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(57)【要約】
本発明は、悪性状態の検出のための組成物および方法に
関し、そしてメソセリンポリペプチド（メソセリン関連
抗原（ＭＲＡ）を含む）の可溶性形態の発見に関する。
特に本発明は、ＭＲＡおよびＭＲＡ改変体をコードする
核酸配列を提供する。本発明はまた、メソセリンポリペ
プチドに特異的な抗体と被験体由来のサンプルにおいて
可溶性形態で天然に存在する分子との反応性を検出する
こと、そしてＭＲＡヌクレオチド配列を使用するハイブ
リダイゼーションスクリーニングによって、このような
被験体における悪性状態の存在についてスクリーニング
する方法、ならびに他の関連する利点を提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  被験体における悪性状態の存在についてスクリーニングする

方法であって、以下：

  被験体由来の生物学的サンプルとメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な

少なくとも１つの抗体とを、該少なくとも１つの抗体と反応性である抗原決定基

への該抗体の結合を検出するに十分な条件および時間の下で接触させて、該サン

プル中において可溶性形態で天然に存在しかつ該抗原決定基を有する分子の、該

生物学的サンプル中における存在を決定する工程、

  および、それから悪性状態の存在を検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項２】  前記生物学的サンプルが、血液、血清、漿液、血漿、リンパ

、尿、脳脊髄液、唾液、粘膜分泌物、膣分泌物、腹水、胸膜液、囲心腔液、腹膜

液、腹部液、培養培地、馴化培養培地、および洗浄液からなる群から選択される

、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  前記生物学的サンプルが血清である、請求項１に記載の方法

。

    【請求項４】  前記生物学的サンプルが血漿である、請求項１に記載の方法

。

    【請求項５】  前記生物学的サンプルが腹水である、請求項１に記載の方法

。

    【請求項６】  前記生物学的サンプルが膣分泌物である、請求項１に記載の

方法。

    【請求項７】  前記生物学的サンプルが胸膜液である、請求項１に記載の方

法。

    【請求項８】  前記メソセリン関連抗原が、配列番号１に示される配列を有

するポリペプチド、またはそのフラグメントもしくは誘導体を含む、請求項１に

記載の方法。

    【請求項９】  前記メソセリン関連抗原ポリペプチドが、スプライス改変体

である、請求項８に記載の方法。
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    【請求項１０】  前記メソセリン関連抗原が、配列番号２に示される配列を

有するポリペプチド、またはそのフラグメントもしくは誘導体を含む、請求項１

に記載の方法。

    【請求項１１】  前記メソセリン関連抗原ポリペプチドが、スプライス改変

体である、請求項１０に記載の方法。

    【請求項１２】  前記メソセリン関連抗原ポリペプチドが、メソセリン関連

抗原改変体またはそのフラグメントもしくは誘導体である、請求項１に記載の方

法。

    【請求項１３】  前記抗体がポリクローナル抗体を含む、請求項１に記載の

方法。

    【請求項１４】  前記抗体がアフィニティー精製された抗体を含む、請求項

１に記載の方法。

    【請求項１５】  前記抗体がモノクローナル抗体を含む、請求項１に記載の

方法。

    【請求項１６】  前記抗体が組換え抗体を含む、請求項１に記載の方法。

    【請求項１７】  前記抗体がキメラ抗体を含む、請求項１に記載の方法。

    【請求項１８】  前記抗体がヒト化抗体を含む、請求項１に記載の方法。

    【請求項１９】  前記抗体が単鎖抗体を含む、請求項１に記載の方法。

    【請求項２０】  抗原決定基への前記抗体の結合の検出が、放射性核種の検

出を包含する、請求項１に記載の方法。

    【請求項２１】  抗原決定基への前記抗体の結合の検出が、発蛍光団の検出

を包含する、請求項１に記載の方法。

    【請求項２２】  抗原決定基への前記抗体の結合の検出が、アビジン分子と

ビオチン分子との間の結合事象の検出を包含する、請求項１に記載の方法。

    【請求項２３】  抗原決定基への前記抗体の結合の検出が、ストレプトアビ

ジン分子とビオチン分子との間の結合事象の検出を包含する、請求項１に記載の

方法。

    【請求項２４】  抗原決定基への前記抗体の結合の検出が、酵素反応の産物

の分光光度的検出を包含する、請求項１に記載の方法。
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    【請求項２５】  前記少なくとも１つの抗体が検出可能に標識されている、

請求項１に記載の方法。

    【請求項２６】  前記少なくとも１つの抗体は検出可能に標識されておらず

、そしてここで抗原決定基への該抗体の結合の検出は間接的である、請求項１に

記載の方法。

    【請求項２７】  前記悪性状態が、腺癌、中皮腫、卵巣癌、膵臓癌、および

非小細胞肺癌からなる群から選択される、請求項１に記載の方法。

    【請求項２８】  被験体における悪性状態の存在についてスクリーニングす

る方法であって、以下：

  被験体由来の生物学的サンプルと少なくとも１つの抗体とを、該少なくとも１

つの抗体と反応性である抗原決定基への該抗体の結合を検出するに十分な条件お

よび時間の下で接触させて、該サンプル中において可溶性形態で天然に存在し、

かつ該抗原決定基を有する分子の、該生物学的サンプル中における存在を決定す

る工程であって、該抗体の抗原結合部位がＯＶ５６９、ＭＡｂ  Ｋ－１、４Ｈ３

、３Ｇ３および１Ａ６からなる群から選択されるモノクローナル抗体の免疫特異

的結合を競合的に阻害する、工程、

  および、それから悪性状態の存在を検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項２９】  被験体における悪性状態の存在についてスクリーニングす

る方法であって、以下：

  被験体由来の生物学的サンプルと少なくとも１つの抗体とを、該抗体と反応性

である抗原決定基への該抗体の結合を検出するに十分な条件および時間の下で接

触させて、該サンプル中において可溶性形態で天然に存在し、かつ該抗原決定基

を有する分子の、該生物学的サンプル中における存在を決定する工程であって、

該抗体の抗原結合部位がモノクローナル抗体ＯＶ５６９の免疫特異的結合を競合

的に阻害する、工程

  および、それから悪性状態の存在を検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３０】  被験体における悪性状態の存在についてスクリーニングす



(5) 特表２００２－５３８４３４

る方法であって、以下：

  被験体由来の生物学的サンプルとヒトメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異

的な少なくとも１つの抗体とを、該抗体と反応性である抗原決定基への該少なく

とも１つの抗体の結合を検出するに十分な条件および時間の下で接触させて、該

サンプル中において可溶性形態で天然に存在し、かつ該抗原決定基を有する分子

の、該生物学的サンプル中における存在を決定する工程であって、

  ここで、該少なくとも１つの抗体は、メソセリン関連抗原に免疫特異的に結合

する、工程、

  および、それから悪性状態の存在を検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３１】  前記メソセリン関連抗原がまた、モノクローナル抗体ＭＡ

ｂ  Ｋ－１と免疫特異的に反応性である、請求項３０に記載の方法。

    【請求項３２】  被験体における悪性状態の存在についてスクリーニングす

る方法であって、以下：

  被験体由来の生物学的サンプルとヒトメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異

的な少なくとも１つの抗体とを、該少なくとも１つの抗体と反応性である抗原決

定基への該抗体の結合を検出するに十分な条件および時間の下で接触させて、該

サンプル中において可溶性形態で天然に存在し、かつ該抗原決定基を有する分子

の、該生物学的サンプル中における存在を決定する工程であって、該抗体の抗原

結合部位がＯＶ５６９、ＭＡｂ  Ｋ－１、４Ｈ３、３Ｇ３および１Ａ６からなる

群から選択されるモノクローナル抗体の免疫特異的結合を競合的に阻害する、工

程であって

  ここで、該少なくとも１つの抗体は、メソセリン関連抗原に免疫特異的に結合

する、工程、

  および、それから悪性状態の存在を検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３３】  前記メソセリン関連抗原がまた、モノクローナル抗体ＭＡ

ｂ  Ｋ－１と免疫特異的に反応性である、請求項３２に記載の方法。

    【請求項３４】  被験体における悪性状態の存在についてスクリーニングす
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る方法であって、以下：

  被験体由来の生物学的サンプルとメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な

固定された少なくとも１つの第１抗体とを、該固定された少なくとも１つの第１

抗体を該メソセリン関連抗原ポリペプチドへと特異的に結合させるに十分な条件

および時間の下で接触させ、それにより免疫複合体を形成して、該サンプル中に

おいて可溶性形態で天然に存在する分子の、該生物学的サンプル中における存在

を決定する工程；

  該固定された少なくとも１つの第１抗体に特異的に結合しない、該サンプル中

の成分を除去する工程；および

  該免疫複合体とメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な少なくとも１つの

第２抗体とを、該メソセリン関連抗原ポリペプチドへの該少なくとも１つの第２

抗体の特異的結合を検出するに十分な条件および時間の下で接触させる工程であ

って、ここで該少なくとも１つの第２抗体の抗原結合部位は、該固定された少な

くとも１つの第１抗体の抗原結合部位を競合的に阻害しない、工程、

  および、それから悪性状態の存在を検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３５】  被験体における悪性状態の存在についてスクリーニングす

る方法であって、以下：

  被験体由来の生物学的サンプルとメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な

固定された少なくとも１つの第１抗体とを、該固定された少なくとも１つの第１

抗体を該メソセリン関連抗原ポリペプチドへと特異的に結合させるに十分な条件

および時間の下で接触させ、それにより免疫複合体を形成して、該サンプル中に

おいて可溶性形態で天然に存在する分子の、該生物学的サンプル中における存在

を決定する工程であって、ここで該少なくとも１つの第１抗体の抗原結合部位は

、モノクローナル抗体ＯＶ５６９の免疫特異的結合を競合的に阻害する、工程、

  該固定された少なくとも１つの第１抗体に特異的に結合しない、該サンプル中

の成分を除去する工程；および

  該免疫複合体とメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な少なくとも１つの

第２抗体とを、該メソセリン関連抗原ポリペプチドへの該少なくとも１つの第２
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抗体の特異的結合を検出するに十分な条件および時間の下で接触させる工程であ

って、ここで該少なくとも１つの第２抗体の抗原結合部位は、モノクローナル抗

体ＯＶ５６９の免疫特異的結合を競合的に阻害しない、工程、

  および、それから悪性状態の存在を検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３６】  被験体における悪性状態の存在についてスクリーニングす

る方法であって、以下：

  被験体由来の生物学的サンプルとメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な

固定された少なくとも１つの第１抗体とを、該固定された少なくとも１つの第１

抗体を該メソセリン関連抗原ポリペプチドへと特異的に結合させるに十分な条件

および時間の下で接触させ、それにより免疫複合体を形成して、該サンプル中に

おいて可溶性形態で天然に存在する分子の、該生物学的サンプル中における存在

を決定する工程であって、ここで該少なくとも１つの第１抗体の抗原結合部位は

、モノクローナル抗体ＭＡｂ  Ｋ－１の免疫特異的結合を競合的に阻害する、工

程、

  該固定された少なくとも１つの第１抗体に特異的に結合しない、該サンプル中

の成分を除去する工程；および

  該免疫複合体とメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な少なくとも１つの

第２抗体とを、該メソセリン関連抗原ポリペプチドへの該少なくとも１つの第２

抗体の特異的結合を検出するに十分な条件および時間の下で接触させる工程であ

って、ここで該少なくとも１つの第２抗体の抗原結合部位は、モノクローナル抗

体ＭＡｂ  Ｋ－１の免疫特異的結合を競合的に阻害しない、工程、

  および、それから悪性状態の存在を検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項３７】  請求項１～３６のいずれか一項に記載の方法であって、癌

胎児抗原、ＣＡ１２５、シアリルＴＮ、扁平上皮癌抗原、組織ポリペプチド抗原

、および胎盤アルカリホスファターゼからなる群から選択される悪性状態の少な

くとも１つの可溶性マーカーの、前記サンプル中における存在を決定する工程を

さらに包含する、方法。
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    【請求項３８】  被験体における悪性状態の存在についてスクリーニングす

る方法であって、以下：

  （ｉ）悪性状態を有すると疑われる第１被験体由来の第１生物学的サンプル、

および（ｉｉ）悪性状態を有さないことが既知の第２被験体由来の第２生物学的

サンプルの各々とメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な少なくとも１つの

抗体とを、該少なくとも１つの抗体と反応性である抗原決定基への該抗体の結合

を検出するに十分な条件および時間の下で接触させて、該サンプル中において可

溶性形態で天然に存在し、かつ該抗原決定基を有する分子の、該第１生物学的サ

ンプルおよび該第２生物学的サンプルの各々における存在を決定する工程、なら

びに該第２生物学的サンプル中の該抗原決定基への該抗体の検出可能な結合のレ

ベルに対して、該第１生物学的サンプル中の該抗原決定基への該抗体の検出可能

な結合のレベルを比較する工程、ならびにそれから悪性状態の存在を検出する工

程、

を包含する、方法。

    【請求項３９】  被験体における悪性状態の存在についてスクリーニングす

る方法であって、以下：

  メソセリン関連抗原ポリペプチドに免疫特異的に結合する抗体の存在を該被験

体由来の生物学的サンプル中において検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項４０】  請求項３９に記載の方法であって、前記メソセリン関連抗

原ポリペプチドが、配列番号１、配列番号２、および配列番号１３からなる群か

ら選択されるアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む、方法。

    【請求項４１】  メソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な抗体であって

、以下：

  メソセリンポリペプチドへのモノクローナル抗体ＭＡｂ  Ｋ－１の免疫特異的

結合を競合的に阻害せず、そしてメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的に結

合するモノクローナル免疫グロブリン可変領域であって、ここで該メソセリン関

連抗原ポリペプチドが、配列番号１、配列番号２、および配列番号１３からなる

群から選択されるアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む、モノクローナル免



(9) 特表２００２－５３８４３４

疫グロブリン可変領域、

を含む、抗体。

    【請求項４２】  融合タンパク質である、請求項４１に記載の抗体。

    【請求項４３】  単鎖抗体である、請求項４１に記載の抗体。

    【請求項４４】  前記メソセリン関連抗原ポリペプチドがグリコシル化され

ている、請求項４１に記載の抗体。

    【請求項４５】  前記メソセリン関連抗原ポリペプチドが、約４２～４５キ

ロダルトンの見かけ上の分子量を有する、請求項４１に記載の抗体。

    【請求項４６】  モノクローナル抗体ＯＶ５６９、４Ｈ３、３Ｇ３、および

１Ａ６からなる群から選択される、請求項４１に記載の抗体。

    【請求項４７】  被験体における悪性状態の存在についてスクリーニングす

る方法であって、以下：

  被験体由来の生物学的サンプルと検出可能に標識されたメソセリン関連抗原ポ

リペプチドとを、該サンプル中において可溶性形態で天然に存在する抗体の該メ

ソセリン関連抗原ポリペプチドへの結合を検出するに十分な条件および時間の下

で接触させる工程、

  および、それから悪性状態の存在を検出する工程、

を包含する、方法。

    【請求項４８】  単離された核酸分子であって、該核酸分子は、以下：

  （ａ）メソセリン関連抗原ポリペプチドをコードする核酸分子であって、該ポ

リペプチドは、配列番号１に示されるアミノ酸配列、配列番号２に示されるアミ

ノ酸配列、および配列番号１３に示されるアミノ酸配列からなる群から選択され

るアミノ酸配列を含む、核酸分子；ならびに

  （ｂ）中程度にストリンジェントな条件下で（ａ）の核酸分子に対してハイブ

リダイズし得、そしてメソセリン関連抗原ポリペプチドをコードし得る核酸分子

からなる群から選択され、

  ここで、該単離された核酸分子は、配列番号１５に示されるヌクレオチド配列

、配列番号１６に示されるヌクレオチド配列、配列番号１７に示されるヌクレオ

チド配列、および配列番号１８に示されるヌクレオチド配列からなる群から選択



(10) 特表２００２－５３８４３４

されるヌクレオチド配列からなる核酸分子ではない、単離された核酸分子。

    【請求項４９】  請求項４８に記載の核酸分子に対して相補的な、少なくと

も１５個連続したヌクレオチドを含む、アンチセンスオリゴヌクレオチド。

    【請求項５０】  メソセリン関連抗原ポリペプチドに融合したポリペプチド

配列を含む、融合タンパク質。

    【請求項５１】  前記ポリペプチドが、酵素またはその改変体もしくはフラ

グメントである、請求項５０に記載の融合タンパク質。

    【請求項５２】  前記メソセリン関連抗原ポリペプチドに融合したポリペプ

チド配列が、プロテアーゼによって切断可能である、請求項５１に記載の融合タ

ンパク質。

    【請求項５３】  前記ポリペプチド配列が、リガンドに対する親和性を有す

るアフィニティータグポリペプチドである、請求項５０に記載の融合タンパク質

。

    【請求項５４】  配列番号４８に記載の核酸に作動可能に連結された少なく

とも１つのプロモーターを含む、組換え発現構築物。

    【請求項５５】  前記プロモーターが調節プロモーターである、請求項５４

に記載の発現構築物。

    【請求項５６】  前記メソセリン関連抗原ポリペプチドが、第２核酸配列の

ポリペプチド産物を有する融合タンパク質として発現される、請求項５４に記載

の発現構築物。

    【請求項５７】  前記第２核酸配列のポリペプチド産物が酵素である、請求

項５６に記載の発現構築物。

    【請求項５８】  前記発現構築物が組換えウイルス性発現構築物である、請

求項５４に記載の組換え発現構築物。

    【請求項５９】  配列番号５４～５８のいずれか一項に記載の組換え発現構

築物を含む、宿主細胞。

    【請求項６０】  前記宿主細胞が原核生物細胞である、請求項５９に記載の

宿主細胞。

    【請求項６１】  前記宿主細胞が真核生物細胞である、請求項５９に記載の
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宿主細胞。

    【請求項６２】  組換えメソセリン関連抗原ポリペプチドを生成する方法で

あって、以下：

  請求項４８に記載の核酸配列に作動可能に連結された少なくとも１つのプロモ

ーターを含む組換え発現構築物を含む宿主細胞を培養する工程、

を包含する、方法。

    【請求項６３】  前記プロモーターが調節プロモーターである、請求項６２

に記載の方法。

    【請求項６４】  組換えメソセリン関連抗原ポリペプチドを生成する方法で

あって、以下：

  請求項５８に記載の組換えウイルス性発現構築物に感染させた宿主細胞を培養

する工程、

を包含する、方法。

    【請求項６５】  サンプル中のメソセリン関連抗原の発現を検出する方法で

あって、以下：

  （ａ）請求項４９に記載のアンチセンスオリゴヌクレオチドと、配列番号１３

に示されるアミノ酸配列を有するメソセリン関連抗原ポリペプチド、またはその

フラグメントもしくは改変体をコードする核酸配列を含むサンプルとを接触させ

る工程；および

  （ｂ）該アンチセンスオリゴヌクレオチドにハイブリダイズするメソセリン関

連抗原ポリペプチドをコードする核酸の、該サンプル中における量を検出する工

程、および、それから該サンプル中のメソセリン関連抗原の発現を検出する工程

、

を包含する、方法。

    【請求項６６】  前記アンチセンスオリゴヌクレオチドにハイブリダイズす

るメソセリン関連抗原ポリペプチドをコードする核酸の量が、ポリメラーゼ連鎖

反応を使用して決定される、請求項６５に記載の方法。

    【請求項６７】  前記アンチセンスオリゴヌクレオチドにハイブリダイズす

るメソセリン関連抗原ポリペプチドをコードする核酸の量が、ハイブリダイゼー
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ションアッセイを使用して決定される、請求項６５に記載の方法。

    【請求項６８】  前記サンプルがＲＮＡ調製物またはｃＤＮＡ調製物を含む

、請求項６５に記載の方法。



(13) 特表２００２－５３８４３４

【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （技術分野）

  本発明は、一般に、癌のような悪性状態（ｍａｌｉｇｎａｎｔ  ｃｏｎｄｉｔ

ｉｏｎ）、および特に、卵巣癌のような特定の癌の診断のための方法および組成

物に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  癌は、世界的に約４個体に１個体を冒す広範な範囲の疾患を含む。癌の有害な

影響の重篤度は軽微ではあり得ず、医療政策および医療手順ならびに社会一般に

影響を与える。多くの型の癌の特徴が、悪性細胞の急速かつ制御されない増殖で

あるため、癌へのアプローチを改善する際に重要な問題は、早期の検出および診

断の必要である。悪性状態の存在を診断するための、正確かつ確実な基準を開発

するための多くの試みがなされてきた。特に、腫瘍関連抗原として公知の、血清

学的に定義された抗原性マーカー（これは、癌細胞によって独自に発現されるか

、または悪性状態を有する被験体において顕著に高いレベルで存在するかのいず

れか）の使用に関して試みられてきた。

      【０００３】

  しかし、腫瘍関連抗原の発現の高い異質性（例えば、癌抗原の極度な多様性）

のために、癌の診断に有用なさらなる腫瘍マーカーが必要である。癌関連抗原に

反応性の多くのモノクローナル抗体が公知である（例えば、Ｐａｐｓｉｄｅｒｏ

、１９８５  Ｓｅｍｉｎ．Ｓｕｒｇ．Ｏｎｃｏｌ．１：１７１、Ａｌｌｕｍら、

１９８６  Ｓｕｒｇ．Ａｎｎ．１８：４１を参照のこと）。これらおよび記載さ

れる他のモノクローナル抗体は、糖タンパク質、糖脂質およびムチンを含む種々

の異なる癌関連抗原に結合する（例えば、Ｆｉｎｋら、１９８４  Ｐｒｏｇ．Ｃ

ｌｉｎ．Ｐａｔｈｏｌ．９：１２１；米国特許第４，７３７，５７９号；同第４

，７５３，８９４号；同第４，５７９，８２７号；同第４，７１３，３５２号を

参照のこと）。多くのこのようなモノクローナル抗体は、所定の細胞系統または

組織型起源の、他の腫瘍以外のいくつかの腫瘍において制限された発現を示す腫
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瘍関連抗原を認識する。

      【０００４】

  悪性疾患の特定の型を同定するために有用でありそうな腫瘍関連抗原の例は、

比較的わずかしかない。モノクローナル抗体Ｂ７２．３は、例えば、全てでなけ

れば大半の卵巣癌ならびに圧倒的多数の非小細胞肺癌、結腸癌および乳癌を含む

多くの異なる癌上で選択的に発現される、高分子量（＞１０6Ｄａ）の腫瘍関連

ムチン抗原に特異的に結合する（例えば、Ｊｏｈｎｓｔｏｎ、１９８７  Ａｃｔ

ａ  Ｃｙｔｏｌ．１：５３７；米国特許第４，６１２，２８２号を参照のこと）

。それにもかかわらず、腫瘍の外科的切除に続いてＢ７２．３によって認識され

る、ムチン抗原のような細胞関連腫瘍マーカーの検出は、診断スクリーニングの

ための制限された有用性を有し得、実質的な腫瘍塊の蓄積の前での悪性状態の初

期検出が好ましい。

      【０００５】

  腫瘍関連抗原について外科的に切除された検体をスクリーニングすることによ

る、癌の特定の型の診断の代替は（ここで、侵襲性の手術は、通常、蓄積された

腫瘍塊の検出の後のみに示される）、非侵襲性または最小な侵襲性手順によって

被験体から得られたサンプルにおいて、このような抗原を検出するための組成物

および方法の提供である。卵巣および他の癌において、例えば、現在では、血清

または粘膜分泌物のような容易に得られる生物学的流体のサンプル中で検出可能

な多くの可溶性腫瘍関連抗原がある。このようなマーカーの１つは、ＣＡ１２５

であり、これは血流中に流され、血清中で検出可能な、癌関連抗原である（例え

ば、Ｂａｓｔら、１９８３  Ｎ．Ｅｎｇ．Ｊ．Ｍｅｄ．３０９：８８３；Ｌｌｏ

ｙｄら、１９９７  Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃ．７１：８４２）。血清および他の生

物学的流体におけるＣＡ１２５のレベルは、卵巣および他の癌の診断および／ま

たは予後のプロフィールを提供するための試みにおいて、他のマーカー（例えば

、癌胎児抗原（ＣＥＡ）、扁平上皮癌抗原（ＳＣＣ）、組織ポリペプチド特異的

抗原（ｔｉｓｓｕｅ  ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ  ｓｐｅｃｉｆｉｃ  ａｎｔｉｇ

ｅｎ）（ＴＰＳ）、シアリルＴＮムチン（ｓｉａｌｙｌ  ＴＮ  ｍｕｃｉｎ）（

ＳＴＮ）および胎盤アルカリホスファターゼ（ＰＬＡＰ））のレベルと共に測定
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される（例えば、Ｓａｒａｎｄａｋｏｕら、１９９７  Ａｃｔａ  Ｏｎｃｏｌ．

３６：７５５；Ｓａｒａｎｄａｋｏｕら、１９９８  Ｅｕｒ．Ｊ．Ｇｙｎａｅｃ

ｏｌ．Ｏｎｃｏｌ．１９：７３；Ｍｅｉｅｒら、１９９７  Ａｎｔｉｃａｎｃ．

Ｒｅｓ．１７（４Ｂ）：２９４５；Ｋｕｄｏｈら、１９９９  Ｇｙｎｅｃｏｌ．

Ｏｂｓｔｅｔ．Ｉｎｖｅｓｔ．４７：５２；Ｉｎｄら、１９９７  Ｂｒ．Ｊ．Ｏ

ｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎａｅｃｏｌ．１０４：１０２４；Ｂｅｌｌら、１９９８  Ｂ

