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(54)【発明の名称】 ヒト悪性黒色腫抗原

(57)【要約】
【課題】  癌の診断・治療に応用することができる悪性
腫瘍抗原や、それをコードする遺伝子等を提供するこ
と。
【解決手段】  悪性黒色腫細胞株から得られたｍＲＮＡ
を用いてＲＴ－ＰＣＲ法によりｃＤＮＡを作製し、この
ｃＤＮＡをλファージベクターに導入して大腸菌に感染
させることによって作製したメラノーマ細胞ｃＤＮＡラ
イブラリー、合計７×１０5個のλファージｃＤＮＡク
ローンを、悪性黒色腫患者血清ＩｇＧを用いてスクリー
ニングすることにより、健常人とは反応せず、腫瘍細胞
に選択的に発現するヒト悪性腫瘍抗原ＫＵ－ＭＥＬ－１
を単離する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  以下の(ａ)又は(ｂ)のタンパク質をコー
ドするＤＮＡ。
(ａ)配列番号９に示されるアミノ酸配列からなるタンパ
ク質
(ｂ)配列番号９に示されるアミノ酸配列において、１若
しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加された
アミノ酸配列からなり、かつ免疫誘導活性を有するタン
パク質
【請求項２】  配列番号８に示される塩基配列又はその
相補的配列並びにこれらの配列の一部または全部を含む
ＤＮＡ。
【請求項３】  請求項２記載のＤＮＡとストリンジェン
トな条件下でハイブリダイズし、かつ免疫誘導活性を有
するタンパク質をコードするＤＮＡ。
【請求項４】  配列番号９に示されるアミノ酸配列から
なるタンパク質。
【請求項５】  配列番号９に示されるアミノ酸配列にお
いて、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは
付加されたアミノ酸配列からなり、かつ免疫誘導活性を
有するタンパク質。
【請求項６】  請求項４又は５記載のタンパク質の一部
からなり、かつ免疫誘導活性を有するペプチド。
【請求項７】  請求項４若しくは５記載のタンパク質又
は請求項６記載のペプチドと、マーカータンパク質及び
／又はペプチドタグとを結合させた融合タンパク質又は
融合ペプチド。
【請求項８】  請求項４若しくは５記載のタンパク質又
は請求項６記載のペプチドに特異的に結合する抗体。
【請求項９】  抗体がモノクローナル抗体であることを
特徴とする請求項８記載の抗体。
【請求項１０】  請求項８又は９記載の抗体が特異的に
結合する組換えタンパク質又はペプチド。
【請求項１１】  請求項４又は５記載のタンパク質を発
現することができる発現系を含んでなる宿主細胞。
【請求項１２】  請求項４又は５記載のタンパク質をコ
ードする遺伝子機能が染色体上で欠損し又は前記遺伝子
が過剰発現することを特徴とする非ヒト動物。
【請求項１３】  非ヒト動物が、マウス又はラットであ
ることを特徴とする請求項１２記載の非ヒト動物。
【請求項１４】  被検物質と、請求項４若しくは５記載
のタンパク質又は請求項６記載のペプチドとを接触せし
め、該タンパク質又はペプチドの免疫誘導活性を測定・
評価することを特徴とする免疫誘導活性促進又は抑制物
質のスクリーニング方法。
【請求項１５】  被検物質と、請求項４又は５記載のタ
ンパク質を発現している細胞膜又は細胞とを接触せし
め、該タンパク質又はペプチドの免疫誘導活性を測定・
評価することを特徴とする免疫誘導活性促進又は抑制物
質のスクリーニング方法。 *
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*【請求項１６】  請求項１４又は１５記載のスクリーニ
ング方法により得られる免疫誘導活性促進物質。
【請求項１７】  請求項１４又は１５記載のスクリーニ
ング方法により得られる免疫誘導活性抑制物質。
【請求項１８】  請求項４又は５記載のタンパク質、請
求項６記載のペプチド、請求項１０記載のタンパク質若
しくはペプチド、又は請求項８若しくは９記載の抗体を
有効成分として含有する抗腫瘍剤。
【請求項１９】  請求項４又は５記載のタンパク質、請
求項６記載のペプチド、又は請求項１０記載のタンパク
質若しくはペプチドとのインビトロ刺激により誘導され
た活性化Ｔ細胞。
【請求項２０】  請求項４又は５記載のタンパク質をコ
ードするＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全部又は
一部からなる癌の診断用プローブ。
【請求項２１】  請求項２０記載の癌の診断用プローブ
及び／又は請求項８若しくは９記載の抗体を含有するこ
とを特徴とする癌の診断薬。
【請求項２２】  癌の診断薬が、悪性黒色腫、食道癌、
大腸癌、肺癌、脳腫瘍、膵癌、腎癌、乳癌から選ばれた
１または２以上の癌の診断薬であることを特徴とする請
求項２１記載の癌の診断薬。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、悪性黒色腫患者血
清ＩｇＧ抗体を用いて単離された悪性黒色腫抗原及びそ
れをコードするＤＮＡ、並びに悪性黒色腫抗原を用いた
免疫誘導活性促進又は抑制物質のスクリーニング方法、
悪性黒色腫抗原を有効成分とする抗腫瘍剤、悪性黒色腫
抗原をコードするＤＮＡを用いる癌の診断用プローブ等
に関する。
【０００２】
【従来の技術】各種免疫療法の解析からヒト悪性黒色腫
の生体内腫瘍拒絶には悪性黒色腫抗原を特異的に認識す
るＣＤ８+Ｔ細胞が重要な役割を果たすことが知られて
いる。本発明者らは悪性黒色腫反応性Ｔ細胞を用いてｃ
ＤＮＡ発現クローニング法を中心として様々な癌抗原を
単離し（Kawakami, Y., Eliyahu, S., Delgado C.H., e
t al : Cloning of the gene coding for a shared hum
an melanoma antigen recognized by autologous T cel
ls infiltrating into tumor.  Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA 91:3515-3519, 1994.、Kawakami, Y. and Rosen
berg, S. A. : Human tumor antigens recognized by T
-cells.  Immunol Res 16:313-339, 1997.、Kawakami, 
Y. : Immunotherapy Using T Cell Defined Tumor Anti
gens for Melanoma.  Microbiol.  Immunol.  42:803-8
13, 1998.）、各種免疫療法を開発して臨床試験に参加
してきた。本発明者らが作製した高ＭＨＣ親和性改変ｇ
ｐ１００抗原ペプチドを用いた臨床試験では、現在効果
的治療法のない進行悪性黒色腫患者に対して４２％の奏
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効率を認めている（Parkhurst, MR., Salgaller, M.,So
uthwood, S., et al : Improved induction of melanom
a reactive CTL withpeptides from the melanoma anti
gen gp 100 modified at HLA-A0201 bindingresidues. 
 J. Immunol. 157:2539-2548, 1996.、Rosenberg, S. 
A., Yang, J.C., Schwartzentruber, D., et al : Immu
nologic and therapeutic peptide vaccine for the tr
eatment of patients with metastatic melanoma.  Nat
ure Med. 4:321-327, 1998.）。
【０００３】また最近、担癌患者の腫瘍細胞のｍＲＮＡ
から作製した蛋白質を患者の自己血清でスクリーニング
するＳＥＲＥＸ法（serological identification of an
tigens by recombinant expression cloning）が報告さ
れ（Sahin, U., Tureci, O.,Schmitt, H., et al : Hum
an neoplasms elicit multiple specific immune respo
nses in the autologos host. Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 92:11810-11813, 1995）、悪性黒色腫、腎癌、食道
癌、大腸癌、肺癌等においてＩｇＧ抗体が認識する癌抗
原を、上記ＳＥＲＥＸ法により単離した報告もなされて
いる（Int. J. Cancer 72, 965-971, 1997、Cancer Re
s. 58, 1034-1041, 1998、Int. J. Cancer 29, 652-65
8, 1998、Int. J. Oncol. 14, 703-708, 1999、Cancer 
Res. 56,4766-4772, 1996、Hum. Mol. Genet 6, 33-39,
 1997）。またこのＳＥＲＥＸ法により患者血清中のＩ
ｇＧ抗体が反応する癌細胞蛋白は、ＣＤ４+Ｔ細胞だけ
でなく、ＣＤ８+Ｔ細胞の標的抗原にもなりうることが
明らかになった（Old, L. J. and Chen, Y. T.: New pa
ths in human cancer serology.  J Exp Med.  187:116
3-1167, 1998）。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】現在、死亡原因の第一
位となっている癌においては、その発生機序、診断法、
治療法が進歩したにもかかわらず、未だに多くの進行癌
を治療できないのが現状である。これを改善するために
は、新しい早期診断法と治療法の開発が必要とされてい
る。本発明の課題は、癌の診断・治療に応用することが
できる悪性黒色腫抗原や、それをコードする遺伝子等を
提供することにある。
【０００５】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記課題
を解決するために鋭意研究し、悪性黒色腫細胞株から得
られたｍＲＮＡを用いてＲＴ－ＰＣＲ法によりｃＤＮＡ
を作製し、このｃＤＮＡをλファージベクターに導入し
て大腸菌に感染させることによって作製した悪性黒色腫
細胞ｃＤＮＡライブラリー、合計７×１０5個のλファ
ージｃＤＮＡクローンを、悪性黒色腫患者血清中のＩｇ
Ｇ抗体を用いて逐一スクリーニングし、健常人血清とは
反応せず、腫瘍細胞に選択的に発現するヒト悪性黒色腫
抗原ＫＵ－ＭＥＬ－１を見い出し、本発明を完成するに
至った。
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【０００６】すなわち本発明は、以下の(ａ)又は(ｂ)の
