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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の提供。
【解決手段】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、特定の核酸配列、またはその一部あるいは誘導体を含む核酸によっ
てコードされた配列を有する医薬組成物。異常発現する腫瘍関連様式で該遺伝子産物を発
現する病気の治療および診断に用いる前記医薬組成物。腫瘍関連様式で発現するタンパク
、ポリペプチド、ペプチドならびにそれらをコードする核酸である医薬組成物。
【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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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、ＨＬＡ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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１－８、４１－４４、５１－５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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、
（ｉｉ）腫瘍関連抗原をコードする核酸またはその一部、
（ｉｉｉ）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
（ｉｖ）腫瘍関連抗原またはその一部とＨＬＡ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ＨＬＡ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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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１０】
　（ｉ）腫瘍関連抗原またはその一部、
（ｉｉ）腫瘍関連抗原をコードする核酸またはその一部、
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原に結合する抗体またはその一部、
（ｉｖ）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
（ｖｉ）腫瘍関連抗原またはその一部とＨＬＡ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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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１１】
　（ｉｉ）の該核酸が、発現ベクターである請求項８または１０記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　（ｉｉ）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１０記載の
医薬組成物。
【請求項１３】
　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１０記載の医薬組
成物。
【請求項１４】
　宿主細胞が、腫瘍関連抗原またはその一部に結合するＨＬＡ分子を追加的に発現する請
求項８または１０記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　宿主細胞が、遺伝子組換え方法でＨＬＡ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１４記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　宿主細胞が、ＨＬＡ分子を内因的に発現する請求項１４記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　宿主細胞が、抗原提示細胞である請求項８、１０、１４または１６記載の医薬組成物。
【請求項１８】
　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１７記載の医薬組成物。
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【請求項１９】
　宿主細胞が、非増殖性である請求項８、１０および１３～１８のいずれかに記載の医薬
組成物。
【請求項２０】
　抗体が、モノクローナル抗体である請求項５または１０記載の医薬組成物。
【請求項２１】
　抗体が、キメラまたはヒト化抗体である請求項５または１０記載の医薬組成物。
【請求項２２】
　抗体が、天然抗体の断片である請求項５または１０記載の医薬組成物。
【請求項２３】
　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１０記載の医薬組成物。
【請求項２４】
　アンチセンス核酸が、腫瘍関連抗原をコードする核酸の、６～５０個の近接するヌクレ
オチド配列を含む請求項４または１０記載の医薬組成物。
【請求項２５】
　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ＭＨＣ分子に結合する請求項８および
１０～１３のいずれかに記載の医薬組成物。
【請求項２６】
　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２５
記載の医薬組成物。
【請求項２７】
　さらに、担体および／またはアジュバントを含む請求項１～２６のいずれかに記載の医
薬組成物。
【請求項２８】
　アジュバントが、サポニン、ＧＭ－ＣＳＦ、ＣｐＧ、サイトカインまたはケモカインで
ある請求項２７記載の医薬組成物。
【請求項２９】
　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１～２８のいずれかに記載の医薬組成物。
【請求項３０】
　疾患が、癌である請求項２９記載の医薬組成物。
【請求項３１】
　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２９記載の医薬
組成物。
【請求項３２】
　腫瘍関連抗原が、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９～１９、４５～４８、６０～６６、８５、９
０～９７、１００～１０２、１０５、１０６、１１１～１１６、１１８、１２０、１２３
、１２４、１３５～１３７、１３９および１４２～１５０、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１～３１のいずれかに記載の医薬組成
物。
【請求項３３】
　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
（ｉｉ）腫瘍関連抗原またはその一部の検出および／または
（ｉｉｉ）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
（ｉｖ）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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９およ
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び１３８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３４】
　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、
（ｉｉ）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３３記載の方法。
【請求項３５】
　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３３または３４記載の方法
。
【請求項３６】
　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３３～３５のいずれかに記載の方法。
【請求項３７】
　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３３～３６のいずれかに記載の方法。
【請求項３８】
　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６～５０の近接するヌ
クレオチド配列を含む請求項３７記載の方法。
【請求項３９】
　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３３～３６のいずれかに記載の方法。
【請求項４０】
　検出対象の腫瘍関連抗原またはその一部が、ＭＨＣ分子との複合体中に存する請求項３
３～３６のいずれかに記載の方法。
【請求項４１】
　ＭＨＣ分子がＨＬＡ分子である請求項４０記載の方法。
【請求項４２】
　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３３～３６および４０～４１のいずれかに記載の方法。
【請求項４３】
　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３３～３６のいずれかに記載の方法。
【請求項４４】
　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、
（ｉｉ）腫瘍関連抗原またはその一部の量、
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（ｉｉｉ）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
（ｉｖ）腫瘍関連抗原またはその一部とＭＨＣ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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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４５】
　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４４記載の方法。
【請求項４６】
　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
、
（ｉｉ）前記２以上の腫瘍関連抗原またはそれらの一部の量、
（ｉｉｉ）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
（ｉｖ）前記２以上の腫瘍関連抗原またはそれらの一部とＭＨＣ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４４または４５記載の方法。
【請求項４７】
　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４４～４６のいずれかに記
載の方法。
【請求項４８】
　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６～５０個の近接する
ヌクレオチド配列を含む請求項４７記載の方法。
【請求項４９】
　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４４～４６のいずれかに記載の方法。
【請求項５０】
　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４４～４６に記載の方法。
【請求項５１】
　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４４～４６のいずれかに記載の方法。
【請求項５２】
　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ＭＨＣ分子との間の複合体を提供する細胞を使用する請求項４４～
４６のいずれかに記載の方法。
【請求項５３】
　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３７～３８、４２～４３、４７～４８および５０～５２のい
ずれかに記載の方法。
【請求項５４】
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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５３記載の
方法。
【請求項５５】
　試料が、体液および／または身体組織を含む請求項３３～５４のいずれかに記載の方法
。
【請求項５６】
　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
１～３２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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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５７】
　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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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５８】
　抗体がモノクローナル抗体である請求項４２、５０または５７記載の方法。
【請求項５９】
　抗体がキメラまたはヒト化抗体である請求項４２、５０または５７記載の方法。
【請求項６０】
　抗体が天然抗体の断片である請求項４２、５０または５７記載の方法。
【請求項６１】
　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、
（ｉｉ）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、
（ｉｉｉ）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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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６２】
　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ＨＬＡ分子を、遺伝子組換え
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により発現する請求項６１記載の方法。
【請求項６３】
　宿主細胞が、腫瘍関連抗原またはその一部に結合するＨＬＡ分子を、内因的に発現する
請求項６２記載の方法。
【請求項６４】
　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、
（ｉｉ）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、
（ｉｉｉ）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
、
（ｉｖ）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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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６５】
　さらに、腫瘍関連抗原またはその一部を提供するＭＨＣ分子を同定することを含み、か
つ宿主細胞が同定したＭＨＣ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６４記載の方法。
【請求項６６】
　免疫応答が、Ｂ細胞応答またはＴ細胞応答を含む請求項６４または６５記載の方法。
【請求項６７】
　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６６記載の方法。
【請求項６８】
　宿主細胞が非増殖性である請求項６１～６７のいずれかに記載の方法。
【請求項６９】
　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、
（ｉｉ）前記細胞の試料を単離することと、
（ｉｉｉ）前記細胞を培養することと、
（ｉｖ）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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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７０】
　疾患が癌である請求項３３～６９のいずれかに記載の方法。
【請求項７１】
　患者における癌の進行を阻止する方法であって、請求項１～３２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７２】
　腫瘍関連抗原が、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９～１９、４５～４８、６０～６６、８５、９
０～９７、１００～１０２、１０５、１０６、１１１～１１６、１１８、１２０、１２３
、１２４、１３５～１３７、１３９および１４２～１５０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３３～７１のいずれかに記載の方法。
【請求項７３】
　（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：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７４】
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０、１２～１４および１４６～１５０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７５】
　請求項７３または７４に記載の核酸を含む組換えＤＮＡまたはＲＮＡ分子。
【請求項７６】
　ベクターである請求項７５記載の組換えＤＮＡ分子。
【請求項７７】
　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７６記載の組換
えＤＮＡ分子。
【請求項７８】
　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７５～７７のいずれかに記載
の組換えＤＮＡ分子。
【請求項７９】
　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７８記載の組換
えＤＮＡ分子
【請求項８０】
　請求項７３または７４に記載の核酸、または請求項７５～７９のいずれかに記載の組換
えＤＮＡ分子を含む宿主細胞。
【請求項８１】
　さらに、ＨＬＡ分子をコードする核酸を含む請求項８０記載の宿主細胞。
【請求項８２】
　請求項７３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８３】
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０、１２～１４、１７～１９、９０～９７、１００～１０２、
１０５、１０６、１１１～１１６、１２０、１２３、１２４、１３５～１３７および１４
２～１５０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８４】
　請求項８２または８３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８５】
　ヒトＨＬＡ受容体またはヒト抗体に結合する請求項８２または８３記載のタンパク質ま
たはポリペプチドの断片。
【請求項８６】
　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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
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よび１３８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８７】
　タンパク質またはポリペプチドが、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９～１９、４５～４８、６０
～６６、８５、９０～９７、１００～１０２、１０５、１０６、１１１～１１６、１１８
、１２０、１２３、１２４、１３５～１３７、１３９および１４２～１５０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８６記載の薬剤
。
【請求項８８】
　抗体である請求項８６または８７記載の薬剤。
【請求項８９】
　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
８８記載の薬剤。
【請求項９０】
　（ｉ）タンパク質またはポリペプチド、またはその一部と、
（ｉｉ）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ＭＨＣ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（ｉｉ）
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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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９１】
　タンパク質またはポリペプチドが、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９～１９、４５～４８、６０
～６６、８５、９０～９７、１００～１０２、１０５、１０６、１１１～１１６、１１８
、１２０、１２３、１２４、１３５～１３７、１３９および１４２～１５０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９０記載の抗体
。
【請求項９２】
　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９０また
は９１記載の抗体。
【請求項９３】
　請求項８６～８９のいずれかに記載の薬剤または請求項９０～９２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９４】
　治療剤または診断剤が毒素である請求項９３記載の結合体。
【請求項９５】
　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、
（ｉｉ）腫瘍関連抗原またはその一部の検出、
（ｉｉｉ）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
（ｉｖ）腫瘍関連抗原またはその一部とＭＨＣ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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９お
よび１３８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９６】
　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９５記載のキット。
【請求項９７】
　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６～５０
の連続するヌクレオチド配列を含む請求項９６記載のキット。
【請求項９８】
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９および
１３８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ＤＮＡ分
子。
【請求項９９】
　抗体が、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９～１９、４５～４８、６０～６６、８５、９０～９７
、１００～１０２、１０５、１０６、１１１～１１６、１１８、１２０、１２３、１２４
、１３５～１３７、１３９および１４２～１５０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、１０および２０～２３のいずれかに記
載の医薬組成物、または請求項４２、５０、５３および５７～６０のいずれかに記載の方
法。
【請求項１００】
　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、１０および２０～２３のいずれかに記載の医薬組成物、または請求項４２、５
０、５３および５７～６０のいずれかに記載の方法。
【請求項１０１】
　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、１０および２０～２３のいずれかに記載の医薬組成
物、または請求項４２、５０、５３および５７～６０のいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　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、ＭＨＣ（主要組織適合複合体）クラスＩＩおよびＩの分子上に
提示されてそれぞれＣＤ４＋Ｔリンパ球およびＣＤ８＋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ｃＤＮＡ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（ＣＴＬ）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.Immunol.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ｃＤＮＡ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ＣＴＬ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。
【０００２】
　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ＣＴＬ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】
【０００５】
　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。
【０００６】
　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】
【０００７】
　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ＲＴＰＣＲ
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, Pro
c.Natl. Acad. Sci. USA. 95:300-4, 1998;Scheurleら, Cancer Res. 60:4037-43, 2000
）。
【０００８】
　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。
【０００９】
　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
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」）
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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。
【００１０】
　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。
【００１１】
　本発明によれば、同定された腫瘍関連抗原は、（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８、４
１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９および１３８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、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１～８
、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、１１９および１３８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、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９～１９、４５～４８、６０
～６６、８５、９０～９７、１００～１０２、１０５、１０６、１１１～１１６、１１８
、１２０、１２３、１２４、１３５～１３７、１３９および１４２～１５０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。
【００１２】
　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。
【００１３】
　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。
【００１４】
　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。
【００１５】
　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ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：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ＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：１０および１２～１４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。
【００１６】
　特に、本発明は、配列表のＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０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（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９）と異なる点はこの
タンパク質のＮ末端に８５個のアミノ酸が追加されていることである。
【００１７】
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　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。
【００１８】
　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ＰＣＲ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ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３４～３６、３９、
４０および１０７～１１０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、ＰＣＲ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（ＲＤＡ）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
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１７～１９、１１１～１１５、１２０および１３７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。
【００１９】
　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ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１７～１９、１１１～１１５、１２０、１３７
および１４２～１４５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ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１４６～１５０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。
【００２０】
　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
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