ｒ．Ｊ．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎａｅｃｏｌ．１０５：１１３６；Ｃｉｏｆｆｉら

、１９９７  Ｔｕｍｏｒｉ  ８３：５９４；Ｍｅｉｅｒら、１９９７  Ａｎｔｉ

ｃａｎｃ．Ｒｅｓ．１７（４Ｂ）：２９４９；Ｍｅｉｅｒら、１９９７  Ａｎｔ

ｉｃａｎｃ．Ｒｅｓ．１７（４Ｂ）：３０１９）。

      【０００６】

  しかし、単独または他の公知の指示薬との組合わせにおける血清ＣＡ１２５の

上昇したレベルは、悪性疾患または卵巣癌のような特定の悪性疾患の決定的な診

断を提供しない。例えば、腟の流体および血清における上昇したＣＡ１２５、Ｃ

ＥＡおよびＳＣＣは、良性の婦人科学的疾患における炎症に最も強く相関し、頸

部癌および生殖管癌に関連する（例えば、Ｍｏｏｒｅら、１９９８  Ｉｎｆｅｃ

ｔ．Ｄｉｓ．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎｅｃｏｌ．６：１８２；Ｓａｒａｎｄａｋｏ

ｕら、１９９７、Ａｃｔａ  Ｏｎｃｏｌ．３６：７５５）。別の例として、上昇

した血清ＣＡ１２５はまた、神経芽細胞腫に付随し得るが（例えば、Ｈｉｒｏｋ

ａｗａら、１９９８  Ｓｕｒｇ．Ｔｏｄａｙ  ２８：３４９）、とりわけ上昇し

たＣＥＡおよびＳＣＣは、結腸直腸癌に付随し得る（Ｇｅｂａｕｅｒら、１９９

７  Ａｎｔｉｃａｎｃ．Ｒｅｓ．１７（４Ｂ）：２９３９）。従って、多因子診

断スクリーニングにおいて有用なマーカーを含む、使用されるさらなるマーカー

の切実な必要が明らかである（例えば、Ｓａｒａｎｄａｋｏｕら、１９９８；Ｋ

ｕｄｏｈら、１９９９；Ｉｎｄら、１９９７を参照のこと）。

      【０００７】

  分化抗原メソセリン（ｍｅｓｏｔｈｅｌｉｎ）は、正常な中皮細胞の表面上で

、および上皮卵巣腫瘍および中皮腫を含む特定の癌細胞上でもまた発現される。

ＣＡＫ１としてもまた公知であるメソセリンは、モノクローナル抗体Ｋ－１（Ｍ
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Ａｂ  Ｋ－１）とのその反応性によって同定され、これはＯＶＣＡＲ－３卵巣癌

細胞株での免疫後に生成される（Ｃｈａｎｇら、１９９２  Ｃａｎｃ．Ｒｅｓ．

５２：１８１；Ｃｈａｎｇら、１９９２  Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃ．５０：３７３

；Ｃｈａｎｇら、１９９２  Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃ．５１：５４８；Ｃｈａｎｇ

ら、１９９６  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３：１３６；

Ｃｈｏｗｄｈｕｒｙら、１９９８  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．ＵＳＡ  ９５

：６６９）。メソセリンは、細胞膜結合のためにＣ末端グリコシルホスファチジ

ルイノシトール（ＧＰＩ）結合部位を有する約７０ｋＤａの糖タンパク質前駆体

として合成される。この前駆体は、特にタンパク質分解切断によって少なくとも

２つの成分（ｉ）メソセリンポリペプチドファミリーに属する約７０ｋＤａのＧ

ＰＩ－結合糖タンパク質前駆体のタンパク質分解によって同様に誘導される巨核

球増殖因子（ＭＰＦ）（Ｙａｍａｇｕｃｈｉら、１９９４  Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈ

ｅｍ．２９６：８０５；Ｋｏｊｉｍａら、１９９５  Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．

２７０：２１９８４）として公知の、可溶性の３１ｋＤａのポリペプチドに対し

て並外れて高い相同性を有する流れる（ｓｈｅｄ）Ｎ末端の約３１ｋＤａポリペ

プチド（Ｃｈｏｗｄｈｕｒｙら、１９９８  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃ

ｉ．ＵＳＡ  ９５：６６９）、および（ｉｉ）Ｋ－１（ＭＡｂ  Ｋ－１）認識エ

ピトープを保持する、成熟４０ｋＤａ  ＧＰＩ－結合した、細胞表面結合Ｃ末端

メソセリングリコシル化ポリペプチド（Ｃｈａｎｇら、１９９６）にプロセスさ

れる。ＭＡｂ  Ｋ－１との反応性によって規定される場合、メソセリンは、上皮

卵巣、頸部および食道の腫瘍を含む偏平上皮癌の大部分、ならびに中皮腫に存在

する（Ｃｈａｎｇら、１９９２  Ｃａｎｃ．Ｒｅｓ．５２：１８１；Ｃｈａｎｇ

ら、１９９２  Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃ．５０：３７３；Ｃｈａｎｇら、１９９２

  Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃ．５１：５４８；Ｃｈａｎｇら、１９９６  Ｐｒｏｃ．

Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３：１３６；Ｃｈｏｗｄｈｕｒｙら、１

９９８  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９５：６６９）。ＭＡ

ｂ  Ｋ－１を使用すると、メソセリンは、細胞関連腫瘍マーカーとしてのみ検出

可能であり、そして卵巣癌患者からの血清、またはＯＶＣＡＲ－３細胞によって

馴化された培地においては見出されなかった（Ｃｈａｎｇら、１９９２  Ｉｎｔ
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．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ  ５０：３７３）。従って、メソセリンは、特定の悪性状態

と相関する発現パターンにもかかわらず、初期診断スクリーニングのための有用

なマーカーを提供しそうにない。なぜなら、メソセリンの細胞関連および不溶性

の形態のみが公知の方法で検出可能であり得るからである。

      【０００８】

  本発明の組成物および方法は、可溶性形態で天然に存在するポリペプチドを検

出するために、メソセリン／ＭＰＦおよび／またはメソセリン／ＭＰＦ関連抗原

に特異的な抗体を使用して、悪性状態の存在をスクリーニングする方法を提供す

ることによって、先行技術のこれらの制限を克服し、そして他の関連する利点を

提供する。

      【０００９】

  （発明の要旨）

  本発明は、被験体における悪性状態の存在のスクリーニングにおいて有用な組

成物および方法に関する。特に、本発明は、可溶性メソセリンポリペプチド、ま

たはメソセリンポリペプチドに特異的な少なくとも１つの抗体と反応性の抗原決

定基を有し、可溶性形態で天然に存在する分子が、被験体からの生物学的サンプ

ル中で検出され得るという、予想外の知見に関する。

      【００１０】

  被験体における悪性状態の存在をスクリーニングする方法を提供することが、

本発明の１つの局面であって、この方法は、被験体由来の生物学的サンプルとメ

ソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な少なくとも１つの抗体とを、この少な

くとも１つの抗体と反応性である抗原決定基へのこの抗体の結合を検出するに十

分な条件および時間の下で接触させて、このサンプル中において可溶性形態で天

然に存在しかつこの抗原決定基を有する分子の、この生物学的サンプル中におけ

る存在を決定する工程、および、それから悪性状態の存在を検出する工程を包含

する。いくつかの実施形態において、この生物学的サンプルは血液、血清、漿液

（ｓｅｒｏｓａｌ  ｆｌｕｉｄ）、血漿、リンパ、尿、脳脊髄液、唾液、粘膜分

泌物、膣分泌物、腹水（ａｓｃｉｔｅｓ  ｆｌｕｉｄ）、胸膜液、囲心腔液（ｐ

ｅｒｉｃａｒｄｉａｌ  ｆｌｕｉｄ）、腹膜液（ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ  ｆｌｕ
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ｉｄ）、腹部液（ａｂｄｏｍｉｎａｌ  ｆｌｕｉｄ）、培養培地、馴化培養培地

または洗浄液である。

      【００１１】

  他の特定の実施形態において、メソセリン関連抗原ポリペプチドは、配列番号

１もしくは配列番号２に記載のアミノ酸配列、またはそれらのフラグメントもし

くは誘導体を有するポリペプチドを含む。別の実施形態において、メソセリン関

連抗原ポリペプチド改変体は、スプライス改変体である。

      【００１２】

  本発明の特定の実施形態において、この抗体はポリクローナル抗体を含み、そ

して他の実施形態において、抗体はアフィニティー精製された抗体を含む。特定

の好ましい実施形態において、抗体はモノクローナル抗体を含む。別の実施形態

において、抗体は組換え抗体を含み、そして別の実施形態において、抗体はキメ

ラ抗体を含む。別の実施形態において、抗体はヒト化抗体を含む。別の実施形態

において、抗体は単鎖抗体を含む。

      【００１３】

  本発明のいくつかの実施形態において、抗体の抗原決定基への結合の検出は、

放射性核種の検出を含む。他の実施形態において、抗体の抗原決定基への結合の

検出は、発蛍光団の検出を含む。別の実施形態において、抗体の抗原決定基への

結合の検出は、アビジン分子とビオチン分子との間の結合事象の検出を含み、そ

して別の実施形態において、抗体の抗原決定基への結合の検出は、ストレプトア

ビジン分子とビオチン分子との間の結合事象の検出を含む。特定の実施形態にお

いて、抗体の抗原決定基への結合の検出は、酵素反応産物の分光光度的検出を含

む。本発明のいくつかの実施形態において、少なくとも１つの抗体は検出可能に

標識され、一方、他の特定の実施形態においては、少なくとも１つの抗体は、検

出可能に標識されず、そして抗体の抗原決定基への結合の検出は間接的である。

      【００１４】

  本発明の特定の実施形態に従って、悪性状態は、腺癌、中皮腫、卵巣癌、膵臓

癌または非小細胞肺癌であり得る。

      【００１５】
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  本発明の別の局面は、被験体における悪性状態の存在をスクリーニングする方

法を提供することであって、この方法は、被験体由来の生物学的サンプルと少な

くとも１つの抗体とを、この少なくとも１つの抗体と反応性である抗原決定基へ

のこの抗体の結合を検出するに十分な条件および時間の下で接触させて、このサ

ンプル中において可溶性形態で天然に存在し、かつこの抗原決定基を有する分子

の、この生物学的サンプル中における存在を決定する工程であって、この抗体の

抗原結合部位がＯＶ５６９、ＭＡｂ  Ｋ－１、４Ｈ３、３Ｇ３または１Ａ６であ

るモノクローナル抗体の免疫特異的結合を競合的に阻害する、工程、および、そ

れから悪性状態の存在を検出する工程を包含する。

      【００１６】

  本発明の別の局面は、被験体における悪性状態の存在をスクリーニングする方

法を提供し、この方法は、被験体由来の生物学的サンプルと少なくとも１つの抗

体とを、この抗体と反応性である抗原決定基へのこの抗体の結合を検出するに十

分な条件および時間の下で接触させて、このサンプル中において可溶性形態で天

然に存在し、かつこの抗原決定基を有する分子の、この生物学的サンプル中にお

ける存在を決定する工程であって、この抗体の抗原結合部位がモノクローナル抗

体ＯＶ５６９の免疫特異的結合を競合的に阻害する、工程、および、それから悪

性状態の存在を検出する工程を包含する。

      【００１７】

  本発明のさらに別の局面は、被験体における悪性状態の存在をスクリーニング

する方法を提供し、この方法は、被験体由来の生物学的サンプルとヒトメソセリ

ン関連抗原ポリペプチドに特異的な少なくとも１つの抗体とを、この抗体と反応

性である抗原決定基へのこの少なくとも１つの抗体の結合を検出するに十分な条

件および時間の下で接触させて、このサンプル中において可溶性形態で天然に存

在し、かつこの抗原決定基を有する分子の、この生物学的サンプル中における存

在を決定する工程であって、この少なくとも１つの抗体は、メソセリン関連抗原

に免疫特異的に結合する、工程、および、それから悪性状態の存在を検出する工

程を包含する。特定の実施形態において、メソセリン関連抗原はまた、モノクロ

ーナル抗体ＭＡｂ  Ｋ－１と免疫特異的に反応性である。



(20) 特表２００２－５３８４３４

      【００１８】

  別の局面について、本発明は、被験体における悪性状態の存在をスクリーニン

グする方法を提供し、この方法は、被験体由来の生物学的サンプルとヒトメソセ

リン関連抗原ポリペプチドに特異的な少なくとも１つの抗体とを、この少なくと

も１つの抗体と反応性である抗原決定基へのこの抗体の結合を検出するに十分な

条件および時間の下で接触させて、このサンプル中において可溶性形態で天然に

存在し、かつこの抗原決定基を有する分子の、この生物学的サンプル中における

存在を決定する工程であって、この抗体の抗原結合部位がＯＶ５６９、ＭＡｂ  

Ｋ－１、４Ｈ３、３Ｇ３または１Ａ６であるモノクローナル抗体の免疫特異的結

合を競合的に阻害する工程であって、この少なくとも１つの抗体は、メソセリン

関連抗原に免疫特異的に結合する、工程、および、それから悪性状態の存在を検

出する工程を包含する。特定の実施形態において、メソセリン関連抗原はまた、

モノクローナル抗体ＭＡｂ  Ｋ－１に免疫特異的に反応性である。

      【００１９】

  別の局面について、本発明は、被験体における悪性状態の存在をスクリーニン

グする方法を提供し、この方法は、被験体由来の生物学的サンプルとメソセリン

関連抗原ポリペプチドに特異的な固定された少なくとも１つの第１抗体とを、こ

の固定された少なくとも１つの第１抗体をこのメソセリン関連抗原ポリペプチド

へと特異的に結合させるに十分な条件および時間の下で接触させ、それにより免

疫複合体を形成して、このサンプル中において可溶性形態で天然に存在する分子

の、この生物学的サンプル中における存在を決定する工程；この固定された少な

くとも１つの第１抗体に特異的に結合しない、このサンプル中の成分を除去する

工程；およびこの免疫複合体とメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な少な

くとも１つの第２抗体とを、このメソセリン関連抗原ポリペプチドへのこの少な

くとも１つの第２抗体の特異的結合を検出するに十分な条件および時間の下で接

触させる工程であって、この少なくとも１つの第２抗体の抗原結合部位は、この

固定された少なくとも１つの第１抗体の抗原結合部位を競合的に阻害しない、工

程、および、それから悪性状態の存在を検出する工程を包含する。

      【００２０】
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  さらに別の局面において、本発明は、被験体における悪性状態の存在をスクリ

ーニングする方法を提供し、この方法は、被験体由来の生物学的サンプルとメソ

セリン関連抗原ポリペプチドに特異的な固定された少なくとも１つの第１抗体と

を、この固定された少なくとも１つの第１抗体をこのメソセリン関連抗原ポリペ

プチドへと特異的に結合させるに十分な条件および時間の下で接触させ、それに

より免疫複合体を形成して、このサンプル中において可溶性形態で天然に存在す

る分子の、この生物学的サンプル中における存在を決定する工程であって、この

少なくとも１つの第１抗体の抗原結合部位は、モノクローナル抗体ＯＶ５６９の

免疫特異的結合を競合的に阻害する、工程；この固定された少なくとも１つの第

１抗体に特異的に結合しない、このサンプル中の成分を除去する工程；およびこ

の免疫複合体とメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な少なくとも１つの第

２抗体とを、このメソセリン関連抗原ポリペプチドへのこの少なくとも１つの第

２抗体の特異的結合を検出するに十分な条件および時間の下で接触させる工程で

あって、この少なくとも１つの第２抗体の抗原結合部位は、モノクローナル抗体

ＯＶ５６９の免疫特異的結合を競合的に阻害しない、工程、および、それから悪

性状態の存在を検出する工程を包含する。

      【００２１】

  別の局面において、本発明は、被験体における悪性状態の存在をスクリーニン

グする方法を提供し、この方法は、被験体由来の生物学的サンプルとメソセリン

関連抗原ポリペプチドに特異的な固定された少なくとも１つの第１抗体とを、こ

の固定された少なくとも１つの第１抗体をこのメソセリン関連抗原ポリペプチド

へと特異的に結合させるに十分な条件および時間の下で接触させ、それにより免

疫複合体を形成して、このサンプル中において可溶性形態で天然に存在する分子

の、この生物学的サンプル中における存在を決定する工程であって、この少なく

とも１つの第１抗体の抗原結合部位は、モノクローナル抗体ＭＡｂ  Ｋ－１の免

疫特異的結合を競合的に阻害する、工程；この固定された少なくとも１つの第１

抗体に特異的に結合しない、このサンプル中の成分を除去する工程；およびこの

免疫複合体とメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な少なくとも１つの第２

抗体とを、このメソセリン関連抗原ポリペプチドへのこの少なくとも１つの第２
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抗体の特異的結合を検出するに十分な条件および時間の下で接触させる工程であ

って、この少なくとも１つの第２抗体の抗原結合部位は、モノクローナル抗体Ｍ

Ａｂ  Ｋ－１の免疫特異的結合を競合的に阻害しない、工程、および、それから

悪性状態の存在を検出する工程を包含する。

      【００２２】

  特定の実施形態において、本発明の方法は、悪性状態の少なくとも１つの可溶

性マーカーの、サンプル中における存在を決定する工程（ここで、このマーカー

は、癌胎児抗原、ＣＡ１２５、シアリルＴＮ、扁平上皮癌抗原、組織ペプチド抗

原または胎盤アルカリホスファターゼである）をさらに包含する。

      【００２３】

  本発明のさらなる別の局面は、被験体における悪性状態の存在をスクリーニン

グする方法を提供することであって、この方法は、（ｉ）悪性状態を有すると疑

われる第１被験体由来の第１生物学的サンプル、および（ｉｉ）悪性状態を有さ

ないことが既知の第２被験体由来の第２生物学的サンプルの各々とメソセリン関

連抗原ポリペプチドに特異的な少なくとも１つの抗体とを、この少なくとも１つ

の抗体と反応性である抗原決定基へのこの抗体の結合を検出するに十分な条件お

よび時間の下で接触させて、このサンプル中において可溶性形態で天然に存在し

、かつこの抗原決定基を有する分子の、この第１生物学的サンプルおよびこの第

２生物学的サンプルの各々における存在を決定する工程、ならびにこの第２生物

学的サンプル中のこの抗原決定基へのこの抗体の検出可能な結合のレベルに対し

て、この第１生物学的サンプル中のこの抗原決定基へのこの抗体の検出可能な結

合のレベルを比較する工程、ならびにそれから悪性状態の存在を検出する工程を

包含する。

      【００２４】

  別の局面において、本発明は、メソセリン関連抗原ポリペプチドに免疫特異的

に結合する抗体の存在を、被験体からの生物学的サンプル中で検出する工程を包

含する、被験体の悪性状態の存在をスクリーニングする方法を提供する。特定の

実施形態において、メソセリン関連抗原ポリペプチドは、配列番号１または配列

番号２あるいは配列番号１３のアミノ酸配列を有するポリペプチドを含む。
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      【００２５】

  別の実施形態について、本発明は、モノクローナル抗体ＭＡｂ  Ｋ－１の、メ

ソセリンポリペプチドへの免疫特異的結合を競合的に阻害せず、そしてメソセリ

ン関連抗原ポリペプチド（配列番号１または配列番号２あるいは配列番号１３に

記載のアミノ酸配列を含む）に特異的結合するモノクローナル免疫グロブリン可

変領域を含む、ヒトメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な抗体を提供する

。特定の実施形態において、抗体は融合タンパク質であり、他の特定の実施形態

において、抗体は単鎖抗体である。他の特定の実施形態において、メソセリン関

連抗原ポリペプチドは、グリコシル化メソセリンポリペプチドをさらに含む。別

の実施形態において、メソセリン関連抗原ポリペプチドは、約４２～４５キロダ

ルトンの見かけ上の分子量を有する。特定の実施形態において、抗体は、モノク

ローナル抗体ＯＶ５６９、４Ｈ３、３Ｇ３または１Ａ６である。

      【００２６】

  さらに別の局面において、本発明は、サンプル中に可溶性形態で天然に存在す

る抗体のメソセリン関連抗原ポリペプチドへの結合を検出するのに十分な条件お

よび時間で、検出可能に標識されたメソセリン関連抗原ポリペプチドを、被験体

からの生物学的サンプルに接触させる工程、ならびに、それから悪性状態の存在

を検出する工程を包含する、被験体における悪性状態の存在をスクリーニングす

る方法を提供する。

      【００２７】

  別の局面について、本発明は、メソセリン関連抗原ポリペプチド（このポリペ

プチドは、配列番号１または配列番号２または配列番号１３に記載のアミノ酸配

列を含む）をコードする核酸分子、あるいは中程度にストリンジェントな条件下

でメソセリン関連抗原をコードするこのような核酸分子にハイブリダイズし得、

メソセリン関連抗原ポリペプチドをコードする核酸分子である、単離された核酸

分子を提供し、ここで、この単離された核酸分子は、配列番号１５に記載のヌク

レオチド配列、配列番号１６に記載のヌクレオチド配列、配列番号１７に記載の

ヌクレオチド配列、または配列番号１８に記載のヌクレオチド配列からなる核酸

分子ではない。特定の実施形態において、本発明は、メソセリン関連抗原ポリペ
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プチドをコードする核酸分子に相補的な、少なくとも１５個の連続したヌクレオ

チドを含むアンチセンスオリゴヌクレオチドを提供する。

      【００２８】

  他の実施形態において、本発明は、メソセリン関連抗原ポリペプチドに融合し

たポリペプチド配列を含む、融合タンパク質を提供する。さらなる特定の実施形

態において、ポリペプチドは、酵素またはその改変体もしくはフラグメントであ

る。さらなる特定の実施形態において、メソセリン関連抗原ポリペプチドに融合

したポリペプチド配列は、プロテアーゼによって切断可能である。別の実施形態

において、このポリペプチド配列は、リガンドに対して親和性を有するアフィニ

ティータグポリペプチドである。

      【００２９】

  別の実施形態において、本発明は、上記のようなメソセリン関連抗原ポリペプ

チドをコードする核酸分子に作動可能に連結された、少なくとも１つのプロモー

ターを含む組換え発現構築物を提供する。特定の実施形態において、このプロモ

ーターは、調節プロモーター（ｒｅｇｕｌａｔｅｄ  ｐｒｏｍｏｔｅｒ）であり

、そして特定の他の実施形態において、このメソセリン関連抗原ポリペプチドは

、第２核酸配列のポリペプチド産物と融合タンパク質として発現される。さらな

る実施形態において、第２核酸配列のポリペプチド産物は、酵素である。別の実

施形態において、この発現構築物は、組換えウイルス性発現構築物である。他の

実施形態に従って、本発明は、本明細書中に提供されるような組換え発現構築物

を含む宿主細胞を提供する。１つの実施形態において、この宿主細胞は、原核生

物細胞であり、そして別の実施形態において、この宿主細胞は、真核生物細胞で

ある。

      【００３０】

  別の局面において、本発明は、組換えメソセリン関連抗原ポリペプチドを生成

する方法を提供し、この方法は、本明細書中に提供されるようなメソセリン関連

抗原ポリペプチドをコードする核酸分子に作動可能に連結された、少なくとも１

つのプロモーターを含む組換え発現構築物を含む宿主細胞を培養することによる

。特定の実施形態において、このプロモーターは、調節プロモーターである。別
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の実施形態において、本発明は、組換えメソセリン関連抗原ポリペプチドを生成

する方法を提供し、この方法は、組換えメソセリン関連抗原ポリペプチドの発現

のために本明細書中に提供されたような、組換えウイルス性発現構築物で感染さ

れた宿主細胞を培養することによる。

      【００３１】

  別の実施形態において本発明はまた、サンプル中のメソセリン関連抗原の発現

を検出する方法を提供し、この方法は、上記のようなアンチセンスオリゴヌクレ

オチドを、配列番号１３に示されるアミノ酸配列を有するメソセリン関連抗原ポ

リペプチドをコードする核酸配列、またはそのフラグメントもしくは改変体を含

むサンプルと接触させる工程；および、サンプル中でアンチセンスオリゴヌクレ

オチドにハイブリダイズする、メソセリン関連抗原ポリペプチドをコードする核

酸の量を検出し、そしてこれからサンプル中のメソセリン関連抗原の発現を検出

する工程による。別の実施形態において、アンチセンスオリゴヌクレオチドにハ

イブリダイズする、メソセリン関連抗原ポリペプチドをコードする核酸の量は、

ポリメラーゼ連鎖反応を用いて測定される。別の実施形態において、アンチセン

スオリゴヌクレオチドにハイブリダイズするメソセリン関連抗原ポリペプチドを

コードする核酸の量は、ハイブリダイゼーションアッセイを用いて測定される。

別の実施形態において、このサンプルは、ＲＮＡ調製物またはｃＤＮＡ調製物を

含む。

      【００３２】

  本発明のこれらの局面および他の局面は、以下の詳細な説明および添付される

図面の参照することによって、明らかになる。さらに、種々の参考文献が本明細

書中に示され、これは、本発明の特定の局面をより詳細に記載し、従ってその全

体が参考として援用される。

      【００３３】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、メソセリンポリペプチドとして本明細書中に参照される特定の遺伝

子産物の可溶性形態が被験体中に天然に生じるという予期しない発見に一部関連

し、これには、特定の癌を有する被験体中の増大したレベルのそのような可溶性
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メソセリンポリペプチドを含む。従って本発明は、そのような可溶性メソセリン

ポリペプチドの特異的な検出によって、被験体における悪性状態を検出および診

断するための有用な組成物および方法を提供する。

      【００３４】

  以下に詳述するように、本発明の特定の実施形態は、ヒトメソセリンポリペプ

チドに関し、ヒトメソセリンポリペプチドは、本明細書中に記載の新規可溶性メ

ソセリン関連抗原（ｍｅｓｏｔｈｅｌｉｎ  ｒｅｌａｔｅｄ  ａｎｔｉｇｅｎ）

（ＭＲＡ）ポリペプチドのようなポリペプチドを含み、そしてまた、メソセリン

の細胞表面関連タンパク質（Ｃｈａｎｇら、１９９６  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３：１３６）および巨核球増殖因子（ｍｅｇａｋａｒ

ｙｏｃｙｔｅ  ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｎｇ  ｆａｃｔｏｒ）（ＭＰＦ）前駆体の

