
(57)【要約】
【課題】 hK２ポリペプチド変異体をコードする単離された核酸分子を提供する。
【解決手段】本発明はプレ－プロ又はプロ hK２ポリペプチド変異体をコードする単離され
た核酸分子であって、野生型 hK２ポリペプチドと比べて少なくとも１個のアミノ酸置換を
有し、そしてそのポリペプチド変異体が野生型 hK２ポリペプチドよりも精製に対してより
安定である、前記核酸分子を提供する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 プ レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 で あ っ て
、 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド と 比 べ て 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 し 、 そ し て こ の 置
換 が そ の ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を 野 生 型 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド よ り も 精 製 に 対 し て よ り 安 定
な も の に す る 、 前 記 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 置 換 が hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の 成 熟 形 態 の 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ 記 載
の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 置 換 が hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の 成 熟 形 態 の 残 基 40と 218 と の 間 に あ り 、
そ し て こ こ で こ の 置 換 が 基 質 特 異 性 ド メ イ ン 、 触 媒 性 ト リ ア ド ド メ イ ン 、 主 鎖 基 質 結 合 ド
メ イ ン 又 は オ キ シ ア ニ オ ン ホ ー ル ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 残 基 に あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 単 離
さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 SEQ ID NO : ３ を 有 す る プ レ － プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ 記
載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 SEQ ID NO : ５ を 有 す る プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 単
離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 183位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、  206位 の グ リ シ ン 、  217位 の ア ラ ニ ン 、  189位 の セ リ ン 、 96
位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 41位 の ヒ ス チ ジ ン 、  205位 の セ リ ン 、  204位 の ト リ プ ト フ ァ ン 、  1
87位 の グ リ シ ン 及 び  188位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 よ り 成 る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す
る hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を コ ー ド す る 請 求 項 １ 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 SEQ ID NO : ４ 又 は SEQ ID NO : ６ を 有 す る 請 求 項 ６ 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 183位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、  206位 の グ リ シ ン 、  217位 の ア ラ ニ ン 、  189位 の セ リ ン 、 96
位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 41位 の ヒ ス チ ジ ン 、  205位 の セ リ ン 、  204位 の ト リ プ ト フ ァ ン 、  1
87位 の グ リ シ ン 及 び  188位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 よ り 成 る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す
る 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 SEQ ID NO : １ を 有 す る 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を コ ー ド す る 請 求 項 ８ 記 載 の 単 離
さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 単 離 精 製 さ れ た プ レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 で あ っ て 、 野 生 型 hK２ ポ リ
ペ プ チ ド と 比 べ て 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 し 、 そ し て こ の 置 換 が そ の ポ リ ペ プ
チ ド 変 異 体 を 対 応 の 野 生 型 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド よ り も 精 製 に 対 し て よ り 安 定 な も の に す
る 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 置 換 が hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の 成 熟 形 態 の 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 10記 載
の 単 離 精 製 さ れ た hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 ア ミ ノ 酸 置 換 が hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の 成 熟 形 態 の 残 基 40と 218 と の 間 に あ り 、
そ し て こ こ で こ の 置 換 が 基 質 特 異 性 ド メ イ ン 、 触 媒 性 ト リ ア ド ド メ イ ン 、 主 鎖 基 質 結 合 ド
メ イ ン 又 は オ キ シ ア ニ オ ン ホ ー ル ド メ イ ン を 含 ん で 成 る 残 基 に あ る 、 請 求 項 11記 載 の 単 離
精 製 さ れ た hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 SEQ ID NO : ３ 又 は SEQ ID NO : ５ を 有 す る 請 求 項 10記 載 の 単 離 精 製 さ れ た hK２ ポ リ ペ
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プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 183位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、  206位 の グ リ シ ン 、  217位 の ア ラ ニ ン 、  189位 の セ リ ン 、 96
位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 41位 の ヒ ス チ ジ ン 、  205位 の セ リ ン 、  204位 の ト リ プ ト フ ァ ン 、  1
87位 の グ リ シ ン 及 び  188位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 よ り 成 る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す
る 請 求 項 10記 載 の 単 離 精 製 さ れ た hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 183位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、  206位 の グ リ シ ン 、  217位 の ア ラ ニ ン 、  189位 の セ リ ン 、 96
位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 41位 の ヒ ス チ ジ ン 、  205位 の セ リ ン 、  204位 の ト リ プ ト フ ァ ン 、  1
87位 の グ リ シ ン 及 び  188位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 よ り 成 る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 し
、 こ こ で こ の 置 換 は こ の ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を 野 生 型 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド よ り も 精 製 に
対 し て 安 定 な も の に す る 、 単 離 精 製 さ れ た 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 SEQ ID NO : １ を 有 す る 請 求 項 15記 載 の 単 離 精 製 さ れ た 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 10又 は 15記 載 の 単 離 さ れ た hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 と 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体
と の 組 合 せ を 含 ん で 成 る 免 疫 原 組 成 物 又 は ワ ク チ ン で あ っ て 、 こ の 免 疫 原 組 成 物 又 は ワ ク
チ ン の 動 物 へ の 投 与 が 前 記 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に 対 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 、 前 記
組 成 物 又 は ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 10記 載 の hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し て hK３ に は 結 合 し な い
抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に も 結 合 す る 、 請 求 項 18記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の プ レ － プ ロ 又 は プ ロ 形 態 に も 結 合 す る 、 請 求 項 18記 載 の
抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の 成 熟 形 態 に は 結 合 し な い 、 請 求 項 18記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 15記 載 の hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し て hK３ に は 結 合 し な い
抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の 成 熟 形 態 に も 結 合 す る 、 請 求 項 22記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の プ ロ 形 態 又 は 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ 形 態 に は 結 合 し
な い 、 請 求 項 22記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の プ レ － プ ロ 形 態 又 は 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の プ レ － プ ロ 形
態 に は 結 合 し な い 、 請 求 項 22記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 18又 は 22記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 18又 は 22記 載 の 抗 体 を 含 ん で 成 る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 品 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 18又 は 22記 載 の 抗 体 よ り 本 質 的 に 成 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 品 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 18又 は 22記 載 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 キ メ ラ 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 こ の ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に よ り 認 識

10

20

30

40

50

(3) JP 2006-314327 A 2006.11.24



さ れ る コ ン ト ロ ー ル 配 列 に 作 用 可 能 式 に 連 結 さ れ た 請 求 項 １ 又 は ８ 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 ん
で 成 り 、 こ こ で こ の 宿 主 細 胞 は 多 細 胞 生 物 に 由 来 す る 、 前 記 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 利 用 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ 又 は
８ 記 載 の 核 酸 分 子 を 、 キ メ ラ ベ ク タ ー で あ っ て こ の ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細
胞 に よ り 認 識 さ れ る コ ン ト ロ ー ル 配 列 に 作 用 可 能 式 に 連 結 さ れ た 前 記 核 酸 分 子 を 含 ん で 成
る キ メ ラ ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 培 養 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ せ 、 そ し て 前 記 宿 主
細 胞 か ら 前 記 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を 回 収 す る こ と を 含 ん で 成 り 、 こ こ で こ の 宿 主 細 胞
は 多 細 胞 生 物 に 由 来 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 phK２ を 検 出 又 は 測 定 す る た め の 診 断 キ ッ ト で あ っ て 、 独 立 に 包 装 さ れ た ：
　 （ ａ ） hK２ の プ ロ 形 態 に は 少 な く と も 結 合 し 、 そ し て hK３ に は 結 合 し な い 抗 体 を 付 加 す
る こ と の で き る 固 相 ； 及 び
　 （ ｂ ） hK２ の プ ロ 形 態 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し て hK３ 又 は hK２ に は 結 合 し な い 既 知 量 の
抗 体 、 こ こ で こ の 抗 体 は 検 出 可 能 式 に ラ ベ ル さ れ て い る か 、 又 は 検 出 可 能 な ラ ベ ル に 結 合
す る も の で あ る ；
　 を 含 む パ ッ ケ ー ジ ン グ を 含 ん で 成 る 前 記 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 phK２ を 含 む ヒ ト 生 理 学 的 流 体 サ ン プ ル 中 の  phK２ を 検 出 又 は 測 定 す る た め の 方 法 で あ
っ て ：
　 （ ａ ） ヒ ト  phK２ に 特 異 的 に 反 応 す る 一 定 量 の 精 製 抗 体 を 用 意 す る 、 こ こ で こ の 抗 体 は
hK３ 又 は hK２ に は 有 意 に 反 応 し な い ；
　 （ ｂ ） 前 記 抗 体 を 試 験 す べ き サ ン プ ル と 、 こ の 抗 体 の 少 な く と も 一 部 と 前 記  phK２ の 一
部 と の 間 で 二 重 複 合 体 の 形 成 が さ れ る の に 十 分 な 時 間 接 触 さ せ る ； そ し て
　 （ ｃ ） 前 記 抗 体 と 複 合 し た  phK２ の 存 在 又 は 量 を 検 出 又 は 測 定 す る ；
　 こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 背 景
　 腺 系 カ リ ク レ イ ン は セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の サ ブ グ ル ー プ で あ っ て 、 特 異 的 な ポ リ ペ プ チ
ド 前 駆 体 の そ の 生 物 活 性 形 態 に 至 る 後 翻 訳 プ ロ セ シ ン グ に 関 与 す る サ ブ グ ル ー プ で あ る 。
ヒ ト に お い て 、 こ の フ ァ ミ リ ー の う ち の ３ つ の 構 成 員 が 同 定 さ れ 、 そ し て そ の 特 性 の 一 部
が 特 性 決 定 さ れ て い る （ Clements, ., , 343 (1989) ; Clements, 

