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(57)【要約】
【課題】  膵癌等の診断・治療に応用することができる
膵癌抗原や、それをコードする遺伝子等を提供するこ
と。
【解決手段】  膵癌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ｃＤＮ
Ａ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膵癌細胞ｃＤＮＡライブラリー、
合計１．６×１０6個のλファージｃＤＮＡクローン
を、進行膵癌患者血清ＩｇＧを用いてスクリーニングす
ることにより、膵癌患者血清のみに反応し、健常人血清
とは反応せず、膵癌細胞に選択的に発現する膵癌抗原Ｋ
Ｕ－ＰＡＮ－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、膵癌、食道癌、大腸
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、膵癌患者血清Ｉｇ
Ｇ抗体を用いて単離されたヒト膵癌抗原及びそれをコー
ドするＤＮＡ、並びに膵癌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、膵癌抗原を有効
成分とする抗腫瘍剤、膵癌抗原をコードする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】１９９５年における本邦の膵癌による死
亡数は８９６５名（１４．７人／１０万人）、女性７０
５４名（１１．１人／１０万人）であり、男性の癌によ
る死因の５位、女性の７位を占めている（厚生統計協
会：国民衛生の動向、１９９７年）。米国においても年
間２５０００人が膵癌により死亡し、その数は増加傾向
にある（CA Cancer J Clin 45, 8-30, 1995）。膵癌の
４０％は局所進行型で治癒切除が困難であり、５０%は
遠隔転移を有している。このため術後５年の生存率は１
８．２％、非手術例の５年の生存率は２％と予後不良癌
の代表とされている（斉藤洋一：膵癌全国登録調査報告
  膵臓１１：４７９－５０６、１９９６）。膵癌に対す
る治療成績向上を目指し拡大郭清を伴う外科的切除術に
加え、術中放射線療法、温熱療法、化学療法などの集学
的治療が施行されているが、未だ満足する結果は得られ
ていないため（松野正紀、砂村眞琴、江川新一  膵癌の
治療戦略  消化器癌７：１９７－２０３、１９９７）、
今までとは異なった概念に基づく治療の開発が期待され
ている。
【０００３】免疫療法は古くから次代の治療法としてさ
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まざまな試みがなされてきたが、現在までのところ充分
な効果を示すには至っていない。従来まで癌の免疫療法
は非特異的免疫療法を中心として行われてきたが、本発
明者らはメラノーマの腫瘍反応性Ｔ細胞を用いたｃＤＮ
Ａ発現クローニング法によりＣＤ８＋Ｔ細胞認識抗原を
単離し（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 3515-3519, 
1994、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 6458-6462, 19
94、J. Exp. Med. 180, 347-352, 1994、J. Immunol. 1
54, 3961-3968, 1995、Immunologic Res. 16, 313-340,
 1997）、この抗原を用いた特異的免疫療法により、一
部のメラノーマに対して抗腫瘍効果が認められることを
報告している（Microbiology Immunology 42, 803-813,
 1998、Kawakami, Y., P.F. Robbins, RF. Wang. et a
l. Identification of Melanoma antigens by T lympho
cytes and their use in the immunotherapy of cance
r. In Principle and Practice of Oncology. Update. 
V. DeVita, S. Hellman, S.A.Rosenberg eds. J.B.Lipp
incott Co. Philadelphia, p1-20, 1996、Nature Med. 
4, 321, 1998）。膵癌においても特異的免疫療法の樹立
とその標的となる癌抗原の同定が望まれているが、他の
多くの癌と同様に腫瘍反応性Ｔ細胞の樹立は困難であ
る。
【０００４】一方、ドイツのPfreundschuh，Oldらのグ
ループにより、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ＳＥ
ＲＥＸ法（serological identification of antigens b
y recombinant expression cloning；Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 92, 11810-11813, 1995）が報告されてお
り、その他、メラノーマ、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ＳＥＲ
ＥＸ法により単離した報告もなされている（Int.J. Can
cer 72, 965-971, 1997、Cancer Res. 58, 1034-1041, 
1998、Int. J. Cancer 29, 652-658, 1998、Int. J. On
col. 14, 703-708, 1999、Cancer Res. 56, 4766-4772,
 1996、Hum. Mol. Genet 6, 33-39, 1997）。これらの
抗原の中にはＣＤ８＋Ｔ細胞に認識されるものも報告さ
れており（J. Exp. Med. 187(2), 265-270, 1998）、Ｓ
ＥＲＥＸ法によりＣＤ８＋Ｔ細胞認識抗原が単離できる
可能性が示されている。
【０００５】
【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、膵癌等の診断・治療に応用するこ
とができるヒト膵癌抗原や、それをコードする遺伝子等
を提供することにある。
【０００６】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、上記課題
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を解決するために鋭意研究し、膵癌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膵癌細胞ｃＤＮＡ
ライブラリー、合計１．６×１０6個のλファージｃＤ
ＮＡクローンを、進行膵癌患者血清を用いて逐一スクリ
ーニングし、膵癌患者血清のみに反応し、健常人血清と
は反応せず、膵癌を含む癌細胞に選択的に発現する膵癌
抗原ＫＵ－ＰＡＮ－１を見い出し、本発明を完成するに
至った。
【０００７】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。
【０００８】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。
【０００９】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
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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
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、膵癌、食道癌、
大腸癌、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。
【００１０】
【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に示される膵癌抗原ＫＵ－
ＰＡＮ－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「本膵癌抗原」ということがある。なお、本膵
癌抗原の由来はヒトに限定されるものではない。
【００１１】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
－ＰＡＮ－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
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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に示される膵癌抗原ＫＵ－ＰＡＮ－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
かる膵癌抗原ＫＵ－ＰＡＮ－１をコードするｃＤＮＡの
調製方法としては特に制限されるものではないが、例え
ば、膵癌細胞株から得られたｍＲＮＡを用いてＲＴ－Ｐ
ＣＲ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膵癌
細胞ｃＤＮＡライブラリーを、進行膵癌患者血清を用い
てスクリーニングし、膵癌患者血清のみに反応し、健常
人血清とは反応せず、膵癌を含む癌細胞に発現する本膵
癌抗原をスクリーニングすることにより得ることができ
る。
【００１２】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、各種膵癌由来のＤＮＡライブラリーに対
してストリンジェントな条件下でハイブリダイゼーショ
ンを行ない、該プローブにハイブリダイズするＤＮＡを
単離することにより、膵癌抗原ＫＵ－ＰＡＮ－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ＤＮＡを取得す
るためのハイブリダイゼーションの条件としては、例え
ば、４２℃でのハイブリダイゼーション、及び１×ＳＳ
Ｃ、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。
【００１３】本発明の融合タンパク質や融合ペプチドと
しては、本膵癌抗原とマーカータンパク質及び／又はペ
プチドタグとが結合しているものであればどのようなも
のでもよく、マーカータンパク質としては、従来知られ
ているマーカータンパク質であれば特に制限されるもの
ではなく、例えば、アルカリフォスファターゼ、抗体の
Ｆｃ領域、ＨＲＰ、ＧＦＰなどを具体的に挙げることが
でき、また本発明におけるペプチドタグとしては、Ｍｙ
ｃ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
用した膵癌抗原ＫＵ－ＰＡＮ－１等の精製や、Ｔ細胞誘
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7
導活性を有するタンパク質の検出や、膵癌抗原ＫＵ－Ｐ
ＡＮ－１等に対する抗体の定量、膵癌の診断用マーカー
などとして、また当該分野の研究用試薬としても有用で
ある。
【００１４】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
等の免疫特異的な抗体を具体的に挙げることができ、こ
れらは上記膵癌抗原ＫＵ－ＰＡＮ－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、膵癌等の診断、ミサイル療法等の治療
ばかりでなく、膵癌等の悪性腫瘍の発症機構を明らかに
する上で有用である。
【００１５】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）に本膵癌抗原
