
(57)【要約】
本発明は腫瘍に関連して発現する遺伝子産物の同定および該産物に対するコード核酸に関
する。本発明はまた、腫瘍に関連して遺伝子産物が異常に発現する疾患の治療および診断
、腫瘍に関連して発現するタンパク質、ポリペプチドおよびペプチドそして該ポリペプチ
ド、ペプチドおよびタンパク質に対するコード核酸にも関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 活 性 を 阻 害 す る 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 、 こ こ で 該 腫 瘍 関 連 抗 原
が 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を 有 す る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る か 、 ま た は 異 常 に 発 現 す る 細 胞 に 選 択 的 な 腫 瘍 阻 害 活 性 を 有 す
る 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 、 こ こ で 該 腫 瘍 関 連 抗 原 が 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ
っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を 有 す る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 剤 が 、 細 胞 死 の 誘 導 、 細 胞 増 殖 の 低 下 、 細 胞 膜 の 損 傷 ま た は サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を 引 き
起 こ す 請 求 項 2の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 剤 が 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 で
あ る 請 求 項 1ま た は 2の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 剤 が 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 1ま た は 2の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 剤 が 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 補 体 活 性 化 抗 体 で あ る 請 求 項 2の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 投 与 さ れ た 場 合 に HLA分 子 と 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 の 複 合 体 の 量 を 選 択 的 に 増 加
さ せ る 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 、 こ こ で 該 腫 瘍 関 連 抗 原 が 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸
に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を 有 す る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ８ 】
　 剤 が １ ま た は 複 数 の 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 成 分 を 含 む 請 求 項 7の 医 薬 組 成 物 :
(i)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 、
(ii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 、
(iii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 、 お よ び 、
(iv)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 と HLA分 子 と の 単 離 複 合 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 剤 が い ず れ も 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 活 性 を 選 択 的 に 阻 害 し 、 い ず れ も 異 な る
腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 に 選 択 的 で あ る か 、 あ る い は 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の
部 分 と HLA分 子 と の 複 合 体 の 量 を 増 加 さ せ る ２ 以 上 の 剤 を 含 み 、 こ こ で 少 な く と も 該 腫 瘍
関 連 抗 原 の １ つ が 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を 有 す る
、 請 求 項 1、 2ま た は 7の 医 薬 組 成 物 :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
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を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ ま た は 複 数 の 成 分 を 含 む 医 薬 組 成 物 :
(i)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 、
(ii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 、
(iii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 と 結 合 す る 抗 体 、
(iv)腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 、
(v)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 、 お よ び 、
(vi)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 と HLA分 子 と の 単 離 複 合 体 、
　 こ こ で 該 腫 瘍 関 連 抗 原 は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列
を 有 す る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 (ii)の 核 酸 が 発 現 ベ ク タ ー 中 に 存 在 す る 請 求 項 8ま た は 10の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 (ii)の 核 酸 が プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 し て い る 請 求 項 8ま た は 10の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 宿 主 細 胞 が 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 分 泌 す る 請 求 項 8ま た は 10の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 宿 主 細 胞 が さ ら に 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 す る HLA分 子 を 発 現 す る 請 求 項 8ま
た は 10の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 宿 主 細 胞 が 組 換 え に よ り HLA分 子 お よ び /ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る
請 求 項 14の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 宿 主 細 胞 が 内 因 的 に HLA分 子 を 発 現 す る 請 求 項 14の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 宿 主 細 胞 が 抗 原 提 示 細 胞 で あ る 請 求 項 8、 10、 14ま た は 16の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 が 樹 状 細 胞 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 請 求 項 17の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 宿 主 細 胞 が 非 増 殖 性 で あ る 請 求 項 8、 10お よ び 13-18の い ず れ か の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 5ま た は 10の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 抗 体 が キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 請 求 項 5ま た は 10の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 抗 体 が 天 然 の 抗 体 の 断 片 で あ る 請 求 項 5ま た は 10の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 抗 体 が 治 療 薬 ま た は 診 断 薬 と 結 合 し て い る 請 求 項 5ま た は 10の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 6-50の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 請 求 項 4ま た は 10の 医 薬 組 成 物 。
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【 請 求 項 ２ ５ 】
　 該 医 薬 組 成 物 に よ っ て 提 供 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 が 、 異 常 量 の 該 腫 瘍 関 連
抗 原 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る 細 胞 の 表 面 上 で MHC分 子 に 結 合 す る 請 求 項 8お よ び 10-13の
い ず れ か の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 結 合 が 細 胞 溶 解 性 反 応 を 引 き 起 こ す 、 お よ び /ま た は 、 サ イ ト カ イ ン 放 出 を 誘 導 す る 、
請 求 項 25の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 さ ら に 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 請 求 項 1-26の い ず れ か
の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト が 、 サ ポ ニ ン 、 GM-CSF、 CpG、 サ イ ト カ イ ン ま た は ケ モ カ イ ン で あ る 請 求
項 27の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 治 療 に 用 い ら れ 得 る
請 求 項 1-28の い ず れ か の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 疾 患 が 癌 で あ る 請 求 項 29の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 疾 患 が 、 肺 腫 瘍 、 乳 房 腫 瘍 、 前 立 腺 腫 瘍 、 メ ラ ノ ー マ 、 結 腸 腫 瘍 、 胃 腫 瘍 、 膵 臓 腫 瘍 、
ENT腫 瘍 、 腎 臓 細 胞 癌 ま た は 子 宮 頸 癌 、 結 腸 癌 あ る い は 乳 癌 で あ る 請 求 項 29の 医 薬 組 成 物
。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、 配 列 番 号 9-19、 45-48、 60-66、 85、 90-97、 100-102、 105、 106、 111-
116、 118、 120、 123、 124、 お よ び 135-137か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の
一 部 ま た は 誘 導 体 を 含 む 、 請 求 項 1-31の い ず れ か の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 以 下 を 含 む 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 診 断 方 法
：
(i)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 の 検 出 、 お よ び /ま た は 、
(ii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 の 検 出 、 お よ び /ま た は 、
(iii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 対 す る 抗 体 の 検 出 、 お よ び /ま た は 、
(iv)患 者 か ら 単 離 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 特 異 的
な 細 胞 障 害 性 ま た は ヘ ル パ ー Tリ ン パ 球 の 検 出 、
こ こ で 該 腫 瘍 関 連 抗 原 は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を
有 す る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 を 含
む 核 酸 配 列 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 検 出 が 以 下 の 工 程 を 含 む 請 求 項 33の 方 法 ：
(i)生 物 学 的 サ ン プ ル と 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 部 分 、 腫 瘍 関 連 抗 原
ま た は そ の 部 分 、 ま た は 抗 体 あ る い は 細 胞 障 害 性 ま た は ヘ ル パ ー Tリ ン パ 球 に 特 異 的 に 結
合 す る 剤 と を 、 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 、
(ii)剤 と 、 核 酸 ま た は そ の 部 分 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 、 抗 体 あ る い は 細 胞 障 害 性
ま た は ヘ ル パ ー Tリ ン パ 球 と の 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 検 出 を 対 応 す る 正 常 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る 検 出 と 比 較 す る 請 求 項 33ま た は 34の 方 法
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。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 疾 患 が ２ 種 類 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ 、 検 出 が
、 該 ２ 種 類 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る ２ 以 上 の 核 酸 の 検 出 、 該 ２ 種
類 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 の 検 出 、 該 ２ 種 類 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部
分 に 対 す る ２ 以 上 の 抗 体 の 結 合 の 検 出 、 該 ２ 種 類 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な ２
以 上 の 細 胞 障 害 性 ま た は ヘ ル パ ー Tリ ン パ 球 の 検 出 を 含 む 、 請 求 項 33-35の い ず れ か の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 核 酸 ま た は そ の 部 分 が 該 核 酸 ま た は 該 そ の 部 分 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出 さ れ る 請 求 項 33-36の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 6-50の 連 続 す る ヌ ク レ
オ チ ド の 配 列 を 含 む 請 求 項 37の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 核 酸 ま た は そ の 部 分 が 該 核 酸 ま た は 該 そ の 部 分 を 選 択 的 に 増 幅 す る こ と に よ っ て 検 出 さ
れ る 請 求 項 33-36の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 検 出 す べ き 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 が MHC分 子 と の 複 合 体 で あ る 請 求 項 33-36の い ず
れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 MHC分 子 が HLA分 子 で あ る 請 求 項 40の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 が 、 該 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は 該 そ の 部 分 に 特 異 的 に 結 合 す る
抗 体 を 用 い て 検 出 さ れ る 請 求 項 33-36お よ び 40-41の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 抗 体 が 該 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 用 い て 検 出 さ れ る 請 求 項
33-36の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 退 行 、 経 過 ま た は 発
症 を 判 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 疾 患 を 患 う 患 者 ま た は 該 疾 患 に 罹 患 す る と 予 測 さ れ る 患 者
か ら の サ ン プ ル を 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ ま た は 複 数 の パ ラ メ ー タ ー に つ い て
モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 含 む 方 法 :
(i)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 の 量 、
(ii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 の 量 、
(iii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 す る 抗 体 の 量 、 お よ び 、
(iv)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 と MHC分 子 と の 複 合 体 に 特 異 的 な 細 胞 溶 解 性 ま た は サ イ
ト カ イ ン -放 出 性 T細 胞 の 量 、
こ こ で 該 腫 瘍 関 連 抗 原 は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を
有 す る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 第 一 の 時 点 で の 第 一 の サ ン プ ル に お け る パ ラ メ ー タ ー と 第 二 の 時 点 で の さ ら な る サ ン プ
ル に お け る パ ラ メ ー タ ー と を 測 定 す る こ と を 含 み 、 疾 患 の 経 過 を ２ つ の サ ン プ ル の 比 較 に
よ っ て 判 定 す る 請 求 項 44の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
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　 疾 患 が ２ 種 類 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ 、 モ ニ タ
リ ン グ が 以 下 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 含 む 、 請 求 項 44ま た は 45の 方 法 ：
(i)該 ２ 種 類 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る ２ 以 上 の 核 酸 の 量 、
(ii)該 ２ 種 類 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 の 量 、
(iii)該 ２ 種 類 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 す る ２ 以 上 の 抗 体 の 量 、 お よ び /
ま た は 、
(iv)該 ２ 種 類 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 と MHC分 子 と の 複 合 体 に 特 異 的 な ２ 以 上
の 細 胞 溶 解 性 ま た は サ イ ト カ イ ン -放 出 性 T細 胞 の 量 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 核 酸 ま た は そ の 部 分 の 量 を 該 核 酸 ま た は 該 そ の 部 分 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て モ ニ タ リ ン グ す る 、 請 求 項 44-46の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 6-50の 連 続 す る ヌ ク レ オ
チ ド の 配 列 を 含 む 請 求 項 47の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 核 酸 ま た は そ の 部 分 の 量 が 該 核 酸 ま た は 該 そ の 部 分 を 選 択 的 に 増 幅 す る こ と に よ っ て モ
ニ タ リ ン グ さ れ る 請 求 項 44-46の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 の 量 が 該 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は 該 そ の 部 分 に 特 異 的 に 結 合 す
る 抗 体 を 用 い て モ ニ タ リ ン グ さ れ る 請 求 項 44-46の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 抗 体 の 量 が 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 用 い て モ ニ タ リ ン グ さ
れ る 請 求 項 44-46の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 細 胞 溶 解 性 ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 性 T細 胞 の 量 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 と MHC
分 子 と の 複 合 体 を 提 示 す る 細 胞 を 用 い て モ ニ タ リ ン グ さ れ る 請 求 項 44-46の い ず れ か の 方
法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 抗 体 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド あ る い は 細 胞 が 検 出 可 能
な 様 式 で 標 識 さ れ る 請 求 項 37-38、 42 43、 47-48お よ び 50-52の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 検 出 可 能 な マ ー カ ー が 放 射 性 マ ー カ ー ま た は 酵 素 マ ー カ ー で あ る 請 求 項 53の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 サ ン プ ル が 体 液 お よ び /ま た は 体 組 織 を 含 む 請 求 項 33-54の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 治 療 方 法 で あ っ て 、
該 方 法 が 請 求 項 1-32の い ず れ か の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 、 こ こ で 該 腫 瘍 関
連 抗 原 が 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を 有 す る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 治 療 、 診 断 ま た は モ
ニ タ リ ン グ 方 法 で あ っ て 、 該 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 し 、 治 療 薬 ま た は 診 断 剤
と 結 合 し た 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 、 こ こ で 該 腫 瘍 関 連 抗 原 が 以 下 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を 有 す る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
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(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 42、 50ま た は 57の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 抗 体 が キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 請 求 項 42、 50ま た は 57の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 抗 体 が 天 然 の 抗 体 の 断 片 で あ る 請 求 項 42、 50ま た は 57の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 を
有 す る 患 者 の 治 療 方 法 :
(i)該 患 者 か ら 免 疫 反 応 性 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 取 り 出 す 工 程 、
(ii)該 サ ン プ ル と 該 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を 、 該 腫 瘍 関 連 抗 原
ま た は そ の 部 分 に 対 す る 細 胞 溶 解 性 ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 性 T細 胞 の 産 生 に 好 適 な 条 件
下 で 接 触 さ せ る 工 程 、
(iii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る 細 胞 を 溶 解 す る の に 好 適 な 量 の 細 胞 溶 解 性
ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 性 T細 胞 を 患 者 に 導 入 す る 工 程 、
こ こ で 該 腫 瘍 関 連 抗 原 は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を
有 す る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 宿 主 細 胞 が 組 換 え に よ り 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 す る HLA分 子 を 発 現 す る 請
求 項 61の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 宿 主 細 胞 が 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 す る HLA分 子 を 内 因 的 に 発 現 す る 請 求 項 6
2の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 を
患 う 患 者 の 治 療 方 法 :
(i)該 疾 患 に 関 連 す る 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 核 酸 を 同 定 す る 工 程 、 こ こ で 該 核 酸 は 以 下
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 、
(ii)宿 主 細 胞 を 該 核 酸 ま た は そ の 部 分 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 工 程 、
(iii)ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 を 該 核 酸 の 発 現 の た め に 培 養 す る 工 程 、 お よ び 、
(iv)疾 患 に 関 連 す る 患 者 の 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を 上 昇 さ せ る の に 好 適 な 量 、 患 者 に 宿 主
細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 を 導 入 す る 工 程 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 提 示 す る MHC分 子 を 同 定 す る 工 程 を さ ら に 含 み 、 該 宿 主
細 胞 が 同 定 さ れ た MHC分 子 を 発 現 し 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 提 示 す る 、 請 求 項 64の
方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
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　 免 疫 応 答 が B細 胞 応 答 ま た は T細 胞 応 答 を 含 む 請 求 項 64ま た は 65の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 免 疫 応 答 が 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 提 示 す る 宿 主 細 胞 に 特 異 的 で あ る か 、 ま た は
腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る 患 者 の 細 胞 に 特 異 的 で あ る 細 胞 溶 解 性 ま た は サ イ
ト カ イ ン 放 出 性 T細 胞 の 産 生 を 含 む T細 胞 応 答 で あ る 請 求 項 66の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 宿 主 細 胞 が 非 増 殖 性 で あ る 請 求 項 61-67の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 治
療 方 法 :
(i)異 常 な 量 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 患 者 か ら の 細 胞 を 同 定 す る 工 程 、
(ii)該 細 胞 の サ ン プ ル を 単 離 す る 工 程 、
(iii)該 細 胞 を 培 養 す る 工 程 、 お よ び 、
(iv)細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を ト リ ガ ー す る の に 好 適 な 量 の 該 細 胞 を 患 者 に 導 入 す る 工 程 、
こ こ で 該 腫 瘍 関 連 抗 原 は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を
有 す る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 疾 患 が 癌 で あ る 請 求 項 33-69の い ず れ か の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 有 効 量 の 請 求 項 1-32の い ず れ か の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 患 者 に お け る 癌 の
進 行 の 阻 害 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 が 配 列 番 号 9-19、 45-48、 60-66、 85、 90-97、 100-102、 105、 106、 111-11
6、 118、 120、 123、 124、 お よ び 135-137か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の 一
部 ま た は 誘 導 体 を 含 む 請 求 項 33-71の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 ：
(a)配 列 番 号 3-5か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 配 列 番 号 10、 お よ び 12-14か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 ま
た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 請 求 項 73ま た は 74の 核 酸 を 含 む 組 換 え DNAま た は RNA分 子 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 75の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 ベ ク タ ー が ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ で あ る 請 求 項 76の 組 換 え DNA分
子 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 核 酸 の 発 現 を 制 御 す る 発 現 制 御 配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 75-77の い ず れ か の 組 換 え DNA
分 子 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
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　 発 現 制 御 配 列 が 核 酸 と 同 種 ま た は 異 種 で あ る 請 求 項 78の 組 換 え DNA分 子 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 請 求 項 73ま た は 74の 核 酸 ま た は 請 求 項 75-79の い ず れ か の 組 換 え DNA分 子 を 含 む 宿 主 細 胞
。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 HLA分 子 を コ ー ド す る 核 酸 を さ ら に 含 む 請 求 項 80の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 請 求 項 73の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 配 列 番 号 10、 お よ び 12-14か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 ま
た は ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 請 求 項 82ま た は 83の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 ヒ ト HLA受 容 体 ま た は ヒ ト 抗 体 に 結 合 す る 請 求 項 82ま た は 83の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ
プ チ ド の 断 片 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 一 部 に 特 異 的 に 結 合 す る 剤 、 こ こ で 該 タ ン パ
ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 9-19、 45-48、 60-66、 85、 90-97、 100-102、
105、 106、 111-116、 118、 120、 123、 124、 お よ び 135-137か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 を 含 む 請 求 項 86の 剤 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 抗 体 で あ る 請 求 項 86ま た は 87の 剤 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 抗 体 あ る い は 抗 体 の 断 片 で あ る 請 求 項 88
の 剤 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 以 下 の (i)お よ び (ii)の 複 合 体 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 :
(i)タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 部 分 、 お よ び
(ii)該 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 そ の 部 分 が 結 合 す る MHC分 子 、
こ こ で 該 抗 体 は (i)ま た は (ii)の 単 独 に は 結 合 せ ず 、 該 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は
以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 9-19、 45-48、 60-66、 85、 90-97、 100-102、
105、 106、 111-116、 118、 120、 123、 124、 お よ び 135-137か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 を 含 む 請 求 項 90の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 抗 体 あ る い は 抗 体 の 断 片 で あ る 請 求 項 90ま た は 91
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の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 請 求 項 86-89の い ず れ か の 剤 ま た は 請 求 項 90-92の い ず れ か の 抗 体 と 治 療 薬 ま た は 診 断 薬
と の 結 合 体 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 治 療 薬 ま た は 診 断 薬 が 毒 素 で あ る 請 求 項 93の 結 合 体 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 以 下 の 検 出 の た め の 剤 を 含 む 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 検 出 す る た め の キ ッ
ト ：
(i)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 、
(ii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 、
(iii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 す る 抗 体 、 お よ び /ま た は 、
(iv)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 と MHC分 子 と の 複 合 体 に 特 異 的 な T細 胞 、
こ こ で 該 腫 瘍 関 連 抗 原 は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を
有 す る :
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 を 検 出 す る た め の 剤 が 、 該 核 酸 の 選 択 的
増 幅 の た め の 核 酸 分 子 で あ る 請 求 項 95の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 核 酸 の 選 択 的 増 幅 の た め の 核 酸 分 子 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 6-50の 連 続 す
る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 96の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117、 お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 組 換 え DNA分 子 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 学 際 的 な ア プ ロ ー チ お よ び 古 典 的 治 療 手 順 の 徹 底 的 な 使 用 に も 拘 わ ら ず 、 癌 は い ま だ に
死 の 主 な 原 因 で あ る 。 よ り 最 近 の 治 療 の 考 え 方 は 患 者 の 免 疫 系 を 、 組 換 え 腫 瘍 ワ ク チ ン お
よ び そ の 他 の 特 定 の 手 法 、 例 え ば 抗 体 療 法 を 用 い て 治 療 全 体 の 考 え 方 に 導 入 す る こ と を ね
ら い と す る 。 か か る 戦 略 の 成 功 の た め の 必 要 条 件 は 、 そ の エ フ ェ ク タ ー 機 能 が 介 入 に よ り
増 強 さ れ る べ き 患 者 の 免 疫 系 に よ る 腫 瘍 特 異 的 ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 あ る い は エ ピ ト ー プ の
認 識 で あ る 。 腫 瘍 細 胞 は そ の 起 源 で あ る 非 悪 性 細 胞 と 生 物 学 的 に か な り 異 な っ て い る 。 そ
の 差 は 腫 瘍 発 達 の 際 に 獲 得 し た 遺 伝 的 変 化 に よ る も の で あ り 、 そ の 結 果 、 と り わ け 癌 細 胞
に お い て 質 ま た は 量 が 変 化 し た 分 子 構 造 が 形 成 さ れ る 。 腫 瘍 担 持 宿 主 の 特 異 的 免 疫 系 に よ
っ て 認 識 さ れ る こ の 種 の 腫 瘍 関 連 構 造 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 と よ ば れ る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 の 特 異
的 認 識 は 細 胞 性 お よ び 体 液 性 メ カ ニ ズ ム を 含 み 、 こ れ ら は ２ つ の 機 能 的 に 相 互 接 続 し た 単
位 で あ る :CD4 + お よ び CD8 +  Tリ ン パ 球 は MHC (major histocompatibility complex)ク ラ ス I
Iお よ び I分 子 に 提 示 さ れ た プ ロ セ シ ン グ さ れ た 抗 原 を そ れ ぞ れ 認 識 し 、 Bリ ン パ 球 は プ ロ
セ シ ン グ さ れ て い な い 抗 原 に 直 接 に 結 合 す る 循 環 性 の 抗 体 分 子 を 産 生 す る 。 腫 瘍 関 連 抗 原
の 潜 在 的 な 臨 床 治 療 的 重 要 性 は 、 免 疫 系 に よ る 腫 瘍 細 胞 上 の 抗 原 の 認 識 が ヘ ル パ ー T細 胞
の 存 在 下 で の 細 胞 障 害 性 エ フ ェ ク タ ー 機 構 の 開 始 を 導 き 、 癌 細 胞 の 排 除 を 導 き う る と い う
事 実 に 起 因 す る (Pardoll、 Nat. Med. 4:525-31、 1998)。 し た が っ て 腫 瘍 免 疫 学 の 主 な 目
的 は 分 子 的 に こ れ ら の 構 造 を 規 定 す る こ と で あ る 。 こ れ ら 抗 原 の 分 子 特 性 は 長 い 間 謎 で あ
っ た 。 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ 技 術 の 開 発 に よ っ て 初 め て 、 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 (CTL)(van d
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er Bruggen et al.、 Science 254:1643-7、 1991)の 標 的 構 造 を 分 析 す る こ と に よ り 、 あ る
い は 循 環 性 自 己 抗 体 を プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と に よ り (Sahin et al.、 Curr. Opin. Imm
unol. 9:709-16、 1997)、 腫 瘍 関 連 抗 原 に つ い て 系 統 的 に 腫 瘍 の cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を
ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 と な っ た 。 こ の 目 的 の た め に 、 cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー が 新
鮮 な 腫 瘍 組 織 か ら 調 製 さ れ 、 好 適 な 系 に お い て タ ン パ ク 質 と し て 組 換 え 的 に 発 現 さ れ た 。
患 者 か ら 単 離 さ れ た 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 、 即 ち 、 腫 瘍 特 異 的 溶 解 パ タ ー ン を 示 す CTLク ロ ー
ン あ る い は 循 環 性 自 己 抗 体 が そ れ ぞ れ の 抗 原 の ク ロ ー ニ ン グ に 利 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 、 非 常 に 多 数 の 抗 原 が こ れ ら ア プ ロ ー チ に よ っ て 様 々 な 新 形 成 に お い て 規 定 さ れ て
い る 。 し か し 、 上 記 の 古 典 的 方 法 に お い て 抗 原 同 定 の た め に 利 用 さ れ る プ ロ ー ブ は 、 通 常
既 に 進 展 し た 癌 を 有 す る 患 者 か ら の 免 疫 エ フ ェ ク タ ー (循 環 性 自 己 抗 体 ま た は CTLク ロ ー ン
)で あ る 。 多 く の デ ー タ が 、 腫 瘍 は 例 え ば 、 T細 胞 の 寛 容 化 お よ び 反 応 不 顕 性 化 （ anergiza
tion） を 導 く こ と が で き 、 そ し て 、 疾 患 の 経 過 に お い て 、 特 に 有 効 な 免 疫 認 識 を も た ら し
う る 特 異 性 が 免 疫 エ フ ェ ク タ ー レ パ ー ト リ ー か ら 失 わ れ る と い う こ と を 示 し て い る 。 現 在
の 患 者 の 研 究 は 、 以 前 に 発 見 さ れ 利 用 さ れ て き た 腫 瘍 関 連 抗 原 の 真 の 作 用 の 確 か な 証 拠 を
未 だ に も た ら し て い な い 。 し た が っ て 、 自 発 的 免 疫 応 答 を 誘 発 す る タ ン パ ク 質 が 誤 っ た 標
的 構 造 を 有 す る と い う こ と を 排 除 す る こ と は 出 来 な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 癌 の 診 断 お よ び 治 療 の た め の 標 的 構 造 を 提 供 す る こ と に あ っ た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 こ の 目 的 は 請 求 の 範 囲 記 載 の 主 題 に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 腫 瘍 に 関 連 し て 発 現 す る 抗 原 お よ び そ れ を コ ー ド す る 核 酸 の 同 定 お よ
び 提 供 の た め の 戦 略 が 追 求 さ れ た 。 こ の 戦 略 は 臓 器 特 異 的 に 発 現 す る 特 定 の 遺 伝 子 、 例 え
ば 結 腸 、 肺 ま た は 腎 臓 組 織 に て も っ ぱ ら 発 現 す る 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ の 臓 器 の 腫 瘍 細 胞 に
お い て 、 そ し て さ ら に そ の 他 の 組 織 の 腫 瘍 細 胞 に お い て 異 所 的 に 禁 じ ら れ た 態 様 で 再 活 性
化 さ れ る と い う 事 実 に 基 づ く 。 ま ず 、 デ ー タ マ イ ニ ン グ に よ り で き る だ け 完 全 に す べ て の
既 知 の 臓 器 特 異 的 遺 伝 子 を と り だ す 。 こ れ ら は 次 い で 様 々 な 腫 瘍 に お け る そ の 異 常 な 活 性
化 に つ い て 特 異 的 RT-PCRに よ る 発 現 分 析 に よ っ て 評 価 さ れ る 。 デ ー タ マ イ ニ ン グ は 腫 瘍 関
連 遺 伝 子 の 同 定 の た め の 公 知 の 方 法 で あ る 。 し か し こ の 常 套 方 法 に お い て 、 正 常 組 織 ラ イ
ブ ラ リ ー の ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム が コ ン ピ ュ ー タ に よ り 腫 瘍 組 織 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 通 常 差
し 引 か れ 、 残 っ た 遺 伝 子 が 腫 瘍 特 異 的 で あ る と 予 想 さ れ る (Schmitt et al.、 Nucleic Aci
ds Res.  27:4251-60、 1999; Vasmatzis et al.、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95:300-
4、 1998; Scheurle et al.、 Cancer Res. 60:4037-43、 2000)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し よ り 有 効 で あ る こ と が 判 明 し た 本 発 明 の 概 念 は 、 す べ て の 臓 器 特 異 的 遺 伝 子 を コ
ン ピ ュ ー タ に よ り 抽 出 す る た め に デ ー タ マ イ ニ ン グ を 利 用 す る こ と お よ び 該 遺 伝 子 の 腫 瘍
に お け る 発 現 を 評 価 す る こ と に 基 づ く 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は し た が っ て 一 つ の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 に お い て 示 差 的 に 発 現 す る 組 織 特 異 的 遺
伝 子 を 同 定 す る 戦 略 に 関 す る 。 該 戦 略 は 、 公 共 の 配 列 ラ イ ブ ラ リ ー の デ ー タ マ イ ニ ン グ (
