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(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】癌の診断および治療のための標的構造体を提供する。

【解決手段】腫瘍関連様式において発現する遺伝子産物およびそれをコードする該核酸を

同定。同定された腫瘍関連抗原またはその一部あるいは誘導体、それらをコードする核酸

、前記コードする核酸に対する核酸、または本発明により同定された腫瘍関連抗原に対す

る抗体またはその一部あるいは誘導体を、治療および診断に使用。

【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 腫 瘍 関

連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核

酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ 】

　 腫 瘍 阻 害 活 性 が あ り 、 か つ 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る ま た は 異 常 発 現 す る 細 胞 に 対 し て 選

択 性 の あ る 薬 剤 か ら な る 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核

酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ３ 】

　 薬 剤 が 、 細 胞 死 の 誘 導 、 細 胞 増 殖 の 低 減 、 細 胞 膜 の 損 傷 ま た は サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を 起

こ す 請 求 項 ２ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ 】

　 薬 剤 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ア ン チ セ ン ス

核 酸 で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ５ 】

　 薬 剤 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 医 薬 組 成

物 。

【 請 求 項 ６ 】

　 薬 剤 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 、 補 体 活 性 化 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ 記 載 の 医 薬

組 成 物 。

【 請 求 項 ７ 】

　 投 与 し た 時 、 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 と 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と の 間 の 複 合 体 の 量 を 選 択 的 に

増 加 す る 薬 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ － ８ 、 ４ １ － ４ ４ 、 ５ １ － ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核

酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ８ 】

　 薬 剤 が 、

（ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 、

（ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 、

（ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 ま た は そ の 一 部 、 お よ び

（ ｉ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｈ Ｌ Ａ 分 子 と の 間 の 単 離 複 合 体 、 か ら な る 群 か ら

選 択 さ れ る １ 以 上 の 成 分 を 含 む 請 求 項 ７ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
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【 請 求 項 ９ 】

　 薬 剤 が ２ 以 上 の 薬 剤 を 含 み 、 そ れ ら の 薬 剤 は 、 そ れ ぞ れ 別 々 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た

は 活 性 を そ れ ぞ れ 選 択 的 に 抑 制 す る か 、 そ れ ぞ れ 別 々 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 に そ

れ ぞ れ 選 択 性 が あ る か 、 ま た は Ｈ Ｌ Ａ 分 子 と そ れ ぞ れ 別 々 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部

と の 間 の 複 合 体 の 量 を 増 加 し 、 か つ 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 の 少 な く と も １ 種 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核

酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ 、 ２ ま た は ７

記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 （ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 、

（ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 、

（ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 一 部 、

（ ｉ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ア ン チ セ ン ス 核

酸 、

（ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 ま た は そ の 一 部 、 お よ び

（ ｖ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｈ Ｌ Ａ 分 子 と の 間 の 単 離 複 合 体

か ら な ら 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 以 上 の 成 分 を 含 む 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、

前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核

酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 （ ｉ ｉ ） の 該 核 酸 が 、 発 現 ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 ８ ま た は １ ０ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 （ ｉ ｉ ） の 該 核 酸 が 、 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 し て い る 請 求 項 ８ ま た は １ ０ 記 載 の

医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 分 泌 す る 請 求 項 ８ ま た は １ ０ 記 載 の 医 薬 組

成 物 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 結 合 す る Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を 追 加 的 に 発 現 す る 請

求 項 ８ ま た は １ ０ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 遺 伝 子 組 換 え 方 法 で Ｈ Ｌ Ａ 分 子 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一

部 を 発 現 す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ６ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を 内 因 的 に 発 現 す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ７ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 抗 原 提 示 細 胞 で あ る 請 求 項 ８ 、 １ ０ 、 １ ４ ま た は １ ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ８ 】

　 抗 原 提 示 細 胞 が 、 樹 状 細 胞 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

10

20

30

40

50



(4) JP  2013-121346  A   2013.6.20

【 請 求 項 １ ９ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 非 増 殖 性 で あ る 請 求 項 ８ 、 １ ０ お よ び １ ３ ～ １ ８ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬

組 成 物 。

【 請 求 項 ２ ０ 】

　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ５ ま た は １ ０ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ １ 】

　 抗 体 が 、 キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 請 求 項 ５ ま た は １ ０ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ ２ 】

　 抗 体 が 、 天 然 抗 体 の 断 片 で あ る 請 求 項 ５ ま た は １ ０ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ ３ 】

　 抗 体 が 、 治 療 剤 ま た は 診 断 剤 に 結 合 し て い る 請 求 項 ５ ま た は １ ０ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ ４ 】

　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 、 ６ ～ ５ ０ 個 の 近 接 す る ヌ ク レ

オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 ４ ま た は １ ０ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ ５ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 が 、 前 記 医 薬 組 成 物 に よ っ て 提 供 さ れ 、 か つ 異 常 量 の 腫 瘍

関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 発 現 す る 細 胞 の 表 面 上 の Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 に 結 合 す る 請 求 項 ８ お よ び

１ ０ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ ６ 】

　 結 合 が 、 細 胞 溶 解 反 応 を 起 こ す お よ び ／ ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 を 誘 導 す る 請 求 項 ２ ５

記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ ７ 】

　 さ ら に 、 担 体 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 請 求 項 １ ～ ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の 医

薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ ８ 】

　 ア ジ ュ バ ン ト が 、 サ ポ ニ ン 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｃ ｐ Ｇ 、 サ イ ト カ イ ン ま た は ケ モ カ イ ン で

あ る 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ ９ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 治 療 の た め に 使 用 し て も よ い 請

求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ３ ０ 】

　 疾 患 が 、 癌 で あ る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ３ １ 】

　 疾 患 が 、 肺 腫 瘍 、 胸 部 腫 瘍 、 前 立 腺 腫 瘍 、 メ ラ ノ ー マ 、 結 腸 腫 瘍 、 胃 腫 瘍 、 膵 臓 腫 瘍 、

耳 鼻 咽 喉 腫 瘍 、 腎 細 胞 癌 ま た は 子 宮 頸 癌 、 大 腸 癌 ま た は 乳 癌 で あ る 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 医 薬

組 成 物 。

【 請 求 項 ３ ２ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ～ １ ９ 、 ４ ５ ～ ４ ８ 、 ６ ０ ～ ６ ６ 、 ８ ５ 、 ９

０ ～ ９ ７ 、 １ ０ ０ ～ １ ０ ２ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ １ ８ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３

、 １ ２ ４ 、 １ ３ ５ ～ １ ３ ７ 、 １ ３ ９ お よ び １ ４ ２ ～ １ ５ ０ 、 こ れ ら の 一 部 ま た は 誘 導 体 か

ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ ～ ３ １ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成

物 。

【 請 求 項 ３ ３ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、

（ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 検 出 お よ び ／ ま た は

（ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の 検 出 お よ び ／ ま た は

（ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る 抗 体 ま た は そ の 一 部 の 検 出 お よ び ／ ま た は

（ ｉ ｖ ） 患 者 か ら 単 離 し た た 生 物 試 料 中 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 特 異 的 な 細 胞 障

害 性 リ ン パ 球 ま た は ヘ ル パ ー Ｔ リ ン パ 球 の 検 出 を 含 み 、 か つ 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お よ
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び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核 酸

、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 診 断 方 法 。

【 請 求 項 ３ ４ 】

　 検 出 が 、

（ ｉ ） 生 物 試 料 を 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 あ る い は そ の 一 部 、 腫 瘍 関 連 抗 原 あ る

い は そ の 一 部 、 そ れ の 抗 体 、 ま た は 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 あ る い は ヘ ル パ ー Ｔ リ ン パ 球 に 特

異 的 に 結 合 す る 薬 剤 に 接 触 さ せ る こ と と 、

（ ｉ ｉ ） 薬 剤 と 、 核 酸 あ る い は そ の 一 部 、 腫 瘍 関 連 抗 原 あ る い は そ の 一 部 、 そ れ の 抗 体 、

ま た は 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 あ る い は ヘ ル パ ー Ｔ リ ン パ 球 と の 間 の 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る

こ と 、 と を 含 む 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ５ 】

　 検 出 を 、 対 応 す る 正 常 な 生 物 試 料 で の 検 出 と 対 比 す る 請 求 項 ３ ３ ま た は ３ ４ 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ３ ６ 】

　 疾 患 が 、 ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と し 、

検 出 が 、 前 記 ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る ２ 以 上 の 核 酸 ま た は そ れ ら の 一 部

の 検 出 、 ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ ら の 一 部 の 検 出 、 前 記 ２ 以 上 の 異 な る 腫

瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る ２ 以 上 の 抗 体 ま た は そ れ ら の 一 部 の 検 出 、 ま た は 前 記 ２ 以 上 の 異 な

る 腫 瘍 関 連 抗 原 に 特 異 的 な ２ 以 上 の 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 ま た は ヘ ル パ ー Ｔ リ ン パ 球 の 検 出

を 含 む 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ７ 】

　 核 酸 ま た は そ の 一 部 を 、 前 記 核 酸 ま た は そ の 一 部 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 し て 検 出 す る 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ８ 】

　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の ６ ～ ５ ０ の 近 接 す る ヌ

ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ９ 】

　 核 酸 ま た は そ の 一 部 を 検 出 す る た め に 、 前 記 核 酸 ま た は そ の 一 部 を 選 択 的 に 増 幅 す る 請

求 項 ３ ３ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ ０ 】

　 検 出 対 象 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 が 、 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 複 合 体 中 に 存 す る 請 求 項 ３

３ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ １ 】

　 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 が Ｈ Ｌ Ａ 分 子 で あ る 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ ２ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 特 異 的 に 結 合 す る

抗 体 を 使 用 し て 検 出 す る ３ ３ ～ ３ ６ お よ び ４ ０ ～ ４ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ ３ 】

　 抗 体 を 、 前 記 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 使 用 し て 検 出 す る 請

求 項 ３ ３ ～ ３ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ ４ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 後 退 、 進 行 ま た は 発 生 を 決 定 す

る 方 法 で あ っ て 、 前 記 疾 患 を 患 っ て い る ま た は 前 記 疾 患 で あ る こ と が 疑 わ れ る 患 者 か ら の

試 料 を 、

（ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 量 、

（ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の 量 、
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（ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 結 合 す る 抗 体 の 量 、 お よ び

（ ｉ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 間 の 複 合 体 に 特 異 的 で あ る 細 胞 溶

解 性 ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 性 Ｔ 細 胞 の 量 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の パ ラ メ ー タ

ー に つ い て 、 モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 含 み 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核

酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 方 法 。

【 請 求 項 ４ ５ 】

　 第 一 時 点 で 第 一 試 料 の 、 第 二 時 点 で 更 な る 試 料 の パ ラ メ ー タ ー （ 複 数 を 含 む ） を 測 定 し

、 疾 患 の 進 行 を 決 定 す る た め に ２ つ の 試 料 を 対 比 す る 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ ６ 】

　 疾 患 が 、 ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と し 、 モ ニ タ リ ン グ

が 、

（ ｉ ） 前 記 ２ 以 上 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 ま た は そ れ ら の 一 部 の 量

、

（ ｉ ｉ ） 前 記 ２ 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ ら の 一 部 の 量 、

（ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 ２ 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ ら の 一 部 に 結 合 す る ２ 以 上 の 抗 体 の 量 、

お よ び ／ ま た は

（ ｉ ｖ ） 前 記 ２ 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ ら の 一 部 と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 間 の 複 合 体 に 特

異 的 で あ る ２ 以 上 の 細 胞 溶 解 性 ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 性 Ｔ 細 胞 の 量

を モ ニ タ リ ン グ す る 請 求 項 ４ ４ ま た は ４ ５ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ ７ 】

　 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 量 を 、 前 記 核 酸 ま た は そ の 一 部 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 し て モ ニ タ リ ン グ す る 請 求 項 ４ ４ ～ ４ ６ の い ず れ か に 記

載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ ８ 】

　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の ６ ～ ５ ０ 個 の 近 接 す る

ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ ９ 】

　 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 量 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 前 記 核 酸 ま た は そ の 一 部 を 選 択 的

に 増 幅 す る 請 求 項 ４ ４ ～ ４ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ ０ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の 量 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は

そ の 一 部 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 使 用 す る 請 求 項 ４ ４ ～ ４ ６ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ １ 】

　 抗 体 の 量 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ

ド を 使 用 す る 請 求 項 ４ ４ ～ ４ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ ２ 】

　 細 胞 溶 解 性 ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 性 Ｔ 細 胞 の 量 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 腫 瘍 関 連

抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 間 の 複 合 体 を 提 供 す る 細 胞 を 使 用 す る 請 求 項 ４ ４ ～

４ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ ３ 】

　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 そ の 抗 体 、 そ の タ ン パ ク 質 あ る い は ペ プ チ ド 、 ま た は 細 胞

を 検 出 可 能 に 標 識 す る 請 求 項 ３ ７ ～ ３ ８ 、 ４ ２ ～ ４ ３ 、 ４ ７ ～ ４ ８ お よ び ５ ０ ～ ５ ２ の い

ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ ４ 】
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　 検 出 可 能 な マ ー カ ー が 、 放 射 性 マ ー カ ー ま た は 酵 素 性 マ ー カ ー で あ る 請 求 項 ５ ３ 記 載 の

方 法 。

【 請 求 項 ５ ５ 】

　 試 料 が 、 体 液 お よ び ／ ま た は 身 体 組 織 を 含 む 請 求 項 ３ ３ ～ ５ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ５ ６ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項

１ ～ ３ ２ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核

酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 方 法 。

【 請 求 項 ５ ７ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 を 、 治 療 し 、 診 断 し 、 モ ニ タ リ ン

グ す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と 結 合 し 、 治 療 剤 ま た は 診 断 と 合

わ さ っ て い る 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核

酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 方 法 。

【 請 求 項 ５ ８ 】

　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ４ ２ 、 ５ ０ ま た は ５ ７ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ ９ 】

　 抗 体 が キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 請 求 項 ４ ２ 、 ５ ０ ま た は ５ ７ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ ０ 】

　 抗 体 が 天 然 抗 体 の 断 片 で あ る 請 求 項 ４ ２ 、 ５ ０ ま た は ５ ７ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ １ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、

（ ｉ ） 前 記 患 者 か ら 反 応 性 細 胞 を 含 む 試 料 を 取 り 出 す こ と と 、

（ ｉ ｉ ） 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 対 す る 細 胞 溶 解 性 ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 性

Ｔ 細 胞 の 産 生 に 有 利 な 条 件 下 で 、 前 記 試 料 を 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 発 現 す る

宿 主 細 胞 と 接 触 さ せ る こ と と 、

（ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 発 現 す る 細 胞 を 溶 解 す る の に 適 し た 量 の 細 胞 溶

解 性 ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 性 Ｔ 細 胞 を 患 者 に 導 入 す る こ と 、 を 含 み 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原

が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核

酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 方 法 。

【 請 求 項 ６ ２ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 分 子 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 結 合 す る Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を 、 遺 伝 子 組 換 え
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に よ り 発 現 す る 請 求 項 ６ １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ ３ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 結 合 す る Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を 、 内 因 的 に 発 現 す る

請 求 項 ６ ２ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ ４ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、

（ ｉ ） 前 記 疾 患 に 伴 う 細 胞 が 発 現 す る 核 酸 を 同 定 す る こ と と 、

（ ｉ ｉ ） 宿 主 細 胞 を 前 記 核 酸 ま た は そ の 一 部 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と と 、

（ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 核 酸 の 発 現 の た め に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と と

、

（ ｉ ｖ ） 疾 患 に 伴 う 患 者 の 細 胞 へ の 免 疫 応 答 を 増 加 さ せ る の に 適 切 な 量 の 宿 主 細 胞 ま た は

そ の 抽 出 物 を 患 者 に 導 入 す る こ と 、 を 含 み 、 た だ し 前 記 核 酸 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核

酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 。

【 請 求 項 ６ ５ 】

　 さ ら に 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 提 供 す る Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 を 同 定 す る こ と を 含 み 、 か

つ 宿 主 細 胞 が 同 定 し た Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 を 発 現 し 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 提 供 す る 請 求

項 ６ ４ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ ６ 】

　 免 疫 応 答 が 、 Ｂ 細 胞 応 答 ま た は Ｔ 細 胞 応 答 を 含 む 請 求 項 ６ ４ ま た は ６ ５ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ ７ 】

　 免 疫 応 答 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 提 供 す る 宿 主 細 胞 に 特 異 的 な 、 ま た は 腫 瘍

関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 発 現 す る 患 者 の 細 胞 に 特 異 的 な 、 細 胞 溶 解 性 ま た は サ イ ト カ イ

ン 放 出 性 Ｔ 細 胞 の 産 生 を 含 む Ｔ 細 胞 応 答 で あ る 請 求 項 ６ ６ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ ８ 】

　 宿 主 細 胞 が 非 増 殖 性 で あ る 請 求 項 ６ １ ～ ６ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ ９ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 治 療 方 法 で あ っ て 、

（ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 の 異 常 量 を 発 現 す る 細 胞 を 患 者 か ら 同 定 す る こ と と 、

（ ｉ ｉ ） 前 記 細 胞 の 試 料 を 単 離 す る こ と と 、

（ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 細 胞 を 培 養 す る こ と と 、

（ ｉ ｖ ） 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る の に 適 切 な 量 の 前 記 細 胞 を 患 者 に 導 入 す る こ と

を 含 み 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核

酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 方 法 。

【 請 求 項 ７ ０ 】

　 疾 患 が 癌 で あ る 請 求 項 ３ ３ ～ ６ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ １ 】

　 患 者 に お け る 癌 の 進 行 を 阻 止 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ～ ３ ２ の い ず れ か に 記 載 の 医

薬 組 成 物 の 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
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【 請 求 項 ７ ２ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ～ １ ９ 、 ４ ５ ～ ４ ８ 、 ６ ０ ～ ６ ６ 、 ８ ５ 、 ９

０ ～ ９ ７ 、 １ ０ ０ ～ １ ０ ２ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ １ ８ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３

、 １ ２ ４ 、 １ ３ ５ ～ １ ３ ７ 、 １ ３ ９ お よ び １ ４ ２ ～ １ ５ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ

ノ 酸 配 列 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 を 含 む 請 求 項 ３ ３ ～ ７ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ ３ 】

　 （ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ～ ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 そ の 一 部 ま た

は 誘 導 体 を 含 む 核 酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 か ら な る 群 か ら 選 択

さ れ る 核 酸 。

【 請 求 項 ７ ４ 】

　 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ 、 １ ２ ～ １ ４ お よ び １ ４ ６ ～ １ ５ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 を 含 む タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す

る 核 酸 。

【 請 求 項 ７ ５ 】

　 請 求 項 ７ ３ ま た は ７ ４ に 記 載 の 核 酸 を 含 む 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 。

【 請 求 項 ７ ６ 】

　 ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 ７ ５ 記 載 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。

【 請 求 項 ７ ７ 】

　 ベ ク タ ー が 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ で あ る 請 求 項 ７ ６ 記 載 の 組 換

え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。

【 請 求 項 ７ ８ 】

　 さ ら に 、 核 酸 の 発 現 を 制 御 す る 発 現 制 御 配 列 を 含 む 請 求 項 ７ ５ ～ ７ ７ の い ず れ か に 記 載

の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。

【 請 求 項 ７ ９ 】

　 発 現 制 御 配 列 が 、 核 酸 に 対 し て 相 同 性 で あ る ま た は 異 種 性 で あ る 請 求 項 ７ ８ 記 載 の 組 換

え Ｄ Ｎ Ａ 分 子

【 請 求 項 ８ ０ 】

　 請 求 項 ７ ３ ま た は ７ ４ に 記 載 の 核 酸 、 ま た は 請 求 項 ７ ５ ～ ７ ９ の い ず れ か に 記 載 の 組 換

え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 。

【 請 求 項 ８ １ 】

　 さ ら に 、 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 請 求 項 ８ ０ 記 載 の 宿 主 細 胞 。

【 請 求 項 ８ ２ 】

　 請 求 項 ７ ３ 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 。

【 請 求 項 ８ ３ 】

　 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ 、 １ ２ ～ １ ４ 、 １ ７ ～ １ ９ 、 ９ ０ ～ ９ ７ 、 １ ０ ０ ～ １ ０ ２ 、

１ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４ 、 １ ３ ５ ～ １ ３ ７ お よ び １ ４

２ ～ １ ５ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含

む タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 。

【 請 求 項 ８ ４ 】

　 請 求 項 ８ ２ ま た は ８ ３ 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 抗 原 性 断 片 。

【 請 求 項 ８ ５ 】

　 ヒ ト Ｈ Ｌ Ａ 受 容 体 ま た は ヒ ト 抗 体 に 結 合 す る 請 求 項 ８ ２ ま た は ８ ３ 記 載 の タ ン パ ク 質 ま

た は ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 。

【 請 求 項 ８ ６ 】

　 タ ン パ ク 質 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は こ れ ら の 一 部 に 特 異 的 に 結 合 す る 薬 剤 で あ っ

て 、 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お
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よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核

酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 か ら な る 群 か ら 選 択

さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 薬 剤 。

【 請 求 項 ８ ７ 】

　 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ～ １ ９ 、 ４ ５ ～ ４ ８ 、 ６ ０

～ ６ ６ 、 ８ ５ 、 ９ ０ ～ ９ ７ 、 １ ０ ０ ～ １ ０ ２ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ １ ８

、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４ 、 １ ３ ５ ～ １ ３ ７ 、 １ ３ ９ お よ び １ ４ ２ ～ １ ５ ０ か ら な る 群 か

ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 請 求 項 ８ ６ 記 載 の 薬 剤

。

【 請 求 項 ８ ８ 】

　 抗 体 で あ る 請 求 項 ８ ６ ま た は ８ ７ 記 載 の 薬 剤 。

【 請 求 項 ８ ９ 】

　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ あ る い は ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は 抗 体 の 断 片 で あ る 請 求 項

８ ８ 記 載 の 薬 剤 。

【 請 求 項 ９ ０ 】

　 （ ｉ ） タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 一 部 と 、

（ ｉ ｉ ） 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 一 部 が 結 合 す る Ｍ Ｈ Ｃ 分 子

と の 複 合 体 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 た だ し 前 記 抗 体 は 、 （ ｉ ） ま た は （ ｉ ｉ ）

の 単 独 と は 結 合 せ ず 、 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は こ れ ら の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含

む 核 酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 か ら な る 群 か ら 選 択

さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 抗 体 。

【 請 求 項 ９ １ 】

　 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ～ １ ９ 、 ４ ５ ～ ４ ８ 、 ６ ０

～ ６ ６ 、 ８ ５ 、 ９ ０ ～ ９ ７ 、 １ ０ ０ ～ １ ０ ２ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ １ ８

、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４ 、 １ ３ ５ ～ １ ３ ７ 、 １ ３ ９ お よ び １ ４ ２ ～ １ ５ ０ か ら な る 群 か

ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 請 求 項 ９ ０ 記 載 の 抗 体

。

【 請 求 項 ９ ２ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ あ る い は ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は 抗 体 の 断 片 で あ る 請 求 項 ９ ０ ま た

は ９ １ 記 載 の 抗 体 。

【 請 求 項 ９ ３ 】

　 請 求 項 ８ ６ ～ ８ ９ の い ず れ か に 記 載 の 薬 剤 ま た は 請 求 項 ９ ０ ～ ９ ２ の い ず れ か に 記 載 の

抗 体 と 治 療 剤 ま た は 診 断 剤 と の 間 の 結 合 体 。

【 請 求 項 ９ ４ 】

　 治 療 剤 ま た は 診 断 剤 が 毒 素 で あ る 請 求 項 ９ ３ 記 載 の 結 合 体 。

【 請 求 項 ９ ５ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、

（ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド か す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 検 出 、

（ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の 検 出 、

（ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 一 部 の 検 出 、 お よ び ／ ま た は

（ ｉ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 間 の 複 合 体 に 特 異 的 な Ｔ 細 胞 の 検

出
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の た め の 薬 剤 を 含 み 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お

よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は こ れ ら の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含

む 核 酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 か ら な る 群 か ら 選 択

さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を 有 す る キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ ６ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 を 検 出 す る 薬 剤 が 、 前 記 核 酸 を 選 択 的 に

増 幅 す る た め の 核 酸 分 子 で あ る 請 求 項 ９ ５ 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ ７ 】

　 核 酸 を 選 択 的 に 増 幅 す る た め の 核 酸 分 子 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の ６ ～ ５ ０

の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 ９ ６ 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ ８ 】

　 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お よ び

１ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 由 来 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分

子 。

【 請 求 項 ９ ９ 】

　 抗 体 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ～ １ ９ 、 ４ ５ ～ ４ ８ 、 ６ ０ ～ ６ ６ 、 ８ ５ 、 ９ ０ ～ ９ ７

、 １ ０ ０ ～ １ ０ ２ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ １ ８ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４

、 １ ３ ５ ～ １ ３ ７ 、 １ ３ ９ お よ び １ ４ ２ ～ １ ５ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 使 用

し て 、 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 請 求 項 ５ 、 １ ０ お よ び ２ ０ ～ ２ ３ の い ず れ か に 記

載 の 医 薬 組 成 物 、 ま た は 請 求 項 ４ ２ 、 ５ ０ 、 ５ ３ お よ び ５ ７ ～ ６ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方

法 。

【 請 求 項 １ ０ ０ 】

　 抗 体 の 腫 瘍 関 連 抗 原 へ の 選 択 的 結 合 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 の グ リ コ シ ル 化 の 認 識 に 関 係 す る

請 求 項 ５ 、 １ ０ お よ び ２ ０ ～ ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 、 ま た は 請 求 項 ４ ２ 、 ５

０ 、 ５ ３ お よ び ５ ７ ～ ６ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ １ 】

　 抗 体 が 、 特 異 的 に グ リ コ シ ル 化 さ れ た 形 態 の 、 好 ま し く は 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 の 腫 瘍 関

連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 請 求 項 ５ 、 １ ０ お よ び ２ ０ ～ ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成

物 、 ま た は 請 求 項 ４ ２ 、 ５ ０ 、 ５ ３ お よ び ５ ７ ～ ６ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 学 際 的 ア プ ロ ー チ お よ び 古 典 的 な 治 療 手 段 を 徹 底 的 に 使 用 し て も 、 癌 は 依 然 と し て 死 の

主 要 原 因 で あ る 。 よ り 最 近 の 治 療 概 念 で は 、 患 者 の 免 疫 シ ス テ ム を 治 療 概 念 全 体 の 中 に 導

入 す る こ と を 目 的 と し て 、 遺 伝 子 組 換 え 腫 瘍 ワ ク チ ン お よ び 他 の 特 異 的 な 措 置 、 例 え ば 抗

体 治 療 が 利 用 さ れ て い る 。 そ の よ う な 療 法 が 成 功 す る た め の 前 提 条 件 と し て 、 腫 瘍 特 異 的

な あ る い は 腫 瘍 関 連 的 な 抗 原 ま た は 抗 原 決 定 基 を 認 識 す る た め に 患 者 の 免 疫 シ ス テ ム の エ

フ ェ ク タ ー 機 能 を 強 化 す る こ と に 踏 み 込 む 必 要 が あ る 。 腫 瘍 細 胞 は 、 も と も と の 非 悪 性 細

胞 と は 生 物 学 的 に 実 質 的 に 相 違 す る 。 こ れ ら の 相 違 の 原 因 は 、 腫 瘍 進 行 中 に 獲 得 し た 遺 伝

子 の 変 異 で あ り 、 ま た 、 そ の 結 果 、 と り わ け 、 癌 細 胞 中 に 質 的 に ま た は 量 的 に 変 異 し た 分

子 構 造 が 形 成 さ れ る 。 こ の 種 の 腫 瘍 関 連 構 造 は 、 そ の 腫 瘍 を 宿 し て い る 宿 主 の 特 異 的 な 免

疫 シ ス テ ム に よ っ て 認 識 さ れ 、 腫 瘍 関 連 抗 原 と 言 う 。 腫 瘍 関 連 抗 原 の 特 異 的 認 識 に は 、 細

胞 性 メ カ ニ ズ ム お よ び 体 液 性 メ カ ニ ズ ム 、 す な わ ち 二 つ の 機 能 的 に 関 連 し た 単 位 が 必 要 で

あ る 。 処 理 さ れ た 抗 原 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ （ 主 要 組 織 適 合 複 合 体 ） ク ラ ス Ｉ Ｉ お よ び Ｉ の 分 子 上 に

提 示 さ れ て そ れ ぞ れ Ｃ Ｄ ４
＋

Ｔ リ ン パ 球 お よ び Ｃ Ｄ ８
＋

Ｔ リ ン パ 球 に よ っ て 認 識 さ れ 、 他
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方 、 処 理 さ れ て い な い 抗 原 は 、 Ｂ リ ン パ 球 が 産 生 し た 循 環 す る 抗 体 分 子 に よ っ て 直 接 に 捕

縛 さ れ る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 が 臨 床 治 療 上 で 潜 在 的 に 重 要 で あ る 理 由 は 、 免 疫 シ ス テ ム が 腫 瘍

性 細 胞 上 の 抗 原 を 認 識 す る と 、 細 胞 障 害 性 エ フ ェ ク タ ー の メ カ ニ ズ ム が 起 動 し 、 か つ ヘ ル

パ ー Ｔ 細 胞 が 存 在 す る 場 合 に は 癌 細 胞 が 消 滅 可 能 と な る か ら で あ る （ Pardoll ,Nat.Med.4:

525-31,1998） 。 し た が っ て 、 腫 瘍 免 疫 学 の 中 心 目 標 は 、 こ れ ら の 構 造 を 分 子 的 に 明 確 に

す る こ と で あ る 。 こ れ ら の 抗 原 の 分 子 的 性 状 は 、 長 い 間 、 謎 で あ っ た 。 適 正 な ク ロ ー ニ ン

グ 技 術 が 開 発 さ れ た 後 に 、 腫 瘍 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 体 系 的 に ス ク リ ー ニ ン グ し

て 腫 瘍 関 連 抗 原 を 探 査 す る た め に 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 （ Ｃ Ｔ Ｌ ） の 標 的 構 造 体 を 分 析 し

（ van der Bruggenら ,Science254:1643-7,1991） 、 あ る い は 循 環 自 己 抗 体 （ Sahinら ,Curr

.Opin.Im munol.9:709-16,1997） を プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と が 初 め て 可 能 に な っ た 。

新 鮮 な 腫 瘍 組 織 か ら 作 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 最 終 的 に は 遺 伝 子 組 換 技 術 に

よ り タ ン パ ク 質 と し て 適 切 な 系 で 発 現 さ れ た 。 患 者 か ら 単 離 さ れ た 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 、 す

な わ ち 、 腫 瘍 特 異 的 溶 解 パ タ ー ン を 持 つ Ｃ Ｔ Ｌ 細 胞 株 、 ま た は 循 環 自 己 抗 体 を 利 用 し て そ

れ ぞ れ の 抗 原 を ク ロ ー ン 化 し た 。

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 近 年 、 抗 原 の 多 様 性 が 、 こ れ ら の ア プ ロ ー チ に よ り 種 々 の 新 生 物 形 成 に お い て 明 確 に さ

れ て き た 。 し か し 、 先 に 記 述 し た 古 典 的 な 方 法 に お い て 抗 原 同 定 に 利 用 さ れ る プ ロ ー ブ は

、 普 通 、 す で に 癌 が 進 行 し た 患 者 か ら の 免 疫 エ フ ェ ク タ ー （ 循 環 自 己 抗 体 ま た は Ｃ Ｔ Ｌ ク

ロ ー ン ） で あ る 。 数 多 く の デ ー タ の 示 唆 に よ る と 、 腫 瘍 に よ っ て 、 例 え ば Ｔ 細 胞 は 寛 容 化

し 免 疫 性 を 欠 如 し 、 特 に 疾 患 の 進 行 の 間 に 効 果 的 な 免 疫 認 識 を 招 来 す る 筈 の 特 異 性 が 免 疫

エ フ ェ ク タ ー の レ パ ー ト リ ー か ら 失 わ れ る 。 現 在 ま で 忍 耐 強 い 研 究 を し て き た が 、 既 に 発

見 し 利 用 し て い る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 本 当 の 作 用 に つ い て は 確 か な 証 拠 が 未 だ 得 ら れ て い な い

。 し た が っ て 、 自 動 免 疫 応 答 を 招 来 す る タ ン パ ク 質 を 不 適 切 な 標 的 構 造 体 と し て 除 外 す る

こ と は で き な い 。
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【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 は 、 癌 の 診 断 お よ び 治 療 の た め の 標 的 構 造 体 を 提 供 す る こ と を 目 的 と し た 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 こ の 目 的 を 請 求 項 の 主 題 事 項 に よ っ て 達 成 す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 で は 、 腫 瘍 に 伴 っ て 発 現 す る 抗 原 お よ び そ れ を コ ー ド す る 核 酸 を 同 定 し 提 供 す る

方 法 を 追 及 し た 。 こ の 方 法 の 根 拠 は 、 特 定 の 遺 伝 子 は 器 官 特 異 的 に 、 た と え ば 、 大 腸 、 肺

ま た は 腎 臓 の 組 織 で 専 ら 発 現 す る が 、 そ れ ぞ れ の 各 器 官 の 腫 瘍 細 胞 で ば か り で な く 、 他 の

組 織 の 腫 瘍 細 胞 に お い て も 転 移 的 な 許 し が た い 様 式 で 再 活 性 化 す る と い う 事 実 で あ る 。 最

初 に 、 デ ー タ を 探 査 し て 、 公 知 の 器 官 特 異 的 遺 伝 子 全 て の で き る だ け 完 全 な リ ス ト を 作 り

、 次 い で 、 そ れ ら が 異 な る 腫 瘍 で 異 常 に 活 性 化 す る の を 評 価 す る た め に 特 定 の Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ

Ｒ に よ っ て 発 現 を 解 析 す る 。 デ ー タ 探 査 は 、 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 を 同 定 す る 公 知 の 方 法 で あ る

。 し か し 、 従 来 の 方 法 で は 、 一 般 に 正 常 組 織 ラ イ ブ ラ リ ー の ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム が 腫 瘍

組 織 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 電 子 的 に 欠 失 さ れ る 。 こ れ は そ れ 以 外 の 遺 伝 子 が 腫 瘍 特 異 的 な の で

あ ろ う と い う 仮 定 に よ る （ Schmittら , Nucleics Res. 27:4251-60, 1999; Vasmatzisら ,

Proc.Natl . Acad. Sci. USA. 95:300-4, 1998; Scheurleら , Cancer Res. 60:4037-43, 2

000） 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 し か し 、 本 発 明 の 考 え 方 の 基 本 は 、 デ ー タ 探 査 を 利 用 し て 器 官 特 異 的 遺 伝 子 を 電 子 的 に

抽 出 し 、 次 い で こ れ ら 遺 伝 子 の 腫 瘍 中 で の 発 現 を 評 価 す る こ と で あ り 、 こ れ は 非 常 に 成 功

だ っ た こ と が 判 っ て い る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 す な わ ち 、 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 中 で 別 異 の 発 現 を し た 組 織 特 異 的 遺 伝 子 を
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同 定 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 に よ っ て 、 一 般 の 配 列 ラ イ ブ ラ リ ー （ 「 イ ン シ リ コ 」 ）

を デ ー タ 探 査 す る こ と と 、 続 い て 研 究 室 実 験 （ 「 ウ ェ ッ ト ベ ン チ 」 ） の 研 究 成 果 を 評 価 す

る こ と と が 組 合 わ さ れ る 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 ２ つ の 異 な る 生 命 情 報 科 学 ス ク リ プ ト に 基 づ い て 組 み 合 わ せ た 本 発 明 方 法 に よ り 、 腫 瘍

遺 伝 子 が 新 規 に 同 定 可 能 に な っ た 。 こ れ ら 遺 伝 子 は 、 純 粋 に 器 官 特 異 的 な も の と し て 予 め

分 類 さ れ て い る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 腫 瘍 細 胞 中 で 異 常 に 活 性 化 す る と い う 知 見 に よ れ ば 、

機 能 的 な 意 味 合 い の あ る 実 質 的 に 新 し い 特 質 を こ れ ら 遺 伝 子 に 付 与 す る こ と が 可 能 に な る

。 こ れ ら の 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 お よ び そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る 遺 伝 子 産 物 が 、 免 疫 抗 原 性 作

用 と は 別 個 に 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ 提 供 さ れ た 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 同 定 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 は 、 （ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８ 、 ４

１ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核

酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核 酸 、 （ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で

（ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、 （ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変

性 し た 核 酸 、 お よ び （ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸

、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 好 ま し

い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 は 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ～ ８

、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、 ８ ４ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ お よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ

る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発

明 に よ り 同 定 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 は 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ～ １ ９ 、 ４ ５ ～ ４ ８ 、 ６ ０

～ ６ ６ 、 ８ ５ 、 ９ ０ ～ ９ ７ 、 １ ０ ０ ～ １ ０ ２ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ １ ８

、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４ 、 １ ３ ５ ～ １ ３ ７ 、 １ ３ ９ お よ び １ ４ ２ ～ １ ５ ０ か ら な る 群 か

ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 、 そ れ

ら を コ ー ド す る 核 酸 、 前 記 コ ー ド す る 核 酸 に 対 す る 核 酸 、 ま た は 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ た

腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る 抗 体 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 、 治 療 お よ び 診 断 に 使 用 す る

こ と に 関 す る 。 こ れ ら の 抗 原 、 機 能 的 断 片 、 核 酸 、 抗 体 等 は 、 そ れ ぞ れ 個 別 に 、 あ る い は

２ 以 上 を 組 み 合 わ せ て 、 あ る い は 実 施 形 態 に よ っ て は 他 の 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 お よ び 抗 原 と 組

み 合 わ せ て 、 診 断 、 治 療 お よ び 進 行 制 御 に 利 用 し て よ い 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 治 療 お よ び ／ ま た は 診 断 に 適 し た 疾 患 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の １ 以

上 が 選 択 的 に 発 現 す る ま た は 異 常 に 発 現 す る 疾 患 で あ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 は 、 ま た 、 腫 瘍 細 胞 に 伴 っ て 発 現 す る 核 酸 お よ び 遺 伝 子 産 物 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 公 知 の 遺 伝 子 が 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け て （ ス プ ラ イ ス 変 異 体

） ま た は 別 の オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム を 使 用 し た た め に 変 化 し た 翻 訳 を 受 け て

生 成 し た 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 遺 伝 子 産 物 に 関 す る 。 こ の 態 様 で は 、 本

発 明 は 、 配 列 表 の Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ～ ５ に よ る 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸

配 列 を 含 む 核 酸 に 関 す る 。 さ ら に 、 こ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 配 列 表 の Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ

Ｏ ： １ ０ お よ び １ ２ ～ １ ４ に よ る 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン

パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 関 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 本 発 明 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 、 腫 瘍 疾

患 の 診 断 お よ び 治 療 の た め の 標 的 物 質 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 特 に 、 本 発 明 は 、 配 列 表 の Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し 、 こ の

配 列 は 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ た 別 の オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム に よ っ て コ ー ド

さ れ て お り 、 予 め 記 載 し た タ ン パ ク 質 配 列 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ） と 異 な る 点 は こ の

タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 に ８ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 が 追 加 さ れ て い る こ と で あ る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】

　 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 、 極 め て 異 な る メ カ ニ ズ ム に よ っ て 産 生 さ れ る と 推 測 さ れ る 。 例 え

ば 、

－ 　 利 用 す る 転 写 開 始 部 位 が 変 動 す る 。

－ 　 利 用 す る エ ク ソ ン が 追 加 さ れ る 。

－ 　 １ 個 あ る い は ２ 以 上 の エ ク ソ ン の ス プ ラ イ ス ア ウ ト が 完 全 で あ っ た り 不 完 全 で あ っ た

り す る 。

－ 　 突 然 変 異 （ 新 し い 供 与 体 ／ 受 容 体 配 列 の 欠 失 ま た は 生 成 ） を 介 し て ス プ ラ イ ス 調 整 因

子 の 配 列 が 変 化 す る 。

－ 　 イ ン ト ロ ン 配 列 の 除 去 が 不 完 全 で あ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 遺 伝 子 が 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け る と 転 写 産 物 の 配 列 が 変 化 す る （ ス プ ラ イ ス 変 異

体 ） 。 そ の 変 化 し た 配 列 の 領 域 で ス プ ラ イ ス 変 異 体 が 翻 訳 さ れ る と 、 元 の タ ン パ ク 質 と は

構 造 お よ び 機 能 に お い て 明 確 に 異 な る 別 の タ ン パ ク 質 に な る 。 腫 瘍 関 連 ス プ ラ イ ス 変 異 体

に よ り 、 腫 瘍 関 連 転 写 産 物 お よ び 腫 瘍 関 連 タ ン パ ク 質 ／ 抗 原 が 産 生 す る と 推 測 さ れ る 。 こ

れ ら は 、 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る た め お よ び 腫 瘍 の 治 療 的 標 的 物 質 用 の 分 子 マ ー カ ー と し て 使

用 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ り 、 た と え ば 、 血 液 、 血 清 、 骨 髄 、 痰 、 気 管 支 洗 浄 液 、 分 泌 液

お よ び 生 体 組 織 切 片 に お い て 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る た め に は 、 た と え ば 、 核 酸 を 抽 出 し た 後

に ス プ ラ イ ス 変 異 体 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 行 え ば よ い 。 特 に 、 そ

の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 適 切 な プ ラ イ マ ー 対 で は 、 そ の 少 な く と も １ 種 は ス プ ラ イ ス

変 異 体 の 腫 瘍 関 連 領 域 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 結 合 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 実 施 例

に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に 、 配 列 表 の Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ４ ～ ３ ６ 、 ３ ９ 、

４ ０ お よ び １ ０ ７ ～ １ １ ０ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る あ る い は 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

は こ の 目 的 の た め に 適 切 で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 配 列 に 依 存 す る 検 出 シ ス テ ム は 全 て 検

出 に 適 切 で あ る 。 こ れ ら は 、 Ｐ Ｃ Ｒ と は 別 に 、 た と え ば 、 遺 伝 子 チ ッ プ ／ マ イ ク ロ ア レ ー

シ ス テ ム 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ （ Ｒ Ｄ Ａ ） な ど で あ る 。 全

て の 検 出 シ ス テ ム に 共 通 す る 点 は 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 に 特 異 的 な 少 な く と も １ 個 の 核 酸 配

列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ と を 検 出 の 基 礎 と す る こ と で あ る 。 し か し 、 腫 瘍 細

胞 を 本 発 明 に よ り 検 出 す る た め に 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 が コ ー ド す る 特 異 的 抗 原 決 定 基 を 認

識 す る 抗 体 を 使 用 し て も よ い 。 該 抗 体 を 調 製 す る た め に 、 前 記 ス プ ラ イ ス 変 異 体 に 対 し て

特 異 的 な ペ プ チ ド を 免 疫 化 に 使 用 し て も よ い 。 こ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 特 に 、 配 列 表 の

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ７ ～ １ ９ 、 １ １ １ ～ １ １ ５ 、 １ ２ ０ お よ び １ ３ ７ か ら 選 択 さ れ る

配 列 を 有 す る ま た は 含 む ペ プ チ ド お よ び こ れ に 対 す る 特 異 的 抗 体 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 ま た 、 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る た め に 、 腫 瘍 特 異 的 に 修 飾 さ れ た グ リ コ シ ル 化 変 異 体 を 認 識

す る 抗 体 を 使 用 し て も よ い 。 そ の よ う な 抗 体 の 産 生 の た め に は 、 腫 瘍 細 胞 と 正 常 細 胞 と の

間 で 異 な る グ リ コ シ ル 化 を す る ペ プ チ ド 領 域 が あ れ ば 適 切 で あ る 。 こ の 態 様 で は 、 本 発 明

は 、 特 に 、 配 列 表 の Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ７ ～ １ ９ 、 １ １ １ ～ １ １ ５ 、 １ ２ ０ 、 １ ３ ７

お よ び １ ４ ２ ～ １ ４ ５ か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ま た は 含 む ペ プ チ ド お よ び そ れ に 対 す

る 特 異 的 抗 体 に 関 す る 。 Ｎ 結 合 糖 残 基 が 内 因 的 に 脱 グ リ コ シ ル 化 す る と 、 ア ス パ ラ ギ ン が

ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 変 換 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の タ ン パ ク 質 は 配 列 を 腫 瘍

特 異 的 に 変 更 さ せ 、 そ の 結 果 生 物 学 的 お よ び 抗 体 結 合 的 特 性 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。

こ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 特 に 、 配 列 表 の Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ４ ６ ～ １ ５ ０ か ら 選 択

さ れ る 配 列 を 有 す る ま た は 含 む ペ プ チ ド お よ び そ れ に 対 す る 特 異 的 抗 体 に 関 す る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 好 ま し く は 正 常 細 胞 で 産 生 し た 遺 伝 子 産 物 の 変 異 体 と は 明 ら か に 相 違 す る 抗 原 決 定 基 を

持 つ ア ミ ノ 酸 は 、 免 疫 化 に と っ て 特 に 適 す る 。 腫 瘍 細 胞 の 検 出 は 、 患 者 か ら 単 離 し た 試 料

に 抗 体 を 使 用 し て 、 あ る い は 静 脈 内 投 与 し た 抗 体 で 画 像 化 し て 行 っ て も よ い 。 新 し い ま た

は 変 化 し た 抗 原 決 定 基 を 有 す る ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 、 診 断 的 に 有 用 で あ る ば か り か 、 免 疫

治 療 の 標 的 物 質 と し て 魅 力 的 で あ る 。 本 発 明 の 抗 原 決 定 基 を 利 用 し て 、 治 療 上 活 性 な モ ノ
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ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は Ｔ リ ン パ 球 を 標 的 と し て も よ い 。 受 動 的 免 疫 治 療 で は 、 ス プ ラ イ ス

変 異 体 に 特 異 的 な 抗 原 決 定 基 を 認 識 す る 抗 体 ま た は Ｔ リ ン パ 球 を 養 子 免 疫 移 入 す る 。 ま た

、 他 の 抗 原 の 場 合 と 同 様 に 、 標 準 技 術 （ 動 物 の 免 疫 化 、 遺 伝 子 組 換 え 抗 体 の 単 離 の た め の

パ ン イ ン グ 方 法 ） を 使 用 し て 抗 体 を 産 生 す る に 当 た り 、 こ れ ら 抗 原 決 定 基 を 含 む ポ リ ペ プ

チ ド を 利 用 す る 。 あ る い は 、 前 記 抗 原 決 定 基 を 含 む オ リ ゴ － ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド

す る 核 酸 を 免 疫 化 に 利 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 抗 原 決 定 基 特 異 的 Ｔ リ ン パ 球 の イ ン ビ ト

ロ ま た は イ ン ビ ボ 生 産 の た め の 種 々 の 技 術 は 、 公 知 で あ り 、 詳 細 に 記 載 さ れ て い る （ た と

え ば 、 Kessler JHら , 2001, Sahinら , 1997） 。 こ れ ら の 技 術 は 、 同 様 に 、 ス プ ラ イ ス 変

異 体 特 異 的 抗 原 決 定 基 を 含 む オ リ ゴ － ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 利 用 ま た は 該 オ リ ゴ － ま た は

ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 利 用 に 基 礎 を 置 く 。 ま た 、 こ の ス プ ラ イ ス 変 異 体 特 異 的

抗 原 決 定 基 を 含 む オ リ ゴ － あ る い は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核

酸 は 、 能 動 的 免 疫 治 療 （ ワ ク チ ン 接 種 、 ワ ク チ ン 治 療 ） に お い て 、 医 薬 的 に 活 性 な 物 質 と

し て 使 用 し て も よ い 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 組 織 に お い て 、 性 質 お よ び ２ 次 修 飾 の 程 度 が 異 な

る タ ン パ ク 質 に 関 す る （ た と え ば 、 Durand & Seta, 2000; Clin. Chem. 46: 795-805; Ha

komori, 1996; Cancer Res. 56: 5309-18） 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 タ ン パ ク 質 修 飾 の 分 析 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 行 う こ と が で き る 。 特 に 、 一 般 的 に

数 ｋ Ｄ ａ の グ リ コ シ ル 化 体 が あ る と 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 離 可 能 な 標 的 タ ン パ ク 質 の 全

質 量 は 高 く な る 。 特 異 的 Ｏ － お よ び Ｎ － グ リ コ シ ド 結 合 を 検 出 す る に は 、 タ ン パ ク 質 溶 解

物 を Ｏ － ま た は Ｎ － グ リ コ シ ラ ー ゼ （ そ れ ぞ れ 作 製 者 の 説 明 に よ れ ば 、 た と え ば 、 Ｐ Ｎ Ｇ

ア ー ゼ 、 エ ン ド グ リ コ シ タ ー ゼ Ｆ 、 エ ン ド グ リ コ シ タ ー ゼ Ｈ 、 ロ ッ シ ェ 診 断 剤 ） と 共 に イ

ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に Ｓ Ｄ Ｓ を 使 用 し て 変 性 さ せ る 。 そ の 後 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 行

う 。 標 的 タ ン パ ク 質 の サ イ ズ を 縮 小 し た 場 合 は 、 特 異 的 グ リ コ シ ル 化 体 を グ リ コ シ ダ ー ゼ

と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら 同 上 の 方 法 で 検 出 す る こ と が で き 、 し た が っ て 、 修 飾 の 腫

瘍 特 異 性 も 分 析 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 細 胞 お よ び 正 常 細 胞 に お い て グ リ コ シ ル 化 が 異 な

っ て い る タ ン パ ク 質 の 領 域 は 、 特 に 興 味 深 い 。 し か し 、 グ リ コ シ ル 化 に お け る こ の よ う な

相 違 が こ れ ま で に 記 述 さ れ て い る の は 、 数 種 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 だ け で あ る （ た と え ば

、 Ｍ ｕ ｃ １ ） 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 に よ り 、 腫 瘍 に お け る ク ロ ー デ ィ ン － １ ８ の 種 々 異 な る グ リ コ シ ル 化 を 検 出 す る

こ と が 可 能 で あ っ た 。 消 化 器 癌 、 膵 臓 癌 、 食 道 腫 瘍 、 前 立 腺 腫 瘍 お よ び 肺 腫 瘍 で は 、 ク ロ

ー デ ィ ン － １ ８ の グ リ コ シ ル 化 の レ ベ ル が 低 い 。 ク ロ ー デ ィ ン － １ ８ タ ン パ ク 質 の 抗 原 決

定 基 は 正 常 組 織 で は グ リ コ シ ル 化 に よ り マ ス ク さ れ る が 、 腫 瘍 細 胞 で は グ リ コ シ ル 化 が 欠

如 し て い る の で 覆 わ れ て い な い 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ れ ば 、 そ れ ら の ド メ イ ン に 結 合

す る リ ガ ン ド お よ び 抗 体 を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ る そ の よ う な リ ガ ン ド

お よ び 抗 体 は 健 常 細 胞 上 の ク ロ ー デ ィ ン － １ ８ に は 結 合 し な い 。 理 由 は グ リ コ シ ル 化 に よ

り 抗 原 決 定 基 が 覆 わ れ て い る か ら で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 し た が っ て 、 腫 瘍 関 連 ス プ ラ イ ス 変 異 体 か ら 誘 導 し た タ ン パ ク 質 抗 原 決 定 基 に 関 し て 前

記 し た よ う に 、 種 々 異 な る グ リ コ シ ル 化 を 利 用 し て 診 断 お よ び 治 療 の 目 的 で 正 常 細 胞 と 腫

瘍 細 胞 と を 識 別 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 を 認 識 す る 薬 剤 を 含

む 医 薬 組 成 物 に 関 し 、 そ の 薬 剤 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異

常 発 現 を 示 す 細 胞 に 選 択 的 で あ る も の が 好 ま し い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 薬 剤 は 、 細

胞 死 の 誘 導 、 細 胞 増 殖 の 低 減 、 細 胞 膜 へ の 損 傷 ま た は サ イ ト カ イ ン 分 泌 を 起 こ し て も よ く

、 腫 瘍 阻 害 活 性 で あ る の が 好 ま し い 。 一 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す

る 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 で あ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は
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、 薬 剤 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ り 、 特 に 、 補 体 に よ り 活 性 化 さ れ ま

た は 毒 素 が 結 合 し た 抗 体 で あ っ て 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 さ ら な

る 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 が ２ 以 上 の 薬 剤 を 含 み 、 そ れ ら 薬 剤 は そ れ ぞ れ に 別 異 の 腫 瘍 関 連 抗

原 を 選 択 的 に 認 識 し 、 た だ し そ れ ら 抗 原 の 少 な く と も １ 種 は 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍

関 連 抗 原 で あ る 。 認 識 に は 、 抗 原 の 活 性 ま た は 発 現 の 抑 制 を 直 接 伴 う 必 要 は な い 。 本 発 明

の こ の 態 様 で は 、 抗 原 を 腫 瘍 に 選 択 的 に 限 定 し た 場 合 に は 、 こ の 抗 原 は 腫 瘍 の 特 定 位 置 に

エ フ ェ ク タ ー を 動 員 す る メ カ ニ ズ ム の た め の 標 識 と し て 機 能 さ せ る の が 好 ま し い 。 好 ま し

い 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 は 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 で あ り 、 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 上 の 抗 原 を 認 識 し て 、

こ の よ う に 標 識 し た 細 胞 を 溶 解 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選

択 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ り 、 前 記 細 胞 に 天 然 ま た は 人 工 の エ フ ェ ク タ ー を 動 員 す る 。 さ ら

な る 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 は 、 ヘ ル パ ー Ｔ リ ン パ 球 で あ り 、 前 記 抗 原 を 特 異 的 に 認 識 す る 他

の 細 胞 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 強 化 す る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 活 性 を

抑 制 す る 薬 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原

を コ ー ド す る 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 で あ る 。 さ ら な る 実

施 形 態 で は 、 薬 剤 は 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は

、 薬 剤 が ２ 以 上 の 薬 剤 を 含 み 、 そ れ ら 薬 剤 は そ れ ぞ れ 別 異 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 活

性 を 選 択 的 に 抑 制 し 、 た だ し そ れ ら 抗 原 の 少 な く と も １ 種 は 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍

関 連 抗 原 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 投 与 し た 時 、 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 と 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 由

来 の ペ プ チ ド 抗 原 決 定 基 と の 複 合 体 の 量 を 選 択 的 に 増 加 す る 薬 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す

る 。 一 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 は 、 （ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 、 （ ｉ ｉ ） 前 記 腫 瘍 関

連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を コ ー ド す る 核 酸 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を

発 現 す る 宿 主 細 胞 、 お よ び （ ｉ ｖ ） 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 由 来 の ペ プ チ ド 抗 原 決 定 基 と Ｍ Ｈ Ｃ

分 子 と の 単 離 し た 複 合 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の 成 分 を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は

、 薬 剤 が ２ 以 上 の 薬 剤 を 含 み 、 そ れ ら 薬 剤 は そ れ ぞ れ 別 異 の 腫 瘍 関 連 抗 原 由 来 の ペ プ チ ド

抗 原 決 定 基 と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 複 合 体 の 量 を 選 択 的 に 増 加 し 、 た だ し そ れ ら 抗 原 の 少 な く と

も １ 種 は 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 、 （ ｉ

ｉ ） 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 、 （ ｉ ｉ ｉ ）

本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は そ の 一 部 、 （ ｉ ｖ ） 本 発 明

に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ア ン チ

セ ン ス 核 酸 、 （ ｖ ） 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 ま た は そ の

一 部 、 お よ び （ ｖ ｉ ） 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｈ Ｌ Ａ 分 子

と の 単 離 複 合 体 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の 成 分 を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を コ ー ド す る 核 酸 が 医 薬 組 成 物 に

お い て 発 現 ベ ク タ ー 中 に 存 在 し 、 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 し て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 に 存 在 す る 宿 主 細 胞 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 分 泌 し 、

そ れ を 表 面 で 発 現 し て も よ く 、 あ る い は 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 結 合 す る Ｈ

Ｌ Ａ 分 子 を 追 加 的 に 発 現 し て も よ い 。 一 実 施 形 態 で は 、 宿 主 細 胞 は 内 因 性 的 に Ｈ Ｌ Ａ 分 子

を 発 現 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 宿 主 細 胞 は 、 遺 伝 子 組 換 え 方 法 に よ り Ｈ Ｌ Ａ 分 子 お

よ び ／ ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 発 現 す る 。 宿 主 細 胞 は 、 非 増 殖 性 が 好 ま し い

。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 宿 主 細 胞 は 抗 原 提 示 細 胞 で あ り 、 特 に 樹 状 細 胞 、 単 核 細 胞 ま た

は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】
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　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 に 存 在 す る 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 さ ら な

る 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 キ メ ラ ま た は ヒ ト 化 抗 体 、 天 然 抗 体 ま た は 合 成 抗 体 の 断 片 で あ

っ て 、 そ の 全 て を コ ン ビ ナ ト リ ー 技 術 に よ っ て 生 成 し て も よ い 。 抗 体 は 、 治 療 ま た は 診 断

的 に 有 益 な 薬 剤 と 合 わ さ っ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 に 存 在 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 ６ ～ ５ ０ 個 、 特 に 、 １ ０ ～ ３ ０

個 、 １ ５ ～ ３ ０ 個 お よ び ２ ０ ～ ３ ０ 個 の 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す

る 核 酸 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で も よ い 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 が 提 供 す る 腫 瘍 関 連 抗 原 は 、 直 接 に ま た は

核 酸 ま た は そ の 一 部 の 発 現 を 介 し て 、 細 胞 の 表 面 上 の Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 に 結 合 し 、 該 結 合 に よ っ

て 細 胞 溶 解 性 応 答 が 生 起 さ れ お よ び ／ ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 が 誘 発 さ れ る の が 好 ま し い

。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 医 薬 的 に 適 合 性 の あ る 担 体 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん

で も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト は 、 サ ポ ニ ン 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｃ ｐ Ｇ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 サ

イ ト カ イ ン ま た は ケ モ カ イ ン か ら 選 択 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 腫 瘍 関 連 抗

原 の 選 択 的 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 治 療 の た め に 使 用 さ れ る の が 好 ま し い

。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 疾 患 は 癌 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 １ 種 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 を

治 療 、 診 断 お よ び ／ ま た は モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 に 関 す る 。 実 施 形 態 で は 、 治 療 は 、 本 発

明 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 好 ま し く は 、 疾 患 は 癌 で あ り 、 語 句 「 癌 」 は 、 白 血 病 、 セ ミ ノ ー マ 、 メ ラ ノ ー マ 、 奇 形

腫 、 グ リ オ ー マ 、 腎 臓 、 副 腎 、 甲 状 腺 、 腸 、 肝 臓 、 大 腸 、 胃 、 胃 腸 、 リ ン パ 腺 、 食 道 、 結

腸 直 腸 、 膵 臓 、 耳 、 鼻 お よ び 喉 （ 耳 鼻 咽 喉 ） 、 胸 、 前 立 腺 、 子 宮 、 卵 巣 お よ び 肺 の 癌 、 お

よ び そ の 転 移 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発

現 を 特 徴 と す る 疾 患 を 診 断 す る 方 法 に 関 す る 。 該 方 法 は 、 患 者 か ら 単 離 さ れ た 生 物 試 料 に

お け る （ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 検 出 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ

） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の 検 出 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る 抗

体 ま た は そ の 一 部 の 検 出 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 特 異 的 な

細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 ま た は ヘ ル パ ー Ｔ リ ン パ 球 の 検 出 、 を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 検

出 は 、 （ ｉ ） 生 物 試 料 を 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 あ る い は そ の 一 部 、 前 記 腫 瘍 関

連 抗 原 あ る い は そ の 一 部 、 抗 体 、 ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 特 異 的 な 細 胞 障 害

性 リ ン パ 球 あ る い は ヘ ル パ ー Ｔ リ ン パ 球 に 、 特 異 的 に 結 合 す る 薬 剤 に 接 触 さ せ る こ と と 、

（ ｉ ｉ ） 薬 剤 と 、 核 酸 あ る い は そ の 一 部 、 腫 瘍 関 連 抗 原 あ る い は そ の 一 部 、 抗 体 、 ま た は

細 胞 障 害 性 あ る い は ヘ ル パ ー Ｔ リ ン パ 球 と の 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る こ と 、 と を 含 む 。 一

実 施 形 態 で は 、 疾 患 は 、 複 数 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と し 、 検

出 は 、 前 記 複 数 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 複 数 の 核 酸 ま た は そ れ ら の 一 部 の 検 出

、 複 数 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ ら の 一 部 の 検 出 、 前 記 複 数 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原

に 結 合 す る 複 数 の 抗 体 ま た は そ れ ら の 一 部 の 検 出 、 ま た は 前 記 複 数 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原

に 特 異 的 な 複 数 の 細 胞 障 害 性 ま た は ヘ ル パ ー Ｔ リ ン パ 球 の 検 出 を 含 む 。 さ ら な る 実 施 形 態

で は 、 患 者 か ら 単 離 さ れ た 生 物 試 料 を 、 対 応 す る 正 常 な 生 物 試 料 と 比 較 す る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常

発 現 を 特 徴 と す る 、 疾 患 の 後 退 、 進 行 ま た は 発 病 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 疾 患 を 患

う ま た は 前 記 疾 患 で あ る こ と が 疑 わ れ る 患 者 か ら の 試 料 を 、 （ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド
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す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 量 、 （ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の 量 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 腫

瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 結 合 す る 抗 体 の 量 、 お よ び （ ｉ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の

一 部 と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 複 合 体 に 特 異 的 な 細 胞 溶 解 性 Ｔ 細 胞 ま た は ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 の 量 か ら

な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の パ ラ メ ー タ ー に つ い て 、 モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 含 む 。 該

方 法 は 、 第 一 時 点 で 第 一 試 料 に お い て 、 第 二 時 点 で 更 な る 試 料 に お い て パ ラ メ ー タ ー （ 複

数 を 含 む ） を 測 定 し 、 疾 患 の 進 行 を ２ つ の 試 料 を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と を 含

む の が 好 ま し い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 疾 患 は 、 複 数 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は

異 常 発 現 を 特 徴 と し 、 モ ニ タ リ ン グ が 、 （ ｉ ） 前 記 複 数 の 異 な る 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す

る 複 数 の 核 酸 ま た は そ れ ら の 一 部 の 量 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ） 前 記 複 数 の 異 な る 腫 瘍 関 連

抗 原 ま た は そ れ ら の 一 部 の 量 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 複 数 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ

れ ら の 一 部 に 結 合 す る 複 数 の 抗 体 の 量 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｖ ） 前 記 複 数 の 異 な る 腫 瘍 関 連

抗 原 ま た は そ れ ら の 一 部 と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 複 合 体 に 特 異 的 で あ る 複 数 の 細 胞 溶 解 性 Ｔ 細 胞

ま た は ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 の 量 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 含 む 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 検 出 、 ま た は 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 量 の モ ニ タ

リ ン グ は 、 前 記 核 酸 ま た は そ の 一 部 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ

ロ ー ブ を 使 用 し て 行 っ て も よ く 、 ま た は 前 記 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 選 択 的 増 幅 に よ っ て 行

っ て も よ い 。 一 実 施 形 態 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 ６ ～ ５ ０ 個 の 配 列 、 特 に 、

１ ０ ～ ３ ０ 個 、 １ ５ ～ ３ ０ 個 お よ び ２ ０ ～ ３ ０ 個 の 前 記 核 酸 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含

む 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 検 出 す べ き 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 は 、 細 胞 内 に あ る い は 細

胞 表 面 上 に 存 在 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の 検 出 、 ま た は 腫 瘍

関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の 量 の モ ニ タ リ ン グ は 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 特 異

的 に 結 合 す る 抗 体 を 使 用 し て 行 っ て も よ い 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 検 出 す べ き 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 、 特 に

Ｈ Ｌ Ａ 分 子 と の 複 合 体 の 中 に 存 在 す る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 抗 体 の 検 出 、 ま た は 抗 体 の 量 の モ ニ タ リ ン グ は 、 前 記 抗 体 に 特 異 的 に

結 合 す る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 使 用 し て 行 っ て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 間 の 複 合 体 に 特 異 的 な 、 細 胞 溶

解 性 Ｔ 細 胞 ま た は ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 の 検 出 、 ま た は 細 胞 溶 解 性 Ｔ 細 胞 ま た は ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞

の 量 の モ ニ タ リ ン グ は 、 前 記 抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 間 に 複 合 体 を 提 供 す る

細 胞 を 使 用 し て 行 っ て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 検 出 ま た は モ ニ タ リ ン グ の た め に 使 用 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 抗 体 、 タ ン パ

ク 質 あ る い は ペ プ チ ド 、 ま た は 細 胞 は 、 検 出 可 能 に 標 識 を 付 さ れ る の が 好 ま し い 。 特 定 の

実 施 形 態 で は 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー は 、 放 射 活 性 マ ー カ ー ま た は 酵 素 的 マ ー カ ー で あ る 。

リ ン パ 球 を さ ら に 検 出 す る た め に 、 そ れ ら の 増 殖 、 サ イ ト カ イ ン 生 成 、 お よ び Ｍ Ｈ Ｃ と 腫

瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ ら の 一 部 と の 複 合 体 に よ る 特 異 的 な 刺 激 に よ っ て 誘 発 し た 細 胞 障 害

活 性 、 を 検 出 し て も よ い 。 ま た 、 Ｔ リ ン パ 球 は 、 遺 伝 子 組 換 え Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 、 も し く は １ 以

上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 特 定 の 免 疫 抗 原 性 断 片 を 有 す る ２ 以 上 の Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 の 複 合 体 に よ っ て

検 出 し て も よ い 。 こ れ ら の 特 異 的 Ｔ 細 胞 受 容 体 に 接 触 せ し め れ ば 特 異 的 Ｔ リ ン パ 球 の 同 定

が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常

発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 治 療 、 診 断 、 ま た は モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 前

記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 治 療 剤 ま た は 診 断 剤 と 結 合 し て
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い る 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 。 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 さ ら な る

実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 キ メ ラ あ る い は ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は 天 然 抗 体 の 断 片 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 あ る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴

と す る 疾 患 を 診 断 す る ま た は モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 を 実 施 す る た め に 、 そ れ の 補 助 ま た は

手 段 と し て 拡 散 す る 腫 瘍 細 胞 ま た は 腫 瘍 転 移 を 検 出 す る 。 拡 散 す る 腫 瘍 細 胞 は 、 た と え ば

、 血 液 、 血 清 、 骨 髄 、 痰 、 気 管 支 吸 引 液 お よ び ／ ま た は 気 管 支 洗 浄 液 中 で 検 出 す る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と

す る 疾 患 を 患 う 患 者 を 治 療 す る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 （ ｉ ） 前 記 患 者 か ら 反 応 性 細 胞 を

含 む 試 料 を 取 り 出 す こ と と （ ｉ ｉ ） 該 試 料 を 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 対 し て

、 細 胞 溶 解 性 ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 性 Ｔ 細 胞 の 産 生 を 支 持 す る 条 件 下 で 、 前 記 腫 瘍 関 連

抗 原 ま た は そ の 一 部 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 と 接 触 さ せ る こ と と 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 細 胞 溶 解 性 Ｔ 細

胞 を 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 発 現 す る 細 胞 を 溶 解 す る の に 適 し た 量 、 患 者 に 導 入

す る こ と と を 含 む 。 同 様 に 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る 細 胞 溶 解 性 Ｔ 細 胞 の Ｔ 細 胞

受 容 体 の ク ロ ー ニ ン グ に 関 す る 。 該 受 容 体 は 、 所 望 の 特 異 性 を 受 理 す る 他 の Ｔ 細 胞 に 移 行

さ せ て も よ く 、 ま た （ ｉ ｉ ｉ ） の よ う に 患 者 に 導 入 し て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 一 実 施 形 態 で は 、 宿 主 細 胞 は 、 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を 内 因 的 に 発 現 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は

、 宿 主 細 胞 は 、 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 、 組 換 え 遺 伝 子

に よ り 発 現 す る 。 宿 主 細 胞 は 、 非 増 殖 性 で あ る の が 好 ま し い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 宿

主 細 胞 は 、 抗 原 提 示 細 胞 、 特 に 、 樹 状 細 胞 、 単 核 細 胞 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 を

患 う 患 者 を 治 療 す る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 （ ｉ ） 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原

を コ ー ド し 、 前 記 疾 患 に 伴 う 細 胞 に よ っ て 発 現 す る 核 酸 を 同 定 す る こ と と 、 （ ｉ ｉ ） 宿 主

細 胞 を 前 記 核 酸 ま た は そ の 一 部 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と と 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 前 記 核 酸

の 発 現 の た め に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と （ ト ラ ン ス フ ェ ク シ

ョ ン 効 率 が 高 い 場 合 、 こ れ は 必 須 で は な い ） と 、 （ ｉ ｖ ） 宿 主 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 を 、

疾 患 に 伴 う 患 者 の 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 加 さ せ る の に 適 切 な 量 、 患 者 に 導 入 す る こ と

、 を 含 む 。 該 方 法 に は 、 さ ら に 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 提 供 す る Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 の 同

定 、 な ら び に 同 定 し た Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 を 発 現 し 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 提 供 す る 宿 主 細

胞 の 同 定 が 含 ま れ て よ い 。 免 疫 応 答 は 、 Ｂ 細 胞 応 答 ま た は Ｔ 細 胞 応 答 を 含 ん で も よ い 。 さ

ら に 、 Ｔ 細 胞 応 答 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 提 供 す る 宿 主 細 胞 に 特 異 的 な 、 ま た

は 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 発 現 す る 患 者 の 細 胞 に 特 異 的 な 、 細 胞 溶 解 性 Ｔ 細 胞

お よ び ／ ま た は ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 の 産 生 を 含 ん で も よ い 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と

す る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 （ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 の 異 常 量 を 発 現 す る 患 者

か ら 細 胞 を 同 定 す る こ と と 、 （ ｉ ｉ ） 該 細 胞 の 試 料 を 単 離 す る こ と と 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 該 細 胞

を 培 養 す る こ と と 、 （ ｉ ｖ ） 該 細 胞 を 、 細 胞 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る の に 適 切 な 量 、

患 者 に 導 入 す る こ と と を 含 む 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞 は 、 非 増 殖 性 ま た は 非 増 殖 性 に さ れ た も の が 好 ま し い 。 腫

瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 は 、 特 に 、 癌 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ～ ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 そ の 一 部 ま た は

誘 導 体 を 含 む 核 酸 で あ っ て 、 （ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ
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リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、 （ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び （

ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 か ら な る 群 か ら 選 択 さ

れ る 核 酸 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ 、 １ ２ ～ １ ４ お よ び １

４ ６ ～ １ ５ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 を 含 む タ ン

パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 に 関 す る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 関 す る 。 こ れ ら の 配

列 は 、 好 ま し く は 発 現 ベ ク タ ー 中 で 別 の 遺 伝 子 に 機 能 的 に 結 合 し て も よ く 、 こ れ に よ り 、

適 正 な 細 胞 中 で の 前 記 遺 伝 子 の 選 択 的 発 現 が 確 保 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 、 遺 伝 子 組 換 え 核 酸 分 子 、 特 に Ｄ Ｎ

Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に 関 す る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 、 ま た は 本 発 明 の 核 酸 を 含 む 遺 伝 子 組 換 え 核 酸 分 子 を 含

む 宿 主 細 胞 に 関 す る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 ま た 、 宿 主 細 胞 は 、 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 ん で も よ い 。 一 実 施 形 態 で は 、 宿

主 細 胞 は 、 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を 内 因 適 に 発 現 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 宿 主 細 胞 は 、 Ｈ Ｌ Ａ

分 子 お よ び ／ ま た は 本 発 明 の 核 酸 ま た は そ の 一 部 を 、 遺 伝 子 組 換 え 的 に 発 現 す る 。 宿 主 細

胞 は 非 増 殖 性 で あ る の が 好 ま し い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 宿 主 細 胞 は 、 抗 原 提 示 細 胞 、

特 に 、 樹 状 細 胞 、 単 核 細 胞 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す

る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し 、 こ れ を 、 遺 伝 子 プ ロ ー ブ ま た は 「 ア ン チ セ ン ス 」 分 子 と し

て 使 用 し て も よ い 。 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ た 核 酸 ま た は そ の 一 部 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る

核 酸 分 子 は 、 そ れ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ま た は 適 格 な プ ロ ー ブ の 形 態 で あ れ ば

、 前 記 本 発 明 に よ り 同 定 し た 核 酸 に 相 同 な 核 酸 を 見 つ け る の に 使 用 し て も よ い 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増

幅 、 サ ザ ン お よ び ノ ー サ ン ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 、 相 同 な 核 酸 を 見 つ け る た め に 使 用 し て も

よ い 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 行 う 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト 程 度 は 、 低 く て も よ い が 、 さ ら に

好 ま し く は 中 程 度 、 最 も 好 ま し く は 高 程 度 で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 語 句 「 ス ト リ ン ジ ェ

ン ト な 条 件 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 特 異 的 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 可 能 に す る 条 件 を 言 う

。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ～ ５ か ら な る 群 か ら 選 択

さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む 核 酸 、 （ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な

条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、 （ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に

関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び （ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で

あ る 核 酸 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ

ド ま た は ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １

０ 、 １ ２ ～ １ ４ お よ び １ ４ ６ ～ １ ５ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の 一 部

ま た は 誘 導 体 を 含 む タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド に 関 す る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 免 疫 抗 原 性 断 片

に 関 す る 。 該 断 片 は 、 ヒ ト Ｈ Ｌ Ａ 受 容 体 ま た は ヒ ト 抗 体 に 結 合 す る の が 好 ま し い 。 本 発 明

の 断 片 は 、 少 な く と も ６ 個 、 特 に 少 な く と も ８ 個 、 少 な く と も １ ０ 個 、 少 な く と も １ ２ 個

、 少 な く と も １ ５ 個 、 少 な く と も ２ ０ 個 、 少 な く と も ３ ０ 個 ま た は 少 な く と も ５ ０ 個 の ア

ミ ノ 酸 配 列 を 含 む の が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 こ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 特 に 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ７ ～ １ ９ 、 ９ ０ ～ ９ ７ 、 １ ０

０ ～ １ ０ ２ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４ 、 １ ３ ５ ～ １ ３
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７ 、 １ ３ ９ お よ び １ ４ ２ ～ １ ５ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い

は 誘 導 体 を 有 す る ま た は 含 む ペ プ チ ド に 関 す る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 、 ま た は そ の 一 部

に 結 合 す る 薬 剤 に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 は 抗 体 で あ る 。 さ ら な る 実 施 形 態

で は 、 抗 体 は 、 キ メ ラ あ る い は ヒ ト 化 抗 体 ま た は コ ン ビ ナ ト リ ー な 技 法 に よ り 生 成 さ れ る

抗 体 で あ り 、 ま た は 抗 体 の 断 片 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ

る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と （ ｉ ｉ ） 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 が 結 合 す

る Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 複 合 体 に は 選 択 的 に 結 合 す る が 、 （ ｉ ） ま た は （ ｉ ｉ ） の 単 独 に は 結 合

し な い 抗 体 に 関 す る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も よ い 。 さ ら な る 実 施 形 態

で は 、 抗 体 は 、 キ メ ラ あ る い は ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は 天 然 抗 体 の 断 片 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 特 に 、 本 発 明 は 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ７ ～ １ ９ 、 ９ ０ ～ ９ ７ 、 １ ０ ０ ～ １ ０ ２ 、 １

０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４ 、 １ ３ ５ ～ １ ３ ７ 、 １ ３ ９ お よ

び １ ４ ２ ～ １ ５ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 有 す

る ま た は 含 む ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 薬 剤 、 特 に 抗 体 に 関 す る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 ク ロ ー デ ィ ン － １ ８ に 関 し て 、 本 発 明 は 、 ま た 、 薬 剤 、 特 に ク ロ ー デ ィ ン － １ ８ の １ 変

異 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 関 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 、 特 に 抗 体 は 、 変 異 体 ク ロ

ー デ ィ ン － １ ８ Ａ １ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ８ ） に 特 異 的 に 結 合 す る 。 別 の 実 施 形 態

で は 、 薬 剤 、 特 に 抗 体 は 、 変 異 体 ク ロ ー デ ィ ン － １ ８ Ａ ２ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ６ ）

に 結 合 す る 。 そ の よ う な 特 異 的 抗 体 を 得 る に は 、 た と え ば 、 実 施 例 ４ に 記 載 す る ペ プ チ ド

を 使 用 し て 免 疫 化 す れ ば よ い 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 さ ら に 、 ク ロ ー デ ィ ン － １ ８ に 関 し 、 本 発 明 は 、 特 定 の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る

、 ク ロ ー デ ィ ン － １ ８ Ａ ２ の 形 態 に 特 異 的 に 結 合 す る 薬 剤 、 特 に 抗 体 に 関 す る 。 一 実 施 形

態 で は 、 薬 剤 、 特 に 抗 体 は 、 １ 以 上 の グ リ コ シ ル 化 す る 筈 の 部 位 で グ リ コ シ ル 化 し て い な

い ク ロ ー デ ィ ン － １ ８ Ａ ２ の 形 態 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 、 特 に 抗

体 は 、 １ 以 上 の グ リ コ シ ル 化 す る 筈 の 部 位 で グ リ コ シ ル 化 し て い る ク ロ ー デ ィ ン － １ ８ Ａ

２ の 形 態 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な グ リ コ シ ル 化 す る 筈 の 部 位 は 、 ク

ロ ー デ ィ ン － １ ８ Ａ ２ の ア ミ ノ 酸 位 置 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ４ ５ 、 １ １ ６ 、 １ ４ １ 、 １ ４ ６ お よ

び ２ ０ ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の 位 置 に 関 す る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 潜 在 的 グ

リ コ シ ル 化 は 、 Ｎ グ リ コ シ ル 化 に 関 す る の が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 こ の 点 に 関 し 、 ク ロ ー デ ィ ン － １ ８ の 変 異 体 ま た は 形 態 に 特 異 的 な 薬 剤 、 特 に ク ロ ー デ

ィ ン － １ ８ の 変 異 体 ま た は 形 態 に 特 異 的 な 抗 体 と は 、 そ の 薬 剤 ま た は 抗 体 が そ の 特 異 的 な

変 異 体 ま た は 形 態 に 対 し て 、 他 の 変 異 体 や 形 態 に 対 す る よ り も よ り 強 く 結 合 す る こ と を 言

う 。 薬 剤 、 特 に 抗 体 が 第 一 変 異 体 、 形 態 ま た は 第 一 抗 原 決 定 基 に 結 合 し た と き の 解 離 定 数

（ Ｋ Ｄ ） が 、 第 二 変 異 体 、 形 態 ま た は 第 二 抗 原 決 定 基 に 結 合 し た と き の 解 離 定 数 よ り も 低

い 場 合 に は 、 そ の 薬 剤 、 特 に 抗 体 は 、 第 二 変 異 体 、 形 状 ま た は 第 二 抗 原 決 定 基 へ の 結 合 よ

り も 、 第 一 変 異 体 、 形 態 ま た は 第 一 抗 原 決 定 基 に よ り 強 く 結 合 す る 。 薬 剤 、 特 に 抗 体 が 特

異 的 に 結 合 す る 変 異 体 、 形 態 ま た は 抗 原 決 定 基 と の 解 離 定 数 （ Ｋ Ｄ ） は 、 抗 体 が 特 異 的 に

結 合 し な い 変 異 体 、 形 態 ま た は 抗 原 決 定 基 と の 解 離 定 数 （ Ｋ Ｄ ） よ り も １ ０ 倍 を 超 え 、 好

ま し く は ２ ０ 倍 を 超 え 、 よ り 好 ま し く は ５ ０ 倍 を 超 え 、 さ ら に よ り 好 ま し く は １ ０ ０ 倍 を

超 え 、 特 に ２ ０ ０ 倍 を 超 え 、 ５ ０ ０ 倍 を 超 え 、 ま た は １ ０ ０ ０ 倍 を 超 え る 値 で 低 い の が 好

ま し い 。 薬 剤 、 特 に 抗 体 は 、 そ の 薬 剤 、 特 に 抗 体 が 特 異 的 で な い 変 異 体 、 形 態 ま た は 抗 原

決 定 基 に は 結 合 し な い 、 ま た は 本 質 的 に 結 合 し な い の が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 ま た 、 ク ロ ー デ ィ ン － １ ８ の 変 異 体 ま た は 形 態 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 前 記 薬 剤 、 特 に 本

明 細 書 に 記 載 の 抗 体 お よ び そ の 誘 導 体 を 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 に お い て 使 用 し て も よ
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い 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 、 そ の 一 部 ま た は 本 発 明 の 抗

体 に 結 合 す る 本 発 明 の 薬 剤 と 治 療 剤 ま た は 診 断 剤 と の 間 の 結 合 体 に 関 す る 。 一 実 施 形 態 で

は 、 そ の 治 療 剤 ま た は 診 断 剤 は 毒 素 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常

発 現 を 検 出 す る た め の キ ッ ト に 関 し 、 （ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド か す る 核 酸 ま た は そ の

一 部 の 、 （ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の （ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る 抗 体

ま た は そ の 一 部 の 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と

の 間 の 複 合 体 に 特 異 的 な Ｔ 細 胞 の 検 出 の た め の 薬 剤 を 含 む 。 一 実 施 形 態 で は 、 核 酸 ま た は

そ の 一 部 の 検 出 の た め の 薬 剤 は 、 前 記 核 酸 の 選 択 的 増 幅 用 の 核 酸 分 子 で あ り 、 特 に 、 ６ ～

５ ０ 個 、 特 に １ ０ ～ ３ ０ 個 、 １ ５ ～ ３ ０ 個 お よ び ２ ０ ～ ３ ０ 個 の 核 酸 の 連 続 す る ヌ ク レ オ

チ ド の 配 列 を 含 む 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 本 発 明 に よ り 、 腫 瘍 細 胞 に お い て 選 択 的 に ま た は 異 常 に 発 現 さ れ 、 腫 瘍 関 連 抗 原 で あ る

遺 伝 子 が 説 明 さ れ る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ ら の 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 お よ び ／ ま た は そ れ ら

の 誘 導 体 お よ び ／ ま た は 一 部 は 、 治 療 的 ア プ ロ ー チ の た め の 好 ま し い 標 的 構 造 体 で あ る 。

し た が っ て 、 前 記 治 療 的 ア プ ロ ー チ は 、 選 択 的 に 発 現 さ れ る 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を

抑 制 す る こ と を 目 的 に し て も よ い 。 も し 、 前 記 異 常 な 個 々 の 選 択 的 発 現 が 、 腫 瘍 病 原 性 に

お い て 機 能 的 に 重 要 で あ り 、 か つ そ の 連 結 反 応 が 、 対 応 細 胞 の 選 択 的 損 傷 と 同 時 に 起 こ る

な ら 、 こ れ は 有 用 で あ る 。 他 の 治 療 的 概 念 は 、 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 選 択 的 に 細 胞 障 害 作 用 の

潜 在 能 力 を 持 つ エ フ ェ ク タ ー メ カ ニ ズ ム を 動 員 す る ラ ベ ル と し て の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 想 定 す

る 。 こ こ で は 、 標 的 物 質 分 子 そ れ 自 身 の 機 能 と 、 そ の 腫 瘍 進 行 に お け る そ の 役 割 と は 、 全

く 無 関 係 で あ る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 核 酸 の 「 誘 導 体 」 は 、 単 一 ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 欠 失 お

よ び ／ ま た は 付 加 が 、 前 記 核 酸 内 に 存 在 す る こ と を 意 味 す る 。 さ ら に 、 語 句 「 誘 導 体 」 は

、 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 上 の 、 糖 上 の ま た は リ ン 酸 塩 上 の 核 酸 の 化 学 的 誘 導 体 も 含 む 。 語 句 「

誘 導 体 」 は 、 ま た 、 天 然 で は 発 生 し な い ヌ ク レ オ チ ド お よ び ヌ ク レ オ チ ド 類 縁 体 を 含 有 す

る 核 酸 も 含 む

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 核 酸 と し て は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ ） ま た は リ ボ 核 酸 （ Ｒ Ｎ Ａ

） が 好 ま し い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 核 酸 は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 遺 伝 子 組

換 え で 生 成 さ れ 化 学 的 に 合 成 さ れ た 分 子 を 含 む 。 本 発 明 に よ れ ば 、 核 酸 は 、 １ 本 鎖 ま た は

２ 本 鎖 で 、 直 鎖 ま た は 共 有 結 合 で 閉 環 し た 分 子 と し て 存 在 し て も よ い 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 本 発 明 で 記 載 さ れ る 核 酸 は 、 単 離 さ れ て い る の が 好 ま し い 。 語 句 「 単 離 さ れ た 核 酸 」 は

、 本 発 明 に よ れ ば 、 核 酸 が 、 （ ｉ ） た と え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て

、 イ ン ビ ト ロ で 増 幅 さ れ た 、 （ ｉ ｉ ） ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 、 遺 伝 子 組 換 え で 生 成 さ れ た

、 （ ｉ ｉ ｉ ） 開 裂 と ゲ ル 電 気 泳 動 分 画 に よ っ て 精 製 さ れ た 、 ま た は （ ｉ ｖ ） た と え ば 化 学

的 合 成 法 で 合 成 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 遺 伝 子 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 の 操

作 の た め に 入 手 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 ２ つ の 配 列 が 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 可 能 で 、 互 い に 安 定 な 二 重 鎖 が 形 成 可 能 で あ る 場 合 、

核 酸 は 、 他 の 核 酸 に 「 相 補 的 」 で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 で 特 異

的 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 可 能 な 条 件 （ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 ） 下 で 行 う の が 好 ま し い 。 ス ト

リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 た と え ば 、 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J.Sambro
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okら 、 編 集 者 、 第 ２ 編 、 Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, N

ew York, 1989ま た は Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al. ,

Editors, John Wiley & Sons, Inc., New Yorkに 記 載 さ れ 、 た と え ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成

緩 衝 液 （ ３ ． ５ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． ０ ２ ％ Ｆ ｉ ｃ ｏ ｌ ｌ 、 ０ ． ０ ２ ％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、

０ ． ０ ２ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ２ ． ５ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ 　 （ ｐ Ｈ ７ ） 、 ０ ． ５ ％ Ｓ

Ｄ Ｓ 、 ２ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 中 、 ６ ５ ℃ で の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が あ る 。 Ｓ Ｓ Ｃ は 、 ０ ． １ ５

Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ０ ． １ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形

成 後 、 Ｄ Ｎ Ａ が 転 移 し た 膜 を 、 た と え ば 室 温 で ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 中 、 次 い で ６ ８ ℃ ま で の 温 度 で

０ ． １ ～ ０ ． ５ × Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ ． １ × Ｓ Ｄ Ｓ 中 で 洗 浄 す る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 相 補 的 な 核 酸 は 、 少 な く と も ４ ０ ％ 、 特 に 少 な く と も ５ ０ ％ 、 少 な く

と も ６ ０ ％ 、 少 な く と も ７ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 好 ま し く は 、 少

な く と も ９ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ８ ％ ま た は 少 な く と も ９ ９ ％ 、 ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 で あ る

。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 単 独 で 、 ま た は 他 の 核 酸 、 特 に 異

種 の 核 酸 と の 組 み 合 わ せ で 存 在 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 核 酸 は 、 前 記 核 酸 に 関 し て

相 同 性 で あ っ て も 異 種 性 で あ っ て も よ い 、 発 現 制 御 配 列 ま た は 調 節 配 列 に 機 能 的 に 結 合 す

る 。 コ ー ド 配 列 お よ び 調 節 配 列 が 、 互 い に 共 有 結 合 で 結 合 す る 場 合 は 、 コ ー ド 配 列 の 発 現

ま た は 転 写 が 前 記 調 節 配 列 の 制 御 下 あ る い は 影 響 下 に あ る 状 態 で 、 「 機 能 的 に 」 互 い に 結

合 す る 。 コ ー ド 配 列 を 機 能 タ ン パ ク 質 に 翻 訳 す る に あ た り 、 そ の コ ー ド 配 列 に 機 能 的 に 結

合 す る 調 節 配 列 が 必 要 な 場 合 に は 、 そ の 調 節 配 列 を 誘 発 す れ ば 、 コ ー ド 配 列 が 転 写 さ れ る

の で 、 コ ー ド 配 列 内 に フ レ ー ム シ フ ト が 生 起 し 、 あ る い は 前 記 コ ー ド 配 列 が 所 望 の タ ン パ

ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 翻 訳 不 可 能 に な る こ と は な い 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 語 句 「 発 現 制 御 配 列 」 ま た は 「 調 節 配 列 」 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ

ン サ ー お よ び 遺 伝 子 の 発 現 を 調 整 す る 他 の 制 御 要 素 を 含 む 。 本 発 明 特 定 の 実 施 形 態 で は 、

発 現 制 御 配 列 は 、 調 整 可 能 で あ る 。 調 節 配 列 の 正 確 な 構 造 は 、 種 ま た は 細 胞 タ イ プ の 機 能

と し て 、 異 な っ て も よ い が 、 一 般 的 に 、 Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス 、 キ ャ ッ プ 配 列 、 Ｃ Ａ Ａ Ｔ 配 列

な ど の よ う な 、 そ れ ぞ れ 転 写 お よ び 翻 訳 に 関 わ る 、 ５ '非 転 写 お よ び ５ '非 翻 訳 配 列 を 含 む

。 よ り 具 体 的 に は 、 ５ '非 転 写 調 節 配 列 は 、 機 能 的 に 結 合 し た 遺 伝 子 の 転 写 の 転 写 制 御 の

た め の プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 有 す る プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 む 。 ま た 、 調 節 配 列 は 、 エ ン ハ

ン サ ー 配 列 ま た は 上 流 活 性 化 因 子 配 列 を 含 ん で も よ い 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 し た が っ て 、 一 方 で は 、 本 明 細 書 の 腫 瘍 関 連 抗 原 は 、 任 意 の 発 現 制 御 配 列 お よ び プ ロ モ

ー タ ー と 組 み 合 わ さ れ て も よ い 。 し か し も う 一 方 で は 、 本 発 明 に よ れ ば 、 こ こ で 記 載 さ れ

る 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 産 物 の プ ロ モ ー タ ー は 、 任 意 の 他 の 遺 伝 子 と 組 み 合 わ さ れ て も よ い 。 こ

れ に よ り 、 こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー の 選 択 的 活 性 を 利 用 す る こ と が 可 能 に な る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 核 酸 は 、 宿 主 細 胞 か ら 前 記 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 ま た

は ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 を 制 御 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 他 の 核 酸 と の 組 合 わ せ 中 に

存 在 し て も よ い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 核 酸 は 、 コ ー ド し た タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を

宿 主 細 胞 の 細 胞 膜 上 に 定 着 さ せ ま た は 細 胞 の 特 定 の 細 胞 器 官 内 に 送 達 す る ポ リ ペ プ チ ド を

コ ー ド す る 他 の 核 酸 と の 組 み 合 わ せ で 存 在 し て も よ い 。 同 様 に 、 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ま た は

何 か の 「 タ グ 」 を 表 現 す る 核 酸 と の 組 み 合 わ せ が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は ベ ク タ ー で あ り 、

プ ロ モ ー タ ー が 適 正 で あ る 場 合 に は 、 核 酸 、 た と え ば 本 発 明 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る

核 酸 の 発 現 を 制 御 す る 。 語 句 「 ベ ク タ ー 」 は 、 本 明 細 書 で は そ の 最 も 一 般 的 な 意 味 に お い

て 使 用 さ れ 、 核 酸 の た め の 何 か 媒 介 的 な 乗 り 物 の 意 味 を 含 み 、 こ れ に よ っ て 該 核 酸 は 例 え
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ば 原 核 生 物 お よ び ／ ま た は 真 核 生 物 細 胞 に 導 入 可 能 と な り 、 適 正 な 場 合 に は 、 ゲ ノ ム 中 に

取 り 込 ま れ る 。 こ の 種 の ベ ク タ ー は 、 細 胞 中 で 複 製 お よ び ／ ま た は 発 現 さ れ る の が 好 ま し

い 。 こ の 媒 介 的 な 乗 り 物 は 、 た と え ば 、 電 気 穿 孔 法 、 微 小 発 射 砲 撃 、 リ ポ ソ ー ム 投 与 、 ア

グ ノ バ ク テ リ ウ ム の 活 用 に よ る 転 移 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ウ ィ ル ス を 介 す る 挿 入 で の 使 用