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（MONOCLO
NAL 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。
【００１６】本発明の上記本膵癌抗原に対する一本鎖抗
体をつくるために、一本鎖抗体の調製法（米国特許第4,
946,778号）を適用することができる。また、ヒト化抗
体を発現させるために、トランスジェニックマウス又は
他の哺乳動物等を利用したり、上記抗体を用いて、その
本膵癌抗原を発現するクローンを単離・同定したり、ア
フィニティークロマトグラフィーでそのポリペプチドを
精製することもできる。本膵癌抗原やその抗原エピトー
プを含むペプチドに対する抗体は、膵癌等の診断や治療
に使用できる可能性がある。そして、これら抗体が特異
的に結合する組換えタンパク質又はペプチドも、前記の
ように本発明の本膵癌抗原に包含される。
【００１７】本発明はまた、上記本膵癌抗原を発現する
ことができる発現系を含んでなる宿主細胞に関する。か
かる本膵癌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 MOLECULAR BIOLOGY, 1
986）及びSambrookら（MOLECULAR CLONING: A LABORATO
RY MANUAL, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989）などの多く
の標準的な実験室マニュアルに記載される方法、例え
ば、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ
－デキストラン媒介トランスフェクション、トランスベ
クション(transvection)、マイクロインジェクション、
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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 (sc
rape loading)、弾丸導入(ballistic introduction)、
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Ｓ
２、スポドプテラＳｆ９等の昆虫細胞や、Ｌ細胞、ＣＨ
Ｏ細胞、ＣＯＳ細胞、ＨｅＬａ細胞、Ｃ１２７細胞、Ｂ
ＡＬＢ／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）、ＢＨＫ
２１細胞、ＨＥＫ２９３細胞、Ｂｏｗｅｓメラノーマ細
胞等の動物細胞や、植物細胞等を挙げることができる。
【００１８】また、発現系としては、上記本膵癌抗原を
宿主細胞内で発現させることができる発現系であればど
のようなものでもよく、染色体、エピソーム及びウイル
スに由来する発現系、例えば、細菌プラスミド由来、酵
母プラスミド由来、ＳＶ４０のようなパポバウイルス、
ワクシニアウイルス、アデノウイルス、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。
【００１９】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膵
癌抗原は、後述するように本発明のスクリーニング方法
に用いることができる。例えば、細胞膜を得る方法とし
ては、F. Pietri-Rouxel（Eur. J. Biochem., 247, 117
4-1179, 1997）らの方法などを用いることができ、ま
た、かかる本膵癌抗原を細胞培養物から回収し精製する
には、硫酸アンモニウム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、本膵癌抗原に対する抗体を結合させ
たカラムや、上記本膵癌抗原に通常のペプチドタグを付
加した場合は、このペプチドタグに親和性のある物質を
結合したカラムを用いることにより、本膵癌抗原を得る
ことができる。
【００２０】本発明において、上記本膵癌抗原をコード
する遺伝子機能が染色体上で欠損した非ヒト動物とは、
染色体上の本膵癌抗原をコードする遺伝子の一部若しく
は全部が破壊・欠損・置換等の遺伝子変異により不活性
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9
化され、本膵癌抗原を発現する機能を失なった非ヒト動
物をいい、また、本膵癌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膵癌抗原を大量に産生する非ヒト
動物をいう。そして、本発明における非ヒト動物として
は、マウス、ラット等の齧歯目動物などの非ヒト動物を
具体的に挙げることができるが、これらに限定されるも
のではない。
【００２１】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、本膵癌抗原欠損型又は
過剰発現型とその同腹の野生型とが含まれ、これらホモ
接合体非ヒト動物における欠損型又は過剰発現型とその
同腹の野生型を同時に用いることによって個体レベルで
正確な比較実験をすることができることから、野生型の
非ヒト動物、すなわち本膵癌抗原をコードする遺伝子機
能が染色体上で欠損又は過剰発現する非ヒト動物と同種
の動物、さらには同腹の動物を、例えば下記に記載する
本発明のスクリーニングに際して併用することが好まし
い。かかる本膵癌抗原をコードする遺伝子機能が染色体
上で欠損又は過剰発現する非ヒト動物の作製方法を、本
膵癌抗原のノックアウトマウスやトランスジェニックマ
ウスを例にとって以下説明する。
【００２２】例えば、本膵癌抗原をコードする遺伝子機
能が染色体上で欠損したマウス、すなわち本膵癌抗原ノ
ックアウトマウスは、マウス遺伝子ライブラリーからＰ
ＣＲ等の方法により得られた遺伝子断片を用いて、本膵
癌抗原をコードする遺伝子をスクリーニングし、スクリ
ーニングされた本膵癌抗原をコードする遺伝子をウイル
スベクター等を用いてサブクローンし、ＤＮＡシーケン
シングにより特定する。このクローンの本膵癌抗原をコ
ードする遺伝子の全部又は一部をｐＭＣ１ネオ遺伝子カ
セット等に置換し、３′末端側にジフテリアトキシンＡ
フラグメント（ＤＴ－Ａ）遺伝子や単純ヘルペスウイル
スのチミジンキナーゼ（ＨＳＶ－ｔｋ）遺伝子等の遺伝
子を導入することによって、ターゲッティングベクター
を作製する。
【００２３】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、本発明の本膵癌抗原ノックアウト
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マウスを作製することができる。また、本膵癌抗原ノッ
クアウトマウスが生起しているかどうかを確認する方法
としては、例えば、上記の方法により得られたマウスか
らＲＮＡを単離してノーザンブロット法等により調べた
り、またこのマウスの発現をウエスタンブロット法等に
より調べる方法がある。
【００２４】本膵癌抗原のトランスジェニックマウス
は、本膵癌抗原をコードするｃＤＮＡにチキンβ－アク
チン、マウスニューロフィラメント、ＳＶ４０等のプロ
モーター、及びラビットβ－グロビン、ＳＶ４０等のポ
リＡ又はイントロンを融合させて導入遺伝子を構築し、
該導入遺伝子をマウス受精卵の前核にマイクロインジェ
クションし、得られた卵細胞を培養した後、仮親のマウ
スの輸卵管に移植し、その後被移植動物を飼育し、産ま
れた仔マウスから前記ｃＤＮＡを有する仔マウスを選択
することによりかかるトランスジェニックマウスを創製
することができる。また、ｃＤＮＡを有する仔マウスの
選択は、マウスの尻尾等より粗ＤＮＡを抽出し、導入し
た本膵癌抗原をコードする遺伝子をプローブとするドッ
トハイブリダイゼーション法や、特異的プライマーを用
いたＰＣＲ法等により行うことができる。
【００２５】また、上記本膵癌抗原をコードする遺伝子
若しくはＤＮＡ、本膵癌抗原、本膵癌抗原とマーカータ
ンパク質及び／又はペプチドタグとを結合させた融合タ
ンパク質、本膵癌抗原に対する抗体、本膵癌抗原を発現
することができる発現系を含んでなる宿主細胞等は、以
下に具体的に説明するように、膵癌、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、Ｃ
Ｄ８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。
【００２６】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、被検物質と本膵癌抗原と
を接触せしめ、該本膵癌抗原の免疫誘導活性を測定・評
価する方法や、被検物質と本膵癌抗原を発現している細
胞膜又は細胞とを接触せしめ、該本膵癌抗原の免疫誘導
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、前記本膵癌抗原をコードす
る遺伝子が過剰発現する非ヒト動物又は野生型非ヒト動
物などから得られる初代培養した細胞などの細胞や、本
発明の本膵癌抗原を発現することができる発現系を含ん
でなる宿主細胞や、これら細胞の細胞膜などを具体的に
例示することができ、かかる細胞膜又は細胞と被検物質
との接触方法としては、被検物質の存在下に本膵癌抗原
を発現している細胞膜又は細胞をインビトロで培養する
方法や、本膵癌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
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11
できる。
【００２７】上記被検物質と本膵癌抗原とを用いたスク
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。上記被検物質と本膵癌抗原とを接
触せしめ、該本膵癌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膵癌抗原と
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
被検物質と本膵癌抗原を発現している細胞膜又は細胞と
を接触せしめ、該本膵癌抗原の免疫誘導活性を測定・評
価する方法としては、本膵癌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
た本膵癌抗原が減少又は増加したことを、本発明の本膵
癌抗原に特異的に結合する抗体を用いて、ＥＬＩＳＡ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、本膵癌抗原をコードす
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、被検物質による本膵癌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。
【００２８】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、本膵
癌抗原又はこれに対する抗体を有効成分として含有する
膵癌、食道癌、大腸癌、乳癌等に対する抗腫瘍剤に関す
る。例えば、本膵癌抗原を経口、静脈注射等により投与
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、本膵癌
抗原とのインビトロ刺激により誘導された活性化Ｔ細胞
に関する。例えば、末梢血リンパ球や腫瘍浸潤リンパ球
にＩＬ－２とともに本膵癌抗原で刺激すると腫瘍反応性
活性化Ｔ細胞が誘導され、この活性化されたＴ細胞は養
子免疫療法に有効に用いることができる。
【００２９】さらに本発明は、本膵癌抗原をコードする
ＤＮＡ又はＲＮＡのアンチセンス鎖の全部又は一部から
なる癌の診断用プローブや、この癌の診断用プローブや
本膵癌抗原に特異的に結合する抗体を含有する膵癌、食
道癌、大腸癌、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、本膵癌抗原をコードするＤＮＡ

