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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号３に記載のアミノ酸配列からなるペプチド。
【請求項２】
請求項１に記載のペプチドを含む、大腸癌、食道癌又は膵癌に対する免疫誘導剤。
【請求項３】
請求項１に記載のペプチドを用いてインビトロ刺激により誘導された細胞傷害性Ｔ細胞、
インビトロでパルスされた抗原提示細胞、インビトロでパルスされた樹状細胞又はこれら
を含む免疫細胞集団。
【請求項４】
請求項１に記載のペプチドと、免疫賦活剤とを用いてインビトロ刺激により誘導された細
胞傷害性Ｔ細胞、抗原提示細胞、樹状細胞又はこれらを含む免疫細胞集団。
【請求項５】
免疫賦活剤が細胞増殖因子又はサイトカインである、請求項４に記載の細胞傷害性Ｔ細胞
、抗原提示細胞、樹状細胞又はこれらを含む免疫細胞集団。
【請求項６】
請求項１に記載のペプチドを含む、請求項３から５の何れかに記載の細胞傷害性Ｔ細胞、
抗原提示細胞、樹状細胞又はこれらを含む免疫細胞集団を作製するための細胞培養液。
【請求項７】
請求項６に記載の細胞培養液、及び細胞培養容器を含む、請求項３から５の何れかに記載
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の細胞傷害性Ｔ細胞、抗原提示細胞、樹状細胞又はこれらを含む免疫細胞集団を作製する
ための細胞培養キット。
【請求項８】
請求項１に記載のペプチドを含む、大腸癌、食道癌又は膵癌に対する癌ワクチン。
【請求項９】
アジュバンドをさらに含む請求項８に記載の癌ワクチン。
【請求項１０】
請求項１に記載のペプチド、及び／又は請求項３から５の何れかに記載の細胞傷害性Ｔ細
胞、抗原提示細胞、樹状細胞又はこれらを含む免疫細胞集団を含む、大腸癌、食道癌又は
膵癌の治療薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
　本発明は、膵癌又は大腸癌等の各種癌の診断や免疫療法などに有用な新規なヒト癌抗原
、及びその利用等に関する。
【背景技術】
　現在、死亡原因の第一位となっている癌においては、その発生機序、診断法、治療法が
進歩したにもかかわらず、未だに多くの進行癌を治療できないのが現状である。これを改
善するためには、新しい早期診断法と治療法の開発が必要とされている。
　癌の治療法として免疫療法は古くから期待され、様々な試みがなされてきたが、まだ十
分な抗腫瘍効果を示すには至っていない。従来、癌の免疫療法は非特異的免疫療法を中心
として行われてきたが、近年、Ｔ細胞が生体内での腫瘍拒絶に重要な役割を果たすことが
明らかになり、細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ：ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔ
ｅ）を誘導しうるＴ細胞認識腫瘍抗原の単離とＭＨＣクラスＩ拘束性エピトープの決定に
努力がそそがれている。
　従来、多くの腫瘍抗原の単離としてＣＴＬを用いたｃＤＮＡ発現クローニング法で行わ
れてきたが、腫瘍の細胞株化とＣＴＬの樹立が必要であることから、メラノーマ以外の癌
腫からの腫瘍抗原の単離は困難である。また、免疫治療法の効果を上げるために、多くの
ペプチドをミックスした治療法が有効と考えられているが、それを確立するためには、数
多くの抗原の単離が必要であり、従来のｃＤＮＡ発現クローニング法は、１つの抗原の単
離に多くの労力と時間を費やすという問題があった。
　１９９５年にドイツのＰｆｒｅｕｎｄｓｃｈｕｈや米国のＯｌｄらのグループにより、
癌患者血清中の抗体が認識する癌抗原タンパクを検出するＳＥＲＥＸ法（ｓｅｒｏｌｏｇ
ｉｃａｌ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｃｏｎｂｉｎａｎｔ　ｃＤＮＡ　
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｃｌｏｎｉｎｇ；Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ　９２，１１８１０－１１８１３，１９９５）が報告されている。この方法によって多
くの腫瘍抗原が単離されているが、本方法を用いて単離された抗原の中にはＣＴＬを誘導
するＭＡＧＥ－１やチロシナーゼなどの抗原がみられることから、細胞性免疫が認識する
抗原を検出する方法としても有用であることが指摘されている。また、上記方法を用いて
患者ＩｇＧ抗体が認識する癌抗原を単離した報告もなされている（Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃ
ｅｒ　７２，９６５－９７１，１９９７、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５８，１０３４－１０
４１，１９９８、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　２９，６５２－６５８，１９９８、Ｉｎｔ
．Ｊ．Ｏｎｃｏｌ．１４，７０３－７０８，１９９９、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５６，４
７６６－４７７２，１９９６、Ｈｕｍ．Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔ　６，３３－３９，１９９７
）。
【発明の開示】
　本発明の課題は、膵癌・大腸癌をはじめとする各種癌や腫瘍の診断・治療に応用するこ
とができるヒト膵癌・大腸癌抗原や、それをコードする遺伝子、それを用いた抗癌ワクチ
ン等を提供することにある。
　すなわち本発明によれば、下記（Ａ）又は（Ｂ）の何れかの蛋白質から成る癌抗原が提
供される。
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（Ａ）配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する蛋白質。
（Ｂ）配列番号１に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠
失、挿入及び／又は付加を含むアミノ酸配列を有し、かつ、免疫誘導活性を有する蛋白質
。
　本発明の別の側面によれば、上記した本発明の癌抗原を含む、癌に対する免疫誘導剤が
提供される。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記した本発明の癌抗原の一部からなり、かつ免疫
誘導活性を有するペプチドが提供される。本発明のペプチドは、好ましくは、癌抗原蛋白
質を認識する細胞傷害性Ｔ細胞を活性化しうるペプチドである。本発明のペプチドは、好
ましくは、配列番号３～２２の何れかに記載のアミノ酸配列を有するペプチドである。
　本発明のさらに別の側面によれば、配列番号３～２２の何れかに記載のアミノ酸配列に
おいて、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入及び／又は付加を含むアミノ酸配
列を有し、かつ、免疫誘導活性を有するペプチドが提供される。上記のペプチドは、好ま
しくは、癌抗原蛋白質を認識する細胞傷害性Ｔ細胞を活性化しうるペプチドである。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記の何れかのペプチドを含む、癌に対する免疫誘
導剤が提供される。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記の本発明の癌抗原をコードするＤＮＡが提供さ
れる。
　本発明のさらに別の側面によれば、下記（ａ）、（ｂ）又は（ｃ）の何れかのＤＮＡが
提供される。
（ａ）配列番号２に記載の塩基配列を有するＤＮＡ。
（ｂ）配列番号２に記載の塩基配列を有するＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズし、かつ、免疫誘導活性を有する蛋白質をコードするＤＮＡ。
（ｃ）上記（ａ）又は（ｂ）のＤＮＡの部分配列を有し、かつ、免疫誘導活性を有する蛋
白質をコードするＤＮＡ。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記の本発明の癌抗原又はペプチドに対する抗体が
提供される。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記の本発明の癌抗原、又はペプチド、又はそれら
の混合物を用いてインビトロ刺激により誘導されたヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、
又はこれらを含む免疫細胞集団が提供される。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記の本発明の癌抗原、又はペプチド、又はそれら
