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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  Ｃ末端アミノ酸配列がＣＳＧＣＡＫＳである癌関連抗原をコ

ードし、かつ相補配列がストリンジェントな条件で配列番号１にハイブリダイズ

する単離された核酸分子。

    【請求項２】  配列番号１のヌクレオチド配列を含む請求項１の単離された

核酸分子。

    【請求項３】  配列番号１のヌクレオチド４８～６８３によって規定される

ヌクレオチド配列を含む請求項１の単離された核酸分子。

    【請求項４】  配列番号３に記載のアミノ酸配列を持つタンパク質をコード

するヌクレオチド配列を含む請求項１の単離された核酸分子。

    【請求項５】  癌関連抗原をコードし、かつ相補配列が配列番号２にハイブ

リダイズする単離された核酸分子。

    【請求項６】  配列番号２のヌクレオチド配列を含む請求項５の単離された

核酸分子。

    【請求項７】  配列番号２のヌクレオチド６９～３１１６を含む請求項５の

単離された核酸分子。

    【請求項８】  配列番号２のヌクレオチド６９～３１１６によってコードさ

れるタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む請求項５の単離された核酸

分子。

    【請求項９】  プロモーターに作動可能に連結された請求項１の単離された

核酸分子を含む発現ベクター。

    【請求項１０】  プロモーターに作動可能に連結された請求項５の単離され

た核酸分子を含む発現ベクター。

    【請求項１１】  請求項９または１０の発現ベクターで形質転換またはトラ

ンスフェクトされた真核細胞系または原核細胞株。

    【請求項１２】  配列番号１または２によってコードされるアミノ酸配列の

全部または一部を含む単離された癌関連抗原。

    【請求項１３】  配列番号３のアミノ酸配列を含む請求項１２の単離された

癌関連抗原。
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    【請求項１４】  請求項１または５の単離された核酸分子で形質転換または

トランスフェクトされた真核細胞系または原核細胞株。

    【請求項１５】  サイトカインをコードする核酸分子でもトランスフェクト

される請求項１４の真核細胞系または原核細胞株。

    【請求項１６】  ＭＨＣ分子をコードする核酸分子によってさらにトランス

フェクトされる請求項１５の真核細胞系または原核細胞株。

    【請求項１７】  前記サイトカインがインターロイキンである請求項１５の

真核細胞系または原核細胞株。

    【請求項１８】  前記インターロイキンがＩＬ－２、ＩＬ－４またはＩＬ－

１２である請求項１７の真核細胞系または原核細胞株。

    【請求項１９】  非増殖性にされている請求項１４の真核細胞系または原核

細胞株。

    【請求項２０】  線維芽細胞系である請求項１４の真核細胞系。

    【請求項２１】  突然変異ウイルスまたは弱毒化ウイルスと請求項１または

５の単離された核酸分子とを含む発現ベクター。

    【請求項２２】  前記ウイルスがアデノウイルスまたはワクシニアウイルス

である請求項２１の発現ベクター。

    【請求項２３】  前記ウイルスがワクシニアウイルスである請求項２２の発

現ベクター。

    【請求項２４】  前記ウイルスがアデノウイルスである請求項２２の発現ベ

クター。

    【請求項２５】  （ｉ）請求項１２の単離された癌関連抗原をコードする核

酸分子を含む第１ベクターと、（ｉｉ）（ａ）前記癌関連抗原に由来する抗原を

提示するＭＨＣまたはＨＬＡ分子をコードする核酸分子を含むベクターおよび（

ｂ）インターロイキンをコードする核酸分子を含むベクターからなる群より選択

される第２ベクターとを含む、細胞のトランスフェクションに有用な発現系。

    【請求項２６】  請求項１２の単離された癌抗原と医薬的に許容できるアジ

ュバントとを含む免疫原組成物。

    【請求項２７】  前記アジュバントがサイトカイン、サポニンまたはＧＭ－
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ＣＳＦである請求項２６の免疫原組成物。

    【請求項２８】  請求項１２の単離された癌関連抗原中で互いにつながって

いる８～１２アミノ酸のアミノ酸配列からなる少なくとも１つのペプチドと、医

薬的に許容できるアジュバントとを含む免疫原組成物。

    【請求項２９】  前記アジュバントがサポニン、サイトカインまたはＧＭ－

ＣＳＦである請求項２８の免疫原組成物。

    【請求項３０】  特定のＭＨＣ分子と複合体を形成する複数のペプチドを含

む請求項２７の免疫原組成物。

    【請求項３１】  配列番号１または２によってコードされるアミノ酸配列に

由来するペプチドをコードする少なくとも１つの発現ベクターを含む免疫原組成

物。

    【請求項３２】  前記少なくとも１つの発現ベクターが複数のペプチドをコ

ードする請求項３１の免疫原組成物。

    【請求項３３】  請求項１４の単離された真核細胞系と薬学的に許容できる

アジュバントとを含む、癌状態に苦しむ処置対象の処置に有用なワクチン。

    【請求項３４】  前記真核細胞系が非増殖性にされている請求項３３のワク

チン。

    【請求項３５】  前記真核細胞系がヒト細胞系である請求項３４のワクチン

。

    【請求項３６】  配列番号１または２によってコードされるアミノ酸配列に

由来するペプチドを表面に発現させている非増殖性細胞系を含む、癌状態の処置

に有用な組成物。

    【請求項３７】  前記細胞系がヒト細胞系である請求項３６の組成物。

    【請求項３８】  （ｉ）配列番号１または２によってコードされるアミノ酸

配列に由来するペプチド、（ｉｉ）ＭＨＣまたはＨＬＡ分子、および（ｉｉｉ）

医薬的に許容できる担体を含む、癌状態の処置に有用な組成物。

    【請求項３９】  請求項１２の癌抗原に特異的な単離された抗体。

    【請求項４０】  モノクローナル抗体である請求項３９の単離された抗体。

    【請求項４１】  試料中の癌に関するスクリーニング方法であって、前記試
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料を配列番号１または２によってコードされる分子の全部または一部にハイブリ

