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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】癌（たとえば、前立腺癌、肺癌、または乳癌）のファージ・マイクロアレイ・プ
ロファイリングのための方法および組成物ならびに疾患の診断、特徴付け、および治療の
ために有用な新規マーカーを提供する。
【解決手段】疾患を有する被検体のｍＲＮＡから得られたｃＤＮＡを含む複数のファージ
・クローンからなるファージ・ライブラリーから、疾患特異的クローンを濃縮し、疾患を
有する患者由来の血清に曝露して、血清と反応するクローンを同定する方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　a）複数のファージ・クローンを含むファージ・ライブラリーであって、該ファージ・
クローンのそれぞれが、疾患を有する被験体のmRNA試料から得られたcDNAを含むファージ
・ライブラリーを提供する工程；
　b）非疾患特異的ファージ・クローンを除去するために該ファージ・ライブラリーを対
照IgGに結合させる工程、続いて該ファージ・ライブラリーを疾患特異的ファージ・クロ
ーンについて濃縮するために該ファージ・ライブラリーを疾患特異的IgGに結合させる工
程、これにより濃縮されたファージ・ライブラリーを作製する工程を含む、該ファージ・
ライブラリーを、該疾患に特異的なcDNA酸を含むファージ・クローンについて濃縮する工
程；
　c）免疫グロブリンに結合したファージ・ライブラリーを作製するために、該濃縮され
たファージ・ライブラリーを、該疾患を有する患者由来の血清に曝露する工程；および、
　d）該疾患を有する該患者由来の該血清と反応するファージ・クローンを同定する工程
を含む方法。
【請求項２】
　曝露する工程が、濃縮されたファージ・ライブラリーを、疾患を有さない対照被験体由
来の血清に曝露する工程をさらに含む、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　疾患を有する患者由来の血清と反応するが、該疾患を有さない対照被験体由来の血清と
反応しないファージ・クローンを同定する工程をさらに含む、請求項2記載の方法。
【請求項４】
　同定する工程が、免疫グロブリンに結合したファージ・ライブラリーを、疾患を有する
患者由来の血清に由来する免疫グロブリンに結合する第1の免疫グロブリンおよびファー
ジ・カプシドタンパク質に結合する第2の免疫グロブリンに接触させる工程を含む、請求
項1記載の方法。
【請求項５】
　同定する工程が、第1および第2の免疫グロブリンを第3および第4の免疫グロブリンに曝
露する工程をさらに含み、該第3の免疫グロブリンは、該第1の免疫グロブリンに結合し、
かつ該第3の免疫グロブリンは第1の標識を含み、並びに該第4の免疫グロブリンは、該第2
の免疫グロブリンに結合し、かつ該第4の免疫グロブリンは第2の標識を含む、請求項4記
載の方法。
【請求項６】
　第1および第2の標識が、蛍光色素であり、かつ該第1の標識が、該第2の標識とは異なる
波長の蛍光を放射する、請求項5記載の方法。
【請求項７】
　標識されたファージ・ライブラリーをイメージ・スキャナに曝露して、疾患を有する患
者由来の血清と反応するが、該疾患を有さない対照被験体由来の血清と反応しないファー
ジ・クローンを同定する工程をさらに含む、請求項4記載の方法。
【請求項８】
　疾患を有する患者由来の血清と反応するが、該疾患を有さない対照被験体由来の血清と
反応しないファージ・クローンに含まれる遺伝子を同定する工程をさらに含む、請求項7
記載の方法。
【請求項９】
　疾患が、癌、自己免疫疾患、炎症性疾患、心臓血管疾患、および糖尿病からなる群より
選択される、請求項1記載の方法。
【請求項１０】
　癌が、前立腺癌、乳癌、および肺癌からなる群より選択される、請求項7記載の方法。
【請求項１１】
　濃縮されたファージ・ライブラリーが、固体表面に整列されている、請求項1記載の方
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法。
【請求項１２】
　疾患特異的IgGが、該疾患を有する患者の血清から精製される、請求項1記載の方法。
【請求項１３】
　工程b）が、2回またはそれ以上繰り返される、請求項1記載の方法。
【請求項１４】
　工程b）が、5回またはそれ以上繰り返される、請求項1記載の方法。
【請求項１５】
　疾患が癌であり、かつ該疾患を有する患者由来の血清と反応するが、該疾患を有さない
対照被験体由来の血清と反応しないファージ・クローンが腫瘍抗原をコードするcDNAであ
る、請求項3記載の方法。
【請求項１６】
　以下を含む、癌を検出するための方法：
　a）癌を有することが疑われる被験体に由来する試料を提供する工程；並びに、
　b）BRD2、eIF4G1、RPL22、RPL13A、HES1、仮想的タンパク質XP_373908、ユビキリン（u
biquilin）1、核小体タンパク質3（NOL3）、α-2-糖タンパク質1、および熱ショック70kD
aタンパク質8（HSPA70）からなる群より選択される腫瘍抗原に対する体液性応答の有無を
検出し、これにより癌を検出する工程。
【請求項１７】
　癌が前立腺癌、肺癌、および乳癌からなる群より選択される、請求項16記載の方法。
【請求項１８】
　検出する工程が、腫瘍抗原に対する自己抗体の存在を検出する工程を含む、請求項16記
載の方法。
【請求項１９】
　工程c）被験体に対する予後を提供する工程をさらに含む、請求項16記載の方法。
【請求項２０】
　以下を含む、被験体における癌の存在を検出するためのキット：
　a）BRD2、eIF4G1、RPL22、RPL13A、HES1、仮想的タンパク質XP_373908、ユビキリン1、
核小体タンパク質3（NOL3）、α-2-糖タンパク質1、および熱ショック70kDaタンパク質8
（HSPA70）からなる群より選択される腫瘍抗原の存在を特異的に検出することができる試
薬；並びに
　b）該被験体における癌の存在を検出するための該試薬を使用するための説明書。
【請求項２１】
　試薬が、腫瘍抗原または該腫瘍抗原に対する自己抗体に特異的な抗体である、請求項20
記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
技術分野
　本発明は、疾患診断のための組成物および方法に関する。特に、本発明は、癌（たとえ
ば、前立腺癌、肺癌、または乳癌）のファージ・マイクロアレイ・プロファイリングのた
めの方法および組成物を提供する。本発明は、疾患（たとえば、癌）の診断、特徴付け、
および治療のために有用な新規マーカーをさらに提供する。
【０００２】
　本出願は、その全体が参照により本明細書に組み入れられる、2004年6月9日に出願され
た仮出願第60/578,406号に対する優先権を主張する。
【０００３】
　本発明は、部分的にNIH助成金第PSOCA69568号によって資金を提供された。政府は、本
発明に一定の権利を有する。
【背景技術】
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【０００４】
発明の背景
　65歳を超える9人の男性のうちの1人を苦しめている前立腺癌（PCA）は、男性の癌関連
死の主な原因であり、肺癌に次いで2番目である（Abate-Shen and Shen, Genes Dev 14：
2410 [2000]（非特許文献1）； Ruijter et al., Endocr Rev, 20：22 [1999]（非特許文
献2））。American Cancer Societyは、2001年に約184,500人のアメリカ人男性が、前立
腺癌であると診断され、39,200人が、死亡するであろうと推定している。
【０００５】
　前立腺癌は、典型的には直腸指診および/または前立腺特異的抗原（PSA）スクリーニン
グで診断される。高い血清PSAレベルは、PCAの存在を示し得る。PSAは、前立腺細胞のみ
によって分泌されるので、前立腺癌のためのマーカーとして使用されている。健康な前立
腺は、安定量－典型的には1ミリリットルあたり4ナノグラム以下、または「4」またはそ
れ未満のPSA読み出し－を産生するが、癌細胞は、癌の重症度に対応する増大した量を産
生する。4～10のレベルは、患者が前立腺癌を有するという医師の疑いを提起し得、一方
、50を上回る量は、腫瘍が体の他の場所に広がったことを示し得る。
【０００６】
　PSAまたは指診により、癌が存在するという強い可能性を示すときは、経直腸超音波（T
RUS）を使用して前立腺をマッピングし、任意の疑わしい区域を示す。前立腺の種々のセ
クターの生検を使用して、前立腺癌が存在するかどうかを決定する。治療選択肢は、癌の
病期に依存する。低グリーソン数を有し、かつ腫瘍が前立腺外に広がっていない10年また
はそれ未満の平均余命を有する男性は、経過観察（治療なし）によって治療されることが
多い。より侵襲性の癌のための治療選択肢には、前立腺が完全に除去される（神経を残す
技術の有無にかかわらず）根治的前立腺切除術（RP）などの外科的治療、および体外から
前立腺に線量を向ける外部ビームを介して、または局所的に癌細胞を殺すために前立腺内
に移植された低線量放射性種を経て適用される放射線が含まれる。抗アンドロゲンホルモ
ン療法もまた、単独で、または外科手術もしくは放射と組み合わせて使用される。ホルモ
ン療法は、下垂体がテストステロン産生を刺激するホルモンを産生するのを遮断する黄体
形成ホルモン放出ホルモン（LH-RH）類似体を使用する。患者は、死ぬまで、LH-RH類似体
の注入を受けなければならない。
【０００７】
　外科的およびホルモン治療は、限局性PCAのためには有効であることが多いが、進行疾
患では、本質的に不治である。アンドロゲン除去は、進行PCAのための最も一般的な療法
であり、アンドロゲン依存的な悪性細胞の大量のアポトーシスおよび一時的な腫瘍退縮を
引き起こす。しかし、ほとんどの場合、腫瘍は、激しく再出現し、アンドロゲン・シグナ
ルに依存せずに増殖し得る。
【０００８】
　前立腺特異的抗原（PSA）スクリーニングの出現により、PCAが早期に検出されるように
なり、PCA関連した死亡者数が有意に減少した。しかし、癌特異的死亡率に対するPSAスク
リーニングの影響は、いまだ未知であり、前向き無作為化スクリーニング研究の結果も未
決定である（Etzioni et al., J. Natl. Cancer Inst., 91：1033 [1999]（非特許文献3
）； Maattanen et al., Br. J. Cancer 79：1210 [1999]（非特許文献4）； Schroder e
t al., J. Natl. Cancer Inst., 90：1817 [1998]（非特許文献5））。血清PSA試験にお
ける主な限界は、特にPSA検出の中間範囲（4～10ng/ml）における前立腺癌感度および特
異性の欠如である。血清PSAレベルの上昇は、良性前立腺肥大症（BPH）および前立腺炎な
どの非悪性状態を有する患者において検出されることが多く、検出される癌の侵襲性につ
いての情報はほとんど提供されない。血清PSA試験が増加したことと時を同じくして、行
われる前立腺針生検数の劇的な増加があった（Jacobsen et al., JAMA 274：1445 [1995]
（非特許文献6））。これにより、不確かな前立腺針生検が急増した（Epstein and Potte
r J. Urol., 166：402 [2001]（非特許文献7））。したがって、PSAスクリーニングを補
うか、または取って代わるさらなる血清および組織生物マーカーの開発が必要である。
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【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Abate-Shen and Shen, Genes Dev 14：2410 [2000]
【非特許文献２】Ruijter et al., Endocr Rev, 20：22 [1999]
【非特許文献３】Etzioni et al., J. Natl. Cancer Inst., 91：1033 [1999]
【非特許文献４】Maattanen et al., Br. J. Cancer 79：1210 [1999]
【非特許文献５】Schroder et al., J. Natl. Cancer Inst., 90：1817
【非特許文献６】Jacobsen et al., JAMA 274：1445 [1995]
【非特許文献７】Epstein and Potter J. Urol., 166：402 [2001]
【発明の概要】
【００１０】
　本発明は、疾患診断のための組成物および方法に関する。具体的には、本発明は、癌（
たとえば、前立腺癌、乳癌、または肺癌）のファージ・マイクロアレイ・プロファイリン
グのための方法および組成物を提供する。本発明は、疾患（たとえば、癌）の診断、特徴
付け、および治療のために有用な新規マーカーをさらに提供する。
【００１１】
　したがって、いくつかの態様において、本発明は、複数のファージ・クローンを含むフ
ァージ・ライブラリーであって、ファージ・クローンのそれぞれが、疾患（たとえば、癌
、自己免疫疾患、炎症性疾患、心臓血管疾患、および糖尿病）mRNA試料から得られたcDNA
を含むファージ・ライブラリーを提供する工程；非疾患特異的ファージを除去するために
ファージ・ライブラリーを対照IgGに結合させる工程、続いてファージ・ライブラリーを
疾患特異的ファージ・クローンについて濃縮するためにファージ・ライブラリーを疾患特
異的IgGに結合させる工程、これにより濃縮されたファージ・ライブラリーを作製する工
程を含む、ファージ・ライブラリーを、疾患に特異的なcDNAを含むファージ・クローンに
ついて濃縮する工程；免疫グロブリンに結合したファージ・ライブラリーを作製するため
に、濃縮されたファージ・ライブラリーを、疾患患者由来の血清、および任意で非罹患対
照被験体由来の血清に曝露する工程；および疾患患者由来の血清と反応するファージ・ク
ローンを同定する工程を含む方法を提供する。いくつかの態様において、本方法は、疾患
被験体由来の血清と反応するが、非罹患対照被験体由来の血清と反応しないファージ・ク
ローンを同定する工程をさらに含む。いくつかの態様において、同定する工程は、免疫グ
ロブリンに結合したファージ・ライブラリーを、疾患を有する患者由来の血清に由来する
免疫グロブリンに結合する第1の免疫グロブリンおよびファージ・カプシドタンパク質に
結合する第2の免疫グロブリンと接触させる工程を含む。いくつかの態様において、同定
する工程は、第1および第2の免疫グロブリンを第3および第4の免疫グロブリンに曝露する
工程をさらに含み、第3の免疫グロブリンは、第1の免疫グロブリンに結合し、かつ第3の
免疫グロブリンは、第1の標識を含み、並びに第4の免疫グロブリンは、第2の免疫グロブ
リンに結合し、かつ第4の免疫グロブリンは、第2の標識を含む。いくつかの態様において
、第1および第2の標識は、蛍光色素であり、かつ第1の標識は、第2の標識とは異なる波長
の蛍光を放射する。いくつかの態様において、本方法は、標識されたファージ・ライブラ
リーをイメージ・スキャナに曝露して、疾患患者由来の血清と反応するが、非罹患対照被
験体由来の血清と反応しないファージ・クローンを同定する工程をさらに含む。いくつか
の態様において、本方法は、疾患患者由来の血清と反応するが、非罹患対照被験体由来の
血清と反応しないファージ・クローンに含まれる遺伝子を同定する工程をさらに含む。い
くつかの態様において、疾患は、前立腺癌、肺癌、または乳癌である。ある態様において
、濃縮されたファージ・ライブラリーは、固体表面上に整列されている。いくつかの態様
において、疾患特異的IgGは、疾患を有する患者の血清から精製される。いくつかの好ま
しい態様において、濃縮する工程は、2回またはそれ以上、および好ましくは5回またはそ
れ以上繰り返される。好ましい態様において、疾患は、癌であり、かつ癌患者由来の血清
と反応するが、非癌対照被験体由来の血清と反応しないファージ・クローンが腫瘍抗原を
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コードするcDNAを含む。ある態様において、本発明は、上記方法によって同定される腫瘍
抗原を提供する。
【００１２】
　さらなる態様において、本発明は、以下の工程を含む癌（たとえば、前立腺癌、乳癌、
または肺癌）を検出するための方法を提供する：癌を有することが疑われる被験体（たと
えば、ヒト）に由来する試料（たとえば、血液試料または腫瘍試料を含むが、これらに限
定されるわけではない）を提供する工程；および腫瘍抗原（たとえば、BRD2、eIF4G1、RP
L22、RPL13A、HES1、仮想的タンパク質XP_373908、ユビキリン（ubiquilin）1、核小体タ
ンパク質3（NOL3）、α-2-糖タンパク質1、または熱ショック70kDaタンパク質8（HSPA70
））に対する体液性応答の有無を検出し、これにより癌を検出する工程。いくつかの態様
において、検出工程は、抗体に試料を曝露する工程、および腫瘍抗原に結合する抗体を検
出する工程を含む。その他の態様において、検出工程は（たとえば、自己抗体特異抗体に
試料を曝露し、抗体に結合する自己抗体特異抗体を検出することによって）、腫瘍抗原に
対する自己抗体の存在を検出する工程を含む。いくつかのさらなる態様において、本方法
は、被験体に対する予後を提供する工程をさらに含む。いくつかの態様において、癌を検
出する工程は、癌の病期または癌のサブタイプを検出する工程をさらに含む。
【００１３】
　さらにその他の態様において、本発明は、以下を含む、被験体における癌（たとえば、
前立腺癌、肺癌、または乳癌）の存在を検出するためのキットを提供する：腫瘍抗原（た
とえば、BRD2、eIF4G1、RPL22、RPL13A、HES1、仮想的タンパク質XP_373908、ユビキリン
1、核小体タンパク質3（NOL3）、α-2-糖タンパク質1、または熱ショック70kDaタンパク
質8（HSPA70））の存在を特異的に検出することができる（たとえば、検出するのに十分
な）試薬；および被験体における癌の存在を検出するための試薬を使用するための説明書
。いくつかの態様において、試薬は、腫瘍抗原特異抗体である。その他の態様において、
試薬は、腫瘍抗原に対する自己抗体に特異的な抗体である。ある態様において、説明書は
、インビトロ診断法における標識化のための食物および薬物投与に必要とされる説明書を
含む。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】本発明のいくつかの態様のファージ-マイクロアレイ・プロファイリング法の模
式的概要を提供する。
【図２】前立腺癌の体液性免疫応答候補の教師付き解析およびバリデーションを示す。図
ABは、22個のエピトミック・バイオマーカーの多重解析に基づいた、受信者動作特性（RO
C）曲線を示す。AUC、曲線下面積。図2Bは、ELISAによって確認した3つの代表的クローン
の免疫応答性を示す。図2Cは、代表的ファージ-エピトープクローン（5'-UTR_BMI1）に対
する体液性免疫応答の滴定曲線を示す。
【図３】体液性免疫応答候補の遺伝子発現メタ分析を示す。図3Aは、129個の血清試料全
体で評価した4つのインフレームのファージ-エピトープクローンに関する体液性免疫応答
のヒートマップ図を示す。図3Bは、ONCOMINEに収容された公的に利用できるDNAマイクロ
アレイデータを使用して評価したインフレームのファージ-エピトープクローンの相対的
遺伝子発現レベルを示す。図3Cは、前立腺癌におけるタンパク質レベルでの体液性応答候
補の過剰発現の免疫ブロットバリデーションを示す。
【図４】血清のトレーニング・コホートにおけるバイオパニングおよびエピトープ・プロ
ファイリングのために使用した、前立腺癌患者の臨床情報および病理学情報の表を示す。
【図５】血清のバリデーション・コホートにおけるエピトープ・プロファイリングのため
に使用した、前立腺癌患者の臨床情報および病理学情報の表を示す。
【図６】ホルモン不応性前立腺癌患者の臨床情報および病理学情報の表を示す。
【図７】KNNモデルの予測精度の表を示す。
【図８－１】トレーニング試料セットについての分類予測を要約する表を示す。
【図８－２】図8-1の続きを示す図である。
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【図８－３】図8-2の続きを示す図である。
【図９－１】独立したテスト試料セットについての分類予測の表を示す。
【図９－２】図9-1の続きを示す図である。
【図１０】PSAレベルが4ng/ml未満である前立腺癌血清の分類予測の表を示す。
【図１１】インフレームのファージ-エピトープクローンのタンパク質配列の表を示す。
【図１２－１】エピトープ・タンパク質配列アライメントについて、有意なタンパク質一
覧の表を示す。
【図１２－２】図12-1の続きを示す図である。
【図１３】本発明のいくつかの態様において肺癌のエピトミック・バイオマーカーを同定
するために使用したアプローチの模式図を示す。
【図１４】テストセットにおける免疫応答プロファイルの性能を示す。
【図１５】体液性免疫応答プロファイルおよび患者の生存を示す。
【図１６】UBQLN1の特徴付けを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
定義
　本発明の理解を容易にするために、多くの用語および表現を下記に定義する。
【００１６】
　本明細書に使用される「エピトープ」という用語は、特定の抗体と接触する抗原の一部
を指す。
【００１７】
　宿主動物を免疫するためにタンパク質またはタンパク質の断片が使用されるときは、タ
ンパク質の多くの領域が、タンパク質上の所与の領域または三次元構造に対して特異的に
結合する抗体の産生を誘導し得る；これらの領域または構造を「抗原決定基」と称する。
抗原決定基は、無処置の抗原（すなわち、免疫応答を誘発するために使用される「免疫原
」）と抗体に対する結合に関して競合し得る。
【００１８】
　「特異的結合」または「特異的に結合」という用語は、抗体とタンパク質またはペプチ
ドとの相互作用に関して使用されるときは、相互作用がタンパク質上の特定の構造（すな
わち、抗原決定基またはエピトープ）の存在に依存的であることを意味し；言い換えると
、抗体は、タンパク質全般ではなく特異的なタンパク質構造を認識して結合する。たとえ
ば、抗体がエピトープ「A」に特異的な場合、標識された「A」および抗体を含む反応中に
、エピトープAを含むタンパク質（または遊離の、標識されていないA）が存在すると、抗
体に結合する標識されたAの量が減少する。
【００１９】
　本明細書に使用される「非特異的結合」および「バックグラウンド結合」という用語は
、抗体とタンパク質またはペプチドとの相互作用に関して使用されるときは、特定の構造
の存在に依存しない相互作用を指す（すなわち、抗体は、エピトープなどの特定の構造で
はなくタンパク質全般に結合する）。
【００２０】
　本明細書に使用される「被験体」という用語は、ヒト、非ヒト霊長類、齧歯類等を含む
が、これらに限定されるわけではない、特定の治療のレシピエントである任意の動物（た
とえば、哺乳動物）を指す。典型的には、「被験体」および「患者」という用語は、本明
細書において、ヒト被験体に関して交換可能に使用される。
【００２１】
　本明細書に使用される「癌を有することが疑われる被験体」という用語は、癌を示す1
つもしくは複数の症候（たとえば、顕著なしこりまたは腫瘤）を示すか、または癌につい
てスクリーニングがなされる（たとえば、日常的健康診断時に）被験体を指す。癌を有す
ることが疑われる被験体は、1つまたは複数の危険因子を有してもよい。癌を有すること
が疑われる被験体は、一般に癌についての試験がなされていない。しかし、「癌を有する
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ことが疑われる被験体」は、最初の診断（たとえば、腫瘤を示すCTスキャンまたは増大し
たPSAレベル）を受けたが、癌の病期は不明であるような個体を包含する。本用語は、か
つて癌を有した人々（たとえば緩解期の個体）をさらに含む。
【００２２】
　本明細書に使用される「癌のリスクがある被験体」という用語は、特定の癌発症の1つ
または複数のリスク因子を有する被験体を指す。リスク因子は、性別、年齢、遺伝素因、
環境曝露、癌の既往、癌以外の疾患の既往、および生活様式を含むが、これらに限定され
るものではない。
【００２３】
　本明細書に使用される「被験体における癌を特徴付けること」という用語は、良性、前
癌性、または癌性組織の存在、癌の病期、および被験体の予後を含むが、これらに限定さ
れるわけではない、被験体の癌試料の1つまたは複数の特性を同定することを指す。癌は
、本明細書に開示された癌マーカーを含むが、これらに限定されるわけではない1つもし
くは複数の癌マーカーまたは腫瘍抗原遺伝子の発現の同定により特徴付けることができる
。
【００２４】
　本明細書に使用される「被験体における前立腺組織を特徴付けること」という用語は、
前立腺組織試料の1つまたは複数の特性の同定（たとえば、癌性組織の存在、おそらく癌
になりつつある前癌性組織の存在、および転移する可能性が高い癌性組織の存在を含むが
、これらに限定されるわけではない）を指す。いくつかの態様において、組織は、本明細
書に開示した癌マーカーを含むが、これらに限定されるわけではない1つまたは複数の癌
マーカー遺伝子および腫瘍抗原遺伝子の発現を同定することによって特徴付けられる。
【００２５】
　本明細書に使用される「癌マーカー遺伝子」という用語は、発現レベルが、単独でまた
は他の遺伝子と組み合わせて、癌または癌の予後に相関される遺伝子を指す。相関は、遺
伝子の発現が増大されること、または減少されることのいずれに関連していてもよい。た
とえば、遺伝子の発現が、癌の指標であり得るか、または遺伝子発現の欠損が、癌患者の
予後不良に相関し得る。癌マーカー発現は、例示的に下記実施例に記述したものを含むが
、これらに限定されるわけではない、任意の適切な方法を使用して特徴付けられ得る。
【００２６】
　本明細書に使用される「発現レベルを特異的に検出する試薬」という用語は、1つまた
は複数の遺伝子（たとえば、本発明の癌マーカーを含むが、これらに限定されるわけでは
ない）の発現を検出するために使用される試薬を指す。適切な試薬の例は、関心対象の遺
伝子に特異的にハイブリダイズすることができる核酸プローブ、関心対象の遺伝子を特異
的に増幅することが可能なPCRプライマー、および関心対象の遺伝子により発現されたタ
ンパク質に特異的に結合することができる抗体を含むが、これらに限定されるわけではな
い。その他の非限定の例は、下記の記述および実施例に見いだすことができる。
【００２７】
　本明細書に使用される「非癌性対照と比較して減少されたか、または増大された発現を
検出すること」という用語は、非癌性前立腺対照試料におけるレベルと比較した遺伝子の
発現レベル（たとえば、mRNAまたはタンパク質のレベル）を測定することを指す。遺伝子
発現は、本明細書に記述したものを含むが、これらに限定されるわけではない任意の適切
な方法を使用して測定することができる。
【００２８】
　本明細書に使用される「該試験化合物の非存在下と比較して、該試験化合物の存在下に
おける該細胞試料における遺伝子発現の変化を検出すること」という用語は、試験化合物
の非存在下と比較して、試験化合物の存在下において変化した（たとえば、増大したかま
たは減少した）発現レベルを測定することを指す。遺伝子発現は、本明細書に記述したも
のを含むが、これらに限定されるわけではない任意の適切な方法を使用して測定すること
ができる。
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【００２９】
　本明細書に使用される「腫瘍抗原」という用語は、腫瘍細胞によって発現される免疫原
性エピトープ（たとえば、タンパク質）を指す。タンパク質は、非腫瘍細胞によって発現
されてもよいが、腫瘍細胞によって発現されるときにのみ免疫原性であってもよい。また
は、タンパク質は、腫瘍細胞によって発現されるが、正常細胞に発現されなくてもよい。
例示的な腫瘍抗原は、BRD2、eIF4G1、RPL22、RPL13A、HES1、および仮想的タンパク質XP_
373908を含むが、これらに限定されるわけではない。
【００３０】
　本明細書に使用される「自己抗体」という用語は、宿主によって産生され（免疫化の有
無にかかわらず）、かつ宿主抗原（たとえば、腫瘍抗原）に向けられた抗体を指す。
【００３１】
　本明細書に使用される「癌ワクチン」という用語は、腫瘍特異性の免疫応答を誘発する
組成物（たとえば、腫瘍抗原およびサイトカイン）を指す。応答は、ある部位（たとえば
、腫瘍から遠く離れている部位）に癌ワクチン組成物を投与することによって、被験体自
身の免疫系により誘発される。好ましい態様において、免疫応答により、体の至る所で腫
瘍細胞（たとえば、原発性および転移性腫瘍細胞）の根絶を生じる。
【００３２】
　本明細書に使用される「該被験体における癌を検出するために該キットを使用するため
の説明書」という用語は、被験体由来の試料中の癌の検出および特徴付けのためのキット
に含まれる試薬を使用するための説明書を含む。いくつかの態様において、説明書は、イ
ンビトロ診断用品のラベルにおいて米国食品医薬品局（FDA）が要求する意図された使用
の説明をさらに含む。本明細書に使用される「癌発現プロファイル・マップ」という用語
は、特定の型の組織（たとえば、原発性、転移性、および前癌性の組織）における遺伝子
の発現レベルの提示を指す。マップは、図面による提示（たとえば、紙上もしくはコンピ
ュータスクリーン上）、物理的提示（たとえば、ゲルもしくはアレイ）またはコンピュー
タメモリーに保存されたデジタル提示で示してもよい。各マップは、特定の型の組織（た
とえば、原発性、転移性、および前癌性）に対応し、したがって、患者試料と比較するた
めの鋳型を提供する。好ましい態様において、マップは、同じ型の組織を有する複数の患
者由来の組織試料を含むプールされた試料から作製される。
【００３３】
　本明細書に使用される「コンピュータメモリー」および「コンピュータメモリー装置」
という用語は、コンピュータプロセッサによって読取り可能な任意の記憶媒体を指す。コ
ンピュータメモリーの例は、RAM、ROM、コンピュータチップ、デジタルビデオディスク（
DVD）、コンパクトディスク（CD）、ハードディスクドライブ（HDD）、および磁気テープ
を含むが、これらに限定されるわけではない。
【００３４】
　本明細書に使用される「コンピュータ読取り可能な媒体」という用語は、情報（たとえ
ば、データおよび指示）をコンピュータプロセッサに格納し、および提供するための任意
の装置またはシステムを指す。コンピュータ読取り可能な媒体の例は、DVD、CD、ハード
ディスクドライブ、磁気テープ、およびネットワーク上のストリーミングメディアのため
のサーバーを含むが、これらに限定されるわけではない。
【００３５】
　本明細書に使用される「プロセッサ」および「中央処理装置」または「CPU」という用
語は、交換可能に使用され、コンピュータメモリー（たとえば、ROMまたはその他のコン
ピュータメモリー）からプログラムを読取ることができ、およびプログラムに従い工程セ
ットを実行する装置を指す。
【００３６】
　本明細書に使用される「癌の病期」という用語は、癌の進行レベルの定性的または定量
的評価を指す。癌の病期を決定するために使用される基準は、腫瘍の大きさ、腫瘍が体の
他の部位へ広がっているかどうか、および癌がどこに広がっているか（たとえば、同じ臓
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器もしくは体の同じ領域内または他の臓器へ）を含むが、これらに限定されるわけではな
い。
【００３７】
　本明細書に使用される「予後を提供すること」という用語は、被験体の今後の健康（た
とえば、予想される罹患率または死亡率、癌に冒される可能性、および転移のリスク）に
対する癌の存在の影響に関する情報（たとえば、本発明の診断法により決定されるような
）を提供することを指す。
【００３８】
　本明細書に使用される「前立腺特異的抗原不全」という用語は、前立腺癌療法（たとえ
ば、外科手術）後の患者において高い前立腺特異的抗原レベルが生じることを指す。本明
細書に使用される「前立腺特異的抗原不全を生じるリスク」という用語は、被験体が前立
腺癌療法後に前立腺特異的抗原不全を生じる相対的リスク（たとえば、可能性の割合また
は相対スコア）を指す。
【００３９】
　本明細書に使用される「術後腫瘍組織」という用語は、被験体から摘出された（たとえ
ば、手術時）癌性組織（たとえば、前立腺組織）を指す。
【００４０】
　本明細書に使用される「癌と診断された被験体」という用語は、試験されて、癌性細胞
を有することが見いだされた被験体を指す。癌は、生検、X線、血液検査、および本発明
の診断法を含むが、これらに限定されるわけではない任意の適切な方法を用い診断するこ
とができる。
【００４１】
　本明細書に使用される「最初の診断」という用語は、最初の癌診断（たとえば、癌性細
胞の有無）の結果を指す。最初の診断は、前立腺特異的抗原不全のリスクの癌の病期に関
する情報を含まない。
【００４２】
　本明細書に使用される「生検組織」という用語は、試料が癌性組織を含有するかどうか
決定する目的で被験体から摘出された組織（たとえば、前立腺組織）の試料を指す。いく
つかの態様において、被験体は、癌を有することが疑われるので、生検組織が摘出される
。次いで生検組織が癌の有無について試験される（たとえば、顕微鏡観察による）。
【００４３】
　本明細書に使用される「断定的でない生検組織」という用語は、組織学的検査により、
癌の有無が決定されなかった生検組織を指す。
【００４４】
　本明細書に使用される「非ヒト動物」という用語は、齧歯類、非ヒト霊長類、ヒツジ、
ウシ、反芻動物、ウサギ、ブタ、ヤギ、ウマ、イヌ、ネコ、鳥類などのような脊椎動物を
含むが、これらに限定されない、全ての非ヒト動物を指す。
【００４５】
　本明細書に使用される「疾患」という用語は、被験体における標準状態からの何らかの
逸脱を指す。好ましい態様において、本発明の方法および組成物は、免疫反応（たとえば
、生得のタンパク質に対する免疫グロブリンの作製）が、疾患を有する被験体および疾患
を有さない被験体において異なる疾患の診断および治療に有用である。本発明は、癌、自
己免疫疾患、炎症性疾患、心臓血管疾患、および糖尿病を含むが、これらに限定されるわ
けではない非常に多くの疾患での使用を見いだす。
【００４６】
　本明細書に使用される「標識」という用語は、検出可能な（好ましくは、定量化可能な
）効果を提供するために使用することができ、かつ核酸もしくはタンパク質に付着するこ
とができる任意の原子または分子を指す。標識は、色素；32Pなどの放射標識；ビオチン
などの結合部分；ジゴキシゲニンなどのハプテン；発光性、リン光性、または蛍光発生部
分；質量タグ；および単独または蛍光共鳴エネルギー転移（FRET）によって発光スペクト
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ルを抑制、もしくは変化させることができる部分と組み合わせた蛍光色素を含むが、これ
らに限定されるわけではない。標識は、蛍光、放射能、比色、重量測定、X線回折または
吸収、磁気、酵素活性、質量による影響を受ける質量または挙動の特徴（たとえば、MALD
I飛行時間型質量分析）などによって検出可能なシグナル提供し得る。標識は、荷電され
た部分（陽電荷または負電荷）であってもよく、または代わりに、電荷中性であってもよ
い。標識は、標識を含む配列が検出可能な限り、核酸もしくはタンパク質配列を含むか、
または核酸もしくはタンパク質配列からなることができる。
【００４７】
　「siRNA」という用語は、低分子干渉RNAを指す。いくつかの態様において、siRNAは、
約18～25ヌクレオチド長の二重鎖または二本鎖領域を含み；siRNAは、それぞれの鎖の3'
末端に約2つ～4つの不対ヌクレオチドを含むことが多い。siRNAの二重鎖または二本鎖領
域の少なくとも一方の鎖は、標的RNA分子に対して実質的に相同であるか、または実質的
に相補的である。標的RNA分子に対して相補的な鎖は、「アンチセンス鎖」であり；標的R
NA分子に対して相同な鎖は、「センス鎖」であり、siRNAアンチセンス鎖に対してもまた
相補的である。siRNAは、さらなる配列を含んでいてもよく；このような配列の非限定的
な例は、連結配列またはループ、並びにステムおよびその他の折りたたみ構造を含む。si
RNAは、無脊椎動物において、および脊椎動物において、RNA干渉を引き起こす際に、並び
に植物において、転写後遺伝子サイレンシングの間の配列特異的RNA分解を引き起こす際
に、重要な中間体として機能すると思われる。
【００４８】
　「RNA干渉」または「RNAi」という用語は、siRNAによる遺伝子発現のサイレンシングま
たは減少を指す。これは、その二重鎖領域が、サイレンシングされた遺伝子の配列に対し
て相同であるsiRNAによって開始される、動植物における配列特異的、転写後遺伝子サイ
レンシングの過程である。遺伝子は、生物に対して内因性もしくは外因性であっても、染
色体内に組み込まれて存在しても、またはゲノムに組み込まれていないトランスフェクシ
ョン・ベクター内に存在してもよい。遺伝子の発現は、完全に、または部分的にのいずれ
かで阻害される。RNAiは、標的RNAの機能を阻害するとも考えられ得；標的RNAの機能は、
完全または部分的であり得る。
【００４９】
　本明細書に使用される「遺伝子導入系」という用語は、核酸配列を含む組成物を細胞ま
たは組織へ送達する任意の手段を指す。たとえば、遺伝子導入系は、ベクター（たとえば
、レトロウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、および他の核酸に基づいた送
達系）、裸の核酸の微量注入、重合体に基づいた送達系（たとえば、リポソームに基づい
た、および金属粒子に基づいた系）、微粒子銃注入などを含むが、これらに限定されるわ
けではない。本明細書に使用される「ウイルス遺伝子導入系」という用語は、所望の細胞
または組織への試料の送達を促進するための、ウイルスエレメント（たとえば、無処置の
ウイルス、改変されたウイルス、および核酸またはタンパク質などのウイルス構成要素）
を含む遺伝子導入系を指す。本明細書に使用される「アデノウイルス遺伝子導入系」とい
う用語は、アデノウイルス科（Adenoviridae）に属する無処置または変更されたウイルス
を含む遺伝子導入系を指す。
【００５０】
　本明細書に使用される「部位特異的組換え標的配列」という用語は、組換え因子の認識
配列および組換えが生じる位置を提供する核酸配列を指す。
【００５１】
　本明細書に使用される「核酸分子」という用語は、DNAまたはRNAを含むが、これらに限
定されるわけではない任意の核酸を含む分子を指す。本用語は、4-アセチルシトシン、8-
ヒドロキシ-N6-メチルアデノシン、アジリジニルシトシン、プソイドイソシトシン、5-（
カルボキシヒドロキシルメチル）ウラシル、5-フルオロウラシル、5-ブロモウラシル、5-
カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウラシル、5-カルボキシメチルアミノメチルウラ
シル、ジヒドロウラシル、イノシン、N6-イソペンチルアデニン、1-メチルアデニン、1-
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メチルプソイドウラシル、1-メチルグアニン、1-メチルイノシン、2,2-ジメチルグアニン
、2-メチルアデニン、2-メチルグアニン、3-メチルシトシン、5-メチルシトシン、N6-メ
チルアデニン、7-メチルグアニン、5-メチルアミノメチルウラシル、5-メトキシアミノメ
チル-2-チオウラシル、β-D-マンノシルキュェオシン、5'-メトキシカルボニルメチルウ
ラシル、5-メトキシウラシル、2-メチルチオ-N6-イソペンテニルアデニン、ウラシル-5-
オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル-5-オキシ酢酸、オキシブトキソシン、プソイドウ
ラシル、キュェオシン、2-チオシトシン、5-メチル-2-チオウラシル、2-チオウラシル、4
-チオウラシル、5-メチルウラシル、N-ウラシル-5-オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル
-5-オキシ酢酸、プソイドウラシル、キュェオシン、2-チオシトシン、および2,6-ジアミ
ノプリンを含むが、これらに限定されるわけではないDNA並びにRNAの公知の任意の塩基類
似体を含む配列を含む。
【００５２】
　「遺伝子」という用語は、ポリペプチドの産生に必要なコード配列を含む核酸（たとえ
ば、DNA）配列、前駆体、またはRNA（たとえば、rRNA、tRNA）を指す。ポリペプチドは、
全長もしくは断片の望ましい活性または機能特性（たとえば、酵素活性、リガンド結合、
シグナル伝達、免疫原性など）が維持される限り、全長コード配列により、またはコード
配列の任意の一部によりコードすることができる。また、本用語は、構造遺伝子のコード
領域、およびその遺伝子が全長mRNAの長さに相当するように、いずれかの末端上の約1kb
またはそれ以上の距離の、5'末端および3'末端の両側の、コード領域に隣接した配列も包
含する。コード領域の5'側に位置しmRNA上に存在する配列は、5'非翻訳配列と称される。
コード領域の3'側または下流に位置しmRNA上に存在する配列は、3'非翻訳配列と称される
。「遺伝子」という用語は、遺伝子のcDNAおよびゲノム型の両方を包含する。遺伝子のゲ
ノム型またはクローンは、「イントロン」または「介在領域」または「介在配列」と称さ
れる非コード配列で中断されたコード領域を含む。イントロンは、核RNA（hnRNA）へ転写
される遺伝子のセグメントであり；イントロンは、エンハンサーなどの調節エレメントを
含んでいてもよい。イントロンは、核または一次転写産物から除去または「スプライシン