の混合物と、免疫賦活剤とを用いてインビトロ刺激により誘導されたヘルパーＴ細胞、細
胞傷害性Ｔ細胞、又はこれらを含む免疫細胞集団が提供される。好ましくは、免疫賦活剤
は細胞増殖因子又はサイトカインである。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記のヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこ
れらを含む免疫細胞集団を体内に移入することを含む、腫瘍を抑制する方法が提供される
。上記方法は、好ましくは、癌を予防及び／又は治療するために行うことができる。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記した本発明の癌抗原、又はペプチド、又はそれ
らの混合物を含む、本発明のヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこれらを含む免疫
細胞集団を作製するための細胞培養液が提供される。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記の細胞培養液、及び細胞培養容器を含む、本発
明のヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこれらを含む免疫細胞集団を作製するため
の細胞培養キットが提供される。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記した本発明の癌抗原及び／又は少なくとも１種
類以上のペプチドを含む癌ワクチンが提供される。上記癌ワクチンは、好ましくは、アジ
ュバンドをさらに含む。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記した本発明のＤＮＡ、又は該ＤＮＡを含む組換
えウイルス若しくは組換え細菌を含む、癌ワクチンが提供される。上記癌ワクチンは、好
ましくは、アジュバンドをさらに含む。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記した本発明のＤＮＡを含む、癌診断用プローブ
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が提供される。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記した本発明の癌診断用プローブ及び／又は抗体
を含む、癌診断薬が提供される。
　本発明のさらに別の側面によれば、上記した本発明の癌抗原、ペプチド、抗体、及び／
又はヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこれらを含む免疫細胞集団を含む、癌の予
防・治療薬が提供される。
　本発明において好ましくは、癌は膵癌・大腸癌、脳腫瘍、悪性黒色腫、慢性骨髄性白血
病、急性骨髄性白血病、リンパ腫、食道癌、腎臓癌、前立腺癌、肺癌、乳癌、胃癌、肝癌
、胆嚢癌、精巣癌、子宮癌、卵巣癌、甲状腺癌、膀胱癌又は肉腫である。
【図面の簡単な説明】
　図１は膵癌におけるｈｓｐ１０５の免疫組織化学的解析結果を示した顕微鏡写真である
。
Ａ：膵癌と周囲の非癌部のヘマトキシリン・エオジン染色、ＣＡ：癌部、ＮＰ：非癌部を
示す。
Ｂ：癌細胞にｈｓｐ１０５蛋白の高発現を認める。非癌部にも弱い発現を認める。
Ｃ：非癌部の強拡大。細胞質に弱いｈｓｐ１０５蛋白の発現を認める。
Ｄ：癌部の強拡大。癌細胞の主に細胞質にｈｓｐ１０５蛋白の高発現を認める。
　図２は大腸癌におけるｈｓｐ１０５の免疫組織化学的解析結果を示した顕微鏡写真であ
る。
Ａ：大腸癌と周囲の非癌部のヘマトキシリン・エオジン染色、ＣＡ：癌部、ＮＰ：非癌部
を示す。
Ｂ：癌細胞にｈｓｐ１０５蛋白の高発現を認める。非癌部にも弱い発現を認める。
Ｃ：非癌部の強拡大。細胞質に弱いｈｓｐ１０５蛋白の発現を認める。
Ｄ：癌部の強拡大。癌細胞の主に細胞質にｈｓｐ１０５蛋白の高発現を認める。核にも弱
い発現を認める。
　図３はマウス大腸癌細胞Ｃｏｌｏｎ－２６に対するｈｓｐ１０５のＤＮＡワクチン、お
よびｈｓｐ１０５ペプチドワクチン、及び対照品の抗癌効果を示したグラフである。Ａは
癌部の面積を、Ｂは癌が生着したマウスの割合、Ｃは生存マウスの割合を示す。
　図４はｈｓｐ１０５蛋白由来の各種ペプチドワクチンまたはｈｓｐ１０５蛋白をコード
するＤＮＡワクチンのＣｏｌｏｎ－２６に対する細胞傷害活性を５１Ｃｒ　ｒｅｌｅａｓ
ｅ　ａｓｓａｙにより測定した結果を示すグラフである。
　図５は、組織におけるｈｓｐ１０５の免疫組織化学的解析の結果を示す。
　図６は、ｈｓｐ１０５で誘導したマウスのＣＤ４陽性ヘルパーＴ細胞株のｉｎ　ｖｉｖ
ｏにおける抗腫瘍活性を解析した結果を示す。
　図７は、大腸癌患者のＣＤ４陽性ヘルパーＴ細胞株をｈｓｐ１０５で誘導した結果を示
す。
　図８は、ｈｓｐ１０５由来ペプチドで誘導したＢＡＬＢ／ｃマウスの細胞傷害性Ｔ細胞
（ＣＴＬ）が、ｈｓｐ１０５を高発現する大腸癌細胞株Ｃｏｌｏｎ２６腫瘍塊を縮小させ
るかどうかを調べた結果を示す。
　図９は、ｈｓｐ１０５由来ペプチドで誘導した大腸癌患者の細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ
）が、ｈｓｐ１０５を高発現する大腸癌細胞株ｓｗ６２０腫瘍塊を縮小させるかどうかを
調べた結果を示す。
【発明を実施するための最良の形態】
　以下、本発明の実施の形態について詳しく説明する。
（１）本発明の癌抗原、ペプチド及び癌に対する免疫誘導剤
　本発明の膵癌・大腸癌から採取された癌抗原は、下記（Ａ）又は（Ｂ）の何れかの蛋白
質である。
（Ａ）配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する蛋白質（以下「ｈｓｐ１０５」とも言う
）。
（Ｂ）配列番号１に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、欠
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失、挿入及び／又は付加を含むアミノ酸配列を有し、かつ、免疫誘導活性を有する蛋白質
。
　本明細書で言う免疫誘導活性を有する蛋白質とは、抗体産生、細胞性免疫等の免疫反応
を誘導する活性を有する蛋白質を言うが、なかでも、細胞傷害性Ｔ細胞（キラーＴ細胞／
ＣＴＬ）を刺激するＴ細胞誘導活性を有する蛋白質が特に好ましい。
　ｈｓｐ１０５はｈｓｐ１１０／１０５ファミリーに属する高分子量の熱ショック蛋白で
、ｈｓｐ１０５αと１０５βからなっている。１０５αは１０５ｋＤａの熱ショック蛋白
で、様々なストレスで誘導される。１０５βは１０５αのｍＲＮＡがスプライシングによ
り産生される１０５αより分子量の小さい蛋白である。本発明の膵癌・大腸癌抗原である
ｈｓｐ１０５は例えば、本明細書の下記実施例のようなＳＥＲＥＸ法で検出することがで
きる。
　本発明において「配列番号１に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ
酸の置換、欠失、挿入及び／又は付加を含むアミノ酸配列」における「１若しくは数個」
の範囲は特には限定されないが、例えば、１から２０個、好ましくは１から１０個、より
好ましくは１から７個、さらに好ましくは１から５個、特に好ましくは１から３個程度を
意味する。
　本発明の癌抗原蛋白質の入手・製造方法は特に限定されず、天然由来の蛋白質でも、化
学合成した蛋白質でも、遺伝子組み換え技術により作製した組み換え蛋白質の何れでもよ
い。比較的容易な操作でかつ大量に製造できるという点では、組み換え蛋白質が好ましい
。
　天然由来の蛋白質を入手する場合には、該蛋白質を発現している細胞又は組織から蛋白
質の単離・精製方法を適宜組み合わせて単離することができる。化学合成蛋白質を入手す
る場合には、例えば、Ｆｍｏｃ法（フルオレニルメチルオキシカルボニル法）、ｔＢｏｃ
法（ｔ－ブチルオキシカルボニル法）等の化学合成法に従って本発明の蛋白質を合成する
ことができる。また、各種の市販のペプチド合成機を利用して本発明の蛋白質を合成する
こともできる。
　本発明の癌抗原蛋白質を組み換え蛋白質として産生するには、該蛋白質をコードする塩
基配列（例えば、配列番号２に記載の塩基配列）を有するＤＮＡ又はその変異体又は相同
体を入手し、これを好適な発現系に導入することにより本発明の癌抗原を製造することが
できる。
　発現ベクターとしては、好ましくは宿主細胞において自立複製可能であるか、あるいは
宿主細胞の染色体中へ組込み可能であるものであればよく、本発明の遺伝子を発現できる
位置にプロモーターを含有しているものが使用される。また、本発明の蛋白質をコードす
る遺伝子を有する形質転換体は、上記の発現ベクターを宿主に導入することにより作製す
ることができる。宿主は、細菌、酵母、動物細胞、昆虫細胞のいずれでもよく、また宿主
への発現ベクターの導入は、各宿主に応じた公知の手法により行えばよい。
　本発明においては、上記のようにして作製した本発明の遺伝子を有する形質転換体を培
