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(57)【要約】
　非悪性の増殖細胞核抗原（ｎｍＰＣＮＡ）イソ型には
結合せず、癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）
イソ型に対してのみ特異的に結合する抗体が提供される
。ｃｓＰＣＮＡイソ型の存在を検出するための方法およ
び組成物が開示される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型と特異的に結合する単離された抗体
。
【請求項２】
　前記ｃｓＰＣＮＡイソ型が配列番号３のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　色素乾皮症Ｇ群（ＸＰＧ）タンパク質に結合するｃｓＰＣＮＡタンパク質内のアミノ酸
配列を含むエピトープに結合する、請求項１に記載の抗体。
【請求項４】
　ＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号１）、ＶＥＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号５）、ＬＧＩＰ
ＥＱＥＹＳＣＶＶＫ（配列番号６）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰＳＧ（配列番号７
）、ＥＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号８）、ＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号９）、ＬＧＩ
ＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰＳ（配列番号１０）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰ（配列
番号１１）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭ（配列番号１２）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶ
Ｖ（配列番号１３）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶ（配列番号１４）、およびＬＧＩＰＥＱＥ
ＹＳＣ（配列番号１５）から選択されるアミノ酸配列を含むｃｓＰＣＮＡのエピトープに
結合する、請求項１に記載の抗体。
【請求項５】
　モノクローナル抗体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項６】
　キメラ抗体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項７】
　組換え抗体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項８】
　単鎖抗体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項９】
　Ｆａｂ、Ｆａｂ’またはＦ（ａｂ’）２から選択される抗体フラグメントである、請求
項１に記載の抗体。
【請求項１０】
　検出可能な因子と結合された、請求項１に記載の抗体。
【請求項１１】
　前記検出可能な因子が、蛍光性標識、放射性標識、色素形成性標識、および酵素標識か
ら選択される、請求項１０に記載の抗体。
【請求項１２】
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）のエピトープに特異的に結合する、単離さ
れ、かつ、実質的に精製された抗体を含む組成物であって、前記エピトープが、ＬｅｕＧ
ｌｙＩｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕＴｙｒ（配列番号１）のアミノ酸配列を含むことを
特徴とする組成物。
【請求項１３】
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型を生物学的サンプルにおいて検出す
るための、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体の使用方法であって、
　生物学的サンプルを、癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型と特異的に結
合する請求項１に記載の抗体と接触させる工程、
　前記抗体の結合のための条件を提供する工程、および、
　前記抗体とｃｓＰＣＮＡイソ型との結合を検出する工程
を含む使用方法。
【請求項１４】
　前記生物学的サンプルが体液である、請求項１３に記載の使用方法。
【請求項１５】
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　前記体液が、血液、血漿、リンパ、血清、胸膜液、脊髄液、唾液、痰、尿、胃液、膵液
、腹水、滑液、乳汁および精液から選択される、請求項１４に記載の使用方法。
【請求項１６】
　前記生物学的サンプルが組織サンプルである、請求項１３に記載の使用方法。
【請求項１７】
　前記組織が、乳房、前立腺、肺、結腸、上皮組織、結合組織、子宮頸部、食道、脳、胸
腺、甲状腺、膵臓、精巣、卵巣、腸、膀胱、胃、軟部組織肉腫、骨肉腫、白血病、リンパ
腫、癌腫、腺癌、胎盤、線維組織、生殖細胞組織およびそれらの抽出物から選択される、
請求項１６に記載の使用方法。
【請求項１８】
　前記抗体の検出が、インビボで行われる、請求項１３に記載の使用方法。
【請求項１９】
　前記抗体の検出が、標識された二次抗体を提供することによって行われる、請求項１３
に記載の使用方法。
【請求項２０】
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型と特異的に結合する前記抗体が、標
識されている、請求項１３に記載の使用方法。
【請求項２１】
　ｃｓＰＣＮＡイソ型の前記検出が、質量分析法を使用して行われる、請求項１３に記載
の使用方法。
【請求項２２】
　ｃｓＰＣＮＡイソ型の前記検出が、酵素結合免疫吸着アッセイを使用して行われる、請
求項１３に記載の使用方法。
【請求項２３】
　ｃｓＰＣＮＡイソ型の前記検出が、免疫組織化学的方法を使用して行われる、請求項１
３に記載の使用方法。
【請求項２４】
　悪性腫瘍を診断または予後判定するための、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体の使用方法であっ
て、
　生物学的サンプルにおける癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）を、ｃｓＰＣＮ
Ａイソ型と特異的に結合する抗体によって検出する工程、および、
　前記生物学的サンプルにおけるｃｓＰＣＮＡの検出に基づいて悪性腫瘍を診断する工程
を含む使用方法。
【請求項２５】
　前記生物学的サンプルが生物学的組織または体液である、請求項２４に記載の使用方法
。
【請求項２６】
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型に対して特異的な抗体を製造するた
めの方法であって、
　抗体生成源に、ｃｓＰＣＮＡイソ型に対して特異的なエピトープを呈示するペプチドの
免疫原量を投与する工程であって、前記ペプチドは、色素乾皮症Ｇ群（ＸＰＧ）タンパク
質と相互作用するｃｓＰＣＮＡの領域における、連続または非連続のアミノ酸残基から選
択されることを特徴とする工程、
　抗体生成のための条件を提供する工程、および、
　抗体を単離および精製する工程
を含む方法。
【請求項２７】
　前記抗体がハイブリドーマ細胞から単離および精製される、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記エピトープが、ＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号１）、ＶＥＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列
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番号５）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫ（配列番号６）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭ
ＰＳＧ（配列番号７）、ＥＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号８）、ＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（配
列番号９）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰＳ（配列番号１０）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳ
ＣＶＶＫＭＰ（配列番号１１）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭ（配列番号１２）、ＬＧ
ＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶ（配列番号１３）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶ（配列番号１４）、お
よび、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣ（配列番号１５）から選択されるアミノ酸配列を含む、請求
項２６に記載の方法。
【請求項２９】
　前記ペプチドがＣＧＧＧＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号２）のアミノ酸配列を含む、請求
項２６に記載の方法。
【請求項３０】
　前記ペプチドがキャリアタンパク質と結合される、請求項２６に記載の方法。
【請求項３１】
　前記キャリアタンパク質がキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）である、請求
項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　インビボでの腫瘍の存在部位を同定するための、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体の使用方法で
あって、
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）と特異的に結合する請求項１に記載のｃｓ
ＰＣＮＡイソ型特異的抗体を投与する工程であって、前記抗体は、検出可能な因子により
標識されていることを特徴とする工程、および、
　前記腫瘍の存在部位を、腫瘍部位における前記標識されたｃｓＰＣＮＡ特異的抗体の蓄
積を検出することによって決定する工程
を含む使用方法。
【請求項３３】
　腫瘍の進行の低減を強化するための、癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）特異
的抗体の使用方法であって、
　請求項１に記載のｃｓＰＣＮＡイソ型特異的抗体の治療的有効量と、送達成分との配合
物とを含む、医薬的に許容される組成物を提供する工程、
　前記配合物を投与する工程、および、
　ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体を含む配合物を前記腫瘍部位に送達することによって、腫瘍の
進行を低減させる工程であって、前記ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体が、腫瘍細胞に存在するｃ
ｓＰＣＮＡイソ型と反応することを特徴とする工程
を含む使用方法。
【請求項３４】
　前記配合物がリポソームまたはナノ粒子を含む、請求項３３に記載の使用方法。
【請求項３５】
　前記配合物が殺腫瘍剤または免疫増強剤を含む、請求項３３に記載の方法方法。
【請求項３６】
　抗癌剤を同定するための、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体の使用方法であって、
　癌細胞の集団を薬剤と接触させる工程、
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型のレベルを、ｃｓＰＣＮＡイソ型に
対する、請求項１に記載のｃｓＰＣＮＡ特異的抗体の結合をアッセイすることによって、
測定する工程、および、
　前記薬剤と接触した癌細胞におけるｃｓＰＣＮＡイソ型のレベルが、前記薬剤と接触し
ていない癌細胞におけるｃｓＰＣＮＡイソ型のレベルよりも小さいならば、前記薬剤が抗
癌剤であると決定する工程
を含む使用方法。
【請求項３７】
　前記薬剤が小分子である、請求項３６に記載の使用方法。
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【請求項３８】
　癌細胞の前記集団が、癌細胞株、異種移植片、および、癌の同所性モデルシステムから
選択される、請求項３６に記載の使用方法。
【請求項３９】
　前記決定する工程が、前記薬剤と接触した正常な細胞、および、前記薬剤と接触してい
ない正常な細胞における、非悪性ＰＣＮＡイソ型のレベルを測定する工程を含む、請求項
３６に記載の使用方法。
【請求項４０】
　前記抗癌剤の同定がハイスループットシステムで行われる、請求項３６に記載の使用方
法。
【請求項４１】
　ＰＣＮＡのｃｓＰＣＮＡイソ型を検出するための免疫アッセイキットであって、
　正常な増殖細胞核抗原（ｎｍＰＣＮＡ）イソ型には結合せず、癌特異的な増殖細胞核抗
原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型に対してのみ特異的に結合し、それにより、抗体およびｃｓＰ
ＣＮＡが複合体を形成する、請求項１に記載の抗体の調製物、および、
　前記複合体を検出するための試薬
を含む免疫アッセイキット。
【請求項４２】
　ＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号１）、ＶＥＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号５）、ＬＧＩＰ
ＥＱＥＹＳＣＶＶＫ（配列番号６）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰＳＧ（配列番号７
）、ＥＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号８）、ＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号９）、ＬＧＩ
ＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰＳ（配列番号１０）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰ（配列
番号１１）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭ（配列番号１２）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶ
Ｖ（配列番号１３）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶ（配列番号１４）、および、ＬＧＩＰＥＱ
ＥＹＳＣ（配列番号１５）から選択されるアミノ酸配列のペプチドを含み、前記ペプチド
が陽性コントロールとして使用されることを特徴とする、請求項４１に記載の免疫アッセ
イキット。
【請求項４３】
　配列番号３のアミノ酸配列を含むｃｓＰＣＮＡイソ型の調製物を含み、前記ｃｓＰＣＮ
Ａイソ型が陽性コントロールとして使用されることを特徴とする、請求項４１に記載の免
疫アッセイキット。
【請求項４４】
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型に対して特異的な、単離された自己
抗体。
【請求項４５】
　ｃｓＰＣＮＡイソ型のエピトープに対して複合体形成する、請求項４４に記載の自己抗
体。
【請求項４６】
　悪性細胞の存在を求める方法であって、
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型に対して特異的である自己抗体を含
有することが疑われる生物学的サンプルを、ｃｓＰＣＮＡイソ型またはそのフラグメント
が結合した基材に接触させる工程であって、前記自己抗体はｃｓＰＣＮＡイソ型に特異的
であることを特徴とする工程、
　ｃｓＰＣＮＡ－自己抗体の複合体形成のための条件を提供する工程、および、
　前記生物学的サンプルにおける前記自己抗体ｃｓＰＣＮＡ複合体の存在を検出する工程
を含む方法。
【請求項４７】
　前記自己抗体－ｃｓＰＣＮＡ複合体の存在が、抗ヒト二次抗体を使用して検出される、
請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
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　前記自己抗体－ｃｓＰＣＮＡ複合体の存在が、標識された生物学的サンプルを使用して
検出される、請求項４６に記載の方法。
【請求項４９】
　前記生物学的サンプルが、血液、血漿、リンパ、血清、胸膜液、脊髄液、唾液、痰、尿
、胃液、膵液、腹水、滑液、乳汁および精液から選択される、請求項４６に記載の方法。
【請求項５０】
　循環している癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型の存在を検出する方法
であって、ｃｓＰＣＮＡイソ型に対して特異的な自己抗体を生物学的サンプルにおいて検
出する工程、および、それにより、循環しているｃｓＰＣＮＡイソ型の存在を求める工程
を含む方法。
【請求項５１】
　個体の寛解状態をモニターする方法であって、
　個体における増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型の存在を、癌治療の前および後で
検出する工程、および、
　癌治療の前および後での循環しているｃｓＰＣＮＡイソ型のレベルを比較することによ
って、個体の寛解状態を求める工程
を含む方法。
【請求項５２】
　前記ｃｓＰＣＮＡイソ型が、ｃｓＰＣＮＡイソ型に対する自己抗体の存在を求めること
によって検出される、請求項５１に記載の方法。
【請求項５３】
　前記ｃｓＰＣＮＡイソ型が、前記ｃｓＰＣＮＡイソ型に対して特異的な抗体によって検
出される、請求項５１に記載の方法。
