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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（i）患者から採取した試料中の癌細胞における配列番号１に記載のアミノ酸配列から
なるポリペプチドをコードするTS10q23.3腫瘍抑制因子遺伝子の発現のレベルを決定する
段階、及び
　（ii）該癌細胞中のTS10q23.3腫瘍抑制因子遺伝子の発現のレベルと対照中のTS10q23.3
腫瘍抑制因子遺伝子の発現のレベルとを比較する段階、
を含み、該癌細胞中のTS10q23.3腫瘍抑制因子遺伝子の発現のレベルが、該対照中のTS10q
23.3腫瘍抑制因子遺伝子の発現のレベルに比べ低減している場合には、癌の発生、一次部
位での癌の進行または癌の転移が起こり易いという基準により、該患者における癌の発生
、一次部位での癌の進行または癌の転移の起こり易さを試験する方法。
【請求項２】
　該試料が、組織試料または液体試料である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　該決定が、該試料中のTS10q23.3腫瘍抑制因子核酸をアッセイすることを含む、請求項
１に記載の方法。
【請求項４】
　該試料を、該TS10q23.3腫瘍抑制因子核酸を増幅するのに適した条件に供することをさ
らに含む、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
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　該決定が、シーケンシング、オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、ＲＮアーゼ
保護または定量的ＰＣＲを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　該オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションが、オリゴヌクレオチドを、アレイ、チ
ップ、またはウエハー中に配置することを含む、請求項５記載の方法。
【請求項７】
　該決定する段階が、該試料中のTS10q23.3腫瘍抑制因子核酸のDNA配列を決定することを
含む、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　(i) 患者から採取した試料中の癌細胞を、配列番号１に記載のアミノ酸配列からなるTS
10q23.3腫瘍抑制因子ポリペプチドに免疫学的に結合する抗体と接触させる段階；
　(ii) 該抗体のTS10q23.3腫瘍抑制因子ポリペプチドへの結合を検出し、該TS10q23.3腫
瘍抑制因子ポリペプチドのレベルを決定する段階、及び
　(iii) 該癌細胞中のTS10q23.3腫瘍抑制因子ポリペプチドのレベルと対照中のTS10q23.3
腫瘍抑制因子ポリペプチドのレベルとを比較する段階、
を含み、
　該癌細胞中のTS10q23.3腫瘍抑制因子ポリペプチドのレベルが、該対照中のTS10q23.3腫
瘍抑制因子ポリペプチドのレベルに比べ低減している場合には、癌の発生、一次部位での
癌の進行または癌の転移が起こり易いという基準により、該患者における癌の発生、一次
部位での癌の進行または癌の転移の起こり易さを試験する方法。
【請求項９】
　該試料が、組織試料または液体試料である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　該抗体が、モノクローナル抗体である、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　該モノクローナル抗体が、検出可能な標識で標識されている、請求項１０に記載の方法
。
【請求項１２】
　該検出可能な標識が、蛍光標識、化学発光標識、放射性標識または酵素標識から選ばれ
る、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　(a) 患者から採取した試料が配列番号１に記載のアミノ酸配列をからなるポリペプチド
をコードするTS10q23.3腫瘍抑制因子遺伝子の対立遺伝子の一方を失っているか否かを決
定する段階；および
　(b) 試料が該TS10q23.3腫瘍抑制因子遺伝子の他方の対立遺伝子に変化を有しているか
否かを決定する段階、
を含み、
　試料が一方の対立遺伝子を失っており、かつ他方の対立遺伝子が変化している場合は、
TS10q23.3腫瘍抑制因子遺伝子の両方の対立遺伝子が変化しており、癌の発生、一次部位
での癌の進行または癌の転移が起こり易いという基準により、該患者における癌の発生、
一次部位での癌の進行または癌の転移の起こり易さを試験する方法。
【請求項１４】
　患者から採取した試料中において配列番号１に記載のアミノ酸配列からなるポリペプチ
ドをコードするTS10q23.3腫瘍抑制因子遺伝子が欠失、挿入、フレームシフトおよび点変
異からなる群から選ばれる変化を含んでいるか否かを決定する段階を含み、
　該変化を含んでいる場合には、癌の発生、一次部位での癌の進行または癌の転移が起こ
り易いという基準により、該患者における癌の発生、一次部位での癌の進行または癌の転
移の起こり易さを試験する方法。
【請求項１５】
　該決定が、シーケンシング、突然変異オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、SS
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CP（商標）またはRNアーゼ保護を含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　該突然変異オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションが、オリゴヌクレオチドを、ア
レイ、チップ、またはウエハー中に配置することを含む請求項１５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、腫瘍学、遺伝学および分子生物学の分野に関する。より詳しくは、本発明は
ヒト染色体10番上の腫瘍抑制因子遺伝子の同定に関する。この遺伝子の欠損は例えば神経
膠腫などの癌の発達に関する。
【背景技術】
【０００２】
　腫瘍形成は、フルズ（Foulds）（1958）(非特許文献１)によって、現在では遺伝的損傷
の蓄積によって起こると知られる多段階の生物学的プロセスとして記載された。分子レベ
ルで腫瘍形成の多段階プロセスは陽性調節エフェクターおよび陰性調節エフェクターの両
方の崩壊に関する（ワインバーグ（Weinberg）、1989(非特許文献２)）。ヒト結腸カルシ
ノーマの分子基礎は、ボゲルステイン（Vogelstein)およびその同僚たち（1990）によっ
て多数の癌原遺伝子である多数の腫瘍抑制因子遺伝子および修復遺伝子に関与すると仮定
した(非特許文献３)。同様に、網膜芽腫の発達に導く欠損は他の腫瘍抑制因子遺伝子に関
連付けて考えられた（リー（Lee）ら、1987(非特許文献４)）。さらに別の癌原遺伝子お
よび腫瘍抑制因子が他の多様な悪性腫瘍において同定された。不幸なことに、治療可能な
癌が少なからず残されており、癌の影響は破局的である---米国単独でも一年に150万人を
超える人々が死亡しているのだ。
【０００３】
　癌の破壊的な本質の一例は、中枢神経系の最も一般的な一次腫瘍である星状細胞系の細
胞から得た腫瘍に関する（ラッセル（Russell）およびルビンステイン（Rubinstein）198
9(非特許文献５)）。これらの腫瘍の多数は成人に見られる。一次脳腫瘍もまた、小児科
患者における最も一般的な固形癌を占め、15歳未満の子供における癌死の第2の原因であ
る。一次脳腫瘍の推定18,500の新規ケースが1994年には診断された（ボーリング（Boring
）ら、1994(非特許文献６)）。疫学的研究により脳腫瘍の発生が増加し、それにより18歳
から35歳までの患者の癌死の最も一般的な第3原因を表している。脳内での位置のため、
および周辺組織に腫瘍細胞が典型的に侵入するため、一次脳腫瘍の治療に関する発明はし
ばしば制限される。不幸にも、これらの罹患個体の約3分の2は2年以内で死亡にいたるで
あろう。成人の最も一般的な頭蓋内腫瘍は神経膠細胞系の細胞から生じ、約48％の神経膠
細胞腫多形成（GBM）、21％の星状細胞腫（A）（未分化（AA）および低級）および9％の
脳室上衣腫およ乏突起膠腫（レビン（Levin）ら、1993(非特許文献７)）の頻度で起こる
。
【０００４】
　一次脳腫瘍の癌発生においていくつかの遺伝子およびその対応するタンパク質産物に関
係した遺伝子研究がある。報告された多様な変更には：上皮増殖因子受容体の増幅および
そのリガンド、形質転換増殖因子－α、N－myc；gli、変形スプライシングおよび繊維芽
細胞増殖因子受容体の発現およびp53、p16、Rb、神経繊維芽細胞腫遺伝子1および2、DCC
および染色体番号4、10，17（p53でないもの）、19、22およびX染色体上の推定腫瘍抑制
因子遺伝子である（ウォング（Wong）ら、1987(非特許文献８)；エル－アゾウジ（El-Azo
uzi）ら、1989(非特許文献９)；ニシ（Nishi）ら、1991(非特許文献１０)；ジェームズ（
James）ら、1988(非特許文献１１)；カム（Kamb）ら、1994(非特許文献１２)；ヘンソン
（Henson）ら、1994(非特許文献１３)；ヤマグチ（Yamaguchi）ら、1994(非特許文献１４
)；ビアンチ（Bianchi）ら、1994(非特許文献１５)；ランソン（Ranson）ら、1992(非特
許文献１６)；ラシード（Rasheed）ら、1992(非特許文献１７)；シェック（Scheck）およ
びクーンズ（Coons）、1993(非特許文献１８)；フォン・デムリング（Von Demling）ら(
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非特許文献１９)；ルビノ（Rubino）ら、1994(非特許文献２０)；リットランド(Ritland)
ら、1995(非特許文献２１)）。
【０００５】
　最も頻繁に起こる変化にはEGF－受容体（～40％）、p53の機能の喪失（～50％）、p16
（～50％）、Rb（～30％）の増幅および染色体10番上での欠失（＞90％）である。さらに
、星状細胞腫瘍の歴史的な悪性の重度または程度は結腸癌腫当業者同様の遺伝的損傷の蓄
積に相関がある。さらに、変化の中には相対的に細胞系譜特異的または等級特異的である
ようなものもある。例えば、染色体19qに対する喪失は、オリゴデンドロ神経膠腫中に有
意に生じる一方、染色体10およびEGF受容体の増幅および突然変異は主としてGBMsにおい
て生じている。コピー全体の欠失または染色体番号10のセグメントの欠失は、一次脳腫瘍
の最も一般的な形態であるGBMsに関連する最も一般的な遺伝的事象として強く示されてい
る。
【０００６】
　GBMs上の細胞遺伝子および後の対立遺伝子欠失の研究は、染色体番号10に関連する頻度
が高く伸展した遺伝子変化を明らかに証明した（ビグナー（Bigner）ら、1988(非特許文
献２２)；ランソン（Ranson）ら、1992(非特許文献１６)；ラシード（Rasheed）ら、1992
(非特許文献１７)；ジェームズら、1988(非特許文献１１)；フジモト（Fujimoto）ら、19
89(非特許文献２３)；ファルツ（Fults）ら、1990(非特許文献２４)、1993(非特許文献２
５)；カールボム（Karlbom）ら、1993(非特許文献２６)；ラシードら1995(非特許文献２
７)；ソノダ（Sonoda）ら、1996(非特許文献２８)；アルバロサ（Albarosa）ら、1996(非
特許文献２９)）。細胞遺伝学的分析によりGBMsにおける一般的事件として染色体番号の
変更が変更を示している腫瘍の約60％により明らかに示された。GBMsの対立遺伝子欠失実
験は染色体番号10（90％）と関連のある非常に頻繁である対立遺伝子の不均衡も明らかに
した。しかしながら、その喪失は、矛盾しない喪失の染色体上の局在化はこれらの分析に
よって明らかに定義されることができる喪失は非常に拡張的であり頻繁である。
【０００７】
　いくつかの最近の実験は10q25－26領域、特にD10S190からD10S216の17cM領域を暗示し
た。D10S587からD10S216のテロメア領域は染色体番号10の部分的喪失しか示さない、一連
の下等および高等神経膠腫を用いて対立遺伝子欠失分析によって暗示されている（ラシー
ドら、1995(非特許文献２７)）。この領域（～1cM）は失われるかまたは11GBMs、4AA's、
1Aおよび乏突起膠腫では無益であり、候補領域の局在を示唆している。この研究はまた、
神経膠腫中で起こる染色体10番の欠失を例示した。アルバロサ（Albarosa）ら（1996）は
D10S221からD10S209までのマーカーから小児脳腫瘍中の対立遺伝子の欠失に基づく動原体
の候補領域を示唆する(非特許文献２９)。サヤ（Saya）ら、一連のGBMsを使用することに
より欠失の2つの一般的な共有領域である10q26および10q24（D10S192)を示唆している。
【０００８】
　染色体10番の短腕もまた他の腫瘍抑制因子遺伝子を含むことに関係している。研究は、
最初に神経膠腫の10p上にある腫瘍抑制因子遺伝子の機能的な証拠を提供し（ステック（S
teck）ら、1995(非特許文献３０)）、後に前立腺に関しても後に示した（サンチェズ（Sa
nchez）ら、1995(非特許文献３１)；ムラカミ（Murakami）ら、1996(非特許文献３２)）
。後の研究は、D10S1172およびD10S527の間の11cM領域を示唆した。神経膠腫の対立遺伝
子欠失研究は、10p上でさらに広範囲にわたる欠失を示している。神経膠腫の対立遺伝子
欠失研究は10p上での広範囲にわたる欠失を示したが、再度確固たる限局は達成されてい
なかった（カルボム（Karbom）ら、1993(非特許文献２６)；キンメルマン（Kimmelman）
ら、1996(非特許文献３３)：染色体10番のこれらの領域は、以下の図1に示される。さら
にその上、EGF-受容体の増幅はまた、染色体10における欠失を腫瘍に殆ど排他的に生じる
ことを示し、これらの遺伝的変更間の可能性のある結合を示唆している（フォン・デイム
リング（Von Deimling)ら、1992(非特許文献１９）)。
【０００９】
　長腕上の欠失もまた、前立腺、腎臓、子宮、小細胞肺、子宮内膜癌、meningioma、およ
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び急性T細胞白血病などに関して報告されている（カーター（Carter）ら、1990(非特許文
献３４)；モリタ（Morita）ら、1991(非特許文献３５)；ハーブスト（Herbst）ら、1984(
非特許文献３６)；ジョーンズ（Jones）ら、1994；レンペル（Rempel）ら、1993(非特許
文献３７)；ペイフェン（peiffen）ら、1995(非特許文献３８)；ピーターゼン（Petersen
）ら、1997(非特許文献３９)）。最近、前立腺癌に関する詳細な研究は（1）染色体10番
の短腕および長腕は腫瘍抑制因子遺伝子をはっきりと含有しているようであり、および（
2）長腕の抑制因子遺伝子マップでは10q23－24境界に局在する（グレイ（Gray）ら、1995
(非特許文献４０)；イットマン（Ittmann）1996(非特許文献４１)、トリバス（Trybus）
ら、1996(非特許文献４２)）。これらの3群によって同定した共有欠失領域はD10S215周辺
に集中し、約10cMを広げる（図1）。候補領域と重複する領域は、しかしながら該領域内
での更なる局在はないことが前立腺癌に関して報告された。前立腺癌と関連する対立遺伝
子の喪失はまた、試験した腫瘍の約３０－４０％においてのみ起こると見られている。さ
らに、欠失は、ＧＢＭ同様、一層進行した段階の腫瘍中で観察され、転移能力に関連する
かもしれない（ニヘイ（Nihei）ら、1995(非特許文献４３)；コミヤ（Komiya）ら、1996(
非特許文献４４)）。これらの結果の組み合わせによりヒト多発性癌は10q23－24領域を暗
示することを示唆している。
【００１０】
　候補領域の位置における差異はいくつかの可能性を示唆している。最初に、10q上の2ま
たはそれ以上の腫瘍抑制因子遺伝子の存在を可能にする。第2に、すべてではない欠失が
腫瘍抑制因子遺伝子座に影響を及ぼす。これらの代わりは相互に排他的ではない。その後
の可能性の支持において、潜在的な中心体は遺伝的変更、特に破損を生じるであろう10q2
5で起こると示唆される（ボウイライアー（Vouillaire）ら、1993(非特許文献４５)）。
【００１１】
　このすべての情報にもかかわらず、該遺伝子（または複数の遺伝子）の同定は10q23－2
4関連腫瘍抑制因子が曖昧であることに関する。特定の遺伝子の同定およびそれをコード
するタンパク質の推定なくしてこの産物を標的とする効果的な療法を発達させることは不
可能である。したがって、この領域に位置する腫瘍抑制因子を単離することおよびその構
造および機能を決定することは重要な目的である。
【先行技術文献】
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【発明の概要】
【００１３】
　それゆえ、TS10q23.3と称する腫瘍抑制因子を提供することが本発明の目的である。ま
た、TS10q23.31をコードする遺伝子全体またはその一部を代表するDNAを提供するのも本
発明の目的である。これらの組成物を用いる方法を提供することもまた目的である。
【００１４】
　前述の目的に従い、TS10q23.3と名付けられた腫瘍抑制因子を1つの態様において提供す
る。一例において、該ポリペプチドは図7または図9に示されるアミノ酸配列を有する。TS
10q23.3と称する腫瘍抑制因子の約10～約50間の連続した残基を持つ単離したペプチドを
提供する。該ペプチドは、例えば、KLHまたはBSAなどの担体分子にコンジュゲートしても
よい。
【００１５】
　他の態様において、TS10q23.3と称する腫瘍抑制因子に免疫学的に結合するモノクロー
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ナル抗体を提供する。該抗体は他のヒトポリペプチドとクロス反応しないかまたはヒトの
他のTS10q23.3には結合するがヒトTS10q23.3には結合しないでいるものでよい。該抗体は
例えば蛍光標識、化学蛍光標識、放射線標識または酵素などの検出可能な標識をさらに含
んでいてよい。また、ハイブリドーマ細胞およびそのような抗体を製造する細胞株をも含
む。
【００１６】
　他の態様には、ポリクローナル抗血清、TS10q23.3と称する腫瘍抑制因子に免疫学的に
結合する抗体を含む。該抗血清は任意の動物から得てよいが、好ましくはヒト、マウスま
たはイヌ以外の動物からのものである。
【００１７】
　さらに他の態様において、ある領域、またはその相補領域を含む核酸はTS10q23.3と称
する腫瘍抑制因子をコードし、またはその対立遺伝子変異体またはその突然変異体をコー
ドする。腫瘍抑制因子コーディング領域は任意の哺乳類動物から得たものであって良いが
、特定の態様においては、マウス、イヌおよびヒトからの配列から選択される。突然変異
にはは、欠失変異体、挿入変異体、フレームシフト変異体、ナンセンス変異体、ミスセン
ス変異体またはスプライシング変異体を含む。特定の態様において、該腫瘍抑制因子は図
9のアミノ酸配列を有する。該核酸は、ゲノムDNA、相補的DNAまたはRNAであってもよい。
【００１８】
　さらに別の態様において、核酸は相補的DNAを含み、さらに該領域に作動可能に結合し
たプロモーターを含み、またはその相補物を含み、該腫瘍抑制因子をコードする。別の要
素には、ポリアデニル化シグナルおよび複製起点を含む。
【００１９】
　レトロウイルス、アデノウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルスおよびアデ
ノ関連ウイルスなどのウイルスベクターが使用されてよい。該ベクターは「そのままの状
態」またはウイルス粒子に納まっていてもよい。代わりに、該核酸はリポソームに包まれ
た発現ベクターを含んでいてよい。
【００２０】
　核酸の多様な大きさが考慮されるが、制限されるものではない：約1212塩基、約1500塩
基、約2000塩基、約3500塩基、約5000塩基、約10,000塩基、約15,000塩基、約20,000塩基
、約25,000塩基、約30,000塩基、約35,000塩基、約40,000塩基、約45,000塩基、約50,000
塩基、約75,000塩基および100,000塩基である。
【００２１】
　さらに別の態様において、核酸の約10～約50の連続した塩基の単離されたオリゴヌクレ
オチド、TS10q23.3と称する腫瘍抑制因子をコードする単離されたオリゴヌクレオチドお
よびその相補物を提供する。該オリゴヌクレオチドは長さ約15塩基、約17塩基、約20塩基
、約25塩基または約50塩基であってよい。
【００２２】
　さらに別の態様において、（i）被験者からサンプルを入手し；ついで（ii）該サンプ
ルにおける機能的なTS10q23.3腫瘍抑制因子の発現を決定する工程を含む、癌の診断方法
を提供する。癌は、悪性脳腫瘍、肺癌、肝臓癌、脾臓癌、腎臓癌、悪性リンパ腫、小腸癌
、膵臓癌、血液細胞の癌、胃癌、乳癌、子宮内膜癌、前立腺癌、睾丸癌、卵巣癌、皮膚癌
、頭頸部癌、食道癌、骨髄癌および血液の癌であってよい。好ましい態様において、該癌
は前立腺癌または乳癌である。他の好ましい態様において、癌は、例えば悪性脳腫瘍、神
経膠腫などである。該サンプルは組織または液体サンプルである。
【００２３】
　ある一形式において、該方法は該サンプルからの核酸のアッセイに関する。該方法は、
さらに該核酸を増幅するために適当な条件にサンプルをかけることを含む。代わりに、該
方法は該サンプルを例えばELISAなどでTS10q23.3に免疫学的に結合する抗体を接触させる
ことを含んでいてよい。形式にかかわらず、比較には、TS10q23.3の発現と癌でないサン
プル中のTS10q23.3を比較することを含む。該比較はTS10q23.3発現のレベルを見てよい。
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代わりに、該比較はTS10q23.3遺伝子、タンパク質または転写物の構造を評価することを
含んでいてよい。そのような形式はシークエンシング、野生型オリゴヌクレオチドハイブ
リダイゼーション、突然変異オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、SSCP、PCR、
およびRNアーゼ保護を含んでいてよい。特定の態様は、オリゴヌクレオチドがチップまた
はウェーハー上に列を形成する野生型または突然変異オリゴヌクレオチドハイブリダイゼ
ーションを評価することを含む。
【００２４】
　他の態様において、該腫瘍細胞によって腫瘍抑制因子の取り込みを可能にする条件下、
TS10q23.3と称する腫瘍抑制因子と該細胞を接触させる工程を含む腫瘍細胞の表現型を変
更する方法を提供する。該腫瘍細胞は脳、胚、脾臓、腎臓、リンパ節、卵巣、皮膚、頭頚
部、食道、骨髄および血液組織などの組織から由来していてよい。該表現型は、増殖、移
動、接触阻害、軟アガー増殖または細胞周期から選択されてよい。該腫瘍抑制因子はリポ
ソームに包み込まれるかまたは自由な状態であってもよい。
【００２５】
　別の態様において、（i）TS10q23.3と称する腫瘍抑制因子をコードする核酸および（ii
）該腫瘍細胞中で活性であるプロモーターであって、該プロモーターは該腫瘍細胞によっ
て核酸の取り込みを可能にする条件下で、腫瘍抑制因子をコードする領域に作動可能に結
合しているものと該細胞を接触させる工程を含む腫瘍細胞の表現型を変える方法を提供す
る。該表現型は、増殖、移動、接触阻害、軟アガー増殖または細胞周期であってよい。該
核酸はリポソームに包み込まれていてよい、該核酸がレトロウイルス、アデノウイルス、
アデノ関連ウイルス、ワクシニアウイルスおよびヘルペスウイルスである場合、ウイルス
粒子に包まれていてもよい。
【００２６】
　さらに別の態様において、（i）TS10q23.3と称する腫瘍抑制因子をコードする核酸およ
び（ii）該腫瘍細胞中で活性であるプロモーターであって、該プロモーターは該腫瘍細胞
によって核酸の取り込みを可能にする条件下で、腫瘍抑制因子をコードする領域に作動可
能に結合しているものと該細胞を接触させる工程を含む願を治療する方法を提供する。被
験者はヒトであってよい。
【００２７】
　さらに別の態様において、TS10q23.3をコードする遺伝子の両方のコピーが妨害される
かまたは他の遺伝子と置き換わるトランスジェニック哺乳動物を提供する。
【００２８】
　さらに別の態様において、（i）被験者からサンプルを入手し；ついで（ii）該サンプ
ル中の細胞の機能的TS10q23.3腫瘍抑制因子の発現を決定する工程を含む癌の程度を決定
する方法を提供する。該癌は悪性脳腫瘍であり、その程度は初期の癌および神経膠腫とは
はっきり区別される。その決定はTS10q23.3核酸または該サンプル中のポリペプチドのア
ッセイを含んでいてよい。
【００２９】
　さらに別の実施例において、（i）被験者からサンプルを入手し；ついで（ii）該サン
プルの細胞中で機能的TS10q23.3腫瘍抑制因子の発現を決定する工程を含む腫瘍転移を推
定する方法を提供する。該癌は、転移性および非転移性として区別されるであろう。その
決定には、TS10q23.3核酸または該サンプル中のポリペプチドのアッセイを含んでいてよ
い。
【００３０】
　さらに別の態様において、（i）機能的TS10q23.3ポリペプチドを欠如している細胞を提