グ」され；その結果イントロンは、メッセンジャーRNA（mRNA）転写産物内には存在しな
い。翻訳時にmRNAは、新生ポリペプチドのアミノ酸の配列または順番を特定するように機
能する。
【００５３】
　本明細書に使用される「異種遺伝子」という用語は、その天然の環境にはない遺伝子を
指す。たとえば、異種遺伝子は、別の種に導入されたある種由来の遺伝子を含む。異種遺
伝子は、何らかの方法（たとえば、突然変異、複数コピーの付加、生得でない調節配列へ
の連結など）で変更されている、生物に生得の遺伝子も含む。異種遺伝子配列は、典型的
には、天然には染色体内の遺伝子配列に結合して見いだされないDNA配列または天然には
見いだされない染色体の一部に結合しているDNA配列（たとえば、遺伝子が通常発現され
ない遺伝子座において発現された遺伝子）に連結している点で、異種遺伝子は、内因性遺
伝子から区別される。
【００５４】
　本明細書に使用される「遺伝子発現」という用語は、遺伝子にコードされた遺伝情報が
、RNA（たとえば、mRNA、rRNA、tRNA、またはsnRNA）へ、遺伝子の「転写」を通じて（す
なわち、RNAポリメラーゼの酵素作用を介して）変換される過程、およびタンパク質をコ
ードする遺伝子については、mRNAの「翻訳」を通じてタンパク質へ変換される過程を指す
。遺伝子発現は、この過程の多くの段階で調節することができる。「上方調節」または「
活性化」は、遺伝子発現産物（すなわち、RNAまたはタンパク質）の産生を増大する調節
を意味する一方、「下方調節」または「抑圧」は、産生を減少する調節を指す。上方調節
または下方調節に関連している分子（たとえば、転写因子）は、それぞれ「アクチベータ
ー」および「リプレッサー」と称されることが多い。
【００５５】
　ゲノム型の遺伝子は、イントロンを含むことに加え、RNA転写産物上に存在する配列の5
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’および3'末端の両方に位置した配列も含んでいてもよい。これらの配列は、「フランキ
ング」配列または領域と称される（これらのフランキング配列は、mRNA転写産物上に存在
する非翻訳配列の5'または3'側に位置する）。5'側フランキング領域は、遺伝子の転写を
制御または影響を及ぼすプロモーターおよびエンハンサーなどの調節配列を含んでもよい
。3'側フランキング領域は、転写終結、転写後切断、およびポリアデニル化を指示する配
列を含んでもよい。
【００５６】
　「野生型」という用語は、天然の供与源から単離された遺伝子または遺伝子産物を指す
。野生型遺伝子は、集団において最も頻繁に観察されるものであり、したがって遺伝子の
「正常」または「野生型」の形態は、任意に設計される。対照的に、「改変された」また
は「突然変異体」という用語は、野生型遺伝子または遺伝子産物と比較して、配列および
/または機能特性に改変（すなわち、変更された特徴）を示す遺伝子または遺伝子産物を
指す。天然の突然変異体は単離することができ；これらは、野生型遺伝子または遺伝子産
物と比較して、変更された特徴（変更された核酸配列を含む）を有するという事実により
同定される点に留意されたい。
【００５７】
　本明細書に使用される「コードする核酸分子」、「コードするDNA配列」、および「コ
ードするDNA」という用語は、デオキシリボ核酸の鎖に沿ったデオキシリボヌクレオチド
の順番または配列を指す。これらのデオキシリボヌクレオチドの順番は、ポリペプチド（
タンパク質）鎖に沿ったアミノ酸の順番を決定する。したがって、DNA配列は、アミノ酸
配列をコードする。
【００５８】
　本明細書に使用される「遺伝子をコードするヌクレオチド配列を有するオリゴヌクレオ
チド」および「遺伝子をコードするヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチド」という
用語は、遺伝子のコード領域を含む核酸配列、または言い換えると、遺伝子産物をコード
する核酸配列を指す。コード領域は、cDNA、ゲノムDNA、またはRNA形態で存在していても
よい。DNA形態で存在する際に、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは、一本鎖
（すなわち、センス鎖）または二本鎖であることができる。適切な転写の開始および/ま
たは一次RNA転写産物の正確なプロセシングができることが必要である場合、エンハンサ
ー/プロモーター、スプライシング接合部、ポリアデニル化シグナルなどのような適切な
制御エレメントは、遺伝子のコード領域に密接に近接して位置し得る。または、本発明の
発現ベクターにおいて利用されるコード領域は、内因性エンハンサー/プロモーター、ス
プライシング接合部、介在配列、ポリアデニル化シグナルなど、または内因性および外因
性の両方の制御エレメントの組み合わせを含んでいてもよい。
【００５９】
　本明細書に使用される「オリゴヌクレオチド」という用語は、長さが短い一本鎖ポリヌ
クレオチド鎖を指す。オリゴヌクレオチドは、典型的には、長さが200残基未満（たとえ
ば、15～100残基）であるが、本明細書に使用される本用語は、より長いポリヌクレオチ
ド鎖も包含する。オリゴヌクレオチドはしばしば、それらの長さで称される。たとえば、
24残基のオリゴヌクレオチドは、「24mer」と称される。オリゴヌクレオチドは、自己ハ
イブリダイズまたは他のポリヌクレオチドとのハイブリダイズにより、二次構造および三
次構造を形成することができる。このような構造は、二重鎖、ヘアピン、十字部、ベンド
（bend）、および三重鎖を含むが、これらに限定されるわけではない。
【００６０】
　本明細書に使用される「相補的」または「相補性」という用語は、塩基対則に関係した
ポリヌクレオチド（すなわち、ヌクレオチド配列）に関して使用される。たとえば、配列
「A-G-T」は、配列「T-C-A」に相補的である。相補性は、「部分的」であっても良く、こ
こでは核酸の塩基のいくつかのみが、塩基対則に従い対応されている。または、核酸間に
「完全な」または「全」相補性が存在することもできる。核酸鎖間の相補性の程度は、核
酸鎖間のハイブリダイゼーションの効率および強さに関して有意な効果を有する。これは
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、増幅反応、ならびに核酸間の結合に依存する検出法において特に重要である。
【００６１】
　「相同性」という用語は、相補性の程度を指す。部分的な相同性または完全な相同性（
すなわち、同一性）が存在し得る。部分的相補配列は、部分的に完全な相補性の核酸分子
が、「実質的に相同」である標的核酸にハイブリダイズすることを少なくとも阻害する核
酸分子である。完全な相補配列の標的配列へのハイブリダイゼーションの阻害は、低スト
リンジェンシー条件下でのハイブリダイゼーションアッセイ（サザンまたはノーザンブロ
ット、液中ハイブリダイゼーションなど）を用いて試験することができる。実質的に相同
である配列またはプローブは、完全に相同である核酸分子の標的への低ストリンジェンシ
ー条件下での結合（すなわち、ハイブリダイゼーション）を競合および阻害する。これは
、低ストリンジェンシー条件が、非特異的結合を可能にするものであることを意味するも
のではなく；低ストリンジェンシー条件は、2つの配列の互いへの結合が特異的（すなわ
ち選択的）相互作用であることを必要とする。非特異的結合が存在しないことは、実質的
に非相補的（たとえば、約30%未満の同一性）である第2の標的の使用により試験すること
ができ；非特異的結合の非存在下では、プローブは第2の非相補的標的とハイブリダイズ
しない。
【００６２】
　cDNAまたはゲノムクローンなどの二本鎖核酸配列に関して使用される場合、「実質的に
相同」という用語は、上記のような低ストリンジェンシー条件下で、二本鎖核酸配列のい
ずれかまたは両方の鎖にハイブリダイズすることができるプローブを指す。
【００６３】
　遺伝子は、一次RNA転写産物の選択的スプライシングによって生じる複数のRNA種を産生
することができる。同じ遺伝子のスプライシング変種であるcDNAは、配列同一性または完
全な相同性の領域（両方のcDNA上に同じエキソンまたは同じエキソンの一部が存在するこ
とを表す）および完全に非同一の領域（たとえば、cDNA 2が代わりにエキソン「B」を含
むときに、cDNA 1上のエキソン「A」が存在することを表す）を含むであろう。2つのcDNA
は配列同一の領域を含むので、これらは両方共、両方のcDNAに見いだされる配列を含む全
遺伝子または遺伝子の一部に由来したプローブへハイブリダイズするであろう；したがっ
て、これら2つのスプライシング変種は、このようなプローブと、および互いに実質的に
相同である。
【００６４】
　一本鎖核酸配列について使用される場合、「実質的に相同」という用語は、上記のよう
な低ストリンジェンシー条件下で、一本鎖核酸配列とハイブリダイズすることができる（
すなわち、相補的である）プローブを指す。
【００６５】
　本明細書に使用される「ハイブリダイゼーション」という用語は、相補的核酸の対形成
に関して使用される。ハイブリダイゼーションおよびハイブリダイゼーション強度（すな
わち、核酸間の会合の強度）は、核酸間の相補性の程度、関連する条件におけるストリン
ジェンシー、形成されたハイブリッドのTm、および核酸内のG:C比などの因子により影響
を受ける。その構造内に相補的核酸の対形成を含む単独の分子は、「自己ハイブリダイズ
された」と称される。
【００６６】
　本明細書に使用される「Tm」という用語は、「融解温度」に関して使用される。融解温
度は、二本鎖核酸分子の集団が一本鎖へと半分解離する温度である。核酸のTmの計算式は
当技術分野において周知である。標準の参考文献により示されるように、Tm値の単純な推
定は、下記式により計算することができる：Tm = 81.5 + 0.41（%G + C）、これは核酸が
1M NaClの水溶液中にある場合（たとえば、Anderson and Young, Quantitative Filter H
ybridization, Nucleic Acid Hybridization [1985]を参照されたい）。その他の参考文
献は、Tmの計算に構造特性、並びに配列特性を考慮する、より洗練されたコンピュータ処
理を含んでいる。
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【００６７】
　本明細書に使用される「ストリンジェンシー」という用語は、核酸ハイブリダイゼーシ
ョンが行われる温度、イオン強度、および有機溶媒などのその他の化合物の存在に関して
使用される。「低ストリンジェンシー条件」下では、関心対象の核酸配列は、その正確な
相補体、単独の塩基ミスマッチを伴う配列、密接に関連した配列（たとえば、90%または
それ以上の相同性を有する配列）、および部分的な相同性のみを有する配列（たとえば、
50～90%の相同性を有する配列）とハイブリダイズする。「中程度のストリンジェンシー
条件」下では、関心対象の核酸配列は、その正確な相補体、単独の塩基ミスマッチを伴う
配列、および密接な関連配列（たとえば、90%またはそれ以上の相同性）とハイブリダイ
ズする。「高ストリンジェンシー条件下」では、関心対象の核酸配列は、その正確な相補
体、および（温度などの条件に応じて）単独の塩基ミスマッチを伴う配列とハイブリダイ
ズする。言い換えると、高ストリンジェンシー条件下では、温度を上昇させ、単独の塩基
ミスマッチを伴う配列とのハイブリダイゼーションを除くことができる。
【００６８】
　核酸ハイブリダイゼーションに関して使用される場合、「高ストリンジェンシー条件」
は、約500ヌクレオチド長のプローブが使用される場合は、5×SSPE （43.8g/l NaCl、6.9
g/l NaH2PO4 H2O、および1.85g/l EDTA、pHは、NaOHにより7.4に調節）、0.5% SDS、5×
デンハート試薬、および100μg/ml変性サケ精子DNAからなる溶液中42℃での結合またはハ
イブリダイゼーション、続く0.1×SSPE、1.0% SDSを含む溶液による42℃での洗浄と同等
の条件を含む。
【００６９】
　核酸ハイブリダイゼーションに関して使用される場合、「中程度のストリンジェンシー
条件」は、約500ヌクレオチド長のプローブが使用されるときに、5×SSPE （43.8g/l NaC
l、6.9g/l NaH2PO4 H2O、および1.85g/l EDTA、pHはNaOHにより7.4に調節）、0.5% SDS、
5×デンハート試薬、および100μg/ml変性サケ精子DNAからなる溶液中42℃での結合また
はハイブリダイゼーション、続く1.0×SSPE、1.0％ SDSを含む溶液による42℃での洗浄と
同等の条件を含む。
【００７０】
　「低ストリンジェンシー条件」は、約500ヌクレオチド長のプローブが使用される場合
は、5×SSPE （43.8g/l NaCl、6.9g/l NaH2PO4 H2O、および1.85g/l EDTA、pHは、NaOHに
より7.4に調節）、0.1% SDS、5×デンハート試薬[50×デンハートは500mlあたり、5gのFi
coll（400型、Pharamcia）、5g BSA（フラクションV；Sigma）を含有する]、および100μ
g/ml変性サケ精子DNAからなる溶液中42℃での結合またはハイブリダイゼーション、続く5
×SSPE、0.1% SDSを含む溶液による42℃での洗浄と同等の条件を含む。
【００７１】
　当技術分野では、低ストリンジェンシー条件を含む多くの同様の条件を使用することが
できることは周知であり；プローブの長さおよび性質（DNA、RNA、塩基組成物）、標的の
性質（溶液中に存在するかまたは固定された、DNA、RNA、塩基組成物など）、並びに塩お
よび他の成分の濃度（たとえば、ホルムアミド、硫酸デキストラン、ポリエチレングリコ
ールの有無）などの因子が考慮され、ハイブリダイゼーション溶液は、上に挙げた条件と
は異なるが同等である低ストリンジェンシーハイブリダイゼーションの条件を生じるよう
に変更してもよい。加えて、当技術分野では、高ストリンジェンシー条件下でハイブリダ
イゼーションを促進する条件（たとえば、ハイブリダイゼーションおよび/または洗浄工
程の温度の上昇、ハイブリダイゼーション溶液中でのホルムアミドの使用など）は公知で
ある（上記「ストリンジェンシー」に関する定義を参照されたい）。
【００７２】
　「増幅」は、鋳型特異性を含む核酸複製の特別な場合である。これは、非特異的鋳型複
製（すなわち、鋳型依存的であるが特異的鋳型には依存しない複製）とは対照的である。
鋳型特異性は、本明細書において複製の忠実性（すなわち、適切なポリヌクレオチド配列
の合成）および（リボ-またはデオキシリボ-）ヌクレオチド特異性から区別される。鋳型
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特異性は、「標的」特異性に関して説明されることが多い。標的配列は、標的配列が他の
核酸から選別されることが求められるという意味で「標的」である。増幅技術は、主にこ
の選別のために設計される。
【００７３】
　鋳型特異性は、酵素の選択によりほとんどの増幅技術で達成される。増幅酵素は、これ
らが使用される条件下で、核酸の不均一混合物中の核酸の特定配列のみを処理する酵素で
ある。たとえば、Qβレプリカーゼの場合、MDV-1 RNAは、本レプリカーゼの特異的鋳型で
ある（Kacian et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69：3038[1972]）。他の核酸は、
この増幅酵素により複製されない。同様に、T7 RNAポリメラーゼの場合、増幅酵素は、そ
れ自身のプロモーターについてストリンジェントな特異性を有する（Chamberlin et al.,
 Nature, 228：227[1970]）。T4 DNAリガーゼの場合、酵素は、ライゲーション接合部で
のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド基質と鋳型との間のミスマッチが存在する
2つのオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドと連結することはない（Wu and Wallac
e, Genomics, 4：560[1989]）。最後に、TaqおよびPfuポリメラーゼは、高温で機能する
それらの能力のために、結合した配列について高い特異性を発揮し、その結果プライマー
により規定されることが見いだされている；高温は、標的配列とのプライマーハイブリダ
イゼーションには有利に働くが、非標的配列とのハイブリダイゼーションには有利に働か
ない熱力学的条件を生じる（H.A. Erlich （ed.）, PCR Technology, Stockton Press [1
989]）。
【００７４】
　本明細書に使用される「増幅可能な核酸」という用語は、任意の増幅法により増幅する
ことができる核酸に関して使用される。「増幅可能な核酸」は、通常「試料鋳型」を含む
ことが企図される。
【００７５】
　本明細書に使用される「試料鋳型」という用語は、「標的」の存在について分析される
試料を起源とする核酸を指す。対照的に、「バックグラウンド鋳型」は、試料中に存在す
ることも存在しないこともある試料鋳型以外の核酸に関して使用される。バックグラウン
ド鋳型は、ほとんどの場合不注意によるものである。これは、キャリーオーバーの結果で
あるか、または試料から精製除去されることが求められる核酸混入物の存在に起因し得る
。たとえば、検出されるもの以外の生物由来の核酸は、被験試料中にバックグラウンドと
して存在し得る。
【００７６】
　本明細書に使用される「プライマー」という用語は、核酸鎖に相補的であるプライマー
伸長産物の合成が誘導される条件下（すなわち、ヌクレオチドおよびDNAポリメラーゼな
どの誘導剤の存在下、並びに適切な温度およびpHで）に置いた場合に、合成開始点として
作用することが可能である、精製した制限消化物のように天然に生じるか、または合成的
に生成されたオリゴヌクレオチドを意味する。プライマーは、増幅効率を最大にするため
に、好ましくは一本鎖であるが、代わりに二本鎖であってもよい。二本鎖の場合、プライ
マーは、伸長産物を調製するために使用される前に、最初にその鎖を分離するように処置
される。好ましくは、プライマーは、オリゴデオキシリボヌクレオチドである。プライマ
ーは、誘導剤の存在下で、伸長産物の合成を刺激するのに十分な長さでなければならない
。プライマーの正確な長さは、温度、プライマー供与源、およびその方法の使用を含む、
多くの因子に依存する。
【００７７】
　本明細書に使用される「プローブ」という用語は、精製された制限消化物と同様に天然
に存在するか、または合成的にか、組換え的にか、もしくはPCR増幅によって産生された
オリゴヌクレオチド（すなわち、ヌクレオチド配列）であって、別の関心対象のオリゴヌ
クレオチドの少なくとも一部にハイブリダイズすることが可能であるものを指す。プロー
ブは、一本鎖または二本鎖であり得る。プローブは、特定の遺伝子配列の検出、同定、お
よび単離に有用である。本発明において使用された任意のプローブが、「レポーター分子
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」により標識され、その結果、酵素（たとえば、ELISA、並びに酵素に基づく組織化学ア
ッセイ）、蛍光、放射性、および発光系を含むが、これらに限定されるわけではない任意
の検出系で検出可能であることが企図される。本発明は、任意の特定の検出系または標識
に限定されることは企図されない。
【００７８】
　本明細書に使用される「一部」という用語は、ヌクレオチド配列に関する場合（「所与
のヌクレオチド配列の一部」など）、その配列の断片を指す。断片は、4個のヌクレオチ
ドから、全ヌクレオチド配列から1個のヌクレオチドを差し引いたもの（10個のヌクレオ
チド、20個、30個、40個、50個、100個、200個、その他）などのサイズの範囲であっても
よい。
【００７９】
　本明細書に使用される「制限エンドヌクレアーゼ」および「制限酵素」という用語は、
そのそれぞれが、特異的ヌクレオチド配列でまたはその近傍で、二本鎖DNAを切断する細
菌酵素を指す。
【００８０】
　本明細書に使用される「機能的な組み合わせ」、「機能的な順番」、および「機能的に
連結」という用語は、所与の遺伝子の転写および/または所望のタンパク質分子の合成を
指示することが可能である核酸分子が産生されるような核酸配列の連結を意味する。また
、本用語は、機能的タンパク質が産生されるような様式でのアミノ酸配列の連結も指す。
【００８１】
　核酸について使用される「単離された」という用語は、「単離されたオリゴヌクレオチ
ド」または「単離されたポリヌクレオチド」のように、同定され、かつその天然の供与源
においてそれが通常会合されている少なくとも1種の成分または混入物から分離された核
酸配列を指す。単離された核酸は、それが天然に見いだされるものとは異なる形態または
状況に存在する。対照的に、非単離の核酸は、これらが天然に存在する状態で見いだされ
るDNAおよびRNAなどの核酸である。たとえば、所与のDNA配列（たとえば、遺伝子）は、
隣接遺伝子の近傍で、宿主細胞染色体上に見いだされ；RNA配列、たとえば特異的タンパ
ク質をコードする特異的mRNA配列は、多数のタンパク質をコードする多くの他のmRNAとの
混合物として、細胞内に見いだされる。しかし、所与のタンパク質をコードする単離され
た核酸は、一例として、核酸が天然の細胞とは異なる染色体位置にあるか、さもなければ
、天然に見いだされるものとは異なる核酸配列が側方にある、所与のタンパク質を通常発
現している細胞内にあるような核酸を含む。単離された核酸、オリゴヌクレオチド、また
はポリヌクレオチドは、一本鎖または二本鎖形態で存在することができる。単離された核
酸、オリゴヌクレオチド、またはポリヌクレオチドがタンパク質を発現するために利用さ
れる場合、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは、最小限センス鎖またはコード
鎖を含む（すなわち、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは一本鎖であってもよ
い）が、センス鎖およびアンチセンス鎖の両方を含んでいてもよい（すなわち、オリゴヌ
クレオチドまたはポリヌクレオチドは二本鎖であってもよい）。
【００８２】
　本明細書に使用される「精製された」または「精製すること」という用語は、成分（た
とえば、混入物）を試料から除去することを指す。たとえば、抗体は、混入している非免
疫グロブリンタンパク質を除去することにより精製され；これらは、標的分子に結合しな
い免疫グロブリンの除去によっても精製される。非免疫グロブリンタンパク質の除去およ
び/または標的分子に結合しない免疫グロブリンの除去は、試料中の標的反応性の免疫グ
ロブリンの割合の増大を生じる。もう一つの例において、組換えポリペプチドは細菌宿主
細胞において発現され、かつポリペプチドは宿主細胞タンパク質の除去により精製され；
これにより、試料中の組換えポリペプチドの割合が増大される。
【００８３】
　「アミノ酸配列」、および「ポリペプチド」または「タンパク質」などの用語は、アミ
ノ酸配列を、言及されたタンパク質分子に関連した完全な生得のアミノ酸配列に限定する
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ことを意味するものではない。
【００８４】
　本明細書に使用される「生得のタンパク質」という用語は、タンパク質が、ベクター配
列によりコードされたアミノ酸残基を含まないことを示し；すなわち、生得のタンパク質
は、天然に存在するタンパク質中に見いだされるアミノ酸のみを含む。生得のタンパク質
は、組換え手段により産生されるか、または天然の供与源から単離されてもよい。
【００８５】
　本明細書に使用される「一部」という用語は、タンパク質に関する場合（「所与のタン
パク質の一部」などの）、タンパク質の断片を指す。断片は、4個のアミノ酸残基から、
全アミノ酸配列から1個のアミノ酸を差し引いたものまでの範囲であってもよい。
【００８６】
　「サザンブロット」という用語は、サイズに従ってDNAを分画するための、アガロース
またはアクリルアミドゲル上でのDNAの分析、その後のニトロセルロースまたはナイロン
膜などの固相支持体へのゲルからのDNAの転移を指す。次いで、固定されたDNAを標識した
プローブでプローブし、使用したプローブに相補的なDNA種を検出する。このDNAは、電気
泳動前に制限酵素により切断することができる。電気泳動後、DNAは、固相支持体への転
移前またはその間に、部分的に脱プリンおよび変性される。サザンブロットは、分子生物
学者の標準のツールである（J. Sambrook, et al., Molecular Cloning： A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Press, NY, pp 9.31-9.58[1989]）。
【００８７】
　本明細書に使用される「ノーザンブロット」という用語は、サイズに従ってRNAを分画
するための、アガロースゲル上でのRNAの電気泳動によるRNAの分析、その後のニトロセル
ロースまたはナイロン膜などの固相支持体へのゲルからのRNAの転移を指す。次いで、固
定されたRNAを標識したプローブでプローブし、使用したプローブに相補的なRNA種を検出
する。ノーザンブロットは、分子生物学者の標準のツールである（J. Sambrook, et al.,
 前記, pp 7.39-7.52[1989]）。
【００８８】
　「ウエスタンブロット」という用語は、ニトロセルロースまたは膜などの支持体上に固
定されたタンパク質（またはポリペプチド）の分析を指す。タンパク質を、アクリルアミ
ドゲル上を泳動してタンパク質を分離し、その後、タンパク質をゲルからニトロセルロー
スまたはナイロン膜などの固相支持体へと転移させる。その後、固定されたタンパク質を
関心対象の抗原に対する反応性を有する抗体に曝露する。抗体の結合は、放射標識された
抗体の使用を含む様々な方法で検出してもよい。
【００８９】
　本明細書に使用される「導入遺伝子」という用語は、たとえば、外来遺伝子の新たに受
精した卵または初期胚への導入により、生物内に配置された外来遺伝子を指す。「外来遺
伝子」という用語は、実験的操作により動物のゲノムに導入され、および導入された遺伝
子が天然の遺伝子の場合と同じ位置に存在しない限りは、その動物内において見いだされ
た遺伝子配列を含み得るような任意の核酸（たとえば、遺伝子配列）を指す。
【００９０】
　本明細書に使用される「ベクター」という用語は、DNAセグメントをある細胞から別の
細胞へと転移させる核酸分子を指す。時に「媒体」という用語は、「ベクター」と交換可
能に使用されることがある。ベクターは、プラスミド、バクテリオファージ、または植物
もしくは動物ウイルスに由来することが多い。
【００９１】
　本明細書に使用される「発現ベクター」という用語は、所望のコード配列および特定の
宿主生物における機能的に連結されたコード配列の発現に必要な適切な核酸配列を含む組
換えDNA分子を指す。原核生物における発現に必要な核酸配列は、通常、プロモーター、
オペレーター（任意）、およびリボソーム結合部位を、しばしば他の配列と共に含む。真
核細胞は、プロモーター、エンハンサー、並びに終結シグナルおよびポリアデニル化シグ
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ナルを含むことが公知である。
【００９２】
　「過剰発現」および「過剰発現している」という用語、並びに文法的な同等物は、対照
または非トランスジェニック動物の所与の組織において観察されるよりも、およそ3倍高
い（または大きい）発現レベルを示す、mRNAのレベルについて使用される。mRNAレベルは
、ノーザンブロット分析を含むが、これに限定されるわけではない、当業者に公知の多く
の技術のいずれかを使用して測定される。分析される各組織から負荷されるRNA量の差異
を制御するために、適当な対照をノーザンブロットに含められる（たとえば、各試料に存
在し、全ての組織において本質的に同量存在する豊富なRNA転写産物である28S rRNAの量
を、ノーザンブロットにおいて観察されるmRNA特異的シグナルの正規化または標準化の手
段として使用することができる）。サイズが、正確にスプライシングされた導入遺伝子RN
Aに相当するバンド内に存在するmRNAの量が定量され；導入遺伝子プローブにハイブリダ
イズしているその他の少量のRNA種は、導入遺伝子のmRNAの発現の量とはみなされない。
【００９３】
　本明細書に使用される「トランスフェクション」という用語は、外来DNAの真核細胞へ
の導入を指す。トランスフェクションは、リン酸カルシウム-DNA共沈、DEAE-デキストラ
ン媒介トランスフェクション、ポリブレン媒介トランスフェクション、電気穿孔、微量注
入、リポソーム融合、リポフェクション、プロトプラスト融合、レトロウイルス感染、お
よび遺伝子銃を含む、当技術分野において公知の様々な手段により実現することができる
。
【００９４】
　「リン酸カルシウム共沈」という用語は、核酸を細胞へ導入する技術を指す。細胞によ
る核酸の取込みは、核酸がリン酸カルシウム-核酸共沈物として存在する場合に増強され
る。Graham and van der Ebの当初の技術（Graham and van der Eb, Virol., 52：456[19
73]）は、特定の細胞型について条件が最適となるように、いくつかのグループにより改
変されている。当業者であれば、これらの多くの改変を熟知しているであろう。
【００９５】
　「安定したトランスフェクション」または「安定してトランスフェクションされる」と
いう用語は、外来DNAのトランスフェクションされた細胞のゲノムへの導入および組み込
みを指す。「安定したトランスフェクタント」という用語は、外来DNAがゲノムDNAへ安定
して組み込まれた細胞を指す。
【００９６】
　「一過性トランスフェクション」または「一過性にトランスフェクションされた」とい
う用語は、外来DNAがトランスフェクションされた細胞のゲノムに組み込まれずに、細胞
に外来DNAを導入することを指す。外来DNAは、数日間トランスフェクションされた細胞の
核に留まる。この間に、外来DNAは、染色体内の内因性遺伝子の発現を支配する調節制御
に供される。「一過性トランスフェクタント」という用語は、外来DNAを取り込んでいる
が、このDNAを組み込むことができなかった細胞を意味する。
【００９７】
　本明細書に使用される「選択マーカー」という用語は、その他の場合は必須栄養素であ
るものを欠いた培地において生育する能力を付与する酵素活性をコードする遺伝子（たと
えば、酵母細胞におけるHIS3遺伝子）の使用を指し；加えて、選択マーカーは、その選択
マーカーを発現している細胞に、抗生物質または薬物に対する抵抗性を付与し得る。選択
マーカーは、「優性」であることができ；優性選択マーカーは、いずれの真核細胞株にお
いても検出することができる酵素活性をコードしている。優性選択マーカーの例は、哺乳
動物細胞において薬物G418に対する抵抗性を付与する細菌のアミノグリコシド3'ホスホト
ランスフェラーゼ遺伝子（neo遺伝子とも称される）、抗生物質ヒグロマイシンに対する
抵抗性を付与する細菌のヒグロマイシンGホスホトランスフェラーゼ（hyg）遺伝子、およ
びミコフェノール酸の存在下で生育する能力を付与する細菌のキサンチン-グアニンホス
ホリボシルトランスフェラーゼ遺伝子（gpt遺伝子とも称される）を含む。その他の選択
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マーカーは、それらの使用を関連した酵素活性を欠いている細胞株と組み合わせなければ
ならない点で優性ではない。非ドミナント選択マーカーの例は、tk-細胞株と組み合わせ
て使用されるチミジンリン酸化酵素（tk）遺伝子、CAD欠損細胞と組み合わせて使用され
るCAD遺伝子、およびhprt-細胞株と組み合わせて使用される哺乳動物ヒポキサンチン-グ
アニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（hprt）遺伝子を含む。哺乳動物細胞株におけ
る選択マーカーの使用に関する総説は、Sambrook, J. et al. Molecular Cloning： A La
boratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York （1989）
 pp. 16.9-16.15に提供されている。
【００９８】
　本明細書に使用される「細胞培養」という用語は、細胞のインビトロ培養を指す。本用
語に含まれるのは、連続継代細胞株（たとえば、不死化表現型を有する）、初代細胞培養
物、形質転換細胞株、有限細胞株（たとえば、非形質転換細胞）、およびインビトロにお
いて維持された任意の他の細胞集団である。
【００９９】
　使用される「真核生物」という用語は、「原核生物」から区別することができる生物を
指す。本用語は、その中に染色体があるような、核膜で境界が示された真の核の存在、膜
に結合した細胞小器官の存在、および通常真核生物において観察される他の特徴などの、
真核生物の通常の特徴を示す細胞を有する全ての生物を包含することが企図される。した
がって、本用語は、真菌、原生動物、および動物（たとえば、ヒト）などの生物を含むが
、これらに限定されるわけではない。
【０１００】
　本明細書に使用される「インビトロ」という用語は、人工的環境、および人工的環境内
で生じる過程または反応を指す。インビトロ環境は、試験管および細胞培養物からなるが
、これらに限定されるわけではない。「インビボ」という用語は、天然の環境（たとえば
、動物または細胞）、および天然の環境内で生じる過程または反応を指す。
【０１０１】
　「試験化合物」および「候補化合物」という用語は、疾患、疾病、病気もしくは体の機
能障害（たとえば、癌）の治療または予防に使用するための候補である化学的実体、製剤
、薬物などを指す。試験化合物は、公知のおよび可能性のある治療的化合物の両方を含む
。試験化合物は、本発明のスクリーニング法を使用するスクリーニングにより、治療的で
あることを決定することができる。本発明のいくつかの態様において、試験化合物は、ア
ンチセンス化合物を含む。
【０１０２】
　本明細書に使用される「試料」という用語は、その最も広範な意味で使用される。一つ
の意味において、これは、任意の供与源から得られた標本または培養物、並びに生物学的
および環境的試料を含むことを意味する。生物学的試料は、動物（ヒトを含む）から得る
ことができ、液体、固形物、組織、および気体を包含する。生物学的試料は、血漿、血清
などの血液産物を含む。環境的試料は、地表物質、土壌、水、結晶、および工業用試料な
どの環境材料を含む。しかし、このような例は、本発明に適用可能な試料の種類を限定す
るものとして解釈されない。
【０１０３】
発明の詳細な説明
　本発明は、疾患診断法のための組成物および方法に関する。具体的には、本発明は、癌
（たとえば、前立腺癌、肺癌、または乳癌）のファージ・マイクロアレイ・プロファイリ
ングの方法および組成物を提供する。本発明は、疾患（たとえば、癌）の診断、特徴付け
、および治療のために有用な新規のマーカーをさらに提供する。下記の記述では、癌診断
および治療の状況における本発明を例証する。しかし、本発明は、癌の診断および治療に
おける使用に限定されるわけではない。本発明の方法および組成物は、炎症性疾患、自己
免疫疾患、癌、心臓血管疾患、および糖尿病を含むが、これらに限定されるわけではない
種々の疾患の診断および治療における使用が見いだされる。
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【０１０４】
　癌は、最も早期において同定されたときに、治癒の確率が非常に高く、したがって、こ
れらの早期を検出することができる診断的スクリーニング試験は、重要である。免疫系に
おいて体液性エフェクターによって認識される腫瘍関連抗原は、ヒト癌に対する診断的お
よび治療的アプローチのための魅力的な標的である。癌のための早期発見アッセイの開発
に向けられる試みは、伝統的に単一の生物マーカー分子に依存してきた。現在の技術は、
期待外れであり、かつ臨床診療のための適切な診断試験をもたらさなかった。
【０１０５】
　組換え発現クローニングによる抗原の血清学的同定（SEREX）は、自己患者の血清と共
にヒト固形腫瘍からの発現cDNAライブラリーをスクリーニングすることにより、数タイプ
の抗原を同定するために近年まで使用されてきた。しかし、従来法によるこのタイプのcD
NA発現ライブラリーのスクリーニングでは、バクテリオファージ・プラークをブロットし
た多数の膜フィルタを調製し、次いで特異的プローブで検索することが必要である。SERE
X実験の場合、スクリーニングは、通常は非常に限られた量しか利用できない癌患者から
の大量の血清を使用して行われる。第二の制限は、このような免疫スクリーニング法では
、異なる患者に由来する血清によって認識される抗原を選択することができないことであ
る。加えて、フィルタ・スクリーニング法のため、SEREXでは、高スループットスクリー
ニングが不可能であり、したがって、癌患者のサブセットからの血清によって認識するこ
とができる抗原の選択のために反復実験を行うことが困難となる。さらに、SEREXは、親
和性選択工程（バイオパニング）を伴わない一工程スクリーニング技術に依存している。
【０１０６】
　本発明の方法および組成物は、これらの制限の多くを克服する。いくつかの態様におい
て、本発明は、これらの制限を克服し、たとえばT7ファージディスプレイcDNAライブラリ
ーを使用して非常に少ない容積でcDNAライブラリーの親和性選択を行うことによってスク
リーニング法を単純化するために有効なスクリーニング試験を提供する。ファージ-エピ
トープマイクロアレイのプラットフォームでは、わずかにマイクロリットルの血清を使用
して1つのマイクロアレイで2300を超えるファージ・クローンを検出することができる。
異なる患者の試料を使用する高度に平行したアッセイでは、エピトミックプロファイルに
基づいて癌を分子分類することができるタンパク質マイクロアレイ技術を使用して容易に
比較される（遺伝子発現に基づいた分子プロファイルに類似）。いくつかの態様において
、本発明の方法は、診断ストラテジーとして免疫学的応答のパターンの認識を利用する。
本発明は、使用するペプチド・ディスプレイ系の性質によって限定されるわけではない。
【０１０７】
　ファージ-ディスプレイ技術は、典型的には、外来ヌクレオチド配列をT7ファージの種
々のカプシドタンパク質をコードする遺伝子に挿入して、それぞれが対応する挿入物によ
ってコードされる異なるペプチド配列を提示するファージの不均一混合物を生じることに
基づいている。提示された融合タンパク質とそれをコードするDNAとの間の物理的結合に
より、このファージ標的が選択可能になる。いくつかの態様において、本発明の方法は、
患者の腫瘍に発現されるタンパク質に応答して患者によって産生される抗体を検出する。
これらのマーカーは、診断生物マーカーおよび治療標的としての使用が見いだされる。い
くつかの態様において、本発明の方法は、診断として任意の単一のマーカーではなく複数
のマーカーのパターン認識を利用する。本アプローチの特色は、任意の特定の種類の癌の
不均一な性質を確認すること、および結果を解釈するために特化された生物情報学技術を
使用することを含む。
【０１０８】
　本発明の開発過程の間に行われた実験では、タンパク質マイクロアレイでの高度に平行
したファージディスプレイ・アッセイを使用して多数のエピトープとの血清反応を検出し
た。一旦、選択されたエピトープ・マーカーを最終版のアレイにスポットすれば、癌患者
と対照とに由来する血清が試験される。いくつかの態様において、血清の種々の被験体と
の反応の結果は、予測子を構築するため、さらに未知試料を試験するための機械学習装置
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を訓練するために使用される。
【０１０９】
　本発明の方法および組成物は、既存の方法を超えるいくつかの利点を提供する。たとえ
ば、いくつかの態様において、本発明は、蛍光プローブおよびレーザスキャナを利用して
、高感度を生じ、非常にわずかなシグナル相違を検出する。加えて、本発明の方法は、cD
NAまたはオリゴアレイと比較して、cDNAではなくタンパク質発現レベルで検出することが
できる。好ましい態様において、本発明の方法は、視覚評価ではなく解析アプローチを利
用し、これにより優れた一貫性および再現性がもたらされる。さらに、本技術は高感度で
あるため、少量（たとえば、わずか1～2μl）の血清試料が使用できる。本発明の方法は
、迅速であり、タンパク質-タンパク質相互作用の解析が可能である。
【０１１０】
I.癌のためのマーカー
　いくつかの態様において、本発明は、その発現が、癌性前立腺組織において特異的に変
化するマーカーを提供する。このようなマーカーは、癌（たとえば、前立腺癌、肺癌、ま
たは乳癌）の診断および特徴付けにおける使用が見いだされる。
【０１１１】
A.マーカーの同定
　いくつかの態様において、本発明のファージ発現プロファイリング法（たとえば、詳細
な説明について実験の節を参照されたい）は、癌マーカーまたは腫瘍抗原を同定するため
に使用される。例示的な前立腺腫瘍抗原は、BRD2、eIF4G1、RPL22、RPL13A、HES1、およ
び仮想的タンパク質XP_373908を含むが、これらに限定されるわけではない。例示的な乳
癌腫瘍抗原は、ユビキリン1、核小体タンパク質3（NOL3）、α-2-糖タンパク質1、および
熱ショック70kDaタンパク質8（HSPA70）を含むが、これらに限定されるわけではない。
【０１１２】
B.癌マーカーの検出
　いくつかの態様において、本発明は、癌マーカー（たとえば、BRD2、eIF4Gl、RPL22、R
PL13A、HES1、仮想的タンパク質XP_373908、ユビキリン 1、核小体タンパク質3（NOL3）
、α-2-糖タンパク質1、および熱ショック70kDaタンパク質8（HSPA70））の発現の検出の
