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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】腫瘍に関連して発現された遺伝子産物の同定および前述の産物のためのコード核
酸を提供する。
【解決手段】新たに同定された腫瘍関連抗原、前記腫瘍関連抗原をコードする核酸、前記
腫瘍関連抗原またはこの一部に結合する抗体、前記核酸核酸に特異的にハイブリダイズす
るアンチセンス核酸、前記腫瘍関連抗原を発現する宿主細胞、および前記腫瘍関連抗原ま
たはこの一部とＨＬＡ分子との間の単離された複合体。及び、前記成分からなる群から選
択された１種または２種以上を含む医薬組成物。並びに、遺伝子産物が腫瘍、タンパク質
、ポリペプチドおよび腫瘍に関連して発現されるペプチドに関連して異常に発現される疾
患の治療法および診断。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　医薬組成物であって、腫瘍関連抗原の発現または活性を阻害する剤を含み、前記腫瘍関
連抗原が： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記医薬組成物。 
【請求項２】
　医薬組成物であって、腫瘍阻害活性を有し、腫瘍関連抗原を発現するか、または異常に
発現する細胞に対して選択性である剤を含み、前記腫瘍関連抗原が、 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記医薬組成物。 
【請求項３】
　剤が、細胞死の誘発、細胞増殖の減少、細胞膜への損傷またはサイトカインの分泌を生
じる、請求項２に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　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ダイズするアンチセンス核酸
である、請求項１または２に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　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に記載の医薬組
成物。
【請求項６】
　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に記載の医薬
組成物。
【請求項７】
　医薬組成物であって、投与された際に、ＨＬＡ分子と、腫瘍関連抗原またはこの一部と
の間の複合体の量を選択的に増大させる剤を含み、前記腫瘍関連抗原が： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記医薬組成物。
【請求項８】
　剤が：
（ｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部、
（ｉｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部をコードする核酸、
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部を発現する宿主細胞、および
（ｉｖ）腫瘍関連抗原またはこの一部とＨＬＡ分子との間の単離された複合体
からなる群から選択された１種または２種以上の成分を含む、請求項７に記載の医薬組成
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物。
【請求項９】
　剤が、各々の場合において、異なる腫瘍関連抗原の発現または活性を選択的に阻害し、
各々の場合において、異なる腫瘍関連抗原を発現する細胞に選択的であり、またはＨＬＡ
分子と異なる腫瘍関連抗原またはこの一部との間の複合体の量を増大させる、２種または
３種以上の剤を含み、前記腫瘍関連抗原の少なくとも１種が： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、請求項１、２または７
に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　医薬組成物であって： 
（ｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部、 
（ｉｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部をコードする核酸、 
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部に結合する抗体、 
（ｉｖ）腫瘍関連抗原をコードする核酸に特異的にハイブリダイズするアンチセンス核酸
、 
（ｖ）腫瘍関連抗原またはこ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この一部とＨＬＡ分子との間の単離された複合体 
からなる群から選択された１種または２種以上の成分を含み、前記腫瘍関連抗原が： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記医薬組成物。
【請求項１１】
　（ｉｉ）の核酸が、発現ベクター中に存在する、請求項８または１０に記載の医薬組成
物。
【請求項１２】
　（ｉｉ）の核酸が、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に記載
の医薬組成物。
【請求項１３】
　宿主細胞が、腫瘍関連抗原またはこの一部を分泌する、請求項８または１０に記載の医
薬組成物。
【請求項１４】
　宿主細胞が、さらに、腫瘍関連抗原またはこの一部に結合するＨＬＡ分子を発現する、
請求項８または１０に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　宿主細胞が、ＨＬＡ分子および／または腫瘍関連抗原またはこの一部を、組換え方式で
発現する、請求項１４に記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　宿主細胞がＨＬＡ分子を内在性に発現する、請求項１４に記載の医薬組成物。
【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に記載の医薬組成物
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。
【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に記載の医薬組成
物。
【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に記載の医薬組成物。
【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に記載の医薬組成物。
【請求項２２】
　抗体が天然の抗体のフラグメントである、請求項５または１０に記載の医薬組成物。
【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に記載の医薬組成物。
【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の近接するヌクレオチ
ドの配列を含む、請求項４または１０に記載の医薬組成物。
【請求項２５】
　医薬組成物により提供された、腫瘍関連抗原またはこの一部が、異常な量の前記腫瘍関
連抗原またはこの一部を発現する細胞の表面上のＭＨＣ分子に結合している、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、細胞溶解反応を生じ、および／またはサイトカイン放出を誘発する、請求項２
５に記載の医薬組成物。
【請求項２７】
　さらに、薬学的に許容し得る担体および／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に記載の医薬組成物。
【請求項２９】
　腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特徴づけられる疾患の処置に用いることが
できる、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に記載の医薬組成物。
【請求項３１】
　疾患が、肺腫瘍、乳房腫瘍、前立腺腫瘍、黒色腫、大腸腫瘍、大腸腫瘍の転移、腎臓細
胞癌腫または子宮頸癌腫、大腸癌腫または乳房癌腫である、請求項２９に記載の医薬組成
物。
【請求項３２】
　腫瘍関連抗原が、配列番号：２２～２４、５８～６１、８１、８２、１０３～１０５、
６～１３、１４～１８、３０、３４～３６、３８、４１、６４、６５、７１、７５、８０
、８３、８４、８９～１００、１０１、１０２、１０６～１１７からなる群から選択され
たアミノ酸配列、この一部または誘導体を含む、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な発現により特徴づけられる疾患を診断する方法であっ
て、この方法が、 
（ｉ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部をコードする核酸の検出、および／または 
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（ｉｉ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部の検出、および／または 
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部に対する抗体の検出、および／または 
（ｉｖ）患者から単離された生物学的試料中の腫瘍関連抗原またはこの一部に特異的な、
細胞障害性もしくはヘルパーＴリンパ球の検出 
を含み、前記腫瘍関連抗原が： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記方法。
【請求項３４】
　検出が、
（ｉ）生物学的試料を、腫瘍関連抗原またはこの一部をコードする核酸、腫瘍関連抗原も
しくはこの一部、抗体または細胞障害性もしくはヘルパーＴリンパ球に特異的に結合する
剤と接触させること、および
（ｉｉ）この剤と、核酸またはこの一部、腫瘍関連抗原またはこの一部、抗体または細胞
障害性もしくはヘルパーＴリンパ球との間の複合体の形成を検出すること
を含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　検出を、相当する正常な生物学的試料における検出と比較する、請求項３３または３４
に記載の方法。
【請求項３６】
　疾患を、２種または３種以上の異なる腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特徴
づけ、検出が、前記２種もしくは３種以上の異なる腫瘍関連抗原もしくはこの一部をコー
ドする２種もしくは３種以上の核酸の検出、２種もしくは３種以上の異なる腫瘍関連抗原
もしくはこの一部の検出、前記２種もしくは３種以上の異なる腫瘍関連抗原もしくはこの
一部に結合する２種もしくは３種以上の抗体の検出または前記２種もしくは３種以上の異
なる腫瘍関連抗原に特異的な２種もしくは３種以上の細胞障害性もしくはヘルパー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】
　核酸またはこの一部を、前記核酸またはこの前記一部に特異的にハイブリダイズするポ
リヌクレオチドプローブを用いて検出する、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
クレオチドの配列を含む、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　核酸またはこの一部を、前記核酸またはこの前記一部を選択的に増幅することにより検
出する、請求項３３～３６のいずれかに記載の方法。
【請求項４０】
　検出するべき腫瘍関連抗原またはこの一部が、ＭＨＣ分子との複合体中にある、請求項
３３～３６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に記載の方法。
【請求項４２】
　腫瘍関連抗原またはこの一部を、前記腫瘍関連抗原またはこの前記一部に特異的に結合
する抗体を用いて検出する、請求項３３～３６および４０～４１のいずれかに記載の方法
。
【請求項４３】
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　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用いて検出する、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な発現により特徴づけられる疾患の退行、経過または発
症を決定する方法であって、該方法が、前記疾患を患っているか、または前記疾患に罹患
していることが疑われる患者からの試料を： 
（ｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部をコードする核酸の量、 
（ｉｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部の量、 
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原またはこ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この一部とＭＨＣ分子との間の複合体に特異的な細胞溶解性
またはサイトカイン放出性Ｔ細胞の量 
からなる群から選択された１種または２種以上のパラメーターに関してモニタリングする
ことを含み、前記腫瘍関連抗原が： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記方法。
【請求項４５】
　第１の時点における第１の試料および第２の時点におけるさらなる試料におけるパラメ
ーター（１または２以上）を決定することを含み、疾患の経過を、前記の２種の試料を比
較することにより決定する、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　疾患を、２種または３種以上の異なる腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特徴
づけ、モニタリングが、
（ｉ）前記２種または３種以上の異なる腫瘍関連抗原またはこの一部をコードする２種ま
たは３種以上の核酸の量、
（ｉｉ）前記２種または３種以上の異なる腫瘍関連抗原またはこの一部の量、
（ｉｉｉ）前記２種または３種以上の異なる腫瘍関連抗原またはこの一部に結合する２種
または３種以上の抗体の量、および／または
（ｉｖ）前記２種または３種以上の異なる腫瘍関連抗原またはこの一部とＭＨＣ分子との
間の複合体に特異的な、２種または３種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ことを含む、請求項４４または４５に記載の方法。
【請求項４７】
　核酸またはこの一部の量を、前記核酸またはこの前記一部に特異的にハイブリダイズす
るポリヌクレオチドプローブを用い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の近接するヌ
クレオチドの配列を含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　核酸またはこの一部の量を、前記核酸またはこの前記一部を選択的に増幅することによ
りモニタリングする、請求項４４～４６のいずれかに記載の方法。
【請求項５０】
　腫瘍関連抗原またはこの一部の量を、前記腫瘍関連抗原またはこの前記一部に特異的に
結合する抗体を用い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５１】
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　抗体の量を、抗体に特異的に結合するタンパク質またはペプチドを用いてモニタリング
する、請求項４４～４６のいずれかに記載の方法。
【請求項５２】
　細胞溶解性またはサイトカイン放出性Ｔ細胞の量を、腫瘍関連抗原またはこの一部とＭ
ＨＣ分子との間の複合体を提示する細胞を用い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５３】
　ポリヌクレオチドプローブ、抗体、タンパク質またはペプチドまたは細胞を、検出可能
な方式で標識する、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】
　検出可能なマーカーが、放射活性マーカーまたは酵素的マーカーである、請求項５３に
記載の方法。
【請求項５５】
　試料が、体液および／または体組織を含む、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な発現により特徴づけられる疾患の処置方法であって、
該方法が、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）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記方法。
【請求項５７】
　腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特徴づけられる疾患を処置し、診断し、ま
たはモニタリングする方法であって、該方法が、前記腫瘍関連抗原またはこの一部に結合
し、治療剤または診断剤と結合した抗体を投与することを含み、前記腫瘍関連抗原が： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記方法。 
【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に記載の方法。
【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に記載の方法。
【請求項６０】
　抗体が天然の抗体のフラグメントである、請求項４２、５０または５７に記載の方法。
【請求項６１】
　腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特徴づけられる疾患を患っている患者を処
置する方法であって、該方法が： 
（ｉ）免疫反応性細胞を含む試料を前記患者から採取すること、 
（ｉｉ）前記試料を、前記腫瘍関連抗原またはこの一部を発現する宿主細胞と、前記腫瘍
関連抗原またはこの一部に対して、細胞溶解性またはサイトカイン放出性Ｔ細胞の産生を
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好む条件下で接触させること、および 
（ｉｉｉ）細胞溶解性またはサイトカイン放出性Ｔ細胞を、患者中に、腫瘍関連抗原また
はこの一部を発現する細胞を溶解するのに適する量で導入すること 
を含み、前記腫瘍関連抗原が： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記方法。
【請求項６２】
　宿主細胞が、腫瘍関連抗原またはこの一部に結合するＨＬＡ分子を組換え的に発現する
、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　宿主細胞が、腫瘍関連抗原またはこの一部に結合するＨＬＡ分子を内在性に発現する、
請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特徴づけられる疾患を患っている患者を処
置する方法であって、該方法が： 
（ｉ）前記疾患と関連する細胞により発現された核酸を同定し、前記核酸が： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択されていること、 
（ｉｉ）宿主細胞を、前記核酸またはこの一部でトランスフェクトすること、 
（ｉｉｉ）トランスフェクトした宿主細胞を、前記核酸の発現のために培養すること、お
よび 
（ｉｖ）宿主細胞またはこの抽出液を、患者に、疾患に関連する患者の細胞に対する免疫
応答を増大させるのに適する量で導入すること 
を含む、前記方法。
【請求項６５】
　さらに、腫瘍関連抗原またはこの一部を提示するＭＨＣ分子を同定することを含み、宿
主細胞が、同定されたＭＨＣ分子を発現し、腫瘍関連抗原またはこの一部を提示する、請
求項６４に記載の方法。
【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に記載の方法
。
【請求項６７】
　免疫応答が、腫瘍関連抗原もしくはこの一部を提示する宿主細胞に特異的な、または腫
瘍関連抗原もしくはこの一部を発現する患者の細胞に特異的な、細胞溶解性もしくはサイ
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に記載の方法。
【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な発現により特徴づけられる疾患を処置する方法であっ
て、該方法が： 
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（ｉ）異常な量の腫瘍関連抗原を発現する細胞を患者から同定すること、 
（ｉｉ）前記細胞の試料を単離すること、 
（ｉｉｉ）前記細胞を培養すること、および 
（ｉｖ）前記細胞を患者中に、細胞に対する免疫応答を誘発するのに適する量で導入する
ことを含み、前記腫瘍関連抗原が： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記方法。
【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害する方法であって、該方法が、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、前記方法。
【請求項７２】
　腫瘍関連抗原が、配列番号：２２～２４、５８～６１、８１、８２、１０３～１０５、
６～１３、１４～１８、３０、３４～３６、３８、４１、６４、６５、７１、７５、８０
、８３、８４、８９～１００、１０１、１０２、１０６～１１７からなる群から選択され
たアミノ酸配列、こ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】
　核酸であって： 
（ａ）配列番号：２０～２１、５４～５７、２～５、３１～３３、３７、３９、６２、６
３、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸、この一部または誘導体、