に 適 用 し て も よ い 。 ベ ク タ ー に は 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド ま た は ウ ィ ル ス ゲ ノ ム が 挙

げ ら れ る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク

シ ョ ン の た め に 使 用 さ れ て も よ い 。 本 明 細 書 に お け る 核 酸 は 、 遺 伝 子 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ お よ び

Ｒ Ｎ Ａ の 両 方 を 意 味 す る 。 遺 伝 子 組 換 え Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト の イ ン ビ ト ロ 転 写

に よ っ て 生 成 し て も よ い 。 さ ら に 、 使 用 の 前 に 、 配 列 を 安 定 化 す る 、 キ ャ ッ ピ ン グ す る 、

お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 す る に よ っ て 修 飾 し て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 語 句 「 宿 主 細 胞 」 は 、 外 来 の 核 酸 に よ っ て 変 換 さ れ る ま た は ト ラ ン ス

フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 任 意 の 細 胞 を 言 う 。 本 発 明 に よ れ ば 、 語 句 「 宿 主 細 胞 」 は 、 原 核 生 物

（ た と え ば 、 大 腸 菌 ） ま た は 真 核 生 物 細 胞 （ た と え ば 、 樹 状 細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、

Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 Ｋ ５ ６ ２ 細 胞 、 酵 母 細 胞 お よ び 昆 虫 細 胞 ） を 含 む 。 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ

ー 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 霊 長 類 か ら の 細 胞 の よ う な 哺 乳 動 物 細 胞 が 特 に 好 ま し い 。 複 数 の 組 織 タ

イ プ か ら 誘 導 さ れ て も よ く 、 一 次 細 胞 お よ び 細 胞 株 を 含 む 。 具 体 例 と し て 、 角 質 細 胞 、 末

梢 血 白 血 球 、 骨 髄 の 幹 細 胞 お よ び 胎 児 の 幹 細 胞 を 含 む 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 宿 主 細 胞

は 抗 原 提 示 細 胞 で あ り 、 特 に 、 樹 状 細 胞 、 単 核 細 胞 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 。 核 酸 は

、 単 数 の コ ピ ー ま た は 複 数 の コ ピ ー の 形 で 宿 主 細 胞 中 に 存 在 し て も よ く 、 一 実 施 形 態 で は

、 宿 主 細 胞 中 で 発 現 す る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 語 句 「 発 現 」 は 、 最 も 一 般 的 な 意 味 で 使 用 さ れ 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ

、 お よ び タ ン パ ク 質 の 産 生 を 含 む 。 ま た 、 核 酸 の 部 分 的 な 発 現 も 含 む 。 さ ら に 、 発 現 は 、

一 過 性 に あ る い は 安 定 的 に 行 わ れ て も よ い 。 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 好 ま し い 発 現 シ ス テ ム

は 、 Ｇ ４ １ ８ に 抵 抗 を 付 与 す る （ し た が っ て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 株 を 選 択 す る こ と

が 安 定 的 に 行 う こ と が で き る ） 遺 伝 子 、 お よ び サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） の エ ン ハ

ン サ ー ・ プ ロ モ ー タ ー 配 列 の よ う な 、 選 択 性 マ ー カ ー を 含 む 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ． １ お よ び ｐ

Ｒ ｃ ／ Ｃ Ｍ Ｖ （ Invitrogen, Carlsbad, CA） を 含 ん で も よ い 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 が 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 提 供 す る 本 発 明 の 場 合 、 発 現 ベ ク タ ー は 、

前 記 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 も 含 ん で も よ い 。 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 配 列

は 、 同 じ 発 現 ベ ク タ ー 上 に 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を コ ー ド す る 核 酸 と し て 存 在 し

て も よ く 、 両 核 酸 は 、 異 な る 発 現 ベ ク タ ー 上 に 存 在 し て も よ い 。 後 者 の 場 合 、 ２ つ の 発 現

ベ ク タ ー は 、 細 胞 に 同 時 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ て い て も よ い 。 宿 主 細 胞 が 、 腫 瘍 関

連 抗 原 ま た は そ の 一 部 も Ｈ Ｌ Ａ 分 子 も 発 現 し な い 場 合 、 そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 は 、 同 じ

発 現 ベ ク タ ー 上 か ま た は 異 な る 発 現 ベ ク タ ー 上 で 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 も

し 細 胞 が す で に Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を 発 現 し て い る 場 合 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を コ ー ド

す る 核 酸 配 列 だ け を 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 増 幅 の た め の キ ッ ト を 含 む 。 そ の よ

う な キ ッ ト は 、 た と え ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 、 ペ ア

の 増 幅 プ ラ イ マ ー を 含 む 。 該 プ ラ イ マ ー は 、 ６ ～ ５ ０ 個 、 特 に １ ０ ～ ３ ０ 個 、 １ ５ ～ ３ ０

個 、 ２ ０ ～ ３ ０ 個 の 核 酸 配 列 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 プ ラ イ マ ー 二 量 体 の 形 成 を

避 け る た め 、 重 複 し て い な い の が 好 ま し い 。 プ ラ イ マ ー の １ つ は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド

す る 核 酸 の １ 本 鎖 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し 、 他 の プ ラ イ マ ー は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る

核 酸 の 増 幅 を 可 能 に す る 配 列 に て 相 補 鎖 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。

【 ０ ０ ８ ６ 】
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　 「 ア ン チ セ ン ス 」 分 子 ま た は 「 ア ン チ セ ン ス 」 核 酸 は 、 核 酸 の 発 現 を 調 整 す る 、 特 に 低

減 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 語 句 「 ア ン チ セ ン ス 分 子 」 ま た は 「 ア ン

チ セ ン ス 核 酸 」 は 、 オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 オ

リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 修 飾 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ド を 言 い 、 生 理 学 的 条 件 で 、 特 定 の 遺 伝 子 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 前 記 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ

と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し 、 そ れ に よ っ て 、 前 記 遺 伝 子 の 転 写 お よ び ／ ま た は 前 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の

翻 訳 を 抑 制 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 「 ア ン チ セ ン ス 分 子 」 に は 、 天 然 の プ ロ モ ー タ ー と は

逆 方 向 を 向 い て い る 核 酸 ま た は そ の 一 部 を 含 む 構 造 体 が 挙 げ ら れ る 。 核 酸 ま た は そ の 一 部

の ア ン チ セ ン ス 転 写 産 物 は 、 酵 素 を 特 定 し て い る 天 然 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 二 本 鎖 を 形 成 す る

可 能 性 が あ る の で 、 そ の 活 性 酵 素 中 へ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 蓄 積 ま た は 翻 訳 が 阻 害 さ れ る 。 他 の 可

能 性 と し て 、 核 酸 を 不 活 性 化 す る リ ボ ザ イ ム の 用 途 が あ る 。 本 発 明 で 好 ま し い ア ン チ セ ン

ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ６ ～ ５ ０ 個 、 特 に １ ０ ～ ３ ０ 個 、 １ ５ ～ ３ ０ 個 、 ２ ０ ～ ３ ０

個 の 配 列 の 、 標 的 物 質 核 酸 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 有 し 、 好 ま し く は 標 的 物 質 核 酸 ま た

は そ の 一 部 に 対 し て 十 分 に 相 補 的 で あ る 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 翻 訳 開 始 部 位 、 転 写 開

始 部 位 ま た は プ ロ モ ー タ ー 部 位 の よ う な Ｎ － 末 端 ま た は ５ '上 流 部 位 で 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形

成 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ３ '非 翻 訳 領 域

ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 １ つ の ヌ ク レ オ チ ド の ５ '末 端 と 他

の ヌ ク レ オ チ ド の ３ '末 端 が リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 に よ っ て 互 い に 結 合 し て い る リ ボ ヌ ク

レ オ チ ド 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら な る 。

こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 従 来 の 方 法 で 合 成 さ れ て も よ い し 、 遺 伝 子 組 換 え 的 に 生

成 し て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 「 修 飾 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

で あ る 。 こ こ で は 、 た と え ば 、 そ の 安 定 性 ま た は 治 療 効 能 を 高 め る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ド を 、 そ の 標 的 物 質 に 結 合 す る 能 力 に 悪 影 響 を 及 ぼ さ な い 限 り 、 非 常 に 異 な る 方 法 で

修 飾 し て も よ い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 語 句 「 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 （ ｉ ） そ の ヌ ク

レ オ チ ド の 少 な く と も ２ つ が 、 合 成 ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 （ す な わ ち 、 リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結

合 で は な い 、 ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 ） に よ っ て 互 い に 結 合 し て い る 、 お よ び ／ ま た は （ ｉ ｉ

） 普 通 核 酸 中 に は 見 出 さ れ な い 化 学 基 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 共 役 結 合 で 結 合 し て い る

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 好 ま し い 合 成 ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 は 、 チ オ リ ン 酸 エ ス テ

ル 、 ホ ス ホ ン 酸 ア ル キ ル エ ス テ ル 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 リ ン 酸 エ ス テ ル 、 ホ ス ホ ン チ オ

酸 ア ル キ ル エ ス テ ル 、 ア ミ ド 亜 リ ン 酸 エ ス テ ル 、 カ ル バ ミ ン 酸 エ ス テ ル 、 炭 酸 エ ス テ ル 、

リ ン 酸 ト リ エ ス テ ル 、 ア セ ト ア ミ デ ー ト 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ス テ ル 、 お よ び ペ プ チ ド で

あ る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 語 句 「 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 共 有 結 合 で 修 飾 さ れ た 塩 基 お よ び ／ ま た は 糖 を 有

す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 含 む 。 「 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 た と え ば 、 ３ '位 で 水

酸 基 以 外 の 低 分 子 量 有 機 基 と ５ '位 で リ ン 酸 エ ス テ ル 基 に 共 有 結 合 で 結 合 す る 糖 残 基 を 持

つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 た と え ば 、 ２ '－ Ｏ － ア ル キ

ル 化 リ ボ ー ス 残 基 ま た は リ ボ ー ス の 代 わ り に ア ラ ビ ノ ー ス の よ う な 他 の 糖 を 含 ん で も よ い

。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 本 発 明 で 記 載 さ れ る タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 単 離 さ れ て い る の が 好 ま し い 。 語

句 「 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ポ

リ ペ プ チ ド が 、 そ の 自 然 環 境 か ら 分 離 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質

ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 質 的 に 精 製 さ れ て い る 状 態 で あ っ て も よ い 。 語 句 「 本 質 的 に 精
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製 さ れ た 」 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 、 本 質 的 に 、 自 然 界 で ま た は イ ン ビ ボ で

関 連 の あ る 他 の 物 質 を 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 こ の よ う な タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 抗 体 生 成 お よ び 免 疫 学 的 ま た

は 診 断 的 ア ッ セ イ 中 で 使 用 さ れ 、 ま た は 治 療 と し て 使 用 さ れ て も よ い 。 本 発 明 で 記 載 さ れ

る タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 織 ま た は 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト の よ う な 生 物 試 料 か ら

単 離 さ れ て も よ く 、 ま た 、 様 々 な 原 核 ま た は 真 核 生 物 発 現 シ ス テ ム 中 で 、 遺 伝 子 組 換 え に

よ っ て 発 現 し て も よ い 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 本 発 明 の 目 的 の た め 、 タ ン パ ク 質 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 「 誘 導

体 」 は 、 ア ミ ノ 酸 挿 入 変 異 体 、 ア ミ ノ 酸 欠 失 変 異 体 お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸 置 換 変 異 体 を

含 む 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 ア ミ ノ 酸 挿 入 変 異 体 は 、 ア ミ ノ － お よ び ／ ま た は カ ル ボ キ シ － 末 端 融 合 お よ び 、 単 一 の

あ る い は 複 数 の ア ミ ノ 酸 、 特 に ア ミ ノ 酸 配 列 の 挿 入 も 含 む 。 挿 入 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 変 異

体 の 場 合 、 得 ら れ た 生 成 物 の 適 正 な ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む ラ ン ダ ム 挿 入 も 可 能 で あ る が 、

１ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 特 別 な 部 位 に 挿 入 さ れ る の も 可 能 で あ る 。 ア ミ

ノ 酸 欠 失 変 異 体 は 、 配 列 か ら の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 除 去 を 特 徴 と す る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 変 異

体 は 、 配 列 が 除 去 さ れ そ こ に 他 の 残 基 が 挿 入 さ れ た 、 少 な く と も １ の 残 基 を 特 徴 と す る 。

相 同 な タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 間 で 保 存 さ れ な い ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 位 置 に 修 飾 が

あ る の が 好 ま し い 。 ア ミ ノ 酸 は 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 電 気 陰 性 度 、 側 鎖 の 容 積 な ど の 特 性 が

類 似 す る 他 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 置 換 （ 保 存 的 置 換 ） さ れ る の が 好 ま し い 。 保 存 的 置 換 は 、

た と え ば 、 １ 個 の ア ミ ノ 酸 を 、 置 換 す べ き ア ミ ノ 酸 と し て 、 以 下 の 同 じ 群 に 挙 げ ら れ た 他

の ア ミ ノ 酸 と 交 換 す る こ と を 言 う 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

１ ． 小 さ な 脂 肪 族 、 非 極 性 あ る い は 僅 か に 極 性 の 残 基 ： Ａ ｌ ａ 、 Ｓ ｅ ｒ 、 Ｔ ｈ ｒ （ Ｐ ｒ ｏ

、 Ｇ ｌ ｙ ）

２ ． 負 電 荷 残 基 お よ び そ の ア ミ ド 類 ： Ａ ｓ ｎ 、 Ａ ｓ ｐ 、 Ｇ ｌ ｕ 、 Ｇ ｌ ｎ

３ ． 正 電 荷 残 基 ： Ｈ ｉ ｓ 、 Ａ ｒ ｇ 、 Ｌ ｙ ｓ

４ ． 大 き な 脂 肪 族 、 非 極 性 残 基 ： Ｍ ｅ ｔ 、 Ｌ ｅ ｕ 、 Ｉ ｌ ｅ 、 Ｖ ａ ｌ （ Ｃ ｙ ｓ ）

５ ． 大 き な 芳 香 族 残 基 ： Ｐ ｈ ｅ 、 Ｔ ｙ ｒ 、 Ｔ ｒ ｐ ．

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 タ ン パ ク 質 構 造 に お け る 特 定 の 部 分 の た め に 、 ３ つ の 残 基 が 、 括 弧 書 き で 表 さ れ て い る

。 Ｇ ｌ ｙ は 、 前 記 鎖 の な い 残 基 だ け で あ り 、 し た が っ て 、 鎖 に 柔 軟 性 を 与 え る 。 Ｐ ｒ ｏ は

、 鎖 を 大 き く 制 限 す る 異 常 な 幾 何 学 配 置 を 持 つ 。 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 形 成 す る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 前 記 ア ミ ノ 酸 変 異 体 は 、 た と え ば 、 固 相 合 成 （ Merrifield, 1964） お よ び 類 似 の 方 法 ま

た は 遺 伝 子 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 操 作 な ど 、 公 知 の ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 活 用 し て 、 簡 単 に 生 成 し て

も よ い 。 配 列 が 知 ら れ て い る ま た は 部 分 的 に 知 ら れ て い る Ｄ Ｎ Ａ の 所 定 の 部 位 へ 置 換 突 然

変 異 を 導 入 す る 技 術 は 周 知 で あ り 、 た と え ば 、 Ｍ １ ３ 突 然 変 異 生 成 を 含 む 。 置 換 基 を 有 す

る タ ン パ ク 質 の 生 成 、 挿 入 ま た は 欠 失 の た め の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 操 作 は 、 た と え ば 、 Sambrook

ら (1989)に 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 「 誘 導 体 」 も 、 炭 水 化 物

、 脂 質 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の よ う な 、 酵 素 に 伴 う 任

意 の 分 子 の 、 単 一 ま た は 複 数 の 置 換 、 欠 失 お よ び ／ ま た は 付 加 を 含 む 。 語 句 「 誘 導 体 」 は

、 ま た 、 前 記 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 機 能 的 化 学 的 等 価 物 質 の 全 て ま

で 拡 張 さ れ る 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

10

20

30

40

50



(29) JP  2013-121346  A   2013.6.20

　 本 発 明 に よ れ ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 の 一 部 ま た は 断 片 は 、 誘 導 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的

特 性 を 有 す る 。 そ の よ う な 機 能 的 特 性 と し て 、 抗 体 と の 相 互 作 用 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド ま た

は タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 、 核 酸 の 選 択 的 結 合 お よ び 酵 素 活 性 が 含 ま れ る 。 特 定 の 特 性 は

、 Ｈ Ｌ Ａ と の 複 合 体 を 形 成 す る 能 力 で あ り 、 適 正 で あ れ ば 、 免 疫 応 答 を 発 生 す る 。 こ の 免

疫 応 答 は 、 刺 激 細 胞 障 害 性 ま た は Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 に 基 づ く 。 本 発 明 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 一 部

ま た は 断 片 は 、 少 な く と も ６ 、 特 に 少 な く と も ８ 個 、 少 な く と も １ ０ 個 、 少 な く と も １ ２

個 、 少 な く と も １ ５ 個 、 少 な く と も ２ ０ 個 、 少 な く と も ３ ０ 個 ま た は 、 少 な く と も ５ ０ 個

の 配 列 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の ア ミ ノ 酸 を 含 む の が 好 ま し い 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 の 一 部 ま た は 断 片 は 、 先 に 記 載 し た よ

う に 、 少 な く と も 腫 瘍 関 連 抗 原 お よ び ／ ま た は 該 腫 瘍 関 連 抗 原 の 一 部 ま た は 断 片 を コ ー ド

す る 核 酸 の 一 部 に 関 す る 。

【 ０ １ ０ １ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 単 離 お よ び 同 定 は 、 １ 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 を

特 徴 と す る 疾 患 の 診 断 を 可 能 に す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る １ 以 上

の 核 酸 を 測 定 す る こ と お よ び ／ ま た は コ ー ド さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 お よ び ／ ま た は そ れ か ら

誘 導 さ れ た ペ プ チ ド を 測 定 す る こ と を 含 む 。 核 酸 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ま た は 標 識 付

け さ れ た プ ロ ー ブ を 使 用 す る ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 始 め と す る 、 従 来 の 方 法 で 測 定 し て も よ

い 。 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ か ら 誘 導 さ れ た ペ プ チ ド は 、 抗 原 お よ び ／ ま た は ペ プ チ ド の

認 識 に 関 し て 患 者 の 抗 血 清 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 測 定 し て も よ い 。 ま た 、 そ

れ ら は 、 対 応 腫 瘍 関 連 抗 原 に 特 異 的 な 患 者 の Ｔ 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 測

定 し て も よ い 。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 、 例 え ば

抗 体 お よ び 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 の 細 胞 性 結 合 パ ー ト ナ ー を 単 離 す る こ と が 可 能 で な る 。

【 ０ １ ０ ３ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 特 定 の 実 施 形 態 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 か ら 誘 導 さ れ る 「 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ

ィ ブ 」 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る こ と を 含 む 。 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ポ リ ペ プ チ ド は 、 非 活

性 な タ ン パ ク 質 変 異 体 で あ っ て 、 自 分 が 細 胞 機 構 と 相 互 作 用 す る こ と に よ り 、 活 性 タ ン パ

ク 質 が そ の 細 胞 機 構 と 相 互 作 用 す る の を 排 斥 し 、 あ る い は 活 性 タ ン パ ク 質 と 競 合 す る こ と

に よ っ て そ の 活 性 タ ン パ ク 質 の 効 果 を 減 少 さ せ る 。 た と え ば 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 受 容

体 は 、 リ ガ ン ド に 結 合 す る が 、 結 合 の 応 答 と し て の シ グ ナ ル を 何 も リ ガ ン ド に 対 し て 発 生

し な い の で 、 そ の リ ガ ン ド の 生 物 学 的 効 果 が 減 殺 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 同 様 に 、 ド ミ ナ ン

ト ネ ガ テ ィ ブ で 触 媒 的 に 不 活 性 な キ ナ ー ゼ は 、 標 的 タ ン パ ク 質 と 通 常 通 り 相 互 作 用 す る が

、 こ の 標 的 タ ン パ ク 質 を リ ン 酸 化 し な い の で 、 細 胞 シ グ ナ ル へ の 応 答 と し て こ の 標 的 タ ン

パ ク 質 が リ ン 酸 化 さ れ る こ と は 減 少 す る 可 能 性 が あ る 。 同 様 に 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ な

転 写 因 子 は 、 遺 伝 子 の 制 御 領 域 中 の プ ロ モ ー タ ー 部 位 に 結 合 す る が 、 こ の 遺 伝 子 の 転 写 を

増 大 し な い の で 、 こ の プ ロ モ ー タ ー の 結 合 部 位 は 占 拠 さ れ 転 写 が 増 加 し な い ま ま に 正 常 な

転 写 因 子 の 効 果 が 減 殺 さ れ る 可 能 性 が あ る 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 細 胞 内 で の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 結 果 、 活 性 タ ン パ ク 質 の 機 能 が

減 少 す る 。 当 業 者 が タ ン パ ク 質 の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 を 作 製 す る た め に は 、 た と

え ば 、 従 来 の 突 然 変 異 生 成 方 法 お よ び 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 効 果 の

評 価 に よ れ ば よ い 。

【 ０ １ ０ ５ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド の よ う な 物 質 も 含 む 。 そ の よ う

な 結 合 性 物 質 は 、 た と え ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 お よ び 腫 瘍 関 連 抗 原 と そ の 結 合 相 手 と の 複 合 体

を 検 出 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 お よ び 該 腫 瘍 関 連 抗 原 お よ び 腫 瘍 関 連 抗 原

と そ の 結 合 相 手 と の 複 合 体 の 精 製 に お い て 、 使 用 し て も よ い 。 ま た 、 そ の よ う な 物 質 は 、

腫 瘍 関 連 抗 原 の 活 性 を 抑 制 す る た め に 、 た と え ば 、 そ の 抗 原 へ の 結 合 に 使 用 し て も よ い 。
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【 ０ １ ０ ６ 】

　 し た が っ て 、 本 発 明 に は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 で き る 結 合 性 物 質 、 例 え ば 抗 体

ま た は 抗 体 断 片 を 含 む 。 抗 体 は 、 従 来 の 方 法 で 生 成 さ れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。

【 ０ １ ０ ７ 】

　 そ の よ う な 抗 体 は 、 天 然 の お よ び ／ ま た は 変 性 さ れ た 状 態 の タ ン パ ク 質 を 認 識 す る こ と

が で き る （ Andersonら , J.Im munol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll , J.Im munol. Met

hods 234: 107-116, 2000; Kayyemら , Eur. J. Biochem. 208: 1-8, 1992; Spillerら , J

.Im munol. Methods 224: 51-60, 1999） 。

【 ０ １ ０ ８ 】

　 標 的 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 特 異 的 抗 体 を 含 む 抗 血 清 は 、 種 々 の 標 準 方 法 に よ っ

て 生 成 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Philip Shepherdに よ る 「 Monoclonal Antibodies:A

 Practical Approach」 , Christopher Dean ISBN 0-19-963722-9; Ed Harlow, David Lan

eに よ る 「 Antibodies: A Laboratory Manual, ISBN: 0879693142お よ び Edward Harlow,Da

vid Lane,Ed Harlowに よ る 「 Using Antibodies:A Laboratory Manual: Portable Protoco

l N O」 ISBN 0879695447。 こ れ に よ っ て 、 複 合 体 膜 タ ン パ ク 質 を 天 然 の 形 態 の ま ま で 認 識

す る 、 親 和 性 抗 体 お よ び 特 異 的 抗 体 を 作 成 す る こ と が 可 能 で あ る （ Azorsaら 、 J.Im munol.

 Methods 229: 35-48, 1999; Andersonら 、 J. Im munol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvo

ll, J.Im munol. Methods 234: 107-116, 2000） 。 こ れ は 、 特 に 、 治 療 上 で 、 し か し ま た

多 く の 診 断 用 に も 使 用 さ れ る 抗 体 の 生 成 に 関 与 す る 。 こ の 点 に 関 し て 、 免 疫 化 の た め に 、

全 タ ン パ ク 質 、 細 胞 外 の 部 分 的 配 列 、 お よ び 生 理 学 的 に 折 り た た ま れ た 形 態 に 標 的 物 質 を

発 現 す る 細 胞 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。

【 ０ １ ０ ９ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 使 用 し て 従 来 の 方 法 で 生 成 す る （ 技 術 の

詳 細 は 、 Philip Shepherd, Christopher Deanに よ る 「 Monoclonal Antibodies: A Practi

cal Approach」 ISBN 0-19-963722-9; Ed Harlow, David Laneに よ る 「 Antibodies: A Lab

oratory Manual」 ISBN: 0879693142; Edward Harlow, David Lane, Ed Harlowに よ る 「 Us

ing Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol N O」 ISBN: 0879695447を 参

照 の こ と ） 。

【 ０ １ １ ０ 】

　 抗 体 分 子 の 小 部 分 、 パ ラ ト ー プ の み が 抗 体 の そ の 抗 原 決 定 基 へ の 結 合 に 関 わ る こ と は 公

知 で あ る （ Clark, W.R. (1986),「 The Experimental Foundations of Modern Im munology

」 、 Wiley & Sons, Inc., New York; Roitt , I. (1991),「 Essential Im munology」 、 第

７ 編 、 Blackwell Scientific Publications, Oxford参 照 ） 。 た と え ば 、 ｐ Ｆ ｃ 'お よ び Ｆ

ｃ 領 域 は 、 補 体 カ ス ケ ー ド の エ フ ェ ク タ ー で あ る が 、 抗 原 結 合 に は 関 わ ら な い 。 ｐ Ｆ ｃ '

領 域 が 酵 素 的 に 除 去 さ れ た 抗 体 、 ま た は ｐ Ｆ ｃ '領 域 な し で 生 成 さ れ た 抗 体 （ Ｆ （ ａ ｂ '）

２ 断 片 と 言 う ） は 、 完 全 な 抗 体 の 両 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ 。 同 様 に 、 Ｆ ｃ 領 域 が 酵 素 的 に 除

去 さ れ た 抗 体 ま た は Ｆ ｃ 領 域 な し で 生 成 さ れ た 抗 体 （ Ｆ ａ ｂ 断 片 と 言 う ） は 、 無 傷 の 抗 体

分 子 の 抗 原 結 合 部 位 を １ 個 持 つ 。 さ ら に 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 、 抗 体 の 共 有 結 合 し た 軽 鎖 と 、 前

記 抗 体 の 重 鎖 の 部 分 と か ら な る （ Ｆ ｄ と 言 う ） 。 Ｆ ｄ 断 片 は 、 抗 体 特 異 性 の 主 要 な 決 定 因

子 で あ り （ 単 一 Ｆ ｄ 断 片 は 、 抗 体 の 特 異 性 を 変 え る こ と な く 、 異 な る 軽 鎖 を １ ０ 個 ま で 伴

う こ と が で き る 。 ） 、 単 離 さ れ た 時 、 Ｆ ｄ 断 片 は 、 抗 原 決 定 基 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る

。

【 ０ １ １ １ 】

　 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） は 、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 内 に 位 置 し 、 抗 原 決 定 基 お よ び パ ラ ト

ー プ の ３ 次 構 造 を 維 持 す る フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ ｓ ） と 直 接 相 互 作 用 す る 。 重 鎖 の Ｆ

ｄ 断 片 も Ｉ ｇ Ｇ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 軽 鎖 も ど ち ら も 、 ４ 箇 所 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ １

～ Ｆ Ｒ ４ ） を 含 み 、 ど ち ら の 場 合 も ３ 箇 所 の 相 補 的 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ １ ～ Ｃ Ｄ Ｒ ３ ） に よ

っ て 分 離 さ れ る 。 Ｃ Ｄ Ｒ 、 特 に 、 Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 、 更 に 特 に 重 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 は 、 抗 体 特

異 性 に 対 し て か な り な 程 度 に 応 答 可 能 で あ る 。
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【 ０ １ １ ２ 】

　 哺 乳 動 物 抗 体 の Ｎ ｏ ｎ － Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 は 、 同 一 ま た は 異 な る 特 異 性 を 持 つ 抗 体 の 類 似 の 領

域 に よ っ て 置 換 し て も 、 抗 原 決 定 基 に 対 す る 元 の 抗 体 の 特 異 性 は 保 持 さ れ る こ と が 知 ら れ

て い る 。 こ れ に よ り 、 非 ヒ ト Ｃ Ｄ Ｒ を ヒ ト Ｆ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｆ ｃ ／ ｐ Ｆ ｃ '領 域 に 共 有

結 合 し て 機 能 性 抗 体 が 生 産 さ れ る 「 ヒ ト 化 」 抗 体 の 開 発 が 可 能 と な っ た 。

【 ０ １ １ ３ 】

　 こ れ は 所 謂 「 Ｓ Ｌ Ａ Ｍ 」 技 術 に お い て 利 用 さ れ て お り 、 Ｂ 細 胞 を 全 血 か ら 単 離 し 、 該 細

胞 を モ ノ ク ロ ー ン 化 す る 、 次 い で 、 単 一 な Ｂ 細 胞 の 上 澄 液 を そ の 抗 体 特 異 性 に 関 し て 分 析

す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 と は 対 照 的 に 、 抗 体 遺 伝 子 の 可 変 領 域 を 、 単 一 細 胞 Ｐ Ｃ Ｒ を 使

用 し て 増 幅 し 、 適 切 な ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 す る 。 こ の よ う に し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗

体 の 供 給 は 加 速 さ れ て い る （ de Wildt et al. , J. Im munol. Methods 207: 61-67, 1997

） 。

【 ０ １ １ ４ 】

　 別 の 例 と し て 、 国 際 公 開 第 ９ ２ ／ ０ ４ ３ ８ １ 号 公 報 に は 、 マ ウ ス Ｆ Ｒ 領 域 の 少 な く と も

部 分 が ヒ ト 由 来 の Ｆ Ｒ 領 域 で 置 換 さ れ た 、 ヒ ト 化 マ ウ ス Ｒ Ｓ Ｖ 抗 体 の 産 生 お よ び 用 途 が 記

載 さ れ て い る 。 抗 原 結 合 能 力 を 持 つ 無 傷 の 抗 体 の 断 片 を 始 め と す る こ の 種 の 抗 体 は 、 し ば

し ば 、 「 キ メ ラ 」 抗 体 と 言 わ れ る 。

【 ０ １ １ ５ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 Ｆ ｃ お よ び ／ ま た は Ｆ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ １ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ

Ｒ ２ お よ び ／ ま た は 軽 鎖 － Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 が 、 相 同 性 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 配 列 、 キ メ ラ Ｆ （ ａ

ｂ '） ２ － 断 片 抗 体 で 置 換 さ れ て お り 、 Ｆ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ １ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ

Ｒ ２ お よ び ／ ま た は 軽 鎖 － Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 が 、 相 同 性 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 配 列 、 キ メ ラ Ｆ ａ ｂ

－ 断 片 抗 体 で 置 換 さ れ て お り 、 Ｆ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ １ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ ２ お よ

び ／ ま た は 軽 鎖 － Ｃ Ｄ Ｒ ３ 領 域 が 、 相 同 性 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 配 列 で 置 換 さ れ た 、 抗 体 、 キ

メ ラ 抗 体 の Ｆ （ ａ ｂ '） ２ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ｖ お よ び Ｆ ｄ 断 片 、 お よ び Ｆ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｃ

Ｄ Ｒ １ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ ２ 領 域 が 、 相 同 性 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 配 列 で 置 換 さ れ た 、 キ メ

ラ Ｆ ｄ － 断 片 抗 体 を 提 供 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 「 一 本 鎖 」 抗 体 も 含 む 。

【 ０ １ １ ６ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド も 含 む 。 こ の 種 の 物 質

に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 固 定 化 し た 形 態 に ま た は フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ

ー と し て 溶 液 中 で 簡 易 的 に 調 製 し た ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 変 性 す る こ と に よ り 得 ら れ る

。 同 様 に 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 持 つ ペ プ チ ド の コ ン ビ ナ ト リ ア ル な ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製

す る こ と も 可 能 で あ る 。 ペ プ ト イ ド （ ｐ ｅ ｐ ｔ ｏ ｉ ｄ ） お よ び 非 ペ プ チ ド 性 合 成 残 基 の ラ

イ ブ ラ リ ー を 調 製 し て も よ い 。

【 ０ １ １ ７ 】

　 フ ァ ー ジ 提 示 は 、 本 発 明 の 結 合 性 ペ プ チ ド の 同 定 に お い て 、 特 に 効 果 的 で あ る 。 こ れ に

関 し 、 た と え ば 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 （ た と え ば 、 Ｍ １ ３ 、 ｆ ｄ ま た は λ フ ァ ー

ジ を 使 用 し て ） す れ ば 、 こ れ は 長 さ 約 ４ ～ 約 ８ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 挿 入 を 可 能 に す る 。

次 い で 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る 挿 入 物 を 担 持 す る フ ァ ー ジ を 選 択 す る 。 こ の 方 法 は 、 腫

瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る フ ァ ー ジ の 再 選 択 を 複 数 回 繰 り 返 え せ ば よ い 。 複 数 回 の 繰 返 し に よ

っ て 、 特 定 の 配 列 を 持 つ フ ァ ー ジ が 濃 縮 さ れ る 。 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 同 定 す る

た め に 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 分 析 を 行 え ば よ い 。 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る 配 列 の 最 も 小 さ な 直 線

部 が 測 定 さ れ る 。 酵 母 の 「 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ・ シ ス テ ム 」 を 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る ポ

リ ペ プ チ ド を 同 定 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 本 発 明 に 記 載 さ れ る 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ

の 断 片 を 使 用 し て ペ プ チ ド ・ ラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば フ ァ ー ジ 提 示 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー

ニ ン グ す れ ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 の パ ー ト ナ ー に 結 合 す る ペ プ チ ド を 同 定 お よ び 選 択 す る こ と

が で き る 。 そ の よ う な 分 子 は 、 た と え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 精 製 プ ロ ト コ ル 、 腫

瘍 関 連 抗 原 の 機 能 へ の 干 渉 、 お よ び 当 業 者 に 公 知 の 目 的 の た め に 使 用 し て よ い 。

【 ０ １ １ ８ 】

　 前 記 抗 体 お よ び 他 の 結 合 分 子 を 使 用 し て 、 た と え ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 組 織 を 同
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定 し て も よ い 。 ま た 、 抗 体 を 特 定 の 診 断 物 質 に 結 合 し て 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 お

よ び 組 織 を 表 示 さ せ て も よ い 。 こ れ ら 抗 体 は 、 ま た 、 治 療 上 有 益 な 物 質 と 結 合 し て も よ い

。 診 断 物 質 に は 、 硫 酸 バ リ ウ ム 、 ヨ ー セ タ ム 酸 、 イ オ パ ノ 酸 、 イ オ パ ノ 酸 カ ル シ ウ ム 、 ジ

ア ト リ ゾ 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ジ ア ト リ ゾ 酸 メ グ ル ミ ン 、 メ ト リ ザ ミ ド 、 チ ロ パ ノ 酸 ナ ト リ ウ ム

、 お よ び フ ッ 素 － １ ８ お よ び 炭 素 － １ １ の よ う な ポ ジ ト ロ ン 放 射 体 、 ヨ ウ 素 － １ ２ ３ 、 テ

ク ネ チ ウ ム － ９ ９ ｍ 、 ヨ ウ 素 － １ ３ １ お よ び イ ン ジ ウ ム － １ １ １ の よ う な γ 放 射 体 を 含 む

放 射 性 診 断 剤 、 フ ッ 素 お よ び ガ ド リ ニ ウ ム の よ う な 核 磁 気 共 鳴 用 原 子 核 種 が 挙 げ ら れ る が

、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 語 句 「 治 療 上 有 益 な 物 質 」 と は 、 記 載 し た よ

う に 、 １ 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 へ と 選 択 的 に 誘 導 さ れ る 任 意 の 治 療 分 子 を 意

味 し 、 抗 癌 剤 、 放 射 性 ヨ ウ 素 で 標 識 付 け さ れ た 化 合 物 、 毒 素 、 細 胞 増 殖 抑 制 ま た は 細 胞 溶

解 性 薬 剤 な ど が 挙 げ ら れ る 。 抗 癌 剤 と し て は 、 た と え ば 、 ア ミ ノ グ ル テ チ ミ ド 、 ア ザ チ オ

プ リ ン 、 硫 酸 ブ レ オ マ シ ン 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ラ ン ブ シ ル 、 シ ス プ ラ チ

ン 、 シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 シ ク ロ ス ポ リ ン 、 シ タ ラ ビ ジ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 ダ ク チ ノ マ

イ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 エ ト ポ シ ド 、 フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、

イ ン タ ー フ ェ ロ ン － 、 ロ ム ス チ ン 、 メ ル カ プ ト プ リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ミ ト タ ン 、

プ ロ カ ル バ シ ン Ｈ Ｃ ｌ 、 チ オ グ ア ニ ン 、 硫 酸 ビ ン ブ ラ ス チ ン お よ び 硫 酸 ビ ン ク リ ス チ ン が

挙 げ ら れ る 。 他 の 抗 癌 剤 は 、 た と え ば 、 Goodmanお よ び Gilman,「 The Pharmacological Ba

sis of Therapeutics」 、 第 ８ 編 、 1990, McGraw-Hill , Inc.、 特 に 第 ５ ２ 章 （ Antineopla

stic Agents (Paul Calabresiお よ び Bruce A. Chabner） に 記 載 さ れ て い る 。 毒 素 は 、 ポ

ー ク ウ ィ ー ド 抗 ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 、 ク ロ レ ラ 毒 素 、 咳 毒 素 、 リ シ ン 、 ゲ ロ ニ ン 、 ア ブ リ

ン 、 ジ フ テ リ ア エ ク ソ ト キ シ ン ま た は シ ュ ー ド モ ナ ス エ ク ソ ト キ シ ン の よ う な タ ン パ ク 質

で よ い 。 ま た 、 毒 素 残 基 は 、 コ バ ル ト － ６ ０ の よ う な 高 エ ネ ル ギ ー 放 射 性 核 種 で あ っ て よ

い 。

【 ０ １ １ ９ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 語 句 「 患 者 」 は 、 人 間 、 非 人 類 霊 長 類 、 ま た は 他 の 動 物 、 特 に 、 ウ シ

、 ウ マ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ま た は マ ウ ス や ラ ッ ト の よ う な げ っ 歯 類 の よ

う な 哺 乳 類 、 を 意 味 す る 。 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 患 者 は 人 間 で あ る 。

【 ０ １ ２ ０ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 語 句 「 疾 患 」 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 し た ま た は 異 常 発 現 し た 、 任 意

の 病 的 症 状 を 言 う 。 本 発 明 に よ れ ば 、 「 異 常 発 現 」 は 、 発 現 が 変 更 さ れ た 、 好 ま し く は 、

健 常 な 個 体 の 状 態 と 比 べ て 、 増 加 し た こ と を 意 味 す る 。 発 現 に お け る 増 加 は 、 少 な く と も

１ ０ ％ ま で の 、 特 に 少 な く と も ２ ０ ％ ま で の 、 少 な く と も ５ ０ ％ ま で の ま た は 少 な く と も

１ ０ ０ ％ ま で の 増 加 を 言 う 。 一 実 施 形 態 で は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 が 疾 患 の あ る 個 体 の 組 織 に お

い て の み 発 現 し 、 健 常 な 個 体 で の 発 現 は 抑 制 さ れ る 。 そ の よ う な 疾 患 の 一 例 は 癌 で あ り 、

本 発 明 に よ る 語 句 「 癌 」 に は 、 白 血 病 、 セ ミ ノ ー マ 、 メ ラ ノ ー マ 、 奇 形 腫 、 グ リ オ ー マ 、

腎 臓 癌 、 副 腎 癌 、 甲 状 腺 癌 、 腸 癌 、 肝 臓 癌 、 大 腸 癌 、 胃 癌 、 胃 腸 癌 、 リ ン パ 腺 癌 、 食 道 癌

、 結 腸 直 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 耳 、 鼻 お よ び 喉 （ 耳 鼻 咽 喉 ） 癌 、 胸 癌 、 前 立 腺 癌 、 子 宮 癌 、 卵 巣

癌 お よ び 肺 癌 、 お よ び こ れ ら の 転 移 癌 を が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ２ １ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 生 物 試 料 は 、 組 織 試 料 お よ び ／ ま た は 細 胞 試 料 で あ り 、 本 明 細 書 に 記

載 さ れ る 種 々 の 方 法 に お け る 用 途 の た め に 、 パ ン チ 生 検 を 含 む 生 体 組 織 切 片 に よ る 、 ま た

は 血 液 、 気 管 支 吸 引 液 、 痰 、 尿 、 便 、 そ の 他 の 体 液 の 採 取 に よ る 従 来 の 方 法 で 得 れ ば よ い

。

【 ０ １ ２ ２ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 語 句 「 免 疫 反 応 性 細 胞 」 は 、 適 切 な 刺 激 に よ り 免 疫 細 胞 （ た と え ば 、

Ｂ 細 胞 、 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 ま た は 細 胞 溶 解 性 Ｔ 細 胞 ） に 成 熟 す る こ と が で き る 細 胞 を 意 味 す

る 。 反 応 性 細 胞 に は 、 Ｃ Ｄ ３ ４
＋

造 血 性 幹 細 胞 、 未 熟 お よ び 成 熟 Ｔ 細 胞 お よ び 未 熟 お よ び

成 熟 Ｂ 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 を 認 識 す る 細 胞 溶 解 性 ま た は ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 の 産

生 を 所 望 の 場 合 は 、 細 胞 溶 解 性 Ｔ 細 胞 お よ び ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 の 産 生 、 細 胞 分 化 お よ び ／ ま

た は 選 択 に 好 ま し い 条 件 下 で 、 反 応 性 細 胞 を 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 に 接 触 さ せ る
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。 抗 原 に 曝 露 さ れ た 時 の Ｔ 細 胞 前 駆 体 の 細 胞 溶 解 性 Ｔ 細 胞 へ の 細 胞 分 化 は 、 免 疫 シ ス テ ム

の ク ロ ー ン 選 択 に 類 似 し て い る 。

【 ０ １ ２ ３ 】

　 患 者 の 免 疫 シ ス テ ム の 反 応 に 基 づ く 治 療 方 法 も あ り 、 こ の 反 応 の 結 果 、 抗 原 提 示 細 胞 、

例 え ば １ 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 提 供 す る 癌 細 胞 が 溶 解 す る 。 こ の 点 に 関 し 、 た と え ば 、 腫

瘍 関 連 抗 原 お よ び Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 の 複 合 体 に 特 異 的 な 自 己 由 来 の 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 を 、 細

胞 異 常 の あ る 患 者 に 投 与 す る 。 こ の よ う な 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 の イ ン ビ ト ロ で の 産 生 は

公 知 で あ る 。 Ｔ 細 胞 分 化 の 方 法 の １ つ が 、 国 際 公 開 第 ９ ６ ３ ３ ２ ６ ５ 号 に あ る 。 一 般 的 に

、 細 胞 、 例 え ば 血 液 細 胞 を 含 む 試 料 を 患 者 か ら 採 取 し 、 該 細 胞 を 、 上 記 複 合 体 を 提 供 し か

つ 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 惹 起 す る 細 胞 （ た と え ば 、 樹 状 細 胞 ） と 接 触 さ せ る 。 標

的 細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 、 例 え ば Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 で よ い 。 こ れ ら の ト ラ ン

ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 所 望 の 複 合 体 を そ の 表 面 に 提 供 し 、 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球

と 接 触 す る と 後 者 の 増 殖 を 刺 激 す る 。 次 い で 、 ク ロ ー ン 増 殖 し た 自 己 由 来 の 細 胞 障 害 性 Ｔ

リ ン パ 球 を 患 者 に 投 与 す る 。

【 ０ １ ２ ４ 】

　 抗 原 特 異 的 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 を 選 択 す る 他 の 方 法 で は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 分 子 ／ ペ プ

チ ド 複 合 体 の 蛍 光 性 ４ 量 体 を 使 用 し て 、 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 の 特 異 的 ク ロ ー ン を 検 出 す

る （ Altmanら 、 Science 274: 94-96, 1996; Dunbarら 、 Curr. Biol. 8:413-416, 1998）

。 溶 解 性 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 分 子 を 、 β ２ ミ ク ロ ブ ロ ブ リ ン お よ び 前 記 ク ラ ス Ｉ 分 子 に 結 合 す

る ペ プ チ ド 抗 原 の 存 在 下 で 、 イ ン ビ ト ロ で 折 畳 む 。 Ｍ Ｈ Ｃ ／ ペ プ チ ド 複 合 体 を 精 製 し 、 次

い で 、 ビ オ チ ン で 標 識 す る 。 ４ 量 体 を 形 成 す る た め に ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド － Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体

と 標 識 し た ア ビ ジ ン （ た と え ば 、 フ ェ コ エ リ ス リ ン ） と を 、 モ ル 比 ４ ： １ で 混 合 す る 。 次

い で 、 ４ 量 体 を 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 、 例 え ば 末 梢 血 や リ ン パ 腺 に 接 触 さ せ る 。 ４ 量 体 は

、 ペ プ チ ド 抗 原 ／ Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 複 合 体 を 認 識 す る 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 に 結 合 す る 。 ４

量 体 に 結 合 し た 細 胞 を 、 蛍 光 で 制 御 す る 細 胞 層 別 法 に よ っ て 選 別 し 、 反 応 性 細 胞 障 害 性 Ｔ

リ ン パ 球 を 単 離 す る 。 次 い で 、 単 離 さ れ た 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で 増 殖 す れ

ば よ い 。

【 ０ １ ２ ５ 】

　 養 子 免 疫 伝 達 （ Greenberg, J. Im munol. 136(5):1917, 1986; Riddelら 、 Science 257:

238, 1992; Lynchら 、 Eur. J.Im munol. 21:1403-1410, 1991; Kastら 、 Cell59: 603-614

, 1989） と 言 わ れ る 治 療 方 法 で は 、 所 望 の 複 合 体 （ た と え ば 、 樹 状 細 胞 ） を 提 供 す る 細 胞

を 、 治 療 対 象 の 患 者 の 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 と 組 み 合 わ せ る と 、 特 異 的 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン

パ 球 が 増 殖 す る 。 次 い で 、 増 殖 し た 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 を 細 胞 異 常 の あ る 患 者 、 す な わ

ち 特 定 の 異 常 細 胞 が 特 異 的 複 合 体 を 特 徴 的 に 提 供 し て い る 患 者 に 投 与 す る 。 す る と 細 胞 障

害 性 Ｔ リ ン パ 球 が 異 常 細 胞 を 溶 解 し 、 所 望 の 治 療 効 果 が 達 成 さ れ る 。

【 ０ １ ２ ６ 】

　 し ば し ば 、 患 者 の Ｔ 細 胞 レ パ ー ト リ ー の う ち 、 こ の 種 の 特 異 的 複 合 体 に 親 和 性 の 低 い Ｔ

細 胞 の み が 増 殖 し て い る こ と が あ る 。 こ の 理 由 は 、 耐 性 が 生 じ た た め に 親 和 性 の 高 い Ｔ 細

胞 は 既 に 消 滅 し て い る か ら で あ る 。 こ れ の 解 決 に は 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 そ れ 自 体 を 伝 達 す る こ

と を 選 択 し て も よ い 。 こ れ に は 、 所 望 の 複 合 体 を 提 供 す る 細 胞 （ た と え ば 、 樹 状 細 胞 ） を

健 常 な 個 人 ま た は 他 の 種 （ た と え ば 、 マ ウ ス ） の 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 と 組 み 合 わ せ る 。

た だ し 、 そ の Ｔ リ ン パ 球 は 、 以 前 に 上 記 特 異 的 複 合 体 と 接 触 し た こ と の な い ド ナ ー 生 物 か

ら 取 得 す る 。 す る と 親 和 性 の 高 い 特 異 的 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 が 増 殖 す る 。 増 殖 さ れ た こ

れ ら 特 異 的 Ｔ リ ン パ 球 の 高 親 和 性 Ｔ 細 胞 受 容 体 を 、 ク ロ ー ン 化 す る 。 高 親 和 性 Ｔ 細 胞 受 容

体 を 別 の 種 か ら 誘 導 し た 場 合 に は 、 い ろ い ろ な 程 度 に そ れ ら を ヒ ト 化 す る こ と が で き る 。

次 い で 、 そ の よ う な Ｔ 細 胞 受 容 体 を 、 遺 伝 子 の 伝 達 に よ り 、 た と え ば 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ

ク タ ー を 使 用 し て 、 所 望 の 患 者 Ｔ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 。 次 い で 、 こ れ ら の 遺

伝 子 的 に 変 更 し た Ｔ リ ン パ 球 を 使 用 し て 養 子 免 疫 伝 達 を 行 う 。 （ Stanislawskiら , Nat Im

munol. 2:962-70, 2001; Kesselsら 、 Nat Im munol. 2:957-61, 2001） ．

【 ０ １ ２ ７ 】
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　 上 記 の 治 療 態 様 は 、 患 者 の 異 常 細 胞 の 少 な く と も い く つ か は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 と Ｈ Ｌ Ａ 分

子 と の 複 合 体 を 提 供 す る と い う 事 実 か ら 出 発 し て い る 。 そ の よ う な 細 胞 は 、 自 体 既 知 の 方

法 で 同 定 し て も よ い 。 複 合 体 を 提 供 す る 細 胞 が 同 定 さ れ た ら 直 ち に 、 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ

球 を 含 む 患 者 か ら の 試 料 と 組 み 合 わ せ る の が よ い 。 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 が 、 複 合 体 を 提

供 す る 細 胞 を 溶 解 し た な ら ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 が 提 供 さ れ て い る と 推 測 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ２ ８ 】

　 養 子 免 疫 伝 達 は 、 本 発 明 が 適 用 可 能 な 唯 一 の 治 療 形 態 で は な い 。 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球

は 、 自 体 既 知 の 方 法 で イ ン ビ ボ 産 生 し て も よ い 。 一 つ の 方 法 で は 、 複 合 体 を 発 現 す る 非 増

殖 性 細 胞 の 使 用 で あ る 。 こ こ で 使 用 さ れ る 細 胞 は 、 複 合 体 を 普 通 に 発 現 す る も の で あ っ て

、 た と え ば 、 放 射 線 照 射 さ れ た 腫 瘍 細 胞 あ る い は 複 合 体 （ す な わ ち 、 抗 原 性 ペ プ チ ド と 提

供 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 ） の 提 供 に 必 要 な １ 個 ま た は 両 方 の 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞

で あ る 。 種 々 の 細 胞 型 を 使 用 し て よ い 。 さ ら に 、 挿 入 遺 伝 子 の １ 個 ま た は 両 方 を 持 つ ベ ク

タ ー を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ウ ィ ル ス ま た は バ ク テ リ ア の ベ ク タ ー が 特 に 好 ま し い

。 た と え ば 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を コ ー ド す る 核 酸 に プ ロ モ ー タ ー お よ び エ ン ハ

ン サ ー 配 列 を 機 能 的 に 結 合 す る こ と に よ っ て 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 は 特 定 の

組 織 ま た は 細 胞 型 に お い て 発 現 が 制 御 さ れ る 。 核 酸 は 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に 導 入 し て も よ い

。 発 現 ベ ク タ ー は 、 非 修 飾 の 染 色 体 外 核 酸 、 プ ラ ス ミ ド ま た は ウ ィ ル ス ゲ ノ ム で あ り 、 こ

れ に 外 来 の 核 酸 を 挿 入 し て も よ い 。 ま た 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 を レ ト ロ ウ ィ ル

ス ゲ ノ ム に 挿 入 す る と 、 標 的 物 質 組 織 ま た は 標 的 物 質 細 胞 の ゲ ノ ム の 中 に 核 酸 が 集 積 可 能

に な る 。 こ れ ら の 系 で は 、 微 生 物 、 例 え ば ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ ィ ル ス 、 ヘ ル

ペ ス シ ン プ レ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ま た は ア デ ノ ウ ィ ル ス が 問 題 の 遺 伝 子 を 担

持 し て 、 宿 主 細 胞 に 「 感 染 す る 」 。 他 の 好 ま し い 形 態 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を 遺 伝 子 組 換 え Ｒ

Ｎ Ａ の 形 態 で 導 入 す る こ と で あ り 、 そ れ を 細 胞 中 に 導 入 す る た め に は 、 た と え ば 、 リ ポ ソ

ー ム 運 搬 ま た は 電 気 穿 孔 法 に よ る 。 得 ら れ た 細 胞 は 、 問 題 の 複 合 体 を 提 供 し 、 自 己 由 来 の

細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 は こ れ を 認 識 し て 次 に 増 殖 す る 。

【 ０ １ ２ ９ 】

　 類 似 の 効 果 を 達 成 可 能 に す る た め に は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 と ア ジ ュ バ ン ト と

を 組 み 合 わ せ 、 抗 原 提 示 細 胞 へ の 移 入 を イ ン ビ ボ で 可 能 に す る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の

断 片 は 、 タ ン パ ク 質 、 Ｄ Ｎ Ａ （ た と え ば 、 ベ ク タ ー 内 ） ま た は Ｒ Ｎ Ａ と し て 提 示 し て も よ

い 。 腫 瘍 関 連 抗 原 は 、 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 に 対 す る ペ プ チ ド パ ー ト ナ ー に す る た め の 処 理 を す る が

、 抗 原 断 片 の 方 は そ の ま ま 提 示 さ せ て よ く 、 更 な る 処 理 を す る 必 要 は な い 。 こ れ ら が Ｈ Ｌ

Ａ 分 子 に 結 合 で き る 場 合 に 、 後 者 は 特 別 に 可 能 で あ る 。 完 全 抗 原 が 樹 状 細 胞 に よ っ て イ ン

ビ ボ で 処 理 さ れ る 投 与 形 態 が 好 ま し い 。 そ の 理 由 は 、 そ れ に よ っ て ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 の 応 答

が 生 じ 、 こ れ は 効 果 的 な 免 疫 応 答 に と っ て 必 要 だ か ら で あ る （ Ossendorpら 、 Im munol Let

t . 74:75-9, 2000; Ossendorpら 、 J. Exp. Med. 187:693-702, 1998） 。 一 般 に 、 た と え

ば 皮 膚 内 注 射 に よ っ て 患 者 に 腫 瘍 関 連 抗 原 の 有 効 量 を 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し

、 リ ン パ 腺 へ の リ ン パ 腺 注 射 を お こ な っ て も よ い （ Maloyら 、 Proc Natl Acad Sci USA 98

:3299-303, 2001） 。 注 射 は 、 樹 状 細 胞 中 へ の 取 り 込 み を 容 易 に す る 薬 剤 と 組 み 合 わ せ て

行 っ て も よ い 。 腫 瘍 関 連 抗 原 と し て 好 ま し い も の に は 、 多 く の 癌 患 者 の 異 質 遺 伝 子 型 癌 の

抗 血 清 ま た は Ｔ 細 胞 と 反 応 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 し か し 、 特 に 重 要 な 抗 原 は 、 最 初 か ら

自 発 的 免 疫 応 答 が 存 在 し な い も の で あ る 。 こ れ ら の 抗 原 に 対 し て 免 疫 応 答 を 誘 導 し 、 そ れ

に よ っ て 腫 瘍 を 溶 解 す る こ と は 明 ら か に 可 能 で あ る （ Keoghら 、 J. Im munol. 167:787-96,

 2001; Appellaら 、 Biomed Pept Proteins Nucleic Acids 1:177-84, 1995; Wentworthら

、 Mol Im munol. 32:603-12, 1995） ．

【 ０ １ ３ ０ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 記 載 さ れ る 医 薬 組 成 物 は 、 免 疫 化 の た め の ワ ク チ ン と し て 使 用 し て も よ

い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 語 句 「 免 疫 化 」 ま た は 「 ワ ク チ ン 接 種 」 は 、 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答

の 増 加 ま た は 活 性 化 を 意 味 す る 。 動 物 モ デ ル を 使 用 し て 癌 に 対 す る 免 疫 化 効 果 を 試 験 す る

た め に 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 た と え

ば 、 ヒ ト 癌 細 胞 を マ ウ ス に 移 入 し て 腫 瘍 を 産 生 し 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 を １ 種
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以 上 投 与 す れ ば よ い 。 癌 細 胞 に お け る 効 果 （ た と え ば 腫 瘍 サ イ ズ の 減 少 ） は 、 核 酸 に よ る

免 疫 化 の 効 果 の 測 定 値 と し て 測 定 す れ ば よ い 。

【 ０ １ ３ １ 】

　 免 疫 化 の た め の 組 成 物 の 一 部 分 と し て 、 １ 種 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 刺 激 断 片 を

、 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め ま た は 免 疫 応 答 を 増 加 さ せ る た め の ア ジ ュ バ ン ト １ 種 以 上 と と

も に 投 与 さ れ る 。 ア ジ ュ バ ン ト は 、 抗 原 虫 に 配 合 さ れ る ま た は 抗 原 と と も に 投 与 さ れ る 物

質 で あ り 、 免 疫 応 答 を 強 化 す る 。 ア ジ ュ バ ン ト に よ っ て 免 疫 応 答 を 強 化 す る た め に は 、 抗

原 の 貯 留 部 （ 細 胞 外 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ 内 に ） を 用 意 し 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 し お

よ び ／ ま た は 特 定 の リ ン パ 球 を 刺 激 す れ ば よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト は 公 知 で あ り 、 モ ノ ホ ス ポ

リ ル リ ピ ド Ａ （ MPL, SmithKline Beecham） 、 Ｑ Ｓ ２ １ （ SmithKline Beecham） 、 Ｄ Ｑ Ｓ

２ １ （ SmithKline Beecham； 国 際 公 開 第 96/33739公 報 ） 、 Ｑ Ｓ ７ 、 Ｑ Ｓ １ ７ 、 Ｑ Ｓ １ ８ お

よ び Ｑ Ｓ － Ｌ １ （ Soら 、 Mol. Cells 7:178-186, 1997） の よ う な サ ポ ニ ン 、 不 完 全 フ ロ イ

ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 ビ タ ミ ン Ｅ 、 モ ン タ ニ ド 、 ミ ュ バ ン 、

Ｃ ｐ Ｇ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Kreigら 、 Nature 374:546-9, 1995参 照 ） 、 お よ び 生 物 学 的

に 分 解 可 能 な 油 、 例 え ば ス ク ア レ ン お よ び ／ ま た は ト コ フ ェ ロ ー ル か ら 調 製 し た 種 々 の 油

中 水 型 エ マ ル ジ ョ ン が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ペ プ チ ド は 、 Ｄ Ｑ Ｓ ２ １ ／

Ｍ Ｐ Ｌ と の 混 合 物 と し て 投 与 す る の が 好 ま し い 。 Ｍ Ｐ Ｌ に 対 す る Ｄ Ｑ Ｓ ２ １ の 比 は 、 通 常

、 約 １ ： １ ０ ～ １ ０ ： １ 、 好 ま し く は 約 １ ： ５ ～ ５ ： １ 、 特 に 約 １ ： １ で あ る 。 ヒ ト へ の

投 与 の た め の ワ ク チ ン 製 剤 に は 、 普 通 、 Ｄ Ｑ Ｓ ２ １ お よ び Ｍ Ｐ Ｌ が 約 １ μ ｇ か ら 約 １ ０ ０

μ ｇ の 範 囲 で 含 ま れ て い る 。

【 ０ １ ３ ２ 】

　 患 者 の 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 他 の 物 質 を 投 与 し て も よ い 。 た と え ば 、 サ イ ト カ イ ン に は リ

ン パ 球 上 で の 調 節 特 性 が あ る の で 、 ワ ク チ ン 製 剤 に お い て を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。

そ の よ う な サ イ ト カ イ ン と し て 、 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ２ （ Ｉ Ｌ － １ ２ ） （ こ れ

は 、 ワ ク チ ン の 保 護 活 性 を 増 す こ と が 示 さ れ て い る （ Science 268:1432-1434, 1995参 照

） ） 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ お よ び Ｉ Ｌ － １ ８ が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ３ ３ 】

　 免 疫 応 答 を 強 化 し 、 そ の た め ワ ク チ ン 製 剤 に お い て 使 用 さ れ る 数 多 く の 化 合 物 が 存 在 す

る 。 該 化 合 物 に は 、 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 形 態 で 提 供 さ れ る 同 時 刺 激 分 子 が 挙 げ ら れ る

。 そ の よ う な 同 時 刺 激 分 子 の 例 は 、 Ｂ ７ － １ お よ び Ｂ ７ － ２ （ そ れ ぞ れ Ｃ Ｄ ８ ０ お よ び Ｃ

Ｄ ８ ６ ） で あ り 、 こ れ ら は 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） 上 で 発 現 し 、 か つ Ｔ 細 胞 上 に 発 現 し た Ｃ Ｄ ２

８ 分 子 と 相 互 作 用 す る 。 こ の 相 互 作 用 に よ っ て 、 抗 原 ／ Ｍ Ｈ Ｃ ／ Ｔ Ｃ Ｒ に よ っ て 刺 激 さ れ

た （ シ グ ナ ル １ ） Ｔ 細 胞 に 共 刺 激 （ シ グ ナ ル ２ ） が 与 え ら れ 、 そ れ に よ っ て 、 こ の Ｔ 細 胞

の 増 殖 と エ フ ェ ク タ ー 機 能 が 強 化 さ れ る 。 ま た 、 Ｂ ７ は 、 Ｔ 細 胞 上 の Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ （ Ｃ Ｄ １

５ ２ ） と 相 互 作 用 し 、 か つ Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ お よ び Ｂ ７ リ ガ ン ド に 関 す る 研 究 に よ れ ば 、 Ｂ ７ －

Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ 相 互 作 用 に よ っ て 抗 腫 瘍 免 疫 お よ び Ｃ Ｔ Ｌ 増 殖 が 強 化 可 能 で あ る （ Zheng, P.

ら 、 Proc. Natl . Acad. Sci. USA 95(11):6284-6289 (1998)） 。

【 ０ １ ３ ４ 】

　 Ｂ ７ は 、 普 通 、 腫 瘍 細 胞 に は 発 現 さ れ な い の で 、 Ｔ 細 胞 に と っ て は 効 果 の な い 抗 原 提 示

細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ ） で あ る 。 Ｂ ７ の 発 現 が 誘 発 さ れ る と 、 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 お よ び

エ フ ェ ク タ ー 機 能 が 腫 瘍 細 胞 に よ っ て よ り 効 果 的 に 刺 激 さ れ る と 思 わ れ る 。 Ｂ ７ ／ Ｉ Ｌ －

６ ／ Ｉ Ｌ － １ ２ の 組 み 合 わ せ に よ る 共 刺 激 を 加 え る と 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ と Ｔ ｈ １ － サ イ ト カ イ

ン の プ ロ フ ィ ー ル が Ｔ 細 胞 集 団 に お い て 誘 発 さ れ る の が 露 わ に な り 、 そ の 結 果 、 Ｔ 細 胞 活

性 が さ ら に 強 化 さ れ る （ Gajewskiら 、 J. Im munol. 154:5637-5648 (1995)） ．

【 ０ １ ３ ５ 】

　 細 胞 障 害 性 Ｔ リ ン パ 球 が 完 全 に 活 性 化 し エ フ ェ ク タ ー が 完 全 に 機 能 す る た め に は 、 前 記

ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 上 の Ｃ Ｄ ４ ０ リ ガ ン ド と 樹 状 細 胞 が 発 現 し た Ｃ Ｄ ４ ０ 分 子 と の 間 の 相 互 作

用 を 介 し て Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 が 関 与 す る こ と が 必 要 で あ る （ Ridgeら 、 Nature 393:474 (199

8)、 Bennettら 、 Nature 393:478 (1998), Schoenbergerら 、 Nature 393:480 (1998)） 。

同 時 刺 激 シ グ ナ ル の メ カ ニ ズ ム は 、 た ぶ ん 、 前 記 樹 状 細 胞 （ 抗 原 提 示 細 胞 ） に よ る 、 Ｂ ７
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産 生 と 関 連 Ｉ Ｌ － ６ ／ Ｉ Ｌ － １ ２ 産 生 の 増 加 に 関 係 し て い る 。 し た が っ て 、 Ｃ Ｄ ４ ０ － Ｃ

Ｄ ４ ０ Ｌ 相 互 作 用 が 、 シ グ ナ ル １ （ 抗 原 ／ Ｍ Ｈ Ｃ － Ｔ Ｃ Ｒ ） お よ び シ グ ナ ル ２ （ Ｂ ７ － Ｃ

Ｄ ２ ８ ） の 相 互 作 用 を 補 足 す る 。

【 ０ １ ３ ６ 】

　 樹 状 細 胞 を 刺 激 す る 抗 － Ｃ Ｄ ４ ０ 抗 体 を 使 用 す れ ば 、 普 通 は 炎 症 応 答 の 対 象 外 に あ る ま

た は 未 熟 な 抗 原 提 示 細 胞 （ 腫 瘍 細 胞 ） が 提 示 す る 腫 瘍 抗 原 に 対 す る 応 答 が 直 接 に 強 化 さ れ

る と 期 待 さ れ る 。 こ れ ら の 状 況 で は 、 Ｔ ヘ ル パ ー お よ び Ｂ ７ 同 時 刺 激 シ グ ナ ル は 提 供 さ

れ な い 。 こ の メ カ ニ ズ ム は 、 抗 原 パ ル ス 樹 状 細 胞 に 基 づ く 治 療 と 連 結 し て 使 用 す る こ と が

可 能 で あ ろ う 。

【 ０ １ ３ ７ 】

　 ま た 、 本 発 明 は 、 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 投 与 を 提 供 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド

お よ び ペ プ チ ド は 、 自 体 既 知 の 方 法 で 投 与 し て よ い 。 一 実 施 形 態 で は 、 核 酸 が エ ク ス ビ ボ

な 方 法 、 す な わ ち 、 患 者 か ら 細 胞 を 取 り 出 し 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を 導 入 す る た め に こ の 細 胞 に

遺 伝 的 改 変 を 加 え 、 改 変 さ れ た 細 胞 を 患 者 に 再 導 入 す る 方 法 に よ っ て 投 与 さ れ る 。 こ の 方

法 で は 、 一 般 的 に 、 遺 伝 子 の 機 能 的 コ ピ ー を 患 者 の 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 導 入 す る こ と 、 お

よ び 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 細 胞 を 患 者 に 再 導 入 す る こ と が 含 ま れ る 。 遺 伝 子 の 機 能 的 コ ピ ー

は 調 整 因 子 の 機 能 的 制 御 下 に あ る の で 、 遺 伝 子 は 遺 伝 的 に 改 変 し た 細 胞 内 で 発 現 可 能 と な

る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び 形 質 導 入 の 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 は

、 核 酸 を イ ン ビ ボ で 投 与 す る た め に 、 ベ ク タ ー 、 例 え ば ウ ィ ル ス お よ び 標 的 制 御 リ ポ ソ ー

ム の 使 用 を 提 供 す る 。

【 ０ １ ３ ８ 】

　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 を 投 与 す る た め の ウ ィ ル ス ベ ク

タ ー は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ ィ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス お よ び 弱 毒 化 水 痘 ウ

ィ ル ス を 始 め と す る 水 痘 ウ ィ ル ス 、 Ｓ ｅ ｍ ｌ ｉ ｋ ｉ 　 Ｆ ｏ ｒ ｅ ｓ ｔ ウ ィ ル ス 、 レ ト ロ ウ ィ

ル ス 、 Ｓ ｉ ｎ ｄ ｂ ｉ ｓ ウ ィ ル ス お よ び Ｔ ｙ ウ ィ ル ス 様 粒 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 ア

デ ノ ウ ィ ル ス お よ び レ ト ロ ウ ィ ル ス が 特 に 好 ま し い 。 レ ト ロ ウ ィ ル ス は 、 普 通 、 複 製 不 全

（ す な わ ち 、 こ れ ら は 感 染 性 粒 子 を 産 生 す る こ と が で き な い ） で あ る 。

【 ０ １ ３ ９ 】

　 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 核 酸 を 細 胞 に 本 発 明 に よ り 導 入 す る た め に 、 種 々 の 方 法 を

使 用 し て も よ い 。 こ の 種 の 方 法 に は 、 核 酸 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ 沈 殿 物 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 Ｄ

Ｅ Ａ Ｅ に 結 合 し た 核 酸 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 問 題 の 核 酸 を 担 持 し た 前 記 ウ ィ ル ス で の

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は 感 染 、 リ ポ ソ ー ム 介 在 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン な ど が 挙 げ ら れ

る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 特 定 の 細 胞 へ 核 酸 を 注 入 す る こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う な 実 施

形 態 で は 、 核 酸 を 細 胞 （ た と え ば 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ま た は リ ポ ソ ー ム ） へ 投 与 す る た め に

使 用 さ れ る 担 体 は 、 結 合 し た 標 的 制 御 分 子 を 有 す る 。 た と え ば 、 分 子 、 例 え ば 標 的 物 質 細

胞 上 の 表 面 膜 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 、 あ る い は 標 的 細 胞 上 の 受 容 体 の た め の リ ガ ン ド

を 、 核 酸 担 体 に 編 入 ま た は 付 着 さ せ る 。 好 ま し い 抗 体 に は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合

す る 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 リ ポ ソ ー ム を 介 し た 核 酸 の 投 与 を 所 望 の 場 合 は 、 細 胞 の 飲 食 作 用

に 関 与 す る 表 面 膜 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を リ ポ ソ ー ム 製 剤 中 に 編 入 す れ ば 、 標

的 の 制 御 お よ び ／ ま た は 取 り 込 み が 可 能 に な る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 に は 、 特 定 の 細 胞

型 に 特 異 的 な カ プ シ ド タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 、 内 在 化 し た タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、

あ る 細 胞 内 部 位 を 指 向 す る タ ン パ ク 質 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ４ ０ 】

　 本 発 明 の 治 療 組 成 物 は 、 医 薬 的 に 適 合 性 の あ る 製 剤 で 投 与 し て よ い 。 そ の よ う な 製 剤 は

、 普 通 、 医 薬 的 に 適 合 性 の あ る 濃 度 の 塩 、 緩 衝 物 質 、 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 Ｃ ｐ Ｇ お よ び

サ イ ト カ イ ン の よ う な 補 助 的 免 疫 活 性 物 質 、 お よ び 適 正 な 場 合 、 他 の 治 療 上 活 性 な 化 合 物

を 含 む 。

【 ０ １ ４ １ 】

　 本 発 明 の 治 療 上 活 性 な 化 合 物 は 、 注 射 ま た は 輸 液 に よ る 方 法 を 含 む 任 意 の 従 来 の 経 路 で

投 与 し て よ い 。 投 与 は 、 た と え ば 、 経 口 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 的 、 ま た は 経 皮
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的 投 与 が あ る 。 抗 体 を 肺 噴 霧 の 方 法 で 治 療 的 に 投 与 す る の が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 ア ン

チ セ ン ス 核 酸 を ゆ っ く り 静 脈 内 投 与 す る 。

【 ０ １ ４ ２ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 を 有 効 量 投 与 す る 。 「 有 効 量 」 は 、 所 望 の 反 応 ま た は 所 望 の 効 果 を 、 単

独 で あ る い は 別 の 用 量 と 合 わ せ て 、 達 成 す る 量 を 言 う 。 １ 以 上 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 を 特

徴 と す る 特 別 の 疾 患 ま た は 特 別 の 状 態 を 治 療 す る 場 合 は 、 所 望 の 反 応 は 疾 患 の 進 行 の 抑 制

に 関 連 す る 。 こ れ に は 、 疾 患 の 進 行 の 減 速 お よ び 、 特 に 、 疾 患 の 進 行 の 遮 断 が 挙 げ ら れ る

。 疾 患 ま た は 症 状 の 治 療 に お け る 望 ま し い 反 応 に は 、 発 病 の 遅 延 ま た は 前 記 疾 患 ま た は 前

記 症 状 の 発 病 の 阻 止 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ４ ３ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 の 有 効 量 は 、 治 療 す べ き 状 態 、 疾 患 の 深 刻 さ 、 患 者 の 個 人 的 パ ラ メ ー タ

ー 、 例 え ば 年 齢 、 生 理 学 的 状 態 、 身 長 体 重 、 治 療 の 継 続 時 間 、 同 時 並 行 の 治 療 の タ イ プ （

も し あ れ ば ） 、 投 与 の 特 異 的 経 路 、 お よ び 類 似 の 要 因 に 依 存 す る 。

【 ０ １ ４ ４ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 無 菌 で あ る の が 好 ま し く 、 有 効 量 の 治 療 活 性 物 質 を 含 み 、 所 望

の 反 応 ま た は 所 望 の 効 果 を 招 来 す る 。

【 ０ １ ４ ５ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 の 投 与 量 は 、 投 与 の タ イ プ 、 患 者 の 状 態 、 所 望 の 投 与 期 間 な ど 、 種 々 の

パ ラ メ ー タ ー に 依 存 す る 。 患 者 に お け る 反 応 が 初 期 用 量 で は 不 十 分 な 場 合 、 よ り 高 い 用 量

（ ま た は 異 な る 、 よ り 局 在 化 し た 投 与 経 路 に よ り 達 成 さ れ る 効 果 的 に よ り 高 い 用 量 ） を 使

用 し て も よ い 。

【 ０ １ ４ ６ 】

　 一 般 的 に は 、 １ ｎ ｇ ～ １ ｍ ｇ 、 好 ま し く は １ ０ ｎ ｇ ～ １ ０ ０ μ ｇ の 腫 瘍 関 連 抗 原 用 量 が

配 合 さ れ 、 治 療 の た め に 、 ま た は 免 疫 応 答 を 作 り 出 し ま た は 増 加 さ せ る た め に 投 与 さ れ る

。 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ ） の 投 与 が 望 ま し い 場 合 は 、 １ ｎ

ｇ ～ ０ ． １ ｍ ｇ の 用 量 を 配 合 し 、 投 与 す る 。

【 ０ １ ４ ７ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 一 般 的 に 、 医 薬 的 に 適 合 性 の あ る 量 、 医 薬 的 に 適 合 性 の あ る 組

成 で 投 与 さ れ る 。 語 句 「 医 薬 的 に 適 合 性 の あ る 」 は 、 医 薬 組 成 物 の 活 性 成 分 の 作 用 と 相 互

反 応 し な い 、 毒 性 の な い 材 料 を 言 う 。 こ の 種 の 製 剤 は 、 普 通 に は 塩 、 緩 衝 物 質 、 防 腐 剤 、

担 体 お よ び 、 適 正 な 場 合 、 他 の 治 療 上 活 性 な 化 合 物 を 含 む 。 医 薬 に お い て 使 用 さ れ る 場 合

、 塩 は 、 医 薬 的 に 適 合 性 の あ る も の で あ る 。 し か し 、 医 薬 的 に 適 合 性 の な い 塩 を 、 医 薬 的

に 適 合 性 の あ る 塩 を 生 成 す る た め に 使 用 し て も よ く 、 そ れ ら も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 こ の 種

の 薬 理 学 的 に お よ び 医 薬 的 に 適 合 性 の あ る 塩 は 、 以 下 の 酸 か ら 生 成 さ れ る も の が 含 ま れ る

が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 塩 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 、 硝 酸 、 リ ン 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 酢 酸

、 サ リ チ ル 酸 、 ク エ ン 酸 、 ギ 酸 、 マ ロ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 な ど 。 ま た 、 医 薬 的 に 適 合 性 の あ る

塩 は 、 ナ ト リ ウ ム 塩 、 カ リ ウ ム 塩 、 ま た は カ ル シ ウ ム 塩 の よ う な ア ル カ リ 金 属 塩 あ る い は

ア ル カ リ 土 塁 金 属 塩 と し て 生 成 し て も よ い 。

【 ０ １ ４ ８ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 医 薬 的 に 適 合 性 の あ る 担 体 を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 に よ れ ば 、

語 句 「 医 薬 的 に 適 合 性 の あ る 担 体 」 は 、 ヒ ト へ の 投 与 に 適 す る 、 １ 種 以 上 の 適 合 性 の あ る

固 体 ま た は 液 体 の 充 填 剤 、 希 釈 剤 、 ま た は カ プ セ ル 化 物 質 を 言 う 。 語 句 「 担 体 」 は 、 適 用

を 容 易 に す る た め に 活 性 成 分 と 組 み 合 わ せ る 、 天 然 ま た は 合 成 の 有 機 ま た は 無 機 成 分 を い

う 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 成 分 は 、 普 通 は 相 互 作 用 を 起 こ さ な い 、 実 質 的 に 所 望 の 薬 理 学

的 効 能 を 与 え る も の で あ る 。

【 ０ １ ４ ９ 】

　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 適 切 な 緩 衝 物 質 、 例 え ば 酢 酸 と そ の 塩 、 ク エ ン 酸 と そ の 塩 、 ホ

ウ 酸 と そ の 塩 、 リ ン 酸 と そ の 塩 を 含 ん で も よ い 。

【 ０ １ ５ ０ 】

　 医 薬 組 成 物 は 、 適 正 な 場 合 は 、 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 パ ラ ベ ン お
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よ び チ メ ロ サ ー ル の よ う な 適 切 な 防 腐 剤 も 含 ん で よ い 。

【 ０ １ ５ １ 】

　 医 薬 組 成 物 は 、 普 通 、 均 一 な 投 与 形 態 で 提 供 さ れ 、 自 体 既 知 の 方 法 で 生 成 さ れ る 。 本 発

明 の 医 薬 組 成 物 は 、 た と え ば 、 カ プ セ ル 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 懸 濁 液 、 シ ロ ッ プ 、 エ リ キ

シ ル 剤 の 形 態 、 ま た は 乳 剤 の 形 態 で も よ い 。

【 ０ １ ５ ２ 】

　 非 経 口 投 与 に 適 切 な 組 成 物 は 、 普 通 、 活 性 化 合 物 の 無 菌 の 水 性 ま た は 非 水 性 の 製 剤 を 含

み 、 服 用 者 の 血 液 に 等 張 で あ る の が 好 ま し い 。 適 合 性 の あ る 担 体 お よ び 溶 剤 の 例 と し て 、

リ ン ゲ ル 液 お よ び 等 張 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 普 通 、 無 菌 の 不 揮 発 油

を 溶 液 ま た は 懸 濁 液 の 媒 体 と し て 使 用 す る 。

【 ０ １ ５ ３ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 図 面 と 実 施 例 に よ っ て 、 詳 し く 説 明 す る が 、 図 面 お よ び 実 施 例 は 、 説 明

の 目 的 の た め だ け に 使 用 す る も の で あ り 、 限 定 の 意 味 を 持 つ も の で は な い 。 こ の 説 明 お よ

び 実 施 例 に よ り 、 本 発 明 に 同 様 に 含 ま れ る 更 な る 実 施 形 態 は 当 業 者 に 理 解 し 易 く な る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ １ ５ ４ 】

【 図 １ 】 結 腸 腫 瘍 の 生 検 に お け る Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 Ｄ Ｎ Ａ の な い Ｒ Ｎ Ａ で Ｒ Ｔ －

Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た と こ ろ 、 大 部 分 の 結 腸 腫 瘍 生 検 で は Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ の 発 現 が 見 ら れ る 。 こ れ に

対 し 、 正 常 組 織 で は 検 出 可 能 な 発 現 は な い 。 （ １ ̶ 乳 房 、 ２ ̶ 肺 、 ３ － リ ン パ 節 、 ４ ̶ 胸

腺 、 ５ － 結 腸 、 ６ － １ ５ 結 腸 腫 瘍 、 １ ６ ̶ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） 。

【 図 ２ 】 正 常 及 び 腫 瘍 組 織 に お け る Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 Ｇ Ｕ

Ｃ Ｙ ２ Ｃ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ２ － ２ ３ ） で の リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ

を 行 っ た と こ ろ 、 正 常 な 回 腸 、 結 腸 、 及 び 全 て の 結 腸 腫 瘍 生 検 で は 選 択 的 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発

現 が 見 ら れ る 。 肝 臓 へ 転 移 の 結 腸 腫 瘍 か ら も 顕 著 な 量 の Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ 転 写 産 物 が 検 出 さ れ

た 。

【 図 ３ 】 腫 瘍 特 異 的 Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 同 定 正 常 結 腸 組 織 及 び 結 腸 腫 瘍 か ら

の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ク ロ ー ン 化 し 、 双 方 の グ ル ー プ の ク ロ ー ン を 制 限 酵 素 解 析 （ Ｅ ｃ ｏ Ｒ 　 Ｉ

） に よ り 確 認 し 、 塩 基 配 列 を 同 定 し た 。

【 図 ４ 】 正 常 肺 及 び 肺 腫 瘍 に お け る 選 択 的 Ｓ Ｃ Ｇ ３ Ａ の 発 現 遺 伝 子 に 特 異 的 な Ｓ Ｃ Ｇ ３ Ａ

２ プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ７ 、 ３ ８ ） を 用 い て Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 解 析 を 行 っ た と

こ ろ 、 正 常 肺 （ レ ー ン ８ 、 １ ４ － １ ５ ） 及 び 肺 腫 瘍 （ レ ー ン １ ６ － ２ ４ ） 生 検 で の み ｃ Ｄ

Ｎ Ａ の 増 幅 が 見 ら れ る （ １ － １ ５ 正 常 組 織 、 １ ： 肝 臓 、 ２ ： 末 梢 血 単 核 球 、 ３ ： リ ン パ 節

、 ４ ： 胃 、 ５ ： 精 巣 、 ６ ： 乳 房 、 ７ ： 腎 臓 、 ８ ： 肺 、 ９ ： 胸 腺 、 １ ０ ： 卵 巣 、 １ １ ： 副 腎

、 １ ２ ： 脾 臓 、 １ ４ － １ ５ ： 肺 、 １ ６ － ２ ４ ： 肺 腫 瘍 、 ２ ５ ： ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ）

。

【 図 ５ 】 胃 お よ び 食 道 、 並 び に 胃 腫 瘍 、 膵 臓 腫 瘍 に お け る ク ラ ウ デ ィ ン － １ ８ Ａ ２ ． １ の

発 現 本 発 明 に よ り 、 ク ラ ウ デ ィ ン － １ ８ Ａ ２ ． １ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ

： ３ ９ ～ ４ ０ ） で Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 胃 腫 瘍 の 生 検 の ８ ／ １ ０ お よ び 膵 臓

腫 瘍 の 生 検 の ３ ／ ６ に お い て 顕 著 な ク ラ ウ デ ィ ン － １ ８ Ａ ２ ． １ の 発 現 が 見 ら れ た 。 胃 及

び 食 道 の 正 常 組 織 に お い て も 顕 著 な 発 現 が 検 出 さ れ た 。 こ れ に 対 し 、 卵 巣 及 び 卵 巣 腫 瘍 で

は 発 現 は 検 出 さ れ な か っ た 。

【 図 ６ 】 腎 臓 及 び 腎 臓 腫 瘍 に お け る Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ の 発 現 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ 特 異 的 プ ラ イ マ

ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ９ ～ ５ ０ ） で の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 分 析 す る と 、 腎 臓 腫 瘍 検 体 の

７ ／ ８ に お い て 発 現 が 見 ら れ た 。 そ の 他 で は 、 正 常 組 織 中 の 転 写 産 物 は 腎 臓 の み に お い て

検 出 さ れ た 。 （ １ － ２ ： 正 常 腎 臓 組 織 、 ３ － １ ０ ： 腎 腫 瘍 、 １ １ ： 乳 房 、 １ ２ ： 肺 、 １ ３

： 肝 臓 、 １ ４ ： 結 腸 、 １ ５ ： リ ン パ 節 、 １ ６ ： 脾 臓 、 １ ７ ： 食 道 、 １ ８ ： 胸 腺 、 １ ９ ： 甲

状 腺 、 ２ ０ ： 末 梢 血 単 核 球 、 ２ １ ： 卵 巣 、 ２ ２ ： 精 巣 、 の 正 常 組 織 ）

【 図 ７ 】 結 腸 正 常 組 織 、 並 び に 結 腸 腫 瘍 お よ び 胃 腫 瘍 に お け る Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ の 発 現 Ｃ Ｌ Ｃ Ａ

１ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６ ７ 、 ６ ８ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た

と こ ろ 、 結 腸 で 選 択 的 な 発 現 が 確 認 さ れ 、 ま た 、 調 査 さ れ た 結 腸 ガ ン 試 料 の ３ ／ ７ 、 お よ
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び 調 査 し た 胃 腫 瘍 検 体 試 料 の １ ／ ３ で 高 い 発 現 が 見 ら れ た 。 そ の 他 の 正 常 組 織 で は 発 現 は

皆 無 あ る い は 極 め て 弱 小 で あ っ た 。

【 図 ８ 】 結 腸 腫 瘍 組 織 及 び 結 腸 腫 瘍 に お け る Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ の 発 現 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ 特

異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６ ９ 、 ６ ７ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た と こ

ろ 、 結 腸 で 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ 、 更 に 調 査 し た 結 腸 腫 瘍 検 体 の ７ ／ １ ２ に お い て 種 々 の

レ ベ ル の 発 現 が 見 ら れ た 。 そ の 他 の 正 常 組 織 で は 発 現 は 見 ら れ な か っ た 。

【 図 ９ 】 結 腸 正 常 組 織 及 び 結 腸 腫 瘍 に お け る Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ の 発 現 Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ 特

異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ １ 、 ７ ２ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た と こ

ろ 、 結 腸 で は 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ 、 更 に 調 査 し た 結 腸 腫 瘍 検 体 の ５ ／ ９ で 種 々 の レ ベ ル

の 発 現 が 見 ら れ た 。 そ の 他 の 正 常 組 織 で は 発 現 は 見 ら れ な か っ た 。

【 図 １ ０ 】 胃 お よ び 肺 の 正 常 組 織 並 び に 肺 腫 瘍 に お け る フ ォ ン エ ブ ナ ー 発 現 フ ォ ン エ ブ ナ

ー 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ ３ 、 ７ ４ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た

と こ ろ 、 胃 、 肺 、 お よ び 調 査 し た 肺 腫 瘍 検 体 の ５ ／ １ ０ に お い て 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ た

。 そ の 他 の 正 常 組 織 で は 発 現 は 見 ら れ な か っ た 。

【 図 １ １ 】 胸 腺 お よ び 肺 の 正 常 組 織 並 び に 肺 腫 瘍 に お け る Ｐ ｌ ｕ ｎ ｃ 発 現 Ｐ ｌ ｕ ｎ ｃ 特 異

的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ ５ 、 ７ ６ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た と こ ろ

、 胸 腺 、 肺 お よ び 調 査 し た 肺 腫 瘍 検 体 の ６ ／ １ ０ に お い て 選 択 的 な 発 現 見 ら れ た 」 。 そ の

他 の 正 常 組 織 で は 発 現 は 見 ら れ な か っ た 。

【 図 １ ２ 】 肺 、 肺 腫 瘍 お よ び 甲 状 腺 に お け る Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ 発 現 Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ 特 異 的 プ

ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ ７ 、 ７ ８ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た と こ ろ 、 肺

お よ び 調 査 し た 全 て （ １ ３ ／ １ ３ ） の 肺 腫 瘍 検 体 に お い て 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ た 。 そ の

他 の 正 常 組 織 で は 胸 腺 を 除 い て 発 現 は 見 ら れ な か っ た 。

【 図 １ ３ 】 胃 、 卵 巣 、 肺 お よ び 肺 腫 瘍 に お け る Ｔ Ｈ Ｃ １ ０ ０ ５ １ ６ ３ 発 現 Ｔ Ｈ Ｃ １ ０ ０ ５

１ ６ ３ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ ９ ） お よ び 非 特 異 的 オ リ ゴ ｄ Ｔ タ グ プ

ラ イ マ ー を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た と こ ろ 、 胃 、 卵 巣 、 肺 お よ び ５ ／ ９ の 肺 腫 瘍 生 検

で は 発 現 が 見 ら れ た 。 そ の 他 の 正 常 組 織 で は 発 現 は 見 ら れ な か っ た 。

【 図 １ ４ 】 腎 臓 及 び 腎 腫 瘍 に お け る Ｌ Ｏ Ｃ １ ３ ４ ２ ８ ８ 発 現 Ｌ Ｏ Ｃ １ ３ ４ ２ ８ ８ 特 異 的 プ

ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ８ ０ 、 ８ １ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た と こ ろ 、 腎

臓 お よ び 調 査 し た 腎 腫 瘍 生 検 の ５ ／ ８ で は 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ た 。

【 図 １ ５ 】 腎 臓 お よ び 腎 腫 瘍 に お け る Ｔ Ｈ Ｃ ９ ４ ３ ８ ６ ６ 発 現 Ｔ Ｈ Ｃ ９ ４ ３ ８ ６ ６ 特 異 的

プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ８ ２ 、 ８ ３ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た と こ ろ 、 腎

臓 お よ び 調 査 し た 腎 臓 腫 瘍 生 検 の ４ ／ ８ に お い て 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ た 。

【 図 １ ６ 】 結 腸 お よ び 結 腸 腫 瘍 に お け る Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ 発 現 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ 特 異 的 プ

ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ８ ６ 、 ８ ７ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た と こ ろ 、 結

腸 お よ び 調 査 し た ７ ／ １ ０ の 結 腸 腫 瘍 生 検 に お い て 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ た 。 （ １ ２ ：

結 腸 、 ３ ： 肝 臓 、 ４ ： 末 梢 血 単 核 球 、 ５ ： 脾 臓 、 ６ ： 前 立 腺 、 ７ ： 腎 臓 、 ８ ： 卵 巣 、 ９ ：

皮 膚 、 １ ０ ： 回 腸 、 １ １ ： 肺 、 １ ２ ： 精 巣 の 正 常 組 織 、 １ ３ － ２ ２ ： 結 腸 腫 瘍 、 ２ ３ ： ネ

ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ）

【 図 １ ７ 】 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ の 細 胞 に お け る 位 置 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ － Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る

プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に お け る Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ の 細 胞 に お け る 位 置 を 検 出 す る

た め の 免 疫 蛍 光 法 。 矢 印 は 、 膜 に 結 合 し た 蛍 光 Ｇ Ｆ Ｐ の 蛍 光 を 示 す 。

【 図 １ ８ 】 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ の 定 量 的 発 現 Ａ ． 　 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　

Ｎ Ｏ ： ８ ８ 、 ８ ９ ） を 用 い て 定 量 的 な Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う と 、 小 腸 の 種 々 の 領 域 、 結 腸 腫

瘍 検 体 、 お よ び 結 腸 腫 瘍 か ら の 転 移 病 巣 に お い て 選 択 的 発 現 が み ら れ る 。 以 下 の 正 常 組 織

を 分 析 し た ： 肝 臓 、 肺 、 リ ン パ 節 、 胃 、 脾 臓 、 副 腎 、 腎 臓 、 食 道 、 卵 巣 、 精 巣 、 胸 腺 、 皮

膚 、 乳 房 、 膵 臓 、 リ ン パ 球 、 活 性 化 リ ン パ 球 、 前 立 腺 、 甲 状 腺 、 卵 巣 、 子 宮 内 膜 、 小 脳 、

脳 。 Ｂ ． 　 結 腸 お よ び そ の 転 移 病 巣 に お け る Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ の 保 有 率 。 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ は 、 該 腫 瘍

と 転 移 病 巣 の 両 方 に お い て 事 例 の ９ ０ ％ 以 上 で 発 現 し て い る 。

【 図 １ ９ 】 Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ の 定 量 的 発 現 Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ

Ｏ ： ９ ８ 、 ９ ９ ） を 用 い て 定 量 的 な Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う と 、 正 常 な 結 腸 お よ び 胃 組 織 に お
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い て 高 度 か つ 選 択 的 な 発 現 （ Ａ ） が 、 ま た 結 腸 腫 瘍 お よ び 胃 腫 瘍 検 体 に お い て Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２

Ｃ 特 異 的 発 現 （ Ｂ ） が 見 ら れ た 。 Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ は 、 結 腸 腫 瘍 の １ １ ／ １ ２ 、 胃 腫 瘍 の ７ ／

１ ０ に お い て 、 検 出 可 能 で あ る 。

【 図 ２ ０ 】 Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ の 定 量 的 発 現 Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ

　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ３ 、 １ ０ ４ ） を 用 い て 定 量 的 な Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う と 、 肺 検 体 お よ び 肺 腫 瘍

