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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】癌の診断および治療に役立つ腫瘍抑制因子遺伝子を提供する。
【解決手段】第１０染色体の特定の領域（１０ｑ２３.３）が腫瘍抑制遺伝子を含むこと
を同定され、該遺伝子の対応コード領域は新規な４７ｋＤタンパク質を表している。この
生成物のドメインはプロテインチロシンホスファターゼの保存された触媒ドメインと正確
に一致しており、リン酸化事象での機能的役割の可能性が示唆された。配列分析は、１０
ｑ２３.３領域を定めるのに用いた腫瘍細胞株で該遺伝子の多数のエクソンが欠失してい
ることが示され、該遺伝子が腫瘍抑制遺伝子として分類される。さらに、神経膠腫細胞お
よび前立腺癌細胞の両者で該遺伝子中の多数の欠失の存在が示された。この腫瘍抑制因子
（ＴＳ１０ｑ２３.３と称する）に関連する癌の診断および治療方法もまた開示される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＴＳ１０ｑ２３.３と称する腫瘍抑制因子の突然変異体をコードするＤＮＡ、ＲＮＡを
含む単離核酸またはその相補体であって、該突然変異体は、以下の突然変異からなる群か
ら選ばれる：
（ａ）イントロン２の１位がＧからＴに変化するミスセンス突然変異；
（ｂ）エクソン２の１１２および１１３位がＣＣからＴＴに変化するミスセンス突然変異
；
（ｃ）エクソン５の３２３位がＴからＧに変化するミスセンス突然変異；
（ｄ）エクソン５の３３１位がＴからＧに変化するミスセンス突然変異；
（ｅ）エクソン５の３３５位がＴからＧに変化するミスセンス突然変異；
（ｆ）エクソン５の４０７位がＧからＡに変化するミスセンス突然変異；
（ｇ）エクソン５の４５５位がＴからＣに変化するミスセンス突然変異；
（ｈ）エクソン６の５１７位がＣからＴに変化するミスセンス突然変異；
（ｉ）エクソン６の５１８位がＧからＣに変化するミスセンス突然変異；
（ｊ）エクソン５の３８８位がＣからＴに変化するミスセンス突然変異；
（ｋ）エクソン７の６９７位がＣからＴに変化するミスセンス突然変異；
（ｌ）エクソン７の７０５位のＡが欠失するフレームシフト突然変異；および
（ｍ）エクソン７の８２３位のＧが欠失するフレームシフト突然変異。
【請求項２】
　ＴＳ１０ｑ２３.３と称する腫瘍抑制因子の突然変異体をコードするＤＮＡ、ＲＮＡを
含む単離核酸またはその相補体であって、該突然変異体は、以下の突然変異からなる群か
ら選ばれる：
（ａ）腫瘍抑制因子の第３８アミノ酸がＰＲＯからＰＨＥに変化；
（ｂ）腫瘍抑制因子の第１０８アミノ酸がＬＥＵからＡＲＧに変化；
（ｃ）腫瘍抑制因子の第１１１アミノ酸がＴＲＰからＡＲＧに変化；
（ｄ）腫瘍抑制因子の第１１２アミノ酸がＬＥＵからＡＲＧに変化；
（ｅ）腫瘍抑制因子の第１３６アミノ酸がＣＹＳからＴＹＲに変化；
（ｆ）腫瘍抑制因子の第１５２アミノ酸がＬＥＵからＰＲＯに変化；
（ｇ）腫瘍抑制因子の第１７３アミノ酸がＡＲＧからＣＹＳに変化；
（ｈ）腫瘍抑制因子の第１７３アミノ酸がＡＲＧからＰＲＯに変化；
（ｉ）腫瘍抑制因子の第１３０コドンがＡＲＧから停止コドンに変化；および
（ｊ）腫瘍抑制因子の第２３３コドンがＡＲＧから停止コドンに変化。
【請求項３】
　配列番号：５３のアミノ酸配列をコードするＤＮＡまたはＲＮＡを含む単離核酸。
【請求項４】
　ＤＮＡが配列番号：５４のコーディング配列を含む請求項３に記載の単離核酸またはそ
の相補体。
【請求項５】
　ＤＮＡが配列番号：５６の配列をもつＤＮＡを含む単離核酸またはその相補体。
【請求項６】
　ＤＮＡが配列番号：６４の配列をもつＤＮＡを含む単離核酸。
【請求項７】
　相補的ＤＮＡであり、該腫瘍抑制因子をコードする該領域またはその相補体に作動可能
に連結したプロモーターをさらに含む、請求項１から６のいずれかひとつに記載の核酸。
【請求項８】
　該腫瘍抑制因子をコードする該領域に作動可能に連結したポリアデニル化シグナルをさ
らに含む、請求項８に記載の核酸。
【請求項９】
　複製起点をさらに含む、請求項８に記載の核酸。
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【請求項１０】
　レトロウイルス、アデノウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルスおよびアデ
ノ関連ウイルスよりなる群から選ばれたウイルスベクターである、請求項９に記載の核酸
。
【請求項１１】
　ウイルス粒子中にパッケージングされている、請求項１０に記載の核酸。
【請求項１２】
　リポソーム中にパッケージングされている、請求項９に記載の核酸。
【請求項１３】
　(i)患者からサンプルを採取し、次いで
(ii)該サンプルの細胞中での機能性ＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子産物の発現を測定する
段階を含む、カウデン症候群の診断方法。
【請求項１４】
　細胞が、胸、卵巣細胞、胸腺細胞および子宮内膜細胞からなる群から選ばれる、請求項
１３に記載の方法。
【請求項１５】
　該サンプルが組織サンプルまたは流体サンプルである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　該測定が、該サンプルからの核酸をアッセイすることを含む、請求項１３に記載の方法
。
【請求項１７】
　該サンプルを、該核酸を増幅するのに適した条件に供することをさらに含む、請求項１
６に記載の方法。
【請求項１８】
　該測定が、該サンプルをＴＳ１０ｑ２３.３に免疫学的に結合する抗体と接触させるこ
とをさらに含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１９】
　該サンプルのタンパク質をＥＬＩＳＡに供することをさらに含む、請求項１８に記載の
方法。
【請求項２０】
　ＴＳ１０ｑ２３.３の発現を非カウデン症候群サンプル中でのＴＳ１０ｑ２３.３の発現
と比較する工程をさらに含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項２１】
　該比較が、ＴＳ１０ｑ２３.３の発現レベルを評価することを含む、請求項２０に記載
の方法。
【請求項２２】
　該比較が、ＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子、タンパク質または転写物の構造を評価すること
を含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２３】
　該評価が、シーケンシング、野性型オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、突然
変異体オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、ＳＳＣＰ、ＰＣＲおよびＲＮアーゼ
保護よりなる群から選ばれる、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　該評価が野性型または変異体オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションであり、該オ
リゴヌクレオチドがチップまたはウエハー上のアレイとして配置される、請求項２２に記
載の方法。
【請求項２５】
　カウデン症候群のサンプルがＴＳ１０Ｑｑ２３．３のコーディング配列に突然変異を含
む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２６】
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　突然変異がフレームシフト突然変異である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　突然変異がエクソン７にある、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　突然変異がＴＳ１０Ｑｑ２３．３遺伝子産物の未成熟終結を引き起こす、請求項２７に
記載の方法。
【請求項２９】
　突然変異が欠失突然変異である、請求項２５に記載の方法。
【請求項３０】
　欠失がエクソン８にある、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　突然変異が挿入突然変異である、請求項２５に記載の方法。
【請求項３２】
　挿入がエクソン２にある、請求項２５に記載の方法。
【請求項３３】
　(i)患者からサンプルを採取し、次いで
(ii)該サンプルの細胞中での機能性ＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子産物の発現を測定する
段階を含む、乳癌になりやすい患者の診断方法。
【請求項３４】
　細胞が、胸、卵巣細胞、胸腺細胞および子宮内膜細胞からなる群から選ばれる、請求項
３３に記載の方法。
【請求項３５】
　該サンプルが組織サンプルまたは流体サンプルである、請求項３３に記載の方法。
【請求項３６】
　該測定が、該サンプルからの核酸をアッセイすることを含む、請求項３３に記載の方法
。
【請求項３７】
　該サンプルを、該核酸を増幅するのに適した条件に供することをさらに含む、請求項３
６に記載の方法。
【請求項３８】
　該測定が、該サンプルをＴＳ１０ｑ２３.３に免疫学的に結合する抗体と接触させるこ
とをさらに含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３９】
　該サンプルのタンパク質をＥＬＩＳＡに供することをさらに含む、請求項３８に記載の
方法。
【請求項４０】
　ＴＳ１０ｑ２３.３の発現を正常サンプル中でのＴＳ１０ｑ２３.３の発現と比較する工
程をさらに含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項４１】
　該比較が、ＴＳ１０ｑ２３.３の発現レベルを評価することを含む、請求項４０に記載
の方法。
【請求項４２】
　該比較が、ＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子、タンパク質または転写物の構造を評価すること
を含む、請求項４０に記載の方法。
【請求項４３】
　該評価が、シーケンシング、野性型オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、突然
変異体オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、ＳＳＣＰ、ＰＣＲおよびＲＮアーゼ
保護よりなる群から選ばれる、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　該評価が野性型または変異体オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションであり、該オ
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リゴヌクレオチドがチップまたはウエハー上のアレイとして配置される、請求項４３に記
載の方法。
【請求項４５】
　サンプルがＴＳ１０Ｑｑ２３．３のコーディング配列に突然変異を含む、請求項３３に
記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、腫瘍学、遺伝学および分子生物学の分野に関する。より詳しくは、本発明は
ヒト第１０染色体上の腫瘍抑制因子遺伝子の同定に関する。この遺伝子の欠損は例えば神
経膠腫などの癌の発生に関する。
【背景技術】
【０００２】
　フルズ（Foulds）（1958）（非特許文献１）は、腫瘍形成について、現在では遺伝子的
損傷の蓄積によって起こることがわかっている多段階の生物学的プロセスとして記載して
いる。分子レベルにおいて、腫瘍形成の多段階プロセスには、正の調節エフェクターおよ
び負の調節エフェクターの両方の崩壊が関係している（ワインバーグ（Weinberg）、1989
（非特許文献２））。ボゲルステイン（Vogelstein)およびその共同研究者たち（1990）
（非特許文献３）は、ヒト結腸カルシノーマの分子的基礎が、多数の癌原遺伝子、腫瘍抑
制因子遺伝子および修復遺伝子に関与すると仮定している。同様に、網膜芽腫の発生を導
く欠損は他の腫瘍抑制因子遺伝子に関連付けて考えられた（リー（Lee）ら、1987（非特
許文献４））。さらに別の癌原遺伝子および腫瘍抑制因子が他の多様な悪性腫瘍において
同定された。不幸なことに、治療可能な癌が少なからず残されており、癌の影響は破局的
である---米国単独でも一年に50万人を超える人々が死亡している。
【０００３】
　癌の破壊的な本質の一例として、中枢神経系の最も一般的な一次腫瘍である星状細胞系
の細胞から発生した腫瘍が挙げられる（ラッセル（Russell）およびルビンステイン（Rub
instein）1989（非特許文献５））。これらの腫瘍の大部分は成人世代に起こる。一次脳
腫瘍もまた、小児科患者における最も一般的な固形癌を占め、15歳未満の子供における癌
死の第2の原因である。一次脳腫瘍の推定18,500の新規ケースが1994年には診断された（
ボーリング（Boring）ら、1994（非特許文献６））。疫学的研究により脳腫瘍の発生が増
加し、それが18歳から35歳までの患者の癌死の第３の最も一般的原因であることが明らか
になっている。脳内での位置のため、および周辺組織に腫瘍細胞が典型的に侵入するため
、一次脳腫瘍の治療に関する発明はしばしば制限される。不幸なことであるが、これらの
罹患個体の約3分の2は2年以内で死亡にいたるであろう。成人の最も一般的な頭蓋内腫瘍
は神経膠細胞系の細胞から生じ、約48％の神経膠細胞腫多形成（GBM）、21％の星状細胞
腫（A）（未分化（AA）および低級）および9％の脳室上衣腫およ乏突起膠腫（レビン（Le
vin）ら、1993（非特許文献７））の頻度で起こる。
【０００４】
　一次脳腫瘍の癌発生においていくつかの遺伝子およびその対応するタンパク質産物に関
係した遺伝子研究がある。種々の報告がなされている：上皮増殖因子受容体の増幅および
そのリガンド、形質転換増殖因子－α、N－myc；gli、変形スプライシングおよび繊維芽
細胞増殖因子受容体の発現およびp53、p16、Rb、神経繊維芽細胞腫遺伝子1および2、DCC
および染色体番号4、10，17（p53でないもの）、19、22およびX染色体上の推定腫瘍抑制
因子遺伝子である（ウォング（Wong）ら、1987（非特許文献８）；エル－アゾウジ（El-A
zouzi）ら、1989（非特許文献９）；ニシ（Nishi）ら、1991（非特許文献１０）；ジェー
ムズ（James）ら、1988（非特許文献１１）；カム（Kamb）ら、1994（非特許文献１２）
；ヘンソン（Henson）ら、1994（非特許文献１３）；ヤマグチ（Yamaguchi）ら、1994（
非特許文献１４）；ビアンチ（Bianchi）ら、1994（非特許文献１５）；ランソン（Ranso
n）ら、1992（非特許文献１６）；ラシード（Rasheed）ら、1992（非特許文献１７）；シ
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ェック（Scheck）およびクーンズ（Coons）、1993（非特許文献１８）；フォン・デムリ
ング（Von Demling）ら（非特許文献１９）；ルビノ（Rubino）ら、1994（非特許文献２
０）；リットランド(Ritland)ら、1995（非特許文献２１））。
【０００５】
　最も頻繁に起こる変化にはEGF－受容体（～40％）、p53の機能の喪失（～50％）、p16
（～50％）、Rb（～30％）の増幅および第１０染色体上での欠失（>90％）である。さら
に、星状細胞腫瘍の組織学的な悪性の重度または程度は結腸癌腫と同様の遺伝的損傷の蓄
積が増加することに相関がある。さらに、変化の中には相対的に細胞系譜特異的または等
級特異的であるようなものもある。例えば、染色体19qに対する喪失は、オリゴデンドロ
神経膠腫中に有意に生じる一方、染色体10およびEGF受容体の増幅および突然変異は主と
してGBMsにおいて生じている。コピー全体の欠失または染色体番号10のセグメントの欠失
は、一次脳腫瘍の最も一般的な形態であるGBMsに関連する最も一般的な遺伝的事象として
強く示されている。
【０００６】
　GBMs上の細胞遺伝子および後の対立遺伝子欠失の研究は、染色体番号10に関連する、頻
度が高く伸展した遺伝子変化を明らかに証明した（ビグナー（Bigner）ら、1988（非特許
文献２２）；ランソン（Ranson）ら、1992（非特許文献１６）；ラシード（Rasheed）ら
、1992（非特許文献１７）；ジェームズら、1988（非特許文献１１）；フジモト（Fujimo
to）ら、1989（非特許文献２３）；ファルツ（Fults）ら、1990、1993（非特許文献２４
、２５）；カールボム（Karlbom）ら、1993（非特許文献２６）；ラシードら1995（非特
許文献２７）；ソノダ（Sonoda）ら、1996（非特許文献２８）；アルバロサ（Albarosa）
ら、1996（非特許文献２９））。細胞遺伝学的分析によりGBMsにおける一般的事件として
染色体番号の変更が変更を示している腫瘍の約60％により明らかに示された。GBMsの対立
遺伝子欠失実験は染色体番号10（90％）と関連のある非常に頻繁である対立遺伝子の不均
衡も明らかにした。しかしながら、その喪失は、非常に拡張的かつ頻繁なので、染色体上
に局在する一貫した喪失がないことはこれらの分析によって明らかに定義することができ
ない。
【０００７】
　いくつかの最近の実験は10q25－26領域、特にD10S190からD10S216の17cM領域に関連し
ている。D10S587からD10S216のテロメア領域は、染色体番号10の部分的喪失しか示さない
、一連の下等および高等神経膠腫を用いる対立遺伝子欠失分析に関連している（ラシード
ら、1995（非特許文献２７））。この領域（～1cM）は失われるかまたは11GBMs、4AA’s
、1Aおよび乏突起膠腫では無益であり、候補領域の局在を示唆している。この研究はまた
、神経膠腫中で起こる第１０染色体の欠失を例示した。アルバロサ（Albarosa）ら（1996
）（非特許文献２９）はD10S221からD10S209までのマーカーから小児脳腫瘍中の対立遺伝
子の欠失に基づく動原体の候補領域を示唆する。サヤ（Saya）ら（非特許文献３０）、一
連のGBMsを使用することにより欠失の2つの一般的な共有領域である10q26および10q24（D
10S192)を示唆している。
【０００８】
　第１０染色体の短腕もまた他の腫瘍抑制因子遺伝子を含むことに関係している。研究は
、最初に神経膠腫の10p上にある腫瘍抑制因子遺伝子の機能的な証拠を提供し（ステック
（Steck）ら、1995）（非特許文献３１）、後に前立腺に関しても後に示した（サンチェ
ズ（Sanchez）ら、1995（非特許文献３２）；ムラカミ（Murakami）ら、1996（非特許文
献３３））。後の研究は、D10S1172およびD10S527の間の11cM領域を示唆した。神経膠腫
の対立遺伝子欠失研究は、10p上でさらに広範囲にわたる欠失を示している。神経膠腫の
対立遺伝子欠失研究は10p上での広範囲にわたる欠失を示したが、再度確固たる限局は達
成されていなかった（カルボム（Karbom）ら、1993（非特許文献２６）；キンメルマン（
Kimmelman）ら、1996（非特許文献３４）：第１０染色体のこれらの領域は、以下の図1に
示される。さらにその上、EGF-受容体の増幅はまた、染色体10における欠失を腫瘍に殆ど
排他的に生じることを示し、これらの遺伝的変更間の可能性のある結合を示唆している（
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フォン・デイムリング（Von Deimling)ら、1992（非特許文献３５））。
【０００９】
　長腕上の欠失もまた、前立腺、腎臓、子宮、小細胞肺、子宮内膜癌、meningioma、およ
び急性T細胞白血病などに関して報告されている（カーター（Carter）ら、1990（非特許
文献３６）；モリタ（Morita）ら、1991（非特許文献３７）；ハーブスト（Herbst）ら、
1984（非特許文献３８）；ジョーンズ（Jones）ら、1994（非特許文献３９）；レンペル
（Rempel）ら、1993（非特許文献４０）；ペイフェン（peiffen）ら、1995（非特許文献
４１）；ピーターゼン（Petersen）ら、1997（非特許文献４２））。最近、前立腺癌に関
する詳細な研究は（1）第１０染色体の短腕および長腕は腫瘍抑制因子遺伝子をはっきり
と含有しているようであり、および（2）長腕の抑制因子遺伝子マップでは10q23－24境界
に局在する（グレイ（Gray）ら、1995（非特許文献４３）；イットマン（Ittmann）1996
（非特許文献４４）、トリバス（Trybus）ら、1996（非特許文献４５））。これらの3群
によって同定した共有欠失領域はD10S215周辺に集中し、約10cMを広げる（図1）。候補領
域と重複する領域は、しかしながら該領域内での更なる局在はないことが前立腺癌に関し
て報告された。前立腺癌と関連する対立遺伝子の喪失はまた、試験した腫瘍の約３０－４
０％においてのみ起こると見られている。さらに、欠失は、ＧＢＭ同様、一層進行した段
階の腫瘍中で観察され、転移能力に関連するかもしれない（ニヘイ（Nihei）ら、1995（
非特許文献４６）；コミヤ（Komiya）ら、1996（非特許文献４７））。これらの結果の組
み合わせによりヒト多発性癌は10q23－24領域を暗示することを示唆している。
【００１０】
　候補領域の位置における差異はいくつかの可能性を示唆している。最初に、10q上の2ま
たはそれ以上の腫瘍抑制因子遺伝子の存在を可能にする。第2に、すべてではない欠失が
腫瘍抑制因子遺伝子座に影響を及ぼす。これらの代わりは相互に排他的ではない。その後
の可能性の支持において、潜在的な中心体は遺伝的変更、特に破損を生じるであろう10q2
5で起こると示唆される（ボウイライアー（Vouillaire）ら、1993（非特許文献４８））
。
　このすべての情報にもかかわらず、該遺伝子（または複数の遺伝子）の同定は10q23－2
4関連腫瘍抑制因子が曖昧であることに関する。特定の遺伝子の同定およびそれをコード
するタンパク質の推定なくしてこの産物を標的とする効果的な療法を発達させることは不
可能である。したがって、この領域に位置する腫瘍抑制因子を単離することおよびその構
造および機能を決定することは重要な目的である。
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【発明の開示】
【００１１】
（発明の概要）
　したがって、本発明の目的は、ＴＳ１０Ｑ２３．３と称する（ＭＭＡＣまたはＰＴＥＮ
と称することもある）腫瘍抑制因子を提供することである。また、ＴＳ１０Ｑ２３．３を
コードする遺伝子全体またはその一部を表現するDNAを提供することも本発明の目的であ
る。これらの組成物の使用方法を提供することもまた目的である。
　上記目的にしたがって、ひとつの態様において、ＴＳ１０Ｑ２３．３と称する腫瘍抑制
因子を提供する。１つの例において、ポリペプチドは、配列番号：２、配列番号：１０、
配列番号：１７、配列番号：４９、配列番号：５５、または配列番号：５７で示されるア
ミノ酸配列を有する。他の例において、ポリペプチドは、配列番号：３、配列番号：４、
配列番号：５、配列番号：６、配列番号：７、配列番号：８、配列番号：１１、配列番号
：１２、配列番号：１３、配列番号：１４、配列番号：１５、配列番号：１８、配列番号
：５０、配列番号：５１、配列番号：５２、配列番号：５３、配列番号：６０、配列番号
：６１、配列番号：６２、または配列番号：６３で示されるアミノ酸配列を有する。約10
～約50個の連続した残基を持つＴＳ１０Ｑ２３．３と称する腫瘍抑制因子の単離したペプ
チドを提供する。該ペプチドは、例えば、KLHまたはBSAなどの担体分子にコンジュゲート
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してもよい。
【００１２】
　他の態様において、ＴＳ１０Ｑ２３．３と称する腫瘍抑制因子に免疫学的に結合するモ
ノクローナル抗体を提供する。該抗体は他のヒトポリペプチドとクロス反応しないかまた
はヒトの他のＴＳ１０Ｑ２３．３には結合するがヒトＴＳ１０Ｑ２３．３には結合しない
でいるものでよい。該抗体は例えば蛍光標識、化学蛍光標識、放射線標識または酵素など
の検出可能な標識をさらに含んでいてよい。また、ハイブリドーマ細胞およびそのような
抗体を製造する細胞株をも含む。
　他の態様には、ポリクローナル抗血清、ＴＳ１０Ｑ２３．３と称する腫瘍抑制因子に免
疫学的に結合する抗体を含む。該抗血清は任意の動物から得てよいが、好ましくはヒト、
マウスまたはイヌ以外の動物からのものである。
　さらに他の態様において、ある領域、またはその相補領域を含む核酸はＴＳ１０Ｑ２３
．３と称する腫瘍抑制因子をコードし、またはその対立遺伝子変異体またはその突然変異
体をコードする。腫瘍抑制因子コーディング領域は任意の哺乳類動物から得たものであっ
て良いが、特定の態様においては、マウス、イヌおよびヒトからの配列から選択される。
突然変異には、欠失変異体、挿入変異体、フレームシフト変異体、ナンセンス変異体、ミ
スセンス変異体またはスプライシング変異体を含む。ひとつの態様において、突然変異は
、１つまたはそれ以上の腫瘍抑制因子のエクソンのホモ接合欠失を含む。特定の態様にお
いては、エクソン３，４，５，６，７，８または９が欠失する。他の態様においては、エ
クソン２が欠失する。他の態様においては、エクソン３～９が欠失する。他の態様におい
ては、エクソン２～９が欠失する。特定の態様においては、腫瘍抑制因子は配列番号：２
、配列番号：１０、配列番号：１７、配列番号：４９、配列番号：５５、または配列番号
：５７で示されるアミノ酸配列を有する。核酸配列は、配列番号：１、配列番号：９、配
列番号：１６、配列番号：５４、または配列番号：５６で示される配列またはその相補配
列を有することもできる。さらに、核酸配列は、配列番号：１９、配列番号：２０、配列
番号：２１、配列番号：２２、配列番号：２３、配列番号：２４、配列番号：２５、配列
番号：２６、または配列番号：２７で示される酸配列またはその相補配列を有することも
できる。
核酸配列は、配列番号：６４で示される酸配列またはその相補配列を有することもできる
。核酸はゲノムＤＮＡ、相補的ＤＮＡまたはＲＮＡである。
【００１３】
　ある態様において、突然変異はスプライシング変異体である。特定の態様においては、
スプライシング変異は、エクソン３、エクソン８またはイントロン２にある。より特定の
態様においては、スプライシング変異の結果、（ｉ）エクソン３の＋１位置におけるＧか
らＴへの変化、（ii）エクソン８の＋１位置におけるＧからＴへの変化、（iii）イント
ロン２の－１位置におけるＧからＴへの変化、が生じる。
　他の態様において、突然変異は、ミスセンス変異体である。特定の態様においては、ミ
スセンス変異は、エクソン２にある。より特定の態様においては、ミスセンス変異の結果
、エクソン２の４６位置においてＴからＧへの変化が生じ、ＬＥＷがＡＲＧになる。他の
態様において、ミスセンス変異の結果、エクソン２の２８位置においてＧからＡへの変化
が生じ、ＧＬＹがＧＬＵになる。他の態様において、ミスセンス変異の結果、エクソン２
の１１２および１１３位置においてＣからＴへの変化が生じる。他の態様において、ミス
センス変異の結果、エクソン２の１１２および１１３位置においてＣＣからＴＴへの変化
が生じ、腫瘍抑制因子の第３８アミノ酸においてＰＲＯがＰＨＥになる。特定の態様にお
いて、ミスセンス変異の結果、エクソン５の３２３位置においてＴからＧへの変化が生じ
、腫瘍抑制因子の第１０８アミノ酸においてＬＥＷがＡＲＧになる。他の特定の態様にお
いて、ミスセンス変異の結果、エクソン５の３３１位置においてＴからＣへの変化が生じ
、腫瘍抑制因子の第１１１アミノ酸においてＴＲＰがＡＲＧになる。他の態様において、
ミスセンス変異の結果、エクソン５の３３５位置においてＴからＧへの変化が生じ、腫瘍
抑制因子の第１１２アミノ酸においてＬＥＷがＡＲＧになる。さらに他の態様において、
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ミスセンス変異の結果、エクソン５の４０７位置においてＴからＡへの変化が生じ、腫瘍
抑制因子の第１３６アミノ酸においてＣＹＳがＴＹＲになる。他の態様において、ミスセ
ンス変異の結果、エクソン５の４５５位置においてＴからＣへの変化が生じ、腫瘍抑制因
子の第１５２アミノ酸においてＬＥＵがＰＲＯになる。さらに他の態様においては、ミス
センス変異は、エクソン６にある。さらに詳しくは、ミスセンス変異の結果、エクソン６
の５１７位置においてＣからＴへの変化が生じ、腫瘍抑制因子の第１７３アミノ酸におい
てＡＲＧがＣＹＳになる。他の特定の態様において、ミスセンス変異の結果、エクソン６
の５１８位置においてＧからＣへの変化が生じ、腫瘍抑制因子の第１７３アミノ酸におい
てＡＲＧがＰＲＯになる。
【００１４】
　他の態様において、突然変異は、ナンセンス変異体である。特定の態様において、ナン
センス変異は、エクソン５にある。より特定の態様においては、ナンセンス変異の結果、
エクソン５の３８８位置においてＣからＴへの変化が生じ、腫瘍抑制因子の第１３０コド
ンにおいてＡＲＧが停止コドンになる。他の態様において、ナンセンス変異は、エクソン
７にある。より特定の態様においては、ナンセンス変異の結果、エクソン７の６９７位置
においてＣからＴへの変化が生じ、腫瘍抑制因子の第２３３コドンにおいてＡＲＧが停止
コドンになる。他の態様において、ナンセンス変異は、エクソン８にある。より特定の態
様においては、ナンセンス変異の結果、エクソン８の２０２位置においてＣからＴへの変
化が生じる。
　本発明のさらに他の態様において、突然変異にはフレームシフト変異体も含まれる。他
の態様において、フレームシフト変異は、エクソン７にある。より特定の態様においては
、フレームシフト変異の結果、エクソン７の７０５位置においてＡの欠失が生じ、トラン
ケーションを起こした腫瘍抑制因子が発現する。特定の態様において、フレームシフト変
異の結果、エクソン７の８２３位置においてＧの欠失が生じ、トランケーションを起こし
た腫瘍抑制因子が発現する。他の態様において、フレームシフト変異は、エクソン７の９
８位置におけるＴＴの挿入である。他の態様において、フレームシフト変異は、エクソン
１にある。より特定の態様においては、フレームシフト変異は、エクソン１の１６および
１７位置におけるＡＡの欠失である。
【００１５】
　さらに別の態様において、核酸は、該腫瘍抑制因子をコードする相補的DNA、さらに該
領域に作動可能に結合したプロモーター、またはその相補物を含む。別の要素は、ポリア
デニル化シグナルおよび複製起点である。
　レトロウイルス、アデノウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルスおよびアデ
ノ関連ウイルスなどのウイルスベクターが使用されてよい。該ベクターは「そのままの状
態」またはウイルス粒子に納まっていてもよい。代わりに、該核酸はリポソームに包まれ
た発現ベクターを含んでいてよい。
　核酸の多様な大きさが考慮されるが、制限されるものではない：約1212塩基、約1500塩
基、約2000塩基、約3500塩基、約5000塩基、約10,000塩基、約15,000塩基、約20,000塩基
、約25,000塩基、約30,000塩基、約35,000塩基、約40,000塩基、約45,000塩基、約50,000
塩基、約75,000塩基および100,000塩基である。
【００１６】
　さらに別の態様において、核酸の約10～約50の連続した塩基の単離されたオリゴヌクレ
オチド、ＴＳ１０Ｑ２３．３と称する腫瘍抑制因子をコードする単離されたオリゴヌクレ
オチドおよびその相補物を提供する。該オリゴヌクレオチドは長さ約15塩基、約17塩基、
約20塩基、約25塩基または約50塩基であってよい。
　さらに別の態様において、（i）被験者からサンプルを入手し；ついで（ii）該サンプ
ルにおける機能的なＴＳ１０Ｑ２３．３腫瘍抑制因子の発現を決定する工程を含む、癌の
診断方法を提供する。癌は、悪性脳腫瘍、肺癌、肝臓癌、脾臓癌、腎臓癌、悪性リンパ腫
、小腸癌、膵臓癌、血液細胞の癌、胃癌、乳癌、子宮内膜癌、前立腺癌、睾丸癌、卵巣癌
、皮膚癌、頭頸部癌、食道癌、骨髄癌および血液の癌であってよい。好ましい態様におい
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て、該癌は前立腺癌または乳癌である。他の好ましい態様において、癌は、例えば悪性脳
腫瘍、神経膠腫などである。該サンプルは組織または液体サンプルである。
【００１７】
　ある一形式において、該方法は該サンプルからの核酸のアッセイに関する。該方法は、
さらに該核酸を増幅するために適当な条件にサンプルをかけることを含む。別法として、
該方法は該サンプルを例えばELISAなどでＴＳ１０Ｑ２３．３に免疫学的に結合する抗体
を接触させることを含んでいてよい。形式にかかわらず、比較には、ＴＳ１０Ｑ２３．３
の発現と癌でないサンプル中のＴＳ１０Ｑ２３．３を比較することが含まれる。該比較は
ＴＳ１０Ｑ２３．３発現のレベルを見てよい。別法として、該比較はＴＳ１０Ｑ２３．３
遺伝子、タンパク質または転写物の構造を評価することを含んでいてよい。そのような形
式はシークエンシング、野生型オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、突然変異オ
リゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、SSCPＴＭおよびRNアーゼ保護を含んでいてよ
い。特定の態様には、オリゴヌクレオチドがチップまたはウェーハー上に列を形成する野
生型または突然変異オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションを評価することが含まれ
る。
【００１８】
　他の態様において、該腫瘍細胞によって腫瘍抑制因子の取り込みを可能にする条件下、
ＴＳ１０Ｑ２３．３と称する腫瘍抑制因子と該細胞を接触させる工程を含む腫瘍細胞の表
現型を変更する方法を提供する。該腫瘍細胞は脳、胚、脾臓、腎臓、リンパ節、卵巣、皮
膚、頭頚部、食道、骨髄および血液組織などの組織から由来していてよい。該表現型は、
増殖、移動、接触阻害、軟アガー増殖または細胞周期から選択されてよい。該腫瘍抑制因
子はリポソームに包み込まれるかまたは自由な状態であってもよい。
【００１９】
　別の態様において、（i）ＴＳ１０Ｑ２３．３と称する腫瘍抑制因子をコードする核酸
および（ii）該腫瘍細胞中で活性であるプロモーターであって、該プロモーターは該腫瘍
細胞によって核酸の取り込みを可能にする条件下で、腫瘍抑制因子をコードする領域に作
動可能に結合しているものと該細胞を接触させる工程を含む腫瘍細胞の表現型を変える方
法を提供する。該表現型は、増殖、移動、接触阻害、軟アガー増殖または細胞周期であっ
てよい。該核酸はリポソームに包み込まれていてよい、該核酸がレトロウイルス、アデノ
ウイルス、アデノ関連ウイルス、ワクシニアウイルスおよびヘルペスウイルスである場合
、ウイルス粒子に包まれていてもよい。
【００２０】
　さらに別の態様において、（i）ＴＳ１０Ｑ２３．３と称する腫瘍抑制因子をコードす
る核酸および（ii）該腫瘍細胞中で活性であるプロモーターであって、該プロモーターは
該腫瘍細胞によって核酸の取り込みを可能にする条件下で、腫瘍抑制因子をコードする領
域に作動可能に結合しているものと該細胞を接触させる工程を含む願を治療する方法を提
供する。被験者はヒトであってよい。
　さらに別の態様において、ＴＳ１０Ｑ２３．３をコードする遺伝子の両方のコピーが妨
害されるかまたは他の遺伝子と置き換わるトランスジェニック哺乳動物を提供する。
　さらに別の態様において、（i）被験者からサンプルを入手し；ついで（ii）該サンプ
ル中の細胞の機能的ＴＳ１０Ｑ２３．３腫瘍抑制因子の発現を決定する工程を含む癌の程
度を決定する方法を提供する。該癌は悪性脳腫瘍であり、その程度は初期の癌および神経
膠腫とははっきり区別される。その決定はＴＳ１０Ｑ２３．３核酸または該サンプル中の
ポリペプチドのアッセイを含んでいてよい。
【００２１】
　さらに別の実施例において、（i）被験者からサンプルを入手し；ついで（ii）該サン
プルの細胞中で機能的ＴＳ１０Ｑ２３．３腫瘍抑制因子の発現を決定する工程を含む腫瘍
転移を推定する方法を提供する。該癌は、転移性および非転移性として区別されるであろ
う。その決定には、ＴＳ１０Ｑ２３．３核酸または該サンプル中のポリペプチドのアッセ
イを含んでいてよい。
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　さらに別の態様において、（i）機能的ＴＳ１０Ｑ２３．３ポリペプチドを欠如してい
る細胞を提供し；（ii）候補基質と該細胞を接触させ；ついで（iii）該細胞に及ぼす候
補基質の効果を決定する工程を含む抗腫瘍活性の候補基質をスクリーニングする方法を提
供する。該細胞は、腫瘍細胞、例えばＴＳ１０Ｑ２３．３.7のコーディング領域における
突然変異を持つ腫瘍細胞であってよい。該突然変異体は欠失変異、挿入変異、フレームシ
フト変異、ナンセンス突然変異、ミスセンス突然変異またはスプライシング突然変異であ
ってよい。その決定には、候補基質の存在下での1またはそれ以上の細胞の特徴を、候補
基質の不在下での細胞の特徴と比較することを含んでいてよい。その特徴は、ＴＳ１０Ｑ
２３．３発現、ホスファターゼ活性、増殖、転移、接触阻害、軟アガー増殖、細胞周期調
節、腫瘍形成、腫瘍の進行および組織浸潤であってよい。候補基質は、化学療法剤または
放射線治療剤または小分子ライブラリーから選択されるものであってよい。該細胞はイン
・ビトロまたはイン・ビボで接触されてよい。
【００２２】
　さらに別の態様において、（i）少なくとも1つのチロシンキナーゼ部位を含むＴＳ１０
Ｑ２３．３ポリペプチドを持つことを提供し；（ii）該細胞を候補基質と接触させ；つい
で（iii）候補基質が該部位のリン酸化に及ぼす影響を決定する工程を含む、抗キナーゼ
活性の候補基質をスクリーニングする方法を提供する。その決定には、候補基質の存在下
での1またはそれ以上の細胞の特徴を候補基質の不在下での細胞の特徴と比較することを
含んでいてよい。その特徴は、ＴＳ１０Ｑ２３．３のリン酸化された状態、ＴＳ１０Ｑ２
３．３の発現、ホスファターゼ活性、増殖、転移接触阻害、軟アガー増殖、細胞周期調節
、腫瘍形成、腫瘍の進行および組織浸潤であってよい。候補基質は、化学療法剤または放
射線治療剤または小分子ライブラリーから選択されるものであってよい。該細胞は、イン
・ビボまたはイン・ビトロで接触してもよい。
【００２３】
　さらに他の態様において、本発明は、被験者からサンプルを入手し；次いで該サンプル
の細胞における機能的ＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子産物の発現を測定する工程を含む、カウ
デン症候群の診断方法を提供する。特に好ましい態様において、細胞は、胸、卵巣、甲状
腺および子宮内膜から選択する。他の態様において、サンプルは組織または体液サンプル
であってもよい。本発明の他の態様において、測定は、サンプルから核酸をアッセイする
ことを含む。より好ましい態様において、該方法はさらに、核酸の増幅に適した条件にサ
ンプルを付すことを含む。他の態様において、該方法はさらに、ＴＳ１０Ｑ２３．３の発
現をカウデン症候群に罹っていないサンプルにおけるＴＳ１０Ｑ２３．３の発現と比較す
る工程を含む。特定の態様において、比較とは、ＴＳ１０Ｑ２３．３の発現レベルを評価
することである。より特定の態様において、カウデン症候群のサンプルは、ＴＳ１０Ｑ２
３．３のコーディング配列に突然変異を含む。突然変異は、フレームシフト変異、欠失変
異、挿入変異またはミスセンス変異を含む。より特定の態様において、突然変異はエクソ
ン７にある。他の特定の態様において、突然変異は、ＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子産物の早
期終了を起こす。他の態様において、欠失変異はエクソン８にある。別の態様において挿
入変異はエクソン２にある。特に好ましい態様において、突然変異は、エクソン７の第７
９１塩基におけるＡＴの挿入である。他の特に好ましい態様において、突然変異はエクソ
ン８の第９１５塩基における１３個の塩基対の欠失である。他の好ましい態様において、
突然変異はエクソン２の第１３７塩基における３個の塩基対の挿入である。より詳しくは
、該３個の塩基対の挿入により、ＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子産物においてＡＳＮがコード
される。
【００２４】
　さらに別の態様において、被験者からサンプルを入手し；次いで該サンプルの細胞にお
ける機能的ＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子産物の発現を測定する工程を含む、乳癌に罹ってい
る被験者の診断方法を提供する。特別の態様において、細胞は、胸、卵巣、甲状腺および
子宮内膜から選択する。他の態様において、サンプルは組織または体液サンプルであって
もよい。特に好ましい態様において、該方法はさらに、ＴＳ１０Ｑ２３．３の発現を正常
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なサンプルにおけるＴＳ１０Ｑ２３．３の発現と比較する工程を含む。さらに限定された
態様において、サンプルは、ＴＳ１０Ｑ２３．３のコーディング配列に突然変異を含む。
突然変異は、フレームシフト変異、欠失変異、挿入変異またはミスセンス変異を含む。よ
り特定の態様において、突然変異はエクソン７にある。他の特定の態様において、突然変
異は、ＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子産物の早期終了を起こす。他の態様において、欠失変異
はエクソン８にある。別の態様において挿入変異はエクソン２にある。特に好ましい態様
において、突然変異は、エクソン７の第７９１塩基におけるＡＴの挿入である。他の特に
好ましい態様において、突然変異はエクソン８の第９１５塩基における１３個の塩基対の
欠失である。他の好ましい態様において、突然変異はエクソン２の第１３７塩基における
３個の塩基対の挿入である。より詳しくは、該３個の塩基対の挿入により、ＴＳ１０Ｑ２
３．３遺伝子産物においてＡＳＮがコードされる。
　本発明の他の目的、特徴および利点は、後記の詳細な説明において明らかになるであろ
う。しかし、詳細な説明および特定の実施例は、本発明の好ましい具体例を示していると
はいえ、説明のためのみに提示しているものであり、本発明の範囲内における種々の変更
や修飾は、当業者にとっては、この詳細な説明から明らかになるものである。
【００２５】
（配列の要約）
　配列番号：1＝ヒトＴＳ１０Ｑ２３．３の遺伝子配列（図６および９）；配列番号：２
＝配列番号：１のＣＤＳからのヒトＴＳ１０Ｑ２３．３のペプチド配列；配列番号：３＝
配列番号：１の第３－１１９塩基の翻訳；配列番号：４＝配列番号：１の第１２３－２４
２塩基の翻訳；配列番号：５＝配列番号：１の第２４６－２７２塩基の翻訳；配列番号：
６＝配列番号：１の第２７６－３１７塩基の翻訳；配列番号：７＝配列番号：１の第３２
１－４４９塩基の翻訳；配列番号：８＝配列番号：１の第４５３－２２４３塩基の翻訳；
配列番号：９＝マウスＴＳ１０Ｑ２３．３の遺伝子配列（図９）；配列番号：１０＝配列
番号：９のＣＤＳからのマウスＴＳ１０Ｑ２３．３のペプチド配列；配列番号：１１＝配
列番号：９の第１４－５５塩基の翻訳； 配列番号：１２＝配列番号：９の第５９－１６
６塩基の翻訳；配列番号：１３＝配列番号：９の第１７２－２２２塩基の翻訳；配列番号
：１４＝配列番号：９の第２２３－２７３塩基の翻訳；配列番号：１５＝配列番号：９の
第２８３－１９５９塩基の翻訳；配列番号：１６＝イヌＴＳ１０Ｑ２３．３の遺伝子配列
（図９）；配列番号：１７＝配列番号：１６のＣＤＳからのイヌＴＳ１０Ｑ２３．３のペ
プチド配列；配列番号：１８＝配列番号：１６の第１－１２９０塩基の翻訳；配列番号：
１９＝エクソン１（図１０）；配列番号：２０＝エクソン２（図１０）；配列番号：２１
＝エクソン３（図１０）；配列番号：２２＝エクソン４（図１０）；配列番号：２３＝エ