膜結合タンパク質（Ｋｏｊｉｍａら、１９９５  Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７

０：２１９８４）を含む。特定の他の実施形態において、本発明は、ＭＲＡポリ

ペプチドのフラグメント、誘導体および／またはアナログに関する。簡単に言う

と、本発明の特定の実施形態に従って、被験体由来の生物学的サンプルをヒトメ

ソセリンポリペプチドに特異的な抗体と接触させることによって、被験体におけ

る悪性状態の存在をスクリーニングする方法が提供される。ＭＲＡの完全アミノ

酸配列および完全核酸コード配列が、本明細書中に開示され、これには、ポリＡ

＋ＲＮＡから誘導される核酸分子でありかつＭＲＡをコードする核酸分子が終止

コドンを欠くという驚くべき知見が含まれる。メソセリン（Ｃｈａｎｇら、１９

９６）およびＭＰＦ（Ｋｏｊｉｍａら、１９９５）の完全アミノ酸配列および完

全核酸コード配列は、公知であり、これには、ＭＲＡを含む本明細書中に使用さ

れるようなメソセリンポリペプチドに対応するこれらの配列の部分が含まれる。

      【００３５】

  種々のヒト腫瘍細胞株の細胞質ならびに表面上におけるメソセリンポリペプチ

ドの発現は、公知である（例えば、Ｃｈａｎｇら、１９９６；Ｋｏｊｉｍａら、

１９９５；およびその中に引用される参考文献を参照のこと）。このことは、本

明細書中に記載されるように、メソセリンポリペプチドに対して特異的な抗体を

生成するための免疫原としてのそのような細胞の使用を可能にする。ヒトメソセ
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リンポリペプチドを特異的に認識するモノクローナル抗体が報告され、そして入

手可能である（Ｃｈａｎｇら、１９９６；Ｃｈａｎｇら、１９９２  Ｉｎｔ．Ｊ

．Ｃａｎｃｅｒ  ５０：３７３）。あるいは、当業者は、当該分野で周知の方法

論を伴う本発明の技術を使用して、慣用的そして過度の実験を伴わずに、メソセ

リンポリペプチド特異的抗体生成のために宿主を免疫し得、そしてスクリーニン

グし得る。例えば、免疫原として使用され得る特定の腫瘍細胞は、メソセリンポ

リペプチドを発現することが公知であり（例えば、Ｃｈａｎｇら、１９９６；Ｋ

ｏｊｉｍａら、１９９５；およびその中に引用される参考文献を参照のこと）、

そして候補免疫原性細胞株におけるメソセリンポリペプチドの発現の測定は、本

明細書中に提供されるメソセリンポリペプチドの特徴付けおよび／または報告さ

れるような（例えば、Ｃｈａｎｇら（１９９６）およびＫｏｊｉｍａら（１９９

５））メソセリンポリペプチドをコードするヌクレオチド配列の検出可能な発現

に基づいて達成され得る。

      【００３６】

  本明細書中に開示される可溶性メソセリンポリペプチドの物理化学的特性およ

び免疫化学的特性から、そしてメソセリン関連抗原（ＭＲＡ）であるメソセリン

ポリペプチドファミリーのメンバーをコードする本明細書中に開示される核酸配

列を用いて、または必要に応じて他のメソセリンポリペプチド（例えば、メソセ

リンまたはＭＰＦ）をコードするヌクレオチド配列の報告された特性を使用して

、当業者はまた、周知の方法論に従って、特異的抗体を生成かつ特徴付けるため

に使用され得る組換えメソセリンポリペプチドを調製し得る。メソセリンポリペ

プチドは、適切なプロモーターの制御下で、哺乳動物細胞、酵母、細菌または他

の細胞において発現し得る。無細胞翻訳系はまた、引用される参考文献のメソセ

リンポリペプチドＤＮＡコード領域（Ｃｈａｎｇら、１９９６；Ｋｏｊｉｍａら

、１９９５）からか、または本明細書中に開示されるＭＲＡコード化核酸配列か

ら誘導されるＲＮＡを用いて、そのようなタンパク質を生成するために使用され

得るか、あるいは本明細書中に提供されるＭＲＡアミノ酸配列から推定され得る

ようなタンパク質を生成するために使用され得る。原核生物宿主および真核生物

宿主を用いる使用のための適切なクローニングベクターおよび発現ベクターは、
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Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａ

ｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，第２版，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ

Ｙ（１９８９）によって記載される。本発明の好ましい実施形態において、メソ

セリンポリペプチドは、哺乳動物細胞で発現される。

      【００３７】

  本発明の核酸は、ＲＮＡの形態であり得るかまたはＤＮＡの形態であり得、こ

のＤＮＡは、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡおよび合成ＤＮＡを含む。ＤＮＡは、二本

鎖または一本鎖であり得、そして一本鎖の場合、このＤＮＡはコード鎖または非

コード（アンチセンス）鎖であり得る。本発明に従う使用のためのＭＲＡポリペ

プチドをコードするコード配列は、配列番号３または配列番号４に提供されるコ

ード配列に同一であり得るか、あるいは異なるコード配列（これは遺伝子暗号の

重複性または縮重の結果として、例えばｃＤＮＡ配列番号３および４と同じＭＲ

Ａポリペプチドをコードする）であり得る。従って、本発明は、配列番号１また

は２のアミノ酸配列を有するメソセリン関連抗原ポリペプチドをコードする単離

された核酸分子、またはそのようなＭＲＡポリペプチドをコードする核酸にハイ

ブリダイズし得る核酸分子もしくはそれに相補的な配列を有する核酸配列。

      【００３８】

  改変体は、天然のメソセリン関連抗原ポリペプチドをコードするポリヌクレオ

チド配列もしくはその部分（例えば、配列番号３および４に示される核酸配列な

ど）に対して、好ましくは少なくとも約７０％同一性、より好ましくは少なくと

も約８０％同一性、そして最も好ましくは少なくとも約９０％同一性を示す。パ

ーセント同一性は、当業者に周知のコンピューターアルゴリズム（例えば、Ａｌ

ｉｇｎまたはＢＬＡＳＴアルゴリズム（Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ

ｌ．２１９：５５５－５６５，１９９１；ＨｅｎｉｋｏｆｆおよびＨｅｎｉｋｏ

ｆｆ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８９：１０９１５－１０

９１９、１９９２；これは、ＮＣＢＩウェブサイト（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ／ｎ

ｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ＢＬＡＳＴ）で入手可能で

ある）を使用して配列を比較することによって、容易に決定され得る。デフォル

トパラメーターを使用し得る。
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      【００３９】

  特定の改変体は、天然の遺伝子に実質的に相同性である。そのようなポリヌク

レオチド改変体は、中程度にストリンジェントな条件下で、天然のメソセリン関

連抗原をコードする天然に存在するＤＮＡまたはＲＮＡ配列（またはその相補配

列）にハイブリダイズし得る。適切な中程度にストリンジェントな条件としては

、例えば、以下の工程またはそれらの等価な工程が挙げられる；５×ＳＳＣ（０

．５％  ＳＤＳ、１．０ｍＭ  ＥＤＴＡ（ｐＨ  ８．０）溶液中での前洗浄；５

０～６５℃で一晩５×ＳＳＣでハイブリダイゼーション；続いて６５℃において

、２×、０．５×および０．２×ＳＳＣ（０．１％  ＳＤＳを含む）の各々で、

２０分間２回ずつの洗浄。さらなるストリンジェンシーのために、条件としては

、例えば６０℃で１５分間、０．１×ＳＳＣおよび０．１％ＳＤＳで洗浄するか

、またはその等価な条件が挙げられ得る。当業者は、適切にストリンジェントな

ハイブリダイゼーション条件（これは、目的の特定の核酸に対していくらか選択

的である）を生成するための慣用的な事項として変更され得るパラメーターを容

易に理解し、そしてさらに、そのような条件が、特に、例えば配列番号３および

４（これらは、それぞれ、メソセリン関連抗原ポリペプチドＭＲＡ－１およびＭ

ＲＡ－２をコードする）として本明細書中に開示される核酸配列のような、ハイ

ブリダイゼーションに関与する特定の核酸配列の機能であり得ることを理解する

。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，１

９９５（核酸ハイブリダイゼーション条件の選択に関して）もまた参照のこと。

      【００４０】

  ＭＲＡポリペプチド（例えば、配列番号１～２のアミノ酸配列を有するヒトＭ

ＲＡポリペプチドまたは本発明に従う用途のための任意の他のＭＲＡポリペプチ

ド）をコードする核酸としては、以下が挙げられ得るが、これらに限定されない

：ＭＲＡポリペプチドのコード配列のみ；ＭＲＡポリペプチドのコード配列およ

びさらなるコード配列；ＭＲＡポリペプチドのコード配列（および必要に応じて

さらなるコード配列）ならびに非コード配列（例えば、ＭＲＡポリペプチドのコ

ード配列のイントロンまたは非コード配列５’および／もしくは３’（これは、
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例えば、調節されるかまたは調節され得るプロモーター、エンハンサー、他の転

写調節配列、リプレッサー結合配列、翻訳調節配列または任意の他の調節核酸配

列であり得る、１つ以上の調節核酸配列をさらに含むが、これらに限定されない

））。従って、用語「ＭＲＡポリペプチドをコードする核酸」とは、ポリペプチ

ドのコード配列のみを含む核酸ならびにさらなるコード配列および／または非コ

ード配列を含む核酸を含む。

      【００４１】

  本発明はさらに、本明細書中に記載される核酸の改変体に関し、この核酸は、

ＭＲＡポリペプチド（例えば、配列番号１および２の推定アミノ酸配列を有する

ヒトＭＲＡポリペプチド）のフラグメント、アナログおよび誘導体をコードする

。ＭＲＡをコードする核酸の改変体は、核酸の天然に存在する対立遺伝子改変体

または天然に存在しない改変体であり得る。当該分野において公知のように、改

変体は、１つ以上のヌクレオチドの置換、欠失または付加（これらのいずれも、

コードされたＭＲＡポリペプチドの機能を実質的に変化させない）を少なくとも

１つ有し得る核酸配列の代替形態（ａｌｔｅｒｎａｔ  ｆｏｒｍ）である。従っ

て、例えば、本発明は、配列番号１および２に示されるＭＲＡポリペプチドと同

じＭＲＡポリペプチドをコードする核酸、ならびにそのような核酸の改変体（こ

の改変体は、配列番号１または２の任意のポリペプチドのフラグメント、誘導体

またはアナログをコードし得る）を含む。

      【００４２】

  ＭＲＡの改変体および誘導体は、ＭＲＡポリペプチドをコードするヌクレオチ

ド配列の変異によって得られ得る。天然アミノ酸配列の改変は、任意の多数の従

来法によって達成され得る。変異は、変異配列を含むオリゴヌクレオチドを合成

することによって特定の座位に導入され得、天然配列のフラグメントに対する連

結を可能にする制限部位が隣接する。連結の後、生じた再構成された配列は、所

望のアミノ酸挿入、置換または欠失を有するアナログをコードする。

      【００４３】

  あるいは、オリゴヌクレオチド指向性部位特異的突然変異手順が使用され、改

変された遺伝子が得られ得、ここで、予め決定されたコドンは、置換、欠失また
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は挿入によって改変され得る。そのような改変を作製する例示的な方法は、以下

によって開示される：Ｗａｌｄｅｒら（Ｇｅｎｅ  ４２：１３３、１９８６）；

Ｂａｕｅｒら（Ｇｅｎｅ  ３７：７３、１９８５）；Ｃｒａｉｋ（ＢｉｏＴｅｃ

ｈｎｉｑｕｅｓ，１９８５年１月，１２－１９）；Ｓｍｉｔｈら（Ｇｅｎｅｔｉ

ｃ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｍｅｔｈｏｄｓ

，Ｐｌｅｎｕｍ  Ｐｒｅｓｓ、１９８１）；Ｋｕｎｋｅｌ（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ

．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８２：４８８、１９８５）；Ｋｕｎｋｅｌら（Ｍ

ｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５４：３６７、１９８７）；ならびに

米国特許第４，５１８，５８４号および同第４，７３７，４６２号。

      【００４４】

  ＭＲＡポリペプチドまたはその改変体もしくはフラグメントをコードする核酸

配列に特異的な、アンチセンスオリゴヌクレオチドおよびリボザイムを含むアン

チセンス因子としての使用のための核酸分子の同定；ならびに遺伝子治療のため

の標的化された送達のためのＭＲＡ遺伝子をコードするＤＮＡオリゴヌクレオチ

ドの同定は、当該分野において周知の方法を含む。例えば、そのようなオリゴヌ

クレオチドの所望の特性、長さおよび他の特徴が周知である。特定の好ましい実

施形態において、そのようなアンチセンスオリゴヌクレオチドは、本明細書中に

提供されるようなＭＲＡポリペプチドをコードする単離された核酸分子に相補的

な、少なくとも１５個連続したヌクレオチドを含む。アンセンスオリゴヌクレオ

チドは、代表的に、ホスホロチオエート、メチルホスホネート、スルホン、サル

フェート、ケチル、ホスホロジチオエート、ホスホロアミデート、ホスフェート

エステル、および他のそのような連結のような連結を用いることによって、内因

性ヌクレオチド分解性（ｎｕｃｌｅｏｌｙｔｉｃ）酵素による分解に耐性である

ように設計される（例えば、Ａｇｒｗａｌら、Ｔｅｔｒｅｈｅｄｒｏｎ  Ｌｅｔ

ｔ．２８：３５３９－３５４２（１９８７）；Ｍｉｌｌｅｒら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈ

ｅｍ．Ｓｏｃ．９３：６６５７－６６６５（１９７１）；Ｓｔｅｃら、Ｔｅｔｒ

ｅｈｅｄｒｏｎ  Ｌｅｔｔ．２６：２１９１－２１９４（１９８５）；Ｍｏｏｄ

ｙら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１２：４７６９－４７８２（１９８９）

；Ｕｚｎａｎｓｋｉら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．（１９８９）；Ｌｅｔ
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ｓｉｎｇｅｒら、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ  ４０：１３７－１４３（１９８４）

；Ｅｃｋｓｔｅｉｎ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５４：３６７－４０

２（１９８５）；Ｅｃｋｓｔｅｉｎ，Ｔｒｅｎｄｓ  Ｂｉｏｌ．Ｓｃｉ．１４：

９７－１００（１９８９）；Ｓｔｅｉｎ：Ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔ

ｉｄｅｓ．Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ  Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ  ｏｆ  Ｇｅｎｅ  Ｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ｃｏｈｅｎ編、Ｍａｃｍｉｌｌａｎ  Ｐｒｅｓｓ，Ｌｏｎｄ

ｏｎ、９７－１１７頁（１９８９）；Ｊａｇｅｒら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

２７：７２３７－７２４６（１９８８）を参照のこと）。

      【００４５】

  アンチセンスヌクレオチドは、ｍＲＮＡまたはＤＮＡのような核酸に配列特異

的な様式で結合するオリゴヌクレオチドである。相補配列を有するｍＲＮＡに結

合する場合、アンチセンスは、ｍＲＮＡの翻訳を阻害する（例えば、米国特許第

５，１６８，０５３号（Ａｌｔｍａｎら）；米国特許第５，１９０，９３１号（

Ｉｎｏｕｙｅ）、米国特許第５，１３５，９１７号（Ｂｕｒｃｈ）；米国特許第

５，０８７，６１７号（Ｓｍｉｔｈ）およびＣｌｕｓｅｌら（１９９３）Ｎｕｃ

ｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２１：３４０５－３４１１（これは、亜鈴状アンチセ

ンスオリゴヌクレオチドを記載する）を参照のこと）。三重鎖分子は、二本鎖Ｄ

ＮＡに結合する一本鎖ＤＮＡ鎖が、共直線性の三重鎖分子を形成することをいい

、これによって転写が阻害される（例えば、米国特許第５，１７６，９９６号（

Ｈｏｇａｎら）を参照し、これは、二重鎖ＤＮＡ上の標的部位に結合する合成オ

リゴヌクレオチドを作製するための方法を記載する）。

      【００４６】

  本発明のこの実施形態によって、特に有用なアンチセンスヌクレオチドおよび

三重鎖分子は、ＭＲＡポリペプチドをコードするｍＲＮＡの翻訳阻害が効果的で

あるように、ＭＲＡポリペプチドをコードするＤＮＡまたはｍＲＮＡのセンス鎖

に相補的であるか、またはこれらに結合する分子である。

      【００４７】

  リボザイムは、ｍＲＮＡのようなＲＮＡ基質を特異的に切断するＲＮＡ分子で

あり、細胞性遺伝子発現の特定の阻害または妨害を生じる。ＲＮＡ鎖の切断およ
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び／または連結に関与する、少なくとも５つの公知のリボザイムクラスが存在す

る。リボザイムは、任意のＲＮＡ転写物へ標的にされ得、そしてその転写物を触

媒的に切断し得る（例えば、米国特許第５，２７２，２６２号；米国特許第５，

１４４，０１９号；および米国特許第５，１６８，０５３号、同第５，１８０，

８１８号、同第５，１１６，７４２号、同第５，０９３，２４６号（Ｃｅｃｈら

）を参照のこと）。本発明の特定の実施形態によって、任意のそのようなＭＲＡ

  ｍＲＮＡ特異的リボザイム、またはそのようなリボザイムをコードする核酸が

、宿主細胞に送達され、ＭＲＡ遺伝子発現の阻害に影響を与え得る。従って、リ

ボザイムなどは、真核生物プロモーター（例えば、真核性ウイルスプロモーター

）に連結されたリボザイムをコードするＤＮＡによって宿主細胞に送達され得、

その結果、核への導入の際にリボザイムは直接転写される。

      【００４８】

  アミノ酸残基もしくは配列の種々の付加または置換、あるいは生物学的活性に

必要でない、末端残基もしくは内部残基または末端配列もしくは内部配列の欠失

をコードする等価なＤＮＡ構築物がまた、本発明によって含まれる。例えば、生

物学的活性に重要でないＣｙｓ残基をコードする配列は、変更され得、欠失され

るかまたは他のアミノ酸と置換されるＣｙｓ残基を生じ、これによって再生にお

ける不正確な分子内ジスルフィド架橋の形成を回避する。他の等価体は、隣接の

二塩基性アミノ酸残基の改変によって調製され得、ＫＥＸ２プロテアーゼ活性が

存在する酵母系において発現を増強する。ＥＰ２１２，９１４は、タンパク質に

おけるＫＥＸ２プロテアーゼプロセシング部位を不活性化するための、部位特異

的突然変異の使用を開示する。ＫＥＸ２プロテアーゼプロセシング部位は、隣接

の塩基性残基の出現を排除するために、Ａｒｇ－Ａｒｇ、Ａｒｇ－Ｌｙｓおよび

Ｌｙｓ－Ａｒｇ対を変化するための残基の欠失、付加または置換によって不活性

化する。Ｌｙｓ－Ｌｙｓ対は、ＫＥＸ２切断に対してかなり感受性ではなく、そ

してＡｒｇ－ＬｙｓまたはＬｙｓ－ＡｒｇのＬｙｓ－Ｌｙｓへの変換は、ＫＥＸ

２部位における不活性化に対する、保存的かつ好ましいアプローチを表す。

      【００４９】

  適切なＤＮＡ配列は、種々の手順によって、選択された宿主細胞に対して適切
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な任意の多数の周知のベクターへ、挿入され得る。一般的に、このＤＮＡ配列は

、当該分野において公知の手順によって適切な制限エンドヌクレアーゼ部位に挿

入される。酵素学的反応（ＤＮＡリガーゼ、ＤＮＡポリメラーゼ、制限エンドヌ

クレアーゼなどを含む）のための、クローニング、ＤＮＡ単離、増幅および精製

に関する標準的な技術ならびに種々の分離技術は、当業者によって公知かつ通常

使用される技術である。多くの標準的な技術は、例えばＡｕｓｕｂｅｌら（１９

９３  Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉ

ｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌ．Ａｓｓｏｃ．Ｉｎｃ．＆Ｊｏｈｎ  Ｗｉ

ｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ）；Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１

９８９  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎ

ｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ，ＮＹ）；およ

び他の箇所に記載される。

      【００５０】

  哺乳動物発現系の例としては、Ｇｌｕｚｍａｎ、Ｃｅｌｌ  ２３：１７５（１

９８１）によって記載されるサル腎臓線維芽細胞のＣＯＳ－７株、および適合性

のベクターを発現し得る他の細胞株（例えば、Ｃ１２７、３Ｔ３、ＣＨＯ、Ｈｅ

ＬａおよびＢＨＫ細胞株）が挙げられる。哺乳動物発現ベクターは、複製起点、

適切なプロモーターおよびエンハンサー、ならびに任意の必要なリボソーム結合

部位、ポリアデニル化部位、スプライスドナーおよびアクセプター部位、転写終

止配列、および５’隣接非転写領域も含む。例えば、Ｓ４０スプライス部位およ

びポリアデニル化部位から誘導されるＤＮＡ配列が使用され、必要とされる非転

写遺伝子エレメントが得られ得る。宿主細胞ヘの構築物の導入は、当業者に精通

される種々の方法によって効果的にされ得、この方法としては、例えば、リン酸

カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－Ｄｅｘｔｒａｎ媒介トランスフェ

クションまたはエレクトロポレーションが挙げられるが、これらに限定されない

（Ｄａｖｉｓら、１９８６  Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ）。

      【００５１】

  本発明はさらに、ＭＲＡ、メソセリン関連抗原ポリペプチドおよび特に悪性状
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態を検出するための方法に関する。好ましい実施形態において、悪性腫瘍は、ヒ

トメソセリンポリペプチドに特異的な少なくとも１つの抗体と反応性の抗原決定

基を有する天然に存在する可溶性分子の、生物学的サンプル中における存在を測

定することによって検出される。別の好ましい実施形態において、悪性腫瘍は、

少なくとも１つの天然に存在するＭＲＡポリペプチドの、生物学的サンプル中に

おける存在を測定することによって検出される。本明細書中に提供されるように

、「メソセリン関連抗原ポリペプチド」または「ＭＲＡポリペプチド」としては

、以下が挙げられる：配列番号１または２のアミノ酸配列を有する任意のポリペ

プチド（その任意のフラグメント、誘導体またはアナログを含む）を含み、そし

てまた、配列番号３もしくは４を含む核酸分子または配列番号３もしくは４の核

酸分子にハイブリダイズし得る核酸分子によってコードされる任意のポリペプチ

ド（またはそのフラグメント、誘導体またはアナログ）を含む。従って、選択さ

れた、現在開示されたＭＲＡアミノ酸または核酸配列の部分に依存して、ＭＲＡ

ポリペプチドは、（そうである必要はないが）メソセリンポリペプチドであり得

る。本明細書中に提供されるように、「メソセリンポリペプチド」は、以下のペ

プチド：ＥＶＥＫＴＡＣＰＳＧＫＫＡＲＥＩＤＥＳ  （配列番号５）を含むアミ

ノ酸配列、およびＭＡｂ  Ｋ－１（Ｃｈａｎｇら、１９９６  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ

．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３：１３６；ＭＡｂ  Ｋ－１は、例えば、Ｓｉ

ｇｎｅｔ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｄｅｄｈａｍ，ＭＡから入手

可能である）または本明細書中に提供されるようなモノクローナル抗体ＯＶ５６

９、４Ｈ３、３Ｇ３、もしくは１Ａ６の免疫特異的結合を競合的に阻害する、抗

原結合部位（ａｎｔｉｇｅｎ  ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ  ｓｉｔｅ）を有する少なく

とも１つの抗体と反応する、少なくとも１つの抗原決定基をさらに有する可溶性

ポリペプチドである。メソセリンポリペプチドは、例えば、本明細書中に提供さ

れるようなメソセリン関連抗原（ＭＲＡ）ポリペプチドを含み得るか、またはメ

ソセリンそれ自身の細胞表面関連部分（Ｃｈａｎｇら、１９９６）、ＭＰＦ前駆

体タンパク質の膜結合部分（Ｋｏｊｉｍａら、１９９５  Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅ

ｍ．２７０：２１９８４）またはそのようなポリペプチドの任意のフラグメント

、アナログおよび誘導体から誘導され得る。
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      【００５２】

  本発明のＭＲＡポリペプチドまたはメソセリンポリペプチドは、未改変ポリペ

プチドであってもよいし、または例えば、グリコシル化、リン酸化、脂肪アシル

化（グリコシルホスファチジルイノシトールアンカー改変などを含む）、ホスフ

ァチジルイノシトール特異的ホスホリパーゼｃ媒介加水分解などのようなホスホ

リパーゼ切断、プロテアーゼ切断、脱リン酸または共有化学結合の形成または切

断を含む改変のようなタンパク質翻訳後改変の任意の他の型により翻訳後改変さ

れたポリペプチドであってもよい。

      【００５３】

  用語「フラグメント」、「誘導体」、および「アナログ」は、メソセリン関連

抗原ポリペプチドまたは融合タンパク質をいう場合、このようなポリペプチドと

本質的に同じ生物学的機能および／または活性を保持する任意のメソセリン関連

抗原ポリペプチドをいう。従って、アナログは、メソセリン関連抗原ポリペプチ

ドアイソフォーム（例えば、差示的に翻訳後に改変されたメソセリン関連抗原ポ

リペプチドまたはスプライス改変体のような改変体）を含み得る。当該分野で周

知のように、「スプライス改変体」は、ＲＮＡ転写物の差示的細胞内プロセシン

グから生じるポリペプチドの改変体または代替形態を含む。例えば、２つの異な

るｍＲＮＡ種は、それらが一方のｍＲＮＡ種における特定のエキソンに対応する

配列のすべてまたは１部分の封入および他方の種からのその非存在によってのみ

異なる場合、互いのスプライス改変体であり得る。当業者は、他の構造的関係が

、一般にスプライス改変体とみなされるｍＲＮＡ種との間に存在し得ることを理

解する。メソセリンポリペプチドは、さらに、活性化メソセリンポリペプチドを

生成するために、プロタンパク質部分の切断によって活性化され得るプロタンパ

ク質を含む。

      【００５４】

  ＭＲＡポリペプチドまたはメソセリンポリペプチドの、フラグメント、誘導体

およびアナログの、生物学的機能および／または活性としては、本明細書中に開

示されるように、被験体における悪性状態の存在をスクリーニングする方法にお

けるマーカーとして、このようなポリペプチドの使用が挙げられるが、これに限
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定される必要はない。例えば、被験体由来のサンプルにおいて、可溶性形態で天