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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。
【００２１】
　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）。
【００２２】
　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ｋＤａのグリコシル化体があると、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ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、ＰＮＧ
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ＳＤＳ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
、Ｍｕｃ１）。
【００２３】
　本発明により、腫瘍におけるクローディン－１８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－１８のグリコシル化のレベルが低い。クローディン－１８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－１８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。
【００２４】
　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。
【００２５】
　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
、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
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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、ＨＬＡ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。
【００２６】
　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。
【００２７】
　さらに、本発明は、投与した時、ＨＬＡ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、（ｉｉ）前記腫瘍関
連抗原またはその一部をコードする核酸、（ｉｉｉ）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（ｉｖ）前記腫瘍関連抗原由来のペプチド抗原決定基とＭＨＣ
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ＭＨＣ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。
【００２８】
　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、（ｉｉｉ）
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、（ｉｖ）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（ｖｉ）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ＨＬＡ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。
【００２９】
　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。
【００３０】
　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
ＬＡ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ＨＬＡ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ＨＬＡ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。
【００３１】
　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
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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。
【００３２】
　本発明の医薬組成物中に存在するアンチセンス核酸は、６～５０個、特に、１０～３０
個、１５～３０個および２０～３０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。
【００３３】
　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ＭＨＣ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
。
【００３４】
　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、ＧＭ－ＣＳＦ、ＣｐＧヌクレオチド、ＲＮＡ、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。
【００３５】
　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。
【００３６】
　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。
【００３７】
　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（ｉｉ
）腫瘍関連抗原またはその一部の検出および／または（ｉｉｉ）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（ｉｖ）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、
（ｉｉ）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。
【００３８】
　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
する核酸またはその一部の量、（ｉｉ）腫瘍関連抗原またはその一部の量、（ｉｉｉ）腫
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瘍関連抗原またはその一部に結合する抗体の量、および（ｉｖ）腫瘍関連抗原またはその
一部とＭＨＣ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（ｉｉ）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（ｉｉｉ）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（ｉｖ）前記複数の異なる腫瘍関連
抗原またはそれらの一部とＭＨＣ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。
【００３９】
　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、６～５０個の配列、特に、
１０～３０個、１５～３０個および２０～３０個の前記核酸の連続するヌクレオチドを含
む。
【００４０】
　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。
【００４１】
　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、ＭＨＣ分子、特に
ＨＬＡ分子との複合体の中に存在する。
【００４２】
　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。
【００４３】
　本発明によれば、抗原またはその一部とＭＨＣ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ＭＨＣ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。
【００４４】
　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ＭＨＣ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ＭＨＣ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ＭＨＣ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。
【００４５】
　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
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
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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。
【００４６】
　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。
【００４７】
　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（ｉｉ）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、（ｉｉｉ）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（ｉｉｉ）のように患者に導入してもよい。
【００４８】
　一実施形態では、宿主細胞は、ＨＬＡ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、ＨＬＡ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。
【００４９】
　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、（ｉｉ）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、（ｉｉｉ）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、（ｉｖ）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ＭＨＣ分子の同
定、ならびに同定したＭＨＣ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。
【００５０】
　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、（ｉｉ）該細胞の試料を単離することと、（ｉｉｉ）該細胞
を培養することと、（ｉｖ）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。
【００５１】
　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。
【００５２】
　さらに、本発明は、
（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：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
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（
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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、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０、１２～１４および１
４６～１５０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。
【００５３】
　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。
【００５４】
　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ＤＮ
ＡまたはＲＮＡ分子に関する。
【００５５】
　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。
【００５６】
　また、宿主細胞は、ＨＬＡ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、ＨＬＡ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、ＨＬＡ
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。
【００５７】
　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。ＰＣＲ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
。
【００５８】
　さらなる態様では、本発明は、（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：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、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１
０、１２～１４および１４６～１５０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。
【００５９】
　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ＨＬＡ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１０個、少なくとも１２個
、少なくとも１５個、少なくとも２０個、少なくとも３０個または少なくとも５０個のア
ミノ酸配列を含むのが好ましい。
【００６０】
　この態様では、本発明は、特に、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１７～１９、９０～９７、１０
０～１０２、１０５、１０６、１１１～１１６、１２０、１２３、１２４、１３５～１３
７、１３９および１４２～１５０からなる群から選択される配列、またはその一部あるい
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は誘導体を有するまたは含むペプチドに関する。
【００６１】
　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（ｉｉ）本発明により同定された腫瘍関連抗原が結合す
るＭＨＣ分子との複合体には選択的に結合するが、（ｉ）または（ｉｉ）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。
【００６２】
　特に、本発明は、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１７～１９、９０～９７、１００～１０２、１
０５、１０６、１１１～１１６、１２０、１２３、１２４、１３５～１３７、１３９およ
び１４２～１５０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。
【００６３】
　クローディン－１８に関して、本発明は、また、薬剤、特にクローディン－１８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－１８Ａ１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１８）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－１８Ａ２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６）
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。
【００６４】
　さらに、クローディン－１８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－１８Ａ２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－１８Ａ２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－１８Ａ
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－１８Ａ２のアミノ酸位置、３７、３８、４５、１１６、１４１、１４６およ
び２０５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。
【００６５】
　この点に関し、クローディン－１８の変異体または形態に特異的な薬剤、特にクローデ
ィン－１８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
（ＫＤ）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（ＫＤ）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（ＫＤ）よりも１０倍を超え、好
ましくは２０倍を超え、より好ましくは５０倍を超え、さらにより好ましくは１００倍を
超え、特に２００倍を超え、５００倍を超え、または１０００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。
【００６６】
　また、クローディン－１８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
い。
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【００６７】
　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。
【００６８】
　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、（ｉｉ）腫瘍関連抗原またはその一部の（ｉｉｉ）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（ｉｖ）腫瘍関連抗原またはその一部とＭＨＣ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～
５０個、特に１０～３０個、１５～３０個および２０～３０個の核酸の連続するヌクレオ
チドの配列を含む。
【００６９】
　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。
【００７０】
　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。
【００７１】
　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
【００７２】
　本発明によれば、核酸としては、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）またはリボ核酸（ＲＮＡ
）が好ましい。本発明によれば、核酸は、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、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。
【００７３】
　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（ＰＣＲ）によって
、インビトロで増幅された、（ｉｉ）クローニングによって、遺伝子組換えで生成された
、（ｉｉｉ）開裂とゲル電気泳動分画によって精製された、または（ｉｖ）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ＤＮＡ技術の操
作のために入手可能である。
【００７４】
　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
okら、編集者、第２編、Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, N
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ew York,1989またはCurrent Protocols in Molecular Biology, F.M.Ausubel et al., Ed
itors, 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×ＳＳＣ、０．０２％Ｆｉｃｏｌｌ、０．０２％ポリビニルピロリドン、０
．０２％ウシ血清アルブミン、２．５ｍＭのＮａＨ２ＰＯ４　（ｐＨ７）、０．５％ＳＤ
Ｓ、２ｍＭのＥＤＴＡ）中、６５℃でのハイブリッド形成がある。ＳＳＣは、０．１５Ｍ
の塩化ナトリウム／０．１５Ｍのクエン酸ナトリウム、ｐＨ７である。ハイブリッド形成
後、ＤＮＡが転移した膜を、たとえば室温で２×ＳＳＣ中、次いで６８℃までの温度で０
．１～０．５×ＳＳＣ／０．１×ＳＤＳ中で洗浄する。
【００７５】
　本発明によれば、相補的な核酸は、少なくとも４０％、特に少なくとも５０％、少なく
とも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、好ましくは、少
なくとも９５％、少なくとも９８％または少なくとも９９％、ヌクレオチドと同一である
。
【００７６】
　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。
【００７７】
　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、ＴＡＴＡボックス、キャップ配列、ＣＡＡＴ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。
【００７８】
　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。
【００７９】
　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。
【００８０】
　本発明によれば、好ましい実施形態では、遺伝子組換えＤＮＡ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
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
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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、ＤＮＡまたはＲＮＡ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。
【００８１】
　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ＤＮＡおよび
ＲＮＡの両方を意味する。遺伝子組換えＲＮＡは、ＤＮＡ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。
【００８２】
　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、ＣＨＯ細胞、
ＣＯＳ細胞、Ｋ５６２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。
【００８３】
　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、ＲＮＡまたはＲＮＡ
、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、Ｇ４１８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（ＣＭＶ）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、ｐｃＤＮＡ３．１およびｐ
Ｒｃ／ＣＭＶ（Invitrogen, Carlsbad, CA）を含んでもよい。
【００８４】
　ＨＬＡ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ＨＬＡ分子をコードする核酸配列も含んでもよい。ＨＬＡ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ＨＬＡ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ＨＬＡ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。
【００８５】
　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、６～５０個、特に１０～３０個、１５～３０
個、２０～３０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。
【００８６】
　「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
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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ＤＮＡ、または前記遺伝子のｍＲＮＡ
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ｍＲＮＡ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ｍＲＮＡ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ｍＲＮＡ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、６～５０個、特に１０～３０個、１５～３０個、２０～３０
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。
【００８７】
　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ｍＲＮＡスプライシング部位でハイブリッド形成する。
【００８８】
　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。
【００８９】
　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（ｉｉ
）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。
【００９０】
　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
。
【００９１】
　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
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
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関連のある他の物質を含まないことを意味する。
【００９２】
　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。
【００９３】
　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。
【００９４】
　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。
【００９５】
１．小さな脂肪族、非極性あるいは僅かに極性の残基：Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ（Ｐｒｏ
、Ｇｌｙ）
２．負電荷残基およびそのアミド類：Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
３．正電荷残基：Ｈｉｓ、Ａｒｇ、Ｌｙｓ
４．大きな脂肪族、非極性残基：Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ（Ｃｙｓ）
５．大きな芳香族残基：Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔｒｐ．
【００９６】
　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
。Ｇｌｙ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。Ｐｒｏ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。
【００９７】
　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ＤＮＡ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ＤＮＡ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、Ｍ１３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ＤＮＡ配列の操作は、たとえば、Sambrook
ら(1989)に詳細に説明されている。
【００９８】
　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。
【００９９】
　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
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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
、ＨＬＡ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１０個、少なくとも１２
個、少なくとも１５個、少なくとも２０個、少なくとも３０個または、少なくとも５０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。
【０１００】
　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。
【０１０１】
　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。
【０１０２】
　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。
【０１０３】
　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。
【０１０４】
　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。
【０１０５】
　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。
【０１０６】
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　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。
【０１０７】
　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.Immunol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll, J.Immunol. Met
hods234: 107-116, 2000; Kayyemら, Eur. J. Biochem. 208: 1-8,1992; Spillerら, J.I
mmunol. Methods 224: 51-60, 1999）。
【０１０８】
　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 ISBN0-19-963722-9; Ed Harlow, David Lane
による「Antibodies: ALaboratory Manual, ISBN: 0879693142およびEdwardHarlow,David
 Lane,Ed Harlowによる「Using Antibodies:ALaboratory Manual: Portable Protocol NO
」 ISBN0879695447。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.Immunol. Met
hods 229: 35-48, 1999;Andersonら、J. Immunol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll,J.
