
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】前立腺癌、膀胱癌など種々の癌の管理に有用な診断法、治療方法を提供する。
【解決手段】前立腺癌細胞に高レベルで発現することが知られる、特定のアミノ酸配列で
示される分泌腫瘍抗原ＢＰＣ－１蛋白質。また、該蛋白質をコードし特定の核酸配列を有
するポリヌクレオチド、該ポリヌクレオチドを含む発現ベクター、該発現ベクターを含む
組み換え宿主細胞、該宿主細胞を培養することによる蛋白質の製造方法、ＢＰＣ－１蛋白
質と特異的に結合するモノクロナール抗体、これを産生するハイブリドーマ、検出可能な
マーカーで標識された該抗体を用いるアッセイ法。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
図 1の ア ミ ノ 酸 残 基 1位 か ら ア ミ ノ 酸 残 基 158位 ま で に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 単
離 さ れ た BPC-1蛋 白 質 。
【 請 求 項 ２ 】
図 1の ア ミ ノ 酸 残 基 24位 か ら ア ミ ノ 酸 残 基 158位 ま で に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 単
離 さ れ た BPC-1蛋 白 質 。
【 請 求 項 ３ 】
図 1の ア ミ ノ 酸 残 基 約 51位 か ら ア ミ ノ 酸 残 基 約 152位 ま で に 示 さ れ た BPC-1蛋 白 質 の CUBド メ
イ ン を 少 な く と も 1つ 含 む 、 単 離 さ れ た 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 1記 載 の 蛋 白 質 の 少 な く と も 15個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 か ら な る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 2記 載 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 全 長 に わ た る 同 一 性 が 少 な く と も 90％ で あ る 、
単 離 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
（ a） Tが Uで あ っ て も よ い 、 図 1に 示 さ れ た 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ b） Tが Uで
あ っ て も よ い 、 図 1の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 793位 か ら ヌ ク レ オ チ ド 残 基 1269位 ま で に 示 さ れ た
配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ c） Tが Uで あ っ て も よ い 、 図 1の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 862
位 か ら ヌ ク レ オ チ ド 残 基 1269位 ま で に 示 さ れ た 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ d） ア
メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ American Type Culture Collection） に 登 録 番
号 98833と し て 登 録 さ れ た プ ラ ス ミ ド p19P1E8ク ロ ー ン 6.1中 に 含 ま れ る cDNAに よ っ て 配 列
が コ ー ド さ れ る BPC-1ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ e） 請 求 項 1記 載 の B
PC-1蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ f） 請 求 項 2記 載 の BPC-1蛋 白 質 を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び （ g） 請 求 項 3記 載 の BPC-1蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
図 1の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 793位 か ら 1269位 ま で に 示 さ れ た BPC-1前 駆 体 の コ ー ド 配 列 を 含 む
、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
図 1の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 862位 か ら 1269位 ま で に 示 さ れ た 成 熟 BPC-1の コ ー ド 配 列 を 含 む 、
単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
図 1の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 943位 か ら 1248位 ま で に 示 さ れ た BPC-1 CUBド メ イ ン の コ ー ド 配 列
を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 6記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 完 全 に 相 補 的 で あ る 、 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 6記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 11記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
検 出 可 能 な マ ー カ ー で 標 識 さ れ た 、 請 求 項 6記 載 の 単 離 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 の た め に 十 分 な 条 件 下 で 請 求 項 12記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 お
よ び 培 養 物 か ら BPC-1蛋 白 質 を 回 収 す る こ と を 含 む 、 BPC-1蛋 白 質 を 生 産 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
BPC-1蛋 白 質 が 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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請 求 項 14ま た は 15記 載 の 方 法 に よ っ て 生 産 さ れ る BPC-1ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 1記 載 の BPC-1蛋 白 質 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 2記 載 の BPC-1蛋 白 質 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 3記 載 の BPC-1蛋 白 質 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 4記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 17、 18、 19ま た は 20記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
検 出 可 能 な マ ー カ ー で 標 識 さ れ た 、 請 求 項 21記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
検 出 可 能 な マ ー カ ー が 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 生 物 発 光 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 金
属 キ レ ー ト 剤 ま た は 酵 素 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 22記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 17、 18、 19ま た は 20記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Fab、 F(ab')2、 Fvま た は Sfv断 片
。
【 請 求 項 ２ ５ 】
検 出 可 能 な マ ー カ ー で 標 識 さ れ た 、 請 求 項 24記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
検 出 可 能 な マ ー カ ー が 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 生 物 発 光 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 金
属 キ レ ー ト 剤 ま た は 酵 素 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 25記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 断 片 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
マ ウ ス 抗 原 結 合 領 域 残 基 お よ び ヒ ト 抗 体 残 基 を 含 む 、 請 求 項 17、 18、 19ま た は 20記 載 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
ヒ ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 17、 18、 19ま た は 20記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 28記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 21記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 17、 18、 19ま た は 20記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 組 換 え 蛋 白 質
。
【 請 求 項 ３ ２ 】
検 出 可 能 な マ ー カ ー で 標 識 さ れ た 、 請 求 項 31記 載 の 組 換 え 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
検 出 可 能 な マ ー カ ー が 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 生 物 発 光 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 金
属 キ レ ー ト 剤 ま た は 酵 素 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 32記 載 の 組 換 え 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 17、 18、 19ま た は 20記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン を
含 む 、 一 本 鎖 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 34記 載 の 一 本 鎖 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 ３ ６ 】
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有 効 量 の 前 記 抗 体 で 治 療 さ れ た 患 者 に お け る BPC-1を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る
、 請 求 項 17、 18、 19ま た は 20記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
成 熟 BPC-1蛋 白 質 内 部 の 2種 類 の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 、 二 重 特 異 性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
試 料 を 請 求 項 22記 載 の 抗 体 、 請 求 項 25記 載 の 抗 体 断 片 ま た は 請 求 項 32記 載 の 組 換 え 蛋 白 質
と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び そ れ に 対 す る 試 料 中 の BPC-1蛋 白 質 の 結 合 を 検 出 す る こ と を 含
む 、 生 物 試 料 中 の BPC-1蛋 白 質 の 存 在 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
生 物 試 料 が 血 清 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
生 物 試 料 が 精 液 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
生 物 試 料 が 尿 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
生 物 試 料 中 の BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、
　 （ a） 試 料 を 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ American Type Culture Col
lection） に 登 録 番 号 98833と し て 登 録 さ れ た プ ラ ス ミ ド p19P1E8ク ロ ー ン 6.1中 に 含 ま れ る
BPC-1 cDNAま た は 図 1に 示 す ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も し く は そ の 相 補 物 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び
　 （ b） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 存 在 に よ っ て 試 料 中 に BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が
存 在 す る こ と が 示 さ れ る よ う な 、 プ ロ ー ブ と 試 料 中 の BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 形 成 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 段
階
を 含 む ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
生 物 試 料 中 の BPC-1 mRNAの 存 在 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、
　 （ a） 少 な く と も 1つ の プ ラ イ マ ー を 用 い る 逆 転 写 に よ っ て 試 料 か ら cDNAを 作 製 す る 段 階
、
　 （ b） そ の よ う に し て 作 製 し た cDNAを 、 そ の 中 の BPC-1 cDNAを 増 幅 す る た め に 、 BPC-1ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 増 幅 す る 段 階 、
　 （ c） 増 幅 さ れ た BPC-1 cDNAの 存 在 を 検 出 す る 段 階
を 含 み 、
　 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ と し て 用 い る BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 図 1に 示 す ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 し う る ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 38記 載 の ア ッ セ イ 法 を 用 い て 個 体 の 血 清 中 に 存 在 す る BPC-1蛋 白 質 を 検 出 す る こ と
を 含 む 、 個 体 に お け る BPC-1蛋 白 質 を 発 現 す る 癌 の 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
個 体 の 被 験 血 清 試 料 中 に 存 在 す る BPC-1蛋 白 質 の 量 を 定 量 化 し て 、 正 常 個 体 の 同 等 の 血 清
試 料 中 に 存 在 す る BPC-1蛋 白 質 の 量 と 比 較 す る こ と を さ ら に 含 み 、 正 常 血 清 試 料 と 比 べ て
被 験 血 清 試 料 中 に よ り 多 量 の BPC-1蛋 白 質 が 存 在 す る こ と に よ っ て BPC-1蛋 白 質 を 発 現 す る
癌 の 存 在 が 示 さ れ る よ う な 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
癌 が 前 立 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 44ま た は 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
癌 が 膀 胱 癌 で あ る 、 請 求 項 44ま た は 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
請 求 項 38記 載 の ア ッ セ イ 法 を 用 い て 個 体 の 尿 中 に 存 在 す る BPC-1蛋 白 質 を 検 出 す る こ と を
含 む 、 個 体 に お け る BPC-1蛋 白 質 を 発 現 す る 膀 胱 癌 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 。

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-320324 A 2006.11.30



【 請 求 項 ４ ９ 】
BPC-1蛋 白 質 を 発 現 す る 癌 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 個 体 か ら 得 た 被 験 組 織 試 料 中
、 ま た は 個 体 か ら 得 た 血 清 、 精 液 も し く は 尿 試 料 中 の 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る BPC-1蛋 白
質 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 お よ び こ の よ う に し て 測 定 し た レ ベ ル を 対 応 す る 正 常 試 料 で
発 現 さ れ る BPC-1の レ ベ ル と 比 較 す る こ と を 含 み 、 正 常 試 料 と 比 べ て 被 験 試 料 中 の BPC-1蛋
白 質 が 増 加 し て い る こ と に よ っ て 個 体 に こ の よ う な 癌 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ る よ う な 方
法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
個 体 に お け る 癌 の 存 在 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） 個 体 か ら 組 織 の 被 験 試 料 を 採 取 す る 段 階 、
（ b） 被 験 試 料 中 で 発 現 さ れ る BPC-1 mRNAの レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 、 お よ び
（ c） そ の よ う に し て 測 定 し た レ ベ ル を 既 知 の 同 等 の 正 常 組 織 試 料 で 発 現 さ れ る BPC-1 mRN
Aの レ ベ ル と 比 較 す る 段 階 を 含 み 、
　 正 常 組 織 試 料 と 比 べ て 被 験 試 料 に お け る BPC-1 mRNAの 発 現 が 増 加 し て い る こ と に よ っ て
癌 の 存 在 が 示 さ れ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
癌 が 前 立 腺 癌 で あ り 、 被 験 お よ び 正 常 組 織 試 料 が 前 立 腺 組 織 、 骨 組 織 、 リ ン パ 組 織 、 血 清
、 血 液 ま た は 精 液 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
癌 が 膀 胱 癌 で あ り 、 被 験 お よ び 正 常 組 織 試 料 が 膀 胱 組 織 、 リ ン パ 組 織 、 血 清 、 血 液 、 精 液
ま た は 尿 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
個 体 に お け る 癌 の 存 在 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
（ a） 個 体 か ら 組 織 の 被 験 試 料 を 採 取 す る 段 階 、
（ b） 被 験 試 料 中 で 発 現 さ れ る BPC-1蛋 白 質 の レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 、 お よ び
（ c） そ の よ う に し て 測 定 し た レ ベ ル を 既 知 の 同 等 の 正 常 組 織 試 料 で 発 現 さ れ る BPC-1蛋 白
質 の レ ベ ル と 比 較 す る 段 階 を 含 み 、
　 正 常 組 織 試 料 と 比 べ て 被 験 試 料 に お け る BPC-1蛋 白 質 が 増 加 し て い る こ と に よ っ て 癌 の
存 在 が 示 さ れ る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
癌 が 前 立 腺 癌 で あ り 、 被 験 お よ び 正 常 組 織 試 料 が 前 立 腺 組 織 、 リ ン パ 組 織 、 骨 組 織 、 血 清
、 血 液 ま た は 精 液 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
癌 が 膀 胱 癌 で あ り 、 被 験 お よ び 正 常 組 織 試 料 が 膀 胱 組 織 、 リ ン パ 組 織 、 血 清 、 血 液 、 精 液
ま た は 尿 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 53記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
BPC-1を 発 現 す る 癌 に 罹 患 し や す い ま た は そ れ を 有 す る 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 BPC
-1の 機 能 を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 の 請 求 項 18ま た は 19記 載 の 抗 体 を 該 患 者 に 投 与 す る こ と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
癌 が 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 56記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
BPC-1を 発 現 す る 癌 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 ベ ク タ ー が 一 本 鎖 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 コ ー ド 配 列 を 癌 細 胞 に 送 達 し 、 コ ー ド さ れ て い る 一 本 鎖 抗 体 が そ の 細 胞 内 で 発 現 さ れ る
よ う に 、 請 求 項 35記 載 の ベ ク タ ー を 該 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
癌 が 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 58記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
BPC-1を 発 現 す る 癌 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 該 癌 の 細 胞 内 で の BPC-1の 転 写 を 阻 害
す る こ と を 含 む 方 法 。
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【 請 求 項 ６ １ 】
BPC-1の 転 写 が 、 BPC-1遺 伝 子 を 請 求 項 6記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 相 補 的 な ア ン チ
セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ る 、 請 求 項 60記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
BPC-1を 発 現 す る 癌 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 該 癌 の 細 胞 内 で の BPC-1 mRNAの 翻 訳
を 阻 害 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
BPC-1 mRNAの 翻 訳 が 、 BPC-1 mRNAを 請 求 項 6記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 相 補 的 な ア
ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 阻 害 さ れ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ ４ 】
BPC-1 mRNAの 翻 訳 が 、 BPC-1 mRNAを BPC-1 mRNAの 5' UTRに 対 し て 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と に よ り 阻 害 さ れ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
BPC-1 mRNAの 翻 訳 が 、 BPC-1 mRNAを 該 BPC-1 mRNAを 切 断 で き る リ ボ ザ イ ム と 接 触 さ せ る こ
と に よ り 阻 害 さ れ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
BPC-1を 発 現 す る 癌 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 該 癌 の 細 胞 内 で の BPC-1の プ ロ セ シ ン
グ を 阻 害 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
BPC-1を 発 現 す る 癌 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 該 癌 の 細 胞 か ら の BPC-1の 分 泌 を 阻 害
す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
化 学 療 法 ま た は 放 射 線 療 法 を 患 者 に 施 す こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
請 求 項 2記 載 の BPC-1蛋 白 質 の 免 疫 原 性 部 分 お よ び 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 BPC-
1を 発 現 す る 癌 の 治 療 の た め の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
請 求 項 2記 載 の BPC-1蛋 白 質 の 免 疫 原 性 部 分 を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド お よ び 生 理 学 的 に 許
容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 BPC-1を 発 現 す る 癌 の 治 療 の た め の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ １ 】
請 求 項 69ま た は 70記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 の 有 効 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 患 者 に お
け る BPC-1を 発 現 す る 癌 の 発 生 を 抑 制 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 明 細 書 で 述 べ る 発 明 は 、 BPC-1と 命 名 さ れ た 、 新 規 遺 伝 子 お よ び そ れ に よ り コ ー ド さ
れ る 分 泌 腫 瘍 抗 原 、 な ら び に 前 立 腺 癌 、 お よ び 膀 胱 癌 を 特 に 含 む BPC-1を 発 現 す る 種 々 の
癌 の 管 理 に 有 用 な 診 断 方 法 お よ び 治 療 方 法 、 な ら び に 組 成 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 癌 は 、 冠 動 脈 疾 患 に 次 い で 2番 目 に 多 い ヒ ト の 死 因 で あ る 。 世 界 的 に み て も 毎 年 何 百 万
も の 人 々 が 癌 で 死 亡 し て い る 。 米 国 だ け で も 毎 年 50万 人 を は る か に 上 回 る 人 々 が 癌 が 原 因
で 死 亡 し て お り 、 毎 年 140万 人 が 新 た に 癌 と 診 断 さ れ て い る 。 心 疾 患 に よ る 死 亡 は 大 幅 に
減 少 し て い る が 、 癌 に よ る 死 亡 は 全 体 と し て 増 加 し つ つ あ る 。 次 世 紀 の 初 頭 に は 、 癌 が 死
因 の 第 1位 に な る と 予 想 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 世 界 的 に み て 、 い く つ か の 癌 は 主 な 死 因 と し て 顕 著 で あ る 。 特 に 、 肺 、 前 立 腺 、 乳 房 、

10

20

30

40

50

(6) JP 2006-320324 A 2006.11.30

発 明 の 分 野

発 明 の 背 景



結 腸 、 膵 臓 お よ び 卵 巣 の 癌 は 、 癌 に よ る 死 亡 の 主 な 原 因 で あ る 。 こ れ ら の 癌 お よ び 事 実 上
す べ て の 他 の 癌 に は 致 死 性 と い う 共 通 の 特 徴 が あ る 。 極 め て わ ず か な 例 外 を 除 き 、 癌 の 転
移 は 致 死 的 で あ る 。 さ ら に 、 原 発 癌 に よ る 死 亡 を 免 れ た 癌 患 者 で あ っ て も 、 生 活 は 大 き く
変 化 す る こ と が 一 般 的 な 経 験 か ら 示 さ れ て い る 。 多 く の 癌 患 者 は 、 再 発 ま た は 治 療 の 失 敗
が 起 こ り う る と い う 可 能 性 を 認 識 し て い る た め に 強 い 不 安 を 抱 く 。 多 く の 癌 患 者 は 治 療 後
に 身 体 衰 弱 が み ら れ る 。 多 く の 癌 患 者 が 、 再 発 を 経 験 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 般 的 に み て 、 極 め て 致 死 性 の 高 い 癌 の 管 理 に お け る 基 本 的 な 問 題 は 、 有 効 で し か も 毒
性 の な い 全 身 療 法 が な い こ と で あ る 。 分 子 医 学 は 、 ま だ 極 め て 初 期 の 段 階 に あ る に 過 ぎ な
い が 、 こ れ ら の 癌 の 管 理 の あ り 方 の 見 直 し に つ な が る と 期 待 さ れ る 。 言 う ま で も な く 、 癌
の 診 断 お よ び 治 療 の た め の 新 た な 分 子 的 ア プ ロ ー チ の 開 発 を 目 指 し た 取 り 組 み は 世 界 中 で
盛 ん に 行 わ れ て い る 。 例 え ば 、 診 断 お よ び 予 後 判 定 マ ー カ ー な ら び に ／ ま た は 治 療 標 的 も
し く は 薬 剤 と し て 用 い う る と 考 え ら れ る 真 に 腫 瘍 特 異 的 な 遺 伝 子 お よ び 蛋 白 質 を 同 定 す る
こ と に は 大 き な 関 心 が 集 ま っ て い る 。 こ れ ら の 領 域 に お け る 研 究 の 取 り 組 み は 有 望 で あ り
、 有 用 な 分 子 技 術 が 数 多 く 利 用 可 能 に な っ て い る こ と か ら 、 癌 に 関 す る 有 意 義 な 知 見 が ま
す ま す 得 ら れ る よ う に な っ て い る 。 し か し な が ら 、 進 歩 は 遅 々 と し て お り 、 一 般 的 に は 一
様 で な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 以 下 に 述 べ る 通 り 、 前 立 腺 癌 の 管 理 は 、 分 子 生 物 学 が も た ら し た 診 療 の 現 実 的 な 進 歩 が
限 定 的 な 程 度 に 過 ぎ な い こ と を 示 す 好 適 な 一 例 で あ る 。 若 干 の 例 外 は あ る が 、 上 記 の 他 の
主 な 癌 に つ い て も 状 況 は ほ ぼ 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 前 立 腺 癌 は 世 界 的 に み て 男 性 で 4番 目 に 有 病 率 の 高 い 癌 で あ る 。 米 国 お よ び 北 欧 で は 、
こ れ は 男 性 で 最 も 多 い 癌 で あ り 、 死 因 と し て も 男 性 で 2番 目 に 多 い 癌 で あ る 。 米 国 だ け で
も 毎 年 4万 人 を は る か に 超 え る 男 性 が こ の 疾 患 で 死 亡 し て お り 、 こ れ は 肺 癌 に 次 い で 第 2位
で あ る 。 こ の よ う に 大 き な 数 字 に 上 る も の の 、 転 移 性 前 立 腺 癌 に 対 し て 有 効 な 治 療 法 は 現
在 も な い 。 主 な 治 療 手 段 は 現 在 も 、 外 科 的 前 立 腺 切 除 術 、 放 射 線 療 法 、 ホ ル モ ン 除 去 療 法
お よ び 化 学 療 法 で あ る 。 残 念 な が ら 、 こ れ ら の 治 療 法 は 多 く の 患 者 に 対 し て 無 効 で あ り 、
し ば し ば 望 ま し く な い 重 大 な 結 果 を も た ら す 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 診 断 面 で は 、 早 期 の 限 局 性 腫 瘍 を 正 確 に 検 出 で き る 前 立 腺 癌 マ ー カ ー が 存 在 し な い こ と
が 、 現 在 も 本 疾 患 の 管 理 に お け る 大 き な 限 界 と な っ て い る 。 血 清 PSAア ッ セ イ 法 は 極 め て
有 用 な ツ ー ル で あ る が 、 PSAの 特 異 性 お よ び 全 般 的 有 用 性 に は い く つ か の 重 要 な 点 で 欠 点
が あ る と 一 般 に み な さ れ て お り 、 こ れ に つ い て は 以 下 で さ ら に 考 察 す る 。 ほ と ん ど の 前 立
腺 癌 は 、 尿 道 か ら 隔 た っ た 前 立 腺 の 末 梢 域 で ま ず 発 生 す る 。 こ の 区 域 内 に あ る 腫 瘍 は 何 ら
症 状 を 伴 わ な い と 考 え ら れ 、 こ の た め 、 早 期 前 立 腺 癌 の ほ と ん ど の 男 性 は 明 ら か な 進 行 が
起 こ る ま で 疾 患 の 臨 床 症 状 を 呈 し な い と 考 え ら れ る 。 腫 瘍 が 前 立 腺 の 移 行 部 ま で 進 行 す る
と 、 尿 道 閉 塞 を 招 き 、 こ れ が 本 疾 患 の 最 初 の 症 状 と な る こ と が あ る 。 し か し 、 こ れ ら の 臨
床 症 状 は 、 良 性 前 立 腺 肥 大 （ BPH） の 一 般 的 な 非 悪 性 症 状 と は 区 別 で き な い 。 現 在 、 前 立
腺 癌 の 早 期 の 発 見 お よ び 診 断 は 、 直 腸 内 診 （ DRE） 、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 （ PSA） の 測 定 、 経
直 腸 的 超 音 波 断 層 法 （ TRUS） お よ び 経 直 腸 的 針 生 検 （ TRNB） に 依 拠 し て い る 。 現 時 点 で は
、 血 清 PSA測 定 と DREと の 併 用 が 、 前 立 腺 癌 の 検 出 お よ び 診 断 の た め に 用 い ら れ る 主 な 手 段
で あ る 。 こ の ど ち ら に も 大 き な 限 界 が あ り 、 こ の こ と が 、 本 疾 患 の よ り 優 れ た 診 断 マ ー カ
ー の 発 見 に 向 け た 精 力 的 な 研 究 を 喚 起 す る 要 因 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 同 様 に 、 致 死 的 で あ る こ と が 一 般 的 な 転 移 期 の 前 立 腺 癌 の 発 生 を 予 測 す る た め に 使 用 で
き る マ ー カ ー も な い 。 現 在 、 転 移 期 の 診 断 は 、 外 科 的 も し く は 腹 腔 鏡 下 骨 盤 リ ン パ 節 摘 出
術 、 全 身 核 医 学 ス キ ャ ン 、 骨 X線 検 査 お よ び ／ ま た は 骨 病 変 生 検 分 析 に よ っ て 行 わ れ る 。
明 ら か に 、 優 れ た 画 像 診 断 法 お よ び 他 の 比 較 的 侵 襲 性 の 低 い 診 断 法 に よ り 、 こ の よ う な 処
置 が 患 者 に 与 え る 苦 痛 は 軽 減 さ れ 、 診 断 精 度 が 改 善 さ れ 、 治 療 上 の 選 択 肢 も 改 善 さ れ る と

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-320324 A 2006.11.30



期 待 さ れ る 。 同 様 の 問 題 は 、 ど の 癌 が 無 痛 性 （ indolent） で あ り 、 ど の 癌 が 急 速 進 行 性 （
aggressive） で あ る 、 ま た は 将 来 そ う な る か を 判 定 す る た め の 有 効 な 予 後 判 定 マ ー カ ー が
存 在 し な い こ と で あ る 。 例 え ば 、 PSAで は 、 無 痛 性 の 癌 と 急 速 進 行 性 の 癌 と を 正 確 に 区 別
す る こ と が で き な い 。 早 期 疾 患 の 検 出 、 転 移 の 起 こ り や す さ の 予 測 、 お よ び 腫 瘍 の 正 確 な
画 像 化 を 確 実 に 行 え る 前 立 腺 腫 瘍 マ ー カ ー が 得 ら れ る ま で は 、 前 立 腺 癌 の 管 理 は 極 め て 困
難 な ま ま で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 今 日 、 PSAは 前 立 腺 癌 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 診 断 お よ び モ ニ タ リ ン グ の た め の 腫 瘍 マ ー カ
ー と し て 最 も 広 く 用 い ら れ て い る 。 特 に 、 血 清 PSA検 出 用 の い く つ か の イ ム ノ ア ッ セ イ 法
が 広 く 臨 床 的 用 途 に 用 い ら れ て い る 。 最 近 、 血 清 中 の PSA mRNAに 関 す る 逆 転 写 酵 素 -ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） ア ッ セ イ 法 が 開 発 さ れ た 。 し か し 、 PSA高 値 は BPHお よ び 前 立
腺 炎 の 患 者 で も 高 率 （ 25～ 86％ ） に 検 出 さ れ （ 非 特 許 文 献 １ ） 、 他 の 非 悪 性 疾 患 の 場 合 お
よ び 一 部 の 正 常 男 性 で も 同 様 で あ る た め 、 PSAは 疾 患 特 異 的 マ ー カ ー で は な く 、 こ の 要 因
に よ っ て こ の マ ー カ ー の 診 断 的 特 異 性 は 大 き く 限 定 さ れ る 。 例 え ば 、 BPHで は 血 清 PSAが 4
～ 10ng／ mlの 範 囲 に 上 昇 す る こ と が 観 察 さ れ 、 前 立 腺 炎 、 特 に 急 性 前 立 腺 炎 で は さ ら に 高
値 が 観 察 さ れ る 。 BPHは 男 性 に 極 め て 高 い 頻 度 で み ら れ る 状 態 で あ る 。 状 況 を さ ら に 紛 ら
わ し く す る も の に 、 DREに よ る 疾 患 の 徴 候 が な く と も 血 清 PSAの 上 昇 が 認 め ら れ る こ と や 、
そ の 逆 の 場 合 も あ る と い う 事 実 が あ る 。 さ ら に 、 PSAが 前 立 腺 特 異 的 で な い こ と も 現 在 で
は 認 識 さ れ て い る （ 概 説 に つ い て は 非 特 許 文 献 １ を 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 PSAに 基 づ く 検 出 の 特 異 性 を 改 善 す る た め に 、 PSA密 度 、 お よ び 遊 離 型 PSAと 複 合 型 PSAと
の 比 の 測 定 と い っ た さ ま ざ ま な 方 法 が 考 案 さ れ て い る 。 し か し 、 こ れ ら の 方 法 は い ず れ も
、 悪 性 前 立 腺 疾 患 か ら 良 性 疾 患 を 再 現 性 よ く 識 別 す る こ と は で き て い な い 。 加 え て 、 PSA
に よ る 診 断 薬 の 感 度 は 57～ 79％ の 範 囲 で あ り （ 非 特 許 文 献 ２ ） 、 こ の た め 、 前 立 腺 癌 を も
つ 男 性 の か な り の 割 合 で こ の 癌 が 見 逃 さ れ て い る こ と に な る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 前 立 腺 で 主 と し て 発 現 さ れ る マ ー カ ー と し て は 、 ラ ッ ト ニ ュ ー ロ ペ プ チ ダ ー ゼ と の 同 一
性 が 85％ の 加 水 分 解 酵 素 で あ る 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 （ PSM） な ど 、 い く つ か が 知 ら れ て い
る （ 非 特 許 文 献 ３ 、 非 特 許 文 献 ４ ） 。 し か し 、 PSMが 小 腸 お よ び 脳 で も 発 現 さ れ て お り （
非 特 許 文 献 ５ ） 、 そ れ が 脳 内 で の ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド 分 解 に 関 与 す る 可 能 性 が あ る こ と か ら
、 抗 PSM療 法 に は 神 経 毒 性 の お そ れ が あ る と い う 懸 念 が 生 じ た 。 イ ン ジ ウ ム 111で 標 識 し た
抗 PSMモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 再 発 性 前 立 腺 癌 の 画 像 化 に 用 い た 予 備 結 果 は あ る 程 度 有 望 と
思 わ れ る も の で あ っ た （ 非 特 許 文 献 ６ ） 。 さ ら に 最 近 に な っ て 同 定 さ れ た 前 立 腺 癌 マ ー カ
ー に は 、 PCTA-1（ 非 特 許 文 献 ７ ） お よ び 前 立 腺 幹 細 胞 抗 原 （ PSCA） （ 非 特 許 文 献 ８ ） が 含
ま れ る 。 新 規 ガ レ ク チ ン で あ る PCTA-1は 発 現 細 胞 の 培 地 中 に 主 と し て 分 布 さ れ 、 前 立 腺 癌
の 血 清 診 断 マ ー カ ー と し て 有 望 な 可 能 性 が あ る （ 非 特 許 文 献 ７ ） 。 GPI連 鎖 型 細 胞 表 面 分
子 で あ る PSCAは LAPC-4 cDNAか ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た も の で あ り 、 正 常 前 立 腺 組 織 の 基 底
細 胞 お よ び 癌 上 皮 で 主 と し て 発 現 さ れ る と い う 点 で 独 特 で あ る （ 非 特 許 文 献 ８ ） 。 前 立 腺
癌 に 対 す る ワ ク チ ン も 、 PSMお よ び PSAを 含 む 種 々 の 抗 原 を 用 い て 精 力 的 に 開 発 が 進 め ら れ
て い る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Gaoら 、 1997、 前 立 腺 31： 264～ 281
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Cupp & Osterling、 1993、 Mayo Clin Proc 68： 297～ 306
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Carterら 、 1996、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93： 749
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Bzdegaら 、 1997、 J. Neurochem. 69： 2270
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Israeliら 、 1994、 Cancer Res. 54： 1807
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Sodeeら 、 1996、 Clin Nuc Med 21： 759～ 766
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Suら 、 1996、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93： 7252
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Reiterら 、 1998、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95： 1735
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ２ 】
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　 本 発 明 は BPC-1と 命 名 さ れ た 新 規 な 分 泌 蛋 白 質 に 関 す る 。 正 常 個 体 で は 、 BPC-1蛋 白 質 は
脳 の 特 定 の 組 織 の み で 発 現 さ れ る 。 前 立 腺 癌 で は 、 BPC-1は 腫 瘍 細 胞 で 高 レ ベ ル に 発 現 さ
れ る 。 BPC-1は 膀 胱 癌 細 胞 で も 発 現 さ れ る ほ か 、 他 の 癌 細 胞 で も 発 現 さ れ る 可 能 性 が あ る
。 BPC-1の 構 造 に は シ グ ナ ル 配 列 お よ び CUBド メ イ ン が 1つ ず つ 含 ま れ る 。 BPC-1蛋 白 質 の CU
Bド メ イ ン は 他 の い く つ か の 蛋 白 質 の CUBド メ イ ン と 構 造 的 に 類 似 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の た め 、 BPC-1遺 伝 子 は 、 診 断 、 病 期 判 定 お よ び ／ も し く は 予 後 判 定 マ ー カ ー と し て
有 用 な 、 な ら び に ／ ま た は 前 立 腺 癌 、 膀 胱 癌 お よ び BPC-1を 発 現 す る 他 の 癌 の 治 療 に 向 け
た 種 々 の ア プ ロ ー チ の た め の 優 れ た 標 的 と し て 役 立 つ 可 能 性 の あ る 、 分 泌 型 腫 瘍 抗 原 を コ
ー ド す る 。 BPC-1の 明 確 な 機 能 は 現 時 点 で は 不 明 で あ る が 、 予 備 的 な 実 験 の 所 見 か ら は 、 B
PC-1が 発 癌 、 ま た は BPC-1を 発 現 す る 癌 細 胞 の ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 性 表 現 型 の 維 持
に 直 接 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 ま た 、 BPC-1は 前 立 腺 癌 細 胞 お よ び 他 の 細 胞 で 発
現 さ れ る 細 胞 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 す る よ う に も 思 わ れ る 。 以 上 を 総 合 す る と 、 こ の 所 見
は BPC-1が 発 癌 経 路 に 機 能 的 に か か わ る こ と を 示 し て い る 。 本 明 細 書 で 以 下 に 述 べ る よ う
に 、 こ の 認 識 は 、 BPC-1機 能 の 阻 害 を 含 む 、 BPC-1を 発 現 す る 癌 の 治 療 に 向 け た 数 多 く の ア
プ ロ ー チ に つ な が る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 BPC-1蛋 白 質 お よ び そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 BPC-1遺 伝 子 も
し く は mRNA配 列 ま た は そ の 断 片 に 対 し て 相 補 的 な DNA、 RNA、 DNA／ RNAハ イ ブ リ ッ ド お よ び
関 連 分 子 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び BPC-1遺 伝 子 、 mRNAま た
は BPC-1を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 好 ま し く は 単 離 さ れ た 形 態 の BPC-1遺 伝 子 、 mRNAお よ び ／ ま た
は コ ー ド 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 に 対 応 す る 、 ま た は 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る
。 ま た 、 BPC-1を コ ー ド す る cDNAお よ び 遺 伝 子 を 単 離 す る た め の 手 段 も 提 供 す る 。 BPC-1ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え DNA分 子 、 こ の よ う な 分 子 に よ る 形 質 転 換 ま た は 形 質 導 入 を
受 け た 細 胞 、 お よ び BPC-1遺 伝 子 の 発 現 の た め の 宿 主 -ベ ク タ ー 系 も 提 供 す る 。 本 発 明 は さ
ら に 、 BPC-1蛋 白 質 お よ び そ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 ポ リ ク ロ
ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 マ ウ ス お よ び 他 の 哺 乳 動 物 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化
お よ び 完 全 ヒ ト 抗 体 、 な ら び に 検 出 マ ー カ ー で 標 識 し た 抗 体 、 お よ び 放 射 性 核 種 、 毒 素 ま
た は 他 の 治 療 的 組 成 物 が 結 合 し た 抗 体 を 含 む 、 BPC-1蛋 白 質 お よ び そ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片
と 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 種 々 の 生 物 試 料 に お け る BPC-1ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド お よ び 蛋 白 質 の 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 、 な ら び に BPC-1を 発 現 す る 細 胞 を 同 定
す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 抗 体 、 ワ ク チ ン お よ び 低 分 子 療 法 を 含 む 、
前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 の よ う な BPC-1を 発 現 す る 癌 を 治 療 す る た め の 種 々 の 治 療 的 組 成 物
お よ び 戦 略 、 な ら び に BPC-1に お け る 転 写 段 階 、 翻 訳 段 階 、 プ ロ セ ッ シ ン グ 段 階 、 ま た は
機 能 す る 段 階 で の 阻 害 を 目 的 と す る 治 療 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】