供し；（ii）候補基質と該細胞を接触させ；ついで（iii）該細胞に及ぼす候補基質の効
果を決定する工程を含む抗腫瘍活性の候補基質をスクリーニングする方法を提供する。該
細胞は、腫瘍細胞、例えばTS10q23.3.7のコーディング領域における突然変異を持つ腫瘍
細胞であってよい。該突然変異体は欠失変異、挿入変異、フレームシフト変異、ナンセン
ス突然変異、ミスセンス突然変異またはスプライシング突然変異であってよい。その決定
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には、候補基質の存在下での1またはそれ以上の細胞の特徴を、候補基質の不在下での細
胞の特徴と比較することを含んでいてよい。その特徴は、TS10q23.3発現、ホスファター
ゼ活性、増殖、転移、接触阻害、軟アガー増殖、細胞周期調節、腫瘍形成、腫瘍の進行お
よび組織浸潤であってよい。候補基質は、化学療法剤または放射線治療剤または小分子ラ
イブラリーから選択されるものであってよい。該細胞はイン・ビトロまたはイン・ビボで
接触されてよい。
【００３１】
　さらに別の態様において、（i）少なくとも1つのチロシンキナーゼ部位を含むTS10q23.
3ポリペプチドを持つことを提供し；（ii）該細胞を候補基質と接触させ；ついで（iii）
候補基質が該部位のリン酸化に及ぼす影響を決定する工程を含む、抗キナーゼ活性の候補
基質をスクリーニングする方法を提供する。その決定には、候補基質の存在下での1また
はそれ以上の細胞の特徴を候補基質の不在下での細胞の特徴と比較することを含んでいて
よい。その特徴は、TS10q23.3のリン酸化された状態、TS10q23.3の発現、ホスファターゼ
活性、増殖、転移接触阻害、軟アガー増殖、細胞周期調節、腫瘍形成、腫瘍の進行および
組織浸潤であってよい。候補基質は、化学療法剤または放射線治療剤または小分子ライブ
ラリーから選択されるものであってよい。該細胞は、イン・ビボまたはイン・ビトロで接
触してもよい。
【００３２】
配列のまとめ
　配列番号：1＝TS10Q23.3の推定配列；配列番号：2＝ヒト遺伝子配列；配列番号：3＝マ
ウス遺伝子配列；配列番号：4＝イヌ遺伝子配列：配列番号：5＝ヒトペプチド配列；配列
番号：6＝マウスペプチド配列；配列番号：7＝イヌペプチド配列；配列番号：8＝エクソ
ンa；配列番号：9＝エクソンb；配列番号：10＝エクソンc；配列番号：11＝エクソンd；
配列番号：12：エクソンe；配列番号：13＝エクソンf；配列番号：14：エクソンg；配列
番号：15＝エクソンh；配列番号：16＝エクソンI；配列番号：17＝88～98までの残基かの
モチーフ；配列番号：18＝チロシンホスファターゼタンパク質の保存された触媒部位（デ
ヌ（Denu）1996)；配列番号：19＝野生型TS10q23.3ポリペプチドの1～60残基；配列番号
：20＝T98G突然変異TS10q23.3ポリペプチドの1～60残基；配列番号：21＝KE変異体TS10q2
3.3ポリペプチドの1～60残基である。
【図面の簡単な説明】
【００３３】
　以下の図面は本明細書の一部を形成し、本発明のさらにある側面を証明するべく含まれ
ている。本発明は、本明細書に開示された特定の態様の詳細な記載と併せてこれらの図面
の１またはそれ以上を参照することにより、一層よく理解されるであろう：
【図１】ヒト染色体番号10番上の腫瘍抑制因子遺伝子座の候補の位置。ヒト染色体番号10
番上の多様な遺伝子座は腫瘍抑制活性の部位でありえるものとして示された。これらの遺
伝子座および報告したグループを記載している。
【図２】神経膠腫細胞株中の同種欠失の例示。多様な神経膠腫細胞株を染色体番号10番の
遺伝子座の両方のコピーにおける欠失の存在に関してスクリーニングした。遺伝子座は垂
直軸上に示され、かつ水平軸を横切るように、挙げられている。同種の喪失は色付き楕円
によって示されている。
【図３】染色体番号10番の例示：ハイブリッドクローン中のDNA微小衛星マーカーの存在
または不在。マウスA9細胞にトランスファーした体細胞ハイブリッドクローンU251.N10.7
の11のサブクローンからの微小衛星マーカーに特異的な染色体番号10番に対応するDNAの
存在（塗りつぶした円）または不在（中抜き円）染色体番号10番の領域を示す。U251.N10
.6およびU251.N10.8体細胞ハイブリッドは完全に抑圧されたクローンであり、軟アガロー
ス中で全く増殖を示さないか殆ど増殖を示さず、また、U251.N10.5AおよびCサブクローン
は部分的に抑圧されている（ステック（Steck）ら、1995）。完全に抑圧されたクローン
と部分的に抑圧されたクローンとの差異は、腫瘍抑制因子遺伝子の機能的な局在を提供す
る。腫瘍抑制因子遺伝子を含む可能性のある領域は、ボックスによって示されている。10
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q23.3のボックスでは同種欠失と対立遺伝子欠失分析によって示された領域と重複する（
図2および図4参照）。
【図４】ヒト神経膠腫における染色体番号10番の欠失マップ。D10S551からD10S583までの
マーカーによって区切られた領域は10cM領域に位置している。微小衛星は、最も確率的に
ありそうな結合順で示され、ギアペイ（Gyapay）ら、1994によって記載されるように放射
ハイブリッドマップに基づいたおよその染色体位置にマッピングされている。未分化アス
トロサイトーマおよび1つの神経膠腫には関係がない染色体番号１０１番の領域は、該腫
瘍のボックス領域に示されている。同種欠失分析から定義され、この分析によって排除さ
れない重要な領域は右側の実線によって示す。
【図５】BAC 106d16のマッピング。106d16と称するBACのマッピングおよびサザンブロッ
ティングによる同種欠失の証明を示す。106d16の部分的な制限マップを示す。そのブロッ
ティングの説明をEFC-2細胞におけるEcoバンド番号＃14（Mr 約11kb）の同種の欠失を示
す。
【図６】TS10q23.3のコーディング配列および－5'－および3'－フランキング領域。コー
ディング領域を太字で、最初にイン・フレームでストップコドンがあるように示している
。
【図７】TS10q23.3産物の推定アミノ酸配列。略語は、Aはアラニン；Cはシステイン；Dは
アスパラギン酸；Eはグルタミン酸；Fはフェニルアラニン；Gはグリシン；Hはヒスチジン
；Iはイソロイシン；Kはリジン；Lはロイシン；Mはメチオニン；Nはアスパラギン；Pはプ
ロリン；Qはグルタミン；Rはアルギニン；Sはセリン；Thaトレオニン；Vはバリン；Wはト
リプトファン；Yはチロシンである。ホスファターゼ同一部位は太字で表す；チロシンリ
ン酸化部位はイタリック体で示し、下線を付している。
【図８】10q23.3の欠失分析。10q23.3における同種の欠失を持つと最初に示されている神
経膠腫株をTS10q23.3の存在に関して再度分析した。塗りつぶした円はその遺伝子領域が
存在することを示し；中抜き円は遺伝子領域中の同種の欠失を示している。＊はトラップ
されたエクソンを示す。
【図９－１】ヒト10q23.3とマウスおよびイヌホモログとのホモロジー比較。開始ATGコド
ンおよびメチオニンアミノ酸をスタート（1）ポジションで設計している。終結コドンはT
GA(1210)である。ゲノムまたはアミノ酸レベルでのヒトおよびマウスまたはイヌの配列間
の変更を比較された配列において星にり示している。
【図９－２】図９－１の続きを示す図である。
【図９－３】図９－２の続きを示す図である。
【図９－４】図９－３の続きを示す図である。
【図９－５】図９－４の続きを示す図である。
【図９－６】図９－５の続きを示す図である。
【図９－７】図９－６の続きを示す図である。
【図９－８】図９－７の続きを示す図である。
【図９－９】図９－８の続きを示す図である。
【図１０－１】TS10q23.3のエクソン配列および周辺イントロン領域。エクソンは開始部
位1で大文字で示しており、イントロンは小文字で示している；開始コドンが第1位で始ま
り、3'エクソン／イントロン境界がそれぞれ79と80位である最初のエクソンは除く。小文
字は（表4）、最初のエクソンを除き、この図に存在する配列の数に対応している。U87お
よびU138の突然変異はエクソン（それぞれGおよびH）の後最初のイントロンG残基［G＋I
＞T］である。T98GおよびKEに関して、点突然変異はそれぞれエクソンBの46位および28位
である。LnCap細胞に関して、突然変異は最初のイントロンにおける塩基16および17の欠
失である。
【図１０－２】図１０－１の続きを示す図である。
【図１０－３】図１０－２の続きを示す図である。
【図１０－４】図１０－３の続きを示す図である。
【図１０－５】図１０－４の続きを示す図である。
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【図１１－１】TS1023.3における第二構造の分析。図11A：親水性プロット；図11B：表面
確率（Surface probability）プロット；図11C：可撓性プロット；図11D：抗原価プロッ
ト；図11E:両親媒性ヘリックスプロット；図11Fは両親媒性シートプロット；図11Gは第二
構造プロットである。
【図１１－２】図１１－１の続きを示す図である。
【図１２－１】TS10q23.3における推定の特徴の比較および点突然変異T98GおよびKE。図1
2A：野生型ポリペプチドの1－60残基の親水性プロット；図12B：野生型ポリペプチドの1
－60残基の表面確率プロット；図12C：野生型ポリペプチドの1－60残基の二次構造プロッ
ト；図12D:KE変異体の1－60残基の親水性プロット；図12E：KE変異体の1－60残基の表面
確率プロット；図12F: KE変異体の1－60残基の第二構造プロット；図12G：T98G変異体の1
－60残基の親水性プロット；図12H：T98G変異体の1－60残基の表面確率プロット；図12I
：T98G変異体の1－60残基の第二構造プロット。TS10q23.3の42残基でのT98G突然変異（Le
u→Arg）は、TS10q23.3の提供されたヘリックス第二構造の喪失を生じる。KEの36残基で
のT98G突然変異（Gly→Gly）は、その領域における提案されたヘリックス第二構造のオリ
ゴヌクレオチド長さを有意に増加させる。両突然変異は同じヘリックス構造に影響を及ぼ
すであろう。また親水性における少しの変化および表面確率は上昇する。
【図１２－２】図１２－１の続きを示す図である。
【図１２－３】図１２－２の続きを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００３４】
好ましい態様の詳細な説明
1．本発明
　上記に述べたとおり、複数の異なるグループがヒト染色体番号10番の10q領域に関連す
る腫瘍抑制活性の証拠を示してきた。この多数の業績にもかかわらず、活性を担う遺伝子
または複数の遺伝子の同定は決定されていない。腫瘍発生神経膠腫細胞に腫瘍抑制因子遺
伝子を宿すと疑われる、染色体または染色体の断片のトランスファーに関与する機能的な
アプローチを以前には使用した。これらの努力の結果により、推定腫瘍抑制因子遺伝子の
生物学的活性の定義を可能にし、そのような局在化に対する援助を可能にした。染色体2
および10はU251神経膠腫細胞にトランスファーされ、また、染色体2および10はLG－11細
胞にもトランスファーされた。LG‐11細胞は染色体10のそのままのコピーを持たないこと
を示しており、続いてその中止点は10q24で起こるとわかった。染色体番号10番のトラン
スファーにより抑制された表現型を示すハイブリッド細胞を生じ、腫瘍発生性を喪失して
示し（腫瘍の形成はない）および軟アガロース中で増殖させることができる能力の喪失（
50Xから1000Xの減少；パースハウス（pershouse）ら、1993）を示す。そのハイブリッド
の指数関数的増殖速度は親細胞に類似であるが、ハイブリッド細胞の飽和密度は親胞より
有意に低い（10Xから20X）。染色体番号2番のトランスファーは親細胞同様に作用するハ
イブリッド細胞を生じる。
【００３５】
　本研究の1つの目的はネオマイシンタグをつけた染色体番号10番の断片化により染色体
番号10番の抑制因子遺伝子の局在を行ない、その後、神経膠腫細胞に断片化した染色体を
トランスファーすることである。しかしながら本発明者らはハイブリッド細胞のいくつか
が自発的に染色体再配列を受け、挿入された染色体10番の多様な領域しか保有しないハイ
ブリッド細胞を製造することを観察した（パースハウスら、1993）。ついで本発明者らは
、断片化実験を開始する代わりに、そのハイブリッドをサブクローニングし、分析した（
ステック（Steck）ら、1995）。挿入された染色体番号10番またはその断片の保有は、情
報を与える有益なRFLPマーカーおよびFISH分析によって突き止められた。興味深いことに
、挿入された染色体のみが再配列を受ける。染色体番号10番の完全なコピーの挿入は、軟
アガロース中で増殖させ、ヌードマウス中で腫瘍を形成するハイブリッド細胞の形質転換
した特質の阻害を生じる。
【００３６】
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　これらの2つの表現型は、現在、即時分析によって部分的に分離可能であるようである
。いくつかのサブクローン（U251.N10.5a－j）は染色体番号第10番の長腕の主要部分の喪
失を明らかにし、軟アガー中で増殖し、ヌードマウス中で腫瘍を形成することに失敗し、
よって、染色体（10pterから10q11）の残りの部分に腫瘍抑制性の遺伝子座が存在するこ
とを示している。対照的に、長腕、10q24から10q26にかけての遠位領域を保有するクロー
ンは、軟アガロース中でもヌードマウス中でも増殖できなかった（図4参照）。これは該
染色体の遠位領域にある別の表現型の抑制性領域を示唆する。別の10－関連物質の欠如は
さらに、染色体番号10番の残りの物質が変更された生物学的表現型を担うことを示唆して
いる。これらの結果は神経膠腫親交に関する染色体番号10番上の2つの表現型上独立の抑
抑制領域の存在を示している（ステック（Steck）ら、1995）。
【００３７】
　本発明により、本発明者らは、神経膠腫、乳癌、前立腺癌および他の癌に関係するTS10
q23.3と称する腫瘍抑制因子遺伝子を局在化するいくつかの独立した方策を使用した。こ
れらの方法は、以下の実施例に一層詳細に記載されており、（i）一連のヒト神経膠腫細
胞株中での同種の欠失の同定；（ii）腫瘍発生性に関して抑圧されたクローン中での保有
の一致領域の決定；および（iii）神経膠腫の多様な程度と対応する正常サンプルに関す
る対立遺伝子欠失研究を含む。該遺伝子を操作すると、現在、ヒト癌に関連する新規診断
および治療方法を発達させる遺伝子によってコードされる情報を利用することができるよ
うである。
【００３８】
II．10q23.3腫瘍抑制因子
　本発明により、10q23.3遺伝子座中の遺伝子によってコードされ、本明細書においてはT
S10q23.3と称する腫瘍抑制因子を同定した。この分子は多様な癌において腫瘍の表現型を
抑制することができる。腫瘍抑制因子なる語句は当業者にはよく知られている。他の腫瘍
の例としては、少し挙げるとp53、Rbおよびp16である。これらの分子は構造的に顕著であ
る一方、TS10q23.3が成員である機能的に関連のある分子の群を形成する。これらのほか
の腫瘍抑制因子が現在開発されている使用法は、同様に本明細書において応用可能である
。
【００３９】
　全TS10q23.3分子に加えて、本発明はまた、腫瘍抑制（または他の）活性を保有してい
るか、またはしていないポリペプチドの断片に関連する。該分子のN－末端を含む断片は
コーディング領域内に翻訳停止部位を遺伝的に操作することによって製造されてもよい（
以下に議論する）。代わりに、例えばプロテアーゼとして知られるタンパク質分解酵素で
TS10q23.3分子の処理により多様なN－末端断片、C－末端断片および内部の断片を製造す
ることができる。断片の例には、長さ6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18
、19、20、21、22、23、24、25、30、35、40、45、50、55、60、65、75、80、85、90、95
、100，200，300、400またはそれを超えるのアミノ酸の図7および図9に与えられている配
列の隣接残基を含んでいてよい。これらの断片は沈殿（例えば硫酸アルミニウム）、HPLC
、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー（イムノアフィニ
ティークロマトグラフィー）または多様なサイズ分離（体積、ゲル電気泳動、ゲル濾過）
などの公知の方法により精製されてよい。
【００４０】
A．ポリペプチドの構造上の特徴
　TS10q23.3の遺伝子は403アミノ酸ポリペプチドをコードする。この分子の推定分子量47
,122である。したがって、最少限でこの分子は、分子量およびplが試験されるアッセイに
おいて標準として使用されてもよい。
【００４１】
　122－131残基に位置するホスファターゼ一致部位は、配列：　　p1411行　　のチロシ
ンホスファターゼ(PTP)同一配列を完全にマッチする。活性化ドメインの外側は配列は非
常に異なっている。PTPsはリン酸化酵素中間体を通して進む。該酵素反応は、システイン
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のチオラートアニオンにより基質のリン原子の核親和性攻撃後のリン酸システイン中間体
の形成に関する酵素反応に関する。その反応は2段階化学的プロセスとして代表されるこ
とができる：脱リン酸化産物の急激な放出により伴われる酵素にリン酸基転移；およびリ
ン酸の急激な放出に付随してリン酸チオール中間体の加水分解である。触媒競合要素複合
体を形成するために、酵素がリン酸含有基質の2価陰イオンと反応する。酵素上で、アス
パラギン酸は陽子を加えられなければならず、核親和性システインは、酵素にリン酸基転
移に関して2価陽イオンと反応しない（チオラートアニオン）。また、233－240および308
－315残基で位置するチロシンリン酸化が可能なことおよび128、164、223および335残基
で位置するcAMPリン酸化にも注目する。ホスファターゼはキナーゼ部位を持つと知られ、
これらの酵素のリン酸活性は、これらの部位でのリン酸化により調節されることができる
。一般的にプロテインホスファターゼは2つの部類に分類される－セリン／トレオニンホ
スファターゼおよびチロシンホスファターゼである。チロシンホスファターゼのあるもの
はまた、ホスホセリンおよびホスホトレオニンに対する活性を持つ。
【００４２】
　キナーゼおよびホスファターゼ間の相互作用およびポリペプチドの多様なリン酸化状態
は細胞生理学において重要な特徴として証明される。多様なメカニズムにより、キナーゼ
およびホスファターゼはシグナル伝達、エネルギー保存および細胞調節に関する細胞内の
異なる経路で作用する。形質転換タンパク質src（コレット（Collet）およびエリクソン
（Erickson）、１９７８）中の内在性チロシンキナーゼ機能の同定、特にチロシン残基で
のリン酸化の役割は細胞増殖および癌の誘発に重要な役割を演じる（ハンター（Hunter）
1991；Bishop, 1991）。プロテインホスファターゼが増殖調節において果たす役割は、そ
の他の多くの生物学的生化学的活性同様に生物学的に重要な分子のリン酸化状態に相関す
る（コーエン（Cohen）、1994）。
【００４３】
　該分子のN－末端の60程度のアミノ酸はtensinなる接着プラークに示される細胞骨格タ
ンパク質に幾分のホモロジーを示す。これはTS10q23.3点突然変異が接触阻害、侵入、移
動または細胞‐細胞間シグナル伝達において関与するであろうことを示唆している。ある
腫瘍細胞株中に同定されたTS10q23.3点突然変異はこの領域中で二次的に提案された構造
に影響を及ぼす。
【００４４】
B．機能的側面
　本発明はTS10q23.3または「野生型」活性の機能をいう場合、問題となっている分子は
、悪性状態、すなわち任意の種類の異常な増殖調節または例えば、異常状態から転移の妨
害または侵入性腫瘍の増殖を妨害するために非常に悪性の状態へと形質転換するのを阻害
する能力を持つことを意味する。正常なTS10q23.3遺伝子産物によって調節されるとみな
されるであろう他の表現型は血管形成、接着、移動、細胞‐細胞シグナル伝達、細胞増殖
、細胞分化、密度依存性増殖、固定（anchorage）依存性増殖およびそのほかのものであ
る。どの分子がこの活性を持つのかという決定は当業者によく知られたアッセイを用いて
決定されてよい。例えば、TS10q23.3またはその変異体をコードする遺伝子を機能的TS10q
23.3産物を持たない細胞へと形質転換することおよびそれにより不完全な増殖コントロー
ルを示すものは増殖抑制のためにTS10q23.3機能を持つ分子を同定する。
【００４５】
　上記の通り、TS10q23.3はホスファターゼであるというきざしがある。残基88から98に
位置するチロシンタンパク質の保存された触媒ドメインに完全に合致している。また、推
定キナーゼ標的は分子中に局在し、ホスファターゼの他の特徴である。他の腫瘍抑制因子
はこの種の活性を同定しているので、TS10q23.3の腫瘍抑制におけるホスファターゼ機能
を決定するのが望ましいであろう。これはまた、TS10q23.3機能の不在に関するスクリー
ニングアッセイを発展させるのに、または癌治療の開発に、例えばTS10q23.3のホスファ
ターゼ機能を標的化すること、TS10q23.3が作用する基質を標的化すること、および／ま
たはTS10q23.3に作用を及ぼすキナーゼまたは複数のキナーゼを標的化することに有利な
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方法であろう。
【００４６】
C．TS10q23.3の変異体
　該ペプチドのアミノ酸配列変異体は置換、挿入または欠失変異体であり得る。欠失変異
体は機能的活性、または免疫原性活性に必須ではないそのままのタンパク質の1またはそ
れ以上の残基を欠如し、上記の膜貫通配列を欠如した変異体によって例示される。欠失変
異体の別の一般的なタイプは、1つの欠如分泌シグナル配列または細胞の特定の部位に結
合するタンパク質に関するシグナル配列である。挿入変異体は、典型的に該ポリペプチド
中の末端点ではない点でさらなる物質に関係する。これは免疫応答性のエピトープまたは
単純に単一残基の挿入を含む。終末の付加、いわゆる融合タンパク質は以下で議論する。
【００４７】
　置換変異体は典型的にはタンパク質内の1またはそれ以上の別のアミノ酸の交換を含み
、他の機能または特性の喪失なしにタンパク質分解による開裂に対しての安定性などのポ
リペプチドの1またはそれ以上の特性を調節するために設計されていてもよい。この種の
置換は、好ましくは保存的であり、すなわち一つのアミノ酸が同様の形および変化のうち
の1つで置換されている。保存された置換は当該技術においてよく知られており、かつ例
えば変更を含む：アラニンからセリンへ；アルギニンからリジンへ；アスパラギンからグ
ルタミンまたはヒスチジンへ；アスパラギン酸からグルタミン酸へ；システインからセリ
ンへ；グルタミンからアスパラギンへ；グルタミンからアスパラギン酸；グリシンからプ
ロリンへ；ヒスチジンからアスパラギンまたはグルタミンへ；イソロイシンからロイシン
またはバリンへ；ロイシンからバリンまたはイソロイシンへ；リジンからアルギニンへ；
メチオニンからロイシンまたはイソロイシンへ；フェニルアラニンからチロシン、ロイシ
ンまたはメチオニンへ；セリンからトレオニンへ；トレオニンからセリンへ；トリプトフ
ァンからチロシンへ；チロシンからトリプトファンまたはフェニルアラニンへ；およびバ
リンからイソロイシンまたはロイシンへの変更を含む。
【００４８】
　以下はタンパク質のアミノ酸の変更に基づき、改良されてさえおり、第2世代分子であ
り、議論がなされている。例えば、あるアミノ酸は、抗体の抗原部位または基質の分子上
の結合部位などの構造と結合能力の相互性の応用可能な喪失なしにタンパク質構造中で置
換されているのであろう。その相互作用的能力およびタンパク質の生物学的機能的な活性
を定義するので、あるアミノ酸置換体はタンパク質配列中、およびその基礎にあるDNAコ
ーディング領域で製造されることができ、やはり所有物であるのようにタンパク質を入手
する。ゆえに、以下に議論するように、生物学的な有用性または活性の適用可能な喪失な
しに遺伝子のDNA配列はにおいて多様な変更がなされるであろうということが本発明者ら
により考えられている。
表1はある独特のアミノ酸をコードするコドンを示している。
【００４９】
　そのような変化、アミノ酸のヒドロパシー価（hydropathic index）が考慮されていよ
い。親水性アミノ酸指標が当該技術分野において一般的に理解されているタンパク質上で
相互作用的に生物学的機能値が存在する（カイト(Kyte)およびドゥーリトル（Doolittele
）、1982）。アミノ酸の相対的にヒドロパシー特徴は得られたタンパク質の二次構造に貢
献し、今度は、該タンパク質と他の分子の相互作用を定義する、例えば酵素、基質、受容
体、DNA、抗体、抗原などである。
【００５０】
　各アミノ酸は、その疎水性おおび帯電特徴を基礎に割り当てられる（カイトおよびドゥ
ーリトル）：イソロイシン（＋4.5）；バリン（＋4.2）；ロイシン（＋3.8）；フェニル
アラニン（＋2.8）；システイン／シスチン（＋2.5）；メチオニン（＋1.9）；アラニン
（＋1.8）；グリシン（‐0.4）；トレオニン（‐0.7）；セリン（‐0.8）；トリプトファ
ン（‐0.9）；チロシン（‐1.3）；プロリン（－1.6）；ヒスチジン（－3.2）；グルタミ
ン酸（－3.5）；アスパラギン酸（－3.5）；アスパラギン（－3.5）；リジン（－3.9）；



