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(57)【要約】
がんの療法および診断用の組成物および方法が開示されている。例えば、例示的な組成物
は、１つまたは複数のがん関連抗体、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、抗原提示細胞な
どを含む。開示された組成物は、例えば、疾患、特にがんの診断、予防および／または治
療において有用である。例えば、がんの治療において使用するための、配列番号１～２４
のいずれか１つに記載の配列に特異的に結合する単離された抗体または抗原結合性断片が
提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　がんの治療において使用するための、配列番号１～２４のいずれか１つに記載の配列に
特異的に結合する単離された抗体または抗原結合性断片。
【請求項２】
　がんの治療において使用するための、配列番号１～２４のいずれか１つに記載の配列を
含む単離されたポリペプチド、またはそれに対して少なくとも９０％の同一性を有するそ
の断片もしくはバリアント。
【請求項３】
　がんの治療において使用するための、配列番号１～２４のいずれか１つに記載のアミノ
酸配列をコードするか、またはそれに対して少なくとも９０％の同一性を有する配列番号
１～２４に記載の配列の断片もしくはバリアントをコードする、単離されたポリヌクレオ
チド。
【請求項４】
　がんの治療において使用するための、配列番号１～２４のいずれか１つに記載のアミノ
酸配列をコードするか、またはそれに対して少なくとも９０％の同一性を有する配列番号
１～２４に記載の配列の断片もしくはバリアントをコードするポリヌクレオチドと相補的
なオリゴヌクレオチド。
【請求項５】
　薬学的に許容される担体と、ＩＬ１ｆ５（配列番号１）、ＣＣＢＰ２（配列番号２）、
ＩＬ１Ｒ２（配列番号３）、ＩＬ１ＲＡＰＬ１（配列番号４）、ＩＬ１８ＢＰ（配列番号
５）、ＣＬＥＣ２Ｂ（配列番号６）、Ｃ４ＢＰＡ（配列番号７）、Ｃ４ＢＰＢ（配列番号
８）、ＳＥＲＰＩＮＩ１（配列番号９）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム１（配列番号１０
）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム２（配列番号１１）、ＧＰＲ１（配列番号１２）、ＧＰ
Ｒ４（配列番号１３）、ＧＰＲ１５（配列番号１４）、ＧＰＲ３２（配列番号１５）、Ｇ
ＰＲ３４（配列番号１６）、ＧＰＲ１８３（配列番号１７）、ＳＥＲＰＩＮＡ４（配列番
号１８）、ＳＥＲＰＩＮＢ５（配列番号１９）、ＳＥＭＡ４Ｂ（配列番号２０）、ＳＥＭ
Ａ４Ｄ（配列番号２１）、ＣＣＬ１４（配列番号２２）、ＮＫＴＲ（配列番号２３）およ
びＳＦＴＰＤ（配列番号２４）からなる群から選択される配列に特異的に結合する単離さ
れた抗体またはその抗原結合性断片とを含む、内毒素非含有医薬組成物。
【請求項６】
　がんを有する、またはがんを有するリスクがある患者において使用するための静脈内注
射用に製剤化された医薬組成物であって、薬学的に許容される担体と、ＩＬ１ｆ５（配列
番号１）、ＣＣＢＰ２（配列番号２）、ＩＬ１Ｒ２（配列番号３）、ＩＬ１ＲＡＰＬ１（
配列番号４）、ＩＬ１８ＢＰ（配列番号５）、ＣＬＥＣ２Ｂ（配列番号６）、Ｃ４ＢＰＡ
（配列番号７）、Ｃ４ＢＰＢ（配列番号８）、ＳＥＲＰＩＮＩ１（配列番号９）、ＩＬ１
ＲＡＰアイソフォーム１（配列番号１０）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム２（配列番号１
１）、ＧＰＲ１（配列番号１２）、ＧＰＲ４（配列番号１３）、ＧＰＲ１５（配列番号１
４）、ＧＰＲ３２（配列番号１５）、ＧＰＲ３４（配列番号１６）、ＧＰＲ１８３（配列
番号１７）、ＳＥＲＰＩＮＡ４（配列番号１８）、ＳＥＲＰＩＮＢ５（配列番号１９）、
ＳＥＭＡ４Ｂ（配列番号２０）、ＳＥＭＡ４Ｄ（配列番号２１）、ＣＣＬ１４（配列番号
２２）、ＮＫＴＲ（配列番号２３）およびＳＦＴＰＤ（配列番号２４）からなる群から選
択される配列に特異的に結合する単離された抗体またはその抗原結合性断片とを含む組成
物。
【請求項７】
　１つまたは複数の抗体またはその抗原結合性断片を含む、請求項５または請求項６に記
載の組成物。
【請求項８】
　１つまたは複数の抗体またはその抗原結合性断片を含み、該１つまたは複数の抗体また
はその抗原結合性断片のそれぞれが、ＩＬ１ｆ５（配列番号１）、ＣＣＢＰ２（配列番号
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２）、ＩＬ１Ｒ２（配列番号３）、ＩＬ１ＲＡＰＬ１（配列番号４）、ＩＬ１８ＢＰ（配
列番号５）、ＣＬＥＣ２Ｂ（配列番号６）、Ｃ４ＢＰＡ（配列番号７）、Ｃ４ＢＰＢ（配
列番号８）、ＳＥＲＰＩＮＩ１（配列番号９）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム１（配列番
号１０）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム２（配列番号１１）、ＧＰＲ１（配列番号１２）
、ＧＰＲ４（配列番号１３）、ＧＰＲ１５（配列番号１４）、ＧＰＲ３２（配列番号１５
）、ＧＰＲ３４（配列番号１６）、ＧＰＲ１８３（配列番号１７）、ＳＥＲＰＩＮＡ４（
配列番号１８）、ＳＥＲＰＩＮＢ５（配列番号１９）、ＳＥＭＡ４Ｂ（配列番号２０）、
ＳＥＭＡ４Ｄ（配列番号２１）、ＣＣＬ１４（配列番号２２）、ＮＫＴＲ（配列番号２３
）およびＳＦＴＰＤ（配列番号２４）からなる群から選択される配列に特異的に結合する
、請求項５から７までのいずれか一項に記載の組成物。
【請求項９】
　９５％が内毒素を含まない、請求項５に記載の組成物。
【請求項１０】
　９８％が内毒素を含まない、請求項５に記載の組成物。
【請求項１１】
　前記単離された抗体または抗原結合性断片がモノクローナル抗体または抗原結合性断片
である、請求項５または請求項６に記載の組成物。
【請求項１２】
　前記単離された抗体または抗原結合性断片がヒト化抗体または抗原結合性断片である、
請求項５または請求項６に記載の組成物。
【請求項１３】
　前記抗体または抗原結合性断片が毒素とコンジュゲートしている、請求項５または請求
項６に記載の組成物。
【請求項１４】
　前記毒素が、リシン毒素、アブリン毒素、ジフテリア毒素、コレラ毒素、ゲロニン毒素
、シュードモナス外毒素、赤痢菌毒素、およびポークウィード抗ウイルスタンパク質から
なる群から選択される、請求項１３に記載の組成物。
【請求項１５】
　前記抗体または抗原結合性断片が放射性核種とコンジュゲートしたモノクローナル抗体
または抗原結合性断片である、請求項５または請求項６に記載の組成物。
【請求項１６】
　前記放射性核種が、９０Ｙ、１２３Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ
、２１１Ａｔおよび２１２Ｂｉからなる群から選択される、請求項１５に記載の組成物。
【請求項１７】
　薬学的に許容される担体と、配列番号１～２４のいずれか１つの１つまたは複数の単離
されたポリペプチド、もしくはそれに対して少なくとも９０％の同一性を有するその断片
もしくはバリアント、または上記のポリペプチドのいずれか１つをコードする単離された
ポリヌクレオチドとを含む医薬組成物。
【請求項１８】
　免疫賦活薬をさらに含む、請求項１７に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
　がんの治療を必要とする被験体においてがんを治療するための方法であって、該被験体
に請求項１から１４までのいずれか一項に記載の医薬組成物を投与するステップを含む方
法。
【請求項２０】
　前記がんが肝がん、膵がん、肺がん、乳がん、膀胱がん、腎がん、皮膚がんおよび血液
がんから選択される、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　患者におけるがんの存在を検出するための方法であって、
（ａ）該患者から生体試料を得るステップと、
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（ｂ）該生体試料を、配列番号１～２４のいずれか１つのポリペプチドに特異的に結合す
る抗体または抗原結合性断片と接触させるステップと、
（ｃ）該試料において該抗体または抗原結合性断片に結合したポリペプチドの量を検出す
るステップと、
（ｄ）該ポリペプチドの量を所定のカットオフ値と比較し、そこから該患者におけるがん
の存在を決定するステップと
を含む方法。
【請求項２２】
　前記がんが肝がん、膵がん、肺がん、乳がん、膀胱がん、腎がん、皮膚がんおよび血液
がんから選択される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　患者におけるがんの存在を検出するための方法であって、
（ａ）該患者から生体試料を得るステップと、
（ｂ）該生体試料を、ポリヌクレオチドとハイブリダイズするオリゴヌクレオチドと接触
させるステップであって、該ポリヌクレオチドが、配列番号１～２４のいずれか１つのポ
リペプチドをコードするか、またはそれに対して少なくとも９０％の同一性を有する、そ
の断片もしくはバリアントをコードする、ステップと、
（ｃ）該試料において該オリゴヌクレオチドとハイブリダイズするポリヌクレオチドの量
を検出するステップと、
（ｄ）該オリゴヌクレオチドとハイブリダイズするポリヌクレオチドの量を所定のカット
オフ値と比較し、そこから該患者における該がんの存在を決定するステップと
を含む方法。
【請求項２４】
　前記がんが肝がん、膵がん、肺がん、乳がん、膀胱がん、腎がん、皮膚がんおよび血液
がんから選択される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　配列番号１～２４のいずれか１つの配列に特異的に結合する少なくとも１つの単離され
た抗体またはその抗原結合性断片と、検出試薬とを含む診断用キットであって、該検出試
薬がレポーター基を含む、診断用キット。
【請求項２６】
　ポリヌクレオチドとハイブリダイズする少なくとも１つのオリゴヌクレオチドを含む診
断用キットであって、該ポリヌクレオチドが配列番号１～２４のいずれか１つのポリペプ
チドをコードするか、または、それに対して少なくとも９０％の同一性を有するその断片
もしくはバリアントをコードする、診断用キット。
【請求項２７】
　患者においてがんを治療するための方法であって、
（ａ）患者の生体試料中の配列番号１～２４のいずれか１つのポリペプチドの量を検出す
るステップと、
（ｂ）該ポリペプチドの量を所定のカットオフ値と比較し、そこから該患者におけるがん
の存在を決定するステップと、
（ｃ）ステップ（ｂ）においてがんを有すると決定された被験体に請求項１から１４まで
のいずれか一項に記載の組成物を投与するステップと
を含む方法。
【請求項２８】
　前記がんが肝がん、膵がん、肺がん、乳がん、膀胱がん、腎がん、皮膚がんおよび血液
がんから選択される、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　患者においてがんを治療するための方法であって、
（ａ）該患者から生体試料を得るステップと、
（ｂ）該生体試料を、ポリヌクレオチドとハイブリダイズするオリゴヌクレオチドと接触
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させるステップであって、該ポリヌクレオチドが配列番号１～２４のいずれか１つのポリ
ペプチドをコードするか、またはそれに対して少なくとも９０％の同一性を有するその断
片もしくはバリアントをコードする、ステップと、
（ｃ）該試料において該オリゴヌクレオチドとハイブリダイズするポリヌクレオチドの量
を検出するステップと、
（ｄ）該オリゴヌクレオチドとハイブリダイズするポリヌクレオチドの量を所定のカット
オフ値と比較し、そこから該患者における該がんの存在を決定するステップと、
（ｅ）ステップ（ｄ）においてがんを有すると決定された被験体に請求項１から１４まで
のいずれか一項に記載の組成物を投与するステップと
を含む方法。
【請求項３０】
　前記がんが肝がん、膵がん、肺がん、乳がん、膀胱がん、腎がん、皮膚がんおよび血液
がんから選択される、請求項２９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の引用
　本願は、２０１２年１月４日に出願した米国仮出願第６１／５８３，０３３号、２０１
１年１０月１４日に出願した米国仮出願第６１／５４７，３４２号および２０１１年６月
２１日に出願した米国仮出願第６１／４９９，５３４号の、米国特許法第１１９条（ｅ）
項の下での利益を主張する。これらの出願の各々は、その全体が本明細書に参考として援
用される。
【０００２】
　配列表に関する記述
　本出願に関連する配列表は紙コピーの代わりにテキスト形式で提供され、これによって
参照により本明細書に組み込まれる。配列表を含むテキストファイルの名称はＯＮＣＦ＿
００１＿０３ＷＯ＿ＳＴ２５．ｔｘｔである。テキストファイルは８８ＫＢであり、２０
１２年６月１９日に作成され、ＥＦＳ－Ｗｅｂを介して電子的に提出されている。
【０００３】
　発明の背景
　発明の分野
　本発明は、一般に、がんの療法および診断に関する。本発明は、より具体的には、がん
関連タンパク質（例えば、がん因子（oncofactor））に特異的に結合する抗体および抗原
結合性断片を含む医薬組成物および診断用組成物に関する。本発明は、さらに、がん関連
ポリヌクレオチド、ポリペプチド、発現ベクター、宿主細胞などを含む医薬組成物および
診断用組成物に関する。
【背景技術】
【０００４】
　関連技術の説明
　がんは、世界中の著しい健康問題である。がんの検出および療法は進歩してきたが、予
防および／または治療のための普遍的に上首尾の方法は現在のところ得られていない。現
行の療法は、一般に、化学療法、外科手術および／または放射線の組合せに基づき、比較
的非選択的であり、多くの患者において不適切であることが判明しているままである。特
に、化学療法では、多数の副作用がもたらされ、いくつかの場合には、与えることができ
る投与量が制限されるほど重度であり、したがって、潜在的に有効な薬物の使用が妨げら
れる。さらに、がんは、多くの場合、化学療法薬に対する抵抗性を生じる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　相当に研究されているにもかかわらず、多くのヒトのがんの種類の有効な診断および治
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療には大きな障害が残ったままである。したがって、当技術分野では、そのようながんを
検出し、治療するための代替的な改善された方法の必要性が残っている。本発明は、これ
らの必要性を満たし、さらに、他の関連する利点を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　発明の概要
　本発明の一態様によると、薬学的に許容される担体と、ＩＬ１ｆ５（配列番号１）、Ｃ
ＣＢＰ２（配列番号２）、ＩＬ１Ｒ２（配列番号３）、ＩＬ１ＲＡＰＬ１（配列番号４）
、ＩＬ１８ＢＰ（配列番号５）、ＣＬＥＣ２Ｂ（配列番号６）、Ｃ４ＢＰＡ（配列番号７
）、Ｃ４ＢＰＢ（配列番号８）、ＳＥＲＰＩＮＩ１（配列番号９）、ＩＬ１ＲＡＰアイソ
フォーム１（配列番号１０）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム２（配列番号１１）、ＧＰＲ
１（配列番号１２）、ＧＰＲ４（配列番号１３）、ＧＰＲ１５（配列番号１４）、ＧＰＲ
３２（配列番号１５）、ＧＰＲ３４（配列番号１６）、ＧＰＲ１８３（配列番号１７）、
ＳＥＲＰＩＮＡ４（配列番号１８）、ＳＥＲＰＩＮＢ５（配列番号１９）、ＳＥＭＡ４Ｂ
（配列番号２０）、ＳＥＭＡ４Ｄ（配列番号２１）、ＣＣＬ１４（配列番号２２）、ＮＫ
ＴＲ（配列番号２３）およびＳＦＴＰＤ（配列番号２４）からなる群から選択される配列
に特異的に結合する単離された抗体またはその抗原結合性断片とを含む医薬組成物が提供
される。別の態様では、薬学的に許容される担体と、ＩＬ１ｆ５（配列番号１）、ＣＣＢ
Ｐ２（配列番号２）、ＩＬ１Ｒ２（配列番号３）、ＩＬ１ＲＡＰＬ１（配列番号４）、Ｉ
Ｌ１８ＢＰ（配列番号５）、ＣＬＥＣ２Ｂ（配列番号６）、Ｃ４ＢＰＡ（配列番号７）、
Ｃ４ＢＰＢ（配列番号８）、ＳＥＲＰＩＮＩ１（配列番号９）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォ
ーム１（配列番号１０）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム２（配列番号１１）、ＧＰＲ１　
（配列番号１２）、ＧＰＲ４（配列番号１３）、ＧＰＲ１５（配列番号１４）、ＧＰＲ３
２（配列番号１５）、ＧＰＲ３４（配列番号１６）、ＧＰＲ１８３（配列番号１７）、Ｓ
ＥＲＰＩＮＡ４（配列番号１８）、ＳＥＲＰＩＮＢ５（配列番号１９）、ＳＥＭＡ４Ｂ（
配列番号２０）、ＳＥＭＡ４Ｄ（配列番号２１）、ＣＣＬ１４（配列番号２２）、ＮＫＴ
Ｒ（配列番号２３）およびＳＦＴＰＤ（配列番号２４）からなる群から選択される配列に
特異的に結合する単離された抗体またはその抗原結合性断片とを含む、内毒素非含有医薬
組成物が提供される。
【０００７】
　さらなる態様では、がんを有する、またはがんを有するリスクがある患者において使用
するための静脈内注射用に製剤化された医薬組成物であって、薬学的に許容される担体と
、ＩＬ１ｆ５（配列番号１）、ＣＣＢＰ２（配列番号２）、ＩＬ１Ｒ２（配列番号３）、
ＩＬ１ＲＡＰＬ１（配列番号４）、ＩＬ１８ＢＰ（配列番号５）、ＣＬＥＣ２Ｂ（配列番
号６）、Ｃ４ＢＰＡ（配列番号７）、Ｃ４ＢＰＢ（配列番号８）、ＳＥＲＰＩＮＩ１（配
列番号９）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム１（配列番号１０）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォ
ーム２（配列番号１１）、ＧＰＲ１（配列番号１２）、ＧＰＲ４（配列番号１３）、ＧＰ
Ｒ１５（配列番号１４）、ＧＰＲ３２（配列番号１５）、ＧＰＲ３４（配列番号１６）、
ＧＰＲ１８３（配列番号１７）、ＳＥＲＰＩＮＡ４（配列番号１８）、ＳＥＲＰＩＮＢ５
（配列番号１９）、ＳＥＭＡ４Ｂ（配列番号２０）、ＳＥＭＡ４Ｄ（配列番号２１）、Ｃ
ＣＬ１４（配列番号２２）、ＮＫＴＲ（配列番号２３）およびＳＦＴＰＤ（配列番号２４
）からなる群から選択される配列に特異的に結合する単離された抗体またはその抗原結合
性断片とを含む組成物。
【０００８】
　特定の態様では、組成物は、１つまたは複数の抗体またはその抗原結合性断片を含み、
前記１つまたは複数の抗体またはその抗原結合性断片のそれぞれが、ＩＬ１ｆ５（配列番
号１）、ＣＣＢＰ２（配列番号２）、ＩＬ１Ｒ２（配列番号３）、ＩＬ１ＲＡＰＬ１（配
列番号４）、ＩＬ１８ＢＰ（配列番号５）、ＣＬＥＣ２Ｂ（配列番号６）、Ｃ４ＢＰＡ（
配列番号７）、Ｃ４ＢＰＢ（配列番号８）、ＳＥＲＰＩＮＩ１（配列番号９）、ＩＬ１Ｒ
ＡＰアイソフォーム１（配列番号１０）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム２（配列番号１１
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）、ＧＰＲ１　（配列番号１２）、ＧＰＲ４（配列番号１３）、ＧＰＲ１５（配列番号１
４）、ＧＰＲ３２（配列番号１５）、ＧＰＲ３４（配列番号１６）、ＧＰＲ１８３（配列
番号１７）、ＳＥＲＰＩＮＡ４（配列番号１８）、ＳＥＲＰＩＮＢ５（配列番号１９）、
ＳＥＭＡ４Ｂ（配列番号２０）、ＳＥＭＡ４Ｄ（配列番号２１）、ＣＣＬ１４（配列番号
２２）、ＮＫＴＲ（配列番号２３）およびＳＦＴＰＤ（配列番号２４）からなる群から選
択される配列に特異的に結合する。
【０００９】
　ある特定の態様では、組成物は、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％が内
毒素を含まない。
【００１０】
　本発明のより具体的な実施形態では、本発明の単離された抗体または抗原結合性断片は
、モノクローナル抗体または抗原結合性断片である。
【００１１】
　本発明の別の特定の実施形態では、本発明の単離された抗体または抗原結合性断片は、
ヒト化抗体または抗原結合性断片である。
【００１２】
　さらに別の特定の実施形態では、本発明の抗体または抗原結合性断片は、これだけに限
定することなく、リシン毒素、アブリン毒素、ジフテリア毒素、コレラ毒素、ゲロニン毒
素、シュードモナス外毒素、赤痢菌毒素、およびポークウィード抗ウイルスタンパク質を
含めた毒素とコンジュゲートしている。
【００１３】
　別の特定の実施形態では、本発明の抗体または抗原結合性断片は、これだけに限定する
ことなく、９０Ｙ、１２３Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、２１１Ａ
ｔおよび２１２Ｂｉを含めた放射性核種とコンジュゲートしている。
【００１４】
　本発明の別の態様によると、薬学的に許容される担体と、配列番号１～２４のいずれか
１つの単離されたポリペプチド、またはそれに対して少なくとも７０％、８０％、９０％
または９５％の同一性を有するその断片もしくはバリアント、または上記のポリペプチド
のいずれか１つをコードする単離されたポリヌクレオチドとを含む医薬組成物が提供され
る。当然、本発明の医薬組成物中に免疫賦活薬などの追加的な構成成分が存在してよいこ
とが理解されよう。本発明のポリヌクレオチドを使用する実施形態に関して、ポリヌクレ
オチドは、例えば、発現ベクター、宿主細胞などに存在してよいことも理解されよう。
【００１５】
　本発明の別の態様によると、がんの治療を必要とする被験体においてがんを治療するた
めの方法であって、被験体に本発明に記載の医薬組成物を投与するステップを含む方法が
提供される。治療されるがんは、基本的に、これだけに限定することなく、肝がん、膵が
ん、肺がん、乳がん、膀胱がん、腎がん、および皮膚がん（例えば、黒色腫）、ならびに
血液がん（例えば、白血病、リンパ腫など）を含めた、本発明の配列が関連するがんの種
類のいずれであってもよい。
【００１６】
　本発明は、別の態様では、がんを治療するための医薬品の製造における、配列番号１～
２４のいずれか１つに記載の配列に特異的に結合する単離された抗体または抗原結合性断
片の使用に関する方法を提供する。
【００１７】
　本発明は、別の態様では、がんを治療するための医薬品の製造における、配列番号１～
２４のいずれか１つに記載の配列を含む単離されたポリペプチド、またはそれに対して少
なくとも９０％の同一性を有するその断片もしくはバリアントの使用に関する方法を提供
する。
【００１８】
　本発明は、別の態様では、がんを治療するための医薬品の製造における、配列番号１～
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２４のいずれか１つに記載のアミノ酸配列をコードする、またはそれに対して少なくとも
９０％の同一性を有する配列番号１～２４に記載の配列の断片もしくはバリアントをコー
ドする単離されたポリヌクレオチドの使用に関する方法を提供する。
【００１９】
　本発明は、別の態様では、がんを治療するための医薬品の製造における、配列番号１～
２４のいずれか１つに記載のアミノ酸配列をコードする、またはそれに対して少なくとも
９０％の同一性を有する配列番号１～２４に記載の配列の断片もしくはバリアントをコー
ドするポリヌクレオチドと相補的なオリゴヌクレオチドの使用に関する方法を提供する。
ある特定の実施形態では、オリゴヌクレオチドは、アンチセンスオリゴヌクレオチド、Ｒ
ＮＡｉ分子、リボザイム、または別の阻害性核酸分子である。
【００２０】
　本発明のさらに別の態様によると、患者におけるがんの存在を検出するための方法であ
って、（ａ）患者から生体試料を得るステップと、（ｂ）生体試料を、配列番号１～２４
のいずれか１つのポリペプチドに特異的に結合する抗体または抗原結合性断片と接触させ
るステップと、（ｃ）試料において抗体または抗原結合性断片に結合したポリペプチドの
量を検出するステップと、（ｄ）ポリペプチドの量を所定のカットオフ値と比較し、そこ
から患者におけるがんの存在を決定するステップとを含む方法が提供される。
【００２１】
　本発明のさらに別の態様によると、患者におけるがんの存在を検出するための方法であ
って、（ａ）患者から生体試料を得るステップと、（ｂ）生体試料を、配列番号１～２４
のいずれか１つのポリペプチドをコードする、またはそれに対して少なくとも９０％の同
一性を有するその断片もしくはバリアントをコードするポリヌクレオチドとハイブリダイ
ズするオリゴヌクレオチドと接触させるステップと、（ｃ）試料においてオリゴヌクレオ
チドとハイブリダイズするポリヌクレオチドの量を検出するステップと、（ｄ）オリゴヌ
クレオチドとハイブリダイズするポリヌクレオチドの量を所定のカットオフ値と比較し、
そこから患者におけるがんの存在を決定するステップとを含む方法が提供される。
【００２２】
　さらに別の態様では、本発明は、配列番号１～２４のいずれか１つの配列に特異的に結
合する少なくとも１つの単離された抗体またはその抗原結合性断片と、レポーター基を含
む検出試薬とを含む診断用キットを提供する。
【００２３】
　さらに別の態様では、本発明は、配列番号１～２４のいずれか１つのポリペプチドをコ
ードする、またはそれに対して少なくとも９０％の同一性を有するその断片もしくはバリ
アントをコードするポリヌクレオチドとハイブリダイズする少なくとも１つのオリゴヌク
レオチドを含む診断用キットを提供する。一態様では、患者においてがんを治療するため
の方法であって、（ａ）患者の生体試料中の配列番号１～２４のいずれか１つのポリペプ
チドの量を検出するステップと、（ｂ）ポリペプチドの量を所定のカットオフ値と比較し
、そこから患者におけるがんの存在を決定するステップと、（ｃ）ステップ（ｂ）におい
てがんを有すると決定された被験体に請求項１から１４までのいずれか一項に記載の組成
物を投与するステップとを含む方法が提供される。
【００２４】
　ある特定の態様では、患者においてがんを治療するための方法であって、（ａ）患者か
ら生体試料を得るステップと、（ｂ）生体試料を、配列番号１～２４のいずれか１つのポ
リペプチドをコードする、またはそれに対して少なくとも９０％の同一性を有するその断
片もしくはバリアントをコードするポリヌクレオチドとハイブリダイズするオリゴヌクレ
オチドと接触させるステップと、（ｃ）試料においてオリゴヌクレオチドとハイブリダイ
ズするポリヌクレオチドの量を検出するステップと、（ｄ）オリゴヌクレオチドとハイブ
リダイズするポリヌクレオチドの量を所定のカットオフ値と比較し、そこから患者におけ
るがんの存在を決定するステップと、（ｅ）ステップ（ｄ）においてがんを有すると決定
された被験体に請求項１から１４までのいずれか一項に記載の組成物を投与するステップ
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とを含む方法が提供される。
【００２５】
　別の態様では、がんは肝がん、膵がん、肺がん、乳がん、膀胱がん、腎がん、皮膚がん
および血液がんから選択される。これらおよび本発明の他の態様は、以下の発明の詳細な
説明および添付図を参照することにより明らかになろう。本明細書において開示されてい
る参考文献は全て、これによって、それぞれが個々に組み込まれたのと同じくその全体が
参照により組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】図１は、代表的混合腫瘍リンパ球培養（ＭＴＬＣ）アッセイの結果を示す。Ｒａ
ｊｉ　Ｂリンパ腫細胞を、ＰＢＭＣと共培養し、種々の濃度の組換えＩＬ１ｆ５ポリペプ
チドで処理した。
【図２】図２は、代表的ＭＴＬＣアッセイの結果を示す。Ｒａｊｉ　Ｂリンパ腫細胞を、
ＰＢＭＣと共培養し、種々の濃度の組換えＩＬ１ＲＡＰ２ポリペプチドで処理した。
【図３】図３は、代表的ＭＴＬＣアッセイの結果を示すグラフである。Ｒａｊｉ　Ｂリン
パ腫細胞を、ＰＢＭＣと共培養し、種々の濃度の組換えＣＣＬ１４ポリペプチドで処理し
た。
【図４】図４は、代表的免疫組織化学（ＩＨＣ）アッセイの結果を示す。侵襲性管癌腫乳
がん細胞におけるＩＬ１ｆ５発現は、正常な管上皮、血管および間質におけるＩＬ１ｆ５
発現と比較して増加している。
【図５】図５は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。腺癌腫結腸がん細胞におけるＩＬ
１ｆ５発現は、正常な結腸組織におけるＩＬ１ｆ５発現と比較して増加している。
【図６】図６は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。腺癌腫前立腺がん細胞におけるＩ
Ｌ１ｆ５発現は、正常な前立腺および間質におけるＩＬ１ｆ５発現と比較して増加してい
る。
【図７】図７は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。扁平上皮細胞癌腫、腺癌腫および
乳頭状腺癌腫肺がん細胞におけるＩＬ１ｆ５発現は、正常な肺胞組織におけるＩＬ１ｆ５
発現と比較して増加している。
【図８】図８は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。侵襲性管癌腫乳がん細胞における
ＧＰＲ１８３発現は、正常な管上皮、血管および間質におけるＧＰＲ１８３発現と比較し
て増加している。
【図９】図９は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。腺癌腫結腸がん細胞におけるＧＰ
Ｒ１８３発現は、正常な結腸組織におけるＧＰＲ１８３発現と比較して増加している。
【図１０】図１０は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。扁平上皮細胞癌腫および腺癌
腫肺がん細胞におけるＧＰＲ１８３発現は、正常な肺胞組織におけるＧＰＲ１８３発現と
比較して増加している。
【図１１】図１１は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。侵襲性管癌腫乳がん細胞にお
けるＩＬ１ＲＡＰ発現は、正常な乳管上皮、血管および間質におけるＩＬ１ＲＡＰ発現と
比較して増加している。
【図１２】図１２は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。肺がん細胞におけるＩＬ１Ｒ
ＡＰ発現は、正常な肺胞におけるＩＬ１ＲＡＰ発現と比較して増加している。
【図１３】図１３は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。侵襲性管癌腫乳がん細胞にお
けるＣＣＬ１４発現は、正常な乳管上皮、血管および間質におけるＣＣＬ１４発現と比較
して増加している。
【図１４】図１４は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。前立腺腺癌腫におけるＣＣＬ
１４発現は、正常な前立腺および間質におけるＣＣＬ１４発現と比較して増加している。
【図１５】図１５は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。肺がん細胞におけるＣＣＬ１
４発現は、正常な肺胞におけるＣＣＬ１４発現と比較して増加している。
【図１６】図１６は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。侵襲性管癌腫乳がん細胞にお
けるＳＥＭＡ４Ｄ発現は、正常な乳管上皮、血管および間質におけるＳＥＭＡ４Ｄ発現と
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比較して増加している。
【図１７】図１７は、代表的ＩＨＣアッセイの結果を示す。侵襲性管癌腫乳がん細胞にお
けるＩＬ１Ｒ２発現は、正常な乳管上皮、血管および間質におけるＩＬ１Ｒ２発現と比較
して増加している。
【図１８】図１８は、代表的ＭＴＬＣアッセイの結果を示す。Ｒａｊｉ　Ｂリンパ腫細胞
を、ＰＢＭＣと共培養し、種々の濃度の組換えＩＬ１Ｒ２ポリペプチドで処理した。
【図１９】図１９は、代表的Ｔ細胞増殖アッセイの結果を示す。Ｒａｊｉ　Ｂリンパ腫細
胞を、ＰＢＭＣと共培養し、種々の濃度の組換えＩＬ１ｆ５ポリペプチドで処理した。Ｔ
細胞増殖に対するＩＬ１ｆ５の効果を測定した。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　配列識別子の簡単な説明
　配列番号１は、タンパク質ＩＬ１ｆ５（ＮＰ＿０３６４０７．１）のアミノ酸配列であ
る。
【００２８】
　配列番号２は、タンパク質ＣＣＢＰ２（ＮＰ＿００１２８７．２）のアミノ酸配列であ
る。
【００２９】
　配列番号３は、タンパク質ＩＬ１Ｒ２（ＮＰ＿００４６２４．１）のアミノ酸配列であ
る。
【００３０】
　配列番号４は、タンパク質ＩＬ１ＲＡＰＬ１（ＮＰ＿０５５０８６．１）のアミノ酸配
列である。
【００３１】
　配列番号５は、タンパク質ＩＬ１８ＢＰ（ＮＰ＿７６６６３０．２）のアミノ酸配列で
ある。
【００３２】
　配列番号６は、タンパク質ＣＬＥＣ２Ｂ（ＮＰ＿００５１１８．２）のアミノ酸配列で
ある。
【００３３】
　配列番号７は、タンパク質Ｃ４ＢＰＡ（ＮＰ＿０００７０６．１）のアミノ酸配列であ
る。
【００３４】
　配列番号８は、タンパク質Ｃ４ＢＰＢ（ＮＰ＿０００７０７．１）のアミノ酸配列であ
る。
【００３５】
　配列番号９は、タンパク質ＳＥＲＰＩＮＩ１（ＮＰ＿００５０１６．１）のアミノ酸配
列である。
【００３６】
　配列番号１０は、タンパク質ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム１（ＮＰ＿００２１７３．１
）のアミノ酸配列である。
【００３７】
　配列番号１１は、タンパク質ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム２（ＮＰ＿６０８２７３．１
）のアミノ酸配列である。
【００３８】
　配列番号１２は、タンパク質ＧＰＲ１（ＮＰ＿００５２７０．２）のアミノ酸配列であ
る。
【００３９】
　配列番号１３は、タンパク質ＧＰＲ４（ＮＰ＿００５２７３．１）のアミノ酸配列であ
る。
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【００４０】
　配列番号１４は、タンパク質ＧＰＲ１５（ＮＰ＿００５２８１．１）のアミノ酸配列で
ある。
【００４１】
　配列番号１５は、タンパク質ＧＰＲ３２（ＮＰ＿００１４９７．１）のアミノ酸配列で
ある。
【００４２】
　配列番号１６は、タンパク質ＧＰＲ３４（ＮＰ＿００５２９１．１）のアミノ酸配列で
ある。
【００４３】
　配列番号１７は、タンパク質ＧＰＲ１８３（ＮＰ＿００４９４２．１）のアミノ酸配列
である。
【００４４】
　配列番号１８は、タンパク質ＳＥＲＰＩＮＡ４（ＮＰ＿００６２０６．２）のアミノ酸
配列である。
【００４５】
　配列番号１９は、タンパク質ＳＥＲＰＩＮＢ５（ＮＰ＿００２６３０．２）のアミノ酸
配列である。
【００４６】
　配列番号２０は、タンパク質ＳＥＭＡ４Ｂ（ＮＰ＿０６４５９５．２）のアミノ酸配列
である。
【００４７】
　配列番号２１は、タンパク質ＳＥＭＡ４Ｄ（ＮＰ＿００６３６９．３）のアミノ酸配列
である。
【００４８】
　配列番号２２は、タンパク質ＣＣＬ１４（ＮＰ＿１１６７３９．１）のアミノ酸配列で
ある。
【００４９】
　配列番号２３は、タンパク質ＮＫＴＲ（ＮＰ＿００５３７６．２）のアミノ酸配列であ
る。
【００５０】
　配列番号２４は、タンパク質ＳＦＴＰＤ（ＮＰ＿００３０１０．４）のアミノ酸配列で
ある。
【００５１】
　発明の詳細な説明
　本発明は、一般に、細胞または動物に、単独で、または１つまたは複数の他の療法のモ
ダリティと組み合わせて投与するための、本明細書に開示されているがん因子抗体、ポリ
ヌクレオチド、ポリペプチド、Ｔ細胞および／または他の組成物のうちの１つまたは複数
を薬学的に許容される担体中に含む医薬組成物に関する。より詳細には、本明細書に記載
の通り、本発明のポリヌクレオチド配列およびポリペプチド配列は、がん因子配列を示し
、がんの検出および治療において有用な重要な標的である。したがって、本発明の例示的
な態様としては、これだけに限られないが、記載されているがん因子配列および関連する
結合性作用物質（例えば、抗体）の、がんの検出および／または治療における種々の使用
が挙げられる。
【００５２】
　本発明の実施では、特にそれと反する指示がなければ、当技術分野の技術の範囲に入る
ウイルス学、免疫学、微生物学、分子生物学および組換えＤＮＡ技法の従来の方法を用い
、その多くは、例示のために下で説明されている。そのような技法は、文献において十分
に説明されている。例えば、Sambrookら、Molecular　Cloning：A　Laboratory　Manual
（第２版、１９８９年）；Maniatisら、Molecular　Cloning：A　Laboratory　Manual（
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１９８２年）；DNA　Cloning：A　Practical　Approach、I巻およびII巻（D.　Glover編
）；Oligonucleotide　Synthesis（N.　Gait編、１９８４年）；Nucleic　Acid　Hybridi
zation（B.　HamesおよびS.　Higgins編、１９８５年）；Transcription　and　Translat
ion（B.　HamesおよびS.　Higgins編、１９８４年）；Animal　Cell　Culture（R.　Fres
hney編、１９８６年）；Perbal、A　Practical　Guide　to　Molecular　Cloning（１９
８４年）を参照されたい。
【００５３】
　本明細書において引用されている全ての刊行物、特許および特許出願は、上記のものも
下記のものも、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【００５４】
　本明細書および添付の特許請求の範囲で使用される場合、単数形「ａ（１つの）」、「
ａｎ（１つの）」および「ｔｈｅ（その）」は、その内容からそうでないことが明らかで
ない限り、複数の参照物を含む。
【００５５】
　抗体、その断片および他の結合性作用物質
　言及した通り、一態様によると、本発明は、本明細書に開示されているがん関連配列（
例えば、がん因子）に対して、またはその部分、バリアントもしくは誘導体に対して免疫
学的結合を示す抗体およびその抗原結合性断片などの結合性作用物質を含む医薬組成物を
提供する。
【００５６】
　より詳細には、ある特定の好ましい実施形態では、本発明の医薬組成物は、ＩＬ１ｆ５
（配列番号１）、ＣＣＢＰ２（配列番号２）、ＩＬ１Ｒ２（配列番号３）、ＩＬ１ＲＡＰ
Ｌ１（配列番号４）、ＩＬ１８ＢＰ（配列番号５）、ＣＬＥＣ２Ｂ（配列番号６）、Ｃ４
ＢＰＡ（配列番号７）、Ｃ４ＢＰＢ（配列番号８）、ＳＥＲＰＩＮＩ１（配列番号９）、
ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム１（配列番号１０）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム２（配列
番号１１）、ＧＰＲ１（配列番号１２）、ＧＰＲ４（配列番号１３）、ＧＰＲ１５（配列
番号１４）、ＧＰＲ３２（配列番号１５）、ＧＰＲ３４（配列番号１６）、ＧＰＲ１８３
（配列番号１７）、ＳＥＲＰＩＮＡ４（配列番号１８）、ＳＥＲＰＩＮＢ５（配列番号１
９）、ＳＥＭＡ４Ｂ（配列番号２０）、ＳＥＭＡ４Ｄ（配列番号２１）、ＣＣＬ１４（配
列番号２２）、ＮＫＴＲ（配列番号２３）およびＳＦＴＰＤ（配列番号２４）からなる群
から選択されるがん関連ポリペプチド配列に特異的に結合することができる抗体および／
または抗原結合性断片を含む。
【００５７】
　抗体、またはその抗原結合性断片は、本発明のポリペプチドと検出可能なレベルで反応
し（例えば、ＥＬＩＳＡアッセイの範囲内で）、同様の条件下で無関係のポリペプチドと
は検出可能に反応しない場合に、そのポリペプチドに「特異的に結合する」、「免疫学的
に結合する」、および／または「免疫学的に反応性である」といわれる。免疫学的結合と
は、この状況において使用される場合、一般に、免疫グロブリン分子と、その免疫グロブ
リンと特異的な抗原との間に生じる種類の非共有結合性の相互作用を指す。免疫学的結合
性相互作用の強度または親和性は、相互作用の解離定数（Ｋｄ）の点から表すことができ
、Ｋｄが小さいほど親和性が大きいことが示される。選択されたポリペプチドの免疫学的
結合特性は、当技術分野で周知の方法を用いて数量化することができる。そのような方法
の１つは、抗原結合部位／抗原複合体の形成および解離の速度を測定することを伴い、こ
れらの速度は、複合体パートナーの濃度、相互作用の親和性、および両方向の速度に同等
に影響を及ぼす幾何的パラメータに左右される。したがって、「会合速度定数」（Ｋｏｎ