12
（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、本膵癌抗原
をコードするＤＮＡ配列とを比較することにより、膵癌
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、Ｒ
ＮＡ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。
【００３０】
【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。
［ｃＤＮＡライブラリーの作製］文献（Tohoku J. exp.
 Med. 143, 33-46, 1984）記載の膵癌培養細胞株ＰＫ
１、ＰＫ４５及びＰＫ５９（東北大学の小針雅男博士か
ら供与）をそれぞれ１×１０8になるまで培養した。培
地としては、ＲＰＭＩ１６４０にを加え３７℃、５％Ｃ
Ｏ
2
、湿度１００％にて維持しているものを用いた。培

養後、それぞれの細胞からグアニジン－塩化セシウム超
遠心法によりＲＮＡを抽出し、oligo(dT)を用いたポリ
(A)セレクションにてｍＲＮＡを精製した。これら３つ
の培養細胞から得られたｍＲＮＡをそれぞれ０．５μｇ
ずつ混合し、ZAP-cDNA Synthesis Kit（Stratagene）を
用いて二本鎖ｃＤＮＡを合成し、この二本鎖ｃＤＮＡを
λＺＡＰIIベクターに挿入し、３．０×１０6個のクロ
ーンからなる膵癌λファージｃＤＮＡライブラリーを作
製した。
【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ｃＤＮＡライブラリーを１５
ｃｍＮＺＹアガロースプレートに１×１０4クローンで
播き、４２℃で４時間培養して大腸菌(XL1-Blue)上に発
現させた。この上にＩＰＴＧを吸収させたニトロセルロ
ースフィルターをのせて３７℃で４時間培養し、発現し
た融合蛋白質をニトロセルロースフィルターに移し、
０．５％のＴＷＩＮ２０を含むＴＢＳ（１０ｍＭのＴｒ
ｉｓ－ＨＣｌ、１５０ｍＭ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４時間反応させた。
【００３２】上記患者血清としては、術前および術後の
進行度評価ではｐＴＭＮ分類においてステージＩＶを示
し、採血時には補助化学療法及び放射線療法は行われて
おらず、感染性の疾患を認めない５人の膵癌患者［患者
Ａ（６４才女性）、患者Ｂ（５７才男性）、患者Ｃ（７
０才男性）、患者Ｄ（６１才男性）、患者Ｅ（６８才男
性）］から採血したものを用いた。これらの血清は－８
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０℃で保存し、使用直前に５容量％の脱脂粉乳を含むＴ
ＢＳ（Tris-buffered saline）溶液で１００倍に最終的
に希釈して用いた。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１
５０００回転にて２０分間遠心し上清を回収した。この
上清に大腸菌とファージ由来の蛋白質を吸着させたニト
ロセルロースフィルター７枚を入れて８時間室温にて振
盪し、上清中の非特異的な抗大腸菌抗体や抗ファージ抗
体を吸着処理してから用いた。
【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 goat antibody alkaline phospha
te conjugated CAPPEL）を用いて反応させ、Nitro blue
tetrazolium（Boehringer）と5-Bromo-4-Chloro-3-indo
lyl（SIGMA）による酵素発色反応により検出し、発色反*