（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択されている、前記核酸。
【請求項７４】
　核酸であって、配列番号：２３～２４、５８～６１、８１、８２、１０３～１０５、７
～１３、１４～１８、３４～３６、６４、６５、８０、８３、８４、８９～１００、１０
１、１０２、１０６～１１７からなる群から選択されたアミノ酸配列、この一部または誘
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、前記核酸。
【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に記載の組換えＤＮＡ分子。
【請求項７７】
　ベクターが、ウイ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に記載の
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、核酸と相同性、または非相同性である、請求項７８に記載の組換えＤ
ＮＡ分子。
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【請求項８０】
　宿主細胞であって、請求項７３もしくは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、前記宿主細胞。
【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に記載の宿主細胞。
【請求項８２】
　請求項７３に記載の核酸によりコードされた、タンパク質またはポリペプチド。
【請求項８３】
　配列番号：２３～２４、５８～６１、８１、８２、１０３～１０５、７～１３、１４～
１８、３４～３６、６４、６５、８０、８３、８４、８９～１００、１０１、１０２、１
０６～１１７からなる群から選択されたアミノ酸配列、こ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。
【請求項８４】
　請求項８２または８３に記載のタンパク質またはポリペプチドの、免疫原性フラグメン
ト。
【請求項８５】
　ヒトＨＬＡレセプターまたはヒト抗体に結合する、請求項８２または８３に記載のタン
パク質またはポリペプチドのフラグメント。
【請求項８６】
　剤であって、タンパク質もしくはポリペプチドまたはこの一部に特異的に結合し、前記
タンパク質またはポリペプチドが： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされている、前記剤。
【請求項８７】
　タンパク質またはポリペプチドが、配列番号：２２～２４、５８～６１、８１、８２、
１０３～１０５、６～１３、１４～１８、３０、３４～３６、３８、４１、６４、６５、
７１、７５、８０、８３、８４、８９～１００、１０１、１０２、１０６～１１７からな
る群から選択されたアミノ酸配列、この一部または誘導体を含む、請求項８６に記載の剤
。
【請求項８８】
　抗体である、請求項８６または８７に記載の剤。
【請求項８９】
　抗体が、モノクローナル、キメラもしくはヒト化抗体または抗体のフラグメントである
、請求項８８に記載の剤。
【請求項９０】
　抗体であって： 
（ｉ）タンパク質もしくはポリペプチドまたはこの一部および 
（ｉｉ）前記タンパク質もしくはポリペプチドまたはこの前記一部が結合するＭＨＣ分子
の複合体に選択的に結合し、前記抗体は、（ｉ）または（ｉｉ）単独には結合せず、前記
タンパク質またはポリペプチドが： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
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（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされている、前記抗体。
【請求項９１】
　タンパク質またはポリペプチドが、配列番号：２２～２４、５８～６１、８１、８２、
１０３～１０５、６～１３、１４～１８、３０、３４～３６、３８、４１、６４、６５、
７１、７５、８０、８３、８４、８９～１００、１０１、１０２、１０６～１１７からな
る群から選択されたアミノ酸配列、この一部または誘導体を含む、請求項９０に記載の抗
体。
【請求項９２】
　モノクローナル、キメラもしくはヒト化抗体または抗体のフラグメントである、請求項
９０または９１に記載の抗体。
【請求項９３】
　請求項８６～８９のいずれかに記載の剤または請求項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複合体。
【請求項９４】
　治療剤または診断剤が毒素である、請求項９３に記載の複合体。
【請求項９５】
　腫瘍関連抗原の発現または異常な発現を検出するためのキットであって、このキットが
、 
（ｉ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部をコードする核酸、 
（ｉｉ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部、 
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部に結合する抗体、および／または 
（ｉｖ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部とＭＨＣ分子との間の複合体に特異的なＴ細胞 
の検出のための剤を含み、前記腫瘍関連抗原が： 
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記キット。
【請求項９６】
　腫瘍関連抗原またはこの一部をコードする核酸の検出のための剤が、前記核酸の選択的
増幅のための核酸分子である、請求項９５に記載のキット。
【請求項９７】
　核酸の選択的増幅のための核酸分子が、腫瘍関連抗原をコードする核酸の６～５０の近
接するヌクレオチドの配列を含む、請求項９６に記載のキット。
【請求項９８】
　組換えＤＮＡ分子であって、配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１
～３３、３７、３９、４０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択さ
れた核酸配列から由来するプロモーター領域を含む、前記組換えＤＮＡ分子。
【請求項９９】
　医薬組成物であって、腫瘍抗原ＴＰＴＥ、配列番号：１９、２２の発現または活性を阻
害する剤を含む、前記医薬組成物。
【請求項１００】
　医薬組成物であって、ＴＰＴＥの移動活性および転移活性を阻害する剤を含む、前記医
薬組成物。
【請求項１０１】
　抗体である、請求項９９または１００に記載の剤。
【請求項１０２】
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　抗体が、モノクローナル、キメラもしくはヒト化抗体または抗体のフラグメントである
、請求項１０１に記載の剤。
【請求項１０３】
　抗体であって、配列番号８１～８２の配列を含む細胞外タンパク質領域に結合する、前
記抗体。
【請求項１０４】
　ＴＰＴＥをコードする核酸と選択的にハイブリダイズするアンチセンス核酸である、請
求項９９または１００に記載の剤。
【請求項１０５】
　アンチセンス核酸が、ＴＰＴＥをコードする核酸の６～５０の近接ヌクレオチドの配列
を含む、請求項１０４に記載の剤。
【請求項１０６】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）である、請求項９９または１００に記載の剤。
【請求項１０７】
　ＲＮＡｉが、「ショートヘアピン」構造（ｓｈＲＮＡ）を含む、請求項１０６に記載の
剤。
【請求項１０８】
　ｓｈＲＮＡが、発現ベクターでのトランスフェクションの後の転写により産生される、
請求項１０７に記載の剤。
【請求項１０９】
　ｓｈＲＮＡが、レトロウイルスの転写により産生される、請求項１０７に記載の剤。
【請求項１１０】
　ｓｈＲＮＡが、レンチウイルス系により媒介される、請求項１０７に記載の剤。
【請求項１１１】
　小さい化学的分子である、請求項９９または１００に記載の剤。
【請求項１１２】
　小さい化学的分子が、ＴＰＴＥに結合している、請求項１１１に記載の剤。
【請求項１１３】
　小さい化学的分子が、配列番号：８１～８２を含む細胞外領域に結合している、請求項
１１２に記載の剤。
【請求項１１４】
　ＴＰＴＥの発現または異常な発現により特徴づけられる腫瘍の転移を処置、診断または
モニタリングする方法であって、該方法が、ＴＰＴＥに、またはこの一部に結合し、治療
または診断剤に結合する抗体を投与することを含み、前記ＴＰＴＥが： 
（ａ）配列番号：１９を含む核酸配列から選択された核酸、この一部または誘導体、 
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、 
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる核酸によりコードされた配列を有する、前記方法。
【請求項１１５】
　抗体がモノクローナル抗体である、請求項１１４に記載の方法。
【請求項１１６】
　抗体がキメラまたはヒト化抗体である、請求項１１４に記載の方法。
【請求項１１７】
　抗体が天然の抗体のフラグメントである、請求項１１４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　古典的な治療手順の学際的な方法および徹底的な使用にもかかわらず、癌は、尚、死の
主要な原因の１つである。一層最近の治療的概念は、組換え腫瘍ワクチンおよび他の特定
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の手段、例えば抗体療法を用いることにより、患者の免疫系を全体の治療的概念中に導入
することを目的としている。このような方策の成功のための必要条件は、エフェクター機
能が介入的に増強されるべき患者の免疫系による、腫瘍特異的または腫瘍関連抗原もしく
はエピトープの認識である。腫瘍細胞は、起源であるこれらの悪性でない細胞とは、生物
学的に実質的に異なる。これらの差異は、腫瘍発育の間に必要とされる遺伝子的変化のた
めであり、特にまた、癌細胞における定性的または定量的に変化した分子構造の形成をも
たらす。
【０００２】
　腫瘍保有宿主の特定の免疫系により認識される、この種類の腫瘍関連構造は、腫瘍関連
抗原として言及される。腫瘍関連抗原の特異的認識は、２つの機能的に相互連結された単
位である細胞性および体液性機構を伴う：ＣＤ４＋およびＣＤ８＋Ｔリンパ球は、それぞ
れＭＨＣ（主要組織適合性複合体）クラスＩＩおよびＩ分子に提示された、プロセシング
された抗原を認識する一方、Ｂリンパ球は、プロセシングされていない抗原に直接結合す
る循環抗体分子を産生する。腫瘍関連抗原の潜在的な臨床的－治療的重要性は、免疫系に
よる腫瘍性細胞における抗原の認識により、細胞障害性エフェクター機構の開始がもたら
され、ヘルパーＴ細胞の存在下で、癌細胞の消失を生じ得るという事実から起因する(Par
doll, Nat. Med. 4:525-31, 1998)。
【０００３】
　従って、腫瘍免疫学の中心的な目的は、これらの構造を分子的に明らかにすることであ
る。これらの抗原の分子的性質は、長期間にわたり謎であった。適切なクローン化手法の
開発の後にのみ、細胞障害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）の標的構造を分析することにより（va
n der Bruggen et al., Science 254:1643-7, 1991）、またはプローブとして循環自己抗
体（Sahin et al., Curr. Opin. Immunol. 9:709-16, 1997）を用いることにより、腫瘍
関連抗原のための腫瘍のｃＤＮＡ発現ライブラリーを系統的にスクリーニングすることが
可能であった。このために、ｃＤＮＡ発現ライブラリーを、新鮮な腫瘍組織から作成し、
好適な系中のタンパク質として組換え的に発現させた。患者から単離された免疫エフェク
ター(immunoeffector)、即ち腫瘍特異的溶解パターンを有するＣＴＬクローンまたは循環
する自己抗体を、それぞれの抗原をクローン化するために用いた。
【０００４】
　近年、多数の抗原が、これらの方法により、種々の腫瘍において明らかにされた。癌／
精巣抗原（ＣＴＡ）の種は、ここでは、大いに興味深い。ＣＴＡおよびこれらをコードす
る遺伝子（癌／精巣遺伝子またはＣＴＧ）は、これらの特徴的発現パターンにより定義さ
れる［Tureci et al, Mol Med Today. 3:342-9, 1997］。これらは、精巣および胚細胞を
除いて、正常な組織においては見出されず、多くのヒトマリグノーマ(malignoma)におい
て、腫瘍タイプ特異的にではなく、極めて異なる起源の腫瘍実体において異なる頻度で発
現している(Chen & Old, Cancer J. Sci. Am. 5:16-7, 1999)。ＣＴＡに対する血清反応
性はまた、健康な対照においては見出されず、腫瘍患者においてのみ見出される。この種
の抗原は、特にこの組織分布により、免疫治療プロジェクトに特に有用であり、現在の臨
床的患者研究において試験されている(Marchand et al., Int. J. Cancer 80:219-30, 19
99; Knuth et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 46:p46-51, 2000)。
【０００５】
　しかし、上記で例示した古典的な方法における抗原同定のために用いられるプローブは
、通常はすでに進行した癌を患っている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。多くのデータは、腫瘍により、例えば、Ｔ細胞の寛容化およ
びアネルギー化(anergization)がもたらされ得、疾患の経過の間に、特に有効な免疫認識
を生じ得るこれらの特異性が、免疫エフェクターレパートリーから失われることを示して
いる。現在の患者の研究によっては、以前に見出され、用いられた腫瘍関連抗原の真実の
作用の確かな証拠が、未だ何も得られていない。従って、自発的な免疫応答を惹起するタ
ンパク質が、誤った標的構造であることは、無視できない。
【０００６】
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　本発明の目的は、癌の診断および療法のための標的構造を提供することにあった。
　本発明において、この目的は、特許請求の範囲の主題により達成される。
【０００７】
　本発明において、腫瘍に関連して発現される抗原およびこれらをコードする核酸を同定
し、提供する方策が、追求された。この方策は、通常は成体の組織において無変化である
、実際には精巣および従って胚細胞特異的遺伝子が、腫瘍細胞中で、異所性のおよび禁じ
られた方式で再活性化されるという事実に基づいている。先ず、データマイニングにより
、すべての既知の精巣特異的遺伝子のリストが、可能な限り完全に得られ、これを次に、
腫瘍におけるこれらの異常な活性化について、特定のＲＴ－ＰＣＲによる発現分析により
評価する。データマイニングは、腫瘍関連遺伝子を同定する既知の方法である。しかし、
慣用の方策において、正常な組織ライブラリーのトランスクリプトームは、通常、腫瘍組
織ライブラリーから電子的に減じられ、残りの遺伝子が腫瘍特異的であることが推測され
る(Schmitt et al., Nucleic Acids Res. 27:4251-60, 1999; Vasmatzis et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. 95:300-4, 1998. Scheurle et al., Cancer Res. 60:4037-43, 2
000)。
【０００８】
　しかし、はるかに一層好首尾であることが明らかになった、本発明の概念は、データマ
イニングをすべての精巣特異的遺伝子を電子的に抽出するために用い、次に前記遺伝子を
腫瘍における異所性の発現について評価することに基づいている。
【０００９】
　従って、本発明は、１つの観点において、腫瘍において示差的に発現される遺伝子を同
定するための方策に関する。前述の方策は、公開されている配列ライブラリーのデータマ
イニング（「インシリコ(in silico)」）をその後実験室実験的（「ウェットベンチ(wet 
bench)」）試験を評価することと組み合わせる。
【００１０】
　本発明において、２種の異なる生物情報学的スクリプトに基づく、組み合わされた方策
により、癌／精巣（ＣＴ）遺伝子群の新たな要素を同定することが可能になった。これら
は、以前に、純粋に精巣、胚細胞または精子特異的であると分類されていた。これらの遺
伝子が、腫瘍細胞において異常に活性化されるという発見により、これらが、実質的に新
たな性質に機能的暗示を付与することが可能になる。本発明において、これらの腫瘍関連
遺伝子およびこれによりコードされた遺伝子産物は、免疫原性作用とは独立して、同定さ
れ、提供された。
【００１１】
　本発明により同定された腫瘍関連抗原は、（ａ）配列番号：１～５、１９～２１、２９
、３１～３３、３７、３９、４０、５４～５７、６２、６３、７０、７４、８５～８８か
らなる群から選択された核酸配列を含む核酸、この一部または誘導体、（ｂ）（ａ）の核
酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、（ｃ）（ａ）または（ｂ）の
核酸に対して縮重している核酸、および（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補
的な核酸からなる群から選択された核酸によりコードされたアミノ酸配列を有する。好ま
しい態様において、本発明により同定された腫瘍関連抗原は、配列番号：１～５、１９～
２１、２９、３１～３３、３７、３９、４０、５４～５７、６２、６３、７０、７４、８
５～８８からなる群から選択された核酸によりコードされたアミノ酸配列を有する。他の
好ましい態様において、本発明により同定された腫瘍関連抗原は、配列番号：６～１３、
１４～１８、２２～２４、３０、３４～３６、３８、４１、５８～６１、６４、６５、７
１、７５、８０～８４、８９～１００、１０１～１１７からなる群から選択されたアミノ
酸配列、この一部または誘導体を含む。
【００１２】
　本発明は、一般的に、本発明により同定された腫瘍関連抗原もしくはこの一部、これら
をコードする核酸または前述のコード核酸に対して用いられ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もしくはこの一部の、療法および診断への使用に関す
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る。この使用は、個別のもの、しかしまた２種または３種以上のこれらの抗原、機能的フ
ラグメント、核酸、抗体などの組み合わせ、また１つの態様において他の腫瘍関連遺伝子
並びに診断、療法および進行抑制のための抗原との組み合わせに関していてもよい。
　療法および／または診断のための好ましい疾患は、本発明において同定された１種また
は２種以上の腫瘍関連抗原が、選択的に発現しているか、または異常に発現しているもの
である。
【００１３】
　腫瘍における遺伝子の異所性の活性化はまた、これらのヌクレオチド配列の変化した遺
伝子メチル化パターンから由来し得る。例えば、シトシンのメチル化の変化は、これに寄
与することが記載されている(De Smet et al., 1996および1999)。
【００１４】
　本発明はまた、腫瘍細胞に関連して発現され、既知の遺伝子の変化したスプライシング
（スプライスバリアント）または代替のオープンリーディングフレームを用いての変化し
た翻訳により産生される、核酸および遺伝子産物に関する。前述の核酸は、配列表の配列
番号：２～５、２０、２１、３１～３３、５４～５７、８５～８８による配列を含む。さ
らに、遺伝子産物は、配列表の配列番号：７～１３、２３、２４、３４～３６、５８～６
１、８９～１００による配列を含む。本発明のスプライスバリアントを、本発明において
、腫瘍疾患の診断および療法のための目的として用いることができる。
【００１５】
　極めて異なる機構、例えば
－可変転写開始部位の使用、
－追加のエクソンの使用、
－１つまたは２つまたは３つ以上のエクソンからの完全な、または不完全なスプライシン
グ、
－突然変異（新たなドナー／アクセプター配列の欠失または発生）により変化したスプラ
イス調節配列、
－イントロン配列の不完全な除去
により、スプライスバリアントが産生され得る。
【００１６】
　遺伝子の変化したスプライシングにより、変化した転写配列（スプライスバリアント）
が得られる。この変化した配列の領域におけるスプライスバリアントの翻訳の結果、もと
のタンパク質とは構造および機能において明確に異なり得る、変化したタンパク質が得ら
れる。腫瘍関連スプライスバリアントにより、腫瘍関連転写物および腫瘍関連タンパク質
／抗原が産生され得る。これらを、腫瘍細胞の検出、および腫瘍の治療的標的化の両方の
ための分子マーカーとして用いることができる。例えば血液、血清、骨髄、痰、気管支洗
浄、体の分泌物および組織生検における腫瘍細胞の検出を、本発明において、例えばスプ
ライスバリアント特異的オリゴヌクレオチドでのＰＣＲ増幅による核酸の抽出の後に、行
うことができる。本発明において、すべての配列依存的検出システムは、検出に適する。
これらは、ＰＣＲは別として、例えば遺伝子チップ／マイクロアレイシステム、ノーザン
ブロット、ＲＮＡｓｅプロテクションアッセイ（ＲＤＡ）および他のものである。
【００１７】
　すべての検出システムは、検出が、少なくとも１種のスプライスバリアント特異的核酸
配列との特異的なハイブリダイゼーションに基づくという点で共通する。しかし、腫瘍細
胞はまた、本発明において、スプライスバリアントによりコードされた特定のエピトープ
を認識する抗体により検出され得る。前述の抗体は、前述のスプライスバリアントに特異
的な免疫化ペプチドを用いることにより産生され得る。免疫化に好適なのは、特に、エピ
トープが、好ましくは健康な細胞中で産生される遺伝子産物のバリアント（１種または２
種以上）とは明確に異なるアミノ酸である。腫瘍細胞の抗体での検出を、ここでは、患者
から単離された試料に対して、または静脈内に投与された抗体での画像化として行うこと
ができる。診断的使用可能性に加えて、新たな、または変化したエピトープを有するスプ
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ライスバリアントは、免疫療法のための魅力的な標的である。本発明のエピトープを、治
療的に活性なモノクローナル抗体またはＴリンパ球を標的化するために用いることができ
る。受動免疫療法において、スプライスバリアント特異的エピトープを認識する抗体また
はＴリンパ球は、ここで養子移入される。
【００１８】
　他の抗原の場合におけるように、抗体を、また、これらのエピトープを含むポリペプチ
ドを用いた標準的な技術（動物の免疫化、組換え抗体の単離のためのパニング方策）を用
いることにより、生じさせることができる。あるいはまた、前述のエピトープを含むオリ
ゴまたはポリペプチドをコードする核酸を免疫化するために用いることが可能である。エ
ピトープ特異的Ｔリンパ球のインビトロまたはインビボでの産生のための種々の手法は、
知られており、例えば(Kessler JH, et al. 2001, Sahin et al., 1997)に詳細に記載さ
れており、同様に前述のオリゴもしくはポリペプチドをコードするスプライスバリアント
特異的エピトープまたは核酸を含むオリゴあるいはポリペプチドを用いることに基づく。
前述のポリペプチドをコードするスプライスバリアント特異的エピトープもしくは核酸を
含むオリゴまたはポリペプチドを、また、活性免疫療法（ワクチン接種、ワクチン療法）
における薬学的に活性な物質としての使用に用いることができる。
【００１９】
　１つの観点において、本発明は、本発明により同定された腫瘍関連抗原を認識し、好ま
しくは、本発明により同定された腫瘍関連抗原の発現または異常な発現を有する細胞に選
択的である剤を含む医薬組成物に関する。特定の態様において、前述の剤は、細胞死の誘
発、細胞増殖の減少、細胞膜に対する損傷またはサイトカインの分泌を生じ得、好ましく
は腫瘍阻害活性を有する。１つの態様において、この剤は、腫瘍関連抗原をコードする核
酸と選択的にハイブリダイズするアンチセンス核酸である。他の態様において、この剤は
、腫瘍関連抗原に選択的に結合する抗体、特に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。
【００２０】
　他の態様において、この剤は、各々異なる腫瘍関連抗原を選択的に認識し、この少なく
とも１種が本発明により同定された腫瘍関連抗原である２種または３種以上の剤を含む。
認識は、活性の阻害または抗原の発現を直接伴う必要はない。本発明のこの観点において
、腫瘍に選択的に限定される抗原は、好ましくは、この特異的な位置に対するエフェクタ
ー機構を補強するための標識として作用する。好ましい態様において、この剤は、ＨＬＡ
分子上の抗原を認識し、このようにして標識された細胞を溶解する細胞障害性Ｔリンパ球
である。他の態様において、この剤は、腫瘍関連抗原に選択的に結合し、従って前述の細
胞に対する天然の、または人工的なエフェクター機構を補強する抗体である。他の態様に
おいて、この剤は、前述の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増強す
るヘルパーＴリンパ球である。
【００２１】
　１つの観点において、本発明は、本発明により同定された腫瘍関連抗原の発現または活
性を阻害する剤を含む医薬組成物に関する。好ましい態様において、この剤は、腫瘍関連
抗原をコードする核酸と選択的にハイブリダイズするアンチセンス核酸である。他の態様
において、この剤は、腫瘍関連抗原に選択的に結合する抗体である。他の態様において、
この剤は、各々異なる腫瘍関連抗原の発現または活性を選択的に阻害し、この少なくとも
１種が、本発明により同定された腫瘍関連抗原である、２種または３種以上の剤を含む。
【００２２】
　本発明において同定された腫瘍関連抗原の活性は、タンパク質またはペプチドのすべて
の活性であってもよい。１つの態様において、活性は、酵素活性、例えばＬＤＨＣに関連
する配列の場合における乳酸脱水素酵素活性である（例１を参照）。他の態様において、
この活性は、ＴＰＴＥに関連する配列の場合におけるような、細胞移動および／または転
移における関与に関する（例２を参照）。従って、本発明の療法および診断の方法はまた
、この活性の阻害もしくは低減またはこの活性の試験を目的とし得る。
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【００２３】
　本発明は、さらに、投与された際に、ＨＬＡ分子と、本発明により同定された腫瘍関連
抗原からのペプチドエピトープとの間の複合体の量を選択的に増大させる剤を含む、医薬
組成物に関する。１つの態様において、この剤は、（ｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部、
（ｉｉ）前述の腫瘍関連抗原またはこの一部をコードする核酸、（ｉｉｉ）前述の腫瘍関
連抗原またはこの一部を発現する宿主細胞、および（ｉｖ）前述の腫瘍関連抗原からのペ
プチドエピトープとＭＨＣ分子との間の単離された複合体からなる群から選択された１種
または２種以上の成分を含む。１つの態様において、この剤は、各々ＭＨＣ分子と異なる
腫瘍関連抗原のペプチドエピトープとの間の複合体の量を選択的に増大させ、この少なく
とも１種が本発明により同定された腫瘍関連抗原である、２種または３種以上の剤を含む
。
【００２４】
　本発明は、さらに、医薬組成物であって、（ｉ）本発明により同定された腫瘍関連抗原
またはこの一部、（ｉｉ）本発明により同定された腫瘍関連抗原またはこの一部をコード
する核酸、（ｉｉｉ）本発明により同定された腫瘍関連抗原またはこの一部に結合する抗
体、（ｉｖ）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に特異的にハイブリ
ダイズするアンチセンス核酸、（ｖ）本発明により同定された腫瘍関連抗原またはこの一
部を発現する宿主細胞、および（ｖｉ）本発明により同定された腫瘍関連抗原またはこの
一部とＨＬＡ分子との間の単離された複合体からなる群から選択された１種または２種以
上の成分を含む、前記医薬組成物に関する。
【００２５】
　本発明により同定された腫瘍関連抗原またはこの一部をコードする核酸は、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いてもよい。
　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この一部を分泌し、
これを表面上で発現することができるか、またはさらに、前述の腫瘍関連抗原またはこの
前述の一部に結合するＨＬＡ分子を発現することができる。１つの態様において、宿主細
胞は、ＨＬＡ分子を内在性に発現する。他の態様において、宿主細胞は、ＨＬＡ分子およ
び／または腫瘍関連抗原またはこの一部を、組換え方式で発現する。宿主細胞は、好まし
くは非増殖性である。好ましい態様において、宿主細胞は、抗原提示細胞、特に樹状細胞
、単球またはマクロファージである。
【００２６】
　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。他の態
様において、抗体は、キメラまたはヒト化抗体、天然の抗体または合成抗体のフラグメン
トであり、このすべては、結合手法により製造することができる。この抗体を、治療的に
、または診断的に有用な剤に結合させることができる。
　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、特に１０～３０、１
５～３０および２０～３０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
近接する(contiguous)ヌクレオチドの配列を含むことができる。
【００２７】
　他の態様において、本発明の医薬組成物により提供された腫瘍関連抗原またはこの一部
は、直接または核酸の発現を介して、細胞の表面上のＭＨＣ分子に結合し、前述の結合は
、好ましくは、細胞溶解性応答を生じ、および／またはサイトカイン放出を誘発する。
　本発明の医薬組成物は、薬学的に適合性の担体および／またはアジュバントを含むこと
ができる。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することができる。本発明の医薬組成物を、好まし
くは、腫瘍関連抗原の選択的発現または異常な発現により特徴づけられる疾患の処置のた
めに用いる。好ましい態様において、疾患は、癌である。
【００２８】
　本発明は、さらに、１種または２種以上の腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により
特徴づけられる疾患を処置または診断する方法に関する。１つの態様において、処置は、
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本発明の医薬組成物を投与することを含む。
【００２９】
　１つの観点において、本発明は、本発明により同定された腫瘍関連抗原の発現または異
常な発現により特徴づけられる疾患を診断する方法に関する。この方法は、（ｉ）腫瘍関
連抗原もしくはこの一部をコードする核酸の検出、および／または（ｉｉ）腫瘍関連抗原
もしくはこの一部の検出、および／または（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部に対
する抗体の検出、および／または（ｉｖ）患者から単離された生物学的試料中の腫瘍関連
抗原もしくはこの一部に特異的な、細胞障害性もしくはヘルパーＴリンパ球の検出を含む
。特定の態様において、検出は、（ｉ）生物学的試料を、腫瘍関連抗原もしくはこの一部
をコードする核酸、前述の腫瘍関連抗原またはこの前述の一部、腫瘍関連抗原またはこの
一部に特異的な抗体または細胞障害性もしくはヘルパーＴリンパ球に特異的に結合する剤
と接触させること、および（ｉｉ）この剤と、核酸またはこの一部、腫瘍関連抗原または
この一部、抗体または細胞障害性もしくはヘルパーＴリンパ球との間の複合体の形成を検
出することを含む。
【００３０】
　１つの態様において、疾患は、２種または３種以上の異なる腫瘍関連抗原の発現または
異常な発現により特徴づけられ、検出は、前述の２種もしくは３種以上の異なる腫瘍関連
抗原をコードする２種もしくは３種以上の核酸、またはこの一部の検出、２種もしくは３
種以上の異なる腫瘍関連抗原またはこの一部の検出、前述の２種もしくは３種以上の異な
る腫瘍関連抗原またはこの一部に結合する２種もしくは３種以上の抗体の検出あるいは前
述の２種もしくは３種以上の異なる腫瘍関連抗原に特異的な２種もしくは３種以上の細胞
障害性もしくはヘルパーＴリンパ球の検出を含む。他の態様において、患者から単離され
た生物学的試料を、相当する正常な生物学的試料と比較する。
【００３１】
　本発明の診断方法はまた、例えば細胞の移動挙動および従って疾患の悪化した経過を試
験し、これにより、特に一層攻撃的な療法を計画することを可能にすることにより、本発
明において同定された腫瘍関連抗原の、転移を予測するための予後のマーカーとしての使
用に関し得る。特に、ＴＰＴＥに関する配列（例２を参照）は、この目的のために有用で
ある。これらはまた、尚良性の変化、例えば過形成の範囲を、すでに望ましくないと査定
されるべき腫瘍前段階から定め、および従って、侵襲性の腫瘍が形成する前に、癌につい
ての傾向を予測するのに、有用である。
【００３２】
　この態様において、本発明は、本発明において同定された腫瘍関連抗原の発現または異
常な発現により特徴づけられる疾患を診断する方法であって、該方法が、患者からの細胞
の移動挙動の決定を含む、前記方法に関する。特に好ましい態様において、この方法は、
転移および／またはリンパ節転移および／または遠隔転移の程度を決定し、またはこれを
予測する作用を奏し、ここで、特定の態様における細胞の増大した移動挙動は、試験され
ている患者が、本発明において同定された腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特
徴づけられる疾患を患っており、前述の疾患に罹患し、かつ／またはこのような疾患につ
いての可能性を有するという事実を示す。
【００３３】
　特に好ましい態様において、増大した移動挙動は、転移および／またはリンパ節転移の
形成および／または遠隔転移またはこの可能性を示す。この態様において、本発明におい
て同定された腫瘍関連抗原は、好ましくは、以下のものからなる群から選択された核酸に
よりコードされた配列を有する：（ａ）配列番号：１９～２１および５４～５７からなる
群から選択された核酸配列を含む核酸、この一部または誘導体、（ｂ）（ａ）の核酸とス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に
対して縮重している核酸、および（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核
酸。腫瘍関連抗原は、好ましくは、配列番号：２２～２４、５８～６１、８１、８２およ
び１０３～１０５からなる群から選択されたアミノ酸配列、この一部または誘導体を含む
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。
【００３４】
　この観点における本発明の処置方法は、好ましくは、移動挙動を正常にするか、または
好ましくは阻害する、医薬組成物の投与を目的とする。
【００３５】
　他の態様において、本発明は、本発明において同定された腫瘍関連抗原の発現または異
常な発現により特徴づけられる疾患を診断する方法であって、該方法が、腫瘍関連抗原を
コードする核酸配列を含む核酸内の、特にこの非コード領域内の、さらに好ましくはこの
プロモーター領域内の、メチル化パターンおよび／またはメチル化の程度の決定を含む、
前記方法に関する。
【００３６】
　好ましくは、本発明において同定された腫瘍関連抗原は、以下のもの：（ａ）配列番号
：１９～２１および５４～５７からなる群から選択された核酸配列を含む核酸、この一部
または誘導体、（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核
酸、（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および（ｄ）（ａ）、
（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸からなる群から選択された核酸によりコードさ
れる配列を有し、決定は、好ましくはこのプロモーター領域内の、特に配列番号：８２２
に示す配列内の、特に配列番号：８２２に示す配列の位置１２１～５４０のヌクレオチド
内の、当該核酸に関して行われる（染色体２１上のＴＰＴＥのプロモーター配列、転写の
開始に関する位置－３６８／＋９５２）。 
【００３７】
　腫瘍関連抗原は、好ましくは、配列番号：２２～２４、５８～６１、８１、８２および
１０３～１０５からなる群から選択されたアミノ酸配列、この一部または誘導体を含む。
対照のメチル化の程度よりも低いメチル化の程度またはメチル化されていないことは、好
ましくは、試験されている患者が、本発明において同定された腫瘍関連抗原の発現または
異常な発現により特徴づけられる疾患を患っており、前述の疾患に罹患し、かつ／または
このような疾患についての増大した可能性を有するという事実を示す。
【００３８】
　この観点における本発明の処置方法は、好ましくは、メチル化パターンおよび／または
メチル化の程度を正常化し、好ましくは増大させる医薬組成物の投与を目的とする。
【００３９】
　他の観点において、本発明は、本発明により同定された腫瘍関連抗原の発現または異常
な発現により特徴づけられる疾患の退行、経過または発症を決定する方法であって、該方
法が、前述の疾患を患っているか、または前述の疾患に罹患していることが疑われる患者
からの試料を、（ｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部をコードする核酸の量、（ｉｉ）腫瘍
関連抗原またはこの一部の量、（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原またはこ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この一部と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細胞の量からなる群から選択された１種または２種以
上のパラメーターに関してモニタリングすることを含む、前記方法に関する。
【００４０】
　この方法は、好ましくは、第１の時点における第１の試料および第２の時点におけるさ
らなる試料におけるパラメーター（１または２以上）を決定することを含み、ここで疾患
の経過を、前記の２種の試料を比較することにより決定する。特定の態様において、疾患
を、２種または３種以上の異なる腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特徴づけ、
モニタリングは、（ｉ）前述の２種または３種以上の異なる腫瘍関連抗原またはこの一部
をコードする２種または３種以上の核酸の量、および／または（ｉｉ）前述の２種または
３種以上の異なる腫瘍関連抗原またはこの一部の量、および／または（ｉｉｉ）前述の２
種または３種以上の異なる腫瘍関連抗原またはこの一部に結合する２種または３種以上の
抗体の量、および／または（ｉｖ）前述の２種または３種以上の異なる腫瘍関連抗原また
はこの一部とＭＨＣ分子との間の複合体に特異的な、２種または３種以上の細胞溶解性Ｔ
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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。
【００４１】
　本発明において、核酸もしくはこの一部の検出または核酸もしくはこの一部の量のモニ
タリングを、前述の核酸もしくはこの前述の一部に特異的にハイブリダイズするポリヌク
レオチドプローブを用いて行うことができるか、または、前述の核酸もしくはこの前述の
一部の選択的増幅により行うことができる。１つの態様において、ポリヌクレオチドプロ
ーブは、６～５０、特に１０～３０、１５～３０および２０～３０の、前述の核酸の近接
するヌクレオチドの配列を含む。
【００４２】
　特定の態様において、検出するべき腫瘍関連抗原またはこの一部は、細胞内に、または
細胞表面上に存在する。本発明において、腫瘍関連抗原もしくはこの一部の検出または腫
瘍関連抗原もしくはこの一部の量のモニタリングを、前述の腫瘍関連抗原またはこの前述
の一部に特異的に結合する抗体を用いて、行うことができる。
【００４３】
　他の態様において、検出するべき腫瘍関連抗原またはこの一部は、ＭＨＣ分子、特にＨ
ＬＡ分子との複合体中に存在する。
　本発明において、抗体の検出または抗体の量のモニタリングを、前述の抗体に特異的に
結合するタンパク質またはペプチドを用いて行うことができる。
【００４４】
　本発明において、細胞溶解性Ｔ細胞もしくはヘルパーＴ細胞の検出または、抗原もしく
はこの一部とＭＨＣ分子との間の複合体に特異的な、細胞溶解性Ｔ細胞もしくはヘルパー
Ｔ細胞の量のモニタリングを、前述の抗原またはこの前述の一部とＭＨＣ分子との間の複
合体を提示する細胞を用いて、行うことができる。
【００４５】
　検出またはモニタリングのために用いられる、ポリヌクレオチドプローブ、抗体、タン
パク質またはペプチドまたは細胞を、好ましくは、検出可能な方式で標識する。特定の態
様において、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。Ｔ
リンパ球を、さらに、これらの増殖、これらのサイトカイン産生並びにＭＨＣおよび腫瘍
関連抗原またはこの一部の複合体での特定の刺激により誘発されるこれらの細胞障害性活
性を検出することにより、検出することができる。また、Ｔリンパ球を、組換えＭＨＣ分
子または、他に１種もしくは２種以上の腫瘍関連抗原の特定の免疫原性フラグメントを負
荷させ、特定のＴ細胞レセプターを接触させることにより特定のＴリンパ球を同定するこ
とができる、２種もしくは３種以上のＭＨＣ分子の複合体により、検出することができる
。
【００４６】
　他の観点において、本発明は、本発明により同定された腫瘍関連抗原の発現または異常
な発現により特徴づけられる疾患を処置し、診断し、またはモニタリングする方法であっ
て、該方法が、前述の腫瘍関連抗原またはこの一部に結合し、治療剤または診断剤と結合
した抗体を投与することを含む、前記方法に関する。抗体は、モノクローナル抗体であっ
てもよい。他の態様において、抗体は、キメラもしくはヒト化抗体または天然の抗体のフ
ラグメントである。
【００４７】
　本発明はまた、本発明により同定された腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特
徴づけられる疾患を患っている患者を処置する方法であって、該方法が、（ｉ）免疫反応
性細胞を含む試料を前述の患者から採取すること、（ｉｉ）前述の試料を、前述の腫瘍関
連抗原またはこの一部を発現する宿主細胞と、前述の腫瘍関連抗原またはこの一部に対し
て、細胞溶解性Ｔ細胞の産生を好む条件下で接触させること、および（ｉｉｉ）細胞溶解
性Ｔ細胞を、患者中に、腫瘍関連抗原またはこの一部を発現する細胞を溶解するのに適す
る量で導入することを含む、前記方法に関する。本発明は、同様に、腫瘍関連抗原に対す
る細胞溶解性Ｔ細胞のＴ細胞レセプターをクローン化することに関する。前述のレセプタ
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ーを、このようにして所望の特異性を受け、（ｉｉｉ）の下でのように、患者中に導入す
ることができる他のＴ細胞に移送することができる。
【００４８】
　１つの態様において、宿主細胞は、ＨＬＡ分子を内在性に発現する。他の態様において
、宿主細胞は、ＨＬＡ分子および／または腫瘍関連抗原またはこの一部を、組換え的に発
現する。宿主細胞は、好ましくは非増殖性である。好ましい態様において、宿主細胞は、
抗原提示細胞、特に樹状細胞、単球またはマクロファージである。
【００４９】
　他の観点において、本発明は、腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特徴づけら
れる疾患を患っている患者を処置する方法であって、該方法が、（ｉ）本発明により同定
された腫瘍関連抗原をコードし、前述の疾患に関連する細胞により発現された核酸を同定
すること、（ｉｉ）宿主細胞に、前述の核酸またはこの一部をトランスフェクトすること
、（ｉｉｉ）トランスフェクトした宿主細胞を、前述の核酸の発現のために培養すること
（これは、高い速度のトランスフェクションが得られる際には、必須ではない）、および
（ｉｖ）宿主細胞またはこの抽出液を、患者中に、疾患に関連する患者の細胞に対する免
疫応答を増大させるのに適する量で導入することを含む、前記方法に関する。この方法は
、さらに、腫瘍関連抗原またはこの一部を提示するＭＨＣ分子を同定することを含み、宿
主細胞は、同定されたＭＨＣ分子を発現し、前述の腫瘍関連抗原またはこの一部を提示す
る。免疫応答は、Ｂ細胞応答またはＴ細胞応答を含むことができる。さらに、Ｔ細胞応答
は、腫瘍関連抗原もしくはこの一部を提示する宿主細胞に特異的であるか、または前述の
腫瘍関連抗原もしくはこの一部を発現する患者の細胞に特異的である、細胞溶解性Ｔ細胞
および／またはヘルパーＴ細胞の産生を含むことができる。
【００５０】
　本発明はまた、本発明により同定された腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特
徴づけられる疾患を処置する方法であって、該方法が、（ｉ）異常な量の腫瘍関連抗原を
発現する細胞を患者から同定すること、（ｉｉ）前述の細胞の試料を単離すること、（ｉ
ｉｉ）前述の細胞を培養すること、および（ｉｖ）前述の細胞を患者中に、細胞に対する
免疫応答を誘発するのに適する量で導入することを含む、前記方法に関する。
　好ましくは、本発明において用いる宿主細胞は、非増殖性であるか、または非増殖性と
される。腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特徴づけられる疾患は、特に癌であ
る。
【００５１】
　本発明は、さらに、核酸であって、（ａ）配列番号：２～５、２０～２１、３１～３３
、３９、５４～５７、６２、６３、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む
核酸、この一部または誘導体、（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズする核酸、（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸からなる群から選択されている
、前記核酸に関する。本発明は、さらに、核酸であって、配列番号：７～１３、１４～１
８、２３～２４、３４～３６、５８～６１、６４、６５、８９～１００、１０１～１０７
からなる群から選択されたアミノ酸配列、こ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、前記核酸に関する。
【００５２】
　他の観点において、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、他の遺伝子に、好ましくは発現ベクターにおいて機能的に連結されていてもよく、
従って前述の遺伝子の適切な細胞中での選択的発現が確実になる。
　他の観点において、本発明は、本発明の核酸を含む組換え核酸分子、特にＤＮＡまたは
ＲＮＡ分子に関する。
【００５３】
　本発明はまた、本発明の核酸または本発明の核酸を含む組換え核酸分子を含む、宿主細
胞に関する。
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　宿主細胞はまた、ＨＬＡ分子をコードする核酸を含むことができる。１つの態様におい
て、宿主細胞は、ＨＬＡ分子を内在性に発現する。他の態様において、宿主細胞は、ＨＬ
Ａ分子および／または本発明の核酸またはこの一部を、組換え的に発現する。好ましくは
、宿主細胞は、非増殖性である。好ましい態様において、宿主細胞は、抗原提示細胞、特
に樹状細胞、単球またはマクロファージである。
【００５４】
　他の態様において、本発明は、本発明により同定された核酸とハイブリダイズし、遺伝
子的プローブとして、または「アンチセンス」分子として用いることができるオリゴヌク
レオチドに関する。本発明により同定された核酸またはこの一部とハイブリダイズする、
オリゴヌクレオチドプライマーまたは競合性試料の形態での核酸分子を、本発明により同
定された前述の核酸に対して相同的な核酸を見出すために用いることができる。ＰＣＲ増
幅、サザンおよびノーザンハイブリダイゼーションを、相同的な核酸を見出すために用い
ることができる。ハイブリダイゼーションを、低いストリンジェンシー(stringency)の下
で、一層好ましくは中程度のストリンジェンシーの下で、最も好ましくは高いストリンジ
ェンシー条件の下で行うことができる。本発明における用語「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なハイブリダイゼーションを可能にする条件を意味する
。
【００５５】
　他の観点において、本発明は、タンパク質またはポリペプチドであって、（ａ）配列番
号：２～５、２０～２１、３１～３３、３９、５４～５７、６２、６３、８５～８８から
なる群から選択された核酸配列を含む核酸、この一部または誘導体、（ｂ）（ａ）の核酸
とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核
酸に対して縮重している核酸、および（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的
な核酸からなる群から選択されている核酸によりコードされた、前記タンパク質またはポ
リペプチドに関する。好ましい態様において、本発明は、タンパク質またはポリペプチド
であって、配列番号：７～１３、１４～１８、２３～２４、３４～３６、５８～６１、６
４、６５、８９～１００、１０１～１０７からなる群から選択されたアミノ酸配列、この
一部または誘導体を含む、前記タンパク質またはポリペプチドに関する。
【００５６】
　他の観点において、本発明は、本発明により同定された腫瘍関連抗原の免疫原性フラグ
メントに関する。前述のフラグメントは、好ましくは、ヒトＨＬＡレセプターまたはヒト
抗体に結合する。本発明のフラグメントは、好ましくは、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個のアミノ酸の配列を含む。
【００５７】
　他の観点において、本発明は、本発明により同定された腫瘍関連抗原またはこの一部に
結合する剤に関する。好ましい態様において、この剤は、抗体である。他の態様において
、この抗体は、結合手法により産生されたキメラ、ヒト化抗体もしくは抗体であるか、ま
たは抗体のフラグメントである。さらに、本発明は、（ｉ）本発明により同定された腫瘍
関連抗原またはこの一部、および（ｉｉ）本発明により同定された前述の腫瘍関連抗原ま
たはこの前述の一部が結合したＭＨＣ分子の複合体に選択的に結合する抗体に関し、前述
の抗体は、（ｉ）または（ｉｉ）単独には結合しない。本発明の抗体は、モノクローナル
抗体であってもよい。他の態様において、抗体は、キメラもしくはヒト化抗体または天然
の抗体のフラグメントである。
【００５８】
　本発明は、さらに、本発明により同定された腫瘍関連抗原もしくはこの一部または本発
明の抗体に結合する本発明の剤と、治療または診断剤との間の複合体に関する。１つの態
様において、治療または診断剤は、毒素である。
【００５９】
　他の観点において、本発明は、本発明により同定された腫瘍関連抗原の発現または異常
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な発現を検出するためのキットであって、このキットが、（ｉ）腫瘍関連抗原もしくはこ
の一部をコードする核酸、（ｉｉ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部、（ｉｉｉ）腫瘍関連
抗原もしくはこの一部に結合する抗体、および／または（ｉｖ）腫瘍関連抗原もしくはこ
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剤を含む、前記キッ
トに関する。１つの態様において、核酸またはこの一部の検出のための剤は、前述の核酸
の選択的増幅のための核酸分子であり、これは、特に、６～５０、特に１０～３０、１５
～３０および２０～３０の、前述の核酸の近接するヌクレオチドの配列を含む。
【００６０】
発明の詳説
　本発明において、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、記載される。
【００６１】
　本発明において、これらの遺伝子またはこれらの誘導体は、治療的方法に好ましい標的
構造である。概念的に、前述の治療的方法は、選択的に発現された腫瘍関連遺伝子産物の
活性を阻害することを目的とすることができる。これは、前述の異常なそれぞれの選択的
な発現が腫瘍病理学において機能的に重要である場合、およびこの連結が対応する細胞の
選択的損傷に伴う場合に、有用である。他の治療的概念は、腫瘍関連抗原を、腫瘍細胞に
選択的に細胞損傷能力を有するエフェクター機構を補強する標識として意図する。ここで
、標的分子自体の機能および腫瘍進展におけるこの作用は、完全に無関係である。
【００６２】
　核酸の「誘導体」は、本発明において、単一の、または多数のヌクレオチド置換、欠失
および／または付加が、前述の核酸中に存在することを意味する。さらに、用語「誘導体
」はまた、ヌクレオチド塩基、糖またはリン酸塩における核酸の化学的誘導体化を含む。
用語「誘導体」はまた、天然に存在しないヌクレオチドおよびヌクレオチド類似体を含む
核酸を含む。
【００６３】
　本発明において、核酸は、好ましくは、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）またはリボ核酸（
ＲＮＡ）である。核酸は、本発明において、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、組換え
的に産生された、および化学的に合成された分子を含む。本発明において、核酸は、一本
鎖または二本鎖および直線状または共有的な閉環分子として、存在することができる。
【００６４】
　本発明において記載されている核酸は、好ましくは単離されている。用語「単離された
核酸」は、本発明において、核酸が、（ｉ）インビトロで、例えばポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）により増幅され、（ｉｉ）クローン化により組換え的に産生され、（ｉｉｉ）
例えば切断およびゲル電気泳動的分画により精製され、または（ｉｖ）例えば化学的合成
により合成されたことを意味する。単離された核酸は、組換えＤＮＡ手法により操作する
のに利用できる核酸である。
【００６５】
　核酸は、２つの配列がハイブリダイズして、互いに安定な二重鎖を形成することができ
、ハイブリダイゼーションが、好ましくは、ポリヌクレオチド間の特異的なハイブリダイ
ゼーションが可能である条件（ストリンジェントな条件）下で行われる場合に、他の核酸
と「相補的」である。ストリンジェントな条件は、例えば、Molecular Cloning: A Labor
atory Manual, J. Sambrook et al., Editors, 第２版、Cold Spring Harbor Laboratory
 press, Cold Spring Harbor, New York, 1989またはCurrent Protocols in Molecular B
iology, F.M. Ausubel et al., Editors, John Wiley & Sons, Inc., New York中に記載
されており、例えば、６５℃におけるハイブリダイゼーション緩衝液（３．５×ＳＳＣ、
０．０２％フィコール(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　ＮａＨ２ＰＯ４（ｐＨ　７）、０．５％　ＳＤＳ、２ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ）中でのハイブリダイゼーションを意味する。ＳＳＣは、０．１５Ｍ塩化ナトリウ
ム／０．１５Ｍクエン酸ナトリウム、ｐＨ７である。ハイブリダイゼーションの後に、Ｄ