【請求項５４】
　前記ｃｓＰＣＮＡイソ型が、酵素結合免疫吸着アッセイによって検出される、請求項５
１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、癌特異的なタンパク質に特異的に結合する抗体の使用を伴う、悪性細胞の検
出および処置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　最も理解されず、また、最も複雑な疾患プロセスの１つが、細胞が悪性になるに従って
生じる形質転換である。本プロセスは遺伝子的変異およびプロテオミック形質転換の両方
を伴い、それらの結果として、細胞が、正常な制御、すなわち、不適切な細胞分裂を防止
することを受けられなくなる。全ての癌は、特異であり、他の癌だけでなく、他の細胞と
は異なる。この特異さにもかかわらず、癌細胞はいくつかの共通する属性を互いに有する
。ほとんどの癌細胞が、正常な細胞周期制御を外れて増殖し、様々な形態学的変化を示し
、また、細胞プロセスに対する様々な生化学的混乱を示す。
【０００３】
　癌は通常、細胞の変化が最初に始まったずっと後に、腫瘍が視認されたときに診断され
る。多くの癌は、生検サンプルが、形態学的異常、細胞増殖の不整および遺伝子的不整の
証拠について組織学によって調べられた後で診断される。悪性腫瘍のための効果的な処置
は多くの場合、効果的な処置が、疾患がそのような処置に対して最も感じやすい段階で開
始できるように、悪性細胞の存在を疾患の早期段階で確実に検出できるかどうかに依存す
る。従って、まだ悪性として認識される組織学的段階には進行していないがしかし悪性状
態に進行し得る、潜在的に悪性の細胞を確実に検出できることが求められている。また、
悪性細胞または潜在的に悪性の細胞を確実に検出することができる、迅速で、侵襲性が最
小限の技術が求められている。
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【０００４】
　増殖細胞核抗原（ＰＣＮＡ）は２９ｋＤａの核タンパク質であり、細胞周期のＳ期およ
びＧ２期の期間中におけるその発現により、このタンパク質は良好な細胞増殖マーカーと
なっている。増殖細胞核抗原はまた、細胞の生死に関わる分子的経路の多くにおいて関係
することが示されている。Ｓ期の核におけるその周期的出現により、ＤＮＡ複製における
関与が示唆された。ＰＣＮＡは、その後、哺乳動物細胞におけるＤＮＡポリメラーゼの補
助的因子として、また、インビトロでのＳＶ４０のＤＮＡ複製のための必須因子として同
定された。ＰＣＮＡは、哺乳動物細胞におけるＤＮＡ滑動クランプタンパク質およびＤＮ
Ａポリメラーゼ補助的因子として機能することに加えて、転写、細胞周期チェックポイン
ト、組換え、アポトーシスおよび他の形態のＤＮＡ修復に関与する、数多くの他のタンパ
ク質と相互作用する。作用において多様であることの他に、ＰＣＮＡの多くの結合性パー
トナーが、それらの寄与によって、細胞のそれぞれの新しい世代による細胞機能の正確な
継承に結び付けられる。ＰＣＮＡは、染色体プロセシングを調整するマスター分子として
作用しているかもしれない。
【０００５】
　悪性の癌細胞は、癌特異的ＰＣＮＡ（ｃｓＰＣＮＡ）と呼ばれるＰＣＮＡのイソ型を発
現し、非悪性の細胞は、非悪性ＰＣＮＡ（ｎｍＰＣＮＡ）と呼ばれるイソ型を発現する。
これら２つのイソ型を識別するための効果的な組成物および方法が癌の診断および処置に
は必要である。
【発明の開示】
【０００６】
　増殖細胞核抗原の癌特異的イソ型（ｃｓＰＣＮＡ）に対する抗体、および、その使用が
開示される。抗体は、ＰＣＮＡの癌特異的イソ型に対して特異的に結合し、しかし、ＰＣ
ＮＡの非悪性イソ型（ｎｍＰＣＮＡ）には結合しない。このような抗体が、色素性乾皮症
Ｇ群（ＸＰＧ）と相互作用するｃｓＰＣＮＡタンパク質の領域において見出されるアミノ
酸配列を含むペプチドを含む免疫原から作製される。
【０００７】
　ヒトＰＣＮＡタンパク質のアミノ酸残基１２６～１３３（配列番号１；ＬｅｕＧｌｙＩ
ｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕＴｙｒ）に対応するペプチド領域が、ｃｓＰＣＮＡ抗体を
生じさせるための好適な抗原性ペプチドである。本明細書中に開示される抗原性ペプチド
は、得られる抗体のｃｓＰＣＮＡに対する特異性を実質的に妨害することのない、ペプチ
ドの免疫原性を改善する追加のアミノ酸残基を含むことができる。例えば、ペプチドは配
列番号２（ＣｙｓＧｌｙＧｌｙＧｌｙＬｅｕＧｌｙＩｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕＴｙ
ｒ）のアミノ酸配列を有することができる。得られる抗体はポリクローナル抗体もしくは
モノクローナル抗体、またはそれらのフラグメントであり得る。
【０００８】
　本明細書中に開示される単離された抗体は、癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ
）イソ型に特異的に結合する。ｃｓＰＣＮＡイソ型は、配列番号３のアミノ酸配列、なら
びに、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体の特異性に影響を及ぼさない任意の変種や変異体（置換、
挿入および欠失を含む）を含む。ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体は、ｎｍＰＣＮＡイソ型には結
合しない。
【０００９】
　１つの実施形態において、抗体は、色素性乾皮症Ｇ群（ＸＰＧ）タンパク質に結合する
ｃｓＰＣＮＡタンパク質内のアミノ酸配列を含むエピトープに結合する。
【００１０】
　１つの実施形態において、抗体は、ＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号１）、ＶＥＱＬＧＩＰ
ＥＱＥＹ（配列番号５）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫ（配列番号６）、ＬＧＩＰＥＱＥ
ＹＳＣＶＶＫＭＰＳＧ（配列番号７）、ＥＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号８）、ＱＬＧＩ
ＰＥＱＥＹ（配列番号９）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰＳ（配列番号１０）、ＬＧ
ＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰ（配列番号１１）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭ（配列番
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号１２）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶ（配列番号１３）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶ（配列
番号１４）およびＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣ（配列番号１５）から選択されるアミノ酸配列を
含む、ｃｓＰＣＮＡのエピトープに結合する。
【００１１】
　１つの実施形態において、抗体には、モノクローナル抗体またはキメラ抗体または組換
え抗体または単鎖抗体が含まれる。
【００１２】
　１つの実施形態において、抗体は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’またはＦ（ａｂ’）２から選択さ
れる抗体フラグメントである。
【００１３】
　抗体には、検出可能な因子を結合させることができ、検出可能な因子は、蛍光性標識、
放射性標識、色素形成性標識および酵素標識から選択される。
【００１４】
　組成物は、癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）のエピトープに特異的に結合す
る、単離され、かつ実質的に精製された抗体を含み、このエピトープは、ＬｅｕＧｌｙＩ
ｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕＴｙｒ（配列番号１）のアミノ酸配列を含むことを特徴と
する。
【００１５】
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型を生物学的サンプルにおいて検出す
るための方法では、
　生物学的サンプルを、癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型と特異的に結
合する抗体と接触させる工程；
　抗体の結合のための条件を提供する工程；および
　抗体とｃｓＰＣＮＡイソ型との結合を検出する工程、
が含まれる。
【００１６】
　１つの実施形態において、生物学的サンプルは、血液、血漿、リンパ、血清、胸膜液、
脊髄液、唾液、痰、尿、胃液、膵液、腹水、滑液、乳汁および精液から選択される体液で
ある。体液は、ｃｓＰＣＮＡイソ型またはＰＣＮＡイソ型を含有することが疑われる限り
、任意の体液が好適である。
【００１７】
　１つの実施形態において、生物学的サンプルは、乳房、前立腺、肺、結腸、上皮組織、
結合組織、子宮頸部、食道、脳、胸腺、甲状腺、膵臓、精巣、卵巣、腸、膀胱、胃、軟部
組織肉腫、骨肉腫、白血病、リンパ腫、癌腫、腺癌、胎盤、線維組織、生殖細胞組織およ
びそれらの抽出物から選択される組織サンプルである。
【００１８】
　１つの実施形態において、抗体の検出工程は、インビボまたはインビトロで行われる。
【００１９】
　１つの実施形態において、抗体の検出は、標識された二次抗体を提供することによって
行われる。別の実施形態において、癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型と
特異的に結合する抗体は、標識されている。別の実施形態において、ｃｓＰＣＮＡ特異的
抗体に結合したｃｓＰＣＮＡイソ型の検出は、質量分析法を使用して行われる。１つの実
施形態において、ｃｓＰＣＮＡイソ型の検出は、酵素結合免疫吸着アッセイを使用して行
われる。１つの実施形態において、ｃｓＰＣＮＡイソ型の検出は、免疫組織化学的方法を
使用して行われる。ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体に結合するｃｓＰＣＮＡイソ型、または、ｃ
ｓＰＣＮＡ特異的抗体を使用して単離されるｃｓＰＣＮＡイソ型の検出は、特定の検出技
術に限定されない。
【００２０】
　悪性腫瘍を診断または予後判定するための方法では、
　動物から得られた生物学的サンプルにおける癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ
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）を、ｃｓＰＣＮＡイソ型と特異的に結合する抗体によって検出する工程；および、生物
学的サンプルにおけるｃｓＰＣＮＡの検出に基づいて悪性腫瘍を診断する工程、が含まれ
る。１つの実施形態において、動物は脊椎動物または哺乳動物である。
【００２１】
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型に対して特異的な抗体を製造するた
めの方法では、
　抗体生成源に、非悪性のイソ型（ｎｍＰＣＮＡ）において露出せず、ｃｓＰＣＮＡイソ
型においてのみ露出するエピトープを呈示する、ペプチドの免疫原量を投与する工程（こ
のペプチドは、色素乾皮症Ｇ群（ＸＰＧ）タンパク質と相互作用するｃｓＰＣＮＡの領域
における連続または非連続のアミノ酸残基から選択されることを特徴とする）；
　抗体生成のための条件を提供する工程；および
　抗体を単離および精製する工程、
が含まれる。
【００２２】
　１つの実施形態において、抗体は、ハイブリドーマ細胞から単離および精製される。
【００２３】
　１つの実施形態において、免疫原ペプチドは、ＣＧＧＧＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号２
）のアミノ酸配列を含む。１つの実施形態において、ペプチドには、キャリアタンパク質
が結合される。１つの実施形態において、キャリアタンパク質はキーホールリンペットヘ
モシアニン（ＫＬＨ）である。任意の好適なキャリアタンパク質を本開示のペプチドとと
もに使用することができる。
【００２４】
　生体内での腫瘍の存在部位を同定するための方法では、
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）と結合する、ｃｓＰＣＮＡイソ型特異的抗
体を投与する工程（この抗体は、検出可能な因子により標識されていることを特徴とする
）；および
　腫瘍の存在部位を、腫瘍部位における標識されたｃｓＰＣＮＡ特異的抗体の蓄積を検出
することによって決定する工程
が含まれる。
【００２５】
　対象における腫瘍の進行の低減を強化するための方法では、
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型に特異的な抗体の治療的有効量と、
送達成分との配合物を含む、医薬的に許容される組成物を提供する工程；
　配合物を対象に投与する工程；および、
　ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体を含む配合物を腫瘍部位に送達することによって、腫瘍の進行
を低減させる工程（このｃｓＰＣＮＡ特異的抗体は、腫瘍細胞に存在するｃｓＰＣＮＡイ
ソ型と反応することを特徴とする）
が含まれる。
【００２６】
　１つの実施形態において、配合物はリポソームまたはナノ粒子を含む。１つの実施形態
において、配合物は殺腫瘍剤または免疫増強剤を含む。
【００２７】
　抗癌剤を同定する方法では、
　癌細胞の集団を薬剤と接触させる工程；
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型のレベルを、ｃｓＰＣＮＡイソ型に
対する、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体の結合をアッセイすることによって、測定する工程；お
よび
　薬剤と接触した癌細胞におけるｃｓＰＣＮＡイソ型のレベルが、薬剤と接触していない
癌細胞におけるｃｓＰＣＮＡイソ型のレベルよりも小さいならば、薬剤が抗癌剤であると
決定する工程
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が含まれる。
【００２８】
　１つの実施形態において、薬剤は小分子またはペプチドまたは核酸である。
【００２９】
　１つの実施形態において、癌細胞の集団が、癌細胞株、異種移植片、および、癌の同所
性モデルシステムから選択される。
【００３０】
　１つの実施形態において、薬剤が抗癌剤であるがどうかを決定することは、薬剤と接触
した正常な細胞、および、薬剤と接触していない正常な細胞における、非悪性ＰＣＮＡイ
ソ型のレベルを測定することを含む。１つの実施形態において、抗癌剤の同定は、ハイス
ループットシステムで行われる。
【００３１】
　ＰＣＮＡのｃｓＰＣＮＡイソ型を検出するための免疫アッセイキットは下記の構成成分
を含む。
　正常な増殖細胞核抗原（ｎｍＰＣＮＡ）イソ型には結合せず、癌特異的な増殖細胞核抗
原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型に対してのみ特異的に結合し、それにより、抗体およびｃｓＰ
ＣＮＡが複合体を形成する抗体の調製物；
　および、複合体を検出するための試薬。
【００３２】
　キットの中の陽性コントロールペプチドは、ＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号１）、ＶＥＱ
ＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号５）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫ（配列番号６）、ＬＧＩ
ＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰＳＧ（配列番号７）、ＥＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号８）、
ＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号９）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰＳ（配列番号１０
）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰ（配列番号１１）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭ
（配列番号１２）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶ（配列番号１３）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣ
Ｖ（配列番号１４）およびＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣ（配列番号１５）から選択されるアミノ
酸配列のペプチドを含む。
【００３３】
　１つの実施形態において、ｃｓＰＣＮＡイソ型は、免疫アッセイキットにおける陽性コ
ントロールとして使用される。
【００３４】
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型に対して特異的な、単離された自己
抗体が開示される。１つの実施形態において、自己抗体はｃｓＰＣＮＡイソ型のエピトー
プに対して複合体形成する。
【００３５】
　悪性細胞の存在を求める方法では、
　癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型に対して特異的である自己抗体を含
有することが疑われる生物学的サンプルを、ｃｓＰＣＮＡイソ型またはそのフラグメント
が結合した基材に接触させる工程（この自己抗体はｃｓＰＣＮＡイソ型に特異的であるこ
とを特徴とする）；
　ｃｓＰＣＮＡ－自己抗体の複合体形成のための条件を提供する工程；および
　生物学的サンプルにおける自己抗体－ｃｓＰＣＮＡ複合体の存在を検出する工程、
が含まれる。
【００３６】
　１つの実施形態において、自己抗体ｃｓＰＣＮＡ複合体の存在は、抗ヒト二次抗体を使
用して検出される。１つの実施形態において、自己抗体ｃｓＰＣＮＡ複合体の存在は、標
識された生物学的サンプルを使用して検出される。