(16) JP 5202583 B2 2013.6.5

10

20

30

40

50

およびアルギニン（－4.5）である。
【００５１】
　あるアミノ酸は同様のヒドロパシー指価またはスコアを持つ他のアミノ酸によって置換
されてもよいし、同様の生物学的活性、すなわち生物学的機能が同等であるタンパク質を
さらに入手することになってもよいことは当業者には明らかである。そのような変化を起
こす場合、ヒドロパシー価がおおよそ2以内であることが好ましいアミノ酸の置換を起こ
す場合に、指数がおよそ1以内であるものが特に好ましく、またさらに0.5以内であるもの
が特に好ましい。
【００５２】
　アミノ酸のような置換がヒドロパシーに基づき効果的に作成されることができるとまた
理解される。米国特許第4,554,101号（参照のため本明細書に引用する）はその近隣のア
ミノ酸のヒドロパシーによって支配されるようなタンパク質の最も偉大な局在化した平均
的なヒドロパシーがタンパク質の特性に相関する。米国特許第4,554,101号に詳細に記載
されるように、以下の親水性値がアミノ酸残基に割当てられている：アルギニン（＋3.0
）；リジン（＋3.0）；アスパラギン酸（＋3.0±1）；グルタミン酸（＋3.0±1）；セリ
ン（＋0.3）；アスパルギン（＋0.2）；グルタミン（＋0.2）；グリシン（0）；トレオニ
ン（‐0.4）；プロリン（‐0.5±1）；アラニン（‐0.5）；ヒスチジン*‐0.5）；システ
イン（－1.0）；メチオニン（－1.3）；バリン（－1.5）；ロイシン（－1.8）；イソロイ
シン（－1.8）；チロシン（－2.3）；フェニルアラニン（－2.5）；トリプトファン（－3
.4）である。
【００５３】
　アミノ酸がタンパク質の同様の親水性値を持つアミノ酸に置換することが可能であるこ
とおよび生物学的同等性タンパク質とおよび免疫学的同等性タンパク質をさらに入手でき
ることが理解されている。そのような変化において、その親水性値が±2以内であるアミ
ノ酸の置換が好ましく、その値が±1以内であるものが特に好ましく、そしてその値が±0
.5以内が一層さらに好ましい。
【００５４】
　上記概説のように、アミノ酸置換は一般的にアミノ酸側鎖置換基の相対的な類似性、例
えば、その疎水性、親水性、帯電性、大きさなどの類似性に基づく。多様な前記の特徴を
考慮する例示的置換基は当業者によく知られており、：アルギニンおよびリジン、グルタ
ミン酸およびアスパルギン酸、セリンおよびトレオニン；グルタミン酸およびアスパラギ
ン酸；およびバリン、ロイシンおよびイソロイシンが挙げられる。
【００５５】
　本発明のポリペプチドの調製の別態様は、ペプチド模倣体（mimetics）の使用である。
模倣体はタンパク質の二次構造の要素を模倣するペプチド含有分子である。例えば、ジョ
ンソン（Johnson）ら、バイオテクノロジー・アンド・ファーマシー（BIOTECHNOLOGY AND
 PHARMACY）、ペズト（Pezzuto）ら、編、チャプマン（Chapman）およびホール（Hall）
、ニューヨーク（1993）中の「ペプチド・ターン・ミメティクス（Peptide Turn Mimetic
s）」参照。ペプチド模倣体の使用に隠れている潜在的な理論的根拠はタンパク質のペプ
チド骨格は主として抗体および抗原のアミノ酸などの分子相互作用を促進するためのよう
な方法においてアミノ酸側鎖を正しく判断することに存在する。ペプチド模倣体は天然の
分子に類似の分子相互作用を可能にするように期待されている。これらの主義は、上記主
義概説に関連して使用され、TS10q23.3の多数の天然の特性を持つ第2世代の分子を操作す
ることに使用してよい。
【００５６】
D．ドメインスイッチング
　実施例に記載するように、本発明者らはヒトTS10q23.3遺伝子の推定マウスホモログお
よびイヌホモログを同定した。さらに、突然変異はその機能を変更すると信じられている
TS10q23.3に同定されてきている。これらの実験は、少なくとも2つの理由にとって重要で
ある。最初に、それらはこの遺伝子のさらに別のホモログ、対立遺伝子変異体および突然
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変異体が関連の種、例えば、ラット、ウサギ、サル、テナガザル、チンパンジー、ヒトニ
ザル、ヒヒ、ウシ、ブタ、ウマ、ヒツジおよびネコなどの種に存在していてもよい合理的
な予測を提供する。これらのホモログ、変異体および突然変異体の単位rに関してハエ、
タンパク質の分析に関連して、ある活性ドメインまたは機能的ドメインが同定されること
ができる。第2に、これは該分子のさらに変異分析の出発点を提供するであろう。この情
報が開発されることができる一つの方法が「ドメインスイッチング」にあるのである。
【００５７】
　ドメインスイッチングは、異なっているがこの場合では関連するポリペプチドを使用し
てキメラ分子の製造に関係する。該マウス、イヌおよびヒトのTS10q23.3の配列をタンパ
ク質の種のTS10q23.3の配列と比較し、また、これらのポリペプチドの突然変異体および
対立遺伝子変異体と比較することによって、これらの分子の機能的に重要な領域に関する
推定を行なうことができる。ついで、これらの領域のTS10q23.3機能に対する重要性を決
定する努力において、これらの分子の関連ドメインスイッチをいれることが可能である。
これらの分子は、これらの「キメラ」が天然の分子から区別可能であるということにおけ
る別の価値を持っていてよく、同じ機能を提供する可能性も一方ではある。
【００５８】
　配列同一性に基づき、マウス、イヌおよびヒト配列のアミノ酸レベルにおいて、該分子
の一次配列における小さな変化でさえ機能に影響を及ぼすことが推論されてもよい。さら
に別の突然変異体の分析および二次構造に影響を及ぼす推定される効果がこの理解に添加
するであろう。
【００５９】
　ドメインスイッチング実験の豊富な基礎を提供するTS10q23.3の構造上の別の側面はチ
ロシンフォスファターゼ様ドメインおよび推定チロシンリン酸化ドメインである。このド
メインは、この機能の特異性を変更するための他のフォスファターゼドメインに適してい
てよい。さらにTS10q23.3のと他のホスファターゼ間のホモロジーの調査はこの観察によ
って保証されている。
【００６０】
F．融合タンパク質
　挿入変異体の特定化した種は融合タンパク質である。この分子は一般的に、第2のポリ
ペプチドのすべてまたは一部にN－末端またはC－末端に結合したそのままの分子のすべて
もしくは実質的な部位を有する。例えば、融合は典型的に異種性宿主におけるタンパク質
の組換え発現を可能にするタンパク質の種からのリーダー配列を使用する。タンパク質の
有用な融合タンパク質には例えば、抗体エピトープなどの免疫学的に活性のあるドメイン
を融合タンパク質の精製を容易にするために付加することを含む。融合接合部位またはそ
の近辺部位に開裂部位が含まれることにより、精製後の的外れの除去を容易にするであろ
う。タンパク質の有用な融合には、例えば酵素からの活性部位、グリコシル化ドメイン、
細胞標的化シグナルまたは膜貫通領域からの活性部位などの機能的なドメインの結合を含
む。関心のある1つの特定の融合にには、TS10q23.3のホスファターゼ部位の欠如している
が、その基質分子を結合することができるそのタンパク質の領域を含む欠失構築物を含む
であろう。
【００６１】
F．タンパク質の精製
　TS10q23.3またはその変異体を精製するのは望ましい。タンパク質精製技術は当業者に
よく知られている。これらの技術には、ある一定のレベルにおいて、ポリペプチドおよび
非ポリペプチド断片に対する細胞環境の大まかな分別に関係する。他のタンパク質からの
ポリペプチドを分離すると、関心のあるポリペプチドは、さらにクロマトグラフィーおよ
び電気泳動技法を用いたさらなる精製により部分的精製または完全な精製（または均一性
に対する精製）を行なう。特に純粋なペプチドの調製に適している分析方法はイオン交換
クロマトグラフィー、排除クロマトグラフィー、ポリアクリルアミドゲル電気泳動、等電
点電気泳動法である。ポリペプチドの精製に特に有効な方法は、高速タンパク質液体クロ
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マトグラフィーであるかまたはHPLCである。
【００６２】
　本発明のある側面は精製に関しており、特定の態様においてはコードサンブルックrタ
ンパク質タンパク質またはペプチドの実質的な精製に関する。本明細書で使用する「精製
タンパク質またはポリペプチド」なる語は、組成物に関すると意図されており、タンパク
質の組成物から単離可能であり、該タンパク質またはペプチドは天然で入手可能な状態に
任意の程度比較して精製される。それゆえ、精製したタンパク質またはペプチドはまた、
天然に存在するであろう環境から離れたタンパク質またはペプチドをもいう。
【００６３】
　一般的に「精製された」なる語は、多様なほかの化合物を除去するための再分化を受け
やすいタンパク質またはペプチド組成物をいい、その組成物は実質的に生物学的活性を保
有している。「実質的に精製している」なる語が使用される場合、この名称は、例えば、
組成物中のタンパク質が50％、約60％、約70％、約80％、約90％、約95％またはそれを超
える割合であるような組成物の主要成分をタンパク質またはペプチドが形成する組成物を
いうであろう。
【００６４】
　該タンパク質またはペプチドの精製の程度を定量する多様な方法は本開示に照らし合わ
せて当業者には公知である。これらには、例えば、活性化区分の特定活性を決定すること
、またはSDS／PAGE分析によって画分内のポリペプチドの料を査定することなどが含まれ
る。
【００６５】
　ある画分の精製を評価する好ましい方法には、該画分の特定活性を計算し、それを最初
の抽出物の特定活性と比較し、ついでしたがって精製の程度を計算し、本明細書において
「－倍の精製数（-fold purification number）」によって検出可能である。活性料を表
すのに使用する実際の単位は、勿論、精製後に選択した特定のアッセイ技術に依存し、発
現したタンパク質またはペプチドが検出可能な活性を示すか否かに依存する。
【００６６】
　タンパク質精製に使用するのに適当な多様な技術は当業者によく知られている。これら
には、例えば、硫酸アンモニウム、PEG、抗体などでの沈殿、または熱変性によるかまた
は遠心後；イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー、逆相クロマト
グラフィー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィーおよびアフィニティークロマト
グラフィーなどのクロマトグラフィー工程；等電点電気泳動；ゲル電気泳動；およびそれ
らの組み合わせおよびタンパク質の技法である。当業界において一般的に知られるように
、多様な精製工程を行なう順序が変化してもく、またはある工程は省略してもよく、また
さらに実質的に生成したタンパク質またはペプチドの適当な調製方法を生じてもよいこと
が信じられている。
【００６７】
　該タンパク質またはペプチドがいつも最も精製された状態にて提供されるという一般的
な必要条件は全くない。実際、殆ど実質的ではなく精製された産物はある態様における有
用性を持つと考えられ得る。部分的な精製は、組み合わせ一層少ない精製工程を用いるこ
とにより、または同じ一般的な精製計画の異なる形態を利用することによって達成されて
よい。例えば、HPLC機器を用いて達成される陽イオン交換カラムクロマトグラフィーは一
般的に低圧力クロマトグラフィー系を利用する同じ技法より高「－倍」精製を生じる。相
対的に低い程度の精製を示す方法はタンパク質産物の総回収量において利点があり、また
は発現されたタンパク質の活性を維持することに利点があってよい。
【００６８】
　ポリペプチドの移動はSDS／PAGEの異なる条件で時折有意に変化することができること
は公知である（カパルディ（Capaldi）ら、1977）。それゆえ、異なる電気泳動条件の下
で、精製されたまたは部分的に精製された発現産物の明らかな分子量が変化するかもしれ
ない。
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【００６９】
　高速液体クロマトグラフィー（HPLC)は、ピークのストラタジーンくれた分析での非常
に並外れた迅速な分解によって特徴付けられる。これは、適当な流速を維持する非常にき
れいな粒子および高圧を使用して達成される。分離は、数分またはせいぜい1時間で達成
されることができる。さらに、該サンプルの非常に少量のみを必要とする。というのは、
粒子は非常に小さく、該真空容量がbed容量の非常に小さな画分であるように密に詰めら
れているからである。また、該サンプルの濃度は、バンドが該サンプルの非常にわずかな
希釈が存在するとても狭いものであるため、それほど高い必要はない。
【００７０】
　ゲルクロマトグラフィーまたは分子篩クロマトグラフィーは、分子の大きさに基づく特
別な型の分割クロマトグラフィーである。ゲルクロマトグラフィーの後ろにある理論は、
カラムは、小孔を含む不活性基質の小さな粒子で調製されているのだが、大きさにより、
分子が孔を通過するかその周辺にあるように小分子と大分子を分離するというものである
。粒子が作成される物質が該分子に吸着しない限り、流速を決定する唯一の因子が大きさ
である。したがって、分子は形が比較的一定である限り、大きさを小さくしてカラムから
溶出される。ゲルクロマトグラフィーは異なる大きさの分子を分離するためにしのがれる
。というのは、分離は、pH、イオン化強度、温度などのすべての他の因子から独立してい
るからである。実際には、吸着は全くなく、ゾーンの分離は少なく、そして溶出容量は分
子量に対する単純な事象に関連する。
【００７１】
　アフィニティークロマトグラフィーは、単離すべき物質と特異的に結合することができ
る分子間の特的なアフィニティーを信頼するクロマトグラフィー手法である。カラム物質
は結合パートナーの1つを難溶性マトリクスに共有結合させることによって合成される。
ついで、カラム物質は該溶液からの物質を特異的に吸収することができる。溶出は結合が
起きない条件に変化させることによって起こる（pH、イオン化強度、温度などを変える）
。
【００７２】
　炭水化物含有化合物の精製に有用であるアフィニティークロマトグラフィーの特定の型
は、レクチンアフィニティークロマトグラフィーである。レクチンは多様なポリサッカリ
ドおよび糖タンパク質に結合する物質の類である。レクチンは通常臭化シアンによってア
ガロースに結合している。セファロースに結合したConconavalin Aは使用されるこの種類
の最初の物質であり、ポリサッカリドの単離においておよび糖タンパク質の単離において
広く使用されレンズマメレクチンを含むタンパク質のレクチン、N－アセチルグリコサミ
ニル残基の精製に有用である小麦胚芽凝集素およびへリックスポマティア（Helix pomati
a）レクチンである。レクチンそのものは炭水化物のリガンドを持つアフィニティークロ
マトグラフィーを用いて精製される。ラクトースはヒマシマメ（castor bean）およびピ
ーナツからのレクチンを純粋にするために使用した；麦芽糖はレンズマメおよびジャック
ビーン（jack bean）から抽出するのに有用である。N－アセチル－Dガラクトサミンはダ
イズからのレクチンを精製するために使用される；N－アセチルグリコサミニルは麦芽か
らのレクチンに結合する；D－ガラクトサミンは2枚貝からのレクチンを入手するのに使用
し、L－フコースはハスからのレクチンに結合する。
【００７３】
　マトリクスはそれ自身は任意の程度まで分子に吸着しない物質であるべきであり、広い
範囲の化学的安定性、物理的安定性および温度安定性を持つ。リガンドは、その結合特性
を影響しないような方法で結合すべきである。該リガンドは相対的にしっかりした結合も
提供すべきである。およびサンプルまたはリガンドを破壊することなく物質を溶出するこ
とができるべきである。アフィニティークロマトグラフィーの最も一般的な形態の1つは
、イムノアフィニティークロマトグラフィーである。本発明で使用するために適している
抗体の製造については以下に議論する。
【００７４】
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G．合成ペプチド
　本発明はまた、本発明の多様な態様において使用するための一層小さなTS10q23.3関連
ペプチドについても記載する。その相対的に小さなサイズのため、本発明のペプチドは従
来の技術により、溶液中または固相支持体上で合成されることもできる。多様な自動合成
は、市販されており入手可能であり、公知のプロトコールに従って使用することができる
。例えば、ステュワート（Stewart）およびヤング（Young）（1984）；タム（Tam）ら、
（1993）；メリフィールド（Merrifield）（1986）；およびバラニー（Barany）およびメ
リフィールド（1979）、各々は参照のため本明細書に含有する。短いペプチド配列または
重複ペプチドのライブラリーはたいてい約6から約35から50までのアミノ酸であり、本明
細書に記載される選択された領域に対応するものであり、容易に合成でき、ついで応答性
のペプチドを同定するために設計されるスクリーニングアッセイにおいてスクリーングで
きる。代わりに、組換えDNA技法は本発明のペプチドをコードする各酸配列が発現ベクタ
ーに挿入され、適当な宿主細胞に形質転換またはトランスフェクションされ、ついで発現
に適切な条件下で培養されてよい。
【００７５】
H．抗原組成物
　本発明はまた、抗体の産生に関する動物の免疫に関する抗原としてTS10q23.3タンパク
質またはペプチドの使用に関して提供する。TS10q23.3またはその一部がカップリングし
、結合し、結び付けられ、コンジュゲートされるかまたはリンカー、ポリリンカーまたは
誘導体化されたアミノ酸を介して1またはそれ以上の薬剤に化学的に結合していることを
想像できる。これば、両または特異性または多価組成物またはワクチンが製造されるよう
に行なわれる。これらの組成物の調製に使用される方法は、当業者によく知られており、
例えば製薬学的に許容し得るように動物に投与するのに適しているべきである。好ましい
薬剤は、キーホール・リンペットヘモシアニン（keyhole limpet hemocyanin）（KLH）ま
たはウシ血清アルブミン（BSA）である。
III.核酸
【００７６】
　本発明はまた、他の具体例において、ＴＳ１０q２３.３コードする遺伝子を提供する。
ヒト、イヌおよびマウスのＴＳ１０q２３.３分子遺伝子が同定されている。しかし、当業
者であれば、これらの２つの核酸を用いて、容易に種々の他種の関連する相同体を同定す
ることができるが、本発明はこれらの遺伝子に限定されるものではない（ラット、ウサギ
、サル、テナガザル、チンパンジー、類人猿、ヒヒ、ウシ、ブタ、ウマ、ヒツジ、ネコな
ど）。この遺伝子のマウスとイヌの相同体の発見は、よりヒトに関連性が近い種が、実際
に同様の相同体を持っているかもしれないという事実の存在を有望にするものである。
【００７７】
　さらに、本発明が本明細書に開示されている特定の核酸に限定されないことは明白であ
る。以下に議論するように、"ＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子"は、種々の異なる塩基を含み、
さらにまだ、本明細書に開示するヒトおよびマウス遺伝子と機能的に（幾つかの場合にお
いては、構造的に）区別しえない対応するポリペプチドを産生することができる。
【００７８】
　同様に、ある核酸に対するどのようなレファレンスでも、その核酸を含む宿主細胞を包
囲するものであり、幾つかの場合においては、その核酸の産物を発現することができるも
のとして理解すべきである。さらに、治療的考察に加えて、本発明の核酸を発現する細胞
は、ＴＳ１０ｑ２３.３の機能を誘発、抑制、阻害、増大、妨害、終結、刺激または増強
させる作用剤をスクリーニングする際に有用である。
【００７９】
　Ａ.１０ｑ２３.３をコードする核酸
　図６および図９に開示されたヒト遺伝子および図９に開示されたマウス遺伝子が、本発
明のＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子である。本発明の核酸は、ＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子全体、
腫瘍抑制またはホスファターゼ機能を発現するＴＳ１０ｑ２３.３のドメインまたは本明
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細書に記載されたＴＳ１０ｑ２３.３のいずれかの他のフラグメントをコードする。該核
酸は、ゲノムＤＮＡから誘導、すなわち、特定の有機体のゲノムから直接クローニングさ
れる。しかし、好ましい具体例において、該核酸は、相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）を包含す
る。また、ｃＤＮＡプラス天然のイントロンまたは他の遺伝子から誘導されたイントロン
もまた本発明において企図される。このように設計された分子は、“ミニ遺伝子”と呼ば
れることもある。最小の使用法として、これらの核酸および本発明の他の核酸は、たとえ
ばゲル電気泳動において分子量標準として用いることができる。
【００８０】
　語句“ｃＤＮＡ”は、テンプレートとしてメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）を用いて
作製されたＤＮＡを意味することを意図している。ゲノムＤＮＡまたはゲノム、非または
部分切断ＲＮＡテンプレートからポリメライズされたＤＮＡとは異なって、ｃＤＮＡを用
いる利点は、ｃＤＮＡが本質的に対応するタンパク質をコードする配列を含むことである
。最適発現のために非コーディング領域が必要である場合、あるいは最適発現のためにイ
ントロンなどの非コーディング領域がアンチセンス方策において標的とされている場合な
ど、全または部分ゲノム配列が好ましい場合がある。
【００８１】
　また、核酸配列が僅かに異なるが、それにもかかわらず、同じタンパク質をコードする
天然の変異体によって、ある１つの種のある１つのＴＳ１０ｑ２３．３が表されることも
企図している（表１参照）。
【００８２】
　本明細書において、語句“ＴＳ１０ｑ２３．３をコードする核酸”とは、全細胞核酸か
ら単離された核酸分子を意味する。好ましい具体例において、本発明は、本質的に図６お
よび図９に記載された核酸配列に関する。語句“図６または図９に記載された”とは、該
核酸配列が、図６または図９の一部と実質的に対応することを意味する。本明細書におい
て、語句“機能的に等価なコドン”とは、アルギニンまたはセリンに対する６つのコドン
などの同じアミノ酸をコードするコドン（後記表１参照）、および後記に議論するように
、生物学的に等価なアミノ酸をコードするコドンを意味する。
表１
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【００８３】
　遺伝暗号の縮重を考慮して、ヌクレオチドの少なくとも５０％、通常少なくとも約６０
％、さらに通常少なくとも約７０％、最も多くは約８０％、好ましくは少なくとも約９０
％および最も好ましくは約９５％が、図９と同一である配列が、“図９に記載の”配列と
いえよう。図９に記載の配列と本質的に同じ配列もまた、標準的条件下においてハイブリ
ッド形成して図９の相補配列を含む核酸セグメントとなりうる配列として機能的に定義し
うる。
【００８４】
　本発明のＤＮＡセグメントとしては、上述したような、生物学的にＴＳ１０ｑ２３．３
と機能が等価のタンパク質およびペプチドをコードするセグメントが挙げられる。このよ
うな配列は、核酸配列およびそれによってコードされるタンパク質において天然に生じる
事がわかっている、コドンの過剰およびアミノ酸の機能的等価性の結果として生じる。別
法として、機能的に等価なタンパク質またはペプチドを、タンパク質の構造において変化
を工作するといったような組換えＤＮＡ技術を適用して創生することができる。人間によ
って設計された変化は、部位特異的突然変異誘発技術の適用によって導入することができ
るが、あるいはランダムに導入した後に所望の機能をスクリーニングしてもよい。
【００８５】
　Ｂ．オリゴヌクレオチドプローブおよびプライマー
　当然、本発明には、図６および図９に記載されている配列に対して相補的であるか、ま
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たは本質的に相補的であるＤＮＡセグメントがが包含される。“相補的”である核酸配列
とは、標準的ワトソン－クリックの相補ルールに従う塩基対でありうる配列である。
【００８６】
　本明細書において、語句“相補的配列”とは、上記と同じ核酸比較法で評価しうるよう
な実質的に相補的な配列であるか、または本明細書に記載するような相対的緊縮条件下に
おいて図６および図９の核酸セグメントにハイブリダイズしうるものとして定義される核
酸配列を意味する。このような配列は、全ＴＳ１０q２３．３タンパク質またはその機能
的あるいは非機能的フラグメントをコードすることができる。
【００８７】
　また、該ハイブリダイズセグメントは、より短いオリゴヌクレオチドであってもよい。
長さが１７塩基の配列は、ヒトゲノム内で一回だけ発生すべきであり、したがって、独特
の標的配列を特定するのに十分である。より短いオリゴヌクレオチドのほうがインビボ経
路において作りやすく、かつ増やしやすいけれども、ハイブリッド形成の特異性の測定に
おいて、多数の他の因子が関わってくる。その相補的標的に対するオリゴヌクレオチドの
結合親和性および配列特異性は、長さが増えると増大する。たとえば、これらに限定され
るものではないが、８、９、１０、１１、１２、１２、１４、１５、１６、１７、１８、