然に存在し、そしてメソセリンポリペプチドに対して特異的な、少なくとも１つ

の抗体と反応性である抗原決定基を有する分子を検出することによって、当業者

は、ＭＲＡポリペプチドおよび／またはメソセリンポリペプチドの、生物学的機

能および／または活性をモニターし得る。さらに、特定の実施形態において、ス

クリーニングの本発明方法は、（ｉ）悪性状態を有すると疑われる第１被験体由

来の第１生物学的サンプル、および（ｉｉ）悪性状態でないことが既知の第２被

験体由来の第２生物学的サンプルの各々において、可溶性形態で天然に存在し、

そしてメソセリンポリペプチドに対して特異的な、少なくとも１つの抗体と反応

性である抗原決定基を有する検出可能分子の相対量、レベルおよび／または量を

比較することに関することに注目すべきである。従って、生物学的サンプルにお

けるメソセリンポリペプチドの相対量的存在は、メソセリンポリペプチドの生物

学的機能および／または活性であり得るが、このような機能および／または活性

は、そのように限定されるべきではない。

      【００５５】

  ＭＲＡポリペプチドまたはメソセリンポリペプチドのフラグメント、誘導体ま

たはアナログは、（ｉ）１つ以上のアミノ酸残基が、保存的アミノ酸残基または

非保存的アミノ酸残基（好ましくは、保存的アミノ酸）に置換されるもの；（ｉ

ｉ）付加的なアミノ酸が、メソセリンポリペプチドと融合されもので、この付加

的なアミノ酸はメソセリンポリペプチドの精製またはプロタンパク質配列に使用

され得るアミノ酸を含む；または（ｉｉｉ）短縮メソセリンポリペプチドであり

得る。このようなフラグメント、誘導体およびアナログは、本明細書中の教示か

ら当業者の範囲内であると考えられる。

      【００５６】

  短縮メソセリンポリペプチドは、全長バージョンに満たないメソセリンポリペ

プチドを含む任意のメソセリンポリペプチド分子であり得る。本発明によって提

供される短縮分子は、短縮された生物学的ポリマーを含み得、そして好ましい本

発明の実施形態において、このような短縮分子は、短縮核酸分子または短縮ポリ

ペプチドであり得る。短縮核酸分子は、既知または記載された核酸分子の全長に
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満たない核酸配列を有し、ここでこのような既知または記載の核酸分子は、当業

者がそれを全長分子とみなす限り、天然に存在する核酸分子、合成核酸分子また

は組換え核酸分子であり得る。従って、例えば、遺伝子配列に対応する短縮核酸

分子は、全長に満たない遺伝子を含み、ここでこの遺伝子は、コード配列および

非コード配列、プロモーター、エンハンサーおよび他の調節配列、フランキング

配列など、ならびに遺伝子の１部として認識される、他の機能的配列および非機

能的配列を含む。別の実施形態において、ｍＲＮＡ配列に対応する短縮核酸分子

は、全長に満たないｍＲＮＡ転写物を含み、この転写物は、種々の翻訳領域およ

び非翻訳領域ならびに他の機能的配列および非機能的配列を含み得る。他の好ま

しい実施形態において、短縮分子は、特定のタンパク質の全長に満たないアミノ

酸配列を含むポリペプチドである。

      【００５７】

  本明細書中で使用される場合、「欠失」は、当業者によって理解されるような

その一般的な意味を有し、そして、例えば、本明細書中で提供される短縮分子の

場合のような対応する全長分子に関連して、１つ以上の、末端領域または非末端

領域のいずれかからの配列の一部を欠く分子をいい得る。核酸分子またはポリペ

プチドのように直線状生物学的ポリマーである短縮分子は、１つ以上の、分子の

末端からの欠失または分子の非末端領域からの欠失のいずれかを有し得、ここで

このような欠失は、１～１５００個連続したヌクレオチドまたはアミノ酸残基、

好ましくは１～５００個連続したヌクレオチドまたはアミノ酸残基およびより好

ましくは１～３００個連続したヌクレオチドまたはアミノ酸残基の欠失であり得

る。

      【００５８】

  当該分野で公知のように、２つのポリペプチド間の「類似性」は、ポリペプチ

ドのアミノ酸配列およびそれらに対する保存的アミノ酸置換基を、第２ポリペプ

チドの配列と比較することによって決定される。２つの、ポリペプチドまたはヌ

クレオチド配列間の類似性、または百分率の同一性でさえ、当業者に周知のコン

ピューターアルゴリズム（例えば、ＢＬＡＳＴアルゴリズム（Ａｌｔｓｃｈｕｌ

，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１９：５５５－５６５，１９９１；Ｈｅｎｉｋｏｆ
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ｆおよびＨｅｎｉｋｏｆｆ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  

８９：１０９１５－１０９１９，１９９２）（これはＮＣＢＩウェブサイト（ｈ

ｔｔｐ：／／ｗｗｗ／ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／Ｂ

ＬＡＳＴ）において利用可能である））を用いて配列を比較することによって容

易に決定され得る。デフォルト（ｄｅｆａｕｌｔ）パラメータが使用され得る。

他の有用なコンピューターアルゴリズムの例は、ＡｌｉｇｎおよびＦＡＳＴＡの

ようなプログラムにおいて使用されるコンピューターアルゴリズムであり、これ

は、例えば、Ｉｎｓｔｉｔｕｔ  ｄｅ  Ｇｅｎｅｔｉｑｕｅ  Ｈｕｍａｉｎｅ，

Ｍｏｎｔｐｅｌｌｉｅｒ，ＦｒａｎｃｅのＧｅｎｅｓｔｒｅａｍインターネット

ウェブサイト（ｗｗｗ２．ｉｇｈ．ｃｎｒｓ．ｆｒ／ｈｏｍｅ．ｅｎｇ．ｈｔｍ

ｌ）でアクセスされ得、そしてデフォルトパラメータを用いて使用され得る。本

発明のポリペプチドのフラグメントまたは一部は、ペプチド合成によって対応す

る全長ポリペプチドを生成するために使用され得；従って、このフラグメントは

、全長ポリペプチドを生成するための中間体として使用され得る。

      【００５９】

  用語「単離される（た）」は、材料がその元々の環境（例えば、それが天然に

存在する場合の自然環境）から取り出されることを意味する。例えば、天然に存

在していて、生きている動物において存在する、ポリペプチドまたはポリヌクレ

オチドは単離されないが、自然系に共存する材料のいくつかまたは全てから分離

される、同じポリペプチドまたはポリヌクレオチドは、単離される。このような

ポリペプチドまたはポリヌクレオチドは、組成物の一部であり得、そしてなお、

このような組成物はその天然の環境の一部ではないという点で単離されている。

      【００６０】

  アフィニティー技術は、本発明の使用の方法に従った使用のために、ＭＲＡポ

リペプチドおよび／またはメソセリンポリペプチドを単離する範囲で特に有用で

あり、そして分離を行うためにＭＲＡポリペプチドまたはメソセリンポリペプチ

ドとの特異的な結合相互作用を排除する任意の方法を含み得る。例えば、メソセ

リンポリペプチドは、共有結合したオリゴ糖部分を含み得ることから（例えば、

Ｃｈａｎｇら、１９９６  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３
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：１３６；Ｃｈａｎｇら、１９９２  Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５２：１８１；Ｋ

ｏｊｉｍａら、１９９５  Ｊ．Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ．２７０：２１９８４；Ｙａ

ｍａｇｕｃｈｉら、１９９４  Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：８０５を参照

のこと）、レクチンによる炭水化物結合（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ  ｂｉｎｄ

ｉｎｇ）を可能にする条件下で、適切に固定されたレクチンに対する、メソセリ

ンポリペプチドの結合のようなアフィニティー技術は、アフィニティー技術にお

いて特に有用であり得る。他の有用なアフィニティー技術としては、メソセリン

ポリペプチドを単離するための免疫学的技術が挙げられ、この技術は、抗原に対

する抗体の結合部位と複合体に存在する抗原決定基との間の特異的結合の相互作

用に頼る。免疫学的技術としては、免疫アフィニティークロマトグラフィー、免

疫沈降、固相免疫吸着または他の免疫アフィニティーの方法が挙げられるが、こ

れらに限定される必要はない。これらの有用なアフィニティー技術および他の有

用なアフィニティー技術について、例えば、以下を参照せよ：Ｓｃｏｐｅｓ，Ｒ

．Ｋ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  

ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ，１９８７，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，ＮＹ

；Ｗｅｉｒ，Ｄ．Ｍ．，Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９８６，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

，Ｂｏｓｔｏｎ；およびＨｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｇ．Ｔ．ら，Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚ

ｅｄ  Ａｆｆｉｎｉｔｙ  Ｌｉｇａｎｄ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，１９９２，Ａ

ｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ；（これらは、

アフィニティー技術を含む、複合体を単離して、そして特徴付けるための技術に

関する詳細について、本明細書によってそれらの全体が参考として援用される）

。

      【００６１】

  本明細書中に記載されるように、本発明は、ＭＲＡと融合されたポリペプチド

を含む融合タンパク質を提供する。このようなＭＲＡ融合タンパク質は、例えば

、ＭＲＡ融合タンパク質の検出、単離および／または精製（例示の目的であり、

そして限定ではない）を可能にする、付加的な、機能的ポリペプチド配列または

非機能的ポリペプチド配列に融合されたＭＲＡポリペプチド配列の発現を提供す
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るために、付加的なコード配列とインフレームで融合されたＭＲＡコード配列を

有する核酸によってコードされる。このようなＭＲＡ融合タンパク質は、タンパ

ク質－タンパク質アフィニティー、金属アフィニティーまたは荷電アフィニティ

ーベース（ａｆｆｉｎｉｔｙ－ｂａｓｅｄ）ポリペプチド精製によって、または

プロテアーゼによって切断可能な融合配列を含む融合タンパク質の特異的なプロ

テアーゼ切断によって、ＭＲＡ融合タンパク質の検出、単離および／または精製

を可能にし、その結果、ＭＲＡポリペプチドは、融合タンパク質と分離可能であ

り得る。

      【００６２】

  従って、ＭＲＡ融合タンパク質は、アフィニティータグポリペプチド配列を含

み得、このＭＲＡ融合タンパク質は、リガンドとの特異的アフィニティー相互作

用を介して、ＭＲＡの検出および単離を容易にするためにＭＲＡに添加されるポ

リペプチドまたはペプチドをいう。このリガンドは、アフィニティータグが本明

細書中で提供されるような特異的な結合相互作用を介して相互作用し得る、任意

の、分子、レセプター、カウンターレセプター（ｃｏｕｎｔｅｒｒｅｃｅｐｔｏ

ｒ）、抗体などであり得る。このようなペプチドとしては、例えば、ポリ－Ｈｉ

ｓまたは米国特許番号第５，０１１，９１２号およびＨｏｐｐら（１９８８  Ｂ

ｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ６：１２０４に記載される抗原同定ペプチド、も

しくはＸＰＲＥＳＳTMエピトープタグ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａ

ｄ、ＣＡ）が挙げられる。このアフィニティー配列は、細菌宿主の場合に、マー

カーと融合された成熟ポリペプチドの精製を提供するために、例えば、ｐＢＡＤ

／Ｈｉｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）またはｐＱＥ－９ベクターによって供給され

るようなヘキサヒスチジンタグであってもよいし、または、例えば、哺乳動物宿

主（例えば、ＣＯＳ－７細胞）が使用される場合、アフィニティー配列は、赤血

球凝集素（ＨＡ）タグであってもよい。ＨＡタグは、インフルエンザ赤血球凝集

素タンパク質由来のエピトープを規定された抗体に対応する（Ｗｉｌｓｏｎら、

１９８４  Ｃｅｌｌ  ３７：７６７）。

      【００６３】

  ＭＲＡ融合タンパク質は、ＭＲＡの検出、単離および／または局在を容易にす
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るためにＭＲＡに付加された免疫グロビン定常領域ポリペプチドをさらに含み得

る。免疫グロブリン定常領域ポリペプチドは、好ましくは、ＭＲＡポリペプチド

のＣ末端と融合される。抗体由来ポリペプチドの種々の部分（Ｆｃドメインを含

む）と融合された異種ポリペプチドを含む融合タンパク質の一般的な調製が、例

えば、Ａｓｈｋｅｎａｚｉら（ＰＮＡＳ  ＵＳＡ  ８８：１０５３５，１９９１

）およびＢｙｒｎら（Ｎａｔｕｒｅ  ３４４：６７７，１９９０）によって記載

されている。ＭＲＡ：Ｆｃ融合タンパク質をコードする融合遺伝子が、適切な発

現ベクターに挿入される。本発明の特定の実施形態において、ＭＲＡ：Ｆｃ融合

タンパク質は、よく似た抗体分子を集合させることを可能にし得、それから分子

間鎖ジスルフィド結合が、Ｆｃポリペプチド間に形成し、二量体のＭＲＡ融合タ

ンパク質を生成する。

      【００６４】

  ＭＲＡをコードする配列に、インフレームで結合されたＤＮＡ配列によって、

コードされる免疫グロビンＶ領域ドメインを含む融合ポリペプチドのために、予

め選択された抗原に対する特異的結合アフィニティーを有するＭＲＡ融合タンパ

ク質もまた、本発明の範囲内であり、このタンパク質は、本明細書中で提供され

るような、この改変体およびフラグメントを含む。免疫グロビンＶ領域融合ポリ

ペプチドを有する融合タンパク質の構築についての一般的なストラテジーが、例

えば、ＥＰ  ０３１８５５４；米国特許第５，１３２，４０５号；同第５，０９

１，５１３号；および同第５，４７６，７８６号において開示される。

      【００６５】

  本発明の核酸はまた、所望されるアフィニティー特性を有する他のポリペプチ

ド（例えば、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼのような酵素）と融合され

たＭＲＡポリペプチドを含む融合タンパク質をコードし得る。別の実施例のよう

に、ＭＲＡ融合タンパク質はまた、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ａｕｒｅｕ

ｓプロテインＡポリペプチドと融合されたＭＲＡポリペプチドを含み得；プロテ

インＡをコードする核酸および免疫グロブリン定常領域に対してアフィニティー

を有する融合タンパク質を構築することにおけるそれらの使用は、一般に、例え

ば、米国特許第５，１００，７８８号において開示される。ＭＲＡ融合タンパク
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質の構築のための他の有用なアフィニティーポリペプチドとしては、例えば、Ｗ

Ｏ  ８９／０３４２２；米国特許第５，４８９，５２８号；同第５，６７２，６

９１号；ＷＯ  ９３／２４６３１；米国特許第５，１６８，０４９号；同第５，

２７２，２５４号および他で開示されるような、ストレプトアビジン融合タンパ

ク質、ならびにアビジン融合タンパク質（例えば、ＥＰ  ５１１，７４７を参照

のこと）が挙げられる。本明細書中および引用された参考文献において提供され

るように、トラッピング（ｔｒａｐｐｉｎｇ）変異体ＭＲＡを含むＭＲＡポリペ

プチド配列は、全長融合ポリペプチドでもよく、そして、あるいは、その改変体

またはフラグメントであってもよい融合ポリペプチド配列と融合され得る。

      【００６６】

  本発明はまた、小胞体（ＥＲ）の内腔に存在するようにか、古典的なＥＲ  Ｇ

ｏｌｇｉ分泌経路を介して細胞から分泌されるようにか（例えば、ｖｏｎ  Ｈｅ

ｉｊｎｅ，Ｊ．Ｍｅｍｂｒａｎｅ  Ｂｉｏｌ．１１５：１９５－２０１，１９９

０を参照のこと）、形質膜に取り込まれるようにか、膜貫通細胞表面レセプター

の細胞質ドメインを含む特定の細胞質成分と関係するようにか、または、当業者

が精通する種々の、既知の細胞内タンパク質選別機構（例えば、Ｒｏｔｈｍａｎ

，Ｎａｔｕｒｅ  ３７２：５５－６３，１９９４，Ａｄｒａｎｉら、１９９８  

Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７３：１０３１７，および本明細書中に引用される

参考文献を参照のこと）のいずれかによって特定の非細胞位置に指向させるよう

に、細胞核にＭＲＡ融合タンパク質を指向するポリペプチド配列を含むそのＭＲ

Ａ融合タンパク質を意図する。従って、これらの実施形態および関連する実施形

態は、本組成物および目的のポリペプチドを、予め規定された細胞内局在、膜局

在または細胞外局在に対して標的化することに関する方法によって包含される。

      【００６７】

  本発明はまた、本発明の核酸を含むベクターおよび構築物、ならびに特に、上

記に提供されるような本発明に従って、ＭＲＡポリペプチドをコードする任意の

核酸を含む「組換え発現構築物」；本発明のベクターおよび／または構築物を用

いて遺伝的に操作される宿主細胞ならびに本発明のＭＲＡポリペプチドおよび融

合タンパク質、またはそれらのフラグメントもしくは改変体の、組換え技術によ
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る生成に関する。ＭＲＡタンパク質は、適切なプロモーターの制御下で、哺乳動

物細胞、酵母、細菌、または他の細胞において発現され得る。無細胞翻訳系はま

た、本発明のＤＮＡ構築物に由来するＲＮＡを用いて、このようなタンパク質を

生成するために使用され得る。原核生物宿主および真核生物宿主を用いた使用の

ための適切なクローニングおよび発現ベクターは、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら

、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕ

ａｌ，第２版，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，（

１９８９）によって記載される。

      【００６８】

  一般に、組換え発現ベクターは、複製起点および宿主細胞の形質転換を可能に

する選択マーカー（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉのアンピシリン耐性遺伝子およびＳ．

ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ  ＴＲＰ１遺伝子）、ならびに下流構造配列の転写を指向

する高度に発現される遺伝子由来のプロモーターを含む。このようなプロモータ

ーは、解糖酵素（例えば、とりわけ、３－ホスホグリセレートキナーゼ（ＰＧＫ

）、α－因子、酸性ホスファターゼ、またはヒートショックタンパク質）をコー

ドするオペロン由来であり得る。異種構造配列は、翻訳開始配列および終結配列

と共に、適切な相に集められる。必要に応じて、異種配列は、所望の特性（例え

ば、発現された組換え産物の安定化または単純化された精製）を与えるＮ末端同

定ペプチドを含む融合タンパク質をコードし得る。

      【００６９】

  細菌の使用のための有用な発現構築物は、機能的なプロモーターを伴って作動

可能なリーディング相において、適切な翻訳開始シグナルおよび終結シグナルと

共に、所望のタンパク質をコードする構造的なＤＮＡ配列を、発現ベクターに挿

入することによって構築される。この構築物は、１つ以上の表現型選択マーカー

および複製起点を含み、ベクター構築物の維持を保証し得、そして、所望される

場合、宿主内で、増幅を提供し得る。形質転換のための適切な原核生物宿主は、

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ属、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ属、およびＳｔａｐｈｙ

ｌｏｃｏｃｃｕｓ属内の、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ  ｓｕｂｔｉｌｉｓ

、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ  ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍおよび種々の種を含むが、他
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もまた、選択の問題として使用され得る。任意の他のプラスミドまたは他のベク

ターは、これらが宿主において複製可能であり、そして生存可能である限り、使

用され得る。

      【００７０】

  代表的であるが非限定的な例として、細菌の使用のための有用な発現ベクター

は、周知のクローニングベクターｐＢＲ３２２（ＡＴＣＣ  ３７０１７）の遺伝

的要素を含む市販のプラスミド由来の選択マーカーおよび細菌性複製起点を含み

得る。このような市販のベクターとしては、例えば、ｐＫＫ２２３－３（Ｐｈａ

ｒｍａｃｉａ  Ｆｉｎｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄｅｎ

）およびＧＥＭ１（Ｐｒｏｍｅｇａ  Ｂｉｏｔｅｃ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓｃ

ｏｎｓｉｎ，ＵＳＡ）が挙げられる。これらのｐＢＲ３２２「骨格」部分は、発

現されるために、適切なプロモーターおよび構造的な配列と組み合わせられる。

      【００７１】

  適切な株の形質転換および適切な細胞密度までの宿主細胞の増殖の後、選択さ

れたプロモーターは、本明細書中で提供されるような調節プロモーターの場合、

適切な手段（例えば、温度変化または化学誘導）によって誘導され、そして細胞

は、付加的な期間培養される。細胞は、代表的に、遠心分離によって回収され、

物理的または化学的手段により破壊され、そして得られた粗抽出物がさらなる精

製のために保持される。タンパク質の発現に使用される微生物細胞は、任意の従

来の方法（凍結融解サイクリング、音波破砕、機械的破壊、または細胞溶解剤の

使用を含む）によって破壊され得；このような方法は、当業者に周知である。

      【００７２】

  従って、例えば、本明細書中で提供されるような本発明の核酸は、ＭＲＡポリ

ペプチドを発現するために、組換え発現構築物として種々の発現ベクター構築物

のいずれか１つの中に含まれ得る。このようなベクターおよび構築物としては、

染色体ＤＮＡ配列、非染色体ＤＮＡ配列および合成ＤＮＡ配列（例えば、ＳＶ４

０の誘導体；細菌性プラスミド；ファージＤＮＡ；バキュロウイルス；酵母プラ

スミド；プラスミドおよびファージＤＮＡの組み合わせに由来するベクター、ウ

イルスＤＮＡ（例えば、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、鶏痘ウイルス、
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および仮性狂犬病ウイルス））が挙げられる。しかし、任意の他のベクターは、

宿主において複製可能であり、そして生存可能である限り、組換え発現構築物の

調製のために使用され得る。

      【００７３】

  適切なＤＮＡ配列は、種々の手順によってベクターに挿入され得る。一般に、

ＤＮＡ配列は、当該分野で公知の手順によって、適切な制限エンドヌクレアーゼ

部位に挿入される。クローニング、ＤＮＡ単離、増幅および精製のための標準的

技術、ＤＮＡリガーゼ、ＤＮＡポリメラーゼ、制限エンドヌクレアーゼなどを含

む酵素反応のための標準的な技術、および種々の分離技術は、公知のものであり

、そして当業者によって一般に使用される。多くの標準的技術は、例えば、以下

に記載される：Ａｕｓｕｂｅｌら（１９９３  Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏ

ｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌ．

Ａｓｓｏｃ．Ｉｎｃ．＆Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｏ

ｓｔｏｎ，ＭＡ）；Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１９８９  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌ

ｏｎｉｎｇ，第２版，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔ

ｏｒｙ，Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ，ＮＹ）；Ｍａｎｉａｔｉｓら（１９８２  Ｍｏｌ

ｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｐｌａｉｎｖｉｅｗ，ＮＹ）；およびそ

の他。

      【００７４】

  発現ベクターにおけるＤＮＡ配列は、少なくとも１つの適切な発現制御配列（

例えば、プロモーターまたは調節プロモーター）に作動可能に連結され、ｍＲＮ

Ａ合成を指向する。このような制御配列の代表的な例としては、ＬＴＲプロモー

ターまたはＳＶ４０プロモーター、Ｅ．ｃｏｌｉ  ｌａｃプロモーターまたはｔ

ｒｐプロモーター、ファージλＰLプロモーターおよび原核生物細胞または真核

生物細胞あるいはそれらのウイルスにおいて遺伝子の発現を制御するために公知

の他のプロモーターが挙げられる。プロモーター領域は、ＣＡＴ（クロラムフェ

ニコールトランスフェラーゼ）ベクターまたは選択マーカーを有する他のベクタ

ーを用いて任意の所望される遺伝子から選択され得る。２つの適切なベクターは
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、ｐＫＫ２３２－８およびｐＣＭ７である。特定の指定された細菌性プロモータ

ーとしては、ｌａｃＩプロモーター、ｌａｃＺプロモーター、Ｔ３プロモーター

、Ｔ７プロモーター、ｇｐｔプロモーター、λＰRプロモーター、ＰLプロモータ

ーおよびｔｒｐプロモーターが挙げられる。真核生物プロモーターとしては、Ｃ

ＭＶ極初期（ｉｍｍｅｄｉａｔｅ  ｅａｒｌｙ）プロモーター、ＨＳＶチミジン

キナーゼプロモーター、初期ＳＶ４０プロモーターおよび後期ＳＶ４０プロモー

ター、レトロウイルス由来のＬＴＲプロモーター、およびマウスメタロチオネイ

ン－Ｉプロモーターが挙げられる。適切なベクターおよびプロモーターの選択は

、当業者のレベル内で十分であり、そしてＭＲＡポリペプチドをコードする核酸

に作動可能に連結された少なくとも１つのプロモーターまたは調節プロモーター

を含む特定の特に好ましい組換え発現構築物の調製が、本明細書中に記載される

。

      【００７５】

  上記のように、特定の実施形態において、ベクターは、レトロウイルスベクタ

ーのようなウイルスベクターであり得る。例えば、レトロウイルスプラスミドベ

クターの由来とされ得るベクターとしては、Ｍｏｌｏｎｅｙ  Ｍｕｒｉｎｅ  Ｌ

ｅｕｋｅｍｉａ  Ｖｉｒｕｓ、脾臓壊死ウイルス、レトロウイルス（例えば、ラ

ウス肉腫ウイルス、Ｈａｒｖｅｙ  Ｓａｒｃｏｍａ  ｖｉｒｕｓ、鳥類白血病ウ

イルス、テナガザルサル（ｇｉｂｂｏｎ  ａｐｅ）白血病ウイルス、ヒト免疫不

全ウイルス、アデノウイルス、Ｍｙｅｌｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ  Ｓａｒ

ｃｏｍａ  Ｖｉｒｕｓ、およびマウス乳腺癌ウイルス）が挙げられるが、これら

に限定されない。

      【００７６】

  ウイルスベクターは、１つ以上のプロモーターを含む。使用され得る適切なプ

ロモーターとしては、レトロウイルスＬＴＲ；ＳＶ４０プロモーター；およびヒ

トサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーター（Ｍｉｌｌｅｒら、Ｂｉｏｔｅ

ｃｈｎｉｑｕｅｓ  ７：９８０－９９０（１９８９）に記載される）、または任

意の他のプロモーター（例えば、ヒストンプロモーター、ｐｏｌ  ＩＩＩプロモ

ーター、およびβアクチンプロモーターを含むがこれらに限定されない真核生物
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細胞性プロモーターのような細胞性プロモーター）が挙げられるがこれらに限定