(24) JP 2013-9673 A 2013.1.17

10

20

30

40

50

ＮＡがトランスファーされた膜を、例えば、２×ＳＳＣ中で、室温において、次に０．１
～０．５×ＳＳＣ／０．１×ＳＤＳ中で、６８℃までの温度において、洗浄する。
【００６６】
　本発明において、相補的核酸は、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％および好ましくは少
なくとも９５％、少なくとも９８％または少なくとも９９％の同一のヌクレオチドを有す
る。
【００６７】
　腫瘍関連抗原をコードする核酸は、本発明において、単独で、または他の核酸、特に非
相同性核酸と組み合わせて、存在し得る。好ましい態様において、核酸は、前述の核酸に
対して相同性であるかまたは非相同性であってもよい発現制御配列または調節配列に、機
能的に連結されている。コーディング配列および調節配列は、これらが、前述のコーディ
ング配列の発現または転写が、前述の調節配列の制御下または影響下にあるように、互い
に共有結合している場合には、互いに「機能的に」連結されている。コーディング配列が
機能的なタンパク質に翻訳されるべきである場合には、前述のコーディング配列に機能的
に連結された調節配列と共に、前述の調節配列の誘導により、前述のコーディング配列の
転写がもたらされ、コーディング配列または、所望のタンパク質もしくはペプチドに翻訳
することができない前述のコーディング配列におけるフレームシフトを生じない。
【００６８】
　用語「発現制御配列」または「調節配列」は、本発明において、遺伝子の発現を調節す
るプロモーター、エンハンサーおよび他の制御要素を含む。本発明の特定の態様において
、発現制御配列を、調節することができる。調節配列の正確な構造は、種または細胞の種
類の機能として変化し得るが、一般的に、それぞれ転写および翻訳の開始に関与する５’
非転写および５’非翻訳配列、例えばＴＡＴＡボックス、キャッピング配列、ＣＡＡＴ配
列などを含む。さらに特に、５’非転写調節配列は、機能的に連結された遺伝子の転写制
御のためのプロモーター配列を誘発するプロモーター領域を含む。調節配列はまた、エン
ハンサー配列または上流活性化配列を含むことができる。
【００６９】
　従って、一方で、本明細書中に例示した腫瘍関連抗原を、すべての発現制御配列および
プロモーターと組み合わせることができる。しかし他方、本明細書中に例示した腫瘍関連
遺伝子産物のプロモーターは、本発明において、すべての他の遺伝子と組み合わせること
ができる。これにより、これらのプロモーターの選択的活性を用いることが可能になる。
【００７０】
　本発明において、核酸は、さらに、宿主細胞からの前述の核酸によりコードされたタン
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、他の核酸と組み
合わせて存在することができる。本発明において、核酸はまた、コードされたタンパク質
またはポリペプチドを、宿主細胞の細胞膜上に固定させるか、または前述の細胞の特定の
細胞小器官に区画化させるポリペプチドをコードする、他の核酸と組み合わせて、存在す
ることができる。
【００７１】
　好ましい態様において、組換えＤＮＡ分子は、本発明において、適切な場合にはプロモ
ーターを有するベクターであり、これは、核酸、例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。用語「ベクター」は、本明細書中では、この最も一般的な意味
で用いられ、前述の核酸が、例えば原核および／または真核細胞中に導入され、適切な場
合には、ゲノム中に組み込まれるのを可能にする核酸のための、すべての媒介ビヒクルを
含む。この種類のベクターは、好ましくは、細胞中で複製され、および／または発現され
る。媒介ビヒクルは、例えば、電気穿孔において、微粒子での銃において、リポソーム投
与において、アグロバクテリウム(agrobacteria)を用いた導入において、またはＤＮＡも
しくはＲＮＡウイルスを介しての挿入において用いるように適合させることができる。ベ
クターは、プラスミド、ファージミドまたはウイルスゲノムを含む。
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【００７２】
　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を、宿主細胞のトランスフェク
ションのために用いることができる。核酸は、ここでは、組換えＤＮＡおよびＲＮＡの両
方を意味する。組換えＲＮＡを、ＤＮＡ鋳型のインビトロ転写により製造することができ
る。さらに、これを、適用の前に配列を安定化し、キャッピングおよびポリアデニル化す
ることにより改変することができる。本発明において、用語「宿主細胞」は、外来性核酸
で形質転換またはトランスフェクトすることができるすべての細胞に関する。用語「宿主
細胞」は、本発明において、原核細胞（例えば大腸菌）または真核細胞（例えば樹状細胞
、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。
特に好ましいのは、哺乳類細胞、例えばヒト、マウス、ハムスター、ブタ、ヤギ、霊長類
からの細胞である。この細胞は、多数の種類の組織に由来し、初代細胞および細胞株を含
むことができる。特定の例は、ケラチノサイト、末梢血白血球、骨髄の幹細胞および胚幹
細胞を含む。他の態様において、宿主細胞は、抗原提示細胞、特に樹状細胞、単球または
マクロファージである。核酸は、宿主細胞中に、単一のコピーまたは２つもしくは３つ以
上のコピーの形態で存在することができ、１つの態様において、宿主細胞で発現される。
【００７３】
　本発明において、用語「発現」は、この最も一般的な意味で用いられ、ＲＮＡまたはＲ
ＮＡおよびタンパク質の産生を含む。これはまた、核酸の部分的発現を含む。さらに、発
現は、一過性に、または安定に行うことができる。哺乳類細胞における好ましい発現系は
、ｐｃＤＮＡ３．１およびｐＲｃ／ＣＭＶ(Invitrogen, Carlsbad, CA)を含み、これは、
選択的マーカー、例えばＧ４１８に対する耐性を付与する（および従って安定にトランス
フェクトした細胞株を選択することを可能にする）遺伝子およびサイトメガロウイルス（
ＣＭＶ）のエンハンサープロモーター配列を含む。
【００７４】
　ＨＬＡ分子が腫瘍関連抗原またはこの一部を提示する、本発明の場合において、発現ベ
クターはまた、前述のＨＬＡ分子をコードする核酸配列を含むことができる。ＨＬＡ分子
をコードする核酸配列は、腫瘍関連抗原もしくはこの一部をコードする核酸と同一の発現
ベクター上に存在することができるか、または、両方の核酸は、異なる発現ベクター上に
存在することができる。後者の場合において、２種の発現ベクターを、細胞中にコトラン
スフェクトする(cotransfect)ことができる。宿主細胞が、腫瘍関連抗原またはこの一部
も、ＨＬＡ分子も発現しない場合には、これをコードする両方の核酸を、同一の発現ベク
ターまたは異なる発現ベクターのいずれかにより、細胞中にトランスフェクトさせる。細
胞が、すでにＨＬＡ分子を発現する場合には、腫瘍関連抗原またはこの一部をコードする
核酸配列のみを、細胞中にトランスフェクトすることができる。
【００７５】
　本発明はまた、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。このよう
なキットは、例えば、腫瘍関連抗原をコードする核酸にハイブリダイズする増幅プライマ
ーの対を含む。プライマーは、好ましくは、６～５０、特に１０～３０、１５～３０およ
び２０～３０の、核酸の近接するヌクレオチドの配列を含み、非重複性であって、プライ
マー二量体の形成を回避する。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
本の鎖にハイブリダイズし、他方のプライマーは、腫瘍関連抗原をコードする核酸の増幅
を可能にする配置において、相補的な鎖にハイブリダイズする。
【００７６】
　「アンチセンス」分子または「アンチセンス」核酸を、核酸の発現を調節、特に減少さ
せるために用いることができる。用語「アンチセンス分子」または「アンチセンス核酸」
は、本発明において、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、改変
オリゴリボヌクレオチドまたは改変オリゴデオキシリボヌクレオチドであり、生理学的条
件下で、特定の遺伝子を含むＤＮＡまたは前述の遺伝子のｍＲＮＡにハイブリダイズし、
これにより前述の遺伝子の転写および／または前述のｍＲＮＡの翻訳を阻害するオリゴヌ
クレオチドを意味する。本発明において、「アンチセンス分子」はまた、核酸またはこの
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一部を、この天然のプロモーターに関して逆の配向で含むコンストラクトを含む。核酸ま
たはこの一部のアンチセンス転写物は、酵素を特定し、従ってｍＲＮＡの活性酵素への蓄
積または翻訳を抑制する、天然に存在するｍＲＮＡとの二重鎖を形成することができる。
他の可能性は、核酸を不活性化させるためのリボザイムを用いることである。本発明にお
いて好ましいアンチセンスオリゴヌクレオチドは、６～５０、特に１０～３０、１５～３
０および２０～３０の、標的核酸の近接するヌクレオチドの配列を有し、好ましくは、標
的核酸またはこの一部に完全に相補的である。
【００７７】
　好ましい態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、Ｎ末端または５’上流部
位、例えば翻訳開始部位、転写開始部位またはプロモーター部位とハイブリダイズする。
他の態様において、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とハイブリダイズする。
【００７８】
　１つの態様において、本発明のオリゴヌクレオチドは、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り、１つのヌクレオチドの５’末端およ
び他のヌクレオチドの３’末端は、互いに、ホスホジエステル結合により結合している。
これらのオリゴヌクレオチドは、慣用の方法で合成するか、または組換え的に産生するこ
とができる。
【００７９】
　好ましい態様において、本発明のオリゴヌクレオチドは、「改変された」オリゴヌクレ
オチドである。ここで、オリゴヌクレオチドは、極めて異なる方法で改変することができ
、その標的に結合する能力を損ねず、例えばその安定性または治療効率を増大させる。本
発明において、用語「改変されたオリゴヌクレオチド」は、（ｉ）このヌクレオチドの少
なくとも２つが、互いに、合成ヌクレオシド間結合（即ち、ホスホジエステル結合ではな
いヌクレオシド間結合）により結合しており、および／または（ｉｉ）通常は核酸中には
見出されない化学基が、オリゴヌクレオチドに共有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シド間結合は、ホスホロチオエート、アルキルホスホネー
ト、ホスホロジチオエート、リン酸エステル、アルキルホスホノチオエート、ホスホラミ
デート(phosphoramidate)、カルバメート、カーボネート、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。
【００８０】
　用語「改変されたオリゴヌクレオチド」はまた、共有的に改変された塩基および／また
は糖を有するオリゴヌクレオチドを含む。「改変されたオリゴヌクレオチド」は、例えば
、３’位において水酸基以外の低分子量有機基および５’位においてリン酸基に共有結合
した糖残基を有するオリゴヌクレオチドを含む。改変されたオリゴヌクレオチドは、例え
ば、リボース、例えばアラビノースの代わりに２’－Ｏ－アルキル化されたリボース残基
または他の糖を含むことができる。
【００８１】
　好ましくは、本発明において記載したタンパク質およびポリペプチドは、単離されてい
る。用語「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、この天然の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、本質的に精製された状態であってもよい。用語「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、これが天然にまたはイ
ンビボで関連する他の物質を本質的に含まないことを意味する。
【００８２】
　このようなタンパク質およびポリペプチドは、例えば、抗体の産生において、および免
疫学的もしくは診断学的アッセイにおいて、または治療薬として用いることができる。本
発明において記載したタンパク質およびポリペプチドを、生物学的試料、例えば組織また
は細胞ホモジネートから単離することができ、また、多数の原核または真核発現系におい
て組換え的に発現することができる。
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【００８３】
　本発明の目的のために、タンパク質もしくはポリペプチドまたはアミノ酸配列の「誘導
体」は、アミノ酸挿入バリアント、アミノ酸欠失バリアントおよび／またはアミノ酸置換
バリアントを含む。
【００８４】
　アミノ酸挿入バリアントは、アミノおよび／またはカルボキシ末端融合およびまた１個
の、または２個もしくは３個以上のアミノ酸の、特定のアミノ酸配列中の挿入を含む。挿
入を有するアミノ酸配列バリアントの場合において、１個または２個以上のアミノ酸残基
が、アミノ酸配列中の特定の部位中に挿入されるが、得られた産物の適切なスクリーニン
グを伴う無秩序な挿入がまた、可能である。アミノ酸欠失バリアントは、配列からの１個
または２個以上のアミノ酸の除去により特徴づけられる。アミノ酸置換バリアントは、配
列中の少なくとも１個の残基が除去され、他の残基がこの場所に挿入されることにより、
特徴づけられる。好ましいのは、相同性のタンパク質またはポリペプチド間に保存されな
いアミノ酸配列中の位置にある改変である。好ましいのは、アミノ酸を、同様の特性、例
えば疎水性、親水性、電気陰性度、側鎖の大きさなどを有する他のもので置換することで
ある（保存的置換）。保存的置換は、例えば、１個のアミノ酸の、置換されるべきアミノ
酸と同一の群における、以下に列挙する他のアミノ酸での交換に関する：
【００８５】
１．小さい脂肪族、無極性またはわずかに極性の残基：Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ（Ｐｒｏ
、Ｇｌｙ）
２．負に帯電した残基およびこれらのアミド：Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
３．正に帯電した残基：Ｈｉｓ、Ａｒｇ、Ｌｙｓ
４．大きい脂肪族無極性残基：Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ（Ｃｙｓ）
５．大きい芳香族残基：Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔｒｐ。
【００８６】
　タンパク質構造物中のこれらの特定の部分のために、３種の残基を、かっこ中に示す。
Ｇｌｙは、側鎖を有しない唯一の残基であり、従って鎖に柔軟性を付与する。Ｐｒｏは、
通常でない幾何学的形状を有し、これは、鎖を大いに制限する。Ｃｙｓは、ジスルフィド
架橋を形成することができる。
【００８７】
　上記に記載したアミノ酸バリアントを、既知のペプチド合成手法を用いて、例えば固相
合成(Merrifield, 1964)および同様の方法または組換えＤＮＡ操作により、容易に製造す
ることができる。置換突然変異体を、所定の部位において、既知の、または部分的に既知
の配列を有するＤＮＡ中に導入するための手法は、十分知られており、例えばＭ１３変異
原性を含む。置換、挿入または欠失を有するタンパク質を製造するためのＤＮＡ配列の操
作は、例えばSambrook et al. (1989)中に詳細に記載されている。
【００８８】
　本発明において、タンパク質またはポリペプチドの「誘導体」はまた、酵素に関連する
すべての分子、例えば炭水化物、脂質および／またはタンパク質またはポリペプチドの単
一の、または多数の置換、欠失および／または付加を含む。用語「誘導体」はまた、前述
のタンパク質またはポリペプチドのすべての機能的な化学的な等価物に拡張される。
【００８９】
　本発明において、腫瘍関連抗原の一部またはフラグメントは、これに由来するポリペプ
チドの機能的特性を有する。このような機能的特性は、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を含む。特定の特
性は、ＨＬＡとの複合体を形成する能力であり、適切な場合には、免疫応答を発生する。
この免疫応答は、細胞障害性またはヘルパーＴ細胞を刺激することに基づくことができる
。本発明の腫瘍関連抗原の一部またはフラグメントは、好ましくは、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、腫瘍関連抗原の連続したアミノ
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【００９０】
　本発明において、腫瘍関連抗原の好ましい部分またはフラグメントは、好ましくは、本
発明において同定された腫瘍関連抗原から由来する、以下に列挙した配列の１つを有し、
これらは、好ましくは、本発明においてインビボで細胞障害性Ｔリンパ球を刺激するのに
、およびまたエクスビボでの治療的な養子移入のための拡張され、刺激されたＴリンパ球
を調製するのに特に有用である、ペプチドエピトープである。これらの配列は、特に、以
下に列挙するＭＨＣクラスＩ対立遺伝子のためのペプチドエピトープである：
【００９１】
【表１】