　 別 に 定 義 す る 場 合 を 除 き 、 本 明 細 書 で 用 い る す べ て の 技 術 用 語 、 表 記 お よ び そ の 他 の 科
学 用 語 は 、 本 発 明 が 関 係 す る 当 業 者 に よ っ て 一 般 に 理 解 さ れ て い る 意 味 を も つ も の と す る
。 い く つ か の 場 合 に は 、 明 確 さ お よ び ／ ま た は 参 照 の 便 宜 を 図 る た め に 、 意 味 が 一 般 に 理
解 さ れ て い る 用 語 の 定 義 を 本 明 細 書 で 行 っ て い る が 、 こ の よ う な 定 義 を 本 明 細 書 に 含 め た
こ と は 、 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 に 理 解 さ れ て い る も の と 実 質 的 に 異 な る こ と を 意 味 す る
と は 必 ず し も み な さ れ る べ き で は な い 。 本 明 細 書 で 記 載 ま た は 参 照 す る 技 法 お よ び 手 順 は
、 当 業 者 に 一 般 に よ く 理 解 さ れ て お り 、 例 え ば 、 サ ム ブ ル ッ ク （ Sambrook） ら 、 分 子 ク ロ
ー ニ ン グ ： 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning： A Laboratory Manual） 第 2版 （ 1989） C
old Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 N.Y.に 記 載 さ れ た 、 広 く 用
い ら れ て い る 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 法 な ど の 慣 例 的 な 方 法 を 用 い て 一 般 に 行 わ れ て い る 。 市 販
の キ ッ ト お よ び 試 薬 を 用 い る 手 順 は 、 別 に 特 記 す る 場 合 を 除 き 、 適 宜 、 製 造 者 が 指 示 し た

10

20

30

40

50

(9) JP 2006-320324 A 2006.11.30

発 明 の 概 要

発 明 の 詳 細 な 説 明



手 順 お よ び ／ ま た は パ ラ メ ー タ ー に 従 っ て 一 般 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 進 行 前 立 腺 癌 」 「 局 所 進 行 前 立 腺 癌 」 「 進 行 癌 （ advanced disease
） 」 お よ び 「 局 所 進 行 癌 （ locally advanced disease） 」 と い う 用 語 は 、 前 立 腺 被 膜 を 越
え て 進 展 し た 前 立 腺 癌 の こ と を 意 味 し 、 米 国 泌 尿 器 学 会 （ American Urological Associat
ion） （ AUA） の 分 類 体 系 に よ る ス テ ー ジ Cの 癌 、 ホ イ ッ ト モ ア -ジ ュ エ ッ ト （ Whitmore-Jew
ett） 分 類 体 系 に よ る ス テ ー ジ C1～ C2の 癌 、 な ら び に TNM（ 腫 瘍 、 リ ン パ 節 転 移 、 臓 器 転 移
） 分 類 体 系 に よ る ス テ ー ジ T3～  T4お よ び N+癌 を 含 む も の と す る 。 一 般 に 、 局 所 進 行 癌 の
患 者 に 対 し て は 外 科 手 術 は 推 奨 さ れ ず 、 臨 床 的 に 局 所 的 な （ 臓 器 限 局 性 の ） 前 立 腺 癌 の 患
者 と 比 べ て 、 こ れ ら の 患 者 の 転 帰 は か な り 悪 い 。 局 所 進 行 癌 は 臨 床 的 に は 、 前 立 腺 の 外 側
縁 を 越 え る 硬 化 、 ま た は 前 立 腺 基 部 の 非 対 称 性 も し く は 硬 化 の 触 知 所 見 に よ っ て 発 見 さ れ
る 。 局 所 進 行 前 立 腺 癌 は 現 在 、 根 治 的 前 立 腺 摘 除 術 の 結 果 、 腫 瘍 が 前 立 腺 被 膜 を 浸 潤 も し
く は 貫 通 し て 外 科 領 域 （ surgical margin） に 達 し て い た か 、 ま た は 精 嚢 に 浸 潤 し て い た
場 合 に 病 理 学 的 に 診 断 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 転 移 性 前 立 腺 癌 」 お よ び 「 転 移 性 癌 （ metastatic disease） 」 と い
う 用 語 は 、 所 属 リ ン パ 節 ま た は 遠 隔 部 位 ま で 波 及 し た 前 立 腺 癌 の こ と を 意 味 し 、 AUA分 類
体 系 に よ る ス テ ー ジ Dの 癌 お よ び TNM分 類 体 系 に よ る ス テ ー ジ TxNxM+を 含 む も の と す る 。 局
所 進 行 前 立 腺 癌 の 場 合 と 同 じ く 、 転 移 性 癌 の 患 者 に も 外 科 手 術 は 一 般 に 適 応 と は な ら ず 、
ホ ル モ ン （ ア ン ド ロ ゲ ン 除 去 ） 療 法 が 好 ま し い 治 療 手 段 と な る 。 転 移 性 前 立 腺 癌 の 患 者 は
治 療 開 始 か ら 12～ 18カ 月 以 内 に 最 終 的 に は ア ン ド ロ ゲ ン 不 応 状 態 と な り 、 こ れ ら の 患 者 の
ほ ぼ 半 数 は そ の 後 6カ 月 以 内 に 死 亡 す る 。 前 立 腺 癌 転 移 が 最 も 起 こ り や す い 部 位 は 骨 で あ
る 。 前 立 腺 癌 の 骨 転 移 は 、 代 謝 平 衡 の 面 で は 破 骨 性 で は な く 造 骨 性 で あ る こ と が 特 徴 的 で
あ る （ す な わ ち 、 正 味 の 骨 形 成 を も た ら す ） 。 骨 転 移 は 脊 椎 に 認 め ら れ る 頻 度 が 最 も 高 く
、 大 腿 骨 、 骨 盤 、 胸 郭 、 頭 蓋 骨 お よ び 上 腕 骨 が こ れ に 次 ぐ 。 転 移 が 起 こ り や す い 他 の 部 位
に は 、 リ ン パ 節 、 肺 、 肝 臓 お よ び 脳 が 含 ま れ る 。 転 移 性 前 立 腺 癌 は 、 外 科 的 も し く は 腹 腔
鏡 下 骨 盤 リ ン パ 節 摘 出 術 、 全 身 核 医 学 ス キ ャ ン 、 骨 格 X線 検 査 お よ び ／ ま た は 骨 病 変 生 検
分 析 に よ っ て 診 断 さ れ る こ と が 典 型 的 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド も し く は デ オ
キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 改 変 型 の い ず れ か の 種 類 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 長 さ が 少 な く
と も 10塩 基 ま た は 塩 基 対 の 重 合 型 ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 し 、 一 本 鎖 型 お よ び 二 本 鎖 型 の DNA
を 含 む も の と す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も 10ア ミ ノ 酸 か ら な る 重 合
体 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 の 全 体 を 通 じ て 、 ア ミ ノ 酸 に 関 す る 標 準 的 な 三 文 字 ま た は 一 文 字
表 記 を 用 い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る （ hybridize） 」 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い る 」
「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る （ hybridizes） 」 な ど の 用 語 は 、 好 ま し く は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の た め の 温 度 が 37℃ を 上 回 り 、 0.1× SSC／ 0.1％ SDS中 で の 洗 浄 の た め の 温 度 が 55℃ を 上
回 る 、 50％ ホ ル ム ア ミ ド ／ 6× SSC／ 0.1％ SDS／ 100μ g／ ml ssDNA中 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン な ど の 通 常 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 、 最 も 好 ま し く は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 の 文 脈 に お け る 「 同 一 性 （ identity） 」 と い う 用 語 は 、 同 じ 相 対 的
位 置 に あ る 同 一 な ア ミ ノ 酸 残 基 の 比 率 を 表 す た め に 用 い ら れ る 。 同 じ く こ の 文 脈 に お い て
「 相 同 性 （ homology） 」 と い う 用 語 は 、 当 技 術 分 野 で 一 般 的 に 理 解 さ れ て い る BLAST解 析
の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 の 基 準 を 用 い た 、 同 じ 相 対 的 位 置 に あ る 同 一 ま た は 類 似 し た ア ミ ノ 酸 残
基 の 比 率 を 表 す た め に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 基 準 の 下 で 保 存 的 と み な さ れ る ア ミ ノ 酸 置
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換 に 関 す る 詳 細 は 以 下 に 提 示 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の ほ か の 定 義 は 以 下 の サ ブ セ ク シ ョ ン の 全 体 を 通 じ て 提 示 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】

