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(54)【発明の名称】 ヒト膀胱癌抗原

(57)【要約】
【課題】  膀胱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膀胱癌抗原や、それを
コードする遺伝子等を提供すること。
【解決手段】  膀胱癌細胞株から得られたｍＲＮＡを用
いてｃＤＮＡを作製し、このｃＤＮＡをλファージベク
ターに導入して大腸菌に感染させることによって作製し
た膀胱癌細胞ｃＤＮＡライブラリー、合計４．０×１０
5個のλファージｃＤＮＡクローンを、膀胱癌患者血清
を用いて逐一スクリーニングし、膀胱癌患者血清のみに
反応し、健常人血清とは反応せず、膀胱癌細胞や組織に
おいて高発現するヒト膀胱癌抗原ＫＵ－ＢＬ－５０等を
作出する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  以下の(ａ)又は(ｂ)のタンパク質をコー
ドするＤＮＡ。
(ａ)配列番号２に示されるアミノ酸配列からなるタンパ
ク質
(ｂ)配列番号２に示されるアミノ酸配列において、１若
しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加された
アミノ酸配列からなり、かつ免疫誘導活性を有するタン
パク質
【請求項２】  配列番号１に示される塩基配列又はその
相補的配列並びにこれらの配列の一部または全部を含む
ＤＮＡ。
【請求項３】  請求項２記載の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
するタンパク質をコードするＤＮＡ。
【請求項４】  配列番号２に示されるアミノ酸配列から
なるタンパク質。
【請求項５】  配列番号２に示されるアミノ酸配列にお
いて、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは
付加されたアミノ酸配列からなり、かつ免疫誘導活性を
有するタンパク質。
【請求項６】  請求項４又は５記載のタンパク質の一部
からなり、かつ免疫誘導活性を有するペプチド。
【請求項７】  請求項４若しくは５記載のタンパク質又
は請求項６記載のペプチドと、マーカータンパク質及び
／又はペプチドタグとを結合させた融合タンパク質又は
融合ペプチド。
【請求項８】  請求項４若しくは５記載のタンパク質又
は請求項６記載のペプチドに特異的に結合する抗体。
【請求項９】  抗体がモノクローナル抗体であることを
特徴とする請求項８記載の抗体。
【請求項１０】  請求項８又は９記載の抗体が特異的に
結合する組換えタンパク質又はペプチド。
【請求項１１】  請求項４～６のいずれか、若しくは請
求項１０記載のタンパク質又はペプチドを発現すること
ができる発現系を含んでなる宿主細胞。
【請求項１２】  請求項４～６のいずれか、若しくは請
求項１０記載のタンパク質又はペプチドをコードする遺
伝子機能が染色体上で欠損したことを特徴とする非ヒト
動物。
【請求項１３】  請求項４～６のいずれか、若しくは請
求項１０記載のタンパク質又はペプチドを過剰発現する
ことを特徴とする非ヒト動物。
【請求項１４】  非ヒト動物が、マウス又はラットであ
ることを特徴とする請求項１２又は１３記載の非ヒト動
物。
【請求項１５】  被検物質と、請求項４～６のいずれ
か、若しくは請求項１０記載のタンパク質又はペプチド
と、Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性を
測定・評価することを特徴とする免疫誘導活性促進又は
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抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項１６】  被検物質と、請求項１１記載の宿主細
胞と、Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性
を測定・評価することを特徴とする免疫誘導活性促進又
は抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項１７】  ＨＬＡを発現するベクターと被検ポリ
ペプチドを発現するベクターを共にトランスフェクトし
た請求項１１記載の宿主細胞と、Ｔ細胞とを用い、該Ｔ
細胞における免疫誘導活性を測定・評価することを特徴
とする免疫誘導活性促進又は抑制物質のスクリーニング
方法。
【請求項１８】  被検ポリペプチドを発現するベクター
をトランスフェクトしたＨＬＡ発現能を有する請求項１
１記載の宿主細胞と、Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞におけ
る免疫誘導活性を測定・評価することを特徴とする免疫
誘導活性促進又は抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項１９】  請求項１２～１４のいずれか記載の非
ヒト動物に被検物質を投与し、該非ヒト動物のＴ細胞に
おける免疫誘導活性を測定・評価することを特徴とする
免疫誘導活性促進又は抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項２０】  免疫誘導活性を測定・評価が、Ｔ細胞
におけるインターフェロンγ活性の測定・評価であるこ
とを特徴とする請求項１５～１９のいずれか記載の免疫
誘導活性促進又は抑制物質のスクリーニング方法。
【請求項２１】  請求項１５～２０のいずれか記載のス
クリーニング方法により得られる免疫誘導活性促進物
質。
【請求項２２】  請求項１５～２０のいずれか記載のス
クリーニング方法により得られる免疫誘導活性抑制物
質。
【請求項２３】  請求項４～６のいずれか、若しくは請
求項１０記載のタンパク質又はペプチド、又は請求項２
１記載の免疫誘導活性促進物質を有効成分として含有す
る抗腫瘍剤。
【請求項２４】  請求項４～６のいずれか、若しくは請
求項１０記載のタンパク質又はペプチド、又は請求項２
１記載の免疫誘導活性促進物質とのインビトロ刺激によ
り誘導された活性化Ｔ細胞。
【請求項２５】  請求項４～６のいずれか、若しくは請
求項１０記載のタンパク質又はペプチドをコードするＤ
ＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全部又は一部からな
る膀胱癌、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、膵癌、乳癌、大腸癌、胃癌、肝癌、胆嚢癌、
精巣癌、子宮癌、卵巣癌、肉腫の診断用プローブ。
【請求項２６】  請求項２５記載の癌の診断用プローブ
及び／又は請求項８若しくは９記載の抗体を含有するこ
とを特徴とする膀胱癌、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、膵癌、乳癌、大腸癌、胃癌、肝
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癌、胆嚢癌、精巣癌、子宮癌、卵巣癌、肉腫の診断薬。
【請求項２７】  膀胱癌細胞株から得られたｍＲＮＡを
用いてｃＤＮＡを作製し、このｃＤＮＡをλファージベ
クターに導入して大腸菌に感染させることによって作製
した膀胱癌細胞ｃＤＮＡライブラリー、λファージｃＤ
ＮＡクローンを、膀胱癌患者血清を用いてスクリーニン
グすることにより得られる、膀胱癌細胞由来の膀胱癌抗
原を含有することを特徴とする抗腫瘍剤。
【請求項２８】  膀胱癌細胞株から得られたｍＲＮＡを
用いてｃＤＮＡを作製し、このｃＤＮＡをλファージベ
クターに導入して大腸菌に感染させることによって作製
した膀胱癌細胞ｃＤＮＡライブラリー、λファージｃＤ
ＮＡクローンを、膀胱癌患者血清を用いてスクリーニン
グすることにより得られる、膀胱癌細胞由来の膀胱癌抗
原をコードするＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全
部又は一部、あるいは前記膀胱癌細胞由来の膀胱癌抗原
に対する抗体を含有することを特徴とする腫瘍検出用診
断剤。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、膀胱癌を含む各種
癌の診断や免疫療法などに有用な新規なヒト膀胱癌抗
原、及びその利用等に関する。
【０００２】
【従来の技術】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ヒトメラノーマ
において明らかになり、さらにＭＡＧＥ－１抗原（Scie
nce 254, 1643-7, 1991）が１９９１年にベルギーのグ
ループより報告されてから、細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴ
Ｌ：cytotoxic T lymphocyte）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。本発明者らはメラノーマの
腫瘍反応性Ｔ細胞を用いたｃＤＮＡ発現クローニング法
によりＣＤ８＋Ｔ細胞認識抗原を単離し（Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 91, 3515-3519, 1994、Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA 91, 6458-6462, 1994、J. Exp. Med. 18
0, 347-352, 1994、J. Immunol. 154, 3961-3968, 199
5、Immunologic Res. 16, 313-340, 1997）、この抗原
を用いた特異的免疫療法により、一部のメラノーマに対
して抗腫瘍効果が認められることを報告している（Micr
obiology Immunology 42, 803-813, 1998、Kawakami, 
Y., P.F. Robbins, RF. Wang. et al. Identification 
of Melanoma antigens by T lymphocytes and theiruse
 in the immunotherapy of cancer. In Principle and 
Practice of Oncology. Update. V. DeVita, S. Hellma
n, S.A.Rosenberg eds. J.B.Lippincott Co.Philadelph
ia, p1-20, 1996、Nature Med. 4, 321, 1998）。
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【０００３】膀胱癌の治療方法としては、従来、表在性
膀胱癌に対しては内視鏡的切除（ＴＵＲ－ＢＴ）と膀胱
内注入療法とを組み合わせる治療方法、局所浸潤性膀胱
癌に対しては膀胱全摘除術とさらに化学療法や放射線治
療を組み合わせる治療方法等による根治的治療方法が知
られている。しかし、転移性膀胱癌の治療に関してはme
thotrexate, vinbrastine, adriamycin, cisplatinを用
いた多剤併用化学療法（Ｍ－ＶＡＣ）や放射線治療、さ
らにはそれらを組み合わせた治療がなされているが、根
治性は期待できず長期的な治療に関しては未だ悲観的で
ある。
【０００４】上記膀胱癌の治療において、ＢＣＧの膀胱
内注入療法は膀胱上皮内癌の治療や表在性膀胱癌の再発
の予防として広く用いられ、その有効性が確認されてい
る。この抗腫瘍効果の機序は完全に明らかにされてはい
ないが、免疫反応によるものであることが示唆されてい
る。ＢＣＧの膀胱内注入療法後に、膀胱腫瘍組織内に単
核細胞の著明な増加を認められ（リンパ球優位）、腫瘍
組織内においてＢＣＧ使用前と比べ、ヘルパーＴ細胞の
比率の増加が認められることが報告されている（J. Uro
l. 144, 53-8, 1990）。また、ＢＣＧ使用後の尿中にイ
ンターロイキン（ＩＬ）－１、ＩＬ－２、ＩＬ－６、Ｔ
ＮＦ－α、インターフェロンγ（ＩＦＮ－γ）などのサ
イトカインが検出されたことから、ＢＣＧの抗腫瘍効果
の機序に免疫反応が関連していると考えられる。これら
のことから膀胱癌抗原は、転移性膀胱癌の治療としても
免疫療法が有効である可能性が示唆されている。しか
し、現在、膀胱癌に特異性の高い抗原は単離されておら
ず、他の癌種から単離された癌抗原を発現している膀胱
癌に対してのみ、抗原ワクチンを用いた免疫治療が行わ
れているに過ぎなかった。
【０００５】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。
【０００６】１９９５年にドイツのPfreundschuhや米国
のOldらのグループにより、腫瘍及びＣＴＬを必ずしも
必要とせず、細胞株の樹立が困難である癌腫において適
用できる、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(serological identificatio
n of reconbinant cDNA expression cloning；Proc.Nat
l. Acad. Sci. USA 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