【００９２】
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【表２】

【００９３】
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【表３】

【００９４】
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【表４】

【００９５】
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【表５】

【００９６】
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【表６】

【００９７】
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【表７】

【００９８】
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【表８】

【００９９】
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【表９】

【０１００】
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【表１０】

【０１０１】
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【表１１】

【０１０２】
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【表１２】

【０１０３】
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【表１３】

【０１０４】
　腫瘍関連抗原をコードする核酸の一部またはフラグメントは、本発明において、核酸の
一部に関し、これは、上記に定義したように、少なくとも腫瘍関連抗原および／または前
述の腫瘍関連抗原の一部またはフラグメントをコードする。
【０１０５】
　腫瘍関連抗原をコードする遺伝子の単離および同定はまた、１種または２種以上の腫瘍
関連抗原の発現により特徴づけられ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種または２種以上の核酸を決定すること、および／またはこれに由
来する、コードされた腫瘍関連抗原および／またはペプチドを決定することを含む。核酸
を、ポリメラーゼ連鎖反応または標識したプローブとのハイブリダイゼーションによるも
のを含む、慣用の方法において、決定することができる。これから由来する腫瘍関連抗原
またはペプチドを、抗原および／またはペプチドを認識することに関して患者の抗血清を
スクリーニングすることにより、決定することができる。これらを、また、患者のＴ細胞
を、対応する腫瘍関連抗原に対する特異性についてスクリーニングすることにより、決定
することができる。
【０１０６】
　本発明はまた、前述の腫瘍関連抗原の抗体および細胞結合パートナーを含む、本明細書
中に記載した腫瘍関連抗原に結合するタンパク質を単離することを可能にする。
【０１０７】
　本発明において、特定の態様は、腫瘍関連抗原に由来する「ドミナントネガティブ(dom
inant negative)」ポリペプチドを提供することを含むべきである。ドミナントネガティ
ブポリペプチドは、細胞機構と相互作用することにより、活性タンパク質を細胞機構との
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この相互作用から追い出し、または活性タンパク質と競合し、これにより前述の活性タン
パク質の効果を減少させる、不活性なタンパク質バリアントである。例えば、リガンドに
結合するが、リガンドへの結合に対する応答としてのシグナルを発生しない、ドミナント
ネガティブレセプターは、前述のリガンドの生物学的効果を低減し得る。同様に、通常は
標的タンパク質と相互作用するが、前述の標的タンパク質をリン酸化しない、ドミナント
ネガティブの触媒的に不活性なキナーゼは、細胞シグナルに対する応答としての前述の標
的タンパク質のリン酸化を減少させ得る。同様に、遺伝子の制御領域中のプロモーター部
位に結合するが、前述の遺伝子の転写を増大させない、ドミナントネガティブの転写因子
は、正常な転写因子の効果を、転写を増大させずに、プロモーター結合部位を占有するこ
とにより低減し得る。
【０１０８】
　細胞中のドミナントネガティブポリペプチドの発現の結果は、活性タンパク質の機能の
減少である。当業者は、タンパク質のドミナントネガティブのバリアントを、例えば慣用
の変異原性方法により、およびバリアントポリペプチドのドミナントネガティブの効果を
評価することにより製造することができる。
【０１０９】
　本発明はまた、腫瘍関連抗原に結合するポリペプチドなどの物質を含む。このような結
合物質を、例えば、腫瘍関連抗原および腫瘍関連抗原のこれらの結合パートナーとの複合
体を検出するためのスクリーニングアッセイにおいて、並びに前述の腫瘍関連抗原および
これらとこれらの結合パートナーとの複合体の精製において、用いることができる。この
ような物質を、また、腫瘍関連抗原の活性を阻害するために、例えばこのような抗原に結
合することにより、用いることができる。
【０１１０】
　従って、本発明は、腫瘍関連抗原に選択的に結合することができる結合物質、例えば抗
体または抗体フラグメントを含む。抗体は、慣用の方式で製造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。
【０１１１】
　抗体分子の小さい部分であるパラトープのみが、抗体のこのエピトープへの結合に関与
することは、知られている（Clark, W. R. (1986), The Experimental Foundations of M
odern Immunology, Wiley & Sons, Inc., New York; Roitt, I. (1991), Essential Immu
nology, 第７版、Blackwell Scientific Publications, Oxfordを参照）。ｐＦｃ’およ
びＦｃ領域は、例えば、完全なカスケードのエフェクターであるが、抗原結合に関与しな
い。Ｆ（ａｂ’）２フラグメントと呼ぶ、ｐＦｃ’領域が酵素的に除去されたか、または
ｐＦｃ’領域を有せずに産生された抗体は、完全な抗体の両方の抗原結合部位を有する。
同様に、Ｆａｂフラグメントと呼ぶ、Ｆｃ領域が酵素的に除去されたか、または前述のＦ
ｃ領域を有せずに産生された抗体は、インタクトな(intact)抗体分子の１つの抗原結合部
位を有する。さらに、Ｆａｂフラグメントは、抗体の共有結合した軽鎖およびＦｄと呼ぶ
、前述の抗体の重鎖の一部からなる。Ｆｄフラグメントは、抗体特異性の主要な決定因子
であり（単一のＦｄフラグメントは、１０個までの異なる軽鎖と、抗体の特異性を変化せ
ずに関連することができ）、Ｆｄフラグメントは、単離された際に、エピトープに結合す
る能力を維持する。
【０１１２】
　抗体の抗原結合部位内に位置するのは、抗原エピトープおよびフレームワーク領域（Ｆ
Ｒｓ）と直接相互作用し、パラトープの三次構造を維持する、相補性決定領域（ＣＤＲｓ
）である。重鎖のＦｄフラグメントおよびＩｇＧ免疫グロブリンの軽鎖の両方は、各々の
場合において、３つの相補性決定領域（ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）により分離された、４つの
フレームワーク領域（ＦＲ１～ＦＲ４）を含む。ＣＤＲおよび、特にＣＤＲ３領域および
尚一層特定的には、重鎖のＣＤＲ３領域は、かなりの程度で、抗体特異性に関与する。
【０１１３】
　哺乳類抗体の非ＣＤＲ領域は、同一の、または異なる特異性を有する抗体の同様の領域
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により置換されていてもよく、もとの抗体のエピトープについての特異性は維持されると
知られている。これにより、非ヒトＣＤＲがヒトＦＲおよび／またはＦｃ／ｐＦｃ’領域
に共有結合して、機能的抗体を産生する、「ヒト化された」抗体を発生させることが可能
になった。
【０１１４】
　例えば、WO 92/04381には、少なくとも一部のマウスＦＲ領域が、ヒト由来のＦＲ領域
で置換された、ヒト化マウスＲＳＶ抗体の産生および使用が記載されている。抗原結合能
力を有するインタクトな抗体のフラグメントを含むこの種類の抗体は、しばしば、「キメ
ラ」抗体と呼ばれる。
【０１１５】
　本発明はまた、Ｆｃおよび／またはＦＲおよび／またはＣＤＲ１および／またはＣＤＲ
２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
のＦ（ａｂ’）２、Ｆａｂ、ＦｖおよびＦｄフラグメント、キメラ抗体、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、キメラＦ（ａｂ’）２フラグメント抗体、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、キメラＦａｂフラグメント抗体、およびＦＲおよび／また
はＣＤＲ１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フラグメント抗体を提供する。本発明はまた、「単鎖」抗体を含む。
【０１１６】
　好ましくは、本発明において用いられる抗体は、配列表の配列番号：１４～１８、８０
～８４または１０１～１１６に示す配列の１つに対して送達され、かつ／またはこれらの
ペプチドでの免疫により得ることができる。
【０１１７】
　本発明はまた、腫瘍関連抗原に特異的に結合するポリペプチドを含む。この種類のポリ
ペプチド結合物質は、例えば、単に、固定された形態で溶液中に、またはファージディス
プレイライブラリーとして製造することができる、縮重ペプチドライブラリーにより、提
供することができる。同様に、１種または２種以上のアミノ酸を有するペプチドの組み合
わせライブラリーを製造することも可能である。ペプトイドおよび非ペプチド性合成残基
のライブラリーもまた、製造することができる。
【０１１８】
　ファージディスプレイは、本発明の結合ペプチドを同定するのに特に有効であり得る。
これに関して、例えば、長さが４～約８０アミノ酸残基である挿入物を提示するファージ
ライブラリーを製造する（例えば、Ｍ１３、ｆｄまたはラムダファージを用いて）。次に
、腫瘍関連抗原に結合するインサートを有するファージを、選択する。このプロセスを、
腫瘍関連抗原に結合するファージの再選択の２つまたは３つ以上のサイクルにより、繰り
返すことができる。繰り返されたラウンドにより、特定の配列を有するファージの濃縮が
もたらされる。ＤＮＡ配列の分析を行って、発現されたポリペプチドの配列を同定するこ
とができる。腫瘍関連抗原に結合する配列の最小の直線状部分を、決定することができる
。酵母の「ツーハイブリッドシステム(two-hybrid system)」を、また、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用いることができる。本発明において記載された
腫瘍関連抗原またはこのフラグメントを、ファージディスプレイライブラリーを含むペプ
チドライブラリーをスクリーニングするために用いて、腫瘍関連抗原のペプチド結合パー
トナーを同定し、選択することができる。このような分子を、例えば、スクリーニングア
ッセイ、精製プロトコルのために、腫瘍関連抗原の機能の阻害および当業者に知られてい
る他の目的のために、用いることができる。
【０１１９】
　上記に記載した抗体および他の結合分子を、例えば、腫瘍関連抗原を発現する組織を同
定するために用いることができる。また、抗体は、腫瘍関連抗原を発現する細胞および組
織を示すための特定の診断物質に結合させることができる。また、これらを、治療的に有
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用な物質に結合させることができる。診断物質には、非限定的に、硫酸バリウム、ヨーセ
タミン酸(iocetamic acid)、ヨーパノ酸、カルシウムイポデート(calcium ipodate)、ナ
トリウムジアトリゾエート(sodium diatrizoate)、メグルミンジアトリゾエート(meglumi
ne diatrizoate)、メトリザミド(metrizamide)、ナトリウムチロパノエート(sodium tyro
panoate)並びに陽電子放射体、例えばフッ素－１８および炭素－１１、ガンマ線放射体、
例えばヨウ素－１２３、テクネチウム－９９ｍ、ヨウ素－１３１およびインジウム－１１
１、核磁気共鳴のための核種、例えばフッ素およびガドリニウムを含む放射性診断薬が含
まれる。
【０１２０】
　本発明において、用語「治療的に有用な物質」は、所望のように、抗癌剤、放射活性ヨ
ウ素標識化合物、毒素、細胞分裂停止または細胞溶解薬などを含む、１種または２種以上
の腫瘍関連抗原を発現する細胞に選択的に送達されるすべての治療分子を意味する。抗癌
剤には、例えば、アミノグルテチミド、アザチオプリン、硫酸ブレオマイシン、ブスルフ
ァン、カルムスチン、クロラムブシル、シスプラチン、シクロホスファミド、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－α、ロムスチン、メ
ルカプトプリン、メトトレキセート、マイトタン、プロカルバジン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含まれる。他の抗癌剤は、例えば、Go
odman and Gilman, "The Pharmacological Basis of Therapeutics", 第８版、1990, McG
raw-Hill, Inc.、特に第５２章(Antineoplstic Agents (Paul Calabresi and Bruce A. C
habner))に記載されている。毒素は、ヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質、コレラ毒素、百
日咳毒素、リシン、ゲロニン、アブリン、ジフテリア外毒素またはプソイドモナス(Pseud
omonas)外毒素などのタンパク質であってもよい。毒素残基はまた、高エネルギーを放射
する放射性核種、例えばコバルト－６０であってもよい。
【０１２１】
　ＴＰＴＥについて、本発明において、これは、膜に局在する唯一のタンパク質ではなく
、また内部移行することができることを、示すことができる（例２を参照）。従って、Ｔ
ＰＴＥに関する本発明において同定された腫瘍関連抗原は、これら自体、これに結合する
物質、特に上記に記載した治療的抗体の、膜から細胞質への輸送の作用を奏し得、従って
、内部移行のために、ここでこれらの物質は、好ましくは、これらの効果、例えば細胞破
壊効果を奏する。
【０１２２】
　用語「患者」は、本発明において、ヒト、非ヒト霊長類または他の動物、特に哺乳類、
例えばウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコまたはげっ歯動物、例えばマウスお
よびラットを意味する。特に好ましい態様において、患者は、ヒトである。
【０１２３】
　本発明において、用語「疾患」は、腫瘍関連抗原が発現されるかまたは異常に発現され
るすべての病理学的状態を意味する。「異常な発現」は、本発明において、発現が、健康
な個体における状態と比較して、変化した、好ましくは増大したことを意味する。発現の
増大は、少なくとも１０％、特に少なくとも２０％、少なくとも５０％または少なくとも
１００％の増大を意味する。１つの態様において、腫瘍関連抗原は、罹患した個体の組織
においてのみ発現される一方、健康な個体における発現は抑制されている。このような疾
患の１つの例は、癌、特に精上皮腫、黒色腫、奇形腫、神経膠腫、大腸直腸癌、乳癌、前
立腺癌、子宮癌、卵巣癌および肺癌である。
【０１２４】
　本発明において、生物学的試料は、組織試料および／または細胞試料であってもよく、
本明細書中に記載した種々の方法において用いるために、慣用の方法で、例えばパンチ生
検を含む組織生検により、および血液、気管支吸引液、尿、糞便または他の体液を採取す
ることにより得ることができる。
【０１２５】
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　本発明において、用語「免疫反応性細胞」は、好適な刺激で免疫細胞（例えば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。免疫
反応性細胞は、ＣＤ３４＋造血幹細胞、未成熟および成熟Ｔ細胞並びに未成熟および成熟
Ｂ細胞を含む。腫瘍関連抗原を認識する細胞溶解性またはヘルパーＴ細胞の産生が望まし
い場合には、免疫反応性細胞を、腫瘍関連抗原を発現する細胞と、細胞溶解性Ｔ細胞およ
びヘルパーＴ細胞の産生、分化および／または選択を好む条件下で、接触させる。抗原に
暴露された際の、Ｔ細胞前駆体の細胞溶解性Ｔ細胞への分化は、免疫系のクローン的選択
に類似する。
【０１２６】
　いくつかの治療方法は、患者の免疫系の反応に基づいており、これは、抗原提示細胞、
例えば１種または２種以上の腫瘍関連抗原を提示する癌細胞の溶解をもたらす。これに関
連して、例えば腫瘍関連抗原とＭＨＣ分子との複合体に特異的な自己細胞障害性Ｔリンパ
球を、細胞的異常を有する患者に投与する。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、知られている。Ｔ細胞を分化させる方法の例は、WO-A-9633265中に見出す
ことができる。一般的に、血液細胞などの細胞を含む試料を、患者から採取し、細胞を、
複合体を提示し、細胞障害性Ｔリンパ球の増殖を生じさせることができる細胞（例えば樹
状細胞）と接触させる。標的細胞は、ＣＯＳ細胞などのトランスフェクトした細胞であっ
てもよい。これらのトランスフェクトした細胞は、これらの表面上に所望の複合体を提示
し、細胞障害性Ｔリンパ球と接触した際には、後者の増殖を刺激する。次に、クローン的
に増殖した自己細胞障害性Ｔリンパ球を、患者に投与する。
【０１２７】
　抗原特異的な細胞障害性Ｔリンパ球を選択する他の方法において、ＭＨＣクラスＩ分子
／ペプチド複合体の蛍光を発生する四量体を、細胞障害性Ｔリンパ球の特定のクローンを
検出するために用いる(Altman et al., Science 274:94-96, 1996; Dunbar et al., Curr
. Biol. 8:413-416, 1998)。可溶性ＭＨＣクラスＩ分子は、インビトロで、前述のクラス
Ｉ分子に結合するβ２ミクログロブリンおよびペプチド抗原の存在下で折り畳まれる。Ｍ
ＨＣ／ペプチド複合体を精製し、次にビオチンで標識する。四量体は、ビオチン化された
ペプチド－ＭＨＣ複合体を標識したアビジン（例えばフィコエリスリン）と、４：１のモ
ル比で混合することにより、形成される。次に、四量体を、細胞障害性Ｔリンパ球、例え
ば末梢血液またはリンパ節と接触させる。四量体は、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。四量体に結合した細胞を、蛍光制御され
たセルソーティング(cell sorting)により分類して、反応性の細胞障害性Ｔリンパ球を単
離することができる。次に、単離された細胞障害性Ｔリンパ球を、インビトロで増殖させ
ることができる。
【０１２８】
　養子移入と呼ばれる治療方法において(Greenberg, J. Immunol. 136(5):1917, 1986; R
iddel et al., Science 257:238, 1992; Lynch et al., Eur. J. Immunol. 21:1403-1410
, 1991; Kast et al., Cell 59:603-614, 1989)、所望の複合体を提示する細胞（例えば
樹状細胞）を、処置するべき患者の細胞障害性Ｔリンパ球と混ぜ合わせ、特定の細胞障害
性Ｔリンパ球の増殖をもたらす。次に、増殖された細胞障害性Ｔリンパ球を、特定の複合
体を提示する特定の異常な細胞により特徴づけられる、細胞異常を有する患者に投与する
。次に、細胞障害性Ｔリンパ球は、異常な細胞を溶解し、これにより所望の治療効果が達
成される。
【０１２９】
　しばしば、患者のＴ細胞レパートリーの中で、この種類の特定の複合体に対する低い親
和性を有するＴ細胞のみが増殖し得る。その理由は、高い親和性を有するＴ細胞は、耐容
性の発生により消滅したからである。ここで、代替物は、Ｔ細胞レセプター自体の導入で
あってもよい。また、このために、所望の複合体を提示する細胞（例えば樹状細胞）を、
健康な個体の細胞障害性Ｔリンパ球と混ぜ合わせる。ドナーが特定の複合体と以前に接触
したことがない場合には、これにより、高い親和性を有する特定の細胞障害性Ｔリンパ球
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の増殖がもたらされる。これらの増殖した特定のＴリンパ球の高親和性Ｔ細胞レセプター
をクローン化し、遺伝子導入により、例えばレトロウイルスベクターを用いて、所望のよ
うに他の患者のＴ細胞中に形質導入することができる。次に、養子移入を、これらの遺伝
子的に変化したＴリンパ球を用いて行う(Stanislawski et al., Nat Immunol. 2:962-70,
 2001; Kessels et al., Nat Immunol. 2:957-61, 2001)。
【０１３０】
　上記の治療概念は、患者の異常な細胞の少なくともいくらかが、腫瘍関連抗原とＨＬＡ
分子との複合体を提示するという事実から開始する。このような細胞を、自体公知の方法
で単離することができる。複合体を提示する細胞が同定されると直ちに、これらを、細胞
障害性Ｔリンパ球を含む、患者からの試料と混ぜ合わせることができる。細胞障害性Ｔリ
ンパ球が、複合体を提示する細胞を溶解する場合には、腫瘍関連抗原が提示されていると
推測することができる。
【０１３１】
　養子移入は、本発明において用いることができる療法の唯一の形態ではない。また、細
胞障害性Ｔリンパ球を、インビボで、自体公知の方法で生成することができる。１つの方
法は、複合体を発現する非増殖性細胞を用いる。ここで用いられる細胞は、通常複合体を
発現する細胞、例えば照射された腫瘍細胞または複合体（即ち、抗原性ペプチドと提示Ｈ
ＬＡ分子）の提示に必要な一方もしくは両方の遺伝子をトランスフェクトされた細胞であ
る。種々の種類の細胞を用いることができる。さらに、目的とする遺伝子の一方または両
方を有するベクターを用いることが、可能である。特に好ましいのは、ウイルス性または
細菌性ベクターである。例えば、腫瘍関連抗原またはこの一部をコードする核酸を、特定
の種類の組織または細胞において、前述の腫瘍関連抗原またはこのフラグメントの発現を
制御するプロモーターおよびエンハンサー配列に、機能的に結合させることができる。
【０１３２】
　核酸は、発現ベクター中に導入することができる。発現ベクターは、外来性核酸を挿入
することができる、改変されていない染色体外核酸、プラスミドまたはウイルスゲノムで
あってもよい。また、腫瘍関連抗原をコードする核酸を、レトロウイルスゲノム中に挿入
することができ、これにより、核酸を、標的組織または標的細胞のゲノム中に組み込むこ
とが可能になる。これらの系において、微生物、例えばワクシニアウイルス、ポックスウ
イルス、単純ヘルペスウイルス、レトロウイルスまたはアデノウイルスは、目的とする遺
伝子を運び、事実上宿主細胞に「感染」させる。他の好ましい形態は、例えば、リポソー
ムを用いた導入により、または電気穿孔により細胞中に導入することができる、組換えＲ
ＮＡの形態の腫瘍関連抗原の導入である。得られた細胞は、関連する複合体を提示し、次
に増殖する自己細胞障害性Ｔリンパ球により認識される。
【０１３３】
　同様の効果を、腫瘍関連抗原またはこのフラグメントを、アジュバントと組み合わせて
、インビボでの抗原提示細胞中への導入を可能にすることにより、達成することができる
。腫瘍関連抗原またはこのフラグメントを、タンパク質として、ＤＮＡ（例えばベクター
内）として、またはＲＮＡとして表すことができる。腫瘍関連抗原はプロセシングされ、
ＨＬＡ分子のためのペプチドパートナーを産生し、一方、このフラグメントを、さらなる
プロセシングを必要とせずに提示することができる。後者は、特に、これらがＨＬＡ分子
に結合することができる場合である。好ましいのは、完全な抗原がインビボで、樹状細胞
によりプロセシングされる投与形態である。その理由は、これはまた、有効な免疫応答の
ために必要であるヘルパーＴ細胞応答を生じ得るからである(Ossendorp et al., Immunol
 Lett. 74:75-9, 2000; Ossendorp et al., J. Exp. Med. 187:693-702, 1998)。
【０１３４】
　一般的に、有効量の腫瘍関連抗原を、患者に、例えば皮内注射により投与することが可
能である。しかし、注射をまた、リンパ節中に、節内に(intranodally)行うことができる
(Maloy et al., Proc Natl Acad Sci USA 98:3299-303, 2001)。また、これを、樹状細胞
中への取り込みを容易にする試薬と組み合わせて行うことができる。インビボでの好まし
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い腫瘍関連抗原は、同種癌抗血清または多くの癌患者のＴ細胞と反応するものを含む。し
かし、特に興味深いものは、自発的免疫応答が予め存在しないものである。明らかに、腫
瘍を溶解することができるこれらの免疫応答に対して誘発することが可能である(Keogh e
t al., J. Immunol. 167:787-96, 2001; Appella et al., Biomed Pept Proteins Nuclei
c Acids 1:177-84, 1995; Wentworth et al., Mol Immunol. 32:603-12, 1995)。
【０１３５】
　また、本発明により記載された医薬組成物を、免疫化のためのワクチンとして用いるこ
とができる。本発明において、用語「免疫化」または「ワクチン接種」は、抗原に対する
免疫応答の増大または活性化を意味する。腫瘍関連抗原またはこれをコードする核酸を用
いることにより、癌に対する免疫化効果を試験するために、動物モデルを用いることが可
能である。例えば、ヒト癌細胞を、マウスに導入して、腫瘍を発生させることができ、腫
瘍関連抗原をコードする１種または２種以上の核酸を、投与することができる。癌細胞に
対する効果（例えば腫瘍の大きさの減少）を、核酸による免疫化の有効性についての基準
として測定することができる。
【０１３６】
　免疫化のための組成物の一部として、１種または２種以上の腫瘍関連抗原またはこの刺
激フラグメントを、免疫応答を誘発するための、または免疫応答を増大させるための１種
または２種以上のアジュバントと共に投与する。アジュバントは、抗原中に導入されるか
、または後者と共に投与され、免疫応答を増大させる物質である。アジュバントは、免疫
応答を、抗原貯留（細胞外またはマクロファージ中）を提供し、マクロファージを活性化
させ、特定のリンパ球を刺激することにより増強することができる。アジュバントは、知
られており、非限定的に、モノホスホリル脂質Ａ(MPL, SmithKline Beecham)、サポニン
類、例えばＱＳ２１(SmithKline Beecham)、ＤＱＳ２１(SmithKline Beecham; WO 96/337
39)、ＱＳ７、ＱＳ１７、ＱＳ１８およびＱＳ－Ｌ１(So et al., Mol. Cells 7:178-186,
 1997)、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、アルム、ＣｐＧオリゴヌクレオチド（Kreig et al., Nature 374:546-9, 1995
を参照）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
ルから製造された、種々の油中水エマルジョンを含む。好ましくは、ペプチドを、ＤＱＳ
２１／ＭＰＬとの混合物で投与する。ＤＱＳ２１のＭＰＬに対する比率は、典型的には、
約１：１０～１０：１、好ましくは約１：５～５：１および特に約１：１である。ヒトへ
の投与には、ワクチン配合物は、典型的には、ＤＱＳ２１およびＭＰＬを、約１μｇ～約
１００μｇの範囲内で含む。
【０１３７】
　また、患者の免疫応答を刺激する他の物質を、投与することができる。例えば、ワクチ
ン接種中のサイトカインを、リンパ球に対するこれらの調節特性により用いることが可能
である。このようなサイトカインは、例えば、ワクチンの保護作用を増大することが示さ
れた、インターロイキン－１２（ＩＬ－１２）（Science 268:1432-1434, 1995を参照）
、ＧＭ－ＣＳＦおよびＩＬ－１８を含む。
【０１３８】
　免疫応答を増強し、従ってワクチン接種において用いることができる、多くの化合物が
ある。前述の化合物は、タンパク質または核酸の形態で提供された同時刺激分子を含む。
このような同時刺激分子の例は、樹状細胞（ＤＣ）上で発現され、Ｔ細胞上で発現された
ＣＤ２８分子と相互作用する、Ｂ７－１およびＢ７－２（それぞれＣＤ８０およびＣＤ８
６）である。この相互作用は、抗原／ＭＨＣ／ＴＣＲにより刺激された（シグナル１）Ｔ
細胞のための同時刺激（シグナル２）を提供し、これにより、前述のＴ細胞の増殖および
エフェクター機能を増強する。Ｂ７はまた、Ｔ細胞上のＣＴＬＡ４（ＣＤ１５２）と相互
作用し、ＣＴＬＡ４およびＢ７リガンドに関与する研究により、Ｂ７－ＣＴＬＡ４相互作
用が、抗腫瘍免疫性およびＣＴＬ増殖を増強し得ることが実証される(Zheng, P. et al.,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(11):6284-6289 (1998))。
【０１３９】
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　Ｂ７は、典型的には、腫瘍細胞上では発現されず、従って、これらは、Ｔ細胞について
の有効な抗原提示細胞（ＡＰＣｓ）ではない。Ｂ７発現の誘発により、腫瘍細胞が、細胞
障害性Ｔリンパ球の増殖およびエフェクター機能を、一層有効に刺激することが可能にな
る。Ｂ７／ＩＬ－６／ＩＬ－１２の組み合わせによる同時刺激により、Ｔ細胞集団中のＩ
ＦＮ－ガンマおよびＴｈ１－サイトカインプロフィルの誘発が明らかになり、さらに増強
されたＴ細胞活性がもたらされた(Gajewski et al., J. Immunol. 154:5637-5648 (1995)
)。
【０１４０】
　細胞障害性Ｔリンパ球の完全な活性化および完全なエフェクター機能は、前述のヘルパ
ーＴ細胞上のＣＤ４０リガンドと、樹状細胞により発現されたＣＤ４０分子との間の相互
作用を介した、ヘルパーＴ細胞の関与を必要とする(Ridge et al., Nature 393:474 (199
8), Bennett et al., Nature 393:478 (1998), Schoenberger et al., Nature 393:480 (
1998))。この同時刺激シグナルの機構は、おそらく、前述の樹状細胞（抗原提示細胞）に
よるＢ７産生および関連するＩＬ－６／ＩＬ－１２産生の増大に関連する。従って、ＣＤ
４０－ＣＤ４０Ｌ相互作用は、シグナル１（抗原／ＭＨＣ－ＴＣＲ）およびシグナル２（
Ｂ７－ＣＤ２８）の相互作用を補完する。
【０１４１】
　樹状細胞を刺激するための抗ＣＤ４０抗体の使用は、通常は炎症応答の範囲外にあるか
、または非専門的抗原提示細胞（腫瘍細胞）により提示される腫瘍抗原に対する応答を直
接増強すると予測される。これらの刺激において、ヘルパーＴおよびＢ７同時刺激シグナ
ルは、提供されない。この機構を、抗原でパルスされた樹状細胞に基づく療法と一緒に、
またはヘルパーＴエピトープが既知のＴＲＡ前駆体において明らかにされていない状態に
おいて、用いることができる。
【０１４２】
　本発明はまた、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
よびペプチドを、自体公知の方法で投与することができる。１つの態様において、核酸を
、エクスビボ方法により、即ち細胞を患者から採りだし、前述の細胞を遺伝子的に改変し
て、腫瘍関連抗原を導入し、変化した細胞を患者中に再び導入することにより、投与する
。これは、一般的に、遺伝子の機能的コピーを患者の細胞中にインビトロで導入し、遺伝
子的に変化した細胞を患者中に再び導入することを含む。遺伝子の機能的コピーは、遺伝
子が、遺伝子的に変化した細胞中で発現されることを可能にする調節要素の機能的制御の
下にある。トランスフェクションおよび形質導入方法は、当業者に知られている。本発明
はまた、核酸をインビボで、ウイルスなどのベクターおよび標的制御リポソームを用いる
ことにより投与することを提供する。
【０１４３】
　好ましい態様において、腫瘍関連抗原をコードする核酸を投与するためのウイルスベク
ターを、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ワクシニアウイルスおよび弱毒ポックス
ウイルスを含むポックスウイルス、セムリキフォレスト(Semliki Forest)ウイルス、レト
ロウイルス、シンドビス(Sindbis)ウイルス並びにＴｙウイルス様粒子からなる群から選
択する。特に好ましいのは、アデノウイルスおよびレトロウイルスである。レトロウイル
スは、典型的には、複製欠乏性である（即ち、これらは、感染性粒子を発生することがで
きない）。
【０１４４】
　種々の方法を用いて、本発明において、核酸を細胞中に、インビトロまたはインビボで
導入することができる。この種類の方法は、核酸ＣａＰＯ４沈殿物のトランスフェクショ
ン、ＤＥＡＥと関連する核酸のトランスフェクション、目的とする核酸を担持する前述の
ウイルスでのトランスフェクションまたは感染、リポソーム媒介トランスフェクションな
どを含む。特定の態様において、好ましいのは、核酸を特定の細胞に送達させることであ
る。このような態様において、核酸を細胞（例えばレトロウイルスまたはリポソーム）に
投与するために用いられる担体は、結合した標的制御分子を有することができる。例えば
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、標的細胞上の表面膜タンパク質に特異的な抗体または標的細胞上のレセプターに対する
リガンドなどの分子を、核酸担体中に組み込むか、またはこれに付着させることができる
。好ましい抗体は、腫瘍関連抗原に選択的に結合する抗体を含む。核酸のリポソームを介
しての投与が望ましい場合には、エンドサイトーシスと関連する表面膜タンパク質に結合
するタンパク質を、リポソーム配合物中に導入して、標的制御および／または取り込みを
可能にすることができる。このようなタンパク質は、特定の種類の細胞に特異的なカプシ
ドタンパク質またはこのフラグメント、内部移行するタンパク質に対する抗体、細胞内部
位に向けられるタンパク質などを含む。
【０１４５】
　本発明の治療組成物を、薬学的に適合性の製剤において投与することができる。このよ
うな製剤は、通常、塩、緩衝物質、保存剤、担体、補充免疫性増強物質、例えばアジュバ
ント、ＣｐＧおよびサイトカイン並びに、適切は場合には、他の治療的に活性な化合物の
薬学的に適合性の濃縮物を含むことができる。
【０１４６】
　本発明の治療的に活性な化合物を、注射または注入によるものを含む、すべての慣用の
経路により投与することができる。投与を、例えば、経口的に、静脈内に、腹腔内に、筋
肉内に、皮下に、または経皮的に行うことができる。好ましくは、抗体を、肺エアロゾル
により治療的に投与する。アンチセンス核酸を、好ましくは、ゆっくりとした静脈内投与
により投与する。
【０１４７】
　本発明の組成物を、有効な量で投与する。「有効な量」は、所望の反応または所望の効
果を、単独で、またはさらなる用量と共に達成する量を意味する。１種または２種以上の
腫瘍関連抗原の発現により特徴づけられる、特定の疾患または特定の症状の処置の場合に
おいて、所望の反応は、疾患の経過の阻害に関連する。これは、疾患の進行の低速化およ
び、特に疾患の進行の中断を含む。また、疾患または症状の処置における所望の反応は、
前述の疾患または前述の症状の発症の遅延または発症の抑制であってもよい。
【０１４８】
　本発明の組成物の有効な量は、処置されるべき症状、疾患の重篤度、年齢、生理学的状
態、大きさおよび体重、処置の継続期間、随伴する療法のタイプ（存在する場合）、投与
の特定の経路および同様の要因を含む患者の個別のパラメーターに依存する。
【０１４９】
　本発明の医薬組成物は、好ましくは無菌であり、所望の反応または所望の効果を生じさ
せるのに有効な量の治療的に活性な物質を含む。
【０１５０】
　本発明の組成物の投与される用量は、種々のパラメーター、例えば投与のタイプ、患者
の症状、投与の所望の期間などに依存することができる。患者における反応が、最初の用
量で不十分な場合には、一層高い用量（または異なる一層局所的な投与経路により達成さ
れる有効な一層高い用量）を用いることができる。
【０１５１】
　一般的に、１ｎｇ～１ｍｇ、好ましくは１０ｎｇ～１００μｇの腫瘍関連抗原の用量を
、処置のために、または免疫応答を発生させるか、もしくは増強するために処方し、投与
する。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には
、１ｎｇ～０．１ｍｇの用量を、処方し、投与する。
【０１５２】
　本発明の医薬組成物を、一般的に、薬学的に適合性の量で、および薬学的に適合性の組
成物中で投与する。用語「薬学的に適合性の」は、医薬組成物の活性成分の作用と相互作
用しない無毒性物質を意味する。この種類の製剤は、通常、塩、緩衝物質、保存剤、担体
および、適切な場合には、他の治療的に活性な化合物を含むことができる。医薬において
用いる際には、塩は、薬学的に適合性でなければならない。しかし、薬学的に適合性では
ない塩を、薬学的に適合性の塩を製造するために用いることができ、これは、本発明に含
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まれる。この種類の薬理学的および薬学的に適合性の塩には、非限定的に、以下の酸から
製造されるものが含まれる：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、薬学的に適合性の塩を
、アルカリ金属塩またはアルカリ土類金属塩、例えばナトリウム塩、カリウム塩またはカ
ルシウム塩として調製することができる。
【０１５３】
　本発明の医薬組成物は、薬学的に適合性の担体を含むことができる。本発明において、
用語「薬学的に適合性の担体」は、ヒトへの投与に適する１種または２種以上の適合性の
固体または液体充填剤、希釈剤またはカプセル封入物質を意味する。用語「担体」は、活
性成分が適用を容易にするために混ぜ合わされる、天然の、または合成の性質を有する有
機または無機成分を意味する。本発明の医薬組成物の成分は、通常、所望の薬学的効能を
実質的に損なう相互作用が発生しないようになっている。
【０１５４】
　本発明の医薬組成物は、好適な緩衝物質、例えば塩中の酢酸、塩中のクエン酸、塩中の
ホウ酸および塩中のリン酸を含むことができる。
　医薬組成物は、適切な場合には、また、好適な保存剤、例えば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を含むことができる。
　医薬組成物は、通常、均一な投薬形態で提供され、自体公知の方法で製造することがで
きる。本発明の医薬組成物は、例えば、カプセル、錠剤、トローチ剤、懸濁液、シロップ
、エリクシルの形態またはエマルジョンの形態であってもよい。
【０１５５】
　非経口投与に適する組成物は、通常、活性化合物の無菌の水性または非水性製剤を含み
、これは、好ましくは、受容者の血液と等張である。適合性担体および溶媒の例は、リン
ガー溶液および等張塩化ナトリウム溶液である。さらに、通常無菌の、固定油(fixed oil
)を、溶液または懸濁媒体として用いる。
　本発明を、以下の図面および例により詳細に記載し、これは、例示目的でのみ用い、限
定的であることを意味しない。この記載および例のために、本発明に同様に含まれるさら
なる態様は、当業者により到達可能である。
【図面の簡単な説明】
【０１５６】
【図１】ｅＣＴのクローン化の図式的表示である。
【図２】ＬＤＨ　Ｃのスプライシングを示す図である。
【図３】可能なＬＤＨ－Ｃタンパク質のアラインメントを示す図である。
【図４】リアルタイムＰＣＲによる種々の組織におけるＬＤＨ　Ｃの定量のグラフである
。
【０１５７】
【図５】ＴＰＴＥバリアントのエクソン構成を示す図である。
【図６】可能なＴＰＴＥタンパク質のアラインメントを示す図である。
【図７ａ】ヌクレオチドレベルでのＴＳＢＰバリアントのアラインメントを示す図である
。
【図７ｂ】ヌクレオチドレベルでのＴＳＢＰバリアントのアラインメントを示す図である
。
【０１５８】
【図８】タンパク質レベルでのＴＳＢＰバリアントのアラインメントを示す図である。
【図９】ＭＳ４Ａ１２についてのＲＴ－ＰＣＲを示す図である。
【図１０】ＢＲＣＯ１についてのＲＴ－ＰＣＲを示す図である。
【０１５９】
【図１１】ＭＯＲＣ、ＴＰＸ１、ＬＤＨＣ、ＳＧＹ－１についてのＲＴ－ＰＣＲを示す図
である。
【図１２】ＭＣＦ－７乳癌細胞株におけるＬＤＨＣのミトコンドリアの局在を示す図であ