ダイズする核酸分子と接触させ、前記試料中の癌細胞の指標としてハイブリダイ

ゼーションを決定することを含む方法。

    【請求項４２】  試料中の癌に関するスクリーニング方法であって、前記試

料を請求項３９の単離された抗体と接触させ、癌の指標として、ターゲットに対

する前記抗体の結合を決定することを含む方法。

    【請求項４３】  診断対象の癌状態を診断する方法であって、前記診断対象

の免疫活性細胞含有試料を、請求項１または５の単離された核酸分子でトランス

フェクトされた細胞系と接触させ、前記トランスフェクト細胞系と前記免疫活性

細胞との相互作用を決定することを含み、前記相互作用が前記癌状態の指標であ

る方法。

    【請求項４４】  癌状態の後退、進行または発症を決定する方法であって、

前記癌状態を持つ患者から採取した試料を、（ｉ）配列番号１または２によって

コードされるタンパク質、（ｉｉ）前記タンパク質に由来するペプチド、（ｉｉ

ｉ）前記ペプチドおよびそれと非共有結合的に複合体を形成するＭＨＣ分子に特

異的な細胞溶解性Ｔ細胞、ならびに（ｉｖ）前記タンパク質に特異的な抗体から

なる群より選択されるパラメーターに関してモニターすることを含み、前記パラ

メーターの量が前記癌状態の進行または後退または発症の指標である方法。

    【請求項４５】  前記試料が体液または浸出物である請求項４４の方法。

    【請求項４６】  前記試料が組織である請求項４４の方法。

    【請求項４７】  前記試料を前記タンパク質またはペプチドと特異的に結合

する抗体と接触させることを含む請求項４４の方法。

    【請求項４８】  前記抗体が放射性ラベルまたは酵素で標識される請求項４

７の方法。

    【請求項４９】  前記抗体がモノクローナル抗体である請求項４７の方法。

    【請求項５０】  前記タンパク質をコードするＲＮＡを増幅することを含む

請求項４４の方法。

    【請求項５１】  前記増幅がポリメラーゼ連鎖反応を行うことを含む請求項

５０の方法。
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    【請求項５２】  前記試料を、前記タンパク質をコードするかまたは発現さ

せる核酸分子に特異的にハイブリダイズする核酸分子と接触させることを含む請

求項４４の方法。

    【請求項５３】  前記核酸分子が配列番号４または５を含む請求項５２の方

法。

    【請求項５４】  脱落したタンパク質に関して前記試料をアッセイすること

を含む請求項４４の方法。

    【請求項５５】  前記試料をタンパク質と接触させることによって、前記タ

ンパク質に特異的な抗体に関して、前記試料をアッセイすることを含む請求項４

４の方法。

    【請求項５６】  癌状態を診断する方法であって、配列番号１または２によ

ってコードされるタンパク質に由来するペプチドがＭＨＣ分子と複合体を形成し

たものに特異的な免疫活性細胞に関して、診断対象から採取した試料をアッセイ

することを含み、前記免疫活性細胞の存在が前記癌状態の指標である方法。

    【請求項５７】  請求項１２の単離された癌関連抗原中で互いにつながって

いる８～２５アミノ酸のアミノ酸配列からなる少なくとも１つのペプチドと、医

薬的に許容できるアジュバントとを含む組成物。

    【請求項５８】  前記アジュバントがサポニン、サイトカインまたはＧＭ－

ＣＳＦである請求項５７の組成物。

    【請求項５９】  複数のＭＨＣ結合ペプチドを含む請求項５７の組成物。

    【請求項６０】  請求項１２の単離された癌関連抗原中で互いにつながって

いる８～２５アミノ酸のアミノ酸配列からなる少なくとも１つのペプチドをコー

ドする発現ベクターと、医薬的に許容できるアジュバントとを含む組成物。

    【請求項６１】  前記発現ベクターが複数のペプチドをコードする請求項６

０の組成物。

    【請求項６２】  病理学的状態が存在する可能性に関するスクリーニング方

法であって、配列番号１または２によってコードされる癌関連抗原の少なくとも

１つに特異的な抗体に関して、病理学的状態を持つと考えられる患者から採取し

た試料をアッセイすることを含み、前記抗体の存在が、前記病理学的状態が存在
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する可能性の指標である方法。