Immunol. 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。
【０１０９】
　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、PhilipShepherd, Christopher Deanによる「Monoclonal Antibodies: APractica
l Approach」ISBN 0-19-963722-9; Ed Harlow, DavidLaneによる「Antibodies: A Labora
tory Manual」ISBN: 0879693142; Edward Harlow, David Lane, Ed Harlowによる「Using
 Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO」ISBN: 0879695447を参照の
こと）。
【０１１０】
　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 ModernImmunology」
、Wiley & Sons, Inc., New York; Roitt, I.(1991),「Essential Immunology」、第７編
、Blackwell Scientific Publications, Oxford参照）。たとえば、ｐＦｃ'およびＦｃ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。ｐＦｃ'領域
が酵素的に除去された抗体、またはｐＦｃ'領域なしで生成された抗体（Ｆ（ａｂ'）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、Ｆｃ領域が酵素的に除去さ
れた抗体またはＦｃ領域なしで生成された抗体（Ｆａｂ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、Ｆａｂ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（Ｆｄと言う）。Ｆｄ断片は、抗体特異性の主要な決定因子で
あり（単一Ｆｄ断片は、抗体の特異性を変えることなく、異なる軽鎖を１０個まで伴うこ
とができる。）、単離された時、Ｆｄ断片は、抗原決定基に結合する能力を保持する。
【０１１１】
　相補性決定領域（ＣＤＲ）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（ＦＲｓ）と直接相互作用する。重鎖のＦ
ｄ断片もＩｇＧ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（ＦＲ１
～ＦＲ４）を含み、どちらの場合も３箇所の相補的決定領域（ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）によ
って分離される。ＣＤＲ、特に、ＣＤＲ３領域、更に特に重鎖のＣＤＲ３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。
【０１１２】
　哺乳動物抗体のＮｏｎ－ＣＤＲ領域は、同一または異なる特異性を持つ抗体の類似の領
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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ＣＤＲをヒトＦＲおよび／またはＦｃ／ｐＦｃ'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。
【０１１３】
　これは所謂「ＳＬＡＭ」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ＰＣＲ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. Immunol. Methods 207: 61-67, 1997
）。
【０１１４】
　別の例として、国際公開第９２／０４３８１号公報には、マウスＦＲ領域の少なくとも
部分がヒト由来のＦＲ領域で置換された、ヒト化マウスＲＳＶ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。
【０１１５】
　また、本発明は、Ｆｃおよび／またはＦＲおよび／またはＣＤＲ１および／またはＣＤ
Ｒ２および／または軽鎖－ＣＤＲ３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、ＦＲおよび／またはＣＤＲ１および／またはＣＤ
Ｒ２および／または軽鎖－ＣＤＲ３領域が、相同性ヒトまたは非ヒト配列、キメラＦａｂ
－断片抗体で置換されており、ＦＲおよび／またはＣＤＲ１および／またはＣＤＲ２およ
び／または軽鎖－ＣＤＲ３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（ａｂ'）２、Ｆａｂ、ＦｖおよびＦｄ断片、およびＦＲおよび／またはＣ
ＤＲ１および／またはＣＤＲ２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Ｆｄ－断片抗体を提供する。また、本発明は「一本鎖」抗体も含む。
【０１１６】
　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（ｐｅｐｔｏｉｄ）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。
【０１１７】
　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、Ｍ１３、ｆｄまたはλファー
ジを使用して）すれば、これは長さ約４～約８０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、ＤＮＡ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。
【０１１８】
　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
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
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。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－１８および炭素－１１のようなポジトロン放射体、ヨウ素－１２３、テ
クネチウム－９９ｍ、ヨウ素－１３１およびインジウム－１１１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ＨＣｌ、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,「ThePharmacological Basis
 of Therapeutics」、第８編、1990,McGraw-Hill, Inc.、特に第５２章（Antineoplastic
 Agents (PaulCalabresi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－６０のような高エネルギー放射性核種であってよい。
【０１１９】
　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。
【０１２０】
　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
１０％までの、特に少なくとも２０％までの、少なくとも５０％までのまたは少なくとも
１００％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。
【０１２１】
　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
。
【０１２２】
　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、ＣＤ３４＋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
。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。
【０１２３】
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　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ＭＨＣ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９６３３２６５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ＣＯＳ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。
【０１２４】
　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、ＭＨＣ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ＭＨＣクラスＩ分子を、β２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。ＭＨＣ／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－ＭＨＣ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／ＭＨＣ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。
【０１２５】
　養子免疫伝達（Greenberg, J. Immunol. 136(5):1917, 1986;Riddelら、Science 257:2
38, 1992; Lynchら、 Eur. J.Immunol. 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。
【０１２６】
　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 Immunol. 2:957-61, 2001）．
【０１２７】
　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ＨＬＡ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
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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。
【０１２８】
　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ＨＬＡ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
ＮＡ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。
【０１２９】
　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、ＤＮＡ（たとえば、ベクター内）またはＲＮＡとして提示してもよ
い。腫瘍関連抗原は、ＨＬＡ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ＨＬ
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、Immunol 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 98:3
299-303,2001）。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. Immunol. 167:787-96, 200
1; Appellaら、Biomed Pept Proteins Nucleic Acids 1:177-84, 1995; Wentworthら、Mo
l Immunol. 32:603-12, 1995）．
【０１３０】
　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
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。
【０１３１】
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　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）、ＱＳ２１（SmithKlineBeecham）、ＤＱＳ２
１（SmithKline Beecham；国際公開第96/33739公報）、ＱＳ７、ＱＳ１７、ＱＳ１８およ
びＱＳ－Ｌ１（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
ｐＧ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、ＤＱＳ２１／Ｍ
ＰＬとの混合物として投与するのが好ましい。ＭＰＬに対するＤＱＳ２１の比は、通常、
約１：１０～１０：１、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、ＤＱＳ２１およびＭＰＬが約１μｇから約１００μ
ｇの範囲で含まれている。
【０１３２】
　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－１２（ＩＬ－１２）（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
））、ＧＭ－ＣＳＦおよびＩＬ－１８が挙げられる。
【０１３３】
　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、Ｂ７－１およびＢ７－２（それぞれＣＤ８０およびＣ
Ｄ８６）であり、これらは樹状細胞（ＤＣ）上で発現し、かつＴ細胞上に発現したＣＤ２
８分子と相互作用する。この相互作用によって、抗原／ＭＨＣ／ＴＣＲ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、Ｂ７は、Ｔ細胞上のＣＴＬＡ４（ＣＤ１
５２）と相互作用し、かつＣＴＬＡ４およびＢ７リガンドに関する研究によれば、Ｂ７－
ＣＴＬＡ４相互作用によって抗腫瘍免疫およびＣＴＬ増殖が強化可能である（Zheng, P.
ら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA95(11):6284-6289 (1998)）。
【０１３４】
　Ｂ７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（ＡＰＣ）である。Ｂ７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。Ｂ７／ＩＬ－
６／ＩＬ－１２の組み合わせによる共刺激を加えると、ＩＦＮ－γとＴｈ１－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. Immunol. 154:5637-5648 (1995)）．
【０１３５】
　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ＣＤ４０リガンドと樹状細胞が発現したＣＤ４０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、Ｂ７
産生と関連ＩＬ－６／ＩＬ－１２産生の増加に関係している。したがって、ＣＤ４０－Ｃ
Ｄ４０Ｌ相互作用が、シグナル１（抗原／ＭＨＣ－ＴＣＲ）およびシグナル２（Ｂ７－Ｃ
Ｄ２８）の相互作用を補足する。
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【０１３６】
　樹状細胞を刺激する抗－ＣＤ４０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Ｂ７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。
【０１３７】
　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。
【０１３８】
　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、Ｓｅｍｌｉｋｉ　Ｆｏｒｅｓｔウィルス、レトロウィ
ルス、ＳｉｎｄｂｉｓウィルスおよびＴｙ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。
【０１３９】
　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ＣａＰＯ４沈殿物のトランスフェクション、Ｄ
ＥＡＥ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。
【０１４０】
　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、ＣｐＧ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。
【０１４１】
　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
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。
【０１４２】
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　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。
【０１４３】
　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。
【０１４４】
　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。
【０１４５】
　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。
【０１４６】
　一般的には、１ｎｇ～１ｍｇ、好ましくは１０ｎｇ～１００μｇ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（ＤＮＡおよびＲＮＡ）の投与が望ましい場合は、１ｎ
ｇ～０．１ｍｇの用量を配合し、投与する。
【０１４７】
　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。
【０１４８】
　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。
【０１４９】
　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。
【０１５０】
　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
よびチメロサールのような適切な防腐剤も含んでよい。
【０１５１】
　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
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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。
【０１５２】
　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。
【０１５３】
　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】
【０１５４】
【図１】結腸腫瘍の生検におけるＧＰＲ３５ｍＲＮＡの発現ＤＮＡのないＲＮＡでＲＴ－
ＰＣＲを行ったところ、大部分の結腸腫瘍生検ではＧＰＲ３５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、６－１５結腸腫瘍、１６―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ＧＵＣＹ２Ｃ　ｍＲＮＡ発現の定量的ＰＣＲ分析ＧＵ
ＣＹ２Ｃ特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２２－２３）でのリアルタイムＰＣＲ
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ｍＲＮＡ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ＧＵＣＹ２Ｃ転写産物が検出され
た。
【図３】腫瘍特異的ＧＵＣＹ２Ｃ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ＰＣＲ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（ＥｃｏＲ　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ＳＣＧ３Ａの発現遺伝子に特異的なＳＣＧ３Ａ
２プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３７、３８）を用いてＲＴ－ＰＣＲ解析を行ったと
ころ、正常肺（レーン８、１４－１５）及び肺腫瘍（レーン１６－２４）生検でのみｃＤ
ＮＡの増幅が見られる（１－１５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、１０：卵巣、１１：副腎
、１２：脾臓、１４－１５：肺、１６－２４：肺腫瘍、２５：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－１８Ａ２．１の
発現本発明により、クラウディン－１８Ａ２．１特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：３９～４０）でＲＴ－ＰＣＲ解析を行ったところ、胃腫瘍の生検の８／１０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－１８Ａ２．１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ＳＬＣ１３Ａ１の発現ＳＬＣ１３Ａ１特異的プライマ
ー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４９～５０）でのＲＴ－ＰＣＲ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、３－１０：腎腫瘍、１１：乳房、１２：肺、１３
：肝臓、１４：結腸、１５：リンパ節、１６：脾臓、１７：食道、１８：胸腺、１９：甲
状腺、２０：末梢血単核球、２１：卵巣、２２：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ＣＬＣＡ１の発現ＣＬＣＡ
１特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６７、６８）を用いたＲＴ－ＰＣＲ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
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ＦＬＪ２１４７７の発現ＦＬＪ２１４７７特
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異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６９、６７）を用いたＲＴ－ＰＣＲ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７／１２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ＦＬＪ２０６９４の発現ＦＬＪ２０６９４特
異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７１、７２）を用いたＲＴ－ＰＣＲ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１０】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（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７３、７４）を用いたＲＴ－ＰＣＲを行った
ところ、胃、肺、および調査した肺腫瘍検体の５／１０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１１】胸腺および肺の正常組織並びに肺腫瘍におけるＰｌｕｎｃ発現Ｐｌｕｎｃ特異
的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７５、７６）を用いたＲＴ－ＰＣＲを行ったところ
、胸腺、肺および調査した肺腫瘍検体の６／１０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１２】肺、肺腫瘍および甲状腺におけるＳＬＣ２６Ａ９発現ＳＬＣ２６Ａ９特異的プ
ライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７７、７８）を用いたＲＴ－ＰＣＲを行ったところ、肺