「 イ ン シ リ コ 」 )と そ れ に 続 く 実 験 室 で の （ 「 ウ ェ ッ ト ベ ン チ 」 ） 研 究 の 評 価 を 組 み 合 わ
せ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 ２ 種 類 の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク ス ク リ プ ト （ bioinformatic scri
pts） に 基 づ く 組 み 合 わ せ 戦 略 に よ り 、 新 規 腫 瘍 遺 伝 子 の 同 定 が 可 能 と な っ た 。 こ れ ら は
以 前 に 純 粋 に 臓 器 特 異 的 で あ る と 分 類 さ れ た も の で あ る 。 こ れ ら 遺 伝 子 が 腫 瘍 細 胞 に お い
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て 異 常 に 活 性 化 し て い る と い う 知 見 に よ り 、 そ れ ら 遺 伝 子 に 実 質 的 に 新 規 の 機 能 予 測 を と
も な う 性 質 が 割 り 当 て ら れ る よ う に な る 。 本 発 明 に よ る と 、 こ れ ら 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 お よ び
そ れ ら に よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 は 、 免 疫 原 性 作 用 と は 独 立 に 同 定 及 び 提 供 さ れ た
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て
コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ：
(a)配 列 番 号 1-8、 41-44、 51-59、 84、 117お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を
含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で (a)の 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の  核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 好 適 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 は 配 列 番 号 1-8、 41-44、
51-59、 84、 117お よ び 119か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る 。 さ ら に 好 適 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 は 配
列 番 号 9-19、 45-48、 60-66、 85、 90-97、 100-102、 105、 106、 111-116、 118、 120、 123、
124お よ び 135-137か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 を 含 む
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 一 般 に 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 ま た は 誘 導 体
、 そ れ を コ ー ド す る 核 酸 ま た は 該 コ ー ド 核 酸 に 対 す る 核 酸 、 あ る い は 本 発 明 に よ っ て 同 定
さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 ま た は 誘 導 体 に 対 す る 抗 体 の 、 治 療 お よ び 診 断 の た め
の 使 用 に 関 す る 。 こ の 利 用 は 診 断 、 治 療 お よ び 進 行 管 理 に お け る 個 々 の も の に 関 す る だ け
で な く 、 ２ 以 上 の か か る 抗 原 、 機 能 的 断 片 、 核 酸 、 抗 体 な ど の 組 み 合 わ せ 、 そ し て 一 つ の
態 様 に お い て そ の 他 の 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 お よ び 抗 原 と の 組 み 合 わ せ に も 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 治 療 お よ び /ま た は 診 断 に 好 適 な 疾 患 は １ ま た は 複 数 の 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍
関 連 抗 原 が 選 択 的 に 発 現 ま た は 異 常 に 発 現 し て い る 疾 患 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 腫 瘍 細 胞 に 関 連 し て 発 現 す る 核 酸 お よ び 遺 伝 子 産 物 に も 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 既 知 の 遺 伝 子 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ (ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト )ま た は
選 択 的 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 用 い る 変 化 し た 翻 訳 に よ っ て 産 生 さ れ る 遺 伝 子 産
物 、 即 ち 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 関 す る 。 こ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 配
列 表 の 配 列 番 号 3-5に よ る 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 に 関 す る 。
さ ら に 、 こ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 配 列 表 の 配 列 番 号 10お よ び 12-14に よ る 配 列 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 関 す る 。 本 発 明 の ス
プ ラ イ ス バ リ ア ン ト は 腫 瘍 疾 患 の 診 断 お よ び 治 療 の た め の 標 的 と し て 本 発 明 に し た が っ て
利 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 配 列 表 の 配 列 番 号 10に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し 、 こ れ は 本 発 明 に よ り 同
定 さ れ る 選 択 的 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に よ り コ ー ド さ れ 、 以 前 に 記 載 さ れ た タ ン
パ ク 質 配 列 (配 列 番 号 9)と 、 タ ン パ ク 質 の N末 端 に お け る さ ら な る 85ア ミ ノ 酸 に お い て 異 な
る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 全 く 異 な る 機 構 に よ り ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト が 産 生 さ れ 、 例 え ば 、 以 下 が 挙 げ ら れ る
-異 な る 転 写 開 始 部 位 の 利 用
-さ ら な る エ キ ソ ン の 利 用
-１ ま た は ２ あ る い は そ れ 以 上 の エ キ ソ ン の 完 全 ま た は 不 完 全 な ス プ ラ イ シ ン グ 、
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-ス プ ラ イ ス 制 御 配 列 の 突 然 変 異 に よ る 変 化 (欠 失 ま た は 新 た な 供 与 /受 容 配 列 の 作 成 )、
-イ ン ト ロ ン 配 列 の 不 完 全 な 除 去 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 遺 伝 子 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 異 な る 転 写 産 物 配 列 (ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト )が 生
じ る 。 そ の 変 化 し た 配 列 の 領 域 に お け る ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト の 翻 訳 の 結 果 、 元 の タ ン パ
ク 質 と は 構 造 お よ び 機 能 に お い て 顕 著 に 異 な る 変 化 し た タ ン パ ク 質 が 生 じ る 。 腫 瘍 関 連 ス
プ ラ イ ス バ リ ア ン ト に よ り 腫 瘍 関 連 転 写 産 物 お よ び 腫 瘍 関 連 タ ン パ ク 質 /抗 原 が 生 じ う る
。 こ れ ら は 腫 瘍 細 胞 の 検 出 お よ び 腫 瘍 の 治 療 標 的 化 の た め の 分 子 マ ー カ ー と し て 利 用 で き
る 。 腫 瘍 細 胞 の 、 例 え ば 、 血 液 、 血 清 、 骨 髄 、 痰 、 気 管 支 洗 浄 液 、 分 泌 液 お よ び 組 織 診 に
お け る 検 出 は 、 本 発 明 に し た が っ て 行 う こ と が 出 来 、 例 え ば 、 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト 特 異
的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る PCR増 幅 に よ る 核 酸 の 抽 出 後 に 行 う こ と が 出 来 る 。 特 に 、
プ ラ イ マ ー 対 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 好 適 で あ り 、 そ の 少 な く と も 一 方 は ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 下 で 腫 瘍 関 連 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト 領 域 に 結 合 す る 。 本 発 明 に よ る と 、 実 施
例 に お い て こ の 目 的 で 記 載 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 好 適 で あ り 、 特 に 、 配 列 表 の 配 列
番 号 34-36、 39、 40、 お よ び 107-110か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ま た は 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 好 適 で あ る 。 本 発 明 に よ る と 、 す べ て の 配 列 依 存 的 検 出 系 が 検 出 に 好 適 で あ る 。
そ れ ら は 、 PCRは 別 と し て 、 例 え ば 、 遺 伝 子 チ ッ プ /マ イ ク ロ ア レ イ 系 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 、
RNAse保 護 ア ッ セ イ (RDA)そ の 他 が 挙 げ ら れ る 。 す べ て の 検 出 系 は 共 通 し て 、 検 出 は 少 な く
と も １ つ の ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト 特 異 的 核 酸 配 列 と の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基
づ く 。 し か し 、 腫 瘍 細 胞 は ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト に よ っ て コ ー ド さ れ る 特 異 的 エ ピ ト ー プ
を 認 識 す る 抗 体 に よ っ て 、 本 発 明 に し た が っ て 検 出 さ れ う る 。 該 抗 体 は 該 ス プ ラ イ ス バ リ
ア ン ト に 特 異 的 な 免 疫 化 ペ プ チ ド を 用 い て 調 製 で き る 。 こ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 特 に
、 配 列 表 の 配 列 番 号 17-19、 111-115、 120、 お よ び 137か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ま た は
含 む ペ プ チ ド お よ び そ れ に 特 異 的 な 抗 体 に 関 す る 。 免 疫 化 に 好 適 な の は 特 に そ の エ ピ ト ー
プ が 健 康 細 胞 に お い て 好 適 に 産 生 さ れ る 遺 伝 子 産 物 の バ リ ア ン ト と 顕 著 に 異 な る ア ミ ノ 酸
で あ る 。 抗 体 に よ る 腫 瘍 細 胞 の 検 出 は 患 者 か ら 単 離 し た サ ン プ ル に 対 し て 行 う こ と が 出 来
、 あ る い は 静 脈 内 投 与 し た 抗 体 の 撮 像 と し て 行 う こ と が 出 来 る 。 診 断 用 途 に 加 え て 、 新 し
い ま た は 異 な る エ ピ ト ー プ を 有 す る ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト は 免 疫 療 法 の 魅 力 的 な 標 的 で あ
る 。 本 発 明 の エ ピ ト ー プ は 治 療 的 に 活 性 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は Tリ ン パ 球 の 標 的 化
に 用 い る こ と が 出 来 る 。 受 動 免 疫 療 法 に お い て 、 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト 特 異 的 エ ピ ト ー プ
を 認 識 す る 抗 体 ま た は Tリ ン パ 球 が 養 子 免 疫 伝 達 さ れ る 。 そ の 他 の 抗 原 の 場 合 の よ う に 、
抗 体 を か か る エ ピ ト ー プ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 利 用 に よ り 標 準 技 術 に よ っ て 作 成 す る こ と
が 出 来 る (動 物 の 免 疫 化 、 組 換 え 抗 体 単 離 の パ ニ ン グ 戦 略 ） 。 あ る い は 該 エ ピ ト ー プ を 含
む オ リ ゴ ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 免 疫 化 に 用 い る こ と も 出 来 る 。 エ ピ ト ー
プ 特 異 的 Tリ ン パ 球 の 作 成 の た め の イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で の 多 く の 技 術 が 知 ら れ て
お り 詳 細 に 記 載 さ れ て お り (例 え ば 、 Kessler JH、 et al. 2001、 Sahin et al.、 1997)、
お そ ら く ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト 特 異 的 エ ピ ト ー プ を 含 む オ リ ゴ ま た は ポ リ ペ プ チ ド ま た は
該 オ リ ゴ ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 使 用 に 基 づ く 。 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト 特
異 的 エ ピ ト ー プ を 含 む オ リ ゴ ま た は ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
は 医 薬 上 活 性 な 物 質 と し て 能 動 免 疫 療 法 (ワ ク チ ン 化 、 ワ ク チ ン 療 法 )に も 用 い る こ と が 出
来 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 正 常 及 び 腫 瘍 組 織 に お い て 二 次 修 飾 の 性 質 お よ び 程 度 が 異 な る タ ン パ ク
質 も 記 載 す る (例 え ば 、 Durand & Seta、 2000; Clin. Chem. 46: 795-805; Hakomori、 199
6; Cancer Res. 56: 5309-18)。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 タ ン パ ク 質 修 飾 の 分 析 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に て 行 う こ と が 出 来 る 。 特 に 、 原 則 と し て
数 kDaの サ イ ズ を 有 す る グ リ コ シ ル 化 の 結 果 標 的 タ ン パ ク 質 の 全 質 量 が 増 加 し 、 こ れ は SDS
-PAGEで 分 離 す る こ と が 出 来 る 。 特 異 的  O-お よ び N-グ リ コ シ ド 結 合 の 検 出 の た め に 、 タ ン
パ ク 質 溶 解 液 を SDSを 用 い た 変 性 の 前 に O-ま た は N-グ リ コ シ ラ ー ゼ と イ ン キ ュ ベ ー ト す る (
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そ れ ぞ れ 製 造 業 者 の 指 示 に し た が う 。 例 え ば 、 PNgase、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ F、 エ ン ド
グ リ コ シ ダ ー ゼ H、 Roche Diagnostics)。 そ の 後 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 う 。 標 的 タ ン
パ ク 質 の サ イ ズ が 低 下 し て い る 場 合 は 特 異 的 グ リ コ シ ル 化 が グ リ コ シ ダ ー ゼ と の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 後 に 検 出 す る こ と が 出 来 、 し た が っ て 修 飾 の 腫 瘍 特 異 性 が 分 析 で き る 。 腫 瘍 細
胞 お よ び 健 康 細 胞 に お い て 示 差 的 に グ リ コ シ ル 化 さ れ た タ ン パ ク 質 領 域 が 特 に 興 味 深 い 。
か か る グ リ コ シ ル 化 の 差 は し か し こ れ ま で に い く つ か の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 に つ い て 記 載
さ れ て い る に 過 ぎ な い (例 え ば 、 Muc1)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 腫 瘍 に お け る ク ロ ー デ ィ ン 18に つ い て の 示 差 的 グ リ コ シ ル 化 を 検 出 す
る こ と が 出 来 た 。 胃 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 食 道 腫 瘍 、 前 立 腺 腫 瘍 お よ び 肺 腫 瘍 は 低 レ ベ ル に て グ
リ コ シ ル 化 さ れ た 形 態 の ク ロ ー デ ィ ン 18を 有 す る 。 健 康 組 織 に お け る グ リ コ シ ル 化 は ク ロ
ー デ ィ ン 18の タ ン パ ク 質 エ ピ ト ー プ を マ ス ク し 、 こ の エ ピ ト ー プ は グ リ コ シ ル 化 の 欠 失 に
よ っ て 腫 瘍 細 胞 上 で は 被 覆 さ れ な い 。 こ れ に 対 応 し て 本 発 明 に よ る と こ れ ら ド メ イ ン に 結
合 す る リ ガ ン ド お よ び 抗 体 を 選 択 す る こ と が 出 来 る 。 本 発 明 に よ る か か る リ ガ ン ド お よ び
抗 体 は 健 康 細 胞 上 の ク ロ ー デ ィ ン 18に は 結 合 し な い 。 と い う の は 健 康 細 胞 上 で は エ ピ ト ー
プ が グ リ コ シ ル 化 に よ っ て 被 覆 さ れ て い る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 腫 瘍 関 連 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト 由 来 の タ ン パ ク 質 エ ピ ト ー プ に つ い て 上 記 し た よ う に 、
示 差 的 グ リ コ シ ル 化 を 用 い て 診 断 お よ び 治 療 目 的 で 正 常 細 胞 と 腫 瘍 細 胞 を 識 別 す る こ と が
出 来 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 を 認 識 し 、 本
発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 有 す る 細 胞 に 好 ま し く は 選 択
的 な 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 該 剤 は 細 胞 死 の 誘 導 、 細 胞 増 殖
の 低 減 、 細 胞 膜 の 障 害 ま た は サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を も た ら し 得 、 好 ま し く は 腫 瘍 阻 害 活 性
を 有 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 剤 は 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 で あ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 剤 は 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的
に 結 合 す る 抗 体 、 特 に 補 体 活 性 化 ま た は 毒 素 結 合 抗 体 で あ っ て 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結
合 す る 抗 体 で あ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 剤 は そ れ ぞ れ 選 択 的 に 、 そ の 少 な く と も １ つ
が 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 で あ る 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 を 認 識 す る ２ 以 上 の
剤 を 含 む 。 認 識 に は 直 接 に 抗 原 の 活 性 ま た は 発 現 の 阻 害 を 伴 う 必 要 は な い 。 本 発 明 の こ の
態 様 に お い て 、 腫 瘍 に 選 択 的 に 限 定 さ れ る 抗 原 は 好 ま し く は エ フ ェ ク タ ー 機 構 の こ の 特 異
的 位 置 へ の 動 員 の た め の 標 的 と し て 役 立 つ 。 好 適 な 態 様 に お い て 、 剤 は HLA分 子 上 の 抗 原
を 認 識 し 、 こ う し て 標 識 さ れ た 細 胞 を 溶 解 す る 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 で あ る 。 さ ら な る 態
様 に お い て 、 剤 は 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ り し た が っ て 自 然 ま た は 人 工
エ フ ェ ク タ ー 機 構 を 該 細 胞 に 動 員 す る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 剤 は そ の 他 の 細 胞 の 該 抗
原 を 特 異 的 に 認 識 す る エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 増 強 す る ヘ ル パ ー Tリ ン パ 球 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 活
性 を 阻 害 す る 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 好 適 な 態 様 に お い て 、 剤 は 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ
ー ド す る 核 酸 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 で あ る 。 さ ら な る 態 様 に お
い て 、 剤 は 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 剤 は 、
少 な く と も そ の １ つ が 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 で あ る 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原
の 発 現 ま た は 活 性 を そ れ ぞ れ 選 択 的 に 阻 害 す る ２ 以 上 の 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 投 与 さ れ た 際 に HLA分 子 と 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 か ら
の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ と の 複 合 体 の 量 を 選 択 的 に 増 加 さ せ る 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る
。 一 つ の 態 様 に お い て 、 剤 は １ ま た は 複 数 の 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 成 分 を 含 む ：
(i)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 、
(ii)該 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 、
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(iii)該 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 、 お よ び 、
(iv)該 腫 瘍 関 連 抗 原 か ら の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ と MHC分 子 と の 単 離 複 合 体 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 剤 は MHC分 子 と そ れ ぞ れ 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 の ペ プ チ ド エ ピ ト ー
プ と の 複 合 体 の 量 を 選 択 的 に 増 加 さ せ る ２ 以 上 の 剤 を 含 み 、 こ こ で 腫 瘍 関 連 抗 原 の 少 な く
と も １ つ は 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に １ ま た は 複 数 の 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 成 分 を 含 む 医 薬 組 成 物 に
関 す る ：
(i)本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 、
(ii)本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 、
(iii)本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 す る 抗 体 、
(iv)本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 、
(v)本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 、 お よ び
、
(vi)本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 と HLA分 子 と の 単 離 複 合 体 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 は 医 薬 組 成 物
中 に お い て 発 現 ベ ク タ ー 中 に プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ せ て 存 在 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 に 存 在 す る 宿 主 細 胞 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 分 泌 し 、
そ れ を 表 面 上 に 発 現 す る も の で も よ い し 、 さ ら に 該 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 該 部 分 に 結 合
す る HLA分 子 を 発 現 す る も の で も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 宿 主 細 胞 は HLA分 子 を 内 因 的
に 発 現 す る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 宿 主 細 胞 は HLA分 子 お よ び /ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た
は そ の 部 分 を 組 換 え に よ り 発 現 す る 。 宿 主 細 胞 は 好 ま し く は 非 増 殖 性 で あ る 。 好 適 な 態 様
に お い て 、 宿 主 細 胞 は 抗 原 提 示 細 胞 で あ り 、 特 に 、 樹 状 細 胞 、 単 球 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 に 存 在 す る 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る の が よ い 。 さ ら な る 態
様 に お い て 、 抗 体 は キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 抗 体 、 天 然 の 抗 体 ま た は 合 成 の 抗 体 の 断 片 で あ っ
て よ く 、 こ れ ら す べ て は コ ン ビ ナ ト リ ー 技 術 に よ っ て 産 生 で き る 。 抗 体 は 治 療 上 ま た は 診
断 上 有 用 な 薬 剤 と 結 合 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 に 存 在 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 6-50の 配 列 、 特 に 10-30、 15-30お よ
び 20-30の 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 連 続 ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む も の で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 直 接 ま た は 核 酸 の 発 現 を 介 し て 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 に よ っ て 提
供 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 は 細 胞 表 面 の MHC分 子 に 結 合 し 、 該 結 合 は 好 ま し く
は 細 胞 溶 解 性 応 答 の 誘 発 お よ び /ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 の 誘 導 を も た ら す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 お よ び /ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む も の で
も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト は 、 サ ポ ニ ン 、 GM-CSF、 CpGヌ ク レ オ チ ド 、 RNA、 サ イ ト カ イ ン ま た
は ケ モ カ イ ン か ら 選 択 す れ ば よ い 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 好 ま し く は 腫 瘍 関 連 抗 原 の 選 択
的 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 治 療 に 用 い ら れ る 。 好 適 な 態 様 に お
い て 、 疾 患 は 癌 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に １ ま た は 複 数 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら
れ る 疾 患 の 治 療 ま た は 診 断 方 法 に も 関 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 治 療 は 本 発 明 の 医 薬 組
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成 物 の 投 与 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は
異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 診 断 方 法 に 関 す る 。 該 方 法 は 患 者 か ら 単 離 し た 生
物 学 的 サ ン プ ル に お け る 、 以 下 の 検 出 を 含 む ：  
(i)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 の 検 出 、 お よ び /ま た は 、
(ii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 の 検 出 、 お よ び /ま た は
(iii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 対 す る 抗 体 の 検 出 、 お よ び /ま た は
(iv)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 特 異 的 な 細 胞 障 害 性 ま た は ヘ ル パ ー Tリ ン パ 球 の 検 出
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 検 出 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
(i)生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 、 該 腫 瘍 関 連 抗
原 ま た は 該 そ の 部 分 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 特 異 的 な 抗 体 あ る い は 細 胞 障 害 性 ま
た は ヘ ル パ ー Tリ ン パ 球 に 特 異 的 に 結 合 す る 剤 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
(ii)剤 と 核 酸 ま た は そ の 部 分 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 、 抗 体 あ る い は 細 胞 障 害 性 ま
た は ヘ ル パ ー Tリ ン パ 球 と の 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 工 程 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 疾 患 は ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ
て 特 徴 づ け ら れ 、 検 出 は 、 該 ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る ２
以 上 の 核 酸 の 検 出 、 ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 の 検 出 、 該 ２ 以 上 の 異 な
る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 す る ２ 以 上 の 抗 体 の 検 出 ま た は 該 ２ 以 上 の 異 な る 腫
瘍 関 連 抗 原 に 特 異 的 な ２ 以 上 の 細 胞 障 害 性 ま た は ヘ ル パ ー Tリ ン パ 球 の 検 出 を 含 む 。 さ ら
な る 態 様 に お い て 、 患 者 か ら 単 離 し た 生 物 学 的 サ ン プ ル を 対 応 す る 正 常 な 生 物 学 的 サ ン プ
ル と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は
異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 退 行 、 経 過 ま た は 発 症 を 判 定 す る 方 法 に 関 し 、 該
方 法 は 、 該 疾 患 を 有 す る か 該 疾 患 に 罹 患 し や す い 患 者 か ら の サ ン プ ル を 、 以 下 か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る １ ま た は 複 数 の パ ラ メ ー タ ー に 関 し て モ ニ タ リ ン グ す る 工 程 を 含 む ：
(i)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 の 量 、
(ii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 の 量 、
(iii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 す る 抗 体 の 量 、 お よ び
(iv)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 と MHC分 子 と の 複 合 体 に 特 異 的 な 細 胞 溶 解 性 T細 胞 ま た は
ヘ ル パ ー T細 胞 の 量 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 該 方 法 は 好 ま し く は 第 一 の サ ン プ ル の 第 一 の 時 点 お よ び さ ら な る サ ン プ ル の 第 二 の 時 点
で の パ ラ メ ー タ ー を 測 定 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 疾 患 の 経 過 が ２ つ の サ ン プ ル の 比 較 に よ
っ て 判 定 さ れ る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 疾 患 は ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は
異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ 、 モ ニ タ リ ン グ は 以 下 の モ ニ タ リ ン グ を 含 む ：
(i)該 ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ ら の 部 分 を コ ー ド す る ２ 以 上 の 核 酸 の 量 、
お よ び /ま た は
(ii)該 ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ ら の 部 分 の 量 、 お よ び /ま た は
(iii)該 ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ ら の 部 分 に 結 合 す る ２ 以 上 の 抗 体 の 量 、
お よ び /ま た は
(iv)該 ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ ら の 部 分 と MHC分 子 と の 複 合 体 に 特 異 的 な
２ 以 上 の 細 胞 溶 解 性 T細 胞 ま た は ヘ ル パ ー T細 胞 の 量 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 核 酸 ま た は そ の 部 分 の 検 出 あ る い は 核 酸 ま た は そ の 部 分 の 量 の モ ニ タ
リ ン グ は 該 核 酸 ま た は 該 そ の 部 分 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
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ブ を 用 い て 行 う こ と が 出 来 、  あ る い は 該 核 酸 ま た は 該 そ の 部 分 の 選 択 的 増 幅 に よ っ て 行
う こ と が 出 来 る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 該 核 酸 の 連 続 す る ヌ
ク レ オ チ ド の 6-50、 特 に 、 10-30、 15-30お よ び 20-30の 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 検 出 す べ き 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 は 細 胞 内 ま た は 細 胞 表 面
に 存 在 す る 。 本 発 明 に よ る と 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 の 検 出 ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 ま
た は そ の 部 分 の 量 の モ ニ タ リ ン グ は 、 該 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は 該 そ の 部 分 に 特 異 的 な 抗 体 結
合 に よ っ て 行 い う る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 検 出 す べ き 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 は MHC分 子 、 特 に HLA分
子 と の 複 合 体 中 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 抗 体 の 検 出 ま た は 抗 体 の 量 の モ ニ タ リ ン グ は 該 抗 体 に 特 異 的 な タ ン パ
ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 結 合 を 用 い て 行 い う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 抗 原 ま た は そ の 部 分 と MHC分 子 と の 複 合 体 に 特 異 的 な 細 胞 溶 解 性 T細 胞
ま た は ヘ ル パ ー T細 胞 の 検 出 あ る い は 細 胞 溶 解 性 T細 胞 ま た は ヘ ル パ ー T細 胞 の 量 の モ ニ タ
リ ン グ は 、 該 抗 原 ま た は 該 そ の 部 分 と MHC分 子 と の 複 合 体 を 提 示 す る 細 胞 を 用 い て 行 い う
る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 検 出 ま た は モ ニ タ リ ン グ に 使 用 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 抗 体 、 タ ン パ ク 質 ま
た は ペ プ チ ド あ る い は 細 胞 は 好 ま し く は 検 出 可 能 な 様 式 で 標 識 さ れ る 。 特 定 の 態 様 に お い
て 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー は 放 射 性 マ ー カ ー ま た は 酵 素 マ ー カ ー で あ る 。 さ ら に Tリ ン パ 球
は 、 そ の 増 殖 、 そ の サ イ ト カ イ ン 産 生 、 お よ び そ の MHCと 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 と
の 複 合 体 で の 特 異 的 刺 激 に よ っ て ト リ ガ ー さ れ る 細 胞 障 害 性 活 性 を 検 出 す る こ と に よ り 検
出 で き る 。 Tリ ン パ 球 は ま た １ ま た は 複 数 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 特 定 の 免 疫 原 性 断 片 を 搭 載 し
、 特 異 的 T細 胞 受 容 体 を 接 触 さ せ る こ と に よ り 特 異 的 Tリ ン パ 球 を 同 定 し う る 組 換 え MHC分
子 あ る い は ２ 以 上 の MHC分 子 の 複 合 体 を 介 し て 検 出 し う る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は
異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 治 療 、 診 断 ま た は モ ニ タ リ ン グ 方 法 に 関 し 、 該 方
法 は 、 該 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 し 、 治 療 ま た は 診 断 薬 と 複 合 化 さ れ た 抗 体 を
投 与 す る こ と を 含 む 。 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て よ い 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、
抗 体 は キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 抗 体 あ る い は 天 然 の 抗 体 の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て
特 徴 づ け ら れ る 疾 患 を 有 す る 患 者 の 治 療 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
(i)該 患 者 か ら 免 疫 反 応 性 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 取 り 出 す 工 程 、
(ii)該 サ ン プ ル と 該 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を 、 該 腫 瘍 関 連 抗 原
ま た は そ の 部 分 に 対 す る 細 胞 溶 解 性 T細 胞 の 産 生 に 好 適 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ
び 、
(iii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る 細 胞 を 溶 解 す る の に 好 適 な 量 の 細 胞 溶 解 性 T
細 胞 を 患 者 に 導 入 す る 工 程 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る 細 胞 溶 解 性 T細 胞 の T細 胞 受 容 体 の ク ロ ー ニ ン グ に も
関 す る 。 該 受 容 体 そ の 他 の T細 胞 に 移 入 し て も よ く 、 そ れ は そ れ に よ っ て 所 望 の 特 異 性 を
受 け 取 り 、 そ し て (iii)の よ う に 、 患 者 に 導 入 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 宿 主 細 胞 は HLA分 子 を 内 因 的 に 発 現 す る 。 さ ら な る 態 様 に お い て
、 宿 主 細 胞 は 組 換 え に よ り HLA分 子 お よ び /ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る
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。 宿 主 細 胞 は 好 ま し く は 非 増 殖 性 で あ る 。 好 適 な 態 様 に お い て 、 宿 主 細 胞 は 抗 原 提 示 細 胞
、 特 に 、 樹 状 細 胞 、 単 球 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け
ら れ る 疾 患 を 有 す る 患 者 の 治 療 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
(i)本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド し 、 該 疾 患 に 関 連 す る 細 胞 に よ っ て
発 現 す る 核 酸 を 同 定 す る 工 程 、
(ii)宿 主 細 胞 を 該 核 酸 ま た は そ の 部 分 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 工 程 、
(iii)該 核 酸 を 発 現 さ せ る た め に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程 (高 効 率 の
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が 達 成 さ れ た 場 合 こ れ は 必 須 で は な い )、 お よ び 、
(iv)疾 患 に 関 連 す る 患 者 の 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を 上 昇 さ せ る の に 好 適 な 量 に て 患 者 に 宿
主 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 を 導 入 す る 工 程 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 該 方 法 は さ ら に 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 提 示 す る MHC分 子 を 同 定 す る こ と も 含 み
、 こ こ で 宿 主 細 胞 は 同 定 さ れ た MHC分 子 を 発 現 し 該 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 提 示 す
る 。 免 疫 応 答 は B細 胞 応 答 ま た は T細 胞 応 答 の い ず れ で も よ い 。 さ ら に 、 T細 胞 応 答 は 腫 瘍
関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 提 示 す る 宿 主 細 胞 に 特 異 的 で あ る か 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の
部 分 を 発 現 す る 患 者 の 細 胞 に 特 異 的 で あ る 、 細 胞 溶 解 性 T細 胞 お よ び /ま た は ヘ ル パ ー T細
胞 の 産 生 を 含 む も の で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て
特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 治 療 方 法 に も 関 し 、 該 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
(i)異 常 な 量 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 患 者 か ら の 細 胞 を 同 定 す る 工 程 、
(ii)該 細 胞 の サ ン プ ル を 単 離 す る 工 程 、
(iii)該 細 胞 を 培 養 す る 工 程 、 お よ び 、
(iv)細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を ト リ ガ ー す る の に 好 適 な 量 の 該 細 胞 を 患 者 に 導 入 す る 工 程 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 ま し く は 本 発 明 に よ っ て 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 は 非 増 殖 性 で あ る か 非 増 殖 性 に さ れ た も
の で あ る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 は 特 に 癌 で あ
る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に 関 す る ：