　 以 下 の 実 施 例 の 項 で さ ら に 述 べ る よ う に 、 数 多 く の 分 析 手 法 を 用 い て BPC-1遺 伝 子 お よ
び 蛋 白 質 の 特 徴 分 析 を 行 っ た 。 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 分
析 を 、 関 連 分 子 と 考 え ら れ る も の 、 さ ら に は BPC-1 mRNAお よ び 蛋 白 質 の 構 造 に お け る 認 識
可 能 な 構 造 ド メ イ ン 、 ト ポ ロ ジ ー 的 特 徴 お よ び 他 の 要 素 を 同 定 す る た め に 行 っ た 。 BPC-1
メ ッ セ ー ジ を 発 現 す る 正 常 お よ び 癌 性 組 織 の 範 囲 を 確 か め る た め に 、 BPC-1 mRNAの 発 現 に
関 す る RT-PCRお よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 も 行 っ た 。 プ ロ セ シ ン グ を 受 け た 、 ま た は 受 け
て い な い 組 換 え ヒ ト BPC-1蛋 白 質 の 細 胞 内 局 在 お よ び 分 泌 を 明 ら か に す る た め に 、 実 験 的
に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 細 胞 に お け る BPC-1蛋 白 質 の 発 現 に 関 す る ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 ま た 、 BPC-1の 細 胞 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 、 お よ び 活 性 を 明
ら か に す る た め に デ ザ イ ン し た 機 能 的 ア ッ セ イ 法 も 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 BPC-1は 発 癌 性 の あ る 分 泌 型 の CUBド メ イ ン 含 有 蛋 白 質 で あ り 、 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 細
胞 で 発 現 さ れ 、 細 胞 蛋 白 質 と 結 合 す る 。 BPC-1の 発 現 は 、 正 常 な 成 人 の 組 織 で は 極 め て 脳
特 異 的 で あ る 。 胎 児 組 織 に お け る BPC-1の 発 現 は 主 と し て 脳 で 認 め ら れ る が 、 他 の 数 多 く
の 発 生 中 の 器 官 お よ び 組 織 で も み ら れ る 。 ヒ ト 前 立 腺 癌 で は BPC-1遺 伝 子 の 発 現 が 活 性 化
さ れ る 。 特 に BPC-1は 、 悪 性 度 の 高 い 転 移 性 前 立 腺 癌 の 患 者 に 元 々 由 来 す る ア ン ド ロ ゲ ン
依 存 性 ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 異 種 移 植 片 に お い て 極 め て 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ 、 他 の 前 立 腺 癌 の
試 料 で も こ れ よ り は 低 い も の の 明 ら か な レ ベ ル で 発 現 さ れ る 。 BPC-1は 少 な く と も 一 部 の
膀 胱 癌 で も 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 BPC-1蛋 白 質 は ま ず 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 158ア ミ ノ 酸 の 前 駆 体 と し て 翻 訳 さ れ る 。 こ の
シ グ ナ ル 配 列 は 翻 訳 後 修 飾 の 過 程 で 切 断 さ れ 、 135ア ミ ノ 酸 か ら な る 成 熟 型 の 分 泌 蛋 白 質
が 生 じ る 。 BPC-1遺 伝 子 の 5'非 コ ー ド 領 域 は 極 め て G／ Cに 富 ん で お り （ G／ C含 有 率 が 約 72
％ 。 こ れ に 対 し て コ ー ド 領 域 で は 42％ 、 3'非 コ ー ド 領 域 で は 30％ で あ る ） 、 こ の こ と は 、
遺 伝 子 の こ の 領 域 が 転 写 ま た は 翻 訳 の 制 御 に か か わ る 要 素 を 含 む こ と を 意 味 す る （ 図 1）
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 BPC-1の 一 次 構 造 は 、 認 識 可 能 な CUBド メ イ ン （ 補 体 成 分 C1r／ C1s、 Uegf、 Bmp1（ omple
ment subcomponents C1r／ C1s、 egf、 mp1） の 頭 文 字 ） （ Borckお よ び Beckmann、 1993、
J. Mol. Biol. 231： 539～ 545） を 含 ん で お り 、 こ れ は 他 の CUBド メ イ ン 蛋 白 質 と 相 同 性 が
あ る （ 図 1； 図 3） 。 CUBド メ イ ン は 補 体 成 分 C1rお よ び C1sで 最 初 に 発 見 さ れ 、 続 い て Uegf
（ 上 皮 増 殖 因 子 関 連 ウ ニ 蛋 白 質 ） お よ び 骨 発 育 に 関 与 す る プ ロ テ ア ー ゼ で あ る Bmp1（ 骨 形
成 蛋 白 質 1） で 同 定 さ れ た 。 CUBド メ イ ン は 機 能 的 に は 、 蛋 白 質 相 互 作 用 、 受 容 体 結 合 お よ
び 他 の 活 動 に 関 連 し て い る 。 ほ か に も 別 の 酵 素 機 能 を 有 す る 他 の CUBド メ イ ン 蛋 白 質 と は
異 な り 、 BPC-1は 本 質 的 に は 分 泌 型 の CUBド メ イ ン で あ り 、 他 に 明 ら か な 機 能 ド メ イ ン を 伴
っ て い な い 点 で 独 特 で あ る 。 BPC-1の CUBド メ イ ン は 、 他 の 分 泌 分 子 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス
分 子 お よ び ／ ま た は 細 胞 表 面 受 容 体 と の 相 互 作 用 を 媒 介 す る 、 蛋 白 質 -蛋 白 質 相 互 作 用 ド
メ イ ン と し て の 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る 。 こ れ は 、 増 殖 因 子 ま た は 細 胞 刺 激 因 子 の 機 能
を も つ 可 能 性 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 BPC-1の 構 造 に CUBド メ イ ン が 存 在 す る こ と は 、 BPC-1が 他 の 蛋 白 質 と 相 互 作 用 し 、 お そ
ら く は そ れ と 結 合 す る と 思 わ れ る と い う 結 論 を さ ら に 裏 づ け る も の で あ る 。 蛋 白 質 -蛋 白
質 相 互 作 用 に か か わ る 細 胞 外 ド メ イ ン と し て み た 場 合 、 CUBド メ イ ン は 、 種 々 の 発 生 過 程
に か か わ る 多 種 多 様 な 分 泌 型 ま た は 細 胞 表 面 蛋 白 質 で み ら れ る （ Borckお よ び Beckmann、 1
993、 J. Mol. Biol. 231： 539～ 545） 。 CUBド メ イ ン を 特 徴 と し 、 BPC-1蛋 白 質 と あ る 程 度
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関 連 す る と 思 わ れ る 蛋 白 質 の フ ァ ミ リ ー の 1つ に 精 子 ア ド ヘ シ ン が あ る 。 精 子 ア ド ヘ シ ン
は 、 精 嚢 に よ っ て 産 生 さ れ る CUBド メ イ ン 含 有 性 の 分 泌 蛋 白 質 で あ り 、 そ の サ イ ズ は 約 15
～ 18kd（ ほ ぼ 140ア ミ ノ 酸 ） と 推 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の 蛋 白 質 は 精 子 の 運 動 性 を 抑 制 す
る よ う に 働 き 、 蛋 白 質 分 解 に よ っ て 不 活 性 化 さ れ る （ Iwamotoら 、 1995、 FEBBS Letters 3
68： 420～ 424） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 予 備 的 な 実 験 の 所 見 か ら 、 BPC-1が 発 癌 、 ま た は BPC-1を 発 現 す る 癌 細 胞 の 形 質 転 換 表 現
型 の 維 持 に 直 接 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 こ の 点 に 関 し て 、 BPC-1は 軟 寒 天 ア ッ セ
イ 法 に お い て ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 活 性 を 示 し 、 BPC-1を 発 現 す る も の を 含 む 細 胞 に よ っ
て 発 現 さ れ る 細 胞 蛋 白 質 と 結 合 す る 。 以 上 を 総 合 す る と 、 こ の 所 見 は 、 BPC-1が 発 癌 経 路
に 機 能 的 に 関 与 し て お り 、 こ の 経 路 に お け る BPC-1活 性 が BPC-1結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作
用 に よ っ て 、 ま た は 他 の 蛋 白 質 と の 結 合 も し く は 会 合 に よ っ て 生 じ る と 思 わ れ る こ と を 示
す 。 本 明 細 書 で 以 下 に 述 べ る よ う に 、 こ の 認 識 は 、 BPC-1機 能 の 阻 害 を 含 む 、 BPC-1を 発 現
す る 癌 の 治 療 に 向 け た 数 多 く の ア プ ロ ー チ に つ な が る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 BPC-1蛋 白 質 お よ び そ の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 BP
C-1遺 伝 子 も し く は mRNA配 列 ま た は そ の 断 片 に 対 し て 相 補 的 な DNA、 RNA、 DNA／ RNAハ イ ブ
リ ッ ド お よ び 関 連 分 子 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び BPC-1遺 伝
子 、 mRNAま た は BPC-1を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 「 BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と 総 称
す る ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 好 ま し
く は 単 離 さ れ た 形 態 の BPC-1遺 伝 子 、 mRNAお よ び ／ ま た は コ ー ド 配 列 の 全 体 ま た は 一 部 に
対 応 す る 、 ま た は 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 用 い る BPC-1遺 伝 子
お よ び 蛋 白 質 は 、 本 明 細 書 に 特 に 記 載 さ れ る BPC-1遺 伝 子 お よ び 蛋 白 質 、 な ら び に 他 の BPC
-1蛋 白 質 お よ び 上 記 の も の と 構 造 的 に 類 似 す る 変 異 体 に 対 応 す る 遺 伝 子 お よ び 蛋 白 質 を 含
む も の と す る 。 こ の よ う な 他 の BPC-1蛋 白 質 お よ び 変 異 体 は 、 BPC-1お よ び ／ ま た は BPC-1-
2コ ー ド 配 列 と の 相 同 性 が 高 い コ ー ド 配 列 を 一 般 に 有 す る と 考 え ら れ 、 好 ま し く は ア ミ ノ
酸 の 同 一 性 が 少 な く と も 約 50％ で あ っ て ア ミ ノ 酸 の 相 同 性 （ BLASTの 基 準 を 用 い る ） が 少
な く と も 約 60％ で あ り 、 よ り 好 ま し く は 相 同 性 （ BLASTの 基 準 を 用 い る ） が 70％ ま た は そ
れ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 図 1に 示 す 、 上 記 の も の と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る ヒ ト BPC-
1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 上 記 の も の の い ず れ か の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 断 片 が 含 ま れ う る 。 も う 1つ の 態 様 に は 、 図 1に 示 す ヒ ト BPC-1 cDNA、 ま た は そ
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し う る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 特 に 考 慮 の 対 象 と な る も の は 、 天 然 の 源 に 由 来 す る も の か 合 成 さ れ た も の か を 問 わ ず 、
ゲ ノ ム DNA、 cDNA、 リ ボ ザ イ ム お よ び ア ン チ セ ン ス 分 子 の ほ か 、 代 替 的 な 骨 格 に 基 づ く か
、 ま た は 代 替 的 な 塩 基 を 含 む 核 酸 分 子 で あ る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 は RNAで も よ く
、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） 、 ま た は DNAも し く は RNAと 塩 基 対 依 存 的 な 様 式 で 特 異 的 に 結 合 す
る ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 誘 導 体 な ど の 非 核 酸 分 子 を 含 む 他 の 分 子 で も よ い 。 当 業 者 は 、 本 明
細 書 で 開 示 す る BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 こ れ ら の
物 質 群 （ class） に 属 す る 核 酸 分 子 を 容 易 に 入 手 し う る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 の さ ら に 詳 細 な 態 様 に は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 任 意
の 特 定 の 部 分 の 特 異 的 増 幅 を 可 能 と す る プ ラ イ マ ー お よ び プ ラ イ マ ー 対 、 な ら び に 本 発 明
の 核 酸 分 子 ま た は そ の 任 意 の 部 分 と 選 択 的 ま た は 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ が
含 ま れ る 。 プ ロ ー ブ は 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 生 物 発 光 化 合 物 、 化 学 発 光 化
合 物 、 金 属 キ レ ー ト 剤 ま た は 酵 素 な ど の 検 出 マ ー カ ー で 標 識 し て も よ い 。 こ の よ う な プ ロ
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ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 試 料 中 の BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を 検 出 す る た め に 、 お
よ び BPC-1蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 を 検 出 す る た め の 手 段 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ の
よ う な プ ロ ー ブ の 例 に は 、 図 1に 示 す ヒ ト BPC-1 cDNA配 列 の 全 体 ま た は 一 部 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド が 含 ま れ る 。 BPC-1 mRNAを 特 異 的 に 増 幅 し う る プ ラ イ マ ー 対 の 例 は 、 以 下 の 実 施 例
で も 述 べ る 。 当 業 者 に は 理 解 さ れ る と 思 わ れ る が 、 本 明 細 書 で 提 示 す る 配 列 に 基 づ い て 極
め て 多 く の 異 な る プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ を 調 製 し 、 BPC-1 mRNAを 増 幅 お よ び ／ ま た は
検 出 す る た め に 有 効 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 BPC-1遺 伝 子 以 外 の 遺 伝 子
に 対 応 す る か 、 も し く は そ れ に 対 し て 相 補 的 な 、 ま た は BPC-1遺 伝 子 産 物 も し く は そ の 断
片 以 外 の も の を コ ー ド す る 混 入 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 実 質 的 に 分 離 さ れ て い る 場 合 に 「 単
離 さ れ た 」 と い う 。 当 業 者 は 、 単 離 さ れ た BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る た め に 核 酸 単 離
手 順 を 容 易 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 BPC-1遺 伝 子 、 mRNAも し く は そ の 断 片 の 増 幅 お よ び
／ ま た は 検 出 の た め の プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー と し て ； 前 立 腺 癌 お よ び そ の 他 の 癌 の 診
断 お よ び ／ ま た は 予 後 判 定 の た め の 試 薬 と し て ； BPC-1ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 指 令 し う る
コ ー ド 配 列 と し て ； BPC-1遺 伝 子 の 発 現 お よ び ／ ま た は BPC-1転 写 物 の 翻 訳 を 調 節 も し く は
抑 制 す る た め の ツ ー ル と し て ； な ら び に 治 療 薬 と し て の 使 用 を 非 制 限 的 に 含 む 、 さ ま ざ ま
な 目 的 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 す る BPC-1 cDNA配 列 は 、 BPC-1遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 他 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 単 離 の ほ か 、 BPC-1遺 伝 子 産 物 の 相 同 体 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た ア イ ソ
フ ォ ー ム 、 対 立 遺 伝 子 変 異 体 （ 対 立 遺 伝 子 variant） お よ び 変 異 型 の BPC-1遺 伝 子 産 物 の 単
離 を 可 能 に す る 。 BPC-1遺 伝 子 を コ ー ド す る 完 全 長 cDNAを 単 離 す る た め に 用 い う る 種 々 の
分 子 ク ロ ー ニ ン グ 法 が 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 サ ム ブ ル ッ ク （ Sambrook、 J.） ら 、 分 子 ク ロ
ー ニ ン グ ： 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning： A Laboratory Manual） 、 第 2版 、 Cold 
Spring Harbor Press、 New York、 1989、 分 子 生 物 学 に お け る 最 新 プ ロ ト コ ー ル （ Current
 Protocols in Molecular Biology） 、 ア ウ ス ユ ー ベ ル （ Ausubel） ら 編 、 Wileyお よ び Son
s、 1995を 参 照 ） 。 例 え ば 、 市 販 の ク ロ ー ニ ン グ シ ス テ ム （ 例 え ば 、 Lambda ZAP Express
、 Stratagene） を 用 い て 、 λ フ ァ ー ジ ク ロ ー ニ ン グ 法 を 都 合 良 く 行 う こ と が で き る 。 BPC-
1遺 伝 子 の cDNAを 含 む フ ァ ー ジ ク ロ ー ン は 、 標 識 し た BPC-1 cDNAま た は そ の 断 片 を プ ロ ー
ブ と し て 検 索 す る こ と に よ っ て 同 定 し う る 。 例 え ば 、 1つ の 態 様 で は 、 BPC-1 cDNA（ 図 1）
ま た は そ の 一 部 を 合 成 し 、 BPC-1遺 伝 子 に 対 応 す る 重 複 性 お よ び 完 全 長 cDNAを 回 収 す る た
め の プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で き る 。 BPC-1遺 伝 子 自 体 は 、 ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー 、
細 菌 人 工 染 色 体 ラ イ ブ ラ リ ー （ BAC） 、 酵 母 人 工 染 色 体 ラ イ ブ ラ リ ー （ YAC） な ど を BPC-1 
DNAプ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 単 離 す る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 は 、 フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 YAC、 BACの ほ か 、 当 技 術
分 野 で 周 知 の 種 々 の ウ イ ル ス 性 お よ び 非 ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー 、 な ら び に こ の よ う な 組 換 え
DNAま た は RNA分 子 に よ る 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 受 け た 細 胞 を 非 制 限 的 に
含 む 、 BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え DNAま た は RNA分 子 も 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 用
い る 組 換 え DNAま た は RNA分 子 と は 、 イ ン ビ ト ロ 分 子 操 作 を 受 け た DNAま た は RNA分 子 の こ と
で あ る 。 こ の 種 の 分 子 を 作 製 す る た め の 方 法 は 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 Sambrookら 、 1989、
前 記 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え DNA分 子 を 適 し た 原 核 ま た は 真 核
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宿 主 細 胞 内 に 含 む 、 宿 主 -ベ ク タ ー 系 も 提 供 す る 。 適 し た 真 核 宿 主 細 胞 の 例 に は 、 酵 母 細
胞 、 植 物 細 胞 、 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 も し く は 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば 、 Sf9ま た は HghFive細 胞 な
ど の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 性 細 胞 ） な ど の 動 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 適 し た 哺 乳 動 物 細 胞 の 例
に は 、 LnCaP、 PC-3、 DU145、 LAPC-4、 TsuPr1な ど の 種 々 の 前 立 腺 癌 細 胞 株 、 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン ま た は 形 質 導 入 が 可 能 な そ の 他 の 前 立 腺 癌 細 胞 株 の ほ か 、 組 換 え 蛋 白 質 の 発 現 の
た め に ル ー チ ン に 用 い ら れ る 数 多 く の 哺 乳 動 物 細 胞 （ 例 え ば 、 COS、 CHO、 293、 293T細 胞
） 。 よ り 詳 細 に は 、 BPC-1の コ ー ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ル ー チ ン に 用 い ら れ
る 当 技 術 分 野 で 周 知 の 任 意 の 数 の 宿 主 -ベ ク タ ー 系 を 用 い て 、 BPC-1蛋 白 質 ま た は そ の 断 片
を 作 製 す る た め に 用 い う る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 BPC-1蛋 白 質 ま た は そ の 断 片 の 発 現 の た め に 適 し た 宿 主 -ベ ク タ ー 系 は 幅 広 い 種 類 の も の
が 入 手 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 サ ム ブ ル ッ ク （ Sambrook） ら 、 1989、 前 記 、 分 子 生 物 学 に お
け る 最 新 プ ロ ト コ ー ル （ Current Protocols in Molecular Biology） 、 1995、 前 記 を 参 照
さ れ た い ） 。 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 発 現 の た め に 好 ま し い ベ ク タ ー に は 、 pcDNA 3.1myc-H
is-tag（ Invitrogen） お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー pSRα tkneo（ Mullerら 、 1991、 MCB 
11： 1785） が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 こ れ ら の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る と 、 例 え ば 293、 293T
、 rat-1、 3T3、 PC-3、 LNCaPお よ び TsuPr1を 含 む 、 い く つ か の 前 立 腺 癌 お よ び 非 前 立 腺 細
胞 株 に お け る BPC-1の 好 ま し い 発 現 が 得 ら れ る 。 本 発 明 の 宿 主 -ベ ク タ ー 系 は 、 BPC-1蛋 白
質 ま た は そ の 断 片 の 産 生 の た め に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 宿 主 -ベ ク タ ー 系 を 、 BPC-1お よ
び BPC-1変 異 の 機 能 的 特 性 を 研 究 す る た め に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 成 熟 型 の 組 換 え ヒ ト BPC-1蛋 白 質 は 、 BPC-1前 駆 体 を コ ー ド す る 作 製 物 を ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 哺 乳 動 物 細 胞 に よ っ て 産 生 お よ び 分 泌 さ せ る こ と が で き る 。 実 施 例 の 項 で 述 べ る 1
つ の 具 体 的 な 態 様 で は 、 前 駆 型 BPC-1（ す な わ ち 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む も の ） を コ ー ド す
る 発 現 プ ラ ス ミ ド に よ っ て 293T細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ 、 成 熟 BPC-1蛋 白 質 を 細 胞 培
養 液 中 に 分 泌 さ せ て 、 標 準 的 な 精 製 法 を 用 い て そ れ を 首 尾 よ く 単 離 す る こ と が で き る 。 成
熟 型 の 組 換 え ヒ ト BPC-1を 、 成 熟 蛋 白 質 の プ ロ セ シ ン グ は 行 う が 分 泌 は し な い 細 胞 に よ っ
て 産 生 さ せ て も よ い 。 こ の よ う な 系 の 一 例 は 、 BPC-1を コ ー ド す る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に 感
染 さ せ た 細 胞 で あ る 。 実 施 例 の 項 で 述 べ る よ う に 、 こ の 種 の 細 胞 は 細 胞 内 で 高 レ ベ ル の BP
C-1の 発 現 お よ び プ ロ セ シ ン グ を 行 う 。 こ の よ う な 場 合 に は 、 標 準 的 な 手 順 を 用 い て 細 胞
可 溶 化 物 か ら 成 熟 BPC-1蛋 白 質 を 回 収 す る こ と が で き る 。 成 熟 BPC-1が 宿 主 細 胞 に よ っ て 分
泌 さ れ る 場 合 も 細 胞 内 に 保 持 さ れ る 場 合 も 、 BPC-1抗 体 を 用 い て 培 養 液 ま た は 細 胞 可 溶 化
物 か ら BPC-1を ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 BPC-1遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 に は 、 抗 体 の 産 生 、 な ら び に B
PC-1遺 伝 子 産 物 と 結 合 す る リ ガ ン ド お よ び 他 の 作 用 物 質 な ら び に 細 胞 成 分 を 同 定 す る た め
の 方 法 に お け る も の を 非 制 限 的 に 含 む 、 さ ま ざ ま な 用 途 が あ る と 考 え ら れ る 。 BPC-1蛋 白
質 ま た は そ の 断 片 に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 は 、 診 断 お よ び 予 後 判 定 ア ッ セ イ 法 、 画 像 診 断
法 （ 特 に 癌 画 像 診 断 を 含 む ） 、 な ら び に 前 立 腺 癌 を 非 制 限 的 に 含 む 、 BPC-1蛋 白 質 の 発 現
を 特 徴 と す る ヒ ト の 癌 の 管 理 に お け る 治 療 方 法 に お い て 有 用 で あ る と 思 わ れ る 。 さ ま ざ ま
な 種 類 の 放 射 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 固 相 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ ELISA） 、 固 相 酵 素 免 疫 蛍 光 ア
ッ セ イ 法 （ ELIFA） 、 免 疫 細 胞 化 学 法 な ど を 非 制 限 的 に 含 む 、 BPC-1蛋 白 質 の 検 出 の た め に
有 用 な 種 々 の 免 疫 ア ッ セ イ 法 が 考 慮 の 対 象 と な る 。 こ の よ う な 抗 体 を 標 識 し 、 前 立 腺 細 胞
を 検 出 し う る 免 疫 学 的 画 像 化 試 薬 と し て 用 い る こ と も 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 放 射 シ ン チ グ
ラ フ ィ ー 画 像 法 に お い て ） 。 ま た 、 BPC-1蛋 白 質 は 以 下 に 詳 細 に 述 べ る 癌 ワ ク チ ン の 作 製
に も 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 BPC-1蛋 白 質 お よ び そ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 提 供 す る 。 本 発
明 の BPC-1蛋 白 質 に は 、 本 明 細 書 で 具 体 的 に 特 定 さ れ る も の の ほ か 、 以 下 に 概 要 を 示 す 方
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法 に 従 っ た 必 要 以 上 の 実 験 を 行 わ な く と も 単 離 ／ 生 産 お よ び 特 徴 分 析 を 行 い う る 対 立 遺 伝
子 変 異 体 、 保 存 的 置 換 変 異 体 お よ び 相 同 体 が 含 ま れ る 。 異 な る BPC-1蛋 白 質 ま た は そ の 断
片 の 部 分 を 組 み 合 わ せ た 融 合 蛋 白 質 の ほ か 、 BPC-1蛋 白 質 と 異 種 ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 蛋
白 質 も 含 ま れ る 。 こ の よ う な BPC-1蛋 白 質 は 、 BPC-1蛋 白 質 、 本 発 明 の 蛋 白 質 、 ま た は BPC-
1と し て 総 称 す る も の と す る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 BPC-1ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 少
な く と も 10ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 少 な く と も 15ア ミ ノ 酸 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は
BPC-1蛋 白 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 BPC-1蛋 白 質 の 1つ の 具 体 的 な 態 様 は 、 図 1の ア ミ ノ 酸 残 基 お よ そ 1位 か ら ア ミ ノ 酸 残 基 お
よ そ 158位 ま で に 示 さ れ た ヒ ト BPC-1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 BPC-1
蛋 白 質 の も う 1つ の 具 体 的 態 様 は 、 図 1の ア ミ ノ 酸 残 基 お よ そ 24位 か ら ア ミ ノ 酸 残 基 お よ そ
158位 ま で に 示 さ れ た ヒ ト BPC-1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 般 に 、 ヒ ト BPC-1の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 高 度 の 構 造 的 同 一 性 お よ び 相 同 性 を
有 す る と 考 え ら れ る （ 例 え ば 、 同 一 性 が 90％ ま た は そ れ 以 上 ） 。 典 型 的 に は 、 BPC-1蛋 白
質 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る BPC-1配 列 中 に 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む
か 、 ま た は BPC-1相 同 体 に お け る 対 応 位 置 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む と 考 え ら れ る 。
あ る 部 類 の BPC-1対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 特 定 の BPC-1ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も わ ず か な 領
域 と は 高 度 の 相 同 性 を 有 す る も の の 、 非 保 存 的 置 換 、 切 断 、 挿 入 ま た は フ レ ー ム シ フ ト と
い っ た 配 列 と の 根 本 的 な 差 異 を さ ら に 含 む 蛋 白 質 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 蛋 白 質 の 立 体 構 造 お よ び 機 能 を い ず れ も 変 化 さ せ ず に 蛋 白 質 に
加 え る こ と が し ば し ば 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 変 化 に は 、 イ ソ ロ イ シ ン （ I） 、 バ リ ン （ V
） お よ び ロ イ シ ン （ L） の い ず れ か に よ る そ れ 以 外 の こ れ ら の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 ア
ス パ ラ ギ ン 酸 （ D） に よ る グ ル タ ミ ン 酸 （ E） の 置 換 お よ び そ の 逆 、 グ ル タ ミ ン （ Q） に よ
る ア ス パ ラ ギ ン （ N） の 置 換 お よ び そ の 逆 、 な ら び に セ リ ン （ S） に よ る ト レ オ ニ ン （ T）
の 置 換 お よ び そ の 逆 が 含 ま れ る 。 蛋 白 質 の 三 次 元 構 造 に お け る 特 定 の ア ミ ノ 酸 の 環 境 お よ
び そ の 役 割 に よ っ て は 、 そ の 他 の 置 換 も 保 存 的 と み な し う る 。 例 え ば 、 グ リ シ ン （ G） お
よ び ア ラ ニ ン （ A） は し ば し ば 互 換 的 で あ り 、 ア ラ ニ ン （ A） お よ び バ リ ン （ V） に つ い て
も 同 様 で あ る 。 比 較 的 疎 水 性 が 高 い メ チ オ ニ ン （ M） は 、 ロ イ シ ン お よ び イ ソ ロ イ シ ン と
し ば し ば 互 換 的 で あ り 、 時 に バ リ ン と 互 換 的 で あ る 。 リ ジ ン （ K） お よ び ア ル ギ ニ ン （ R）
は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 顕 著 な 特 徴 が そ の 電 荷 に あ っ て 、 こ れ ら の 2つ の ア ミ ノ 酸 残 基 の pKの
違 い が 重 大 で な い 位 置 で は し ば し ば 互 換 的 で あ る 。 特 定 の 環 境 に お い て は 、 さ ら に 他 の 変
化 も 「 保 存 的 」 と み な す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 BPC-1蛋 白 質 は 多 く の 形 態 と し て 具 現 化 し う る が 、 単 離 さ れ た 形 態 が 好 ま し い 。 本 明 細
書 に お け る 用 い 方 で は 、 蛋 白 質 は 、 物 理 的 、 機 械 的 ま た は 化 学 的 方 法 を 用 い て 、 BPC-1蛋
白 質 が 、 蛋 白 質 に 通 常 付 随 す る 細 胞 成 分 か ら 切 り 離 さ れ た 場 合 に 「 単 離 さ れ た 」 と い う 。
当 業 者 は 標 準 的 な 精 製 法 を 容 易 に 用 い て 単 離 さ れ た BPC-1蛋 白 質 を 得 る こ と が で き る 。 精
製 さ れ た BPC-1蛋 白 質 分 子 は 、 BPC-1と 抗 体 ま た は 他 の リ ガ ン ド と の 結 合 を 妨 げ る 他 の 蛋 白
質 ま た は 分 子 を 実 質 的 に 含 ま な い と 考 え ら れ る 。 単 離 お よ び 精 製 の 性 質 お よ び 程 度 は 、 意
図 す る 用 途 に よ っ て 決 ま る と 考 え ら れ る 。 BPC-1蛋 白 質 の 態 様 に は 、 精 製 さ れ た BPC-1蛋 白
質 お よ び 機 能 的 な 可 溶 性 BPC-1蛋 白 質 が 含 ま れ る 。 1つ の 形 態 に お い て 、 こ の よ う な 機 能 的
な 可 溶 性 BPC-1蛋 白 質 ま た は そ の 断 片 は 、 抗 体 ま た は 他 の リ ガ ン ド と の 結 合 能 を 保 持 し て
い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 図 1に 示 す BPC-1の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド な ど の 、 BPC-
1ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 生 物 活 性 断 片 を 含 む BPC-1ポ リ ペ プ チ ド も 提 供 す る 。 本 発 明 の こ の
種 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 BPC-1蛋 白 質 に 付 随 す る エ ピ ト ー プ と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 産 生
を 誘 発 す る 能 力 と い う よ う な BPC-1蛋 白 質 の 特 性 を 示 す 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　 BPC-1ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 で 開 示 す る ヒ ト BPC-1蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ き 、
当 技 術 分 野 で 周 知 の 標 準 的 な ペ プ チ ド 合 成 技 術 ま た は 化 学 的 切 断 法 を 用 い て 作 製 し う る 。
ま た は 、 BPC-1蛋 白 質 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 得 る た め に 組 換 え 法 を
用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の 点 に 関 し て 、 本 明 細 書 で 述 べ る BPC-1を コ ー ド す る 核 酸 分
子 は 、 BPC-1蛋 白 質 の 規 定 断 片 を 作 製 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。 BPC-1ポ リ ペ プ チ ド は 、
ド メ イ ン 特 異 的 抗 体 （ 例 え ば 、 BPC-1蛋 白 質 の 細 胞 外 ま た は 細 胞 内 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る
抗 体 ） の 作 製 お よ び 特 徴 分 析 、 BPC-1ま た は そ の 特 定 の 構 造 ド メ イ ン と 結 合 す る 物 質 ま た
は 細 胞 因 子 の 同 定 、 な ら び に 癌 ワ ク チ ン を 非 制 限 的 に 含 む 種 々 の 治 療 状 況 に お い て 特 に 有
用 で あ る 。 特 に 興 味 深 い 構 造 を 含 む BPC-1ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 シ ュ ウ -フ ァ ス マ ン （
Chou-Fasman） 、 ガ ル ニ エ -ロ ブ ソ ン （ Garnier-Robson） 、 カ イ ト -ド ゥ ー リ ト ル （ Kyte-Do
olittle） 、 ア イ ゼ ン バ ー グ （ Eisenberg） 、 カ ー プ ラ ス -シ ュ ル ツ （ Karplus-Schultz） も
し く は ジ ェ ー ム ソ ン -ウ ル フ （ Jameson-Wolf） の 分 析 方 法 を 含 む 当 技 術 分 野 で 周 知 の さ ま
ざ ま な 分 析 技 法 を 用 い て 、 ま た は 免 疫 原 性 に 基 づ い て 、 予 想 お よ び ／ ま た は 同 定 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 構 造 を 含 む 断 片 は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 特 異 的 な 抗 BPC-1抗 体 の 作 製
、 ま た は BPC-1と 結 合 す る 細 胞 因 子 の 同 定 に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 以 下 の 実 施 例 の 項 で 述 べ る 1つ の 具 体 的 な 態 様 で は 、 C末 端 に 6XHisお よ び MYCタ グ を 付 加
し た BPC-1を コ ー ド す る CMV駆 動 性 発 現 ベ ク タ ー （ pcDNA3.1／ mycHIS、 Invitrogen） を ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 に お い て 分 泌 型 の 成 熟 BPC-1を 首 尾 よ く 発 現 さ せ る こ と が で き
る 。 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ た HIS標 識 BPC-1は 、 標 準 的 な 技 法 を 用 い 、 ニ ッ ケ ル カ ラ ム を 用 い
て 精 製 し う る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 BPC-1蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る
。 最 も 好 ま し い 抗 体 は 、 BPC-1蛋 白 質 と は 選 択 的 に 結 合 す る が 、 BPC-1以 外 の 蛋 白 質 お よ び
ポ リ ペ プ チ ド と は 結 合 し な い （ ま た は 結 合 が 弱 い ） も の と 考 え ら れ る 。 特 に 考 慮 の 対 象 と
な る 抗 BPC-1抗 体 に は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ほ か 、 こ れ ら の 抗 体
の 抗 原 結 合 ド メ イ ン お よ び ／ ま た は 1つ も し く は 複 数 の 相 補 性 決 定 領 域 を 含 む 断 片 が 含 ま
れ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 抗 体 断 片 と は 、 そ の 標 的 と 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 可 変 領
域 、 す な わ ち 抗 原 結 合 領 域 の 少 な く と も 一 部 と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の BPC-1抗 体 は 、 前 立 腺 癌 の 治 療 戦 略 、 診 断 お よ び 予 後 判 定 ア ッ セ イ 法 な ら び に
画 像 診 断 法 に お い て 特 に 有 用 と 思 わ れ る 。 同 様 に 、 こ の 種 の 抗 体 は 、 他 の 種 類 の 癌 で BPC-
1が 同 じ く 発 現 お よ び 過 剰 発 現 さ れ る 限 り に お い て 、 他 の 癌 の 治 療 、 診 断 お よ び ／ ま た は
予 後 判 定 に 有 用 と 思 わ れ る 。 BPC-1を 発 現 す る こ の よ う な 癌 の 1つ は 膀 胱 癌 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 BPC-1お よ び 変 異 型 BPC-1蛋 白 質 な ら び に ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 お よ び 定 量
的 評 価 の た め に 有 用 な 種 々 の 免 疫 ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 は 一 般 に
、 BPC-1ま た は 変 異 型 BPC-1蛋 白 質 を 認 識 し て そ れ と 結 合 し う る 1つ ま た は 複 数 の BPC-1抗 体
を 適 宜 含 み 、 さ ま ざ ま な 種 類 の 放 射 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 固 相 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ ELISA）
、 固 相 酵 素 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 法 （ ELIFA） 、 免 疫 細 胞 化 学 法 な ど を 非 制 限 的 に 含 む 、 当 技
術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ ま な 免 疫 ア ッ セ イ 法 形 式 の 範 囲 内 で 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 標
識 し た BPC-1抗 体 を 用 い る 放 射 シ ン チ グ ラ フ ィ ー 画 像 法 を 非 制 限 的 に 含 む 、 前 立 腺 癌 を 検
出 し う る 免 疫 学 的 画 像 化 法 も 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 こ の 種 の ア ッ セ イ 法 は 、 前 立 腺
癌 、 特 に 進 行 前 立 腺 癌 の 発 見 、 モ ニ タ リ ン グ お よ び 予 後 判 定 に お い て 臨 床 的 に 有 用 と 思 わ
れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た 、 BPC-1抗 体 を 、 BPC-1お よ び 変 異 型 BPC-1蛋 白 質 な ら び に ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る
た め 、 な ら び に BPC-1相 同 体 お よ び 関 連 分 子 を 単 離 す る た め の 方 法 に 用 い る こ と も 可 能 で
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あ る 。 例 え ば 、 1つ の 態 様 に お い て 、 BPC-1蛋 白 質 の 精 製 方 法 は 、 BPC-1抗 体 の BPC-1と の 結
合 が 許 容 さ れ る 条 件 下 で 、 固 体 基 質 に 結 合 さ せ た BPC-1抗 体 を BPC-1を 含 む 可 溶 化 液 ま た は
他 の 溶 液 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 不 純 物 を 除 去 す る た め に 固 体 基 質 を 洗 浄 す る
段 階 、 お よ び 結 合 し た 抗 体 か ら BPC-1を 溶 出 さ せ る 段 階 を 含 む 。 本 発 明 の BPC-1抗 体 の そ の
他 の 用 途 に は 、 BPC-1蛋 白 質 を 模 倣 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の 作 製 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 例 え ば BPC-1蛋 白 質 の 生 物 活 性 を 調 節 も し く は 阻 害 す る こ と 、 ま た は BPC-1蛋 白 質 も し く
は BPC-1結 合 パ ー ト ナ ー を 発 現 す る 癌 細 胞 の タ ー ゲ テ ィ ン グ お よ び 破 壊 を 行 う こ と に よ り
、 BPC-1抗 体 を 治 療 的 に 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 BPC-1は 細 胞 蛋 白 質 と 結 合 す る と 思 わ れ
る 分 泌 蛋 白 質 で あ り 、 し か も BPC-1に は 発 癌 活 性 が あ る と 思 わ れ る た め 、 BPC-1の 受 容 体 と
の 結 合 能 、 ま た は そ れ が 発 癌 生 物 活 性 を 発 揮 す る 媒 介 と な る 他 の 蛋 白 質 と の 相 互 作 用 能 を
妨 げ る た め に 抗 体 は 治 療 的 に 有 用 と 思 わ れ る 。 1つ の 具 体 的 な 態 様 に お い て は 、 抗 体 が BPC
-1と 結 合 し て そ れ が 機 能 を 発 揮 す る 能 力 を 阻 害 す る よ う に 、 BPC-1特 異 的 抗 体 ま た は そ の
組 み 合 わ せ （ 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 組 み 合 わ せ ） を 、 BPC-1発 現 性 腫
瘍 に 罹 患 し た 患 者 に 投 与 す る 。 BPC-1抗 体 療 法 に つ い て は 、 以 下 の 「 治 療 方 法 お よ び 組 成
物 」 の サ ブ セ ク シ ョ ン で さ ら に 詳 細 に 述 べ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 抗 体 の 調 製 の た め の さ ま ざ ま な 方 法 が 当 技 術 分 野 で は 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 単 離 形 態 ま
た は 免 疫 複 合 形 態 に あ る BPC-1蛋 白 質 、 ペ プ チ ド ま た は 断 片 を 用 い て 適 し た 哺 乳 動 物 宿 主
を 免 疫 化 す る こ と に よ り 、 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る （ 抗 体 ： 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Antibo
dy： A Laboratory Manual） 、 CSH Press、 Harlow and Lane編 （ 1988） 、 Harlow、 抗 体 （ A
ntibody） 、 Cold Spring Harbor Press、 NY（ 1989） ） 。 さ ら に 、 BPC-1 GST融 合 蛋 白 質 な
ど の BPC-1の 融 合 蛋 白 質 も 用 い う る 。 1つ の 特 定 の 態 様 に お い て は 、 図 1の ア ミ ノ 酸 配 列 の
オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 体 ま た は 大 部 分 を 含 む GST融 合 蛋 白 質 を 作 製 し 、 適 切
な 抗 体 を 産 生 さ せ る た め の 免 疫 原 と し て 用 い る こ と が で き る 。 BPC-1を 発 現 ま た は 過 剰 発
現 す る 細 胞 を 免 疫 化 に 用 い て も よ い 。 同 様 に 、 BPC-1を 発 現 す る よ う に 操 作 さ れ た 任 意 の
細 胞 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 戦 略 は 、 内 因 性 BPC-1の 認 識 能 力 が 高 い モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 を も た ら す と 思 わ れ る 。 も う 1つ の 有 用 な 免 疫 原 は 、 ヒ ツ ジ 赤 血 球
の 形 質 膜 と 結 合 し た BPC-1蛋 白 質 を 含 む 。 さ ら に 、 コ ー ド さ れ る 免 疫 原 に 対 す る 免 疫 応 答
を 生 じ さ せ る た め に 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 裸 の （ naked） DNAに よ る 免 疫 化 法 を （ 精 製 BPC-
1蛋 白 質 ま た は BPC-1発 現 細 胞 と と も に 、 ま た は 伴 わ ず に ） 用 い て も よ い （ 概 説 に つ い て は
、 Donnellyら 、 1997、 Ann. Rev. Immunol. 15： 617～ 648を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 図 1に 示 す BPC-1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 抗 体 の 作 製 を 目 的 と し て BPC-1蛋 白 質 の 特 定 の 領 域
を 選 択 す る た め に 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 BPC-1ア ミ ノ 酸 配 列 の 疎 水 性 お よ び 親 水 性 分 析
を 用 い て 、 BPC-1構 造 に お け る 親 水 性 領 域 を 同 定 す る こ と が で き る 。 シ ュ ウ -フ ァ ス マ ン （
Chou-Fasman） 、 ガ ル ニ エ -ロ ブ ソ ン （ Garnier-Robson） 、 カ イ ト -ド ゥ ー リ ト ル （ Kyte-Do
olittle） 、 ア イ ゼ ン バ ー グ （ Eisenberg） 、 カ ー プ ラ ス -シ ュ ル ツ （ Karplus-Schultz） も
し く は ジ ェ ー ム ソ ン -ウ ル フ （ Jameson-Wolf） 分 析 な ど の 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た 他 の 種 々
の 方 法 を 用 い て 、 免 疫 原 性 構 造 が 認 め ら れ る BPC-1蛋 白 質 の 領 域 の ほ か 、 他 の 領 域 お よ び
ド メ イ ン を 容 易 に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 BPC-1抗 体 の 作 製 方 法 は 、 本 明 細 書 に お い て 提 示 さ れ る 実 施 例 に お け る 方 法 に よ っ て さ
ら に 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 免 疫 原 と し て 用 い る た め の 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る た め 、 お よ び 蛋 白 質 と
BSA、 KLHま た は 他 の 担 体 蛋 白 質 な ど の 担 体 と の 免 疫 原 性 結 合 物 を 調 製 す る た め の 方 法 は 当
技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 あ る 状 況 で は 例 え ば カ ル ボ ジ イ ミ ド 試 薬 を 用 い る 直 接 的 結 合 を 用
い る こ と が で き 、 別 の 状 況 で は ピ ア ス ケ ミ カ ル 社 （ Pierce Chemical Co.、 Rockford、 IL
） が 供 給 し て い る 結 合 剤 が 有 効 と 思 わ れ る 。 BPC-1免 疫 原 の 投 与 は 一 般 に 、 当 技 術 分 野 で

10

20

30

40

50

(17) JP 2006-320324 A 2006.11.30



一 般 に 知 ら れ た 適 切 な 期 間 に わ た る 注 射 お よ び 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 行 う 。 免 疫 化
期 間 中 に は 、 抗 体 形 成 が 十 分 な こ と を 判 定 す る た め に 抗 体 力 価 を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し い も の は BPC-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 こ れ は 当 技 術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ ま
な 手 段 に よ っ て 作 製 し う る 。 例 え ば 、 一 般 に 知 ら れ た 、 リ ン パ 球 ま た は 脾 細 胞 の 不 死 化 を
も た ら す ケ ー ラ ー （ Kohler） お よ び ミ ル ス タ イ ン （ Milstein） の 標 準 的 な 方 法 ま た は 変 法
を 用 い て 、 望 ま し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 不 死 化 細 胞 株 を 調 製 す る こ と が で き る
。 望 ま し い 抗 体 を 分 泌 す る 不 死 化 細 胞 株 は 、 BPC-1蛋 白 質 ま た は BPC-1断 片 を 抗 原 と す る イ
ム ノ ア ッ セ イ 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 望 ま し い 抗 体 を 分 泌 す る 適 切 な 不 死 化 細 胞
培 養 物 が 同 定 さ れ た 時 点 で 、 細 胞 を 増 殖 さ せ て イ ン ビ ト ロ 培 養 物 ま た は 腹 水 か ら 抗 体 を 得
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 最 新 技 術 を 用 い る 組 換 え 手 段 に よ っ て 抗 体 ま た は 断 片 を 作 製 す る こ と も で き る 。 BPC-1
蛋 白 質 の 望 ま し い 領 域 と 特 異 的 に 結 合 す る 領 域 を 、 複 数 の 種 に 由 来 す る キ メ ラ 性 ま た は CD
R接 枝 （ CDR-grafted） 抗 体 の 文 脈 に お い て 作 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ヒ ト 化 ま た は ヒ ト
BPC-1抗 体 を 作 製 す る こ と も で き 、 こ れ は 治 療 状 況 に お け る 使 用 に は 好 ま し い 。 非 ヒ ト 抗
体 CDRの 1つ ま た は 複 数 を 対 応 す る ヒ ト 抗 体 配 列 と 置 換 す る こ と に よ る 、 マ ウ ス お よ び 他 の
非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る た め の 方 法 は よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Jonesら 、 1986、 Natur
e 321： 522～ 525； Riechmnanら 、 1988、 Nature 332： 323～ 327； Verhoeyenら 、 1988、 Sci
ence 239： 1534～ 1536を 参 照 の こ と ） 。 ま た 、 カ ー タ ー （ Carter） ら 、 1993、 Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 89： 4285お よ び シ ム ズ （ Sims） ら 、 1993、 J. Immunol. 151： 2296も 参
照 さ れ た い 。 完 全 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め の 方 法 に は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ
レ イ 法 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 法 が 含 ま れ る （ 概 説 に つ い て は 、 Vaughanら 、 1998、 Nat
ure Biotechnology 16： 535～ 539を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 完 全 ヒ ト BPC-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 大 規 模 な ヒ ト Ig遺 伝 子 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ
ラ リ ー （ す な わ ち 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ） を 用 い る ク ロ ー ニ ン グ 技 術 を 用 い て 作 製 し う
る （ Griffiths and Hoogenboom、 イ ン ビ ト ロ 免 疫 系 の 構 築 ： フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ
ラ リ ー に 由 来 す る ヒ ト 抗 体 （ Building an in vitro immune system： human antibodies f
rom phage display libraries） 、 ヒ ト に お け る 予 防 的 お よ び 治 療 的 用 途 の た め の 抗 体 分
子 の 蛋 白 質 工 学 （ Protein Engineering of Antibody Molecules for Prophylactic and T
herapeutic Applications in Man） 、 Clark, M.（ 編 ） 、 Nottingham Academic、 pp 45～ 6
4（ 1993） 、 Burton and Barbas、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー に 由 来 す る ヒ ト 抗 体 （ Hu
man Antibodies from combinatorial libraries） 、 同 書 、 pp 65～ 82） 。 1997年 12月 3日
に 刊 行 さ れ た PCT特 許 出 願 ・ 国 際 公 開 公 報 第 98124893号 、 ク チ ャ ー ラ パ テ ィ （ Kucherlapat
i） お よ び ジ ャ コ ボ ビ ッ ツ （ Jakobovits） ら に 記 載 さ れ た 通 り に 、 完 全 ヒ ト BPC-1モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 を 含 む よ う に 操 作 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス を 用 い て 作 製 す る こ と も 可 能 で あ る （ Jakobovits、 1998、 Exp. Opin. Invest. Dru
gs 7（ 4） ： 607～ 614も 参 照 さ れ た い ） 。 こ の 方 法 で は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 に 必
要 な イ ン ビ ト ロ 操 作 が 避 け ら れ 、 高 親 和 性 の 信 頼 し う る ヒ ト 抗 体 が 効 率 よ く 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 BPC-1抗 体 と BPC-1蛋 白 質 と の 反 応 性 は 、 BPC-1蛋 白 質 、 ペ プ チ ド 、 BPC-1発 現 細 胞 ま た は
そ の 抽 出 物 を 適 宜 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 沈 降 法 、 ELISAお よ び FACS分 析 を 含
む 既 知 の 数 多 く の 手 段 に よ っ て 確 認 し う る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の BPC-1抗 体 も し く は そ の 断 片 を 検 出 マ ー カ ー で 標 識 し て 、 ま た は 細 胞 毒 性 物 質
な ど の 第 2の 分 子 と 結 合 さ せ て 、 BPC-1陽 性 細 胞 に 対 す る 第 2の 分 子 の タ ー ゲ テ ィ ン グ の た
め に 用 い る こ と も で き る （ Vitetta、 ES.ら 、 1993、 免 疫 毒 素 療 法 （ Immunotoxin therapy
） 、 DeVita, Jr., V.T.ら 編 、 癌 ： 腫 瘍 学 の 原 理 お よ び 実 践 （ Cancer： Principles and Pr
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actice of Oncology） 、 第 4版 、 J.B. Lippincott Co.、 Philadelphia、 2624～ 2636） 。 細
胞 毒 性 物 質 の 例 に は 、 リ シ ン 、 リ シ ン A鎖 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 タ キ ソ ー
ル 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 テ ノ ポ シ ド 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン
ブ ラ ス チ ン 、 コ ル ヒ チ ン 、 ジ ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ シ ン ジ オ ン 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン D、 ジ フ
テ リ ア 毒 素 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 （ PE） A、 PE40、 ア ブ リ ン 、 ア ブ リ ン A鎖 、 モ デ ッ シ ン
A鎖 、 α -サ ル シ ン 、 ゲ ロ ニ ン （ gelonin） 、 マ イ ト ゲ リ ン （ mitogellin） 、 レ ツ ト リ ク ト
シ ン （ retstrictocin） 、 フ ェ ノ マ イ シ ン （ phenomycin） 、 エ ノ マ イ シ ン （ enomycin） 、
キ ュ リ シ ン （ curicin） 、 ク ロ ー チ ン （ crotin） 、 カ リ ケ ア ミ シ ン （ calicheamicin） 、 サ
ポ ン ソ ウ 常 備 阻 害 剤 （ sapaonaria officinalis inhibitor） お よ び グ ル コ コ ル チ コ イ ド な
ら び に 他 の 化 学 療 法 薬 、 さ ら に は 2 1 2 Bi、 1 3 1 I、 1 3 1 In、 9 0 Yお よ び 1 8 6 Reな ど の 放 射 性 同 位
体 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 適 し た 検 出 可 能 マ ー カ ー に は 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 生
物 発 光 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 金 属 キ レ ー ト 剤 ま た は 酵 素 が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 抗 体
を 、 プ ロ ド ラ ッ グ を 活 性 型 に 変 換 し う る 抗 癌 プ ロ ド ラ ッ グ 活 性 化 酵 素 と 結 合 さ せ て も よ い
。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,975,287号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 さ ら に 、 当 技 術 分 野 で 一 般 に 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の BPC-1エ ピ ト
ー プ に 対 し て 特 異 的 な 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 製 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 癌 細 胞 の 増 殖 に
対 す る BPC-1抗 体 の 治 療 効 果 が 増 強 さ れ る よ う に 、 抗 体 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 改 変 す る こ
と も で き る 。 ま た 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た 架 橋 法 を 用 い て 、 ホ モ 二 量 体 抗 体 を 作 製 す る こ
と も で き る （ 例 え ば 、 Wolffら 、 Cancer Res. 53： 2560～ 2565） 。 こ の 種 の 抗 体 は 、 BPC-1
の 阻 害 を 増 強 す る た め の 手 段 に な る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 本 発 明 の も う 1つ の 局 面 は 、 BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び BPC-1蛋 白 質 を 検 出 す る た め
の 方 法 、 な ら び に BPC-1を 発 現 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 血 清 、 骨 、 前 立 腺 お よ び 他 の 組 織 、 尿 、 精 液 、 細 胞 調 製 物 な
ど の 生 物 試 料 に お け る BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 の た め の ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 検
出 可 能 な BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 例 え ば 、 BPC-1遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 、 BPC-1 mRNA
、 選 択 的 ス プ ラ イ ス 変 異 型 の BPC-1 mRNA、 お よ び BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え DNA
ま た は RNA分 子 が 含 ま れ る 。 BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 増 幅 お よ び ／ ま た は そ の 存 在 の 検 出
を 行 う た め の 数 多 く の 方 法 が 当 技 術 分 野 で は 周 知 で あ り 、 本 発 明 の こ の 面 の 実 践 に 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 生 物 試 料 中 の BPC-1 mRNAを 検 出 す る た め の 方 法 は 、 少 な く と も 1つ
の プ ラ イ マ ー を 用 い る 逆 転 写 に よ っ て 試 料 か ら cDNAを 作 製 す る こ と 、 そ の よ う に し て 作 製
し た cDNAを そ の 中 の BPC-1 cDNAを 増 幅 す る た め に BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を セ ン ス お よ び
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 用 い て 増 幅 す る こ と 、 な ら び に 増 幅 さ れ た BPC-1 cDNAの 存
在 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 生 物 試 料 中 の BPC-1遺 伝 子 を 検 出 す る
た め の 方 法 は 、 試 料 か ら ゲ ノ ム DNAを ま ず 単 離 す る 段 階 、 単 離 さ れ た ゲ ノ ム DNAを そ の 中 の
BPC-1遺 伝 子 を 増 幅 す る た め に BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ
マ ー と し て 用 い て 増 幅 す る 段 階 、 な ら び に 増 幅 さ れ た BPC-1遺 伝 子 の 存 在 を 検 出 す る 段 階
を 含 む 。 BPC-1（ 図 1） に 関 し て 提 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 、 任 意 の 数 の 適 し た セ ン
ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ の 組 み 合 わ せ を 設 計 し 、 こ の 目 的 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 血 清 、 骨 、 前 立 腺 お よ び 他 の 組 織 、 尿 、 細 胞 調 製 物 な ど の 生 物 試 料 の
組 織 中 の BPC-1蛋 白 質 の 存 在 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ 法 も 提 供 す る 。 BPC-1蛋 白 質 を 検 出
す る た め の 方 法 も 周 知 で あ り 、 こ れ に は 例 え ば 、 免 疫 沈 降 法 、 免 疫 組 織 化 学 分 析 、 ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 分 子 結 合 ア ッ セ イ 法 、 ELISA、 ELIFAな ど が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 1つ の
態 様 に お い て 、 生 物 組 織 中 の BPC-1蛋 白 質 の 存 在 を 検 出 す る た め の 方 法 は 、 試 料 を ま ず BPC
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-1抗 体 、 そ の BPC-1反 応 性 断 片 ま た は BPC-1抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 組 換 え 蛋 白 質 と 接 触
さ せ る こ と 、 お よ び そ れ に 対 す る 試 料 中 の BPC-1蛋 白 質 の 結 合 を 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 BPC-1を 発 現 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の 方 法 も 提 供 す る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 BPC-1遺
伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ 法 は 、 細 胞 内 の BPC-1 mRNAの 存 在 を 検 出 す
る こ と を 含 む 。 細 胞 内 の 特 定 の mRNAを 検 出 す る た め の 方 法 は 周 知 で あ り 、 こ れ に は 例 え ば
、 相 補 的 DNAプ ロ ー ブ を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 （ 標 識 し た BPC-1リ ボ プ
ロ ー ブ 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 関 連 技 法 を 用 い る イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン な ど ） お よ び 種 々 の 核 酸 増 幅 ア ッ セ イ 法 （ BPC-1に 対 し て 特 異 的 な 相 補 的 プ ラ イ マ ー
を 用 い る RT-PCR、 お よ び 例 え ば 分 枝 DNA、 SISBA、 TMAな ど を 用 い る 他 の 増 幅 型 検 出 法 ） が
含 ま れ る 。 ま た は 、 BPC-1遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ 法 は 、 細 胞 内
の 、 ま た は 細 胞 が 分 泌 す る BPC-1蛋 白 質 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 蛋 白 質 を 検 出 す る
た め の さ ま ざ ま な 方 法 が 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 BPC-1蛋 白 質 お よ び BPC-1発 現 細 胞 の 検
出 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 BPC-1発 現 解 析 は 、 BPC-1遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 作 用 物 質 の 同 定 お よ び 評 価 の た め の ツ
ー ル と し て も 有 用 と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 前 立 腺 癌 に お い て BPC-1の 発 現 が 著 し く ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー ト さ れ 、 か つ そ の 他 の 癌 に お い て も 発 現 さ れ 得 る 。 癌 細 胞 に お い て 、 BPC-1の 発
現 お よ び 過 剰 発 現 を 抑 制 し う る 分 子 ま た は 生 物 的 物 質 が 同 定 さ れ れ ば 、 治 療 的 意 義 が あ る
と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 物 質 は 、 RT-PCR、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 抗 体 結 合
に よ り BPC-1発 現 の 定 量 化 を 行 う ス ク リ ー ニ ン グ を 用 い て 同 定 し う る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

