ９８Ｇ）、肺癌細胞株（Ｋ１
Ｓ、ＬＵ９９、ＬＫ２、ＥＢＣ１、ＳＢＣ２、ＲＥＲＦ
－ＬＣＭＡ）、食道癌細胞株（ＴＥ８、ＴＥ１０）、膀
胱癌細胞株（ＫＵ７、ＢＣ４７）、腎臓癌細胞株（ＲＣ
Ｃ６、ＲＣＣ７，ＲＣＣ８）、前立腺癌細胞株（ＪＣＡ
１、ＰＣ３）、乳癌細胞株（ＭＤＡ２３１、ＨＳ５７
８）、肝癌細胞株（ＨｅｐＧ２）、白血病細胞株（ＨＬ
６０、Ｋ５６２、Ｍｏｌｔ４、）、バーキットリンパ腫
細胞株（Ｄａｕｄｉ）を、それぞれペニシリン（１００
ＩＵ／ｍｌ）及びストレプトマイシン（１００μｇ／ｍ
ｌ）を添加した１０％のウシ胎児血清を含むＲＰＭＩ１
６４０で培養した。膵癌細胞株（ＰＫ１、ＰＫ５９）を
それぞれペニシリン／ストレプトマイシン（１％）、Ｌ
－グルタミン（１％）、ＨＥＰＥＳ（１０ｍＭ）、ＥＧ
Ｆ（６μｇ／ｌ）、インシュリン（１５０Ｕ／ｌ）、ヒ
ドロコルチゾン（０．５ｍｇ／ｌ）、トランスフェリン
（１０ｍｇ／ｌ）を添加した１０％のウシ胎児血清を含
むＲＰＭＩ１６４０で培養した。ＥＢウイルス感染Ｂ細
胞（１０８８ＥＢＶ－Ｂ、８８８ＥＢＶ－Ｂ、１３５９
ＥＢＶ－Ｂ、５８３ＥＢＶ－Ｂ）をペニシリン（１００
ＩＵ／ｍｌ）及びストレプトマイシン（１００μｇ／ｍ
ｌ）を添加した１０％のウシ胎児血清を含むＲＰＭＩ１
６４０で培養した。ヒト腎細胞株（２９３ＵＴ）とサル
腎細胞株（ＣＯＳ－７）は７．５％のウシ胎児血清を含
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むＤＭＥＭ培地で培養した。正常組織（脳、肺、心臓、
脾臓、肝臓、小腸、大腸、腎臓、筋肉、胎盤、胃、精
巣）のＲＮＡはInvitrogen Corporation, Carlsbad, CA
から購入した。
【００３６】Ａ－２（腫瘍反応性細胞傷害性T細胞の樹
立）
４３歳の女性患者の右脇腹に転移した悪性黒色腫組織浸
潤リンパ球を単離し、文献（J.Exp.Med. 168, 2183, 19
88）記載のように、単離した悪性黒色腫組織浸潤リンパ
球をin vitroで高濃度（６０００ＩＵ／ｍｌ）のインタ
ーロイキン２（Cetus-Oncology Devision, Chiron Cor
p. Emeryville, CA）存在下で３０日間培養することに
よって増殖させ、腫瘍反応性細胞傷害性Ｔ細胞（ＴＩＬ
１３６２）を樹立した。
【００３７】Ａ－３（ＨＬＡ拘束性の決定と既知抗原の
認識の検討）
文献（Kawakami. Y., et al: Cloning of the Gene Cod
ing for a Shared Human Melanoma Antigen Recognized
 by Autologous T cells Infiltrationg intoTumor. Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 3515-3519, 1994.）記
載の方法と同様に、各種ＨＬＡを発現する悪性黒色腫細
胞株（１３６２ｍｅｌ、ＳＫｍｅｌ２３、３９７ｍｅ
ｌ、ＨＬＡ－Ａ１ｃＤＮＡを導入した５２６ｍｅｌＡ
１）、ＨＬＡを発現しない悪性黒色腫細胞株（６２４ｍ
ｅｌ、５２６ｍｅｌ）、ＨＬＡ－Ａ１ｃＤＮＡを導入し
たＣＯＳ７細胞、及びＨＬＡ－Ａ１ｃＤＮＡを導入して
いないＣＯＳ７細胞各５×１０4個とＴＩＬ１３６２細
胞５×１０4個とを２０時間共に培養した後、培養上清
を回収し、ＴＩＬ１３６２から放出されたＩＦＮγをＥ
ＬＩＳＡ法により測定することによってＨＬＡ拘束性を
決定した。また、リポフェクタミン（lipofectamine）
試薬（BRL, Gaitherburg, MD）を用いて、既知悪性黒色
腫抗原遺伝子ｃＤＮＡ１００ｎｇ及び／又はＨＬＡ－Ａ
１ｃＤＮＡ５０ｎｇをＣＯＳ７細胞（５×１０4個）に
導入し、ＴＩＬ１３６２による既知抗原の認識の有無を
検討した。
【００３８】Ａ－４（ｃＤＮＡライブラリーの作製）
自己腫瘍細胞株１３６２ｍｅｌからグアニジン－塩化セ
シウム法を用いて全ＲＮＡを抽出した後、oligo dTカラ
ムを使用しpoly A+ RNAを精製した。制限酵素HindIII配
列を持ったランダムプライマー（Novagen社製）、逆転
写酵素（Novagen社製）、Ｔ４ＤＮＡ合成酵素（Novagen
社製）により、平滑末端を有する二本鎖ｃＤＮＡを合成
した後、EcoRIリンカー（Novagen, Madison, WI）を付
加した。このＤＮＡを制限酵素EcoRI（５′端）とHindI
II（３′端）で切断し、真核細胞発現プラスミドベクタ
ーＶＲ１０１２（Chiron/Viagene, San Diego, CAから
贈与；Journal of Immunology 161, 6985, 1998）に挿
入し、単一方向ｃＤＮＡライブラリーを構築した。
【００３９】Ａ－５（細胞傷害性Ｔ細胞による腫瘍抗原
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ｃＤＮＡのスクリーニング）
上記Ａ－４で得られたｃＤＮＡを組み込んだプラスミド
約１００クローンのバクテリアを１プールとし、一晩培
養して増幅した後、Wizard 9600 DNA抽出システム（Pro
mega, Madison, WI）を用いて、プラスミドＤＮＡを抽
出した。１プールあたり１００～２００ｎｇのｃＤＮＡ
を、１００ｎｇのＨＬＡ－Ａ１ｃＤＮＡと共に、リポフ
ェクタミン試薬（BRL, Gaitherburg, MD）を用いて９６
マイクロウェルプレート上でＣＯＳ７細胞（５×１０4