【００３７】
　循環している癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型の存在を検出する方法
では、ｃｓＰＣＮＡイソ型に対して特異的な自己抗体を生物学的サンプルにおいて検出す
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る工程、および、それにより、循環しているｃｓＰＣＮＡイソ型の存在を求める工程、が
含まれる。
【００３８】
　個体の寛解状態をモニターする方法では、
　個体における増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型の存在を癌治療の前および後で検
出する工程；および、
　癌治療の前および後での循環しているｃｓＰＣＮＡイソ型のレベルを比較することによ
って、個体の寛解状態を求める工程、
が含まれる。
【００３９】
　１つの実施形態において、ｃｓＰＣＮＡイソ型は、ｃｓＰＣＮＡイソ型に対する自己抗
体の存在を求めることによって検出される。１つの実施形態において、ｃｓＰＣＮＡイソ
型は、ｃｓＰＣＮＡイソ型に対して特異的な抗体によって検出される。
【００４０】
　現時点で理解されるような本開示の主題を実施する最良の形態を例示する、下記の実施
形態の詳細な説明を検討したとき、本開示のさらなる特徴が当業者には明らかになる。
【００４１】
関連出願に対する相互参照
　本出願は、米国特許出願第６０／６７５，２７５号（２００５年４月２７日出願）およ
び米国特許出願第６０／６８９，６１４号（２００５年６月９日出願）に対する優先権を
主張する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４２】
　増殖細胞核抗原（ＰＣＮＡ）タンパク質は癌細胞において変化する。ＰＣＮＡは２８ｋ
Ｄのタンパク質であり、電気泳動移動度が３６ｋＤａのタンパク質の電気泳動移動度と等
しい。ＰＣＮＡは、非常に効率的なＤＮＡ複製活性を媒介するためにＤＮＡポリメラーゼ
δによって要求される補助的因子である。悪性細胞から精製されたＤＮＡシンセソームは
少なくとも２つの型のＰＣＮＡを含有する。これら２つの型は、ＰＣＮＡに特異的に結合
する市販の抗体（ＰＣ１０、Oncogene Science、Cambridge, MA）により染色された二次
元ポリアクリルアミドゲルのウエスタンブロットで測定されたとき、同じ分子量を有する
。しかしながら、ＰＣＮＡのこれら２つの化学種はそれらの全体的な荷電において著しく
異なる。従って、ＰＣＮＡの酸性の悪性型または癌特異的な型、すなわち、ｃｓＰＣＮＡ
と、ＰＣＮＡの塩基性の非悪性型または正常な型、すなわち、ｎｍＰＣＮＡとを、二次元
ポリアクリルアミドゲルで識別することができる。
【００４３】
　酸性ｃｓＰＣＮＡが、様々な悪性の細胞株において、例えば、ＨｅＬａ（ヒト子宮頸癌
）、Ｈｓ５７８Ｔ（乳癌）、ＨＬ－６０（ヒト前骨髄性白血病）、ＦＭ３Ａ（マウス乳癌
）、ＰＣ１０（前立腺癌）、ＬＮＣａＰ（前立腺癌）、ＬＮ９９（前立腺癌）、ＭＤ－Ｍ
Ｂ４６８（ヒト乳癌）、ＭＣＦ－７（乳癌）、ＫＧＥ９０（食道・結腸癌）、ＫＹＥ３５
０（食道・結腸癌）、ＳＷ４８（食道・結腸癌）およびＴ９８（悪性神経膠腫）などにお
いて発現する。酸性ｃｓＰＣＮＡはまた、ヒト乳腫瘍、前立腺腫瘍、脳腫瘍、ヒト胃腸腫
瘍または食道・結腸腫瘍、マウス乳腫瘍から得られた悪性細胞において、また、ヒト慢性
骨髄性白血病において発現する。酸性ｃｓＰＣＮＡは、非悪性の細胞株（例えば、乳房細
胞株のＨｓ５７８ＢｓｔおよびＭＣＦ－１０Ａなど）において、あるいは、非悪性の血清
または組織（例えば、乳房）のサンプルにおいては検出されない。
【００４４】
　市販の抗体では、ｃｓＰＣＮＡおよびｎｍＰＣＮＡが識別されない。従って、市販の抗
ＰＣＮＡ抗体は、ＰＣＮＡの悪性型のみを特異的に検出するために使用することができな
い。
【００４５】
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　ｃｓＰＣＮＡイソ型を特異的に検出することができる抗体の、単離されて精製された調
製物が提供される。本明細書中に開示される抗体調製物は実質的に純粋である。例えば、
ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体調製物は、約９０％純粋であるか、または、約９５％純粋である
。調製物は、ｎｍＰＣＮＡイソ型には結合せず、ｃｓＰＣＮＡイソ型に対してのみ特異的
に結合する抗体を含む。ｃｓＰＣＮＡ抗体およびｃｓＰＣＮＡ抗原との結合の親和性定数
は、約１０８／ｍｏｌの程度から、１０１１／ｍｏｌを超えるまでの範囲であり得る。
【００４６】
　この抗体の調製物は、ｎｍＰＣＮＡイソ型には存在せず、ｃｓＰＣＮＡイソ型において
存在するエピトープに結合する抗体を含有する。１つの態様において、エピトープは、色
素乾皮症Ｇ群（ＸＰＧ）タンパク質に結合するｃｓＰＣＮＡタンパク質領域内の連続した
アミノ酸残基または非連続のアミノ酸残基から形成される。用語「エピトープ」は本明細
書中では、抗体分子が同定および結合することができる抗原の表面における局在化領域を
示す。
【００４７】
　別の態様において、この抗体の調製物は、配列番号１のアミノ酸残基を含むエピトープ
に結合する抗体を含有する。
【００４８】
　別の実施形態において、ｃｓＰＣＮＡに対して特異的な抗体を製造するための方法が提
供される。この方法は、ｎｍＰＣＮＡには存在せず、ｃｓＰＣＮＡにおいてのみ存在する
エピトープを提示するペプチドの免疫原量を、試験動物に投与する工程を含む。ペプチド
は、ＸＰＧタンパク質に結合するｃｓＰＣＮＡの領域のうちの、５個～５０個のアミノ酸
残基を含むアミノ酸配列を含む。ペプチドは、５個～１２個の連続したアミノ酸残基、あ
るいは、１３個～２０個または３０個の非連続のアミノ酸残基を含むことができ、また、
ドメイン間のコネクターループ領域（アミノ酸残基１２１～１３５）におけるアミノ酸残
基もまた含むことができる。ペプチドは、試験動物におけるポリクローナル抗体の効果的
な産生を保証するために、必要に応じて何度も投与することができる。続いて、ポリクロ
ーナル抗体は精製される。
【００４９】
　さらなる実施形態において、モノクローナル抗体を製造するための方法が提供される。
この方法は、ｎｍＰＣＮＡには存在せず、ｃｓＰＣＮＡにおいてのみ存在するエピトープ
を提示するペプチドの免疫原量を、試験動物（これは通常、マウスである）に投与する工
程を含む。ペプチドは、ＸＰＧタンパク質に結合するｃｓＰＣＮＡの領域のうちの、５個
～１２個の連続したアミノ酸残基、または１３個～５０個の非連続のアミノ酸残基から選
択されるアミノ酸配列を含有する。ペプチドは、マウスにおける抗体の効果的な産生を保
証するために、必要に応じて何度も投与することができる。続いて、試験動物の脾臓の細
胞が採取されて、ハイブリドーマ細胞を製造するために調製される。ハイブリドーマ細胞
は、ｃｓＰＣＮＡモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞についての選択に供
される。選択されたハイブリドーマ細胞は適切な培地において増殖させられ、モノクロー
ナル抗体がハイブリドーマの培地から精製される。
【００５０】
　具体的な実施形態において、抗体を生じさせるための免疫原として使用されるペプチド
は、配列番号１（ＬｅｕＧｌｙＩｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕＴｙｒ）のアミノ酸配列
を含む。
【００５１】
　配列番号１（ＬｅｕＧｌｙＩｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕＴｙｒ）のアミノ酸配列お
よび１つ以上の追加のアミノ酸残基を有するようなペプチドが、ｃｓＰＣＮＡに対する特
異性が維持される限り、抗体を生じさせるために好適である。追加のアミノ酸残基には、
ＰＣＮＡに由来するアミノ酸、または、別の供給源に由来するアミノ酸、または、ランダ
ムに選ばれたアミノ酸が含まれ得る。追加のアミノ酸にはまた、安定性および免疫原性を
改善するためのアミノ酸が含まれ得る。例えば、より具体的な実施形態において、抗体を
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生じさせるための免疫原として使用されるペプチドは、配列番号２（ＣｙｓＧｌｙＧｌｙ
ＧｌｙＬｅｕＧｌｙＩｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕＴｙｒ）のアミノ酸配列を含む。さ
らに、抗体は、当分野で周知の任意の方法によって精製することができる。例えば、モノ
クローナル抗体またはポリクローナル抗体は、抗血清または培地を、抗体が結合するクロ
マトグラフィーカラムまたは修飾されたフィルターメンブランに通すことによってアフィ
ニティー精製される。その後、結合した抗体を、例えば、高い塩濃度または変化させたｐ
Ｈを有する緩衝液を使用してカラムから溶出することができる。
【００５２】
　別の実施形態において、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体を生じさせることができるペプチドに
は、配列番号１（ＬＧＩＰＥＱＥＹ）のＮＨ２末端における約＋３個の連続または非連続
の追加のアミノ酸、および、ＬＧＩＰＥＱＥＹのＣＯＯＨ末端における約＋９個の連続ま
たは非連続の追加のアミノ酸を含むアミノ酸配列のペプチドが含まれる。例えば、これら
のペプチドのいくつかとしては、ＶＥＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（＋３－ＮＨ２末端、配列番号
５）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫ（＋５－ＣＯＯＨ末端、配列番号６）、ＬＧＩＰＥＱ
ＥＹＳＣＶＶＫＭＰＳＧ（＋９－ＣＯＯＨ末端、配列番号７）、ＥＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（
＋２－ＮＨ２末端、配列番号８）、ＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（＋１－ＮＨ２末端、配列番号９
）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰＳ（＋８－ＣＯＯＨ末端、配列番号１０）、ＬＧＩ
ＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰ（＋７－ＣＯＯＨ末端、配列番号１１）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳ
ＣＶＶＫＭ（＋６－ＣＯＯＨ末端、配列番号１２）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶ（＋４－
ＣＯＯＨ末端、配列番号１３）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶ（＋３－ＣＯＯＨ末端、配列番
号１４）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣ（＋２－ＣＯＯＨ末端、配列番号１５）、ＬＧＩＰＥＱ
ＥＹＳ（＋１－ＣＯＯＨ末端、配列番号１６）、ならびに、ＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号
１）に隣接する、追加のＮＨ２末端アミノ酸およびＣＯＯＨ末端アミノ酸の組合せのアミ
ノ酸配列、が挙げられる。ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体を生じさせるためのペプチドの特異性
に影響を及ぼさない置換を含むアミノ酸変異は、本開示の範囲内である。ペプチドにおけ
るアミノ酸残基の１つ以上をアミノ酸アナログまたは非天然アミノ酸により置換すること
ができる。加えて、本明細書中に開示されるペプチドの配列に基づいて開発されるペプチ
ドミメティクスもまた、ｃｓＰＣＮＡイソ型に対する抗体を生じさせるために使用するこ
とができる。
【００５３】
　別の実施形態において、癌特異的な増殖細胞核抗原（ｃｓＰＣＮＡ）イソ型を検出する
ための方法が提供される。この方法は、ｃｓＰＣＮＡイソ型を含む生物学的サンプルを抗
体の調製物と接触させ、それにより、抗体およびｃｓＰＣＮＡイソ型が複合体を形成する
工程、および、複合体を検出する工程を含む。
【００５４】
　生物学的サンプルとしては、体液のサンプルが可能であり、これには、血液、血漿、リ
ンパ、血清、胸膜液、脊髄液、唾液、痰、尿、精液、涙液、滑液、または、ｃｓＰＣＮＡ
イソ型の存在について試験することができる任意の体液が含まれ得る。あるいは、生物学
的サンプルとしては、組織のサンプルが可能であり、この場合、組織サンプルの細胞は、
悪性であることが疑われるものであってもよい。例えば、組織切片または細胞培養物を、
標準的な免疫細胞化学的プロトコルに従ってガラススライドまたはプラスチックスライド
上に固定し、抗体と接触させることができる。組織抽出物または細胞の濃縮物または細胞
抽出物もまた好適である。抗体は検出可能な標識（例えば、比色測定用成分、放射性成分
、蛍光性成分、化学発光成分、酵素成分またはビオチン化成分など）を含むことができる
。抗体およびｃｓＰＣＮＡの間での特異的な結合を、二次抗体を使用して検出することが
できる。結合した抗体を検出するための多くのシステムが当分野では知られている。ある
いは、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、放射免疫アッセイ（ＲＩＡ）、比色測
定、蛍光測定および表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）を、可溶化細胞、細胞抽出物、液体サ
ンプルにおける抗体の特異的な結合、および、固体基質に結合した抗体の特異的な結合を
検出するために使用することができる。本開示の抗体はまた、試験される細胞または組織
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からタンパク質を分離するために使用されている、一次元ポリアクリルアミドゲルまたは
二次元ポリアクリルアミドゲルのウエスタンブロットにおいて、使用することができる。
そのような方法は当分野では熟知されており、また、広範囲に実施される。ｃｓＰＣＮＡ
イソ型に対して特異的な抗体は、循環しているｃｓＰＣＮＡイソ型またはそのフラグメン
トを捕捉するために使用され、ｃｓＰＣＮＡイソ型またはそのフラグメントの正体を、質
量分析法による方法を使用して確認することができる。
【００５５】
　別の実施形態において、悪性腫瘍を診断するための方法が提供される。この方法は、人
、または、特に、悪性の状態を有することが疑われる患者から得られた生物学的サンプル
において、ｃｓＰＣＮＡを免疫検出する工程を含み、ｃｓＰＣＮＡを免疫検出することは
、本明細書中に開示される抗体の調製物の使用を伴うことを特徴とする。
【００５６】
　別の実施形態において、悪性腫瘍を診断することを助けるための方法が提供される。こ
の方法は、ｃｓＰＣＮＡを組織サンプルにおいて免疫検出する工程を含み、組織サンプル
の細胞は、悪性であることが疑われるものであって、また、ｃｓＰＣＮＡを免疫検出する
工程は、本明細書中に開示される抗体の調製物の使用を伴うことを特徴とする。この抗体
を使用して検出することができる悪性細胞には、様々な組織（例えば、乳房、前立腺、血
液、脳、膵臓、平滑筋もしくは横紋筋、肝臓、脾臓、胸腺、肺、卵巣、皮膚、心臓、結合
組織、腎臓、膀胱、腸、胃、副腎、リンパ節または子宮頸部など）における悪性細胞、ま
たは、細胞株での悪性細胞（例えば、Ｈｓ５７８Ｔ、ＭＣＦ－７、ＭＤＡ－ＭＢ４６８、
ＨｅＬａ、ＨＬ６０、ＦＭ３Ａ、ＢＴ－４７４、ＭＤＡ－ＭＢ－４５３、Ｔ９８、ＬＮＣ
ａＰ、ＬＮ９９、ＰＣ１０、ＳＫ－ＯＶ－３、ＭＫＮ－７、ＫＧＥ９０、ＫＹＥ３５０ま
たはＳＷ４８）が含まれるが、これらに限定されないことを理解しなければならない。
【００５７】
　別の実施形態において、悪性腫瘍の発達の予後を助けるための方法が提供される。この
方法は、組織サンプルにおけるｃｓＰＣＮＡを、本明細書中に開示される抗体を使用して
免疫検出する工程（組織サンプルの細胞は、悪性であることが疑われるものであってもよ
い）、および、ｃｓＰＣＮＡのレベルを特定の悪性疾患の予後と相関させる工程を伴う。
さらに、この抗体は、悪性腫瘍を発症している患者について、生存結果の可能性を予後判
定するために使用することができる。抗体を使用して診断または予後判定することができ
る疾患には、様々な悪性腫瘍、例えば、様々な形態の神経膠芽細胞腫、神経膠腫、星状膠
細胞腫、髄膜腫、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、メラノーマ、結腸癌、肺癌、腺癌、子宮
頸癌、卵巣癌、膀胱癌、リンパ芽球腫、白血病、骨肉腫、乳癌、肝癌、腎腫、副腎癌また
は前立腺癌、食道癌が含まれるが、これらに限定されないことを理解しなければならない
。悪性細胞がｃｓＰＣＮＡイソ型を発現するならば、本明細書中に開示される抗体により
、そのｃｓＰＣＮＡイソ型を検出することができる。
【００５８】
　本明細書中に開示される抗体はまた、乳房組織における腫瘍タイプのいくつかにおいて
悪性腫瘍を検出することができ、そのような腫瘍タイプには、乳管嚢胞、アポクリン化生
、硬化性腺症、乳管上皮過形成、非異型性、管内乳頭腫症、円柱細胞の変化、放射状硬化
性病変（放射状瘢痕）、乳頭腺腫、管内乳頭腫、線維腺腫、乳汁分泌性乳頭腫、非定型乳
管上皮過形成、非定型小葉過形成、非浸潤性乳管癌（核悪性度１、同２および同３として
分類される）、上皮内小葉癌、多形性上皮内小葉癌、乳房内脂肪腫、乳房過誤腫、顆粒細
胞腫、乳房内脂肪壊死、偽血管腫性間質過形成（ＰＡＳＨ）、乳房を巻き込む悪性メラノ
ーマ、乳房を巻き込む悪性リンパ腫、葉状腫瘍（良性、境界線上および悪性のサブクラス
）、および、乳房の肉腫が含まれる。
【００５９】
　別の実施形態において、本明細書中に開示される抗体は、腫瘍におけるｃｓＰＣＮＡの
レベルを経時的に比較することによって、悪性疾患の進行または処置に対する患者の応答
を追跡して、腫瘍における悪性の段階を求めるために使用される。この抗体はまた、血液
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サンプルをｃｓＰＣＮＡイソ型の存在についてアッセイするために抗体を使用することに
よって、腫瘍から抜け出て患者の血流に存在する悪性細胞を検出するために使用すること
ができる。生物学的サンプルは、ヒト患者または動物患者から得ることができる。
【００６０】
　使用される抗体の濃度は、特定の抗体、および、ｃｓＰＣＮＡについてのその親和性に