ための方法を提供する。好ましい態様において、発現は（たとえば、RNAまたはタンパク
質レベルで）、直接測定される。いくつかの態様において、発現は、組織試料（たとえば
、生検組織）において検出される。その他の態様において、発現は、体液（たとえば、血
漿、血清、全血、鼻水、および尿を含むが、これらに限定されるわけではない）において
検出される。本発明は、マーカーの検出のためのパネルおよびキットをさらに提供する。
好ましい態様において、癌マーカーの存在は、被験体に関する予後を提供するために使用
される。また、提供された情報は、治療過程を指示するためにも使用される。たとえば、
被験体が高度に転移性の腫瘍を示すマーカーを有することが見いだされた場合、さらなる
療法（たとえば、ホルモン療法または放射線療法）を、これらがより有効である可能性が
高い早期の時点に（たとえば、転移の前に）開始することができる。加えて、被験体がホ
ルモン療法に応答しない腫瘍を有することが見いだされた場合、このような療法の費用お
よび不都合を回避することができる。
【０１１３】
　いくつかの態様において、本発明は、複数のマーカーの解析のためのパネルを提供する
。パネルにより、発癌および/または転移に相関している複数のマーカーを同時に解析す
ることができる。たとえば、パネルには、癌組織、転移癌、転移する可能性が高い限局性
癌、癌性になる可能性が高いプレ癌組織、および癌性になる可能性が高くないプレ癌組織
に相関することが同定されたマーカーを含んでいてもよい。被験体に応じて、最適な診断
および予後を提供するために、パネルを単独で、または共に解析してもよい。パネルに包
含するためのマーカーは、下記の例示的実施例に記述したものを含むが、これらに限定さ
れるわけではない任意の適切な方法を使用して、これらの予測値をスクリーニングするこ
とによって選択される。
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【０１１４】
　その他の態様において、本発明は、種々の病期または予後（たとえば、将来の転移の可
能性）の癌のタンパク質アレイプロファイルを含むファージ・アレイ・プロファイル・マ
ップを提供する。このようなマップは、患者試料と比較するために使用することができる
。デジタル化されたデータのコンピュータ比較によるものを含むが、これに限定されるわ
けではない、任意の適切な方法を利用してもよい。比較データは、患者に診断および/ま
たは予後を提供するために使用される。
【０１１５】
i）RNAの検出
　いくつかの好ましい態様において、前立腺癌マーカー（たとえば、BRD2、eIF4G1、RPL2
2、RPL13A、HES1、仮想的タンパク質XP_373908、ユビキリン 1、核小体タンパク質3（NOL
3）、α-2-糖タンパク質1、および熱ショック70kDaタンパク質8（HSPA70）を含むが、こ
れらに限定されるわけではない）の検出は、組織試料（たとえば、前立腺組織、乳房組織
、または肺組織）における対応するmRNAの発現を測定することによって検出される。mRNA
発現は、任意の適切な方法によって測定してもよい。
【０１１６】
ii）タンパク質の検出
　その他の態様において、癌マーカーの発現は、対応するタンパク質またはポリペプチド
に対応する遺伝子の発現を測定することによって検出される。タンパク質発現は、任意の
適切な方法によって検出してもよい。その他の態様において、タンパク質は、タンパク質
に対して生じる抗体に対するこれらの結合によって検出される。抗体の産生は、下に記述
される。
【０１１７】
　抗体結合は、当技術分野において公知の技術によって検出される（たとえば、放射免疫
アッセイ、ELISA（酵素結合免疫吸着検定法）、「サンドイッチ」免疫アッセイ、免疫放
射線アッセイ、ゲル内拡散沈降素反応法、免疫拡散法アッセイ、インサイチュー免疫アッ
セイ（たとえば、金コロイド、酵素、または放射性同位元素標識などを使用する）、ウエ
スタンブロット、沈降反応、凝集アッセイ（たとえば、ゲル凝集アッセイ、赤血球凝集ア
ッセイ、その他）、補体結合アッセイ、免疫蛍光アッセイ、プロテインAアッセイ、およ
び免疫電気泳動法アッセイ、その他。
【０１１８】
　一つの態様において、抗体結合は、一次抗体上の標識を検出することによって検出され
る。もう一つの態様において、一次抗体は、一次抗体に対する二次抗体または試薬の結合
を検出することによって検出される。さらなる態様において、二次抗体が標識されている
。免疫アッセイにおいて結合を検出するために、多くの方法が当技術分野において公知で
あり、本発明の範囲内である。
【０１１９】
　いくつかの態様において、自動化された検出アッセイが利用される。免疫アッセイの自
動化法は、米国特許第5,885,530号、第4,981,785号、第6,159,750号、および第5,358,691
号に開示されたものを含み、これらのそれぞれが、参照により本明細書に組み入れられる
。いくつかの態様において、結果の解析および表示も自動化される。たとえば、いくつか
の態様において、癌マーカーに対応する一連のタンパク質の有無を基に予後判定するソフ
トウェアが利用される。
【０１２０】
　その他の態様において、免疫アッセイは、米国特許第5,599,677号および第5,672,480号
に記述され、これらのそれぞれが参照により本明細書に組み入れられる。
【０１２１】
iii）データ解析
　いくつかの態様において、コンピュータベースの解析プログラムを使用して、検出アッ
セイにより作成された生データ（たとえば、所与のマーカーの存在、非存在、または量）
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が、臨床医のために推定値データに変換される。臨床医は、任意の適した手段を使用して
この推定値にアクセスすることができる。したがって、いくつかの好ましい態様において
、本発明は、遺伝子または分子生物学に経験を積んでいない臨床医が、生データを理解す
る必要がないというさらなる利益を提供する。本データは、その最も有益な形態で臨床医
に直接提示される。次いで、臨床医は、被験体の治療法を最適化するために、この情報を
直ちに利用することができる。
【０１２２】
　本発明は、アッセイを行う実験室、情報提供者、医療従事者、および被験体に、並びに
それらから、情報を受取り、処理し、および伝達することが可能である任意の方法を企図
する。たとえば、本発明のいくつかの態様において、試料（たとえば、生検標本または血
清もしくは尿試料）は、被験体から入手され、世界の任意の地域（たとえば、被験体の居
住国または情報が最終的に利用される国とは異なる国）に位置するプロファイリングサー
ビス（たとえば、医療施設の臨床検査室、ゲノムプロファイリング業者など）へ提出され
、生データが作成される。試料が組織または他の生物学的試料を含む場合、被験体が医療
センターを訪れ、試料が採取されてプロファイリングセンターに送付されるか、または被
験体が試料（たとえば、尿試料）を自身で採取して、直接プロファイリングセンターに送
付することができる。試料が以前に決定された生物学的情報を含む場合、情報を被験体が
プロファイリングサービスに直接送付することができる（たとえば、情報を含む情報カー
ドをコンピュータにより走査して、データをプロファイリングセンターのコンピュータへ
、電子通信システムを使用して伝送してもよい）。一旦プロファイリングサービスが受け
取れば、試料が処理されて、被験体にとって望ましい診断または予後の情報に特異的なプ
ロファイルが作成される（すなわち、発現データ）。
【０１２３】
　次いで、プロファイルデータは、治療担当医による解釈に適したフォーマットに加工さ
れる。たとえば、生の発現データが提供されるのではなく、加工されたフォーマットによ
り、被験体の診断またはリスク評価（たとえば、転移またはPSA不全の可能性）を、具体
的な治療選択肢の推奨と共に示すことができる。データは、適切な方法により臨床医に示
すこともできる。たとえば、いくつかの態様において、プロファイリングサービスは、臨
床医が印刷することができる報告書を作成するか（たとえば、治療の場で）、または臨床
医に対してコンピュータモニター上に表示することができる。
【０１２４】
　いくつかの態様において、情報は、最初に治療の場で、または地域の施設で解析される
。次いで、生データがさらなる解析のために中央処理施設へ送付され、および/または生
データが臨床医または患者にとって有用な情報に変換される。中央処理施設は、プライバ
シー（全てのデータは、一様なセキュリティープロトコール下で中央施設に保存される）
、スピード、およびデータ解析の一様性という利点も提供する。次いで、中央処理施設は
、被験体の治療後のデータの運命も管理することができる。たとえば、電子通信システム
を使用することにより、中央施設は、データを臨床医、被験体、または研究者に提供する
ことができる。
【０１２５】
　いくつかの態様において、被験体は、電子通信システムを使用してデータに直接アクセ
スすることができる。被験体は、結果に基づいて、さらなる介入またはカウンセリングを
選択してもよい。いくつかの態様において、データは、研究用途のために使用される。た
とえば、データは、特定の状態または疾患の病期の有用な指標として、マーカーの包含ま
たは除外をさらに最適化するために使用することができる。
【０１２６】
C.腫瘍抗原の検出
　上述の通り、癌細胞に発現される特異的タンパク質に対する免疫応答の存在は、癌の存
在を指し示す。したがって、いくつかの態様において、本発明は、本発明の方法を使用し
て同定される腫瘍抗原（たとえば、BRD2、eIF4G1、RPL22、RPL13A、HES1、仮想的タンパ
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ク質XP_373908、ユビキリン 1、核小体タンパク質3（NOL3）、α-2-糖タンパク質1、およ
び熱ショック70kDaタンパク質8（HSPA70））の存在を検出する方法（たとえば、診断法）
を提供する。いくつかの態様において（たとえば、腫瘍抗原が、非癌性細胞ではなく、癌
性細胞に発現される場合）、腫瘍抗原タンパク質は、直接検出される。その他の態様にお
いて（たとえば、癌性細胞における自己抗体の存在は癌の存在を指し示すが、癌性でない
細胞は示さない場合）、腫瘍抗原に対する自己抗体が検出される。好ましい態様において
、腫瘍抗原は、癌性であることが疑われる腫瘍または細胞において直接検出される。
【０１２７】
　本発明の診断法は、癌の診断および特徴付けにおける有用性が見いだされる。たとえば
、特異的タンパク質に対する自己抗体の存在が、癌を指し示し得る。加えて、特定の自己
抗体は、同じ癌の特異的な病期またはサブタイプを指し示し得る。
【０１２８】
　得られた情報は、予後および適切な治療過程を決定するために使用される。たとえば、
特異的自己抗体または癌の病期を有する個体は、所与の治療に対して抗体のない個体とは
異なった反応をし得ることが企図される。したがって、本発明の診断法から得られる情報
は、診断および治療の個人化を提供する。
【０１２９】
i）抗原の検出
　いくつかの態様において、抗体は、個体に由来する生体試料における腫瘍抗原を検出す
るために使用される。生物学的試料は、細胞を含む血液、血清、血漿、間質液、尿、脳脊
髄液などのような体液であるが、これらに限定されるわけではない。好ましい態様におい
て、生体試料は、癌性であることが疑われる細胞（たとえば、生検から得られた細胞）を
含む。
【０１３０】
　次いで、適切なストラテジー（たとえば、ELISAまたは放射免疫アッセイ）および形式
（たとえば、マイクロウェル、尿試験紙（たとえば、国際特許公報WO93/03367に記載され
ているとおり）など）を使用して、腫瘍抗原の存在について生体試料を直接試験すること
ができる。または、試料中のタンパク質をサイズ分離することができる（たとえば、ドデ
シル硫酸ナトリウム（SDS）の存在下または非存在下におけるポリアクリルアミドゲル電
気泳動（PAGE）および免疫ブロット法（たとえば、ウエスタンブロット法）によって検出
される腫瘍抗原の存在による）。免疫ブロット法技術は、一般に、タンパク質のエピトー
プに対応するペプチドに対して産生された抗体を用いるとより効果的であり、それゆえ、
本発明に特に適している。
【０１３１】
　抗体結合は、当技術分野において公知の技術によって検出される（たとえば、放射免疫
アッセイ、ELISA（酵素結合免疫吸着検定法）、「サンドイッチ」免疫アッセイ、免疫放
射線アッセイ、ゲル内拡散沈降反応、免疫拡散法アッセイ、インサイチュー免疫アッセイ
（たとえば、金コロイド、酵素、または放射性同位元素標識などを使用する）、ウエスタ
ンブロット、沈降反応、凝集アッセイ（たとえば、ゲル凝集アッセイ、赤血球凝集アッセ
イ、その他）、補体結合アッセイ、免疫蛍光アッセイ、プロテインAアッセイ、および免
疫電気泳動法アッセイ、その他）。
【０１３２】
　一つの態様において、抗体結合は、一次抗体上の標識を検出することによって検出され
る。もう一つの態様において、一次抗体は、一次抗体に対する二次抗体または試薬の結合
を検出することによって検出される。さらなる態様において、二次抗体が標識されている
。免疫アッセイにおいて結合を検出するために、多くの方法が当技術分野において公知で
あり、本発明の範囲内である。当技術分野において周知のように、免疫原性のペプチドは
、任意の免疫化プロトコルに使用される担体分子を伴わずに提供されるはずである。たと
えば、ペプチドがKLHに結合された場合、これは、スクリーニングアッセイにおいて、BSA
に結合されていてもよく、または直接使用してもよい。）
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【０１３３】
　いくつかの態様において、自動化された検出アッセイが利用される。免疫アッセイの自
動化法は、当技術分野において周知である（米国特許第5,885,530号、第4,981,785号、第
6,159,750号、および第5,358,691号を参照されたい、これらのそれぞれが、参照により本
明細書に組み入れられる）。いくつかの態様において、結果の解析および表示も自動化さ
れる。たとえば、いくつかの態様において、一連の抗原の有無を基に予後を作成するソフ
トウェアが利用される。
【０１３４】
ii）自己抗体の検出
　いくつかの態様において、腫瘍抗原に対する自己抗体の存在が検出される。腫瘍を診断
し、分類するためのこのアプローチは、正常細胞に存在するが、免疫原でなく、かつ腫瘍
細胞において免疫原である腫瘍抗原に特に適する。たとえば、いくつかの態様において、
抗体（たとえば、モノクローナルまたはポリクローナル）は、本発明の開発の間に同定さ
れた自己抗体に対して産生される。次いで、このような抗体を使用して、上記したものを
含むが、これらに限定されない任意の適切な技術を使用して、自己抗体の存在を検出する
。
【０１３５】
　その他の態様において、腫瘍タンパク質は、固体表面に付着される。自己抗体の存在は
、固体表面（たとえば、マイクロアレイ）を被験体由来の血清と接触させて、腫瘍マーカ
ーに対する結合を検出することによって同定される。このようなアッセイを行うための1
つの例示的な方法は、下記の実験の節に記述される。
【０１３６】
iii）その他の検出法
　本発明は、上に記述した検出方法に限定されるわけではない。癌細胞の特異的検出が可
能な任意の適切な検出方法を利用してもよい。たとえば、いくつかの態様において、腫瘍
抗原遺伝子に対応するRNAの発現が、アンチセンス・オリゴヌクレオチド（たとえば、下
に記述したもの）に対するハイブリダイゼーションによって検出される。その他の態様に
おいて、RNA発現は、たとえば、ノーザンブロット、RNaseアッセイ、逆転写酵素PCR増幅
等のようなハイブリダイゼーションアッセイによって検出される。
【０１３７】
　本発明のさらなる態様において、被験体のゲノム内の特定の配列の存在が検出される。
このような配列は、腫瘍抗原の異常な発現（たとえば、過剰発現または生理学的に不適当
な時期における発現）と関連する腫瘍抗原配列を含む。これらの配列は、転写された配列
（たとえば、腫瘍抗原のプロセシングおよび/または翻訳に効果を及ぼす）およびプロモ
ーター、エンハンサー、リプレッサーなどの調節配列における多型を含む、多型を含む。
また、これらの配列は、転写因子などの発現に影響を及ぼす因子に関連した遺伝子または
制御配列に多型を含んでいてもよい。これらの配列を検出し、および/または同定するた
めの任意の適切な方法が本発明の範囲内であり、核酸シークエンシング、ハイブリダイゼ
ーションアッセイ（たとえば、サザンブロット法）、一塩基多型アッセイ（たとえば、そ
の全体が、参照により本明細書に組み入れられる、米国特許第5,994,069号を参照された
い）等を含むが、これらに限定されるわけではない。
【０１３８】
　腫瘍抗原発現の直接および/または間接的な測定が、本発明の範囲内のマーカーとして
使用され得る。本発明は、腫瘍抗原発現と癌との間の関連を提供するので、腫瘍発現の任
意の指標を使用してもよい。たとえば、腫瘍抗原シグナリングもしくは調節に関与する因
子の発現、活性化、または抑圧は、これらが腫瘍抗原発現および/または癌に確実に相関
される限り、発現の代用測定として使用してもよい。
【０１３９】
D.分子フィンガープリント
　いくつかの態様において、本発明は、癌マーカーまたは腫瘍抗原の「分子フィンガープ
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リント」または「発現プロファイル・マップ」を提供する。このような分子フィンガープ
リントおよび発現プロファイルは、特定の癌または癌サブタイプにおける自己抗体または
癌マーカーの存在のプロファイルを提供する。プロファイルは、癌診断および予後を提供
する際に使用が見いだされる。このような予後は、治療方針を決定するために使用するこ
とができる。たとえば、いくつかの態様において、特定の癌サブタイプのプロファイルは
、特定の療法の選択に応答する癌を指し示す。その他の態様において、プロファイルは、
特定の癌サブタイプの侵襲性を指し示し、推進する治療の強度を決定するために使用され
る。
【０１４０】
E.予後適用
　いくつかの態様において、本発明の方法および組成物を使用して同定される癌マーカー
は、癌予後（たとえば、癌転移、再発、または癌による死亡の確率）を提供する際に使用
が見いだされる。本発明の開発過程の間に行った実験において（たとえば、実施例3およ
び4を参照されたい）、発現プロファイルと癌予後との間の相関が観察された。たとえば
、3要素モチーフ含有(tripartite motif-containing)7 アイソフォーム4、シトクロムc酸
化酵素サブユニットI、核小体タンパク質3（CARDドメインをもつアポトーシス・リプレッ
サー）、仮想的タンパク質AM638、推定上のp150、MUP1、CG9996-PAに類似、仮想的タンパ
ク質Magn028940、COG0568：DNA依存性RNAポリメラーゼ、σサブユニット、IgGκ軽鎖可変
領域の発現と肺癌予後との間の相関が観察された（実施例3を参照されたい）。
【０１４１】
F.キット
　さらにその他の態様において、本発明は、癌（たとえば、前立腺癌、乳癌、または肺癌
）の発見および特徴付けのためのキットを提供する。いくつかの態様において、キットは
、検出試薬および緩衝液に加えて、癌マーカーまたは腫瘍抗原に特異的な抗体を含む。そ
の他の態様において、キットは、mRNAまたはcDNAの検出のために特異的な試薬（たとえば
、オリゴヌクレオチドプローブまたはプライマー）を含む。好ましい態様において、キッ
トは、全ての対照、アッセイ実施に関する指示、並びに結果の分析および表示に必要なソ
フトウェアを含む、検出アッセイを行うのに必要な構成要素の全てを含む。
【０１４２】
G.インビボでの造影
　いくつかの態様において、動物（たとえば、ヒトまたは非ヒト哺乳動物）における癌マ
ーカーまたは腫瘍抗原の発現を可視化するために、インビボ造影法が使用される。たとえ
ば、いくつかの態様において、癌マーカーmRNAまたはタンパク質は、癌マーカーに特異的
な標識された抗体を使用して標識化される。特異的に結合しかつ標識された抗体は、放射
性核種造影、陽電子射出断層撮影、コンピュータ断層撮影、X線または磁気共鳴造影法、
蛍光検出、および化学発光検出を含むが、これらに限定されるわけではない、インビボ造
影法を使用して個体において検出することができる。本発明の癌マーカーに対する抗体産
生法は、以下に記述される。
【０１４３】
　本発明のインビボ造影法は、本発明の癌マーカーまたは腫瘍抗原を発現する癌（たとえ
ば、前立腺癌）の診断に有用である。インビボ造影は、癌のマーカー指標の存在を可視化
するために使用される。このような技術により、不愉快な生検を使用することなく診断す
ることができる。また、本発明のインビボ造影法は、癌患者に予後を提供するためにも有
用である。たとえば、転移する可能性のある癌のマーカー指標の存在を検出することがで
きる。本発明のインビボ造影法は、さらに体の他の部分において転移性癌を検出するため
に使用することができる。
【０１４４】
　いくつかの態様において、本発明の癌マーカーまたは腫瘍抗原に特異的な試薬（たとえ
ば、抗体）は、蛍光標識される。標識された抗体は、被験体に（たとえば、経口または非
経口的に）導入される。蛍光標識された抗体は、任意の適した方法を使用して検出される
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（たとえば、参照により本明細書に組み入れられる、米国特許第6,198,107号に開示され
た器具を使用して）。
【０１４５】
　その他の態様において、抗体は、放射性標識される。インビボ診断のための抗体の使用
は、当技術分野において周知である。Sumerdon et al., （Nucl. Med. Biol 17：247-254
[1990]）は、標識としてインジウム-111を使用する腫瘍の放射免疫シンチグラフィー造影
のために最適化された抗体-キレーターを記述している。Griffin et al., （J Clin Onc,
 9：631-640[1991]）は、再発性結腸直腸癌を有することが疑われる患者において腫瘍を
検出する際のこの薬剤の使用を記述している。磁気共鳴造影のための標識として常磁性イ
オンを伴う同様の薬剤の使用が、当技術分野において公知である（Lauffer, Magnetic Re
sonance in Medicine, 22：339-342[1991]）。使用される標識は、選択された造影様式に
依存する。インジウム-111、テクネチウム-99m、またはヨウ素-131などの放射性標識は、
平面走査または単一光子放射型コンピュータ断層撮影法（SPECT）のために使用すること
ができる。フッ素-19などの陽電子放射標識も、陽電子放出断層撮影（PET）に使用するこ
とができる。MRIのためには、ガドリニウム（III）またはマンガン（II）などの常磁性イ
オンを使用することができる。
【０１４６】
　スカンジウム-47（3.5日）、ガリウム-67（2.8日）、ガリウム-68（68分）、テクネチ
ウム-99m（6時間）、およびインジウム-111（3.2日）などの、半減期が1時間～3.5日の範
囲の放射性金属を抗体に対する結合に利用可能であり、これらのうちガリウム-67、テク
ネチウム-99m、およびインジウム-111は、γ線カメラ造影に好ましく、ガリウム-68は、
陽電子放出断層撮影に好ましい。
【０１４７】
　このような放射性金属による抗体標識の有用な方法は、たとえば、In-111およびTc-99m
のためのKhaw et al., （Science 209：295[1980]）、並びにScheinberg et al., （Scie
nce 215：1511[1982]）により記述されたように、ジエチレントリアミン五酢酸（DTPA）
などの二官能性キレート剤による。その他のキレート剤を使用することもできるが、1-(p
-カルボキシメトキシベンジル)EDTAおよびDTPAのカルボキシ炭酸無水物は、抗体の免疫活
性に実質的に影響を及ぼすことなく結合することができるので、これらの使用が有利であ
る。
【０１４８】
　DPTAのタンパク質への結合の別の方法は、Hnatowich et al., （Int. J. Appl. Radiat
. Isot. 33：327[1982]）に記述されたようなアルブミンのIn-111による標識のための環
式無水DTPAの使用によるが、これは抗体標識に適合することができる。DPTAを用いるキレ
ート化を使用しない、Tc-99mによる抗体の標識に適した方法は、Crockford et al., （米
国特許第4,323,546号、参照により本明細書に組み入れられる）のプレティニング（preti
nning）法である。
【０１４９】
　免疫グロブリンのTc-99mによる標識の好ましい方法は、血漿タンパク質に関して、Wong
 et al., （Int. J. Appl. Radiat. Isot., 29：251[1978]）により記述されており、最
近、Wong et al., （J. Nucl. Med., 23：229[1981]）により抗体の標識のために成功裏
に適用されている。
【０１５０】
　特異的抗体に結合した放射性金属の場合、おそらくその免疫特異性を破壊することなく
抗体分子へ可能な限り高い割合で放射性標識物を導入することが、同様に望ましい。さら
なる改善は、抗体上の抗原結合部位が保護されていることを確実にするために、本発明の
特異的癌マーカーの存在下で放射標識に作用することにより実現することができる。抗原
は、標識後に分離される。
【０１５１】
　なおさらなる態様において、インビボ生物光学的造影（Xenogen, Almeda, CA）が、イ
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ンビボ造影に利用される。このリアルタイムインビボ造影は、ルシフェラーゼを使用する
。ルシフェラーゼ遺伝子は、細胞、微生物、および動物へ組み込まれる（たとえば、本発
明の癌マーカーとの融合タンパク質として）。活性である場合、これは、光放射反応に至
る。CCDカメラおよびソフトウェアを使用して画像を取り込み、これを分析する。
【０１５２】
II.抗体
　本発明は、単離された抗体を提供する。好ましい態様において、本発明は、本明細書に
記述された癌マーカー（たとえば、BRD2、eIF4G1、RPL22、RPL13A、HES1、仮想的タンパ
ク質XP_373908、ユビキリン1、核小体タンパク質3（NOL3）、α-2-糖タンパク質1、およ
び熱ショック70kDaタンパク質8（HSPA70））の少なくとも5個のアミノ酸残基で構成され
た単離された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提供する。これらの
抗体は、本明細書において記述された診断法における使用が見いだされる。
【０１５３】
　本発明のタンパク質に対する抗体は、タンパク質として認識することができる限り、モ
ノクローナル抗体またはポリクローナル抗体であることができる。抗体は、通常の抗体ま
たは抗血清調製法に従い抗原として本発明のタンパク質を使用することにより産生するこ
とができる。
【０１５４】
　本発明は、モノクローナルおよびポリクローナルの両抗体の使用を企図する。本明細書
に開示されるものを含むが、これらに限定されるわけではない任意の適した方法を使用し
て、本発明の方法および組成物に使用される抗体を作製することができる。たとえば、モ
ノクローナル抗体の調製のために、タンパク質それ自体、または適した担体もしくは希釈
剤と共に、抗体産生が可能な条件下で動物（たとえば、哺乳動物）に投与される。抗体産
生能を増強するために、完全または不完全フロイントアジュバントを投与してもよい。通
常、タンパク質は、2週間から6週間毎に、合計約2回から約10回投与される。このような
方法に使用するために適した動物は、霊長類、ウサギ、イヌ、モルモット、マウス、ラッ
ト、ヒツジ、ヤギなどを含むが、これらに限定されるわけではない。
【０１５５】
　モノクローナル抗体産生細胞を調製するために、抗体力価が確認された個体動物（たと
えば、マウス）を選択し、最終免疫化後2日～5日に、その脾臓またはリンパ節を摘出し、
その中に含まれる抗体産生細胞を骨髄腫細胞と融合させ、所望のモノクローナル抗体産生
ハイブリドーマを調製する。たとえば、下に記述したような標識されたタンパク質と抗血
清の反応、次いで抗体に結合した標識物質の活性の測定により、抗血清中の抗体力価の測
定を行うことができる。細胞融合は、たとえば、Koehler and Milstein（Nature 256：49
5[1975]）により記述された方法などの公知の方法に従って行うことができる。融合促進
因子として、たとえば、ポリエチレングリコール（PEG）またはセンダイウイルス（HVJ）
、好ましくはPEGが使用される。
【０１５６】
　骨髄腫細胞の例には、NS-1、P3U1、SP2/0、AP-1などが含まれる。使用される抗体産生
細胞（脾細胞）数と骨髄腫細胞数の比は、好ましくは約1：1～約20：1である。PEG（好ま
しくはPEG1000-PEG6000）は、好ましくは約10%～約80%の濃度で添加される。細胞融合は
、両細胞の混合物を、約20℃～約40℃、好ましくは約30℃～約37℃で、約1分間～10分間
インキュベーションすることにより効率的に行うことができる。
【０１５７】
　抗体を（たとえば、本発明の腫瘍抗原または自己抗体に対して）産生するハイブリドー
マをスクリーニングするために、様々な方法を使用することができる。たとえば、ハイブ
リドーマの上清を、抗体が直接または担体と共に吸着された固相（たとえば、マイクロプ
レート）に添加し、次いで抗免疫グロブリン抗体（細胞融合にマウス細胞が使用される場
合は、抗マウス免疫グロブリン抗体が使用される）または放射性物質もしくは酵素で標識
されたプロテインAを添加して、固相に結合したタンパク質に対するモノクローナル抗体
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を検出することができる。または、ハイブリドーマの上清を、抗免疫グロブリン抗体また
はプロテインAが吸着された固相に添加し、次いで放射性物質または酵素で標識されたタ
ンパク質を添加して、固相に結合したタンパク質に対するモノクローナル抗体を検出する
。
【０１５８】
　モノクローナル抗体の選択は、任意の公知の方法またはその変法に従って行うことがで
きる。通常、HAT（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）が添加された動物細胞
のための培地が使用される。任意の選択および増殖培地は、ハイブリドーマが増殖するこ
とができる限り、使用することができる。たとえば、1%～20%、好ましくは10%～20%ウシ
胎仔血清を含有するRPMI 1640培地、1%～10%ウシ胎仔血清を含有するGIT培地、ハイブリ
ドーマ培養のための血清非含有培地（SFM-101, Nissui Seiyaku）などを使用することが
できる。通常、培養は、20℃～40℃、好ましくは37℃で、約5日間～3週間、好ましくは1
週間～2週間、約5%のCO2気体下で行われる。ハイブリドーマ培養物の上清の抗体力価は、
抗血清中の抗タンパク質の抗体力価に関して上記したのと同じ方法に従って測定すること
ができる。
【０１５９】
　モノクローナル抗体（たとえば、本発明の癌マーカーに対するもの）の分離および精製
は、免疫グロブリンの分離および精製などの通常のポリクローナル抗体のものと同じ方法
、たとえば塩析、アルコール沈殿、等電点沈殿、電気泳動、イオン交換体（たとえば、DE
AE）との吸着および脱離、超遠心、ゲルろ過、または抗原結合性固相などの活性吸着体に
より抗体のみが収集される特異的精製法、プロテインAまたはプロテインG、並びに抗体を
得るための結合の解離に従って行うことができる。
【０１６０】
　ポリクローナル抗体を、患者から抗体を得ることを含む任意の公知の方法またはこれら
の方法の変法により調製することができる。たとえば、免疫原（タンパク質に対する抗原
）および担体タンパク質の複合体を調製し、上記モノクローナル抗体調製に関して記述し
たものと同様の様式に従って、動物を複合体により免疫する。抗抗体を含有する物質を免
疫した動物から回収し、抗体を分離および精製する。
【０１６１】
　動物の免疫に使用される免疫原および担体タンパク質の複合体と同様に、担体に対して
架橋され、かつ免疫に使用されるハプテンに対する抗体が、効率的に産生される限り、あ
らゆる担体タンパク質、並びに担体およびハプテンの混合割合を使用することができる。
たとえば、ウシ血清アルブミン、ウシシクログロブリン、キーホールリムペットヘモシア
ニンなどを、ハプテンに、ハプテン1につき約0.1～約20、好ましくは約1～約5の質量比で
結合することができる。
【０１６２】
　加えて、様々な縮合剤をハプテンおよび担体の結合に使用することができる。たとえば
、グルタルアルデヒド、カルボジイミド、マレイミド活性化されたエステル、チオール基
またはジチオピリジル基を含む活性化されたエステル試薬などは、本発明での使用が見い
だされる。縮合物それ自体または適した担体もしくは希釈剤と共に、抗体産生が可能な動
物の部位に投与する。抗体産生能を増強するために、完全または不完全フロイントアジュ
バントを投与することができる。通常、タンパク質は、2週～6週毎に1回、合計約3回～約
10回投与される。
【０１６３】
　ポリクローナル抗体は、上記方法で免疫化された動物の血液、腹水などから回収される
。抗血清中の抗体力価は、ハイブリドーマ培養物の上清に関して上記したものと同様の様
式に従って測定することができる。抗体の分離および精製は、上記モノクローナル抗体に
関して記述したものと同様の免疫グロブリンの分離および精製法に従って行うことができ
る。
【０１６４】
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　免疫原として本明細書に使用されるタンパク質は、特定の型の免疫原に限定されない。
たとえば、本発明の癌マーカー（さらに、部分的に変更されたヌクレオチド配列を有する
遺伝子を含む）を免疫原として使用することができる。さらに、タンパク質の断片を使用
することができる。断片は、遺伝子断片の発現、タンパク質の酵素処理、化学合成などを
含むが、これらに限定されるわけではない任意の方法により得ることができる。
【０１６５】
III.薬物スクリーニング
　いくつかの態様において、本発明は、薬物スクリーニングアッセイ（たとえば、抗癌薬
のスクリーニング）を提供する。本発明のスクリーニング法は、本発明の方法を使用して
同定された癌マーカーおよび腫瘍抗原を利用する。たとえば、いくつかの態様において、
本発明は、癌マーカーまたは腫瘍抗原遺伝子の発現を変更（たとえば、増加または減少）
する化合物のスクリーニング法を提供する。いくつかの態様において、候補化合物は、癌
マーカーに対するアンチセンス剤（たとえば、オリゴヌクレオチド）である。アンチセン
ス療法に関する考察は、下記を参照されたい。その他の態様において、候補化合物は、本
発明の癌マーカーまたは腫瘍抗原に特異的に結合する抗体である。
【０１６６】
　一つのスクリーニング法において、候補化合物は、化合物を、癌マーカーを発現してい
る細胞と接触させ、次いで候補化合物の発現に対する効果をアッセイすることによって、
これらが癌マーカー発現を変更する能力について評価される。いくつかの態様において、
候補化合物の癌マーカー遺伝子の発現に対する効果は、細胞により発現された癌マーカー
または腫瘍抗原mRNAのレベルを検出することによってアッセイされる。mRNA発現は、任意
の適した方法によって検出することができる。その他の態様において、候補化合物の癌マ
ーカーまたは腫瘍抗原遺伝子の発現に対する効果は、癌マーカーによりコードされたポリ
ペプチドレベルを測定することによってアッセイされる。発現されたポリペプチドのレベ
ルは、本明細書に説明されたものを含むが、これらに限定されるわけではない任意の適し
た方法を使用して測定することができる。
【０１６７】
　具体的には、本発明は、本発明の癌マーカーまたは腫瘍抗原に結合し、たとえば癌マー
カーもしくは腫瘍抗原発現もしくは活性に対する阻害（または刺激）効果を有し、または
たとえば、癌マーカーもしくは腫瘍抗原基質の発現もしくは活性に対して刺激または阻害
効果を有するモジュレーター、すなわち候補または試験化合物または薬剤（たとえば、タ
ンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、ペプトイド、小分子、または他の薬物）を同定す
るためのスクリーニング法を提供する。こうして同定された化合物は、標的遺伝子産物の
生物学的機能を生成するため、もしくは正常な標的遺伝子相互作用を破壊する化合物を同
定するために、治療プロトコルにおいて直接的または間接的のいずれかで、標的遺伝子産
物（たとえば、癌マーカーまたは腫瘍抗原遺伝子）の活性を調整するために使用すること
ができる。癌マーカーもしくは腫瘍抗原の活性または発現を阻害する化合物は、増殖傷害
、たとえば癌、特に転移性（たとえば、アンドロゲン非依存性）前立腺癌の治療に有用で
ある。
【０１６８】
　一つの態様において、本発明は、癌マーカーもしくは腫瘍抗原タンパク質もしくはポリ
ペプチドまたはこれらの生物学的活性部分の基質である候補または試験化合物をスクリー
ニングするためのアッセイを提供する。もう一つの態様において、本発明は、癌マーカー
もしくは腫瘍抗原タンパク質もしくはポリペプチドまたはこれらの生物学的活性部分に、
結合するかまたは活性を調整する候補または試験化合物をスクリーニングするためのアッ
セイを提供する。
【０１６９】
　本発明の試験化合物は、生物学的ライブラリー；ペプトイドライブラリー（ペプチドの
機能性を有するが、新規の非ペプチドバックボーンをもつ分子のライブラリーであり、こ
れは酵素分解に抵抗性があるが、それにもかかわらず生体活性を維持している。たとえば
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、Zuckennann et al., J. Med. Chem., 37：2678-85 [1994]を参照されたい）；空間的に
アドレス可能な平行固相または液相ライブラリー；デコンボリューションを必要とする合
成ライブラリー法；「1ビーズ1化合物」ライブラリー法；および、アフィニティークロマ
トグラフィー選択を使用する合成ライブラリー法を含む当技術分野において公知のコンビ
ナトリアルライブラリーの任意の多くの方法を使用して得ることができる。生物学的ライ
ブラリーおよびペプトイドライブラリー法は、ペプチドライブラリーと共に使用するため
に好ましいが、他の4種のアプローチは、化合物のペプチド、非ペプチドオリゴマー、ま
たは小分子のライブラリーに適用可能である（Lam（1997） Anticancer Drug Des. 12：1
45）。
【０１７０】
　分子ライブラリーの合成法の例は、当技術分野において、たとえば： DeWitt et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90：6909 [1993]； Erb et al., Proc. Nalt. Acad. Sc
i. USA 91：11422 [1994]； Zuckermann et al., J. Med. Chem. 37：2678 [1994]； Cho
 et al., Science 261：1303 [1993]； Carrell et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 
33.2059 [1994]； Carell et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33：2061 [1994]；お
よび Gallop et al., J. Med. Chem. 37：1233 [1994]に見いだすことができる。
【０１７１】
　化合物のライブラリーは、溶液中（たとえば、Houghten, Biotechniques, 13：412-421
 [1992]）、またはビーズ（Lam, Nature 354：82-84 [1991]）、チップ（Fodor, Nature 
364：555-556 [1993]）、細菌もしくは胞子（米国特許第5,223,409号；参照により本明細
書に組み入れられる）、プラスミド（Cull et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89：18
65-1869 [1992]）、またはファージ（Scott and Smith, Science 249：386-390 [1990]；
 Devlin　Science, 249：404-406 [1990]； Cwirla et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 8
7：6378-6382 [1990]； Felici, J. Mol. Biol., 222：301 [1991]）に存在してもよい。
【０１７２】
　一つの態様において、アッセイは、癌マーカーもしくは腫瘍抗原タンパク質またはこれ
らの生物学的活性部分を発現する細胞を試験化合物と接触させ、試験化合物が癌マーカー
の活性を調整する能力を決定する、細胞に基づいたアッセイである。試験化合物が癌マー
カー活性を調整する能力の決定は、たとえば酵素活性の変化をモニタリングすることによ
り達成することができる。細胞は、たとえば哺乳動物起源であってよい。
【０１７３】
　試験化合物が、化合物、たとえば癌マーカー基質に対する癌マーカーまたは腫瘍抗原結
合を調整する能力も評価することができる。これは、例えば化合物（たとえば基質）と放
射性同位元素または酵素標識との結合により実現され、その結果、化合物（たとえば基質
）の癌マーカーへの結合は、複合体中の標識された化合物、たとえば基質の検出により決
定することができる。
【０１７４】
　または、癌マーカーまたは腫瘍抗原は、試験化合物が、複合体中の癌マーカーまたは腫
瘍抗原基質に対する癌マーカー結合を調整する能力をモニタリングするために、放射性同
位元素または酵素標識と結合される。たとえば、化合物（たとえば、基質）は、125I、35