）および「解離速度定数」（Ｋｏｆｆ）はどちらも、濃度ならびに会合および解離の実際
の速度を算出することによって決定することができる。Ｋｏｆｆ／Ｋｏｎの比により、親
和性に関連しない全てのパラメータを解除することが可能になり、したがって、これは解
離定数Ｋｄと等しい。一般に、Daviesら（１９９０年）Annual　Rev.　Biochem.　５９巻
：４３９～４７３頁を参照されたい。
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【００５８】
　抗体の「抗原結合部位」または「結合部分」とは、抗原結合に関与する免疫グロブリン
分子の一部を指す。抗原結合部位は、重（Ｈ）鎖および軽（Ｌ）鎖のＮ末端可変（「Ｖ」
）領域のアミノ酸残基によって形成される。重鎖および軽鎖のＶ領域内の３つの高度に異
なるひと続きは「超可変領域」と称され、「フレームワーク領域」または「ＦＲ」として
公知の、より保存された隣接しているひと続きの間に介在している。したがって、「ＦＲ
」という用語は、免疫グロブリンにおいて超可変領域の間にそれと隣り合って天然に見い
だされるアミノ酸配列を指す。抗体分子において、軽鎖の３つの超可変領域および重鎖の
３つの超可変領域は、三次元空間で互いに対して配置され、抗原結合性表面を形成する。
抗原結合性表面は、結合した抗原の三次元表面と相補的であり、重鎖および軽鎖のそれぞ
れの３つの超可変領域は「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」と称される。
【００５９】
　好ましい実施形態では、結合性作用物質は、抗体またはその抗原結合性断片である。抗
体は、当業者に公知のさまざまな技法のいずれかによって調製することができる。例えば
、HarlowおよびLane、Antibodies：A　Laboratory　Manual、Cold　Spring　Harbor　Lab
oratory、１９８８年を参照されたい。一般に、抗体は、本明細書に記載のモノクローナ
ル抗体の生成を含めた細胞培養技法によって、または抗体遺伝子を適切な細菌細胞宿主も
しくは哺乳動物細胞宿主にトランスフェクトして、組換え抗体の産生を可能にすることに
よって作製することができる。１つの技法では、ポリペプチドを含む免疫原を多種多様な
哺乳動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジまたはヤギ）のいずれかに最初に注
射する。このステップでは、本発明のポリペプチドは、修飾を伴わずに免疫原として機能
し得る。あるいは、特に比較的短いポリペプチドについては、ポリペプチドをウシ血清ア
ルブミンまたはキーホールリンペットヘモシアニンなどの担体タンパク質とつなげると優
れた免疫応答を引き出すことができる。免疫原を、好ましくは、１回または複数回の追加
免疫を組み入れた所定のスケジュールに従って動物宿主に注射し、定期的に動物から採血
する。次いで、ポリペプチドに特異的なポリクローナル抗体を、例えば、適切な固体支持
体とカップリングさせたポリペプチドを使用したアフィニティークロマトグラフィーによ
ってそのような抗血清からから精製することができる。
【００６０】
　目的の抗原性ポリペプチドに特異的なモノクローナル抗体は、例えば、KohlerおよびMi
lstein、Eur.　J.　Immunol.　６巻：５１１～５１９頁、１９７６年の技法およびその改
良法を用いて調製することができる。簡単に述べると、これらの方法は、所望の特異性（
すなわち、目的のポリペプチドとの反応性）を有する抗体を産生することができる不死細
胞系統の調製を伴う。そのような細胞系統は、例えば、上記の通り免疫化した動物から得
た脾臓細胞から作製することができる。次いで、脾臓細胞を、例えば、骨髄腫細胞融合パ
ートナー、好ましくは免疫化した動物と同系のものと融合することによって不死化する。
種々の融合技法を用いることができる。例えば、脾臓細胞および骨髄腫細胞を非イオン性
界面活性剤と数分にわたって合わせ、次いで、ハイブリッド細胞の成長を支持するが、骨
髄腫細胞の成長は支持しない選択培地に低密度でプレーティングすることができる。好ま
しい選択技法では、ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）選択を用いる
。十分な時間の後、通常約１～２週間、ハイブリッドのコロニーを観察する。単一のコロ
ニーを選抜し、それらの培養物の上清を、ポリペプチドに対する結合活性について試験す
る。応答性および特異性が高いハイブリドーマが好ましい。
【００６１】
　モノクローナル抗体を、成長しているハイブリドーマのコロニーの上清から単離するこ
とができる。さらに、収量を増大させるために、ハイブリドーマ細胞系統をマウスなどの
適切な脊椎動物宿主の腹膜腔内に注射することなどの種々の技法を用いることができる。
次いで、モノクローナル抗体を腹水または血液から採取することができる。クロマトグラ
フィー、ゲル濾過、沈殿、および抽出などの従来の技法によって抗体から汚染物質を除去
することができる。本発明のポリペプチドは、精製プロセスにおいて、例えば、アフィニ
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ティークロマトグラフィーステップにおいて使用することができる。
【００６２】
　抗体分子の免疫学的結合特性を示すことができる抗原結合部位を含むいくつかの治療的
に有用な分子が当技術分野で公知である。タンパク質分解酵素であるパパインにより、Ｉ
ｇＧ分子が優先的に切断されていくつかの断片がもたらされ、そのうちの２つ（「Ｆ（ａ
ｂ）」断片）はそれぞれ、インタクトな抗原結合部位を含む共有結合したヘテロ二量体を
含む。酵素ペプシンは、ＩｇＧ分子を切断して、両方の抗原結合部位を含む「Ｆ（ａｂ’
）２」断片を含めたいくつかの断片をもたらすことができる。「Ｆｖ」断片は、ＩｇＭ、
およびまれな場合ではＩｇＧまたはＩｇＡ免疫グロブリン分子の優先的なタンパク質分解
性の切断によって作製することができる。しかし、Ｆｖ断片は、より一般的には、当技術
分野で公知の組換え技法を用いて得る。Ｆｖ断片は、ネイティブな抗体分子の抗原認識お
よび結合能力の大半を保持する抗原結合部位を含む非共有結合性ＶＨ：：ＶＬヘテロ二量
体を含む。Inbarら（１９７２年）Proc.　Nat.　Acad.　Sci.　USA　６９巻：２６５９～
２６６２頁；Hochmanら（１９７６年）Biochem　１５巻：２７０６～２７１０頁；および
Ehrlichら（１９８０年）Biochem　１９巻：４０９１～４０９６頁。
【００６３】
　単鎖Ｆｖ（「ｓＦｖ」）ポリペプチドは、ＶＨコード遺伝子とＶＬコード遺伝子とがペ
プチドをコードするリンカーによって連結した遺伝子融合物に発現される共有結合により
連結したＶＨ：：ＶＬヘテロ二量体である。Hustonら（１９８８年）Proc.　Nat.　Acad.
　Sci.　USA　８５巻（１６号）：５８７９～５８８３頁。自然に凝集するが化学的に分
離される抗体のＶ領域由来の軽ポリペプチド鎖および重ポリペプチドを、抗原結合部位の
構造に実質的に類似した三次元構造にフォールディングされるｓＦｖ分子に変換するため
の化学構造を見分けるためのいくつかの方法が記載されている。例えば、Hustonらの米国
特許第５，０９１，５１３号および同第５，１３２，４０５号；ならびにLadnerらの米国
特許第４，９４６，７７８号を参照されたい。
【００６４】
　上記の分子のそれぞれが重鎖および軽鎖のＣＤＲセットを含み、これはそれぞれ、ＣＤ
Ｒを支持し、互いに対するＣＤＲの空間的な関係を規定する重鎖および軽鎖のＦＲセット
の間に介在する。本明細書で使用される場合、「ＣＤＲセット」とは、重鎖または軽鎖Ｖ
領域の３つの超可変領域を指す。重鎖または軽鎖のＮ末端から発し、これらの領域は、そ
れぞれ「ＣＤＲ１」、「ＣＤＲ２」および「ＣＤＲ３」という用語で示される。したがっ
て、抗原結合部位は、重鎖Ｖ領域および軽鎖Ｖ領域のそれぞれからのＣＤＲセットで構成
される６つのＣＤＲを含む。単一のＣＤＲ、（例えば、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２またはＣＤＲ
３）を含むポリペプチドは、本明細書では、「分子認識単位」と称される。いくつかの抗
原－抗体複合体の結晶学的分析により、ＣＤＲのアミノ酸残基が結合した抗原と広範囲に
わたる接触を形成し、最も広範囲の抗原接触は重鎖ＣＤＲ３とのものであることが実証さ
れている。したがって、分子認識単位は、主に、抗原結合部位の特異性に関与する。
【００６５】
　「ＦＲセット」という用語は、本明細書で使用される場合、重鎖または軽鎖Ｖ領域のＣ
ＤＲセットのＣＤＲの枠組みを作る４つの隣接するアミノ酸配列を指す。いくつかのＦＲ
残基は結合した抗原と接触することができるが、ＦＲ、特にＣＤＲと直接隣り合うＦＲ残
基は、主に抗原結合部位へのＶ領域のフォールディングに関与する。ＦＲ内で、ある特定
のアミノ残基およびある特定の構造的特徴は非常に高度に保存されている。この点につい
て、全てのＶ領域配列は、およそ９０アミノ酸残基の内部のジスルフィドループを含有す
る。Ｖ領域が結合性部位にフォールディングされると、ＣＤＲは、抗原結合性表面を形成
する突出したループモチーフとして提示される。正確なＣＤＲアミノ酸配列に関係なくあ
る特定の「カノニカル」構造にフォールディングしたＣＤＲループの形状に影響を及ぼす
ＦＲの保存された構造領域が存在することが一般に理解されている。さらに、ある特定の
ＦＲ残基が、抗体の重鎖および軽鎖の相互作用を安定化する非共有結合性のドメイン間接
触に関与することが公知である。
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【００６６】
　非ヒト免疫グロブリンに由来する抗原結合部位を含むいくつかの「ヒト化」抗体分子が
記載されており、それらとして、げっ歯類Ｖ領域およびそれらの関連するＣＤＲがヒト定
常ドメインと融合したキメラ抗体（Winterら（１９９１年）Nature　３４９巻：２９３～
２９９頁；Lobuglioら（１９８９年）Proc.　Nat.　Acad.　Sci.　USA　８６巻：４２２
０～４２２４頁；Shawら（１９８７年）J　Immunol.　１３８巻：４５３４～４５３８頁
；およびBrownら（１９８７年）Cancer　Res.　４７巻：３５７７～３５８３頁）、適切
なヒト抗体定常ドメインと融合する前にヒト支持ＦＲにグラフトしたげっ歯類ＣＤＲ（Ri
echmannら（１９８８年）Nature　３３２巻：３２３～３２７頁；Verhoeyenら（１９８８
年）Science　２３９巻：１５３４～１５３６頁；およびJonesら（１９８６年）Nature　
３２１巻：５２２～５２５頁）、ならびに組換えによってベニア化したげっ歯類ＦＲによ
って支持されたげっ歯類ＣＤＲ（欧州特許公開第５１９，５９６号、１９９２年１２月２
３日公開）が挙げられる。これらの「ヒト化」分子は、ヒトレシピエントにおけるそれら
の部分の持続時間および治療への適用の有効性を限定する、げっ歯類抗ヒト抗体分子に対
する望ましくない免疫学的応答が最小限になるように設計する。
【００６７】
　本明細書で使用される場合、「ベニア化ＦＲ」および「組換えによってベニア化したＦ
Ｒ」という用語は、例えば、げっ歯類の重鎖または軽鎖Ｖ領域由来のＦＲ残基を、ヒトＦ
Ｒ残基と選択的に置き換えて、ネイティブなＦＲポリペプチドフォールディング構造の実
質的に全てを保持する抗原結合部位を含む異種分子をもたらすことを指す。ベニア化技法
は、抗原結合部位のリガンド結合特性が主に抗原結合性表面内の重鎖および軽鎖のＣＤＲ
セットの構造および相対的配置によって決定されることの理解に基づく。Daviesら（１９
９０年）Ann.　Rev.　Biochem.　５９巻：４３９～４７３頁。したがって、抗原結合特異
性は、ＣＤＲ構造、それらの相互作用、およびそれらとＶ領域ドメインの残りとの相互作
用が慎重に維持される場合にのみヒト化抗体に保存され得る。ベニア化技法を使用するこ
とによって、免疫系に容易に遭遇する外面の（例えば、溶媒露出性）ＦＲ残基をヒト残基
と選択的に置き換えて、弱い免疫原性、または実質的に非免疫原性のベニア化表面のいず
れかを含むハイブリッド分子をもたらす。
【００６８】
　ベニア化のプロセスでは、Kabatら、Sequences　of　Proteins　of　Immunological　I
nterest、第４版、（U.S.　Dept.　of　Health　and　Human　Services、U.S.　Governme
nt　Printing　Office、１９８７年）、Kabatデータベースへのアップデート、および他
の利用できる米国および外国のデータベースによって収集されたヒト抗体可変ドメインに
ついての利用可能な配列データ（核酸およびタンパク質の両方）を使用する。ヒト抗体断
片およびマウス抗体断片の既知の三次元構造からＶ領域アミノ酸の溶媒露出度を推定する
ことができる。マウス抗原結合部位のベニア化には２つの一般的なステップがある。最初
に、目的の抗体分子の可変ドメインのＦＲを、上記の確認された供給源から得たヒト可変
ドメインの対応するＦＲ配列と比較する。次いで、最も相同なヒトＶ領域を、対応するマ
ウスアミノ酸と残基ごとに比較する。マウスＦＲ内のヒト対応物とは異なる残基を、当技
術分野で周知の組換え技法を用いてヒト部分に存在する残基と置き換える。残基の切り換
えは、少なくとも部分的に露出している（溶媒露出性）部分のみを用いて行い、Ｖ領域ド
メインの三次構造に対する有意な効果を有する可能性があるアミノ酸残基、例えば、プロ
リン、グリシンおよび荷電アミノ酸などの置き換えには注意を働かせる。
【００６９】
　このように、得られた「ベニア化された」マウス抗原結合部位は、したがって、マウス
ＣＤＲ残基、ＣＤＲと実質的に隣り合う残基、埋もれているまたはほとんど埋もれている
（非溶媒露出性）と同定された残基、重鎖ドメインと軽鎖ドメインの間の非共有結合性の
接触（例えば、静電気による接触および疎水性の接触）に関与すると考えられている残基
、およびＣＤＲループの「カノニカル」三次構造に影響を及ぼすと考えられているＦＲの
保存された構造領域由来の残基が保持されるように設計する。次いで、これらの設計基準
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を用いて、マウス抗体分子の抗原特異性を示す組換えヒト抗体を発現させるために哺乳動
物細胞をトランスフェクトするために使用することができる、マウス抗原結合部位の重鎖
および軽鎖の両方のＣＤＲを組み合わせてヒトらしいＦＲに入れる組換えヌクレオチド配
列を調製する。
【００７０】
　本発明の別の実施形態では、本発明のモノクローナル抗体を１つまたは複数の治療剤と
カップリングすることができる。この点について適切な作用剤としては、放射性核種、分
化誘導因子、薬物、毒素、およびそれらの誘導体が挙げられる。好ましい放射性核種とし
ては、９０Ｙ、１２３Ｉ、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、２１１Ａｔ、
および２１２Ｂｉが挙げられる。好ましい薬物としては、メトトレキセート、およびピリ
ミジンおよびプリン類似体が挙げられる。好ましい分化誘導因子としては、ホルボールエ
ステルおよび酪酸が挙げられる。好ましい毒素としては、リシン、アブリン、ジフテリア
毒素、コレラ毒素、ゲロニン、シュードモナス外毒素、赤痢菌毒素、およびポークウィー
ド抗ウイルスタンパク質が挙げられる。
【００７１】
　治療剤は、適切なモノクローナル抗体と、直接的に、または間接的に（例えば、リンカ
ー基を介して）カップリング（例えば、共有結合）させることができる。作用剤と抗体の
間の直接反応は、それぞれが他方と反応することができる置換基を保有する場合に可能で
ある。例えば、一方のアミノ基またはスルフヒドリル基などの求核基は、他方の酸無水物
または酸ハロゲン化物などのカルボニル含有基と、または良好な脱離基（例えば、ハロゲ
ン化物）を含有するアルキル基と反応することができる。
【００７２】
　あるいは、治療剤と抗体を、リンカー基を介してカップリングすることが望ましい。リ
ンカー基は、結合能力の干渉を回避するために抗体を作用剤から隔てるスペーサーとして
機能し得る。リンカー基は、作用剤または抗体上の置換基の化学的反応性を増大させ、し
たがって、カップリング効率を上昇させる機能も果たし得る。化学的反応性が増大するこ
とにより、そうでなければ可能ではない作用剤または作用剤上の官能基の使用も容易にな
る可能性がある。
【００７３】
　ホモ官能性およびヘテロ官能性の両方の種々の二官能性試薬または多官能性試薬（例え
ば、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬのカタログに記
載のものなど）を、リンカー基として使用することができることは当業者には明らかであ
ろう。カップリングは、例えば、アミノ基、カルボキシル基、スルフヒドリル基または酸
化炭水化物残基を通じて実施する。そのような方法体系が記載されている多数の参考文献
が存在する。例えば、Rodwellらの米国特許第４，６７１，９５８号。
【００７４】
　治療剤が、本発明の免疫コンジュゲートの抗体部分から遊離するとより強力になる場合
、細胞に内部移行している間またはそのすぐ後に切断可能なリンカー基を使用することが
望ましい。いくつかの異なる切断可能なリンカー基が記載されている。作用剤のこれらの
リンカー基からの細胞内遊離の機構としては、ジスルフィド結合の還元による切断（例え
ば、Spitlerの米国特許第４，４８９，７１０号）、感光性結合の放射線照射による切断
（例えば、Senterらの米国特許第４，６２５，０１４号）、誘導体化されたアミノ酸の側
鎖の加水分解による切断（例えば、Kohnらの米国特許第４，６３８，０４５号）、血清補
体媒介性加水分解による切断（例えば、Rodwellらの米国特許第４，６７１，９５８号）
、および酸触媒加水分解による切断（例えば、Blattlerらの米国特許第４，５６９，７８
９号）が挙げられる。
【００７５】
　２つ以上の作用剤を抗体とカップリングすることが望ましい。一実施形態では、多数の
作用剤の分子を１つの抗体分子とカップリングする。別の実施形態では、２種類以上の作
用剤を１つの抗体とカップリングすることができる。特定の実施形態にかかわらず、２つ
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以上の作用剤との免疫コンジュゲートは、さまざまなやり方で調製することができる。例
えば、２つ以上の作用剤を、抗体分子と直接カップリングすることもでき、付着のための
多数の部位をもたらすリンカーを使用することもできる。あるいは、担体を使用すること
ができる。
【００７６】
　担体は、直接またはリンカー基を介した共有結合を含めたさまざまなやり方で作用剤を
担持してよい。適切な担体としては、アルブミンなどのタンパク質（例えば、Katoらの米
国特許第４，５０７，２３４号）、アミノデキストランなどのペプチドおよび多糖（例え
ば、Shihらの米国特許第４，６９９，７８４号）が挙げられる。担体は、非共有結合性結
合によって、または、リポソーム小胞内などへの封入によって作用剤を担持してもよい（
例えば、米国特許第４，４２９，００８号および同第４，８７３，０８８号）。放射性核
種作用剤に特異的な担体としては、放射性ハロゲン化された小分子およびキレート化化合
物が挙げられる。例えば、米国特許第４，７３５，７９２号には、代表的な放射性ハロゲ
ン化された小分子およびそれらの合成が開示されている。放射性核種キレートは、窒素原
子および硫黄原子を、金属、または金属酸化物、放射性核種と結合するドナー原子として
含有する物を含めたキレート化化合物から形成することができる。例えば、Davisonらの
米国特許第４，６７３，５６２号には、代表的なキレート化化合物およびそれらの合成が
開示されている。
【００７７】
　上記の抗体の種類およびそれを作出する手順は、例示するために提供されており、限定
するものではない。これら、ならびに抗体および他の結合性作用物質を作製し、特徴付け
るための多くの他の方法体系が当技術分野において公知であり確立されていること、およ
びこれらの方法体系を本発明に関連して用いることができることが理解されよう。
【００７８】
　ポリペプチド組成物
　本発明の別の態様は、がん関連ポリペプチドを提供する。ある特定の関連する実施形態
では、ポリペプチドを、例えば、がんを治療するための医薬組成物および／またはワクチ
ン組成物に関連して使用する。
【００７９】
　本明細書で使用される場合、「ポリペプチド」という用語は、その従来の意味で、すな
わち、アミノ酸の配列として使用される。ポリペプチドは、産物の特定の長さに限定され
ず、したがって、ペプチド、オリゴペプチド、およびタンパク質がこのポリペプチドの定
義の範囲内に含まれ、そのような用語は、特に他の指示がなければ、本明細書では互換的
に使用することができる。また、この用語は、ポリペプチドの発現後修飾、例えば、グリ
コシル化、アセチル化、リン酸化など、ならびに当技術分野で公知の他の修飾は、天然に
存在するものおよび天然に存在しないもののどちらも指さない、またはそれを排除する。
ポリペプチドは、タンパク質全体であってもその部分配列であってもよい。本発明に関連
して、特定の目的のポリペプチドは、エピトープ、すなわち、ポリペプチドの免疫原的性
質に実質的に関与し、免疫応答を惹起することができる抗原性決定因子を含むアミノ酸部
分配列である。
【００８０】
　本発明のある特定の組成物および方法では、好ましいポリペプチドは、配列番号１～２
４のいずれか１つに記載のポリペプチド、または上記のポリペプチドのいずれかのバリア
ントもしくは断片、例えば、それに対して少なくとも７０％、８０％、９０％または９５
％の同一性を有するバリアントもしくは断片などを含む。
【００８１】
　本発明のポリペプチドは、本明細書では、時には、それらのがん関連性、例えば、腫瘍
試料におけるそれらの発現および／または活性のレベルの上昇などを示すものとしてがん
関連タンパク質または腫瘍ポリペプチドまたはがん因子ポリペプチドと称される。したが
って、ある特定の実施形態では、「がん因子」、「腫瘍ポリペプチド」または「がん関連
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ポリペプチド」という用語は、一般に、互換的に使用され、腫瘍試料の相当な割合、例え
ば、本明細書において提供される代表的なアッセイを用いて決定された場合に、試験され
た腫瘍試料の好ましくは約２０％超、より好ましくは約３０％超、最も好ましくは約５０
％超またはそれ以上が、正常組織における発現レベルの少なくとも２倍、好ましくは少な
くとも５倍を超えるレベルで発現され、かつ／または活性である本発明のポリペプチド配
列またはそのようなポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を指す。腫瘍細胞に
おいて発現および／または活性のレベルが上昇している本発明のがん因子ポリペプチドに
は、下でさらに説明されている通り、診断マーカーならびに治療標的のいずれとしても特
定の有用性が見いだされる。
【００８２】
　ある特定の実施形態では、本発明の組成物および／または方法に従って使用されるポリ
ペプチドは免疫原性である、すなわち、イムノアッセイ（例えば、ＥＬＩＳＡまたはＴ細
胞刺激アッセイなど）において、がんの患者由来の抗血清および／またはＴ細胞と検出可
能に反応する。免疫原活性に関するスクリーニングは、当業者に周知の技法を用いて実施
することができる。例えば、そのようなスクリーニングは、HarlowおよびLane、Antibodi
es：A　Laboratory　Manual、Cold　Spring　Harbor　Laboratory、１９８８年に記載の
ものなどの方法を用いて実施することができる。例示的な一例では、ポリペプチドを、固
体支持体上に固定化し、患者血清と接触させて、血清内の抗体を固定化したポリペプチド
に結合させることができる。次いで、結合していない血清を除去し、結合した抗体を、例
えば、１２５Ｉ標識したプロテインＡを使用して検出することができる。
【００８３】
　当業者には理解される通り、本明細書に開示されているポリペプチドの免疫原性部分も
、本発明に包含される。「免疫原性部分」とは、本明細書で使用される場合、それ自体が
、ポリペプチドを認識するＢ細胞および／またはＴ細胞の表面抗原受容体と免疫学的に反
応性である（すなわち、特異的に結合する）、本発明の免疫原性ポリペプチドの断片であ
る。免疫原性部分は、一般に、Paul、Fundamental　Immunology、第３版、２４３～２４
７頁（Raven　Press、１９９３年）およびそこに引用されている参考文献において要約さ
れているものなどの周知の技法を用いて同定することができる。そのような技法は、ポリ
ペプチドを、抗原特異的な抗体、抗血清および／またはＴ細胞系統またはクローンと反応
する能力についてスクリーニングすることを含む。本明細書で使用される場合、抗血清お
よび抗体は、抗原に特異的に結合する（すなわち、ＥＬＩＳＡまたは他のイムノアッセイ
においてタンパク質と反応し、無関係のタンパク質とは検出可能に反応しない）場合に、
「抗原特異的」である。そのような抗血清および抗体は、本明細書に記載の通り、および
周知の技法を用いて調製することができる。
【００８４】
　例示的な一実施形態では、本発明のポリペプチドの免疫原性部分は、抗血清および／ま
たはＴ細胞と、全長のポリペプチドの反応性を実質的に下回らないレベルで反応する（例
えば、ＥＬＩＳＡおよび／またはＴ細胞反応性アッセイにおいて）部分である。好ましく
は、免疫原性部分の免疫原活性のレベルは、全長のポリペプチドの免疫原性の少なくとも
約５０％、好ましくは少なくとも約７０％、最も好ましくは約９０％超である。いくつか
の場合には、好ましい免疫原性部分は、対応する全長のポリペプチドの免疫原活性のレベ
ルを超える免疫原活性のレベルを有する、例えば、約１００％超または１５０％以上の免
疫原活性を有すると同定される。
【００８５】
　他の実施形態では、本発明は、配列番号１～２４に記載のものなどの本明細書に記載の
ポリペプチド組成物の、中間の長さを全て含み、少なくとも約５個、１０個、１５個、２
０個、２５個、５０個、または１００個の連続したアミノ酸、またはそれ以上のアミノ酸
を含むポリペプチド断片を使用する。
【００８６】
　さらに他の実施形態では、本発明は、本明細書に記載の組成物および方法において本明
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細書に記載のポリペプチド組成物のバリアントを使用する。本発明に一般に包含されるポ
リペプチドバリアントは、一般には、その長さに沿って、本明細書に記載のポリペプチド
配列に対して少なくとも約７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、
９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％またはそれ以上の同一
性（下記の通り決定される）を示す。
【００８７】
　ポリペプチド「バリアント」という用語は、本明細書で使用される場合、一般には、本
明細書に具体的に開示されているポリペプチドとは、１つまたは複数の置換、欠失、付加
および／または挿入で異なるポリペプチドである。そのようなバリアントは、天然に存在
するものであってもよく、例えば、上記の本発明のポリペプチド配列のうちの１つまたは
複数を修飾し、本明細書に記載されている通り、かつ／または当技術分野で周知のいくつ
かの技法のいずれかを用いてそれらの免疫原活性を評価することにより、合成によって生
成することもできる。
【００８８】
　多くの場合、バリアントは保存的置換を含有する。「保存的置換」とは、アミノ酸が、
同様の性質を有する別のアミノ酸に置換され、したがって、ペプチド化学の当業者により
、ポリペプチドの二次構造およびヒドロパシーの性質が実質的に変化しないことが予想さ
れるものである。上記の通り、修飾は、本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドの
構造に行うことができ、それにもかかわらず、望ましい特性、例えば、免疫原特性を有す
るバリアントまたは誘導体ポリペプチドをコードする機能分子を得ることができる。同等
の、またはさらには改善された本発明のポリペプチドの免疫原性バリアントまたは部分を
創出するためにポリペプチドのアミノ酸配列を変更することが望まれる場合、当業者は、
一般には、表１に記載のコードＤＮＡ配列のうちの１つまたは複数のコドンを変化させる
。
【００８９】
　例えば、タンパク質の構造内で、例えば抗体の抗原結合領域または基質分子上の結合部
位などの構造との相互作用的な結合能を相当に失うことなく、ある特定のアミノ酸を他の
アミノ酸で置換することができる。そのタンパク質の生物学的機能活性を定義するのはタ
ンパク質の相互作用的な能力および性質であるので、タンパク質配列、および当然その基
礎をなすＤＮＡコード配列においてある特定のアミノ酸配列置換を行い、それにもかかわ
らず、同様の性質のタンパク質を得ることができる。したがって、開示された組成物のペ
プチド配列、または前記ペプチドをコードする対応するＤＮＡ配列において、それらの生
物学的な有用性または活性を相当に失うことなく種々の変化を行うことができることが意
図されている。
【００９０】
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【表１】