., , 1 (1994) ; Jones ら ., , 481 (1992)) 。 hKLK１ 遺 伝 子 は 組
織 カ リ ク レ イ ン タ ン パ ク 質 hK１ を コ ー ド し 、 hKLK２ 遺 伝 子 は 前 立 腺 特 異 的 腺 系 カ リ ク レ イ
ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 そ し て hKLK３ 遺 伝 子 は 前 立 腺 特 異 的 抗 原 タ ン パ ク 質 hK３ (PSA) 
を コ ー ド す る 。 mRNAの ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は hK２ 及 び PSA の 双 方 が ヒ ト 前 立 腺 に お い て
主 と し て 発 現 さ れ る こ と を 示 し 、 一 方 hK１ の 発 現 は 膵 臓 、 顎 下 腺 、 腎 臓 及 び そ の 他 の 非 前
立 腺 組 織 に お い て 見 い 出 さ れ て い る （ Chapdelineら 、 . , 205 (1988) ; You
ngら . , 818 (1992） ） 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 hKLK２ と hKLK３ と の エ キ ソ ン 間 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 相 同 性 は 80％ で あ り 、 一 方 hKLK２ と
hKLK１ と の エ キ ソ ン 間 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 相 同 性 は 65％ で あ る 。 PSA に 対 す る hK２ の 推 定
ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 は 78％ で あ り 、 一 方 hK１ に 対 す る hK２ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 は 57
％ で あ る 。 更 に 、 hK２ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 hK２ が ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ で あ り う
る こ と を 示 唆 し 、 一 方 PSA は キ モ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 PSA レ ベ ル は 前 立 腺 癌 腫 の 予 後 指 標 と し て 幅 広 く 利 用 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 血 清
中 の PSA の 濃 度 は 前 立 腺 癌 (pCa) 又 は 良 性 前 立 腺 過 形 成 (BPH) を 有 す る 患 者 に お い て 高 揚
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し て い る た め 、 PSA の 高 揚 レ ベ ル の 検 出 は こ の よ う な 病 気 を 区 別 で き な い 。 更 に 、 PSA に
対 す る hK２ の 高 度 の 相 同 性 は PSA の レ ベ ル を 検 出 す る の に 現 状 利 用 さ れ て い る 抗 体 の 特 異
性 に 対 す る 疑 問 を 投 げ か け て い る 。 循 環 す る hK２ の レ ベ ル が pCa 又 は BPH と 無 関 係 な ら 、
hK２ の 夾 雑 し た PSA の 調 製 品 に 対 し て 、 又 は hK２ に 対 す る 相 同 性 を も つ PSA の 領 域 に 対 し
て 生 起 さ せ た 抗 体 は 偽 陽 性 結 果 を も た ら し う る 。 し か し な が ら 、 血 清 中 の hK２ の レ ベ ル の
測 定 、 及 び pCa 又 は BPH を 有 す る 患 者 に お け る そ の レ ベ ル の 関 係 の 解 明 は 成 し 遂 げ ら れ て
い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 そ こ で 、 治 療 剤 及 び ／ 又 は 診 断 剤 と し て 利 用 す る た め に hK２ ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 及 び 精
製 す る た め の 方 法 に つ い て の ニ ー ズ が あ る 。
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 単 離 精 製 さ れ た プ レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を 提 供 す る 。 「 精
製 」 な る 語 は 以 下 に 記 載 の 手 順 を 参 照 す る こ と に よ り 理 解 さ れ る 。 本 発 明 の プ レ － プ ロ 又
は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 対 応 の 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 、 少 な く と も
１ 個 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 。 更 に 、 プ レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 対 応
の 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド よ り も 精 製 に 対 し て 安 定 で あ る 。 本 発 明 の 好 適 な 態 様 は SEQ ID
 NO : ３ 又 は SEQ ID NO : ５ を 有 す る 単 離 さ れ た 均 質 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 hK２ の 三 次 元 モ デ ル は ア ミ ノ 酸 残 基 217 が こ の タ ン パ ク 質 の 基 質 特 異 性 ド メ イ ン の 一 部
で あ る こ と を 示 す （ Vinhinen, , , 1251 (1994) ; Bridon and Dowell, ,
 , 801 (1995） ） 。 こ の 部 位 で の バ リ ン の ア ラ ニ ン に よ る 保 存 的 置 換 は 野 生 型 hK２ に 免
疫 学 的 に 類 似 す る hK２ の 一 層 安 定 的 な 形 態 を 生 み 出 す で あ ろ う こ と は 驚 く べ き 、 且 つ 予 測
で き な い こ と で あ っ た 。 更 に 、 hK２ の 基 質 特 異 性 又 は 触 媒 性 ド メ イ ン を 構 成 す る そ の 他 の
部 位 で の ア ミ ノ 酸 の 置 換 も タ ン パ ク 質 の 一 層 安 定 な 形 態 を も た ら し う る 。 タ ン パ ク 質 モ デ
リ ン グ に よ り 推 論 さ れ る こ の よ う な 部 位 は asp 183, gly 206, ala217(基 質 特 異 性 ド メ イ
ン ） ； ser 189, asp 96, his 41(触 媒 性 ト リ ア ド ） ； ser 205, trp 204 (主 鎖 基 質 結 合 性
残 基 ） ； 及 び gly 187, asp 188 (オ キ シ ア ニ オ ン ホ ー ル ） で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 の 別 の 好 適 な 態 様 は 、 単 離 精 製 さ れ た プ レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ
チ ド 変 異 体 で あ っ て 、  183位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、  206位 の グ リ シ ン 、  217位 の ア ラ ニ ン 、
 189位 の セ リ ン 、 96位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 41位 の ヒ ス チ ジ ン 、  205位 の セ リ ン 、  204位 の
ト リ プ ト フ ァ ン 、  187位 の グ リ シ ン 及 び  188位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 よ り 成 る 群 か ら 選 ば れ る
ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 更 に は 、 単 離 精 製 さ れ た 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 で あ っ て 、  183位 の ア ス パ ラ ギ ン
酸 、  206位 の グ リ シ ン 、  217位 の ア ラ ニ ン 、  189位 の セ リ ン 、 96位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 41
位 の ヒ ス チ ジ ン 、  205位 の セ リ ン 、  204位 の ト リ プ ト フ ァ ン 、  187位 の グ リ シ ン 及 び  188
位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 よ り 成 る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 変 異 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 更 に プ レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸
分 子 を 提 供 す る 。 こ の プ レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド は 野 生 型 プ レ － プ ロ 又 は プ ロ
hK２ ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 。 更 に 、 本 発 明 の プ
レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 対 応 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド よ り も 精 製 に 対
し て 一 層 安 定 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 が 成 熟 形 態 の hK２ ポ リ ペ プ チ ド
変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 中 に 存 在 し て い る プ レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 む 。 本 発 明 の 好 適 な 態 様 は SEQ ID NO: ４ 又 は SEQ ID NO : 
６ を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 更 に 、  183位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、  206位 の グ リ シ ン 、  217位 の ア ラ ニ ン 、  189
位 の セ リ ン 、 96位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 41位 の ヒ ス チ ジ ン 、  205位 の セ リ ン 、  204位 の ト リ
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プ ト フ ァ ン 、  187位 の グ リ シ ン 及 び  188位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 よ り 成 る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ
ノ 酸 置 換 を 有 す る 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の 好 適 な 態 様 は SEQ ID NO : １ を 有 す る 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を コ ー ド
す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 単 離 精 製 さ れ た hK２ ポ リ ペ プ チ ド は ヒ ト 組 織 又 は 生 理 学 的 流 体 に 由 来 す る サ ン
プ ル 中 の hK２ の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ に お け る 試 薬 と し て 採 用 で き う る 。 例
え ば 、 単 離 さ れ た hK２ は 、 1993年 ７ 月 22日 提 出 の 米 国 特 許 出 願 第 08/096,946号 に 記 載 の 通
り 、 検 出 可 能 ラ ベ ル に 結 合 さ れ て hK２ に つ い て の 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ に 採 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 更 な る 別 の 態 様 は 、 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 組 合 さ っ た 本 発 明 の 単 離 精 製
さ れ た プ レ － プ ロ 、 プ ロ 又 は 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を 含 ん で 成 る 免 疫 原 組 成 物 又 は
ワ ク チ ン で あ る 。 こ の 免 疫 原 組 成 物 又 は ワ チ ク ン の 動 物 へ の 投 与 は hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異
体 に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 本 発 明 の プ レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に 特 異 的 に 結 合 し
、 そ し て hK３ に 結 合 し な い 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 好 適 な 態 様 は 本 発 明 の プ レ － プ ロ 又
は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に 結 合 し 、 そ し て 更 に は hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の 成 熟 形
態 、 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の 成 熟 形 態 、 又 は そ の 双 方 に も 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 本
発 明 の 別 の 好 適 な 態 様 は 本 発 明 の プ レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 そ し て
更 に 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の プ レ － プ ロ 又 は プ ロ 形 態 に も 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 本 発 明
の 更 に 好 適 な 態 様 に は 本 発 明 の プ レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に 結 合 し 、 そ
し て hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の 成 熟 形 態 、 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の 成 熟 形 態 、 又 は こ の
変 異 体 も し く は 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の 成 熟 形 態 に は 結 合 し な い 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 更 な る 別 の 態 様 は 本 発 明 の 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ
し て hK３ に 結 合 し な い 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 好 適 な 態 様 は 本 発 明 の 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド
変 異 体 に 結 合 し 、 そ し て 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の 成 熟 形 態 に も 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 本
発 明 の 別 の 好 適 な 態 様 に は 本 発 明 の 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し
て hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の プ ロ 形 態 又 は 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ 形 態 に は 結 合 し
な い 抗 体 を 含 む 。 本 発 明 の 更 な る 別 の 好 適 な 態 様 は 本 発 明 の 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体
に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し て hK２ ポ リ ペ プ チ ド の プ レ － プ ロ 形 態 又 は 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ
ド の プ レ － プ ロ 形 態 に 結 合 し な い 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 従 っ て 、 本 方 法 に よ り 製 造 さ れ た hK２ ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に そ の 変 異 体 及 び サ ブ ユ ニ ッ
ト は 、 組 織 、 例 え ば 前 立 腺 癌 腫 、 細 胞 、 例 え ば 前 立 腺 細 胞 系 、 又 は 流 体 、 例 え ば 精 液 も し
く は 血 液 に 由 来 す る サ ン プ ル 中 の hK２ ポ リ ペ プ チ ド （ 又 は 「 タ ン パ ク 質 」 ） を 検 出 及 び 定
量 す る た め の 直 接 又 は 競 合 ア ッ セ イ を 基 礎 と し て 使 用 さ れ う る 。 即 ち 、 本 発 明 は hK２ ポ リ
ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る か 、 hK３ に は 有 意 に 結 合 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 集 団 を 提 供 す る 。 「 有 意 」 な る 語 は 以 下 に 記 載 の 競 合 ア ッ セ イ と の 関 連 で 定
義 す る 。 こ れ ら の 抗 体 は 天 然 起 源 か ら そ の hK２ ポ リ ペ プ チ ド 結 合 性 パ ー ト ナ ー を 精 製 す る
た め の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お い て 利 用 で き う る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 更 に は キ メ ラ 発 現 系 を 提 供 す る 。 キ メ ラ 発 現 ベ ク タ ー は こ の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た
宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る コ ン ト ロ ー ル 配 列 に 作 用 可 能 式 に 連 結 さ れ た 本 発 明 の プ レ － プ
ロ 、 プ ロ 又 は 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 更 に 、 hK２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 利 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は
、 本 発 明 の プ レ － プ ロ 、 プ ロ 又 は 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 培
養 宿 主 細 胞 の 中 で の 発 現 を 含 ん で 成 る 。 こ の 核 酸 分 子 は 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る コ ン ト
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ロ ー ル 配 列 に 作 用 可 能 式 に 連 結 さ れ て い る 。 次 い で こ の hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を 宿 主 細
胞 又 は 培 養 培 地 か ら 回 収 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 更 な る 別 の 態 様 は  phK２ を 検 出 又 は 測 定 す る た め の 診 断 キ ッ ト で あ る 。 こ の キ
ッ ト は 、 別 々 に 包 装 さ れ た （ ａ ） 少 な く と も hK２ の プ ロ 形 態 に 結 合 し 、 hK３ に は 結 合 し な
い 抗 体 の 結 合 す る こ と の で き る 固 体 表 層 、 及 び （ ｂ ） hK２ の プ ロ 形 態 に は 特 異 的 に 結 合 す
る が 、 hK３ 又 は hK２ に は 結 合 し な い 既 知 量 の 抗 体 、 を 含 む パ ッ ケ ー ジ ン グ を 含 ん で 成 る 。
こ の 抗 体 は 検 出 可 能 式 に ラ ベ ル さ れ て い る か 、 又 は 検 出 可 能 ラ ベ ル に 結 合 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 更 な る 態 様 は  phK２ を 含 む ヒ ト 生 理 学 的 流 体 の サ ン プ ル 中 の  phK２ を 検 出 又 は
測 定 す る た め の 方 法 に す る 。 こ の 方 法 は ヒ ト  phK２ と 特 異 的 に 反 応 す る 所 定 量 の 精 製 抗 体
の 用 意 を 含 ん で 成 り 、 こ こ で 前 記 抗 体 は hK３ 及 び hK２ に は 有 意 に 反 応 せ ず 、 そ し て こ こ で
前 記 抗 体 は 固 体 表 層 に 付 加 で き る も の で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 を 検 査 す べ き サ ン プ ル と 、 前
記 抗 体 の 少 な く と も 一 部 と 前 記  phK２ の 一 部 と の 二 重 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る の に 十 分
な 時 間 接 触 さ せ る 。 次 い で 前 記 抗 体 と 複 合 し た  phK２ の 存 在 又 は 量 を 検 出 又 は 測 定 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 hK２ は 分 子 モ デ リ ン グ 研 究 と 一 般 的 に 一 致 す る ト リ プ シ ン 様 活 性 を 有 す る （ Vinhinen前
掲 、 1994 ; Bridon and Dosell前 掲 、 1995） 。 hK２ の 酵 素 活 性 は 選 定 の ア ル ギ ニ ン に 対 し
て 特 異 的 で あ り 、 そ し て ト リ プ シ ン の 基 質 特 異 性 と は 相 違 す る 。 即 ち 、 体 液 中 の hK２ を 検
出 す る 活 性 系 診 断 ア ッ セ イ に お い て 利 用 で き う る hK２ － 特 異 的 基 質 又 は イ ン ヒ ビ タ ー を 作
製 す る こ と が 可 能 で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は hK２ を in vitroで 検 出 す る 方 法 も 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 所 定 量 の hK２
ポ リ ペ プ チ ド を 所 定 量 の 合 成 ペ プ チ ド 基 質 と 、 hK２ ポ リ ペ プ チ ド に よ る ペ プ チ ド 基 質 の 切
断 を 可 能 に す る の に 十 分 な 時 間 接 触 さ せ る こ と を 含 ん で 成 る 。 こ の ペ プ チ ド 基 質 は 、 hK２
が 結 合 す る 部 位 を 形 成 す る 連 続 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で 成 る 。 ペ プ チ ド 基 質 の 切 断 の 有 無 又
は 程 度 を 次 に 検 出 又 は 測 定 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 PSA は ヒ ト 血 清 中 の ACT 及 び MGと 共 有 結 合 複 合 体 を 形 成 す る （ Leinonenら 、
., , 2098 (1993)） 。 血 清 中 の 様 々 な 形 態 の PSA の 割 合 の モ ニ タ ー （ 複 合 化 、 対 、 非 複
合 体 ） は BPH と pCa と の 区 別 に お い て 有 用 で あ る （ Christenssonら 、 ., , 100
 (1993） ） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 下 記 に 示 す 結 果 は hK２ ポ リ ペ プ チ ド も ACT 及 び MGと 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 示 す 。 hK２
と ACT と の 複 合 体 の 形 成 は 予 測 さ れ ず 、 そ の 理 由 は ACT が 一 般 に キ モ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ
ア ー ゼ の イ ン ヒ ビ タ ー だ か ら で あ る 。 し か し な が ら 、 hK２ は PSA と の コ ン ホ メ ー シ ョ ン 的
／ 構 造 的 類 似 体 を 有 す る こ と を 示 唆 し 、 こ れ は イ ン ヒ ビ タ ー と の そ の 反 応 性 を 示 唆 す る 。
ACT 及 び MGに 複 合 し た hK２ と 遊 離 （ 未 結 合 ） hK２ と は 、 ヒ ト 血 清 中 の hK２ の 主 要 免 疫 学 的
測 定 可 能 成 分 で あ る と 予 測 さ れ る で あ ろ う 。 そ れ 故 、 こ の よ う な 形 態 の モ ニ タ ー は pCa と
BPH と の 区 別 に お い て 重 要 で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 の 更 な る 態 様 は 血 漿 タ ン パ ク 質 と の hK２ 複 合 体 形 成 を 検 出 す る 方 法 で あ
る 。 こ の 方 法 は 、 サ ン プ ル 中 で 、 血 漿 タ ン パ ク 質 に 結 合 し な い hK２ ポ リ ペ プ チ ド を 血 漿 タ
ン パ ク 質 に 結 合 す る hK２ ポ リ ペ プ チ ド か ら 分 離 す る こ と を 含 ん で 成 る 。 次 に 、 血 漿 タ ン パ
ク 質 に 結 合 し な い hK２ ポ リ ペ プ チ ド の 量 と 比 較 し て の 血 漿 タ ン パ ク 質 に 結 合 し た hK２ ポ リ
ペ プ チ ド の 量 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 更 な る 別 の 態 様 は 哺 乳 動 物 組 織 サ ン プ ル 中 の hK２ を 検 出 又 は 測 定 す る た め の 方
法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 hK２ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 hK３ に 結 合 し な い 所 定 量 の 試 薬 を 哺
乳 動 物 組 織 細 胞 の サ ン プ ル と 混 合 し て こ の 試 薬 及 び 細 胞 を 含 ん で 成 る 二 重 複 合 体 を 形 成 す
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る こ と を 含 ん で 成 る 。 次 い で サ ン プ ル 中 の 複 合 体 形 成 の 有 無 又 は 程 度 を 検 出 又 は 測 定 す る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 更 に 、 サ ン プ ル に お い て 高 度 な 前 立 腺 上 皮 内 新 形 成 又 は 前 立 腺 癌 を 検 出 又 は 測 定 す る た
め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 hK２ ポ リ ペ プ チ ド に は 結 合 す る が hK３ に は 結 合 し な い
所 定 量 の 試 薬 を 前 立 腺 細 胞 の サ ン プ ル と 混 合 し て こ の 試 薬 及 び 細 胞 を 含 ん で 成 る 二 重 複 合
物 を 形 成 す る こ と を 含 ん で 成 る 。 次 に 、 サ ン プ ル 中 の 複 合 体 形 成 の 有 無 又 は 程 度 を 検 出 又
は 測 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 哺 乳 動 物 組 織 細 胞 の サ ン プ ル 中 の hK２ を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト を 提 供 し 、 こ
れ は 別 々 に （ ａ ） hK２ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し な い 既 知 量 の 第 一 試 薬 （ こ こ で こ の 第 一 試 薬
は 検 出 可 能 式 に ラ ベ ル さ れ て い る か 、 又 は 検 出 可 能 ラ ベ ル に 結 合 す る ） ； 及 び （ ｂ ） hK２
ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る が 、 hK３ に は 結 合 し な い 既 知 量 の 第 二 試 薬 （ こ こ で こ の
第 二 試 薬 は 検 出 可 能 式 に ラ ベ ル さ れ て い る か 、 又 は 検 出 可 能 ラ ベ ル に 結 合 す る ） ； を 含 む
パ ッ ケ ー ジ ン グ を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 更 な る 別 の 態 様 は 哺 乳 動 物 組 織 細 胞 の サ ン プ ル 中 の hK２ ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す
る た め の 診 断 キ ッ ト で あ り 、 こ れ は hK２ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し て hK３ に 結
合 し な い 既 知 量 の 試 薬 を 含 む パ ッ ケ ー ジ ン グ を 含 ん で 成 り 、 こ こ で こ の 試 薬 は 検 出 可 能 な
ラ ベ ル に 検 出 可 能 式 に ラ ベ ル さ れ て い る か 、 又 は 検 出 可 能 ラ ベ ル に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 更 に 高 度 な 前 立 腺 上 皮 内 新 形 成 又 は 前 立 腺 癌 を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト も 提
供 し 、 こ れ は hK２ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し て hK３ に 結 合 し な い 既 知 量 の 試 薬
を 含 む パ ッ ケ ー ジ ン グ を 含 ん で 成 り 、 こ こ で こ の 試 薬 は 検 出 可 能 式 に ラ ベ ル さ れ て い る か
、 又 は 検 出 可 能 ラ ベ ル に 結 合 す る 。
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 PSA に 対 す る hK２ の 高 度 な ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 並 び に hK２ 及 び PSA の 双 方 の 発 現 が 本
質 的 に 前 立 腺 に 制 約 さ れ る と い う 事 実 は 、 双 方 の タ ン パ ク 質 の 血 清 濃 度 の 測 定 が 前 立 腺 癌
(pCa） の 診 断 及 び モ ニ タ ー に お い て 有 用 で あ り う る こ と を 示 唆 す る 。 最 近 、 pphK２ が 細 菌
に お い て 発 現 さ れ て い る (Saediら 、 ., , 237(1995)） 。 細 菌 由 来 の p
phK２ は hK２ 上 の 非 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 依 存 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 作 製 す る の に 利 用
で き う る 。 し か し な が ら 、 hK２ の 生 合 成 に 関 与 す る 工 程 を 見 き わ め る た め 、 及 び hK２ の 完
全 に プ ロ セ シ ン グ さ れ 、 且 つ 分 泌 さ れ た 形 態 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 得 る た め に は 、 哺 乳
動 物 細 胞 に お け る hK２ の 発 現 が 必 須 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 語 「 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 」 に は 組 換 プ レ － プ ロ 、 プ ロ 及 び 成 熟 hK
２ ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 １ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、
そ し て ポ リ ペ プ チ ド 「 変 異 体 」 は hK３ と 実 質 的 に 相 同 性 な 領 域 に お い て 、 即 ち 、 図 １ に 示
す バ ー で 表 示 さ れ る も の で な い 領 域 に お い て SEQ ID NO : 12と 90％ 以 上 の 相 同 性 を 共 有 す
る 。 か か る hK２ ポ リ ペ プ チ ド は 図 １ の 成 熟 hK２ 分 子 と 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド が hK３ （ 又 は hK
１ ） と は 交 差 反 応 し な い が そ の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に よ っ て も 規
定 さ れ る と い う 点 で 共 通 す る 抗 原 性 機 能 を も つ 。 好 ま し く は 、 前 記 抗 体 は 図 １ の 成 熟 hK２
分 子 上 に も 存 在 す る 抗 原 性 部 位 又 は エ ピ ト ー プ と 反 応 す る 。 共 通 の 抗 原 性 機 能 を 規 定 す る
の に 有 用 な 抗 体 は 米 国 出 願 番 号 第 08/096,946号 に 詳 細 さ れ 、 即 ち 、 hK２ サ ブ ユ ニ ッ ト 41～
56に 対 し て in vivo で 調 製 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 単 離 さ れ た hK２ 核 酸 」 は 、 生 物 学 的 に 活 性 な hK２ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト
変 異 体 を コ ー ド す る 、 即 ち 、 天 然 hK２ ポ リ ペ プ チ ド RNA も し く は DNA の 非 コ ー ド 鎖 に 対 し
て 相 補 性 で あ る 、 又 は 前 記 RNA も し く は DNA と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 且 つ ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 安 定 的 に 結 合 し て い る 15個 よ り 多 く の 、 好 ま し く は 20個 以 上 の 連 続 ヌ
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ク レ オ チ ド 塩 基 を 含 む RNA 又 は DNA で あ る 。 即 ち 、 RNA 又 は DNA は 、 核 酸 の 天 然 起 源 に そ
れ が 通 常 結 合 し て い る 一 種 以 上 の 夾 雑 核 酸 を 含 ま ず 、 そ し て 好 ま し く は 任 意 の そ の 他 の 哺
乳 動 物 RNA 又 は DNA を 実 質 的 に 含 ま な い 点 で 、 単 離 さ れ た も の で あ る 。 「 そ れ が 通 常 結 合
し て い る 一 種 以 上 の 夾 雑 起 源 核 酸 を 含 ま ず 」 と は 、 核 酸 が 起 源 又 は 天 然 細 胞 の 中 に 再 導 入
さ れ た が 、 異 な る 染 色 体 位 置 に あ る 場 合 、 又 は そ う で な け れ ば 起 源 細 胞 に お い て は 通 常 見
い 出 さ れ な い 核 酸 配 列 が 隣 接 し て い る 場 合 を 含 む 。 単 離 さ れ た hK２ 核 酸 の 例 は 、 上 記 の 図
１ の hK２ ペ プ チ ド の hK３ － 相 同 性 領 域 と 90％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 共 有 す る 生 物 学 的 に 活 性
な hK２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る RNA 又 は DNA で あ る 。 hK２ ポ リ ペ プ チ ド に 関 し て 用 い る
「 単 離 精 製 さ れ た 」 な る 語 は 下 記 の 方 法 論 と の 関 連 で 定 義 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 語 「 組 換 核 酸 」 、 即 ち 「 組 換 DNA 」 と は 、 in vitroで そ の 後 化 学 的 に
改 変 さ れ 、 次 い で 標 的 宿 主 細 胞 、 例 え ば 動 物 、 植 物 、 昆 虫 、 酵 母 、 菌 類 又 は 細 菌 起 源 に 由
来 す る 細 胞 に 導 入 さ れ う る 任 意 の 適 当 な 組 織 起 源 に 由 来 す る 又 は 単 離 さ れ た 核 酸 、 即 ち DN
A に 関 す る 。 起 源 に 「 由 来 」 す る 組 換 DNA の 例 は hK２ 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト も し く は 変 異
体 を コ ー ド し 、 そ し て 本 質 的 に 純 粋 な 形 態 で 化 学 合 成 さ れ る 有 用 な フ ラ グ メ ン ト と し て 同
定 さ れ る DNA 配 列 で あ ろ う 。 起 源 か ら 「 単 離 」 さ れ た か か る DNA の 例 は 化 学 的 手 段 に よ り
、 例 え ば 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ の 利 用 に よ り 前 記 起 源 か ら 切 除 又 は 除 去 さ れ 、 こ れ に よ
っ て 遺 伝 子 工 学 方 法 論 に よ り 本 発 明 に お け る 利 用 の た め に 更 に 操 作 、 例 え ば 増 幅 さ れ う る
よ う に な る 有 用 な DNA配 列 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 従 っ て 、 「 組 換 DNA 」 に は 完 全 合 成 DNA 配 列 、 半 合 成 DNA 配 列 、 生 物 起 源 か ら 単 離 し た
DNA 配 列 、 及 び 導 入 RNA に 由 来 す る DNA 配 列 、 並 び に そ れ ら の 混 合 物 が 含 ま れ る 。 一 般 に
、 組 換 DNA 配 列 は DNAの 受 容 体 で あ る 宿 主 標 的 細 胞 の ゲ ノ ム の 中 に 本 来 存 在 し て い な い か
、 又 は そ の ゲ ノ ム の 中 に 存 在 し て い る が 、 発 現 し な い か も し く は 高 度 に 発 現 し な い も の で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 キ メ ラ 」 と は 、 ベ ク タ ー が 、 ２ 種 以 上 の 種 に 由 来 す る DNA を 含 ん で
成 る か 、 又 は 「 天 然 」 も し く は 野 生 種 で は 認 め ら れ な い 態 様 で 連 結 又 は 会 合 し た 同 種 由 来
の DNA を 含 ん で 成 る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に お け る 形 質 転 換 の た め に 用 い る 組 換 DNA 配 列 は 環 式 又 は 線 形 の 二 本 鎖 又 は 一 本
鎖 で あ っ て よ い 。 一 般 に 、 DNA 配 列 は 結 果 と し て の 細 胞 系 の 中 に 存 在 す る 組 換 DNA の 発 現
を 促 進 す る コ ン ト ロ ー ル 配 列 が 隣 接 す る コ ー ド 領 域 を 含 み う る キ メ ラ DNA 、 例 え ば プ ラ ス
ミ ド DNA の 形 態 に あ る 。 例 え ば 、 こ の 組 換 DNA は そ れ 自 体 哺 乳 動 物 細 胞 の 中 で 活 性 で あ る
プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で 成 り う る か 、 又 は 形 質 転 換 標 的 で あ る ゲ ノ ム の 中 に 既 に 存 在 し て い
る プ ロ モ ー タ ー を 利 用 し う る 。 か か る プ ロ モ ー タ ー は CMV プ ロ モ ー タ ー 、 並 び に SV40後 期
プ ロ モ ー タ ー 及 び レ ト ロ ウ ィ ル ス LTR(長 期 反 復 因 子 ） を 含 む 。 hK２ の た め の 転 写 ユ ニ ッ ト
を 担 う 組 換 DNA 配 列 又 は そ の 一 部 と は 別 に 組 換 DNA の 一 部 は 未 転 写 で あ っ て よ く 、 調 節 又
は 構 成 的 機 能 を 担 う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 コ ン ト ロ ー ル 配 列 」 は 特 定 の 宿 主 生 物 に お い て 作 用 可 能 式 に 連 結 さ れ た コ ー ド 配 列 の
発 現 に と っ て 必 要 な DNA 配 列 を 意 味 す る 。 原 核 細 胞 に と っ て 適 当 な コ ン ト ロ ー ル 配 列 は 、
例 え ば プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 そ し て 任 意 的 に オ ペ レ ー タ ー 配 列 、 更 に は リ ボ ソ ー ム 結 合 部
位 を 含 む 。 真 核 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 で 知 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 作 用 可 能 式 に 連 結 」 と は 、 核 酸 が 他 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に お い て 配 置 さ れ て い
る こ と を 意 味 す る も の と 定 義 す る 。 例 え ば 、 プ レ 配 列 又 は 分 泌 性 リ ー ダ ー の た め の DNA は
、 ポ リ ペ プ チ ド の た め の DNA に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 関 与 す る プ レ タ ン パ ク 質 と し て 発
現 さ れ る よ う に 、 作 用 可 能 式 に 連 結 さ れ て い る ； プ ロ モ ー タ ー 又 は エ ン ハ ン サ ー は 配 列 の
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転 写 に 影 響 を 及 ぼ す よ う に コ ー ド 配 列 に 作 用 可 能 式 に 連 結 さ れ て い る ； 又 は リ ボ ソ ー ム 結
合 部 位 は 翻 訳 を 助 長 す る よ う に 配 置 さ れ た コ ー ド 配 列 に 作 用 可 能 式 に 連 結 さ れ て い る 。 一
般 に 、 「 作 用 可 能 式 に 連 結 」 と は 、 DNA 配 列 が つ ら な っ て お り 、 そ し て 分 泌 リ ー ダ ー の 場
合 、 連 続 し 、 且 つ 解 読 相 と な っ て い る こ と を 意 味 す る 。 し か し な が ら 、 エ ン ハ ン サ ー は 連
続 性 を 有 さ な い 。 連 結 は 慣 用 の 制 限 部 位 で の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 成 し 遂 げ ら れ る 。 か か
る 部 位 が な い な ら 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー 又 は リ ン カ ー は 慣 習 に 従 っ て 利 用
さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 hK２ 又 は そ の 一 部 の た め の 転 写 ユ ニ ッ ト を 担 う 組 換 DNA 配 列 と は 別 に 、 組 換 DNA の 一 部
は 非 転 写 で あ っ て よ く 、 調 節 又 は 構 成 的 機 能 を 担 う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 細 胞 の 中 に 導 入 す る 組 換 DNA は 更 に 一 般 に 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 も し く は リ ポ ー タ ー 遺 伝
子 又 は そ の 双 方 を 、 形 質 転 換 し よ う と す る つ も り の 細 胞 集 団 か ら 形 質 転 換 細 胞 を 同 定 及 び
選 定 す る こ と を 促 進 す る た め に 含 む で あ ろ う 。 他 方 、 こ の 選 択 マ ー カ ー は 独 立 の DNA 断 片
上 に 担 持 さ れ て い る か 、 又 は 共 形 質 転 換 手 順 に お い て 利 用 で き う る 。 選 択 マ ー カ ー 及 び リ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 双 方 に は 宿 主 細 胞 の 中 で の 発 現 を 可 能 に す る 適 当 な 調 節 配 列 が 隣 接 し う
る 。 有 用 な 選 択 マ ー カ ー は 当 業 界 に 周 知 で あ り 、 そ し て 例 え ば 抗 生 物 質 及 び 除 草 剤 耐 性 遺
伝 子 、 例 え ば neo, hpt, dhfr, bar, aroA, dapA 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 潜 在 的 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 同 定 す る た め 及 び 調 節 配 列 の 機 能 を
評 価 す る た め に 利 用 さ れ る 。 容 易 に ア ッ セ イ 可 能 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る リ ポ ー タ ー 遺
伝 子 は 当 業 界 に お い て 公 知 で あ る 。 一 般 に 、 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 受 容 生 物 又 は 組 織 に は 存
在 し な い 又 は 発 現 さ れ な い が 、 発 現 が 多 少 容 易 に 検 出 可 能 な 特 性 、 例 え ば 酵 素 活 性 に よ り
評 価 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。 好 適 な 遺 伝 子 に は Ｅ ． コ リ （ E. coli)
の Tn９ 由 来 の ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (cat) 、 Ｅ ． コ リ
の uidA座 の ベ ー タ ー グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 遺 伝 子 (gus) 、 及 び ほ た る フ ォ チ ヌ ス ・ ピ ラ リ ス （
Photinus pyralis) 由 来 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は
、 DNA を 受 容 細 胞 に 導 入 し て か ら 適 当 な 時 間 経 過 後 に ア ッ セ イ す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 宿 主 細 胞 に お い て 機 能 的 な そ の 他 の 要 素 、 例 え ば イ ン ト ロ ン 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ポ リ ア デ
ニ ル 化 配 列 等 も 組 換 DNA の 一 部 で あ り う る 。 か か る 要 素 は DNA の 機 能 に と っ て 必 須 の 場 合
又 は そ う で な い 場 合 が あ る が 、 転 写 、 mRNAの 安 定 性 等 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ り DNA の 向
上 し た 発 現 を 供 し う る 。 か か る 要 素 は 細 胞 内 へ の DNA の 形 質 転 換 の 最 適 な 実 施 を 獲 得 す る
よ う に 所 望 通 り に DNA の 中 に 含 ま せ て よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 標 的 細 胞 を 形 質 転 換 し う る 組 換 DNA を 構 築 す る た め の 一 般 的 な 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ
り 、 そ し て 同 一 の 組 成 物 及 び 構 築 方 法 が こ こ で 有 用 な DNA を 作 製 す る の に 利 用 さ れ う る 。
例 え ば 、 J. Sambrookら 、 , Gold Spring Harb
or Laboratory Press (第 ２ 版 、 1989） は 適 当 な 構 築 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 組 換 DNA は 、 例 え ば C. Chen ら 、 ., ， 2745 (1987) の 改 良 リ ン 酸 カ
ル シ ウ ム 沈 殿 手 順 に よ り 、 hK２ を コ ー ド す る cDNAを 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー に よ る ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 標 的 細 胞 の 中 に 容 易 に 導 入 し 得 る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 例 え ば
BRL に よ り 供 与 さ れ る 市 販 の キ ッ ト を 利 用 し 、 リ ポ リ フ ェ ク チ ン に よ っ て も 成 し 遂 げ ら れ
う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め に 適 当 な 宿 主 細 胞 は 多 細 胞 生 物 に 由 来 す る 。 か か る 宿 主
細 胞 は 複 雑 な プ ロ セ シ ン グ 及 び グ リ コ シ ル 化 活 性 の 発 揮 が 可 能 で あ る 。 原 理 的 に は 、 脊 椎
培 養 物 又 は 無 脊 椎 培 養 物 に 関 係 な く 、 あ ら ゆ る 高 等 真 核 細 胞 培 養 物 が 本 発 明 の 実 施 に お い
て 採 用 で き う る 。 無 脊 椎 細 胞 の 例 に は 植 物 及 び 昆 虫 細 胞 が 含 ま れ る 。 宿 主 、 例 え ば ス ポ ド
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プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ ル ダ （ Spodoptera frugiperda)（ 幼 虫 ） 、 エ デ ス ・ エ ジ プ チ （ Aedes ae
gypti)（ 蚊 ） 、 エ デ ス ・ ア ル ボ ピ ク ト ゥ ス （ 蚊 ） 、 ド ロ ソ フ ィ ラ ・ メ ラ ノ ガ ス タ ー （ Dros
ophila melanogaster)（ ミ バ エ ） 及 び ボ ン ビ ク ス ・ モ リ （ Bombyx mori)由 来 の 数 多 く の バ
キ ュ ロ ウ ィ ル ス 株 及 び 変 異 体 並 び に 対 応 の 許 容 の 昆 虫 細 胞 が 同 定 さ れ て い る 。 例 え ば Luck
owら ， ， 47 (1989) ; Millerら , J. K. Setlow ら
編 第 ８ 巻 （ Plenum Publishing, 1986)頁  277-279； 及 び Maeda ら , , 592 (1985
) を 参 照 の こ と 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 用 の 様 々 な ウ ィ ル ス 株 例 え ば オ ー ト グ ラ フ ァ ・ カ
リ フ ォ ル ニ カ （ Autograha californica) NPV及 び ボ ン ビ ク ス ・ モ リ NPV の Bm－ ５ の Ｌ － １
変 異 体 が 公 共 的 に 入 手 で き 、 そ し て か か る ウ ィ ル ス は 好 ま し く は ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ
ル ダ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に 利 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 制 限 消 化 に 由 来 す る DNA の 所 定 の フ ラ グ メ ン ト の 回 収 又 は 単 離 は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 又
は ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 に よ る 消 化 物 の 単 離 、 既 知 の 分 子 量 の DNA フ ラ グ メ ン ト
マ ー カ ー の そ れ に 対 す る そ の 泳 動 度 の 対 応 に よ る 注 目 の フ ラ グ メ ン ト の 同 定 、 所 望 の フ ラ
グ メ ン ト を 含 む ゲ ル 区 画 の 取 り 出 し 、 及 び DNA か ら ゲ ル 分 離 を 利 用 し う る 。 例 え ば 、 Lawn
ら 、 ., ， 6103（ 1981)及 び Goeddel ら ., ， 405
7（ 1980) を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 サ ザ ン 分 析 」 又 は 「 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 」 は 、 そ れ に よ り DNA 又 は DNA 含 有 組 成 物 の 制 限
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 物 中 の DNA 配 列 の 存 在 が 既 知 の ラ ベ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は
DNA フ ラ グ メ ン ト へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 確 証 す る 方 法 で あ る 。 サ ザ ン 分 析 は
一 般 に ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の DNA 消 化 物 の 電 気 泳 動 分 離 、 電 気 泳 動 分 離 後 の DNA の 変 性 、
及 び Sambrookら 前 掲 の 第 9.37－ 9.52章 に 記 載 の 放 射 性 ラ ベ ル 、 ビ オ チ ニ ル 化 又 は 酵 素 ラ ベ
ル プ ロ ー ブ に よ る 分 析 の た め の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 、 又 は そ の 他 の 適 当 な 膜 支 持
体 へ の DNA の 転 写 を 包 括 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 ノ ー ザ ン 分 析 」 又 は 「 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 」 は 、 既 知 の プ ロ ー ブ 、 例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 、 DNA フ ラ グ メ ン ト 、 cDNAも し く は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は RNA フ ラ グ メ ン ト に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る RNA配 列 を 同 定 す る た め に 利 用 す る 方 法 で あ る 。 こ の プ ロ ー ブ は 放 射 性
ア イ ソ ト ー プ 、 例 え ば 3 2 Ｐ に よ り 、 ビ オ チ ニ ル 化 に よ り 、 又 は 酵 素 に よ り ラ ベ ル し て お く
。 分 析 す べ き RNA は 通 常 ア ガ ロ ー ス 又 は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 式 に 分 離 し
、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ナ イ ロ ン 又 は そ の 他 の 適 当 な 膜 に 転 写 し 、 そ し て Sambrookら 前 掲 の
第 7.39－ 7.52章 に 記 載 の 如 き 当 業 界 周 知 の 標 準 技 術 の 利 用 し て プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 」 又 は 「 PCR 」 は 核 酸 、 RNA 及 び ／ 又 は DNA の 所 定 の フ ラ グ メ
ン ト の 量 を 米 国 特 許 第  4,683,195号 に 記 載 の 通 り に し て 増 幅 さ せ る 手 順 又 は 技 術 を 意 味 す
る 。 一 般 に 、 注 目 の 領 域 の 末 端 又 は そ れ を 含 む 配 列 情 報 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
を デ ザ イ ン す る た め に 利 用 す る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 増 幅 す る 鋳 型 の 対 立 鎖 と 同 一 又 は
類 似 の 配 列 で あ ろ う 。 PCR は 特 異 的 な RNA 配 列 、 全 ゲ ノ ム DNA 由 来 の 特 異 的 な DNA 配 列 、
及 び 全 細 胞 RNA 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 又 は プ ラ ス ミ ド 配 列 か ら 転 写 し た cDNA等 を 増 幅 す る
た め に 利 用 で き う る 。 一 般 的 に は Mullisら 、 ., 
, 263 (1987) ; Erlich編  (Stockton Press, NY, 1989) を 参 照 の こ と 。