S、14C、または3Hによって直接または間接のいずれかで標識することができ、放射性同位
元素は、放射線放出の直接計測またはシンチレーション計数によって検出することができ
る。または、化合物は、たとえば西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ
、またはルシフェラーゼによって酵素的に標識することができ、酵素標識は、適切な基質
の産物への転換を決定することによって検出される。
【０１７５】
　化合物（たとえば、癌マーカー基質）が、任意の反応体の標識化を伴うか、または伴わ
ない、癌マーカーと相互作用する能力を評価することができる。たとえば、マイクロフィ
ジオメーターを使用して、化合物または癌マーカーのいずれかの標識を伴わずに、化合物
の癌マーカーとの相互作用を検出することができる（McConnell et al. Science 257：19
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06-1912 [1992]）。本明細書に使用される「マイクロフィジオメーター」（たとえば、Cy
tosensor）は、細胞がその周囲を酸性化する速度を、光アドレス可能な電位差測定分析セ
ンサー（light-addressable potentiometric sensor）（LAPS）を使用して測定する分析
装置である。この酸性化速度の変化は、化合物と癌マーカーとの間の相互作用の指標とし
て使用することができる。
【０１７６】
　さらにもう一つの態様において、癌マーカーもしくは腫瘍抗原タンパク質またはこれら
の生物学的活性部分を試験化合物と接触させ、試験化合物が癌マーカーもしくは腫瘍抗原
タンパク質またはこれらの生物学的活性部分に結合する能力が評価される、無細胞アッセ
イが提供される。本発明のアッセイに使用される癌マーカーもしくは腫瘍抗原タンパク質
の好ましい生物学的活性部は、基質またはその他のタンパク質、たとえば高い表面可能性
スコアをもつ断片との相互作用に関与する断片を含む。
【０１７７】
　無細胞アッセイは、2つの成分が相互作用して結合し、その結果除去および/または検出
することができる複合体を形成することを可能にするために十分な条件下並びに時間で、
標的遺伝子タンパク質および試験化合物の反応混合物を調製することを含む。
【０１７８】
　また、2つの分子間の相互作用は、たとえば蛍光共鳴エネルギー転移（FRET）を用いて
検出することができる（たとえば、Lakowicz et al., 米国特許第5,631,169号；Stavrian
opoulos et al., 米国特許第4,968,103号を参照されたい；これらのそれぞれは、参照に
より本明細書に組み入れられる）。フルオロフォア標識は、第1のドナー分子が放出した
蛍光エネルギーが、第2の「アクセプター」分子上の蛍光標識により吸収され、これが次
に吸収されたエネルギーにより蛍光となることができるように選択される。
【０１７９】
　または、「ドナー」タンパク質分子は、トリプトファン残基の天然の蛍光エネルギーを
単に利用することができる。「アクセプター」分子標識を「ドナー」のものから区別する
ことができるように、異なる波長の光を放出する標識が選択される。標識間のエネルギー
転移効率は、分子を隔てる距離に関連しているので、分子間の空間的関係を評価すること
ができる。分子間に結合が生じる状況では、15アッセイ内の「アクセプター」分子標識の
蛍光発光は、最大であるはずである。FRET結合事象は、通常当技術分野において周知の標
準的な蛍光検出の手段（たとえば、蛍光計の使用）によって測定することができる。
【０１８０】
　もう一つの態様において、癌マーカーまたは腫瘍抗原タンパク質が標的分子に結合する
能力の決定は、リアルタイム生体分子相互作用分析系（BIA）を使用して行うことができ
る（たとえば、Sjolander and Urbaniczky, Anal. Chem. 63：2338-2345 [1991]およびSz
abo et al., Curr. Opin. Struct. Biol. 5：699-705 [1995]を参照されたい）。「表面
プラスモン共鳴」または「BIA」は、生体特異的相互作用を、いずれの反応体の標識を伴
わずにリアルタイムで検出する（たとえば、BIAcore）。結合表面時の質量の変化（結合
事象の指標）は、表面近くの光の屈折率の変化を生じ（表面プラスモン共鳴（SPR）の光
学現象）、生物学的分子間のリアルタイム反応の指標として使用することができる検出可
能なシグナルを生じる。
【０１８１】
　一つの態様において、標的遺伝子産物または試験物質は、固相上にアンカーされる。固
相上にアンカーされた標的遺伝子産物/試験化合物複合体は、反応の最後に検出すること
ができる。好ましくは、標的遺伝子産物は、固体表面上にアンカーされ得、試験化合物（
アンカーされていない）は、本明細書において考察した検出可能な標識で直接的または間
接的に標識することができる。
【０１８２】
　癌マーカー、抗癌マーカー抗体またはその標的分子を、一方または両方のタンパク質の
、非複合型形態からの複合型形態の分離を促進するため、並びにアッセイの自動化に適応