養し、培養物中に本発明の蛋白質を生成蓄積させ、該培養物より本発明の蛋白質を採取す
ることにより組み換え蛋白質を単離することができる。
　本発明の形質転換体が大腸菌等の原核生物、酵母菌等の真核生物である場合、これら微
生物を培養する培地は、該微生物が資化し得る炭素源、窒素源、無機塩類等を含有し、形
質転換体の培養を効率的に行える培地であれば天然培地、合成培地のいずれでもよい。ま
た培養条件も該微生物を培養するのに通常用いられる条件にて行えばよい。培養後、形質
転換体の培養物から本発明の蛋白質を単離精製するには、通常の蛋白質の単離、精製法を
用いればよい。
　なお、配列番号１に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、
欠失、挿入及び／又は付加を含むアミノ酸配列を有する蛋白質は、配列番号１に記載のア
ミノ酸配列をコードするＤＮＡ配列の一例示す配列番号２に記載の塩基配列の情報に基づ
いて当業者であれば適宜製造又は入手することができる。
　即ち、配列番号１に記載のアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸の置換、
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欠失、挿入及び／又は付加を含むアミノ酸配列を有する蛋白質をコードする塩基配列を有
する遺伝子（変異遺伝子）は、化学合成、遺伝子工学的手法又は突然変異誘発などの当業
者に既知の任意の方法で作製することもできる。具体的には、配列番号２に記載の塩基配
列を有するＤＮＡを利用し、これらＤＮＡに変異を導入することにより変異ＤＮＡを取得
することができる。
　例えば、配列番号２に記載の塩基配列を有するＤＮＡに対し、変異原となる薬剤と接触
作用させる方法、紫外線を照射する方法、遺伝子工学的手法等を用いて行うことができる
。遺伝子工学的手法の一つである部位特異的変異誘発法は特定の位置に特定の変異を導入
できる手法であることから有用であり、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄ．，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ．，１９
８９（以下、モレキュラークローニング第２版と略す）、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　１～３８
，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（１９８７－１９９７）（以下、カレント・プロ
トコールズ・イン・モレキュラー・バイオロジーと略す）等に記載の方法に準じて行うこ
とができる。
　本発明はさらに、上記した本発明の蛋白質の一部からなり、かつ免疫誘導活性を有する
ペプチドにも関する。本発明のペプチドは、癌抗原蛋白質を認識する細胞傷害性Ｔ細胞を
活性化しうるものが好ましい。このようなペプチドの具体例としては、下記の何れかのア
ミノ酸配列を有するものが挙げられる。
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　さらに、上記の配列番号３～２２の何れかに記載のアミノ酸配列において、１若しくは
数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入及び／又は付加を含むアミノ酸配列を有し、かつ、免
疫誘導活性を有するペプチドも本発明の範囲内である。このようなペプチドの好ましい例
としては、癌抗原蛋白質を認識する細胞傷害性Ｔ細胞を活性化しうるペプチドが挙げられ
る。
　本発明において、「配列番号３～２２の何れかに記載のアミノ酸配列において、１若し
くは数個のアミノ酸の置換、欠失、挿入及び／又は付加を含むアミノ酸配列」における「
１若しくは数個」の範囲は特には限定されないが、例えば、１から５個、好ましくは１か
ら４個、より好ましくは１から３個、さらに好ましくは１又は２個、特に好ましくは１個
を意味する。
　本発明のペプチドは、Ｆｍｏｃ法（フルオレニルメチルオキシカルボニル法）、ｔＢｏ
ｃ法（ｔ－ブチルオキシカルボニル法）等の化学合成法に従って合成することができる。
また、各種の市販のペプチド合成機を利用して本発明のペプチドを合成することもできる
。
　上記した本発明の癌抗原蛋白質及びペプチドは、後記実施例にも示す通り、癌に対する
免疫を誘導することができる。従って、本発明によれば、本発明の癌抗原蛋白質又はペプ
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チドを含む、癌に対する免疫誘導剤が提供される。
　本発明の癌に対する免疫誘導剤は、インビトロ又はインビボ、好ましくはインビトロで
用いることにより、ヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこれらを含む免疫細胞集団
を誘導することができ、これにより癌に対する免疫を付与することができる。
（２）本発明のＤＮＡ
　本発明のＤＮＡは、上記（１）に記載した本発明の癌抗原蛋白質をコードするＤＮＡで
あり、好ましくは、下記（ａ）、（ｂ）又は（ｃ）の何れかのＤＮＡである。
（ａ）配列番号２に記載の塩基配列を有するＤＮＡ。
（ｂ）配列番号２に記載の塩基配列を有するＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズし、かつ、免疫誘導活性を有する蛋白質をコードするＤＮＡ。
（ｃ）上記（ａ）又は（ｂ）のＤＮＡの部分配列を有し、かつ、免疫誘導活性を有する蛋
白質をコードするＤＮＡ。
　上記した「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする」とは、ＤＮＡをプローブ
として使用し、コロニー・ハイブリダイゼーション法、プラークハイブリダイゼーション
法、あるいはサザンブロットハイブリダイゼーション法等を用いることにより得られるＤ
ＮＡの塩基配列を意味し、例えば、コロニーあるいはプラーク由来のＤＮＡ又は該ＤＮＡ
の断片を固定化したフィルターを用いて、０．７～１．０ＭのＮａＣｌ存在下、６５℃で
ハイブリダイゼーションを行った後、０．１～２×ＳＳＣ溶液（１×ＳＳＣ溶液は、１５
０ｍＭ塩化ナトリウム、１５ｍＭクエン酸ナトリウム）を用い、６５℃条件下でフィルタ
ーを洗浄することにより同定できるＤＮＡ等を挙げることができる。ハイブリダイゼーシ
ョンは、モレキュラークローニング第２版等に記載されている方法に準じて行うことがで
きる。
　ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするＤＮＡとしては、プローブとして使用
するＤＮＡの塩基配列と一定以上の相同性を有するＤＮＡが挙げられ、例えば７０％以上
、好ましくは８０％以上、より好ましくは９０％以上、さらに好ましくは９３％以上、特
に好ましくは９５％以上、最も好ましくは９８％以上の相同性を有するＤＮＡが挙げられ
る。
　本発明のＤＮＡの取得方法は特に限定されない。本明細書中の配列表の配列番号１およ
び配列番号２に記載したアミノ酸配列及び塩基配列の情報に基づいて適当なブローブやプ
ライマーを調製し、それらを用いてヒトなどのｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングす
ることにより本発明のＤＮＡを単離することができる。ｃＤＮＡライブラリーは、本発明
のＤＮＡを発現している細胞、器官又は組織から作製することが好ましい。
　ＰＣＲ法により配列番号２に記載した塩基配列を有するＤＮＡを取得することもできる
。ヒト染色体ＤＮＡ又はｃＤＮＡライブラリーを鋳型として使用し、配列番号２に記載し
た塩基配列を増幅できるように設計した１対のプライマーを用いてＰＣＲを行う。ＰＣＲ
の反応条件は適宜設定することができ、例えば、９４℃で３０秒間（変性）、５５℃で３
０秒～１分間（アニーリング）、７２℃で２分間（伸長）からなる反応工程を１サイクル
として、例えば３０サイクル行った後、７２℃で７分間反応させる条件などを挙げること
ができる。次いで、増幅されたＤＮＡ断片を、大腸菌等の宿主で増幅可能な適切なベクタ
ー中にクローニングすることができる。
　上記したプローブ又はプライマーの調製、ｃＤＮＡライブラリーの構築、ｃＤＮＡライ
ブラリーのスクリーニング、並びに目的遺伝子のクローニングなどの操作は当業者に既知
であり、例えば、モレキュラークローニング第２版、カレント・プロトコールズ・イン・
モレキュラー・バイオロジー等に記載された方法に準じて行うことができる。
（３）本発明の抗体
　本発明は、上記した本発明の蛋白質またはペプチドの一部もしくは全部をエピトープ（
抗原）として認識する抗体、並びに該蛋白質又はペプチドを用いてインビトロ刺激により
誘導された細胞傷害性（キラー）Ｔ細胞（ＣＴＬ）にも関する。一般的には、ＣＴＬのほ
うが抗体よりも強い抗腫瘍活性を示す。
　本発明の抗体はポリクローナル抗体でもモノクローナル抗体でもよく、その作製は定法