されない。使用され得る他のウイルスプロモーターとしては、以下が挙げられる

がこれらに限定されない：アデノウイルスプロモーター、チミジンキナーゼ（Ｔ

Ｋ）プロモーター、およびＢ１９パルボウイルスプロモーター。適切なプロモー

ターの選択は、本明細書中に含まれる教示から当業者に明らかであり、そして調

節プロモーターまたは上記のプロモーターの中のいずれか由来であり得る。

      【００７７】

  レトロウイルスプラスミドベクターは、パッケージング細胞株を形質導入して

、プロデューサー細胞株を形成するために使用される。トランスフェクトされ得

るパッケージング細胞の例としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない

：

      【００７８】

【化１】

およびＭｉｌｌｅｒ、Ｈｕｍａｎ  Ｇｅｎｅ  Ｔｈｅｒａｐｙ、１：５－１４（

１９９０）において記載されるようなＤＡＮ細胞株（これは、その全体が参考と

して本明細書中に援用される）。このベクターは、当該分野で公知の任意の手段

を通じてパッケージング細胞を形質導入し得る。このような手段としては、エレ

クトロポレーション、リポソームの使用、およびリン酸カルシウム沈殿が挙げら

れるがこれらに限定されない。１つの代替において、レトロウイルスプラスミド

ベクターは、リポソームにカプセル化され得るか、または脂質に連結され得、次

いで宿主に投与され得る。

      【００７９】

  プロデューサー細胞株は、ＭＲＡポリペプチドまたは融合タンパク質をコード

する核酸配列を含む感染性レトロウイルスベクター粒子を生成する。次いで、こ

のようなレトロベクター粒子は、インビトロまたはインビボのいずれかで真核生
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物細胞生物に形質導入するために使用され得る。この形質導入された真核生物細

胞は、ＭＲＡポリペプチドまたは融合タンパク質をコードする核酸配列を発現す

る。形質導入され得る真核生物細胞としては、以下が挙げられるがこれらに限定

されない：胚性幹細胞、胚性癌細胞ならびに造血幹細胞、肝細胞、線維芽細胞、

筋芽細胞、ケラチノサイト、内皮細胞、気管上皮細胞および種々の他の培養適応

細胞株。

      【００８０】

  ウイルスベクターが組換えＭＲＡ発現構築物を調製するために使用される本発

明の実施形態の別の例は、１つの好ましい実施形態において、ＭＲＡポリペプチ

ドまたは融合タンパク質の発現を指向する組換えウイルス性構築物により形質導

入された宿主細胞が、ウイルスの出芽の間にウイルス粒子により取り込まれる宿

主細胞膜の部分に由来する、発現されるＭＲＡポリペプチドまたは融合タンパク

質を含むウイルス粒子を生成し得る。別の好ましい実施形態において、ＭＲＡを

コードする核酸配列が、バキュロウイルスシャトルベクター中にクローニングさ

れ、次いでこれが、組換えバキュロウイルス性発現構築物を生成するようにバキ

ュロウイルスと組換えられ、この構築物は、例えば、Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ  

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｍｏｌ

ｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  Ｖｏｌ．３９，Ｃ．Ｄ．Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ

編，Ｈｕｍａｎ  Ｐｒｅｓｓ，Ｔｏｔｏｗａ，ＮＪ，１９９５；Ｐｉｗｎｉｃａ

－Ｗｏｒｍｓ，”Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎｓ  ｉｎ  Ｉｎ

ｓｅｃｔ  Ｃｅｌｌｓ  Ｕｓｉｎｇ  Ｂａｃｕｌｏｖｉｒａｌ  Ｖｅｃｔｏｒｓ

”，第１６章第ＩＩ章：Ｓｈｏｒｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，第２版、Ａｕｓｂｅｌら編、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  

＆Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９９２、１６－３２～１

６－４８頁に記載されるように、Ｓｆ９宿主細胞を感染させるために使用される

。

      【００８１】

  別の局面において、本発明は、上記の組換えＭＲＡ発現構築物を含む宿主細胞

に関する。宿主細胞は、本発明のベクターおよび／または発現構築物で遺伝子操



(50) 特表２００２－５３８４３４

作（形質導入、形質転換またはトランスフェクト）され、この本発明のベクター

および／または発現構築物は、例えば、クローニングベクター、シャトルベクタ

ーまたは発現構築物であり得る。このベクターまたは構築物は、例えば、プラス

ミド、ウイルス粒子、ファージなどの形態であり得る。この操作された宿主細胞

は、プロモーターを活性するため、形質転換体を選択するため、あるいはＭＲＡ

ポリペプチドまたはＭＲＡ融合タンパク質をコードする遺伝子のような特定の遺

伝子を増幅するために、適切なように改変された従来の栄養培地にて培養され得

る。発現のために選択された特定の宿主細胞についての培養条件（例えば、温度

、ｐＨなど）は、当業者に容易に明らかである。

      【００８２】

  この宿主細胞は、高等真核生物細胞（例えば、哺乳動物細胞）または下等真核

生物（例えば、酵母細胞）であってもよいし、またはこの宿主細胞は、原核生物

（例えば、細菌細胞）であってもよい。本発明による適切な宿主細胞の代表的例

としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：細菌細胞（Ｅ．ｃｏｌ

ｉ、Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ  ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕ

ｍ；真菌細胞（例えば、酵母）；昆虫細胞（例えば、Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ  Ｓ

２およびＳｐｏｄｏｐｔｅｒａ  Ｓｆ９）；動物細胞（例えば、ＣＨＯ細胞、Ｃ

ＯＳ細胞または２９３細胞）；アデノウイルス；植物細胞、またはインビトロで

の増殖にすでに適合されたかまたは新規にそのように樹立された適切な任意の細

胞。適切な宿主の選択は、本明細書中の教示から当業者の範囲内にあると見なさ

れる。

      【００８３】

  種々の哺乳動物細胞培養系もまた、組換えタンパク質を発現するために使用さ

れ得る。従って、本発明は、組換えＭＲＡポリペプチドを生成する方法に部分的

に関し、この方法は、ＭＲＡをコードする核酸配列に作動可能に連結された少な

くとも１つのプロモーターを含む組換え発現構築物を含む宿主細胞を培養するこ

とによる。特定の実施形態において、このプロモーターは、本明細書中に提供さ

れるような、調節プロモーター（例えば、テトラサイクリン抑制（ｒｅｐｒｅｓ

ｓｉｂｌｅ）プロモーター）であり得る。特定の実施形態において、この組換え
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発現構築物は、本明細書中で提供されるような組換えウイルス性発現構築物であ

る。哺乳動物発現系の例としては、Ｇｌｕｚｍａｎ、Ｃｅｌｌ  ２３：１７５（

１９８１）により記載される、サル腎臓線維芽細胞のＣＯＳ－７株、および適合

可能なベクターを発現し得る他の細胞株（例えば、Ｃ１２７細胞株、３Ｔ３細胞

株、ＣＨＯ細胞株、ＨｅＬａ細胞株およびＢＨＫ細胞株）が、挙げられる。哺乳

動物発現ベクターは、複製起点、適切なプロモーターおよびエンハンサーを含み

、また必要な任意のリボソーム結合部位、ポリアデニル化部位、スプライス供給

部位およびスプライス受容部位、転写終結配列、および５’隣接非転写配列（例

えば、ＭＲＡ発現構築物の調製に関して本明細書中に記載されるような）を含み

、また必要な任意のリボソーム結合部位、ポリアデニル化部位、スプライス供与

部位およびスプライス受容部位、転写終結配列、および５’隣接非転写配列（例

えば、ＭＲＡ発現構築物の調製に関して本明細書中に記載されるような）を含む

。ＳＶ４０スプライスに由来するＤＮＡ配列、およびポリアデニル化部位は、必

要な非転写遺伝子エレメントを提供するために使用され得る。宿主細胞へのこの

構築物の導入は、当業者が精通する種々の方法により行われ得、その方法として

は、例えば以下が挙げられるがこれらに限定されない：リン酸カルシウムトラン

スフェクション、ＤＥＡＥ－Ｄｅｘｔｒａｎ媒介トランスフェクション、または

エレクトロポレーション（Ｄａｖｉｓら、１９８６  Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏｄ

ｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ）。

      【００８４】

  発現される組換えメソセリン関連抗原ポリペプチド（またはメソセリンポリペ

プチド）、またはそれに由来する融合タンパク質は、インタクトな宿主細胞の形

態；インタクトなオルガネラ（例えば、細胞膜、細胞内小胞または他の細胞内オ

ルガネラ）の形態；または破壊された細胞調製物（細胞ホモジネートまたは細胞

溶解物、単膜リポソームおよび多重膜リポソームまたは他の調製物を含むが、こ

れらに限定されない）の形態で、免疫原として有用であり得る。あるいは、発現

された組換えメソセリン関連抗原ポリペプチド（またはメソセリンポリペプチド

）または融合タンパク質は、硫安沈殿またはエタノール沈殿、酸抽出、アニオン

交換クロマトグラフィーまたはカチオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロ
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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（イムノアフィニティークロマトグラフィー、ヒドロキシア

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む）を含む

方法によって、組換え細胞培養物から回収および精製され得る。タンパク質リフ

ォールディング工程が、成熟タンパク質の立体構造を完成させる際に、必要な場

合は使用され得る。最後に、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）が、最終

精製工程のために使用され得る。発現される組換えメソセリン関連抗原ポリペプ

チド（またはメソセリンポリペプチド）または融合タンパク質はまた、慣用的な

抗体スクリーニングのために、多数のアッセイ構成のいずれかにおいて標的抗原

として有用であり得、この慣用的な抗体スクリーニングは、当業者に容易に実施

され得る。

      【００８５】

  従って、本発明の方法において使用される特定の抗体の生成のための免疫原で

あるメソセリン関連抗原ポリペプチド（またはメソセリンポリペプチド）は、天

然に精製された産物、または化学合成手順の産物であり得るか、あるいは原核生

物宿主もしくは好ましくは真核生物宿主から、組換え技術により生成され得る。

組換え生成手順において使用される宿主に依存して、本発明のポリペプチドは、

当該分野で公知であるように、そして本明細書中に提供されるように、グリコシ

ル化され得るか、さもなければ翻訳後修飾され得る。

      【００８６】

  本発明によると、可溶性ヒトメソセリン関連抗原ポリペプチド（またはメソセ

リンポリペプチド）は、被験体または生物学的供給原由来の生物学的サンプル中

で検出され得る。生物学的サンプルは、血液サンプル、生検標本、組織移植片、

器官培養物、生物学的流体、あるいは被験体または生物学的供給原由来の他の任

意の組織調製物もしくは細胞調製物を得ることにより、提供され得る。この被験

体または生物学的供原は、ヒトまたは非ヒト動物の、一次細胞培養物または培養

適合された細胞株（染色体に組み込まれた組換え核酸配列またはエピソーム性の

組換え核酸配列を含み得る、遺伝子操作された細胞株；不朽化細胞株または非不

朽化細胞株；体細胞ハイブリッド細胞株；分化した細胞株または分化し得る細胞
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株；形質転換された細胞株などを含むが、これらに限定されない）であり得る。

本発明の特定の好ましい実施形態において、その被験体または生物学的供給原は

、悪性状態を有する疑いがあり得るかまたは悪性状態を有する危険を有する疑い

があり得、そして本発明の特定の好ましい実施形態において、その被験体または

生物学的供給原は、このような疾患の危険がないかまたはこのような疾患の存在

がないことが、既知であり得る。

      【００８７】

  好ましい実施形態において、その生物学的サンプルは、可溶性ヒトメソセリン

関連抗原ポリペプチドを含む、生物学的流体である。生物学的流体は、代表的に

は、生理学的温度で液体であり、そして被験体または生物学的供給原中に存在す

るか、それらから取り出されているか、それらから発現されているか、さもなけ

ればそれらから抽出されている、天然に存在する流体を含み得る。特定の組織、

器官または局在領域に由来する特定の生物学的流体、および特定の他の生物学的

流体は、被験体または生物学的供給原にて、より全体的または全身的に位置し得

る。生物学的流体の例としては、血液、血清、および漿液、血漿、リンパ、尿、

脳脊髄液、唾液、分泌組織および分泌器官の粘膜分泌物、膣分泌物、非固形腫瘍

と関係があるもののような腹水、胸膜液、囲心腔液、腹膜液、腹部液、および他

の体腔の流体などが挙げられる。生物学的流体としてはまた、被験体または生物

学的供給原と接触した液体溶液（例えば、細胞および器官培養培地（細胞または

器官馴化培地を含む）、洗浄液など）が、挙げられ得る。特定の非常に好ましい

実施形態において、この生物学的サンプルは血清であり、そして他の特定の非常

に好ましい実施形態において、この生物学的サンプルは血漿である。他の好まし

い実施形態において、この生物学的サンプルは、無血清液体溶液である。

      【００８８】

  他の特定の好ましい実施形態において、この生物学的サンプルはインタクトな

細胞を含み、そして他の好ましい実施形態において、この生物学的サンプルは、

配列番号１または２に示されるアミノ酸配列を有するメソセリン関連抗原ポリペ

プチドをコードする核酸配列あるいはそのフラグメントあるいはその改変体を含

む、細胞抽出物を含む。
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      【００８９】

  サンプル中で「可溶性形態で天然に存在する分子」は、可溶性タンパク質、ポ

リペプチド、ペプチド、アミノ酸、またはそれらの誘導体；脂質、脂肪酸など、

またはそれらの誘導体；炭化水素、糖質などまたはそれらの誘導体；核酸、ヌク

レオチド、ヌクレオシド、プリン、ピリミジンもしくは関連分子またはそれらの

誘導体など；あるいはそれらの任意の組み合わせ（例えば、糖タンパク質、糖脂

質、リポタンパク質、プロテオリピド）、あるいは本明細書中に提供されるよう

な生物学的サンプルの可溶性成分もしくは無細胞成分である、他の任意の生物学

的分子であり得る。「可溶性形態で天然に存在する分子」はさらに、溶液の状態

であるかまたは生物学的サンプル（本明細書中に提供されるような生物学的流体

を含む）中に存在し、そしてインタクトな細胞の表面に結合していない分子をい

う。例えば、可溶性形態で天然に存在する分子とは、以下を含み得るがこれらに

限定されない：溶解物；高分子複合体の成分；細胞から発せられるか、分泌され

るかまたは運び出される物質；コロイド；ミクロ粒子またはナノ粒子または他の

微細懸濁粒子；など。

      【００９０】

  被験体における悪性状態の存在とは、その被験体における形成異常細胞、癌性

細胞および／または形質転換細胞の存在をいい、このような細胞は、例えば、新

形成細胞、腫瘍細胞、非接触阻止細胞または腫瘍形成形質転換細胞などを含む。

限定でなく例示のために、本発明の文脈において、悪性状態はさらに、メソセリ

ン関連抗原ポリペプチド（またはメソセリンポリペプチド）を、このようなポリ

ペプチドのレベルの上昇がその被験体由来の生物学的サンプルにて検出可能であ

るような様式で、分泌し得るか、発し得るか、運び出し得るか、または放出し得

る、癌細胞の被験体中での存在をいい得る。好ましい実施形態において、例えば

、このような癌細胞は、癌細胞のような悪性上皮細胞であり、そして特に好まし

い実施形態において、このような癌細胞は、悪性中皮腫細胞であり、これは、例

えば、胸膜腔、心膜腔、腹膜腔、腹腔および他の体腔の内側で見出される、扁平

上皮細胞の上皮細胞または中皮細胞の形質転換された改変体である。

      【００９１】
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  本発明の最も好ましい実施形態において、腫瘍細胞（その存在は悪性状態の存

在を示す）は、卵巣癌細胞（原発性卵巣癌細胞および転移性卵巣癌細胞を含む）

である。卵巣癌を悪性として分類するための基準は、当該分野で周知であり（例

えば、Ｂｅｌｌら、１９９８、Ｂｒ．Ｊ．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎａｅｃｏｌ．１

０５：１１３６；Ｍｅｉｅｒら、１９９７、Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．１

７（４Ｂ）：３０１９；Ｍｅｉｅｒら、１９９７、Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｒｅ

ｓ．１７（４Ｂ）：２９４９；Ｃｉｏｆｆｉら、１９９７、Ｔｕｍｏｒｉ  ８３

：５９４；およびそれらに引用される参考文献を参照のこと）、原発性腫瘍およ

び転移性腫瘍からのヒト卵巣癌細胞株の樹立および特徴づけも同様に周知である

（例えば、ＯＶＣＡＲ－３、Ａｍｅｒ．Ｔｙｐｒ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅ

ｃｔｉｏｎ、Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ；Ｙｕａｎら、１９９７、Ｇｙｎｅｃｏｌ

．Ｏｎｃｏｌ．６６：３７８）。他の実施形態において、この悪性状態は、中皮

腫、膵臓癌、非小細胞肺癌または別の形態の癌（扁平上皮細胞癌および腺癌のよ

うな種々の任意の癌を含み、そしてまた、肉腫および血液学的悪性疾患（例えば

、白血病、リンパ腫、骨髄腫など）を含む）であり得る。これらの悪性状態およ

び他の悪性状態の分類は、当業者に公知であり、そして本開示により、ＭＲＡポ

リペプチドの存在の決定を含むメソセリンポリペプチドの存在の決定が、このよ

うな悪性状態において過度の実験を伴わずに提供される。

      【００９２】

  本明細書中に提供されるように、被験体における悪性状態の存在についてスク

リーニングする方法は、ヒトメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な抗体の

使用、またはヒトメソセリンポリペプチドに特異的な抗体の使用を、特徴とし得

る。

      【００９３】

  メソセリン関連抗原ポリペプチド（またはメソセリンポリペプチド）に特異的

な抗体は、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体として容易に生成され

るか、または当該分野で周知の方法を使用して望ましい特性を有するように設計

された、遺伝子操作された免疫グロブリン（Ｉｇ）として生成され得る。例えば

、限定ではなく例示として、抗体としては、組換えＩｇＧ、免疫グロブリン由来
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配列を有するキメラ融合タンパク質または「ヒト化」抗体が挙げられ得（例えば

、米国特許第５，６９３，７６２号；同第５，５８５，０８９号；同第４，８１

６，５６７号；同第５，２２５，５３９号；同第５，５３０，１０１号；および

それらに引用される参考文献を参照のこと）、これらはすべて、本発明によるヒ

トメソセリンポリペプチドの検出に使用され得る。このような多くの抗体が開示

されており、そして特定の供給原から入手可能であるか、または本明細書中に提

供されるように（下記のようなメソセリンポリペプチドでの免疫によるものを含

む）調製され得る。例えば、本明細書中に提供されるように、メソセリンポリペ

プチドをコードする核酸配列は、メソセリン自体の細胞表面結合部分（Ｃｈａｎ

ｇら、１９９６）について、そして巨核球増殖因子（ＭＰＦ）前駆体タンパク質

の膜結合部分（Ｋｏｊｉｍａら、１９９５）について、知られており、そして本

開示はさらに、メソセリン関連抗原（ＭＲＡ）ポリペプチドをコードする核酸配

列を提供し、その結果、当業者は、免疫原としての使用のためにこれらのポリペ

プチドを慣用的に調製し得る。例えば、４Ｈ３、３Ｇ３および１Ａ６のようなモ

ノクローナル抗体（これらは、以下により詳細に記載される）は、本発明による

特定の方法を実施するために使用され得る。また、上記のように、別の有用な抗

体は、ＭＡｂ  Ｋ－１であり、これは、メソセリンポリペプチドと反応性がある

モノクローナル抗体である（Ｃｈａｎｇら、１９９６、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ

ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３：１３６；Ｃｈａｎｇら、１９９２、Ｉｎｔ．Ｊ

．Ｃａｎｃｅｒ  ５０：３７３；ＭＡｂ  Ｋ－１は、例えば、Ｓｉｇｎｅｔ  Ｌ

ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｄｅｄｈａｍ、ＭＡから入手可能である）

。

      【００９４】

  用語「抗体」とは、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、それらのフラ

グメント（例えば、Ｆ（ａｂ’）2フラグメントおよびＦａｂフラグメント）、

ならびに任意の、天然に存在する結合パートナーまたは組換え生成された結合パ

ートナー（これらは、メソセリンポリペプチド（例えば、メソセリン、メソセリ

ン関連抗原（ＭＲＡ）またはＭＰＦ）に特異的に結合する分子である）が、挙げ

られる。抗体は、メソセリンポリペプチドと、約１０4Ｍ-1以上、好ましくは約
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１０5Ｍ-1以上、より好ましくは約１０6Ｍ-1以上、そしてなおより好ましくは約

１０7Ｍ-1以上のＫａで結合する場合に、「免疫特異的」に結合するかまたは特

異的に結合すると、規定される。結合パートナーまたは抗体の親和性は、従来技

術（例えば、Ｓｃａｔｃｈａｒｄら、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．５１

：６６０（１９４９）により記載される技術）を使用して、容易に決定され得る

。他のタンパク質をメソセリンポリペプチドの結合パートナーとして決定するこ

とは、他のタンパク質またはポリペプチドと特異的に相互作用するタンパク質を

同定および入手するための多数の公知の方法のいずれかを使用して実施され得、

このような方法は、たとえば、米国特許第５，２８３，１７３号および米国特許

第５，４６８，６１４号に記載されるような、酵母ツーハイブリッド系、または

等価物である。本発明はまた、メソセリンポリペプチドに特異的に結合する結合

パートナーおよび抗体を調製するための、メソセリンポリペプチドの使用、およ

びメソセリンポリペプチドのアミノ酸配列に基づくペプチドの使用を含む。

      【００９５】

  抗体は、一般的に、当業者に公知の種々の任意の技術によって調製され得る（

例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒ

ａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏ

ｒａｔｏｒｙ，１９９８を参照のこと）。１つのこのような技術において、メソ

セリンポリペプチドを含む免疫原（例えば、メソセリンポリペプチドをその表面

上に有する細胞）または単離されたメソセリンポリペプチド（例えば、メソセリ

ン、ＭＲＡまたはＭＰＦ）が、最初に適切な動物（例えば、マウス、ラット、ウ

サギ、ヒツジおよびヤギ）に、好ましくは１回以上のブースター免疫を組み込ん

だ所定のスケジュールに従って注射され、そしてその動物から周期的に採血する

。このメソセリンポリペプチドに特異的なポリクローナル抗体は、次いで、例え

ば、適切な固体支持体に結合したポリペプチドを使用するアフィニティークロマ

トグラフィーによって、このような血清から精製され得る。

      【００９６】

  メソセリンポリペプチドまたはその改変体に特異的なモノクローナル抗体は、

例えば、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（１９７６、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍ
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ｕｎｏｌ．６：５１１～５１９）の技術およびそれへの改良を使用して、調製さ

れ得る。手短かには、これらの方法は、所望の特異性（すなわち、目的のメソセ

リンポリペプチドとの反応性）を有する抗体を生成し得る、不朽化細胞株の調製

を包含する。このような細胞株は、例えば、上記のように免疫された動物から得

られた脾細胞から生成され得る。次いでこの脾細胞は、例えば、骨髄腫細胞融合

パートナーとの融合、好ましくはその免疫された動物と相乗作用するものとの融

合によって、不朽化される。例えば、この脾細胞および骨髄腫細胞は、膜融合促

進剤（例えば、ポリエチレングリコールまたは非イオン性界面活性剤）と数分間

混合され得、次いでハイブリッド細胞の増殖を支持するが骨髄腫細胞の増殖は支

持しない選択培地上に、低密度にプレーティングされ得る。好ましい選択技術で

は、ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）選択が使用される。

十分な時間の後、通常は約１～２週間後、ハイブリッドのコロニーが観察される

。単コロニーが選択され、そしてそのポリペプチドに対する結合活性について試

験される。高い反応性および特異性を有するハイブリドーマが、好ましい。メソ

セリンポリペプチドに特異的に結合するモノクローナル抗体を生成するハイブリ

ドーマが、本発明により意図される。

      【００９７】

  モノクローナル抗体が、増殖するハイブリドーマコロニーの上清から単離され

得る。さらに、種々の技術（例えば、適切な脊椎動物宿主（例えば、マウス）の

腹腔へのハイブリドーマ細胞株の注射）が、収量を増大させるために使用され得

る。次いで、モノクローナル抗体が、腹水または血液から収集され得る。混入物

は、従来技術（例えば、クロマトグラフィー、ゲル濾過、沈殿、および抽出）に

より、その抗体から除去され得る。例えば、抗体は、標準的技術を使用して、固

定プロテインＧまたは固定プロテインＡにおけるクロマトグラフィーによって、

精製され得る。

      【００９８】

  特定の実施形態において、抗体の抗原結合フラグメントの使用が、好ましくあ

り得る。このようなフラグメントとしては、Ｆａｂフラグメントが挙げられ、こ

れは、標準的技術を使用して調製され得る（例えば、Ｆａｂフラグメントおよび
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Ｆｃフラグメントを生じるようなパパインでの切断による）。このＦａｂフラグ

メントおよびＦｃフラグメントは、アフィニティークロマトグラフィー（例えば

、固定プロテインＡカラムにおいて）によって、標準的技術を使用して分離され

得る。例えば、Ｗｅｉｒ，Ｄ．Ｍ．、Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍ

ｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、１９８６、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉｅ

ｎｔｉｆｉｃ，Ｂｏｓｔｏｎを参照のこと。

      【００９９】

  種々のエフェクタータンパク質をコードする配列にインフレームで連結された

ＤＮＡ配列によりコードされる免疫グロブリンＶ領域ドメインによって調製され

た抗原に特異的な結合親和性を有する多機能性融合タンパク質が、例えば、ＥＰ

－Ｂ１－０３１８５５４、米国特許第５，１３２，４０５号、米国特許第５，０

９１，５１３号および米国特許第５，４７６，７８６号に開示されるように、当

該分野で公知である。このようなエフェクタータンパク質は、当業者が精通する

種々の任意の技術により融合タンパク質の結合を検出するために使用され得る、

ポリペプチドドメインを含み、そのような技術は、ビオチン模倣（ｍｉｍｅｔｉ

ｃ）配列（例えば、Ｌｕｏら、１９９８、Ｊ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．６５：２

２５およびその中に引用される参考文献を参照のこと）、検出可能な標識部分に

よる直接の共有結合的改変、特定の標識レポーター分子への非共有結合、検出可

能な基質の酵素的改変、又は固相支持体上での固定（共有結合的または非共有結

合的）を含むが、これらに限定されない。

      【０１００】

  本発明における使用のための単鎖抗体はまた、ファージディスプレイ（例えば

、米国特許第５，２２３，４０９号；Ｓｃｈｌｅｂｕｓｃｈら、１９９７、Ｈｙ

ｂｒｉｄｏｍａ  １６：４７；およびその中で引用された参考文献を参照のこと

）のような方法によって、生成および選択され得る。手短かには、この方法にお

いて、ＤＮＡ配列が、糸状ファージ（例えば、Ｍ１３）の遺伝子ＩＩＩまたは遺

伝子ＶＩＩＩに挿入され得る。挿入のためにマルチクローニング部位を有するい

くつかのベクターが、開発されている（ＭｃＬａｆｆｅｒｔｙら、Ｇｅｎｅ  １

２８：２９～３６、１９９３；ＳｃｏｔｔおよびＳｍｉｔｈ、Ｓｃｉｎｅｃｅ  
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２４９：３８６～３９０、１９９０；ＳｍｉｔｈおよびＳｃｏｔｔ、Ｍｅｔｈｏ

ｄｓ  Ｅｎｚｙｍｏｌ．２１７：２２８～２５７、１９９３）。その挿入された

ＤＮＡ配列は、ランダムに生成され得るか、またはメソセリンポリペプチドへの

結合のための既知の結合ドメインの改変体であり得る。単鎖抗体は、この方法を

使用して容易に生成され得る。一般的に、そのインサートは、６～２０アミノ酸

をコードする。その挿入された配列によりコードされるペプチドは、そのバクテ

リオファージの表面上に提示され得る。メソセリンポリペプチドの結合ドメイン

を発現するバクテリオファージは、例えば、当該分野で周知の方法およびＣｈａ

ｎｇら（１９９６、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３：１

３６）によってかまたはＫｏｊｉｍａら（１９９５、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．

２７０：２１９８４）により開示されたような核酸コード配列を使用して調製さ

れた組換えポリペプチドを、固定メソセリンポリペプチドに結合することによっ

て、選択される。非結合ファージは、代表的には、１０ｍＭ  Ｔｒｉｓ、１ｍＭ

  ＥＤＴＡを含みそして塩を含まないかまたは低塩濃度の洗浄により、除去され

る。結合ファージは、例えば、塩含有緩衝液で溶出される。このＮａＣｌ濃度は

、そのファージすべてが溶出されるまで、段階式に増加される。代表的には、フ

ァージ結合の親和性が高いほど、より高い塩濃度によって放出される。溶出され

るファージは、細菌宿主において増殖される。さらなる回の選択が、高い親和性

を有する少数のファージ結合について選択するために実施され得る。次いで、そ

の結合ファージ中のインサートのＤＮＡ配列が、決定される。一旦この結合ペプ

チドの推定アミノ酸配列が既知になると、ヒトメソセリンポリペプチドに特異的

な抗体としての本明細書における使用に十分なペプチドが、組換え手段によって

か、または合成によってかのいずれかで、作製され得る。組換え手段は、その抗

体が融合タンパク質として生成される場合に、使用される。そのペプチドはまた

、親和性または結合を最大にするために、２つ以上の類似のペプチドまたは異な

るペプチドの直列型のアレイとして作製され得る。

      【０１０１】

  ヒトメソセリンポリペプチドに特異的な抗体と反応性である抗原決定基を検出

するために、この検出試薬は、代表的には抗体であり、これは、本明細書中に記
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載されるように調製され得る。サンプル中のポリペプチドを検出するために抗体

を使用するための、当業者に公知の種々のアッセイ形態が存在し、そのアッセイ

は、以下を含むがこれらに限定されない：酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）、ラジ

オイムノアッセイ（ＲＩＡ）、免疫蛍光定量法、免疫沈降、平衡透析、免疫拡散

法、および他の技術。例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉ

ｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，ＣＯｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈ

ａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８８；Ｗｅｉｒ，Ｄ．Ｍ．、Ｈａｎｄ

ｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，１９８６

、Ｂａｌｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｂｏｓｔｏｎを参照のこと。例

えば、このアッセイは、ウェスタンブロットの形態にて実施され得、そこで生物

学的サンプル由来のタンパク質調製物が、ゲル電気泳動に供され、適切な膜にト

ランスファーされ、そして抗体と反応させられる。次いで、膜上の抗体の存在が

、当該分野で周知でありそして下記に記載されるように、適切な検出試薬を使用

して検出され得る。

      【０１０２】

  別の実施形態において、このアッセイは、標的メソセリンポリペプチドに結合

しそしてそのメソセリンポリペプチドをサンプルの残りから取り出すための、固

体支持体上に固定された抗体の使用を包含する。次いで、結合したメソセリンポ

リペプチドが、別個のメソセリンポリペプチド抗原決定基と反応性である第２抗

体（例えば、検出可能なレポーター部分を含む試薬）を使用して、検出され得る

。非限定的例として、この実施形態によると、別個の抗原決定基を認識する固定

された抗体および第２抗体は、モノクローナル抗体ＯＶ５６９、４Ｈ３、３Ｇ３

および１Ａ６から選択される本明細書中に記載されるモノクローナル抗体のうち

の任意の２つであり得る。あるいは、競合アッセイが利用され得、そのアッセイ

において、メソセリンポリペプチドが、検出可能なレポーター部分で標識され、

そしてサンプルとの固定された抗体のインキュベーションの後に、固定されたメ

ソセリンポリペプチド特異的抗体に結合させられる。サンプルの成分が抗体への

標識ポリペプチドの結合を阻害する程度は、その固定された抗体とのそのサンプ

ルの反応性の指標であり、結果として、そのサンプル中のメソセリンのレベルの
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指標である。

      【０１０３】

  固体支持体は当業者に公知の任意の材料であり得、これに抗体が結合され得、

これらの支持体としては、マイクロプレートウェル中の試験ウェル、ニトロセル

ロースフィルターまたは別の適切な膜が挙げられる。あるいは、この支持体は、

ビーズまたはディスクであり得、例えば、ガラス、ファイバーグラス、ラテック

スまたはポリスチレンもしくはポリ塩化ビニルようなプラスチックが挙げられる

。抗体は、当該分野で公知の種々の技術を用いて固体支持体に固定され得、この

技術は特許および科学文献中に詳細に記載されている。

      【０１０４】

  特定の好ましい実施形態において、サンプル中のメソセリン関連抗原ポリペプ

チドの検出のためのアッセイは、２抗体サンドイッチアッセイである。このアッ

セイは、最初に固体支持体（通常は、マイクロタイタープレートのウェル）に固

定化されたメソセリン関連抗原ポリペプチドに特異的な抗体（例えば、ＯＶ５６

９、１Ａ６、３Ｇ３または４Ｈ３のようなモノクローナル抗体）を生物学的サン

プルと接触させ、その結果、サンプル中に天然に存在し、かつ抗体と反応性であ

る抗原決定基を有する可溶性分子を固定化された抗体に結合させて（室温で３０

分間のインキュベーション時間は一般に十分である）、抗原－抗体複合体または

免疫複合体を形成させることにより行い得る。次いで、サンプルの非結合成分は

、固定化された免疫複合体から除去される。次いで、メソセリン関連抗原ポリペ

プチドに対して特異的な第２抗体を添加し、ここで、第２抗体の抗原結合部位は

、固定化された第１抗体の抗原結合部位がメソセリン関連抗原ポリペプチド（例

えば、固体支持体に固定化されたモノクローナル抗体と同じではない、ＯＶ５６

９、１Ａ６、３Ｇ３または４Ｈ３のようなモノクローナル抗体）に結合すること

を競合的に阻害しない。第２抗体は、本明細書中に提供されるように検出可能に

標識され得、その結果、この抗体は、直接検出され得る。あるいは、第２抗体は

、検出可能に標識された二次（または「第２段階」）抗抗体の使用により、また

は本明細書中に提供されるように特異的検出試薬を用いて間接的に検出され得る

。本発明の方法は、イムノアッセイの当業者が、２抗体サンドイッチイムノアッ
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セイにおいて特定の抗原（例えば、メソセリンポリペプチド）を免疫学的に検出

するために多くの試薬および構成が存在することを理解するように、特定の検出

手順に限定されない。

      【０１０５】

  上記の２抗体サンドイッチアッセイを用いる、本発明の特定の好ましい実施形

態において、メソセリン関連抗原ポリペプチドに対して特異的な固定化された第

１抗体は、ポリクローナル抗体であり、そしてメソセリン関連抗原ポリペプチド

に対して特異的な第２抗体はポリクローナル抗体である。本発明の特定の他の実

施形態において、メソセリン関連抗原ポリペプチドに対して特異的な固定化され

た第１抗体はモノクローナル抗体であり、そしてメソセリン関連抗原ポリペプチ

ドに対して特異的な第２抗体はポリクローナル抗体である。本発明の特定の他の

実施形態において、メソセリン関連抗原ポリペプチドに対して特異的な固定化さ

れた第１抗体はポリクローナル抗体であり、そしてメソセリン関連抗原ポリペプ

チドに対して特異的な第２抗体はモノクローナル抗体である。本発明の特定の他

の非常に好ましい実施形態において、メソセリン関連抗原ポリペプチドに対して

特異的な固定化された第１抗体は、モノクローナル抗体であり、そしてメソセリ

ン関連抗原ポリペプチドに対して特異的な第２抗体は、モノクローナル抗体であ

る。例えば、これらの実施形態において、本明細書中で提供されるように、モノ

クローナル抗体４Ｈ３、３Ｇ３、１Ａ６およびＯＶ５６９は、メソセリンポリペ

プチド（例えば、ＭＲＡポリペプチド）上の異なりかつ非競合性の抗原決定基（

例えば、エピトープ）を認識し、その結果、これらのモノクローナル抗体の任意

の対形式の組み合わせが使用され得る。本発明の他の好ましい実施形態において

、メソセリン関連抗原ポリペプチドに対して特異的な固定化された第１抗体およ

び／またはメソセリン関連抗原ポリペプチドに対して特異的な第２抗体は、当該

分野で公知および本明細書中で言われる任意の種の抗体であり得、例えば、Ｆａ

ｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）2フラグメント、免疫グロブリンＶ領域融合タン

パク質または単鎖抗体が挙げられるが、これらに限定されない。当業者は、本発

明が、開示された方法および本願方法において他の抗体形態、フラグメント、誘

導体などの使用を含むことを理解する。
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      【０１０６】

  特定の特に好ましい実施形態において、第２抗体が検出可能なレポーター部分

または標識（例えば、酵素、色素、放射性核種、発光基、蛍光基またはビオチン

など）を含み得る。固体支持体に結合している第２抗体の量は、特異的な検出可

能なレポーター部分または標識について適切な方法を用いて決定される。放射活

性基については、シンチレーションカウンティングまたはオートラジオグラフィ

ーが一般に適切である。抗体－酵素結合体は、種々のカップリング技術を用いて

調製され得る（概説に関しては、例えば、Ｓｃｏｕｔｅｎ，Ｗ．Ｈ．，Ｍｅｔｈ

ｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  １３５：３０－６５，１９８７を参照の

こと）。分光法を使用して、色素（例えば、酵素反応の比色生成物を含む）、発

光基および蛍光基を検出し得る。ビオチンは、アビジンまたはストレプトアビジ

ンを用いて検出され得、ビオチンは、異なるレポーター基（通常は、放射活性基

または蛍光基または酵素）に連結され得る。酵素レポーター基は、一般に、基質

の添加（一般に特定の期間の間）、次いで分光的、分光光度的、または他の反応

生成物の分析により検出され得る。標準物質および標準的添加物を用い、周知の

技術を使用して、サンプル中のメソセリンポリペプチドのレベルを決定し得る。

      【０１０７】

  別の実施形態において、本発明は、本明細書中に提供されるように、生物学的

供給源または被験体由来の生物学的サンプルにおける免疫特異的に反応性の抗体

の検出によって悪性状態の存在についてスクリーニングするためにメソセリン関

連抗原ポリペプチドの使用を企図する。この実施形態に従って、メソセリン関連

抗原ポリペプチド（本明細書中に記載のような短縮型のメソセリン関連抗原ポリ

ペプチドを含むフラグメントまたはその改変体）を検出可能に標識し、そして生

物学的サンプルと接触させて、サンプル中に可溶性形態で天然に存在する抗体の

メソセリン関連抗原ポリペプチドに対する結合を検出する。例えば、メソセリン

関連抗原ポリペプチドは、容易に検出可能な（例えば、放射活性に標識される）

アミノ酸のインビトロ翻訳の間の組み込みのような周知の技術と合わせて、本明

細書中に開示される配列をを使用することにより、または上記の技術のような検

出可能な他のレポーター部分を使用することにより生合成的に標識される。理論
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に拘束されることは望まないが、本発明のこの実施形態により、特定のメソセリ

ンポリペプチド（例えば、本明細書中に開示されるＭＲＡポリペプチド）は特に

免疫原性であるペプチドを提供し得、そのためにこのポリペプチドが特異的かつ

検出可能な抗体を生じることを企図し、このポリペプチドは、核酸レベルでコー

ド配列のインフレーム挿入から生じたフレームシフト配列を特徴とする。例えば

、この理論に従って、特定のＭＲＡポリペプチドは、強い（ａｖｉｄ）免疫応答

を誘発する「非自己」抗原を示し得る一方、インフレーム挿入がないメソセリン

ポリペプチド（例えば、ＭＰＦまたはメソセリン）は、体液性または細胞性免疫

を容易に誘発しない「自己」抗原として免疫系に認められ得る。

      【０１０８】

  上記のように、本発明は、一部、ヒトメソセリン関連抗原ポリペプチドの可溶

性形態が被験体に天然に存在する（特定の癌を有する被験体におけるこのような

可溶性メソセリンポリペプチドのレベルの上昇を含む）という驚くべき知見に関

する。

      【０１０９】

  本発明に従う、悪性状態の存在についてスクリーニングする方法は、被験体由

来の生物学的サンプル中の１つより多くの腫瘍関連マーカーの検出によりさらに

増強され得る。従って、特定の実施形態において、本発明は、メソセリン関連抗

原ポリペプチドに対して特異的な抗体を用いて天然に存在する可溶性サンプル成

分の反応性を検出することに加えて、当該分野で公知のように、そして本明細書

中に提供されるように確立された方法を用いて、悪性状態の少なくとも１つのさ

らなる可溶性マーカーの検出を含むスクリーニングの方法を提供する。上記のよ

うに、現在、容易に得られた生物学的液体のサンプル中で検出可能な多くの可溶

性腫瘍関連抗原が存在する。これらとしては、ＣＥＡ、ＣＡ１２５、シアリルＴ

Ｎ、ＳＣＣ、ＴＰＳおよびＰＬＡＰ（例えば、Ｂａｓｔら，１９８３  Ｎ．Ｅｎ

ｇ．Ｊ．Ｍｅｄ．３０９：８８３；Ｌｌｏｙｄら，１９９７  Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａ

ｎｃ．７１：８４２；Ｓａｒａｎｄａｋｏｕら，１９９７  Ａｃｔａ  Ｏｎｃｏ

ｌ．３６：７５５；Ｓａｒａｎｄａｋｏｕら，１９９８  Ｅｕｒ．Ｊ．Ｇｙｎａ

ｅｃｏｌ．Ｏｎｃｏｌ．１９：７３；Ｍｅｉｅｒら，１９９７  Ａｎｔｉｃａｎ
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ｃ．Ｒｅｓ．１７（４Ｂ）：２９４５；Ｋｕｄｏｈら，１９９９  Ｇｙｎｅｃｏ

ｌ．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｉｎｖｅｓｔ．４７：５２；Ｉｎｄら，１９９７  Ｂｒ．Ｊ

．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎａｅｃｏｌ．１０４：１０２４；Ｂｅｌｌら、１９９８

  Ｂｒ．Ｊ．Ｏｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎａｅｃｏｌ．１０５：１１３６；Ｃｉｏｆｆ

ｉら，１９９７  Ｔｕｍｏｒｉ  ８３：５９４；Ｍｅｉｅｒら，１９９７  Ａｎ

ｔｉｃａｎｃ．Ｒｅｓ．１７（４Ｂ）：２９４９；Ｍｅｉｅｒら，１９９７  Ａ

ｎｔｉｃａｎｃ．Ｒｅｓ．１７（４Ｂ）：３０１９）が挙げられるが、これらに

限定する必要はなく、そして本明細書中で提供されるように、任意の公知のマー

カーをさらに含み得、その存在は、生物学的サンプル中で少なくとも１つの悪性

状態の存在と相関し得る。

      【０１１０】

  あるいは、メソセリン関連抗原ポリペプチドをコードする核酸配列は、標準的

なハイブリダイゼーション技術および／またはポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）

技術を用いて検出され得る。適切なプローブおよびプライマーは、本明細書中に

提供されるメソセリン関連抗原のｃＤＮＡ配列に基づいて当業者により設計され

得る。一般に、生物学的供給源（例えば、真核生物細胞、細菌、ウイルス、その

ような生物から調製された抽出物および生体内で見出される液体）から得られた

任意の種々のサンプルを用いてアッセイが行われ得る。

      【０１１１】

  以下の実施例は例示のためであって、限定するために提供されるものではない

。

      【０１１２】

    （実施例）

  （実施例１：メソセリンポリペプチドの対して特異的なモノクローナル抗体Ｏ

Ｖ５６９）

  本実施例は、卵巣癌由来のヒト悪性腹水細胞で免疫した後のマウスモノクロー

ナル抗体（Ｍａｂ）ＯＶ５６９の生成を記載する。免疫原として使用するための

細胞は、悪性卵巣癌を有する患者の腹膜腹水から遠心分離により回収し、洗浄し

、そして液体窒素中で使用時まで保存した非分画細胞であった。ＢＡＬＢ／ｃマ



(67) 特表２００２－５３８４３４

ウス（約３ヶ月齢）を合計７回、１４日間隔で１回の免疫あたり１×１０7の融

解した卵巣癌細胞を免疫した；アジュバントは用いなかった。初回免疫について

は、マウスに腹腔内（ｉ．ｐ．）および皮下（ｓ．ｃ．）の両方に注射したが、

残りの６回の免疫については、融解細胞の注射をｉ．ｐ．のみで投与した。最終

免疫の４日後、脾臓を１匹のマウスから取り出し、ＩＭＤＭ培養培地（Ｇｉｂｃ

ｏ  ＢＲＬ，Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）中に単一細胞懸濁物を形成する

ように細かく切り離し、そして引き続いて、以前に記載のように融合剤として４

０％ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を用いて（Ｙｅｈら，１９７９  Ｐｒｏ

ｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７６：２９２７）、脾細胞を骨髄腫細

胞Ｐ３ｘ６３Ａｇ８．６５３（ＣＲＬ１５８０、ＡＴＣＣ，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ

，ＭＤ）と融合した。ハイブリダイゼーション後に、融合細胞懸濁物を希釈して

、好ましくは一細胞から生じる低密度培養物を形成し、そして１０％ハイブリド

ーマ増殖因子（Ｉｇｅｎ  Ｉｎｃ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＯ）、１０％

ウシ胎仔血清、２％  ＨＡＴおよび０．２５％ジェネティシンを含有する選択培

地（Ｙｅｈら，１９７９）にて９６ウェルプレート（Ｆａｌｃｏｎ，Ｌｉｎｄｅ

ｎ  Ｐａｒｋ，ＮＹ）に播種した。

      【０１１３】

  各ウェルからの上清を、免疫に用いた卵巣癌腹水、他の患者由来の培養卵巣癌

細胞、および培養ヒト線維芽細胞に結合し得る抗体の存在について、Ｄｏｕｉｌ

ｌａｒｄら（１９８３  Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．９２：１６８）に記載のよ

うに酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）を用いてスクリーニング

した。ヒト卵巣細胞に結合するが、培養ヒト線維芽細胞に結合しない抗体を生成

するハイブリドーマを限界希釈により２回クローニングし、上清抗体の卵巣癌細

胞との特異的反応性について（および種々の正常ヒト組織由来の細胞との非反応

性について）再試験し、そしてインビトロで拡大した。抗体をハイブリドーマ上

清から、固定化したプロテインＡに対してアフィニティークロマトグラフィー（

ＲｅｐｌｉＧｅｎ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）により、緩衝液および低ｐＨ溶

出、次いで供給元により推奨されるように中和としてリン酸緩衝化生理食塩水（

ＰＢＳ）を用いて精製し、その後、これらを濾過滅菌し、そして－７０度で使用
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時まで保存した。

      【０１１４】

  卵巣癌細胞に結合するが、正常な線維芽細胞には結合しない１つのこのような

モノクローナルハイブリドーマ抗体を、ＯＶ５６９と名付けた。モノクローナル

抗体（Ｍａｂ）ＯＶ５６９を、ＥＬＩＳＡによりマウスＩｇＧ１アイソタイプで

あることを決定した。簡潔には、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｎ  ９６ウェルプレート（Ｄ

ｙｎａｔｅｃｈ，Ｃｈａｎｔｉｌｌｙ，ＶＡ）のウェルを、異なるマウスＩｇＧ

サブクラスに対して特異的なヤギ抗体（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｂ

ｉｒｍｉｎｇｈａｍ，ＡＬ）（ＰＢＳ中１μｇ／ｍｌ）を用いて４℃で一晩コー

ティングし、ブロッキングし、そして記載の手順に従ってＯＶ５６９ハイブリド

ーマ上清の種々の希釈を試験するために使用した（Ｙｅｈら，１９７９  Ｐｒｏ

ｃ．Ｎａｔ．ｅｌｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７６：２９２７）。

      【０１１５】

  （実施例２：ＯＶ５６９により認識される卵巣癌抗原に対して特異的な第２モ

ノクローナル抗体の生成）

  ハイブリドーマの第２セットを作製し、Ｍａｂ  ＯＶ５６９により認識される

抗原分子に結合するが、ＯＶ５６９により使用される抗原性エピトープとは異な

るエピトープの認識を介して結合する抗体の生成について選択した。第２Ｍａｂ

生成を誘発するための免疫原として使用するために、ＯＶ５６９結合抗原を、外

科手術で除去した腫瘍から確立したヒト卵巣癌および肺癌の細胞培養物（例えば

、Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら，１９９０  Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５０：２１８３に

記載されるように）の上清から、または固定化したＭＡｂ  ＯＶ５６９のカラム

を使用した腹水もしくは胸膜液の採取物からアフィニティー精製した。簡潔には

、１．５ｇの臭化シアンで活性化したセファロース４Ｂ（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌ

ｏｕｉｓ，ＭＯ）に、９．２ｍｇのＯＶ５６９を添加し、そしてカラムを洗浄し

、そして供給元のプロトコルに従って使用するために平衡化した。抗原が精製さ

れる出発物質（例えば、遠心分離により清澄にされた培養上清）をカラムに通過

させ、その後にカラムを２８０ｎｍの吸光度を有する物質がカラム溶出液に検出

されなくなるまでＰＢＳ（ｐＨ７．２）中の０．０１Ｍ  ０．０２％  ＮａＮ3
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で洗浄した。次いで、ＭＡｂ  ＯＶ５６９カラムに特異的に結合した可溶性抗原

を、ｐＨ２．６溶出緩衝液（０．１Ｍ  グリシン－ＨＣｌ－ｐＨ２．６、０．１

５Ｍ  ＮａＣｌ）を用いて溶出した。溶出液を２ｍｌの容量で採取し、２．５Ｍ

  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．８）で中和し、そして２８０ｎｍおよび２

６０ｎｍの吸光度の分光光度的測定により定量した。

      【０１１６】

  アフィニティー精製したＯＶ５６９抗原（０．１ｍｌ中に３０μｇのタンパク

質）を、０．１ｍｌのＲｉｂｉアジュバント（Ｒｉｂｉ  Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍ

．Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎｃ．，Ｈａｍｉｌｔｏｎ，ＭＴ）と混合し、そしてこ

の混合物を、３ヶ月齢のＢＡＬＢ／ｃマウスにｓ．ｃ．部位で注射し、１４日後

に最初のブースター免疫を行った（このブースター免疫は、ｉ．ｐ．で投与した

）。ブースター免疫については、Ｒｉｂｉアジュバントを、培養したＨ４０１３

肺癌細胞（例えば、Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら，１９９０  Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．

５０：２１８３により記載されるような方法を用いて確立された癌細胞株）の上

清からＯＶ５６９アフィニティークロマトグラフィーにより精製した抗原と混合

した。一連の３回のブースター免疫（各１４日の間隔を与える）において３回目

の投与の１４日後に、マウスをアジュバントなしで静脈内（ｉ．ｖ．）で抗原を

注射することにより最終ブーストを与えた。

      【０１１７】

  最終ブーストの３日後に脾臓を取り出し、そして細胞融合をＭＡｂ  ＯＶ５６

９について実施例１で上記のように行った。得られたハイブリドーマ細胞の上清

を、従来のＥＬＩＳＡ方法（Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍ

ｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎら（編）１９９８  Ｊｏｈｎ  Ｗｉ

ｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，ＮＹ）を用いて、プラスチック９６ウェルプレート上に固定

化した標的抗原に結合し得る抗体の存在について試験した。標的抗原は、（ｉ）

上記のように調製したアフィニティー精製したＯＶ５６９抗原（免疫抗原）；ま

たは（ｉｉ）ヒトＩｇ配列をコードする記載されたベクター（Ｈｏｌｌｅｎｂａ

ｕｇｈら、１９９５  Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．１８８：１－７）を使用

して免疫グロブリン定常領域に融合し、そしてプロテインＡ／Ｇアフィニティー
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クロマトグラフィー（ＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅ  Ａ／Ｇ，Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍ

ｉｃａｌｓ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）により供給元の説明書に従って精製した

メソセリン膜結合タンパク質のアミノ酸２９４～６２８からなる免疫グロブリン

融合タンパク質であるＤ２ｈＩｇ（Ｃｈａｎｇら、１９９６  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ

．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９３：１３６）であった。

      【０１１８】

  陽性の上清をＥＬＩＳＡにより再試験して反応性を確認し、そして改変したＥ

ＬＩＳＡ結合競合イムノアッセイにおいて引き続きスクリーニングした。簡潔に

は、このアッセイにおいて、ＯＶ５６９結合抗原（上記のようにアフィニティー

精製した）を９６ウェルプレートのウェルに固定化した。ウェルに、結合競合イ

ンキュベーション工程（室温で１時間）の間に各陽性ハイブリドーマおよびＷｅ

ｉｒ，Ｄ．Ｍ．，Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍ

ｕｎｏｌｏｇｙ（１９８６，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｂｏ

ｓｔｏｎ）に従ってビオチン化することにより調製した５０μｌ（４００ｎｇ）

のビオチン化ＭＡｂ  ＯＶ５６９上清を与え、次いでＰＢＳで洗浄し、そして今

出工程を供給元の推奨に従って希釈した５０μｌのＨＲＰ－ストレプトアビジン

（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を用いて行った。このア

ッセイにより、ビオチン化ＭＡｂ  ＯＶ５６９結合を阻害することができないこ

とによってＯＶ５６９により認識されるエピトープとは異なるエピトープを認識

するＭＡｂについて選択した。この競合アッセイにおいて試験した上清を、また

、アフィニティー精製したＯＶ５６９結合抗原でコーティングしたコントロール

プレートの並行セットを用いて試験して、ＯＶ５６９抗原に結合するハイブリド

ーマ抗体を確認した。３つのハイブリドーマ（４Ｈ３、３Ｇ３、および１Ａ６と

名付けた）を同定した。これらのハイブリドーマは、Ｄ２ｈＩｇおよび培養した

ＯＶ５６９陽性癌培養上清由来のＯＶ５６９アフィニティー精製した抗原に結合

し得る抗体を生成し、そしてＯＶ５６９  ＭＡｂと競合しなかった。これら３つ

のハイブリドーマをクローニングし、拡大し、そして同系マウスに移植して、抗

体生成腹水腫瘍を確立した。４Ｈ３といわれるＩｇＧ１  ＭＡｂを、以下に記載

の二重決定基（「サンドイッチＥＬＩＳＡ」）アッセイにおいてＯＶ５６９とと
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もに使用した。

      【０１１９】

  （実施例３：ヒト腫瘍細胞表面でのＯＶ５６９卵巣癌抗原の発現）

  本実施例は、ＭＡｂ  ＯＶ５６９により規定される抗原の発現の免疫組織学的

特徴付けを記載する。イムノペルオキシダーゼ技術（Ｓｔｅｒｎｂｅｒｇｅｒ，

Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１０４－１６９頁，Ｊｏｈｎ  Ｗｉ

ｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９７９）の改変法を、Ｖｅ

ｃｔａｓｔａｉｎ  ＡＢＣ免疫染色試薬システム（Ｖｅｃｔｏｒ  Ｌａｂｏｒａ

ｔｏｒｉｅｓ，Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ，ＣＡ）を用いて製造業者の説明書に従っ

て使用した。簡潔には、種々の正常ヒト組織またはヒト腫瘍サンプルを標準的外

科的切除または生検手順により得、そして直ぐに凍結した。この凍結したサンプ

ルを、冷却したミクロトームを用いて切片にし、顕微鏡用ガラススライドの上で

風乾し、冷アセトンで固定し（－２０℃で５分間）、そしてＰＢＳで２回洗浄し

、通常マウス血清でブロッキングし（室温で２０分間）、次いでアビジン／ビオ

チンブロッキング試薬で処理した。次いで、このスライドを、Ｖｅｃｔａｓｔａ

ｉｎブロッキング溶液（Ｖｅｃｔｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）で希釈した

一次抗体とともに室温で９０分間インキュベートし、そしてＰＢＳで洗浄した。

次いで、スライドを、Ｖｅｃｔａｓｔａｉｎブロッキング溶液で１：１５０に希

釈したビオチン化ヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｓｏｕｔｈｅｒｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ

ｌｏｇｙ  Ａｓｓｏｃ．，Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，ＡＬ）とともに室温で３０分

間インキュベートし、そして再びＰＢＳで洗浄した。Ｖｅｃｔａｓｔａｉｎ  Ａ

ＢＣ（「Ｖｅｃｔｏｒ  Ｅｌｉｔｅ」）西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）

作業溶液を調製し、そして室温で保持した。スライドをこのＨＲＰ溶液と共に室

温で３０分間インキュベートし、ＰＢＳで３回洗浄し、そしてＴｒｉｓ緩衝液（

０．０５Ｍ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ－ｐＨ７．５、１５０ｍＭ  ＮａＣｌ）中でリン

スした。ジアミノベンザミジン（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚａｍｉｄｉｎｅ）（Ｄ

ＡＢ、Ｂｉｏ－Ｔｅｋ  Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ．，Ｗｉｎｏｏｓｋｉ

，ＶＴ）色素原試薬溶液をＶｅｃｔａｓｔａｉｎ  ＡＢＣの説明書に従って毎日

調製し、そしてスライドをこの試薬と共に柔らかな光の中で室温で７分間インキ
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ュベートした。ＰＢＳを添加することにより反応を停止させ、そして二回蒸留し

た水で２回洗浄した。スライドをヘマトキシリン（蒸留水で１：１０に希釈した

Ｂｉｏ－Ｔｅｋヘマトキシリン溶液）で１０～４５秒対比染色し、水で３回リン

スし、そして顕微鏡にセットする前に勾配を付けた一連のエタノールを通して脱

水した。

      【０１２０】

  このスライドを冷却し、そして独立した研究者が試験し、ディファレンシャル

干渉コントラスト（Ｎｏｍａｒｓｋｉ）オプティクスを用いて、Ｚｅｉｓｓアッ

プライト顕微鏡（Ｃａｒｌ  Ｚｅｉｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｔｈｏｒｎｗｏｏｄ，ＮＹ

）で明視野照明下で代表的な顕微鏡視野を写真撮影した。ここで示されるように

、サンプルを、試験した細胞の少なくとも１／３がＤＡＢ染色を示した場合に「

陽性」とスコア付けした；「陰性」といわれるサンプルは、同じＭＡｂ希釈物を

用いても有意な染色を示さなかった（細胞の５％未満）。表１は、試験した癌標

本の数に対する陽性に染色された癌（「Ｃａ」）標本の比を示す。染色は、腫瘍

細胞の細胞質において見られ、いくらかの場合には細胞表面にもまた染色が見ら

れた。正常（すなわち、非癌性）細胞は、ＭＡｂ  ＯＶ５６９に対して染色が認

められなかった。新生物細胞および間質細胞の両方が腫瘍サンプルにおいて観察

され、そして前者のみがＭＡｂ  ＯＶ５６９により染色された。正常ヒト組織サ

ンプルを使用した結果を表２に示す。

      【０１２１】

【表１】
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      【０１２２】

【表２】
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  （実施例４：培養したヒト癌細胞表面上のＯＶ５６９卵巣癌抗原の発現）

  本実施例において、癌細胞表面に結合するＭＡｂ  ＯＶ５６９を、Ｃｏｕｌｔ

ｅｒ  Ｅｐｉｃｓ Ｃ  ＦＡＣＳ細胞蛍光測定器（Ｃｏｕｌｔｅｒ  Ｃｏｒｐ．

，Ｍｉａｍｉ，ＦＬ）を用いて、基本的には以前に記載されたとおり（Ｈｅｌｌ

ｓｔｒｏｍら，１９８６  Ｃａｎｃ．Ｒｅｓ．４６：  ３９１７）免疫細胞蛍光

フローサイトメトリーにより評価した。上記のように生成した培養接着ヒト癌細

胞（例えば、Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら，１９９０  Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５０：

２１８３）を、培養フラスコからトリプシン／ＥＤＴＡを用いて取り出し、、遠
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心分離（２００×ｇ、１０分）により２回洗浄し、そして１５％  ＦＢＳを含有

するＩＭＤＭ培地（ＧｉｂｃｏＢＲＬ，Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）中の

再懸濁物を、室温で少なくとも１時間、同じ培地中で平衡化した。次いで、細胞

のアリコート（各群について０．５～１．０×１０6細胞／０．１ｍｌ）を、氷

上に１５分間保持し、そして１００μｌのＯＶ５６９ハイブリドーマ細胞培養上

清中に４℃で１時間再懸濁した。細胞を染色緩衝液（５％ウシ胎仔血清を含有す

るＩＭＤＭ培地）で３回洗浄し、そして１群あたり０．１ｍｌのフルオレセイン

結合体化ヤギ抗マウス免疫グロブリン（ＦＩＴＣ－ＧａＭＩｇ、ＢｉｏＳｏｕｒ

ｃｅ  Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｎｃ．，Ｃａｍａｒｉｌｌｏ，ＣＡ）（

供給元の推奨に従って染色緩衝液で希釈した）中で４℃で３０分間再懸濁した。

細胞を再び３回洗浄し、０．５ｍｌの冷却染色緩衝液に再懸濁し、そして分析す

るまで４℃で暗所に保存した。フロー免疫細胞蛍光検出を、Ｃｏｕｌｔｅｒ  Ｅ

ｐｉｃｓ  Ｃ  ＦＡＣＳ細胞蛍光検出器（Ｃｏｕｌｔｅｒ  Ｃｏｒｐ．，Ｍｉａ

ｍｉ，ＦＬ）を用いて製造業者の説明書に従って行い、順方向および側方の散乱

パラメーター（ｓｃａｔｔｅｒ  ｐａｒａｍｅｔｅｒ）をゲート制御（ｇａｔｅ

）して、単一細胞の事象を記録した。平均蛍光強度を各サンプルについて決定し

、そして線形蛍光当量（ＬＦＥ）を、Ｃｏｕｌｔｅｒ  Ｅｐｉｃｓ  Ｃ  ＦＡＣ

Ｓに装備されたソフトウェアを用いて計算した。陰性コントロールサンプル（第

１抗体インキュベーション工程の間に無関係の特異性のＭＡｂでインキュベート

した）のＬＥＦで除算した各試験サンプルのＬＥＦにより、特異的に免疫蛍光染

色した細胞の相対的明るさと陰性抗体で染色した細胞の相対的明るさとを比較す

るための比が与えられた。結果を表３に示す。

      【０１２３】

【表３】
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  （実施例５：ＯＶ５６９卵巣癌抗原を内在化しないヒト癌細胞）

  ＭＡｂ  ＯＶ５６９によって規定される抗原が抗原陽性癌細胞によって内在化

され得るか否かを決定するために、免疫蛍光抗体局在化アッセイを、レーザー走

査共焦点顕微鏡を使用して行った。上記（例えば、Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら、１９

９０  Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５０：２１８３）のように、外科手術切除に続い

て培養するために適合されたヒト肺癌細胞（Ｈ４０１３）、または卵巣癌細胞（

Ｈ４００７）を、１０％胎仔ウシ血清を含むＩＭＤＭ培養培地（Ｇｉｂｃｏ  Ｂ

ＲＬ、Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）で培養し、加湿された大気中、５％Ｃ

Ｏ2、３７℃で４８時間、ガラススライド（ＮＵＮＣチャンバカバースリップ、

ＮＵＮＣ、Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ、ＮＹ）に接着させた。免疫蛍光抗体標識化のた

めに、細胞を１５分間４℃（細胞表面抗原の内在化には非許容性の温度）で平衡

化させた。ＦＩＴＣ結合ＯＶ５６９を、製造業者の勧めに従って、固定化プロテ

インＡ（ＲｅｐｌｉＧｅｎ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡ）上にアフィニティー精
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製されたＭＡｂ  ＯＶ５６９を用いて記載された条件下（Ｗｅｉｒ，Ｄ．Ｍ．、

Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、

１９８６、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｂｏｓｔｏｎ）で、フ

ルオレセインイソチオシアネート（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）のイ

ンキュベーションによって調製した。ＦＩＴＣ－ＯＶ５６９またはネガティブコ

ントロールとしてＦＩＴＣ結合ヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｔａｇｏ、Ｂｕｒｌｉｎｇ

ａｍｅ、ＣＡ）のいずれかを、各カバースリップをカバーするのに十分な容積で

、４℃で１時間、１０μｍ／ｍｌの濃度で細胞に加えた。結合していない抗体を

、冷たい培養培地を用いてカバースリップを広範囲にリンスすることによって除

いた。次いで、細胞を３７℃（特定の細胞表面抗原の内在化を許容する温度）で

、種々の時間インキュベートした（Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら、１９９０  Ｃａｎｃ

．Ｒｅｓ．５０：２１８３）。３７℃のインキュベーション期間を、冷ＰＢＳを

培養物に添加し、そして細胞をＰＢＳ中の２％ホルムアルデヒドで１５分間室温

で後固定する（ｐｏｓｔ－ｆｉｘｎｇ）ことによって終結した。次いで、各カバ

ースリップを、供給業者の指示に従って抗退色剤ジチオエリスリトール（Ｓｉｇ

ｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）、またはＶｅｃｔａＳｔａｉｎ抗退色試薬（Ｖ

ｅｃｔｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｂｕｒｌｉｎｇａｍｅ、ＣＡ）を用い

て処理した。レーザー走査共焦点顕微鏡イメージを、製造業者の指示に従って、

フルオレセイン検出フィルターを備えたＬｅｉｃａ共焦点顕微鏡（Ｌｅｉｃａ、

Ｉｎｃ．、Ｄｅｅｒｆｉｅｄ、ＩＬ）を用いて得た。

      【０１２４】

  共焦点イメージは、４℃で抗体に対して曝され、洗浄され、そしてすぐに固定

した、ヒト卵巣癌細胞およびヒト肺癌細胞の表面に対してＦＩＴＣ－ＭＡｂ  Ｏ

Ｖ５６９の排他的局在化を示した。ＦＩＴＣ－ＭＡｂ  ＯＶ５６９を用いて４℃

で染色された細胞を８時間以上３７℃に移した場合、検出可能なＦＩＴＣ－ＭＡ

ｂ  ＯＶ５６９は、細胞表面に排他的に局在化したままであり、そして細胞質蛍

光染色は観測されなかった。

      【０１２５】

  （実施例６：ＯＶ５６９卵巣癌抗原のイムノブロット特徴付け）
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  この実施例は、ウエスタンイムノブロット分析を使用して、ＭＡｂ  ＯＶ５６

９によって認識されたヒト癌細胞表面抗原の特徴付けを記載する。

      【０１２６】

  溶解物を含むイムノブロット分析用サンプルを、以下のヒト細胞株から調製し

た：Ｈ４０１３肺癌細胞溶解物（図１、レーン５）、ＯＶＣＡＲ－３卵巣癌細胞

溶解物（Ａｍｅｒ．Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ、Ｍａｎ

ａｓｓａｓ、ＶＡ）（図１、レーン７）、および６Ｋ腎臓癌細胞溶解物（図１、

レーン８）を、標準的な手順（Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉ

ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎら（編）、１９９８  Ｊｏｈｎ  

Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ、ＮＹ）に従って調製した。タンパク質を、製造業者

の指示に従って、Ｂｒａｄｆｏｒｄ  Ｃｏｍｍａｓｓｉｅタンパク質アッセイ試

薬（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｉｎｃ．、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）

を使用して定量化した。

      【０１２７】

  イムノブロット分析のための他のサンプルは、ヒト患者から誘導され、そして

上の実施例２に記載されたような固定化されたＭＡｂ  ＯＶ５６９のカラムでア

フィニティー精製された物質を含んだ。これらのサンプルは、卵巣癌を有する患

者からの卵巣癌腹水流体のＯＶ５６９アフィニティー精製された画分（図１、レ

ーン２）、および肺癌を有すると診断された患者の流体で満たされた胸膜間腔（

ｉｎｔｅｒｐｌｅｕｒａｌ  ｍｅｍｂｒａｎｅ  ｃａｖｉｔｙ）から収集された

胸膜液のＯＶ５６９アフィニティー精製された画分（図１、レーン３）を含んだ

。流体サンプル調製およびアフィニティークロマトグラフィーは、それぞれ以下

の実施例７および上の実施例２に記載された通りであった。

      【０１２８】

  イムノブロット分析のための他のサンプルは、ヒト癌細胞株から誘導され、そ

して上の実施例２に記載される固定化されたＭＡｂ  ＯＶ５６９のカラム上にア

フィニティー精製された物質を含んだ。これらのサンプルは、Ｈ４０１３肺癌（

図１、レーン４）、ＯＶＣＡＲ－３卵巣癌（ＡＴＣＣ、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ

）（図１、レーン６）のＯＶ５６９アフィニティー精製された画分を含んだ。実
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施例２に記載されたＤ２ｈＩｇ融合タンパク質もまた分析された（図１、レーン

１）。

      【０１２９】

  タンパク質内容物によって標準化された各サンプルを、ＳＤＳサンプル緩衝液

（Ｎｏｖｅｘ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を用いて１：１に希釈し、２０μｌ

（３００ｎｇ／レーン）を１４％Ｔｒｉｓ－グリシンゲル（Ｎｏｖｅｘ、Ｓａｎ

  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）上にロードし、そしてゲルを製造業者の指示に従って、約

１．５時間、１２５ＶでＳＤＳ電気泳動緩衝液を使用する電気泳動に供した。ゲ

ル電気泳動に続いて、分離されたタンパク質を、Ｔｒｉｓ－グリシンＳＤＳ移動

緩衝液および製造業者によって勧められた電気泳動移動条件を使用して、ＰＶＤ

Ｆ膜（Ｎｏｖｅｘ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）上にエレクトロブロットした。

      【０１３０】

  抗体調査の前に、ＰＶＤＦ膜を、室温で１時間、洗浄緩衝液（０．２％Ｔｗｅ

ｅｎ  ２０－ＰＢＳ）中の５％脱脂乳でブロックし、続いて洗浄緩衝液で、１０

分間１回、および５分間２回洗浄した。次に、この膜を、１時間室温で、１％脱

脂乳を含む洗浄緩衝液中に３μｇ／ｍＬまで希釈されたプロテインＡアフィニテ

ィー精製ＭＡｂ  ＯＶ５６９の溶液（４．６ｍｇ／ｍｌ）に浸し、続いて上記の

ように一連の３回の洗浄を行った。特異的に結合されたＭＡｂ  ＯＶ５６９の検

出は、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合二次抗体の化学発光検出を使

用して達成された。手短には、膜を、１％脱脂乳を含む洗浄緩衝液中のＨＲＰ標

識ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体（Ｚｙｍｅｄ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｓｏｕｔ

ｈ  Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）の１：５０００希釈

物中で１時間室温でインキュベートし、次いで洗浄緩衝液中にブロットを１０分

間１回、次いで５分間４回それぞれ浸すことによって、非結合抗体を除いた。Ｅ

ＣＬ化学発光基質（ＥＣＬ－Ａｍｅｒｓｈａｍ、Ｂｕｃｋｉｎｇｈａｍｓｈｉｒ

ｅ、Ｅｎｇｌａｎｄ）を、供給業者の指示に従って暗い部屋内で１分間この膜に

適用し、続いてＸ－ｏｍａｔ放射線フィルム（Ｋｏｄａｋ、Ｒｏｃｈｅｓｔｅｒ

、ＮＹ）に手短に曝露した。

      【０１３１】
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  図１は、ＭＡｂ  ＯＶ５６９を結合することによって検出された、電気泳動的

に分割された種のパターンを示し、これは、種々のヒト癌から誘導されるサンプ

ル中の４２～４５ｋＤａの見かけの相対分子量を有する成分を同定する。

      【０１３２】

  （実施例７：モノクローナル抗体ＯＶ５６９によって認識されるメソセリン関

連抗原（ＭＲＡ）、癌抗原は、メソセリンポリペプチドである）

  この実施例は、癌患者からの生物学的サンプル中に可溶性形態で天然に存在し

、ＭＡｂ  ＯＶ５６９によってメソセリンポリペプチドとして認識される分子の

同定を記載する。この天然に可溶性のメソセリンポリペプチドは、本明細書中で

、「メソセリン関連抗原」（ＭＲＡ）と呼ばれる。

      【０１３３】

  肺癌を有するとして診断された患者から単回引出し（ｓｉｎｇｌｅ  ｄｒａｗ

ｉｎｇ）によってヘパリン処理されたチューブに収集された胸膜液（２リットル

）を、細胞を除くために遠心分離によって清澄化し、ＰＢＳを用いて１：１（ｖ

／ｖ）に希釈し、そして、イムノアフィニティークロマトグラフィーの前に、３

ＭＭフィルターペーパー（Ｗｈａｔｍａｎ、Ｃｌｉｆｔｏｎ、ＮＪ）を通して濾

過した。希釈された胸膜液を、固定化されたＭＡｂ  ＯＶ５６９のカラムに適用

し、カラムを非結合成分を除去するために洗浄し、そして特異的に結合された物

質を、実施例２に記載されたように溶出し、そして回収した。結合され、そして

溶出された画分を、３ｍＭグリシン－０．２Ｎ  ＮａＯＨ中和緩衝液の添加によ

って中和した。プールされ、溶出されたＯＶ５６９結合物質を、可能性として存

在するシステイン残基による人為的なジスルフィド結合の形成を妨げるために、

数グレインの結晶性ヨードアセトアミド（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ

）の添加によってアルキル化し、この物質をＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電

気泳動によって分割し、そしてブロットを、分割ゲルが７．５％ポリアクリルア

ミドを含んだ以外、実施例６に記載された通りに、ＰＶＤＦ膜に移した。ＰＶＤ

Ｆ膜のレーンを、Ｎ末端配列分析のために約４０ｋＤａの拡散したバンドを局在

化するために、実施例６にまた記載されるとおりにＭＡｂ  ＯＶ５６９を用いて

、免疫染色した。
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      【０１３４】

  約４０ｋＤａのバンドのアミノ酸配列を、ＡＢＩ  Ｍｏｄｅｌ  ４７３固相シ

ークエンサー（Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ  Ｉｎｃ．、Ｆｏｓｔｅ

ｒ  Ｃｉｔｙ、ＣＡ）上での逐次的エドマン分解によって分析した。部分配列分

析は、ＯＶ５６９アフィニティー単離された４０ｋＤａポリペプチドについて、

以下のＮ末端アミノ酸配列を明らかにした：

  ＥＶＥＫＴＡＣＰＳＧＫＫＡＲＥＩＤＥＳ（配列番号５）

このアミノ酸配列は、メソセリンポリペプチドファミリーの新規な天然に可溶性

のメンバーの部分アミノ酸配列を示す。配列番号５のアミノ酸配列はまた、メソ

セリン（本明細書中に提供されるように天然に可溶性の分子として検出可能でな

い中皮、中皮腫および卵巣癌上に発現される細胞表面差示的抗原（Ｃｈａｎｇら

、１９９２  Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃ．５０：３７３；Ｃｈａｎｇら、１９９６  

Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９３：１３６））の２９４～３１

２の位置に存在し、本明細書に記載される可溶性ＯＶ５６９結合ポリペプチドは

、「メソセリン関連抗原」（ＭＲＡ）と呼ばれている。上記のように、配列番号

５のアミノ酸配列はまた、ＭＰＦ前駆体タンパク質の細胞表面膜結合（すなわち

、本明細書中に提供されるように可溶性ではない）部分に存在する（Ｋｏｊｉｍ

ａら、１９９５  Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０：２１９８４）。

      【０１３５】

  上記のように、メソセリンおよびＭＰＦは、可溶性で、かつ細胞表面に結合さ

れた生成物にタンパク質分解的にプロセスされる約７０ｋＤａの前駆体として合

成される（Ｃｈａｎｇら、１９９６  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ

ＳＡ  ９３：１３６；Ｃｈｏｗｄｈｕｒｙら、１９９８  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａ

ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９５：６６９；Ｋｏｊｉｍａら、１９９５  Ｊ．Ｂｉ

ｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０：２１９８４；Ｙａｍａｇｕｃｈｉら、１９９４  Ｊ．

Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：８０５）。ＯＶ５６９エピトープが存在するドメ

イン（可溶性かまたは膜に会合）を同定するために、２人のヒト免疫グロブリン

定常領域融合タンパク質を構築した。Ｄ１ｈＩｇは、３３ｋＤａのＭＰＦ可溶性

ドメインを含んだが（Ｃｈａｎｇら、１９９６；Ｋｏｊｉｍａら、１９９５）、
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一方、Ｄ２ｈＩｇは、ＭＰＦの４４ｋＤａ膜結合ドメインを含んだ（Ｃｈａｎｇ

ら、１９９６；実施例２を参照のこと）。ＯＶ５６９の特異性は、上記のように

従来のＥＬＩＳＡ法によって試験された。図２に示されるように、ＯＶ５６９は

、Ｄ２ｈＩｇに結合したが、Ｄ１ｈＩｇを認識しなかった。

      【０１３６】

  （実施例８：患者の悪性滲出液および血清におけるモノクローナル抗体ＯＶ５

６９によって規定される卵巣癌の検出のためのアッセイ）

  この実施例は、ＭＲＡ、メソセリンポリペプチドファミリーの新規で天然に可

溶性のメンバーの検出のためのサンドイッチＥＬＩＳＡイムノアッセイを記載す

る。このアッセイは、ＭＡｂ  ＯＶ５６９およびＭＡｂ  ４Ｈ３を使用し、これ

は、ＭＲＡ上に存在する別のエピトープに結合する。

      【０１３７】

  Ｍａｘｉｓｏｒｐ  ＩｍｍｕｎｏTMプレート（Ｎａｌｇｅ  Ｎｕｎｃ  Ｉｎｔ

ｅｒｎａｔｉｏｎａｌ、Ｎａｐｅｖｉｌｌｅ、ＩＬ）のウェルを、炭酸－重炭酸

緩衝液（Ｃ－３０４１、Ｓｉｇｍａ）の５０μｌ／ウェル中の、プロテインＡイ

ムノアフィニティー（ＩｍｍｕｎｏＰｕｒｅ  Ａ／Ｇ  ＩｇＧ  Ｐｕｒｉｆｉｃ

ａｔｉｏｎ  Ｋｉｔ、Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、

Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）精製されたＭＡｂ  ４Ｈ３免疫グロブリンの５０ｎｇを用い