    【請求項６３】  前記病理学的状態が癌である請求項６２の方法。

    【請求項６４】  前記癌がメラノーマである請求項６２の方法。

    【請求項６５】  前記試料を配列番号１または２によってコードされる精製

された癌関連抗原と接触させることをさらに含む請求項６４の方法。

    【請求項６６】  検査対象に病理学的状態が存在する可能性に関するスクリ

ーニング方法であって、配列番号１または２を含むヌクレオチド配列を持つ核酸

分子の発現に関して、前記検査対象から採取した試料をアッセイすることを含み

、前記核酸分子の発現が、前記病理学的状態が存在する可能性の指標である方法

。

    【請求項６７】  前記病理学的状態が癌である請求項６６の方法。

    【請求項６８】  ポリメラーゼ連鎖反応によって発現を決定することを含む

請求項６６の方法。

    【請求項６９】  前記試料を配列番号４または５の少なくとも１つと接触さ

せることによって発現を決定することを含む請求項６６の方法。

    【請求項７０】  癌状態の後退、進行または発症を決定する方法であって、

前記癌状態を持つ患者から採取した試料を、（ｉ）配列番号１または２によって

コードされる癌関連抗原、（ｉｉ）前記癌関連抗原に由来するペプチド、（ｉｉ

ｉ）前記ペプチドおよびそれと非共有結合的に複合体を形成するＭＨＣ分子に特

異的な細胞溶解性Ｔ細胞、ならびに（ｉｖ）前記癌関連抗原に特異的な抗体から

なる群より選択されるパラメーターに関してモニターすることを含み、前記パラ

メーターの量が前記癌状態の進行または後退または発症の指標である方法。

    【請求項７１】  前記試料が体液または浸出物である請求項７０の方法。

    【請求項７２】  前記試料が組織である請求項７０の方法。

    【請求項７３】  前記試料を前記タンパク質またはペプチドと特異的に結合

する抗体と接触させることを含む請求項７０の方法。

    【請求項７４】  前記抗体が放射性ラベルまたは酵素で標識される請求項７

３の方法。

    【請求項７５】  前記抗体がモノクローナル抗体である請求項７３の方法。
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    【請求項７６】  前記タンパク質をコードするＲＮＡを増幅することを含む

請求項７０の方法。

    【請求項７７】  前記増幅がポリメラーゼ連鎖反応を行うことを含む請求項

７６の方法。

    【請求項７８】  前記試料を、前記タンパク質をコードするかまたは発現さ

せる核酸分子に特異的にハイブリダイズする核酸分子と接触させることを含む請

求項７０の方法。

    【請求項７９】  脱落した癌関連抗原に関して前記試料をアッセイすること

を含む請求項７０の方法。

    【請求項８０】  前記試料を前記癌関連抗原と接触させることによって、前

記癌関連抗原に特異的な抗体に関して、前記試料をアッセイすることを含む請求

項７０の方法。

    【請求項８１】  癌状態に関するスクリーニング方法であって、配列番号１

または２によってコードされる癌関連抗原に由来するペプチドがＭＨＣ分子と複

合体を形成したものに特異的な免疫活性細胞に関して、検査対象から採取した試

料をアッセイすることを含み、前記免疫活性細胞の存在が前記癌状態の指標であ

る方法。



(9) 特表２００３－５２０６０４

【発明の詳細な説明】

        【０００１】

（発明の分野）

  本発明は癌に関連する抗原、それらをコードする核酸分子ならびにそれらの使

用に関する。

        【０００２】

（発明の背景と先行技術）

  例えば感染症、癌、自己免疫障害などといった多くの病理学的状態が、一定の

分子の不適切な発現を特徴とすることは、かなり確立された事実である。したが

って、これらの分子は特定の病理学的状態または異常状態の「マーカー」として

役立つ。これらの分子は、診断上の「ターゲット」（すなわち、これらの異常状

態を診断するために同定すべき物質）として使用される他、診断薬および／また

は治療薬を創出するために使用できる試薬としても役立つ。癌マーカーを使って

特定のマーカーに特異的な抗体を産生させることはその一例であるが、決してこ

れに限るわけではない。また、ＭＨＣ分子と複合体を形成するペプチドを使って

、異常細胞に対する細胞溶解性Ｔ細胞を生成させることも、これに限るわけでは

ない他の一例である。

        【０００３】

  このような物質の製造は、もちろん、それらの生成に使用される試薬類の供給

源を前提としている。細胞からの精製は面倒で確実というには程遠い一方法であ

る。もう一つの好ましい方法は、特定のマーカーをコードする核酸分子を単離し

た後、単離されたコード分子を使って所望の分子を発現させることである。

        【０００４】

  このような（例えばヒト腫瘍中の）抗原の検出には、２つの基本的戦略が使用

されてきた。以下、これらの戦略を、遺伝学的アプローチおよび生化学的アプロ

ーチと呼ぶことにする。遺伝学的アプローチは、例えば参考文献として本明細書

の一部を構成するｄｅＰｌａｅｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８

５：２２７５（１９８８）などに、その例を見ることができる。このアプローチ

では、腫瘍から得たｃＤＮＡライブラリーのプラスミド数百プールをＣＯＳ細胞



(10) 特表２００３－５２０６０４

などの受容細胞または腫瘍細胞系の抗原陰性変異株にトランスフェクトし、それ

らの細胞を特定の抗原の発現について調べる。生物学的アプローチは、例えば参

考文献として本明細書の一部を構成するＯ．Ｍａｎｄｅｌｂｏｉｍら，Ｎａｔｕ

ｒｅ  ３６９：６９（１９９４）などにその例を見ることができるが、このアプ

ローチは、腫瘍細胞のＭＨＣクラスＩ分子に結合しているペプチドを酸溶出した

後、逆相高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を行うことに基づいている。

抗原ペプチドは、抗原処理能力が欠損した突然変異細胞系の空のＭＨＣクラスＩ

分子にそれらの抗原ペプチドが結合し、細胞傷害性Ｔリンパ球との特異的反応を

誘導することによって同定される。これらの特異的反応には、ＭＴＴアッセイや

51Ｃｒ放出アッセイで測定することができる、ＣＴＬ増殖の誘導、ＴＮＦ放出お

よびターゲット細胞の溶解がある。

        【０００５】

  抗原の分子的定義を目的とする上記２つのアプローチには以下の欠点がある。

すなわち、第１に、これらの方法は著しく煩雑であり、時間と費用を要する。第

２に、これらの方法は、所定の特異性を持つ細胞傷害性Ｔ細胞系（ＣＴＬ）の樹

立に依存している。

        【０００６】

  抗原の同定および分子的定義を目的とする上記２つの既知のアプローチが本質

的に抱えている上記の課題は、どちらの方法でもヒト腫瘍中の新規抗原を今まで

にごく少数しか定義づけることに成功していないという事実が如実に物語ってい

る。例えばｖａｎ  ｄｅｒ  Ｂｒｕｇｇｅｎら，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５４：１６