【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」 と は 、 （ １ ） 洗 浄 の た め に 低 イ オ ン 強 度 及 び 高 温 を 利 用 す
る 条 件 、 例 え ば  0.015Ｍ の NaCl／ 0.0015Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (SSC) ;　 0.1％ の ラ ウ リ
ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS) を 50℃ で 利 用 す る 条 件 、 又 は （ ２ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 中 で
ホ ル ム ア ミ ド の 如 き 変 性 剤 を 利 用 す る 条 件 、 例 え ば 50％ の ホ ル ム ア ミ ド と  0.1％ の 牛 血 清
ア ル ブ ミ ン ／  0.1％ の フ ィ コ ー ル ／  0.1％ の ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ／ 50mMの リ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム バ ッ フ ァ ー pH6.5と  750mMの NaCl， 75mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 42℃ で 利 用 す る 条 件 を
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い う 。 別 の 例 は 、 50％ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ５ × の SSC(0.75Ｍ の NaCl，  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 、 ５
× の デ ン ハ ー ツ 溶 液 、 音 波 処 理 サ ケ 精 子 DNA(50μ ｇ ／ ml） 、  0.1％ の SDS 、 及 び 10％ の 硫
酸 デ キ ス ト ラ ン を 42℃ で 使 用 し 、  0.2× の SSC 及 び  0.1％ の SDSAで 42℃ で 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド を ヒ ト 起 源 、 以 外 の 組 換 細 胞 に お い て 発 現 す る と き 、 hK２ ポ リ ペ プ チ
ド は ヒ ト 起 源 の タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 全 く 含 ま な い 。 し か し な が ら 、 hK２ ポ リ ペ
プ チ ド と し て 実 質 的 に 均 質 な 調 製 品 を 得 る た め 、 組 換 細 胞 タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド か
ら hK２ ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る 必 要 が あ る 。 例 え ば 、 培 養 培 地 又 は リ ゼ ー ト を 遠 心 分 離 し
て 粒 状 細 胞 塊 を 除 去 し て よ い 。 次 い で 膜 及 び 溶 解 性 タ ン パ ク 質 画 分 を 分 離 す る 。 次 に hK２
ポ リ ペ プ チ ド を 可 溶 性 タ ン パ ク 質 画 分 か ら 、 そ し て 必 要 な ら 、 培 養 リ ガ ー ト の 膜 画 分 か ら
分 離 す る 。 次 い で hK２ ポ リ ペ プ チ ド は 夾 雑 可 溶 性 タ ン パ ク 質 及 び ポ リ ペ プ チ ド か ら 、 イ ム
ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー 又 は 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 ア ニ オ ン 交 換 樹 脂 、 例 え ば DEAEで の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ ；  S
DS－ PAGE； 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 ；  Sephadex Ｇ － 75を 利 用 す る ゲ ル 濾 過 ； リ ガ ン ド ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 結 果 と し て の 遺 伝 子 導 入 宿 主 細 胞 か ら 単 離 で き た な ら 、 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 体 及 び
変 異 体 は 容 易 に 調 製 で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の hK２ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ド は 当 業 界 周 知 の
技 術 に よ り 、 カ ル ボ ン 酸 基 又 は 前 駆 体 を ア ミ ド に 変 換 さ せ る こ と に よ っ て も 調 製 し 得 る 。
Ｃ 末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 で の ア ミ ド 形 成 の た め に 好 適 な 方 法 は ポ リ ペ プ チ ド に 固 相 支 持 体 か
ら 適 当 な ア ミ ン に よ り 切 断 す る こ と 、 又 は ア ル コ ー ル の 存 在 下 で 切 断 し て エ ス テ ル に し 、
次 い で 所 望 の ア ミ ン で ア ミ ノ 分 解 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ ル 基 の 塩 は ペ プ チ ド を １ 又 は 数 当 量 の 所 望 の 塩 基 、 例 え
ば 水 酸 化 金 属 系 塩 基 、 例 え ば 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム ； 炭 酸 も し く は 炭 酸 水 素 金 属 塩 基 、 例 え ば
炭 酸 ナ ト リ ウ ム も し く は 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム ； 又 は ア ミ ン 塩 基 、 例 え ば ト リ エ チ ル ア ミ ン
、 ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 等 と の 接 触 に よ り 通 常 の 方 式 で 調 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 基 の Ｎ － ア シ ル 誘 導 体 は 最 終 縮 合 の た め に Ｎ － ア シ ル 保 護 化
ア ミ ノ 酸 を 利 用 す る こ と に よ り 、 又 は 保 護 も し く は 未 保 護 ペ プ チ ド の ア シ ル 化 に よ り 調 製
し 得 る 。 Ｏ － ア シ ル 誘 導 体 は 例 え ば 遊 離 ヒ ド ロ キ シ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 樹 脂 の ア シ ル 化
に よ り 調 製 し 得 る 。 い づ れ の ア シ ル 化 も 標 準 の ア シ ル 化 試 薬 、 例 え ば ア シ ル ハ ラ イ ド 、 無
水 物 、 ア シ ル イ ミ ダ ゾ ー ル 等 を 利 用 す る こ と で 実 施 し 得 る 。 Ｎ － 及 び Ｏ － ア シ ル 化 は 共 に
、 所 望 す る な ら 一 緒 に 実 施 し て よ い 。 更 に 、 図 １ の 内 部 hK２ ア ミ ノ 酸 配 列 は 特 定 の 位 置 の
た め の １ 又 は ２ 個 の 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 、 例 え ば Ｌ 形 態 で な く Ｄ 形 態 を 利 用 す る 置 換 に よ
り 修 飾 し 得 る 。 本 発 明 は 更 に hK２ ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 又 は 修 飾 形 態 に も 向 け ら れ る 。 抗
原 性 機 能 が 保 持 さ れ て い る 限 り 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 一 又 は 複 数 個 の 残 基 が 保 持 さ れ て い
る 。 保 存 性 ア ミ ノ 酸 置 換 、 例 え ば 酸 性 ア ミ ノ 酸 と し て の ア ス パ ラ ギ ン 酸 － グ ル タ ミ ン 酸 ；
塩 基 性 ア ミ ノ 酸 と し て の リ ジ ン ／ ア ル ギ ニ ン ／ ヒ ス チ ジ ン ； 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 と し て の ロ イ
シ ン ／ イ ソ ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン ／ バ リ ン 、 ア ラ ニ ン ／ バ リ ン ； 親 水 性 ア ミ ノ 酸 と し て の
セ リ ン ／ グ リ シ ン ／ ア ラ ニ ン ／ ト レ オ ニ ン が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 酸 付 加 塩 は ポ リ ペ プ チ ド を １ 又 は 数 当 量 の 所 望 の 無 機 又 は 有 機 酸 、 例 え
ば 塩 酸 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 調 製 し 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ ル 基 の エ ス テ ル は
当 業 界 公 知 の 任 意 の 通 常 の 方 法 に よ っ て も 調 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 単 離 で き た ら 、 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 抗 原 的 に 活 性 な 変 異 体 、 そ の 誘 導 体 及 び フ ラ
グ メ ン ト を 米 国 出 願 第 08/096,946号 に 詳 細 に 開 示 の 通 り に し て 、 hK２ 又 は 抗 hK２ 抗 体 を 含
む と 予 測 さ れ る 生 物 材 料 に 由 来 す る サ ン プ ル に お い て hK２ に つ い て の ア ッ セ イ に 利 用 で き
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う る 。 例 え ば 、 こ の hK２ ポ リ ペ プ チ ド は 検 出 可 能 ラ ベ ル に よ り 、 例 え ば １ 又 は 数 種 の 放 射
性 ラ ベ ル 化 ペ プ チ ド 残 基 に よ り ラ ベ ル で き 、 そ し て 抗 － hK２ 抗 体 に 対 す る 結 合 に 関 し て 内
性 hK２ と 競 合 す る よ う に 、 即 ち 、 生 理 学 的 流 体 サ ン プ ル 中 の 抗 － hK２ 抗 体 に 結 合 す る 「 捕
促 抗 原 」 と し て 、 固 定 化 可 能 な 抗 － hK２ 抗 体 を 利 用 す る hK２ に つ い て の 様 々 な 競 合 イ ム ノ
ア ッ セ イ 方 式 を 介 し て 、 利 用 で き う る 。 そ れ は 下 記 の 通 り に 実 施 さ れ る ：
（ ａ ） 固 体 表 層 に 付 加 で き る 一 定 量 の 抗 － hK２ 抗 体 を 用 意 す る ；
（ ｂ ） hK２ を 含 ん で 成 る 生 理 学 的 流 体 サ ン プ ル を 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 含 ん で 成 る 既 知 量 の
hK２ ポ リ ペ プ チ ド と 混 合 し 、 混 合 サ ン プ ル を 作 る ；
（ ｃ ） 前 記 抗 体 を 前 記 混 合 サ ン プ ル と 、 前 記 抗 体 と 前 記 hK２ と の 間 で 抗 体 － hK２ 複 合 体 が
形 成 し 、 且 つ 前 記 抗 体 と 前 記 ラ ベ ル 化 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 で 抗 体 － ラ ベ ル 化 ポ リ ペ プ チ ド
複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う 、 免 疫 学 的 反 応 が 起 き る の に 十 分 な 時 間 接 触 さ せ る ；
（ ｄ ） hK２ に 結 合 し た 抗 体 及 び ラ ベ ル 化 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 を 前 記 混 合 サ ン プ ル
か ら 分 離 さ せ る ；
（ ｅ ） 前 記 固 体 表 層 上 の 抗 体 に 結 合 し た 又 は 前 記 複 合 サ ン プ ル の 中 に 残 っ て い る ラ ベ ル 化
ポ リ ペ プ チ ド の い づ れ か の 存 在 又 は 量 を 検 出 又 は 測 定 す る ； そ し て
（ ｆ ） 工 程 （ ｅ ） に お け る 結 果 か ら 、 前 記 サ ン プ ル 中 の 前 記 hK２ の 存 在 又 は 量 を 決 定 す る
。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 競 合 阻 害 イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り サ ン プ ル 中 の 内 性 hK２ を 検 出 で き る 別 の 方 式 に お い て は
、 既 知 量 の 抗 － hK２ 抗 体 を 未 知 量 の 内 性 hK２ を 含 む サ ン プ ル に 加 え る 。 こ の 既 知 量 は 、 存
在 す る と 予 測 さ れ る hK２ の 全 て が 複 合 す る の に 必 要 な 量 、 例 え ば 前 立 腺 癌 で あ る こ と の わ
か っ て い る 患 者 か ら 獲 得 し た 同 量 の 生 理 学 的 流 体 サ ン プ ル の 中 に 存 在 し て い る で あ ろ う 量
よ り も 少 な く な る よ う に 選 定 す る 。 次 に 、 検 出 可 能 ラ ベ ル を 含 ん で 成 る 既 知 量 の 本 発 明 の
hK２ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の サ ブ ユ ニ ッ ト を 加 え る 。 内 性 hK２ が サ ン プ ル の 中 に 存 在 し て い
る な ら 、 少 な い 量 の 抗 体 が ラ ベ ル 化 hK２ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 そ し て そ れ は 溶 液 の 中 で
遊 離 し 続 け る で あ ろ う 。 も し 内 性 hK２ が な い な ら 、 添 加 し た ラ ベ ル 化 ポ リ ペ プ チ ド は 添 加
し た 抗 － hK２ 抗 体 と 複 合 し 、 二 重 複 合 体 を 形 成 す る で あ ろ う 。 次 に 、 二 重 抗 体 － 抗 原 複 合
体 を 抗 哺 乳 動 物 IgG 抗 体 （ ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス 等 ） に よ り 沈 殿 さ せ る 。 沈 殿 物 （ タ ー ナ
リ ー 複 合 体 ） の 中 の 放 射 能 又 は そ の 他 の ラ ベ ル の 量 は サ ン プ ル の 中 に 存 在 し て い る 内 性 hK
２ の 量 に 反 比 例 す る 。 例 え ば 、 少 な い 量 の 放 射 能 を 含 む ペ レ ッ ト は 内 性 hK２ の 存 在 の 指 標
と な る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 実 験 室 及 び 家 畜 に お い て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は 抗 血 清 を 調 製 す る た め の 慣 用 の 技 術 の
他 に 、 公 知 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 培 養 技 術 を 利 用 し て hK２ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 調 製 で き る 。 一 般 に 、 こ の 方 法 は 例 え ば ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 適 合 性 連 続 系 と 融
合 し た 一 次 脾 臓 細 胞 の 抗 体 産 生 融 合 細 胞 系 を 調 製 し 、 そ し て こ の 融 合 細 胞 を マ ス 培 養 又 は
ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 の 由 来 す る も し く は 適 合 す る 動 物 種 の 中 で 増 殖 さ せ る こ と を 含 む 。 か か
る 抗 体 は 動 物 の 接 種 に よ り 産 生 さ れ る も の 比 べ て 数 多 く の 利 点 を 供 し 、 な ぜ な ら こ れ ら は
高 特 異 性 且 つ 高 感 度 で あ り 、 そ し て 免 疫 学 的 に 比 較 的 「 純 粋 」 だ か ら で あ る 。 当 該 抗 体 の
免 疫 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば ｆ （ ab） フ ラ グ メ ン ト も 、 部 分 ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 と し て 本 発 明 の 範 囲 に 属 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 詳 細 な 実 施 例 を 参 考 に 更 に 説 明 す る 。

　 図 ２ に 示 す 全 プ レ プ ロ － hK２ （ pphK２ ） を コ ー ド す る cDNA（ 長 さ 約 820bp)（ pphK２ 転 写
体 の 開 始 部 位 に 対 し 、 ヌ ク レ オ チ ド ＃ 40～ ＃ 858)を 、 hK２ 特 異 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ
イ マ ー の 対
（ 5'ACGCGGATCCAGCATGTGGGACCTGGTTCTCT3'SEQ ID NO : ８ 及 び
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哺 乳 動 物 hK２ 発 現 ベ ク タ ー の 構 築