(a)配 列 番 号 3-5か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の 核 酸 に 相 補 的 な 核 酸 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 配 列 番 号 10お よ び 12-14か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 関 す る 。 こ れ ら
配 列 は 好 ま し く は 発 現 ベ ク タ ー に お い て 別 の 遺 伝 子 に 機 能 的 に 連 結 し て い て も よ く 、 該 遺
伝 子 の 適 当 な 細 胞 で の 選 択 的 発 現 を 確 保 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 組 換 え 核 酸 分 子 、 特 に 、 DNAま た
は RNA分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 ま た は 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 組 換 え 核 酸 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞
に も 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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　 宿 主 細 胞 は HLA分 子 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む も の で も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 宿 主
細 胞 は 内 因 的 に HLA分 子 を 発 現 す る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 宿 主 細 胞 は 組 換 え に よ り HLA
分 子 お よ び /ま た は 本 発 明 の 核 酸 ま た は そ の 部 分 を 発 現 す る 。 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 は 非
増 殖 性 で あ る 。 好 適 な 態 様 に お い て 、 宿 主 細 胞 は 抗 原 提 示 細 胞 、 特 に 、 樹 状 細 胞 、 単 球 ま
た は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、
遺 伝 子 プ ロ ー ブ ま た は 「 ア ン チ セ ン ス 」 分 子 と し て 利 用 で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す
る 。 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 核 酸 ま た は そ の 部 分 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ラ イ マ ー ま た は コ ン ピ テ ン ト （ competent） サ ン プ ル の 形 態 の 核 酸 分 子 は 、 本 発 明 に
よ り 同 定 さ れ る 核 酸 に 相 同 的 な 核 酸 の 発 見 に 利 用 で き る 。 PCR増 幅 、 サ ザ ン お よ び ノ ザ ン
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 相 同 的 核 酸 の 発 見 に 用 い る こ と が 出 来 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン は 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で 行 っ て も よ く 、 よ り 好 ま し く は 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー 、 も っ と も 好 ま し く は 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 で 行 う 。 本 発 明 に よ る 「 ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と い う 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
可 能 に す る 条 件 を い う 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ
れ る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド に 関 す る ：
(a)配 列 番 号 3-5か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 、
(b)(a)の 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 、
(c)(a)ま た は (b)の 核 酸 と 縮 重 す る 核 酸 、 お よ び 、
(d)(a)、 (b)ま た は (c)の  核 酸 と 相 補 的 な 核 酸 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 適 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 配 列 番 号 10お よ び 12-14か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 に
関 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 免 疫 原 性 断
片 に 関 す る 。 該 断 片 は 好 ま し く は ヒ ト HLA受 容 体 ま た は ヒ ト 抗 体 に 結 合 す る 。 本 発 明 の 断
片 は 好 ま し く は 、 少 な く と も 6、 特 に 少 な く と も 8、 少 な く と も 10、 少 な く と も 12、 少 な く
と も 15、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30ま た は 少 な く と も 50の ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 配 列 番 号 17-19、 90-97、 100-102、 105、 106、 111-116、 12
0、 123、 124、 お よ び 135-137か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る か 含 む ペ プ チ ド 、 そ
の 一 部 ま た は 誘 導 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部
分 に 結 合 す る 剤 に 関 す る 。 好 適 な 態 様 に お い て 、 剤 は 抗 体 で あ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て
、 抗 体 は キ メ ラ 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は コ ン ビ ナ ト リ ー 技 術 に よ っ て 産 生 さ れ る 抗 体 あ る い は
抗 体 の 断 片 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 以 下 の (i)と (ii)の 複 合 体 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体
に 関 す る ：
(i)本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 、 お よ び
(ii)本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は 該 そ の 部 分 が 結 合 す る MHC分 子 、
こ こ で 該 抗 体 は (i)の み あ る い は (ii)の み に は 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て よ い 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 抗 体 は キ メ
ラ ま た は ヒ ト 化 抗 体 あ る い は 天 然 の 抗 体 の 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 特 に 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 17-19、 90-97、 100-102、 105、 106、 111-116、 120、 123、 12
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4、 お よ び 135-137か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る か そ れ を 含 む ペ プ チ ド 、 そ の 一
部 ま た は 誘 導 体 に 特 異 的 に 結 合 す る か か る 剤 、 特 に 抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 す る 本 発
明 の 剤 ま た は 本 発 明 の 抗 体 と 、 治 療 ま た は 診 断 薬 と の 結 合 体 に 関 す る 。 一 つ の 態 様 に お い
て 、 治 療 ま た は 診 断 薬 は 毒 素 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は
異 常 発 現 の 検 出 用 キ ッ ト に 関 し 、 該 キ ッ ト は 以 下 の 検 出 の た め の 剤 を 含 む ：
(i)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 、
(ii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 、
(iii)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 に 結 合 す る 抗 体 、 お よ び /ま た は
(iv)腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 と MHC分 子 と の 複 合 体 に 特 異 的 な T細 胞 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 核 酸 ま た は そ の 部 分 の 検 出 用 の 剤 は 該 核 酸 の 選 択 的 増 幅 の た め の
核 酸 分 子 で あ っ て 、 特 に 該 核 酸 の 6-50、 特 に 10-30、 15-30お よ び 20-30の 連 続 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 発 明 の 詳 細 な 説 明  
　 本 発 明 に よ る と 、 腫 瘍 細 胞 に お い て 選 択 的 ま た は 異 常 に 発 現 し 、 腫 瘍 関 連 抗 原 で あ る 遺
伝 子 が 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 こ れ ら 遺 伝 子 お よ び /ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 お よ び /ま た は そ の 誘 導 体
お よ び /ま た は 部 分 は 治 療 ア プ ロ ー チ の た め の 好 ま し い 標 的 構 造 で あ る 。 概 念 的 に は 、 該
治 療 ア プ ロ ー チ は 選 択 的 に 発 現 し た 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 産 物 の 活 性 の 阻 害 を ね ら う も の で あ る
。 こ れ は 、 該 異 常 な そ れ ぞ れ の 選 択 的 発 現 が 腫 瘍 病 原 性 に 機 能 的 に 重 要 で あ る 場 合 、 そ し
て そ の 連 結 に 対 応 す る 細 胞 の 選 択 的 傷 害 が 伴 う 場 合 に 有 用 で あ る 。 別 の 治 療 の 考 え 方 は 腫
瘍 関 連 抗 原 を 、 腫 瘍 細 胞 に 選 択 的 に 細 胞 傷 害 能 を 有 す る エ フ ェ ク タ ー 機 構 を 動 員 す る 標 識
と し て 考 え る も の で あ る 。 こ こ で 、 標 的 分 子 自 体 の 機 能 お よ び 腫 瘍 発 達 に お け る そ の 役 割
は 完 全 に 無 関 係 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 核 酸 の 「 誘 導 体 」 と は 、 １ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 置 換 、 欠 失 お よ び /
ま た は 付 加 が 該 核 酸 に 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。 さ ら に 「 誘 導 体 」 の 語 は ま た ヌ ク レ オ チ
ド 塩 基 、 糖 ま た は リ ン 酸 に お け る 核 酸 の 化 学 的 誘 導 体 化 も 含 む 。 「 誘 導 体 」 の 語 は ま た 天
然 に は な い ヌ ク レ オ チ ド お よ び ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ を 含 む 核 酸 も 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 核 酸 は 好 ま し く は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 (DNA)ま た は リ ボ 核 酸 (RNA)で あ
る 。 本 発 明 に よ る 核 酸 は ゲ ノ ム DNA、 cDNA、 mRNA、 組 換 え 産 生 お よ び 化 学 合 成 さ れ た 分 子
を 含 む 。 本 発 明 に よ る と 、 核 酸 は 一 本 鎖 で も 二 本 鎖 と し て 存 在 し て も よ く 、 直 鎖 状 で も よ
い し 共 有 結 合 に よ り 閉 環 し た 分 子 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 に よ り 記 載 さ れ る 核 酸 は 好 ま し く は 単 離 さ れ た も の で あ る 。 「 単 離 核 酸 」 の 語 は
、 本 発 明 に よ る と 、 核 酸 が 以 下 の も の で あ る こ と を 意 味 す る ：
(i)イ ン ビ ト ロ で 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に よ り 、 増 幅 さ れ た も の 、
(ii)ク ロ ー ニ ン グ に よ り 組 換 え 産 生 さ れ た も の 、
(iii)例 え ば 切 断 お よ び ゲ ル 電 気 泳 動 分 画 に よ り 精 製 さ れ た も の 、 あ る い は 、
(iv)例 え ば 化 学 合 成 に よ り 合 成 さ れ た も の 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 単 離 核 酸 は 組 換 え DNA技 術 に よ る 操 作 を 行 え る 核 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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　 核 酸 は ２ つ の 配 列 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き 、 互 い に 安 定 な 二 本 鎖 を 形 成 す る こ と が 出 来 る
場 合 、 別 の 核 酸 と 「 相 補 的 」 で あ り 、 こ こ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 好 ま し く は ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 間 の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 と す る 条 件 (ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 )下 で 行 う 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 例 え ば 、 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： Molecular C
loning: A Laboratory Manual、 J. Sambrook et al.、 Editors、 2nd Edition、 Cold Spri
ng Harbor Laboratory press、 Cold Spring Harbor、 New York、 1989ま た は Current Prot
ocols in Molecular Biology、 F． M．  Ausubel et al． 、 Editors、 John Wiley & Sons、
Inc.、 New York。 こ れ ら に よ る と 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー (3.5 x S
SC、 0.02% フ ィ コ ー ル 、 0.02% ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 0.02% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 2.5 
mM NaH 2 PO 4  (pH 7)、 0.5% SDS、 2 mM EDTA)中 で の 65℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を い
う 。 SSCは 、 0.15 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム /0.15 M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 7で あ る 。 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 DNAを ト ラ ン ス フ ァ ー し た メ ン ブ レ ン を 例 え ば 以 下 の 条 件 で 洗 浄 す る
： 2 ×  SSC中 、 室 温 、 そ の 後 、 0.1-0.5 ×  SSC/0.1 ×  SDS中 、 68℃ ま で の 温 度 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 相 補 的 な 核 酸 は 少 な く と も 40%、 特 に 、 少 な く と も 50%、 少 な く と も 60
%、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 90%、 そ し て 好 ま し く は 少 な く と も 95%、
少 な く と も 98%あ る い は 少 な く と も 99%の 、 同 一 な ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 本 発 明 に よ る と 、 単 独 で ま た は そ の 他 の 核 酸 、 特 に
異 種 核 酸 と 組 み 合 わ せ て 存 在 し て も よ い 。 好 適 な 態 様 に お い て 、 核 酸 は 、 該 核 酸 と 同 種 で
あ っ て も 異 種 で あ っ て も よ い 発 現 制 御 配 列 ま た は 調 節 配 列 と 機 能 的 に 連 結 し て い る 。 コ ー
ド 配 列 と 調 節 配 列 は 、 該 コ ー ド 配 列 の 発 現 ま た は 転 写 が 該 調 節 配 列 の 制 御 あ る い は 影 響 下
と な る よ う に 互 い に 共 有 結 合 し て い る 場 合 、 互 い に 「 機 能 的 に 」 連 結 し て い る 。 コ ー ド 配
列 が 翻 訳 さ れ て 機 能 的 タ ン パ ク 質 と な り 、 こ こ で 調 節 配 列 が 該 コ ー ド 配 列 に 機 能 的 に 連 結
し て い る 場 合 、 該 調 節 配 列 の 誘 導 の 結 果 、 該 コ ー ド 配 列 の 転 写 が 起 こ り 、 コ ー ド 配 列 に お
け る フ レ ー ム シ フ ト は 起 こ ら ず 、 所 望 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド へ と 翻 訳 さ れ 得 な い コ
ー ド 配 列 は 生 じ な い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 「 発 現 制 御 配 列 」 ま た は 「 調 節 配 列 」 の 語 は 、 本 発 明 に よ る と 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ
ン サ ー お よ び そ の 他 の 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る 制 御 要 素 を 含 む 。 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い
て 、 発 現 制 御 配 列 は 制 御 さ れ う る 。 調 節 配 列 の 正 確 な 構 造 は 種 ま た は 細 胞 型 の 関 数 と し て
変 化 し う る が 、 一 般 に そ れ ぞ れ 転 写 お よ び 翻 訳 の 開 始 に 関 与 す る 5'非 転 写 お よ び 5'非 翻 訳
配 列 、 例 え ば 、 TATAボ ッ ク ス 、 キ ャ ッ プ 配 列 、 CAAT配 列 等 を 含 む 。 よ り 具 体 的 に は 、 5'非
転 写 調 節 配 列 は 、 機 能 的 に 連 結 し た 遺 伝 子 の 転 写 制 御 の た め の プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む プ
ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 。 調 節 配 列 は ま た 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 ま た は 上 流 の ア ク チ ベ ー タ ー
配 列 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 し た が っ て 一 方 で 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 腫 瘍 関 連 抗 原 は い ず れ の 発 現 制 御 配 列 お よ び プ
ロ モ ー タ ー と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 し か し 他 方 で 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 産
物 の プ ロ モ ー タ ー は 、 本 発 明 に よ る と そ の 他 の 遺 伝 子 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 こ れ に よ っ
て こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー の 選 択 的 活 性 が 利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 核 酸 は さ ら に 宿 主 細 胞 か ら の 該 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質
ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 を 制 御 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る そ の 他 の 核 酸 と 組 み 合 わ
せ て 存 在 し て も よ い 。 本 発 明 に よ る と 、 核 酸 は コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ
ド が 宿 主 細 胞 の 細 胞 膜 に ア ン カ ー さ れ る よ う に 、 あ る い は 該 細 胞 の 特 定 の オ ル ガ ネ ラ に 区
画 化 さ れ る よ う に す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 別 の 核 酸 と 組 み 合 わ せ て 存 在 し て も よ い
。 同 様 に 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ま た は い ず れ か の 「 タ グ 」 を 表 す こ と が 出 来 る 核 酸 と の 組 み
合 わ せ も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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　 好 適 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ る 組 換 え DNA分 子 は 核 酸 、 例 え ば 本 発 明 の 腫 瘍 関 連 抗
原 を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 を 制 御 す る 適 当 な プ ロ モ ー タ ー と と も に ベ ク タ ー 中 に あ っ て も
よ い 。 も っ と も 一 般 的 な 意 味 に お い て 本 明 細 書 に お い て 用 い る 「 ベ ク タ ー 」 の 語 は 、 該 核
酸 が 、 例 え ば 、 原 核 お よ び /ま た は 真 核 細 胞 に 導 入 さ れ 、 適 当 な 場 合 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ
る の を 可 能 に す る 核 酸 の た め の あ ら ゆ る 中 間 媒 体 を 含 む 。 こ の 種 の ベ ク タ ー は 細 胞 中 で 好
ま し く は 複 製 お よ び /ま た は 発 現 さ れ る 。 中 間 媒 体 は 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ
ン 、 微 粒 子 銃 に よ る 衝 撃 、 リ ポ ソ ー ム 投 与 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム に よ る 移 入 ま た は DNAま
た は RNAウ イ ル ス を 介 し た 挿 入 に お け る 使 用 に 適 用 さ れ る 。 ベ ク タ ー に は プ ラ ス ミ ド 、 フ
ァ ー ジ ミ ド ま た は ウ イ ル ス ゲ ノ ム が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 は 宿 主 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン に 利 用 で き る 。 こ こ で 核 酸 は 組 換 え DNAと RNAの 両 方 を 意 味 す る 。 組 換 え RNAは DNAテ
ン プ レ ー ト の イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ り 調 製 で き る 。 さ ら に 、 使 用 前 に 安 定 化 配 列 、 キ ャ ッ プ
お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 に よ っ て 修 飾 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 「 宿 主 細 胞 」 の 語 は 外 来 核 酸 で 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し う
る あ ら ゆ る 細 胞 を 含 む 。 本 発 明 に よ る と 「 宿 主 細 胞 」 の 語 は 原 核 (例 え ば 、 大 腸 菌 )ま た は
真 核 細 胞 (例 え ば 、 樹 状 細 胞 、 B細 胞 、 CHO細 胞 、 COS細 胞 、 K562 細 胞 、 酵 母 細 胞 お よ び 昆
虫 細 胞 )を 含 む 。 特 に 好 ま し い の は 、 哺 乳 類 細 胞 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、
ブ タ 、 ヤ ギ 、 霊 長 類 由 来 細 胞 で あ る 。 細 胞 は 様 々 な 組 織 タ イ プ 由 来 で あ っ て よ く 、 一 次 細
胞 お よ び 細 胞 株 を 含 む 。 具 体 的 な 例 と し て は ケ ラ チ ン 生 成 細 胞 、 末 梢 血 白 血 球 、 骨 髄 幹 細
胞 お よ び 胚 幹 細 胞 が 含 ま れ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 宿 主 細 胞 は 抗 原 提 示 細 胞 、 特 に 、
樹 状 細 胞 、 単 球 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 。 核 酸 は 宿 主 細 胞 中 に 単 一 コ ピ ー ま た は ２ コ
ピ ー 以 上 の 形 態 に お い て 存 在 し 得 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 「 発 現 」 の 語 は も っ と も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 RNAの 産 生 ま た は RNAと
タ ン パ ク 質 の 産 生 を 含 む 。 そ れ は ま た 核 酸 の 部 分 的 発 現 も 含 む 。 さ ら に 、 発 現 は 一 過 的 に
行 っ て も 安 定 に 行 っ て も よ い 。 哺 乳 類 細 胞 に お け る 好 ま し い 発 現 系 は 、 pcDNA3.1お よ び pR
c/CMV(Invitrogen、 Carlsbad、 CA)を 含 み 、 こ れ ら は 選 抜 可 能 マ ー カ ー 、 例 え ば 、 G418に
耐 性 を 付 与 す る 遺 伝 子 (し た が っ て 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 株 の 選 抜 を 可 能 に
す る )お よ び サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス (CMV)の エ ン ハ ン サ ー -プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 、 HLA分 子 が 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を 提 示 す る 場 合 に お い て 、 発 現 ベ ク
タ ー は ま た 該 HLA分 子 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。 HLA分 子 を コ ー ド す る 核
酸 配 列 は 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 部 分 と 同 一 の 発 現 ベ ク タ ー に 存 在 し て
い て も よ い し 、 あ る い は 両 核 酸 は 異 な る 発 現 ベ ク タ ー に 存 在 し て い て も よ い 。 後 者 の 場 合
、 ２ つ の 発 現 ベ ク タ ー を 細 胞 に 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す れ ば よ い 。 宿 主 細 胞 が 腫 瘍 関 連 抗 原
ま た は そ の 部 分 ま た は HLA分 子 の い ず れ も 発 現 し な い 場 合 、 そ れ ら を コ ー ド す る 両 核 酸 を
細 胞 に 同 一 の 発 現 ベ ク タ ー に お い て あ る い は 異 な る 発 現 ベ ク タ ー に お い て ト ラ ン ス フ ェ ク
ト す る 。 細 胞 が 既 に HLA分 子 を 発 現 し て い る 場 合 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド
す る 核 酸 配 列 の み を 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 増 幅 の た め の キ ッ ト も 含 む 。 か か る キ
ッ ト は 、 例 え ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 増 幅 プ ラ イ マ ー の
対 を 含 む 。 プ ラ イ マ ー は 好 ま し く は 核 酸 の 6-50、 特 に 、 10-30、 15-30お よ び 20-30の 連 続
ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 含 み 、 プ ラ イ マ ー ダ イ マ ー が 形 成 さ れ な い よ う に オ ー バ ー ラ ッ プ し
な い も の で あ る 。 プ ラ イ マ ー の 一 方 は 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 一 方 の 鎖 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し 、 他 方 の プ ラ イ マ ー は 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 増 幅 を 可 能 と す る 配 置
に お い て 相 補 的 な 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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　 「 ア ン チ セ ン ス 」 分 子 ま た は 「 ア ン チ セ ン ス 」 核 酸 を 用 い て 核 酸 の 発 現 を 制 御 、 特 に 減
少 さ せ る こ と が 出 来 る 。 「 ア ン チ セ ン ス 分 子 」 ま た は 「 ア ン チ セ ン ス 核 酸 」 の 語 は 、 本 発
明 に よ る と 、 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 オ リ ゴ リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 修 飾 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
あ っ て 、 生 理 条 件 下 で 特 定 の 遺 伝 子 を 含 む DNAあ る い は 該 遺 伝 子 の mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る も の を い い 、 そ れ に よ っ て 、 該 遺 伝 子 の 転 写 お よ び /ま た は 該 mRNAの 翻 訳 が 阻 害 さ れ
る 。 本 発 明 に よ る と 、 「 ア ン チ セ ン ス 分 子 」 は そ の 通 常 の プ ロ モ ー タ ー に 関 し て 逆 方 向 に
核 酸 ま た は そ の 部 分 を 含 む コ ン ス ト ラ ク ト も 含 む 。 核 酸 ま た は そ の 部 分 の ア ン チ セ ン ス 転
写 産 物 は 酵 素 を 規 定 す る 天 然 の mRNAと 二 本 鎖 を 形 成 す る こ と が 出 来 、 し た が っ て mRNAの 蓄
積 ま た は 活 性 な 酵 素 へ の 翻 訳 を 阻 害 す る こ と が 出 来 る 。 も う 一 つ の 可 能 性 は 核 酸 の 不 活 化
の た め の リ ボ ザ イ ム の 使 用 で あ る 。 本 発 明 に よ る 好 ま し い ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 標 的 核 酸 の 6-50、 特 に 10-30、 15-30お よ び 20-30の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有
し 、 好 ま し く は 標 的 核 酸 ま た は そ の 部 分 に 完 全 に 相 補 的 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 好 適 な 態 様 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は N-末 端 ま た は 5'上 流 部 位 、 例
え ば 、 翻 訳 開 始 部 位 、 転 写 開 始 部 位 ま た は プ ロ モ ー タ ー 部 位 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 さ ら
な る 態 様 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 3'非 翻 訳 領 域 ま た は mRNAス プ ラ イ
シ ン グ 部 位 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 デ オ キ シ リ ボ
ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 組 み 合 わ せ か ら な り 、 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド の 5'末 端 と も う 一 つ の
ヌ ク レ オ チ ド の 3'末 端 が 互 い に ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 で 連 結 し て い る 。 こ れ ら オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は 常 套 方 法 に よ っ て 合 成 し て も よ い し 、 組 換 え 産 生 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 好 適 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 「 修 飾 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ
る 。 こ こ で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ の 標 的 へ の 結 合 能 力 を 阻 害 し な い で 、 様 々 に 修 飾 し
て 、 例 え ば 、 そ の 安 定 性 ま た は 治 療 効 力 を 上 昇 さ せ て も よ い 。 本 発 明 に よ る と 、 「 修 飾 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 語 は 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る ：
(i) 少 な く と も そ の ヌ ク レ オ チ ド の ２ つ が 互 い に 合 成 イ ン タ ー ヌ ク レ オ シ ド 結 合 (即 ち 、
ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 で は な い イ ン タ ー ヌ ク レ オ シ ド 結 合 )に よ り 連 結 さ れ て い る 、 お よ
び /ま た は
(ii)核 酸 に お い て 通 常 み ら れ な い 化 学 基 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 共 有 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 好 ま し い 合 成 イ ン タ ー ヌ ク レ オ シ ド 結 合 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー
ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 リ ン 酸 エ ス テ ル 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ノ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ラ ミ
ダ イ ト 、 カ ー バ メ ー ト 、 カ ー ボ ネ ー ト 、 ホ ス フ ェ ー ト ト リ エ ス テ ル 、 ア セ ト ア ミ デ ー ト 、
カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ス テ ル お よ び ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 「 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 語 は ま た 、 共 有 結 合 に よ り 修 飾 さ れ た 塩 基 お よ び /ま た
は 糖 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 「 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 例 え ば 、 3'位
の ヒ ド ロ キ シ ル 基 お よ び 5'位 の ホ ス フ ェ ー ト 基 以 外 の 低 分 子 量 有 機 基 に 共 有 結 合 し た 糖 残
基 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 2'-O-ア ル
キ ル 化 リ ボ ー ス 残 基 ま た は リ ボ ー ス 以 外 の そ の 他 の 糖 、 例 え ば ア ラ ビ ノ ー ス を 含 む も の で
も よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 に し た が っ て 記 載 さ れ る タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 単 離 さ れ
た も の で あ る 。 「 単 離 タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 単 離 ポ リ ペ プ チ ド 」 の 語 は 、 タ ン パ ク 質 ま た
は ポ リ ペ プ チ ド が 自 然 環 境 か ら 分 離 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 単 離 タ ン パ ク 質 ま た は ポ
リ ペ プ チ ド は 実 質 的 に 純 粋 な 状 態 で あ り 得 る 。 「 実 質 的 に 純 粋 な 状 態 」 と い う 語 は 、 タ ン
パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 、 自 然 あ る い は イ ン ビ ボ で そ れ ら が 結 合 し て い る そ の 他 の 物
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質 を 実 質 的 に 含 ま な い と い う こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 か か る タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 抗 体 の 産 生 お よ び 治 療 薬 と し て 免 疫
学 的 ま た は 診 断 ア ッ セ イ に お い て 利 用 で き る 。 本 発 明 に し た が っ て 記 載 さ れ る タ ン パ ク 質
お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 生 物 学 的 サ ン プ ル 、 例 え ば 組 織 ま た は 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト か ら 単 離 し
た も の で も よ い し 、 様 々 な 原 核 ま た は 真 核 発 現 系 に お い て 組 換 え 発 現 さ せ た も の で も よ い
。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド あ る い は ア ミ ノ 酸 配 列 の 「 誘 導
体 」 は 、 ア ミ ノ 酸 挿 入 バ リ ア ン ト 、 ア ミ ノ 酸 欠 失 バ リ ア ン ト お よ び /ま た は ア ミ ノ 酸 置 換
バ リ ア ン ト を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 挿 入 バ リ ア ン ト は ア ミ ノ -お よ び /ま た は カ ル ボ キ シ -末 端 融 合 を 含 み 、 ま た 、
１ ま た は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 へ の 挿 入 も 含 む 。 挿 入 を 有 す る ア ミ ノ 酸
配 列 バ リ ア ン ト の 場 合 、 １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 定 の 部 位 に 挿 入
さ れ て い る が 、 結 果 的 に 得 ら れ る 産 物 の 適 当 な ス ク リ ー ニ ン グ を 伴 う ラ ン ダ ム 挿 入 も 可 能
で あ る 。 ア ミ ノ 酸 欠 失 バ リ ア ン ト は 配 列 か ら の １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 の 欠 如 に よ っ て 特
徴 づ け ら れ る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 バ リ ア ン ト は 配 列 に お け る 少 な く と も １ 残 基 が 除 去 さ れ 、 別
の 残 基 が そ の 位 置 に 挿 入 さ れ て い る こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 好 ま し く は 修 飾 は 相 同
的 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 間 で 保 存 さ れ て い な い ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 位 置 の も の
で あ る 。 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 を 類 似 の 特 性 、 例 え ば 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 電 気 陰 性 度 、 側
鎖 の 大 き さ な ど を 有 す る 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る (保 存 的 置 換 )。 保 存 的 置 換 は 、 例 え ば 、
１ つ の ア ミ ノ 酸 の 、 置 換 す べ き ア ミ ノ 酸 と 同 じ 群 に 属 す る 以 下 に 挙 げ る 別 の ア ミ ノ 酸 に よ
る 交 換 に 関 す る :
1.小 さ い 脂 肪 族 、 非 極 性 ま た は わ ず か に 極 性 の 残 基 :Ala、 Ser、 Thr (Pro、 Gly)
2.負 に 荷 電 し た 残 基 お よ び そ の ア ミ ド :Asn、 Asp、 Glu、 Gln
3.正 に 荷 電 し た 残 基 :His、 Arg、 Lys
4.大 き い 脂 肪 族 、 非 極 性 残 基 :Met、 Leu、 Ile、 Val (Cys)
5.大 き い 芳 香 族 残 基 :Phe、 Tyr、 Trp。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 構 造 の そ の 特 定 の 部 分 に よ り 、 ３ つ の 残 基 を 括 弧 内 に 示 す 。 Glyは 側 鎖 を 有
さ な い 唯 一 の 残 基 で あ り し た が っ て 鎖 に 柔 軟 性 を 与 え る 。 Proは 鎖 を 大 幅 に 制 限 す る 珍 し
い 構 造 を 有 す る 。 Cysは ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 上 記 の ア ミ ノ 酸 バ リ ア ン ト は 公 知 の ペ プ チ ド 合 成 技 術 、 例 え ば 、 固 相 合 成 (Merrifield
、 1964)お よ び 類 似 の 方 法 ま た は 組 換 え DNA操 作 に よ っ て 容 易 に 調 製 で き る 。 あ ら か じ め 決
定 し た 位 置 に お け る 置 換 突 然 変 異 の 、 配 列 既 知 の ま た は 部 分 的 に 既 知 の DNAへ の 導 入 技 術
は 周 知 で あ り 、 例 え ば M13突 然 変 異 誘 発 が 含 ま れ る 。 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 を 有 す る タ ン
パ ク 質 の 調 製 の た め の DNA配 列 の 操 作 は 、 例 え ば Sambrook et al. (1989)に 詳 細 に 記 載 さ
れ て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 「 誘 導 体 」 は １ ま た は 複
数 の 酵 素 に 関 連 す る 分 子 の 置 換 、 欠 失 お よ び /ま た は 付 加 が 含 ま れ 、 か か る 分 子 と し て は
、 炭 水 化 物 、 脂 質 お よ び /ま た は タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る
。 「 誘 導 体 」 の 語 は 、 該 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の す べ て の 機 能 的 化 学
的 同 等 体 も 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 腫 瘍 関 連 抗 原 の 部 分 ま た は 断 片 は そ れ が 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド の 機 能
的 特 性 を 有 す る 。 か か る 機 能 的 特 性 に は 、 抗 体 と の 相 互 作 用 、 そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド ま た
は タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 、 核 酸 の 選 択 的 結 合 お よ び 酵 素 活 性 が 挙 げ ら れ る 。 特 定 の 特 性
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は HLAと 複 合 体 を 形 成 す る 能 力 で あ り 、 適 当 な 場 合 、 免 疫 応 答 が 導 か れ る 。 こ の 免 疫 応 答
は 細 胞 障 害 性 ま た は ヘ ル パ ー T細 胞 の 刺 激 に 基 づ き う る 。 本 発 明 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 部 分 ま
た は 断 片 は 好 ま し く は 腫 瘍 関 連 抗 原 の 少 な く と も 6、 特 に 少 な く と も 8、 少 な く と も 10、 少
な く と も 12、 少 な く と も 15、 少 な く と も 20、 少 な く と も 30ま た は 少 な く と も 50の 連 続 す る
ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 部 分 ま た は 断 片 は 本 発 明 に よ る と 上 記 の よ う に 少 な く
と も 腫 瘍 関 連 抗 原 お よ び /ま た は 該 腫 瘍 関 連 抗 原 の 部 分 ま た は 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 の 部
分 に 関 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 単 離 と 同 定 は ま た 、 １ ま た は 複 数 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の
発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 の 診 断 を 可 能 と す る 。 こ れ ら 方 法 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ
ー ド す る １ ま た は 複 数 の 核 酸 を 判 定 す る こ と 、 お よ び /ま た は コ ー ド さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原
お よ び /ま た は そ れ に 由 来 す る ペ プ チ ド を 判 定 す る こ と を 含 む 。 核 酸 は 常 套 方 法 に よ っ て
判 定 で き 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ま た は 標 識 化 プ ロ ー ブ に よ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 含 む 。 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ に 由 来 す る ペ プ チ ド は 、 抗 原 お よ び /ま た は ペ プ
チ ド の 認 識 に つ い て 患 者 の 抗 血 清 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 判 定 で き る 。 そ れ は
ま た 、 対 応 す る 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る 特 異 性 に つ い て 患 者 の T細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と に よ っ て も 判 定 で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 本 明 細 書 に 記 載 す る 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 の 単 離 も 可 能 に し