(4) 特開２００２－１１２７８０

10

20

30

40

50

5
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、メラノーマ、腎癌、食道癌、大腸
癌、肺癌等において、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. Cancer 72, 9
65-971, 1997、Cancer Res. 58, 1034-1041, 1998、In
t.J. Cancer 29, 652-658, 1998、Int. J. Oncol. 14, 
703-708, 1999、Cancer Res. 56, 4766-4772, 1996、Hu
m. Mol. Genet 6, 33-39, 1997）。これらの抗原にはＣ
Ｔ（cancer-testis）抗原（ＳＳＸ２／ＨＯＭ－ＭＥＬ
－４０、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＳＣＰ－１、ＣＴ７な
ど）、分化抗原（ｇａｌｅｃｔｉｎ－４／ＮＹ－ＣＯ－
２７）、変異抗原（ｐ５３など）等の重要な抗原があ
る。これらの抗原の中で特にＮＹ－ＥＳＯ－１はＨＬＡ
－Ａ２拘束性のエピトープが決定されている。また、Ｓ
ＥＲＥＸ法を用いて単離された抗原の中には、ｅｌＦ－
４γやＨＥＲ２／ｎｅｕのように癌に高発現する分子も
あり、これら分子は癌化に関連している可能性がある。
このような癌に高発現する分子は、治療に応用しうるだ
けではなく診断のマーカーや再発、予後を推定しうるマ
ーカーとなる可能性がある。
【０００７】現在、膀胱癌において同定されている腫瘍
抗原は数少ない。最近、膀胱腫瘍においてＣＴＬが直接
認識する抗原として、正常組織にも発現を認めるＫＩＡ
Ａ０２０５抗原が変異を起こしたことにより抗原性を持
った分子［ＭＨＣクラスＩ（ＨＬＡ－Ｂ４４０３）拘束
性］が初めて同定された（J. Immunol. 160, 6188-94, 
1998）。しかしこの分子は、膀胱癌組織６０検体中に１
例も発現が認められず、１個体のみに変化が起こったも
のと考えられている。また、Ｔ２４膀胱腫瘍細胞株から
作製したｃＤＮＡライブラリーを肝細胞癌患者の血清を
用いてスクリーニングすることにより、以前のメラノー
マ細胞株を用いたＳＥＲＥＸ法により単離された遺伝
子、すなわち、他の癌腫においても高発現するＫＯＣ３
遺伝子が単離された。しかし、これらの分子は膀胱癌に
特異性の高い腫瘍抗原とはいえず、未だ膀胱癌の免疫治
療に応用可能な抗原は数少ない。また、膀胱癌の診断に
関しても、前立腺癌のＰＳＡのように特異性の高い抗原
も未だ見つかっていない。
【０００８】
【発明が解決しようとする課題】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。本発明の課題は、膀胱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膀胱癌抗原
や、それをコードする遺伝子等を提供することにある。
【０００９】
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【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記課題
を解決するために鋭意研究し、膀胱癌細胞株から得られ
たｍＲＮＡを用いてｃＤＮＡを作製し、このｃＤＮＡを
λファージベクターに導入して大腸菌に感染させること
によって作製した膀胱癌細胞ｃＤＮＡライブラリー、合
計４．０×１０5個のλファージｃＤＮＡクローンを、
膀胱癌患者血清を用いて逐一スクリーニングし、膀胱癌
患者血清のみに反応し、健常人血清とは反応せず、膀胱
癌細胞や組織において高発現する膀胱癌抗原ＫＵ－ＢＬ
－５０を見い出し、本発明を完成するに至った。
【００１０】すなわち本発明は、以下の(ａ)又は(ｂ)の
タンパク質をコードするＤＮＡ(ａ)配列番号２に示され
るアミノ酸配列からなるタンパク質(ｂ)配列番号２に示
されるアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ
酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からな
り、かつ免疫誘導活性を有するタンパク質（請求項１）
や、配列番号１に示される塩基配列又はその相補的配列
並びにこれらの配列の一部または全部を含むＤＮＡ（請
求項２）や、請求項２記載の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
るタンパク質をコードするＤＮＡ（請求項３）や、配列
番号２に示されるアミノ酸配列からなるタンパク質（請
求項４）や、配列番号２に示されるアミノ酸配列におい
て、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付
加されたアミノ酸配列からなり、かつ免疫誘導活性を有
するタンパク質（請求項５）や、請求項４又は５記載の
タンパク質の一部からなり、かつ免疫誘導活性を有する
ペプチド（請求項６）に関する。
【００１１】また本発明は、請求項４若しくは５記載の
タンパク質又は請求項６記載のペプチドと、マーカータ
ンパク質及び／又はペプチドタグとを結合させた融合タ
ンパク質又は融合ペプチド（請求項７）や、請求項４若
しくは５記載のタンパク質又は請求項６記載のペプチド
に特異的に結合する抗体（請求項８）や、抗体がモノク
ローナル抗体であることを特徴とする請求項８記載の抗
体（請求項９）や、請求項８又は９記載の抗体が特異的
に結合する組換えタンパク質又はペプチド（請求項１
０）に関する。
【００１２】また本発明は、請求項４～６のいずれか、
若しくは請求項１０記載のタンパク質又はペプチドを発
現することができる発現系を含んでなる宿主細胞（請求
項１１）や、請求項４～６のいずれか、若しくは請求項
１０記載のタンパク質又はペプチドをコードする遺伝子
機能が染色体上で欠損したことを特徴とする非ヒト動物
（請求項１２）や、請求項４～６のいずれか、若しくは
請求項１０記載のタンパク質又はペプチドを過剰発現す
ることを特徴とする非ヒト動物（請求項１３）や、非ヒ
ト動物が、マウス又はラットであることを特徴とする請
求項１２又は１３記載の非ヒト動物（請求項１４）に関
する。
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7
【００１３】また本発明は、被検物質と、請求項４～６
のいずれか、若しくは請求項１０記載のタンパク質又は
ペプチドと、Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘
導活性を測定・評価することを特徴とする免疫誘導活性
促進又は抑制物質のスクリーニング方法（請求項１５）
や、被検物質と、請求項１１記載の宿主細胞と、Ｔ細胞
とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性を測定・評価
することを特徴とする免疫誘導活性促進又は抑制物質の
スクリーニング方法（請求項１６）や、ＨＬＡを発現す
るベクターと被検ポリペプチドを発現するベクターを共
にトランスフェクトした請求項１１記載の宿主細胞と、
Ｔ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性を測定
・評価することを特徴とする免疫誘導活性促進又は抑制
物質のスクリーニング方法（請求項１７）や、被検ポリ
ペプチドを発現するベクターをトランスフェクトしたＨ
ＬＡ発現能を有する請求項１１記載の宿主細胞と、Ｔ細
胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性を測定・評
価することを特徴とする免疫誘導活性促進又は抑制物質
のスクリーニング方法（請求項１８）や、請求項１２～
１４のいずれか記載の非ヒト動物に被検物質を投与し、
該非ヒト動物のＴ細胞における免疫誘導活性を測定・評
価することを特徴とする免疫誘導活性促進又は抑制物質
のスクリーニング方法（請求項１９）や、免疫誘導活性
を測定・評価が、Ｔ細胞におけるインターフェロンγ活
性の測定・評価であることを特徴とする請求項１５～１
９のいずれか記載の免疫誘導活性促進又は抑制物質のス
クリーニング方法（請求項２０）や、請求項１５～２０
のいずれか記載のスクリーニング方法により得られる免
疫誘導活性促進物質（請求項２１）や、請求項１５～２
０のいずれか記載のスクリーニング方法により得られる
免疫誘導活性抑制物質（請求項２２）に関する。
【００１４】また本発明は、請求項４～６のいずれか、
若しくは請求項１０記載のタンパク質又はペプチド、又
は請求項２１記載の免疫誘導活性促進物質を有効成分と
して含有する抗腫瘍剤（請求項２３）や、請求項４～６
のいずれか、若しくは請求項１０記載のタンパク質又は
ペプチド、又は請求項２１記載の免疫誘導活性促進物質
とのインビトロ刺激により誘導された活性化Ｔ細胞（請
求項２４）や、請求項４～６のいずれか、若しくは請求
項１０記載のタンパク質又はペプチドをコードするＤＮ
Ａ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全部又は一部からなる
膀胱癌、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、膵癌、乳癌、大腸癌、胃癌、肝癌、胆嚢癌、精巣
癌、子宮癌、卵巣癌、肉腫の診断用プローブ（請求項２
５）や、請求項２５記載の癌の診断用プローブ及び／又
は請求項８若しくは９記載の抗体を含有することを特徴
とする膀胱癌、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、膵癌、乳癌、大腸癌、胃癌、肝癌、胆嚢
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癌、精巣癌、子宮癌、卵巣癌、肉腫の診断薬（請求項２
６）に関する。
【００１５】また本発明は、膀胱癌細胞株から得られた
ｍＲＮＡを用いてｃＤＮＡを作製し、このｃＤＮＡをλ
ファージベクターに導入して大腸菌に感染させることに
よって作製した膀胱癌細胞ｃＤＮＡライブラリー、λフ
ァージｃＤＮＡクローンを、膀胱癌患者血清を用いてス
クリーニングすることにより得られる、膀胱癌細胞由来
の膀胱癌抗原を含有することを特徴とする抗腫瘍剤（請
求項２７）や、膀胱癌細胞株から得られたｍＲＮＡを用
いてｃＤＮＡを作製し、このｃＤＮＡをλファージベク
ターに導入して大腸菌に感染させることによって作製し
た膀胱癌細胞ｃＤＮＡライブラリー、λファージｃＤＮ
Ａクローンを、膀胱癌患者血清を用いてスクリーニング
することにより得られる、膀胱癌細胞由来の膀胱癌抗原
をコードするＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全部
又は一部、あるいは前記膀胱癌細胞由来の膀胱癌抗原に
対する抗体を含有することを特徴とする腫瘍検出用診断
剤（請求項２８）に関する。
【００１６】
【発明の実施の形態】本発明の対象となるタンパク質と
しては、配列表の配列番号２に示される膀胱癌抗原ＫＵ
－ＢＬ－５０や、配列番号２に示されるアミノ酸配列に
おいて、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しく
は付加されたアミノ酸配列からなり、かつ免疫誘導活性
を有するタンパク質を例示することができ、ここで免疫
誘導活性とは、抗体産生、細胞性免疫、免疫寛容等の免
疫反応を誘導する活性をいい、かかる免疫誘導活性の中
でも、末梢血の細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）前駆細胞の
頻度を上昇させるＴ細胞誘導活性を有するものが特に好
ましい。また、本発明の対象となるペプチドとしては、
上記タンパク質の一部からなり、かつ免疫誘導活性を有
するペプチドであれば特に制限されるものではないが、
抗体の認識部位や、ＣＤ４＋Ｔ細胞及び／又はＣＤ８＋
Ｔ細胞の認識部位を構成するペプチドが好ましい。上記
本発明の対象となるタンパク質及びペプチド、並びにこ
れらタンパク質及びペプチドに特異的に結合する抗体が
特異的に結合する組換えタンパク質及びペプチドを総称
して、以下「本件膀胱癌抗原」ということがある。な
お、本件膀胱癌抗原の由来はヒトに限定されるものでは
ない。
【００１７】本発明の対象となるＤＮＡとしては、配列
番号２に示されるアミノ酸配列からなるタンパク質ＫＵ
－ＢＬ－５０をコードするＤＮＡ、配列番号２に示され
るアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が
欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、
かつ免疫誘導活性を有するタンパク質をコードするＤＮ
Ａ、配列番号１に示される塩基配列又はその相補的配列
並びにこれらの配列の一部又は全部を含むＤＮＡを例示
することができる。かかる膀胱癌抗原ＫＵ－ＢＬ－５０
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9
をコードするｃＤＮＡの調製方法としては特に制限され
るものではないが、例えば、膀胱癌細胞株から得られた
ｍＲＮＡを用いて作製したｃＤＮＡをλファージベクタ
ーに導入して大腸菌に感染させることによって作製した
膀胱癌細胞ｃＤＮＡライブラリーを、膀胱癌患者血清を
用いてスクリーニングし、膀胱癌患者血清のみに反応
し、健常人血清とは反応せず、膀胱癌を含む癌細胞に発
現する本膀胱癌抗原をスクリーニングすることにより得
ることができる。
【００１８】また、配列番号１に示される塩基配列又は
その相補的配列並びにこれらの配列の一部又は全部をプ
ローブとして、各種膀胱癌由来のＤＮＡライブラリーに
対してストリンジェントな条件下でハイブリダイゼーシ
ョンを行ない、該プローブにハイブリダイズするＤＮＡ
を単離することにより、膀胱癌抗原ＫＵ－ＢＬ－５０と
同効な目的とする免疫誘導活性を有するタンパク質をコ
ードするＤＮＡを得ることもできる。こうして得られる
ＤＮＡも本発明の範囲内である。かかる本発明のＤＮＡ
を取得するためのハイブリダイゼーションの条件として
は、例えば、４２℃でのハイブリダイゼーション、及び
１×ＳＳＣ，０．１％のＳＤＳを含む洗浄バッファーに
よる４２℃での洗浄処理を挙げることができ、６５℃で
のハイブリダイゼーション、及び０．１×ＳＳＣ，０．
１％のＳＤＳを含む洗浄バッファーによる６５℃での洗
浄処理をより好ましく挙げることができる。なお、ハイ
ブリダイゼーションのストリンジェンシーに影響を与え
る要素としては、上記温度条件以外に種々の要素があ
り、当業者であれば、種々の要素を適宜組み合わせて、
上記例示したハイブリダイゼーションのストリンジェン
シーと同等のストリンジェンシーを実現することが可能
である。
【００１９】本発明の融合タンパク質や融合ペプチドと
しては、本件膀胱癌抗原とマーカータンパク質及び／又
はペプチドタグとが結合しているものであればどのよう
なものでもよく、マーカータンパク質としては、従来知
られているマーカータンパク質であれば特に制限される
ものではなく、例えば、アルカリフォスファターゼ、抗
体のＦｃ領域、ＨＲＰ、ＧＦＰなどを具体的に挙げるこ
とができ、また本発明におけるペプチドタグとしては、
Ｈｉｓタグ、ＦＬＡＧタグ、Ｓタグなどの従来知られて
いるペプチドタグを具体的に例示することができる。か
かる融合タンパク質は、常法により作製することがで
き、Ｎｉ－ＮＴＡとＨｉｓタグの親和性を利用した膀胱
癌抗原ＫＵ－ＢＬ－５０等の精製や、Ｔ細胞誘導活性を
有するタンパク質の検出や、膀胱癌抗原ＫＵ－ＢＬ－５
０等に対する抗体の定量、膀胱癌の診断用マーカーなど
として、また当該分野の研究用試薬としても有用であ
る。
【００２０】本発明の前記タンパク質やペプチドに特異
的に結合する抗体としては、モノクローナル抗体、ポリ
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クローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖抗体、ヒト化抗体
等の免疫特異的な抗体を具体的に挙げることができ、こ
れらは上記膀胱癌抗原ＫＵ－ＢＬ－５０等のタンパク質
又はその一部を抗原として用いて常法により作製するこ
とができるが、その中でもモノクローナル抗体がその特
異性の点で好ましく、特にＫＵ－ＢＬ－５０エピトープ
あるいは該エピトープとＨＬＡとの複合体を特異的に認
識するモノクローナル抗体がより好ましい。かかるモノ
クローナル抗体等の抗体は、例えば、膀胱癌等の診断、
ミサイル療法等の治療ばかりでなく、膀胱癌等の悪性腫
瘍の発症機構を明らかにする上で有用である。
【００２１】また、本発明の抗体は、慣用のプロトコー
ルを用いて、動物（好ましくはヒト以外）に本件膀胱癌
抗原若しくはエピトープを含むその断片、又は該本件膀
胱癌抗原、特にエピトープとＨＬＡとの複合体を膜表面
に発現した細胞を投与することにより産生され、例えば
モノクローナル抗体の調製には、連続細胞系の培養物に
より産生される抗体をもたらす、ハイブリドーマ法（Na
ture 256, 495-497, 1975）、トリオーマ法、ヒトＢ細