　 個 体 に お け る BPC-1発 現 パ タ ー ン の 状 態 の 判 定 は 癌 の 診 断 に 用 い る こ と が で き 、 適 切 な
治 療 選 択 肢 を 定 め る 上 で 有 用 な 予 後 判 定 情 報 を も た ら す と 思 わ れ る 。 同 様 に 、 BPC-1の 発
現 状 態 は 特 定 の 病 期 に 対 す る 感 受 性 、 進 行 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 の 悪 性 度 を 予 測 す る た め に
重 要 な 情 報 を も た ら す と 思 わ れ る 。 本 発 明 は 、 BPC-1発 現 状 態 の 判 定 お よ び BPC-1を 発 現 す
る 、 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 な ど の 癌 の 診 断 の た め の 方 法 お よ び ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 1つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 被 験 細 胞 ま た は 被 験 試 料 に お け る BPC-1 mRNAま た は 蛋
白 質 発 現 の 有 意 な 増 加 を 、 対 応 す る 正 常 細 胞 ま た は 組 織 に お け る 発 現 レ ベ ル と 対 比 し て 検
出 す る こ と を 含 む 、 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 な ど の 個 体 に お け る 癌 の 存 在 を 判 定 す る 上 で 有
用 な ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 結 腸 、 肺 、 前 立 腺 、 膵 臓 、 膀 胱 、 乳 房 、 卵 巣 、 子 宮
頸 部 、 精 巣 、 頭 部 お よ び 頸 部 、 脳 、 胃 な ど の 組 織 試 料 に お け る BPC-1 mRNAの 存 在 を 評 価 し
う る 。 対 応 す る 正 常 組 織 は BPC-1 mRNAを 発 現 し な い か 、 ま た は 低 レ ベ ル で 発 現 す る た め 、
こ れ ら の い ず れ か の 組 織 中 に BPC-1の 有 意 な 発 現 が 存 在 す れ ば 、 こ れ ら の 癌 の 発 生 、 存 在
お よ び ／ ま た は 重 症 度 を 知 る 上 で 有 用 と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 関 連 す る 1つ の 態 様 で は 、 BPC-1の 発 現 状 態 を 核 酸 レ ベ ル で は な く 蛋 白 質 レ ベ ル で 判 定 す
る 。 例 え ば 、 こ の よ う な 方 法 ま た は ア ッ セ イ 法 は 、 被 験 組 織 試 料 中 、 ま た は 血 清 、 精 液 、
も し く は 尿 中 の 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る BPC-1蛋 白 質 の レ ベ ル を 判 定 す る 段 階 、 お よ び こ
の よ う に し て 判 定 し た レ ベ ル を 対 応 す る 正 常 試 料 中 で 発 現 さ れ る BPC-1の レ ベ ル と 比 較 す
る 段 階 を 含 む と 考 え ら れ る 。 1つ の 態 様 で は 、 BPC-1蛋 白 質 の 存 在 を 、 例 え ば 免 疫 組 織 化 学
的 な 方 法 を 用 い て 評 価 す る 。 BPC-1蛋 白 質 の 発 現 を 検 出 し う る BPC-1抗 体 ま た は 結 合 パ ー ト
ナ ー は 、 こ の 目 的 の た め に 当 技 術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ ま な ア ッ セ イ 法 形 式 に 用 い る こ と が
で き る 。 も う 1つ の 態 様 で は 、 血 清 も し く は 尿 ま た は 他 の 体 液 に お け る 分 泌 型 BPC-1蛋 白 質
の 有 無 を 検 査 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 BPC-1は 、 前 立 腺 癌 、 膀 胱 癌 お よ び お そ ら く は 他 の 癌 で も 発 現 さ れ る と 思 わ れ る 分 泌 蛋
白 質 で あ る た め 、 血 中 ま た は 血 清 中 の BPC-1を 検 出 し 、 定 量 化 す る た め の ア ッ セ イ 法 は 、

10

20

30

40

50

(20) JP 2006-320324 A 2006.11.30

BPC-1の 発 現 状 態 を 判 定 す る た め の ア ッ セ イ 法



個 体 に お け る BPC-1発 現 性 腫 瘍 の 発 見 、 診 断 、 予 後 判 定 お よ び ／ ま た は 病 期 判 定 に 有 用 と
考 え ら れ る 。 例 え ば 、 BPC-1は 正 常 前 立 腺 で は 発 現 さ れ な い が 、 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 で
は 発 現 さ れ る 。 し た が っ て 、 血 清 中 に BPC-1が 検 出 さ れ る こ と は 、 前 立 腺 ま た は 膀 胱 の 腫
瘍 の 存 在 を 示 す 指 標 に な る と 思 わ れ る 。 こ の 情 報 お よ び ／ ま た は 他 の 情 報 に 基 づ い て 、 前
立 腺 癌 ま た は 膀 胱 癌 を 診 断 す る こ と が 可 能 と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 前 立 腺 癌 に 関 し て は 、 こ
の よ う な 他 の 情 報 に は 、 血 清 PSAの 測 定 、 DREお よ び ／ ま た は 超 音 波 検 査 が 含 ま れ る 。 さ ら
に 、 血 清 中 に 検 出 さ れ る BPC-1の レ ベ ル は 、 病 期 判 定 ま た は 予 後 判 定 に 有 用 な 情 報 に な る
と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 血 清 中 の BPC-1蛋 白 質 が 極 め て 高 い レ ベ ル に あ れ ば 、 腫 瘍 が 比 較 的
大 き い 、 お よ び ／ ま た は 悪 性 度 が 高 い こ と が 推 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 正 常 組 織 に お け る BPC-1の 脳 特 異 的 発 現 は 本 発 明 の こ の 局 面 の 重 要 な 利 点 を も た ら し 、
す な わ ち 、 循 環 血 中 BPC-1の 背 景 レ ベ ル が 極 め て 低 値 ま た は 皆 無 で あ れ ば 、 血 清 BPC-1蛋 白
質 の 存 在 と 癌 の 存 在 と の 間 に 高 度 の 相 関 が 得 ら れ る 。 こ の 利 点 は 、 細 胞 、 病 原 体 お よ び 高
分 子 の ク モ 膜 下 腔 へ の 出 入 り を 妨 げ る 、 中 枢 神 経 系 の 毛 細 血 管 に お け る 密 着 結 合 系 で あ る
血 液 脳 関 門 の 特 性 に 起 因 す る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 脳 内 で 発 現 さ れ た BPC-1は 血 管
系 に は 遊 離 さ れ な い と 考 え ら れ る 。 検 討 し た 他 の 正 常 な 組 織 で は BPC-1の 明 ら か な 発 現 は
示 さ れ て い な い た め 、 血 清 BPC-1の 存 在 は BPC-1発 現 性 腫 瘍 の 存 在 を 強 く 示 唆 し て い る と 思
わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ま た 、 末 梢 血 で は 、 BPC-1の 発 現 を 検 出 す る た め の RT-PCRを 用 い て 、 前 立 腺 癌 を 非 制 限
的 に 含 む 癌 細 胞 の 存 在 に 関 す る ア ッ セ イ 法 を 都 合 よ く 行 い う る 。 RT-PCRで 増 幅 可 能 な BPC-
1 mRNAが 存 在 す る こ と は 、 前 立 腺 癌 の 存 在 を 示 す 指 標 と な る 。 末 梢 血 中 の 腫 瘍 細 胞 に 関 す
る RT-PCR検 出 ア ッ セ イ 法 は 現 在 、 数 多 く の ヒ ト 固 形 腫 瘍 の 診 断 お よ び 管 理 に お け る 使 用 に
関 し て 評 価 が 進 め ら れ て い る 。 前 立 腺 癌 の 分 野 で は 、 こ れ ら に は PSAお よ び PSMを 発 現 す る
細 胞 を 検 出 す る た め の RT-PCRア ッ セ イ 法 が 含 ま れ る （ Verkaikら 、 1997、 Urol. Res. 25：
373～ 384、 Ghosseinら 、 1995、 J. Clin. Oncol. 13： 1195～ 2000、 Hestonら 、 1995、 Clin
. Chem. 41： 1687～ 1688） 。 RT-PCRア ッ セ イ 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 1つ の 関 連 し た 局 面 は 、 個 体 に お け る 癌 の 発 症 に 対 す る 感 受 性 を 予 測 す る こ と
に 向 け ら れ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 癌 に 対 す る 感 受 性 を 予 測 す る た め の 方 法 は 、 そ の 存
在 に よ っ て 癌 に 対 す る 感 受 性 が 示 さ れ 、 存 在 す る BPC-1 mRNA発 現 の 程 度 が 感 受 性 の 程 度 と
比 例 す る よ う な 、 組 織 試 料 中 の BPC-1 mRNAま た は BPC-1蛋 白 質 の 検 出 を 含 む 。 1つ の 具 体 的
な 態 様 で は 、 前 立 腺 組 織 に お け る BPC-1の 有 無 を 検 査 し 、 試 料 中 に BPC-1が 存 在 す れ ば 前 立
腺 癌 の 易 罹 患 性 （ ま た は 前 立 腺 腫 瘍 の 発 生 ま た は 存 在 ） が 示 さ れ る 。 も う 1つ の 具 体 的 な
態 様 で は 、 膀 胱 組 織 に お け る BPC-1の 有 無 を 検 査 し 、 試 料 中 に BPC-1が 存 在 す れ ば 前 立 腺 癌
の 易 罹 患 性 （ ま た は 膀 胱 癌 の 発 生 ま た は 存 在 ） が 示 さ れ る 。 さ ら に も う 1つ の 具 体 的 な 態
様 に お い て は 、 血 清 中 の BPC-1の 有 無 を 検 査 し 、 試 料 中 に BPC-1が 存 在 す れ ば 膀 胱 ま た は 前
立 腺 腫 瘍 な ど の BPC-1発 現 性 腫 瘍 の 易 罹 患 性 （ ま た は 存 在 ） が 示 さ れ る 。 も う 1つ の 態 様 に
お い て は 、 尿 中 の BPC-1の 存 在 を 検 討 し 、 試 料 中 に BPC-1が 存 在 す れ ば BPC-1発 現 性 膀 胱 癌
の 易 罹 患 性 （ ま た は 存 在 ） が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の も う 1つ の 関 連 し た 局 面 は 、 腫 瘍 の 悪 性 度 を 評 価 す る た め の 方 法 に 向 け ら れ る
。 1つ の 態 様 に お い て 、 腫 瘍 の 悪 性 度 を 評 価 す る た め の 方 法 は 、 正 常 試 料 と 対 比 し た 腫 瘍
試 料 に お け る BPC-1 mRNAま た は BPC-1蛋 白 質 の 発 現 の 程 度 が 悪 性 度 の 程 度 を 示 す よ う な 、
腫 瘍 の 試 料 中 の 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る BPC-1 mRNAま た は BPC-1蛋 白 質 の レ ベ ル を 測 定 す る
段 階 、 そ の よ う に し て 測 定 し た レ ベ ル を 同 じ 個 体 か ら 採 取 し た 対 応 す る 正 常 組 織 ま た は 正
常 組 織 基 準 標 本 で 発 現 さ れ る BPC-1 mRNAま た は BPC-1蛋 白 質 の レ ベ ル と 比 較 す る 段 階 を 含
む 。 1つ の 具 体 的 な 態 様 に お い て は 、 腫 瘍 細 胞 で BPC-1が 発 現 さ れ る 程 度 を 決 定 す る こ と に
よ っ て 前 立 腺 腫 瘍 の 悪 性 度 を 評 価 し 、 発 現 レ ベ ル が 高 い ほ ど 悪 性 度 の 高 い 腫 瘍 で あ る こ と
が 示 さ れ る 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
　 1つ の 関 連 し た 態 様 で は 、 BPC-1発 現 性 腫 瘍 の 程 度 お よ び 悪 性 度 の 指 標 を 得 る た め に BPC-
1の 血 清 レ ベ ル が 用 い ら れ 、 血 清 BPC-1が 高 レ ベ ル で あ る ほ ど 腫 瘍 の 進 行 度 お よ び 悪 性 度 が
高 い こ と が 推 測 さ れ る 。 血 清 BPC-1の 経 時 的 測 定 に よ っ て さ ら に 情 報 が 得 ら れ る と 考 え ら
れ 、 こ の 際 、 BPC-1の 上 昇 は 進 行 を 反 映 す る と 考 え ら れ 、 上 昇 速 度 は 悪 性 度 と 相 関 す る と
考 え ら れ る 。 同 様 に 、 血 清 BPC-1の 低 下 は 腫 瘍 の 増 殖 速 度 の 遅 さ ま た は 縮 退 を 反 映 す る と
考 え ら れ る 。 特 に 、 正 常 個 体 に お け る BPC-1の 脳 特 異 的 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 考 慮 す れ ば 、
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で の BPC-1干 渉 は 最 小 限 ま た は 皆 無 で あ る と 考 え ら れ る た め 、 血 清 中 に B
PC-1が 同 定 さ れ る こ と は 、 発 癌 イ ニ シ エ ー シ ョ ン お よ び 早 期 疾 患 の 検 出 に 有 用 と 思 わ れ る
。 手 術 ま た は 治 療 を 受 け た 患 者 で は 、 血 清 BPC-1レ ベ ル は 治 療 反 応 お よ び 再 発 可 能 性 の モ
ニ タ リ ン グ に 有 用 と 考 え ら れ る 。 血 清 BPC-1測 定 に 対 す る 代 替 的 ま た は 付 加 的 な 手 法 と し
て 、 尿 中 に 分 泌 さ れ た BPC-1の 存 在 ま た は レ ベ ル は 膀 胱 癌 に 関 し て 有 用 と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 BPC-1 mRNAま た は 蛋 白 質 の 発 現 を 検 出 ま た は 定 量 化 す る た め の 方 法 は 本 明 細 書 に 記 載 し
て お り 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 標 準 的 な 核 酸 お よ び 蛋 白 質 の 検 出 お よ び 定 量 化 の 手 法 を 用 い
る 。 BPC-1 mRNAの 検 出 お よ び 定 量 化 の た め の 標 準 的 な 方 法 に は 、 標 識 し た BPC-1リ ボ プ ロ
ー ブ を 用 い る イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 BPC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
を 用 い る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 関 連 技 法 、 BPC-1に 対 し て 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い
る RT-PCR解 析 、 な ら び に 例 え ば 分 枝 DNA、 SISBA、 TMAな ど を 用 い る 他 の 増 幅 型 検 出 方 法 が
含 ま れ る 。 1つ の 具 体 的 な 態 様 で は 、 以 下 の 実 施 例 で 述 べ る よ う に 半 定 量 的 RT-PCRを 用 い
て BPC-1 mRNA発 現 の 検 出 お よ び 定 量 化 を 行 う 。 こ の 目 的 に は BPC-1を 増 幅 し う る 任 意 の 数
の プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と が で き 、 こ れ に は 本 明 細 書 で 詳 細 に 述 べ る 種 々 の プ ラ イ マ ー の
セ ッ ト が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 こ の 目 的 の た め に は 蛋 白 質 の 検 出 お よ び 定 量 化 の た め の 標
準 的 な 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 1つ の 具 体 的 な 態 様 で は 、 野 生 型 BPC-1蛋 白 質 と 特 異 的
に 反 応 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 検 組 織 の 免 疫 組 織 化 学 ア ッ セ イ
法 に 用 い う る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

　 成 熟 BPC-1は 分 泌 蛋 白 質 で あ る 。 BPC-1を 発 現 す る 腫 瘍 は BPC-1を 血 管 系 に 分 泌 す る 、 お
よ び ／ ま た は 尿 中 も し く は 精 液 中 に 排 出 す る と 考 え ら れ 、 分 子 診 断 の 技 術 分 野 で 周 知 の ア
ッ セ イ 法 お よ び 技 法 を 用 い て 、 本 蛋 白 質 を そ こ で 検 出 お よ び 定 量 化 す る こ と が で き る 。 排
出 さ れ た BPC-1は 尿 お よ び 精 液 中 で も 検 出 可 能 で あ る 。 循 環 血 中 ま た は 排 出 さ れ た BPC-1の
レ ベ ル の 検 出 お よ び 定 量 化 に は 、 前 立 腺 癌 、 膀 胱 癌 お よ び 他 の こ の よ う な BPC-1発 現 性 腫
瘍 の 診 断 、 病 期 判 定 お よ び 予 後 判 定 に お い て 数 多 く の 用 途 が あ る と 考 え ら れ る 。 当 技 術 分
野 で は 、 血 清 蛋 白 質 の 検 出 お よ び 定 量 化 の た め の 多 種 多 様 な 技 術 的 ア プ ロ ー チ が 周 知 で あ
る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 尿 中 に BPC-1蛋 白 質 が 検 出 さ れ る こ と に よ り 、 BPC-1を 分 泌 す る 膀 胱 癌 の 存 在 が 示 さ れ う
る 。 通 常 、 腎 機 能 が 正 常 で あ る 限 り 、 こ の 蛋 白 質 は 尿 中 で は 有 意 な レ ベ ル と し て は 検 出 さ
れ な い 。 し か し 、 膀 胱 癌 細 胞 に よ っ て 発 現 お よ び 分 泌 さ れ る 蛋 白 質 は 膀 胱 内 で 尿 中 に 直 接
入 り 込 み 、 尿 中 で の 検 出 が 可 能 と な る 可 能 性 が あ る 。 興 味 深 い こ と に 、 BPC-1蛋 白 質 は 組
換 え 細 胞 培 養 液 中 で 比 較 的 高 度 の 安 定 性 を 示 し 、 こ の こ と は こ の 蛋 白 質 が 尿 中 で も 安 定 で
あ る と い う 可 能 性 を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 血 清 、 尿 ま た は 精 液 中 の BPC-1の 検 出 お よ び 定 量 化 の た め に 捕 捉 ELISA
を 用 い る 。 BPC-1に 関 す る 捕 捉 ELISAは 一 般 に 、 BPC-1蛋 白 質 の 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す
る ア イ ソ タ イ プ の 異 な る 少 な く と も 2つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む か 、 ま た は 抗 BPC-1モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 異 な る 種 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ハ ム ス タ ー な ど ） に
由 来 す る 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 1つ ず つ 含 む 。 こ の ア ッ セ イ 法 で は 、 一 方 の 試 薬
を 捕 捉 （ ま た は コ ー テ ィ ン グ （ coating） ） 抗 体 と し て 用 い 、 も う 一 方 を 検 出 抗 体 と し て
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循 環 血 中 お よ び 排 出 さ れ た BPC-1に 関 す る ア ッ セ イ 法



用 い る （ 本 明 細 書 の 実 施 例 13を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 正 常 個 体 で は 脳 組 織 で の み 発 現 さ れ る が 、 前 立 腺 癌 で は 高 発 現 さ れ る （ さ ら に 膀 胱 癌 お
よ び お そ ら く は 他 の 癌 に お い て も 発 現 さ れ る ） 分 泌 蛋 白 質 と し て の BPC-1の 同 定 は 、 前 立
腺 癌 、 膀 胱 癌 お よ び お そ ら く は 他 の 癌 の 治 療 に 向 け た 数 多 く の 治 療 的 ア プ ロ ー チ へ の 道 を
開 く も の で あ る 。 本 出 願 者 ら の 最 初 の 機 能 的 研 究 か ら は 、 BPC-1が ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ
ョ ン 活 性 を 有 し て お り 、 こ の 活 性 が BPC-1の 細 胞 蛋 白 質 と の 相 互 作 用 に よ っ て 、 ま た は 別
の 蛋 白 質 と の 結 合 も し く は 会 合 に よ っ て 惹 起 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ の 蛋 白 質 の CUB
ド メ イ ン は 、 他 の 分 泌 分 子 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 子 お よ び ／ ま た は 細 胞 表 面 受 容 体 と の
相 互 作 用 を 媒 介 す る 、 蛋 白 質 -蛋 白 質 相 互 作 用 ド メ イ ン と し て の 役 割 も 果 た す と 考 え ら れ
る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 し た が っ て 、 BPC-1蛋 白 質 の 活 性 を 阻 害 す る こ と を 意 図 し た 治 療 的 ア プ ロ ー チ は 、 前 立
腺 癌 、 膀 胱 癌 お よ び BPC-1を 発 現 す る 他 の 癌 に 罹 患 し た 患 者 に 対 し て 有 用 と 考 え ら れ る 。
こ れ ら の 治 療 的 ア プ ロ ー チ は 一 般 に 2つ の 分 類 に 分 け ら れ る 。 一 方 の 分 類 に は 、 BPC-1蛋 白
質 の 受 容 体 と の 結 合 を 阻 害 す る た め 、 ま た は そ の 別 の 蛋 白 質 と の 結 合 も し く は 会 合 を 阻 害
す る た め の さ ま ざ ま な 方 法 が 含 ま れ る 。 も う 一 方 の 分 類 に は 、 BPC-1遺 伝 子 の 転 写 ま た は B
PC-1 mRNAの 翻 訳 を 阻 害 す る た め の 種 々 の 方 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 治 療 的 ア プ ロ ー チ の 第 1の 分 類 に 含 ま れ る も の と し て 、 本 発 明 は 、 BPC-1蛋 白 質 の 受 容 体
も し く は 他 の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 結 合 、 ま た は そ の 他 の 蛋 白 質 と の 会 合 を 阻 害 す る た め の
さ ま ざ ま な 方 法 お よ び 組 成 物 、 さ ら に BPC-1機 能 を 阻 害 す る た め の 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 1つ の ア プ ロ ー チ で は 、 BPC-1と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て BPC-1が 協 調 的 結 合 パ ー ト ナ ー と
結 合 す る 能 力 、 ま た は 他 の 蛋 白 質 と 結 合 も し く は 会 合 す る 能 力 を 阻 害 す る 抗 体 を 、 BPC-1
が 関 与 す る 発 癌 ／ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 弱 め る た め に 用 い る 。 結
合 パ ー ト ナ ー を 介 し た シ グ ナ ル に よ り 、 BPC-1が 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 の 開 始 、 促 進 お よ び ／ ま
た は 維 持 に 関 与 す る 範 囲 に お い て 、 こ の よ う な 抗 体 は 治 療 的 に 有 用 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 BPC-1の 機 能 を 阻 害 し う る BPC-1抗 体 お よ び そ の 断 片 は 、 前 立 腺 癌 、 膀 胱 癌 お よ び お そ ら
く は 他 の 癌 の 治 療 に 有 用 と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 抗 体 は さ ま ざ ま な 様 式 で BPC-1活 性 の
阻 害 に 働 く と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 BPC-1抗 体 は 、 BPC-1の 受 容 体 と の 結 合 、 ま た は 別 の 蛋 白
質 と の 結 合 ／ 会 合 を 妨 げ る も の で よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ま た は 、 BPC-1抗 体 は 、 BPC-1蛋 白 質 の 生 物 活 性 ド メ イ ン と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 機 能 を
阻 害 す る も の で も よ い 。 こ の 点 に 関 し て は 、 BPC-1の CUBド メ イ ン （ 図 1参 照 ） に 特 異 的 に
向 け ら れ た 抗 体 が 、 BPC-1結 合 の 阻 害 （ CUBド メ イ ン が 結 合 に 機 能 的 に か か わ る 場 合 ） ま た
は 別 の 形 で の CUBド メ イ ン の 機 能 の 阻 害 に 特 に 有 用 と 思 わ れ る 。 こ の よ う な ド メ イ ン 特 異
的 BPC-1抗 体 は 、 以 前 に 記 載 さ れ た 通 り に 作 製 し う る 。 例 え ば 、 図 1に 示 し た CUBド メ イ ン
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 、 こ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る た め の CUBド メ イ ン 免 疫 原 を 作 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 BPC-1抗 体 を 用 い る 癌 の 治 療 に 関 し て は 、 以 下 の も の を 非 制 限 的 に 含 む 数 多 く の 因 子 が
考 慮 さ れ る も の と 思 わ れ る 。 第 1に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 特 に 分 泌 型 BPC-1蛋 白 質 と の 極
め て 高 い 結 合 親 和 性 を 有 す る も の が 一 般 に 好 ま し い 。 第 2に 、 患 者 の 体 内 で の 抗 原 性 が 低
い か 全 く な い 完 全 ヒ ト ま た は ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し い 。 マ ウ ス ま た は 他 の 非
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ヒ ト ／ マ ウ ス キ メ ラ mAbの 使 用 に よ り 、 一 部 の 患 者 で は 中
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A.1． BPC-1抗 体 に よ る BPC-1の 治 療 的 阻 害