タンパク質をコードするＤＮＡ(ａ)配列番号９に示され
るアミノ酸配列からなるタンパク質(ｂ)配列番号９に示
されるアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ
酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からな
り、かつ免疫誘導活性を有するタンパク質（請求項１）
や、配列番号８に示される塩基配列又はその相補的配列
並びにこれらの配列の一部または全部を含むＤＮＡ（請
求項２）や、請求項２記載のＤＮＡとストリンジェント
な条件下でハイブリダイズし、かつ免疫誘導活性を有す
るタンパク質をコードするＤＮＡ（請求項３）や、配列
番号９に示されるアミノ酸配列からなるタンパク質（請
求項４）や、配列番号９に示されるアミノ酸配列におい
て、１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付
加されたアミノ酸配列からなり、かつ免疫誘導活性を有
するタンパク質（請求項５）や、請求項４又は５記載の
タンパク質の一部からなり、かつ免疫誘導活性を有する
ペプチド（請求項６）や、請求項４若しくは５記載のタ
ンパク質又は請求項６記載のペプチドと、マーカータン
パク質及び／又はペプチドタグとを結合させた融合タン
パク質又は融合ペプチド（請求項７）に関する。
【０００７】また本発明は、請求項４若しくは５記載の
タンパク質又は請求項６記載のペプチドに特異的に結合
する抗体（請求項８）や、抗体がモノクローナル抗体で
あることを特徴とする請求項８記載の抗体（請求項９）
や、請求項８又は９記載の抗体が特異的に結合する組換
えタンパク質又はペプチド（請求項１０）や、請求項４
又は５記載のタンパク質を発現することができる発現系
を含んでなる宿主細胞（請求項１１）や、請求項４又は
５記載のタンパク質をコードする遺伝子機能が染色体上
で欠損し又は前記遺伝子が過剰発現することを特徴とす
る非ヒト動物（請求項１２）や、非ヒト動物が、マウス
又はラットであることを特徴とする請求項１２記載の非
ヒト動物（請求項１３）に関する。
【０００８】さらに本発明は、被検物質と、請求項４若
しくは５記載のタンパク質又は請求項６記載のペプチド
とを接触せしめ、該タンパク質又はペプチドの免疫誘導
活性を測定・評価することを特徴とする免疫誘導活性促
進又は抑制物質のスクリーニング方法（請求項１４）
や、被検物質と、請求項４又は５記載のタンパク質を発
現している細胞膜又は細胞とを接触せしめ、該タンパク
質又はペプチドの免疫誘導活性を測定・評価することを
特徴とする免疫誘導活性促進又は抑制物質のスクリーニ
ング方法（請求項１５）や、請求項１４又は１５記載の
スクリーニング方法により得られる免疫誘導活性促進物
質（請求項１６）や、請求項１４又は１５記載のスクリ
ーニング方法により得られる免疫誘導活性抑制物質（請
求項１７）や、請求項４又は５記載のタンパク質、請求
項６記載のペプチド、請求項１０記載のタンパク質若し
くはペプチド、又は請求項８若しくは９記載の抗体を有
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5
効成分として含有する抗腫瘍剤（請求項１８）や、請求
項４又は５記載のタンパク質、請求項６記載のペプチ
ド、又は請求項１０記載のタンパク質若しくはペプチド
とのインビトロ刺激により誘導された活性化Ｔ細胞（請
求項１９）や、請求項４又は５記載のタンパク質をコー
ドするＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全部又は一
部からなる癌の診断用プローブ（請求項２０）や、請求
項２０記載の癌の診断用プローブ及び／又は請求項８若
しくは９記載の抗体を含有することを特徴とする癌の診
断薬（請求項２１）や、癌の診断薬が、悪性黒色腫、食
道癌、大腸癌、肺癌、脳腫瘍、膵癌、腎癌、乳癌から選
ばれた１または２以上の癌の診断薬であることを特徴と
する請求項２１記載の癌の診断薬（請求項２２）に関す
る。
【０００９】
【発明の実施の形態】本発明の対象となるタンパク質と
しては、配列表の配列番号９に示される悪性黒色腫由来
の悪性黒色腫抗原ＫＵ－ＭＥＬ－１や、配列番号９に示
されるアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ
酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からな
り、かつ免疫誘導活性を有するタンパク質を例示するこ
とができ、ここで免疫誘導活性とは、抗体産生、細胞性
免疫、免疫寛容等の免疫反応を誘導する活性をいい、か
かる免疫誘導活性の中でも、末梢血の細胞障害性Ｔ細胞
（ＣＴＬ）前駆細胞の頻度を上昇させるＴ細胞誘導活性
を有するものが特に好ましい。また、本発明の対象とな
るペプチドとしては、上記タンパク質の一部からなり、
かつ免疫誘導活性を有するペプチドであれば特に制限さ
れるものではないが、抗体の認識部位や、ＣＤ４+Ｔ細
胞及び／又はＣＤ８+Ｔ細胞の認識部位を構成するペプ
チドが好ましい。上記本発明の対象となるタンパク質及
びペプチド、並びにこれらタンパク質及びペプチドに特
異的に結合する抗体が特異的に結合する組換えタンパク
質及びペプチドを総称して、以下「本悪性黒色腫抗原」
ということがある。なお、本悪性黒色腫抗原の由来はヒ
トに限定されるものではない。
【００１０】本発明の対象となるＤＮＡとしては、配列
番号９に示されるアミノ酸配列からなるタンパク質ＫＵ
－ＭＥＬ－１をコードするＤＮＡ、配列番号９に示され
るアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が
欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、
かつ免疫誘導活性を有するタンパク質をコードするＤＮ
Ａ、配列番号８に示される塩基配列又はその相補的配列
並びにこれらの配列の一部又は全部を含むＤＮＡ、ある
いは該ＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダ
イズし、かつ免疫誘導活性を有するタンパク質をコード
するＤＮＡであれば特に制限されるものではないが、配
列番号８に示される悪性黒色腫抗原ＫＵ－ＭＥＬ－１を
コードするｃＤＮＡをより具体的に例示することができ
る。かかる悪性黒色腫抗原ＫＵ－ＭＥＬ－１をコードす
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るｃＤＮＡの調製方法としては特に制限されるものでは
ないが、例えば、悪性黒色腫細胞株から得られたｍＲＮ
Ａを用いてＲＴ－ＰＣＲ法により増幅したｃＤＮＡをλ
ファージベクターに導入して大腸菌に感染させることに
よって作製した悪性黒色腫細胞ｃＤＮＡライブラリー
を、進行悪性黒色腫患者血清を用いてスクリーニング
し、悪性黒色腫患者血清のみに反応し、健常人血清とは
反応せず、悪性黒色腫を含む癌細胞に発現する本悪性黒
色腫抗原をスクリーニングすることにより得ることがで
きる。
【００１１】また、配列番号８に示される塩基配列又は
その相補的配列並びにこれらの配列の一部又は全部をプ
ローブとして、各種悪性黒色腫由来のＤＮＡライブラリ
ーに対してストリンジェントな条件下でハイブリダイゼ
ーションを行ない、該プローブにハイブリダイズするＤ
ＮＡを単離することにより、悪性黒色腫抗原ＫＵ－ＭＥ
Ｌ－１と同効な目的とする免疫誘導活性を有するタンパ
ク質をコードするＤＮＡを得ることもできる。かかるＤ
ＮＡを取得するためのハイブリダイゼーションの条件と
しては、例えば、４２℃でのハイブリダイゼーション、
及び１×ＳＳＣ、０．１％のＳＤＳを含む緩衝液による
４２℃での洗浄処理を挙げることができ、６５℃でのハ
イブリダイゼーション、及び０．１×ＳＳＣ，０．１％
のＳＤＳを含む緩衝液による６５℃での洗浄処理をより
好ましく挙げることができる。なお、ハイブリダイゼー
ションのストリンジェンシーに影響を与える要素として
は、上記温度条件以外に種々の要素があり、当業者であ
れば、種々の要素を適宜組み合わせて、上記例示したハ
イブリダイゼーションのストリンジェンシーと同等のス
トリンジェンシーを実現することが可能である。
【００１２】本発明の融合タンパク質や融合ペプチドと
しては、本悪性黒色腫抗原とマーカータンパク質及び／
又はペプチドタグとが結合しているものであればどのよ
うなものでもよく、マーカータンパク質としては、従来
知られているマーカータンパク質であれば特に制限され
るものではなく、例えば、アルカリフォスファターゼ、
抗体のＦｃ領域、ＨＲＰ、ＧＦＰなどを具体的に挙げる
ことができ、また本発明におけるペプチドタグとして
は、Ｍｙｃタグ、Ｈｉｓタグ、ＦＬＡＧタグ、ＧＳＴタ
グなどの従来知られているペプチドタグを具体的に例示
することができる。かかる融合タンパク質は、常法によ
り作製することができ、Ｎｉ－ＮＴＡとＨｉｓタグの親
和性を利用した悪性黒色腫抗原ＫＵ－ＭＥＬ－１等の精
製や、Ｔ細胞誘導活性を有するタンパク質の検出や、悪
性黒色腫抗原ＫＵ－ＭＥＬ－１等に対する抗体の定量、
悪性黒色腫の診断用マーカーなどとして、また当該分野
の研究用試薬としても有用である。
【００１３】本発明の前記タンパク質やペプチドに特異
的に結合する抗体としては、モノクローナル抗体、ポリ
クローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖抗体、ヒト化抗体
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7
等の免疫特異的な抗体を具体的に挙げることができ、こ
れらは上記悪性黒色腫抗原ＫＵ－ＭＥＬ－１等のタンパ
ク質又はその一部を抗原として用いて常法により作製す
ることができるが、その中でもモノクローナル抗体がそ
の特異性の点でより好ましい。かかるモノクローナル抗
体等の抗体は、例えば、悪性黒色腫等の診断、ミサイル
療法等の治療ばかりでなく、悪性黒色腫等の悪性腫瘍の
発症機構を明らかにする上で有用である。
【００１４】また、本発明の抗体は、慣用のプロトコー
ルを用いて、動物（好ましくはヒト以外）に本悪性黒色
腫抗原若しくはエピトープを含むその断片、又は該タン
パク質を膜表面に発現した細胞を投与することにより産
生され、例えばモノクローナル抗体の調製には、連続細
胞系の培養物により産生される抗体をもたらす、ハイブ
リドーマ法（Nature 256, 495-497, 1975）、トリオー
マ法、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（Immunology Today
 4, 72, 1983）及びＥＢＶ－ハイブリドーマ法（MONOCL
ONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, pp.77-96, Alan
 R.Liss, Inc.,1985）など任意の方法を用いることがで
きる。
【００１５】本発明の上記本悪性黒色腫抗原に対する一
本鎖抗体をつくるために、一本鎖抗体の調製法（米国特
許第4,946,778号）を適用することができる。また、ヒ