１９、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８
０、８５、９０、９５、１００またはそれ以上の塩基対からなるオリゴヌクレオチドを用
いることを企図するものである。２５０、５００、１０００、１２１２、１５００、２０
００、２５００、３０００または３４３１塩基およびさらに長い塩基をコードする、より
長いポリヌクレオチドも企図するものに含まれる。このようなオリゴヌクレオチドを、た
とえばサザンブロットおよびノーザンブロットにおけるプローブとして、および増幅反応
におけるプライマーとして用いる。
【００８８】
　好適なハイブリッド形成条件は、当業者には公知である。或る適用、たとえば、部位特
異的突然変異誘発によるアミノ酸の置換では、より低い緊縮条件が必要であることがわか
る。これらの条件下では、プローブおよび標的鎖の配列が完全に相補的ではなくて、１つ
またはそれ以上の位置にミスマッチがある場合でさえもハイブリッド形成が生じる。塩濃
度の増加および温度の低下によって、条件の緊縮性が低くなる。たとえば、ＮａＣｌ約０
．１～０．２５Ｍ、温度約３７℃～約５５℃において、中程度の緊縮条件になり、塩約０
．１５～０．９Ｍ、温度約２０℃～約５５℃において、低い緊縮条件になる。このように
、ハイブリッド形成条件は、容易に操作することができ、それゆえに所望の結果に応じて
選択し得る一般的な方法となるのである。
【００８９】
　他の具体例では、たとえば、５０ｍＭトリス－ＨＣｌ（ｐＨ８．３）、３ｍＭ ＭｇＣ
ｌ２、１０ｍＭジチオスレイトール、温度約２０℃～約３７℃において、ハイブリッド形
成が達成される。他のハイブリッド形成条件としては、１０ｍＭトリス－ＨＣｌ（ｐＨ８
．３）、５０ｍＭ ＫＣｌ、１．５μＭ ＭｇＣｌ２、温度約４０℃～約７２℃が挙げられ
る。ホルムアミドおよびＳＤＳも他のハイブリッド形成条件に用いることができる。
【００９０】
　本発明のプローブおよびプライマーを用いる方法のひとつは、ＴＳ１０ｑ２３．３に関
連する遺伝子の探索、特に他の種からのＴＳ１０ｑ２３．３の相同体の探索である。マウ
ス相同体が存在することによって、ヒトＴＳ１０ｑ２３．３の他の相同体が、マウスより
も、より近い種およびより遠縁の種において発見されるであろうことが強く示唆される。
スクリーニングにはＲＮＡ分子の分析が含まれるが、通例、標的ＤＮＡは、ゲノムまたは
ｃＤＮＡである。ハイブリッド形成の緊縮性およびプローブの領域を変化させることによ
って、相同性の程度の異なる相同体を見出すことができる。
【００９１】
　本発明のプローブおよびプライマーを開発するためのもう１つの方法は、部位特異的突
然変異誘発である。部位特異的突然変異誘発は、基本的なＤＮＡの特異的突然変異誘発を
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介して、個別のペプチド、または生物学的機能等価タンパク質またはペプチドを製造する
のに有用な技術である。該技術はさらに、前述の考察の１つあるいはそれ以上を組み合わ
せて、１つあるいはそれ以上のヌクレオチド配列の変化をＤＮＡへ導入することによって
、配列変異体を作製し、試験することが容易になる。部位特異的突然変異誘発によって、
所望の突然変異ならびに十分な数の近接のヌクレオチドのＤＮＡ配列をコードする特定の
オリゴヌクレオチド配列を用いる突然変異体の産生が行われ、トラバースされる欠失ジャ
ンクションの両端に安定な二重体を形成するのに十分な大きさと配列複雑性をもつプライ
マー配列が提供される。代表的には、変更される配列ジャンクションの両端に約５から０
残基をもつ長さ約１７～２５ヌクレオチドのプライマーが好ましい。
【００９２】
　該技術は、代表的には、一本鎖体および二本鎖体の両方で存在するバクテリオファージ
ベクターを使用する。部位特異的突然変異誘発に有用な代表的なベクターとしては、Ｍ１
３ファージといったようなベクターが挙げられる。このようなファージベクターは、市販
されており、その使用方法は、一般に当業者には公知である。二本鎖プラスミドもまた部
位特異的突然変異誘発において日常的に使用され、対象の遺伝子をファージからプラスミ
ドへ移す段階を省くことができる。
【００９３】
　一般に、部位特異的突然変異誘発は、最初、その配列内に所望のタンパク質をコードす
るＤＮＡ配列を含む一本鎖ベクターを得るか、または二本鎖ベクターの二本の鎖を解くこ
とによって行われる。所望の突然変異を生じさせるオリゴヌクレオチドは、合成的に製造
される。次いで、このプライマーを、ハイブリッド形成条件を選択する際のミスマッチの
程度を考慮して、一本鎖ＤＮＡ調製物とアニーリングし、Ｅ．coliポリメラーゼＩクレノ
ーフラグメントなどのＤＮＡポリメライズ酵素で処理し、突然変異を生じた鎖の合成を完
成する。このようにして、１つの鎖がもとの非変異配列をコードし、第二の鎖が所望の突
然変異を含むヘテロ二重体を形成する。次いで、このヘテロ二重体ベクターを用いて、Ｅ
．coliなどの適当な細胞の形質転換を行い、突然変異配列アレンジメントを生じている組
換えベクターを含む配列を選択する。
【００９４】
　部位特異的突然変異誘発を用いて選択された遺伝子の配列変異体の作製は、潜在的に有
用な種を作製するという手段で提供されるが、これらに限定されるものではなく、遺伝子
の配列変異体が得られる他の方法がある。たとえば、所望の遺伝子をコードする組換えベ
クターを、ヒドロキシルアミンなどの突然変異誘発剤で処理して配列変異体を得てもよい
。
【００９５】
　Ｃ．アンチセンス構築物
　突然変異腫瘍サプレッサーが機能しない場合が幾つかある。それどころか、“野生型”
分子において突然変異ポリペプチドが過剰量で発現される場合でさえも、それらは遺伝子
置換療法によって克服することができない突然変異的機能をもっている。アンチセンス処
置は、このような状況に立ち向かう方法のひとつである。アンチセンス技術はまた、細胞
系またはトランスジェニックマウスの発達におけるＴＳ１０ｑ２３．３の“ノックアウト
”機能に対し、調査、診断およびスクリーニングの目的でも使用できる。
【００９６】
　アンチセンス方法論の利点は、核酸がその“相補的”配列と対を形成する傾向にあると
いう事実である。相補性とは、ポリヌクレオチドがワトソン－クリック相補性ルールに従
って塩基対を形成することができるということを意味する。すなわち、相対的に大きいプ
リンが、相対的に小さいピリミジンと塩基対を形成して、ＤＮＡの場合、グアニンとシト
シン（Ｇ：Ｃ）およびアデニンとチミン（Ａ：Ｔ）、あるいはＲＮＡの場合、アデニンと
ウラシル（Ａ：Ｕ）という組み合わせを形成する。ハイブリッド形成配列においてイノシ
ン、５－メチルシトシン、６－メチルアデニン、ヒポキサンチンなどの普遍性の少ないも
のを含めても、対形成に干渉しない。
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【００９７】
　ポリヌクレオチドで二本鎖（ｄｓ）ＤＮＡを標的化すると、三重ヘリックスが形成され
；ＲＮＡを標的化すると二重ヘリックスが形成される。アンチセンスポリヌクレオチドは
、標的細胞に導入されが場合、その標的ポリヌクレオチドに特異的に結合し、転写、ＲＮ
Ａ切断、移入、翻訳および／または安定性に干渉する。アンチセンスＲＮＡ構築物、ある
いはこのようなアンチセンスＲＮＡをコードするＤＮＡを用いて、インビトロまたはイン
ビボにて、ヒトを含めた宿主動物といったような宿主細胞内における遺伝子転写または翻
訳もしくはその両方を阻害することができる。
【００９８】
　アンチセンス構築物は、遺伝子のプロモーターおよび他のコントロール領域、エクソン
、イントロンに、あるいはエクソン－イントロン境界にさえも結合するように設計するこ
とができる。ほとんどの有効なアンチセンス構築物は、イントロン／エクソンスプライス
ジャンクションに相補的な領域を含むことを企図されている。したがって、好ましい具体
例は、５０－２００塩基対からなるイントロン－エクソンスプライスジャンクション領域
に相補的なアンチセンス構築物を含むことが求められる。その標的選択性に大きく影響を
及ぼすことなく該構築物に含めることができるエクソン配列がいくつか存在することが観
察されている。含まれるエキソン性部分の量は、使用する特定のエキソンおよびイントロ
ン配列に応じて変化する。エクソン過剰ＤＮＡが含まれるかどうかは、単純に該構築物を
インビトロでテストし、正常な細胞機能に影響を及ぼすかどうか、あるいは相補的配列を
有する関係する遺伝子の発現に影響を及ぼすかどうかを決定することによって容易にテス
トすることができる。
【００９９】
　前記にて定義したように、“相補性”または“アンチセンス”は、その全長において実
質的に相補的であり、僅かな塩基ミスマッチをもつポリヌクレオチド配列を意味する。た
とえば、長さ１５塩基対では、それらが１３または１４の位置において相補的ヌクレオチ
ドをもつ場合に相補的であるということができる。天然においては、完全に相補的な配列
とは、その全長において完全に相補的であり、塩基対のミスマッチがない配列である。相
同性の程度がより低いその他の配列も含まれる。たとえば、相同性が高い限定された領域
をもつが、非相同領域（リボザイムなど、後記）も含んでいるアンチセンス構築物を設計
することができる。これらの分子の相同性は５０％より小さいけれども、適切な条件下に
おいては、標的配列に結合することができる。
【０１００】
　ゲノムＤＮＡの一部とｃＤＮＡまたは合成配列とを組み合わせて、特異的構築物を作製
することができる。たとえば、最も遠い構築物においてイントロンが望まれる場合、ゲノ
ムクローンを用いる必要がある。構築物の残りの部分に対して、ｃＤＮＡまたは合成ポリ
ヌクレオチドが、より都合の良い制限部位を提供し、したがって、配列の残部に対して使
用される。
【０１０１】
　Ｄ．リボザイム
　“負の優性”突然変異腫瘍サプレッサーへの他のアプローチは、リボザイムを使用する
ことである。タンパク質は核酸の触媒として伝統的に用いられているが、別のクラスの巨
大分子が、この試みにおいて有用であることがわかってきている。リボザイムは、部位特
異的に核酸を切断するＲＮＡ－タンパク質複合体である。リボザイムは、エンドヌクレア
ーゼ活性を有する特異的触媒部位をもつ（KimおよびCook、１９８７；Gerlachら、１９８
７；ForsterおよびSymons、１９８７）たとえば、多くのリボザイムは、高度の特異性を
もってホスホエステルトランスファー反応を促進し、オリゴヌクレオチド基質において、
数個のホスホエステルのうちのただ１つを切断する（Cookら、１９８１;MichelおよびWes
tof、１９９０；Reinhold-HurekおよびShub、１９９２）。この特異性は、基質が化学反
応に先だって、特異的塩基対相互反応を介してリボザイムの内部ガイド配列（ＩＧＳ）に
結合するという要件に起因している。
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【０１０２】
　最初、リボザイム触媒は、核酸に関係する配列特異的切断／ライゲーション反応の一部
として観察されている（Joyce、１９８９；Cookら、１９８１）。たとえば、米国特許第
５３５４８５５には、あるリボザイムが、公知のリボヌクレアーゼよりも大きな配列特異
性をもつエンドヌクレアーゼとして作用し、ＤＮＡ制限酵素の配列特異性に似ているが報
告されている。したがって、配列特異的リボザイムが媒介する遺伝子発現の阻害は、特に
治療としての適用に適している（Scanlonら、１９９１；Sarverら、１９９０）。近年、
リボザイムが、それらが適用される幾つかの細胞系において遺伝子の変化を誘発させ、変
化した遺伝子が癌遺伝子Ｈ-ras、c-fosおよびＨＩＶの遺伝子を含むことが報告された。
この種の研究のほとんどに、特異的リボザイムによって切断される特異的突然変異コドン
に基づく、標的ｍＲＮＡの修飾が関係している。
【０１０３】
　Ｅ．クローニング、遺伝子移入および発現のためのベクター
　いくつかの具体例においては、発現ベクターを用いてＴＳ１０q２３．３ポリペプチド
産物を発現させ、次いで、精製し、たとえば、ワクチン接種された動物に抗血清またはモ
ノクローナル抗体を産生させるのに用い、さらにそれを用いてさらに実験を行う。他の具
体例では、発現ベクターを遺伝子療法に用いる。発現には、ベクターに提供される適当な
シグナルが必要であり、それには、宿主細胞に対象の遺伝子を発現させる、ウイルスおよ
び哺乳動物由来のエンハンサー／プロモーターといったような種々の調節要素が含まれる
。宿主細胞内におけるメッセンジャーＲＮＡの安定性および翻訳能力を最適化するように
設計されたエレメントも定義される。産物を発現する永続的で、安定な細胞クローンを創
立するための多数の優性ドラッグ選択性マーカーの使用条件もまた提供される。ドラッグ
選択性マーカーの発現とポリペプチドの発現をリンクするエレメントである。
【０１０４】
　（ｉ）調節エレメント
この適用において、語句“発現構築物”とは、核酸をコードする配列の一部または全部が
転写されうるような遺伝子産物をコードする核酸を含む、どのようなタイプの遺伝子構築
物もが含まれることを意味する。転写物は、タンパク質に翻訳されるが、必須というわけ
ではない。ある具体例において、発現には、遺伝子の転写および遺伝子産物へのｍＲＮＡ
の翻訳の両方が含まれる。他の具体例では、発現には、対象の遺伝子をコードする核酸の
転写のみが含まれる。
【０１０５】
　好ましい具体例において、遺伝子産物をコードする核酸は、プロモーターの転写調節下
にある。“プロモーター”とは、遺伝子の特異的転写を開始するのに必要な、細胞の合成
機構によって認識されるＤＮＡ配列、または合成機構を導入するＤＮＡ配列を意味する。
語句“転写調節下”とは、プロモーターがＲＮＡポリメラーゼ開始および遺伝子発現を調
節する核酸に関連して、正しい位置および方向性にあることを意味する。
【０１０６】
　語句“プロモーター”は、本明細書においては、ＲＮＡポリメラーゼＩＩに対する開始
部位の周囲に集まる転写調節モジュールのグループを意味する。どにょうにプロモーター
が組織されるかについての多くの見解は、ＨＳＶチミジンキナーゼ（tk）およびＳＶ４０
早期転写酵素ユニットなどの数種のウイルスプロモーターの分析から得られている。より
最近の研究によって予測されてきたように、これらの実験から、プロモーターが、それぞ
れおよそ７－２０ｂｐのＤＮＡからなり、一個またはそれ以上の転写アクチベーターまた
はリプレッサータンパク質に対する認識部位を含む、分離した機能モジュールからなると
いうことがわかってきている。
【０１０７】
　各プロモーターにおいて少なくとも１つのモジュールが、ＲＮＡ合成の開始部位を置く
ように機能する。このもっとも良く知られている例は、ＴＡＴＡボックスであるが、哺乳
類末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ遺伝子のプロモーターおよびＳＶ４０
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遅延遺伝子のプロモーターといったような、ＴＡＴＡボックスを持たないいくつかのプロ
モーターにおいては、それ自身の開始部位に横たわっている分離エレメントが開始場所の
決定を補助する。
【０１０８】
　さらなるプロモーターエレメントは、転写開始の頻度を調節する。近年、多数のプロモ
ーターが機能エレメントを開始部位の下流に含むことがわかってきているが、代表的には
、これらは開始部位の上流３０－１１０ｂｐの領域に位置している。プロモーターエレメ
ント間のスペーシングは、しばしばフレキシブルであり、そのためエレメントがもう１つ
のエレメントに対して逆方向になるかまたは移動する場合、プロモーター機能は保存され
る。ｔｋプロモーターにおいて、プロモーターエレメント間のスペーシングは、活性の低
下芽始まる前に、５０ｂｐまで増加可能である。プロモーターに応じ、個々のエレメント
が、共同作動的または独立的のいずれかにて機能して、転写を活性化しうることがわかる
。
【０１０９】
　それが、標的細胞内で核酸の発現を指示することが可能である限りは、対象の核酸配列
の発現を調節するのに用いる特定のプロモーターは、重要であるとは考えられない。した
がって、ヒト細胞が標的である場合、核酸コーディング領域に近接した位置にあり、ヒト
細胞において発現可能なプロモーターのコントロール下にあることが好ましい。一般的に
述べると、このようなプロモーターはヒトあるいはウイルスプロモーターのいずれかを含
んでいる。
【０１１０】
　種々の具体例において、ヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）早期遺伝子プロモーター
、ＳＶ４０プロモーター、ラウス肉腫ウイルス長末端リピート、ラットインスリンプロモ
ーターおよびグリセロアルデヒド－３－ホスフェートデヒドロゲナーゼを用いて、対象コ
ード配列の高レベルの発現を得ることができる。発現レベルが既定の目的とって十分であ
るならば、対象のコード配列の発現を達成することが当業者には公知である他のウイルス
および哺乳類細胞またはバクテリオファージプロモーターも同様に本発明に企図される
【０１１１】
　公知のポリペプチドをもつプロモーターを採用することにより、トランスフェクション
または形質転換後の対象のタンパク質の発現レベルおよびパターンを最適化することがで
きる。さらに、特定の生理的シグナルに応答して調節されるプロモーターを選択すること
により、遺伝子産物の誘導可能な発現が得られる。表２および表３は、本発明において、
対象の遺伝子の発現を調節するのに使用しうる数種のエレメント／プロモーターをリスト
している。このリストは、遺伝子発現のプロモーションに関連する可能なエレメントのす
べてを挙げる事を意図するものではなく、その例示にすぎない。
【０１１２】
　エンハンサーは、同じＤＮＡ分子において離れた位置にあるプロモーターからの転写を
増強する遺伝子エレメントである。エンハンサーは、プロモーターと良く似たように組織
される。すなわち、それらは多くの個別のエレメントからなり、各エレメントは、１つま
たはそれ以上の転写タンパク質に結合する。
【０１１３】
　エンハンサーとプロモーターの間の基本的な差異は、操作上のことである。エンハンサ
ー領域は全体として、離れたところで転写を刺激することができなければならない。この
ことはプロモーター領域またはその成分エレメントでは層である必要はない。一方、プロ
モーターは、特定の部位および特定の方向性においてＲＮＡ峇清の開始を指示する、１つ
またはそれ以上のエレメントをもたなければならないが、エンハンザーにはこのような特
性はない。プロモーターおよびエンハンサーはしばしばオーバーラップし、隣接しており
、非常に類似したモジュラー組織を持つように見えることが多い。
【０１１４】
　下記に示すのは、発現構築物において対象遺伝子をコードする核酸と組み合わせて用い
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ることができるウイルスプロモーター、細胞プロモーター／エンハンサーおよび誘導プロ
モーター／エンハンサーのリストである（表２および表３）。補足すると、（真核プロモ
ーターデータベースＥＰＤＢによる）どのようなプロモーター／エンハンサー組み合わせ
物でも、遺伝子発現に用いることができる。デリバリーコンプレックスの一部または付加
的遺伝子発現構築物のいずれかとして、適当な細菌ポリメラーゼが提供されれば、真核細
胞は、細菌プロモーターからの細胞質転写をサポートすることができる。
表２
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【０１１５】
ｃＤＮＡ挿入物を用いる場合、遺伝子転写の適切なポリアデニル化を起こすためにポリア
デニル化シグナルを含むことが望ましい。ポリアデニル化シグナルの性質は、本発明の実
行を成功させることにおいて極めて重大であるとは考えられず、ヒト成長ホルモンおよび
ＳＶ４０ポリアデニル化シグナルなどの配列も用いることができる。ターミネーターもま
た発現カセットのエレメントとして企図されるものである。これらのエレメントは、カセ
ットから他の配列へのメッセージレベルを増強することおよび読みを最小化するのに役立
つ。
【０１１６】
　（ii）選択可能なマーカー
　本発明の具体例において、細胞には本発明の核酸構築物が含まれ、ひとつの細胞は発現
構築物内にマーカーを含むことによってインビボまたはインビトロで同定することができ
る。このようなマーカーによって、細胞に同定可能な変化が付与され、発現構築物を含む
細胞を容易に同定することができるようになる。通常、薬物選択的マーカーはクローニン
グおよび形質転換物の選択を助け、たとえば、ネオマイシン、プロマイシン、ハイグロマ
イシン、ＤＨＦＲ、ＧＰＴ、ゼオシンおよびヒスチジノールに対する耐性を付与する遺伝
子は、有用な選択可能なマーカーである。また、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ
（ｔｋ）またはクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）などの酵素
を使用してもよい。免疫学的マーカーも使用することができる。遺伝子産物をコードする
核酸と同時に発現されることが可能である限りは、使用する選択可能なマーカーが重要な
ものであるとは考えられない。さらなる選択可能なマーカーが当業者にとって公知である
。
【０１１７】
　（iii）多重遺伝子構築物およびＩＲＥＳ
　本発明の具体例において、内部リボソーム結合部位（ＩＲＥＳ）エレメントを使用して
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多重遺伝子またはポリシストロン性メッセージを作成する。ＩＲＥＳエレメントは、５'
メチル化Ｃａｐ依存性翻訳のリボソームスキャンモデルをバイパスし、内部部位で翻訳を
開始することができる（PelltierおよびSonenberg、１９８８）。ピカノウイルスファミ
リーに属する２つのメンバー（ポリオおよびエンケファロマイオカルジチス）のＩＲＥＳ
エレメント（PelltierおよびSonenberg、１９８８）および哺乳類メッセージのＩＲＥＳ
（MacejakおよびSarnow、１９９１）が開示されている。ＩＲＥＳエレメントは、異種オ
ープンリーディングフレームに結合することができる。多重オープンリーディングフレー
ムは、は一緒に転写され、それぞれＩＲＥＳによって分離され、ポリシストロン性メッセ
ージを作成する。ＩＲＥＳエレメントのおかげで、各オープンリーディングフレームがリ
ボソームにアクセスして、翻訳することができる。多重遺伝子は、シングルメッセージを
転写するためのシングルプロモーター／エンハンサーを用いて発現される。
【０１１８】
　どのような異種オープンリーディングフレームでもＩＲＥＳエレメントに結合すること
ができる。これには、分泌タンパク質、マルチサブユニットタンパク質、独立した遺伝子
によってコードされるタンパク質、細胞内または膜結合タンパク質および選択可能なマー
カーに対する遺伝子が含まれる。この経路において、数種のタンパク質の発現を、１つの
構築物および１つの選択可能なマーカーとともに同時に細胞内へ遺伝子工作することがで
きる。
【０１１９】
　（iv）発現ベクターのデリバリー
　発現ベクターを細胞に導入する経路は多数存在する。本発明の具体例において、発現構
築物は、ウイルスまたはウイルスゲノム由来の工作された構築物を含んでいる。受容体媒
介性エンドサイトーシスを介して細胞内へ入るウイルスの能力、宿主ゲノムへ組み込まれ
、ウイルス遺伝子を安定的および効率的に発現するウイルスの能力ゆえに、ウイルスは哺
乳類細胞に外来性遺伝子を移入するための魅力的な候補である（Ridgeway、１９８８；Ni
colasおよびRubenstein、１９８８；BaichwalおよびSuden、１９８６；Temin、１９８６
）。遺伝子ベクターとして最初に用いられたウイルスは、パポバウイルス（シミアンウイ
ルス４０、ウシパピローマウイルス、およびポリオーマ）（Ridgeway、１９８８； Baich
walおよびSuden、１９８６）およびアデノウイルス（Ridgeway、１９８８； Baichwalお
よびSuden、１９８６）といったようなＤＮＡウイルスであった。これらは、相対的に外
来性ＤＮＡ配列に対するキャパシティが小さく、宿主の範囲に制限がある。さらに、許容
細胞内でのそれらの発癌力および細胞毒効果は安全性に関する事柄を提起する。それらは
、たった８ｋｂまでの外来性遺伝物質しか収容することができないが、用意に種々の細胞
系および実験動物に導入することができる（NicholasおよびRebinstein、１９８８；Temi
n、１９８６）。
【０１２０】
　インビボデリバリーの好ましい方法のひとつでは、アデノウイルス発現ベクターを使用
する。“アデノウイルス発現ベクター”とは、（ａ）構築物のパッケージングをサポート
する；および（ｂ）クローニングされたアンチセンスポリヌクレオチドを発現するのに十
分なアデノウイルス配列を含む構築物を包含することを意味する。これに関連して、発現
は遺伝子産物が合成されることを必要としない。
【０１２１】
　発現ベクターは、遺伝子的に工作されたアデノウイルスである。アデノウイルスの遺伝
子的組織の知識（３６ｋｂ、直線、二本鎖ＤＮＡウイルス）によって、アデノウイルスＤ
ＮＡの大きなピースと７ｋｂまでの外来性配列の置換が可能になる（GrunhausおよびHorw
itz、１９９２）。レトロウイルスとは異なって、なアデノウイルスＤＮＡは潜在的遺伝
毒性なしにエピソーム的作法で複製することができるので、宿主細胞がアデノウイルスに
感染しても、染色体組み込みは起こらない。また、アデノウイルスは、構造的に安定であ
り、大量に増殖した後にゲノム再構成が検出されていない。アデノウイルスは、細胞サイ
クルの時期を考慮することなく、実質上すべての上皮細胞に感染することができる。これ