(50) JP 2013-9673 A 2013.1.17

10

20

30

40

50

る。
【図１３】ＭＣＦ－７細胞の細胞表面におけるＴＰＴＥの予測されたトポロジーおよび細
胞内局在を示す図である。
【０１６０】
【図１４】細胞膜上のＭＳ４Ａ１２の局在を示す図である。
【図１５】正常な組織におけるＬＤＨＣのウエスタンブロット検出を示す図である。
【図１６】細胞株ＨＣＴ１１６ＤＫＯにおけるＬＤＨＣの発現を示す図である。
【０１６１】
【図１７】ＭＣＦ－７乳癌細胞株におけるＬＤＨＣのミトコンドリア局在を示す図である
。
【図１８】細胞株において異種性に、および内在性に発現したＴＰＴＥの細胞膜上での局
在を示す図である。
【図１９】リアルタイムＰＣＲによる種々の組織におけるＴＰＴＥ　ｍＲＮＡの発現の定
量を示す図である。
【０１６２】
【図２０】抗体特異性の検出を示す図である。
【図２１】気管支癌腫におけるＴＰＴＥの免疫組織化学的検出を示す図である。
【図２２】生命細胞におけるＴＰＴＥの局在の検出を示す図である。
【０１６３】
【図２３】ＴＰＴＥが細胞移動を走化性勾配において増強することを示す図である。
【図２４】腫瘍におけるＴＰＴＥの発現が転移と関連することを示す図である。
【図２５】ＨＣＴ１１６ＤＫＯ細胞株におけるＴＳＢＰの発現を示す図である。
【０１６４】
【図２６】組織におけるＭＳ４Ａ１２ｍＲＮＡの発現のＲＴ－ＰＣＲおよびリアルタイム
ＰＣＲによる検出を示す図である。
【図２７】大腸および大腸癌腫におけるＭＳ４Ａ１２のウエスタンブロット検出を示す図
である。
【図２８】細胞膜におけるＭＳ４Ａ１２局在を示す図である。
【０１６５】
【図２９】大腸および大腸癌腫におけるＭＳ４Ａ１２の免疫組織化学的検出を示す図であ
る。
【図３０】種々の組織におけるＢＲＣＯ１ｍＲＮＡの発現のリアルタイムＰＣＲによる定
量を示す図である。
【図３１】乳房癌腫におけるＢＲＣＯ１の過剰発現を示す図である。
【０１６６】
【図３２】種々の組織におけるＰＣＳＣｍＲＮＡの発現のリアルタイムＰＣＲによる定量
を示す図である。
【図３３】ゲノム脱メチル化によるＴＰＴＥの誘発可能性の検出を示す図である。
【図３４】正常な組織および腫瘍細胞株におけるＴＰＴＥのウエスタンブロット分析を示
す図である。
【０１６７】
【図３５】ＴＰＴＥがＰＩＰ４，５と共局在することを示す図である。
【図３６】ＰＣ－３細胞におけるＴＰＴＥ発現のＲＮＡｉを用いたノックダウンを示す図
である。
【図３７】ＴＰＴＥ－ｓｉＲＮＡでの電気穿孔の後のＰＣ－３細胞の細胞移動の低減を示
す図である。
【図３８】配列表の配列番号：８２２において示した配列における位置１２１～５４０の
領域を示す図である。
【０１６８】
図面：
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図１：ｅＣＴのクローン化の図式的表示。この方法は、データベース中の候補遺伝子（Ｇ
ＯＩ＝「目的とする遺伝子(Genes of interest)」）を同定し、前述の遺伝子を、ＲＴ－
ＰＣＲにより試験することを含む。
図２：ＬＤＨ　Ｃのスプライシング。オルタナティブスプライシング事象により、エクソ
ン３（配列番号：２）、２つのエクソン３および４（配列番号：３）、エクソン３、６お
よび７（配列番号：４）並びにエクソン７（配列番号：５）の欠如がもたらされる。ＯＲ
Ｆ＝オープンリーディングフレーム、ａａ＝アミノ酸。
【０１６９】
図３：可能なＬＤＨ－Ｃタンパク質のアライメント。配列番号：８および配列番号：１０
は、原型タンパク質（配列番号：６）のトランケートされた(truncated)部分である。配
列番号７：配列番号：９、配列番号：１１、配列番号：１２および配列番号：１３のタン
パク質配列を、さらに変化させ、これは、腫瘍特異的エピトープ（太字で印刷した）のみ
を含む。触媒中心を枠で囲む。
図４：リアルタイムＰＣＲによる種々の組織におけるＬＤＨ　Ｃの定量。精巣以外の正常
な組織において、転写物は検出されず、顕著なレベルの発現が、腫瘍において検出された
。
【０１７０】
図５：ＴＰＴＥバリアントのエクソン構成。本発明において、スプライスバリアントを同
定し（配列番号：２０、配列番号：２１、配列番号：５４、配列番号：５５、配列番号：
５６、配列番号：５７）、これは、精巣組織において、および腫瘍において発現され、こ
れは、フレームシフトしており、従って変化した配列領域を有する。
図６：可能なＴＰＴＥタンパク質のアライメント。オルタナティブスプライシング事象に
より、コードされたタンパク質の変化がもたらされ、リーディングフレームは、原則とし
て保持されている。推定される膜貫通ドメインを、太字で記載し、触媒ドメインを枠で囲
む。
【０１７１】
図７：ヌクレオチドレベルでのＴＳＢＰバリアントのアライメント。本発明において見出
されたＴＳＢＰバリアントのヌクレオチド配列（配列番号：３１、配列番号：３２、配列
番号：３３）の、既知の配列（ＮＭ＿００６７８１、配列番号：２９）に対する差異を、
太字で記載する。
図８：タンパク質レベルでのＴＳＢＰバリアントのアライメント。本発明において見出さ
れたＴＳＢＰバリアントによりコードされるタンパク質（配列番号：３４、配列番号：３
５、配列番号：３６）において、フレームシフトにより、上記に記載したタンパク質（配
列番号：３０、ＮＭ＿００６７８１）に対する実質的な差異が生じ、これを、太字で示す
。
【０１７２】
図９：ＭＳ４Ａ１２についてのＲＴ－ＰＣＲ。発現を、精巣、大腸および大腸直腸癌腫(c
arcinoma)（大腸癌腫）においてのみ試験した組織において、検出した。示した６種の肝
臓組織試料の１つにおいて、この試料が、大腸癌腫転移により浸潤していたため、陽性(p
ositive)の検出を、ＭＳ４Ａ１２について行った。また、後の研究により、大腸癌腫転移
における明確な発現が例証された。
図１０：ＢＲＣＯ１についてのＲＴ－ＰＣＲ。ＢＲＣＯ１は、正常な乳腺組織における発
現と比較して、乳房腫瘍において、明確に過剰発現されている。
【０１７３】
図１１：ＭＯＲＣ、ＴＰＸ１、ＬＤＨＣ、ＳＧＹ－１についてのＲＴ－ＰＣＲ。種々の正
常組織の研究により、精巣のみにおける発現が明らかである（１皮膚、２小腸、３大腸、
４肝臓、５肺、６胃、７乳房、８腎臓、９卵巣、１０前立腺、１１甲状腺、１２白血球、
１３胸腺、１４ネガティブコントロール、１５精巣）。腫瘍の試験（１～１７肺腫瘍、１
８～２９黒色腫、３０ネガティブコントロール、３１精巣）により、個別のｅＣＴについ
ての異なる頻度を有する前述の腫瘍における異所性発現が明らかである。
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図１２：ＭＣＦ－７乳癌細胞株におけるＬＤＨＣのミトコンドリアの局在。ＭＣＦ－７細
胞に、ＬＤＨＣ発現プラスミドを、一過性トランスフェクトした。抗原をＬＤＨＣ特異的
抗体で検出し、これは、ミトコンドリア呼吸鎖酵素であるチトクロームＣオキシダーゼと
の明確な共局在(colocalization)を示した。
【０１７４】
図１３：ＭＣＦ－７細胞の細胞表面におけるＴＰＴＥの予測されたトポロジー(topology)
および細胞内局在。左側の図式は、４つの推定されるＴＰＴＥ膜貫通ドメイン（矢印）を
示す。ＭＣＦ－７細胞にＴＰＴＥ発現プラスミドを一過性にトランスフェクトした。抗原
を、ＴＰＴＥ特異的抗体を用いて検出し、これは、細胞表面上に位置するＭＨＣ　Ｉ分子
との明確な共局在を示した。
図１４：細胞膜上のＭＳ４Ａ１２の局在。腫瘍細胞に、ＧＦＰタグ付ＭＳ４Ａ１２コンス
トラクトを一過性にトランスフェクトし、これは、共焦点免疫蛍光顕微鏡観察において、
原形質膜マーカーとの完全な共局在を示した。
【０１７５】
図１５：正常な組織におけるＬＤＨＣのウエスタンブロット検出。ＬＤＨＣの発現は、精
巣においてのみ検出可能であり、一方試験したすべての他の正常な組織は、陰性である。
１－精巣、正常な組織、２－皮膚、正常な組織、３－乳房、正常な組織、４－肝臓、正常
な組織、５－脾臓、正常な組織、６－大腸、正常な組織、７－肺、正常な組織、８－腎臓
、正常な組織、９－リンパ節、正常な組織。
図１６：細胞株ＨＣＴ１１６ＤＫＯにおけるＬＤＨＣの発現。ＨＣＴ１１６ＰおよびＨＣ
Ｔ１１６ＤＫＯを、ＬＤＨＣ特異的抗体を用いて染色した。内在性ＬＤＨＣは、ＨＣＴ１
１６ＤＫＯ細胞においてのみ検出可能である。
【０１７６】
図１７：ＭＣＦ－７乳癌細胞株におけるＬＤＨＣのミトコンドリア局在。ＭＣＦ－７細胞
に、ＬＤＨＣ発現プラスミドを一過性にトランスフェクトした。抗原を、ＬＤＨＣ特異的
抗体で検出し、ミトコンドリア呼吸鎖酵素であるチトクロームＣ－オキシダーゼとの明確
な共局在を示した。
図１８：細胞株において異種性に、および内在性に発現したＴＰＴＥの細胞膜上での局在
。（左）ＮＩＨ３Ｔ３細胞に、ＴＰＴＥ発現プラスミドを一過性にトランスフェクトした
。ＴＰＴＥを、特異的な抗体を用いて検出し、細胞表面上に位置するＭＨＣ　Ｉ分子との
明確な共局在を示した。（右）ＳＫ－Ｍｅｌ　３７細胞中の内在性ＴＰＴＥを、特異的な
抗体を用いて検出し、明確な膜局在を示した。
【０１７７】
図１９：リアルタイムＰＣＲによる種々の組織におけるＴＰＴＥ　ｍＲＮＡの発現の定量
。正常な組織における発現は、精巣においてのみ検出可能である。顕著な発現レベルはま
た、腫瘍および腫瘍細胞株において見出される。
図２０：抗体特異性の検出。精巣組織の切片を、ＴＰＴＥ特異的抗体で染色した。ＴＰＴ
Ｅの特異的な検出は、抗体を、免疫化のために用いたペプチドで遮断することにより、阻
害される（右）。
【０１７８】
図２１：気管支癌腫におけるＴＰＴＥの免疫組織化学的検出。気管支癌腫の切片を、ＴＰ
ＴＥ特異的抗体で染色した。ＴＰＴＥは、腫瘍全体において均一に発現され、細胞膜にお
いて局在している。
図２２：生命細胞におけるＴＰＴＥの局在の検出。ＮＩＨ３Ｔ３細胞に、ＴＰＴＥ発現プ
ラスミドを一過性にトランスフェクトし、経時的顕微鏡検査法により分析した。細胞突起
および仮足の膜上でのＴＰＴＥの局在の結果、それぞれの膜領域の即座の退縮がもたらさ
れる。
【０１７９】
図２３：ＴＰＴＥは、細胞移動を走化性勾配において増強する。（左）ボイデン(Boyden)
チャンバーアッセイの図表示。ＮＩＨ３Ｔ３／ｃ－ｅｒｂＢ－２細胞に、ＴＰＴＥ－ｅＧ
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ＦＰをトランスフェクトし、細胞の移動を、トランスフェクトされていないかまたは空の
ｐＥＧＦＰベクターをトランスフェクトした細胞と比較して決定した。（右上）ＴＰＴＥ
の発現の結果、１０％ＦＣＳを走化性剤として用いた場合に、４～５倍増大した細胞の移
動がもたらされる。（右下）ＴＰＴＥの発現の結果、ＰＤＧＦの極めて低い濃度において
さえも移動の顕著な増強がもたらされる。
図２４：腫瘍におけるＴＰＴＥの発現は、転移と関連する。ＴＰＴＥの発現と関連する５
８種の腫瘍試料のＴＮＭ段階の統計的評価は、ＴＰＴＥ陽性腫瘍が、顕著に高い頻度でリ
ンパ向性の、および血行性の様式で転移することを示す。
【０１８０】
図２５：ＨＣＴ１１６ＤＫＯ細胞株におけるＴＳＢＰの発現。ＨＣＴ１１６ＰおよびＨＣ
Ｔ１１６ＤＫＯを、ＴＳＢＰ特異的抗体で染色した。内在性ＴＳＢＰは、ＨＣＴ１１６Ｄ
ＫＯ細胞においてのみ検出可能であり、核膜に関連する。
図２６：組織におけるＭＳ４Ａ１２ｍＲＮＡの発現のＲＴ－ＰＣＲおよびリアルタイムＰ
ＣＲによる検出。正常な組織におけるＭＳ４Ａ１２の発現は、大腸、直腸、末端回腸およ
び精巣に限定される。大腸癌腫の８０％および大腸癌腫転移の８０％は、ＭＳ４Ａ１２の
顕著な発現レベルを示す。
【０１８１】
図２７：大腸および大腸癌腫におけるＭＳ４Ａ１２のウエスタンブロット検出。特異的な
バンドは、正常な大腸組織において、およびいくつかの大腸癌腫において検出可能である
。Ｎ－マジックマーク(MagicMark)(Invitrogen)、１－大腸組織、正常、２～６－大腸組
織、腫瘍。
図２８：細胞膜におけるＭＳ４Ａ１２局在。腫瘍細胞に、ＭＳ４Ａ１２－ｅＧＦＰを一過
性にトランスフェクトし、これは、ＭＳ４Ａ１２特異的抗体を用いた共焦点免疫蛍光顕微
鏡観察において、原形質膜における局在を示した。
【０１８２】
図２９：大腸および大腸癌腫におけるＭＳ４Ａ１２の免疫組織化学的検出。組織切片を、
ＭＳ４Ａ１２特異的抗体で染色した。正常な大腸においては、ＭＳ４Ａ１２は、尖端腸細
胞においてのみ発現される。大腸癌腫においては、ＭＳ４Ａ１２の発現は、すべての腫瘍
細胞において検出可能である。
図３０：種々の組織におけるＢＲＣＯ１ｍＲＮＡの発現のリアルタイムＰＣＲによる定量
。正常な組織におけるＢＲＣＯ１の発現は、乳房および精巣に限定される。ＢＲＣＯ１の
顕著な発現レベルは、試験したすべての乳房癌腫において検出可能である。５０％の腫瘍
は、発現する正常な組織と比較した際に、ＢＲＣＯ１の過剰発現を示す。
【０１８３】
図３１：乳房癌腫におけるＢＲＣＯ１の過剰発現。乳房癌腫および隣接する正常な組織に
おけるＢＲＣＯ１についてのリアルタイムＰＣＲアッセイは、５０％の乳房癌腫における
ＢＲＣＯ１の過剰発現を示した。
図３２：種々の組織におけるＰＣＳＣｍＲＮＡの発現のリアルタイムＰＣＲによる定量。
正常な組織におけるＰＣＳＣの発現は、大腸、直腸および末端回腸に限定される。ＰＣＳ
Ｃの発現は、すべての大腸癌腫において検出可能である。大腸癌腫転移の８５％は、原発
腫瘍と比較した際に、ＰＣＳＣの顕著な過剰発現を示した。
【０１８４】
図３３：ゲノム脱メチル化によるＴＰＴＥの誘発可能性の検出。それぞれ２μＭおよび１
０μＭの５－アザ－２’－デスオキシシチジンでの細胞の処理の後の、非発現細胞株ＢＴ
５４９およびＨＣＴ１１６並びにＤＮＡメチルトランスフェラーゼが欠乏しているＨＣＴ
１１６細胞における、ＴＰＴＥ発現のリアルタイムＲＴ－ＰＣＲ分析。
図３４：正常な組織および腫瘍細胞株におけるＴＰＴＥのウエスタンブロット分析。ＬＤ
ＨＣの発現は、精巣および腫瘍細胞株（ＳＫ－Ｍｅｌ－３７、ＬＣＬＣ－１０７、ＰＣ－
３）においてのみ検出可能であり、一方試験したすべての他の正常な組織は、陰性である
。抗体の特異性を、トランスフェクトしたＮＩＨ３Ｔ３細胞におけるＴＰＴＥの検出によ
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り確認する（ＴＰＴＥ－ｐｃＤＮＡ３．１）。
【０１８５】
図３５：ＴＰＴＥはＰＩＰ４，５と共局在する。ＴＰＴＥをトランスフェクトされたＮＩ
Ｈ３Ｔ３／ｃ－ｅｒｂ－２細胞を、ＰＬＣ－デルタ１のＰＨ－ｅＧＦＰでコトランスフェ
クトし、ＴＰＴＥ特異的抗体で染色した。重ね合わせにより、ＰＩＰ４，５についてのマ
ーカーとしてのＰＬＣ－デルタ１－ＰＨ－ｅＧＦＰを有するＴＰＴＥの明らかな共局在が
示される。
図３６：ＰＣ－３細胞におけるＴＰＴＥ発現のＲＮＡｉを用いたノックダウン。ＰＣ－３
細胞を、ＴＰＴＥに特異的な１μＭのｓｉＲＮＡを用いて電気穿孔した。２４時間後、ｍ
ＲＮＡ発現を、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲにより定量した。電気穿孔していない細胞およ
びＤｓＲｅｄ　ｓｉＲＮＡで電気穿孔した細胞を、対照とした。
【０１８６】
図３７：ＴＰＴＥ－ｓｉＲＮＡでの電気穿孔の後のＰＣ－３細胞の細胞移動の低減。ボイ
デンチャンバーアッセイにおける細胞移動の関連する低減を、１μＭのＴＰＴＥ－ｓｉＲ
ＮＡでの電気穿孔の４８時間後に検出した。
図３８：配列表の配列番号：８２２において示した配列における位置１２１～５４０の領
域。
【０１８７】
例：
材料および方法
　用語「インシリコ(in silico)」、「電子的」および「仮想(virtual)クローニング」は
、単に、データベースに基づく方法を用いることを意味し、これはまた、実験室実験的プ
ロセスを模擬するために用いることができる。
　他に明確に定義しない限り、すべての他の用語および表現を、当業者により理解される
ように用いる。述べた手法および方法は、自体公知の方法で行い、これは、例えば、Samb
rook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 第２版(1989) Cold Spring Ha
rbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.に記載されている。キットおよび試
薬を用いることを含むすべての方法は、製造者の情報に従って行う。
【０１８８】
ｅＣＴ（電子的にクローン化された癌／精巣遺伝子）を決定するためのデータマイニング
に基づく方法
　２種のインシリコ方法、即ちGenBankキーワード検索およびcDNAxProfilerを、組み合わ
せた（図１）。NCBI ENTREZ Search and Retrieval System(http://www.ncbi.nlm.nih.go
v/Entrez)を用いて、GenBank検索を、精巣組織中で特異的に発現するとして注釈を付され
た候補遺伝子について、行った(Wheeler et al., Nucleic Acids Research 28:10-14, 20
00)。
　キーワード「testis-specific gene（精巣特異的遺伝子）」、「sperm-specific gene
（精子特異的遺伝子）」、「spermatogonia-specific gene（精原細胞特異的遺伝子）」
でのクエリーを行って、候補遺伝子（ＧＯＩ、目的とする遺伝子）を、データベースから
抽出した。検索は、これらのデータベースの全体的な情報の一部に、生物体について「ホ
モサピエンス」、および分子のタイプについて「ｍＲＮＡ」の制限を用いることにより、
限定された。
　見出されたＧＯＩのリストを、同一の配列について異なる名称を決定し、このような過
剰なものを除去することにより、行った。
【０１８９】
　キーワード検索により得られたすべての候補遺伝子を、次に、これらの組織分布に関し
て、「電子的ノーザン」（eNorthern）方法により研究した。eNorthernは、ＥＳＴ(expre
ssed sequence tag)（発現配列タグ））データベースを用いてＧＯＩの配列をアライメン
トすることに基づく(Adams et al., Science 252:1651, 1991)(http://www.ncbi.nlm.nih
.gov/BLAST)。ＧＯＩに相同性であると見出された各々のＥＳＴの組織起源を、決定する
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ことができ、このようにして、すべてのＥＳＴの合計により、ＧＯＩの組織分布の予備的
な評価が得られる。さらなる研究を、胎盤および胎性組織を除いて、非精巣正常組織から
ＥＳＴへの相同性を有しないＧＯＩについてのみ、行った。また、公開されているドメイ
ンが、誤って注釈を付けられたｃＤＮＡライブラリーを含むというこの評価を、考慮した
(Scheurle et al., Cancer Res. 60:4037-4043, 2000)(www.fau.edu/cmbb/publications/
cancergenes6.html)。
【０１９０】
　用いた第２のデータマイニング方法は、NCBI Cancer Genome Anatomy ProjectのcDNA x
Profiler (http://cgap.nci.nih.gov/Tissues/xProfiler) (Hillier et al., Genome Res
earch 6:807-828, 1996; Pennisi, Science 276:1023-1024, 1997)であった。これにより
、理論的オペレータにより互いに関連するべきデータベースにおいて蓄積されたトランス
クリプトームのプールが可能になる。本発明者らは、精巣から作成されたすべての発現ラ
イブラリーが、混合されたライブラリーを除いて割り当てられたプールＡを、定義した。
精巣、卵巣または胎性組織以外の正常な組織から作成されたすべてのｃＤＮＡライブラリ
ーを、プールＢに割り当てた。一般的に、すべてのｃＤＮＡライブラリーを、基礎を構成
する作成方法とは独立して用いたが、＞１０００の大きさを有するもののみとした。プー
ルＢを、プールＡから、BUT NOTオペレータによりデジタルに減じた。また、このように
して見出されたＧＯＩのセットを、eNorthern研究に付し、文献研究により検証した。
【０１９１】
　この組み合わされたデータマイニングは、公共のドメインにおける約１３０００の全長
遺伝子のすべてを含み、これらの遺伝子から、潜在的に精巣特異的発現を有する合計１４
０の遺伝子を予測する。後者の中に、ＣＴ遺伝子群の２５の以前から知られている遺伝子
があり、これにより、本発明者らの方法の有効性が強調された。
　すべての他の遺伝子を、先ず、特定のＲＴ－ＰＣＲにより、正常な組織において評価し
た。非精巣正常組織において発現していることが明らかになった、すべてのＧＯＩを、フ
ォルスポジティブ(false-positive)と見なさなければならず、これを、さらなる研究から
除外した。残りのものを、広範囲の腫瘍組織の大きいパネルにおいて研究した。以下に示
す抗原は、ここでは、腫瘍細胞において異所的に活性化されたことが明らかになった。
【０１９２】
ＲＮＡ抽出、ポリ－ｄ（Ｔ）プライマーを用いたｃＤＮＡの調製およびＲＴ－ＰＣＲ分析
　全ＲＮＡ(total RNA)を、生来の組織材料から、カオトロピック剤としてイソチオシア
ン酸グアニジウムを用いることにより抽出した(Chomczynski & Sacchi, Anal. Biochem. 
162:156-9, 1987)。酸性フェノールで抽出し、イソプロパノールで沈殿させた後に、前述
のＲＮＡを、ＤＥＰＣ処理水に溶解した。
　２～４μｇの全ＲＮＡからの一本鎖ｃＤＮＡ合成を、２０μｌの反応混合物において、
Superscript II (Invitrogen)により、製造者の情報に従って行った。用いたプライマー
は、ｄＴ（１８）オリゴヌクレオチドであった。ｃＤＮＡの完全性および品質を、ｐ５３
の３０サイクルＰＣＲ（センスＣＧＴＧＡＧＣＧＣＴＴＣＧＡＧＡＴＧＴＴＣＣＧ、アン
チセンスＣＣＴＡＡＣＣＡＧＣＴＧＣＣＣＡＡＣＴＧＴＡＧ、ハイブリダイゼーション温
度６７℃）における増幅により、チェックした。
【０１９３】
　一本鎖ｃＤＮＡの記録を、多くの正常組織および腫瘍実体から作成した。発現研究のた
めに、これらのｃＤＮＡの０．５μｌを、３０μｌの反応混合物中で、ＧＯＩ特異的プラ
イマー（以下を参照）および１ＵのHotStarTaq　ＤＮＡポリメラーゼ(Qiagen)を用いて、
増幅した。各々の反応混合物は、０．３ｍＭのｄＮＴＰ、０．３μＭの各々のプライマー
および３μｌの１０×反応緩衝液を含んでいた。
　プライマーを、２つの異なるエクソン中に位置するように選択し、フォルスポジティブ
の結果の理由となる、ゲノムＤＮＡのコンタミネーションによる干渉がないことを、鋳型
として逆転写されていないＤＮＡを試験することにより確認した。HotStarTaq　ＤＮＡポ
リメラーゼを活性化させるために９５℃で１５分後、３５サイクルのＰＣＲを行った（９
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４℃で１分、特定のハイブリダイゼーション温度で１分、７２℃で２分および７２℃で６
分の最終的な伸長）。
　この反応のうちの２０μｌを、分画し、臭化エチジウムで染色したアガロースゲル上で
分析した。
【０１９４】
　以下のプライマーを、対応する抗原の発現分析のために、示したハイブリダイゼーショ
ン温度で用いた。
【表１４】

【０１９５】
ランダムヘキサマープライマーを用いたｃＤＮＡの調製および定量的リアルタイムＰＣＲ
　ＬＤＨＣ発現を、リアルタイムＰＣＲにより定量した。
【０１９６】
　ABI PRISM Sequence Detection System (PE Biosystems, USA)を用いた定量的リアルタ
イムＰＣＲの原理は、蛍光レポーター染料の放出による、ＰＣＲ産物の直接的および特定
的な検出のためのＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼの５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を用
いる。センスおよびアンチセンスプライマーに加えて、ＰＣＲは、二重に蛍光的に標識し
たプローブ（ＴａｑＭａｎプローブ）を用い、これは、ＰＣＲ産物の配列にハイブリダイ
ズする。プローブを、５’をレポーター染料（例えばＦＡＭ）で、および３’をクエンチ
ャー染料（例えばＴＡＭＲＡ）で標識する。プローブが不変である場合には、レポーター
のクエンチャーに対する空間的近接性により、レポーター蛍光の放出が抑制される。プロ
ーブがＰＣＲ産物に、ＰＣＲの間にハイブリダイズする場合には、前述のプローブは、Ｔ
ａｑ　ＤＮＡポリメラーゼの５’－３’エキソヌクレアーゼ活性により切断され、レポー
ター蛍光の抑制が除去される。目的の増幅の結果としてのレポーター蛍光の増大を、各々
のＰＣＲサイクルの後に測定し、定量のために用いる。
【０１９７】
　目的遺伝子の発現を、絶対的に、または研究されるべき組織における定常的な発現を有
するコントロール遺伝子の発現に対して定量する。ＬＤＨＣ発現は、試料を「ハウスキー
ピング」遺伝子としての１８ｓ　ＲＮＡに対して標準化した後に、ΔΔ－Ｃｔ方法(PE Bi
osystems, USA)により計算した。反応を、二重鎖混合物において行い、デュプリケートで
決定した。ｃＤＮＡを、製造者の情報に従い、High Capacity cDNA Archive Kit (PE Bio
systems, USA)およびヘキサマープライマーを用いて合成した。各々の場合において、５
μｌの希釈されたｃＤＮＡを、ＰＣＲに、２５μｌの合計容積中で用いた：センスプライ
マー（ＧＧＴＧＴＣＡＣＴＴＣＴＧＴＧＣＣＴＴＣＣＴ）３００ｎＭ；アンチセンスプラ
イマー（ＣＧＧＣＡＣＣＡＧＴＴＣＣＡＡＣＡＡＴＡＧ）３００ｎＭ；ＴａｑＭａｎプロ
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ーブ（ＣＡＡＡＧＧＴＴＣＴＣＣＡＡＡＴＧＴ）２５０ｎＭ；センスプライマー１８ｓ　
ＲＮＡ　５０ｎＭ；アンチセンスプライマー１８ｓ　ＲＮＡ　５０ｎＭ；１８ｓ　ＲＮＡ
試料２５０ｎＭ；１２．５μｌTaqMan Universal PCR Master Mix；最初の変性９５℃（
１０分）；９５℃（１５秒）；６０℃（１分）；４０サイクル。エクソン１およびエクソ
ン２の境界を越えての、１２８ｂｐ産物の増幅のために、記載したすべてのＬＤＨＣスプ
ライスバリアントが、定量に含まれた。
【０１９８】
　ＴＰＴＥ、ＭＳ４Ａ１２、ＰＣＳＣおよびＢＲＣＯ１の発現をまた、リアルタイムＰＣ
Ｒを用いて定量したが、ＰＣＲ産物を、レポーター染料としてＳＹＢＲ－グリーンを用い
て検出した。ＳＹＢＲ－グリーンのレポーター蛍光は、溶液中で抑制され、染料は、二重
らせんＤＮＡ断片への結合の後にのみ活性である。各々のＰＣＲサイクルの後のＧＯＩ特
異的プライマーによる特定の増幅によるＳＹＢＲ－グリーン蛍光の増大を、定量のために
用いる。標的遺伝子の発現の定量を、絶対的に、または研究するべき組織における一定の
発現を有する対照遺伝子の発現と相対させて、行う。
【０１９９】
　ＬＤＨＣ発現を、試料を１８ｓ　ＲＮＡに、「ハウスキーピング」遺伝子として正常化
した後に、ΔΔ－Ｃｔ法(PE Biosystems, USA)により計算した。反応を、二重鎖混合物に
おいて行い、トリプリケートで決定した。クオンティテクトＳＹＢＲ－グリーン(QuantiT
ect SYBR-Green)ＰＣＲキット(Qiagen, Hilden)を、製造者の指示に従って用いた。ｃＤ
ＮＡを、High Capacity cDNA Archive Kit (PE Biosystems, USA)および六量体プライマ
ーを製造者の情報に従って用いて合成した。各々の場合において、５μｌの希釈したｃＤ
ＮＡを、ＰＣＲのために、２５μｌの合計容積で用いた：センスプライマー３００ｎＭ、
アンチセンスプライマー３００ｎＭ、最初の変性９５℃、１５分；９５℃、３０秒；アニ
ーリング３０秒；７２℃、３０秒；４０サイクル。
【０２００】
【表１５】