個）に導入し、７．５％のウシ胎児血清を含むＤＭＥＭ
培地（SIGMA, St. Louis, MO）を用いて３７℃で培養し
た。翌日、培養上清を新鮮な上記培地で交換した後、Ｔ
ＩＬ１３６２細胞（５×１０4個）を加えて２０時間培
養した。その後培養上清を回収し、ＴＩＬ１３６２から
放出されたＩＦＮγ量を文献（Proc.Natl.Acad.Sci. US
A 91, 3515, 1994）記載のＥＬＩＳＡ法により測定し
た。ＩＦＮγが検出された陽性プールから個々のｃＤＮ
Ａプラスミドを分離し、上記と同様にＨＬＡ－Ａ１ｃＤ
ＮＡと共にＣＯＳ７細胞に導入するスクリーニングを数
回繰り返し行い、腫瘍抗原をコードするｃＤＮＡを含む
プラスミドを単離した。なお、得られたプラスミド中の
ｃＤＮＡの塩基配列をBig Dye terminater cycle seque
ncing kitとABI PRISM 310 genetic analyzer（Perkin-
Elmer, Foster City, CA）とを用いて決定した。
【００４０】Ａ－６（全長ｃＤＮＡのＲＡＣＥ法（Rapi
d Amplification of cDNA Ends）による解析）
悪性黒色腫細胞株ＳＫｍｅｌ２３のpoly A+ RNA １μｇ
を用いて、Marathon TM cDNA Amplification Kit（Clon
tech, Palo Alto, CA, USA）の説明書に従いｃＤＮＡを
作製した。逆転写の際には３′端とトリ骨髄芽球症ウイ
ルスのリバースの２つの縮重した塩基配列を含む、少し
変更を加えたoligo(dT)プライマーを、第２鎖ｃＤＮＡ
の合成には大腸菌ＤＮＡポリメラーゼＩ、ＲＮａｓｅ 
Ｈ及びＤＮＡリガーゼを用いた。また、２本鎖ｃＤＮＡ
はＴ４ ＤＮＡポリメラーゼにより平滑末端とし、Ｔ４ 
ＤＮＡリガーゼを用いてMarathon cDNA adaptor 1
（５′－ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ
ＣＴＣＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＣＣＧＧＧＣＡＧＧＴ－
３′：配列番号５）を連結した。５′－ＲＡＣＥにおけ
るＰＣＲ法では、アダプタープライマー１（５′－ＣＣ
ＡＴＣＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ
－３′：配列番号６）と、Oligo1000M（Beckman Coulte
r, Inc., Fullerton, CA）で合成した８Ｂ６クローン特
異的リバースプライマー（ＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡの１１
３７番目から１１６４番目までの塩基配列に相補的な塩
基配列：５′－ＧＴＣＧＴＡＧＣＣＧＣＣＡＴＧＣＣＡ
ＧＴＡＧＣＴＣＡＣＡ－３′：配列番号７）を用いて
５′端の増幅を行い、３′－ＲＡＣＥにおけるＰＣＲ法
では、上記アダプタープライマー１と、８Ｂ６クローン
特異的フォワードプライマー（ＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡの
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７６３番目から７８８番目までの塩基配列：５′－ＣＧ
ＣＣＴＴＣＴＴＴＧＣＴＧＧＴＧＧＴＧＧＣＴＧＧＣ－
３′：配列番号８）用いて３′端の増幅を行った。そし
て、これらプライマーを用いた増幅は、９４℃で３０秒
間×１サイクル、９４℃で５秒間，７２℃で４分間×５
サイクル、９４℃で５秒間，７０℃で４分間×５サイク
ル、９４℃で５秒間，６８℃で４分間×２５サイクル、
７２℃で７分間×１サイクルのＰＣＲ条件で行った。
【００４１】上記得られた増幅産物のうちの５μｌを１
％のアガロースゲルを用いて電気泳動を行った。残りの
増幅産物はトリシン－ＥＤＴＡ緩衝液で５０倍に希釈
し、この最初のＰＣＲ産物を鋳型にして２回目のＰＣＲ
を行った。５′－ＲＡＣＥにおけるＰＣＲ法では、ネス
ティドアダプタープライマー２（５′－ＡＣＴＣＡＣＴ
ＡＴＡＧＧＧＣＴＣＧＡＧＣＧＧＣ－３′：配列番号
９）と、ネスティド８Ｂ６特異的リバースプライマー
（ＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡの１４５９番目から１４８６番
目までの塩基配列に相補的な塩基配列：５′－ＧＴＡＡ
ＧＡＡＡＴＧＣＡＧＡＡＡＣＡＣＡＧＧＡＡＧＧＣＣ－
３′：配列番号１０）を用いて５′端を増幅し、３′－
ＲＡＣＥにおけるＰＣＲ法では、ネスティドアダプター
プライマー２と、ネスティド８Ｂ６特異的フォワードプ
ライマー（ＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡの１２５９番目から１
２８１番目までの塩基配列：５′－ＴＧＧＣＣＣＧＡＴ
ＡＣＴＴＣＴＣＣＣＣＡＣＡＡ－３′：配列番号１１）
を用いて３′端の増幅を行った。そして、これらプライ
マーを用いた増幅は、９４℃で３０秒間×１サイクル、
９４℃で５秒間，７２℃で４分間×５サイクル、９４℃
で５秒間，７０℃で４分間×５サイクル、９４℃で５秒
間，６８℃で４分間×２０サイクル、７２℃で７分間×
１サイクルのＰＣＲ条件で行った。得られた最終的な増
幅産物をｐＧＥＭ－Ｔ（プロメガ社製）にサブクローン
した。
【００４２】Ａ－７（ＲＴ－ＰＣＲ法によるＭＡＲＴ－
２の発現解析）
Ａ－１に記載されている腫瘍細胞株及び正常細胞株（メ
ラニン細胞、Ｔ細胞、繊維芽細胞）の全ＲＮＡは５×１
０7～１×１０8個の細胞から、グアニジン－塩化セシウ
ム法で抽出した。抽出した全ＲＮＡ又は上記正常組織Ｒ
ＮＡを各２μｇずつ使用し、Superscript II RNase H- 
Reverse Transcriptase（GIBCO BRL）によりｃＤＮＡを
調製し、ＭＡＲＴ－２抗原に特異的なセンスプライマー
［５′－ＣＧＣＣＴＴＣＴＴＴＧＣＴＧＧＴＧＧＴＧＧ
ＣＴＧＧＣ－３′：配列番号１２］とアンチセンスプラ
イマー［５′－ＧＴＣＧＴＡＧＣＣＧＣＣＡＴＧＣＣＡ
ＧＴＡＧＣＴＣＡＣＡ－３′：配列番号１３］を用い
て、９４℃で２分間×１サイクル、９４℃で３０秒間，
６２℃で３０秒間，７２℃で１分間×３０サイクル、７
２℃で７分間×１サイクルの条件でＰＣＲを行った。こ
れらＰＣＲにより得られたＰＣＲ産物（ｃＤＮＡ）をア
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ガロースゲル電気泳動（１．５％）にかけ、エチジウム
ブロマイド（ＥｔＢｒ）で染色し２５４ｎｍの紫外線照
射によりバンドを検出した。
【００４３】Ａ－８（ノーザンブロットによるＭＡＲＴ
－２の発現解析）
上記のように抽出した腫瘍細胞株及び正常細胞株の全Ｒ
ＮＡ又は正常組織ＲＮＡでＭＡＲＴ－２に対するノーザ
ンブロット法を行った。これらＲＮＡ（各５．５μｇ）
を、ホルムアルデヒドを含むアガロースゲルで電気泳動
し、ナイロンメンブランフィルター（Hybond N+, Amers