クソン５（図１０）；配列番号：２４＝エクソン６（図１０）；配列番号：２５＝エクソ
ン７（図１０）；配列番号：２６＝エクソン８（図１０）；配列番号：２７＝エクソン９
（図１０）；配列番号：２８＝第８８－９８残基のモチーフ；配列番号：２９＝タンパク
質チロシンホスファターゼの保存された触媒ドメイン（Denuら、１９９６）；配列番号：
３０＝野生型ＴＳ１０Ｑ２３．３ポリペプチドの第１－６０残基（図１２Ａ－１２Ｃ）；
配列番号：３１＝突然変異ＴＳ１０Ｑ２３．３ポリペプチドの第１－６０残基（図１２Ｄ
－１２Ｆ）；配列番号：３２＝ＫＥ突然変異ＴＳ１０Ｑ２３．３ポリペプチドの第１－６
０残基（図１２Ｇ－１２Ｉ）；配列番号：３３＝ＣＡ６．ｅｘ８．ＦＢプライマー；配列
番号：３４＝ＣＡ６．ｅｘ８．ＲＱプライマー；配列番号：３５＝ＣＡ６．ｅｘ８．ＦＣ
プライマー；配列番号：３６＝ＣＡ６．ｅｘ８．ＲＲプライマー；配列番号：３７＝第２
アンプリコンエクソン８ＦＢ－ＲＱを得るために用いた入れ子プライマー；配列番号：３
８＝第２アンプリコンエクソン９ＦＢ－ＲＲを得るために用いた入れ子プライマー；配列
番号：３９＝Ｍ５’Ｆプライマー；配列番号：４０＝Ｍ５’Ｒプライマー；配列番号：４
１＝Ｍ２’Ｆプライマー；配列番号：４２＝Ｆ３’Ｒプライマー；配列番号：４３＝ヒト
胎児脳の第１ラウンドＰＣＲにおけるプライマー；配列番号：４４＝ヒト胎児脳の第１ラ
ウンドＰＣＲにおけるプライマー；配列番号：４５＝ヒト胎児脳の第２ラウンドＰＣＲに
おけるプライマー；配列番号：４６＝ヒト胎児脳の第２ラウンドＰＣＲにおけるプライマ
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ー；配列番号：４７＝偽遺伝子であってＴＳ１０Ｑ２３ではない遺伝子から特異的３０３
ｂｐ産物を産生するのに用いたプライマー；配列番号：４８＝偽遺伝子であってＴＳ１０
Ｑ２３ではない遺伝子から特異的３０３ｂｐ産物を産生するのに用いたプライマー；配列
番号：４９＝マウスＭＭＡＣ１タンパク質の配列；配列番号：５０＝ペプチド配列；配列
番号：５１＝配列番号：１の第３２１－１０３４塩基の翻訳；配列番号：５２＝配列番号
：９の第１６９－７５０塩基の翻訳；配列番号：５３＝配列番号：１６の第１－１０８塩
基の翻訳；配列番号：５４＝イヌＭＭＡＣ１遺伝子の配列；配列番号：５５＝配列番号：
５４のＣＤＳからのイヌＭＭＡＣ１タンパク質の配列；配列番号：５６＝マウスＭＭＡＣ
１遺伝子の配列；配列番号：５７＝配列番号：５６のＣＤＳからのマウスＭＭＡＣ１タン
パク質の配列；配列番号：５８＝ＭＭＡＣ１エクソン２における配列にマッチするプライ
マーＭＡＣ１．６ｆ；配列番号：５９＝ＭＭＡＣ１エクソン５における配列にマッチする
プライマーＭＡＣ１．６ｒ；配列番号：６０＝配列番号：５６の第１－５４塩基の翻訳；
配列番号：６１＝配列番号：５６の第５８－９６塩基の翻訳；配列番号：６２＝配列番号
：５６の第９８－１７８塩基の翻訳；配列番号：６３＝配列番号：５６の第１８２－２０
８塩基の翻訳；配列番号：６４＝ヒトＴＳ１０Ｑ２３．３偽遺伝子の配列。
【００２６】
（好ましい態様の詳細な説明）
1．本発明
　上記に述べたとおり、複数の異なるグループがヒト染色体番号10番の10q領域に関連す
る腫瘍抑制活性の証拠を示してきた。この多数の業績にもかかわらず、活性を担う遺伝子
または複数の遺伝子の同定は決定されていない。腫瘍発生神経膠腫細胞に腫瘍抑制因子遺
伝子を宿すと疑われる、染色体または染色体の断片のトランスファーに関与する機能的な
アプローチを以前には使用した。これらの努力の結果により、推定腫瘍抑制因子遺伝子の
生物学的活性の定義を可能にし、そのような局在化に対する援助を可能にした。染色体2
および10はU251神経膠腫細胞にトランスファーされ、また、染色体2および10はLG－11細
胞にもトランスファーされた。LG‐11細胞は染色体10のそのままのコピーを持たないこと
を示しており、続いてその中止点は10q24で起こるとわかった。染色体番号10番のトラン
スファーにより抑制された表現型を示すハイブリッド細胞を生じ、腫瘍発生性を喪失して
示し（腫瘍の形成はない）および軟アガロース中で増殖させることができる能力の喪失（
50Xから1000Xの減少；パースハウス（pershouse）ら、1993）を示す。そのハイブリッド
の指数関数的増殖速度は親細胞に類似であるが、ハイブリッド細胞の飽和密度は親胞より
有意に低い（10Xから20X）。染色体番号2番のトランスファーは親細胞同様に作用するハ
イブリッド細胞を生じる。
【００２７】
　本研究の1つの目的はネオマイシンタグをつけた染色体番号10番の断片化により染色体
番号10番の抑制因子遺伝子の局在を行ない、その後、神経膠腫細胞に断片化した染色体を
トランスファーすることである。しかしながら本発明者らはハイブリッド細胞のいくつか
が自発的に染色体再配列を受け、挿入された染色体10番の多様な領域しか保有しないハイ
ブリッド細胞を製造することを観察した（パースハウスら、1993）。ついで本発明者らは
、断片化実験を開始する代わりに、そのハイブリッドをサブクローニングし、分析した（
ステック（Steck）ら、1995）。挿入された染色体番号10番またはその断片の保有は、情
報を与える有益なRFLPマーカーおよびFISH分析によって突き止められた。興味深いことに
、挿入された染色体のみが再配列を受ける。染色体番号10番の完全なコピーの挿入は、軟
アガロース中で増殖させ、ヌードマウス中で腫瘍を形成するハイブリッド細胞の形質転換
した特質の阻害を生じる。
【００２８】
　これらの2つの表現型は、現在、即時分析によって部分的に分離可能であるようである
。いくつかのサブクローン（U251.N10.5a－j）は染色体番号第10番の長腕の主要部分の喪
失を明らかにし、軟アガー中で増殖し、ヌードマウス中で腫瘍を形成することに失敗し、
よって、染色体（10pterから10q11）の残りの部分に腫瘍抑制性の遺伝子座が存在するこ
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とを示している。対照的に、長腕、10q24から10q26にかけての遠位領域を保有するクロー
ンは、軟アガロース中でもヌードマウス中でも増殖できなかった（図4参照）。これは該
染色体の遠位領域にある別の表現型の抑制性領域を示唆する。別の10－関連物質の欠如は
さらに、染色体番号10番の残りの物質が変更された生物学的表現型を担うことを示唆して
いる。これらの結果は神経膠腫親交に関する染色体番号10番上の2つの表現型上独立の抑
抑制領域の存在を示している（ステック（Steck）ら、1995）。
　本発明により、本発明者らは、神経膠腫、乳癌、前立腺癌および他の癌に関係するＴＳ
１０Ｑ２３.３と称する腫瘍抑制因子遺伝子を局在化するいくつかの独立した方策を使用
した。これらの方法は、以下の実施例に一層詳細に記載されており、（i）一連のヒト神
経膠腫細胞株中での同種の欠失の同定；（ii）腫瘍発生性に関して抑圧されたクローン中
での保有の一致領域の決定；および（iii）神経膠腫の多様な程度と対応する正常サンプ
ルに関する対立遺伝子欠失研究を含む。該遺伝子を操作すると、現在、ヒト癌に関連する
新規診断および治療方法を発達させる遺伝子によってコードされる情報を利用することが
できるようである。
【００２９】
II．10q23.3腫瘍抑制因子
　本発明により、10q23.3遺伝子座中の遺伝子によってコードされ、本明細書においては
ＴＳ１０Ｑ２３.３と称する腫瘍抑制因子を同定した。この分子は多様な癌において腫瘍
の表現型を抑制することができる。腫瘍抑制因子なる語句は当業者にはよく知られている
。他の腫瘍の例としては、少し挙げるとp53、Rbおよびp16である。これらの分子は構造的
に顕著である一方、ＴＳ１０Ｑ２３.３が成員である機能的に関連のある分子の群を形成
する。これらのほかの腫瘍抑制因子が現在開発されている使用法は、同様に本明細書にお
いて応用可能である。
　全ＴＳ１０Ｑ２３.３分子に加えて、本発明はまた、腫瘍抑制（または他の）活性を保
有しているか、またはしていないポリペプチドの断片に関連する。該分子のN－末端を含
む断片はコーディング領域内に翻訳停止部位を遺伝的に操作することによって製造されて
もよい（以下に議論する）。代わりに、例えばプロテアーゼとして知られるタンパク質分
解酵素でＴＳ１０Ｑ２３.３分子の処理により多様なN－末端断片、C－末端断片および内
部の断片を製造することができる。断片の例には、長さ6、7、8、9、10、11、12、13、14
、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、30、35、40、45、50、55、60、65、75
、80、85、90、95、100，200，300、400またはそれを超えるのアミノ酸の図7および図9に
与えられている配列の隣接残基を含んでいてよい。これらの断片は沈殿（例えば硫酸アル
ミニウム）、HPLC、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー
（イムノアフィニティークロマトグラフィー）または多様なサイズ分離（体積、ゲル電気
泳動、ゲル濾過）などの公知の方法により精製されてよい。
【００３０】
A．ポリペプチドの構造上の特徴
　ＴＳ１０Ｑ２３.３の遺伝子は403アミノ酸ポリペプチドをコードする。この分子の推定
分子量47,122である。したがって、最少限でこの分子は、分子量およびplが試験されるア
ッセイにおいて標準として使用されてもよい。
　122－131残基に位置するホスファターゼ一致部位は、配列：　　p1411行　　のチロシ
ンホスファターゼ(PTP)同一配列を完全にマッチする。活性化ドメインの外側は配列は非
常に異なっている。PTPsはリン酸化酵素中間体を通して進む。該酵素反応は、システイン
のチオラートアニオンにより基質のリン原子の核親和性攻撃後のリン酸システイン中間体
の形成に関する酵素反応に関する。その反応は2段階化学的プロセスとして代表されるこ
とができる：脱リン酸化産物の急激な放出により伴われる酵素にリン酸基転移；およびリ
ン酸の急激な放出に付随してリン酸チオール中間体の加水分解である。触媒競合要素複合
体を形成するために、酵素がリン酸含有基質の2価陰イオンと反応する。酵素上で、アス
パラギン酸は陽子を加えられなければならず、核親和性システインは、酵素にリン酸基転
移に関して2価陽イオンと反応しない（チオラートアニオン）。また、233－240および308
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－315残基で位置するチロシンリン酸化が可能なことおよび128、164、223および335残基
で位置するcAMPリン酸化にも注目する。ホスファターゼはキナーゼ部位を持つと知られ、
これらの酵素のリン酸活性は、これらの部位でのリン酸化により調節されることができる
。一般的にプロテインホスファターゼは2つの部類に分類される－セリン／トレオニンホ
スファターゼおよびチロシンホスファターゼである。チロシンホスファターゼのあるもの
はまた、ホスホセリンおよびホスホトレオニンに対する活性を持つ。
【００３１】
　キナーゼおよびホスファターゼ間の相互作用およびポリペプチドの多様なリン酸化状態
は細胞生理学において重要な特徴として証明される。多様なメカニズムにより、キナーゼ
およびホスファターゼはシグナル伝達、エネルギー保存および細胞調節に関する細胞内の
異なる経路で作用する。形質転換タンパク質src（コレット（Collet）およびエリクソン
（Erickson）、１９７８）中の内在性チロシンキナーゼ機能の同定、特にチロシン残基で
のリン酸化の役割は細胞増殖および癌の誘発に重要な役割を演じる（ハンター（Hunter）
1991；Bishop, 1991）。プロテインホスファターゼが増殖調節において果たす役割は、そ
の他の多くの生物学的生化学的活性同様に生物学的に重要な分子のリン酸化状態に相関す
る（コーエン（Cohen）、1994）。
【００３２】
　その配列に基づいて、ＴＳ１０Ｑ２３．３は、チロシンホスファターゼまたは細胞骨格
関連タンパク質、チキンテンシンおよびウシオーキシリンに相同である２特異的ホスファ
ターゼをコードすると考えられる（Steckら、１９９７；Liら、１９９７）。ＴＳ１０Ｑ
２３．３のＮ末端ハーフは数種のホスファターゼに対して相同であり。その推定コアホス
ファターゼモチーフは第１２２－１３４残基に存在する（Denuら、１９９６；Tonksおよ
びNeelら、１９９６）。したがって、ＴＳ１０Ｑ２３．３のＮ末端領域は、酵素的および
細胞的に局在する活性をもつ。ＴＳ１０Ｑ２３．３のＣ末端タンパク質は、第２４０、３
１５および３３６
残基に３つの潜在的チロシンリン酸化部位を含む。もしリン酸化が行われれば、チロシン
のＣ末端の３つの残基に位置するロイシン残基があるので、チロシン３１５は潜在的ＳＨ
２結合部位になる（Songyangら、１９９５）。２つの潜在的セリンリン酸化部位もまたＴ
Ｓ１０Ｑ２３．３のＣ末端にハーフに存在する。セリン残基３３８は、潜在的Ｃａ２＋／
カルモジュリン依存性タンパク質キナーゼＩＩ部位になり、一方セリン３５５残基は、潜
在的カゼインキナーゼＩＩ部位になる（HardieおよびHanks、１９９５）。最後の４つの
アミノ酸ＩＴＫＶは、潜在的ＰＤＺ結合ドメインになる（FanningおよびAnderson、１９
９６；SarasおよびHeldin、１９９６）。ＰＤＺドメインは種々の細胞内タンパク質に存
在し、ひょ的タンパク質のＣ末端に直接結合することによりタンパク質－タンパク質相互
作用を媒介すると考えられる。
　該分子のN－末端の60程度のアミノ酸はtensinなる接着プラークに示される細胞骨格タ
ンパク質に幾分のホモロジーを示す。これはＴＳ１０Ｑ２３.３点突然変異が接触阻害、
侵入、移動または細胞‐細胞間シグナル伝達において関与するであろうことを示唆してい
る。ある腫瘍細胞株中に同定されたＴＳ１０Ｑ２３.３点突然変異はこの領域中で二次的
に提案された構造に影響を及ぼす。
【００３３】
B．機能的側面
　本発明はＴＳ１０Ｑ２３.３または「野生型」活性の機能をいう場合、問題となってい
る分子は、悪性状態、すなわち任意の種類の異常な増殖調節または例えば、異常状態から
転移の妨害または侵入性腫瘍の増殖を妨害するために非常に悪性の状態へと形質転換する
のを阻害する能力を持つことを意味する。正常なＴＳ１０Ｑ２３.３遺伝子産物によって
調節されるとみなされるであろう他の表現型は血管形成、接着、移動、細胞‐細胞シグナ
ル伝達、細胞増殖、細胞分化、密度依存性増殖、固定（anchorage）依存性増殖およびそ
のほかのものである。どの分子がこの活性を持つのかという決定は当業者によく知られた
アッセイを用いて達成される。例えば、ＴＳ１０Ｑ２３.３またはその変異体をコードす
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る遺伝子を機能的ＴＳ１０Ｑ２３.３産物を持たない細胞へと形質転換することおよびそ
れにより不完全な増殖コントロールを示すものは増殖抑制のためにＴＳ１０Ｑ２３.３機
能を持つ分子を同定する。
【００３４】
　上記の通り、ＴＳ１０Ｑ２３.３はホスファターゼであるというきざしがある。残基88
から98に位置するチロシンタンパク質の保存された触媒ドメインに完全に合致している。
また、推定キナーゼ標的は分子中に局在し、ホスファターゼの他の特徴である。他の腫瘍
抑制因子はこの種の活性を同定しているので、ＴＳ１０Ｑ２３.３の腫瘍抑制におけるホ
スファターゼ機能を決定するのが望ましいであろう。これはまた、ＴＳ１０Ｑ２３.３機
能の不在に関するスクリーニングアッセイを発展させるのに、または癌治療の開発に、例
えばＴＳ１０Ｑ２３.３のホスファターゼ機能を標的化すること、ＴＳ１０Ｑ２３.３が作
用する基質を標的化すること、および／またはＴＳ１０Ｑ２３.３に作用を及ぼすキナー
ゼまたは複数のキナーゼを標的化することに有利な方法であろう。
【００３５】
C．ＴＳ１０Ｑ２３.３の変異体
　該ペプチドのアミノ酸配列変異体は置換、挿入または欠失変異体であり得る。欠失変異
体は機能的活性、または免疫原性活性に必須ではないそのままのタンパク質の1またはそ
れ以上の残基を欠如し、上記の膜貫通配列を欠如した変異体によって例示される。欠失変
異体の別の一般的なタイプは、1つの欠如分泌シグナル配列または細胞の特定の部位に結
合するタンパク質に関するシグナル配列である。挿入変異体は、典型的に該ポリペプチド
中の末端点ではない点でさらなる物質に関係する。これは免疫応答性のエピトープまたは
単純に単一残基の挿入を含む。終末の付加、いわゆる融合タンパク質は以下で議論する。
【００３６】
　置換変異体は典型的にはタンパク質内の1またはそれ以上の別のアミノ酸の交換を含み
、他の機能または特性の喪失なしにタンパク質分解による開裂に対しての安定性などのポ
リペプチドの1またはそれ以上の特性を調節するために設計されていてもよい。この種の
置換は、好ましくは保存的であり、すなわち一つのアミノ酸が同様の形および変化のうち
の1つで置換されている。保存された置換は当該技術においてよく知られており、かつ例
えば変更を含む：アラニンからセリンへ；アルギニンからリジンへ；アスパラギンからグ
ルタミンまたはヒスチジンへ；アスパラギン酸からグルタミン酸へ；システインからセリ
ンへ；グルタミンからアスパラギンへ；グルタミンからアスパラギン酸；グリシンからプ
ロリンへ；ヒスチジンからアスパラギンまたはグルタミンへ；イソロイシンからロイシン
またはバリンへ；ロイシンからバリンまたはイソロイシンへ；リジンからアルギニンへ；
メチオニンからロイシンまたはイソロイシンへ；フェニルアラニンからチロシン、ロイシ
ンまたはメチオニンへ；セリンからトレオニンへ；トレオニンからセリンへ；トリプトフ
ァンからチロシンへ；チロシンからトリプトファンまたはフェニルアラニンへ；およびバ
リンからイソロイシンまたはロイシンへの変更を含む。
【００３７】
　本発明のひとつの態様においては、突然変異を作製するために、当業者が当業界で公知
の標準的技術を用いるであろうことを企図している。さらに、Ｎ末端欠失、Ｃ末端欠失、
内部欠失ならびにランダムおよび点突然変異についても同様のことを企図するものである
。
　Ｎ末端およびＣ末端欠失は、Ｃ末端またはＮ末端領域の端部に近い適当なシングル制限
部位の存在といったような利点を有する欠失突然変異の形態である。ＤＮＡはそのような
部位で切断され、切断端は、ＢＡＬ３１、エクソヌクレアーゼＩＩＩ，ＤＮアーゼＩおよ
びＳ１ヌクレアーゼなどのヌクレアーゼによって分解される。２つの切断端を再結合する
と、制限部位の周囲に種々のサイズの欠失をもつ一連のＤＮＡが作製される。本明細書の
記載にしたがって、こういった突然変異から発現したタンパク質について、アポトーシス
阻害および／またはチャペロン機能をアッセイすることができる。内部欠失突然変異にお
いても同様の技術を用いることができるが、内部欠失において突然変異は、２つの適当に
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配置された制限部位を用いることによって作製され、それによって予め決定された欠失を
作ることができ、末端を上記のように処理することができる。
【００３８】
　部分切断突然変異もまた本発明において企図するものである。このような場合、当業者
は、反応時間の長さに応じて多数の場所でＤＮＡを切断する"フリークエントカッター"を
用いることができる。したがって、反応条件を変えることによって、一連の種々のサイズ
の突然変異を作製することができ、次いで活性をスクリーニングすることができる。
　ＤＮアーゼなどでＤＮＡ配列を切断し、３、６、９、１２個などのアミノ酸をコードす
るヌクレオチドを挿入し、端部をライゲートすることによって、ランダム内部突然変異も
また作製することができる。いったんこのような突然変異を作製すると、野生型のタンパ
ク質にみられる種々の活性について該変異体をスクリーニングすることができる。
　特定のタンパク質ドメインをコードする遺伝子の一般的領域を同定すると、点突然変異
を用いて、ＴＳ１０Ｑ２３．３に関連する特定の活性においてどのアミノ酸残基が重要で
あるかという特定性を同定することができる。したがって、当業者は、ＤＮＡ鎖において
シングル塩基変化を作製することができ、その結果として変質コドンおよびミスセンス変
異を作製することができる。
【００３９】
　以下はタンパク質のアミノ酸の変更に基づき、改良されてさえおり、第2世代分子であ
り、議論がなされている。例えば、あるアミノ酸は、抗体の抗原部位または基質の分子上
の結合部位などの構造と結合能力の相互性の応用可能な喪失なしにタンパク質構造中で置
換されているのであろう。その相互作用的能力およびタンパク質の生物学的機能的な活性
を定義するので、あるアミノ酸置換体はタンパク質配列中、およびその基礎にあるDNAコ
ーディング領域で製造されることができ、やはり所有物であるのようにタンパク質を入手
する。ゆえに、以下に議論するように、生物学的な有用性または活性の適用可能な喪失な
しに遺伝子のDNA配列はにおいて多様な変更がなされるであろうということが本発明者ら
により考えられている。表1はある独特のアミノ酸をコードするコドンを示している。
　そのような変化、アミノ酸のヒドロパシー価（hydropathic index）が考慮されていよ
い。親水性アミノ酸指標が当該技術分野において一般的に理解されているタンパク質上で
相互作用的に生物学的機能値が存在する（カイト(Kyte)およびドゥーリトル（Doolittele
）、1982）。アミノ酸の相対的にヒドロパシー特徴は得られたタンパク質の二次構造に貢
献し、今度は、該タンパク質と他の分子の相互作用を定義する、例えば酵素、基質、受容
体、DNA、抗体、抗原などである。
　各アミノ酸は、その疎水性おおび帯電特徴を基礎に割り当てられる（カイトおよびドゥ
ーリトル）：イソロイシン（＋4.5）；バリン（＋4.2）；ロイシン（＋3.8）；フェニル
アラニン（＋2.8）；システイン／シスチン（＋2.5）；メチオニン（＋1.9）；アラニン
（＋1.8）；グリシン（‐0.4）；トレオニン（‐0.7）；セリン（‐0.8）；トリプトファ
ン（‐0.9）；チロシン（‐1.3）；プロリン（－1.6）；ヒスチジン（－3.2）；グルタミ
ン酸（－3.5）；アスパラギン酸（－3.5）；アスパラギン（－3.5）；リジン（－3.9）；
およびアルギニン（－4.5）である。
【００４０】
　あるアミノ酸は同様のヒドロパシー指価またはスコアを持つ他のアミノ酸によって置換
されてもよいし、同様の生物学的活性、すなわち生物学的機能が同等であるタンパク質を
さらに入手することになってもよいことは当業者には明らかである。そのような変化を起
こす場合、ヒドロパシー価がおおよそ2以内であることが好ましいアミノ酸の置換を起こ
す場合に、指数がおよそ1以内であるものが特に好ましく、またさらに0.5以内であるもの
が特に好ましい。
　アミノ酸のような置換がヒドロパシーに基づき効果的に作成されることができるとまた
理解される。米国特許第4,554,101号（参照のため本明細書に引用する）はその近隣のア
ミノ酸のヒドロパシーによって支配されるようなタンパク質の最も偉大な局在化した平均
的なヒドロパシーがタンパク質の特性に相関する。米国特許第4,554,101号に詳細に記載
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されるように、以下の親水性値がアミノ酸残基に割当てられている：アルギニン（＋3.0
）；リジン（＋3.0）；アスパラギン酸（＋3.0±1）；グルタミン酸（＋3.0±1）；セリ
ン（＋0.3）；アスパルギン（＋0.2）；グルタミン（＋0.2）；グリシン（0）；トレオニ
ン（‐0.4）；プロリン（‐0.5±1）；アラニン（‐0.5）；ヒスチジン*‐0.5）；システ
イン（－1.0）；メチオニン（－1.3）；バリン（－1.5）；ロイシン（－1.8）；イソロイ
シン（－1.8）；チロシン（－2.3）；フェニルアラニン（－2.5）；トリプトファン（－3
.4）である。
【００４１】
　アミノ酸がタンパク質の同様の親水性値を持つアミノ酸に置換することが可能であるこ
とおよび生物学的同等性タンパク質とおよび免疫学的同等性タンパク質をさらに入手でき
ることが理解されている。そのような変化において、その親水性値が±2以内であるアミ
ノ酸の置換が好ましく、その値が±1以内であるものが特に好ましく、そしてその値が±0
.5以内が一層さらに好ましい。
　上記概説のように、アミノ酸置換は一般的にアミノ酸側鎖置換基の相対的な類似性、例
えば、その疎水性、親水性、帯電性、大きさなどの類似性に基づく。多様な前記の特徴を
考慮する例示的置換基は当業者によく知られており、：アルギニンおよびリジン、グルタ
ミン酸およびアスパルギン酸、セリンおよびトレオニン；グルタミン酸およびアスパラギ
ン酸；およびバリン、ロイシンおよびイソロイシンが挙げられる。
【００４２】
　本発明のポリペプチドの調製の別態様は、ペプチド模倣体（mimetics）の使用である。
模倣体はタンパク質の二次構造の要素を模倣するペプチド含有分子である。例えば、ジョ
ンソン（Johnson）ら、バイオテクノロジー・アンド・ファーマシー（BIOTECHNOLOGY AND
 PHARMACY）、ペズト（Pezzuto）ら、編、チャプマン（Chapman）およびホール（Hall）
、ニューヨーク（1993）中の「ペプチド・ターン・ミメティクス（Peptide Turn Mimetic
s）」参照。ペプチド模倣体の使用に隠れている潜在的な理論的根拠はタンパク質のペプ
チド骨格は主として抗体および抗原のアミノ酸などの分子相互作用を促進するためのよう
な方法においてアミノ酸側鎖を正しく判断することに存在する。ペプチド模倣体は天然の
分子に類似の分子相互作用を可能にするように期待されている。これらの主義は、上記主
義概説に関連して使用され、ＴＳ１０Ｑ２３.３の多数の天然の特性を持つ第2世代の分子
を操作することに使用してよい。
【００４３】
D．ドメインスイッチング
　実施例に記載するように、本発明者らはヒトＴＳ１０Ｑ２３.３遺伝子の推定マウスホ
モログおよびイヌホモログを同定した。さらに、突然変異はその機能を変更すると信じら
れているＴＳ１０Ｑ２３.３に同定されてきている。これらの実験は、少なくとも2つの理
由にとって重要である。最初に、それらはこの遺伝子のさらに別のホモログ、対立遺伝子
変異体および突然変異体が関連の種、例えば、ラット、ウサギ、サル、テナガザル、チン
パンジー、ヒトニザル、ヒヒ、ウシ、ブタ、ウマ、ヒツジおよびネコなどの種に存在して
いてもよい合理的な予測を提供する。これらのホモログ、変異体および突然変異体の単位
rに関してハエ、タンパク質の分析に関連して、ある活性ドメインまたは機能的ドメイン
が同定されることができる。第2に、これは該分子のさらに変異分析の出発点を提供する
であろう。この情報が開発されることができる一つの方法が「ドメインスイッチング」に
あるのである。
　ドメインスイッチングは、異なっているがこの場合では関連するポリペプチドを使用し
てキメラ分子の製造に関係する。該マウス、イヌおよびヒトのＴＳ１０Ｑ２３.３の配列
をタンパク質の種のＴＳ１０Ｑ２３.３の配列と比較し、また、これらのポリペプチドの
突然変異体および対立遺伝子変異体と比較することによって、これらの分子の機能的に重
要な領域に関する推定を行なうことができる。ついで、これらの領域のＴＳ１０Ｑ２３.
３機能に対する重要性を決定する努力において、これらの分子の関連ドメインスイッチを
いれることが可能である。これらの分子は、これらの「キメラ」が天然の分子から区別可
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能であるということにおける別の価値を持っていてよく、同じ機能を提供する可能性も一
方ではある。
　配列同一性に基づき、マウス、イヌおよびヒト配列のアミノ酸レベルにおいて、該分子
の一次配列における小さな変化でさえ機能に影響を及ぼすことが推論されてもよい。さら
に別の突然変異体の分析および二次構造に影響を及ぼす推定される効果がこの理解に添加
するであろう。
　ドメインスイッチング実験の豊富な基礎を提供するＴＳ１０Ｑ２３.３の構造上の別の
側面はチロシンフォスファターゼ様ドメインおよび推定チロシンリン酸化ドメインである
。このドメインは、この機能の特異性を変更するための他のフォスファターゼドメインに
適していてよい。さらにＴＳ１０Ｑ２３.３のと他のホスファターゼ間のホモロジーの調
査はこの観察によって保証されている。
【００４４】
E．融合タンパク質
　挿入変異体の特定化した種類は融合タンパク質である。この分子は一般的に、第2のポ
リペプチドのすべてまたは一部にN－末端またはC－末端に結合したそのままの分子のすべ
てもしくは実質的な部位を有する。例えば、融合は典型的に異種性宿主におけるタンパク
質の組換え発現を可能にするタンパク質の種からのリーダー配列を使用する。タンパク質
の有用な融合タンパク質には例えば、抗体エピトープなどの免疫学的に活性のあるドメイ
ンを融合タンパク質の精製を容易にするために付加することを含む。融合接合部位または
その近辺部位に開裂部位が含まれることにより、精製後の的外れの除去を容易にするであ
ろう。タンパク質の有用な融合には、例えば酵素からの活性部位、グリコシル化ドメイン
、細胞標的化シグナルまたは膜貫通領域からの活性部位などの機能的なドメインの結合を
含む。関心のある1つの特定の融合には、ＴＳ１０Ｑ２３.３のホスファターゼ部位が欠如
しているが、その基質分子を結合することができるその他の領域を含む欠失構築物が包含
される。基質－ＴＳ１０Ｑ２３．３複合体の精製に用いることができるポリペプチドへの
融合は、同定および分析のための基質の単離に有用である。
【００４５】
　融合タンパク質発現システムの例としては、グルタチオンＳトランスフェラーゼ（ＧＳ
Ｔ）システム（ファルマシア、ピスカタウェイ、ＮＪ）、マルトース結合タンパク質シス
テム（ＮＥＢ、ビバリー、ＭＡ）、ＦＬＡＧシステム（ＩＢＩ、ニューヘブン，ＣＴ）お
よび６ｘＨｉｓシステム（キアゲン、チャットワース、ＣＡ）が挙げられる。
　これらのシステムの幾つかは、数の少ないアミノ酸のみを生み出す組換えポリペプチド
を産生する。たとえば、ＦＬＡＧシステムおよび６ｘＨｉｓシステムの両方は、短い配列
のみを付加し、両者とも抗原性が乏しいことが知られており、ポリペプチドの折りたたみ
において、その天然のコンホーメーションに逆の影響を及ぼさない。
　さらに他のシステムにおいて、ＴＳ１０Ｑ２３．３融合構築物の免疫原性を増強する融
合タンパク質構築物を創作することが可能である。免疫原性を増加することは当業者には
公知であり、たとえば、ｈｓｐ７０などのヘルパー抗原とＴＳ１０Ｑ２３．３との融合、
またはジフテリア毒素鎖もしくはＩＬ１２などのサイトカイン由来のペプチド配列とＴＳ
１０Ｑ２３．３との融合は、免疫応答を誘発するのに有用である。他の態様において、Ｔ
Ｓ１０Ｑ２３．３関連組成物が特異的部位または細胞にターゲッティングするのを強化す
る融合構築物を作製することができる。たとえば、ある種のリガンドに対して、融合ＴＳ
１０Ｑ２３．３またはＴＳ１０Ｑ２３．３型のタンパク質は、そのようなリガンドに対す
る受容体発現部位へ組成物をターゲッティングするための有効な手段である。この作法に
おいて、ＴＳ１０Ｑ２３．３またはＴＳ１０Ｑ２３．３関連組成物は、受容体媒介デリバ
リーを介して細胞内へ誘導される。ＴＳ１０Ｑ２３．３タンパク質は、リガンドへ共有的
に結合または融合することができる。このことは、細胞内へのデリバリー機構として用い
ることができる。タンパク質が結合したリガンドは、次いで受容体発現細胞によって内在
化することができる。
　他の融合システムは、所望のポリヌクレオチドから融合パートナーを切り離すことが望
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ましいポリペプチドハイブリッドを作製する。１つの態様において、融合タンパク質は、
特異的プロテアーゼ認識配列を含むペプチド配列によって組換えＴＳ１０Ｑ２３．３ポリ
ペプチドに結合する。適当な配列の例として、タバコエッチウイルスプロテアーゼ（ライ
フ・テクノロジーズ、ガイサースバーグ、ＭＤ）またはＸａ因子（ニュー・イングランド
・バイオラブス、ビバリー、ＭＡ）によって認識される配列が挙げられる。
【００４６】
F．タンパク質の精製
　ＴＳ１０Ｑ２３.３またはその変異体を精製するのは望ましい。タンパク質精製技術は
当業者によく知られている。これらの技術には、ある一定のレベルにおいて、ポリペプチ
ドおよび非ポリペプチド断片に対する細胞環境の大まかな分別に関係する。他のタンパク
質からのポリペプチドを分離すると、関心のあるポリペプチドは、さらにクロマトグラフ
ィーおよび電気泳動技法を用いたさらなる精製により部分的精製または完全な精製（また
は均一性に対する精製）を行なう。特に純粋なペプチドの調製に適している分析方法はイ
オン交換クロマトグラフィー、排除クロマトグラフィー、ポリアクリルアミドゲル電気泳
動、等電点電気泳動法である。ポリペプチドの精製に特に有効な方法は、高速タンパク質
液体クロマトグラフィーであるかまたはHPLCである。
　本発明のある側面は精製に関しており、特定の態様においてはコードサンブルックrタ
ンパク質タンパク質またはペプチドの実質的な精製に関する。本明細書で使用する「精製
タンパク質またはポリペプチド」なる語は、組成物に関すると意図されており、タンパク
質の組成物から単離可能であり、該タンパク質またはペプチドは天然で入手可能な状態に
任意の程度比較して精製される。それゆえ、精製したタンパク質またはペプチドはまた、
天然に存在するであろう環境から離れたタンパク質またはペプチドをもいう。
【００４７】
　一般的に「精製された」なる語は、多様なほかの化合物を除去するための再分化を受け
やすいタンパク質またはペプチド組成物をいい、その組成物は実質的に生物学的活性を保
有している。「実質的に精製している」なる語が使用される場合、この名称は、例えば、
組成物中のタンパク質が50％、約60％、約70％、約80％、約90％、約95％またはそれを超
える割合であるような組成物の主要成分をタンパク質またはペプチドが形成する組成物を
いうであろう。
　該タンパク質またはペプチドの精製の程度を定量する多様な方法は本開示に照らし合わ
せて当業者には公知である。これらには、例えば、活性化区分の特定活性を決定すること
、またはSDS／PAGE分析によって画分内のポリペプチドの料を査定することなどが含まれ
る。
　ある画分の精製を評価する好ましい方法には、該画分の特定活性を計算し、それを最初
の抽出物の特定活性と比較し、ついでしたがって精製の程度を計算し、本明細書において
「－倍の精製数（-fold purification number）」によって検出可能である。活性料を表
すのに使用する実際の単位は、勿論、精製後に選択した特定のアッセイ技術に依存し、発
現したタンパク質またはペプチドが検出可能な活性を示すか否かに依存する。
【００４８】
　タンパク質精製に使用するのに適当な多様な技術は当業者によく知られている。これら
には、例えば、硫酸アンモニウム、PEG、抗体などでの沈殿、または熱変性によるかまた
は遠心後；イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー、逆相クロマト
グラフィー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィーおよびアフィニティークロマト
グラフィーなどのクロマトグラフィー工程；等電点電気泳動；ゲル電気泳動；およびそれ
らの組み合わせおよびタンパク質の技法である。当業界において一般的に知られるように
、多様な精製工程を行なう順序が変化してもく、またはある工程は省略してもよく、また
さらに実質的に生成したタンパク質またはペプチドの適当な調製方法を生じてもよいこと
が信じられている。
　該タンパク質またはペプチドがいつも最も精製された状態にて提供されるという一般的
な必要条件は全くない。実際、殆ど実質的ではなく精製された産物はある態様における有
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用性を持つと考えられ得る。部分的な精製は、組み合わせ一層少ない精製工程を用いるこ
とにより、または同じ一般的な精製計画の異なる形態を利用することによって達成されて
よい。例えば、HPLC機器を用いて達成される陽イオン交換カラムクロマトグラフィーは一
般的に低圧力クロマトグラフィー系を利用する同じ技法より高「－倍」精製を生じる。相
対的に低い程度の精製を示す方法はタンパク質産物の総回収量において利点があり、また
は発現されたタンパク質の活性を維持することに利点があってよい。
【００４９】
　ポリペプチドの移動はSDS／PAGEの異なる条件で時折有意に変化することができること
は公知である（カパルディ（Capaldi）ら、1977）。それゆえ、異なる電気泳動条件の下
で、精製されたまたは部分的に精製された発現産物の明らかな分子量が変化するかもしれ
ない。
　高速液体クロマトグラフィー（HPLC)は、ピークのストラタジーンくれた分析での非常
に並外れた迅速な分解によって特徴付けられる。これは、適当な流速を維持する非常にき
れいな粒子および高圧を使用して達成される。分離は、数分またはせいぜい1時間で達成
されることができる。さらに、該サンプルの非常に少量のみを必要とする。というのは、
粒子は非常に小さく、該真空容量がbed容量の非常に小さな画分であるように密に詰めら
れているからである。また、該サンプルの濃度は、バンドが該サンプルの非常にわずかな
希釈が存在するとても狭いものであるため、それほど高い必要はない。
　ゲルクロマトグラフィーまたは分子篩クロマトグラフィーは、分子の大きさに基づく特
別な型の分割クロマトグラフィーである。ゲルクロマトグラフィーの後ろにある理論は、
カラムは、小孔を含む不活性基質の小さな粒子で調製されているのだが、大きさにより、
分子が孔を通過するかその周辺にあるように小分子と大分子を分離するというものである
。粒子が作成される物質が該分子に吸着しない限り、流速を決定する唯一の因子が大きさ
である。したがって、分子は形が比較的一定である限り、大きさを小さくしてカラムから
溶出される。ゲルクロマトグラフィーは異なる大きさの分子を分離するためにしのがれる
。というのは、分離は、pH、イオン化強度、温度などのすべての他の因子から独立してい
るからである。実際には、吸着は全くなく、ゾーンの分離は少なく、そして溶出容量は分
子量に対する単純な事象に関連する。
【００５０】
　アフィニティークロマトグラフィーは、単離すべき物質と特異的に結合することができ
る分子間の特的なアフィニティーを信頼するクロマトグラフィー手法である。カラム物質
は結合パートナーの1つを難溶性マトリクスに共有結合させることによって合成される。
ついで、カラム物質は該溶液からの物質を特異的に吸収することができる。溶出は結合が
起きない条件に変化させることによって起こる（pH、イオン化強度、温度などを変える）
。
　炭水化物含有化合物の精製に有用であるアフィニティークロマトグラフィーの特定の型
は、レクチンアフィニティークロマトグラフィーである。レクチンは多様なポリサッカリ
ドおよび糖タンパク質に結合する物質の類である。レクチンは通常臭化シアンによってア
ガロースに結合している。セファロースに結合したConconavalin Aは使用されるこの種類
の最初の物質であり、ポリサッカリドの単離においておよび糖タンパク質の単離において
広く使用されレンズマメレクチンを含むタンパク質のレクチン、N－アセチルグリコサミ
ニル残基の精製に有用である小麦生殖凝集素およびへリックスポマティア（Helix pomati
a）レクチンである。レクチンそのものは炭水化物のリガンドを持つアフィニティークロ
マトグラフィーを用いて精製される。ラクトースはヒマシマメ（castor bean）およびピ
ーナツからのレクチンを純粋にするために使用した；麦芽糖はレンズマメおよびジャック
ビーン（jack bean）から抽出するのに有用である。N－アセチル－Dガラクトサミンはダ
イズからのレクチンを精製するために使用される；N－アセチルグリコサミニルは麦芽か
らのレクチンに結合する；D－ガラクトサミンは2枚貝からのレクチンを入手するのに使用
し、L－フコースはハスからのレクチンに結合する。
　マトリクスはそれ自身は任意の程度まで分子に吸着しない物質であるべきであり、広い
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範囲の化学的安定性、物理的安定性および温度安定性を持つ。リガンドは、その結合特性
を影響しないような方法で結合すべきである。該リガンドは相対的にしっかりした結合も
提供すべきである。およびサンプルまたはリガンドを破壊することなく物質を溶出するこ
とができるべきである。アフィニティークロマトグラフィーの最も一般的な形態の1つは
、イムノアフィニティークロマトグラフィーである。本発明で使用するために適している
抗体の製造については以下に議論する。
【００５１】
G．合成ペプチド
　本発明はまた、本発明の多様な態様において使用するための一層小さなＴＳ１０Ｑ２３
.３関連ペプチドについても記載する。その相対的に小さなサイズのため、本発明のペプ
チドは従来の技術により、溶液中または固相支持体上で合成されることもできる。多様な
自動合成は、市販されており入手可能であり、公知のプロトコールに従って使用すること
ができる。例えば、ステュワート（Stewart）およびヤング（Young）（1984）；タム（Ta
m）ら、（1993）；メリフィールド（Merrifield）（1986）；およびバラニー（Barany）
およびメリフィールド（1979）、各々は参照のため本明細書に含有する。短いペプチド配
列または重複ペプチドのライブラリーはたいてい約6から約35から50までのアミノ酸であ
り、本明細書に記載される選択された領域に対応するものであり、容易に合成でき、つい
で応答性のペプチドを同定するために設計されるスクリーニングアッセイにおいてスクリ
ーングできる。代わりに、組換えDNA技法は本発明のペプチドをコードする各酸配列が発
現ベクターに挿入され、適当な宿主細胞に形質転換またはトランスフェクションされ、つ
いで発現に適切な条件下で培養されてよい。
　米国特許第４５５４１０１号（本発明の参考文献である）もまた、親水性に基く一次ア
ミノ酸配列からのエピトープの同定および製造を教示している。Hoppに開示されている方
法を通じて、当業者であれば、本明細書に開示のＤＮＡ配列のいずれかによってコードさ
れるアミノ酸配列のいずれかからエピトープを同定することができるであろう。
【００５２】
H．抗原組成物
　本発明はまた、抗体の産生に関する動物の免疫に関する抗原としてＴＳ１０Ｑ２３.３
タンパク質またはペプチドの使用に関して提供する。ＴＳ１０Ｑ２３.３またはその一部
がカップリングし、結合し、結び付けられ、コンジュゲートされるかまたはリンカー、ポ
リリンカーまたは誘導体化されたアミノ酸を介して1またはそれ以上の薬剤に化学的に結
合していることを想像できる。これば、両または特異性または多価組成物またはワクチン
が製造されるように行なわれる。これらの組成物の調製に使用される方法は、当業者によ
く知られており、例えば製薬学的に許容し得るように動物に投与するのに適しているべき
である。好ましい薬剤は、キーホール・リンペットヘモシアニン（keyhole limpet hemoc
yanin）（KLH）またはウシ血清アルブミン（BSA）である。
【００５３】
III.核酸
　本発明はまた、他の具体例において、ＴＳ１０q２３.３コードする遺伝子を提供する。
ヒト、イヌおよびマウスのＴＳ１０q２３.３分子遺伝子が同定されている。しかし、当業
者であれば、これらの２つの核酸を用いて、容易に種々の他種の関連する相同体を同定す
ることができるが、本発明はこれらの遺伝子に限定されるものではない（ラット、ウサギ
、サル、テナガザル、チンパンジー、類人猿、ヒヒ、ウシ、ブタ、ウマ、ヒツジ、ネコな
ど）。この遺伝子のマウスとイヌの相同体の発見は、よりヒトに関連性が近い種が、実際
に同様の相同体を持っているかもしれないという事実の存在を有望にするものである。
　さらに、本発明が本明細書に開示されている特定の核酸に限定されないことは明白であ
る。以下に議論するように、"ＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子"は、種々の異なる塩基を含み、
さらにまだ、本明細書に開示するヒトおよびマウス遺伝子と機能的に（幾つかの場合にお
いては、構造的に）区別しえない対応するポリペプチドを産生することができる。
　同様に、ある核酸に対するどのようなレファレンスでも、その核酸を含む宿主細胞を包