　 5'ACAGCTGCAGTTTACTAGAGGTAGGGGTGGGAC3' SEQ ID NO : ９ ）
に よ る 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT－ PCR)を 利 用 し て ヒ ト BPH組 織 の RNA か ら 合 成 し
た 。 こ の cDNAは ５ ’ 及 び ３ ’ 末 端 （ pphK２ セ ン ス 配 列 に 対 し ） が BamHＩ 及 び  PstＩ 配 列 の
そ れ ぞ れ で 包 囲 さ れ る よ う に 作 製 し た 。 次 に こ の cDNAを ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 精
製 し 、 そ し て BamHＩ 及 び  PstＩ 制 限 酵 素 で 消 化 し た 。 制 限 処 理 し た cDNAを BamHＩ －  PstＩ
消 化 pVL1393 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー と ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 そ し て Ｅ ． コ リ HB101 株 に 形 質 転
換 し た 。 pphK２ cDNA／ pVL1393 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 有 す る Ｅ ． コ リ を 選 定 し た 。 pphK２
含 有 イ ン サ ー ト を 配 列 決 定 し た 。 プ ラ ス ミ ド pphK２ cDNA／ pVL1393を Ｅ ． コ リ の 中 で 大 量
生 産 し 、 そ し て CsCl勾 配 超 遠 心 分 離 に よ り 精 製 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Ｅ ． コ リ  HB101に お け る プ ラ ス ミ ド pphK２ ／ pVL1393 は ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 則 の も と で
1994年 ５ 月 ２ 日 に ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン 、 Rockville, MD, USA
に 寄 託 し て お り 、 そ し て ATCC 69614の 寄 託 番 号 が 付 与 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 全 pphK２ コ ー ド 配 列 を 示 す  0.8kbの フ ラ グ メ ン ト （ 図 ２ ） を 次 の プ ラ イ マ ー
Ａ （ 5'ATATGGATCCATATGTCAGCATGTGGGACCTGGTTCTCTCCA3') （ SEQ ID NO : 10） 及 び
Ｂ （ 5'ATATGGATCCTCAGGGGTTGGCTGCGATGGT3')（ SEQ ID NO : 11）
並 び に pphK２ 含 有 プ ラ ス ミ ド pVL1393 (Dr. Young, Mayo Clinic よ り 贈 程 ） を 鋳 型 と し て
用 い る PCR に よ り 作 製 し た 。 PCR 生 成 物 を TA－ ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ Invitrogen Corp.
, San Diego, CA)に 挿 入 し 、 そ し て 全 イ ン サ ー ト の DNA を 配 列 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 哺 乳 動 物 hK２ 発 現 ベ ク タ ー を 得 る た め 、 hK２ 含 有 イ ン サ ー ト を 対 応 の TAク ロ ー ン か ら 単
離 し 、 そ し て プ ラ ス ミ ド  pGT－ ｄ （ Bergら 、 ., ， 54-85 (1992)） （ Dr
. Brian Grinnell, Lilly か ら 贈 程 ） の  BclＩ 部 位 に GBMTプ ロ モ ー タ ー の コ ン ト ロ ー ル 下
で 挿 入 し た 。 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー PLNS－ hK２ 及 び PLNC－ hK２ を プ ラ ス ミ ド pLNSX 及 び pL
NCX (Milerら 、  . ， 980 (1989)） の そ れ ぞ れ に 、 対 応 の TAベ ク タ ー 由 来 の  0.8
kbの 野 生 型 hK２ イ ン サ ー ト を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 た 。 全 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー
中 の イ ン サ ー ト の 方 向 を DNA 配 列 決 定 に よ り 確 認 し た 。
組 換 ク ロ ー ン の 作 製
　 AV12－ 664(ATCC CRL－ 9595) 、 シ リ ア ン ハ ム ス タ ー に お け る ア デ ノ ウ ィ ル ス 誘 導 腫 瘍 に
由 来 す る 細 胞 系 及 び DU145 細 胞 を 10％ の 胎 児 血 清 （ D10F) の 添 加 し た ダ ル ベ ッ コ 改 良 イ ー
グ ル 培 地 （ 高 グ ル コ ー ス ） の 中 で 培 養 し た 。 PC３ 細 胞 を 10％ の 胎 児 牛 血 清 を 含 む 最 少 イ ー
グ ル 培 地 の 中 で 培 養 し た 。 AV12細 胞 を リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ Maniatisら 前 掲 （ 1989） ） を
利 用 し 、 hK２ 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ３ 日 後 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
細 胞 を D10F＋ 200nM の メ ト ト レ キ セ ー ト (MTX) の 中 に 懸 濁 し た 。 薬 剤 耐 性 ク ロ ー ン 細 胞 を
２ ～ ３ 週 間 後 に 単 離 し 、 そ し て そ の 使 用 培 地 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 し た 。 PC３
及 び DU145 細 胞 を リ ポ フ ェ ク タ ミ ン (Gibco－ BRL, Gaithersburg, MD)を 用 い る hK２ 哺 乳 類
発 現 ベ ク タ ー に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ し て ク ロ ー ン （ PC３ － hK２ 及 び  DU145－
hK２ ） を  400μ ｇ ／ mlの G418を 含 む 培 地 で 選 別 し た 。

　 AV12－ hK２ ク ロ ー ン を D10F＋ 200nM の MTX の 中 で 増 殖 さ せ た 。 約 60％ の 集 密 度 に お い て
、 細 胞 を ハ ン ク バ ラ ン ス 塩 溶 液 で 洗 い 、 そ し て 無 血 清 HH４ 培 地 に 再 懸 濁 し た 。 無 血 清 培 地
を 添 加 し て ７ 日 後 に 消 費 培 地 を 回 収 し 、 そ し て － 20℃ で 保 存 し た 。 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る
た め 、 無 血 清 消 費 培 地 を 濃 縮 し 、 そ し て 50mMの 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム pH８ と 交 換 し た 。 サ ン
プ ル を  0.2μ の フ ィ ル タ ー で 濾 過 し 、 そ し て TSK DEAE－ ５ PW HPLC カ ラ ム 21mm× 150mm に
５ ml／ 分 の 流 速 で 直 接 汲 み 入 れ た 。 バ ッ フ ァ ー Ａ は 50mMの 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム  pH7.9を 含
み 、 そ し て バ ッ フ ァ ー Ｂ は 50mMの 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム と  0.5Ｍ の NaCl pH7.6を 含 ん だ 。 溶
出 プ ロ フ ィ ー ル は 35分 に わ た る ０ ～ 50％ の バ ッ フ ァ ー Ｂ の 勾 配 ； 35～ 40分 に わ た る 50～ 10
0 ％ の バ ッ フ ァ ー Ｂ の 勾 配 ； 及 び ５ 分 間 の  100％ の Ｂ で の イ ン ク ラ チ ッ ク 溶 出 、 そ れ に 次
ぐ バ ッ フ ァ ー Ａ で の 再 平 衡 化 に よ り 展 開 さ せ た 。 流 速 は 全 体 を 通 じ て ５ ml／ 分 と し た 。 上
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記 手 順 に お い て 、 硼 酸 バ ッ フ ァ ー が 有 意 差 を 伴 う こ と な く 炭 酸 水 素 バ ッ フ ァ ー を 代 用 し う
る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 DEAE画 分 を 、 ウ サ ギ 抗 － pphK２ を 利 用 す る 乾 燥 ELISA 法 （ 下 記 参 照 ） に よ り hK２ の 存 在
に つ い て ア ッ セ イ し た (Saediら 、 ., , 237 (1995)) 。 hK２ 活 性 を も
つ 画 分 を プ ー ル し 、 そ し て 膜 （ 10kDの カ ッ ト オ フ 値 ） に よ る 限 外 濾 過 に よ り 約 ５ ～ ８ mlま
で 濃 縮 し た 。 次 い で 固 形 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を  1.2Ｍ の 最 終 濃 度 に ま で 加 え た 。 次 い で こ の
サ ン プ ル を ポ リ LC、 ポ リ プ ロ ピ ル ア ス パ ル ト ア ミ ド カ ラ ム 1000Å 孔 径 、  4.6mm× 200mm に
注 入 し 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HIC) に よ り タ ン パ ク 質 を 分 解 し た 。 バ ッ フ
ァ ー Ａ は 20mMの リ ン 酸  Na, 1.2Ｍ の 硫 酸 Na pH6.3と し 、 そ し て バ ッ フ ァ ー Ｂ は 50mMの リ ン
酸 Na， ５ ％ の ２ － プ ロ パ ノ ー ル 、 pH7.4 と し た 。 溶 出 勾 配 は ５ 分 に わ た る ０ ～ 20％ の Ｂ ；
５ ～ 20分 に わ た る 20～ 55％ の Ｂ ； 20～ 23分 の 55％ Ｂ ， 23～ 25分 の 55～ 100 ％ の Ｂ の イ ソ ク
ラ チ ッ ク ； ２ 分 の  100％ の Ｂ の イ ソ ク ラ チ ッ ク 、 次 い で バ ッ フ ァ ー Ａ で の 再 平 衡 化 と し た
。 流 速 は １ ml／ 分 と し た 。 約 50％ Ｂ で 溶 出 し た hK２ を 含 む HIC ピ ー ク を  Centricon - 1 0 (Am
icon) 10Ｋ  MW カ ッ ト オ フ 限 外 濾 過 に よ る 反 復 濃 縮 に よ り 50mMの 硼 酸 バ ッ フ ァ ー pH８ に 交
換 し た 。 純 度 を  SDS－ PAGE及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 双 方 に よ り 評 価 し た 。 hK２ v 2 1 7

濃 度 を 評 価 す る の に 用 い た 励 起 係 数 は 1.84＝ １ mg／ mlの Ａ 2 8 0  と し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 あ る ケ ー ス に お い て は 、 hK２ を 含 む HIC ピ ー ク を 10／ 30　 Pharmacia Ｓ 12カ ラ ム で サ イ
ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (SEC) に よ り 更 に 精 製 し た 。 こ の 場 合 、 hK２ を 含 む HIC ピ ー ク
を 上 記 の よ う に し て 限 外 濾 過 に よ り １ ml未 満 に 濃 縮 し 、 次 い で  100mMの 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム
pH７ 又 は 硼 酸 ナ ト リ ウ ム pH８ で 平 衡 に し た サ イ ズ 排 除 カ ラ ム に 載 せ た 。 流 速 は  0.7ml／ 分
と し た 。 次 い で hK２ ピ ー ク を 限 界 濾 過 に よ り 濃 縮 し た 。 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 中 の SEC 回 収 ピ
ー ク を 凍 結 乾 燥 し て バ ッ フ ァ ー を 除 き 、 次 い で 水 の 中 で 再 構 成 さ せ た 。 こ の サ ン プ ル ア リ
コ ー ト を 気 性 ６ Ｎ の HCl に お い て 真 空 下 で 20時 間  112℃ で 加 水 分 解 し 、 次 い で  0.1Ｎ の HC
l の 中 で 再 構 成 し 、 そ し て Hewlett PackardAminoquantア ミ ノ 酸 分 析 器 で 第 一 ア ミ ン に つ
い て は OPA に よ り 、 そ し て 第 二 ア ミ ン に つ い て は FMOCに よ る ア ミ ノ 酸 の プ レ － カ ラ ム 誘 導
化 を 利 用 し て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 hK２ を ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る た め に HK1G586.1 ア フ ィ ニ テ
ィ ー 樹 脂 を 使 用 し た 。 HK1G586.1 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAb) を Pharmacia GammaBind plus
 Sepharose (cat No.17－ 0886) に 、 Schneider ( ., , 10766 (1982） ）
に 従 っ て カ ッ プ リ ン グ さ せ た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 HK1G586.1 mAb 及 び 樹 脂 を 回 転 さ せ な が
ら ４ ℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 樹 脂 を 遠 心 分 離 し (500× ｇ で ５ 分 、 ４ ℃ ） 、 そ し
て  0.2Ｍ の ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン pH8.2 で ２ 回 洗 っ た 。 ア ミ ン 基 を 新 鮮 な 架 橋 溶 液 (0.2Ｍ
の ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン pH8.2 中 の 25mMの ジ メ チ ル ピ メ リ ミ デ ー ト 二 塩 酸 塩 ） の 中 で 45分
室 温 （ 22℃ ） で 架 橋 さ せ た 。 こ の 樹 脂 を 20mMの エ タ ノ ー ル ア ミ ン pH8.2 で 室 温 で ５ 分 ク エ
ン チ ン グ し 、 次 い で １ Ｍ の  NaCl, 0.1Ｍ の PO 4 , pH7.0で ２ 回 洗 っ た 。 樹 脂 を PBS で 更 に ２
回 洗 い 、 そ し て 使 用 す る ま で 0.05％ の NaN 3 で ４ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 Applied Biosystems Model 477ａ パ ル ス 液 相 シ ー ケ ン サ ー を タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド を
配 列 決 定 す る た め に 用 い た 。 モ デ ル  477ａ は Ｎ 末 端 か ら 順 次 ア ミ ノ 酸 を 遊 離 す る 自 動 式 エ
ド マ ン 分 解 化 学 、 そ れ に 次 ぐ PTH 誘 導 化 及 び 逆 相 HPLCに よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 利 用 す
る 。 ペ プ チ ド サ ン プ ル を シ ー ケ ン サ ー に バ イ オ ブ レ ン 処 理 ガ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー 支
持 体 上 に 載 せ 、 そ し て 全 タ ン パ ク 質 は バ イ オ ブ レ ン 処 理 フ ィ ル タ ー 又 は 予 備 活 性 化 Porton
フ ィ ル タ ー （ Beckman, Fullerton, CA) の い づ れ か に 載 せ た 。 サ ン プ ル を ブ ロ ッ ト 順 に ま
ず Novex シ ス テ ム （ Novex, San Diego, CA) 上 で ミ ニ － ゲ ル と し て 泳 動 さ せ 、 次 い で Prob
lot PVDF膜 に 移 し 、 ク マ ジ ー ブ ル ー で 目 視 化 さ せ 、 適 当 な バ ン ド を 切 り 出 し 、 そ し て PVDF
膜 か ら 直 接 配 列 決 定 し た 。
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　 Ａ ／ Ｊ マ ウ ス に 、 １ 日 目 に 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト (CFA) 中 の 50μ ｌ の  phK２ を 腹
腔 内 注 射 し 、 14日 目 に 不 完 全 フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト (IFA) 中 の 25μ ｇ の  phK２ を 腹 腔 内
注 射 し 、 そ し て 28日 目 に PBS 中 の 25μ ｇ の  phK２ を 腹 腔 内 注 射 し た 。 融 合 の ３ 日 前 に マ ウ
ス を PBV 中 の 10μ ｇ の  phK２ の 静 脈 内 注 射 で ブ ー ス テ ィ ン グ し た 。 マ ウ ス を 殺 し 、 そ し て
単 一 細 胞 懸 濁 物 を 脾 臓 か ら 調 製 し た 。 免 疫 Ｂ 細 胞 を 当 業 界 周 知 の 技 術 を 利 用 し て P3.653ミ
エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ た 。 ク ロ ー ン を ELISA に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ し て hK２ v 2 1 7

及 び  phK２ v 2 1 7 に 対 す る 上 清 液 の 反 応 性 及 び PSA と の 最 少 限 の 反 応 性 に 基 づ き 選 別 し た 。
こ の よ う な 基 準 に よ り 選 定 し た ２ 種 の ク ロ ー ン 、 即 ち ク ロ ー ン HK1G464 及 び HK1G586 を FA
CStar plusセ ル ソ ー タ ー を 用 い て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 単 一 細 胞 を マ ウ ス の 脾 臓 支 持 細 胞
層 の 上 に 載 せ た 。 サ ブ ク ロ ー ン HK1G464.3 及 び HK1G586.1 を 更 な る 研 究 の た め に 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 免 疫 原 を hK２ v 2 1 7 と し 、 CFA 及 び IFA の 代 わ り に み ょ う ば ん を 使 用 し 、 BALB／ ｃ マ ウ ス
を Ａ ／ Ｊ マ ウ ス の 代 わ り に 使 用 す る こ と を 除 き 上 記 と 同 じ プ ロ ト コ ー ル を 採 用 し た 別 の 融
合 は ク ロ ー ン HK1H247を 製 造 し た 。

　 乾 燥 式 ELISA 方 式 を 、 ク ロ ー ン の 無 血 清 消 費 培 地 中 及 び hK２ 精 製 の 際 に 集 め た 画 分 中 の
hK２ を 測 定 す る た め に 用 い た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Becton Dickinson Labware, 
NJ) に 50μ ｌ の 消 費 培 地 又 は カ ラ ム 画 分 を 37℃ で 一 夜 か け て コ ー テ ィ ン グ し た 。 そ の ウ ェ
ル を  PBS＋ 0.1 ％ の Tween 20 (PBST) で 洗 い 、 そ し て 50μ ｌ の 第 一 抗 体 と １ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の ウ ェ ル を 再 び  PBS＋ Ｔ で 洗 い 、 そ し て 37℃ で １ 時 間 西 洋 ワ サ ビ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ に カ ッ プ リ ン グ し た 50μ ｌ の ヤ ギ 抗 マ ウ ス － IgG 又 は ヤ ギ 抗 ウ サ ギ － IgG Fc
抗 体 （ １ ： 500, Jackson Immunosearch Laboratories, Inc., West Grove, PA) と イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ウ ェ ル を PBSTで 洗 い 、 Ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 二 塩 酸 塩 （ OPD, Sigma
, MO) と ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て 比 色 反 応 を ELISA リ ー ダ ー （ Biotek Instr
uments, Inc., モ デ ル EL310, VT)で Ａ 4 9 0  に て 測 定 し た 。 サ ン プ ル は 全 て 二 重 測 定 で ア ッ
セ イ し た 。 ベ ク タ ー の み で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た AV12細 胞 由 来 の 無 血 清 消 費 培 地 を ネ
ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 抗 体 を ビ オ チ ニ ル 化  phK２ v 2 1 7 ， hK２ v 2 1 7 及 び PSA を 用 い る 溶 液 系 ELISA 方 式 で 試 験 し
た 。 PSA は Sensabaugh and Blake ( , , 1523 (1990)） の 方 式 に よ り 精 製 し
た 。 50μ ｌ の バ ッ フ ァ ー Ａ （ 8.82mMの ク エ ン 酸 、 82.1mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ 二 塩 基 性 ）
、 10％ の BSA, 0.1％ の マ ン ニ ト ー ル 、  0.1％ の Nonidet Ｐ － 40， pH7.0)に 希 釈 し た 20ngの
ビ オ チ ニ ル 化 hK２ v 2 1 7 も し く は  phK２ v 2 1 7 、 又 は PBS 中 の 10％ の ウ マ 血 清 （ HS) に 希 釈 し
た 0.25ngの ビ オ チ ニ ル 化  PSAを 、 50μ ｌ の ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 液 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー
ル 上 清 液 （ 即 ち 、  phK２ v 2 1 7 及 び hK２ v 2 1 7 に 関 し て は 無 関 係 な ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 液 、 又
は PSA に 関 し て は HS中 の 20μ ｇ の 無 関 係 な 精 製 mAb)、 又 は ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル （ 即 ち
、 PSA に 関 し て は HS中 の 20μ ｇ ／ mlの 精 製 PSM773（ 抗 － PSA) mAb、 又 は  phK２ v 2 1 7 及 び hK
２ v 2 1 7 に 関 し て は HK1D104(抗 「 hK２ 」 ） ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 液 ） と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
た 。 hCG に 対 す る mAb で あ る HCO514を PSA ア ッ セ イ に お い て ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し
て 用 い 、 そ し て tau に 対 す る mAb で あ る ZTG085を hK２ ア ッ セ イ に お い て ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト
ロ ー ル と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ の よ う な 抗 体 及 び 抗 原 の 混 合 物 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ー テ ィ ン グ 化 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト （ Labsystems, Helsinki, Finland)の 中 で 振 盪 さ せ な が ら １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た 。 こ の プ レ ー ト を  300μ ｌ の PSB, 0.1％ の  Tween－ 20（ PBST） で ３ 回 洗 い 、 そ
し て HSに １ ： 10,000に 希 釈 し た  100μ ｌ の ガ ン マ ー 特 異 性 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG － 西 洋 ワ サ ビ
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ JacksonImmunoResearch Laboratories, Inc., Westgr
ove, PA) と １ 時 間 振 盪 さ せ な が ら イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ２ 回 の PBST洗 浄 後 、 振 盪 し
な が ら 50mMの リ ン 酸 － ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 、 0.03％ の 過 硼 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH5.0 (Sigma C
hemical, St. Louis, MO) 中 の  100μ ｌ の １ mg／ mlの Ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を 添 加 し て
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30分 か け て 発 色 さ せ た 。 反 応 は 50μ ｌ の ４ Ｎ の H 2 SO 4  の 添 加 に よ り ク エ ン チ ン グ し た 。 発
色 強 度 は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い  490nm及 び  540nmに お い て 吸 収 を 測 定
す る こ と に よ り 決 定 し た 。  490nmで 2.6 を 超 え る 吸 収 は  540nmの 測 定 値 に よ り 補 正 し た 。
サ ン プ ル 値 は 三 重 測 定 の 平 均 ± 標 準 偏 差 で あ る 。 コ ン ト ロ ー ル 値 は 二 重 測 定 の 平 均 値 で あ
る 。