ham）に移した。次にＭＡＲＴ－２抗原に特異的なセン
スプライマー（配列番号１２）とアンチセンスプライマ
ー（配列番号１３）とを用いてＰＣＲを行い、長さ４０
２ｂｐのＭＡＲＴ－２の遺伝子断片を作製した。作製し
た遺伝子断片をHigh Prime DNA Labeling Kit（Boehrin
ger）を用いて32Ｐでラベリングしたプローブとし、Qui
ck Hyb solution（Stratagene）をバイブリダイゼーシ
ョンバッファーとして用いて、その中にナイロンメンブ
ランフィルターを浸し、６８℃で２０分間プレハイブリ
ダイゼーションを行った。その後、上記プローブを加え
たQuick Hyb solution中６８℃で１時間ハイブリダイゼ
ーションを行った。次いで、このハイブリダイゼーショ
ンしたナイロンメンブランフィルターを洗浄液Ｉ（２×
ＳＳＣ、０．１％のＳＤＳ）で室温下１５分間２回洗浄
し、洗浄液II（０．１×ＳＳＣ、０．１％のＳＤＳ）で
６０℃で３０分間１回洗浄した。洗浄したナイロンメン
ブランフィルターを、Molecular Imager（BIORAD）を用
いて放射性シグナルの検出を行った。
【００４４】Ａ－９（ＰＣＲ－ＲＦＬＰによる突然変異
の検出）
自己腫瘍細胞株を含む悪性黒色腫細胞株１１種（ＳＫｍ
ｅｌ２３、８８８ｍｅｌ、Ａ３７５、１３６２ｍｅｌ、
１３６３ｍｅｌ、９２８ｍｅｌ、６２４ｍｅｌ、５８６
ｍｅｌ、５２６ｍｅｌ、５０１ｍｅｌ、３９７ｍｅ
ｌ）、自己Ｔ細胞株（１３６２ＴＩＬ－１、１３６２Ｔ
ＩＬ－２）、ヒト腎細胞株（２９３ＵＴ）、サル腎細胞
株（ＣＯＳ－７）等の遺伝子ＤＮＡ又は８Ｂ６ｃＤＮＡ
５０ｎｇと以下のプライマーを用いてＰＣＲ－ＲＦＬＰ
（Restriction Fragment Length polymorphism：制限酵
素断片長多型）を行い、クローン８Ｂ６の変異型を検出
した。
【００４５】前記８Ｂ６特異的フォワードプライマー
（配列番号１１）と、８Ｂ６特異的リバースプライマー
（ＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡの１３８５番目から１３５９番
目までの塩基配列に相補的な塩基配列：５′－ＣＡＧＴ
ＡＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＡＣＣＴＣＡＴＧＧＧＣＣ－
３′：配列番号１４）とを用いて、１２７ｂｐのＰＣＲ
産物を増幅した。上記８Ｂ６特異的リバースプライマー
（配列番号１４）は、野生型８Ｂ６配列からのＰＣＲ産
物中に制限酵素ApaI部位（ＧＧＧＣＣＣ）を作出し得る
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ように、ＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡの１３６１番目のＧ（グ
アニン）をＣ（シトシン）に、１３６３番目のＡ（アデ
ニン）をＣ（シトシン）に置換することにより野生型８
Ｂ６にミスマッチデザインがなされている。１３５８番
目がＧ（グアニン）である鋳型から増幅された１２７ｂ
ｐのＰＣＲ産物はApaIにより１０４ｂｐと２３ｂｐの２
つの断片に消化された。また、フォワードプライマー
（ＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡの１３３４番目から１３５７番
目までの塩基配列：５′－ＴＣＣＴＧＴＣＣＡＡＣＣＴ
ＧＧＴＡＴＴＴＣＴＡＧ－３′：配列番号１５）とリバ
ースプライマー（ＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡの１３８３番目
から１４０６番目までの塩基配列に相補的な塩基配列：
５′－ＣＣＴＴＧＴＡＴＧＡＡＧＡＴＣＣＴＡＴＴＣＣ
ＡＧ－３′：配列番号１６）を合成した。フォワードプ
ライマーは、１３５６番目のＴ（チミン）をＡ（アデニ
ン）に置換することにより制限酵素XbaI部位（ＴＣＴＡ
ＧＡ）を作出するようデザインされている。１３５６番
目がＡ（アデニン）である鋳型から増幅された７３ｂｐ
のＰＣＲ産物はXbaIにより２０ｂｐと５３ｂｐの２つの
断片に切断された。なおこれらのプライマーを用いた増
幅は、９４℃で２分間×１サイクル、９４℃で３０秒
間，６２℃で３０秒間，７２℃で１分間×３０サイク
ル、７２℃で７分間×１サイクルの条件で行い、得られ
たＰＣＲ産物を制限酵素ApaI又はXbaI（New England Bi
olabs Inc., Beverly, MA）で３７℃で１時間消化し、
３％のアガロースゲル（AmpliSize Agarose, Bio Rad, 
Hercules, CA, USA）を用いて電気泳動にかけ、変異株を
検出した。
【００４６】Ａ－１０（ＳＳＣＰ解析）
蛍光色素ＦＡＭで５′端が標識された８Ｂ６特異的フォ
ワードプライマー（配列番号１１）と、ＨＥＸで５′端
が標識された８Ｂ６特異的リバースプライマー（ＭＡＲ
Ｔ－２ｃＤＮＡの１３７９番目から１４０６番目までの
塩基配列に相補的な塩基配列：５′－ＣＣＴＴＧＴＡＴ
ＧＡＡＧＡＴＣＣＴＡＴＴＣＣＡＧＴＡＧＧ－３′：配
列番号１７）を合成し、これらプライマーを用いてＰＣ
Ｒ法により１４８ｂｐのＤＮＡを増幅し、ＳＳＣＰ（Si
ngle Strand Conformational Polymorphism：一本鎖高
次構造多型性）分析をさまざまな細胞株を用いて行っ
た。得られたＰＣＲ産物１μｌに、サイズスタンダード
ＧＳ－５００（GeneScan-500；PE Allied Biosystems社
製）０．５μｌ、０．３ＮのＮａＯＨ０．５μｌ及び脱
イオンホルムアミド１０．５μｌを混合し、９５℃で５
分間加熱し、氷冷した。この処理したＰＣＲ産物をゲル
［３％のゲルスキャンポリマー、１×ＴＢＥ（Tris bor
ate EDTA electrophoresis buffer）及び１０％のグリ
セロールを含むポリマー］上にのせ、ABI PRISM 310 Ge
netic Analyzer（PE Applied Biosystems, Forster Cit
y, CA）を用いて３１７Ｖ／ｃｍ，３０℃，３０分間の
条件で泳動し、ジーンスキャンソフトウエア（http://g
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enes.mit.edu/GENSCAN.html）を用いて分析した。
【００４７】Ａ－１１（35Ｓ－ＧＴＰγＳ結合解析）
ベクターpcDNA3.1(-)、野生型ＭＡＲＴ－２及び変異型
ＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡをそれぞれ１０μｇ導入したＣＯ
Ｓ－７細胞（１×１０6細胞）を、１ｍＭのＤＴＴとプ
ロテアーゼインヒビター混合物であるCompleteTM（Roch
e Molecular Biochemicals）を含む全細胞抽出緩衝液
［５０ｍＭのＨｅｐｅｓ－ＫＯＨ（ｐＨ７．８）、４２
０ｍＭのＫＣｌ、０．１ｍＭのＥＤＴＡ（ｐＨ８．０
０）、５ｍＭのＭｇＣｌ