胞ハイブリドーマ法（Immunology Today 4, 72,1983）
及びＥＢＶ－ハイブリドーマ法（MONOCLONAL ANTIBODIE
S AND CANCER THERAPY, pp.77-96, Alan R.Liss, Inc.,
 1985）など任意の方法を用いることができる。
【００２２】本発明の上記本件膀胱癌抗原に対する一本
鎖抗体をつくるために、一本鎖抗体の調製法（米国特許
第4,946,778号）を適用することができる。また、ヒト
化抗体を発現させるために、トランスジェニックマウス
又は他の哺乳動物等を利用したり、上記抗体を用いて、
その本件膀胱癌抗原を発現するクローンを単離・同定し
たり、アフィニティークロマトグラフィーでそのポリペ
プチドを精製することもできる。本件膀胱癌抗原やその
抗原エピトープを含むペプチドに対する抗体は、膀胱癌
等の診断や治療に使用できる可能性がある。そして、こ
れら抗体が特異的に結合する組換えタンパク質又はペプ
チドも、前記のように本発明の本件膀胱癌抗原に包含さ
れる。
【００２３】本発明はまた、上記本件膀胱癌抗原を発現
することができる発現系を含んでなる宿主細胞や本件膀
胱癌抗原を発現することができる発現系を含んでなるＨ
ＬＡ発現能を有する宿主細胞に関する。かかる本件膀胱
癌抗原をコードする遺伝子の宿主細胞への導入は、Davi
sら（BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY, 1986）及
びSambrookら（MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANU
AL, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1989）などの多くの標準的
な実験室マニュアルに記載される方法、例えば、リン酸
カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキスト
ラン媒介トランスフェクション、トランスベクション(t
ransvection)、マイクロインジェクション、カチオン性
脂質媒介トランスフェクション、エレクトロポレーショ
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ン、形質導入、スクレープローディング (scrape loadi
ng)、弾丸導入(ballistic introduction)、感染等によ
り行うことができる。
【００２４】そして、上記宿主細胞としては、大腸菌、
ストレプトミセス、枯草菌、ストレプトコッカス、スタ
フィロコッカス等の細菌原核細胞や、酵母、アスペルギ
ルス等の真菌細胞や、ドロソフィラＳ２、スポドプテラ
Ｓｆ９等の昆虫細胞や、Ｌ細胞、ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細
胞、ＨｅＬａ細胞、Ｃ１２７細胞、ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３
細胞（ジヒドロ葉酸レダクターゼやチミジンキナーゼな
どを欠損した変異株を含む）、ＢＨＫ２１細胞、ＨＥＫ
２９３細胞、Ｂｏｗｅｓ膀胱癌細胞等の動物細胞や、植
物細胞等を挙げることができる。また、上記ＨＬＡ発現
能を有する宿主細胞としては、元来ＨＬＡ発現能を有す
る細胞の他、元来ＨＬＡ発現能を有さない細胞にＨＬＡ
ｃＤＮＡをトランスフェクションした細胞を挙げること
ができる。
【００２５】また、発現系としては、上記本件膀胱癌抗
原を宿主細胞内で発現させることができる発現系であれ
ばどのようなものでもよく、染色体、エピソーム及びウ
イルスに由来する発現系、例えば、細菌プラスミド由
来、酵母プラスミド由来、ＳＶ４０のようなパポバウイ
ルス、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、アデノア
ソシエーテッドウイルス、鶏痘ウイルス、仮性狂犬病ウ
イルス、レトロウイルス由来のベクター、バクテリオフ
ァージ由来、トランスポゾン由来及びこれらの組合せに
由来するベクター、例えば、コスミドやファージミドの
ようなプラスミドとバクテリオファージの遺伝的要素に
由来するものを挙げることができる。この発現系は発現
を起こさせるだけでなく発現を調節する制御配列を含ん
でいてもよい。
【００２６】上記発現系を含んでなる宿主細胞やかかる
細胞の細胞膜、またかかる細胞を培養して得られる本件
膀胱癌抗原は、後述するように本発明のスクリーニング
方法に用いることができる。例えば、細胞膜を得る方法
としては、F. Pietri-Rouxel（Eur. J. Biochem., 247,
 1174-1179, 1997）らの方法などを用いることができ、
また、かかる本件膀胱癌抗原を細胞培養物から回収し精
製するには、硫酸アンモニウム又はエタノール沈殿、酸
抽出、アニオン又はカチオン交換クロマトグラフィー、
ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水性相互作用
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、ハイドロキシアパタイトクロマトグラフィーおよび
レクチンクロマトグラフィーを含めた公知の方法、好ま
しくは、高速液体クロマトグラフィーが用いられる。特
に、アフィニティークロマトグラフィーに用いるカラム
としては、例えば、本件膀胱癌抗原に対する抗体を結合
させたカラムや、上記本件膀胱癌抗原に通常のペプチド
タグを付加した場合は、このペプチドタグに親和性のあ
る物質を結合したカラムを用いることにより、本件膀胱
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癌抗原を得ることができる。
【００２７】本発明において、上記本件膀胱癌抗原をコ
ードする遺伝子機能が染色体上で欠損した非ヒト動物と
は、染色体上の本件膀胱癌抗原をコードする遺伝子の一
部若しくは全部が破壊・欠損・置換等の遺伝子変異によ
り不活性化され、本件膀胱癌抗原を発現する機能を失な
った非ヒト動物をいい、また、本件膀胱癌抗原を過剰発
現する非ヒト動物とは、野生型非ヒト動物に比べてかか
る本件膀胱癌抗原を大量に産生する非ヒト動物をいう。
そして、本発明における非ヒト動物としては、マウス、
ラット等の齧歯目動物などの非ヒト動物を具体的に挙げ
ることができるが、これらに限定されるものではない。
【００２８】ところで、メンデルの法則に従い出生して
くるホモ接合体非ヒト動物には、本件膀胱癌抗原欠損型
又は過剰発現型とその同腹の野生型とが含まれ、これら
ホモ接合体非ヒト動物における欠損型又は過剰発現型と
その同腹の野生型を同時に用いることによって個体レベ
ルで正確な比較実験をすることができることから、野生
型の非ヒト動物、すなわち本件膀胱癌抗原をコードする
遺伝子機能が染色体上で欠損又は過剰発現する非ヒト動
物と同種の動物、さらには同腹の動物を、例えば下記に
記載する本発明のスクリーニングに際して併用すること
が好ましい。かかる本件膀胱癌抗原をコードする遺伝子
機能が染色体上で欠損又は過剰発現する非ヒト動物の作
製方法を、本件膀胱癌抗原のノックアウトマウスやトラ
ンスジェニックマウスを例にとって以下説明する。
【００２９】例えば、本件膀胱癌抗原をコードする遺伝
子機能が染色体上で欠損したマウス、すなわち本件膀胱
癌抗原ノックアウトマウスは、マウス遺伝子ライブラリ
ーからＰＣＲ等の方法により得られた遺伝子断片を用い
て、本件膀胱癌抗原をコードする遺伝子をスクリーニン
グし、スクリーニングされた本件膀胱癌抗原をコードす
る遺伝子をウイルスベクター等を用いてサブクローン
し、ＤＮＡシーケンシングにより特定する。このクロー
ンの本件膀胱癌抗原をコードする遺伝子の全部又は一部
をｐＭＣ１ネオ遺伝子カセット等に置換し、３′末端側
にジフテリアトキシンＡフラグメント（ＤＴ－Ａ）遺伝
子や単純ヘルペスウイルスのチミジンキナーゼ（ＨＳＶ
－ｔｋ）遺伝子等の遺伝子を導入することによって、タ
ーゲッティングベクターを作製する。
【００３０】この作製されたターゲティングベクターを
線状化し、エレクトロポレーション（電気穿孔）法等に
よってＥＳ細胞に導入し、相同的組換えを行い、その相
同的組換え体の中から、Ｇ４１８やガンシクロビア（Ｇ
ＡＮＣ）等の抗生物質により相同的組換えを起こしたＥ
Ｓ細胞を選択する。また、この選択されたＥＳ細胞が目
的とする組換え体かどうかをサザンブロット法等により
確認することが好ましい。その確認されたＥＳ細胞のク
ローンをマウスの胚盤胞中にマイクロインジェクション
し、かかる胚盤胞を仮親のマウスに戻し、キメラマウス
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を作製する。このキメラマウスを野生型のマウスとイン
タークロスさせると、ヘテロ接合体マウスを得ることが
でき、また、このヘテロ接合体マウスをインタークロス
させることによって、本発明の本件膀胱癌抗原ノックア
ウトマウスを作製することができる。また、本件膀胱癌
抗原ノックアウトマウスが生起しているかどうかを確認
する方法としては、例えば、上記の方法により得られた
マウスからＲＮＡを単離してノーザンブロット法等によ
り調べたり、またこのマウスの発現をウエスタンブロッ
ト法等により調べる方法がある。
【００３１】本件膀胱癌抗原のトランスジェニックマウ
スは、本件膀胱癌抗原をコードするｃＤＮＡにチキンβ
－アクチン、マウスニューロフィラメント、ＳＶ４０等
のプロモーター、及びラビットβ－グロビン、ＳＶ４０
等のポリＡ又はイントロンを融合させて導入遺伝子を構
築し、該導入遺伝子をマウス受精卵の前核にマイクロイ
ンジェクションし、得られた卵細胞を培養した後、仮親
のマウスの輸卵管に移植し、その後被移植動物を飼育
し、産まれた仔マウスから前記ｃＤＮＡを有する仔マウ
スを選択することによりかかるトランスジェニックマウ
スを創製することができる。また、ｃＤＮＡを有する仔
マウスの選択は、マウスの尻尾等より粗ＤＮＡを抽出
し、導入した本件膀胱癌抗原をコードする遺伝子をプロ
ーブとするドットハイブリダイゼーション法や、特異的
プライマーを用いたＰＣＲ法等により行うことができ
る。
【００３２】また、上記本件膀胱癌抗原をコードする遺
伝子若しくはＤＮＡ、本件膀胱癌抗原、本件膀胱癌抗原
とマーカータンパク質及び／又はペプチドタグとを結合
させた融合ペプチド又は融合タンパク質、本件膀胱癌抗
原に対する抗体、本件膀胱癌抗原を発現することができ
る発現系を含んでなる宿主細胞等は、以下に具体的に説
明するように、膀胱癌をはじめとする脳腫瘍（グリオー
マ）、悪性黒色腫（メラノーマ）、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、膵癌、乳癌、大腸癌、胃癌、肝癌、胆嚢癌、
精巣癌、子宮癌、卵巣癌、肉腫等の治療や診断に有用で
あり、免疫誘導活性の促進又は抑制物質のスクリーニン
グや、活性化Ｔ細胞又はその前駆細胞の検出や、かかる
検出の試薬などに用いることができるばかりでなく、活
性化Ｔ細胞（ＣＤ４抗原陽性Ｔ細胞、ＣＤ８抗原陽性Ｔ
細胞、ヘルパーＴ細胞、キラーＴ細胞、サプレッサーＴ
細胞等の全てのＴ細胞を含む）の誘導等免疫応答のメカ
ニズムの解明にも使用することができる。
【００３３】本発明の免疫誘導活性促進又は抑制物質の
スクリーニング方法としては、被検物質と本件膀胱癌抗
原とＴ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活性を
測定・評価する方法や、被検物質と本件膀胱癌抗原を発
現している細胞膜又は細胞とＴ細胞とを用い、該Ｔ細胞
における免疫誘導活性を測定・評価する方法や、ＨＬＡ
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を発現するベクターと被検ポリペプチドを発現するベク
ターを共にトランスフェクトした本件膀胱癌抗原発現宿
主細胞とＴ細胞とを用い、該Ｔ細胞における免疫誘導活
性を測定・評価する方法や、被検ポリペプチドを発現す
るベクターをトランスフェクトしたＨＬＡ発現能を有す
る本件膀胱癌抗原発現宿主細胞とＴ細胞とを用い、該Ｔ
細胞における免疫誘導活性を測定・評価する方法や、前
記ノックアウトマウスやトランスジェニックマウス等の
非ヒト動物に被検物質を投与し、該非ヒト動物のＴ細胞
における免疫誘導活性を測定・評価する方法等を挙げる
ことができる。上記細胞膜又は細胞としては、前記本件
膀胱癌抗原をコードする遺伝子が過剰発現する非ヒト動
物又は野生型非ヒト動物などから得られる初代培養した
細胞などの細胞や、本発明の本件膀胱癌抗原を発現する
ことができる発現系を含んでなる宿主細胞や、これら細
胞の細胞膜などを具体的に例示することができ、かかる
細胞膜又は細胞と被検物質との接触方法としては、被検
物質の存在下に本件膀胱癌抗原を発現している細胞膜又
は細胞をインビトロで培養し、次いでＴ細胞と接触させ
る方法等を挙げることができる。Ｔ細胞における免疫誘
導活性を測定・評価する方法としては、Ｔ細胞から培地
中に放出されたＩＦＮγ量を指標として評価する方法を
具体的に例示することができる。
【００３４】また本発明は、上記スクリーニング方法に
より得られる免疫誘導活性の促進を必要としている患者
の治療等に用いられる免疫誘導活性促進物質や、免疫誘
導活性の抑制を必要としている患者の治療等に用いられ
る免疫誘導活性抑制物質に関する。本発明はまた、本件
膀胱癌抗原を有効成分として含有する膀胱癌、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、膵癌、乳
癌、大腸癌、胃癌、肝癌、胆嚢癌、精巣癌、子宮癌、卵
巣癌、肉腫に対する抗腫瘍剤に関する。例えば、本件膀
胱癌抗原を経口、静脈、皮内、皮下注射等により投与す
ると、インビボにおけるＴ細胞誘導活性が増大すること
による抗腫瘍効果が期待できる。また上記抗体はミサイ
ル療法に用いることができる。本発明はまた、本件膀胱
癌抗原とのインビトロ刺激により誘導された活性化Ｔ細
胞に関する。例えば、末梢血リンパ球や腫瘍浸潤リンパ
球にＩＬ－２とともに本件膀胱癌抗原で刺激すると腫瘍
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
件膀胱癌抗原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。
【００３５】さらに本発明は、本件膀胱癌抗原をコード
するＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全部又は一部
からなる癌の診断用プローブや、この癌の診断用プロー
ブや本件膀胱癌抗原に特異的に結合する抗体を含有する
膀胱癌、脳腫瘍、悪性黒色腫、慢性骨髄性白血病、急性
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骨髄性白血病、リンパ腫、食道癌、腎臓癌、前立腺癌、
肺癌、膵癌、乳癌、大腸癌、胃癌、肝癌、胆嚢癌、精巣
癌、子宮癌、卵巣癌、肉腫等の診断薬に関する。上記診
断用プローブとしては、本件膀胱癌抗原をコードするＤ
ＮＡ（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２０ベース以上）を有するものが
好ましく、例えば、上記アンチセンス鎖を用いて検体か
ら得られた本件膀胱癌抗原のｍＲＮＡを検出することに
より、膀胱癌、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、膵癌、乳癌、大腸癌、胃癌、肝癌、胆嚢
癌、精巣癌、子宮癌、卵巣癌、肉腫等の疾病の診断が可
能となる。かか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
具体的に挙げることができるがこれらに限定されるもの
ではなく、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。
【００３６】そしてまた、本発明は、膀胱癌細胞株から
得られたｍＲＮＡを用いてｃＤＮＡを作製し、このｃＤ
ＮＡをλファージベクターに導入して大腸菌に感染させ
ることによって作製した膀胱癌細胞ｃＤＮＡライブラリ
ー、λファージｃＤＮＡクローンを、膀胱癌患者血清を
用いてスクリーニングすることにより得られる、膀胱癌
細胞由来の膀胱癌抗原を含有することを特徴とする抗腫
瘍剤や、上記膀胱癌細胞由来の膀胱癌抗原をコードする
ＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全部又は一部、あ
るいはそれに対する抗体を含有することを特徴とする腫
瘍検出用診断剤も包含される。
【００３７】
【実施例】以下に、実施例を挙げてこの発明を更に具体
的に説明するが、この発明の技術的範囲はこれらの実施
例に限定されるものではない。
［膀胱癌細胞株の調製］グレード３移行上皮癌の会陰転
移からＫＵ－１９－１９を、グレード１移行上皮癌から
ＫＵ－７を、グレード２移行上皮癌からＫＵ－１を樹立
した。これら樹立した３つの膀胱癌細胞株をＲＰＭＩ１
６４０（１０％のウシ胎児血清、１００ＩＵ／ｍｌのペ
ニシリン、１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシン、２
ｍＭのＬ－グルタミン、１０ｍＭのＨＥＰＥＳを含む）
で３７℃、５％のＣＯ