　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ は 標 準 の 手 順 を 利 用 し て 実 施 し た 。 無 血 清 消 費 培 地 を Cent
ricon 10 (Amicon, Inc., Bevely, MA) を 用 い て 10倍 濃 縮 し 、 そ し て 12％ の ゲ ル (Bio－ Ra
d, Inc., Melville, NY)を 用 い て  SDS／ PAGEに か け た 。 分 析 目 的 の た め 、  SDS／ PAGEは ８
～ 25％ 勾 配 ゲ ル を 用 い て Pharmacia PhastSystem で 実 施 し た 。 電 気 泳 動 後 、 タ ン パ ク 質 を
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し 、 そ し て PBS 中 の ２ ％ の 脱 脂 粉 乳 で ４ ℃ に て 一 夜 ブ ロ ッ キ ン
グ し た 。 ブ ロ ッ ト を す す ぎ 、 次 い で 第 一 抗 体 （ 腹 水 の １ ： 1000希 釈 物 又 は １ μ ｇ ／ mlの 精
製 mAb も し く は ポ リ ク ロ ー ナ ル Ab） と 22℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 い で ブ ロ
ッ ト を 洗 い 、 そ し て 第 二 抗 体 （ ヤ ギ 抗 － マ ウ ス － HRP 又 は ヤ ギ 抗 － ウ サ ギ － HRP,１ ： 500 
; Jacksow Immunosearch Laboratories, Inc., West Grove, PA)と 45分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し た 。 免 疫 反 応 バ ン ド を DAB (Sigma, St. Louis, MO)と H 2 O 2 を 利 用 し て ブ ロ ッ ト を 発 色
さ せ る こ と に よ り 、 又 は ECL (Amersham, Buckinghamshire, England)シ ス テ ム を 製 造 者 の
仕 様 に 従 っ て 利 用 す る こ と に よ り 検 出 し た 。

　 共 有 複 合 体 形 成 に つ い て 試 験 す る た め 、  0.175μ Ｍ の hK２ を 20μ Ｍ の イ ン ヒ ビ タ ー と pH
８ で  100mMの 硼 酸 バ ッ フ ァ ー 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 試 験 し た イ ン ヒ ビ タ ー は １ －
ア ン チ キ モ ト リ プ シ ン 、 １ － ア ン チ ト リ プ シ ン 、 １ － ア ン チ プ ラ ス ミ ン 、 ア ン チ ト ロ ン ビ
ン 及 び ２ － マ ク ロ グ ロ ブ リ ン と し た 。 ５ μ ｌ の hK２ （ 10μ ｇ ／ ml） に  100mMの 硼 酸 バ ッ フ
ァ ー の 中 に 調 製 し た 計 算 μ ｇ の イ ン ヒ ビ タ ー を 加 え 、 そ し て 必 要 な ら 、 各 サ ン プ ル を 10μ
ｌ の 総 容 量 に し た 。 サ ン プ ル を 37℃ で ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ の 後 35％ の ２ － メ
ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む  1.5μ ｌ の ７ ×  PhastSystem SDSサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 加 え 、
そ し て こ の サ ン プ ル を 湯 浴 の 中 で ３ 分 煮 沸 し た 。 サ ン プ ル を  SDS／ PAGE及 び ウ ェ ス タ ン 分
析 に 適 用 す る 前 に SDSサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー の 化 に １ ／ ４ に 希 釈 し た 。

　 hK２ の ペ プ チ ド 基 質 を 切 断 す る 能 力 を 決 定 す る た め 、 ペ プ チ ド を 10mg／ mlに お い て DMSO
の 中 に 溶 か し 、 次 い で  PSA, hK２ 又 は ト リ プ シ ン を 含 む  100mMの 硼 酸 バ ッ フ ァ ー pH８ の 中
に １ ： 10に 希 釈 し た 。 典 型 的 な 実 験 は 下 記 の 通 り に 実 施 し た ： １ μ ｌ の ペ プ チ ド を ７ μ ｌ
の  100mMの 硼 酸 バ ッ フ ァ ー に 加 え 、 次 い で ２ μ ｌ の hK２ （ 10μ ｇ ／ ml） 、 PSA (500μ ｇ ／
ml） 又 は ト リ プ シ ン (0.5μ ｇ ／ ml） を 加 え た 。 一 般 に サ ン プ ル を 37℃ で 16時 間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し た 。 サ ン プ ル を  100μ ｌ の  0.2％ の  TFA／ 水 で ク エ ン チ ン グ し 、 そ し て そ の ク
エ ン チ ン グ し た サ ン プ ル を AS100 オ ー ト サ ン プ ラ ー 、 デ ュ ア ル 1350ポ ン プ 及 び Biodimensi
onス キ ャ ニ ン グ UV－ VIS 検 出 器 の 備 っ た BioRadモ デ ル 800 HPLCに 取 り 付 け た Vydac Ｃ － 18
逆 相 カ ラ ム に 直 接 載 せ た 。 溶 媒 Ａ は  0.1％ の  TFA／ 水 で あ り 、 そ し て 溶 媒 Ｂ は  0.1％ の TF
A を 含 む ア セ ト ニ ト リ ル と し た 。 サ ン プ ル を 90％ の 溶 媒 Ａ の 中 に 入 れ 、 そ し て 勾 配 を 10分
か け て 60％ の 溶 媒 Ｂ に 至 る ま で 展 開 さ せ た 。 吸 収 を  220nm及 び  280nmで 同 時 に モ ニ タ ー し
た 。 HPLCで 集 め た ピ ー ク を 真 空 遠 心 分 離 又 は 凍 結 乾 燥 に よ り 濃 縮 し 、 次 い で ア ミ ノ 酸 シ ー
ケ ン サ ー に 入 れ て 個 々 の フ ラ グ メ ン ト を 同 定 し た 。 あ る ケ ー ス に お い て は 10μ ｌ の ク エ ン
チ ン グ 済 み サ ン プ ル 混 合 物 を 配 列 決 定 膜 に 直 接 載 せ 、 そ し て そ の 配 列 が わ か っ て い る た め
、 各 サ イ ク ル に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 分 布 か ら 切 断 部 位 を 決 定 し た 。

　 パ ラ － ニ ト ロ ア ナ リ ド 誘 導 化 基 質 の 加 水 分 解 を 測 定 す る ア ッ セ イ は プ ロ グ ラ ム 式 恒 温 型
７ － ポ ジ シ ョ ン セ ル ホ ル ダ ー の 備 っ た HP8452A UV－ VIS 光 度 計 を 用 い て 実 施 し た 。 ア ッ セ
イ は 37℃ に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た  100mMの 硼 酸 ナ ト リ ウ ム pH８ の 中 で 実 施 し 、 吸 収 上 昇
を  405nmで モ ニ タ ー し た 。 メ ト キ シ ス ク シ ニ ル － Arg － Pro － Tyr－ パ ラ ニ ト ロ ア ニ リ ド (
Meo－ Suc － Ｒ － Ｐ － Ｙ － pNA)及 び Ｈ － Ｄ － プ ロ － phe － arg － パ ラ － ニ ト ロ ア ニ リ ド （
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Ｐ － Ｆ － Ｒ － pNa)は ア ッ セ イ に お い て １ mMと し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 標 準 の Fast Moc化 学 を 利 用 す る ABI モ デ ル 431Aペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ ー を 図 16に 挙 げ る
全 ペ プ チ ド の 合 成 の た め に 採 用 し た が 、 ＃ ２ ア ン ジ オ テ ン シ ノ ー ゲ ン 及 び ＃ ５ イ ン ス リ ン
の 酸 化 型 ベ ー タ ー 鎖 は Sigma か ら 入 手 し た 。 各 合 成 ペ プ チ ド の 質 量 の 質 量 ス ペ ク ト ル （ Un
iversity of Michigan, Core Facility)に よ り ES／ MSを 用 い て 確 認 し た 。 上 記 の シ ー ケ ン
サ ー ABI モ デ ル  477ａ を ペ プ チ ド 配 列 の 確 認 の た め に 使 用 し た 。

　 50mMの 硼 酸 ナ ト リ ウ ム 中 の  100～ 400 μ ｇ ／ mlの  phK２ v 2 1 7 の サ ン プ ル を １ ％ 　 ｗ ／ ｗ
の ト リ プ シ ン 又 は hK２ と 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 プ ロ か ら 成 熟 体 に 至 る 変 換 は １
～ ２ μ ｇ の hK２ v 2 1 7 出 発 材 料 を  100μ ｌ の HIC バ ッ フ ァ ー Ａ に 希 釈 し 、 そ し て 二 形 態 を 上
記 の 通 り に し て  HIC－ HPLCに よ り 分 解 す る こ と に よ り モ ニ タ ー し た 。 hK２ v 2 1 7 と  phK２ v 2

1 7 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 同 じ よ う に し て 行 っ た が 、 但 し 、 同 等 量 の 二 形 態 を 図 17Ｂ に
示 す よ う に 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。

　 哺 乳 動 物 細 胞 系 に お い て hK２ を 発 現 さ せ る た め 、 hK２ の 全 コ ー ド 配 列 （ pphK２ ） （ 図 ２
） を コ ー ド す る  0.8kbの フ ラ グ メ ン ト を PCRを 用 い て 増 幅 し 、 ベ ク タ ー PCR II（ TA） に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て い く つ か の ク ロ ー ン を 単 離 し た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の う ち の い
く つ か に お け る 全 pphK２ イ ン サ ー ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 PCR 増 幅 に よ り 生 じ う る 任 意
の 突 然 変 異 を 検 定 す る た め に 決 定 し た 。 一 方 の 野 生 型 hK２ イ ン サ ー ト を 有 す る ク ロ ー ン TA
－ hK２ 、 及 び 他 方 の 突 然 変 異 hK２ イ ン サ ー ト を 有 す る ク ロ ー ン TA－ hK２ v 2 1 7 の ２ つ の ク ロ
ー ン を 更 な る 分 析 の た め に 選 別 し た 。 TA－ hK２ v 2 1 7 は hK２ の コ ド ン 650 に Ｃ の Ｔ に よ る 置
換 を 含 み 、 hK２ の ア ミ ノ 酸 残 基 217 で の バ リ ン (GTT) に よ る ア ラ ニ ン (GCT) の 保 存 的 置 換
が も た ら さ れ て い る （ 図 ２ ） 。 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー を 得 る た め 、 TA－ hK２ 及 び TA－ hK２
v 2 1 7 の pphK２ イ ン サ ー ト を GBMTプ ロ モ ー タ ー の コ ン ト ロ ー ル 下 で プ ラ ス ミ ド  PGT－ ｄ に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 プ ラ ス ミ ド  pGThK２ 及 び  pGThK２ v 2 1 7 を も た ら し た 。 GBMTプ ロ モ ー タ
ー は い く つ か の 調 節 配 列 よ り 成 り 、 そ し て ア デ ノ ウ ィ ル ス E1a タ ン パ ク 質 に よ り 活 性 化 さ
れ る （ Bergら 、 前 掲 （ 1992） ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 pphK２ v 2 1 7 遺 伝 子 が 哺 乳 動 物 細 胞 の 中 で 発 現 さ れ る か を 調 べ る た め 、 プ ラ ス ミ ド  pGThK
２ v 2 1 7 を AV12－ 664 細 胞 の 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 こ の 細 胞 系 は ア デ ノ ウ ィ ル ス
タ イ プ 12に よ り シ リ ア ン ハ ム ス タ ー に お い て 誘 導 さ れ た 腫 瘍 に 由 来 し 、 そ し て ア デ ノ ウ ィ
ル ス E1a タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 。 Ela タ ン パ ク 質 は GBMTプ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 し 、 こ の プ
ロ モ ー タ ー の コ ン ト ロ ー ル 下 で の 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を も た ら す 。 ２ ～ ３ 週 間 後 、  MTX－ 耐
性 ク ロ ー ン 細 胞 を 単 離 し 、 そ し て そ の 消 費 培 地 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 し た 。 い
く つ か の ク ロ ー ン が 同 定 さ れ 、 そ れ ら は 抗 － pphK２ 抗 血 清 に 免 疫 反 応 性 で あ る ポ リ ペ プ チ
ド を 培 地 の 中 に 分 泌 す る 。 一 の ク ロ ー ン  (AV12－  pGThK２ v 2 1 7 ＃ ２ ） を 更 な る 特 性 決 定 及
び タ ン パ ク 質 精 製 の た め に 選 別 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め 、 AV12－  pGThK２ v 2 1 7 ク ロ ー ン ＃ ２ 由 来 の 無 血 清 消 費
培 地 を ７ 日 後 に 集 め 、 濃 縮 し 、 そ し て ア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け た （ 図 ４ Ａ
） 。 ELISA ア ッ セ イ に よ る 決 定 に 従 い 、 hK２ 活 性 の ピ ー ク は 約  0.2Ｍ の NaClに お い て 溶 出
し た （ 点 線 ） 。 ELISA ア ッ セ イ は 同 じ 画 分 の  SDS／ PAGEに よ り 認 め ら れ る タ ン パ ク 質 の 約
34kDの バ ン ド の 出 現 と よ く 相 関 し た 。 ア ニ オ ン 交 換 カ ラ ム 由 来 の hK２ 陽 性 画 分 を 集 め 、 そ
し て 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (HIC)（ 図 ４ Ｂ ） に か け た 。 Ａ 2 8 0  の 大 部 分 は HI
C カ ラ ム に 保 持 さ れ な か っ た 。 22分 目 に て 溶 出 し た HIC 上 に 保 持 さ れ た 主 要 ピ ー ク も ELIS
A ア ッ セ イ に よ り 最 大 の 活 性 ピ ー ク を 示 し た （ 点 線 、 図 ４ Ｃ ） 。 約 34kDの 主 要 タ ン パ ク 質
バ ン ド が  SDS－ PAGEに よ っ て も 観 察 さ れ た 。 HIC 由 来 の 22分 の ピ ー ク を SEC に よ り 分 解 す
る と 、 一 般 に タ ン パ ク 質 Ａ 2 8 0  の 約 80～ 90％ が 19.4分 に お い て 溶 出 し 、 保 持 時 間 は 約 34kD
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の タ ン パ ク 質 と 一 致 し た （ 図 ４ Ｃ ） 。 16.7分 に 溶 出 す る SEC 上 の 唯 一 の そ の 他 の タ ン パ ク
質 ピ ー ク は 事 前 の 精 製 工 程 に お い て 観 察 さ れ た 約 70kDの タ ン パ ク 質 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 精 製 タ ン パ ク 質 を 更 に 同 定 す る た め 、 約  2.5μ ｇ の タ ン パ ク 質 を 自 動 Ｎ 末 端 分 析 に か け
、 下 記 の 配 列 が 得 ら れ た 。 Val － Pro － Leu－ Ileu－ Gln － Ser － Arg － Ile － Val － Gly
 － Gly － Trp － Glu－ 。 エ ド マ ン 分 解 手 順 に よ る 順 に 遊 離 さ れ る ア ミ ノ 酸 プ ロ フ ィ ー ル か
ら は 競 合 す る 配 列 は 認 め ら れ な か っ た 。 PSA に 対 す る 分 析 に よ り 、 こ の タ ン パ ク 質 は  phK
２ v 2 1 7 で あ り 、 な ぜ な ら 成 熟 PSA(精 液 か ら 単 離 ） の 既 知 の 配 列 は Ileu－ Val － Gly で 始 ま
り 、 そ し て pPSA及 び  phK２ は Ｎ 末 端 に 更 に ７ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る も の と 推 定 さ れ る （ 図
２ ） 。 こ の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 分 析 は  phK２ v 2 1 7 の 推 定 配 列 と 一 致 す る ア ミ ノ 酸 組 成 を
も た ら し た 。 こ の  phK２ ポ リ ペ プ チ ド は mg量 で 精 製 さ れ た 。

　 実 施 例 ２ に お い て 採 用 し た 精 製 ス キ ー ム の 効 率 を 調 べ る た め 、  1.5μ ｇ の 精 製  phK２ v 2

1 7 を ベ ー タ ー メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (BME) の 存 在 下 又 は 非 存 在 下 で  SDS／ PAGEに か け 、 そ
し て そ の ゲ ル を 銀 染 色 し た 。 サ ン プ ル 中 の  phK２ v 2 1 7 を 約 95％ の 純 度 で あ る こ と を 結 果 は
示 し た （ 図 ５ ） 。  phK２ v 2 1 7 は BME の 非 存 在 下 で 約 30kDに て 泳 動 し 、 そ し て BME の 存 在 下
で は 約 34kDに て 泳 動 す る こ と も 示 さ れ た 。 こ の パ タ ー ン は 精 液 か ら 精 製 し た PSA に つ い て
観 察 さ れ た も の と 類 似 で あ る （ 図 ５ ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 cDNA配 列 か ら 推 定 し た hK２ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 残 基 78に あ る 一 の 潜 在 的 な Ｎ － 連 結 グ リ コ
シ ル 化 部 位 の 存 在 を 示 す （ Ｎ － Ｍ － Ｓ ） 。 こ の 部 位 が グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る か を 決 定 す
る た め 、  phK２ v 2 1 7 を  SDS／ PAGEに か け 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 紙 に 転 写 し 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン
(DIG) － カ ッ プ リ ン グ 化 レ ク チ ン 、 次 い で 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ラ ベ ル 化 抗 － DIG 
と 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 図 ６ に お い て （ レ ー ン １ ） 、 ２ μ ｇ の  phK２ を コ ン カ ナ バ リ ン Ａ （ ConA) で 染 色 し 、 タ
ン パ ク 質 中 の ２ 個 の 非 置 換 又 は ２ － Ｏ － 置 換 α － マ ン ノ シ ル 残 基 の 存 在 を 示 唆 し た 。 レ ー
ン ２ は 陽 性 コ ン ト ロ ー ル 糖 タ ン パ ク 質 の ZCE025mAB の ConA染 色 を 示 す 。 こ の mAb の 重 鎖 （
50kD） 及 び 軽 鎖 は 共 に マ ン ノ ー ス コ ア を 有 す る Ｎ 連 結 化 オ リ ゴ 糖 を 含 む こ と で 知 ら れ る 。
レ ー ン ３ は 非 グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 (BSA)が ConAレ ク チ ン と 反 応 し な い こ と を 示 し た 。  
phK２ v 2 1 7 は  RCA (Gal ｂ １ － ４ GlcNAc特 異 性 ） 及 び AAA(α （ １ － ６ ） 連 結 化 フ コ ー ス 特
異 性 ） と も 反 応 し た 。 こ の レ ク チ ン 反 応 性 パ タ ー ン は 複 合 Ｎ － 連 結 化 オ リ ゴ 糖 の 存 在 と 一
致 し た 。  phK２ v 2 1 7 上 の オ リ ゴ 糖 は シ ア ル 酸 も 含 み 、 な ぜ な ら SNA(ガ ラ ク ト ー ス に シ ア ル
酸 が α （ ２ － ６ ） 連 結 ） 及 び MAA(ガ ラ ク ト ー ス に シ ア ル 酸 が α （ ２ － ６ ） 連 結 ） は 共 に  p
hK２ v 2 1 7 と 反 応 し た か ら で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 hK２ の プ ロ 領 域 の 配 列 は VPLIQSR で あ る 。 こ の プ ロ 配 列 に お け る ア ル ギ ニ ン の カ ル ボ キ
シ 末 端 で の 酵 素 切 断 は  phK２ を hK２ に 変 換 さ せ る 。 精 製  phK２ v 2 1 7 の ペ プ チ ド 結 合 を こ の
位 置 に お い て 加 水 分 解 す る た め の 温 和 な ト リ プ シ ン 消 化 を 開 発 し た 。  phK２ v 2 1 7 を １ ％ の
ト リ プ シ ン と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て そ の 変 換 を  HIC－ HPLCに よ り モ ニ タ ー し た （
図 ７ ） 。 こ の 手 順 は  phK２ v 2 1 7 か ら hK２ v 2 1 7 に 至 る 完 全 変 換 を も た ら し た 。 hK２ v 2 1 7 と 表
示 し た ピ ー ク を Ｎ 末 端 配 列 決 定 し 、 そ し て 配 列 IVGGWEで 始 ま る こ と が 示 さ れ 、 そ れ は hK２
の 成 熟 形 態 に と っ て の Ｎ 末 端 で あ る 。 上 記 以 外 の 配 列 は 検 出 さ れ ず 、 こ の 温 和 な ト リ プ シ
ン 処 理 が 任 意 の 有 意 な レ ベ ル の 非 特 異 的 切 断 を も た ら さ な い こ と を 示 し た 。 ト リ プ シ ン 処
理 サ ン プ ル の  SDS／ PAGEは 泳 動 度 に お い て わ ず か で は あ る が 認 識 で き る 増 大 を 示 し 、 概 し
て プ ロ ペ プ チ ド の 質 量 で あ る  826ダ ル ト ン の 質 量 の わ ず か な 減 少 に 相 当 し た 。

　  phK２ v 2 1 7 及 び hK２ v 2 1 7 を hK２ に 対 す る mAb を 作 製 す る た め の 免 疫 原 と し て 用 い た 。 ハ
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イ ブ リ ド ー マ を hK２ v 2 1 7 又 は  phK２ v 2 1 7 と の 高 度 な 反 応 性 及 び PSA と の 最 低 限 の 反 応 性 に
基 づ き ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 獲 得 し た mAb の 代 表 例 を 表 １ に 示 す 。  p
hK２ v 2 1 7 に よ る 免 疫 は mAb HK1G586.1 及 び HK1G464.3 を も た ら し た 。 HK1G586.1 は hK２ －
特 異 性 で あ り 、 な ぜ な ら そ れ は  phK２ v 2 1 7 及 び hK２ v 2 1 7 の 双 方 は 認 識 す る が 、 PSA は 認 識
し な い か ら で あ る 。 他 方 、 HK1G464 は  phK２ － 特 異 性 で あ り 、 な ぜ な ら そ れ は  phK２ v217
の み を 認 識 し 、 そ し て hK２ v 2 1 7 又 は PSA は 認 識 し な い か ら で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 hK２ v 2 1 7 に よ る 免 疫 は mAbHK1H247を も た ら し た 。 こ の mAb は hK２ － 特 異 的 で あ り 、 な ぜ
な ら こ れ は hK２ v 2 1 7 の み を 認 識 し 、  phK２ v 2 1 7 又 は PSA は 認 識 し な い か ら で あ る 。 こ れ ら
の 結 果 は  phK２ v 2 1 7 及 び hK２ v 2 1 7 が 様 々 な hK２ 形 態 に 特 異 的 な mAb を 作 製 す る う え で 免 疫
原 と し て 無 価 値 だ か ら で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 、 HK1G580 が 精 液 中 の hK２ を 認 識 す る か ど う か を 調 べ る た め
に 用 い た （ 図 ８ ） 。 約 22kD、 約 33kD及 び 約 85kDの hK２ － 免 疫 反 応 性 バ ン ド が こ の mAb に よ
り 認 識 さ れ た 。 精 液 中 の 類 似 の hK２ － 免 疫 反 応 性 パ タ ー ン も Deperthes ら