2
］１ｍｌに懸濁し、２５ゲー

ジの電気針に１０回電流を通過させて溶解した。この溶
解液を遠心分離にかけ、不溶物を取り除いた。得られた
全細胞抽出液３０μｇを、反応混合液［２０ｍＭのＨｅ
ｐｅｓ－ＫＯＨ（ｐＨ７．８）、１ｍＭのＥＤＴＡ、５
ｍＭのＭｇＣｌ

2
、２．５ｍＭのＤＭＰＣ（L-α-dimyri

stoyl phosphatidylcholine）、０．３％のＣＨＡＰＳ
（3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propan
esulfonic acid）、１ｍＭの35Ｓ－ＧＴＰγＳ］４０μ
ｌ中で、３０℃で２時間インキュベートした。インキュ
ベート後、氷温のストップバッファー［２５ｍＭのＭｇ
Ｃｌ

2
、１００ｍＭのＮａＣｌ、２０ｍＭのＴｒｉｓ－

ＨＣｌ（ｐＨ８．０）］２ｍｌを添加し、反応を停止さ
せた。この反応溶液をニトロセルロースフィルターで濾
過し、このフィルターをストップバッファーで５回洗浄
した後、フィルターを１０ｍｌのトルエンシンチレータ
ーに入れ、放射能を測定した。
【００４８】Ａ－１２（ＮＩＨ３Ｔ３形質転換解析）
各１０μｇのＨＳＴ－１ｃＤＮＡ、ベクターpcDNA3.1
(-)のプラスミドＤＮＡ、野生型ＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡ
又は変異型ＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡを６５μｇのサケ精子
ＤＮＡと混合し、このＤＮＡを１０ｃｍの組織培養皿上
で５×１０5個のＮＩＨ３Ｔ３細胞にリン酸カルシウム
法（Mol Cell Biol 4, 1695, 1984）により導入した。
２４時間培養後、３枚の１０ｃｍ培養皿に分割し、５％
の仔ウシ血清を含むＤＭＥＭ培地で３週間培養した。
【００４９】Ａ－１３（ＴＩＬ１３６２が認識するエピ
トープペプチドの同定）
３′端を順次欠失させた８種類のｃＤＮＡ［８Ｂ６  Ｔ
１（８Ｂ６ｃＤＮＡの１番目から３０７番目までの塩基
配列）、８Ｂ６  Ｔ２（８Ｂ６ｃＤＮＡの１番目から３
９９番目までの塩基配列）、８Ｂ６  Ｔ３（８Ｂ６ｃＤ
ＮＡの１番目から６６４番目までの塩基配列）、８Ｂ６
  Ｔ４（８Ｂ６ｃＤＮＡの１番目から７３０番目までの
塩基配列）、８Ｂ６  Ｔ５（８Ｂ６ｃＤＮＡの１番目か
ら１００３番目までの塩基配列）、８Ｂ６  Ｔ６（８Ｂ
６ｃＤＮＡの１番目から１３４１番目までの塩基配
列）、８Ｂ６  Ｔ７（８Ｂ６ｃＤＮＡの１番目から１４
０７番目までの塩基配列）、８Ｂ６  Ｔ８（８Ｂ６ｃＤ
ＮＡの１番目から１４４６番目までの塩基配列）］を作
製した。なお、センスプライマーとしては、８Ｂ６ｃＤ
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ＮＡの１番目から２０番目までの塩基配列：５′－ＣＧ
ＧＣＧＣＧＣＧＴＧＡＡＣＧＴＴＧＣＣ－３′（配列番
号１８）、アンチセンスプライマーとしては、上記３′
端が順次欠失したｃＤＮＡの３′末端側から２０個の塩
基配列に相補的な塩基配列からなるプライマーをそれぞ
れ合成し、上記９種類のｃＤＮＡを増幅する際に用い
た。
【００５０】上記各種ｃＤＮＡを文献（J.Immunol. 15
4, 3961, 1995）記載のようにｐｃＤＮＡ（インビトロ
ジェン社製）にクローニングし、ＣＯＳ７細胞にＨＬＡ
－Ａ１ｃＤＮＡと共に導入発現させ、ＴＩＬ１３６２の
認識を検討し、エピトープが存在する領域を推定した。
推定した領域において、ＨＬＡ－Ａ１結合モチーフ（９
－１２アミノ酸の長さで、３番目が陰性荷電アミノ酸、
Ｃ末端がチロシン）を持つペプチドを、ＡＭＳ２２２マ
ルチプルペプチド合成機（ギルソン社製）にて、Ｆ－ｍ
ｏｃ法により合成した。合成したペプチドは、０．０５
％のトリフルオロ酢酸を含む蒸留水とアセトニトリルを
用いて、Ｃ８カラム（VYDAC, Hesperia, CA；精製率９
８％以上）と同様のＲ２逆相ＨＰＬＣカラム（PerSepti
ve Biosystems, Framingham, MA）により精製し、質量
分析器により確認した。また、上記ＨＬＡ－Ａ１ｃＤＮ
Ａを導入したＣＯＳ７細胞に合成したペプチドを加え、
ＴＩＬ１３６２からのＩＮＦγ放出を測定し、Ｔ細胞に
よるペプチドの認識について調べた（Kawakami Y., et *
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*al: Identification of New Melanoma Epitopes on Mel
anosomal Proteins Recognized by Tumor Infiltrating
 T Lymphocytes Restricted by HLA-A1, -A2 and -A3 a
lleles. Journal of Immunology 161: 6985, 1998.）。
【００５１】実施例Ｂ［結果］
Ｂ－１（ＨＬＡ－Ａ１拘束性ＴＩＬ１３６２による新規
共通悪性黒色腫抗原の認識）
実施例Ａ－３記載の方法でＨＬＡ拘束性の決定と既知抗
原の認識の検討を行った。その結果を表１に示す。この
結果から、ＴＩＬ１３６２は検討したＨＬＡ－Ａ１陽性
悪性黒色腫細胞株（１３６２ｍｅｌ、ＳＫｍｅｌ２３、
３９７ｍｅｌ）を認識したが、ＨＬＡ－Ａ１陰性悪性黒
色腫細胞株（６２４ｍｅｌ、５２６ｍｅｌ）や、ＨＬＡ
－Ａ１ｃＤＮＡ導入ＣＯＳ細胞や、ＨＬＡ－Ａ１ｃＤＮ
Ａ非導入ＣＯＳ細胞を認識しないことがわかった。ま
た、ＨＬＡ－Ａ１陰性悪性黒色腫細胞（５２６ｍｅｌ）
にＨＬＡ－Ａ１ｃＤＮＡを導入するとＴＩＬ１３６２が
この細胞を認識することから、ＴＩＬ１３６２は、ＨＬ
Ａ－Ａ１拘束性に共通悪性黒色腫抗原を認識すると考え
られた。さらに、ＴＩＬ１３６２は５つの既知悪性黒色
腫抗原（ＭＡＲＴ－１，ｇｐ１００，チロシナーゼ，Ｔ
ＲＰ１，ＴＲＰ２）を認識しなかったことから、新規抗
原を認識する可能性が示された。
【００５２】
【表１】

【００５３】Ｂ－２（ＴＩＬ１３６２が認識する悪性黒
色腫抗原ｃＤＮＡの単離）
実施例Ａ－４に記載の方法により自己腫瘍細胞株１３６
２ｍｅｌからｃＤＮＡライブラリーを作製し、このｃＤ
ＮＡライブラリーを実施例Ａ－５記載のようにＨＬＡ－
Ａ１ｃＤＮＡと共にＣＯＳ７細胞に導入し、これらｃＤ
ＮＡを発現させたＣＯＳ７細胞をＴＩＬ１３６２でスク
リーニングした。この結果、およそ８００ｃＤＮＡプー
ル（およそ８×１０4のｃＤＮＡ）の中から、４つの強
陽性細胞（７Ｆ１２、８Ａ１２、８Ｂ６、８Ｅ１２）と
４つの弱陽性細胞（７Ａ４、７Ａ１１、７Ｅ８、８Ａ
６）を同定した。各陽性ｃＤＮＡプールから誘導された
８０個のコロニーをＴＩＬ１３６２で再スクリーニング
し、プール８Ｂ６から３つの陽性細胞を、プール７Ｆ１