2
、湿度１００％の条件下にて培

養した。充分量の細胞を回収後、液体窒素にて凍結し－
８０℃にて保存した。
【００３８】［ｃＤＮＡクローニングのための血清処
理］ｃＤＮＡスクリーニングに用いた血清は、転移を伴
う浸潤性膀胱腫瘍を有する７１歳の患者の血清を使用し
た。なお、この患者の腫瘍の病理組織学的診断は、グレ
ード３の移行上皮癌で、一部に扁平上皮癌、腺癌、肉腫
様癌に分化した組織像を示していた。腫瘍の局所進達度

16
は、深部筋層に浸潤を認めており、リンパ管侵襲を伴っ
ていた。採血後の血清は－８０℃にて保存した。この血
清中の大腸菌に対する抗体を吸着処理するために、血清
１ｍｌを大腸菌（XL1-Blue MRF' stain）のライセート
と１：５の割合で混合し、４℃で８時間放置後、１５０
００ｘｇにて２０分間遠心し上清を回収した。この上清
を、ＴＢＳ（Tris-buffered saline）と５％の脱脂粉乳
（ｗｔ／ｖｏｌ．）の混合液で１００倍に希釈した後、
更にベクターシステムに対する抗体を吸収処理するため
に大腸菌とファージ由来のタンパクを吸着させた（イン
サートが入っていないλファージから産生されたタンパ
クがトランスファーされている）１５ｃｍのニトロセル
ロースフィルター(Hybond-C, Amersham Pharmasia biot
ech, Buckinghamshire, England)２０枚（１ｍｌの血清
に対して）を希釈した血清中に入れて、８時間室温にて
振盪し、上清中の非特異的な抗大腸菌抗体と抗ファージ
抗体を吸着処理してから使用した。
【００３９】［膀胱癌細胞株からのλファージｃＤＮＡ
ライブラリーの作製］前記培養した３つの膀胱癌細胞株
（各１×１０8個）からグアニジン－塩化セシウム超遠
心法によりＲＮＡを抽出し、ｍＲＮＡをoligo(dT) Olig
otex-dT30 super mRNA Purification Kit（Takara Shuz
ou、Kyoto、Japan）を用いたポリ(Ａ)選択法によりｍＲ
ＮＡを精製した。精製した３つの細胞株由来のポリ(Ａ)
ＲＮＡを混合し、混合した全ＲＮＡ５μｇを、ZAP-cDNA
 Synthesis Kit（Stratagene,La Jolla, CA）を用いて
λＺＡＰエクスプレスベクターに挿入し、２．０×１０
6ｐｆｕのクローンから成る膀胱癌λファージｃＤＮＡ
ライブラリーを作製した。なお、このｃＤＮＡライブラ
リーはＢリンパ球を含んでいないことから、ＩｇＧをコ
ードするｃＤＮＡクローンは含まれてはおらず、そのた
め疑陽性クローンは検出されない。この作製したｃＤＮ
Ａライブラリーを増幅して以下のイムノスクリーニング
に用いた。
【００４０】［血清によるｃＤＮＡライブラリーのイム
ノスクリーニング］上記作製したλファージｃＤＮＡラ
イブラリーを１５ｃｍＮＺＹアガロースプレートに０．
５～１×１０4個播き、４２℃で４時間培養して大腸菌
（XL1-Blue）上に発現させた。この寒天培地上にＩＰＴ
Ｇを吸収させたニトロセルロースフィルターをのせて３
７℃で４時間培養し、発現した融合タンパク質をニトロ
セルロースフィルターにトランスファーし、ＴＢＳＴ
（１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、１５０ｍＭのＮａＣ
ｌ、０．５％のＴｗｅｅｎ２０；ｐＨ７．４）でフィル
ターを洗浄した後、ＴＢＳ／５％の脱脂粉乳中で約８時
間放置し非特異的反応を抑制した。このフィルターと前
記吸着処理した血清を室温で４時間反応させて血清中の
抗体が反応したプラークを、二次抗体として４０００倍
に希釈した抗ヒトＩｇＧ－Ｆｃ酵素標識抗体（anti hum
an IgG Fc goat antibody alkaline phophate conjugat
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ed、CAPPEL）を用いて反応させ、nitro blue tetrazoli
um（Roche）と5-bromo-4-chloro-3-indolyl（Sigma-Ald
rich  Japan, Tokyo, Japan）による酵素発色反応によ
り検出し、発色反応陽性部位に一致するプラークを１５
ｃｍＮＺＹアガロースプレート上から採取し、ＳＭ緩衝
液（１００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＭｇＳＯ

4
、５

０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、０．０１％のゼラチン；ｐ
Ｈ７．５）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ＩｇＧ抗体が反応する単一のフ
ァージクローンを得た。患者の血清を用いて、ＳＥＲＥ
Ｘ法によるイムノスクリーニング（合計で４．０×１０
5個のλファージクローンをスクリーニング）を行い、
３９個の陽性クローンを単離した。
【００４１】［単離抗原遺伝子の相同性検索］上記得ら
れた３８個のファージからＰＣＲ（polymerase  chain 
 reaction）法によりインサートＤＮＡを増幅し、以後
の解析に用いた。反応酵素にはＥｘ－Ｔａｑ（Takara S
huzo）を用い、センスプライマーにＴ３（５′－ＡＡＴ
  ＴＡＡ  ＣＣＣ  ＴＣＡ  ＣＴＡ  ＡＡＧ  ＧＧ－
３′：配列番号３）、アンチセンスプライマーにＴ７
（５′－ＧＴＡ  ＡＴＡ  ＣＧＡ  ＣＴＣ  ＡＣＡ  Ｔ
ＡＧＧＧＣ－３′：配列番号４）を用いた。なお、反応
条件は、サーマルサイクラー（Perkin-Elmer）を用いて
熱変性９４℃で1分間、アニーリング５５℃で２分間、
伸長反応７２℃で２分間というサイクルを３５サイクル
行った。得られたＰＣＲ産物をBig Dye DNA Sequencing
 kit（PE Biosysems, CA）とＡＢＩ３１０オートシーク
エンサー（PE Biosysems, CA）とを用いてＤＮＡシーク