、 こ れ に は 抗 体 お よ び 該 腫 瘍 関 連 抗 原 の 細 胞 結 合 パ ー ト ナ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 特 定 の 態 様 は 腫 瘍 関 連 抗 原 由 来 の 「 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 」 ポ リ ペ プ
チ ド を 提 供 す る 。 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ポ リ ペ プ チ ド は 不 活 性 タ ン パ ク 質 バ リ ア ン ト で あ
り 、 細 胞 機 構 と 相 互 作 用 す る こ と に よ り 、 そ の 細 胞 機 構 と の 相 互 作 用 か ら 活 性 の タ ン パ ク
質 と と っ て か わ る か 、 あ る い は 活 性 の タ ン パ ク 質 と 競 合 す る も の で あ り 、 そ れ に よ っ て 該
活 性 の タ ン パ ク 質 の 効 果 を 低 減 さ せ る 。 例 え ば 、 リ ガ ン ド に 結 合 す る が 、 リ ガ ン ド へ の 結
合 に 応 答 し て シ グ ナ ル を 生 じ な い ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 受 容 体 は 該 リ ガ ン ド の 生 理 効 果 を
低 減 さ せ う る 。 同 様 に 、 通 常 標 的 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る が 該 標 的 タ ン パ ク 質 を リ ン 酸
化 し な い ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ な 触 媒 的 に 不 活 性 な キ ナ ー ゼ は 、 細 胞 シ グ ナ ル の 応 答 と し
て の 該 標 的 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 を 低 減 し う る 。 同 様 に 、 遺 伝 子 の 制 御 領 域 に お け る プ ロ
モ ー タ ー 部 位 に 結 合 す る が 該 遺 伝 子 の 転 写 を 上 昇 さ せ な い ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ な 転 写 因
子 は 、 転 写 を 上 昇 さ せ る こ と な く プ ロ モ ー タ ー 結 合 部 位 を 占 有 す る こ と に よ っ て 通 常 の 転
写 因 子 の 効 果 を 低 減 し う る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 細 胞 に お け る ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ な ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 結 果 、 活 性 な タ ン パ ク 質 の
機 能 が 低 下 す る 。 当 業 者 で あ れ ば タ ン パ ク 質 の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ バ リ ア ン ト を 、 例 え
ば 、 常 套 の 突 然 変 異 誘 発 方 法 そ し て バ リ ア ン ト ポ リ ペ プ チ ド の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 効 果
の 評 価 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 等 の 物 質 も 含 む 。 か か る 結 合 性 物
質 は 、 例 え ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 お よ び 腫 瘍 関 連 抗 原 と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー の 複 合 体 の 検 出 の
た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 お よ び 該 腫 瘍 関 連 抗 原 な ら び に そ の 結 合 パ ー ト
ナ ー と の 複 合 体 の 精 製 に お い て 利 用 す る こ と が 出 来 る 。 か か る 物 質 は 例 え ば か か る 抗 原 へ
の 結 合 に よ っ て 、 腫 瘍 関 連 抗 原 の 活 性 の 阻 害 に も 用 い る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 は そ れ ゆ え 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る こ と が 出 来 る 結 合 性 物 質 、 例 え ば 、
抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 含 む 。 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 み 、 こ
れ ら は 常 套 方 法 よ り 産 生 さ れ る 。
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【 ０ １ ０ ９ 】
　 か か る 抗 体 は ネ イ テ ィ ブ な お よ び /ま た は 変 性 状 態 に お け る タ ン パ ク 質 を 認 識 す る こ と
が 出 来 る (Anderson et al.、 J. Immunol. 143: 1899-1904、 1989; Gardsvoll、 J. Immuno
l. Methods 234: 107-116、 2000; Kayyem et al.、 Eur. J. Biochem. 208: 1-8、 1992; S
piller et al.、 J. Immunol. Methods 224 : 51-60、 1999)。
【 ０ １ １ ０ 】
　 標 的 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 特 異 的 抗 体 を 含 む 抗 血 清 は 様 々 な 標 準 的 方 法 で 調 製
す る こ と が 出 来 る ;例 え ば 、 “ Monoclonal Antibody: A Practical Approach”  ,Philip S
hepherd、 Christopher Dean ISBN 0-19-963722-9; “ Antibofy: A Laboratory Manual”  
, Ed Harlow、 David Lane、 ISBN: 0879693142 お よ び  “ Using Antibody: A Laboratory 
Manual: Portable Protocol NO”  , Edward Harlow、 David Lane、 Ed Harlow ISBN 08796
95447を 参 照 さ れ た い 。 し た が っ て ネ イ テ ィ ブ な 形 態 に お い て 複 雑 な 膜 タ ン パ ク 質 を 認 識
す る ア フ ィ ン （ affine） お よ び 特 異 的 抗 体 を 作 成 す る こ と も 可 能 で あ る (Azorsa et al.、
J. Immunol. Methods 229: 35-48、 1999; Anderson et al.、 J. Immunol. 143: 1899-190
4、 1989; Gardsvoll、 J. Immunol. Methods 234: 107-116、 2000)。 こ れ は 特 に 治 療 的 に
用 い ら れ る だ け で な く 多 く の 診 断 用 途 を 有 す る 抗 体 の 調 製 に 関 す る 。 こ れ に 関 し て 、 全 タ
ン パ ク 質 、 細 胞 外 部 分 配 列 、 ま た 生 理 的 に 折 り た た ま れ た 形 態 に て 標 的 分 子 を 発 現 す る 細
胞 に よ っ て 免 疫 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 古 典 的 に は ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て 調 製 さ れ る (技 術 的 詳 細
に つ い て は 以 下 を 参 照 さ れ た い : “ Monoclonal Antibody: A Practical Approach” , Phi
lip Shepherd、 Christopher Dean ISBN 0-19-963722-9; “ Antibody: A Laboratory Manu
al”  ,Ed Harlow、 David Lane ISBN: 0879693142; “ Using Antibody: A Laboratory Man
ual: Portable Protocol NO” , Edward Harlow、 David Lane、 Ed Harlow ISBN: 08796954
47)。
【 ０ １ １ ２ 】
　 抗 体 分 子 の 小 さ い 部 分 、 即 ち 、 抗 原 結 合 部 位 だ け が 、 抗 体 の そ の エ ピ ト ー プ へ の 結 合 に
関 与 し て い る こ と が 知 ら れ て い る (以 下 を 参 考 ： Clark、 W.R. (1986)、 The Experimental 
Foundations of Modern Immunology、 Wiley & Sons、 Inc.、 New York; Roitt、 I. (1991)
、 Essential Immunology、 7th Edition、 Blackwell Scientific Publications、 Oxford)
。 pFc'お よ び Fc領 域 は 、 例 え ば 、 補 体 カ ス ケ ー ド の エ フ ェ ク タ ー で あ る が 、 抗 原 結 合 に は
関 与 し て い な い 。 F(ab') 2  断 片 と 称 さ れ る pFc'領 域 が 酵 素 的 に 除 か れ た 抗 体 ま た は pFc'領
域 を 含 ま な い よ う に 産 生 さ れ た 抗 体 は 、 完 全 な 抗 体 の 両 方 の 抗 原 結 合 部 位 を 担 持 す る 。 同
様 に 、 Fab 断 片 と 称 さ れ る Fc領 域 が 酵 素 的 に 除 か れ た 抗 体 ま た は Fc領 域 を 含 ま な い よ う に
産 生 さ れ た 抗 体 は 、 イ ン タ ク ト な 抗 体 分 子 の 一 方 の 抗 原 結 合 部 位 を 担 持 す る 。 さ ら に 、 Fa
b断 片 は 共 有 結 合 し た 抗 体 の 軽 鎖 と 該 抗 体 の Fdと 称 さ れ る 重 鎖 の 部 分 か ら な る 。 Fd断 片 は
主 な 抗 体 特 異 性 の 決 定 部 分 で あ り (一 つ の Fd断 片 は 、 抗 体 の 特 異 性 を 変 化 さ せ る こ と な く 1
0ま で の 異 な る 軽 鎖 と 結 合 で き る )、 Fd断 片 は 単 離 さ れ て も 、 エ ピ ト ー プ へ の 結 合 能 を 保 持
す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 抗 体 の 抗 原 結 合 部 分 の な か に 抗 原 エ ピ ト ー プ と 直 接 相 互 作 用 す る 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)
と 抗 原 結 合 部 位 の 三 次 構 造 を 維 持 す る フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (FR)が 位 置 す る 。 IgG 免 疫 グ ロ
ブ リ ン の 重 鎖 の Fd 断 片 と 軽 鎖 の 両 方 は ４ つ の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (FR1～ FR4)を 含 み 、 こ
れ は ３ つ の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR1～ CDR3)に よ っ て 分 断 さ れ て い る 。 CDRお よ び 、 特 に 、 CDR
3領 域 そ し て 、 さ ら に 重 鎖 の CDR3領 域 が 抗 体 特 異 性 に 非 常 に 重 要 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 哺 乳 類 抗 体 の 非 -CDR領 域 は 、 元 の 抗 体 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 性 を 維 持 し た ま ま 同 じ
ま た は 異 な る 特 異 性 の 抗 体 の 同 様 の 領 域 に よ っ て 置 換 さ れ 得 る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ
に よ っ て 「 ヒ ト 化 」 抗 体 の 開 発 が 可 能 と な り 、 こ こ で 非 ヒ ト CDRが ヒ ト FRお よ び /ま た は Fc
/pFc'領 域 に 共 有 結 合 し て 機 能 性 の 抗 体 が 作 ら れ る 。
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【 ０ １ １ ５ 】
　 こ れ は い わ ゆ る 「 SLAM」 技 術 に 用 い る こ と が 出 来 、 こ こ で 全 血 か ら B細 胞 が 単 離 さ れ 、
細 胞 が 単 ク ロ ー ン 化 さ れ る 。 次 い で 、 単 一 の B細 胞 の 上 清 が そ の 抗 体 特 異 性 に 関 し て 分 析
さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 と 異 な り 、 抗 体 遺 伝 子 の 可 変 領 域 が 単 細 胞 PCRを 用 い て 増 幅
さ れ 、 好 適 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 こ の よ う に し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 供
給 が 加 速 さ れ て い る (de Wildt et al.、 J. Immunol. Methods 207: 61-67、 1997)。
【 ０ １ １ ６ 】
　 別 の 例 と し て 、 WO92/04381は ヒ ト 化 マ ウ ス RSV抗 体 の 産 生 と 使 用 を 記 載 し て お り 、 こ こ
で 少 な く と も マ ウ ス FR 領 域 の 一 部 が ヒ ト 起 源 の FR領 域 と 置 換 さ れ た 。 こ の 種 の 抗 体 、 例
え ば 、 抗 原 結 合 能 を 有 す る イ ン タ ク ト な 抗 体 の 断 片 は 「 キ メ ラ 」 抗 体 と 称 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 抗 体 の F(ab') 2 、 Fab、 Fv、 お よ び Fd断 片 な ら び に キ メ ラ 抗 体 、 こ こ で 、
Fcお よ び /ま た は FRお よ び /ま た は CDR1お よ び /ま た は CDR2お よ び /ま た は 軽 鎖 -CDR3領 域 が
相 同 の ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 配 列 に 置 換 さ れ て い る 、 キ メ ラ F(ab') 2 -断 片 抗 体 、 こ こ で FRお よ
び /ま た は CDR1お よ び /ま た は CDR2お よ び /ま た は 軽 鎖 -CDR3 領 域 が 相 同 の ヒ ト ま た は 非 ヒ
ト 配 列 で 置 換 さ れ て い る 、 キ メ ラ Fab-断 片 抗 体 、 こ こ で FRお よ び /ま た は CDR1お よ び /ま た
は CDR2お よ び /ま た は 軽 鎖 -CDR3領 域 が 相 同 の ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 配 列 で 置 換 さ れ て い る 、 そ
し て キ メ ラ Fd-断 片 抗 体 、 こ こ で FRお よ び /ま た は CDR1お よ び /ま た は CDR2領 域 が 相 同 の ヒ
ト ま た は 非 ヒ ト 配 列 で 置 換 さ れ て い る 、 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 「 一 本 鎖 」 抗 体 も 含 む
。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド も 含 む 。 こ の 種 の ポ リ ペ
プ チ ド 結 合 性 物 質 は 、 例 え ば 、 単 に 溶 液 中 に 固 定 化 形 態 で 調 製 さ れ て い る か あ る い は フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー と し て 調 製 さ れ る デ ィ ジ ェ ネ レ ー ト ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー
に よ り 提 供 さ れ 得 る 。 １ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ プ チ ド の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ
ブ ラ リ ー を 調 製 す る こ と も 同 様 に 可 能 で あ る 。 ペ プ ト イ ド お よ び 非 ペ プ チ ド 合 成 残 基 の ラ
イ ブ ラ リ ー も 調 製 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー は 本 発 明 の 結 合 性 ペ プ チ ド の 同 定 に 特 に 有 効 で あ る 。 こ れ に つ い
え 、 例 え ば 、 4か ら 約 80 ア ミ ノ 酸 残 基 長 の イ ン サ ー ト を 表 す (例 え ば 、 M13、 fd ま た は ラ
ム ダ フ ァ ー ジ を 使 用 し て )フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る 。 フ ァ ー ジ を 次 い で 腫 瘍 関 連
抗 原 に 結 合 す る イ ン サ ー ト を 担 持 す る か に つ い て 選 抜 す る 。 こ の 工 程 は ２ サ イ ク ル 以 上 繰
り 返 し て も よ く 、 腫 瘍 関 連 抗 原 へ 結 合 す る フ ァ ー ジ を 再 選 択 す る 。 繰 り 返 す こ と に よ っ て
、 特 定 の 配 列 を 有 す る フ ァ ー ジ が 濃 縮 さ れ る 。 DNA配 列 の 分 析 を 行 っ て 発 現 す る ポ リ ペ プ
チ ド の 配 列 を 同 定 し て も よ い 。 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る 配 列 の 最 も 小 さ い 直 線 状 の 部 分 を
決 定 す る と よ い 。 酵 母 の 「 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム 」 を 用 い て 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る
ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 し て も よ い 。 本 発 明 に よ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 は フ ァ ー ジ デ
ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い て 、 腫 瘍 関
連 抗 原 の ペ プ チ ド 結 合 性 パ ー ト ナ ー の 同 定 お よ び 選 択 を す る こ と が で き る 。 か か る 分 子 は
、 腫 瘍 関 連 抗 原 の 機 能 の 妨 害 お よ び そ の 他 の 当 業 者 に 知 ら れ た 目 的 の た め に 、 例 え ば 、 ス
ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 精 製 プ ロ ト コ ー ル に 用 い る こ と が 出 来 る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 上 記 の 抗 体 お よ び そ の 他 の 結 合 性 分 子 を 、 例 え ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 組 織 の 同 定
に 用 い る こ と が 出 来 る 。 抗 体 は 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 お よ び 組 織 を 示 す た め に 特 定
の 診 断 物 質 と 結 合 さ せ て も よ い 。 こ れ ら は 治 療 上 有 用 な 物 質 と 結 合 さ せ て も よ い 。 診 断 物
質 と し て は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 以 下 が 含 ま れ る ： 硫 酸 バ リ ウ ム 、 イ オ セ タ ミ ン 酸 （
iocetamic acid） 、 イ オ パ ノ 酸 、 イ ポ ダ ー ト カ ル シ ウ ム 、 ナ ト リ ウ ム ジ ア ト リ ゾ エ ー ト 、
メ グ ル ミ ン ジ ア ト リ ゾ エ ー ト 、 メ ト リ ザ ミ ド 、 チ ロ パ ノ エ ー ト ナ ト リ ウ ム お よ び 放 射 性 診
断 薬 、 例 え ば 、 陽 電 子 放 射 体 、 例 え ば 、 フ ッ 素 -18お よ び 炭 素 -11、 ガ ン マ 放 出 体 、 例 え ば
、 ヨ ウ 素 -123、 テ ク ネ チ ウ ム -99m、 ヨ ウ 素 -131お よ び イ ン ジ ウ ム -111、 核 磁 気 共 鳴 の た め

10

20

30

40

50

(27) JP 2006-516190 A 2006.6.29



の 核 種 、 例 え ば 、 フ ッ 素 お よ び ガ ド リ ニ ウ ム 。 本 発 明 に よ る と 、 「 治 療 上 有 用 な 物 質 」 と
の 語 は 所 望 に よ り １ ま た は 複 数 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 に 選 択 的 に 導 か れ る あ ら ゆ
る 治 療 用 分 子 を い い 、 例 え ば 、 抗 癌 薬 、 放 射 性 ヨ ウ 素 標 識 化 合 物 、 毒 素 、 細 胞 増 殖 抑 制 剤
ま た は 細 胞 溶 解 剤 な ど が 挙 げ ら れ る 。 抗 癌 薬 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 が 含 ま れ る ： ア ミ ノ
グ ル テ チ ミ ド 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 硫 酸 ブ レ オ マ イ シ ン 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク
ロ ラ ム ブ シ ル 、 シ ス プ ラ チ ン 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 シ タ ラ ビ ジ ン 、 ダ
カ ル バ ジ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 エ ト ポ シ
ド 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -α 、 ロ ム ス チ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 メ ト ト
レ キ サ ー ト 、 ミ ト タ ン 、 プ ロ カ ル バ ジ ン HCl、 チ オ グ ア ニ ン 、 硫 酸 ビ ン ブ ラ ス チ ン お よ び
硫 酸 ビ ン ク リ ス チ ン 。 そ の 他 の 抗 癌 剤 は 、 例 え ば 、 Goodman and Gilman、 “ The Pharmaco
logical Basis of Therapeutics” 、 8th Edition、 1990、 McGraw-Hill、 Inc.、 特 に  Chap
ter 52 (Antineoplastic Drugs (Paul Calabresi and Bruce A. Chabner)） に 記 載 さ れ て
い る 。 毒 素 は タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 ヤ マ ゴ ボ ウ 抗 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 、 コ レ ラ 毒 素 、 百 日
咳 毒 素 、 リ シ ン 、 ゲ ロ ニ ン 、 ア ブ リ ン 、 ジ フ テ リ ア 外 毒 素 ま た は シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 で
あ っ て も よ い 。 毒 素 残 基 は 、 高 エ ネ ル ギ ー 放 射 性 核 種 、 例 え ば 、 コ バ ル ト -60で あ っ て も
よ い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 に よ る と 「 患 者 」 の 語 は 、 ヒ ト 、 非 ヒ ト 霊 長 類 ま た は そ の 他 の 動 物 、 特 に 哺 乳 類
、 例 え ば 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ま た は げ っ 歯 類 、 例 え ば 、 マ
ウ ス お よ び ラ ッ ト を い う 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 患 者 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 「 疾 患 」 の 語 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 が 発 現 し て い る か 異 常 に 発 現 し て い る
あ ら ゆ る 病 的 状 態 を い う 。 「 異 常 な 発 現 」 と は 本 発 明 に よ る と 、 発 現 が 健 康 な 個 体 に お け
る 状 態 と 比 べ て 変 化 、 好 ま し く は 上 昇 し て い る こ と を い う 。 発 現 の 上 昇 は 、 少 な く と も 10
%、 特 に 少 な く と も 20%、 少 な く と も 50%ま た は 少 な く と も 100%の 上 昇 を い う 。 一 つ の 態 様
に お い て 、 腫 瘍 関 連 抗 原 は 疾 患 個 体 の 組 織 に の み 発 現 し て お り 、 健 康 な 個 体 に お け る 発 現
は 抑 制 さ れ て い る 。 か か る 疾 患 の 一 例 は 癌 で あ り 、 こ こ で 「 癌 」 の 語 は 本 発 明 に よ る と 、
白 血 病 、 精 上 皮 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 奇 形 腫 、 神 経 膠 腫 、 腎 臓 癌 、 副 腎 癌 、 甲 状 腺 癌 、 腸 癌 、
肝 臓 癌 、 結 腸 癌 、 胃 癌 、 胃 腸 癌 、 リ ン パ 節 癌 、 食 道 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 耳 鼻 喉 (ENT
)癌 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 子 宮 癌 、 卵 巣 癌 お よ び 肺 癌 な ら び に そ れ ら の 転 移 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は 組 織 サ ン プ ル お よ び /ま た は 細 胞 サ ン プ ル で あ っ
て よ く 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 様 々 な 方 法 に お け る 使 用 の た め 、 以 下 の よ う な 常 套 手 段 に よ
っ て 得 ら れ る も の で あ っ て よ い ： 組 織 診 、 例 え ば 、 パ ン チ 生 検 、 お よ び 血 液 、 気 管 支 吸 引
液 、 痰 、 尿 、 便 ま た は そ の 他 の 体 液 の 採 取 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 「 免 疫 反 応 性 細 胞 」 の 語 は 、 好 適 な 刺 激 に よ っ て 免 疫 細 胞 (例 え ば 、 B
細 胞 、 ヘ ル パ ー T細 胞 、 ま た は 細 胞 溶 解 性 T細 胞 )へ と 成 熟 し う る 細 胞 を 意 味 す る 。 免 疫 反
応 性 細 胞 は 、 CD34 +  造 血 幹 細 胞 、 未 熟 お よ び 成 熟 T細 胞 な ら び に 未 熟 お よ び 成 熟 B細 胞 を 含
む 。 腫 瘍 関 連 抗 原 を 認 識 す る 細 胞 溶 解 性 ま た は ヘ ル パ ー T細 胞 の 産 生 が 望 ま し い 場 合 は 、
免 疫 反 応 性 細 胞 を 細 胞 溶 解 性 T細 胞 お よ び ヘ ル パ ー T細 胞 の 産 生 、 分 化 お よ び /ま た は 選 択
に 好 ま し い 条 件 下 で 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ る 。 抗 原 に 曝 さ れ た 際 の T細
胞 前 駆 体 の 細 胞 溶 解 性 T細 胞 の 分 化 は 、 免 疫 系 の ク ロ ー ン 選 択 と 類 似 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 い く つ か の 治 療 方 法 は 患 者 の 免 疫 系 の 反 応 に 基 づ き 、 そ の 結 果 、 抗 原 提 示 細 胞 、 例 え ば
１ ま た は 複 数 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 提 示 す る 癌 細 胞 の 溶 解 が 導 か れ る 。 こ れ に 関 し て 、 例 え ば
、 腫 瘍 関 連 抗 原 と MHC分 子 と の 複 合 体 に 特 異 的 な 自 己 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 が 細 胞 異 常 を 有
す る 患 者 に 投 与 さ れ る 。 か か る 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 の イ ン ビ ト ロ で の 産 生 は 知 ら れ て い
る 。 T細 胞 の 分 化 方 法 の 例 は 、 WO-A-9633265に 記 載 さ れ て い る 。 一 般 に 、 細 胞 、 例 え ば 血
液 細 胞 を 含 む サ ン プ ル を 患 者 か ら 採 取 し 、 細 胞 を 、 複 合 体 を 提 示 し 、 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ
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球 (例 え ば 、 樹 状 細 胞 )の 増 殖 を 引 き 起 こ し う る 細 胞 と 接 触 さ せ る 。 標 的 細 胞 は ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た 細 胞 、 例 え ば COS細 胞 と す れ ば よ い 。 か か る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は
そ の 表 面 に 所 望 の 複 合 体 を 提 示 し 、 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 と 接 触 す る と 、 細 胞 障 害 性 Tリ ン
パ 球 の 増 殖 を 刺 激 す る 。 ク ロ ー ン 拡 張 さ れ た 自 己 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 は 次 い で 患 者 に 投
与 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 抗 原 特 異 的 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 の 選 択 の 別 の 方 法 に お い て 、 MHCク ラ ス I分 子 /ペ プ チ ド
複 合 体 の 蛍 光 発 生 テ ト ラ マ ー が 、 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 の 特 異 的 ク ロ ー ン の 検 出 に 用 い ら
れ る (Altman et al.、 Science 274:94-96、 1996; Dunbar et al.、 Curr. Biol. 8:413-41
6、 1998)。 可 溶 性 MHCク ラ ス I分 子 は β 2 ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン お よ び 該 ク ラ ス I分 子 に 結 合 す る
ペ プ チ ド 抗 原 の 存 在 下 で イ ン ビ ト ロ で 折 り た た ま れ る 。 MHC/ペ プ チ ド 複 合 体 は 精 製 さ れ 、
次 い で ビ オ チ ン 標 識 さ れ る 。 テ ト ラ マ ー が ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド -MHC複 合 体 と 標 識 化 ア ビ ジ
ン (例 え ば 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン )の 混 合 に よ り モ ル 比 4:1に て 形 成 さ れ る 。 テ ト ラ マ ー は 次
い で 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 、 例 え ば 末 梢 血 ま た は リ ン パ 節 と 接 触 さ れ る 。 テ ト ラ マ ー は ペ
プ チ ド 抗 原 /MHCク ラ ス I複 合 体 を 認 識 す る 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 に 結 合 す る 。 テ ト ラ マ ー に
結 合 し た 細 胞 は 蛍 光 制 御 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ に よ っ て ソ ー ト さ れ 、 反 応 性 細 胞 障 害 性 Tリ ン
パ 球 が 単 離 さ れ る 。 単 離 さ れ た 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 は イ ン ビ ト ロ で 増 殖 さ せ れ ば よ い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 養 子 免 疫 伝 達 と 称 さ れ る 治 療 方 法 に お い て (Greenberg、 J. Immunol. 136(5):1917、 198
6; Riddel et al.、 Science 257:238、 1992; Lynch et al.、 Eur. J. Immunol. 21:1403-
1410、 1991; Kast et al.、 Cell 59:603-614、 1989)、 所 望 の 複 合 体 を 提 示 す る 細 胞 (例 え
ば 、 樹 状 細 胞 )は 治 療 す べ き 患 者 の 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 と 混 合 さ れ 、 そ の 結 果 、 特 異 的 細
胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 が 増 殖 す る 。 増 殖 し た 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 は 特 異 的 複 合 体 を 提 示 す る
特 定 の 異 常 細 胞 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 細 胞 異 常 を 有 す る 患 者 に 投 与 さ れ る 。 細 胞 障 害 性
Tリ ン パ 球 は 次 い で 異 常 細 胞 を 溶 解 し 、 そ れ に よ っ て 所 望 の 治 療 効 果 が 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 し ば し ば 患 者 の T細 胞 レ パ ー ト リ ー の な か で 、 こ の 種 の 特 異 的 複 合 体 に 低 親 和 性 を 有 す
る T細 胞 の み が 増 殖 で き る 。 と い う の は 、 高 親 和 性 の も の は 寛 容 の 発 生 の た め に 失 わ れ て
し ま う た め で あ る 。 こ こ で 取 っ て 代 わ る の は T細 胞 受 容 体 自 体 の 移 入 で あ ろ う 。 こ の た め
に も 、 所 望 の 複 合 体 を 提 示 す る 細 胞 (例 え ば 、 樹 状 細 胞 )が 健 康 な 個 体 ま た は そ の 他 の 種 (
例 え ば 、 マ ウ ス )の 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 と 混 合 さ れ る 。 こ の 結 果 、 Tリ ン パ 球 が 特 異 的 複
合 体 と 以 前 に 接 触 し て い な い ド ナ ー 生 物 由 来 の 場 合 、 高 親 和 性 の 特 異 的 細 胞 障 害 性 Tリ ン
パ 球 の 増 殖 が 起 こ る 。 こ れ ら 増 殖 し た 特 異 的 Tリ ン パ 球 の 高 親 和 性 T細 胞 受 容 体 が ク ロ ー ニ
ン グ さ れ る 。 高 親 和 性 T細 胞 受 容 体 が 他 の 種 か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る 場 合 、 そ れ ら は
様 々 な 程 度 で ヒ ト 化 す れ ば よ い 。 か か る T細 胞 受 容 体 は 次 い で 遺 伝 子 移 入 、 例 え ば 、 レ ト
ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 に よ っ て 所 望 に よ り 患 者 の T細 胞 に 導 入 さ れ る 。 次 い で 養 子 移
入 を こ れ ら 遺 伝 的 に 変 化 し た Tリ ン パ 球 を 用 い て 行 う (Stanislawski et al.、 Nat Immunol
. 2:962-70、 2001; Kessels et al.、 Nat Immunol. 2:957-61、 2001)。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 上 記 治 療 態 様 は 、 少 な く と も い く つ か の 患 者 の 異 常 細 胞 が 腫 瘍 関 連 抗 原 と HLA分 子 と の
複 合 体 を 提 示 す る と い う 事 実 か ら 出 発 す る 。 か か る 細 胞 は そ れ 自 体 公 知 の 方 法 に よ っ て 同
定 で き る 。 複 合 体 を 提 示 す る 細 胞 が 同 定 さ れ た ら 出 来 る だ け 早 く 、 そ れ ら を 細 胞 障 害 性 T
リ ン パ 球 を 含 む 患 者 か ら の サ ン プ ル と 混 合 す る 。 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 が 複 合 体 を 提 示 す
る 細 胞 を 溶 解 す る と 、 腫 瘍 関 連 抗 原 の 存 在 が 推 定 で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 養 子 免 疫 伝 達 は 本 発 明 に よ っ て 適 用 で き る 唯 一 の 治 療 形 態 で は な い 。 細 胞 障 害 性 Tリ ン
パ 球 は そ れ 自 体 公 知 の 方 法 で イ ン ビ ボ で も 作 る こ と が 出 来 る 。 一 つ の 方 法 で は 複 合 体 を 発
現 す る 非 増 殖 性 細 胞 を 用 い る 。 こ こ で 用 い ら れ る 細 胞 は 通 常 複 合 体 を 発 現 す る 細 胞 、 例 え
ば 、 照 射 さ れ た 腫 瘍 細 胞 ま た は 複 合 体 の 提 示 に 必 要 な 一 方 ま た は 両 方 の 遺 伝 子 (即 ち 、 抗
原 ペ プ チ ド と そ れ を 提 示 す る HLA分 子 )を ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 で あ ろ う 。 様 々 な 細
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胞 型 を 利 用 で き る 。 さ ら に 、 目 的 の 遺 伝 子 の 一 方 ま た は 両 方 を 担 持 す る ベ ク タ ー を 使 用 す
る こ と も 可 能 で あ る 。 特 に 好 ま し く は ウ イ ル ス ま た は 細 菌 ベ ク タ ー で あ る 。 例 え ば 、 腫 瘍
関 連 抗 原 ま た は そ の 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 型 に お い て 該 腫 瘍 関
連 抗 原 ま た は そ の 断 片 の 発 現 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ ン サ ー 配 列 と 機 能 的 に
連 結 さ せ る と よ い 。 核 酸 は 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で も よ い 。 発 現 ベ ク タ ー は 非 修 飾 染 色
体 外 核 酸 、 プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ゲ ノ ム で あ り 得 、 そ れ に 外 来 核 酸 を 挿 入 す れ ば よ い
。 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 は レ ト ロ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 導 入 し て も よ く 、 そ れ に よ っ
て 、 核 酸 の 標 的 組 織 ま た は 標 的 細 胞 の ゲ ノ ム へ の 組 込 み が 可 能 と な る 。 か か る 系 に お い て
、 微 生 物 、 例 え ば 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 レ
ト ロ ウ イ ル ス ま た は ア デ ノ ウ イ ル ス が 目 的 の 遺 伝 子 を 担 持 し 、 事 実 上 、 宿 主 細 胞 に 「 感 染
」 す る 。 別 の 好 適 な 形 態 は 組 換 え RNAの 形 態 に お け る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 導 入 で あ り 、 こ れ は
例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 移 入 ま た は エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン に よ っ て 細 胞 に 導 入 す る と よ い
。 そ の 結 果 得 ら れ た 細 胞 は 目 的 の 複 合 体 を 提 示 し 、 自 己 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 に 認 識 さ れ
、 自 己 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 が 増 殖 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 へ の イ ン ビ ボ で の 取 り 込 み を 可 能 と す る た め の 同 様 の 効 果 は 腫 瘍 関 連 抗 原
ま た は そ の 断 片 と ア ジ ュ バ ン ト と を 混 合 す る こ と に よ り 達 成 で き る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は
そ の 断 片 は 、 タ ン パ ク 質 、 (例 え ば 、 ベ ク タ ー 内 で )DNAま た は RNAと し て 表 さ れ う る 。 腫 瘍
関 連 抗 原 は プ ロ セ シ ン グ さ れ て HLA分 子 に 対 す る ペ プ チ ド パ ー ト ナ ー が 生 ず る が 、 そ の 断
片 は さ ら な る プ ロ セ シ ン グ の 必 要 な く 提 示 さ れ う る 。 後 者 は 特 に 、 そ れ ら が HLA分 子 に 結
合 し う る 場 合 で あ る 。 完 全 な 抗 原 が イ ン ビ ボ で 樹 状 細 胞 に よ っ て プ ロ セ シ ン グ さ れ る 投 与
形 態 が 好 ま し い 。 と い う の は こ れ に よ っ て 有 効 な 免 疫 応 答 に 必 要 と さ れ る ヘ ル パ ー T細 胞
応 答 も 産 生 さ れ う る か ら で あ る (Ossendorp et al.、 Immunol Lett. 74:75-9、 2000; Osse
ndorp et al.、 J. Exp. Med. 187:693-702、 1998)。 一 般 に 、 例 え ば 皮 内 注 射 に よ っ て 患
者 に 有 効 量 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し 、 注 射 は リ ン パ 節 内 に 行
う こ と も 可 能 で あ る (Maloy et al.、 Proc Natl Acad Sci USA 98:3299-303、 2001)。 そ れ
は 樹 状 細 胞 へ の 取 り 込 み を 促 進 す る 試 薬 と 組 み 合 わ せ て 行 う こ と も 出 来 る 。 好 ま し い 腫 瘍
関 連 抗 原 は 、 多 く の 癌 患 者 の 同 種 癌 抗 血 清 ま た は T細 胞 と 反 応 す る も の を 含 む 。 し か し 特
に 興 味 深 い の は 、 自 発 的 免 疫 応 答 が 前 か ら 存 在 し な い も の に 対 す る も の で あ る 。 明 ら か に
、 腫 瘍 を 溶 解 し う る こ れ ら 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る (Keogh et al.、 J. Immu
nol. 167:787-96、 2001; Appella et al.、 Biomed Pept Proteins Nucleic Acids 1:177-
84、 1995; Wentworth et al.、 Mol Immunol. 32:603-12、 1995)。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 医 薬 組 成 物 は ま た 免 疫 化 の た め の ワ ク チ ン と し て 使 用 す る こ と も で き る 。
本 発 明 に よ る と 、 「 免 疫 化 」 ま た は 「 ワ ク チ ン 接 種 」 の 語 は 、 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 の 上
昇 ま た は 活 性 化 を 意 味 す る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 の 使 用 に よ り 癌 に
対 す る 免 疫 効 果 を 試 験 す る た め に 動 物 モ デ ル を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト 癌 細
胞 を マ ウ ス に 導 入 し て 腫 瘍 を 導 き 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る １ ま た は 複 数 の 核 酸 を 投 与
す れ ば よ い 。 癌 細 胞 に 対 す る 効 果 (例 え ば 、 腫 瘍 サ イ ズ の 減 少 )は 、 核 酸 に よ る 免 疫 化 の 有
効 性 の た め の 尺 度 と し て 測 定 す れ ば よ い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 免 疫 化 用 組 成 物 の 一 部 と し て 、 １ ま た は 複 数 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 刺 激 性 の 断 片 を
１ ま た は 複 数 の ア ジ ュ バ ン ト と と も に 投 与 し て 免 疫 応 答 を 誘 導 し 、 あ る い は 免 疫 応 答 を 上
昇 さ せ る 。 ア ジ ュ バ ン ト は 抗 原 に 組 み 込 ま れ る か 、 抗 原 と 共 に 投 与 さ れ る 物 質 で あ っ て 、
免 疫 応 答 を 増 強 さ せ る も の で あ る 。 ア ジ ュ バ ン ト は 、 抗 原 蓄 積 （ reservoir） の 提 供 (細 胞
外 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ 中 )、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 お よ び /ま た は 特 定 の リ ン パ 球 の 刺
激 に よ っ て 免 疫 応 答 を 増 強 し う る 。 ア ジ ュ バ ン ト は 公 知 で あ り 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が
以 下 を 含 む ： 一 リ ン 酸 化 脂 質 A(MPL、 SmithKline Beecham)、 サ ポ ニ ン 、 例 え ば 、 QS21 (Sm
ithKline Beecham)、 DQS21 (SmithKline Beecham; WO 96/33739)、 QS7、 QS17、 QS18お よ
び QS-L1 (So et al.、 Mol. Cell 7:178-186、 1997)、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 フ
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ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 ビ タ ミ ン E、 モ ン タ ニ ド 、 ミ ョ ウ バ ン 、 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド (Kreig et al.、 Nature 374:546-9、 1995参 照 )お よ び 生 分 解 性 油 、 例 え ば 、 ス ク ア レ ン
お よ び /ま た は ト コ フ ェ ロ ー ル か ら 調 製 さ れ る 様 々 な 油 中 水 乳 剤 。 好 ま し く は 、 ペ プ チ ド
は DQS21/MPLと の 混 合 物 と し て 投 与 す る 。 DQS21と MPLの 比 は 典 型 的 に は 約 1:10～ 10:1で あ
り 、 好 ま し く は  約 1:5～ 5:1、 特 に 約 1:1で あ る 。 ヒ ト へ の 投 与 用 の ワ ク チ ン 製 剤 は 典 型 的
に は DQS21と MPLを 約 1μ g～ 約 100μ gの 範 囲 で 含 む 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 患 者 の 免 疫 応 答 を 刺 激 す る そ の 他 の 物 質 を 投 与 し て も よ い 。 例 え ば 、 リ ン パ 球 に 対 す る
そ の 調 節 特 性 か ら サ イ ト カ イ ン を ワ ク チ ン 接 種 に 使 用 す る の が 可 能 で あ る 。 か か る サ イ ト
カ イ ン に は 、 例 え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン -12(IL-12)が 含 ま れ 、 こ れ は 、 ワ ク チ ン の 保 護 作 用
を 増 強 す る こ と が 示 さ れ て お り (Science 268:1432-1434、 1995参 照 )、 ま た GM-CSFお よ び I
L-18も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 免 疫 応 答 を 増 強 し 、 そ れ ゆ え ワ ク チ ン 接 種 に 使 用 で き る 化 合 物 が 多 数 存 在 す る 。 該 化 合
物 に は タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 形 態 で 提 供 さ れ る 共 刺 激 性 分 子 が 含 ま れ る 。 か か る 共 刺 激
性 分 子 の 例 は B7-1お よ び B7-2で あ り (そ れ ぞ れ CD80お よ び CD86)、 樹 状 細 胞 (DC)上 に 発 現 さ
れ て T細 胞 上 に 発 現 す る CD28分 子 と 相 互 作 用 す る 。 こ の 相 互 作 用 は 抗 原 /MHC/TCR-刺 激 (シ
グ ナ ル 1)T細 胞 に 対 し て 共 刺 激 (シ グ ナ ル 2)を 提 供 し 、 そ れ に よ っ て 該 T細 胞 の 増 殖 お よ び
エ フ ェ ク タ ー 機 能 が 増 強 さ れ る 。 B7は ま た T細 胞 上 の CTLA4(CD152)と も 相 互 作 用 し 、 CTLA4
 お よ び B7リ ガ ン ド に つ い て の 研 究 に よ り 、 B7-CTLA4相 互 作 用 は 抗 腫 瘍 免 疫 お よ び CTL増 殖
を 増 強 し う る こ と が 示 さ れ た (Zheng、 P. et al.、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(11):6
284-6289 (1998))。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 B7は 典 型 的 に は 腫 瘍 細 胞 で は 発 現 せ ず 、 し た が っ て T細 胞 に 対 す る 有 効 な 抗 原 提 示 細 胞 (
APC)は な い 。 B7発 現 の 誘 導 は 、 腫 瘍 細 胞 が よ り 有 効 に 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 の 増 殖 と エ フ