14
*応陽性部位に一致するコロニーを１５ｃｍＮＺＹアガロ
ースプレート上から採取し、ＳＭ緩衝液（１００ｍＭの
ＮａＣｌ、１０ｍＭのＭｇＳＯ

4
、５０ｍＭのＴｒｉｓ

－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が反応するファージクローンを得た。５
人の血清を用いて、合計で１．６×１０6個のλファー
ジクローンをスクリーニングした。結果を表１に示す。
得られた４７個の陽性クローンのうち、１３個は膵癌患
者Ｄから、２８個は膵癌患者Ｅからのものであり、特定
の患者血清に陽性クローンが集中する傾向が認められた
が、この傾向は年齢や進行度とは無関係であることがわ
かった。
【００３４】
【表１】

【００３５】［単離抗原遺伝子の相同性検索］上記得ら
れた４７個のファージからＰＣＲ法によりインサートＤ
ＮＡを増幅し、以後の解析に用いた。反応酵素にはＥｘ
Ｔａｑ（TAKARA）を用い、センスプライマーにＴ３
（５′－ＡＡＴＴＡＡＣＣＣＴＣＡＣＴＡＡＡＧＧＧ－
３′；配列番号１）、アンチセンスプライマーにＴ７
（５′－ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＡＴＡＧＧＧＣ
－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２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 DN
A Sequencing Kit（ABI）とABI310オートシークエンサ
ーとを用いてＤＮＡシークエンスを行い、５′側の塩基
配列を３００～５００ｂｐ程決定した。この結果１９種
類の異なった遺伝子が得られた。

【００３６】上記決定された１９種類の遺伝子の塩基配
列を、それぞれ相同性検索プログラムＢＬＡＳＴ（Basi
c Local Alignment Search Tool）を用いて遺伝子デー
ターベースで比較し、既知の遺伝子との相同性を検索し
た。結果を表２（既知抗原遺伝子）及び表３（未知抗原
遺伝子）に示す。１９種類の遺伝子のうち、１３種類は
既知遺伝子と、６種類は機能不明遺伝子と相同性が認め
られたが、既知遺伝子のうちalpha 4 proteinには６
個、DBI related proteinには４個、Human DNAJ protei
nや M-phase phosphoproteinには３個の同一クローンが
検出された。残りのクローンについてはそれぞれ１個の
み検出された。この中には癌遺伝子や癌抑制遺伝子は認
められず、リボソーム蛋白が３種類認められた。
【００３７】
【表２】
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*【表３】

【００３９】上記６種類の機能不明遺伝子のうち５種類
は米国国立生体工学情報センターのUniGeneによって統
合整理され、Ｈｓ．１１８７４１、Ｈｓ．１２２５５
５、Ｈｓ．２２１９９、Ｈｓ．４９００、Ｈｓ．７９７
２の５種類の分子由来のものであると推定され、Ｈｓ．
４９００、Ｈｓ．１２２５５５にはそれぞれ３個の単離
遺伝子が属していた。米国国立癌研究所Cancer Gene An
atomy Project（ＣＧＡＰ）のｃＤＮＡライブラリーデ
ータベースを用いてｃＤＮＡが得られた由来組織を調べ
たところＨｓ．１２２５５５は胎児組織のみに、Ｈｓ．
１１８７４１は胚細胞、筋肉、卵巣癌、前立腺癌、胃癌
などに、それ以外の遺伝子はさまざまな組織に由来する

ものであることがわかった。
【００４０】［健常人血清及び膵癌患者血清中の各単離
癌抗原に対するＩｇＧ抗体の検出］得られた上記各クロ
ーン［ＰＴ５（DNAJ protein）、ＰＴ１３（EST）、Ｐ
Ｙ２（EST）、ＰＹ３（CyclophilinA）、ＰＹ７（ES
T）、ＰＹ１４（KU-PAN-1）、ＰＹ１９（M-phase phosp
hoprotein）、ＰＹ２３（EST）、ＰＹ３４（KIAA087
1）］とインサートが入っていない陰性コントロールフ
ァージとを１：５の割合で発現するようにそれぞれを混
合し、９ｃｍＮＺＹアガロースプレートに５×１０2ク
ローンで播き、健常人及び膵癌患者の１００倍に希釈し
た血清でスクリーニングを行った。健常人血清は、採血
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時に健康体であり手術歴、自己免疫疾患の既往を有しな
い平均年齢２７．８才の１６人のボランティアから採血
した。膵癌患者では、スクリーニングに使用した血清も
含めて１３例の血清を使用した。結果を表４に示す。こ
の結果から、M-phase phosphoproteinは膵癌患者のみな*

18
*らず、健常人の血清においても抗体が検出されたが、そ
れ以外の８種類の遺伝子は健常人血清とは反応せず、膵
癌患者血清のみに反応していた。
【００４１】
【表４】

【００４２】［単離癌抗原のｍＲＮＡ発現を検出するた
めのＲＴ－ＰＣＲ法］次にクローンＰＹ３、ＰＹ７、Ｐ
Ｙ２、ＰＴ１３、ＰＹ２３、ＰＹ１９、ＰＹ１４及びＰ
Ｙ３４の遺伝子の各組織における発現特異性をＲＴ－Ｐ
ＣＲ法により調べてみた。正常組織由来のＲＮＡ（全て
クローンテック社製より購入）、及び培養した線維芽細
胞、ＥＢウイルス感染Ｂ細胞、腫瘍浸潤Ｔ細胞、培養腫
瘍細胞のＲＮＡを各５μｇづつ使用し、逆転写酵素ＡＭ
Ｖ ＲＴａｓｅ ＸＬ（TAKARA）と、プライマーとしてオ
リゴ（ｄＴ）を用いてｃＤＮＡのパネルを作製し、得ら
れたクローンの塩基配列より２００～４００ｂｐのＰＣ
Ｒ産物が出来るように特異的なＰＣＲプライマーを設計
し、反応酵素にＥＸＴａｑ（TAKARA）を使用し、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ＰＣ
Ｒ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、２５４ｎ
ｍの紫外線照射によりバンドを検出した。
【００４３】この実験において発現差が認められたＰＹ
１４クローン（ＫＵ－ＰＡＮ－１）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、脾臓、肝臓、小腸、骨格
筋、肺、精巣、胎盤、胃、大腸、膵臓の正常組織１３種
（全てクローンテック社製より購入）と、線維芽細胞、
ＥＢウイルス感染Ｂ細胞、腫瘍浸潤Ｔ細胞の正常培養細
胞３種と、ＰＫ１、ＰＫ８、ＰＫ９、ＰＫ４５Ｐ、ＰＫ
５９（膵臓癌）、Ｓｋｍｅｌ２３、８８８ｍｅｌ（悪性
黒色腫）、ＴＥ８（食道癌）、Ｋ１Ｓ（肺腺癌）、ＥＢ
Ｃ１（肺扁平上皮癌）、ＨＬ６０（急性骨髄性白血
病）、Ｋ５６２（慢性骨髄性白血病）、ＭＤＡ２３１
（乳癌）、ＤＬＤ１（大腸癌）、ＫＵ７、ＢＣ４７（膀