(24) JP 2008-263988 A 2008.11.6

10

20

30

囲するものであり、幾つかの場合においては、その核酸の産物を発現することができるも
のとして理解すべきである。さらに、治療的考察に加えて、本発明の核酸を発現する細胞
は、ＴＳ１０ｑ２３.３の機能を誘発、抑制、阻害、増大、妨害、終結、刺激または増強
させる作用剤をスクリーニングする際に有用である。
【００５４】
　Ａ.１０ｑ２３.３をコードする核酸
　図６および図９に開示されたヒト遺伝子および図９に開示されたマウス遺伝子が、本発
明のＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子である。本発明の核酸は、ＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子全体、
腫瘍抑制またはホスファターゼ機能を発現するＴＳ１０ｑ２３.３のドメインまたは本明
細書に記載されたＴＳ１０ｑ２３.３のいずれかの他のフラグメントをコードする。該核
酸は、ゲノムＤＮＡから誘導、すなわち、特定の有機体のゲノムから直接クローニングさ
れる。しかし、好ましい具体例において、該核酸は、相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）を包含す
る。また、ｃＤＮＡプラス天然のイントロンまたは他の遺伝子から誘導されたイントロン
もまた本発明において企図される。このように設計された分子は、"ミニ遺伝子"と呼ばれ
ることもある。最小の使用法として、これらの核酸および本発明の他の核酸は、たとえば
ゲル電気泳動において分子量標準として用いることができる。
　語句"ｃＤＮＡ"は、テンプレートとしてメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）を用いて作
製されたＤＮＡを意味することを意図している。ゲノムＤＮＡまたはゲノム、非または部
分切断ＲＮＡテンプレートからポリメライズされたＤＮＡとは異なって、ｃＤＮＡを用い
る利点は、ｃＤＮＡが本質的に対応するタンパク質をコードする配列を含むことである。
最適発現のために非コーディング領域が必要である場合、あるいは最適発現のためにイン
トロンなどの非コーディング領域がアンチセンス方策において標的とされている場合など
、全または部分ゲノム配列が好ましい場合がある。
【００５５】
　また、核酸配列が僅かに異なるが、それにもかかわらず、同じタンパク質をコードする
天然の変異体によって、ある１つの種のある１つのＴＳ１０ｑ２３．３が表されることも
企図している（表１参照）。
　本明細書において、語句"ＴＳ１０ｑ２３．３をコードする核酸"とは、全細胞核酸から
単離された核酸分子を意味する。好ましい具体例において、本発明は、本質的に図６およ
び図９に記載された核酸配列に関する。語句"図６または図９に記載された"とは、該核酸
配列が、図６または図９の一部と実質的に対応することを意味する。本明細書において、
語句"機能的に等価なコドン"とは、アルギニンまたはセリンに対する６つのコドンなどの
同じアミノ酸をコードするコドン（後記表１参照）、および後記に議論するように、生物
学的に等価なアミノ酸をコードするコドンを意味する。
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【表１】