ト化抗体を発現させるために、トランスジェニックマウ
ス又は他の哺乳動物等を利用したり、上記抗体を用い
て、その本悪性黒色腫抗原を発現するクローンを単離・
同定したり、アフィニティークロマトグラフィーでその
ポリペプチドを精製することもできる。本悪性黒色腫抗
原やその抗原エピトープを含むペプチドに対する抗体
は、悪性黒色腫等の診断や治療に使用できる可能性があ
る。そして、これら抗体が特異的に結合する組換えタン
パク質又はペプチドも、前記のように本発明の本悪性黒
色腫抗原に包含される。
【００１６】本発明はまた、上記本悪性黒色腫抗原を発
現することができる発現系を含んでなる宿主細胞に関す
る。かかる本悪性黒色腫抗原をコードする遺伝子の宿主
細胞への導入は、Davisら（BASIC METHODS IN MOLECULA
R BIOLOGY, 1986）及びSambrookら（MOLECULAR CLONIN
G: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Cold Spring Harbo
r Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 198
9）などの多くの標準的な実験室マニュアルに記載され
る方法、例えば、リン酸カルシウムトランスフェクショ
ン、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介トランスフェクショ
ン、トランスベクション(transvection)、マイクロイン
ジェクション、カチオン性脂質媒介トランスフェクショ
ン、エレクトロポレーション、形質導入、スクレープロ
ーディング (scrape loading)、弾丸導入(ballistic in
troduction)、感染等により行うことができる。そし
て、宿主細胞としては、大腸菌、ストレプトミセス、枯
草菌、ストレプトコッカス、スタフィロコッカス等の細
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菌原核細胞や、酵母、アスペルギルス等の真菌細胞や、
ドロソフィラＳ２、スポドプテラＳｆ９等の昆虫細胞
や、Ｌ細胞、ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、ＨｅＬａ細胞、
Ｃ１２７細胞、ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３細胞（ジヒドロ葉酸
レダクターゼやチミジンキナーゼなどを欠損した変異株
を含む）、ＢＨＫ２１細胞、ＨＥＫ２９３細胞、Ｂｏｗ
ｅｓ悪性黒色腫細胞等の動物細胞や、植物細胞等を挙げ
ることができる。
【００１７】また、発現系としては、上記本悪性黒色腫
抗原を宿主細胞内で発現させることができる発現系であ
ればどのようなものでもよく、染色体、エピソーム及び
ウイルスに由来する発現系、例えば、細菌プラスミド由
来、酵母プラスミド由来、ＳＶ４０のようなパポバウイ
ルス、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、鶏痘ウイ
ルス、仮性狂犬病ウイルス、レトロウイルス由来のベク
ター、バクテリオファージ由来、トランスポゾン由来及
びこれらの組合せに由来するベクター、例えば、コスミ
ドやファージミドのようなプラスミドとバクテリオファ
ージの遺伝的要素に由来するものを挙げることができ
る。この発現系は発現を起こさせるだけでなく発現を調
節する制御配列を含んでいてもよい。
【００１８】上記発現系を含んでなる宿主細胞やかかる
細胞の細胞膜、またかかる細胞を培養して得られる本悪
性黒色腫抗原は、後述するように本発明のスクリーニン
グ方法に用いることができる。例えば、細胞膜を得る方
法としては、F. Pietri-Rouxel（Eur. J. Biochem., 24
7, 1174-1179, 1997）らの方法などを用いることがで
き、また、かかる本悪性黒色腫抗原を細胞培養物から回
収し精製するには、硫酸アンモニウムまたはエタノール
沈殿、酸抽出、アニオンまたはカチオン交換クロマトグ
ラフィー、ホスホセルロースクロマトグラフィー、疎水
性相互作用クロマトグラフィー、アフィニティークロマ
トグラフィー、ハイドロキシアパタイトクロマトグラフ
ィーおよびレクチンクロマトグラフィーを含めた公知の
方法、好ましくは、高速液体クロマトグラフィーが用い
られる。特に、アフィニティークロマトグラフィーに用
いるカラムとしては、例えば、本悪性黒色腫抗原に対す
る抗体を結合させたカラムや、上記本悪性黒色腫抗原に
通常のペプチドタグを付加した場合は、このペプチドタ
グに親和性のある物質を結合したカラムを用いることに
より、本悪性黒色腫抗原を得ることができる。
【００１９】本発明において、上記本悪性黒色腫抗原を
コードする遺伝子機能が染色体上で欠損した非ヒト動物
とは、染色体上の本悪性黒色腫抗原をコードする遺伝子
の一部若しくは全部が破壊・欠損・置換等の遺伝子変異
により不活性化され、本悪性黒色腫抗原を発現する機能
を失なった非ヒト動物をいい、また、本悪性黒色腫抗原
をコードする遺伝子機能が染色体上で過剰発現する非ヒ
ト動物とは、野生型非ヒト動物に比べてかかる本悪性黒
色腫抗原を大量に産生する非ヒト動物をいう。そして、
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9
本発明における非ヒト動物としては、マウス、ラット等
の齧歯目動物などの非ヒト動物を具体的に挙げることが
できるが、これらに限定されるものではない。
【００２０】ところで、メンデルの法則に従い出生して
くるホモ接合体非ヒト動物には、本悪性黒色腫抗原欠損
型又は過剰発現型とその同腹の野生型とが含まれ、これ
らホモ接合体非ヒト動物における欠損型又は過剰発現型
とその同腹の野生型を同時に用いることによって個体レ
ベルで正確な比較実験をすることができることから、野
生型の非ヒト動物、すなわち本悪性黒色腫抗原をコード
する遺伝子機能が染色体上で欠損又は過剰発現する非ヒ
ト動物と同種の動物、さらには同腹の動物を、例えば下
記に記載する本発明のスクリーニングに際して併用する
ことが好ましい。かかる本悪性黒色腫抗原をコードする
遺伝子機能が染色体上で欠損又は過剰発現する非ヒト動
物の作製方法を、本悪性黒色腫抗原のノックアウトマウ
スやトランスジェニックマウスを例にとって以下説明す
る。
【００２１】例えば、本悪性黒色腫抗原をコードする遺
伝子機能が染色体上で欠損したマウス、すなわち本悪性
黒色腫抗原ノックアウトマウスは、マウス遺伝子ライブ
ラリーからＰＣＲ等の方法により得られた遺伝子断片を
用いて、本悪性黒色腫抗原をコードする遺伝子をスクリ
ーニングし、スクリーニングされた本悪性黒色腫抗原を
コードする遺伝子をウイルスベクター等を用いてサブク
ローンし、ＤＮＡシーケンシングにより特定する。この
クローンの本悪性黒色腫抗原をコードする遺伝子の全部
又は一部をｐＭＣ１ネオ遺伝子カセット等に置換し、
３′末端側にジフテリアトキシンＡフラグメント（ＤＴ
－Ａ）遺伝子や単純ヘルペスウイルスのチミジンキナー
ゼ（ＨＳＶ－ｔｋ）遺伝子等の遺伝子を導入することに
よって、ターゲッティングベクターを作製する。
【００２２】この作製されたターゲティングベクターを
線状化し、エレクトロポレーション（電気穿孔）法等に
よってＥＳ細胞に導入し、相同的組換えを行い、その相
同的組換え体の中から、Ｇ４１８やガンシクロビア（Ｇ
ＡＮＣ）等の抗生物質により相同的組換えを起こしたＥ
Ｓ細胞を選択する。また、この選択されたＥＳ細胞が目
的とする組換え体かどうかをサザンブロット法等により
確認することが好ましい。その確認されたＥＳ細胞のク
ローンをマウスの胚盤胞中にマイクロインジェクション
し、かかる胚盤胞を仮親のマウスに戻し、キメラマウス
を作製する。このキメラマウスを野生型のマウスとイン
タークロスさせると、ヘテロ接合体マウスを得ることが
でき、また、このヘテロ接合体マウスをインタークロス
させることによって、本発明の本悪性黒色腫抗原ノック
アウトマウスを作製することができる。また、本悪性黒
色腫抗原ノックアウトマウスが生起しているかどうかを
確認する方法としては、例えば、上記の方法により得ら
れたマウスからＲＮＡを単離してノーザンブロット法等
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により調べたり、またこのマウスの発現をウエスタンブ
ロット法等により調べる方法がある。
【００２３】本悪性黒色腫抗原のトランスジェニックマ
ウスは、本悪性黒色腫抗原をコードするｃＤＮＡにチキ
ンβ－アクチン、マウスニューロフィラメント、ＳＶ４
０等のプロモーター、及びラビットβ－グロビン、ＳＶ
４０等のポリＡ又はイントロンを融合させて導入遺伝子
を構築し、該導入遺伝子をマウス受精卵の前核にマイク
ロインジェクションし、得られた卵細胞を培養した後、
仮親のマウスの輸卵管に移植し、その後被移植動物を飼
育し、産まれた仔マウスから前記ｃＤＮＡを有する仔マ
ウスを選択することによりかかるトランスジェニックマ
ウスを創製することができる。また、ｃＤＮＡを有する
仔マウスの選択は、マウスの尻尾等より粗ＤＮＡを抽出
し、導入した本悪性黒色腫抗原をコードする遺伝子をプ
ローブとするドットハイブリダイゼーション法や、特異
的プライマーを用いたＰＣＲ法等により行うことができ
る。
【００２４】また、上記本悪性黒色腫抗原をコードする
遺伝子若しくはＤＮＡ、本悪性黒色腫抗原、本悪性黒色
腫抗原とマーカータンパク質及び／又はペプチドタグと
を結合させた融合タンパク質、本悪性黒色腫抗原に対す
る抗体、本悪性黒色腫抗原を発現することができる発現
系を含んでなる宿主細胞等は、以下に具体的に説明する
ように、悪性黒色腫、食道癌、大腸癌、乳癌等の治療や
診断に有用であり、免疫誘導活性の促進又は抑制物質の
スクリーニングに用いることができるばかりでなく、活
性化Ｔ細胞（ＣＤ４抗原陽性Ｔ細胞、ＣＤ８抗原陽性Ｔ
細胞、ヘルパーＴ細胞、キラーＴ細胞、サプレッサーＴ
細胞等の全てのＴ細胞を含む）の誘導等免疫応答のメカ
ニズムの解明にも使用することができる。
【００２５】本発明の免疫誘導活性促進又は抑制物質の
スクリーニング方法としては、被検物質と本悪性黒色腫
抗原とを接触せしめ、該本悪性黒色腫抗原の免疫誘導活
性を測定・評価する方法や、被検物質と本悪性黒色腫抗
原を発現している細胞膜又は細胞とを接触せしめ、該本
悪性黒色腫抗原の免疫誘導活性を測定・評価する方法等
を挙げることができる。上記細胞膜又は細胞としては、
前記本悪性黒色腫抗原をコードする遺伝子が過剰発現す
る非ヒト動物又は野生型非ヒト動物などから得られる初
代培養した細胞などの細胞や、本発明の本悪性黒色腫抗
原を発現することができる発現系を含んでなる宿主細胞
や、これら細胞の細胞膜などを具体的に例示することが
でき、かかる細胞膜又は細胞と被検物質との接触方法と
しては、被検物質の存在下に本悪性黒色腫抗原を発現し
ている細胞膜又は細胞をインビトロで培養する方法や、
本悪性黒色腫抗原をコードする遺伝子が過剰発現する非
ヒト動物に被検物質を投与する方法等を挙げることがで
きる。
【００２６】上記被検物質と本悪性黒色腫抗原とを用い