胱癌）、ＰＣ３（前立腺癌）、ＲＣＣＳ（腎癌）の腫瘍
培養細胞１８種の合計３４種を用いた。
【００４４】ＰＹ１４（ＫＵ－ＰＡＮ－１）には、セン
スプライマーとして（５′－ＴＧＣＣＣＡＧＣＣＡＧＡ
ＧＡＴＡＣＡＡＣＣＡＣＡＡＧ－３′；配列番号３）
を、アンチセンスプライマーとして（５′－ＣＴＧＧＣ
ＴＡＧＧＡＧＡＴＧＧＣＴＴＧＧＡＴＴＴＧＧ－３′；
配列番号４）を作製し、熱変性９４℃で３０秒間、アニ
ーリング６２℃で３０秒間、伸長反応７２℃で１分間の
条件で２５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′－ＡＴＣ
ＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣ
ＴＧＣＧ－３′；配列番号５）とアンチセンスプライマ
ー（５′－ＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ
ＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴＧＣ－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（３％）に
かけ、エチジウムブロマイド（ＥｔＢｒ）で染色し２５
４ｎｍの紫外線照射によりバンドを検出した。結果を図
１（ＰＹ１４）に示す。
【００４５】図１の結果から、ＫＵ－ＰＡＮ－１は２５
サイクルのＰＣＲ反応において正常精巣、ＰＫ１、ＰＫ
５９（膵癌）、ＴＥ８（食道癌）、Ｕ－８７ＭＯ（脳腫
瘍）、ＫＩＳ（肺癌）、ＭＤＡ２３１（乳癌）、ＤＬＤ
１（大腸癌）に発現が認められた。
【００４６】［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（脳、胃、肺、脾
臓、腎臓、小腸、膵臓、胎盤、精巣）由来のＲＮＡ９
種、膵癌（ＫＩ、ＳＡ、ＳＵ、Ｋ１Ｍ、Ｋ２Ｆ）組織よ
り抽出したＲＮＡ５種、膵癌培養株（ＰＫ１、ＰＫ８、



(11) 特開２００１－３４００８１

10

20

30

19
ＰＫ９、ＰＫ４５Ｐ、ＰＫ５９、ＰＣ１３５、ＰＣ１６
５、Ｍｉａｐａｋａ２、Ｐａｎｃ１、Ａｓｐｃ１）より
抽出したＲＮＡ１０種、他の癌細胞株ＤＬＤ１（大腸
癌）、Ｕ８７-ＭＯ（脳腫瘍）、ＭＤＡ２３１（乳
癌）、ＨＬ６０（急性骨髄性白血病）、Ｋ５６２（慢性
骨髄性白血病）及びＴＥ８（食道癌）由来のＲＮＡ６種
の計３０種のＲＮＡでＫＵ－ＰＡＮ－１に対するノーザ
ンブロットを行った。ＲＮＡ（各１１μｇ）を、ホルム
アミド及び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 XL,
 Amersham）に移した。
【００４７】次にＫＵ－ＰＡＮ－１に特異的なセンスプ
ライマー（ＫＵ－ＰＡＮ－１の遺伝子の６１８番目から
６４３番目までの塩基配列：５′－ＴＧＣＣＣＡＧＣＣ
ＡＧＡＧＡＴＡＣＡＡＣＣＡＣＡＡＧ－３′；配列番号
３）とアンチセンスプライマー（ＫＵ－ＰＡＮ－１の遺
伝子の１８２５番目から１８４８番目までの塩基配列：
５′－ＣＡＣＡＡＡＧＧＧＴＣＴＧＧＡＴＧＡＧＴＣＧ
ＧＴ－３′；配列番号７）とを用いてＰＣＲを行い、長
さ１２３０ｂｐのＫＵ－ＰＡＮ－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 Labeling 
Kit（Boehringer）を用いて32Ｐでラベリングしたプロ
ーブとし、Quick Hyb（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３０分間プレハイブリダイゼ
ーションを行った。その後、上記プローブを加えたＱｕ
ｉｃｋ  Ｈｙｂ中により６８℃で２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×ＳＳ
Ｃ、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６５
℃で６０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。
【００４８】図２に示されているように約３０００ｂｐ*

20
*の位置にバンドが認められ、このバンドは、正常細胞に
おいては精巣のみに発現していた。腫瘍組織では、膵癌
組織３種（ＳＵ、Ｋ１Ｍ、Ｋ２Ｆ）、膵癌培養株２種
（ＰＫ５９、Ｐａｎｃ１）、大腸癌（ＤＬＤ１）、脳腫
瘍（Ｕ８７-ＭＯ）、乳癌（ＭＤＡ２３１）及び食道癌
（ＴＥ８）において強発現していた。このように、ＫＵ
－ＰＡＮ－１はＲＴ－ＰＣＲ及びノーザンブロットの結
果より、正常組織にも僅かながら発現しているが、腫瘍
組織とは明らかな発現量の差があったことから免疫治療
の標的となり得ると考えられ、また精巣における発現に
ついては、免疫系から隔離された組織であることから、
ＫＵ－ＰＡＮ－１を実際に免疫療法に用いる際に精巣の
障害が問題となる可能性は殆どない。
【００４９】［ＫＵ－ＰＡＮ－１の塩基配列・アミノ酸
配列］単離したＫＵ－ＰＡＮ－１のｃＤＮＡは、全長は
３０３５ｂｐの配列番号８に示される塩基配列からな
り、またＫＵ－ＰＡＮ－１は配列番号９に示されるよう
に７０９個のアミノ酸配列から構成されていることがわ
かった。塩基配列による相同性検索を行った結果、１２
７７ｂｐ以降の配列による相同性検索においては米国国
立生体工学情報センターにＨｓ．２５７１０２として１
つにまとめられている遺伝子群と相同性があったが、１
～１０５３ｂｐまではデータベース上にホモロジーのあ
る遺伝子は存在しなかったことから、ＫＵ－ＰＡＮ－１
は新規なタンパク質であることが確認できた。
【００５０】
【発明の効果】本発明によると、生理的に重要であるＫ
Ｕ－ＰＡＮ－１等の膵癌抗原、それをコードするＤＮＡ
を提供することができる。また、それら膵癌抗原やＤＮ
Ａは、膵癌、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。
【００５１】
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
               