【００９１】
　そのような変化を行う際に、アミノ酸のヒドロパシー指数を考慮することができる。タ
ンパク質に相互作用的生物学的機能を付与する際のヒドロパシーアミノ酸指数の重要性は
、当技術分野において一般に理解されている（KyteおよびDoolittle、１９８２年、参照
により本明細書に組み込まれる）。アミノ酸の相対的なヒドロパシー特性は、得られたタ
ンパク質の二次構造に寄与し、それが今度は、タンパク質と他の分子、例えば、酵素、基
質、受容体、ＤＮＡ、抗体、抗原などとの相互作用を定義することが許容される。各アミ
ノ酸に、その疎水性および電荷特性に基づいてヒドロパシー指数が割り当てられている（
KyteおよびDoolittle、１９８２年）。これらの値は、イソロイシン（＋４．５）；バリ
ン（＋４．２）；ロイシン（＋３．８）；フェニルアラニン（＋２．８）；システイン／
シスチン（＋２．５）；メチオニン（＋１．９）；アラニン（＋１．８）；グリシン（－
０．４）；トレオニン（－０．７）；セリン（－０．８）；トリプトファン（－０．９）
；チロシン（－１．３）；プロリン（－１．６）；ヒスチジン（－３．２）；グルタミン
酸（－３．５）；グルタミン（－３．５）；アスパラギン酸（－３．５）；アスパラギン
（－３．５）；リジン（－３．９）；およびアルギニン（－４．５）である。
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【００９２】
　ある特定のアミノ酸を、同様のヒドロパシー指数またはスコアを有する他のアミノ酸で
置換し、それにもかかわらず同様の生物活性を有するタンパク質をもたらすことができる
、すなわち、それにもかかわらず生物学的機能的に同等のタンパク質を得ることができる
ことは当技術分野で公知である。そのような変化を行う際には、好ましくはヒドロパシー
指数が±２の範囲内、特に好ましくは±１以内、さらに特別好ましくは±０．５以内であ
るアミノ酸を置換する。当技術分野では、同様のアミノ酸の置換を親水性に基づいて有効
に行うことができることも理解されている。米国特許第４，５５４，１０１号（その全体
が参照により具体的に本明細書に組み込まれる）では、タンパク質の最大の局部的な平均
の親水性は、それと隣り合うアミノ酸親水性によって支配されるので、タンパク質の生物
学的性質と相関すると述べられている。
【００９３】
　米国特許第４，５５４，１０１号において詳述されている通り、以下の親水性値がアミ
ノ酸残基に割り当てられている：アルギニン（＋３．０）；リジン（＋３．０）；アスパ
ラギン酸（＋３．０±１）；グルタミン酸（＋３．０±１）；セリン（＋０．３）；アス
パラギン（＋０．２）；グルタミン（＋０．２）；グリシン（０）；トレオニン（－０．
４）；プロリン（－０．５±１）；アラニン（－０．５）；ヒスチジン（－０．５）；シ
ステイン（－１．０）；メチオニン（－１．３）；バリン（－１．５）；ロイシン（－１
．８）；イソロイシン（－１．８）；チロシン（－２．３）；フェニルアラニン（－２．
５）；トリプトファン（－３．４）。アミノ酸を、同様の親水性値を有する別のアミノ酸
と置換し、それにもかかわらず生物学的に同等、特に、免疫学的に同等であるタンパク質
を得ることができることが理解される。そのような変化では、好ましくは親水性値が±２
の範囲内、特に好ましくは±１の範囲内、さらに特別好ましくは±０．５の範囲内である
アミノ酸を置換する。
【００９４】
　したがって、上に概説されている通り、アミノ酸置換は、一般に、アミノ酸側鎖置換基
、例えば、それらの疎水性、親水性、電荷、サイズなどの相対的な類似性に基づく。種々
の上記の特性を考慮に入れた例示的な置換は当業者には周知であり、それらとしては、ア
ルギニンとリジン；グルタミン酸とアスパラギン酸；セリンとトレオニン；グルタミンと
アスパラギン；ならびにバリン、ロイシンおよびイソロイシンが挙げられる。
【００９５】
　さらに、任意のポリヌクレオチドをさらに修飾して、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける安定性を
増加させることができる。可能な修飾としては、これだけに限定されないが、５’末端お
よび／または３’末端にフランキング配列を付加すること；骨格においてホスホジエステ
ラーゼ連結ではなくホスホロチオエートまたは２’Ｏ－メチルを使用すること；および／
またはイノシン、キューオシン（queosine）およびワイブトシンなど伝統的でない塩基、
ならびにアセチル化形態、メチル化形態、チオ化形態および他の修飾された形態のアデニ
ン、シチジン、グアニン、チミンおよびウリジンを含めることが挙げられる。
【００９６】
　アミノ酸置換は、さらに、残基の極性、電荷、溶解性、疎水性、親水性および／または
両親媒性の類似性に基づいて行うことができる。例えば、負に荷電したアミノ酸としては
アスパラギン酸およびグルタミン酸が挙げられ、正に荷電したアミノ酸としてはリジンお
よびアルギニンが挙げられ、同様の親水性値を有する非荷電極性頭部基を伴うアミノ酸と
してはロイシン、イソロイシンおよびバリン；グリシンおよびアラニン；アスパラギンお
よびグルタミン；ならびにセリン、トレオニン、フェニルアラニンおよびチロシンが挙げ
られる。保存的な変化を示す他のアミノ酸の群としては、（１）ａｌａ、ｐｒｏ、ｇｌｙ
、ｇｌｕ、ａｓｐ、ｇｌｎ、ａｓｎ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；（２）ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｙｒ、
ｔｈｒ；（３）ｖａｌ、ｉｌｅ、ｌｅｕ、ｍｅｔ、ａｌａ、ｐｈｅ；（４）ｌｙｓ、ａｒ
ｇ、ｈｉｓ；および（５）ｐｈｅ、ｔｙｒ、ｔｒｐ、ｈｉｓが挙げられる。バリアントは
、その上、またはその代わりに、非保存的な変化を含有してよい。好ましい実施形態では
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、バリアントポリペプチドは、ネイティブな配列とは、５つ以下のアミノ酸の置換、欠失
または付加によって異なる。バリアントは、その上（その代わりに）、例えば、免疫原性
、ポリペプチドの二次構造およびヒドロパシーの性質に対する影響が最小限であるアミノ
酸の欠失または付加によって修飾されていてよい。
【００９７】
　ポリペプチドは、タンパク質のＮ末端に、翻訳時または翻訳後にタンパク質の転移を導
くシグナル（またはリーダー）配列を含んでよい。ポリペプチドは、ポリペプチドの合成
、精製もしくは同定を容易するために、またはポリペプチドと固体支持体の結合を増強す
るためにリンカーまたは他の配列（例えば、ポリＨｉｓ）とコンジュゲートすることもで
きる。例えば、ポリペプチドは、免疫グロブリンＦｃ領域とコンジュゲートすることがで
きる。
【００９８】
　ポリペプチド配列を比較した場合、２つの配列は、下記の通り、対応が最大になるよう
にアラインメントした時に２つの配列内のアミノ酸の配列が同じであれば、「同一」であ
ると言える。２つの配列間の比較は、一般には、配列類似性の局部的な領域を同定し、比
較するための比較窓にわたって配列を比較することによって実施される。「比較窓」とは
、本明細書で使用される場合、ある配列を同じ数の連続した位置の参照配列と、２つの配
列を最適にアラインメントした後に比較することができる少なくとも約２０、通常３０～
約７５、４０～約５０の連続した位置のセグメントを指す。
【００９９】
　比較のための配列の最適なアラインメントは、Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ　ｓｕｉｔｅ　ｏｆ
　ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ｓｏｆｔｗａｒｅ（ＤＮＡＳＴＡＲ，Ｉｎｃ．、Ｍａ
ｄｉｓｏｎ、ＷＩ）内のＭｅｇａｌｉｇｎプログラムを用いて、初期設定のパラメータを
使用して行うことができる。このプログラムにより、以下の参考文献に記載のいくつかの
アラインメントスキームが具体化される：Dayhoff,　M.O.、（１９７８年）A　model　of
　evolutionary　change　in　proteins　-　Matrices　for　detecting　distant　rela
tionships.　Dayhoff,　M.O.（編）Atlas　of　Protein　Sequence　and　Structure、Na
tional　Biomedical　Research　Foundation、Washington　DC　５巻、補遺３、３４５～
３５８頁；Hein　J.（１９９０年）Unified　Approach　to　Alignment　and　Phylogene
s、６２６～６４５頁　Methods　in　Enzymology　１８３巻、Academic　Press,　Inc.、
San　Diego、CA；Higgins,　D.G.およびSharp、P.M.、CABIOS　５巻：１５１～１５３頁
（１９８９年）；Myers,　E.W.およびMuller　W.、CABIOS　４巻：１１～１７頁（１９８
８年）；Robinson,　E.D.、Comb.　Theor　１１巻：１０５頁（１９７１年）；Saitou,　
N.　Nei,　M.、Mol.　Biol.　Evol.　４巻：４０６～４２５頁（１９８７年）；Sneath,
　P.H.A.およびSokal,　R.R.、Numerical　Taxonomy　-　the　Principles　and　Practi
ce　of　Numerical　Taxonomy、Freeman　Press、San　Francisco、CA（１９７３年）；W
ilbur,　W.J.およびLipman,　D.J.、Proc.　Natl.　Acad.、Sci.　USA　８０巻：７２６
～７３０頁（１９８３年）。
【０１００】
　あるいは、比較のための配列の最適なアラインメントは、SmithおよびWaterman、Add.
　APL.　Math　２巻：４８２頁（１９８１年）の局部的同一性アルゴリズムによって、Ne
edlemanおよびWunsch、J.　Mol.　Biol.　４８巻：４４３頁（１９７０年）の同一性アラ
インメントアルゴリズムによって、PearsonおよびLipman、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　
USA　８５巻：２４４４頁（１９８８年）の類似性検索法によって、これらのアルゴリズ
ムのコンピュータへの実装によって（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔ
ｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ（ＧＣＧ
）、５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ内のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩ
Ｔ、ＢＬＡＳＴ、ＦＡＳＴＡ、およびＴＦＡＳＴＡ）、または検査によって行うことがで
きる。
【０１０１】
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　パーセント配列同一性および配列類似性を決定するために適したアルゴリズムの好まし
い一例は、ＢＬＡＳＴアルゴリズムおよびＢＬＡＳＴ２．０アルゴリズムであり、それぞ
れAltschulら、Nucl.　Acids　Res.　２５巻：３３８９～３４０２頁（１９７７年）、お
よびAltschulら、J.　Mol.　Biol.　２１５巻：４０３～４１０頁（１９９０年）に記載
されている。ＢＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ２．０を、例えば、本明細書に記載のパラメー
タと一緒に使用して、本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドについてパーセント
配列同一性を決定することができる。ＢＬＡＳＴ解析を実施するためのソフトウェアは、
Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍ
ａｔｉｏｎを通じて公的に入手可能である。アミノ酸配列に関しては、スコアリング行列
を用いて累積スコアを算出することができる。累積的なアラインメントスコアがその最大
実現値からＸ量減少した時、１つまたは複数のネガティブスコアリング（negative-scori
ng）残基アラインメントが蓄積したことに起因して累積スコアがゼロ以下になった時、ま
たはいずれかの配列の末端に到達した時に、各方向へのワードヒット（word　hit）の伸
長を停止する。ＢＬＡＳＴアルゴリズムパラメータであるＷ、ＴおよびＸによりアライン
メントの感度およびスピードが決定される。
【０１０２】
　１つの好ましい手法では、「配列同一性の百分率」を、２つの最適にアラインメントさ
れた配列を少なくとも２０個の位置の比較の窓にわたって比較することによって決定し、
ここで、比較窓内のポリペプチド配列の部分は、２つの配列を最適にアラインメントする
ために、参照配列（付加または欠失を含まない）と比較して２０パーセント以下、通常５
～１５パーセント、または１０～１２パーセントの付加または欠失（すなわち、ギャップ
）を含んでよい。百分率は、両方の配列において同一のアミノ酸残基が見いだされる位置
の数を決定してマッチする位置の数を得、マッチする位置の数を参照配列内の位置の総数
（すなわち、ウィンドウサイズ）で割り、結果に１００を掛けて配列同一性の百分率を得
ることによって算出する。
【０１０３】
　融合ポリペプチド
　他の例示的な実施形態では、本発明のがん因子ポリペプチドは、本明細書に記載の多数
のがん関連ポリペプチドを含む融合ポリペプチド、または少なくとも１つの本明細書に記
載のがん関連ポリペプチドと、公知の腫瘍タンパク質または他の目的の非相同配列などの
無関係の配列とを含む融合ポリペプチドの形態であってよい。融合パートナーは、例えば
、Ｔヘルパーエピトープ（免疫学的融合パートナー）、好ましくはヒトによって認識され
るＴヘルパーエピトープをもたらすことに役立つ、または、ネイティブな組換えタンパク
質よりも高い収量でタンパク質を発現させることに役立ち得る（発現エンハンサー）。あ
る特定の好ましい融合パートナーは、免疫学的融合パートナーおよび発現増強性融合パー
トナーの両方である。他の融合パートナーは、ポリペプチドの溶解性が増加するように、
またはポリペプチドを所望の細胞内区画にターゲティングすることが可能になるように選
択することができる。さらに別の融合パートナーとして、ポリペプチドの精製を容易にす
るアフィニティータグが挙げられる。
【０１０４】
　融合ポリペプチドは、一般に、化学的なコンジュゲーションを含めた標準の技法を用い
て調製することができる。融合ポリペプチドは、発現系において組換えポリペプチドとし
て発現され、それにより、非融合ポリペプチドと比較して産生レベルの上昇が可能になる
ことが好ましい。簡単に述べると、ポリペプチド構成成分をコードするＤＮＡ配列を別々
に組み立て、ライゲーションして適切な発現ベクターに入れることができる。１つのポリ
ペプチド構成成分をコードするＤＮＡ配列の３’末端を、第２のポリペプチド構成成分を
コードするＤＮＡ配列の５’末端と、ペプチドリンカーを用いてまたは用いずに、配列の
読み枠が一致するようにライゲーションする。これにより、両方の構成成分ポリペプチド
の生物活性を保持する単一の融合ポリペプチドに翻訳することが可能になる。
【０１０５】
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　ペプチドリンカー配列を使用して、第１のポリペプチド構成成分および第２のポリペプ
チド構成成分を、各ポリペプチドがその二次構造および三次構造にフォールディングされ
ることを確実にするために十分な距離を置いて分離することができる。そのようなペプチ
ドリンカー配列は、当技術分野で周知の標準の技法を用いて融合ポリペプチドに組み込む
。適切なペプチドリンカー配列は、以下の因子に基づいて選択することができる：（１）
柔軟な広がったコンフォメーションをとることができること；（２）第１のポリペプチド
および第２のポリペプチド上の機能的なエピトープと相互作用することができる二次構造
をとることができないこと；および（３）ポリペプチドの機能的なエピトープと反応する
可能性がある疎水性残基または荷電残基が欠如していること。好ましいペプチドリンカー
配列は、Ｇｌｙ残基、Ａｓｎ残基およびＳｅｒ残基を含有する。他のほぼ中性のアミノ酸
、例えば、ＴｈｒおよびＡｌａなどもリンカー配列に用いることができる。リンカーとし
て有益に使用することができるアミノ酸配列としては、Marateaら、Gene　４０巻：３９
～４６頁、１９８５年；Murphyら、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA　８３巻：８２５８
～８２６２頁、１９８６年；米国特許第４，９３５，２３３号および米国特許第４，７５
１，１８０号に開示されているアミノ酸配列が挙げられる。リンカー配列は、一般に、１
～約５０アミノ酸の長さであってよい。第１のポリペプチドおよび第２のポリペプチドが
、機能的ドメインを隔離し、立体的な干渉を防止するために用いることができる非必須Ｎ
末端アミノ酸領域を有する場合にはリンカー配列は必要ない。
【０１０６】
　ライゲーションしたＤＮＡ配列は、適切な転写調節エレメントまたは翻訳調節エレメン
トに作動可能に連結している。ＤＮＡの発現に関与する調節エレメントは、第１のポリペ
プチドをコードするＤＮＡ配列の５’側にのみ位置する。同様に、翻訳を終了させるため
に必要な終止コドンおよび転写終結シグナルは第２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配
列の３’側にのみ存在する。
【０１０７】
　本発明のがん関連ポリペプチド（例えば、がん因子）は、種々の周知の合成技法および
／または組換え技法のいずれかを用いて調製し、後者は下でさらに説明されている。一般
に、約１５０アミノ酸未満のポリペプチド、部分および他のバリアントは、当業者に周知
の技法を用い、合成の手段によって生成することができる。例示的な一例では、そのよう
なポリペプチドを、成長中のアミノ酸の鎖にアミノ酸を逐次的に付加するメリフィールド
固相合成法などの商業的に利用可能な固相技法のいずれかを用いて合成する。Merrifield
、J.　Am.　Chem.　Soc.　８５巻：２１４９～２１４６頁、１９６３年を参照されたい。
ポリペプチドを自動合成するための設備は、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ／Ａｐｐｌｉｅｄ
　ＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）などの供
給者から市販されており、製造者の説明書に従って作動させることができる。
【０１０８】
　一般に、本発明のポリペプチド組成物（融合ポリペプチドを含む）は単離されている。
「単離された」ポリペプチドとは、その元の環境からから取り出されたポリペプチドであ
る。例えば、天然に存在するタンパク質またはポリペプチドは、それが、自然系では共存
している材料の一部または全部から分離されている場合に単離されている。そのようなポ
リペプチドは精製もされることが好ましく、例えば、少なくとも約９０％純粋、より好ま
しくは少なくとも約９５％純粋、最も好ましくは少なくとも約９９％純粋である。
【０１０９】
　ポリヌクレオチド組成物
　上記の通り、本発明の別の態様は、本明細書に記載のがん因子ポリペプチドをコードす
るポリヌクレオチド、ならびに、がんを治療するためおよび検出するための医薬組成物お
よび診断用組成物に関連したそれらの使用に関する。
【０１１０】
　「ＤＮＡ」および「ポリヌクレオチド」という用語は、単離され、特定の種の全ゲノム
ＤＮＡを含まないＤＮＡ分子を指すために本明細書では基本的に互換的に使用される。「
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単離された」とは、本明細書で使用される場合、ポリヌクレオチドが他のコード配列から
実質的に離れていること、およびＤＮＡ分子が、無関係のコードＤＮＡ、例えば、大きな
染色体の断片または他の機能的な遺伝子またはポリペプチドコード領域などの大部分を含
有しないことを意味する。当然、これは、最初に単離されたＤＮＡ分子を指し、人間の手
によって後からセグメントに付加された遺伝子またはコード領域を排除しない。
【０１１１】
　当業者には理解される通り、本発明のポリヌクレオチド組成物は、ゲノム配列、ゲノム
外およびプラスミドコード配列、ならびにタンパク質、ポリペプチド、ペプチドなどを発
現する、または発現するように適合させることができるより小さな工学的に操作された遺
伝子セグメントを含んでよい。そのようなセグメントは、自然に単離することもでき、人
間の手によって合成的に修飾することもできる。
【０１１２】
　同様に当業者には理解される通り、本発明のポリヌクレオチドは一本鎖（コードまたは
アンチセンス）であっても二本鎖であってもよく、また、ＤＮＡ（ゲノム、ｃＤＮＡまた
は合成）であってもＲＮＡ分子であってもよい。ＲＮＡ分子は、イントロンを含有し、１
対１でＤＮＡ分子に対応するＨｎＲＮＡ分子、およびイントロンを含有しないｍＲＮＡ分
子を含んでよい。追加的なコード配列または非コード配列は本発明のポリヌクレオチド内
に存在してもよいが、必ずしも存在しなくてよく、ポリヌクレオチドは、他の分子および
／または支持材料に連結していてよいが、必ずしも連結していなくてよい。
【０１１３】
　ポリヌクレオチドは、ネイティブな配列（すなわち、本発明のポリペプチド／タンパク
質またはその部分をコードする内在性の配列）を含んでもよく、そのような配列のバリア
ントまたは誘導体、好ましくは免疫原性バリアントまたは誘導体をコードする配列を含ん
でもよい。
【０１１４】
　ある特定の実施形態では、本発明は、本明細書において配列番号１～２４に開示されて
いるがん関連ポリペプチド配列をコードする配列に対して実質的な同一性を有するポリヌ
クレオチドバリアント、例えば、本明細書に記載の方法（例えば、下記の通り標準のパラ
メータを使用したＢＬＡＳＴ解析）を用いて、本発明のポリヌクレオチド配列と比較して
少なくとも７０％の配列同一性、好ましくは少なくとも７５％、８０％、８５％、９０％
、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％以上の配列同一性を含むポリヌクレオ
チドバリアントを使用する。これらの値は、コドンの縮重、アミノ酸の類似性、読み枠の
位置決めなどを考慮に入れることによって、対応する、２つのヌクレオチド配列によりコ
ードされるタンパク質の同一性を決定するために適切に調整することができることは当業
者には理解されよう。
【０１１５】
　一般には、ポリヌクレオチドバリアントは、好ましくはバリアントポリヌクレオチドに
よりコードされるポリペプチドの免疫原性が本明細書に具体的に記載されているポリヌク
レオチド配列によりコードされるポリペプチドと比較して実質的に減弱しないように、１
つまたは複数の置換、付加、欠失および／または挿入を含有する。「バリアント」という
用語は、異種起源の相同な遺伝子を包含することも理解されるべきである。
【０１１６】
　さらなる実施形態では、本発明は、本明細書に記載の配列の１つまたは複数と同一また
は相補的である、種々の長さの連続した配列のひと続きを含む、またはそれからなるポリ
ヌクレオチド断片を提供する。例えば、本発明により、本明細書に開示されているポリペ
プチドをコードする配列の少なくとも約１０個、１５個、２０個、３０個、４０個、５０
個、７５個、１００個、１５０個、２００個、３００個、４００個、５００個または１０
００個以上の連続したヌクレオチドならびにその間の中間の長さの全てを含むまたはそれ
からなるポリヌクレオチドが提供される。「中間の長さ」とは、この場合、引用された値
の間の任意の長さ、例えば、１６、１７、１８、１９など；２１、２２、２３など；３０
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、３１、３２など；５０、５１、５２、５３など；１００、１０１、１０２、１０３など
；１５０、１５１、１５２、１５３など；２００～５００；５００～１，０００の全ての
整数を含む、などを意味することは容易に理解されよう。本明細書に記載のポリヌクレオ
チド配列は、一方の末端または両方の末端にネイティブな配列には見いだされない追加的
なヌクレオチドによって伸長することができる。この追加的な配列は、開示されている配
列のいずれかの末端または開示されている配列の両末端の１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、または２０ヌ
クレオチドからなってよい。
【０１１７】
　本発明の別の実施形態では、本明細書において提供されるポリペプチド配列をコードす
るポリヌクレオチド配列またはその断片、またはその相補配列と、中～高ストリンジェン
シー条件下でハイブリダイズすることができるポリヌクレオチド組成物が提供される。ハ
イブリダイゼーション技法は分子生物学の技術分野で周知である。例示のために、本発明
のポリヌクレオチドと他のポリヌクレオチドのハイブリダイゼーションを試験するための
適切な中程度にストリンジェントな条件は、５×ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳ、１．０ｍＭの
ＥＤＴＡ（ｐＨ　８．０）の溶液で予洗すること；５０℃～６０℃、５×ＳＳＣで一晩ハ
イブリダイズさせること；次いで、６５℃で２０分間、０．１％ＳＤＳを含有する２×Ｓ
ＳＣ、０．５×ＳＳＣおよび０．２×ＳＳＣのそれぞれを用いて２回洗浄することを含む
。当業者には、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーは、ハイブリダイゼーショ
ン溶液の塩含有量および／またはハイブリダイゼーションを実施する温度を変更すること
などによって容易に操作することができることが理解されよう。例えば、別の実施形態で
は、適切な高度にストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、ハイブリダイゼー
ションの温度を、例えば、６０～６５℃または６５～７０℃に上昇させることを除いて、
上記の条件を含む。
【０１１８】
　本発明のポリヌクレオチド、またはその断片は、コード配列それ自体の長さにかかわら
ず、プロモーター、ポリアデニル化シグナル、追加的な制限酵素部位、多重クローニング
部位、他のコードセグメントなどの他のＤＮＡ配列と組み合わせることができ、したがっ
て、それらの全体的な長さは相当に変動する可能性がある。したがって、ほぼどんな長さ
の核酸断片でも用いることができることが意図されており、全長は調製の容易さおよび意
図された組換えＤＮＡのプロトコールにおける使用によって限定されることが好ましい。
例えば、全長が約１０，０００塩基対、約５０００塩基対、約３０００塩基対、約２，０
００塩基対、約１，０００塩基対、約５００塩基対、約２００塩基対、約１００塩基対、
約５０塩基対の長さである例示的なポリヌクレオチドセグメントなど（中間の長さを全て
含む）が本発明の多くの実行において有用であると考えられている。
【０１１９】
　ポリヌクレオチド配列を比較した場合、２つの配列は、下記の通り、対応が最大になる
ようにアラインメントした時に２つの配列内のヌクレオチドの配列が同じであれば、「同
一」であると言える。２つの配列間の比較は、一般には、配列類似性の局部的な領域を同
定し、比較するための比較窓にわたって配列を比較することによって実施される。「比較
窓」とは、本明細書で使用される場合、ある配列を同じ数の連続した位置の参照配列と、
２つの配列を最適にアラインメントした後に比較することができる少なくとも約２０の、
通常３０～約７５、４０～約５０の連続した位置のセグメントを指す。
【０１２０】
　比較のための配列の最適なアラインメントは、Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ　ｓｕｉｔｅ　ｏｆ
　ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　ｓｏｆｔｗａｒｅ（ＤＮＡＳＴＡＲ，Ｉｎｃ．、Ｍａ
ｄｉｓｏｎ、ＷＩ）内のＭｅｇａｌｉｇｎプログラムを用いて、初期設定のパラメータを
使用して行うことができる。このプログラムにより、以下の参考文献に記載のいくつかの
アラインメントスキームが具体化される：Dayhoff,　M.O.（１９７８年）A　model　of　
evolutionary　change　in　proteins　-　Matrices　for　detecting　distant　relati
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onships.　Dayhoff,　M.O.（編）Atlas　of　Protein　Sequence　and　Structure、Nati
onal　Biomedical　Research　Foundation、Washington　DC　５巻、補遺３、３４５～３
５８頁；Hein　J.、Unified　Approach　to　Alignment　and　Phylogenes、６２６～６
４５頁（１９９０年）；Methods　in　Enzymology　１８３巻、Academic　Press,　Inc.
、San　Diego、CA；Higgins,　D.G.およびSharp、P.M.、CABIOS　５巻：１５１～１５３
頁（１９８９年）；Myers,　E.W.およびMuller　W.、CABIOS　４巻：１１～１７頁（１９
８８年）；Robinson,　E.D.、Comb.　Theor　１１巻：１０５頁（１９７１年）；Santou
、N.　Nes、M.、Mol.　Biol.　Evol.　４巻：４０６～４２５頁（１９８７年）；Sneath,
　P.H.A.およびSokal,　R.R.、Numerical　Taxonomy　-　the　Principles　and　Practi
ce　of　Numerical　Taxonomy、Freeman　Press、San　Francisco、CA（１９７３年）；W
ilbur,　W.J.およびLipman,　D.J.、Proc.　Natl.　Acad.、Sci.　USA　８０巻：７２６
～７３０頁（１９８３年）。
【０１２１】
　あるいは、比較のための配列の最適なアラインメントは、SmithおよびWaterman、Add.
　APL.　Math　２巻：４８２頁（１９８１年）の局部的同一性アルゴリズムによって、Ne
edlemanおよびWunsch、J.　Mol.　Biol.　４８巻：４４３頁（１９７０年）の同一性アラ
インメントアルゴリズムによって、PearsonおよびLipman、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　
USA　８５巻：２４４４頁（１９８８年）の類似性検索法によって、これらのアルゴリズ
ムのコンピュータへの実装によって（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔ
ｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ（ＧＣＧ
）、５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ内のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩ
Ｔ、ＢＬＡＳＴ、ＦＡＳＴＡ、およびＴＦＡＳＴＡ）、または検査によって行うことがで
きる。
【０１２２】
　パーセント配列同一性および配列類似性を決定するために適したアルゴリズムの好まし
い一例は、ＢＬＡＳＴアルゴリズムおよびＢＬＡＳＴ２．０アルゴリズムであり、それぞ
れAltschulら、Nucl.　Acids　Res.　２５巻：３３８９～３４０２頁（１９７７年）、お
よびAltschulら、J.　Mol.　Biol.　２１５巻：４０３～４１０頁（１９９０年）に記載
されている。ＢＬＡＳＴおよびＢＬＡＳＴ２．０を、例えば、本明細書に記載のパラメー
タと一緒に使用して、本発明のポリヌクレオチドについてパーセント配列同一性を決定す
ることができる。ＢＬＡＳＴ解析を実施するためのソフトウェアは、Ｎａｔｉｏｎａｌ　
Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎを通じて
公的に入手可能である。例示的な一例では、ヌクレオチド配列について、パラメータＭ（
マッチする残基の対に対するリワード（reward）スコア；常に＞０）およびＮ（ミスマッ
チする残基に対するペナルティスコア；常に＜０）を使用して累積スコアを算出すること
ができる。累積的なアラインメントスコアがその最大実現値からＸ量減少した時、１つま
たは複数のネガティブスコアリング残基アラインメントが蓄積したことに起因して累積ス
コアがゼロ以下になった時、または、いずれかの配列の末端に到達した時に各方向へのワ
ードヒットの伸長を停止する。ＢＬＡＳＴアルゴリズムパラメータであるＷ、ＴおよびＸ
によりアラインメントの感度およびスピードが決定される。ＢＬＡＳＴＮプログラム（ヌ
クレオチド配列用）では、初期値としてワード長（Ｗ）１１、および期待値（Ｅ）１０、
およびＢＬＯＳＵＭ６２スコアリング行列（HenikoffおよびHenikoff、Proc.　Natl.　Ac
ad.　Sci.　USA　８９巻：１０９１５頁（１９８９年）を参照されたい）アラインメント
、（Ｂ）５０、期待値（Ｅ）１０、Ｍ＝５、Ｎ＝－４および両鎖の比較を用いる。
【０１２３】
　ある特定の実施形態では、「配列同一性の百分率」は、２つの最適にアラインメントさ
れた配列を少なくとも２０個の位置の比較の窓にわたって比較することによって決定し、
ここで、比較窓内のポリヌクレオチド配列の部分は、２つの配列を最適にアラインメント
するために、参照配列（付加または欠失を含まない）と比較して２０パーセント以下、通
常５～１５パーセント、または１０～１２パーセントの付加または欠失（すなわち、ギャ
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ップ）を含んでよい。百分率は、両方の配列において同一の核酸塩基が見いだされる位置
の数を決定してマッチする位置の数を得、マッチする位置の数を参照配列内の位置の総数
（すなわち、ウィンドウサイズ）で割り、結果に１００を掛けて配列同一性の百分率を得
ることによって算出する。
【０１２４】
　遺伝暗号の縮退の結果として、本明細書に記載のポリペプチドをコードするヌクレオチ
ド配列が多く存在することは当業者には理解されよう。これらのポリヌクレオチドのいく
つかは、任意のネイティブな遺伝子のヌクレオチド配列に対して最小の相同性を有する。
それにもかかわらず、使用されるコドンが異なることに起因して変動するポリヌクレオチ
ドは本発明により具体的に意図されている。さらに、本明細書において提供されるポリヌ
クレオチド配列を含む遺伝子の対立遺伝子は本発明の範囲内に入る。対立遺伝子とは、１
つまたは複数の変異、例えば、ヌクレオチドの欠失、付加および／または置換などの結果
として変更された内在性遺伝子である。生じたｍＲＮＡおよびタンパク質の構造または機
能は変更されてもよいが、必ずしも変更される必要はない。対立遺伝子は、標準の技法（
例えば、ハイブリダイゼーション、増幅および／またはデータベース配列比較など）を用
いて同定することができる。
【０１２５】
　したがって、本発明の別の実施形態では、部位特異的変異誘発などの変異誘発手法を用
いて、本明細書に記載のポリペプチドのバリアントおよび／または誘導体を調製する。こ
の手法によって、それらをコードする基礎をなすポリヌクレオチドの変異誘発を通じてポ
リペプチド配列内に特異的な修飾を行うことができる。これらの技法により、例えば、上