(7) 特開２００１－３３３７８２

10

20

30

40

50

11
たスクリーニング方法について、以下に具体的に例を挙
げて説明するが、本発明のスクリーニング方法はこれら
に限定されるものではない。上記被検物質と本悪性黒色
腫抗原とを接触せしめ、該本悪性黒色腫抗原の免疫誘導
活性を測定・評価する方法としては、例えば、末梢血リ
ンパ球から通常のインターロイキン－２を用いてインビ
トロで多量に増殖させた腫瘍浸潤Ｔ細胞の存在下に被検
物質と本悪性黒色腫抗原とを接触せしめ、ＣＴＬなどの
Ｔ細胞の誘導活性の増減を測定し、被検物質が非存在下
の対照の場合と比較・評価する方法を具体的に例示する
ことができる。また、上記被検物質と本悪性黒色腫抗原
を発現している細胞膜又は細胞とを接触せしめ、該本悪
性黒色腫抗原の免疫誘導活性を測定・評価する方法とし
ては、本悪性黒色腫抗原発現細胞を被検物質の存在下で
培養し、一定時間培養後細胞膜表面に発現された本悪性
黒色腫抗原が減少又は増加したことを、本発明の本悪性
黒色腫抗原に特異的に結合する抗体を用いて、ＥＬＩＳ
Ａ等による免疫化学的に検出して、あるいはｍＲＮＡの
発現が抑制又は促進したことを指標として評価する方法
を具体的に例示することができる。上記ｍＲＮＡの検出
法は、ＤＮＡチップ、ノーザンハイブリダイゼーション
等の方法で行なうことができる他、本悪性黒色腫抗原を
コードする遺伝子のプロモーターの下流にルシフェラー
ゼなどのレポーター遺伝子をつないだ遺伝子を導入した
細胞を用いると、被検物質による本悪性黒色腫抗原をコ
ードする遺伝子の発現抑制又は促進は、前記レポーター
遺伝子の活性を指標に検出することが可能である。
【００２７】また本発明は、上記スクリーニング方法に
より得られる免疫誘導活性の促進を必要としている患者
の治療等に用いられる免疫誘導活性促進物質や、免疫誘
導活性の抑制を必要としている患者の治療等に用いられ
る免疫誘導活性抑制物質に関する。本発明はまた、本悪
性黒色腫抗原又はこれに対する抗体を有効成分として含
有する悪性黒色腫、食道癌、大腸癌、肺癌、脳腫瘍、膵
癌、腎癌、乳癌等に対する抗腫瘍剤に関する。例えば、
本悪性黒色腫抗原を経口、静脈、皮内、皮下注射等によ
り投与すると、インビボにおけるＴ細胞誘導活性が増大
することによる抗腫瘍効果が期待できる。また上記抗体
はミサイル療法に用いることができる。本発明はまた、
本悪性黒色腫抗原とのインビトロ刺激により誘導された
活性化Ｔ細胞に関する。例えば、末梢血リンパ球や腫瘍
浸潤リンパ球にＩＬ－２とともに本悪性黒色腫抗原で刺
激すると腫瘍反応性活性化Ｔ細胞が誘導され、この活性
化されたＴ細胞は養子免疫療法に有効に用いることがで
きる。また本悪性黒色腫抗原を強力な抗原提示細胞であ
る樹状細胞にインビボあるいはインビトロで発現させ
て、その抗原発現樹状細胞投与により免疫誘導を行うこ
とができる。
【００２８】さらに本発明は、本悪性黒色腫抗原をコー
ドするＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全部又は一

12
部からなる癌の診断用プローブや、この癌の診断用プロ
ーブや本悪性黒色腫抗原に特異的に結合する抗体を含有
する悪性黒色腫、食道癌、大腸癌、肺癌、脳腫瘍、膵
癌、腎癌、乳癌等の癌の診断薬に関する。上記診断用プ
ローブとしては、本悪性黒色腫抗原をコードするＤＮＡ
（ｃＤＮＡ）又はＲＮＡ（ｃＲＮＡ）のアンチセンス鎖
の全部又は一部であり、プローブとして成立する程度の
長さ（少なくとも２０ベース以上）を有するものが好ま
しく、例えば、検体から得られた遺伝子と、本悪性黒色
腫抗原をコードするＤＮＡ配列とを比較することによ
り、悪性黒色腫等の疾病の診断が可能となる。かかる検
出に用いられる検体としては、被験者の細胞、例えば血
液、尿、唾液、組織等の生検から得ることができるゲノ
ムＤＮＡや、ＲＮＡ又はｃＤＮＡを具体的に挙げること
ができるがこれらに限定されるものではなく、かかる検
体を使用する場合、ＰＣＲ等により増幅したものを用い
てもよい。
【００２９】
【実施例】以下に、実施例を挙げてこの発明を更に具体
的に説明するが、この発明の技術的範囲はこれらの実施
例に限定されるものではない。
［細胞株と組織］ヒト悪性黒色腫細胞株（ＳＫｍｅｌ２
３、８８８ｍｅｌ、６２４ｍｅｌ、５０１ｍｅｌ、３９
７ｍｅｌ、Ａ３７５ｍｅｌ、９２８ｍｅｌ、５２６ｍｅ
ｌ、５８６ｍｅｌ、１３６２ｍｅｌ及び１３６３ｍｅ
ｌ）、ヒトグリオーマ細胞株（Ｕ８７ＭＯ）、大腸癌細
胞株（ｃｏｌｏ３２０、ＷｉＤｖ、ＳＷ８３７）、食道
癌細胞株（ＴＥ１、ＴＥ２、ＴＥ３、ＴＥ４、ＴＥ５、
ＴＥ６、ＴＥ８）、肺癌細胞株（Ｋ１Ｓ、ＥＢＣ１、Ｒ
ＥＲＦ－ＬＣ－ＭＡ）、白血病細胞株（ＨＬ６０、Ｋ５
６２、Ｍｏｌｔ  ４）、腎細胞癌細胞株（ＲＣＣＳ）、
乳癌細胞株（ＭＤＡ２３１）、大腸癌細胞株（ｃｏｌｏ
２０１、ＲＣＭ－１）、前立腺癌細胞株（ＰＣ３）を、
それぞれペニシリン（１００ＩＵ／ｍｌ）とストレプト
マイシン（１００μｇ／ｍｌ）を添加した１０％のウシ
胎児血清を含むＲＰＭＩで培養した。膵癌細胞株（ＰＫ
１、ＰＫ８、ＰＫ９、ＰＫ４５、ＰＫ５９）をそれぞ
れ、ペニシリン／ストレプトマイシン（１％）、Ｌ－グ
ルタミン（１％）、ＨＥＰＥＳ（１０ｍＭ）、ＥＧＦ
（６μｇ／ｌ）、インシュリン（１５０Ｕ／ｌ）、ヒド
ロコルチゾン（０．５ｍｇ／ｌ）、トランスフェリン
（１０ｍｇ／ｌ）を添加した１０％のウシ胎児血清を含
むＲＰＭＩ１６４０で培養した。腫瘍浸潤Ｔ細胞をリコ
ンビナントＩＬ２（６０００ＩＵ／ｍｌ）、ペニシリン
（１００ＩＵ／ｍｌ）及びストレプトマイシン（１００
μｇ／ｍｌ）を添加した１０％のhuman AB serum Iscov
es DMEMで培養した。ＥＢウイルス感染Ｂ細胞（EBV-B c
ell）、白血病患者の皮膚由来の線維芽細胞をペニシリ
ン（１００ＩＵ／ｍｌ）及びストレプトマイシン（１０
０μｇ／ｍｌ）を添加した１０％のウシ胎児血清を含む
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ＲＰＭＩ１６４０で培養した。色素細胞（Ｈｏｎｊｏｕ
博士から分与；Morinaga Institute of Biological Sci
ence）を血清の入っていないＭＭ－４培地（森永社製）
で培養した。悪性黒色腫組織は手術時に患者から切除
し、液体窒素にて凍結させ使用まで－８０℃にて保存し
た。
【００３０】［ｃＤＮＡライブラリーの作製］上記悪性
黒色腫細胞株ＳＫｍｅｌ２３及び培養色素細胞から塩化
セシウム超遠心法により全ＲＮＡを単離し、oligo-dT
（Oligotex-dT super, TAKARA, Kyoto,JaＭＥＬ）を用
いたポリ(A)セレクションを２回行いｍＲＮＡを精製し
た。この得られたｍＲＮＡ（５μｇ）を用いてＳＫｍｅ
ｌ２３のｃＤＮＡライブラリーを構築した。一本鎖ｃＤ
ＮＡは、Hind IIIランダムプライマー（Novagen, Madis
on, WI, USA）と5-methyl dCTPを用いて合成した。この
一本鎖ｃＤＮＡからT4 DNApolymeraseにより平滑末端を
有する二本鎖ｃＤＮＡを合成し、この二本鎖ｃＤＮＡの
両端に制限酵素サイト（Eco RI/Hind III）を含むリン
カーを付加した。ｃＤＮＡフラグメントをバクテリオフ
ァージ発現ベクターλスクリーン（Novagen, Madison W
I, USA）に挿入し、１．８×１０6個のクローンからな
るｃＤＮＡライブラリーが得られた。また、ＳＫｍｅｌ
２３及び培養色素細胞の各ｍＲＮＡ（５μｇ）を用いて
ｃＤＮＡライブラリーを構築した。一本鎖ｃＤＮＡは、
内部Xho I部位及び5-methyl dCTPとともにoligo-dTプラ
イマーを用いて合成した。ｃＤＮＡをEco RIアダプター
に連結し、Xho Iで消化した。ｃＤＮＡフラグメントを
バクテリオファージ発現ベクターλZap II(Stratagene)
に挿入してファージ粒子としてE.coliをトランスフォー
ムするのに用い、それぞれ３×１０6個と１×１０6個の
クローンからなるｃＤＮＡライブラリーが得られた。
【００３１】［血清によるｃＤＮＡライブラリーのスク
リーニング］上記作製したＳＫｍｅｌ２３のｃＤＮＡラ
イブラリーを１５ｃｍ２ＸＹＴアガロースプレートに１
×１０4クローンで播き、３７℃で６時間培養して大腸
菌ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＥ上で１０ｍＭのＩＰＴ
Ｇにより誘導し、発現させ、ニトロセルロースメンブラ
ン（Hybond-c, Amersham, Buckinghamshire, England）
に転写し、ＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ［０．５％のＴｗｅｅｎ
２０を含むＴＢＳ（１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、１５
０ｍＭのＮａＣｌ；ｐＨ７．５）］でフィルターを洗浄
することにより吸着したバクテリア、ファージを除去し
た後、５％の脱脂粉乳を含むＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎにて非
特異反応を抑制した。このフィルターを１００倍希釈し
た患者血清と室温で３～４時間反応させた。
【００３２】上記患者血清としては、悪性黒色腫に尋常
性白斑を合併し、原発巣の一部が自然退縮を示した８２
歳の女性患者から採取した血清を用いた。これらの血清
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は－８０℃で保存し、使用直前に５容量％の脱脂粉乳を
含むＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ（０．５％のpolyoxyethylenes
orbitan monolaurateを含むＴＢＳ－Ｔｗｅｅｎ）溶液
で１００倍に最終的に希釈したものを用いた。この希釈
した血清を、大腸菌のライセートと１：５の割合で混合
し、４℃で８時間放置後１５０００回転にて２０分間遠
心し上清を回収したものを用いた。
【００３３】かかる処理血清と上記融合蛋白質をブロッ
トしたニトロセルロースフィルターとを室温で３～４時
間反応させて血清中の抗体が反応したコロニーを、二次
抗体として４０００倍に希釈した抗ヒトＩｇＧ－Ｆｃ抗
体（anti human IgG Fc goatantibody alkaline phosph
ate conjugated CAPPEL）を用いて反応させ、Nitroblue
 tetrazolium（Boehringer）と5-Bromo-4-Chloro-3-ind
olyl（SIGMA）を用いた酵素発色反応により検出し、発
色反応陽性部位に一致するコロニーを１５ｃｍ２ＸＹＴ
アガロースプレート上から採取し、ＳＭ緩衝液（１００
ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＭｇＳＯ

4
、５０ｍＭのＴ

ｒｉｓ－ＨＣｌ、０．０１％のgelatin；ｐＨ７．５）
に溶解させた。発色反応陽性コロニーが単一化するまで
上記と同様の方法で、２次、３次スクリーニングを繰り
返し、血清中のＩｇＧと反応する７×１０5個のファー
ジクローンをスクリーニングして、陽性クローン５０個
を単離した。
【００３４】上記得られた５０個の陽性クローンからＰ
ＣＲ法によりインサートＤＮＡを増幅し、以後の解析に
用いた。反応酵素にはＥｘＴａｑ（TAKARA）を用い、セ
ンスプライマーにＳＰ６（５′－ＡＴＴＴＡＧＧＴＧＡ
ＣＡＣＴＡＡＴＡ－３′；配列番号１）、アンチセンス
プライマーにＴ７－ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ（５′－ＧＣ
ＴＡＧＴＴＡＴＴＧＣＴＣＡＧＣＧＧ－３′；配列番号
２）を用いた。なお、反応条件は、サーマルサイクラー
（Perkin-Elmer）を用いて９４℃で１分間熱変性させ、
５５℃で２分間アニーリングし、７２℃で３分間伸張反
応させるというサイクルで３５サイクル繰り返し行っ
た。得られたＰＣＲ産物を、Big Dye DNASequencing Ki
t（ABI）とABI Prism（Perkin Elmer）とを用いてＤＮ
Ａシークエンスを行い、塩基配列の決定されたＤＮＡ
を、米国国立生体工学情報センターの遺伝子データーベ
ース又はＥＳＴデーターベースにおいて登録されている
遺伝子情報との間で比較し、既知の遺伝子との相同性を
検索した。この結果、上記５０個の陽性クローンは、２
０種類の既知蛋白をコードするｃＤＮＡ（表１）と６種
類の機能不明蛋白をコードするｃＤＮＡ（表２）の２６
種類の抗原ｃＤＮＡであることがわかった。
【００３５】
【表１】
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【００３６】
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【表２】

【００３７】上記既知蛋白抗原をコードする遺伝子のう
ち、eukaryotic initiation factor4AIには１１個、gal
ectin-3には５個、eukaryotic initiation factor 2Bbe
taやhistone macro H2A1.2やRBP-1 like proteinにはそ
れぞれ２個の同一クローンが検出され、残りのものにつ
いてはそれぞれ１個のみ検出された。また、上記６種類
の機能不明蛋白をコードする遺伝子のうち、４種類の単
離されたｃＤＮＡはＥＳＴデーターベースに登録されて
おり、他の２種類のｃＤＮＡは遺伝子ＤＮＡデーターベ
ースに登録されていた。ＮＳ２１クローンにおいては８
個の単離遺伝子が属していた。
【００３８】［各種癌患者と健常人血清における各抗原
に反応するＩｇＧ抗体の検出］癌患者に選択的に免疫反
応が起こる抗原を検索するために、表３に示す１１種類
の抗原を用いて、これらを認識する血清中ＩｇＧ抗体の
存在を、ｃＤＮＡスクリーニングに用いた患者を含む悪
性黒色腫患者１５人と、脳腫瘍、腎癌、大腸癌、食道癌
患者各５人と、慢性骨髄性白血病患者１人と、健常人１
６人の１００倍に希釈したそれぞれの血清を用いて検討