【００５６】
　遺伝暗号の縮重を考慮して、ヌクレオチドの少なくとも５０％、通常少なくとも約６０
％、さらに通常少なくとも約７０％、最も多くは約８０％、好ましくは少なくとも約９０
％および最も好ましくは約９５％が、図９と同一である配列が、"図９に記載の"配列とい
えよう。図９に記載の配列と本質的に同じ配列もまた、標準的条件下においてハイブリッ
ド形成して図９の相補配列を含む核酸セグメントとなりうる配列として機能的に定義しう
る。
　本発明のＤＮＡセグメントとしては、上述したような、生物学的にＴＳ１０ｑ２３．３
と機能が等価のタンパク質およびペプチドをコードするセグメントが挙げられる。このよ
うな配列は、核酸配列およびそれによってコードされるタンパク質において天然に生じる
事がわかっている、コドンの過剰およびアミノ酸の機能的等価性の結果として生じる。別
法として、機能的に等価なタンパク質またはペプチドを、タンパク質の構造において変化
を工作するといったような組換えＤＮＡ技術を適用して創生することができる。人間によ
って設計された変化は、部位特異的突然変異誘発技術の適用によって導入することができ
るが、あるいはランダムに導入した後に所望の機能をスクリーニングしてもよい。
【００５７】
　Ｂ．オリゴヌクレオチドプローブおよびプライマー
　当然、本発明には、図６および図９に記載されている配列に対して相補的であるか、ま
たは本質的に相補的であるＤＮＡセグメントがが包含される。"相補的"である核酸配列と
は、標準的ワトソン－クリックの相補ルールに従う塩基対でありうる配列である。
本明細書において、語句"相補的配列"とは、上記と同じ核酸比較法で評価しうるような実
質的に相補的な配列であるか、または本明細書に記載するような相対的緊縮条件下におい
て図６および図９の核酸セグメントにハイブリダイズしうるものとして定義される核酸配
列を意味する。このような配列は、全ＴＳ１０q２３．３タンパク質またはその機能的あ
るいは非機能的フラグメントをコードすることができる。
　また、該ハイブリダイズセグメントは、より短いオリゴヌクレオチドであってもよい。
長さが１７塩基の配列は、ヒトゲノム内で一回だけ発生すべきであり、したがって、独特
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の標的配列を特定するのに十分である。より短いオリゴヌクレオチドのほうがインビボ経
路において作りやすく、かつ増やしやすいけれども、ハイブリッド形成の特異性の測定に
おいて、多数の他の因子が関わってくる。その相補的標的に対するオリゴヌクレオチドの
結合親和性および配列特異性は、長さが増えると増大する。たとえば、これらに限定され
るものではないが、８、９、１０、１１、１２、１２、１４、１５、１６、１７、１８、
１９、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８
０、８５、９０、９５、１００またはそれ以上の塩基対からなるオリゴヌクレオチドを用
いることを企図するものである。２５０、５００、１０００、１２１２、１５００、２０
００、２５００、３０００または３４３１塩基およびさらに長い塩基をコードする、より
長いポリヌクレオチドも企図するものに含まれる。このようなオリゴヌクレオチドを、た
とえばサザンブロットおよびノーザンブロットにおけるプローブとして、および増幅反応
におけるプライマーとして用いる。
【００５８】
　好適なハイブリッド形成条件は、当業者には公知である。或る適用、たとえば、部位特
異的突然変異誘発によるアミノ酸の置換では、より低い緊縮条件が必要であることがわか
る。これらの条件下では、プローブおよび標的鎖の配列が完全に相補的ではなくて、１つ
またはそれ以上の位置にミスマッチがある場合でさえもハイブリッド形成が生じる。塩濃
度の増加および温度の低下によって、条件の緊縮性が低くなる。たとえば、ＮａＣｌ約０
．１～０．２５Ｍ、温度約３７℃～約５５℃において、中程度の緊縮条件になり、塩約０
．１５～０．９Ｍ、温度約２０℃～約５５℃において、低い緊縮条件になる。このように
、ハイブリッド形成条件は、容易に操作することができ、それゆえに所望の結果に応じて
選択し得る一般的な方法となるのである。
　他の具体例では、たとえば、５０ｍＭトリス－ＨＣｌ（ｐＨ８．３）、３ｍＭ ＭｇＣ
ｌ２、１０ｍＭジチオスレイトール、温度約２０℃～約３７℃において、ハイブリッド形
成が達成される。他のハイブリッド形成条件としては、１０ｍＭトリス－ＨＣｌ（ｐＨ８
．３）、５０ｍＭ ＫＣｌ、１．５μＭ ＭｇＣｌ２、温度約４０℃～約７２℃が挙げられ
る。ホルムアミドおよびＳＤＳも他のハイブリッド形成条件に用いることができる。
　本発明のプローブおよびプライマーを用いる方法のひとつは、ＴＳ１０ｑ２３．３に関
連する遺伝子の探索、特に他の種からのＴＳ１０ｑ２３．３の相同体の探索である。マウ
ス相同体が存在することによって、ヒトＴＳ１０ｑ２３．３の他の相同体が、マウスより
も、より近い種およびより遠縁の種において発見されるであろうことが強く示唆される。
スクリーニングにはＲＮＡ分子の分析が含まれるが、通例、標的ＤＮＡは、ゲノムまたは
ｃＤＮＡである。ハイブリッド形成の緊縮性およびプローブの領域を変化させることによ
って、相同性の程度の異なる相同体を見出すことができる。
【００５９】
　本発明のプローブおよびプライマーを開発するためのもう１つの方法は、部位特異的突
然変異誘発である。部位特異的突然変異誘発は、基本的なＤＮＡの特異的突然変異誘発を
介して、個別のペプチド、または生物学的機能等価タンパク質またはペプチドを製造する
のに有用な技術である。該技術はさらに、前述の考察の１つあるいはそれ以上を組み合わ
せて、１つあるいはそれ以上のヌクレオチド配列の変化をＤＮＡへ導入することによって
、配列変異体を作製し、試験することが容易になる。部位特異的突然変異誘発によって、
所望の突然変異ならびに十分な数の近接のヌクレオチドのＤＮＡ配列をコードする特定の
オリゴヌクレオチド配列を用いる突然変異体の産生が行われ、トラバースされる欠失ジャ
ンクションの両端に安定な二重体を形成するのに十分な大きさと配列複雑性をもつプライ
マー配列が提供される。代表的には、変更される配列ジャンクションの両端に約５から０
残基をもつ長さ約１７～２５ヌクレオチドのプライマーが好ましい。
　該技術は、代表的には、一本鎖体および二本鎖体の両方で存在するバクテリオファージ
ベクターを使用する。部位特異的突然変異誘発に有用な代表的なベクターとしては、Ｍ１
３ファージといったようなベクターが挙げられる。このようなファージベクターは、市販
されており、その使用方法は、一般に当業者には公知である。二本鎖プラスミドもまた部
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位特異的突然変異誘発において日常的に使用され、対象の遺伝子をファージからプラスミ
ドへ移す段階を省くことができる。
【００６０】
　一般に、部位特異的突然変異誘発は、最初、その配列内に所望のタンパク質をコードす
るＤＮＡ配列を含む一本鎖ベクターを得るか、または二本鎖ベクターの二本の鎖を解くこ
とによって行われる。所望の突然変異を生じさせるオリゴヌクレオチドは、合成的に製造
される。次いで、このプライマーを、ハイブリッド形成条件を選択する際のミスマッチの
程度を考慮して、一本鎖ＤＮＡ調製物とアニーリングし、Ｅ．coliポリメラーゼＩクレノ
ーフラグメントなどのＤＮＡポリメライズ酵素で処理し、突然変異を生じた鎖の合成を完
成する。このようにして、１つの鎖がもとの非変異配列をコードし、第二の鎖が所望の突
然変異を含むヘテロ二重体を形成する。次いで、このヘテロ二重体ベクターを用いて、Ｅ
．coliなどの適当な細胞の形質転換を行い、突然変異配列アレンジメントを生じている組
換えベクターを含む配列を選択する。
　部位特異的突然変異誘発を用いて選択された遺伝子の配列変異体の作製は、潜在的に有
用な種を作製するという手段で提供されるが、これらに限定されるものではなく、遺伝子
の配列変異体が得られる他の方法がある。たとえば、所望の遺伝子をコードする組換えベ
クターを、ヒドロキシルアミンなどの突然変異誘発剤で処理して配列変異体を得てもよい
。
【００６１】
　Ｃ．アンチセンス構築物
　突然変異腫瘍サプレッサーが機能しない場合が幾つかある。それどころか、"野生型"分
子において突然変異ポリペプチドが過剰量で発現される場合でさえも、それらは遺伝子置
換療法によって克服することができない突然変異的機能をもっている。アンチセンス処置
は、このような状況に立ち向かう方法のひとつである。アンチセンス技術はまた、細胞系
またはトランスジェニックマウスの発達におけるＴＳ１０ｑ２３．３の"ノックアウト"機
能に対し、調査、診断およびスクリーニングの目的でも使用できる。
　アンチセンス方法論の利点は、核酸がその"相補的"配列と対を形成する傾向にあるとい
う事実である。相補性とは、ポリヌクレオチドがワトソン－クリック相補性ルールに従っ
て塩基対を形成することができるということを意味する。すなわち、相対的に大きいプリ
ンが、相対的に小さいピリミジンと塩基対を形成して、ＤＮＡの場合、グアニンとシトシ
ン（Ｇ：Ｃ）およびアデニンとチミン（Ａ：Ｔ）、あるいはＲＮＡの場合、アデニンとウ
ラシル（Ａ：Ｕ）という組み合わせを形成する。ハイブリッド形成配列においてイノシン
、５－メチルシトシン、６－メチルアデニン、ヒポキサンチンなどの普遍性の少ないもの
を含めても、対形成に干渉しない。
　ポリヌクレオチドで二本鎖（ｄｓ）ＤＮＡを標的化すると、三重ヘリックスが形成され
；ＲＮＡを標的化すると二重ヘリックスが形成される。アンチセンスポリヌクレオチドは
、標的細胞に導入されが場合、その標的ポリヌクレオチドに特異的に結合し、転写、ＲＮ
Ａ切断、移入、翻訳および／または安定性に干渉する。アンチセンスＲＮＡ構築物、ある
いはこのようなアンチセンスＲＮＡをコードするＤＮＡを用いて、インビトロまたはイン
ビボにて、ヒトを含めた宿主動物といったような宿主細胞内における遺伝子転写または翻
訳もしくはその両方を阻害することができる。
【００６２】
　アンチセンス構築物は、遺伝子のプロモーターおよび他のコントロール領域、エクソン
、イントロンに、あるいはエクソン－イントロン境界にさえも結合するように設計するこ
とができる。ほとんどの有効なアンチセンス構築物は、イントロン／エクソンスプライス
ジャンクションに相補的な領域を含むことを企図されている。したがって、好ましい具体
例は、５０－２００塩基対からなるイントロン－エクソンスプライスジャンクション領域
に相補的なアンチセンス構築物を含むことが求められる。その標的選択性に大きく影響を
及ぼすことなく該構築物に含めることができるエクソン配列がいくつか存在することが観
察されている。含まれるエキソン性部分の量は、使用する特定のエキソンおよびイントロ
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ン配列に応じて変化する。エクソン過剰ＤＮＡが含まれるかどうかは、単純に該構築物を
インビトロでテストし、正常な細胞機能に影響を及ぼすかどうか、あるいは相補的配列を
有する関係する遺伝子の発現に影響を及ぼすかどうかを決定することによって容易にテス
トすることができる。
　前記にて定義したように、"相補性"または"アンチセンス"は、その全長において実質的
に相補的であり、僅かな塩基ミスマッチをもつポリヌクレオチド配列を意味する。たとえ
ば、長さ１５塩基対では、それらが１３または１４の位置において相補的ヌクレオチドを
もつ場合に相補的であるということができる。天然においては、完全に相補的な配列とは
、その全長において完全に相補的であり、塩基対のミスマッチがない配列である。相同性
の程度がより低いその他の配列も含まれる。たとえば、相同性が高い限定された領域をも
つが、非相同領域（リボザイムなど、後記）も含んでいるアンチセンス構築物を設計する
ことができる。これらの分子の相同性は５０％より小さいけれども、適切な条件下におい
ては、標的配列に結合することができる。
　ゲノムＤＮＡの一部とｃＤＮＡまたは合成配列とを組み合わせて、特異的構築物を作製
することができる。たとえば、最も遠い構築物においてイントロンが望まれる場合、ゲノ
ムクローンを用いる必要がある。構築物の残りの部分に対して、ｃＤＮＡまたは合成ポリ
ヌクレオチドが、より都合の良い制限部位を提供し、したがって、配列の残部に対して使
用される。
【００６３】
　Ｄ．リボザイム
　"負の優性"突然変異腫瘍サプレッサーへの他のアプローチは、リボザイムを使用するこ
とである。タンパク質は核酸の触媒として伝統的に用いられているが、別のクラスの巨大
分子が、この試みにおいて有用であることがわかってきている。リボザイムは、部位特異
的に核酸を切断するＲＮＡ－タンパク質複合体である。リボザイムは、エンドヌクレアー
ゼ活性を有する特異的触媒部位をもつ（KimおよびCook、１９８７；Gerlachら、１９８７
；ForsterおよびSymons、１９８７）たとえば、多くのリボザイムは、高度の特異性をも
ってホスホエステルトランスファー反応を促進し、オリゴヌクレオチド基質において、数
個のホスホエステルのうちのただ１つを切断する（Cookら、１９８１;MichelおよびWesto
f、１９９０；Reinhold-HurekおよびShub、１９９２）。この特異性は、基質が化学反応
に先だって、特異的塩基対相互反応を介してリボザイムの内部ガイド配列（ＩＧＳ）に結
合するという要件に起因している。
　最初、リボザイム触媒は、核酸に関係する配列特異的切断／ライゲーション反応の一部
として観察されている（Joyce、１９８９；Cookら、１９８１）。たとえば、米国特許第
５３５４８５５には、あるリボザイムが、公知のリボヌクレアーゼよりも大きな配列特異
性をもつエンドヌクレアーゼとして作用し、ＤＮＡ制限酵素の配列特異性に似ているが報
告されている。したがって、配列特異的リボザイムが媒介する遺伝子発現の阻害は、特に
治療としての適用に適している（Scanlonら、１９９１；Sarverら、１９９０）。近年、
リボザイムが、それらが適用される幾つかの細胞系において遺伝子の変化を誘発させ、変
化した遺伝子が癌遺伝子Ｈ-ras、c-fosおよびＨＩＶの遺伝子を含むことが報告された。
この種の研究のほとんどに、特異的リボザイムによって切断される特異的突然変異コドン
に基づく、標的ｍＲＮＡの修飾が関係している。
【００６４】
　Ｅ．クローニング、遺伝子移入および発現のためのベクター
　いくつかの具体例においては、発現ベクターを用いてＴＳ１０q２３．３ポリペプチド
産物を発現させ、次いで、精製し、たとえば、ワクチン接種された動物に抗血清またはモ
ノクローナル抗体を産生させるのに用い、さらにそれを用いてさらに実験を行う。他の具
体例では、発現ベクターを遺伝子療法に用いる。発現には、ベクターに提供される適当な
シグナルが必要であり、それには、宿主細胞に対象の遺伝子を発現させる、ウイルスおよ
び哺乳動物由来のエンハンサー／プロモーターといったような種々の調節要素が含まれる
。宿主細胞内におけるメッセンジャーＲＮＡの安定性および翻訳能力を最適化するように
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設計されたエレメントも定義される。産物を発現する永続的で、安定な細胞クローンを創
立するための多数の優性ドラッグ選択性マーカーの使用条件もまた提供される。ドラッグ
選択性マーカーの発現とポリペプチドの発現をリンクするエレメントである。
【００６５】
　（ｉ）調節エレメント
　プロモーター：　この出願において、語句"発現構築物"とは、核酸をコードする配列の
一部または全部が転写されうるような遺伝子産物をコードする核酸を含む、どのようなタ
イプの遺伝子構築物もが含まれることを意味する。転写物は、タンパク質に翻訳されるが
、必須というわけではない。ある具体例において、発現には、遺伝子の転写および遺伝子
産物へのｍＲＮＡの翻訳の両方が含まれる。他の具体例では、発現には、対象の遺伝子を
コードする核酸の転写のみが含まれる。
　遺伝子産物をコードする核酸は、プロモーターの転写調節下にある。"プロモーター"と
は、遺伝子の特異的転写を開始するのに必要な、細胞の合成機構によって認識されるＤＮ
Ａ配列、または合成機構を導入するＤＮＡ配列を意味する。語句"転写調節下"とは、プロ
モーターがＲＮＡポリメラーゼ開始および遺伝子発現を調節する核酸に関連して、正しい
位置および方向性にあることを意味する。
　語句"プロモーター"は、本明細書においては、ＲＮＡポリメラーゼＩＩに対する開始部
位の周囲に集まる転写調節モジュールのグループを意味する。どにょうにプロモーターが
組織されるかについての多くの見解は、ＨＳＶチミジンキナーゼ（tk）およびＳＶ４０早
期転写酵素ユニットなどの数種のウイルスプロモーターの分析から得られている。より最
近の研究によって予測されてきたように、これらの実験から、プロモーターが、それぞれ
およそ７－２０ｂｐのＤＮＡからなり、一個またはそれ以上の転写アクチベーターまたは
リプレッサータンパク質に対する認識部位を含む、分離した機能モジュールからなるとい
うことがわかってきている。
【００６６】
　各プロモーターにおいて少なくとも１つのモジュールが、ＲＮＡ合成の開始部位を置く
ように機能する。このもっとも良く知られている例は、ＴＡＴＡボックスであるが、哺乳
類末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ遺伝子のプロモーターおよびＳＶ４０
遅延遺伝子のプロモーターといったような、ＴＡＴＡボックスを持たないいくつかのプロ
モーターにおいては、それ自身の開始部位に横たわっている分離エレメントが開始場所の
決定を補助する。
　さらなるプロモーターエレメントは、転写開始の頻度を調節する。近年、多数のプロモ
ーターが機能エレメントを開始部位の下流に含むことがわかってきているが、代表的には
、これらは開始部位の上流３０－１１０ｂｐの領域に位置している。プロモーターエレメ
ント間のスペーシングは、しばしばフレキシブルであり、そのためエレメントがもう１つ
のエレメントに対して逆方向になるかまたは移動する場合、プロモーター機能は保存され
る。ｔｋプロモーターにおいて、プロモーターエレメント間のスペーシングは、活性の低
下芽始まる前に、５０ｂｐまで増加可能である。プロモーターに応じ、個々のエレメント
が、共同作動的または独立的のいずれかにて機能して、転写を活性化しうることがわかる
。
　それが、標的細胞内で核酸の発現を指示することが可能である限りは、対象の核酸配列
の発現を調節するのに用いる特定のプロモーターは、重要であるとは考えられない。した
がって、ヒト細胞が標的である場合、核酸コーディング領域に近接した位置にあり、ヒト
細胞において発現可能なプロモーターのコントロール下にあることが好ましい。一般的に
述べると、このようなプロモーターはヒトあるいはウイルスプロモーターのいずれかを含
んでいる。
【００６７】
　種々の具体例において、ヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）早期遺伝子プロモーター
、ＳＶ４０プロモーター、ラウス肉腫ウイルス長末端リピート、ラットインスリンプロモ
ーターおよびグリセロアルデヒド－３－ホスフェートデヒドロゲナーゼを用いて、対象コ
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ード配列の高レベルの発現を得ることができる。発現レベルが既定の目的とって十分であ
るならば、対象のコード配列の発現を達成することが当業者には公知である他のウイルス
および哺乳類細胞またはバクテリオファージプロモーターも同様に本発明に企図される
　特定の生理的シグナルに応答して調節されるプロモーターを選択することにより、遺伝
子産物の誘導可能な発現が得られる。たとえば、導入遺伝子の発現、またはマルチシスト
ロニックベクターを用いる場合の複数導入遺伝子の発現が、ベクターが産生される細胞に
対して毒性である場合、１つまたはそれ以上の導入遺伝子の発現を阻害または低減化する
のが望ましい。産生細胞系に対して毒性である導入遺伝子の例は、プロ－アポトーシスお
よびサイトカイン遺伝子である。数種の誘導可能なプロモーターシステムが、導入遺伝子
産物が毒性であるウイルスベクターの産生において利用することができる。
【００６８】
　エクジソンシステム（インビトロゲン、カールスバッド、ＣＡ）は、そのようなシステ
ムのひとつである。このシステムは、哺乳動物細胞において対象の遺伝子の調節された状
態で発現するように設計されている。該システムは、導入遺伝子の発現は実質的に最小限
ではないが、２００倍以上の誘導性を可能にしている強く調節された発現メカニズムから
なる。このシステムは、のショウジョウバエのヘテロダイマーエクジソン受容体に基いて
おり、エクジソンまたはムリステロンＡといったようなその類縁体が受容体に結合する場
合、受容体はプロモーターを活性化して、下流導入遺伝子を発現させ、高レベルのｍＲＮ
Ａ転写物が得られる。このシステムにおいて、ヘテロダイマー受容体の両モノマーは、ひ
とつのベクターから構成的に発現されるが、対象遺伝子の発現を駆動させるエクジソン応
答性受容体は、他のプラスミド上にある。したがって、このタイプのシステムの対象遺伝
子トランスファーベクターへの工作は、有用である。次いで、対象遺伝子を含むプラスミ
ドおよび産生細胞の受容体モノマーの共トランスフェクションを行うことにより、潜在的
に毒性の導入遺伝子を発現することなく、遺伝子トランスファーベクターが産生される。
適当な時点において、エクジソンまたはムリステロンＡによって導入遺伝子の発現を活性
化することができる。
【００６９】
　有用な他の誘導可能なシステムは、GossenおよびBujard（GossenおよびBjard、１９９
２；Gossenら、１９９５）によって独自に開発されたTet－Off（登録商標）またはTet－O
n（登録商標）システムである。このシステムもまた、テトラサイクリンまたはドキシサ
イクリンなどのテトラサイクリン誘導体に応答して、高レベルの遺伝子発現を調節された
状態で発現させる。Tet－Onシステムでは、ドキシサイクリンの存在下で遺伝子発現が作
動されるが、Tet－Offシステムではドキシサイクリンの不在下で遺伝子発現が作動される
。これらのシステムは、大腸菌のテトラサイクリン耐性オペロンから誘導された２つの調
節エレメントに基いている。テトラサイクリンリプレッサーが結合するテトラサイクリン
オペレーター配列およびテトラサイクリンリプレッサータンパク質。対象遺伝子を、テト
ラサイクリン応答性エレメントがその中に存在するプロモーターの後ろでプラスミドにク
ローニングする。第２のプラスミドは、テトラサイクリン制御トランスアクチベーターと
呼ばれ、Tet－Offシステムでは、単純ヘルペスウイルス由来のＶＰ１６ドメインおよび野
生型テトラサイクリンリプレッサーからなる調節エレメントを含む。したがって、ドキシ
サイクリンの不在下において、転写が構成的に行われる。Tet－Onシステムでは、テトラ
サイクリンリプレッサーは野生型ではなく、ドキシサイクリンの存在下で転写を活性化す
る。テトラサイクリンまたはドキシサイクリンの存在下で産生細胞が成長させることがで
き、潜在的毒性導入遺伝子の発現を阻止することができるが、ベクターが患者に誘導され
るときに、遺伝子発現が構造的に行われるので、遺伝子療法用ベクター産生には、Tet－O
ffシステムが好ましい。
【００７０】
　幾つかの状況において、遺伝子療法ベクターにおいて、導入遺伝子の発現を調節するこ
とが望ましい。たとえば、所望の発現レベルに応じて、種々の強さの活性をもつ異なるウ
イルスプロモーターを用いることができる。哺乳動物細胞では、ＣＭＶ即時早期プロモー
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ターは、強い転写活性化を提供するためにしばしば用いられる。強度の低いＣＭＶプロモ
ーターの修飾バージョンもまた、導入遺伝子の低レベルの発現が望まれる場合に用いられ
ている。造血細胞における導入遺伝子の発現が望まれる場合、ＭＬＶまたはＭＭＴＶ由来
のＬＴＲといったようなレトロウイルスプロモーターがしばしば用いられる。所望の効果
に応じて用いられる他のウイルスプロモーターとしては、ＳＶ４０、ＲＳＶ ＬＴＲ、Ｈ
ＩＶ－１およびＨＩＶ－２ ＬＴＲ、Ｅ１Ａ、Ｅ２ＡまたはＭＬＰ領域由来などのアデノ
ウイルスプロモーター、ＡＡＶ ＬＴＲ、カリフラワーモザイクウイルス，ＨＳＶ－ＴＫ
およびトリ肉腫ウイルスが挙げられる。
　同様に、組織特異的プロモーターを用いて、潜在的毒性または標的組織でない組織に対
する望まない効果が減少されるように、特異的組織または細胞における転写を行うことが
できる。たとえば、ＰＳＡ、プロバシン、プロスタティック酸ホスファターゼまたは前立
腺特異的カリクレイン（ｈＫ２）を用いて前立腺において遺伝子発現を標的化することが
できる。同様に、次のプロモーターを用いて他の組織において遺伝子発現を標的化するこ
とができる。
【００７１】
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【００７２】
　いくつかの適応症においては、遺伝子療法ベクターの投与後、特定の回数において転写
を活性化することが望ましい。これは、ホルモンまたはサイトカイン調節可能なプロモー
ターにおいてなしうるものである。たとえば、適応症が、特定のステロイドが産生される
かまたは送られる生殖腺組織である場合の遺伝子療法では、アンドロゲンまたはエストロ
ゲン調節プロモーターの使用が都合がよい。このようなホルモン調節可能なプロモーター
としては、ＭＭＴＶ、ＭＴ－１、エクジソンおよびルビスコ（ＲｕＢｉｓｃｏ）が挙げら
れる。甲状腺、脳下垂体および副腎ホルモンに応答するような他のホルモン調節プロモー
ターは、本発明において有用であることが予測される。使用できると考えられるサイトカ
インおよび炎症タンパク質応答プロモーターとしては、ＫおよびＴキニノゲン（Kageyama
ら、１９８７）、ｃ－ｆｏｓ、ＴＮＦ－α、Ｃ－反応性タンパク質（Arconeら、１９８８
）、ハプトグロビン（Oliveroら、１９８７）、血清アミロイドＡ２、Ｃ／ＥＢＰα、Ｉ
Ｌ－１、ＩＬ－６（PoliおよCortese、１９８９）、補体Ｃ３（Wilsonら、１９９０）、
ＩＬ－８、α－１酸糖タンパク質（ProwseおよびBaumann、１９８８）、α－１アンチプ
シン、リポプロテインリパーゼ（Zechnerら、。１９８８）、アンギオテンシノーゲン（R
onら、１９９１）、フィブリノーゲン、ｃ－ｊｕｎ（ホルボールエステル、ＴＮＦ－α、
紫外線照射、レチノイン酸および過酸化水素によって誘導しうる）、コラゲナーゼ（ホル
ボールエステルおおよびレチノイン酸によって誘導される）、メタロチオネイン（重金属
およびグルコロルチコイド誘導可能）、ストロメリシン（ホルボールエステル、インター
ロイキン－１およびＥＤＦによって誘導可能）、α２マクログロブリンおよびα１アンチ
キモトリプシンが挙げられる。
【００７３】
　細胞周期調節可能プロモーターが本発明に有用であることが予想される。たとえば、ビ
シストロン遺伝子療法ベクターでは、細胞をＧ１相にとどめるｐ１６などの第１遺伝子の
発現を駆動させる強いＣＭＶプロモーターの使用に続いて、細胞周期のＧ１相において活
性であるプロモーターのコントロール下でｐ５３などの第２遺伝子が発現し、それによっ
て細胞がアポトーシスに導かれる"第２ヒット"が提供される。種々のサイクリン類、ＰＣ
ＮＡ、ガレクチン－３、Ｅ２Ｆ１、ｐ５３およびＢＲＣＡ１といったような他のプロモー
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　オステオカルシン、低酸素症応答エレメント（ＨＲＥ）、ＭＡＧＥ－４、ＣＥＡ、αフ
ェトプロテイン、ＧＲＰ７８／ＢｉＰおよびチロシナーゼなどの腫瘍特異的プロモーター
もまた、腫瘍細胞における遺伝子発現の調節に用いることができる。本発明に使用しうる
他のプロモーターとしては、Ｌａｃ－調節可能，化学療法誘発（ＭＤＲなど）および熱（
高熱症）誘発可能プロモーター、照射誘発可能（ＥＧＲ（Jokiら、１９９５））、αイン
ヒビン、ＲＮＡpolIIIｔＲＮＡmetおよび他のアミノ酸プロモーター、Ｕ１ ｓｎＲＮＡ（
Barlettら、１９９６）、ＭＣ－１、ＰＧＫ、βアクチンおよびαグロビンなどが挙げら
れる。有用である他の多くのプロモーターが、WalterおよびStein（１９９６）にリスト
されている。
　上記プロモーター単独使用または他のプロモーターとの組み合わせ使用のいずれもが、
所望する作用に応じて、本発明において有用であることが予想される。さらに、このプロ
モーターのリストは、包括的または制限的にとらえるべきではなく、当業者であれば、本
明細書に開示されるプロモーターおよび方法に関連して使用することができる他のプロモ
ーターについて知ることができるであろう。
【００７４】
　エンハンサー：　エンハンサーは、同じＤＮＡ分子において離れた位置にあるプロモー
ターからの転写を増強する遺伝子エレメントである。エンハンサーは、プロモーターと良
く似たように組織される。すなわち、それらは多くの個別のエレメントからなり、各エレ
メントは、１つまたはそれ以上の転写タンパク質に結合する。エンハンサーとプロモータ
ーの間の基本的な差異は、操作上のことである。エンハンサー領域は全体として、離れた
ところで転写を刺激することができなければならない。このことはプロモーター領域また
はその成分エレメントでは層である必要はない。一方、プロモーターは、特定の部位およ
び特定の方向性においてＲＮＡ峇清の開始を指示する、１つまたはそれ以上のエレメント
をもたなければならないが、エンハンザーにはこのような特性はない。プロモーターおよ
びエンハンサーはしばしばオーバーラップし、隣接しており、非常に類似したモジュラー
組織を持つように見えることが多い。
　下記に示すのは、上記リストした組織特異的プロモーターのほかに、さらに苦加えるプ
ロモーターのリストである（表３および表４）。補足すると、（真核プロモーターデータ
ベースＥＰＤＢによる）どのようなプロモーター／エンハンサー組み合わせ物でも、遺伝
子発現に用いることができる。デリバリーコンプレックスの一部または付加的遺伝子発現
構築物のいずれかとして、適当な細菌ポリメラーゼが提供されれば、真核細胞は、細菌プ
ロモーターからの細胞質転写をサポートすることができる。
【００７５】
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【表４】