(34) JP 2011-217749 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

するために、固定することが望ましいかもしれない。候補化合物の存在下または非存在下
における試験化合物の癌マーカータンパク質への結合、または癌マーカータンパク質と標
的分子の相互作用は、反応体を含むのに適した任意の容器内で行うことができる。このよ
うな容器の例は、マイクロタイタープレート、試験管、およびマイクロ遠心管を含む。一
つの態様において、タンパク質の一方または両方をマトリックスに結合することを可能に
するドメインを付加する融合タンパク質が提供される。たとえば、グルタチオン-S-トラ
ンスフェラーゼ-癌マーカー融合タンパク質またはグルタチオン-S-トランスフェラーゼ/
標的融合タンパク質は、グルタチオンセファロースビーズ（Sigma Chemical, St. Louis,
 MO）またはグルタチオン誘導体化されたマイクロタイタープレート上に吸着させ、次い
でこれらを試験化合物と、または試験化合物および非吸着標的タンパク質もしくは癌マー
カータンパク質のいずれかと混合し、混合物を、複合体形成を行う条件下で（たとえば、
塩およびpHに関して生理的条件で）インキュベーションすることができる。インキュベー
ション後、ビーズまたはマイクロタイタープレートウェルを洗浄し、未結合の成分を除去
して、ビーズの場合は、固定されたマトリックスを、たとえば上記のように直接または間
接的のいずれかで決定する。
【０１８３】
　または、複合体は、マトリックスから解離され、癌マーカーの結合または活性のレベル
が、標準技術を用いて決定される。癌マーカータンパク質または標的分子のいずれかをマ
トリックス上に固定するその他の技術は、ビオチンおよびストレプトアビジン複合体の使
用を含む。ビオチン化された癌マーカータンパク質または標的分子は、ビオチン-NHS（N-
ヒドロキシ-スクシンイミド）から、当技術分野において公知の技術を使用して調製し（
たとえば、ビオチン化キット、Pierce Chemicals, Rockford, EL）、ストレプトアビジン
でコーティングされた96ウェルプレート（Pierce Chemical）に固定することができる。
【０１８４】
　アッセイを行うために、固定されていない成分を、アンカーされた成分を含むコーティ
ングされた表面に添加する。反応完了後、あらゆる形成された複合体が固体表面上に固定
されたままであるような条件下で、未処理の成分を除去する（たとえば、洗浄による）。
固体表面上にアンカーされた複合体の検出は、多くの方法で行うことができる。事前に、
固定されていない成分が、予め標識されている場合、表面上に固定された標識の検出は、
複合体が形成されたことの指標になる。事前に、固定されていない成分が予め標識されて
いない場合、間接標識を使用して表面上にアンカーされた複合体を検出することができ；
たとえば、固定された成分に特異的な標識された抗体を使用する（抗体は、次に、直接標
識されるか、またはたとえば標識された抗IgG抗体で間接的に標識する）。
【０１８５】
　本アッセイは、癌マーカーもしくは腫瘍抗原タンパク質または標的分子とは反応性であ
るが、癌マーカータンパク質のその標的分子への結合は妨害しない抗体を利用して行われ
る。このような抗体は、プレートのウェルに誘導体化して、未結合の標的または癌マーカ
ータンパク質を抗体結合によりウェル内に捕獲することができる。このような複合体の検
出法は、GST固定された複合体に関して上記したものに加え、癌マーカータンパク質また
は標的分子と反応性の抗体を使用する複合体の免疫検出、並びに癌マーカーもしくは腫瘍
抗原タンパク質または標的分子に関連した酵素活性の検出による酵素結合アッセイを含む
。
【０１８６】
　または、無細胞アッセイを液相で行うことができる。このようなアッセイにおいて、反
応生成物は、分画遠心分離（たとえば、Rivas and Minton, Trends Biochem Sci, 18：28
4-7 [1993]）；クロマトグラフィー（ゲルろ過クロマトグラフィー、イオン交換クロマト
グラフィー）；電気泳動（たとえば、Ausubel et al., eds. Current Protocols in Mole
cular Biology 1999, J. Wiley： New York.を参照されたい）；並びに、免疫沈降（たと
えば、Ausubel et al., eds. Current Protocols in Molecular Biology 1999, J. Wiley
： New Yorkを参照されたい）を含むが、これらに限定されるわけではない多くの標準技
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術のいずれかにより、未反応の成分から分離される。このような樹脂およびクロマトグラ
フィー技術は、当業者に公知である（たとえば、Heegaard、J. Mol. Recognit 11：141-8
 [1998]；Hageand Tweed, J. Cbromatogr. Biomed. Sci. Appl 699：499-525 [1997]を参
照されたい）。さらに、蛍光エネルギー転移も、本明細書に説明されたように、さらに溶
液から複合体を精製することなく結合を検出するために好都合に利用される。
【０１８７】
　アッセイは、癌マーカーもしくは腫瘍抗原タンパク質またはこれらの生物学的活性部分
を、癌マーカーもしくは腫瘍抗原と結合しアッセイ混合物を形成する公知の化合物と接触
させる工程、アッセイ混合物を試験化合物と接触させる工程、および試験化合物が癌マー
カーもしくは腫瘍抗原タンパク質と相互作用する能力を決定する工程を含み、試験化合物
が癌マーカーもしくは腫瘍抗原タンパク質と相互作用する能力を決定する工程は、公知の
化合物と比較して、試験化合物が癌マーカーもしくは腫瘍抗原またはこれらの生物学的活
性部分に優先的に結合する能力、または標的分子の活性を調整する能力を決定する工程を
含む。
【０１８８】
　癌マーカーが、インビボにおいて、1つまたは複数のタンパク質などの細胞または細胞
外巨大分子と相互作用することができる範囲では、このような相互作用の阻害剤が有用で
ある。阻害剤を同定するために均一アッセイを使用することができる。
【０１８９】
　たとえば、標的遺伝子産物と、相互作用性の細胞または細胞外結合パートナー産物との
予め形成された複合体を、標的遺伝子産物またはこれらの結合パートナーのいずれかが標
識されているが、標識によって生じるシグナルが複合体形成によって消光されるように、
調製する（たとえば、参照により本明細書に組み入れられる、免疫アッセイに本アプロー
チを利用する、米国特許第4,109,496号を参照されたい）。予め形成された複合体に由来
する種の一方と競合し、置換する試験物質の添加により、バックグラウンドを上回るシグ
ナル形成を生じる。本方法では、標的遺伝子産物-結合パートナーの相互作用を破壊する
試験物質が同定される。または、癌マーカータンパク質は、ツー-ハイブリッドアッセイ
またはスリー-ハイブリッドアッセイにおいて「ベイトタンパク質」として使用され（た
とえば、米国特許第5,283,317号：Zervos et al., Cell 72：223-232 [1993]；Madura et
 al., J. Biol. Chem. 268.12046-12054 [1993]；Bartel et al., Biotechniques 14：92
0-924 [1993]；Iwabuchi et al., Oncogene 8：1693-1696 [1993]；および、Brent、WO94
/10300を参照されたい；これらのそれぞれは、参照により本明細書に組み入れられる）、
癌マーカーもしくは腫瘍抗原と結合するか、または相互作用し（「癌マーカー結合タンパ
ク質」または「癌マーカーbp」）、かつ癌マーカーもしくは腫瘍抗原活性に関与する、他
のタンパク質を同定することができる。このような癌マーカーbpは、癌マーカータンパク
質によるシグナルのアクチベーターもしくは阻害因子、または、たとえば、癌マーカーで
媒介されるシグナル伝達経路の下流エレメントのような標的であり得る。
【０１９０】
　また、癌マーカーもしくは腫瘍抗原発現のモジュレーターを同定することができる。た
とえば、細胞または無細胞の混合物を候補化合物と接触させ、癌マーカーもしくは腫瘍抗
原mRNAまたはタンパク質の発現を、候補化合物非存在下での癌マーカーもしくは腫瘍抗原
mRNAまたはタンパク質の発現レベルと比較して評価する。候補化合物の存在下での癌マー
カーもしくは腫瘍抗原mRNAまたはタンパク質の発現が、その非存在下よりも大きい場合、
候補化合物は、癌マーカーもしくは腫瘍抗原mRNAまたはタンパク質発現の刺激因子として
同定される。または、候補化合物の存在下で癌マーカーもしくは腫瘍抗原mRNAまたはタン
パク質の発現が、その非存在下よりも少ない（すなわち、統計的に有意に少ない）場合、
候補化合物は、癌マーカーもしくは腫瘍抗原mRNAまたはタンパク質発現の阻害因子として
同定される。癌マーカーもしくは腫瘍抗原mRNAまたはタンパク質発現のレベルは、癌マー
カーもしくは腫瘍抗原mRNAまたはタンパク質を決定するために本明細書に記述した方法に
よって決定することができる。
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【０１９１】
　調整剤は、細胞に基づいたアッセイまたは無細胞アッセイを使用して同定することがで
き、薬剤が癌マーカーもしくは腫瘍抗原タンパク質の活性を調整する能力は、インビボに
おいて、たとえば疾患の動物モデルなどの動物（たとえば、前立腺癌、乳癌、もしくは肺
癌または転移性前立腺癌、乳癌、もしくは肺癌を有する動物；または、動物（たとえば、
ヒト）由来の前立腺癌、肺癌、もしくは乳癌の異種移植片、または前立腺癌、乳癌、もし
くは肺癌の転移（たとえば、リンパ節、骨、または肝臓への）により生じる癌由来の細胞
、または前立腺癌、乳癌、もしくは肺癌細胞株由来の細胞を有する動物について確認する
ことができる。
【０１９２】
　本発明は、さらに、上述のスクリーニングアッセイによって同定された新規薬剤に関す
る（たとえば、下記の癌療法の記述を参照されたい）。従って、さらに適切な動物モデル
（本明細書に記述したものなどの）において、本明細書に記述したように同定された物質
（たとえば、癌マーカー調整物質、アンチセンス癌マーカー核酸分子、siRNA分子、癌マ
ーカー特異抗体、または癌マーカー結合パートナー）を使用し、このような薬剤による治
療の効能、毒性、副作用、または作用機序を決定することも本発明の範囲内である。さら
に、上述のスクリーニングアッセイによって同定された新規薬剤は、たとえば本明細書に
記述した治療に使用することができる。
【０１９３】
IV. 癌療法
　いくつかの態様において、本発明は、癌（たとえば、前立腺癌）の療法を提供する。い
くつかの態様において、療法は、本発明のファージ・アレイ・プロファイリング法を使用
して同定された癌マーカーまたは腫瘍抗原（たとえば、BRD2、eIF4G1、RPL22、RPL13A、H
ES1、仮想的タンパク質XP_373908、ユビキリン1、核小体タンパク質3（NOL3）、α-2-糖
タンパク質1、および熱ショック70kDaタンパク質8（HSPA70）を含むが、これらに限定さ
れるわけではない）を標的とする。
【０１９４】
A.免疫療法
　本発明の開発の間に同定された腫瘍抗原は、癌免疫療法における使用が見いだされる。
このような方法は、現在利用可能な、非特異的な化学療法的癌療法を超える改善された方
法である。たとえば、いくつかの態様において、腫瘍抗原が治療的抗体を産生するために
使用される。その他の態様において、本発明の腫瘍抗原は、癌ワクチンの産生における使
用が見いだされる。
【０１９５】
i）抗体免疫療法
　いくつかの態様において、本発明は、治療的な抗体の投与を含む癌のための療法を提供
する（たとえば、米国特許第6,180,357号；および第6,051,230号を参照されたい；その両
方が、参照により本明細書に組み入れられる）。
【０１９６】
　いくつかの態様において、治療的抗体には、細胞障害性の薬剤に結合された、本発明の
腫瘍抗原（たとえば、BRD2、eIF4G1、RPL22、RPL13A、HES1、仮想的タンパク質XP_373908
、ユビキリン1、核小体タンパク質3（NOL3）、α-2-糖タンパク質1、および熱ショック70
kDaタンパク質8（HSPA70））に対して産生された抗体を含む。このような抗体は、腫瘍細
胞に発現されるが、正常細胞に発現されない腫瘍抗原を標的にするために特に適する。こ
のような態様において、正常細胞を標的にせず、したがって従来の化学療法の有害な副作
用の多くを減少させる腫瘍特異的治療剤が作製される。一定の適用に関して、治療剤は、
抗体もしくは増殖因子への付着に有用な薬剤として役立つ薬理学的薬剤、特に細胞障害剤
、さもなければ内皮細胞を殺傷するかまたは増殖もしくは細胞分裂を抑制する能力を有す
る抗細胞剤であることが構想される。本発明は、抗体に結合することができ、活性型で送
達される任意の薬理学的薬剤の使用を企図する。抗細胞剤の例は、化学療法剤、放射性同
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位元素、および細胞毒を含む。本発明の治療的抗体は、放射性同位元素（たとえば、ヨウ
素-131、ヨウ素-123、テクネチウム-99m、インジウム-111、レニウム-188、レニウム-186
、ガリウム-67、銅-67、イットリウム-90、ヨウ素-125またはアスタチン-211）、ステロ
イドなどのホルモン、シトシンなどの代謝拮抗剤（たとえば、アラビノシド、フルオロウ
ラシル、メトトレキセート、またはアミノプテリン；アントラサイクリン；マイトマイシ
ンC）、ビンカアルカロイド（たとえば、デメコルチン；エトポシド；ミトラマイシン）
、並びにクロラムブシルまたはメルファランなどの抗腫瘍アルキル化剤を含むが、これら
に限定されるわけではない様々な細胞毒性部分を含むことができる。その他の態様には、
凝集剤、サイトカイン、増殖因子、細菌内毒素または細菌内毒素のリピドA部分などの薬
剤を含んでいてもよい。たとえば、いくつかの態様において、治療的薬剤は、わずか数例
を挙げると、植物由来、真菌由来、または細菌由来の毒素、たとえばA鎖毒、リボソーム
不活性化タンパク質、α-サルシン、アスペルギリン、レストリクトシン、リボヌクレア
ーゼ、ジフテリア毒、または緑膿菌外毒素を含む。いくつかの好ましい態様において、脱
グリコシル化されたリシンA鎖が利用される。
【０１９７】
　任意の事象において、これらなどの薬剤が、望ましい場合、公知の結合技術を使用して
、必要に応じて、標的化された腫瘍細胞部位にて、血液成分に対してこれらを標的化、内
在化、放出または提示させる方法で、抗体に首尾よく結合され得ることが提唱されている
（たとえば、Ghose et al., Methods Enzymol., 93：280[1983]を参照されたい）。
【０１９８】
　たとえば、いくつかの態様において、本発明は、本発明の腫瘍抗原を標的にする免疫毒
を提供する。免疫毒は、典型的には腫瘍関連抗体または断片を特異的に標的化薬の、毒素
部分などの細胞毒性薬との抱合体である。標的化薬は、毒素に向けられており、これによ
り、標的にされた抗原を保持する細胞を選択的に殺傷する。いくつかの態様において、治
療的抗体は、高いインビボ安定性を提供する架橋を利用する（Thorpe et al., Cancer Re
s., 48：6396 [1988]）。
【０１９９】
　その他の態様、特に固形腫瘍の治療に関連した態様において、抗体は、血管内皮細胞の
増殖または細胞分裂を抑制することにより、腫瘍血管に対する細胞毒、さもなければ抗細
胞効果を有するように設計される。この攻撃は、腫瘍に局在化した血管の崩壊、腫瘍細胞
からの酸素および栄養素の枯渇、特に血管から遠位の腫瘍細胞からの枯渇を引き起こし、
最終的には細胞死または腫瘍壊死を引き起こすことが意図される。
【０２００】
　好ましい態様において、抗体に基づいた治療法は、薬学的組成物として、上記したよう
に調剤される。好ましい態様において、本発明の抗体組成物の投与は、癌の測定可能な減
少（たとえば、腫瘍の減少または消滅）をもたらす。
【０２０１】
ii）癌ワクチン
　いくつかの態様において、本発明は、特定の癌に向けられた癌ワクチンを提供する。癌
ワクチンは、全身性の腫瘍特異的免疫応答を誘導する。このような応答は、体のどこの腫
瘍細胞（たとえば、転移性の腫瘍細胞）でも根絶することができる。腫瘍ワクチンを作製
するための方法は、当技術分野において周知である（たとえば、米国特許第5,994,523号
；第5,972,334号；第5,904,920号；第5,674,486号；および第6,207,147号を参照されたい
；これらのそれぞれは、参照により本明細書に組み入れられる）。
【０２０２】
　いくつかの態様において、腫瘍ワクチンは、最初に癌が検出されるときに投与される（
たとえば、化学療法などのその他の治療法と共に）。その他の態様において、癌ワクチン
は、再発または転移を予防するために治療（たとえば、外科的切除または化学療法）後に
投与される。さらにその他の態様において、癌ワクチンは、予防的に投与される（たとえ
ば、特定の癌のリスクがあるものに対して）。
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【０２０３】
　いくつかの態様において、本発明の癌ワクチンは、薬学的組成物中に1つまたは複数の
腫瘍抗原を含む（たとえば、上記したもの）。いくつかの態様において、腫瘍抗原は、投
与前に不活性化される。その他の態様において、ワクチンは、1つまたは複数のさらなる
治療剤（たとえば、サイトカインまたはサイトカイン発現する細胞）をさらに含む。
【０２０４】
　いくつかの態様において（たとえば、米国特許5,674,486号に記述された方法、参照に
より本明細書に組み入れられる）、たとえばルーチンの皮膚生検により得られた、線維芽
細胞などの患者から選択された細胞が、1つまたは複数のサイトカインを発現するように
遺伝子改変される。または、マクロファージ、単球、およびリンパ球などの通常免疫系に
おいて抗原提示細胞として役立ち得る患者の細胞を、同様に、1つまたは複数のサイトカ
インを発現するように遺伝子改変してもよい。次いで、サイトカイン発現細胞を患者の腫
瘍抗原（たとえば、本発明の腫瘍抗原）と共に、たとえば照射を受けた腫瘍細胞の形態で
、または精製された天然もしくは組換え腫瘍抗原の形態で混合して、全身性の抗腫瘍免疫
を誘導するために、たとえば皮下に免疫化するのに使用する。
【０２０５】
　本発明のワクチンは、上記したものを含むが、これらに限定されるわけではない任意の
適切な方法を使用して投与してもよい。他の好ましい態様において、本発明の癌ワクチン
の投与により、検出可能な癌細胞の除去（たとえば、腫瘍の減少または除去）または予防
がもたらされる。
【０２０６】
B.アンチセンス療法
　いくつかの態様において、本発明は、癌マーカーの発現を標的にする。たとえば、いく
つかの態様において、本発明は、本発明の癌マーカー（たとえば、BRD2、eIF4G1、RPL22
、RPL13A、HES1、仮想的タンパク質XP_373908、ユビキリン1、核小体タンパク質3（NOL3
）、α-2-糖タンパク質1、および熱ショック70kDaタンパク質8（HSPA70））をコードする
核酸分子の機能を調整するために、オリゴマーアンチセンス化合物、特にオリゴヌクレオ
チド（たとえば、上述した薬剤スクリーニング法において同定されたもの）を含有する組
成物を利用して、最終的に発現される癌マーカーの量を調整する。これは、本発明の癌マ
ーカーをコードする1つまたは複数の核酸と特異的にハイブリダイズするアンチセンス化
合物を提供することにより達成される。オリゴマー化合物のその標的核酸との特異的ハイ
ブリダイゼーションは、核酸の正常な機能を妨害する。この標的核酸に特異的にハイブリ
ダイズする化合物によるその機能の調整は、一般に「アンチセンス」と称される。妨害さ
れるDNAの機能は、複製および転写を含む。妨害されるRNAの機能は、たとえば、RNAのタ
ンパク質翻訳部位への転位置、RNAからのタンパク質翻訳、1つまたは複数のmRNA種を得る
ためのRNAのスプライシング、およびRNAにより保証されたもしくは促進され得る触媒活性
などの全ての不可欠な機能を含む。このような標的核酸機能の妨害の全般的効果が、本発
明の癌マーカー発現の調整である。本発明との関連において、「調整」は、遺伝子発現の
増加（刺激）または減少（阻害）のいずれかを意味する。たとえば、腫瘍増殖を潜在的に
予防するために発現を阻害してもよい。
【０２０７】
　アンチセンスに対して特異的な核酸を標的にすることが好ましい。特定の核酸に対する
アンチセンス化合物の「標的化」は、本発明の状況において、多工程の過程である。この
過程は、通常、その機能が調整される核酸配列の同定で始まる。これは、たとえば、その
発現が特定の障害もしくは病態と関連づけられた細胞遺伝子（または遺伝子から転写され
たmRNA）、または感染性物質由来の核酸分子であり得る。本発明において、標的は、本発
明の癌マーカーをコードする核酸分子である。また、標的化過程は、所望の効果、たとえ
ばタンパク質の発現の検出または調整が生じるように起こるアンチセンス相互作用に関す
る、この遺伝子内の部位の決定も含む。本発明の状況において、好ましい遺伝子内の部位
は、遺伝子のオープンリーディングフレーム（ORF）の翻訳開始コドンまたは終結コドン
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を包含する領域である。翻訳開始コドンは、典型的には5'-AUG（転写されたmRNA分子にお
いて；対応するDNA分子においては、5'-ATG）であるので、翻訳開始コドンは、「AUGコド
ン」、「開始コドン」、または「AUG開始コドン」とも称される。少数の遺伝子は、RNA配
列が、5'-GUG、5'-UUG、または5'-GUGである翻訳開始コドンを有し、並びに5'-AUA、5'-A
CG、および5'-CUGは、インビボにおいて機能することが示されている。したがって、「翻
訳開始コドン」および「開始コドン」という用語は、たとえそれぞれの例において開始ア
ミノ酸が、典型的にはメチオニン（真核生物）またはホルミルメチオニン（原核生物）で
あっても、多くのコドン配列を包含する。真核および原核細胞遺伝子は、2種またはそれ
以上の代わりの開始コドンを有することがあり、その一つは、特定の細胞型もしくは組織
において、または特定の条件設定下において、優先的に翻訳開始に利用される。本発明に
関連して、「開始コドン」および「翻訳開始コドン」は、このようなコドンの配列とは関
わりなく、インビボにおいて使用されて、本発明の腫瘍抗原をコードする遺伝子から転写
されたmRNA分子の翻訳を開始するコドンを指す。
【０２０８】
　遺伝子の翻訳終結コドン（または「停止コドン」）は、3種の配列（すなわち、5'-UAA
、5'-UAG、および5'-UGA；対応するDNA配列は、それぞれ5'-TAA、5'-TAG、および5'-TGA
である）の一つを有し得る。「開始コドン領域」および「翻訳開始コドン領域」という用
語は、翻訳開始コドンからいずれかの方向（すなわち、5'側または3'側）に約25～約50個
の連続ヌクレオチドを含むmRNAまたは遺伝子の一部を指す。同様に、「停止コドン領域」
および「翻訳終結コドン領域」という用語は、翻訳終結コドンからいずれかの方向（すな
わち、5'側または3'側）に約25～約50個の連続ヌクレオチドを含むmRNAまたは遺伝子の一
部を指す。
【０２０９】
　また、翻訳開始コドンと翻訳終結コドンとの間の領域を指すオープンリーディングフレ
ーム（ORF）または「コード領域」は、効果的に標的にし得る領域である。その他の標的
領域は、翻訳開始コドンから5'方向の一部のmRNAを指す5'側非翻訳領域（5'UTR）を含み
、したがって5'キャップ部位とmRNAまたは遺伝子上の対応するヌクレオチドの翻訳開始コ
ドンとの間のヌクレオチドを含み、並びに翻訳終結コドンから3’方向の一部のmRNAを指
す3'非翻訳領域（3'UTR）を含み、したがって翻訳終結コドンとmRNAまたは遺伝子上の対
応するヌクレオチドの3'末端との間のヌクレオチドを含む。mRNAの5'キャップは、5'-5'
三リン酸結合を介してmRNAの最も5'側の残基に結合したN7-メチル化されたグアノシン残
基を含む。mRNAの5'キャップ領域は、5'キャップ構造それ自体、並びにキャップに隣接す
る最初の50個のヌクレオチドを含むと考えられる。キャップ領域もまた、好ましい標的領
域であり得る。
【０２１０】
　一部の真核生物mRNA転写産物は、直接翻訳されるが、多くは、それが翻訳される前に転
写産物から切出される「イントロン」として公知の1つまたは複数の領域を含む。残りの
（したがって、翻訳された）領域は、「エキソン」として公知であり、共にスプライシン
グされ、連続mRNA配列を形成する。また、mRNAスプライシング部位（すなわち、イントロ
ン-エキソン接合部）は、好ましい標的領域でもあり得るし、異常なスプライシングが疾
患に関係している状況、または特定のmRNAスプライシング産物の過剰産生が疾患に関係し
ている状況において特に有用である。再配列または欠失に由来する異常な融合接合部も好
ましい標的である。イントロンも、たとえばDNAまたはプレ-mRNAに標的にされるアンチセ
ンス化合物のための有効な、したがって、好ましい標的領域であることが見いだされてい
る。
【０２１１】
　いくつかの態様において、アンチセンス阻害の標的部位は、市販のソフトウェアプログ
ラムを使用して同定される（たとえば、Biognostik, Gottingen, Germany； SysArris So
ftware, Bangalore, India； Antisense Research Group, University of Liverpool, Li
verpool, England； GeneTrove, Carlsbad, CA）。その他の態様において、アンチセンス
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阻害のための標的部位は、米国特許WO0198537A2（参照により本明細書に組み入れられる
）に開示されたアクセス可能な部位の方法を使用して同定される。
【０２１２】
　一旦、1つまたは複数の標的部位が同定されたならば、標的と十分に相補的である（す
なわち、十分良好にハイブリダイズし、十分な特異性をもつ）オリゴヌクレオチドが選択
され、所望の効果を生じる。たとえば、本発明の好ましい態様において、アンチセンスオ
リゴヌクレオチドは、開始コドン、または開始コドンの近傍を標的にする。
【０２１３】
　本発明との関連において、「ハイブリダイゼーション」は、アンチセンス組成物および
方法に関して、相補的ヌクレオシドまたはヌクレオチド塩基間のWatson-Crick、Hoogstee
nまたは逆Hoogsteen水素結合であり得る、水素結合を意味する。たとえば、アデニンおよ
びチミンは、水素結合形成によって対形成する相補的核酸塩基である。アンチセンス化合
物の配列は、特異的にハイブリダイズするためにはその標的核酸の配列と100%相補性であ
る必要はないことが理解される。アンチセンス化合物は、化合物の標的DNAまたはRNA分子
との結合が、標的DNAまたはRNAの通常の機能を妨害して、有用性を喪失し、かつ特異的結
合が望まれる条件下（すなわち、インビボアッセイまたは治療的処置の場合には、生理的
条件下、およびインビトロアッセイの場合は、アッセイが行われる条件下）において、ア
ンチセンス化合物の非標的配列への非特異的結合を回避するために十分な程度の相補性が
存在している場合に、特異的にハイブリダイズ可能である。
【０２１４】
　アンチセンス化合物は、一般に研究用試薬および診断用薬として使用される。たとえば
、特異的に遺伝子発現を阻害することができるアンチセンスオリゴヌクレオチドは、特定
の遺伝子の機能を明らかにするために使用することができる。たとえば、生物学的経路の
様々なメンバー間の機能を区別するためにも、アンチセンス化合物を使用することができ
る。
【０２１５】
　アンチセンスの特異性および感度は、治療用途にも適用することができる。たとえば、
アンチセンスオリゴヌクレオチドは、動物およびヒトの病態の治療において、治療的部分
として使用される。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ヒトに対して安全にかつ効果的
に投与されており、多くの治験が現在進行中である。従って、オリゴヌクレオチドは、細
胞、組織、および動物、特にヒトの治療のための治療計画に有用であるように構成するこ
とができる、有用な治療様式であることが確立されている。
【０２１６】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドは、アンチセンス化合物の好ましい形態であるが、本
発明は、以下に記述したような、オリゴヌクレオチド模倣物を含むが、これらに限定され
るわけではないその他のオリゴマーアンチセンス化合物を包含する。本発明のアンチセン
ス化合物は、好ましくは約8～約30個の核酸塩基（すなわち、約8～約30個の連結された塩
基）を含むが、本発明においてはより長い配列およびより短い配列の両方の使用が見いだ
され得る。特に好ましいアンチセンス化合物は、アンチセンスオリゴヌクレオチドであり
、さらにより好ましくは約12～約25個の核酸塩基を含むものである。
【０２１７】
　本発明に有用な好ましいアンチセンス化合物の具体例は、修飾されたバックボーンまた
は非天然のヌクレオシド間結合を含む、オリゴヌクレオチドを含む。本明細書に定義した
ように、修飾されたバックボーンを有するオリゴヌクレオチドは、バックボーンにリン原
子を保持するもの、およびバックボーンにリン原子を有さないものを含む。本明細書の目
的のために、それらのヌクレオシド間のバックボーンにリン原子を有さない修飾されたオ
リゴヌクレオチドも、オリゴヌクレオシドであるとみなすことができる。
【０２１８】
　好ましい修飾されたオリゴヌクレオチドバックボーンは、たとえば、ホスホロチオアー
ト、キラルホスホロチオアート、ホスホロジチオアート、ホスホトリエステル、アミノア
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ルキルホスホトリエステル、3'-アルキレンホスホナートおよびキラルホスホナートを含
むメチルおよび他のアルキルホスホナート、ホスフィナート、3'-アミノホスホラミダー
トおよびアミノアルキルホスホラミダートを含むホスホラミダート、チオノホスラミダー
ト、チオノアルキルホスホナート、チオノアルキルホスホトリエステル、並びに通常の3'
-5’結合を有するボラノホスフェート、これらの2'-5'結合された類似体、並びにヌクレ
オシド単位の隣接した対が、3'-5'から5'-3'または2'-5'から5'-2'結合された、逆転した
極性を有するものを含む。様々な塩、混合された塩、および遊離酸の形態も含まれる。
【０２１９】
　その中にリン原子を含まない好ましい修飾されたオリゴヌクレオチドバックボーンは、
短鎖アルキルもしくはシクロアルキルヌクレオシド間結合、混合されたヘテロ原子および
アルキルもしくはシクロアルキルヌクレオシド間結合、または1つもしくは複数の短鎖ヘ
テロ原子もしくはヘテロ環式ヌクレオシド間結合によって形成されたバックボーンを有す
る。これらは、モルホリノ結合（部分的にヌクレオシドの糖部から形成される）；シロキ
サンバックボーン；スルフィド、スルホキシドおよびスルホンバックボーン；ホルムアセ
チルおよびチオホルムアセチルバックボーン；メチレンホルムアセチルおよびチオホルム
アセチルバックボーン；アルケン含有バックボーン；スルファミン酸バックボーン；メチ
レンイミノおよびメチレンヒドラジノバックボーン；スルホン酸およびスルホンアミドバ
ックボーン；アミドバックボーン；並びに、混合されたN、O、S、およびCH2成分部分を有
するその他のものを有するバックボーンを含む。
【０２２０】
　その他の好ましいオリゴヌクレオチド模倣物において、ヌクレオチド単位の糖およびヌ
クレオシド間結合（すなわち、バックボーン）は、新たな基で置換される。塩基単位は、
適切な核酸標的化合物とのハイブリダイゼーションのために維持される。このようなオリ
ゴマー化合物の一つである優れたハイブリダイゼーション特性を有することが示されたオ
リゴヌクレオチド模倣物は、ペプチド核酸（PNA）と称される。PNA化合物において、オリ
ゴヌクレオチドの糖バックボーンは、アミド含有バックボーン、特にアミノエチルグリシ
ンバックボーンで置換されている。核酸塩基は、維持されており、バックボーンのアミド
部分のアザ窒素原子に直接または間接的に結合されている。PNA化合物の調製を教示する
代表的米国特許は、それぞれ、参照により本明細書に組み入れられる、米国特許第5,539,
082号；第5,714,331号；および、第5,719,262号であるが、これらに限定されるわけでは
ない。PNA化合物に関するさらなる教示は、Nielsen et al., Science, 254：1497 （1991
）の論文に見いだすことができる。
【０２２１】
　本発明の最も好ましい態様は、ホスホロチオアートバックボーンをもつオリゴヌクレオ
チド、およびヘテロ原子バックボーンをもつオリゴヌクレオシドであり、特に前述の米国
特許第5,489,677号の--CH2、--NH--O--CH2--、--CH2--N(CH3)--O--CH2--[メチレン（メチ
ルイミノ）またはMMIバックボーンとして公知]、--CH2--O--N(CH3)--CH2--、--CH2--N(CH