した（表３）。その結果、ＮＳ２１（ＫＵ－ＭＥＬ－
１）、Gu protein（ＮＳ１０）、及びＮＳ２５は悪性黒
色腫患者や他の癌患者の血清において検出されたが、１
６人の健常人の血清においては検出することができなか
った。galectin3（ＮＳ２）、ＮＳ１５、及びＮＳ２３
においては上記のｃＤＮＡのスクリーニングに用いた悪
性黒色腫患者の血清だけに反応し、ＮＳ２６においては
１５人の悪性黒色腫患者血清のうち４人の悪性黒色腫患
者血清と、１６人の健常人血清のうち１人の健常人血清
に反応していた。また、eukaryotic initiation factor
 4AI（ＮＳ１）、ＮＳ２２、ＮＳ２４、及びRBP-1 like
 protein（ＮＳ５）は癌患者と健常人の血清に反応して
いた。しかし、ＮＳ２１（ＫＵ－ＭＥＬ－１抗原）は、
テストした全ての癌患者血清中において抗体が検出され
たが、健常人血清中においては抗体を検出することがで
きなかった。
【００３９】
【表３】
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【００４０】［単離癌抗原のｍＲＮＡ発現を検出するた
めのＲＴ－ＰＣＲ法］次に癌患者血清のみと反応する抗
原遺伝子、ＮＳ２１（ＫＵ－ＭＥＬ－１）、ＮＳ２３、
ＮＳ８、ＮＳ２５、及びＮＳ１５の遺伝子の各組織にお
ける発現特異性を、腫瘍細胞株、正常細胞株、及び正常
組織から得たｍＲＮＡを用いてＲＴ－ＰＣＲ法により調
べてみた。腫瘍細胞株や悪性黒色腫組織由来の全ＲＮＡ
は、グアニジン－塩化セシウム超遠心法により単離し
た。また、正常組織由来の全ＲＮＡは全てクローンテッ
ク社より購入した。これらの全ＲＮＡを各２μｇづつ使
用し、ＤＮＡ合成キット（Beckmann）によりｃＤＮＡを
合成し、それぞれのｃＤＮＡに特異的なＰＣＲプライマ
ーセット（Taq kit, TAKARA）を使用して、サーマルサ
イクラー（Perkin-Elmer）を用いて９４℃で３０秒間熱
変性させ、７２℃で１分間伸張反応させるというサイク
ルで２０，３０及び３５サイクル繰り返し行った。アニ
ーリング温度はプライマーのＴｍ値に合わせて設定し
た。このＰＣＲ産物をアガロースゲル電気泳動（１．５
％）にかけ、エチジウムブロマイド（ＥｔＢｒ）で染色
し、２５４ｎｍの紫外線照射によりバンドを検出した。
この結果から、ＮＳ２３、ＮＳ８、ＮＳ２５及びＮＳ１
５は、多くの腫瘍細胞株だけではなく、正常組織及び細
胞株においても発現していることがわかった。ＮＳ２１
においては、腫瘍細胞株及び培養色素細胞で強発現を示
したが、脳組織ではわずかな発現が検出されただけであ
った。
【００４１】また、上記ＫＵ－ＭＥＬ－１（ＮＳ２１）
に対しては使用するパネルを増やし、再びＲＴ－ＰＣＲ
を行った。使用したパネルは、脳、心臓、腎臓、肝臓、
肺、大腸、脾臓、精巣、膵臓、胎盤、筋肉の正常組織１
１種（全てクローンテック社製より購入）と、Ｔ細胞、
ＥＢウイルス感染Ｂ細胞（８８８ＥＢＶ－Ｂ及び１０８
８ＥＢＶ－Ｂ）、線維芽細胞、色素細胞の正常培養細胞
５種と、ＳＫｍｅｌ２３、８８８ｍｅｌ、Ａ３７５ｍｅ
ｌ、１３６３ｍｅｌ、９２８ｍｅｌ、６２４ｍｅｌ、５
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８６ｍｅｌ、５２６ｍｅｌ、５０１Ａｍｅｌ、３９７ｍ
ｅｌ、１３６２ｍｅｌ（悪性黒色腫細胞株）、ＭＥＬ２
８（悪性黒色腫組織）、Ｕ８７ＭＯ（ヒトグリオーマ細
胞株）、Ｋ１Ｓ、ＥＢＣ１、ＲＥＲＦ－ＬＣ－ＭＡ（肺
癌細胞株）、ＴＥ８（食道癌細胞株）、ＨＬ６０、Ｋ５
６２、Ｍｏｌｔ  ４（白血病細胞株）、ＲＣＣＳ（腎細
胞癌細胞株）、ＰＫ１（膵癌細胞株）、ＭＤＡ２３１
（乳癌細胞株）、ＰＣ３（前立腺癌細胞株）の腫瘍培養
細胞及び組織２４種の合計４０種を用いた。
【００４２】ＫＵ－ＭＥＬ－１には、センスプライマー
として（ＫＵ－ＭＥＬ－１の遺伝子の３６０番目から３
８１番目までの塩基配列：５′－ＣＴＡＴＣＴＣＣＡＣ
ＡＴＣＣＡＴＴＴＴＧＣＣ－３′；配列番号３）を、ア
ンチセンスプライマーとしてＴ３プライマー（５′－Ａ
ＡＴＴＡＡＣＣＣＴＣＡＣＴＡＡＡＧＧＧ－３′；配列
番号４）を作製し、熱変性９４℃で３０秒間、アニーリ
ング５６℃で３０秒間、伸長反応７２℃で１分間の条件
で３０サイクルのＰＣＲを行った。コントロールとして
βアクチン（８３８ｂｐ）の発現を確認するため、βア
クチンに特異的なセンスプライマー（５′－ＡＴＣＴＧ
ＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣＴＧ
ＣＧ－３′；配列番号５）とアンチセンスプライマー
（５′－ＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡ
ＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣ－３′；配列番号６）を用い
て、熱変性９４℃で３０秒間、アニーリング６８℃で２
分間、伸長反応７２℃で２分間の条件で２５サイクルの
ＰＣＲを行った。これらのＰＣＲにより得られたＰＣＲ
産物（ｃＤＮＡ）をアガロースゲル電気泳動（１．５
％）にかけ、エチジウムブロマイド（ＥｔＢｒ）で染色
し２５４ｎｍの紫外線照射によりバンドを検出した。結
果を図１に示す。
【００４３】図１の結果から、ほとんどの悪性黒色腫細
胞株と培養色素細胞ではＫＵ－ＭＥＬ－１が強く発現
し、腺癌、扁平上皮細胞癌、及び悪性黒色腫組織におい
てもＫＵ－ＭＥＬ－１の発現を確認することができた。
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しかし、ＫＵ－ＭＥＬ－１は、精巣を除くほとんどの正
常組織において発現していなかった。
【００４４】［単離癌抗原のｍＲＮＡ発現を検出するた
めのノーザンブロット法］正常組織（肺、大腸、脾臓、
精巣、子宮、胎盤、骨髄）由来のＲＮＡ７種、正常細胞
［Ｔ細胞、ＥＢウイルス感染Ｂ細胞（８８８ＥＢＶ－Ｂ
及び１０８８ＥＢＶ－Ｂ）、線維芽細胞（Fibroblast 
A、Fibroblast B）、色素細胞］由来のＲＮＡ６種、悪
性黒色腫細胞株（ＳＫｍｅｌ２３、８８８ｍｅｌ、Ａ３
７５ｍｅｌ、１３６３ｍｅｌ、９２８ｍｅｌ、６２４ｍ
ｅｌ、５８６ｍｅｌ、５２６ｍｅｌ、５０１ｍｅｌ、３
９７ｍｅｌ）、悪性黒色腫組織（ＭＥＬ６、ＭＥＬ７、
ＭＥＬ１０、ＭＥＬ２８）、ヒトグリオーマ細胞株（Ｕ
８７ＭＯ）、肺癌細胞株（Ｋ１Ｓ、ＥＢＣ１、ＲＥＲＦ
－ＬＣ－ＭＡ）、食道癌細胞株（ＴＥ８）、白血病細胞
株（ＨＬ６０、Ｋ５６２、Ｍｏｌｔ  ４）、腎細胞癌細
胞株（ＲＣＣＳ）、ＭＤＡ２３１（乳癌細胞株）由来の
ＲＮＡ２４種の計３７種のＲＮＡでＫＵ－ＭＥＬ－１に
対するノーザンブロットを行った。ＲＮＡ（各５．５μ
ｇ）を、ホルムアルデヒドを含むアガロースゲルで電気
泳動し、ナイロンメンブランフィルター（Hybond N+, A
mersham）に移した。
【００４５】次にＫＵ－ＭＥＬ－１に特異的なセンスプ
ライマー（配列番号３）とアンチセンスプライマー（Ｋ
Ｕ－ＭＥＬ－１の遺伝子の５１７番目から４９６番目ま
での塩基配列：５′－ＧＧＧＣＡＴＡＧＡＡＡＧＧＡＡ
ＧＡＡＡＣＴＣ－３′；配列番号７）とを用いてＰＣＲ
を行い、長さ１５２ｂｐのＫＵ－ＭＥＬ－１の遺伝子断
片を作製した。作製した遺伝子断片をHigh Prime DNA L
abeling Kit（Boehringer）を用いて32Ｐでラベリング
したプローブとし、Quick Hyb solution（Stratagene）
をバイブリダイゼーションバッファーとして用いてナイ
ロンメンブランフィルターを浸し、６８℃で２０分間プ
レハイブリダイゼーションを行った。その後、上記プロ
ーブを加えたＱｕｉｃｋ  Ｈｙｂ中により６８℃で１時
間ハイブリダイゼーションした。次いで、このハイブリ
ダイゼーションしたナイロンメンブランフィルターを洗
浄液Ｉ（２×ＳＳＣ、０．１％のＳＤＳ）で室温で１５
分間２回洗浄し、洗浄液II（０．１×ＳＳＣ、０．１％
のＳＤＳ）で６０℃で３０分間１回洗浄した。洗浄した
ナイロンメンブランフィルターを、Molecular Imager
（BIORAD）を用いて放射性シグナルの検出を行った。結
果を図２に示す。
【００４６】図２に示されているように約２８００ｂｐ
の位置にバンドが認められ、ＫＵ－ＭＥＬ－１はほとん
どの悪性黒色腫細胞株及び培養色素細胞で発現すること
がわかった。しかし、４種類の悪性黒色腫細胞株におい
てはわずかの発現しか認められなかった。また、ＫＵ－*
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*ＭＥＬ－１は、脳腫瘍、肺ガン、食道ガン、乳ガン等、
さまざまな癌細胞株で発現していたが、悪性造血細胞
（hematopoietic malignant cells）においては発現が
確認できなかった。試験した正常組織のうち、僅かでは
あるが精巣でＫＵ－ＭＥＬ－１の発現が認められたが、
ほとんどの正常組織では発現がみられなかった。正常培
養細胞では、繊維芽細胞においてわずかだが発現が確認
できた。このように、ＫＵ－ＭＥＬ－１はＲＴ－ＰＣＲ
及びノーザンブロットの結果より、腫瘍細胞においてＫ
Ｕ－ＭＥＬ－１が高発現することや、正常細胞では培養
色素細胞以外にはわずかにしか発現が認められないこと
や、抗ＫＵ－ＭＥＬ－１抗体が癌患者にのみ存在するこ
とから、ＫＵ－ＭＥＬ－１が診断・治療方法の発展に役
立つと考えられる。
【００４７】［ＫＵ－ＭＥＬ－１抗原の塩基配列とアミ
ノ酸配列の決定］ＫＵ－ＭＥＬ－１の全長ｃＤＮＡは、
oligo-dTプライマーを用いて作製したＳＫｍｅｌ２３又
は色素細胞のλファージのｃＤＮＡライブラリーからＰ
ＣＲで作製したＮＳ２１プローブを用いてプラークハイ
ブリダイゼイションを行うことにより単離した。単離し
たＫＵ－ＭＥＬ－１の全長ｃＤＮＡをノーザンブロット
法により解析した結果、全長がおよそ２．８ｋｂである
ことがわかった。この２．８ｋｂのｃＤＮＡのうち、
３′末端から２１９６ｂｐの塩基配列（配列番号８）を
決定した。この決定した塩基配列中において、始めのＡ
ＴＧの５′側にはコザック配列（ＡＸＸＡＴＧＧ）とス
トップコドン（ＴＡＡ）が存在することから、ＡＴＧを
第一メチオニンとする２００７ｂｐのopen reading fra
meをもつ６６９アミノ酸からなるＫＵ－ＭＥＬ－１の蛋
白が明らかとなった。この塩基配列及びアミノ酸配列を
用いてデータベース検索を行ったが、構造からこの蛋白
の機能を推定できるような情報は得られなかった。ま
た、ＫＵ－ＭＥＬ－１のｃＤＮＡ配列の１部分は、ＥＳ
Ｔデータベースに登録されているUniGene ＨＳ．１０９
００５と相同性を示していたが、他の部分においてはデ
ータベース上においてホモロジーのある遺伝子が存在し
なかったことから、ＫＵ－ＭＥＬ－１は新規なタンパク
質であることが確認できた。
【００４８】
【発明の効果】本発明によると、生理的に重要である悪
性黒色腫抗原ＫＵ－ＭＥＬ－１活性を有するタンパク
質、それをコードするＤＮＡを提供することができる。
また、それら悪性黒色腫抗原や遺伝子ＤＮＡは、悪性黒
色腫、食道癌、大腸癌、肺癌、脳腫瘍、膵癌、腎癌、乳
癌等の治療や診断に有用であり、免疫誘導活性の促進又
は抑制物質のスクリーニングに用いることができる。
【００４９】
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
               