検 体 に お い て 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ る 。 肺 腫 瘍 検 体 の １ ９ ／ ２ ０ は Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ 陽 性 で

あ り 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ は 検 体 の ５ ０ ％ 以 上 に お い て 少 な く と も １ ０ 倍 は 過 剰 発 現 し て い る

。 以 下 の 正 常 組 織 を 分 析 し た ： 肝 臓 、 肺 、 リ ン パ 節 、 胃 、 脾 臓 、 副 腎 、 腎 臓 、 食 道 、 卵 巣

、 精 巣 、 胸 腺 、 皮 膚 、 乳 房 、 膵 臓 、 リ ン パ 球 、 活 性 化 リ ン パ 球 、 前 立 腺 、 胸 腺 、 卵 巣 、 子

宮 内 膜 、 小 脳 、 脳 。

【 図 ２ １ 】 Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ 特 異 的 抗 体 を 用 い た 免 疫 蛍 光 法 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 を 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ

２ － Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 Ａ ． 　

Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ － 特 異 的 ウ サ ギ 抗 血 清 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ５ で 免 疫 ） を 用 い て ト

ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 検 出 。 Ｂ ． 　 Ｇ Ｆ Ｐ 蛍 光 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ

ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 検 出 。 Ｃ ． 　 Ａ お よ び Ｂ の ２ つ の 蛍 光 の 重 ね 合 わ せ 。 ２ つ の 蛍 光 が 重

ね 合 わ さ る と こ ろ で は 黄 色 を 呈 し 、 従 っ て Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ 抗 血 清 の 特 異 性 が 証 明 さ れ る 。

【 図 ２ ２ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 図 解 本 発 明 に よ れ ば 、 ク ラ ウ デ ィ ン １

８ Ａ ２ ポ リ ペ プ チ ド は 細 胞 上 に ２ つ の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン で 存 在 し 得 る 。 コ ン フ ォ メ ー シ

ョ ン １ で は 、 ４ 個 の 膜 貫 通 ド メ イ ン （ Ｔ Ｍ ） と ２ 個 の 別 々 の 細 胞 外 に 局 在 す る ド メ イ ン を

持 つ 膜 分 子 と し て 存 在 し て い る 。 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン ２ に お い て は 、 中 央 の ２ 個 の 疎 水 領

域 が 膜 貫 通 ド メ イ ン の 機 能 を 果 た さ な い 。 従 っ て 、 こ の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に お い て は 、

コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン １ に 比 べ 、 細 胞 外 に 付 加 的 な ペ プ チ ド 領 域 が 存 在 し て い る 。 ま た 、 Ｎ

グ リ コ シ ル 化 部 位 が 付 加 さ れ る 結 果 ポ ジ シ ョ ン １ １ ６ （ よ り 太 い 矢 印 ） で こ の コ ン フ ォ メ

ー シ ョ ン に な る 。 予 想 さ れ る す べ て の グ リ コ シ ル 化 領 域 は 図 の 下 の 部 分 に 見 ら れ る 。 Ｅ ｘ

１ ： 細 胞 外 ド メ イ ン １ 、 Ｅ ｘ ２ ： 細 胞 外 ド メ イ ン ２ 、 Ｔ Ｍ ： 膜 貫 通 ド メ イ ン 、 Ｈ － ｐ ｈ ｏ

ｂ ： 細 胞 外 疎 水 領 域 。

【 図 ２ ３ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ 、 変 異 体 Ａ １ の 定 量 的 発 現 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ １ は 肺 お よ び

胃 以 外 の 正 常 組 織 に お い て は 検 出 さ れ な い 。 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ １ は 多 く の 腫 瘍 組 織 に お

い て 高 度 に 発 現 し て い る 。 特 に 胃 腫 瘍 、 肺 腫 瘍 、 膵 臓 腫 瘍 お よ び 食 道 腫 瘍 に お い て は 強 度

の 発 現 が 見 ら れ る 。

【 図 ２ ４ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ 、 変 異 体 Ａ ２ の 定 量 的 発 現 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ は 胃 組 織 以

外 の 正 常 組 織 に お い て は 検 出 さ れ な い 。 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ は 多 く の 腫 瘍 組 織 に お い て

高 度 に 発 現 し て い る 。 特 に 胃 腫 瘍 、 肺 腫 瘍 、 膵 臓 腫 瘍 お よ び 食 道 腫 瘍 に お い て は 強 度 の 発

現 が 見 ら れ る 。

【 図 ２ ５ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 特 異 的 抗 体 （ 細 胞 外 ド メ イ ン ） の 使 用 Ａ ： ペ プ チ ド （ Ｓ

Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ７ ） で 免 疫 し て 生 産 し た 抗 体 で ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 陽 性 胃 腫 瘍 細

胞 （ Ｓ Ｎ Ｕ － １ ６ 、 メ タ ノ ー ル で 固 定 ） を 染 色 。 膜 染 色 は 、 細 胞 ／ 細 胞 相 互 作 用 領 域 に お

い て 特 に 強 く 現 れ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 病 巣 の 膜 領 域 に 凝 集 し て い る 。 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ ： ク ラ

ウ デ ィ ン － １ ８ Ａ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た ２ ９ ３ 個 の Ｔ 細 胞 に お け る 同 時

位 置 分 析 に よ る 抗 体 の 特 異 性 の 実 証 。 Ｂ ： Ｇ Ｆ Ｐ 蛍 光 、 Ｃ ： 抗 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 、 Ｄ

： 重 ね 合 わ せ

【 図 ２ ６ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 特 異 的 抗 体 （ 細 胞 外 ド メ イ ン ） の 使 用 ペ プ チ ド （ Ｓ Ｅ Ｑ

　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ３ 、 Ｎ 末 端 に 位 置 す る 細 胞 外 ド メ イ ン ） で 免 疫 し て 生 産 し た 抗 体 で ク

ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 陽 性 胃 腫 瘍 細 胞 （ Ｓ Ｎ Ｕ － １ ６ ） を 膜 染 色 。 対 比 染 色 に は 、 Ｅ カ ド ヘ

リ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た 。 Ａ ： ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 抗 体 、 Ｂ ： 抗 Ｅ

カ ド ヘ リ ン 対 比 染 色 、 Ｃ ： 重 ね 合 わ せ

【 図 ２ ７ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ の Ｃ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 す る 抗 体 の 使 用 左 の 図 ： ペ プ チ

ド （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ６ 、 Ｃ 末 端 に 位 置 す る 細 胞 外 ド メ イ ン ） で 免 疫 し て 産 生 し

た 抗 体 を 用 い て ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 陽 性 胃 腫 瘍 細 胞 （ Ｓ Ｎ Ｕ － １ ６ ） を 膜 染 色 。 対 比 染

色 に は 、 Ｅ カ ド ヘ リ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し た （ 右 の 図 ） 。
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【 図 ２ ８ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ １ 特 異 的 抗 体 の 使 用 上 ： ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ １ 特 異 的 ペ プ

チ ド （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ５ ） で 免 疫 し て 生 産 し た 抗 体 に よ っ て 胃 腫 瘍 細 胞 （ Ｓ Ｎ

Ｕ － １ ６ ； ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 陽 性 ） を 染 色 し 弱 小 ま た は 皆 無 で あ っ た 。 Ａ ： 抗 Ｅ カ ド

ヘ リ ン 、 Ｂ ： 抗 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ １ 、 Ｃ ： 重 ね 合 わ せ 。 下 ： ク ラ ウ デ ィ ン － １ ８ Ａ １ －

Ｇ Ｆ Ｐ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た ２ ９ ３ 個 の Ｔ 細 胞 に お け る 同 時 位 置 決 定 法 に よ る 抗 体

の 特 異 性 の 実 証 。 Ａ ： Ｇ Ｆ Ｐ 蛍 光 、 Ｂ ： 抗 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ １ 、 Ｃ ： 重 ね 合 わ せ 。

【 図 ２ ９ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 検 出 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ７

を 有 す る 抗 原 決 定 基 に 対 す る ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 抗 体 を 用 い て 種 々 の 健 常 組 織 か ら の 分

解 産 物 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 。 １ ： 胃 ； ２ ： 精 巣 ； ３ ： 皮 膚 ； ４ ： 乳 房 ； ５ ： 肝 臓

； ６ ： 結 腸 ； ７ ： 肺 ； ８ ： 腎 臓 ； ９ ： リ ン パ 節 、 の 正 常 組 織 。

【 図 ３ ０ 】 胃 お よ び 胃 腫 瘍 、 並 び に 種 々 の 腫 瘍 細 胞 株 か ら の 検 体 を ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２

で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 胃 お よ び 胃 腫 瘍 （ Ａ 、 Ｂ ） お よ び 腫 瘍 細 胞 株 （ Ｃ 、 Ｄ ） か ら

の 分 解 産 物 を 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ７ を 有 す る 抗 原 決 定 基 に 対 す る ク ラ ウ デ ィ ン １ ８

Ａ ２ 特 異 的 抗 体 を 用 い て ブ ロ ッ ト し テ ス ト し た 。 胃 腫 瘍 で は 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ の グ

リ コ シ ル 化 の よ り 少 な い 形 態 が 見 ら れ た 。 胃 分 解 産 物 を Ｐ Ｎ Ｇ ア ー ゼ 　 Ｆ で 処 理 す る と 低

グ リ コ シ ル 化 形 態 が 形 成 さ れ る Ａ ： 　 １ ： 胃 正 常 組 織 ＃ Ａ 、 　 ２ ： 胃 腫 瘍 ＃ Ａ 、 　 ３ ： 胃

正 常 組 織 ＃ Ｂ 、 　 ４ ： 胃 腫 瘍 ＃ Ｂ Ｂ ： 　 １ ： 胃 正 常 組 織 　 ＃ Ａ 、 　 ２ ： 胃 正 常 組 織 ＃ Ｂ 、

　 ３ ： 胃 正 常 組 織 ＃ Ｂ 　 ＋ 　 Ｐ Ｎ Ｇ ア ー ゼ Ｆ 、 　 ４ ： 胃 腫 瘍 ＃ Ｃ 、 　 ５ ： 胃 腫 瘍 ＃ Ｄ 、 　

６ ： 胃 腫 瘍 ＃ Ｄ 　 ＋ 　 Ｐ Ｎ Ｇ ア ー ゼ 　 Ｆ Ｃ ： 　 １ ： 胃 正 常 組 織 、 　 ２ ： Ｍ Ｄ Ａ － Ｍ Ｂ － ２

３ １ 、 　 ３ ： Ｓ Ｋ － Ｍ Ｅ Ｌ － ３ ７ 、 　 ４ ： Ａ Ｇ Ｓ 、 　 ５ ： Ｓ Ｎ Ｕ － １ 、 　 ６ ： Ｓ Ｎ Ｕ － １

６ 、 　 ７ ： Ｅ Ｆ Ｏ ２ ７ 、 　 ８ ： Ｔ Ｏ Ｖ － １ １ ２ Ｄ 、 　 ９ ： Ｏ Ｖ Ｃ Ａ Ｒ 。 注 ） 腫 瘍 細 胞 株 は

ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ の 脱 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 を 発 現 す る 。 Ｄ ： ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 特

異 的 抗 体 を 用 い て テ ス ト し た 細 胞 株 を 選 択 す る た め の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト デ ー タ の 総 括 表

。

【 図 ３ １ 】 肺 腫 瘍 に お け る ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ の 発 現 図 ３ ０ に よ れ ば 、 肺 腫 瘍 に お い て グ リ

コ シ ル 化 の 低 い ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 変 異 体 が 検 出 さ れ た 。 １ ： 胃 正 常 組 織 、 ２ ： 胃 腫 瘍

、 ３ － ９ ： 肺 腫 瘍 。

【 図 ３ ２ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 特 異 的 抗 体 を 用 い て 正 常 組 織 中 の ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ の 免

疫 組 織 化 学 分 析 胃 粘 膜 に お い て は 腺 の 開 口 部 並 び に 底 部 の 分 化 し た 上 皮 細 胞 の み が 染 色 さ

れ て い る 。 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ は 、 胃 の 幹 細 胞 に お い て は 検 出 さ れ て い な い 。 調 査 し た

他 の す べ て の 正 常 組 織 、 例 え ば 腎 臓 、 肺 お よ び 結 腸 で も 、 こ の 遺 伝 子 は 発 現 さ れ て い な い

。

【 図 ３ ３ ー １ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 用 い た 免 疫 組 織 学 の

結 果 Ａ ： 肺 腫 瘍 組 織 の 特 異 的 染 色 の 例 。 注 ） 変 異 体 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ １ を 発 現 し て い る

正 常 肺 組 織 は 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 特 異 的 抗 血 清 に よ っ て 認 識 さ れ な い 。 Ｂ ： 食 道 腫 瘍

の 特 異 的 腫 瘍 染 色 の 例 。 注 ） 付 近 の 健 康 な 細 胞 は 染 色 さ れ て い な い 。 Ｃ ： 胃 腫 瘍 上 皮 の 腫

瘍 特 異 的 染 色 の 例 。 こ こ で も 付 近 の 健 康 な 細 胞 は 染 色 さ れ て い な い 。

【 図 ３ ３ ー ２ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 用 い た 免 疫 組 織 学 の

結 果 Ｄ ： ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 特 異 的 抗 体 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 染 色 デ ー タ を 典 型 的 に 示

す 総 括 表 。 Ａ ｄ ｅ ｎ ｏ Ｃ ａ ： 腺 癌 、 Ｓ Ｃ Ｃ ： 鱗 屑 状 上 皮 癌 、 Ｒ Ｃ Ｃ ： 腎 細 胞 癌 。

【 図 ３ ４ 】 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ の 定 量 的 発 現 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ

　 Ｎ Ｏ ： １ ２ １ 、 １ ２ ２ ） を 用 い て 定 量 的 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ を 行 う と 、 正 常 腎 臓 組 織 に お い

て 高 度 か つ 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ （ Ａ ） 、 腎 臓 腫 瘍 に お い て Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ 特 異 的 発 現 が

み ら れ た （ Ｂ ） 。 腎 腫 瘍 の ５ ／ ８ に お い て Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ 転 写 が 検 出 可 能 で あ る 。

【 図 ３ ５ 】 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ の 細 胞 に お け る 位 置 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ 融 合 タ ン パ ク 質 を 供 給 す る

プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ の 細 胞 に お け る 位 置 を 実 証 す る 免

疫 蛍 光 法 。 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ 融 合 タ ン パ ク 質 の 膜 関 連 蛍 光 が 明 瞭 に 見 ら れ る （ ト ラ ン ス フ ェ

ク シ ョ ン し た 細 胞 の 周 囲 の リ ン グ と し て ） 。

【 図 ３ ６ 】 Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ の 定 量 的 発 現 Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ：

１ ２ ５ 、 １ ２ ６ ） を 用 い て 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う と 、 正 常 結 腸 組 織 お よ び 胃 組 織 に お
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い て 高 度 か つ 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ （ Ａ ） 、 結 腸 お よ び 胃 腫 瘍 に お い て Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ 特 異 的

発 現 が 見 ら れ た （ Ｂ ） 。 Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ は 、 結 腸 腫 瘍 の ６ ／ １ ２ に お い て 、 胃 腫 瘍 の ７ ／ １ ０

に お い て 検 出 可 能 で あ る 。

【 図 ３ ７ 】 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ の 定 量 的 発 現 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　

Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ２ ７ 、 １ ２ ８ ） を 用 い て 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う と 、 正 常 結 腸 組 織 お よ

び 胃 組 織 に お い て 、 高 度 か つ 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ 、 ま た 胸 腺 、 食 道 お よ び 、 脳 に お い て

弱 い 発 現 が 見 ら れ （ Ａ ） 、 結 腸 腫 瘍 検 体 に お い て Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ 特 異 的 発 現 が 見 ら れ た

（ Ｂ ） 。 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ は 、 結 腸 腫 瘍 の １ １ ／ １ ２ に お い て 検 出 可 能 で あ る 。

【 図 ３ ８ 】 Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ の 定 量 的 発 現 Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　

Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ２ ９ 、 １ ３ ０ ） を 用 い た 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う と 、 正 常 結 腸 組 織 お よ

び 胃 組 織 に お い て 、 高 度 か つ 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ （ Ａ ） 、 ま た 結 腸 お よ び 胃 腫 瘍 検 体 に

お い て Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ 特 異 的 過 剰 発 現 が 見 ら れ た （ Ｂ ） 。 Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ は 、 結 腸 腫

瘍 の １ １ ／ １ ２ 、 胃 腫 瘍 の ７ ／ １ ０ に お い て 検 出 可 能 で あ る 。

【 図 ３ ９ 】 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ の 定 量 的 発 現 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　

Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ３ ３ 、 １ ３ ４ ） を 用 い た 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う と 、 精 巣 、 胃 組 織 お よ

び 異 な る 小 腸 の 領 域 に お い て 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ た 。 ま た 、 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ 特 異 的 転

写 産 物 が 結 腸 腫 瘍 の ２ ０ ／ ２ ０ 、 結 腸 転 移 病 巣 の ７ ／ １ １ に お い て 検 出 可 能 で あ っ た 。 以

下 の 正 常 組 織 を 分 析 し た ： 肝 臓 、 肺 、 リ ン パ 節 、 脾 臓 、 副 腎 、 腎 臓 、 食 道 、 卵 巣 、 精 巣 、

胸 腺 、 皮 膚 、 乳 房 、 膵 臓 、 リ ン パ 球 、 活 性 化 リ ン パ 球 、 前 立 腺 、 甲 状 腺 、 卵 巣 、 子 宮 内 膜

、 小 脳 、 脳 。

【 図 ４ ０ 】 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ 特 異 的 抗 体 を 用 い た 免 疫 蛍 光 法 上 ： ２ ９ ３ 個 の 細 胞 を Ｆ Ｌ Ｊ

２ １ ４ ５ ８ － Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン

し た 。 Ａ ： Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ 特 異 的 ウ サ ギ 抗 血 清 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ３ ６ に よ り 免

疫 ） を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 検 出 。 Ｂ ： Ｇ Ｆ Ｐ 蛍 光 に よ る ト ラ ン

ス フ ェ ク シ ョ ン 融 合 タ ン パ ク 質 の 検 出 。 Ｃ ： Ａ お よ び Ｂ の ２ つ の 蛍 光 の 重 ね 合 わ せ 。 ２ つ

の 蛍 光 が 重 ね 合 わ せ ら れ る と 黄 色 が 生 じ 、 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ 抗 血 清 の 特 異 性 を 実 証 す る 。

下 ： 内 因 的 に Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ を 合 成 す る Ｓ ｎ ｕ １ ６ 細 胞 の 分 析 。 Ａ ： Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８

特 異 的 ウ サ ギ 抗 血 清 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ３ ６ で 免 疫 ） を 用 い た タ ン パ ク 質 検 出 。 Ｂ

： 膜 タ ン パ ク 質 Ｅ カ ド ヘ リ ン の 検 出 。 Ｃ ： Ａ お よ び Ｂ の ２ つ の 蛍 光 の 重 ね 合 わ せ 。 ２ つ の

蛍 光 が 重 ね 合 わ せ ら れ る と 黄 色 が 生 じ 、 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ の 膜 に お け る 局 在 を 実 証 す る 。

【 図 ４ １ ー １ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー ２ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー ３ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー ４ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー ５ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー ６ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー ７ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー ８ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー ９ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー １ ０ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー １ １ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー １ ２ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー １ ３ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー １ ４ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー １ ５ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー １ ６ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー １ ７ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ １ ー １ ８ 】 配 列 本 明 細 書 で 言 及 し て い る 配 列 を 示 す 。

【 図 ４ ２ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ の 細 胞 外 領 域 の 決 定 ３ 個 の コ ン ス ト ラ ク ト を 調 製 し 、 マ

ー カ ー 配 列 （ ｍ ｙ ｃ ま た は 　 Ｈ Ａ 　 タ グ ） を 各 々 ド メ イ ン Ｅ Ｘ １ 　 （ ＝ 細 胞 外 ド メ イ ン １
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） 、 Ｅ Ｘ ２ 　 （ ＝ 細 胞 外 ド メ イ ン ２ ） 　 ま た は 　 Ｄ ３ 　 （ ＝ ド メ イ ン ３ ） 　 （ 上 ） に 持 た

せ た 。 こ れ ら を 細 胞 株 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 こ れ ら の マ ー カ ー 配 列 に 対 す る 抗 体 が

非 透 過 細 胞 に 結 合 す る か ど う か を テ ス ト し た 。 結 合 す る に は こ れ ら タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ

の 領 域 が 細 胞 外 に 局 在 す る 必 要 が あ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 、 ３ 個 の 分 子 領 域 は

全 て が 抗 体 に 結 合 可 能 で あ る こ と が 実 証 さ れ た （ 下 ） 。

【 図 ４ ３ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ の 膜 で の 位 置 わ れ わ れ の デ ー タ に よ れ ば 、 ク ラ ウ デ ィ ン

１ ８ Ａ ２ は コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン ２ に 存 在 し 、 そ の 内 部 の ２ 個 の 疎 水 性 領 域 は 細 胞 膜 を 完 全

に は 透 過 し な い 。 し た が っ て こ の 分 子 の よ り 大 き な 領 域 は 細 胞 外 に あ る 。 グ リ コ シ ル 化 領

域 も ま た 細 胞 外 に 位 置 し 、 そ れ ら は わ れ わ れ の デ ー タ に よ れ ば 胃 正 常 組 織 で は グ リ コ シ ル

化 さ れ る が 、 腫 瘍 で は グ リ コ シ ル 化 さ れ な い 。 し た が っ て 腫 瘍 に 特 異 的 な 抗 原 決 定 基 が 出

現 し て い る 。

【 図 ４ ４ 】 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ の 細 胞 外 位 置 を 決 定 す る 為 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 解 析 図 は 、 完 全 長 の ク

ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ １ 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 非 透 過 細 胞 、 お

よ び ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 並 び に ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ の 部

分 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た モ ッ ク （ Mock） の フ ロ ̶ サ イ ト メ ト リ ー に よ る 解 析 結 果 を

示 す 。 抗 体 ｍ Ａ Ｂ １ お よ び ｍ Ａ Ｂ ２ は 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ （ 左 の カ ラ ム ） と 細 胞 表 面

上 の 細 胞 外 ド メ イ ン ２ （ Ｅ ｘ ２ 、 ３ 番 目 の カ ラ ム ） を 特 異 的 に 認 識 し 、 他 方 ク ラ ウ デ ィ ン

１ ８ Ａ １ （ ２ 番 目 の カ ラ ム ） お よ び ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は 陰 性 で あ る こ と が 示 さ れ て

い る 。 抗 体 ｍ Ａ Ｂ １ は ｍ Ａ Ｂ ２ と 対 照 的 に 、 細 胞 外 ド メ イ ン １ （ Ｅ ｘ １ 、 ４ 番 目 の カ ラ ム

） と も 特 異 的 に 結 合 す る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ １ ５ ５ 】

実 施 例

材 料 及 び 方 法

　 イ ン シ リ コ 、 　 エ レ ク ト ロ ニ ッ ク 及 び バ ー チ ュ ア ル ク ロ ー ニ ン グ と い う 用 語 は 、 単 に デ

ー タ ベ ー ス に 基 づ く 方 法 の 利 用 に 言 及 し て い る の で あ っ て 、 そ れ ら は 研 究 室 に お け る 実 験

プ ロ セ ス を 模 擬 す る の に も 用 い ら れ 得 る 。

【 ０ １ ５ ６ 】

　 特 に 明 記 さ れ な い か ぎ り 、 他 の 全 て の 用 語 お よ び 表 現 は 、 当 業 者 に 理 解 さ れ る よ う に 使

用 さ れ る 。 言 及 さ れ る 技 法 お よ び 方 法 は そ れ 自 体 が 既 知 の 方 法 に よ っ て 行 わ れ 、 ま た た と

え ば 、 Sambrook et al. , Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Edition (1989

) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.に 説 明 さ れ て い る

。 キ ッ ト や 試 薬 の 使 用 を 含 む す べ て の 方 法 は そ れ ら の 製 造 者 の 情 報 に よ っ て 行 わ れ る 。

【 ０ １ ５ ７ 】

新 規 の 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 を 決 定 す る た め の デ ー タ 探 索 に 基 づ く 手 段

　 イ ン シ リ コ の 二 つ の 手 段 、 即 ち Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ キ ー ワ ー ド サ ー チ 及 び ｃ Ｄ Ｎ Ａ ｘ プ ロ フ

ァ イ ラ ー （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ｘ Ｐ ｒ ｏ ｆ ｉ ｌ ｅ ｒ ） を 組 み 合 わ せ た 。 NCBI ENTREZ Search及 び Retr

ieval System (http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez） を 利 用 し 、 特 定 の 組 織 に お い て 特

異 的 に 発 現 さ れ る と 注 釈 さ れ て い る 候 補 遺 伝 子 に つ い て Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ サ ー チ を 行 っ た （

Wheeler et al. , Nucleic Acids Research 28:10-14, 2000） 。

【 ０ １ ５ ８ 】

　 結 腸 特 異 的 遺 伝 子 、 胃 特 異 的 遺 伝 子 、 あ る い は 腎 特 異 的 遺 伝 子 と い っ た キ ー ワ ー ド に つ

い て の 調 査 を 行 い 、 候 補 遺 伝 子 （ Ｇ Ｏ Ｉ 、 対 象 の 遺 伝 子 ） を デ ー タ ベ ー ス よ り 抽 出 し た 。

本 調 査 は 、 生 物 に は ホ モ サ ピ エ ン ス 、 分 子 の タ イ プ に は ｍ Ｒ Ｎ Ａ と い う 制 限 を 使 用 す る こ

と に よ り こ れ ら の デ ー タ ベ ー ス の 全 情 報 の 一 部 に 限 定 さ れ た 。

【 ０ １ ５ ９ 】

　 Ｇ Ｏ Ｉ の リ ス ト は 、 同 一 配 列 に 対 す る 異 な る 名 称 を 定 め そ う し た 重 複 性 を 除 去 し て 保 管

し た 。

【 ０ １ ６ ０ 】

　 キ ー ワ ー ド サ ー チ に よ っ て 得 た 全 て の 候 補 遺 伝 子 は 、 次 い で エ レ ク ト ロ ニ ッ ク ノ ー ザ ン
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法 （ electronic Northern (eNorthen) method） に よ り そ れ ら の 組 織 分 布 に 関 し 調 査 し た

。 エ レ ク ト ロ ニ ッ ク ノ ー ザ ン 法 は Ｅ Ｓ Ｔ 発 現 配 列 タ グ （ expressed sequence tag） デ ー タ

ベ ー ス に よ り Ｇ Ｏ Ｉ の 配 列 を 並 べ 合 わ せ る こ と に よ る も の で あ る （ Adams et al. , Scienc

e 252:1651, 1991） （ http://w w w.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST） 。 挿 入 さ れ た Ｇ Ｏ Ｉ に 相 同

で あ る こ と が 判 明 し た 各 々 の Ｅ Ｓ Ｔ の 組 織 起 源 を 決 定 し 、 ま た こ の よ う に し て 、 全 て の Ｅ

Ｓ Ｔ を 総 和 す る こ と に よ り Ｇ Ｏ Ｉ の 組 織 分 布 の 予 備 的 ア セ ス メ ン ト が 得 ら れ る 。 器 官 非 特

異 的 な 正 常 組 織 由 来 Ｅ Ｓ Ｔ に 対 し て 相 同 性 を 有 し な い Ｇ Ｏ Ｉ の み に つ い て 更 な る 研 究 を 行

っ た 。 こ の 評 価 で は 、 誤 っ て 注 解 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー が 一 般 領 域 に 含 ま れ る こ と

を も 考 慮 し た （ Scheurle et al. , Cancer Res. 60:4037-4043, 2000） (w w w.fau.edu/cmb

b/publications/cancergenes6.htm)。

【 ０ １ ６ １ 】

　 使 用 し た 二 番 目 の デ ー タ 探 索 法 は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ キ ャ ン サ ー ゲ ノ ム ア ナ ト ミ ー プ ロ ジ ェ ク ト （

(NCBI Cancer Genome Anatomy Project) (http://cgap.nci.nih.gov/Tissues/xProfiler)

） の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 ｘ プ ロ フ ァ イ ラ ー （ cD N A xProfiler） （ Hillier et al. , Genome Resear

ch 6:807-828, 1996; Pennisi, Science 276:1023-1024, 1997） で あ っ た 。 こ れ に よ り デ

ー タ ベ ー ス に 蓄 積 さ れ て い る ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム が ロ ジ カ ル オ ペ レ ー タ ー に よ っ て 相 互

に 関 連 付 け ら れ る 。 プ ー ル Ａ を 定 義 し 、 こ れ に た と え ば 結 腸 か ら 調 製 し た 全 て の 発 現 ラ イ

ブ ラ リ ー 、 た だ し 混 合 ラ イ ブ ラ リ ー を 除 外 、 を 割 り 当 て た 。 結 腸 以 外 の 正 常 組 織 か ら 調 製

し た す べ て の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は プ ー ル Ｂ に 割 り 当 て た 。 基 本 的 な 調 製 法 と は 関 係 な

く 全 て の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 利 用 し た が 、 サ イ ズ が １ ０ ０ ０ を 超 え る ラ イ ブ ラ リ ー の

み を 認 め た 。 プ ー ル Ｂ は 、 Ｂ Ｕ Ｔ 　 Ｎ Ｏ Ｔ オ ペ レ ー タ ー に よ り デ ジ タ ル 的 に 差 し 引 か れ た

。 こ の よ う に し て 見 つ け ら れ た Ｇ Ｏ Ｉ は エ レ ク ト ロ ニ ッ ク ノ ー ザ ン 法 に よ る 調 査 に も 付 さ

れ 、 文 献 調 査 に よ っ て 立 証 さ れ た 。

【 ０ １ ６ ２ 】

　 こ の 組 み 合 わ せ デ ー タ 探 索 で は お よ そ １ ３ ， ０ ０ ０ 全 長 の 遺 伝 子 は 全 て 一 般 ド メ イ ン に

含 ま れ 、 こ れ に よ り 潜 在 的 に 器 官 特 異 的 発 現 を す る 遺 伝 子 が 予 測 さ れ る 。

【 ０ １ ６ ３ 】

　 他 の 全 て の 遺 伝 子 は 先 ず 、 特 異 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 正 常 組 織 に お い て 評 価 し た 。 非 器

官 特 異 的 正 常 組 織 に お い て 発 現 す る こ と が 証 明 さ れ て い る Ｇ Ｏ Ｉ は 全 て 偽 陽 性 と 見 な す 必

要 が あ る の で 、 更 な る 研 究 か ら は 除 外 し た 。 残 っ た も の は 、 多 様 な 腫 瘍 組 織 群 に お い て 研

究 し た 。 下 記 の 抗 原 は 腫 瘍 細 胞 に お い て 活 性 化 さ れ る こ と が 本 研 究 で 証 明 さ れ た 。

【 ０ １ ６ ４ 】

Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 、 ポ リ － ｄ （ Ｔ ） 結 合 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 調 製 及 び 通 常 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析

　 イ ソ チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ウ ム （ guanidium isothiocyanate） を カ オ ト ロ ピ ッ ク エ ー ジ

ェ ン ト （ chaotropic agent） と し て 用 い て 天 然 の 組 織 材 料 か ら 総 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し た （ Chom

czynski & Sacchi, Anal. Biochem. 162:156-9, 1987） 。 酸 性 フ ェ ノ ー ル に よ る 抽 出 、 イ

ソ プ ロ パ ノ ー ル に よ る 沈 殿 の 後 、 当 該 Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ 処 理 し た 水 に 溶 解 さ せ た 。

【 ０ １ ６ ５ 】

　 ２ ～ ４ μ ｇ の 総 Ｒ Ｎ Ａ か ら の 第 一 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 は 、 ス ー パ ー ス ク リ プ ト Ｉ Ｉ （ Supers

cript II(Invitrogen)） に よ っ て ２ ０ μ ｌ 反 応 液 中 で 、 作 製 者 の 情 報 に 従 い 行 っ た 。 使 用

し た プ ラ イ マ ー は 、 ｄ Ｔ （ １ ８ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ dT(18) oligonucleotide） で あ っ

た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 完 全 性 お よ び 質 は ３ ０ サ イ ク ル Ｐ Ｃ Ｒ （ セ ン ス 　 Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ

Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ 、 ア ン チ セ ン ス 　 Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ

Ｔ Ａ Ｇ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 ６ ７ ℃ ） に お け る ｐ － ５ ３ の 増 幅 に よ っ て チ ェ ッ ク

し た 。

【 ０ １ ６ ６ 】

　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 第 一 鎖 の 蓄 積 は 多 数 の 正 常 組 織 及 び 腫 瘍 体 か ら 準 備 し た 。 発 現 の 調 査 の た め 、

こ れ ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 ０ ． ５ μ ｌ を 反 応 液 ３ ０ μ ｌ 中 で Ｇ Ｏ Ｉ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ 下 記 参 照 ）

及 び Ｈ ｏ ｔ Ｓ ｔ ａ ｒ Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ ） １ Ｕ を 用 い て 増 幅 し た

。 各 反 応 液 に は ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ ， ０ ． ３ ｍ Ｍ 、 各 プ ラ イ マ ー ０ ． ３ μ Ｍ 及 び １ ０ × 反 応 緩 衝 液
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の ３ μ ｌ が 含 有 さ れ た 。

【 ０ １ ６ ７ 】

　 プ ラ イ マ ー は 、 二 つ の 異 な る エ ク ソ ン に 位 置 す る よ う に 選 択 し 、 ま た 、 偽 陽 性 結 果 の 根

拠 と な る 混 入 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に よ る 妨 害 が 排 除 さ れ て い る こ と を 確 認 す る た め に 、 非 逆 転 写

Ｄ Ｎ Ａ を テ ン プ レ ー ト と し て テ ス ト し た 。 １ ５ 分 間 ９ ５ ℃ に て Ｈ ｏ ｔ Ｓ ｔ ａ ｒ Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ

Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 活 性 化 し 、 ３ ５ サ イ ク ル の Ｐ Ｃ Ｒ が 行 わ れ た （ ９ ４ ℃ に て １ 分 、 特 定

の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 に て １ 分 、 ７ ２ ℃ に て ２ 分 そ し て 最 終 の 伸 長 を ７ ２ ℃ に て

６ 分 ） 。

【 ０ １ ６ ８ 】

　 反 応 液 ２ ０ μ ｌ を エ チ ジ ウ ム ブ ロ ミ ド で 染 色 し た ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 画 し た 。

【 ０ １ ６ ９ 】

　 以 下 の プ ラ イ マ ー を 、 対 応 す る 抗 体 の 発 現 分 析 の た め に 表 示 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

温 度 に て 使 用 し た 。

Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ （ ６ ５ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｇ － ３ '

Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ （ ６ ２ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｇ － ３ '

Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ （ ６ ６ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ － ３ '

ク ロ ー デ ィ ン １ ８ Ａ ２ （ Ｃ ｌ ａ ｕ ｄ ｉ ｎ １ ８ Ａ ２ ） （ ６ ８ ℃ ）

セ ン ス １ ： ５ '－ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ － ３ '

ア ン チ セ ン ス １ ： ５ '－ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ － ３ '

セ ン ス ２ ： ５ '－ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ２ ： ５ '－ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ － ３ '

ク ロ ー デ ィ ン １ ８ Ａ １ （ Ｃ ｌ ａ ｕ ｄ ｉ ｎ １ ８ Ａ １ ） （ ６ ４ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ － ３ '

Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ （ ６ ４ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '-Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｇ － ３ '

Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ 　 （ ６ ２ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '-Ａ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ － ３ '

Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ （ ６ ８ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ － ３ '

Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ （ ６ ４ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ

エ ブ ナ ー （ Ｅ ｂ ｎ ｅ ｒ ） （ ７ ０ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ － ３ '

Ｐ ｌ ｕ ｎ ｃ （ ５ ５ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ '

Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ （ ６ ７ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ － ３ '
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ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｇ － ３ '

Ｔ Ｈ Ｃ １ ０ ０ ５ １ ６ ３ （ ６ ０ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ － ３ '

Ｌ Ｏ Ｃ １ ３ ４ ２ ８ ８ （ ６ ４ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ｃ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ － ３ '

Ｔ Ｈ Ｃ ９ ４ ３ ８ ６ ６ （ ５ ９ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ '

Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ （ ６ ２ ℃ ）

セ ン ス ： ５ '－ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ － ３ '

ア ン チ セ ン ス ： ５ '－ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ '

【 ０ １ ７ ０ 】

ラ ン ダ ム な ６ 量 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 調 製 及 び 定 量 的 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ

　 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 い く つ か の 遺 伝 子 の 発 現 を 定 量 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 生 産 物 は Ｓ Ｙ

Ｂ Ｒ 　 Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ を イ ン タ ー カ レ ー ト リ ポ ー タ ー 染 色 剤 と し て 用 い る こ と に よ り 検 出 し た

。 Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ の 蛍 光 は 溶 液 中 で 抑 制 さ れ 、 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 に 結 合 後 の み 活 性

で あ る 。 Ｇ Ｏ Ｉ － 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い た 特 異 的 増 幅 の 結 果 と し て の 、 各 Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク

ル 後 の Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ 蛍 光 の 増 加 を 定 量 に 利 用 し た 。 標 的 遺 伝 子 の 発 現 は 、 調 査 の

対 象 組 織 に お い て 一 定 の 発 現 を す る 対 照 遺 伝 子 の 発 現 に 対 し て 絶 対 的 に あ る い は 相 対 的 に

定 量 さ れ る 。 　 － Ｃ ｔ メ ソ ッ ド （ PE Biosystems, USA） ． を 用 い て 所 謂 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ

遺 伝 子 と し て の １ ８ ｓ 　 Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 検 体 を 標 準 化 し て か ら 、 発 現 を 測 定 し た 。 反 応 は

２ 回 、 測 定 は ３ 回 行 わ れ た 。 Ｑ ｕ ａ ｎ ｔ ｉ Ｔ ｅ ｃ ｔ 　 Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｇ ｒ ｅ ｅ ｎ 　 Ｐ Ｃ Ｒ キ ッ

ト （ Qiagen, Hilden） は 製 造 者 の 指 示 に 従 い 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 製 造 者 の 指 示 に 従 い

６ 量 体 プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 高 性 能 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 Ａ ｒ ｃ ｈ ｉ ｖ ｅ 　 Ｋ ｉ ｔ （ PE Biosystems,

 USA） を 用 い て 合 成 さ れ た 。 希 釈 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 各 ５ μ ｌ を 使 用 し 、 総 量 ２ ５ μ ｌ に て Ｐ

Ｃ Ｒ に 付 さ れ た 。 セ ン ス プ ラ イ マ ー ３ ０ ０ ｎ Ｍ 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ３ ０ ０ ｎ Ｍ ； 初

期 変 性 ９ ５ ℃ に て １ ５ 分 間 ； ９ ５ ℃ に て ３ ０ 秒 間 ； ア ニ ー リ ン グ ３ ０ 秒 間 ； ７ ２ ℃ に て ３

０ 秒 間 ； ４ ０ サ イ ク ル 。 使 用 さ れ た プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、 各 実 施 例 に 表 示 さ れ て い る 。

【 ０ １ ７ １ 】

ク ロ ー ニ ン グ 及 び 配 列 解 析

　 全 長 の 遺 伝 子 及 び 断 片 遺 伝 子 の ク ロ ー ン 化 は 通 常 の 方 法 で 行 わ れ た 。 配 列 を 確 実 に す る

為 に プ ル ー フ リ ー デ ィ ン グ ポ リ メ ラ ー ゼ ｐ ｆ ｕ （ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ ） を 用 い て 対 応 抗

原 を 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 完 了 後 、 ア デ ノ シ ン を Ｈ ｏ ｔ Ｓ ｔ ａ ｒ Ｔ ａ ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ

に よ っ て 増 幅 単 位 の 末 端 に 結 合 し 、 そ の 断 片 を 作 製 者 の 指 示 に 従 い Ｔ Ｏ Ｐ Ｏ － Ｔ Ａ ベ ク タ

ー 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 配 列 決 定 は 市 販 の サ ー ビ ス に よ り 行 わ れ た 。 配 列 は 通 常 の 予 測 プ

ロ グ ラ ム 及 び ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 分 析 さ れ た 。

【 ０ １ ７ ２ 】

ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ

　 細 胞 培 養 物 （ 標 的 遺 伝 子 の 内 因 的 発 現 あ る い は 標 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ

ー の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 合 成 ） か ら の 細 胞 あ る い は 標 的 タ ン パ ク

質 を 含 有 す る と 推 定 さ れ る 組 織 検 体 を １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 溶 液 中 で 破 砕 し た 。 Ｓ Ｄ Ｓ は 分 解 産 物

中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ る 。 実 験 混 合 物 の 分 解 産 物 は 予 想 さ れ る タ ン パ ク 質 サ

イ ズ に よ っ て 、 電 気 泳 動 に よ り ８ ～ １ ５ ％ 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ polyacrylamide

 gel） （ １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 含 有 ） 上 に サ イ ズ に 従 い 分 画 さ れ る （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） 。 次 に タ

ン パ ク 質 は セ ミ ド ラ イ エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 （ Ｂ ｉ ｏ ｒ ａ ｄ ） に よ り ニ ト ロ セ ル ロ

ー ス 膜 に 転 写 さ れ （ Schleicher & Schuell） 、 そ の 上 で 所 望 の タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ る 。

こ の 目 的 の た め に 膜 は 最 初 に ブ ロ ッ キ ン グ （ た と え ば ミ ル ク パ ウ ダ ー に よ っ て ） さ れ 、 そ

の 後 １ ： ２ ０ ～ １ ： ２ ０ ０ （ 抗 体 の 特 異 性 に よ り ） 希 釈 に て 特 定 の 抗 体 と 共 に ６ ０ 分 間 イ

ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 洗 浄 処 理 の 後 、 膜 を 、 一 次 抗 体 を 認 識 す る マ ー カ ー （ 例 え ば ぺ ル オ
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キ シ ダ ー ゼ あ る い は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ の よ う な 酵 素 ） に 結 合 し た 二 次 抗 体 と 共 に

イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 更 に 洗 浄 処 理 後 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 酵 素 反 応 に よ り 、 色 ま た は 化 学

光 反 応 に よ っ て 膜 上 に 可 視 化 す る （ 例 え ば ECL, A mersham Bioscience） 。 結 果 は 適 切 な カ

メ ラ に よ る 写 真 撮 影 に よ っ て 記 録 さ れ る 。

【 ０ １ ７ ３ 】

　 タ ン パ ク 質 修 飾 体 の 分 析 は 通 常 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 行 わ れ る 。 グ リ コ シ ル

化 体 は 通 常 数 ｋ Ｄ ａ の サ イ ズ を 有 す る の で 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 総 質 は 更 に 大 き く な る が 、

そ れ は Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に お い て 分 画 さ れ 得 る 。 特 異 的 Ｏ 　 お よ び Ｎ グ リ コ シ ド 結 合 体

を 検 出 す る た め に は 、 組 織 ま た は 細 胞 か ら の タ ン パ ク 質 分 解 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト し て か ら

、 Ｏ 　 ま た は Ｎ グ リ コ シ ダ ー ゼ （ そ れ ら の 作 製 者 各 々 の 指 示 に 従 う 、 た と え ば Ｐ Ｎ ガ ー

ゼ 、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｆ 、 エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ Ｈ 、 Roche Diagnostics） と 共 に Ｓ

Ｄ Ｓ に よ り 変 性 す る 。 そ の 後 に 上 記 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 う 。 し た が っ て も し

も グ リ コ シ ダ ー ゼ と の イ ン キ ュ ベ ー ト の 後 に 標 的 タ ン パ ク 質 の サ イ ズ に 減 少 が あ る な ら ば

特 定 の グ リ コ シ ル 化 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ の よ う に し て 修 飾 体 の 腫 瘍 特 異 性 を

分 析 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 グ リ コ シ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 正 確 な 位 置 は ア ル ゴ リ ズ

ム お よ び 予 測 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 予 測 さ れ 得 る 。

【 ０ １ ７ ４ 】

免 疫 蛍 光 法

　 標 的 タ ン パ ク 質 （ そ の Ｒ Ｎ Ａ を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に て 検 出 、 ま た は そ の タ ン パ ク 質 を ウ エ ス

タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 検 出 ） を 内 因 的 に 産 生 し て い る か 、 あ る い は プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ

で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 、 確 立 し た 細 胞 株 の 細 胞 を 免 疫 蛍 光 （ Ｉ Ｆ ） に 使 用 す る 。 Ｄ

Ｎ Ａ で 細 胞 株 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る た め の 確 立 さ れ た 方 法 は 種 々 あ る （ た と え ば 電

気 穿 孔 、 リ ポ ソ ー ム に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム に よ る 沈 殿 ） （ た と

え ば 、 Lemoine et al. Methods Mol. Biol. 1997; 75: 441-7） 。 免 疫 蛍 光 法 に お い て 、

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た プ ラ ス ミ ド で は 、 非 修 飾 タ ン パ ク 質 が コ ー ド さ れ て い て よ く

、 あ る い は 様 々 な ア ミ ノ 酸 マ ー カ ー が 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い て も よ い 。 最 も 重 要 な

マ ー カ ー は 、 た と え ば 、 蛍 光 を 発 す る 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） の さ ま ざ ま な 蛍 光 タ

イ プ の も の お よ び 高 親 和 性 で 特 異 的 な 抗 体 が 使 用 可 能 な ６ ～ １ ２ ア ミ ノ 酸 の 短 い ペ プ チ ド

配 列 で あ る 。 標 的 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 細 胞 は パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 サ ポ ニ ン あ る い は

メ タ ノ ー ル で 固 定 さ れ る 。 次 い で 、 細 胞 が 透 過 性 を 与 え ら れ る こ と が 必 要 な ら ば 洗 浄 剤 （

た と え ば ０ ． ２ ％ 　 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ １ ０ ０ ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き る

。 固 定 お よ び 透 過 性 付 与 の 後 、 標 的 タ ン パ ク 質 あ る い は 結 合 し た マ ー カ ー の ひ と つ に 対 す

る 一 次 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 洗 浄 処 理 の 後 、 混 合 物 は 、 一 次 抗 体 に 結 合 す る

蛍 光 マ ー カ ー （ た と え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 Texas Red, Dako） に 結 合 し た 二 次 抗 体 と 共