２から５つの陽性細胞を同定した。これらの８つの陽性
細胞には同じような１５５２ｋｂのｃＤＮＡが含まれて
いた。この腫瘍抗原をコードすると考えられる１５５２
ｂｐのｃＤＮＡ（８Ｂ６）を単離し、このｃＤＮＡとＨ
ＬＡ－Ａ１ｃＤＮＡを導入したＣＯＳ７細胞が、ＴＩＬ
１３６２に認識されて放出されるＩＦＮ－γ量をＥＬＩ
ＳＡ法で測定した。また、比較のため、表２に示される
各種細胞株や形質転換ＣＯＳ７細胞についても同様にＩ
ＦＮ－γ放出量を測定した。結果を表２に示す。表２か
ら、このｃＤＮＡ（８Ｂ６）がメラノーマ抗原をコード
するｃＤＮＡであることを確認した。
【００５４】
【表２】
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【００５５】Ｂ－３（全長ｃＤＮＡの単離とその構造）
上記得られた８Ｂ６の全長ｃＤＮＡを単離するために、
１３６２ｍｅｌとＳＫｍｅｌ２３細胞株から抽出したpo
lyA+ RNAを用いて、実施例Ａ－６記載の５′－，３′－
ＲＡＣＥ法を前記実施例Ａ－６記載の方法により行っ
た。１３６２ｍｅｌ株からは、３５８７ｂｐの全長ｃＤ
ＮＡが得られた（図１参照）。開始コドンＡＴＧの５′
フランキング配列中のコザック配列や終始コドンの存在
からして、このｃＤＮＡは４５３アミノ酸からなるタン
パク質をコードしていることが示された。また、このタ
ンパク質をＭＡＲＴ－２（Melanoma Antigen Recognize
d byT cella-2）と命名した。他方、ＳＫｍｅｌ２３株
からは、ＭＡＲＴ－２の１３５８番目の塩基がＡ（アデ
ニン）からＧ（グアニン）に置換し、４８３と４８４塩
基の間に１９５塩基が挿入され、１６７番目から５′側
の配列において全く異なる約１．２ｋｂの断片を有する
全長３７２８ｂｐのｃＤＮＡが得られた（図２参照）。
このｃＤＮＡのフレーム解析を行った結果、５１８アミ
ノ酸のＯＲＦ（Open Reading Frame）の存在が示され
た。上記２１９５塩基の挿入はフレームシフトを起こさ
ず６５アミノ酸が挿入され、１３５８番目のＡ（アデニ
ン）からＧ（グアニン）の置換はグルタミン酸からグリ
シンへのアミノ酸置換を起こしていた。
【００５６】また、Genbankデータベースと相同検索を
行ったところ、ＮＴ２奇形癌腫（teratocarcinoma）細
胞株から作製されたライブラリーから相同性のあるｃＤ
ＮＡ（アクセッション番号：ＡＫ００１５８６）が見い
出されたが、この塩基配列は１３５８番目の置換に加
え、１３６３番目の塩基がＡ（アデニン）からＧ（グア
ニン）に置換（アスパラギンからアスパラギン酸へのア
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ミノ酸置換）し、４８３と４８４番目の塩基の間に１９
５ｂｐが挿入し、１４０７番目から１５８６番目までの
１８０塩基が欠失していた（図２参照）。その他、第１
染色体上のｑ３２領域に相同性のある塩基配列（ＡＬ０
３５４１４，ＡＬ０３４３５１）が見い出された。分離
された２つのｃＤＮＡとデータベース上のｃＤＮＡとゲ
ノムＤＮＡの比較から（図２Ａ参照）、１９５ｂｐの挿
入はオルタナティブスプライシングによるものであるこ
とが判明した。また、３つの同定されたタンパク質のア
ミノ酸配列間でその構造の違いが確認できた（図２Ｂ；
ａは１３６２ｍｅｌ、ｂはＳＫｍｅｌ２３、ｃはＮＴ２
奇形癌腫）。
【００５７】Ｂ－４（ＭＡＲＴ－２の発現）
前記実施例Ａ－７記載のＲＴ－ＰＣＲ法及びＡ－８記載
のノーザンブロット法によりＭＡＲＴ－２遺伝子の発現
について調べた。ＭＡＲＴ－２遺伝子は、ヒト悪性黒色
腫細胞株（ＳＫｍｅｌ２３、８８８ｍｅｌ、１３６２ｍ
ｅｌ、Ａ３７５、９２８ｍｅｌ、６２４ｍｅｌ、５８６
ｍｅｌ、５２６ｍｅｌ、３９７ｍｅｌ、１３６３ｍｅ
ｌ）、ヒトグリオーマ細胞株（Ｕ８７－ＭＯ、Ｔ９８
Ｇ）、肺癌細胞株（Ｋ１Ｓ、ＬＵ９９、ＬＫ２、ＥＢＣ
１、ＳＢＣ２、ＲＥＲＦ－ＬＣＭＡ）、食道癌細胞株
（ＴＥ８、ＴＥ１０）、膀胱癌細胞株（ＫＵ７、ＢＣ４
７）、腎臓癌細胞株（ＲＣＣ６、ＲＣＣ７，ＲＣＣ
８）、前立腺癌細胞株（ＪＣＡ１、ＰＣ３）、乳癌細胞
株（ＭＤＡ２３１、ＨＳ５７８）、肝癌細胞株（Ｈｅｐ
Ｇ２）、白血病細胞株（ＨＬ６０、Ｋ５６２、Ｍｏｌｔ
４）、バーキットリンパ腫細胞株（Ｄａｕｄｉ）、膵癌
細胞株（ＰＫ１、ＰＫ５９）の癌細胞株の他、正常組織
（脳、肺、心臓、脾臓、肝臓、小腸、大腸、腎臓、筋
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肉、胎盤、胃、精巣）や正常細胞株（メラニン細胞、Ｔ
細胞、繊維芽細胞）において発現していた。このこと
は、ＭＡＲＴ－２抗原が偏在的に発現することを示して
いる。
【００５８】Ｂ－５（ＭＡＲＴ－２のリン酸結合モチー
フに起きた突然変異の検出）
１３５８番目のＡ（アデニン）がＧ（グアニン）に置換
されることが遺伝的多型性によるものか、腫瘍に起きた
突然変異かを判別するために、自己正常細胞株（ＴＩＬ
１３６２）と自己腫瘍細胞株（１３６２ｍｅｌ）を含む
悪性黒色腫細胞株１１種について、実施例Ａ－９記載の
ＰＣＲ－ＲＦＬＰ法を行った（図３）。この結果から、
１３５８番目の塩基がＡ（アデニン）の場合に切断する
制限酵素XbaIや、塩基がＧ（グアニン）の場合に切断す
る制限酵素ApaIを用いても、自己腫瘍細胞の染色体ＤＮ
Ａから増幅されたＰＣＲ産物は切断されるが、正常細胞
及びその他の悪性黒色腫細胞から増幅されたＰＣＲ産物
ではApaIでしか切断されないことがわかった。これらの
結果から、１３５８番目のＡ（アデニン）は１３６２ｍ
ｅｌの腫瘍細胞特異的に起きた突然変異であることが示
された。
【００５９】また、この腫瘍特異的突然変異によりグリ
シンからグルタミン酸へのアミノ酸置換が起き、野生型
には存在するＡＴＰやＧＴＰの結合モチーフと言われる
リン酸結合ループ［Ｐ－ｌｏｏｐ（phosphate binding *
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*loop）：ＧＸＸＸＸＧＫＴ；Trends Biochem Sci 15, 4
30, 1990］配列が壊れると考えられる。また遺伝子デー
タベースから相同性検索して得られたＮＴ２奇形癌腫細
胞株ｃＤＮＡにはＰ－ｌｏｏｐ内に、別のアミノ酸置換
を伴う変異を持っていた。そこでＭＡＲＴ－２のＰ－ｌ
ｏｏｐに起きた突然変異の有無を、実施例Ａ－１０記載
のＳＳＣＰ法によりスクリーニングした。悪性黒色腫細
胞株１１種（ＳＫｍｅｌ２３、８８８ｍｅｌ、１３６２
ｍｅｌ、Ａ３７５、６２４ｍｅｌ、９２６ｍｅｌ、５８
６ｍｅｌ、５２６ｍｅｌ、３９７ｍｅｌ、５０１Ａｍｅ
ｌ、１３６３ｍｅｌ）、各種腫瘍細胞株２０種（Ｕ８７
－ＭＯ、Ｔ９８Ｇ、ＴＥ８、ＴＥ１０、Ｋ１Ｓ、ＬＵ９
９、ＬＫ２、ＥＢＣ１、ＳＢＣ２、ＲＥＲＦ－ＬＣＭ
Ａ、ＫＵ７、ＲＣＣ６、ＲＣＣ７，ＲＣＣ８、ＰＫ１、
ＰＫ５９、ＰＣ３、ＨＳ５７８、ＭＤＡ２３１、Ｈｅｐ
Ｇ２）、造血器腫瘍細胞株３種（ＨＬ６０、Ｋ５６２、
Ｍｏｌｔ４）、正常細胞株２種（Ｔ細胞、メラニン細
胞）の計３６細胞株について調べたところ、肺扁平上皮
がん細胞株ＥＢＣ１に、更に異なる変異（Ａ塩基からＧ
塩基、アスパラギン酸からセリン）が見つかった（表３
参照）。しかしＮＴ２およびＥＢＣ１については患者正
常細胞が手に入らないため、これらが腫瘍特異的な変異
であることを確認することはできなかった。
【００６０】
【表３】

【００６１】Ｂ－６（ＭＡＲＴ－２の変異によるＧＴＰ
結合活性の低下）
非加水分解性の放射性標識ＧＴＰ（35Ｓ－ＧＴＰγＳ）
を用いて野生型及び変異型ＭＡＲＴ－２のＧＴＰ結合活
性を実施例Ａ－１１記載の方法で測定した。結果を図４
に示す。変異型ＭＡＲＴ－２を導入したＣＯＳ－７細胞
から調製した全細胞抽出液ではＧＴＰの結合量が、野生
型のものと比べて少ないことから、Ｐ－ｌｏｏｐモチー
フの変異がＭＡＲＴ－２タンパクのＧＴＰ結合活性の低
下を引き起こしていることが示された。また、癌遺伝子
であるｒａｓ遺伝子は、Ｐ－ｌｏｏｐにおいて変異が起

こることで腫瘍原性を持つことが知られている（Annu R
evBiochem 56, 779, 1987）。そこで、実施例Ａ－１２
のように野生型及び変異型ＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡ、陰性
コントロール（ベクターｐｃＤＮＡ３．１）、陽性コン
トロール（ＨＳＴ－１ｃＤＮＡ）を、それぞれＮＩＨ３
Ｔ３細胞に導入し、形質転換活性の有無を検討してみた
が変異ＭＡＲＴ－２において顕著な形質転換活性は見ら
れなかった。結果を表４に示す。
【００６２】
【表４】
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【００６３】Ｂ－７（エピトープペプチドの同定）
単離した８Ｂ６ｃＤＮＡ上でエピトープが存在する領域
を推定するために、実施例Ａ－１３記載のように８種類
の３′端が欠失した８Ｂ６ｃＤＮＡ断片［５Ｂ６ Ｔ
１、５Ｂ６ Ｔ２、５Ｂ６ Ｔ３、５Ｂ６ Ｔ４、５Ｂ６ 
Ｔ５、５Ｂ６ Ｔ６、５Ｂ６ Ｔ７、５Ｂ６ Ｔ８］を作
製し、それらをＨＬＡ－Ａ１ｃＤＮＡとともにＣＯＳ７
細胞に導入し、これらのＣＯＳ７細胞のＴＩＬ１３６２
による認識をＩＦＮγアッセイで検討した。この結果を
表５に示す。この結果から、１４０７ｂｐのｃＤＮＡ *