18
エンシングを行い、まず３００～６５０ｂｐの塩基配列
を決定した。この結果２８種類の異なった遺伝子が得ら
れた。
【００４２】上記決定された２８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（Basi
c Local Alignment 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。
なお、データベース上の検索の結果、既知の分子であれ
ば、過去の文献上で癌と関連のある分子を癌抗原候補遺
伝子として選別し、未知の分子であれば、ＤＮＡデータ
ベース上で一致するＤＮＡクラスター［expression seq
uence tag（ＥＳＴ）など］の由来する組織や細胞株
が、癌組織、癌細胞株、胎児性組織、精巣などの限定さ
れた正常組織等に限られ、特異的な発現パターンが予想
されるものを候補として選別した。結果を表１（１７種
類の既知抗原遺伝子）及び表２（１１種類の未知抗原遺
伝子）に示す。なお、未知遺伝子は、ＥＳＴ（expresse
d sequence tags）、ＫＩＡＡ（KIAA proteins；KAZUS
A、Chiba, Japan）、及びＤＮＡデータベース（GenBank
 etc.）上に登録されているＤＮＡ断片配列（DNA clust
ers）以外に一致するものがないものであった。また、
ＫＵ－ＢＬ－７６／pinch proteinには７個、ＫＵ－Ｂ
Ｌ－４９／nucleophosmin homolog、ＫＵ－ＢＬ－５０
／ecalectin homolog、ＫＵ－ＢＬ－５２／ＥＳＴ、Ｋ
Ｕ－ＢＬ－５５／liprin beta-1についてはそれぞれ２
個の同一クローンが検出された。
【００４３】
【表１】
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【００４４】
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【表２】
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【００４５】２８種類の抗原遺伝子の中で７種類の抗原
遺伝子が癌と関連がある可能性があった。ＫＵ－ＢＬ－
４９はnucleophosminと塩基配列レベルで９４．７％、
アミノ酸配列レベルで９８．３％の相同性があり、その
アミノ酸配列からnucleophosminのファミリー遺伝子で
ある可能性が高い。Nucleophosminには癌関連の多くの
報告がある。例えばanaplastic large cell lymphomaで
は、 nucleophosmin はＡＬＫ遺伝子と融合し悪性転化
を起こすと報告されている。また乳癌においては、nucl
eophosminに対する抗体価は乳癌の再発を予知すると報
告されている。ＫＵ－ＢＬ－４９も同様な機能を持つと
すれば、癌と関連する分子である可能性が高い。ＫＵ－
ＢＬ－５０もガレクチンファミリーのecalectinと塩基
配列レベルで７５．６％、アミノ酸配列レベルでは７
９．２％の相同性があった。EcalectinはＴリンパ球か
ら分泌されるeosinophilの誘引物質（chemoattractan
t）であると報告されている。最近、ガレクチンファミ
リーは癌との関連性が報告されている。例えばGalectin
-9はHodgikin' diseaseにおいて高発現していると報告
されている。またgalectin-4は大腸癌のＳＥＲＥＸ法に
より単離されたものだが、消化管に限定された発現パタ
ーンを示し大腸癌抗原候補のひとつである。ＫＵ－ＢＬ
－５０をガレクチンファミリーのひとつであるとすれ
ば、これらのガレクチンと同様に癌と関連する可能性は
ある。
【００４６】ＫＵ－ＢＬ－６７／nmb geneはメラノーマ
細胞株で遺伝子導入において転移能が減弱することが証
明され、biological activitiesのnegative regulator
であることが示唆されている。ＫＵ－ＢＬ－６８／plas
minogen activator inhibitor-1は腫瘍の転移、浸潤、
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遊走性（migration）に関与していると考えられてい
る。ＫＵ－ＢＬ－７２（＝ＫＵ－ＢＬ－１）、ＫＵ－Ｂ
Ｌ－７３（＝ＫＵ－ＢＬ－３）は、一致するＤＮＡクラ
スターの由来する組織が特異な集団であり重要な抗原で
あるが、膀胱癌細胞株ＦＹとautologousの血清を用いた
ＳＥＲＥＸ法による検討により単離されている。またＫ
Ｕ－ＢＬ－７５／LBc protooncogeneはoncogeneではな
いが、oncogeneに反応して産生されたＩｇＧ抗体が交叉
反応を起こして検出された可能性がある。LBc protoonc
ogeneはchromosome 5に位置するがonco-LBcはLBc proto
-oncogeneのＮ末端がchromosome 7に由来する短いＣ末
端に置き換わることによって活性化されると報告されて
いる。
【００４７】また、その他の未知遺伝子に関しても一致
するＤＮＡクラスターの由来する組織を考慮すると、特
異な発現パターンが予想される分子がいくつかあった。
ＫＵ－ＢＬ－５１はＥＳＴ（H62686，Unigene番号：173
094）と一致する分子であった。多くの一致するＥＳＴ
が胎児組織（e.g.胎児肝臓および脾臓、胎児など）由来
のものであった。ＫＵ－ＢＬ－５２はＥＳＴ（AW97741
2）と一致していたがUniGeneには登録されていなかっ
た。ほぼ一致するＥＳＴはgerminal center Ｂ細胞や、
胎児及び新生児脳組織や、カルチノイドなどであった。
ＫＵ－ＢＬ－５３はＥＳＴ（AW514723，Hs. 183861）と
ほぼ一致していた。ほぼ一致するＥＳＴの由来は癌組織
（e.g.,子宮内膜癌）や正常前立腺などであった。
【００４８】［健常人血清及び癌患者血清中の各単離癌
抗原に対するＩｇＧ抗体の検出 ］上記得られたファー
ジクローンと、インサートが入っていない陰性コントロ
ールファージ（ｃＤＮＡインサートが挿入されていない
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ファージ）とを１：１の割合で発現するようにそれぞれ
を混合し、１５ｃｍＮＺＹアガロースプレートに計１×
１０4個（単離クローン５×１０3個とコントロールファ
ージ５×１０3個）のクローンを播き、１５ｃｍのニト
ロセルロースメンブレンにタンパクをトランスファーし
た後、そのメンブレンを１０枚にカットして以下のスク
リーニングに用いた。なお、健常人および膀胱癌患者の
血清は、ＴＢＳと５％の脱脂粉乳の混合液で１００倍に
希釈しスクリーニングを行った。
【００４９】文献的考察や一致するＤＮＡクラスターの
由来する組織の検討から、膀胱癌抗原候補遺伝子とし
て、２８種類の抗原遺伝子中２４種類の抗原遺伝子が選
ばれた。血清反応において、まず健常人血清中に抗体が
存在するかどうかを上記スクリーニングにより検討し
た。なお、健常人血清は、採血時に健康体であり、自己
免疫疾患の既往を有しない平均年齢２７．８才の１６例
（男性９例、女性７例）のボランティアから採血し、前
記のように吸着処理した血清を用いた。この結果、２４
クローン中３クローンは、複数の健常人血清中の抗体と
反応することがわかった。これらのクローンはその後の
検討から除外した。健常人血清中に抗体が存在すること
が、癌との関連を必ずしも否定するものではないが、本
研究においては複数の健常人患者血清と反応するクロー
ンはその後の検討から除外した。ただし、健常人血清１
６例中１例のみに抗体を認めるクローン（ＫＵ－ＢＬ－
５５／liprin beta-1）に関しては、健常人血清中に抗 *
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*体が存在していても低い割合で献上人血清中に抗体が存
在しているのであれば、ＮＹ－ＣＯ－３８のように重要
な抗原が含まれていることがある（Int. J. Cancer 76,
 652-8, 1998）ことからその後の検討を行った。
【００５０】健常人血清を用いてスクリーニングされた
２１クローンに対して、前記患者以外の２７例の膀胱癌
患者の血清中における抗体の存在を上記と同様の方法で
調べた。ＩｇＧ抗体の存在を検討した結果のうち１４ク
ローンについての結果を表３に示す。２１クローン中７
クローンは、上記のスクリーニングに用いた前記患者以
外の膀胱癌患者の血清中における抗体と反応し、残り１
４クローンにおいては一次スクリーニングに用いた患者
Ａの血清中の抗体にのみ反応していた。最も多くのクロ
ーンが検出されたＫＵ－ＢＬ－７３（８クローン）は、
膀胱癌患者においてある程度の割合で免疫反応が起こっ
ているものと考えられた。また、ＫＵ－ＢＬ－５０も２
８例（前記患者血清を含む）の膀胱癌患者血清中に３例
の抗体を認めた。その他に、ＫＵ－ＢＬ－５５／liprin
-beta-1、ＫＵ－ＢＬ－５６／RasGAP-related protei
n、ＫＵ－ＢＬ－６２／SFRS protein kinase 1、ＫＵ－
ＢＬ－７４／high density lipoprotein binding prote
in、ＫＵ－ＢＬ－７２／ＥＳＴ（＝ＫＵ－ＢＬ－１）等
のクローンにおいても前記患者以外の膀胱癌患者血清中
にＩｇＧ抗体が検出された。
【００５１】
【表３】

【００５２】また、メラノーマ１０例、脳腫瘍１０例、
膵癌１０例、食道癌１０例、腎細胞癌１０例、前立腺癌
１４例、大腸癌７例、精巣腫瘍６例の血清を使用し、上
記２１クローンについてこれらの膀胱癌以外の癌患者血
清中にＩｇＧ抗体が存在するかどうかを調べてみたが
（表３）、膀胱癌以外の癌患者血清中に抗体が存在した
クローンは少なかった。その中でも、ＫＵ－ＢＬ－５０
／ecalectin homolog、ＫＵ－ＢＬ－５５／liprin-bata
-1、ＫＵ－ＢＬ－７５／Lbc protooncogeneなどは膀胱
癌以外の癌患者血清中にＩｇＧ抗体の存在を認めた。特
に、ＫＵ－ＢＬ－５０は数種の癌患者血清中に抗体に存
在を認めた。ＫＵ－ＢＬ－５０は２８例中３例の膀胱癌
患者血清中に抗体を認め、１０例中６例の食道癌患者、

１４例中５例の前立腺癌患者、１０例中３例の腎癌患
者、１０例中１例の膵癌患者血清中においても抗体の存
在が認められ、食道癌、腎細胞癌、前立腺癌においては
いずれも３０％以上の割合でＩｇＧ抗体が存在していた
ことから、ＫＵ－ＢＬ－５０は膀胱癌だけではなく、そ
れ以外の癌においても免疫原性のある抗原であると考え
られた。また、ＫＵ－ＢＬ－７５／Lbc protooncogene
はoncogeneではないが、oncogeneに反応して産生された
ＩｇＧ抗体が交叉反応を起こして検出された可能性があ
る。
【００５３】［単離癌抗原のｍＲＮＡ発現を検出するた
めのＲＴ－ＰＣＲ法］健常人血清中に比較的高頻度（１
６例中２例以上）に抗体を認めた抗原を除いた２４種類
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の抗原遺伝子の各組織における発現特異性をＲＴ－ＰＣ
Ｒ法により調べてみた。正常組織、培養増殖細胞及び培
養癌細胞株から抽出したＲＮＡを用いてｃＤＮＡのパネ
ルを作製しＲＴ－ＰＣＲ法を行った。脳、心臓、腎臓、
脾臓、肝臓、小腸、平滑筋、肺、精巣、胎盤、胃、大腸
などの正常組織の全ＲＮＡはクローンテック社（Palo A
lto, CA）から購入した。正常膀胱組織はインビトロジ
ェン社（Carlsbad, CA）から購入した。膀胱癌細胞株
（ＦＹ，ＫＵ１，ＫＵ７，ＫＵ１９－１９，ＮＢＴ，Ｔ
２４）、増殖細胞（培養線維芽細胞、腫瘍浸潤Ｔ細胞；
ＴＩＬ１３６４、ＥＢウイルス感染Ｂ細胞；１０８８Ｅ
ＢＶ－Ｂ）、膀胱癌以外の培養癌細胞株［脳腫瘍（Ｕ８
７－Ｍｏ）、メラノーマ（ＳＫｍｅｌ２３）、慢性骨髄
性白血病（Ｋ－５６２）、急性骨髄性白血病（ＨＬ－６
０）、食道癌（ＴＥ８）、腎細胞癌（ＫＵ－１９－２
０）、前立腺癌（ＰＣ３）、肺癌（Ｋ１Ｓ）、膵癌（Ｐ
Ｋ１）］をそれぞれ０．５～１．０×１０8個になるま
で培養し、グアニジン－塩化セシウム超遠心法により全
ＲＮＡを抽出した。
【００５４】上記全ＲＮＡを各５μｇづつ使用し、逆転
写酵素Super Script II reverse transcriptase（GIBCO
/BRL, Life Technologies, Inc., Rockville, MD, US
A）と、オリゴ(dT)プライマーを用いてｃＤＮＡのパネ
ルを作製した。一次スクリーニングで得られたクローン
の塩基配列より３００～７００ｂｐのＰＣＲ産物が出来
るように特異的なプライマーを設計し、反応酵素にＥｘ
－Ｔａｑ（Takara）を使用し、熱変性９４℃で１分間、
アニーリングはそれぞれのプライマーの至適温度で２分
間、伸長反応７２℃で２分間という条件で２５サイクル
のＰＣＲを行った。アニーリング温度はプライマーの至
適Ｔｍ値を考慮して設定した。
【００５５】ＫＵ－ＢＬ－５０には、センスプライマー
（５′－ＣＴＣ  ＡＴＧ  ＴＣＣＡＧＴ  ＧＧＡ  ＡＧ
Ｃ  ＡＧ－３′：配列番号５）と、アンチセンスプライ
マー（５′－ＡＣＣ  ＡＣＣ  ＧＣＧ  ＴＴＣ  ＴＣＣ
  ＴＴＧ  ＡＡ－３′：配列番号６）を作製し６２６ｂ
ｐのバンドを検出した。アニーリング温度は５７．５℃
とした。コントロールのβアクチンには、センスプライ
マー（５′－ＡＴＣＴＧＧ  ＣＡＣ  ＣＡＣ  ＡＣＣ  
ＴＴＣ  ＴＡＣ  ＡＡＴ  ＧＡＧ  ＣＴＧＣＧ－３′：
配列番号７）、アンチセンスプライマー （５′－ＣＧ
Ｔ  ＣＡＴ  ＡＣＴ  ＣＣＴ  ＧＣＴ  ＴＧＣ  ＴＧＡ
  ＴＣＣ  ＡＣＡ  ＴＣＴ  ＧＣ－３′：配列番号８）
を作製し、熱変性９４℃で３０秒間、アニーリング６８
℃で２分間、伸長反応７２℃で２分間にて２５サイクル
のＰＣＲを行い、８３８ｂｐのバンドを検出した。な
お、ＫＵ－ＢＬ－４９には、センスプライマー（５′－
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ＧＣＣ  ＡＣＣ  ＡＡＣ  ＣＣＡ  ＴＧＧ  ＡＡＧ  Ａ
Ｔ－３′：配列番号９）と、アンチセンスプライマー
（５′－ＧＧＣ  ＴＧＧ  ＡＧＴ  ＡＴＣ  ＣＣＧ  Ｔ
ＡＴ  ＴＧ－３′：配列番号１０）を、ＫＵ－ＢＬ－５
１には、センスプライマー（５′－ＡＴＡ  ＣＡＧ  Ｃ
ＴＧ  ＧＧＧ  ＡＧＧ  ＴＡＧ  ＣＴ－３′：配列番号
１１）と、アンチセンスプライマー（５′－ＧＧＡ  Ｇ
ＡＡ  ＧＣＴ  ＴＧＡ  ＧＡＴ  ＧＣＴ  ＣＣ－３′：
配列番号１２）を、ＫＵ－ＢＬ－５２には、センスプラ
イマー（５′－ＣＣＣ  ＧＣＧ  ＣＣＧ  ＡＴＧ  ＴＧ
ＡＡＴＴ  ＡＴＴ－３′：配列番号１３）と、アンチセ
ンスプライマー（５′－ＣＣＧ  ＣＡＴ  ＣＴＣ  ＣＡ
Ｇ  ＧＧＴ  ＣＴＴ  ＴＡＡ－３′：配列番号１４）
を、ＫＵ－ＢＬ－５３には、センスプライマー（５′－
ＡＡＧ  ＧＡＧ  ＣＴＧ  ＣＴＡ  ＣＡＧ  ＣＣＡ  Ｃ
Ａ－３′：配列番号１５）と、アンチセンスプライマー
（５′－ＧＣＡ  ＣＧＣ  ＴＧＡ  ＡＧＣ  ＣＡＴ  Ａ
ＡＣ  ＡＧ－３′：配列番号１６）を用いてＰＣＲを行
った。
【００５６】上記得られたＰＣＲ産物の解析には３％の
アガロースゲル電気泳動法を用い、エチジウムブロマイ
ド（ＥｔＢｒ）で染色し２５４ｎｍの紫外線照射により
バンドを検出した。その結果、多くの単離抗原は正常組
織にも広く発現を認めた。その中で７つの遺伝子は、膀
胱癌細胞株、その他の癌細胞株、限られた正常組織にの
み発現を認めた。これらの７つのクローンは ＫＵ－Ｂ
Ｌ－４９／nucleophosmin homolog、ＫＵ－ＢＬ－５０
／ecalectin homolog、ＫＵ－ＢＬ－５１／ＥＳＴ、Ｋ
Ｕ－ＢＬ－５２／ＥＳＴ、ＫＵ－ＢＬ－５３／ＥＳＴ、
ＫＵ－ＢＬ－７２／ＥＳＴ（＝ＫＵ－ＢＬ－１）、ＫＵ
－ＢＬ－７３／ＥＳＴ（＝ＫＵ－ＢＬ－３）であった。
これらのうち、５種類のクローン（ＫＵ－ＢＬ－４９、
ＫＵ－ＢＬ－５０、ＫＵ－ＢＬ－５１、ＫＵ－ＢＬ－５
２、ＫＵ－ＢＬ－５３）の結果を表４に示す。また、Ｒ
Ｔ－ＰＣＲ法により特異的な発現パターンが認められた
上記５種のクローンに関しては、上記と同じ条件で３０
サイクル及び３５サイクルのＰＣＲを行い、さらに膀胱
癌組織２３個のパネルにおいてもＲＴ－ＰＣＲ法を行い
発現を検討した。また、ＫＵ－ＢＬ－５０及びＫＵ－Ｂ
Ｌ－５２においては、各種癌のＲＴ－ＰＣＲのパネルを
広げて、メラノーマ１１例、グリオーマ２例、肺癌６
例、乳癌２例、腎細胞癌１１例、膵癌６例、血球系悪性
腫瘍（白血病とリンパ腫）４例、大腸癌７例、食道癌１
６例、胃癌３例、前立腺癌３例における検討を行った。
【００５７】
【表４】
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【００５８】上記の結果から、ＫＵ－ＢＬ－５０は膀胱
癌に発現を認めたが、他の正常組織、正常増殖細胞及び
癌細胞株では２５サイクル及び３５サイクルのＲＴ－Ｐ
ＣＲにおいて発現が認められなかった。また、ＫＵ－Ｂ
Ｌ－５０は、６例中２例の膀胱癌細胞株（ＫＵ－１とＮ
ＢＴ）や２３例中１３例の膀胱癌組織においても発現を
認めた（表５）。膀胱癌以外の癌腫についてＲＴ－ＰＣ*