【０２０１】
クローン化および配列分析
　全長遺伝子および遺伝子フラグメントを、一般的な方法によりクローン化した。配列を
、対応する抗原をｐｆｕプルーフリーディング(proof-reading)ポリメラーゼ(Stratagene
)により増幅させることにより、決定した。ＰＣＲの完了の後に、アデノシンを、HotStar
Taq ＤＮＡポリメラーゼにより、単位複製配列の末端につないで、フラグメントをＴＯＰ
Ｏ－ＴＡベクター中に、製造者の情報に従ってクローン化した。市販のサービスにより、
配列決定を行った。配列を、一般的な予測プログラムおよびアルゴリズムにより分析した
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。
【０２０２】
ウエスタンブロット
　標的タンパク質を含み得る細胞培養物（標的遺伝子の内在性発現もしくは、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に続く、標的タンパク質の合成）
または組織試料からの細胞を、１％ＳＤＳ溶液に溶解する。ＳＤＳは、溶解液中に含まれ
るタンパク質を変性させる。実験的構成の溶菌液を、大きさにより、タンパク質の予測さ
れた大きさに依存して８～１５％の変性ポリアクリルアミドゲル（１％のＳＤＳを含む）
上で、電気泳動的に分離する（ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動、ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅ）。その後、タンパク質を、ニトロセルロース膜(Schleicher & Schuell)に、半乾式エ
レクトロブロット(electroblot)手順(Biorad)を用いて移送し、この上で、所望のタンパ
ク質を検出することができる。
【０２０３】
　膜を、先ず遮断し（例えば粉乳を用いて）、次に１：２０～１：２００の希釈において
（抗体の特異性に依存して）特異的な抗体と共に、６０分間インキュベートする。膜を洗
浄し、マーカー（例えば酵素、例えばペルオキシダーゼまたはアルカリホスファターゼ）
と結合した第２の抗体と共にインキュベートし、これにより、第２の抗体は、第１の抗体
を認識する。さらなる洗浄段階に続いて、標的タンパク質を、膜上で、色または化学発光
反応（例えばＥＣＬ、Amersham Bioscience）における酵素反応により視覚化する。結果
を、好適なカメラで写真を撮影することにより記録する。
【０２０４】
免疫蛍光
　確立された細胞株の細胞を用い、これは、標的タンパク質を内在性に合成するか（ＲＮ
Ａを、ＲＴ－ＰＣＲにおいて検出するか、もしくはタンパク質を、ウエスタンブロットに
おいて検出する）、またはこれは、ＩＦの前にプラスミドＤＮＡでトランスフェクトされ
ている。種々の方法が、細胞株をＤＮＡでトランスフェクトするために、良好に確立され
ている（例えば、電気穿孔、リポソームに基づくトランスフェクション、リン酸カルシウ
ム沈殿）（例えば、Lemoine et al. Methods Mol. Biol. 1997; 75: 441-7を参照）。免
疫蛍光において、トランスフェクトされたプラスミドは、改変されていないタンパク質を
コードすることができるか、または種々のアミノ酸マーカーを標的タンパク質に結合する
ことができる。
【０２０５】
　最も重要なマーカーは、例えば、種々の明確に蛍光を発する形態における蛍光を発する
「緑色蛍光タンパク質」（ＧＦＰ）および高度にアフィン(affine)および特異性の抗体が
有用である、６～１２個の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
る細胞を、パラホルムアルデヒド、サポニンまたはメタノールを用いて固定する。次に、
細胞を、所要に応じて洗浄剤（例えば０．２％トライトン(Triton)Ｘ－１００）と共にイ
ンキュベートすることにより、透過処理することができる。固定／透過処理に続いて、細
胞を、標的タンパク質または結合したマーカーの１種に送達された一次抗体と共にインキ
ュベートする。洗浄段階に続いて、混合物を、蛍光マーカー（例えばフルオレセイン、テ
キサスレッド、dako）に結合した第２の抗体と共にインキュベートし、これにより、第２
の抗体は、第１の抗体に結合する。
【０２０６】
　次に、このようにして標識した細胞を、グリセリンで被覆し、蛍光顕微鏡により、製造
者の指示に従って分析する。これにより、特異的な蛍光発光が、用いられる物質に依存し
て、特異的な励起により達成される。この分析により、一般的に、標的タンパク質の正確
な局在が可能になり、ここで、二重染色において、標的タンパク質に加えて、また、局在
がすでに文献に記載されている、結合したアミノ酸マーカーまたは他のマーカータンパク
質は、染色されて、抗体品質および標的タンパク質を立証する。直接励起され、自律的に
蛍光を発し得るＧＦＰおよびこの誘導体は、抗体が検出に必要ではないように、特別な場
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合を表す。
【０２０７】
免疫組織化学
　ＩＨＣは、（１）腫瘍の、および正常な組織中の標的タンパク質の量を概算することを
可能にし、（２）腫瘍の、および健康な組織中のいくつの細胞が、標的遺伝子を合成する
かを分析し、（３）標的タンパク質が検出可能である組織（腫瘍、健康な細胞）中の細胞
のタイプを定める作用を奏する。
【０２０８】
　それぞれの抗体に依存して、種々のプロトコルを用いるべきである（例えば、"Diagnos
tic Immunohistochemistry by David J., MD Dabbs ISBN: 0443065667"または"Microscop
y, Immunohistochemistry, and Antigen Retrieval Methods: For Light and Electron M
icroscopy ISBN: 0306467704"を参照）。
【０２０９】
　ホルマリン中に固定し（異なる固定：例えばメタノール）、パラフィン中に包埋し、約
４μｍの厚さを有する組織切片を、スライドガラス上に載置し、例えばキシロールを用い
て脱パラフィンする(deparaffinate)。試料を、ＴＢＳ－Ｔで洗浄し、血清で遮断する。
次に、これらを、第１の抗体（１：２～１：２０００の希釈）と共に１～１８時間インキ
ュベートし、これにより、一般的に、アフィニティー精製した抗体を用いる。洗浄段階に
続いて、これらを、約３０～６０分間、アルカリホスファターゼ（あるいはまた：例えば
ペルオキシダーゼ）に結合し、第１の抗体に対して送達される第２の抗体と共にインキュ
ベートする。その後、これを、アルカリホスファターゼを用いて染色する（参考文献：Sh
i et al., J. Histochem. Cytochem. 1991, 39: 741-748; Shin et al., Lab Invest. 19
91, 64: 693-702）。抗体特異性を検出するために、反応を、予め免疫原を加えることに
より遮断することができる。
【０２１０】
免疫化
　（また、Philip Shepherd, Christopher DeanによるMonoclonal Antibodies: A Practi
cal Approach ISBN 0-19-963722-9; Ed Harlow, David LaneによるAntibodies: A Labora
tory Manual ISBN: 0879693142;Edward Harlow, David Lane, Ed HarlowによるUsing Ant
ibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO ISBN: 0879695447を参照）。
【０２１１】
　以下において、抗体を製造する方法を、簡潔に記載し、これにより、詳細を、引用され
た刊行物から採用することができる。先ず、動物（例えばウサギ）を、所望の標的タンパ
ク質の第１の注射により免疫化する。所定の期間（第１の免疫化の後約２～４週間）内の
第２の、または第３の免疫により、動物の免疫原への免疫応答を、増強することができる
。種々の所定の期間（最初に４週間後の放血、次に約２週間おきに合計で５回までの採集
）の後に、血液を、動物から採取し、免疫血清を、これから得る。
【０２１２】
　動物の免疫化を、一般的に、４種の十分に確立された手順の１種により行い、これによ
り、他の手順もまた存在する。免疫化を、標的タンパク質に特異的なペプチド、タンパク
質全体、実験的に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
配列を用いて達成することができる。
【０２１３】
（１）最初の場合において、ＫＬＨ（キーホールリンペットヘモシアニン）に結合したペ
プチド（長さ：８～１２個のアミノ酸）を、標準化されたインビトロ手順により合成し、
これらのペプチドを、免疫化のために用いる。一般的に、３種の免疫化を、５～１０００
μｇ／免疫化の濃度を用いて行う。免疫化をまた、サービス供給者により行うことができ
る。
【０２１４】
（２）あるいはまた、免疫化を、組換えタンパク質により行うことができる。このために
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、標的遺伝子のクローン化したＤＮＡを、発現ベクターおよび標的タンパク質中に、合成
したそれぞれの製造者（例えばRoche Diagnostics, Invitrogen, Clontech, Qiagen）の
条件に従って、例えば細胞の不存在でインビトロで、細菌（例えば大腸菌）中で、酵母（
例えばS. pombe）中で、昆虫細胞中で、または哺乳類細胞中でクローン化する。これらの
系の１つにおける合成に続いて、標的タンパク質を精製し、これにより、精製を、一般的
に標準化したクロマトグラフィー手順により行う。このために、また分子アンカーを有す
るタンパク質（例えばＨｉｓ－ｔａｇ、Qiagen；ＦＬＡＧ－ｔａｇ、Roche Diagnostics
；Ｇｓｔ融合タンパク質）を免疫化のために用いて、精製を補助することができる。複数
のプロトコルを、例えば"Current Protocols in Molecular Biology" (John Wiley & Son
s Ltd., Wiley InterScience)中に見出すことができる。
【０２１５】
（３）所望のタンパク質を内在性に合成する細胞株が、入手可能である場合には、前述の
細胞株を、特定の抗血清を製造するために用いることができる。免疫化を、各々約１～５
×１０７個の細胞を含む１～３回の注射により行う。
【０２１６】
（４）免疫化をまた、ＤＮＡを注入することにより、達成することができる（ＤＮＡ免疫
化）。このために、標的遺伝子を先ず、発現ベクター中にクローン化して、標的配列が強
力な真核生物プロモーター（例えばＣＭＶプロモーター）の制御の下にあるようにする。
次に、５～１００μｇのＤＮＡを、免疫原として、血液を十分に供給された生物体（例え
ばマウス、ウサギ）の毛細管領域中に、「遺伝子銃」を用いて移送する。移送されたＤＮ
Ａを、動物の細胞により吸収し、標的遺伝子を発現させ、次に動物は、標的遺伝子に対す
る免疫応答を発生する(Jung et al., Mol Cells 12: 41-49, 2001; Kasinrerk et al., H
ybrid Hybridomics 21: 287-293, 2002)。
【０２１７】
アフィニティー精製
　ポリクローナル血清の精製を、ペプチド抗体の場合において完全に、または組換えタン
パク質に対する抗体の場合において、指示した会社によるサービスとして部分的に、行っ
た。このために、両方の場合において、それぞれのペプチドまたは組換えタンパク質を、
結合の後に未変性の緩衝液(native buffer)（ＰＢＳ：リン酸緩衝生理食塩水）を用いて
平衡にし、次に粗製の血清を用いてインキュベートしたマトリックスに共有結合させた。
ＰＢＳを用いたさらなる洗浄に続いて、抗体を、１００ｍＭのグリシン、ｐＨ２．７を用
いて溶出させ、溶離液を、２ＭのＴＲＩＳ、ｐＨ８を用いて中和した。次に、このように
して精製した抗体を、ウエスタンブロットおよび免疫蛍光による標的タンパク質の特異的
検出のために用いることができた。
【０２１８】
ボイデンチャンバー移動アッセイ
　ボイデンチャンバーは、走化性刺激への反応における細胞移動を定量するためのもので
ある。チャンバーは、微小孔膜により分離された２つの区画からなる。最小培地中の細胞
を、上方の区画に加え、一方下方の区画を、それぞれの走化性剤を含む培地で満たす。細
胞は、膜を通って勾配に従って移動し、膜の底の側に付着する。固定に続いて、移動した
細胞を、顕微鏡を用いて計数することができる。
【０２１９】
　移動アッセイを、ＴＰＴＥのプロミグラトリー(promigratory)電位を決定するために用
いた。ＴＰＴＥ－ｅＧＦＰをトランスフェクトし、ｃ－ｅｒｂＢ２で形質転換したＮＩＨ
３Ｔ３線維芽細胞を、用いた。トランスフェクトしていない細胞および空のｅＧＦＰ－Ｎ
３ベクターをトランスフェクトした細胞を、対照として用いた。８．０μｍの孔膜を有す
るトランスウェル(Transwell)チャンバー(Becton Dickinson)を、アッセイのために用い
た。４００μｌの無血清ＤＭＥＭ培地中の４×１０４個の細胞を、各々上方の区画に加え
た。下方の区画を、１０％のＦＣＳまたはＰＤＧＦ－ＢＢを増大する濃度（１０～３００
ｎｇ／μｌ）で補足した８００μｌのＤＭＥＭ培地で満たした。チャンバーを、４０時間
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３７℃でインキュベートした。次に、移動した細胞を、氷冷メタノール中で固定し、膜を
切除し、顕微鏡スライド上に配置し、蛍光顕微鏡法のためにヘキスト(Hoechst)核染色(DA
KO)と共に載置した。５つの視野（２０倍の倍率）中の細胞を、各々の膜について計数し
た。すべての実験を、トリプリケートで行った。
【０２２０】
ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）
　ｓｉＲＮＡオリゴを、Tuschl規則に従って設計した(Elbashir et al., Nature 411(683
6):428-9, 2001)。ＴＰＴＥ　ｓｉＲＮＡオリゴ（センス５’－ＣＣＣＵＧＣＣＡＣＡＵ
ＧＵＵＣＡＵＡＵｄＴｄＴ－３’；アンチセンス５’－ＡＵＡＵＧＡＡＣＡＵＧＵＧＧＣ
ＡＧＧＧｄＴｄＴ－３’）は、ＴＰＴＥ　ｍＲＮＡ配列（ＮＭ＿０１３３１５）のヌクレ
オチド２０４３～２０６１を標的とした。無関連のＤｓＲｅｄ蛍光タンパク質（ＡＦ５０
６０２５）に特異的であるｓｉＲＮＡオリゴを、対照として用いた（センス５’－ＡＧＵ
ＵＣＣＡＧＵＡＣＧＧＣＵＣＣＡＡｄＴｄＴ－３’；アンチセンス５’－ＵＵＧＧＡＧＣ
ＣＧＵＡＣＵＧＧＡＡＣＵｄＴｄＴ－３’）。ｓｉＲＮＡの二重鎖を発生させるために、
各々２００μＭのそれぞれのセンスおよびアンチセンスオリゴを、１時間３７℃で、ハイ
ブリダイゼーション緩衝液（３０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）、１００ｍＭの酢酸ナ
トリウム、２ｍＭの酢酸マグネシウム）中で、最初の変性（９０℃で１分）に続いてイン
キュベートした。
【０２２１】
ｓｉＲＮＡの電気穿孔
　５×１０６個の細胞を、２５０μｌの無血清Ｘ－ＶＩＶＯ１５培地中に吸収させ、１μ
ＭのそれぞれのｓｉＲＮＡ二重鎖を用いて電気穿孔した（２００Ｖ、２５０μＦ）。ＴＰ
ＴＥ　ｍＲＮＡの発現を、２４時間後にリアルタイムＲＴ－ＰＣＲにより定量した。
【０２２２】
メチル化研究
　ゲノム的脱メチル化によるＴＰＴＥ発現の誘発可能性を検査するために、ＴＰＴＥ陰性
細胞株ＢＴ５４９（乳房－癌腫）およびＨＣＴ１１６（大腸－癌腫）を、７２時間２μＭ
または１０μＭの５－アザ－２’－デスオキシシチジンと共に培養した。次に、ＴＰＴＥ
発現を、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲにより定量した。さらに、ＴＰＴＥ発現を、ＤＮＡメ
チルトランスフェラーゼ（ＤＮＭＴ）欠乏ＨＣＴ１１６細胞中で定量した。ＤＮＭＴ１（
ＨＣＴ１１６ＤＮＭＴ１－／－）またはＤＮＭＴ３ｂ（ＨＣＴ１１６ＤＮＭＴ３ｂ－／－

）欠乏細胞が、親細胞株（ＨＣＴ１１６ｐａｒ）と比較した際に、ほとんど不変のメチル
化パターンを示す一方、両方のＤＮＭＴが同時に欠乏している細胞（ＨＣＴ１１６ＤＫＯ

）は、ゲノムＤＮＡのほとんど完全な脱メチル化により特徴づけられる。
【０２２３】
経時的顕微鏡検査法
　ＴＰＴＥの膜局在および生命の細胞における膜動力学の調節における関与を、経時的顕
微鏡検査法を用いて研究した。このために、ＴＰＴＥ－ｅＧＦＰをトランスフェクトした
細胞を、１２時間無血清ＤＭＥＭ培地中でインキュベートした。膜突起、仮足および糸状
仮足の形態での自発的な細胞膜動力学の誘発のために、細胞を、分析前にＦＣＳを加える
ことにより刺激した。生命の細胞の写真を、３０秒おきに、反転オリンパス顕微鏡（ＩＸ
７０）およびＴＩＬＬ　ＩＭＡＧＯ－ＶＧＡ　ＣＣＤカメラを用いて撮影した。
【０２２４】
ＥＧＦＰトランスフェクタントの調製
　非相同的に発現したＴＰＴＥの免疫蛍光顕微鏡法のために、ＴＰＴＥの完全なＯＲＦを
、ｐＥＧＦＰ－Ｃ１およびｐＥＧＦＰ－Ｎ３ベクター(Clontech)中にクローン化した。ス
ライドガラス上で培養したＣＨＯおよびＮＩＨ３Ｔ３細胞に、それぞれのプラスミド構成
物を、Fugeneトランスフェクション試薬(Roche)を製造者の指示に従って用いてトランス
フェクトし、１２～２４時間後に免疫蛍光顕微鏡法により分析した。
【０２２５】
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ＭＨＣクラスＩについてのペプチドエピトープの予測
　多形性ＨＬＡ対立遺伝子Ａ＊０２０１、Ａ＊２４０２、Ａ＊０１０１、Ａ＊０３０１、
Ｂ＊０７０２に結合するタンパク質配列の各々のペプチドエピトープを、http://syfpeit
hi.bmi-heidelberg.com/から入手できる予測アルゴリズムを用いて同定した。８量体、９
量体および１０量体を、１５のスコアにおいて設定されたペプチド長さおよびカットオフ
として可能にした。研究により、それぞれの長さについて１０個より少ないペプチドが得
られた場合には、あるいはまた１０個の最良のペプチドを選択した。
【０２２６】
例１：ＬＤＨ　Ｃの新たな腫瘍抗原としての同定
　ＬＤＨ　Ｃ（配列番号：１）およびこの翻訳産物（配列番号：６）は、乳酸脱水素酵素
ファミリーの精巣特異的イソ酵素として記載されていた。配列は、GenBankにおいて、ア
クセッション番号ＮＭ＿０１７４４８の下に公開されていた。酵素は、１４０ｋＤａの分
子量を有するホモテトラマーを形成する(Goldberg, E. et al., Contraception 64(2):93
-8, 2001; Cooker et al., Biol. Reprod. 48(6):1309-19, 1993; Gupta, G.S., Crit. R
ev. Biochem. Mol. Biol. 34(6):361-85, 1999)。
【０２２７】
　関連した、および遍在的に発現されたイソ酵素ＬＤＨ　ＡおよびＬＤＨ　Ｂをクロス増
幅せず、上記に精巣特異的であると記載した、ＬＤＨ　Ｃ原型配列ＮＭ＿０１７４４８に
基づく、プライマー対（５’－ＴＧＣＣＧＴＡＧＧＣＡＴＧＧＣＴＴＧＴＧＣ－３’、５
’－ＣＡＡＣＡＴＣＴＧＡＧＡＣＡＣＣＡＴＴＣＣ－３’）を用いた発現分析についての
ＲＴ－ＰＣＲ研究により、本発明において、試験したすべての正常な組織の発現が欠如し
ていることが確認されたが、体細胞におけるこの抗原の厳密な転写抑制が、腫瘍の場合に
おいて除去されていることが示された；表１を参照。ＣＴ遺伝子について古典的に記載さ
れているように、ＬＤＨ　Ｃは、多くの腫瘍実体において発現している。
【０２２８】
【表１６】

【０２２９】
　増幅産物の予測された大きさは、前述のＰＣＲプライマーを用いて、８２４ｂｐである
。しかし、本発明において、多数の追加のバンドの増幅が、腫瘍において観察されたが、
精巣においては観察されなかった。このことが、オルタナティブスプライスバリアントの
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存在を示すため、完全なオープンリーディングフレームを、ＬＤＨ－Ｃ特異的プライマー
（５’－ＴＡＧＣＧＣＣＴＣＡＡＣＴＧＴＣＧＴＴＧＧ－３’、５’－ＣＡＡＣＡＴＣＴ
ＧＡＧＡＣＡＣＣＡＴＴＣＣ－３’）を用いて増幅し、独立した全長クローンを、配列決
定した。記載したＬＤＨ　Ｃ配列の原型ＯＲＦ（配列番号：１）および染色体１１上のゲ
ノム配列とのアライメントにより、追加のスプライスバリアントが確認される（配列番号
：２～５）。オルタナティブスプライシング事象により、エクソン３（配列番号：２）、
２つのエクソン３および４（配列番号：３）、エクソン３、６および７（配列番号：４）
またはエクソン７（配列番号：５）の欠如がもたらされる（図２を参照）。
【０２３０】
　これらの新たなスプライスバリアントは、専ら、腫瘍中で発生するが、精巣においては
発生しない。オルタナティブスプライシングにより、リーディングフレームにおける変化
が生じ、配列番号：７～１３に示すアミノ酸配列をコードする新たな可能なＯＲＦがもた
らされる（配列番号：７についてのＯＲＦ：配列番号：２およびそれぞれ配列番号：４の
ヌクレオチド位置５９～２１４；配列番号：８についてのＯＲＦ：配列番号：２のヌクレ
オチド位置２８９～９３９；配列番号：９についてのＯＲＦ：配列番号：３のヌクレオチ
ド位置５９～１９６；配列番号：１０についてのＯＲＦ：配列番号：３のヌクレオチド位
置５３５～７６５；配列番号：１１についてのＯＲＦ：配列番号：４のヌクレオチド位置
２８９～６１８；配列番号：１２についてのＯＲＦ：配列番号：４のヌクレオチド位置４
９７～６９７；配列番号：１３についてのＯＲＦ：配列番号：５のヌクレオチド位置５９
～７８４）（図２、３）。中途での終了に加えて、また、代替の開始コドンを用いること
も起こり得るため、コードされたタンパク質は、Ｎ末端およびＣ末端の両方においてトラ
ンケートされ得る。
【０２３１】
　配列番号：８および配列番号：１０が、原型タンパク質のトランケートされた部分を表
す一方、配列番号：７、配列番号：９、配列番号：１１、配列番号：１２および配列番号
：１３のタンパク質配列は、さらに変化し、これは、腫瘍特異的エピトープのみを含む（
図３において太字で記載した）。腫瘍特異的エピトープをもたらすことができるペプチド
領域は、以下の通りである（フレームシフトにより得られた厳密な腫瘍特異的の部分に、
下線を付す）：
【表１７】

【０２３２】
　これらの領域は、潜在的に、Ｔリンパ球によりＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩ分子上で
認識することができ、厳密に腫瘍特異的な応答をもたらすエピトープを含むことができる
。
【０２３３】
　予測されたタンパク質のすべてが、嫌気性解糖の最後の段階を表す、ピルビン酸塩の乳
酸塩へのＮＡＤＨ依存性代謝のための触媒乳酸脱水素酵素ドメインを有するとは限らない
。このドメインは、乳酸脱水素酵素としての酵素的機能に必要である（図３において枠で
囲んだ）。例えばTMpredおよびpSORT (Nakai & Kanehisa, 1992)などのアルゴリズムを用
いた、他の分析により、推定されたタンパク質についての種々の細胞内局在が予測される
。



(64) JP 2013-9673 A 2013.1.17

10

20

30

40

50

【０２３４】
　本発明において、発現のレベルを、リアルタイムＰＣＲにより、特定のプライマー－試
料セットを用いて定量した。単位複製配列が、エクソン１とエクソン２との間の接合部に
存在し、従ってすべてのバリアント（配列番号：１～５）を検出する。これらの研究はま
た、精巣を除く正常な組織における転写物を検出しない。これらは、腫瘍における発現の
顕著なレベルを確認する（図４）。
【０２３５】
　抗体を、ウサギを上記に記載したように各々異なるバリアントに類似するペプチドで免
疫化することにより、産生した：
【表１８】