ェ ク タ ー 機 能 を 刺 激 す る の を 可 能 に す る 。 B7/IL-6/IL-12の 組 み 合 わ せ に よ る 共 刺 激 に よ
り 、 T細 胞 集 団 に お け る IFN-ガ ン マ お よ び Th1-サ イ ト カ イ ン プ ロ フ ィ ー ル の 誘 導 が 明 ら か
と な り 、 そ の 結 果 さ ら に T細 胞 活 性 が 増 強 さ れ る (Gajewski et al.、 J. Immunol. 154:563
7-5648 (1995))。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 の 完 全 な 活 性 化 お よ び 完 全 な エ フ ェ ク タ ー 機 能 に は 、 該 ヘ ル パ ー T
細 胞 上 の CD40リ ガ ン ド と 樹 状 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る CD40分 子 と の 相 互 作 用 を 介 す る ヘ ル
パ ー T細 胞 の 関 与 が 必 要 で あ る (Ridge et al.、 Nature 393:474 (1998)、 Bennett et al.
、 Nature 393:478 (1998)、 Schonberger et al.、 Nature 393:480 (1998))。 こ の 共 刺 激
シ グ ナ ル の メ カ ニ ズ ム は お そ ら く B7産 生 の 上 昇 と 関 係 が あ り 、 該 樹 状 細 胞 (抗 原 提 示 細 胞 )
に よ る IL-6/IL-12産 生 を 伴 う 。 し た が っ て CD40-CD40L相 互 作 用 は シ グ ナ ル 1(抗 原 /MHC-TCR
)と シ グ ナ ル 2(B7-CD28)の 相 互 作 用 を 補 充 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 樹 状 細 胞 の 刺 激 の た め の 抗 -CD40抗 体 の 使 用 は 、 腫 瘍 抗 原 に 対 す る 応 答 を 直 接 増 強 す る
と 考 え ら れ 、 こ れ は 通 常 炎 症 応 答 の 範 囲 外 で あ る か 、 あ る い は 非 専 門 抗 原 提 示 細 胞 (腫 瘍
細 胞 )に よ っ て 提 示 さ れ る も の で あ る 。 か か る 状 況 に お い て 、 ヘ ル パ ー Tお よ び B7共 刺 激 シ
グ ナ ル は 提 供 さ れ な い 。 こ の メ カ ニ ズ ム は 、 抗 原 で パ ル ス さ れ た 樹 状 細 胞 に 基 づ く 治 療 に
関 係 し て 利 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 投 与 を 提 供 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド お
よ び ペ プ チ ド は そ れ 自 体 公 知 の 方 法 で 投 与 す れ ば よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 核 酸 は エ キ
ソ ビ ボ 方 法 で 投 与 さ れ 、 即 ち 、 患 者 か ら 細 胞 を 取 り 出 し て 、 該 細 胞 の 遺 伝 子 操 作 に よ り 腫
瘍 関 連 抗 原 を 取 り 込 ま せ 、 変 化 し た 細 胞 を 患 者 に 再 導 入 す る 。 こ れ は 一 般 に 患 者 の 細 胞 へ
の 遺 伝 子 の 機 能 的 コ ピ ー の イ ン ビ ト ロ で の 導 入 お よ び 遺 伝 的 に 変 化 し た 細 胞 の 患 者 へ の 再
導 入 を 含 む 。 遺 伝 子 の 機 能 的 コ ピ ー は 調 節 要 素 の 機 能 的 制 御 下 に あ り 、 そ れ に よ っ て 遺 伝
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子 が 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 細 胞 で 発 現 す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び 形 質 導 入 方 法 は 当
業 者 に 知 ら れ て い る 。 本 発 明 は ま た 、 ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス お よ び 標 的 制 御 リ ポ ソ
ー ム を 用 い る こ と に よ る イ ン ビ ボ で の 核 酸 の 投 与 も 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 好 適 な 態 様 に お い て 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 投 与 用 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 以
下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ： ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス
、 例 え ば 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス お よ び 弱 毒 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 セ ム リ キ 森 林 熱 ウ イ ル ス 、
レ ト ロ ウ イ ル ス 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス お よ び Tyウ イ ル ス 様 粒 子 。 特 に 好 ま し い の は ア デ ノ
ウ イ ル ス お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス で あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス は 典 型 的 に は 複 製 欠 損 の も の で あ
る (即 ち 、 そ れ ら は 感 染 性 粒 子 を 産 生 で き な い )。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 に よ る と イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 細 胞 に 核 酸 を 導 入 す る た め の 様 々 な 方 法 を
利 用 で き る 。 こ の 種 の 方 法 に は 以 下 が 含 ま れ る ： 核 酸  CaPO 4 沈 殿 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
、 DEAEに よ る 核 酸 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 目 的 の 核 酸 を 担 持 す る 上 記 ウ イ ル ス に よ る ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は 感 染 、 リ ポ ソ ー ム 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン な ど 。 特 定 の 態 様 に
お い て 、 特 定 の 細 胞 に 核 酸 を 送 達 す る の が 好 ま し い 。 か か る 態 様 に お い て 、 細 胞 へ の 核 酸
の 投 与 に 用 い ら れ る 担 体 (例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は リ ポ ソ ー ム )は 結 合 標 的 制 御 分 子
を 有 し て い て も よ い 。 例 え ば 、 分 子 、 例 え ば 、 標 的 細 胞 上 の 表 面 膜 タ ン パ ク 質 ま た は 標 的
細 胞 上 の 受 容 体 の リ ガ ン ド に 特 異 的 な 抗 体 を 核 酸 担 体 に 組 み 込 む か 結 合 す れ ば よ い 。 好 ま
し い 抗 体 は 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 リ ポ ソ ー ム を 介 し た 核 酸 の 投 与
が 望 ま し い 場 合 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に 関 連 す る 表 面 膜 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質
を リ ポ ソ ー ム 製 剤 に 組 み 込 ん で 、 標 的 制 御 お よ び /ま た は 取 り 込 み を 可 能 と す れ ば よ い 。
か か る タ ン パ ク 質 に は 、 特 定 の 細 胞 型 に 特 異 的 な キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 、
取 り 込 ま れ る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、 細 胞 内 部 位 に 案 内 す る タ ン パ ク 質 等 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 は 医 薬 上 許 容 さ れ る 調 製 物 中 で 投 与 す れ ば よ い 。 か か る 調 製 物 は
通 常 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 濃 度 の 塩 、 バ ッ フ ァ ー 物 質 、 保 存 料 、 担 体 、 補 助 免 疫 増 強 物 質 、
例 え ば 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 CpGお よ び サ イ ト カ イ ン な ら び に 適 切 な 場 合 、 治 療 的 に 活 性 な そ
の 他 の 化 合 物 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 治 療 的 に 活 性 な 化 合 物 は い ず れ の 常 套 経 路 で 投 与 し て も よ く 、 か か る 経 路 に は
注 射 ま た は 注 入 に よ る も の が 含 ま れ る 。 投 与 は 例 え ば 以 下 の よ う に 行 え ば よ い ： 経 口 、 静
脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 ま た は 経 皮 。 好 ま し く は 、 抗 体 は 肺 噴 霧 剤 に よ り 治 療 的 に 投
与 す る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 好 ま し く は 、 ゆ っ く り と 静 脈 内 か ら 投 与 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 有 効 量 に て 投 与 さ れ る 。 「 有 効 量 」 と は 、 単 独 で ま た は さ ら な る 用 量
と と も に 、 所 望 の 反 応 ま た は 所 望 の 効 果 を 達 成 す る 量 を い う 。 １ ま た は 複 数 の 腫 瘍 関 連 抗
原 の 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 特 定 の 疾 患 ま た は 特 定 の 症 状 を 治 療 す る 場 合 、 所 望 の 反
応 は 疾 患 の 経 過 の 阻 害 で あ る 。 こ れ に は 疾 患 の 進 行 の 遅 延 が 含 ま れ 、 特 に 、 疾 患 の 進 行 の
妨 害 で あ る 。 疾 患 ま た は 症 状 の 治 療 に お け る 所 望 の 反 応 は 該 疾 患 ま た は 症 状 の 発 症 の 遅 延
ま た は 発 症 の 予 防 で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 の 有 効 量 は 治 療 す べ き 症 状 、 疾 患 の 重 症 度 、 患 者 の 個 々 の パ ラ メ ー タ ー
、 例 え ば 、 年 齢 、 生 理 状 態 、 身 長 お よ び 体 重 、 治 療 期 間 、 併 用 療 法 の 種 類 (存 在 す る 場 合 )
、 投 与 の 特 定 の 経 路 お よ び そ う い っ た 因 子 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 好 ま し く は 無 菌 で あ り 、 所 望 の 反 応 ま た は 所 望 の 効 果 を 達 成 す る
た め に 有 効 量 の 治 療 的 に 活 性 な 物 質 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 の 投 与 用 量 は 様 々 な パ ラ メ ー タ ー 、 例 え ば 、 投 与 タ イ プ 、 患 者 の 症 状 、
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望 ま し い 投 与 期 間 等 に 依 存 す る 。 患 者 に お け る 反 応 が 最 初 の 用 量 で 不 十 分 な 場 合 、 よ り 高
い 用 量 (あ る い は 別 の よ り 局 所 的 な 投 与 経 路 に よ り 達 成 さ れ る 有 効 に 高 い 用 量 )を 用 い れ ば
よ い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 一 般 に 、 1 ng～ 1 mg、 好 ま し く は 10 ng～ 100μ gの 用 量 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 製 剤 し 、 治 療
用 ま た は 免 疫 応 答 の 誘 導 ま た は 上 昇 の た め に 投 与 す る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 (D
NAお よ び RNA)の 投 与 が 望 ま し い 場 合 、 1 ng～ 0.1 mgの 用 量 を 製 剤 し 、 投 与 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 一 般 に 医 薬 上 許 容 さ れ る 組 成 物 中 で 医 薬 上 許 容 さ れ る 量 を 投 与
す る 。 「 医 薬 上 許 容 さ れ る 」 の 語 は 、 医 薬 組 成 物 の 活 性 成 分 の 作 用 と 相 互 作 用 し な い 非 毒
性 物 質 を い う 。 こ の 種 の 調 製 物 は 通 常 、 塩 、 バ ッ フ ァ ー 物 質 、 保 存 料 、 担 体 お よ び 適 当 な
場 合 は そ の 他 の 治 療 的 に 活 性 な 化 合 物 を 含 む 。 医 薬 中 に 使 用 す る 場 合 、 塩 は 医 薬 上 許 容 さ
れ る も の で な け れ ば な ら な い 。 し か し 、 医 薬 上 許 容 さ れ な い 塩 を 用 い て 医 薬 上 許 容 さ れ る
塩 を 調 製 し て も よ く 、 こ れ も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 こ の 種 の 薬 理 上 お よ び 医 薬 上 許 容 さ れ る
塩 と し て は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 以 下 の 酸 か ら 調 製 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る :塩 酸 、
臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 、 硝 酸 、 リ ン 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 酢 酸 、 サ リ チ ル 酸 、 ク エ ン 酸 、 ギ 酸 、 マ
ロ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 な ど 。 医 薬 上 許 容 さ れ る 塩 は ア ル カ リ 金 属 塩 ま た は ア ル カ リ 土 類 金 属 塩
、 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム 塩 、 カ リ ウ ム 塩 ま た は カ ル シ ウ ム 塩 と し て 調 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 ん で い て も よ い 。 本 発 明 に よ る と 、 「
医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 」 の 語 は 、 １ ま た は 複 数 の ヒ ト へ の 投 与 に 好 適 な 適 合 性 の 固 体 ま た
は 液 体 充 填 剤 、 希 釈 剤 ま た は カ プ セ ル 化 物 質 を い う 。 「 担 体 」 の 語 は 、 適 用 を 促 進 す る た
め に そ の 中 に 活 性 成 分 が 混 合 さ れ る 天 然 ま た は 合 成 の 有 機 ま た は 無 機 成 分 を い う 。 本 発 明
の 医 薬 組 成 物 の 成 分 は 、 通 常 、 所 望 の 医 薬 効 果 を 実 質 的 に 阻 害 す る 相 互 作 用 が 起 こ ら な い
よ う な も の で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 好 適 な バ ッ フ ァ ー 物 質 、 例 え ば 塩 中 の 酢 酸 、 塩 中 の ク エ ン 酸 、 塩
中 の ホ ウ 酸 お よ び 塩 中 の リ ン 酸 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 医 薬 組 成 物 は 適 当 で あ る 場 合 、 好 適 な 保 存 料 、 例 え ば 、 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 、 ク ロ ロ
ブ タ ノ ー ル 、 パ ラ ベ ン お よ び チ メ ロ サ ー ル を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 医 薬 組 成 物 は 通 常 均 一 な 剤 形 に お い て 提 供 さ れ 、 そ れ 自 体 公 知 の 方 法 で 調 製 で き る も の
で あ る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は カ プ セ ル 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 懸 濁 液 、 シ ロ ッ プ 、 エ リ キ
シ ル の 形 態 ま た は 例 え ば 乳 濁 液 の 形 態 で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 非 経 口 投 与 に 好 適 な 組 成 物 は 通 常 、 活 性 化 合 物 の 無 菌 の 水 性 ま た は 非 水 性 調 製 物 を 含 み
、 そ れ は 好 ま し く は レ シ ピ エ ン ト の 血 液 と 等 張 で あ る 。 許 容 さ れ る 担 体 お よ び 溶 媒 の 例 は
、 リ ン ゲ ル 液 お よ び 等 張 食 塩 水 で あ る 。 さ ら に 、 通 常 、 無 菌 の 不 揮 発 性 油 が 溶 液 ま た は 懸
濁 液 の 媒 体 と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 図 面 と 実 施 例 に よ り さ ら に 詳 細 に 説 明 す る が 、 こ れ ら は 単 に 例 示 の 目 的
で あ り 、 限 定 を 意 図 す る も の で は な い 。 詳 細 な 説 明 お よ び 実 施 例 の 記 載 に よ り 、 本 発 明 に
含 ま れ う る さ ら な る 態 様 は 当 業 者 に 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
　 図 １ は 、 結 腸 癌 組 織 診 に お け る GPR35 mRNA発 現 で あ る 。
　 DNA-無 含 有  RNA を 用 い た RT-PCR 研 究 は 、 ほ と ん ど の 結 腸 癌 組 織 診 で の GPR35 発 現 を 示
す 。 一 方 、 正 常 組 織 に お い て は 検 出 可 能 な 発 現 は な い (1 乳 房 、 2-肺 、 3-リ ン パ 節 、 4 胸
腺 、 5 結 腸 、 6-15 結 腸 癌 、 16-ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル )。
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【 ０ １ ５ ７ 】
　 図 ２ は 、 正 常 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る GUCY2C mRNA 発 現 の 定 量 的  PCR 分 析 で あ る 。
　 GUCY2C-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 22-23)を 用 い た リ ア ル タ イ ム  PCR 研 究 は 、 正 常 回
腸 、 結 腸 、 お よ び す べ て の 結 腸 癌 組 織 診 に お け る 選 択 的 mRNA 発 現 を 示 す 。 顕 著 な 量 の GUC
Y2C 転 写 産 物 が 肝 臓 に お け る 結 腸 癌 転 移 に も 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 図 ３ は 、 腫 瘍 特 異 的  GUCY2C ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト の 同 定 で あ る 。
　 正 常 結 腸 組 織 お よ び 結 腸 癌 か ら の PCR産 物 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 両 群 か ら の ク ロ ー ン を 制
限 分 析 (EcoR I)に よ っ て 確 認 し 、 配 列 決 定 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 図 ４ は 、 正 常 肺 お よ び 肺 癌 に お け る 選 択 的 SCGB3A 発 現 で あ る 。
　 遺 伝 子 特 異 的  SCGB3A2 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 37、 38)を 用 い た RT-PCR 分 析 は 、 正 常 肺 (
レ ー ン 8、 14-15)お よ び 肺 癌 組 織 診 (レ ー ン 16-24)に お い て も っ ぱ ら の cDNA 増 幅 を 示 す (1-
肝 臓 -N、 2 PBMC-N、 3 リ ン パ 節 -N、 4 胃 -N、 5 精 巣 -N、 6 乳 房 -N、 7 腎 臓 -N、 8-肺 -N、 9-
胸 腺 -N、 10-卵 巣 -N、 11 副 腎 -N、 12 脾 臓 -N、 14-15-肺 -N、 16-24-肺 癌 、 25 ネ ガ テ ィ ブ コ
ン ト ロ ー ル )。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 図 ５ は 、 胃 、 食 道 、 胃 癌 お よ び 膵 臓 癌 に お け る ク ロ ー デ ィ ン 18A2.1 発 現 で あ る 。
　 ク ロ ー デ ィ ン 18A2.1-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 39、 40)を 用 い た RT-PCR 分 析 に よ り 、
本 発 明 に よ る と 8/10の 胃 癌 組 織 診 お よ び 3/6の 膵 臓 癌 組 織 診 に お け る 顕 著 な ク ロ ー デ ィ ン 1
8A2.1 発 現 が 示 さ れ た 。 顕 著 な 発 現 は 胃 お よ び 正 常 食 道 組 織 に お い て も 検 出 さ れ た 。 こ れ
に 対 し て 、 卵 巣 お よ び 卵 巣 癌 に お い て は 発 現 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 図 ６ は 、 腎 臓 お よ び 腎 臓 細 胞 癌 に お け る SLC13A1 発 現 で あ る 。
　 SLC13A1-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 49、 50)を 用 い た RT-PCR 分 析 に よ り 、 7/8の 腎 臓 細
胞 癌 サ ン プ ル に お け る 発 現 が 示 さ れ た 。 し か し 、 正 常 組 織 に お け る 転 写 産 物 は も っ ぱ ら 腎
臓 に お い て 検 出 さ れ た (1-2-腎 臓 、 3-10-腎 臓 細 胞 癌 、 11 乳 房 、 12 肺 、 13 肝 臓 、 14 結 腸
、 15 リ ン パ 節 、 16 脾 臓 、 17 食 道 、 18 胸 腺 、 19 甲 状 腺 、 20 PBMC、 21 卵 巣 、 22 精 巣 )
。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 図 ７ は 、 結 腸 、 結 腸 癌 お よ び 胃 癌 に お け る CLCA1 発 現 で あ る 。
　 CLCA1-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 67、 68)を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 結 腸 に お け る 選
択 的 発 現 が 確 認 さ れ 、 調 べ た 結 腸 癌 (3/7)お よ び 胃 癌 サ ン プ ル (1/3)に お け る 高 い 発 現 が 示
さ れ た 。 そ の 他 の 正 常 組 織 (NT)で は 発 現 が 無 い か 、 非 常 に 弱 い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 図 ８ は 、 結 腸 お よ び 結 腸 癌 に お け る FLJ21477 発 現 で あ る 。
　 FLJ21477-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 69、 70)に よ る RT-PCR 研 究 に よ り 結 腸 に お け る 選
択 的 発 現 、 そ し て さ ら に 様 々 な レ ベ ル の 調 べ た 結 腸 癌 サ ン プ ル (7/12)に お け る 発 現 が 示 さ
れ た 。 そ の 他 の 正 常 組 織 (NT)は 発 現 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 図 ９ は 、 結 腸 お よ び 結 腸 癌 に お け る FLJ20694 発 現 で あ る 。
　 FLJ20694-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 71、 72)を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 、 結 腸 に お け
る 選 択 的 発 現 お よ び 様 々 な レ ベ ル の 調 べ た 結 腸 癌 サ ン プ ル (5/9)に お け る 発 現 が 示 さ れ た
。 そ の 他 の 正 常 組 織 (NT)は 発 現 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 図 １ ０ は 、 胃 、 肺 お よ び 肺 癌 に お け る von Ebner 発 現 で あ る 。
　 von Ebner-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 73、 74)を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 、 胃 、 肺 お
よ び (5/10)の 調 べ た 肺 癌 サ ン プ ル に お け る 選 択 的 発 現 が 示 さ れ た 。 そ の 他 の 正 常 組 織  (NT
)は 発 現 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
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　 図 １ １ は 、 胸 腺 、 肺 お よ び 肺 癌 に お け る Plunc 発 現 で あ る 。
　 Plunc-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 75、 76) を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 、 胸 腺 、 肺 お よ
び (6/10)の 調 べ た 肺 癌 サ ン プ ル に お け る 選 択 的 発 現 が 示 さ れ た 。 そ の 他 の 正 常 組 織 は 発 現
を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 図 １ ２ は 、 肺 、 肺 癌 お よ び 甲 状 腺 に お け る SLC26A9 発 現 で あ る 。
　 SLC26A9-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 77、 78)を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 、 肺 お よ び す
べ て の (13/13)調 べ た 肺 癌 サ ン プ ル に お け る 選 択 的 発 現 が 示 さ れ た 。 そ の 他 の 正 常 組 織  (N
T)は 甲 状 腺 を 除 き 、 発 現 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 図 １ ３ は 、 胃 、 卵 巣 、 肺 お よ び 肺 癌 に お け る THC1005163 発 現 で あ る 。
　 THC1005163-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 79)お よ び 非 特 異 的 オ リ ゴ  dT タ グ プ ラ イ マ ー
を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 、 胃 、 卵 巣 、 肺 お よ び (5/9)の 肺 癌 組 織 診 に お け る 発 現 が 示 さ
れ た 。 そ の 他 の 正 常 組 織 (NT)は 発 現 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 図 １ ４ は 、 腎 臓 お よ び 腎 臓 細 胞 癌 に お け る LOC134288 発 現 で あ る 。
　 LOC134288-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 80、 81)を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 、 腎 臓 お よ
び (5/8)の 調 べ た 腎 臓 細 胞 癌 組 織 診 に お け る 選 択 的 発 現 が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 図 １ ５ は 、 腎 臓 お よ び 腎 臓 細 胞 癌 に お け る THC943866 発 現 で あ る 。
　 THC943866-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 82、 83)を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 腎 臓 お よ び (
4/8)の 調 べ た 腎 臓 細 胞 癌 組 織 診 に お け る 選 択 的 発 現 が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 図 １ ６ は 、 結 腸 お よ び 結 腸 癌 に お け る FLJ21458 発 現 で あ る 。
　 FLJ21458-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 86、 87)を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 結 腸 お よ び  (
7/10)の 調 べ た 結 腸 癌 組 織 診 に お け る 選 択 的 発 現 が 示 さ れ た 。  (1-2-結 腸 、 3-肝 臓 、 4-PBM
C、 5-脾 臓 、 6 前 立 腺 、 7 腎 臓 、 8 卵 巣 、 9 皮 膚 、 10 回 腸 、 11 肺 、 12 精 巣 、 13-22 結 腸
癌 、 23-ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル )。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 図 １ ７ は 、 GPR35の 細 胞 内 局 在 で あ る 。
　 GPR35-GFP 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の GPR35の
細 胞 内 局 在 の 検 出 の た め の 免 疫 蛍 光 で あ る 。 矢 印 は 蛍 光 性  GFPの 膜 結 合 蛍 光 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 図 １ ８ は 、 GPR35の 定 量 的 発 現 で あ る 。
　 A. GPR35-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 88、 89)を 用 い た 定 量 的  RT-PCRは 、 腸 、 結 腸 腫 瘍
サ ン プ ル お よ び 腸 腫 瘍 か ら の 転 移 に お け る 選 択 的 発 現 を 示 す 。 以 下 の 正 常 組 織 を 分 析 し た
： 肝 臓 、 肺 、 リ ン パ 節 、 胃 、 脾 臓 、 副 腎 、 腎 臓 、 食 道 、 卵 巣 、 精 巣 、 胸 腺 、 皮 膚 、 乳 房 、
膵 臓 、 リ ン パ 球 、 活 性 化 リ ン パ 球 、 前 立 腺 、 甲 状 腺 、 輸 卵 管 、 子 宮 内 膜 、 小 脳 、 脳 。
B. 結 腸 腫 瘍 お よ び そ の 転 移 に お け る GPR35の 罹 患 率 。 GPR35は ケ ー ス の 90%以 上 で 腫 瘍 お よ
び 転 移 の 両 方 に 発 現 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 図 １ ９ は 、 GUCY2Cの 定 量 的 発 現 で あ る 。
　 GUCY2C-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 98、 99)に よ る 定 量 的  RT-PCRは 、 正 常 結 腸 お よ び 胃
組 織 に お け る 高 い 選 択 的 発 現 (A)お よ び 結 腸 お よ び 胃 腫 瘍 サ ン プ ル に お け る GUCY2C-特 異 的
発 現 (B)を 示 す 。 GUCY2Cは 11/12の 結 腸 癌 お よ び 7/10の 胃 癌 に お い て 検 出 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 図 ２ ０ は 、 SCGB3A2の 定 量 的 発 現 で あ る 。
　 SCGB3A2-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 103、 104)を 用 い た 定 量 的  RT-PCRは 、 肺 サ ン プ ル
お よ び 肺 腫 瘍 サ ン プ ル に お け る 選 択 的 発 現 を 示 す 。 19/20の 肺 腫 瘍 サ ン プ ル は SCGB3A2-陽
性 で あ り 、 SCGB3A2は サ ン プ ル の 50%以 上 で 少 な く と も 10倍 過 剰 発 現 し て い る 。 以 下 の 正 常
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組 織 を 分 析 し た :肝 臓 、 肺 、 リ ン パ 節 、 胃 、 脾 臓 、 副 腎 、 腎 臓 、 食 道 、 卵 巣 、 精 巣 、 胸 腺
、 皮 膚 、 乳 房 、 膵 臓 、 リ ン パ 球 、 活 性 化 リ ン パ 球 、 前 立 腺 、 甲 状 腺 、 輸 卵 管 、 子 宮 内 膜 、
小 脳 、 脳 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 図 ２ １ は 、 SCGB3A2-特 異 的 抗 体 に よ る 免 疫 蛍 光 で あ る 。
　 COS7細 胞 を SCGB3A2-GFP 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 。
　 A.ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 融 合 タ ン パ ク 質 の SCGB3A2-特 異 的 ウ サ ギ 抗 血 清 (配 列 番 号 105に
よ り 免 疫 化 )に よ る 検 出 。
　 B. GFP 蛍 光 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 融 合 タ ン パ ク 質 の 検 出 。
　 C. Aお よ び Bか ら の ２ つ の 蛍 光 の 重 ね 合 わ せ 。 黄 色 が ２ つ の 蛍 光 が 重 な り 合 っ た 点 で み
ら れ 、 し た が っ て SCGB3A2 抗 血 清 の 特 異 性 が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 図 ２ ２ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト の 模 式 図 で あ る 。
　 ２ つ の ク ロ ー デ ィ ン 18 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト  A1お よ び A2は N末 端 に お い て 異 な り 、 異
な る 可 能 性 の あ る グ リ コ シ ル 化 部 位 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 図 ２ ３ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18、 バ リ ア ン ト A1の 定 量 的 発 現 で あ る 。
　 ク ロ ー デ ィ ン -A1は 多 数 の 腫 瘍 組 織 に お い て 高 度 に 活 性 化 さ れ て い る 。 特 に 強 い 発 現 が
胃 腫 瘍 、 肺 腫 瘍 、 膵 臓 癌 お よ び 食 道 癌 に お い て み ら れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 図 ２ ４ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18、 バ リ ア ン ト  A2の 定 量 的 発 現 で あ る 。
　 バ リ ア ン ト  A2は 、 バ リ ア ン ト  A1と 同 様 に 、 多 く の 腫 瘍 に お い て 活 性 化 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 図 ２ ５ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18A2-特 異 的 抗 体 (細 胞 外 ド メ イ ン )の 使 用 で あ る 。
　 (上 )ク ロ ー デ ィ ン 18A2-陽 性 胃 癌 細 胞 (SNU-16)の ペ プ チ ド (配 列 番 号 17)に よ る 免 疫 化 に
よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 で の 染 色 。 膜 染 色 は 特 に 細 胞 /細 胞 相 互 作 用 領 域 に お い て 強 く 表 れ
る 。 A 免 疫 前 、 MeOH; B-免 疫 血 清  MeOH、 5 μ g/ml; 
　 (下 )ク ロ ー デ ィ ン 18A2-GFP-ト ラ ン ス フ ェ ク ト 293T細 胞 に お け る 共 存 分 析 に よ る 抗 体 の
特 異 性 を 示 す 。 A ク ロ ー デ ィ ン 18A2 GFP; B 抗 -ク ロ ー デ ィ ン -A2; C 重 ね 合 わ せ 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 図 ２ ６ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18A2-特 異 的 抗 体 (細 胞 外 ド メ イ ン )の 使 用 で あ る 。
　 ペ プ チ ド (配 列 番 号 113、 N 末 端 に 位 置 す る 細 胞 外 ド メ イ ン )に よ る 免 疫 化 に よ っ て 産 生
さ れ た 抗 体 に よ る ク ロ ー デ ィ ン 18A2-陽 性 胃 癌 細 胞 (SNU 16)の 膜 染 色 。
　 E-カ ド ヘ リ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 対 比 染 色 法 に 用 い た 。
　 A 抗 体 ; B 対 比 染 色 法 ; C 重 ね 合 わ せ 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 図 ２ ７ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18の C-末 端 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 の 使 用 で あ る 。
　 (左 、 上 お よ び 下 ) ペ プ チ ド  (配 列 番 号 116、 C 末 端 に 位 置 す る 細 胞 外 ド メ イ ン )に よ る
免 疫 化 に よ っ て 産 生 さ れ た 抗 体 に よ る ク ロ ー デ ィ ン 18A2-陽 性 胃 癌 細 胞 (SNU 16)の 膜 染 色
。 E-カ ド ヘ リ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 対 比 染 色 法 に 用 い た (右 、 上 、 下 )。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 図 ２ ８ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18A1-特 異 的 抗 体 の 使 用 で あ る 。
　 (上 ) ク ロ ー デ ィ ン 18A1-特 異 的  ペ プ チ ド  (配 列 番 号 115)に よ る 免 疫 化 に よ っ て 産 生 さ
れ た 抗 体 に よ る 胃 癌 細 胞 (SNU 16; ク ロ ー デ ィ ン 18A2 陽 性 )の 弱 い ～ 無 い 染 色 。
　 A-抗 -E-カ ド ヘ リ ン ; B 抗 -ク ロ ー デ ィ ン 18A1; C 重 ね 合 わ せ 。
　 (下 )ク ロ ー デ ィ ン 18A1-GFP-ト ラ ン ス フ ェ ク ト 293T細 胞 に お け る 共 存 分 析 に よ る 抗 体 の
特 異 性 を 示 す 。
　 A-GFP-ク ロ ー デ ィ ン 18A1; B-抗 -ク ロ ー デ ィ ン 18A1; C-重 ね 合 わ せ 。
【 ０ １ ８ ４ 】
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　 図 ２ ９ は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お け る ク ロ ー デ ィ ン 18A2の 検 出 で あ る 。
　 配 列 番 号 17の エ ピ ト ー プ に 対 す る ク ロ ー デ ィ ン 18A2-特 異 的 抗 体 を 用 い た 様 々 な 健 康 組
織 か ら の 可 溶 化 液 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 。 1 胃 ; 2 精 巣 ; 3 皮 膚 ; 4 乳 房 ; 
5 肝 臓 ; 6 結 腸 ; 7 肺 ; 8 腎 臓 ; 9 リ ン パ 節 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 図 ３ ０ は 、 胃 お よ び 胃 腫 瘍 か ら の サ ン プ ル で の ク ロ ー デ ィ ン 18A2 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ
ィ ン グ で あ る 。
　 胃 お よ び 胃 腫 瘍 か ら の 可 溶 化 液 を ブ ロ ッ ト し 、 配 列 番 号 17を 有 す る エ ピ ト ー プ に 対 す る
ク ロ ー デ ィ ン 18A2-特 異 的 抗 体 を 用 い て 試 験 し た 。 胃 腫 瘍 で は ク ロ ー デ ィ ン -18A2の グ リ コ
シ ル 化 形 態 が 少 な か っ た 。 胃 可 溶 化 液 の PNGase F処 理 に よ り 低 -グ リ コ シ ル 化 形 態 の 形 成
が 導 か れ る 。
　 左 : 1-胃  No #A; 2-胃  Tu #A; 3 胃  No #B; 4 胃  Tu #B
　 右 : 1-胃  No #A; 2-胃  No #B; 3-胃  No #B + PNGase F; 4-胃  Tu #C; 5 胃  Tu #D; 6 
胃  Tu #D + PNGase F
【 ０ １ ８ ６ 】
　 図 ３ １ は 、 肺 腫 瘍 に お け る ク ロ ー デ ィ ン 18の 発 現 で あ る 。
　 低 -グ リ コ シ ル 化 ク ロ ー デ ィ ン -18A2 バ リ ア ン ト を 図 ３ ０ に し た が っ て 肺 腫 瘍 に お い て
検 出 し た 。 1 胃  No; 2 胃  Tu; 3 9-肺  Tu
【 ０ １ ８ ７ 】
　 図 ３ ２ は 、 胃 腫 瘍 組 織 に お け る ク ロ ー デ ィ ン 18A2-特 異 的 抗 体 を 用 い る ク ロ ー デ ィ ン 18
の 免 疫 組 織 化 学 分 析 で あ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 図 ３ ３ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18-特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 に よ る 胃 -特 異 的  Snu16 細 胞
の 間 接 的 免 疫 蛍 光 で あ る 。
　 A. 免 疫 化 の 前 に 作 成 さ れ た 免 疫 前 血 清 に よ る 染 色 ; B.ク ロ ー デ ィ ン 18-特 異 的 血 清 に よ
る 染 色 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 図 ３ ４ は 、 SLC13A1の 定 量 的 発 現 で あ る 。
　 SLC13A1-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 121、 122)を 用 い た 定 量 的  RT-PCRに よ り 、 正 常 腎
臓 組 織 に お け る 高 い 選 択 的 発 現 (A)お よ び 腎 臓 細 胞 癌 に お け る SLC13A1-特 異 的 発 現 が 示 さ
れ る (B)。 SLC13A1転 写 は 5/8の 腎 臓 細 胞 癌 に お い て 検 出 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 図 ３ ５ は 、 SLC13A1の 細 胞 内 局 在 で あ る 。
　 SLC13A1-GFP 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る プ ラ ス ミ ド で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の SLC1
3A1の 細 胞 内 局 在 を 示 す 免 疫 蛍 光 。  SLC13A1 融 合 タ ン パ ク 質 の 膜 結 合 蛍 光 が 明 ら か に み ら
れ る (ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の ま わ り の 環 と し て )。
【 ０ １ ９ １ 】
　 図 ３ ６ は 、 CLCA1の 定 量 的 発 現 で あ る 。
　 CLCA1-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 125、 126)を 用 い た 定 量 的  RT-PCRに よ り 、 正 常 結 腸
組 織 お よ び 胃 組 織 に お け る 高 い 選 択 的 発 現 (A)お よ び 結 腸 お よ び 胃 腫 瘍 サ ン プ ル に お け る C
LCA1-特 異 的 発 現 (B)が 示 さ れ る 。 CLCA1は 6/12の 結 腸 癌 お よ び 7/10の 胃 癌 に お い て 検 出 可
能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 図 ３ ７ は 、 FLJ21477の 定 量 的 発 現 で あ る 。
　 FLJ21477-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 127、 128)を 用 い た 定 量 的  RT-PCRに よ り 、 正 常 結
腸 お よ び 胃 組 織 に お け る 高 い 選 択 的 発 現 な ら び に 胸 腺 、 食 道 お よ び 脳 に お け る 弱 い 発 現 (A
)そ し て 結 腸 腫 瘍 サ ン プ ル に お け る FLJ21477-特 異 的 発 現 (B)が 示 さ れ る 。 FLJ21477は 11/12
の 結 腸 癌 に お い て 検 出 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 図 ３ ８ は 、 FLJ20694の 定 量 的 発 現 で あ る 。
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　 FLJ20694-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 129、 130)を 用 い た 定 量 的  RT-PCRに よ り 、 正 常 結
腸 お よ び 胃 組 織 に お け る 高 い 選 択 的 発 現 (A)お よ び 結 腸 お よ び 胃 腫 瘍 サ ン プ ル に お け る FLJ
20694-特 異 的 過 剰 発 現 (B)が 示 さ れ る 。 FLJ20694は 、 11/12の 結 腸 癌 お よ び 7/10の 胃 癌 に お
い て 検 出 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 図 ３ ９ は 、 FLJ21458の 定 量 的 発 現 で あ る 。
　 FLJ21458-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 133、 134)を 用 い た 定 量 的  RT-PCRに よ り 、 精 巣 、
胃 お よ び 腸 組 織 に お け る 選 択 的 発 現 が 示 さ れ る 。 さ ら に 、 FLJ21458-特 異 的 転 写 産 物 が 20/
20の 結 腸 腫 瘍 お よ び 7/11の 結 腸 転 移 に お い て 検 出 可 能 で あ っ た 。 以 下 の 正 常 組 織 を 分 析 し
た : 肝 臓 、 肺 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、 副 腎 、 腎 臓 、 食 道 、 卵 巣 、 精 巣 、 胸 腺 、 皮 膚 、 乳 房 、 膵
臓 、 リ ン パ 球 、 活 性 化 リ ン パ 球 、 前 立 腺 、 甲 状 腺 、 輸 卵 管 、 子 宮 内 膜 、 小 脳 、 脳 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 図 ４ ０ は 、 FLJ21458-特 異 的 抗 体 に よ る 免 疫 蛍 光 で あ る 。
　 (上 )293細 胞 を FLJ21458-GFP 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。
　 A: ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 融 合 タ ン パ ク 質 の FLJ21458-特 異 的 ウ サ ギ 抗 血 清 (配 列 番 号 136
で の 免 疫 化 )に よ る 検 出 。
　 B:ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 融 合 タ ン パ ク 質 の GFP 蛍 光 に よ る 検 出 。
　 C: Aと Bか ら の ２ つ の 蛍 光 の 重 ね 合 わ せ 。
　 黄 色 が ２ つ の 蛍 光 が 重 な る 点 に お い て 生 じ 、 し た が っ て FLJ21458 抗 血 清 の 特 異 性 が 示
さ れ る 。
　 (下 ) 内 因 的 に FLJ21458を 合 成 す る Snu16 細 胞 の 分 析 。
　 A: FLJ21458-特 異 的 ウ サ ギ 抗 血 清 (配 列 番 号 136に よ る 免 疫 化 )を 用 い た タ ン パ ク 質 検 出
。
　 B: 膜 タ ン パ ク 質  E-カ ド ヘ リ ン の 検 出 。
　 C: Aと Bか ら の ２ つ の 蛍 光 の 重 ね 合 わ せ 。
　 黄 色 が ２ つ の 蛍 光 が 重 な る 点 に お い て 生 じ 、 FLJ21458の 膜 局 在 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 図 ４ １ は 、 配 列 で あ る 。
　 参 照 さ れ る 配 列 が こ こ で 作 ら れ 、 示 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ９ ７ 】
　 材 料 お よ び 方 法
　 「 イ ン シ リ コ 」 、 「 電 子 工 学 」 お よ び 「 ネ ッ ト ワ ー ク 上 ク ロ ー ニ ン グ 」 の 語 は 、 デ ー タ
ベ ー ス に 基 づ く 方 法 の 使 用 を 意 味 し 、 こ れ は ま た 研 究 室 で の 実 験 方 法 を シ ュ ミ レ ー シ ョ ン
す る の に も 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 特 に 断 り の な い 限 り 、 そ の 他 の す べ て の 用 語 お よ び 表 現 は 当 業 者 に 理 解 さ れ る よ う に 用