て４℃で一晩コーティングした。次の日に、ウェルをドレインし、２００μｌ／

ウェルのＧＳＣブロック緩衝液（Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ｓｙｓｔｅｍｓ  Ｃｏｒｐ．

、Ｒｅｄｍｏｎｄ、ＷＡ）を用いて室温で２時間ブロックした。次いで、ウェル

を４回、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０（Ｆｉｓｃｈｅｒ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｆａ

ｉｒｌａｗｎ、Ｎｅｗ  Ｊｅｒｓｅｙ）を含む２００μｌ／ウェルのＰＢＳを用

いて洗浄した。

      【０１３８】

  アッセイを開始するために、ブロック緩衝液中に希釈された患者血清の一連の

倍加希釈物（１：４０～１：１２８０）のウェル当たり１００μｌを加え、そし

てプレートを１時間室温に保持した。ウェルをＰＢＳ－０．１％Ｔｗｅｅｎ－２

０を用いて４回洗浄し、その後、５０μｌ／ウェルのビオチン化ＭＡｂ  ＯＶ５
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６９（実施例２に記載されるように調製される）、結合体希釈物（Ｇｅｎｅｔｉ

ｃ  Ｓｙｓｔｅｍｓ）中の２００ｎｇ／ｍｌを加え、そして１時間室温でインキ

ュベートさせた。ウェルを再びＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎで４回洗浄した。次に、結合

体希釈物中に１：１０００に希釈された５０μｌ／ウェルのＨＲＰ－ストレプト

アビジン（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を加え、そして

プレートを室温で４５分間維持した。ウェルを４回ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎで洗浄し

、そして緩衝化された３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ、

Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ｓｙｓｔｅｍｓ）および１％（ｖ／ｖ）のＨＲＰ－ストレプト

アビジン結合体を１５分間加えることによって、発展させた。この反応を２Ｍ  

Ｈ2ＳＯ4の添加によって停止させ、そしてプレートを、Ｓｐｅｃｔｒａｃｏｕｎ

ｔマイクロプレート分光光度計（Ｐａｃｋａｒｄ  Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ  Ｃｏ

．、Ｍｅｒｉｄｅｎ、ＣＴ）を使用して４６０ｎｍで読んだ。

      【０１３９】

  ２人の患者由来の陽性コントロール血清サンプルおよび陰性コントロール血清

サンプルを全てのアッセイの中に含んだ。陰性コントロール血清は、健康なボラ

ンティア由来であり、１：４０の希釈物で存在する場合、検出可能なシグナルを

与えなかった。陽性コントロール（「ｃ＋」）は、卵巣癌を有すると診断された

患者由来であり、そして１：１２８０以下の希釈物で存在する場合、記載された

アッセイ条件下で容易に検出可能なシグナルを提供した。

      【０１４０】

  図３は、ＭＲＡの検出のためのサンドイッチＥＬＩＳＡイムノアッセイを使用

する代表的な結果を示す。２つのＭＡｂ、４Ｈ３およびＯＶ５６９によって認識

される可溶性分子は、２人の卵巣癌患者由来の血清（＃２８９６および＃２８９

７）および肺癌患者由来の血清（＃３Ｌ）において容易に検出され、そして滴定

可能な反応性として相対的に定量化され得た。陽性コントロール血清（ｃ＋）は

また、ＭＲＡ結合ＭＡｂとの反応性を示し、これは希釈因子が増加するにつれて

減少した。

      【０１４１】

  卵巣癌を有するとして診断されたさらなる患者由来の血清、および種々の他の
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腫瘍を有する患者由来の血清は、ＭＲＡの検出のためのサンドイッチＥＬＩＳＡ

イムノアッセイを使用してアッセイされた。非新生物性疾患を有するさらなる患

者の血清および健康な患者由来の血清もまたこのアッセイを使用して比較された

。結果の要旨は、図４に図式で示される。１：１６０の血清希釈物において、第

３段階または第４段階の卵巣癌を有した患者由来の３０の血清のうちの２３は、

健康なボランティア由来の６０の血清のうちの０と比較して、有意に上昇した循

環ＭＲＡレベルを示した。同じ判断基準を使用して、卵巣癌以外の腫瘍を有する

患者由来の７５の血清のうちの２５が、ＭＲＡサンドイッチＥＬＩＳＡ中で検出

可能な反応性を示し、陽性血清のうち最高の頻度（６６％）は、肺癌を有する患

者において観測された（表４）。非新生物性疾患を有する３人の患者由来の血清

は、ＭＲＡサンドイッチＥＬＩＳＡにおいてネガティブであった。

      【０１４２】

【表４】

  （実施例９：メソセリン関連抗原（ＭＲＡ－１）をコードする核酸配列の分子

クローニングおよび配列決定）

  モノクローナル抗体ＯＶ５６９が、ＭＰＦの膜結合ドメイン（Ｄ２ｈＩｇ）を

認識するが、可溶性ドメイン（Ｄ１ｈＩｇ）を認識せず、しかし胸膜液由来の可

溶性ポリペプチドを親和性単離するために使用され得た（実施例７）ので、新規

メソセリン関連抗原（ＭＲＡ）の正体を決定した。この実施例は、モノクローナ

ル抗体ＯＶ５６９によって規定される抗原からの配列情報を使用する、ヒト前立

腺癌株由来の、ＭＲＡ、ＭＲＡ－１をコードするｃＤＮＡ分子のクローニングお
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よび配列決定を記載する。プラスミド単離、コンピテント細胞の生成、形質転換

およびＭ１３操作を、公開された手順に従って行った（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍ

ｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ、ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ

、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ

、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ、１９８９）。全ＲＮＡを、Ｒ

ＮＡｇｅｎｔTMキット（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｉｎｃ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）を

使用してヒト前立腺癌細胞株から単離し（上記のように生成されたＨＥ１Ｐ、例

えば、Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら、１９９０  Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５０：２１８

３を参照のこと）、そして、ポリＡおよびＲＮＡを、ｍＲＮＡ  Ｓｅｐａｒａｔ

ｏｒTM（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．、Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、ＣＡ）を用いて全

ＲＮＡから精製した（共に製造業者の勧めに従った）。ＭａｒａｔｈｏｎTMｃＤ

ＮＡ増幅キット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、ＣＡ）を使用してＲ

ＮＡを逆転写し、二重鎖ｃＤＮＡを作製した。この二重鎖ｃＤＮＡを、供給業者

の指示に従って、ＭａｒａｔｈｏｎTMキットを備えるアダプターにライゲーショ

ンし、そしてＥＸＰＡＮＤTM高忠実度ＰＣＲシステム（Ｒｏｃｈｅ  Ｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）を使

用して増幅した。この増幅のために、第１オリゴヌクレオチドプライマーは、Ｍ

ａｒａｔｈｏｎTMアダプター配列に特異的であり、そして第２プライマーは、Ｏ

Ｖ５６９抗原のＮ末端配列についてのコード領域［配列番号５］に対応し、そし

てＭＰＦ  ｃＤＮＡ配列（Ｋｏｊｉｍａら、１９９５）から誘導される以下の配

列を有した：

  ＧＳＰ１：５’－－ＧＧＡＡＧＴＧＧＡＧＡＡＧＡＣＡＧＣＣＴＧＴＣＣＴＴ

Ｃ－－３’（配列番号６）

ＰＣＲ産物を、ｐＧＥＭ－Ｔベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ

）にライゲートし、そしてライゲーション混合物を、ＤＨ５αコンピテント細胞

（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｇａｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ）中に

形質転換した（共に、製造業者の指示に従った）。プラスミドを、ＱＩＡｐｒｅ

ｐTMスピンミニプレップ（ｓｐｉｎ  ｍｉｎｉｐｒｅｐ）キット（Ｑｉａｇｅｎ

、Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ）を使用して形質転換されたＤＨ５α細胞の個々のコ



(86) 特表２００２－５３８４３４

ロニーから単離し、そしてＢｉｇＤｙｅTMターミネーターサイクル（ｔｅｒｍｉ

ｎａｔｏｒ  ｃｙｃｌｅ）配列決定キット（ＰＥ  Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙ

ｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を使用して配列決定した。１０個

のクローンを単離し、これは、ＭＰＦ  ｃＤＮＡ配列（Ｋｏｊｉｍａら、１９９

５）と同一の核酸配列を保有する８個、メソセリン（Ｃｈａｎｇら、１９９６）

と同一の配列を有する１個、および配列決定する際に、核酸配列を明らかにした

１個（図５Ａ～Ｂおよび配列番号３）を含み、この核酸配列（図５Ａ～Ｂおよび

配列番号３）は、ＭＰＦおよびメソセリン配列に関連するが、またＭＰＦコード

配列のヌクレオチド１８７４（Ｋｏｊｉｍａら、１９９５）に対応するヌクレオ

チド位置に８２ｂｐの挿入物を含み、これは２１２ｂｐのフレームシフトを誘導

した。

      【０１４３】

  配列分析は、このフレームシフトが、本明細書中においてメソセリン関連抗原

－１（ＭＲＡ－１）と呼ばれる新規なポリペプチドに対するコード配列において

生じたことを示し、メソセリン関連抗原－１（ＭＲＡ－１）は、ＭＰＦとメソセ

リンの両方とは異なり、親水性Ｃ末端テイルを含み、従って、水性の生理学的環

境に可溶性であるようである。ＭＲＡ－１のＣ末端９８アミノ酸は、ＭＰＦまた

はメソセリンのいずれかのＣ末端領域に見出されるいずれかのアミノ酸配列とは

異なった。驚くことに、この新規タンパク質をコードする核酸配列（配列番号３

）は、停止コドンを含まないが、代わりにポリＡテイルに対するポリアデニル化

部位に直接続いた。この停止コドンの欠失は、新生物細胞におけるこの配列の起

源に関連し得る。ＭＲＡ－１配列は、メソセリンＤＮＡ配列に存在するが、ＭＰ

Ｆ配列には存在しない２４ｂｐの挿入物を欠いた点、および単一の塩基の差がＭ

ＰＦとメソセリンとの間に見出される二つのヌクレオチド位置においてＭＰＦと

同一であった点で、メソセリンよりもＭＰＦにより密接に関連した。ＭＲＡ－１

ポリペプチド配列（配列番号１）は、図５Ａ～Ｂに示される。

      【０１４４】

  （実施例１０：メソセリン関連抗原（ＭＲＡ－２）の逆ＰＣＲ（ｉｎｖｅｒｓ

ｅ  ＰＣＲ）クローニング）
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  この実施例は、ＭＲＡ改変体（ＭＲＡ－２、ヒト結腸癌細胞株由来）をコード

するｃＤＮＡ分子のクローニングおよび配列決定を記載する。ＭＲＡ－２は、Ｎ

末端において３つのさらなるアミノ酸（ＦＲＲ）の存在（配列番号２）によって

ＭＲＡ－１とは異なり、そして以下に記載される様式と同一に様式によって、Ｍ

ＲＡ－１の完全Ｃ末端領域を欠き、その代わりに、ＭＲＡ－１の残基３２５に対

応するアミノ酸位置で終結する。プラスミド単離、コンピテント細胞の生成、形

質転換、および関連操作を、出版された手順（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ、ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌ

ｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌ

ｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ、１９８９）に従って行った。

      【０１４５】

  逆ＰＣＲ（Ｚｅｉｎｅｒら、１９９４  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １７：

１０５１）を使用して、上記（例えば、Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら、１９９０  Ｃａ

ｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５０：２１８３を参照のこと）のように生成された細胞株で

ある、３７１９の結腸癌由来のＭＲＡをコードする核酸分子をクローニングした

。手短には、全ＲＮＡ（５ｍｇ）を、ＴｒｉｚｏｌTM試薬（ＧＩＢＣＯ－ＢＲＬ

、Ｇｒａｎｄ  Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）を使用して、３７１９の細胞のバルク培養

物から抽出し、供給業者によって指示されるとおりに、ポリＡ+ｍＲＮＡをＰｏ

ｌｙＡＴｔｒａｃｔTMオリゴ－ｄＴコーティング磁性ビーズ（Ｐｒｏｍｅｇａ，

Ｉｎｃ．，Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）を使用して精製した。第１鎖のｃＤＮＡ合成

を、実施例９のＭＲＡヌクレオチド配列において同定された８２ｂｐ挿入物の５

６～８０の位置にてヌクレオチドを含む部分に特異的なオリゴヌクレオチドプラ

イマーを使用して逆転写により開始された：

ｏｐ５６～８０：５’－ＧＣＧＣＴＣＴＧＡＧＴＣＡＣＣＣＣＴＣＴＣＴＣＴＧ

－３’（配列番号７）

ｃＤＮＡ第２鎖を、実施例９に記載されるとおりにＭａｒａｔｈｏｎTMアダプタ

ープライマーを使用して生成した（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、Ｃ

Ａ）。ｃＤＮＡを２００μｌの反応容積中のＭａｒａｔｈｏｎTMキットプロトコ

ル（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を使用して、１５℃で２４時間それ自身に再ライゲーシ
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ョンすることによって環状にし得た。このライゲーション混合物から、５μｌの

アリコートを、以下のプライマーを用いるＰＣＲ反応のテンプレートとして、使

用した：

ｍｐｆ  ｆ７３５：ＡＧＡＡＡＣＴＴＣＴＧＧＧＡＣＣＣＣＡＣ（配列番号８）

ｍｐｆ  ｒ２９０：ＧＧＧＡＣＧＴＣＡＣＡＴＴＣＣＡＣＴＴＧ（配列番号９）

および以下の入れ子（ｎｅｓｔｅｄ）プライマー：

ＧＳＰ－２５’－ＧＡＡＧＧＡＣＡＧＧＣＴＧＴＣＴＴＣＴＣＣＡＣＴＴＣＣＣ

－３’（配列番号１０）

ｒ８０－５４      ５’－ＣＡＧＡＧＡＧＡＧＧＧＧＴＧＡＣＴＣＡＧＡＧＣ－

３’（配列番号１１）。

      【０１４６】

  ＰＣＲ産物を、ＢｉｇＤｙｅTMターミネーターサイクル配列決定キット（ＰＥ

  Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を

使用して配列決定した。得られたＤＮＡ配列（配列番号４、図６Ａ～Ｂ）は、配

列番号３の１位のヌクレオチドに対して９のさらなるｂｐを配置された５’の存

在を除いて、実施例９に記載されたＭＲＡ－１  ＤＮＡ配列（配列番号３）の１

～９７８位におけるヌクレオチドと同一であった。これらの９個のヌクレオチド

は、Ｎ末端トリペプチドＦＲＰをコードし、これは、本明細書中においてＭＲＡ

－２として呼ばれる、配列番号２のアミノ酸１～３を含む。これらの３つのヌク

レオチドコドンは、メソセリンとその前駆体との間（Ｃｈａｎｇら、１９９６）

、およびＭＰＦとその前駆体との間（Ｋｏｊｉｍａら、１９９５）の切断部位の

コード配列上流に見出される３つのコドンと同一である。従って、推論された可

溶性メソセリン関連（ＳＭＲ）抗原ポリペプチド配列（配列番号１３）は、図７

Ａ～Ｂに示され、これは、このようなＳＭＲポリペプチドをコードする核酸配列

（配列番号１４）である。ＳＭＲは、ＭＲＡ－２において同定されたＦＲＲ  Ｎ

末端トリペプチドおよび上記のように、ＭＲＡ－１（配列番号１）の全ポリペプ

チド配列（配列番号１）を含み、このＣ末端は、ポリアデニル化部位に伸長する

が、停止コドンを欠くヌクレオチド配列によってコードされる。

      【０１４７】
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  （実施例１１：卵巣癌細胞株におけるＭＲＡの発現）

  この実施例において、ヒト卵巣癌細胞株由来のｃＤＮＡライブラリー中のＭＲ

Ａコード核酸配列の検出が記載される。ＲＮＡは、培養された３９９７個の卵巣

癌細胞（上記のように生成され、例えばＨｅｌｌｓｔｒｏｍら、１９９０  Ｃａ

ｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．５０：２１８３を参照のこと）から抽出され、そして製造業

者の指示に従って、ＭａｒａｔｈｏｎTMｃＤＮＡ増幅キット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ

、Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、ＣＡ）を使用して逆転写によってｃＤＮＡライブラリー

を作製するために使用した。ライブラリーを、ｐＣＤＮＡ３－Ｚｅｏ（ＩｎＶｉ

ｔｒｏｇｅｎ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎｄｉｅｇｏ，ＣＡ）においてクローニングし、

そしてノーザンブロットへのオリゴヌクレオチドプローブのハイブリダイゼーシ

ョンによってスクリーニングした。以下のオリゴヌクレオチドは、実施例９に記

載されたＭＲＡ８２ヌクレオチド挿入物の領域に対応して合成される：

  ｉ３５：５’－ＣＣＡＧＧＧＣＴＧＧＧＧＧＣＡＧＡＧＣＴＧＧＧＧＧＧＧＣ

ＧＴＧＧＡＧＧＴＧ－３’（配列番号１２）。

      【０１４８】

  ［32Ｐ］用いたｉ３５の末端標識を、供給業者の指示に従って、Ｐｒｉｍｅｒ

  Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ  Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ

）を使用して行い、標識オリゴヌクレオチドを使用して、周知の手順に従って、

種々のヒト組織（ＭＴＮTMＭｕｔｉｔｐｌｅ  Ｔｉｓｓｕｅ  Ｎｏｒｔｈｅｒｎ

  Ｂｌｏｔ、Ｃａｔ．Ｎｏ．７７６０－１、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ  Ａｌ

ｔｏ、ＣＡ）からの電気泳動的に分離されたＲＮＡサンプルを含むノーザンブロ

ットを調査した。スクリーニングアッセイによって同定された個々のクローンを

選択し、増幅し、そして実施例１０に記載されるように配列決定し、卵巣癌細胞

株からのＭＲＡ配列を決定する。

      【０１４９】

  上記から、本発明の特定の実施形態が本明細書中に例示の目的のために記載さ

れたが、種々の改変が本発明の精神および範囲から逸脱することなしになされ得

ることが理解される。従って、本発明は、添付の特許請求の範囲による以外制限

されない。
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、モノクローナル抗体ＯＶ５６９によって検出される癌関連抗原のウエ

スタン免疫ブロットの特徴付けを示す。

    【図２】

  図２は、ＥＬＩＳＡにおける、ＭＰＦの可溶性（Ｄ１ｈＩｇ）ドメインまたは

膜結合（Ｄ２ｈＩｇ）ドメインを含む、ヒト免疫グロブリン定常領域融合タンパ

ク質へのモノクローナル抗体ＯＶ５６９の結合を示す。

    【図３】

  図３は、サンドイッチＥＬＩＳＡによる、癌患者由来の血清中の可溶性メソセ

リンポリペプチドの検出を示す。

    【図４】

  図４は、正常被験体由来および悪性状態と診断された患者由来の血清における

可溶性メソセリンポリペプチドの、サンドイッチＥＬＩＳＡを用いた検出を示す

。

    【図５】

  図５Ａ～Ｂは、メソセリン関連抗原（ＭＲＡ－１）アミノ酸配列（配列番号１

）、およびＭＲＡ－１メソセリン関連抗原をコードする核酸配列（配列番号３）

を示す。アミノ酸およびヌクレオチド位置は、３個のさらなるＮ末端アミノ酸（

９個のさらなる５’ヌクレオチド）で始まるＭＲＡ－２配列（図６Ａ～Ｂ）に従

って番号を付けた。太字型の強調は、関連するメソセリン／ＭＰＦ配列に対する

８２塩基の挿入である。図５Ｃは、１文字コードを用いたアミノ酸配列を示す。

    【図６】

  図６Ａ～Ｂは、メソセリン関連抗原（ＭＲＡ－２）アミノ酸配列（配列番号２

）、およびＭＲＡ－２メソセリン関連抗原をコードする核酸配列（配列番号４）

を示し、これは、３個のさらなるＮ末端アミノ酸（９個のさらなる５’ヌクレオ

チド）で始まる。太字型の強調は、関連するメソセリン／ＭＰＦ配列に対する８

２塩基の挿入の８０ヌクレオチドである。図６Ａ～Ｂは、１文字コードを用いた

アミノ酸配列を示す。
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    【図７】

  図７Ａ～Ｂは、このＳＭＲをコードする可溶性メソセリン関連（ＳＭＲ）抗原

アミノ酸配列（配列番号１３）および核酸配列（配列番号１４）を示す。太字項

型の強調は、関連するメソセリン／ＭＰＦ配列に対する８２塩基の挿入である。

図７Ｃは、１文字コードを用いたアミノ酸配列を示す。

【図１】
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【図２】

【図３】
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【図４】
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【図５Ａ】
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【図５Ｂ】



(96) 特表２００２－５３８４３４

【図５Ｃ】
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【図６Ａ】
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【図６Ｂ】
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【図６Ｃ】
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【図７Ａ】



(101) 特表２００２－５３８４３４

【図７Ｂ】
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【図７Ｃ】
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【国際調査報告】
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─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ｃ１２Ｎ   1/15                                       Ｃ１２Ｎ   1/15                     ４Ｈ０４５
              1/19                                                  1/19                       
              1/21                                                  1/21                       
              5/10                                       Ｃ１２Ｐ  21/02                 Ｃ    
             15/09         ＺＮＡ                        Ｃ１２Ｑ   1/68                 Ａ    
   Ｃ１２Ｐ  21/02                                       Ｇ０１Ｎ  33/15                 Ｚ    
   Ｃ１２Ｑ   1/68                                                 33/50                 Ｚ    
   Ｇ０１Ｎ  33/15                                                 33/53                 Ｄ    
             33/50                                                 33/577                Ｂ    
             33/53                                       Ｃ１２Ｐ  21/08                       
             33/577                                      Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ    
// Ｃ１２Ｐ  21/08                                                  5/00                 Ａ    
(81)指定国          ＥＰ(ＡＴ，ＢＥ，ＣＨ，ＣＹ，
ＤＥ，ＤＫ，ＥＳ，ＦＩ，ＦＲ，ＧＢ，ＧＲ，ＩＥ，Ｉ
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，ＣＦ，ＣＧ，ＣＩ，ＣＭ，ＧＡ，ＧＮ，ＧＷ，ＭＬ，
ＭＲ，ＮＥ，ＳＮ，ＴＤ，ＴＧ)，ＡＰ(ＧＨ，ＧＭ，Ｋ
Ｅ，ＬＳ，ＭＷ，ＳＤ，ＳＬ，ＳＺ，ＴＺ，ＵＧ，ＺＷ
)，ＥＡ(ＡＭ，ＡＺ，ＢＹ，ＫＧ，ＫＺ，ＭＤ，ＲＵ，
ＴＪ，ＴＭ)，ＡＥ，ＡＬ，ＡＭ，ＡＴ，ＡＵ，ＡＺ，
ＢＡ，ＢＢ，ＢＧ，ＢＲ，ＢＹ，ＣＡ，ＣＨ，ＣＮ，Ｃ
Ｒ，ＣＵ，ＣＺ，ＤＥ，ＤＫ，ＤＭ，ＥＥ，ＥＳ，ＦＩ
，ＧＢ，ＧＤ，ＧＥ，ＧＨ，ＧＭ，ＨＲ，ＨＵ，ＩＤ，
ＩＬ，ＩＮ，ＩＳ，ＪＰ，ＫＥ，ＫＧ，ＫＰ，ＫＲ，Ｋ
Ｚ，ＬＣ，ＬＫ，ＬＲ，ＬＳ，ＬＴ，ＬＵ，ＬＶ，ＭＡ
，ＭＤ，ＭＧ，ＭＫ，ＭＮ，ＭＷ，ＭＸ，ＮＯ，ＮＺ，
ＰＬ，ＰＴ，ＲＯ，ＲＵ，ＳＤ，ＳＥ，ＳＧ，ＳＩ，Ｓ
Ｋ，ＳＬ，ＴＪ，ＴＭ，ＴＲ，ＴＴ，ＴＺ，ＵＡ，ＵＧ
，ＵＳ，ＵＺ，ＶＮ，ＹＵ，ＺＡ，ＺＷ
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            アメリカ合衆国  ワシントン  98105，  
            シアトル，  ノースイースト  サーバー  
            ドライブ  3925
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Ｆターム(参考） 2G045 AA26 AA40 CA25 CA26 CB03
                      CB07 CB15 CB30 DA36 FB03
                      FB07 
                4B024 AA12 BA36 BA45 CA04 CA07
                      CA11 EA02 FA02 GA03 GA11
                      GA16 HA12 HA15 
                4B063 QA01 QA19 QQ08 QQ43 QQ52
                      QR32 QR56 QR62 QS25 
                4B064 AG27 AG31 CA01 CA10 CC24
                      CE12 DA14 
                4B065 AA26X AA46X AA72X AA90X
                      AA90Y AA93X AB05 BA02
                      BA08 CA24 CA25 CA46 
                4H045 AA11 AA20 AA30 BA10 BA41
                      CA41 DA75 DA76 DA86 DA89
                      EA51 FA72 FA73 FA74 GA26
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摘要(译)

本发明涉及用于检测恶性疾病的组合物和方法以及发现间皮素多肽的可溶性形式，包括间皮素相关抗原（MRA）。 特别地，本发
明提供了编码MRA和MRA变体的核酸序列。 本发明还通过使用MRA核苷酸序列的杂交筛选来检测对间皮素多肽具有特异性的抗体
与可溶形式的天然存在的分子在受试者样品中的反应性。 提供了在此类受试者中筛选恶性疾病的存在的方法以及其他相关优点。
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