【０２３６】
　配列番号：８０に対して送達された抗体についてのデータを、例として示す。ウエスタ
ンブロットにおけるこれらの抗体は、精巣組織中のＬＤＨＣタンパク質を認識するが、他
の正常な組織中のＬＤＨＣタンパク質を認識せず（図１５）、従って転写レベルについて
のＲＴ－ＰＣＲデータを確認する。特異的な抗体をまた、免疫蛍光アッセイのための種々
の固定条件の下で用いることができる。この点において、ＲＴ－ＰＣＲアッセイは、大腸
癌腫細胞株ＨＣＴ１１６ＰがＬＤＨＣを発現しないことを示した。しかし、ＤＮＡメチル
トランスフェラーゼ、ＨＣＴ１１６ＤＫＯに関して削除されたこれらのバリアントは、Ｌ
ＤＨＣに対して陽性である。上記に記載した抗体を有する両方の細胞株の比較染色は、陽
性であるとタイプされた細胞株において特異的な方式で容易に検出され得る量のそれぞれ
のタンパク質を検出することができた（図１６）。対応して、この抗体はまた、当業者に
よる正常な、および腫瘍の組織切片の免疫組織化学的染色に適格であるとされる。例えば
、精巣組織の染色により、胚細胞が明確に陽性であることが示される（図１６）。
【０２３７】
　乳酸脱水素酵素は、解糖内のピルビン酸塩と乳酸塩との相互変換を触媒する。好気性条
件下で、解糖の最終生成物としてのピルビン酸塩は、ミトコンドリア中に輸送され、ここ
でこれは、クエン酸回路のための基質として作用する。クレブス回路により、還元等価物
がＮＡＤＨの形態で得られ、これは、呼吸鎖（酸化的リン酸化）内でＡＴＰを生成するた
めに消費される。嫌気性条件下で、ＡＴＰを呼吸鎖により生成することは、可能ではない
。細胞は、このエネルギー代謝を、これらの条件下でほとんど独占的に解糖により調節す
る。これらの条件下で代謝され得ないピルビン酸塩は、乳酸脱水素酵素により乳酸塩に還
元される。
【０２３８】
　種々の乳酸脱水素酵素アイソフォームは、主にこれらの組織寄与並びに基質特異性およ
び親和性において互いに異なる。胚細胞に特異的なＬＤＨＣは、好ましくは乳酸塩のピル
ビン酸塩への酸化を触媒し、また高濃度の乳酸塩によりこの活性において阻害されない(G
oldberg E. Exp. Clin. Immunogenet. 2:120-4, 1985)。これらの特性は、生理学的観点
から合理的である。その理由は、精細胞が、高い乳酸塩濃度により特徴づけられる環境に
おいて発育するからである。精細胞は、エネルギー源として乳酸塩をグルコース、フルク
トースまたはピルビン酸塩よりも好む(Mita M. Biol. Reprod. 26:445-55, 1982)。乳酸
塩のＬＤＨＣによる酸化により、ピルビン酸塩が、クエン酸回路のための出発物質として
得られる。従って、精細胞は、好ましくはクエン酸回路を、エネルギーを発生するための
主要な供給源として用いる(Storey B.T. Biol. Reprod. 16:549-556, 1977)。
【０２３９】
　長期間にわたり、腫瘍細胞が、しばしばこれらのエネルギー要求を、嫌気性解糖により
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条件下でさえもを用いないことが、知られている。ワールブルク効果として記載されてい
るこの現象の分子的基礎は、現在まで解明されておらず、ミトコンドリアにおける酵素欠
損および解糖の重要な酵素の過剰発現は、原因として討議されている。この状況において
、高い濃度の乳酸塩によりこの機能において阻害されていないＬＤＨＣの発現は、乳酸塩
がＡＴＰを生成するために用いられる場合には、腫瘍細胞のエネルギー代謝について有利
であり得る。ミトコンドリアの欠損、特にクエン酸回路の酵素欠損は、腫瘍細胞における
既知の変化である。クエン酸回路が機能しなくなった場合には、還元等価物は、呼吸鎖の
ために生成し得ない。
【０２４０】
　乳酸塩への高度な親和性を有するミトコンドリア乳酸脱水素酵素、例えばＬＤＨＣは、
欠損のあるクエン酸回路を回避し得る。ミトコンドリア中にモノカルボン酸輸送体（ＭＣ
Ｔ）により輸送される乳酸塩は、ピルビン酸塩に、ミトコンドリア内で酸化され得、従っ
て呼吸鎖において消費されてＡＴＰを生成する還元等価物の生成についての作用を奏する
。ＬＤＨＣの細胞内局在を分析するために、ＬＤＨＣ陰性の乳房腫瘍細胞株ＭＣＦ－７に
、ＬＤＨＣおよび緑色蛍光タンパク質からなる融合構成物をトランスフェクトし、このト
ランスフェクタントを、ミトコンドリアマーカーチトクロームＣに対する抗体で染色した
。共焦点レーザー顕微鏡観察における両方のシグナルの共局在（図１７）は、ＬＤＨＣの
ミトコンドリア中での存在を明らかにする。従って、腫瘍細胞中でのＬＤＨＣの発現が、
実際に細胞のエネルギー代謝について有益な効果を有することおよび、腫瘍におけるＬＤ
ＨＣ活性の特別な阻害を、腫瘍疾患の療法において用いることができることが、可能であ
り得る。
【０２４１】
例２：ＴＰＴＥの新たな腫瘍抗原としての同定
　ＴＰＴＥ転写物（配列番号：１９）およびこの翻訳産物（配列番号：２２）の配列は、
GenBankにおいて、アクセッション番号ＮＭ＿０１３３１５の下に公開されている(Walker
, S.M. et al., Biochem. J. 360(Pt 2):277-83, 2001; Guipponi M. et al., Hum. Gene
t. 107(2):127-31, 2000; Chen H. et al., Hum. Genet. 105(5):399-409, 1999)。ＴＰ
ＴＥは、可能な膜貫通チロシンホスファターゼをコードする遺伝子として記載され、精巣
特異的発現は、染色体２１、１３、１５、２２およびＹの動原体周囲領域中に位置する(C
hen, H. et al., Hum. Genet. 105:399-409, 1999)。さらに、本発明のアライメント研究
により、染色体３および７上の相同性ゲノム配列が明らかである。
【０２４２】
　例えば治療的抗体のアクセス可能性のための必要条件である膜局在を、いかなる疑いを
も伴わずに、ＴＰＴＥ陰性細胞にＴＰＴＥおよび緑色蛍光タンパク質からなる融合構成物
をトランスフェクトすることにより検出することができる（図１８、右側）。これは、細
胞表面において蓄積し、この位置において、他の既知の膜マーカー、例えばＨＬＡ分子と
共局在して検出され得る。
【０２４３】
　本発明において、ＰＣＲプライマー（５’－ＴＧＧＡＴＧＴＣＡＣＴＣＴＣＡＴＣＣＴ
ＴＧ－３’および５’－ＣＣＡＴＡＧＴＴＣＣＴＧＴＴＣＴＡＴＣＴＧ－３’）を、ＴＰ
ＴＥ（配列番号：１９）の配列に基づいて作製し、多くのヒト組織において、ＲＴ－ＰＣ
Ｒ分析（９５℃、１５分；９４℃、１分；６３℃、１分；７２℃、１分；３５サイクル）
のために用いた。正常組織における発現は、精巣に限定されることが示された。他のｅＣ
Ｔについて記載したように、ＴＰＴＥバリアントは、本発明において、多くの腫瘍組織に
おいて異所的に活性化されることが示された；表２を参照。
【０２４４】



(66) JP 2013-9673 A 2013.1.17

10

20

30

40

50

【表１９】

【０２４５】
　定量的リアルタイムＰＣＲ（４０サイクル、最初の変性１５分、９５℃、３０秒、９４
℃、３０秒、６２℃および３０秒、７２℃）を、特異的プライマー（センスＧＡＧＴＣＴ
ＡＣＡＡＴＣＴＡＴＧＣＡＧＴＧ；アンチセンスＣＣＡＴＡＧＴＴＣＣＴＧＴＴＣＴＡＴ
ＣＴＧ）を用いて行った（図１９）。これはまた、非精巣正常組織中でのＴＰＴＥの欠乏
および腫瘍中の異所性の発現を確認したのみならず、また精巣組織における生理学的発現
に匹敵する腫瘍における高い転写レベルをも示した。腫瘍における多くの既知のＣＴ遺伝
子の異所性の発現は、プロモーター脱メチル化により誘発される。この機構が、またＴＰ
ＴＥの異所性の活性化に有効であるか否かを試験するために、非発現細胞株ＢＴ５４９（
乳房－癌腫）およびＨＣＴ１１６（大腸－癌腫）を、ＤＮＡメチル化の薬理学的阻害剤で
ある５－アザ－２’－デスオキシシチジンの存在下で培養した。両方の場合において、Ｄ
ＮＡの脱メチル化の結果、ＴＰＴＥ発現の強力な誘発がもたらされた（図３３）。同一の
効果はまた、ＤＮＡメチルトランスフェラーゼＤＮＭＴ１およびＤＮＭＴ３ｂが欠乏して
おり、ＤＮＡメチル化のほとんど完全な損失により特徴づけられるＨＣＴ１１６細胞にお
いて、存在する。これらの結果は、遺伝子座のプロモーター脱メチル化が、ＴＰＴＥ発現
の異所性の誘発にも有効であることを例証する。
【０２４６】
　ＴＰＴＥタンパク質を検出するために、抗体を、ウサギを免疫化することにより生成し
た。大腸菌において組換え的に発現された以下のペプチドまたは精製されたタンパク質を
、これらの抗体を増殖させるために用いた：

【表２０】
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【０２４７】
　配列番号：１０５に対して送達された抗体のデータを、例として示す。特異的な抗体を
、種々の固定条件の下での免疫蛍光アッセイのために用いることができる。ＲＴ－ＰＣＲ
陽性および陰性細胞株の比較染色において、それぞれのタンパク質を、陽性であるとタイ
プされた細胞株において容易に検出可能である量で、特異的に検出することができる（図
１８、右側）。内在性タンパク質は、膜に配置される。この抗体を、さらに組織切片の免
疫組織化学的染色のために用いた。予測されたように、抗体は、精巣組織を特異的な方式
で染色する。特に、胚細胞が染色される（図２０）。肺癌腫の組織切片もまた、染色され
る。
【０２４８】
　ＴＰＴＥタンパク質は、腫瘍のすべての細胞において、均一な方式で、大量に検出され
る。細胞の膜におけるタンパク質の位置を、ここで同様に確認する（図２１）。染色の特
異性を、競合実験により確認した。特異的抗体を、先ず組換えＴＰＴＥタンパク質と共に
プレインキュベートし、次に組織切片に加えた（正の対照として例えば精巣を用いて、図
２０）。これにより、反応性を、成功に遮断することができる。この抗体を用いて、多く
の異なる原発腫瘍のタイプ（また乳房腫瘍、黒色腫など）を成功に染色することができる
が、それぞれの正常な組織は、染色することができない。前立腺組織の染色をまた、例と
して示す。正常な前立腺組織は、陰性である一方、侵襲性の前立腺腫瘍および未だ侵襲さ
れていない前立腺腫瘍は、この分子に対して陽性である。
【０２４９】
　前立腺上皮の単純な肥大はまた、染色されず、形質転換するこれらの良性の変化内にす
でに存在する前悪性領域は、ＴＰＴＥに対して陽性である。従って、ＴＰＴＥに対するこ
のような特異的な抗体を、前立腺癌腫の存在する素質の早期の検出のために、診断的方式
で用いることができる。さらに、抗体を、ＴＰＴＥの発現を検出するために、ウエスタン
ブロットにおいて用いた。タンパク質の発現を、精巣組織および自発的に発現する細胞株
の溶菌液において検出することができ、一方、正常な組織は、予測されたように、発現を
示さなかった（図３４）。
【０２５０】
　本発明において、他のスプライスバリアントを、ＴＰＴＥについて同定し（配列番号：
２０、配列番号：２１、配列番号：５４、配列番号：５５、配列番号：５６、配列番号：
５７）これは、精巣組織および腫瘍において発現され、フレームシフトおよび従って変化
した配列領域を有する（図５）。
【０２５１】
　ＴＰＴＥゲノム配列は、２４のエクソンからなる（アクセッション番号ＮＴ＿０２９４
３０）。配列番号：１９中に示した転写物は、これらのエクソンをすべて含む。配列番号
：２０中に示したスプライスバリアントは、エクソン７をスプライシングすることにより
産生される。配列番号：２１中に示したスプライスバリアントは、エクソン１５の下流の
イントロンの部分的導入を示す。バリアント配列番号：５４、配列番号：５５、配列番号
：５６、配列番号：５７が示すように、あるいはまた、エクソン１８、１９、２０および
２１をスプライスすることも可能である。
【０２５２】
　これらのオルタナティブスプライシング事象により、コードされたタンパク質の変化が
もたらされ、リーディングフレームは、原則として維持される（図６）。例えば、配列番
号：２０中に示した配列によりコードされた翻訳産物（配列番号：２３）は、配列番号：
２２中に示した配列と比較して、１３個のアミノ酸の欠失を有する。配列番号：２１中に
示した配列によりコードされた翻訳産物（配列番号：２４）は、分子の中心領域に付加的
な挿入を有しており、これにより、他のバリアントと１４個のアミノ酸が異なる。
【０２５３】
　バリアント配列番号：５４、配列番号：５５、配列番号：５６、配列番号：５７の翻訳
産物、即ちタンパク質配列番号：５８、配列番号：５９、配列番号：６０、配列番号：６
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１は、同様に変化する。
　機能的ドメインを予測するための分析により、配列番号：２２、配列番号：２３、配列
番号：２４、配列番号：５８、配列番号：６０についてチロシンホスファターゼドメイン
が存在するが、配列番号：５９、配列番号：６１については存在しないことが明らかであ
る。すべてのバリアントについて、３～４個の膜貫通ドメインが予測される（図６）。
【０２５４】
　特定の抗体を用いた、ＴＰＴＥ抗原発現の分析により、精巣および多くの異なる腫瘍に
おける選択的発現が確認された。さらに、共局在研究により、本発明において、ＴＰＴＥ
が、クラスＩ免疫グロブリンと共に、腫瘍細胞の細胞表面上に位置することが明らかにな
った。以前は、ＴＰＴＥは、ゴルジ関連タンパク質として記載されているに過ぎなかった
。腫瘍細胞の細胞表面上でのＴＰＴＥ発現のために、この腫瘍抗原は、本発明において、
診断および治療モノクローナル抗体を開発するための顕著な標的として、適する。ＴＰＴ
Ｅの予測された膜トポロジーのために、細胞外に露出した領域は、本発明のこの目的のた
めに特に適する。本発明において、これは、ペプチドＦＴＤＳＫＬＹＩＰＬＥＹＲＳ（配
列番号：８１）およびＦＤＩＫＬＬＲＮＩＰＲＷＴ（配列番号：８２）を含む。さらに、
ＴＰＴＥは、腫瘍細胞の移動を促進することが示された。
【０２５５】
　数時間にわたりＦＣＳを含まない最小培地中で培養された細胞は、仮足および膜突起を
自発的に発生する傾向がある。この構造の膜におけるタンパク質の明確な蓄積は、非相同
的に発現される細胞（ＴＰＴＥ－ｅＧＦＰ）および自発的に発現する細胞株（ＡＫ－染色
）において検出され得る。さらに、ローダミン－ファロイジンを用いた共染色により、Ｔ
ＰＴＥおよびＦ－アクチンのこれらの領域における明確な共局在が示された。第２のメッ
センジャー、例えばホスホイノシチド類およびカルシウムにより媒介されたアクチン重合
は、走化性剤の細胞外勾配に応答して細胞移動を開始するための臨界的に重要な要因であ
る。これらの第２のメッセンジャーによるシグナル伝達は、主にレセプターチロシンキナ
ーゼ（ＲＴＫ）により開始される。
【０２５６】
　ホスホイノシチド類による第２のメッセンジャーのシグナル伝達の調節およびこれから
もたらされるアクチン細胞骨格の変調における最も重要な要因の１つは、いくつかの腫瘍
のタイプにおいてしばしば過剰発現されるＲＴＫ　ｃ－ｅｒｂＢ－２（ＨＥＲ２）である
。これらの結果は、細胞膜に位置し、ＰＩＰ３，４，５への基質特異性を有する、脂質ホ
スファターゼとしてのＴＰＴＥが、ＲＴＫにより媒介されたシグナル伝達に対する調節機
能および従って、腫瘍細胞における膜動力学に対する変調効果を有するという考慮を生じ
た。詳細な分析のために、ＴＰＴＥ－ｅＧＦＰを、ｃ－ｅｒｂＢ－２での形質転換のため
に構成的に活性化されたＰＩ－３キナーゼシグナル伝達および従って、第２のメッセンジ
ャーＰＩＰ３，４，５の過剰産生を有するＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞において発現させた。
【０２５７】
　最小培地中で数時間にわたり培養した後の、これらの細胞の経時的顕微鏡検査法により
、仮足および突起の膜におけるＴＰＴＥの配置の結果、それぞれの膜領域の退縮が直ちに
もたらされることが例証された。この観察についての説明は、ＲＴＫ媒介シグナル伝達の
終了により関連する膜領域の下のアクチン重合が終了するＴＰＴＥのＰＩ－３キナーゼア
ンタゴニスト効果である。ＴＰＴＥのこれらのＰＩ－３Ｋアンタゴニスト効果は、第２の
メッセンジャーＰＩＰ３，４，５のＰＩＰ４，５への脱リン酸化により媒介される。ＰＩ
Ｐ４，５は、皮質性アクチン重合を調節し、細胞骨格の原形質膜への付着を媒介する。Ｔ
ＰＴＥおよびＰＩＰ４，５の共局在を検出するために、ＴＰＴＥをトランスフェクトした
ＮＩＨ３Ｔ３／ｃ－ｅｒｂＢ２細胞に、ホスホリパーゼＣ－δ１（ＰＬＣ－δ１）のｅＧ
ＦＰ結合ＰＨドメインをコトランスフェクトした。
【０２５８】
　ＰＨドメインは、ＰＬＣ－δ１のこの生理学的基質ＰＩＰ４，５への特異的な結合を媒
介し、従って、これは、原形質膜におけるＰＩＰ４，５の分布を表示するのに良好に適合
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する。予測されたように、ＴＰＴＥおよびＰＩＰ４，５の明確な共局在は、コトランスフ
ェクトした細胞中で原形質膜において例証された（図３５）。これは、再び、ＰＩＰ４，

５に特異的な抗体を用いた共染色によるさらなるアッセイにおいて確認され得る。最近、
ＴＰＴＥと相同のＰＴＥＮが、細胞の移動可能性を陽性の方式で調節することが示された
。細胞移動は、走化性剤の細胞外勾配の知覚が必須である方向的なプロセスである。方向
を有する細胞移動の結果、勾配の方向における細胞の極性化が、走化性剤の検出に続いて
もたらされる。ＰＴＥＮは、細胞の極性化を、第２のメッセンジャーＰＩＰ３，４，５の
細胞外勾配の方向における細胞内勾配を形成することにより媒介し、従って、方向を有す
るアクチン重合および移動を媒介する。
【０２５９】
　ＴＰＴＥが同様のプロミグラトリー特性を有するか否かを試験するために、トランスウ
ェル(Transwell)移動アッセイを行った。ＴＰＴＥをトランスフェクトしたＮＩＨ３Ｔ３
／ｃ－ｅｒｂＢ－２細胞およびそれぞれの対照細胞（トランスフェクトしていないＮＩＨ
３Ｔ３／ｃ－ｅｒｂＢ－２細胞および空のｐｅＧＦＰベクターをトランスフェクトしたＮ
ＩＨ３Ｔ３／ｃ－ｅｒｂＢ－２細胞）を、種々の量の化学誘引物質を用いて試験した。Ｔ
ＰＴＥを発現する細胞は、１０％ＦＣＳに対する反応において、対照細胞と比較して４倍
を超える顕著に増大した移動速度を示した（図２３）。ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）を用いて
、腫瘍細胞株におけるＴＰＴＥの自発的な発現がまた、これらの細胞の走化性を増強する
ことを例証することができる。このために、ＴＰＴＥ陽性ＰＣ－３前立腺癌腫細胞を、Ｔ
ＰＴＥ特異的二重らせんＲＮＡオリゴ（センス５’－ＣＣＣＵＧＣＣＡＣＡＵＧＵＵＣＡ
ＵＡＵｄＴｄＴ－３’およびアンチセンス５’－ＡＵＡＵＧＡＡＣＡＵＧＵＧＧＣＡＧＧ
ＧｄＴｄＴ－３’）で電気穿孔した。
【０２６０】
　２４時間後、７０％のＴＰＴＥ発現の減少を、定量的リアルタイムＲＴ－ＰＣＲにより
検出することができた（図３６）。トランスウェル移動アッセイにより、それぞれの対照
（未処理のＰＣ－３細胞および無関連のｓｉＲＮＡで電気穿孔したＰＣ－３細胞）と比較
して、移動速度の明確な低下（７０％）が示された（図３７）。ＰＴＥＮが、第２のメッ
センジャー、例えばＰＩＰ３，４，５を補強するＰＨドメインにより原形質膜に送達され
得る細胞質タンパク質である一方、ＴＰＴＥは、走化性勾配の知覚を、膜において直接、
癌細胞においてしばしば過剰発現される活性化されたＲＴＫのシグナル伝達を遮断するこ
とにより変調させ、従って空間的勾配の知覚を媒介し得た。
【０２６１】
　ホスファターゼは、しばしば、細胞運動性および移動に関与する。ＴＰＴＥの細胞移動
における重要性を試験するために、ＴＰＴＥを、緑色蛍光タンパク質との融合タンパク質
として、ＴＰＴＥ陰性細胞株中に導入し、このタンパク質の分布を、インビボでリアルタ
イム顕微鏡検査法により観察した。細胞は、膜拡張（突起）を移動の前段階として形成す
る。このような突起の形成に続いて、ＴＰＴＥは、この膜領域中に蓄積する（図２２）。
突起の平坦化が開始した際に、ＴＰＴＥを、膜から除去し、内部移行させ、細胞の運動性
事象のプロセスに明らかに関与する。同様に、ＴＰＴＥをトランスフェクトした細胞の移
動特性を対照プラスミドをトランスフェクトした細胞に対して移動チャンバー（BOYDENチ
ャンバー）において比較することにより、ＴＰＴＥにより、成長因子（例えばＰＤＧＦ＝
血小板由来成長因子またはＦＣＳ＝ウシ胎児血清）の走化性勾配に沿った移動の顕著な増
強がもたらされることが例証される（図２３）。
【０２６２】
　細胞のＴＰＴＥが、プロミグラトリー特性を明らかに媒介するため、合計で５８人の患
者の乳房および肺腫瘍を、ＴＰＴＥの発現に関して試験し、これらの患者の疾患の経過と
統計的に比較した。ＴＰＴＥを発現する腫瘍は、リンパ節および遠隔転移を、ＴＰＴＥ陰
性腫瘍よりも顕著に高い頻度で形成する傾向がある（図２４）。
【０２６３】
　これらの機能的データは、ＴＰＴＥが、腫瘍における転移の形成において主要な作用を
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傾向についてのマーカーとして考慮することができる。さらに、例えばアンチセンスＲＮ
Ａを用いることによる、腫瘍細胞におけるＴＰＴＥの内在性活性を阻害する本発明の方法
、発現ベクターまたはレトロウイルスによる、および小さい分子を用いることによるＲＮ
Ａ干渉（ＲＮＡｉ）の種々の方法の結果、転移の低下した形成がもたらされ得、従って、
治療的観点から極めて重要であり得る。
【０２６４】
例３：ＴＳＢＰの新たな腫瘍抗原としての同定
　本発明において用いる電子的クローン化方法により、ＴＳＢＰ（配列番号：２９）およ
びこれから由来するタンパク質（配列番号：３０）が得られた。遺伝子は、以前に、精巣
特異的に調節されると記載されている（アクセッション番号ＮＭ＿００６７８１）。遺伝
子は、塩基性タンパク質をコードし、ＭＨＣ複合体（Ｃ６ｏｒｆ１０）をコードする配列
に近い染色体６上に位置すると予測された(Stammers M. et al., Immunogenetics 51(4-5
):373-82, 2000)。本発明において、以前に記載された配列は、不正確であることが示さ
れた。本発明の配列は、実質的に、既知の配列とは異なる。本発明において、３種の異な
るスプライシングバリアントを、クローン化した。本発明において見出されたＴＳＢＰバ
リアントのヌクレオチド配列（配列番号：３１、配列番号：３２、配列番号：３３）の、
既知の配列（ＮＭ＿００６７８１、配列番号：２９）に対する差異を、図７に示す（差異
を、太字で示す）。これらは、フレームシフトをもたらし、従って、本発明において見出
されたＴＳＢＰバリアントによりコードされたタンパク質（配列番号：３４、配列番号：
３５、配列番号：３６）は、以前に記載されたタンパク質（配列番号：３０）とは実質的
に異なる（図８）。
【０２６５】
　本発明において、この抗原は、正常組織において厳密に転写的に抑制されていることが
確認された（ＰＣＲプライマー５’－ＴＣＴＡＧＣＡＣＴＧＴＣＴＣＧＡＴＣＡＡＧ－３
’および５’－ＴＧＴＣＣＴＣＴＴＧＧＴＡＣＡＴＣＴＧＡＣ－３’）。しかし、研究し
た２５の正常組織において、ＴＳＢＰは、精巣に加えて、正常なリンパ節組織においても
発現していた。本発明において、ＴＳＢＰの腫瘍における異所性の活性化もまた、検出さ
れ、従って、これは、腫瘍マーカーまたは腫瘍関連抗原として適格である（表３）。
【０２６６】
　ＴＳＢＰ発現が、初代腫瘍組織において見出されるが、これは、対応する腫瘍実体の永
久的な細胞株においては見出されない。さらに、遺伝子は、ノッチ４の直接的な近隣にあ
り、これは、動脈において特異的に発現され、血管の形態形成に関与する。これらは、こ
れが、特異的な内皮細胞についてのマーカーであることを顕著に示す。従って、ＴＳＢＰ
は、腫瘍内皮および新生血管の標的化についての潜在的なマーカーとして作用し得る。
【０２６７】
　従って、ＴＳＢＰプロモーターを、リンパ節における選択的発現が望ましい他の遺伝子
産物にクローン化することができる。
　特異的な抗体を用いた、ＴＳＢＰ抗原発現の分析により、精巣およびリンパ節における
、並びにまた黒色腫および気管支癌腫におけるタンパク質の選択的局在が確認された。さ
らに、ＧＦＰタグ付ＴＳＢＰを用いた免疫組織学的研究により、明確な核周囲(perinucle
ic)蓄積が明らかになった。
【０２６８】
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【表２１】

【０２６９】
　ＴＳＢＰタンパク質を検出するために、抗体を、ウサギを免疫化することにより生成し
た。大腸菌において組換え的に発現された以下のペプチドまたは精製されたタンパク質を
、これらの抗体を増殖させるために用いた：
【表２２】

【０２７０】
　配列番号：１０８に対して送達された抗体についてのデータを、例として示す。特異的
な抗体を、種々の固定条件の下での免疫蛍光アッセイのために用いることができる。ＲＴ
－ＰＣＲアッセイにより、大腸癌腫細胞株ＨＣＴ１１６ＰがＴＳＢＰを発現しないことが
例証された。しかし、ＤＮＡメチルトランスフェラーゼについて欠失したバリアントＨＣ
Ｔ１１６ＤＫＯは、ＴＳＢＰについて陽性である。上記に記載した抗体での両方の細胞株
の比較染色により、それぞれのタンパク質が、陽性であるとタイプされた細胞株において
、容易に検出可能である量で、特異的に検出された（図２５）。内在性タンパク質は、主
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【０２７１】
　この抗体をさらに、組織切片の免疫組織化学的染色のために用いた。予測されたように
、抗体は、精巣組織を特異的な方式で染色する。特に、胚細胞が染色される（図２５）。
【０２７２】
　生物情報学的分析により、ＴＳＢＰが、核局在シグナルを有する強力に塩基性のタンパ
ク質であることが例証された。従って、タンパク質の細胞内の配置が核へのものであり、
一方内在性に発現されたタンパク質は、上記に記載したように核膜に位置することが、予
測される。Ｎ末端は、膜貫通ドメインがタンパク質の加工の間にプロテアーゼにより切断
されるという事実を示すタンパク質分解切断部位に続いて、膜貫通ドメインを含む。核局
在シグナル、タンパク質の核、ＥＲまたは原形質膜における配置およびタンパク質分解切
断部位に続く膜貫通ドメインのこの組み合わせは、ＮＯＴＣＨ族およびＳＲＥＢＰのいず
れの要素が最良に特徴づけされるかの転写因子の明確な群について見出される(Weinmaste
r G. Curr. Opin. Genet. Dev. 10(4):363-9, 2000; Hoppe T. et al. Curr. Opin. Cell
. Biol. 13(3):344-8, 2001))。
【０２７３】
　これらの要因の生物学的活性は、調節された膜内タンパク質分解（ＲＩＰ）の機構によ
り調節される。翻訳に続いて、タンパク質は、膜貫通ドメインにより、核、ＥＲまたは原
形質膜に一体化される。ＮＯＴＣＨの場合において、特異的なリガンドの結合により、膜
ドメインの下のタンパク質分解切断が誘発され、従ってタンパク質は、これがこの効果を
奏する部位に到達する。転写プロセスを、例えば器官の発達の経過の間に環境に依存する
方式で、このようにして調節することができる。この構造的特性および膜における位置の
ために、ＴＳＢＰを、この群中に一体化することができた。ＴＳＢＰ配列が、特異的なＤ
ＮＡ結合構造要素を含まず、タンパク質の強力な塩基性により、ＤＮＡへの結合が、ＴＳ
ＢＰが転写因子または転写調節因子であり得るように、同様になされることは、真実であ
る。
【０２７４】
例４：ＭＳ４Ａ１２の新たな腫瘍抗原としての同定
　ＭＳ４Ａ１２（配列番号：３７、アクセッション番号ＮＭ＿０１７７１６）およびこの
翻訳産物（配列番号：３８）は、以前に、Ｂ細胞特異的抗原ＣＤ２０、造血細胞特異的タ
ンパク質ＨＴｍ４および高親和性ＩｇＥレセプターのβ鎖に関する多遺伝子ファミリーの
要素として記載されている。すべてのファミリーの要素は、少なくとも４つの潜在的膜貫
通ドメインにより特徴づけされており、Ｃ末端およびＮ末端の両方は、細胞質性である(L
iang Y. et al., Immunogenetics 53(5):357-68, 2001; Liang Y. & Tedder, Genomics 7
2(2):119-27, 2001)。本発明において、ＭＳ４Ａ１２に対するＲＴ－ＰＣＲ研究を、行っ
た。プライマーを、公開されたＭＳ４Ａ１２配列（ＮＭ＿０１７７１６）（センス：ＣＴ
ＧＴＧＴＣＡＧＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＧＣ、アンチセンス：ＴＴＣＡＣＣＴＴＴＧＣＣＡ
ＧＣＡＴＧＴＡＧ）に基づいて選択した。試験した組織において、発現を、精巣、大腸（
６／８）および大腸直腸癌腫（大腸癌腫）（１６／２０）において、並びに大腸転移（１
２／１５）においてのみ検出した（図９）。
【０２７５】
　大腸転移の高い発生率により、ＴＳＢＰが、魅力的な診断および治療標的になる。本発
明において、タンパク質配列ＧＶＡＧＱＤＹＷＡＶＬＳＧＫＧ（配列番号：８３）を含む
予測された細胞外領域は、モノクローナル抗体および小さい化学的阻害剤を産生するのに
特に適する。また、本発明において、細胞膜上のＭＳ４Ａ１２タンパク質の細胞内局在が
、共焦点免疫蛍光における原形質膜マーカーを用いて、蛍光の重ね合わせにより確認され
た。
【０２７６】
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【表２３】