記の考慮すべき事柄のうちの１つまたは複数を組み入れて、１つまたは複数のヌクレオチ
ド配列の変化をポリヌクレオチドに導入することによって配列バリアントを調製し、試験
するための簡単な手法が提供される。
【０１２６】
　部位特異的変異誘発により、所望の変異のＤＮＡ配列をコードする特異的なオリゴヌク
レオチド配列、ならびに十分な数の隣り合うヌクレオチドを使用することによって変異体
を作製して、交差している欠失接合の両側で安定な二重鎖が形成されるのに十分なサイズ
および配列の複雑さのプライマー配列をもたらすことが可能になる。選択されたポリヌク
レオチド配列において変異を用いて、ポリヌクレオチド自体の性質を改善すること、変更
すること、低下させること、修飾すること、あるいは変化させること、および／または、
コードされるポリペプチドの性質、活性、組成、安定性、または一次配列を変更すること
ができる。
【０１２７】
　本発明のある特定の実施形態では、発明者らは、コードされるポリペプチドの１つまた
は複数の性質、例えば、ポリペプチドワクチンの免疫原性などを変更するために、開示さ
れたポリヌクレオチド配列の変異誘発を用いることを意図している。部位特異的変異誘発
の技法は、当技術分野で周知であり、ポリペプチドのバリアントおよびポリヌクレオチド
のバリアントの両方を創出するために広く使用されている。例えば、部位特異的変異誘発
は、多くの場合、ＤＮＡ分子の特定の部分を変更するために用いられる。そのような実施
形態では、変更される配列の接合点の両側の約５～約１０残基を伴う、一般に約１４～約
２５ヌクレオチドほどの長さのプライマーを使用する。
【０１２８】
　部位特異的変異誘発を用いて、選択されたペプチドをコードするＤＮＡセグメントの配
列バリアントを調製することにより、潜在的に有用な種を作製する手段がもたらされ、ま
た、これは、ペプチドの配列バリアントおよびそれらをコードするＤＮＡ配列を得ること
ができる他のやり方が存在するので、限定することを意図していない。例えば、所望のペ
プチド配列をコードする組換えベクターを、ヒドロキシルアミンなどの変異誘発物質を使
用して処理して、配列バリアントを得ることができる。これらの方法およびプロトコール
に関する特定の詳細は、その目的に関してそれぞれが参照により本明細書に組み込まれる
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Maloyら、１９９４年；Segal、１９７６年；ProkopおよびBajpai、１９９１年；Kuby、１
９９４年；およびManiatisら、１９８２年の教示において見いだされる。
【０１２９】
　本発明の他の実施形態では、本明細書において提供されるポリヌクレオチド配列を、例
えば、被験体におけるがんの診断および／またはモニタリングにおいて使用するための核
酸ハイブリダイゼーション用のプローブまたはプライマーとして有利に使用することがで
きる。そのように、本明細書に記載の１５ヌクレオチド長の連続した配列と同じ配列を有
する、または、それと相補的である少なくとも約１５ヌクレオチド長の連続した配列の配
列領域を含むまたはそれからなる核酸セグメントの特定の有用性が見いだされることが意
図されている。より長い連続した同一の配列または相補配列、例えば、約２０、３０、４
０、５０、１００、２００、５００、１０００（中間の長さを全て含む）、さらには全長
に至るまでの配列の同一の配列または相補配列もある特定の実施形態で使用される。
【０１３０】
　そのような核酸プローブは目的の配列と特異的にハイブリダイズすることができるので
、それらを、所与の試料において相補配列の存在を検出する際に使用することが可能にな
る。しかし、他の使用、例えば、変異体種プライマー、または他の遺伝子構築物の調製に
おいて使用するためのプライマーを調製するための配列情報の使用なども構想される。
【０１３１】
　本明細書に記載のポリヌクレオチド配列と同一または相補的である、１０～１４ヌクレ
オチド、１５～２０ヌクレオチド、３０ヌクレオチド、５０ヌクレオチド、またはさらに
は１００～２００ヌクレオチドほど（中間の長さも含む）の連続したヌクレオチドのひと
続きからなる配列領域を有するポリヌクレオチド分子が特に、例えば、サザンブロット法
およびノーザンブロット法において使用するためのハイブリダイゼーションプローブとし
て考えられている。これにより、遺伝子産物またはその断片を、多様な細胞型において、
および種々の細菌の細胞においても分析することが可能になる。断片の全体のサイズ、な
らびに相補的なひと続き（複数可）のサイズは、最終的に、特定の核酸セグメントの意図
された使用または適用に左右される。一般には、ハイブリダイゼーション実施形態ではよ
り小さな断片が使用され、この場合、連続した相補的な領域の長さは、約１５～約１００
ヌクレオチドなど変動してよいが、検出すること望まれる相補配列の長さに応じてより大
きな連続した相補的なひと続きを用いることができる。
【０１３２】
　約１５～２５ヌクレオチドの長さのハイブリダイゼーションプローブを使用することに
より、安定かつ選択的な二重鎖分子を形成することが可能になる。しかし、ハイブリッド
の安定性および選択性を増大させ、それにより、得られる特異的なハイブリッド分子の質
および程度を改善するために、１５塩基の長さを超えるひと続きにわたる連続した相補配
列を有する分子が一般に好ましい。一般に、１５～２５個の連続したヌクレオチドの、ま
たは所望の場合はさらに長い遺伝子相補的なひと続きを有する核酸分子を設計することが
好ましい。
【０１３３】
　ハイブリダイゼーションプローブは、本明細書に記載の配列のいずれかの任意の部分か
ら選択することができる。必要なのは、プローブまたはプライマーとして利用することが
望まれる、全長配列を含め、それに至るまでの約１５～２５ヌクレオチドの長さの配列を
見直すことだけである。プローブおよびプライマー配列の選択は、当技術分野において公
知であり、確立されているさまざまな因子によって支配される可能性がある。
【０１３４】
　小さなポリヌクレオチドセグメントまたは断片は、例えば、自動オリゴヌクレオチド合
成機を使用して一般に実施されるのと同様に化学的な手段によって断片を直接合成するこ
とによって容易に調製することができる。また、断片は、米国特許第４，６８３，２０２
（参照により本明細書に組み込まれる）のＰＣＲ（商標）技術などの核酸再生技術を適用
することによって、組換え産生のために、選択された配列を組換えベクターに導入するこ
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とによって、および分子生物学の当業者に一般に公知の他の組換えＤＮＡ技法によって得
ることができる。
【０１３５】
　本発明によるヌクレオチド配列を、目的の遺伝子全体または遺伝子断片の相補的なひと
続きを有する二重鎖分子を選択的に形成するその能力に関して使用することができる。構
想される適用に応じて、一般には、ハイブリダイゼーションのさまざまな条件を用いて、
標的配列に対するプローブのさまざまな程度の選択性を実現することが望ましい。高い選
択性が必要とされる適用については、一般には、比較的ストリンジェントな条件を使用し
てハイブリッドを形成すること、例えば、比較的低塩かつ／または高温の条件、例えば、
約０．０２Ｍ～約０．１５Ｍの塩の塩濃度で、約５０℃～約７０℃の温度においてもたら
される条件などを選択することが望ましい。そのような選択的な条件では、存在する場合
、プローブと鋳型または標的鎖との間のミスマッチがわずかに容認され、関連する配列を
単離するために特に適している。
【０１３６】
　当然、いくつかの適用、例えば、基礎をなす鋳型とハイブリダイズした変異プライマー
鎖を使用して変異体を調製することが望ましい場合に関しては、一般には、ヘテロ二重鎖
の形成を可能にするために、低ストリンジェントな（ストリンジェンシーが低下した）ハ
イブリダイゼーション条件が必要になる。これらの状況では、約２０℃～約５５℃にわた
る温度で約０．１５Ｍ～約０．９Ｍの塩という塩の条件を使用することが望ましい場合が
ある。それにより、クロスハイブリダイズする種を、対照ハイブリダイゼーションに対し
て正にハイブリダイズするシグナルとして容易に同定することができる。どんな場合でも
、一般に、条件は、ハイブリッド二重鎖を温度の上昇と同じ様式で不安定化する機能を果
たす、ホルムアミドを漸増量で添加することによってよりストリンジェントにすることが
できることが理解される。したがって、ハイブリダイゼーション条件は容易に操作するこ
とができ、したがって、一般に、所望の結果に応じた選択法になる。
【０１３７】
　本発明の別の実施形態によると、本明細書の組成物および方法において使用するための
アンチセンスオリゴヌクレオチドを含むポリヌクレオチド組成物が提供される。アンチセ
ンスオリゴヌクレオチドは、有効な標的化タンパク質合成阻害剤であることが実証されて
おり、したがって、疾患の一因となるタンパク質の合成を阻害することによって疾患を治
療することができる治療的手法がもたらされる。タンパク質合成の阻害についてのアンチ
センスオリゴヌクレオチドの有効性はよく確立されている。例えば、ポリガラクツロナー
ゼ（polygalactauronase）およびムスカリン２型アセチルコリン受容体の合成は、それら
のそれぞれのｍＲＮＡ配列を対象とするアンチセンスオリゴヌクレオチドによって阻害さ
れる（米国特許第５，７３９，１１９号および米国特許第５，７５９，８２９号）。さら
に、核タンパク質サイクリン、多剤耐性遺伝子（ＭＤＧ１）、ＩＣＡＭ－１、Ｅ－セレク
チン、ＳＴＫ－１、線条体ＧＡＢＡＡ受容体およびヒトＥＧＦを用いたアンチセンス阻害
の例が実証されている（Jaskulskiら、Science　１９８８年６月１０日；２４０巻（４８
５８号）：１５４４～６頁；VasanthakumarおよびAhmed、Cancer　Commun.　１９８９年
；１巻（４号）：２２５～３２頁；Perisら、Brain　Res　Mol　Brain　Res.　１９９８
年６月１５日；５７巻（２号）：３１０～２０頁；米国特許第５，８０１，１５４号；米
国特許第５，７８９，５７３号；米国特許第５，７１８，７０９号および米国特許第５，
６１０，２８８号）。阻害し、種々の異常な細胞増殖、例えば、がんを治療するために使
用することができるアンチセンス構築物も記載されている（米国特許第５，７４７，４７
０号；米国特許第５，５９１，３１７号および米国特許第５，７８３，６８３号）。
【０１３８】
　したがって、ある特定の実施形態では、本発明は、本明細書に記載のポリヌクレオチド
配列またはその相補体に特異的に結合することができる任意の配列の全部または一部を含
むオリゴヌクレオチド配列を提供する。一実施形態では、アンチセンスオリゴヌクレオチ
ドはＤＮＡまたはその誘導体を含む。別の実施形態では、オリゴヌクレオチドはＲＮＡま
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たはその誘導体を含む。別の実施形態では、オリゴヌクレオチドはホスホロチオエート化
修飾された骨格を含む修飾されたＤＮＡである。別の実施形態では、オリゴヌクレオチド
配列はペプチド核酸またはその誘導体を含む。それぞれの場合において、例示的な組成物
は、本明細書に記載のポリヌクレオチドの１つまたは複数の部分と相補的な、より好まし
くは実質的に相補的な、なおより好ましくは、完全に相補的な配列領域を含む。所与の遺
伝子配列に特異的なアンチセンス組成物の選択は、選択された標的配列の分析および二次
構造、Ｔｍ、結合エネルギー、および相対的な安定性の決定に基づく。アンチセンス組成
物は、それらが、宿主細胞における標的ｍＲＮＡとの特異的な結合を減少させるまたは妨
げる二量体、ヘアピン、または他の二次構造を形成することが相対的にできないことに基
づいて選択することができる。非常に好ましいｍＲＮＡの標的領域は、ＡＵＧ翻訳開始コ
ドンまたはその近くにある領域、およびｍＲＮＡの５’領域と実質的に相補的な配列であ
る。これらの二次構造解析および標的部位選択の考察は、例えば、ＯＬＩＧＯプライマー
解析ソフトウェアのｖ．４および／またはＢＬＡＳＴＮ２．０．５アルゴリズムソフトウ
ェアを使用して実施することができる（Altschulら、Nucleic　Acids　Res.　１９９７年
、２５巻（１７号）：３３８９～４０２頁）。
【０１３９】
　本発明の別の実施形態によると、本明細書に記載のポリヌクレオチド組成物を、腫瘍細
胞における本発明の腫瘍ポリペプチドおよびタンパク質の発現を阻害するための組成物お
よび方法において使用するためのリボザイム分子の設計および調製において使用する。リ
ボザイムは、核酸を部位特異的に切断するＲＮＡ－タンパク質複合体である。リボザイム
はエンドヌクレアーゼ活性を保有する特異的な触媒ドメインを有する（KimおよびCech、P
roc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA.　１９８７年１２月；８４巻（２４号）：８７８８～９
２頁；ForsterおよびSymons、Cell.　１９８７年４月２４日；４９巻（２号）：２１１～
２０頁）。例えば、多数のリボザイムは、リン酸エステル転移反応を高度な特異性で加速
し、多くの場合、オリゴヌクレオチド基質のいくつかのリン酸エステルのうちの１つのみ
を切断する（Cechら、Cell.　１９８１年１２月；２７巻（３　Pt　２号）：４８７～９
６頁；MichelおよびWesthof、J　Mol　Biol.　１９９０年１２月５日；２１６巻（３号）
：５８５～６１０頁；Reinhold-HurekおよびShub、Nature.　１９９２年５月１４日；３
５７巻（６３７４号）：１７３～６頁）。この特異性は、化学反応の前に基質が特異的な
塩基対合相互作用を介してリボザイムの内部ガイド配列（「ＩＧＳ」）に結合する必要性
に帰する。
【０１４０】
　酵素性ＲＮＡは、生理的条件下で、ＲＮＡリン酸ジエステル結合の加水分解をトランス
で触媒することができる（したがって、他のＲＮＡ分子を切断することができる）。一般
に、酵素性核酸は、まず標的ＲＮＡに結合することによって作用する。そのような結合は
、標的ＲＮＡを切断するように作用する分子の酵素性部分の極めて近傍に保持される酵素
性核酸の標的結合部分を通じて起こる。したがって、酵素性核酸は、まず標的ＲＮＡを認
識し、次いで、相補的な塩基対合を通じてそれに結合し、正確な部位に結合したら、酵素
的に作用して標的ＲＮＡを切り離す。そのような標的ＲＮＡの戦略的な切断により、コー
ドされるタンパク質の合成を導くその能力が破壊される。酵素性核酸は、そのＲＮＡ標的
に結合し、それを切断した後、別の標的を探すためにＲＮＡから放出され、繰り返し新し
い標的に結合し、それを切断することができる。
【０１４１】
　リボザイムの酵素性は、アンチセンス技術（核酸分子が核酸標的に単に結合してその翻
訳を遮断する）などの多くの技術と比較して、治療的な処置に影響を及ぼすために必要な
リボザイムの濃度がアンチセンスオリゴヌクレオチドよりも低いので、有利である。この
利点は、リボザイムの酵素的に作用する能力を反映する。したがって、単一のリボザイム
分子が標的ＲＮＡの多くの分子を切断することができる。さらに、リボザイムは、標的Ｒ
ＮＡとの結合の塩基対合機構だけでなく、標的ＲＮＡ切断の機構にも左右される阻害の特
異性を有する高度に特異的な阻害剤である。切断部位の近くの単一のミスマッチ、または
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塩基置換により、リボザイムの触媒活性を完全に排除することができる。アンチセンス分
子における同様のミスマッチでは、それらの作用は妨げられない（Woolfら、Proc.　Natl
.　Acad.　Sci.　USA.　１９９２年８月１５日；８９巻（１６号）：７３０５～９頁）。
したがって、リボザイムの作用の特異性は、同じＲＮＡ部位へのアンチセンスオリゴヌク
レオチド結合の特異性を超える。
【０１４２】
　酵素性核酸分子は、ハンマーヘッド型モチーフ、ヘアピンモチーフ、肝炎δウイルスモ
チーフ、グループＩイントロンまたはＲＮＡ分解酵素Ｐ　ＲＮＡモチーフ（ＲＮＡガイド
配列に付随する）またはアカパンカビＶＳ　ＲＮＡモチーフに形成することができる。ハ
ンマーヘッド型モチーフの例は、Rossiら　Nucleic　Acids　Res.　１９９２年９月１１
日；２０巻（１７号）：４５５９～６５頁に記載されている。ヘアピンモチーフの例は、
Hampelら（欧州特許出願公開第ＥＰ０３６０２５７号）、HampelおよびTritz、Biochemis
try　１９８９年６月１３日；２８巻（１２号）：４９２９～３３頁；Hampelら、Nucleic
　Acids　Res.　１９９０年１月２５日；１８巻（２号）：２９９～３０４頁および米国
特許第５，６３１，３５９号に記載されている。肝炎δウイルスモチーフの例は、Perrot
taおよびBeen、Biochemistry.　１９９２年１２月１日；３１巻（４７号）：１１８４３
～５２頁に記載されており、ＲＮＡ分解酵素Ｐモチーフの例は、Guerrier-Takadaら、Cel
l.　１９８３年１２月；３５巻（３　Pt　２号）：８４９～５７頁に記載されており、ア
カパンカビＶＳ　ＲＮＡリボザイムモチーフは、Collins（SavilleおよびCollins、Cell.
　１９９０年５月１８日；６１巻（４号）：６８５～９６頁；SavilleおよびCollins、Pr
oc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA、８８巻（１９号）：８８２６～３０頁（１９９１年１０
月１日）；CollinsおよびOlive、Biochemistry　３２巻（１１号）：２７９５～９頁（１
９９３年３月２３日）に記載されており、グループＩイントロンの例は、（米国特許第４
，９８７，０７１号）に記載されている。本発明の酵素性核酸分子において重要なのは、
標的遺伝子ＲＮＡ領域のうちの１つまたは複数と相補的である特異的な基質結合部位を有
すること、およびその基質結合部位内またはその周囲に、分子にＲＮＡ切断活性を与える
ヌクレオチド配列を有することだけである。したがって、リボザイム構築物を本明細書で
言及されている特定のモチーフに限定する必要はない。
【０１４３】
　リボザイムは、国際特許出願公開第ＷＯ９３／２３５６９号および国際特許出願公開第
ＷＯ９４／０２５９５号、それぞれが具体的に参照により本明細書に組み込まれる）に記
載の通り設計し、合成して、記載の通り、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏで試験
することができる。そのようなリボザイムは、送達するために最適化することもできる。
特定の例が提供されているが、必要な場合には、他の種における同等のＲＮＡ標的を利用
することができることが当業者には理解されよう。
【０１４４】
　本発明の別の実施形態では、ペプチド核酸（ＰＮＡ）組成物が提供される。ＰＮＡは、
核酸塩基が偽ペプチド骨格に付着しているＤＮＡ模倣物である（GoodおよびNielsen、Ant
isense　Nucleic　Acid　Drug　Dev.　１９９７年　７巻（４号）４３１～３７頁）。Ｐ
ＮＡは、伝統的にＲＮＡまたはＤＮＡを使用しているいくつかの方法において利用するこ
とができる。多くの場合、ＰＮＡ配列は、対応するＲＮＡまたはＤＮＡ配列よりも技法に
おける性能がよく、ＲＮＡまたはＤＮＡに固有ではない有用性を有する。作出方法、特性
、および使用方法を含めたＰＮＡについての総説はCorey（Trends　Biotechnol　１５巻
（６号）：２２４～９頁（１９９７年６月））により提供される。そのように、ある特定
の実施形態では、ＡＣＥ　ｍＲＮＡ配列の１つまたは複数の部分と相補的なＰＮＡ配列を
調製することができ、そのようなＰＮＡ組成物を使用して、ＡＣＥ特異的なｍＲＮＡの翻
訳を調節すること、変更すること、減少させること、または低下させ、それにより、その
ようなＰＮＡ組成物が投与される宿主細胞におけるＡＣＥ活性のレベルを変更することが
できる。
【０１４５】
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　ＰＮＡは、ＤＮＡの正常なリン酸ジエステル骨格と置き換えられた２－アミノエチル－
グリシン連結を有する（Nielsenら、Science　２５４巻（５０３７号）：１４９７～５０
０頁（１９９１年１２月６日）；Hanveyら、Science　２５８巻（５０８７号）：１４８
１～５頁（１９９２年１１月２７日）；HyrupおよびNielsen、Bioorg.　Med.　Chem.　４
巻（１号）：５～２３頁（１９９６年１月）。この化学的性質により３つの重要な結果が
もたらされる：第１に、ＤＮＡまたはホスホロチオエートオリゴヌクレオチドとは対照的
に、ＰＮＡは中性の分子であり、第２に、ＰＮＡはアキラルであり、立体選択的な合成を
展開する必要性が回避され、第３に、ＰＮＡ合成には、改変メリフィールド方法を含めた
他の方法も用いられているが、固相ペプチド合成のために標準のＢｏｃプロトコールまた
はＦｍｏｃプロトコールが用いられる。
【０１４６】
　ＰＮＡ単量体または既成のオリゴマーは、ＰｅｒＳｅｐｔｉｖｅ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ
ｓ（Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ、ＭＡ）から市販されている。ＢｏｃプロトコールまたはＦｍ
ｏｃプロトコールのいずれかによるＰＮＡ合成は、手動または自動のプロトコールを用い
る簡単なものである（Nortonら、Bioorg.　Med.　Chem.　３巻（４号）：４３７～４５頁
（１９９５年４月））。手動のプロトコールは、それ自体が化学修飾されたＰＮＡの作製
または密接に関連するＰＮＡのファミリーの同時合成に役立つ。
【０１４７】
　ペプチド合成と同様に、特定のＰＮＡ合成の成功は、選択された配列の性質に左右され
る。例えば、理論的には、ＰＮＡにはヌクレオチド塩基の任意の組合せを組み入れること
ができるが、プリンが隣り合うことにより、生成物内の１つまたは複数の残基の欠失が導
かれる可能性がある。この難しさの予想において、プリンが隣り合うＰＮＡの作製では、
非効率的に付加される可能性がある残基のカップリングを繰り返すべきであることが示唆
されている。この後に、逆相高圧液体クロマトグラフィーによってＰＮＡを精製するべき
であり、これにより、ペプチドの合成の間に観察されるものと同様の生成物の収率および
純度がもたらされる。
【０１４８】
　所与の適用のためのＰＮＡの修飾は、固相合成の間にアミノ酸をカップリングすること
、またはカルボン酸基を含有する化合物を、露出しているＮ末端アミンに付着させること
によって実現することができる。あるいは、ＰＮＡは、合成した後に、導入したリジンま
たはシステインとカップリングすることによって修飾することができる。ＰＮＡを容易に
修飾することができるにより、よりよい溶解性または特定の機能的要件について最適化す
ることが容易になる。合成されたら、ＰＮＡおよびそれらの誘導体の同一性を質量分析に
よって確認することができる。ＰＮＡの修飾のいくつかの研究が行われており、利用され
ている（例えば、Nortonら、Bioorg　Med　Chem　３巻（４号）：４３７～４５頁（１９
９５年４月）；Petersenら、J　Pept　Sci　１巻（３号）：１７５～８３頁（１９９５年
５～６月）；Orumら、Biotechniques　１９巻（３号）：４７２～８０頁（１９９５年９
月）；Footerら、Biochemistry.　１９９６年８月２０日；３５巻（３３号）：１０６７
３～９頁；Griffithら、Nucleic　Acids　Res　２３巻（１５号）：３００３～８頁（１
９９５年８月１１日）；Pardridgeら、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA.　９２巻（１２
号）：５５９２～６頁（１９９５年６月６日）；Boffaら、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　
USA.　９２巻（６号）：１９０１～５頁（１９９５年３月１４日）；Gambacorti-Passeri
niら、Blood　８８巻（４号）：１４１１～７頁（１９９６年８月１５日）；Armitageら
、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA.　９４巻（２３号）：１２３２０～５頁（１９９７
年１１月１１日）；Seegerら、Biotechniques　２３巻（３号）：５１２～７頁（１９９
７年９月））。米国特許第５，７００，９２２号では、ＰＮＡ－ＤＮＡ－ＰＮＡキメラ分
子、および診断、生物体内のタンパク質の調節、および治療薬に対して感受性の状態の治
療におけるそれらの使用が考察されている。
【０１４９】
　ＰＮＡのアンチセンス結合特性を特徴付ける方法は、Rose（Anal　Chem　６５巻（２４
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号）：３５４５～９頁（１９９３年１２月１５日）およびJensenら（Biochemistry.　１
９９７年４月２２日；３６巻（１６号）：５０７２～７頁）において考察されている。Ro
seは、ＰＮＡとそれらの相補的なオリゴヌクレオチドの結合を決定するためにキャピラリ
ーゲル電気泳動を使用しており、それにより相対的な結合カイネティクスおよびストイキ
オメトリーが測定されている。Jensenらにより、ＢＩＡｃｏｒｅ（商標）技術を用いて同
種の測定が行われた。
【０１５０】
　記載されており、当業者に明らかになるＰＮＡの他の適用としては、ＤＮＡ鎖侵入、ア
ンチセンス阻害、変異分析、転写のエンハンサー、核酸精製、転写的に活性な遺伝子の単
離、転写因子の結合の遮断、ゲノム切断、バイオセンサー、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイ
ゼーションなどにおける使用が挙げられる。
【０１５１】
　ポリヌクレオチドの同定、特徴付けおよび発現
　本発明のポリヌクレオチド（およびポリペプチド）組成物は、種々のよく確立された技
法のいずれかを用いて同定し、調製し、かつ／または操作することができる（一般に、Sa
mbrookら、Molecular　Cloning：A　Laboratory　Manual、Cold　Spring　Harbor　Labor
atories、Cold　Spring　Harbor、NY、１９８９年、および他の同様の参考文献を参照さ
れたい）。
【０１５２】
　試料中に存在する目的の標的配列を増幅するために、多くの鋳型依存性プロセスが利用
可能である。最もよく知られている増幅方法の１つは、そのそれぞれその全体が参照によ
り本明細書に組み込まれる米国特許第４，６８３，１９５号、同第４，６８３，２０２号
および同第４，８００，１５９号に詳細に記載されているポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
（商標））である。簡単に述べると、ＰＣＲ（商標）では、標的配列の逆の相補鎖上の領
域と相補的な２つのプライマー配列を調製する。過剰なデオキシヌクレオシド三リン酸を
、ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｔａｑポリメラーゼ）と一緒に反応混合物に加える。標
的配列が試料中に存在すれば、プライマーは標的に結合し、ポリメラーゼにより、ヌクレ
オチドに付加することによって標的配列に沿ってプライマーが伸長する。反応混合物の温
度を上下させることにより、伸長したプライマーが標的から解離して反応産物が形成され
、過剰なプライマーが標的および反応産物に結合し、プロセスが繰り返される。好ましく
は、増幅されたｍＲＮＡの量を数量化するために逆転写およびＰＣＲ（商標）増幅手順を
実施することができる。ポリメラーゼ連鎖反応の方法体系は当技術分野で周知である。
【０１５３】
　その多くがＰＣＲ（商標）増幅技法の変形であるいくつかの他の鋳型依存性プロセスは
いずれも当技術分野において容易に知ることができ、利用可能である。例示的に、いくつ
かのそのような方法として、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲと称される）、例えば、欧州特許
出願公開第３２０，３０８号および米国特許第４，８８３，７５０号に記載されている；
Ｑベータレプリカーゼ（Ｑｂｅｔａ　Ｒｅｐｌｉｃａｓｅ）、ＰＣＴ国際特許出願公開第
ＰＣＴ／ＵＳ８７／００８８０号に記載されている；鎖置換増幅（Ｓｔｒａｎｄ　Ｄｉｓ
ｐｌａｃｅｍｅｎｔ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）（ＳＤＡ）および修復連鎖反応（Ｒ
ｅｐａｉｒ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）（ＲＣＲ）。さらに他の増幅方法は、英国
特許出願第２　２０２　３２８号、およびＰＣＴ国際特許出願公開第ＰＣＴ／ＵＳ８９／
０１０２５号に記載されている。他の核酸増幅手順としては、核酸配列に基づく増幅（Ｎ
ＡＳＢＡ）および３ＳＲを含めた転写に基づく増幅系（ＴＡＳ）（ＰＣＴ国際特許出願公
開第ＷＯ８８／１０３１５号）が挙げられる。欧州特許出願公開第３２９，８２２号には
、一本鎖ＲＮＡ（「ｓｓＲＮＡ」）、ｓｓＤＮＡ、および二本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）の
周期的合成を伴う核酸増幅プロセスが記載されている。ＰＣＴ国際特許出願公開第ＷＯ８
９／０６７００号には、プロモーター／プライマー配列を標的一本鎖ＤＮＡ（「ｓｓＤＮ
Ａ」）とハイブリダイズさせ、その後、配列の多くのＲＮＡコピーを転写させることに基
づく核酸配列増幅スキームが記載されている。「ＲＡＣＥ」（Frohman、１９９０年）、
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および「片側ＰＣＲ」（Ohara、１９８９年）などの他の増幅方法も当業者に周知である
。
【０１５４】
　本発明のポリヌクレオチドの増幅された部分を使用して、全長遺伝子を適切なライブラ
リー（例えば、腫瘍ｃＤＮＡライブラリー）から周知の技法を用いて単離することができ
る。そのような技法では、ライブラリー（ｃＤＮＡまたはゲノム）を、増幅に適した１つ
または複数のポリヌクレオチドプローブまたはプライマーを使用してスクリーニングする
。ライブラリーをサイズ選択してより大きな分子を含めることが好ましい。ランダムプラ
イムドライブラリー（random　primed　library）も、遺伝子の５’および上流領域を同
定するために好ましい。イントロンおよび伸長性５’配列を得るためにはゲノムライブラ
リーが好ましい。
【０１５５】
　ハイブリダイゼーション技法のために、周知の技法を用いて部分配列を標識することが
できる（例えば、ニック翻訳または３２Ｐを用いた末端標識化）。次いで、一般に、細菌
ライブラリーまたはバクテリオファージライブラリーを、変性させた細菌コロニー（また
はファージプラークを含有する菌叢）を含有するフィルターと標識したプローブをハイブ
リダイズさせることによってスクリーニングする（Sambrookら、Molecular　Cloning:A　
Laboratory　Manual、Cold　Spring　Harbor　Laboratories、Cold　Spring　Harbor、NY
、１９８９年を参照されたい）。ハイブリダイズしているコロニーまたはプラークを選抜
し、増大させ、さらなる分析のためにＤＮＡを単離する。ｃＤＮＡクローンを、例えば、
部分配列由来のプライマーおよびベクター由来のプライマーを使用したＰＣＲによって分
析して、追加的な配列の量を決定することができる。制限マップおよび部分配列を生成し
て、１つまたは複数の重複しているクローンを同定することができる。次いで、一連の欠
失クローンを生成することを伴ってよい標準の技法を用いて完全な配列を決定することが
できる。次いで、生じた重複配列を組み立てて単一の連続した配列にすることができる。
周知の技法を用いて適切な断片をライゲーションすることによって全長ｃＤＮＡ分子を生
成することができる。
【０１５６】
　当業者には理解される通り、いくつかの場合には、天然に存在しないコドンを保有する
、ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を作製することが有利であり得る。例えば
、特定の原核生物宿主または真核生物宿主に好まれるコドンは、タンパク質の発現の速度
が上昇するように、または、天然に存在する配列から生成される転写物の半減期よりも長
い半減期などの望ましい特性を有する組換えＲＮＡ転写物が産生されるように選択するこ
とができる。
【０１５７】
　さらに、これだけに限定されないが、遺伝子産物のクローニング、プロセシング、およ
び／または発現を修飾する変更を含め、種々の理由でポリペプチドコード配列を変更する
ために、本発明のポリヌクレオチド配列を、当技術分野で一般に公知の方法を用いて工学
的に操作することができる。例えば、遺伝子断片および合成オリゴヌクレオチドのランダ
ムな断片化およびＰＣＲ再組立てによるＤＮＡシャッフリングを用いて、ヌクレオチド配
列を工学的に操作することができる。さらに、部位特異的変異誘発を使用して、新しい制
限部位を挿入すること、グリコシル化パターンを変更すること、コドン優先性を変化させ
ること、スプライスバリアントを作製すること、または変異を導入することなどができる
。
【０１５８】
　所望のポリペプチドをコードする配列は、全体的にまたは部分的に、当技術分野で周知
の化学的方法を用いて合成することができる（Caruthers、M.　H.ら（１９８０年）Nucl.
　Acids　Res.　Symp.　Ser.　２１５～２２３頁、Horn,　T.ら（１９８０年）Nucl.　Ac
ids　Res.　Symp.　Ser.　２２５～２３２頁を参照されたい）。あるいは、タンパク質自
体は、ポリペプチドのアミノ酸配列またはその部分を合成するための化学的方法を用いて
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作製することができる。例えば、ペプチド合成は、種々の固相技法を用いて実施すること
ができ（Roberge、J.　Y.ら（１９９５年）Science　２６９巻：２０２～２０４頁）、自
動合成は、例えば、ＡＢＩ　４３１Ａ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｒ（Ｐｅ
ｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ、Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、ＣＡ）を使用して実現することができる。
【０１５９】
　新しく合成されたペプチドは、分取高速液体クロマトグラフィー（例えば、Creighton,
　T.（１９８３年）Proteins,　Structures　and　Molecular　Principles、WH　Freeman
　and　Co.、New　York、N.Y.）または当技術分野において利用可能な他の匹敵する技法
によって実質的に精製することができる。合成ペプチドの組成は、アミノ酸分析または配
列決定（例えば、エドマン分解手順）によって確認することができる。さらに、ポリペプ
チドのアミノ酸配列またはその任意の一部分を直接合成の間に変更し、かつ／または化学
的方法を用いて他のタンパク質またはその任意の一部分由来の配列と組み合わせて、バリ
アントポリペプチドを作製することができる。
【０１６０】
　所望のポリペプチドを発現させるために、ポリペプチドまたは機能的等価物をコードす
るヌクレオチド配列を、適切な発現ベクター、すなわち、挿入されたコード配列の転写お
よび翻訳に必要なエレメントを含有するベクターに挿入することができる。当業者に周知