および調査した全て（１３／１３）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１３】胃、卵巣、肺および肺腫瘍におけるＴＨＣ１００５１６３発現ＴＨＣ１００５
１６３特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７９）および非特異的オリゴｄＴタグプ
ライマーを用いたＲＴ－ＰＣＲ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１４】腎臓及び腎腫瘍におけるＬＯＣ１３４２８８発現ＬＯＣ１３４２８８特異的プ
ライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８０、８１）を用いたＲＴ－ＰＣＲ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１５】腎臓および腎腫瘍におけるＴＨＣ９４３８６６発現ＴＨＣ９４３８６６特異的
プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ８２、８３）を用いたＲＴ－ＰＣＲ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１６】結腸および結腸腫瘍におけるＦＬＪ２１４５８発現ＦＬＪ２１４５８特異的プ
ライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８６、８７）を用いたＲＴ－ＰＣＲを行ったところ、結
腸および調査した７／１０の結腸腫瘍生検において選択的な発現が見られた。（１２：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、１０：回腸、１１：肺、１２：精巣の正常組織、１３－２２：結腸腫瘍、２３：ネガ
ティブコントロール）
【図１７】ＧＰＲ３５の細胞における位置ＧＰＲ３５－ＧＦＰ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ＧＰＲ３５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ＧＦＰの蛍光を示す。
【図１８】ＧＰＲ３５の定量的発現Ａ．　ＧＰＲ３５特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：８８、８９）を用いて定量的なＲＴ－ＰＣＲ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ＧＰＲ３５の保有率。ＧＰＲ３５は、該腫瘍
と転移病巣の両方において事例の９０％以上で発現している。
【図１９】ＧＵＣＹ２Ｃの定量的発現ＧＵＣＹ２Ｃ特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：９８、９９）を用いて定量的なＲＴ－ＰＣＲを行うと、正常な結腸および胃組織にお
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ＧＵＣＹ２
Ｃ特異的発現（Ｂ）が見られた。ＧＵＣＹ２Ｃは、結腸腫瘍の１１／１２、胃腫瘍の７／
１０において、検出可能である。
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【図２０】ＳＣＧＢ３Ａ２の定量的発現ＳＣＧＢ３Ａ２特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ
　ＮＯ：１０３、１０４）を用いて定量的なＲＴ－ＰＣＲ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１９／２０はＳＣＧＢ３Ａ２陽性で
あり、ＳＣＧＢ３Ａ２は検体の５０％以上において少なくとも１０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２１】ＳＣＧＢ３Ａ２特異的抗体を用いた免疫蛍光法ＣＯＳ７細胞を、ＳＣＧＢ３Ａ
２－ＧＦＰ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．　
ＳＣＧＢ３Ａ２－特異的ウサギ抗血清（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０５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．　ＧＦＰ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ＳＣＧＢ３Ａ２抗血清の特異性が証明される。
【図２２】クラウディン１８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
８Ａ２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（ＴＭ）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１１６（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。Ｅｘ
１：細胞外ドメイン１、Ｅｘ２：細胞外ドメイン２、ＴＭ：膜貫通ドメイン、Ｈ－ｐｈｏ
ｂ：細胞外疎水領域。
【図２３】クラウディン１８、変異体Ａ１の定量的発現クラウディン１８Ａ１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１８Ａ１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２４】クラウディン１８、変異体Ａ２の定量的発現クラウディン１８Ａ２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１８Ａ２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２５】クラウディン１８Ａ２特異的抗体（細胞外ドメイン）の使用Ａ：ペプチド（Ｓ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１７）で免疫して生産した抗体でクラウディン１８Ａ２陽性胃腫瘍細
胞（ＳＮＵ－１６、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－１８Ａ２－ＧＦＰでトランスフェクションした２９３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：ＧＦＰ蛍光、Ｃ：抗クラウディン１８Ａ２、Ｄ
：重ね合わせ
【図２６】クラウディン１８Ａ２特異的抗体（細胞外ドメイン）の使用ペプチド（ＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ：１１３、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１８Ａ２陽性胃腫瘍細胞（ＳＮＵ－１６）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１８Ａ２抗体、Ｂ：抗Ｅ
カドヘリン対比染色、Ｃ：重ね合わせ
【図２７】クラウディン１８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（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１６、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１８Ａ２陽性胃腫瘍細胞（ＳＮＵ－１６）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）。
【図２８】クラウディン１８Ａ１特異的抗体の使用上：クラウディン１８Ａ１特異的ペプ
チド（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１５）で免疫して生産した抗体によって胃腫瘍細胞（ＳＮ
Ｕ－１６；クラウディン１８Ａ２陽性）を染色し弱小または皆無であった。Ａ：抗Ｅカド
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ヘリン、Ｂ：抗クラウディン１８Ａ１、Ｃ：重ね合わせ。下：クラウディン－１８Ａ１－
ＧＦＰでトランスフェクションした２９３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：ＧＦＰ蛍光、Ｂ：抗クラウディン１８Ａ１、Ｃ：重ね合わせ。
【図２９】クラウディン１８Ａ２をウエスタンブロットで検出ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１７
を有する抗原決定基に対するクラウディン１８Ａ２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３０】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１８Ａ２
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、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１７を有する抗原決定基に対するクラウディン１８
Ａ２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１８Ａ２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ＰＮＧ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＃ＢＢ：　１：胃正常組織　＃Ａ、　２：胃正常組織＃Ｂ、
　３：胃正常組織＃Ｂ　＋　ＰＮＧアーゼＦ、　４：胃腫瘍＃Ｃ、　５：胃腫瘍＃Ｄ、　
６：胃腫瘍＃Ｄ　＋　ＰＮＧアーゼ　ＦＣ：　１：胃正常組織、　２：ＭＤＡ－ＭＢ－２
３１、　３：ＳＫ－ＭＥＬ－３７、　４：ＡＧＳ、　５：ＳＮＵ－１、　６：ＳＮＵ－１
６、　７：ＥＦＯ２７、　８：ＴＯＶ－１１２Ｄ、　９：ＯＶＣＡＲ。注）腫瘍細胞株は
クラウディン１８Ａ２の脱グリコシル化変異体を発現する。Ｄ：クラウディン１８Ａ２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３１】肺腫瘍におけるクラウディン１８の発現図３０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１８Ａ２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３２】クラウディン１８Ａ２特異的抗体を用いて正常組織中のクラウディン１８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１８Ａ２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３３－１】クラウディン１８Ａ２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１８Ａ１を発現している
正常肺組織は、クラウディン１８Ａ２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３３－２】クラウディン１８Ａ２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１８Ａ２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。ＡｄｅｎｏＣａ：腺癌、ＳＣＣ：鱗屑状上皮癌、ＲＣＣ：腎細胞癌。
【図３４】ＳＬＣ１３Ａ１の定量的発現ＳＬＣ１３Ａ１特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ
　ＮＯ：１２１、１２２）を用いて定量的ＳＬＣ１３Ａ１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ＳＬＣ１３Ａ１特異的発現が
みられた（Ｂ）。腎腫瘍の５／８においてＳＬＣ１３Ａ１転写が検出可能である。
【図３５】ＳＬＣ１３Ａ１の細胞における位置ＳＬＣ１３Ａ１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、ＳＬＣ１３Ａ１の細胞における位置を実証する免
疫蛍光法。ＳＬＣ１３Ａ１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３６】ＣＬＣＡ１の定量的発現ＣＬＣＡ１特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：
１２５、１２６）を用いて定量的ＲＴ－ＰＣＲ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）、結腸および胃腫瘍においてＣＬＣＡ１特異的
発現が見られた（Ｂ）。ＣＬＣＡ１は、結腸腫瘍の６／１２において、胃腫瘍の７／１０
において検出可能である。
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【図３７】ＦＬＪ２１４７７の定量的発現ＦＬＪ２１４７７特異的プライマー（ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：１２７、１２８）を用いて定量的ＲＴ－ＰＣＲ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ＦＬＪ２１４７７特異的発現が見られた
（Ｂ）。ＦＬＪ２１４７７は、結腸腫瘍の１１／１２において検出可能である。
【図３８】ＦＬＪ２０６９４の定量的発現ＦＬＪ２０６９４特異的プライマー（ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：１２９、１３０）を用いた定量的ＲＴ－ＰＣＲ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ＦＬＪ２０６９４特異的過剰発現が見られた（Ｂ）。ＦＬＪ２０６９４は、結腸腫
瘍の１１／１２、胃腫瘍の７／１０において検出可能である。
【図３９】ＦＬＪ２１４５８の定量的発現ＦＬＪ２１４５８特異的プライマー（ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：１３３、１３４）を用いた定量的ＲＴ－ＰＣＲ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、ＦＬＪ２１４５８特異的転
写産物が結腸腫瘍の２０／２０、結腸転移病巣の７／１１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４０】ＦＬＪ２１４５８特異的抗体を用いた免疫蛍光法上：２９３個の細胞をＦＬＪ
２１４５８－ＧＦＰ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：ＦＬＪ２１４５８特異的ウサギ抗血清（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３６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：ＧＦＰ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、ＦＬＪ２１４５８抗血清の特異性を実証する。
下：内因的にＦＬＪ２１４５８を合成するＳｎｕ１６細胞の分析。Ａ：ＦＬＪ２１４５８
特異的ウサギ抗血清（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３６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、ＦＬＪ２１４５８の膜における局在を実証する。
【図４１－１】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－２】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－３】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－４】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－５】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－６】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－７】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－８】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－９】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－１０】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－１１】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－１２】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－１３】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－１４】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－１５】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－１６】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－１７】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４１－１８】配列本明細書で言及している配列を示す。
【図４２】クラウディン１８Ａ２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（ｍｙｃまたは　ＨＡ　タグ）を各々ドメインＥＸ１　（＝細胞外ドメイン１
）、ＥＸ２　（＝細胞外ドメイン２）　または　Ｄ３　（＝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
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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４３】クラウディン１８Ａ２の膜での位置われわれのデータによれば、クラウディン
１８Ａ２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４４】クラウディン１８の細胞外位置を決定する為のＦＡＣＳ解析図は、完全長のク
ラウディン１８Ａ１、クラウディン１８Ａ２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１８Ａ２でトランスフェクションした並びにクラウディン１８Ａ２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ｍＡＢ１およびｍＡＢ２は、クラウディン１８Ａ２（左のカラム）と細胞表面
上の細胞外ドメイン２（Ｅｘ２、３番目のカラム）を特異的に認識し、他方クラウディン
１８Ａ１（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ｍＡＢ１はｍＡＢ２と対照的に、細胞外ドメイン１（Ｅｘ１、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】
【０１５５】
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。
【０１５６】
　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。
【０１５７】
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ＧｅｎＢａｎｋキーワードサーチ及びｃＤＮＡｘプロフ
ァイラー（ｃＤＮＡｘＰｒｏｆｉｌｅｒ）を組み合わせた。NCBI ENTREZ Search及びRetr
ieval System(http://www.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ＧｅｎＢａｎｋサーチを行った（
Wheeler et al., Nucleic Acids Research 28:10-14, 2000）。
【０１５８】
　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（ＧＯＩ、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ｍＲＮＡ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。
【０１５９】
　ＧＯＩ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。
【０１６０】
　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
法（electronicNorthern (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ＥＳＴ発現配列タグ（expressed sequence tag）データベ
ースによりＧＯＩの配列を並べ合わせることによるものである（Adams et al., Science 
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252:1651, 1991） （http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST）。挿入されたＧＯＩに相同で
あることが判明した各々のＥＳＴの組織起源を決定し、またこのようにして、全てのＥＳ
Ｔを総和することによりＧＯＩ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ＥＳＴに対して相同性を有しないＧＯＩ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ｃＤＮＡ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） (www.fau.edu/cmbb/
publications/cancergenes6.htm)。
【０１６１】
　使用した二番目のデータ探索法はＮＣＢＩキャンサーゲノムアナトミープロジェクト（
(NCBI CancerGenome Anatomy Project) (http://cgap.nci.nih.gov/Tissues/xProfiler)
）のｃＤＮＡ　ｘプロファイラー（cDNA xProfiler） （Hillier et al., GenomeResearc
h 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ｃＤＮＡ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ｃＤＮＡライブラリーを利用したが、サイズが１０００を超えるライブラリーの
みを認めた。プールＢは、ＢＵＴ　ＮＯＴ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ＧＯＩ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。
【０１６２】
　この組み合わせデータ探索ではおよそ１３，０００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。
【０１６３】
　他の全ての遺伝子は先ず、特異的ＲＴ－ＰＣＲ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ＧＯＩ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。
【０１６４】
ＲＮＡの抽出、ポリ－ｄ（Ｔ）結合ｃＤＮＡの調製及び通常ＲＴ－ＰＣＲ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ＲＮＡ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ＲＮＡを、ＤＥＰＣ処理した水に溶解させた。
【０１６５】
　２～４μｇの総ＲＮＡからの第一鎖ｃＤＮＡ合成は、スーパースクリプトＩＩ（Supers
cript II(Invitrogen)）によって２０μｌ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、ｄＴ（１８）オリゴヌクレオチド（dT(18) oligonucleotide）であっ
た。ｃＤＮＡの完全性および質は３０サイクルＰＣＲ（センス　ＣＧＴＧＡＧＣＧＣＴＴ
ＣＧＡＧＡＴＧＴＴＣＣＧ、アンチセンス　ＣＣＴＡＡＣＣＡＧＣＴＧＣＣＣＡＡＣＴＧ
ＴＡＧ、ハイブリダイゼーション温度６７℃）におけるｐ－５３の増幅によってチェック
した。
【０１６６】
　ｃＤＮＡ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ｃＤＮＡ　０．５μｌを反応液３０μｌ中でＧＯＩ特異的プライマー（下記参照）
及びＨｏｔＳｔａｒＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｑｉａｇｅｎ）１Ｕを用いて増幅した
。各反応液にはｄＮＴＰｓ，０．３ｍＭ、各プライマー０．３μＭ及び１０×反応緩衝液
の３μｌが含有された。
【０１６７】
　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
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拠となる混入ゲノムＤＮＡ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
ＤＮＡをテンプレートとしてテストした。１５分間９５℃にてＨｏｔＳｔａｒＴａｑ　Ｄ
ＮＡポリメラーゼを活性化し、３５サイクルのＰＣＲが行われた（９４℃にて１分、特定
のハイブリダイゼーション温度にて１分、７２℃にて２分そして最終の伸長を７２℃にて
６分）。
【０１６８】
　反応液２０μｌ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。
【０１６９】
　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。
ＧＰＲ３５（６５℃）
センス：５'－ＡＧＧＴＡＣＡＴＧＡＧＣＡＴＣＡＧＣＣＴＧ－３'
アンチセンス：５'－ＧＣＡＧＣＡＧＴＴＧＧＣＡＴＣＴＧＡＧＡＧ－３'
ＧＵＣＹ２Ｃ（６２℃）
センス：５'－ＧＣＡＡＴＡＧＡＣＡＴＴＧＣＣＡＡＧＡＴＧ－３'
アンチセンス：５'－ＡＡＣＧＣＴＧＴＴＧＡＴＴＣＴＣＣＡＣＡＧ－３'
ＳＣＧＢ３Ａ２（６６℃）
センス：５'－ＣＡＧＣＣＴＴＴＧＴＡＧＴＴＡＣＴＣＴＧＣ－３'
アンチセンス：５'－ＴＧＴＣＡＣＡＣＣＡＡＧＴＧＴＧＡＴＡＧＣ－３'
クローディン１８Ａ２（Ｃｌａｕｄｉｎ１８Ａ２）（６８℃）
センス１：５'－ＧＧＴＴＣＧＴＧＧＴＴＴＣＡＣＴＧＡＴＴＧＧＧＡＴＴＧＣ－３'
アンチセンス１：５'－ＣＧＧＣＴＴＴＧＴＡＧＴＴＧＧＴＴＴＣＴＴＣＴＧＧＴＧ－３'
センス２：５'－ＴＧＴＴＴＴＣＡＡＣＴＡＣＣＡＧＧＧＧＣ－３'
アンチセンス２：５'－ＴＧＴＴＧＧＣＴＴＴＧＧＣＡＧＡＧＴＣＣ－３'
クローディン１８Ａ１（Ｃｌａｕｄｉｎ１８Ａ１）（６４℃）
センス：５'－ＧＡＧＧＣＡＧＡＧＴＴＣＡＧＧＣＴＴＣＡＣＣＧＡ－３'
アンチセンス：５'－ＴＧＴＴＧＧＣＴＴＴＧＧＣＡＧＡＧＴＣＣ－３'
ＳＬＣ１３Ａ１（６４℃）
センス：５'-ＣＡＧＡＴＧＧＴＴＧＴＧＡＧＧＡＧＴＣＴＧ－３'
アンチセンス：５'－ＣＣＡＧＣＴＴＴＡＡＣＣＡＴＧＴＣＡＡＴＧ－３'
ＣＬＣＡ１　（６２℃）
センス：５'－ＡＣＡＣＧＡＡＴＧＧＴＡＧＡＴＡＣＡＧＴＧ－３'
アンチセンス：５'-ＡＴＡＣＴＴＧＴＧＡＧＣＴＧＴＴＣＣＡＴＧ－３'
ＦＬＪ２１４７７（６８℃）
センス：５'－ＡＣＴＧＴＴＡＣＣＴＴＧＣＡＴＧＧＡＣＴＧ－３'
アンチセンス：５'－ＣＡＡＴＧＡＧＡＡＣＡＣＡＴＧＧＡＣＡＴＧ－３'
ＦＬＪ２０６９４（６４℃）
センス：５'－ＣＣＡＴＧＡＡＡＧＣＴＣＣＡＴＧＴＣＴＡ－３'
アンチセンス：５'－ＡＧＡＧＡＴＧＧＣＡＣＡＴＡＴＴＣＴＧＴＣ
エブナー（Ｅｂｎｅｒ）（７０℃）
センス：５'－ＡＴＣＧＧＣＴＧＡＡＧＴＣＡＡＧＣＡＴＣＧ－３'
アンチセンス：５'－ＴＧＧＴＣＡＧＴＧＡＧＧＡＣＴＣＡＧＣＴＧ－３'
Ｐｌｕｎｃ（５５℃）
センス：５'－ＴＴＴＣＴＣＴＧＣＴＴＧＡＴＧＣＡＣＴＴＧ－３'
アンチセンス：５'－ＧＴＧＡＧＣＡＣＴＧＧＧＡＡＧＣＡＧＣＴＣ－３'
ＳＬＣ２６Ａ９（６７℃）
センス：５'－ＧＧＣＡＡＡＴＧＣＴＡＧＡＧＡＣＧＴＧＡ－３'
アンチセンス：５'－ＡＧＧＴＧＴＣＣＴＴＣＡＧＣＴＧＣＣＡＡＧ－３'
ＴＨＣ１００５１６３（６０℃）
センス：５'－ＧＴＴＡＡＧＴＧＣＴＣＴＣＴＧＧＡＴＴＴＧ－３'
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ＬＯＣ１３４２８８（６４℃）
センス：５'－ＡＴＣＣＴＧＡＴＴＧＣＴＧＴＧＴＧＣＡＡＧ－３'
アンチセンス：５'－ＣＴＣＴＴＣＴＡＧＣＴＧＧＴＣＡＡＣＡＴＣ－３'
ＴＨＣ９４３８６６（５９℃）
センス：５'－ＣＣＡＧＣＡＡＣＡＡＣＴＴＡＣＧＴＧＧＴＣ－３'
アンチセンス：５'－ＣＣＴＴＴＡＴＴＣＡＣＣＣＡＡＴＣＡＣＴＣ－３'
ＦＬＪ２１４５８（６２℃）
センス：５'－ＡＴＴＣＡＴＧＧＴＴＣＣＡＧＣＡＧＧＧＡＣ－３'
アンチセンス：５'－ＧＧＧＡＧＡＣＡＡＡＧＴＣＡＣＧＴＡＣＴＣ－３'
【０１７０】
ランダムな６量体ｃＤＮＡの調製及び定量的リアルタイムＰＣＲ
　リアルタイムＰＣＲにより、いくつかの遺伝子の発現を定量した。ＰＣＲ生産物はＳＹ
ＢＲ　Ｇｒｅｅｎ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
。ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎの蛍光は溶液中で抑制され、二重鎖ＤＮＡ断片に結合後のみ活性
である。ＧＯＩ－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ＰＣＲサイク
ル後のＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ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。　－Ｃｔ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１８ｓ　ＲＮＡ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。ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ　ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　ＰＣＲキッ
ト（Qiagen, Hilden）は製造者の指示に従い使用した。ｃＤＮＡ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ｃＤＮＡ　Ａｒｃｈｉｖｅ　Ｋｉｔ（PE Biosystems,
 USA）を用いて合成された。希釈したｃＤＮＡの各５μｌを使用し、総量２５μｌにてＰ
ＣＲに付された。センスプライマー３００ｎＭ、アンチセンスプライマー３００ｎＭ；初
期変性９５℃にて１５分間；９５℃にて３０秒間；アニーリング３０秒間；７２℃にて３
０秒間；４０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。
【０１７１】
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ｐｆｕ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）を用いて対応抗
原を増幅した。ＰＣＲ完了後、アデノシンをＨｏｔＳｔａｒＴａｑ　ＤＮＡ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ＴＯＰＯ－ＴＡ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。
【０１７２】
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％　ＳＤＳ溶液中で破砕した。ＳＤＳ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８～１５％変性ポリアクリルアミドゲル（polyacrylamide
 gel）（１％　ＳＤＳ含有）上にサイズに従い分画される（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）。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（Ｂｉｏｒａｄ）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１：２０～１：２００（抗体の特異性により）希釈にて特定の抗体と共に６０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
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, Amersham Bioscience）。結果は適切なカ
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メラによる写真撮影によって記録される。
【０１７３】
　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ｋＤａ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ＳＤＳ－ＰＡＧＥ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ＰＮ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
ＤＳ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。
【０１７４】
免疫蛍光法
　標的タンパク質（そのＲＮＡをＲＴ－ＰＣＲ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ＤＮＡ
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（ＩＦ）に使用する。Ｄ
ＮＡ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（ＧＦＰ）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６～１２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％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ１００）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。ＧＦＰ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。
【０１７５】
免疫組織化学法
　免疫組織化学法（ＩＨＣ）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。
【０１７６】
　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
Immunohistochemistry David J.による MD Dabbs ISBN:0443065667」あるいは「Microsco
py, Immunohistochemistry, andAntigen Retrieval Methods: For Light and Electron M
icroscopy ISBN: 0306467704」）。
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【０１７７】
　特定の組織検体に対する免疫組織化学法（ＩＨＣ）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。ＩＨＣ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"DiagnosticImmunohistochemistry MD Dabbs ISBN: 0443065667あるいは"Microscopy
,Immunohistochemistry: 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）。
【０１７８】
　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
ＨＣにおいて取り上げられる。更には、ＲＴ ＰＣＲ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。
【０１７９】
　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
０μｍ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ＴＢＳ Ｔで洗浄し、血清中に封入する。次いで一次抗体（１：
２　～　１：２０００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１～１８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２０～６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。
【０１８０】
免疫
　（Monoclonal Antibodies: A Practical Approach by PhilipShepherd, Christopher D
ean isbn 0 19 963722 9; Antibodies: A Laboratory Manualby Ed Harlow, David Lane 
ISBN: 0879693142; Using Antibodies: A LaboratoryManual: Portable Protocol NO. by
 Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN:0879695447も参照されたい。）．
【０１８１】
　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。
【０１８２】
　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
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。
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（１）最初の例においては、ＫＬＨ（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：８～１２　アミノ酸）が標準化されたｉｎ　ｖｉｔｒｏ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５～１０００
μｇ／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ＤＮＡ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．ｃｏｌｉ）、酵母（例えばＳ．ｐｏｍｂｅ）、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; FLAG 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１５×１
０７個の細胞によって１ ３回の注射で行われる。
（４）免疫はＤＮＡの注射によっても行うことができる（ＤＮＡ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ＣＭＶ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、ＤＮＡ　
５～１００μｇ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ＤＮＡ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., HybridHybridomics 21:287-293, 2002）．
【０１８３】
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CurrentProtocols in Protein Chemistry", John Wiley &
 Sons Ltd., WileyInterScience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ｃＤＮＡ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ｃＤＮＡによってトランスフェク
ションする。ＤＮＡ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ＲＴＰＣＲ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。
【０１８４】
　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％　ＳＤＳ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８～１５％変性ポリアクリルアミドゲル（１％　ＳＤＳ含有）上で電気泳動（ＳＤ
ＳＰＡＧＥ）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１：２０～１：２００希釈、その抗体の特異性による）と共に６０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
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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ＥＣＬ
、Amersham 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。
【０１８５】
　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（ＩＦ）である。標的タンパク質（ＲＮＡの検出はＲＴＰＣ
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。ＤＮＡ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）（ＧＦＰ）、親和性の高い特異的抗体が使用可能な６
～１２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Ｃｙｓ－Ｃｙｓ－Ｘ－Ｘ－Ｃｙｓ－Ｃｙｓ　（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％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ１
００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。ＧＦＰ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ＰＢ
Ｓ／Ｎａ　ａｚｉｄｅ／２％　ＦＣＳ／５ｍＭ　ＥＤＴＡ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。
【０１８６】
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。
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（ＰＢＳ：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
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直ちにｐＨ　８の２Ｍ　ＴＲＩＳ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。
【０１８７】
ＧＦＰ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
ＲＦがｐＧＦＰ Ｃ１およびｐＧＦＰ Ｎ３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ＣＨＯおよびＮＩＨ３Ｔ細胞を、Ｆｕｇｅｎｅ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、１２～２４時間後、免疫蛍光顕微鏡により分析した。
【０１８８】
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】
【０１８９】
実施例１：診断用および治療用の癌標的としてのＧＰＲ３５の同定
　ＧＰＲ３５（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１）およびその翻訳産物（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：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Ｇｅｎｂａｎｋにお
いてアクセッションナンバーＮｏ．ＡＦ０８９０８７として公表されている。この転写産
物は分子量３４　ｋＤａを有する３０９アミノ酸のタンパク質をコードする。ＧＰＲ３５
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）。ＧＰＲ３５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ＧＦＰ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、２９３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、ＧＰＲ３５は一体的な膜貫通分子で
あることが確証された（図１７）。ヒトＧＰＲ３５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, Mash
ima H, Schwarz PE, del Bosque-Plata L, Horikawa Y, Oda Y,Yoshiuchi I, Colilla S,
 Polonsky KS, Wei S, Concannon P, Iwasaki N, Schulze J,Baier LJ, Bogardus C, Gro
op L, Boerwinkle E, Hanis CL, Bell GI Nat Genet. 2000Oct; 26(2):163-75を参照）に
より、ＧＰＲ３５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ＧＰＲ３５に対する遺伝子特
異的プライマー対（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２０、２１）をＲＴＰＣＲ分析において使用し
たところ、結腸および結腸腫瘍（１３／２６）においてはｃＤＮＡ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。ＧＰＲ３５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ＤＮＡ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ＲＮＡのゲノムへの混入を阻止するために、ＲＮ
Ａは全てＲＮＡアーゼで処理した。ＧＰＲ３５転写産物は、結腸、直腸、精巣および結腸
腫瘍においてのみＤＮＡフリーのＲＮＡを用いて本発明により検出された。
【０１９０】
　正常組織におけるＧＰＲ３５の発現
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【表１】

【０１９１】
　正常結腸組織および結腸腫瘍生検におけるＧＰＲ３５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
ＲＴＰＣＲ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（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８８および８９）による定量的Ｒ
ＴＰＣＲによって、ＧＰＲ３５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。ＧＰＲ３５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１８）。ＧＰＲ
３５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。
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９０　ＧＳＳＤＬＴＷＰＰＡＩＫＬＧＣ　（ＡＡ　９－２３）
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９１：　ＤＲＹＶＡＶＲＨＰＬＲＡＲＧＬＲ　（ＡＡ　１１２－１
２７）
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９２：　ＶＡＰＲＡＫＡＨＫＳＱＤＳＬＣ　（Ｃ末端）
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９３　ＣＦＲＳＴＲＨＮＦＮＳＭＲ（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。ＧＰＲ３５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、ＳＥ
Ｑ　ＩＤ　ＮＯ：９　ＡＡ　１～２２　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９４）；　ＡＡ　８１～