30
*（５Ｂ６ Ｔ７）までは陽性で、１３４１ｂｐのｃＤＮ
Ａ（５Ｂ６ Ｔ６）及び更に欠失を進めたｃＤＮＡ全て
［５Ｂ６ Ｔ１、５Ｂ６ Ｔ２、５Ｂ６ Ｔ３、５Ｂ６ Ｔ
４、５Ｂ６ Ｔ５］に陰性であることがわかった。また
ＨＬＡ－Ａ１結合モチーフ（９～１２アミノ酸で、３番
目が陰性荷電アミノ酸、Ｃ末端アミノ酸がチロシン）に
適合するアミノ酸配列を検索し、抗原エピトープ候補と
なる８種類のペプチドを合成した。
【００６４】
【表５】

【００６５】上記合成した８種類の候補ペプチド［ＮＥ
ＶＧＫＴＹ、ＧＮＥＶＧＫＴＹ、ＥＧＮＥＶＧＫＴＹ、
ＬＥＧＮＥＶＧＫＴＹ、ＦＬＥＧＮＥＶＧＫＴＹ、ＶＦ
ＬＥＧＮＥＶＧＫＴＹ、ＬＶＦＬＥＧＮＥＶＧＫＴＹ、
ＮＬＶＦＬＥＧＮＥＶＧＫＴＹ］に対するＴＩＬ１３６
２の認識を検討した（図５）。この結果から、配列番号
４で示される１１アミノ酸からなるペプチドＦＬＥＧＮ
ＥＶＧＫＴＹが最も低いペプチド濃度でＴＩＬ１３６２
に認識されることから、このペプチド鎖がＴＩＬ１３６
２のエピトープであることが示された。この同定された
エピトープペプチドは、腫瘍特異的に起こった突然変異
を含んでいたため、野生型のアミノ酸に置換したペプチ
ドＦＬＧＧＮＥＶＧＫＴＹに対するＴＩＬ１３６２の認
識を検討してみた（図６）。この結果、ＴＩＬ１３６２
は野生型ペプチドを認識しなかったことから、ＴＩＬ１
３６２は自己腫瘍にのみ存在する変異ペプチドを認識し
ていることが示唆された。しかし、ＴＩＬ１３６２はＨ
ＬＡ－Ａ１を持つ異種悪性黒色腫をも認識し反応するこ
とから、単離されていない共通抗原が存在すると考えら
れる。
【００６６】癌の発生・成長に重要な意義をもつ分子の
突然変異が同時に免疫原性を有する例は過去においても
知られており、上記のように、一つのメラノーマ細胞株*

*において特異的な変異が存在し、該変異が免疫原性を有
することが証明された悪性黒色腫抗原ＭＡＲＴ－２も、
癌の発生に関係している機能分子である可能性は大き
い。ＭＡＲＴ－２の変異が少なくとも他の癌細胞株（肺
癌、奇形種）にも示唆されたこと、細胞内シグナル伝達
系の重要な構成要素であるＧＴＰ結合蛋白質であるこ
と、及びその変異がシグナル伝達機能に影響を与えてい
る可能性があることは、その遺伝子変異が癌において一
般的であることを示唆しているものと考えられる。この
ようにＭＡＲＴ－２は、機能的な重要性と免疫原性を同
時に有する分子としての一般性が期待できる抗原タンパ
ク質として捉えることができ、癌の診断薬や治療薬の標
的分子となる可能性が大きい。
【００６７】
【発明の効果】本発明によると、生理的に重要である悪
性黒色腫抗原活性を有するペプチド又はタンパク質、特
にＴ細胞エピトープや、それらをコードするＤＮＡを提
供することができる。また、それら悪性黒色腫抗原、特
にＴ細胞エピトープやそれらをコードするＤＮＡは、各
種癌の治療や診断に有用であり、免疫誘導活性の促進又
は抑制物質のスクリーニングに用いることができる。
【００６８】
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
               
<110> KEIO UNIVERSITY
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      The United States of America
<120> Human Malignant Melanoma 
Antigens
<130> 000000099

<140>
<141>
<160> 18
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 4159
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220> 
<221> CDS
<222> (218)..(1579)
<400> 1
crbbgggctg cgctgctcct ccaaagggca gctc
cggggg aaagagggtg gcgtcccggg 60    
gaagcccgca gccgccgccg atgtcgctgg gact
cggaag tgccgaaaga ggggtgttgg 120   
gaactcgcgg cgcgcgtgaa cgttgccgtc gccg
ccgccc gggacagccc ggagaaactc 180   
tcagcgtagg catcgggaac cttcgtgcca agga
gcc atg ctg ccc cga tgg gaa  235   
                                         Met Leu Pro Arg T
rp Glu
                                           1               5
ctg gca ctt tac cta ctt gcc tca cta ggc 
ttc cac ttc tat tcc ttc   283   
Leu Ala Leu Tyr Leu Leu Ala Ser Leu Gly 
Phe His Phe Tyr Ser Phe
             10                  15                  20 
tat gaa gtt tac aaa gtc tcc aga gaa cac 
gaa gag gag ctg gac cag   331   
Tyr Glu Val Tyr Lys Val Ser Arg Glu His 
Glu Glu Glu Leu Asp Gln
         25                  30                  35 
gaa ttt gag ctg gag act gac act tta ttt 
gga gga tta aag aag gat   379   
Glu Phe Glu Leu Glu Thr Asp Thr Leu Phe 
Gly Gly Leu Lys Lys Asp
     40                  45                  50 
gcg acc gac ttt gag tgg agc ttc tgg atg 
gaa tgg ggg aag cag tgg   427   
Ala Thr Asp Phe Glu Trp Ser Phe Trp Met 
Glu Trp Gly Lys Gln Trp
 55                  60                  65                  70

ctg gtg tgg ctt ctc ctt ggc cac atg gta 
gtg tct caa atg gcc aca   475   
Leu Val Trp Leu Leu Leu Gly His Met Val 
Val Ser Gln Met Ala Thr
                 75                  80                  85 
ctg ctg gca aga aag aga agg tgg tac aag 
aca gaa aat gag tac tac   523   
Leu Leu Ala Arg Lys Arg Arg Trp Tyr Lys 
Thr Glu Asn Glu Tyr Tyr
             90                  95                 100 
ctg ctg cag ttc acg ctg acc gtt cgc tgc 
ctc tac tac acc agc ttc   571   
Leu Leu Gln Phe Thr Leu Thr Val Arg Cys 
Leu Tyr Tyr Thr Ser Phe
        105                 110                 115 
agc ctg gag ctc cgc tgg cag cag ctg cct 
gct gca tcg acc tcc tac   619   
Ser Leu Glu Leu Arg Trp Gln Gln Leu Pro 
Ala Ala Ser Thr Ser Tyr
    120                 125                 130 

tcc ttt ccc tgg atg ctg gcc tat gtc ttt 
tat tat cca gtc tta cac   667   
Ser Phe Pro Trp Met Leu Ala Tyr Val Phe 
Tyr Tyr Pro Val Leu His
135                 140                 145                 1
50
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aat ggg ccc atc ctc agc ttc tcg gag ttc 
atc aaa cag atg cag cag   715   
Asn Gly Pro Ile Leu Ser Phe Ser Glu Phe 
Ile Lys Gln Met Gln Gln
                155                 160                 165 
cag gag cat gac tcc ctg aag gcc agc ctg 
tgt gtc ctg gcc ctg ggg   763   
Gln Glu His Asp Ser Leu Lys Ala Ser Leu 
Cys Val Leu Ala Leu Gly
            170                 175                 180 
ctg ggc cgc ctt ctt tgc tgg tgg tgg ctg 
gcc gag ctg atg gct cac   811   
Leu Gly Arg Leu Leu Cys Trp Trp Trp Leu 
Ala Glu Leu Met Ala His
        185                 190                 195 
ctg atg tac atg cat gcc atc tac agc agc 
atc ccc ctc ctg gag act   859   
Leu Met Tyr Met His Ala Ile Tyr Ser Ser 
Ile Pro Leu Leu Glu Thr
    200                 205                 210 
gtc tct tgt tgg acc tta gga gga ctg gcg 
tta gcc cag gtg ctc ttt   907   
Val Ser Cys Trp Thr Leu Gly Gly Leu Ala 
Leu Ala Gln Val Leu Phe
215                 220                 225                 2
30
ttc tac gtg aag tac ttg gtg ctc ttt ggc 
gtg cct gct ctg ctc atg   955   
Phe Tyr Val Lys Tyr Leu Val Leu Phe Gly 
Val Pro Ala Leu Leu Met
                235                 240                 245 