等 度 か ら 高 度 の 免 疫 応 答 が 誘 発 さ れ る お そ れ が あ る 。 第 3に 、 抗 体 を 患 者 に 送 達 す る 方 法
は 、 治 療 し よ う と す る 癌 の 種 類 に よ っ て 異 な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 一 般 に 、 治 療 の 目 的 が 標 的 腫 瘍 組 織 に お け る BPC-1活 性 ま た は シ グ ナ ル 伝 達 の 阻 害 に あ
る 場 合 に は 、 BPC-1抗 体 の 腫 瘍 部 位 へ の 直 接 投 与 に よ り 、 臨 床 効 果 を 生 じ る の に 十 分 な BPC
-1機 能 の 局 所 的 除 去 が 得 ら れ る と 思 わ れ る 。 BPC-1 mAbの 直 接 投 与 も 可 能 で あ り 、 あ る 種
の 状 況 で は 有 益 と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 膀 胱 癌 の 治 療 の た め に は 、 BPC-1 mAbを 膀 胱 内 に 直
接 注 入 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ま た は 、 BPC-1抗 体 を 全 身 投 与 す る こ と も で き 、 こ れ に よ り 、 原 発 腫 瘍 、 循 環 血 中 の 微
小 転 移 、 お よ び ／ ま た は 確 立 し た 転 移 に お け る BPC-1機 能 の 除 去 が も た ら さ れ る と 思 わ れ
る 。 腫 瘍 の 血 管 新 生 の 程 度 は 、 推 奨 さ れ る 送 達 手 法 に 関 す る 指 針 に な る と 思 わ れ る 。 同 様
に 、 癌 の グ レ ー ド お よ び ／ ま た は 病 期 も こ の 点 に 関 す る 有 用 な 情 報 に な る と 考 え ら れ る 。
例 え ば 、 グ レ ー ド が 高 く 、 よ り 進 行 し た 腫 瘍 ほ ど 転 移 を 播 種 す る 可 能 性 が 高 い と 思 わ れ 、
こ の こ と か ら 、 転 移 の 発 生 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 全 身 投 与 が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 BPC-1 mAbは 、 単 独 で も 、 さ ら に は 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る と い っ た 異 な る mAbの 併
用 ま た は 「 カ ク テ ル 」 で も 治 療 的 に 有 用 と 思 わ れ る 。 こ の よ う な mAbカ ク テ ル に は 、 そ れ
ら が 異 な る エ ピ ト ー プ と 結 合 し 、 BPC-1の 機 能 的 阻 害 を 強 め る 抗 体 を 含 む 限 り は 、 い く つ
か 利 点 が あ る と 思 わ れ る 。 さ ら に 、 BPC-1 mAbの 投 与 を 、 種 々 の 化 学 療 法 薬 、 ア ン ド ロ ゲ
ン 拮 抗 薬 お よ び 免 疫 調 節 薬 （ 例 え ば 、 IL-2、 GM-CSF） を 非 制 限 的 に 含 む 他 の 治 療 薬 と 組 み
合 わ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 BPC-1抗 体 を 用 い た 癌 の 治 療 に は 一 般 に 、 静 脈 内 注 射 （ IV） ま た は ボ ー ラ ス 注 入 な ど の
許 容 さ れ る 投 与 経 路 を 介 し て 、 典 型 的 に は 約 0.1～ 約 200mg／ kg体 重 の 範 囲 の 投 与 量 で BPC-
1抗 体 製 剤 を 投 与 す る こ と が 含 ま れ る 。  1週 間 当 た り 10～ 500mg mAbの 範 囲 （ ま た は そ れ 以
上 ） の 投 与 量 で あ れ ば 有 効 で あ っ て 忍 容 性 も 十 分 と 思 わ れ る 。 初 回 投 与 の 後 に 、 そ れ よ り
も 低 用 量 の mAb製 剤 を 毎 週 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 当 業 者 は 理 解 す る と 思 わ れ る が 、
個 々 の 症 例 に お け る 理 想 的 な 投 薬 方 式 に は さ ま ざ ま な 因 子 が 影 響 す る と 思 わ れ る 。 こ の よ
う な 因 子 に は 、 例 え ば 、 用 い る 一 つ ま た は 複 数 の mAbの 結 合 親 和 性 お よ び 半 減 期 、 患 者 に
お け る BPC-1発 現 の 程 度 、 抗 体 の 望 ま し い 定 常 濃 度 レ ベ ル 、 投 与 頻 度 、 な ら び に 本 治 療 的
組 成 物 と 併 用 す る 化 学 療 法 薬 ま た は 他 の 治 療 法 の 影 響 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 も う 1つ の ア プ ロ ー チ で は 、 BPC-1と 特 異 的 に 結 合 す る 一 本 鎖 抗 体 を コ ー ド す る 組 換 え ベ
ク タ ー を 遺 伝 子 導 入 技 術 に よ っ て BPC-1発 現 細 胞 に 導 入 し 、 コ ー ド さ れ る 一 本 鎖 抗 BPC-1抗
体 を 細 胞 内 で 発 現 さ せ 、 BPC-1蛋 白 質 と 結 合 さ せ て そ れ に よ っ て そ の 機 能 を 阻 害 す る 。 こ
の よ う な 細 胞 内 一 本 鎖 抗 体 を 作 製 す る た め の 方 法 は よ く 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 細 胞 内
抗 体 は 「 イ ン ト ラ ボ デ ィ ー （ intrabody） 」 と し て も 知 ら れ て お り 、 細 胞 内 の 特 定 の 区 画
を 特 異 的 な 標 的 と さ せ て 、 治 療 の 阻 害 活 性 を 集 中 さ せ よ う と す る 領 域 を 高 度 に 制 御 す る こ
と を 可 能 に す る 。 こ の 技 術 は 当 技 術 分 野 で 首 尾 よ く 用 い ら れ て い る （ 概 説 に つ い て は 、 Ri
chardsonお よ び Marasco、 1995、 TIBTECH 第 13巻 を 参 照 の こ と ） 。 イ ン ト ラ ボ デ ィ ー は 通
常 で あ れ ば 豊 富 に 存 在 す る 細 胞 表 面 受 容 体 の 発 現 を 事 実 上 消 失 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る
。 例 え ば 、 リ チ ャ ー ド ソ ン （ Richardson） ら 、 1995、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92： 3
137～ 3141、 ベ ー ル リ （ Beerli） ら 、 1994、 J. Biol. Chem. 289： 23931～ 23936、 デ シ ェ
ー ン （ Deshane） ら 、 1994、 Gene Ther. 1： 332～ 337を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 一 本 鎖 抗 体 は 、 柔 軟 な リ ン カ ー ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 連 結 さ れ た 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変
領 域 を 含 み 、 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 さ れ る 。 選 択 的 に は 、 一 本 鎖 可 変 領 域 断 片 に
軽 鎖 定 常 領 域 が 連 結 し た も の と し て 一 本 鎖 抗 体 を 発 現 さ せ て も よ い 。 発 現 さ れ た イ ン ト ラ
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A.2． 細 胞 内 抗 体 （ intracellular antibody） に よ る BPC-1の 治 療 的 阻 害



ボ デ ィ ー が 所 望 の 細 胞 内 区 画 を 正 確 に 標 的 と す る よ う に 、 よ く 知 ら れ た 細 胞 内 輸 送 シ グ ナ
ル を 、 こ の よ う な 一 本 鎖 抗 体 を コ ー ド す る 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ
と が で き る 。 例 え ば 、 リ ー ダ ー ペ プ チ ド お よ び 選 択 的 に は KDELア ミ ノ 酸 モ チ ー フ な ど の C
末 端 ER残 留 （ retention） シ グ ナ ル が 小 胞 体 （ ER） を 標 的 と す る イ ン ト ラ ボ デ ィ ー に 組 み
込 ま れ る よ う に 操 作 し う る 。 核 内 で 活 性 を 発 揮 さ せ よ う と す る イ ン ト ラ ボ デ ィ ー は 、 核 局
在 化 シ グ ナ ル を 含 む よ う に 操 作 す る こ と が で き る 。 原 形 質 膜 の 細 胞 質 側 に イ ン ト ラ ボ デ ィ
ー を 係 留 す る た め に 、 脂 質 部 分 を イ ン ト ラ ボ デ ィ ー に 連 結 さ せ て も よ い 。 細 胞 質 内 で 機 能
を 発 揮 す る よ う に イ ン ト ラ ボ デ ィ ー の 標 的 化 を 行 う こ と も で き る 。 例 え ば 、 細 胞 質 内 の 因
子 を 隔 離 し 、 そ れ に よ っ て そ れ ら が 細 胞 内 の 通 常 の 目 的 地 に 輸 送 さ れ る こ と を 妨 げ る た め
に 、 細 胞 質 イ ン ト ラ ボ デ ィ ー を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ ー は 、 ER内 の BPC-1を 捕 捉 し 、 そ れ に よ っ て そ の 成
熟 お よ び 細 胞 外 へ の 分 泌 を 阻 止 す る た め に 用 い う る 。 所 望 の タ ー ゲ テ ィ ン グ を 実 現 す る た
め に 、 ERを 標 的 と す る シ グ ナ ル お よ び ／ ま た は リ ー ダ ー ペ プ チ ド を こ の よ う な BPC-1イ ン
ト ラ ボ デ ィ ー に 組 み 込 む こ と も で き る 。 こ の よ う な イ ン ト ラ ボ デ ィ ー は 、 BPC-1が ERに よ
る プ ロ セ シ ン グ を 受 け る 段 階 で BPC-1を 捕 捉 し 、 そ れ に よ っ て BPC-1の プ ロ セ シ ン グ ま た は
細 胞 の 原 形 質 膜 を 介 し た 輸 送 を 阻 害 す る と 考 え ら れ る 。 こ の 方 法 は 、 生 物 活 性 を も つ 分 泌
型 の 成 熟 BPC-1の 発 生 を ERの レ ベ ル で 本 質 的 に は 阻 止 す る も の と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な B
PC-1イ ン ト ラ ボ デ ィ ー を 、 BPC-1前 駆 体 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 、 特 定 の BPC-1ド メ イ ン と 特
異 的 に 結 合 す る よ う に デ ザ イ ン す る こ と も で き る 。 BPC-1蛋 白 質 と 反 応 す る 、 小 胞 体 を 標
的 と す る イ ン ト ラ ボ デ ィ ー は 小 胞 体 内 で BPC-1を 捕 捉 す る と 考 え ら れ る 。 も う 1つ の 態 様 に
お い て は 、 細 胞 質 内 の BPC-1 CUBド メ イ ン の 機 能 を ブ ロ ッ ク す る た め に 、 BPC-1 CUBド メ イ
ン と 特 異 的 に 反 応 す る イ ン ト ラ ボ デ ィ ー を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 も う 1つ の ア プ ロ ー チ で は 、 BPC-1と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て BPC-1が 協 調 的 受 容 体 に 到 達
／ 結 合 す る こ と 、 ま た は 発 癌 シ グ ナ ル の 伝 達 に 関 与 す る 別 の 蛋 白 質 と 会 合 す る こ と を 妨 げ
る こ と が で き る 組 換 え 分 子 が 、 BPC-1の 機 能 を 阻 害 す る た め に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 組
換 え 分 子 は 、 例 え ば 、 BPC-1特 異 的 な 抗 体 分 子 の 反 応 性 部 分 を 含 む 。 1つ の 具 体 的 な 態 様 で
は 、 BPC-1受 容 体 ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー の BPC-1リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン が 、 ヒ ト IgG1な ど の
ヒ ト IgGの Fc部 分 と 連 結 し た 2つ の BPC-1リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン を 含 む 二 量 体 融 合 蛋 白 質 に
組 み 込 ま れ る 。 こ の よ う な IgG部 分 は 、 例 え ば 、 C H 2お よ び C H 3ド メ イ ン な ら び に ヒ ン ジ 領
域 を 含 む が 、 C H 1ド メ イ ン は 含 ま な い 。 こ の よ う な 二 量 体 融 合 蛋 白 質 は 、 前 立 腺 癌 お よ び
膀 胱 癌 を 非 制 限 的 に 含 む 、 BPC-1の 発 現 に 伴 う 癌 に 罹 患 し た 患 者 に 可 溶 性 形 態 と し て 投 与
す る こ と が で き 、 こ の 際 、 二 量 体 融 合 蛋 白 質 は BPC-1と 特 異 的 に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て BPC
-1の 受 容 体 ま た は 他 の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 。 既 知 の 抗 体 連 結 技 術 を 用
い て 、 こ の よ う な 二 量 体 融 合 蛋 白 質 を さ ら に 組 み 合 わ せ て 多 量 体 蛋 白 質 と す る こ と も で き
る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 治 療 的 ア プ ロ ー チ の 第 2の 分 類 に 含 ま れ る も の と し て 、 本 発 明 は 、 BPC-1遺 伝 子 の 転 写 を
阻 害 す る た め の さ ま ざ ま な 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 は 、 BPC-1 mRNA
の 蛋 白 質 へ の 翻 訳 を 阻 害 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 1つ の ア プ ロ ー チ に お い て 、 BPC-1遺 伝 子 の 転 写 を 阻 害 す る 方 法 は 、 BPC-1遺 伝 子 を BPC-1
ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 も う 1つ の ア プ ロ ー チ に お い て
、 BPC-1 mRNAの 翻 訳 を 阻 害 す る 方 法 は 、 BPC-1 mRNAを ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接
触 さ せ る こ と を 含 む 。 も う 1つ の ア プ ロ ー チ で は 、 BPC-1メ ッ セ ー ジ を 切 断 し 、 そ れ に よ っ
て 翻 訳 を 阻 害 す る た め に BPC-1特 異 的 リ ボ ザ イ ム が 用 い ら れ る 。 こ の 種 の ア ン チ セ ン ス お
よ び リ ボ ザ イ ム に 基 づ く 方 法 を 、 BPC-1プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は エ ン ハ ン サ ー 因 子 な
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B． BPC-1の 転 写 ま た は 翻 訳 の 阻 害 に 基 づ く 治 療 法



ど の BPC-1遺 伝 子 の 調 節 領 域 に 向 け て 行 う こ と も で き る 。 同 様 に 、 BPC-1遺 伝 子 の 転 写 因 子
を 阻 害 し う る 蛋 白 質 を 、 BPC-1 mRNAの 転 写 を 阻 害 す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 前 記 の
方 法 に 有 用 な 種 々 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 組 成 物 は 上 記 の 通 り で あ る 。 転 写 お よ び 翻 訳
を 阻 害 す る た め の ア ン チ セ ン ス お よ び リ ボ ザ イ ム 分 子 の 使 用 は 当 技 術 分 野 で は 周 知 で あ る
。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 図 1の BPC-1 cDNAの 5'非 翻 訳 領 域 （ UTR） は 極 め て GCに 富 む 配 列 で あ り 、 こ の こ と は 、 BP
C-1 mRNAの こ の 部 分 に 翻 訳 調 節 因 子 が 存 在 す る こ と を 強 く 意 味 す る 。 BPC-1遺 伝 子 の こ の
特 徴 は 、 5' UTRの 利 用 を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ っ て BPC-1の 翻 訳 が 阻 害 さ れ る と い う 可 能
性 を 示 唆 す る 。 1つ の ア プ ロ ー チ で は 、 BPC-1 mRNAの 5' UTRに 対 し て 相 補 的 な ア ン チ セ ン
ス 分 子 を BPC-1メ ッ セ ー ジ の 5' UTRと 接 触 さ せ 、 そ れ に よ っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
生 じ さ せ 、 内 因 性 BPC-1翻 訳 因 子 が BPC-1 5' UTR中 の 必 要 な 活 性 化 因 子 に 到 達 す る の を 妨
げ る 。 こ の ア プ ロ ー チ の 変 法 で は 、 BPC-1 mRNAの ス プ ラ イ シ ン グ を 行 い 、 そ れ に よ っ て 第
2の 階 層 の 翻 訳 阻 害 を 付 加 す る こ と が 可 能 な リ ボ ザ イ ム ま た は 類 似 の 活 性 を も つ ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド と 連 結 さ せ た 、 BPC-1 mRNAの 5' UTRと 相 補 的 な 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用
い る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 し か し 、 上 記 の 方 法 で は 、 BPC-1の ス プ ラ イ シ ン グ を 行 う リ ボ ザ イ ム を BPC-1 mRNAと 別
に 、 す な わ ち 、 上 記 の 抗 5' UTRな ど の 異 種 配 列 と は 連 結 さ せ ず に 接 触 さ せ て 、 リ ボ ザ イ ム
ま た は 類 似 の 活 性 を も つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を こ の よ う な 異 種 BPC-1ハ イ ブ リ ダ イ ズ 性 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 と し て 送 達 す る こ と に よ り 、 リ ボ ザ イ ム が 標 的 配 列 に 直 接 隣 接 し て 配
置 す る と 考 え ら れ 、 よ り 高 い レ ベ ル の 阻 害 活 性 が 得 ら れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 BPC-1の 転 写 活 性 化 を 妨 げ る こ と に よ っ て BPC-1の 転 写 を 阻 害 す る 他 の 因 子 も BPC-1を 発
現 す る 癌 の 治 療 に 有 用 と 思 わ れ 、 こ の よ う な 因 子 を 利 用 す る 癌 治 療 法 も 本 発 明 の 範 囲 に 含
ま れ る 。 同 様 に 、 BPC-1の プ ロ セ シ ン グ を 妨 げ る こ と が 可 能 な 因 子 も 、 BPC-1を 発 現 す る 癌
の 治 療 に 有 用 と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】

　 BPC-1を 合 成 す る 腫 瘍 細 胞 に 治 療 用 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 （ す な わ ち 、 ア ン チ セ ン ス 、
リ ボ ザ イ ム 、 イ ン ト ラ ボ デ ィ ー お よ び 他 の BPC-1阻 害 分 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
） を 送 達 す る た め に 、 遺 伝 子 導 入 お よ び 遺 伝 子 治 療 技 術 を 用 い る こ と が で き る 。 数 多 く の
遺 伝 子 治 療 ア プ ロ ー チ が 当 技 術 分 野 で は 知 ら れ て い る 。 BPC-1ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 リ ボ ザ イ ム 、 BPC-1の 転 写 を 妨 げ る こ と が 可 能 な 因 子 、 成 熟 BPC-1の プ ロ セ シ ン グ お
よ び ／ ま た は 分 泌 を 妨 げ る こ と が 可 能 な 因 子 な ど を コ ー ド す る 組 換 え ベ ク タ ー を 、 こ の よ
う な 遺 伝 子 治 療 ア プ ロ ー チ を 用 い て 標 的 腫 瘍 細 胞 に 送 達 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 上 記 の 治 療 ア プ ロ ー チ を 化 学 療 法 ま た は 放 射 線 療 法 と 併 用 し て も よ い 。 こ れ ら の 治 療 ア
プ ロ ー チ に よ り 、 特 に 化 学 療 法 薬 の 毒 性 に 対 す る 忍 容 性 が そ れ ほ ど 高 く な い 患 者 で は 、 併
用 化 学 療 法 に 用 い る 投 薬 量 を 減 ら す こ と も 可 能 に な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 個 々 の 組 成 物 （ 例 え ば 、 抗 体 、 リ ボ ザ イ ム 、 組 換 え 融 合 蛋 白 質 ） ま た は こ の よ う な 組 成
物 の 組 み 合 わ せ の 抗 腫 瘍 活 性 は 、 種 々 の イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ ア ッ セ イ 系 を 用 い て 評
価 し う る 。 治 療 能 力 を 評 価 す る た め の イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ 法 に は 、 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法 、
軟 寒 天 ア ッ セ イ 法 お よ び 発 癌 促 進 活 性 を 示 す 他 の ア ッ セ イ 法 、 治 療 的 組 成 物 が BPC-1の 協
調 的 受 容 体 ま た は 他 の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 結 合 を 阻 害 す る 程 度 を 決 定 し う る 結 合 ア ッ セ イ
法 、 細 胞 接 着 ア ッ セ イ 法 な ど が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 HER2に 対 す る 抗 体 は 、 リ ガ ン ド の 受 容
体 と の 結 合 を 阻 害 し 、 腫 瘍 の 増 殖 抑 制 を も た ら す 。 さ ら に 、 例 え ば 、 EGFRに 対 す る 抗 体 は
、 EGFの 受 容 体 と の 結 合 を 阻 害 し 、 増 殖 停 止 お よ び 腫 瘍 抑 制 を も た ら す 。 以 下 の 実 施 例 も
参 照 さ れ た い 。
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【 ０ １ ０ ６ 】
　 治 療 的 組 成 物 の 標 的 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 決 定 す る た め の さ ま ざ ま な イ ン ビ ト ロ ア ッ セ
イ 法 も 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 BPC-1抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 数 多 く の
技 法 （ 例 え ば 、 ビ ア コ ア （ BIAcore） 技 術 ） を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。 親 和 性 の 高
い BPC-1抗 体 ほ ど 、 よ り 高 い レ ベ ル で 所 望 の 阻 害 を も た ら す と 考 え ら れ る た め 、 好 ま し い
。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 イ ン ビ ボ で の BPC-1治 療 的 組 成 物 の 効 果 は 、 適 切 な 動 物 モ デ ル で 評 価 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 ヒ ト 前 立 腺 癌 移 植 片 ま た は 継 代 し た 異 種 移 植 片 組 織 を ヌ ー ド マ ウ ス ま た は SCID
マ ウ ス な ど の 免 疫 機 能 低 下 動 物 に 導 入 し た 外 因 性 （ xenogenic） 前 立 腺 癌 モ デ ル は 、 前 立
腺 癌 に 関 し て 適 切 で あ り 、 す で に 記 載 さ れ て い る （ Kleinら 、 1997、 Nature Medicine 3：
402～ 408） 。 例 え ば 、 1998年 4月 23日 に 刊 行 さ れ た 国 際 公 開 公 報 第 98／ 16628号 、 ソ ー ヤ ー
ズ （ Sawyers） ら は 、 原 発 性 腫 瘍 の 発 生 、 微 小 転 移 、 お よ び 後 期 疾 患 の 特 徴 で あ る 造 骨 性
転 移 の 形 成 を 再 現 し う る ヒ ト 前 立 腺 癌 の さ ま ざ ま な 異 種 移 植 片 モ デ ル を 記 載 し て い る 。 膀
胱 癌 モ デ ル は さ ま ざ ま な も の が 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Russellら 、 1986、 Cancer Res. 4
6： 2035～ 2040； Raghavanら 、 1992、 Semin. Surg. Oncol. 8： 279～ 284； Riegerら 、 1995
、 Br. J. Cancer 72： 683～ 690； Oshinskyら 、 1995、 J. Urol. 154： 1925～ 1929を 参 照 の
こ と ） 。 腫 瘍 形 成 、 腫 瘍 退 縮 ま た は 転 移 の 抑 制 な ど を 測 定 す る ア ッ セ イ 法 を 用 い て 、 有 効
性 を 予 測 す る こ と が 可 能 と 思 わ れ る 。 以 下 の 実 施 例 も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ア ポ ト ー シ ス の 促 進 を 定 性 的 に 評 価 （ qualify） す る イ ン ビ ボ ア ッ セ イ 法 も 、 治 療 的 組
成 物 の 可 能 性 が あ る も の の 評 価 に 有 用 と 思 わ れ る 。 1つ の 態 様 で は 、 治 療 的 組 成 物 を 用 い
て 治 療 し た マ ウ ス か ら 得 た 異 種 移 植 片 を ア ポ ト ー シ ス 巣 の 有 無 に 関 し て 検 査 し 、 非 治 療 対
照 異 種 移 植 片 を 有 す る マ ウ ス と 比 較 す る 。 治 療 マ ウ ス の 腫 瘍 内 に 認 め ら れ る ア ポ ト ー シ ス
巣 の 程 度 は 、 組 成 物 の 治 療 効 果 の 指 標 に な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 前 記 の 方 法 の 実 践 に 用 い ら れ る 治 療 的 組 成 物 を 、 望 ま し い 送 達 法 に 適 し た 担 体 を 含 む 医
薬 組 成 物 へ と 製 剤 化 す る こ と も で き る 。 適 し た 担 体 に は 、 治 療 的 組 成 物 と 配 合 し た 際 に 治
療 的 組 成 物 の 抗 腫 瘍 機 能 を 損 な わ ず 、 し か も 患 者 の 免 疫 系 と 反 応 し な い よ う な 任 意 の 物 質
が 含 ま れ る 。 こ の 例 に は 、 滅 菌 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 滅 菌 精 製 水 な ど の 多 数 の 標 準 的 な
薬 学 的 担 体 の 任 意 の も の が 非 制 限 的 に 含 ま れ る （ 概 論 に つ い て は 、 レ ミ ン ト ン 製 薬 学 （ Re
mington's Pharmaceutical Sciences） 、 第 16版 、 A. Osal編 、 1980を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 治 療 製 剤 は 、 可 溶 化 し 、 治 療 的 組 成 物 を 腫 瘍 部 位 へ と 送 達 し う る 任 意 の 経 路 を 介 し て 投
与 す る こ と が で き る 。 有 効 と 考 え ら れ る 投 与 経 路 に は 、 静 脈 内 、 非 経 口 的 、 腹 腔 内 、 筋 肉
内 、 腫 瘍 内 、 皮 内 、 臓 器 内 、 同 所 性 な ど が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 静 脈 内 注 射 の た め に 好 ま
し い 製 剤 は 、 滅 菌 精 製 水 の 保 存 溶 液 、 新 鮮 滅 菌 水 、 お よ び ／ ま た は 米 国 薬 局 方 （ USP） の 0
.9％ 滅 菌 塩 化 ナ ト リ ウ ム 注 射 液 を 含 む ポ リ 塩 化 ビ ニ ル も し く は ポ リ エ チ レ ン バ ッ グ 中 に 希
釈 さ れ た 形 で 治 療 的 組 成 物 （ す な わ ち 、 BPC-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 含 む 。 抗 BPC-1 mAb
製 剤 は 、 凍 結 乾 燥 し て 好 ま し く は 真 空 下 に て 滅 菌 粉 末 と し て 保 存 し た 上 で 、 注 射 前 に 例 え
ば ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 防 腐 剤 を 含 む 滅 菌 精 製 水 、 ま た は 滅 菌 水 で 再 構 成 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ １ １ 】
　 前 記 の 方 法 を 用 い る 癌 の 治 療 の た め の 投 与 量 お よ び 投 与 の プ ロ ト コ ー ル は 、 方 法 お よ び
標 的 の 癌 に よ っ て 異 な る と 考 え ら れ 、 一 般 に は 、 当 技 術 分 野 で 認 識 さ れ て い る 数 多 く の 他
の 因 子 に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】

　 本 発 明 は さ ら に 、 BPC-1蛋 白 質 ま た は そ の 断 片 を 含 む 前 立 腺 癌 ワ ク チ ン を 提 供 す る 。 抗
癌 療 法 に お い て 体 液 性 お よ び 細 胞 性 免 疫 を 生 じ さ せ る た め の ワ ク チ ン に お け る 腫 瘍 抗 原 の
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使 用 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 ヒ ト PSMAお よ び 齧 歯 類 PAP免 疫 原 を 用 い て 前 立 腺 癌 に 使
用 さ れ て い る （ Hodgeら 、 1995、 Int. J. 癌  63： 231～ 237、 Fongら 、 1997、 J. Immunol. 
159： 3113～ 3117） 。 こ の よ う な 方 法 は 、 BPC-1蛋 白 質 も し く は そ の 断 片 、 ま た は BPC-1免
疫 原 を 発 現 し て 適 切 に 提 示 す る こ と が 可 能 な BPC-1を コ ー ド す る 核 酸 分 子 お よ び 組 換 え ベ
ク タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 容 易 に 実 施 し う る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 BPC-1を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 送 達 す る た め に は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 性 遺 伝 子 送 達 シ ス
テ ム を 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ の 面 の 実 践 に 用 い う る ウ イ ル ス 性 遺 伝 子 送 達 シ ス
テ ム は さ ま ざ ま で あ り 、 こ れ に は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 カ ナ リ ア 痘 ウ イ ル
ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、
レ ン チ ウ イ ル ス お よ び シ ン ド バ ス （ sindbus） ウ イ ル ス （ Restifo、 1996、 Curr. Opin. Im
munol. 8： 658～ 663） が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 抗 腫 瘍 応 答 を 誘 発 さ せ る た め に BPC-1蛋 白
質 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 裸 の DNAを 患 者 の 体 内 （ 例 え ば 、 筋 肉 内 ） に 導 入 す る 、 非
ウ イ ル ス 性 送 達 シ ス テ ム を 用 い て も よ い 。 1つ の 態 様 で は 、 完 全 長 ヒ ト BPC-1 cDNAを 用 い
う る 。 も う 1つ の 態 様 で は 、 特 定 の 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 （ CTL） エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る B
PC-1核 酸 分 子 を 用 い る こ と が で き る 。 CTLエ ピ ト ー プ は 、 特 定 の HLA対 立 遺 伝 子 と 最 適 に 結
合 し う る BPC-1蛋 白 質 内 部 の ペ プ チ ド を 同 定 す る た め の 特 定 の ア ル ゴ リ ズ ム （ 例 え ば 、 Epi
mer、 Brown University） を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 さ ま ざ ま な エ ク ス ビ ボ 戦 略 を 用 い る こ と も で き る 。 1つ の ア プ ロ ー チ で は 、 患 者 の 免 疫
系 に 対 し て BPC-1抗 原 を 提 示 す る た め に 樹 状 細 胞 を 用 い る 。 樹 状 細 胞 は MHCク ラ ス Iお よ び I
I、 B7副 刺 激 因 子 な ら び に IL-12を 発 現 す る た め 、 非 常 に 特 殊 化 し た 抗 原 提 示 細 胞 で あ る 。
前 立 腺 癌 で は 、 前 立 腺 癌 患 者 の 免 疫 系 を 刺 激 す る こ と を 目 的 に 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 （ PSMA
） の ペ プ チ ド に よ る パ ル ス 刺 激 を 行 っ た 自 己 樹 状 細 胞 を 用 い る 第 I相 臨 床 試 験 が 進 行 中 で
あ る （ Tjoaら 、 1996、 Prostate 28： 65～ 69、 Murphyら 、 1996、 Prostate 29： 371～ 380）
。 樹 状 細 胞 は 、 MHCク ラ ス Iお よ び II分 子 を 背 景 と し て T細 胞 に BPC-1ペ プ チ ド を 提 示 す る た
め に 用 い る こ と が で き る 。 1つ の 態 様 で は 、 MHC分 子 と 結 合 し う る BPC-1ペ プ チ ド に よ っ て
自 己 樹 状 細 胞 の パ ル ス 刺 激 を 行 う 。 も う 1つ の 態 様 で は 、 完 全 な BPC-1蛋 白 質 で 樹 状 細 胞 の
パ ル ス 刺 激 を 行 う 。 さ ら に も う 1つ の 態 様 で は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス （ Arthurら 、 1997、 Cance
r Gene Ther. 4： 17～ 25） 、 レ ト ロ ウ イ ル ス （ Hendersonら 、 1996、 Cancer Res. 56： 376
3～ 3770） 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 DNAト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Ribasら
、 1997、 Cancer Res. 57： 2865～ 2869） お よ び 腫 瘍 由 来 RNAの ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Ash
leyら 、 1997、 J. Exp. Med. 186： 1177～ 1182） な ど の 当 技 術 分 野 で 知 ら れ た 種 々 の 実 装
（ implementing） ベ ク タ ー を 用 い て 、 樹 状 細 胞 に お い て BPC-1遺 伝 子 が 過 剰 発 現 す る よ う
に 操 作 す る 。 BPC-1を 発 現 す る 細 胞 は 、 GM-CSFな ど の 免 疫 モ ジ ュ レ ー タ ー を 発 現 す る よ う
に 操 作 さ れ 、 免 疫 化 物 質 と し て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 BPC-1蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め の ワ ク チ ン と し て 、 抗 癌
療 法 に お い て 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 BPC-1抗 体 を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 具 体 的 に は 抗 イ
デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の 作 製 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 BPC-1蛋 白 質 上 の エ ピ ト ー プ を 模 倣
す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 BPC-1抗 体 を 作 製 す る た め に 容 易 に 適 合 化 し う る （ 例 え ば 、 Wagne
rら 、 1997、 Hybridoma 16： 33～ 40、 Foonら 、 1995、 J Clin Invest 96： 334～ 342、 Herly
nら 、 1996、 Cancer Immunol Immunother 43： 65～ 76を 参 照 ） 。 こ の よ う な 抗 イ デ ィ オ タ
イ プ 抗 体 は 癌 ワ ク チ ン に よ る 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 BPC-1を 発 現 す る 癌 細 胞 に 対 す る 予 防 的 ま た は 治 療 的 な 体 液 性 お よ び 細 胞 性 免 疫 応 答 を
生 じ さ せ る た め に 、 遺 伝 子 免 疫 化 法 （ genetic immunization method） を 用 い て も よ い 。 B
PC-1蛋 白 質 ／ 免 疫 原 を コ ー ド す る DNAお よ び 適 切 な 調 節 配 列 を 含 む 作 製 物 を 対 象 の 筋 肉 ま
た は 皮 膚 に 直 接 注 入 し 、 筋 肉 ま た は 皮 膚 の 細 胞 が 作 製 物 を 取 り 込 ん で コ ー ド さ れ た BPC-1
蛋 白 質 ／ 免 疫 原 を 発 現 す る よ う に さ せ る 。 BPC-1蛋 白 質 免 疫 原 の 発 現 に よ り 、 前 立 腺 癌 に
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対 す る 予 防 的 ま た は 治 療 的 な 体 液 性 お よ び 細 胞 性 免 疫 が も た ら さ れ る 。 当 技 術 分 野 で 知 ら
れ た さ ま ざ ま な 予 防 的 お よ び 治 療 的 な 遺 伝 子 免 疫 化 法 を 用 い る こ と が で き る （ 総 説 に つ い
て は 、 イ ン タ ー ネ ッ ト ア ド レ ス www.genweb.comで 発 表 さ れ て い る 情 報 お よ び 参 考 文 献 を 参
照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 に お い て 記 載 お よ び 提 案 し た 診 断 的 お よ び 治 療 的 用 途 に お け る 使 用 の た
め の キ ッ ト も 提 供 す る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 バ イ ア ル 、 管 な ど の 1つ ま た は 複 数 の 容 器
手 段 を 密 に 拘 束 し て 収 容 す る た め に 区 画 化 さ れ た 担 体 手 段 を 含 み 、 容 器 手 段 の そ れ ぞ れ は
本 方 法 に 用 い る 別 々 の 要 素 の 1つ を 含 む 。 例 え ば 、 容 器 手 段 の 1つ は 、 検 出 可 能 な 標 識 が な
さ れ て い る か 、 ま た は そ れ が 可 能 な プ ロ ー ブ を 含 む 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ は 、 BPC-1蛋 白
質 ま た は BPC-1遺 伝 子 も し く は mRNAに 対 し て そ れ ぞ れ 特 異 的 な 抗 体 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で あ っ て よ い 。 標 的 核 酸 を 検 出 す る た め に キ ッ ト が 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利 用
す る 場 合 に は 、 キ ッ ト は 標 的 核 酸 配 列 の 増 幅 の た め の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 容 器 、 お よ び ／
ま た は 酵 素 性 、 蛍 光 性 も し く は 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド 標 識 な ど の レ ポ ー タ ー 分 子 を 結 合 さ せ
た ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど の ビ オ チ ン 結 合 蛋 白 質 な ど の レ ポ ー タ ー 手 段 を
含 む 容 器 も 有 し う る 。
【 ０ １ １ ８ 】