９４　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９５）；　ＡＡ　１５６～１７６　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：９６）；　ＡＡ　２８０～３０９　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９７）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
ＰＲ３５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（ＲＮＡ、ＤＮＡ、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。
【０１９２】
　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ＧＰＲ３５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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ＰＲ３５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　ＧＰＲ３５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, del
 Bosque-Plata L, Horikawa Y, Oda Y,Yoshiuchi I, Colilla S, Polonsky KS, Wei S, C
oncannon P, Iwasaki N, Schulze J,Baier LJ, Bogardus C, Groop L, Boerwinkle E, Ha
nis CL, Bell GI Nat Genet. 2000Oct;26(2):163-75を参照されたく、ＧＰＲ３５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、ＧＰＲ３５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ＧＰＲ３５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（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０）が本発明により発見された。
【０１９３】
　ＧＰＲ３５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（ＧＰＣＲ
）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。
ＧＰＣＲ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 Bersteinand Gabriel Bernstein ISBN: 0849333849 and in "Identification 
andExpression of G-Protein Coupled Receptors Receptor Biochemistry and Methodolo
gy"by Kevin R. Lynch ASIN: 0471183105. G Protein-Coupled Receptors" byTatsuya Ha
ga, Gabriel Berstein and Gabriel Bernstein ISBN: 0849333849 and in"Identificatio
n and Expression of G-Protein Coupled Receptors ReceptorBiochemistry and Methodo
logy" by Kevin R. Lynch ASIN: 0471183105を参照）。ＧＰＲ３５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、
ＧＰＲ３５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。ＧＰＲ３５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ｉｎ　ｖｉｖｏ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】
【０１９４】
実施例２：肝臓腫瘍及び卵巣腫瘍におけるＧＵＣＹ２Ｃの同定、および診断用および治療
用癌標的としてのＧＵＣＹ２Ｃ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）２Ｃ
（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２；翻訳産物：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１）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Ｇｅｎｂａｎｋにおいてアクセッ
ションナンバー　ＮＭ＿００４９６３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（ＳＴａ）が結合すると細胞内ｃ
ＧＭＰ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。
【０１９５】
　ＧＵＣＹ２Ｃ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ＧＵＣＹ２のスプライス変異体には、エクソン１における１４２　ｂｐの欠失が存
し、そのためＧＵＣＹ２Ｃ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。
【０１９６】
　本発明の目的は、診断及び治療の双方に利用され得るＧＵＣＹ２Ｃ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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【０１９７】
　ＧＵＣＹ２Ｃ特異的プライマー対（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２２、２３、９８、９９）を
用いてＲＴ ＰＣＲを行ったところ、ＧＵＣＹ２Ｃ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１９）。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５０倍も高かった。結腸腫瘍及び胃腫瘍においてＧＵＣＹ２Ｃ転写産物の顕著なレベル
が検出された（表２）。定量的ＰＣＲ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ＧＵＣＹ２Ｃの発現は顕著で
あることが判った（図２、１９Ｂ）。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７／１０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１９Ｂ、表２）。
【０１９８】
　正常組織および腫瘍組織におけるＧＵＣＹ２Ｃの発現

【表２】

【０１９９】
　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。
ＧＵＣＹ２Ｃ－１１８ｓ／ＧＵＣＹ２Ｃ－４９８ａｓ　　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２４、
２９）；
ＧＵＣＹ２Ｃ－６２１ｓ／ＧＵＣＹ２Ｃ－１１４０ａｓ　　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５
、３０）；
ＧＵＣＹ２Ｃ １４５０ｓ／ＧＵＣＹ２Ｃ－１７９０ａｓ　　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２
６、３１）；
ＧＵＣＹ２Ｃ １９９３ｓ／ＧＵＣＹ２Ｃ－２３６６ａｓ　　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２
７、３２）；
ＧＵＣＹ２Ｃ ２７１７ｓ／ＧＵＣＹ２Ｃ－３２００ａｓ　　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２
８、３３）；
ＧＵＣＹ２Ｃ １１８ｓ／ＧＵＣＹ２Ｃ－１１４０ａｓ　　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２４
、３０）；
ＧＵＣＹ２Ｃ ６２１ｓ／ＧＵＣＹ２Ｃ－１７９０ａｓ　　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５
、３１）；
ＧＵＣＹ２Ｃ １４５０ｓ／ＧＵＣＹ２Ｃ－２３６６ａｓ　　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２
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６、３２）；
ＧＵＣＹ２Ｃ １９９３ｓ／ＧＵＣＹ２Ｃ－３２００ａｓ　　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２
７、３３）
【０２００】
　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（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）の欠失により産生したＧＵＣＹ２Ｃ変異体は
、長さがわずか１１１アミノ酸で、ポジション１１１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（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４）の欠失により産生した発現産物は、長さが２
５８アミノ酸である。これは、１３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１６０６－１６１４のヌクレオチド、およびこれに対応するアミノ酸Ｌ（
５３６）、Ｌ（５３７））およびＱ（５３８）が欠失している変異体（ＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：５）。
【０２０１】
　エクソン３およびエクソン６（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：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（ＳＥＱ　ＩＤ
　ＮＯ：１２、１３）によって識別される。エクソン６欠失の場合の産物は、１３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
１６０６～１６１４における塩基が欠失した本発明のスプライス変異体（ＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：５）及びその翻訳産物（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１４）も同様にネオエピトープを含
む。ＧＵＣＹ２Ｃ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。
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１００：　ＨＮＧＳＹＥＩＳＶＬＭＭＧＮＳ　（ＡＡ　３１－４５
）
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０１：　ＮＬＰＴＰＰＴＶＥＮＱＱＲＬＡ　（ＡＡ　１００９－
１０２３）
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。
【０２０２】
　特に、ＧＵＣＹ２Ｃの細胞外ドメイン（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１から予想される細胞
外ドメインの位置はＡＡ　４５４～１０７３　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０２））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１４３１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。ＧＵＣＹ２Ｃ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（ＲＮ
Ａ、ＤＮＡ、ペプチド、タンパク質）として使用され得る。
【０２０３】
　本発明によれば、ＧＵＣＹ２Ｃ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、ｃＧＭ
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】
【０２０４】
実施例３：診断及び治療のための癌標的としてのＳＣＧＢ３Ａ２の同定
　ＳＣＧＢ３Ａ２　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６）（翻訳産物：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１５
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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ＮＭ＿０５４０２３でＧｅｎＢａｎｋにおいて公表されている。ＳＣ
ＧＢ３Ａ２（ＵＧＲＰ１）は、サイズ１７　ｋＤａ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., Am J Hum Genet 70:718-25, 2002）
。プライマー対（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３７、３８）を用いたＲＴ－ＰＣＲ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、ＳＣＧＢ３Ａ２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、ＳＣＧＢ３Ａ２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２３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２０を参照）。
【０２０５】
　このことは、特異的定量的ＲＴ ＰＣＲ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０３、１０４）（図
２０）によっても確証され、肺腫瘍の５０％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。
【０２０６】
　正常肺組織および肺腫瘍生検ではＳＣＧＢ３Ａ２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ＲＴ－ＰＣＲ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ＳＣＧＢ３Ａ２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ＳＣＧＢ３Ａ２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ＳＣＧＢ３Ａ２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。
【０２０７】
　ＳＣＧＢ３Ａ２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：
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０５：　ＬＩＮＫＶＰＬＰＶＤＫＬＡＰＬ
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０６：　ＳＥＡＶＫＫＬＬＥＡＬＳＨＬＶ
【０２０８】
　ＳＣＧＢ３Ａ２特異的反応は、免疫蛍光法により検出され得る（図２１）。分泌される
タンパク質について予測されたように、ＳＣＧＢ３Ａ２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２１Ａ）。その特異性を調べるため、ＳＣＧＢ３Ａ２－ＧＦＰ
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ＧＦＰ（緑色蛍光タンパク質）によって行われた（図２１Ｂ）。
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ＳＣＧＢ３Ａ２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２１Ｃ）。
【０２０９】
　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】
【０２１０】
診断用及び治療用癌標的としてのクラウディン－１８Ａ１（claudin -18A1）およびクラ
ウディン－１８Ａ２（claudin-18A2）スプライス変異体の同定
　クラウディン－１８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（ＴＭＨＭＭ、　ＴＭＰｒｅｄ）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－１８は４個の膜貫通ドメイ
ンと２個の細胞外ドメインＥＸ１およびＥＸ２を持ち、その細胞外位置（コンフォメーシ
ョン１）は図２２に示されている。クラウディン－１８とその他このファミリーに属する
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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 １８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 １８Ａ１）及び胃組織（ク
ラウディン１８Ａ２）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。
【０２１１】
　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 １８Ａ２（ＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：７）及びクラウディン １８Ａ１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１７）およびそれら各
々の翻訳産物（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６および１１８）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ＰＣＲを確立するために、Ａ１特異的（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０９と１１０）
およびＡ２特異的（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０７と１０８）プライマー対を選択した。更
に、Ａ２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ＰＣＲでテストした
（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３９と４０）。Ａ１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Ａ１は胃粘膜にお
いてもまた活性であることが判明した（図２３）。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Ａ１について陰性である。腫瘍を
調査すると、クラウディンＡ１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２３）、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Ａ１発現レベルは、対応する正常組織におけるレベルよりも
１００～１００００倍高い。オリゴヌクレオチドを使用してクラウディンＡ２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（ＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：３９と４０および１０７と１０８）。調査により明確になったのは、Ａ２スプライ
ス変異体は胃粘膜以外の２０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２４）。Ａ１変異体と同様にＡ２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２４）。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１８Ａ２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Ａ２スプライス変異体が発現
することが判明した。
【０２１２】
　正常組織および腫瘍組織におけるクラウディン １８Ａ２の発現
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【表３Ａ】

【０２１３】
　正常組織および腫瘍組織におけるクラウディン １８Ａ１の発現
【表３Ｂ】

【０２１４】
　独立した対照調査としての通常のＰＣＲによっても定量的ＰＣＲ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（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３９、４０）は、Ａ２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ＰＣＲ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
）。
【０２１５】
　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
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３９、４０、１０７～１１０）。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１８０塩基対で一方（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：８）または他方のスプライス変異体（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１９）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。
【０２１６】
　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。
【０２１７】
　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Ａ１およびＡ２においてＮ
末端細胞外ドメインＥＸ１は配列が異なる（Ａ１についてはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１１
、Ａ２についてはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１２）。Ｃ末端細胞外ドメインＥＸ２は両方の
変異体において同一（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３７）である。現在のところ、クラウディ
ン１８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、Ａ１およびＡ２
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Ａ１またはＡ２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：
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１７：　ＤＱＷＳＴＱＤＬＹＮ　（Ｎ末端細胞外ドメイン、Ａ２特
異的、グリコシル化には関係なく結合）
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１８：　ＮＮＰＶＴＡＶＦＮＹＱ　（Ｎ末端細胞外ドメイン、Ａ２
特異的、主に非グリコシル化型Ｎ３７に結合）
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１３：　ＳＴＱＤＬＹＮＮＰＶＴＡＶＦ　（Ｎ末端細胞外ドメイ
ン、Ａ２－特異的、非グリコシル化型Ｎ３７にのみ結合）
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１４：　ＤＭＷＳＴＱＤＬＹＤＮＰ（Ｎ末端細胞外ドメイン、Ａ
１特異的）
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１５：　ＣＲＰＹＦＴＩＬＧＬＰＡ（Ｎ末端細胞外ドメイン、主
にＡ１に特異的）