3)--N(CH3)--CH2--、および--O--N(CH3)--CH2--CH2--[式中、未変性ホスホジエステルバ
ックボーンは、--O--P--O--CH2--として示される]、並びに上で参照した米国特許第5,602
,240号のアミドバックボーンである。上で参照した米国特許第5,034,506号のモルホリノ
バックボーン構造を有するオリゴヌクレオチドも好ましい。
【０２２２】
　また、修飾されたオリゴヌクレオチドは、1つまたは複数の置換された糖部分を含む。
好ましいオリゴヌクレオチドは、2'位に、OH；F；O-、S-、またはN-アルキル；O-、S-、
またはN-アルケニル；O-、S-もしくはN-アルキニル；または、O-アルキル-O-アルキルの1
つを含み、アルキル、アルケニルおよびアルキニルは、C1～C10アルキルまたはC2～C10ア
ルケニルおよびアルキニルで置換されていても、されていなくてもよい。特に好ましいの
は、O[(CH2)nO]mCH3、O(CH2)nOCH3、O(CH2)nNH2、O(CH2)nCH3、O(CH2)nONH2、およびO(CH

2)nON[(CH2)nCH3]2であり、式中nおよびmは、1～約10である。その他の好ましいオリゴヌ
クレオチドは、2'位に下記の1つを含む：C1～C10の低級アルキル、置換された低級アルキ
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ル、アルカリル、アラルキル、O-アルカリルまたはO-アラルキル、SH、SCH3、OCN、Cl、B
r、CN、CF3、OCF3、SOCH3、SO2CH3、ONO2、NO2、N3、NH2、ヘテロシクロアルキル、ヘテ
ロシクロアルカリル、アミノアルキルアミノ、ポリアルキルアミノ、置換されたシリル、
RNA切断基、レポーター基、インターカレーター、オリゴヌクレオチドの薬物動態特性を
改善する基、またはオリゴヌクレオチドの薬力学特性を改善する基、並びに同様の特性を
有する他の置換基。好ましい修飾は、2'-メトキシエトキシ（2'-O--CH2CH2OCH3、2'-O-(2
-メトキシエチル)または2'-MOEとしても公知）（Martin et al., Helv. Chim. Acta 78：
486 [1995]）、すなわちアルコキシアルコキシ基を含む。さらに好ましい修飾は、2'-DMA
OEとしても公知である2'-ジメチルアミノオキシエトキシ（すなわち、O(CH2)2ON(CH3)2基
）、および2'-ジメチルアミノエトキシエトキシ（当技術分野において、2'-O-ジメチルア
ミノエトキシエチルまたは2'-DMAEOEとしても公知）、すなわち、2'-O--CH2--O--CH2--N(
CH2)2である。
【０２２３】
　その他の好ましい修飾は、2'-メトキシ（2'-O--CH3）、2'-アミノプロポキシ（2'-OCH2
CH2CH2NH2）、および2'-フルオロ（2'-F）を含む。また、類似の修飾は、オリゴヌクレオ
チドのその他の位置、特に3'末端ヌクレオチドまたは2'-5'結合されたオリゴヌクレオチ
ドの糖の3'位、並びに5'末端ヌクレオチドの5'位で行われてもよい。また、オリゴヌクレ
オチドは、ペンタフラノシル糖の代わりにシクロブチル部分などの糖模倣物を有していて
もよい。
【０２２４】
　オリゴヌクレオチドは、核酸塩基（当技術分野において単に「塩基」と称されることも
多い）の修飾または置換を含んでいてもよい。本明細書に使用される「未修飾」または「
天然の」核酸塩基は、プリン塩基であるアデニン（A）およびグアニン（G）、並びにピリ
ミジン塩基であるチミン（T）、シトシン（C）およびウラシル（U）を含む。修飾された
核酸塩基は、その他の合成および天然の核酸塩基、たとえば5-メチルシトシン（5-me-C）
、5-ヒドロキシメチルシトシン、キサンチン、ヒポキサンチン、2-アミノアデニン、アデ
ニンおよびグアニンの6-メチルおよび他のアルキル誘導体、アデニンおよびグアニンの2-
プロピルおよび他のアルキル誘導体、2-チオウラシル、2-チオチミンおよび2-チオシトシ
ン、5-ハロウラシルおよびシトシン、5-プロピニルウラシルおよびシトシン、6-アゾウラ
シル、シトシンおよびチミン、5-ウラシル（プソイドウラシル）、4-チオウラシル、8-ハ
ロ、8-アミノ、8-チオール、8-チオアルキル、8-ヒドロキシルおよび他の8-置換されたア
デニンおよびグアニン、5-ハロ、特に5-ブロモ、5-トリフルオロメチルおよび他の5-置換
されたウラシルおよびシトシン、7-メチルグアニンおよび7-メチルアデニン、8-アザグア
ニンおよび8-アザアデニン、7-デアザグアニンおよび7-デアザアデニンおよび3-デアザグ
アニン、並びに3-デアザアデニンを含む。さらなる核酸塩基は、米国特許第3,687,808号
に開示された核酸塩基を含む。これらの核酸塩基のいくつかは、本発明のオリゴマー化合
物の結合親和性を増大するために特に有用である。これらは、2-アミノプロピルアデニン
、5-プロピニルウラシルおよび5-プロピニルシトシンを含む、5-置換されたピリミジン、
6-アザピリミジン、並びにN-2、N-6、およびO-6置換されたプリンを含む。5-メチルシト
シン置換は、特に2'-O-メトキシエチル糖修飾との組み合わせた場合、0.6～1.2℃で核酸
二重鎖の安定性を増大することが示されており、現在好ましい塩基置換である。
【０２２５】
　本発明のもう一つのオリゴヌクレオチドの修飾は、オリゴヌクレオチドの活性、細胞分
布、または細胞取込みを増強する1つまたは複数の部分または結合体の、オリゴヌクレオ
チドに対する化学結合を含む。このような部分は、コレステロール部分、コール酸、チオ
エーテル、（たとえば、ヘキシル-S-トリチルチオール）、チオコレステロール、脂肪族
鎖、（たとえば、ドデカンジオール残基またはウンデシル残基）、リン脂質、（たとえば
、ジ-ヘキサデシル-rac-グリセロールまたはトリエチルアンモニウム1,2-ジ-O-ヘキサデ
シル-rac-グリセロ-3-H-ホスホナート）、ポリアミンもしくはポリエチレングリコール鎖
もしくはアダマンタン酢酸、パルミチル部分、またはオクタデシルアミンもしくはヘキシ
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ルアミノ-カルボニル-オキシコレステロール部分などの脂質部分を含むが、これらに限定
されるわけではない。
【０２２６】
　当業者には、上述の修飾を含むオリゴヌクレオチドを作成する方法が周知である。本発
明は、上述したアンチセンスオリゴヌクレオチドに限定されない。任意の適した修飾また
は置換を利用することができる。
【０２２７】
　所与の化合物内の全ての位置が均質に修飾される必要はなく、実際に、複数の前述の修
飾を単一の化合物内またはさらにオリゴヌクレオチド内の単一のヌクレオシドに組み込む
ことができる。また、本発明は、キメラ化合物であるアンチセンス化合物をさらに含む。
「キメラの」アンチセンス化合物または「キメラ」は、本発明との関連において、それぞ
れが、少なくとも1種のモノマー単位、すなわちオリゴヌクレオチド化合物の場合、ヌク
レオチドで構成されている2種またはそれ以上の化学的に異なる領域を含むアンチセンス
化合物、特にオリゴヌクレオチドである。これらのオリゴヌクレオチドは、典型的にはヌ
クレアーゼ分解に対する増大した抵抗、増大した細胞取込み、および/または標的核酸に
対する増大した結合親和性をオリゴヌクレオチドに付与するために、オリゴヌクレオチド
が修飾された領域を少なくとも1つ含む。オリゴヌクレオチドのさらなる領域は、RNA：DN
AまたはRNA：RNAハイブリッドを切断することが可能な酵素の基質として役立ち得る。例
として、RNaseHは、RNA：DNA二重鎖のRNA鎖を切断する細胞エンドヌクレアーゼである。
その結果、RNaseHの活性化は、RNA標的の切断を生じ、これにより遺伝子発現のオリゴヌ
クレオチド阻害の効率を大きく増大する。結果的に、キメラオリゴヌクレオチドが使用さ
れるときに、同じ標的領域にハイブリダイズするホスホロチオアートデオキシオリゴヌク
レオチドと比較して、より短いオリゴヌクレオチドで比較可能な結果が得られることが多
い。RNA標的の切断は、ルーチンにゲル電気泳動によって、必要であるならば、当技術分
野において公知の関連した核酸ハイブリダイゼーション技術によって検出することができ
る。
【０２２８】
　本発明のキメラアンチセンス化合物は、上述したような2種またはそれ以上のオリゴヌ
クレオチド、修飾されたオリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオシドおよび/またはオリゴ
ヌクレオチド模倣物の複合構造として形成されてもよい。
【０２２９】
　本発明はさらに、下記のような本発明のアンチセンス化合物を含有する薬学的組成物お
よび調剤も含む。
【０２３０】
C. RNAi療法
　その他の態様において、RNAiは、本発明の腫瘍抗原の発現または癌マーカーを調節する
ために使用される。RNAiは、ヒトを含む大部分の真核生物における外来遺伝子の発現を制
御するための、進化的に保存された細胞の防御である。RNAiは、二本鎖RNA（dsRNA）によ
って惹起され、dsRNAに応答して、相同の一本鎖標的RNAの配列特異的mRNA分解を生じさせ
る。mRNA分解のメディエーターは、低分子干渉RNA二重鎖（siRNA）であり、これは、通常
細胞における酵素の切断によって長いdsRNAから産生される。siRNAは、一般に長さおよそ
21ヌクレオチドであり（たとえば、長さ21～23ヌクレオチド）、2ヌクレオチドの3'-オー
バーハングによって特徴付けられる塩基対構造を有する。細胞内への低分子RNAの導入ま
たはRNAiに続き、本配列は、RISC（RNA誘導サイレンシング複合体）と呼ばれる酵素複合
体に送達されると考えられる。RISCは、標的を認識し、これをエンドヌクレアーゼで切断
する。より大きなRNA配列が細胞に送達された場合は、RNase III酵素（ダイサー（Dicer
））が、より長いdsRNAを21～23ntのds siRNA断片に変換する点に留意されたい。
【０２３１】
　化学的に合成されたsiRNAは、培養体細胞における哺乳動物遺伝子機能のゲノム全体で
の解析のための強力な試薬となった。また、遺伝子機能のバリデーションのためのこれら
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の価値を越えて、siRNAは、遺伝子特異的治療剤として多大な潜在性を保持する（Tuschl 
and Borkhardt, Molecular Intervent. 2002； 2（3）：158-67、参照により本明細書に
組み入れられる）。
【０２３２】
　動物細胞へのsiRNAのトランスフェクションにより、特異的遺伝子において強力な持続
的転写後サイレンシングが生じる（Caplen et al, Proc Natl Acad Sci U.S.A. 2001； 9
8： 9742-7； Elbashir et al., Nature. 2001； 411：494-8； Elbashir et al., Genes
 Dev. 2001；15：188-200；および Elbashir et al., EMBO J. 2001； 20： 6877-88、こ
れらの全てが参照により本明細書に組み入れられる）。siRNAでRNAiを行うための方法お
よび組成物は、たとえば米国特許第6,506,559号において記述されており、参照により本
明細書に組み入れられる。
【０２３３】
　siRNAは、標的にしたRNAの量を低下させる際に非常に有効であり、エクステンションタ
ンパク質によって往々にして検出不可能なレベルにする。サイレンシング効果は、数月持
続することができ、標的RNAとsiRNAの中央領域との間の1ヌクレオチド・ミスマッチが、
往々にしてサイレンシングを防止するために十分であることから、非常に特異的である。
Brummelkamp et al, Science 2002；296：550-3；およびHolen et al, Nucleic Acids Re
s. 2002；30：1757-66、これらの両方共が、参照により本明細書に組み入れられる。
【０２３４】
C.遺伝子療法
　本発明は、本発明の癌マーカー（たとえば、BRD2、eIF4G1、RPL22、RPL13A、HES1、仮
想的タンパク質XP_373908、ユビキリン1、核小体タンパク質3（NOL3）、α-2-糖タンパク
質1、および熱ショック70kDaタンパク質8（HSPA70））の発現を調整する際の遺伝子操作
の使用を企図する。遺伝子操作の例は、遺伝子ノックアウト（たとえば、例として組換え
を使用して染色体から癌マーカー遺伝子を除去すること）、誘導可能プロモーターを伴う
かまたは伴わないアンチセンス構築物の発現などを含むが、これらに限定されるわけでは
ない。核酸構築物の細胞へのインビトロまたはインビボにおける送達は、任意の適した方
法を使用して行うことができる。適した方法とは、核酸構築物を細胞へ導入し、その結果
望ましい事象（たとえば、アンチセンス構築物の発現）を生じさせる方法である。
【０２３５】
　遺伝情報を有する分子の細胞への導入は、裸のDNA構築物の有向注入、該構築物を負荷
した金粒子を用いたボンバードメント、およびたとえば、リポソーム、生体高分子などを
使用する巨大分子を媒介した遺伝子導入を含むが、これらに限定されるわけではない任意
の様々な方法によって達成される。好ましい方法は、アデノウイルス、レトロウイルス、
ワクシニアウイルス、およびアデノ随伴ウイルスを含むが、これらに限定されるわけでは
ないウイルスに由来する遺伝子送達媒体を使用する。レトロウイルスと比較して高い効率
のため、アデノウイルス由来のベクターは、インビボにおいて核酸分子を宿主細胞に導入
するための好ましい遺伝子送達媒体である。アデノウイルスベクターは、動物モデルにお
ける様々な固形腫瘍に、および免疫欠損マウス内のヒト固形腫瘍異種移植片に、非常に効
率的なインビボ遺伝子導入をもたらすことが示されている。アデノウイルスベクターおよ
び遺伝子導入法の例は、PCT公報WO00/12738およびWO00/09675、並びに米国特許出願第6,0
33,908号、第6,019,978号、第6,001,557号、第5,994,132号、第5,994,128号、第5,994,10
6号、第5,981,225号、第5,885,808号、第5,872,154号、第5,830,730号、および第5,824,5
44号に記述されており、これらのそれぞれが、その全体が参照により本明細書に組み入れ
られる。
【０２３６】
　ベクターは、様々な方法で被験体に投与することができる。たとえば、本発明のいくつ
かの態様において、ベクターは、腫瘍または腫瘍に関連した組織へ、直接注入を使用して
投与される。その他の態様において、投与は、血液またはリンパ循環を介する（たとえば
、その全体が参照により本明細書に組み入れられる、PCT公報WO99/02685を参照されたい
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）。例示的なアデノウイルスベクターの用量レベルは、好ましくは、灌流液に添加される
108～1011個のベクター粒子である。
【０２３７】
V.薬学的組成物
　いくつかの態様において、本発明は、腫瘍抗原もしくは癌マーカー・ポリヌクレオチド
配列、腫瘍抗原ポリペプチド、抗体を含む腫瘍抗原生理活性の阻害剤もしくはアンタゴニ
ストの全てまたは一部を、単独で、または安定化化合物などの少なくとも1つのその他の
薬剤と組み合わせて含んでいてもよく、並びに食塩水、緩衝食塩水、デキストロース、お
よび水を含むが、これらに限定されるわけではない任意の無菌の生体適合性薬学的担体中
で投与してもよい薬学的組成物を提供する。薬学的組成物は、癌の治療のための治療剤お
よびワクチンとしての使用が見いだされる。
【０２３８】
　本発明の方法は、上により詳細に記載したような癌を治療する際に使用が見いだされる
。抗体は、生理食塩水などの薬学的に許容される担体中で患者の静脈内に投与することが
できる。抗体の細胞内送達のための標準的方法（たとえば、リポソームを経た送達）を使
用することができる。このような方法は、当業者に周知である。本発明の製剤は、静脈内
、皮下、筋肉内、および腹腔内などの非経口投与のために有用である。
【０２３９】
　医術分野において周知のように、任意の一人の患者のための投薬量は、患者のサイズ、
体表面積、年齢、投与される特定の化合物、性、投与の回数および経路、一般的健康、並
びに共に投与される他の薬物との相互作用を含む多数の因子に依存する。
【０２４０】
　したがって、本発明のいくつかの態様において、組成物（たとえば、抗体およびワクチ
ン）は、単独で、またはその他のヌクレオチド配列、薬物、もしくはホルモンと組み合わ
せて患者に、またはこれが賦形剤もしくはその他の薬学的に許容される担体と混合されて
いる薬学的組成物中で投与することができる。本発明の一つの態様において、薬学的に許
容される担体は、薬学的に不活性である。本発明のもう一つの態様において、組成物は、
癌に罹患した個体に対して単独で投与してもよい。
【０２４１】
　治療される癌の型に応じて、これらの薬学的組成物は、全身性に、または局所的に処方
し、および投与してもよい。処方および投与のための技術は、「Remington's Pharmaceut
ical Sciences」（Mack Publishing Co, Easton Pa.）の最新の版において見いだされ得
る。適切な経路は、たとえば経口または経粘膜投与；並びに筋肉内、皮下、髄内、くも膜
下腔内、脳室内、静脈内、腹腔内、または鼻腔内投与を含む非経口的送達を含んでいても
よい。
【０２４２】
　注入のためには、本発明の薬学的組成物は、水溶液中、好ましくはハンクス液、リンゲ
ル液、または生理緩衝食塩水などの生理的に適合性の緩衝液中に調剤可能である。組織ま
たは細胞の投与のためには、透過させる特定の障壁に適した浸透剤を製剤に使用する。こ
のような浸透剤は、一般に当技術分野において公知である。
【０２４３】
　その他の態様において、本発明の薬学的組成物は、当技術分野において周知の薬学的に
許容される担体を経口投与のために適した投薬量で使用して調剤することができる。治療
される患者による経口または経鼻摂取のためには、このような担体により、薬学的組成物
を錠剤、丸剤、カプセル、液体、ゲル、シロップ、スラリー、懸濁液等として調剤するこ
とができる。
【０２４４】
　本発明に使用するために適した薬学的組成物は、活性成分が意図された目的を達成する
ような有効量で含まれる組成物を含む。たとえば、抗体またはワクチンの有効量は、癌細
胞の存在を減少させる（たとえば、腫瘍を縮小させ、もしくは排除し、または循環癌細胞
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数を減少させる）量であってもよい。有効量の決定は、特に本明細書に提供した開示を鑑
みて、十分に当業者の能力の範囲内である。
【０２４５】
　活性成分に加えて、これらの薬学的組成物は、薬学的に使用することができる製剤中に
、活性化合物の処理を促進にする賦形剤および添加剤を含む適切な薬学的に許容される担
体を含んでいてもよい。経口投与のために調剤される製剤は、錠剤、糖衣剤、カプセル、
または溶液の形態であってもよい。
【０２４６】
　本発明の薬学的組成物は、それ自体公知の様式で（たとえば、従来の混合、溶解、顆粒
化、糖衣剤作製、微粒化、乳化、カプセル化、封入、または凍結乾燥過程によって）製造
してもよい。
【０２４７】
　非経口投与のための薬学的製剤は、水溶性型の活性化合物の水溶液を含む。加えて、活
性化合物の懸濁液を、適切な油性注入懸濁液として調製してもよい。適切な親油性溶媒ま
たは媒体は、ゴマ油または合成脂肪酸エステル（たとえば、オレイン酸エチルもしくはト
リグリセリドまたはリポソーム）などの脂肪油を含む。水性注入懸濁液は、懸濁液の粘性
を増大する物質（たとえば、ナトリウムカルボキシルメチルセルロース、ソルビトール、
またはデキストラン）を含んでいてもよい。任意に、懸濁液は、高度に濃縮された溶液の
調製を可能にするために、化合物の溶解度を増大する適切な安定剤または薬剤も含み得る
。
【０２４８】
　経口使用のための薬学的製剤は、固体賦形剤と活性化合物を組み合わせる工程、任意に
、生じた混合物を挽く工程、および必要に応じて、タブレットまたは糖衣剤芯を得るため
に適切な添加剤を添加後に顆粒中の混合物を処理する工程によって得ることができる。適
切な賦形剤は、乳糖、ショ糖、マンニトール、またはソルビトールを含む糖；トウモロコ
シ、コムギ、米、バレイショなどからのデンプン；メチルセルロース、ヒドロキシプロピ
ルメチル-セルロース、またはナトリウムカルボキシメチルセルロースなどのセルロース
；並びにアラビアゴムおよびトラガカンタを含むゴム質；並びにゼラチンおよびコラーゲ
ンなどのタンパク質のような炭水化物またはタンパク質充填剤である。必要に応じて、架
橋されたポリビニルピロリドン、寒天、アルギン酸、またはアルギン酸ナトリウムなどの
これらの塩のような崩壊剤または可溶化剤を添加してもよい。
【０２４９】
　糖衣剤芯は、濃縮砂糖溶液などの適切なコーティングと共に提供され、これは、また、
アラビアゴム、タルク、ポリビニルピロリドン、カルボポルゲル、ポリエチレングリコー
ル、および/または二酸化チタン、ラッカー溶液、および適切な有機溶媒または溶媒混合
物も含み得る。製品同定のために、または活性化合物の量（すなわち、投薬量）を特徴付
けるために、染料または色素を錠剤または糖衣剤コーティングに添加してもよい。
【０２５０】
　経口的に使用することができる薬学的製剤には、ゼラチンで作られた押し込み型カプセ
ル、並びにゼラチンおよびグリセロールまたはソルビトールなどのコーティングで作られ
た密封軟カプセルが含まれる。押し込み型カプセルは、乳糖もしくはデンプンなどの充填
剤または結合剤、タルクまたはステアリン酸マグネシウムなどの潤滑剤、および任意に安
定剤と混合された活性成分を含み得る。軟カプセルでは、活性化合物が、安定剤の有無に
かかわらず、脂肪油、流動パラフィン、もしくは液体のポリエチレングリコールなどの適
切な液体に溶解、または懸濁され得る。
【０２５１】
　薬学的に許容される担体中に調剤される本発明の化合物を含む組成物は、調製され、適
切な容器に配置され、指示された状態の治療のためにラベルされ得る。本発明の腫瘍抗原
に対する抗体については、ラベルに示される状態は、癌に関連した状態の治療を含んでも
よい。