４３－１６４７（１９９１）、Ｂｒｉｃｈａｒｄら，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．  １

７８：４８９－４９５（１９９３）、Ｃｏｕｌｉｅら，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．  

１８０：３５－４２（１９９４）、Ｋａｗａｋａｍｉら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．

Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９１：３５１５－３５１９（１９９４）などを参照

されたい。

        【０００７】

  さらにまた上記の方法論は、問題にしている癌タイプの樹立永久細胞系が入手

できることに依拠している。癌タイプによっては細胞系を樹立することが極めて
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困難であることは、例えばＯｅｔｔｇｅｎら，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ａｌｌｅｒｇ．

Ｃｌｉｎ．Ｎｏｒｔｈ．Ａｍ．  １０：６０７－６３７（１９９０）などに示さ

れているとおりである。また、一部の上皮細胞タイプの癌はインビトロでＣＴＬ

に対する感受性に乏しいため、常法による分析は不可能であることも知られてい

る。これらの課題に促されて、当技術分野では、癌関連抗原の新たな同定方法の

開発が行われてきた。

        【０００８】

  重要な方法論の一つは、参考文献として本明細書の一部を構成するＳａｈｉｎ

ら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９２：１１８１０－１１

９１３（１９９５）に記載されている。米国特許第５，６９８，３９６号（１９

９５年６月７日出願）および米国特許出願第０８／４７９，３２８号（１９９６

年１月３日出願）もそれぞれ参照されたい。これら３つ全ての参考文献はいずれ

も本明細書の一部を構成する。要約すると、この方法ではｃＤＮＡライブラリー

を原核宿主中で発現させる。（ライブラリーは腫瘍試料から獲得する）。次に、

高力価の体液性応答を誘発する抗原を検出するために、発現させたライブラリー

を希釈吸収血清によるイムノスクリーニングにかける。この方法論はＳＥＲＥＸ

法（「Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ  ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｏｆ  ａｎｔ

ｉｇｅｎｓ  ｂｙ  Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ  Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  Ｃｌｏｎ

ｉｎｇ（組換え発現クローニングによる抗原の血清学的同定）」）と呼ばれてい

る。この方法論は、新しい腫瘍関連抗原の検出に使用されていると共に、先に同

定された腫瘍関連抗原の発現を確認するためにも使用されている。上記特許出願

およびＳａｈｉｎらの文献（前掲）ならびにＣｒｅｗら，ＥＭＢＯ  Ｊ  １４４

：２３３３－２３４０（１９９５）を参照されたい。

        【０００９】

  この方法論は、Ｓａｈｉｎら（前掲）およびＰｆｒｅｕｎｄｓｃｈｕｈ（前掲

）の文献に記載されている腫瘍タイプならびに食道癌（Ｃｈｅｎら，Ｐｒｏｃ．

Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９４：１９１４－１９１８（１９９７）

）、肺癌（Ｇｕｅｒｅら，Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．  ５８：１０３４－１０４１

（１９９８））、大腸癌（特許出願第０８／９４８，７０５号（１９９７年１０
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月１０日出願））（これらは参考文献として本明細書の一部を構成する）を含む

、一連の腫瘍タイプに応用されている。ＳＥＲＥＸ法によって同定された抗原に

は、ＳＳＸ２分子（Ｓａｈｉｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ

ＳＡ  ９２：１１８１０－１１８１３（１９９５）、Ｔｕｒｅｃｉら，Ｃａｎｃ

ｅｒ  Ｒｅｓ．  ５６：４７６６－４７７２（１９９６））、ＮＹ－ＥＳＯ－１

（Ｃｈｅｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９４：１９１

４－１９１８（１９９７））およびＳＣＰ１（特許出願第０８／８９２，７０５

号（１９９７年７月１５日出願）がある（これらは参考文献として本明細書の一

部を構成する）。ＳＥＲＥＸによって同定された抗原の解析により、ＳＥＲＥＸ

によって規定される抗原とＣＴＬによって規定される抗原との重複が明らかにな

っている。ＭＡＧＥ－１、チロシナーゼおよびＮＹ－ＥＳＯ－１はいずれも、Ｃ

ＴＬだけでなく患者の抗体によっても認識されることが示されているので、体液

性応答と細胞性応答は協調して作用することがわかる。

        【００１０】

  ＳＥＲＥＸによる関連抗原の同定が望ましい目標であることは、この要約から

明らかである。参考文献として本明細書の一部を構成する米国特許出願第０９／

４５１，７３９号（１９９９年１１月３０日出願）では様々な抗原が同定され、

それらをコードする核酸分子が単離されている。本発明者らは、上記の方法論を

応用し、以下に詳述するように、いくつかの新しい癌関連抗原を同定した。

        【００１１】

（好ましい態様の詳細な説明）

実施例１

  この実施例ではＭｚ１９細胞系を使用した。この細胞系はあるメラノーマ患者

に由来し、後述する自己血清もこの患者から採取した。一般的なＣｓＣｌグアニ

ジンイソチオシアネート勾配法によって細胞試料から全ＲＮＡを抽出した。ｃＤ

ＮＡライブラリーを標準的方法に従ってλＺＡＰ中に作製した。その結果得られ

た一次クローン７×１０5 個のライブラリーを、例えばＳａｈｉｎら，Ｐｒｏｃ

．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９２：１１８１０－１１８１３（１９

９５）、Ｃｈｅｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９４：
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１９１４－１９１８（１９９７）およびＰｆｒｅｕｎｄｓｃｈｕｈの米国特許第