, , 311 (1995) よ り 報 告 さ れ て い る 。 こ の 結 果 は hK２ v 2 1 7 に 対 し て 生 起 さ せ
た mAb が 精 液 中 の 天 然 hK２ を 認 識 す る こ と を 示 唆 し た 。 hK２ v 2 1 7 又 は  phK２ v 2 1 7 に 対 し て

10

20

30

40

50

(20) JP 2006-314327 A 2006.11.24

Biochem. Bioph
y. Acta 1245



生 起 さ せ た 全 て の 抗 体 は hK２ 及 び  phK２ の 対 応 の 形 態 も 認 識 し 、 hK２ v 2 1 7 及 び  phK２ v 2 1 7

が そ れ ぞ れ 免 疫 学 的 に 類 似 し て い る こ と を 示 唆 し た （ 下 記 参 照 ） 。

　 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て 野 生 型 hK２ （ hK２ ） を 発 現 さ せ る た め 、  pGThK２ （ 図 ３ ） を AV12
細 胞 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 hK２ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る い く つ か の ク ロ ー ン を  H
K1D106.4（ hK２ の ア ミ ノ 酸 残 基 17～ 71に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 起 さ せ た hK２ －
特 異 的 mAb)を 用 い る ウ ェ ス タ ン 分 析 に よ り 同 定 し た 。 ク ロ ー ン AV12－ hK２ ＃ 27（ AV12－ hK
２ ） を そ の 高 度 な hK２ 発 現 レ ベ ル に 基 づ き 更 な る 分 析 の た め に 選 別 し た 。 ベ ク タ ー の み で
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 （ pGTD） は HK1D106.4 と の 反 応 性 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 HK1D106.4 mAb を 利 用 す る ELISA は ７ 日 目 で の AV12－ hK２ の 無 血 清 消 費 培 地 中 の 約  0.5
～ １ μ ｇ ／ mlの hK２ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 示 唆 し た 。 AV12－ hK２ v 2 1 7 か ら の  phK２ v 2 1 7 の
精 製 に お い て 利 用 し た 同 じ 方 法 を AV12－ hK２ の ７ 日 目 の 消 費 培 地 か ら hK２ ポ リ ペ プ チ ド を
精 製 す る た め に 用 い た 。 こ れ は 低 収 率 の 精 製 hK２ ポ リ ペ プ チ ド を 供 し 、 そ れ は 精 製 手 順 に
対 し て 非 常 に 不 安 定 で あ り 、 そ れ 故 免 疫 原 と し て 使 用 す る に は 非 現 実 的 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド を 上 記 の 方 法 を 利 用 し て 部 分 精 製 し 、  SDS／ PAGEに か け 、 エ レ ク ト ロ
ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 そ し て Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 に か け た 。 こ の 分 析 は ７ 日 目 の AV12－
hK２ の 消 費 培 地 の 中 に hK２ ポ リ ペ プ チ ド が Ｎ 末 端 に 配 列 IVGGWECEK を 有 す る こ と を 示 し た
。 エ ド マ ン 分 解 手 順 に よ り 順 に 遊 離 さ れ る ア ミ ノ 酸 の プ ロ フ ィ ー ル か ら 競 合 配 列 は 認 め ら
れ な か っ た 。 PSA と の 対 比 に よ り 、 こ の 配 列 は 成 熟 hK２ （ hK２ ） に 相 当 し た 。 こ の タ ン パ
ク 質 の ア ミ ノ 酸 分 析 は hK２ の そ れ と も 一 致 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ の 発 見 は 興 味 深 く 、 な ぜ な ら ７ 日 目 に お い て AV12－ hK２ v 2 1 7 の 無 血 清 消 費 培 地 の 中 に
 phK２ v 2 1 7 が 優 先 的 に 存 在 し 、 一 方 ７ 日 目 の AV12－ hK２ の 無 血 清 消 費 培 地 に は hK２ が 優 先
的 に 存 在 し て い る こ と が 示 さ れ た か ら で あ る 。 １ 日 目 の AV12－ hK２ の 無 血 清 培 地 の 中 に 存
在 す る hK２ の 形 態 を 調 べ る た め 、 こ の 材 料 を HK1G586.1 mAb を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製
に よ り 部 分 精 製 し た 。 約 34kDの タ ン パ ク 質 を PVDF上 に 転 写 し 、 そ し て Ｎ 末 端 分 析 に か け 、
配 列 VPLIQSRIVGG が 示 さ れ た 。 エ ド マ ン 分 解 手 順 に よ り 順 に 遊 離 し た ア ミ ノ 酸 の プ ロ フ ィ
ー ル か ら は 競 合 配 列 が 認 め ら れ な か っ た 。 PSA と の 対 比 し 、 こ の 配 列 は  phK２ に 相 当 し た
。 こ の こ と は 、 hK２ ポ リ ペ プ チ ド が AV12－ hK２ 及 び AV12－ hK２ v 2 1 7 の 双 方 に よ り プ ロ 形 態
と し て 分 泌 さ れ る こ と を 示 唆 し た 。 し か し な が ら 、  phK２ v 2 1 7 は 安 定 で あ り 、 そ し て hK２
v 2 1 7 に 変 換 さ れ な い が 、  phK２ は 不 安 定 で あ り 、 そ し て 細 胞 外 で hK２ に 容 易 に 変 換 し た 。

　 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る hK２ の 生 合 成 を 更 に 研 究 す る た め 、 経 時 的 試 験 を 行 い 、 そ れ で は
AV12－ hK２ ク ロ ー ン ＃ 27由 来 の 無 血 清 消 費 培 地 を ８ 日 間 連 続 し て 毎 日 集 め 、 濃 縮 し 、 そ し
て  SDS－ PAGEに か け た 。 タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 移 し 、 そ し て HK1D106.4 又 は
HK1G464.3 mAb の い づ れ か で プ ロ ー ビ ン グ し た （ 図 ９ ） 。 図 ９ に 示 す 通 り 、 HK1D106.4 は
 phK２ 及 び hK２ を 共 に 認 識 し 、 一 方 HK1G464.3 は  phK２ の み を 認 識 し 、 な ぜ な ら そ の エ ピ
ト ー プ は hK２ の － ７ ～ ＋ ７ 領 域 に あ る か ら で あ る 。 hK２ ポ リ ペ プ チ ド （ 約 34kD） の 発 現 は
HK1D106.43 mAbに よ る 検 出 に 従 い 、 ３ 日 目 に ピ ー ク と な り 、 そ し て そ の 後 プ ラ ト ー と な っ
た 。 約 70kD～ 約 90kDで 泳 動 す る ２ 本 の そ の 他 の 免 疫 反 応 性 バ ン ド も ４ 日 目 以 降 に 検 出 さ れ
た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 他 方 、 同 一 の サ ン プ ル を ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 そ し て HK1G464.3 で プ ロ ー ビ ン グ す る と 、
hK２ レ ベ ル の 暫 進 的 な 低 下 が ４ 日 目 に 検 出 さ れ た 。 ８ 日 目 、 非 常 に 低 レ ベ ル の hK２ が 消 費
培 地 の 中 で 見 い 出 さ れ た 。 こ の 結 果 は 、  phK２ が AV12－ hK２ 細 胞 に よ り 培 地 の 中 に 分 泌 さ
れ 、 そ し て 徐 々 に hK２ に 細 胞 外 で 変 換 さ れ る こ と を 示 す 。 驚 く べ き こ と に 、 約 70kD及 び 約
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90kDの バ ン ド は HK1G464.3 mAb で は 観 察 さ れ ず 、 こ れ ら の バ ン ド が hK２ の ホ モ オ リ ゴ マ ー
で あ る か 、 又 は 未 だ 未 知 の タ ン パ ク 質 に 共 有 複 合 し た hK２ で あ る こ と を 示 唆 し た 。 こ れ ら
の バ ン ド の 同 一 性 は こ の 時 点 で は ま だ わ か っ て い な い が 、 そ れ ら は 消 費 培 地 中 の hK２ の 存
在 に つ い て の マ ー カ ー を 担 う 。 図 ９ に お い て 、 精 製  phK２ v 2 1 7 及 び hK２ v 2 1 7 タ ン パ ク 質 を
コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 AV12細 胞 に お け る hK２ v 2 1 7 の 生 合 成 を 研 究 す る た め 、 類 似 の 経 時 的 試 験 を AV12－ hK２ v 2

1 7 ク ロ ー ン ＃ ２ で 行 っ た 。 図 10に 示 す 通 り 、 HK1D106.4 mAb に よ る 検 出 に 従 い 、 hK２ v 2 1 7

の 発 現 は ３ 日 目 に ピ ー ク と な り 、 そ し て ４ 日 目 以 降 は さ ほ ど 変 化 し な か っ た 。 ブ ロ ッ ト を
HK1G464.3 mAb で プ ロ ー ビ ン グ し た と き に 類 似 の 結 果 が 得 ら れ た （ 図 10） 。 こ れ は AV12－
 pGThK２ v 2 1 7 ク ロ ー ン ＃ ２ 細 胞 が １ 日 目 以 降 に  phK２ v 2 1 7 を 発 現 し 、 そ し て 少 な く と も そ
の ８ 日 後 に お い て 、 こ の タ ン パ ク 質 が 成 熟 形 態 に 変 換 さ れ て い な い こ と を 示 唆 す る 。 こ の
よ う な 結 果 は 、 ８ 日 目 ま で に 培 地 の 中 に 残 っ て い る と し て も hK２ へ と 変 換 さ れ る  phK２ の
結 果 と 異 な り 、  phK２ v 2 1 7 が 37℃ に て 培 地 の 中 で ８ 日 間 安 定 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　  phK２ か ら hK２ に 至 る 細 胞 外 変 換 が 培 養 物 中 の AV12－ hK２ ク ロ ー ン ＃ 27細 胞 の 生 存 に 相
関 す る か を 調 べ る た め 、 ク ロ ー ン ＃ 27細 胞 を ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 を 利 用 し て 計 算 し た 。 消
費 培 地 中 の hK２ の 発 現 は HK1D106.4 及 び HK1G464.3 mAb の 双 方 を 用 い る ELISA に よ り 測 定
し た 。 図 11に 示 す 通 り 、 生 存 細 胞 の 数 は ３ 日 目 の 培 養 物 中 で の 38,000,000個 に て ピ ー ク と
な り 、 そ し て そ の 後 徐 々 に 減 少 し た 。 ８ 日 目 、 生 存 細 胞 数 は 10,000,000未 満 に 減 少 し た 。
 phK２ の 発 現 （ HK1G464.3 に よ り 測 定 ） も ３ 日 目 に ピ ー ク と な り 、 そ し て そ の 後 徐 々 に 減
少 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 他 方 、 hK２ の 発 現 （ HK1D106.4 に よ り 測 定 ） は ３ 日 目 に ピ ー ク と な っ た が 、 そ の 後 プ ラ
ト ー に 達 し た 。 こ の 結 果 は 、  phK２ が AV12－ hK２ 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ 、 そ し て そ の 一 部 が
４ 日 目 に hK２ へ と 細 胞 外 で 徐 々 に 変 換 さ れ た こ と を 示 唆 す る 。 更 に 、  phK２ か ら hK２ へ の
変 換 は 細 胞 生 存 の 減 少 に 明 ら か に 相 関 し 、 死 細 胞 に よ り 放 出 さ れ る 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ が
こ の 変 換 を 担 う 一 つ の 要 因 で あ り う る こ と を 示 唆 す る 。 hK２ の 発 現 は 細 胞 が 最 も 活 発 な 時
点 で 最 高 で あ っ た 。 hK２ の 減 少 は 細 胞 生 存 率 の 減 少 と 平 行 し 、 こ の よ う な 細 胞 に よ り hK２
が 分 泌 さ れ る こ と を 示 唆 し 、 細 胞 の 死 及 び 溶 解 を 経 て 放 出 さ れ る こ と と 対 立 す る 。 ま た 、
hK２ の 上 昇 は  phKの 降 下 に 対 応 し 、 hK２ の プ ロ 形 態 が 経 時 的 に 成 熟 形 態 へ と 自 動 的 に 変 換
し た こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 前 立 腺 癌 腫 細 胞 に お け る hK２ の 生 合 成 を 調 べ る た め 、 hK２ を DU145 及 び PC３ 細 胞 系 に お
い て 発 現 さ せ た 。 pphK２ を プ ラ ス ミ ド pLNCX及 び pLNSX (Miller and Rosman, 
, ， 980 (1989)) の 中 に 、 CMV 及 び SV40プ ロ モ ー タ ー の そ れ ぞ れ の コ ン ト ロ ー ル 下

で ク ロ ー ニ ン グ し た 。 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド pLNC－ hK２ 及 び pLNS－ hK２ を そ れ ぞ れ PC３ 及 び
DU145 細 胞 の そ れ ぞ れ に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ し て ク ロ ー ン を G418含 有 培 地 の 中 で
選 別 し た 。 高 レ ベ ル の hK２ を 発 現 す る ク ロ ー ン を ELISA 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 選
別 し た （ PC３ － hK２ 及 び  DU145－ hK２ ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 培 地 の 中 の hK２ 及 び  phK２ の レ ベ ル を 評 価 す る た め 、 PC３ － hK２ 及 び  DU145－ hK２ 細 胞
の 無 血 清 培 地 を  HK1D106.4（ hK２ － 特 異 性 ） 及 び HK1G464.3 (phK２ － 特 異 性 ） mAb を 用 い
て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に か け た （ 図 12） 。 結 果 は 、  phK２ が  DU145－ hK２ 及 び PC３ －
hK２ の 双 方 の 消 費 培 地 の 中 に 存 在 す る こ と を 示 し た 。 こ の こ と は 、 前 立 腺 癌 腫 細 胞 hK２ が
 phK２ と し て 分 泌 さ れ 、 そ し て 細 胞 外 で 成 熟 形 態 に 変 換 さ れ る こ と を 示 唆 す る 。 優 先 的 な
 phK２ は ７ 日 後 で さ え も PC３ － hK２ 細 胞 の 消 費 培 地 の 中 で 検 出 さ れ た が 、 優 先 的 な hK２ は
１ 日 目 か ら  DU145－ hK２ の 無 血 清 培 地 の 中 に 存 在 し た 。 こ れ は お そ ら く は D145消 費 培 地 中
の 豊 富 な 細 胞 外 プ ロ テ ア ー ゼ に 基 づ く の で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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　 上 記 の 結 果 が 一 の ク ロ ー ン に 限 定 さ れ る か ど う か を 調 べ る た め 、 AV12－ hK２ の ３ 種 類 の
別 な 独 立 に 単 離 し た ク ロ ー ン 及 び AV12－ hK２ v 2 1 7 の ４ 種 類 の 別 な 独 立 に 単 離 し た ク ロ ー ン
を hK２ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に つ い て 試 験 し た 。 ク ロ ー ン の 無 血 清 培 地 を ７ 日 目 に 集 め 、 そ
し て  HK1D106.4（ hK２ － 特 異 性 ） 及 び HK1G464 (phK２ － 特 異 性 ） mAb を 用 い る ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト に よ り hK２ の 発 現 に つ い て 試 験 し た （ 図 13及 び 14） 。 全 て の AV12－ hK２ ク ロ ー ン
に お い て 、 HK1D106.4mAb は 主 要 約 34kDバ ン ド （ 「 hK２ 」 ） を 検 出 し た ば か り で な く 、 約 7
0kD及 び 約 90kDを も 検 出 し 、 こ れ は hK２ の 存 在 の 指 標 で あ る （ 図 13） 。 HK1G464.3 は 全 て
の AV12－ hK２ ク ロ ー ン に お い て 非 常 に 低 レ ベ ル の  phK２ を 検 出 し た （ 図 14） 。 こ の 結 果 は
、 優 先 的 な hK２ が 全 て の AV12－ hK２ ク ロ ー ン の 消 費 培 地 の 中 に 存 在 し て い る こ と を 示 唆 し
、 AV12－ hK２ ＃ 27ク ロ ー ン に つ い て の 確 立 さ れ た 生 合 成 メ カ ニ ズ ム を 確 証 せ し め た 。 同 じ
分 析 を AV12－ hK２ v 2 1 7 ク ロ ー ン に 対 し て 用 い た （ 図 14） 。 結 果 は 、 こ れ ら の ク ロ ー ン の 消
費 培 地 の 中 に ７ 日 目 で は  phK２ v 2 1 7 の み が 存 在 す る こ と を 示 唆 し 、 AV12－ hK２ v 2 1 7 ク ロ ー
ン に よ る 我 々 の 発 見 を 確 証 せ し め た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 上 記 の 結 果 は 総 合 す る と hK２ が 哺 乳 動 物 細 胞 の 中 で プ ロ 形 態 と し て 発 現 さ れ 、 そ し て 未
だ 未 知 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 細 胞 外 で 成 熟 形 態 に 変 換 さ れ る こ と を 示 唆 す る 。 こ れ ら の 結
果 は  phK２ が 生 物 学 的 流 体 の 中 に 存 在 し 得 、 従 っ て pCa 及 び BPH に と っ て の 有 用 な 診 断 マ
ー カ ー で あ り う る こ と も 示 唆 す る 。

　 少 量 の hK２ を 、 そ の 酵 素 活 性 及 び 基 質 特 異 性 を 確 立 す る た め に 十 分 な 純 度 に ま で 精 製 し
た 。 hK２ の 一 般 活 性 を ペ プ チ ド の ｐ － ニ ト ロ ア ニ リ ド 誘 導 体 に 対 す る 発 色 原 的 な そ の ア ミ
ド 分 解 活 性 を 決 定 す る こ と に よ り 測 定 し た （ 表 ２ ） 。 こ の よ う な 基 質 の タ ン パ ク 質 分 解 に
よ り 遊 離 さ れ る ｐ － ニ ト リ ア ニ リ ド を 吸 収 Ａ 4 0 5  で 測 定 す る 。 キ モ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ を 測 定 す る た め に 基 質 メ ト キ シ ス ク シ ニ ル － Arg － Pro － Tyr － パ ラ － ニ ト ロ ア ニ リ
ド (MeO－ Suc － Ｒ － Ｐ － Ｙ － pNA)を 使 用 し 、 そ れ は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で 切 断 す る 。 こ の 基
質 は PSA の 活 性 を 測 定 す る た め に 既 に 使 用 さ れ て い る （ Christenssonら 、
., , 755 (1990） ） 。 基 質 Ｈ － Ｄ － Pro－ Phe － Arg － パ ラ － ニ ト ロ ア ニ リ ド （ Ｐ －

Ｆ － Ｒ － pNA)は ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ に 特 異 的 で あ り 、 そ れ は ア ル ギ ニ ン （ Ｒ ） に お
い て 切 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 hK２ は hK２ v 2 1 7 よ り も Ｐ － Ｆ － Ｒ － pNA に 対 し て 10倍 以 上 の 総 合 的 な 活 性 を 有 す る こ と
が 見 い 出 さ れ 、 そ し て ど の タ ン パ ク 質 も キ モ ト リ プ シ ン 基 質  MeO－ Suc － Ｒ － Ｐ － Ｙ － pN
A を 加 水 分 解 す る 能 力 を 示 さ な か っ た 。 ト リ プ シ ン 様 切 断 部 位 （ リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン ） を
含 む そ の 他 の 同 等 な 基 質 も 試 験 し 、 そ し て hK２ は 最 大 の 率 で 基 質 Ｐ － Ｆ － Ｒ － pNA を 加 水
分 解 す る こ と が 見 い 出 さ れ た 。 こ れ ら の 発 見 は hK２ が ト リ プ シ ン 様 活 性 を 有 す る こ と を 示
唆 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ １ 】

： 発 色 原 性 基 質 に 対 す る hK２ ， hK２ v 2 1 7 ， PSA 及 び ト リ プ シ ン の ア ミ ド 分 解 活 性 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 hK２ 及 び hK２ v 2 1 7 の 特 異 性 は 、 ど の ペ プ チ ド 結 合 が 加 水 分 解 さ れ る か を 調 べ る た め 、 ペ
プ チ ド 基 質 を 利 用 す る と 共 に Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 を 利 用 し て 一 層 詳 し く 調 べ た 。 図
15は ポ リ ペ プ チ ド CALPEKPAVYTKVVHYRKWIKDTIAAN に 対 す る ア ミ ド 分 解 活 性 を 示 し 、 そ れ は
潜 在 的 な ト リ プ シ ン 及 び キ モ ト リ プ シ ン 切 断 部 位 の 双 方 を 有 す る 。 hK２ v 2 1 7 は ト リ プ シ ン
（ Ｒ － Ｋ ） 及 び キ モ ト リ プ シ ン （ Ｙ － Ｒ ） 部 位 の 双 方 を 、 ２ ： １ の ト リ プ シ ン 様 切 断 対 キ
モ ト リ プ シ ン 様 切 断 比 で 切 断 す る 。 こ れ ら の 実 験 に お け る コ ン ト ロ ー ル と し て 、  phK２ v 2