<110> KEIO UNIVERSITY
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<120> Human Malignant Melanoma 
Antigens
<130> 2000-017
<140>
<141>
<160> 9 
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:SP6 Primer
<400> 1
atttaggtga cactaata                                 
              18    
<210> 2
<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:T7-terminator
      Primer
<400> 2
gctagttatt gctcagcgg                               
               19    
<210> 3
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-MEL-1 Sense
      Primer
<400> 3
ctatctccac atccattttg cc                        
                  22    
<210> 4
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:T3 Primer
<400> 4
aattaaccct cactaaaggg                             
                20    
<210> 5
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Beta-Actin
      Specific Sense Primer
<400> 5
atctggcacc acaccttcta caatgagctg cg   
                            32    
<210> 6
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<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Beta-Actin
      Specific Antisense Primer
<400> 6
cgtcatactc ctgcttgctg atccacatct gc   
                            32    
<210> 7
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-MEL-1
      Antisense Primer
<400> 7
gggcatagaa aggaagaaac tc                        
                  22    
<210> 8
<211> 2196
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220> 
<221> CDS
<222> (67)..(2073)
<400> 8
gcgagtgtcc gcggccgagc agcagagatt tttg
ctgtga gaattaatta ccagtaacag 60    
ttcaat atg ggg gac att ctg gct cat gaa t
ct gaa tta ctt gga cta    108   
       Met Gly Asp Ile Leu Ala His Glu Ser 
Glu Leu Leu Gly Leu
         1               5                  10
gtg aaa gag tat tta gat ttt gct gaa ttt 
gaa gac acc ttg aaa aca   156   
Val Lys Glu Tyr Leu Asp Phe Ala Glu Phe 
Glu Asp Thr Leu Lys Thr
 15                  20                  25                  30

ttt tca aaa gaa tgc aaa ata aaa gga aaa 
cca ctg tgt aaa aca gta   204   
Phe Ser Lys Glu Cys Lys Ile Lys Gly Lys 
Pro Leu Cys Lys Thr Val
                 35                  40                  45 
ggc gga tct ttc aga gac tcc aaa tca ttg 
aca att cag aag gat ctt   252   
Gly Gly Ser Phe Arg Asp Ser Lys Ser Leu 
Thr Ile Gln Lys Asp Leu
             50                  55                  60 
gtc gct gca ttt gac aac gga gac cag aag 
gtg ttc ttc gat ctg tgg   300   
Val Ala Ala Phe Asp Asn Gly Asp Gln Lys 
Val Phe Phe Asp Leu Trp
         65                  70                  75 
gag gag cac att tca agt tcc atc cga gat 
ggg gac tcc ttt gcc cag   348   
Glu Glu His Ile Ser Ser Ser Ile Arg Asp 
Gly Asp Ser Phe Ala Gln
     80                  85                  90 
aag ctg gaa ttc tat ctc cac atc cat ttt 
gcc atc tat ctt ttg aag   396   
Lys Leu Glu Phe Tyr Leu His Ile His Phe 
Ala Ile Tyr Leu Leu Lys
 95                 100                 105                 1
10
tac tct gtg ggg aga ccg gac aaa gag gag 
ctg gat gaa aag att tcc   444   
Tyr Ser Val Gly Arg Pro Asp Lys Glu Glu 
Leu Asp Glu Lys Ile Ser
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                115                 120                 125 
tac ttc aaa acc tac ctg gag acc aaa ggg 
gca gcc ttg agc cag acc   492   
Tyr Phe Lys Thr Tyr Leu Glu Thr Lys Gly 
Ala Ala Leu Ser Gln Thr
            130                 135                 140 
aca gag ttt ctt cct ttc tat gcc ctt cct 
ttt gtt ccc aac cct atg   540   
Thr Glu Phe Leu Pro Phe Tyr Ala Leu Pro 
Phe Val Pro Asn Pro Met
        145                 150                 155 
gtg cac ccc tca ttt aaa gaa ctc ttc cag 
gat tcc tgg act cca gag   588   
Val His Pro Ser Phe Lys Glu Leu Phe Gln 
Asp Ser Trp Thr Pro Glu
    160                 165                 170 
tta aag ttg aag ttg gaa aag ttt cta gct 
tta ata tct aaa gcc agc   636   
Leu Lys Leu Lys Leu Glu Lys Phe Leu Ala 
Leu Ile Ser Lys Ala Ser
175                 180                 185                 1
90
aac acg cca aag ctt tta aca ata tat aag 
gag aat gga caa agt aac   684   
Asn Thr Pro Lys Leu Leu Thr Ile Tyr Lys 
Glu Asn Gly Gln Ser Asn
                195                 200                 205 
aaa gaa atc ttg cag cag ctc cac cag cag 
ctg gtt gaa gct gaa cgt   732   
Lys Glu Ile Leu Gln Gln Leu His Gln Gln 
Leu Val Glu Ala Glu Arg
            210                 215                 220 
agg tca gtg aca tac ctc aaa cgg tac aat 
aag atc cag gcc gac tac   780   
Arg Ser Val Thr Tyr Leu Lys Arg Tyr Asn 
Lys Ile Gln Ala Asp Tyr
        225                 230                 235 
cac aat ctc att gga gtc aca gca gag ctg 
gtg gat tct cta gag gcc   828   
His Asn Leu Ile Gly Val Thr Ala Glu Leu 
Val Asp Ser Leu Glu Ala
    240                 245                 250 
aca gtc agc ggc aag atg atc acc cct gag 
tac ctc cag agc gtc tgt   876   
Thr Val Ser Gly Lys Met Ile Thr Pro Glu 
Tyr Leu Gln Ser Val Cys
255                 260                 265                 2
70