５，６９８，３９６号のＳＥＲＥＸ方法論を使って分析した。これらの参考文献

は全てそのまま本明細書の一部を構成する。詳しく述べると、自己血清試料を１

：１０に希釈し、λＺＡＰをトランスフェクトしておいた大腸菌の溶菌液で前吸

収し、さらに１；２００に希釈した後、１３０ｍｍプレート１枚あたり約４～５

０００ｐｆｕの密度のファージプラークを含むニトロセルロース膜と共に、室温

で一晩インキュベートした。

        【００１２】

  そのフィルターを洗浄した後、アルカリホスファターゼ結合ヤギ抗ヒトＦｃγ

二次抗体と共にインキュベートした。反応性ファージプラークは、５－ブロモ－

４－クロロ－３－インドリルホスフェートおよびニトロブルーテトラゾリウムと

共にインキュベートすることによって可視化した。

        【００１３】

  合計６４個の免疫活性クローンが同定された。これらをサブクローニングし、

精製し、インビボでｐＢＫ－ＣＭＶプラスミドに切り出した。プラスミドを増幅

し、ＤＮＡインサートをＥｃｏＲＩ－ＸｂａＩ制限酵素マッピングによって検査

した。このマッピングによって異なるｃＤＮＡ分子に相当すると判断されたクロ

ーンを、標準的方法で配列決定した。

        【００１４】

  分析の結果、これらの陽性クローンは４３個の異なる遺伝子に相当することが

わかった。これらのうち２９個はＧＥＮＢＡＮＫ中のエントリーと同一であるか

、または高度に相同だった。残りの１４個はＧＥＮＢＡＮＫ配列とは相同性を示

さなかったが、様々な組織に見いだされたＥＳＴと同じ配列のセグメントを持っ

ていた。

        【００１５】

  以下の表１および表２にこれらの結果を要約する。

        【００１６】

【表１】
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【表２】
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実施例２

  上記表１でＮＹ－ＭＥＬ－８ないしＮＹ－ＭＥＬ－２９と記した遺伝子は、広

範囲にわたるヒト組織で発現することが知られている。１４個の未知遺伝子のう

ち１０個は、いくつかの正常組織から単離されたＥＳＴを表すことから、成体組

織における遍在的ｍＲＮＡ発現が示唆される。残り７つの既知遺伝子（ＭＥＬ１

～７）と４つの未知遺伝子（ＭＥＬ３０～３３）をさらに調べた。そのために、

配列情報に基づいて、遺伝子特異的オリゴヌクレオチドプライマーを設計した。

また、プライマーは、約６５～７０℃のプライマー融解温度を持ち、長さ３００

～６００塩基対のセグメントが増幅されるように設計した。次に、６０℃のアニ

ーリング温度、３０回の増幅サイクルで、ＲＴ－ＰＣＲを行った。生成物を１．
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５％ゲル電気泳動と臭化エチジウムによる可視化によって分析した。単離された