(32) JP 5202583 B2 2013.6.5

10

20

30

40

50

までに、アデノウイルス感染は、ヒトの急性呼吸器疾患などの軽い疾患のみに関係してい
ることがわかっている。
【０１２２】
　アデノウイルスは、ゲノムが中程度の大きさであり、取り扱いが容易であり、力価が高
く、標的細胞の範囲が広く、かつ感染能力が高いので、遺伝子運搬ベクターとして特に好
適である。ウイルスゲノムの両端には、ウイルスＤＮＡの複製およびパッケージングに必
要なcisエレメントである、１００－２００塩基対の逆方向反復（ＩＴＲｓ：inverted re
peats）が含まれている。ゲノムの初期（Ｅ）および後期（Ｌ）領域は、ウイルスＤＮＡ
複製の開始によって分けられる異なる転写ユニットを含んでいる。Ｅ１領域（Ｅ１Ａおよ
びＥ１Ｂ）は、ウイルスゲノムおよび２、３の細胞遺伝子の転写の調節をつかさどるタン
パク質をコードする。Ｅ２領域（Ｅ２ＡおよびＥ２Ｂ）の発現により、ウイルスＤＮＡ複
製のためのタンパク質の合成がなされる。これらのタンパク質は、ＤＮＡ複製、後期遺伝
子の発現および細胞停止に関与している（Renan、１９９０）。ウイルスキャプシドタン
パク質の大部分が含まれる、後期遺伝子の産物は、主要後期プロモーター（ＭＬＰ）によ
って生み出されるシングル第１次転写物の重大なプロセシング後のみに発現される。ＭＬ
Ｐ（１６．８m.u.に位置する）は、感染の後期中特に有効であり、このプロモーターから
生み出されるすべてのｍＲＮＡは、それらを翻訳に適したものにする、５'－３分節リー
ダー（ＴＰＬ）配列をもつ。
【０１２３】
　現在のシステムでは、組換えアデノウイルスは、シャトルベクターとプロウイルスベク
ターを用いた相同的組換えから作製される。２つのプロウイルスベクター間の可能な組換
えにより、野生型アデノウイルスが、このプロセスから作製される。したがって、個々の
プラークからウイルスのシングルクローンを単離し、そのゲノム構造を審査することが重
要である。
【０１２４】
　複製不能である、アデノウイルスベクターの作製および増殖は、ヒト胚腎細胞からＡｄ
５ ＤＮＡフラグメントによって形質転換され、Ｅ１タンパク質を構成的に発現する、２
９３と称されるユニークヘルパー細胞系に従属している（Graham、１９７７）。Ｅ３領域
はアデノウイルスゲノムから分与しうるので（JonesおよびShenk、１９７８）、２９３細
胞のヘルプを受けて、アデノウイルスベクターは、Ｅ１、Ｅ３または両方の領域に外来性
ＤＮＡを運搬する（GrahamおよびPreovec）。天然において、アデノウイルスは、およそ
１０５％の野生型ゲノムをパッケージすることができるが（Ghosh-Choudhuryら、１９８
７）、これは約２ｋｂ過剰のＤＮＡに対するキャパシティである。Ｅ１およびＥ３領域に
置換可能な約５．５ｋｂのＤＮＡと組み合わせて、アデノウイルスベクターの最大キャパ
シティは７．５ｋｂ以下、あるいはベクター全長の約１５％である。８０％以上のアデノ
ウイルスゲノムがベクターバックボーンに残り、それらはベクターが生み出す細胞毒性源
である。また、Ｅ１欠失ウイルスの複製不能性は不完全である。たとえば、ウイルス遺伝
子発現の漏れが、高度多重性感染（ＭＯＩ）において現在入手可能なベクターに観察され
た（Muligan、１９９３）。
【０１２５】
　ヘルパー細胞系がは、ヒト胚腎細胞、筋細胞、造血細胞または他のヒト胚間充織細胞ま
たは上皮細胞といったようなヒト細胞から誘導することができる。また、ヘルパー細胞は
、ヒトアデノウイルスに対して許容性である他の哺乳類の細胞から誘導することもできる
。このような細胞として、たとえば、ベロ細胞または他のサル胚間充織細胞または上皮細
胞がある。上述したように、好ましいヘルパー細胞は、２９３である。
【０１２６】
　近年、Racherら（１９９５）に、２９３細胞および増殖するアデノウイルスの改良され
た培養法が開示された。ひとつの方法では、天然の細胞集合体を個々の細胞を、１００－
２００mlの培地を入れた１リットルのシリコンコーティングしたスピネルフラスコ（Tech
ne、ケンブリッジ、ＵＫ）にて培養することによって成長させる。４０rpmで攪拌し、細



(33) JP 5202583 B2 2013.6.5

10

20

30

40

50

胞の生存率をトリパンブルーで評価する。他の方法では、Fibra－Celマイクロキャリヤ（
Bibby Sterlin,ストーン、ＵＫ）（５ｇ／ｌ）を次のように用いる。５ｍｌの培地で再懸
濁した細胞植え込み物を２５０ｍｌのエルレンマイヤーフラスコに入れた該キャリヤ（５
０ｍｌ）に加え、時々震とうしながら１－４時間置く。次いで培地を５０ｍｌの新鮮な培
地と交換し、震とうを開始する。ウイルス産生のために、細胞を約８０％の集密となるま
で成長させ、その後、培地を交換し（最終体積の２５％まで）、０．０５のＭＯＩでアデ
ノウイルスを加える。培養物を一夜静置し、次いで、体積を１００％まで増加し、さらに
７２時間震とうする。
【０１２７】
　アデノウイルスベクターが複製不能であること、または少なくとも条件付不能であるこ
とという要求以外には、アデノウイルスベクターが本発明を成功裏に実行することにとっ
て重大であるとは考えられない。アデノウイルスは、４２種類の異なるセロタイプまたは
サブグループＡ－Ｆのいずれであってもよい。本発明に用いる条件付複製不能アデノウイ
ルスベクターを得るためには、サブグループＣの５型アデノウイルスが好ましい開始材料
である。５型アデノウイルスは、生化学的および遺伝子的常包が非常によくわかっており
、歴史的にアデノウイルスをベクターとして用いる構築物のほとんどに用いられてきてい
るヒトアデノウイルスであるというのがその理由である
【０１２８】
　上述したように、本発明の代表的なベクターは複製不能であり、アデノウイルスＥ１領
域を持たない。したがって、Ｅ１コーディング配列が除去された位置に対象遺伝子をコー
ドするポリヌクレオチドを導入するのが、もっとも簡便である。しかし、構築物をアデノ
ウイルス配列に挿入する位置は、本発明において重大なことではない。Karlsonら（１９
８６）に記載されているように、対象の遺伝子をコードするポリヌクレオチドを、Ｅ３置
換ベクターにおいて消失したＥ３領域の代りに、もしくはＥ４が欠失したヘルパー細胞系
またはヘルパーウイルス補体のＥ４領域に挿入することもできる。
【０１２９】
　アデノウイルスは成長および増殖させるのが容易であり、インビトロおよびインビボに
おいて宿主範囲が広範である。このグループのウイルスは高力価（１０９１０１１ユニッ
ト／ｍｌなど）であり、感染応力も高い。アデノウイルスのライフサイクルは、宿主細胞
ゲノムへの組み込み必要としない。アデノウイルスベクターによってデリバリーされる外
来性遺伝子はエピソーマルであり、それゆえに宿主細胞に対する遺伝毒性が低い。野生型
アデノウイルスを用いたワクチン接種の研究においても副作用は報告されておらず（Couc
hら、１９６３；Topら、１９７１）、その安全性および治療上有効なインビボ遺伝子運搬
ベクターであることは明らかである。
【０１３０】
　アデノウイルスベクターは、真核遺伝子発現（Levreroら、１９９１；Gomez-Foixら、
１９９２）およびワクチンの開発（GrunhausおよびHorwiz、１９９２；GrahamおよびPrev
ec、１９９２）に用いられている。近年、動物実験により、組換えアデノウイルスを遺伝
子療法に用いうることが示唆された（Stratford-PerricaudetおよびPerreicaudet、１９
９１；Stratford-Perricaudetら、１９９０；Richら、１９９３）組換えアデノウイルス
を異なる組織に投与する研究として、気管滴下（Rosenfeldら、１９９１；Rosenfeldら、
１９９２）、筋肉注射（Ragotら、１９９３）、末梢静脈血管注射（HerzおよびGerard、
１９９３）および脳内ステレオタクチック植え込み（Le Gal La Salleら、１９９３）な
どがある。
【０１３１】
　レトロウイルスは、逆転写を行って感染した細胞内でそのＲＮＡを二本鎖ＤＮＡに変換
する能力を特徴とする一本鎖ＲＮＡウイルスのグループである（Coffin、１９９０）。次
いで、得られるＤＮＡをプロウイルスとして細胞内染色体へ安定に組み込み、ウイルスタ
ンパク質の合成を行う。組み込みによって、レシピエント細胞およびその子孫細胞にウイ
ルス遺伝子配列が保有される。レトロウイルスゲノムは、キャプシドタンパク質、ポリメ
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ラーゼ酵素およびエンベロープ成分をそれぞれコードするgag、polおよびenvの３つの遺
伝子を含んでいる。gag遺伝子から上流に発見された配列は、ゲノムをビリオンにパッケ
ージングするシグナルを含んでいる。２つの長い末端反復（ＬＴＲ）配列が、ウイルスゲ
ノムの５'および３'末端に存在する。これらは、強力なプロモーターおよびエンハンサー
配列を含んでおり、宿主細胞ゲノムに組み込むためにも必要である（Coffin、１９９０）
。
【０１３２】
　レトロウイルスベクターを構築するためには、複製不能なウイルスを産生するためのウ
イルス配列の代りに、対象の遺伝子をコードする核酸をウイルスゲノムへ挿入する。ビリ
オンを産生するためには、gag、polおよびenv遺伝子を含むが，ＬＴＲを含まないパッケ
ージング細胞系およびパッケージング成分を構築する（Mannら、１９８３）。ｃＤＮＡ、
およびレトロウイルスＬＴＲならびにパッケージング配列を含む組換えプラスミドを細胞
系に導入する場合（リン酸カルシウム沈降法などにより）、パッケージング配列によって
、組換えプラスミドのＲＮＡ転写物がウイルス粒子にパッケージされうるようになり、次
いで培養培地へ分泌される（NicolasおよびRubenstein、１９８８；Temin、１９８６:Man
nnら、１９８３）。次いで、組換えレトロウイルスを含む培地を、集め、必要に応じて濃
縮し、遺伝子運搬に使用する。レトロウイルスベクターは、広範なタイプの細胞に感染す
ることができる。しかし、組み込みおよび安定した発現には、宿主細胞の分割が必要であ
る（Paskindら、１９７５）。
【０１３３】
　近年、レトロウイルスベクターを特異的に標的化するために設計される新規なアプロー
チが、ウイルスエンベロープにラクトース残基を化学的に付加することによるレトロウイ
ルスの化学的修飾にもとづいて発達してきた。この修飾によってシアログリコタンパク質
受容体を介しする肝細胞の特異的感染が可能になった。
【０１３４】
　レトロウイルスエンベロープタンパク質および特定の細胞受容体に対するビオチン化抗
体を使用するという、組換えレトロウイルスの標的化への異なるアプローチが設計された
。クラスＩおよびクラスＩＩの主要細胞適合性複合体抗原に対する抗体を用いて、異所性
ウイルスによる、表面抗原を生み出す種々のヒト細胞の感染が実証された（Rouxら、１９
８９）。
【０１３５】
　本発明のすべての態様において、レトロウイルスベクターの使用に対しては制限がある
。たとえば、通常、レトロウイルスベクターは、細胞ゲノム内のランダムな部位にに組み
込む。このことから、宿主遺伝子の遮断またはウイルス調節配列の挿入による挿入突然変
異誘発が起こり、フランキング遺伝子の機能を妨害さる（Varmusら、１９８１）。欠陥ウ
イルス使用に関するもうひとつの関係は、パッケージング細胞における野生型複製コンピ
テントウイルスの潜在的出現である。これは、組換えウイルスの完全な配列が、宿主細胞
ゲノムに組み込まれたgag、pol、env配列の上流に挿入されるという組換えイベントに由
来する。しかし、今や新規なパッケージング細胞系が入手可能であり、組換えの可能性は
大きく減少すべきである（Markowitzら、１９８８；Hersdorfferら、１９９０）。
【０１３６】
　本発明において、発現構築物として、他のウイルスベクターを用いてもよい。ワクシニ
アウイルス（Ridgeway、１９８８；Baichwalおよびsugden、１９８６；Couperら、１９８
８）、アデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）（Ridgeway、１９８８；Baichwalおよびsugden、１
９８６；HermonatおよびMuzycska、１９８４）および単純ヘルペスウイルスなどのウイル
ス由来のベクターを用いることができる。これらは、種々の哺乳類細胞に対していくつか
の興味ある特徴を提供する（Friedmann、１９８９；Ridgeway、１９８８；Baichwalおよ
びsugden、１９８６；Couperら、１９８８）。
【０１３７】
　欠陥Ｂ型肝炎ウイルスの細菌において最近認識されたことは、異なるウイルス配列の構
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造－機能の関係について新しい洞察が得られたことである。インビトロの実験から、該ウ
イルスが、そのゲノムの８０％が欠失しているにも関わらず、ヘルパー依存性パッケージ
ングおよび逆転写能力を保有しうることが示された。このことから、ゲノムの大部分を外
来性の遺伝物質で置きかえることが可能であることが示唆された。肝臓関連遺伝子の運搬
にとって、ヘパトトロピズムおよび耐性（組み込み）が特に興味ある特性であった。Chan
gらは、最近、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）遺伝子をポ
リメラーゼ、表面およびプレ表面コーディング配列の位置において、アヒルＢ型肝炎ウイ
ルスゲノムに導入した。それは、野生型ウイルスとともにトリ肝臓癌細胞系に共移入され
た。高い力価の組換えウイルスを含む培養培地を用いて一次カモ肝細胞を感染させた。安
定なＣＡＴ遺伝子の発現が感染後少なくとも２４日間検出された（Changら、１９９１）
。
【０１３８】
　センスおよびアンチセンス遺伝子構築物を効率よく発現させるために、発現構築物を細
胞内にデリバリーしなければならない。このデリバリーは、細胞系の形質転換を行う実験
操作としてインビトロにて、あるいは疾患の治療としてインビボまたはインビトロにて行
うことができる。デリバリーのメカニズムのひとつは、ウイルス感染を介することであり
、発現構築物を感染ウイルス粒子内に封入する。
【０１３９】
　発現構築物を培養した哺乳類細胞内に運搬する方法としてウイルスを用いない幾つかの
方法も本発明に用いることができる。これらの方法として、リン酸カルシウム沈降法（Gr
ahamおよびVan Der Eb、１９７３；ChenおよびOkayama、１９８７;Rippeら、１９９０）
、ＤＥＤＡ－デキストラン（Gopal、１９８５）、電気穿孔法（Tur-Kaspaら、１９８６；
Potterら、１９８４）、直接マイクロインジェクション（HarlandおよびWeintraub、１９
８５）、ＤＮＡ－装填リポソーム（Nicolau、およびSene、１９８２；Fraleyら、１９７
９）およびリポフェクタミン－ＤＮＡ複合体、細胞音波処理法（Fecheimerら、１９８７
）、高速マイクロ発射装置による遺伝子爆撃法（Yangら、１９９０）および受容体媒介移
入（WuおよびWu、１９８７；WuおよびWu、１９８８）が挙げられる。これらの技術のいく
つかは、インビボまたはインビトロの使用において有効である。
【０１４０】
　発現構築物を細胞にいったんデリバリーすると、対象遺伝子をコードする核酸を異なる
部位に配置し、発現させることができる。具体例においては、該遺伝子をコードする核酸
を細胞のゲノム内に安定に組み込む。この組み込みは、相同的組換えによって同種の位置
および方向性にする（遺伝子置換）か、あるいはランダムな不特定の位置にする（遺伝子
オーギュメンテーション）ことができる。他の具体例においては、ＤＮＡの分離したエピ
ソーマルセグメントとして核酸を細胞内に安定に維持する。このような核酸セグメントま
たは“エピソーム”は、宿主細胞のサイクルとは独立して、あるいは同調して維持および
複製を行うに充分な配列をコードしている。どのように発現構築物を細胞にデリバリーす
るか、そして細胞内のどこで核酸を保持するかは、使用した発現構築物のタイプに応じて
決める。
【０１４１】
　本発明の他の具体例においては、発現構築物は、単純に、無処置（NAKED）の組換えＤ
ＮＡまたはプラスミドからなる。該構築物の運搬は、物理的または化学的に細胞膜を透過
し得る、前述の方法いずれ方法でおこなってもよい。このことは特にインビトロにおける
運搬に適用されるが、インビボでも同様に適用することができる。
【０１４２】
　Dubenskyら（１９８４）は、ポリオーマウイルスＤＮＡをリン酸カルシウム沈降体とし
て成体および新生児マウスの肝臓および脾臓に注入し、活発なウイルス複製および急性感
染を実証するのに成功した。BrevenistyおｙびNeshif（１９８６）もまた、リン酸カルシ
ウム沈降処理したプラスミドの直接腹腔内注射により、移入された遺伝子の発現が得られ
ることを実証した。対象遺伝子をコードするＤＮＡもまた同様の作法でインビボにて運搬