(47) JP 2011-217749 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

【０２５２】
　薬学的組成物は、塩として提供されてもよく、塩酸、硫酸、酢酸、乳酸、酒石酸、リン
ゴ酸、コハク酸、その他を含むが、これらに限定されるわけではない多くの酸で形成する
ことができる。塩は、水または対応する遊離塩基形態であるその他のプロトン性溶媒中で
より可溶性の傾向がある。その他の場合には、好ましい製剤は、使用前に緩衝液と組み合
わせるpH範囲4.5～5.5の1mM～50mMヒスチジン、0.1%～2%のショ糖、2%～7%のマンニトー
ルの溶液中の凍結乾燥粉末であってもよい。
【０２５３】
　本発明の方法に使用される任意の化合物について、治療的に有効な用量は、最初に細胞
培養アッセイによって推定することができる。次いで、好ましくは、投薬量は、抗体レベ
ルを調整するために望ましい循環濃度範囲を達成するために、動物モデル（特に、マウス
・モデル）において処方することができる。
【０２５４】
　治療的に有効な用量は、疾病状態の症候を改善する抗体の量を指す。このような化合物
の毒性および治療有効性は、たとえばLD50（集団の50%に致死的な用量）およびED50（集
団の50%において治療的に有効な用量）を決定するための、細胞培養または実験動物にお
ける標準的薬学的手順によって決定することができる。毒性と治療効果との間の用量比が
治療指数であり、これは、比LD50/ED50として表すことができる。大きな治療指数を示す
化合物が好ましい。これらの細胞培養アッセイおよびさらなる動物実験から得られるデー
タは、ヒトの使用のための投薬量の範囲を処方する際に使用することができる。このよう
な化合物の投薬量は、好ましくは、ほとんどまたは全く毒性をもたないED50を含む循環濃
度の範囲内にある。投薬量は、使用される剤形、患者の感度、および投与の経路によって
、この範囲内で変更される。
【０２５５】
　正確な投薬量は、治療される患者を考慮して個々の医師によって選択される。投薬量お
よび投与は、十分なレベルの活性部分を提供するか、または所望の効果を維持するように
調整される。考慮され得るさらなる因子には、疾病状態の重症度；患者の年齢、重量、お
よび性；食餌、時間および投与頻度、併用薬物、応答感度、および療法に対する寛容性/
応答が含まれる。長時間作用性の薬学的組成物は、特定の製剤の半減期およびクリアラン
ス速度に応じて、3～4日毎、毎週、または2週ごとに一度投与されてもよい。
【０２５６】
　通常の投薬量は、投与の経路に応じて、最大約1gの全投与量で、0.1～100,000マイクロ
グラムで変更してもよい。特定の投薬量および送達方法に関する手引きは、文献に提供さ
れている（米国特許第4,657,760号；第5,206,344号；または第5,225,212号を参照された
い、これらの全てが、参照により本明細書に組み入れられる）。
【０２５７】
　いくつかの態様において、本発明の薬学的組成物は、癌の治療に有用な1つまたは複数
の薬剤をさらに含む。たとえば、いくつかの態様において、1つもしくは複数の抗体また
はワクチンは、化学療法剤と組み合わせられる。化学療法剤は、当業者に周知である。こ
のような化学療法剤の例は、アルキル化剤、抗生物質、抗代謝剤、植物に由来する薬剤、
およびホルモンを含む。適切なアルキル化剤には、シクロホスファミド、アジリジン、ア
ルキルアルコン（alkone）スルホナート、ニトロソ尿素などのナイトロジェンマスタード
；ダカルバジンなどの非古典的アルキル化剤、並びにカルボプラチンおよびシスプラチン
などの白金化合物がある。ダクチノマイシン、ブレオマイシン、マイトマイシンC、プリ
カマイシン、ならびにドキソルビシン（アドリアマイシンとしても公知）およびミトキサ
ントロンなどのアントラサイクリンは、適切な抗生物質製剤である。適切な抗代謝薬には
、メトトレキセートなどの抗葉酸剤、プリン類似体、5‐フルオロウラシル（5-FU）およ
びシタラビンなどのピリミジン類似体、アスパラギナーゼなどの酵素、並びにヒドロキシ
尿素などの合成剤がある。適切な植物に由来する薬剤には、ビンクリスチンおよびビンブ
ラスチンなどのビンカアルカロイド、タキサン、エトポシドなどのエピポドフィロトキシ
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ン、ならびにカンプトテカンがある。適切なホルモンには、ステロイドがある。現在では
、好ましい薬物は、アドリアマイシンである。しかし、その他の適切な化学療法剤には、
上で同定された薬剤群内のさらなる薬剤を含み、治療される癌の型、ヒトまたは獣医学的
患者の状態等によって、当業者が容易に決定し得る。
【０２５８】
　選択された化学療法剤に適した投薬量は、当業者に公知である。当業者であれば、必要
に応じて、投与の経路、受ける投薬の数、投薬のタイミング、および投薬量を容易に調整
することができる。このような用量は、選択される特定の薬物または薬剤によって容易に
調整され得、上記したものを含むが、これらに限定されるわけではない任意の適切な経路
によって投与され得る。投薬は、必要に応じて繰り返してもよい。
【０２５９】
VI.癌マーカー遺伝子を発現するトランスジェニック動物またはノックアウト
　本発明は、本発明の外来性癌マーカーまたは腫瘍抗原（BRD2、eIF4G1、RPL22、RPL13A
、HES1、仮想的タンパク質XP_373908、ユビキリン1、核小体タンパク質3（NOL3）、α-2-
糖タンパク質1、および熱ショック70kDaタンパク質8（HSPA70））遺伝子またはこれらの
突然変異体および変腫（たとえば、切断または一塩基多型）を含むトランスジェニック動
物の作製を企図する。その他の態様において、トランスジェニック動物は、癌マーカーま
たは腫瘍抗原遺伝子のノックアウトを含む。好ましい態様において、トランスジェニック
動物は、野生型動物と比較して、変更された表現型を示す（たとえば、増大または減少し
たマーカーの存在）。このような表現型の有無を分析する方法は、本明細書に開示したも
のを含むが、これらに限定されるわけではない。いくつかの好ましい態様において、トラ
ンスジェニック動物は、さらに成長が増大もしくは減少された腫瘍または癌の徴候を示す
。
【０２６０】
　本発明のトランスジェニック動物は、薬物（たとえば、癌療法）スクリーニングにおけ
る使用が見いだされる。いくつかの態様において、試験化合物（たとえば、癌の治療に有
用であると疑われる薬物）および対照化合物（たとえば、偽薬）が、トランスジェニック
動物および対照動物に投与されて効果が評価される。
【０２６１】
　トランスジェニック動物は、様々な方法により作製することができる。いくつかの態様
において、様々な発生段階の胚細胞を使用してトランスジェニック動物を作製するために
、導入遺伝子が導入される。胚細胞の発生段階に応じて、異なる方法が使用される。接合
子は、微量注入の最適の標的である。マウスにおいて、雄の前核サイズは、直径およそ20
μmに達し、DNA溶液1～2ピコリットル（pl）の再現性のある注入が可能である。遺伝子導
入の標的としての接合子の使用は、ほとんどの場合において、最初の卵割前に注入された
DNAが宿主ゲノムに導入されるという大きな利点を有する（Brinster et al., Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 82：4438-4442[1985]）。結果として、トランスジェニック非ヒト動物
の全ての細胞は、組み込まれた導入遺伝子を保持する。これは、一般に、生殖細胞の50%
が導入遺伝子を持つので、初代の子孫への導入遺伝子の効率的伝達も招くと考えられる。
米国特許第4,873,191号は、接合子の微量注入の方法を記述しており；この特許の開示は
、その全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０２６２】
　その他の態様において、非ヒト動物への導入遺伝子の導入のために、レトロウイルス感
染が使用される。いくつかの態様において、レトロウイルスベクターの卵母細胞の卵黄周
囲への注入によって卵母細胞をトランスフェクトするために、レトロウイルスベクターが
利用される（米国特許第6,080,912号、これは参照により本明細書に組み入れられる）。
その他の態様において、非ヒト胚は、インビトロにおいて胚盤胞期まで培養することがで
きる。この間に、割球は、レトロウイルス感染の標的となることができる（Janenich, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 73：1260 [1976]）。透明帯を除去するための酵素処理により
、割球の効率的感染が得られる（Hogan et al., in Manipulating the Mouse Embryo, Co
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ld Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. [1986]）。導入遺伝子
の導入に使用されるウイルスベクター系は、典型的には導入遺伝子を保持する複製欠損レ
トロウイルスである（Jahner et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 82：6927 [1985]）。
トランスフェクションは、ウイルス産生細胞の単層上での割球の培養によって容易かつ効
率的に得られる（Stewart et al., EMBO J., 6：383 [1987]）。または、感染は、後期に
行うことができる。ウイルスまたはウイルス産生細胞は、胞胚腔へ注入することができる
（Jahner et al., Nature 298：623 [1982]）。ほとんどの初代は、組み込みがトランス
ジェニック動物を形成する細胞のサブセット内にのみ生じるため、導入遺伝子についてモ
ザイクである。さらに、初代は、ゲノムの異なる位置に導入遺伝子の様々なレトロウイル
ス挿入を含んでいてもよく、これは一般に子孫において分離される。加えて、低効率では
あるが、妊娠中期の胚の子宮内レトロウウイルス感染によって、導入遺伝子を生殖系列に
導入することも可能である（Jahner et al., 前記[1982]）。当技術分野において公知の
トランスジェニック動物を作製するためにレトロウイルスまたはレトロウイルスベクター
を使用するさらなる手段は、レトロウイルス粒子またはレトロウイルスを産生するマイト
マイシンC処置した細胞の、受精卵または初期胚の卵黄周辺腔への微量注入を含む（PCT国
際出願WO90/08832[1990]、並びにHaskell and Bowen, Mol. Reprod. Dev., 40：386 [199
5]）。
【０２６３】
　その他の態様において、導入遺伝子が胚性幹細胞へ導入されて、トランスフェクション
された幹細胞を利用して胚が形成される。ES細胞は、適切な条件下における移植前の胚の
インビトロ培養によって得られる（Evans et al., Nature 292：154 [1981]；Bradley et
 al., Nature 309：255 [1984]；Gossler et al., Proc. Acad. Sci. USA 83：9065 [198
6]；およびRobertson et al., Nature 322：445 [1986]）。導入遺伝子は、リン酸カルシ
ウム共沈殿、プロトプラストまたはスフェロプラスト融合、リポフェクションおよびDEAE
-デキストラン媒介したトランスフェクションを含む、当技術分野において公知の様々な
方法によるDNAトランスフェクションによって、ES細胞へ効率的に導入される。導入遺伝
子は、さらに、レトロウイルスを媒介した形質導入によって、または微量注入によっても
ES細胞へ導入される。このようなトランスフェクションされたES細胞は、その後、胚盤胞
期胚の胞胚腔にこれらを導入した後に胚をコロニー形成し、生じるキメラ動物の生殖系列
に寄与し得る（総説については、Jaenisch, Science 240：1468 [1988]を参照されたい）
。トランスフェクトしたES細胞の胞胚腔への導入前に、トランスフェクトしたES細胞を様
々な選択プロトコルに供して、導入遺伝子を組み込んだES細胞を濃縮してもよく、導入遺
伝子には、このような選択手段を提供することを想定する。または、ポリメラーゼ連鎖反
応を使用して、導入遺伝子が組み込まれたES細胞をスクリーニングしてもよい。この技術
では、トランスフェクションされたES細胞を、胞胚腔へ導入する前に適切な選択条件下で
増殖する必要がない。
【０２６４】
　さらに他の態様において、遺伝子機能をノックアウトするため、または欠失突然変異体
（たとえば切断型突然変異体）を作製するために、相同組換えが使用される。相同組換え
の方法は、米国特許第5,614,396号に記述されており、これは参照により本明細書に組み
入れられる。
【０２６５】
実験
　以下の実施例は、本発明の特定の好ましい態様および局面を示し、さらに例証するため
に提供され、その範囲を限定するものと解釈すべきでない。
【０２６６】
　以下の実験の開示においては、以下の略語を使用する：N（規定濃度）；M（モル濃度）
；mM（ミリモル濃度）；μM（マイクロモル濃度）；mol（モル）；mmol（ミリモル）；μ
mol（マイクロモル）；nmol（ナノモル）；pmol（ピコモル）；g（グラム）；mg（ミリグ
ラム）；μg（マイクログラム）；ng（ナノグラム）；lまたはL（リットル）；ml（ミリ
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リットル）；μl（マイクロリットル）；cm（センチメートル）；mm（ミリメートル）；
μm（マイクロメートル）；nm（ナノメートル）；および℃（摂氏温度）。
【実施例】
【０２６７】
実施例1
前立腺癌のファージアレイプロファイリング
　本実施例は、前立腺癌に適用された本発明のファージアレイプロファイリング法を記述
する。
【０２６８】
A.方法
患者集団および試料
　診断時に、およびラジカル前立腺切除の前に、生検試験済みの臨床的限局性前立腺癌の
参加者からの血清は、1995年1月～2003年1月の間にミシガン大学前立腺癌専門研究プログ
ラム（Specialized Research Program in Prostate Cancer：SPORE）組織/血清バンクに
よって収集した。全ての前立腺癌患者の平均年齢は、59.6（41～74の範囲）であった。前
立腺切除後の前立腺癌患者については、平均年齢およびPSA値は、それぞれ58.1および0.1
69ng/mlであった。前立腺癌の任意の既知の病歴のない肺腺癌患者（平均年齢53.9）から
の血清を使用した。対照として、癌の既知の病歴のない85人の年齢がマッチした男性（平
均年齢62.5、50～80の範囲）からの血清試料を研究のために使用した。全ての血清は、使
用まで-20℃にてアリコートにて貯蔵した。
【０２６９】
T7ファージディスプレイ前立腺癌cDNAライブラリーの構築
　総RNAを標準的Trizolプロトコルに従って、6人の前立腺癌組織試料から別々に単離した
（Dhanasekaran et al., Nature 412, 822-826. （2001））。それぞれのRNA調製の完全
性は、A260/A280比が1.8を超えること、およびゲル電気泳動で確認することによって評価
した。6人の組織からの同量の総RNAを合わせてプールを作製した。ポリ（A）RNAは、Stra
ight A’s mRNA Isolation Systemプロトコル（Novagen）に従って総RNAプールから精製
した。合計8.7μgのmRNAを溶出して、その完全性をゲル電気泳動で判断した。
【０２７０】
　OrientExpression cDNA Synthesis and Cloning System（Novagen）を使用してT7ファ
ージ前立腺癌cDNAライブラリーを構築した。N末端およびC末端のアミノ酸配列の表現を確
認して、オリゴ（dT）-プライムされた鎖に由来する固有の3'バイアスを除去するために
、それぞれからの同量のmRNAを使用して、方向性のオリゴ（dT）プライマーおよびランダ
ムプライマーを平行して使用して2つのcDNAライブラリーを構築した。
【０２７１】
　ベクター・ライゲーションおよびT7パッケージング後に、2つのcDNAファージディスプ
レイ・ライブラリーを構築して、オリゴ（dT）プライマー・ライブラリーについては4.2
×106pfuおよびランダムプライマーライブラリーについては2.2×106pfuでのプラーク検
定によって、それぞれライブラリー力価を決定した。2つのライブラリーからのファージ
粒子を合わせてファージ・ライブラリー・プールを作製した。増幅後、グリセロールを添
加して、ライブラリーを-80℃にて貯蔵した。
【０２７２】
ライブラリーの増幅
　カルベニシリンを含む5ミリリットルのLBを、新たに画線したプレートからのBLT5615の
単一コロニーと共に、37℃にて一晩接種した。一晩の培養物を、カルベニシリンを含む10
0mlのLBに添加して、OD600が0.5まで培養した。1mMのIPTGを添加して、細胞をさらに30分
間培養した。適切な体積の培養を0.001～0.01の感染効率（MOI）（すなわち、それぞれの
pfuについて100～1000細胞）にてファージ・ライブラリーを感染させた。溶解が観察され
るまで、感染させた細菌を37℃にて1～2時間振盪しながらインキュベートした。次いで、
ファージ可溶化液を8000×gにて10分間回転させて透明にした。上清を収集し、-80℃にて
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貯蔵した。
【０２７３】
前立腺癌に特異的なファージ-エピトープクローンのためのバイオパニング
　前立腺癌と特異的に会合するIgGに結合するファージエピトープを濃縮するために、ポ
ジティブおよびネガティブ選択ストラテジーを行った。最初に、10個の正常な血清からの
精製されたIgGプールに対するファージ・ライブラリーをプレ吸着によって、プレクリー
ニング工程を使用して、非特異的エピトープ-クローンを除去した。次に、プレクリアさ
れたファージ・ライブラリーを19の限局性前立腺癌患者の血清から精製されたIgGのプー
ルに対して選択した。次いで、プロテインA/Gアガロースビーズ（Pierce）を使用して、
前立腺癌患者の血清からIgGを精製した。簡潔には、10μlのプロテインA/Gアガロースビ
ーズを1.5mlのエッペンドルフチューブに入れ、1×PBSで2回洗浄した。洗浄したビーズを
4℃にて1時間、1%のBSAでブロッキングした。次いで、ビーズを、1%のBSAに1：50希釈に
て対照または前立腺癌患者からの15μlの個々の血清と共に4℃にてインキュベートした。
一晩のインキュベーション後、ビーズを1000gにて2分間遠心分離することによって1×PBS
で洗浄した。3回の洗浄後、10μlの1×PBSをそれぞれのチューブに添加して、10人の対照
血清および19人の前立腺癌血清のチューブからのプロテインA/G-IgG複合体の10個のチュ
ーブを合わせて、それぞれ対照および前立腺癌のIgGプールを作製した。プロテインA/Gビ
ーズと会合したこれらの対照および前立腺癌IgGプールをその後のバイオパニングのため
の株として4℃に貯蔵した。
【０２７４】
　20マイクロリットルの対照IgGプールを、10%のBSAで1：40に希釈した30μlの増幅した
ファージ・ライブラリー・プールと共に4℃にてインキュベートした。2時間後、混合を10
00gにて2分間遠心分離した。非特異的に結合したファージ粒子を伴うビーズを廃棄して、
上清を収集した。次に、上清を30μlの前立腺癌IgGプールと共に4℃にて一晩インキュベ
ートした。混合物を1000gにて2分間遠心分離し、上清を廃棄した。結合したファージを溶
出するために、100μlの1%のSDSを添加して、T7ファージ粒子を崩壊させることなく抗体-
抗原反応を分解するために、10分間室温でインキュベートした。結合したファージを8分
間5500gにて遠心分離することによってビーズから除去した。溶出したファージを増幅の
ための10mlのBLT5615細胞の培養物に移した。前立腺癌特異的エピトープファージを濃縮
するために、5サイクルの親和性選択およびバイオパニングを実施した。
【０２７５】
ファージ-エピトープマイクロアレイの構築
　第5サイクルのバイオパニングからのファージ・ライブラリー（～1010pfu）を1：108に
希釈して、カルベニシリンを含むLB寒天プレート上で培養させた。2300の総数のランダム
ファージコロニーを採集して、96ウェルプレートにて増幅した。ファージ可溶化液をFAST
スライド（Schleicher & Schuell）上にスポットして、GMS 417プリンター（Affymetrix
）を使用して高密度ファージ・エピトープ・マイクロアレイを作製した。いずれのcDNAの
挿入も伴わないT7ファージおよび1：1000で希釈した抗ヒトIgGを、それぞれネガティブお
よびポジティブ対照として3つ組でスポットした。アレイを室温で一晩乾燥させた。処理
の前に、アレイを0.1%のtween-20を含む4%の脱脂乳/PBS中で簡単にすすぎ、結合していな
いファージを除去して、次いで、直ちにブロッキング溶液として4%の脱脂乳/PBSに室温で
1時間移す。乾燥させることなく、それぞれ1：500および1：5000の希釈のヒト血清および
T7-タグ抗体（Novagen）を含む2mlのPBSをねじぶたハイブリダイゼーション・チューブ内
のスライド表面に適用した。免疫応答の特異性を試験するために、反応性の血清には、50
倍多い量（v/v）の細菌可溶化液（OD600 0.5）で予め吸着することにより、最初に非特異
的活性をクエンチし、次いで、後述するようにインキュベーションのために使用した。ア
レイを前立腺癌または対照個体からの血清と共に室温で1時間インキュベートし、次いで
、PBS/0.1%のTween-20の溶液中で5回、それぞれ5分間洗浄した。全ての洗浄液は、室温で
行った。
【０２７６】
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　洗浄後、アレイを暗闇で1：5,000の希釈にてCy3標識されたヤギ抗マウス抗体およびCy5
標識されたヤギ抗ヒト抗体（Jackson ImmunoResearch）を含む2mlのPBSと共に両方につい
て1時間インキュベートした。PBS/0.1%のTween-20の溶液を使用して、5回の洗浄をそれぞ
れ5分間行った。アレイを500gにて5分間遠心分離することによって乾燥させて、走査した
。
【０２７７】
ファージ-エピトープマイクロアレイの走査および一次解析
　全てのスライドは、532nmおよび635nmレーザー（Axon Laboratories）を使用して走査
した。走査後、アレイ・イメージをGenePixソフトウェア（Axon Laboratories）を使用し
て定量化した。実験計画に従って、スポットするファージエピトープの量のわずかな変動
を制御するために、Cy5/Cy3の中央値を利用した。それぞれのスポットについてのCy5/Cy3
の比をネガティブT7空スポットのCy5/Cy3の中央値によって減算し、それぞれのチップ上
のT7空ファージについてのシグナルが、アレイ全体についてのシグナル強度と高度に相関
して観察された。それぞれのクローンの平均値がアレイ全体でゼロであり、かつ標準偏差
が1であるように、Z-変化をクローンに適用した。
【０２７８】
　正規化したデータをClusterおよびTreeView（Eisen et al., Proc Natl Acad Sci U S 
A 95, 14863-14868（1998））を使用して二元配置クラスタリング解析に供した。データ
をフィルターするために、1.2よりも大きな絶対値をもつ少なくとも1つの観察の基準を適
用して、186個のクローンを選択した。教師なし階層的クラスタリング解析を相関（非中
心）相似マトリックスおよび平均連結クラスタリング法で行った。
【０２７９】
体液性の免疫応答プロファイルの教師あり解析
　ファージエピトープクローンに対して何百もの血清を効率的にスクリーニングするため
に、上記した高密度エピトープマイクロアレイの一次解析から選択した180個のファージ
・クローンに含まれる集束タンパク質マイクロアレイを利用した。この集束マイクロアレ
イには、ネガティブ対照として4つのT7空のファージを含んだ。この小さなマイクロアレ
イ・プラットフォームを使用することよって、前立腺切除前に得られた前立腺癌患者から
の59個の血清および年齢がマッチした男性からの70個の対照血清を含んだ129個の血清を
上で述べたようにスクリーニングした。
【０２８０】
　129試料からの全データセットを使用して、アルゴリズム/K-最近接（GA/KNN）（この研
究ではk=3）法（Li et al., 4, 727-739（2001））におけるリーブ・ワン・アウト・クロ
ス-バリデーション（leave one out cross validation：LOOCV）ストラテジーによる分類
予測モデルを構築した。生のファージ-エピトープ・マイクロアレイ・データを高密度エ
ピトープマイクロアレイについて記述したように正規化した。次いで、正規化したアレイ
データを、これらのGA解の存在頻度に基づいてこれらをランク付けすることによって、特
徴エピトープの選択およびエピトープの相対的な予測的重要性の評価のために、GAに適用
した。異なる数の最上エピトープを使用して、異なるKNN予測モデルを構築した。
【０２８１】
　予測精度および誤りは、異なるKNNモデルの性能を評価するためのLOOCVを使用して算出
した。最後に、トップランクの22クローンを、特異性および感度に対するこれらの最高の
性能に基づいて選択した。予測感度および特異性は、癌および対照群において誤って分類
された試料の数に基づいて計算した。
【０２８２】
非依存的なデータに対する分類予測
　以前に記述したように（Golub et al., Science 286, 531-537（1999））、「試験試料
」を予測するために加重投票スキームを採用した。簡潔には、特徴セットにおけるそれぞ
れのエピトープには、分類0または1のための加重票を投ずる：Vx=Tx（ex-bx）、式中、ex
は、エピトープxの発現値、Txはトレーニングセットのエピトープxの2つの分類平均を比
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較するためのt-統計値であり、およびbxは、（μclass0+μclass1）/2である。分類0また
は1のための最終票は、sign（ΣxVx）であり、予測強度（PS）またはウイニングクラスの
予測における信頼は、（Vwin-Vlose）/（Vwin+Vlose）であり、式中、Viは、分類iのため
の票である。
【０２８３】
統計解析
　主成分分析（PCA）（Crescenzi and Giuliani, FEBS Lett 507, 114-118 （2001））を
22のファージ・クローンのエピトミックプロファイルに適用した。最初の5成分は、デー
タセットの変異の90%を含んでおり、その後に二成分診断結果として癌対正常をロジステ
ィック回帰フィッティングする際の共変動として使用した。適合された確率が得られ、RO
C曲線を作製してエピトミックプロファイルの予測精度を評価するために使用した。全て
の統計分析は、SPSS 11.1（SPSS Inc）で行った。ファージエピトープ体液性応答につい
ての平均値は、平均値の95%の信頼区間を示すエラーバーと共に平均プロットとして示し
た。0.05未満のP値を統計学的に有意であるとみなした。
【０２８４】
体液性応答候補の配列解析
　上位22ファージエピトープクローンを、T7カプシドフォワードおよびリバースプライマ
ー（Novagen）を使用してPCRによって増幅した。簡潔には、2μlの～1010pfuの力価であ
る新鮮なファージ可溶化液を100μlの10mM EDTA、pH 8.0と共に60℃にて10分間インキュ
ベートした。14,000×gにて3分間遠心分離した後に、2μlの変性させたファージを、標準
状態下で100μl体積のPCR反応のために使用した。PCR産物は、臭化エチジウムを含む1%の
アガロースゲルで確認した。製造業者のプロトコルに従って、MultiScreen-FBフィルター
プレート（Millipore）で精製した後、PCR産物を、T7カプシド・フォワードプライマーを
使用してシークエンシングしてcDNA挿入物を決定した。DNA配列および潜在性タンパク質
配列は、NCBI BLASTを使用して整列させた。
【０２８５】
体液性応答候補を確認するためのELISAの開発
　ファージエピトープに関して、異なる患者の血清とこれらの免疫応答を確認するために
ELISAを開発した。96ウェルMAX-SORBマイクロタイタープレート（NUNC）を1×PBSを使用
して1：1000に希釈した100μlのT7-タグ抗体（Novagen）で、オービタルシェーカーで4℃
にて一晩コーティングした。全ての添加は、他に述べない限り、100μlの体積であった。
血清および二次検出試薬の希釈は、1：5 HPE緩衝液（R&D systems）に行った。EL404マイ
クロプレート自動洗浄機（Bio-Tek）を使用してPBS/Tween-20で5回洗浄後、プレートを、
最初に200μlの2%のBSA/PBSで2時間、続いて200μlのsuperblock（Pierce）で2分間、両
方とも室温でブロッキングした。ネガティブ対照としてのファージおよびT7空ファージは
、別々に1：25に、～109pfuの最終力価に希釈した。上記のように洗浄後、プレートを希
釈した100μlのファージと共にRTにて2時間インキュベートした。段階希釈した（1：500
、1：1000、および1：2000）血清試料をそれぞれのウェルに添加して、RTにて1時間イン
キュベートした。洗浄後、次いでプレートを1：10000希釈したHRP結合抗ヒトIgGと共にRT
にて1時間インキュベートした。次いで、プレートを最終洗浄後に100μlのTMB基質系（Si
gma）を使用して30分間発色させた。反応を50μlの1.5MのH2SO4を使用して止めて、ELx80
0汎用マイクロプレートリーダー（Bio-Tek）を使用して450nmにて読み込んだ。
【０２８６】
体液性応答候補の遺伝子発現の展望研究
　4つの遺伝子、すなわち、BRD2、eIF4G1、RPL13A、およびRPL22の遺伝子発現レベルを、
ONCOMINEを使用して研究した。簡潔には、それぞれの遺伝子をデータベース上で検索して
、前立腺癌を選択することによって結果をフィルタリングした。p＜0.05をもつ良性前立
腺、前立腺癌、および/または転移性前立腺癌の研究分類からのデータを使用して、SPSS 
11.1でボックスプロットをプロットした。それぞれの群についてのP値は、スチューデン
トt検定を使用して算出した。