い ら れ る 。 言 及 す る 技 術 お よ び 方 法 は そ れ 自 体 公 知 の 方 法 で 行 い 、 例 え ば 、 以 下 に 記 載 さ
れ て い る 。 Sambrook et al.、 Molecular Cloning: A Laboratory Manual、 2nd Edition (
1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 N.Y。 キ ッ ト お よ び
試 薬 の 使 用 を 含 む す べ て の 方 法 は 、 製 造 業 者 の 指 示 に し た が っ て 行 わ れ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 新 規 な 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 の 決 定 の た め の デ ー タ マ イ ニ ン グ に 基 づ く 戦 略
　 ２ つ の イ ン シ リ コ 戦 略 、 即 ち 、 GenBankキ ー ワ ー ド 検 索 お よ び cDNAxProfilerを 組 み 合 わ
せ た 。 NCBI ENTREZ Search and Retrieval System (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entre
z)を 用 い て 、 GenBank検 索 を 行 い 、 特 異 的 組 織 に お い て 特 異 的 に 発 現 す る も の と し て 解 釈
さ れ る 候 補 遺 伝 子 を 検 索 し た (Wheeler et al.、 Nucleic Acids Research 28:10-14、 2000
)。
【 ０ ２ ０ ０ 】
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　 キ ー ワ ー ド 、 例 え ば 「 結 腸 -特 異 的 遺 伝 子 」 、 「 胃 -特 異 的 遺 伝 子 」 ま た は 「 腎 臓 -特 異
的 遺 伝 子 」 、 に つ い て 検 索 を 行 い 、 候 補 遺 伝 子 (GOI、 目 的 の 遺 伝 子 )を デ ー タ ベ ー ス か ら
抽 出 し た 。 生 物 に つ い て 「 ヒ ト 」 、 分 子 タ イ プ に つ い て 「 mRNA」 と 制 限 す る こ と に よ っ て
こ れ ら デ ー タ ベ ー ス の す べ て の 情 報 の 一 部 に 制 限 し て 検 索 し た 。 見 い だ さ れ た GOIの リ ス
ト を 同 じ 配 列 に つ い て の 違 う 名 前 を 決 定 し て 検 証 お よ び 修 正 し 、 か か る 重 複 を 排 除 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 キ ー ワ ー ド 検 索 に よ っ て 得 ら れ た す べ て の 候 補 遺 伝 子 を 次 に そ の 組 織 分 布 に 関 し て 「 電
子 工 学 ノ ザ ン (eNorthen)」 方 法 に よ っ て 調 べ た 。 eNorthernは 、 GOI配 列 と EST (expressed
 sequence tag)デ ー タ ベ ー ス  (Adams et al.、 Science 252:1651、 1991) (http://www.nc
bi.nlm.nih.gov/BLAST)と の ア ラ イ ン メ ン ト に 基 づ く 。 挿 入 さ れ た GOIに 相 同 的 で あ る こ と
が 見 い だ さ れ た 各 ESTの 組 織 起 源 を 決 定 す る こ と が 出 来 、 そ の よ う に し て す べ て の ESTの 和
か ら 、 GOIの 組 織 分 布 の 予 備 的 評 価 が 得 ら れ る 。 非 器 官 特 異 的 正 常 組 織 か ら の ESTと 相 同 性
の 無 い GOIに つ い て の み さ ら な る 研 究 を 行 っ た 。 こ の 評 価 で は 、 共 有 財 産 が 間 違 っ て 解 釈
さ れ た cDNA ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む と い う こ と も 考 慮 し た (Scheurle et al.、 Cancer Res. 6
0:4037-4043、 2000) (www.fau.edu/cmbb/publications/
cancergenes6.htm)。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 使 用 し た 第 二 の デ ー タ マ イ ニ ン グ 方 法 は NCBI Cancer Genome Anatomy Project の cDNA 
xProfilerで あ っ た (http://cgap.nci.nih.gov/Tissues/xProfiler) (Hillier et al.、 Ge
nome Research 6:807-828、 1996; Pennisi、 Science 276:1023-1024、 1997)。 こ れ に よ っ
て デ ー タ ベ ー ス に 寄 託 さ れ た ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム の プ ー ル を 論 理 演 算 子 に よ っ て 互 い に
関 連 づ け る こ と が 可 能 と な る 。 本 発 明 者 ら は 混 合 ラ イ ブ ラ リ ー を 除 き 、 例 え ば 結 腸 か ら 調
製 さ れ た す べ て の 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー が 割 り 当 て ら れ た プ ー ル Aを 規 定 し た 。 結 腸 以 外 の 正
常 組 織 か ら 調 製 さ れ た す べ て の cDNAラ イ ブ ラ リ ー を プ ー ル Bに 割 り 当 て た 。 一 般 に 、 す べ
て の cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 基 礎 と な る 調 製 方 法 と は 独 立 に 使 用 し 、 た だ し サ イ ズ > 1000の も
の だ け を 許 容 し た 。 プ ー ル Bを デ ジ タ ル 処 理 で BUT NOT演 算 子 に よ っ て プ ー ル Aか ら 差 し 引
い た 。 こ の よ う に し て 見 い だ さ れ た GOIの セ ッ ト を ま た eNorthern研 究 に 供 し 、 文 献 調 査 に
よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 こ の 組 み 合 わ せ デ ー タ マ イ ニ ン グ は 全 部 で 公 共 財 産 に お け る 約  13 000の 全 長 遺 伝 子 を
含 み 、 器 官 -特 異 的 発 現 を 示 す 可 能 性 の あ る 遺 伝 子 を 予 測 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 す べ て の そ の 他 の 遺 伝 子 は ま ず 特 異 的  RT-PCRに よ っ て 正 常 組 織 に お い て 評 価 し た 。 非
器 官 特 異 的 正 常 組 織 に お い て 発 現 し て い る こ と が 判 明 し た す べ て の GOIは 偽 陽 性 と 見 な す
必 要 が あ り 、 さ ら な る 研 究 か ら 除 外 し た 。 残 り の GOIを 様 々 な 腫 瘍 組 織 の 大 き な パ ネ ル に
お い て 研 究 し た 。 以 下 に 示 す 抗 原 は 、 腫 瘍 細 胞 に お い て 活 性 化 さ れ て い る こ と が 判 明 し た
。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 RNA 抽 出 、 ポ リ -d(T)プ ラ イ ム ド cDNAの 調 製 お よ び 常 套 の RT-PCR 分 析
　 ト ー タ ル RNAを カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 と し て グ ア ニ ジ ウ ム イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト を 用 い る こ と
に よ り ネ イ テ ィ ブ な 組 織 材 料 か ら 抽 出 し た (Chomczynski & Sacchi、 Anal. Biochem. 162:
156-9、 1987)。 酸 性 フ ェ ノ ー ル に よ る 抽 出 お よ び イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 沈 降 の 後 、 該 RNA を DE
PC-処 理 水 に 溶 解 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 2-4 μ gの ト ー タ ル RNAか ら の 第 一 鎖  cDNA合 成 を Superscript II (Invitrogen)に よ っ て
製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 20μ lの 反 応 混 合 物 中 に お い て 行 っ た 。 用 い た プ ラ イ マ ー は dT(18
) オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ た 。 cDNAの 完 全 性 と 質 を 30サ イ ク ル の PCRに お い て p53の 増 幅
に よ っ て 確 認 し た (セ ン ス  CGTGAGCGCTTCGAGATGTTCCG、 ア ン チ セ ン ス  CCTAACCAGCTGCCCAAC
TGTAG、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 67℃ )。
【 ０ ２ ０ ７ 】
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　 第 一 鎖  cDNAの 記 録 を 多 数 の 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 集 団 か ら 調 製 し た 。 発 現 研 究 の た め に
、 0.5μ lの こ れ ら cDNAを 30μ lの 反 応 混 合 物 に お い て 増 幅 し た 。 こ れ に は GOI-特 異 的 プ ラ
イ マ ー (以 下 参 照 )お よ び 1 Uの HotStarTaq DNA ポ リ メ ラ ー ゼ (Qiagen)を 用 い た 。 各 反 応 混
合 物 は 、 0.3 mM dNTP、 0.3μ M 各 プ ラ イ マ ー お よ び 3μ l 10 ×  反 応 バ ッ フ ァ ー を 含 む も
の で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 プ ラ イ マ ー は ２ つ の 異 な る エ キ ソ ン 中 に 位 置 す る よ う に 選 択 し 、 偽 陽 性 結 果 を 導 く 汚 染
ゲ ノ ム DNAに よ る 妨 害 の 排 除 を 、 非 逆 転 写 DNAを テ ン プ レ ー ト と し て 試 験 す る こ と に よ っ て
確 認 し た 。 HotStarTaq DNA ポ リ メ ラ ー ゼ 活 性 化 の た め の 95℃ 、 15分 の 後 、 35 サ イ ク ル の
PCRを 行 っ た (1分 94℃ 、 1分 、 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 、 2分 72℃ お よ び 最 終 伸
長  72℃ 6分 )。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 20μ lの こ の 反 応 を 分 画 し 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 析 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 示 す ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 に お け る 対 応 す る 抗 原 の 発 現 分 析 に 以 下 の プ ラ イ マ ー
を 用 い た 。
【 ０ ２ １ １ 】
GPR35 (65℃ )
セ ン ス :5'-AGGTACATGAGCATCAGCCTG-3'
ア ン チ セ ン ス : 5'-GCAGCAGTTGGCATCTGAGAG-3'
GUCY2C (62℃ )
セ ン ス : 5´ -GCAATAGACATTGCCAAGATG-3´
ア ン チ セ ン ス : 5´ -AACGCTGTTGATTCTCCACAG-3´
SCGB3A2 (66℃ )
セ ン ス : 5´ -CAGCCTTTGTAGTTACTCTGC-3´
ア ン チ セ ン ス : 5´ -TGTCACACCAAGTGTGATAGC-3´
ク ロ ー デ ィ ン 18A2 (68℃ )
セ ン ス 1: 5´ -GGTTCGTGGTTTCACTGATTGGGATTGC-3´
ア ン チ セ ン ス 1: 5´ -CGGCTTTGTAGTTGGTTTCTTCTGGTG-3´
セ ン ス 2: 5´ - TGTTTTCAACTACCAGGGGC-3´  
ア ン チ セ ン ス 2: 5´ - TGTTGGCTTTGGCAGAGTCC-3´
ク ロ ー デ ィ ン 18A1 (64℃ )
セ ン ス : 5´ -GAGGCAGAGTTCAGGCTTCACCGA-3´
ア ン チ セ ン ス : 5´ - TGTTGGCTTTGGCAGAGTCC-3´
SLC13A1 (64℃ )
セ ン ス : 5´ CAGATGGTTGTGAGGAGTCTG-3´
ア ン チ セ ン ス : 5´ -CCAGCTTTAACCATGTCAATG-3´
CLCA1 (62℃ )
セ ン ス : 5´ -ACACGAATGGTAGATACAGTG-3´
ア ン チ セ ン ス : 5´ ATACTTGTGAGCTGTTCCATG-3´
FLJ21477 (68℃ )
セ ン ス : 5´ - ACTGTTACCTTGCATGGACTG-3´
ア ン チ セ ン ス : 5´ - CAATGAGAACACATGGACATG-3´
FLJ20694 (64℃ )
セ ン ス : 5´ - CCATGAAAGCTCCATGTCTA-3´
ア ン チ セ ン ス : 5´ - AGAGATGGCACATATTCTGTC
Ebner (70℃ )
セ ン ス : 5´ -ATCGGCTGAAGTCAAGCATCG-3´
ア ン チ セ ン ス : 5´ -TGGTCAGTGAGGACTCAGCTG-3´
Plunc (55℃ )
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セ ン ス : 5´ -TTTCTCTGCTTGATGCACTTG-3´
ア ン チ セ ン ス : 5´ -GTGAGCACTGGGAAGCAGCTC-3´
SLC26A9 (67℃ )
セ ン ス : 5'-GGCAAATGCTAGAGACGTGA-3´
ア ン チ セ ン ス 5'-AGGTGTCCTTCAGCTGCCAAG-3´
THC1005163 (60℃ )
セ ン ス : 5´ - GTTAAGTGCTCTCTGGATTTG-3´
LOC134288 (64℃ )
セ ン ス : 5´ -ATCCTGATTGCTGTGTGCAAG-3´
ア ン チ セ ン ス : 5´ -CTCTTCTAGCTGGTCAACATC-3´
THC943866 (59℃ )
セ ン ス : 5´ -CCAGCAACAACTTACGTGGTC-3´
ア ン チ セ ン ス : 5´ -CCTTTATTCACCCAATCACTC-3´
FLJ21458 (62℃ )
セ ン ス : 5´ -ATTCATGGTTCCAGCAGGGAC-3´
ア ン チ セ ン ス : 5´ -GGGAGACAAAGTCACGTACTC-3´ 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー -プ ラ イ ム 化  cDNAの 調 製 お よ び 定 量 的 リ ア ル タ イ ム  PCR
　 い く つ か の 遺 伝 子 の 発 現 を リ ア ル タ イ ム  PCRに よ っ て 定 量 し た 。 PCR産 物 を イ ン タ ー カ
レ ー ト レ ポ ー タ ー 色 素 と し て SYBR Greenを 用 い て 検 出 し た 。 SYBR Greenの レ ポ ー タ ー 蛍 光
は 溶 液 中 で 抑 制 さ れ て お り 、 色 素 は 二 本 鎖  DNA 断 片 と 結 合 し た 後 に の み 活 性 に な る 。 各 P
CR サ イ ク ル の 後 の GOI-特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い た 特 異 的 増 幅 の 結 果 と し て の SYBR Green 
蛍 光 の 上 昇 を 定 量 に 用 い る 。 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 絶 対 的 に あ る い は 調 べ る 組 織 に お い て 一
定 に 発 現 し て い る コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 の 発 現 と 比 べ て 相 対 的 に 定 量 す る 。 発 現 は Δ Δ -Ct
法 (PE Biosystems、 USA)を 用 い て い わ ゆ る ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 と し て の 18s RNAに 対
す る サ ン プ ル の 標 準 化 の 後 に 測 定 し た 。 反 応 は 二 連 で 行 い 、 三 連 で 測 定 し た 。 QuantiTect
 SYBR Green PCR キ ッ ト (Qiagen、 Hilden)を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 用 い た 。 cDNAを 高 容
量  cDNA Archive Kit (PE Biosystems、 USA)を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 使 用 し て 、 ヘ キ サ
マ ー プ ラ イ マ ー を 用 い て 合 成 し た 。 希 釈 し た cDNAの 各 5 μ l 部 分 を 総 容 量 25 μ lの PCRに
用 い た ： セ ン ス プ ラ イ マ ー  300 nM、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー  300 nM; 最 初 の 変 性 95℃ 、
15分 ; 95℃ 、 30秒 ; 30秒 の ア ニ ー リ ン グ ; 72℃ 、 30秒 ; 40 サ イ ク ル 。 使 用 し た プ ラ イ マ
ー の 配 列 は そ れ ぞ れ の 実 施 例 に 示 す 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 分 析
　 全 長 お よ び 遺 伝 子 断 片 の ク ロ ー ニ ン グ は 常 套 方 法 に よ っ て 行 っ た 。 配 列 を 確 か め る た め
、 対 応 す る 抗 原 を プ ル ー フ リ ー デ ィ ン グ ポ リ メ ラ ー ゼ pfu(Stratagene)を 用 い て 増 幅 し た
。 PCRの 完 了 後 、 ア デ ノ シ ン を 、 HotStarTaq DNA ポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て ア ン プ リ コ ン の 末
端 に 連 結 し 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 断 片 を TOPO-TA ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 配 列
決 定 は 業 者 サ ー ビ ス に よ っ て 行 っ た 。 配 列 を 常 套 の 予 測 プ ロ グ ラ ム と ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い
て 分 析 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 標 的 タ ン パ ク 質 を 含 む 可 能 性 の あ る 細 胞 培 養 物 (標 的 遺 伝 子 の 内 因 性 発 現 ま た は 標 的 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 合 成 )
ま た は 組 織 サ ン プ ル か ら の 細 胞 を 1% SDS溶 液 で 溶 解 す る 。 SDSは 可 溶 化 液 に 存 在 す る タ ン
パ ク 質 を 変 性 さ せ る 。 実 験 混 合 物 の 可 溶 化 液 を 8-15%変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル (1% SDS
含 有 )で の 電 気 泳 動 に よ っ て 予 想 タ ン パ ク 質 サ イ ズ に 応 じ て サ イ ズ に よ っ て 分 画 し た (SDS 
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 SDS-PAGE)。 タ ン パ ク 質 を 半 乾 燥 電 気 ブ ロ ッ テ ィ ン グ
法 (Biorad)に よ っ て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン (Schleicher & Schull)に ト ラ ン ス フ ァ
ー し 、 メ ン ブ レ ン 上 で 所 望 の タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ る 。 こ の 目 的 の た め 、 メ ン ブ レ ン を ま
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ず (例 え ば 、 粉 乳 に よ り )ブ ロ ッ キ ン グ し 、 次 い で 1:20-1:200 (抗 体 の 特 異 性 に よ る )の 希
釈 度 の 特 異 的 抗 体 と と も に 60分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 洗 浄 工 程 の 後 、 メ ン ブ レ ン を マ ー カ
ー (例 え ば 、 酵 素 、 例 え ば 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ )と 結 合 さ せ
た 一 次 抗 体 を 認 識 す る 二 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 さ ら な る 洗 浄 工 程 の 後 、 標 的 タ ン
パ ク 質 を 酵 素 反 応 (例 え ば 、 ECL、 Amersham Bioscience)に よ る メ ン ブ レ ン 上 の 発 色 ま た は
化 学 発 光 反 応 に よ っ て 可 視 化 す る 。 結 果 を 適 当 な カ メ ラ で 撮 影 す る こ と に よ り 記 録 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 修 飾 の 分 析 は 通 常 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 行 う 。 通 常 数 kDaの サ
イ ズ を 有 す る グ リ コ シ ル 化 に よ り 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 総 分 子 量 が 大 き く な り 、 こ れ は SDS-
PAGEで 分 画 で き る 。 特 異 的 O-お よ び N-グ リ コ シ ド 結 合 を 検 出 す る た め に 、 組 織 ま た は 細 胞
か ら の タ ン パ ク 質 可 溶 化 液 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 Oま た は N-グ リ コ シ ダ ー ゼ (製 造 業 者
の 指 示 に 従 っ て 、 例 え ば 、 PNgase、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ  F、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ  H、
Roche Diagnostics)を 用 い て SDSに よ っ て 変 性 さ せ る 。 こ の 後 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
を 上 記 の よ う に 行 う 。 し た が っ て 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 標 的 タ
ン パ ク 質 の サ イ ズ が 減 少 し て い れ ば 、 特 異 的 グ リ コ シ ル 化 を 検 出 す る こ と が 出 来 、 そ し て
こ の よ う に し て 、 修 飾 の 腫 瘍 特 異 性 を 分 析 で き る 。 グ リ コ シ ル 化 ア ミ ノ 酸 の 正 確 な 位 置 は
ア ル ゴ リ ズ ム お よ び 予 測 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 予 測 で き る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 免 疫 蛍 光
　 標 的 タ ン パ ク 質 を 内 因 的 に 合 成 す る か (RT-PCRに お け る RNAの 検 出 ま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ に よ る タ ン パ ク 質 の 検 出 )、 プ ラ ス ミ ド DNAを IFの 前 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
樹 立 細 胞 株 の 細 胞 を 用 い る 。 様 々 な 方 法 (例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー
ム に 基 づ く ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 )が DNAに よ る 細 胞 株 の ト ラ ン ス
フ ェ ク ト の た め に 十 分 に 確 立 さ れ て い る (例 え ば 、 Lemoine et al. Methods Mol. Biol. 1
997; 75: 441-7)。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る プ ラ ス ミ ド は 免 疫 蛍 光 に お い て 非 修 飾 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る も の で も よ い し 、 様 々 な ア ミ ノ 酸 マ ー カ ー を 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ
る も の で も よ い 。 も っ と も 重 要 な マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 様 々 な 蛍 光 性 形 態 に お け る 蛍 光 性
の 「 緑 色 蛍 光 性 タ ン パ ク 質 」 (GFP)お よ び 、 そ れ に 対 す る 高 親 和 性 お よ び 特 異 的 抗 体 が 入
手 可 能 な 6-12 ア ミ ノ 酸 の 短 い ペ プ チ ド 配 列 で あ る 。 標 的 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 細 胞 を パ
ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 サ ポ ニ ン ま た は メ タ ノ ー ル で 固 定 す る 。 所 望 の 場 合 細 胞 を 界 面 活 性
剤 (例 え ば 、 0.2% Triton X 100)と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 透 過 性 に し て も よ い 。 固
定 /透 過 性 化 の 後 、 細 胞 を 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 一 次 抗 体 ま た は 結 合 マ ー カ ー に 対 す る
一 次 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 洗 浄 工 程 の 後 、 混 合 物 を 蛍 光 性 マ ー カ ー (例 え ば
、 フ ル オ レ セ イ ン 、 Texas Red、 Dako)と 結 合 さ せ た 一 次 抗 体 と 結 合 す る 二 次 抗 体 と イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 こ の よ う に し て 標 識 し た 細 胞 を グ リ セ ロ ー ル の 層 で 被 覆 し 、 製 造 業 者 の 指
示 に 従 っ て 蛍 光 顕 微 鏡 に よ っ て 分 析 す る 。 こ の 場 合 特 異 的 蛍 光 発 光 が 用 い る 物 質 に 応 じ た
特 異 的 励 起 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 分 析 は 通 常 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 信 頼 で き る 局 在 化 を 可 能
と し 、 抗 体 の 質 お よ び 標 的 タ ン パ ク 質 は 標 的 タ ン パ ク 質 に 加 え て そ の 局 在 が 以 前 に 文 献 に
記 載 さ れ て い る 結 合 ア ミ ノ 酸 マ ー カ ー ま た は そ の 他 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 を 染 色 す る 二 重
染 色 に お い て 確 認 さ れ る 。 GFPお よ び そ の 誘 導 体 は 直 接 励 起 で き 、 そ れ 自 体 蛍 光 を 発 生 す
る 特 別 の 場 合 を 表 し 、 し た が っ て 検 出 の た め の 抗 体 は 必 要 で は な い 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 免 疫 組 織 化 学
　 IHCは 特 に 以 下 に 役 立 つ ：
(1)腫 瘍 お よ び 正 常 組 織 に お け る 標 的 タ ン パ ク 質 の 量 の 評 価 を 可 能 と す る 、
(2)腫 瘍 お よ び 健 康 組 織 に お け る ど れ ほ ど 多 く の 細 胞 が 標 的 遺 伝 子 を 合 成 し て い る か を 分
析 す る 、 お よ び /ま た は 、
(3)標 的 タ ン パ ク 質 が 検 出 可 能 で あ る 組 織 に お け る 細 胞 の タ イ プ (腫 瘍 、 健 康 細 胞 )を 規 定
す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
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　 異 な る プ ロ ト コ ー ル を 個 々 の 抗 体 に 応 じ て 用 い る 必 要 が あ る (例 え ば 、 “ Diagnostic Im
munohistochemistry 、 David J.、 MD Dabbs ISBN: 0443065667” ま た は “ Microscopy、 Im
munohistochemistry、 and Anigen Retrieval Methods: For Light and Electron Microsc
opy ISBN: 0306467704” )。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 特 異 的 組 織 サ ン プ ル に お け る 免 疫 組 織 化 学 (IHC)は 、 対 応 す る 組 織 に お け る タ ン パ ク 質
の 検 出 に 役 立 つ 。 こ の 方 法 の 目 的 は 、 機 能 的 に イ ン タ ク ト な 組 織 集 合 体 に お け る タ ン パ ク
質 の 局 在 を 同 定 す る こ と で あ る 。 IHCは 特 に 以 下 に 役 立 つ ：
(1)腫 瘍 お よ び 正 常 組 織 に お け る 標 的 タ ン パ ク 質 の 量 の 評 価 を 可 能 と す る 、
(2)ど れ ほ ど 多 く の 腫 瘍 お よ び 健 康 組 織 に お け る 細 胞 が 標 的 遺 伝 子 を 合 成 す る か を 分 析 す
る 、 そ し て 、
(3)標 的 タ ン パ ク 質 が 検 出 可 能 で あ る 組 織 に お け る 細 胞 タ イ プ (腫 瘍 、 健 康 細 胞 )を 規 定 す
る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 あ る い は 、 標 的 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 の 量 は デ ジ タ ル カ メ ラ お よ び 適 当 な ソ フ ト ウ ェ ア (
例 え ば 、 Tillvision、 Till-photonics、 Germany)を 用 い た 組 織 免 疫 蛍 光 に よ り 定 量 で き る
。 こ の 技 術 は 多 く 公 表 さ れ て お り 、 染 色 と 顕 微 鏡 法 に つ い て の 詳 細 は 例 え ば 以 下 に み る こ
と が で き る ：  “ Diagnostic Immunohisutochemistry”  、  David J.、 MD Dabbs ISBN: 04
43065667 ま た は “ Microscopy、 Immunohisutochemistry、 and Antigen Retrieval Method
s: For Light and Electron Microscopy”  ISBN: 0306467704。 抗 体 の 性 質 に よ っ て 、 有
効 な 結 果 を 得 る た め に は 異 な る プ ロ ト コ ー ル を 用 い な け れ ば な ら な い こ と に 注 意 さ れ た い
(一 例 を 以 下 に 示 す )。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 通 常 、 組 織 学 的 に 規 定 さ れ た 腫 瘍 組 織 お よ び 、 参 照 と し て 、 対 応 す る 健 康 組 織 を IHCに
用 い る 。 標 的 遺 伝 子 の 存 在 が RT-PCR分 析 に よ っ て 知 ら れ て い る ポ ジ テ ィ ブ お よ び ネ ガ テ ィ
ブ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 株 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド コ ン ト ロ ー ル は 常 に
含 め な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 固 定 さ れ た 組 織 (例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド -含 有 物 質 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド ま た は ア ル コ ー ル 溶 液 に よ る 固 定 )ま た は 1-10 μ mの 厚 さ の シ ョ ッ ク 冷 凍 組 織 片 を ガ
ラ ス 台 に 乗 せ る 。 パ ラ フ ィ ン 包 埋 サ ン プ ル か ら 例 え ば キ シ レ ン に よ っ て パ ラ フ ィ ン を 除 く
。 サ ン プ ル を TBS-Tで 洗 浄 し 、 血 清 中 で ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 こ の 後 、 一 次 抗 体 (希 釈 : 1:2
～ 1:2000)と の 18時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い 、 こ こ で ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 抗 体 を 通
常 用 い る 。 洗 浄 工 程 の 次 に ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (あ る い は 例 え ば ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ )と
結 合 し た 、 一 次 抗 体 に 対 す る 二 次 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 約 30-60分 行 う 。 こ の 後
、 結 合 し た 酵 素 に よ っ て 変 換 さ れ る 色 素 基 質 を 用 い た 着 色 反 応 を 行 う (例 え ば 、 Shi et al
.、 J. Histochem. Cytochem. 39: 741-748、 1991; Shin et al.、 Lab. Invest. 64: 693-
702、 1991を 参 照 )。 抗 体 特 異 性 を 示 す た め に 、 反 応 を 免 疫 原 を 先 に 添 加 す る こ と に よ っ て
ブ ロ ッ キ ン グ し て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 免 疫 化
　 (Monoclonal Antibody: A Practical Approach、  Philip Shepherd、 Christopher Dean
 isbn 0 19 963722 9; Antibody: A Laboratory Manual 、  Ed Harlow、 David Lane ISBN
: 0879693142; Using Antibody: A Laboratory Manual: Portable Procotol NO.、  Edwar
d Harlow、 David Lane、 Ed Harlow ISBN: 0879695447も 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 抗 体 の 調 製 方 法 は 以 下 に 簡 単 に 説 明 し 、 そ の 詳 細 は 引 用 文 献 に み ら れ る 。 ま ず 、 動 物 (
例 え ば 、 ウ サ ギ )を 所 望 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 最 初 の 注 射 に よ り 免 疫 す る 。 免 疫 原 に 対 す る
動 物 の 免 疫 応 答 は 所 定 の 時 間 内 で の (先 の 免 疫 化 の 約  2-4週 間 後 )二 回 目 ま た は 三 回 目 の 免
疫 化 に よ っ て 増 強 で き る 。 様 々 な 所 定 の 時 間 後 に (最 初 の 採 血 は 4週 間 後 、 次 い で 約 2週 間
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毎 に 計 5回 ま で の 採 血 )、 血 液 を 動 物 か ら 採 取 し 、 そ れ か ら 免 疫 血 清 を 得 る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 動 物 は 通 常 ４ つ の 確 立 さ れ た 方 法 の １ つ で 免 疫 す る が そ の 他 の 方 法 も 利 用 で き る 。 標 的
タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な ペ プ チ ド に よ っ て 免 疫 す る こ と が 出 来 、 こ こ で 全 長 タ ン パ ク 質 ま た
は タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 部 分 配 列 は 実 験 的 に ま た は 予 測 プ ロ グ ラ ム に よ っ て 同 定 で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 (1)第 一 の 場 合 に お い て 、 KLH(キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン )に 結 合 し た ペ プ チ ド
 (長 さ : 8-12 ア ミ ノ 酸 )を 標 準 的 イ ン ビ ト ロ 方 法 に よ っ て 合 成 し 、 こ れ ら ペ プ チ ド を 免 疫
化 に 用 い る 。 通 常 、 3回 の 免 疫 化 を 行 い 、 そ の 濃 度 は 5-1000 μ g/免 疫 化 と す る 。 免 疫 化 は
ま た 、 サ ー ビ ス 業 者 か ら の サ ー ビ ス と し て 行 う こ と も 出 来 る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 (2)あ る い は 、 免 疫 化 は 組 換 え タ ン パ ク 質 を 用 い て 行 う こ と も 出 来 る 。 こ の 目 的 の た め
、 標 的 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAを 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 標 的 タ ン パ ク
質 を 特 定 の 製 造 業 者 の 条 件 と 同 様 に 、 例 え ば  細 胞 -フ リ ー イ ン ビ ト ロ に て 、 細 菌 (例 え ば
大 腸 菌 )中 、 酵 母 (例 え ば 、 S. pombe)中 、 昆 虫 細 胞 中 ま た は 哺 乳 類 細 胞 中 に て 合 成 す る (例
え ば 、 Roche Diagnostics、 Invitrogen、 Clontech、 Qiagen)。 系 の い ず れ か で の 合 成 の 後
、 標 的 タ ン パ ク 質 を 精 製 し 、 こ の 場 合 精 製 は 通 常 標 準 的 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 に よ り 行
う 。 こ れ に 関 し て は 、 精 製 の 助 け と し て 分 子 ア ン カ ー を 有 す る 免 疫 化 の た め の タ ン パ ク 質
を 用 い て も よ い (例 え ば 、 Hisタ グ 、 Qiagen; FLAGタ グ 、 Roche Diagnostics; Gst 融 合 タ
ン パ ク 質 )。 多 数 の プ ロ ト コ ー ル が 例 え ば 以 下 に お い て み ら れ る ： “ Current Protocols i
n Molecular Biology” 、 John Wiley & Sons Ltd.、 Wiley Interscience。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 (3)所 望 の タ ン パ ク 質 を 内 因 的 に 合 成 す る 細 胞 株 が 入 手 可 能 な 場 合 、 こ の 細 胞 株 を 用 い
て 特 異 的 抗 血 清 を 産 生 す る こ と が 出 来 る 。 こ の 場 合 、 免 疫 化 は 各 回 約 1-5 ×  10 7  細 胞 に
て 1-3回 の 注 射 に て 行 う 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 (4)免 疫 化 は DNAの 注 射 に よ っ て 行 う こ と も 出 来 る (DNA 免 疫 化 )。 こ の 目 的 の た め 、 標 的
遺 伝 子 を 最 初 に 、 標 的 配 列 が 強 力 な 真 核 プ ロ モ ー タ ー (例 え ば 、 CMV プ ロ モ ー タ ー )の 制 御
下 に な る よ う に 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 次 い で 、 5 -100 μ gの DNAを 「 遺 伝 子
銃 」 を 用 い て 生 物 (例 え ば 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ )に お け る 強 い 血 流 の あ る 毛 細 血 管 領 域 に 免 疫
原 と し て 移 入 す る 。 移 入 さ れ た DNAは 動 物 細 胞 に 取 り 込 ま れ 、 標 的 遺 伝 子 が 発 現 し 、 動 物
は 最 終 的 に 標 的 遺 伝 子 に 対 す る 免 疫 応 答 を 発 達 さ せ る (Jung et al.、 Mol Cell 12:41-49
、 2001; Kasinrerk et al.、 Hybrid Hybridomics 21:287-293、 2002)。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 ま た は 抗 体 の 質 の 管 理
　 細 胞 培 養 に 基 づ く ア ッ セ イ 、 次 い で ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ は 特 異 性 を 示 す の に も っ
と も 好 適 で あ る (様 々 な 改 変 が 、 例 え ば 、 Current Protocols in Protein Chemistry、 Joh
n Wiley & Sons Ltd.、 Wiley InterScienceに 記 載 さ れ て い る )。 そ れ を 示 す た め に 、 細 胞
に 、 強 力 な 真 核 プ ロ モ ー タ ー (例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー )の 制 御 下 の 標
的 タ ン パ ク 質 に 対 す る DNAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 様 々 な 方 法 (例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ ー
レ ー シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム に 基 づ く ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 )が DNAに
よ る 細 胞 株 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト に つ い て 確 立 さ れ て い る (例 え ば 、 Lemoine et al.、 Metho
ds Mol. Biol. 75:441-7、 1997)。 標 的 遺 伝 子 を 内 因 的 に 発 現 す る 細 胞 株 を 用 い る こ と も
可 能 で あ る (標 的 遺 伝 子 特 異 的  RT-PCRに よ っ て 示 さ れ る )。 コ ン ト ロ ー ル と し て 理 想 的 な
場 合 に お い て は 相 同 的 遺 伝 子 を 実 験 に お い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 以 下 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト に お い て 分 析 す る 抗 体 の 特 異 性 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 次 い で ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 含 む 可 能 性 が あ る 細 胞 培 養 物 ま
た は 組 織 サ ン プ ル か ら の 細 胞 を 1% SDS溶 液 で 溶 解 し 、 タ ン パ ク 質 を そ れ に よ っ て 変 性 さ せ
る 。 可 溶 化 液 を 、 8-15% 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル (1% SDS含 有 ) (SDS ポ リ ア ク リ ル ア
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ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 SDS-PAGE)に お い て 電 気 泳 動 に よ っ て サ イ ズ に 応 じ て 分 画 す る 。 タ ン
パ ク 質 を 次 い で 複 数 の ブ ロ ッ テ ィ ン グ 方 法 の １ つ に よ っ て 特 定 の メ ン ブ レ ン (例 え ば 、 ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス 、 Schleicher & Schull)に ト ラ ン ス フ ァ ー す る (例 え ば 、 半 乾 燥 電 気 ブ ロ
ッ ト ; Biorad)。 所 望 の タ ン パ ク 質 を こ の メ ン ブ レ ン 上 で 可 視 化 で き る 。 こ の 目 的 の た め
、 メ ン ブ レ ン を ま ず 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 (抗 体 の 特 異 性 に 応 じ て 希 釈 度 約 1:2
0-1:200)と 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 洗 浄 工 程 後 、 メ ン ブ レ ン を マ ー カ ー (例 え ば 、 酵
素 、 例 え ば 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ )と 結 合 し 、 一 次 抗 体 を 認
識 す る 二 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 着 色 ま た は 化 学 発 光 反 応 に お い て (例 え ば
、 ECL、 Amersham Bioscience)、 メ ン ブ レ ン 上 で 標 的 タ ン パ ク 質 を 可 視 化 す る こ と が で き
る 。 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 高 い 特 異 性 を 有 す る 抗 体 は 理 想 的 な 場 合 に お い て 所 望 の タ ン
パ ク 質 自 体 の み を 認 識 す る は ず で あ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 イ ン シ リ コ ア プ ロ ー チ で 同 定 さ れ た 標 的 タ ン パ ク 質 の 膜 局 在 の 確 認 に は 様 々 な 方 法 が 用
い ら れ る 。 上 記 抗 体 を 用 い る 重 要 か つ よ く 確 立 さ れ た 方 法 は 免 疫 蛍 光 (IF)で あ る 。 標 的 タ
ン パ ク 質 (RT-PCRに お け る RNAの 検 出 ま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お け る タ ン パ ク 質 の 検 出
)を 合 成 す る か あ る い は プ ラ ス ミ ド  DNAを ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 樹 立 細 胞 株 の 細 胞 が こ
の た め に 用 い ら れ る 。 様 々 な 方 法 (例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム に 基
づ く ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 )が DNAに よ る 細 胞 株 の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン の た め に 確 立 さ れ て い る (例 え ば 、 Lemoine et al.、 Methods Mol. Biol. 75:441-7
、 1997)。 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た プ ラ ス ミ ド は 、 免 疫 蛍 光 に お い て 、 非 修 飾 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る か あ る い は 標 的 タ ン パ ク 質 に 様 々 な ア ミ ノ 酸 マ ー カ ー を 結 合 さ せ う る
。 主 要 な マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 蛍 光 性 の 様 々 な 蛍 光 性 形 態 に お け る 「 緑 色 蛍 光 性 タ ン パ ク
質 」 (GFP)、 6-12ア ミ ノ 酸 の 短 い ペ プ チ ド 配 列 で あ っ て そ れ に 対 す る 高 親 和 性 か つ 特 異 的
抗 体 が 入 手 可 能 な も の 、 あ る い は そ の シ ス テ イ ン 特 異 的 蛍 光 物 質 (Invitrogen)を 介 し て 結
合 し う る 短 い ア ミ ノ 酸 配 列  Cys-Cys-X-X-Cys-Cysで あ る 。 標 的 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 細 胞
は 、 例 え ば 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド や メ タ ノ ー ル で 固 定 さ れ る 。 次 い で 細 胞 は 所 望 に よ り
界 面 活 性 剤 (例 え ば 、 0.2% Triton X 100)と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 透 過 性 に さ れ
う る 。 細 胞 は 次 い で 標 的 タ ン パ ク 質 ま た は 結 合 マ ー カ ー の １ つ に 対 す る 一 次 抗 体 と と も に
イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 洗 浄 工 程 後 、 混 合 物 を 蛍 光 性 マ ー カ ー (例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン
、 Texas Red、 Dako)と 結 合 し 、 一 次 抗 体 と 結 合 す る 二 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の
よ う に 標 識 し た 細 胞 は 次 い で グ リ セ ロ ー ル 層 で 被 覆 し 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 蛍 光 顕 微
鏡 に よ っ て 分 析 さ れ る 。 特 異 的 蛍 光 発 光 は こ の 場 合 、 用 い る 物 質 に 応 じ た 特 異 的 励 起 に よ