に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 こ の よ う に 標 識 さ れ た 細 胞 は 、 グ リ セ ロ ー ル の 層 で 被 覆 さ れ 、

蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て 作 製 者 の 指 示 に 従 っ て 分 析 さ れ る 。 特 異 的 な 蛍 光 発 光 は 、 使 用 し た 物

質 に 応 じ て 特 異 的 な 発 光 励 起 に よ り 達 成 さ れ る 。 通 常 そ の 分 析 に よ り 標 的 タ ン パ ク 質 の 信

頼 し 得 る 位 置 決 定 が 可 能 で あ る 。 ま た 、 二 重 染 色 、 す な わ ち 標 的 タ ン パ ク 質 ば か り で な く

位 置 決 定 が 文 献 記 述 さ れ て い る 結 合 ア ミ ノ 酸 マ ー カ ー あ る い は 他 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 も

染 色 す る 二 重 染 色 に よ っ て 抗 体 の 特 性 お よ び 標 的 タ ン パ ク 質 が 確 認 さ れ る 。 Ｇ Ｆ Ｐ お よ び

そ の 誘 導 体 は 特 殊 な ケ ー ス で あ り 、 直 接 励 起 さ れ て そ れ 自 体 で 蛍 光 を 発 す る の で 検 出 の た

め の 抗 体 を 必 要 と し な い 。

【 ０ １ ７ ５ 】

免 疫 組 織 化 学 法

　 免 疫 組 織 化 学 法 （ Ｉ Ｈ Ｃ ） の 機 能 は 具 体 的 に は （ １ ） 腫 瘍 お よ び 正 常 組 織 に お け る 標 的

タ ン パ ク 質 量 の 概 算 測 定 の 可 能 、 （ ２ ） 腫 瘍 お よ び 健 常 組 織 の 何 個 の 細 胞 が 標 的 タ ン パ ク

質 を 合 成 す る か の 分 析 、 お よ び ／ ま た は （ ３ ） 標 的 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ 得 る 組 織 （ 腫 瘍

、 健 常 ） 中 の 細 胞 の タ イ プ の 定 義 、 で あ る 。

【 ０ １ ７ ６ 】

　 個 々 の 抗 体 に 応 じ て 別 々 の プ ロ ト コ ル を 使 用 す る 必 要 が あ る （ た と え ば 、 「 Diagnostic
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 Im munohistochemistry David J.に よ る M D Dabbs ISBN: 0443065667」 あ る い は 「 Micros

copy, Im munohistochemistry, and Antigen Retrieval Methods: For Light and Electro

n Microscopy ISBN: 0306467704」 ） 。

【 ０ １ ７ ７ 】

　 特 定 の 組 織 検 体 に 対 す る 免 疫 組 織 化 学 法 （ Ｉ Ｈ Ｃ ） の 機 能 は 、 対 応 す る 組 織 に お け る タ

ン パ ク 質 の 検 出 で あ る 。 こ の 方 法 の 目 標 と す る と こ ろ は 、 機 能 的 に 完 全 な 組 織 集 塊 物 に お

け る タ ン パ ク 質 の 位 置 を 決 定 す る こ と で あ る 。 Ｉ Ｈ Ｃ は （ １ ） 腫 瘍 お よ び 正 常 組 織 に お け

る 標 的 タ ン パ ク 質 量 を 概 算 測 定 で き る （ ２ ） 腫 瘍 お よ び 健 常 組 織 に お け る 何 個 の 細 胞 が 標

的 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る か を 分 析 す る （ ３ ） 標 的 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ 得 る 組 織 （ 腫 瘍 お

よ び 健 常 細 胞 ） に お け る 細 胞 の タ イ プ を 定 義 す る た め に 特 に 役 立 つ 。 別 法 と し て 、 標 的 遺

伝 子 の タ ン パ ク 質 の 量 は デ ジ タ ル カ メ ラ お よ び 適 切 な ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い た 組 織 免 疫 蛍 光

法 に よ っ て 定 量 さ れ 得 る （ た と え ば 、 Tillvision, Till-photonics, Germany） 。 こ の 技

術 は 頻 繁 に 公 表 さ れ て お り 、 し た が っ て 染 色 お よ び 顕 微 鏡 法 の 詳 細 は た と え ば David Jに

よ る "Diagnostic Im munohistochemistry M D Dabbs ISBN: 0443065667あ る い は "Microscop

y, Im munohistochemistry: For Light and Electron Microscopy" ISBN: 03064677042に

お い て 見 る こ と が で き る 。 有 効 な 結 果 を 得 る 為 に は 、 抗 体 の 特 性 に 基 づ く 異 な る プ ロ ト コ

ル を 使 用 す る 必 要 が あ る こ と に 留 意 す べ き で あ る （ 一 例 が 下 記 に 示 さ れ て い る ） 。

【 ０ １ ７ ８ 】

　 通 常 は 、 組 織 学 的 に 定 義 さ れ た 腫 瘍 組 織 お よ び 、 対 照 と し て 比 較 さ れ 得 る 健 常 組 織 は Ｉ

Ｈ Ｃ に お い て 取 り 上 げ ら れ る 。 更 に は 、 Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に お い て 標 的 遺 伝 子 の 存 在 が 知

ら れ て い る 細 胞 株 を 陽 性 お よ び 陰 性 の ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い る こ と も 可 能 で

あ る 。 基 底 値 対 照 は 常 に 含 ま れ な け れ ば な ら な い 。

【 ０ １ ７ ９ 】

　 固 定 さ れ た （ た と え ば 、 ア ル デ ヒ ド 含 有 物 質 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ

ド に よ る 、 あ る い は ア ル コ ー ル 溶 液 中 で の 固 定 ） あ る い は シ ョ ッ ク 凍 結 さ れ た 厚 さ １ ～ １

０ μ ｍ の 組 織 片 を ガ ラ ス 支 持 体 に 置 く 。 パ ラ フ ィ ン 包 埋 試 料 は た と え ば キ シ レ ン を 用 い 脱

パ ラ フ ィ ン す る 。 検 体 は Ｔ Ｂ Ｓ Ｔ で 洗 浄 し 、 血 清 中 に 封 入 す る 。 次 い で 一 次 抗 体 （ １ ：

２ 　 ～ 　 １ ： ２ ０ ０ ０ 希 釈 ） と の イ ン キ ュ ベ ー ト を 通 常 使 用 さ れ て い る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精

製 抗 体 と 共 に １ ～ １ ８ 時 間 行 な う 。 洗 浄 処 理 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ （ 代 替 的 に は

、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） に 結 合 し か つ 一 次 抗 体 に 対 す る 二 次 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン

を ２ ０ ～ ６ 分 間 行 な う 。 次 い で 結 合 酵 素 に よ っ て 変 換 さ れ る 呈 色 基 質 を 用 い た 呈 色 反 応 が

行 わ れ る （ た と え ば 、 Shi et al. , J. Histochem. Cytochem. 39: 741-748, 1991; Shin

et al. , Lab. Invest. 64: 693-702, 1991） 。 抗 体 の 特 異 性 を 呈 示 す る た め 、 免 疫 原 を あ

ら か じ め 添 加 す る こ と に よ り 反 応 を 遮 断 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ８ ０ 】

免 疫

　 （ Monoclonal Antibodies: A Practical Approach by Philip Shepherd, Christopher

Dean isbn 0 19 963722 9; Antibodies: A Laboratory Manual by Ed Harlow, David Lan

e ISBN: 0879693142; Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol N O.

 by Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447も 参 照 さ れ た い 。 ） ．

【 ０ １ ８ １ 】

　 抗 体 の 調 製 プ ロ セ ス を 下 記 に 簡 単 に 示 す 。 ま た 、 詳 細 は 引 用 さ れ た 出 版 物 に 見 出 さ れ る

。

先 ず 、 動 物 （ ウ サ ギ な ど ） を 所 望 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 一 次 注 射 に よ っ て 免 疫 す る 。 動 物 の

抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 は 定 め ら れ た 期 間 内 （ 前 の 免 疫 後 か ら 約 ２ ～ ４ 週 間 ） の 二 次 あ る い

は 三 次 免 疫 に よ っ て 増 強 さ れ 得 る 。 ま た 、 種 々 の 定 め ら れ た 期 間 後 （ 最 初 に ４ 週 間 後 、 次

い で 約 ２ 週 間 毎 に ト ー タ ル で ５ 回 に の ぼ る サ ン プ リ ン グ ） 、 動 物 か ら 採 血 し 、 そ こ か ら 免

疫 血 清 が 得 ら れ る 。

【 ０ １ ８ ２ 】

　 動 物 は 通 常 ４ つ の よ く 確 立 さ れ た 方 法 の う ち の １ つ に よ り 免 疫 さ れ る が 、 他 の 方 法 も ま
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た 使 用 可 能 で あ る 。 更 に は 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な ペ プ チ ド 、 完 全 な タ ン パ ク 質 あ る

い は 実 験 的 に 同 定 さ れ る か ま た は 予 測 プ ロ グ ラ ム に よ り 同 定 さ れ 得 る タ ン パ ク 質 の 細 胞 外

の 部 分 的 配 列 で 免 疫 す る こ と も 可 能 で あ る 。

（ １ ） 最 初 の 例 に お い て は 、 Ｋ Ｌ Ｈ （ キ ー ホ ウ ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ シ ア ニ ン ） に 結 合 し た

ペ プ チ ド （ 長 さ ： ８ ～ １ ２ 　 ア ミ ノ 酸 ） が 標 準 化 さ れ た ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ に よ る 方 法 に よ

っ て 合 成 さ れ 、 そ れ ら の ペ プ チ ド が 免 疫 に 使 用 さ れ る 。 通 常 、 ３ 回 の 免 疫 を ５ ～ １ ０ ０ ０

μ ｇ ／ 免 疫 と い う 濃 度 で 行 う 。 免 疫 は サ ー ビ ス プ ロ バ イ ダ ー に よ る サ ー ビ ス と し て 行 う こ

と も で き る 。

（ ２ ） 別 法 と し て 、 組 み 換 え タ ン パ ク 質 を 用 い て 免 疫 を 行 う こ と も で き る 。 こ の 目 的 の た

め に 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た 標 的 遺 伝 子 の Ｄ Ｎ Ａ が 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ン 化 さ れ 、 標 的 タ

ン パ ク 質 は 特 定 の 作 製 者 の 条 件 （ た と え ば Roche Diagnostics, Invitrogen, Clontech, Q

iagen） か ら の 類 推 に よ っ て た と え ば 細 胞 を 含 ま な い イ ン ビ ト ロ に お い て 、 バ ク テ リ ア （

例 え ば 、 Ｅ ． ｃ ｏ ｌ ｉ ） 、 酵 母 （ 例 え ば Ｓ ． ｐ ｏ ｍ ｂ ｅ ） 、 昆 虫 の 細 胞 あ る い は 哺 乳 類 の

細 胞 に お い て 合 成 さ れ る 。 そ れ ら の 系 の う ち の １ つ に お け る 合 成 の 後 、 標 的 タ ン パ ク 質 は

精 製 さ れ る が 、 精 製 は こ の 場 合 、 標 準 的 な ク ロ マ ト グ ラ フ 法 に よ っ て 通 常 行 わ れ る 。 こ こ

に お い て 、 精 製 の 助 け に な る も の と し て の 分 子 ア ン カ ー を 有 す る タ ン パ ク 質 を 免 疫 に 使 用

す る 事 も 可 能 で あ る （ た と え ば His tag, Qiagen; FLA G tag, Roche Diagnostics; Gst融

合 タ ン パ ク 質 ） 。 多 く の プ ロ ト コ ル が 、 た と え ば "Current Protocols in Molecular Biol

ogy", John Wiley & Sons Ltd., Wiley Interscienceに 見 出 さ れ る 。

（ ３ ） も し も 所 望 の タ ン パ ク 質 を 内 因 的 に 合 成 す る 細 胞 株 が 使 用 可 能 な ら ば 、 こ の 細 胞 株

も 特 異 的 抗 血 清 を 生 産 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 免 疫 は 各 回 約 １ ５ ×

１ ０
７

個 の 細 胞 に よ っ て １ ３ 回 の 注 射 で 行 わ れ る 。

（ ４ ） 免 疫 は Ｄ Ｎ Ａ の 注 射 に よ っ て も 行 う こ と が で き る （ Ｄ Ｎ Ａ 免 疫 ） 。 こ の 目 的 の た め

、 標 的 配 列 が 強 力 な 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー （ た と え ば Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー ） の 支 配 下 に 置

か れ る べ く 、 標 的 遺 伝 子 は 先 ず 、 発 現 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ン 化 さ れ る 。 次 い で 、 Ｄ Ｎ Ａ 　

５ ～ １ ０ ０ μ ｇ を 、 遺 伝 子 銃 を 用 い 、 抗 原 と し て 生 物 体 （ た と え ば マ ウ ス 、 ウ サ ギ ） 中 の

強 い 血 流 の 毛 細 管 領 域 に 移 す 。 移 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ は 動 物 の 細 胞 に よ っ て 取 り 込 ま れ 、 標 的 遺

伝 子 が 発 現 し 、 最 終 的 に 動 物 が 標 的 遺 伝 子 に 対 し 免 疫 応 答 を 展 開 す る （ Jung et al. , Mol

 Cells 12:41-49, 2001; Kasinrerk et al. , Hybrid Hybridomics 21:287-293, 2002） ．

【 ０ １ ８ ３ 】

ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 ま た は 抗 体 の 特 性 の コ ン ト ロ ー ル

　 特 異 性 を 実 証 す る に は 細 胞 培 養 に 基 づ く ア ッ セ イ と そ れ に 続 く ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン

グ が 最 も 適 切 で あ る （ た と え ば Current Protocols in Protein Chemistry", John Wiley

& Sons Ltd., Wiley InterScienceに お い て 様 々 な バ リ エ ー シ ン が 記 述 さ れ て い る ） 。 実

証 の 為 に 細 胞 を 、 標 的 タ ン パ ク 質 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ り 、 強 力 な 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー （ た と

え ば サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー ） の 支 配 下 に あ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ

ク シ ョ ン す る 。 Ｄ Ｎ Ａ で 細 胞 株 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る た め 多 様 な 方 法 （ た と え ば 、

電 気 穿 孔 法 、 リ ポ ソ ー ム よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 ） が 良 好 に 確

立 さ れ て い る （ た と え ば Lemoine et al. , Methods Mol. Biol. 75:441-7, 1997） 。 別 法

と し て 標 的 遺 伝 子 を 内 因 的 に 発 現 す る 細 胞 株 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る （ 標 的 遺 伝 子 特

異 的 Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 実 証 ） 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 理 想 的 な ケ ー ス で は 、 分 析 抗 体 の 特

異 性 を 次 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て 実 証 可 能 に す る た め 、 相 同 遺 伝 子 も 実 験 に お い て

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 う 。

【 ０ １ ８ ４ 】

　 続 く ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で は 標 的 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る と 推 定 さ れ る 細 胞 培 地 ま た は 組

織 検 体 か ら の 細 胞 を １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 溶 液 に 溶 解 し 、 そ れ に よ り タ ン パ ク 質 を 変 性 す る 。 分 解

産 物 は ８ ～ １ ５ ％ 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 含 有 ） 上 で 電 気 泳 動 （ Ｓ Ｄ

Ｓ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） に よ り サ イ ズ ご と に 分 画 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 は 次 い で 複 数 の ブ ロ ッ テ ィ ン

グ 法 （ た と え ば セ ミ ド ラ イ エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ ト 、 Biorad） の う ち の ひ と つ に よ り 特 定 の 膜

（ た と え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 Schleicher & Schuell） 上 に 転 写 さ れ る 。 所 望 の タ ン パ ク
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質 は こ の 膜 上 で 可 視 化 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 の た め 、 膜 は 先 ず 標 的 タ ン パ ク 質 を 認

識 す る 抗 体 （ 約 １ ： ２ ０ ～ １ ： ２ ０ ０ 希 釈 、 そ の 抗 体 の 特 異 性 に よ る ） と 共 に ６ ０ 分 間 イ

ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 洗 浄 処 理 の 後 、 マ ー カ ー （ た と え ば ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ や ア ル カ リ フ

ォ ス フ ァ タ ー ゼ の よ う な 酵 素 ） に 結 合 し 一 次 抗 体 を 認 識 す る 二 次 抗 体 と 共 に 膜 を イ ン キ ュ

ベ ー ト す る 。 こ う し て 標 的 タ ン パ ク 質 を 発 色 ま た は 化 学 光 反 応 に よ っ て 膜 （ た と え ば Ｅ Ｃ

Ｌ 、 A mersham Bioscience） 上 に 可 視 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 理 想 的 な ケ ー ス に お い て

は 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 し 高 い 特 異 性 を 有 す る 抗 体 は 所 望 の タ ン パ ク 質 の み を 認 識 す る 筈

で あ る 。

【 ０ １ ８ ５ 】

　 イ ン シ リ コ ア プ ロ ー チ （ in silico approach） に お い て 同 定 さ れ た 標 的 タ ン パ ク 質 の 、

膜 に 対 す る 位 置 を 確 証 す る の に 種 々 の 方 法 が 用 い ら れ る 。 上 記 の 抗 体 を 使 用 す る 重 要 で よ

く 確 立 し た 方 法 は 免 疫 蛍 光 法 （ Ｉ Ｆ ） で あ る 。 標 的 タ ン パ ク 質 （ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 は Ｒ Ｔ Ｐ

Ｃ Ｒ 、 タ ン パ ク 質 の 検 出 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ） を 合 成 す る か も し く は プ ラ ス ミ ド で ト ラ

ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 確 立 し た 細 胞 株 の 細 胞 が こ の た め に 使 用 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ に よ る 細

胞 株 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に は 広 汎 な 種 々 の 方 法 （ 電 気 穿 孔 法 、 リ ポ ソ ー ム に よ

る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 な ど ） が 良 好 に 確 立 さ れ て い る （ た と え

ば Lemoine et al. , Methods Mol. Biol. 75:441-7, 1997） 。 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ

ン に よ り 導 入 さ れ た プ ラ ス ミ ド は 免 疫 蛍 光 に お い て 修 飾 さ れ て い な い タ ン パ ク 質 を コ ー ド

す る こ と も 、 あ る い は 標 的 タ ン パ ク 質 に 種 々 の ア ミ ノ 酸 マ ー カ ー を 結 合 さ せ る こ と も で き

る 。 主 要 な マ ー カ ー は 、 た と え ば 、 種 々 の 異 な っ た 蛍 光 タ イ プ の 蛍 光 性 の 緑 色 蛍 光 タ ン パ

ク 質 （ green fluorescent protein） （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 、 親 和 性 の 高 い 特 異 的 抗 体 が 使 用 可 能 な

６ ～ １ ２ ア ミ ノ 酸 の 短 い ペ プ チ ド 配 列 、 あ る い は そ の シ ス テ イ ン 特 異 的 蛍 光 物 質 を 通 じ て

結 合 可 能 な 短 い ア ミ ノ 酸 配 列 Ｃ ｙ ｓ － Ｃ ｙ ｓ － Ｘ － Ｘ － Ｃ ｙ ｓ － Ｃ ｙ ｓ 　 （ Invitrogen）

で あ る 。 標 的 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 細 胞 は た と え ば 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ま た は メ タ ノ

ー ル で 固 定 さ れ る 。 次 い で 、 必 要 と さ れ る な ら ば 、 洗 浄 剤 （ ０ ． ２ ％ 　 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｘ

 １ ０ ０ な ど ） と の イ ン キ ュ ベ ー ト に よ り 透 過 性 を 付 与 さ れ 得 る 。 次 い で 細 胞 は 、 標 的 タ

ン パ ク 質 ま た は 結 合 さ れ た マ ー カ ー の １ つ に 対 す る 一 次 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る

。 洗 浄 処 理 の 後 、 蛍 光 マ ー カ ー （ フ ル オ レ セ イ ン 、 Texas Red、 Dakoな ど ） に 結 合 さ れ 一

次 抗 体 に 結 合 す る 二 次 抗 体 と 共 に 混 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の よ う に し て 標 識 さ れ

た 細 胞 は 次 い で 、 グ リ セ ロ ー ル の 層 で 被 覆 さ れ 、 蛍 光 顕 微 鏡 の 助 け に よ り 作 製 者 の 指 示 に

従 っ て 分 析 さ れ た 。 こ の 場 合 、 取 り 上 げ ら れ た 物 質 に 応 じ て 特 異 的 な 発 光 励 起 に よ っ て 特

異 的 な 蛍 光 発 光 が 得 ら れ た 。 通 常 そ の 分 析 に よ り 標 的 タ ン パ ク 質 の 信 頼 し 得 る 位 置 決 定 が

可 能 に な る 。 ま た 、 二 重 染 色 、 す な わ ち 標 的 タ ン パ ク 質 ば か り で な く 、 位 置 決 定 が 文 献 記

載 さ れ て い る 結 合 ア ミ ノ 酸 マ ー カ ー ま た は 他 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 も 染 色 す る 二 重 染 色 、

に よ っ て 抗 体 特 性 お よ び 標 的 タ ン パ ク 質 が 確 認 さ れ る 。 Ｇ Ｆ Ｐ と そ の 誘 導 体 は 特 別 な ケ ー

ス で あ っ て 、 直 接 に 励 起 さ れ て そ れ 自 体 で 蛍 光 を 発 す る 。 膜 の 透 過 性 は 洗 浄 剤 の 使 用 に よ

っ て 制 御 さ れ る の で 、 抗 原 決 定 基 が 細 胞 の 内 部 に 位 置 す る か 外 部 に 位 置 す る か は 免 疫 蛍 光

法 に よ り 証 明 す る こ と が で き る 。 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の 予 測 は こ の よ う に し て 実 験 的 に

支 持 さ れ る 。 こ れ に 代 わ る 可 能 性 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 細 胞 外 ド メ イ ン を 検

出 す る こ と で あ る 。 こ の 目 的 の た め に 、 細 胞 は 作 製 者 の 指 示 に 従 い 非 透 過 条 件 （ た と え ば

Ｐ Ｂ Ｓ ／ Ｎ ａ 　 ａ ｚ ｉ ｄ ｅ ／ ２ ％ 　 Ｆ Ｃ Ｓ ／ ５ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 用 い ） の 下 で 固 定 さ れ 、

作 製 者 の 指 示 に 従 い フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 中 で 分 析 さ れ る 。 こ の 方 法 に お い て は 細 胞 外 抗

原 決 定 基 の み が 、 こ の 方 法 の 分 析 対 象 で あ る 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 。 免 疫 蛍 光 法 と の 相 違

は 、 た と え ば ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム や ト リ パ ン ブ ル ー の 使 用 に よ り 、 死 ん だ 細 胞 と 生 き て い

る 細 胞 と を 識 別 す る こ と が 可 能 で あ り し た が っ て 偽 陽 性 の 結 果 を 排 除 す る こ と が で き る と

い う こ と で あ る 。

【 ０ １ ８ ６ 】

ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製

　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の 精 製 は 、 ペ プ チ ド 抗 体 全 体 の ケ ー ス 、 ま た は 組 み 換 え タ ン パ ク 質

に 対 す る 抗 体 の 一 部 の ケ ー ス に お い て 、 契 約 会 社 に よ る サ ー ビ ス と し て 行 わ れ た 。
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こ の 目 的 の た め 、 い ず れ の ケ ー ス に お い て も 、 適 切 な ペ プ チ ド あ る い は 組 み 換 え タ ン パ ク

質 が マ ト リ ッ ク ス に 共 有 結 合 さ れ 、 後 者 は 結 合 後 ネ イ テ ィ ブ な バ ッ フ ァ ー （ Ｐ Ｂ Ｓ ： 塩 化

ナ ト リ ウ ム リ ン 酸 緩 衝 液 で 平 衡 化 さ れ 、 次 い で 粗 血 清 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 更 に

Ｐ Ｂ Ｓ 洗 浄 処 理 の 後 、 抗 体 を ｐ Ｈ 　 ２ ． ７ の １ ０ ０ ｍ Ｍ グ リ シ ン で 溶 出 し 、 そ の 溶 出 物 を

直 ち に ｐ Ｈ 　 ８ の ２ Ｍ 　 Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ 中 で 中 和 し た 。 こ の よ う に し て 精 製 さ れ た 抗 体 は ウ エ ス

タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 お よ び 免 疫 蛍 光 法 の 双 方 に よ る 標 的 タ ン パ ク 質 の 特 異 的 検 出 の た め

に 採 用 で き た 。

【 ０ １ ８ ７ 】

Ｇ Ｆ Ｐ ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の 調 製

　 異 種 間 に お い て 発 現 さ れ た 腫 瘍 関 連 抗 原 の 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 法 の た め に 、 抗 原 の 完 全 な Ｏ

Ｒ Ｆ が ｐ Ｇ Ｆ Ｐ Ｃ １ お よ び ｐ Ｇ Ｆ Ｐ Ｎ ３ ベ ク タ ー （ Clontech） 中 に ク ロ ー ン 化 さ れ た 。

ス ラ イ ド 上 に 培 養 さ れ た Ｃ Ｈ Ｏ お よ び Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ 細 胞 を 、 Ｆ ｕ ｇ ｅ ｎ ｅ ト ラ ン ス フ ェ ク シ

ョ ン 試 薬 （ Roche） を 用 い て 作 製 者 の 指 示 に 従 い 適 切 な プ ラ ス ミ ド コ ン ス ト ラ ク ト に よ っ

て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 １ ２ ～ ２ ４ 時 間 後 、 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り 分 析 し た 。

【 ０ １ ８ ８ 】

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー

　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 測 定 は 、 そ れ 自 体 既 知 の 方 法 に よ り 行 わ れ た （ Robinson (

editor) Handbook of flow cytometry methods. Wiley-Liss, New York, 1993な ど ） 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ １ ８ ９ 】

実 施 例 １ ： 診 断 用 お よ び 治 療 用 の 癌 標 的 と し て の Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ の 同 定

　 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ） お よ び そ の 翻 訳 産 物 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９

） は 推 定 上 の Ｇ タ ン パ ク 共 役 受 容 体 と し て 説 明 し て き た 。 そ の 配 列 は Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ に お

い て ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー Ｎ ｏ ． Ａ Ｆ ０ ８ ９ ０ ８ ７ と し て 公 表 さ れ て い る 。 こ の 転 写 産

物 は 分 子 量 ３ ４ 　 ｋ Ｄ ａ を 有 す る ３ ０ ９ ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５

は ７ 個 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る Ｇ タ ン パ ク 共 役 受 容 体 の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る こ

と が 予 測 さ れ て い た （ O'Dowd et al. , Genomics 47:310-13, 1998） 。 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ の 細 胞

中 に お け る 推 定 位 置 を 確 証 す る た め に タ ン パ ク 質 を レ ポ ー タ ー 分 子 と し て の Ｇ Ｆ Ｐ に 融 合

さ せ 、 適 切 な プ ラ ス ミ ド の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 ２ ９ ３ 個 の 細 胞 に お い て 発 現 さ せ た

。 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り 位 置 を 分 析 し た 。 本 発 明 に よ り 、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ は 一 体 的 な 膜 貫 通 分 子 で

あ る こ と が 確 証 さ れ た （ 図 １ ７ ） 。 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ に 関 す る 現 在 ま で の 調 査 （ 就 中 、 Hori

kawa Y, Oda N, Cox NJ, Li X, Orho-Melander M, Hara M, Hinokio Y, Lindner TH, Mas

hima H, Schwarz PE, del Bosque-Plata L, Horikawa Y, Oda Y, Yoshiuchi I, Colil la

S, Polonsky KS, Wei S, Concannon P, Iwasaki N, Schulze J, Baier LJ, Bogardus C,

Groop L, Boerwinkle E, Hanis CL, Bell GI Nat Genet. 2000 Oct; 26(2):163-75を 参 照

） に よ り 、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ は 多 く の 健 常 組 織 に お い て 活 性 化 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 そ の 遺

伝 子 の 読 み 枠 に は 一 個 の エ ク ソ ン が 含 ま れ て い る 。 本 発 明 に よ り Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ に 対 す る 遺 伝

子 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ０ 、 ２ １ ） を Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に お い て

使 用 し た と こ ろ 、 結 腸 お よ び 結 腸 腫 瘍 （ １ ３ ／ ２ ６ ） に お い て は ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 増 幅 し た 。 対

照 的 に 、 他 の 正 常 組 織 に お い て は 有 意 な 発 現 は 検 出 さ れ な い 。 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ は 単 一 の エ ク ソ

ン か ら な る と い う 特 殊 な 事 情 の た め 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 不 純 物 を イ ン ト ロ ン に 跨 る プ ラ イ マ ー

に よ っ て 検 出 す る こ と は で き な い 。 し た が っ て Ｒ Ｎ Ａ の ゲ ノ ム へ の 混 入 を 阻 止 す る た め に

、 Ｒ Ｎ Ａ は 全 て Ｒ Ｎ Ａ ア ー ゼ で 処 理 し た 。 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ 転 写 産 物 は 、 結 腸 、 直 腸 、 精 巣 お よ

び 結 腸 腫 瘍 に お い て の み Ｄ Ｎ Ａ フ リ ー の Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 本 発 明 に よ り 検 出 さ れ た 。

【 ０ １ ９ ０ 】

　 正 常 組 織 に お け る Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ の 発 現
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【 表 １ 】

【 ０ １ ９ １ 】

　 正 常 結 腸 組 織 お よ び 結 腸 腫 瘍 生 検 に お け る Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ 転 写 産 物 の 選 択 的 か つ 高 度 な 発 現

（ 図 １ ） は 以 前 に は 知 ら れ て い な か っ た が 、 こ の こ と を 本 発 明 に よ り 分 子 診 断 法 、 例 え ば

Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ に 利 用 す れ ば 血 清 や 骨 髄 に 拡 が る 腫 瘍 細 胞 の 検 出 や 他 の 組 織 へ の 転 移 の 検 出

が 可 能 で あ る 。 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ８ ８ お よ び ８ ９ ） に よ る 定 量 的

Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ は 高 度 に 選 択 的 な 結 腸 特 異 的 分 化 抗 原 で あ り 結 腸 腫 瘍

お よ び 結 腸 腫 瘍 の 転 移 部 に も 含 ま れ る こ と も 確 証 さ れ て い る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ は 、 あ る 結 腸 腫

瘍 に お い て は 正 常 な 結 腸 に 比 べ て 対 数 で １ 桁 分 上 回 る 過 剰 発 現 を し て い る （ 図 １ ８ ） 。 Ｇ

Ｐ Ｒ ３ ５ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に 、 ウ サ ギ を 免 疫 し て 抗 体 を 生 産 す る 。 こ れ ら の 抗 体

を 増 殖 さ せ る た め に 以 下 の ペ プ チ ド を 使 用 し た 。

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ０ 　 Ｇ Ｓ Ｓ Ｄ Ｌ Ｔ Ｗ Ｐ Ｐ Ａ Ｉ Ｋ Ｌ Ｇ Ｃ 　 （ Ａ Ａ 　 ９ － ２ ３ ）

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ １ ： 　 Ｄ Ｒ Ｙ Ｖ Ａ Ｖ Ｒ Ｈ Ｐ Ｌ Ｒ Ａ Ｒ Ｇ Ｌ Ｒ 　 （ Ａ Ａ 　 １ １ ２ － １

２ ７ ）

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ２ ： 　 Ｖ Ａ Ｐ Ｒ Ａ Ｋ Ａ Ｈ Ｋ Ｓ Ｑ Ｄ Ｓ Ｌ Ｃ 　 （ Ｃ 末 端 ）

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ３ 　 Ｃ Ｆ Ｒ Ｓ Ｔ Ｒ Ｈ Ｎ Ｆ Ｎ Ｓ Ｍ Ｒ （ 細 胞 外 ド メ イ ン 　 ２ ）

こ れ ら の 抗 体 で 、 た と え ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て 染 色 し 、 腫 瘍 細 胞 で の 発 現 を 確 認

す る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ の 全 ４ 個 の 細 胞 外 ド メ イ ン （ 予 測 さ れ る 細 胞 外 ド メ イ ン の 位 置 は 、 Ｓ Ｅ

Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ 　 Ａ Ａ 　 １ ～ ２ ２ 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ４ ） ； 　 Ａ Ａ 　 ８ １ ～

９ ４ 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ５ ） ； 　 Ａ Ａ 　 １ ５ ６ ～ １ ７ ６ 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ

： ９ ６ ） ； 　 Ａ Ａ 　 ２ ８ ０ ～ ３ ０ ９ 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ９ ７ ） の 配 列 中 ） は 全 て 本

発 明 に よ り モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 的 構 造 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体

は 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 表 面 に 特 異 的 に 結 合 し 、 診 断 お よ び 治 療 方 法 の 双 方 に 使 用 さ れ う る 。 Ｇ

Ｐ Ｒ ３ ５ の 過 剰 発 現 は 、 そ う し た 使 用 に 更 な る 支 持 を 提 供 す る 。 加 う る に 、 タ ン パ ク 質 を

コ ー ド す る 配 列 は 本 発 明 に よ っ て 腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 （ Ｔ 細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 を 介 す る 免 疫

応 答 ） を 誘 発 す る ワ ク チ ン （ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 ） と し て 使 用 す る こ

と が で き る 。 更 に は 、 驚 く べ き こ と に 、 一 般 的 に 知 ら れ て い る 開 始 コ ド ン の 前 の ５ '側 に

別 の 開 始 コ ド ン が 存 在 し Ｎ 末 端 が 伸 張 し た タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ る こ と が 判 明 し た 。

【 ０ １ ９ ２ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 以 前 は 普 遍 的 に 発 現 さ れ て い る も の と 説 明 さ れ て い た Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ が 、

胃 腸 と り わ け 結 腸 に お い て 特 異 的 に 、 腫 瘍 に 関 連 し て 過 剰 発 現 さ れ る こ と が 判 明 し た 。 Ｇ
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Ｐ Ｒ ３ ５ は 、 従 っ て 、 腫 瘍 の 診 断 お よ び 治 療 の た め の 標 的 構 造 と し て 特 に 適 し て い る 。 ヒ

ト 　 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ の 現 時 点 ま で の 研 究 に つ い て は 、 た と え ば 、 Horikawa Y, Oda N, Cox NJ,

 Li X, Orho-Melander M, Hara M, Hinokio Y, Lindner TH, Mashima H, Schwarz PE, de

l Bosque-Plata L, Horikawa Y, Oda Y, Yoshiuchi I, Colil la S, Polonsky KS, Wei S,

 Concannon P, Iwasaki N, Schulze J, Baier LJ, Bogardus C, Groop L, Boerwinkle E,

 Hanis CL, Bell GI Nat Genet. 2000 Oct;26(2):163-75を 参 照 さ れ た く 、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ が

多 く の 健 常 組 織 に お い て 発 現 さ れ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ に 対 し 本 発 明 に よ る 研

究 で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ は 驚 く べ き こ と に ほ と ん ど の 正 常 組 織 に お い て は 有 意 に 検 出 さ れ ず 、

そ れ と は 対 照 的 に 原 発 お よ び 転 移 性 結 腸 腫 瘍 に お い て 高 度 に 活 性 化 さ れ て い る こ と が 判 っ

た 。 ま た さ ら に 、 記 述 さ れ て い る Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ 配 列 に 加 え 、 別 の 開 始 コ ド ン を 使 用 す る 新 規

な 翻 訳 変 異 配 列 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ） が 本 発 明 に よ り 発 見 さ れ た 。

【 ０ １ ９ ３ 】

　 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ は 、 非 常 に 大 き な タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー で あ る Ｇ 結 合 レ セ プ タ ー （ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ

） の グ ル ー プ の 一 員 で あ り 、 こ の フ ァ ミ リ ー の 構 造 及 び 機 能 は 大 変 よ く 研 究 さ れ て い る 。

Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 医 薬 活 性 物 質 開 発 の た め の 標 的 構 造 体 と し て 著 し く 適 し て い る 。 そ の 理 由 は

、 開 発 に 必 要 な 方 法 （ レ セ プ タ ー の 発 現 、 精 製 、 リ ガ ン ド ス ク リ ー ニ ン グ 、 突 然 変 異 誘 発

、 機 能 的 阻 害 、 ア ゴ ニ ス ト 的 お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト 的 リ ガ ン ド な ど ） が よ く 開 発 さ れ 詳 細

に 記 述 さ れ て い る か ら で あ る （ た と ば 、 G Protein-Coupled Receptors" by Tatsuya Haga

, Gabriel Berstein and Gabriel Bernstein ISBN: 0849333849 and in "Identification

 and Expression of G-Protein Coupled Receptors Receptor Biochemistry and Methodo

logy" by Kevin R. Lynch ASIN: 0471183105. G Protein-Coupled Receptors" by Tatsuy

a Haga, Gabriel Berstein and Gabriel Bernstein ISBN: 0849333849 and in "Identifi

cation and Expression of G-Protein Coupled Receptors Receptor Biochemistry and M

ethodology" by Kevin R. Lynch ASIN: 0471183105を 参 照 ） 。 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ が ほ と ん ど の 健

常 組 織 に お い て は 検 出 さ れ な い が 細 胞 表 面 で 腫 瘍 関 連 発 現 を す る と い う 本 発 明 の 発 見 に よ

れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ は 、 た と え ば 医 薬 的 に 活 性 な リ ガ ン ド 用 の 腫 瘍 関 連 標 的 構 造 体 と し て 、

特 に た と え ば 医 薬 物 質 と し て の 放 射 性 分 子 と 結 合 さ せ て 使 用 可 能 に な る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ３ ５ に 結

合 し た 放 射 能 標 識 リ ガ ン ド を 使 用 し て 、 腫 瘍 を 検 出 す る あ る い は 結 腸 腫 瘍 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ

ｏ で 治 療 す る こ と が 特 別 な 実 施 態 様 と し て 可 能 で あ る 。

【 実 施 例 ２ 】

【 ０ １ ９ ４ 】

実 施 例 ２ ： 肝 臓 腫 瘍 及 び 卵 巣 腫 瘍 に お け る Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ の 同 定 、 お よ び 診 断 用 お よ び 治 療

用 癌 標 的 と し て の Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ ス プ ラ イ ス 変 異 体

　 タ イ プ Ｉ 　 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る グ ア ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ （ guanylate cyclase） ２ Ｃ

（ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ； 翻 訳 産 物 ： Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ） は 、 ナ ト リ ウ ム 利 尿

ペ プ チ ド レ セ プ タ ー の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 そ の 配 列 は Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ に お い て ア ク セ ッ

シ ョ ン ナ ン バ ー 　 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ ４ ９ ６ ３ の 下 、 公 表 さ れ て い る 。 ペ プ チ ド で あ る グ ア ニ リ ン

お よ び ウ ロ グ ア ニ リ ン あ る い は 熱 安 定 エ ン テ ロ ト キ シ ン （ Ｓ Ｔ ａ ） が 結 合 す る と 細 胞 内 ｃ

Ｇ Ｍ Ｐ 濃 度 が 上 昇 し 、 そ の 結 果 、 細 胞 内 に シ グ ナ ル 変 換 プ ロ セ ス が 誘 起 さ れ る 。

【 ０ １ ９ ５ 】

　 Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ の 発 現 は 、 た と え ば 胃 や 食 道 の 原 発 性 お よ び 転 移 腺 腫 瘍 な ど 、 腸 管 外 領 域

に も 拡 が る こ と を 最 近 の 研 究 は 示 唆 し て い る （ Park et al. , Cancer Epidemiol Biomarke

rs Prev. 11: 739-44, 2002） 。 正 常 及 び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 腸 組 織 の 双 方 に 見

ら れ る Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ の ス プ ラ イ ス 変 異 体 に は 、 エ ク ソ ン １ に お け る １ ４ ２ 　 ｂ ｐ の 欠 失 が 存

し 、 そ の た め Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ 様 産 物 の 翻 訳 が 阻 害 さ れ る （ Pearlman et al. , Dig. Dis. Sci

. 45:298-05, 2000） 。 現 在 ま で に 記 述 さ れ て い る ス プ ラ イ ス 変 異 体 だ け で は 翻 訳 産 物 は

産 生 し な い 。

【 ０ １ ９ ６ 】

　 本 発 明 の 目 的 は 、 診 断 及 び 治 療 の 双 方 に 利 用 さ れ 得 る Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ の 腫 瘍 関 連 ス プ ラ イ

ス 変 異 体 を 同 定 す る こ と で あ っ た 。
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【 ０ １ ９ ７ 】

　 Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ２ 、 ２ ３ 、 ９ ８ 、 ９ ９ ） を

用 い て Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た と こ ろ 、 Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ 転 写 産 物 の 発 現 が 正 常 結 腸 お よ び 胃 で

は 顕 著 で あ り 、 肝 臓 、 精 巣 、 卵 巣 、 胸 腺 、 脾 臓 、 脳 お よ び 肺 で は 弱 い こ と が 判 っ た （ 表 ２

、 図 １ ９ ） 。 結 腸 お よ び 胃 に お け る 発 現 は 、 他 の す べ て の 正 常 組 織 に お け る よ り 少 な く と

も ５ ０ 倍 も 高 か っ た 。 結 腸 腫 瘍 及 び 胃 腫 瘍 に お い て Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ 転 写 産 物 の 顕 著 な レ ベ ル

が 検 出 さ れ た （ 表 ２ ） 。 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ っ て 特 定 さ れ た こ れ ら の 結 果 か ら 、 正 常 結

腸 、 回 腸 及 び 調 査 し た ほ と ん ど 全 て の 結 腸 腫 瘍 検 体 に お い て Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ の 発 現 は 顕 著 で

あ る こ と が 判 っ た （ 図 ２ 、 １ ９ Ｂ ） 。 い く つ か の 結 腸 腫 瘍 検 体 に お い て は 大 量 の 過 剰 発 現

が 検 出 さ れ た 。 ま た 、 胃 腫 瘍 の ７ ／ １ ０ に お い て 発 現 が 見 ら れ た 。 ま た 驚 く べ き こ と に 、

以 前 に は 記 述 さ れ て い な い 他 の 多 く の 腫 瘍 、 と り わ け 、 卵 巣 、 乳 房 、 肝 臓 お よ び 前 立 腺 の

腫 瘍 に お い て そ の 遺 伝 子 が 活 性 化 さ れ て い る こ と が 発 見 さ れ た （ 図 １ ９ Ｂ 、 表 ２ ） 。

【 ０ １ ９ ８ 】

　 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ の 発 現

【 表 ２ 】

【 ０ １ ９ ９ 】

　 次 の プ ラ イ マ ー 対 が 、 結 腸 組 織 お よ び 結 腸 腫 瘍 組 織 中 に ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 検 出 す る た

め に 用 い ら れ た 。

Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ － １ １ ８ ｓ ／ Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ － ４ ９ ８ ａ ｓ 　 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ４ 、

２ ９ ） ；

Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ － ６ ２ １ ｓ ／ Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ － １ １ ４ ０ ａ ｓ 　 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ５

、 ３ ０ ） ；

Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ １ ４ ５ ０ ｓ ／ Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ － １ ７ ９ ０ ａ ｓ 　 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２

６ 、 ３ １ ） ；

Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ １ ９ ９ ３ ｓ ／ Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ － ２ ３ ６ ６ ａ ｓ 　 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２

７ 、 ３ ２ ） ；

Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ ２ ７ １ ７ ｓ ／ Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ － ３ ２ ０ ０ ａ ｓ 　 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２

８ 、 ３ ３ ） ；

Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ １ １ ８ ｓ ／ Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ － １ １ ４ ０ ａ ｓ 　 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ４

、 ３ ０ ） ；

Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ ６ ２ １ ｓ ／ Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ － １ ７ ９ ０ ａ ｓ 　 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２ ５

、 ３ １ ） ；

Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ １ ４ ５ ０ ｓ ／ Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ － ２ ３ ６ ６ ａ ｓ 　 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２
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６ 、 ３ ２ ） ；

Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ １ ９ ９ ３ ｓ ／ Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ － ３ ２ ０ ０ ａ ｓ 　 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ２

７ 、 ３ ３ ）

【 ０ ２ ０ ０ 】

　 結 腸 腫 瘍 組 織 に お け る ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 調 査 に お い て 、 以 前 に は 知 ら れ て い な か っ た

型 が 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ た 。

ａ ） エ ク ソ ン ３ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ） の 欠 失 に よ り 産 生 し た Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ 変 異 体 は

、 長 さ が わ ず か １ １ １ ア ミ ノ 酸 で 、 ポ ジ シ ョ ン １ １ １ の ア ス パ ラ ギ ン が プ ロ リ ン に 入 れ 替

わ っ て い る 。

ｂ ） エ ク ソ ン ６ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ） の 欠 失 に よ り 産 生 し た 発 現 産 物 は 、 長 さ が ２

５ ８ ア ミ ノ 酸 で あ る 。 こ れ は 、 １ ３ ア ミ ノ 酸 を 含 む Ｃ 末 端 ネ オ エ ピ ト ー プ を 生 ず る は ず で

あ る 。

ｃ ） ポ ジ シ ョ ン １ ６ ０ ６ － １ ６ １ ４ の ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び こ れ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 Ｌ （

５ ３ ６ ） 、 Ｌ （ ５ ３ ７ ） ） お よ び Ｑ （ ５ ３ ８ ） が 欠 失 し て い る 変 異 体 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ

Ｏ ： ５ ） 。

【 ０ ２ ０ １ 】

　 エ ク ソ ン ３ お よ び エ ク ソ ン ６ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ 、 ４ ） そ れ ぞ れ に お い て 欠 失 の

あ る 本 発 明 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 特 に 膜 貫 通 ド メ イ ン を 持 た な い 翻 訳 産 物 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ

　 Ｎ Ｏ ： １ ２ 、 １ ３ ） に よ っ て 識 別 さ れ る 。 エ ク ソ ン ６ 欠 失 の 場 合 の 産 物 は 、 １ ３ ア ミ ノ

酸 の Ｃ 末 端 ネ オ エ ピ ト ー プ で あ り 、 以 前 よ り 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 と は 全 く 相 同 性 が な

い 。 従 っ て 、 こ の ネ オ エ ピ ト ー プ が 免 疫 療 法 の 標 的 構 造 体 と な る こ と は 必 然 で あ る 。 位 置

１ ６ ０ ６ ～ １ ６ １ ４ に お け る 塩 基 が 欠 失 し た 本 発 明 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　