依存することを理解しなければならない。典型的には、抗体の親和性は約１０４Ｍ－１～
約１０９Ｍ－１である。上記で議論された免疫化学的方法において使用される抗体の濃度
は、例えば、およそ、１ｍｌあたり約５０ナノグラム～約２０００ナノグラムの抗体、ま
たは、１ｍｌあたり５０μｇ～５００μｇまでが可能である。
【００６１】
　別の実施形態において、ｃｓＰＣＮＡイソ型を検出するための免疫アッセイキットが提
供される。キットは、ｃｓＰＣＮＡに対してのみ結合する抗体を含み、また、さらなる構
成成分、例えば、抗体を用いた免疫化学的染色、ＥＬＩＳＡまたはＲＩＡを行うための試
薬（例えば、ブロッキング処理用抗血清、二次抗体、緩衝液または標識化試薬など）を含
むことができる。キットはまた、陽性コントロール（例えば、ｃｓＰＣＮＡイソ型または
そのペプチド、あるいは、悪性組織または悪性細胞のサンプル）および陰性コントロール
（例えば、非悪性の組織サンプル）を含むことができる。キットはまた、キットを悪性腫
瘍についての診断または予後判定の補助として使用するための説明書を含むことができる
。
【００６２】
　別の実施形態において、細胞の悪性表現型を抑制する能力について、試験化合物をスク
リーニングするためのアッセイシステムが提供される。このキットは、ｃｓＰＣＮＡに対
してのみ結合する本明細書中に開示される抗体と、生存可能な悪性細胞のサンプルとを含
む。
【００６３】
　別の実施形態において、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体は、細胞の悪性表現型を抑制する能力
、あるいは、抗腫瘍化合物または抗癌化合物である可能性について、試験化合物をスクリ
ーニングするためのアッセイにおいて使用することができる。そのようなアッセイは、悪
性細胞を試験化合物と接触させる工程、および、ｃｓＰＣＮＡのレベルを、本明細書中に
開示される抗体を使用して観測する工程を含む。試験化合物としては、悪性表現型に対す
る作用または他の薬理学的作用を有することが当分野で公知の薬理学的化合物が可能であ
り、あるいは、何らかの薬理学的活性を有することが以前には知られていない化合物が可
能である。試験化合物は天然に存在し得るし、または、研究室で設計することもできる。
試験化合物は、微生物、動物または植物から単離することができ、あるいは、組換え的に
製造することができ、または、当分野で公知の化学的方法によって合成することができる
。試験化合物にはまた、核酸、ペプチド、ペプチド核酸（ＰＮＡＳ）、アンチセンスオリ
ゴ、ｓｉＲＮＡ核酸および他の抗体が含まれる。ｃｓＰＣＮＡイソ型の発現を低減させる
試験化合物、または、精製されたシンセソームのＤＮＡ合成活性のレベルを低減させる試
験化合物、または、精製されたＤＮＡシンセソームの複製忠実度のレベルを増大させる試
験化合物は、悪性表現型を抑制するための、また、悪性腫瘍を処置するための可能性のあ
る治療剤である。
【００６４】
　さらに別の実施形態において、抗体はまた、ＰＣＮＡの正常な機能を悪性細胞において
回復させるための治療剤として使用することができる。抗体は、当分野で公知の任意の方
法を使用して、ヒト患者または動物患者における悪性細胞に送達することができる。例え
ば、悪性細胞においてｃｓＰＣＮＡに特異的に結合する、全長の抗体、抗体フラグメント
、または抗体融合タンパク質を、そのような患者に投与することができる。ｃｓＰＣＮＡ
特異的抗体を含む治療用カクテルを、腫瘍の内部に送達することができる。治療用組成物
は、本明細書中に開示される診断方法を使用して陽性の結果を得た直後に投与される。治
療用組成物の用量および投与手段はともに、組成物の具体的な性状、患者の状態、年齢お
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よび体重、処置されている具体的な疾患の進行、ならびに、他の関連した要因に基づいて
決定することができる。投与は、注射、経口投与、カテーテルによる投与、および、局所
投与を含む、局所的または全身的な投与であってもよい。
【００６５】
　抗体を含有する治療用組成物の受容体媒介による標的化された送達が、抗体を特定の組
織に送達するために使用されることを理解しなければならない。乳癌、肺癌および卵巣癌
を含めて、多くの腫瘍が、悪性細胞に対して特異的な抗原（例えば、糖タンパク質ｐ１８
５ＨＥＲ２など）を過剰発現する。このような抗原に特異的に結合する抗体を、ｃｓＰＣ
ＮＡに対して特異的な抗体を含有するリポソームに結合させることができる。患者の血流
に注入されたとき、抗ｐ１８５ＨＥＲ２抗体はリポソームを標的癌細胞に向かわせ、標的
癌細胞において、リポソームはエンドサイトーシスを受け、従って、その中身を悪性細胞
に送達する（Kirpotin et al., Biochem, 36:66, 1997）。
【００６６】
　リポソームには、当分野で公知のように、抗体を負荷することができる（Papahadjopou
los et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 88:11640, 1991; Gabizon,Cancer Res, 52:891, 
1992; Lasic and Martin, Stealth Liposomes, 1995; Lasic and Papahadjopoulos, Scie
nce, 267:1275, 1995; Park et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,92:1327, 1995を参照のこ
と）。そのようなリポソームは１μｍｏｌのリポソームあたり約０．０２ｍｇ～０．１５
ｍｇのｃｓＰＣＮＡ特異的抗体を含有し、約５ｍｇ／ｋｇの範囲で患者に投与することが
できる。治療用組成物は薬理学的賦形剤を含むことができる（例えば、エトポシドまたは
シトシンアラビノシドあるいはアドリアマイシンなどが挙げられるが、これらに限定され
ない）。
【００６７】
　腫瘍細胞に関連した特異的な細胞タンパク質に対する自己抗体が、多くのタイプの腫瘍
が成長しているときに生じる。これらの抗体は、自己抗体を生じさせる抗原性タンパク質
は、一般に健康な個体においては自由に循環しているとは見出されないという事実に基づ
いて、悪性腫瘍の存在を同定するために使用される。従って、これらの自由に循環してい
るタンパク質の存在は疾患を示しており、直接には疾患についてのマーカーとして有用で
あり得るか、または、これらのタンパク質の１つ以上に対する自己抗体の検出は、疾患の
存在についての指標として役立ち得る。化学療法による処置に先立ってサンプリングされ
た第ＩＶ期乳癌患者の血清におけるｃｓＰＣＮＡに対する自己抗体の存在により、遊離の
循環ｃｓＰＣＮＡの存在が明らかにされる。
【００６８】
　別の態様において、ｃｓＰＣＮＡに対して特異的な自己抗体が同定および単離された。
自己抗体の用語は本明細書中では、身体の免疫系によって作製される抗体を示す。ｃｓＰ
ＣＮＡが、進行した癌患者または後期段階の癌患者の血流に循環していることが見出され
得るという認識、および、ｃｓＰＣＮＡに対する抗体が、癌細胞の存在を１個の細胞レベ
ルで同定するために使用され得ることを示す免疫組織化学的データは、癌を有する個体の
発現によりまた、ｃｓＰＣＮＡに対する自己抗体が産生されることを示していた。この癌
特異的タンパク質には、一般に、健康な個体の身体では、免疫系の細胞による遭遇がない
ので、ｃｓＰＣＮＡは「自己」として認識されない。従って、ｃｓＰＣＮＡに対するこれ
らの自己抗体はまた、悪性腫瘍の存在の予測因子として役立つ。加えて、これらの自己抗
体が存在することは、強い免疫応答を、ｃｓＰＣＮＡを産生する癌細胞に仕掛けることが
可能であること、および、これらの自己抗体は、癌細胞が存在する体内部位を同定するた
めのツールとして有用であるかもしれないことを示している。さらに、抗体産生が一般に
は、抗原と比較して、数における数倍の増大を表し、従って、ｃｓＰＣＮＡに対する自己
抗体は、検出アッセイにおける検出の感度を増大させる。
【００６９】
　ｃｓＰＣＮＡに対して特異的な自己抗体は、当分野で公知の任意の好適な方法を使用し
て、生物学的サンプル（例えば、悪性の組織または血清など）から単離することができる
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。自己抗体はまた、自己抗体－ｃｓＰＣＮＡ複合体の形態で単離することができる。結合
したｃｓＰＣＮＡイソ型を、複合体から分離し、本明細書中に記載されるｃｓＰＣＮＡ特
異的抗体を使用して同定することができる。１つの実施形態において、ｃｓＰＣＮＡイソ
型に対して特異的な自己抗体は、ヒト抗ＩｇＧまたは他の好適な検出試薬を使用して同定
することができる。例えば、ｃｓＰＣＮＡを、ｃｓＰＣＮＡイソ型に対して特異的な自己
抗体に結合させるために使用することができ、その後、結合したｃｓＰＣＮＡイソ型が次
に、本明細書中に記載されるｃｓＰＣＮＡ特異的抗体を使用して免疫検出される。あるい
は、ｃｓＰＣＮＡタンパク質を、結合アッセイの前に、検出可能な因子（例えば、蛍光色
素）により標識することができる。
【００７０】
　別の実施形態において、流体または組織において検出された、ｃｓＰＣＮＡイソ型に対
して特異的な自己抗体の存在は、悪性腫瘍の指標として使用することができる。ｃｓＰＣ
ＮＡに対して特異的な自己抗体の検出はまた、悪性細胞の組織部位を示すことができる。
加えて、この特異的な自己抗体の存在は、長期生存の可能性を評価するための予後指標と
して、あるいは、腫瘍切除手術または癌治療の後での患者の寛解状態を決定するためのモ
ニターリングのツールとして、使用することができる。抗体の代謝回転およびｃｓＰＣＮ
Ａ発現の喪失は、原発性腫瘍を除去すれば、ｃｓＰＣＮＡに対する循環している自己抗体
のレベルを著しく低減させることが予想される。さらに、この特異的な自己抗体は、ｃｓ
ＰＣＮＡを標的化するワクチン、および、タンパク質を血流に分泌する部位における細胞
が、細胞傷害性の免疫応答を生じさせることによる破壊のために標的とできることを示唆
する根拠を提供する。
【００７１】
　用語「抗体」には、所望される生物学的活性または特異性を示す限り、モノクローナル
抗体（全長のモノクローナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体（例え
ば、二重特異性抗体）および抗体フラグメントが含まれる。
【００７２】
　「抗体フラグメント」は全長抗体の一部分を含み、一般には、その抗原結合領域または
可変領域を含む。抗体フラグメントの例には、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ’フラグメン
ト、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントおよびＦｖフラグメント；ジアボディー；線状抗体；単
鎖抗体分子；および、抗体フラグメントから形成される多重特異性抗体が含まれる。
【００７３】
　本明細書中で使用される用語「モノクローナル抗体」（ｍＡｂ）は、実質的に均一な抗
体の集団から得られる抗体を示す。すなわち、集団を構成する個々の抗体が、微量で存在
し得る可能な天然に存在する変異体を除いて、同一である。モノクローナル抗体は、１つ
だけの抗原性部位またはエピトープに対して指向するので非常に特異的である。さらに、
それぞれのモノクローナル抗体は抗原における１つだけの決定部位に対して指向する。モ
ノクローナル抗体は、Kohler et al., Nature, 256:495 (1975)によって最初に記載され
たハイブリドーマ法（これに限定されない）を含む様々な方法によって作製することがで
き、または、組換えＤＮＡ法（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号）によって作製
することができる。モノクローナル抗体はまた、Clackson et al., Nature, 352: 624~62
6 (1991)、および、Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581~597 (1991)に記載される技
術を使用して、ファージ抗体ディスプレーライブラリーから単離することができる。モノ
クローナル抗体を製造することには、一般に、動物（例えば、マウス）を免疫すること；
免疫細胞をその脾臓から得ること；および、免疫細胞を癌細胞（例えば、骨髄腫由来の細
胞など）と融合すること、が必要である。融合された細胞の腫瘍はハイブリドーマと呼ば
れ、このような細胞がｍＡｂを分泌する。不死性ハイブリドーマの開発では、一般に、動
物の使用が必要とされる。ｃｓＰＣＮＡイソ型またはそのフラグメントと強く反応するｍ
Ａｂを分泌するハイブリドーマ細胞株が選択される。細胞は増殖し、増加して、所望する
ｍＡｂを産生するクローンを形成する。一般に、このような細胞を増殖させるには、細胞
をマウスに腹膜腔に注入するか、または、インビトロ細胞培養技術を使用するという２つ
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の方法がある。マウスまたは任意の好適な動物に注入されたとき、ハイブリドーマ細胞は
増殖し、その腹腔に液体（腹水）を産生する。この腹水は高濃度の抗体を含有する。代わ
りとなる別の方法は、ハイブリドーマ細胞を小規模なバッチシステムまたは大規模なバッ
チ反応容器の中で、組織培養培地で増殖させることである。
【００７４】
　ｍＡｂのインビトロ製造では、通常、ハイブリドーマ培養物をバッチ様式で成長させる
こと、および、ｍＡｂを培養培地から精製することが必要とされる。ハイブリドーマ細胞
株の成長を支援するために配合された無血清組織培養培地を利用することができる。細胞
培養では、標準的な成長条件のもとで約１０日間、一般に使用される組織培養フラスコに
おいてインキュベーションすることができる。その後、ｍＡｂが培地から集められる。ハ
イブリドーマ細胞を培養においてより高密度に増殖させることによって、より多くの量の
ｍＡｂを培地から集めることができる。低分子量カットオフ（１０，０００～３０，００
０ｋＤ）を有するバリア（例えば、中空繊維またはメンブランなど）の使用は、ハイブリ
ドーマ細胞を高密度で成長させるために好適である。半透過性膜に基づいたこれらのシス
テムでは、培養培地を含有するより大きい区画からバリアによって分離された、小さい空
間に細胞が単離され、ｍＡｂがその空間において製造される。培養では、ハイブリドーマ
の成長を最適化することを助ける増殖因子を補充することができる。抗体の製造プロトコ
ルおよび精製プロトコルの一般的な総説については、Current Protocols in Molecular B
iology (Ed Ausubel et al., John Wiley & Sons Inc, 1988）を参照のこと。
【００７５】
　本明細書中におけるモノクローナル抗体には、所望する生物学的活性を示す限り、重鎖
および／または軽鎖の一部分が、特定の種に由来する抗体、あるいは、特定の抗体クラス
または抗体サブクラスに属する抗体における対応する配列と同一または相同的であり、一
方で、鎖の残り部分が、別の種に由来する抗体、あるいは、別の抗体クラスまたは抗体サ
ブクラスに属する抗体における対応する配列と同一または相同的であるような、「キメラ
」抗体（免疫グロブリン）、ならびに、そのような抗体のフラグメントが含まれる（米国
特許第４，８１６，５６７号、および、Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
 81: 6851~6855 (1984)）。
【００７６】
　ファージディスプレー方法論もまた、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体を製造するために使用す
ることができる。この技術では、細菌、および、ファージとして知られている細菌ウイル
スが、免疫系によって作製された抗体の標的認識特異性の全てを有する合成抗体を製造お
よび選択するために使用される。このような合成抗体は、哺乳動物の系に由来する天然の
抗体における標的認識領域または可変領域をコードするものと同じ遺伝子を使用して作製
される。ファージは、特定の抗体がファージの外殻におけるタンパク質に融合され、かつ
、呈示された抗体をコードする遺伝子がファージ粒子の内部に含有されるように、遺伝子
操作される。従って、この技術では、呈示された抗体の表現型がその遺伝子型に結び付け
られ、このことは、選択された抗体をコードするＤＮＡを将来の使用のために容易に回収
することを可能にする。抗体で覆われたこのようなファージを集めたものがライブライー
と呼ばれる。
【００７７】
　所望する抗体を有するファージをライブラリーから選択するために、ファージは、固体
表面に付着させた標的分子に結合させることができる。標的分子を認識する抗体を有する
ファージは強固に結合し、それ以外のファージ（非結合性ファージ）は簡単に洗い流され
る。ファージディスプレーでは、所与の標的について異なる結合特性を有する抗体を選択
することができる。その後、所望するファージに含有されるＤＮＡを使用して、選択され
た抗体のより多くの量を、研究または医学的診断での使用のために製造することができる
。
【００７８】
　ファージペプチドディスプレー方法論を、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体と結合するペプチド
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を同定するために使用することができる。例えば、ペプチドまたはタンパク質の変異体を
含む、約６個のアミノ酸から約１２個または１５個のアミノ酸に及ぶ様々なペプチドのラ
イブラリーがファージビリオンの外側表面に発現され、一方で、そのようなペプチド残基
のそれぞれをコードする遺伝物質がファージ粒子の内部に存在する。これは、それぞれの
変異体タンパク質配列と、それをコードするＤＮＡとの間での物理的な連関をもたらし、
そのような連関は、パンニングと呼ばれる選択プロセスによる所与の標的分子（例えば、
ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体など）に対する結合親和性に基づいた迅速な特定を容易にする。
例えば、ファージにより呈示されたペプチドのライブラリーを、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体
により被覆されたプレートまたはビーズまたは任意の固体基材とインキュベーションする
工程、結合していないファージを洗い流す工程、および、特異的に結合したファージを溶
出する工程によって、パンニングが行われる。その後、溶出されたファージは増幅され、