の方法を用いて、目的のポリペプチドをコードする配列ならびに適切な転写制御エレメン
トおよび翻訳制御エレメントを含有する発現ベクターを構築することができる。これらの
方法としては、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ組換えＤＮＡ技法、合成技法、およびｉｎ　ｖｉｖｏ遺
伝子組換えが挙げられる。そのような技法は、例えば、Sambrook,　J.ら（１９８９年）M
olecular　Cloning、A　Laboratory　Manual、Cold　Spring　Harbor　Press、Plainview
、N.Y.、およびAusubel,　F.　M.ら（１９８９年）Current　Protocols　in　Molecular
　Biology、John　Wiley　&　Sons、New　York.　N.Yに記載されている。
【０１６１】
　種々の発現ベクター／宿主系を利用して、ポリヌクレオチド配列を含有させ、発現させ
ることができる。これらとしては、これだけに限定されないが、組換えバクテリオファー
ジ、プラスミド、またはコスミドＤＮＡ発現ベクターで形質転換した細菌などの微生物；
酵母発現ベクターで形質転換した酵母；ウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイル
ス）を感染させた昆虫細胞系；ウイルス発現ベクター（例えば、カリフラワーモザイクウ
イルス、ＣａＭＶ；タバコモザイクウイルス、ＴＭＶ）または細菌発現ベクター（例えば
、ＴｉまたはｐＢＲ３２２プラスミド）で形質転換した植物細胞系；または動物細胞系が
挙げられる。
【０１６２】
　発現ベクター内に存在する「制御エレメント」または「調節配列」は、転写および翻訳
を行うために宿主細胞のタンパク質と相互作用するベクターの翻訳されない領域－エンハ
ンサー、プロモーター、５’非翻訳領域および３’非翻訳領域－である。そのようなエレ
メントは、それらの強度および特異性が変動する可能性がある。利用するベクター系およ
び宿主に応じて、任意の数の、構成的プロモーターおよび誘導性プロモーターを含めた適
切な転写エレメントおよび翻訳エレメントを用いることができる。例えば、細菌系におけ
るクローニングの場合、ｐＢＬＵＥＳＣＲＩＰＴファージミドのハイブリッドｌａｃＺプ
ロモーター（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、Ｃａｌｉｆ．）またはｐＳＰＯ
ＲＴ１プラスミド（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ）などの誘導
性プロモーターを使用することができる。哺乳動物細胞系では、哺乳動物遺伝子由来のプ
ロモーターまたは哺乳動物ウイルス由来のプロモーターが一般に好ましい。ポリペプチド
をコードする配列の多数のコピーを含有する細胞系統を生成する必要がある場合は、ＳＶ
４０またはＥＢＶに基づくベクターを適切な選択マーカーと一緒に有利に使用することが
できる。
【０１６３】
　哺乳動物宿主細胞では、いくつかのウイルスに基づく発現系が一般に利用可能である。
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例えば、アデノウイルスを発現ベクターとして使用する場合、目的のポリペプチドをコー
ドする配列を後期プロモーターと、トリパータイトリーダー配列とからなるアデノウイル
ス転写／翻訳複合体にライゲーションすることができる。ウイルスのゲノムの非必須Ｅ１
領域またはＥ３領域への挿入を用いて、感染した宿主細胞においてポリペプチドを発現さ
せることができる生存可能なウイルスを得ることができる（Logan、J.およびShenk,　T.
（１９８４年）Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　８１巻：３６５５～３６５９頁）。さらに
、ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）エンハンサーなどの転写エンハンサーを用いて、哺乳動
物宿主細胞における発現を増加させることができる。
【０１６４】
　目的のポリペプチドをコードする配列のより効率的な翻訳を実現するために特異的な開
始シグナルを使用することもできる。そのようなシグナルはＡＴＧ開始コドンおよび隣り
合う配列を含む。ポリペプチドをコードする配列、その開始コドン、および上流の配列を
適切な発現ベクターに挿入する場合、追加的な転写制御シグナルまたは翻訳制御シグナル
が必要な場合がある。しかし、コード配列またはその一部分のみを挿入する場合には、Ａ
ＴＧ開始コドンを含めた外因性の翻訳制御シグナルを用意すべきである。さらに、挿入断
片全体が翻訳されることを確実にするために、開始コドンは正しい読み枠内に存在するべ
きである。外因性の翻訳エレメントおよび開始コドンは、天然および合成の両方の種々の
起源であってよい。発現の効率は、使用する特定の細胞系に適したエンハンサー、例えば
、文献（Scharf,　D.ら（１９９４年）Results　Probl.　Cell　Differ.　２０巻：１２
５～１６２頁）に記載のものなどを含めることによって増強することができる。
【０１６５】
　さらに、宿主細胞株は、挿入配列の発現を調節する能力または発現されたタンパク質を
所望の様式でプロセシングする能力について選択することができる。そのようなポリペプ
チドの修飾としては、これだけに限定されないが、アセチル化、カルボキシル化、グリコ
シル化、リン酸化、脂質付加、およびアシル化が挙げられる。「プレプロ」形態のタンパ
ク質を切断する翻訳後プロセシングを用いて、正しい挿入、フォールディングおよび／ま
たは機能を容易にすることもできる。そのような翻訳後活性について特定の細胞機構およ
び特徴的なメカニズムを有するＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨｅＬａ、ＭＤＣＫ、ＨＥＫ２９３、お
よびＷＩ３８などの異なる宿主細胞を選択して、外来タンパク質の正しい修飾およびプロ
セシングを確実にすることができる。
【０１６６】
　組換えタンパク質の長期にわたる高収量の産生、安定発現が一般に好ましい。例えば、
目的のポリヌクレオチドを安定に発現する細胞系統を、ウイルス複製開始点および／また
は内在性の発現エレメントおよび選択マーカー遺伝子を同じベクターまたは別々のベクタ
ー上に含有してよい発現ベクターを使用して形質転換することができる。ベクターを導入
した後、細胞を強化培地で１～２日間成長させた後、選択培地に切り換えることができる
。選択マーカーの目的は、選択に対する抵抗性を付与することであり、選択マーカーが存
在することにより、導入された配列を首尾よく発現している細胞の成長および回収が可能
になる。安定に形質転換された細胞の抵抗性クローンは、その細胞型に適した組織培養物
技法を用いて増殖させることができる。
【０１６７】
　任意の数の選択系を用いて、形質転換された細胞系統を回収することができる。これら
としては、これだけに限定されないが、それぞれｔｋ－細胞またはａｐｒｔ－細胞におい
て使用することができる、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ遺伝子（Wigler,　M.
ら（１９７７年）Cell　１１巻：２２３～３２頁）およびアデニンホスホリボシルトラン
スフェラーゼ遺伝子（Lowy,　I.ら（１９９０年）Cell　２２巻：８１７～２３頁）が挙
げられる。また、代謝拮抗薬、抗生物質または除草剤抵抗性を選択の基礎として用いるこ
とができる；例えば、メトトレキセートに対する抵抗性を付与するｄｈｆｒ（Wigler,　M
.ら（１９８０年）Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　７７巻：３５６７～７０頁）；アミノグ
リコシド、ネオマイシンおよびＧ－４１８に対する抵抗性を付与するｎｐｔ（Colbere-Ga
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rapin,　F.ら（１９８１年）J.　Mol.　Biol.　１５０巻：１～１４頁）；ならびに、そ
れぞれクロルスルフロンおよびホスフィノトリシンアセチルトランスフェラーゼに対する
抵抗性を付与するａｌｓまたはｐａｔ（Murry、上記）。追加的な選択可能な遺伝子、例
えば、細胞がトリプトファンの代わりにインドールを利用することを可能にするｔｒｐＢ
、または、細胞がヒスチジンの代わりにヒスチジノール（histinol）を利用することを可
能にするｈｉｓＤ（Hartman,　S.　C.およびR.　C.　Mulligan（１９８８年）Proc.　Nat
l.　Acad.　Sci.　８５巻：８０４７～５１頁）が記載されている。可視マーカーの使用
は、アントシアニン、ベータグルクロニダーゼおよびその基質であるＧＵＳ、ならびにル
シフェラーゼおよびその基質であるルシフェリンなどのマーカーが形質転換体を同定する
ためだけでなく、特定のベクター系に起因する一過性または安定なタンパク質の発現の量
を数量化するためにも広く使用されるのに伴って人気を得た（Rhodes、C.　A.ら（１９９
５年）Methods　Mol.　Biol.　５５巻：１２１～１３１頁）。
【０１６８】
　あるいは、所望のポリヌクレオチド配列を含有し、それを発現する宿主細胞を、当業者
に公知の種々の手順によって同定することができる。これらの手順としては、これだけに
限定されないが、ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリダイゼーションまたはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリ
ダイゼーション、および例えば核酸またはタンパク質を検出し、かつ／または数量化する
ための膜、溶液、またはチップに基づく技術を含むタンパク質バイオアッセイまたはイム
ノアッセイの技法が挙げられる。
【０１６９】
　ポリヌクレオチド－コード産物の発現を、産物に特異的なポリクローナル抗体またはモ
ノクローナル抗体のいずれかを使用して検出し、測定するための種々のプロトコールが当
技術分野で公知である。例としては、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ラジオ
イムノアッセイ（ＲＩＡ）、および蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）が挙げられる。所与
のポリペプチド上の２つの非妨害性エピトープに対して反応性のモノクローナル抗体を利
用した２部位のモノクローナルに基づくイムノアッセイがいくつかの適用に好ましい場合
があるが、競合結合アッセイも用いることができる。これらおよび他のアッセイは、他の
場所の中でも、Hampton,　R.ら（１９９０年；Serological　Methods、a　Laboratory　M
anual、APS　Press、St　Paul.　Minn.）およびMaddox、D.　E.ら（１９８３年；J.　Exp
.　Med.　１５８巻：１２１１～１２１６頁）に記載されている。
【０１７０】
　多種多様な標識およびコンジュゲーション技法が当業者に公知であり、種々の核酸およ
びアミノ酸のアッセイにおいて使用することができる。ポリヌクレオチドに関連する配列
を検出するための標識されたハイブリダイゼーションプローブまたはＰＣＲプローブを作
製するための手段としては、オリゴ標識、ニック翻訳、末端標識または標識されたヌクレ
オチドを使用したＰＣＲ増幅が挙げられる。あるいは、配列またはその任意の部分を、ｍ
ＲＮＡプローブを作製するためにベクターにクローニングすることができる。そのような
ベクターは当技術分野で公知であり、市販されており、それを用いて、Ｔ７、Ｔ３または
ＳＰ６などの適切なＲＮＡポリメラーゼおよび標識されたヌクレオチドを加えることによ
ってＲＮＡプローブをｉｎ　ｖｉｔｒｏで合成することができる。これらの手順は、種々
の市販のキットを使用して行うことができる。用いることができる適切なレポーター分子
または標識としては、放射性核種、酵素、蛍光、化学発光、または発色作用剤ならびに基
質、補因子、阻害剤、磁気粒子などが挙げられる。
【０１７１】
　目的のポリヌクレオチド配列で形質転換した宿主細胞は、タンパク質を発現させ、細胞
培養物から回収するために適した条件下で培養することができる。組換え細胞によって産
生されるタンパク質は、使用する配列および／またはベクターに応じて細胞内に分泌させ
ることもでき、細胞内に含めることもできる。当業者には理解される通り、本発明のポリ
ヌクレオチドを含有する発現ベクターは、コードされるポリペプチドの原核細胞膜または
真核細胞膜を通じた分泌を導くシグナル配列を含有するように設計することができる。他
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の組換え構築物を用いて、目的のポリペプチドをコードする配列を、可溶性タンパク質の
精製を容易にするポリペプチドドメインをコードするヌクレオチド配列とつなぐことがで
きる。そのような精製を容易にするドメインとしては、これだけに限定されないが、固定
化した金属での精製を可能にするヒスチジン－トリプトファンモジュールなどの金属キレ
ート化ペプチド、固定化した免疫グロブリンでの精製を可能にするプロテインＡドメイン
、およびＦＬＡＧＳ伸長／アフィニティー精製系で利用されるドメイン（Ｉｍｍｕｎｅｘ
　Ｃｏｒｐ．、Ｓｅａｔｔｌｅ、Ｗａｓｈ．）が挙げられる。第ＸＡ因子またはエンテロ
キナーゼ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ．　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．）に特異的なも
のなどの切断可能なリンカー配列を、精製ドメインとコードされるポリペプチドの間に含
めることを用いて、精製を容易にすることができる。そのような発現ベクターの１つによ
り、目的のポリペプチドと、チオレドキシンまたはエンテロキナーゼ切断部位の前にある
６つのヒスチジン残基をコードする核酸とを含有する融合タンパク質の発現がもたらされ
る。Porath,　J.ら（１９９２年、Prot.　Exp.　Purif.　３巻：２６３～２８１頁）に記
載の通り、ヒスチジン残基により、ＩＭＩＡＣ（固定化金属イオンアフィニティークロマ
トグラフィー）での精製が容易になり、一方、エンテロキナーゼ切断部位により、所望の
ポリペプチドを融合タンパク質から精製するための手段がもたらされる。融合タンパク質
を含有するベクターに関する考察は、Kroll,　D.　J.ら（１９９３年；DNA　Cell　Biol.
　１２巻：４４１～４５３頁）において提供される。
【０１７２】
　組換え作製方法に加えて、本発明のポリペプチドおよびその断片は、固相技法を用いた
直接ペプチド合成によって作製することができる（Merrifield　J.（１９６３年）J.　Am
.　Chem.　Soc.　８５巻：２１４９～２１５４頁）。タンパク質合成は、手動の技法を用
いてまたは自動で実施することができる。自動合成は、例えば、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ　４３１Ａ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｒ（Ｐｅｒｋｉｎ　
Ｅｌｍｅｒ）を使用して実現することができる。あるいは、種々の断片を、全長の分子を
作製するための化学的方法を用いて別々に、および組み合わせて化学的に合成することが
できる。
【０１７３】
　Ｔ細胞組成物
　本発明は、別の態様では、本明細書に開示されているがん関連ポリペプチド（例えば、
がん因子）、またはそのバリアントもしくは誘導体もしくは断片に特異的なＴ細胞を提供
する。そのような細胞は、一般に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｅｘ　ｖｉｖｏで標準の手順
を用いて調製することができる。例えば、Ｔ細胞は、患者の骨髄、末梢血、または骨髄も
しくは末梢血の画分から、市販の細胞分離システム、例えば、Ｎｅｘｅｌｌ　Ｔｈｅｒａ
ｐｅｕｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．（Ｉｒｖｉｎｅ、ＣＡ；米国特許第５，２４０，８５６号；米
国特許第５，２１５，９２６号；ＷＯ８９／０６２８０；ＷＯ９１／１６１１６およびＷ
Ｏ９２／０７２４３も参照されたい）から入手可能なＩｓｏｌｅｘ（商標）Ｓｙｓｔｅｍ
などを用いて単離することができる。あるいは、Ｔ細胞は、関連するまたは無関係のヒト
、非ヒト哺乳動物、細胞系統または培養物から得ることができる。
【０１７４】
　Ｔ細胞は、がん関連ポリペプチド、ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドおよび
／またはそのようなポリペプチドを発現する抗原提示細胞（ＡＰＣ）を用いて刺激するこ
とができる。そのような刺激は、目的のポリペプチドに特異的なＴ細胞の生成を可能にす
るために十分な条件および時間で実施する。本発明の腫瘍ポリペプチドまたはポリヌクレ
オチドは、特異的なＴ細胞の生成を容易にするために、ミクロスフェアなどの送達ビヒク
ル中に存在することが好ましい。
【０１７５】
　Ｔ細胞は、Ｔ細胞が特異的に増殖した場合、サイトカインを分泌した場合、または本発
明のポリペプチドでコーティングした、もしくは本発明のポリペプチドをコードする遺伝
子を発現している標的細胞を死滅させた場合に、本発明のポリペプチドに対して特異的で
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あるとみなされる。Ｔ細胞の特異性は、種々の標準の技法のいずれかを用いて評価するこ
とができる。例えば、クロム放出アッセイまたは増殖アッセイでは、溶解および／または
増殖に関して陰性対照と比較して２倍超増加するという刺激の指数により、Ｔ細胞の特異
性が示される。そのようなアッセイは、例えば、Chenら、Cancer　Res.　５４巻：１０６
５～１０７０頁、１９９４年に記載の通り実施することができる。あるいは、Ｔ細胞の増
殖の検出は、種々の公知の技法によって実現することができる。例えば、Ｔ細胞の増殖は
、ＤＮＡ合成の速度の上昇を測定すること（例えば、トリチウム標識チミジンを用いてＴ
細胞をパルス標識化培養し、ＤＮＡに組み入れられたトリチウム標識チミジンの量を測定
することによる）によって検出することができる。腫瘍ポリペプチド（１００ｎｇ／ｍｌ
～１００μｇ／ｍｌ、好ましくは２００ｎｇ／ｍｌ～２５μｇ／ｍｌ）と３～７日間接触
させることにより、一般には、Ｔ細胞の増殖が少なくとも２倍に増加する。上記の通り２
～３時間接触させることにより、サイトカイン（例えば、ＴＮＦまたはＩＦＮ－γ）の放
出のレベルが２倍に上昇することによりＴ細胞の活性化が示される標準のサイトカインア
ッセイを用いて測定したところＴ細胞が活性化されるはずである（Coliganら、Current　
Protocols　in　Immunology、１巻、Wiley　Interscience（Greene　１９９８年）を参照
されたい）。腫瘍ポリペプチド、ポリヌクレオチドまたはポリペプチドを発現しているＡ
ＰＣに応答して活性化されるＴ細胞はＣＤ４＋および／またはＣＤ８＋であり得る。腫瘍
ポリペプチドに特異的なＴ細胞は標準の技法を用いて増大させることができる。ある特定
の実施形態では、Ｔ細胞は患者、関連するドナーまたは無関係のドナーに由来し、刺激し
、増大させた後に患者に投与する。
【０１７６】
　治療目的で、腫瘍ポリペプチド、ポリヌクレオチドまたはＡＰＣに応答して増殖するＣ
Ｄ４＋　Ｔ細胞またはＣＤ８＋　Ｔ細胞の数を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏ
のいずれかで増大させることができる。そのようなｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＴ細胞の増殖は
、さまざまなやり方で実現することができる。例えば、Ｔ細胞を、腫瘍ポリペプチド、ま
たはそのようなポリペプチドの免疫原性部分に対応する短いペプチドに、インターロイキ
ン２などのＴ細胞増殖因子、および／または腫瘍ポリペプチドを合成する刺激細胞の添加
を伴って、または伴わずに、再曝露させることができる。あるいは、腫瘍ポリペプチドの
存在下で増殖する１つまたは複数のＴ細胞の数をクローニングによって増大させることが
できる。細胞をクローニングするための方法は当技術分野で周知であり、限界希釈が挙げ
られる。
【０１７７】
　Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）は、Ｔ細胞受容体α鎖およびβ鎖と称される２つの異なる高度
に可変性のポリペプチド鎖からなり、これらはジスルフィド結合によって連結している（
Janeway、Travers、Walport.　Immunobiology.　第４版、１４８～１５９頁　Elsevier　
Science　Ltd/Garland　Publishing.　１９９９年）。細胞膜に不変のＣＤ３鎖を有する
α／βヘテロ二量体複合体。この複合体は、ＭＨＣ分子に結合した特異的な抗原性ペプチ
ドを認識する。免疫グロブリンの多様性によく似たＴＣＲ特異性の非常な多様性は体細胞
遺伝子再編成を通じて生じる。β鎖遺伝子は５０超の可変性セグメント（Ｖ）、２つの多
様性セグメント（Ｄ）、１０超の連結セグメント（Ｊ）、および２つの定常領域セグメン
ト（Ｃ）を含有する。α鎖遺伝子は、７０超のＶセグメント、および６０超のＪセグメン
トを含有するが、Ｄセグメントは含有せず、Ｃセグメントを１つ含有する。胸腺における
Ｔ細胞発生の間、β鎖のＤからＪの遺伝子再編成が起こり、その後、Ｖ遺伝子セグメント
とＤＪの再編成が起こる。この機能的ＶＤＪβエクソンは転写され、スプライスされてＣ
βとつながる。α鎖に関しては、Ｖα遺伝子セグメントがＪα遺伝子セグメントと再編成
されて機能的なエクソンが創出され、次いでそれが転写され、スプライスされてＣαにな
る。β鎖のＶセグメント、Ｄセグメント、およびＪセグメントの間、ならびにα鎖のＶセ
グメントとＪセグメントの間へのＰヌクレオチドおよびＮヌクレオチドのランダムな付加
による組換えプロセスの間に多様性はさらに増大する（Janeway、Travers、Walport.　Im
munobiology.　第４版、９８頁および１５０頁。Elsevier　Science　Ltd／Garland　Pub
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lishing.　１９９９年）。
【０１７８】
　本発明は、別の態様では、本明細書に開示されているがん関連ポリペプチド、またはそ
のバリアントもしくは誘導体に特異的なＴＣＲを提供する。本発明によると、本明細書に
記載の腫瘍ポリペプチドを認識するＴ細胞受容体のアルファ鎖およびベータ鎖についてＶ
－Ｊ接合部またはＶ－Ｄ－Ｊ接合部またはその一部のポリヌクレオチドおよびアミノ酸配
列が提供される。一般に、本発明のこの態様は、ＭＨＣとの関連で存在する腫瘍ポリペプ
チドを認識するまたはそれに結合するＴ細胞受容体に関する。好ましい実施形態では、Ｔ
細胞受容体によって認識される腫瘍抗原は、本発明のポリペプチドを含む。例えば、腫瘍
ペプチドに特異的なＴＣＲをコードするｃＤＮＡは、腫瘍ポリペプチドに特異的なＴ細胞
から、標準の分子生物学的技法および組換えＤＮＡ技法を用いて単離することができる。
【０１７９】
　本発明は、腫瘍ポリペプチドを認識するまたはそれに結合する本発明のＴ細胞受容体と
実質的に同じ機能または活性を有するＴ細胞受容体またはその類似体をさらに包含する。
そのような受容体としては、これだけに限定されないが、受容体の断片、または本明細書
において提供されるＴ細胞受容体の置換、付加もしくは欠失変異体が挙げられる。本発明
は、本明細書において提供されるＴ細胞受容体と実質的に相同である、またはそれと実質
的に同じ活性を保持するポリペプチドまたはペプチドも包含する。「類似体」という用語
は、１つまたは複数の残基、好ましくは５残基以下、より好ましくは２５残基以下が機能
的に同様の残基と保存的に置換されており、本明細書に記載のＴ細胞受容体の機能的な面
を示す、本明細書において提供されるＴ細胞受容体と実質的に同一のアミノ酸残基配列を
有する任意のタンパク質またはポリペプチドを包含する。
【０１８０】
　本発明は、本明細書に記載のポリペプチドに特異的なＴＣＲをコードするポリヌクレオ
チドをトランスフェクトし、それにより、宿主細胞をポリペプチドに特異的にする、適切
な哺乳動物宿主細胞、例えば、非特異的Ｔ細胞をさらに提供する。ＴＣＲのα鎖およびβ
鎖は、別々の発現ベクター上に含有されてよい、あるいは、配列内リボソーム進入部位（
ＩＲＥＳ）の下流の遺伝子のキャップ非依存性翻訳のためのＩＲＥＳも含有する単一の発
現ベクター上に含有されてよい。ポリペプチドに特異的なＴＣＲを発現している前記宿主
細胞は、例えば、下でさらに考察されている通り、がんの養子免疫療法のために使用する
ことができる。
【０１８１】
　本発明のさらなる態様では、本明細書において列挙されているポリペプチドに特異的な
クローニングされたＴＣＲは、がんを診断するためのキットにおいて使用することができ
る。例えば、腫瘍に特異的なＴＣＲの核酸配列またはその部分を、生体試料において特異
的なＴＣＲをコードする再編成された遺伝子の発現を検出するためのプローブまたはプラ
イマーとして使用することができる。この点において、本発明は、ポリペプチドに特異的
なＴＣＲをコードするメッセンジャーＲＮＡまたはＤＮＡを検出するためのアッセイをさ
らに提供する。
【０１８２】
　医薬組成物および他の組成物
　本発明の医薬組成物は、一般には、細胞または動物に、単独で、または１つまたは複数
の他の療法のモダリティと組み合わせて投与するための、薬学的に許容される担体中の本
明細書に開示されているがん関連抗体、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、Ｔ細胞、また
はＴＣＲ組成物のうちの１つまたは複数を含む。
【０１８３】
　所望であれば、本明細書に開示されている組成物を、さらに他のタンパク質もしくはポ
リペプチドまたは種々の薬学的に活性な作用剤などの他の作用剤と組み合わせて投与する
ことができることが理解されよう。実際、標的細胞または宿主組織と接触させた際に、追
加的な作用剤によって有意な有害作用が引き起こされないのであれば、含めることができ
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る他の構成成分は実質的に限定されない。したがって、組成物を、特定の例において必要
とされるような種々の他の作用剤と一緒に送達することができる。そのような組成物は、
宿主細胞または他の生物学的な供給源から精製することができる、あるいは、本明細書に
記載の通り化学的に合成することができる。同様に、そのような組成物は、置換されたま
たは誘導体化されたＲＮＡ組成物またはＤＮＡ組成物をさらに含んでよい。
【０１８４】
　したがって、本発明の別の態様では、本明細書に記載のポリヌクレオチド、ポリペプチ
ド、抗体、ＴＣＲ、および／またはＴ細胞組成物のうちの１つまたは複数と生理的に許容
される担体との組合せを含む医薬組成物が提供される。
【０１８５】
　一実施形態では、本発明は、一部、本明細書に開示されているがん関連ポリペプチドま
たはがん因子に対する１つまたは複数の抗体を含む組成物を意図している。本発明の特定
の実施形態では、組成物は、１つまたは複数の精製されたがん因子抗体を含み、組成物は
、内毒素を実質的に含まず、凝集体の形成をほとんどまたは全く有さず、組成物の精製さ
れた単離されたポリペプチドは治療的に許容できる製剤に可溶性である。
【０１８６】
　一実施形態では、本発明は、がん因子に対する少なくとも１つの精製された単離された
抗体を有する少なくともその断片を含む組成物であって、抗体および組成物が内毒素を実
質的に含まず、ｐ抗体が凝集体の形成をほとんどまたは全く有さず、抗体が治療的に許容
できる製剤に可溶性であり、組成物が、哺乳動物の炎症促進剤を実質的に含まない組成物
を意図している。
【０１８７】
　内毒素は、ある特定の細菌、一般にはグラム陰性細菌に関連する毒素であるが、内毒素
は、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓなどのグラム陽性細菌において見い
だすことができる。最も蔓延している内毒素は、種々のグラム陰性細菌の外膜に見いださ
れ、これらの細菌の疾患を引き起こす能力の中で中心的な病原的特徴を示すリポ多糖（Ｌ
ＰＳ）またはリポオリゴ糖（ＬＯＳ）である。ヒトにおける少量の内毒素により、他の有
害な生理作用の中でも、発熱、血圧の低下、ならびに炎症および凝固の活性化が生じる可
能性がある。したがって、少量でさえもヒトにおける有害作用が引き起こされる可能性が
あるので、多くの場合、薬物および薬品容器由来の内毒素の痕跡のほとんどまたは全てを
除去することが望ましい。内毒素非含有製剤の作製には、特別な設備、専門職人が必要に
なる可能性があり、内毒素非含有ではない製剤の作出よりも著しく費用がかかる。
【０１８８】
　内毒素は、当技術分野で公知の常套的な技法を用いて検出することができる。例えば、
カブトガニ由来の血液を利用するＬｉｍｕｌｕｓ　Ａｍｅｏｂｏｃｙｔｅ　Ｌｙｓａｔｅ
アッセイは、内毒素の存在を検出するための非常に感度のよいアッセイである。この試験
では、この反応を増幅する有力な酵素カスケードに起因して、非常に低いレベルのＬＰＳ
によって検出可能なリムルス属溶解物の凝固が引き起こされる。内毒素は、酵素結合免疫
吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）によって定量化することができる。本明細書で使用される場
合、「内毒素非含有」という用語は、最大で微量（すなわち、被験体に対して有害な生理
作用を有さない量）の内毒素、好ましくは検出不可能な量の内毒素を含有する組成物を指
す。一実施形態では、「内毒素非含有」という用語は、少なくとも９５％、少なくとも９
６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、少なくとも９９％、または１００％が内毒
素を含まない組成物を指す。一実施形態では、「内毒素非含有」という用語は、約０．０
０１、０．００５、０．０１、０．０２、０．０３、０．０４、０．０５、０．０６、０
．０８、０．０９、０．１、０．５、１．０、１．５、２、２．５、３、４、５、６、７
、８、９、または１０内毒素単位（ＥＵ）／ｍｌまたはＥＵ／ｍｇ未満であってよい内毒
素レベルまたは内毒素プロファイルを指す。一般には、リポ多糖（ＬＰＳ）１ｎｇは約１
～１０ＥＵに対応する。
【０１８９】
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　実質的に内毒素を含まないものであるためには、内毒素レベルまたは内毒素プロファイ
ルは、約０．００１、０．００５、０．０１、０．０２、０．０３、０．０４、０．０５
、０．０６、０．０８、０．０９、０．１、０．５、１．０、１．５、２、２．５、３、
４、５、６、７、８、９、または１０ＥＵ／ｍｌ未満であってよい。
【０１９０】
　ある特定の実施形態では、本発明は、部分的に、精製されたＣＴ－１ポリペプチド１ｍ
ｇ当たり約５０ＥＵ／ｍｇ未満、約３０ＥＵ／ｍｇ未満、約２５ＥＵ／ｍｇ未満、約２０
ＥＵ／ｍｇ未満、約１５ＥＵ／ｍｇ未満、約１０ＥＵ／ｍｇ未満、約８ＥＵ／ｍｇ未満、
約７ＥＵ／ｍｇ未満、約６ＥＵ／ｍｇ未満、約５ＥＵ／ｍｇ未満、約４ＥＵ／ｍｇ未満、
約３ＥＵ／ｍｇ未満、約２ＥＵ／ｍｇ未満、約１．５ＥＵ／ｍｇ未満、約１．４ＥＵ／ｍ
ｇ未満、約１．３ＥＵ／ｍｇ未満、約１．２ＥＵ／ｍｇ未満、約１．１ＥＵ／ｍｇ未満、
約１．０ＥＵ／ｍｇ未満、約０．９ＥＵ／ｍｇ未満、約０．８ＥＵ／ｍｇ未満、約０．７
ＥＵ／ｍｇ未満、約０．６ＥＵ／ｍｇ未満、約０．５ＥＵ／ｍｇ未満、約０．４ＥＵ／ｍ
ｇ未満、約０．３ＥＵ／ｍｇ未満、約０．２ＥＵ／ｍｇ未満、約０．１ＥＵ／ｍｇ未満、
またはそれよりも少ない内毒素単位の内毒素プロファイルを含むがん因子抗体を意図して
いる。内毒素レベルまたはプロファイルは、室温（２０℃～２５℃）または体温（３７℃
）で評価することができる。
【０１９１】
　本発明は、さらに、現存の抗体と比較して安定性が改善されたがん因子抗体を提供する
。安定性は、一般に、分子が、そのフォールディングした活性な状態にとどまる傾向と定
義することができる。天然に存在する分子は、通常、それらの代謝、多くの場合それらの
代謝が速いことがそれらの体内での内因性作用機構の重要な特性であるので、安定性が限
定されている。
【０１９２】
　通常、そのフォールディングしたネイティブな構造にある安定なタンパク質は、プロテ
アーゼまたは他の機構によって分解することができない。これは、タンパク質が体内で通
常排除される、安定な状態からの２つの重要なオフ経路に起因する。これらの２つは、ア
ンフォールディングおよび凝集である。これらは通常、関連している。アンフォールディ
ングは、フォールディングした活性な分子があまりフォールディングしていない状態に戻
る経路である。凝集は、ミスフォールディングし、したがって分子が活性でない状態に不
可逆的に変化した結果である。アンフォールディングと凝集のどちらによっても、タンパ
ク質分解性の消化または他の消化に対するタンパク質の感受性が有意に増加する。本発明
は、生じた実体が、本発明の方法によって作製されたものではないがん因子抗体よりも安
定であるように改変したがん因子抗体のフォールディングおよびアンフォールディング経
路を提供する。
【０１９３】
　特定の実施形態では、本発明は、不溶性タンパク質凝集体の形成に対する安定性が増大
した抗体組成物を提供する。「タンパク質凝集体」または「タンパク質凝集」は、本明細
書では、もはや溶解していないタンパク質を指すために使用される。タンパク質凝集体と
は、２つ以上の個々のタンパク質分子の凝塊形成またはオリゴマー形成を指す場合がある
が、そのような定義に限定されない。タンパク質凝集体とは、当技術分野で使用される場
合、可溶性であっても不溶性であってもよいが、本発明の特定の実施形態の目的に関して
は、タンパク質凝集体は、通常、他に特に指示がなければ、不溶性であるとみなされる。
本発明によるプロセスにおいてその形成を妨げるべきである不溶性の凝集体は、基本的に
、サイズが少なくとも１μｍであるタンパク質凝集体であると理解されるが、１０μｍを
超える範囲にある場合もある。粒子は、例えば、ＰＳＳ（Ｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｓｉｚｉｎ
ｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、ＵＳＡ）からの粒子計数器ＡｃｃｕＳｉｚｅｒ　７００またはＬＤ
４００レーザーカウンターを備えたＰａｃｉｆｉｃ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　ＨＩＡＣ　
Ｒｏｙｃｏ液体粒子計数システム、モデル９７０３などの商業的な粒子計数器を使用して
、適切な粒子計数方法によって決定することができる。ＵＳＰ（米国薬局方）によると、
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医薬調製物の注射用量当たり、１０μｍを超える範囲の粒子は最大６０００個許容され、
２５μｍを超える範囲の粒子は最大６００個が許容される。これは、がん因子抗体の治療
用組成物を提供するための本発明に従って実現することができる。
【０１９４】
　特定の実施形態では、１つまたは複数のがん因子抗体を含む組成物は、１回または複数
回の凍結／解凍サイクル、撹拌ストレス、または非限定的な例として熱ストレス、化学的
ストレス（例えば、ｐＨ、低／高塩など）、流動ストレス（例えば、狭い開口部を通る流
体運動によって引き起こされるものなどの圧縮ストレス）を含めた１つまたは複数の外部