1 7 を こ の ペ プ チ ド と も イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て ア ミ ド 分 解 活 性 は 示 さ れ な か っ た 。
hK２ は hK２ v 2 1 7 と は 異 な る 特 異 性 を こ の ペ プ チ ド 基 質 に 対 し て 示 し た 。 hK２ に 関 し て こ の
基 質 に 対 す る キ モ ト リ プ シ ン 様 特 異 性 は 認 め ら れ ず 、 そ し て そ の 活 性 は ト リ プ シ ン 様 部 位
（ Ｒ － Ｋ ） に 対 し て の み で あ っ た 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド 内 の ど の そ の 他 の リ ジ ン （ Ｋ ） 残 基
も 加 水 分 解 さ れ ず 、 hK２ の 特 異 性 が ア ル ギ ニ ン （ Ｒ ） 残 基 に 対 し て の み で あ る こ と が 示 唆
さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 ト リ プ シ ン も こ の 基 質 に 対 し て 試 験 し 、 そ し て ト リ プ シ ン 切 断 に
と っ て 適 切 な 部 位 で あ る こ と の 知 ら れ て い な い Ｋ － Ｐ 結 合 を 除 く 全 て の リ ジ ン （ Ｋ ） 及 び
ア ル ギ ニ ン （ Ｒ ） 部 位 が 切 断 さ れ た 。 ト リ プ シ ン は  210－ 236 基 質 （ ペ プ チ ド ＃ １ 、 図 ６
） の Ｒ － Ｋ 部 位 を hK２ よ り 約 ４ 倍 速 く 、 そ し て hK２ v 2 1 7 よ り も 約 4000倍 速 い 速 度 で 切 断 し
た 。 ど の キ モ ト リ プ シ ン 様 結 合 も ト リ プ シ ン に よ っ て は 切 断 さ れ な か っ た 。 PSA は 主 に Ｙ
－ Ｒ 結 合 を 切 断 し た 。 PSA に 関 し て は Ｒ － Ｋ 結 合 に 対 す る ご く わ ず か な ト リ プ シ ン 様 結 合
も 認 め ら れ た （ 図 15） 。 こ の こ と は 、 発 色 原 性 基 質 に 対 す る PSA に 関 し て 予 め 認 め ら れ た
わ ず か な ト リ プ シ ン 様 活 性 と 一 致 し た （ 表 ２ ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 い く つ か の そ の 他 の ペ プ チ ド 基 質 も hK２ 及 び PSA と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン （ 図 16） 。 試 験
し た ペ プ チ ド の 全 て に お い て 、 hK２ は 特 定 の ア ル ギ ニ ン に 対 し て の み 特 異 的 で あ り 、 そ し
て PSA は 特 定 の チ ロ シ ン （ Ｙ ） 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Ｆ ） 及 び ロ イ シ ン （ Ｌ ） 残 基 に 対 し
て 主 に 特 異 的 で あ っ た 。 図 16に お い て は ペ プ チ ド ＃ １ の み が hK２ v 2 1 7 に よ り 切 断 さ れ 、 そ
れ は 図 15の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 図 に 詳 細 し て あ る 。

　 図 16に お け る ペ プ チ ド ＃ ３ の 配 列 は  phK２ の ア ミ ノ 酸 残 基 － ７ ～ ＋ ７ に 相 当 す る 。 こ の
領 域 は プ ロ ペ プ チ ド VPLIQSR を 含 み 、 そ れ は  phK２ v 2 1 7 の Ｎ 末 端 リ ー ダ ー ペ プ チ ド と し て
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見 い 出 さ れ た 。 上 述 の 通 り 、 hK２ は こ の ペ プ チ ド を 切 断 し て プ ロ ペ プ チ ド 領 域 を 遊 離 さ せ
る こ と が で き る が 、 hK２ v 2 1 7 は で き な か っ た 。 hK２ が 天 然 基 質 上 の こ の プ ロ 配 列 を 切 断 し
得 る か を 調 べ る た め 、  phK２ v 2 1 7 及 び hK２ v 2 1 7 を 変 換 す る そ の 能 力 を モ ニ タ ー し た 。  phK
２ v 2 1 7 を １ ％ の hK２ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て そ の 変 換 を  HIC－ HPLC法 に よ り モ ニ
タ ー し た （ 図 17Ａ ） 。 結 果 は 、 hK２ が  phK２ v 2 1 7 を hK２ v 2 1 7 に 変 換 す る こ と を 示 し た が 、
速 度 は ト リ プ シ ン の 30分 の １ で あ っ た 。  phK２ v 2 1 7 を 40％ の hK２ v 2 1 7 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン す る と 、 ２ 種 の hK２ 形 態 の 比 の 相 違 は ６ 時 間 で さ え も 認 め ら れ な か っ た （ 図 17Ｂ ） 。 こ
の こ と は ペ プ チ ド 基 質 に つ い て の 前 記 の 所 見 を 確 証 せ し め 、 そ し て 天 然 基 質 に 対 し て さ え
も 、 hK２ v 2 1 7 で は な く 、 hK２ の み が hK２ の プ ロ 領 域 を 切 断 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 長 期 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 際 の  phK２ v 2 1 7 及 び hK２ v 2 1 7 の 安 定 性 を
総 合 的 に 実 証 す る 。 hK２ v 2 1 7 と 比 較 す る と 、 hK２ は よ り 高 い タ ン パ ク 質 分 解 活 性 、 よ り 高
度 な 特 異 性 、 そ し て 特 に 図 15に お け る プ ロ ペ プ チ ド に 対 す る 活 性 及 び 図 17に お け る  phK２
v 2 1 7 に 対 す る そ の 活 性 に よ り 実 証 さ れ る 通 り 、 hK２ の プ ロ 形 態 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る こ
と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ れ ら の 結 果 は hK２ と hK２ v 2 1 7 と の 間 で の 酵 素 活 性 の 有 意 な 相 違 を 示 し 、 そ し て  phK２
v 2 1 7 と 比 較 し て の hK２ を 培 地 か ら 精 製 す る 試 み に 伴 う 低 収 率 の 説 明 に 役 立 ち う る 。 hK２ の
高 純 度 調 製 品 は そ の 他 の 活 性 プ ロ テ ア ー ゼ に つ い て 認 め ら れ る の と 同 様 に 自 己 分 解 に よ り
安 定 で な い こ と が あ る 。 こ の よ う な 結 果 は 、 免 疫 学 的 試 験 に 加 え 、 hK２ － 特 異 的 基 質 に 対
す る 酵 素 活 性 が 体 液 中 の こ の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を モ ニ タ ー す る の に 使 用 で き る こ と を 更
に 示 唆 す る 。

　 PSA は α ２ マ ク ロ グ ロ ブ リ ン （ MG） 及 び セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の ア ン チ キ モ
ト リ プ シ ン (ACT) と 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 示 さ れ た 。 そ の 複 合 体 形 成 を 開 拓 す る た め 、
hK２ を ヒ ト 血 漿 の 中 に 存 在 す る 一 連 の 一 般 的 な プ ロ テ ア ー ゼ (ACT， α ２ － ア ン チ プ ラ ス ミ
ン 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン III 、 及 び α １ － ア ン チ ト リ プ シ ン ） （ Travis and Salvesen, 

., , 655 (1983） ） と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て そ の 混 合 物 を ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 し た （ 図 18） 。 hK２ と こ の よ う な セ ル ビ ン と の 任 意 の 共 有 複 合
体 は 還 元 条 件 下 で の  SDS／ PAGEで 約 80～ 100kD の バ ン ド を も た ら す で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ACT 及 び α ２ － ア ン チ プ ラ ス ミ ン は hK２ と 有 意 な 複 合 体 を 形 成 し た （ 図 18、 レ ー ン １ 及
び ２ ） 。 ア ン チ ト ロ ン ビ ン III （ レ ー ン ３ ） 及 び α １ － ア ン チ ト リ プ シ ン （ α １ プ ロ テ ア
ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 レ ー ン ４ ） は hK２ と 検 出 可 能 な 複 合 体 を 形 成 し な か っ た 。 血 漿 の 主 要
成 分 MGも hK２ と 直 ち に 複 合 し た （ レ ー ン ５ ） 。 こ の 複 合 体 は 約  200kD及 び  120kDの Mrに 相
当 し 、 そ れ ら は PSA を 精 製 MGと イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た と き も 形 成 さ れ た （ 図 18、 レ ー ン
８ 、 下 記 参 照 ） 。 hK２ が 広 域 な ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ を 阻 害 す る に も か か わ ら ず α １
－ ア ン チ ト リ プ シ ン と 複 合 体 を 形 成 し な い こ と は 極 め て 興 味 深 い （ Loebermannら 、

., , 531 (1984) ; Carrell and Travis, , , 20 (1985)) 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 hK２ が α ２ － ア ン チ プ ラ ス ミ ン と 複 合 体 を 形 成 す る こ と は 驚 く べ き こ と で は な く 、 な ぜ
な ら こ の タ ン パ ク 質 は そ の イ ン ヒ ビ タ ー 活 性 部 位 に ア ル ギ ニ ン 残 基 を 有 す る か ら で あ る 。
（ Hunt and Dayhoff, ., , 864 (1980) ; Chandra ら 、

, , 5055 (1983) ; Potempa ら 、 , , 699(1985) ; Shiehら 、
., , 13420 (1989) ; Mastら 、 , , 1723 (1991） ） 。 し か し

な が ら 、 hK２ が ACTと 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 予 想 し 得 ず 、 な ぜ な ら ACT は そ の イ ン ヒ ビ
タ ー 活 性 部 位 に ロ イ シ ン を 有 す る か ら で あ る 。 明 ら か に 、 PSA と hK２ と の 間 で の 構 造 類 似
性 は 一 般 の イ ン ヒ ビ タ ー と の 複 合 体 形 成 を 、 た と え そ の タ ン パ ク 質 分 解 特 異 性 が 図 16及 び
表 ２ に 示 さ れ る よ う に 全 体 的 に 異 な る に し て も 、 影 響 を 及 ぼ す 。
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【 ０ ０ ９ ９ 】
　 女 性 ヒ ト 血 清 の 中 に 入 る と 、 hK２ は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 検 出 さ れ る 通 り 、 MGと 直
ち に 複 合 体 を 形 成 す る （ 図 18） 。 レ ー ン １ 及 び ３ は そ れ ぞ れ hK２ 及 び 血 清 の み の コ ン ト ロ
ー ル で あ る 。 レ ー ン ２ は ACT と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た hK２ で あ り 、 90kDの hK２ － ACT 複
合 体 及 び 残 留 hK２ を 示 す 。 レ ー ン ４ 及 び ５ は 血 清 の 中 に そ れ ぞ れ 15分 及 び １ 時 間 入 れ た hK
２ で あ る 。 レ ー ン ６ は 精 製 MGと ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た hK２ で あ る 。 レ ー ン ７ は 血
清 の 中 に 15分 入 れ た PSA で あ り 、 そ し て レ ー ン ８ は 精 製 MGと ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
た PSA で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 こ れ ら の 結 果 は MGが 、 hK２ 又 は PSA を in vitro実 験 で ヒ ト 血 清 の 中 に 入 れ た と き の 主 要
複 合 体 で あ る こ と を 示 す 。 ACT と の PSA 複 合 体 は 前 立 腺 障 害 を 有 す る 患 者 の 血 清 の 中 に 認
め ら れ る こ と が わ か っ て い る た め 、 血 清 の 中 に 存 在 す る hK２ は 若 干 の レ ベ ル の ACT 複 合 体
も 形 成 す る よ う で あ る 。

　 hK２ が 前 立 腺 に お い て 発 現 さ れ 、 そ し て も し そ う な ら 前 立 腺 癌 と 相 関 す る か を 調 べ る た
め 、 264 の 根 治 的 (radical) 前 立 腺 切 除 検 体 （ そ の う ち の 257 は 未 処 置 患 者 に 由 来 し （ 図
20） 、 そ し て ７ は ア ン ド ロ ゲ ン 枯 渇 治 療 処 置 患 者 に 由 来 す る （ 図 21） ） を 対 比 試 験 に お い
て 分 析 し た 。 各 検 体 を 、 良 性 上 皮 、 高 度 前 立 腺 内 皮 新 形 成 (PIN) 及 び ア デ ノ 癌 腫 を 有 す る
領 域 に お け る hK２ の 細 胞 質 発 現 に つ い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 前 立 腺 組 織 を 秤 量 し 、 三 次 元 で 測 定 し 、 そ し て イ ン ク 塗 り し た 。 先 端 及 び 基 底 部 を 厚 さ
４ ～ ５ mmで 切 断 し 、 そ し て ３ mmに て 連 続 切 片 に し た 。 残 り の 前 立 腺 は 前 立 腺 の 先 端 か ら 精
嚢 の 頂 部 に 至 る ま で 腺 の 長 軸 に 対 し て 垂 直 に ナ イ フ で ４ ～ ５ mm間 隔 で 連 続 切 片 に し た 。 横
断 切 片 を 調 製 し 、 そ し て ヘ マ ト キ シ リ ン と エ オ シ ン と で 染 色 し た 。 癌 及 び 良 性 組 織 を 包 括
す る 各 患 者 の 根 治 的 前 立 腺 切 除 検 体 の 一 枚 の 切 片 を 10％ の 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン の 中 で 固 定
し 、 そ し て 当 業 界 周 知 の 方 法 に よ り パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ス ラ イ ド 上 の 組 織 切 片 を キ シ レ ン 及 び 95％ の エ タ ノ ー ル に 浸 し て パ ラ フ ィ ン 除 去 し た 。
内 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 切 片 を メ タ ノ ー ル ／ H 2 O 2 の 中 で 10分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
、 次 い で 切 片 を 水 道 水 で す す ぐ こ と に よ り ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 切 片 を 10mMの ク エ ン 酸 バ ッ
フ ァ ー pH6.0 の 中 に 入 れ 、 そ し て 30分 ス チ ー ム 処 理 し た 。 切 片 を ５ 分 間 冷 却 し 、 次 い で 低
温 水 道 流 水 で す す い だ 。 非 特 異 的 タ ン パ ク 質 結 合 は 切 片 を ５ ％ の ヤ ギ 血 清 と 10分 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 次 い で ス ラ イ ド を 静 か に 排 液 し た 。 第 一 抗
体 hK1G586 又 は PSM773 0.5μ ｇ ／ mlを 切 片 に 室 温 で 30分 加 え て お き 、 次 い で 切 片 を 水 道 水
で す す い だ 。 切 片 を ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 化 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ １ ： 50
0)と 30分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で 水 道 水 で す す い だ 。 次 に 、 切 片 を ３ － ア ミ ノ － ９
－ エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル (ABC) 発 色 原 溶 液 と 15分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で 水 道 水 で す
す い だ 。 切 片 を 無 水 銀 ヘ マ ト キ シ リ ン で カ ウ ン タ ー 染 色 し 、 そ し て 流 水 で ５ 分 す す い だ 。
ス ラ イ ド を 水 性 マ ウ ン テ ィ ン グ 媒 体 （ グ リ セ ロ ー ル ゼ ラ チ ン ） に 載 せ た 。 染 色 さ れ た 細 胞
の ％ を 、 良 性 上 皮 、 高 度 PIN 及 び ア デ ノ 癌 腫 に つ い て ０ ～ 100 ％ の 間 で 10％ の 間 隔 で 記 録
し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 良 性 萎 縮 腺 は 、 特 に 炎 症 領 域 （ そ こ で は 事 実 上 免 疫 反 応 が な か っ た ） は 最 低 量 の 染 色 を
示 し た 。 萎 縮 の 徴 候 の な い 過 形 成 房 腺 及 び 良 性 房 腺 に お い て は 、 往 々 に し て 管 腔 表 層 に ま
で 広 が る 核 の す ぐ 上 の 分 泌 性 管 腔 細 胞 表 層 に お け る 顆 粒 模 様 で 通 常 認 め ら れ る 、 中 程 度 か
ら 強 い 免 疫 反 応 性 が あ っ た 。 尿 道 又 は ビ バ ・ モ ン タ ヌ ム （ viva montanum)の 尿 上 皮 の 染 色
は 、 下 層 の 腺 が 往 々 に し て 免 疫 反 応 性 を 示 さ な い に も か か わ ら ず 、 認 め ら れ な か っ た 。 基
底 細 胞 は 通 常 ネ ガ テ ィ ブ で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
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実 施 例 10
前 立 腺 組 織 と の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 586 の 免 疫 反 応 性