(54) JP 2011-217749 A 2011.11.4

10

20

30

40

50

【０２８７】
免疫ブロット解析
　組織を50mmol/LのTris-HCl、pH 7.4、1%のNonidet P-40（Sigma）、および完全プロテ
アーゼ阻害剤カクテル（Roche）を含むNP-40溶解緩衝液中にホモジナイズした。15μgの
タンパク質抽出物をSDS試料緩衝液と混合して、還元条件下で4～15%の直線勾配SDS-ポリ
アクリルアミドゲル上で電気泳動した。分離されたタンパク質をポリビニルジフルオライ
ド膜（Amersham）上に移した。次いで、膜をブロッキング緩衝液（0.1%のTweenを含むTri
s-緩衝食塩水（TBS-T）および5%の脱脂乾燥乳）中で1時間インキュベートした。膜を精製
した1：4000希釈のeIF4G1ウサギ・ポリクローナル（Bethyl）、1：400希釈のRPL22マウス
・モノクローナル（BD biosciences）、1：400希釈のBRD2ウサギ・ポリクローナル（Abge
nt）、および1：4000希釈にて使用したRPL13aウサギ・ポリクローナル（Dr. Paul Foxの
親切な贈与）と共にインキュベートして、4℃にて一晩インキュベートした。TBS-T緩衝液
で3回洗浄後、膜を西洋ワサビペルオキシダーゼ結合ロバ抗ウサギIgGまたはウサギ抗マウ
スIgG HRP結合体（Amersham）と1：5000にて共に、室温で1時間インキュベートした。
【０２８８】
　TBS-TおよびTBSでのブロットを洗浄した後に、ECL検出系（Amersham）およびオートラ
ジオグラフィーでシグナルを視覚化した。同等の負荷をモニターするために、膜を1：25,
000希釈の抗ヒトGAPDH抗体（Abcam）と共に2時間インキュベートして、シグナルを視覚化
した。
【０２８９】
組織マイクロアレイ（TMA）および免疫組織化学
　広範囲の前立腺組織の全体にわたるインサイチューでのeIF4G1タンパク質の発現を決定
するために、良性前立腺組織、限局性前立腺癌、および転移性前立腺癌で構成される前立
腺癌進行TMAを使用した。電子レンジ内においてクエン酸緩衝液pH 6.0中でスライドを15
分間加熱することによって抗原回収を行った。ウサギ抗eIF4G1（Bethyl）抗体を加え（1
：100希釈）、室温で1時間インキュベートした。二次抗マウス抗体アビジン抱合体を洗浄
前に加えた。酵素反応は、ストレプトアビジン・ビオチン検出キット（Dako）を使用して
完了した。
【０２９０】
免疫蛍光および共焦点顕微鏡観察
　前立腺癌組織切片スライドをキシレン中に浸漬してパラフィンを除去した。圧力釜にお
いてクエン酸緩衝液pH6.0中でスライドを15分間加熱することによって抗原を回収した。
次いで、スライドをPBS-T中で5%の正常なロバ血清で1時間ブロッキングした。ウサギ抗eI
F4G1（Bethyl）抗体およびマウス抗Eカドヘリン（BD biosciences）抗体の混合物をスラ
イドにそれぞれ1：40および1：250希釈にて添加して、室温で1時間インキュベートした。
次いで、スライドを二次抗体（1：1000希釈の抗マウスAlexa 488および抗ウサギAlexa 55
5）と共にインキュベートし、1時間インキュベートした。PBS-TおよびPBSでスライドを洗
浄した後に、スライドを、DAPIを含むvectashield封入剤を使用してマウントした。共焦
点イメージは、紫外線、アルゴン、およびヘリウム ネオン1光供与源を使用して、Ziess 
LSM510 META（Carl Zeiss）イメージングシステムで撮影した。3色イメージをTIFF画像と
してエクスポートし、色のバランスをとった。
【０２９１】
B.結果
　前立腺癌のエピトミック・バイオマーカーを同定するために本発明に使用される方法の
概要を図1に記述してある。前立腺癌のためのT7ファージディスプレイ・ライブラリーを
開発するために、RNAを臨床的限局性癌疾患である6人の患者に由来する前立腺癌組織から
単離した。（3人の患者は、グリーソン等級6であり、3人の患者はグリーソン等級7の前立
腺癌である）。広範囲にわたるエピトープを作製するために（両方ともC末端およびN末端
エピトープを示す）、オリゴ（dT）およびランダムプライマーを使用して平行したライブ
ラリーを構築した。
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【０２９２】
　一旦、T7ファージ系にパッケージングされると、ライブラリーからのエピトープは、フ
ァージの表面上のカプシド10Bタンパク質との融合タンパク質として発現された。これは
、血清において見いだされる潜在的自己抗体を捕獲するための「ベイト」として役立つ。
前立腺癌患者において体液性応答を特異的に生じるエピトープを濃縮するために、ファー
ジ-エピトープ・ライブラリーを5ラウンドのバイオパニングに供した（図1）。非特異的
免疫応答を除去するために、ファージエピトープ粒子を10人の対照個体から単離された免
疫グロブリン（IgG）のプールに対して予め吸着させた。次いで、「フロースルー」また
は非結合上清を、臨床的限局性前立腺癌である19人の患者（患者に関する臨床的および病
理的情報については、図4、5、および6を参照されたい）のプールからのIgGと共にインキ
ュベートすることによって、前立腺癌特異的エピトープを濃縮した。プロテインA/Gビー
ズを使用して、前立腺癌患者に由来する抗体に特異的に結合したファージ-エピトープ粒
子を単離した。結合したファージを溶出して、細菌内で増幅し、こうして1ラウンドのバ
イオパニングを完了した（図1）。5ラウンドのバイオパニングの後、プールには、前立腺
癌患者における体液性免疫応答を特異的に誘発するエピトープが濃縮されることが予想さ
れる。およそ2300（2.3K）個のファージ-エピトープクローンをランダムにバイオパニン
グした材料から選択してタンパク質マイクロアレイを作製した。一旦、マイクロアレイ形
式で、これらの濃縮されたファージエピトープクローンを使用して体液性免疫応答マーカ
ーについて血清試料を調べる。
【０２９３】
　この2.3Kのファージ-エピトープマイクロアレイを使用して、前立腺癌患者および対照
からの血清を評価した。緑色蛍光色素（Cy3）を使用してタンパク質スポットのための対
照としてのカプシド10B融合タンパク質のレベルを測定し、赤色蛍光（Cy5）を使用して結
合したIgG（図1）のレベルを測定する二色系を使用した。したがって、Cy5/Cy3が増大さ
れることにより、様々なレベルの免疫応答を表した。初期の発見アプローチとして、前立
腺癌患者由来の20個の血清および11個の対照からなる31個の血清試料を評価した。前立腺
癌患者由来の大部分の血清は、マイクロアレイ上のファージ-エピトープクローンと反応
する抗体レパートリーを示したが、一方で大部分の対照は示さなかった。正規化後、少な
くとも1つの血清試料において1.2より大きい絶対値をもつCy5/Cy3比を有するエレメント
についてデータをフィルターした。これにより、186個のファージ-エピトープクローンを
生じ、これをその後の解析のために使用した。教師なし学習法を使用して、これらの免疫
応答性クローンからのCy5/Cy3値を階層的にクラスター形成させた。前立腺癌患者からの
血清と対照からのものを2つの主なクラスターに分けた。主に前立腺癌患者からの血清を
含むクラスターの試料は、特異的ファージエピトープクローンに対して強い体液性応答を
示した（黄色の強度によって表してある）。この31個の血清のセットでは、前立腺癌コホ
ート並びに対照群の両方から誤って分類された試料が1つあった。これにより、それぞれ9
5%および91%の感度および特異性を生じた。
【０２９４】
　試験した血清の集団を拡大するために、教師なし解析（上記）並びにさらなる対照エレ
メント（すなわち、T7空ファージ）に使用される180個のクローンからなる集束ファージ-
エピトープマイクロアレイを開発した。これらの集束タンパク質マイクロアレイを使用し
て、前立腺癌であることが生検で確認された59人の患者および70人の対照を含む129人の
血清試料を評価した。合計176個のエピトープ・クローン（4つのネガティブクローンを除
く）を使用する教師なし解析により、129人の血清試料について80%の特異性および83%の
感度が明らかになった（図7を参照されたい）。分類精度を増大させるために、母数によ
らないパターン認識アプローチ、k-最近接法（KNN）と組み合わせた遺伝的アルゴリズム
（GA）を使用することによって、分類予測モデルを開発して、種々の血清試料を識別した
。試料分類のためのそれぞれのエピトープの予測重要性を評価して、次いでエピトープに
ランクを付けて、一番上のエピトープにランク1を割り当てた。11個の異なるKNN分類予測
モデルを異なる数の最上位のエピトープ（10、20～26、30、50、および100個の形質）を
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使用して構築し、リーブ-ワン-アウト-クロス-バリデーション（leave-one-out-cross-va
lidation）によってこれらの予測性能を評価した。予測精度は、より多くのエピトープが
モデルに含まれるにつれて改善されたが、一方で、あまりに多くのエピトープでは、モデ
ルに過剰な誤りが導入され、したがって予測精度が減少する。22個のファージエピトープ
クローンでは、血清試料を分類する際に最高の性能を生じ、97%の特異性（70人の対照の
うちの2人が、誤って分類された）および88%の感度（59人の前立腺癌患者のうちの7人が
、誤って分類された）であった。したがって、実質的により大きな血清のコホートでは、
22個のファージエピトープに対する体液性応答に基づいて、前立腺癌状態を予測すること
が可能であった。
【０２９５】
　次に、体液性応答マーカーの多重パネルの受信者動作特性（ROC）により、予測精度を
査定するために評価した。ROC曲線を作成するために、22個の予測的ファージ・エピトー
プバイオマーカーを共変動とみなして、体液性免疫応答からのデータセットの規模を主成
分解析（PCA）によって減少させた。変動の90%の原因である最初の5成分を、前立腺癌対
対照を予測するためのロジスティック回帰に適用した。ロジスティックモデルからの適合
した確率（全体のモデルに対してp＜O.001）を感度および特異性を算出するための閾値位
置として使用した（図2A）。曲線下面積は、0.95に等しかった。
【０２９６】
　教師付き解析によって同定された上位22個の識別クローンをシークエンシングした。22
個のクローンのうちの6つは、インフレームであり、公知の発現配列であることを見いだ
した。これらの6つには、ブロモドメイン含有タンパク質2（BRD2）、真核生物翻訳開始因
子4γ1（eIF4G1）、リボソームタンパク質L22（RPL22）、リボソームタンパク質L13A（RP
L13A）、HES1（hairy and enhancer of split 1、ショウジョウバエの相同体）、および
仮想的タンパク質XP_373908が含まれた。これらのタンパク質のいずれも、過剰発現タン
パク質として、または体液性応答ターゲットとしてのいずれとしても、以前に前立腺癌と
関連していなかった。仮想的タンパク質XP_373908を除いて、インフレームのファージ-エ
ピトープクローンのうちの4つが、迅速に増殖している細胞における転写または翻訳の調
節に関与する細胞内タンパク質であった。BRD2（RING3としても公知である）は、ヒト白
血病において上方調節されることが公知である核転写因子リン酸化酵素である（Denis an
d Green, Genes Dev 10, 261-271 （1996）；Denis et al., Cell Growth Differ 11, 41
7-424 （2000））。BRD2は、ヒストンH4上のアセチル化されたリジン12と特異的に相互作
用することが示されている（Kanno et al., Mol Cell 13, 33-43 （2004））。eIF4グル
ープの開始因子は、メッセンジャーRNA（mRNA）の5'キャップ領域の認識、並びにmRNA構
造の巻き戻しに重要である（Gingras et al., Genes Dev 15、807-826（2001））。これ
らの中で、eIF4G1は、開始前複合体の構築において中心的役割を果たす（Morino et al.,
 Mol Cell Biol 20, 468-477 （2000））。eIF4G1は、頭頸部扁平上皮癌（Cromer et al.
, Oncogene （2003））および扁平上皮肺癌腫患者（Bauer, C. et al. Int J Cancer 98,
 181-185 （2002）； Bauer et al., Cancer 92, 822-829 （2001））において過剰発現
されて、体液性免疫応答を生じることが示されている（Brass et al., Hum Mol Genet 6,
 33-39 （1997））。eIF4G1の過剰発現は、NIH3T3細胞を形質転換することが示されてい
る（Fukuchi-Shimogori et al., Cancer Res 57, 5041-5044 （1997））。RPL22およびRP
L13Aは、60Sサブユニットの構成要素である細胞質リボソームタンパク質である（Mazumde
r et al., Cell 115, 187-198（2003））。RPL22は、肺癌において過剰発現されることが
示されている（Miura et al., Cancer Res 62, 3244-3250 （2002）； Racz et al., Eur
 J Cancer 35, 641-646（1999））。RPL13aは、インターフェロンγ活性化翻訳阻害因子
（GAIT）の候補として同定され、したがって転写物特異的な翻訳調節を媒介する（Mazumd
er et al., 前記）。HES1は、achaete-scuteファミリーの塩基性ヘリックス・ループ・ヘ
リックス転写因子である。ヒトachaete-scute相同体1（hASHl）は、延髄の甲状腺癌およ
び小細胞肺癌などの神経内分泌癌において高度に発現される。HES1遺伝子は、ショウジョ
ウバエhairy and Enhancer-to-splitに構造的相同性をもつヘリックス・ループ・ヘリッ
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クス転写リプレッサーをコードする。HES1タンパク質は、大部分の非神経内分泌ヒト肺癌
株化細胞において大量のレベルで検出される。
【０２９７】
　残りの17個の前立腺癌特異的ファージエピトープクローンは、発現遺伝子の非翻訳領域
に、または公知の遺伝子のコード配列のフレームの外のいずれかにあった（図11および12
を参照されたい）。これらのクローンは、構造的に発現タンパク質に類似する「ミモトー
プ（mimotopes）」またはエピトープであるが、タンパク質配列レベルにて無関係である
か、または弱い関係である可能性が高い。残りの17個の識別クローンのうちの3つは、自
己複製を含む種々の細胞プロセスに関係するPolycomb Group（PcG）タンパク質であるBMI
1遺伝子の5'非翻訳領域（UTR）（5'-UTR_BMI1）に由来するオーバーラップ配列によって
コードされるエピトープである（Park et al., Nature 423, 302-305（2003）； Molofsk
y et al., Nature 425 962-967（2003））。PcGタンパク質は、多成分複合体として機能
する。5'-UTR_BMI1である3つのファージ・クローンによって共有されるペプチド配列のタ
ンパク質BLAST解析により、アンドロゲン受容体（図12）のグリシン・リッチな範囲に有
意な相同性（E値= 5×10-4）を同定した。アンドロゲンは、前立腺癌進行において重要な
役割を果たすことが公知である（Singh and Figg, Cancer Biol Ther 3 （2004）； Tapl
in et al., J Cell Biochem 91, 483-190 （2004））。これは、複数の独立したクローン
によって表された本発明の方法によって拾われた唯一のファージエピトープクローンであ
り、前立腺癌患者（図2B、C）におけるこの体液性応答の整合性および堅牢性を示唆する
。1985年に、LiaoおよびWitteは、37%の男性および3%の女性だけがアンドロゲン受容体に
対して有意な自己抗体を有したことを報告した（Liao and Witte, Proc Natl Acad Sci U
 S A 82, 8345-8348 （1985））。66歳を超える男性は、より若い男性または女性よりも
アンドロゲン受容体に対して高い力価の自己抗体を有することが多かった。
【０２９８】
　ファージ-エピトープ・タンパク質マイクロアレイを使用して本発明者らが行った観察
を確認するために、5'-UTR_BMI1、eIF4G1、およびRPL22を含むファージエピトープクロー
ンのうちの3つを使用してELISAを作製した。ファージ粒子を精製して、その後に前立腺癌
患者および対照に由来する代表的血清とインキュベーションするために、96ウェルプレー
ト上にコーティングした。図2Bに示したように、前立腺癌患者は、対照と比較して、これ
らのエピトープに対して体液性応答を生じる。5'-UTR_BMI1クローンに対する体液性免疫
応答の力価を、図2Cに代表例として示してある。
【０２９９】
　22クローン・エピトミックプロファイルを確認するために、48人の臨床的限局性前立腺
癌患者（前立腺切除前）、14人の前立腺癌患者（前立腺切除後）、11人のホルモン不応性
前立腺癌患者、15人の年齢がマッチした対照、および10人の肺癌患者に由来する血清の独
立したコホートを使用した。予測モデルは、129人の試料の「トレーニング」コホートに
由来する22個のファージ・エピトープ・プロファイルを使用して、加重投票アルゴリズム
によって構築した（図8）。独立した試験コホートとして、このモデル（図9）を使用して
、63人の試料（48人の限局性前立腺癌および15人の対照）に対して分類予測を行った。全
体で、15人の対照のうちの2人および42人の癌からの8人だけが、誤って分類され、87%の
特異性および81%の感度を生じた。さらなる6人の癌試料は、0.1の低い予測強度（信頼度
）のために、分類されないものとみなした（図8、9、および10を参照されたい）。前立腺
切除後に、体液性応答は、一般に、特に再発を示さなかった患者において減少し、免疫応
答が「免疫原」の除去によって減弱されることを示唆する。また、前立腺切除後PSA再発
を示す4/4患者は、22エピトープ体液性応答を維持した。ホルモン不応性疾患である11人
の患者のうちの3人だけが、22個の選択されたエピトープに対して体液性応答を示した。
これは、体液性免疫応答が、進行型前立腺癌または抗アンドロゲンおよび/または化学療
法学で治療された患者において減弱されていることを示唆する。この22エピトープ・プロ
ファイルが、前立腺癌に対して特異的かどうかを決定するために、10人の肺癌患者に由来
する血清を調べた。肺癌患者に由来する2/10の血清のみが、前立腺癌エピトープに応答性
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を示した。これは、このプラットフォームを使用して、前立腺癌患者に関して達成される
80%以上の感度とは対照的であり、エピトミックプロファイルが、前立腺癌特異的である
ことを示唆する（比率検定、P＜0.001）。
【０３００】
　4つのインフレームのファージエピトープクローン（図3A）が前立腺癌において調節不
全にされているかどうかを決定するために、公的に利用できる前立腺癌遺伝子発現データ
の展望研究を行った（LaTulippe et al., Cancer Res 62, 4499-4506 （2002）； Luo et
 al., Mol Carcinog 33, 25-35 （2002）; Luo et al., Cancer Res 61, 4683-4688. （2
001）； Singh et al., Cancer Cell 1, 203-209. （2002）； Welsh et al., Cancer Re
s 61, 5974-5978. （2001）； Dhanasekaran et al., 前記）。このインシリコ解析では
、4つのインフレームのファージエピトープクローン（図3B）の過剰発現に関する複数プ
ロファイリング研究における十分な証拠があることを示唆した。良性前立腺および前立腺
癌組織抽出物の免疫ブロット分析では、タンパク質レベルでこれらの体液性応答候補の過
剰発現を証明し、インシリコ解析を確認した（図3C）。
【０３０１】
　インサイチューでの体液性応答候補の発現を評価するために、免疫組織化学および免疫
蛍光解析を行った。免疫ブロット分析（図3C）のために使用した4つの抗体のうちの1つが
、組織を染色する目的に適合した。これらの適用に関して良好であった抗体は、eIF4G1タ
ンパク質に向けられた。eIF4G1の弱い細胞質の染色が、良性前立腺上皮において観察され
、強力な染色が、臨床的限局性前立腺癌において観察された。これらの免疫組織化学的解
析は、さらにeIF4G1に対する免疫蛍光染色によっても確認された。良性上皮におけるネガ
ティブ染色と比較して、eIF4G1の強力な細胞質染色が前立腺癌上皮において観察された。
【０３０２】
　要約すると、本実施例は、内因性の体液性免疫応答に基づいて癌を検出するために、タ
ンパク質マイクロアレイとファージディスプレイを組み合わせる強力なアプローチを記述
する。このアプローチは、マーカーの多重セットに依存するので、PSAなどの単一のバイ
オマーカーをモニターすることによる欠点を被る可能性が低い。
【０３０３】
実施例2
体液性免疫応答のエピトミックプロファイリングによる乳癌検出
　本実施例は、乳癌における体液性免疫サインの研究を記述する。ファージディスプレイ
乳癌cDNAライブラリーは、商業的にNovagenから購入した。10人の乳癌血清および10人の
正常な対照に由来するIgGのプールを使用して、ライブラリーを乳癌特異的ファージエピ
トープについて濃縮した。合計2,304のファージ・クローンを採集して、スライド上にプ
リントし、高密度ファージ・エピトープ・マイクロアレイを作製した。このプラットフォ
ームを適用することによって、42人の乳癌および35人の正常な対照を含む77人の血清試料
をスクリーニングした。イメージおよびデータを解析して、前立腺癌と同様に正規化した
（実施例1を参照されたい）。予測子を構築するために、合計28人の癌および24人の対照
をランダムに選択して、トレーニングセットとして割り当て、残りの14人の癌および11人
の対照をテストセットとして役立てた。最高の性能のクローンを1000×順列でのt検定に
よってトレーニングセットから選択した。合計21のクローンを81%の特異性（5/24）およ
び79%の感度（6/28）で選択した。独立したテストセットでこれらの21個のファージエピ
トープを適用するとき、同じレベルの精度に達し、91%の特異性（10/11）および50%の感
度（7/14）であった。
【０３０４】
実施例3
肺腺癌における診断および予後に関連する体液性免疫応答プロファイル
A.ファージ-エピトープ・タンパク質マイクロアレイの構築
　肺癌のエピトミック生物マーカーを同定するために、前立腺癌のプロファイリングにつ
いて上記したアプローチ（実施例1を参照されたい）を使用した（図13）。肺癌のための
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ファージディスプレイ・ライブラリーを開発するために、総RNAを7人の肺癌組織（3人の
肺腺癌および4人の扁平上皮）から単離した。次いで、6人の腺癌、4人の扁平上皮、およ
び3人の非癌対照からの個々の血清試料を使用して、親和性精製（バイオパニング）によ
って、ファージ・ライブラリーを濃縮した。こうして、合計13個の濃縮されたファージ・
ライブラリーを作製した。4ラウンドのバイオパニング後、肺癌患者または対照において
体液性免疫応答を特異的に誘発するエピトープを濃縮した。全体として、エピトープマイ
クロアレイを作製するために、13個のバイオパニングしたライブラリーから2304個のファ
ージ-エピトープクローンをランダムに選択した。マイクロアレイ形式において一旦、こ
れらの濃縮されたファージエピトープクローンを使用して、体液性免疫応答マーカーにつ
いて血清試料を調べた。
【０３０５】
　この高密度ファージ-エピトープマイクロアレイプラットフォームを使用して、150人の
肺腺癌および101人の非癌対照に由来する血清を評価した。上記の通りに（実施例1を参照
されたい）、緑色蛍光色素（Cy3）を使用してタンパク質スポットのための対照としての
カプシド10B融合タンパク質のレベルを測定し、赤色蛍光（Cy5）を使用して結合したIgG
のレベルを測定する二色系を使用した。こうして、Cy5/Cy3が増大されることにより、様
々なレベルの免疫応答が表された。正規化後、データをその後の診断および生存分析のた
めに使用した。結果を表1および2に示してある。
【０３０６】
　（表１）トレーニング/テストセット試料のための臨床情報

【０３０７】
　（表２）トレーニングおよびテストセットの予測精度

【０３０８】
　診断解析のために、251人の試料を、年齢、性、病期、および生存がマッチしたトレー
ニングセット（75人の腫瘍および50人の対照）およびテストセット（75人の腫瘍および51
人の対照）に最初にランダムに割り当てた（図13および表1）。トレーニングセットでは
、リーブ-ワン-アウト-クロス-バリデーション（LOOCV）と組み合わせたt検定を行って分
類予測モデルを構築し、これらの最高性能の82.7%（62/75）感度および94.0%（47/50）特
異性に基づいてトップランクの59個のエピトープクローンを選択した（表2）。予測感度
および特異性を、癌および対照群において誤って分類された試料の数に基づいて計算した
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。次いで、59個のファージ-エピトープからなるこの予測モデルを独立したテストセット
に適用した。テスト試料は、それぞれ82.7%の（62/75）感度および84.3%の（43/51）特異
性で、癌および正常な群に正しく分類された（表2）。
【０３０９】
　免疫応答プロファイルの予測性能を調査するために、テストセットにおける予測精度を
評価するために、トレーニングセットに由来する59個のファージ-エピトープを使用して
、受信者動作特性（ROC）解析を行った。癌と対照との間の59個のファージ-エピトープの
パネルの判別能力は、統計学的に有意であり（p＜0.0001）、曲線下面積（AUC）は0.88（
95% CI=0.82～0.94）（図14）と同等であった。
【０３１０】
　最適な診断に関連したファージエピトープを選択するために、全ての251人の試料（150
人の腫瘍および101人の対照）に対してリーブ-ワン-アウト-クロス-バリデーション・ア
プローチを行った。トップランクの113クローンが、最高の予測値を与えることが見いだ
され、83%（125/150）の感度および87.1%（88/101）の特異性を有した。
【０３１１】
B.体液性免疫応答プロファイルにより、生存を予測する
　次に、ファージエピトープと患者の生存との間の関連を調査した。最初に、150人の癌
試料を、病期および死亡/生存がマッチしたトレーニング（n=100）セットおよびテストセ
ット（n=50）に対してランダムに割り当てた。Cox比例ハザード回帰モデルでLOOCVを使用
し、トレーニングセットにおける生存に関連したエピトープを選択した。指数の中央値の
カットオフ位置に基づいて、7つのトップランクの生存に関連したクローンからエピトー
プ・リスク指数を作製した（これは、トレーニングセットにおいて最高の全体的生存予測
を与える（P=0.004、図15）。次いで、リスク指数およびカットオフ位置をテストセット
に適用した。この上位7クローンのリスク指数は、独立したテストセット内において低お
よび高リスクの個体を正しく同定した（P=0.02、図15b）。
【０３１２】
　生存に関連したクローンと最も強いセットを選択するために、LOOCVアプローチを使用
して、全部で150人の腫瘍試料から生存に関連するエピトープを同定した。上位8クローン
のリスク指数は、150人の患者を高および低リスク群に有意に分離することができる（中
央値のカットオフ位置、P=0.0008、図15c）。このリスク指数により、病期I、la、または
Ibの癌である患者を予測することもできる（図15d、e、およびf）。一変量Coxモデルでの
さらなる解析では、患者の病期、TまたはN状態が生存にも関連があったが、年齢および性
には関連がなかったことを示した（表3）。このエピトープ・リスク指数が、その他の臨
床的変数から独立した因子であるかどうかを解析するために、多変量Coxモデルを年齢、
性、病期、およびリスク指数に対して行った。結果は、このエピトープ・リスク指数が、
独立した生存予測子であることを示した（P=0.003、表4）。
【０３１３】
　（表３）一変量Cox比例ハザードモデル

【０３１４】
　（表４）多変量Cox比例ハザードモデル
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【０３１５】
C.ファージエピトープの同定
　ファージディスプレイ・ペプチド・マイクロアレイ・ストラテジーにより、シークエン
シングおよびBLAST検索による体液性応答標的を簡単に同定することができる。以前に全
ての試料に基づいたLOOCV解析によって同定された上位400クローンをシークエンシングし
た（表5）。いくつかの配列は、ユビキリン1、核小体タンパク質3（NOL3）、α-2-糖タン
パク質1、および熱ショック70kDaタンパク質8（HSPA70）などの公知のタンパク質配列と
インフレームであることが見いだされた。大部分の体液性免疫応答ペプチド標的は、ミモ
トープであった。
【０３１６】
　インフレームの公知のタンパク質の中で、熱ショック70kDaタンパク質は、肺癌におけ
る体液性免疫応答標的であることが以前に別のグループによって報告された。2つの異な
るサイズ（113～197および113～219のCDS領域）のHSP70が、同じ体液性免疫応答パターン
で見いだされた。核小体タンパク質3およびα-2-糖タンパク質1の3つのクローンがそれぞ
れ発見されたが、NOL3に対する血清抗体は、非癌対照と比較して、腫瘍において減少され
、この体液性免疫応答は、肺腺癌における生存に対して好ましくない関連があった（P＜0
.006）。
【０３１７】
　UBQLN1の2つの異なるサイズ（112aaおよび125aa）をもつ合計9クローンが、この研究に
おいて見いだされた。mRNAは、肺腺癌において増大された（図16a）。2つの形態のタンパ
ク質が、2Dウエスタンブロットによって見いだされ、天然の形態が、正常肺組織と比較し
て腫瘍において増大し、リン酸化された形態が腫瘍において減少した（図16bおよびc）。
UBQLN1の第2のリン酸化された形態は、正常組織のみにおいて見いだされた。
【０３１８】
　（表５）診断および予後に関連したファージ・クローンに関する配列アイデンティティ
ー
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【０３１９】
実施例4
前立腺癌の予後に関連する体液性免疫応答プロファイル
　本実施例は、前立腺癌の予後とファージエピトープクローンの関連の研究を記述する。
実施例1に記述した前立腺癌cDNAファージディスプレイ・ライブラリーを、16人の前立腺
癌血清（グリーソン=6である7人の試料並びにグリーソン=8および9である9人の試料）か
らのIgGのプールを使用してバイオパニングした。ファージ・エピトープ・マイクロアレ
イ・プラットフォームの構築後、32人の血清試料をスクリーニングした。走査した生デー
タは、前立腺癌診断のために、実施例1に記載されているように正規化した。予後に関す
るファージ・クローンを同定するために、試料を同じグリーソンスコアを有する試料と同
等の比率で、トレーニングセット（31人の試料）またはテストセット（11人の試料）にラ
ンダムに割り当てた。リーブ-ワン-アウトクロスバリデーションと組み合わせたt検定を
トレーニングセットに適用した。グリーソンスコア≦6である低リスク患者およびグリー
ソンスコア≧8である高リスク患者を2つの群とみなした。これらの最高性能の100%特異性
（13/13）および62.5%感度（5/8）であるトレーニングセットに基づいて、合計21クロー
ンを選択した。これらの21ファージエピトープを独立したテストセットに適用したときに
、その性能は、100%特異性（4/4）および75%感度（5/6）であることが示された。
【０３２０】
　上記の明細書において述べた全ての刊行物および特許は、参照により本明細書に組み入
れられる。本発明の記述された方法および系の種々の改変および変更は、当業者には本発
明の範囲内であることが明らかであろう。本発明は、特定の好ましい態様に関して記述し
てあるが、主張した本発明は、このような特定の態様に過度に限定されるべきではないこ
とが理解されるはずである。実際に、関連した分野の当業者には明らかである本発明を実
施するために記述した様式の種々の改変が、請求の範囲の範囲内であることが意図される
。
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【配列表】
2011217749000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成23年6月14日(2011.6.14)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の自己抗体を検出するための方法であって、該試料中の、FAM53B、ユビキリン、
5'UTR-BMI、ジンクフィンガー292、DCAMKL1、RPL22、RPL13A、仮想的タンパク質XP 37390
8、NOL3、またはAZGP1由来の抗原に対する自己抗体の存在、欠如、またはレベルを検出す
ることを含む方法。
【請求項２】
　前記試料中の、BRD2、HES1、eIF4G1、またはHSPA70由来の抗原に対する自己抗体の存在
、欠如、またはレベルを検出することをさらに含む方法。
【請求項３】
　前記試料が癌を有することが疑われる被検体からのものである、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　前記癌が、前立腺癌、乳癌、または肺癌である、請求項３記載の方法。
【請求項５】
　前記試料が、前立腺癌の１または複数の症状を有する被検体からのものであり、該１ま
たは複数の症状が、CTスキャンにより検出された腫瘤または増大したPSAレベルである、
請求項４記載の方法。
【請求項６】
　前記自己抗体の存在が癌の存在を示す、請求項１記載の方法。
【請求項７】
　複数のエピトープ・マーカーを含む複数の自己抗体の存在を検出するためのパネルであ
って、該マーカーの少なくとも１つが、FAM53B、ユビキリン、5'UTR-BMI、ジンクフィン
ガー292、DCAMKL1、RPL22、RPL13A、仮想的タンパク質XP 373908、NOL3、またはAZGP1由
来の抗原である、パネル。
【請求項８】
　BRD2、HES1、eIF4G1、またはHSPA70由来の抗原であるエピトープ・マーカーをさらに含
む、請求項７記載のパネル。
【請求項９】
　前記パネルが、癌について被験体をスクリーニングするためのものである、請求項７ま
たは８記載のパネル。
【請求項１０】
　前記癌が、前立腺癌、乳癌、または肺癌である、請求項９記載のパネル。
【請求項１１】
　前記パネルがアレイである、請求項７～９のいずれか一項記載のパネル。
【請求項１２】
　前記複数のエピトープ・マーカーが、癌試料からの血清中に存在する抗体レパートリー
により認識されるが、対照試料においては認識されない、請求項７～１０のいずれか一項
記載のパネル。
【請求項１３】
　FAM53B、ユビキリン、5'UTR-BMI、ジンクフィンガー292、DCAMKL1、RPL22、RPL13A、仮
想的タンパク質XP 373908、NOL3、またはAZGP1由来の抗原に対する自己抗体の存在、欠如
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、またはレベルを特異的に検出することができる試薬。
【請求項１４】
　抗原、抗体、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、ペプトイド、または小分子を含
む、請求項１３記載の試薬。
【請求項１５】
　前記試薬が、癌について被験体をスクリーニングするためのものである、請求項１３ま
たは１４記載の試薬。
【請求項１６】
　前記癌が、前立腺癌、乳癌、または肺癌である、請求項１５記載の試薬。
【請求項１７】
　請求項１３～１６のいずれか一項記載の複数の試薬を含むキット。
【請求項１８】
　BRD2、HES1、eIF4G1、またはHSPA70由来の抗原に対する自己抗体の存在、欠如、または
レベルを特異的に検出することができる試薬をさらに含む請求項１７記載のキット。
【請求項１９】
　前記BRD2、HES1、eIF4G1、またはHSPA70由来の抗原に対する自己抗体の存在、欠如、ま
たはレベルを特異的に検出することができる試薬が、抗原、抗体、タンパク質、ペプチド
、ペプチド模倣物、ペプトイド、または小分子を含む、請求項１８記載のキット。
【請求項２０】
　前記キットが、癌について被験体をスクリーニングするためのものである、請求項１７
～１９のいずれか一項記載のキット。
【請求項２１】
　前記癌が、前立腺癌、乳癌、または肺癌である、請求項２０記載のキット。
【請求項２２】
　前記被験体が、前立腺癌の１または複数の症状を有し、該１または複数の症状が、CTス
キャンにより検出された腫瘤または増大したPSAレベルである、請求項２１記載のキット
。
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