からの物理的または化学的ストレスによって誘導される凝集体の形成に対する安定性が増
加している。本明細書で使用される場合、「撹拌ストレス」とは、組成物に受動的または
能動的に適用される任意の物理的運動を意味するものと解釈される。撹拌ストレスの非限
定的な例としては、突沸、滴下、振とう、旋回、ボルテックス、デカンティング、注射、
引き抜き（容器（containing）またはベッセルからシリンジ中に）などが挙げられる。本
発明の組成物は、輸送および運搬の力に対して特に安定化されている。
【０１９５】
　安定性が改善されたがん因子抗体は、現存の抗体よりも２～１０℃高い温度で９０％の
残留活性を保持することができる。残留（すなわち、フォールディングした活性な）タン
パク質の百分率は、ＨＰＬＣ、ＳＤＳ　ＰＡＧＥなどの常套的な生化学的技法によって、
または結合アッセイもしくは細胞から応答を引き出すことなどの活性アッセイによって測
定することができる。
【０１９６】
　特定の実施形態では、本発明は、本発明の方法に従って製剤化されたものではない現存
の抗体と比較して、約３７℃で、少なくとも６時間、少なくとも７時間、少なくとも８時
間、少なくとも９時間、少なくとも１０時間、少なくとも１１時間、少なくとも１２時間
、少なくとも１５時間、少なくとも１８時間、少なくとも２１時間、少なくとも２４時間
、少なくとも４８時間、またはそれ以上にわたって安定であるがん関連抗体を含む組成物
を意図している。
【０１９７】
　「溶解性」という用語は、本明細書において提供される作用剤の、液体溶媒に溶解し、
均一の溶液を形成する性質を指す。溶解性は、一般には、溶媒の単位体積当たりの溶質の
質量（溶媒１ｋｇ当たりの溶質のｇ数、１ｄＬ（１００ｍＬ）当たりのｇ数、ｍｇ／ｍＬ
など）、容量モル濃度、重量モル濃度、モル分率または他の同様の濃度の記述のいずれか
によって、濃度として表される。溶媒の量当たりの溶解させることができる溶質の最大平
衡量が、温度、圧力、ｐＨ、および溶媒の性質を含めた指定の条件下での該溶質の該溶媒
における溶解性である。ある特定の実施形態では、溶解性を生理的なｐＨで測定する。あ
る特定の実施形態では、溶解性を水またはＰＢＳなどの生理的緩衝液において測定する。
ある特定の実施形態では、溶解性を血液または血清などの生体液（溶媒）において測定す
る。ある特定の実施形態では、温度はおよそ室温（例えば、約２０℃、２１℃、２２℃、
２３℃、２４℃、２５℃）またはおよそ体温（３７℃）であってよい。ある特定の実施形
態では、本発明のＣＴ－１ポリペプチドなどの作用剤は、室温（２０℃～２５℃）または
３７℃で少なくとも約０．１ｍｇ／ｍｌ、０．２ｍｇ／ｍｌ、０．３ｍｇ／ｍｌ、０．４
ｍｇ／ｍｌ、０．５ｍｇ／ｍｌ、０．６ｍｇ／ｍｌ、０．７ｍｇ／ｍｌ、０．８ｍｇ／ｍ
ｌ、０．９ｍｇ／ｍｌ、１ｍｇ／ｍｌ、２ｍｇ／ｍｌ、３ｍｇ／ｍｌ、４ｍｇ／ｍｌ、５
ｍｇ／ｍｌ、６ｍｇ／ｍｌ、７ｍｇ／ｍｌ、８ｍｇ／ｍｌ、９ｍｇ／ｍｌ、１０ｍｇ／ｍ
ｌ、１１ｍｇ／ｍｌ、１２ｍｇ／ｍｌ、１３ｍｇ／ｍｌ、１４ｍｇ／ｍｌ、１５ｍｇ／ｍ
ｌ、１６ｍｇ／ｍｌ、１７ｍｇ／ｍｌ、１８ｍｇ／ｍｌ、１９ｍｇ／ｍｌ、２０ｍｇ／ｍ
ｌ、２５ｍｇ／ｍｌ、または３０ｍｇ／ｍｌの溶解性を有する。
【０１９８】
　純度、溶解性および凝集の程度を含めたタンパク質の特性は、タンパク質に基づく分析
的なアッセイおよび方法を用いて評価することができる。タンパク質の純度は、いくつか
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のやり方で評価することができる。例えば、純度は、一次構造、高次構造、サイズ、電荷
、疎水性、およびグリコシル化に基づいて評価することができる。一次構造を評価するた
めの方法の例としては、Ｎ末端配列決定、Ｃ末端配列決定およびペプチド－マッピング（
例えば、Allenら、Biologicals.　２４巻：２５５～２７５頁、１９９６年）を参照され
たい）が挙げられる。高次構造を評価するための方法の例としては、円偏光二色性（例え
ば、Kellyら、Biochim　Biophys　Acta.　１７５１巻：１１９～１３９頁、２００５年を
参照されたい）、蛍光分光法（例えば、Meagherら、J.　Biol.　Chem.　２７３巻：２３
２８３～８９頁、１９９８年を参照されたい）、ＦＴ－ＩＲ、アミド水素重水素交換カイ
ネティクス、示差走査熱量測定、ＮＭＲ分光法、コンフォメーションの影響を受けやすい
抗体との免疫応答性が挙げられる。高次構造は、ｐＨ、温度、または添加される塩などの
種々のパラメータに応じて評価することができる。
【０１９９】
　サイズなどのタンパク質の特性を評価するための方法の例としては、分析用超遠心およ
びサイズ排除ＨＰＬＣ（ＳＥＣ－ＨＰＬＣ、あるいは、ＨＰＬＣ－ＳＥＣ）が挙げられ、
電荷を測定するための例示的な方法としては、イオン交換クロマトグラフィーおよび等電
点電気泳動が挙げられる。疎水性は、例えば、逆相ＨＰＬＣおよび疎水性相互作用クロマ
トグラフィーＨＰＬＣによって評価することができる。グリコシル化は薬物動態（例えば
、クリアランス）、コンフォメーションまたは安定性、受容体との結合性、およびタンパ
ク質機能に影響を及ぼす可能性があり、例えば、質量分析および核磁気共鳴（ＮＭＲ）分
光法によって評価することができる。
【０２００】
　ある特定の実施形態は、他の使用の中でも、純度、サイズ（例えば、サイズ均一性）ま
たは凝集の程度などのタンパク質の特性を評価するため、および／またはタンパク質を精
製するためにＳＥＣ－ＨＰＬＣを使用することを含む。ＳＥＣとは、ゲル濾過クロマトグ
ラフィー（ＧＦＣ）およびゲル浸透クロマトグラフィー（ＧＰＣ）も含み、溶液中の分子
を、それらのサイズ、またはより詳細にはそれらの流体力学的体積、拡散係数、および／
または表面性質に基づいて多孔質材料中に分離するクロマトグラフィーの方法を指す。こ
のプロセスは、一般に、生体分子を分離するため、ならびにポリマーの分子量および分子
量分布を決定するために用いられる。一般には、生体試料またはタンパク質試料（例えば
、本明細書において提供され、当技術分野で公知のタンパク質の発現方法に従って作製さ
れたタンパク質抽出物など）を、規定の固定相（多孔質材料）、好ましくは試料中のタン
パク質と相互作用しない相を伴う選択されたサイズ排除カラムにローディングする。ある
特定の態様では、固定相は、ガラスまたはスチールのカラム内の密集した三次元マトリッ
クス中に充填された不活性な粒子で構成される。移動相は純水、水性緩衝液、有機溶媒、
またはこれらの混合物であってよい。固定相の粒子は、一般には、ある特定のサイズを下
回る分子のみが進入することが可能な小さなポアおよび／またはチャネルを有する。した
がって、大きな粒子はこれらのポアおよびチャネルから排除され、それらの固定相との相
互作用が限定されることにより、それらが実験の初めに「完全に排除された」ピークとし
て溶出される。ポアに適合することができるより小さな分子は流れている移動相から除か
れ、それらが固定相のポアに固定化されている時間は、ある程度はそれらがポア内のどの
くらい遠くまで浸透するかに左右される。移動相の流れからそれらが除かれることにより
、それらがカラムから溶出されるまでにかかる時間が長くなり、その結果、粒子がそれら
のサイズの違いに基づいて分離される。所与のサイズ排除カラムには、分離することがで
きる分子量の範囲がある。全体的に、上限よりも大きな分子は固定相に捕捉されず、下限
よりも小さな分子は固相に完全に進入し、単一のバンドとして溶出され、範囲内の分子は
、流体力学的体積などのそれらの性質によって定義される異なる速度で溶出される。医薬
タンパク質を用いた実際のこれらの方法の例については、Brunerら、Journal　of　Pharm
aceutical　and　Biomedical　Analysis.　１５巻：１９２９～１９３５頁、１９９７年
を参照されたい。
【０２０１】
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　臨床的適用のためのタンパク質の純度も、例えば、Anicettiら（Trends　in　Biotechn
ology.　７巻：３４２～３４９頁、１９８９年）によって考察されている。タンパク質の
純度を分析するためのごく最近の技法としては、限定することなく、ＬａｂＣｈｉｐ　Ｇ
ＸＩＩという力価のハイスループットな分析、サイズ決定、およびタンパク質の純度分析
を提供するタンパク質および核酸の迅速分析用の自動プラットフォームが挙げられる。あ
る特定の非限定的な実施形態では、タンパク質断片および抗体などの臨床グレードのタン
パク質を、他の方法の中でもクロマトグラフィーの材料の組合せを少なくとも２つの直交
ステップにおいて利用することによって得ることができる（例えば、Therapeutic　Prote
ins:Methods　and　Protocols.３０８巻、SmalesおよびJames編、Humana　Press　Inc.、
２００５年を参照されたい）。
【０２０２】
　ある特定の実施形態では、１つまたは複数のがん因子抗体を含む組成物は、抗体に関し
て、当技術分野における常套的な技法に従って測定したところ少なくとも約９０％の純度
を有する。診断用組成物またはある特定の治療用組成物などのある特定の実施形態では、
本発明の抗体組成物は少なくとも約９５％の純度を有する。治療用組成物または医薬組成
物などの特定の実施形態では、本発明の抗体組成物は、少なくとも約９７％または９８％
または９９％の純度を有する。参照または研究用試薬として使用される場合などの他の実
施形態では、本発明の抗体はそれよりも低い純度のものであってよく、少なくとも約７０
％、７５％、８０％、または８５％の純度を有してよい。純度は、全体的に、または他の
タンパク質などの選択された構成成分に関して測定することができ、例えば、タンパク質
ベースの純度を測定することができる。
【０２０３】
　タンパク質溶解性アッセイも包含される。そのようなアッセイは、例えば、組換え産生
に最適な成長および精製条件を決定するため、緩衝液（複数可）の選択を最適化するため
、および抗体の選択を最適化するために利用することができる。溶解性または凝集は、温
度、ｐＨ、塩、および他の添加物の存在または不在を含めた種々のパラメータに従って評
価することができる。溶解性スクリーニングアッセイの例としては、限定することなく、
とりわけ、エンドポイントとして濁度または他の尺度を使用したタンパク質溶解性を測定
するためのマイクロプレートに基づく方法、精製された組換えタンパク質の溶解性を分析
するためのハイスループットなアッセイ（例えば、Stenvallら、Biochim　Biophys　Acta
.　１７５２巻：６～１０頁、２００５年を参照されたい）、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるタ
ンパク質のフォールディングおよび溶解性をモニタリングし、測定するために遺伝学的な
マーカータンパク質の構造的な相補性を用いるアッセイ（例えば、Wigleyら、Nature　Bi
otechnology.　１９巻：１３１～１３６頁、２００１年を参照されたい）、および、走査
型電気化学顕微鏡（ＳＥＣＭ）を使用したＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉにおける組
換えタンパク質溶解性の電気化学的なスクリーニング（例えば、Nagamineら、Biotechnol
ogy　and　Bioengineering.　９６巻：１００８～１０１３頁、２００６年を参照された
い）が挙げられる。
【０２０４】
　特定の実施形態では、本明細書の他の箇所に記載の本発明の修飾されたポリペプチドま
たはその断片と薬物動態（ＰＫ）モジュレーターとを含むヒト治療用組成物が提供される
。本明細書で使用される場合、「薬物動態モジュレーター」という用語は、一般に、これ
だけに限定することなく、半減期、溶解性、安定性、活性を含めた抗体の薬物動態パラメ
ータがＰＫモジュレーターを欠く抗体と比較して増大するような抗体の修飾を指す。一実
施形態では、ＰＫモジュレーターは、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を含め
た、抗体とコンジュゲートした生体適合性ポリマーを含む。
【０２０５】
　ある特定の好ましい実施形態では、本発明の医薬組成物は、配列番号１～２４のいずれ
か１つのがん関連ポリペプチドなどの本発明の少なくとも１つのがん関連ポリペプチドに
特異的に結合する単離された抗体またはその抗原結合性断片を含む。
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【０２０６】
　ある特定の他の実施形態では、本発明の医薬組成物は、予防的または治療的なワクチン
適用において使用するための本発明の免疫原性ポリヌクレオチドおよび／またはポリペプ
チド組成物を含んでよい。ワクチン調製物は、一般に、例えば、M.F.　PowellおよびM.J.
　Newman編、「Vaccine　Design　(the　subunit　and　adjuvant　approach)」、Plenum
　Press（NY、１９９５年）に記載されている。一般に、そのような組成物は、本発明の
１つまたは複数のポリヌクレオチドおよび／またはポリペプチド組成物を１つまたは複数
の免疫賦活薬と組み合わせて含む。
【０２０７】
　一実施形態では、医薬組成物は、１、２、３、４、５、６、７、８、９、または１０以
上のがん因子抗体またはその抗原結合性断片を含む。抗体は、同じがん因子を対象として
もよく、異なるがん因子を対象としてもよい。
【０２０８】
　さらに他の実施形態では、本発明の医薬組成物は、本発明の１つまたは複数のがん関連
ポリヌクレオチド配列の発現を阻害するために有効なポリヌクレオチド（例えば、アンチ
センス、リボザイム、ＲＮＡｉまたはｓｉＲＮＡ配列）を含んでよい。
【０２０９】
　本明細書に記載の医薬組成物はいずれも、本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチ
ドの薬学的に許容される塩を含有してよいことが明らかになろう。そのような塩は、例え
ば、有機塩基（例えば、第一級アミン、第二級アミンおよび第三級アミンの塩ならびに塩
基性アミノ酸）ならびに無機塩基（例えば、ナトリウム塩、カリウム塩、リチウム塩、ア
ンモニウム塩、カルシウム塩およびマグネシウム塩）を含めた薬学的に許容される無毒性
の塩基から調製することができる。
【０２１０】
　他の実施形態では、本発明の例示的な免疫原性組成物、例えば、ワクチン組成物は、上
記のがん関連ポリペプチドのうちの１種または複数種をコードするＤＮＡを含み、したが
って、ｉｎ　ｓｉｔｕでポリペプチドが生成される。上記の通り、ポリヌクレオチドは、
当業者に公知の種々の送達系のいずれかの内部に入れて投与することができる。実際に、
Rolland、Crit.　Rev.　Therap.　Drug　Carrier　Systems　１５巻：１４３～１９８頁
、１９９８年、およびそこに引用されている参考文献に記載されているものなどの多数の
遺伝子送達技法が当技術分野で周知である。適切なポリヌクレオチド発現系は、当然、患
者において発現させるために必要な調節性ＤＮＡ調節配列（例えば、適切なプロモーター
および終結シグナルなど）を含有する。あるいは、細菌による送達系は、その細胞表面上
でポリペプチドの免疫原性部分を発現するまたはそのようなエピトープを分泌する細菌（
例えば、Ｂａｃｉｌｌｕｓ－Ｃａｌｍｅｔｔｅ－Ｇｕｅｒｒｉｎなど）を投与することを
伴ってよい。
【０２１１】
　したがって、ある特定の実施形態では、本明細書に記載の免疫原性ポリペプチドをコー
ドするポリヌクレオチドを、発現させるために、いくつかの公知のウイルスに基づく系の
いずれかを用いて適切な哺乳動物宿主細胞に導入する。例示的な一実施形態では、レトロ
ウイルスにより、遺伝子送達系のための好都合かつ有効なプラットフォームがもたらされ
る。本発明のポリペプチドをコードする選択されたヌクレオチド配列を、当技術分野で公
知の技法を用いてベクターに挿入し、レトロウイルス粒子にパッケージングさせることが
できる。次いで、組換えウイルスを単離し、被験体に送達することができる。いくつかの
例示的なレトロウイルス系が記載されている（例えば、米国特許第５，２１９，７４０号
；MillerおよびRosman（１９８９年）BioTechniques　７巻：９８０～９９０頁；Miller,
　A.　D.（１９９０年）Human　Gene　Therapy　１巻：５～１４頁；Scarpaら（１９９１
年）Virology　１８０巻：８４９～８５２頁；Burnsら（１９９３年）Proc.　Natl.　Aca
d.　Sci.　USA　９０巻：８０３３～８０３７頁；およびBoris-LawrieおよびTemin（１９
９３年）Cur.　Opin.　Genet.　Develop.　３巻：１０２～１０９頁。
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【０２１２】
　さらに、いくつかの例示的なアデノウイルスに基づく系も記載されている。宿主ゲノム
内に組み込まれるレトロウイルスとは異なり、アデノウイルスは、染色体外に存続し、し
たがって、挿入変異誘発に伴う危険性が最小限になる（Haj-AhmadおよびGraham（１９８
６年）J.　Virol.　５７巻：２６７～２７４頁；Bettら（１９９３年）J.　Virol.　６７
巻：５９１１～５９２１頁；Mitterederら（１９９４年）Human　Gene　Therapy　５巻：
７１７～７２９頁；Sethら（１９９４年）J.　Virol.　６８巻：９３３～９４０頁；Barr
ら（１９９４年）Gene　Therapy　１巻：５１～５８頁；Berkner,　K.　L.（１９８８年
）BioTechniques　６巻：６１６～６２９頁；およびRichら（１９９３年）Human　Gene　
Therapy　４巻：４６１～４７６頁）。
【０２１３】
　ポリヌクレオチド送達のための種々のアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター系も開発
されてきた。ＡＡＶベクターは、当技術分野で周知の技法を用いて容易に構築することが
できる。例えば、米国特許第５，１７３，４１４号および同第５，１３９，９４１号；国
際公開第ＷＯ９２／０１０７０号および同第ＷＯ９３／０３７６９号；Lebkowskiら（１
９８８年）Molec.　Cell.　Biol.　８巻：３９８８～３９９６頁；Vincentら（１９９０
年）Vaccines　90（Cold　Spring　Harbor　Laboratory　Press）；Carter,　B.　J.（１
９９２年）Current　Opinion　in　Biotechnology　３巻：５３３～５３９頁；Muzyczka,
　N.（１９９２年）Current　Topics　in　Microbiol.　and　Immunol.　１５８巻：９７
～１２９頁；Kotin,　R.　M.（１９９４年）Human　Gene　Therapy　５巻：７９３～８０
１頁；ShellingおよびSmith（１９９４年）Gene　Therapy　１巻：１６５～１６９頁；お
よびZhouら（１９９４年）J.　Exp.　Med.　１７９巻：１８６７～１８７５頁を参照され
たい。
【０２１４】
　本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを遺伝子移入によって送達するた
めに有用な追加的なウイルスベクターとしては、ワクシニアウイルスおよびトリポックス
ウイルスなどのウイルスのポックスファミリーに由来するウイルスベクターが挙げられる
。例として、新規の分子を発現しているワクシニアウイルス組換え体を以下の通り構築す
ることができる。まず、ポリペプチドをコードするＤＮＡを、ワクシニアプロモーターお
よび隣接しているチミジンキナーゼ（ＴＫ）をコードする配列などのワクシニアＤＮＡ配
列と隣り合うように適切なベクターに挿入する。次いで、このベクターを使用して、細胞
を、ワクシニアを同時感染させてトランスフェクトする。相同組換えはワクシニアプロモ
ーターと、それに加えて目的のポリペプチドをコードする遺伝子をウイルスのゲノムに挿
入するために役立つ。生じたＴＫ（－）組換え体は、細胞を５－ブロモデオキシウリジン
の存在下で培養し、それに抵抗性のウイルスプラークを選び取ることによって選択するこ
とができる。
【０２１５】
　ワクシニアに基づく感染／トランスフェクション系を都合よく用いて、生物体の宿主細
胞において本明細書に記載の１つまたは複数のポリペプチドの誘導性の一過性の発現また
は同時発現をもたらすことができる。この特定の系では、まずｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて
細胞にバクテリオファージＴ７　ＲＮＡポリメラーゼをコードするワクシニアウイルス組
換え体を感染させる。このポリメラーゼは、Ｔ７プロモーターを担持する鋳型のみを転写
するという点で優れた特異性を示す。感染後、細胞に、Ｔ７プロモーターによって駆動さ
れる目的の１つまたは複数のポリヌクレオチドをトランスフェクトする。細胞質において
ワクシニアウイルス組換え体から発現されたポリメラーゼによりトランスフェクトされた
ＤＮＡがＲＮＡに転写され、次いでこれが宿主の翻訳機構によってポリペプチドに翻訳さ
れる。この方法により、多量のＲＮＡおよびその翻訳産物が高レベルで一過性に細胞質に
おいて産生される。例えば、Elroy-SteinおよびMoss、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA
　８７巻：６７４３～６７４７頁（１９９０年）；Fuerstら、Proc.　Natl.　Acad.　Sci
.　USA　８３巻：８１２２～８１２６頁（１９８６年）を参照されたい。
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【０２１６】
　あるいは、鶏痘ウイルスおよびカナリアポックスウイルスなどのアビポックスウイルス
も、目的のコード配列を送達するために用いることができる。哺乳動物の病原体由来の免
疫原を発現している組換えアビポックスウイルスをトリではない種に投与すると防御免疫
が付与されることが公知である。アビポックス属のメンバーは感受性のトリ種においての
み生産的に複製することができ、したがって、哺乳動物細胞では感染性ではないので、ア
ビポックスベクターの使用はヒトおよび他の哺乳動物種において特に望ましい。組換えア
ビポックスウイルスを作製するための方法は当技術分野で公知であり、ワクシニアウイル
スの作製に関して上で述べた通り、遺伝子組換えが用いられる。例えば、ＷＯ９１／１２
８８２；ＷＯ８９／０３４２９；およびＷＯ９２／０３５４５を参照されたい。
【０２１７】
　いくつかのアルファウイルスベクターのいずれも同様に、米国特許第５，８４３，７２
３号；同第６，０１５，６８６号；同第６，００８，０３５号および同第６，０１５，６
９４号に記載のベクターなどが、本発明のポリヌクレオチド組成物を送達するために使用
することができる。ベネズエラウマ脳炎（ＶＥＥ）に基づくある特定のベクターも使用す
ることができ、その例示的な例は、米国特許第５，５０５，９４７号および同第５，６４
３，５７６号に見いだすことができる。
【０２１８】
　さらに、Michaelら　J.　Biol.　Chem.　２６８巻：６８６６～６８６９頁（１９９３
年）およびWagnerら、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA　８９巻：６０９９～６１０３頁
（１９９２年）に記載のアデノウイルスキメラベクターなどの分子コンジュゲートベクタ
ーも、本発明の下で遺伝子送達のために使用することができる。
【０２１９】
　これらおよび他の公知のウイルスに基づく送達系に関する追加的な例示的な情報は、例
えば、Fisher-Hochら、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA　８６巻：３１７～３２１頁、
１９８９年；Flexnerら、Ann.　N.Y.　Acad.　Sci.　５６９巻：８６～１０３頁、１９８
９年；Flexnerら、Vaccine　８巻：１７～２１頁、１９９０年；米国特許第４，６０３，
１１２号、同第４，７６９，３３０号、および同第５，０１７，４８７号；ＷＯ８９／０
１９７３；米国特許第４，７７７，１２７号；ＧＢ２，２００，６５１；ＥＰ０，３４５
，２４２；ＷＯ９１／０２８０５；Berkner、Biotechniques　６巻：６１６～６２７頁、
１９８８年；Rosenfeldら、Science　２５２巻：４３１～４３４頁、１９９１年；Kolls
ら、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA　９１巻：２１５～２１９頁、１９９４年；Kass-E
islerら、Proc.　Natl.　Acad.　Sci.　USA　９０巻：１１４９８～１１５０２頁、１９
９３年；Guzmanら、Circulation　８８巻：２８３８～２８４８頁、１９９３年；およびG
uzmanら、Cir.　Res.　７３巻：１２０２～１２０７頁、１９９３年に見いだすことがで
きる。
【０２２０】
　ある特定の実施形態では、ポリヌクレオチドを、標的細胞のゲノムに組み込むことがで
きる。この組込みは相同組換えによって特定の場所および方向に行うこともでき（遺伝子
の置換え）、ランダムな非特異的な位置に組み込むこともできる（遺伝子の増加）。なお
さらなる実施形態では、ポリヌクレオチドを細胞内でＤＮＡの別々のエピソームセグメン
トとして安定に維持することができる。そのようなポリヌクレオチドセグメントまたは「
エピソーム」は、宿主細胞周期とは独立した、またはそれと同期した維持および複製を可
能にするために十分な配列をコードする。発現構築物が細胞に送達される様式およびポリ
ヌクレオチドが残存する細胞内の場所は、使用される発現構築物の種類に左右される。
【０２２１】
　本発明の別の実施形態では、例えばUlmerら、Science　２５９巻：１７４５～１７４９
頁、１９９３年の記載およびCohen、Science　２５９巻：１６９１～１６９２頁、１９９
３年による総説の通り、ポリヌクレオチドを「裸の」ＤＮＡとして投与／送達する。裸の
ＤＮＡの取込みは、ＤＮＡを、細胞内に効率的に輸送される生分解性ビーズの上にコーテ
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ィングすることによって増加させることができる。
【０２２２】
　さらに別の実施形態では、本発明の組成物を微粒子銃の手法によって送達することがで
き、その多くが記載されている。例示的な一例では、ガス駆動粒子加速を、Ｐｏｗｄｅｒ
ｊｅｃｔ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　ＰＬＣ（Ｏｘｆｏｒｄ、ＵＫ）およびＰｏ
ｗｄｅｒｊｅｃｔ　Ｖａｃｃｉｎｅｓ　Ｉｎｃ．（Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）によって製造
されたものなどのデバイスを用いて実現することができ、そのいくつかの例は、米国特許
第５，８４６，７９６号；同第６，０１０，４７８号；同第５，８６５，７９６号；同第
５，５８４，８０７号；およびＥＰ特許第０５００　７９９号に記載されている。この手
法により、ポリヌクレオチド粒子またはポリペプチド粒子などの顕微鏡レベルの粒子の乾
燥粉末製剤を、手持ちのデバイスによって生成したヘリウムガスジェット内で高速に加速
し、それにより粒子を目的の標的組織内に推進させる、針を用いない送達手法が提供され
る。
【０２２３】
　関連する実施形態では、本発明の組成物のガス駆動の針を欠く注射に有用であり得る他
のデバイスおよび方法としては、Ｂｉｏｊｅｃｔ，Ｉｎｃ．（Ｐｏｒｔｌａｎｄ、ＯＲ）
によって提供されるものが挙げられ、そのいくつかの例は、米国特許第４，７９０，８２
４号；同第５，０６４，４１３号；同第５，３１２，３３５号；同第５，３８３，８５１
号；同第５，３９９，１６３号；同第５，５２０，６３９号および同第５，９９３，４１
２号に記載されている。
【０２２４】
　別の実施形態によると、本明細書に記載の医薬組成物は、本発明の免疫原性ポリヌクレ
オチド、ポリペプチド、抗体、Ｔ細胞、ＴＣＲ、および／またはＡＰＣ組成物に加えて、
１つまたは複数の免疫賦活薬を含む。免疫賦活薬とは、基本的に、外因性の抗原に対する
免疫応答（抗体および／または細胞に媒介される）を増強または強化するあらゆる物質を
指す。免疫賦活薬の１つの好ましい種類は、アジュバントを含む。多くのアジュバントは
、抗原を急速な異化から保護するように設計された物質、例えば、水酸化アルミニウムま
たは鉱油など、および免疫応答の刺激因子、例えば、リピドＡ、Ｂｏｒｔａｄｅｌｌａ　
ｐｅｒｔｕｓｓｉｓまたはＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓに由
来するタンパク質などを含有する。ある特定のアジュバントが、例えば、フロイント不完
全アジュバントおよび完全アジュバント（Ｄｉｆｃｏ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｄｅ
ｔｒｏｉｔ、ＭＩ）；Ｍｅｒｃｋ　Ａｄｊｕｖａｎｔ　６５（Ｍｅｒｃｋ　ａｎｄ　Ｃｏ
ｍｐａｎｙ，Ｉｎｃ．、Ｒａｈｗａｙ、ＮＪ）；ＡＳ－２（ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ　Ｂｅ
ｅｃｈａｍ、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、ＰＡ）；水酸化アルミニウムゲル（ミョウバン
）またはリン酸アルミニウムなどのアルミニウム塩；　カルシウム、鉄または亜鉛の塩；
アシル化チロシンの不溶性懸濁剤；アシル化糖；陽イオン性誘導体化多糖または陰イオン
性誘導体化多糖；ポリホスファゼン；生分解性ミクロスフェア；モノホスホリルリピドＡ
およびｑｕｉｌ　Ａとして市販されている。ＧＭ－ＣＳＦ、インターロイキン２、インタ
ーロイキン７、インターロイキン１２、および他の同様の増殖因子などのサイトカインも
アジュバントとして使用することができる。
【０２２５】
　主にＴｈ１型応答を引き出すためのある特定の好ましいアジュバントとしては、例えば
、モノホスホリルリピドＡ、好ましくは３－脱－Ｏ－アシル化モノホスホリルリピドＡと
アルミニウム塩の組合せが挙げられる。ＭＰＬ（登録商標）アジュバントはＣｏｒｉｘａ
　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎから入手可能である（Ｓｅａｔｔｌｅ、ＷＡ；例えば、米国特
許第４，４３６，７２７号；同第４，８７７，６１１号；同第４，８６６，０３４号およ
び同第４，９１２，０９４号を参照されたい）。ＣｐＧを含有するオリゴヌクレオチド（
ＣｐＧジヌクレオチドはメチル化されていない）によっても主にＴｈ１応答が誘導される
。そのようなオリゴヌクレオチドは周知であり、例えば、ＷＯ９６／０２５５５、ＷＯ９
９／３３４８８および米国特許第６，００８，２００号および同第５，８５６，４６２号
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に記載されている。免疫賦活性ＤＮＡ配列も、例えば、Satoら、Science　２７３巻：３
５２頁、１９９６年に記載されている。別の好ましいアジュバントは、Ｑｕｉｌ　Ａ、ま
たは、ＱＳ２１およびＱＳ７（Ａｑｕｉｌａ　Ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　
Ｉｎｃ．、Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ、ＭＡ）；エスチン；ジギトニン；またはＧｙｐｓｏｐ
ｈｉｌａもしくはＣｈｅｎｏｐｏｄｉｕｍ　ｑｕｉｎｏａサポニンを含めたその誘導体な
どのサポニンを含む。他の好ましい製剤は、本発明のアジュバントの組合せに２つ以上の
サポニン、例えば、ＱＳ２１、ＱＳ７、Ｑｕｉｌ　Ａ、β－エスチン、またはジギトニン
を含む群の少なくとも２種の組合せを含む。
【０２２６】
　あるいは、サポニン製剤は、キトサンまたは他のポリカチオンポリマー、ポリラクチド
およびポリラクチド－ｃｏ－グリコリド粒子、ポリ－Ｎ－アセチルグルコサミンに基づく
ポリマーマトリックス、多糖または化学修飾された多糖で構成される粒子、リポソームお
よび脂質に基づく粒子、グリセロールモノエステルで構成される粒子などで構成されるワ
クチンビヒクルと組み合わせることができる。サポニンをコレステロールの存在下で製剤
化して、リポソームまたはＩＳＣＯＭなどの粒子構造を形成することもできる。さらに、
サポニンは、ポリオキシエチレンエーテルまたはエステルと一緒に、非粒子溶液もしくは
懸濁剤に、または小さい層状のリポソームもしくはＩＳＣＯＭなどの粒子構造に製剤化す
ることができる。サポニンは、粘度を増加させるためにＣａｒｂｏｐｏｌ（登録商標）な
どの賦形剤を用いて製剤化することもでき、ラクトースなどの粉末賦形剤を用いて乾燥粉
末形態に製剤化することもできる。
【０２２７】
　一実施形態では、アジュバント系は、モノホスホリルリピドＡとサポニン誘導体の組合
せ、例えば、ＷＯ９４／００１５３に記載のＱＳ２１と３Ｄ－ＭＰＬ（登録商標）アジュ
バントの組合せなど、またはＷＯ９６／３３７３９に記載の通りＱＳ２１がコレステロー
ルではクエンチされる場合には低反応源性組成物との組合せを含む。他の好ましい製剤は
、水中油エマルションおよびトコフェロールを含む。ＱＳ２１、３Ｄ－ＭＰＬ（登録商標
）アジュバントおよびトコフェロールを水中油エマルションで使用した別の特に好ましい
アジュバント製剤は、ＷＯ９５／１７２１０に記載されている。
【０２２８】
　別の増強アジュバント系は、ＣｐＧを含有するオリゴヌクレオチドとサポニン誘導体の
組合せ、具体的にはＷＯ００／０９１５９に開示されているＣｐＧとＱＳ２１の組合せを
含む。製剤は水中油エマルションおよびトコフェロールをさらに含むことが好ましい。
【０２２９】
　本発明の医薬組成物に使用するための追加的な例示的なアジュバントとしては、Ｍｏｎ
ｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ７２０（Ｓｅｐｐｉｃ、Ｆｒａｎｃｅ）、ＳＡＦ（Ｃｈｉｒｏｎ、
Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ、Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ）、ＩＳＣＯＭＳ（ＣＳＬ）、ＭＦ
－５９（Ｃｈｉｒｏｎ）、ＳＢＡＳシリーズのアジュバント（例えば、ＳｍｉｔｈＫｌｉ
ｎｅ　Ｂｅｅｃｈａｍ、Ｒｉｘｅｎｓａｒｔ、Ｂｅｌｇｉｕｍから入手可能なＳＢＡＳ－
２またはＳＢＡＳ－４）、Ｄｅｔｏｘ（Ｅｎｈａｎｚｙｎ（登録商標））（Ｃｏｒｉｘａ
、Ｈａｍｉｌｔｏｎ、ＭＴ）、ＲＣ－５２９（Ｃｏｒｉｘａ、Ｈａｍｉｌｔｏｎ、ＭＴ）
および他のアミノアルキルグルコサミニド４－リン酸（ＡＧＰ）、例えば、その開示の全
体が参照により本明細書に組み込まれる、係属中の米国特許出願第０８／８５３，８２６
号および同第０９／０７４，７２０号に記載のものなど、およびポリオキシエチレンエー
テルアジュバント、例えば、ＷＯ９９／５２５４９Ａ１に記載のものなどが挙げられる。
【０２３０】
　他の好ましいアジュバントとしては、一般式
（Ｉ）：ＨＯ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－Ａ－Ｒ
（式中、ｎは１～５０であり、Ａは結合または－Ｃ（Ｏ）－であり、ＲはＣ１～５０アル
キルまたはフェニルＣ１～５０アルキルである）のアジュバント分子が挙げられる。
【０２３１】
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　本発明の一実施形態は、一般式（Ｉ）（式中、ｎは１から５０の間、好ましくは４～２
４であり、最も好ましくは９であり；Ｒ構成成分はＣ１～５０、好ましくはＣ４～Ｃ２０