28

*Ｒのパネルを広げて検討したところ、食道癌、腎細胞
癌、胃癌、メラノーマなどの限られた癌腫で発現を認め
た。特に腎細胞癌における発現頻度は高かった。これら
の結果から、ＫＵ－ＢＬ－５０は膀胱癌だけでなく他の
多くの癌腫にも発現していると考えられた。
【００５９】
【表５】

【００６０】ＫＵ－ＢＬ－４９／nucleophosmin homolo
g は２５サイクルのＲＴ－ＰＣＲにおいて正常組織では
精巣のみに発現が認められ、３０サイクルでは多くの正

常組織に弱い発現が認められた。また６例の膀胱癌細胞
株全例に強い発現が認められた。ＫＵ－ＢＬ－５１／Ｅ
ＳＴは２５サイクルのＲＴ－ＰＣＲにおいて正常組織で
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は精巣、肺、膀胱、腎臓、筋肉、脳に発現が認められ
た。この中で、特に精巣において発現量が高いと考えら
れた。増殖細胞では線維芽細胞に、また６例中２例の膀
胱癌細胞株（ＦＹ、ＫＵ１９－１９）に発現が認められ
た。しかし、３５サイクルではすべての正常組織に広く
発現していた。ＫＵ－ＢＬ－５２／ＥＳＴは２５サイク
ルのＲＴ－ＰＣＲにおいて、正常では脳、膀胱に発現を
認めた。癌細胞株においてはメラノーマ、食道癌、脳腫
瘍（グリオーマ）、６例中３例の膀胱癌細胞株（ＫＵ
１、ＫＵ７、ＮＢＴ）に発現を認めた。３５サイクルの
ＲＴ－ＰＣＲにおいてはいくつかの正常組織にも発現が
認められた。ＫＵ－ＢＬ－５２は３０サイクルのＲＴ－
ＰＣＲにおいて、２３例中１４例の膀胱癌組織に発現が
認められた。また、膀胱癌以外の癌腫のパネルを広げ、
ＲＴ－ＰＣＲによる発現の検討を行ったところ、様々な
癌腫において発現を認めた（表５）。
【００６１】［単離癌抗原のｍＲＮＡ発現を検出するた
めのノーザンブロット法］上記５種類のクローンに対し
てノーザンブロット法を行った。１６の正常組織（心
臓、脳、胎盤、肺、肝臓、骨格筋、腎臓、膵臓、脾臓、
胸腺、前立腺、精巣、子宮、小腸、大腸、末梢血リンパ
球）のパネルに関しては、各組織由来のpolyA+ RNAが２
μｇずつ各レーンにブロッティングしてあるヒトマルチ
プルノーザンブロット（Human Multiple Northern Blo
t）Ｉ及びIV（クローンテック社製）を用いた。また、
正常膀胱、膀胱癌細胞株（ＦＹ，ＫＵ１，ＫＵ７，ＫＵ
１９－１９，ＮＢＴ，Ｔ２４）、膀胱癌組織のパネルに
関しては、細胞株又は組織から抽出した全ＲＮＡを２０
μｇずつ各レーンにブロティングしたものを用いた。こ
れらの全ＲＮＡを、ホルムアミドとホルムアルデヒドを
含むアガロースゲルで電気泳動し、ナイロンメンブレン
（Hybond-N+, Amersham Pharmasia biotech, Tokyo, Ja
pan）にトランスファーした。
【００６２】上記５種の遺伝子に特異的なプライマーを
用いてＰＣＲ法により長さ５００～１０００ｂｐのＤＮ
Ａ断片（プローブ）を作製し、このＤＮＡ断片をHigh P
rimeDNA Labeling Kit（Boehringer）を用いて32Ｐでラ
ベルした。ラベル化したこれらＤＮＡ断片をプローブと
し、Quick Hyb（Stratagene, La Jolla, CA）をハイブ
リダイゼーションバッファーとして用い、Salmon sperm
 DNAとともに６８℃で３０分間プレハイブリダイゼーシ
ョンを行った。その後、上記プローブを加えたQuick Hy
b中６８℃で２時間ハイブリダイゼーションした。メン
ブランの洗浄は２×ＳＳＣ、０．１％のＳＤＳを用いて
室温で１５分間×２回、０．１×ＳＳＣ、０．１％のＳ
ＤＳを用いて６３℃で３０分間×１回行った。放射性シ
グナルの検出はImaging Screen-K（３５×４３ｃｍ）au
toradiography films（Bio-RadLaboratories, Hercule
s, CA）に露出させた後、Molecular Imager FX（Bio-Ra
d Laboratories, Hercules, CA）を用いて行った。な
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お、プローブをはがした後、ヒトβ－アクチンｃＤＮＡ
コントロールプローブ（Clontech, Palo Alto, CA）を
用いて、上記と同様にハイブリダイゼーションを行っ
た。
【００６３】上記ノーザンブロットの結果から、ＫＵ－
ＢＬ－５０はＲＴ－ＰＣＲと同様に正常組織には全く発
現を認めず、６例中２例の膀胱癌細胞株（ＫＵ１とＮＢ
Ｔ）に発現を認めた。また代表的な１２例の膀胱癌組織
においては８例に約１．５～１．６ｋｂｐのバンドを認
めた（図１）。 ＫＵ－ＢＬ－４９は、正常組織におい
ても弱い発現が認められ、ＲＴ－ＰＣＲと同様に精巣に
やや強く発現していた。膀胱癌細胞株には強く発現し、
正常膀胱組織と膀胱癌組織との比較において癌組織にお
いて強い発現が認められた。ＫＵ－ＢＬ－５１は、正常
組織に広く発現が認められたが、精巣における発現量は
非常に高かった。正常膀胱と膀胱癌組織との比較におい
て、癌組織において強い発現が認められた。ＫＵ－ＢＬ
－５２は、 正常組織では脳に発現を認め、膀胱癌細胞
株（ＫＵ１、ＮＢＴ）では６例中２例に発現を認めた。
また膀胱癌組織においても弱い発現を認めた。
【００６４】［リアルタイム（Real time）ＰＣＲによ
るｍＲＮＡの発現量の比較］ＫＵ－ＢＬ－４９とＫＵ－
ＢＬ－５１はノーザンブロットによる検討において正常
膀胱と膀胱癌組織との間で発現量に差があることが示唆
された分子である。またこれらの分子の特徴としては、
正常組織において精巣における発現量が極めて高いこと
である。この発現パターンはＨｅｒ２／ｎｅｕなどの癌
関連分子の発現パターンに似ており、ＫＵ－ＢＬ－４９
とＫＵ－ＢＬ－５１も癌に高く発現する分子である可能
性がある。癌における高発現を証明するために正常膀
胱、その他の正常組織、膀胱癌組織に対してリアルタイ
ムＰＣＲを行い、正常組織と癌組織との発現量の検討を
行った。ＫＵ－ＢＬ－４９フォーワードプライマーとし
ては、５′－ＣＡＡ  ＡＧＴ  ＧＧＡ  ＡＧＣ  ＣＡＡ
  ＧＴＴ  ＣＡＴ  Ｃ－３′（配列番号１７）を、ＫＵ
－ＢＬ－４９リバースプライマーとしては、５′－ＣＴ
Ｇ  ＣＣＡ  ＧＡＧ  ＡＴＣ  ＴＴＧ  ＡＡＴ  ＡＧＣ
  Ｃ－３′（配列番号１８）を、ＫＵ－ＢＬ－４９プロ
ーブとしては、５′－（ＦＡＭ）ＡＡＧ  ＡＡＴ  ＴＧ
Ｔ  ＴＴＣ  ＣＧＧ  ＡＴＧ  ＡＣＴ  ＧＡＣ  ＣＡＧ
  Ｇ－（ＴＡＭＲＡ）－３′を用いた。ＫＵ－ＢＬ－５
１フォーワードプライマーとしては、５′－ＡＡＣ  Ｃ
ＡＧ  ＡＡＧ  ＧＣＣ  ＡＡＧ  ＴＧＧ  ＡＴ－３′
（配列番号１９）を、ＫＵ－ＢＬ－５１リバースプライ
マーとしては、５′－ＣＡＧ  ＡＡＣ  ＴＧＴ  ＡＧＡ
  ＧＣＡ  ＡＧＣ  ＧＣＡ  Ｇ－３′（配列番号２０）
を、ＫＵ－ＢＬ－５１プローブとしては、５′－（ＦＡ
Ｍ）ＴＧＣ  ＴＧＧ  ＣＡＡ  ＡＣＣ  ＣＴＧ  ＡＡＣ
  ＣＴＧ  ＴＣＴ－（ＴＡＭＲＡ）－３′を用いた。ま
た、コントロールとしてはβ－アクチンを用いた。β－
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アクチンフォワードプライマーとしては、５′－ＴＣＡ
  ＣＣＣ  ＡＣＡ  ＣＴＧ  ＴＧＣ  ＣＣＡＴＣＴ  Ａ
ＣＧ  Ａ－３′（配列番号２１）を、β－アクチンリバ
ースプライマーとしては、５′－ＣＡＧ  ＣＧＧ  ＡＡ
Ｃ  ＣＧＣ  ＴＣＡ  ＴＴＧ  ＣＣＡ  ＡＴＧ  Ｇ－
３′（配列番号２２）を、β－アクチンプローブとして
は、５′－（ＦＡＭ）ＡＴＧ  ＣＣＣ－Ｘ（ＴＡＭＲ
Ａ）－ＣＣＣ  ＣＣＡ  ＴＧＣＣＡＴ  ＣＣＴ  ＧＣＧ
Ｔｐ－３′を用いた。これらのプライマーやプローブ
は、Primer Expressソフトウェア（PE Biosystems, Fos
ter city, CA）を用いて設計した。リアルタイムＰＣＲ
の増幅プログラムとデータ解析にはABI Prism 7700Sequ
ence Detector System（PE Biosystems）を用いて行っ
た。
【００６５】１μｌのＫＵ－ＢＬ－４９又はＫＵ－ＢＬ
－５１のｃＤＮＡを４９μｌのマスターミックス（Ｔａ
ｇＭａｎバッファー、３．５ｍＭのＭｇＣｌ