　 以 下 の い く つ か の 実 施 例 に よ り 、 本 発 明 の さ ま ざ ま な 局 面 の 説 明 お よ び 例 示 を さ ら に 行
う が 、 こ れ ら は い ず れ も 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る た め の も の で は な い 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 LAPC異 種 移 植 片 は チ ャ ー ル ズ ・ ソ ー ヤ ー ズ 博 士 （ Dr. Charles Sawyers） （ UCLA） か ら
入 手 し 、 以 前 の 記 載 の 通 り に 作 製 し た （ Kleinら 、 1997、 Nature Med. 3： 402～ 408） 。 ア
ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 お よ び 非 依 存 性 LAPC-4異 種 移 植 片 （ そ れ ぞ れ LAPC-4 ADお よ び AI） な ら
び に LAPC-9 AD異 種 移 植 片 を 雄 性 SCIDマ ウ ス の 体 内 で 増 殖 さ せ 、 小 型 組 織 塊 と し て レ シ ピ
エ ン ト の 雄 に 継 代 し た 。 LAPC-4 AI異 種 移 植 片 は LAPC-4 AD腫 瘍 か ら 得 た 。 LAPC-4 AD腫 瘍
を 有 す る 雄 性 マ ウ ス を 去 勢 し 、 2～ 3カ 月 間 飼 育 し た 。 LAPC-4腫 瘍 が 再 び 成 長 し た 時 点 で 腫
瘍 を 採 取 し 、 去 勢 雄 ま た は 雌 性 SCIDマ ウ ス に 継 代 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】

 ヒ ト 細 胞 株 （ 例 え ば 、 HeLa） は ATCCか ら 入 手 し 、 10％ ウ シ 胎 児 血 清 を 加 え た DMEM中 で 維
持 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】

：
　 全 RNAを 単 離 す る た め に 、 腫 瘍 組 織 お よ び 細 胞 株 を ト リ ゾ ー ル （ Trizol） 試 薬 （ Life Te
chnologies、 Gibco BRL） 中 に て 10ml／  g組 織 ま た は 10ml／  細 胞 10８ 個 の 濃 度 で 用 い て ホ
モ ジ ネ ー ト 化 し た 。 ポ リ A RNAは 、 キ ア ゲ ン （ Qiagen） 社 の オ リ ゴ テ ッ ク ス （ Oligotex） m
RNAミ ニ （ Mini） お よ び ミ ィ デ ィ （ Midi） キ ッ ト を 用 い て 全 RNAか ら 精 製 し た 。 全 RNAお よ
び mRNAを 分 光 光 度 分 析 （ O.D. 260／ 280nm） に よ り 定 量 化 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 析
し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 HPLCで 精 製 し た 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た 。
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実 施 例

実 施 例 1：
BPC-1遺 伝 子 の cDNA断 片 の 単 離
材 料 お よ び 方 法
細 胞 株 お よ び ヒ ト 組 織
LAPC異 種 移 植 片 ：

細 胞 株 ：

RNAの 単 離

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ：



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ３ 】

：
　 ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 前 立 腺 癌 と 比 較 し て 、 ア ン ド ロ ゲ ン 非 依 存 性 前 立 腺 癌 で ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー ト さ れ る と 思 わ れ る 遺 伝 子 に 対 応 す る cDNAを 同 定 す る た め に 、 抑 制 サ ブ ト ラ ク シ ョ
ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ SSH） を 用 い た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ク ロ ー ン テ ッ ク （ CLONTECH） 社 の PCR-セ レ ク ト cDNAサ ブ ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト お よ び プ ラ
イ マ ー と し て 1ngの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド DPNCDNを 用 い て 、 上 記 の 通 り に 異 種 移 植 片 組 織 か
ら 単 離 し た 2μ gの ポ リ (A)＋ RNAか ら 、 LAPC-4 AD異 種 移 植 片 （ テ ス タ ー ） お よ び LAPC-4 AI
異 種 移 植 片 （ ド ラ イ バ ー ） に 対 応 す る 2本 鎖 cDNAを 合 成 し た 。 第 1の 鎖 お よ び 第 2の 鎖 の 合
成 は 、 キ ッ ト の ユ ー ザ ー マ ニ ュ ア ル 手 順 書 （ CLONTECH手 順 書 第 PT1117-1号 、 カ タ ロ グ 番 号
K1804-1） に 記 載 さ れ た 通 り に 行 っ た 。 こ の 結 果 得 ら れ た cDNAを DpnIIに よ り 37℃ で 3時 間
消 化 し た 。 消 化 し た cDNAを フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム （ 1： 1） で 抽 出 し 、 エ タ ノ ー ル で 沈
殿 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ド ラ イ バ ー cDNA（ LAPC-4 AI） は 、 DpnIIで 消 化 し た LAPC-4 AI cDNAを 、 ヒ ト 両 性 前 立 腺
肥 大 （ BPH） 、 ヒ ト 細 胞 株 HeLA、 293、 A431、 Colo205、 お よ び マ ウ ス 肝 臓 由 来 の 消 化 cDNA
に お け る 混 合 物 と 1： 1の 比 率 で 配 合 す る こ と に よ っ て 作 製 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 テ ス タ ー cDNA（ LAPC-4 AD） は 、 DpnIIで 消 化 し た LAPC-4 AD cDNA 1μ l（ 400ng） を 水 5
μ lで 希 釈 す る こ と に よ っ て 作 製 し た 。 続 い て 、 400uの T4DNAリ ガ ー ゼ （ CLONTECH） を 用 い
て 、 希 釈 し た cDNA（ 2μ l、 160ng） と 2μ lの ア ダ プ タ ー 1お よ び ア ダ プ タ ー 2（ 10μ M） を 、
総 容 積 を 10μ lと す る 16℃ 、 一 晩 の 別 々 の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 で ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。 0.2
M EDTAを 1μ l添 加 し 、 72℃ で 5分 間 加 熱 す る こ と に よ っ て ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 停 止 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 第 1の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ア ダ プ タ ー 1お よ び ア ダ プ タ ー 2と ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ
せ た テ ス タ ー cDNA 1.5μ l（ 20ng） を 含 む 2本 の チ ュ ー ブ の そ れ ぞ れ に 対 し て 、 1.5μ l（ 60
0ng） の ド ラ イ バ ー cDNAを 添 加 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。 最 終 容 積 4μ lと し た 試 料 の 上 に
鉱 油 を 重 層 し 、 MJリ サ ー チ （ MJ Research） 社 の サ ー マ ル サ イ ク ラ ー 中 で 98℃ 、 1.5分 間 の
変 性 処 理 を 加 え た 後 に 68℃ で 8時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 続 い て 、 2つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 物 を 1μ lの 新 鮮 な 変 性 ド ラ イ バ ー cDNAを 加 え た 上 で 混 合 し 、 68℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ
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ダ イ ズ さ せ た 。 こ の 第 2の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 物 を 、 20mM Hepes、 pH 8.3、 50mM NaCl
、 0.2mM EDTAか ら な る 200μ l中 に 希 釈 し 、 70℃ で 7分 間 加 熱 し て -20℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】

：
　 SSH反 応 に よ っ て 得 た 遺 伝 子 断 片 を 増 幅 す る た め に PCR増 幅 を 2回 行 っ た 。 第 1の PCR反 応
で は 、 希 釈 し た 最 終 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 1μ lを 、 1μ lの PCRプ ラ イ マ ー 1（
10μ M） 、 0.5μ lの dNTP混 合 物 （ 10μ M） 、 2.5μ lの 10× 反 応 バ ッ フ ァ ー （ CLONTECH） お よ
び 0.5μ lの 50× ア ド バ ン テ ー ジ cDNAポ リ メ ラ ー ゼ 混 合 物 （ Advantage cDNA polymerase Mi
x） （ CLONTECH） に 添 加 し 、 最 終 容 積 25μ lと し た 。 PCR 1は 以 下 の 条 件 を 用 い て 行 っ た ： 7
5℃  5分 間 、 94℃  25秒 間 の 後 、 94℃  10秒 間 、 66℃  30秒 間 、 72℃  1.5分 間 を 27サ イ ク ル 。
各 実 験 に 関 し て 第 1の PCR反 応 を 別 々 に 5回 ず つ 行 っ た 。 産 物 は 集 積 し 、 水 で 1： 10に 希 釈 し
た 。 第 2の PCR反 応 で は 、 集 積 お よ び 希 釈 し た 第 1の PCR反 応 物 1μ lに 対 し て 、 PCRプ ラ イ マ
ー 1の 代 わ り に プ ラ イ マ ー NP1お よ び NP2（ 10μ M） を 用 い た 点 を 除 い て PCR 1に 用 い た も の
と 同 じ 反 応 混 合 物 を 添 加 し た 。 PCR 2は 、 94℃  10秒 間 、 68℃  30秒 間 、 72℃  1.5分 間 を 10
～ 12サ イ ク ル 用 い て 行 っ た 。 2％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て PCR産 物 を 分 析 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 T／ Aベ ク タ ー ク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （ Invitrogen） を 用 い て PCR産 物 を pCR2.1中 に 挿 入 し
た 。 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 に 対 し て 青 ／ 白 お よ び ア ン ピ シ リ ン 選 択 を 行 っ た 。 白 色 の コ ロ ニ
ー を 摘 出 し 、 96穴 プ レ ー ト 中 に 配 列 し た 上 で 、 液 体 培 養 下 で 一 晩 増 殖 さ せ た 。 挿 入 物 を 同
定 す る た め に 、 細 菌 培 養 液 1mlに 対 し て 、 PCR1の 条 件 お よ び プ ラ イ マ ー と し て NP1お よ び NP
2を 用 い る PCR増 幅 を 行 っ た 。 PCR産 物 は 2％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 細 菌 ク ロ ー ン は 96ウ ェ ル 形 式 で 20％ グ リ セ ロ ー ル 中 に て 保 存 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAを 調
製 し て シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 い 、 ジ ェ ン バ ン ク （ GenBank） 、 dBestお よ び NCI-CGAPデ ー タ
ベ ー ス の 核 酸 ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ １ 】

：
　 第 1の cDNA鎖 は 、 ギ ブ コ 社 （ Gibco-BRL） の ス ー パ ー ス ク リ プ ト ・ プ レ 増 幅 シ ス テ ム （ Su
perscript Preamplification system） を 用 い る オ リ ゴ (dT) 12-18プ ラ イ ミ ン グ に よ り 、 1
μ gの mRNAか ら 作 製 し た 。 製 造 者 の 手 順 を 用 い た が 、 こ れ は 逆 転 写 酵 素 と と も に 42℃ で 50
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に RNAse H処 理 を 37℃ で 20分 間 行 う 段 階 を 含 む 。 反 応 を 終 え た
後 、 水 を 加 え て 容 積 を 200μ lに 増 や し て か ら 標 準 化 を 行 っ た 。 16種 の 異 な る 正 常 ヒ ト 組 織
に 由 来 す る 第 1の cDNA鎖 は ク ロ ー ン テ ッ ク （ Clontech） 社 か ら 入 手 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 複 数 組 織 に 由 来 す る 第 1の cDNA鎖 の 標 準 化 は 、 β -ア ク チ ン を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー
5'atatcgccgcgctcgtcgtcgacaa3'（ 配 列 番 号 ： ２ ３ ） お よ び 5'agccacacgcagctcattgtagaag
g 3'（ 配 列 番 号 ： ２ ４ ） を 用 い て 行 っ た 。 第 1の cDNA鎖 （ 5μ l） は 、 0.4μ Mの プ ラ イ マ ー
、 0.2μ Mの 各 dNTP、 1× PCRバ ッ フ ァ ー （ Clontech、 10mM Tris-HCL、 1.5mM MgCI2、 50mM K
CI、 pH8.3） お よ び 1× ク レ ン タ ッ ク （ Klentaq） DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Clontech） を 含 む 総 容
積 50μ l中 で 増 幅 し た 。 18、 20お よ び 22サ イ ク ル の 時 点 で PCR反 応 物 5μ lを 採 取 し 、 ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に 用 い た 。 PCRは 、 MJリ サ ー チ （ MJ Research） 社 の サ ー マ ル サ イ ク ラ ー
を 以 下 の 条 件 で 用 い て 行 っ た ： 最 初 に 94℃  15秒 間 の 変 性 処 理 を 行 っ た 後 、 94℃  15秒 間 、
65℃  2分 間 、 72℃  5秒 間 を 18、 20お よ び 22サ イ ク ル 。 72℃ で の 最 後 の 伸 長 処 理 は 2分 間 行
っ た 。 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 を 行 っ た 後 、 複 数 組 織 で 得 ら れ た 283bpの β -ア ク チ ン バ ン
ド の バ ン ド 強 度 を 肉 眼 で 比 較 し た 。 22サ イ ク ル の PCRの 後 の す べ て の 組 織 に お け る β -ア ク
チ ン バ ン ド 強 度 が 等 し く な る よ う に 、 第 1の cDNA鎖 に 関 す る 希 釈 係 数 を 算 出 し た 。 22サ イ
ク ル の PCR後 の す べ て の 組 織 に お け る バ ン ド 強 度 が 等 し く な る ま で に は 標 準 化 を 3回 行 う 必
要 が あ っ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 19P1E8遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 判 定 す る た め に 、 標 準 化 し た 第 1の cDNA鎖  5μ lを 、 （ MIT
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、 詳 細 に つ い て は www.genome.wi.mit.eduを 参 照 ） の 助 け を 借 り て 設 計 し た 以 下 の プ ラ イ
マ ー 対 を 用 い 、 25、 30お よ び 35回 の 増 幅 サ イ ク ル を 用 い る PCRに よ っ て 分 析 し た ：
　
　
　
【 ０ １ ３ ４ 】
　 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 19P1E8遺 伝 子 と し て 最 初 に 単 離 さ れ た SSH断 片 の 配 列 か ら 設 計
し た 。 19P1E8遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 の 配 列 に 基 づ く 以 下 の プ ラ イ マ ー
対 を 使 用 し た 場 合 に は 、 同 じ 発 現 パ タ ー ン が 生 じ た 。
　
　
　
【 ０ １ ３ ５ 】
　 半 定 量 的 発 現 解 析 は 、 薄 い バ ン ド 強 度 が 得 ら れ る サ イ ク ル 数 で PCR産 物 を 比 較 す る こ と
に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】

：
　 前 記 の 材 料 お よ び 方 法 の 項 に 記 載 し た 通 り に SSH実 験 を い く つ か 行 い 、 候 補 と な る 遺 伝
子 断 片 ク ロ ー ン （ SSHク ロ ー ン ） を 数 多 く 単 離 し た 。 対 応 す る 遺 伝 子 の 同 一 性 に 関 す る 情
報 を 得 る た め 、 お よ び 特 定 遺 伝 子 の 発 現 の 差 を 分 析 す る た め の 決 断 を 導 く 一 助 と す る た め
に 、 す べ て の 候 補 ク ロ ー ン の シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 い 、 主 要 な 公 的 遺 伝 子 お よ び ESTデ ー
タ ベ ー ス 中 の 全 配 列 に 対 し て ホ モ ロ ジ ー 解 析 を 行 っ た 。 一 般 に 、 検 索 し た い ず れ の デ ー タ
ベ ー ス 中 の 既 知 の 配 列 と も 相 同 性 が な く 、 こ の た め 新 規 遺 伝 子 と 考 え ら れ る 遺 伝 子 断 片 、
な ら び に こ れ ま で に シ ー ク エ ン シ ン グ が な さ れ た 発 現 配 列 タ グ （ EST） と の 相 同 性 が 認 め
ら れ た 遺 伝 子 断 片 に 対 し て 、 RT-PCRお よ び ／ ま た は ノ ー ザ ン 解 析 に よ る デ ィ フ ァ レ ン シ ャ
ル 発 現 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 既 知 の 遺 伝 子 ま た は EST配 列 と の 相 同 性 が 認 め ら れ な か っ た 、 約 700bpを 含 む SSHク ロ ー
ン の 1つ を 19P1E8と 命 名 し た 。 こ の SHHク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 図 1の ヌ ク レ オ チ
ド 残 基 お よ そ 1883～ 2583に 示 さ れ て い る 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ る 差 分 的 発 現 分 析 で は 、
19P1E8が LAPC-4 AD異 種 移 植 片 で 発 現 さ れ 、 著 し く 程 度 は 低 い も の の LAPC-4 AI、 LAPC-9 A
Dお よ び LAPC-9 AIで も 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ た （ 図 9） 。 正 常 前 立 腺 で は 全 く 発 現 が 認
め ら れ な か っ た （ 図 9） 。 サ イ ズ が 3.5kb、 8kbお よ び 9kb以 上 で あ る 3種 類 の 異 な る 転 写 物
が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 19P1E8の 発 現 に 関 す る RT-PCR分 析 で も 本 質 的 に 同 じ 結 果 が 得 ら れ た （ 図 5、 パ ネ ル A） 。
加 え て 、 16種 の 正 常 組 織 由 来 の 第 1ス ト ラ ン ド cDNAに 関 す る RT-PCR発 現 解 析 を さ ら に 行 っ
た と こ ろ 、 19P1E8遺 伝 子 の 発 現 は 脳 、 脾 臓 お よ び 精 巣 組 織 で の み 検 出 さ れ 、 35サ イ ク ル の
PCR増 幅 を 行 っ た 場 合 の み に 極 め て 低 い レ ベ ル で 検 出 さ れ た が 、 30サ イ ク ル で は 検 出 さ れ
な か っ た （ 図 5、 パ ネ ル Bお よ び C） 。 こ れ に 対 し て 、 LAPC-4 ADで は わ ず か 30サ イ ク ル で か
な り の 発 現 が 検 出 さ れ た （ 図 5） 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　 上 記 の 19P1E8 SHHク ロ ー ン （ 実 施 例 1） を 用 い て 、 完 全 長 19P1E8 cDNAを 単 離 し た 。 簡 潔
に 述 べ る と 、 LAPC-4 mRNAか ら 作 製 し た cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 、 SSHク ロ ー ン か ら 作 製 し た 標
識 プ ロ ー ブ に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 具 体 的 に は 、 ラ ム ダ ZAPエ ク ス プ レ ス （ Stratag
ene） 中 に 作 製 し た LAPC-4 AD cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 2639塩 基 対 （ bp） の 完 全 長 19P1E8 
cDNAを ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
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実 施 例 2：
完 全 長 BPC-1を コ ー ド す る cDNAの 単 離



　 こ の cDNAは 、 シ グ ナ ル 配 列 お よ び CUBド メ イ ン （ 補 体 成 分 C1r／ C1s、 Uegf、 Bmp1（ ompl
ement subcomponents C1r／ C1s、 egf、 mp1） の 頭 文 字 ） （ Borckお よ び Beckmann、 1993
、 J. Mol. Biol. 231： 539～ 545） を 1つ ず つ 含 む 、 158ア ミ ノ 酸 か ら な る オ ー プ ン リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム （ ORF） を コ ー ド す る 。 そ の 5' UTR（ 非 翻 訳 領 域 ） は 極 め て GCに 富 ん で お
り 、 こ の こ と は こ の 領 域 が 翻 訳 に 関 す る 調 節 因 子 を 含 む こ と を 示 唆 し て い る 。 CUBド メ イ
ン は 補 体 成 分 C1rお よ び C1sで 最 初 に 発 見 さ れ 、 続 い て Uegf（ 上 皮 増 殖 因 子 関 連 ウ ニ 蛋 白 質
） お よ び 骨 発 育 に 関 与 す る プ ロ テ ア ー ゼ で あ る Bmp1（ 骨 形 成 蛋 白 質 1） で 同 定 さ れ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 こ の 遺 伝 子 が 脳 で 独 占 的 に 発 現 さ れ 、 前 立 腺 癌 異 種 移 植 片 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る
こ と に 鑑 み て 、 こ の 遺 伝 子 は BPC-1（ 脳 ／ 前 立 腺 癌 CUB蛋 白 質 （ rain／ rostate Cancer 
UB protein） の 頭 文 字 ） と 命 名 さ れ た 。 単 離 さ れ た BPC-1 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド お よ び 推 定
ア ミ ノ 酸 配 列 は 図 1に 示 さ れ て い る 。 BPC-1の 構 造 の 概 略 図 は 図 2に 示 さ れ て い る 。 BPC-1の
CUBド メ イ ン と 他 の 蛋 白 質 の CUBド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 の ア ラ イ ン メ ン ト は 図 3に 示 さ れ て い
る 。 図 3を 参 照 す る と 、 BPC-1の CUBド メ イ ン と BMP-1に お け る CUBド メ イ ン の 同 一 性 が 30～ 4
0％ で あ る 点 に 特 に 関 心 が も た れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 こ の 完 全 長 BPC-1 cDNA（ p19P1E8、 ク ロ ー ン 6.1） は 、 1998年 8月 7日 に ア メ リ カ ン タ イ プ
カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ American Type Culture Collection） に 登 録 さ れ 、 ATCC登 録 番
号 98833を 与 え ら れ て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】

　 正 常 ヒ ト 組 織 に お け る BPC-1 mRNAの 発 現 に 関 す る 最 初 の 分 析 は ま ず 、 標 識 し た 19P1E8 S
SHク ロ ー ン （ 実 施 例 1） を プ ロ ー ブ と し て 用 い る 、 ク ロ ー ン テ ッ ク （ Clontech） 社 （ Palo 
Alto、 California） か ら 入 手 し た 合 計 16種 の 異 な る 正 常 ヒ ト 組 織 を 含 む 2種 類 の 複 数 組 織
ブ ロ ッ ト に 対 す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 行 っ た 。 RNA試 料 は β -ア ク チ ン プ ロ ー ブ を
用 い て 定 量 的 に 標 準 化 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 そ の 結 果 を 図 4に 示 す 。 発 現 は 正 常 脳 で の み 検 出 さ れ た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト で は 3.5kbお
よ び 8.0kbの 2種 類 の 転 写 物 が 認 め ら れ た （ 図 5） 。 3.5kb転 写 物 は 、 BPC-1 ORFを コ ー ド す
る 、 LAPC-4 ADか ら 同 定 さ れ た cDNAに 対 応 す る 。 長 い 方 の 転 写 物 は 、 プ ロ セ シ ン グ を 受 け
て い な い mRNA、 ま た は 遺 伝 子 の 選 択 的 ア イ ソ フ ォ ー ム を コ ー ド す る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 正 常 組 織 に お け る BPC-1の 発 現 を さ ら に 検 討 す る た め に 、 複 数 組 織 の RNAド ッ ト ブ ロ ッ ト
を BPC-1プ ロ ー ブ で 検 索 し た 。 検 討 し た 37種 の 異 な る 正 常 組 織 の う ち 、 BPC-1レ ベ ル が 検 出
可 能 で あ っ た の は 脳 領 域 の み で あ っ た （ 図 6） 。 興 味 深 い こ と に 、 BPC-1の 発 現 は 側 頭 葉 、
前 頭 葉 お よ び 頭 頂 葉 な ど の 脳 の 皮 質 領 域 に 限 定 さ れ て い た 。 海 馬 、 扁 桃 体 、 尾 状 核 お よ び
被 殻 で も 発 現 が 検 出 さ れ た 。 視 床 、 視 床 下 核 お よ び 黒 質 な ど の 他 の 脳 領 域 で は BPC-1は 発
現 さ れ な か っ た 。 同 じ く 、 小 脳 、 脊 髄 お よ び 延 髄 （ 中 脳 ） な ど の 他 の 中 枢 系 （ CNS） 構 造
で も 発 現 は 検 出 さ れ な か っ た 。 RNAド ッ ト ブ ロ ッ ト の 結 果 は 、 異 な る CNS組 織 の RNAを 含 む
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 裏 づ け ら れ た （ 図 7） 。
【 ０ １ ４ ６ 】

　 CUBド メ イ ン 蛋 白 質 は し ば し ば 発 生 過 程 に お い て 調 節 を 受 け る 。 BPC-1が ヒ ト 胎 児 組 織 で
発 現 さ れ る か ど う か を 明 ら か に す る た め に 、 8種 の 異 な る 胎 児 組 織 に 由 来 す る 第 1ス ト ラ ン
ド cDNAに 対 し て RT-PCRを 行 っ た 。 そ の 結 果 、 BPC-1が 胎 児 脳 で 高 発 現 さ れ 、 他 の す べ て の
胎 児 組 織 で も こ れ よ り 低 い レ ベ ル で 検 出 さ れ る こ と が 示 さ れ た （ 図 8） 。 こ の こ と は 、 成
人 に お け る 発 現 は 脳 に 限 定 さ れ 、 他 の 組 織 で の 発 現 は 発 生 過 程 中 に 停 止 す る こ と を 示 唆 し
て い る 。
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実 施 例 3：
BPC-1遺 伝 子 の 発 現 分 析 ― 正 常 組 織 で は 脳 特 異 的 で あ る

実 施 例 4：
胎 児 組 織 に お け る BPC-1発 現 ― 発 生 過 程 で は よ り 広 範 な 発 現 が み ら れ る



【 ０ １ ４ ７ 】

　 癌 組 織 お よ び 細 胞 株 に お け る BPC-1の 発 現 を 分 析 す る た め に 、 LAPC前 立 腺 癌 異 種 移 植 片
な ら び に 一 連 の 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 細 胞 株 に 由 来 す る RNAに 対 し て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分
析 を 行 っ た 。 図 9に 示 す 結 果 か ら 、 BPC-1の 最 も 高 レ ベ ル の 発 現 は 、 い ず れ も 前 立 腺 癌 の リ
ン パ 節 転 移 に 由 来 す る 、 LAPC-4 AD前 立 腺 癌 異 種 移 植 片 お よ び LNCaP前 立 腺 癌 細 胞 株 で 認 め
ら れ る こ と が 明 ら か に な っ た （ Kleinら 、 1997、 Nature Med. 3： 402； Horoszewiczら 、 19
83、 Cancer Res. 43： 1809） 。 LAPC-4 AI、 LAPC-9 ADお よ び LAPC-9 AIで は こ れ よ り も 低
い レ ベ ル の BPC-1発 現 が 検 出 さ れ た （ 図 9） 。 検 討 し た 膀 胱 癌 細 胞 株 の う ち 1つ （ 5637） で
は 、 BPC-1の 発 現 が 検 出 さ れ た （ 図 9） 。 前 立 腺 お よ び 正 常 前 立 腺 の 基 底 細 胞 区 画 で あ る Pr
EC細 胞 （ Clonetics） で は 全 く 発 現 が 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】

　 組 換 え BPC-1を 発 現 さ せ て 、 BPC-1蛋 白 質 の 細 胞 内 局 在 を 分 析 す る た め に 、 カ ル ボ キ シ 末
端 に 6Hisタ グ を 付 与 す る 発 現 ベ ク タ ー （ pCDNA 3.1 myc-his、 InVitrogen） 中 に 完 全 長 cDN
Aを ク ロ ー ニ ン グ し た 。 3 5 S-メ チ オ ニ ン で 1時 間 標 識 し た 293T細 胞 に こ の 作 製 物 を ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た 。 続 い て 細 胞 を 洗 浄 し 、 さ ま ざ ま な 時 点 で の 標 識 蛋 白 質 を 追 跡 す る た め に 非
放 射 性 培 地 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 追 跡 開 始 後 の さ ま ざ ま な 時 点 で 、 細 胞 抽 出 物 お よ び
細 胞 上 清 （ 培 地 ） か ら の 抗 His抗 体 （ Santa Cruz） を 用 い て BPC-1-His付 加 蛋 白 質 を 免 疫 沈
降 さ せ た 。 SDS-PAGE（ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ・ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 ） に 続
い て 3 5 S-メ チ オ ニ ン 標 識 蛋 白 質 を 可 視 化 す る た め の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 う こ と に
よ り 、 免 疫 沈 降 物 を 分 析 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 こ の 結 果 は 、 BPC-1蛋 白 質 が 3 5 S-メ チ オ ニ ン 標 識 期 間 の 直 後 に 細 胞 抽 出 物 お よ び 細 胞 培
養 液 中 に 出 現 す る こ と を 示 し て い る （ 図 10） 。 BPC-1蛋 白 質 は ほ ぼ す べ て 追 跡 か ら 2時 間 以
内 に 培 地 中 に 分 泌 さ れ 、 数 時 間 に わ た っ て 培 地 中 に 安 定 に 保 た れ た 。 本 蛋 白 質 の 半 減 期 は
24時 間 を 上 回 る と 推 測 さ れ る 。 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 も 標 識 し 、 同 じ 手 順
を 用 い て 分 析 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 ベ ク タ ー お よ び BPC-1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞
の い ず れ に お い て も 非 特 異 的 蛋 白 質 が 出 現 し て い る 。 こ の 蛋 白 質 は 4時 間 後 の 時 点 で 消 失
し た た め 、 BPC-1と 比 べ て 培 地 中 の 半 減 期 は 極 め て 短 い と 思 わ れ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 BPC
-1が 現 実 に 、 細 胞 培 養 液 中 で 極 め て 安 定 と 思 わ れ る 分 泌 蛋 白 質 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ５ ０ 】