【０２７７】
　従って、ＭＳ４Ａ１２は、正常な大腸上皮のための細胞膜に位置する分化抗原であり、
これはまた、大腸直腸腫瘍および転移において発現される。
【０２７８】
　特異的プライマー（ＣＴＧＴＧＴＣＡＧＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＧＣおよびＴＴＣＡＣＣ
ＴＴＴＧＣＣＡＧＣＡＴＧＴＡＧ）を用いた定量的リアルタイムＰＣＲ（４０サイクル、
最初の変性１５分、９５℃、３０秒、９４℃、３０秒、６２℃および３０秒、７２℃）を
、行った（図２６）。これは、ＭＳ４Ａ１２が、精巣および大腸直腸正常組織以外の大部
分の正常組織中に存在しなかったことを確認したのみならず、また例えば原発性腸腫瘍お
よびこれらの転移において高い転写レベルをも検出した。ＭＳ４Ａ１２タンパク質を検出
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するために、抗体を、ウサギを免疫化することにより生成した。大腸菌において組換え的
に発現された以下のペプチドまたは精製されたタンパク質を、これらの抗体を増殖させる
ために用いた：
配列番号：１０９：ＭＭＳＳＫＰＴＳＨＡＥＶＮＥＴＣ　（ａａ　１－１５）
配列番号：１１０：ＣＧＶＡＧＱＤＹＷＡＶＬＳＧＫＧ　（ａａ　６４－７３）
配列番号：１１１：ＭＭＳＳＫＰＴＳＨＡＥＶＮＥＴＩＰＮＰＹＰＰＧＳＦＭＡＰＧＦＱ
ＱＰＬＧＳＩＮＬＥＮＱＡＱＧＡＱＲＡＱＰＹＧＩＴＳＰＧＩＦＡＳＳ　（組換えタンパ
ク質ａａ　１－６３）
【０２７９】
　配列番号：１１１に対して送達された抗体についてのデータを、例として示す。予測さ
れた大きさを有する特異的なバンドは、正常な腸、大腸癌腫についてのウエスタンブロッ
トにおいて検出可能であるが、正常な組織においては検出可能ではない（図２７）。特異
的な抗体を、免疫蛍光アッセイのために、種々の固定条件の下で用いることができる。Ｒ
Ｔ－ＰＣＲ陽性および陰性細胞株が染色された場合には、それぞれのタンパク質を、陽性
であるとタイプされた細胞株において、容易に検出可能な量で特異的に検出することがで
き、真核生物において組換え的に発現されたＭＳ４Ａ１２は、同様に特異的に検出される
（図２８）。これらの実験はまた、膜局在を確認する。この抗体をさらに、組織切片の免
疫組織化学的染色のために用いた。予測されたように、抗体は、健康な腸組織を染色する
が、大腸粘膜の尖端上皮細胞のみを染色する（図２９、左側）。腸腫瘍の腫瘍細胞はまた
、膜において均一な方式で染色される（図２９、右側）。
【０２８０】
例５：ＢＲＣＯ１の新たな腫瘍抗原としての同定
　ＢＲＣＯ１およびこの翻訳産物は、以前には記載されていない。本発明のデータマイニ
ング方法により、ＥＳＴ（発現配列タグ(expressed sequence tag)）ＡＩ６６８６２０が
得られた。特異的なプライマー（センス：ＣＴＴＧＣＴＣＴＧＡＧＴＣＡＴＣＡＧＡＴＧ
、アンチセンス：ＣＡＣＡＧＡＡＴＡＴＧＡＧＣＣＡＴＡＣＡＧ）を用いたＲＴ－ＰＣＲ
研究を、発現分析のために行った。本発明において、特異的な発現が、精巣組織およびさ
らに正常な乳腺において見出された（表５）。すべての他の組織において、この抗原は、
転写的に抑制されている。これは、同様に、乳腺腫瘍において検出される（２０／２０）
。ＢＲＣＯ１は、正常な乳腺組織における発現と比較して、乳房腫瘍において明確に過剰
発現される（図１０）。
【０２８１】
　ＥＳＴコンティグ(contig)（以下のＥＳＴが含まれた：ＡＷ１３７２０３、ＢＦ３２７
７９２、ＢＦ３２７７９７、ＢＥ０６９０４４、ＢＦ３３０６６５）を用いて、１５００
ｂｐを超えるこの転写物を、本発明において、電子的全長クローン化（配列番号：３９）
によりクローン化した。配列は、染色体１０ｐ１１－１２に位置づけられる。同一の領域
において、すぐ近接して、乳房分化抗原についての遺伝子であるＮＹ－ＢＲ－１が、以前
に記載されている(NM_052997; Jager, D. et al., Cancer Res. 61(5):2055-61, 2001)。
【０２８２】
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【表２４】

【０２８３】
　整合した対（乳房癌腫および隣接する正常な組織）の研究により、正常な組織と比較し
て７０％の乳房癌腫におけるＢＲＣＯ１過剰発現が、明らかになった。
　従って、ＢＲＣＯ１は、正常な乳腺上皮についての新たな分化抗原であり、これは、乳
房腫瘍において過剰発現される。
【０２８４】
　これはまた、特異的プライマー（５’－ＣＴＴＧＣＴＣＴＧＡＧＴＣＡＴＣＡＧＡＴＧ
－３’；５’－ＣＡＣＡＧＡＡＴＡＴＧＡＧＣＣＡＴＡＣＡＧ－３’）を用いた定量的リ
アルタイムＰＣＲ（４０サイクル、最初の変性１５分、９５℃、３０秒、９４℃、３０秒
、６０℃および３０秒、７２℃）を確認する（図３０および３１）。これは、ＢＲＣＯ１
が、精巣および乳房正常組織以外の大部分の正常組織中に存在しないことを確認したのみ
ならず、また乳房腫瘍における過剰発現をも明らかにした。
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【０２８５】
　ＢＲＣＯ１タンパク質を検出するために、抗体を、ウサギを免疫化することにより生成
した。以下のペプチドを、これらの抗体を増殖させるために用いた：
配列番号：１１５：ＩＡＰＮＴＲＧＱＱＴＩＶＬ
配列番号：１１６：ＶＷＫＳＮＧＫＳＩＬＫＭＰＦ
【０２８６】
例６：ＴＰＸ１の新たな腫瘍抗原としての同定
　ＴＰＸ１の配列（アクセッション番号ＮＭ＿００３２９６；配列番号：４０）およびこ
の翻訳産物の配列（配列番号：４１）は、知られている。抗原は、以前に精巣特異性であ
るとして、即ち外側繊維および精子の先体の要素としてのみ記載されている。以前に、精
子のセルトリ細胞への付着における接着分子としての関与が、前述の抗原に帰した(O'Bry
an, M.K. et al., Mol. Reprod. Dev. 58(1):116-25, 2001; Maeda, T. et al., Dev. Gr
owth Differ. 41(6):715-22, 1999)。本発明により、初めて、固体腫瘍におけるＴＰＸ１
の異常な発現が明らかになる（表６）。ＴＰＸ１と好中球特異性マトリックス糖タンパク
質ＳＧＰ２８との間の顕著なアミノ酸相同性のために(Kjeldsen et al., FEBS Lett 380:
246-259, 1996)、ペプチドＳＲＥＶＴＴＮＡＱＲ（配列番号：８４）を含むＴＰＸ１特異
的タンパク質配列は、本発明において、診断および治療分子を製造するのに適する。
【０２８７】
【表２５】

【０２８８】
例７：ＢＲＣＯ２の新たな腫瘍遺伝子産物としての同定
　ＢＲＣＯ２およびこの翻訳産物は、以前は記載されていなかった。本発明の方法により
、ＥＳＴ（発現配列タグ）ＢＥ０６９３４１、ＢＦ３３０５７３およびＡＡ６０１５１１
が得られた。特定のプライマー（センス：ＡＧＡＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧＡＴＧＴＧＣＡＧ
、アンチセンス：ＧＧＡＡＡＴＴＡＧＣＡＡＧＧＣＴＣＴＣＧＣ）を用いたＲＴ－ＰＣＲ
研究を、発現分析のために行った。本発明において、特異的な発現は、精巣組織において
、およびさらに正常な乳腺において見出された（表７）。すべての他の組織において、こ
の遺伝子産物は、転写的に抑制されている。これは、乳腺腫瘍において、同様に検出され
る。ＥＳＴコンティグ（以下のＥＳＴが含まれた：ＢＦ３３０５７３、ＡＬ０４４８９１
およびＡＡ６０１５１１）を用いて、１３００ｂｐのこの転写物を、本発明において、電
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子的全長クローン化（配列番号６２）によりクローン化した。配列は、染色体１０ｐ１１
－１２に位置づけられる。同一の領域において、すぐ近接して、乳房分化遺伝子産物につ
いての遺伝子であるＮＹ－ＢＲ－１が、以前に記載され(NM_052997; Jager, D. et al., 
Cancer Res. 61(5):2055-61, 2001)、ここでは、例６の下の上記のＢＲＣＯ１を、位置さ
せる。さらなる遺伝子的分析により、本発明において、配列番号：６２の下に列挙された
配列が、ＮＹ－ＢＲ－１遺伝子の３’非翻訳領域を表すことが明らかになり、これは、以
前には記載されていなかった。
【０２８９】
【表２６】

【０２９０】
　ＢＲＣＯ２は、正常な乳腺上皮についての新たな分化遺伝子産物であり、これはまた、
乳房腫瘍において発現される。
【０２９１】
例８：ＰＣＳＣの新たな腫瘍遺伝子産物としての同定
　ＰＣＳＣ（配列番号：６３）およびこの翻訳産物は、以前には記載されていなかった。
本発明のデータマイニング方法により、ＥＳＴ（発現配列タグ）ＢＦ０６４０７３が得ら
れた。特定のプライマー（センス：ＴＣＡＧＧＴＡＴＴＣＣＣＴＧＣＴＣＴＴＡＣ、アン
チセンス：ＴＧＧＧＣＡＡＴＴＣＴＣＴＣＡＧＧＣＴＴＧ）を用いたＲＴ－ＰＣＲ研究を
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、発現分析のために行った。本発明において、特異的な発現は、正常な大腸およびさらに
大腸癌腫において見出された（表５）。すべての他の組織において、この遺伝子産物は、
転写的に抑制されている。ＰＣＳＣは、３種の推定上のＯＲＦ（配列番号６４、配列番号
６５および配列番号１１７）をコードする。配列番号６４の配列分析により、ＣＸＣサイ
トカインに対する構造的相同性が明らかになった。さらに、４種のオルタナティブＰＣＳ
Ｃ　ｃＤＮＡフラグメントを、クローン化した（配列番号：８５～８８）。各々の場合に
おいて、本発明において、各々のｃＤＮＡは、配列番号：８９～１００に示すポリペプチ
ドをコードする３種の推定上のＯＲＦを含む。
【０２９２】
【表２７】

【０２９３】
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　従って、ＰＣＳＣは、また大腸直腸腫瘍および研究したすべての大腸転移において発現
される、正常な大腸上皮についての分化抗原である。本発明によりすべての大腸直腸転移
において検出されたＰＣＳＣ発現により、この腫瘍抗原は、転移する大腸腫瘍の予防およ
び処置のための、極めて興味深い目的となる。
【０２９４】
　定量的リアルタイムＰＣＲ（４０サイクル、最初の変性１５分、９５℃、３０秒、９４
℃、３０秒、５９℃および３０秒、７２℃）を、特異的プライマー（５’－ＡＧＡＡＴＡ
ＧＡＡＴＧＴＧＧＣＣＴＣＴＡＧ－３’；５’－ＴＧＣＴＣＴＴＡＣＴＣＣＡＡＡＡＡＧ
ＡＴＧ－３’）を用いて行った（図３２）。これは、ＰＣＳＣが、精巣および大腸直腸正
常組織以外の大部分の正常組織中に存在しないことを確認したのみならず、また例えば腸
腫瘍において高い転写レベルをも明らかにした。腸腫瘍の転移は、原発性腫瘍よりも顕著
に高い発現を示す。これおよびＰＣＳＣがケモカイン族との相同性を有するという事実は
、増大した細胞運動性および転移の形成における作用を確証する。
【０２９５】
　ＰＣＳＣタンパク質を検出するために、抗体を、ウサギを免疫化することにより生成し
た。以下のペプチドを、これらの抗体を増殖させるために用いた：
配列番号：１１２：ＧＨＧＰＧＨＰＰＰＧＰＨＨ
配列番号：１１３：ＫＰＥＲＩＡＱＬＴＷＮＥＡ
配列番号：１１４：ＰＲＳＰＴＰＷＳＴＳＬＲＫ
【０２９６】
例９：ＳＧＹ－１の新たな腫瘍抗原としての同定
　ＳＧＹ－１転写物の配列（配列番号：７０）およびこの翻訳産物の配列（配列番号：７
１）は、GenBankにおいて、アクセッション番号ＡＦ１７７３９８の下で公開されている(
Krupnik et al., Gene 238, 301-313, 1999)。Soggy-1は、Ｗｎｔファミリーのタンパク
質の阻害剤およびアンタゴニストとして作用する、Dickkopfタンパク質ファミリーの要素
として、以前に記載されている。次に、Ｗｎｔタンパク質は、胚発生において重要な機能
を有する。ＳＧＹ－１の配列（配列番号：７０）に基づいて、ＰＣＲプライマー（５’－
ＣＴＣＣＴＡＴＣＣＡＴＧＡＴＧＣＴＧＡＣＧ－３’および５’－ＣＣＴＧＡＧＧＡＴＧ
ＴＡＣＡＧＴＡＡＧＴＧ－３’）を、本発明において作製し、多くのヒト組織において、
ＲＴ－ＰＣＲ分析（９５℃、１５分；９４℃、１分；６３℃、１分；７２℃、１分；３５
サイクル）のために用いた。正常組織における発現は、精巣に限定されることが示された
。他のｅＣＴについて記載したように、ＳＧＹ－１は、本発明において、多くの腫瘍組織
において、異所的に活性化されていることが示された；表９を参照。
【０２９７】
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【表２８】

【０２９８】
例１０：ＭＯＲＣの新たな腫瘍抗原としての同定
　ＭＯＲＣ転写物の配列（配列番号：７４）およびこの翻訳産物の配列（配列番号：７５
）は、GenBankにおいて、アクセッション番号ＸＭ＿０３７００８の下で公開された(Inou
e et al., Hum Mol Genet. Jul:8(7):1201-7, 1999)。
　ＭＯＲＣは、最初は、精子形成に関与すると記載されていた。マウス系におけるこのタ
ンパク質の変異の結果、生殖腺の発育不全(underdevelopment)がもたらされる。
　ＭＯＲＣの配列（配列番号：７４）に基づいて、ＰＣＲプライマー（５’－ＣＴＧＡＧ
ＴＡＴＣＡＧＣＴＡＣＣＡＴＣＡＧ－３’および５’－ＴＣＴＧＴＡＧＴＣＣＴＴＣＡＣ
ＡＴＡＴＣＧ－３’）を、本発明により作製し、これを、多くのヒト組織において、ＲＴ
－ＰＣＲ分析（９５℃、１５分；９４℃、１分；６３℃、１分；７２℃、１分；３５サイ
クル）のために用いた。正常な組織における発現は、精巣に限定されることが示された。
他のｅＣＴについて記載したように、ＭＯＲＣは、本発明において、多くの腫瘍組織にお
いて、異所的に活性化されていることが示された：表１０を参照。
【０２９９】
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【表２９】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７ａ】 【図７ｂ】

【図８】 【図９】
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【図１０】 【図１１】

【図１２】 【図１３】
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【図１４】 【図１５】

【図１６】 【図１７】
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【図１８】 【図１９】

【図２０】 【図２１】



(87) JP 2013-9673 A 2013.1.17

【図２２】 【図２３】

【図２４】 【図２５】
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【図２６】 【図２７】

【図２８】

【図２９】 【図３０】
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【図３１】 【図３２】

【図３３】 【図３４】
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【図３５】 【図３６】

【図３７】 【図３８】
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【配列表】
2013009673000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成24年8月9日(2012.8.9)
【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】
　医薬組成物であって、（Ｉ）腫瘍関連抗原の発現または活性を阻害する、または（ＩＩ
）腫瘍阻害活性を有し、腫瘍関連抗原を発現するか、または異常に発現する細胞に対して
選択性である、または（ＩＩＩ）投与された際に、ＨＬＡ分子と、腫瘍関連抗原またはこ
の一部との間の複合体の量を選択的に増大させる剤を含み、前記腫瘍関連抗原が：
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記医薬組成物。
【請求項２】
　（ＩＩ）の剤が、細胞死の誘発、細胞増殖の減少、細胞膜への損傷またはサイトカイン
の分泌を生じる、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　（Ｉ）または（ＩＩ）の剤が、腫瘍関連抗原をコードする核酸と選択的にハイブリダイ
ズするアンチセンス核酸である、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項４】
　（Ｉ）または（ＩＩ）の剤が、腫瘍関連抗原に選択的に結合する抗体である、請求項１
に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　（ＩＩＩ）の剤が：
（ｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部、
（ｉｉ）腫瘍関連抗原をコードする核酸またはこの一部、
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部を発現する宿主細胞、および
（ｉｖ）腫瘍関連抗原またはこの一部とＨＬＡ分子との間の単離された複合体
からなる群から選択された１種または２種以上の成分を含む、請求項１に記載の医薬組成
物。
【請求項６】
　剤が、各々の場合において、異なる腫瘍関連抗原の発現または活性を選択的に阻害し、
各々の場合において、異なる腫瘍関連抗原を発現する細胞に選択的であり、またはＨＬＡ
分子と異なる腫瘍関連抗原またはこの一部との間の複合体の量を増大させる、２種または
３種以上の剤を含み、前記腫瘍関連抗原の少なくとも１種が：
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸
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からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、請求項１に記載の医薬
組成物。
【請求項７】
　医薬組成物であって：
（ｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部、
（ｉｉ）腫瘍関連抗原をコードする核酸またはこの一部、
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部に結合する抗体、
（ｉｖ）腫瘍関連抗原をコードする核酸に特異的にハイブリダイズするアンチセンス核酸
、 
（ｖ）腫瘍関連抗原またはこ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この一部とＨＬＡ分子との間の単離された複合体
からなる群から選択された１種または２種以上の成分を含み、前記腫瘍関連抗原が：
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記医薬組成物。
【請求項８】
　（ｉｉ）の核酸が、発現ベクター中に存在する、請求項５または７に記載の医薬組成物
。
【請求項９】
　宿主細胞が、腫瘍関連抗原またはこの一部を分泌する、請求項５または７に記載の医薬
組成物。
【請求項１０】
　宿主細胞が、さらに、腫瘍関連抗原またはこの一部に結合するＨＬＡ分子を発現する、
請求項５または７に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　宿主細胞が、ＨＬＡ分子および／または腫瘍関連抗原またはこの一部を、組換え方式で
発現する、請求項１０に記載の医薬組成物。
【請求項１２】
　宿主細胞がＨＬＡ分子を内在性に発現する、請求項１０に記載の医薬組成物。
【請求項１３】
　宿主細胞が抗原提示細胞である、請求項５、７、１０または１２に記載の医薬組成物。
【請求項１４】
　抗体が、モノクローナル、キメラまたはヒト化抗体、または抗体のフラグメントである
、請求項４または７に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　抗体が治療剤または診断剤に結合している、請求項４または７に記載の医薬組成物。
【請求項１６】
　さらに、薬学的に許容し得る担体および／またはアジュバントを含む、請求項１～１５
のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　癌の処置および／または癌に対するワクチン接種に用いることができる、請求項１～１
６のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項１８】
　癌が、肺腫瘍、乳房腫瘍、前立腺腫瘍、黒色腫、大腸腫瘍、大腸腫瘍の転移、腎臓細胞
癌腫、子宮頸癌腫、大腸癌腫または乳房癌腫である、請求項１７に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
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　腫瘍関連抗原が、配列番号：２２～２４、５８～６１、８１、８２、１０３～１０５、
６～１３、１４～１８、３０、３４～３６、３８、４１、６４、６５、７１、７５、８０
、８３、８４、８９～１００、１０１、１０２、１０６～１１７からなる群から選択され
たアミノ酸配列、この一部または誘導体を含む、請求項１～１８のいずれか一項に記載の
医薬組成物。
【請求項２０】
　腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特徴づけられる疾患を診断する方法であっ
て、この方法が、
（ｉ）腫瘍関連抗原をコードする核酸もしくはこの一部の検出、および／または
（ｉｉ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部の検出、および／または
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部に対する抗体の検出、および／または
（ｉｖ）患者から単離された生物学的試料中の腫瘍関連抗原またはこの一部に特異的な、
細胞障害性もしくはヘルパーＴリンパ球の検出
を含み、前記腫瘍関連抗原が：
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記方法。
【請求項２１】
　検出が、
（ｉ）生物学的試料を、腫瘍関連抗原をコードする核酸またはこの一部、腫瘍関連抗原も
しくはこの一部、抗体または細胞障害性もしくはヘルパーＴリンパ球に特異的に結合する
剤と接触させること、および
（ｉｉ）この剤と、核酸またはこの一部、腫瘍関連抗原またはこの一部、抗体または細胞
障害性もしくはヘルパーＴリンパ球との間の複合体の形成を検出すること
を含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　核酸またはこの一部を、前記核酸またはこの前記一部に特異的にハイブリダイズするポ
リヌクレオチドプローブを用いて、または、前記核酸またはこの前記一部を選択的に増幅
することにより検出する、請求項２０または２１に記載の方法。
【請求項２３】
　腫瘍関連抗原またはこの一部を、前記腫瘍関連抗原またはこの前記一部に特異的に結合
する抗体を用いて検出する、請求項２０または２１に記載の方法。
【請求項２４】
　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用いて検出する、請
求項２０または２１に記載の方法。
【請求項２５】
　腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特徴づけられる疾患の退行、経過または発
症を決定する方法であって、該方法が、前記疾患を患っているか、または前記疾患に罹患
してい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この一部の量、
（ｉｉ）腫瘍関連抗原またはこの一部の量、
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原またはこ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この一部とＭＨＣ分子との間の複合体に特異的な細胞溶解性
またはサイトカイン放出性Ｔ細胞の量
からなる群から選択された１種または２種以上のパラメーターに関してモニタリングする
ことを含み、前記腫瘍関連抗原が：
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（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記方法。
【請求項２６】
　核酸またはこの一部の量を、前記核酸またはこの前記一部に特異的にハイブリダイズす
るポリヌクレオチドプローブを用いて、または、前記核酸またはこの前記一部を選択的に
増幅することによりモニタリングする、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　腫瘍関連抗原またはこの一部の量を、前記腫瘍関連抗原またはこの前記一部に特異的に
結合する抗体を用いてモニタリングする、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　抗体の量を、抗体に特異的に結合するタンパク質またはペプチドを用いてモニタリング
する、請求項２５に記載の方法。
【請求項２９】
　ポリヌクレオチドプローブ、抗体、またはタンパク質またはペプチドを、検出可能な方
式で標識する、請求項２２～２４および２６～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　腫瘍関連抗原の発現または異常な発現により特徴づけられる疾患を処置し、診断し、ま
たはモニタリングするための、前記腫瘍関連抗原またはこの一部に結合し、治療剤または
診断剤と結合した抗体であって、前記腫瘍関連抗原が：
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記抗体。
【請求項３１】
　抗体が、モノクローナル、キメラもしくはヒト化抗体または抗体のフラグメントである
、請求項２３もしくは２７に記載の方法または請求項３０に記載の抗体。
【請求項３２】
　疾患が腫瘍または癌疾患である、請求項２０～２９および３１のいずれか一項に記載の
方法または請求項３０もしくは３１に記載の抗体。
【請求項３３】
　腫瘍関連抗原が、配列番号：２２～２４、５８～６１、８１、８２、１０３～１０５、
６～１３、１４～１８、３０、３４～３６、３８、４１、６４、６５、７１、７５、８０
、８３、８４、８９～１００、１０１、１０２、１０６～１１７からなる群から選択され
たアミノ酸配列、この一部または誘導体を含む、請求項２０～２９、３１および３２のい
ずれか一項に記載の方法または請求項３０～３２のいずれか一項に記載の抗体。
【請求項３４】
　核酸であって：
（ａ）配列番号：２０～２１、５４～５７、２～５、３１～３３、３７、３９、６２、６
３、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸、この一部または誘導体、
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および 
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸
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からなる群から選択されている、前記核酸。
【請求項３５】
　核酸であって、配列番号：２３～２４、５８～６１、８１、８２、１０３～１０５、７
～１３、１４～１８、３４～３６、６４、６５、８０、８３、８４、８９～１００、１０
１、１０２、１０６～１１７からなる群から選択されたアミノ酸配列、この一部または誘
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、前記核酸。
【請求項３６】
　請求項３４または３５に記載の核酸を含む、組換えＤＮＡまたはＲＮＡ分子。
【請求項３７】
　宿主細胞であって、請求項３４もしくは３５に記載の核酸または請求項３６に記載の組
換えＤＮＡ分子を含む、前記宿主細胞。
【請求項３８】
　請求項３４に記載の核酸によりコードされた、タンパク質またはポリペプチド。
【請求項３９】
　配列番号：２３～２４、５８～６１、８１、８２、１０３～１０５、７～１３、１４～
１８、３４～３６、６４、６５、８０、８３、８４、８９～１００、１０１、１０２、１
０６～１１７からなる群から選択されたアミノ酸配列、こ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。
【請求項４０】
　請求項３８または３９に記載のタンパク質またはポリペプチドの、免疫原性フラグメン
ト。
【請求項４１】
　剤であって、タンパク質もしくはポリペプチドまたはこの一部に特異的に結合し、前記
タンパク質またはポリペプチドが：
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸 
からなる群から選択された核酸によりコードされている、前記剤。
【請求項４２】
　タンパク質またはポリペプチドが、配列番号：２２～２４、５８～６１、８１、８２、
１０３～１０５、６～１３、１４～１８、３０、３４～３６、３８、４１、６４、６５、
７１、７５、８０、８３、８４、８９～１００、１０１、１０２、１０６～１１７からな
る群から選択されたアミノ酸配列、この一部または誘導体を含む、請求項４１に記載の剤
。
【請求項４３】
　抗体である、請求項４１または４２に記載の剤。
【請求項４４】
　抗体が、モノクローナル、キメラもしくはヒト化抗体または抗体のフラグメントである
、請求項４３に記載の剤。
【請求項４５】
　請求項４１～４４のいずれか一項に記載の剤と、治療剤または診断剤との間の複合体。
【請求項４６】
　治療剤または診断剤が毒素である、請求項４５に記載の複合体。
【請求項４７】
　腫瘍関連抗原の発現または異常な発現を検出するためのキットであって、このキットが
、
（ｉ）腫瘍関連抗原をコードする核酸もしくはこの一部、
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（ｉｉ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部、
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部に結合する抗体、および／または
（ｉｖ）腫瘍関連抗原もしくはこの一部とＭＨＣ分子との間の複合体に特異的なＴ細胞
の検出のための剤を含み、前記腫瘍関連抗原が：
（ａ）配列番号：１９～２１、５４～５７、１～５、２９、３１～３３、３７、３９、４
０、６２、６３、７０、７４、８５～８８からなる群から選択された核酸配列を含む核酸
、この一部または誘導体、
（ｂ）（ａ）の核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に対して縮重している核酸、および
（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の核酸に相補的な核酸
からなる群から選択された核酸によりコードされた配列を有する、前記キット。
【請求項４８】
　腫瘍関連抗原をコードする核酸またはこの一部の検出のための剤が、前記核酸の選択的
増幅のための核酸分子である、請求項４７に記載のキット。
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摘要(译)

要解决的问题：鉴定与肿瘤相关表达的基因产物并提供编码该产物的核酸。 新近鉴定出的肿瘤相关抗原，编码肿瘤相关抗原的核
酸，与肿瘤相关抗原或其一部分结合的抗体，与该核酸核酸特异性杂交的反义核酸，以及 表达肿瘤相关抗原的宿主细胞，以及所述
肿瘤相关抗原或其一部分与HLA分子之间的分离的复合物。 以及包含一种或多种选自上述组分的药物组合物。 以及其中基因产物
与肿瘤异常相关的疾病的治疗和诊断，与肿瘤相关的表达的蛋白质，多肽和肽。 [选择图]无
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