【００７７】
　ポリアデニル化シグナル：　ｃＤＮＡ挿入物を用いる場合、遺伝子転写の適切なポリア
デニル化を起こすためにポリアデニル化シグナルを含むことが望ましい。ポリアデニル化
シグナルの性質は、本発明の実行を成功させることにおいて極めて重大であるとは考えら
れず、ヒト成長ホルモンおよびＳＶ４０ポリアデニル化シグナルなどの配列も用いること
ができる。ターミネーターもまた発現カセットのエレメントとして企図されるものである
。これらのエレメントは、カセットから他の配列へのメッセージレベルを増強することお
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よび読みを最小化するのに役立つ。
【００７８】
　ＩＲＥＳ：　本発明の具体例において、内部リボソーム結合部位（ＩＲＥＳ）エレメン
トを使用して多重遺伝子またはポリシストロン性メッセージを作成する。ＩＲＥＳエレメ
ントは、５’メチル化Ｃａｐ依存性翻訳のリボソームスキャンモデルをバイパスし、内部
部位で翻訳を開始することができる（PelltierおよびSonenberg、１９８８）。ピカノウ
イルスファミリーに属する２つのメンバー（ポリオおよびエンケファロマイオカルジチス
）のＩＲＥＳエレメント（PelltierおよびSonenberg、１９８８）および哺乳類メッセー
ジのＩＲＥＳ（MacejakおよびSarnow、１９９１）が開示されている。ＩＲＥＳエレメン
トは、異種オープンリーディングフレームに結合することができる。多重オープンリーデ
ィングフレームは、は一緒に転写され、それぞれＩＲＥＳによって分離され、ポリシスト
ロン性メッセージを作成する。ＩＲＥＳエレメントのおかげで、各オープンリーディング
フレームがリボソームにアクセスして、翻訳することができる。多重遺伝子は、シングル
メッセージを転写するためのシングルプロモーター／エンハンサーを用いて発現される。
　どのような異種オープンリーディングフレームでもＩＲＥＳエレメントに結合すること
ができる。これには、分泌タンパク質、マルチサブユニットタンパク質、独立した遺伝子
によってコードされるタンパク質、細胞内または膜結合タンパク質および選択可能なマー
カーに対する遺伝子が含まれる。この経路において、数種のタンパク質の発現を、１つの
構築物および１つの選択可能なマーカーとともに同時に細胞内へ遺伝子工作することがで
きる。
【００７９】
　（ii）選択可能なマーカー
　本発明の具体例において、細胞には本発明の核酸構築物が含まれ、ひとつの細胞は発現
構築物内にマーカーを含むことによってインビボまたはインビトロで同定することができ
る。このようなマーカーによって、細胞に同定可能な変化が付与され、発現構築物を含む
細胞を容易に同定することができるようになる。通常、薬物選択的マーカーはクローニン
グおよび形質転換物の選択を助け、たとえば、ネオマイシン、プロマイシン、ハイグロマ
イシン、ＤＨＦＲ、ＧＰＴ、ゼオシンおよびヒスチジノールに対する耐性を付与する遺伝
子は、有用な選択可能なマーカーである。また、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ
（ｔｋ）またはクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）などの酵素
を使用してもよい。免疫学的マーカーも使用することができる。遺伝子産物をコードする
核酸と同時に発現されることが可能である限りは、使用する選択可能なマーカーが重要な
ものであるとは考えられない。さらなる選択可能なマーカーが当業者にとって公知である
。
【００８０】
　（iii）発現ベクターのデリバリー
　発現ベクターを細胞に導入する経路は多数存在する。本発明の具体例において、発現構
築物は、ウイルスまたはウイルスゲノム由来の工作された構築物を含んでいる。受容体媒
介性エンドサイトーシスを介して細胞内へ入るウイルスの能力、宿主ゲノムへ組み込まれ
、ウイルス遺伝子を安定的および効率的に発現するウイルスの能力ゆえに、ウイルスは哺
乳類細胞に外来性遺伝子を移入するための魅力的な候補である（Ridgeway、１９８８；Ni
colasおよびRubenstein、１９８８；BaichwalおよびSuden、１９８６；Temin、１９８６
）。遺伝子ベクターとして最初に用いられたウイルスは、パポバウイルス（シミアンウイ
ルス４０、ウシパピローマウイルス、およびポリオーマ）（Ridgeway、１９８８； Baich
walおよびSuden、１９８６）およびアデノウイルス（Ridgeway、１９８８； Baichwalお
よびSuden、１９８６）といったようなＤＮＡウイルスであった。これらは、相対的に外
来性ＤＮＡ配列に対するキャパシティが小さく、宿主の範囲に制限がある。さらに、許容
細胞内でのそれらの発癌力および細胞障害効果は安全性に関する事柄を提起する。それら
は、たった８ｋｂまでの外来性遺伝物質しか収容することができないが、用意に種々の細
胞系および実験動物に導入することができる（NicholasおよびRebinstein、１９８８；Te
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min、１９８６）。ベクターは細胞の内部で複製することができる。別の態様においては
、ベクターは複製不能であり、デリバリー前にヘルパーＴ細胞において複製する。適当な
ベクターは公知であり、米国特許５２５２４７９およびＰＣＴ公開公報ＷＯ９３／０７２
８２ならびに米国特許５６９１１９８、５７４７４６９、５４３６１４６および５７５３
５００に開示されている。
【００８１】
　アデノウイルス：　インビボデリバリーの好ましい方法のひとつでは、アデノウイルス
発現ベクターを使用する。"アデノウイルス発現ベクター"とは、（ａ）構築物のパッケー
ジングをサポートする；および（ｂ）クローニングされたアンチセンスポリヌクレオチド
を発現するのに十分なアデノウイルス配列を含む構築物を包含することを意味する。これ
に関連して、発現は遺伝子産物が合成されることを必要としない。
　発現ベクターは、遺伝子的に工作されたアデノウイルスである。アデノウイルスの遺伝
子的組織の知識（３６ｋｂ、直線、二本鎖ＤＮＡウイルス）によって、アデノウイルスＤ
ＮＡの大きなピースと７ｋｂまでの外来性配列の置換が可能になる（GrunhausおよびHorw
itz、１９９２）。レトロウイルスとは異なって、なアデノウイルスＤＮＡは潜在的遺伝
毒性なしにエピソーム的作法で複製することができるので、宿主細胞がアデノウイルスに
感染しても、染色体組み込みは起こらない。また、アデノウイルスは、構造的に安定であ
り、大量に増殖した後にゲノム再構成が検出されていない。アデノウイルスは、細胞サイ
クルの時期を考慮することなく、実質上すべての上皮細胞に感染することができる。これ
までに、アデノウイルス感染は、ヒトの急性呼吸器疾患などの軽い疾患のみに関係してい
ることがわかっている。
【００８２】
　アデノウイルスは、ゲノムが中程度の大きさであり、取り扱いが容易であり、力価が高
く、標的細胞の範囲が広く、かつ感染能力が高いので、遺伝子運搬ベクターとして特に好
適である。ウイルスゲノムの両端には、ウイルスＤＮＡの複製およびパッケージングに必
要なcisエレメントである、１００－２００塩基対の逆方向反復（ＩＴＲｓ：inverted re
peats）が含まれている。ゲノムの初期（Ｅ）および後期（Ｌ）領域は、ウイルスＤＮＡ
複製の開始によって分けられる異なる転写ユニットを含んでいる。Ｅ１領域（Ｅ１Ａおよ
びＥ１Ｂ）は、ウイルスゲノムおよび２、３の細胞遺伝子の転写の調節をつかさどるタン
パク質をコードする。Ｅ２領域（Ｅ２ＡおよびＥ２Ｂ）の発現により、ウイルスＤＮＡ複
製のためのタンパク質の合成がなされる。これらのタンパク質は、ＤＮＡ複製、後期遺伝
子の発現および細胞停止に関与している（Renan、１９９０）。ウイルスキャプシドタン
パク質の大部分が含まれる、後期遺伝子の産物は、主要後期プロモーター（ＭＬＰ）によ
って生み出されるシングル第１次転写物の重大なプロセシング後のみに発現される。ＭＬ
Ｐ（１６．８m.u.に位置する）は、感染の後期中特に有効であり、このプロモーターから
生み出されるすべてのｍＲＮＡは、それらを翻訳に適したものにする、５’－３分節リー
ダー（ＴＰＬ）配列をもつ。
　現在のシステムでは、組換えアデノウイルスは、シャトルベクターとプロウイルスベク
ターを用いた相同的組換えから作製される。２つのプロウイルスベクター間の可能な組換
えにより、野生型アデノウイルスが、このプロセスから作製される。したがって、個々の
プラークからウイルスのシングルクローンを単離し、そのゲノム構造を審査することが重
要である。
【００８３】
　複製不能である、アデノウイルスベクターの作製および増殖は、ヒト胚腎細胞からＡｄ
５ ＤＮＡフラグメントによって形質転換され、Ｅ１タンパク質を構成的に発現する、２
９３と称されるユニークヘルパー細胞系に従属している（Graham、１９７７）。Ｅ３領域
はアデノウイルスゲノムから分与しうるので（JonesおよびShenk、１９７８）、２９３細
胞のヘルプを受けて、アデノウイルスベクターは、Ｅ１、Ｅ３または両方の領域に外来性
ＤＮＡを運搬する（GrahamおよびPreovec）。天然において、アデノウイルスは、およそ
１０５％の野生型ゲノムをパッケージすることができるが（Ghosh-Choudhuryら、１９８
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７）、これは約２ｋｂ過剰のＤＮＡに対するキャパシティである。Ｅ１およびＥ３領域に
置換可能な約５．５ｋｂのＤＮＡと組み合わせて、アデノウイルスベクターの最大キャパ
シティは７．５ｋｂ以下、あるいはベクター全長の約１５％である。８０％以上のアデノ
ウイルスゲノムがベクターバックボーンに残り、それらはベクターが生み出す細胞毒性源
である。また、Ｅ１欠失ウイルスの複製不能性は不完全である。たとえば、ウイルス遺伝
子発現の漏れが、高度多重性感染（ＭＯＩ）において現在入手可能なベクターに観察され
た（Muligan、１９９３）。
【００８４】
　ヘルパー細胞系がは、ヒト胚腎細胞、筋細胞、造血細胞または他のヒト胚間充織細胞ま
たは上皮細胞といったようなヒト細胞から誘導することができる。また、ヘルパー細胞は
、ヒトアデノウイルスに対して許容性である他の哺乳類の細胞から誘導することもできる
。このような細胞として、たとえば、ベロ細胞または他のサル胚間充織細胞または上皮細
胞がある。上述したように、好ましいヘルパー細胞は、２９３である。
　近年、Racherら（１９９５）に、２９３細胞および増殖するアデノウイルスの改良され
た培養法が開示された。ひとつの方法では、天然の細胞集合体を個々の細胞を、１００－
２００mlの培地を入れた１リットルのシリコンコーティングしたスピネルフラスコ（Tech
ne、ケンブリッジ、ＵＫ）にて培養することによって成長させる。４０rpmで攪拌し、細
胞の生存率をトリパンブルーで評価する。他の方法では、Fibra－Celマイクロキャリヤ（
Bibby Sterlin,ストーン、ＵＫ）（５ｇ／ｌ）を次のように用いる。５ｍｌの培地で再懸
濁した細胞植え込み物を２５０ｍｌのエルレンマイヤーフラスコに入れた該キャリヤ（５
０ｍｌ）に加え、時々震とうしながら１－４時間置く。次いで培地を５０ｍｌの新鮮な培
地と交換し、震とうを開始する。ウイルス産生のために、細胞を約８０％の集密となるま
で成長させ、その後、培地を交換し（最終体積の２５％まで）、０．０５のＭＯＩでアデ
ノウイルスを加える。培養物を一夜静置し、次いで、体積を１００％まで増加し、さらに
７２時間震とうする。
【００８５】
　アデノウイルスベクターが複製不能であること、または少なくとも条件付不能であるこ
とという要求以外には、アデノウイルスベクターが本発明を成功裏に実行することにとっ
て重大であるとは考えられない。アデノウイルスは、４２種類の異なるセロタイプまたは
サブグループＡ－Ｆのいずれであってもよい。本発明に用いる条件付複製不能アデノウイ
ルスベクターを得るためには、サブグループＣの５型アデノウイルスが好ましい開始材料
である。５型アデノウイルスは、生化学的および遺伝子的常包が非常によくわかっており
、歴史的にアデノウイルスをベクターとして用いる構築物のほとんどに用いられてきてい
るヒトアデノウイルスであるというのがその理由である
　上述したように、本発明の代表的なベクターは複製不能であり、アデノウイルスＥ１領
域を持たない。したがって、Ｅ１コーディング配列が除去された位置に対象遺伝子をコー
ドするポリヌクレオチドを導入するのが、もっとも簡便である。しかし、構築物をアデノ
ウイルス配列に挿入する位置は、本発明において重大なことではない。Karlsonら（１９
８６）に記載されているように、対象の遺伝子をコードするポリヌクレオチドを、Ｅ３置
換ベクターにおいて消失したＥ３領域の代りに、もしくはＥ４が欠失したヘルパー細胞系
またはヘルパーウイルス補体のＥ４領域に挿入することもできる。
　アデノウイルスは成長および増殖させるのが容易であり、インビトロおよびインビボに
おいて宿主範囲が広範である。このグループのウイルスは高力価（１０９１０１１ユニッ
ト／ｍｌなど）であり、感染応力も高い。アデノウイルスのライフサイクルは、宿主細胞
ゲノムへの組み込み必要としない。アデノウイルスベクターによってデリバリーされる外
来性遺伝子はエピソーマルであり、それゆえに宿主細胞に対する遺伝毒性が低い。野生型
アデノウイルスを用いたワクチン接種の研究においても副作用は報告されておらず（Couc
hら、１９６３；Topら、１９７１）、その安全性および治療上有効なインビボ遺伝子運搬
ベクターであることは明らかである。
　アデノウイルスベクターは、真核遺伝子発現（Levreroら、１９９１；Gomez-Foixら、
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１９９２）およびワクチンの開発（GrunhausおよびHorwiz、１９９２；GrahamおよびPrev
ec、１９９２）に用いられている。近年、動物実験により、組換えアデノウイルスを遺伝
子療法に用いうることが示唆された（Stratford-PerricaudetおよびPerreicaudet、１９
９１；Stratford-Perricaudetら、１９９０；Richら、１９９３）組換えアデノウイルス
を異なる組織に投与する研究として、気管滴下（Rosenfeldら、１９９１；Rosenfeldら、
１９９２）、筋肉注射（Ragotら、１９９３）、末梢静脈血管注射（HerzおよびGerard、
１９９３）および脳内ステレオタクチック植え込み（Le Gal La Salleら、１９９３）な
どがある。
【００８６】
　レトロウイルス：　レトロウイルスは、逆転写を行って感染した細胞内でそのＲＮＡを
二本鎖ＤＮＡに変換する能力を特徴とする一本鎖ＲＮＡウイルスのグループである（Coff
in、１９９０）。次いで、得られるＤＮＡをプロウイルスとして細胞内染色体へ安定に組
み込み、ウイルスタンパク質の合成を行う。組み込みによって、レシピエント細胞および
その子孫細胞にウイルス遺伝子配列が保有される。レトロウイルスゲノムは、キャプシド
タンパク質、ポリメラーゼ酵素およびエンベロープ成分をそれぞれコードするgag、polお
よびenvの３つの遺伝子を含んでいる。gag遺伝子から上流に発見された配列は、ゲノムを
ビリオンにパッケージングするシグナルを含んでいる。２つの長い末端反復（ＬＴＲ）配
列が、ウイルスゲノムの５’および３’末端に存在する。これらは、強力なプロモーター
およびエンハンサー配列を含んでおり、宿主細胞ゲノムに組み込むためにも必要である（
Coffin、１９９０）。
　レトロウイルスベクターを構築するためには、複製不能なウイルスを産生するためのウ
イルス配列の代りに、対象の遺伝子をコードする核酸をウイルスゲノムへ挿入する。ビリ
オンを産生するためには、gag、polおよびenv遺伝子を含むが，ＬＴＲを含まないパッケ
ージング細胞系およびパッケージング成分を構築する（Mannら、１９８３）。ｃＤＮＡ、
およびレトロウイルスＬＴＲならびにパッケージング配列を含む組換えプラスミドを細胞
系に導入する場合（リン酸カルシウム沈降法などにより）、パッケージング配列によって
、組換えプラスミドのＲＮＡ転写物がウイルス粒子にパッケージされうるようになり、次
いで培養培地へ分泌される（NicolasおよびRubenstein、１９８８；Temin、１９８６:Man
nnら、１９８３）。次いで、組換えレトロウイルスを含む培地を、集め、必要に応じて濃
縮し、遺伝子運搬に使用する。レトロウイルスベクターは、広範なタイプの細胞に感染す
ることができる。しかし、組み込みおよび安定した発現には、宿主細胞の分割が必要であ
る（Paskindら、１９７５）。
【００８７】
　近年、レトロウイルスベクターを特異的に標的化するために設計される新規なアプロー
チが、ウイルスエンベロープにラクトース残基を化学的に付加することによるレトロウイ
ルスの化学的修飾にもとづいて発達してきた。この修飾によってシアログリコタンパク質
受容体を介しする肝細胞の特異的感染が可能になった。
　レトロウイルスエンベロープタンパク質および特定の細胞受容体に対するビオチン化抗
体を使用するという、組換えレトロウイルスの標的化への異なるアプローチが設計された
。クラスＩおよびクラスＩＩの主要細胞適合性複合体抗原に対する抗体を用いて、異所性
ウイルスによる、表面抗原を生み出す種々のヒト細胞の感染が実証された（Rouxら、１９
８９）。
　本発明のすべての態様において、レトロウイルスベクターの使用に対しては制限がある
。たとえば、通常、レトロウイルスベクターは、細胞ゲノム内のランダムな部位にに組み
込む。このことから、宿主遺伝子の遮断またはウイルス調節配列の挿入による挿入突然変
異誘発が起こり、フランキング遺伝子の機能を妨害さる（Varmusら、１９８１）。欠陥ウ
イルス使用に関するもうひとつの関係は、パッケージング細胞における野生型複製コンピ
テントウイルスの潜在的出現である。これは、組換えウイルスの完全な配列が、宿主細胞
ゲノムに組み込まれたgag、pol、env配列の上流に挿入されるという組換えイベントに由
来する。しかし、今や新規なパッケージング細胞系が入手可能であり、組換えの可能性は
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大きく減少すべきである（Markowitzら、１９８８；Hersdorfferら、１９９０）。
【００８８】
　ヘルペスウイルス：　単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）は神経親和性なので、神経系疾
患の治療において大きな関心がもたれている。さらに、宿主細胞染色体に組み込まれるこ
となく、または他の宿主細胞代謝を変化させることなく、ならびに潜在中に活性であるプ
ロモーターが存在しつつ、非分裂神経細胞において潜在性感染を創立するＨＳＶの能力は
、ＨＳＶを興味深いベクターにしている。多くの注目がＨＳＶの神経親和性適用に集まっ
ているけれども、このベクターは、他の組織にも広い宿主範囲で利用することができる。
　ＨＳＶを興味深いものにしている他の因子は、ゲノムの大きさと構成である。ＨＳＶは
大きいので、複数の遺伝子または発現カセットの組み入れに関して、他の、より小さいウ
イルスシステムよりも問題性が少ない。さらに、種々の性能（一時性、強度など）をもつ
異なるウイルスコントロール配列の有用性が、他のシステムにおけるよりも広い範囲で発
現をコントロールすることを可能にしている。ウイルスが相対的に少ないスプライスメッ
セージしか持たないこと、さらに，遺伝子的工作が容易であることもまたこのウイルスの
利点である。
　また、ＨＳＶは相対的に工作が容易であり、高い力価で成長させることができる。した
がって、十分なＭＯＩを得るために必要なボリュームの点および繰り返し投与の必要性が
少ない点の両方において、デリバリーにおける問題が少ない。遺伝子療法ベクターとして
のＨＳＶをレビューするために、Glorisoら（１９９５）を参照せよ。
【００８９】
　サブタイプ１および２で称されるＨＳＶは、、ヒトが直面した最も一般的な感染仲介者
のうちのひとつである、エンベロープをもつウイルスであり、世界中で多数のヒト患者が
感染している。大きい、複合した二本鎖ＤＮＡゲノムは、たくさんの異なる遺伝子産物を
コードしており、その幾つかは、スプライスされた転写物から誘導される。ビリオンおよ
びエンベロープ構造成分に加えて、該ウイルスは、プロテアーゼ、リボ核酸レダクターゼ
、ＤＮＡポリメラーゼ、ｓｓＤＮＡ結合タンパク質、ヘリカーゼ／プライマーゼ、ＤＮＡ
依存性ＡＴＰアーゼ、ｄＵＴＰアーゼなどの多くの他のタンパク質をコードする。
　ＨＳＶ遺伝子は、発現が調和的に調節され、配列的にカスケード形式で並んでいる幾つ
かのグループを形成する（HonessおよびRoizman、１９７４；HonessおよびRoizman、１９
７５；RoizmanおよびSear、１９９５）。α遺伝子（感染後に発現される遺伝子の第１セ
ット）の発現は、番号１６のビリオンタンパク質またはα形質導入因子によって強化され
る（Postら、１９８１;BattersonおよびRoizman、１９８３；Campbellら、１９８３）。
β遺伝子の発現は、α４遺伝子によってコードされる機能的α遺伝子産物（最も重要なも
のはＩＣＰ４である）（DeLucaら、１９８５）。γ遺伝子（大きなビリオン構造タンパク
質をコードするヘテログループの遺伝子）は最適発現のためにウイルスＤＮＡ合成の開始
を必要とする（Hollandら、１９８０）。
　ゲノムの複雑性と一致して、ＨＳＶのライフサイクルは全く複雑なものである。ウイル
ス粒子の合成をもたらし、最終的には細胞死にいたる溶菌サイクルに加えて、ウイルスは
、未決定のシグナルが溶菌サイクルの繰り返しの引き金をひくまでゲノムが神経節に維持
される潜在期に入る能力をもっている。ＨＳＶのビルレント変異体が開発されており、遺
伝子療法状況においては容易に入手可能である（米国特許５６７２３４４）。
【００９０】
　アデノ関連ウイルス:　近年、アデノ関連ウイル（ＡＡＶ）が、一般に用いられている
レトロウイルスおよびアデノウイルスベクターの強力な代替物として現れ出している。レ
トロウイルスおよびアデノウイルス媒介性遺伝子トランスファーの研究は、前者の強力な
ガン遺伝子特性および後者に関連する免疫原的問題への関心を喚起するけれども、ＡＡＶ
は、このような病原的適用のいずれにも関連しない。
　さらに、ＡＡＶは、他のベクターよりも、よりその所望性を高める幾つかのユニークな
特徴をもっている。レトロウイルスとは異なり、ＡＡＶは非分裂細胞に感染することがで
きる；野生型ＡＡＶは、ヒト細胞の第１９染色体への部位特異的組み込みにおいて特徴が
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ある（KotinおよびBern、１９８９；Kotinら、１９９０；Kotinら、１９９１；Samulski
ら、１９９１）；およびＡＡＶはまた、アンチガン遺伝子の特性ももっている（Ostrove
ら、１９８１；BernsおよびGiraud、１９９６）。組換えＡＡＶゲノムは、ＡＡＶＩＴＲ
ｓのうち対象のＤＮＡ配列を分子的にクローニングし、野生型ＡＡＶゲノムの完全コーデ
ィング配列を排除することによって構築される。このように作製されたＡＡＶベクターは
野生型ＡＡＶのコーディング配列のいずれかを欠いているが、なお、インビトロおよびイ
ンビボの両方での形質導入における安定な染色体組み込みおよび組換え遺伝子の発現とい
う特性を保持している（Berns、１９９０；BernsおよびBohensky、１９８７；Bertranら
、１９９６；Kearns、１９９６；Ponnazhaganら、１９９７ａ）。最近まで、ＡＡＶは、
ほとんどすべてのタイプの細胞および種交差バリヤーでさえも感染すると信じられていた
。しかし、今や、ＡＡＶ感染が受容体媒介性であることが実証されている（Ponnazhagan
ら、１９９６；Mizukamiら、１９９６）。
【００９１】
　ＡＡＶは、約４７００塩基対の直線、一本鎖ＤＮＡを利用する。折り曲げられた末端繰
り返しがゲノムに隣接している。２つの遺伝子が、ゲノム内に存在し、多くの異なる遺伝
子産物を生み出す。第１のｃａｐ遺伝子は、ＶＰ－１、ＶＰ－２およびＶＰ－３と称する
３つの異なるビリオンタンパク質（ＶＰ）を産生する。第二のｒｅｐ遺伝子は、４つの非
構造タンパク質（ＮＳ）をコードする。これらのｒｅｐ遺伝子産物の１種またはそれ以上
が、トランス作用ＡＡＶ転写に応答可能である。ＡＡＶの配列は、Srivastavaら（１９８
３）および米国特許５２５２４７９（完全な内容は特に本発明の参考文献である）によっ
て提供されている。
　ＡＡＶにおける３つのプロモーターは、マップユニットにおいて、ゲノム内のその位置
によって名づけられている。左から右にかけてｐ５、ｐ１９およびｐ４０である。転写に
よって６つの転写物が生み出され、３つのプロモーターそれぞれから２つが開始され、各
ペアのひとつがスプライスされる。マップユニット４２－４６から誘導されたスプライス
部位は、各転写物において同じである。４つの非構造タンパク質が、より長い転写物から
誘導され、３つのビリオンタンパク質はすべて小さいほうの転写物から生じる。
　ＡＡＶは、ヒトにおいてはどのような病原性状態にも関連がない。興味深いことに、有
効な複製が行われるために、ＡＡＶが単純ヘルペスウイルスＩおよびＩＩ、サイトメガロ
ウイルス、シュードラビースウイルスおよびもちろんアデノウイルスなどから"ヘルピン
グ"機能を必要とすることである。もっとも特徴的なヘルパーは、アデノウイルスであり
、このウイルスの多くの"早期"機能がＡＡＶ複製を補助することが明らかになっている。
ＡＡＶｒｅｐタンパク質の低レベルの発現は、ＡＡＶ構造発現を抑えると考えられ、ヘル
パーウイルス感染がこのブロックを除去すると考えられる。
【００９２】
　ワクシニアウイルス：　ワクシニアウイルスベクターは、組成物の構築の容易性、相対
的高レベルでの発現が得られること、宿主範囲が広いことおよび運ぶＤＮＡのキャパシテ
ィが大きいことから、広範囲に用いられている。ワクシニアウイルスは、著しい"Ａ－Ｔ"
嗜好性を呈する、約１８６ｋｂの直線、二本鎖ＤＮＡゲノムを含む。約１０．５ｋｂの折
り曲げられた末端繰り返しがゲノムに隣接している。大部分の本質的遺伝子は、ポックス
ウイルス間に最も高く保存されている中央領域に位置すると考えられる。ワクシニアウイ
ルスのオープンリーディングフレームは１５０から２００であると見積もられている。両
方の鎖がコーディングされているけれども広範なオーバーラップは、一般的ではない。
　少なくとも２５ｋｂをワクシニアウイルスのゲノムに挿入することができる（Smithら
およびMoss、１９８３）。プロトタイプのワクシニアウイルスベクターは、相同的組換え
を介してウイルスチミジンキナーゼ遺伝子内に挿入された導入遺伝子を含む。ベクターは
ｔｋ－表現型に基いて選択する。エンケファロミオカルジチスウイルスの非翻訳ラダー配
列の含有、発現レベルは常套のベクターよりも高く、導入遺伝子は２４時間で感染細胞タ
ンパク質の１０％以上に蓄積される（Elroy-Steinら、１９８９）。
【００９３】
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　非ウイルストランスファー：　センスおよびアンチセンス遺伝子構築物を効率よく発現
させるために、発現構築物を細胞内にデリバリーしなければならない。このデリバリーは
、細胞系の形質転換を行う実験操作としてインビトロにて、あるいは疾患の治療としてイ
ンビボまたはインビトロにて行うことができる。デリバリーのメカニズムのひとつは、ウ
イルス感染を介することであり、発現構築物を感染ウイルス粒子内に封入する。
　発現構築物を培養した哺乳類細胞内に運搬する方法としてウイルスを用いない幾つかの
方法も本発明に用いることができる。これらの方法として、リン酸カルシウム沈降法（Gr
ahamおよびVan Der Eb、１９７３；ChenおよびOkayama、１９８７;Rippeら、１９９０）
、ＤＥＤＡ－デキストラン（Gopal、１９８５）、電気穿孔法（Tur-Kaspaら、１９８６；
Potterら、１９８４）、直接マイクロインジェクション（HarlandおよびWeintraub、１９
８５）、ＤＮＡ－装填リポソーム（Nicolau、およびSene、１９８２；Fraleyら、１９７
９）およびリポフェクタミン－ＤＮＡ複合体、細胞音波処理法（Fecheimerら、１９８７
）、高速マイクロ発射装置による遺伝子爆撃法（Yangら、１９９０）および受容体媒介移
入（WuおよびWu、１９８７；WuおよびWu、１９８８）が挙げられる。これらの技術のいく
つかは、インビボまたはインビトロの使用において有効である。
　発現構築物を細胞にいったんデリバリーすると、対象遺伝子をコードする核酸を異なる
部位に配置し、発現させることができる。具体例においては、該遺伝子をコードする核酸
を細胞のゲノム内に安定に組み込む。この組み込みは、相同的組換えによって同種の位置
および方向性にする（遺伝子置換）か、あるいはランダムな不特定の位置にする（遺伝子
オーギュメンテーション）ことができる。他の具体例においては、ＤＮＡの分離したエピ
ソーマルセグメントとして核酸を細胞内に安定に維持する。このような核酸セグメントま
たは"エピソーム"は、宿主細胞のサイクルとは独立して、あるいは同調して維持および複
製を行うに充分な配列をコードしている。どのように発現構築物を細胞にデリバリーする
か、そして細胞内のどこで核酸を保持するかは、使用した発現構築物のタイプに応じて決
める。
【００９４】
　本発明の他の具体例においては、発現構築物は、単純に、無処置（NAKED）の組換えＤ
ＮＡまたはプラスミドからなる。該構築物の運搬は、物理的または化学的に細胞膜を透過
し得る、前述の方法いずれ方法でおこなってもよい。このことは特にインビトロにおける
運搬に適用されるが、インビボでも同様に適用することができる。
Dubenskyら（１９８４）は、ポリオーマウイルスＤＮＡをリン酸カルシウム沈降体として
成体および新生児マウスの肝臓および脾臓に注入し、活発なウイルス複製および急性感染
を実証するのに成功した。BrevenistyおｙびNeshif（１９８６）もまた、リン酸カルシウ
ム沈降処理したプラスミドの直接腹腔内注射により、移入された遺伝子の発現が得られる
ことを実証した。対象遺伝子をコードするＤＮＡもまた同様の作法でインビボにて運搬さ
れ、遺伝子産物を発現することができることが想定される。
　さらに他の本発明の具体例においては、無処置のＤＮＡ発現構築物を細胞内に運搬する
ために粒子爆撃法が用いられる。この方法は、細胞を生かしたまま細胞膜に孔を穿ち、Ｄ
ＮＡを細胞内に導入するための、ＤＮＡ被覆マイクロ発射体を高速に加速する能力に依存
している（Kleinら、１９８７）。小さい粒子を加速するいくつかの装置が開発されてい
る。
このような装置のひとつは、高圧放電を用いて、作動力を順に生み出す電流を発生させる
ことを利用している（Yangら、１９９０）。使用するマイクロ発射体は、タングステンま
たは金のビーズなどの生物学的に不活性な物質からなる。
【００９５】
　ラットおよびマウスの肝臓、皮膚および筋組織などの選択された器官が、インビボにて
爆撃されている（Yangら、１９９０；Zeleninら、１９９１）。これには、組織または細
胞を外科処置に付し、銃砲と標的器官の間にある組織を切除することが必要である（エク
スビボ処置）。特定の遺伝子をコードするＤＮＡをこの方法によってデリバリーすること
ができ、この方法は本発明の参考として組み込まれている。
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　本発明のさらに他の具体例においては、発現構築物をリポソーム内に補足する。リポソ
ームは、リン脂質二重膜および内部水性媒体を特徴とする小胞構造である。多重ラメラリ
ポソームは、水性媒体によって分離される多重脂質層をもつ。これは、リン脂質を過剰の
水性媒体に懸濁すると形成される。閉鎖構造が形成される前に脂質成分は自己再構成され
、水分および脂質二重層間の溶解した溶質を補足する（GhoshおよびBachhawat、１９９１
）。リポフェクタミン－ＤＮＡ複合体も本発明に含まれる。
　インビトロにおけるリポソーム媒介性核酸デリバリーおよび外来性ＤＮＡの発現は非常
に成功しやすい。Wongら（１９８０）には、培養されたヒヨコ胚、ＨｅＬａおよび肝臓癌
細胞における、リポソーム媒介性デリバリーおよび外来性ＤＮＡの発現が実証されている
。Nicolauら（１９８７）は、ラットにおいて静脈内注射後のリポソーム媒介性遺伝子運
搬に成功した。
【００９６】
　本発明の別の具体例においては、リポソームと血液凝集ウイルス（ＨＶＪ）との複合体
を作製する。このことによって、細胞膜との融合が促進され、リポソームに封入されたＤ
ＮＡの細胞内への導入をプロモートされることが示されている（Kanedaら、１９８９）。
他の具体例では、リポソームを核非ヒストン染色体タンパク質（ＨＭＧ－１）と複合ある
いは結合させている（Katoら、１９９１）さをＨＶＪおよびＨＭＧ－１の両方と複合ある
いは結合させている。このような発現構築物がインビトロおよびインビボにて核酸の運搬
および発現に有効に用いられる場合、それらは、本発明に適用可能である。細菌プロモー
ターをＤＮＡ構築物に用いる場合、リポソーム内に適当な細菌ポリメラーゼが含まれるこ
とも望まれる。