結合性配列についてのプールを濃縮するためのさらなる結合／増幅サイクルがその後に行
われる。３回～４回の処理の後、個々のクローンが、ＤＮＡ配列決定およびＥＬＩＳＡに
よって特徴づけられる。ｃｓＰＣＮＡ抗体もまた、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体と結合するペ
プチドまたはペプチドミメティクスについて合成ペプチドライブラリーを同定するために
使用することができる。
【００７９】
　リボソームディスプレーは、数十億個の異なるヒト抗体フラグメントを含有し、かつ、
標的分子に対する抗体を迅速に単離することができるライブラリーを作製するために、タ
ンパク質合成に関与する細胞成分をインビトロで使用する、無細胞ディスプレー技術であ
る。
【００８０】
　リボソームディスプレー技術はまた、標的分子（例えば、ｃｓＰＣＮＡなど）に対する
抗体を同定するために使用することができる。この方法論は、安定な抗体リボソームｍＲ
ＮＡ複合体の形成に基づいており、抗体タンパク質がそのコードＤＮＡ配列に直接に結び
付けられるという点でファージディスプレーとの類似性を有する。ヒト細胞から抽出され
た抗体遺伝子のライブラリーが、標準的なＰＣＲによって複製および増幅される。転写後
、ｍＲＮＡ分子の集団はそれぞれが、異なる抗体遺伝子をコードする。その後、ｍＲＮＡ
分子が、溶解物系リボソーム（細菌由来のリボソームおよびそれらのタンパク質作製機構
）とインキュベーションされ、このとき、リボソームにより、ｍＲＮＡがタンパク質複合
体（リボソームディスプレーライブラリー）に翻訳される。そのような複合体（それぞれ
が異なる抗体を呈示する）が標的の抗原性ペプチド（例えば、ｃｓＰＣＮＡイソ型に由来
するペプチドなど）と混合されると、標的に対して特異的である抗体は標的に結合し、非
結合体は洗い流される。
【００８１】
　一次抗体（例えば、ｃｓＰＣＮＡ抗体）または二次抗体を、そのＦｃ領域に対して向け
られた二次抗体の色素標識Ｆａｂフラグメントまたは酵素標識Ｆａｂフラグメントにより
複合体化またはコンジュゲート化することは、本開示の範囲内である。複数の標識を、一
次抗体または二次抗体にカップリングまたはコンジュゲート化するために利用することが
でき、これらには、アミノメチルクマリン（ＡＭＣＡ）、フルオレセイン（ＦＩＴＣ）、
フルオレセイン（ＤＴＡＦ）、ローダミン（ＴＲＩＴＣ）、Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ（商標）
、Ｃｙ２（商標）、Ｃｙ３（商標）、Ｃｙ５（商標）、Ｃｙ７（商標）、Ｒ－フィコエリ
トリン（ＲＰＥ）、Ｂ－フィコエリトリン（ＢＰＥ）、Ｃ－フィコシアニン、Ｒ－フィコ
シアニンが含まれるが、これらに限定されない。西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）
については、３－アミノ－９－エチルカルバゾール（ＡＥＣ、赤色）およびジアミノベン
ジジン（ＤＡＢ、褐色）；アルカリホスファターゼ（ＡＰ）については、Ｆａｓｔレッド
（ピンク色）、ブロモクロロインドリルホスフェート（ＢＣＩＰ、黄色）、ヨードニトロ
テトラゾリウムバイオレット（ＩＮＴ）（赤褐色）、Ｎｉｔｒｏｂｌｕｅテトラゾリウム
（ＮＢＴ、紫色）、Ｎｅｗ Ｆｕｃｈｓｉｎ（赤色）、ＴＮＢＴ（紫色）およびＶｅｇａ
レッド（ピンク色）。抗体と結合させることができる検出可能な標識はどれも、ｃｓＰＣ
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ＮＡ特異的抗体とともに使用するために好適である。
【実施例】
【００８２】
　下記の実施例は例示目的のために提供されるだけであり、上記において広い用語で記載
されている本開示を限定するようには意図されない。
【００８３】
　〔実施例１：ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体の作製〕
　本実施例は、ｎｍＰＣＮＡには結合せず、ｃｓＰＣＮＡに対してのみ結合するペプチド
特異的抗体の作製を明らかにすることである。
【００８４】
　ヒトのｃｓＰＣＮＡイソ型およびｎｍＰＣＮＡイソ型は、配列番号３として本明細書中
では同定される同一のアミノ酸配列を有する。図１における配列に示されるように、ｃｓ
ＰＣＮＡまたはｎｍＰＣＮＡは２６１個のアミノ酸残基を含有する。
【００８５】
　本明細書中に開示されるＰＣＮＡの免疫原は、配列番号３のアミノ酸残基７５と、アミ
ノ酸残基１５０との間に広がる領域から選択されるアミノ酸配列を有するペプチドであっ
てもよい。ＰＣＮＡのアミノ酸配列は、ｃｓＰＣＮＡ抗体の結合の特異性に影響を及ぼさ
ない変異（例えば、挿入、欠失、置換など）を含むことができる。ＰＣＮＡまたはｃｓＰ
ＣＮＡのペプチドまたはフラグメントは、ＰＣＮＡにおける短い連続または非連続の配列
に関連する。ペプチドは、ＰＣＮＡのＬｅｕ１２６からＴｙｒ１３３までの配列、すなわ
ち、配列番号１（ＬｅｕＧｌｙＩｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕＴｙｒ）を少なくとも含
むアミノ酸配列を含有することができる。追加のアミノ酸もまた、特異性に実質的な影響
を及ぼすことなく、免疫原性または抗原性を増大させるという目的のために付加すること
ができる。例えば、保存的アミノ酸置換を、特異性を変化させることなく行うことができ
る。本明細書中に提供される指針に基づいて、合成ペプチドもまた、ｃｓＰＣＮＡイソ型
に対して特異的である抗体を生じさせるために作製することができる。ペプチドを作製す
るための任意の好適な手順を、本明細書中に開示される免疫原を作製するために用いるこ
とができる。
【００８６】
　〔実施例１Ａ：ペプチド特異的抗体〕
　配列番号２（ＣｙｓＧｌｙＧｌｙＧｌｙＬｅｕＧｌｙＩｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕ
Ｔｙｒ）として同定される配列を有するペプチドと、配列番号５（ＣｙｓＡｓｐＶａｌＧ
ｌｕＧｌｎＬｅｕＧｌｙＩｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕＴｙｒ）として同定される配列
を有する第２のペプチドとの、２つの合成ペプチドを作製した。配列番号５はＰＣＮＡの
免疫優性領域の一部（ＡｓｐＶａｌＧｌｕＧｌｎ）を含む。これら２つの合成ペプチドを
、当分野で公知の手順を使用して、ポリクローナル抗体をウサギにおいて生じさせるため
に使用した。得られた抗体は、Ａｂ１２６（これは配列番号１から生じた）およびＡｂ１
２１（これは配列番号５から生じた）として同定された。
【００８７】
　ウエスタンブロット分析を、ｃｓＰＣＮＡを特異的に認識する抗体の能力を評価するた
めに行った。ＭＣＦ－７乳癌細胞株およびＰＡ－１卵巣癌細胞株の高速度上清（Ｓ３）か
ら調製されたタンパク質サンプルを、２Ｄ－ＰＡＧＥによって分離した。その後、分離さ
れたポリペプチドのウエスタンブロット分析を、Ａｂ１２６、Ａｂ１２１、またはＰＣ１
０（市販の抗ＰＣＮＡ抗体）を使用して行った。図２に示されるように、ＰＣ１０抗体は
、ＰＣＮＡに対する他の市販の抗体と同様に、非悪性細胞において見出される塩基性イソ
型（ｎｍＰＣＮＡ）と、もっぱら癌細胞においてのみ見出される酸性イソ型（ｃｓＰＣＮ
Ａ）との両方を認識した。本実験で使用された両方の癌細胞株（ＭＣＦ－７（図２Ａ）お
よびＰＡ－１（図２Ｂ））が、検出可能なｎｍＰＣＮＡを産生することは注目される。市
販の抗体の非特異的な結合特性により、市販の抗体は悪性細胞および非悪性細胞を識別す
ることができない。これらの抗体の比較分析では、Ａｂ１２６抗体は乳癌細胞および卵巣
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癌の両方のタンパク質のウエスタンブロットにおいて、ｃｓＰＣＮＡを特異的に認識する
ことができることが明らかにされる。しかしながら、Ａｂ１２１を使用するウエスタンブ
ロットでは、ｃｓＰＣＮＡに対する特異性が示されない。ＰＣ１０抗体と同様に、Ａｂ１
２１はｃｓＰＣＮＡイソ型およびｎｍＰＣＮＡイソ型の両方を認識する。従って、ＰＣＮ
Ａの免疫優性領域の一部を含有するペプチドが非特異的な抗体をもたらし、その一方で、
ＰＣＮＡの免疫優性領域の一部分を何ら含有しないペプチドがｃｓＰＣＮＡ特異的抗体を
もたらしたことは予想外であった。
【００８８】
　モノクローナル抗体が、上記のペプチドを使用して調製される。モノクローナル抗体作
製の従来の方法を、ヒト抗ｃｓＰＣＮＡ抗体を同定するために、HuCal GOLD（登録商標）
組換え抗体ライブラリーおよびファージディスプレー技術を使用する方法と同様に用いる
ことができる。得られたモノクローナル抗体もまた、ｃｓＰＣＮＡイソ型のみを特異的に
認識すると考えられる。
【００８９】
　〔実施例１Ｂ．ＡＢ１２６抗体は、培養で増殖した癌細胞を特異的に認識する〕
　２つの異なるタイプの細胞染色分析を、Ａｂ１２６抗体（以降、ｃｓＰＣＮＡａｂとし
て示されることがある）が悪性乳房細胞および非悪性乳房細胞を識別し得るかどうかを評
価するために行った。結果から、Ａｂ１２６抗体は癌細胞について高い特異性を有するこ
と、および、Ａｂ１２６抗体は悪性腫瘍についての早期検出因子として役立つこと、が明
らかにされる。免疫蛍光細胞染色実験を、Ａｂ１２６抗体を使用して行った（図３）。非
悪性のヒト乳房上皮細胞（ＨＭＥ）、および、テロメラーゼ遺伝子により不死化された非
悪性ＨＭＥ細胞（ＨＭＥ５０ｈＴＥＲＴ）を使用した。ＨＭＥ細胞とＨＭＥ５０ｈＴＥＲ
Ｔ細胞はどちらも、ヌードマウスにおいて腫瘍を生じさせる能力を有していない。加えて
、乳癌患者に由来する悪性ＨＭＥ細胞（ＨＭＥ－腫瘍）、ならびに、悪性ＭＣＦ－７細胞
を使用した。これらの異なる細胞タイプを、緑色蛍光性の標識された抗ＰＣＮＡ（ＰＣ１
０）抗体および赤色標識されたＡｂ１２６により染色した。ＰＣ１０、または、ＰＣＮＡ
についての市販の任意の他の抗体、または、Ａｂ１２１はいずれも、これらの抗体の全て
がＰＣＮＡ分子内の免疫優性領域に対して調製されるので、非悪性のヒト細胞と、悪性の
ヒト細胞とを識別するために使用することができない。これに対して、Ａｂ１２６、すな
わちｃｓＰＣＮＡａｂは、免疫優性領域から遠位にあるＰＣＮＡの領域に対して作製され
る。図３において認められ得るように、標識されたＰＣ１０抗体は、調べられた異なる細
胞タイプの全て（悪性および非悪性の両方）を容易に染色する。しかしながら、標識され
たＡｂ１２６（これはｃｓＰＣＮＡに対して特異的に作製された）は非悪性細胞を染色せ
ず、しかも癌細胞を容易に検出することができる。非悪性細胞のＤＡＰＩ染色は、これら
の細胞の核を染色するので、視野における細胞の存在を確かに示し、また、ＰＣ１０によ
る染色は、ＰＣＮＡがこれらの正常な細胞に存在すること、および、これがＰＣＮＡの癌
特異的なイソ型ではないことを示す。本実施例は、Ａｂ１２６により、癌細胞が特異的に
検出されることを明らかにし、従って、ｃｓＰＣＮＡが悪性腫瘍についてのバイオマーカ
ーであるという前提を支持する。
【００９０】
　〔実施例１Ｃ．ＡＢ１２６抗体は早期段階の癌細胞を認識する〕
　本実施例では、より迅速な診断のために、Ａｂ１２６抗体が早期段階の癌細胞を認識す
ることが明らかにされる。非悪性のＨＭＥ５０ｈＴＥＲＴ細胞、ならびに悪性のＨＭＥ－
腫瘍細胞およびＭＣＦ－７細胞を、免疫蛍光染色実験で使用した。加えて、テロメラーゼ
、ｃｄｋ４、およびＲａｓによりトランスフェクションされたＨＭＥ細胞を同様に評価し
た（ＨＭＥ５＋ｃｄｋ４，ｈＴＥＲＴ＋Ｒａｓ）。マウスに導入されたとき、これらの細
胞は、長い時間の後でのみではあるが、腫瘍を生じさせる。それらは非常に早期の形質転
換細胞を代表し得ることが考えられる。この実験では、図４に示されるように、これらの
細胞タイプの全てがＤＡＰＩにより染色され、それぞれの拡大視野における細胞の存在が
示された。標識されたＰＣ１０抗体は、これらの異なる細胞タイプの全てを染色した。し
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かしながら、癌特異的なＡｂ１２６抗体は、非悪性細胞を標識せず、悪性細胞を容易に標
識する。加えて、Ａｂ１２６抗体はＨＭＥ５＋ｃｄｋ４＋ｈＴＥＲＴ＋Ｒａｓ細胞を標識
する。このことは、早期形質転換細胞におけるｃｓＰＣＮＡの存在を示している。
【００９１】
　〔実施例１Ｄ．ＡＢ１２６抗体は組織における癌細胞を特異的に認識する〕
　悪性および非悪性のパラフィン包埋乳房組織標本の免疫組織学的染色もまた、Ａｂ１２
６抗体を用いて行った。結果を図５に示す（パネルＡ＆Ｂ）。結果から、この抗体は、パ
ネルＢにのみ存在する癌細胞のみを特異的に認識することができることが示される。両方
のパネルにおける細胞はまた、核を同定するために、ヘマトキシリンおよびエオシン（Ｈ
＆Ｅ）染料により対比染色される。Ａｂ１２６抗体による細胞染色は褐色となる（パネル
Ｂ）。
【００９２】
　これらの例から、本明細書中に開示された方法に従って作製されたＡｂ１２６抗体また
は他の抗体が、ｃｓＰＣＮＡイソ型を特異的に同定するために使用され得ること、および
、ｃｓＰＣＮＡイソ型が悪性腫瘍の正真正銘のマーカーであること、が明らかにされる。
従って、Ａｂ１２６抗体または同様な抗体は、癌について処置されている個体の寛解状態
をモニターするために有用である。Ａｂ１２６または同様な抗体は、ＥＬＩＳＡおよび免
疫組織化学的アッセイをスクリーニング目的のために開発するための有用な試薬である。
加えて、Ａｂ１２６または同様な抗体は、個体の体液において、または、個体の細胞もし
くは組織において、悪性腫瘍の可能性を同定することによって、早期段階の癌を有する個
体を同定するために有用である。抗体はまた、抗体を放射能標識または蛍光標識し、その
抗体を、腫瘍細胞によって腫瘍の近傍に放出されているｃｓＰＣＮＡと反応させることに
よって、腫瘍の存在部位を同定するために有用であり得る。Ａｂ１２６または同様な抗体
は、それらの悪性腫瘍の可能性を評価するために現在使用されているマーカーを認識する
能力を有する、抗体パネルの有用な構成要素である。
【００９３】
　〔実施例２：ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体は悪性の乳癌細胞を認識する〕
　本実施例は、抗ｃｓＰＣＮＡ抗体により、乳癌細胞が正常な細胞から選択的に認識され
ることを明らかにする。ＰＣＮＡに由来するアミノ酸配列を使用して、商業的な抗体供給
者（Zymed,Inc., San Francisco, CA）に、ｃｓＰＣＮＡ特異的な抗体を作製するように
契約した。ｎｍＰＣＮＡイソ型ではなく、ｃｓＰＣＮＡイソ型を選択的に同定するウサギ
ポリクローナル抗体が作製された。ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体のこの特異性を、ヒト乳房細
胞株およびヒト腫瘍／正常組織の両方のウエスタンブロット、免疫蛍光染色によって、ま
た、ＤＡＢに基づいた免疫組織化学的染色（ＩＨＣ）によって確認した。動物の免疫化で
は、ペプチドのアミノ末端部分に付加された４つのシステインを介してキーホールリンペ
ットヘモシアニンにカップリングされた、ＰＣＮＡのペプチドフラグメントが利用された
。ＰＣＮＡのアミノ酸１００～アミノ酸１６０に広がる領域から選択されたＫＬＨコンジ
ュゲート化ペプチドフラグメントの１００マイクログラムを、完全フロイントアジュバン
トに再懸濁し、２羽のメスのＮｅｗ　Ｚｅａｌａｎｄ白ウサギの多数の部位に皮下注射し
た。ウサギを１ヶ月間休ませ、その後、動物に、不完全アジュバント中のＫＬＨカップリ
ング抗原の２回目の１００μｇ用量による、追加抗原刺激を行った。抗原に対する抗体力
価を、免疫化後の約１０日～１４日にＥＬＩＳＡアッセイによって求め、さらに１４日間
の休息期間の後、ＫＬＨカップリング抗原による、動物の２回目の追加抗原刺激を行った
。１２日後、２５ｍｌの抗血清をそれぞれのウサギから集め、－２０℃で保存した。抗血
清を２０ｍＭリン酸塩緩衝化生理的食塩水（ｐＨ７．０）に対して２回透析し、同じ緩衝
化生理的食塩水で事前に平衡化されたプロテインＧ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅカラムに負荷し
た。ゲルの結合能は１ｍｌの充填ゲルベッドあたり１９ｍｇのウサギＩｇＧであった。カ
ラムを１０カラム体積のＰＢＳにより洗浄し、１０体積の０．１Ｍグリシン緩衝液（ｐＨ
３．０）により溶出した。カラムから溶出する１ミリリットル毎の分画物を１ｍｌ／分～
２ｍｌ／分の流速で０．２５ｍｌの０．２５Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）に集め
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た。カラムから溶出するタンパク質ピークを含有する分画物におけるタンパク質の濃度を
Ｂｒａｄｆｏｒｄアッセイによって求め、これらの分画物を一緒にし、１０ｍＭのＮａＮ
３を含有するリン酸塩緩衝化生理的食塩水に対して透析してから、様々なアッセイで使用
されるまで４℃で保存した。その後、分離されたポリペプチドのウエスタンブロット分析
を、市販の抗ＰＣＮＡ　ＰＣ１０抗体、または、ウサギポリクローナル抗体のいずれかを
使用して行った（図６）。ＰＣ１０抗体は、ＰＣＮＡに対する市販の抗体と同様に、非悪
性細胞において見出されるＰＣＮＡの塩基性イソ型（ｎｍＰＣＮＡ）と、乳癌細胞におい
てもっぱら見出されるＰＣＮＡの酸性イソ型（ｃｓＰＣＮＡ）との両方を認識する。ｃｓ
ＰＣＮＡ抗体は、癌細胞抽出物の２Ｄ－ＰＡＧＥウエスタンブロット分析において、ｃｓ
ＰＣＮＡイソ型を特異的に認識する。
【００９４】
　〔実施例２Ａ：ｃｓＰＣＮＡａｂを使用する乳癌組織標本の比較選択性分析〕
　正常な乳房組織の標本および乳癌組織の標本からなるパネルを、市販の抗体またはｃｓ
ＰＣＮＡａｂのいずれかを使用してＰＣＮＡの存在についてウエスタンブロッティングに
よって分析した（図７）。市販の抗体には、Ｃ２０（ＰＣＮＡのＣ末端に対する抗体）お
よびＰＣ１０（これはラットのＰＣＮＡタンパク質全体に対して調製された）が含まれた
。これらの市販の抗体は、正常な乳房組織または悪性の乳房組織のいずれであってもそこ
に存在するＰＣＮＡを認識した。しかしながら、ｃｓＰＣＮＡａｂ抗体は、悪性の組織の
みにおけるＰＣＮＡの存在を検出した。ｃｓＰＣＮＡａｂのこの能力は、ｃｓＰＣＮＡが
、正常な細胞においてではなく、悪性の細胞において発現するということに起因した。ｃ
ｓＰＣＮＡイソ型についてのこの抗体の特異性は、より高い濃度の市販のＰＣ１０抗体ま
たはｃｓＰＣＮＡａｂを用いて、ＰＣＮＡ検出のために非悪性組織の抽出物および悪性組
織の抽出物をウエスタンブロット分析した実験において、さらに明らかにされた（図８）