アルキルおよび最も好ましくはＣ１２アルキルであり、Ａは結合である）のポリオキシエ
チレンエーテルを含むワクチン製剤からなる。ポリオキシエチレンエーテルの濃度は、０
．１～２０％、好ましくは０．１～１０％の範囲内、最も好ましくは０．１～１％の範囲
内であるべきである。好ましいポリオキシエチレンエーテルは、以下の群から選択される
：ポリオキシエチレン－９－ラウリルエーテル、ポリオキシエチレン－９－ステオリルエ
ーテル（polyoxyethylene-9-steoryl　ether）、ポリオキシエチレン－８－ステオリルエ
ーテル（polyoxyethylene-8-steoryl　ether）、ポリオキシエチレン－４－ラウリルエー
テル、ポリオキシエチレン－３５－ラウリルエーテル、およびポリオキシエチレン－２３
－ラウリルエーテル。ポリオキシエチレンラウリルエーテルなどのポリオキシエチレンエ
ーテルは、Merck　index（第１２版：entry７７１７）に記載されている。これらのアジ
ュバント分子は、ＷＯ９９／５２５４９に記載されている。
【０２３２】
　上記の一般式（Ｉ）によるポリオキシエチレンエーテルは、所望であれば、別のアジュ
バントと組み合わせることができる。例えば、好ましいアジュバントの組合せは、係属中
のＵＫ特許出願ＧＢ９８２０９５６．２に記載の通り、ＣｐＧを伴うことが好ましい。
【０２３３】
　本発明の別の実施形態によると、本明細書に記載の免疫原性組成物は、樹状細胞、マク
ロファージ、Ｂ細胞、単球および工学的に操作して効率的なＡＰＣにすることができる他
の細胞などの抗原提示細胞（ＡＰＣ）を介して宿主に送達される。そのような細胞は抗原
を提示する能力が増大するように、Ｔ細胞応答の活性化および／または維持が改善される
ように、それ自体が抗腫瘍作用を有するように、かつ／または受け手と免疫学的に適合す
る（すなわち、ＨＬＡハプロタイプの一致）ように遺伝子改変することができるが、必ず
しもその必要はない。ＡＰＣは、一般に、腫瘍組織および腫瘍周囲組織を含めた種々の生
体液および臓器のいずれかから単離することができ、自己細胞であっても、同種異系細胞
であっても、同系細胞であっても異種細胞であってもよい。
【０２３４】
　当業者に公知の任意の適切な担体を本発明の医薬組成物に用いることができるが、担体
の種類は、一般には、投与形式に応じて変動する。本発明の組成物は、例えば、局所投与
、経口投与、経鼻投与、粘膜投与、静脈内投与、頭蓋内投与、腹腔内投与、皮下投与およ
び筋肉内投与を含めた任意の適切な投与様式のために製剤化することができる。
【０２３５】
　そのような医薬組成物内に使用するための担体は生体適合性であり、生分解性であって
もよい。ある特定の実施形態では、製剤により、比較的一定のレベルの活性構成成分が放
出されることが好ましい。しかし、他の実施形態では、投与されてすぐに、より急速度の
放出が所望である場合がある。そのような組成物の製剤は、十分に公知の技法を用いる当
業者のレベルの範囲内である。この点について有用な例示的な担体としては、ポリ（ラク
チド－ｃｏ－グリコリド）、ポリアクリレート、ラテックス、デンプン、セルロース、デ
キストランなどの微小粒子が挙げられる。他の例示的な遅延放出型担体としては、非液体
親水性コア（例えば、架橋した多糖またはオリゴ糖）、および場合によって、リン脂質な
どの両親媒性化合物を含む外層を含む超分子バイオベクター（biovector）が挙げられる
（例えば、米国特許第５，１５１，２５４号およびＰＣＴ出願第ＷＯ９４／２００７８号
、同第ＷＯ／９４／２３７０１号および同第ＷＯ９６／０６６３８号を参照されたい）。
持続放出製剤に含有される活性化合物の量は、移植の部位、速度および予測される放出の
持続時間および治療または予防される状態の性質に左右される。
【０２３６】
　別の例示的な実施形態では、生分解性ミクロスフェア（例えば、ポリラクテートポリグ
リコレート）を本発明の組成物の担体として使用する。適切な生分解性ミクロスフェアは
、例えば、米国特許第４，８９７，２６８号；同第５，０７５，１０９号；同第５，９２
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８，６４７号；同第５，８１１，１２８号；同第５，８２０，８８３号；同第５，８５３
，７６３号；同第５，８１４，３４４号、同第５，４０７，６０９号および同第５，９４
２，２５２号において開示されている。ＷＯ／９９　４０９３４、およびそこに引用され
ている参考文献に記載のものなどの修飾されたＢ型肝炎コアタンパク質担体系も、多くの
適用ために有用である。別の例示的な担体／送達系では、米国特許第５，９２８，６４７
号に記載のものなどの、宿主においてクラスＩ制限細胞傷害性Ｔリンパ球応答を誘導する
ことができる粒子－タンパク質複合体を含む担体を使用する。
【０２３７】
　別の例示的な実施形態では、リン酸カルシウムコア粒子を、本発明の組成物の担体、ワ
クチンアジュバント、または制御放出マトリックスとして使用する。例示的なリン酸カル
シウム粒子は、例えば、特許出願公開第ＷＯ／００４６１４７号において開示されている
。
【０２３８】
　本発明の医薬組成物は、多くの場合、１つまたは複数の緩衝液（例えば、中性緩衝生理
食塩水またはリン酸緩衝生理食塩水）、炭水化物（例えば、グルコース、マンノース、ス
クロースまたはデキストラン）、マンニトール、タンパク質、ポリペプチドまたはグリシ
ンなどのアミノ酸、抗酸化剤、静菌剤、ＥＤＴＡまたはグルタチオンなどのキレート化剤
、アジュバント（例えば、水酸化アルミニウム）、製剤をレシピエントの血液と等張性、
低張性または弱高張性にする溶質、懸濁化剤、増粘剤および／または防腐剤をさらに含む
。あるいは、本発明の組成物は、凍結乾燥物として製剤化することができる。
【０２３９】
　本明細書に記載の医薬組成物は、単位用量または複数回用量の容器、例えば、密閉アン
プルまたはバイアルなどの中に存在してよい。そのような容器は、一般には、製剤の無菌
性および安定性が使用時まで保存されるように密閉する。一般に、製剤は、油性ビヒクル
または水性ビヒクル中の懸濁剤、溶液または乳剤として貯蔵することができる。あるいは
、医薬組成物は、使用する直前に滅菌された液体担体を添加することだけを要する凍結乾
燥した状態で貯蔵することができる。
【０２４０】
　本明細書に記載の特定の組成物を、例えば、経口的、非経口的、静脈内、鼻腔内、およ
び筋肉内への投与および製剤を含めた種々の治療レジメンにおいて使用するための適切な
投薬および治療レジメンの開発は当技術分野において周知であり、そのいくつかが、一般
的に例示するために以下で簡単に考察されている。
【０２４１】
　ある特定の適用では、本明細書に開示されている医薬組成物は、経口投与によって動物
に送達することができる。そのように、これらの組成物は、不活性な希釈剤を用いて、ま
たは同化できる食用担体を用いて製剤化することもでき、硬殻ゼラチンカプセルまたは軟
殻ゼラチンカプセルに封入することもでき、圧縮して錠剤にすることもでき、食事の食品
に直接組み入れることもできる。
【０２４２】
　活性化合物は、さらには、賦形剤と一緒に組み入れ、摂取可能な錠剤、バッカル錠、ト
ローチ剤、カプセル剤、エリキシル剤、懸濁剤、シロップ剤、ウェーハなどの形態で使用
することもできる（例えば、Mathiowitzら、Nature　１９９７年３月２７日；３８６巻（
６６２３号）：４１０～４頁；Hwangら、Crit　Rev　Ther　Drug　Carrier　Syst　１９
９８年；１５巻（３号）：２４３～８４頁；米国特許第５，６４１，５１５号；米国特許
第５，５８０，５７９号および米国特許第５，７９２，４５１号を参照されたい）。錠剤
、トローチ剤、丸剤、カプセル剤などは、種々の追加的な構成成分、例えば、結合剤、例
えば、トラガカントゴム、アラビアゴム、コーンスターチ、またはゼラチンなど；賦形剤
、例えば、リン酸二カルシウムなど；崩壊剤、例えば、トウモロコシデンプン、ジャガイ
モデンプン、アルギン酸など；滑沢剤、例えば、ステアリン酸マグネシウムなど；および
甘味剤、例えば、添加することができるスクロース、ラクトースまたはサッカリンなど、
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または香味剤、例えば、ペパーミント、冬緑油、またはサクランボフレーバーなどのいず
れかも含有してよい。単位剤形がカプセル剤である場合、上記の種類の材料に加えて、液
体担体を含有してよい。コーティングとして、または別のやり方で投与単位の物理的形態
を改変するために種々の他の材料が存在してよい。例えば、錠剤、丸剤、またはカプセル
剤を、シェラック、糖、またはその両方でコーティングすることができる。当然、あらゆ
る単位剤形の調製において使用するあらゆる材料は薬学的に純粋であり、使用される量で
実質的に無毒性であるべきである。さらに、活性化合物は、持続放出調製物および製剤に
組み入れることができる。
【０２４３】
　一般には、これらの製剤は、少なくとも約０．１％以上の活性化合物を含有するが、活
性成分（複数可）の百分率は、当然、変動し、製剤全体の重量または体積の約１または２
％～約６０％または７０％以上であることが都合よい。自然に、治療的に有用な各組成物
の活性化合物（複数可）の量は、化合物の任意の所与の単位用量で適切な投与量が得られ
るように調製することができる。溶解性、生物学的利用能、生物学的な半減期、投与経路
、製品の有効期間、ならびに他の薬理学的な考察などの因子はそのような医薬製剤の調製
の当業者によって考察され、したがって、種々の投与量および治療レジメンが望ましい可
能性がある。
【０２４４】
　ある特定の状況では、本明細書に開示されている医薬組成物を非経口的に、静脈内に、
筋肉内に、またはさらには腹腔内に送達することが望ましい。そのような手法は、当業者
に周知であり、そのいくつかは、例えば、米国特許第５，５４３，１５８号；米国特許第
５，６４１，５１５号および米国特許第５，３９９，３６３号にさらに記載されている。
ある特定の実施形態では、遊離塩基または薬理学的に許容できる塩としての活性化合物の
溶液を、ヒドロキシプロピルセルロースなどの界面活性物質と適切に混合した水で調製す
ることができる。分散剤は、グリセロール、液体ポリエチレングリコール、およびそれら
の混合物ならびに油で調製することもできる。貯蔵および使用の通常の条件下では、これ
らの調製物は、一般に、微生物の成長を妨げるために防腐剤を含有する。
【０２４５】
　注射による使用のために適した例示的な医薬形態としては、滅菌された注射可能な溶液
または分散を即時調製するための滅菌水溶液または分散剤および滅菌粉末が挙げられる（
例えば、米国特許第５，４６６，４６８号を参照されたい）。
【０２４６】
　一実施形態では、水溶液中に入れて非経口投与するために、溶液を、必要であれば適切
に緩衝し、液体希釈剤をまず十分な生理食塩水またはグルコースを用いて等張性にするべ
きである。これらの特定の水溶液は、特に、静脈内投与、筋肉内投与、皮下投与および腹
腔内投与に適する。これに関連して、使用することができる滅菌水媒体は本開示に照らし
て当業者に公知であろう。例えば、１投与量を、等張ＮａＣｌ溶液１ｍｌに溶解させ、皮
下注入液１０００ｍｌに添加するか、または提唱された注入部位に注射することができる
（例えば、「Remington's　Pharmaceutical　Sciences」、第１５版、１０３５～１０３
８頁および１５７０～１５８０頁）。治療被験体の状態に応じて投与量のいくらかの変動
が必ず起こる。さらに、ヒト投与に関しては、調製物は、当然、ＦＤＡ　Ｏｆｆｉｃｅ　
ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ　ｓｔａｎｄａｒｄｓにより要求される滅菌、発熱性、および
一般的な安全性および純度の基準に適うことが好ましい。
【０２４７】
　本発明の別の実施形態では、本明細書に開示されている組成物は、中性の形態または塩
の形態に製剤化することができる。例示的な薬学的に許容される塩としては、酸付加塩（
タンパク質の遊離のアミノ基と形成される）および例えば、塩酸もしくはリン酸などの無
機酸、または酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸などの有機酸と形成される塩が挙げら
れる。遊離のカルボキシル基と形成される塩は、例えば、ナトリウム、カリウム、アンモ
ニウム、カルシウム、または水酸化第二鉄などの無機塩基、およびイソプロピルアミン、
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トリメチルアミン、ヒスチジン、プロカインなどの有機塩基に由来してもよい。製剤化す
る際、溶液は投与製剤と適合する様式で、治療的に有効な量で投与する。
【０２４８】
　担体は、任意かつ全ての溶媒、分散媒、ビヒクル、コーティング剤、希釈剤、抗細菌剤
および抗真菌剤、等張化剤および吸収遅延剤、緩衝液、担体溶液、懸濁液、コロイドなど
をさらに含んでよい。そのような媒体および作用剤の薬学的に活性な物質への使用は当技
術分野において周知である。活性成分と適合しない任意の従来の媒体または作用剤を除く
限りでは、治療用組成物におけるその使用が意図されている。補充の活性成分も組成物に
組み入れることができる。「薬学的に許容される」という句は、ヒトに投与された時にア
レルギー性応答または同様の不都合な応答を生じない分子実体および組成物を指す。
【０２４９】
　ある特定の実施形態では、医薬組成物は、鼻腔内噴霧器、吸入器、および／または他の
エアロゾル送達ビヒクルによって送達することができる。遺伝子、核酸、およびペプチド
組成物を経鼻エアロゾル噴霧によって肺に直接送達するための方法が、例えば、米国特許
第５，７５６，３５３号および米国特許第５，８０４，２１２号に記載されている。同様
に、鼻腔内微小粒子樹脂（Takenagaら、J　Controlled　Release　１９９８年３月２日；
５２巻（１～２号）：８１～７頁）およびリゾホスファチジル－グリセロール化合物（米
国特許第５，７２５，８７１号）を使用した薬物の送達も製薬技術分野で周知である。同
様に、ポリテトラフルオロエチレン（polytetrafluoroetheylene）支持マトリックスの形
態の例示的な経粘膜薬物送達が米国特許第５，７８０，０４５号に記載されている。
【０２５０】
　ある特定の実施形態では、リポソーム、ナノカプセル、微小粒子、脂質粒子、小胞など
が、本発明の組成物を適切な宿主細胞／生物体に導入するために使用される。特に、本発
明の組成物は、脂質粒子、リポソーム、小胞、ナノスフェア、またはナノ粒子などに封入
して送達するために製剤化することができる。あるいは、本発明の組成物は、そのような
担体ビヒクルの表面に、共有結合または非共有結合のいずれかによって結合させることが
できる。
【０２５１】
　潜在的な薬物担体としてのリポソームおよびリポソーム様調製物の形成および使用は当
業者に一般的に公知である（例えば、そのそれぞれの全体が参照により具体的に本明細書
に組み込まれる、Lasic、Trends　Biotechnol　１９９８年７月；１６巻（７号）：３０
７～２１頁；Takakura、Nippon　Rinsho　１９９８年３月；５６巻（３号）：６９１～５
頁；Chandranら、Indian　J　Exp　Biol.　１９９７年８月；３５巻（８号）：８０１～
９頁；Margalit、Crit　Rev　Ther　Drug　Carrier　Syst.　１９９５年；１２巻（２～
３号）：２３３～６１頁；米国特許第５，５６７，４３４号；米国特許第５，５５２，１
５７号；米国特許第５，５６５，２１３号；米国特許第５，７３８，８６８号および米国
特許第５，７９５，５８７号を参照されたい）。
【０２５２】
　リポソームは、通常他の手順によってトランスフェクトすることが難しい、Ｔ細胞懸濁
物、初代培養肝細胞およびＰＣ１２細胞を含めたいくつかの細胞型に首尾よく使用されて
いる（Renneisenら、J　Biol　Chem.　１９９０年９月２５日；２６５巻（２７号）：１
６３３７～４２頁；Mullerら、DNA　Cell　Biol.　１９９０年４月；９巻（３号）：２２
１～９頁）。さらに、リポソームには、ウイルスに基づく送達系に典型的であるＤＮＡ長
さの制約がない。リポソームは、遺伝子、種々の薬物、放射線療法剤、酵素、ウイルス、
転写因子、アロステリックなエフェクターなどを種々の培養細胞系統および動物に導入す
るために有効に使用されている。さらに、リポソームの使用は、全身送達後の自己免疫応
答または許容されない毒性を伴わないと思われる。
【０２５３】
　ある特定の実施形態では、リポソームは、水媒体中に分散し、自然発生的に多重膜同心
二重層小胞（multilamellar　concentric　bilayer　vesicle）（多重膜小胞（multilame
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llar　vesicle）（ＭＬＶ）とも称される）を形成するリン脂質から形成される。
【０２５４】
　あるいは、他の実施形態では、本発明は、本発明の組成物の薬学的に許容されるナノカ
プセル製剤を提供する。ナノカプセルは、一般に、化合物を安定に、かつ再現できるよう
に閉じ込める（例えば、Quintanar-Guerreroら、Drug　Dev　Ind　Pharm.　１９９８年１
２月；２４巻（１２号）：１１１３～２８頁を参照されたい）。細胞内ポリマー過負荷に
起因する副作用を回避するために、超微細粒子（およそ０．１μｍのサイズ）を、ｉｎ　
ｖｉｖｏで分解可能なポリマーを使用して設計することができる。そのような粒子は、例
えば、Couvreurら、Crit　Rev　Ther　Drug　Carrier　Syst.　１９８８年；５巻（１号
）：１～２０頁；zur　Muhlenら、Eur　J　Pharm　Biopharm.　１９９８年３月；４５巻
（２号）：１４９～５５頁；Zambauxら　J　Controlled　Release.　１９９８年１月２日
；５０巻（１～３号）：３１～４０頁；および米国特許第５，１４５，６８４号に記載の
通り作出することができる。
【０２５５】
　がん治療方法
　がん療法への免疫学的手法は、がん細胞が、異常なまたは外来の細胞および分子に対す
る身体の防御をしばしば逃れ得るという認識、ならびにこれらの防御が、失地を再獲得す
るために治療的に刺激され得るという認識に基づいている、例えば、Klein、Immunology
　（Wiley-Interscience、New　York、１９８２年）中の６２３～６４８頁。種々の免疫
エフェクターが腫瘍の成長を直接的または間接的に阻害できるという多数の最近の観察に
より、がん療法へのこの手法に対し、新たな興味がもたれるようになった、例えば、Jage
rら、Oncology　２００１年；６０巻（１号）：１～７頁；Rennerら、Ann　Hematol　２
０００年１２月；７９巻（１２号）：６５１～９頁。
【０２５６】
　その機能が抗腫瘍細胞免疫および身体からの腫瘍細胞の排除と関連している４つの基本
的な細胞型は、以下である：ｉ）非自己侵入細胞を同定し標識するために、血漿中に免疫
グロブリンを分泌するＢリンパ球；ｉｉ）免疫グロブリン被覆された標的侵入細胞を溶解
しプロセシングすることを担う補体タンパク質を分泌する単球；ｉｉｉ）腫瘍細胞の破壊
のための２つの機構、抗体依存性細胞傷害およびナチュラルキリングを有するナチュラル
キラーリンパ球；ならびにｉｖ）抗原特異的受容体をプロセシングし、相補的マーカー分
子を保有する腫瘍細胞を認識する能力を有する、Ｔリンパ球（Schreiber,　H.、１９８９
年、Fundamental　Immunology（編）.　W.　E.　Paul、９２３～９５５頁）。
【０２５７】
　がん免疫療法は一般に、体液性免疫応答、細胞性免疫応答またはその両方を誘導するこ
とに焦点を当てている。さらに、ＣＤ４＋Ｔヘルパー細胞の誘導が、抗体または細胞傷害
性ＣＤ８＋　Ｔ細胞のいずれかを二次的に誘導するために必要であることが充分確立され
ている。がん細胞に対して選択的なまたは理想的には特異的なポリペプチド抗原は、がん
に対する免疫応答を誘導するための強力な手法を提供し、本発明の重要な態様である。
【０２５８】
　したがって、本発明のさらなる態様では、本明細書中に記載される医薬組成物は、それ
を必要とする被験体、例えば、がんに罹患した被験体またはがんを発症しやすい被験体に
投与され得る。そのような方法では、本明細書中に記載される医薬組成物は、患者に、典
型的には温血動物、好ましくはヒトに投与される。
【０２５９】
　本発明の医薬組成物およびワクチンは、原発性腫瘍の外科的除去および／または放射線
療法もしくは従来の化学療法薬物の投与などの治療の前または後に投与され得る。上述の
ように、医薬組成物の投与は、静脈内、腹腔内、筋内、皮下、鼻腔内、皮膚内、肛門、膣
内、局所および経口経路による投与を含む任意の適切な方法によるものであり得る。
【０２６０】
　本発明の方法に従って治療されるがん型は、本発明のポリペプチドが関連する本質的に
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任意の型であり得る。ある特定の例示的な実施形態では、例えば、本発明の組成物を使用
して治療されるがん型は、肝がん、膵がん、肺がん、乳がん、膀胱がん、腎がん、皮膚が
んおよび血液がんである。
【０２６１】
　ある特定の実施形態では、免疫療法は能動免疫療法であり得、その治療は、免疫応答改
変剤（例えば、本明細書中で提供されるポリペプチドおよびポリヌクレオチド）の投与に
よる、腫瘍に対して反応させるための内因性宿主免疫系のｉｎ　ｖｉｖｏ刺激を利用して
いる。
【０２６２】
　ある特定の他の実施形態では、免疫療法は受動免疫療法であり得、その治療は、抗腫瘍
効果を直接的または間接的に媒介でき、インタクトな宿主免疫系に必ずしも依存しない確
立された腫瘍免疫反応性（例えば、抗体またはエフェクター細胞）を有する薬剤の送達を
含む。
【０２６３】
　エフェクター細胞の例には、本発明中に提供されるポリペプチドを発現する、上述のよ
うなＴ細胞、Ｔリンパ球（例えば、ＣＤ８＋細胞傷害性Ｔリンパ球およびＣＤ４＋Ｔヘル
パー腫瘍浸潤リンパ球）、キラー細胞（例えば、ナチュラルキラー細胞およびリンホカイ
ン活性化キラー細胞）、Ｂ細胞および抗原提示細胞（例えば、樹状細胞およびマクロファ
ージ）が含まれる。本明細書中で列挙されるポリペプチドに特異的なＴ細胞受容体および
抗体受容体は、養子免疫療法のために、クローニングされ、発現され、他のベクターまた
はエフェクター細胞中に移入され得る。本明細書中に提供されるポリペプチドは、標準的
な方法論を使用する受動免疫療法のための抗体または抗イディオタイプ抗体（例えば、上
におよび米国特許第４，９１８，１６４号中に記載されている）を生成するためにも使用
され得る。
【０２６４】
　モノクローナル抗体は、検出、診断アッセイまたは療法適用における所望の選択的使用
のために、種々の標識のいずれかで標識され得る（それぞれが個々に組み込まれたのと同
じく、その全体が参照により本明細書に組み込まれる、米国特許第６，０９０，３６５号
；米国特許第６，０１５，５４２号；米国特許第５，８４３，３９８号；米国特許第５，
５９５，７２１号；および米国特許第４，７０８，９３０号中に記載されている）。各場
合において、抗原の決定基部位に対する標識されたモノクローナル抗体の結合は、非正常
細胞上の抗原決定基への特定の治療剤の検出または送達を知らせる。本発明のさらなる目
的は、そのようなそれらの所望の選択的使用を達成するために適切に標識された特異的モ
ノクローナル抗体を提供することである。
【０２６５】
　本明細書中に記載される治療用組成物の投与の経路および頻度、ならびに投薬量は、個
体毎に変動し、標準的な技法を使用して容易に確立され得る。一般に、医薬組成物および
ワクチンは、注射により（例えば、皮内、筋内、静脈内もしくは皮下）、鼻腔内に（例え
ば、吸引により）または経口で投与され得る。好ましくは、１回と１０回との間の用量が
、５２週間の期間にわたって投与され得る。好ましくは、１カ月の間隔で６回の用量が投
与され、追加ワクチン接種が、その後周期的に与えられ得る。代替的なプロトコールが、
個々の患者について適切であり得る。適切な用量は、上記のように投与された場合に抗腫
瘍免疫応答を促進することが可能であり、基底（すなわち、未処置）レベルを少なくとも
１０～５０％上回る量の、化合物である。そのような応答は、患者における抗腫瘍抗体を
測定すること、または患者の腫瘍細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏで殺すことが可能な細胞溶解性
エフェクター細胞のワクチン依存的な生成によって、モニタリングされ得る。そのような
ワクチンはまた、ワクチン接種されていない患者と比較して、ワクチン接種された患者に
おいて、改善された臨床成績（例えば、より高頻度の寛解、完全なもしくは部分的なまた
はより長い疾患なしの生存）を導く免疫応答を引き起こすことが可能であるべきである。
一般に、１つまたは複数のポリペプチドを含む医薬組成物およびワクチンについて、各ポ
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リペプチドの量は、宿主１ｋｇ当たり、約２５μｇ～５ｍｇの範囲の用量で存在する。適
切な用量サイズは、患者のサイズによって変動するが、典型的には約０．１ｍＬ～約５ｍ
Ｌの範囲である。
【０２６６】
　一般に、適切な投薬量および治療レジメンは、治療的および／または予防的利益を提供
するのに充分な量で、活性化合物（複数可）を提供する。そのような応答は、治療されて
いない患者と比較して、治療された患者において、改善された臨床成績（例えば、より高
頻度の寛解、完全なもしくは部分的なまたはより長い疾患なしの生存）を確立することに
よってモニタリングされ得る。腫瘍タンパク質に対する既存の免疫応答における増加は、
一般に、改善された臨床成績と相関する。そのような免疫応答は一般に、治療の前および
後に患者から得られた試料を使用して実施され得る標準的な増殖アッセイ、細胞傷害性ア
ッセイまたはサイトカインアッセイを使用して、評価され得る。
【０２６７】
　がんの検出および診断用の組成物、方法およびキット
　本発明のがん関連配列および結合性作用物質は、がん診断用の組成物、方法およびキッ
トとの関連でも使用され得る。
【０２６８】
　一般に、がんは、患者から得られた生体試料（例えば、血液、血清、痰、尿および／ま
たは腫瘍生検）中の、１つまたは複数のがん関連ポリペプチドおよび／またはそのような
ポリペプチド（polypeptipde）をコードするポリヌクレオチドの存在に基づいて、患者に
おいて検出され得る。言い換えると、そのようなタンパク質は、がんの存在または非存在
を示すためのマーカーとして使用され得る。
【０２６９】
　いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチドプライマーおよびプローブは、これもまた
がんの存在または非存在を示す、がん関連タンパク質をコードするｍＲＮＡのレベルを検
出するために使用され得る。一般に、がん関連配列は、腫瘍が生じた同じ型の正常組織に
おけるよりも、腫瘍組織において、少なくとも２倍、好ましくは３倍、より好ましくは５
倍またはそれより高いレベルで存在し得る。腫瘍細胞の存在は、同じ型の正常組織におけ
る発現レベルと比較した、腫瘍組織における所定の示差的な発現レベル、例えば、２倍、
５倍などの観察によって確認できるので、腫瘍が生じた組織型と異なる組織型における特
定の腫瘍配列の発現レベルは、ある特定の診断実施形態では無関係である。
【０２７０】
　他の示差的な発現パターンは、診断目的のために有利に利用され得る。例えば、本発明
の一態様では、ＰＢＭＣなどの他の正常組織型中ではなく、腫瘍組織および同じ型の正常
組織における腫瘍配列の過剰発現が、診断的に活用され得る。この場合、例えば循環から
または腫瘍が生じた組織部位とは異なるいくつかの他の組織部位から採取された試料にお
ける転移性腫瘍細胞の存在は、例えばＲＴ－ＰＣＲ分析を使用して、試料中の腫瘍配列の
発現を検出することによって、同定および／または確認され得る。多くの場合、細胞捕捉
または他の同様の技法を使用して、対象の試料、例えば、ＰＢＭＣ中の腫瘍細胞を富化す
ることが望ましい。
【０２７１】
　試料中のポリペプチドマーカーを検出するために結合性作用物質を使用するための、当
業者に公知の種々のアッセイフォーマットが存在する。例えば、HarlowおよびLane、Anti
bodies:　A　Laboratory　Manual、Cold　Spring　Harbor　Laboratory、１９８８年を参
照のこと。一般に、患者におけるがんの存在または非存在は、（ａ）患者から得た生体試
料を結合性作用物質と接触させること；（ｂ）この試料において結合性作用物質に結合す
るポリペプチドのレベルを検出すること；および（ｃ）ポリペプチドのレベルを所定のカ
ットオフ値と比較することによって決定され得る。
【０２７２】
　例示的な一実施形態では、このアッセイは、ポリペプチドに結合し、試料の残りの部分
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からそのポリペプチドを除去するための、固体支持体上に固定化された結合性作用物質の
使用を含む。結合したポリペプチドは次いで、レポーター基を含みかつ結合性作用物質／
ポリペプチド複合体に特異的に結合する検出試薬を使用して検出され得る。そのような検
出試薬は、例えば、ポリペプチドに特異的に結合する結合性作用物質またはこの結合性作
用物質に特異的に結合する抗体もしくは他の薬剤、例えば、抗免疫グロブリン、プロテイ
ンＧ、プロテインＡまたはレクチンを含み得る。あるいは、ポリペプチドがレポーター基
で標識され、結合性作用物質を試料と共にインキュベートした後に固定化された結合性作
用物質への結合が可能となる、競合アッセイが利用され得る。標識されたポリペプチドの
結合性作用物質への結合を試料の成分が阻害する程度は、試料と固定化された結合性作用
物質との反応性を示す。そのようなアッセイにおいて使用するのに適したポリペプチドに
は、結合性作用物質が結合する、上記のような全長がん関連タンパク質およびそのポリペ
プチド部分が含まれる。
【０２７３】
　固体支持体は、腫瘍タンパク質が付着され得る、当業者に公知の任意の材料であり得る
。例えば、固体支持体は、マイクロタイタープレート中の試験ウェルまたはニトロセルロ
ースもしくは他の適切な膜であり得る。あるいは、支持体は、ガラス、ガラス繊維、ラテ
ックスまたはポリスチレンもしくはポリ塩化ビニルなどのプラスチック材料のような、ビ
ーズまたはディスクであり得る。支持体はまた、例えば米国特許第５，３５９，６８１号
に開示されるもののような、磁気粒子または光ファイバーセンサーであり得る。結合性作
用物質は、特許文献および科学文献中に充分に記載されている当業者に公知の種々の技法
を使用して、固体支持体上に固定化され得る。本発明に関連して、用語「固定化」とは、
吸着などの非共有結合的会合および共有結合的付着（薬剤と支持体上の官能基との間の直
接的連結であり得るか、または架橋剤による連結であり得る）の両方を指す。マイクロタ
イタープレート中のウェルまたは膜への吸着による固定化が好ましい。そのような場合に
は、吸着は、適切な緩衝液中で、適切な量の時間にわたり結合性作用物質を固体支持体と
接触させることによって達成され得る。接触時間は温度によって変動するが、典型的には
約１時間と約１日間との間である。一般に、プラスチックマイクロタイタープレート（例
えば、ポリスチレンまたはポリ塩化ビニル）のウェルを、約１０ｎｇ～約１０μｇ、好ま
しくは約１００ｎｇ～約１μｇの範囲の量の結合性作用物質と接触させることが、適正な
量の結合性作用物質を固定化するのに充分である。
【０２７４】
　固体支持体への結合性作用物質の共有結合的付着は一般に、支持体と、結合性作用物質
上のヒドロキシル基もしくはアミノ基などの官能基との両方と反応する二官能性試薬と支
持体とを最初に反応させることによって達成され得る。例えば、結合性作用物質は、ベン
ゾキノンを使用して適切なポリマー被覆を有する支持体に共有結合的に付着され得るか、
または支持体上のアルデヒド基と結合性パートナー上のアミンおよび活性水素との縮合に
より得る（例えば、Pierce　Immunotechnology　Catalog　and　Handbook、１９９１年、
Ａ１２～Ａ１３頁を参照のこと）。
【０２７５】
　ある特定の実施形態では、アッセイは２抗体サンドイッチアッセイである。このアッセ
イは、試料内のポリペプチドが固定化された抗体に結合できるように、固体支持体、一般
的にはマイクロタイタープレートのウェル上に固定化された抗体を、試料と最初に接触さ
せることによって実施され得る。次いで、未結合の試料が、固定化されたポリペプチド－
抗体複合体から除去され、レポーター基を含む検出試薬（好ましくは、ポリペプチド上の
異なる部位に結合することが可能な第２の抗体）が添加される。次いで、固体支持体に結
合したままの検出試薬の量が、特定のレポーター基に適した方法を使用して決定される。
【０２７６】
　より具体的には、抗体が一旦上記のように支持体上に固定化されると、支持体上の残り
のタンパク質結合性部位は、典型的にはブロックされる。当業者に公知の任意の適切なブ
ロッキング剤、例えば、ウシ血清アルブミンまたはＴｗｅｅｎ　２０（商標）（Ｓｉｇｍ
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ａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）。次いで、固定化された抗体
が試料と共にインキュベートされ、ポリペプチドが抗体に結合される。この試料は、イン
キュベーション前に、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）などの適切な希釈剤で希釈され得る。
一般に、適切な接触時間（すなわち、インキュベーション時間）は、結合したポリペプチ
ドと未結合のポリペプチドとの間の平衡で達成されたものの少なくとも約９５％の、がん
を有する個体から得られた試料内のポリペプチドの存在を検出するのに充分な時間の期間
である。当業者は、平衡を達成するために必要な時間が、ある時間の期間にわたって生じ
る結合のレベルをアッセイすることによって容易に決定され得ることを認識する。室温で
は、約３０分間のインキュベーション時間が、一般に充分である。
【０２７７】
　次いで、適切な緩衝液、例えば、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０（商標）を含むＰＢＳで固体
支持体を洗浄することによって、未結合の試料が除去され得る。次いで、レポーター基を
含む第２の抗体が、固体支持体に添加され得る。好ましいレポーター基には、上で列挙し
た基が含まれる。
【０２７８】
　次いで、検出試薬が、結合したポリペプチドを検出するのに充分な量の時間にわたり、
固定化された抗体－ポリペプチド複合体と共にインキュベートされる。適切な時間の量は
一般に、ある時間の期間にわたって生じる結合のレベルをアッセイすることによって決定
され得る。次いで、未結合の検出試薬が除去され、結合した検出試薬が、レポーター基を
使用して検出される。レポーター基を検出するために使用される方法は、レポーター基の
性質に依存する。放射性基の場合、シンチレーションカウンティングまたはオートラジオ
グラフィー法が一般に適切である。分光学的方法が、色素、発光基および蛍光基を検出す
るために使用され得る。ビオチンは、異なるレポーター基（一般的には、放射性基もしく
は蛍光基または酵素）にカップリングされたアビジンを使用して検出され得る。酵素レポ
ーター基は一般に、基質の添加（一般的には特定の時間の期間にわたる）と、その後の反
応生成物の分光学的分析または他の分析とによって、検出され得る。
【０２７９】
　がんの存在または非存在を決定するために、固体支持体に結合したままのレポーター基
から検出されたシグナルは一般に、所定のカットオフ値に対応するシグナルと比較される
。一実施形態では、がんの検出のためのカットオフ値は、固定化された抗体ががんを有さ
ない患者由来の試料と共にインキュベートされる場合に得られた平均シグナルである。一
般に、所定のカットオフ値を３標準偏差上回るシグナルを生成する試料が、がんについて
陽性であるとみなされる。代替的な一実施形態では、カットオフ値は、Sackettら、Clini
cal　Epidemiology:　A　Basic　Science　for　Clinical　Medicine、Little　Brown　a
nd　Co.、１９８５年、１０６～７頁の方法に従って、レシーバーオペレーター曲線を使
用して決定される。簡潔に述べると、この実施形態では、カットオフ値は、診断試験結果
に関する各可能なカットオフ値に対応する、真陽性率（すなわち、感受性）および偽陽性
率（１００％の特異性）の対のプロットから決定され得る。左上角に最も近いプロット上
のカットオフ値（すなわち、最も広いエリアを囲い込む値）が、最も正確なカットオフ値
であり、この方法によって決定されたカットオフ値より高いシグナルを生成する試料が、
陽性とみなされ得る。あるいは、カットオフ値は、プロットに沿って左にシフトして偽陽
性率を最小化し得るか、または右にシフトして偽陰性率を最小化し得る。一般に、この方
法によって決定されたカットオフ値より高いシグナルを生成する試料は、がんについて陽
性とみなされる。
【０２８０】
　関連の一実施形態において、アッセイは、フロースルーまたはストリップ試験フォーマ
ットで実施され、ここで、結合性作用物質は、ニトロセルロースなどの膜上に固定化され
る。フロースルー試験では、試料内のポリペプチドは、試料が膜を通過する際に、固定化
された結合性作用物質に結合する。第２の標識された結合性作用物質が次いで、第２の結
合性作用物質を含む溶液が膜を通って流れる際に、結合性作用物質－ポリペプチド複合体
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に結合する。結合した第２の結合性作用物質の検出が次いで、上記のように実施され得る
。ストリップ試験フォーマットでは、結合性作用物質が結合する膜の一端が、試料を含む
溶液中に浸漬される。試料は、膜に沿って、第２の結合性作用物質を含む領域を通過し、
固定化された結合性作用物質のエリアまで移動する。固定化された抗体のエリアにおける
第２の結合性作用物質の濃縮は、がんの存在を示す。典型的には、その部位での第２の結
合性作用物質の濃縮は、視覚的に読み取られ得る線などのパターンを生成する。そのよう
なパターンの非存在は、陰性の結果を示す。一般に、膜上に固定化される結合性作用物質
の量は、上述のフォーマットにおいて、２抗体サンドイッチアッセイにおいて陽性シグナ
ルを生成するのに充分なポリペプチドレベルを生体試料が含む場合に視覚的に識別可能な
パターンを生成するように選択される。そのようなアッセイでの使用に好ましい結合性作
用物質は、抗体およびその抗原結合性断片である。好ましくは、膜上に固定化される抗体
の量は、約２５ｎｇ～約１μｇの範囲であり、より好ましくは、約５０ｎｇ～約５００ｎ
ｇの範囲である。そのような試験は典型的に、非常に少量の生体試料を用いて実施され得
る。
【０２８１】
　当然、本発明の腫瘍タンパク質または結合性作用物質との使用に適した多数の他のアッ
セイプロトコールが存在する。上の記載は、例示のみを意図している。例えば、上記プロ
トコールは、生体試料中の腫瘍ポリペプチドに結合する抗体を検出するためにそのような
ポリペプチドを使用するように容易に改変され得ることは、当業者に明らかである。その
ような腫瘍タンパク質特異的抗体の検出は、がんの存在と相関し得る。
【０２８２】
　がんはまた、またはあるいは、生体試料中の本発明のがん関連タンパク質と特異的に反
応するＴ細胞の存在に基づいて検出され得る。ある特定の方法では、患者から単離された
ＣＤ４＋および／またはＣＤ８＋　Ｔ細胞を含む生体試料は、腫瘍ポリペプチド、そのよ
うなポリペプチドをコードするポリヌクレオチドおよび／またはそのようなポリペプチド
の少なくとも免疫原性部分を発現するＡＰＣと共にインキュベートされ、Ｔ細胞の特異的
活性化の存在または非存在が検出される。適切な生体試料には、単離されたＴ細胞が含ま
れるがこれに限定されない。例えば、Ｔ細胞は、慣用技法によって（例えば、末梢血リン
パ球のＦｉｃｏｌｌ／Ｈｙｐａｑｕｅ密度勾配遠心分離によって）、患者から単離され得
る。Ｔ細胞は、ポリペプチド（例えば、５～２５μｇ／ｍｌ）と共に、３７℃で２～９日
間（典型的には４日間）、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでインキュベートされ得る。別のアリコート
のＴ細胞試料を、対照として機能するように、腫瘍ポリペプチドの非存在下でインキュベ
ートすることが望まれ得る。ＣＤ４＋　Ｔ細胞について、活性化は、Ｔ細胞の増殖を評価
することによって好ましくは検出される。ＣＤ８＋　Ｔ細胞について、活性化は、細胞溶
解活性を評価することによって好ましくは検出される。無疾患患者におけるよりも少なく
とも２倍大きい増殖レベルおよび／または少なくとも２０％大きい細胞溶解活性レベルは
、患者におけるがんの存在を示す。
【０２８３】
　上記のように、がんはまた、またはあるいは、生体試料中の本発明のがん関連タンパク
質をコードするｍＲＮＡのレベルに基づいて検出され得る。例えば、少なくとも２つのオ
リゴヌクレオチドプライマーが、生体試料由来の腫瘍ｃＤＮＡの一部を増幅するために、
ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）ベースのアッセイにおいて使用され得、ここで、少なく
とも１つのオリゴヌクレオチドプライマーが、腫瘍タンパク質をコードするポリヌクレオ
チドに特異的である（すなわち、そのようなポリヌクレオチドにハイブリダイズする）。
増幅されたｃＤＮＡは次いで、ゲル電気泳動などの当技術分野で周知の技法を使用して、
分離および検出される。
【０２８４】
　同様に、がん関連タンパク質をコードするポリヌクレオチドに特異的にハイブリダイズ
するオリゴヌクレオチドプローブは、生体試料中のがん関連タンパク質をコードするポリ
ヌクレオチドの存在を検出するために、ハイブリダイゼーションアッセイにおいて使用さ
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れ得る。
【０２８５】
　アッセイ条件下でのハイブリダイゼーションを可能にするために、オリゴヌクレオチド
プライマーおよびプローブは、少なくとも１０ヌクレオチド長、好ましくは少なくとも２
０ヌクレオチド長である本発明のがん関連タンパク質をコードするポリヌクレオチドの一
部に対し、少なくとも約６０％、好ましくは少なくとも約７５％、より好ましくは少なく
とも約９０％の同一性を有するオリゴヌクレオチド配列を含むべきである。好ましくは、
オリゴヌクレオチドプライマーおよび／またはプローブは、上で規定したような、中程度
にストリンジェントな条件下で、本明細書中に記載されるポリペプチドをコードするポリ
ヌクレオチドにハイブリダイズする。本明細書中に記載される診断方法において有用に使
用され得るオリゴヌクレオチドプライマーおよび／またはプローブは、好ましくは、少な
くとも１０～４０ヌクレオチド長である。一実施形態では、オリゴヌクレオチドプライマ
ーは、本明細書中に開示された配列を有するＤＮＡ分子の、少なくとも１０連続するヌク
レオチド、より好ましくは少なくとも１５連続するヌクレオチドを含む。ＰＣＲベースの
アッセイおよびハイブリダイゼーションアッセイの両方のための技法は、当技術分野で周
知である（例えば、Mullisら、Cold　Spring　Harbor　Symp.　Quant.　Biol.、５１巻：
２６３頁、１９８７年；Erlich編、PCR　Technology、Stockton　Press、NY、１９８９年
を参照のこと）。
【０２８６】
　１つのアッセイはＲＴ－ＰＣＲを使用し、このＰＣＲは、逆転写と併せて適用される。
典型的には、ＲＮＡが、生検組織などの生体試料から抽出され、逆転写されてｃＤＮＡ分
子が生じる。少なくとも１つの特異的プライマーを使用するＰＣＲ増幅は、例えばゲル電
気泳動を使用して分離および可視化され得るｃＤＮＡ分子を生成する。試験患者およびが
んに罹患していない個体から採取した生体試料に対して増幅が実施され得る。増幅反応は
、２桁にわたるｃＤＮＡのいくつかの希釈物に対して実施され得る。非がん性試料の同じ
希釈物と比較した、試験患者試料のいくつかの希釈物における発現の２倍以上の増加が、
典型的に陽性とみなされる。
【０２８７】
　本発明の別の態様では、細胞捕捉技術が、腫瘍抗原を発現している転移性細胞の検出の
ためのより高感度のツールを提供するために、例えばリアルタイムＰＣＲと併せて使用さ
れ得る。生体試料、例えば、骨髄試料、末梢血および小針吸引試料中のがん細胞の検出は
、がん患者における診断および予後のために望ましい。
【０２８８】
　表面細胞マーカーに対する特異的モノクローナル抗体またはテトラマー抗体複合体で被
覆された免疫磁気ビーズが、試料中のがん細胞を最初に富化するためまたは陽性選択する
ために使用され得る。Ｄｙｎａｂｅａｄｓ（登録商標）Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　Ｅｎｒｉ
ｃｈ（Ｄｙｎａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈ、Ｏｓｌｏ、Ｎｏｒｗａｙ）、ＳｔｅｍＳｅｐ（商標
）（ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ、Ｂ
Ｃ）およびＲｏｓｅｔｔｅＳｅｐ（ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を含
む種々の市販のキットが使用され得る。当業者は、他の方法論およびキットもまた、所望
の細胞集団を富化するためまたは陽性選択するために使用され得ることを認識する。Ｄｙ
ｎａｂｅａｄｓ（登録商標）Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　Ｅｎｒｉｃｈは、正常なおよび新生
物性の上皮組織上で発現される２つの糖タンパク質膜抗原に特異的なｍＡｂで被覆された
磁気ビーズを含む。被覆されたビーズが試料に添加され得、次いで試料が磁石に適用され
、それによりビーズに結合した細胞が捕捉される。不要な細胞は洗浄して除かれ、磁気に
より単離された細胞がビーズから溶出され、さらなる分析において使用される。
【０２８９】
　ＲｏｓｅｔｔｅＳｅｐは、血液試料から細胞を直接富化するために使用され得、種々の
不要な細胞を標的化し、試料中に存在する赤血球（ＲＢＣ）上のグリコホリンＡにそれら
を架橋してロゼットを形成する、テトラマー抗体のカクテルからなる。Ｆｉｃｏｌｌで遠
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心分離する場合、標的化された細胞は、遊離ＲＢＣと共にペレット化する。枯渇カクテル
中の抗体の組合せは、どの細胞が除去され、その結果としてどの細胞が回収されるかを決
定する。利用可能な抗体には以下が含まれるがこれらに限定されない：ＣＤ２、ＣＤ３、
ＣＤ４、ＣＤ５、ＣＤ８、ＣＤ１０、ＣＤ１１ｂ、ＣＤ１４、ＣＤ１５、ＣＤ１６、ＣＤ
１９、ＣＤ２０、ＣＤ２４、ＣＤ２５、ＣＤ２９、ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ３６、ＣＤ
３８、ＣＤ４１、ＣＤ４５、ＣＤ４５ＲＡ、ＣＤ４５ＲＯ、ＣＤ５６、ＣＤ６６Ｂ、ＣＤ
６６ｅ、ＨＬＡ－ＤＲ、ＩｇＥおよびＴＣＲαβ。
【０２９０】
　さらに、腫瘍抗原に特異的なｍＡｂが、同様の様式で生成され使用され得ることが、本
発明において企図される。例えば、腫瘍特異的細胞表面抗原に結合するｍＡｂは、磁気ビ
ーズにコンジュゲートされ得るか、またはテトラマー抗体複合体に製剤化され得、試料か
ら転移性腫瘍細胞を富化または陽性選択するために使用され得る。試料が一旦富化または
陽性選択されると、細胞は溶解され得、ＲＮＡが単離され得る。次いで、ＲＮＡは、本明
細書中に記載されるようなリアルタイムＰＣＲアッセイにおいて、腫瘍特異的プライマー
を使用するＲＴ－ＰＣＲ分析に供され得る。細胞の富化または選択された集団が他の方法
（例えば、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションまたはフローサイトメトリー）によっ
て分析され得ることを、当業者は認識する。
【０２９１】
　別の実施形態では、本明細書中に記載される組成物は、がんの進行についてのマーカー
として使用され得る。この実施形態では、がんの診断のための上記アッセイは経時的に実
施され得、反応性ポリペプチド（複数可）またはポリヌクレオチド（複数可）のレベルに
おける変化が評価され得る。例えば、これらのアッセイは、６カ月～１年の期間にわたり
、２４～７２時間毎に実施され得、必要に応じてその後も実施され得る。一般に、がんは
、検出されたポリペプチドまたはポリヌクレオチドのレベルが時間と共に増加する患者に
おいて、進行中である。対照的に、反応性ポリペプチドまたはポリヌクレオチドのレベル
が、一定のままであるかまたは時間と共に減少するかのいずれかである場合、がんは進行
中ではない。
【０２９２】
　ある特定のｉｎ　ｖｉｖｏ診断アッセイが、腫瘍に対して直接実施され得る。１つのそ
のようなアッセイは、腫瘍細胞を結合性作用物質と接触させることを含む。結合した結合
性作用物質が次いで、直接的にまたはレポーター基を介して間接的に検出され得る。その
ような結合性作用物質は、組織学的適用においても使用され得る。あるいは、ポリヌクレ
オチドプローブが、そのような適用において使用され得る。
【０２９３】
　上述のように、感度を改善するために、複数の腫瘍タンパク質マーカーが、所与の試料
内でアッセイされ得る。本明細書中に提供される異なるタンパク質に特異的な結合性作用
物質が、単一のアッセイ内で組み合わされ得ることは明らかである。さらに、複数のプラ
イマーまたはプローブが、同時に使用され得る。腫瘍タンパク質マーカーの選択は、最適
な感度を生じる組合せを決定するための慣用実験に基づき得る。さらに、またはあるいは
、本明細書中に提供される腫瘍タンパク質に関するアッセイは、他の公知の腫瘍抗原に関
するアッセイと組み合わされ得る。
【０２９４】
　本発明はさらに、上記診断方法のいずれかにおいて使用するためのキットを提供する。
そのようなキットは、診断アッセイを実施するのに必要な２以上の成分を典型的に含む。
成分は、化合物、試薬、容器および／または装置であり得る。例えば、キット内の１つの
容器は、腫瘍タンパク質に特異的に結合するモノクローナル抗体またはその断片を含み得
る。そのような抗体または断片は、上記のように支持体材料に付着して提供され得る。１
つまたは複数のさらなる容器は、アッセイにおいて使用される、試薬または緩衝液などの
要素を同封し得る。そのようなキットはまた、またはあるいは、抗体結合の直接的または
間接的な検出に適したレポーター基を含む、上記検出試薬を含み得る。
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【０２９５】
　あるいは、キットは、生体試料中の腫瘍タンパク質をコードするｍＲＮＡのレベルを検
出するために設計され得る。そのようなキットは一般に、腫瘍タンパク質をコードするポ
リヌクレオチドにハイブリダイズする、上記少なくとも１つのオリゴヌクレオチドプロー
ブまたはプライマーを含む。そのようなオリゴヌクレオチドは、例えばＰＣＲまたはハイ
ブリダイゼーションアッセイにおいて使用され得る。そのようなキット内に存在し得るさ
らなる成分には、腫瘍タンパク質をコードするポリヌクレオチドの検出を容易にするため
の、第２のオリゴヌクレオチドおよび／または診断試薬あるいは容器が含まれる。
【０２９６】
　薬物候補に関するスクリーニングアッセイ
　薬物候補に関するスクリーニングアッセイは、本発明のがん関連ポリペプチドに結合す
るもしくは本発明のがん関連ポリペプチドと複合体化する化合物、またはこれらのポリペ
プチドと他の細胞タンパク質との相互作用を他の方法で妨害する化合物を同定するために
設計され得る。そのようなスクリーニングアッセイには、そのアッセイを小分子薬物候補
を同定するのに特に適したものにする、化学物質ライブラリーのハイスループットスクリ
ーニングになじみやすいアッセイが含まれる。企図される小分子には、合成の有機または
無機の化合物が含まれ、これには、ペプチド、好ましくは可溶性ペプチド、（ポリ）ペプ
チド－免疫グロブリン融合物、ならびに特に、ポリクローナル抗体およびモノクローナル
抗体ならびに抗体断片、単鎖抗体、抗イディオタイプ抗体、ならびにそのような抗体また
は断片のキメラバージョンまたはヒト化バージョン、ならびにヒト抗体および抗体断片が
含まれるがこれらに限定されない抗体が含まれる。これらのアッセイは、当技術分野で充
分特徴付けられた、タンパク質－タンパク質結合アッセイ、生化学的スクリーニングアッ
セイ、イムノアッセイおよび細胞ベースのアッセイを含む種々のフォーマットで実施され
得る。２つの成分を相互作用させるのに充分な条件下でおよび２つの成分を相互作用させ
るのに充分な時間にわたり、薬物候補を本発明のポリペプチドと接触させることを求める
という点で、全てのアッセイは共通している。
【０２９７】
　結合アッセイでは、この相互作用は結合であり、形成された複合体は、反応混合物中で
単離または検出され得る。特定の一実施形態では、本発明のポリペプチド、または薬物候
補は、共有結合的付着または非共有結合的付着によって、固相上、例えばマイクロタイタ
ープレート上に固定化される。非共有結合的付着は一般に、固体表面をポリペプチドの溶
液で被覆し、乾燥させることによって達成される。あるいは、固定化された抗体、例えば
、固定化されるポリペプチドに特異的なモノクローナル抗体が、固体表面にそれをアンカ
リングするために使用され得る。このアッセイは、検出可能な標識によって標識され得る
固定化されていない成分を、固定化された成分、例えばアンカリングされた成分を含む被
覆された表面に添加することによって実施される。反応が完了したとき、反応していない
成分が、例えば洗浄によって除去され、固体表面上にアンカリングされた複合体が検出さ
れる。元々固定化されていなかった成分が検出可能な標識を保有する場合、表面上に固定
化された標識の検出は、複合体化が生じたことを示す。元々固定化されていなかった成分
が標識を保有しない場合、複合体化は、例えば、固定化された複合体に特異的に結合する
標識された抗体を使用して、検出され得る。
【０２９８】
　以下の実施例は、例示として提供され、限定として提供されるわけではない。
【実施例】
【０２９９】
　（実施例１）
　がん因子に対する抗体の生成および特徴付け
【０３００】
　上記のように、本発明は、ある特定の態様では、ＩＬ１ｆ５（配列番号１）、ＣＣＢＰ
２（配列番号２）、ＩＬ１Ｒ２（配列番号３）、ＩＬ１ＲＡＰＬ１（配列番号４）、ＩＬ