　特定の遺伝子をコードする核酸を細胞へデリバリーするのに用いることができる他の発
現構築物は、受容体－媒介性デリバリービヒクルである。これらは、ほとんどの真核細胞
における受容体－媒介性エンドサイトーシスによる巨大分子の選択的取り込みという利点
をもっている。種々の受容体の細胞型特異的分散により、デリバリーは特異性が高い（Wu
およびWu、１９９３）。
　受容体媒介性遺伝子標的化ビヒクルは、一般に２つの成分からなる：細胞受容体－特異
的リガンドとＤＮＡ－結合剤である。いくつかのリガンドが受容媒介性遺伝子運搬に用い
られてきた。最も広範囲にわたって特徴がわかっているリガンドは、アシアロオロソムコ
イド（ＡＳＯＲ）（WuおよびWu、１９８７）およびトランスフェリン（Wagnerら、１９９
０）。最近、ＡＳＯＲと同じ受容体を認識する合成ネオ糖タンパク質は、遺伝子デリバリ
ービヒクルとして使用されている（Fercolら、１９９３；Peralesら、１９９４）および
上皮増殖因子（ＥＧＦ）もまた遺伝子をうろこ状のカルシノーマ細胞へデリバリーするの
に用いられている（Myers、ＥＰＯ０２７３０８５）。
【００９７】
　他の具体例においては、デリバリービヒクルは、リガンドおよびリポソームからなる。
たとえば、Nicolauら（１９８７）は、ラクトシル－セラミド、ガラクトース末端アシア
ルガングリオシドをリポソームに封入し、肝細胞によるインスリン遺伝子の取り込みの増
加を観察した。したがって、リポソームを持つ／持たない、いくつかの受容体－リガンド
系によって、特定の遺伝子をコードする核酸を、肺、上皮または腫瘍細胞などのタイプの
細胞へ特異的にデリバリーすることができる。たとえば、ＥＧＦ受容体のアップレギュレ
ーションを呈している多くの腫瘍細胞において、遺伝子をコードする核酸の媒介性デリバ
リーのための受容体として上皮増殖因子（ＥＧＦ）を用いることができる。マンノースを
用いて肝臓細胞上のマンノース受容体を標的化することができる。また、ＣＤ５（ＣＬＬ
）、ＣＤ２２（ィンパ腫）、ＣＤ２５（Ｔ細胞白血病）およびＭＡＡ（黒色肉腫）に対す
る抗体も、同様に標的化部分として用いることができる。
　別の具体例においては、遺伝子運搬を、エクスビボ条件下で、より容易に行うことがで
きる。エクスビボ遺伝子療法とは、動物からの細胞を単離し、インビトロにて細胞へ核酸
をデリバリーし、次いで修飾細胞を動物へ戻すことを意味する。これには、動物、または
細胞および組織の一次培養物から、組織／器官を外科的に除去することが含まれる。
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　一次哺乳類細胞培養物は、種々の方法で調製することができる。インビトロ実験中、お
よび発現構築物と接触している間中、細胞を生かしておくためには、細胞を、正しい割合
の酸素と二酸化炭素ならびに栄養と接触させ、微生物による汚染からは保護することが必
要である。細胞培養技術については、文献が多数存在するが、Freshner（１９９２）にも
開示されている。
【００９８】
　前述の具体例のひとつにおいては、タンパク質の産生のために遺伝子トランスファーを
使用して細胞を不死化することが関係している。対象の遺伝子を前述のようにして適当な
宿主細胞へ運搬し、次いで、細胞を適当な条件下で培養する。実質上いずれかのポリペプ
チドをコードする遺伝子をこの方法において用いることができる。組換え発現ベクター、
およびそれらに含まれるエレメントの製造については前に記している。別の言い方をすれ
ば、産生されるべきタンパク質は、細胞内で正常に合成される内在性タンパク質である。
　有用な哺乳類宿主細胞系の例としては、ＶｅｒｏおよびＨｅＬａ細胞ならびにチャイニ
ーズハムスター卵巣の細胞系、Ｗ１３８、ＢＨＫ、ＣＯＳ－７、２９３、ＨｅｐＧ２、Ｎ
ＩＨ３Ｔ３、ＲＩＮおよびＭＤＣＫ細胞が挙げられる。さらに、挿入された配列の発現を
調節する宿主細胞株、あるいは所望の作法で遺伝子産物を修飾し、プロセシングする宿主
細胞株を選択する。タンパク質産物のこのような修飾（グリコシル化など）およびプロセ
シング（切断など）はタンパク質の機能にとって重要である。異なる宿主細胞は、タンパ
ク質の翻訳後プロセシングおよび修飾のための特徴的および特異的メカニズムをもってい
る。適当な細胞系または宿主系を選択して、発現した外来性タンパク質の正しい修飾およ
びプロセシングを確実にすることができる。
　それぞれ、ｔｋ－、ｈｇｐｒｔ－またはａｐｒｔ－細胞内にある、ＨＳＶチミジンキナ
ーゼ、ヒポキサンチン－グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼおよびアデニンホス
ホリボシルトランスフェラーゼ遺伝子などの多くの選択系を用いることができるが、これ
らに限定されるものではない。また、抗代謝産物耐性を、ｄｈｆｒ（に耐性を付与）；ｇ
ｐｔ（ミコフェノール酸に対する耐性を付与）；ｎｅｏ（アミノグリコシドＧ４１８に対
する耐性を付与）；およびｈｙｇｒｏ（ヒグロマイシンに対する耐性を付与）に対する選
択の基準として用いることができる。
【００９９】
　動物細胞をインビトロにて２つのモードで増殖させることができる：増殖するときに、
培養物のバルク全体に懸濁物として成長する非足場依存性細胞として、または固体基質へ
の付着を必要とする足場依存性細胞（すなわち、単層型細胞増殖）として、である。
　連続樹立細胞系からの非足場依存性あるいは懸濁培養物は、細胞あるいは細胞製品を大
規模に製造する場合に最も広範囲に用いられている手段である。しかし、懸濁培養細胞は
、潜在的腫瘍化能および付着Ｔ細胞よりもタンパク質産生が低いといったような制限を有
している。
　攪拌タンク内での大規模な哺乳動物細胞の培養は、組換えタンパク質の製造において通
例の方法である。２つの懸濁培養反応槽のデザイン、すなわち、攪拌型反応槽と空気揚水
型反応槽が広く用いられている。攪拌型槽は、インターフェロンの製造において８０００
リットルのキャパシティで順調に用いられている。細胞は、高さと直径の比率が１：１～
３：１のステンレスのタンク内で増殖する。通常、培養物は、平たいブレード状のディス
クあるいは海中で用いるプロペラのパターンをもつ、１つまたはそれ以上の攪拌器で混合
される。平たいブレードよりも剪断力の小さい攪拌器システムもある。混合は、磁気的に
組み合わされた駆動力によって直接的あるいは間接的に駆動される。間接的駆動では、攪
拌軸をシールすることによって微生物による汚染のリスクが軽減される。
【０１００】
　最初は微生物発酵用に使用され、後に哺乳動物培養に用いられた空気揚水反応槽は、培
養物の攪拌および酸素処理の両方のために気流を利用している。気流は、反応槽内の上昇
セクションに導入され、内容物を循環させる。気体は、培養物の表面で開放され、液体を
含まない気体のバブルは、反応層の下降セクションに移動する。このデザインの主な利点
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は、単純性および機械的攪拌を必要としないことである。代表的には、高さと直径の比率
は１０：１である。空気揚水反応槽ののスケールアップは比較的容易であり、それによっ
て気体の移動性は良好になり、剪断力はより小さくなる。
　本発明の抗体は、免疫沈降法を用いた抗原の単離に特に有用である。免疫沈降法は、複
合体混合物から標的抗原成分を分離することが必要であり、少量のタンパク質の区別ある
いは単離に用いられる。胆汁塩などの他の作用剤もよいが、非イオン性塩が好ましく、酸
性ｐＨまたは二価のカチオンの存在下で沈降する。抗体およびその用途について以下にさ
らに記載する。
【０１０１】
ＩＩＩ．ＴＳ１０ｑ２３.３との反応性を有する抗体の発生
　別の面では、本発明は本発明のＴＳ１０ｑ２３.３分子と免疫反応性である抗体、また
はその一部を意図するものである。抗体はポリクローナルまたはモノクローナル抗体であ
ってよい。好ましい実施態様では、抗体はモノクローナル抗体である。抗体を製造および
確認する手法は該分野でよく知られている（例えば、ハウエル(Howell)およびレーン(Lan
e)(1988)を参照）。
　簡潔に言えば、ポリクローナル抗体は本発明のポリペプチドからなる免疫原で動物を免
疫化し、該免疫化した動物から抗血清を収集することで製造する。広範囲の動物種を抗血
清の産生において使用可能である。典型的に、抗－抗血清の産生に使用する動物は兎、マ
ウス、ラット、ハムスター、豚または馬などの非－ヒトの動物である。比較的大量の血液
量を有しているために、兎はポリクローナル抗体の産生にとって好ましい選択肢である。
　イソ型の抗原にとって特異的なポリクローナルおよびモノクローナル両抗体は、該分野
の当業者にとって一般的に知られているように、通常の免疫化の技法を用いて製造可能で
ある。本発明の化合物の抗原エピトープを含有する組成物を兎またはマウスなどの１以上
の実験動物を免疫化させ、次いで本発明の化合物に対して特異的な抗体を産生させること
ができる。抗体が発生する時間が経過した後、単に該動物から採血し、全血液から血清サ
ンプルを製造して、ポリクローナル抗血清を得ることができる。
【０１０２】
　本発明のモノクローナル抗体は、エライザ法およびウエスタンブロット法などの標準的
免疫化学操作法や組織染色などの免疫組織化学操作法、さらにＴＳ１０ｑ２３.３－関連
抗原エピトープに特異的な抗体を利用し得る他の操作法に適用することが提案される。加
えて、異種のあるＴＳ１０ｑ２３.３に特異的なモノクローナル抗体を他の有用な応用に
利用することも提案される。
　一般的に、ＴＳ１０ｑ２３.３に対するポリクローナルおよびモノクローナル両抗体を
様々な実施態様において使用可能である。例えば、それらをｃＤＮＡまたは他のＴＳ１０
ｑ２３.３をコードする遺伝子を得るために、抗体クローニングプロトコールにおいて使
用可能である。それらはまた、細胞または動物中のＴＳ１０ｑ２３.３関連ペプチドの影
響を分析するための阻害研究においても使用可能である。抗－ＴＳ１０ｑ２３.３抗体を
また、様々な細胞事象の間ＴＳ１０ｑ２３.３の分布を分析するために、例えば細胞周期
における異なる時点でのＴＳ１０ｑ２３.３ポリペプチドの細胞または組織－特異的分布
を決定するために免疫局在化研究においても有用となる。該抗体の特に有用な利用は、天
然または組換えＴＳ１０ｑ２３.３を精製する場合、例えば抗体アフィニティーカラムを
用いる場合である。該免疫学的技法全てにおける操作が本発明の開示に照らして当業者に
知られている。
【０１０３】
　抗体を製造および確認する手法は該分野でよく知られている（例えば、ハーロウ(Harlo
w)およびレーン(Lane)(1988）による引例（このものを本明細書中に盛り込む）を参照）
。モノクローナル抗体製造のより特定の例として、以下の実施例を挙げる。
　該分野でよく知られているとおり、得られた組成物は該免疫原性において多岐にわたる
。したがって、ペプチドまたはポリペプチド免疫原を担体にカップリングさせることで達
成可能となるように、宿主免疫系を促進することが場合により必要となる。典型的かつ好
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ましい担体としては、キーホールリンペットヘモシアニン(ＫＬＨ)および牛血清アルブミ
ン(ＢＳＡ)が挙げられる。オボアルブミン、マウス血清アルブミンおよび兎血清アルブミ
ンなどの他のアルブミンもまた担体として使用可能である。担体タンパク質にポリペプチ
ドを接合する手法は該分野でよく知られており、グルタルアルデヒド、ｍ－マレイミドベ
ンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、カルボジイミドおよびビス－ジアゾ
化ベンジジンが挙げられる。
　該分野でよく知られているとおり、特定の免疫原組成物の免疫原性をアジュバントとし
て知られる免疫応答の非－特異的刺激物質を用いることで拡張可能である。典型的および
好ましいアジュバントとしては、完全フロイントアジュバント（殺菌した結核菌を含有す
る免疫応答の非－特異的刺激物質）、不完全フロイントアジュバントおよび水酸化アルミ
ニウムアジュバントなどが挙げられる。
【０１０４】
　ポリクローナル抗体の産生に用いる免疫原組成物の量は免疫化するのに用いた動物と同
様に免疫原の性質で変わってくる。該免疫原を投与するのに、様々な経路を用いることが
可能である（皮下、筋肉内、皮内、静脈内および腹膜腔内）。免疫化した後、免疫化され
た動物の血液を様々な時点でサンプリングすることで、ポリクローナル抗体の産生を追跡
可能である。第２に、ブースター、注入を行なうことも可能である。適当な力価を達成す
るまで、ブースティングおよびタイターリングの工程を繰り返した。免疫原性の望むレベ
ルが得られると、該免疫化動物から血を採り、血清を単離、貯蔵可能であり、および／ま
たはｍＡｂｓを発生させるために該動物を使用することもできる。
　ＭＡｂｓを、米国特許第4,196,265号に例示の技法（本明細書中に引例として盛り込む
）などの公知技法を用いて容易に製造可能である。典型的に、本技法は選択した免疫原組
成物、例えば精製もしくは部分的に精製したＴＳ１０ｑ２３.３タンパク質、ポリペプチ
ドもしくはペプチドまたは高レベルのＴＳ１０ｑ２３.３を発現する細胞を用いて適当な
動物を免疫化することを含有する。該免疫化組成物を、抗体産生細胞を刺激するのに有効
な方法で投与する。マウスおよびラットなどのげっ歯類が好ましい動物であるが、しかし
ながら、兎、羊、蛙細胞を使用することも可能である。ラットを用いると特定の利点を供
することが可能であるが（ゴーディング(Goding)による(1986)）、好ましいのはマウスで
あり、最も煩雑に用いられおよび一般的に高いパーセンテージで安定な融合が得られる理
由でＢＡＬＢ／ｃマウスが最も好ましい。
【０１０５】
　免疫化に続き、抗体を産生する能力を有する体細胞、特にＢ－リンパ球（Ｂ－細胞）を
ｍＡｂ発生プロトコールにおいて使用するために選択する。該細胞は生検脾臓、扁桃もし
くはリンパ節から得られ、または末梢血液試料から得られる。脾臓細胞および末梢血球が
好ましく、前者は分裂血漿未分化期にある抗体産生細胞の源として豊富であるため、また
後者は末梢血液が容易に入手可能であるために好ましい。しばしば、１群の動物を免疫化
し、最も高い抗体力価を有する動物の脾臓を取り、該脾臓をシリンジで均一化することで
脾臓リンパ球を得る。典型的に、免疫化したマウスからの脾臓はおよそ５×１０７～２×
１０８リンパ球を含有する。
　次いで、免疫化した動物からの抗体産生Ｂリンパ球を不死化骨髄腫細胞、一般的に免疫
化した動物と同種のものの細胞と融合する。ハイブリドーマ産生融合法に使用するのに適
した骨髄腫細胞系としては、抗体を産生せず、高い融合効率を有し、目的の融合細胞（ハ
イブリドーマ）だけの増殖を支持する特定の選択培地では生長し得ないような酵素欠損の
ものが好ましい。
　当業者に知られているように、多くの骨髄腫細胞のいずれか１つを使用可能である（ゴ
ーディングによる(1986)；キャンベル(Campbell)による(1984)）。例えば、免疫化された
動物がマウスである場合、Ｐ３－Ｘ６３／Ａｇ８、Ｐ３－Ｘ６３－Ａｇ８.６５３、ＮＳ
１／１.Ａｇ４ｌ、ＳＰ２１０－Ａｇ１４、ＦＯ、ＮＳＯ／Ｕ、ＭＰＣ－１１、ＭＰＣ１
１－Ｘ４５－ＧＴＧ１.７およびＳ１９４／５ＸＸ０Ｂｕｌを；ラットの場合、Ｒ２１０.
ＲＣＹ３、Ｙ３－Ａｇ１.２.３、ＩＲ９８３Ｆおよび４Ｂ２１０を；並びにＵ－２６６、
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ＧＭ１５００－ＧＲＧ２、ＬｌＣＲ－ＬＯＮ－ＨＭｙ２およびＵＣ７２９－６を使用可能
であり、これらは全て、細胞融合と併せて有用である。
【０１０６】
　抗体産生脾臓もしくはリンパ節細胞および骨髄腫細胞のハイブリッドを発生する方法は
通常、体細胞を骨髄腫細胞と２：１の比で混合することからなるが、該比は細胞膜の融合
を促進する１個の薬剤または複数の薬剤（化学的または電気的）の存在下、各々約２０：
１～約１：１までの多岐にわたる。センダイウイルスを用いた融合法は既に記載されてお
り（コーラー(Kohler)およびミルステイン(Milstein)による(1975)；(1976)）、３７％(
ｖ／ｖ)ＰＥＧなどのポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を用いるものがある（ゲフター(
Gefter)らによる(1977)）。電気的に誘導された融合法の使用もまた適当である（ゴーデ
ィングによる(1986)）。
　融合製法により通常、低頻度（１×１０－６～１×１０－８）で生長しうる(viable)ハ
イブリッドを産生する。しかしながら、生長しうる融合したハイブリッドは選択培地中で
培養することによって母細胞、未融合細胞（特に、通常無限に分割し続ける未融合骨髄腫
細胞）から分化するので、このことは問題にならない。該選択培地は一般的に、組織培養
培地においてヌクレオチドの新生合成を遮断する薬剤を含有するものである。典型的かつ
好ましい薬剤はアミノプテリン、メトトレキセートおよびアザセリンである。アミノプテ
リンおよびメトトレキセートはプリンおよびピリミジンの両新生合成を遮断する一方、ア
ザセリンはプリン合成だけを遮断する。アミノプテリンもしくはメトトレキセートを用い
る場合、培地はヌクレオチドの源としてヒポキサンチンおよびチミジンで補足する（ＨＡ
Ｔ培地）。アザセリンを用いる場合、培地をヒポキサンチンで補足する。
　好ましい選択培地はＨＡＴ培地である。ヌクレオチド再生経路を操作することの可能な
細胞だけがＨＡＴ培地中で生存可能である。該骨髄腫細胞は再生経路の重要な酵素、例え
ばヒポキサンチン・ホスホリボシル・転移酵素（ＨＰＲＴ）が欠損しており、生存不可能
である。Ｂ－細胞は本経路をオペレートすることができるが、それらは培地中で限られた
寿命を有しており、一般的に約２週間以内に死亡する。したがって、選択培地中で生存可
能な唯一の細胞は骨髄腫とＢ－細胞から形成するハイブリッドである。
【０１０７】
　本培地により、選別された特定のハイブリドーマ由来のハイブリドーマの集団が提供さ
れる。典型的に、ハイブリドーマの選別はマイクロタイタープレート中で単一クローン希
釈によって細胞を培養し、続いて個々のクローン上清を目的の反応に対して調べる（約２
～３週間後）ことで行なう。該アッセイは感度がよく、簡単でかつ早急なラジオイムノア
ッセイ、酵素免疫アッセイ、細胞毒性アッセイ、プラークアッセイ、ドット免疫結合アッ
セイなどが挙げられる。
　次いで、選別したハイブリドーマを連続して希釈し、個別に抗体－産生細胞系中でクロ
ーンし、次いで該クローンを無限に生長させてｍＡｂを得る。該細胞系を２通りの基本的
な方法でｍＡｂ産生に利用可能である。ハイブリドーマの試料を、初期の融合において体
細胞と骨髄腫細胞を提供するために使用するタイプの組織適合性動物中（腹膜腔中が多い
）に注入する。該注入された動物は融合細胞ハイブリッドによって産生された特定のモノ
クローナル抗体を分泌する腫瘍を発生させる。次いで、血清もしくは腹水などの動物の体
液を採取して、高濃度のｍＡｂを得る。該個々の細胞系はインビボで培養することもでき
、その場合ｍＡｂは培地中に自然に分泌され、該培地から高濃度で容易に得られる。どち
らの手法により産生したｍＡｂも、要すれば、ろ過、遠心分離、およびＨＰＬＣもしくは
アフィニティークロマトグラフィーなどの様々なクロマトグラフィー法を用いてさらに精
製される。
【０１０８】
　個々の細胞系もまたインビトロで培養することができ、その場合ＭＡｂは培地中に自然
に分泌され、該培地から高濃度で容易に得られる。
　どちらの手法により産生したｍＡｂも、要すれば、ろ過、遠心分離、およびＨＰＬＣも
しくはアフィニティークロマトグラフィーなどの様々なクロマトグラフィー法を用いてさ
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らに精製される。本発明のモノクローナル抗体のフラグメントは、ペプシンまたはパパイ
ンなどを用いる酵素消化および／または化学的還元によるジスルフィド結合の切断などの
方法によって、精製モノクローナル抗体から得ることができる。別法として、本発明に包
含されるモノクローナル抗体フラグメントは自動ペプチド合成機を用いて合成することが
できる。
　分子クローニング的アプローチを用いてモノクローナル抗体を産生することも本発明の
企図するものに含まれる。このために、免疫感作した動物の脾臓から単離したＲＮＡから
組み合わせ免疫グロブリンファージミドライブラリーを調製し、抗原を発現している細胞
およびコントロール細胞（正常ウイルス腫瘍細胞など）を用いてパニングすることにより
適当な抗体を発現しているファージミドを選択する。慣例のハイブリドーマ技術を凌ぐこ
のアプローチの利点は、１回のラウンドで約１０４倍の抗体を産生し、スクリーニングす
ることができること、およびＨおよびＬ鎖の組み合わせによって新たな特異性が生み出さ
れ、それによって適当な抗体を見出す機会が増加することである。
【０１０９】
　ヒト化モノクローナル抗体は、遺伝子工作技術を用いて定常領域および／または可変領
域のフレームワーク配列がヒトの配列と置き換えるという修飾がなされているが、依然と
してもとの動物の特異性も残している動物起源の抗体である。このような抗体は通例、ヒ
ト抗原に対する特異性をもつげっ歯類抗体から誘導される。このような抗体は一般的にイ
ンビボにおける治療的適用に有用である。この方策は、外来性抗体への宿主の応答を低減
化し、ヒトエフェクター機能の選択を許可する。
　ヒト化免疫グロブリンを産生する技術は当業者には公知である。たとえば、米国特許５
６９３７６２には、１つまたはそれ以上の相補性決定領域（ＣＤＲ）をもつヒト化免疫グ
ロブリンの産生方法およびその組成物が開示されている。無傷の抗体に組み合わせる場合
、ヒト化免疫グロブリンはヒトにおいて実質的に非免疫原性であり、エピトープを含むタ
ンパク質または他の化合物といったような抗原に対してドナー免疫グロブリンと同様の親
和性を保持している。
　本発明に有用な抗体の産生を教示するその他の米国特許（本発明の参考文献である）と
して、米国特許５５６５３３２（組み合わせアプローチを用いるキメラ抗体の産生が記載
されている）；４８１６５６７（組換え免疫グロブリンが記載されている）；および４８
６７９７３（抗体－治療剤複合体が記載されている）が挙げられる。
【０１１０】
　米国特許５５６５３３２には、親抗体と同じ結合特異性を有するが、ヒト特徴が強化さ
れている抗体または抗体フラグメントの産生方法が記載されている。ヒト化抗体は鎖シャ
ッフリング（本発明に有用なこのような方法と同様におそらくファージ提示技術を用いて
）によって得ることができる。米国特許５５６５３３２の全内容は本発明の参考文献であ
る。Hoonら（１９９３）に記載されているように、ヒト抗体は、ＥＢＶでＢ細胞を形質転
換し、続いてセクレターのクローニングを行うことによって産生することもできる。
　本発明のさらに別の態様は、ＴＳ１０Ｑ２３．３抗体が検出可能な標識または細胞毒性
剤に結合している抗体複合体である。診断用抗体複合体は、種々のイムノアッセイにおい
てインビトロ診断剤として、および造影技術などにおいてインビボ診断剤として使用する
ことができる。
　特定の抗体複合体は、一次的にインビトロでの使用を意図されるものを含み、その場合
、抗体は第２結合リガンドまたは色素産生基質と接触すると着色生成物を生み出す酵素（
酵素タグ）に結合している。適当な酵素の例としては、ウレアーゼ、アルカリホスファタ
ーゼ、（ホースラディッシュ）水素ペルオキシダーゼおよびグルコースオキシダーゼが挙
げられる。好ましい第第２結合リガンドは、ビオチンおよびアビジンまたはストレプトア
ビジン化合物である。このような標識の使用は、当業者には公知であり、米国特許３８１
７８３７；３８５０７５２；３９３９３５０；３９９６３４５；４２７７４３７；４２７
５１４９および４３６６２４１などに記載されている。これらは、本発明の参考文献であ
る。
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【０１１１】
　本発明の放射活性標識モノクローナル抗体は、当業界で公知の方法にしたがって産生す
ることができる。たとえば、モノクローナル抗体をヨウ化ナトリウムまたはカリウムおよ
び次亜塩素酸ナトリウムなどの化学的酸化剤またはラクトｐッルオキシダーゼなどの酵素
的酸化剤と接触させてヨウ化することができる。本発明のモノクローナル抗体は、リガン
ド交換プロセス、たとえば、スズ溶液でパーテクネートを還元し、還元されたテクネチウ
ムをセファデックスカラムでキレート形成し、次いで抗体をこのカラムに供することによ
って、あるいはパーテクネート、ＳｎＣｌ２、フタル酸ナトリウム－カリウム溶液および
抗体をインキュベートするなどの直接標識技術によって、テクネチウム９９ｍで標識する
ことができる。
　金属イオンとして存在する放射性同位体を抗体に結合するのにしばしば用いられる中間
の機能性グループは、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）およびエチレンジアミン
四酢酸（ＥＤＴＡ）である。蛍光標識としては、ローダミン、フロレセインイソチオシア
ネートおよびレノグラフィンが挙げられる。
【０１１２】
ＩＶ．　ＴＳ１０ｑ２３.３を含有する癌の診断
　本発明者はＴＳ１０ｑ２３.３の変質が悪性腫瘍と関連することを見出した。したがっ
て、Ｔｓ１０ｑ２３.３およびそれに対応する遺伝子を癌の診断または予後指示物質とし
て使用可能である。さらに特に、ＴＳ１０ｑ２３.３に関連する点突然変異、欠先変異、
挿入または調節摂動(regulatory pertubation)は、癌を引き起こしたりもしくは癌の発生
を促進し、一次部位での癌の進行を引き起こしたりもしくは促進し、および／または転移
を引き起こしたりもしくは促進する可能性がある。ＴＳ１０ｑ２３.３によって影響をう
け得る悪性腫瘍に関連した他の現象としては血管形成および組織侵襲が挙げられる。
【０１１３】
　Ａ．遺伝子診断
　本発明の１実施態様は、ＴＳ１０ｑ２３.３の発現における変化を検出する方法からな
る。この方法は、ＴＳ１０ｑ２３.３のレベルを決定することまたは発現させた生成物に
おける特定の変質を決定することからなり得る。明らかに、この種のアッセイは関連癌の
診断において重要性を持つ。該癌としては脳の癌（神経こう、髄芽腫、神経こう星状細胞
腫、乏突起こう腫、脳室上皮腫）、肺、肝臓、脾臓、腎臓、膵臓、小腸、血球、リンパ節
、結腸、乳、子宮内膜、胃、前立腺、精巣、卵巣、皮膚、頭部と頸部(head and neck)、
食道、骨髄、血液または他の組織の癌を含有する。特に、本発明は神経こう腫（グリオー
ム）の診断に関する。
　生体試料はいかなる組織または液体であってもよい。様々な実施態様としては、皮膚、
筋肉、顔、脳、前立腺、乳、子宮内膜、肺、頭部と頸部、膵臓、小腸、血球、肝臓、精巣
、卵巣、結腸、皮膚、胃、食道、脾臓、リンパ節、骨髄もしくは腎臓の細胞が挙げられる
。他の実施態様としては、末梢血液、リンパ液、腹水、血漿、胸膜滲出液（胸水)、痰、
脳脊髄液、涙液、便もしくは尿などの液体試料が挙げられる。
　使用する核酸は、標準方法論（サンブルックらによる(1989)）に従い、生体試料中に含
まれる細胞から単離する。該核酸は遺伝的ＤＮＡまたは分画もしくは全細胞ＲＮＡであっ
てよい。ＲＮＡを用いる場合、該ＲＮＡを相補的ＤＮＡに変換することを望むことも可能
である。１実施態様において、ＲＮＡは全細胞ＲＮＡであり、他方ではポリ－Ａ　ＲＮＡ
である。通常、核酸は増幅される。
　場合によっては、試料中の関係する特定の核酸を増幅によって直接に、または増幅後第
２の公知の核酸を用いて同定する。次に、同定した生成物を検出する。特定の利用の場合
、該検出は可視手段（例えば、ゲルの臭化エチジウム染色）により行ない得る。別法とし
て、該検出は放射線標識もしくは蛍光標識の化学発光、放射性シンチグラフを介した、ま
たは電気的もしくは熱的インパルス信号を用いるシステムを介した該成物の間接的な同定
を含有する（アフィマックス・テクノロジー(Affymax Technology)；ベラス(Bellus)、19
94）。
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【０１１４】
　検出に続いて、該患者において見られた結果を、正常人およびＴＳ１０ｑ２３.３に関
連した病気を持った患者の統計学的に有意な対照群のデータと比較する。本方法において
、様々な臨床状態で検出したＴＳ１０ｑ２３.３の量もしくは種類を関連付けることが可
能である。
　本発明者らによって様々なタイプの欠損が同定されている。したがって、"変質"とは欠
損、挿入、点突然変異および重複をはじめとするものであると理解できる。点変異により
停止コドン、フレームシフト変異またはアミノ酸置換が生じる。体細胞突然変異は非－生
殖細胞系列組織中で起こるものである。生殖細胞系列組織はいかなる組織中でも生じ、遺
伝可能である。コード領域の内側および外側での変異はまた、遺伝子の転写を変えること
で産生した、あるいは不安定化する際にまたは他に転写物（ｍＲＮＡ）もしくはタンパク
質のプロセシングを変える際に産生したＴＳ１０ｑ２３.３の量に影響を及ぼし得る。
【０１１５】
　腫瘍サプレッサー遺伝子のひとつの対立遺伝子が、生殖細胞損傷の遺伝または体細胞突
然変異の獲得によって不活性化される場合、細胞はがん原性形質転換に向かう遺伝的段階
をとる。該遺伝子の他の対立遺伝子の不活性化は、通常、体細胞突然変異または染色体対
立遺伝子欠失を含み、その結果としてヘテロ接合度の損失（ＬＯＨ）が生じる。一方、腫
瘍サプレッサー遺伝子の両コピーはホモ接合欠失によって失われる。
　ＴＳ１０Ｑ２３．３における新規突然変異を同定しようとする本発明者らの開始段階は
、１次腫瘍および腫瘍細胞系（ＴＣＬ）を１０Ｑ２３の領域内のＬＯＨに関してプレスク
リーニングすることであった。１次腫瘍標本およびＴＣＬのＬＯＨを、ＴＳ１０Ｑ２３．
３遺伝子座に近接する第１０染色体上の多形短タンデムリピートマーカーを用いて診査し
た(表)６。このサンプルパネルにおいて、本発明者らは、結腸標本における頻度の２０％
からグリア芽細胞腫マルチフォーム（ＧＢＭｓ）における頻度の７５％までの範囲にて、
１次腫瘍標本におけるＬＯＨを観察し、全体のＬＯＨ頻度は～４９％であった。サンプル
サイズが９以上であるＴＣＬでは、ＬＯＨの発生率は２８％（結腸）から８２％（ＧＢＭ
ｓ）まで変化し、全体の頻度は～４６％であった。
【０１１６】
　ＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子座の周囲にＬＯＨを呈している１次腫瘍において、本発明者
らは、乳癌にフレームシフト突然変異、小児ＧＢＭにナンセンス突然変異、小児ＧＢＭに
スプライシング変異体およびメラノーマにミスセンス突然変異を検出した（表７）。本発
明者らは、ＬＯＨを呈しているＴＣＬも研究し、ＴＳ１０Ｑ２３．３のコーディング領域
に影響を及ぼす１０個のホモ接合欠失を同定した（図１３Ａおよび図１３Ｂ）。ホモ接合
欠失は、星状細胞腫、膀胱腫、乳癌、グリア芽細胞腫、肺がん、メラノーマおよび前立腺
ガン由来のＴＣＬに存在した。細胞系のうちの２つは、９つのＴＳ１０Ｑ２３．３エクソ
ンすべてを失っていたが、他の８つのＴＣＬは、遺伝子の異なるコーディング部分をホモ
接合的に欠失していた。残りのＴＣＬの分析では、ひとつのフレームシフト、ひとつのナ
ンセンスおよび７つの非保存性ミスセンス変異体が見られた（表７）。これらの独特の突
然変異は、これらの突然変異を同定するように特別に設計されたオリゴヌクレオチドまた
はこれらのマーカーを野生型ＴＳ１０Ｑ２３．３から区別する抗体で標的化される。
　他のＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子における突然変異を本発明にしたがって同定することが
できる。多岐にわたり異なるアッセイが本観点において予想され、例えばフロレッセント
・イン・シチュー・ハイブリダイゼーション（fluorescent in situ hybridaization；Ｆ
ＩＳＨ)、直接ＤＮＡシークエンシング、ＰＦＧＥ分析（パルスフィールド電気泳動）、
サザンもしくはノーザンブロット法、一本鎖立体配座分析（single-stranded conformati
on analysis；ＳＳＣＡ）、ＲＮＡｓｅ保護アッセイ（リボヌクレアーゼ保護アッセイ）
、対立遺伝子－特異的オリゴヌクレオチド（allele-specific oligonucleotide；ＡＳＯ
）、ドットブロット分析、変性勾配ゲル電気泳動法、ＰＦＬＰおよびＰＣＲ－ＳＳＣＰが
挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【０１１７】
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　（ｉ）プライマーおよびプローブ
　本明細書中で定義する通り、語句「プライマー」は鋳型－依存工程において形成されつ
つある核酸の合成を初回免疫可能ないかなる核酸をも含有することを意味する。典型的に
、プライマーは長さ：１０～２０塩基対のオリゴヌクレオチドであるが、それより長い配
列も使用可能である。プライマーは二本鎖もしくは一本鎖の形態で供されるが、一本鎖の
形態が好ましい。プローブはプライマーとして作用し得るが、プローブは個別に定義する
。プローブはおそらく初回免疫可能であろうが、標的ＤＮＡもしくはＲＮＡに結合するよ
う設計し、増幅工程で使用する必要はない。
　好ましい実施態様では、該プローブまたはプライマーは放射性同位元素（３２Ｐ、１４