(36) JP 5202583 B2 2013.6.5

10

20

30

40

50

され、遺伝子産物を発現することができることが想定される。
【０１４３】
　さらに他の本発明の具体例においては、無処置のＤＮＡ発現構築物を細胞内に運搬する
ために粒子爆撃法が用いられる。この方法は、細胞を生かしたまま細胞膜に孔を穿ち、Ｄ
ＮＡを細胞内に導入するための、ＤＮＡ被覆マイクロ発射体を高速に加速する能力に依存
している（Kleinら、１９８７）。小さい粒子を加速するいくつかの装置が開発されてい
る。
　このような装置のひとつは、高圧放電を用いて、作動力を順に生み出す電流を発生させ
ることを利用している（Yangら、１９９０）。使用するマイクロ発射体は、タングステン
または金のビーズなどの生物学的に不活性な物質からなる。
【０１４４】
　ラットおよびマウスの肝臓、皮膚および筋組織などの選択された器官が、インビボにて
爆撃されている（Yangら、１９９０；Zeleninら、１９９１）。これには、組織または細
胞を外科処置に付し、銃砲と標的器官の間にある組織を切除することが必要である（エク
スビボ処置）。特定の遺伝子をコードするＤＮＡをこの方法によってデリバリーすること
ができ、この方法は本発明の参考として組み込まれている。
【０１４５】
　本発明のさらに他の具体例においては、発現構築物をリポソーム内に補足する。リポソ
ームは、リン脂質二重膜および内部水性媒体を特徴とする小胞構造である。多重ラメラリ
ポソームは、水性媒体によって分離される多重脂質層をもつ。これは、リン脂質を過剰の
水性媒体に懸濁すると形成される。閉鎖構造が形成される前に脂質成分は自己再構成され
、水分および脂質二重層間の溶解した溶質を補足する（GhoshおよびBachhawat、１９９１
）。リポフェクタミン－ＤＮＡ複合体も本発明に含まれる。
【０１４６】
　インビトロにおけるリポソーム媒介性核酸デリバリーおよび外来性ＤＮＡの発現は非常
に成功しやすい。Wongら（１９８０）には、培養されたヒヨコ胚、ＨｅＬａおよび肝臓癌
細胞における、リポソーム媒介性デリバリーおよび外来性ＤＮＡの発現が実証されている
。Nicolauら（１９８７）は、ラットにおいて静脈内注射後のリポソーム媒介性遺伝子運
搬に成功した。
【０１４７】
　本発明の別の具体例においては、リポソームと血液凝集ウイルス（ＨＶＪ）との複合体
を作製する。このことによって、細胞膜との融合が促進され、リポソームに封入されたＤ
ＮＡの細胞内への導入をプロモートされることが示されている（Kanedaら、１９８９）。
他の具体例では、リポソームを核非ヒストン染色体タンパク質（ＨＭＧ－１）と複合ある
いは結合させている（Katoら、１９９１）さらに他の具体例では、リポソームをＨＶＪお
よびＨＭＧ－１の両方と複合あるいは結合させている。このような発現構築物がインビト
ロおよびインビボにて核酸の運搬および発現に有効に用いられる場合、それらは、本発明
に適用可能である。細菌プロモーターをＤＮＡ構築物に用いる場合、リポソーム内に適当
な細菌ポリメラーゼが含まれることも望まれる。
【０１４８】
　特定の遺伝子をコードする核酸を細胞へデリバリーするのに用いることができる他の発
現構築物は、受容体－媒介性デリバリービヒクルである。これらは、ほとんどの真核細胞
における受容体－媒介性エンドサイトーシスによる巨大分子の選択的取り込みという利点
をもっている。種々の受容体の細胞型特異的分散により、デリバリーは特異性が高い（Wu
およびWu、１９９３）。
【０１４９】
　受容体媒介性遺伝子標的化ビヒクルは、一般に２つの成分からなる：細胞受容体－特異
的リガンドとＤＮＡ－結合剤である。いくつかのリガンドが受容媒介性遺伝子運搬に用い
られてきた。最も広範囲にわたって特徴がわかっているリガンドは、アシアロオロソムコ
イド（ＡＳＯＲ）（WuおよびWu、１９８７）およびトランスフェリン（Wagnerら、１９９
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０）。最近、ＡＳＯＲと同じ受容体を認識する合成ネオ糖タンパク質は、遺伝子デリバリ
ービヒクルとして使用されている（Fercolら、１９９３；Peralesら、１９９４）および
上皮増殖因子（ＥＧＦ）もまた遺伝子をうろこ状のカルシノーマ細胞へデリバリーするの
に用いられている（Myers、ＥＰＯ０２７３０８５）。
【０１５０】
　他の具体例においては、デリバリービヒクルは、リガンドおよびリポソームからなる。
たとえば、Nicolauら（１９８７）は、ラクトシル－セラミド、ガラクトース末端アシア
ルガングリオシドをリポソームに封入し、肝細胞によるインスリン遺伝子の取り込みの増
加を観察した。したがって、リポソームを持つ／持たない、いくつかの受容体－リガンド
系によって、特定の遺伝子をコードする核酸を、肺、上皮または腫瘍細胞などのタイプの
細胞へ特異的にデリバリーすることができる。たとえば、ＥＧＦ受容体のアップレギュレ
ーションを呈している多くの腫瘍細胞において、遺伝子をコードする核酸の媒介性デリバ
リーのための受容体として上皮増殖因子（ＥＧＦ）を用いることができる。マンノースを
用いて肝臓細胞上のマンノース受容体を標的化することができる。また、ＣＤ５（ＣＬＬ
）、ＣＤ２２（ィンパ腫）、ＣＤ２５（Ｔ細胞白血病）およびＭＡＡ（黒色肉腫）に対す
る抗体も、同様に標的化部分として用いることができる。
【０１５１】
　別の具体例においては、遺伝子運搬を、エクスビボ条件下で、より容易に行うことがで
きる。エクスビボ遺伝子療法とは、動物からの細胞を単離し、インビトロにて細胞へ核酸
をデリバリーし、次いで修飾細胞を動物へ戻すことを意味する。これには、動物、または
細胞および組織の一次培養物から、組織／器官を外科的に除去することが含まれる。
【０１５２】
　一次哺乳類細胞培養物は、種々の方法で調製することができる。インビトロ実験中、お
よび発現構築物と接触している間中、細胞を生かしておくためには、細胞を、正しい割合
の酸素と二酸化炭素ならびに栄養と接触させ、微生物による汚染からは保護することが必
要である。細胞培養技術については、文献が多数存在するが、Freshner（１９９２）にも
開示されている。
【０１５３】
　前述の具体例のひとつにおいては、タンパク質の産生のために遺伝子トランスファーを
使用して細胞を不死化することが関係している。対象の遺伝子を前述のようにして適当な
宿主細胞へ運搬し、次いで、細胞を適当な条件下で培養する。実質上いずれかのポリペプ
チドをコードする遺伝子をこの方法において用いることができる。組換え発現ベクター、
およびそれらに含まれるエレメントの製造については前に記している。別の言い方をすれ
ば、産生されるべきタンパク質は、細胞内で正常に合成される内在性タンパク質である。
【０１５４】
　有用な哺乳類宿主細胞系の例としては、ＶｅｒｏおよびＨｅＬａ細胞ならびにチャイニ
ーズハムスター卵巣の細胞系、Ｗ１３８、ＢＨＫ、ＣＯＳ－７、２９３、ＨｅｐＧ２、Ｎ
ＩＨ３Ｔ３、ＲＩＮおよびＭＤＣＫ細胞が挙げられる。さらに、挿入された配列の発現を
調節する宿主細胞株、あるいは所望の作法で遺伝子産物を修飾し、プロセシングする宿主
細胞株を選択する。タンパク質産物のこのような修飾（グリコシル化など）およびプロセ
シング（切断など）はタンパク質の機能にとって重要である。異なる宿主細胞は、タンパ
ク質の翻訳後プロセシングおよび修飾のための特徴的および特異的メカニズムをもってい
る。適当な細胞系または宿主系を選択して、発現した外来性タンパク質の正しい修飾およ
びプロセシングを確実にすることができる。
【０１５５】
　それぞれ、ｔｋ－、ｈｇｐｒｔ－またはａｐｒｔ－細胞内にある、ＨＳＶチミジンキナ
ーゼ、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およびアデニンホス
ホリボシルトランスフェラーゼ遺伝子などの多くの選択系を用いることができるが、これ
らに限定されるものではない。また、抗代謝産物耐性を、ｄｈｆｒ（に耐性を付与）；ｇ
ｐｔ（ミコフェノール酸に対する耐性を付与）；ｎｅｏ（アミノグリコシドＧ４１８に対
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する耐性を付与）；およびｈｙｇｒｏ（ヒグロマイシンに対する耐性を付与）に対する選
択の基準として用いることができる。
【０１５６】
　動物細胞をインビトロにて２つのモードで増殖させることができる：増殖するときに、
培養物のバルク全体に懸濁物として成長する非足場依存性細胞として、または固体基質へ
の付着を必要とする足場依存性細胞（すなわち、単層型細胞増殖）として、である。
【０１５７】
　連続樹立細胞系からの非足場依存性あるいは懸濁培養物は、細胞あるいは細胞製品を大
規模に製造する場合に最も広範囲に用いられている手段である。しかし、懸濁培養細胞は
、潜在的腫瘍化能および付着Ｔ細胞よりもタンパク質産生が低いといったような制限を有
している。
【０１５８】
　攪拌タンク内での大規模な哺乳動物細胞の培養は、組換えタンパク質の製造において通
例の方法である。２つの懸濁培養反応槽のデザイン、すなわち、攪拌型反応槽と空気揚水
型反応槽が広く用いられている。攪拌型槽は、インターフェロンの製造において８０００
リットルのキャパシティで順調に用いられている。細胞は、高さと直径の比率が１：１～
３：１のステンレスのタンク内で増殖する。通常、培養物は、平たいブレード状のディス
クあるいは海中で用いるプロペラのパターンをもつ、１つまたはそれ以上の攪拌器で混合
される。平たいブレードよりも剪断力の小さい攪拌器システムもある。混合は、磁気的に
組み合わされた駆動力によって直接的あるいは間接的に駆動される。間接的駆動では、攪
拌軸をシールすることによって微生物による汚染のリスクが軽減される。
【０１５９】
　最初は微生物発酵用に使用され、後に哺乳動物培養に用いられた空気揚水反応槽は、培
養物の攪拌および酸素処理の両方のために気流を利用している。気流は、反応槽内の上昇
セクションに導入され、内容物を循環させる。気体は、培養物の表面で開放され、液体を
含まない気体のバブルは、反応層の下降セクションに移動する。このデザインの主な利点
は、単純性および機械的攪拌を必要としないことである。代表的には、高さと直径の比率
は１０：１である。空気揚水反応槽ののスケールアップは比較的容易であり、それによっ
て気体の移動性は良好になり、剪断力はより小さくなる。
【０１６０】
　本発明の抗体は、免疫沈降法を用いた抗原の単離に特に有用である。免疫沈降法は、複
合体混合物から標的抗原成分を分離することが必要であり、少量のタンパク質の区別ある
いは単離に用いられる。胆汁塩などの他の作用剤もよいが、非イオン性塩が好ましく、酸
性ｐＨまたは二価のカチオンの存在下で沈降する。抗体およびその用途について以下にさ
らに記載する。
ＩＩＩ．ＴＳ１０ｑ２３.３との反応性を有する抗体の発生
【０１６１】
　別の面では、本発明は本発明のＴＳ１０ｑ２３.３分子と免疫反応性である抗体、また
はその一部を意図するものである。抗体はポリクローナルまたはモノクローナル抗体であ
ってよい。好ましい実施態様では、抗体はモノクローナル抗体である。抗体を製造および
確認する手法は該分野でよく知られている（例えば、ハウエル(Howell)およびレーン(Lan
e)(1988)を参照）。
【０１６２】
　簡潔に言えば、ポリクローナル抗体は本発明のポリペプチドからなる免疫原で動物を免
疫化し、該免疫化した動物から抗血清を収集することで製造する。広範囲の動物種を抗血
清の産生において使用可能である。典型的に、抗－抗血清の産生に使用する動物は兎、マ
ウス、ラット、ハムスター、豚または馬などの非－ヒトの動物である。比較的大量の血液
量を有しているために、兎はポリクローナル抗体の産生にとって好ましい選択肢である。
【０１６３】
　イソ型の抗原にとって特異的なポリクローナルおよびモノクローナル両抗体は、該分野
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の当業者にとって一般的に知られているように、通常の免疫化の技法を用いて製造可能で
ある。本発明の化合物の抗原エピトープを含有する組成物を兎またはマウスなどの１以上
の実験動物を免疫化させ、次いで本発明の化合物に対して特異的な抗体を産生させること
ができる。抗体が発生する時間が経過した後、単に該動物から採血し、全血液から血清試
料を製造して、ポリクローナル抗血清を得ることができる。
【０１６４】
　本発明のモノクローナル抗体は、エライザ法およびウエスタンブロット法などの標準的
免疫化学操作法や組織染色などの免疫組織化学操作法、さらにＴＳ１０ｑ２３.３－関連
抗原エピトープに特異的な抗体を利用し得る他の操作法に適用することが提案される。加
えて、異種のあるＴＳ１０ｑ２３.３に特異的なモノクローナル抗体を他の有用な応用に
利用することも提案される。
【０１６５】
　一般的に、ＴＳ１０ｑ２３.３に対するポリクローナルおよびモノクローナル両抗体を
様々な実施態様において使用可能である。例えば、それらをｃＤＮＡまたは他のＴＳ１０
ｑ２３.３をコードする遺伝子を得るために、抗体クローニングプロトコールにおいて使
用可能である。それらはまた、細胞または動物中のＴＳ１０ｑ２３.３関連ペプチドの影
響を分析するための阻害研究においても使用可能である。抗－ＴＳ１０ｑ２３.３抗体を
また、様々な細胞事象の間ＴＳ１０ｑ２３.３の分布を分析するために、例えば細胞周期
における異なる時点でのＴＳ１０ｑ２３.３ポリペプチドの細胞または組織－特異的分布
を決定するために免疫局在化研究においても有用となる。該抗体の特に有用な利用は、天
然または組換えＴＳ１０ｑ２３.３を精製する場合、例えば抗体アフィニティーカラムを
用いる場合である。該免疫学的技法全てにおける操作が本発明の開示に照らして当業者に
知られている。
【０１６６】
　抗体を製造および確認する手法は該分野でよく知られている（例えば、ハーロウ(Harlo
w)およびレーン(Lane)(1988）による引例（このものを本明細書中に盛り込む）を参照）
。モノクローナル抗体製造のより特定の例として、以下の実施例を挙げる。
【０１６７】
　該分野でよく知られているとおり、得られた組成物は該免疫原性において多岐にわたる
。したがって、ペプチドまたはポリペプチド免疫原を担体にカップリングさせることで達
成可能となるように、宿主免疫系を促進することが場合により必要となる。典型的かつ好
ましい担体としては、キーホールリンペットヘモシアニン(ＫＬＨ)および牛血清アルブミ
ン(ＢＳＡ)が挙げられる。オボアルブミン、マウス血清アルブミンおよび兎血清アルブミ
ンなどの他のアルブミンもまた担体として使用可能である。担体タンパク質にポリペプチ
ドを接合する手法は該分野でよく知られており、グルタルアルデヒド、ｍ－マレイミドベ
ンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、カルボジイミドおよびビス－ジアゾ
化ベンジジンが挙げられる。
【０１６８】
　該分野でよく知られているとおり、特定の免疫原組成物の免疫原性をアジュバントとし
て知られる免疫応答の非－特異的刺激物質を用いることで拡張可能である。典型的および
好ましいアジュバントとしては、完全フロイントアジュバント（殺菌した結核菌を含有す
る免疫応答の非－特異的刺激物質）、不完全フロイントアジュバントおよび水酸化アルミ
ニウムアジュバントなどが挙げられる。
【０１６９】
　ポリクローナル抗体の産生に用いる免疫原組成物の量は免疫化するのに用いた動物と同
様に免疫原の性質で変わってくる。該免疫原を投与するのに、様々な経路を用いることが
可能である（皮下、筋肉内、皮内、静脈内および腹膜腔内）。免疫化した後、免疫化され
た動物の血液を様々な時点でサンプリングすることで、ポリクローナル抗体の産生を追跡
可能である。第２に、ブースター、注入を行なうことも可能である。適当な力価を達成す
るまで、ブースティングおよびタイターリングの工程を繰り返した。免疫原性の望むレベ
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ルが得られると、該免疫化動物から血を採り、血清を単離、貯蔵可能であり、および／ま
たはｍＡｂｓを発生させるために該動物を使用することもできる。
【０１７０】
　ＭＡｂｓを、米国特許第4,196,265号に例示の技法（本明細書中に引例として盛り込む
）などの公知技法を用いて容易に製造可能である。典型的に、本技法は選択した免疫原組
成物、例えば精製もしくは部分的に精製したＴＳ１０ｑ２３.３タンパク質、ポリペプチ
ドもしくはペプチドまたは高レベルのＴＳ１０ｑ２３.３を発現する細胞を用いて適当な
動物を免疫化することを含有する。該免疫化組成物を、抗体産生細胞を刺激するのに有効
な方法で投与する。マウスおよびラットなどのげっ歯類が好ましい動物であるが、しかし
ながら、兎、羊、蛙細胞を使用することも可能である。ラットを用いると特定の利点を供
することが可能であるが（ゴーディング(Goding)による(1986)）、好ましいのはマウスで
あり、最も煩雑に用いられおよび一般的に高いパーセンテージで安定な融合が得られる理
由でＢＡＬＢ／ｃマウスが最も好ましい。
【０１７１】
　免疫化に続き、抗体を産生する能力を有する体細胞、特にＢ－リンパ球（Ｂ－細胞）を
ｍＡｂ発生プロトコールにおいて使用するために選択する。該細胞は生検脾臓、扁桃もし
くはリンパ節から得られ、または末梢血液試料から得られる。脾臓細胞および末梢血球が
好ましく、前者は分裂血漿未分化期にある抗体産生細胞の源として豊富であるため、また
後者は末梢血液が容易に入手可能であるために好ましい。しばしば、１群の動物を免疫化
し、最も高い抗体力価を有する動物の脾臓を取り、該脾臓をシリンジで均一化することで
脾臓リンパ球を得る。典型的に、免疫化したマウスからの脾臓はおよそ５×１０７～２×
１０８リンパ球を含有する。
【０１７２】
　次いで、免疫化した動物からの抗体産生Ｂリンパ球を不死化骨髄腫細胞、一般的に免疫
化した動物と同種のものの細胞と融合する。ハイブリドーマ産生融合法に使用するのに適
した骨髄腫細胞系としては、抗体を産生せず、高い融合効率を有し、目的の融合細胞（ハ
イブリドーマ）だけの増殖を支持する特定の選択培地では生長し得ないような酵素欠損の
ものが好ましい。
【０１７３】
　当業者に知られているように、多くの骨髄腫細胞のいずれか１つを使用可能である（ゴ
ーディングによる(1986)；キャンベル(Campbell)による(1984)）。例えば、免疫化された
動物がマウスである場合、Ｐ３－Ｘ６３／Ａｇ８、Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８.６５３、ＮＳ
１／１.Ａｇ４ｌ、ＳＰ２１０－Ａｇ１４、ＦＯ、ＮＳＯ／Ｕ、ＭＰＣ－１１、ＭＰＣ１
１－Ｘ４５－ＧＴＧ１.７およびＳ１９４／５ＸＸ０Ｂｕｌを；ラットの場合、Ｒ２１０.
ＲＣＹ３、Ｙ３－Ａｇ１.２.３、ＩＲ９８３Ｆおよび４Ｂ２１０を；並びにＵ－２６６、
ＧＭ１５００－ＧＲＧ２、ＬｌＣＲ－ＬＯＮ－ＨＭｙ２およびＵＣ７２９－６を使用可能
であり、これらは全て、細胞融合と併せて有用である。
【０１７４】
　抗体産生脾臓もしくはリンパ節細胞および骨髄腫細胞のハイブリッドを発生する方法は
通常、体細胞を骨髄腫細胞と２：１の比で混合することからなるが、該比は細胞膜の融合
を促進する１個の薬剤または複数の薬剤（化学的または電気的）の存在下、各々約２０：
１～約１：１までの多岐にわたる。センダイウイルスを用いた融合法は既に記載されてお
り（コーラー(Kohler)およびミルステイン(Milstein)による(1975)；(1976)）、３７％(
ｖ／ｖ)ＰＥＧなどのポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を用いるものがある（ゲフター(
Gefter)らによる(1977)）。電気的に誘導された融合法の使用もまた適当である（ゴーデ
ィングによる(1986)）。
【０１７５】
　融合製法により通常、低頻度（１×１０－６～１×１０－８）で生長しうる(viable)ハ
イブリッドを産生する。しかしながら、生長しうる融合したハイブリッドは選択培地中で
培養することによって母細胞、未融合細胞（特に、通常無限に分割し続ける未融合骨髄腫
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細胞）から分化するので、このことは問題にならない。該選択培地は一般的に、組織培養
培地においてヌクレオチドの新生合成を遮断する薬剤を含有するものである。典型的かつ
好ましい薬剤はアミノプテリン、メトトレキセートおよびアザセリンである。アミノプテ
リンおよびメトトレキセートはプリンおよびピリミジンの両新生合成を遮断する一方、ア
ザセリンはプリン合成だけを遮断する。アミノプテリンもしくはメトトレキセートを用い
る場合、培地はヌクレオチドの源としてヒポキサンチンおよびチミジンで補足する（ＨＡ
Ｔ培地）。アザセリンを用いる場合、培地をヒポキサンチンで補足する。
【０１７６】
　好ましい選択培地はＨＡＴ培地である。ヌクレオチド再生経路を操作することの可能な
細胞だけがＨＡＴ培地中で生存可能である。該骨髄腫細胞は再生経路の重要な酵素、例え
ばヒポキサンチン・ホスホリボシル・転移酵素（ＨＰＲＴ）が欠損しており、生存不可能
である。Ｂ－細胞は本経路をオペレートすることができるが、それらは培地中で限られた
寿命を有しており、一般的に約２週間以内に死亡する。したがって、選択培地中で生存可
能な唯一の細胞は骨髄腫とＢ－細胞から形成するハイブリッドである。
【０１７７】
　本培地により、選別された特定のハイブリドーマ由来のハイブリドーマの集団が提供さ
れる。典型的に、ハイブリドーマの選別はマイクロタイタープレート中で単一クローン希
釈によって細胞を培養し、続いて個々のクローン上清を目的の反応に対して調べる（約２
～３週間後）ことで行なう。該アッセイは感度がよく、簡単でかつ早急なラジオイムノア
ッセイ、酵素免疫アッセイ、細胞毒性アッセイ、プラークアッセイ、ドット免疫結合アッ
セイなどが挙げられる。
【０１７８】
　次いで、選別したハイブリドーマを連続して希釈し、個別に抗体－産生細胞系中でクロ
ーンし、次いで該クローンを無限に生長させてｍＡｂを得る。該細胞系を２通りの基本的
な方法でｍＡｂ産生に利用可能である。ハイブリドーマの試料を、初期の融合において体
細胞と骨髄腫細胞を提供するために使用するタイプの組織適合性動物中（腹膜腔中が多い
）に注入する。該注入された動物は融合細胞ハイブリッドによって産生された特定のモノ
クローナル抗体を分泌する腫瘍を発生させる。次いで、血清もしくは腹水などの動物の体
液を採取して、高濃度のｍＡｂを得る。該個々の細胞系はインビボで培養することもでき
、その場合ｍＡｂは培地中に自然に分泌され、該培地から高濃度で容易に得られる。どち
らの手法により産生したｍＡｂも、できればろ過、遠心分離、およびＨＰＬＣもしくはア
フィニティークロマトグラフィーなどの様々なクロマトグラフィー法を用いてさらに精製
される。
【０１７９】
ＩＶ．　ＴＳ１０ｑ２３.３を含有する癌の診断
　本発明者はＴＳ１０ｑ２３.３の改変が悪性腫瘍と関連することを見出した。したがっ
て、Ｔｓ１０ｑ２３.３およびそれに対応する遺伝子を癌の診断または予後指示物質とし
て使用可能である。さらに特に、ＴＳ１０ｑ２３.３に関連する点突然変異、欠先変異、
挿入または調節摂動(regulatory pertubation)は、癌を引き起こしたりもしくは癌の発生
を促進し、一次部位での癌の進行を引き起こしたりもしくは促進し、および／または転移
を引き起こしたりもしくは促進する可能性がある。ＴＳ１０ｑ２３.３によって影響をう
け得る悪性腫瘍に関連した他の現象としては血管形成および組織侵襲が挙げられる。
【０１８０】
　Ａ．遺伝子診断
　本発明の１実施態様は、ＴＳ１０ｑ２３.３の発現における変化を検出する方法からな
る。この方法は、ＴＳ１０ｑ２３.３のレベルを決定することまたは発現させた生成物に
おける特定の改変を決定することからなり得る。明らかに、この種のアッセイは関連癌の
診断において重要性を持つ。該癌としては脳の癌（神経こう、髄芽腫、神経こう星状細胞
腫、乏突起こう腫、脳室上皮腫）、肺、肝臓、脾臓、腎臓、膵臓、小腸、血球、リンパ節
、結腸、乳、子宮内膜、胃、前立腺、精巣、卵巣、皮膚、頭部と頸部(head and neck)、
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食道、骨髄、血液または他の組織の癌を含有する。特に、本発明は神経こう腫（グリオー
ム）の診断に関する。
【０１８１】
　生体試料はいかなる組織または液体であってもよい。様々な実施態様としては、皮膚、
筋肉、顔、脳、前立腺、乳、子宮内膜、肺、頭部と頸部、膵臓、小腸、血球、肝臓、精巣
、卵巣、結腸、皮膚、胃、食道、脾臓、リンパ節、骨髄もしくは腎臓の細胞が挙げられる
。他の実施態様としては、末梢血液、リンパ液、腹水、血漿、胸膜滲出液（胸水)、痰、
脳脊髄液、涙液、便もしくは尿などの液体試料が挙げられる。
【０１８２】
　使用する核酸は、標準方法論（サンブルックらによる(1989)）に従い、生体試料中に含
まれる細胞から単離する。該核酸は遺伝的ＤＮＡまたは分画もしくは全細胞ＲＮＡであっ
てよい。ＲＮＡを用いる場合、該ＲＮＡを相補的ＤＮＡに変換することを望むことも可能
である。１実施態様において、ＲＮＡは全細胞ＲＮＡであり、他方ではポリ－Ａ　ＲＮＡ
である。通常、核酸は増幅される。
【０１８３】
　場合によっては、試料中の関係する特定の核酸を増幅によって直接に、または増幅後第
２の公知の核酸を用いて同定する。次に、同定した生成物を検出する。特定の利用の場合
、該検出は可視手段（例えば、ゲルの臭化エチジウム染色）により行ない得る。別法とし
て、該検出は放射線標識もしくは蛍光標識の化学発光、放射性シンチグラフを介した、ま
たは電気的もしくは熱的インパルス信号を用いるシステムを介した該成物の間接的な同定
を含有する（アフィマックス・テクノロジー(Affymax Technology)；ベラス(Bellus)、19
94）。
【０１８４】
　検出に続いて、該患者において見られた結果を、正常人およびＴＳ１０ｑ２３.３に関
連した病気を持った患者の統計学的に有意な対照群のデータと比較する。本方法において
、様々な臨床状態で検出したＴＳ１０ｑ２３.３の量もしくは種類を関連付けることが可
能である。
【０１８５】
　様々なタイプの欠損が同定されている。したがって、“改変”とは欠損、挿入、点突然
変異および重複をはじめとするものであると理解できる。点変異により停止コドン、フレ
ームシフト変異またはアミノ酸置換が生じる。体細胞突然変異は非－胚芽細胞系列組織中
で起こるものである。胚芽細胞系列組織はいかなる組織中でも生じ、遺伝可能である。
【０１８６】
　コード領域の内側および外側での変異はまた、遺伝子の転写を変えることで産生した、
あるいは不安定化する際にまたは他に転写物（ｍＲＮＡ）もしくはタンパク質のプロセシ
ングを変える際に産生したＴＳ１０ｑ２３.３の量に影響を及ぼし得る。
【０１８７】
　多岐にわたり異なるアッセイが本観点において予想され、例えばフロレッセント・イン
・シチュー・ハイブリダイゼーション（fluorescent in situ hybridaization；ＦＩＳＨ
)、直接ＤＮＡシークエンシング、ＰＦＧＥ分析（パルスフィールド電気泳動）、サザン
もしくはノーザンブロット法、一本鎖立体配座分析（single-stranded conformation ana
lysis；ＳＳＣＡ）、ＲＮＡｓｅ保護アッセイ（リボヌクレアーゼ保護アッセイ）、対立
遺伝子－特異的オリゴヌクレオチド（allele-specific oligonucleotide；ＡＳＯ）、ド
ットブロット分析、変性勾配ゲル電気泳動法、ＰＦＬＰおよびＰＣＲ－ＳＳＣＰが挙げら
れるが、これらに限定されるものではない。
【０１８８】
　（ｉ）プライマーおよびプローブ
　本明細書中で定義する通り、語句「プライマー」は鋳型－依存工程において形成されつ
つある核酸の合成を初回免疫可能ないかなる核酸をも含有することを意味する。典型的に
、プライマーは長さ：１０～２０塩基対のオリゴヌクレオチドであるが、それより長い配
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列も使用可能である。プライマーは二本鎖もしくは一本鎖の形態で供されるが、一本鎖の
形態が好ましい。プローブはプライマーとして作用し得るが、プローブは個別に定義する
。プローブはおそらく初回免疫可能であろうが、標的ＤＮＡもしくはＲＮＡに結合するよ
う設計し、増幅工程で使用する必要はない。
【０１８９】
　好ましい実施態様では、該プローブまたはプライマーは放射性同位元素（３２Ｐ、１４