。この実験の結果から、ウエスタン分析におけるｃｓＰＣＮＡａｂの高い濃度でさえ、こ
の抗体は癌組織のみにおけるｃｓＰＣＮＡの存在を検出したことが明らかにされる。これ
に対して、全ての濃度において、ＰＣ１０抗体は、悪性の乳房組織および非悪性の乳房組
織の両方においてＰＣＮＡタンパク質を容易に検出した。
【００９５】
　〔実施例２Ｃ：ｃｓＰＣＮＡａｂは培養および組織における乳癌細胞を特異的に検出す
る〕
　免疫蛍光分析を、ｃｓＰＣＮＡａｂが細胞培養標本および組織標本において悪性の乳房
細胞および非悪性の乳房細胞を識別し得るかどうかを評価するために行った。結果から、
この抗体は癌細胞について高い特異性を有することが明らかにされる（図９～図１０）。
ｃｓＰＣＮＡａｂを、培養増殖させた非悪性の乳房細胞および悪性の乳房細胞を染色でき
るかどうかについて調べた（図９）。この実験では、それぞれの倍率視野における細胞の
存在を求めるために、異なる細胞タイプの全てがＤＡＰＩにより染色された。調べられた
細胞は、正常なヒト乳房上皮細胞（ＨＭＥＣ）、および、腫瘍形成性ではない自発的に不
死化したＨＭＥＣであった。ｐ５３における変異を有し、ヒトテロメラーゼの触媒作用成
分（ｈＴＥＲＴ）およびＲａｓ癌遺伝子（Ｈ－Ｒａｓ－Ｖ１２）によりトランスフェクシ
ョンされていた形質転換ＨＭＥＣもまた評価した。加えて、無胸腺マウスの体内で成長さ
せた腫瘍から培養された形質転換ＨＭＥＣ、ならびに、ＭＣＦ－７細胞を、図９について
は乳腫瘍細胞として使用した。図９において認められ得るように、市販のＰＣ１０抗体は
、調べられた異なる細胞タイプの全て（すなわち、悪性および非悪性の両方）を容易に染
色した。ＰＣ１０抗体は、ＰＣＮＡの発現を定量するために広範囲で使用されている。市
販の抗体とは異なり、ｃｓＰＣＮＡａｂは、ｃｓＰＣＮＡを選択的に認識する一方で、非
悪性細胞を染色せず、しかも乳癌細胞を容易に検出することができる。非悪性細胞のＤＡ
ＰＩ染色により、視野における細胞の存在が示される。ｃｓＰＣＮＡａｂにより染色され
た非悪性培養物において認められる少数の明るい赤色蛍光「スポット」は、これらの「ス
ポット」が、緑色標識されたＰＣ１０抗体により染色された培養物において同じ場所に認
められるので、破片に対する非特異的な結合のためである。本実験は、ｃｓＰＣＮＡａｂ
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が、培養された乳癌細胞を特異的に検出することを示している。
【００９６】
　別の実験では、新鮮な凍結された非悪性の乳房組織標本および悪性の乳房組織標本もま
た、市販の抗体およびｃｓＰＣＮＡａｂ抗体を使用して、比較免疫蛍光染色によって評価
された（図１０）。この研究では、市販のＰＣ１０抗体、Ｃ２０抗体、および１００－４
７８抗体（Ｎｏｖｕｓ）が評価された。図１０に例示されるように、これらの市販の抗体
は全てが非悪性の乳房組織および悪性の乳房組織の両方を容易に染色する。ＰＣ１０抗体
、Ｃ２０抗体、および４７８抗体とは対照的に、ｃｓＰＣＮＡａｂは、悪性の乳房組織の
みを染色した。培養増殖させた両方の細胞、ならびに、ヒト組織を使用して行われたこれ
らの実験は、ｃｓＰＣＮＡａｂが乳癌細胞のみを特異的に検出することを明らかにしてお
り、ｃｓＰＣＮＡが乳房の悪性腫瘍についての真のマーカーであるという証拠をもたらす
。
【００９７】
　〔実施例３．ｃｓＰＣＮＡの抗原性ペプチドに対するマウスのポリクローナル抗体およ
びモノクローナル抗体の作製〕
　２系統のマウス（系統あたり３匹のマウス）を１００μｇのＫＬＨコンジュゲート化ｃ
ｓＰＣＮＡペプチドフラグメントにより免疫した。ヒトＰＣＮＡタンパク質のアミノ酸位
１２６～１３３（配列番号１）（ＬｅｕＧｌｙＩｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕＴｙｒ）
を含むｃｓＰＣＮＡ由来のペプチドフラグメントを使用した。マウスを休ませ、１２日目
に、マウスがペプチドに対する免疫応答を発達させたかどうかを明らかにするために、免
疫化後試験採血を行った。ｃｓＰＣＮＡペプチドに対する抗体の産生能を、ＥＬＩＳＡプ
レートにカップリングされた抗原性ペプチドを使用したＥＬＩＳＡアッセイによって求め
た。マウス抗血清の希釈物を固定化ペプチドとインキュベーションし、捕捉された抗ｃｓ
ＰＣＮＡ抗体を、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）にコンジュゲート化された抗マ
ウスＩｇＧ抗体とインキュベーションしてから定量した。マウスの全てを３０日間休ませ
、抗体力価がベースライン近くに低下した後、マウスに、２回目の用量のｃｓＰＣＮＡペ
プチドによる追加抗原刺激を行った。このプロセスを３回繰り返し、ｃｓＰＣＮＡペプチ
ドに対する免疫学的応答を定量した後、最大の免疫応答を有したマウスからの脾臓を取り
出し（図１２）、脾臓細胞をＮＳ－０骨髄腫細胞と融合した。マウス抗血清はランダムな
ペプチド配列には結合せず、また、ｃｓＰＣＮＡの異なる免疫優性領域に由来するペプチ
ドをスクリーニング期間中においてコントロールとして使用したが、このペプチドは、ヒ
ストグラム（図１２）では示されないベースライン吸収値しかもたらさなかった（図１２
）。ハイブリドーマをＨＡＴ培地において選択した。ＨＡＴ選択を生き延びたハイブリド
ーマを、ｃｓＰＣＮＡペプチドに対する抗体産生についてスクリーニングし、抗ｃｓＰＣ
ＮＡを作製する２９個のクローンを選択した。これらのクローンをＨＡＴ培地においてさ
らに２週間継続し、１５個のクローンをＥＬＩＳＡによって再選択し、安定な抗体産生細
胞株として特定した。これらの細胞株を限界希釈によってサブクローン化し、ｃｓＰＣＮ
Ａに対する抗体を産生するクローンを選択し、高密度に増殖させて、アフィニティー精製
によって抗ｃｓＰＣＮＡ抗体を調製し、２Ｄ－ＰＡＧＥ分解後のウエスタンブロットおよ
びＩＨＣ分析を用いて、ｃｓＰＣＮＡについての特異性を確認した。これらのアフィニテ
ィー精製されたモノクローナル抗体のうちの５個が、生物学的サンプルにおける悪性細胞
の検出のために使用される。
【００９８】
　〔実施例４：パラフィン包埋された乳房組織標本の免疫組織化学的（ＩＨＣ）染色〕
　本実施例は、本明細書中に開示されるｃｓＰＣＮＡ特異的抗体および方法により、悪性
細胞が包埋組織標本において検出されたことを明らかにする。パラフィン包埋された乳房
組織標本の免疫組織化学的染色もまた、ｃｓＰＣＮＡａｂを用いて行った。調べられた組
織は、乳房切除手術後に得られた非悪性の組織、ならびに、非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）
（乳管の外側で、乳房内の他の組織への拡大、または、乳房外への拡大の証拠を伴うこと
なく、乳管の裏層における悪性様細胞のクローナル増殖によって特徴づけられる前癌状態
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）の患者から得られた組織であった。ＤＣＩＳは浸襲性疾患または転移性疾患の前兆であ
る。代表的な結果が例示される（図１１）。これらの結果から、ｃｓＰＣＮＡａｂは、癌
細胞の核内のエピトープを特異的に認識し、かつ、早期段階（ＤＣＩＳ）の疾患を検出す
ることが明らかにされる。ｃｓＰＣＮＡの発現は、正常な乳腺小葉では観測されなかった
。
【００９９】
　１つの態様において、陽性コントロールのスライドは既知の浸襲性乳腫瘍コア部の二連
の切片を含有し、ブランクのパラフィン切片が陰性コントロールとして役立つ。簡単に記
載すると、組織標本の５μｍパラフィン切片を正荷電のスライドに固定処理し、キシレン
中で脱パラフィン化し（３回の交換）、その後、段階的なアルコールおよび蒸留水により
再水和した。抗原回復を、電子レンジを１０分間使用し、続いて、２０分間冷却してクエ
ン酸塩緩衝液（ｐＨ６．０）中で行う。この後、Peroxo-block（登録商標）（Zymed）を
用いた内因性ペルオキシダーゼ活性のブロッキング処理を行う。スライドをリン酸塩緩衝
化生理的食塩水（ＰＢＳ）で洗浄した後、スライドをビオチン化ｃｓＰＣＮＡａｂ（１：
４００の希釈度）または市販のビオチン化ＰＣ１０抗体（BioScience、１：２５０の希釈
度）と１時間インキュベーションする。アビジンコンジュゲート化ペルオキシダーゼ（Zy
med, Picture Plus（商標）キット：ＨＲＰ／Ｆａｂポリマーコンジュゲート、Invitroge
n, Carlsbad, CA）をビオチン化一次抗体に結合させ、抗体ペルオキシダーゼ複合体をジ
アミノベンジジン（DABplus（登録商標）、Dako、Carpinteria, CA）と反応することによ
って、抗原抗体反応を可視化する。可視化に先だって、スライドをヘマトキシリン（Vect
or Labs）により対比染色し、アルコールおよびキシレン中で洗浄し、Histomount（商標
）（Zymed, Invitrogenm, Carlsbad, CA）により固定する。ｃｓＰＣＮＡａｂ一次抗体ま
たはＰＣ１０一次抗体を、リン酸塩緩衝化生理的食塩水（ＰＢＳ）またはイソタイプ特異
的なコントロール抗体により置き換えることもまた、陰性コントロールとして使用される
。それぞれの組織切片において細胞構造を明らかにするために、また、細胞の核を同定す
るために、混合Ｈ＆Ｅ染料が使用されるが、これは、組織病理学的評価における悪性腫瘍
の存在を決定するための標準的な方法を表す。Ｈ＆Ｅは、ｃｓＰＣＮＡａｂ抗体またはＰ
Ｃ１０抗体のいずれかによるパラフィン包埋標本のＩＨＣ染色の後で組織切片に添加する
。
【０１００】
　ＩＨＣによる評価およびスコア化を本明細書中に記載される通りに行う。ＰＣ１０抗体
およびｃｓＰＣＮＡａｂ抗体との反応性についての病理学標本および組織アレイの染色お
よび最初のスコア化の完了後、染色されたスライドを染色結果の確認のために独立して評
価する。それぞれの組織学的切片を、免疫染色を呈示する正常な核および新生物の核の割
合についてスクリーニングし、評価する。細胞の核の２％未満、２％～２０％、２１％～
７０％、または７１％～１００％が陽性に染色されるならば、ｃｓＰＣＮＡａｂについて
の免疫反応性を、それぞれ、陰性、低い、中程度、または高い、として分類する。これら
の選ばれた免疫反応性範囲の値は、乳癌についての他のバイオマーカーによる臨床病理学
判断のために使用される値と一致している。任意の好適なスコア化方法も、本明細書中に
記載される方法に加えて、使用することができる。１０個の重ならない高倍率顕微鏡視野
を１つの標本について計数し、核の少なくとも２％がｃｓＰＣＮＡａｂにより染色される
ならば、その標本を乳癌として分類する。一致することが必要ならば、分析は再評価する
ことができる。増殖中の悪性細胞は、ＤＡＢを基質として使用すると、ｃｓＰＣＮＡａｂ
抗体およびＰＣ１０抗体の両方により褐色に染色されることが予想される。正常な組織の
標本は、ｃｓＰＣＮＡａｂと反応しないのでＨ＆Ｅ染料のために青／紫色のままであるこ
とが予想されるが、正常な組織における増殖細胞は、それらの増殖速度にかかわらず、Ｐ
Ｃ１０抗体でプローブされたときにだけ、褐色に染色されるはずである（図９～図１０）
。
【０１０１】
　〔実施例４Ａ：悪性乳癌細胞の臨床診断〕
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　培養において増殖する場合（図９）または悪性組織に存在する場合（図１０）のいずれ
であっても、ｃｓＰＣＮＡａｂが乳癌細胞に選択的に結合できることを明らかにするため
に、免疫蛍光による細胞染色および組織染色を使用した。悪性乳癌の臨床診断もまた、ｃ
ｓＰＣＮＡ特異的抗体を使用する癌性組織の免疫組織化学的染色によって行われる。
【０１０２】
　市販のアレイ供給元からの組織アレイスライド、および、組織標本から調製された個々
のスライドを、ｃｓＰＣＮＡａｂ抗体および／またはＰＣ１０抗体と結合するそれらの能
力について分析する。３μｍ～５μｍの切片に薄切されたパラフィン包埋組織を、パラフ
ィンを除くために、キシレン中で２回、それぞれ１０分間インキュベーションする。スラ
イドを、一連のエタノール洗浄液（dH2O中の濃度が１００－９０－８０－７０－０％）に
より、それぞれ１０分間、再水和する。抗原回復を、Antigen Unmasking Solution（Vect
or Laboratories, Burlingame, CA）を説明書に従って使用して行う。その後、スライド
をブロッキング緩衝液（ＰＢＳにおける３％ＢＳＡ）に室温で３０分間～６０分間入れる
。ブロッキング緩衝液中の１：２００の希釈度での、マウス抗ＰＣＮＡ（ＰＣ１０）抗体
（これはＰＣＮＡの全てのイソ型を認識する）またはウサギｃｓＰＣＮＡａｂのいずれか
を組織に直接に添加し、パラフィンで覆い、加湿チャンバーにおいて室温で６０分間イン
キュベーションする。ＰＢＳでの５分間の洗浄を３回行った後、スライドを、ブロッキン
グ緩衝液中の１：６００の希釈度での適切な蛍光二次抗体（Alexa468（緑色蛍光）（Calb
iochem, San Diego, CA）、抗マウスＩｇＧ、またはAlexa568（赤色蛍光）、抗ウサギＩ
ｇＧ（Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA)とインキュベーションし、パラフ
ィンで覆い、加湿チャンバーにおいて、室温で３０分間～６０分間、暗所に置く。３回の
５分間の洗浄をＰＢＳ中でもう一度行い、スライドを、ＤＡＰＩを含有するVectashield
（登録商標）（Vector Laboratories, Burlingame, CA）により固定する。組織切片を、
２０Ｘ（および４０Ｘ）の対物レンズを有するLeica蛍光顕微鏡を使用して調べる。ＤＡ
ＰＩは対比染料として役立つ。増殖中の正常な乳房細胞および悪性の乳房細胞をｃｓＰＣ
ＮＡ抗体およびＰＣ１０抗体とインキュベーションした後、これらの細胞に対するAlexa4
68抗体およびAlexa568抗体の結合を評価する。Leica蛍光顕微鏡は、一方または両方の抗
体が同じ乳房細胞に結合しているかどうかを識別することを可能にする赤色－緑色のフィ
ルターを備える。それぞれの組織学的切片を、赤色または緑色の免疫蛍光を呈示する、正
常な核および新生物の核の割合についてスクリーニングし、評価する。細胞の核の２％未
満、２％～２０％、２１％～７０％、または７１％～１００％が赤色の蛍光を有するなら
ば、ｃｓＰＣＮＡａｂについての免疫反応性を、それぞれ、陰性、低い、中程度、または
高い、として分類する。ＩＨＣによるスコア化および評価を本明細書中上記で記載された
ように行う。正常な組織の標本は、ＰＣ１０抗体とだけ反応することができるので、緑色
の蛍光を発するだけであり、一方で、悪性の細胞は、ＰＣＮＡの両方のイソ型を発現して
、ＰＣ１０およびｃｓＰＣＮＡａｂの両方と反応することが予想される。加えて、正常な
組織の標本に含まれる遅く増殖する細胞および急速に増殖する細胞はともに、ＰＣ１０抗
体とのみ結合することが予想される（図９～図１０）。ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体を使用し
た分析によるｃｓＰＣＮＡイソ型の検出は、抗体に結合した特定の標識によっては制限さ
れない。例えば、免疫蛍光染色はＤＡＢ染色よりも高感度であり、また、免疫蛍光標識さ
れた連続組織切片のデジタル画像は互いに重ねることができるので、赤色および緑色の染
色細胞の同時局在化が、分析されたそれぞれの組織標本について容易に確認され、そのよ
うな同時局在化は、悪性細胞が、分析されている癌標本にだけ存在することを選択的に示
すことが予想される。赤色の蛍光が乳腫瘍標本にだけ存在することにより、悪性の乳房細
胞についてのｃｓＰＣＮＡａｂの選択性が確認される。
【０１０３】
　増殖中の非悪性の乳房細胞は、培養において増殖させた場合、または、正常な組織に存
在する場合であっても、ｃｓＰＣＮＡを発現せず、従って、ｃｓＰＣＮＡａｂと反応しな
い。対照的に、増殖中の非悪性の乳房細胞は非選択的なＰＣ１０抗体と反応する。
【０１０４】
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　本明細書中に開示される抗体組成物および方法によりまた、様々な乳腫瘍タイプが検出
され、これらには、乳管嚢胞、アポクリン化生、硬化性腺症、乳管上皮過形成、非異型性
、管内乳頭腫症、円柱細胞の変化、放射状硬化性病変（放射状瘢痕）、乳頭腺腫、管内乳
頭腫、線維腺腫、乳汁分泌性乳頭腫、非定型乳管上皮過形成、非定型小葉過形成、非浸潤
性乳管癌（核悪性度１、同２および同３として分類される）、上皮内小葉癌、多形性上皮
内小葉癌、乳房内脂肪腫、乳房過誤腫、顆粒細胞腫、乳房内脂肪壊死、偽血管腫性間質過
形成（ＰＡＳＨ）、乳房を巻き込む悪性メラノーマ、乳房を巻き込む悪性リンパ腫、葉状
腫瘍（良性、境界線上および悪性のサブクラス）、および、乳房の肉腫、が含まれる。
【０１０５】
　乳癌は、ｐ５３、ＥＲ、ＰＲ、細胞周期タンパク質、Ｂ７２．３、α－ラクトアルブミ
ン、乳脂肪球、マンマグロビン、マスピン、およびＨＥＲ２の発現変化を含む、様々なバ
イオマーカーと結び付けられてきた。しかしながら、必ずしも全ての乳癌が、これらのバ
イオマーカーの全ての変化した発現を同時に、または、同じレベルに示すわけではない。
ｃｓＰＣＮＡ、および他の予後／診断因子（Ｋｉ６７、ｐ５３、ＥＲ、ＰＲ、Ｂ７２．３
、α－ラクトアルブミン、乳脂肪球、マンマグロビン、マスピンおよびＨＥＲ２）のいず
れかの発現状況もまた行うことができる。ｃｓＰＣＮＡａｂ、または、その他のバイオマ
ーカーに対する市販の一次抗体、および、それらに対する適切な二次抗体が、乳癌につい
ての他のバイオマーカーに対するｃｓＰＣＮＡ発現の相関を評価するために使用される。
ｃｓＰＣＮＡイソ型に対するモノクローナル抗体はまた、乳癌組織を検出および診断する
ために使用される。抗原抗体結合の条件は、最適な感度を得るために必要ならば調節され
る。
【０１０６】
　〔実施例４Ｃ：ｃｓＰＣＮＡａｂの感度および特異性を求めるための統計学的方法〕
　悪性の乳房細胞を組織標本において検出するためのｃｓＰＣＮＡａｂの感度および特異
性を計算するために、まず統計学的方法を使用して、免疫組織化学的（ＩＨＣ）データの
分析を行う（S.C.Chuah et al., 2005, Pathology, 37(2): pp.169-171を参照のこと）。
ｃｓＰＣＮＡａｂのこれらの特徴に加えて、悪性の乳房細胞および非悪性の乳房細胞を互
いに識別するためにｃｓＰＣＮＡａｂを使用することの、陽性の予測値（ＰＰＶ）および
陰性の予測値（ＮＰＶ）を、下記の式を使用して求める［感度＝ａ／（ａ＋ｃ）；特異性
＝ｄ／（ｂ＋ｃ）；ＰＰＶ＝［ａ／（ａ＋ｂ）］×１００；およびＮＰＶ＝［ｄ／（ｃ＋
ｄ）×１００；式中、ａ＝真の陽性、ｂ＝偽陽性、ｃ＝偽陰性、および、ｄ＝真の陰性］