Ｃ、３５Ｓ、３Ｈもしくは他の標識）、発蛍光団（ローダミン、フルオロセリン）または
化学発光物質（ルシフェラーゼ）を用いて標識する。
【０１１８】
　（ｉｉ）鋳型依存性増幅法（Template Dependent Amplification Methods)
　多くの鋳型依存性工程は与えられた鋳型試料中に存在するマーカー配列を増幅するのに
役立つ。最善の公知増幅法の１つは、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲＴＭと呼ばれる）で
あり、このものは米国特許番号第4,683,195、4,683,202および4,800,159中およびインニ
スら(1990)中に詳細に記載されており、該各々を本明細書中にそっくりそのまま引例とし
て盛り込む。
　簡潔に言えば、ＰＣＲにおいて、マーカー配列の反対相補鎖上の領域に相補的である２
個のプライマー配列を製造する。過剰のデオキシヌクレシド・トリホスフェートをＤＮＡ
ポリメラーゼ（例えば、タック(Ｔａｑ)ポリメラーゼ）と共に反応混合物に加える。マー
カー配列が試料中に存在するならば、該プライマーは該マーカーに結合し、ポリメラーゼ
はヌクレオチドを加えることでマーカー配列に沿ってプライマーを伸張するようになる。
反応混合物の温度を上昇および低下させることで、該伸張プライマーは該マーカーから解
離して反応生成物を形成し、過剰のプライマーはマーカーおよび反応生成物に結合し、そ
して該工程は繰り返される。
　逆転写ＰＣＲ増幅製法を増幅されたｍＲＮＡの量を定量するのに用いられる。逆転写Ｒ
ＮＡのｃＤＮＡへの逆転写方法は公知であり、サンブルックら(1989)により記載されてい
る。逆転写の変質法は熱的に安定なＲＮＡ－依存ＤＮＡポリメラーゼを使用する。該方法
はＷＯ90／07641（1990年12月21日発行)中に記載されている。ポリメラーゼ連鎖方法論は
該分野で公知である。
【０１１９】
　別の増幅方法はリガーゼ連鎖反応("ＬＣＲ")であり、このものはＥＰＯ番号320 308中
に記載されており、このものを引例として本明細書中にそっくりそのまま盛り込む。ＬＣ
Ｒにおいては、２個の相補的プローブ対を作製し、標的配列の存在下、各対を互いに接す
る(abut)ように標的の反対相補鎖に結合させる。リガーゼの存在下、２個のプローブ対を
連結させると一本鎖単位を形成する。ＰＣＲの場合と同様に温度を繰り返し変化させるこ
とで、結合ライゲート単位は標的から解離し、次いで過剰のプローブ対のライゲーション
に対する"標的配列"として作用する。米国特許番号第4,883,750号では、プローブ対の標
的配列に対する結合についてＬＣＲと同様の方法を記載している。
　Ｑ－βレプリカーゼ（ＰＣＴ出願番号　ＰＣＴ／ＵＳ87／00880に記載）をまた、本発
明においてさらに別の増幅方法として使用可能である。本方法においては、標的の領域と
相補的な領域を有するＲＮＡの複製配列をＲＮＡポリメラーゼの存在下試料に加える。ポ
リメラーゼは複製配列をコピーし、次いで検出可能となる。
　等温増幅法（該方法において、制限エンドヌクレアーゼおよびリガーゼを、制限部位の
一方の鎖におけるヌクレオチド：５'－[アルファ－チオ]トリホスフェートを含む標的分
子の増幅を達成するために使用する）をまた、本発明の核酸の増幅に使用可能である（ウ
ォルカー(Walker)らによる(1992)）。鎖置換増幅（ＳＤＡ）は鎖置換の多重ラウンドおよ
び合成（すなわち、ニックトランスレーション）を含む核酸の等温増幅を行なう別方法で
ある。ＳＤＡについては米国特許５２７０１８４および５４４５１６６ならびにWalkerら
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（１９９２ｂ）、好温性ＳＤＡについてはSpargoら（１９９６）を参照せよ。
【０１２０】
　修復連鎖反応（ＲＣＲ）と呼ばれる同様な方法は、増幅用に標的にされた領域にわたる
いくつかのプローブのアニーリング、続いて４個の塩基中２個だけが存在する修復反応を
含有するものである。該他方の２個の塩基を簡易検出用にビオチニル化した誘導体として
加えることも可能である。同様なアプローチがＳＤＡにおいて用いられる。標的特異的配
列をまた環状プローブ反応（ＣＰＲ）を用いて検出可能である。ＣＰＲにおいては、非－
特異的ＤＮＡの３'および５'配列並びに特異的ＲＮＡの中間配列を有するプローブを試料
中に存在するＤＮＡにハイブリッドさせる。ハイブリダイゼーションの際、反応液をリボ
ヌクレアーゼＨを用いて処理し、該プローブの生成物を消化後、放出される異なる生成物
として同定する。初期の鋳型を別の環状プローブにアニーリングし、該反応を繰り返す。
　さらに別の増幅方法（ＧＢ番号2 202 328およびＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ89／01025
中に記載し、これらの各々は引例として本明細書中にそっくりそのまま盛り込む）を本発
明に関連して使用可能である。前者の利用としては、"修飾"プライマーをＰＣＲ－似、鋳
型－および酵素－依存性合成において使用する。該プライマーを捕捉分子（例えば、ビオ
チン）および／または検出分子（例えば、酵素）を用いて標識化することにより、修飾可
能である。後者の利用においては、過剰の標識化プローブを試料に加える。標的配列の存
在下、該プローブは結合し、触媒的に切断される。切断後、該標的配列は過剰のプローブ
によって結合された無傷のまま放出される。該標識プローブの切断により、標的配列の存
在がシグナルされる。
【０１２１】
　他の核酸増幅法としては、転写に基づく増幅システム（transcription-based amplific
ation systems：ＴＡＳ)、例えば核酸配列に基づく増幅（nucleic acid sequence based 
amplification：ＮＡＳＢＡ）および３ＳＲ（コー(Kwoh)らによる(1989)；ギンゲラス(Gi
ngeras)らによるＰＣＴ出願ＷＯ88／10315、本明細書中に引例としてそっくりそのまま盛
り込む）が挙げられる。３ＳＲおよびＮＡＳＢＡについて、米国特許５４０９８１８、Fa
hyら（１９９１）およびCompton（１９９１）を参照せよ。ＮＡＳＢＡの場合において、
核酸は増幅のために、標準フェノール／クロロホルム抽出、臨床試料の熱変性、溶菌緩衝
液を用いた処理、並びにＤＮＡおよびＲＮＡを単離するためのミニスピンカラムまたはＲ
ＮＡの塩化グアニジニウム抽出により製造可能である。これらの増幅法は標的特異的配列
を有するプライマーのアニーリングを含有する。重合に続き、二本鎖ＤＮＡ分子を再び熱
変成しながら、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドをリボヌクレアーゼＨを用いて消化する。ど
ちらの場合も、一本鎖ＤＮＡは第２の標的特異的プライマーを加え、続いて重合すること
で完全に二本鎖となる。次いで、該二本鎖ＤＮＡ分子をＴ７もしくはＳＰ６などのＲＮＡ
ポリメラーゼにより多重的に転写する。等温サイクリック反応において、該ＲＮＡを一本
鎖ＤＮＡに逆転写し、次いで二本鎖ＤＮＡに変換し、次いでＴ７もしくはＳＰ６などのＲ
ＮＡポリメラーゼを用いて再び１回転写する。該生じた生成物は、先端を切った状態もし
くは完全な状態に関わらず、標的特異的配列を示す。
【０１２２】
　ダベイ(Davey)ら（ＥＰＯ番号329 822、このものを本明細書中引例としてそっくりその
まま盛り込む）は、一本鎖ＲＮＡ（"ｓｓＲＮＡ"）、ｓｓＤＮＡおよび二本鎖ＤＮＡ（ｄ
ｓＤＮＡ）(これらは本発明と関連して使用可能である）の臨床的な合成を含有する核酸
増幅工程を開示している。該ｓｓＲＮＡは第１のプライマーオリゴヌクレオチド用の鋳型
であり、このものは逆転写酵素（ＲＮＡ－依存性ＤＮＡポリメラーゼ）により伸張される
。次いで、リボヌクレアーゼＨ（リボヌクレアーゼＨ、ＤＮＡもしくはＲＮＡのどちらか
を有する二重らせん中でのＲＮＡに特異的なリボヌクレアーゼ）を作用させて、該ＲＮＡ
を生成したＤＮＡ：ＲＮＡ二重らせんから除去する。生成したｓｓＤＮＡは第２のプライ
マー用鋳型であり、このものとしてはまた鋳型に相同なＲＮＡポリメラーゼプロモーター
（Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼにより例示される）５'の配列が挙げられる。次いで、本プロ
モーターをＤＮＡポリメラーゼ（大腸菌ＤＮＡポリメラーゼＩのラージ"クレノウ"フラグ