Ｃ、３５Ｓ、３Ｈもしくは他の標識）、発蛍光団（ローダミン、フルオロセリン）または
化学発光物質（ルシフェラーゼ）を用いて標識する。
【０１９０】
　（ｉｉ）鋳型依存性増幅法（Template Dependent Amplification Methods)
　多くの鋳型依存性工程は与えられた鋳型試料中に存在するマーカー配列を増幅するのに
役立つ。最善の公知増幅法の１つは、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲＴＭと呼ばれる）で
あり、このものは米国特許番号第4,683,195、4,683,202および4,800,159中およびインニ
スら(1990)中に詳細に記載されており、該各々を本明細書中にそっくりそのまま引例とし
て盛り込む。
【０１９１】
　簡潔に言えば、ＰＣＲにおいて、マーカー配列の反対相補鎖上の領域に相補的である２
個のプライマー配列を製造する。過剰のデオキシヌクレシド・トリホスフェートをＤＮＡ
ポリメラーゼ（例えば、タック(Ｔａｑ)ポリメラーゼ）と共に反応混合物に加える。マー
カー配列が試料中に存在するならば、該プライマーは該マーカーに結合し、ポリメラーゼ
はヌクレオチドを加えることでマーカー配列に沿ってプライマーを伸張するようになる。
反応混合物の温度を上昇および低下させることで、該伸張プライマーは該マーカーから解
離して反応生成物を形成し、過剰のプライマーはマーカーおよび反応生成物に結合し、そ
して該工程は繰り返される。
【０１９２】
　逆転写ＰＣＲ増幅製法を増幅されたｍＲＮＡの量を定量するのに用いられる。逆転写Ｒ
ＮＡのｃＤＮＡへの逆転写方法は公知であり、サンブルックら(1989)により記載されてい
る。逆転写の改変法は熱的に安定なＲＮＡ－依存ＤＮＡポリメラーゼを使用する。該方法
はＷＯ90／07641（1990年12月21日発行)中に記載されている。ポリメラーゼ連鎖方法論は
該分野で公知である。
【０１９３】
　別の増幅方法はリガーゼ連鎖反応(“ＬＣＲ”)であり、このものはＥＰＯ番号320 308
中に記載されており、このものを引例として本明細書中にそっくりそのまま盛り込む。Ｌ
ＣＲにおいては、２個の相補的プローブ対を作製し、標的配列の存在下、各対を互いに接
する(abut)ように標的の反対相補鎖に結合させる。リガーゼの存在下、２個のプローブ対
を連結させると一本鎖単位を形成する。ＰＣＲの場合と同様に温度を繰り返し変化させる
ことで、結合ライゲート単位は標的から解離し、次いで過剰のプローブ対のライゲーショ
ンに対する“標的配列”として作用する。米国特許番号第4,883,750号では、プローブ対
の標的配列に対する結合についてＬＣＲと同様の方法を記載している。
【０１９４】
　Ｑ－βレプリカーゼ（ＰＣＴ出願番号　ＰＣＴ／ＵＳ87／00880に記載）をまた、本発
明においてさらに別の増幅方法として使用可能である。本方法においては、標的の領域と
相補的な領域を有するＲＮＡの複製配列をＲＮＡポリメラーゼの存在下試料に加える。ポ
リメラーゼは複製配列をコピーし、次いで検出可能となる。
【０１９５】
　等温増幅法（該方法において、制限エンドヌクレアーゼおよびリガーゼを、制限部位の
一方の鎖におけるヌクレオチド：５'－[アルファ－チオ]トリホスフェートを含む標的分
子の増幅を達成するために使用する）をまた、本発明の核酸の増幅に使用可能である（ウ
ォルカー(Walker)らによる(1992)）。
【０１９６】
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　鎖置換増幅（ＳＤＡ）は鎖置換の多重ラウンドおよび合成（すなわち、ニックトランス
レーション）を含む核酸の等温増幅を行なう別方法である。修復連鎖反応（ＲＣＲ）と呼
ばれる同様な方法は、増幅用に標的にされた領域にわたるいくつかのプローブのアニーリ
ング、続いて４個の塩基中２個だけが存在する修復反応を含有するものである。該他方の
２個の塩基を簡易検出用にビオチニル化した誘導体として加えることも可能である。同様
なアプローチがＳＤＡにおいて用いられる。標的特異的配列をまた環状プローブ反応（Ｃ
ＰＲ）を用いて検出可能である。ＣＰＲにおいては、非－特異的ＤＮＡの３'および５'配
列並びに特異的ＲＮＡの中間配列を有するプローブを試料中に存在するＤＮＡにハイブリ
ッドさせる。ハイブリダイゼーションの際、反応液をリボヌクレアーゼＨを用いて処理し
、該プローブの生成物を消化後、放出される異なる生成物として同定する。初期の鋳型を
別の環状プローブにアニーリングし、該反応を繰り返す。
【０１９７】
　さらに別の増幅方法（ＧＢ番号2 202 328およびＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ89／01025
中に記載し、これらの各々は引例として本明細書中にそっくりそのまま盛り込む）を本発
明に関連して使用可能である。前者の利用としては、"修飾"プライマーをＰＣＲ－似、鋳
型－および酵素－依存性合成において使用する。該プライマーを捕捉分子（例えば、ビオ
チン）および／または検出分子（例えば、酵素）を用いて標識化することにより、修飾可
能である。後者の利用においては、過剰の標識化プローブを試料に加える。標的配列の存
在下、該プローブは結合し、触媒的に切断される。切断後、該標的配列は過剰のプローブ
によって結合された無傷のまま放出される。該標識プローブの切断により、標的配列の存
在がシグナルされる。
【０１９８】
　他の核酸増幅法としては、転写に基づく増幅システム（transcription-based amplific
ation systems：ＴＡＳ)、例えば核酸配列に基づく増幅（nucleic acid sequence based 
amplification：ＮＡＳＢＡ）および３ＳＲ（コー(Kwoh)らによる(1989)；ギンゲラス(Gi
ngeras)らによるＰＣＴ出願ＷＯ88／10315、本明細書中に引例としてそっくりそのまま盛
り込む）が挙げられる。ＮＡＳＢＡの場合において、核酸は増幅のために、標準フェノー
ル／クロロホルム抽出、臨床試料の熱変性、溶菌緩衝液を用いた処理、並びにＤＮＡおよ
びＲＮＡを単離するためのミニスピンカラムまたはＲＮＡの塩化グアニジニウム抽出によ
り製造可能である。これらの増幅法は標的特異的配列を有するプライマーのアニーリング
を含有する。重合に続き、二本鎖ＤＮＡ分子を再び熱変成しながら、ＤＮＡ／ＲＮＡハイ
ブリッドをリボヌクレアーゼＨを用いて消化する。どちらの場合も、一本鎖ＤＮＡは第２
の標的特異的プライマーを加え、続いて重合することで完全に二本鎖となる。次いで、該
二本鎖ＤＮＡ分子をＴ７もしくはＳＰ６などのＲＮＡポリメラーゼにより多重的に転写す
る。等温サイクリック反応において、該ＲＮＡを一本鎖ＤＮＡに逆転写し、次いで二本鎖
ＤＮＡに変換し、次いでＴ７もしくはＳＰ６などのＲＮＡポリメラーゼを用いて再び１回
転写する。該生じた生成物は、先端を切った状態もしくは完全な状態に関わらず、標的特
異的配列を示す。
【０１９９】
　ダベイ(Davey)ら（ＥＰＯ番号329 822、このものを本明細書中引例としてそっくりその
まま盛り込む）は、一本鎖ＲＮＡ（“ｓｓＲＮＡ”）、ｓｓＤＮＡおよび二本鎖ＤＮＡ（
ｄｓＤＮＡ）(これらは本発明と関連して使用可能である）の臨床的な合成を含有する核
酸増幅工程を開示している。該ｓｓＲＮＡは第１のプライマーオリゴヌクレオチド用の鋳
型であり、このものは逆転写酵素（ＲＮＡ－依存性ＤＮＡポリメラーゼ）により伸張され
る。次いで、リボヌクレアーゼＨ（リボヌクレアーゼＨ、ＤＮＡもしくはＲＮＡのどちら
かを有する二重らせん中でのＲＮＡに特異的なリボヌクレアーゼ）を作用させて、該ＲＮ
Ａを生成したＤＮＡ：ＲＮＡ二重らせんから除去する。生成したｓｓＤＮＡは第２のプラ
イマー用鋳型であり、このものとしてはまた鋳型に相同なＲＮＡポリメラーゼプロモータ
ー（Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼにより例示される）５'の配列が挙げられる。次いで、本プ
ロモーターをＤＮＡポリメラーゼ（大腸菌ＤＮＡポリメラーゼＩのラージ“クレノウ”フ
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ラグメントによって例示される）によって伸張し、二本鎖ＤＮＡ（“ｄｓＤＮＡ”）分子
（該分子はプライマー間で初期のＲＮＡのものと同一の配列を有し、加えて一方の末端で
プロモーター配列を有する）を生じる。本プロモーター配列は該ＤＮＡの多くのＲＮＡコ
ピーを作るために適当なＲＮＡポリメラーゼによって使用可能である。次いで該コピーを
非常に速やかな増幅を起こす該サイクルに再入力可能である。酵素を適当に選ぶことで、
本増幅は各サイクルで酵素を加えることなく等温的に行うことが可能となる。本工程の臨
床性の理由で、出発配列をＤＮＡもしくはＲＮＡどちらの形態もとるように選択可能であ
る。
【０２００】
　ミラー(Miller)らによるＰＣＴ出願ＷＯ89／06700（このものを本明細書中に引例とし
てそっくりそのまま盛り込む）では、標的一本鎖ＤＮＡ(“ｓｓＤＮＡ”）へのプロモー
ター／プライマー配列のハイブリダイゼーション、続いて該配列に関する多くのＲＮＡコ
ピーの転写に基づく核酸配列の増幅スキームを開示している。本スキームはサイクリック
ではなく、すなわち新しい鋳型は生成するＲＮＡ転写物から産生されるものではない。他
の増幅方法としては"ＲＡＣＥ"および"一部位での(one-sided)ＰＣＲ"（フローマン(Froh
man)、Ｍ.Ａ.による、ＰＣＲプロトコール：方法と利用の指針(PCR PROTOCOLS: A GUIDE 
TO METHODS AND APPLICATIONS)、アカデミック・プレス、Ｎ.Ｙ.(1990)；オーハラ(Ohara
)による(1989)；各々を本明細書中に引例としてそっくりそのまま盛り込む）が挙げられ
る。
【０２０１】
　核酸（生成する“ジ－ヌクレオチド”の配列を有し、結果該ジ－ヌクレオチドを増幅す
る）の存在下、２個（もしくはそれ以上）のオリゴヌクレオチドのライゲーションに基づ
く方法もまた、本発明の増幅段階で使用可能である。フー(Wu)らによる(1989)(このもの
を本明細書中に引例としてそっくりそのまま盛り込む)。
【０２０２】
　（ｉｉｉ）サザン／ノーザンブロット法
　ブロット法は当業者にとって公知である。サザンブロット法は標的としてのＤＮＡの使
用を含有し、一方ノーザンブロット法は標的としてのＲＮＡの使用を含有する。ｃＤＮＡ
ブロット法は多くの点でＲＮＡ種のブロット法に類似であるが、各々は異なる種類の情報
を提供する。
【０２０３】
　簡単に言えば、プローブは、適当なマトリックス（ニトロセルロースのフィルターが多
い）上で免疫化したＤＮＡもしくはＲＮＡ種を標的にするのに使用する。分析を促進する
ために、該異なる種をいくらか分離するべきである。このことは核酸種のゲル電気泳動、
続く該フィルター上での“ブロッティング”により達成されることが多い。
【０２０４】
　引き続いて、該ブロットされた標的を変性および再ハイブリダイゼーションを促進する
条件下、プローブ（通常、標識化したもの）と共にインキュベートする。該プローブは該
標的との塩基対となるように設計されているので、プローブは変性条件下標的配列の一部
分と結合する。次いで、未結合プローブを除去し、検出を上記に記載の通り達成する。
【０２０５】
　（ｉｖ）分離法
　一般に、特定の増幅が起こったかどうかを決定する目的で、鋳型および過剰のプライマ
ーから１または２段階で増幅生成物を分離することが望ましい。１実施態様において、標
準法を用いたアガロース、アガロース－アクリルアミドまたはポリアクリルアミドゲル電
気泳動により、増幅生成物を分離する。サンブルックら(1989)を参照。
【０２０６】
　または、分離を達成するためにクロマトグラフィー法を使用可能である。このものとし
ては、本発明において使用可能な多くの種類；吸着、分配、イオン－交換およびモレキュ
ラーシーブのクロマトグラフィーがあり、それらを使用するための多くの専門的な技法と
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してはカラム、ぺーパー、薄層およびガスクロマトグラフィーが挙げられる（フライフェ
ルダー(Freifelder)による(1982)）。
【０２０７】
　（ｖ）検出法
　該マーカー配列の増幅を確認するために、生成物を視覚化してもよい。１つの典型的な
視覚化方法としては臭化エチジニウムを用いたゲルの染色およびＵＶ光下での視覚化が挙
げられる。または、該増幅生成物を放射線－または蛍光－標識化ヌクレオチドを用いて完
全に標識化するならば、該増幅生成物をＸ－線フィルムに被曝するかまたは適当な刺激ス
ペクトルの下で視覚化し、続いて分離することが可能である。
【０２０８】
　１実施態様においては、視覚化を間接的に達成する。増幅生成物の分離に続いて、標識
化した核酸およびプローブを該増幅化したマーカー配列と接触させる。該プローブは蛍光
団と接合させることが好ましいが、放射線標識化してもよい。別の実施態様では、該プロ
ーブを結合パートナーに接合させるが、該結合パートナーとは抗体もしくはビオチンおよ
び検出可能な分子を持つ他の結合対などである。
【０２０９】
　１実施態様においては、標識化したプローブによって検出を行なう。該技法は該分野の
当業者にとってよく知られており、また分子プロトコールに関する多くの標準的な本の中
にも示されている。サンブルックら(1989)を参照。例えば、発色団または放射性同位体プ
ローブもしくはプライマーは増幅の間またはその後の標的を同定する。
【０２１０】
　前述の１例が米国特許第5,279,721号に記載されており（このものを本明細書中に引例
として盛り込む）、そこでは自動化電気泳動用の装置および方法並びに核酸の転移が開示
されている。該装置によりゲルの余分な操作が必要なく、電気泳動およびブロッティング
が可能であり、理論的には本発明による方法を実行するのに適当である。
【０２１１】
　加えて、上記に記載の増幅生成物を、標準配列分析法を用いて特定の種類の変化を同定
するために配列分析に供することが可能である。或る方法においては、最適シークエンシ
ング用に設計したプライマーの組を用いた配列分析により遺伝子の完全分析を行なう（ピ
グノン(Pignon)らによる(1994)）。本発明は該タイプの分析の一部もしくは全部に使用可
能な方法を提供する。本明細書中に開示の配列を用いて、直接シークエンシングにより分
析可能なＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子を通じて配列の増幅が許容されるようにオリゴヌクレ
オチドプライマーを設計可能である。
【０２１２】
　（ｖｉ）キット成分
　ＴＳ１０ｑ２３.３を検出およびシークエンシングするのに要する必須の物質および試
薬の全て並びにそれらの変形を、キット中で共に組み立てることが可能である。このもの
は一般的に予め選択したプライマーおよびプローブからなる。また、様々なポリメラーゼ
（ＲＴ、Ｔａｑ、シークエナーゼＴＭなど）をはじめとした核酸を増幅するのに適当な酵
素、デオキシヌクレオチドおよび緩衝液を、増幅するのに必要な反応混合物を提供するた
めに含有してもよい。該キットはまた一般的に適当な媒体中、各プライマーもしくはプロ
ーブに対するのと同様に各個々の試薬および酵素に対して異なる内容物からなる。
【０２１３】
　（ｖｉｉ）相対定量的（Relative Quantitative）ＲＴ－ＰＣＲに関するデザインおよ
び理論的考察
　ＲＮＡのｃＤＮＡへの逆転写（ＲＴ)、続く相対定量的ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）を、患
者から単離した特定のｍＲＮＡ種の相対濃度を決定するのに使用可能である。特定のｍＲ
ＮＡ種の濃度変化を決定することで、特定のｍＲＮＡ種をコードする遺伝子が別々に発現
したことが分かる。
【０２１４】
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　ＰＣＲの場合、増幅される標的ＤＮＡの分子の数は、ある要因によって増加し、ある試
薬が限定に達するまで、反応の各サイクルで２近くまで増加する。その後、増幅の速度は
サイクル間での増幅された標的が増加しなくなるまで次第に減少する。周期の数(cycle n
umber)をＸ軸にとり、増幅した標的ＤＮＡの濃度のｌｏｇをＹ軸にとってグラフをプロッ
トするならば、プロットした点を結ぶことで特徴的な形の曲線を形成する。第１のサーク
ルではじめると、該線の勾配は正でかつ一定となる。これは曲線の直線部分という。試薬
が限界に達した後、該線の勾配は減少し始め、結局は０となる。この点で、増幅した標的
ＤＮＡの濃度は漸近線となり、ある一定値となる。このことを曲線のプラトー部分という
。
【０２１５】
　ＰＣＲ増幅の直線部分における標的ＤＮＡの濃度は、反応を始める前は標的の出発濃度
に対して正比例である。同数の周期で完結し、該直線範囲内にあるＰＣＲ反応における標
的ＤＮＡの該増幅生成物の濃度を決定することで、初期のＤＮＡ混合物における特定の標
的配列の相対濃度を決定することが可能となる。該ＤＮＡ混合物が異なる組織もしくは細
胞から単離したＲＮＡから合成したｃＤＮＡであるならば、誘起された標的配列由来の特
定ｍＲＮＡの相対的含量(relative abundance)を個々の組織または細胞について決定可能
である。ＰＣＲ生成物の濃度と相対的ｍＲＮＡ含量の間で本正比例することは該ＰＣＲ反
応において直線範囲においては真実である。
【０２１６】
　該曲線のプラトー部分における標的ＤＮＡの最終濃度は、反応混合物中の試薬の利用率
(availability)によって決定され、このものは標的ＤＮＡの初期濃度から独立している。
したがって、ＲＮＡ母集団を収集するために、ｍＲＮＡ種の相対的含量をＲＴ－ＰＣＲで
決定する前に満たさなければいけない第１の条件は、増幅ＰＣＲ生成物の濃度をＰＣＲ反
応が曲線の直線部分にある時にサンプリングすることである。
【０２１７】
　特定のｍＲＮＡ種の相対的含量を十分に決定するためにＲＴ－ＰＣＲ実験において満た
さなければいけない第２の条件は、増幅可能なｃＤＮＡの相対的濃度をある程度独立した
基準にまで規格化しなければいけないことである。ＲＴ－ＰＣＲ実験の目標は試料中の全
ｍＲＮＡ種の平均含量に相対的な特定のｍＲＮＡ種の含量を決定することである。下記に
記載する実施例において、β－アクチン、アスパラギン合成酵素およびリポコルテンＩＩ
のｍＲＮＡを、他のｍＲＮＡの相対的含量を比較するための外部および内部標準として使
用可能である。
【０２１８】
　競争的ＰＣＲにおける多くのプロトコールは、標的としてほとんど無視できる内部ＰＣ
Ｒ標準を使用可能である。該ＰＣＲ増幅の生成物を該直線期の間にサンプルする場合、該
戦略は有効である。反応がプラトー期に達するときに該生成物をサンプルするならば、含
量の劣る生成物が相対的に過剰に現れてくる。異なる発現に対してＲＮＡ試料を調べる場
合のように、多くの異なるＲＮＡ試料について相対的含量を比較することは、ＲＮＡの相
対的含量の差異が実際よりも少なく現れるように曲解することになる。内部標準が標的よ
りもずっと多いならば、このことは重大な問題ではない。内部標準が標的よりも多いなら
ば、ＲＮＡ試料間で直接に直線の比較を行なうことが可能である。
【０２１９】
　上記の議論は、臨床的に誘導された物質におけるＲＴ－ＰＣＲアッセイに関する理論的
考察を記載するものである。臨床的試料中に内在する問題はその量が多岐にわたること（
規格化が問題になる）、およびその質が多岐にわたること（信頼できる内部コントロール
（標的よりも大きいものが好ましい）との共－増幅を必要とする）。ＲＴ－ＰＣＲを内部
標準と共に相対定量的ＲＴ－ＰＣＲとして行なうならば、これらの問題の両方を克服でき
るであろうが、その場合内部標準は標的ｃＤＮＡフラグメントよりも大きい増幅可能なｃ
ＤＮＡフラグメントであり、また内部標準をコードするｍＲＮＡの存在量が標的をコード
するｍＲＮＡのおよそ５～１０００倍以上である必要がある。本アッセイは、各ｍＲＮＡ
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種の絶対含量ではなく、相対的含量を測定するものである。
【０２２０】
　外部標準プロトコールと共により簡便な相対定量的ＲＴ－ＰＣＲを用いて、他の研究を
行なうことも可能である。該アッセイは増幅曲線の直線部分においてＰＣＲ生成物をサン
プルする。該サンプリングに対して至適なＰＣＲサイクルの数は、各標的ｃＤＮＡフラグ
メントに対して経験的に決定しなければいけない。加えて、様々な組織試料から単離した
各ＲＮＡ母集団の逆転写生成物を増幅可能なｃＤＮＡの等濃度について注意深く規格化し
なければいけない。該アッセイは絶対ｍＲＮＡ含量を測定するので本濃度は非常に重要で
ある。絶対ｍＲＮＡ含量は規格化した試料中のみの異なる遺伝子発現の手段として使用可
能である。増幅曲線の直線範囲を経験的に決定しおよびｃＤＮＡ製造を規格化することは
煩雑かつ時間を浪費する工程であるが、生じるＲＴ－ＰＣＲアッセイは内部標準と併せた
相対定量的ＲＴ－ＰＣＲアッセイから派生するアッセイよりも優れていることがある。
【０２２１】
　本利点の１つの理由としては、内部標準／競合物質がなくても全試薬を増幅曲線の直線
範囲内の単一ＰＣＲ生成物に変換することが可能であり、したがって該アッセイの感度が
増加することである。別の理由としては１個のＰＣＲ生成物とだけ共にある場合、電気泳
動ゲル上での生成物の表示または別の表示方法が複雑にならず、バックグラウンドがほと
んどなく、および解釈がより容易であることである。
【０２２２】
　（ｖｉｉｉ）チップ技法
　本発明者によって特に熟考されたものは、ハシア(Hacia)ら(1996)およびシューマカー(
Shoemaker)ら(1996)により記載されたものなどのチップに基づいた－ＤＮＡ技法である。
簡単に言えば、該技法は大量の遺伝子を早急にかつ正確に分析するための定量方法である
。遺伝子をオリゴヌクレオチドと付加するかまたは一定のプローブアレイを用いることで
、標的分子を高密度アレイとして分離し、またハイブリダイゼーションに基づいてこれら
の分子をスクリーニングするために、チップ技法を使用できる。ピース(Pease)らによる(
1994)；フォドル(Fodor)らによる(1991)をも参照。
【０２２３】
　Ｂ．免疫診断
　本発明の抗体は、エライザ法およびウエスタンブロット法などの技法を用いて、健康な
および病的組織中のＴＳ１０ｑ２３.３内容物を確認するのに使用できる。これはまた悪
性腫瘍の存在の有無に関するスクリーンまたは将来の癌の予測に供し得る。
【０２２４】
　エライザアッセイにおいて本発明の抗体を使用することを考えてみる。例えば、抗－Ｔ
Ｓ１０ｑ２３.３抗体は選択表面上に、好ましくはポリスチレンマイクロタイタープレー
トのウェルなどのタンパク質アフィニティーを阻害する表面に免疫化する。不完全に吸収
された物質を除去するために洗浄後、試験抗血清に関して抗原的に中性であると知られて
いる、牛血清アルブミン(ＢＳＡ)、カゼインもしくは粉末ミルクの溶液などの非特異的タ
ンパク質を用いて、該アッセイプレートウェルを結合もしくは被覆することが望ましい。
このため、免疫化表面上での非特異的吸収部位は遮断され、したがって該表面上での抗原
の非特異的結合によってバックグラウンドは減少する。
【０２２５】
　抗体を該ウェルに結合させ、バックグランドを減少するために未反応物質を用いて被覆
しおよび非結合物質を除去するために洗浄した後、該免疫化した表面を該試料と接触させ
、免疫複合体（抗原／抗体）が形成するような方法で調べた。
【０２２６】
　試験試料と結合抗体間で特定の免疫複合体を形成させ、続いて洗浄し、免疫複合体の挙
動およびその形成量を、第１抗体と異なるＴＳ１０ｑ２３.３に対して特異性を有する第
２抗体に同様に供することによって決定した。適当な条件としては、ＢＳＡ、牛ガンマグ
ロブリン（ＢＧＧ）およびホスフェート緩衝塩液（ＰＢＡ）／ツイーン（Tween、登録商
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標）などの希釈剤を用いて試料を希釈することが好ましい。該添加剤はまた非特異的バッ
クグラウンドの減少を助ける傾向がある。次いで、層化した抗血清を約２～４時間、好ま
しくは約２５℃～約２７℃の次数の温度でインキュベートする。インキュベートに続き、
抗血清と接触させた表面を非免疫複合化物質を除去するために洗浄する。好ましい洗浄方
法としては、ＰＢＳ／ツイーン(登録商標)などの溶液、またはボレート緩衝液を用いた洗
浄が挙げられる。
【０２２７】
　検出手段を供給するために、第２の抗体が適当な色素原性の基質を用いてインキュベー
トする場合に着色を生じさせる会合した酵素を有することが好ましい。したがって、例え
ば該第２抗体と結合させた表面を、免疫複合体の形成が生じるのに好ましい期間および条
件下でウレアーゼもしくはペルオキシダーゼ接合抗ヒトＩｇＧを用いて接触およびインキ
ュベートさせることが望まれる（例えば、ＰＢＳ／ツイーン(登録商標)などのＰＢＳ含有
－溶液中室温で２時間インキュベートする）。
【０２２８】
　第２の酵素標識化抗体を用いてインキュベートし、引き続いて非結合物質を除去するた
めに洗浄後、標識の量を、酵素標識がペルオキシダーゼの場合、尿素およびブロモクレゾ
ールパープルもしくは２,２'－アジノ(azino)－ジ－(３－エチル－ベンゾチアゾリン)－
６－スルホン酸(ＡＢＴＳ)、およびＨ２Ｏ２などの染色原性基質を用いてインキュベート
することで定量化する。次いで、例えば可視スペクトルスペクトル分光計を用いて着色の
程度を測定することによって定量を達成する。
【０２２９】
　先のフォーマットを最初に該アッセイプレートに試料を結合させることで変化すること
が可能である。次いで、アッセイプレートを用いて一次抗体をインキュベートし、続いて
一次抗体に対し特異性を有する標識化二次抗体を用いて結合一次抗体を検出する。
【０２３０】
　本発明の抗体組成物はイムノブロットまたはウエスタンブロット分析において非常に有
用である。ニトロセルロース、ナイロンなどの固体支持体マトリックスもしくはその組み
合わせ上に免疫化したたんぱく質を同定するための高アフィニティー一次試薬として、該
抗体を使用可能である。免疫沈降と併せ、続いてゲル電気泳動を行なうことで、該抗体は
抗原を検出する際に使用する１工程試薬として使用可能であるが、ここで抗原を検出の際
に使用する二次試薬により相反する(adverse)バックグラウンドが起こる。ウエスタンブ
ロット法と併せて使用する免疫学に基づく検出法としては、この点で特に使用すべきと考
えられる有毒な分子に対する酵素活性－、放射性標識－、または蛍光－標識化した二次抗
体が挙げられる。
【０２３１】
Ｖ．活性な化合物のスクリーニング方法
　本発明は、さらに、ＴＳ１０ｑ２３.３および活性フラグメントおよびそれをコードす
る核酸の、ＴＳ１０ｑ２３．３活性の刺激、ＴＳ１０ｑ２３．３の欠損の克服、または突
然変異体ＴＳ１０ｑ２３．３分子の効果のブロックのいずれかおける活性に関して化合物
のスクリーニングすることにおける使用を企図する。これらのアッセイは、様々な異なる
形式を用いることができ、それに関してそのスクリーニングが行われる、「活性」の種類
に依存し得る。企図される機能的な“読み出し情報（read-out）”には、化合物への結合
、化合物による基質、リガンド、レセプターまたは他の結合パターンへの結合の阻害、ホ
スフェート活性、抗ホスファターゼ活性、ＴＳ１０ｑ２３．３のリン酸化、ＴＳ１０ｑ２
３．３の脱リン酸化、細胞－細胞間シグナル伝達の阻害または刺激、増殖、転移、細胞分
裂、細胞移動、軟寒天コロニー形成、接触阻害、侵入性、血管形成、アポトーシス、腫瘍
の進行または他の悪性表現型が含まれる。
【０２３２】
Ａ．in vitro アッセイ
　１つの態様では、本発明をＴＳ１０ｑ２３.３分子またはそのフラグメントに結合する
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化合物のスクリーニングに適用する。ポリペプチドまたはフラグメントは溶液中で遊離状
態であるか、支持固体に固定されているか、細胞内または細胞表面上で発現するかのいず
れかであり得る。ポリペプチドまたは化合物のいずれかを標識し、それにより結合の測定
を可能にし得る。
【０２３３】
　別の態様では、アッセイにより、天然または人工の基質または結合パートナーに対する
ＴＳ１０ｑ２３.３の結合の阻害を測定することができる。競合結合アッセイは、試薬の
うちの１つ（ＴＳ１０ｑ２３.３、結合パートナーまたは化合物）を標識して行うことが
できる。通常、ポリペプチドが標識された物質であろう。結合した標識に対するフリーの
標識のレベルの量を測定し、結合または結合の阻害について測定することができる。
【０２３４】
　化合物の高処理量スクリーニングのためのさらなる技術は、ＷＯ８４／０３５６４に記
載されている。大量の小さなペプチド試験化合物を、例えばプラスチックピンまたは他の
表面などの固体の基面上で合成する。ペプチド試験化合物は、ＴＳ１０ｑ２３.３と反応
し、洗浄される。結合したポリペプチドを様々な方法により検出する。
【０２３５】
　精製したＴＳ１０ｑ２３.３を、前述の薬物スクリーニング技術において使用するため
のプレート上で直接コーティングすることができる。しかしながら、そのポリペプチドに
対する非中和抗体を使用して、そのポリペプチドを固相に固定化することができる。また
、反応領域（好ましくは末端領域）を含む融合タンパク質を使用して、ＴＳ１０ｑ２３.
３活性領域を固相に連結させるたことができる。
【０２３６】
　ＴＳ１０ｑ２３.３の野生型または自然もしくは作製された突然変異を含む様々な細胞
系を使用して、ＴＳ１０ｑ２３.３の様々な機能上の特質について、そして候補化合物が
これらの特質に対してどのように影響を及ぼすかについて調べることができる。突然変異
の作製方法が本明細書の他の箇所に記載されている。悪性へと導くか、その一因となるか
、および／または悪性を引き起こす、ＴＳ１０ｑ２３.３における自然に生ずる突然変異
も記載されている。そのようなアッセイでは、化合物を適当に製剤化し、その生化学的性
質を付与し、そして標的細胞と接触させる。アッセイによっては、培養細胞が必要である
かもしれない。次いで、数多くの異なる生理学的アッセイによって細胞を調べることがで
きる。あるいは、ＴＳ１０ｑ２３.３の機能または関係する経路を調査し得る分子解析を
行うことができる。これには、タンパク質発現、酵素機能、基質利用、ＴＳ１０ｑ２３.
３を含む様々な分子のリン酸化状態、ｃＡＭＰレベル、ｍＲＮＡ発現（全細胞またはポリ
Ａ ＲＮＡのディファレンシャルディスプレー）に関するアッセイおよびその他のアッセ
イなどのアッセイが含まれる。
【０２３７】
Ｂ．in vivo アッセイ
　本発明は、様々な動物モデルの使用も包含する。ここでは、ヒトとマウスのＴＳ１０ｑ
２３.３の間でみられた同一性によって、それが正常に発現する動物系全体においてＴＳ
１０ｑ２３.３の機能を調べるすばらしい機会が与えられる。正常なＴＳ１０ｑ２３.３を
発現することができない突然変異細胞系を開発し単離することによって、ヒトおよび他の
動物における癌を高度に予測し得るマウスの癌モデルを作製することができる。これらの
モデルは、模擬的な原発性および／または転移性腫瘍に対して腫瘍細胞の正所性（orthot
opic）または全身的投与を用いることができる。あるいは、悪性変換および／または腫瘍
の進行に関与するある特定の事象の原因であると分かっている試薬を与えることにより動
物において癌を誘導することができる。最後に、野生型ＴＳ１０ｑ２３.３を欠損してい
るトランスジェニック動物（以下に記載）を癌の発生と処置のためのモデルとして用いる
ことができる。
【０２３８】
　試験化合物による動物の処置には、適当な形態の、化合物の動物への投与が含まれる。
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投与は、口、鼻、口腔粘膜、直腸、膣、皮膚を含むがこれらに限られない臨床的または非
臨床的目的で利用し得るいずれかの経路によるものである。あるいは、投与は、気管内、
点滴注入、気管支点滴、皮内、皮下、筋肉内、腹腔内または静脈内注射によるものであっ
てもよい。特に企図されるのは、全身的な静脈内注射、血液またはリンパ液供給および腫
瘍内注射による局所投与である。
【０２３９】
　in vivo での化合物の効果の測定には、様々な異なった判断基準を含み得る。このよう
な判断基準には、生存率、腫瘍負荷（burden）または腫瘍塊の減少、腫瘍の進行の阻止ま
たは遅延、腫瘍の除去、転移の阻害または阻止、活性レベルの増加、免疫エフェクタ機能
の改善および食物摂取量の改善が含まれる。
【０２４０】
Ｃ．合理的な薬物設計
　合理的な薬物設計の目標は、生物学的に活性なポリペプチドまたは化合物の、それらが
相互作用するような構造的なアナログ（アゴニスト、アンタゴニスト、インヒビター、結
合パートナーなど）を製造することである。このようなアナログを作製することにより、
天然の分子よりもより活性なまたはより安全な薬物を作ることが可能であり、それは変化
に対する異なった感受性を有するかまたは様々な他の分子の機能に影響を及ぼす。１つの
やり方においては、ＴＳ１０ｑ２３.３またはそのフラグメントに関する三次元構造を作
製する。これは、Ｘ線結晶学、コンピューターモデリングまたはその両方の方法の組合せ
によって達成できる。別の方法である「アラニンスキャン」は、分子全体にわたるアラニ
ンによる残基のランダムな置換と測定された機能に対する生じた影響に関係するものであ
る。
【０２４１】
　機能的アッセイにより選択されたＴＳ１０ｑ２３.３特異的抗体を単離した後、その結
晶構造を解析することも可能である。原則として、この手段によって、後の薬物設計がそ
れに基づくことができるファーマコア（pharmacore）が得られる。概して、機能的、薬理
学的に活性な抗体に対する抗イディオタイプ抗体を作製することによって、タンパク質結
晶学を全体的に回避することができる。鏡像の鏡像として、抗イディオタイプの結合部位
は、もとの抗原のアナログであると予想される。次に、抗イディオタイプを使用して、化
学的または生物学的に製造したペプチドのバンクからペプチドを同定し単離することがで
きる。次に、選択されたペプチドはファーマコアとして役立つであろう。抗イディオタイ
プは、抗原として抗体を使用して、抗体の製造について本明細書に記載された方法を用い
て作製することができる。
【０２４２】
　このように、改善されたＴＳ１０ｑ２３.３活性を有する、または刺激因子、インヒビ
ター、アゴニスト、アンタゴニストまたはＴＳ１０ｑ２３.３またはＴＳ１０ｑ２３.３機
能によって影響される分子として働く薬物を設計することができる。クローンされたＴＳ
０ｑ２３.３配列を利用することにより、十分な量のＴＳ１０ｑ２３.３を製造して結晶学
的研究を行うことができる。さらに、ポリペプチド配列に関する知識により、構造－機能
間の関係をコンピューターを利用して予測することを可能にする。
【０２４３】
ＶＩ．ＴＳ１０ｑ２３.３に関連した悪性腫瘍の処置方法
　本発明はさらに、別の態様では、癌の処置に関する。処置し得る癌のタイプは、本発明
にしたがえば、ＴＳ１０ｑ２３.３が関与するもののみに限られる。関与することにより
、ＴＳ１０ｑ２３.３が突然変異を起こしているかまたは異常であることは必要ですらな
く、この腫瘍抑制因子の過剰発現が細胞内の他の病変を実際に克服し得る。このように、
ＴＳ１０ｑ２３.３療法を用いて、脳（グリア芽細胞腫、星状細胞腫、希突起グリオーム
、上衣細胞腫）、肺、肝臓、脾臓、腎臓、リンパ節、膵臓、小腸、血液細胞、結腸、胃、
胸部、子宮内膜、前立腺、精巣、卵巣、皮膚、頭および頚部、食道、骨髄、血液またはそ
の他の組織の癌を含む、広く様々な腫瘍を処置し得ることが企図される。
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【０２４４】
　多くの状況では、腫瘍細胞を殺すかまたは正常な細胞死または「アポトーシス」を受け
るように誘導する必要はない。むしろ、有意義な処置を達成するために必要とされること
は、腫瘍の成長をある程度まで遅らせることである。腫瘍の成長は完全にブロックされる
かもしれないが、いくつかの腫瘍の退縮が達成されるかもしれない。「寛解」および「腫
瘍負荷（burden）の減少」などの臨床学的な用語もまた、与えられた通常の語法が企図さ
れる。
【０２４５】
Ａ．遺伝子ベースの治療
　本発明者によって企図される治療態様の１つは、いくつかの癌の腫瘍形成に関与する事
象において分子レベルで介入することである。具体的には、本発明者は、癌細胞に、ＴＳ
１０ｑ２３.３をその細胞に提供することが可能な発現構築物を提供することを意図する
。ヒト、マウス、およびイヌの遺伝子はいずれも同じポリペプチドをコードしているので
、これらの核酸のいずれもがヒトの治療に使用でき、同様に、同じまたは生物学的に等価
なポリペプチドをコードし得る上記の遺伝子配列変異体のいずれもが使用できる。発現ベ
クターの詳細な議論とそこで使用される遺伝子エレメントは、参考のため本節の一部とす
る。特に好ましい発現ベクターは、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス、ヘルペスウイ
ルス、ワクシニアウイルスおよびレトロウイルスなどのウイルスベクターである。また、
リポソームで包まれた発現ベクターも好ましい。
【０２４６】
　当業者は、in vivo および ex vivo の状況で遺伝子送達を如何にして適用するかにつ
いてよく理解している。ウイルスベクターについては、一般にウイルスベクターストック
を調製する。ウイルスの種類とその達成できる力価によって、１×１０４、１×１０５、
１×１０６、１×１０７、１×１０８、１×１０９、１×１０１０、１×１０１１、１×
１０１２の感染性粒子を患者に送達する。相対的取り込み効率を比較することにより、同
様の計算をリポソーム製剤または他の非ウイルス製剤に関して外挿し得る。薬学的に許容
し得る組成物としての製剤は、以下に記載する。
【０２４７】
　様々な腫瘍のタイプについて様々な経路が企図される。経路に関する以下の節で、考え
られる経路の詳細なリストを記載する。実際にはいずれかの腫瘍に対して、全身的な送達
が企図される。このことは、微細なまたは転移性の腫瘍については特に重要であることが
わかるであろう。分散した腫瘍の塊が見つかる場合は、様々な、直接的、局所的および領
域的な手段が講じられ得る。例えば、発現ベクターを腫瘍に直接注射し得る。腫瘍床は、
切除前、切除中または切除後に処置することができる。切除後は、一般に、術後に入れて
おいたカテーテルによってベクターを送達する。腫瘍の血管構造を利用し、維持している
静脈または動脈に注入することによって腫瘍にベクターを導入することができる。より末
梢の血液供給経路も利用することができる。
【０２４８】
　異なる態様では、ex vivo 遺伝子治療が企図される。この方法は、骨髄に関連する癌の
処置に特に適しているがそれに限られない。ex vivo の態様では、患者の細胞を取り出し
て少なくともある期間体外で維持する。この期間、治療を行い、その後でその細胞を患者
に再導入し、うまくいけば、試料中のいかなる腫瘍細胞も殺されていると期待される。
【０２４９】
　自己骨髄移植（ＡＢＭＴ）は、ex vivo 遺伝子治療の一例である。基本的に、ＡＢＭＴ
の背景にある概念は、患者が、その患者自身の骨髄ドナーとなるということである。即ち
、通常致死投与量の放射線照射または化学療法をその患者に投与して腫瘍細胞を殺し、ex
 vivo で維持(および多分膨張)した患者自身の細胞でもって骨髄細胞を再び生着させる。
骨髄はしばしば腫瘍細胞で汚染されているので、骨髄からこれらの細胞を一掃することが
望ましいからである。この目標を達成するための遺伝子治療の使用は、本発明にしたがっ
て用いられ得るＴＳ１０ｑ２３.３とはまた別の方法である。
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【０２５０】
Ｂ．免疫療法
　免疫療法は、一般的に、免疫エフェクタ細胞と癌細胞を標的とし破壊する分子の使用に
よるものである。免疫エフェクタは、例えば、腫瘍細胞の表面上のいくつかのマーカーに
対し特異的な抗体であり得る。抗体は単独で、治療のエフェクタとして働くかまたは他の
細胞を編成して細胞殺傷を実際に引き起こすことができる。抗体は薬物または毒物（化学
療法剤、放射性核種、リシンＡ鎖、コレラ毒素、百日咳毒素など）と共役し、単に標的剤
として働くこともある。あるいは、エフェクタは腫瘍細胞標的と直接または間接的に相互
作用する表面分子を運ぶリンパ球であることもある。様々なエフェクタ細胞には細胞傷害
性Ｔ細胞およびＮＫ細胞が含まれる。
【０２５１】
　本発明によれば、（ｉ）細胞の表面上で発現しないようであり、そして（ｉｉ）ＴＳ１
０ｑ２３.３の不在でなく存在が正常な状態と関係するといわれるならば、免疫エフェク
タの標的としてＴＳ１０ｑ２３.３が働き得ることはないようである。しかし、ＴＳ１０
ｑ２３.３の特定の突然変異体は、抗体、抗体コンジュゲートまたは免疫エフェクタ細胞
のいずれかを使用する免疫療法によって標的となり得ることは可能である。
【０２５２】
　より可能性の高いシナリオは、免疫療法が組合せ療法の一部として、ＴＳ１０ｑ２３.
３を標的とする遺伝子治療とともに使用できるということである。組合せ療法のための一
般的な方法は、以下に記載する。一般に、腫瘍細胞は、標的化しやすい、即ち他の大部分
の細胞には存在しないマーカーを有しているはずである。多くの腫瘍マーカーが存在し、
これらのうちのいずれかが本発明に関する標的化に適当であり得る。一般的な腫瘍マーカ
ーには、胎児性癌抗原、前立腺特異的抗原、尿の腫瘍関連抗原、胎児抗原、チロシナーゼ
（ｐ９７）、ｇｐ６８、ＴＡＧ－７２、ＨＭＦＧ、シアリルルイス抗原、ＭucＡ、ＭucＢ
、ＰＬＡＰ、エストロゲンレセプター、ラミニンレセプター、erbＢおよびｐ１５５が含
まれる。
【０２５３】
Ｃ．タンパク質治療
　別の治療方法は、ＴＳ１０ｑ２３.３ポリペプチド、活性フラグメント、合成ペプチド
、その模擬体または他のアナログの患者への供給である。タンパク質は、組換え発現法に
よって製造できるか、または十分に小さければ、自動化されたペプチドシンセサイザーに
よって製造することができる。製剤は、投与形態と目的に基づいて選択でき、リポソーム
製剤および典型的な医薬調製物が含まれるが、これらに限られない。
【０２５４】
Ｄ．免疫療法、典型的な化学療法または放射線治療との組合せ治療
　ＤＮＡ傷害剤に対する腫瘍細胞の耐性は、臨床的腫瘍学における主要な問題を示してい
る。現在の癌研究の目標の１つは、化学療法および放射線療法の効力を改善する方法を見
つけることである。１つの方法は、このような典型的な治療法を遺伝子治療と結びつける
ことによるものである。例えば、単純ヘルペスチミジンキナーゼ（ＨＳ－ｔｋ）遺伝子は
、レトロウイルスベクター系により脳腫瘍に送達したとき、抗ウイルス剤ガンシクロビル
に対する感受性をうまく誘導する（Ｃｕｌｖｅｒら，１９９２）。本発明の状況では、Ｔ
Ｓ１０ｑ２３.３置換療法が化学療法または放射線療法による介入と組み合わせて同様に
使用し得ることが企図される。上記のように、ＴＳ１０ｑ２３.３と免疫療法とを結びつ
けることが効果的であるとわかるであろう。
【０２５５】
　細胞を殺傷、細胞増殖を阻害、転移を阻害、血管形成を阻害またはそうでなければ腫瘍
細胞の悪性の表現型を逆転または減少させるために、本発明の方法と組成物を使用して、
一般に「標的」をＴＳ１０ｑ２３.３発現構築物および少なくとも１つの他の試薬と接触
させることができる。これらの組成物は、細胞の殺傷または細胞増殖の阻害に対し有効な
合計した量で提供される。この過程は、発現構築物と試薬または因子とを同時に細胞に接
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触させることを含むことができる。これは、細胞を両方の試薬を含む１つの組成物または
薬理学的製剤と接触させるか、または細胞を、１つの組成物が発現構築物を含みもう一方
の組成物が試薬を含んでいる、２つの別個な組成物または製剤と同時に接触させることに
よって達成することができる。
【０２５６】
　別法として、遺伝子治療の処置は、数分間～数週間の期間をおいて、他の試薬による処
理の前または後に行うことができる。他の試薬および発現構築物が別々に細胞に適用され
る態様では、一般に、有意な期間が各送達の期間の間で終わらず、試薬と発現構築物が、
都合よく複合的効果を細胞に及ぼすことが、依然としてできるようにする。そのような場
合においては、細胞を両種とそれぞれ他の１２～２４時間以内に、より好ましくはそれぞ
れ他の約６～１２時間以内に接触させ得ることが企図され、遅延時間はわずか約１２時間
が最も好ましい。しかし、いくつかの場合において、処置のための期間を有意に延長する
ことが望ましいかも知れないが、その場合それぞれの投与の間に数日（２、３、４、５、
６または７）～数週間（１、２、３、４、５、６、７または８）が経過する。
【０２５７】
　ＴＳ１０ｑ２３.３または他の試薬の１を越える投与が望ましいであろういうことも考
えられる。以下に例示するような様々な組合せを用いることができる。ＴＳ１０ｑ２３.
３は「Ａ」、他の試薬は「Ｂ」とする。