。個々の標本の真陽性染色／偽陽性染色および真陰性染色／偽陰性染色が、染色された組
織切片の目視検査のあいだに病理学者によって確認される。ＩＨＣデータはまた、χ二乗
検定によって最初に分析され、本明細書中に記載されるＩＨＣ評点システムを使用して、
得られたデータに対する分析が行われる（H. Brustmann, 2005, Gynecologic Oncology, 
98:396~402を参照のこと）。データは単変量解析に供され、悪性の乳房標本および非悪性
の乳房標本を識別する様々なｃｓＰＣＮＡａｂの能力が評価される。悪性の乳房細胞を患
者の組織標本において選択的かつ特異的に同定するｃｓＰＣＮＡａｂの能力を定量化する
ために、GraphPad Prism4およびStatMate統計学的分析ソフトウエア（GraphPad, San Die
go, CA）を使用して、正常な乳房組織の標本および良性の乳房病変を用いて得られたデー
タが分析される。ｃｓＰＣＮＡａｂは、この抗体が、ヒト乳房生検物における悪性の乳房
細胞の存在を同定するために使用されるとき、９０％以上の選択性および９５％を超える
信頼性レベルを提供するはずである。ｃｓＰＣＮＡａｂは、組織標本が第Ｉ期の疾患とし
て分類される場合でさえ、強く反応する。乳癌病変の種々の下位カテゴリーもまた、本明
細書中に開示される様々なｃｓＰＣＮＡａｂによって評価される。
【０１０７】
　〔実施例５．ｃｓＰＣＮＡ特異的ペプチドの設計、および、ｃｓＰＣＮＡに対して特異
的に指向する抗体の開発〕
　ＰＣＮＡに対する市販の抗体のエピトープマッピングにより、抗体の大部分が、ＰＣＮ
Ａタンパク質のほぼ中央部（ａａ８５～１２５）における４０アミノ酸（ａａ）の範囲に
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。ウサギポリクローナル抗体が、ＰＣＮＡのタンパク質－タンパク質相互作用を容易にす
るコネクター間ドメイン（ａａ１１８～１３５）（表１）を含むＰＣＮＡのペプチドフラ
グメントに対して、商業的供給元（Zymed Inc., San Francisco, CA）によって調製され
た。それぞれのペプチドを、それぞれのペプチドのアミノ末端部分に付加された４つのシ
ステイン残基を介してキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）にカップリングした
。１００μｇのそれぞれのＫＬＨコンンジュゲート化ペプチドフラグメントを、完全フロ
イントアジュバントに再懸濁し、１つのペプチドあたり２羽ずつのメスのＮｅｗ　Ｚｅａ
ｌａｎｄ白ウサギに多数の部位で皮下注射した。ウサギを１ヶ月間休ませ、その後、不完
全アジュバント中のＫＬＨカップリング抗原の２回目の１００μｇ用量を用いて、動物の
追加抗原刺激を行った。抗原に対する抗体力価を、免疫化後の約１０日～１４日でＥＬＩ
ＳＡアッセイによって求め、さらに１４日間の休息期間の後、動物にＫＬＨカップリング
抗原の２回目の追加抗原刺激を行った。１２日後、２５ｍｌの抗血清をそれぞれのウサギ
から集め、－２０℃で保存した。抗血清を２０ｍＭリン酸塩緩衝化生理的食塩水（ｐＨ７
．０）に対して２回透析し、同じ緩衝化生理的食塩水により事前に平衡化されたプロテイ
ンＧ　Ｓｅｐｈａｒｏｓｅカラムに負荷した。カラムから溶出する１ｍｌ毎の分画物を０
．２５ｍｌの０．２５Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）に集めた。抗体を含有する分
画物を一緒にし、透析し、様々なアッセイで使用されるまで４℃で保存した。ウエスタン
ブロット分析を、ｃｓＰＣＮＡを特異的に認識するそれぞれの抗体の能力を評価するため
に行った。ＭＣＦ７乳癌細胞抽出物を２Ｄ－ＰＡＧＥによって分離した。その後、分離さ
れたポリペプチドのウエスタンブロット分析を、種々のポリクローナル抗体または市販の
ＰＣ１０抗体のいずれかを使用して行った（図１３）。ＰＣ１０抗体は、ＰＣＮＡに対す
る全ての市販の抗体と同様に、非悪性細胞において見出されるＰＣＮＡの塩基性イソ型（
ｎｍＰＣＮＡ）と、乳癌細胞においてもっぱら見出されるＰＣＮＡの酸性イソ型（ｃｓＰ
ＣＮＡ）との両方を認識する。これらの抗体の全ての比較分析では、これらの抗体のうち
の１つだけ（ＰＣＮＡペプチド（ａａ１２６～１３３）に対して調製された抗体）が、癌
細胞抽出物の２Ｄ－ＰＡＧＥウエスタンブロット分析において、ｃｓＰＣＮＡを認識し得
るのみであることが示される。データは、コネクター間ドメイン全体（ａａ１１８～１３
５）に対して惹起された抗体がｎｍＰＣＮＡおよびｃｓＰＣＮＡの両方を認識することを
示す。また、ＰＣＮＡのａａ１２１～１３３に対して惹起された抗体もｎｍＰＣＮＡおよ
びｃｓＰＣＮＡの両方と結合する。これらのデータはまた、ｃｓＰＣＮＡの抗原性部位が
、ＰＣＮＡのａａ１２２～１４２の間のどこかにあることを示唆していた。ＰＣＮＡのａ
ａ１２６～１３３に対して開発された抗体（ｃｓＰＣＮＡを特異的に認識する抗体）がｃ
ｓＰＣＮＡａｂとして名付けられている。加えて、ペプチド＃１２６～１３３を使用する
ことによって、４羽のさらなるＮｅｗ　Ｚｅａｌａｎｄ白ウサギにおいて、また、２つの
異なる系統のマウスにおいて、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体を得ることに成功している。
【０１０８】
＜表１：ウサギポリクローナル抗体を生じさせるために使用されたＰＣＮＡペプチドの配
列（使用されたペプチドには下線が付される）＞
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【０１０９】
　〔実施例５Ａ．ｃｓＰＣＮＡに対する抗体の特異性〕
　本実施例では、ｃｓＰＣＮＡに対する抗体の特異性が明らかにされる。直接ＥＬＩＳＡ
アッセイにおいて、抗原性ペプチドおよび精製されたｃｓＰＣＮＡを、抗ＰＣＮＡ抗体（
「Ａｂ１２６抗体」）による結合のための標的として互いに競合させた。抗体がｃｓＰＣ
ＮＡについて特異的であったならば、十分な濃度において、この抗体を惹起させるために
使用されたペプチドは、アッセイにおいて用いられるＡｂ１２６抗体に対する結合につい
て、精製ｃｓＰＣＮＡと効果的に競合することが予想される。
【０１１０】
　本実験においてはまず、０．１μｇの組換えＰＣＮＡをカップリング緩衝液（炭酸塩緩
衝液、ｐＨ９．６）中でＥＬＩＳＡプレートに固定化し、その後、１％ウシ血清アルブミ
ンとカップリング緩衝液中で１時間インキュベーションして、それぞれのウエルに残存す
る残存結合性部位をブロッキング処理した。その後、所定範囲の濃度（０．０２４ｎｇ／
ウエル～２４００ｎｇ／ウエル）の抗原性ペプチド（ＵＭＰＢ６、ＰＣＮＡのアミノ酸１
２６～１３３と等価）を氷上でＡｂ１２６抗体と混合し、それぞれのウエルに入れて室温
で１時間振とうした。この一次抗体をＰＢＳ－０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０による洗浄によ
って除き、アルカリホスファターゼにコンジュゲート化された抗ウサギＩｇＧ二次抗体を
それぞれのウエルに加えた。ウエルをＰＢＳにより洗浄し、反応緩衝液における１００μ
ｌのパラ－ニトロフェノールホスファート（１ｍｇ／ｍｌ）を２０分間インキュベーショ
ンして、基質を加水分解させ、その後、反応混合物の光学濃度を４０５ｎｍの波長で読み
取った。
【０１１１】
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　図１５Ａに示される結果から、このペプチドは、ＥＬＩＳＡプレートに固定化されたｃ
ｓＰＣＮＡに対するＡｂ１２６抗体の結合を、増大するペプチド濃度の関数として阻害す
ることができ、見かけのＩＣ５０が０．１μｇ／ｍｌをわずかに上回ることが明らかにさ
れる。このデータは、ｃｓＰＣＮＡイソ型タンパク質に対するＡｂ１２６抗体の特異性を
明らかにしている。
【０１１２】
　〔実施例５Ｂ：サンドイッチＥＬＩＳＡにおけるＡＢ１２６抗体の特異性〕
　本実施例では、サンドイッチＥＬＩＳＡにおける、本明細書中に開示される抗体のｃｓ
ＰＣＮＡに対する特異性が明らかにされる。サンドイッチＥＬＩＳＡにおいて、ｃｓＰＣ
ＮＡ特異的なＡｂ１２６抗体（１μｇ／ウエル）または非特異的なＰＣＮＡ抗体Ｃ２０（
１μｇ／ウエル）のいずれかを、ＥＬＩＳＡプレートに固定化して、アッセイで使用され
た組換えＰＣＮＡを捕捉するために用いた。ＥＬＩＳＡプレートにおける残存結合性部位
をＢＳＡによりブロッキング処理し、組換えＰＣＮＡを、所定の濃度範囲の競合性ペプチ
ド（ＵＭＰＢ６（０．０２４ｎｇ／ウエル～２４００ｎｇ／ウエル））の存在下、固定化
された捕捉抗体とインキュベーションした。結合していないＰＣＮＡを洗い流した後、結
合しているタンパク質を、第１の場合にはＣ２０抗体により検出し、第２の場合にはＡｂ
１２６により検出した。これらの検出抗体をＥＬＩＳＡプレートのそれぞれのウエルに加
えた。アルカリホスファターゼにコンジュゲート化された適切な二次の抗ウサギＩｇＧ抗
体または抗ヤギＩｇＧ抗体を、ＥＬＩＳＡプレートのウエルのそれぞれにおける結合した
抗体とインキュベーションし、非特異的に結合した抗体をＰＢＳ－０．０５％Ｔｗｅｅｎ
２０により洗い流した後、捕捉されたＰＣＮＡに結合した検出抗体の量を、それぞれのウ
エルに残存する二次抗体を１ｍｇ／ｍｌのｐ－ニトロフェノールホスファートと３０分間
インキュベーションすることによって求めた。
【０１１３】
　図１５Ｂに示される結果は、特異的な捕捉抗体（Ａｂ１２６－ひし形）が、アッセイに
添加された組換えＰＣＮＡに存在するｃｓＰＣＮＡイソ型を捕捉するために使用されたと
き、ＵＭＰＢ６ペプチドが、この捕捉抗体についての競合において効率的であり、このタ
イプのアッセイにおける見かけのＩＣ５０が１μｇ／ウエルをわずかに上回っていたこと
を示している。対照的に、ＵＭＰＢ６は、組換えＰＣＮＡを捕捉するＣ２０抗体（ピンク
色の四角）の能力に対する検出可能な影響を何ら有していなかった。これは、イソ型非特
異的なＣ２０抗体の結合性部位が、ＵＭＰＢ６ペプチドをその標的化されたエピトープと
して認識しないという事実のためであるかもしれない。これら２つの抗体の間での結合量
における全体的な違いは、組換えＰＣＮＡタンパク質についてのこれら２つの抗体の親和
性における違いから生じているか、または、組換えタンパク質におけるＰＣＮＡ分子の混
合（すなわち、組換えタンパク質のｃｓＰＣＮＡイソ型および非ｃｓＰＣＮＡイソ型を含
む混合）の結果であると考えられる。
【０１１４】
　〔実施例５Ｃ．ｃｓＰＣＮＡについてのＥＬＩＳＡの感度〕
　本実施例では、本明細書中に開示されるｃｓＰＣＮＡ特異的抗体の感度が明らかにされ
る。ＥＬＩＳＡアッセイの感度を、ｃｓＰＣＮＡを所定範囲の濃度にわたって検出するア
ッセイの能力を測定することによって求めた。サンドイッチＥＬＩＳＡを、アッセイで使
用された精製組換えＰＣＮＡに存在するｃｓＰＣＮＡイソ型を捕捉するために非特異的な
抗ＰＣＮＡ抗体（Ｃ２０抗体）を使用して、本明細書中に概略されるように行った。Ｃ２
０抗体に結合したｃｓＰＣＮＡの存在を検出するために、Ａｂ１２６抗体を使用して、結
合した抗体を特異的に可視化した。アルカリホスファターゼにコンジュゲート化された抗
ウサギＩｇＧを、捕捉されたｃｓＰＣＮＡに結合したＡｂ１２６抗体の存在を同定するた
めに使用した。図１５Ｃに例示されるように、アッセイでは、ｃｓＰＣＮＡが、３ｎｇ／
ウエル～２００ｎｇ／ウエルに及ぶ濃度範囲にわたって検出される。
【０１１５】
　〔実施例５Ｄ．癌細胞抽出におけるｃｓＰＣＮＡの検出〕
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　本実施例では、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体により、ｃｓＰＣＮＡイソ型を癌細胞抽出物に
おいて検出できることが明らかにされる。様々な卵巣癌細胞（ＰＡ－１細胞株を含む）が
、ｃｓＰＣＮＡイソ型を発現することが示されている。本明細書中に記載されるサンドイ
ッチＥＬＩＳＡを使用して、ＰＡ－１細胞から調製された核抽出物を、その濃度を増大さ
せながらインキュベーションした。０～１００μｇ／ウエルに及ぶ核抽出物の濃度範囲に
わたって、抽出物におけるｃｓＰＣＮＡの存在が検出されたことが明らかにされた。ｃｓ
ＰＣＮＡの検出は、図１６に示されるように、Ａｂ１２６抗体を使用して調べられたタン
パク質の範囲にわたって直線的であった。ＰＡ－１細胞によって発現されたＰＣＮＡは、
ＥＬＩＳＡウエルに固定化されたＣ２０抗体によって捕捉された。
【０１１６】
　〔実施例６：ｃｓＰＣＮＡは、ＤＮＡ複製に関与し、ＰＯＬδと相互作用する〕
　ＰＣＮＡはシンセソームの機能性成分である。加えて、ＤＮＡｐｏｌαおよびＤＮＡｐ
ｏｌδの阻害剤であるＤＮＡｐｏｌα抗体に対するシンセソームの機能的応答、ならびに
、ＰＣＮＡの必要性は、シンセソームのインビトロ複製活性が、ｐｏｌαおよびｐｏｌδ
の両方によって媒介されることを示唆していた。今回、ｃｓＰＣＮＡが実際に、乳癌細胞
のＤＮＡ複製において役割を果たし、また、そのｐｏｌδとともに機能するかどうかを明
らかにするために、ＤＮＡｐｏｌδのＤＮＡ複製アッセイおよびインビトロでのＳＶ４０
のＤＮＡ複製アッセイを、ＭＣＦ７細胞抽出物を使用してｃｓＰＣＮＡａｂの存在下およ
び非存在下で行った（表２）。ｃｓＰＣＮＡａｂが乳癌細胞抽出物において、ＤＮＡｐｏ
ｌδのＤＮＡ複製活性およびインビトロでのＳＶ４０のＤＮＡ複製活性の両方を阻害した
ことが観測された。ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）がコントロール反応に添加されたが、
阻害は何ら認められなかった。これらの結果から、ｃｓＰＣＮＡが乳癌細胞のＤＮＡ複製
に積極的に関与し、かつ、ＤＮＡｐｏｌδとともに容易に機能し得ることが示される。
【０１１７】
＜表２　インビトロでのＳＶ４０のＤＮＡ複製活性およびＤＮＡｐｏｌδ活性に対する増
大するｃｓＰＣＮＡａｂ濃度の影響＞

【０１１８】
　反応開始前に、シンセソーム分画物を、増大する濃度のｃｓＰＣＮＡａｂと４℃で１時
間インキュベーションした。データは３回の独立した実験の平均を表す。＃測定されず。
＊ＳＶ４０のＤＮＡ複製アッセイおよびＤＮＡポリメラーゼアッセイは、発表された手順
に従って行った（Malkas, L. H. et al., (1990), Biochem, 29: 6362~6374; Waleed et 
al., (2004), Biochemical Pharmacology, 68: 11~21; Han et al.,(2000), Biochemical
 Pharmacology, 60: 403~411）。
【０１１９】
　結果から、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体はＤＮＡ複製を選択的に阻害することができ、また
、癌細胞の複製を阻害するための治療ツールとして役立ち得ることが明らかにされる。ｃ
ｓＰＣＮＡ特異的抗体はまた、ｃｓＰＣＮＡイソ型のタンパク質－タンパク質相互作用に
影響を及ぼし、それにより、癌細胞の複製経路に影響に及ぼす。
【０１２０】
　〔実施例７：ｃｓＰＣＮＡに対する自己抗体〕
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　本実施例は、循環しているｃｓＰＣＮＡイソ型を検出し、また、早期段階および後期段
階の癌を診断するためのツールとしての、ｃｓＰＣＮＡイソ型に対する自己抗体の使用を
明らかにする。
【０１２１】
　実験設計では、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）プレートを、ｃｓＰＣＮＡイ
ソ型を含有する組換えＰＣＮＡにより被覆すること、ＥＬＩＳＡウエルをＢＳＡによりブ
ロッキング処理すること、および、被覆されたウエルを、第ＩＶ期の患者から得られたヒ
ト血清とインキュベーションすること、を含む。患者を２つの群に分けた。一方の群には
、生存が試験登録後２００日未満であった患者が含まれ、もう一方の群は、生存が登録後
１３００日を超えていた。その後、ウエルをＰＢＳにより洗浄し、西洋ワサビペルオキシ
ダーゼ（ＨＲＰ）にコンジュゲート化された抗ヒト抗体とインキュベーションした。もし
ＰＣＮＡに対する循環抗体が患者の血清試料に存在したならば、これらの抗ＰＣＮＡ抗体
は、プレートに結合しているＰＣＮＡと結合し、洗浄工程の後でプレートに保持される。
そのような場合、抗ヒト二次抗体が、抗ＰＣＮＡ抗体を発現する患者の血清を含有するそ
のようなウエルにおいて抗体に結合することが予想される。抗ヒト抗体の存在が、ｐ－ニ
トロフェノールホスファート基質の黄色生成物への変換によって認められる。生成物の存
在量が、その吸光度を４０５ｎｍで測定することによって求められる。結果は、長期生存
者の１人が、相当量の自由に循環する抗ＰＣＮＡ抗体を有し、一方、１人の短期生存者が
、少量のこの同じタイプの抗体を作っていたことを示した。それぞれの群に由来する１人
の患者が、長期生存または短期生存のいずれかと相関するようには見えなかった検出不能
なレベルの抗ＰＣＮＡ抗体を有していた。図１４は、生データ、コントロール、および、
コントロールから得られたバックグラウンドを引いた実験値を示す。自己抗体についての
ＥＬＩＳＡ手順が本明細書に概略される。簡単に記載すると、ＥＬＩＳＡプレートを０．
２μｇのＰＣＮＡにより被覆し、体積をカップリング緩衝液（５０ｍＭ炭酸塩緩衝液、ｐ
Ｈ９．６；１０ｍＭ　ＮａＮ３）により１００μｌにし、プレートを３７℃で２時間振と
うする。ＰＣＮＡの濃度は約０．２５０μｇ／μｌである。２００μｌのブロッキング緩
衝液（１ＸＰＢＳ、ｐＨ７．４；１％ＢＳＡ；０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）を使用して、
非結合部位を３７℃で１時間ブロッキング処理する。洗浄緩衝液（１ＸＰＢＳ、ｐＨ７．
４；０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）により洗浄を３回行う。５０μｌのヒト血清（第ＩＶ期
の乳癌患者）を加え、３７℃で１時間インキュベーションする。最初の血清を除き、５０
μｌの新鮮な血清と置き換え、３７℃で１時間インキュベーションする。その後、プレー
トを洗浄緩衝液により３回洗浄する。洗浄後、１００μｌの２°Ａｂの抗ヒトＡＰ（１：
１０００）を加え、プレートを３７℃で１時間インキュベーションする。洗浄を洗浄緩衝
液により３回行う。発色させるために、１００μｌの１ｍｇ／ｍｌのｐ－ニトロフェノー
ルホスフェート（ｐＮＰＰ）（１０ｍＭジエタノールアミン、ｐＨ９．０；０．５ｍＭ　
ＭｇＣｌ２において）を加え、、室温で、発色の程度に応じて約１０分間～３０分間イン