gtc cgc ctg ttc agt aac cag atg cgg cag 
agc ctg gcg cat agt gtg   924   
Val Arg Leu Phe Ser Asn Gln Met Arg Gln 
Ser Leu Ala His Ser Val
                275                 280                 285 
gac ttc acg agg cct ggg acg gca tcc acc 
atg tta cga gcc tcc ttg   972   
Asp Phe Thr Arg Pro Gly Thr Ala Ser Thr 
Met Leu Arg Ala Ser Leu
            290                 295                 300 
gca ccc gtg aaa ttg aag gat gtc cca tta 
ctg ccc tcc ttg gat tat   1020  
Ala Pro Val Lys Leu Lys Asp Val Pro Leu 
Leu Pro Ser Leu Asp Tyr
        305                 310                 315 
gag aaa ctg aag aag gat ttg att ttg ggg 
agt gac cgc ttg aaa gcc   1068  
Glu Lys Leu Lys Lys Asp Leu Ile Leu Gly 
Ser Asp Arg Leu Lys Ala
    320                 325                 330 
ttc ttg ttg cag gct ctg cgc tgg cgc ttg 
acc aca tcc cat cct gga   1116  
Phe Leu Leu Gln Ala Leu Arg Trp Arg Leu 
Thr Thr Ser His Pro Gly
335                 340                 345                 3
50
gag cag agg gag acc gtt ctg caa gcc tac 
atc agc aat gac ctc ttg   1164  
Glu Gln Arg Glu Thr Val Leu Gln Ala Tyr 
Ile Ser Asn Asp Leu Leu
                355                 360                 365 
gac tgt tat agc cac aac cag agg agt gtg 
ctt cag ttg ctg cac tcc   1212  
Asp Cys Tyr Ser His Asn Gln Arg Ser Val 
Leu Gln Leu Leu His Ser
            370                 375                 380 
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acg agc gac gtg gtg cgg cag tac atg gcc 
agg ctc atc aat gct ttt   1260  
Thr Ser Asp Val Val Arg Gln Tyr Met Ala 
Arg Leu Ile Asn Ala Phe
        385                 390                 395 
gcg tca ctg gca gaa ggt cgc ctc tac ctt 
gcc cag aac aca aag gtg   1308  
Ala Ser Leu Ala Glu Gly Arg Leu Tyr Leu 
Ala Gln Asn Thr Lys Val
    400                 405                 410 
ctg cag atg ctg gag gga agg ctg aag gag 
gag gac aag gat atc atc   1356  
Leu Gln Met Leu Glu Gly Arg Leu Lys Glu 
Glu Asp Lys Asp Ile Ile
415                 420                 425                 4
30
acc agg gag aat gtt ctt ggg gcc ctg cag 
aag ttc agt ctc agg cgc   1404  
Thr Arg Glu Asn Val Leu Gly Ala Leu Gln 
Lys Phe Ser Leu Arg Arg
                435                 440                 445 
ccg ctg cag aca gcg atg att caa gac ggc 
ctc atc ttc tgg ctg gtt   1452  
Pro Leu Gln Thr Ala Met Ile Gln Asp Gly 
Leu Ile Phe Trp Leu Val
            450                 455                 460 
gat gtt ctg aag gac cct gac tgc ctg tct 
gac tac acg ctg gag tac   1500  
Asp Val Leu Lys Asp Pro Asp Cys Leu Ser 
Asp Tyr Thr Leu Glu Tyr
        465                 470                 475 
tcg gtg gct ttg ctc atg aac ctc tgc ctc 
cgc agc aca ggg aag aac   1548  
Ser Val Ala Leu Leu Met Asn Leu Cys Leu 
Arg Ser Thr Gly Lys Asn
    480                 485                 490 
atg tgt gcc aag gtg gca ggc ctc gtg ctc 
aaa gtc ctt tcg gat ctt   1596  
Met Cys Ala Lys Val Ala Gly Leu Val Leu 
Lys Val Leu Ser Asp Leu
495                 500                 505                 5
10
ctt ggc cat gaa aac cat gag ata cag ccg 
tat gtg aat gga gct ctg   1644  
Leu Gly His Glu Asn His Glu Ile Gln Pro 
Tyr Val Asn Gly Ala Leu
                515                 520                 525 
tac agc atc ctt tct gtt cca tcc att cgt 
gag gaa gca aga gca atg   1692  
Tyr Ser Ile Leu Ser Val Pro Ser Ile Arg 
Glu Glu Ala Arg Ala Met
            530                 535                 540 
gga atg gaa gac atc cta cgc tgc ttc atc 
aaa gaa ggc aat gct gaa   1740  
Gly Met Glu Asp Ile Leu Arg Cys Phe Ile 
Lys Glu Gly Asn Ala Glu
        545                 550                 555 
atg atc cgc cag ata gaa ttc atc atc aag 
cag cta aat tcc gaa gag   1788  
Met Ile Arg Gln Ile Glu Phe Ile Ile Lys 
Gln Leu Asn Ser Glu Glu
    560                 565                 570 
cta cca gat ggt gtt ctt gaa tct gat gat 
gat gaa gat gaa gat gat   1836  
Leu Pro Asp Gly Val Leu Glu Ser Asp Asp 
Asp Glu Asp Glu Asp Asp
575                 580                 585                 5
90
gaa gag gac cat gac atc atg gaa gcc gat 
ctg gac aaa gac gaa ctg   1884  
Glu Glu Asp His Asp Ile Met Glu Ala Asp 
Leu Asp Lys Asp Glu Leu
                595                 600                 605 
atc cag ccc cag ctc gga gaa ctc tca gga 
gag aag ctt ctg acc acg   1932  
Ile Gln Pro Gln Leu Gly Glu Leu Ser Gly 
Glu Lys Leu Leu Thr Thr
            610                 615                 620 
gag tac ctg ggg atc atg acc aac acg ggg 
aag aca agg cgg aag ggg   1980  
Glu Tyr Leu Gly Ile Met Thr Asn Thr Gly 
Lys Thr Arg Arg Lys Gly
        625                 630                 635 
ctg gct aat gtg cag tgg agc ggg gat gag 
ccc ctg caa agg ccc gtc   2028  
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Leu Ala Asn Val Gln Trp Ser Gly Asp Glu 
Pro Leu Gln Arg Pro Val
    640                 645                 650 
acc ccc ggc ggc cac agt aaa cgg gta ccc 
agt gta agt cag ggc       2073  
Thr Pro Gly Gly His Ser Lys Arg Val Pro 
Ser Val Ser Gln Gly
655                 660                 665 
taaaggaagc gggaattgac tttcttaagc tttg
ttttga ttacagtgta agatgtatgt 2133  
atttttaaaa ttcaaaataa agcattcatt taga
aaaaaa aaacaaaaaa aaaaaaaaaa 2193  
aaa                                                               2
196  
<210> 9
<211> 669
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 9
Met Gly Asp Ile Leu Ala His Glu Ser Glu 
Leu Leu Gly Leu Val Lys 
  1               5                  10                  15 

Glu Tyr Leu Asp Phe Ala Glu Phe Glu Asp 
Thr Leu Lys Thr Phe Ser 
             20                  25                  30 
Lys Glu Cys Lys Ile Lys Gly Lys Pro Leu 
Cys Lys Thr Val Gly Gly 
         35                  40                  45 
Ser Phe Arg Asp Ser Lys Ser Leu Thr Ile 
Gln Lys Asp Leu Val Ala 
     50                  55                  60 
Ala Phe Asp Asn Gly Asp Gln Lys Val Phe 
Phe Asp Leu Trp Glu Glu 
 65                  70                  75                  80
 
His Ile Ser Ser Ser Ile Arg Asp Gly Asp 
Ser Phe Ala Gln Lys Leu 
                 85                  90                  95 
Glu Phe Tyr Leu His Ile His Phe Ala Ile 
Tyr Leu Leu Lys Tyr Ser 
            100                 105                 110 
Val Gly Arg Pro Asp Lys Glu Glu Leu Asp 
Glu Lys Ile Ser Tyr Phe 
        115                 120                 125 
Lys Thr Tyr Leu Glu Thr Lys Gly Ala Ala 
Leu Ser Gln Thr Thr Glu 
    130                 135                 140 
Phe Leu Pro Phe Tyr Ala Leu Pro Phe Val 
Pro Asn Pro Met Val His 
145                 150                 155                 1
60 
Pro Ser Phe Lys Glu Leu Phe Gln Asp Ser 
Trp Thr Pro Glu Leu Lys 
                165                 170                 175 
Leu Lys Leu Glu Lys Phe Leu Ala Leu Ile 
Ser Lys Ala Ser Asn Thr 
            180                 185                 190 
Pro Lys Leu Leu Thr Ile Tyr Lys Glu Asn 
Gly Gln Ser Asn Lys Glu 
        195                 200                 205 
Ile Leu Gln Gln Leu His Gln Gln Leu Val 
Glu Ala Glu Arg Arg Ser 
    210                 215                 220 
Val Thr Tyr Leu Lys Arg Tyr Asn Lys Ile 
Gln Ala Asp Tyr His Asn 
225                 230                 235                 2
40 
Leu Ile Gly Val Thr Ala Glu Leu Val Asp 
Ser Leu Glu Ala Thr Val 
                245                 250                 255 
Ser Gly Lys Met Ile Thr Pro Glu Tyr Leu 
Gln Ser Val Cys Val Arg 
            260                 265                 270 
Leu Phe Ser Asn Gln Met Arg Gln Ser Leu 
Ala His Ser Val Asp Phe 
        275                 280                 285 
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Thr Arg Pro Gly Thr Ala Ser Thr Met Leu 
Arg Ala Ser Leu Ala Pro 
    290                 295                 300 
Val Lys Leu Lys Asp Val Pro Leu Leu Pro 
Ser Leu Asp Tyr Glu Lys 
305                 310                 315                 3
20 

Leu Lys Lys Asp Leu Ile Leu Gly Ser Asp 
Arg Leu Lys Ala Phe Leu 
                325                 330                 335 
Leu Gln Ala Leu Arg Trp Arg Leu Thr Thr 
Ser His Pro Gly Glu Gln 
            340                 345                 350 
Arg Glu Thr Val Leu Gln Ala Tyr Ile Ser 
Asn Asp Leu Leu Asp Cys 
        355                 360                 365 
Tyr Ser His Asn Gln Arg Ser Val Leu Gln 
Leu Leu His Ser Thr Ser 
    370                 375                 380 
Asp Val Val Arg Gln Tyr Met Ala Arg Leu 
Ile Asn Ala Phe Ala Ser 
385                 390                 395                 4
00 
Leu Ala Glu Gly Arg Leu Tyr Leu Ala Gln 
Asn Thr Lys Val Leu Gln 
                405                 410                 415 
Met Leu Glu Gly Arg Leu Lys Glu Glu Asp 
Lys Asp Ile Ile Thr Arg 
            420                 425                 430 
Glu Asn Val Leu Gly Ala Leu Gln Lys Phe 
Ser Leu Arg Arg Pro Leu 
        435                 440                 445 
Gln Thr Ala Met Ile Gln Asp Gly Leu Ile 
Phe Trp Leu Val Asp Val 
    450                 455                 460 
Leu Lys Asp Pro Asp Cys Leu Ser Asp Tyr 
Thr Leu Glu Tyr Ser Val 
465                 470                 475                 4
80 

Ala Leu Leu Met Asn Leu Cys Leu Arg Ser 
Thr Gly Lys Asn Met Cys 
                485                 490                 495 
Ala Lys Val Ala Gly Leu Val Leu Lys Val 
Leu Ser Asp Leu Leu Gly 
            500                 505                 510 
His Glu Asn His Glu Ile Gln Pro Tyr Val 
Asn Gly Ala Leu Tyr Ser 
        515                 520                 525 
Ile Leu Ser Val Pro Ser Ile Arg Glu Glu 
Ala Arg Ala Met Gly Met 
    530                 535                 540 
Glu Asp Ile Leu Arg Cys Phe Ile Lys Glu 
Gly Asn Ala Glu Met Ile 
545                 550                 555                 5
60 
Arg Gln Ile Glu Phe Ile Ile Lys Gln Leu 
Asn Ser Glu Glu Leu Pro 
                565                 570                 575 
Asp Gly Val Leu Glu Ser Asp Asp Asp Glu 
Asp Glu Asp Asp Glu Glu 
            580                 585                 590 
Asp His Asp Ile Met Glu Ala Asp Leu Asp 
Lys Asp Glu Leu Ile Gln 
        595                 600                 605 
Pro Gln Leu Gly Glu Leu Ser Gly Glu Lys 
Leu Leu Thr Thr Glu Tyr 
    610                 615                 620 
Leu Gly Ile Met Thr Asn Thr Gly Lys Thr 
Arg Arg Lys Gly Leu Ala 
625                 630                 635                 6
40 
Asn Val Gln Trp Ser Gly Asp Glu Pro Leu 
Gln Arg Pro Val Thr Pro 
                645                 650                 655 
Gly Gly His Ser Lys Arg Val Pro Ser Val 
Ser Gln Gly 
            660                 665 
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【図面の簡単な説明】
【図１】ＲＴ－ＰＣＲによる悪性黒色腫抗原ＫＵ－ＭＥ
Ｌ－１の発現解析の結果を示す図である。 *

22
*【図２】ノーザンブロット法による悪性黒色腫抗原ＫＵ
－ＭＥＬ－１の発現解析の結果を示す図である。

【図１】

【図２】
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