クローンを陽性対照として、５つの代表的正常組織（脳、結腸、腎臓、精巣、肝

臓）を分析した。

        【００１７】

  その結果、上記４つの未知遺伝子は同じようなレベルで普遍的に発現されるこ

とがわかった。上記７つの既知遺伝子のうち、５つ（ＭＥＬ－２およびＭＥＬ４

～７）は同じようなレベルの普遍的発現を示した。上記既知遺伝子のうちの２つ

、すなわちＭＥＬ－１およびＭＥＬ－３と記した遺伝子は、差次的な組織発現を

示した。具体的に述べると、ＭＥＬ－１（以下、配列番号１）はメラノーマ細胞

系Ｍｚ１９では強いＲＴ－ＰＣＲシグナルを与え、精巣と癌では弱いシグナルを

与え、脳、結腸および肝臓では陰性だった。ＭＥＬ－３で示される遺伝子（以下

、配列番号２）は精巣でのみ強いＲＴ－ＰＣＲシグナルを与え、脳、結腸、肝臓

および腎臓でのシグナルは陽性ではあるもの、弱かった。

        【００１８】

実施例３

  配列番号１のｍＲＮＡ発現パターンから、さらに多数の正常組織からなるパネ

ルで評価を行うことにした。これはノーザンブロット解析によって行った。市販

のポリＡ（２μｇ／レーン）マルチプルヒト組織ノーザンブロッティングキット

を使用した。ブロッティングは、上記ＰＣＲ産物に基づくランダムプライム32Ｐ

標識プローブを使って行った。ハイブリダイゼーションは６８℃で６０分間行っ

た後、高ストリンジェンシー洗浄（室温の２×ＳＳＣ／０．０５％ＳＤＳで４０

分の後、５０℃の０．１×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳで４０分）を行い、次いでオ

ートラジオグラフィーを行った。また、様々なメラノーマ細胞系についても、１

０μｇ／レーンの全ＲＮＡを用いて、ノーザンブロッティングを行った。

        【００１９】

  試験した１７の正常組織試料のいずれにも目に見えるシグナルは見つからなか

った。メラノサイト系統の細胞における発現を調べたところ、培養メラノサイト

中の約１．６キロ塩基のｍＲＮＡ種に強いシグナルが認められ、また、試験した

７つのメラノーマ細胞系のうちの５つに、様々な弱いシグナルが認められた。こ



(17) 特表２００３－５２０６０４

の優勢な発現から、配列番号１はメラノサイト分化抗原をコードすることが示唆

された。

        【００２０】

実施例４

  上に詳述した結果から、腫瘍試料を配列番号１の発現に関して型別するには、

より簡単な方法でよいことが示唆された。そこで上記のプロトコールを使って、

８つのメラノーマ細胞系について、ＲＴ－ＰＣＲアッセイを行った。上記の基準

によれば、これらの細胞系のうちの７つは、配列番号１の発現に関して陽性だっ

た。これらの結果をノーザンブロット解析と比較した。上記細胞系のうちの２つ

はノーザンブロット法でもＲＴ－ＰＣＲでも陽性だった。２つの培養メラノサイ

トもＲＴ－ＰＣＲで強く陽性だった。６つの乳癌細胞系はＲＴ－ＰＣＲでは陰性

だった。

        【００２１】

  これらの結果から、ＲＴ－ＰＣＲは、配列番号１の発現の決定に関して、ノー

ザンブロット法よりも高感度であることが示唆された。このことは、正常組織Ｒ

ＮＡをＲＴ－ＰＣＲで調べることによって裏付けられた。精巣、腎臓、子宮、前

立腺および膵臓組織を含むいくつかのノーザンブロット陰性組織は、弱～中等度

のシグナルを与えた。ノーザンブロット法による試験に含めなかった副腎は、培

養メラノサイトのシグナルに匹敵する陽性ＲＴ－ＰＣＲシグナルを与えた。

        【００２２】

  この研究に続いて、腫瘍組織のパネルを、やはり上述のようにして、ＲＴ－Ｐ

ＣＲで調べたところ、分析した１９個のメラノーマ腫瘍標本のうち１７個が陽性

だった。１２個の標本が中～強度のシグナルを与えた。肺癌試料の１つは陽性だ

ったが、他の４つの肺癌、４つの結腸癌、４つの乳癌および４つの扁平上皮細胞

癌は陰性だった。

        【００２３】

  配列番号１を解析すると、これは１４０７塩基対の分子であることがわかる。

最初の４７個の５’塩基対は翻訳されない。最後の７２４塩基対も同様に翻訳さ

れず、その後ろには４ヌクレオチド長のポリＡ配列が続いている。これは、予想
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分子量２３，７１４キロダルトンの２１１アミノ酸からなる推定ポリペプチドを

コードする６３６塩基対のオープンリーディングフレームを与える。

        【００２４】

  タンパク質モチーフの解析を行うと、ｒａｓスーパーファミリーのメンバー（

ｒａｓ、ｒａｂ、ｒｈｏ、ｒａｎ、ａｒｆ）に特有な高度に保存された５つのＧ

ＴＰ結合ドメインが明らかになる。ＧＥＮＢＡＮＫデータベースとの比較により

、ラット、ｒａｂ関連ＧＴＰ結合タンパク質との相同性が確認され、その一致度

はヌクレオチドレベルで８１．５％、アミノ酸レベルで９７％である。

        【００２５】

  ヒト分子の場合、配列番号１はｒａｂ３２（ＧＥＮＢＡＮＫ  ＮＭ００６８３

４）に対する一致度が最も高く、アミノ酸一致度は７５％で、標準的な保存的変

化を施すと８８％の相同性を示す。

        【００２６】

  配列番号１によってコードされるタンパク質（配列番号３にそのアミノ酸配列

を記載する）は、そのカルボキシ末端が独特である。一般にｒａｂタンパク質は

、翻訳後脂質修飾（多くの場合、システイン残基のゲラニルゲラニルプレニル化

）を可能にする「ＣＣ」、「ＣＸＣ」または「ＣＣＸＸ」モチーフで終わってい

る。この疎水性修飾は、脂質膜との相互作用にとって機能上極めて重要である。

しかし、配列番号３のアミノ酸配列は、ｒａｂタンパク質よりもｒａｓタンパク

質に近いＣＳＧＣＡＫＳで終わっていた。このことから、異なる脂質修飾パター

ン、おそらくはカルボキシ末端システインでのファルネシルプレニル化と、上流

システインでのパルミトイル化が示唆される。例えばＤｅｒ，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ

ｙｍｏｌ  ２５５：４６－６０（１９９５）を参照されたい。

        【００２７】

実施例５

  上述した配列番号２も差次的発現を示した。この分子を解析すると、これは３

１９８塩基対のｃＤＮＡであって、そのうち、５’末端にある６８塩基と３’末

端にある８２塩基対とは、翻訳されないことがわかる。非翻訳３’末端の後ろに

は４４ヌクレオチドのポリＡ配列が続いている。ＯＲＦは３０４８塩基対にわた
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り、推定分子量１１４．３ｋＤａの１０１５アミノ酸からなるポリペプチドをコ