(9) JP 5112615 B2 2013.1.9

10

20

30

40

50

により行なうことができる。
　例えば、ポリクローナル抗体は、本発明の蛋白質を抗原として哺乳動物を免疫感作し、
該哺乳動物から血液を採取し、採取した血液から抗体を分離・精製することにより得るこ
とができる。例えば、マウス、ハムスター、モルモット、ニワトリ、ラット、ウサギ、イ
ヌ、ヤギ、ヒツジ、ウシ等の哺乳動物を免疫することができる。免疫感作の方法は当業者
に公知であり、例えば抗原を、例えば７～３０日間隔で２～３回投与すればよい。投与量
は１回につき、例えば抗原約０．０５～２ｍｇ程度とすることができる。投与経路も特に
限定されず、皮下投与、皮内投与、腹膜腔内投与、静脈内投与、筋肉内投与等を適宜選択
することができる。また、抗原は適当な緩衝液、例えば完全フロイントアジュバント又は
水酸化アルミニウム等の通常用いられるアジュバントを含有する適当な緩衝液に溶解して
用いることができる。
　免疫感作した哺乳動物を一定期間飼育した後、抗体価が上昇してきたら、例えば１００
μｇ～１０００μｇの抗原を用いて追加免疫を行なうことができる。最後の投与から１～
２ケ月後に免疫感作した哺乳動物から血液を採取して、該血液を、例えば遠心分離、硫酸
アンモニウム又はポリエチレングリコールを用いた沈澱、ゲルろ過クロマトグラフィー、
イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー等のクロマトグラフ
ィー等の常法によって分離・精製することにより、ポリクローナル抗血清として、本発明
の蛋白質を認識するポリクローナル抗体を得ることができる。
　一方、モノクローナル抗体はハイブリドーマを調製して得ることができる。例えば、抗
体産生細胞とミエローマ細胞株との細胞融合によりハイブリドーマを得ることができる。
本発明のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマは、以下のような細胞融合法によ
って得ることができる。
　抗体産生細胞としては、免疫された動物からの脾細胞、リンパ節細胞、Ｂリンパ球等を
使用する。抗原としては、本発明の蛋白質又はその部分ペプチドを使用する。免疫動物と
してはマウス、ラット等を使用でき、これらの動物への抗原の投与は常法により行う。例
えば完全フロインドアジュバント、不完全フロインドアジュバントなどのアジュバントと
抗原である本発明の蛋白質との懸濁液もしくは乳化液を動物の静脈、皮下、皮内、腹腔内
等に数回投与することによって動物を免疫化する。免疫化した動物から抗体産生細胞とし
て例えば脾細胞を取得し、これとミエローマ細胞とを公知の方法（Ｇ．Ｋｏｈｌｅｒ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，２５６　４９５（１９７５））により融合してハイブリドー
マを作製することができる。
　細胞融合に使用するミエローマ細胞株としては、例えばマウスではＰ３Ｘ６３Ａｇ８、
Ｐ３Ｕ１株、Ｓｐ２／０株などが挙げられる。細胞融合を行なうに際しては、ポリエチレ
ングリコール、センダイウイルスなどの融合促進剤を用い、細胞融合後のハイブリドーマ
の選択にはヒポキサンチン・アミノプテリン・チミジン（ＨＡＴ）培地を常法に従って使
用する。細胞融合により得られるハイブリドーマは限界希釈法等によりクローニングする
。さらに必要に応じて、本発明の蛋白質を用いた酵素免疫測定法によりスクリーニングを
行うことにより、本発明の蛋白質を特異的に認識するモノクローナル抗体を産生する細胞
株を得ることができる。
　このようにして得られたハイブリドーマから目的とするモノクローナル抗体を製造する
には、通常の細胞培養法や腹水形成法により該ハイブリドーマを培養し、培養上清あるい
は腹水から該モノクローナル抗体を精製すればよい。培養上清もしくは腹水からのモノク
ローナル抗体の精製は、常法により行なうことができる。例えば、硫安分画、ゲルろ過、
イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィーなどを適宜組み合わ
せて使用できる。
　また、上記した抗体の断片も本発明の範囲内である。抗体の断片としては、Ｆ（ａｂ’
）２フラグメント、Ｆａｂ’フラグメント等が挙げられる。
　さらに、上記した抗体の標識抗体も本発明の範囲内である。即ち、上記のようにして作
製した本発明の抗体は標識して使用することができる。抗体の標識の種類及び標識方法は
当業者に公知である。例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ又はアルカリホスファターゼ
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などの酵素標識、ＦＩＴＣ（フルオレセインイソチオシアネート）又はＴＲＩＴＣ（テト
ラメチルローダミンＢイソチオシアネート）等の蛍光標識、コロイド金属および着色ラテ
ックスなどの呈色物質による標識、ビオチンなどのアフィニティー標識、あるいは１２５