<110> KEIO UNIVERSITY
<120> Pancreatic Carcinoma Anti
gens
<130> 2000-011
<140>
<141>
<160> 9 
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Primer
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<400> 1
aattaaccct cactaaaggg                             
                20    
<210> 2
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Primer
<400> 2
gtaatacgac tcacataggg c                          
                 21    
<210> 3
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-PAN-1 Sense
      Primer
<400> 3
tgcccagcca gagatacaac cacaag                
                      26    
<210> 4
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-PAN-1
      Antisense Primer
<400> 4
ctggctagga gatggcttgg atttgg                
                      26    
<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
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Beta-Actin
      Specifc Antisense Primer
<400> 6
cgtcatactc ctgcttgctg atccacatct gc   
                            32    
<210> 7
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
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<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:KU-PAN-1
      Specific Antisense Primer
<400> 7
cacaaagggt ctggatgagt cggt                    
                    24    
<210> 8
<211> 3035
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220> 
<221> CDS
<222> (541)..(2667)
<400> 8
acgggcccgg gctgcggcag cggcggcctc ggct
gcctgg ggagctcaaa ctggaggatt 60    
ataaggatcg cctgaaaagt ggagagcatc ttaa
tccaga ccagttggaa gctgtagaga 120   
aatatgaaga agtgctacat aatttggaat ttgc
caagga gcttcaaaaa accttttctg 180   
ggttgagcct agatctacta aaagcgcaaa agaa
ggccca gagaagggag cacatgctaa 240   
aacttgaggc tgagaagaaa aagcttcgaa ctat
acttca agttcagtat gtattgcaga 300   
acttgacaca ggagcacgta caaaaagact tcaa
aggggg tttgaatggt gcagtgtatt 360   
tgccttcaaa agaacttgac tacctcatta agtt
ttcaaa actgacctgc cctgaaagaa 420   
atgaaagtct gagacaaaca cttgaaggat ctac
tgtcta aattgctgaa ctcaggctat 480   
tttgaaagta tcccagttcc caaaaatgcc aagg
aaaagg aagtaccact ggaggaagaa 540   
atg cta ata caa tca gag aaa aaa aca caa 
tta tcg aag act gaa tct   588   
Met Leu Ile Gln Ser Glu Lys Lys Thr Gln 
Leu Ser Lys Thr Glu Ser
  1               5                  10                  15 
gtc aaa gag tca gag tct cta atg gaa ttt 
gcc cag cca gag ata caa   636   
Val Lys Glu Ser Glu Ser Leu Met Glu Phe 
Ala Gln Pro Glu Ile Gln
             20                  25                  30 

cca caa gag ttt ctt aac aga cgc tat atg 
aca gaa gta gat tat tca   684   
Pro Gln Glu Phe Leu Asn Arg Arg Tyr Met 
Thr Glu Val Asp Tyr Ser
         35                  40                  45 
aac aaa caa ggc gaa gag caa cct tgg gaa 
gca gat tat gct aga aaa   732   
Asn Lys Gln Gly Glu Glu Gln Pro Trp Glu 
Ala Asp Tyr Ala Arg Lys
     50                  55                  60 
cca aat ctc cca aaa cgt tgg gat atg ctt 
act gaa cca gat ggt caa   780   
Pro Asn Leu Pro Lys Arg Trp Asp Met Leu 
Thr Glu Pro Asp Gly Gln
 65                  70                  75                  80

gag aag aaa cag gag tcc ttt aag tcc tgg 
gag gct tct ggt aag cac   828   
Glu Lys Lys Gln Glu Ser Phe Lys Ser Trp 
Glu Ala Ser Gly Lys His
                 85                  90                  95 
cag gag gta tcc aag cct gca gtt tcc tta 
gaa cag agg aaa caa gac   876   
Gln Glu Val Ser Lys Pro Ala Val Ser Leu 
Glu Gln Arg Lys Gln Asp
            100                 105                 110 
acc tca aaa ctc agg tct act ctg ccg gaa 
gag cag aag aag cag gag   924   
Thr Ser Lys Leu Arg Ser Thr Leu Pro Glu 
Glu Gln Lys Lys Gln Glu
        115                 120                 125 
atc tcc aaa tcc aag cca tct cct agc cag 
tgg aag caa gat aca cct   972   
Ile Ser Lys Ser Lys Pro Ser Pro Ser Gln 
Trp Lys Gln Asp Thr Pro
    130                 135                 140 
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aaa tcc aaa gca ggg tat gtt caa gag gaa 
caa aag aaa cag gag aca   1020  
Lys Ser Lys Ala Gly Tyr Val Gln Glu Glu 
Gln Lys Lys Gln Glu Thr
145                 150                 155                 1
60
cca aag ctg tgg cca gtt cag ctg cag aaa 
gaa caa gat cca aag aag   1068  
Pro Lys Leu Trp Pro Val Gln Leu Gln Lys 
Glu Gln Asp Pro Lys Lys
                165                 170                 175 
caa act cca aag tct tgg aca cct tcc atg 
cag agc gaa cag aac acc   1116  
Gln Thr Pro Lys Ser Trp Thr Pro Ser Met 
Gln Ser Glu Gln Asn Thr
            180                 185                 190 
acc aag tca tgg acc act ccc atg tgt gaa 
gaa cag gat tca aaa cag   1164  
Thr Lys Ser Trp Thr Thr Pro Met Cys Glu 
Glu Gln Asp Ser Lys Gln
        195                 200                 205 
cca gag act cca aaa tcc tgg gaa aac aat 
gtt gag agt caa aaa cac   1212  
Pro Glu Thr Pro Lys Ser Trp Glu Asn Asn 
Val Glu Ser Gln Lys His
    210                 215                 220 
tct tta aca tca cag tca cag att tct cca 
aag tcc tgg gga gta gct   1260  
Ser Leu Thr Ser Gln Ser Gln Ile Ser Pro 
Lys Ser Trp Gly Val Ala
225                 230                 235                 2
40
aca gca agc ctc ata cca aat gac cag ctg 
ctg ccc agg aag ttg aac   1308  
Thr Ala Ser Leu Ile Pro Asn Asp Gln Leu 
Leu Pro Arg Lys Leu Asn
                245                 250                 255 
aca gaa ccc aaa gat gtg cct aag cct gtg 
cat cag cct gta ggt tct   1356  
Thr Glu Pro Lys Asp Val Pro Lys Pro Val 
His Gln Pro Val Gly Ser
            260                 265                 270 
tcc tct acc ctt ccg aag gat cca gta ttg 
agg aaa gaa aaa ctg cag   1404  
Ser Ser Thr Leu Pro Lys Asp Pro Val Leu 
Arg Lys Glu Lys Leu Gln
        275                 280                 285 
gat ctg atg act cag att caa gga act tgt 
aac ttt atg caa gag tct   1452  
Asp Leu Met Thr Gln Ile Gln Gly Thr Cys 
Asn Phe Met Gln Glu Ser
    290                 295                 300 
gtt ctt gac ttt gac aaa cct tca agt gca 
att cca acg tca caa ccg   1500  
Val Leu Asp Phe Asp Lys Pro Ser Ser Ala 
Ile Pro Thr Ser Gln Pro
305                 310                 315                 3
20
cct tca gct act cca ggt agc ccc gta gca 
tct aaa gaa caa aat ctg   1548  
Pro Ser Ala Thr Pro Gly Ser Pro Val Ala 
Ser Lys Glu Gln Asn Leu
                325                 330                 335 
tcc agt caa agt gat ttt ctt caa gag ccg 
tta cag gta ttt aac gtt   1596  
Ser Ser Gln Ser Asp Phe Leu Gln Glu Pro 
Leu Gln Val Phe Asn Val
            340                 345                 350 
aat gca cct ctg cct cca cga aaa gaa caa 
gaa ata aaa gaa tcc cct   1644  
Asn Ala Pro Leu Pro Pro Arg Lys Glu Gln 
Glu Ile Lys Glu Ser Pro
        355                 360                 365 
tat tca cct ggc tac aat caa agt ttt acc 
aca gca agt aca caa aca   1692  
Tyr Ser Pro Gly Tyr Asn Gln Ser Phe Thr 
Thr Ala Ser Thr Gln Thr
    370                 375                 380 
cca ccc cag tgc caa ctg cca tct ata cat 
gta gaa caa act gtc cat   1740  
Pro Pro Gln Cys Gln Leu Pro Ser Ile His 
Val Glu Gln Thr Val His
385                 390                 395                 4
00
tct caa gag act gca aat tat cat cct gat 
gga act att caa gta agc   1788  
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Ser Gln Glu Thr Ala Asn Tyr His Pro Asp 
Gly Thr Ile Gln Val Ser
                405                 410                 415 
aat ggt agc ctt gcc ttt tac cca gca cag 
acg aat gtg ttt ccc aga   1836  
Asn Gly Ser Leu Ala Phe Tyr Pro Ala Gln 
Thr Asn Val Phe Pro Arg
            420                 425                 430 
cct act cag cca ttt gtc aat agc cgg gga 
tct gtt aga gga tgt act   1884  
Pro Thr Gln Pro Phe Val Asn Ser Arg Gly 
Ser Val Arg Gly Cys Thr
        435                 440                 445 
cgt ggt ggg aga tta ata acc aat tcc tat 
cgg tcc cct ggt ggt tat   1932  
Arg Gly Gly Arg Leu Ile Thr Asn Ser Tyr 
Arg Ser Pro Gly Gly Tyr
    450                 455                 460 
aaa ggt ttt gat act tat aga gga ctc cct 
tca att tcc aat gga aat   1980  
Lys Gly Phe Asp Thr Tyr Arg Gly Leu Pro 
Ser Ile Ser Asn Gly Asn
465                 470                 475                 4
80
tat agc cag ctg cag ttc caa gct aga gag 
tat tct gga gca cct tat   2028  
Tyr Ser Gln Leu Gln Phe Gln Ala Arg Glu 
Tyr Ser Gly Ala Pro Tyr
                485                 490                 495 