ードする。

        【００２８】

  相同性検索により、配列番号２は、アフリカツメガエル（Ｘ．ｌａｅｖｉｓ）

染色体関連ポリペプチド・グループＧ（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＡＦ

１１１４２３）のヒト対応物であることがわかった。この分子は、有糸分裂の初

期段階に形成される１３Ｓコンデンシン複合体の一部をなす染色体凝集タンパク

質である。配列番号２はＡＦ１１１４２３と２８％のヌクレオチド一致度および

５９％のアミノ酸一致度を示す。

        【００２９】

  配列番号２の発現を上述のようにＲＴ－ＰＣＲとノーザンブロット法で評価し

たところ、最も強いノーザンブロット法シグナルは精巣に見いだされ、胸腺には

弱いシグナルが見いだされた。正常組織中に、他のシグナルは見いだされなかっ

た。メラノーマ細胞系は、弱～中等度の強度を持つ様々なシグナルを示した。

        【００３０】

  ＲＴ－ＰＣＲの結果を調べたところ、試験したノーザンブロット陽性試料の全

てＲＮＡは陽性であり、精巣での発現が最も高かった。

        【００３１】

  上記の実施例では癌関連抗原をコードする核酸分子の単離を説明した。問題の

分子がいくつかのタイプの癌によって発現されることは明らかであるが、ここで

はスクリーニングしなかった他の癌もこの抗原を発現させるかもしれないので、

本明細書では「関連」という用語を使用する。

        【００３２】

  上述のように、本発明は、例えば配列番号１および２によってコードされる抗

原をコードする核酸分子、ならびに核酸分子によってコードされる抗原、例えば

配列番号３のアミノ酸配列を持つタンパク質および配列番号２の読み枠によって

コードされるタンパク質に関する。本明細書に記載の抗原をコードする配列は全

て本発明の一部であると理解すべきである。

        【００３３】
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  また、配列番号２にストリンジェントな条件でハイブリダイズする単離された

分子、または配列番号１にストリンジェントな条件でハイブリダイズし、かつそ

のＣ末端にアミノ酸配列ＣＳＧＣＡＫＳを有するタンパク質をコードする単離さ

れた分子も、本発明の一部である。本明細書で使用する「ストリンジェントな条

件」とは、例えば参考文献として本明細書の一部を構成する米国特許第５，３４

２，７７４号の実施例２９に記載の条件と少なくとも同程度にストリンジェント

な条件を指す。

        【００３４】

  また、プロモーターに対して作動可能な結合状態にある（すなわちプロモータ

ーに「作動可能に連結された」）本発明の核酸分子を組み込んだ発現ベクターも

、本発明の一部である。このようなベクター、例えばウイルス（例：アデノウイ

ルスまたはワクシニアウイルス）ベクターまたは弱毒化ウイルスベクターの構築

は、当分野の技術で十分に可能である。また、細胞の形質転換またはトランスフ

ェクションによって、興味ある分子をコードする真核細胞系または原核細胞株を

作製することも、同様に可能である。このような形で使用することができる宿主

細胞の典型例はＣＯＳ細胞、ＣＨＯ細胞、酵母細胞、昆虫細胞（例えばヨトウガ

（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ  ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ））、ＮＩＨ３Ｔ３細胞などで

ある。大腸菌および他の細菌などの原核細胞も使用することができる。これらの

細胞はいずれも、さらなる核酸分子、例えばＩＬ－２、４、６または１２などの

インターロイキンのようなサイトカイン、ＨＬＡ分子またはＭＨＣ分子などをコ

ードする核酸分子で形質転換またはトランスフェクトすることもできる。

        【００３５】

  また、本明細書に記載する抗原は、その原型もいかなる翻訳後修飾型も、本発

明の一部である。翻訳後修飾を受けていない状態では、本分子は抗原性を示すの

に十分な大きさを持つ。したがって本分子は、アジュバントと組み合わせると（

またはアジュバントなしで）、前駆体型でも翻訳後修飾型でも、免疫原として有

用である。これらの抗原を使って産生させた抗体はポリクローナル抗体でもモノ

クローナル抗体でも本発明の一部であり、また、これらの抗原に対するモノクロ

ーナル抗体を産生するハイブリドーマも同様に本発明の一部である。本タンパク
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質の全部または一部は、後述するように治療的に使用することができる。ポリク

ローナル抗体、モノクローナル抗体、反応性断片、例えばＦａｂ、Ｆ（ａｂ）2 

’および他の断片ならびにキメラ抗体、ヒト化抗体、組換え生産抗体などのこの

抗原に対する抗体も本発明の一部である。

        【００３６】

  本明細書から明らかなように、本発明のタンパク質および核酸分子は診断的に

使用することができる。上述したＳＥＲＥＸ法は病理関連抗原に対する免疫応答

を前提としている。したがって、例えば被験者の血清などの体液試料を、抗原そ

のものとの反応性について調べることなどにより、関連する病変に関して検査す

ることができる。反応性はその病変が存在する可能性を示すと見なされるだろう

。また、当技術分野ではよく知られていてここに詳述する必要のない標準的核酸

ハイブリダイゼーションアッセイにより、抗原の発現に関するアッセイを行うこ

ともできるだろう。また、対象分子に対する抗体に関するアッセイも標準的な免

疫アッセイ法によって行うことができるだろう。

        【００３７】

  配列番号１および２を解析すると、５’および３’非コード領域の存在が明ら

かになるだろう。本発明は、少なくともコードセグメントを含み、かつ非コード

５’および３’部分の任意の部分または全てを含んでもよい単離された核酸分子

に関する。

        【００３８】

  また、例えばオリゴヌクレオチドプライマーおよび／またはプローブなどとし

て使用することができる関連核酸分子の一部、例えば

ｃｇａａｇａｇｃａｇ  ｃａｔａｇｇａａａｇ  ａｇｔｔａｇ

ｇａｃａｃｔｇｔｇｔ  ｔｔｃａｃｇｔｔｇｇ  ｔｃ

（配列番号４および５）の１または複数も、本発明の一部である。上記の配列は

、上記ＲＴ－ＰＣＲ実験で配列番号１を増幅するために使用したオリゴヌクレオ

チドである。

        【００３９】

  上述したように、「ＣＴ」ファミリーの他のメンバーの研究により、これらは
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細胞溶解性Ｔ細胞による溶解を誘発するペプチドにもプロセシングされることが