　　　A/B/A　B/A/B　B/B/A　A/A/B　B/A/A　A/B/B　B/B/B/A　B/B/A/B
　　　A/A/B/B　A/B/A/B　A/B/B/A　B/B/A/A　B/A/B/A　B/A/A/B　B/B/B/A
　　　A/A/A/B　B/A/A/A　A/B/A/A　A/A/B/A　A/B/B/B　B/A/B/B　B/B/A/B
他の組合せが企図される。再び、細胞殺傷を達成するために、両方の試薬を細胞を殺傷す
るに有効な合計した量で細胞に送達する。
【０２５８】
　組合せ治療において使用するに適当な試薬または因子は、細胞に適用したときにＤＮＡ
傷害を誘導するいずれかの化合物または処置方法である。そのような試薬および因子には
、放射線照射、およびＤＮＡ傷害を誘導する波動、例えば、γ線照射、Ｘ線、ＵＶ照射、
マイクロ波、放射電子などが含まれる。「化学療法剤」としても記載されている様々な化
合物は機能してＤＮＡ傷害を誘導し、そのすべては、本明細書に開示した組合せ処置方法
において使用することを意図する。使用することが意図される化学療法用試薬には、例え
ば、アドリアマイシン、５－フルオロウラシル（５ＦＵ）、エトポシド（ＶＰ－１６）、
カンプトテシン、アクチノマイシン－Ｄ、マイトマシシンＣ、シスプラチン（ＣＤＤＰ）
および過酸化水素も含まれる。本発明はまた、照射ベースか実際の化合物であるかに関わ
らず、１またはそれ以上のＤＮＡ傷害剤の組合せの使用も含む。例えばＸ線とシスプラチ
ンの使用またはシスプラチンとエトポシドの使用など。ある特定の態様において、ＴＳ１
０ｑ２３.３発現構築物と組み合わせたシスプラチンの使用は、この化合物として特に好
ましい。
【０２５９】
　本発明に従う癌の処置では、腫瘍細胞を発現構築物に添加した試薬と接触させることが
できる。これは、局所化した腫瘍部位にＸ線、ＵＶ光、γ線またはマイクロ波などの放射
線を照射することによって達成することができる。あるいは、、アドリアマイシン、５－
フルオロウラシル、エトポシド、カンプトテシン、アクチノマイシン－Ｄ、マイトマイシ
ンＣまたはより好ましくはシスプラチン等の化合物を含む医薬組成物を患者に治療上有効
量で投与することによって腫瘍細胞を試薬と接触させることができる。上記のようにＴＳ
１０ｑ２３.３発現構築物と組み合わせることにより、試薬を調製して組合せ治療組成物
またはキットとして使用することができる。
【０２６０】
　核酸、具体的にはＤＮＡを直接架橋する試薬は、ＴＳ１０ｑ２３.３との共同性の、抗
腫瘍性の組合せへと導くＤＮＡ傷害を促進すると考えられる。シスプラチンなどの試薬お
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よび他のＤＮＡアルキル化剤が用いられ得る。シスプラチンは、癌を処置するために広く
使用されており、臨床的適用に使用される有効投与量は、全３コースについて３週間ごと
に５日間２０ｍg／ｍ２である。シスプラチンは、口からは吸収されないので、静脈、皮
下、腫瘍内または腹腔内注射により送達しなければならない。
【０２６１】
　ＤＮＡに傷害を与える試薬には、ＤＮＡ複製、有糸分裂、および染色体分離を妨害する
化合物も含まれる。そのような化学療法用化合物には、ドキソルビシンとしても知られる
アドリアマイシン、エトポシド、ベラパミル、ポドフィロトキシンなどが含まれる。腫瘍
の処置のために臨床的環境において広く使用されるように、これらの化合物を、アドリア
マイシンについて、２１日の間隔をおいて２５～７５ｍｇ／ｍ２の範囲でボーラス注射に
より静脈内投与し、エトポシドについて３５～５０ｍｇ／ｍ２で静脈投与または静脈投与
量の２倍を経口で投与する。
【０２６２】
　核酸前駆体およびサブユニットの合成および忠実度を崩壊する試薬もまた、ＤＮＡ傷害
をもたらす。それ自体で、数多くの核酸前駆体が開発されている。特に有用なのは、詳細
に渡る試験を受けた、容易に入手し得る試薬である。そのようなものとして、５－フルオ
ロウラシル（５－ＦＵ）等の試薬は腫瘍組織によって優先的に使用され、このことが、こ
の試薬を腫瘍細胞の標的化にとって有用なものにしている。かなり毒性であるが５－ＦＵ
は、局所を含む、広範囲の担体中で適用可能であり、３～１５ｍｇ／ｋｇ／日の範囲の用
量での静脈投与が一般的に使用される。
【０２６３】
　ＤＮＡ傷害を引き起こし、広範囲に使用されている他の因子には、γ線、Ｘ線として一
般に知られているもの、および／または腫瘍細胞への放射性同位元素の望ましい送達が含
まれる。ＤＮＡ傷害因子の他の形態には、マイクロ波およびＵＶ照射なども企図される。
これら因子のすべては、ＤＮＡ前駆体、ＤＮＡの複製および修復、および染色体の構築と
維持において、広範囲のＤＮＡ傷害を引き起こすようである。Ｘ線の投与量範囲は、一定
期間（３～４週間）の場合は１日５０～２００レントゲン、一回の投与量は２０００～６
０００レントゲンである。放射性同位体の投与量範囲は非常に広く、その同位体の半減期
、放射する放射線の強度およびタイプ、および腫瘍細胞による取りこみに依存する。
【０２６４】
　当業者は、“Remington's Pharmaceutical Science”１５版、３３章、特に６２４～６
５２頁によって教示される。処置する患者の状態に応じて、投与量をいくらか変えること
が必要であろう。投与の責任者が、少なくとも、個々の患者にとって適当な投与量を決定
する。更に、ヒトの投与については、調製物を、ＦＤＡ　Office of Biologics スタンダ
ードが要求する無菌状態、発熱原性、一般的安全性および純度の標準に適合させる。
【０２６５】
　発明者らは、１０ｑ２３関連の癌患者へのＴＳ１０ｑ２３.３発現構築物の正所性投与
は、臨床性の疾患を阻止する治療上効果的な遺伝子の送達のための非常に効率的な方法で
あろう。同様に、化学療法または放射線療法は患者の身体の特定の冒された領域を目的と
し得る。あるいは、発現構築物および／または試薬の全身的送達は、ある種の状況、例え
ば広範囲の転移が起こっている場合に適当であり得る。
【０２６６】
　ＴＳ１０ｑ２３.３を標的とする治療を化学療法および放射線療法と組み合わせること
に加えて、他の遺伝子治療との組合せが有利であろうということも企図される。例えば、
ＴＳ１０ｑ２３.３およびｐ５３またはｐ１６突然変異体を同時に標的化することは、改
善された抗癌処置をもたらし得る。他のいずれかの腫瘍関連遺伝子は、考えられるところ
では、このようにして標的化することができる。例えば、ｐ２１、Ｒｂ、ＡＰＣ、ＤＣＣ
、ＮＦ-１、ＮＦ-２、ＢＣＲＡ２、ｐ１６、ＦＨＩＴ、ＷＴ-１、ＭＥＮ-１、ＭＥＮ-Ｉ
Ｉ、ＢＲＣＡ１、ＶＨＬ、ＦＣＣ、ＭＣＣ、ras、myc、neu、raf、erb、src、fms、jun、
trk、rei、gsp、hst、bclおよびabl。
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【０２６７】
　ＴＳ１０ｑ２３.３の処置において、前述の治療のいずれかがそれ自身有用であるとわ
かるかもしれないとうことも指摘される。これに関して、化学療法および非ＴＳ１０ｑ２
３.３遺伝子治療の組合せを参照することは、これらの方法が別々に用いられ得るという
ことも企図すると理解するべきである。
【０２６８】
Ｅ．患者への投与のための製剤および経路
　臨床的な適用を意図する場合、医薬組成物－発現ベクター、ウイルスストック、タンパ
ク質、抗体および薬物－を意図する適用に適当な形態に調製する必要があるであろう。一
般に、このことは発熱原ならびにヒトまたは動物に有害となり得る他の不純物を本質的に
含まない組成物の調製を必要とするであろう。
【０２６９】
　適当な塩および緩衝剤を用いてベクターを安定に送達し、標的細胞に取りこませること
が一般に望ましいであろう。緩衝剤は、組換え細胞を患者に導入する場合にも用いられ得
る。本発明の水性組成物は、薬学的に許容し得る担体または水性媒体に溶解または分散さ
せた、細胞に対する有効量のベクターを含んでいる。そのような組成物を接種物ともいう
。「薬学的または薬理学的に許容し得る」なる語は、動物またはヒトに投与した場合に、
有害な、アレルギー性の、または他の不適当な反応を生じない分子および組成物を意味す
る。本明細書に使用される「薬学的に許容し得る担体」には、いずれかのおよびすべての
溶媒、分散媒体、コーティング、抗細菌および抗真菌剤、等張剤および吸着遅延剤などが
含まれる。そのような媒体および試薬の薬学的に活性な物質に対する使用は、当技術分野
においてよく知られている。いずれかの慣用の媒体または試薬が本発明のベクターまたは
細胞と相容れない場合を除けば、治療用組成物におけるその使用が企図される。補足的な
活性成分も組成物に入れることができる。
【０２７０】
　本発明の活性な組成物には、典型的な医薬調製物が含まれる。本発明に従うこれら組成
物の投与は、その経路を経て標的組織が利用できる限りいずれの慣用の経路によるもので
あろう。これには、口、鼻、口腔粘膜、直腸、膣または皮膚が含まれる。あるいは、投与
は、正所性、皮内、皮下、筋肉内、腹腔内または静脈内注射によるものであってよい。そ
のような組成物を、前掲の薬学的に許容し得る組成物として通常は投与する。
【０２７１】
　活性な化合物は、非経口的または腹腔内投与することもできる。遊離塩基または薬理学
的に許容し得る塩としての活性化合物の溶液は、ヒドロキシプロピルセルロースなどの界
面活性剤と適当に混合した水の中で調製することができる。分散液はグリセリン、ポリエ
チレングリコール液およびその混合物の中でおよび油中で調製することもできる。保存お
よび使用の通常の条件下では、これらの調製物は、微生物の増殖を阻止するための保存剤
を含有している。
【０２７２】
　注射可能な使用に適当な医薬形態には、滅菌水溶液または分散液および滅菌した注射可
能な溶液または分散液の即時調製のための滅菌した粉末が含まれる。いずれの場合にも、
その形態は滅菌状態であり、注射器から容易に出る程度に流動性でなければならない。製
造および保存の条件下で安定でなければならず、微生物、例えば細菌および真菌の作用の
混入に対して保護されなければならない。担体は、例えば、水、エタノール、ポリオール
（例えばグリセリン、プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）
、適当なそれらの混合物および植物油を含んでいる溶媒または分散媒体であり得る。例え
ば、レシチンなどのコーティングの使用により、分散液の場合は必要な粒径を維持するこ
とにより、および界面活性剤の使用により、適当な流動性を維持することができる。微生
物の作用の阻止は、様々抗細菌剤および抗真菌剤、例えばパラベン、クロロブタノール、
フェノール、ソルビン酸、チロメサールなどにより行うことができる。多くの場合におい
ては、等張剤、例えば当または塩化ナトリウムを含有させることが好ましいであろう。注
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射可能な組成物の長期間の吸収は、吸収遅延剤、例えばモノステアリン酸アルミニウムお
よびゼラチンを組成物中で使用することにより行うことができる。
【０２７３】
　滅菌した注射可能な溶液は、活性化合物を適当な溶媒中に必要な量で、上で列挙した様
々な他の成分とともに入れた後、必要に応じ、滅菌濾過によって調製する。一般に、分散
液は、様々な活性成分をベースとなる分散媒体および上記で列挙した必要な他の成分を含
む滅菌ビークルに入れることによって調製する。滅菌した注射可能な溶液の調製のための
滅菌した粉末の場合には、好ましい調製方法は、活性成分といずれかのさらなる所望の成
分の粉末が前述のその滅菌濾過した溶液から得られる、真空乾燥および凍結乾燥技術であ
る。
【０２７４】
　本明細書に使用される、「薬学的に許容し得る担体」には、いずれかおよびすべての溶
媒、分散媒体、コーティング、抗細菌剤および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤等が含
まれる。薬学的に活性な物質のためのそのような媒体および試薬の使用は、当分野でよく
知られている。いずれかの慣用の媒体または試薬が活性成分と相容れない場合を除いて、
治療用組成物におけるその使用が企図される。補足的な活性成分もその組成物に入れるこ
とができる。
【０２７５】
　経口投与に関して、本発明のポリペプチドに賦形剤を加え、非摂取性の口洗剤および歯
磨き剤の形態で使用することができる。口洗剤は、必要な量で活性成分を適当な溶媒、例
えばホウ酸ナトリウム溶液（Dobell's溶液）に入れて調製することができる。あるいは、
活性成分をホウ酸ナトリウム、グリセリンおよび炭酸水素カリウムを含む防腐性洗剤に入
れることができる。活性成分を歯磨き剤（ジェル、ペースト、粉末およびスラリーを含む
）に分散させることもできる。活性成分は、水、結合剤、研磨剤、香料、発泡剤、および
湿潤剤を含んでいてもよいペースト状の歯磨き剤に治療上有効な量で加えることができる
。
【０２７６】
　本発明の組成物は、中性のまたは塩の形態で製剤化することができる。薬学的に許容し
得る塩には、酸付加塩（タンパク質の遊離アミノ基と形成した）が含まれ、それは例えば
塩酸またはリン酸などの無機酸、または酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸などの有機
酸と形成する。遊離のカルボキシル基と形成した塩は、例えば、ナトリウム、カリウム、
アンモニウム、カルシウムまたは水酸化鉄などの無機の塩基、およびイソプロピルアミン
、トリメチルアミン、ヒスチジン、プロカインなどの有機の塩基から誘導することもでき
る。
【０２７７】
　製剤化の後、溶液を投与形態に適したやり方および治療上有効な量で投与する。製剤は
、注射可能な溶液、薬物放出カプセルなどの様々な投与形態で容易に投与される。水溶液
での非経口投与に関しては、例えば、溶液は、必要であれば適当に緩衝化し、希釈液を十
分な生理食塩水またはグルコースでまず等張させる。これらの特定の水溶液は、特に静脈
内、筋肉内、皮下および腹腔内投与に特に適当である。これに関連して、使用することが
できる滅菌した水性媒体は、本明細書の開示に照らして当業者によく知られるであろう。
例えば、一回の投与量を１ｍＬの等張ＮaＣｌ溶液に溶解し、１０００ｍＬの皮下注入液
に加えるかまたは意図した輸注部位に注入することができる（例えば、“Remington's Ph
armaceutical Sciences”15版、１０３５～１０３８および１５７０～１５８０頁参照）
。処置する患者の状態によって、投与量の変更が幾分必要になるであろう。投与の責任者
が、少なくとも、個々の患者にとって適当な投与量を決定する。更に、ヒトの投与につい
ては、調製物を、ＦＤＡ　Office of Biologics スタンダードが要求する無菌状態、発熱
原性、一般的安全性および純度の標準に適合させる。
【０２７８】
ＶＩＩ．トランスジェニック動物／ノックアウト動物
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　本発明の1つの態様では、機能的なＴＳ１０ｑ２３.３ポリペプチドまたはその変異体を
コードする機能的な移植遺伝子を含んでいるトランスジェニック動物を作製する。ＴＳ１
０ｑ２３.３移植遺伝子を発現するトランスジェニック動物、そのような動物に由来する
組換え細胞系およびトランスジェニック胚は、ＴＳ１０ｑ２３.３の機能を誘導するまた
は抑制する試薬をスクリーニングおよび同定するための方法において有用であり得る。本
発明のトランスジェニック動物はまた、癌などの徴候を研究するための方法として使用す
ることもできる。
【０２７９】
　本発明の１つの態様では、ＴＳ１０ｑ２３.３移植遺伝子をヒト以外の宿主に導入して
、ヒトまたはネズミＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子を発現するトランスジェニック動物を作成
する。トランスジェニック動物は、移植遺伝子の発現を可能にするやりかたで、移植遺伝
子をゲノムへ統合させることにより作成する。トランスジェニック動物を作成するための
方法は、一般的にWagner および Hoppe（参考のために本明細書の一部とする米国特許第
４,８７３,１９１号）、その全内容を参考のために本明細書の一部とするBrinsterら、１
９８５、および“Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual”第２版（その
全内容を参考のために本明細書の一部とする Hogan, Beddington, Costantimi および Lo
ng 編,Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1994）に記載されている。
【０２８０】
　内因性のＴＳ１０ｑ２３.３を相同的組換えにより移植遺伝子と内因性遺伝子との間で
置換することが望ましいこともあり、または内因性の遺伝子が"ノックアウト"動物の調製
におけるように欠失によって除かれることもある。典型的には、ゲノム配列に連結したＴ
Ｓ１０ｑ２３.３遺伝子を、マイクロインジェクションによって受精卵へ移す。マイクロ
インジェクションした受精卵を宿主となるメスに着床させ、子孫を移植遺伝子の発現につ
いてスクリーニングする。トランスジェニック動物は、爬虫類、両生類、鳥類、哺乳類お
よび魚類等の数多くの動物に由来する受精卵から作製することができる。特に好ましい態
様では、ＴＳ１０ｑ２３.３を過剰発現するまたは突然変異体のポリペプチドを発現する
トランスジェニックマウスを作成する。あるいは、“ノックアウト”マウスにおけるＴＳ
１０ｑ２３.３の不在により、ＴＳ１０ｑ２３.３タンパク質の欠損がin vivo で細胞に対
して有する効果ついての研究を可能にする。ノックアウトマウスはまた、ＴＳ１０ｑ２３
.３に関連する癌の発生に関するモデルを提供する。
【０２８１】
　上に記載したように、トランスジェニック動物およびそのような動物に由来する細胞系
は、ある種の試験の実験において使用することができる。これに関して、野生型または突
然変異体ＴＳ１０ｑ２３.３を発現することが可能なトランスジェニック動物および細胞
系を試験物質に曝露することができる。これらの試験物質を、野生型のＴＳ１０ｑ２３.
３発現および／または機能を増強する、または突然変異体のＴＳ１０ｑ２３.３の発現ま
たは機能を損なわせる能力についてスクリーニングすることができる。
【実施例】
【０２８２】
ＶＩＩＩ．実施例
　以下の実施例を、本発明の好ましい態様を説明するために記載する。以下の実施例に記
載された技術は、本発明の実施においてよく機能することが発明者によって発見された技
術を意味することが当業者によって認識され、したがってその実施のための好ましい態様
を構成すると解釈される。しかし、当業者は、本明細書の開示に照らして、開示される特
定の態様に多くの変更を加えることができ、本発明の概念、精神および範囲から逸脱する
ことなく、類似または同様の結果が得られるということを理解する。より具体的には、本
明細書に記載の試薬を、化学的にもそして生理学的にも関連するある試薬で置き換えるこ
とができると同時に、同じかまたは同様の結果が達成されるということが明らかであろう
。当業者に明らかなそのような同様の置換および変更はすべて、添付の請求の範囲によっ
て定義された発明の精神、範囲および概念の内に存在すると考えられる。
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【０２８３】
実施例１－グリオーム細胞系におけるホモ接合欠失
　本発明者は、第１０染色体上のゲノム物質のホモ接合欠失を同定するために、正常な細
胞とともに２１の一連のグリオーマ細胞系および初代培養に由来するＤＮＡを試験した。
予め関連する領域のまたはその付近のおおよその位置付けのためにマーカーを選択した（
図１）。分析した細胞は、Department of Neuro-Oncology ＵＴＭＤＡＣＣ（ＬＧ１１、
ＥＦＣ－２、ＰＬ－１、ＰＣ－１、ＪＷ、ＦＧ－２、ＦＧ－０、ＮＧ－１、 ＰＨ－２、
ＫＥ、ＰＣ－３およびＤ７７）で作製され、商業的に入手可能であり（Ｕ１３８、Ａ１７
２、Ｕ３７３、Ｕ８７、Ｕ２５１、Ｕ１１８およびＴ９８Ｇ）、または協力者から得た（
１３ wk astro，Ｄ５４－ＭG）。マーカーは、Research Genetics, Huntsville, AL また
は報告された配列から合成した。細胞系ＥＦＣ－２は、Ｄ１０Ｓ２１５の周辺の４つのマ
ーカーに関係する大きなホモ接合欠失を示した（図２）。この欠失はまた、その領域に位
置するＹＡＣ ７４６ｈ６を使用するＦＩＳＨによっても観察された。他の３つの細胞系
（Ｄ－５４、Ａ１７２、およびＬＧ１１）もまた、ＡＦＭＡ０８６ＷＧ９（ＡＦＭ０８６
）でホモ接合欠失を示し、それによりその領域が推定の腫瘍抑制遺伝子を含んでいること
を強く意味している（図２）。２組のプライマー（多重の）の存在下でＰＣＲＴＭ反応に
おける欠失を行い、適当な増幅条件を確認した。すべての欠失を（少なくとも）３回の反
応によって確認した。この同じ領域は前立腺癌にも関係している（Grayら、１９９５）。
細胞系におけるホモ接合欠失はまた、小細胞肺癌における３ｐ２１.３での腫瘍抑制遺伝
子座を決定するために使用されている（Dalyら、１９９３；Ｋokら、１９９４；Weiら、
１９９６）。
【０２８４】
実施例２－抑制されたハイブリッド細胞における１０ｑ座の維持
　発明者の第２の計画は、抑制されたハイブリッドクローンにおいて維持されるが復帰変
異体クローンには存在しない、第１０染色体の領域を試験することであった。この解析は
、第１０染色体上の２つの腫瘍抑制因子座の存在を証明し、維持された領域を解析した、
本発明者の以前の研究をさらに進めたものである。１０ｑのすべてまたは一部を維持して
いるハイブリッドは、軟アガロースおよびヌードマウスにおいて増殖できなかった（“完
全に”抑制されたクローン）。一方、挿入された染色体１０ｑの大部分を失ったハイブリ
ッド細胞は、軟アガロースにおいて増殖したが、非腫瘍形成性であった（“部分的に”抑
制されたクローン；Steckら、１９９５；図３、右側）。もとのクローンＵ２５１Ｎ１０.
６、Ｎ１０.７およびＮ１０.８は１０ｑのフラグメントのみ維持していることが以前に示
された（Pershouseら、1993；Steckら、1995）。情報を提供する、更なるミクロサテライ
トマーカーを使用して、３つの維持された領域を３つの抑制されたクローンすべてにおい
て同定した；Ｄ１０Ｓ２１９からＤ１０Ｓ１１０までの２２ｃＭ領域、Ｄ１０Ｓ１９２か
らＤ１０Ｓ１８７までの１４ｃＭ領域、およびＤ１０Ｓ１６９からＤ１０Ｓ１１３４まで
の１８ｃＭ領域（図３）。
【０２８５】
　この制限を回避するために、ハイブリッドＵ２５１Ｎ１０.７に由来するはじめに移入
したネオマイシン耐性タグを付与した第１０染色体を、マウスＡ９細胞への、ミクロ細胞
が媒介する染色体の移入によって“レスキュー”した。これにより、すべてのヒトのミク
ロサテライトマーカーによって、第１０染色体の存在を知ることができる。この分析の基
礎は、すべての“完全に”抑制されたサブクローンは共通の領域を維持しており、この領
域は“部分的に”抑制されたサブクローンでは除かれているということである。第１０染
色体に特異的なプローブを使用するＦＩＳＨによって測定されるとおり、Ｎ１０.７は維
持された第１０染色体のサイズにおいてかなりの不均一性を示したということは、さらに
弾みをつけた。また、このレスキューに使用したハイブリッド細胞を、軟アガロース増殖
についてはじめに分析したが、コロニーの形成がなかったことが示された。移入したヒト
第１０染色体を含むマウスハイブリッドは、すべて第１０染色体の短腕を含んでいた。同
じ領域が軟アガロースにおいて増殖した“部分的に”抑制されたクローン（Ｎ１０.５a-j
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）において維持されており（Steckら、１９９５）、１０ｑ腫瘍抑制遺伝子を含んでいる
この領域（１０pter－１０q11）が除かれていた。１０qの維持された領域の試験は、かな
りの不均一性を示した（図３）。クローンの大部分は、１０q２３－２６の部分的なまた
は広範な欠失のいずれかを示した。２つの領域のみが試験したすべてのサブクローンに維
持された。維持されたセントロメア領域の大部分は、マーカーＤ１０Ｓ２１０およびＤ１
０Ｓ２１９を含んでいた。しかし、これらのマーカーは、もとのＮ１０.６および／また
はＮ１０.８クローンには存在しておらず、この領域が除かれていた（図３）。Ｄ１０Ｓ
２１５のテロメア（～４ｃＭ）以外の領域は、Ｄ４Ｓ５３６のセントロメアであった。マ
ーカーＡＦＭ０８６およびＤ１０Ｓ５３６は、試験したすべてのクローンに維持されてい
た（図３、囲みの領域）。これらのマーカーは、部分的に抑制されたクローンには存在し
ていなかった（Ｎ１０.５a-j）。これらの結果は、ＡＦＭ０８６付近の共通の領域が、表
現型が抑制されているすべてのハイブリッド細胞において維持されていることを証明して
いる。この同じ領域は、いくつかのグリオーム細胞系においては欠失している。
【０２８６】
　この分析にはいくつかの制限がある。第１に、レスキューしたクローンは、生物学的活
性ついては分析できないので、移入の間またはその後で第１０染色体に起こり得るいかな
る変化も測定できない。この懸念に対し部分的に取り組むために、本発明者の分析を、ク
ローンが回収可能になればできる限りすぐに行った。さらに、染色体のこの部分の維持は
 in vitro の人工的な欠失のみを“訂正（correct）”し得る。その結果、アレル欠失試
験を行ってこの領域がグリオームと関係しているかどうかについて調べた。また、別の領
域が、１つのクローン（Ｃ７）以外のすべてのクローンがこの領域を維持していたＤ１０
Ｓ１１５８の分析によって示唆された。しかし、ＡＦＭ０８６で維持された領域もまたホ
モ接合欠失を示し、これによりＤ１０Ｓ１１５８と比較されるとおり、２つの別法に関係
している。さらに、腫瘍抑制遺伝子領域が優先的に維持され、１０ｑの残りが断片化され
ることに興味を持って注目する。
【０２８７】
　実施例３－１０ｑのアレル欠失分析
　第１０染色体に特異的なマイクロサテライトマーカーを用い、一連の５３の神経膠腫試
料および対応患者リンパ球からのＤＮＡでアレル欠失分析を行った。この分析は、本発明
の重要な領域もまた神経膠腫試料に関与しているか否かを決定するために行った。ＧＢＭ
からの試料の大部分において広範囲の欠失が観察され、３８のＧＢＭのうち３０は第１０
染色体のほとんどもしくは完全な欠失を示した。試料を未分化星状細胞腫から採取した場
合には大部分において欠失の程度は低くなったのに対し、星状細胞腫およびほとんどの寡
突起膠腫では欠失を観察することは稀であった（図４、データは示していない）。この分
析に用いたマーカーの大部分は１０ｑ２３－２６にマッピングされた（Gyapayら、１９９
４）。他の分析と同様、欠失の共通の領域はほとんどのＧＢＭ試料における大きな欠失の
ため、納得のいくように示すことはできなかった（Fultsら、１９９３；Rasheedら、１９
９５）。
【０２８８】
　しかしながら、調べたＧＢＭ試料については、一つ（＃９、図４）を除いてすべての腫
瘍試料でＤ１０Ｓ５７９～Ｄ１０Ｓ５４１の領域を含む欠失が認められた。さらに一つの
アミノ酸のみが本発明者らの重要な領域内に欠失を示し、星状細胞腫は示さなかった。２
つの寡突起膠腫は該重要な領域内に欠失を示したが、これら両者は悪性と診断されていた
。この分析は幾つかの可能性を示す。第一に、本発明者らの重要な領域に関与する欠失は
、低度の腫瘍ではなくＧＢＭにおいて主として起こる。このことは、本発明者らの重要な
領域中の第１０ｑ染色体上の腫瘍抑制遺伝子の喪失がＧＢＭへの進行に伴う遺伝子変化を
表していることを示唆している。この仮説を支持するものとして、低度の腫瘍でも第１０
ｑ染色体上に欠失が生じるけれども、これら試料について１０ｑ上の欠失の共通の領域は
同定されなかった。この観察が今度は、第１０ｑ腫瘍抑制遺伝子の欠失が主としてＧＢＭ
と関連しており、１０ｑ上の欠失のすべてが腫瘍抑制遺伝子に影響を及ぼすわけではない
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という示唆を支持している。領域Ｄ１０Ｓ２１６～Ｄ１０Ｓ５８７は、Rasheedにより示
唆されているように、広範な欠失を示したが、幾つかのＧＢＭは該領域でヘテロ接合性の
保持を示した（腫瘍＃２、＃９、＃１３、＃２６；図４）。また、低度の腫瘍を本分析か
ら除外すれば、本発明者らの領域はすべてのＧＢＭで示唆される。この独立のアプローチ
の組み合わせは、とりわけＡＦＭ０８６において１０ｑ腫瘍抑制遺伝子が領域Ｄ１０Ｓ２
１５～Ｄ１０Ｓ５４１にマッピングされることを示唆している。
【０２８９】
　実施例４－候補腫瘍抑制遺伝子領域のマッピング
　本発明者らによって同定された重要な領域は、ＡＦＭ０８６に集中し、Ｄ１０Ｓ２１５
およびＤ１０Ｓ５４１によって境界とされている（図２および８）。この領域は比較的小
さく、幾つかの個々のＹＡＣ（７８７ｄ７；７４６ｈ８；９３４ｄ３）内に含まれている
。ＥＦＣ－２中期広がり（spreads）でのＹＡＣ７４６ｈ８のＦＩＳＨ染色は、ＹＡＣが
部分的に観察され、両側に隣接するＹＡＣが存在することから、ホモ接合性の欠失がＹＡ
Ｃ内に含まれることを示している。該領域中のすべてのマーカーについて細菌人工染色体
（ＢＡＣ）またはＰＡＣを単離した（図８）。該領域のＢＡＣコンティグは、該領域への
ＢＡＣマッピングの末端配列から構築した。幾つかの顕著な特徴が認められた。まず、２
つの重複するＢＡＣが同定され（４６ｂ１２および２ｆ２０）、１０６ｄ１６のゲノムの
完全さが確認された。第二に、ＮｏｔＩ部位がＢＡＣの一方の末端に同定された。Ｎｏｔ
Ｉ部位の存在およびＳａｃII、ＥａｇＩおよびＢｓｓＨIIを用いた同時制限消化は、１０
６ｄ１６内にＣｐＧ島（island）が存在することを示唆している。
【０２９０】
　ＢＡＣ１０６ｄ１６からのＥｃｏＲＩ断片を用い、以前にホモ接合性のＡＦＭ０８６で
あることが示されている神経膠腫細胞において、サザーンブロッティングによりホモ接合
性欠失の程度を調べた（図２および５）。右側（ＥｃｏＲＩ断片１４）は、ＣｐＧ島らし
いものを含み、４つの細胞株のうちの３つに存在する。ＮｏｔＩ／ＥｃｏＲＩ（＃３）断
片を、幾つかのＢＡＣおよび神経膠腫細胞株を含むサザーンブロットにおいてプローブと
して用いた（図２）。テロメア側（右側）の欠失は、ＥＦＣ－２細胞を除き、４６ｂ１２
からのプローブを用いて検出されなかった。しかしながら、１０６ｄ１６によって定めら
れる領域（～６５ｋｂ）内に別のホモ接合性欠失が観察された。バンド３のホモ接合性欠
失はＬＧ１１細胞およびＥＦＣ－２細胞において観察されるが、他の神経膠腫細胞または
正常な対照には観察されない。１０６ｄ１６（バンド１２）はすべての細胞において観察
され（ＥＦＣ－２は変化した移動バンドを示す）、ホモ接合性欠失が完全に１０６ｄ１６
内に含まれることを示唆していた。
【０２９１】
　実施例５－重要な領域内で発現された遺伝子の同定
　ＢＡＣ１０６ｄ１６からのＥｃｏＲＩ断片を生成し、アガロースゲル電気泳動によりサ
イズ分離した。個々のバンドまたは同じサイズのバンドのプールをｐＳＰＬ３（GIBCO,ゲ
イサーズバーグ、メリーランド）にライゲートした。推定エクソンを製造業者の記載に従
って同定した。２つのエクソンが捕捉ベクター中に正しくスプライシングされた。これら
エクソンは、バンドプール２、３、４、５およびバンド７からのものであった。捕捉した
エクソンの配列を決定し、知られた捕捉ベクター配列により定めた。発現された配列タグ
（ｄｂＥＳＴ）データベースのＢＬＡＳＴサーチを用い、５つの潜在的な発現配列タグ（
ＥＳＴ）を同定した。２つのＥＳＴ（ｇｂ／Ｈ９２０３８、ＡＡ００９５１９）を観察し
たところ、これらエクソンのいずれかまたは両者を含んでいた（一方のＥＳＴは間違った
方向ではあったが）。
【０２９２】
　シークエンシングプライマーをＥＳＴから生成し、ＢＡＣ４６ｂ１２を鋳型として用い
て推定エクソン－イントロン境界を定めるのに用いた。９つのエクソンを同定した。ＥＳ
Ｔとゲノム鋳型との配列の相違を補正した。これらエクソンはすべてＢＡＣ４６ｂ１２内
に含まれていた。各エクソンに隣接するイントロン配列からプライマーを生成し、各エク
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ソンのアンプリコン単位を形成した。エクソンのうちの２つは、ＢＡＣ１０６ｄ１６Ｅｃ
ｏＲＩ配列からの捕捉エクソンに対応していた。この遺伝子の配列を図６に示す。予測さ
れるアミノ酸の読み取りは、ＡＴＧ開始部位、ＴＧＡおよびＴＡＡ終止コドンのインフレ
ームでの存在、配列のどこにでも３つのすべての読み取り枠で存在する複数の終止コドン
、９つのスプライシング部位、および開始部位の近傍に存在するコザック配列により定め
た。この４０３アミノ酸配列を図７および図９に示す。予測される分子量は４７,１２２
であり、ｐＩは５.８６である。
【０２９３】
　タンパク質産物の可能な機能的役割は、幾つかのタンパク質モチーフへのその配列ホモ
ロジーにより示唆される。残基８８～９８からの重要なモチーフ[IHCKAGKGRTG](配列番号
：１７)は、プロテインチロシンホスファターゼの保存された触媒ドメイン[(I/V)HCxAGxx
R(S/T)G](配列番号：１８)(Denuら、１９９６)と正確に一致する。腫瘍抑制遺伝子のホス
ファターゼ機能と一致する幾つかの他のモチーフが同定された。
【０２９４】
　アンプリコン（遺伝子の種々の領域から生成されるＰＣＲＴＭ産物）をランダムプライ
ミングｃＤＮＡから生成した。アンプリコンの配列はＤＮＡ配列に対応する。非重複アン
プリコンを用いて種々の臓器からの正常組織のノーザンブロットをプローブした（Clonte
ch、パロアルト、カリフォルニア；多組織ブロット）。すべてのアンプリコンにより、ノ
ーザンブロット上の５.５～６ｋｂの主要なバンドおよび幾つかの主要でないバンドが同
定された。調べたすべての組織（心臓、脳、胎盤、肺臓、肝臓、骨格筋、腎臓、膵臓、脾
臓、胸腺、前立腺、精巣、卵巣、小腸、結腸および末梢血リンパ球）でメッセージが発現
された。
【０２９５】
　実施例６－変異分析
　変異分析を最初に２つの範囲（fronts）で行った。まず、ホモ接合性欠失を有すること
が示された神経膠腫細胞株を候補遺伝子の存在について分析した。図８に示すように、Ａ
ＦＭ０８６の欠失を示した細胞株はすべて、候補遺伝子の複数のエクソンのホモ接合性欠
失を有していた。さらに、欠失は遺伝子の中央においても生じたのでエクソンＢとエクソ
ンＧとの間に欠失境界（すべての細胞株において同様の欠失）を定める。遺伝子の中央に
影響を及ぼす欠失はさらに、同定された遺伝子が変異の標的遺伝子を表すことを示してい
る。
【０２９６】
　配列変異の予備分析もまた一連の神経膠腫細胞株で行った。調べた神経膠腫細胞株のう
ち３つを除くすべてにおいて変異および／または欠失が観察された（表４）。表中の塩基
番号は、全配列ではなくエクソンの配列を指すものであり、すなわちＵ２５１については
エクソンＧの９８番目の塩基である。
表４
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【０２９７】
　また、エクソンの欠失は前立腺細胞株であるＬｎＣａｐでも認められた。変異／欠失を
示さなかった神経膠腫細胞は低度の腫瘍（ＰＣ－３およびＰＨ－２）由来のものであり、
第１０染色体のアレル欠失は期待されず、これらの細胞について観察した。他の細胞（Ｄ
７７）は一次細胞培養であり、第１０染色体は該遺伝子内の１ｂｐ多型からヘテロ接合性
であることが示された。乳癌細胞株もまた変異を示した。この最初の分析は、１０ｑ腫瘍
抑制遺伝子の喪失が神経膠芽細胞腫および疾患進行の重要な分子マーカーとなるとの本発
明者らの結論を支持するものである。
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摘要(译)

要解决的问题：提供诊断和治疗与肿瘤抑制因子TS10q23.3相关的癌症
的方法。解决方案：分离的多肽具有编码肿瘤抑制因子的特定氨基酸序
列。单克隆抗体与肿瘤抑制因子免疫结合。杂交瘤细胞产生单克隆抗
体。分离的核酸或其互补序列包括编码肿瘤抑制因子，其等位基因变体
或突变体的区域。癌症诊断方法包括测量肿瘤抑制因子表达的步骤。治
疗癌症的方法包括在肿瘤抑制因子被肿瘤细胞摄取的条件下使肿瘤细胞
与肿瘤抑制因子接触的步骤。 Ž
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