　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 で 組 換 え BPC-1蛋 白 質 を 産 生 さ せ る た め に 、 昆 虫 細 胞 の 培 養 液
中 へ の 分 泌 の た め の ミ ツ バ チ メ リ チ ン シ グ ナ ル 配 列 を も た ら す バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 導 入 ベ ク
タ ー pMelBac（ Invitrogen） 中 に BPC-1 cDNAを ク ロ ー ニ ン グ し た 。 pMelBac-BPC-1を ヘ ル パ
ー プ ラ ス ミ ド pBlueBac4.5（ Invitrogen） と と も に SF9（ Spodoptera frugiperda） 昆 虫 細
胞 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス （ 詳 細 に つ い て は Invitrogen社
の 説 明 書 を 参 照 の こ と ） を 作 製 し た 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 細 胞 上 清 か ら 回 収 し 、 プ ラ ー ク
ア ッ セ イ 法 に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 組 換 え BPC-1蛋 白 質 は 、 ハ イ フ ァ イ ブ （ HighFive） 昆 虫 細 胞 （ InVitrogen） を 精 製 し た
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に 感 染 さ せ る こ と に よ っ て 産 生 さ せ た 。 抗 BPC-1マ ウ ス ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 用 い た と こ ろ 、 組 換 え BPC-1蛋 白 質 は 細 胞 抽 出 物 お よ び 細 胞 上 清 で と も に 検 出 さ れ
た  （ 以 下 の 実 施 例 8を 参 照 の こ と ） 。 興 味 深 い こ と に 、 細 胞 抽 出 物 は シ グ ナ ル 配 列 が 切 断
さ れ た BPC-1お よ び プ ロ セ シ ン グ を 受 け て い な い BPC-1と い う 2種 類 の 形 態 の BPC-1を 含 む （
図 11） 。 上 清 は 切 断 さ れ た 成 熟 BPC-1の み を 含 ん で い た 。 こ の 組 換 え BPC-1蛋 白 質 は 、 精 製
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実 施 例 7：
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 を 用 い た 組 換 え BPC-1の 産 生



し て 、 種 々 の 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ 法 に お い て 、 ま た は BPC-1に 対 し て 特 異 的 な ポ リ ク ロ
ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る た め の 免 疫 原 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 BPC-1と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 試 薬 を 作 製 す る た め に 、 BPC-1蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 29～ 93を
包 含 す る グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 融 合 蛋 白 質 を 合 成 し 、 免 疫 原 と し て
用 い た 。 こ の 融 合 蛋 白 質 は 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 BPC-1の cDNAク ロ ー ン の ヌ ク レ
オ チ ド 877～ 1,071（ AA 29～ 93） を PCRを 介 し て 増 幅 す る こ と に よ っ て 作 製 し た ：
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ３ 】
　 こ の 結 果 得 ら れ た 生 成 物 を pGEX-2T GST融 合 ベ ク タ ー （ Pharmacia） の EcoRIお よ び XhoI
制 限 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 グ ル タ チ オ ン -セ フ ァ ロ ー ス ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 、 誘 導 細 菌 か ら 組 換 え GST-BPC-1融 合 蛋 白 質 を 90％ を 上 回 る 純 度 と な る よ う
に 精 製 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 BPC-1に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 作 製 す る た め に 、 精 製 し た 融 合 蛋 白 質 を 以 下 の 通
り に 用 い た 。 ウ サ ギ に ま ず 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 に 混 合 し た 200μ gの GST-BPC-
1融 合 蛋 白 質 に よ る 免 疫 処 置 を 行 っ た 。 こ の ウ サ ギ に 対 し て 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ
ン ト 中 に 含 め た 200μ gの GST-BPC-1蛋 白 質 を 2週 間 毎 に 注 射 し た 。 各 免 疫 処 置 か ら 約 7～ 10
日 後 に 試 験 採 血 を 行 っ た 。 ウ サ ギ 血 清 の BPC-1に 対 す る 特 異 性 お よ び 力 価 の 判 定 に は 、 ELI
SA、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 免 疫 沈 降 分 析 を 用 い た 。 抗 血 清 の 特 徴 分 析 に は 、 LNCaP
な ら び に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ 293T） お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 （ PC-3お よ び NIH 3T3
） に よ っ て BPC-1を 過 剰 発 現 す る よ う に 操 作 さ れ た 細 胞 株 な ど の 、 BPC-1を 内 因 性 的 に 発 現
す る 細 胞 株 を 用 い た 。 BPC-1蛋 白 質 に 対 し て 特 異 的 な 高 力 価 を 示 し た 抗 血 清 を 、 以 下 の 3段
階 の 工 程 に よ っ て 精 製 す る ： （ 1） GSTア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 通 し て 枯 渇 さ せ る こ と に よ
る GST反 応 性 抗 体 の 除 去 、 （ 2） BPC-1特 異 的 IgG抗 体 は GST-BPC-1ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を
通 過 さ せ る こ と に よ っ て 単 離 し た 、 お よ び （ 3） プ ロ テ イ ン Gク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 で 発 現 さ れ た 組 換 え BPC-1（ 上 記 の 実 施 例 7を 参 照 ） 、 ア フ ィ ニ
テ ィ ー （ ニ ッ ケ ル ） 精 製 し た MYC／ HIS BPC-1蛋 白 質 （ 図 13） お よ び BPC-1遺 伝 子 を 発 現 す
る 細 胞 の 組 織 培 養 上 清 中 の 組 換 え BPC-1蛋 白 質 （ 図 13） の 検 出 に は 、 マ ウ ス ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 首 尾 よ く 用 い た 。 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 も 作 製 し た が 、 こ れ も BPC-1遺 伝 子
を 発 現 す る 細 胞 の 組 織 培 養 上 清 中 の BPC-1を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 BPC-1に 対 す る mAbを 作 製 す る た め に 、 Balb Cマ ウ ス 5匹 に ま ず 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ
バ ン ト 中 に 混 合 し た 200μ gの GST-BPC-1融 合 蛋 白 質 に よ る 腹 腔 内 免 疫 処 置 を 行 っ た 。 続 い
て マ ウ ス に 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 に 混 合 し た 75μ gの GST-BPC-1蛋 白 質 に よ る
免 疫 処 置 を 2週 間 毎 に 計 3回 行 っ た 。 免 疫 化 マ ウ ス か ら 得 た 血 清 の 完 全 長 BPC-1蛋 白 質 に 対
す る 反 応 性 を 、 293T細 胞 に よ り 発 現 さ せ た HIS付 加 BPC-1蛋 白 質 の 部 分 精 製 調 製 物 を 用 い る
ELISAに よ っ て 観 測 し た 。 最 も 強 い 反 応 性 が 認 め ら れ た マ ウ ス 2匹 を 3週 間 安 静 に し た 後 、 P
BS中 に 溶 解 し た 融 合 蛋 白 質 の 最 終 注 射 を 行 い 、 4日 後 に 屠 殺 し た 。 屠 殺 し た マ ウ ス の 脾 臓
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実 施 例 8：
BPC-1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製

実 施 例 9：
BPC-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製



を 採 取 し 、 標 準 的 な 手 順 を 用 い て SPO／ 2骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ た （ Harlowお よ び Lane、 19
88） 。 BPC-1特 異 的 抗 体 を 産 生 す る ク ロ ー ン を 同 定 す る た め に 、 HAT選 択 後 の 増 殖 用 ウ ェ ル
の 上 清 を ELISAお よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 BPC-1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 決 定 し う る 。 親 和 性 の
測 定 は 、 抗 体 の エ ピ ト ー プ と の 結 合 の 強 度 を 定 量 化 す る も の で あ り 、 こ れ は ど の BPC-1モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 診 断 的 ま た は 治 療 的 な 用 途 に 好 ま し い か を 明 ら か に す る 上 で も 有 用 で
あ る 。 ビ ア コ ア （ BIAcore） シ ス テ ム （ Uppsala、 Sweden） は 、 結 合 親 和 性 を 決 定 す る た め
の 好 ま し い 方 法 で あ る 。 ビ ア コ ア シ ス テ ム で は 、 生 体 分 子 の 相 互 作 用 を リ ア ル タ イ ム で 観
測 す る た め に 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 を 用 い る （ SPR、 Welford K. 1991、 Opt. Quant. Elect.
 23： 1； Mortonお よ び Myszka、 1998、 Methods in Enzymology 295： 268） 。 ビ ア コ ア 分 析
に よ り 、 会 合 速 度 定 数 、 解 離 速 度 定 数 、 平 衡 解 離 定 数 お よ び 親 和 定 数 が 都 合 よ く 得 ら れ る
。
【 ０ １ ５ ８ 】

　 C末 端 に 6XHisお よ び MYCタ グ を 有 す る BPC-1を コ ー ド す る CMV駆 動 性 発 現 ベ ク タ ー （ pcDNA
3.1／ mycHIS、 Invitrogen） を 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 293T細 胞 、 ま た は こ れ を
安 定 的 に 発 現 す る 293細 胞 は 、 精 製 用 の 分 泌 型 可 溶 性 BPC-1蛋 白 質 の 供 給 源 と し て 役 立 つ （
上 記 の 実 施 例 6を 参 照 の こ と ） 。 馴 化 培 地 中 に 分 泌 さ れ た HIS付 加 BPC-1蛋 白 質 は 以 下 の 方
法 に よ っ て 精 製 さ れ る 。 馴 化 培 地 （ 500ml） を 10倍 に 濃 縮 し 、 同 時 に ア ミ コ ン （ amicon）
限 外 濾 過 装 置 を MWカ ッ ト オ フ 値 10kdの 膜 と と も に 用 い て 、 750mM NaClお よ び 10mMイ ミ ダ ゾ
ー ル を 含 む リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 8.0） へ の 緩 衝 液 交 換 を 行 う 。 続 い て こ の 調 製 物 を 総 容 積 （
bed volume） 0.5mlの ニ ッ ケ ル 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 （ Ni-NTA、 Qiagen） に 通 し 、 10％
エ タ ノ ー ル お よ び 300mM NaClを 含 む リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 6.0） で 十 分 に 洗 浄 す る 。 続 い て 、
250mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 6.0） で HIS付 加 BPC-1蛋 白 質 を 溶 出 さ せ る 。
高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 （ 75mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む リ ン 酸 緩 衝 液 ） を 含 む 上 記 の ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 手 順 を 反 復 す る こ と に よ り 、 ま た は 抗 HIS Abイ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を
通 過 さ せ る こ と に よ り 、 高 純 度 の 調 製 物 が 得 ら れ る 。 こ の 方 法 を 組 換 え HIS-BPC-1の 精 製
に 首 尾 よ く 用 い た 。 精 製 さ れ た 蛋 白 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト は 、 図 13の 最 も 左 側 の レ ー ン
に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ９ 】

　 BPC-1の コ ー ド 領 域 を SRα msvtkneoレ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ Mullerら 、 1991 MOB 11：
1785～ 1792） 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 BPC-1遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 株 を 作 製 す る た め
に レ ト ロ ウ イ ル ス を 作 製 し て 用 い た 。 作 製 し た 細 胞 株 は 、 3T3／ BPC-1お よ び PC3／ BPC-1で
あ る 。 SR-α BPC-1ウ イ ル ス を 急 性 感 染 さ せ た 3T3細 胞 は 、 図 12に 示 し た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト
に よ っ て 示 さ れ て い る 通 り 、 極 め て 高 レ ベ ル の BPC-1 mRNAを 発 現 す る 。 BPC-1蛋 白 質 の N末
端 部 分 （ aa29～ 93） を 含 む GST融 合 蛋 白 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 PC3／ BPC-1可 溶 化 物 お よ び 上 清 を BPC-1発 現 に 関 し て 以 下 の 通 り
に 検 査 し た 。 対 照 （ Neo） ま た は BPC-1を コ ー ド す る レ ト ロ ウ イ ル ス を 安 定 的 に 発 現 す る PC
3お よ び 3T3細 胞 、 な ら び に BPC-1レ ト ロ ウ イ ル ス に 急 性 感 染 さ せ た 3T3細 胞 を 10cm径 の 組 織
培 養 プ レ ー ト 中 で 4日 間 培 養 し た 。 各 細 胞 株 か ら 得 た 25μ lの 非 希 釈 上 清 を 、 マ ウ ス 抗 BPC-
1ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の 1： 500希 釈 物 を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に か け た 。 続 い て
ブ ロ ッ ト を 抗 マ ウ ス HRP結 合 二 次 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 BPC-1特 異 的 シ グ ナ ル を
エ ン ハ ン ス ト ・ ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス 検 出 に よ っ て 可 視 化 し た 。 こ の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
の 結 果 は 図 13に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
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実 施 例 10：
哺 乳 動 物 発 現 系 に お い て 発 現 さ れ る 組 換 え BPC-1の 産 生 お よ び 精 製

実 施 例 11：
分 泌 型 ヒ ト BPC-1の レ ト ロ ウ イ ル ス を 介 し た 発 現

実 施 例 12：



　 BPC-1特 異 的 抗 体 に よ る 細 胞 可 溶 化 物 お よ び 馴 化 培 地 の ウ エ ス タ ン お よ び 免 疫 沈 降 分 析
を 用 い て 、 LAPC4お よ び LAPC9異 種 移 植 片 、 LNCaP前 立 腺 癌 細 胞 、 5637膀 胱 癌 細 胞 、 正 常 ヒ
ト 脳 可 溶 化 物 （ こ れ ら は す べ て BPC-1 mRNAを 発 現 す る ） 、 さ ら に は 他 の さ ま ざ ま な 癌 細 胞
株 、 異 種 移 植 片 お よ び 正 常 組 織 な ど の 細 胞 系 お よ び 組 織 に お け る BPC-1蛋 白 質 の 発 現 の 同
定 お よ び 特 徴 分 析 を 行 う こ と が で き る 。 BPC-1と ブ タ お よ び ウ シ の 精 子 ア ド ヘ シ ン フ ァ ミ
リ ー の 蛋 白 質 と の 間 に は 構 造 的 相 同 性 が あ る た め （ Topfer-Petersenら 、 Andrologia、 199
8） 、 ヒ ト 精 液 も 検 出 可 能 な レ ベ ル の BPC-1蛋 白 質 を 含 む と 思 わ れ る 。 同 じ く 、 膀 胱 癌 に お
け る 発 現 か ら み て 、 BPC-1蛋 白 質 は 膀 胱 癌 患 者 の 尿 中 に も 検 出 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 MYC-H
IS BPC-1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 、 な ら び に レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 形 質 導 入 を 受
け た PC3お よ び NIH 3T3細 胞 は 、 BPC-1蛋 白 質 の 発 現 に 関 す る 陽 性 対 照 と し て 役 立 つ （ 図 13
） 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ヒ ト 血 清 、 精 液 お よ び 尿 の 臨 床 試 料 中 に 存 在 す る BPC-1蛋 白 質 の 同 定 お よ び 定 量 化 は 、
以 下 の 実 施 例 で 述 べ る 捕 捉 ELISAに よ っ て 行 う こ と が で き る 。 正 常 お よ び 癌 性 組 織 に お け
る BPC-1蛋 白 質 の 免 疫 組 織 化 学 分 析 は 、 ホ ル マ リ ン 固 定 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 ま た は 凍 結 し た
組 織 切 片 に 対 し て 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 標 準 的 な 免 疫 組 織 化 学 的 方 法 、 お よ び 本 明 細 書 で
提 供 す る BPC-1抗 体 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 ホ ル マ リ ン 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た L
NCaP細 胞 を 陽 性 対 照 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】

　 ヒ ト 血 清 、 精 液 お よ び 尿 の 臨 床 試 料 中 に 存 在 す る BPC-1蛋 白 質 の 同 定 お よ び 定 量 化 は 、
捕 捉 ELISAを 用 い て 以 下 の 通 り に 行 う こ と が で き る 。 BPC-1に 関 す る 捕 捉 ELISAは 、 BPC-1蛋
白 質 の 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る ア イ ソ タ イ プ の 異 な る 少 な く と も 2種 類 の mAb、 ま た は
mAbお よ び 特 異 的 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 1つ ず つ 作 製 す る こ と に 依 存 す る 。 一 方 の 試
薬 は 捕 捉 （ ま た は コ ー テ ィ ン グ ） 抗 体 と し て 、 も う 一 方 は 検 出 抗 体 と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 続 い て 、 検 出 抗 体 に 対 す る 二 次 Ab-HRP結 合 物 を 添 加 し 、 続 い て TMB基 質 と と も に イ ン キ
ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 捕 捉 さ れ た BPC-1を 可 視 化 す る 。 続 い て 、 分 光 光 度 プ レ ー ト リ
ー ダ ー で 450nmで の ウ ェ ル の 吸 光 度 を 測 定 す る 。 精 製 さ れ た MYC／ HIS付 加 BPC-1蛋 白 質 は 、
ELISA用 の 標 準 化 抗 原 と し て 役 立 つ 。
【 ０ １ ６ ４ 】

　 BPC-1の 発 癌 性 能 力 を 評 価 す る た め の 軟 寒 天 ア ッ セ イ 法 を 行 う た め に 、 レ ト ロ ウ イ ル ス
に 感 染 し た BPC-1発 現 細 胞 を 実 施 例 11に 記 載 し た 通 り に 作 製 し 、 そ れ ぞ れ の neo対 照 細 胞 株
と と も に 用 い た 。 寒 天 ア ッ セ イ 法 は 以 前 に 記 載 さ れ た 条 件 に 従 っ て 行 っ た （ Lugo, T.Rお
よ び O.N.Witte、 1989、 Molec. Cell. Biol. 9： 1263～ 1270） 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 細 胞 を
ト リ プ シ ン 処 理 し 、 0.3％ ノ ー ブ ル （ Noble） 寒 天 お よ び 20％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む イ ス コ ー
ブ 培 地 中 に 再 懸 濁 し た 。 こ の 細 胞 寒 天 懸 濁 液 （ 細 胞 10 4 個 ／ 60mmプ レ ー ト ） を 0.6％ ノ ー ブ
ル 寒 天 お よ び 20％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む 培 地 の 底 層 と 上 層 と の 間 に 播 い た 。 プ レ ー ト に は 7
日 後 に 栄 養 分 を 加 え 、 コ ロ ニ ー の サ イ ズ に 応 じ て 、 寒 天 ア ッ セ イ 法 の 開 始 か ら 2ま た は 3週
間 後 に コ ロ ニ ー の 検 討 お よ び ス コ ア 化 を 行 っ た 。 コ ロ ニ ー の 算 定 に は ア ル フ ァ イ メ ー ジ ャ
ー （ Alphalmager） 200の ソ フ ト ウ エ ア を 用 い た 。 こ の 結 果 を 以 下 の 表 1に 示 す 。
　 BPC-1の 発 現 は 細 胞 の ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン を 誘 導 す る
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イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で の BPC-1発 現 分 析

実 施 例 13：
BPC-1に 関 す る 捕 捉 ELISA

実 施 例 14：
イ ン ビ ト ロ で の 足 場 非 依 存 的 コ ロ ニ ー 形 成 に お け る BPC-1発 現 の 結 果



【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ５ 】
　 BPC-1を 発 現 す る レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は neoに 感 染 さ せ た 3T3CL7細 胞 を 用 い た 。 寒 天 ア ッ
セ イ 法 の 開 始 か ら 3週 間 後 に コ ロ ニ ー を ス コ ア 化 し た 。 急 性 感 染 細 胞 の 場 合 、 3T3CL7／ BPC
-1細 胞 か ら 生 じ た コ ロ ニ ー の 数 は 対 照 プ レ ー ト の 約 8倍 で あ っ た 。 G418で 選 択 し た 細 胞 を
用 い た 場 合 に は 、 3T3CL7／ BPC-1プ レ ー ト に お け る コ ロ ニ ー 数 は 3T3CL7／ neoプ レ ー ト の 約
3.6倍 で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 上 記 の 結 果 は 、 BPC-1蛋 白 質 が 、 BPC-1を 発 現 お よ び 分 泌 す る よ う に 実 験 的 操 作 を 加 え た
細 胞 に お け る 足 場 非 依 存 的 増 殖 を 誘 導 し 、 こ れ に よ り 、 こ の 種 の 細 胞 に 対 し て ト ラ ン ス フ
ォ ー メ ー シ ョ ン 効 果 を 及 ぼ す こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ７ 】

　 BPC-1が 前 立 腺 癌 細 胞 お よ び 他 の 癌 細 胞 ま た は 正 常 細 胞 で 発 現 さ れ る 細 胞 蛋 白 質 と 結 合
す る か 否 か を 確 か め る た め に 、 2種 類 の ア プ ロ ー チ を 用 い た 。 第 1の ア プ ロ ー チ で は 、 組 換
え HIS付 加 BPC-1（ 上 記 の 実 施 例 6） の 種 々 の 細 胞 株 と の 結 合 に 関 す る イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ
法 を 用 い る 。 も う 1つ の ア プ ロ ー チ で は 、 BPC-1の さ ま ざ ま な 前 立 腺 癌 細 胞 株 と の 結 合 を 検
討 す る た め に 、 ジ ェ ン ハ ン タ ー 社 （ GenHunter Corporation） （ Nashville、 TN、 カ タ ロ グ
番 号 Q202） の AP-TAGシ ス テ ム 、 お よ び AP-TAG融 合 を 用 い て 、 組 換 え ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ -BPC-1融 合 蛋 白 質 を 作 製 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】

　 PC-3お よ び NIH 3T3細 胞 を 、 HIS付 加 BPC-1（ 293Tト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 か ら の も の ） を
含 む 馴 化 培 地 ま た は 精 製 し た HIS付 加 BPC-1を 含 む 培 地 ま た は 対 照 培 地 と と も に 、 4℃ で 2時
間 、 氷 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 0.5％ FBSを 加 え た 氷 冷 PBSで 細 胞 を 十 分 に 洗 浄 し た 後 、
過 剰 量 の 抗 HISウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 5ug／ ml、 PBS 0.5％ FBS） と と も に 4℃ で 1時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 細 胞 を 再 び 洗 浄 し 、 続 い て 抗 ウ サ ギ FITC結 合 二 次 Ab（ 1： 4,000、 PB
S／ 0.5％ FBS中 ） と と も に 4℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 続 い て 、 細 胞 と 結 合 し た BPC-
1を 、 サ イ ト フ ル オ ロ （ Cytofluor） 4000蛍 光 計 （ PE Biosystems） で の 蛍 光 定 量 分 析 に よ
っ て 、 お よ び ／ ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 検 出 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 上 記 の 蛍 光 利 用 ア ッ セ イ 法 に 対 す る 代 替 法 と し て 、 1 2 5 Iで 標 識 し た BPC-1蛋 白 質 を 用 い
る 結 合 ア ッ セ イ 法 を 行 う こ と も で き る 。 細 胞 上 の BPC-1受 容 体 の 数 お よ び 親 和 性 の 決 定 、
な ら び に 受 容 体 と 結 合 し た BPC-1蛋 白 質 の イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン の 観 測 は 、 発 表 さ れ て
い る 標 準 的 な 手 順 を 用 い て 行 う （ Raitanoお よ び Korc、 J. Biol. Chem.、 1990、 J. Biol. 
Chem. 265： 10466～ 10472） 。
【 ０ １ ７ ０ 】

　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 付 加 BPC-1を 以 下 の 通 り に 作 製 し た 。 成 熟 BPC-1（ す な わ ち 、 シ
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実 施 例 15：
BPC-1は 細 胞 蛋 白 質 と 結 合 す る

A． HIS付 加 BPC-1の 細 胞 表 面 結 合 分 析

B． ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 付 加 し た BPC-1は 前 立 腺 癌 細 胞 に お い て 細 胞 表 面 染 色 を 生 じ
さ せ る



グ ナ ル 配 列 を も た な い も の ） を コ ー ド す る 配 列 を 、 pAPtag-5（ GenHunter Corp. Nashvill
e、 TN） 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 以 下 の BPC-1.HindIIIお よ び BPC-1.BamHIプ ラ イ マ ー を 用
い て 、 プ ラ ス ミ ド テ ン プ レ ー ト SRa-19P1E8ク ロ ー ン 1に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 23か ら 58ま で の B
PC-1の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 増 幅 し た 。 IgGKシ グ ナ ル 配 列 、 BPC-1 ORFお よ び
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を す べ て イ ン フ レ ー ム に 保 ち な が ら 、 HindIIIお よ び BamHIで 消 化
し た PCR産 物 を HindIIIお よ び BglIIで 消 化 し た pAPtag-5と 連 結 し た 。 こ の BPC-1-AP融 合 蛋
白 質 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の カ ル ボ キ シ 末 端 に myc／ Hisタ グ を 伴 っ た 形 で の 分 泌 を
促 進 す る た め の IgGKシ グ ナ ル 配 列 を 含 む 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ １ 】
　 BPC-1が 前 立 腺 癌 細 胞 上 の 細 胞 表 面 受 容 体 と 結 合 す る か 否 か を 検 出 す る た め に は 、 い く
つ か の 前 立 腺 癌 細 胞 株 お よ び 異 種 移 植 片 組 織 を 上 記 の 通 り に BPC-1-AP融 合 蛋 白 質 と と も に
イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ Chengお よ び Flanagan、 1994、 Cell 79： 157～ 168） 。 細 胞 を 洗 浄 し
、 脱 リ ン 酸 に よ っ て 不 溶 性 の 青 色 の 沈 殿 を 形 成 す る AP基 質 BCIPを 添 加 し た 後 に 、 青 色 に 染
色 さ れ る 細 胞 を 光 学 顕 微 鏡 下 で 同 定 す る こ と に よ り 、 BPC-1受 容 体 の 結 合 を 判 定 す る 。 種
々 の 前 立 腺 癌 細 胞 株 （ 例 え ば 、 LNCaP、 PC-3、 DU145、 TSUPR、 LAPC4） お よ び 膀 胱 癌 細 胞 株
を 非 制 限 的 に 含 む 、 さ ま ざ ま な 癌 細 胞 株 の 検 査 を 行 う こ と が で き る 。 PREC前 立 腺 細 胞 株 、
293Tお よ び NIH 3T3な ど の 他 の 細 胞 株 も 検 査 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 LAPCお よ び 他 の
前 立 腺 癌 異 種 移 植 片 の 試 験 を 行 う こ と も で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 結 合 相 互 作 用 の 強 度 を 評 価 す る た め に 平 衡 解 離 速 度 定 数 を 算 出 し て も よ い 。 さ ら に 、 細
胞 1個 当 た り の 細 胞 表 面 受 容 体 数 を 決 定 す る こ と も で き る 。 BPC-1受 容 体 ま た は 他 の 結 合 パ
ー ト ナ ー の ク ロ ー ニ ン グ の た め に は 、 BPC-1と の 結 合 能 が 最 も 高 い 細 胞 系 ま た は 組 織 が 好
ま し い と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 上 記 の 作 製 物 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 の 馴 化 培 地 中 に は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
分 析 に よ り 、 BPC-1-AP融 合 蛋 白 質 が 検 出 さ れ た 。 抗 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び 抗 HIS
抗 体 を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で は 、 約 90kDaの 箇 所 に 泳 動 す る BPC-1-AP融 合 蛋 白
質 が 検 出 さ れ る （ 図 14） 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 こ の 融 合 蛋 白 質 を 含 む 馴 化 培 地 を 用 い て 、 以 下 の 通 り に 、 BPC-1に 対 す る 45kDaの 結 合 パ
ー ト ナ ー を 検 出 し た （ 図 15） 。 BPC-1と 相 互 作 用 す る 45kDa受 容 体 の 同 定 に は ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 法 を 用 い た 。 脳 、 精 巣 、 前 立 腺 、 異 種 移 植 片 LAPC4 ADお よ び LAPC9 ADな ら び に 細 胞
株 3T3、 LAPC4、 LNCaPお よ び PC-3か ら の 可 溶 化 物 を 用 い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 2つ ず つ
作 製 し た 。 5％ 乳 （ PBS中 ） に て 1時 間 ブ ロ ッ ク し 、 PBS-Tweenで 7分 間 ず つ 2回 洗 浄 し た 後 に
、 分 泌 型 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の み を 産 生 す る 293T細 胞 株 に よ る 馴 化 培 地 ま た は BPC-1-
AP融 合 蛋 白 質 を 含 む 培 地 と と も に ブ ロ ッ ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 図 14参 照 ） 。 PBS-Twee
nで 3回 洗 浄 し た 後 に 、 化 学 発 光 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 （ Immune-Star、 BioRad、 カ
タ ロ グ 番 号 170-5010） を 用 い て ブ ロ ッ ト を 現 像 し た 。 こ の 結 果 を 図 15に 示 す 。 矢 印 （ 図 15
） は 、 3T3、 LAPC9 AD、 LNCaP、 PC-3、 な ら び に 程 度 は よ り 低 い も の の LAPC4 ADお よ び LAPC
-4細 胞 株 に お け る 、 BPC-1-APの 45kDa蛋 白 質 と の 結 合 を 示 し て い る 。 脳 、 精 巣 お よ び 前 立
腺 で は 45kDa蛋 白 質 は 検 出 さ れ な か っ た 。 図 15に 示 す ブ ロ ッ ト （ AP馴 化 培 地 と と も に イ ン
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キ ュ ベ ー ト し た も の ） で 45kDa蛋 白 質 と の 結 合 は 検 出 さ れ な か っ た た め 、 こ の 蛋 白 質 相 互
作 用 は APで は な く BPC-1に 起 因 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】

　 BPC-1が 細 胞 内 の 既 知 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 活 性 化 す る か 否 か を
明 ら か に す る た め に は 、 BPC-1を 発 現 す る か 、 ま た は BPC-1を 外 因 性 に 添 加 し た 細 胞 に お い
て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ luc） に 基 づ く 転 写 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 を 行 う 。 こ れ ら の 転 写 レ
ポ ー タ ー は 、 詳 細 に 特 徴 が 調 べ ら れ て い る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 下 流 に 位 置 す る 既 知 の 転 写
因 子 に 関 す る コ ン セ ン サ ス 結 合 部 位 を 含 む 。 レ ポ ー タ ー な ら び に そ れ に 伴 う 転 写 因 子 、 シ
グ ナ ル 伝 達 経 路 お よ び 活 性 化 刺 激 の 例 を 以 下 に 列 挙 す る 。
1． NFκ B-luc、 NFκ B／ Rel； Ikキ ナ ー ゼ ／ SAPK； 増 殖 ／ ア ポ ト ー シ ス ／ ス ト レ ス
2． SRE-luc、 SRF／ TCF／ ELK1； MAPK／ SAPK； 増 殖 ／ 分 化
3． AP-1-luc、 FOS／ JUN； MAPK／ SAPK／ PKC； 増 殖 ／ ア ポ ト ー シ ス ／ ス ト レ ス
4． ARE-luc、 ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 ； ス テ ロ イ ド ／ MAPK； 増 殖 ／ 分 化 ／ ア ポ ト ー シ ス
5． p53-luc、 p53； SAPK； 増 殖 ／ 分 化 ／ ア ポ ト ー シ ス
6． CRE-luc、 CREB／ ATF2； PKA／ p38； 増 殖 ／ ア ポ ト ー シ ス ／ ス ト レ ス
【 ０ １ ７ ６ 】
　 BPC-1を 介 し た 影 響 に 関 し て ア ッ セ イ す る た め の 細 胞 に は 、 LAPC4、 LNCaP、 PC3お よ び NI
H 3T3が 含 ま れ る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド は 脂 質 を 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク
ト （ TFX-50、 Promega） に よ っ て 導 入 し う る 。 相 対 的 転 写 活 性 の 指 標 と な る ル シ フ ェ ラ ー
ゼ 活 性 は 、 細 胞 抽 出 物 を ル シ フ ェ リ ン 基 質 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 反 応 物 の 蛍 光 を 照
度 計 で 観 測 す る こ と に よ っ て 測 定 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】