Ｉなどの同位体標識などを挙げることができる。本発明の標識抗体を用いた本発明の蛋白
質（即ち、癌抗原）の分析又は測定は、酵素抗体法、免疫組織染色法、免疫ブロット法、
直接蛍光抗体法又は間接蛍光抗体法等の当業者に周知の方法に従って行うことができる。
（４）ヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこれらを含む免疫細胞集団
　本発明はまた、本発明の癌抗原、ペプチド、又はそれらの混合物を用いてインビトロ刺
激により誘導されたヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこれらを含む免疫細胞集団
に関する。例えば、末梢血リンパ球や腫瘍浸潤リンパ球を本発明の蛋白質又はペプチドで
インビトロ刺激すると腫瘍反応性活性化Ｔ細胞が誘導され、この活性化されたＴ細胞は養
子免疫療法に有効に用いることができる。また本発明の癌抗原又はペプチドを強力な抗原
提示細胞である樹状細胞にインビボあるいはインビトロで発現させて、その抗原発現樹状
細胞投与により免疫誘導を行うことができる。
　好ましくは、本発明の癌抗原、ペプチド又はそれらの混合物と、免疫賦活剤とを用いて
インビトロ刺激により、ヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこれらを含む免疫細胞
集団を誘導することができる。ここで用いる免疫賦活剤としては細胞増殖因子又はサイト
カインなどが挙げられる。
　上記のようにして得られたヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこれらを含む免疫
細胞集団を体内に移入することにより、腫瘍を抑制することができ、癌を予防及び／又は
治療することが可能である。
　また、本発明の癌抗原又はペプチド、又はそれらの混合物を用いることにより、上記し
た通り腫瘍を抑制することができるヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこれらを含
む免疫細胞集団を作製することができる。従って、本発明によれば、本発明の癌抗原又は
ペプチド、又はそれらの混合物を含む細胞培養液が提供される。この細胞培養液を用いる
ことにより、腫瘍を抑制することができるヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこれ
らを含む免疫細胞集団を作製することができる。さらに、本発明によれば、上記の細胞培
養液、及び細胞培養容器を含む、ヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこれらを含む
免疫細胞集団を作製するための細胞培養キットも提供される。
（５）本発明の癌ワクチン
　本発明のＤＮＡ、癌抗原及びペプチドは、癌細胞特異的細胞傷害性Ｔ細胞を誘導するこ
とができるので、癌の治療、予防剤として期待できる。例えば、本発明のＤＮＡを適当な
ベクターに組み込み、この組換えＤＮＡで形質転換されたＢＣＧ菌の細菌、または本発明
のＤＮＡをゲノムに組み込まれたワクシニアウイルス等のウイルスは、ヒト癌の治療・予
防用生ワクチンとして有効に利用できる。なお、癌ワクチンの投与量及び投与法は通常の
種痘やＢＣＧワクチンと同様である。
　即ち、本発明のＤＮＡ（そのまま、あるいは発現ベクターに組み込んだプラスミドＤＮ
Ａの形）、該ＤＮＡを含む組換えウイルス若しくは組換え細菌はそのままあるいはアジュ
バントに分散した状態で癌ワクチンとしてヒトを含む哺乳動物に投与することができる。
本発明のペプチドも同様にアジュバンドと分散した状態で癌ワクチンとして投与すること
ができる。
　本発明で用いることができるアジュバントとしては、フロイントの不完全アジュバント
、ＢＣＧ、トレハロースダイマイコレート（ＴＤＭ）、リポ多糖（ＬＰＳ）、ミョウバン
アジュバント、シリカアジュバント等が挙げられるが、抗体の誘導能等の関係から、フロ
イントの不完全アジュバント（ＦＩＡ）を使用することが好ましい。
（６）本発明の癌診断用プローブ、癌診断薬、癌の予防・治療薬
　本発明のＤＮＡは各種ヒト癌のＤＮＡを取り出してその相同性を調べることで診断用プ
ローブとして使用することができる。また、このプローブや前記抗体を使用して癌診断薬
として使用することができる。
　即ち、本発明は、本発明の蛋白質をコードするＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全