cgc ctg gat gga ctc act cca ccc gcc ctc 
ccc cgc tgc gtg agc acc   1003  
Arg Leu Asp Gly Leu Thr Pro Pro Ala Leu 
Pro Arg Cys Val Ser Thr
            250                 255                 260 
atg ttc agt ttc acc ggg atg tgg agg tat 
ttt gat gtt gga ctg cat   1051  
Met Phe Ser Phe Thr Gly Met Trp Arg Tyr 
Phe Asp Val Gly Leu His
        265                 270                 275 
aat ttc tta atc agg tat gtg tac att cca 
gtg ggc ggg tcc cag cat   1099  
Asn Phe Leu Ile Arg Tyr Val Tyr Ile Pro 
Val Gly Gly Ser Gln His
    280                 285                 290 
ggc ctg ctg ggg aca ctg ttt tcc acg gcg 
atg aca ttt gca ttt gtg   1147  
Gly Leu Leu Gly Thr Leu Phe Ser Thr Ala 
Met Thr Phe Ala Phe Val
295                 300                 305                 3
10
agc tac tgg cat ggc ggc tac gac tac ctc 
tgg tgc tgg gca gcg ctc   1195  
Ser Tyr Trp His Gly Gly Tyr Asp Tyr Leu 
Trp Cys Trp Ala Ala Leu
                315                 320                 325 
aac tgg ctg gga gtc act gtg gag aat gga 
gtc cgg agg ctg gtg gag   1243  
Asn Trp Leu Gly Val Thr Val Glu Asn Gly 
Val Arg Arg Leu Val Glu
            330                 335                 340 
act ccc tgc atc cag gac agt ctg gcc cga 
tac ttc tcc cca caa gct   1291  
Thr Pro Cys Ile Gln Asp Ser Leu Ala Arg 
Tyr Phe Ser Pro Gln Ala
        345                 350                 355 
cgc cgt cga ttc cac gct gcc ctt gct tct 
tgt tcc acc tcg atg ctg   1339  
Arg Arg Arg Phe His Ala Ala Leu Ala Ser 
Cys Ser Thr Ser Met Leu
    360                 365                 370 
atc ctg tcc aac ctg gta ttt ctt gag ggc 
aat gag gtt ggg aaa acc   1387  
Ile Leu Ser Asn Leu Val Phe Leu Glu Gly 
Asn Glu Val Gly Lys Thr
375                 380                 385                 3
90
tac tgg aat agg atc ttc ata caa gga ggt 
tta ttt tta ttt ttt tta   1435  
Tyr Trp Asn Arg Ile Phe Ile Gln Gly Gly 
Leu Phe Leu Phe Phe Leu
                395                 400                 405 
ctc aat cca tgt tgg gag aca gca ttc cag 
ggc ttt cct gtg ttt ctg   1483  
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Leu Asn Pro Cys Trp Glu Thr Ala Phe Gln 
Gly Phe Pro Val Phe Leu
            410                 415                 420 
cat ttc tta caa aca gag gta ctg gct acc 
ttt gtt ccc aac tat ttt   1531  
His Phe Leu Gln Thr Glu Val Leu Ala Thr 
Phe Val Pro Asn Tyr Phe
        425                 430                 435 
tcc tgg aat att tgt ata gaa aac acc tcc 
gaa ttg tcc agc tac taa   1579  
Ser Trp Asn Ile Cys Ile Glu Asn Thr Ser 
Glu Leu Ser Ser Tyr 
    440                 445                 450 
gcagcaatat caggctggcc ttgggtgacc ctct
ctgtcc tgggattcct gtactgctac 1639  
tcccacgtgg gcattgcctg ggcccagacc tacg
ccacgg actaatgctg ttgggcccag 1699  
gccagtcctt gttgctggcc tccaaggcaa atag
tgcttc accctaacct ctcactccag 1759  

gacagcctct aagggatttg atctgctcat cttc
agttga atgccctcac tccaagactg 1819  
gatgctggat ctcatagaaa attcacagcc agac
aatctt ctaatctgga gtctttgaga 1879  
tcttctaccc caactcatca ttttcctatt gagg
aaacgg gtccagggca gtcgtgtgtc 1939  
ttacccagtt acacagggtg acattttggt ctag
aaccta gtctcatgag ccctttgcat 1999  
tctttcccct taagcaagaa tagaatgtag tgga
aattta ttgattgaga cacagaaatc 2059  
ctgattagtg ataggcctgt cttctgggca atat
ttctaa aatatttgag tgacattgat 2119  
gtttaagtga cctccttcat cacatcctgc agta
tctcca gaagcagcac tagggtttga 2179  
gtttcatgct tcagcccctc tgtaggaatg agac
caagcc acagctgtct tttgaattac 2239  
gtagtcgaag aagacggtag cagccctgta gcat
tctaag gcatctatac ccaaggagtc 2299  
ctgtgatctg agcttcagca gggtgatcta catt
tgggtg cttgtttctg agatttgcag 2359  
agaagtataa catggtagtt cctctacctt acag
ttaatc gtttcttaat aaagaagcag 2419  
aatttagaaa ccacaggata gtgtacccac agat
gggtgt tatcaaggcc agtcatgagg 2479  
atggtgtcct ggagtcttgt ccaccctctc cata
caagtc tcaaaagtca tcctcctact 2539  
cagtgattca cgtttagtgg tttatattat taag
gtttga ttcaaacaga gccttttctg 2599  
tcctgtagat aatctacatg tttgtagaat tatt
ttgaat atgtttgagg aaaatgttta 2659  

aaatctaaat atactcacat aacttgatta ttca
ctcctc tgaaaagatg ctggataggc 2719  
taccaaagtt cccaagtggt agataattca gaag
acttgt ttgaatttgg attttttttt 2779  
tttttggagt ggggaagggt ataaaggagg ctta
aaattt gaatccataa tatatctaat 2839  
tacaggagaa tttacaacat ctcaagtacg taaa
ttaagt tgtcattgag tgaaaggttc 2899  
acttggacct agtgctgcct cctgtttatt acat
agcatg gcccttatgt cttgagttga 2959  
ggttatcatc tcaatgaggc tttagctcct agag
tacagg accattttgt tgattgtctt 3019  
tcttcatagc ttctctgctt ggcaaagaga tggg
aggggg ccagatactg actacctggg 3079  
gtaggcacat tatgtgttaa agcaagacag aggc
cagaga ggggcaggta gacctgcata 3139  
gcagcagcct cagcagctgt cttggtaaag gaga
gagaga gacatggggc cagtaattcc 3199  
ggggtgctca gaagttttag gaggggatga gcct
caggga ggagtgagca cctaaatgaa 3259  
cgcagtaaac cttcatggac caacagtgat tgag
gatttg tgggcagcca gagggagtct 3319  
gactgaagtt tacttggaaa gaaagggctt gcta
agaaaa aagggagtaa aaatgatgat 3379  
agggaagtgt ctaatgtatg tgcacatata agta
atacaa aagttttgag ctcttccaag 3439  
tataccattt atatacaaac aaataggttt attc
attcat taaactactt tggaagcgtc 3499  