っ て 達 成 さ れ る 。 分 析 は 通 常 標 的 タ ン パ ク 質 の 信 頼 で き る 局 在 化 を 可 能 に し 、 抗 体 の 質 と
標 的 タ ン パ ク 質 が 標 的 タ ン パ ク 質 に 加 え て 、 そ の 局 在 が 既 に 文 献 に 記 載 さ れ て い る 結 合 し
た ア ミ ノ 酸 マ ー カ ー ま た は そ の 他 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 染 色 を す る 二 重 染 色 に よ っ て 確
認 さ れ る 。 GFPお よ び そ の 誘 導 体 は 特 別 な 場 合 を 表 し 、 直 接 励 起 可 能 で あ り そ れ 自 体 蛍 光
を 発 す る 。 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ り 制 御 さ れ う る 膜 透 過 性 は 、 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ が 細 胞
の 内 側 と 外 側 の い ず れ に 位 置 し て い る か を 免 疫 蛍 光 に お い て 示 す こ と を 可 能 に す る 。 選 択
さ れ た タ ン パ ク 質 の 予 測 は こ の よ う に し て 実 験 的 に 支 持 さ れ る 。 別 の 可 能 性 は フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー に よ る 細 胞 外 ド メ イ ン の 検 出 で あ る 。 こ の 目 的 の た め に 、 細 胞 は 非 透 過 性 条 件
下 で 固 定 さ れ (例 え ば 、 PBS/Na ア ジ ド /2% FCS/5 mM EDTA)、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て フ ロ
ー サ イ ト メ ー タ ー に て 分 析 さ れ る 。 細 胞 外 エ ピ ト ー プ の み が こ の 方 法 で 分 析 さ れ る 抗 体 に
よ っ て 認 識 さ れ う る 。 免 疫 蛍 光 と の 違 い は 例 え ば 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム ま た は ト リ パ ン ブ
ル ー の 使 用 に よ っ て 死 細 胞 と 生 細 胞 を 区 別 す る こ と が 可 能 で あ る こ と 、 そ し て 偽 陽 性 結 果
を 避 け ら れ る こ と で あ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の 精 製 は 、 ペ プ チ ド 抗 体 の 場 合 す べ て 、 あ る い は 組 換 え タ ン パ ク 質
に 対 す る 抗 体 の 場 合 、 部 分 的 に 契 約 会 社 の サ ー ビ ス と し て 行 っ た 。 こ の 目 的 の た め に 、 両
方 の 場 合 に お い て 、 適 当 な ペ プ チ ド ま た は 組 換 え タ ン パ ク 質 を マ ト リ ッ ク ス に 共 有 結 合 さ
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せ 、 後 者 を 結 合 後 、 ネ イ テ ィ ブ バ ッ フ ァ ー (PBS: リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 )で 平 衡 化 し 、 次 い で
粗 血 清 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 さ ら な る PBS洗 浄 工 程 の 後 、 抗 体 を 100 mM グ リ シ ン 、 pH 2
.7で 溶 出 し 、 溶 出 液 を す ぐ に 2M TRIS、 pH 8で 中 和 し た 。 こ の よ う に 精 製 し た 抗 体 を 次 い
で 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び 免 疫 蛍 光 に よ る 標 的 タ ン パ ク 質 の 特 異 的 検 出 に 供 し
得 た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 EGFPト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の 調 製
　 異 種 発 現 し た 腫 瘍 関 連 抗 原 の 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 法 の た め に 、 抗 原 の 完 全 な ORF を pEGFP C1
お よ び pEGFP N3 ベ ク タ ー (Clontech)に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ス ラ イ ド 上 で 培 養 し た CHOお よ
び NIH3T3 細 胞 に Fugene ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 (Roche)を 用 い て 適 当 な プ ラ ス ミ ド コ
ン ス ト ラ ク ト を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 12-24時 間 後 、 免 疫 蛍 光 顕
微 鏡 法 に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 実 施 例 １
　 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の GPR35の 同 定
　 GPR35(配 列 番 号 1)お よ び そ の 翻 訳 産 物 (配 列 番 号 9)は 、 推 定 G タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 と
し て 記 載 さ れ て い る 。 配 列 は Genbankに お い て 登 録 番 号 AF089087と し て 公 表 さ れ て い る 。
こ の 転 写 産 物 は 309ア ミ ノ 酸 、 分 子 量 34 kDaの タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 。 GPR35は 、 7
つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る と 予
測 さ れ た (O'Dowd et al.、 Genomics 47:310-13、 1998)。 細 胞 に お け る 予 測 さ れ た GPR35の
局 在 を 確 認 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 を レ ポ ー タ ー 分 子 と し て の eGFPと 融 合 さ せ 、 適 当 な プ
ラ ス ミ ド で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 、 異 種 的 に 293細 胞 に お い て 発 現 さ せ た 。 局 在 を
次 い で 蛍 光 顕 微 鏡 で 分 析 し た 。 本 発 明 に よ る と 、 GPR35は 完 全 な 膜 貫 通 分 子 (図 17)で あ る
こ と が 確 認 さ れ た 。 ヒ ト GPR35に 対 す る 今 日 ま で の 研 究 (と り わ け 、 Horikawa Y、 Oda N、 C
ox NJ、 Li X、 Orho-Melander M、 Hara M、 Hinokio Y、 Lindner TH、 Mashima H、 Schwarz 
PE、 del Bosque-Plata L、 Horikawa Y、 Oda Y、 Yoshiuchi I、 Colilla S、 Polonsky KS、
Wei S、 Concannon P、 Iwasaki N、 Schulze J、 Baier LJ、 Bogardus C、 Groop L、 Boerwin
kle E、 Hanis CL、 Bell GI Nat Genet. 2000 Oct; 26(2):163-75を 参 照 さ れ た い )は 、 GPR
35は 多 く の 健 康 組 織 で 活 性 化 さ れ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 遺 伝 子 の リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム は １ つ の エ キ ソ ン を 含 む 。 本 発 明 に よ る と 、 GPR35に 対 す る 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ
マ ー 対 (配 列 番 号 20、 21)を RT-PCR 分 析 に 用 い て 結 腸 お よ び 結 腸 癌 (13/26)に お け る cDNAを
増 幅 し た 。 一 方 、 そ の 他 の 正 常 組 織 に お い て は 有 意 な 発 現 は 検 出 不 可 能 で あ っ た 。 GPR35
は 単 一 の エ キ ソ ン か ら な る と い う 事 実 に よ り 、 イ ン ト ロ ン に ま た が る プ ラ イ マ ー に よ っ て
ゲ ノ ム DNA不 純 物 を 検 出 す る こ と が 出 来 な い 。 そ れ ゆ え 、 RNA サ ン プ ル の ゲ ノ ム に よ る 汚
染 を 排 除 す る た め に 、 す べ て の RNAを DNAseで 処 理 し た 。 GPR35 転 写 産 物 は DNA-無 含 有  RNA
を 用 い る と 本 発 明 に よ る と 、 結 腸 、 直 腸 、 精 巣 お よ び 結 腸 癌 に お い て の み 検 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
表 １ ： 正 常 組 織 に お け る GPR35 発 現
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 正 常 結 腸 組 織 お よ び 結 腸 癌 組 織 診 に お け る GPR35 転 写 産 物 の 選 択 的 か つ 高 い 発 現 (図 1)
は 以 前 に は 知 ら れ て お ら ず 、 本 発 明 に よ る 分 子 診 断 法 に 用 い る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 血
清 お よ び 骨 髄 に お け る 転 移 性 腫 瘍 細 胞 の 検 出 お よ び そ の 他 の 組 織 に お け る 転 移 の 検 出 の た
め の RT-PCRが 挙 げ ら れ る 。 特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 88お よ び 89)を 用 い た 定 量 的 RT-PCR
に よ り 、 GPR35が 高 度 に 選 択 的 な 腸 -特 異 的 分 化 抗 原 で あ る こ と が 確 認 さ れ 、 こ れ は 腸 腫 瘍
お よ び 腸 腫 瘍 転 移 に も 含 ま れ る 。 い く つ か の 腸 腫 瘍 に お い て 、 そ れ は 実 際 正 常 腸 に 比 較 し
て １ ロ グ 過 剰 発 す る (図 18)。 GPR35 タ ン パ ク 質 検 出 用 の 抗 体 を ウ サ ギ の 免 疫 化 に よ っ て 産
生 し た 。 以 下 の ペ プ チ ド を か か る 抗 体 の 増 殖 に 用 い た :
配 列 番 号 90 GSSDLTWPPAIKLGC (AA 9-23)
配 列 番 号 91: DRYVAVRHPLRARGLR (AA 112-127)
配 列 番 号 92: VAPRAKAHKSQDSLC (C末 端 )
配 列 番 号 93 CFRSTRHNFNSMR (細 胞 外 ド メ イ ン  2)
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 か か る 抗 体 を 用 い た 例 え ば ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 染 色 に よ り 、 腫 瘍 に お け る 発 現 が
確 認 さ れ る 。 GPR35の 4つ の す べ て の 細 胞 外 ド メ イ ン (配 列 番 号 9の 配 列 に お け る 予 測 細 胞 外
ド メ イ ン の 位 置 、 AA 1-22 (配 列 番 号 94); AA 81-94 (配 列 番 号 95); AA 156-176 (配 列 番
号 96); AA 280-309 (配 列 番 号 97))を 本 発 明 に よ る と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 的 構 造 と し
て 利 用 で き る 。 か か る 抗 体 は 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 表 面 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ し て 、 診 断 お よ び
治 療 方 法 の 両 方 に 利 用 で き る 。 腫 瘍 に お け る GPR35の 過 剰 発 現 は 、 か か る 使 用 に 対 す る さ
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ら な る 支 持 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 は 本 発 明 に よ る と 腫 瘍 特 異
的 免 疫 応 答 (T細 胞 お よ び B細 胞 -媒 介 免 疫 応 答 )を 誘 導 す る ワ ク チ ン (RNA、 DNA、 ペ プ チ ド 、
タ ン パ ク 質 )と し て 利 用 で き る 。 さ ら に 、 驚 く べ き こ と に さ ら な る 開 始 コ ド ン が 一 般 に 知
ら れ て い る 開 始 コ ド ン の 前 の 5'側 に 存 在 し 、 N 末 端 が 伸 長 し た タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と
が 見 い だ さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 し た が っ て 本 発 明 に よ る と 以 前 に 遍 在 性 に 発 現 す る と 記 載 さ れ て い た タ ン パ ク 質 で あ る
GPR35が 、 胃 腸 腫 瘍 、 特 に 結 腸 腫 瘍 に 選 択 的 に 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 関 連 抗 原 で あ る こ と が 見
い だ さ れ た 。 GPR35は そ れ ゆ え 特 に か か る 腫 瘍 の 診 断 及 び 治 療 の た め の 分 子 標 的 構 造 と し
て 好 適 で あ る 。 ヒ ト  GPR35の 今 日 ま で の 研 究 、 例 え ば 、 Horikawa Y、 Oda N、 Cox NJ、 Li 
X、 Orho-Melander M、 Hara M、 Hinokio Y、 Lindner TH、 Mashima H、 Schwarz PE、 del Bo
sque-Plata L、 Horikawa Y、 Oda Y、 Yoshiuchi I、 Colilla S、 Polonsky KS、 Wei S、 Con
cannon P、 Iwasaki N、 Schulze J、 Baier LJ、 Bogardus C、 Groop L、 Boerwinkle E、 Han
is CL、 Bell GI Nat Genet. 2000 Oct;26(2):163-75 は 、 GPR35が 多 く の 健 康 組 織 に お い
て 活 性 化 さ れ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 一 方 、 本 発 明 の 研 究 に よ る と 、 GPR35は 驚 く べ
き こ と に ほ と ん ど の 正 常 組 織 で 有 意 に 検 出 さ れ ず 、 そ れ に 対 し て 、 原 発 性 お よ び 転 移 性 結
腸 腫 瘍 に お い て 高 度 に 活 性 化 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た 。 さ ら に 以 前 に 記 載 さ れ て い る GP
R35 配 列 の 他 に 、 本 発 明 に よ る と 別 の 開 始 コ ド ン を 利 用 す る 新 規 な 翻 訳 バ リ ア ン ト が 見 い
だ さ れ た (配 列 番 号 10)。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 GPR35は G共 役 受 容 体 (GPCR)の 群 の メ ン バ ー で あ り 、 G共 役 受 容 体 (GPCR)の 群 は 、 そ の 構
造 と 機 能 が 非 常 に よ く 研 究 さ れ て い る 非 常 に 大 き な タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー で あ る 。 GPCRは
医 薬 上 活 性 な 物 質 の 開 発 の た め の 標 的 構 造 と し て 非 常 に 好 適 で あ る 。 と い う の は そ れ に 必
要 な 方 法 (例 え ば 、 受 容 体 発 現 、 精 製 、 リ ガ ン ド ス ク リ ー ニ ン グ 、 突 然 変 異 誘 発 、 機 能 阻
害 、 ア ゴ ニ ス ト 性 お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト 性 リ ガ ン ド の 選 択 、 リ ガ ン ド の 放 射 標 識 )が 非 常
に よ く 開 発 さ れ て お り 、 例 え ば 、 以 下 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る か ら で あ る 。 “ G Protein-
Coupled Receptors”  、  Tatsuya Haga、 Gabriel Berstein and Gabriel Bernstein ISBN
: 0849333849 お よ び 、  “ Identification and Expression of G- Protein Coupled Rece
ptors Receptor Biochemistry and Methodology”  、  Kevin R. Lynch ASIN: 0471183105
。 本 発 明 に よ る と 、 GPR35は ほ と ん ど の 健 康 組 織 で 検 出 で き ず 、 細 胞 表 面 に て 腫 瘍 関 連 発
現 を す る と い う 認 識 に よ り 、 例 え ば 、 薬 理 活 性 リ ガ ン ド 、 特 に 例 え ば 、 医 薬 物 質 と し て の
放 射 性 分 子 と 組 み 合 わ せ て の 使 用 な ど 、 そ の 腫 瘍 関 連 標 的 構 造 と し て の 利 用 が 可 能 と な る
。 特 定 の 態 様 に お い て GPR35に 結 合 す る 放 射 標 識 リ ガ ン ド を イ ン ビ ボ で の 腫 瘍 細 胞 の 検 出
ま た は 結 腸 腫 瘍 の 治 療 に 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 実 施 例 ２
　 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の 肝 臓 お よ び 卵 巣 腫 瘍 に お け る GUCY2Cな ら び に 新 規 GU
CY2Cス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト の 同 定
　 グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 2C(配 列 番 号 2; 翻 訳 産 物 : 配 列 番 号 11) - I型 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 -
は ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド 受 容 体 の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 そ の 配 列 は Genbank に お い て 登
録 番 号  NM_004963と し て 公 表 さ れ て い る 。 ペ プ チ ド 、 グ ア ニ リ ン （ guanylin） お よ び ウ ロ
グ ア ニ リ ン （ uroguanylin） あ る い は 耐 熱 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン (STa)の 結 合 は 、 細 胞 内  cGM
P濃 度 を 上 昇 さ せ 、 し た が っ て 細 胞 内 の シ グ ナ ル 伝 達 プ ロ セ ス を 誘 導 す る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 最 近 の 研 究 は GUCY2Cの 発 現 が 腸 外 領 域 、 例 え ば 、 胃 お よ び 食 道 の 原 発 性 お よ び 転 移 性 腺
癌 に も 及 ぶ こ と を 示 し て い る (Park et al.、 Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 11: 73
9-44、 2002)。 腸 の 正 常 お よ び 形 質 転 換 組 織 の 両 方 に み ら れ る GUCYCの ス プ ラ イ ス バ リ ア ン
ト は エ キ ソ ン 1に お け る 142 bp 欠 失 を 含 み 、 し た が っ て GUCY2C-様 産 物 の 翻 訳 が 妨 げ ら れ
る (Pearlman et al.、 Dig. Dis. Sci. 45:298-05、 2000)。 現 在 ま で に 記 載 さ れ て い る 唯
一 の ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト は 翻 訳 産 物 を 導 か な い 。

10

20

30

40

50

(48) JP 2006-516190 A 2006.6.29



【 ０ ２ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 診 断 お よ び 治 療 の 両 方 に 利 用 で き る GUCY2Cの 腫 瘍 関 連 ス プ ラ イ ス バ リ ア
ン ト を 同 定 す る こ と で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 GUCY2C-特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 (配 列 番 号 22、 23、 98、 99)を 用 い た RT-PCR 研 究 は 、 正 常 結
腸 お よ び 胃 に お け る 強 い GUCY2C 転 写 産 物 の 発 現 、 そ し て 肝 臓 、 精 巣 、 卵 巣 、 胸 腺 、 脾 臓
、 脳 お よ び 肺 に お け る 弱 い 発 現 を 示 し た (表 2、 図 19)。 結 腸 お よ び 胃 に お け る 発 現 は そ の
他 の す べ て の 正 常 組 織 と 比 べ て 少 な く と も 50倍 高 か っ た 。 顕 著 な GUCY2C転 写 産 物 レ ベ ル が
結 腸 癌 お よ び 胃 癌 に お い て 検 出 さ れ た (表 2)。 こ れ ら の 結 果 は 定 量 的 PCR 分 析 に よ り 特 定
さ れ 、 正 常  結 腸 、 回 腸 、 お よ び ほ ぼ す べ て の 調 べ た 結 腸 癌 サ ン プ ル に お け る 顕 著 な GUCY2
C 発 現 を 示 し た (図 2、 19B)。 多 大 な 過 剰 発 現 が い く つ か の 結 腸 癌 サ ン プ ル に お い て 検 出 可
能 で あ っ た 。 さ ら に 、 発 現 は 7/10の 胃 腫 瘍 で み ら れ た 。 本 発 明 者 ら は ま た 驚 く べ き こ と に
、 該 遺 伝 子 が 多 く の 以 前 に 記 載 さ れ て い な か っ た 腫 瘍 、 と り わ け 、 卵 巣 、 乳 房 、 肝 臓 お よ
び 前 立 腺 腫 瘍 に お い て 活 性 化 さ れ て い る こ と を 見 い だ し た (図 19B、 表 2)。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 表 ２ ： 正 常 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る GUC2C 発 現
【 表 ２ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ６ 】
【 表 ２ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 以 下 の プ ラ イ マ ー 対 を 用 い て 結 腸 組 織 お よ び 結 腸 癌 組 織 に お け る ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト
を 検 出 し た :
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GUCY2C-118s/GUCY2C-498as (配 列 番 号 24、 29);
GUCY2C-621s/GUCY2C-1140as (配 列 番 号 25、 30); 
GUCY2C 1450s/GUCY2C-1790as (配 列 番 号 26、 31); 
GUCY2C 1993s/GUCY2C-2366as (配 列 番 号 27、 32); 
GUCY2C 2717s/GUCY2C-3200as (配 列 番 号 28、 33); 
GUCY2C 118s/GUCY2C-1140as (配 列 番 号 24、 30); 
GUCY2C 621s/GUCY2C-1790as (配 列 番 号 25、 31); 
GUCY2C 1450s/GUCY2C-2366as (配 列 番 号 26、 32); 
GUCY2C 1993s/GUCY2C-3200as (配 列 番 号 27、 33)。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 結 腸 癌 組 織 に お け る ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト の 研 究 に お い て ３ つ の 以 前 に 知 ら れ て い な い
形 態 が 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ た 。
a) 111ア ミ ノ 酸 長 で 位 置 111の ア ス パ ラ ギ ン が プ ロ リ ン に 置 換 さ れ て い る GUCY2Cの バ リ ア
ン ト を 導 く エ キ ソ ン  3の 欠 失 (配 列 番 号 3)。
b) 258ア ミ ノ 酸 長 の 発 現 産 物 を も た ら す エ キ ソ ン  6の 欠 失 (配 列 番 号 4)。 こ れ は 13 ア ミ ノ
酸 か ら な る C末 端 新 エ ピ ト ー プ を 作 る 。
c)ヌ ク レ オ チ ド 位 置 1606-1614、 そ し て 対 応 す る ア ミ ノ 酸 L(536)、 L(537)お よ び Q(538)が
欠 失 し て い る バ リ ア ン ト (配 列 番 号 5)。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 エ キ ソ ン 3お よ び エ キ ソ ン 6が そ れ ぞ れ 欠 失 し て い る 本 発 明 に よ る ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト
 (配 列 番 号 3、 4)は 、 特 に 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 さ な い 翻 訳 産 物 (配 列 番 号 12、 13)に よ っ て
認 識 さ れ る 。 エ キ ソ ン 6の 欠 失 の 場 合 の 結 果 は 、 13 ア ミ ノ 酸 の C 末 端 新 エ ピ ト ー プ で あ り
、 こ れ は 既 知 の い か な る タ ン パ ク 質 と も 相 同 性 を 示 さ な い 。 こ の 新 エ ピ ト ー プ は し た が っ
て 免 疫 療 法 の 標 的 構 造 に 予 定 さ れ る 。 本 発 明 の 位 置 1606-1614に お い て 塩 基 が 欠 失 し た ス
プ ラ イ ス バ リ ア ン ト (配 列 番 号 5)お よ び そ の 翻 訳 産 物 (配 列 番 号 14)は 同 様 に 新 エ ピ ト ー プ
を 含 む 。 GUCY2C タ ン パ ク 質 検 出 用 の 抗 体 を ウ サ ギ の 免 疫 化 に よ り 産 生 し た 。 以 下 の ペ プ
チ ド を こ れ ら 抗 体 の 増 殖 に 用 い た : 
配 列 番 号 100: HNGSYEISVLMMGNS (AA 31-45)
配 列 番 号 101: NLPTPPTVENQQRLA (AA 1009-1023)
か か る 抗 体 は 原 理 的 に は 診 断 お よ び 治 療 目 的 で 利 用 し う る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 特 に 、 GUCY2Cの 細 胞 外 ド メ イ ン (配 列 番 号 11の 配 列 か ら の 推 定 細 胞 外 ド メ イ ン の 位 置 : A
A 454-1073 (配 列 番 号 102))は 本 発 明 に よ る と 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 的 構 造 と し て 利
用 で き る 。 し か し 、 構 造 予 測 は い く ら か 不 明 瞭 で あ り 、 実 験 的 に 確 認 さ れ て お ら ず 、 し た
が っ て 別 の 膜 位 置 も あ り 得 る 。 こ の 場 合 、 ア ミ ノ 酸 1-431は 細 胞 外 に あ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 出 発 点 と し て 好 適 で あ る 。 こ れ ら 抗 体 は 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 表 面 に 特 異 的 に 結 合 し 、
診 断 お よ び 治 療 方 法 の 両 方 に 利 用 で き る 。 特 に 結 腸 腫 瘍 に お け る GUCY2Cの 過 剰 発 現 は 、 か
か る 使 用 の さ ら な る 支 持 を 提 供 す る 。 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 は さ ら に 本 発 明 に よ る
と 腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 (T細 胞 -お よ び B細 胞 -媒 介 免 疫 応 答 )を 誘 導 す る ワ ク チ ン (RNA、 DNA
、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 )と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 さ ら に GUCY2C 分 子 の 細 胞 機 能 に よ る と 本 発 明 に よ る と 、 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 酵 素 の 機 能
を 調 節 す る 物 質 、 特 に 低 分 子 を 開 発 す る こ と が 出 来 る 。 酵 素 反 応 の 生 成 物 で あ る cGMPは 、
多 数 の 機 能 を 有 す る 公 知 の 細 胞 内 シ グ ナ ル 分 子 で あ る (Tremblay et al. Mol Cell Bioche
m 230、 31)。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 実 施 例 ３
　 診 断 上 お よ び 治 療 上 の 癌 標 的 と し て の SCGB3A2の 同 定
　 SCGB3A2 (配 列 番 号 6) (翻 訳 産 物 : 配 列 番 号 15)は 分 泌 グ ロ ブ リ ン （ secretoglobin） 遺
伝 子 フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 配 列 は GenBankに お い て 登 録 番 号  NM_054023と し て 公 表 さ れ て
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い る 。 SCGB3A2 (UGRP1)は サ イ ズ 17 kDaの ホ モ 二 量 体 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ り 、 肺 お よ び 気
門 に も っ ぱ ら 発 現 し て い る (Niimi et al.、 Am J Hum Genet 70:718-25、 2002)。 プ ラ イ マ
ー 対 (配 列 番 号 37、 38)を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 正 常 肺 組 織 に お け る 選 択 的 発 現 が 確 認
さ れ た 。 肺 -お よ び 気 管 -特 異 的 遺 伝 子 、 例 え ば サ ー フ ァ ク タ ン ト タ ン パ ク 質 に 対 す る 遺 伝
子 は 、 脱 分 化 の 際 に 悪 性 腫 瘍 に お い て 高 度 に 下 方 制 御 さ れ 、 通 常 肺 腫 瘍 に お い て は 検 出 不
可 能 で あ る 。 驚 く べ き こ と に 、 SCGB3A2が 原 発 性 お よ び 転 移 性 肺 腫 瘍 に お い て 活 性 で あ る
こ と が 見 い だ さ れ た 。 本 発 明 に よ る 研 究 は 、 SCGB3A2が 強 く そ し て 高 頻 度 に 気 管 支 癌 に お
い て 発 現 し て い る こ と が 示 さ れ た (図 4)。 そ の 他 の 試 験 し た 23の 正 常 組 織 は 、 肺 お よ び 気
管 を 除 い て 、 発 現 を 示 さ な か っ た (図 20)。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 こ れ を さ ら に 特 異 的 定 量 的  RT-PCR(配 列 番 号 103、 104) (図 20)に お い て 確 認 し 、 こ れ は
さ ら に 50% 以 上 の 気 管 支 癌 に お け る 少 な く と も １ ロ グ の 過 剰 発 現 を 示 し た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 正 常 肺 組 織 お よ び 肺 癌 組 織 診 に お け る SCGB3A2の 選 択 的 な 高 い 発 現 は 本 発 明 に よ る と 血
液 お よ び 骨 髄 、 痰 、 気 管 支 吸 引 液 ま た は 洗 浄 液 に お け る 転 移 性 腫 瘍 細 胞 の 検 出 の た め 、 そ
し て そ の 他 の 組 織 、 例 え ば 局 所 リ ン パ 節 に お け る 転 移 の 検 出 の た め の 分 子 診 断 法 、 例 え ば
、 RT-PCRに 利 用 す る こ と が 出 来 る 。 健 康 肺 に お い て 、 SCGB3A2は 特 定 の 細 胞 に よ っ て も っ
ぱ ら 気 管 支 へ と 分 泌 さ れ る 。 し た が っ て 、 SCGB3A2 タ ン パ ク 質 は 健 康 な 個 体 に お け る 気 道
の 外 の 体 液 に お い て 検 出 さ れ る こ と は 予 測 さ れ な い 。 一 方 、 特 に 転 移 性 腫 瘍 細 胞 は そ れ ら
タ ン パ ク 質 産 物 を 直 接 血 流 に 分 泌 す る 。 本 発 明 の 一 態 様 は そ れ ゆ え 肺 腫 瘍 の 診 断 発 見 と し
て の 特 異 的 抗 体 ア ッ セ イ を 介 し て 患 者 の 血 清 ま た は 血 漿 に お け る SCGB3A2産 物 の 検 出 に 関
す る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 SCGB3A2 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 抗 体 を ウ サ ギ の 免 疫 化 に よ っ て 産 生 し た 。 以 下 の
ペ プ チ ド を こ れ ら 抗 体 の 産 生 に 用 い た :
配 列 番 号 105: LINKVPLPVDKLAPL
配 列 番 号 106: SEAVKKLLEALSHLV。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 SCGB3A2-特 異 的 反 応 は 免 疫 蛍 光 に お い て 検 出 可 能 で あ っ た (図 21)。 分 泌 タ ン パ ク 質 に つ
い て 予 測 さ れ る よ う に 、 細 胞 に お け る SCGB3A2の 分 泌 は 小 胞 体 お よ び 分 泌 顆 粒 が 行 い 得 た (
図 21A)。 特 異 性 を 確 認 す る た め に 、 細 胞 を SCGB3A2-GFP 融 合 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る プ ラ ス
ミ ド で 並 行 し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 タ ン パ ク 質 検 出 は こ の 場 合 自 己 蛍 光 性 GFP(緑 色 蛍
光 性 タ ン パ ク 質 )(図 21B)を 介 し て 行 っ た 。 ２ つ の 蛍 光 の 図 の 重 ね 合 わ せ に よ り 明 ら か に 、
免 疫 血 清 が 特 異 的 に SCGB3A2 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る こ と (図 21C)が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 本 発 明 に よ る と か か る 抗 体 は 例 え ば 診 断 お よ び 治 療 用 途 で イ ム ノ ア ッ セ イ の 形 態 で 利 用
で き る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 実 施 例 ４
　 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の ク ロ ー デ ィ ン 18A1お よ び ク ロ ー デ ィ ン 18A2 ス プ ラ
イ ス バ リ ア ン ト の 同 定
　 ク ロ ー デ ィ ン 18遺 伝 子 は 4つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内 N末 端 お よ び C末 端 を 有 す る
表 面 膜 分 子 を コ ー ド す る 。 Niimiら (Mol. Cell. Biol. 21:7380-90、 2001)は 肺 組 織  (ク ロ
ー デ ィ ン 18A1)お よ び 胃 組 織  (ク ロ ー デ ィ ン 18A2)に お い て そ れ ぞ れ 選 択 的 に 発 現 す る と 記
載 さ れ て い る マ ウ ス お よ び ヒ ト の ク ロ ー デ ィ ン 18の ２ つ の ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト を 記 載 し
て い る 。 こ れ ら バ リ ア ン ト は N末 端 に お い て 相 違 し て い る (図 22)。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト で あ る ク ロ ー デ ィ ン 18A2 (配 列 番 号 7)と ク ロ ー
デ ィ ン 18A1 (配 列 番 号 117)、 な ら び に そ れ ら の 翻 訳 産 物 (配 列 番 号 16お よ び 118)が 、 腫 瘍
の た め の マ ー カ ー ま た は 治 療 標 的 構 造 と し て ど の 程 度 利 用 で き る か を 調 べ た 。 ２ つ の バ リ
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ア ン ト を 識 別 で き る 定 量 的  PCRは を A1-特 異 的 (配 列 番 号 109 & 110)お よ び A2 特 異 的 (配 列
番 号 107 & 108) プ ラ イ マ ー 対 を 選 択 す る こ と に よ っ て 確 立 し た 。 A2 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン
ト は さ ら に 常 套 の PCRに よ っ て 第 二 の プ ラ イ マ ー 対 (配 列 番 号 39 & 40)を 用 い て 試 験 し た 。
A1 バ リ ア ン ト は 正 常 肺 に お い て の み 活 性 で あ る と 記 載 さ れ て い る 。 し か し 、 驚 く べ き こ
と に 本 発 明 に よ る と 、 A1 バ リ ア ン ト が 胃 粘 膜 に お い て も 活 性 で あ る こ と が 見 い だ さ れ た
。 胃 お よ び 肺 の み が 有 意 な 活 性 化 を 示 す 正 常 組 織 で あ る 。 そ の 他 の す べ て の 正 常 組 織 は ク
ロ ー デ ィ ン  A1に つ い て 陰 性 で あ る 。 腫 瘍 を 調 べ る と 、 驚 く べ き こ と に ク ロ ー デ ィ ン  A1が
多 数 の 腫 瘍 組 織 に お い て 高 度 に 活 性 化 さ れ て い る こ と が 見 い だ さ れ た 。 特 に 強 い 発 現 は 胃
腫 瘍 、 肺 腫 瘍 、 膵 臓 癌 、 食 道 癌 (図 23)、 ENT腫 瘍 お よ び 前 立 腺 癌 に お い て み ら れ た 。 ENT、
前 立 腺 、 膵 臓 お よ び 食 道 腫 瘍 に お け る ク ロ ー デ ィ ン  A1 発 現 レ ベ ル は 100-10 000倍 対 応 す
る 正 常 組 織 の レ ベ ル よ り 高 か っ た 。 ク ロ ー デ ィ ン  A2 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト の 研 究 に 用 い
た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は こ の 転 写 産 物 の 増 幅 を 特 異 的 に 可 能 と す る も の で あ っ た (配 列 番
号 39 & 40お よ び 107 & 108)。 研 究 に よ り 、 A2 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト は 胃 粘 膜 と 程 度 は 低
い が 精 巣 組 織 以 外 の 20を 超 え る 調 べ た 正 常 組 織 の い ず れ に お い て も 発 現 し て い な い こ と が
明 ら か と な っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 A2 バ リ ア ン ト も 、 A1バ リ ア ン ト と 同 様 に 、 多 く の 腫 瘍
に お い て 活 性 化 さ れ て い る こ と を 見 い だ し た (例 え ば 図 24に 示 す )。 こ れ ら に は 胃 腫 瘍 (8/1
0)、 膵 臓 腫 瘍 (6/6)、 食 道 癌 (5/10)お よ び 肝 臓 癌 が 含 ま れ る 。 健 康 肺 に お い て は ク ロ ー デ
ィ ン 18A2の 活 性 化 は 検 出 さ れ な か っ た が 、 驚 く べ き こ と に い く ら か の 肺 腫 瘍 が A2.1 ス プ
ラ イ ス バ リ ア ン ト を 発 現 す る こ と が 見 い だ さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 図 ３ Ａ ： 正 常 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る ク ロ ー デ ィ ン 18A2の 発 現
【 表 ３ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ １ 】
　 表 ３ Ｂ ： 正 常 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る ク ロ ー デ ィ ン 18A1の 発 現
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【 表 ３ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 独 立 の コ ン ト ロ ー ル 研 究 と し て の 常 套 の PCRも ま た 、 定 量 的  PCRの 結 果 を 確 認 す る も の
で あ っ た 。 こ れ に 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (配 列 番 号 39、 40)は A2 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン
ト の 特 異 的 増 幅 を 可 能 と す る 。 本 発 明 に よ る と 、 8/10の 胃 癌 お よ び 試 験 し た 膵 臓 癌 の 半 分
が こ の ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト の 強 い 発 現 を 示 し た (図 5)。 一 方 、 常 套 の PCRに よ っ て は そ の
他 の 組 織 に お け る 発 現 は 検 出 さ れ な か っ た 。 特 に 、 肺 、 肝 臓 、 血 液 、 リ ン パ 節 、 乳 房 組 織
 お よ び 腎 臓 組 織 で は 発 現 は 無 か っ た (表 3)。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 し た が っ て 該 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト は 、 本 発 明 に よ る と 、 上 部 胃 腸 管 な ら び に 肺 腫 瘍 、
ENT腫 瘍 、 前 立 腺 癌 お よ び そ の 転 移 の 腫 瘍 に 対 す る 高 度 に 特 異 的 な 分 子 マ ー カ ー を 表 す 。
こ れ ら 分 子 マ ー カ ー を 本 発 明 に よ る と 腫 瘍 細 胞 の 検 出 に 利 用 で き る 。 腫 瘍 の 検 出 は 本 発 明
に よ る と 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 利 用 し て 行 う こ と が 出 来 る (配 列 番 号 39、 40、 107-110
)。 特 に 好 適 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も そ の 一 方 が 、 180 塩 基 対 長 で あ っ て 一
方 (配 列 番 号 8)ま た は 他 方 の ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト (配 列 番 号 119)に 特 異 的 な 転 写 産 物 の セ
グ メ ン ト と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 結 合 す る プ ラ イ マ ー 対 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で こ れ ら の デ ー タ を 確 認 す る た め に 、 ク ロ ー デ ィ ン -特 異 的 抗 体 お よ
び 免 疫 血 清 を 動 物 の 免 疫 化 に よ り 測 定 し た 。 ク ロ ー デ ィ ン 18の 細 胞 膜 局 在 お よ び タ ン パ ク
質 ト ポ ロ ジ ー を 、 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス ツ ー ル (TMHMM、 TMPRED)に よ る 膜 貫 通 ド メ イ
ン の 分 析 お よ び 増 強 GFPを タ グ 付 加 さ れ た ク ロ ー デ ィ ン 18 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞
の 免 疫 蛍 光 研 究 に よ っ て 確 認 し た 。 ク ロ ー デ ィ ン 18は ２ つ の 細 胞 外 ド メ イ ン を 有 す る 。 N 
末 端 細 胞 外 ド メ イ ン は ２ つ の ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト に お い て 配 列 に お い て 異 な る (A1は 配
列 番 号 111お よ び A2は 配 列 番 号 112)。 C末 端 細 胞 外 ド メ イ ン は 両 方 の バ リ ア ン ト に つ い て 同
一 で あ る (配 列 番 号 137)。 今 日 ま で 、 ク ロ ー デ ィ ン 18の 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 す る 抗 体 は
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記 載 さ れ て い な い 。 本 発 明 に よ る と 、 細 胞 外 に 位 置 し 、 バ リ ア ン ト  A1ま た は A2に 特 異 的
な 、 ま た は 両 バ リ ア ン ト に 存 在 す る ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ を 免 疫 化 に 選 択 し た 。 ク ロ ー デ ィ
ン 18の 両 方 の バ リ ア ン ト は 古 典 的 な グ リ コ シ ル 化 モ チ ー フ を 有 さ ず 、 タ ン パ ク 質 の グ リ コ
シ ル 化 は そ れ ゆ え 予 測 さ れ な か っ た 。 に も か か わ ら ず 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ
ン を 含 む エ ピ ト ー プ が 古 典 的 グ リ コ シ ル 化 部 位 が 無 く て も ま れ に グ リ コ シ ル 化 さ れ る 可 能
性 が あ る こ と を 考 慮 し て 、 エ ピ ト ー プ の 選 択 に 注 意 を 払 っ た 。 エ ピ ト ー プ の グ リ コ シ ル 化
は こ の エ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 の 結 合 を 妨 害 し う る 。 と り わ け 、 エ ピ ト ー プ は 本
発 明 に よ る と 、 そ れ に よ っ て 作 ら れ る 抗 体 が 、 抗 原 の グ リ コ シ ル 化 状 態 の 識 別 を 可 能 と す
る よ う に 選 択 し た 。 以 下 の ペ プ チ ド を と り わ け 、 免 疫 化 の た め に 抗 体 の 産 生 に 選 択 し た :
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 配 列 番 号 17: DQWSTQDLYN (N-末 端 細 胞 外 ド メ イ ン 、 A2-特 異 的 、 グ リ コ シ ル 化 と 関 係 な
く 結 合 )
　 配 列 番 号 18: NNPVTAVFNYQ (N-末 端 細 胞 外 ド メ イ ン 、 A2-特 異 的 、 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 に
主 に 結 合 、 N37)
　 配 列 番 号 113: STQDLYNNPVTAVF (N-末 端 細 胞 外 ド メ イ ン 、 A2-特 異 的 、 非 グ リ コ シ ル 化 形
態 の み に 結 合 、 N37)
　 配 列 番 号 114: DMWSTQDLYDNP (N-末 端 細 胞 外 ド メ イ ン 、 A1-特 異 的 )
　 配 列 番 号 115: CRPYFTILGLPA (N-末 端 細 胞 外 ド メ イ ン 、 主 に A1に 特 異 的 )
　 配 列 番 号 116: TNFWMSTANMYTG (C-末 端 細 胞 外 ド メ イ ン 、 A1と A2と の 両 方 を 認 識 )。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 配 列 番 号 17に よ る 免 疫 化 に よ り 産 生 さ れ た A2-特 異 的 抗 体 に つ い て の デ ー タ を 例 示 に よ
り 示 す 。 特 異 的 抗 体 は 免 疫 蛍 光 研 究 の た め の 様 々 な 固 定 条 件 下 で 利 用 で き る 。 RT-PCR-陽
性 お よ び 陰 性 細 胞 株 の 比 較 染 色 に よ り 、 容 易 に 検 出 可 能 な 量 に お い て 、 対 応 す る タ ン パ ク
質 は 陽 性 と さ れ る 胃 癌 細 胞 株 に お い て 特 異 的 に 検 出 で き る (図 25)。 内 因 性 タ ン パ ク 質 は 膜
に 位 置 し 、 膜 上 に 比 較 的 大 き な 限 局 的 な 集 合 体 を 形 成 す る 。 こ の 抗 体 を さ ら に ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お け る タ ン パ ク 質 検 出 に 用 い た 。 予 測 さ れ た よ う に 、 タ ン パ ク 質 は 胃 に
の み 検 出 さ れ 、 そ の 他 の 正 常 組 織 に お い て は 、 肺 に お い て さ え 検 出 さ れ な か っ た (図 29)。
患 者 か ら の 胃 腫 瘍 と 隣 接 す る 正 常 胃 組 織 の 対 比 染 色 に よ り 、 驚 く べ き こ と に 、 ク ロ ー デ ィ
ン 18 A2が 、 こ の タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ る す べ て の 胃 腫 瘍 に お い て 小 さ い 分 子 量 を 有 し て
い る こ と が 明 ら か と な っ た (図 30、 左 )。 本 発 明 に よ る と 一 連 の 実 験 に お い て 、 正 常 胃 組 織
の 可 溶 化 液 を 脱 グ リ コ シ ル 化 剤  PNGase Fで 処 理 し た 場 合 に も こ の レ ベ ル の バ ン ド が 現 れ
る こ と が 判 明 し た (図 30、 右 )。 一 方 A2 バ リ ア ン ト の グ リ コ シ ル 化 形 態 は も っ ぱ ら す べ て
の 正 常 胃 組 織 に お い て 検 出 可 能 で あ り 、 A2 は 60%以 上 の 調 べ た 胃 癌 に お い て 検 出 可 能 で あ
り 、 特 に も っ ぱ ら 脱 グ リ コ シ ル 化 形 態 に お け る も の で あ っ た 。 ク ロ ー デ ィ ン 18の A2 バ リ