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１６　ＴＮＦＷＭＳＴＡＮＭＹＴＧ（Ｃ末端細胞外ドメイン、Ａ
１およびＡ２の両方を認識）
【０２１８】
　就中、スプライス変異体クラウディン１８Ａ１のＮ末端ドメインを選択的に認識するが
Ａ２変異体は認識しない抗体を作製することができた（図２８）。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２７）。
【０２１９】
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１７による免疫によって作製されたＡ２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ＲＴ－ＰＣＲ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２５）。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２５）。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１８Ａ２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１８のＡ２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、Ａ２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Ａ２変異体をもたず、従ってその胃幹細胞はＡ２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、ＲＴ－ＰＣＲ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１８のＡ２変異体をこの抗体
によって検出した（図３３）。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、Ａ１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２９）。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１８　
Ａ２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
３０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
ＰＮＧａｓｅ　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。Ａ２
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、Ａ２は
調査した胃腫瘍の６０％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１８のＡ２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ＲＴ－ＰＣＲ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３１）。
クラウディン１８は胃（変異体Ａ２）あるいは肺及び胃（変異体Ａ１）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１８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Ａ２が
産生される。ＰＮＧａｓｅＦ処理の結果から、クラウディン１８Ａ２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。
【０２２０】
　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１８Ａ２２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１８Ａ２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１８Ａ２のアミノ酸３７、３８、４５、１１６、１４１、１４６、２０５を含む領域は
潜在的なクラウディン１８Ａ２のグリコシル化部位として同定された（図２２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２２の予測、下）。クラウディン１８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Ｄ３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。
【０２２１】
　しかしながら、クラウディン１８と構造的に似ているテトラスパニン（tetraspanine）
であるＰＭＰ２２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、ＰＭＰ２２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１８Ａ２に関し、
仮説として提案され、実証された。結果的に、各々がＥＸ１、ＥＸ２またはＤ３ドメイン
（図４２、上）のうちの１個にマーカー配列（Ｈｉｓ　またはＨＡ　ｔａｇ）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４２、下）ので、クラウディン１８Ａ２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
２２、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（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１４２、１４
３）。
【０２２２】
　本発明によれば、より好ましくは、クラウディン１８Ａ２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。
【０２２３】
　より好ましいことに、クラウディン１８Ａ２のＤ３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ｍＡＢ１およびｍ
ＡＢ２について示された（図４４）。クラウディン１８のＡ１またはＡ２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１８Ａ
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Ａ２変異
体に対して特異的であり、Ａ１変異体には結合しない（図４４）。短い外来配列（ｍｙｃ
タグ）はそれぞれ細胞外ドメインＥｘ１およびＥｘ２の領域に導入される。たとえば、ｍ
ＡＢ１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Ｄ３ド
メインに位置することが示された。
【０２２４】
　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ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：　１７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
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１３（図２６）、ペプチド　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１４２～１４５
）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Ａｓｎ　（Ｎ）　→　Ａｓｐ　（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１８Ａ２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１８Ａ２ペプチド
のポジション３７、３８、４５、１１６、１４１、１４６、２０５のうちの少なくとも１
個におけるアミノ酸Ａｓｎ　（Ｎ）がＡｓｐ　（Ｄ）によって置換されている（ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：１４６～１５０）。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 AA, Cohen LS, Welt S, Ol
d LJ, Barbas CF3rd. "The rabbit antibody repertoire as a novel source for the ge
nerationof 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１～４７（ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：１９および１２０）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】
【０２２５】
実施例５：診断及び治療用癌標的としてのＳＬＣ１３Ａ１の同定
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　ＳＬＣ１３Ａ１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）。ＳＬＣ１３Ａ１は５９５アミノ酸のタンパク質
をコードし、１３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（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４１－４４）は、それに対応する翻訳産物
となる。ＳＬＣ１３Ａ１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
。ＳＬＣ１３Ａ１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。
【０２２６】
　正常組織および腫瘍組織におけるＳＬＣ１３Ａ１の発現
【表４】

【０２２７】
　ＳＬＣ１３Ａ１特異的プライマー対（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４９、５０）を用いたＲＴ
－ＰＣＲ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（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１２１、１２２）を用いた定量的ＲＴ－ＰＣ
Ｒもまたこれらのデータを裏付けた（図３４）。
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
１００倍は高かった。
【０２２８】
　ＳＬＣ１３Ａ１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ｅＧＦＰ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、２９３
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、ＳＬＣ１３Ａ１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３５）。
【０２２９】
　ＳＬＣ１３Ａ１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ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１２３および１２４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。
【０２３０】
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　ＳＬＣ１３Ａ１タンパク質は、１３個の膜貫通ドメインと７個の細胞外領域を持つ。特
にＳＬＣ１３Ａ１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。ＳＬＣ１３Ａ１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ＳＬＣ１３Ａ１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ＳＬＣ１３Ａ１へ
の結合は起こらない。対照的に腫瘍細胞においては、ＳＬＣ１３Ａ１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ＳＬＣ１３Ａ
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ＲＴ－ＰＣＲによって行うことが
挙げられる。本発明のＳＬＣ１３Ａ１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、ＳＬＣ１３Ａ１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（ＲＮＡ、ＤＮＡ、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、ＳＬＣ１３Ａ１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】
【０２３１】
実施例６：診断用及び治療用癌標的としてのＣＬＣＡ１の同定
　ＣＬＣＡ１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５１；翻訳産物：ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６０）は、
Ｃａ＋＋－活性化　Ｃｌ－　チャンネルのファミリーに属する。その配列は、Ｇｅｎｂａ
ｎｋにおいてアクセッションナンバー　ＮＭ＿００１２８５のもとに公表されている。Ｃ
ＬＣＡ１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）。ＣＬＣＡ１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、ＣＬＣＡ１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ＲＴ－ＰＣＲ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ＲＴ－ＰＣＲ（ＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ：１２５、１２６）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３６）。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６／１２および胃腫瘍検体の５／１０はＣＬＣＡ１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、ＣＬＣＡ１は顕著に抑
制されていた。
【０２３２】
　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。ＣＬＣＡ１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。
【０２３３】
　胃及び結腸の腫瘍においてＣＬＣＡ１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ＲＴ－ＰＣＲによって行うことが挙げられる。本発明のＣＬＣＡ１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、ＣＬＣＡ１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（ＲＮＡ、ＤＮＡ、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ＣＬＣＡ１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】
【０２３４】
実施例７：診断用および治療用癌標的としてのＦＬＪ２１４７７の同定
　ＦＬＪ２１４７７（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５２）およびその推定上の翻訳産物（ＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ：６１）は、仮説上のタンパク質としてＧｅｎｂａｎｋにおいてアクセッシ
ョンナンバー　ＮＭ＿０２５１５３により公表されている。それは、ＡＴＰ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。ＦＬＪ２１４７７特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６
９、７０）を用いたＲＴ－ＰＣＲ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７／１２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ＲＴ－ＰＣＲによってもま
た確認された（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１２７、１２８）。ＦＬＪ２１４７７特異的発現は
、結腸においても（図３７Ａ）また結腸腫瘍の１１／１２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ＲＴ－ＰＣＲ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３７Ａ）。次の腫瘍検体においてもまたＦＬＪ２１４７７
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。
【０２３５】
　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ＦＬＪ２１４７７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。
【０２３６】
　胃及び結腸の腫瘍においてＦＬＪ２１４７７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ＲＴ－ＰＣＲによって行うことが挙げられる。本発明のＦＬＪ２１
４７７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、ＦＬＪ２１４７７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（ＲＮＡ
、ＤＮＡ、タンパク質、ペプチド）として採用できる。
【実施例８】
【０２３７】
実施例８：診断用及び治療用癌標的としてのＦＬＪ２０６９４の同定
　ＦＬＪ２０６９４（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５３）およびその推定上の翻訳産物（ＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ：６２）は、仮説上のタンパク質としてＧｅｎｂａｎｋにおいてアクセッシ
ョンナンバー　ＮＭ＿０１７９２８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ＡＡ　３３５４）であり、チオレドキシン（thioredoxi
n）機能を持つ可能性が高い。ＦＬＪ２０６９４特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：７１、７２）を用いたＲＴ－ＰＣＲ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ＲＴ－ＰＣＲ（Ｓ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１２９、１３０）によって更に確認された（図３８）。ＦＬＪ２０６
９４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。
【０２３８】
　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。
ＦＬＪ２０６９４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。
【０２３９】
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　更にまた、本発明によれば、ＦＬＪ２０６９４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（ＲＮＡ、ＤＮＡ、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ＦＬＪ２０６９４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】
【０２４０】
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
（ｃ２０ｏｒｆ１１４）の同定
　フォンエブナー（von Ebner's）タンパク質（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５４）およびその
翻訳産物（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６３）は、上部気道および鼻咽喉腔上皮のＰｌｕｎｃ関
連タンパク質としてＧｅｎｂａｎｋにおいてアクセッションナンバー　ＡＦ３６４０７８
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ｍＲＮＡ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
ｃＤＮＡの特異的増幅を可能にするオリゴヌクレオチド（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７３、７
４）が使用された。このプライマーセットを用いたＲＴ－ＰＣＲにより、肺および調査し
た肺腫瘍検体の５／１０において選択的な発現が見られた（図１０）。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１０】
【０２４１】
実施例１０：診断用及び治療用癌標的としてのＰｌｕｎｃの同定
　Ｐｌｕｎｃ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５５）およびその翻訳産物（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：
６４）は、Ｇｅｎｂａｎｋにおいてアクセッションナンバー　ＮＭ＿０１６５８３により
公表されている。ヒトＰｌｕｎｃｍＲＮＡは、２５６個のアミノ酸をコードし、マウスＰ
ｌｕｎｃタンパク質と７２％の相同性を示す（Bingle and Bingle, Biochem Biophys Act
a 1493:363-7, 2000）。
Ｐｌｕｎｃ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。
【０２４２】
　本発明により、Ｐｌｕｎｃ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、Ｐｌｕｎｃの特異的増幅を可能にするオリゴヌクレオチド（ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：７５、７６）が使用された。
【０２４３】
　このプライマーセットを用いたＲＴ－ＰＣＲ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６／１０において選択的な発現が見られた（図１１）。他の正常組織
では発現は見られなかった。
【実施例１１】
【０２４４】
実施例１１：診断用及び治療用癌標的としてのＳＬＣ２６Ａ９の同定
　ＳＬＣ２６Ａ９（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５６）およびその翻訳産物（ＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：６５）は、Ｇｅｎｂａｎｋにおいてアクセッションナンバー　ＮＭ＿１３４３２５に
より公表されている。ＳＬＣ２６Ａ９は陰イオン交換体のファミリーに属する。ＳＬＣ２
６Ａ９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）。
【０２４５】
　ＳＬＣ２６Ａ９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、ＳＬＣ２６Ａ９の特異的増幅を可能にするオリゴヌクレオチド（ＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：７７、７８）が使用された。ＳＬＣ２６Ａ９特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：７７、７８）を用いたＲＴ－ＰＣＲにより、肺において、また、調査した肺腫瘍検体の
すべて（１３／１３）において選択的な発現が見られた（図１２）。他の正常組織では、
胸腺を除き、発現が見られなかった。ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３１および１３２を用いた