(65) JP 2014-527398 A 2014.10.16

10

20

30

40

50

１８ＢＰ（配列番号５）、ＣＬＥＣ２Ｂ（配列番号６）、Ｃ４ＢＰＡ（配列番号７）、Ｃ
４ＢＰＢ（配列番号８）、ＳＥＲＰＩＮＩ１（配列番号９）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォー
ム１（配列番号１０）、ＩＬ１ＲＡＰアイソフォーム２（配列番号１１）、ＧＰＲ１（配
列番号１２）、ＧＰＲ４（配列番号１３）、ＧＰＲ１５（配列番号１４）、ＧＰＲ３２（
配列番号１５）、ＧＰＲ３４（配列番号１６）、ＧＰＲ１８３（配列番号１７）、ＳＥＲ
ＰＩＮＡ４（配列番号１８）、ＳＥＲＰＩＮＢ５（配列番号１９）、ＳＥＭＡ４Ｂ（配列
番号２０）、ＳＥＭＡ４Ｄ（配列番号２１）、ＣＣＬ１４（配列番号２２）、ＮＫＴＲ（
配列番号２３）およびＳＦＴＰＤ（配列番号２４）からなる群から選択されるがん因子配
列に特異的に結合する単離された抗体およびその抗原結合性断片を含む医薬組成物に関す
る。そのような組成物は、本明細書中の一般開示に従って、および以下に示される例示的
な実施例をさらに考慮して、作製および使用され得る。
【０３０１】
　ａ．細胞系統における発現の特徴付け
　がん因子配列のベースライン発現を、細胞系統：ＩＭ－９（Ｂ細胞リンパ腫）、４Ｔ１
（乳がん癌腫）、Ｃ１４９８（急性骨髄性白血病）およびＴＲＡＭＰ－Ｃ２（前立腺癌腫
）を含む代表的細胞系統において、ＲＴ－ＰＣＲによって特徴付ける。
【０３０２】
　リアルタイムＰＣＲ（Gibsonら、Genome　Research　６巻：９９５～１００１頁、１９
９６年；Heidら、Genome　Research　６巻：９８６～９９４頁、１９９６年を参照のこと
）は、増幅の間にＰＣＲ産物蓄積のレベルを評価する技法である。この技法は、複数の試
料におけるｍＲＮＡレベルの定量的評価を可能にする。簡潔に述べると、１つの例示的な
手法では、ｍＲＮＡが、腫瘍組織および正常組織から抽出され、ｃＤＮＡが、標準的な技
法を使用して調製される。リアルタイムＰＣＲは、例えば、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ／
Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）７７００　Ｐ
ｒｉｓｍ機器を使用して実施される。一致するプライマーおよび蛍光プローブが、例えば
、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ／Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　
Ｃｉｔｙ、ＣＡ）が提供するプライマーエクスプレスプログラムを使用して、目的の遺伝
子について設計される。プライマーおよびプローブの最適な濃度は、当業者によって最初
に決定され、対照（例えばβ－アクチン）プライマーおよびプローブは、例えばＰｅｒｋ
ｉｎ　Ｅｌｍｅｒ／Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、
ＣＡ）から市販で入手される。試料中の特異的ＲＮＡの量を定量するために、典型的に、
目的の遺伝子を含むプラスミドを使用して検量線を生成する。アッセイにおいて使用され
た最初のｃＤＮＡ濃度に関する、リアルタイムＰＣＲにおいて決定されたＣｔ値を使用し
て、検量線を生成する。目的の遺伝子の１０～１０６コピーの範囲の標準的希釈が、一般
には充分である。さらに、対照配列について検量線を生成する。これにより、組織試料の
最初のＲＮＡ含量の、対照の量に対する比較目的のための標準化が可能になる。
【０３０３】
　代替的なリアルタイムＰＣＲ手順は、以下のように実施され得る：定量的リアルタイム
ＰＣＲで使用される第１鎖ｃＤＮＡを、Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒ
ａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（ＲＴ）（例えば、Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ、Ｇａｉｔｈｅｒｂｕｒｇ、ＭＤ）を使用して、ＤＮａｓｅ　Ｉ（例えば、Ａ
ｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｇｒａｄｅ、Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ、Ｇａｉｔｈｅｒｂｕｒｇ、ＭＤ）で最初に処理した２０μｇの総ＲＮＡから合
成する。リアルタイムＰＣＲを、例えば、ＧｅｎｅＡｍｐ（商標）５７００配列検出シス
テム（ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を用いて実施する
。５７００システムは、二本鎖ＤＮＡ中にのみインターカレートする蛍光色素ＳＹＢＲ（
商標）グリーンと、遺伝子特異的なフォワードプライマーおよびリバースプライマーのセ
ットとを使用する。蛍光の増加を、全増幅プロセスの間モニタリングする。プライマーの
最適濃度を、チェッカーボード手法を使用して決定し、腫瘍由来のｃＤＮＡのプールを、
このプロセスで使用する。ＰＣＲ反応を、２．５μｌのＳＹＢＲグリーン緩衝液、２μｌ
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のｃＤＮＡ鋳型ならびに目的の遺伝子に対するフォワードプライマーおよびリバースプラ
イマー各２．５μｌを含む、２５μｌの体積で実施する。ＲＴ反応に使用したｃＤＮＡを
、目的の各遺伝子についておよそ１：１０希釈し、β－アクチン対照について１：１００
希釈する。試料中の特異的ｃＤＮＡ（およびしたがって最初のｍＲＮＡ）の量を定量する
ために、検量線を、目的の遺伝子を含むプラスミドＤＮＡを使用して、各ランについて生
成する。検量線を、アッセイにおいて使用した最初のｃＤＮＡ濃度に関する、リアルタイ
ムＰＣＲにおいて決定されたＣｔ値を使用して生成する。目的の遺伝子の２０～２×１０
６コピーの範囲の標準的希釈を、この目的のために使用する。さらに、２００ｆｇ～２０
００ｆｇの範囲のβ－アクチンについて検量線を生成する。これにより、組織試料の最初
のＲＮＡ含量の、β－アクチンの量に対する比較目的のための標準化が可能になる。試験
した組織の各群についての平均コピー数を、一定量のβ－アクチンに対して正規化し、各
遺伝子で見られた過剰発現レベルの評価を可能にする。
【０３０４】
　ｂ．発現によって変動する細胞系統の生成
　ベースラインが低い／陰性である細胞系統について、コード配列を、適切なベクター、
例えば、レトロウイルス発現ベクターｐＭＸｓ－ＩＰ中にクローニングし、そのベクター
を使用して細胞系統を形質導入することによって、がん因子ポリペプチドを異所的に過剰
発現させる。このベクターはピューロマイシン耐性カセットをコードするので、陽性に形
質導入された細胞系統をピューロマイシンで選択し、過剰発現をＲＴ－ＰＣＲにより確認
する。
【０３０５】
　ベースラインが陽性である細胞系統について、がん関連ポリペプチドの発現を、ＲＮＡ
ｉを用いてノックダウンする。がん因子配列を標的化するｓｈＲＮＡ構築物を、ＨｕＳＨ
ベクター（Ｏｒｉｇｅｎｅ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）中にクローニングし、ｓｈＲＮ
Ａ形質導入を介して標的細胞に送達する。がん関連配列のノックダウンを、ＲＴ－ＰＣＲ
によって確認する。
【０３０６】
　ｃ．細胞の増殖および形態に対する効果の特徴付け
　がん因子配列（複数可）の発現について陽性または陰性の細胞系統を、等しい密度でプ
レートし、７日間にわたり毎日カウントする。同時に、細胞を、がん因子タンパク質発現
によって変動する形態変化について観察する。
【０３０７】
　ｄ．抗体結合の特徴付け
　がん因子タンパク質配列を標的化する抗体を、ウエスタンブロッティングによって結合
について特徴付ける。発現について陽性または陰性の細胞の溶解物を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
ゲル上で泳動し、抗体でブロッティングする。がん因子タンパク質が分泌タンパク質であ
る場合、このタンパク質を発現する細胞から上清を収集し、タンパク質をトリクロロ酢酸
で沈殿させ、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ上で泳動し、抗体でウエスタンブロッティングする。タン
パク質が細胞表面に結合している場合、抗体結合は、フローサイトメトリーによって確認
してもよい。標的発現について陽性の細胞を、抗体で染色し、次いで、適切な二次抗体（
一次抗体の定常領域に対して特異的であり、蛍光タンパク質にコンジュゲートされている
）で対比染色する。次いで、抗体結合を、サイトメーターの蛍光チャネルで可視化する。
【０３０８】
　ｅ．抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）アッセイ
　がん因子配列の発現について陽性または陰性の標的細胞系統に、細胞内エステラーゼに
よって切断され、細胞の細胞質ゾル内に保持されるＣａｌｃｅｉｎ－ＡＭ試薬（Ｂｅｃｋ
ｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ、Ｓｐａｒｋｓ、ＭＤ）をロードする。細胞を、がん因子タ
ンパク質に特異的な抗体またはアイソタイプ対照と共にインキュベートする。次いで、細
胞を、Ｆｉｃｏｌｌ勾配によって単離された健康な成人ボランティア由来のヒトＰＢＭＣ
と共に、変動する比率で混合する。４時間のインキュベーション後、上清を収集し、時間



(67) JP 2014-527398 A 2014.10.16

10

20

30

40

50

分解蛍光を、細胞溶解およびしたがってＡＤＣＣについての読み取りとして測定する。
【０３０９】
　ｆ．補体依存性細胞傷害（ＣＤＣ）アッセイ
　がん因子タンパク質の発現について陽性または陰性の標的細胞系統に、細胞内エステラ
ーゼによって切断され、細胞の細胞質ゾル内に保持されるＣａｌｃｅｉｎ　ＡＭ試薬をロ
ードする。細胞を、がん因子タンパク質に特異的な抗体またはアイソタイプ対照と共にイ
ンキュベートする。次いで、細胞を、健康な成人ボランティア由来の新鮮なヒト血清の変
動する希釈物と混合する。４時間のインキュベーション後、上清を収集し、時間分解蛍光
を、細胞溶解およびしたがってＣＤＣについての読み取りとして測定する。
【０３１０】
　ｇ．混合リンパ球反応
　がん因子タンパク質の発現について陽性または陰性のＲａｊｉ　Ｂリンパ腫細胞を、増
殖および活性化を阻害するために、マイトマイシンＣ（mitomicin-C）で処理する。次い
で、Ｒａｊｉ　Ｂ細胞を、Ｆｉｃｏｌｌ密度勾配によって健康な成人ボランティアの全血
から単離された末梢血単核球（ＰＢＭＣ）と共にインキュベートする。混合細胞培養物を
、種々の長さの時間にわたり、変動する細胞比率で一緒にインキュベートする。
【０３１１】
　サイトカイン分析：混合培養物から上清を収集し、バルク混合リンパ球培養物によるサ
イトカイン放出を、市販のＥＬＩＳＡ試薬によって評価する。試験するサイトカインには
、ＩＬ－１β、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＩＦＮγ、ＴＮＦおよびＴ
ＧＦβが含まれる。さらに、特定の細胞集団によって放出されたサイトカインを、系列（
linage）マーカー染色と併せて細胞内サイトカイン染色によって評価し、フローサイトメ
トリーによって評価する。特定の細胞集団は以下のように規定する：Ｔｈ１　Ｔ細胞：Ｃ
Ｄ３＋、ＣＤ４＋、Ｔｂｅｔ＋、ＣＤ８－、ＣＤ１９－、ＣＤ１１ｂ－；Ｔｈ２　Ｔ細胞
：ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、ＧＡＴＡ３＋、ＣＤ１９－、ＣＤ１１ｂ－、Ｔｒｅｇ　Ｔ細胞：
ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、Ｆｏｘｐ３＋、ＣＤ１９－、ＣＤ１１ｂ－；Ｔｈ１７　Ｔ細胞：Ｃ
Ｄ３＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８－、ＲＯＲγＴ＋、ＣＤ１９－、ＣＤ１１ｂ－；ＣＤ８　Ｔ細
胞：ＣＤ３＋、ＣＤ４－、ＣＤ８＋、ＣＤ１９－、ＣＤ１１ｂ－、Ｂ細胞：ＣＤ３－、Ｃ
Ｄ１９＋、ＣＤ１１ｂ－、樹状細胞：ＣＤ３－、ＣＤ１９－、ＣＤ１１ｂ＋、ＣＤ１１ｃ
＋；マクロファージ：ＣＤ３－、ＣＤ１９－、ＣＤ１１ｂ＋、ＣＤ１１ｃ－；ＮＫ細胞：
アシアロ－ＧＭ１＋、ＣＤ３－、ＣＤ１９－およびＣＤ１１ｂ－。
【０３１２】
　活性化マーカー発現：さらに、同じ時点において、細胞を混合培養物から収集し、系列
マーカーについて染色し、フローサイトメトリーによって免疫活性化マーカーの上方制御
について評価する。活性化マーカーには、（Ｔ細胞について）：ＣＤ２５、ＣＤ４４、Ｃ
Ｄ６９およびＣＤ１５４；（Ｂ細胞を含む抗原提示細胞について）：ＣＤ４０、ＣＤ８０
、ＣＤ８６、ＭＨＣＩＩ；および（ＮＫ細胞について）：ＣＤ６９およびＣＤ１６１、が
含まれる。
【０３１３】
　応答性ＰＢＭＣの増殖：ＰＢＭＣ集団を、Ｒａｊｉ　Ｂ細胞とのインキュベーションの
前に、ＣＦＳＥを用いてＰＢＭＣを染色することによって評価する。共培養後の種々の時
点で、ＰＢＭＣの増殖を、表面マーカーによって描写されるような、特定の集団における
ＣＦＳＥの希釈によって評価する。Ｒａｊｉ　Ｂ細胞と共培養していない染色されたＰＢ
ＭＣを、陰性対照として使用する。
【０３１４】
　細胞傷害活性アッセイ：がん因子タンパク質の発現について陽性または陰性のＲａｊｉ
　Ｂ細胞を、ＰＢＭＣと共に６日間インキュベートする。引き続き、ＰＢＭＣ／Ｒａｊｉ
　Ｂ共培養物を、Ｃａｌｃｅｉｎ－ＡＭ試薬をロードした新鮮なＲａｊｉ　Ｂ細胞に添加
する。４時間のインキュベーション後、上清を収集し、時間分解蛍光を、Ｒａｊｉ　Ｂ細
胞の溶解についての読み取りとして測定する。
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【０３１５】
　これは、ＡＤＣＣアッセイと類似しているが、これらのアッセイでは、がん因子タンパ
ク質発現Ｒａｊｉ　Ｂ細胞を、抗体の非存在下で数日間ＰＢＭＣを活性化するようにさせ
、ＡＤＣＣアッセイでは、新鮮なＰＢＭＣを、抗体と一緒にがん因子タンパク質発現細胞
（Ｒａｊｉ　Ｂ、４Ｔ１、Ｃ１４９８またはＴＲＡＭＰ－Ｃ２）に添加し、細胞溶解をほ
んの数時間後に測定する。
【０３１６】
　抗体との混合リンパ球反応：混合リンパ球反応のアッセイを、がん因子タンパク質に特
異的に結合する抗体の存在下で反復する。抗体ががん因子タンパク質媒介性の表現型を逆
転させる能力を評価する。
【０３１７】
　ｈ．原発性腫瘍における発現の特徴付け
　ウエスタンブロット（上記のような）によってがん因子タンパク質に結合する抗体を使
用して、原発性ヒト腫瘍上のがん因子タンパク質の発現を特徴付ける。腫瘍（肝臓、膵臓
、乳房、肺、膀胱、前立腺が含まれるがこれらに限定されない）のスペクトルおよび一致
する正常組織由来のコア試料を、抗体で染色する。抗体染色の程度は、好ましくは有資格
の病理学者が評価する。
【０３１８】
　（実施例２）
　がん因子によるＰＢＭＣの活性化は、腫瘍細胞の特異的溶解を増加させる
【０３１９】
　腫瘍細胞溶解方法
　末梢血単核球（ＰＢＭＣ）を、Ｆｉｃｏｌｌ　Ｈｙｐａｑｕｅ勾配分離によって、健康
なドナーから静脈穿刺によって得た全血から単離した。Ｒａｊｉ　Ｂリンパ腫細胞をマイ
トマイシンＣで処理して、ＤＮＡを架橋し、複製を防止した。混合腫瘍リンパ球培養（Ｍ
ＴＬＣ）を実施した；種々の濃度の組換えがん因子（表２を参照のこと）と共に、ＰＢＭ
Ｃを１０：１の比率でＲａｊｉ細胞と共に６日間共培養した。ＰＢＭＣを、６日間の共培
養期間の間に活性化して、Ｒａｊｉ細胞を特異的に認識し、ＰＢＭＣ　ＣＤ８＋Ｔリンパ
球集団を刺激して、Ｒａｊｉ細胞を特異的に溶解した。
【０３２０】
　６日目に、新鮮なＲａｊｉ細胞を、蛍光カルセイン色素Ｃａｌｃｅｉｎ　ＡＭで標識し
、予め活性化したＰＢＭＣと共に４．５時間インキュベートした。Ｒａｊｉ細胞のＣＤ８
＋　Ｔ細胞溶解を、上清中へのＣａｌｃｅｉｎ　ＡＭ放出によって検出し、蛍光光度計を
使用してこれを定量した。特異的溶解を、混合腫瘍リンパ球培養物からのＣａｌｃｅｉｎ
　ＡＭ放出対総溶解を達成するためにＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００で処理したＲａｊｉ細胞
からのＣａｌｃｅｉｎ　ＡＭ放出の比率として、自発的Ｃａｌｃｅｉｎ　ＡＭ放出につい
ての補正後に計算した。
　特異的溶解＝（ＭＴＬＣ－ＰＢＭＣ単独）／（Ｔｒｉｔｏｎ－ＰＢＭＣ単独）
【０３２１】
　Ｃａｌｃｅｉｎ　ＡＭの自発的放出について対照をとるために、Ｒａｊｉ細胞に、Ｃａ
ｌｃｅｉｎ　ＡＭをロードしたが、４．５時間の溶解期にわたりＰＢＭＣと共にインキュ
ベートしなかった。非特異的溶解について対照をとるために、ＰＢＭＣを、Ｒａｊｉ細胞
なしで、および平行して非特異的活性化を誘導するフィトヘマグルチニン（ＰＨＡ）あり
で、最初の６日間にわたり培養した。これらのＰＢＭＣを、カルセインをロードしたＲａ
ｊｉ細胞に、４．５時間の溶解期にわたり添加した。
【０３２２】
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【表２】

【０３２３】
　ＩＬ１ｆ５腫瘍細胞溶解実験の結果
　図１は、Ｒａｊｉ　Ｂリンパ腫細胞および組換えＩＬ１ｆ５ポリペプチドと共に培養し
たＰＢＭＣを含むＭＴＬＣが、ＩＬ１ｆ５なしで培養したＭＴＬＣと比較して、Ｒａｊｉ
　Ｂリンパ腫細胞溶解の用量依存的低下を示すことを示す。これらの結果は、ＩＬ１ｆ５
が免疫応答を阻害することが可能であることを示している。非特異的溶解について対照を
とるために、ＰＢＭＣを、Ｒａｊｉ　Ｂリンパ腫細胞の非存在下でＩＬ１ｆ５と共に最初
の６日間にわたり培養し、次いで、カルセインをロードしたＲａｊｉ細胞に、４．５時間
の溶解期間にわたり添加した。
【０３２４】
　ＩＬ１ＲＡＰ２腫瘍細胞溶解実験の結果
　図２は、Ｒａｊｉ　Ｂリンパ腫細胞および組換えＩＬ１ＲＡＰ２ポリペプチドと共に培
養したＰＢＭＣを含むＭＴＬＣが、ＩＬ１ＲＡＰ２なしで培養したＭＴＬＣと比較して、
Ｒａｊｉ　Ｂリンパ腫細胞溶解の用量依存的低下を示すことを示す。これらの結果は、Ｉ
Ｌ１ＲＡＰ２が免疫応答を阻害することが可能であることを示している。
【０３２５】
　ＣＣＬ１４腫瘍細胞溶解実験の結果
　図３は、Ｒａｊｉ　Ｂリンパ腫細胞および組換えＣＣＬ１４ポリペプチドと共に培養し
たＰＢＭＣを含むＭＴＬＣが、ＣＣＬ１４なしで培養したＭＴＬＣと比較して、Ｒａｊｉ
　Ｂリンパ腫細胞溶解の用量依存的低下を示すことを示す。これらの結果は、ＣＣＬ１４
が免疫応答を阻害することが可能であることを示している。
【０３２６】
　ＩＬ１Ｒ２腫瘍細胞溶解実験の結果
　図１８は、Ｒａｊｉ　Ｂリンパ腫細胞および組換えＩＬ１Ｒ２ポリペプチドと共に培養
したＰＢＭＣを含むＭＴＬＣが、ＩＬ１Ｒ２なしで培養したＭＴＬＣと比較して、Ｒａｊ
ｉ　Ｂリンパ腫細胞溶解の用量依存的低下を示すことを示す。これらの結果は、ＩＬ１Ｒ
２が免疫応答を阻害することが可能であることを示している。
【０３２７】
　（実施例３）
　がん因子免疫組織化学
【０３２８】
　免疫組織化学法
　個々のがん因子の発現を、腫瘍組織および一致する正常対照組織において、免疫組織化
学染色によって評価した。個々のがん因子に特異的な抗体を、種々の力価測定で試験して
、最小の背景および最大のシグナル検出を生じる希釈または濃度を同定した。個々のがん
因子を発現しない陰性細胞系統、例えばＨＥＫ２９３　Ｔ細胞、ならびにがん因子を一過
的にトランスフェクトした陽性細胞系統、例えば、ＩＬ１ｆ５またはＧＰＲ１８３をトラ
ンスフェクトしたＨＥＫ２９３　Ｔ細胞を染色することによって、抗体特異性を検証した
。トランスフェクトされたＨＥＫ２９３　Ｔ細胞におけるがん因子発現を、ｑＰＣＲおよ
びウエスタンブロットによって検証した。最終抗体染色希釈または濃度を、表３中に示す
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。
【０３２９】
　使用した一次抗体を、表３中に示す。主要な検出システムは、フクシア色の沈着物を生
じる、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｒｅｄ基質キット（ＳＫ－５１００）と共にＶｅｃｔｏｒ抗ウサギ
二次（ＢＡ－１０００）およびＶｅｃｔｏｒ　ＡＢＣ－ＡＰキット（ＡＫ－５０００）か
らなった。陰性対照は、一次抗体の非存在下で隣接切片に対して免疫組織化学手順全体を
実施することからなった。組織を、陽性対照抗体（ＣＤ３１およびビメンチン）でも染色
して、組織抗原が保存されており、免疫組織化学分析を行えることを確実にした。スライ
ドは病理学者が解釈し、各抗体を、特異的シグナルの存在および背景のレベルについて評
価した。染色強度を、０～４のスケール（０＝陰性、１＝紅潮、２＝かすか、３＝中程度
、４＝強い）で記録した。染色したスライドを、Ｎｉｋｏｎ顕微鏡に連結したＤＶＣ　１
３１０Ｃデジタルカメラで画像化した。画像を、Ａｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐを用い
てＴＩＦＦファイルとして保存した。
【０３３０】
　染色した生体試料は、５つのがん：乳房、肺、結腸、膵臓および前立腺、のそれぞれ由
来の、４０の腫瘍組織および１０の正常対照組織からなった。試料を、同じ臓器由来の１
０の正常対照組織と共に、腫瘍生検由来の１ｍｍのコア試料からなる組織マイクロアレイ
としてマウントした。
【０３３１】
【表３】

【０３３２】
　ＩＬ１ｆ５　ＩＨＣの結果
　対照と比較して増加したＩＬ１ｆ５抗体染色が、乳がん、結腸がん、肺がんおよび前立
腺がん由来の腫瘍試料において観察された。代表的画像を図４～７に示す。ＩＬ１ｆ５染
色は、乳がんにおいて最も強かったが、結腸がん、肺がんおよび前立腺がんにおいても強
かった。さらに、平均病理スコアの比較は、より高い臨床グレードを有する（正常な細胞
形態からのより大きい相違を示す）乳房腫瘍試料が、ＩＬ１ｆ５の過剰発現と相関するこ
とを示した。グレード３のがんからの平均スコアは３．４５であったが、グレード２のが
んはスコア２．３１であり、非がん性組織はスコア１．１２であった。
【０３３３】
　ＧＰＲ１８３　ＩＨＣの結果
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　対照と比較して増加したＧＰＲ１８３抗体染色が、乳がん、結腸がんおよび肺がん由来
の腫瘍試料において観察された。代表的画像を図８～１０に示す。ＧＰＲ１８３染色は、
乳がんにおいて最も強かったが、結腸がんおよび肺がんにおいても強かった。さらに、平
均病理スコアの比較は、より高い臨床グレードを有する（正常な細胞形態からのより大き
い相違を示す）乳房腫瘍試料が、ＧＰＲ１８３の過剰発現と相関することを示した。グレ
ード３のがんからの平均スコアは２．３２であったが、グレード２のがんはスコア１．６
５であり、非がん性組織はスコア１．１７であった。
【０３３４】
　ＩＬ１ＲＡＰ　ＩＨＣの結果
　対照と比較して増加したＩＬ１ＲＡＰ抗体染色が、乳がんおよび肺がん由来の腫瘍試料
において観察された。代表的画像を図１１～１２に示す。ＩＬ１ｆ５染色は、乳がんにお
いて最も強かったが、肺がんにおいても強かった。悪性乳房細胞についての平均ＩＨＣス
コアは、非がん性細胞についての１．２２と比較して、３．４４であった。肺腫瘍につい
ての平均ＩＨＣスコアは、非がん性細胞についての１．８８と比較して、２．８９であっ
た。
【０３３５】
　ＣＣＬ１４　ＩＨＣの結果
　対照と比較して増加したＣＣＬ１４抗体染色が、乳がん、前立腺がんおよび肺がん由来
の腫瘍試料において観察された。代表的画像を図１３～１５に示す。ＣＣＬ１４染色は、
乳がんにおいて最も強かったが、前立腺および肺がんにおいても強かった。悪性乳房細胞
についての平均ＩＨＣスコアは、非がん性細胞についての１．２５と比較して、２．６１
であった。悪性前立腺細胞についての平均ＩＨＣスコアは、非がん性細胞についての０．
１９と比較して、１．５１であった。肺腫瘍についての平均ＩＨＣスコアは、非がん性細
胞についての０．６０と比較して、１．８６であった。
【０３３６】
　ＳＥＭＡ４Ｄ　ＩＨＣの結果
　対照と比較して増加したＳＥＭＡ４Ｄ抗体染色が、乳がん由来の腫瘍試料において観察
された。代表的画像を図１６に示す。ＳＥＭＡ４Ｄ染色は乳がんにおいて強かった。悪性
乳房細胞についての平均ＩＨＣスコアは、非がん性細胞についての２．２９と比較して、
２．９２であった。
【０３３７】
　ＩＬ１Ｒ２　ＩＨＣの結果
　対照と比較して増加したＩＬ１Ｒ２抗体染色が、乳がん由来の腫瘍試料において観察さ
れた。代表的画像を図１７に示す。ＩＬ１Ｒ２染色は乳がんにおいて強かった。悪性乳房
細胞についての平均ＩＨＣスコアは、非がん性細胞についての１．５と比較して、２．２
５であった。
【０３３８】
　（実施例４）
　がん因子の存在下でのＴ細胞増殖
【０３３９】
　方法
　末梢血単核球（ＰＢＭＣ）を、Ｆｉｃｏｌｌ　Ｈｙｐａｑｕｅ勾配分離によって、健康
なドナーから静脈穿刺によって得た全血から単離し、カルボキシフルオレセインジアセテ
ート（carboxyfluorescein　diacetate）（ＣＦＳＥ）で標識した。Ｒａｊｉ　Ｂリンパ
腫細胞を、マイトマイシンＣで処理して、ＤＮＡを架橋し、複製を防止した。次いで、混
合腫瘍リンパ球培養（ＭＴＬＣ）を、変動する濃度の組換えＩＬ１ｆ５と共に１０：１の
比率でＰＢＭＣおよびＲａｊｉを６日間共培養することによって準備した。この時間の間
、ＰＢＭＣ集団由来のＴリンパ球を活性化し、クローン性分裂させる。
【０３４０】
　ＣＦＳＥは、膜不透過性色素である。１細胞当たりのＣＦＳＥの量は、各連続的な細胞
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分裂によって半分に低下し、細胞分裂の回数は、フローサイトメトリーによって、ＣＦＳ
Ｅ染色の強度をモニタリングすることによって追跡され得る。Ｔ細胞を、抗ＣＤ３－ＰＥ
（Ｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　抗ＣＤ３－ＰＥ　カタログ番号１７－００３６－４２）に
よる陽性染色によって同定した。細胞分裂の回数を、ＣＦＳＥ染色の強度を休止Ｔ細胞と
比較することによって分析した。ＣＦＳＥ染色のレベルが検出限界を下回った時点で、Ｔ
細胞が完全に分裂したと規定した。データを、Ａｃｃｕｒｉ　Ｃ６フローサイトメーター
で収集し、ＦＣＳ　Ｅｘｐｒｅｓｓで分析した。ＩＬ１ｆ５による非特異的活性化につい
て対照をとるために、ＰＢＭＣを、Ｒａｊｉ細胞の非存在下でＩＬ１ｆ５と共に培養した
。
【０３４１】
　ＩＬ１ｆ５　ＩＨＣの結果
　Ｒａｊｉ　Ｂリンパ腫細胞および組換えＩＬ１ｆ５ポリペプチドと共に培養したＰＢＭ
Ｃを含むＭＴＬＣは、ＩＬ１ｆ５およびＰＢＭＣなしで培養したＭＴＬＣ対照と比較して
、Ｔ細胞増殖の用量依存的低下を生じた。これらの結果（図１９）は、ＩＬ１ｆ５が、Ｔ
細胞増殖を減少させることによって、免疫応答を阻害することが可能であることを示して
いる。
【０３４２】
　本発明の特定の実施形態を例示目的のために本明細書中に記載してきたが、種々の改変
が、本発明の精神および範囲から逸脱することなしになされ得ることが、上述から理解さ
れよう。したがって、本発明は、添付の特許請求の範囲による場合を除き限定されない。

【図１】 【図２】
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