　 高 度 な PIN を 示 す 検 体 は 大 半 の ケ ー ス に お い て 細 胞 質 全 体 を 通 じ て 及 び 細 胞 質 先 端 小 気
胞 に お い て 強 い 免 疫 反 応 性 を 示 し た 。 種 々 の PIN パ タ ー ン 間 で 、 篩 状 パ タ ー ン を 除 き 免 疫
反 応 性 に お い て 明 確 な 相 違 は な く 、 か か る 篩 状 パ タ ー ン は 通 常 、 外 周 と 比 べ て 中 央 で 強 度
が 減 少 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 癌 腫 抗 体 は 事 実 上 全 て の ケ ー ス に お い て 強 い 細 胞 質 反 応 性 を 示 し た 。 豊 富 な 細 胞 質 小 胞
を 有 す る 細 胞 、 例 え ば 印 環 細 胞 及 び ム チ ン の 領 域 は 低 い 染 色 性 を 示 し た 。 そ の 他 で は 細 胞
質 は 強 く 染 色 さ れ た 。 最 大 の 強 度 は 高 度 ア デ ノ 癌 腫 に お い て 認 め ら れ (Gleasonパ タ ー ン ４
） 、 そ れ は 事 実 上 全 ケ ー ス に お い て 免 疫 反 応 性 を 示 し た 。 篩 状 癌 腫 を 有 す る 焦 点 は 篩 状 PI
N と 、 中 央 よ り 外 周 に 強 め の 強 度 が あ る 点 で 類 似 し て い た 。 癌 腫 の 周 辺 及 び そ の 手 前 の 縁
は 常 に 強 く 免 疫 反 応 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ア ン ド ロ ゲ ン 枯 渇 治 療 を 受 け た 患 者 由 来 の ７ 検 体 に お い て 、 良 性 萎 縮 房 腺 の 大 半 に お い
て 免 疫 反 応 性 は ほ と ん ど 又 は 全 く な か っ た が 、 PIN 及 び ア デ ノ 癌 腫 は 往 々 に し て 強 い 細 胞
質 染 色 を 示 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 良 性 上 皮 、 高 度 PIN 及 び ア デ ノ 癌 腫 に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 HK1G586 に よ り 染 色 さ
れ た 細 胞 数 の ま と め を 表 ３ に 示 す 。 ペ ア ー 式 分 析 、 即 ち 、 良 性 対 PIN 、 良 性 対 癌 腫 、 及 び
PIN 対 癌 腫 は 各 カ テ ゴ リ ー に つ い て 有 意 な 相 違 を 示 し た （ Ｐ ＜ 0.001, Spearman 級 相 関 ）
。
【 ０ １ ０ ８ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
　 即 ち 、 前 立 腺 組 織 に お け る 細 胞 質 hK２ 発 現 の 上 昇 は 前 立 腺 新 形 成 及 び 癌 に 相 関 す る 。 ア
ン ド ロ ゲ ン 枯 渇 治 療 処 置 患 者 か ら 獲 得 し た 前 立 腺 由 来 の デ ー タ ー は サ ン プ ル サ イ ズ の 小 さ
さ を 理 由 に 統 計 学 的 に 有 意 で な い が 、 こ れ ら の 患 者 に お い て は 、 未 処 置 患 者 と 比 べ 、 良 性
上 皮 、 高 度 PIN 及 び ア デ ノ 癌 腫 に お い て hK２ 発 現 の 低 下 が あ っ た 。 即 ち 、 前 立 腺 に お け る
hK２ 発 現 の 上 昇 は 高 度 PIN 及 び 前 立 腺 癌 に と っ て の 新 規 の マ ー カ ー で あ る 。
考 　 察
　 PSA 又 は hK２ に つ い て の in vivo タ ン パ ク 質 プ ロ セ ジ ン グ 及 び 分 泌 メ カ ニ ズ ム は わ か っ
て い な い 。 こ こ に 示 す 結 果 は  phK２ が AV12－ hK２ ，  DU145－ hK２ 及 び PC３ － hK２ 細 胞 に よ
り 分 泌 さ れ る こ と を 示 し 、 hK２ が  phK２ と し て 通 常 分 泌 さ れ 、 そ し て こ の プ ロ ペ プ チ ド が
細 胞 外 で 切 断 さ れ る こ と を 示 唆 す る 。 こ の こ と は  phK２ が 生 物 流 体 の 中 に 存 在 し 、 そ し て
pCa 又 は BPH に つ い て の 有 用 な 診 断 マ ー カ ー で あ り う る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 hK２ の 突 然 変 異 形 態 （ hK２ v 2 1 7 ） 及 び hK２ の 野 生 型 の 双 方 が AV12細 胞 か ら 精 製 さ れ た 。
hK２ は 採 用 し た 精 製 手 順 に 対 し て 非 常 に 不 安 定 で あ り 、 そ れ は 他 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ り 認
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め ら れ る よ う に 、 そ の 自 己 触 媒 特 性 に 原 因 し 得 、 そ し て hK２ 又 は  phK２ を 免 疫 原 及 び キ ャ
リ ブ レ ー タ ー と し て 使 用 す る の に 十 分 な 量 で 精 製 す る こ と を 非 常 に 困 難 な も の と す る 。 他
方 、  phK２ v 2 1 7 は 非 常 に 安 定 で あ り 、 そ し て ト リ プ シ ン 消 化 に よ り 、 こ れ も 安 定 で あ る hK
２ v 2 1 7 に 変 換 さ れ る 。 精 製  phK２ v 2 1 7 及 び hK２ v 2 1 7 は hK２ 及 び  phK２ に 特 異 的 な mRNAを 作
製 す る た め の 免 疫 原 を 担 う 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 し て き た が 、 本 発 明 は そ の 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 改 良 及 び 変 更 さ
れ う る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ２ 】
【 図 １ 】 野 生 型 成 熟 hK２ （ SEQ ID NO : 12） 及 び hK３ （ SEQ ID NO: ７ ） の ア ミ ノ 酸 配 列
を 示 す 。
【 図 ２ 】 野 生 型 pphK２ （ そ れ ぞ れ SEQ ID NO : 14及 び SEQ ID NO :15） 、  phK２ （ SEQ ID 
NO : 16及 び SEQ ID NO : 17） 、 並 び に hK２ （ SEQ ID NO : 12及 び SEQ ID NO : 13） の ア
ミ ノ 酸 配 列 及 び 対 応 の 核 酸 配 列 を 示 す 。 コ ド ン 217 (GCT, Ala)は 太 字 で 示 し 、 そ し て 下 線
を 付 し た 。
【 図 ３ 】 pGT 発 現 ベ ク タ ー  pGThK２ 及 び  pGThK２ v 2 1 7 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 phK２ v 2 1 7 の 精 製 に 由 来 す る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 （ Ａ ） pph
K２ v 2 1 7 を コ ー ド す る ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た AV12細 胞 由 来 の ７ 日 目 の 消
費 培 地 の DEAEク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 図 。 使 用 培 地 の サ ン プ ル を 炭 酸 水 素 バ ッ フ ァ ー pH８ に 入
れ 、 そ し て 塩 勾 配 で 溶 出 さ せ た 。 Ａ 2 8 0  溶 出 プ ロ フ ィ ー ル を 実 線 で 示 す 。 点 線 は 個 々 の カ
ラ ム 画 分 の 一 部 の ELISA ア ッ セ イ の 結 果 で あ り 、 そ れ ら の 画 分 は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト 上 で 乾 か し 、 そ し て ウ サ ギ 抗 － pphK２ 抗 体 で 発 色 さ せ た も の で あ る 。 （ Ｂ ） プ ー ル し た
DEAE画 分 の 疎 水 性 相 互 作 用 プ ロ フ ィ ー ル 。 （ Ａ ） の DEAEク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 溶 出 物 由 来 の
画 分 24～ 30を プ ー ル し 、 濃 縮 し 、 そ し て  1.2Ｍ の 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で HIC(疎 水 性 相 互 作 用 カ
ラ ム ） に 載 せ 、 そ し て 降 下 式 塩 勾 配 で 溶 出 さ せ た 。 溶 出 プ ロ フ ィ ー ル （ Ａ 2 8 0  ） を 実 線 で
示 す 。 点 線 は 個 々 の カ ラ ム 画 分 の 一 部 の ELISA ア ッ セ イ 結 果 で あ り 、 画 分 は マ イ ク ロ タ イ
タ ー プ レ ー ト 上 で 乾 か し 、 そ し て ウ サ ギ 抗 － hK２ 抗 体 で 発 色 さ せ た も の で あ る 。 （ Ｃ ） （
Ｂ ） か ら の 22分 ピ ー ク 由 来 の hK２ 含 有 画 分 を 濃 縮 し 、 そ し て Pharmacia Ｓ 12サ イ ズ 排 除 カ
ラ ム に 載 せ る 。 画 分 を 集 め 、 そ し て  SDS／ PAGEに よ り 分 析 し た 。 19.4分 の ピ ー ク は  SDS－
PAGEに よ り 均 質 で あ る こ と が 明 ら か と さ れ た 。
【 図 ５ 】 精 製 し た hK２ 及 び PSA の  SDS／ PAGE分 析 で あ る 。 精 製  phK２ v 2 1 7 又 は PSA の  1.5
mgの サ ン プ ル を １ ％ の ベ ー タ ー メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 入 り で （ Ｒ ） 又 は 抜 き で （ Ｎ ） サ ン
プ ル バ ッ フ ァ ー 中 で 煮 沸 し た 。 サ ン プ ル を ４ ～ 20％ の ゲ ル 上 で  SDS／ PAGEに か け た 。 タ ン
パ ク 質 バ ン ド は ゲ ル を 銀 染 色 に よ り 識 別 化 し た 。
【 図 ６ 】 phK２ v 2 1 7 の コ ン コ ナ バ リ ン Ａ 染 色 を 示 す 。  phK２ の 推 定 位 置 を 矢 印 で 示 す 。 ZCE
(抗 － CEAmAb) 及 び BSA を そ れ ぞ れ グ リ コ シ ル 化 及 び 非 グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 の 例 と し
て 含 ま せ た 。  phK２ レ ー ン に お け る 推 定 位 置 で の バ ン ド の 存 在 は こ の タ ン パ ク 質 が グ リ コ
シ ル 化 さ れ て い る こ と を 実 証 す る 。
【 図 ７ 】 ト リ プ シ ン 切 断 に よ る プ ロ か ら 成 熟 hK２ v 2 1 7 に 至 る 変 換 を 示 す 。 ト リ プ シ ン （ １
％ 　 ｗ ／ ｗ ） を  phK２ v 2 1 7 と 10分 間 37℃ に お い て 10mMの 硼 酸 バ ッ フ ァ ー pH８ 中 で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で  HIC－ HPLCに か け た 。 破 線 は ト リ プ シ ン と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 前
の  phK２ v 2 1 7 の プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 実 線 は ト リ プ シ ン 消 化 後 の  phK２ の プ ロ フ ィ ー ル で
あ る 。 プ ロ フ ィ ー ル を 対 比 の た め に 重 ね 合 わ せ た 。 二 形 態 の 同 一 性 は タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端
配 列 決 定 に よ り 確 認 し た 。
【 図 ８ 】 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAb) hK1G586.1 を 利 用 す る 精 液 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
を 示 す 。 処 理 済 み の 精 液 を PBS の 中 で １ ： １ に 希 釈 し 、 そ し て 10,000× ｇ で 20分 遠 心 分 離
し た 。 上 清 液 を PhastSystem (Pharmacia) を 用 い ８ ～ 25％ の ゲ ル 上 で の  SDS／ PAGEに か け
た 。 タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に 転 写 し 、 そ し て プ ロ テ イ ン Ｇ 精 製 し た HK1G586.1(１
μ ｇ ／ ml） 、 次 い で ヤ ギ 抗 － マ ウ ス  IgG－ HRP(１ ： 1000） と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ

10

20

30

40

50

(28) JP 2006-314327 A 2006.11.24



の ブ ロ ッ ト を ECL 検 出 シ ス テ ム （ Amersham) を 用 い て 展 開 さ せ た 。
【 図 ９ 】 AV12細 胞 に お け る hK２ 発 現 の 経 時 的 研 究 を 示 す 。 AV12－ hK２ ク ロ ー ン ＃ 27を 約 60
～ 70％ の 集 密 度 に 至 る ま で 増 殖 さ せ 、 次 い で 細 胞 を HBSSで 洗 い 、 そ し て 無 血 清 HH４ 培 地 を
添 加 し た 。 消 費 培 地 を 毎 日 抜 き 取 り 、 濃 縮 し 、 そ し て 12％ の ゲ ル 上 で の  SDS／ PAGEに か け
た 。 タ ン パ ク 質 を エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 そ し て  phK２ 及 び hK２ （ １ ： 1000） の 双
方 を 検 出 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 HK1D106.4、 又 は  phK２ （ １ ： 1000） を 検 出 す る HK1G464
.3 、 次 い で ヤ ギ 抗 － マ ウ ス  IgG－ HRP(１ ： 500)と プ ロ ー ビ ン グ し た 。 こ の ブ ロ ッ ト を ECL
(Amersham) に よ り 、 そ の 製 造 者 の 仕 様 に 従 っ て 展 開 し た 。 精 製 し た  phK２ v 2 1 7 及 び hK２ v

2 1 7 を コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 hK２ の 位 置 は 矢 印 で 示 す 。
【 図 １ ０ 】 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た AV12細 胞 に お け る hK２ の 変 異 形 態 の 発 現 の 経 時 的 研
究 で あ る 。 約 60～ 70％ の 集 密 度 に お い て 、 AV12－ hK２ v 2 1 7 細 胞 を HBSSで 洗 い 、 そ し て 無 血
清 HH４ 培 地 を 加 え た 。 消 費 培 地 を 毎 日 抜 き 取 り 、 濃 縮 し 、 そ し て 12％ ゲ ル 上 で  SDS／ PAGE
に か け た 。 タ ン パ ク 質 を エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 そ し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 HK1D10
6.4 及 び HK1G464.3 で プ ロ ー ビ ン グ し た 。 ヤ ギ 抗 － マ ウ ス  IgG－ HRP(１ ： 500)を 第 二 抗 体
と し て 用 い 、 そ し て ブ ロ ッ ト を ECL(Amersham) に よ り 製 造 者 の 仕 様 に 従 っ て 展 開 し た 。 精
製 し た  phK２ v 2 1 7 及 び hK２ v 2 1 7 を コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 hK２ の 位 置 を 矢 印 で 示 す 。
【 図 １ １ 】 経 時 的 な hK２ 発 現 及 び 細 胞 生 存 率 の プ ロ ッ ト で あ る 。 AV12－ hK２ ク ロ ー ン ＃ 27
を 60～ 70％ の 集 密 度 に 至 る ま で 増 殖 さ せ 、 HBSSで 洗 い 、 そ し て 無 血 清 HH４ 培 地 を 加 え た 。
消 費 培 地 を 毎 日 抜 き 取 り 、 そ し て hK２ 濃 度 を 第 一 抗 体 と し て の HK1D106.4 又 は HK1G464.3 
及 び 第 二 抗 体 と し て の ヤ ギ 抗 － マ ウ ス  IgG－ HRP を 用 い る ELISA に よ り 測 定 し た 。 反 応 を
OPD (Sigma, St. Louis, MO)で 発 色 さ せ た 。 生 存 細 胞 を ト リ パ ン ブ ル ー 色 素 排 出 を 利 用 し
て 毎 日 計 測 し た 。
【 図 １ ２ 】 PC３ 及 び DU145 細 胞 に お け る hK２ の 発 現 を 示 す 。  pGThK２ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン し た PC３ 及 び DU145 細 胞 を 約 60～ 70％ の 集 密 度 に 至 る ま で 増 殖 さ せ 、 洗 浄 し 、 そ し て
無 血 清 HH４ 培 地 の 中 に 再 懸 濁 し た 。  pGThK２ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た DU145 細 胞 の 消 費
培 地 を 再 懸 濁 の ３ 日 後 に 集 め 、 そ し て  pGThK２ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た PC３ 細 胞 の 消 費
培 地 は 再 懸 濁 の ５ 日 後 に 集 め た 。 上 記 の 通 り に し て タ ン パ ク 質 を エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン
グ し 、 そ し て HK1D106.4又 は HK1G464.3 で プ ロ ー ビ ン グ し た 。 精 製  phK２ v 2 1 7 及 び  phK２ v

2 1 7 を コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 hK２ の 位 置 を 矢 印 で 示 す 。
【 図 １ ３ 】 選 定 の hK２ 含 有 AV12ク ロ ー ン に よ る hK２ の 発 現 を 示 す 。 hK２ 含 有 AV12ク ロ ー ン
番 号 10, 27, 31及 び 32を 含 む 細 胞 を 約 60～ 70％ の 集 密 度 に 至 る ま で 増 殖 さ せ 、 そ し て HBSS
で 洗 い 、 次 い で 無 血 清 HH４ 培 地 を 加 え た 。 無 血 清 培 地 を 添 加 し て ７ 日 後 に 消 費 培 地 を 抜 き
取 り 、 濃 縮 し 、 そ し て 12％ の ゲ ル 上 で の  SDS／ PAGEに か け た 。 タ ン パ ク 質 を エ レ ク ト ロ ブ
ロ ッ テ ィ ン グ し 、 そ し て HK1D106.4 及 び HK1G464.3 で プ ロ ー ビ ン グ し た 。 ヤ ギ 抗 － マ ウ ス
 IgG－ HRP(１ ： 500)を 第 二 抗 体 と し て 用 い 、 そ し て ブ ロ ッ ト を ECL(Amersham) に よ り そ の
製 造 者 の 仕 様 に 従 っ て 展 開 し た 。 精 製 し た  phK２ v 2 1 7 及 び pK２ v 2 1 7 を コ ン ト ロ ー ル と し て
用 い た 。 hK２ の 位 置 を 矢 印 で 示 す 。
【 図 １ ４ 】 選 定 の AV12－ hK２ v 2 1 7 ク ロ ー ン に お け る  phK２ v 2 1 7 の 発 現 を 示 す 。 AV12ク ロ ー
ン 番 号 ２ ， ３ ， ４ ， 45及 び 48由 来 の 細 胞 を 約 60～ 70％ の 集 密 度 に 至 る ま で 増 殖 さ せ 、 そ し
て HBSSで 洗 い 、 そ し て 無 血 清 HH４ 培 地 を 加 え た 。 無 血 清 培 地 を 添 加 し て ７ 日 後 に 消 費 培 地
を 抜 き 取 り 、 濃 縮 し 、 そ し て 12％ の ゲ ル 上 で の  SDS／ PAGEに か け た 。 タ ン パ ク 質 を エ レ ク
ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 そ し て HK1D106.4 及 び HK1G464.3 で プ ロ ー ビ ン グ し た 。 ヤ ギ 抗 －
マ ウ ス  IgG－ HRP(１ ： 500)を 第 二 抗 体 と し て 用 い 、 そ し て そ の ブ ロ ッ ト を ECL(Amersham) 
に よ り 製 造 者 の 仕 様 に 従 っ て 展 開 し た 。 精 製  phK２ v 2 1 7 及 び pK２ v 2 1 7 を コ ン ト ロ ー ル と し
て 用 い た 。 hK２ の 位 置 は 矢 印 で 示 す 。
【 図 １ ５ 】 hK２ の 残 基  210～ 236 に 対 す る hK２ v 2 1 7 ， hK２ 及 び PSA の ア ミ ド 分 解 特 異 性 を
示 す 。 合 成 ペ プ チ ド （ 0.63mM） を 37℃ で 一 夜 １ μ ｇ ／ mlの hK２ ， 40μ ｇ ／ mlの hK２ v 2 1 7 又
は  100μ ｇ ／ mlの PSA で 消 化 し 、 そ し て 消 化 生 成 物 を RP－ HPLCに よ り 分 離 し た 。 ピ ー ク を
標 準 化 し て 切 断 の 定 性 的 態 様 を 比 較 し た 。
【 図 １ ６ 】 様 々 な ペ プ チ ド 基 質 に 対 す る hK２ 及 び PSA の 特 異 性 を 示 す 。 白 抜 き 矢 印 は PSA 
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に よ り 切 断 し た ペ プ チ ド 結 合 を 示 し ； 黒 塗 り 矢 印 は hK２ に よ り 切 断 し た 結 合 を 示 す 。 ペ プ
チ ド ＃ １ は hK２ の ア ミ ノ 酸 残 基  210～ 236 を 示 す 。 ペ プ チ ド ＃ ２ は ア ン ジ オ テ ン シ ノ ー ゲ
ン の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ 14、 即 ち 、 レ ニ ン 基 質 テ ト ラ デ カ ペ プ チ ド を 示 す 。 ペ プ チ ド ＃ ３ は
 phK２ の ア ミ ノ 酸 残 基 － ７ ～ ＋ ７ を 示 す 。 ペ プ チ ド ＃ ４ は hK２ の ア ミ ノ 酸 残 基 41～ 56を 示
す 。 ペ プ チ ド ＃ ５ は イ ン ス リ ン の 酸 化 型 ベ ー タ ー 鎖 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ペ プ チ ド ＃ ６
は PMSAの ア ミ ノ 酸 残 基  196～ 213 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 hK２ v 2 1 7 で は な く 、 hK２ に よ る  phK２ v 2 1 7 の 活 性 化 を 示 す 。  phK２ v 2 1 7 は hK２
v 2 1 7 に は 存 在 し な い 配 列 で あ る プ ロ リ ー タ ー ペ プ チ ド 配 列 VPLIQSR を 含 む 。 パ ネ ル Ａ は １
％ 　 ｗ ／ ｗ の hK２ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た  phK２ v 2 1 7 を 示 す 。 パ ネ ル Ｂ は  phK２ v 2 1 7 と
６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 40％ 　 ｗ ／ ｗ の hK２ v 2 1 7 に よ る コ ン ト ロ ー ル で あ る 。
【 図 １ ８ 】 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た hK２ の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 を 示 す 。 各 サ ン プ ル を ８ ～ 25％ 勾 配  SDS－ PAGEで 分 離 し 、 ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 そ し
て HK1G586.1 で プ ロ ー ビ ン グ し た 。 hK２ を 37℃ で ４ 時 間 、 下 記 の イ ン ヒ ビ タ ー と イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た ： レ ー ン １ ： ア ン チ キ モ ト リ プ シ ン (ACT) ； レ ー ン ２ ： ア ル フ ァ ー ２ － ア
ン チ プ ラ ス ミ ン ； レ ー ン ３ ： ア ン チ ト ロ ン ビ ン III ； レ ー ン ４ ： ア ル フ ァ ー １ － プ ロ テ ア
ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー （ ア ン チ ト リ プ シ ン ） ； レ ー ン ５ ： ア ル フ ァ ー ２ － マ ク ロ グ ロ ブ リ ン ；
レ ー ン １ 及 び ２ は 90～ 100kD の 推 定 Mrの 共 有 複 合 体 を 示 す 。 セ ル ピ ン イ ン ヒ ビ タ ー は 20μ
Ｍ で 、 マ ク ロ グ ロ ブ リ ン は  2.8μ Ｍ で 、 そ し て hK２ は  0.175μ Ｍ で 使 用 し た 。 レ ー ン ５ は
hK２ と ア ル フ ァ ー ２ － マ ク ロ グ ロ ブ リ ン と の 共 有 複 合 体 形 成 を 示 す 高 Mr複 合 体 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 ヒ ト 血 清 中 で の hK２ の 複 合 体 形 成 を 示 す 。 hK２ 及 び PSA の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
を ヒ ト 血 清 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 hK２ サ ン プ ル を HK1G586.1 に よ り 、 そ し て PSA サ
ン プ ル を PSM773抗 － PSAmAbで プ ロ ー ビ ン グ し た 。 レ ー ン １ ～ ６ は hK２ サ ン プ ル を 含 み 、 そ
し て レ ー ン ７ 及 び ８ は PSA サ ン プ ル を 含 む 。 レ ー ン １ は hK２ コ ン ト ロ ー ル で あ る 。 レ ー ン
２ は ACT と ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た hK２ を 含 む 。 レ ー ン ３ は プ ロ テ ア ー ゼ の 添 加 し
て い な い 血 清 コ ン ト ロ ー ル を 示 す 。 レ ー ン ４ は 血 清 と 15分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た hK２ を
含 む 。 レ ー ン ５ は 血 清 と ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た hK２ を 示 す 。 レ ー ン ６ は 精 製 ア ル
フ ァ ー ２ マ ク ロ グ ロ ブ リ ン と ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た hK２ を 含 む 。 レ ー ン ７ は 血 清
と ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た PSA を 含 む 。 レ ー ン ８ は 精 製 ア ル フ ァ ー ２ － マ ク ロ グ ロ
ブ リ ン と ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た PSA を 含 む 。
【 図 ２ ０ 】 未 処 理 ヒ ト 前 立 腺 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 hK1G586 の 免 疫 反 応 性 。 ｎ ＝ 257 。
【 図 ２ １ 】 ア ン ド ロ ゲ ン 枯 渇 治 療 － 処 理 ヒ ト 前 立 腺 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 hK1G586 の 免 疫
反 応 性 。 ｎ ＝ ７ 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 8月 17日 (2006.8.17)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　

【 請 求 項 ２ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に も 結 合 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の プ レ － プ ロ 又 は プ ロ 形 態 に も 結 合 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の
抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の 成 熟 形 態 に は 結 合 し な い 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　

【 請 求 項 ６ 】
　 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の 成 熟 形 態 に も 結 合 す る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の プ ロ 形 態 又 は 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の プ ロ 形 態 に は 結 合 し
な い 、 請 求 項 ５ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の プ レ － プ ロ 形 態 又 は 野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド の プ レ － プ ロ 形
態 に は 結 合 し な い 、 請 求 項 ５ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ 又 は ５ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ 又 は ５ 記 載 の 抗 体 を 含 ん で 成 る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 品 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ 又 は ５ 記 載 の 抗 体 よ り 本 質 的 に 成 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 品 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ 又 は ５ 記 載 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 。
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野 生 型 hK２ ポ リ ペ プ チ ド と 比 べ て 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 し 、 そ し て こ の 置
換 が そ の ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を 対 応 の 野 生 型 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド よ り も 精 製 に 対 し て よ
り 安 定 な も の に す る 、 単 離 精 製 さ れ た プ レ － プ ロ 又 は プ ロ hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に 特 異
的 に 結 合 し 、 そ し て hK３ に は 結 合 し な い 抗 体 。

183位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、  206位 の グ リ シ ン 、  217位 の ア ラ ニ ン 、  189位 の セ リ ン 、 96
位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 41位 の ヒ ス チ ジ ン 、  205位 の セ リ ン 、  204位 の ト リ プ ト フ ァ ン 、  1
87位 の グ リ シ ン 及 び  188位 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 よ り 成 る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 し
、 こ こ で こ の 置 換 は こ の ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 を 野 生 型 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド よ り も 精 製 に
対 し て 安 定 な も の に す る 、 単 離 精 製 さ れ た 成 熟 hK２ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に 特 異 的 に 結 合 し
、 そ し て hK３ に は 結 合 し な い 抗 体 。
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