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定量的ＲＴ－ＰＣＲ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４５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ＳＬＣ２６Ａ９特異的ＲＮＡの高い発現レベルを検出することができた。ＳＬ
Ｃ２６Ａ９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ＩｇＧ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ＳＬＣ２６Ａ９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ＳＬＣ２６Ａ９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ＲＴ－ＰＣＲにより行うことが挙げられる。本発明のＳＬＣ２６Ａ９
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、ＳＬＣ２６Ａ９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（ＲＮＡ、ＤＮＡ
、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
ＳＬＣ２６Ａ９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１２】
【０２４６】
実施例１２：診断用及び治療用癌標的としてのＴＨＣ１００５１６３の同定
　ＴＨＣ１００５１６３（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５７）は、ＴＩＧＲ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、ＯＲＦを欠
く。ＴＨＣ１００５１６３特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７９）および５'末
端において２１個の特定塩基の特異的タグを有するオリゴｄＴ１８プライマーを用いてＲ
Ｔ－ＰＣＲ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ＤＮＡ混入を防止
したｃＤＮＡ合成に使用された。このプライマーセットを用いたＲＴ－ＰＣＲ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１３）。他
の正常組織では発現が見られなかった。
【実施例１３】
【０２４７】
実施例１３：診断用及び治療用癌標的としてのＬＯＣ１３４２８８の同定
　ＬＯＣ１３４２８８　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５８）およびその予測された翻訳産物（
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６６）は、Ｇｅｎｂａｎｋにおいてアクセッションナンバー　ＸＭ
＿０５９７０３により公表されている。
【０２４８】
　本発明により、ＬＯＣ１３４２８８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、ＬＯＣ１３４２８８の特異的増幅を可能にするオリゴヌクレオ
チド（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８０、８１）を使用した。ＲＴ－ＰＣＲ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１４）。
【実施例１４】
【０２４９】
実施例１４：診断用及び治療用癌標的としてのＴＨＣ９４３８６６の同定
　ＴＨＣ　９４３８６６（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５９）は、ＴＩＧＲ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、ＴＨＣ９４３８６６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、ＴＨＣ９４３８６６の特異的増幅を
可能にするオリゴヌクレオチド（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８２、８３）が使用された。
【０２５０】
　ＴＨＣ９４３８６６特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８２、８３）ついてのＲ
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Ｔ－ＰＣＲ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１５）。
【実施例１５】
【０２５１】
実施例１５：診断用及び治療用癌標的としてのＦＬＪ２１４５８およびＢ７ｈ．４の同定
　ＦＬＪ２１４５８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８４）およびＢ７ｈ．４（ＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：１３８）およびそれらの予測される翻訳産物（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８５、１３９）
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、Ｇｅｎｂａｎｋにおいてそ
れぞれアクセッションナンバー　ＮＭ＿０３４８５０およびＡＹ３５８５２３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。ＦＬＪ２１４５８またはＢ７ｈ．４の特異的増幅を可能にするオリゴヌ
クレオチド（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８６、８７またはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１４０、１４
１）が、発現を調べるために使用された。ＦＬＪ２１４５８特異的プライマー（ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：８６、８７）についてのＲＴ－ＰＣＲにより、結腸において、及び調査した
結腸腫瘍生検の７／１０において選択的な発現が見られた（図１６、表５）。特異的プラ
イマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３３、１３４）を用いた定量的ＲＴ－ＰＣＲにより、こ
の選択的発現のプロファイルを確認した（図３９）。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、ＦＬＪ２１４５８を検出することが更に可能であった
。結腸転移検体の７／１１もまた定量的ＰＣＲにおいて陽性であった。ＦＬＪ２１４５８
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）。Ｂ７ｈ．４特異的プライマー（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１
４０、１４１）を用いたＲＴ－ＰＣＲ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
。ＦＬＪ２１４５８およびＢ７ｈ．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（ＦＬＪ２１４５８およびＢ７ｈ．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。
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３５：　ＱＷＱＶＦＧＰＤＫＰＶＱＡＬ
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３６：　ＡＫＷＫＧＰＱＧＱＤＬＳＴＤＳ
【０２５２】
　ＦＬＪ２１４５８あるいはＢ７ｈ．４特異的反応は免疫蛍光法にて検出可能であった（
図４０）。抗体の特異性をチェックするため、ＦＬＪ２１４５８－ＧＦＰ融合タンパク質
をコードするプラスミドを用いて２９３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ＧＦＰ
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ＦＬＪ
２１４５８タンパク質を認識することが判った（図４０、上）。Ｂ７ｈ．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Ｂ７ｈ．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ＦＬＪ
２１４５８を内因的に発現する胃腫瘍特異的細胞株Ｓｎｕ１６を用いてさらに免疫蛍光法
の実験を行なった（図４０、下）。ＦＬＪ２１４５８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。ＦＬＪ２１４５８特異的抗体は
細胞膜を少なくとも弱く染色し、従ってＦＬＪ２１４５８は細胞膜中に局在することが明
らかである。
【０２５３】
　生物情報学的調査の結果、ＦＬＪ２１４５８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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【０２５４】
　胃および結腸の腫瘍においてＦＬＪ２１４５８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ＲＴＰＣＲにより行うことが挙げられる。本発明のＦＬＪ２１４５８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、ＦＬＪ２１４５８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（ＲＮＡ、ＤＮＡ
、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
ＬＪ２１４５８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。
【０２５５】
　正常組織および腫瘍組織におけるＦＬＪ２１４５８又はＢ７ｈ．４の発現

【表５】
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【図４１－１５】 【図４１－１６】
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【図２０】 【図２１】

【図２２】 【図２３】



(79) JP 2016-185943 A 2016.10.27

【図２４】 【図２５】

【図２６】 【図２７】



(80) JP 2016-185943 A 2016.10.27

【図２８】 【図２９】
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【手続補正書】
【提出日】平成28年4月13日(2016.4.13)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
（ｉ）腫瘍関連抗原または該腫瘍関連抗原の少なくとも６連続アミノ酸からなるアミノ酸
配列を含む該腫瘍関連抗原の一部、
（ｉｉ）腫瘍関連抗原をコードする核酸または該腫瘍関連抗原の少なくとも６連続アミノ
酸からなるアミノ酸配列を含む該腫瘍関連抗原の一部をコードする核酸、
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原に結合する抗体、
（ｉｖ）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）腫瘍関連抗原または該腫瘍関連抗原の少なくとも６連続アミノ酸からなるアミノ酸
配列を含む該腫瘍関連抗原の一部を発現する宿主細胞、および
（ｖｉ）腫瘍関連抗原または該腫瘍関連抗原の少なくとも６連続アミノ酸からなるアミノ
酸配列を含む該腫瘍関連抗原の一部とＨＬＡ分子との単離複合体
からなる群から選択される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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３８、１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、
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１１９からなる群から選択される核酸配列を含む核酸、
（ｂ）（ａ）の核酸と少なくとも８０％同一であり、かつ腫瘍細胞において選択的にまた
は異常に発現される核酸、
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含む、医薬組成物。
【請求項２】
　（ｉｉ）の核酸が、発現ベクター中に存在している、請求項１記載の医薬組成物。
【請求項３】
　宿主細胞が、腫瘍関連抗原または該腫瘍関連抗原の少なくとも６連続アミノ酸からなる
アミノ酸配列を含む該腫瘍関連抗原の一部を分泌する、請求項１記載の医薬組成物。
【請求項４】
　抗体が、モノクローナル抗体、キメラもしくはヒト化抗体、または腫瘍関連抗原に結合
する抗体の断片である請求項１記載の医薬組成物。
【請求項５】
　抗体が、治療剤または診断剤に結合している、請求項１記載の医薬組成物。
【請求項６】
　さらに、担体および／またはアジュバントを含む、請求項１～５のいずれかに記載の医
薬組成物。
【請求項７】
　癌の治療または癌に対する免疫化のために使用される、請求項１～６のいずれかに記載
の医薬組成物。
【請求項８】
　癌が、肺腫瘍、胸部腫瘍、前立腺腫瘍、メラノーマ、結腸腫瘍もしくはその転移、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、肝臓腫瘍、または乳癌
である、請求項７記載の医薬組成物。
【請求項９】
　腫瘍関連抗原が、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９～１９、４５～４８、６０～６６、８５、９
０～９７、１００～１０２、１０５、１０６、１１１～１１６、１１８、１２０、１２３
、１２４、１３５～１３７、１３９および１４２～１５０からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列を含む、請求項１～８のいずれかに記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴とする癌細胞の検出方法であって、
患者から単離したた生物試料中の
（ｉ）腫瘍関連抗原をコードする核酸の検出および／または
（ｉｉ）腫瘍関連抗原の検出を含み、
前記腫瘍関連抗原が、
（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３８、１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、
および１１９からなる群から選択される核酸配列を含む核酸、および
（ｂ）（ａ）の核酸と少なくとも８０％同一であり、かつ腫瘍細胞において選択的にまた
は異常に発現される核酸、
から選択される核酸によってコードされた配列を含む、方法。
【請求項１１】
　検出が、
（ｉ）生物試料を、腫瘍関連抗原をコードする核酸または腫瘍関連抗原に特異的に結合す
る薬剤に接触させることと、および
（ｉｉ）薬剤と、核酸または腫瘍関連抗原との複合体の形成を検出すること、
を含む、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　核酸を、前記核酸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１０または１１に記載の方法。
【請求項１３】
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　腫瘍関連抗原を、前記腫瘍関連抗原に特異的に結合する抗体を使用して検出する、請求
項１０または１１に記載の方法。
【請求項１４】
　腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴とする癌の後退、進行または発生の決定を補
助する方法であって、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の量、および
（ｉｉ）腫瘍関連抗原の量、
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）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３８、１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、
および１１９からなる群から選択される核酸配列を含む核酸、および
（ｂ）（ａ）の核酸と少なくとも８０％同一であり、かつ腫瘍細胞において選択的にまた
は異常に発現される核酸、
から選択される核酸によってコードされた配列を含む、方法。
【請求項１５】
　核酸の量を、前記核酸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１４に記載の方法。
【請求項１６】
　腫瘍関連抗原の量をモニタリングするために、前記腫瘍関連抗原に特異的に結合する抗
体を使用する、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　ポリヌクレオチドプローブまたは抗体が検出可能に標識されている、請求項１２、１３
、１５および１６のいずれかに記載の方法。
【請求項１８】
　腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴とする癌をモニタリングするまたは癌の診断
を補助する方法であって、前記腫瘍関連抗原と結合し、治療剤または診断剤と合わさって
いる抗体を使用することを含み、
前記腫瘍関連抗原が、
（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３８、１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、
および１１９からなる群から選択される核酸配列を含む核酸、および
（ｂ）（ａ）の核酸と少なくとも８０％同一であり、かつ腫瘍細胞において選択的にまた
は異常に発現される核酸、
から選択される核酸によってコードされた配列を含む、方法。
【請求項１９】
　抗体がモノクローナル抗体、キメラもしくはヒト化抗体、または腫瘍関連抗原に結合す
る抗体の断片である、請求項１３、１６または１８記載の方法。
【請求項２０】
　腫瘍関連抗原が、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９～１９、４５～４８、６０～６６、８５、９
０～９７、１００～１０２、１０５、１０６、１１１～１１６、１１８、１２０、１２３
、１２４、１３５～１３７、１３９および１４２～１５０からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列を含む、請求項１０～１９のいずれかに記載の方法。
【請求項２１】
　腫瘍関連抗原に特異的に結合する抗体を有効成分として含む、腫瘍関連抗原の発現また
は異常発現を特徴とする癌を治療するための薬剤であって、前記抗体は治療剤または診断
と合わさっており、
前記腫瘍関連抗原が、
（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３８、１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、
および１１９からなる群から選択される核酸配列を含む核酸、および
（ｂ）（ａ）の核酸と少なくとも８０％同一であり、かつ腫瘍細胞において選択的にまた
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は異常に発現される核酸、
から選択される核酸によってコードされる、薬剤。
【請求項２２】
　抗体が、モノクローナル抗体、キメラもしくはヒト化抗体、または腫瘍関連抗原に結合
する抗体の断片である、請求項２１記載の薬剤。
【請求項２３】
　腫瘍関連抗原が、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９～１９、４５～４８、６０～６６、８５、９
０～９７、１００～１０２、１０５、１０６、１１１～１１６、１１８、１２０、１２３
、１２４、１３５～１３７、１３９および１４２～１５０からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列を含む、請求項２１または２２記載の薬剤。
【請求項２４】
　タンパク質またはポリペプチドと特異的に結合する抗体であって、
前記タンパク質またはポリペプチドは、
（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３８、１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、
および１１９からなる群から選択される核酸配列を含む核酸、および
（ｂ）（ａ）の核酸と少なくとも８０％同一であり、かつ腫瘍細胞において選択的にまた
は異常に発現される核酸
から選択される核酸によってコードされる、抗体。
【請求項２５】
　タンパク質またはポリペプチドが、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９～１９、４５～４８、６０
～６６、８５、９０～９７、１００～１０２、１０５、１０６、１１１～１１６、１１８
、１２０、１２３、１２４、１３５～１３７、１３９および１４２～１５０からなる群か
ら選択されるアミノ酸配列を含む、請求項２４記載の抗体。
【請求項２６】
　モノクローナル抗体、キメラもしくはヒト化抗体、またはタンパク質もしくはポリペプ
チドに結合する抗体の断片である、請求項２４または２５記載の抗体。
【請求項２７】
　請求項２４～２６のいずれかに記載の抗体と治療剤または診断剤との結合体。
【請求項２８】
　治療剤または診断剤が毒素である、請求項２７記載の結合体。
【請求項２９】
　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する核酸の検出、または
（ｉｉ）腫瘍関連抗原の検出、
のための薬剤を含み、
前記腫瘍関連抗原が、
（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３８、１～８、４１～４４、５１～５９、８４、１１７、
および１１９からなる群から選択される核酸配列を含む核酸、および
（ｂ）（ａ）の核酸と少なくとも８０％同一であり、かつ腫瘍細胞において選択的にまた
は異常に発現される核酸、
から選択される核酸によってコードされる配列を含む、キット。
【請求項３０】
　腫瘍関連抗原をコードする核酸を検出する薬剤が、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２９記載のキット。
【請求項３１】
　抗体が、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９～１９、４５～４８、６０～６６、８５、９０～９７
、１００～１０２、１０５、１０６、１１１～１１６、１１８、１２０、１２３、１２４
、１３５～１３７、１３９および１４２～１５０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、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
られるものである、請求項１、４および５のいずれかに記載の医薬組成物、請求項１３、
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１６、１７、１８および１９のいずれかに記載の方法、または請求項２１もしくは２２に
記載の薬剤。
【請求項３２】
　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ものである、請求項１、４および５のいずれかに記載の医薬組
成物、請求項１３、１６、１７、１８および１９のいずれかに記載の方法、または請求項
２１もしくは２２に記載の薬剤。
【請求項３３】
　癌が、肺腫瘍、胸部腫瘍、前立腺腫瘍、メラノーマ、結腸腫瘍もしくはその転移、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、肝臓腫瘍、または乳癌
である、請求項１０～２０のいずれかに記載の方法。
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摘要(译)

要解决的问题：为癌症诊断和治疗提供目标结构。 1.一种药物组合物，
其包含抑制肿瘤相关抗原的表达或活性的药剂，其中所述肿瘤相关抗原
包含由包含特定核酸序列或其部分或衍生物的核酸编码的序列，具有药
物组合物。所述药物组合物用于治疗和诊断在异常表达中以肿瘤相关方
式表达所述基因产物的疾病。蛋白质，多肽，肽和药物组合物，其是编
码它们的核酸，其以肿瘤相关方式表达。 【选择图】无
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