(11) JP 5112615 B2 2013.1.9

10

20

30

40

50

部又は一部を含む癌診断用プローブに関する。さらに本発明は、上記の癌診断用プローブ
又は本発明の蛋白質に対する抗体を含む、癌診断薬に関する。本発明の癌診断用プローブ
としては、本発明の蛋白質をコードするＤＮＡ（ｃＤＮＡ）又はＲＮＡ（ｃＲＮＡ）のア
ンチセンス鎖の全部又は一部であり、プローブとして成立する程度の長さ（少なくとも２
０ベース以上）を有するものが好ましい。例えば、上記アンチセンス鎖を用いて検体から
得られた本発明の蛋白質（癌抗原）のｍＲＮＡを検出することにより、癌の診断が可能と
なる。検出に用いられる検体としては、被験者の細胞、例えば血液、尿、唾液、組織等の
生検から得ることができるゲノムＤＮＡや、ＲＮＡ又はｃＤＮＡを挙げることができるが
これらに限定されるものではない。かかる検体を使用する場合、ＰＣＲ等により増幅した
ものを用いてもよい。
　本明細書で言う癌の種類は特に限定されず、具体例としては、膵癌・大腸癌、脳腫瘍、
悪性黒色腫、慢性骨髄性白血病、急性骨髄性白血病、リンパ腫、食道癌、腎臓癌、前立腺
癌、肺癌、乳癌、胃癌、肝癌、胆嚢癌、精巣癌、子宮癌、卵巣癌、甲状腺癌、膀胱癌又は
肉腫などが挙げられる。
　癌患者の癌細胞に対する免疫応答は予想以上に活発であり、多種多様な蛋白に対してＩ
ｇＧ抗体が産生されていることを見出している。本発明の抗原蛋白であるｈｓｐ１０５は
後述の実施例に示すように膵癌、大腸癌、乳癌、食道癌、悪性リンパ腫、褐色細胞腫、甲
状腺癌、膀胱癌、精上皮腫で特異的に高発現する。
　本発明の蛋白質又はペプチドは、Ｔ細胞エピトープとして癌細胞特異的細胞傷害性Ｔ細
胞を誘導することができるので、ヒト癌の予防・治療剤として有用である。また、本発明
の抗体も、癌抗原である本発明の蛋白質の活性を阻害することができるものであれば、ヒ
ト癌の予防・治療剤として有用である。実際の使用法としては、本発明の蛋白質、ペプチ
ド又は抗体をそのまま、又は医薬的に許容される担体及び／又は希釈剤ととともに、必要
に応じて下記の補助剤も加えて、注射剤として投与することもできるし、噴霧などの方法
で粘膜からの経皮吸収などで投与してもよい。尚、ここで言う担体とは例えば、ヒト血清
アルブミンであり、また希釈剤としては、例えばＰＢＳ、蒸留水等を挙げることができる
。
　投与量は成人１人当たり、本発明の癌抗原、ペプチド又は抗体を例えば、１回当たり０
．０１ｍｇ～１００ｍｇの範囲になるように投与することができるが、この範囲に限定さ
れるものではない。製剤の形態も特に限定されず、凍結乾燥したものや、糖などの賦形剤
を加えて顆粒にしたものでもよい。
　本発明の薬剤に添加することができる細胞傷害性Ｔ細胞誘導活性を高めるための補助剤
としては、ＢＣＧ菌などの菌体成分、Ｎａｔｕｒｅ，ｖｏｌ．３４４，ｐ８７３（１９９
０）に記載されるＩＳＣＯＭ、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．ｖｏｌ．１４８，ｐ１４３８（１９
９２）に記載されるサポニン系のＱＳ－２１、リポソーム、水酸化アルミニウムなどが挙
げられる。また、レンチナン、シゾフィラン、ピシバーニールなどの免疫賦活剤を補助剤
として用いることもできる。また、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－１２、ＩＬ－１、ＩＬ－
６、ＴＮＦなどのＴ細胞の増殖、分化を増強するサイトカイン等も補助剤として用いるこ
とができる。
　また、患者から採取した細胞または、同一のＨＬＡパプロタイプを持つ細胞に試験管内
で当該抗原ペプチドを加え、抗原提示させた後、患者血管内に投与し、患者体内で効果的
に細胞傷害性Ｔ細胞を誘導することもできる。また、患者末梢血リンパ球に当該ペプチド
を加えて試験管内で培養することにより試験管内で細胞傷害性Ｔ細胞を誘導した後に患者
血管内に戻すこともできる。このような細胞移入による治療は既に癌治療法として実施さ
れており、当業者間ではよく知られた方法である。
　特異的抗腫瘍免疫療法の標的抗原となるものは、その抗原が細胞傷害性Ｔ細胞（キラー
Ｔ細胞／ＣＴＬ）の認識抗原であることが必要である。本発明の抗原は日本人に多いＨＬ
Ａ－Ａ２４あるいは世界的に多いＨＬＡ－Ａ２において、インビトロにおけるキラーＴ細
胞誘導活性を増大させた。このことから本発明の抗原を体内に注入することにより、ＣＴ
Ｌを誘導活性化し、その結果、抗腫瘍効果が期待できる。また、リンパ球をインビトロで
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入することによる養子免疫療法に有効に用いることができる。
【実施例】
　次に本発明の抗原、その製造方法、効果について実施例を挙げて説明するが、本発明は
これらの実施例に何ら制約されるのもではない。
【実施例１】
《血清の採取》
　膵癌患者から血清を採取した。採血後の血清は－８０℃で保存した。この血清サンプル
から、大腸菌とファージの溶解物とセファロース４Ｂが充填されたカラムを用いて大腸菌
とλファージに対する抗体を除去した後、１００～８００倍に希釈し、使用した。
《ｃＤＮＡライブラリー／蛋白の作製》
　Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、ＣＡより膵癌細胞株ＣＦＰＡＣ－１のｃＤ
ＮＡをλＺＡＰエクスプレスベクターに挿入してあるファージｃＤＮＡライブラリーを購
入した。この・ファージｃＤＮＡライブラリーを大腸菌に感染させた後、ＮＺＹプレート
培地上で４２℃、６時間培養し溶菌斑（プラーク）を作らせた。ｉｓｏｐｒｏｐｙｌ　β
－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ（ＩＰＴＧ）を浸透させたニトロセルロースメン
ブレンでプレートを３７℃で３時間覆うことにより、プラーク中でλファージに組み込ん
だｃＤＮＡがコードする蛋白を作らせた。
《イムノスクリーニング》
　上記方法で産生した蛋白をニトロセルロースメンブレンに転写した。ブロッキング後の
ニトロセルロースを洗浄し、前記血清と４℃で１５時間反応させた。洗浄後２次抗体とし
てＨｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ　Ｏｅｒｏｘｉｄａｓｅ（ＨＲＰ）標識マウス抗ヒトＩｇＧ抗
体をメンブレンと反応させた。洗浄した後に、化学発光をＸ線フイルム上で検出し、写真
のプレートと照らし合わせ、陽性プラークを周囲の陰性プラークとともにピックアップし
た。発色反応陽性部位に一致するプラークを１５ｃｍＮＺＹアガロースプレート上から採
取し、ＳＭ緩衝液（１００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＭｇＳＯ４、５０ｍＭのＴｒｉｓ
－ＨＣｌ、０．０１％のゼラチン；ｐＨ７．５）に溶解させた。発色反応陽性プラークが
単一化するまで上記と同様の方法で２次、３次スクリーニングを繰り返し、血清中のＩｇ
Ｇ抗体が反応する単一のファージクローンを得た。以上の方法により膵癌細胞株由来のｃ
ＤＮＡから６３個の陽性クローンを単離した。
《単離抗原遺伝子の相同性検索》
　ＰＣＲ法によりインサートＤＮＡを増幅し、以後の解析に用いた。得られたＰＣＲ産物
をＢｉｇ　Ｄｙｅ　ＤＮＡシーケンシングキット（ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＣＡ）
Ａシーケンシングを行い、塩基配列を決定した。上記決定された６３種類の遺伝子の塩基
配列を、それぞれ相同性検索プログラムＢＬＡＳＴ（Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇ
ｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ）を用いて、ＮＣＢＩデータバンクに登録されてい
る遺伝子情報と比較した。
《ｈｓｐ１０５》
　その結果、表１の１８個の陽性クローンを認めた。その１個がｈｓｐ１０５であった。
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《ｈｓｐ１０５発現の確認》
　各種癌組織および正常組織における、ｈｓｐ１０５蛋白の発現の有無を免疫組織化学的
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に解析した。その結果、図１および図２に示したようにｈｓｐ１０５は膵癌組織及び大腸
癌組織に発現することがわかった。
【実施例２】
《ｈｓｐ１０５を構成するペプチド》
　日本人の６０％が陽性のＨＬＡ－Ａ２４に結合するモチーフとＢＡＬＢ／ｃマウスのＫ
ｄの結合するモチーフはほとんど同じである。ＨＬＡ－ｐｅｐｔｉｄｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ
　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｍａｓ．ｄｃｒｔ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｍｏ
ｌｂｉｏ／ｈｌａ＿ｂｉｎｄ／）を用いてＨＬＡ－Ａ２４とＫｄの両方に結合すると予測
されるヒト・マウスｈｓｐ１０５共通のペプチドをｈｓｐ１０５のシークエンスより選び
出し、９または１０のアミノ酸からなる９種類のペプチドをＦｍｏｃ／ＰｙＢＯＰ法で合
成した。ペプチドのシークエンスとＫｄへの結合予測値を表２に示す。

【実施例３】
《ＤＮＡワクチン》
　マウスｈｓｐ１０５ｃＤＮＡを発現ベクターｐＣＡＧＧＳに組み込んだプラスミドＤＮ
Ａをそのまま適当な濃度に調整してワクチンとして以下の性能評価試験に使用した。なお
、このマウスｈｓｐ１０５－ｐＣＡＧＧＳＤＮＡワクチンは大腸菌を培養し、その後大腸
菌からプラスミドＤＮＡを取り出し、精製することにより大量に産生したものを用いた。
《ペプチドワクチンおよびＤＮＡワクチンの抗癌効果》
　ＢＡＬＢ／ｃマウスの筋肉に▲１▼生理食塩水、▲２▼ベクターのみ、▲３▼ｈｓｐ１
０５ｃＤＮＡベクター、▲４▼アジュバントのみ、及び▲５▼アジュバント＋ペプチドを
注射し、同系マウス由来のｈｓｐ１０５を高発現する大腸癌細胞株Ｃｏｌｏｎ－２６を背
部皮下に移植して、マウスの癌の発症を（１）癌部の面積、（２）癌が生着したマウスの
割合、（３）生存マウスの割合で評価した。結果を図３Ａ、Ｂ、Ｃに示す。
　図３Ａ、Ｂ、Ｃに示すように、３ｘ１０４個のＣｏｌｏｎ２６を植えた場合、生食のみ
あるいは、ｐＣＡＧＧＳのみを免疫したマウスには１３日目までにそれぞれ５匹全例腫瘍
が生着したが、ｈｓｐ１０５－ＤＮＡエアクチンを免疫した５匹のうち、２０日目に１匹
、２４日目に１匹腫瘍が生着したものの、残りの３匹は腫瘍を完全に拒絶した。アジュバ
ント群は、２４日目までに５匹全例腫瘍が生着した。ＤＮＡワクチン・ペプチドワクチン
・アジュバント群と生食・ベクター群間に有意差を認めた（図３Ｂ）。腫瘍面積の平均に
おいても同様の結果であった（図３Ａ）。
　これらの結果からペプチドワクチンおよびＤＮＡワクチンの抗癌剤としての効果は明ら
かである。全体の生存曲線でみると、生食・ベクター・アジュバント群は４５日目でも５
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ＮＡワクチン群は他の４群全てとの間に有意差を認めた。ペプチドワクチン群は生食・ベ
クター・アジュバント群との間に有意差をもって生存期間の延長を認めた（図３Ｃ）。更
に、腫瘍を拒絶したマウスを病理学的に観察し、正常臓器への傷害がおこっていないこと
と、腫瘍を拒絶した局所に炎症細胞が多数浸潤していることを確認した。
《ｈｓｐ１０５のＣＴＬエピトープペプチドの決定》
　ＣＴＬエピトープペプチドを同定するため、ＤＮＡワクチン－ペプチドワクチンが有効
であったマウスより膵臓細胞を回収し、表２に示す９種類のペプチドで１回刺激し、５１