Ｎ Ｏ ： ５ ） 及 び そ の 翻 訳 産 物 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ４ ） も 同 様 に ネ オ エ ピ ト ー プ を 含

む 。 Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 為 の 抗 体 は ウ サ ギ を 免 疫 し て 生 産 さ れ る 。 以 下 の

ペ プ チ ド が そ れ ら の 抗 体 を 増 産 さ せ る 為 に 使 用 さ れ る 。

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ０ ： 　 Ｈ Ｎ Ｇ Ｓ Ｙ Ｅ Ｉ Ｓ Ｖ Ｌ Ｍ Ｍ Ｇ Ｎ Ｓ 　 （ Ａ Ａ 　 ３ １ － ４ ５

）

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ １ ： 　 Ｎ Ｌ Ｐ Ｔ Ｐ Ｐ Ｔ Ｖ Ｅ Ｎ Ｑ Ｑ Ｒ Ｌ Ａ 　 （ Ａ Ａ 　 １ ０ ０ ９ －

１ ０ ２ ３ ）

こ う し た 抗 体 は 原 則 と し て 、 診 断 及 び 治 療 目 的 に 使 用 さ れ う る 。

【 ０ ２ ０ ２ 】

　 特 に 、 Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ の 細 胞 外 ド メ イ ン （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ か ら 予 想 さ れ る 細 胞

外 ド メ イ ン の 位 置 は Ａ Ａ 　 ４ ５ ４ ～ １ ０ ７ ３ 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ２ ） ） は 、 本

発 明 に よ り モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 的 構 造 体 と し て 使 用 さ れ う る 。 し か し な が ら 、 構 造 の

推 定 は や や 曖 昧 で 実 験 的 に 証 明 さ れ て い な い の で 、 別 の 膜 配 向 も 考 え ら れ る 。 こ の 場 合 、

ア ミ ノ 酸 １ ４ ３ １ は 細 胞 の 外 側 に な り モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 的 と し て 適 切 と な る は ず

で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 表 面 に 特 異 的 に 結 合 し 診 断 方 法 及 び 治 療 方 法 の 双

方 に 使 用 さ れ う る 。 Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ の 過 剰 発 現 、 特 に 結 腸 腫 瘍 に お け る そ れ は 、 そ う し た 使

用 に 更 な る サ ポ ー ト を 提 供 す る 。 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 は ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、

腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 （ Ｔ 細 胞 及 び Ｂ 細 胞 を 介 し た 免 疫 応 答 ） を 誘 導 す る 為 の ワ ク チ ン （ Ｒ

Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 ） と し て 使 用 さ れ 得 る 。

【 ０ ２ ０ ３ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｇ Ｕ Ｃ Ｙ ２ Ｃ 分 子 の 細 胞 機 能 に 従 い 、 腫 瘍 細 胞 上 の 酵 素 の 機 能 を 調 節

す る 物 質 、 特 に 小 さ な 分 子 、 を 開 発 す る こ と も 可 能 で あ る 。 そ の 酵 素 反 応 の 産 物 、 ｃ Ｇ Ｍ

Ｐ は 、 多 様 な 機 能 を 有 す る 既 知 の 細 胞 シ グ ナ ル 分 子 で あ る （ Tremblay et al. Mol Cell B

iochem 230, 31, 2002） 。

【 実 施 例 ３ 】

【 ０ ２ ０ ４ 】

実 施 例 ３ ： 診 断 及 び 治 療 の た め の 癌 標 的 と し て の Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ の 同 定

　 Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６ ） （ 翻 訳 産 物 ： Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ５
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） は セ ク レ ト グ ロ ビ ン （ secretoglobin） 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 そ の 配 列 は 、 ア ク

セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー Ｎ Ｍ ＿ ０ ５ ４ ０ ２ ３ で Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ に お い て 公 表 さ れ て い る 。 Ｓ Ｃ

Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ （ Ｕ Ｇ Ｒ Ｐ １ ） は 、 サ イ ズ １ ７ 　 ｋ Ｄ ａ の ホ モ ダ イ マ ー 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ り

、 肺 や 呼 吸 孔 に お い て の み 発 現 す る （ Niimi et al. , A m J Hum Genet 70:718-25, 2002）

。 プ ラ イ マ ー 対 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ７ 、 ３ ８ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 正 常 肺

組 織 に お け る 選 択 的 発 現 が 確 認 さ れ た 。 た と え ば 表 面 活 性 タ ン パ ク 質 の 肺 及 び 気 管 に 特 異

的 な 遺 伝 子 は 、 脱 分 化 の 間 に 悪 性 腫 瘍 で は 高 度 に 抑 制 さ れ 、 肺 腫 瘍 に お い て は 通 常 検 出 さ

れ な い 。 驚 く べ き こ と に 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ は 原 発 性 及 び 転 移 の 肺 腫 瘍 に お い て 活 性 で あ る

こ と が 判 明 し た 。 本 発 明 に よ る 調 査 に よ り 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ が 肺 腫 瘍 に お い て 強 力 に か つ

頻 繁 に 発 現 さ れ る こ と が 見 ら れ た （ 図 ４ ） 。 テ ス ト さ れ た 他 の す べ て の ２ ３ の 正 常 組 織 は

、 肺 及 び 気 管 を 除 い て 、 発 現 が 見 ら れ な か っ た （ 図 ２ ０ を 参 照 ） 。

【 ０ ２ ０ ５ 】

　 こ の こ と は 、 特 異 的 定 量 的 Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ３ 、 １ ０ ４ ） （ 図

２ ０ ） に よ っ て も 確 証 さ れ 、 肺 腫 瘍 の ５ ０ ％ 以 上 に お い て 少 な く と も １ 桁 の 対 数 分 上 回 る

過 剰 発 現 が 見 ら れ た 。

【 ０ ２ ０ ６ 】

　 正 常 肺 組 織 お よ び 肺 腫 瘍 生 検 で は Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ が 選 択 的 か つ 高 度 に 発 現 す る こ と を 本

発 明 に よ り 分 子 診 断 法 、 例 え ば Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に 利 用 す れ ば 、 血 液 中 や 骨 髄 、 唾 液 、 気 管 支

の 吸 引 物 あ る い は 洗 浄 物 に 拡 が っ て い る 腫 瘍 細 胞 の 検 出 お よ び 他 の 組 織 、 例 え ば 局 所 の リ

ン パ 節 へ の 転 移 の 検 出 が 可 能 に な る 。 健 常 肺 で は Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ は 、 特 殊 化 し た 細 胞 に よ

り 気 管 支 に の み 分 泌 さ れ る 。 従 っ て 健 康 な 人 の 呼 吸 器 系 外 の 体 液 に は Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ タ ン

パ ク 質 が 検 出 さ れ る と は 期 待 さ れ な い 。 対 照 的 に 、 特 定 の 転 移 腫 瘍 の 細 胞 か ら は そ れ ら の

タ ン パ ク 質 が 直 接 血 流 に 分 泌 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 一 態 様 は 、 患 者 の 血 清 あ る い は 血

漿 中 に Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ 産 物 を 特 定 の 抗 体 ア ッ セ イ に よ っ て 検 出 す る こ と に よ り 肺 腫 瘍 を 診

断 的 に 発 見 す る こ と に 関 す る 。

【 ０ ２ ０ ７ 】

　 Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ を 検 出 す る た め の 抗 体 は 、 ウ サ ギ を 免 疫 す る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。 以

下 の ペ プ チ ド が そ れ ら の 抗 体 の 増 殖 に 用 い ら れ る ：

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ５ ： 　 Ｌ Ｉ Ｎ Ｋ Ｖ Ｐ Ｌ Ｐ Ｖ Ｄ Ｋ Ｌ Ａ Ｐ Ｌ

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ６ ： 　 Ｓ Ｅ Ａ Ｖ Ｋ Ｋ Ｌ Ｌ Ｅ Ａ Ｌ Ｓ Ｈ Ｌ Ｖ

【 ０ ２ ０ ８ 】

　 Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ 特 異 的 反 応 は 、 免 疫 蛍 光 法 に よ り 検 出 さ れ 得 る （ 図 ２ １ ） 。 分 泌 さ れ る

タ ン パ ク 質 に つ い て 予 測 さ れ た よ う に 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ が 細 胞 中 に 分 布 す る の は 小 胞 体 及

び 分 泌 顆 粒 に 基 因 し た （ 図 ２ １ Ａ ） 。 そ の 特 異 性 を 調 べ る た め 、 Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ

融 合 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る プ ラ ス ミ ド で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 タ ン パ ク 質 検

出 は こ の 場 合 、 自 己 蛍 光 Ｇ Ｆ Ｐ （ 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ） に よ っ て 行 わ れ た （ 図 ２ １ Ｂ ） 。

２ つ の 蛍 光 ダ イ ヤ グ ラ ム が 重 ね 合 わ さ れ れ ば 、 そ の 免 疫 血 清 は Ｓ Ｃ Ｇ Ｂ ３ Ａ ２ タ ン パ ク 質

を 特 異 的 に 認 識 す る こ と を 明 確 に 示 し て い る ． （ 図 ２ １ Ｃ ） 。

【 ０ ２ ０ ９ 】

　 そ う し た 抗 体 は 本 発 明 に よ れ ば 、 た と え ば 診 断 及 び 治 療 の 目 的 の イ ム ノ ア ッ セ イ の 形 で

使 用 さ れ う る 。

【 実 施 例 ４ 】

【 ０ ２ １ ０ 】

診 断 用 及 び 治 療 用 癌 標 的 と し て の ク ラ ウ デ ィ ン － １ ８ Ａ １ （ claudin -18A1） お よ び ク ラ

ウ デ ィ ン － １ ８ Ａ ２ （ claudin-18A2） ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 同 定

　 ク ラ ウ デ ィ ン － １ ８ 遺 伝 子 は ４ 個 の 疎 水 領 域 を 有 す る 表 面 膜 分 子 を コ ー ド し て い る 。 予

測 プ ロ グ ラ ム （ Ｔ Ｍ Ｈ Ｍ Ｍ 、 　 Ｔ Ｍ Ｐ ｒ ｅ ｄ ） お よ び 他 の 多 く の こ の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー

に つ い て 記 述 さ れ て い る ト ポ ロ ジ ー に よ れ ば 、 ク ラ ウ デ ィ ン － １ ８ は ４ 個 の 膜 貫 通 ド メ イ

ン と ２ 個 の 細 胞 外 ド メ イ ン Ｅ Ｘ １ お よ び Ｅ Ｘ ２ を 持 ち 、 そ の 細 胞 外 位 置 （ コ ン フ ォ メ ー シ

ョ ン １ ） は 図 ２ ２ に 示 さ れ て い る 。 ク ラ ウ デ ィ ン － １ ８ と そ の 他 こ の フ ァ ミ リ ー に 属 す る
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メ ン バ ー に と っ て の ２ 個 の 細 胞 外 抗 原 決 定 基 の 間 に ド メ イ ン Ｄ ３ が 位 置 し 、 こ れ は 細 胞 内

に 位 置 す る と 文 献 に は 記 述 さ れ お り 、 こ の こ と は 一 般 に 使 用 さ れ て い る 予 測 プ ロ グ ラ ム に

よ っ て も 予 測 さ れ て い る 。 Ｎ お よ び Ｃ 末 端 は 細 胞 内 で あ る 。 Niimiと そ の 同 僚 の 記 述 （ Mol

. Cell . Biol. 21:7380-90, 2001） に よ れ ば 、 マ ウ ス お よ び ヒ ト の ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ に

は ２ つ の ス プ ラ イ ス 変 異 体 が あ り 、 各 々 肺 組 織 （ ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ １ ） 及 び 胃 組 織 （

ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ ） で 選 択 的 に 発 現 さ れ る 。 こ れ ら の 変 異 体 は Ｎ 末 端 が 相 異 す る 。

【 ０ ２ １ １ 】

　 本 発 明 が 調 査 し た 事 項 は 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　

Ｎ Ｏ ： ７ ） 及 び ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ １ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ７ ） お よ び そ れ ら 各

々 の 翻 訳 産 物 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ６ お よ び １ １ ８ ） が ど の 程 度 に 腫 瘍 の マ ー カ ー あ

る い は 診 断 用 標 的 構 造 体 と し て 使 用 可 能 か で あ っ た 。 二 つ の 変 異 体 を 識 別 す る こ と が で き

る 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ を 確 立 す る た め に 、 Ａ １ 特 異 的 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ９ と １ １ ０ ）

お よ び Ａ ２ 特 異 的 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ ７ と １ ０ ８ ） プ ラ イ マ ー 対 を 選 択 し た 。 更

に 、 Ａ ２ ス プ ラ イ ス 変 異 体 は ２ 番 目 の プ ラ イ マ ー 対 に つ い て も 通 常 の Ｐ Ｃ Ｒ で テ ス ト し た

（ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ９ と ４ ０ ） 。 Ａ １ 変 異 体 は 健 常 肺 組 織 に お い て の み 活 性 で あ る

こ と が 記 述 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 に よ れ ば 驚 く べ き こ と に Ａ １ は 胃 粘 膜 に お

い て も ま た 活 性 で あ る こ と が 判 明 し た （ 図 ２ ３ ） 。 有 意 な 活 性 化 を 示 す 正 常 組 織 は 胃 お よ

び 肺 の み で あ る 。 他 の す べ て の 正 常 組 織 は ク ラ ウ デ ィ ン Ａ １ に つ い て 陰 性 で あ る 。 腫 瘍

を 調 査 す る と 、 ク ラ ウ デ ィ ン Ａ １ は 驚 く べ き こ と に 多 数 の 腫 瘍 組 織 に お い て 高 度 に 活 性 化

さ れ て い る こ と が 判 明 し た 。 特 に 、 胃 腫 瘍 、 肺 腫 瘍 、 膵 臓 腫 瘍 、 食 道 腫 瘍 （ 図 ２ ３ ） 、 耳

鼻 咽 喉 腫 瘍 お よ び 前 立 腺 腫 瘍 に お い て 強 度 の 発 現 が 見 ら れ る 。 耳 鼻 咽 喉 、 前 立 腺 お よ び 食

道 の 腫 瘍 に お け る ク ラ ウ デ ィ ン Ａ １ 発 現 レ ベ ル は 、 対 応 す る 正 常 組 織 に お け る レ ベ ル よ り

も １ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ ０ 倍 高 い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て ク ラ ウ デ ィ ン Ａ ２ の ス プ ラ

イ ス 変 異 体 を 特 異 的 に 調 査 し た の で 、 こ の 転 写 産 物 の 増 幅 が 可 能 で あ っ た （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ

　 Ｎ Ｏ ： ３ ９ と ４ ０ お よ び １ ０ ７ と １ ０ ８ ） 。 調 査 に よ り 明 確 に な っ た の は 、 Ａ ２ ス プ ラ

イ ス 変 異 体 は 胃 粘 膜 以 外 の ２ ０ 以 上 の 正 常 組 織 の い ず れ に お い て も 発 現 せ ず 、 精 巣 組 織 で

も 少 量 し か 発 現 し な い こ と で あ る （ 図 ２ ４ ） 。 Ａ １ 変 異 体 と 同 様 に Ａ ２ 変 異 体 も 多 く の 腫

瘍 に お い て 活 性 化 さ れ て い る こ と が 発 見 さ れ た （ 図 ２ ４ ） 。 例 え ば 胃 腫 瘍 、 膵 臓 腫 瘍 、 食

道 腫 瘍 お よ び 肝 臓 腫 瘍 が 挙 げ ら れ る 。 健 康 な 肺 に お い て は ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ の 活 性 化

は 検 出 さ れ な か っ た が 、 驚 く べ き こ と に い く つ か の 肺 腫 瘍 で は Ａ ２ ス プ ラ イ ス 変 異 体 が 発

現 す る こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ２ １ ２ 】

　 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ の 発 現
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【 表 ３ Ａ 】

【 ０ ２ １ ３ 】

　 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ １ の 発 現

【 表 ３ Ｂ 】

【 ０ ２ １ ４ 】

　 独 立 し た 対 照 調 査 と し て の 通 常 の Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て も 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ の 結 果 が 確 認 さ れ た 。

こ れ に 用 い ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ９ 、 ４ ０ ） は 、 Ａ ２ ス プ

ラ イ ス 変 異 体 の 特 異 的 増 幅 を 可 能 に す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 ほ と ん ど の 胃 腫 瘍 お よ び テ ス

ト さ れ た 膵 臓 腫 瘍 の 半 分 が こ の ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 強 度 な 発 現 を 呈 示 す る こ と が 示 さ れ た

（ 図 ５ ） 。 対 照 的 に 、 通 常 の Ｐ Ｃ Ｒ で は 他 の 組 織 中 に 発 現 は 検 出 で き な か っ た 。 特 に 肺 、

肝 臓 、 血 液 、 リ ン パ 節 、 乳 房 お よ び 腎 臓 な ど の 重 要 な 正 常 組 織 に お い て 発 現 は な い （ 表 ３

） 。

【 ０ ２ １ ５ 】

　 本 発 明 に よ れ ば こ の よ う に 、 こ れ ら ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 、 上 部 消 化 器 系 の 腫 瘍 や 肺 腫 瘍

、 耳 鼻 咽 喉 腫 瘍 、 前 立 腺 腫 瘍 、 お よ び そ れ ら の 転 移 に 対 す る 高 度 に 特 異 的 な 分 子 マ ー カ ー

を 代 表 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ ら の 分 子 マ ー カ ー は 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る た め に 使 用 さ
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れ う る 。 本 発 明 に よ れ ば 記 述 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 腫 瘍 の 検 出 が 可 能 で あ る （ Ｓ

Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ３ ９ 、 ４ ０ 、 １ ０ ７ ～ １ １ ０ ） 。 特 に 適 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、

そ の プ ラ イ マ ー 対 の 少 な く と も １ 個 が 、 長 さ が １ ８ ０ 塩 基 対 で 一 方 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ

： ８ ） ま た は 他 方 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ９ ） に 特 異 的 な 転 写 産

物 断 片 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 結 合 す る 。

【 ０ ２ １ ６ 】

　 こ れ ら の 遺 伝 子 産 物 は 魅 力 的 な 診 断 用 標 的 構 造 体 で あ る 。 何 故 な ら ば 、 こ れ ら は 毒 性 に

関 係 す る ほ と ん ど の 器 官 に は 存 在 し な い の で そ れ ら 器 官 へ の 副 作 用 は 考 え ら れ な い 一 方 、

癌 タ イ プ の 細 胞 で は 強 く 活 性 化 さ れ る の で そ れ ら 細 胞 へ の 強 力 な 結 合 お よ び 結 合 に 対 応 す

る 細 胞 損 傷 効 果 の 招 来 が 期 待 で き る か ら で あ る 。

【 ０ ２ １ ７ 】

　 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で こ れ ら の デ ー タ を 実 証 す る た め 、 ク ラ ウ デ ィ ン 特 異 的 抗 体 お よ び 免

疫 血 清 を 免 疫 用 動 物 に よ り 生 成 し た 。 二 つ の ス プ ラ イ ス 変 異 体 Ａ １ お よ び Ａ ２ に お い て Ｎ

末 端 細 胞 外 ド メ イ ン Ｅ Ｘ １ は 配 列 が 異 な る （ Ａ １ に つ い て は Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ １

、 Ａ ２ に つ い て は Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ２ ） 。 Ｃ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン Ｅ Ｘ ２ は 両 方 の

変 異 体 に お い て 同 一 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ３ ７ ） で あ る 。 現 在 の と こ ろ 、 ク ラ ウ デ ィ

ン １ ８ の 細 胞 外 ド メ イ ン に 結 合 す る 抗 体 は ま だ 記 述 さ れ て い な い 。 ま た 、 Ａ １ お よ び Ａ ２

変 異 体 を 特 異 的 に 識 別 す る こ と の で き る 抗 体 も ま だ 記 述 さ れ て い な い 。 本 発 明 に よ れ ば 、

細 胞 外 に 位 置 し 、 変 異 体 Ａ １ ま た は Ａ ２ に 特 異 的 あ る い は 両 方 の 変 異 体 を 認 識 す る ペ プ チ

ド 抗 原 決 定 基 お よ び タ ン パ ク 質 断 片 が 抗 体 を 作 製 す る た め の 免 疫 に 選 択 さ れ た 。 就 中 、 以

下 の ペ プ チ ド が 抗 体 を 作 製 す る た め の 免 疫 に 選 択 さ れ た ：

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ７ ： 　 Ｄ Ｑ Ｗ Ｓ Ｔ Ｑ Ｄ Ｌ Ｙ Ｎ 　 （ Ｎ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン 、 Ａ ２ 特

異 的 、 グ リ コ シ ル 化 に は 関 係 な く 結 合 ）

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ８ ： 　 Ｎ Ｎ Ｐ Ｖ Ｔ Ａ Ｖ Ｆ Ｎ Ｙ Ｑ 　 （ Ｎ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン 、 Ａ ２

特 異 的 、 主 に 非 グ リ コ シ ル 化 型 Ｎ ３ ７ に 結 合 ）

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ３ ： 　 Ｓ Ｔ Ｑ Ｄ Ｌ Ｙ Ｎ Ｎ Ｐ Ｖ Ｔ Ａ Ｖ Ｆ 　 （ Ｎ 末 端 細 胞 外 ド メ イ

ン 、 Ａ ２ － 特 異 的 、 非 グ リ コ シ ル 化 型 Ｎ ３ ７ に の み 結 合 ）

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ４ ： 　 Ｄ Ｍ Ｗ Ｓ Ｔ Ｑ Ｄ Ｌ Ｙ Ｄ Ｎ Ｐ （ Ｎ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン 、 Ａ

１ 特 異 的 ）

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ５ ： 　 Ｃ Ｒ Ｐ Ｙ Ｆ Ｔ Ｉ Ｌ Ｇ Ｌ Ｐ Ａ （ Ｎ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン 、 主

に Ａ １ に 特 異 的 ）

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ６ 　 Ｔ Ｎ Ｆ Ｗ Ｍ Ｓ Ｔ Ａ Ｎ Ｍ Ｙ Ｔ Ｇ （ Ｃ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン 、 Ａ

１ お よ び Ａ ２ の 両 方 を 認 識 ）

【 ０ ２ １ ８ 】

　 就 中 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ １ の Ｎ 末 端 ド メ イ ン を 選 択 的 に 認 識 す る が

Ａ ２ 変 異 体 は 認 識 し な い 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き た （ 図 ２ ８ ） 。 両 方 の ス プ ラ イ ス 変 異

体 に お い て 同 一 の Ｃ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン 中 に 位 置 す る 免 疫 の 為 の 抗 原 決 定 基 を 用 い て 両 方

の 変 異 体 を 認 識 す る 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き た （ 図 ２ ７ ） 。

【 ０ ２ １ ９ 】

　 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ７ に よ る 免 疫 に よ っ て 作 製 さ れ た Ａ ２ 特 異 的 抗 体 に 関 す る デ ー

タ を 例 と し て 示 す 。 免 疫 蛍 光 法 に よ る 調 査 の た め に は 種 々 の 固 定 条 件 下 特 定 の 抗 体 が 利 用

さ れ 得 る 。 容 易 に 検 出 可 能 な 量 に お け る Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 陽 性 及 び 陰 性 の 細 胞 株 の 比 較 染 色 で

は 、 対 応 す る タ ン パ ク 質 は 就 中 、 胃 腫 瘍 、 食 道 腫 瘍 お よ び 膵 臓 腫 瘍 の 陽 性 と 分 類 さ れ た 細

胞 株 に お い て 、 対 応 す る タ ン パ ク 質 が 特 異 的 に 検 出 さ れ 得 る （ 図 ２ ５ ） 。 そ の 内 因 性 タ ン

パ ク 質 は 、 膜 に 位 置 し て い て 、 比 較 的 大 き な 集 塊 を 膜 上 に 形 成 す る （ 図 ２ ５ ） 。 こ の 抗 体

は ヒ ト 組 織 の 免 疫 組 織 化 学 染 色 に 使 用 さ れ た 。 こ の タ ン パ ク 質 の 選 択 的 組 織 分 布 が 確 認 さ

れ た 。 多 く の 異 な っ た 一 連 の 正 常 組 織 が 調 査 さ れ 、 肝 臓 、 肺 、 腎 臓 及 び 、 結 腸 に つ い て 例

と し て 示 さ れ て い る よ う に そ れ ら の ほ と ん ど に お い て ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ タ ン パ ク 質 は

検 出 さ れ な か っ た 。 こ の タ ン パ ク 質 の 活 性 化 は 正 常 胃 組 織 に お い て の み 見 出 さ れ た （ 図 ３

２ ） 。 驚 く べ き こ と に 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ の Ａ ２ 変 異 体 は 胃 粘 膜 の 分 化 し た 細 胞 中 に は 検
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出 さ れ た が 幹 細 胞 中 に は 検 出 さ れ な か っ た 。 分 化 し た 胃 粘 膜 細 胞 は 永 久 再 生 さ れ る 。 生 理

学 的 に 、 胃 の 総 上 皮 は 胃 の 幹 細 胞 に 絶 え ず 入 れ 替 わ ら れ て い る 。 こ の こ と か ら 、 Ａ ２ 変 異

体 は 治 療 用 の 標 的 構 造 体 と し て 有 用 で あ る こ と が 支 持 さ れ る 。 何 故 な ら ば 、 本 発 明 に よ っ

て 判 っ た こ と で あ る が 、 他 の 全 て の 健 康 な 器 官 と 同 様 に 胃 粘 膜 に 不 可 欠 な 細 胞 集 団 と し て

の 胃 幹 細 胞 は Ａ ２ 変 異 体 を も た ず 、 従 っ て そ の 胃 幹 細 胞 は Ａ ２ 変 異 体 を 特 異 的 に 指 向 す る

物 質 に よ っ て 攻 撃 さ れ な い か ら で あ る 。 一 連 の ヒ ト 腫 瘍 、 特 に 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に お い て 既

に 注 意 を 惹 い た 胃 、 食 道 及 び 肺 の 腫 瘍 に お い て ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ の Ａ ２ 変 異 体 を こ の 抗 体

に よ っ て 検 出 し た （ 図 ３ ３ ） 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ ら の 腫 瘍 は 治 療 的 に 処 理 可 能 で あ る

。 上 記 の 抗 体 は 更 に 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お け る タ ン パ ク 質 検 出 に も 使 用 さ れ た

。 予 想 さ れ た よ う に 、 タ ン パ ク 質 は 胃 で し か 検 出 さ れ ず 、 他 の 正 常 組 織 で は 、 Ａ １ 変 異 体

の み が 活 性 化 さ れ て い る 肺 に お い て さ え 検 出 さ れ な い （ 図 ２ ９ ） 。 患 者 か ら の 胃 腫 瘍 及 び

近 隣 の 比 較 染 色 か ら 明 ら か に な っ た こ と で あ る が 、 驚 く べ き こ と に 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ 　

Ａ ２ の 量 は こ の タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ る 全 て の 胃 腫 瘍 の 方 が 正 常 胃 組 織 よ り も 少 な い （ 図

３ ０ 左 ） 。 本 発 明 に よ れ ば 、 一 連 の 実 験 に お い て 正 常 胃 組 織 の 分 解 産 物 を 脱 グ リ コ シ ル 剤

Ｐ Ｎ Ｇ ａ ｓ ｅ 　 Ｆ で 処 理 す る と ． 一 本 の バ ン ド が 同 じ 位 置 に 現 れ る こ と が 判 明 し た 。 Ａ ２

変 異 体 の グ リ コ シ ル 化 さ れ た 型 の み が 全 て の 正 常 胃 組 織 に お い て 検 出 さ れ る 一 方 、 Ａ ２ は

調 査 し た 胃 腫 瘍 の ６ ０ ％ 以 上 に お い て 、 特 に 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 形 で の み 検 出 可 能 で あ

る 。 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ の Ａ ２ 変 異 体 は 正 常 肺 に お い て は タ ン パ ク 質 レ ベ ル で も 検 出 さ れ な

か っ た が 、 先 の 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に お い て も そ う で あ っ た よ う に 気 管 支 腫 瘍 に お い て は

検 出 さ れ て い る 。 す な わ ち 脱 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 変 異 体 の み が 存 在 し て い る （ 図 ３ １ ） 。

ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ は 胃 （ 変 異 体 Ａ ２ ） あ る い は 肺 及 び 胃 （ 変 異 体 Ａ １ ） へ 高 度 に 選 択 的 な

分 化 抗 原 で あ る 。 本 発 明 者 の デ ー タ の 示 唆 に よ れ ば 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ は 明 ら か に グ リ コ

シ ル 化 機 構 が 腫 瘍 に 関 連 し た 変 化 を 受 け 、 腫 瘍 で は 脱 グ リ コ シ ル 化 し た 特 異 な 型 の Ａ ２ が

産 生 さ れ る 。 Ｐ Ｎ Ｇ ａ ｓ ｅ Ｆ 処 理 の 結 果 か ら 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ は そ の Ｎ グ リ コ シ ル

化 が 腫 瘍 と 正 常 の 組 織 と で は 異 な る こ と が 判 っ た 。

【 ０ ２ ２ ０ 】

　 抗 原 決 定 基 が グ リ コ シ ル 化 す る と 、 こ の 抗 原 決 定 基 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 は 結 合 を 阻 止

さ れ る の で 、 こ の 場 合 に は 該 抗 体 は 正 常 組 織 で は ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ ２ に は 結 合 で き ず

、 専 ら 癌 細 胞 中 の グ リ コ シ ル 化 さ れ て い な い 型 に 結 合 す る 。 グ リ コ シ ル 化 さ れ て い な い 抗

原 決 定 基 に 選 択 的 に 結 合 す る 本 発 明 抗 体 を 作 製 す る に 当 た り 、 上 記 の こ と を 考 慮 し て 免 疫

原 を 選 択 し た 。 本 発 明 に よ れ ば 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ の 種 々 の 領 域 は 、 腫 瘍 組 織 と 正 常

組 織 と で は 種 々 異 な る グ リ コ シ ル 化 形 態 で 存 在 す る こ と が 同 定 さ れ た 。 就 中 、 ク ラ ウ デ ィ

ン １ ８ Ａ ２ の ア ミ ノ 酸 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ４ ５ 、 １ １ ６ 、 １ ４ １ 、 １ ４ ６ 、 ２ ０ ５ を 含 む 領 域 は

潜 在 的 な ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ の グ リ コ シ ル 化 部 位 と し て 同 定 さ れ た （ 図 ２ ２ 下 ） 。 本 発

明 に よ れ ば 、 腫 瘍 細 胞 及 び 正 常 組 織 は こ れ ら の 位 置 の １ 個 ま た は そ れ 以 上 に お け る グ リ コ

シ ル 化 に お い て 異 な る 。 こ れ ら の 領 域 の ほ と ん ど は 正 統 な グ リ コ シ ル 化 部 位 を 代 表 す る も

の で は な い が 、 し ば し ば グ リ コ シ ル 化 さ れ 得 る ア ス パ ラ ギ ン 、 セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン を

含 有 し て い る （ 図 ２ ２ の 予 測 、 下 ） 。 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ の 両 変 異 体 に は 正 統 に グ リ コ シ ル

化 さ れ る 特 異 な 場 所 が Ｄ ３ ド メ イ ン に あ り 、 文 献 や 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 予 測 ア ル ゴ リ

ズ ム に よ れ ば そ の ド メ イ ン は 細 胞 内 に 位 置 す る 。

【 ０ ２ ２ １ 】

　 し か し な が ら 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ と 構 造 的 に 似 て い る テ ト ラ ス パ ニ ン （ tetraspanine）

で あ る Ｐ Ｍ Ｐ ２ ２ に つ い て は 、 疎 水 性 膜 領 域 ２ お よ び ３ は 細 胞 膜 全 体 に わ た る も の で は な

く 原 形 質 膜 中 に 部 分 的 に 介 在 し て い る こ と が 示 さ れ た （ Taylor et al. , J. Neurosc. Res

. 62:15-27, 2000） 。 こ れ に よ り 、 Ｐ Ｍ Ｐ ２ ２ の 二 つ の 外 部 膜 貫 通 ド メ イ ン の 間 の 領 域 全

体 は 細 胞 外 に 位 置 す る 。 そ う し た ト ポ ロ ジ ー の 可 能 性 は 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ に 関 し 、

仮 説 と し て 提 案 さ れ 、 実 証 さ れ た 。 結 果 的 に 、 各 々 が Ｅ Ｘ １ 、 Ｅ Ｘ ２ ま た は Ｄ ３ ド メ イ ン

（ 図 ４ ２ 、 上 ） の う ち の １ 個 に マ ー カ ー 配 列 （ Ｈ ｉ ｓ 　 ま た は Ｈ Ａ 　 ｔ ａ ｇ ） を 持 つ ３ つ

の コ ン ス ト ラ ク ト を 調 製 し た 。 こ れ ら で 細 胞 株 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 こ れ ら マ ー カ

ー 配 列 に 対 す る 抗 体 が 、 透 過 処 理 さ れ て い な い 細 胞 に 結 合 す る か ど う か が テ ス ト さ れ た 。
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た だ し そ の 結 合 に は 、 タ ン パ ク 質 の 対 応 す る 領 域 が ト ポ ロ ジ ー 的 に 細 胞 外 に 位 置 し て い る

必 要 が あ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て ３ 個 の す べ て の 領 域 が 細 胞 外 に あ る こ と が 確

定 し た （ 図 ４ ２ 、 下 ） の で 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ は ２ 個 の 膜 貫 通 ド メ イ ン と １ 個 の 細 胞

外 に 位 置 す る 大 き な ド メ イ ン を 持 つ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン で 存 在 す る こ と が 確 認 さ れ た （ 図

２ ２ 、 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン ２ ） 。 こ の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン は 、 治 療 用 抗 体 へ の 結 合 部 位 を

更 に 含 有 し て い る の で 、 生 化 学 と 治 療 的 に 関 係 す る （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ４ ２ 、 １ ４

３ ） 。

【 ０ ２ ２ ２ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 よ り 好 ま し く は 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ の グ リ コ シ ル 化 さ れ た 変 異 体

と グ リ コ シ ル 化 さ れ て い な い 変 異 体 と の 識 別 を す る 抗 体 が 作 製 さ れ る 。 こ れ ら は 、 腫 瘍 細

胞 に 対 し て 特 に 高 い 特 異 性 を 持 つ 。 こ れ ら の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン は グ リ コ シ ル 化 領 域 以 外

で も 異 な る こ と を 考 慮 し て 、 グ リ コ シ ル 化 に 特 異 的 な 抗 体 を 調 製 し た 。

【 ０ ２ ２ ３ 】

　 よ り 好 ま し い こ と に 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ の Ｄ ３ 領 域 由 来 の タ ン パ ク 質 断 片 は 、 限 定

な く 動 物 を 免 疫 す る の に 適 し て い る 。 こ の こ と は 、 例 と し て ２ つ の 抗 体 ｍ Ａ Ｂ １ お よ び ｍ

Ａ Ｂ ２ に つ い て 示 さ れ た （ 図 ４ ４ ） 。 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ の Ａ １ ま た は Ａ ２ 変 異 体 を 発 現 す

る 細 胞 株 に 対 す る こ れ ら の 抗 体 の 結 合 特 性 を 調 査 し た 。 細 胞 表 面 上 で ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ

２ は 、 抗 体 に 利 用 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 本 発 明 に よ れ ば 、 そ う し た 抗 体 は Ａ ２ 変 異

体 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 Ａ １ 変 異 体 に は 結 合 し な い （ 図 ４ ４ ） 。 短 い 外 来 配 列 （ ｍ ｙ ｃ

タ グ ） は そ れ ぞ れ 細 胞 外 ド メ イ ン Ｅ ｘ １ お よ び Ｅ ｘ ２ の 領 域 に 導 入 さ れ る 。 た と え ば 、 ｍ

Ａ Ｂ １ に つ い て 、 抗 体 の 結 合 特 性 は そ れ に よ っ て 影 響 を 受 け ず 実 際 の 抗 原 決 定 基 は Ｄ ３ ド

メ イ ン に 位 置 す る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ ２ ２ ４ 】

　 産 生 し た 抗 体 は 、 診 断 に も 治 療 に も 利 用 さ れ 得 る 。 こ こ に 記 述 し た （ ペ プ チ ド Ｓ Ｅ Ｑ 　

Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： 　 １ ７ に 対 す る ） よ う な 免 疫 血 清 は 、 診 断 に 、 た と え ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ

ィ ン グ に 利 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 抗 原 決 定 基 に 結 合 し な い 抗

体 は 、 こ れ ら の 領 域 の う ち の 少 な く と も １ 個 を 含 有 す る ペ プ チ ド （ た と え ば 、 ペ プ チ ド Ｓ

Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ １ ３ （ 図 ２ ６ ） 、 ペ プ チ ド 　 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ４ ２ ～ １ ４ ５

） で 免 疫 す る こ と に よ り 作 製 さ れ 得 る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 そ う し た 抗 体 は 腫 瘍 細 胞 上 の 脱

グ リ コ シ ル 化 さ れ た 抗 原 決 定 基 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 言 及 し た 位 置 の う ち の 一 箇 所 に お い

て グ リ コ シ ル 化 が 正 常 組 織 に 比 べ 欠 如 し て い る 場 合 に は 、 そ の 原 因 は 腫 瘍 細 胞 に お け る 二

次 的 な 内 因 性 の 脱 グ リ コ シ ル 化 か も し れ な い 。 そ う し た 脱 グ リ コ シ ル 化 は 、 個 々 の ア ミ ノ

酸 の Ａ ｓ ｎ 　 （ Ｎ ） 　 → 　 Ａ ｓ ｐ 　 （ Ｄ ） 変 換 と 関 連 し て い る 。 そ の よ う に 修 飾 さ れ た 腫

瘍 関 連 変 異 体 に 対 す る 抗 体 の 作 製 に は 、 従 っ て 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ 由 来 の ペ プ チ ド を

本 発 明 に よ り 使 用 す る こ と が で き る 。 そ の ペ プ チ ド で は 、 ク ラ ウ デ ィ ン １ ８ Ａ ２ ペ プ チ ド

の ポ ジ シ ョ ン ３ ７ 、 ３ ８ 、 ４ ５ 、 １ １ ６ 、 １ ４ １ 、 １ ４ ６ 、 ２ ０ ５ の う ち の 少 な く と も １

個 に お け る ア ミ ノ 酸 Ａ ｓ ｎ 　 （ Ｎ ） が Ａ ｓ ｐ 　 （ Ｄ ） に よ っ て 置 換 さ れ て い る （ Ｓ Ｅ Ｑ 　

Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ４ ６ ～ １ ５ ０ ） 。 腫 瘍 に 対 し て 高 度 に 選 択 的 で あ る か ら 、 そ う し た 抗 体 を

治 療 用 に 採 用 す る こ と が 特 に 可 能 で あ る 。 作 製 さ れ た 抗 体 は ま た 、 キ メ ラ あ る い は ヒ ト 化

組 み 換 え 抗 体 を 作 製 す る の に 直 接 使 用 さ れ 得 る 。 こ れ は ま た 、 ウ サ ギ か ら 得 た 抗 体 に よ っ

て 直 接 行 う こ と も で き る （ そ れ に 関 し て は J Biol Chem. 2000 May 5;275(18):13668-76 b

y Rader C, Ritter G, Nathan S, Elia M, Gout I, Jungbluth A A, Cohen LS, Welt S, O

ld LJ, Barbas CF 3rd. "The rabbit antibody repertoire as a novel source for the

generation of therapeutic human antibodies"参 照 ） 。

こ の 目 的 の た め に 免 疫 し た 動 物 か ら の リ ン パ 球 を 保 存 し た 。 ア ミ ノ 酸 １ ～ ４ ７ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　

Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ９ お よ び １ ２ ０ ） は ま た 、 ワ ク チ ン お よ び 抗 原 特 異 的 Ｔ リ ン パ 球 の 養 子 移

植 な ど の 免 疫 療 法 の た め の 特 に 良 質 な 抗 原 決 定 基 を 提 示 す る 。

【 実 施 例 ５ 】

【 ０ ２ ２ ５ 】

実 施 例 ５ ： 診 断 及 び 治 療 用 癌 標 的 と し て の Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ の 同 定
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　 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ は 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 同 時 輸 送 体 の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 こ の ヒ ト 遺 伝 子

は 、 こ の 遺 伝 子 の マ ウ ス の 相 同 部 分 と は 対 照 的 に 腎 臓 に お い て 選 択 的 に 発 現 し て い る （ Le

e et al. , Genomics 70:354-63, 2000） 。 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ は ５ ９ ５ ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質

を コ ー ド し 、 １ ３ 個 の 推 定 上 の 膜 貫 通 ド メ イ ン か ら 成 る 。 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ の 結 果 、

４ 個 の 異 な る 転 写 産 物 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ １ － ４ ４ ） は 、 そ れ に 対 応 す る 翻 訳 産 物

と な る 。 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ が 腎 臓 腫 瘍 に 対 す る マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ う る か 否 か 調 査 し た

。 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ の 特 異 的 増 幅 を 可 能 に す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が こ の 目 的 の た め に 使 用

さ れ た 。

【 ０ ２ ２ ６ 】

　 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ の 発 現

【 表 ４ 】

【 ０ ２ ２ ７ 】

　 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ４ ９ 、 ５ ０ ） を 用 い た Ｒ Ｔ

－ Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 腎 臓 に お い て 優 れ て 選 択 的 な 発 現 が 確 認 さ れ 、 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 調

査 し れ た 腎 腫 瘍 生 検 の 実 質 上 す べ て （ ７ ／ ８ ） に お い て 高 い 発 現 を 示 し た （ 表 ４ 、 図 ６ ）

。 特 定 の プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ２ １ 、 １ ２ ２ ） を 用 い た 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ

Ｒ も ま た こ れ ら の デ ー タ を 裏 付 け た （ 図 ３ ４ ） 。

以 下 の 正 常 組 織 に お い て 微 弱 な シ グ ナ ル が 検 出 可 能 で あ っ た ： 結 腸 、 胃 、 精 巣 、 乳 房 、 肝

臓 及 び 脳 。 し か し 、 腎 腫 瘍 に お け る 発 現 は 他 の 全 て の 正 常 組 織 に お け る よ り も 少 な く と も

１ ０ ０ 倍 は 高 か っ た 。

【 ０ ２ ２ ８ 】

　 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ の 細 胞 内 に お け る 位 置 を 分 析 す る た め に 、 こ の タ ン パ ク 質 を リ ポ ー タ ー

分 子 と し て の ｅ Ｇ Ｆ Ｐ と 融 合 し 、 適 切 な プ ラ ス ミ ド で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 ２ ９ ３

個 の 細 胞 に お い て 異 種 間 発 現 さ せ た 。 そ し て 蛍 光 顕 微 鏡 下 、 位 置 を 分 析 し た 。 本 発 明 者 の

デ ー タ で は 、 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ は １ 個 の 完 全 な 膜 貫 通 分 子 で あ る こ と が 印 象 的 に 確 認 さ れ た

（ 図 ３ ５ ） 。

【 ０ ２ ２ ９ 】

　 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 為 の 抗 体 は 、 ウ サ ギ を 免 疫 す る こ と に よ り 作 製 し

た 。

ペ プ チ ド Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ２ ３ お よ び １ ２ ４ が こ れ ら の 抗 体 を 増 産 す る の に 使 用 さ

れ た 。 そ う し た 抗 体 は 原 則 と し て 診 断 及 び 治 療 の 目 的 に 使 用 さ れ 得 る 。

【 ０ ２ ３ ０ 】
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　 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ タ ン パ ク 質 は 、 １ ３ 個 の 膜 貫 通 ド メ イ ン と ７ 個 の 細 胞 外 領 域 を 持 つ 。 特

に Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ の こ れ ら の 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 本 発 明 に よ れ ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の

標 的 構 造 体 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ は イ オ ン の 輸 送 に お い て チ ャ ン ネ ル タ ン

パ ク 質 と し て 関 与 し て い る 。 健 康 な 腎 臓 に お け る Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 極 性

は 尿 路 系 の 方 向 に あ る （ 管 腔 上 ） 。 し か し な が ら 、 治 療 目 的 で 使 用 さ れ る 高 い 分 子 量 の モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 尿 路 系 に 排 泄 さ れ な い の で 、 健 康 な 腎 臓 に お い て は Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ へ

の 結 合 は 起 こ ら な い 。 対 照 的 に 腫 瘍 細 胞 に お い て は 、 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ は 極 性 を 消 失 す る の

で 、 こ の タ ン パ ク 質 は 血 流 を 通 じ て 直 接 抗 体 の 標 的 と な る 。 腎 腫 瘍 に お い て Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ

１ は 顕 著 に 発 現 さ れ 高 い 頻 度 で 生 起 す る の で 、 本 発 明 の こ の タ ン パ ク 質 は 非 常 に 興 味 深 い

診 断 用 及 び 治 療 用 の マ ー カ ー と な る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ に は 、 血 清 、 骨 髄 、 尿 中 に 拡

散 し た 腫 瘍 細 胞 の 検 出 お よ び 他 の 器 官 へ の 転 移 の 検 出 を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 行 う こ と が

挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ の 細 胞 外 ド メ イ ン を 免 疫 学 的 診 断 及 び モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 に よ る 治 療 の た め の 標 的 構 造 体 と し て 使 用 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ

れ ば 、 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ は 更 に 腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 （ Ｔ お よ び Ｂ 細 胞 媒 介 免 疫 応 答 ） を 誘 導

す る た め の ワ ク チ ン （ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ） と し て 採 用 す る こ と が で

き る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ に は 、 Ｓ Ｌ Ｃ １ ３ Ａ １ の 生 物 学 的 活 性 を 調 整 し 、 腎 腫 瘍 の 治

療 に 採 用 可 能 な 所 謂 小 化 合 物 の 開 発 も 含 ま れ る 。

【 実 施 例 ６ 】

【 ０ ２ ３ １ 】

実 施 例 ６ ： 診 断 用 及 び 治 療 用 癌 標 的 と し て の Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ の 同 定

　 Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ １ ； 翻 訳 産 物 ： Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６ ０ ） は 、

Ｃ ａ
＋ ＋

－ 活 性 化 　 Ｃ ｌ
－

　 チ ャ ン ネ ル の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 そ の 配 列 は 、 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ

ｎ ｋ に お い て ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー 　 Ｎ Ｍ ＿ ０ ０ １ ２ ８ ５ の も と に 公 表 さ れ て い る 。 Ｃ