tcc caa agg gat aat ttc cag cag tgt tat 
aag cga gga ggg aca tct   2076  
Ser Gln Arg Asp Asn Phe Gln Gln Cys Tyr 
Lys Arg Gly Gly Thr Ser
            500                 505                 510 
ggt ggt cca cga gca aat tcg aga gca ggg 
tgg agt gat tct tct cag   2124  
Gly Gly Pro Arg Ala Asn Ser Arg Ala Gly 
Trp Ser Asp Ser Ser Gln
        515                 520                 525 
gtg agc agc cca gaa aga gac aac gaa acc 
ttt aac agt ggt gac tct   2172  
Val Ser Ser Pro Glu Arg Asp Asn Glu Thr 
Phe Asn Ser Gly Asp Ser
    530                 535                 540 
gga caa gga gac tcc cgt agc atg acc cct 
gtg gat gtg cca gtg aca   2220  
Gly Gln Gly Asp Ser Arg Ser Met Thr Pro 
Val Asp Val Pro Val Thr
545                 550                 555                 5
60
aat cca gca gcc acc ata ctg cca gta cac 
gtc tac cct ctg cct cag   2268  
Asn Pro Ala Ala Thr Ile Leu Pro Val His 
Val Tyr Pro Leu Pro Gln
                565                 570                 575 
cag atg cga gtt gcc ttc tca gca gcc aga 
acc tct aat ctg gcc cct   2316  
Gln Met Arg Val Ala Phe Ser Ala Ala Arg 
Thr Ser Asn Leu Ala Pro
            580                 585                 590 
gga act tta gac caa cct att gtg ttt gat 
ctt ctt ctg aac aac tta   2364  
Gly Thr Leu Asp Gln Pro Ile Val Phe Asp 
Leu Leu Leu Asn Asn Leu
        595                 600                 605 

gga gaa act ttt gat ctt cag ctt ggt aga 
ttt aat tgc cca gtg aat   2412  
Gly Glu Thr Phe Asp Leu Gln Leu Gly Arg 
Phe Asn Cys Pro Val Asn
    610                 615                 620 
ggc act tac gtt ttc att ttt cac atg cta 
aag ctg gca gtg aat gtg   2460  
Gly Thr Tyr Val Phe Ile Phe His Met Leu 
Lys Leu Ala Val Asn Val
625                 630                 635                 6
40
cca ctg tat gtc aac ctc atg aag aat gaa 
gag gtc ttg gta tca gcc   2508  
Pro Leu Tyr Val Asn Leu Met Lys Asn Glu 
Glu Val Leu Val Ser Ala
                645                 650                 655 
tat gcc aat gat ggt gct cca gac cat gaa 
act gct agc aat cat gca   2556  



(16) 特開２００１－３４００８１

Tyr Ala Asn Asp Gly Ala Pro Asp His Glu 
Thr Ala Ser Asn His Ala
            660                 665                 670 
att ctt cag ctc ttc cag gga gac cag ata 
tgg tta cgt ctg cac agg   2604  
Ile Leu Gln Leu Phe Gln Gly Asp Gln Ile 
Trp Leu Arg Leu His Arg
        675                 680                 685 
gga gca att tat gga agt agc tgg aaa tat 
tct acg ttt tca ggc tat   2652  
Gly Ala Ile Tyr Gly Ser Ser Trp Lys Tyr 
Ser Thr Phe Ser Gly Tyr
    690                 695                 700 
ctt ctt tat caa gat tgaaagtcag tacagta
ttg acaataaaag gatggtgttc   2707  
Leu Leu Tyr Gln Asp 
705 
taattagtgg gattgaagga aaagtagtct ttgc
cctcat gactgattgg tttaggaaaa 2767  

tgtttttgtt cctagaggga ggaggtcctt actt
ttttgt tttccttcct gaggtgaaaa 2827  
atcaagctga atgacaatta gcactaatct ggca
ctttat aaattgtgat gtagcctcgc 2887  
tagtcaagct gtgaatgtat attgtttgca ctta
atcctt aactgtatta acgttcagct 2947  
tactaaactg actgcctcaa gtccaggcaa gtta
caatgc cttgttgtgc ctcaataaaa 3007  
aagttacatg caaaaaaaaa aaaaaaaa            
                        3035  
<210> 9
<211> 709
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 9
Met Leu Ile Gln Ser Glu Lys Lys Thr Gln 
Leu Ser Lys Thr Glu Ser 
  1               5                  10                  15 
Val Lys Glu Ser Glu Ser Leu Met Glu Phe 
Ala Gln Pro Glu Ile Gln 
             20                  25                  30 
Pro Gln Glu Phe Leu Asn Arg Arg Tyr Met 
Thr Glu Val Asp Tyr Ser 
         35                  40                  45 
Asn Lys Gln Gly Glu Glu Gln Pro Trp Glu 
Ala Asp Tyr Ala Arg Lys 
     50                  55                  60 