Ｃｒ　ｒｅｌｅａｓｅ　ａｓｓａｙによってＣｏｌｏｎ－２６に対する細胞傷害活性を検
討した。その結果、上記９種のペプチドの中では、下記５種類のペプチド１、２、３．４
、６が有用であることを認めた（図４）。

《癌診断薬》
　ｈｓｐ１０５の抗体を用いて、膵癌・大腸癌、脳腫瘍、悪性黒色腫、慢性骨髄性白血病
、急性骨髄性白血病、リンパ腫、食道癌、腎臓癌、前立腺癌、肺癌、乳癌、胃癌、肝癌、
胆嚢癌、精巣癌、子宮癌、卵巣癌、甲状腺癌、膀胱癌又は肉腫等の癌の病理診断をするこ
とができる。
《ＣＴＬ癌治療薬》
　マウスにおいてｈｓｐ１０５および／又はｈｓｐ１０５を構成するペプチドを抗原とし
て認識するキラーＴ細胞は正常細胞を傷付けず、マウス大腸癌にのみ細胞傷害活性を有す
ることがわかった。ｈｓｐ１０５は高発現するヒト膵癌・大腸癌における、副作用の少な
い癌治療薬あるいは予防薬として使用することが出来る可能性がある。
実施例４：ｈｓｐ１０５のヒトにおけるＨＬＡ－Ａ２４のＣＴＬエピトープペプチドの同
定
　ｈｓｐ１０５のヒトにおけるＨＬＡ－Ａ２４のＣＴＬエピトープペプチドを決定するた
め、ＨＬＡ－Ａ２４の２人の大腸癌患者さんの末梢血リンパ球を表３に示す９種類のペプ
チドで４回刺激し、５１Ｃｒ　ｒｅｌｅａｓｅ　ａｓｓａｙによって、ｈｓｐ１０５を高
発現し、かつＨＬＡ－Ａ２４を発現するヒト大腸癌細胞株ｓｗ６２０に対する細胞傷害活
性を検討した。
　具体的には、末梢血より単核球を分離し、２４穴プレート１ウェルあたり２００万個の
単核球を、自己の血清を１０％含み、ＩＬ－２（１００ＩＵ／ｍｌ）さらには各ペプチド
１０μＭを含む培養液２ｍｌ中で１週間培養し、１週間毎に、毎回１週間かけて誘導した
樹状細胞（Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ；ＤＣ）２０万個に該ペプチドを１０μＭでパ
ルスして放射線照射したものを用いて刺激することをさらに３回繰り返し、その６日後に
細胞傷害活性を検討した。なお、ＤＣとして、２００万個の単核球を、ＧＭ－ＣＳＦ（１
００ｎｇ／ｍｌ）、ＩＬ－４（１００Ｕ／ｍｌ）存在下で５日間培養し、さらにＴＮＦ－
α（２０ｎｇ／ｍｌ）を加え２日間培養したものを用いた。
　また、Ｃ１ＲＡ２４０２細胞に該ペプチドをのせたものをのせないものより傷害するも
のを、ペプチド特異性陽性と判定した。結果を表３に示す。表３の太字の数字が、ペプチ
ド特異的かつ癌細胞傷害性のＣＴＬが誘導できていることを示す。
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実施例５：ｈｓｐ１０５のヒトにおけるＨＬＡ－Ａ２のＣＴＬエピトープペプチドの同定
　ｈｓｐ１０５のヒトにおけるＨＬＡ－Ａ２のＣＴＬエピトープペプチドを決定するため
、ＨＬＡ－Ａ２の１人の大腸癌患者さんと１人の健常人の末梢血リンパ球を表４に示す３
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０種類のペプチドで４回刺激し、５１Ｃｒ　ｒｅｌｅａｓｅ　ａｓｓａｙによって、ｈｓ
ｐ１０５を高発現し、かつＨＬＡ－Ａ２を発現するヒト大腸癌細胞株ｓｗ６２０に対する
細胞傷害活性を検討した。具体的実験方法は、実施例４と同様に行った。
　また、ｓｗ６２０細胞のｈｓｐ１０５の発現をＲＮＡｉを用いて落としたものをｓｗ６
２０ｈｓｐ１０５－ＲＮＡｉ細胞とし、これを傷害しないことで、ｈｓｐ１０５に特異的
な細胞傷害活性であることを判定した。さらに、ｓｗ６２０　ｈｓｐ１０５－ＲＮＡｉ細
胞に該ペプチドをのせたものをのせないものより傷害するものを、ペプチド特異性陽性と
判定した。結果を表４に示す。表４の太字の数字が、ペプチド特異的かつ癌細胞傷害性の
ＣＴＬが誘導できていることを示す。
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実施例６：組織におけるｈｓｐ１０５の免疫組織化学的解析結果
　様々な組織におけるｈｓｐ１０５の発現を免疫組織化学的に解析した。具体的には、様
々な組織のホルマリン固定、パラフィン包埋ブロックを用いて３ｍｍの薄切切片を作成し
、ＶＥＣＴＯＲ　ｓｔａｉｎ　ＡＢＣ－ＰＯ（ｒａｂｂｉｔ　ＩｇＧ）ｋｉｔ（Ｖｅｃｔ
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ｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ，ＣＡ）を用いて、Ａ
ＢＣ法（ａｖｉｄｉｎ－ｂｉｏｔｉｎ　ｃｏｍｐｌｅｘ　ｉｍｍｕｎｅｏｐｅｒｏｘｉｄ
ａｓｅ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）で免疫組織化学的解析を行った。一次抗体には、ｒａｂｂ
ｉｔ　ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉ－ｈｕｍａｎ　ＨＳＰ１０５　Ａｂ（ＳＡＮＴＡ
ＣＲＵＺ，Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ）を購入して２００倍に希釈して用いた。
　結果を示した顕微鏡写真を図５に示す。図５においては、Ａ：大腸癌、Ｂ：大腸腺腫の
中の大腸癌、Ｃ：大腸癌の肝転移、Ｄ：膵癌、Ｅ：膵島細胞腫、Ｆ：乳癌の乳頭腺管癌、
Ｇ：乳癌の硬癌、Ｈ：食道癌、Ｉ：甲状腺癌、Ｊ：胃悪性リンパ腫、Ｋ：褐色細胞腫、Ｌ
：膀胱癌、Ｍ：精巣、及びＮ：精上皮腫を示す。図５の結果から分かるように、Ａ，Ｂ，
Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ，Ｈ，Ｉ，Ｊ，Ｋ，Ｌ，Ｍ，Ｎ、すなわちＧ以外の腫瘍ならびに精巣でｈ
ｓｐ１０５の高発現が認められた。
実施例７：ｈｓｐ１０５で誘導したマウスのＣＤ４陽性ヘルパーＴ細胞株のｉｎ　ｖｉｖ
ｏにおける抗腫瘍活性
　ＢＡＬＢ／ｃマウスの脾臓を採取し、すりつぶして脾細胞を分離し、９６穴平底プレー
ト１ウェルあたり２０万個の脾細胞を、ＩＬ－２（１００ＩＵ／ｍｌ）さらにはリコンビ
ナントｈｓｐ１０５蛋白２μｇ／ｍｌを含む培養液２００μｌ中で１週間培養し、１週間