Ｌ Ｃ Ａ １ は 、 小 腸 の 腺 か 上 皮 お よ び 杯 状 細 胞 に お い て の み 発 現 す る （ Gruber et al. , Gen

omics 54:200-14, 1998） 。 Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ が 結 腸 及 び 胃 の 腫 瘍 に 対 す る マ ー カ ー と し て 使 用

さ れ 得 る か 否 か を 調 査 し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ の 特 異 的 増 幅 を 可 能 に す る オ

リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 さ れ た 。 こ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 結

腸 に お け る 選 択 的 な 発 現 が 確 認 さ れ 、 ま た 、 本 発 明 に よ り 調 査 し た 結 腸 腫 瘍 検 体 の ３ ／ ７

、 胃 腫 瘍 検 体 の １ ／ ３ に お い て 高 度 の 発 現 を 確 認 し た （ 図 ７ ） そ の 他 の 正 常 組 織 で は 発 現

が 見 ら れ ず 、 あ る い は ご く 弱 い 発 現 が 見 ら れ た 。 特 異 的 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ

Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ２ ５ 、 １ ２ ６ ） に よ っ て も こ の こ と は 確 証 さ れ 、 そ の 場 合 に 分 析 し た 正 常 組

織 中 に 発 現 を 検 出 す る こ と が で き な か っ た （ 図 ３ ６ ） 。 こ の 実 験 に お い て 調 査 し た 腫 瘍 検

体 の う ち 、 結 腸 腫 瘍 検 体 の ６ ／ １ ２ お よ び 胃 腫 瘍 検 体 の ５ ／ １ ０ は Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ に つ い て 陽

性 で あ っ た 。 全 般 的 に 、 腫 瘍 中 で の そ の 遺 伝 子 の 発 現 は 調 節 不 全 で あ る よ う に 見 受 け ら れ

た 。 大 変 強 度 の 発 現 の あ る 検 体 が あ る 一 方 で 他 の 検 体 に お い て は 、 Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ は 顕 著 に 抑

制 さ れ て い た 。

【 ０ ２ ３ ２ 】

　 こ の タ ン パ ク 質 は 、 全 部 で ２ 個 の 細 胞 外 領 域 と 共 に ４ 個 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る と 予

測 さ れ る 。 Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ の こ れ ら の 細 胞 外 ド メ イ ン は 特 に 本 発 明 に よ り モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

の 標 的 構 造 体 と し て 使 用 さ れ 得 る 。

【 ０ ２ ３ ３ 】

　 胃 及 び 結 腸 の 腫 瘍 に お い て Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ は 顕 著 に 発 現 さ れ 及 び 高 い 頻 度 で 生 起 す る こ と か

ら 、 本 発 明 に よ る こ の タ ン パ ク 質 は 興 味 深 い 診 断 用 及 び 治 療 用 の マ ー カ ー と な る 。 本 発 明

に よ れ ば 、 こ れ に は 、 血 清 、 骨 髄 、 尿 中 に 拡 散 し た 腫 瘍 細 胞 の 検 出 お よ び 他 の 器 官 へ の 転

移 の 検 出 を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 行 う こ と が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ の 細 胞 外 ド

メ イ ン を 免 疫 学 的 診 断 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 治 療 の た め の 標 的 構 造 体 と し て 使 用

す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ は 更 に 腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 （ Ｔ

お よ び Ｂ 細 胞 媒 介 免 疫 応 答 ） を 誘 導 す る た め の ワ ク チ ン （ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 、

ペ プ チ ド ） と し て 採 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ に は Ｃ Ｌ Ｃ Ａ １ の 輸 送 タ ン パ ク 質

と し て の 生 物 学 的 活 性 を 調 整 し 、 胃 腸 腫 瘍 の 治 療 に 採 用 可 能 な 所 謂 小 化 合 物 の 開 発 が 挙 げ
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ら れ る 。

【 実 施 例 ７ 】

【 ０ ２ ３ ４ 】

実 施 例 ７ ： 診 断 用 お よ び 治 療 用 癌 標 的 と し て の Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ の 同 定

　 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ２ ） お よ び そ の 推 定 上 の 翻 訳 産 物 （ Ｓ Ｅ Ｑ

　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６ １ ） は 、 仮 説 上 の タ ン パ ク 質 と し て Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ に お い て ア ク セ ッ シ

ョ ン ナ ン バ ー 　 Ｎ Ｍ ＿ ０ ２ ５ １ ５ ３ に よ り 公 表 さ れ て い る 。 そ れ は 、 Ａ Ｔ Ｐ ア ー ゼ 活 性 お

よ び ４ 個 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 持 つ 、 完 全 な １ つ の タ ン パ ク 質 で あ り 、 従 っ て 特 定 の 抗 体 を

用 い た 治 療 に 適 し て い る 。 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６

９ 、 ７ ０ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 結 腸 に お け る 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ 、 ま た 更 に 、

調 査 し た 結 腸 腫 瘍 検 体 の ７ ／ １ ２ に お い て 種 々 の レ べ ル の 発 現 が 見 ら れ た （ 図 ８ ） 。 そ の

他 の 正 常 組 織 で は 発 現 が 見 ら れ な か っ た 。 こ れ は 特 異 的 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て も ま

た 確 認 さ れ た （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ２ ７ 、 １ ２ ８ ） 。 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ 特 異 的 発 現 は

、 結 腸 に お い て も （ 図 ３ ７ Ａ ） ま た 結 腸 腫 瘍 の １ １ ／ １ ２ に お い て も 検 出 可 能 で あ っ た 。

結 腸 腫 瘍 に お け る 発 現 の ほ か に 胃 組 織 に お い て も ま た 発 現 が 検 出 可 能 で あ っ た 。 ま た 、 定

量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 条 件 下 、 脳 、 胸 腺 お よ び 食 道 で の 検 出 可 能 な 発 現 は 、 結 腸 及 び 胃 に 比

較 し て 明 ら か に に 弱 か っ た （ 図 ３ ７ Ａ ） 。 次 の 腫 瘍 検 体 に お い て も ま た Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７

特 異 的 発 現 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る ： 即 ち 、 胃 、 膵 臓 、 食 道 及 び 肝 臓 。

【 ０ ２ ３ ５ 】

　 こ の タ ン パ ク 質 は 、 全 部 で ２ 個 の 細 胞 外 領 域 と 共 に ４ 個 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る こ と

が 推 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ 細 胞 外 ド メ イ ン は 特 に 本 発 明 に よ り モ ノ ク

ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 的 構 造 体 と し て 使 用 で き る 。

【 ０ ２ ３ ６ 】

　 胃 及 び 結 腸 の 腫 瘍 に お い て Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ は 発 現 さ れ 高 い 頻 度 で 生 起 す る こ と か ら 、

本 発 明 に よ る こ の タ ン パ ク 質 は 本 発 明 に よ る 価 値 の あ る 診 断 用 及 び 治 療 用 の マ ー カ ー と な

る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ に は 、 血 清 、 骨 髄 、 尿 中 に 拡 散 し た 腫 瘍 細 胞 の 検 出 お よ び 他 の

器 官 へ の 転 移 の 検 出 を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 行 う こ と が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の Ｆ Ｌ Ｊ ２ １

４ ７ ７ の 細 胞 外 ド メ イ ン を 免 疫 学 的 診 断 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 治 療 の た め の 標 的

構 造 体 と し て 使 用 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ７ ７ は 更 に

腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 （ Ｔ お よ び Ｂ 細 胞 媒 介 免 疫 応 答 ） を 誘 導 す る た め の ワ ク チ ン （ Ｒ Ｎ Ａ

、 Ｄ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ） と し て 採 用 で き る 。

【 実 施 例 ８ 】

【 ０ ２ ３ ７ 】

実 施 例 ８ ： 診 断 用 及 び 治 療 用 癌 標 的 と し て の Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ の 同 定

　 Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ３ ） お よ び そ の 推 定 上 の 翻 訳 産 物 （ Ｓ Ｅ Ｑ

　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６ ２ ） は 、 仮 説 上 の タ ン パ ク 質 と し て Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ に お い て ア ク セ ッ シ

ョ ン ナ ン バ ー 　 Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ７ ９ ２ ８ に よ り 公 表 さ れ て い る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 完 全 な １

つ の 膜 貫 通 分 子 （ 膜 貫 通 ド メ イ ン Ａ Ａ 　 ３ ３ ５ ４ ） で あ り 、 チ オ レ ド キ シ ン （ thioredox

in） 機 能 を 持 つ 可 能 性 が 高 い 。 Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ

： ７ １ 、 ７ ２ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 結 腸 に お け る 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ 、 ま た 更

に 、 調 査 し た 結 腸 腫 瘍 検 体 の ５ ／ ９ に お い て 種 々 の レ ベ ル の 発 現 が 見 ら れ た （ 図 ９ ） 。 そ

の 他 の 正 常 組 織 で は 発 現 は 見 ら れ な か っ た 。 こ の こ と は 、 特 異 的 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｓ

Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ２ ９ 、 １ ３ ０ ） に よ っ て 更 に 確 認 さ れ た （ 図 ３ ８ ） 。 Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６

９ ４ の 発 現 は 、 結 腸 及 び 胃 を 除 い て （ 最 初 の 実 験 で は 分 析 さ れ な か っ た ） 他 の い か な る 正

常 組 織 に お い て も 検 出 さ れ な か っ た 。

【 ０ ２ ３ ８ 】

　 そ の タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 外 領 域 と 共 に 一 個 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 持 つ こ と が 推 定 さ れ る 。

Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ の こ れ ら の 細 胞 外 ド メ イ ン は 特 に 本 発 明 に よ れ ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に

対 す る 標 的 構 造 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ３ ９ 】
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　 更 に ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ は 、 腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 （ Ｔ お よ び Ｂ 細

胞 媒 介 免 疫 応 答 ） を 誘 導 す る た め の ワ ク チ ン （ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ）

と し て 採 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ に は Ｆ Ｌ Ｊ ２ ０ ６ ９ ４ の 生 物 学 的 活

性 を 調 整 し 、 胃 腸 腫 瘍 の 治 療 に 採 用 可 能 な 所 謂 小 化 合 物 の 開 発 が 挙 げ ら れ る 。

【 実 施 例 ９ 】

【 ０ ２ ４ ０ 】

実 施 例 ９ ： 診 断 用 及 び 治 療 用 癌 標 的 と し て の フ ォ ン エ ブ ナ ー （ von Ebner's） タ ン パ ク 質

（ ｃ ２ ０ ｏ ｒ ｆ １ １ ４ ） の 同 定

　 フ ォ ン エ ブ ナ ー （ von Ebner's） タ ン パ ク 質 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ４ ） お よ び そ の

翻 訳 産 物 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６ ３ ） は 、 上 部 気 道 お よ び 鼻 咽 喉 腔 上 皮 の Ｐ ｌ ｕ ｎ ｃ 関

連 タ ン パ ク 質 と し て Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ に お い て ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー 　 Ａ Ｆ ３ ６ ４ ０ ７ ８

に よ り 公 表 さ れ て い る 。

本 発 明 に よ り 、 フ ォ ン エ ブ ナ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 肺 腫 瘍 の マ ー カ ー と し

て 使 用 さ れ 得 る か 否 か を 調 査 し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 エ ブ ナ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る

ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 特 異 的 増 幅 を 可 能 に す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ ３ 、 ７

４ ） が 使 用 さ れ た 。 こ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 肺 お よ び 調 査 し

た 肺 腫 瘍 検 体 の ５ ／ １ ０ に お い て 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ た （ 図 １ ０ ） 。 正 常 組 織 の グ ル ー

プ 中 、 胃 に お い て も 発 現 が あ っ た 。 そ の 他 の 正 常 組 織 は 発 現 が 見 ら れ な か っ た 。

【 実 施 例 １ ０ 】

【 ０ ２ ４ １ 】

実 施 例 １ ０ ： 診 断 用 及 び 治 療 用 癌 標 的 と し て の Ｐ ｌ ｕ ｎ ｃ の 同 定

　 Ｐ ｌ ｕ ｎ ｃ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ５ ） お よ び そ の 翻 訳 産 物 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ：

６ ４ ） は 、 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ に お い て ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー 　 Ｎ Ｍ ＿ ０ １ ６ ５ ８ ３ に よ り

公 表 さ れ て い る 。 ヒ ト Ｐ ｌ ｕ ｎ ｃ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ２ ５ ６ 個 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し 、 マ ウ ス Ｐ

ｌ ｕ ｎ ｃ タ ン パ ク 質 と ７ ２ ％ の 相 同 性 を 示 す （ Bingle and Bingle, Biochem Biophys Act

a 1493:363-7, 2000） 。

Ｐ ｌ ｕ ｎ ｃ の 発 現 は 、 気 管 、 上 部 気 道 、 鼻 咽 喉 腔 上 皮 お よ び 唾 液 腺 に 限 定 さ れ て い る 。

【 ０ ２ ４ ２ 】

　 本 発 明 に よ り 、 Ｐ ｌ ｕ ｎ ｃ が 肺 腫 瘍 の マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ 得 る か 否 か を 調 査 し た 。

こ の 目 的 の た め に 、 Ｐ ｌ ｕ ｎ ｃ の 特 異 的 増 幅 を 可 能 に す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｓ Ｅ Ｑ 　

Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ ５ 、 ７ ６ ） が 使 用 さ れ た 。

【 ０ ２ ４ ３ 】

　 こ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 胸 腺 お よ び 肺 に お い て 、 ま た 、 調

査 し た 肺 腫 瘍 検 体 の ６ ／ １ ０ に お い て 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ た （ 図 １ １ ） 。 他 の 正 常 組 織

で は 発 現 は 見 ら れ な か っ た 。

【 実 施 例 １ １ 】

【 ０ ２ ４ ４ 】

実 施 例 １ １ ： 診 断 用 及 び 治 療 用 癌 標 的 と し て の Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ の 同 定

　 Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ６ ） お よ び そ の 翻 訳 産 物 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ

Ｏ ： ６ ５ ） は 、 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ に お い て ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー 　 Ｎ Ｍ ＿ １ ３ ４ ３ ２ ５ に

よ り 公 表 さ れ て い る 。 Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ は 陰 イ オ ン 交 換 体 の フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 Ｓ Ｌ Ｃ ２

６ Ａ ９ の 発 現 は 気 管 支 お よ び 肺 胞 の 上 皮 に 限 定 さ れ て い る （ Lohi et al. , J Biol Chem 2

77:14246-54, 2002） 。

【 ０ ２ ４ ５ 】

　 Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ が 肺 腫 瘍 の マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ 得 る か 否 か 調 査 し た 。 こ の 目 的 の た

め に 、 Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ の 特 異 的 増 幅 を 可 能 に す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ

Ｏ ： ７ ７ 、 ７ ８ ） が 使 用 さ れ た 。 Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ

： ７ ７ 、 ７ ８ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 肺 に お い て 、 ま た 、 調 査 し た 肺 腫 瘍 検 体 の

す べ て （ １ ３ ／ １ ３ ） に お い て 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ た （ 図 １ ２ ） 。 他 の 正 常 組 織 で は 、

胸 腺 を 除 き 、 発 現 が 見 ら れ な か っ た 。 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ３ １ お よ び １ ３ ２ を 用 い た
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定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ の 実 験 に お い て 先 ず こ れ ら の 結 果 が 確 認 さ れ 、 ま た 更 な る 情 報 を 得 る

こ と が 可 能 で あ っ た 。 プ ー ル さ れ た ４ ５ 個 の 腫 瘍 組 織 の 中 で 肺 、 結 腸 、 膵 臓 お よ び 胃 の

腫 瘍 に お い て Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ の 高 い 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る こ と が で き た 。 Ｓ

Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ は 膜 貫 通 陰 イ オ ン 交 換 体 の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 健 康 な 肺 に お い て

は こ の タ ン パ ク 質 は 、 管 腔 上 気 道 方 向 に 向 い て い る の で 、 血 液 か ら の Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 に 直 接 に

接 す る こ と は な い 。 対 照 的 に 、 腫 瘍 に お い て は こ の タ ン パ ク 質 は 極 性 を 消 失 し て い る 。 従

っ て 本 発 明 に よ れ ば 、 特 定 の 腫 瘍 、 就 中 、 肺 、 胃 及 び 膵 臓 の 腫 瘍 に お い て 、 治 療 上 の 標 的

と し て の Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 働 き か け る こ と が 可 能 で あ る 。 肺

、 胃 、 膵 臓 お よ び 食 道 の 腫 瘍 に お い て Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ は 著 し く 高 く 発 現 し お よ び 高 い 頻 度

で 生 起 す る の で 、 本 発 明 に よ る こ の タ ン パ ク 質 は 優 れ た 診 断 用 及 び 治 療 用 マ ー カ ー と な る

。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ に は 、 血 清 、 骨 髄 、 尿 中 に 拡 散 さ れ た 腫 瘍 細 胞 の 検 出 お よ び 他 の

器 官 へ の 転 移 の 検 出 を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 行 う こ と が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ

９ の 細 胞 外 ド メ イ ン を 免 疫 学 的 診 断 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 治 療 の た め の 標 的 構 造

体 と し て 使 用 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ を 更 に 腫 瘍 特

異 的 免 疫 応 答 （ Ｔ お よ び Ｂ 細 胞 媒 介 免 疫 応 答 ） を 誘 導 す る た め の ワ ク チ ン （ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ

Ａ 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ） と し て 採 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ に

は Ｓ Ｌ Ｃ ２ ６ Ａ ９ の 生 物 学 的 活 性 を 調 整 し 、 肺 腫 瘍 及 び 胃 腸 腫 瘍 の 治 療 に 採 用 可 能 な 所 謂

小 化 合 物 の 開 発 が 挙 げ ら れ る 。

【 実 施 例 １ ２ 】

【 ０ ２ ４ ６ 】

実 施 例 １ ２ ： 診 断 用 及 び 治 療 用 癌 標 的 と し て の Ｔ Ｈ Ｃ １ ０ ０ ５ １ ６ ３ の 同 定

　 Ｔ Ｈ Ｃ １ ０ ０ ５ １ ６ ３ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ７ ） は 、 Ｔ Ｉ Ｇ Ｒ 遺 伝 子 イ ン デ ッ ク ス

か ら 得 た 遺 伝 子 断 片 で あ る 。 そ の 遺 伝 子 は 、 ３ '領 域 に お い て の み 定 義 さ れ 、 Ｏ Ｒ Ｆ を 欠

く 。 Ｔ Ｈ Ｃ １ ０ ０ ５ １ ６ ３ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ ９ ） お よ び ５ '末

端 に お い て ２ １ 個 の 特 定 塩 基 の 特 異 的 タ グ を 有 す る オ リ ゴ ｄ Ｔ １ ８ プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｒ

Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 こ の タ グ に つ い て 、 デ ー タ ベ ー ス サ ー チ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 既 知

の 配 列 と の 相 同 性 を 調 査 し た 。 最 初 は こ の 特 異 的 プ ラ イ マ ー は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 混 入 を 防 止

し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 に 使 用 さ れ た 。 こ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 胃

、 卵 巣 、 肺 に お い て 、 お よ び 肺 腫 瘍 生 検 の ５ ／ ９ に お い て 発 現 が 見 ら れ た （ 図 １ ３ ） 。 他

の 正 常 組 織 で は 発 現 が 見 ら れ な か っ た 。

【 実 施 例 １ ３ 】

【 ０ ２ ４ ７ 】

実 施 例 １ ３ ： 診 断 用 及 び 治 療 用 癌 標 的 と し て の Ｌ Ｏ Ｃ １ ３ ４ ２ ８ ８ の 同 定

　 Ｌ Ｏ Ｃ １ ３ ４ ２ ８ ８ 　 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ８ ） お よ び そ の 予 測 さ れ た 翻 訳 産 物 （

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ６ ６ ） は 、 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ に お い て ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー 　 Ｘ Ｍ

＿ ０ ５ ９ ７ ０ ３ に よ り 公 表 さ れ て い る 。

【 ０ ２ ４ ８ 】

　 本 発 明 に よ り 、 Ｌ Ｏ Ｃ １ ３ ４ ２ ８ ８ が 腎 腫 瘍 の マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ 得 る か 否 か 調 査

し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 Ｌ Ｏ Ｃ １ ３ ４ ２ ８ ８ の 特 異 的 増 幅 を 可 能 に す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ド （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ８ ０ 、 ８ １ ） を 使 用 し た 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 腎 臓 に お い

て 、 及 び 調 査 し た 腎 腫 瘍 生 検 の ５ ／ ８ に お い て 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ た （ 図 １ ４ ） 。

【 実 施 例 １ ４ 】

【 ０ ２ ４ ９ 】

実 施 例 １ ４ ： 診 断 用 及 び 治 療 用 癌 標 的 と し て の Ｔ Ｈ Ｃ ９ ４ ３ ８ ６ ６ の 同 定

　 Ｔ Ｈ Ｃ 　 ９ ４ ３ ８ ６ ６ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ５ ９ ） は 、 Ｔ Ｉ Ｇ Ｒ 遺 伝 子 イ ン デ ッ ク ス

か ら 得 た 遺 伝 子 断 片 で あ る 。 本 発 明 に よ り 、 Ｔ Ｈ Ｃ ９ ４ ３ ８ ６ ６ が 腎 腫 瘍 の マ ー カ ー と し

て 使 用 さ れ 得 る か 否 か 調 査 し た 。 こ の 目 的 の た め に 、 Ｔ Ｈ Ｃ ９ ４ ３ ８ ６ ６ の 特 異 的 増 幅 を

可 能 に す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ８ ２ 、 ８ ３ ） が 使 用 さ れ た 。

【 ０ ２ ５ ０ 】

　 Ｔ Ｈ Ｃ ９ ４ ３ ８ ６ ６ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ８ ２ 、 ８ ３ ） つ い て の Ｒ
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Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 腎 臓 に お い て 、 ま た 調 査 し た 腎 腫 瘍 生 検 の ４ ／ ８ に お い て 選 択 的 な 発

現 が 見 ら れ た （ 図 １ ５ ） 。

【 実 施 例 １ ５ 】

【 ０ ２ ５ １ 】

実 施 例 １ ５ ： 診 断 用 及 び 治 療 用 癌 標 的 と し て の Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ お よ び Ｂ ７ ｈ ． ４ の 同 定

　 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ８ ４ ） お よ び Ｂ ７ ｈ ． ４ （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ

Ｏ ： １ ３ ８ ） お よ び そ れ ら の 予 測 さ れ る 翻 訳 産 物 （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ８ ５ 、 １ ３ ９ ）

は 、 １ つ の 遺 伝 子 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 代 表 す る も の で あ り 、 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ に お い て そ

れ ぞ れ ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー 　 Ｎ Ｍ ＿ ０ ３ ４ ８ ５ ０ お よ び Ａ Ｙ ３ ５ ８ ５ ２ ３ に よ り 公 表

さ れ て い る 。 配 列 解 析 に よ り 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 が ブ チ ロ フ ィ リ ン （ butyrophillin）

の フ ァ ミ リ ー を 代 表 す る メ ン バ ー で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 構 造 解 析 に よ り 、 そ れ ら

が 細 胞 外 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン を 有 す る タ イ プ １ 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 を 代 表 す る こ と が

明 ら か に な っ た 。 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ ま た は Ｂ ７ ｈ ． ４ の 特 異 的 増 幅 を 可 能 に す る オ リ ゴ ヌ

ク レ オ チ ド （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ８ ６ 、 ８ ７ ま た は Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ４ ０ 、 １ ４

１ ） が 、 発 現 を 調 べ る た め に 使 用 さ れ た 。 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　

Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ８ ６ 、 ８ ７ ） に つ い て の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 結 腸 に お い て 、 及 び 調 査 し た

結 腸 腫 瘍 生 検 の ７ ／ １ ０ に お い て 選 択 的 な 発 現 が 見 ら れ た （ 図 １ ６ 、 表 ５ ） 。 特 異 的 プ ラ

イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ３ ３ 、 １ ３ ４ ） を 用 い た 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 こ

の 選 択 的 発 現 の プ ロ フ ァ イ ル を 確 認 し た （ 図 ３ ９ ） 。 そ の 実 験 に お い て 、 胃 腸 特 異 的 に 、

結 腸 、 胃 、 直 腸 、 盲 腸 及 び 精 巣 に 、 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ を 検 出 す る こ と が 更 に 可 能 で あ っ た

。 結 腸 転 移 検 体 の ７ ／ １ １ も ま た 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ に お い て 陽 性 で あ っ た 。 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８

特 異 的 発 現 は 他 の 腫 瘍 に も 及 び 、 タ ン パ ク 質 特 異 的 発 現 が 胃 、 膵 臓 、 お よ び 肝 臓 腫 瘍 に お

い て 検 出 可 能 で あ っ た （ 表 ５ ） 。 Ｂ ７ ｈ ． ４ 特 異 的 プ ラ イ マ ー （ Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １

４ ０ 、 １ ４ １ ） を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 肺 腫 瘍 に お い て 強 度 の 選 択 的 な 発 現 が 見 ら

れ た が 、 正 常 肺 組 織 で は 発 現 が 見 ら れ な か っ た 。 こ の よ う に こ の ブ チ ロ フ ィ リ ン の ス プ ラ

イ ス 変 異 体 は 両 方 が 腫 瘍 関 連 発 現 を 示 し 、 診 断 用 お よ び 治 療 用 の 癌 標 的 と し て 利 用 で き る

。 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ お よ び Ｂ ７ ｈ ． ４ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 抗 体 は 、 ウ サ ギ を 免 疫

し て 作 製 さ れ る 。 両 方 の タ ン パ ク 質 （ Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ お よ び Ｂ ７ ｈ ． ４ ） に 含 ま れ て い

る ペ プ チ ド が こ れ ら の 抗 体 を 増 産 す る た め の 抗 原 決 定 基 と し て 使 用 さ れ た 。

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ３ ５ ： 　 Ｑ Ｗ Ｑ Ｖ Ｆ Ｇ Ｐ Ｄ Ｋ Ｐ Ｖ Ｑ Ａ Ｌ

Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ３ ６ ： 　 Ａ Ｋ Ｗ Ｋ Ｇ Ｐ Ｑ Ｇ Ｑ Ｄ Ｌ Ｓ Ｔ Ｄ Ｓ

【 ０ ２ ５ ２ 】

　 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ あ る い は Ｂ ７ ｈ ． ４ 特 異 的 反 応 は 免 疫 蛍 光 法 に て 検 出 可 能 で あ っ た （

図 ４ ０ ） 。 抗 体 の 特 異 性 を チ ェ ッ ク す る た め 、 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ － Ｇ Ｆ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質

を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 用 い て ２ ９ ３ 個 の 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 特 異 性 は

、 一 方 で は 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 し た 同 時 位 置 決 定 調 査 に よ り 、 他 方 で は 自 己 蛍 光 法 Ｇ Ｆ Ｐ

に よ っ て 確 認 し た 。 二 つ の 蛍 光 ダ イ ヤ グ ラ ム が 重 ね 合 わ さ る こ と か ら 、 免 疫 血 清 は Ｆ Ｌ Ｊ

２ １ ４ ５ ８ タ ン パ ク 質 を 認 識 す る こ と が 判 っ た （ 図 ４ ０ 、 上 ） 。 Ｂ ７ ｈ ． ４ 中 の 同 一 抗 原

決 定 基 に よ っ て 、 こ れ ら の 抗 体 は 腫 瘍 中 の Ｂ ７ ｈ ． ４ タ ン パ ク 質 へ の 結 合 お よ び そ の 検 出

に も 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 過 剰 発 現 す る た め に 、 結 果 的 に 得 ら れ る 細

胞 染 色 は 散 漫 で 、 タ ン パ ク 質 の 明 確 な 位 置 付 け が で き な か っ た 。 こ の 理 由 の た め に Ｆ Ｌ Ｊ

２ １ ４ ５ ８ を 内 因 的 に 発 現 す る 胃 腫 瘍 特 異 的 細 胞 株 Ｓ ｎ ｕ １ ６ を 用 い て さ ら に 免 疫 蛍 光 法

の 実 験 を 行 な っ た （ 図 ４ ０ 、 下 ） 。 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ 特 異 的 抗 血 清 お よ び 膜 タ ン パ ク 質 Ｅ

カ ド ヘ リ ン を 認 識 す る も う １ つ の 抗 体 で 細 胞 を 染 色 し た 。 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ 特 異 的 抗 体 は

細 胞 膜 を 少 な く と も 弱 く 染 色 し 、 従 っ て Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ は 細 胞 膜 中 に 局 在 す る こ と が 明

ら か で あ る 。

【 ０ ２ ５ ３ 】

　 生 物 情 報 学 的 調 査 の 結 果 、 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ に よ り コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 は 細 胞

表 面 分 子 を 代 表 し 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 超 分 子 ド メ イ ン を 有 す る こ と が 判 っ た 。 こ の 表 面 分

子 は 発 現 が 選 択 的 で あ る の で 、 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る 診 断 法 お よ び 腫 瘍 細 胞 を 除 去 す る 治 療
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法 を 開 発 す る た め の 良 い 標 的 と な る 。

【 ０ ２ ５ ４ 】

　 胃 お よ び 結 腸 の 腫 瘍 に お い て Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ は 顕 著 に 発 現 し 高 い 頻 度 で 生 起 す る の で

、 本 発 明 に 係 る こ の タ ン パ ク 質 は 、 非 常 に 興 味 深 い 診 断 用 及 び 治 療 用 の マ ー カ ー と な る 。

本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ に は 、 血 清 、 骨 髄 、 尿 中 に 拡 散 し た 腫 瘍 細 胞 の 検 出 お よ び 他 の 器 官

へ の 転 移 の 検 出 を Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 行 う こ と が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８

の 細 胞 外 ド メ イ ン を 免 疫 学 的 診 断 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 治 療 の た め の 標 的 構 造 体

と し て 使 用 す る こ と も ま た 可 能 で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ を 更 に 腫 瘍 特

異 的 免 疫 応 答 （ Ｔ お よ び Ｂ 細 胞 媒 介 免 疫 応 答 ） を 誘 導 す る た め の ワ ク チ ン （ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ

Ａ 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ） と し て 採 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ に は 、

Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ の 生 物 学 的 活 性 を 調 整 し 、 胃 腸 腫 瘍 の 治 療 に 採 用 可 能 な 所 謂 小 化 合 物 の

開 発 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ２ ５ ５ 】

　 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る Ｆ Ｌ Ｊ ２ １ ４ ５ ８ 又 は Ｂ ７ ｈ ． ４ の 発 現

【 表 ５ 】
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【 請 求 項 １ 】

　 （ Ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 、 （ Ｉ Ｉ ） 腫 瘍 阻 害 活 性 が あ り 、

か つ 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る ま た は 異 常 発 現 す る 細 胞 に 対 し て 選 択 性 の あ る 薬 剤 、 （ Ｉ Ｉ

Ｉ ） 投 与 し た 時 、 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 と 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と の 間 の 複 合 体 の 量 を 選 択 的

に 増 加 す る 薬 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ 、 ８ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ 、 １ ～ ６ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９

、 ８ ４ お よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体

を 含 む 核 酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ 】

　 （ Ｉ Ｉ ） に 記 載 の 薬 剤 が 、 細 胞 死 の 誘 導 、 細 胞 増 殖 の 低 減 、 細 胞 膜 の 損 傷 ま た は サ イ ト

カ イ ン の 分 泌 を 起 こ す 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ３ 】

　 （ Ｉ ） ま た は （ Ｉ Ｉ ） に 記 載 の 薬 剤 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ

ブ リ ッ ド 形 成 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ 】

　 （ Ｉ ） ま た は （ Ｉ Ｉ ） に 記 載 の 薬 剤 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 請

求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ５ 】

　 （ Ｉ Ｉ Ｉ ） に 記 載 の 薬 剤 が 、

（ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 、

（ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 、

（ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 ま た は そ の 一 部 、 お よ び

（ ｉ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｈ Ｌ Ａ 分 子 と の 間 の 単 離 複 合 体 、 か ら な る 群 か ら

選 択 さ れ る １ 以 上 の 成 分 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ６ 】

　 薬 剤 が ２ 以 上 の 薬 剤 を 含 み 、 そ れ ら の 薬 剤 は 、 そ れ ぞ れ 別 々 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た

は 活 性 を そ れ ぞ れ 選 択 的 に 抑 制 す る か 、 そ れ ぞ れ 別 々 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 に そ

れ ぞ れ 選 択 性 が あ る か 、 ま た は Ｈ Ｌ Ａ 分 子 と そ れ ぞ れ 別 々 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部

と の 間 の 複 合 体 の 量 を 増 加 し 、 か つ 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 の 少 な く と も １ 種 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ 、 ８ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ 、 １ ～ ６ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９

、 ８ ４ お よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体

を 含 む 核 酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 請 求 項 １ 記 載 の 医 薬 組

成 物 。

【 請 求 項 ７ 】

　 （ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 、

（ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 、

（ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 一 部 、

（ ｉ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ア ン チ セ ン ス 核

酸 、

（ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 ま た は そ の 一 部 、 お よ び

（ ｖ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｈ Ｌ Ａ 分 子 と の 間 の 単 離 複 合 体

か ら な ら 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 以 上 の 成 分 を 含 む 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、
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前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ 、 ８ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ 、 １ ～ ６ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９

、 ８ ４ 、 お よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導

体 を 含 む 核 酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ８ 】

　 （ ｉ ｉ ） の 該 核 酸 が 、 発 現 ベ ク タ ー で あ る 請 求 項 ５ ま た は ７ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ９ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 分 泌 す る 請 求 項 ５ ま た は ７ 記 載 の 医 薬 組 成

物 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 結 合 す る Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を 追 加 的 に 発 現 す る 請

求 項 ５ ま た は ７ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 遺 伝 子 組 換 え 方 法 で Ｈ Ｌ Ａ 分 子 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一

部 を 発 現 す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 Ｈ Ｌ Ａ 分 子 を 内 因 的 に 発 現 す る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 宿 主 細 胞 が 、 抗 原 提 示 細 胞 で あ る 請 求 項 ５ 、 ７ 、 １ ０ ま た は １ ２ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 で あ る 請 求 項

４ ま た は ７ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 抗 体 が 、 治 療 剤 ま た は 診 断 剤 に 結 合 し て い る 請 求 項 ４ ま た は ７ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ６ 】

　 さ ら に 、 担 体 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か に 記 載 の 医

薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ７ 】

　 癌 の 治 療 の た め 、 お よ び ／ ま た は 癌 に 対 す る ワ ク チ ン に 使 用 し て も よ い 請 求 項 １ ～ １ ６

の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ８ 】

　 癌 が 、 肺 腫 瘍 、 胸 部 腫 瘍 、 前 立 腺 腫 瘍 、 メ ラ ノ ー マ 、 結 腸 腫 瘍 、 胃 腫 瘍 、 膵 臓 腫 瘍 、 耳

鼻 咽 喉 腫 瘍 、 腎 細 胞 癌 ま た は 子 宮 頸 癌 、 大 腸 癌 ま た は 乳 癌 で あ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 医 薬 組

成 物 。

【 請 求 項 １ ９ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ６ ～ １ ９ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ １ ８ 、 １ ２ ０

、 １ ３ ７ 、 １ ４ ２ ～ １ ５ ０ 、 ９ ～ １ ５ 、 ４ ５ ～ ４ ８ 、 ６ ０ ～ ６ ６ 、 ８ ５ 、 ９ ０ ～ ９ ７ 、 １

０ ０ ～ １ ０ ２ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ ８ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４ 、 １ ３ ５ 、 １ ３ ６ お よ

び １ ３ ９ 、 こ れ ら の 一 部 ま た は 誘 導 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求

項 １ ～ ３ １ １ ８ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ２ ０ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 診 断 の た め の 判 断 材 料 を 提 供 す

る 方 法 で あ っ て 、

（ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 検 出 お よ び ／ ま た は

（ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の 検 出 お よ び ／ ま た は

（ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る 抗 体 ま た は そ の 一 部 の 検 出 お よ び ／ ま た は
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（ ｉ ｖ ） 患 者 か ら 単 離 し た た 生 物 試 料 中 の 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 特 異 的 な 細 胞 障

害 性 リ ン パ 球 ま た は ヘ ル パ ー Ｔ リ ン パ 球 の 検 出 を 含 み 、 か つ 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ 、 ８ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ 、 １ ～ ６ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９ 、

８ ４ お よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を

含 む 核 酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 、 方 法 。

【 請 求 項 ２ １ 】

　 検 出 が 、

（ ｉ ） 生 物 試 料 を 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 あ る い は そ の 一 部 、 腫 瘍 関 連 抗 原 あ る

い は そ の 一 部 、 そ れ の 抗 体 、 ま た は 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 あ る い は ヘ ル パ ー Ｔ リ ン パ 球 に 特

異 的 に 結 合 す る 薬 剤 に 接 触 さ せ る こ と と 、

（ ｉ ｉ ） 薬 剤 と 、 核 酸 あ る い は そ の 一 部 、 腫 瘍 関 連 抗 原 あ る い は そ の 一 部 、 そ れ の 抗 体 、

ま た は 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 あ る い は ヘ ル パ ー Ｔ リ ン パ 球 と の 間 の 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る

こ と 、 と を 含 む 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ２ 】

　 核 酸 ま た は そ の 一 部 を 、 前 記 核 酸 ま た は そ の 一 部 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ポ リ

ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 し て 検 出 す る 請 求 項 ２ ０ ま た は ２ １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ３ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 を 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 特 異 的 に 結 合 す る

抗 体 を 使 用 し て 検 出 す る 請 求 項 ２ ０ ま た は ２ １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ４ 】

　 抗 体 を 、 前 記 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 使 用 し て 検 出 す る 請

求 項 ２ ０ ま た は ２ １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ５ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 の 後 退 、 進 行 ま た は 発 生 を 決 定 す

る た め の 判 断 材 料 を 提 供 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 疾 患 を 患 っ て い る ま た は 前 記 疾 患 で あ る

こ と が 疑 わ れ る 患 者 か ら の 試 料 を 、

（ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 量 、

（ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の 量 、

（ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 に 結 合 す る 抗 体 の 量 、 お よ び

（ ｉ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 間 の 複 合 体 に 特 異 的 で あ る 細 胞 溶

解 性 ま た は サ イ ト カ イ ン 放 出 性 Ｔ 細 胞 の 量 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の パ ラ メ ー タ

ー に つ い て 、 モ ニ タ リ ン グ す る こ と を 含 み 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ 、 ８ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ 、 １ ～ ６ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９

、 ８ ４ お よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体

を 含 む 核 酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 、 方 法 。

【 請 求 項 ２ ６ 】

　 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 量 を 、 前 記 核 酸 ま た は そ の 一 部 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 し て モ ニ タ リ ン グ す る 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ７ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の 量 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は

そ の 一 部 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 使 用 す る 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ８ 】
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　 抗 体 の 量 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 、 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ

ド を 使 用 す る 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ９ 】

　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 そ の 抗 体 、 そ の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 検 出 可 能 に 標

識 す る 請 求 項 ２ ２ ～ ２ ４ お よ び ２ ６ ～ ２ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ０ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 特 徴 と す る 疾 患 を 、 治 療 し 、 診 断 し 、 モ ニ タ リ ン

グ す る た め の 判 断 材 料 を 提 供 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と 結 合

し 、 治 療 剤 ま た は 診 断 剤 と 合 わ さ っ て い る 抗 体 は 投 与 さ れ る も の で あ り 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗

原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ 、 ８ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ 、 １ ～ ６ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９

、 ８ ４ お よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体

を 含 む 核 酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 、

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た 配 列 を 有 す る 、 方 法 。

【 請 求 項 ３ １ 】

　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は 抗 体 の 断 片 で あ る 請 求 項 ２

３ 、 ２ ７ ま た は ３ ０ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ２ 】

　 疾 患 が 癌 で あ る 請 求 項 ２ ０ ～ ３ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ３ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ６ ～ １ ９ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ １ ８ 、 １ ２ ０

、 １ ３ ７ 、 １ ４ ２ ～ １ ５ ０ 、 ９ ～ １ ５ 、 ４ ５ ～ ４ ８ 、 ６ ０ ～ ６ ６ 、 ８ ５ 、 ９ ０ ～ ９ ７ 、 １

０ ０ ～ １ ０ ２ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ ８ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４ 、 １ ３ ５ 、 １ ３ ６ お よ

び １ ３ ９ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 を 含 む 請 求 項 ２

０ ～ ３ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ４ 】

　 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ０ 、 １ ２ ～ １ ４ お よ び １ ４ ６ ～ １ ５ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 、 そ の 一 部 ま た は 誘 導 体 を 含 む タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す

る 核 酸 。

【 請 求 項 ３ ５ 】

　 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 核 酸 を 含 む 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 。

【 請 求 項 ３ ６ 】

　 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 核 酸 、 ま た は 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞

。

【 請 求 項 ３ ７ 】

　 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 。

【 請 求 項 ３ ８ 】

　 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ７ ～ １ ９ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ ２ ０ 、 １ ３ ７ 、 １ ４ ２ ～ １ ５ ０

、 １ ０ 、 １ ２ ～ １ ４ 、 ９ ０ ～ ９ ７ 、 １ ０ ０ ～ １ ０ ２ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４ 、

１ ３ ５ お よ び １ ３ ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘

導 体 を 含 む タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 。

【 請 求 項 ３ ９ 】

　 タ ン パ ク 質 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は こ れ ら の 一 部 に 特 異 的 に 結 合 す る 薬 剤 で あ っ

て 、 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ 、 ８ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ 、 １ ～ ６ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９

、 ８ ４ お よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体

を 含 む 核 酸 、
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（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 か ら な る 群 か ら 選 択

さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 薬 剤 。

【 請 求 項 ４ ０ 】

　 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ６ ～ １ ９ 、 １ １ １ ～ １ １ ６

、 １ １ ８ 、 １ ２ ０ 、 １ ３ ７ 、 １ ４ ２ ～ １ ５ ０ 、 ９ ～ １ ５ 、 ４ ５ ～ ４ ８ 、 ６ ０ ～ ６ ６ 、 ８ ５

、 ９ ０ ～ ９ ７ 、 １ ０ ０ ～ １ ０ ２ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ ８ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４ 、 １

３ ５ 、 １ ３ ６ お よ び １ ３ ９ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る

い は 誘 導 体 を 含 む 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 薬 剤 。

【 請 求 項 ４ １ 】

　 抗 体 で あ る 請 求 項 ３ ９ ま た は ４ ０ 記 載 の 薬 剤 。

【 請 求 項 ４ ２ 】

　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は 抗 体 の 断 片 で あ る 請 求 項 ４

１ 記 載 の 薬 剤 。

【 請 求 項 ４ ３ 】

　 請 求 項 ３ ９ ～ ４ ２ の い ず れ か に 記 載 の 薬 剤 と 治 療 剤 ま た は 診 断 剤 と の 結 合 体 。

【 請 求 項 ４ ４ 】

　 治 療 剤 ま た は 診 断 剤 が 毒 素 で あ る 請 求 項 ４ ３ 記 載 の 結 合 体 。

【 請 求 項 ４ ５ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 発 現 ま た は 異 常 発 現 を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、

（ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド か す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 の 検 出 、

（ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 の 検 出 、

（ ｉ ｉ ｉ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 一 部 の 検 出 、 お よ び ／ ま た は

（ ｉ ｖ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 一 部 と Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と の 間 の 複 合 体 に 特 異 的 な Ｔ 細 胞 の 検

出

の た め の 薬 剤 を 含 み 、 前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、

（ ａ ） Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： ７ 、 ８ 、 １ １ ７ 、 １ １ ９ 、 １ ～ ６ 、 ４ １ ～ ４ ４ 、 ５ １ ～ ５ ９

、 ８ ４ 、 お よ び １ ３ ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 、 ま た は こ れ ら の 一 部 あ る い は

誘 導 体 を 含 む 核 酸 、

（ ｂ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で （ ａ ） の 核 酸 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 、

（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 核 酸 に 関 し て 変 性 し た 核 酸 、 お よ び

（ ｄ ） （ ａ ） 、 （ ｂ ） ま た は （ ｃ ） の 核 酸 に 対 し て 相 補 的 で あ る 核 酸 か ら な る 群 か ら 選 択

さ れ る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 配 列 を 有 す る 、 キ ッ ト 。

【 請 求 項 ４ ６ 】

　 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 ま た は そ の 一 部 を 検 出 す る 薬 剤 が 、 前 記 核 酸 を 選 択 的 に

増 幅 す る た め の 核 酸 分 子 で あ る 請 求 項 ４ ５ 記 載 の キ ッ ト 。

【 請 求 項 ４ ７ 】

　 抗 体 が 、 Ｓ Ｅ Ｑ 　 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ ６ ～ １ ９ 、 １ １ １ ～ １ １ ６ 、 １ １ ８ 、 １ ２ ０ 、 １ ３ ７

、 １ ４ ２ ～ １ ５ ０ 、 ９ ～ １ ５ 、 ４ ５ ～ ４ ８ 、 ６ ０ ～ ６ ６ 、 ８ ５ 、 ９ ０ ～ ９ ７ 、 １ ０ ０ ～ １

０ ２ 、 １ ０ ５ 、 １ ０ ６ 、 １ １ ８ 、 １ ２ ０ 、 １ ２ ３ 、 １ ２ ４ 、 １ ３ ５ 、 １ ３ ６ お よ び １ ３ ９

か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 あ る い は 誘 導 体 を 含 む タ ン パ ク

質 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し て 、 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 請 求 項 ４

、 ７ 、 １ ４ お よ び １ ５ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 、 ま た は 請 求 項 ２ ３ 、 ２ ７ 、 ２ ９ 、

３ ０ お よ び ３ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ ８ 】

　 抗 体 が 、 特 異 的 に グ リ コ シ ル 化 さ れ た 形 態 ま た は 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 の 腫 瘍 関 連 抗 原 に

選 択 的 に 結 合 す る 請 求 項 ４ 、 ７ 、 １ ４ お よ び １ ５ の い ず れ か に 記 載 の 医 薬 組 成 物 、 ま た は

請 求 項 ２ ３ 、 ２ ７ 、 ２ ９ 、 ３ ０ お よ び ３ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
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要解决的问题：提供用于癌症的诊断和治疗的靶结构。解决方案：本发
明包括鉴定以肿瘤相关模式表达的基因产物和编码相同的核酸，鉴定的
肿瘤相关抗原或其片段或衍生物。编码核酸的核酸，和编码核酸的核
酸，或抗肿瘤相关抗原的抗体，或通过本发明鉴定的其片段或衍生物的
用途，用于治疗和诊断。