わかる。様々なＭＨＣまたはＨＬＡ分子のモチーフについては多数の研究が行わ

れており、それらは本発明に応用することができる。したがって本発明のさらな

る一側面は、患者の腫瘍細胞の表面にあるＨＬＡ分子に結合する、本発明の抗原

に由来する１または複数のペプチドを、前記ペプチドが前記ＭＨＣ／ＨＬＡ分子

に結合してＴ細胞による溶解を誘発するのに十分な量で、患者に投与する治療方

法である。ペプチドは任意に組合わせて使用することができる。単独でまたは組

み合わせて使用することができるこれらのペプチド、ならびにタンパク質全体ま

たはその免疫活性部分は、それを必要とする対象に、標準的な投与法、例えば静

脈内、皮内、皮下、経口、直腸および経皮投与などを用いて投与することができ

る。標準的な医薬担体、アジュバント、例えばサポニン、ＧＭ－ＣＳＦおよびイ

ンターロイキンなどを使用することもできる。さらに、これらのペプチドおよび

タンパク質を本明細書に記載の物質、例えば適当なＭＨＣ／ペプチド複合体を提

示する樹状細胞もしくは他の細胞などと共に処方して、ワクチンとすることもで

きる。

        【００４０】

  同様に本発明では、本発明のタンパク質をコードする核酸分子、それらのタン

パク質に由来する１または複数のペプチドを、ワクシニアまたはアデノウイルス

系ベクターなどのベクターに組み込んで、ヒト細胞などの真核細胞にトランスフ

ェクトすることができるようにする治療法も考えられる。同様に、１または複数

のペプチドをコードする核酸分子をこれらのベクターに組み込んで、それを核酸

に基づく治療の主成分とすることもできる。

        【００４１】

  また、これらのアッセイはいずれも、進行／後退試験に使用することができる

。上述した方法のいずれかまたは全てを使って本タンパク質、その発現、本タン

パク質に対する抗体などのレベルをモニターするだけで、これらの抗原の発現が

関与する異常の経過をモニターすることができる。

        【００４２】

  これらの方法論を治療計画の有効性を追跡する目的にも使用できることは、明
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らかだろう。基本的には、上述したアッセイのいずれかを用いて興味あるタンパ

ク質のベースライン値を測定し、所定の治療薬を投与した後、本タンパク質のレ

ベルをモニターして、治療計画の有効性の証拠として、抗原レベルの変化を観察

することができる。

        【００４３】

  上記のように本発明は、とりわけ、本発明の分子に対する「総合的」免疫応答

の認識に関する。そこから派生する一つの効果は、癌治療の経過をモニターでき

ることである。本発明の一部であるこの方法では、治療を必要とする対象に本明

細書に記載するタイプのワクチン接種を施す。そのようなワクチン接種は、例え

ばその細胞上にＨＬＡ／ペプチド複合体を提示する細胞に対するＴ細胞応答を引

き起す。応答には抗体応答も含まれるが、これはおそらくＴ細胞が細胞を溶解す

ることによって抗体誘発タンパク質が放出される結果だろう。したがって、抗体

応答をモニターすることにより、ワクチンの効果をモニターすることができる。

上記のように、抗体価の増加はワクチンによる進歩の証拠と解釈することができ

、逆もまた同様である。したがって、本発明のさらなる一側面は、ワクチンその

ものに特異的な抗体またはワクチンをその一部とする大分子に特異的な抗体の被

験者内でのレベルを決定することによって、ワクチン投与後のワクチンの有効性

をモニターする方法である。

        【００４４】

  対象となるタンパク質は癌などの病理学的状態に関係することが確認されたこ

とから、上述の治療的アプローチの他にも、多くの治療的アプローチが示唆され

る。上記の実験は、本タンパク質の発現に応答して抗体が産生されることを立証

している。したがって本発明のさらなる一態様は、ヒト化抗体、抗体断片などの

抗体の投与による、１または複数のタンパク質の異状または異常レベルを特徴と

する状態の処置である。これらの抗体は、適当な細胞分裂抑制剤または細胞傷害

剤を付加するか、それらで標識することができる。

        【００４５】

  Ｔ細胞を投与してもよい。例えば樹状細胞、リンパ球などの免疫応答細胞また

は他の任意の免疫応答細胞を使って、インビトロでＴ細胞を誘導した後、それを
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処置対象に再灌流してもよいことに注目すべきである。

        【００４６】

  Ｔ細胞および／または抗体の生成は、適切なＴ細胞またはＢ細胞エピトープ（

例えば上述のエピトープ）を提示して応答を引き起こす細胞（好ましくは非増殖

性になるように処理された細胞）を投与することによって達成することもできる

ことに注目されたい。

        【００４７】

  治療的アプローチには、アンチセンス分子（好ましくは１０～１００ヌクレオ

チド長のもの）を「ニート」で、または細胞への取り込みを容易にするためにリ

ポソームなどの担体に入れて対象に投与し、よってタンパク質の発現を阻害する

アンチセンス療法を含めることもできる。そのようなアンチセンス配列は適当な

ワクチンに、例えばウイルスベクター（例：ワクシニア）、細菌コンストラクト

（例：既知のＢＣＧワクチンの変異株）などに組み入れることもできる。

        【００４８】

  本発明の他の特徴および応用例は当業者には明白であり、ここに説明する必要

はないだろう。本明細書で使用した用語および表現は、説明を目的として使用し

たものであって、限定を目的とするものではなく、これらの用語および表現の使

用に、上に示し説明した特徴またはその一部と等価なものを排除しようとする意

図はなく、本発明の範囲内で様々な変更態様が可能であると考えられる。
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