　 マ ト リ ゲ ル （ matrigel） コ ー ト 多 孔 性 膜 チ ャ ン バ ー （ Becton Dickinson） の 通 過 を 測 定
す る こ と に よ り 、 BPC-1を 発 現 す る 細 胞 株 を 浸 潤 お よ び 移 動 特 性 の 変 化 に 関 し て ア ッ セ イ
す る こ と が で き る 。 膜 の 反 対 側 へ の 細 胞 の 通 過 は 、 カ ル セ イ ン -Am（ Molecular Probes）
を 添 加 し た 指 標 細 胞 を 用 い る 蛍 光 ア ッ セ イ 法 （ Becton Dickinson技 術 報 告 書 第 428号 ） を
用 い て 観 測 さ れ る 。 分 析 す る 細 胞 株 に は PC3、 3T3お よ び LNCaP細 胞 の 親 細 胞 お よ び BPC-1過
剰 発 現 細 胞 が 含 ま れ る 。 BPC-1が 化 学 誘 引 特 性 を 有 す る 否 か を ア ッ セ イ す る た め に は 、 BPC
-1馴 化 培 地 の 勾 配 に 向 か っ て の 親 指 標 細 胞 の 多 孔 性 膜 の 通 過 を 観 測 し 、 対 照 培 地 と 比 較 す
る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 癌 治 療 的 組 成 物 の 候 補 に よ る 、 BPC-1で 誘 導 さ れ る 効 果 の 特 異 的 中 和 を 定 性 的 お よ び 定
量 的 に 評 価 す る た め に 、 こ の ア ッ セ イ 法 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】

　 BPC-1が 確 立 さ れ た 前 立 腺 お よ び 非 前 立 腺 細 胞 株 の 増 殖 速 度 を 変 化 さ せ る か 否 か を 明 ら
か に す る た め に は 、 対 照 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る 形 質 導 入 を 行 っ た 親 細 胞 と BPC-1
遺 伝 子 を コ ー ド す る レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 形 質 導 入 を 行 っ た 細 胞 を 比 較 す る 増 殖 曲 線 を 作
成 す る 。 ア ッ セ イ す る 細 胞 株 に は 、 LNCaP、 PC3、 TsuPR前 立 腺 細 胞 株 お よ び マ ウ ス NIH 3T3
線 維 芽 細 胞 な ら び に 種 々 の 他 の ヒ ト 非 前 立 腺 細 胞 株 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 外 因 性 に 添 加 し
た 精 製 MYC-HIS BPC-1の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 に お け る 親 細 胞 の 増 殖 速 度 を ア ッ セ イ す る
。 外 因 性 BPC-1の 代 替 的 な 供 給 源 と し て は 、 BPC-1レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 形 質 導 入 を 行 っ た
そ れ ぞ れ の 細 胞 株 の 馴 化 培 地 を 用 い る こ と が で き る 。 細 胞 株 の 増 殖 は 、 96ウ ェ ル を 用 い る
MTT比 色 ア ッ セ イ 法 で 観 測 す る （ Raitanoお よ び Korc、 1990、 J. Biol. Chem. 265： 10466
～ 10472） 。
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実 施 例 16：
シ グ ナ ル 伝 達 経 路 と 考 え ら れ る も の の 同 定

実 施 例 17：
BPC-1機 能 の イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ 法
A． 細 胞 浸 潤 ／ 移 動 ／ 化 学 誘 引 ア ッ セ イ 法

B． 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 法



【 ０ １ ８ ０ 】

　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る 判 定 で は 、 LNCaP前 立 腺 癌 細 胞 お よ び LAPC-4 AD異 種 移 植 片
細 胞 は 高 レ ベ ル の BPC-1を 発 現 す る 。 血 清 診 断 マ ー カ ー と し て の BPC-1を 評 価 す る に は 、 SC
IDマ ウ ス に 1× 10 6 個 の LNCaPま た は LAPC-4 AD細 胞 を 皮 下 ま た は 同 所 的 に 注 入 す る 。 注 射 は
マ ウ ス の 両 脇 腹 に 行 い 、 長 さ × 幅 × 高 さ （ L× W× H） を 反 映 す る キ ャ リ パ ー 測 定 に よ っ て
腫 瘍 の 増 殖 を 観 測 す る 。 触 知 可 能 な 腫 瘍 が 最 初 に 出 現 し た 時 点 で マ ウ ス か ら 採 血 し 、 以 降
は 腫 瘍 の サ イ ズ が 1,000mm 3 に な る ま で 毎 週 採 血 す る 。 上 記 の ELISAア ッ セ イ 法 に よ り 、 連
続 採 血 し た も の を BPC-1の 有 無 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 対 照 と し て は 、 特 異 的 ELISA
キ ッ ト を 用 い て 、 腫 瘍 を 有 す る マ ウ ス か ら 採 取 し た 血 清 を PSAの 分 泌 に 関 し て 評 価 す る 。 B
PC-1の 発 現 を 確 認 す る た め に は 、 腫 瘍 を マ ウ ス か ら 採 取 し 、 BPC-1の 発 現 を ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 さ ら に 、 5637膀 胱 癌 細 胞 株 も BPC-1を 発 現 す る こ と が ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 示
さ れ て い る 。 膀 胱 癌 の BPC-1発 現 を 評 価 す る に は 、 5637膀 胱 腫 瘍 異 種 移 植 片 を SCIDマ ウ ス
で 確 立 し 、 血 清 を 回 収 し て 、 上 記 の ELISAに よ っ て BPC-1蛋 白 質 に 関 し て 評 価 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 ま た は 、 BPC-1の 分 泌 を 確 認 す る た め に 、 内 因 性 BPC-1は 発 現 し な い が 、 BPC-1を 過 剰 発
現 す る よ う に 操 作 さ れ た 前 立 腺 癌 細 胞 株 を SCIDマ ウ ス に 注 入 す る こ と も で き る 。 こ れ ら に
は PC-3、 TSUPR1お よ び DU145が 含 ま れ る 。 エ ン プ テ ィ tkNeoベ ク タ ー （ tkNeo） ま た は BPC-1
を 含 む ベ ク タ ー を 発 現 す る 1× 10 6 個 の PC3、 TSUPR1お よ び DU145細 胞 の い ず れ か を 個 々 の マ
ウ ス に 皮 下 注 射 す る 。 す べ て の マ ウ ス に 両 脇 腹 へ の 注 射 を 行 い 、 上 記 の 通 り の キ ャ リ パ ー
測 定 に よ っ て 腫 瘍 の 増 殖 を 観 測 す る 。 触 知 可 能 な 腫 瘍 が 最 初 に 出 現 し た 時 点 で マ ウ ス か ら
採 血 し 、 以 降 は 腫 瘍 の サ イ ズ が 1,000mm 3 に な る ま で 毎 週 採 血 す る 。 腫 瘍 増 殖 速 度 に 差 が 認
め ら れ た 場 合 に は 、 そ れ を 記 録 し 、 さ ら に 検 討 す る （ 以 下 を 参 照 ） 。 ELISAア ッ セ イ 法 に
よ り 、 連 続 採 血 し た も の を BPC-1の 有 無 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し て も よ い 。 BPC-1の 発 現
を 確 認 す る た め に は 、 腫 瘍 を マ ウ ス か ら 採 取 し 、 BPC-1の 発 現 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に
よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る と よ い 。
【 ０ １ ８ ３ 】

　 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 に 対 す る BPC-1蛋 白 質 の 影 響 は 、 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 、 ま た は 腫 瘍 を 有 す
る マ ウ ス に 可 溶 性 の 精 製 BPC-1蛋 白 質 を 投 与 す る こ と に よ っ て イ ン ビ ボ で 評 価 し う る 。 第 1
の 例 で は 、 tkNeoエ ン プ テ ィ ベ ク タ ー ま た は BPC-1を 含 む 1× 10 6 個 の PC3、 TSUPR1ま た は DU1
45細 胞 の い ず れ か を SCIDマ ウ ス の 両 脇 腹 に 皮 下 注 射 す る 。 少 な く と も 2種 類 の 戦 略 を 用 い
る こ と が で き る ： （ 1） LTRプ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 に あ る 構 成 的 な BPC-1発 現 、 お よ び （ 2）
エ ク ジ ソ ン 誘 導 ベ ク タ ー 系 の 制 御 下 に あ る 調 節 性 発 現 。 続 い て 、 BPC-1発 現 細 胞 が よ り 早
い 速 度 で 増 殖 す る か ど う か を 判 定 す る た め に 、 触 知 可 能 な 腫 瘍 が 出 現 し た 時 点 で 腫 瘍 体 積
を 測 定 し 、 経 時 的 に 追 跡 す る 。 さ ら に 、 BPC-1が 前 立 腺 に お け る 局 所 的 増 殖 、 ま た は 細 胞
の 転 移 能 、 特 に 肺 、 リ ン パ 節 お よ び 骨 髄 へ の 転 移 能 に 影 響 を 及 ぼ す か ど う か を 明 ら か に す
る た め に 、 1× 10 5 個 の 同 一 細 胞 を マ ウ ス に 同 所 的 に 移 植 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 第 2の 例 で は 、 精 製 し た BPC-1蛋 白 質 を 、 イ ン ビ ボ で の 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 に 対 す る 影 響 に つ
い て 評 価 す る 。 マ ウ ス を ま ず 、 BPC-1を 発 現 す る 1× 10 6 個 の LNCaPも し く は LAPC-4 AD細 胞
、 ま た は BPC-1を 発 現 し な い PC3細 胞 の い ず れ か を 皮 下 注 射 す る 群 に 分 け る 。 腫 瘍 細 胞 を 注
入 し た の と 同 じ 日 に 、 一 定 範 囲 の 精 製 BPC-1蛋 白 質 （ 例 え ば 100、 500ま た は 1,000μ g） の
静 脈 注 射 を 各 群 に 行 う 。 対 照 と し て 、 そ れ ぞ れ の 種 類 の 腫 瘍 の う ち 1群 に は PBSの み を 注 射
す る 。 腫 瘍 が 増 殖 し て 1,000mm 3 の サ イ ズ に 達 す る ま で 、 毎 週 2回 の 注 射 を 連 続 4週 間 に わ た
っ て 行 う 。 BPC-1が 腫 瘍 増 殖 に 対 し て 用 量 反 応 的 な 影 響 を 及 ぼ す か ど う か を 判 定 す る た め
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実 施 例 18：
BPC-1の 研 究 お よ び 前 立 腺 癌 治 療 的 組 成 物 の 試 験 の た め の イ ン ビ ボ モ デ ル
A． 外 因 性 （ xenogenic） 腫 瘍 を 有 す る マ ウ ス に お け る 血 清 BPC-1レ ベ ル の 測 定

B． BPC-1の 腫 瘍 増 殖 促 進 に 関 す る イ ン ビ ボ ア ッ セ イ 法



に 、 腫 瘍 体 積 を 追 跡 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 BPC-1が 腫 瘍 増 殖 を 加 速 す る か ど う か を 判 定 す る た め の 別 の 一 連 の 実 験 で は 、 LNCaP、 LA
PC-4 ADお よ び PC3腫 瘍 を 皮 下 で 100mm 3 の サ イ ズ ま で 確 立 さ せ 、 そ の 時 点 で 精 製 BPC-1蛋 白
質 を 上 記 に 示 し た 投 与 量 お よ び 方 式 で 静 脈 注 射 す る 。 BPC-1が 転 移 を 促 進 す る か ど う か を
判 定 す る た め に 、 同 じ 腫 瘍 を 同 所 性 に 移 植 し 、 腫 瘍 が 確 立 さ れ た 後 に （ 循 環 血 中 PSA濃 度
に よ っ て 判 定 ） 精 製 BPC-1を 上 記 の 通 り に 投 与 し て 転 移 増 殖 を 評 価 す る こ と も で き る 。  
【 ０ １ ８ ６ 】
　 上 記 の ア ッ セ イ 法 は 、 例 え ば BPC-1抗 体 お よ び イ ン ト ラ ボ デ ィ ー 、 BPC-1 mRNAア ン チ セ
ン ス 分 子 お よ び リ ボ ザ イ ム 、 な ら び に BPC-1受 容 体 組 成 物 と い っ た 治 療 的 組 成 物 の 候 補 の B
PC-1阻 害 効 果 を 判 定 す る た め に も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】

　 腫 瘍 の 形 成 お よ び 増 殖 に 対 す る BPC-1特 異 的 mAbの 効 果 を 検 討 す る た め に 、 BPC-1陽 性 の L
NCaP、 LAPC-4 ADお よ び PC3-BPC-1腫 瘍 、 ま た は BPC-1を 発 現 し な い PC3-tkNeoの い ず れ か に
関 す る 群 に マ ウ ス を 分 け る 。 腫 瘍 形 成 に 対 す る 効 果 を 評 価 す る に は 、 マ ウ ス に 1× 10 6 個 の
腫 瘍 細 胞 を 皮 下 注 射 し 、 そ れ と 同 じ 日 に 一 定 範 囲 の BPC-1特 異 的 mAbま た は 対 照 Ig（ 例 え ば
100、 500ま た は 1,000μ g） の 腹 腔 内 注 射 を 行 う 。 mAbの 注 射 は 毎 週 2回 、 連 続 4週 間 に わ た
っ て 行 う 。 腫 瘍 の 増 殖 は 上 記 の 通 り に 追 跡 す る 。 ま た は 、 確 立 し た 腫 瘍 に 対 す る 効 果 を 評
価 す る た め に 、 100mm 3 の サ イ ズ の 確 立 し た 腫 瘍 を 有 す る 各 群 に マ ウ ス を 分 け 、 以 前 に 述 べ
た 投 与 量 お よ び 方 式 に 従 っ て mAbの 腹 腔 内 注 射 を 行 う 。 確 立 し た 腫 瘍 の 増 殖 に 対 す る mAbの
効 果 を 判 定 す る た め に 、 腫 瘍 体 積 を 追 跡 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 転 移 に 対 す る 効 果 を 検 討 す る た め に は 、 1× 10 5 個 の LAPC-4 AD細 胞 を SCIDマ ウ ス に 同 所
性 に 注 入 す る 。 同 時 に マ ウ ス に は 上 記 の 通 り の 一 定 範 囲 の 抗 BPC-1 mAbま た は 対 照 Igを 腹
腔 内 投 与 す る 。 循 環 血 中 PSAを 毎 週 測 定 す る こ と に よ り 、 腫 瘍 の 増 殖 を 追 跡 す る 。 抗 体 投
与 終 了 時 に マ ウ ス を 屠 殺 し 、 腫 瘍 の 局 所 的 増 殖 な ら び に 肺 、 リ ン パ 節 お よ び 骨 髄 へ の 転 移
を 評 価 す る 。 確 立 し た 腫 瘍 を 有 す る マ ウ ス に 対 す る 効 果 を 検 討 す る た め に は 、 LAPC-4 AD
を 同 所 性 に 注 入 し 、 PSAレ ベ ル を 毎 週 追 跡 す る 。 PSAが 測 定 可 能 な レ ベ ル に 到 達 し た 時 点 で
、 上 記 と 同 じ 投 与 量 お よ び 方 式 で マ ウ ス に mAbを 注 射 す る 。 抗 体 の 注 射 が 完 了 し た 後 に マ
ウ ス を 屠 殺 し 、 腫 瘍 の 局 所 的 増 殖 な ら び に 転 移 を 評 価 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】

　 タ ル タ リ ア （ Tartaglia） ら 、 1995、 Cell 83： 1263～ 1271、 な ら び に チ ェ ン （ Cheng）
お よ び フ ラ ナ ガ ン （ Flanagan） 、 1994、 Cell 79： 157～ 168な ど に 記 載 さ れ た も の と い っ
た 発 現 ク ロ ー ニ ン グ 法 を 用 い て 、 BPC-1に 対 す る 受 容 体 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る
。 ま ず 、 BPC-1-AP結 合 を 示 す 細 胞 か ら 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 。 約 1000個 の ク ロ ー ン
の プ ー ル で ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し た 後 に 、 姉 妹 選 択 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ て も
よ い 。 各 プ ー ル か ら の DNAに よ る COS細 胞 の 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 続 い て 、 BPC-1-
AP結 合 に よ る ス ク リ ー ニ ン グ 、 洗 浄 、 お よ び AP活 性 に 関 す る 染 色 を 行 う こ と に よ り 、 BPC-
1と 結 合 す る 細 胞 、 す な わ ち BPC-1受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 が 同 定 さ れ る 。 プ ー ル の 細 分 お よ
び ス ク リ ー ニ ン グ を 連 続 し て 行 う こ と に よ り 、 BPC-1-APと 結 合 す る 単 一 の コ ロ ニ ー を 同 定
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 BPC-1受 容 体 ／ 結 合 パ ー ト ナ ー 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ に 対 す る 代 替 的 な ア プ ロ ー チ で は
、 フ ァ ー ジ に お い て 発 現 ク ロ ー ニ ン グ を 用 い る （ Stone J、 分 子 生 物 学 に お け る 最 新 プ ロ
ト コ ー ル （ Current Protocols in Molecular Biology） （ 1997） ： 20.3.1～ 20.3.9） 。 例
え ば 、 ラ ム ダ ザ ッ プ エ ク ス プ レ ス （ Lambda Zap Express） （ Stratagene） 中 の LAPC-9 AD
フ ァ ー ジ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ と が で き る 。 BPC-1-APを 用 い て メ ン ブ レ ン リ フ ト の
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C． イ ン ビ ボ で の BPC-1抗 体 の 腫 瘍 阻 害 ア ッ セ イ 法

実 施 例 19：
BPC-1受 容 体 ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ



プ ロ ー ブ 検 索 を 行 い 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 化 学 発 光 試 薬 （ 例 え ば 、 BioRad） で 陽 性 ク
ロ ー ン を 検 出 す る こ と が で き る 。 BPC-1-APと 結 合 し 、 青 色 の 沈 殿 物 を 生 じ る プ ラ ー ク を 選
択 し て 、 プ ラ ス ミ ド を 単 離 し 、 受 容 体 ／ 結 合 パ ー ト ナ ー 配 列 に 関 し て 評 価 す る 。 こ の ア プ
ロ ー チ に よ り 、 BPC-1と 相 互 作 用 す る 細 胞 質 性 ま た は 分 泌 型 の 蛋 白 質 が 同 定 さ れ る こ と も
考 え ら れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 出 願 の 全 体 を 通 じ て 、 種 々 の 刊 行 物 を 括 弧 内 で 参 照 し て い る 。 こ れ ら の 刊 行 物 の 開 示
は 、 そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 個 々 の 面 を 単 に 例 示 す る こ と を 意 図 し た 本 明 細 書 で 開 示 す る 態 様 に
よ っ て 制 限 さ れ る も の で は な く 、 機 能 的 に 同 等 な も の は い ず れ も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る
。 本 明 細 書 で 述 べ る も の に 加 え て 、 上 記 の 説 明 お よ び 教 示 か ら 本 発 明 の モ デ ル お よ び 方 法
に 対 す る さ ま ざ ま な 改 変 が 当 業 者 に は 明 ら か で あ る と 思 わ れ 、 こ れ ら は 同 様 に 本 発 明 の 範
囲 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な 改 変 ま た は 他 の 態 様 は 、 本 発 明 の 真 の 範 囲 お よ び 精 神 を 逸 脱 す
る こ と な く 実 践 可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ３ 】
【 図 １ － １ 】 ヒ ト BPC-1の 分 子 構 造 ： BPC-1ク ロ ー ン 6 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド お よ び 推 定 ア ミ
ノ 酸 配 列 。 シ グ ナ ル 配 列 は 太 字 で 示 し 、 CUBド メ イ ン に は 太 字 に 加 え て 下 線 を 施 し 、 SSH由
来 の 核 酸 配 列 は 太 字 で 示 し て い る 。
【 図 １ － ２ 】 図 １ － １ の 続 き を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ － ３ 】 図 １ － ２ の 続 き を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ヒ ト BPC-1の 分 子 構 造 ： ヒ ト BPC-1の 構 造 の 概 略 図 。 配 列 の 各 領 域 に お け る CG含 有
率 も 示 し て い る 。
【 図 ３ 】 ヒ ト BPC-1の 分 子 構 造 ： BPC-1の CUBド メ イ ン と 、 種 々 の 既 知 の 蛋 白 質 に 由 来 す る C
UBド メ イ ン と の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト 。 （ A） BPC-1と 、 C.エ レ ガ ン ス （ C. elega
ns） の CUBド メ イ ン 蛋 白 質 （ Wilsonら 、 1994、 Nature 368： 32～ 38） と の ア ラ イ ン メ ン ト
、 お よ び （ B） マ ウ ス BMP-1の CUBド メ イ ン （ Fukagawaら  1994、 Dev. Biol 163： 175～ 183
） と の ア ラ イ ン メ ン ト 。 配 列 の 同 一 性 を 図 示 し て い る 。
【 図 ４ 】 脳 で の 独 占 的 発 現 を 示 す 、 種 々 の 正 常 組 織 に お け る ヒ ト BPC-1発 現 の ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 。
【 図 ５ 】 前 立 腺 癌 異 種 移 植 片 お よ び 限 定 さ れ た 数 の ヒ ト 正 常 組 織 に お け る ヒ ト BPC-1の 発
現 を 示 す 、 半 定 量 的 RT-PCR発 現 分 析 。
【 図 ６ 】 脳 の 特 定 領 域 の み で の 発 現 を 示 す 、 37種 の 正 常 組 織 に お け る ヒ ト BPC-1 mRNA発 現
の RNAド ッ ト ブ ロ ッ ト 分 析 。
【 図 ７ 】 皮 質 の 特 定 領 域 の み で の 発 現 を 示 す 、 脳 の 皮 質 領 域 に お け る ヒ ト BPC-1 mRNA発 現
の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。
【 図 ８ 】 BPC-1の 発 現 が 胎 児 脳 で 主 に 認 め ら れ 、 他 の 数 多 く の 胎 児 組 織 で も こ れ よ り 低 い
レ ベ ル で 発 現 さ れ る こ と を 示 す 、 胎 児 組 織 に お け る ヒ ト BPC-1発 現 の 半 定 量 的 RT-PCR発 現
分 析 。
【 図 ９ 】 前 立 腺 癌 異 種 移 植 片 の す べ て の 試 料 、 LnCAP前 立 腺 癌 細 胞 株 お よ び 膀 胱 癌 細 胞 株
に お け る 発 現 を 示 す 、 一 連 の 前 立 腺 癌 お よ び 膀 胱 癌 異 種 移 植 片 お よ び ／ ま た は 細 胞 株 に お
け る ヒ ト BPC-1 mRNA発 現 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。
【 図 １ ０ 】 BPC-1を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 の 組 織 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ た 免 疫 沈 降
組 換 え ヒ ト BPC-1蛋 白 質 の SDS-PAGEオ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 。
【 図 １ １ 】 細 胞 可 溶 化 物 中 の プ ロ セ シ ン グ を 受 け た 成 熟 BPC-1お よ び プ ロ セ シ ン グ を 受 け
て い な い BPC-1前 駆 体 、 な ら び に 細 胞 培 養 液 中 の プ ロ セ シ ン グ を 受 け た 低 レ ベ ル の 成 熟 BPC
-1を 示 す 、 BPC-1を コ ー ド す る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た ハ イ フ ァ イ ブ （ HighFive） 昆
虫 細 胞 で 発 現 さ れ た 組 換 え ヒ ト BPC-1蛋 白 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。
【 図 １ ２ 】 BPC-1を コ ー ド す る レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た PC3お よ び 3T3CL7細 胞 に よ っ て 発
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現 さ れ た 組 換 え ヒ ト BPC-1の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。
【 図 １ ３ 】 BPC-1遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 の 組 織 培 養 上 清 中 の BPC-1蛋 白 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 検 出 。 種 々 の 細 胞 株 か ら 得 た 非 希 釈 上 清 25μ lを 、 マ ウ ス 抗 BPC-1ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血
清 の 1： 500希 釈 物 を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に か け た 。 続 い て ブ ロ ッ ト を 抗 マ ウ ス
HRP結 合 二 次 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 BPC-1特 異 的 シ グ ナ ル を エ ン ハ ン ス ト ・ ケ ミ
ル ミ ネ セ ン ス 検 出 に よ っ て 可 視 化 し た 。 左 側 の ブ ロ ッ ト 。 レ ー ン 1： ア フ ィ ニ テ ィ ー （ ニ
ッ ケ ル ） 精 製 し た MYC／ HIS BPC-1； レ ー ン 2： 293T対 照 細 胞 、 24時 間 馴 化 培 地 。 右 側 の ブ
ロ ッ ト 。 レ ー ン 1： 293T対 照 細 胞 、 24時 間 馴 化 培 地 ； レ ー ン 2： MYC／ HIS付 加 BPC-1ベ ク タ
ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T、 24時 間 馴 化 培 地 ； レ ー ン 3： ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ A
P） ／ BPC-1融 合 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 293T細 胞 、 24時 間 馴 化 培 地 ； レ ー ン 4：
対 照 Neoレ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 さ せ て G418選 択 を 行 っ た PC3細 胞 、 4日 馴 化 培 地 ； レ ー ン 5：
BPC-1レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 さ せ て G418選 択 を 行 っ た PC3細 胞 、 4℃ で 1週 間 保 存 し た 4日 馴
化 培 地 ； レ ー ン 6： BPC-1レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 さ せ て G418選 択 を 行 っ た PC3細 胞 、 4日 馴 化
培 地 ； レ ー ン 7： 対 照 Neoレ ト ロ ウ イ ル ス に 急 性 感 染 さ せ た NIH 3T3細 胞 、 4日 馴 化 培 地 ； レ
ー ン 8： BPC-1レ ト ロ ウ イ ル ス に 感 染 さ せ て G418選 択 を 行 っ た NIH 3T3細 胞 、 4日 馴 化 培 地 ；
レ ー ン 8： BPC-1レ ト ロ ウ イ ル ス に 急 性 感 染 さ せ た NIH 3T3細 胞 、 4日 馴 化 培 地 。
【 図 １ ４ 】 BPC-1-APが 馴 化 培 地 中 に 存 在 す る こ と を 示 す ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。 各 レ ー
ン は 、 293T細 胞 、 ま た は BPC-1-AP作 製 物 も し く は APの み を 有 す る 作 製 物 に よ る ト ラ ン ス フ
ェ ク ト 物 か ら 培 地 交 換 48時 間 後 に 回 収 し た 293T細 胞 か ら の 馴 化 培 地 20μ lを 含 む 。 蛋 白 質
の 検 出 に は 抗 HIS抗 体 を 用 い た 。
【 図 １ ５ 】 フ ァ ー ウ エ ス タ ン 分 析 を 用 い る と BPC-1-APは 45kDa蛋 白 質 と 結 合 す る 。 ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ ト の 作 製 に は 、 脳 、 精 巣 、 前 立 腺 、 異 種 移 植 片 LAPC4ADお よ び LAPC9AD、 な ら び
に 細 胞 株 3T3、 LAPC4、 LNCaPお よ び PC-3か ら の 可 溶 化 物 を 用 い た 。 ブ ロ ッ ト は 、 分 泌 型 ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の み を 産 生 す る 293T細 胞 株 か ら の 馴 化 培 地 （ B） 、 お よ び BPC-1-AP
を 含 む 培 地 （ A） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ シ グ ナ ル は 化 学
発 光 AP検 出 シ ス テ ム を 用 い て 検 出 し た 。
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【 図 １ － １ 】 【 図 １ － ２ 】

【 図 １ － ３ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 8月 10日 (2006.8.10)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 BPC-1タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 癌 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 ：
　 試 験 試 料 を 提 供 す る 段 階 ；
　 試 料 を 、 図 1に お い て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 番 号 1～ ア ミ ノ 酸 残 基 番 号 158の ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る BPC-1タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 試 料 に お け る BPC-1タ ン パ ク 質 の 、 該 抗 体 ま た は そ の 断 片 へ の 結 合 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 試 験 試 料 に 存 在 す る BPC-1タ ン パ ク 質 の 量 を 定 量 化 し 、 か つ 比 較 可 能 な 正 常 試 料 に 存 在
す る BPC-1タ ン パ ク 質 の 量 と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 正 常 試 料 に 対 す る 試 験 試 料 に お け る
よ り 多 い 量 の BPC-1タ ン パ ク 質 の 存 在 が BPC-1タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 癌 の 存 在 を 提 示 す る 、
段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 癌 が 前 立 腺 癌 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 癌 が 膀 胱 癌 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 試 料 が 血 清 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 試 料 が 尿 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 試 料 が 精 液 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 癌 の 存 在 を 診 断 す る 方 法 ：
　 （ a） 組 織 の 試 験 試 料 を 入 手 す る 段 階 ；
　 （ b） 試 験 試 料 に お い て 発 現 す る BPC-1 mRNAま た は タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 決 定 す る 段 階
； お よ び
　 （ c） 前 記 で 決 定 さ れ た レ ベ ル を 、 比 較 可 能 な 既 知 の 正 常 組 織 試 料 に お い て 発 現 す る BPC
-1 mRNAま た は タ ン パ ク 質 の レ ベ ル と 比 較 す る 段 階 で あ っ て 、 正 常 組 織 試 料 に 対 す る 試 験
試 料 に お け る 上 昇 し た BPC-1 mRNAま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 の 存 在 が 癌 の 存 在 の 提 示 を 提 供
す る 、 段 階 。
【 請 求 項 ９ 】
　 癌 が 前 立 腺 癌 で あ り 、 か つ 試 験 試 料 お よ び 正 常 組 織 試 料 が 、 前 立 腺 組 織 、 骨 組 織 、 リ ン
パ 組 織 、 血 清 、 血 液 、 ま た は 精 液 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 癌 が 膀 胱 癌 で あ り 、 か つ 試 験 試 料 お よ び 正 常 組 織 試 料 が 、 膀 胱 組 織 、 リ ン パ 組 織 、 血 清
、 血 液 、 精 液 、 ま た は 尿 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种可用于管理各种癌症（例如前列腺癌和膀胱
癌）的诊断方法和治疗方法。 已知由特定氨基酸序列代表的分泌性肿瘤
抗原BPC-1蛋白在前列腺癌细胞中高水平表达。 此外，编码该蛋白质并
具有特定核酸序列的多核苷酸，含有该多核苷酸的表达载体，含有该表
达载体的重组宿主细胞，通过培养宿主细胞生产蛋白质的方法，BPC-1
蛋白质 特异性结合的单克隆抗体，产生该抗体的杂交瘤，以及使用以可
检测标记物标记的抗体的测定方法。 [选择图]无