ア ン ト は タ ン パ ク 質 レ ベ ル に お い て さ え 正 常 肺 で は 検 出 さ れ な い が 、 そ れ は 気 管 支 癌 に お
い て は み ら れ 、 定 量 的  RT-PCRに よ っ て 調 べ た と お り で あ っ た 。 こ の 場 合 も 、 脱 グ リ コ シ
ル 化 バ リ ア ン ト の み が 存 在 し た (図 31)。 本 発 明 に よ る と ク ロ ー デ ィ ン 18 A2 ス プ ラ イ ス バ
リ ア ン ト の 細 胞 外 ド メ イ ン を 認 識 す る 抗 体 を 産 生 し た 。 さ ら に 、 ク ロ ー デ ィ ン 18 A1 ス プ
ラ イ ス バ リ ア ン ト の N 末 端 ド メ イ ン を 選 択 的 に 認 識 す る 抗 体 (図 28)お よ び C 末 端  細 胞 外
ド メ イ ン の 領 域 に お い て 両 方 の バ リ ア ン ト に 結 合 す る 抗 体 (図 27)を 産 生 し た 。 本 発 明 に よ
る と 診 断 目 的 で の か か る 抗 体 の 使 用 、 例 え ば 、 免 疫 組 織 学 (図 32)、 だ け で な く 上 述 の よ う
に 治 療 目 的 で の 使 用 が 可 能 で あ る 。 さ ら に 重 要 な 態 様 は ク ロ ー デ ィ ン 18の 示 差 的 に グ リ コ
シ ル 化 さ れ た ド メ イ ン に 関 す る 。 本 発 明 に よ る と 非 グ リ コ シ ル 化 エ ピ ト ー プ に の み 結 合 す
る 抗 体 を 産 生 し た 。 ク ロ ー デ ィ ン 18自 体 は 胃 組 織 (A2)な ら び に 肺 お よ び 胃 (A1)に 対 す る 高
度 に 選 択 的 な 分 化 抗 原 で あ る 。 腫 瘍 に お い て は そ れ は グ リ コ シ ル 化 機 構 に お け る 変 化 に よ
っ て 明 ら か に 影 響 を 受 け る た め 、 特 定 の 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た A2の バ リ ア ン ト が 腫 瘍 に お
い て 産 生 さ れ る 。 こ れ は 診 断 お よ び 治 療 に 利 用 で き る 。 免 疫 血 清 、 例 え ば こ こ で 記 載 す る
免 疫 血 清  (配 列 番 号 17の ペ プ チ ド に 対 す る も の )を 診 断 に 、 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ
ィ ン グ に お い て 利 用 で き る 。 例 え ば 配 列 番 号 113の ペ プ チ ド で の 免 疫 化 に よ っ て 生 じ る 、
グ リ コ シ ル 化 さ れ た エ ピ ト ー プ に ま っ た く 結 合 す る こ と が 出 来 な い 抗 体 (図 26)は 、 結 合 に
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お い て 腫 瘍 組 織 を 正 常 組 織 と 区 別 で き る 。 特 に か か る 抗 体 の 治 療 で の 使 用 が 可 能 で あ る 。
と い う の は そ れ ら は 高 度 に 選 択 的 で あ る か ら で あ る 。 産 生 さ れ た 抗 体 は 、 キ メ ラ ま た は ヒ
ト 化 組 換 え 抗 体 の 産 生 に 直 接 用 い る こ と も 出 来 る 。 こ れ は ま た ウ サ ギ か ら 得 た 抗 体 を 用 い
て 直 接 行 い う る (こ れ に つ い て は 、 J Biol Chem. 2000 May 5;275(18):13668-76 by Rader
 C、 Ritter G、 Nathan S、 Elia M、 Gout I、 Jungbluth AA、 Cohen LS、 Welt S、 Old LJ、
Barbas CF 3rd. “ The rabbit antiody repertoire as a novel source for the generat
ion of therapeutic human antibody” を 参 照 )。 こ の 目 的 の た め に 、 免 疫 し た 動 物 か ら の
リ ン パ 球 を 保 存 し た 。 ア ミ ノ 酸 1-47(配 列 番 号 19お よ び 120)も ま た 免 疫 療 法 、 例 え ば 、 ワ
ク チ ン お よ び 抗 原 -特 異 的 Tリ ン パ 球 の 養 子 移 入 、 の 特 に 良 好 な エ ピ ト ー プ で あ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 実 施 例 ５
　 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の SLC13A1の 同 定
　 SLC13A1は 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 共 輸 送 体 の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 ヒ ト 遺 伝 子 は 、 こ の 遺 伝 子
の マ ウ ス ホ モ ロ グ と 異 な り 、 腎 臓 に お い て 選 択 的 に 発 現 す る (Lee et al.、 Genomics 70:3
54-63)。 SLC13A1は 595 ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 13の 推 定 膜 貫 通 ド メ イ ン を 含
む 。 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 、 4種 類 の 転 写 産 物 (配 列 番 号 41-44)お よ び そ の 対 応 す る
翻 訳 産 物 (配 列 番 号 45-48)が 生 じ る 。 SLC13A1が 腎 臓 腫 瘍 の マ ー カ ー と し て 利 用 で き る か を
調 べ た 。 SLC13A1の 特 異 的 増 幅 を 可 能 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (配 列 番 号 49、 50)を こ の
目 的 の た め に 用 い た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 表 ４ ： 正 常 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る SLC13A1の 発 現
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 SLC13A1-特 異 的 プ ラ イ マ ー 対  (配 列 番 号 49、 50)を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 、 実 質 的 に
腎 臓 に お け る 選 択 的 発 現 が 確 認 さ れ 、 本 発 明 に よ り 示 さ れ る よ う に 調 べ た 腎 臓 細 胞 癌 組 織
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診 の 実 質 的 に す べ て (7/8)に お い て 高 発 現 し て い た (表 4、 図 6)。 特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番
号 121、 122)を 用 い た 定 量 的  RT-PCRも ま た こ れ ら の デ ー タ を 確 認 し た (図 34)。 弱 い シ グ ナ
ル が 以 下 の 正 常 組 織 に お い て 検 出 可 能 で あ っ た :結 腸 、 胃 、 精 巣 、 乳 房 、 肝 臓 お よ び 脳 。
腎 臓 癌 に お け る 発 現 は し か し 、 そ の 他 の す べ て の 正 常 組 織 よ り も 、 少 な く と も 100倍 高 か
っ た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 細 胞 に お け る SLC13A1の 細 胞 内 局 在 を 分 析 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 を レ ポ ー タ ー 分 子 と
し て の eGFPと 融 合 さ せ 、 適 当 な プ ラ ス ミ ド で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 、 293 細 胞 に お
い て 異 種 発 現 さ せ た 。 局 在 を 次 い で 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 分 析 し た 。 本 発 明 者 ら の デ ー タ は 驚 く
べ き こ と に SLC13A1が 膜 内 在 性 分 子 で あ る こ と を 確 認 し た (図 35)。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 SLC13A1 タ ン パ ク 質 の 検 出 用 の 抗 体 を ウ サ ギ の 免 疫 化 に よ り 産 生 し た 。 配 列 番 号 123 お
よ び 124の ペ プ チ ド を こ れ ら 抗 体 の 産 生 に 用 い た 。 か か る 抗 体 は 原 理 的 に 診 断 お よ び 治 療
目 的 で 利 用 で き る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 SLC13A1 タ ン パ ク 質 は 13の 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 7つ の 細 胞 外 領 域 を 有 す る 。 SLC13A1の
こ れ ら 細 胞 外 ド メ イ ン は 特 に 本 発 明 に よ る と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 的 構 造 と し て 利 用 で
き る 。 SLC13A1は イ オ ン の 輸 送 に チ ャ ン ネ ル タ ン パ ク 質 と し て 関 与 し て い る 。 健 康 腎 臓 に
お け る SLC13A1の 細 胞 外 ド メ イ ン は 極 性 に よ っ て 尿 路 (管 腔 内 )の 方 向 を 向 い て い る 。 し か
し 治 療 に 用 い ら れ る 高 分 子 量 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 尿 路 に 入 ら な い た め 、 健 康 腎 臓 に お い
て は SLC13A1へ の 結 合 は 起 こ ら な い 。 一 方 、 SLC13A1の 極 性 は 腫 瘍 細 胞 に お い て は 無 く な り
、 タ ン パ ク 質 は 血 流 を 介 し て 直 接 抗 体 標 的 化 に 用 い ら れ る 。 腎 臓 細 胞 癌 に お け る SLC13A1
の 顕 著 な 発 現 お よ び 高 頻 度 に よ り 、 こ の タ ン パ ク 質 は 本 発 明 に よ る と 非 常 に 興 味 深 い 診 断
上 お よ び 治 療 上 の マ ー カ ー と な る 。 こ れ は 本 発 明 に よ る と RT-PCRに よ る 、 血 清 、 骨 髄 、 尿
に お け る 転 移 性 の 腫 瘍 細 胞 の 検 出 お よ び そ の 他 の 組 織 に お け る 転 移 の 検 出 を 含 む 。 さ ら に
本 発 明 に よ る と 、 SLC13A1の 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 免 疫 診 断 お
よ び 治 療 の た め の 標 的 構 造 と し て の 使 用 が 可 能 で あ る 。 SLC13A1は さ ら に 本 発 明 に よ る と
腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 (Tお よ び B細 胞 -媒 介 免 疫 応 答 )を 誘 導 す る た め の ワ ク チ ン (RNA、 DNA、
タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド )と し て 利 用 で き る 。 こ れ は 、 本 発 明 に よ る と 、 SLC13A1の 生 理 活 性
を 調 節 す る い わ ゆ る 低 分 子 化 合 物 の 開 発 も 含 み 、 腎 臓 腫 瘍 の 治 療 用 に 利 用 す る こ と が 出 来
る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 実 施 例 ６
　 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の CLCA1の 同 定
　 CLCA1 (配 列 番 号 51; 翻 訳 産 物 : 配 列 番 号 60)は 、 Ca + + -活 性 化 Cl -  チ ャ ン ネ ル の フ ァ ミ
リ ー に 属 す る 。 配 列 は Genbankに お い て 登 録 番 号 NM_001285と し て 公 表 さ れ て い る 。 CLCA1
は も っ ぱ ら 腸 陰 窩 上 皮 お よ び 杯 細 胞 に 発 現 し て い る (Gruber et al.、 Genomics 54:200-14
、 1998)。 CLCA1が 結 腸 癌 お よ び 胃 癌 の マ ー カ ー と し て 利 用 で き る か を 調 べ た 。 CLCA1の 特
異 的 増 幅 を 可 能 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (配 列 番 号 67、 68)を こ の 目 的 の た め に 用 い た 。
こ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 結 腸 に お け る 選 択 的 発 現 が 確 認 さ れ 、
本 発 明 に よ る と (3/7)の 調 べ た 結 腸 癌 お よ び (1/3)の 調 べ た 胃 癌 サ ン プ ル に お け る 高 い 発 現
が 示 さ れ た (図 7)。 そ の 他 の 正 常 組 織 は 、 発 現 を 示 さ な い か 非 常 に 弱 い 発 現 を 示 し た 。 こ
れ は さ ら に 特 異 的 定 量 的 RT-PCR (配 列 番 号 125、 126)に よ っ て 確 認 さ れ 、 こ こ で 、 発 現 は
分 析 し た 正 常 組 織 に お い て は 検 出 さ れ な か っ た (図 36)。 こ の 実 験 で 調 べ た 腫 瘍 サ ン プ ル の
中 で 、 6/12の 結 腸 癌 サ ン プ ル と 5/10の 胃 癌 サ ン プ ル は CLCA1に つ い て 陽 性 で あ っ た 。 総 じ
て 、 こ の 遺 伝 子 の 腫 瘍 に お け る 発 現 は 無 調 節 で あ る よ う で あ っ た 。 非 常 に 強 い 発 現 を 示 す
サ ン プ ル に 加 え て 、 CLCA1は そ の 他 の サ ン プ ル に お い て 顕 著 に 下 方 制 御 さ れ て い た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 は 4つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン 、 全 部 で 2つ の 細 胞 外 領 域 を 有 す る と 予 測 さ れ る 。 CL
CA1の こ れ ら 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 特 に 本 発 明 に よ る と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の た め の 標 的 構
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造 と し て 利 用 で き る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 CLCA1が 胃 癌 お よ び 結 腸 癌 に お い て 強 力 に 発 現 し て い る こ と そ し て 高 頻 度 で あ る こ と に
よ り 、 こ の タ ン パ ク 質 は 本 発 明 に よ る と 興 味 深 い 診 断 上 お よ び 治 療 上 の マ ー カ ー と な る 。
こ れ に は 本 発 明 に よ る と 、 RT-PCRに よ る 血 清 、 骨 髄 、 尿 の 転 移 性 腫 瘍 細 胞 の 検 出 な ら び に
そ の 他 の 器 官 に お け る 転 移 の 検 出 が 含 ま れ る 。 さ ら に 本 発 明 に よ る と CLCA1の 細 胞 外 ド メ
イ ン を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 免 疫 診 断 お よ び 治 療 の 標 的 構 造 と し て 利 用 で き る 。 CLCA
1は 本 発 明 に よ る と さ ら に 腫 瘍 特 異 的  免 疫 応 答 (Tお よ び B細 胞 -媒 介 免 疫 応 答 )を 誘 発 す る
た め の ワ ク チ ン (RNA、 DNA、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド )と し て 利 用 で き る 。 こ れ に は 本 発 明 に
よ る と CLCA1の 輸 送 タ ン パ ク 質 と し て の 生 理 活 性 を 調 節 し 、 胃 腸 腫 瘍 の 治 療 に 利 用 で き る
い わ ゆ る 低 分 子 化 合 物 の 開 発 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 実 施 例 ７
　 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の FLJ21477の 同 定
　 FLJ21477 (配 列 番 号 52)お よ び そ の 推 定 翻 訳 産 物 (配 列 番 号 61)は 仮 定 上 の タ ン パ ク 質 と
し て Genbankに お い て 登 録 番 号 . NM_025153と し て 公 表 さ れ て い る 。 そ れ は ATPase活 性 お よ
び 4つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 で あ り 、 し た が っ て 特 異 的 抗 体 に よ
る 治 療 に 好 適 で あ る 。 FLJ21477-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 69、 70)を 用 い た RT-PCR研 究
に よ り 結 腸 に お け る 選 択 的 発 現 、 さ ら に (7/12)の 調 べ た 結 腸 癌 サ ン プ ル に お い て 様 々 な レ
ベ ル の 発 現 が 示 さ れ た (図 8)。 そ の 他 の 正 常 組 織 は 発 現 を 示 さ な か っ た 。 こ れ を さ ら に 特
異 的 定 量 的  RT-PCR(配 列 番 号 127、 128)に よ り 確 認 し た 。 FLJ21477-特 異 的 発 現 は 結 腸 (図 3
7A)お よ び 11/12の 結 腸 癌 に お い て 検 出 可 能 で あ っ た 。 結 腸 組 織 に お け る 発 現 の 他 に 、 発 現
は さ ら に 胃 組 織 で も 検 出 可 能 で あ っ た 。 さ ら に 、 定 量 的 RT-PCRの 条 件 下 で 、 脳 、 胸 腺 お よ
び 食 道 に お い て 検 出 可 能 な 発 現 は 、 結 腸 お よ び 胃 と 比 較 し て 顕 著 に 弱 か っ た (図 37A)。 さ
ら に 以 下 の 腫 瘍 サ ン プ ル に お け る FLJ21477-特 異 的 発 現 を 検 出 す る こ と が 出 来 た :胃 、 膵 臓
、 食 道 お よ び 肝 臓 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 は 4つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン と 全 部 で 2つ の 細 胞 外 領 域 を 有 す る と 予 測 さ れ る 。 こ
れ ら FLJ21477の 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 本 発 明 に よ る と 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の た め の 標 的
構 造 と し て 利 用 で き る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 胃 お よ び 結 腸 癌 に お け る FLJ21477の 発 現 と そ の 高 い 頻 度 に よ り 、 該 タ ン パ ク 質 は 本 発 明
に よ る と 、 有 用 な 診 断 上 お よ び 治 療 上 マ ー カ ー と な る 。 こ れ に は 本 発 明 に よ る と RT-PCRに
よ る 血 清 、 骨 髄 、 尿 に お け る 転 移 性 腫 瘍 細 胞 の 検 出 な ら び に そ の 他 の 器 官 に お け る 転 移 の
検 出 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 FLJ21477の 細 胞 外 ド メ イ ン は 本 発 明 に よ る と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 に よ る 免 疫 診 断 お よ び 治 療 の 標 的 構 造 と し て 利 用 で き る 。 さ ら に 本 発 明 に よ る と 、 FLJ2
1477は 腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 (Tお よ び B細 胞 -媒 介 免 疫 応 答 )の 誘 発 の た め の ワ ク チ ン (RNA、 D
NA、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド )と し て 利 用 で き る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 実 施 例 ８
　 FLJ20694の 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の 同 定
　 FLJ20694(配 列 番 号 53)お よ び そ の 翻 訳 産 物 (配 列 番 号 62)は 仮 定 上 の タ ン パ ク 質 と し て Ge
nbankに 登 録 番 号 . NM_017928と し て 公 表 さ れ て い る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 膜 内 在 性 分 子 (膜
貫 通 ド メ イ ン  AA 33-54)で あ り 、 チ オ レ ド キ シ ン 機 能 を 有 す る よ う で あ る 。 FLJ20694-特
異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 71、 72)を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 、 結 腸 に お け る 選 択 的 発 現
、 さ ら に (5/9)の 結 腸 癌 サ ン プ ル に お け る 様 々 な レ ベ ル の 発 現 が 示 さ れ た (図 9)。 そ の 他 の
正 常 組 織 は 発 現 を 示 さ な か っ た 。 こ れ は さ ら に 特 異 的 定 量 的  RT-PCR (配 列 番 号 129、 130)
に よ り 確 認 さ れ た (図 38)。 FLJ29694発 現 は 結 腸 お よ び 胃 (最 初 の 実 験 で は 分 析 し て い な い )
以 外 の そ の 他 の 正 常 組 織 で は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
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　 タ ン パ ク 質 は １ つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン と １ つ の 細 胞 外 領 域 を 有 す る と 予 測 さ れ る 。 FLJ206
94の こ れ ら 細 胞 外 ド メ イ ン は 特 に 本 発 明 に よ る と 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の た め の 標 的 構 造
と し て 利 用 で き る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 さ ら に 、 FLJ20694は 本 発 明 に よ る と 腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 (Tお よ び B細 胞 -媒 介 免 疫 応 答 )
を 誘 発 す る た め の ワ ク チ ン (RNA、 DNA、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド )と し て 利 用 で き る 。 こ れ に
は 本 発 明 に よ る と FLJ20694の 生 理 活 性 を 調 節 す る い わ ゆ る 低 分 子 化 合 物 の 開 発 も 含 ま れ 、
胃 腸 腫 瘍 の 治 療 に 利 用 で き る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 実 施 例 ９
　 von Ebner'sタ ン パ ク 質  (c20orf114)の 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の 同 定
　 von Ebner's タ ン パ ク 質  (配 列 番 号 54)お よ び そ の 翻 訳 産 物 (配 列 番 号 63)は 上 気 道 お よ
び 鼻 咽 頭 上 皮 の Plunc-関 連 タ ン パ ク 質 と し て Genbank に お い て 登 録 番 号 . AF364078と し て
公 表 さ れ て い る 。 本 発 明 に よ る と 、 von Ebner's タ ン パ ク 質 が 肺 癌 の マ ー カ ー と し て 利 用
で き る か を 調 べ た 。 Ebner's タ ン パ ク 質 の 特 異 的 増 幅 を 可 能 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (
配 列 番 号 73、 74)を こ の 目 的 の た め に 用 い た 。 こ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト に よ る RT-PCR 研 究 は
、 肺 お よ び (5/10)の 調 べ た 肺 癌 サ ン プ ル に お け る 選 択 的 発 現 を 示 し た (図 10)。 正 常 組 織 の
群 に お い て 胃 で の 発 現 も 示 さ れ た 。 そ の 他 の 正 常 組 織 は 発 現 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 実 施 例 １ ０
　 Pluncの 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の 同 定
　 Plunc (配 列 番 号 55)お よ び そ の 翻 訳 産 物 (配 列 番 号 64)は Genbankに 登 録 番 号 . NM_016583
と し て 公 表 さ れ て い る 。 ヒ ト  Pluncは 256 ア ミ ノ 酸 で あ っ て マ ウ ス  Plunc タ ン パ ク 質 と 7
2%の 相 同 性 を 示 す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る (Bingle and Bingle、 Biochem Biophys Acta 1
493:363-7、 2000)。 Pluncの 発 現 は 気 管 、 上 気 道 、 鼻 咽 頭 上 皮 お よ び 唾 液 腺 に 限 定 さ れ て
い る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 本 発 明 に よ り 、 Pluncが 肺 癌 の マ ー カ ー と し て 利 用 で き る か を 調 べ た 。 Pluncの 特 異 的 増
幅 を 可 能 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (配 列 番 号 75、 76)を こ の 目 的 の た め に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 こ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 、 胸 腺 、 肺 お よ び (6/10)の 調 べ た 肺
癌 サ ン プ ル に お け る 選 択 的 発 現 が 示 さ れ た (図 11)。 そ の 他 の 正 常 組 織 は 発 現 を 示 さ な か っ
た 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 実 施 例 １ １
　 SLC26A9の 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の 同 定
　 SLC26A9 (配 列 番 号 56)お よ び そ の 翻 訳 産 物  (配 列 番 号 65)は Genbankに 登 録 番 号 . NM_134
325と し て 公 表 さ れ て い る 。 SLC26A9は 陰 イ オ ン 交 換 体 の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 SLC26A9の
発 現 は 細 気 管 支 お よ び 肺 の 肺 胞 上 皮 に 限 定 さ れ て い る (Lohi et al.、 J Biol Chem 277:14
246-54、 2002)。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 SLC26A9が 肺 癌 の マ ー カ ー と し て 利 用 で き る か を 調 べ た 。 こ の 目 的 の た め に SLC26A9の 特
異 的 増 幅 を 可 能 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (配 列 番 号 77、 78)を 用 い た 。 SLC26A9-特 異 的 プ
ラ イ マ ー (配 列 番 号 77、 78)を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 、 肺 お よ び す べ て (13/13)の 調 べ た
肺 癌 サ ン プ ル に お け る 選 択 的 発 現 が 示 さ れ た (図 12)。 甲 状 腺 を 除 く そ の 他 の 正 常 組 織 は 発
現 を 示 さ な か っ た 。 ま ず 、 配 列 番 号 131お よ び 132の プ ラ イ マ ー を 用 い た 定 量 的  RT-PCR実
験 に お い て こ れ ら の 結 果 を 確 認 す る こ と が 出 来 、 さ ら な る 情 報 が 得 ら れ た 。 4-5の 腫 瘍 組
織 の プ ー ル さ れ た サ ン プ ル に お い て 、 肺 、 結 腸 、 膵 臓 お よ び 胃 腫 瘍 に お け る SLC26A9-特 異
的  RNAの 高 い 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る こ と が 出 来 た 。 SLC26A9は 膜 貫 通 陰 イ オ ン 輸 送 体 の フ
ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 健 康 な 肺 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 気 道 の 方 向 に お い て 管 腔 内
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に 向 い て お り 、 し た が っ て 血 液 か ら の IgG 抗 体 を 直 接 用 い る こ と は 出 来 な い 。 一 方 、 タ ン
パ ク 質 の 極 性 は 腫 瘍 で は 失 わ れ て い る 。 し た が っ て 本 発 明 に よ る と 、 特 定 の 腫 瘍 、 と り わ
け 、 肺 腫 瘍 、 胃 癌 、 膵 臓 癌 に お い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 治 療 標 的 と し て SLC26A9
を 用 い る こ と が 出 来 る 。 肺 、 胃 、 膵 臓 お よ び 食 道 癌 に お け る SLC26A9の 顕 著 な 高 発 現 お よ
び 高 頻 度 に よ り 、 こ の タ ン パ ク 質 は 本 発 明 に よ る と 、 良 好 な 診 断 上 お よ び 治 療 上 マ ー カ ー
と な る 。 こ れ に は 本 発 明 に よ る と RT-PCRに よ る 血 清 、 骨 髄 お よ び 尿 に お け る 転 移 性 腫 瘍 細
胞 の 検 出 な ら び に そ の 他 の 器 官 に お け る 転 移 の 検 出 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 SLC26A9の 細 胞
外 ド メ イ ン は 本 発 明 に よ る と 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 免 疫 診 断 お よ び 治 療 の た め の 標
的 構 造 と し て 利 用 す る こ と が 出 来 る 。 さ ら に 本 発 明 に よ る と 腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 (Tお よ び
B細 胞 -媒 介 免 疫 応 答 )の 誘 発 の た め の ワ ク チ ン (RNA、 DNA、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド )と し て S
LC26A9を 用 い る こ と が 出 来 る 。 こ れ に は 本 発 明 に よ る と 、 SLC26A9の 生 理 活 性 を 調 節 す る
い わ ゆ る 低 分 子 化 合 物 の 開 発 も 含 ま れ 、 肺 腫 瘍 お よ び 胃 腸 腫 瘍 の 治 療 に 利 用 で き る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 実 施 例 １ ２
　 THC1005163の 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の 同 定
　 THC1005163 (配 列 番 号 57)は TIGR 遺 伝 子 イ ン デ ッ ク ス か ら の 遺 伝 子 断 片 で あ る 。 該 遺 伝
子 は 3'領 域 の み 明 ら か に な っ て お り 、 ORFは 欠 失 し て い る 。  RT-PCR 研 究 を THC1005163-特
異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 79)お よ び 5'末 端 に 21 特 異 的 塩 基 の 特 異 的 タ グ を 有 す る オ リ ゴ  
dT 1 8  プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 っ た 。 こ の タ グ は 公 知 の 配 列 と の 相 同 性 に つ い て の デ ー タ ベ
ー ス サ ー チ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 調 べ た 。 こ の 特 異 的 プ ラ イ マ ー を ま ず ゲ ノ ム DNAの 汚 染 を
除 く た め に cDNA合 成 に 用 い た 。 こ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 、 胃 、
卵 巣 、 肺 お よ び (5/9)の 肺 癌 組 織 診 に お け る 発 現 が 示 さ れ た (図 13)。 そ の 他 の 正 常 組 織 は
発 現 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 実 施 例 １ ３
　 LOC134288の 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の 同 定
　 LOC134288 (配 列 番 号 58)お よ び そ の 推 定 翻 訳 産 物 (配 列 番 号 66)は Genbankに 登 録 番 号 . X
M_059703と し て 公 表 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 LOC134288が 腎 臓 細 胞 癌 の マ ー カ ー と し て 利 用 で き る か を 調 べ た 。 LOC
134288の 特 異 的 増 幅 を 可 能 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (配 列 番 号 80、 81)を こ の 目 的 の た め
に 用 い た 。 RT-PCR 研 究 に よ り 腎 臓 お よ び (5/8)の 調 べ た 腎 臓 細 胞 癌 組 織 診 に お け る 選 択 的
発 現 が 示 さ れ た (図 14)。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 実 施 例 １ ４
　 THC943866の 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の 同 定
　 THC 943866 (配 列 番 号 59)は TIGR 遺 伝 子 イ ン デ ッ ク ス か ら の 遺 伝 子 断 片 で あ る 。 THC943
866が 腎 臓 細 胞 癌 の マ ー カ ー と し て 利 用 で き る か を 調 べ た 。 THC943866の 特 異 的 増 幅 を 可 能
と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (配 列 番 号 82、 83)を こ の 目 的 の た め に 用 い た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 THC943866-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 82、 83)を 用 い た RT-PCR 研 究 に よ り 、 腎 臓 お よ
び (4/8)の 調 べ た 腎 臓 細 胞 癌 組 織 診 に お け る 選 択 的 発 現 が 示 さ れ た (図 15)。
【 ０ ２ ９ ３ 】
実 施 例 １ ５
　 FLJ21458の 診 断 上 お よ び 治 療 上 癌 標 的 と し て の 同 定
　 FLJ21458 (配 列 番 号 84)お よ び そ の 推 定 翻 訳 産 物 (配 列 番 号 85)は Genbank に 登 録 番 号 . N
M_034850と し て 公 表 さ れ て い る 。 配 列 分 析 に よ り 、 該 タ ン パ ク 質 が 新 規 な ブ チ ロ フ ィ リ ン
フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 表 す こ と が 明 ら か と な っ た 。 構 造 分 析 に よ り そ れ は １ つ の 細 胞 外
免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン を 有 す る 1型 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 FLJ
21458の 特 異 的 増 幅 を 可 能 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (配 列 番 号 86、 87)を 発 現 の 調 査 に 用
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い た 。 FLJ21458-特 異 的 プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 86、 87)に よ る RT-PCR 研 究 は 、 結 腸 お よ び (7
/10)の 調 べ た 結 腸 癌 組 織 診 に お け る 選 択 的 発 現 を 示 し た (図 16、 表 5)。 特 異 的 プ ラ イ マ ー (
配 列 番 号 133、 134)を 用 い た 定 量 的  RT-PCRに よ り 、 選 択 的 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 確 認 さ れ た
(図 39)。 さ ら に こ の 実 験 に お い て 結 腸 、 胃 、 直 腸 お よ び 盲 腸 に お け る FLJ21458の 胃 腸 -特
異 的 検 出 お よ び 精 巣 に お け る 検 出 を 行 う こ と が 可 能 で あ っ た 。 7/11の 結 腸 転 移 サ ン プ ル も
定 量 的  PCRに お い て 陽 性 で あ っ た 。 FLJ21458-特 異 的 発 現 は そ の 他 の 腫 瘍 に も 拡 張 さ れ 、
タ ン パ ク 質 -特 異 的 発 現 は 胃 、 膵 臓 お よ び 肝 臓 腫 瘍 に お い て 検 出 可 能 で あ っ た (表 5)。 FLJ2
1458 タ ン パ ク 質 の 検 出 用 の 抗 体 は ウ サ ギ の 免 疫 化 に よ っ て 産 生 し た 。 以 下 の ペ プ チ ド を
こ れ ら 抗 体 の 産 生 に 用 い た :
配 列 番 号 135: QWQVFGPDKPVQAL
配 列 番 号 136: AKWKGPQGQDLSTDS。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 FLJ21458-特 異 的 反 応 は 免 疫 蛍 光 に お い て 検 出 可 能 で あ っ た (図 40)。 抗 体 の 特 異 性 を 確
認 す る た め に 、 293 細 胞 を FLJ21458-GFP 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 。 特 異 性 は 一 方 で FLJ21458-特 異 的 抗 体 を 用 い た 共 存 研 究 に よ り 確 認 さ
れ 、 他 方 で 自 己 蛍 光 性 GFPに よ り 確 認 さ れ た 。 ２ つ の 蛍 光 図 の 重 ね 合 わ せ は 、 免 疫 血 清 が
特 異 的 に FLJ21458 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る こ と を 明 白 に 示 し た (図 40a)。 タ ン パ ク 質 の 過 剰
発 現 に よ り 結 果 と し て 得 ら れ た 細 胞 染 色 は 散 在 性 で あ り 、 明 白 な タ ン パ ク 質 の 局 在 化 は 出
来 な か っ た 。 こ の た め 、 さ ら な る 免 疫 蛍 光 実 験 を FLJ21458を 内 因 的 に 発 現 す る 胃 腫 瘍 特 異
的 細 胞 株  Snu16を 用 い て 行 っ た (図 41B)。 細 胞 を FLJ21458-特 異 的 抗 血 清 お よ び 膜 タ ン パ ク
質  E-カ ド ヘ リ ン を 認 識 す る も う １ つ の 抗 体 で 染 色 し た 。 FLJ21458-特 異 的 抗 体 は 少 な く と
も 弱 く 細 胞 膜 を 染 色 し 、 し た が っ て FLF21458が 細 胞 膜 に 局 在 す る こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 研 究 に よ り 、 FLJ21458に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が 細
胞 表 面 分 子 で あ り 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 超 分 子 ド メ イ ン を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ の 表 面 分
子 の 選 択 的 発 現 に よ り 、 そ れ は 、 腫 瘍 細 胞 の 検 出 の 診 断 方 法 お よ び 腫 瘍 細 胞 を 排 除 す る 治
療 方 法 の 開 発 の た め の 良 好 な 標 的 と な る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 胃 癌 お よ び 結 腸 癌 に お け る FLJ21458の 高 発 現 お よ び 高 頻 度 に よ り こ の タ ン パ ク 質 は 本 発
明 に よ る と 、 非 常 に 興 味 深 い 診 断 上 お よ び 治 療 上 の マ ー カ ー と な る 。 こ れ に は 本 発 明 に よ
る と 、 RT-PCRに よ る 、 血 清 、 骨 髄 お よ び 尿 に お け る 転 移 性 腫 瘍 細 胞 の 検 出 お よ び そ の 他 の
器 官 に お け る 転 移 の 検 出 が 含 ま れ る 。 さ ら に 本 発 明 に よ る と FLJ21458の 細 胞 外 ド メ イ ン を
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 免 疫 診 断 お よ び 治 療 の た め の 標 的 構 造 と し て 利 用 す る こ と が
出 来 る 。 さ ら に 本 発 明 に よ る と FLJ21458を 腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 (Tお よ び B細 胞 -媒 介 免 疫 応
答 )を 誘 導 す る ワ ク チ ン (RNA、 DNA、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド )と し て 用 い る こ と が 出 来 る 。
こ れ に は 、 本 発 明 に よ る と FLJ21458の 生 理 活 性 を 調 節 す る い わ ゆ る 低 分 子 化 合 物 の 開 発 が
含 ま れ 、 胃 腸 腫 瘍 の 治 療 に 利 用 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 表 ５ ： 正 常 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る FLJ21458 発 現
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ９ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 結 腸 癌 組 織 診 に お け る GPR35 mRNA発 現 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 正 常 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る GUCY2C mRNA 発 現 の 定 量 的  PCR 分 析 で あ
る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 腫 瘍 特 異 的  GUCY2C ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト の 同 定 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 正 常 肺 お よ び 肺 癌 に お け る 選 択 的 SCGB3A 発 現 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 胃 、 食 道 、 胃 癌 お よ び 膵 臓 癌 に お け る ク ロ ー デ ィ ン 18A2.1 発 現 で あ る
。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 腎 臓 お よ び 腎 臓 細 胞 癌 に お け る SLC13A1 発 現 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 結 腸 、 結 腸 癌 お よ び 胃 癌 に お け る CLCA1 発 現 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 結 腸 お よ び 結 腸 癌 に お け る FLJ21477 発 現 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 結 腸 お よ び 結 腸 癌 に お け る FLJ20694 発 現 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 胃 、 肺 お よ び 肺 癌 に お け る von Ebner 発 現 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 胸 腺 、 肺 お よ び 肺 癌 に お け る Plunc 発 現 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 肺 、 肺 癌 お よ び 甲 状 腺 に お け る SLC26A9 発 現 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 胃 、 卵 巣 、 肺 お よ び 肺 癌 に お け る THC1005163 発 現 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 腎 臓 お よ び 腎 臓 細 胞 癌 に お け る LOC134288 発 現 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 腎 臓 お よ び 腎 臓 細 胞 癌 に お け る THC943866 発 現 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 結 腸 お よ び 結 腸 癌 に お け る FLJ21458 発 現 で あ る 。
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【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 GPR35の 細 胞 内 局 在 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 GPR35の 定 量 的 発 現 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 GUCY2Cの 定 量 的 発 現 で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 SCGB3A2の 定 量 的 発 現 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 SCGB3A2-特 異 的 抗 体 に よ る 免 疫 蛍 光 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18 ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 ク ロ ー デ ィ ン -18、 バ リ ア ン ト A1の 定 量 的 発 現 で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18、 バ リ ア ン ト  A2の 定 量 的 発 現 で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18A2-特 異 的 抗 体 (細 胞 外 ド メ イ ン )の 使 用 で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18A2-特 異 的 抗 体 (細 胞 外 ド メ イ ン )の 使 用 で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18の C-末 端 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 の 使 用 で あ る
。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18A1-特 異 的 抗 体 の 使 用 で あ る 。
【 図 ２ ９ 】 図 ２ ９ は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お け る ク ロ ー デ ィ ン 18A2の 検 出 で あ る 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ は 、 胃 お よ び 胃 腫 瘍 か ら の サ ン プ ル で の ク ロ ー デ ィ ン 18A2 ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ で あ る 。
【 図 ３ １ 】 図 ３ １ は 、 肺 腫 瘍 に お け る ク ロ ー デ ィ ン 18の 発 現 で あ る 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ ２ は 、 胃 腫 瘍 組 織 に お け る ク ロ ー デ ィ ン 18A2-特 異 的 抗 体 を 用 い る ク ロ ー
デ ィ ン 18の 免 疫 組 織 化 学 分 析 で あ る 。
【 図 ３ ３ 】 図 ３ ３ は 、 ク ロ ー デ ィ ン 18-特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 に よ る 胃 -特 異 的  Snu
16 細 胞 の 間 接 的 免 疫 蛍 光 で あ る 。
【 図 ３ ４ 】 図 ３ ４ は 、 SLC13A1の 定 量 的 発 現 で あ る 。
【 図 ３ ５ 】 図 ３ ５ は 、 SLC13A1の 細 胞 内 局 在 で あ る 。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ６ は 、 CLCA1の 定 量 的 発 現 で あ る 。
【 図 ３ ７ 】 図 ３ ７ は 、 FLJ21477の 定 量 的 発 現 で あ る 。
【 図 ３ ８ 】 図 ３ ８ は 、 FLJ20694の 定 量 的 発 現 で あ る 。
【 図 ３ ９ 】 図 ３ ９ は 、 FLJ21458の 定 量 的 発 現 で あ る 。
【 図 ４ ０ 】 図 ４ ０ は 、 FLJ21458-特 異 的 抗 体 に よ る 免 疫 蛍 光 で あ る 。
【 図 ４ １ 】 図 ４ １ は 、 配 列 で あ る 。
【 配 列 表 】
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