毎に、毎回脾細胞２０万個にリコンビナントｈｓｐ１０５蛋白を２μｇ／ｍｌでパルスし
て放射線照射したものを用いて刺激することをさらに何回も繰り返し、複数のＣＤ４陽性
ヘルパーＴ細胞株（Ｔｈ）を樹立した。細胞表面のＣＤ４、ＣＤ８の発現の確認は、Ｍｏ
ｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　ＭＯＵＳＥ　ＣＤ４－ＦＩＴＣ，ＣＤ８－ＦＩＴ
Ｃ（ＩＭＭＵＮＯＴＥＣＨ，Ｍａｒｓｅｉｌｌｅ，Ｆｒａｎｃｅ）を用いて免疫蛍光染色
を行い、ＦＡＣＳにて解析した（図６のＡ）。Ｔｈがｈｓｐ１０５蛋白に特異的に反応し
て増殖するかどうかを［３Ｈ］ｔｈｙｍｉｄｉｎｅの取り込みで調べた。具体的には、９
６穴平底プレート１ウェルあたり１５万個の脾細胞を入れ、ｈｓｐ１０５蛋白を一晩パル
スしたものとしないものを用意し、それぞれに対し、３万個のＴｈを入れ、７２時間反応
させた（最後の１６時間に１ウェルあたり１μＣｉの［３Ｈ］ｔｈｙｍｉｄｉｎｅを入れ
た）。そして、［３Ｈ］ｔｈｙｍｉｄｉｎｅの取り込みを液体シンチレーションカウンタ
ーで測定した。そのＴｈはｈｓｐ１０５蛋白に特異的に反応して増殖した（図６のＢ）。
また、この際、Ｔｈを入れて２４時間後の上清をとっておき、Ｍｏｕｓｅ　ＩＦＮ－γ，
ＩＬ－４　ＥＬＩＳＡＲｅａｄｙ－ＳＥＴ－Ｇｏ！（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）を用いて
、Ｔｈが反応して分泌したＩＦＮ－γとＩＬ－４を測定した。そのＴｈはｈｓｐ１０５蛋
白に特異的に反応してＩＦＮ－γを大量に産生するＴｈ１タイプであった。（図６のＣ）
。ＢＡＬＢ／ｃマウスの背部皮下にＣｏｌｏｎ２６を移植し、３ｍｍ大の腫瘍を形成した
後に、そのＴｈを局注して経過を観察した結果、治療後は、明らかにＣｏｌｏｎ２６腫瘍
塊の増殖を遅らせた（図６のＤ）。
　以上の結果から、ｈｓｐ１０５蛋白で誘導したＢＡＬＢ／ｃマウスのＣＤ４陽性ヘルパ
ーＴ細胞株は、ｈｓｐ１０５蛋白特異的に増殖し、ｈｓｐ１０５を高発現する大腸癌細胞
株Ｃｏｌｏｎ２６腫瘍塊の増殖を遅らせることが示された。
実施例８：ｈｓｐ１０５で誘導した大腸癌患者のＣＤ４陽性ヘルパーＴ細胞株
　末梢血より単核球を分離し、９６穴平底プレート１ウェルあたり２０万個の単核球を、
ＩＬ－２（１００ＩＵ／ｍｌ）さらにはリコンビナントｈｓｐ１０５蛋白２μｇ／ｍｌを
含む培養液２００μｌ中で１週間培養し、１週間毎に、毎回単核球２０万個にリコンビナ
ントｈｓｐ１０５蛋白を２μｇ／ｍｌでパルスして放射線照射したものを用いて刺激する
ことをさらに何回も繰り返し、複数のＣＤ４陽性ヘルパーＴ細胞株（Ｔｈ）を樹立した。
細胞表面のＣＤ４、ＣＤ８の発現の確認は、ファーミンジェン抗ヒトＣＤ４，ＣＤ８－Ｆ
ＩＴＣを用いて免疫蛍光染色を行い、ＦＡＣＳにて解析した。Ｔｈがｈｓｐ１０５蛋白に
特異的に反応して増殖するかどうかは実施例７と同様に行った。そのＴｈはｈｓｐ１０５
蛋白に特異的に反応して増殖した。（図７のＡ）。また、実施例７と同様に、Ｈｕｍａｎ
　ＩＦＮ－γ，ＩＬ－４ＵＳ　ＥＬＩＳＡ　Ｋｉｔ（ＢＩＯＳＯＵＲＣＥ，Ｃａｍａｒｉ
ｌｌｏ，ＣＡ）を用いて、Ｔｈが反応して分泌したＩＦＮ－γとＩＬ－４を測定した。そ
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のＴｈはｈｓｐ１０５蛋白に特異的に反応してＩＦＮ－γを大量に産生するＴｈ１タイプ
であった。（図７のＢ）。一般的に、Ｔｈ１はＣＴＬの誘導および抗腫瘍免疫に有利な方
に働くことが知られており、ヒトにおいても、末梢血リンパ球をｈｓｐ１０５蛋白で刺激
することで、このようなＴｈ１が誘導できることが示された。
実施例９：ｈｓｐ１０５ペプチドで刺激した細胞傷害性Ｔ細胞のｉｎ　ｖｉｖｏにおける
抗腫瘍活性
　ｈｓｐ１０５由来ペプチドＡｓｎ－Ｔｙｒ－Ｇｌｙ－Ｉｌｅ－Ｔｙｒ－Ｌｙｓ－Ｇｌｎ
－Ａｓｐ－Ｌｅｕ（配列番号３）で誘導したＢＡＬＢ／ｃマウスの細胞傷害性Ｔ細胞（Ｃ
ＴＬ）が、ｈｓｐ１０５を高発現する大腸癌細胞株Ｃｏｌｏｎ２６腫瘍塊を縮小させるか
どうかを調べた。具体的には、ＢＡＬＢ／ｃマウスの背部皮下にＣｏｌｏｎ２６を移植し
、５ｍｍ大の腫瘍を形成した後、ＣＴＬを局注して１週間後に解剖して、ＨＥ染色により
病理学的に観察した。結果を図８に示す。図８の結果から分かるように、ｈｓｐ１０５由
来ペプチドで誘導したＣＴＬの投与により、腫瘍は明らかに縮小した。
　さらに、ｈｓｐ１０５由来ペプチドＬｙｓ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－Ｓｅｒ－Ｓｅｒ－Ａｓｎ
－Ｓｅｒ－Ｔｈｒ－Ａｓｐ－Ｌｅｕ（配列番号１４）で誘導した大腸癌患者の細胞傷害性
Ｔ細胞（ＣＴＬ）が、ｈｓｐ１０５を高発現する大腸癌細胞株ｓｗ６２０腫瘍塊を縮小さ
せるかどうかを調べた。具体的には、ヌードマウスの背部皮下にｓｗ６２０を移植し、５
ｍｍ大の腫瘍を形成した後、ＣＴＬを局注した。
ＣＴＬの局注から１週間後には、腫瘍は縮小した。治療して２週間後に解剖して、ＨＥ染
色により病理学的に観察した。結果を図９に示す。図９の結果から分かるように、ＣＴＬ
の投与により、腫瘍の増大を明らかに遅らせることができた。
【産業上の利用の可能性】
　本発明の癌抗原蛋白、および抗原ペプチド、あるいは本発明の蛋白またはペプチドをコ
ードするＤＮＡは自己傷害性等の副作用が少なく優れた抗癌ワクチンとして使用すること
が出来る。また、抗体は診断薬として使用することができる。また本発明の抗原により刺
激、活性化されたヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞、又はこれらを含む免疫細胞集団は
抗癌剤として使用できる。
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DNA和包含这些序列的部分或全部的DNA;包含所述DNA的抗癌疫苗;及
其用途。
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