2
、３００

ｎＭの上記各プライマー、２００ｍＭのｄＡＴＰ、２０
０ｍＭのｄＣＴＰ、２００ｍＭのｄＧＴＰ、２００ｍＭ
のｄＵＴＰ、０．５ＵのAmpErase Uracil N-glycosylas
e（ＵＮＧ）、１．２５ＵのAmpliTaq Gold）に加えＰＣ
Ｒを行った。ＰＣＲの条件は、ＵＮＧ処理ステップとし
て５０℃で２分間、rTth DNA Polymeraseによる逆転写
反応の温度、時間設定として６０℃で１０分間、ＵＮＧ
の失活として９５℃で１０分間それぞれ行った後、９５
℃で１５秒間熱変性し、それぞれのプライマーの至適温
度で３０秒間アニーリングするという条件で６０サイク
ルのＰＣＲを行った。各ｃＤＮＡに対して、ＰＣＲの反
応は２つのサンプルずつ行った。標準曲線を作製するた
めに、それぞれのコントロールのｃＤＮＡ（前記膀胱癌
細胞株のＲＮＡから作製したｃＤＮＡ）のＰＣＲを５段
階希釈で行い、同時にＰＣＲを行った。この結果、正常
膀胱にくらべ膀胱癌組織において高発現する傾向は認め
られた。
【００６６】以上のことから、ＫＵ－ＢＬ－５０は、検
討した正常組織のいずれにも発現を認めず、癌細胞にの
み発現されており、癌細胞に発現することにより免疫系
が認識するのではないかと考えられる。膀胱癌以外にも
主に他の上皮系の癌（腎細胞癌、食道癌、胃癌）に発現
しており、特に腎細胞癌においては発現頻度が高く、こ
れらの癌共通の抗原となる可能性もある。
【００６７】［５′－ＲＡＣＥ法によるＫＵ－ＢＬ－５
０の同定と構造の解析］上記単離したＫＵ－ＢＬ－５０
のクローンには、５′側においてＯＲＦがまだ完結して
いなかったことから、全長ｃＤＮＡを単離するために
５′－ＲＡＣＥ（rapid amplification of cDNA ends）
法を行った。５′－ＲＡＣＥのキットとしてMarathon T
M cDNA amplification kit（Clontech, Palo Alto, CA,
 USA）を用い、その説明書に従って操作を行った。膀胱
癌細胞株ＫＵ１から抽出した１μｇのpoly(A)+ RNAをテ
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ンプレイトとして、少し変更を加えたoligo(dT)プライ
マーとトリ骨髄芽球症ウイルス（ＡＭＶ）の逆転写酵素
を用いて第１鎖ｃＤＮＡを合成した。
【００６８】第２鎖ｃＤＮＡの合成には大腸菌ＤＮＡポ
リメラーゼＩ（Escherchia coli DNA polymerase I）、
ＲＮａｓｅ  Ｈ及びＤＮＡリガーゼを混合し用いた。２
本鎖ｃＤＮＡはＴ４  ＤＮＡポリメラーゼにより末端を
平滑化し、次にＴ４  ＤＮＡリガーゼを用いてMarathon
 cDNA adaptor 1（５′－ＣＴＡ  ＡＴＡ  ＣＧＡＣＴ
Ｃ  ＡＣＴ  ＡＴＡ  ＧＧＧ  ＣＴＣ  ＧＡＧ  ＣＧＧ
  ＣＣＧ  ＣＣＣＧＧＧ  ＣＡＧ  ＧＴ－３′：配列番
号２３）を５′末端に付加し、ｃＤＮＡライブラリーを
作製した。このライブラリーをテンプレイトにして、ア
ダプタープライマー（ＡＰ１：５′－ＣＣＡ  ＴＣＣ  
ＴＡＡ  ＴＡＣ  ＧＡＣ  ＴＣＡＣＴＡ  ＣＴＡ  ＴＡ
Ｇ  ＧＧＣ－３′：配列番号２４）とＫＵ－ＢＬ－５０
に特異的なプライマーＧＳＰ１（５′－ＣＣＴ  ＣＣＣ
  ＧＴＴ  ＣＡＣ  ＴＧＴＣＡＣ  ＣＴＧ  ＧＡＡ  Ｃ
ＴＧ  Ｃ－３′：配列番号２５）を用いてＰＣＲを行っ
た。ＰＣＲの条件は、９４℃×３０分間、９４℃×５秒
間、６８℃×４分間を５サイクル、９４℃×５秒間、７
０℃×４分間を５サイクル、９４℃×５秒間、７２℃×
４分間を２５サイクル、最後に７２℃×４分間を１サイ
クル行った。
【００６９】上記得られたＰＣＲ産物５μｌを１％のア
ガロースゲル中で泳動し、エチジウムブロマイドで染色
すると非特異的なバンドも検出されたことから、残りの
ＰＣＲ産物をトリシン－ＥＤＴＡ緩衝液（１０ｍＭのト
リシン、０．１ｍＭのＥＤＴＡ）で５０倍に希釈し、こ
れをテンプレイトにアダプタープライマー２（ＡＰ２：
５′－ＡＣＴ  ＣＡＣ  ＴＡＴ  ＡＧＧ  ＧＣＴ  ＣＧ
Ａ  ＧＣＧ  ＧＣ－３′：配列番号２６）とＫＵ－ＢＬ
－５０に特異的なプライマーＧＳＰ２（５′－ＴＧＴ  
ＴＧＣ  ＡＧＡ  ＣＣＡ  ＣＧＴ  ＡＧＣ  ＣＧＣ  Ｃ
ＣＴ  ＣＴ－３′：配列番号２７）を用いてnested PCR
を行い、特異的なバンドを検出した。ＫＵ－ＢＬ－５０
に特異的と思われるバンドを１％のアガロースゲルより
切り出し、ＰＣＲ産物を精製した後、ｐＧＥＭ－Ｔ（Pr
omega Inc., Madison, WI, USA）を用いてＴＡクローニ
ングを行った。コロニーＰＣＲ（Colony PCR）を行い、
目的の長さのインサートのクローンを確認し、インサー
トの塩基配列を決定した。
【００７０】上記の結果、ＫＵ－ＢＬ－５０をコードす
るｃＤＮＡの長さは１５４７ｂｐであった。これはノー
ザンブロットによるバンドの長さは１．５～１．６ｋｂ
ｐと一致していた。このｃＤＮＡの塩基配列およびＯＲ
Ｆのアミノ酸配列を図２に示す。ＯＲＦは４６～１０３
２ｂｐであり、６４ｂｐに始まるメチオニンはＧＸＸＡ
ＴＧＴのKozak ruleを満たしていた。また、４３～４５
ｂｐにストップコドン（ＴＡＡ）が認められた。ＫＵ－
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ＢＬ－５０は３２３のアミノ酸からなるタンパクである
と考えられた。塩基配列のホモロジー検索において、
５′側の４６～１００２ｂｐの部分はSus scrofaのurat
e transporter／channel protein （GenBankアクセッシ
ョン番号：AJ131826）とほぼ一致していた。ただしurat
e transporter/ channel proteinに対する情報はデータ
ベース上では得られなかった。４６～１００５ｂｐの部
分においてはヒトのgalectin-9のisoformとされるecale
ctin（GenBankアクセッション番号：AB005894）と塩基
レベルで８３％一致していた。また、galectin-9（GenB
ankアクセッション番号：NM#002308.2)とも相同性が高
かった。
【００７１】アミノ酸配列によるホモロジー検索におい
て、最も相同性のある分子はやはりSus scrofaのSus sc
rofaのurate transporter／channel proteinであり、１
～３１３アミノ酸が高いホモロジーを認めた。ヒトにお
いてはecalectinがアミノ酸配列において１～３２３の
アミノ酸が７９．２％の相同性があり、ガレクチンファ
ミリーの中で最も相同性が高かった（図３）。また、Ｋ
Ｕ－ＢＬ－５０は多数のgalectinと高い相同性を示して
いた。モチーフ検索による特徴的なアミノ酸配列として
は、galactosidase binding signiture（galeptin sign
iture）があり、galectosidaseが結合することが示唆さ
れた。相同性のあるGalectin familyのecalectin、gale
ctin-4（GenBankアクセッション番号：AB006781）、gal
ectin-8（GenBankアクセッション番号：X91790）との相
同性を図４に示す。Galectin-4とgalectin-8は２つのca
rbohydrate-binding regionを有する２つのドメイン（g
alectin-4-N terminal domain(Nt)、galectin-4-C term
inal domain(Ct)とgalectin-8-N terminal domain(N
t)、galectin-8-C terminal domain(Ct)）を有し、それ
らをlink peptideがつないでいることが知られている
（Yaron RH., J. B. C. 270, 3447-53, 1994）。図４の
結果から、ＫＵ－ＢＬ－５０とecalectinも同様に２つ
のドメインを有すると考えられた。なお、図中の（＋）*
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*はいずれのgalectinにも共通に保存されているアミノ酸
を表す。その中で特に、（Ｈ－ＮＰＲＦ）・（－Ｖ－
Ｎ）・（ＷＧ）のアミノ酸の組み合わせはガレクチンフ
ァミリーにおいて共通に保存されており、この部位はガ
レクチンのligandが結合する部位であると推定されてい
る。
【００７２】上記のことから、ＫＵ－ＢＬ－５０も同様
にＮ末端ドメインとＣ末端ドメインを有し、その間をli
nk peptideがつないでいるのではないかと考えられる。
ガレクチンに共通の配列がＫＵ－ＢＬ－５０にも明らか
に保存されているので、ＫＵ－ＢＬ－５０もガレクチン
ファミリーの一種であると思われる。ガレクチンファミ
リーは最近、癌との関連性が考えられており、ＫＵ－Ｂ
Ｌ－５０の癌に限定された発現パターンや膀胱癌をはじ
めとして食道癌、腎癌など種々の癌患者血清中に抗体が
存在することから、癌に関連して発現する可能性が高
い。galectin-1とgalectin-3に関しては癌関連の論文が
多くあり、galectin-1の高発現とgalectin-3の発現の低
下が転移能に関係していると考えられている。さらにHo
dgkin's diseaseにおいてはgalectin-9が腫瘍細胞に高
発現していることが確認されている。また大腸癌におい
てはgalectin-4が分化抗原となる可能性がある。また前
立腺癌においてはＬＮＣａｐより、正常前立腺や前立腺
肥大症には発現されず前立腺癌に発現されるＰＴＣＡ－
１が同定され、その配列上の相同性からガレクチンファ
ミリーのひとつであると報告されている。これらのこと
からもＫＵ－ＢＬ－５０がガレクチンファミリーのひと
つである可能性がある。
【００７３】
【発明の効果】本発明によると、膀胱癌をはじめとする
各種癌や腫瘍の診断・治療に応用することができるヒト
膀胱癌抗原や、それをコードする遺伝子等を提供するこ
とができる。
【００７４】
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
               