Pro Asn Leu Pro Lys Arg Trp Asp Met Leu 
Thr Glu Pro Asp Gly Gln 
 65                  70                  75                  80
 
Glu Lys Lys Gln Glu Ser Phe Lys Ser Trp 
Glu Ala Ser Gly Lys His 
                 85                  90                  95 
Gln Glu Val Ser Lys Pro Ala Val Ser Leu 
Glu Gln Arg Lys Gln Asp 
            100                 105                 110 
Thr Ser Lys Leu Arg Ser Thr Leu Pro Glu 
Glu Gln Lys Lys Gln Glu 
        115                 120                 125 
Ile Ser Lys Ser Lys Pro Ser Pro Ser Gln 
Trp Lys Gln Asp Thr Pro 
    130                 135                 140 
Lys Ser Lys Ala Gly Tyr Val Gln Glu Glu 
Gln Lys Lys Gln Glu Thr 
145                 150                 155                 1
60 
Pro Lys Leu Trp Pro Val Gln Leu Gln Lys 
Glu Gln Asp Pro Lys Lys 
                165                 170                 175 
Gln Thr Pro Lys Ser Trp Thr Pro Ser Met 
Gln Ser Glu Gln Asn Thr 
            180                 185                 190 
Thr Lys Ser Trp Thr Thr Pro Met Cys Glu 
Glu Gln Asp Ser Lys Gln 
        195                 200                 205 
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Pro Glu Thr Pro Lys Ser Trp Glu Asn Asn 
Val Glu Ser Gln Lys His 
    210                 215                 220 
Ser Leu Thr Ser Gln Ser Gln Ile Ser Pro 
Lys Ser Trp Gly Val Ala 
225                 230                 235                 2
40 
Thr Ala Ser Leu Ile Pro Asn Asp Gln Leu 
Leu Pro Arg Lys Leu Asn 
                245                 250                 255 
Thr Glu Pro Lys Asp Val Pro Lys Pro Val 
His Gln Pro Val Gly Ser 
            260                 265                 270 
Ser Ser Thr Leu Pro Lys Asp Pro Val Leu 
Arg Lys Glu Lys Leu Gln 
        275                 280                 285 
Asp Leu Met Thr Gln Ile Gln Gly Thr Cys 
Asn Phe Met Gln Glu Ser 
    290                 295                 300 
Val Leu Asp Phe Asp Lys Pro Ser Ser Ala 
Ile Pro Thr Ser Gln Pro 
305                 310                 315                 3
20 
Pro Ser Ala Thr Pro Gly Ser Pro Val Ala 
Ser Lys Glu Gln Asn Leu 
                325                 330                 335 
Ser Ser Gln Ser Asp Phe Leu Gln Glu Pro 
Leu Gln Val Phe Asn Val 
            340                 345                 350 
Asn Ala Pro Leu Pro Pro Arg Lys Glu Gln 
Glu Ile Lys Glu Ser Pro 
        355                 360                 365 

Tyr Ser Pro Gly Tyr Asn Gln Ser Phe Thr 
Thr Ala Ser Thr Gln Thr 
    370                 375                 380 
Pro Pro Gln Cys Gln Leu Pro Ser Ile His 
Val Glu Gln Thr Val His 
385                 390                 395                 4
00 
Ser Gln Glu Thr Ala Asn Tyr His Pro Asp 
Gly Thr Ile Gln Val Ser 
                405                 410                 415 
Asn Gly Ser Leu Ala Phe Tyr Pro Ala Gln 
Thr Asn Val Phe Pro Arg 
            420                 425                 430 
Pro Thr Gln Pro Phe Val Asn Ser Arg Gly 
Ser Val Arg Gly Cys Thr 
        435                 440                 445 
Arg Gly Gly Arg Leu Ile Thr Asn Ser Tyr 
Arg Ser Pro Gly Gly Tyr 
    450                 455                 460 
Lys Gly Phe Asp Thr Tyr Arg Gly Leu Pro 
Ser Ile Ser Asn Gly Asn 
465                 470                 475                 4
80 
Tyr Ser Gln Leu Gln Phe Gln Ala Arg Glu 
Tyr Ser Gly Ala Pro Tyr 
                485                 490                 495 
Ser Gln Arg Asp Asn Phe Gln Gln Cys Tyr 
Lys Arg Gly Gly Thr Ser 
            500                 505                 510 
Gly Gly Pro Arg Ala Asn Ser Arg Ala Gly 
Trp Ser Asp Ser Ser Gln 
        515                 520                 525 

Val Ser Ser Pro Glu Arg Asp Asn Glu Thr 
Phe Asn Ser Gly Asp Ser 
    530                 535                 540 
Gly Gln Gly Asp Ser Arg Ser Met Thr Pro 
Val Asp Val Pro Val Thr 
545                 550                 555                 5
60 
Asn Pro Ala Ala Thr Ile Leu Pro Val His 
Val Tyr Pro Leu Pro Gln 
                565                 570                 575 
Gln Met Arg Val Ala Phe Ser Ala Ala Arg 
Thr Ser Asn Leu Ala Pro 
            580                 585                 590 
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Gly Thr Leu Asp Gln Pro Ile Val Phe Asp 
Leu Leu Leu Asn Asn Leu 
        595                 600                 605 
Gly Glu Thr Phe Asp Leu Gln Leu Gly Arg 
Phe Asn Cys Pro Val Asn 
    610                 615                 620 
Gly Thr Tyr Val Phe Ile Phe His Met Leu 
Lys Leu Ala Val Asn Val 
625                 630                 635                 6
40 
Pro Leu Tyr Val Asn Leu Met Lys Asn Glu 
Glu Val Leu Val Ser Ala 
                645                 650                 655 
Tyr Ala Asn Asp Gly Ala Pro Asp His Glu 
Thr Ala Ser Asn His Ala 
            660                 665                 670 
Ile Leu Gln Leu Phe Gln Gly Asp Gln Ile 
Trp Leu Arg Leu His Arg 
        675                 680                 685 
Gly Ala Ile Tyr Gly Ser Ser Trp Lys Tyr 
Ser Thr Phe Ser Gly Tyr 
    690                 695                 700 
Leu Leu Tyr Gln Asp 
705 
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【図面の簡単な説明】
【図１】ＲＴ－ＰＣＲによる膵癌抗原ＫＵ－ＰＡＮ－１
の発現解析の結果を示す図である。
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【図２】ノーザンブロット法による膵癌抗原ＫＵ－ＰＡ
Ｎ－１の発現解析の結果を示す図である。

【図１】 【図２】
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