キュベーションする。５０μｌの１％ＳＤＳを加えることによって発色を停止させ、吸光
度を４０５ｎｍで測定する。
【０１２２】
　吸光度ユニットを血清中の自己抗体の量に相関させる。ｃｓＰＣＮＡイソ型に対する自
己抗体の存在により、個体における遊離の循環しているｃｓＰＣＮＡイソ型の存在が示さ
れ、従って、悪性細胞の存在が示される。循環しているｃｓＰＣＮＡイソ型の量は、癌の
段階および癌タイプに依存して変化し得る。
【０１２３】
　〔実施例８：癌細胞のインビボ検出および腫瘍細胞へのｃｓＰＣＮＡ抗体の送達〕
　ｃｓＰＣＮＡと相互作用する抗体、ファージディスプレー抗体、またはＸＰＧフラグメ
ントは、放射性同位体標識（例えば、Ｆ１８）または蛍光性タグを試薬に付加し、ｃｓＰ
ＣＮＡ特異的試薬を対象に注入して、腫瘍細胞が、標識された試薬（抗体、ファージ粒子
）と反応することを可能にすることによって、対象または患者の体内における腫瘍の部位
位を同定するために使用することができる。その後、対象の体内の特定の部位における標
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識された試薬の蓄積が、好適な装置（例えば、ＣＣＤカメラまたはＰＥＴスキャナーなど
）によってモニターされ、従って、腫瘍が、標識された試薬の蓄積により突き止められる
。
【０１２４】
　同様に、ｃｓＰＣＮＡと相互作用する、抗体、ファージディスプレー抗体、またはＸＰ
Ｇフラグメントは、腫瘍への送達のためにリポソーム送達ビヒクルに組み込まれる。リポ
ソームに組み込まれた抗体、ファージ粒子、またはＸＰＧフラグメントがｃｓＰＣＮＡと
反応するとき、送達が達成される。癌細胞内へ放出された薬剤は、癌細胞においてｃｓＰ
ＣＮＡと相互作用し、ｃｓＰＣＮＡを伴う細胞の生化学的反応について競合するであろう
。そのような反応が、遅くなるか、または中断されるのは、ｃｓＰＣＮＡ結合性パートナ
ーが、競合するｃｓＰＣＮＡペプチドと相互作用するか、または、ｃｓＰＣＮＡを、ｃｓ
ＰＣＮＡとの複合体を形成することによって癌細胞から除き、従って、ｃｓＰＣＮＡが、
その天然で意図された結合性パートナー（例えば、ＤＮＡポリメラーゼδ、ＤＮＡ修復タ
ンパク質、転写装置、および、ＤＮＡ組換えに関与するタンパク質が挙げられるが、これ
らに限定されない）と相互作用することを妨げるときである。
【０１２５】
　リポソームにはまた、様々な悪性腫瘍を処置するために臨床環境で使用され、または、
臨床環境で試験されている、従来の化学療法薬物の特定のカクテルを詰めることができる
。ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体、ファージ粒子、またはＸＰＧフラグメント、あるいは、ｃｓ
ＰＣＮＡと結合することが公知のタンパク質のフラグメント（例えば、ｐ２１ｃｉｐ／ｗ
ａｆｌが挙げられるが、これに限定されない）の組み込みは、治療的リポソームが腫瘍部
位において蓄積し、腫瘍内および腫瘍の近くで腫瘍と融合することを可能にする。ｃｓＰ
ＣＮＡに対してｃｓＰＣＮＡ試薬が選択性があるために、これらの試薬はｎｍＰＣＮＡ－
タンパク質相互作用を乱さず、従って、非悪性細胞には、ｃｓＰＣＮＡタンパク質特異的
相互作用を乱すことによって媒介される細胞殺傷効果を及ぼさない。
【０１２６】
　リポソームにはまた、刺激性分子を腫瘍部位における腫瘍細胞または細胞に送達したと
きに免疫応答を腫瘍の部位において刺激することができるような、特異的な免疫系刺激性
の分子または薬剤を詰めることができる。ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体、ファージ粒子、ＸＰ
Ｇ、または他のタンパク質のフラグメントをリポソームの表面に組み込み、このような治
療用リポソームを、腫瘍を有する対象に注入した後で腫瘍細胞および腫瘍環境と反応する
ことを可能にすることによって、腫瘍部位特異的な送達が達成される。
【０１２７】
　ｃｓＰＣＮＡイソ型に関連するペプチド、抗体、およびそれらの使用が、詳しく、また
、その具体的な実施形態を参照して記載されているが、それらの精神および範囲から逸脱
することなく、それらにおいて様々な変化および改変がなされ得ることが当業者には明ら
かである。本明細書中に引用された全ての参考文献は、それらの全体が参考されることに
よって本明細書中に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【０１２８】
【図１】配列番号１～配列番号４を含む配列表を示す。
【図２】ＰＣ１０抗体、Ａｂ１２１抗体およびＡｂ１２６抗体を使用したウエスタンブロ
ットの結果を示す。
【図３】ＰＣ１０抗体およびＡｂ１２６抗体を使用した、培養中で増殖する細胞の免疫蛍
光染色の結果を示す。
【図４】ＰＣ１０抗体およびＡｂ１２６抗体を使用した、培養中で増殖する細胞の免疫蛍
光染色の結果を示す。
【図５】Ａｂ１２６抗体を使用した、パラフィン包埋組織切片における細胞の免疫組織化
学的染色の結果を示す。
【図６】ｃｓＰＣＮＡａｂ抗体がｃｓＰＣＮＡを特異的に認識することを示す。６０μｇ
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のＭＣＦ７細胞抽出物が２Ｄ－ＰＡＧＥおよびウエスタンブロットによる分析に供された
。ＰＣ１０抗体およびｃｓＰＣＮＡａｂ抗体は、ウエスタンブロット分析において１：１
０００の希釈度で使用した。
【図７】ｃｓＰＣＮＡａｂ抗体が、悪性細胞において特有に発現する型のＰＣＮＡを特異
的に認識することを示す。レーン１、ＭＣＦ細胞抽出物（ＰＣＮＡについてのマーカーと
して役立つ）。レーン２～９、乳癌組織抽出物。レーン１０～１２、正常な乳房組織の抽
出物。フィルムを一晩感光させた。
【図８】ウエスタンブロット分析における高濃度のｃｓＰＣＮＡａｂにより、非悪性の乳
房組織に存在するＰＣＮＡイソ型が認識されないことを示す。２００μｇの組織抽出物（
乳癌の女性または疾患のない女性のいずれかから調製された）を、発表された手順を使用
した２Ｄ－ＰＡＧＥおよびウエスタンブロットによる分析に供した。ＰＣ１０抗体および
ｃｓＰＣＮＡａｂ抗体は、ウエスタンブロット分析において、１：２５０、１：５００ま
たは１：１０００の希釈度で使用した。レーン１は、ＭＣＦ細胞抽出物（ＰＣＮＡについ
てのマーカーとして役立つ）。レーン２、レーン４、レーン６は、それぞれ１：１０００
、１：５００または１：２５０の希釈度で使用されたＰＣ１０抗体を使用してプローブさ
れた乳癌組織抽出物。レーン３、レーン５、レーン７は、それぞれ１：１０００、１：５
００または１：２５０の希釈度で使用されたＰＣ１０抗体を使用してプローブされた、非
悪性の乳房組織の抽出物。レーン８、レーン１０、レーン１２は、それぞれ１：１０００
、１：５００または１：２５０の希釈度で使用されたｃｓＰＣＮＡａｂを使用してプロー
ブされた、乳癌組織抽出物。レーン９、レーン１１、レーン１３は、それぞれ１：１００
０、１：５００または１：２５０の希釈度で使用されたｃｓＰＣＮＡａｂを使用してプロ
ーブされた、非悪性の乳房組織の抽出物。
【図９】腫瘍形成性の乳房上皮細胞がｃｓＰＣＮＡを発現し、その一方で、非腫瘍形成性
の乳房上皮細胞はｃｓＰＣＮＡを発現しないことを示す。これらの実験のために使用され
たヒト乳房上皮細胞（ＨＭＥＣ）は、血清非含有条件下で成長させられた。非腫瘍形成性
の、まだ不死化していない細胞株を得るために、このＨＭＥＣは、３１歳のリー・フロイ
メニ症候群（ＬＦＳ）患者の非癌性乳房組織（野生型ｐ５３タンパク質の立体配座に影響
を及ぼす、ｐ５３遺伝子の２つの対立遺伝子の１つにおけるコドン１３３での生殖細胞系
列変異（ＭｅｔからＴｈｒへの変異［Ｍ１３３Ｔ］）を含有する）に由来するものを使用
した。これらの細胞は５０～６０の集団倍加（ＰＤ）レベル付近でクリーゼを受け、１千
万個において５個の頻度で自発的に不死化する。形質転換されたＨＭＥ細胞株を、不死化
前のＨＭＥ細胞にｈＴＥＲＴおよびＨ－ＲａｓＶ１２を感染させ、その後、軟寒天および
ヌードマウス異種移植片において成長したクローンを集めることによって樹立した（Herb
ert et al.、準備中の原稿）。ＭＣＦ－７乳癌細胞を、１０％の普遍的（ｃｏｓｍｉｃ）
子ウシ血清（HyClone, Logan, UT）および５０μｇ／ｍｌのゲンタマイシン（Invitrogen
, Carlsbad、CA）を含有するＤＭＥＭ（Invitrogen, Carlsbad, CA）において成長させた
。細胞を、マウス抗ＰＣ１０（これはＰＣＮＡの全ての形態を認識する）またはウサギｃ
ｓＰＣＮＡａｂ（これはｃｓＰＣＮＡを認識する）のいずれかによる免疫蛍光染色に供し
た。カバースリップ上で一晩増殖させた細胞を４％パラホルムアルデヒドにより固定処理
し、０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００により透過処理し、その後、３％ＢＳＡによるブロ
ッキング処理を行った。０．５％アジ化ナトリウムを含むＰＢＳに希釈されたＰＣＮＡ抗
体と、Ａｌｅｘａ－Ｆｌｕｏｒ４６８抗マウスＩｇＧまたはＡｌｅｘａ－Ｆｌｕｏｒ５６
８抗ウサギＩｇＧのコンジュゲート化二次抗体（Molecular Probes, Eugene, Oregon）と
を用いて、染色を行った。カバースリップを、ＤＡＰＩを含有するVectashield（Vector 
Laboratories, Burlingame, CA）により固定し、Leica蛍光顕微鏡を使用して細胞を検鏡
した。細胞をＤＡＰＩで対比染色し、２０Ｘの対物レンズを使用してLeica蛍光顕微鏡で
可視化した。
【図１０】ｃｓＰＣＮＡａｂ抗体が乳癌細胞を特異的に認識することを示す。正常な乳房
組織切片を３名の異なる患者から得た：（ａ～ｂ、ｅ～ｆ）、（ｃ～ｄ、ｇ～ｈ）、（ｉ
～ｊ、ｋ～ｌ）。乳癌組織切片を３名の異なる患者から得た：（ｍ～ｎ、ｑ～ｒ）、（ｏ
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～ｐ、ｓ～ｔ）、（ｕ～ｖ、ｗ～ｘ）。パラフィン包埋組織を３μｍの切片で切断し、ガ
ラススライドに載せ、キシレン中で２回、それぞれ１０分間インキュベーションして、パ
ラフィンを除いた。スライドを、エタノール洗浄液系列（ｄＨ２Ｏ中の濃度が１００－９
０－８０－７０－０％）により、それぞれ１０分間、再水和した。抗原回復を、Antigen 
Unmasking Solution（Vector Laboratories, Burlingame, CA）を使用して行った。スラ
イドをブロッキング緩衝液（ＰＢＳ中の３％ＢＳＡ）に室温で３０分間～６０分間入れた
。ブロッキング緩衝液における１：２００の希釈度でのマウスＰＣ１０抗体、マウスＣ２
０抗体、マウス１００－４７８抗体またはウサギｃｓＰＣＮＡａｂのいずれかを組織上に
直接添加し、パラフィンで覆い、加湿チャンバーにおいて室温で６０分間インキュベーシ
ョンした。スライドに対し、ＰＢＳでの５分間の洗浄を３回行った後、ブロッキング緩衝
液中で１：６００に希釈した適切な蛍光性二次抗体とインキュベーションし、パラフィン
で覆い、加湿チャンバーにおいて、暗所で、室温で３０分間～６０分間置いた。スライド
に対し、さらなる３回の５分間の洗浄をＰＢＳで行い、ＤＡＰＩを含有するVectashield
（商標）により固定した。組織切片を、２０Ｘの対物レンズを使用してLeica蛍光顕微鏡
で調べた。ＤＡＰＩは対比染料として役立った。
【図１１】ｃｓＰＣＮＡａｂによるＩＨＣにより、組織における乳癌細胞が検出されるこ
とを示す。結果は、乳房切除手術後に得られた正常な乳房組織；ＤＣＩＳ患者から得られ
た乳房組織；浸襲性乳癌；または転移疾患を表す。矢印は悪性細胞のｃｓＰＣＮＡａｂ染
色を示す。２０症例の乳癌が選択された。また、正常な乳房組織または良性の線維嚢胞変
化を示す１０症例も選択された。悪性および非悪性のパラフィン包埋乳房組織標本のＩＨ
Ｃ染色を、色素原（褐色）としてＤＡＢを使用し、ｃｓＰＣＮＡａｂを用いて行った；切
片をヘマトキシリン染料（青色）により対比染色して、核を特定した。
【図１２】ｃｓＰＣＮＡ抗原性ペプチドに対するペプチド特異的マウスポリクローナル抗
体の作製を示す。ウサギポリクローナル抗体を調製するために使用されたＰＣＮＡのペプ
チドフラグメントを、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）にカップリングした
。１００μｇのコンジュゲート化ペプチドを使用して、マウスを腹腔内投与により免疫化
、血清を免疫化後１２日で尾での採血によって集めた。血清を図に示されたようにＰＢＳ
で希釈し、ＥＬＩＳＡプレートに捕捉された抗原性ペプチドとインキュベーションした。
プレートをＰＢＳにより洗浄した後、捕捉されたマウス抗体を抗マウスＩｇＧとインキュ
ベーションし、発色させた。ｃｓＰＣＮＡに対するポリクローナル抗体力価を定量し、そ
の後、ｃｓＰＣＮＡに対する最も高いレベルの抗体を産生するマウスを選択した。そのマ
ウスの脾臓を取り出し、脾臓の細胞をＮＳ－０細胞に融合し、ＨＡＴ培地での選択に供し
た。
【図１３】ｃｓＰＣＮＡａｂ抗体がｃｓＰＣＮＡを特異的に認識することを示す。６０μ
ｇのＭＣＦ７細胞抽出物を２Ｄ－ＰＡＧＥおよびウエスタンブロットによる分析に供した
。種々のＰＣＮＡペプチドフラグメントに対して調製されたウサギポリクローナル抗体、
および、市販のＰＣ１０抗体をそれぞれ、ウエスタンブロット分析において１：１０００
の希釈度で使用した。ｃｓＰＣＮＡイソ型が、示されたゲルパネルにおいて左側に配置さ
れるゲルの酸性領域に移動し、一方で、ｎｍＰＣＮＡイソ型が、それぞれのゲルパネルの
右側に配置されるゲルの塩基性領域へ分離する。これらのゲルは少なくとも３回の異なる
実験を表す。
【図１４】癌患者における自己抗体のレベルを示す。
【図１５】ｃｓＰＣＮＡ抗体（「Ａｂ１２６」）の特異性および感度を示す（Ａ～Ｃ）。
【図１６】癌細胞抽出物におけるｃｓＰＣＮＡイソ型の検出を示す。
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【手続補正書】
【提出日】平成19年4月24日(2007.4.24)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００５２
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００５２】
　別の実施形態において、ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体を生じさせることができるペプチドに
は、配列番号１（ＬＧＩＰＥＱＥＹ）のＮＨ２末端における約＋３個の連続または非連続
の追加のアミノ酸、および、ＬＧＩＰＥＱＥＹ（配列番号１）のＣＯＯＨ末端における約
＋９個の連続または非連続の追加のアミノ酸を含むアミノ酸配列のペプチドが含まれる。
例えば、これらのペプチドのいくつかとしては、ＶＥＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（＋３－ＮＨ２
末端、配列番号５）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫ（＋５－ＣＯＯＨ末端、配列番号６）
、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰＳＧ（＋９－ＣＯＯＨ末端、配列番号７）、ＥＱＬＧ
ＩＰＥＱＥＹ（＋２－ＮＨ２末端、配列番号８）、ＱＬＧＩＰＥＱＥＹ（＋１－ＮＨ２末
端、配列番号９）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰＳ（＋８－ＣＯＯＨ末端、配列番号
１０）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭＰ（＋７－ＣＯＯＨ末端、配列番号１１）、ＬＧ
ＩＰＥＱＥＹＳＣＶＶＫＭ（＋６－ＣＯＯＨ末端、配列番号１２）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳ
ＣＶＶ（＋４－ＣＯＯＨ末端、配列番号１３）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣＶ（＋３－ＣＯＯ
Ｈ末端、配列番号１４）、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳＣ（＋２－ＣＯＯＨ末端、配列番号１５）
、ＬＧＩＰＥＱＥＹＳ（＋１－ＣＯＯＨ末端、配列番号１６）、ならびに、ＬＧＩＰＥＱ
ＥＹ（配列番号１）に隣接する、追加のＮＨ２末端アミノ酸およびＣＯＯＨ末端アミノ酸
の組合せのアミノ酸配列、が挙げられる。ｃｓＰＣＮＡ特異的抗体を生じさせるためのペ
プチドの特異性に影響を及ぼさない置換を含むアミノ酸変異は、本開示の範囲内である。
ペプチドにおけるアミノ酸残基の１つ以上をアミノ酸アナログまたは非天然アミノ酸によ
り置換することができる。加えて、本明細書中に開示されるペプチドの配列に基づいて開
発されるペプチドミメティクスもまた、ｃｓＰＣＮＡイソ型に対する抗体を生じさせるた
めに使用することができる。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００８６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００８６】
　〔実施例１Ａ：ペプチド特異的抗体〕
　配列番号２（ＣｙｓＧｌｙＧｌｙＧｌｙＬｅｕＧｌｙＩｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕ
Ｔｙｒ）として同定される配列を有するペプチドと、配列番号４（ＣｙｓＡｓｐＶａｌＧ
ｌｕＧｌｎＬｅｕＧｌｙＩｌｅＰｒｏＧｌｕＧｌｎＧｌｕＴｙｒ）として同定される配列
を有する第２のペプチドの、２つの合成ペプチドを作製した。配列番号４はＰＣＮＡの免
疫優性領域の一部（ＡｓｐＶａｌＧｌｕＧｌｎ）（配列番号１７）を含む。これら２つの
合成ペプチドを、当分野で公知の手順を使用して、ポリクローナル抗体をウサギにおいて
生じさせるために使用した。得られた抗体は、Ａｂ１２６（これは配列番号１から生じた
）およびＡｂ１２１（これは配列番号４から生じた）として同定された。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１０８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１０８】
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＜表１：ウサギポリクローナル抗体を生じさせるために使用されたＰＣＮＡペプチドの配
列（使用されたペプチドには下線が付される）＞
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