<110> KEIO UNIVERSITY
<120> Human Bladder Cancer Anti
gens
<130> 000000101

<140>
<141>
<160> 27
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 1566
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220> 
<221> CDS
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<222> (46)..(1035)
<400> 1
ctagaatcca gcggccgctg aattctagaa ttca
gcggcc gctga att cta ggc ggt 57    
                                                  Ile Leu Gly
 Gly
                                                    1 
gga gcg atg gcc ttc aga ggc gcc cag gct 
ccc tac atg aac ccg atg   105   
Gly Ala Met Ala Phe Arg Gly Ala Gln Ala 
Pro Tyr Met Asn Pro Met
  5                  10                  15                  20

gtc ccc ttc aca ggg atg atc caa ggg ggc 
ctc cag gac gga ctt cag   153   
Val Pro Phe Thr Gly Met Ile Gln Gly Gly 
Leu Gln Asp Gly Leu Gln
                 25                  30                  35 

atc acc atc aat ggg acc gtt ctc atg tcc 
agt gga agc agg ttt act   201   
Ile Thr Ile Asn Gly Thr Val Leu Met Ser 
Ser Gly Ser Arg Phe Thr
             40                  45                  50 
gtg aac ttg cag acc ggc cac agg gac aat 
gac att gcc ttc cac ttc   249   
Val Asn Leu Gln Thr Gly His Arg Asp Asn 
Asp Ile Ala Phe His Phe
         55                  60                  65 
aac cct cgg ttc gaa gag ggc ggc tac gtg 
gtc tgc aac acg aag cag   297   
Asn Pro Arg Phe Glu Glu Gly Gly Tyr Val 
Val Cys Asn Thr Lys Gln
     70                  75                  80 
aat gga atc tgg ggg cct gag gag agg aag 
atg caa atg ccc ttc cag   345   
Asn Gly Ile Trp Gly Pro Glu Glu Arg Lys 
Met Gln Met Pro Phe Gln
 85                  90                  95                 10
0
cgc gga cat cca ttt gag ctc agc ttc ctg 
gtc cag agc tcg cag ttc   393   
Arg Gly His Pro Phe Glu Leu Ser Phe Leu 
Val Gln Ser Ser Gln Phe
                105                 110                 115 
cag gtg aca gtg aac ggg agg ctc ttt gtg 
cag tac aca cac cgc gtg   441   
Gln Val Thr Val Asn Gly Arg Leu Phe Val 
Gln Tyr Thr His Arg Val
            120                 125                 130 
ccc ttc cac cgg gtg gac acc atc tcc gtg 
aca ggc atc gtc cag ctg   489   
Pro Phe His Arg Val Asp Thr Ile Ser Val 
Thr Gly Ile Val Gln Leu
        135                 140                 145 

tcc tac atc agc ttc cag cct cca ggt cgc 
tgg ccg gcc aac tcg gct   537   
Ser Tyr Ile Ser Phe Gln Pro Pro Gly Arg 
Trp Pro Ala Asn Ser Ala
    150                 155                 160 
ccc att act caa acc gtc atc cac act gtg 
cag agc acc cct gga cag   585   
Pro Ile Thr Gln Thr Val Ile His Thr Val 
Gln Ser Thr Pro Gly Gln
165                 170                 175                 1
80
atg ttc cct aat ccc atg atc cca cct atg 
gca tat cct aac cca gtc   633   
Met Phe Pro Asn Pro Met Ile Pro Pro Met 
Ala Tyr Pro Asn Pro Val
                185                 190                 195 
ttt ccc atc cct ttc ttc gcc tcc atc ccg 
ggc ggc ctg tac ccc tcc   681   
Phe Pro Ile Pro Phe Phe Ala Ser Ile Pro 
Gly Gly Leu Tyr Pro Ser
            200                 205                 210 
aag agc atc atg gtg tcg ggc acc atc ctg 
ccc agc gct cag agt ttc   729   
Lys Ser Ile Met Val Ser Gly Thr Ile Leu 
Pro Ser Ala Gln Ser Phe
        215                 220                 225 
tac atc aac ttg cgc tcg ggg agt gac atc 
gcc ttc cac ctg aat ccc   777   
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Tyr Ile Asn Leu Arg Ser Gly Ser Asp Ile 
Ala Phe His Leu Asn Pro
    230                 235                 240 
cgc ttc aag gag aac gcg gtg gtc cgc aac 
acg cag atc ggc agc tcc   825   
Arg Phe Lys Glu Asn Ala Val Val Arg Asn 
Thr Gln Ile Gly Ser Ser
245                 250                 255                 2
60
tgg ggg cct gag gag cga ggc ctg ccc cgg 
aag atg ccc ttc tcc aga   873   
Trp Gly Pro Glu Glu Arg Gly Leu Pro Arg 
Lys Met Pro Phe Ser Arg
                265                 270                 275 
ggc cag agc ttc ttg gtg tgg atc ctc tgt 
gaa agc cac tgc ttc aag   921   
Gly Gln Ser Phe Leu Val Trp Ile Leu Cys 
Glu Ser His Cys Phe Lys
            280                 285                 290 
gtg gcc gtg gac ggt cag cac cta ttt gaa 
tac tac cac cgc ctg aag   969   
Val Ala Val Asp Gly Gln His Leu Phe Glu 
Tyr Tyr His Arg Leu Lys
        295                 300                 305 
cac ctg ccc acc atc aac tcc ctg gag gtg 
ggg ggc gac atc cag ctg   1017  
His Leu Pro Thr Ile Asn Ser Leu Glu Val 
Gly Gly Asp Ile Gln Leu
    310                 315                 320 
acg cac gtg cag cca tag acgagccccg ccct
gggggt gaggcctggg          1065  
Thr His Val Gln Pro 
325                 330 
ccgaaaggct gtctgggtct gctcgtcacc cccc
ttccca ggctgccagg acctggggct 1125  
tggctggaga gaccgtgtcc ttgcctggcc ctgc
ttctgg ctgcagcctc ccctggagcg 1185  
gggaggacag ctggctggga ccgccttcct ccac
ctacgg aggaggtgcg gtctgcgcag 1245  
gccggagccc cgtgttccct gcccccggcc tctg
cctggg tcctggcctt cccaagctcc 1305  
cagcccaggc ctgcccacac ctgcctctcc accc
ccccac ccggccttcc agtcacctag 1365  

tcccaagcca ccagctgtca ctccacgtgg gagg
cagtat cccctcttct ttctccaagc 1425  
ttgaacctct ccttgcaccc tgcaccaact cttc
cccgcc ccggatagct gcctgaggac 1485  
accccaccga tgggagcttt ctcccctttc cagc
gtcctt ccaataaaga aagaaaactg 1545  
ctaaaaaaaa aaaaaaaaaa a                          
                 1566  
<210> 2
<211> 329 
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Ile Leu Gly Gly Gly Ala Met Ala Phe Arg 
Gly Ala Gln Ala Pro Tyr 
  1               5                  10                  15 
Met Asn Pro Met Val Pro Phe Thr Gly Met 
Ile Gln Gly Gly Leu Gln 
             20                  25                  30 
Asp Gly Leu Gln Ile Thr Ile Asn Gly Thr 
Val Leu Met Ser Ser Gly 
         35                  40                  45 
Ser Arg Phe Thr Val Asn Leu Gln Thr Gly 
His Arg Asp Asn Asp Ile 
     50                  55                  60 
Ala Phe His Phe Asn Pro Arg Phe Glu Glu 
Gly Gly Tyr Val Val Cys 
 65                  70                  75                  80
 
Asn Thr Lys Gln Asn Gly Ile Trp Gly Pro 
Glu Glu Arg Lys Met Gln 
                 85                  90                  95 
Met Pro Phe Gln Arg Gly His Pro Phe Glu 
Leu Ser Phe Leu Val Gln 
            100                 105                 110 
Ser Ser Gln Phe Gln Val Thr Val Asn Gly 
Arg Leu Phe Val Gln Tyr 
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        115                 120                 125 
Thr His Arg Val Pro Phe His Arg Val Asp 
Thr Ile Ser Val Thr Gly 
    130                 135                 140 
Ile Val Gln Leu Ser Tyr Ile Ser Phe Gln 
Pro Pro Gly Arg Trp Pro 
145                 150                 155                 1
60 
Ala Asn Ser Ala Pro Ile Thr Gln Thr Val 
Ile His Thr Val Gln Ser 
                165                 170                 175 
Thr Pro Gly Gln Met Phe Pro Asn Pro Met 
Ile Pro Pro Met Ala Tyr 
            180                 185                 190 
Pro Asn Pro Val Phe Pro Ile Pro Phe Phe 
Ala Ser Ile Pro Gly Gly 
        195                 200                 205 
Leu Tyr Pro Ser Lys Ser Ile Met Val Ser 
Gly Thr Ile Leu Pro Ser 
    210                 215                 220 
Ala Gln Ser Phe Tyr Ile Asn Leu Arg Ser 
Gly Ser Asp Ile Ala Phe 
225                 230                 235                 2
40 
His Leu Asn Pro Arg Phe Lys Glu Asn Ala 
Val Val Arg Asn Thr Gln 
                245                 250                 255 
Ile Gly Ser Ser Trp Gly Pro Glu Glu Arg 
Gly Leu Pro Arg Lys Met 
            260                 265                 270 
Pro Phe Ser Arg Gly Gln Ser Phe Leu Val 
Trp Ile Leu Cys Glu Ser 
        275                 280                 285 
His Cys Phe Lys Val Ala Val Asp Gly Gln 
His Leu Phe Glu Tyr Tyr 
    290                 295                 300 
His Arg Leu Lys His Leu Pro Thr Ile Asn 
Ser Leu Glu Val Gly Gly 
305                 310                 315                 3
20 
Asp Ile Gln Leu Thr His Val Gln Pro 
                325 

<210> 3
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:T3
<400> 3
aattaaccct cactaaaggg                             
                20    
<210> 4
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:T7
<400> 4
gtaatacgac tcacataggg c                          
                 21    
<210> 5
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
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<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-50 Sense
      Primer
<400> 5
ctcatgtcca gtggaagcag                             
                20    
<210> 6
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-50
      Antisense Primer
<400> 6
accaccgcgt tctccttgaa                             
                20    
<210> 7
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Beta-actin
      Sense Primer
<400> 7
atctggcacc acaccttcta caatgagctg cg   
                            32    
<210> 8
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Beta-actin
      Antisense Primer
<400> 8
cgtcatactc ctgcttgctg atccacatct gc   
                            32    
<210> 9
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-49
      Forward Primer

<400> 9
gccaccaacc catggaagat                             
                20    
<210> 10
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-49
      Reverse Primer
<400> 10
ggctggagta tcccgtattg                             
                20    



(23) 特開２００２－１１２７８０

<210> 11
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-51
      Forward Primer
<400> 11
atacagctgg ggaggtagct                             
                20    

<210> 12
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-51
      Reverse Primer
<400> 12
ggagaagctt gagatgctcc                             
                20    
<210> 13
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-52
      Forward Primer
<400> 13
cccgcgccga tgtgaattat t                          
                 21    
<210> 14
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-52
      Reverse Primer
<400> 14
ccgcatctcc agggtcttta a                          
                 21    
<210> 15
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-53
      Forward Primer
<400> 15
aaggagctgc tacagccaca                             
                20    
<210> 16
<211> 20
<212> DNA
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<213> Artificial Sequence

<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-53
      Reverse Primer
<400> 16
gcacgctgaa gccataacag                             
                20    
<210> 17
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-49
      Forward Primer
<400> 17
caaagtggaa gccaagttca tc                        
                  22    
<210> 18
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-49
      Reverse Primer

<400> 18
ctgccagaga tcttgaatag cc                        
                  22    
<210> 19
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-51
      Forward Primer
<400> 19
aaccagaagg ccaagtggat                             
                20    
<210> 20
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-BL-51
      Reverse Primer
<400> 20
cagaactgta gagcaagcgc ag                        
                  22    

<210> 21
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
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<223> Description of Artificial
 Sequence:Beta-actin
      Forward Primer
<400> 21
tcacccacac tgtgcccatc tacga                  
                     25    
<210> 22
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Beta-actin
      Reverse Primer
<400> 22
cagcggaacc gctcattgcc aatgg                  
                     25    
<210> 23
<211> 42
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Marathon cDNA
      Adaptor1
<400> 23
aatacgactc actatagggc tcgagcggcc gccc
gggcag gt                    42    
<210> 24
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:AP1
<400> 24
ccatcctaat acgactcact actatagggc        
                          30    
<210> 25
<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:GSP1
<400> 25
cctcccgttc actgtcacct ggaactgc            
                        28    
<210> 26
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:AP2
<400> 26
actcactata gggctcgagc ggc                      
                   23    
<210> 27
<211> 26
<212> DNA
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<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:GSP2
<400> 27
tgttgcagac cacgtagccg ccctct                
                      26    

35
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明のヒト膀胱癌抗原ＫＵ－ＢＬ－５０ｍＲ
ＮＡ発現をノーザンブロットにより調べた結果を示す図
である。
【図２】本発明のヒト膀胱癌抗原ＫＵ－ＢＬ－５０のＤ
ＮＡ配列及びアミノ酸配列を示す図である。
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【図３】本発明のヒト膀胱癌抗原ＫＵ－ＢＬ－５０とec
alectinとのアミノ酸配列の比較結果を示す図である。
【図４】本発明のヒト膀胱癌抗原ＫＵ－ＢＬ－５０とga
lectin-4、galectin-8、ecalectinとのアミノ酸配列の
比較結果を示す図である。

【図１】
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【図２】 【図３】
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