agtggatata tttgaaagtg gtaatcctga atct
ctttta aactattata tgattcataa 3559  
tggttctcag gaattaataa atgattactg tgtt
tccany ncmhnhakkb gcmvsrcsnc 3619  
martmddcwg tmsnwrmans ymbaragcnt rysh
acdbct gcgctgctcc tccaaagggc 3679  
agctccgggg gaaagagggt ggcgtcccgg ggaa
gcccgc agccgccgcc gatgtcgctg 3739  
ggactcggaa gtgccgaaag aggggtgttg ggaa
ctcgmv srmvsrhdth tctgcgctgc 3799  
tcctccaaag ggcagctccg ggggaaagag ggtg
gcgtcc cggggaagcc cgcagccgcc 3859  
gccgatgtcg ctgggactcg gaagtgccga aaga
ggggtg ttgggaactc gtgcmvsrtc 3919  
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cmvnrmarmv srtccvmcrs twrdgadhkm srct
gcgctg ctcctccaaa gggcagctcc 3979  
gggggaaaga gggtggcgtc ccggggaagc ccgc
agccgc cgccgatgtc gctgggactc 4039  
ggaagtgccg aaagaggggt gttgggaact cgtt
dgdanc dada*rtntr ytabwrddcm 4099  
ntsmmarynr matndcmnts mmarynrmat ncmb
bctmcr stwrdmswrd dcwrddcmnt 4159  
<210> 2
<211> 453 
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Met Leu Pro Arg Trp Glu Leu Ala Leu Tyr 
Leu Leu Ala Ser Leu Gly 
  1               5                  10                  15 
Phe His Phe Tyr Ser Phe Tyr Glu Val Tyr 
Lys Val Ser Arg Glu His 
             20                  25                  30 
Glu Glu Glu Leu Asp Gln Glu Phe Glu Leu 
Glu Thr Asp Thr Leu Phe 
         35                  40                  45 
Gly Gly Leu Lys Lys Asp Ala Thr Asp Phe 
Glu Trp Ser Phe Trp Met 
     50                  55                  60 
Glu Trp Gly Lys Gln Trp Leu Val Trp Leu 
Leu Leu Gly His Met Val 
 65                  70                  75                  80
 
Val Ser Gln Met Ala Thr Leu Leu Ala Arg 
Lys Arg Arg Trp Tyr Lys 
                 85                  90                  95 
Thr Glu Asn Glu Tyr Tyr Leu Leu Gln Phe 
Thr Leu Thr Val Arg Cys 
            100                 105                 110 
Leu Tyr Tyr Thr Ser Phe Ser Leu Glu Leu 
Arg Trp Gln Gln Leu Pro 
        115                 120                 125 
Ala Ala Ser Thr Ser Tyr Ser Phe Pro Trp 
Met Leu Ala Tyr Val Phe 
    130                 135                 140 
Tyr Tyr Pro Val Leu His Asn Gly Pro Ile 
Leu Ser Phe Ser Glu Phe 
145                 150                 155                 1
60 
Ile Lys Gln Met Gln Gln Gln Glu His Asp 
Ser Leu Lys Ala Ser Leu 
                165                 170                 175 
Cys Val Leu Ala Leu Gly Leu Gly Arg Leu 
Leu Cys Trp Trp Trp Leu 
            180                 185                 190 
Ala Glu Leu Met Ala His Leu Met Tyr Met 
His Ala Ile Tyr Ser Ser 
        195                 200                 205 
Ile Pro Leu Leu Glu Thr Val Ser Cys Trp 
Thr Leu Gly Gly Leu Ala 
    210                 215                 220 
Leu Ala Gln Val Leu Phe Phe Tyr Val Lys 
Tyr Leu Val Leu Phe Gly 
225                 230                 235                 2
40 
Val Pro Ala Leu Leu Met Arg Leu Asp Gly 
Leu Thr Pro Pro Ala Leu 
                245                 250                 255 
Pro Arg Cys Val Ser Thr Met Phe Ser Phe 
Thr Gly Met Trp Arg Tyr 
            260                 265                 270 
Phe Asp Val Gly Leu His Asn Phe Leu Ile 
Arg Tyr Val Tyr Ile Pro 
        275                 280                 285 
Val Gly Gly Ser Gln His Gly Leu Leu Gly 
Thr Leu Phe Ser Thr Ala 
    290                 295                 300 
Met Thr Phe Ala Phe Val Ser Tyr Trp His 
Gly Gly Tyr Asp Tyr Leu 
305                 310                 315                 3
20 
Trp Cys Trp Ala Ala Leu Asn Trp Leu Gly 
Val Thr Val Glu Asn Gly 
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                325                 330                 335 
Val Arg Arg Leu Val Glu Thr Pro Cys Ile 
Gln Asp Ser Leu Ala Arg 
            340                 345                 350 
Tyr Phe Ser Pro Gln Ala Arg Arg Arg Phe 
His Ala Ala Leu Ala Ser 
        355                 360                 365 
Cys Ser Thr Ser Met Leu Ile Leu Ser Asn 
Leu Val Phe Leu Glu Gly 
    370                 375                 380 
Asn Glu Val Gly Lys Thr Tyr Trp Asn Arg 
Ile Phe Ile Gln Gly Gly 
385                 390                 395                 4
00 
Leu Phe Leu Phe Phe Leu Leu Asn Pro Cys 
Trp Glu Thr Ala Phe Gln 
                405                 410                 415 
Gly Phe Pro Val Phe Leu His Phe Leu Gln 
Thr Glu Val Leu Ala Thr 
            420                 425                 430 
Phe Val Pro Asn Tyr Phe Ser Trp Asn Ile 
Cys Ile Glu Asn Thr Ser 
        435                 440                 445 
Glu Leu Ser Ser Tyr 
    450 

<210> 3
<211> 33
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 3
tttcttgagg gcaatgaggt tgggaaaacc tac 
                             33    
<210> 4
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
Phe Leu Glu Gly Asn Glu Val Gly Lys Thr 
Tyr 
  1               5                  10 
<210> 5
<211> 44
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Marathon cDNA
      adaptor 1
<400> 5
ctaatacgac tcactatagg gctcgagcgg ccgc
ccgggc aggt                  44    
<210> 6
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Adaptor Primer
      1
<400> 6
ccatcctaat acgactcact atagggc              
                       27    
<210> 7
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<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:8B6 cDNA
      specific reverse primer
<400> 7
gtcgtagccg ccatgccagt agctcaca            
                        28    
<210> 8
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:8B6 cDNA
      specific forward primer
<400> 8
cgccttcttt gctggtggtg gctggc                
                      26    
<210> 9
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:nested Adaptor
      Primer 2
<400> 9
actcactata gggctcgagc ggc                      
                   23    

<210> 10
<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:nested 8B6 cDNA
      specific reverse primer
<400> 10
gtaagaaatg cagaaacaca ggaaggcc            
                        28    
<210> 11
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:nested 8B6 cDNA
      specific forward primer
<400> 11
tggcccgata cttctcccca caa                      
                   23    
<210> 12
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
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<223> Description of Artificial
 Sequence:MART-2 cDNA
      specific sense primer
<400> 12
cgccttcttt gctggtggtg gctggc                
                      26    
<210> 13
<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:MART-2 cDNA
      specific antisense primer
<400> 13
gtcgtagccg ccatgccagt agctcaca            
                        28    
<210> 14
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 

31

<223> Description of Artificial
 Sequence:8B6 cDNA
      specific reverse primer
<400> 14
cagtaggttt tcccaacctc atgggcc              
                       27    
<210> 15
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:forward  primer
<400> 15
tcctgtccaa cctggtattt ctag                    
                    24    
<210> 16
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:reverse primer
<400> 16
ccttgtatga agatcctatt ccag                    
                    24    

<210> 17
<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:8B6 cDNA
      specific reverse primer
<400> 17
ccttgtatga agatcctatt ccagtagg            
                        28    
<210> 18
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<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Sense Primer
<400> 18
cggcgcgcgt gaacgttgcc                             
                20    

32
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明のＭＡＲＴ－２ｃＤＮＡとアミノ酸配列
を示す図である。
【図２】本発明のＭＡＲＴ－２抗原の遺伝子及びタンパ
ク質構造を示す図である。
【図３】ＰＣＲ－ＲＦＬＰ法による本発明のＭＡＲＴ－
２の突然変異の検出結果を示す図である。
【図４】本発明のＭＡＲＴ－２の変異によるＧＴＰ結合*
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*活性の低下の結果を示す図である。
【図５】ＨＬＡ－Ａ１拘束性Ｔ細胞を用いた、本発明の
ＭＡＲＴ－２（エピトープ）の同定結果を示す図であ
る。
【図６】ＨＬＡ－Ａ１拘束性Ｔ細胞を用いた、本発明の
ＭＡＲＴ－２（エピトープ）と野生型との比較結果を示
す図である。

【図２】 【図３】

【図４】

【図５】
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【図１】
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【図６】
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