(55) JP 2008-263988 A 2008.11.6

10

20

30

40

50

メントによって例示される）によって伸張し、二本鎖ＤＮＡ（"ｄｓＤＮＡ"）分子（該分
子はプライマー間で初期のＲＮＡのものと同一の配列を有し、加えて一方の末端でプロモ
ーター配列を有する）を生じる。本プロモーター配列は該ＤＮＡの多くのＲＮＡコピーを
作るために適当なＲＮＡポリメラーゼによって使用可能である。次いで該コピーを非常に
速やかな増幅を起こす該サイクルに再入力可能である。酵素を適当に選ぶことで、本増幅
は各サイクルで酵素を加えることなく等温的に行うことが可能となる。本工程の臨床性の
理由で、出発配列をＤＮＡもしくはＲＮＡどちらの形態もとるように選択可能である。
【０１２３】
　ミラー(Miller)らによるＰＣＴ出願ＷＯ89／06700（このものを本明細書中に引例とし
てそっくりそのまま盛り込む）では、標的一本鎖ＤＮＡ("ｓｓＤＮＡ）へのプロモーター
／プライマー配列のハイブリダイゼーション、続いて該配列に関する多くのＲＮＡコピー
の転写に基づく核酸配列の増幅スキームを開示している。本スキームはサイクリックでは
なく、すなわち新しい鋳型は生成するＲＮＡ転写物から産生されるものではない。他の増
幅方法としては"ＲＡＣＥ"および"一部位での(one-sided)ＰＣＲ（登録商標）"（フロー
マン(Frohman) (1990)；オーハラ(Ohara)らによる(1989)；各々を本明細書中に引例とし
てそっくりそのまま盛り込む）が挙げられる。
　核酸（生成する"ジ－ヌクレオチド"の配列を有し、結果該ジ－ヌクレオチドを増幅する
）の存在下、２個（もしくはそれ以上）のオリゴヌクレオチドのライゲーションに基づく
方法もまた、本発明の増幅段階で使用可能である。フー(Wu)らによる(1989)(このものを
本明細書中に引例としてそっくりそのまま盛り込む)。
【０１２４】
　（ｉｉｉ）サザン／ノーザンブロット法
　ブロット法は当業者にとって公知である。サザンブロット法は標的としてのＤＮＡの使
用を含有し、一方ノーザンブロット法は標的としてのＲＮＡの使用を含有する。ｃＤＮＡ
ブロット法は多くの点でＲＮＡ種のブロット法に類似であるが、各々は異なる種類の情報
を提供する。
　簡単に言えば、プローブは、適当なマトリックス（ニトロセルロースのフィルターが多
い）上で免疫化したＤＮＡもしくはＲＮＡ種を標的にするのに使用する。分析を促進する
ために、該異なる種をいくらか分離するべきである。このことは核酸種のゲル電気泳動、
続く該フィルター上での"ブロッティング"により達成されることが多い。
　引き続いて、該ブロットされた標的を変性および再ハイブリダイゼーションを促進する
条件下、プローブ（通常、標識化したもの）と共にインキュベートする。該プローブは該
標的との塩基対となるように設計されているので、プローブは変性条件下標的配列の一部
分と結合する。次いで、未結合プローブを除去し、検出を上記に記載の通り達成する。
【０１２５】
　（ｉｖ）分離法
　一般に、特定の増幅が起こったかどうかを決定する目的で、鋳型および過剰のプライマ
ーから１または２段階で増幅生成物を分離することが望ましい。１実施態様において、標
準法を用いたアガロース、アガロース－アクリルアミドまたはポリアクリルアミドゲル電
気泳動により、増幅生成物を分離する。サンブルックら(1989)を参照。
　または、分離を達成するためにクロマトグラフィー法を使用可能である。このものとし
ては、本発明において使用可能な多くの種類；吸着、分配、イオン－交換およびモレキュ
ラーシーブのクロマトグラフィーがあり、それらを使用するための多くの専門的な技法と
してはカラム、ぺーパー、薄層およびガスクロマトグラフィーが挙げられる（フライフェ
ルダー(Freifelder)による(1982)）。
【０１２６】
　（ｖ）検出法
　該マーカー配列の増幅を確認するために、生成物を視覚化してもよい。１つの典型的な
視覚化方法としては臭化エチジニウムを用いたゲルの染色およびＵＶ光下での視覚化が挙
げられる。または、該増幅生成物を放射線－または蛍光－標識化ヌクレオチドを用いて完
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全に標識化するならば、該増幅生成物をＸ－線フィルムに被曝するかまたは適当な刺激ス
ペクトルの下で視覚化し、続いて分離することが可能である。
　１実施態様においては、視覚化を間接的に達成する。増幅生成物の分離に続いて、標識
化した核酸およびプローブを該増幅化したマーカー配列と接触させる。該プローブは蛍光
団と接合させることが好ましいが、放射線標識化してもよい。別の実施態様では、該プロ
ーブを結合パートナーに接合させるが、該結合パートナーとは抗体もしくはビオチンおよ
び検出可能な分子を持つ他の結合対などである。
　１実施態様においては、標識化したプローブによって検出を行なう。該技法は該分野の
当業者にとってよく知られており、また分子プロトコールに関する多くの標準的な本の中
にも示されている。サンブルックら(1989)を参照。例えば、発色団または放射性同位体プ
ローブもしくはプライマーは増幅の間またはその後の標的を同定する。
　前述の１例が米国特許第5,279,721号に記載されており（このものを本明細書中に引例
として盛り込む）、そこでは自動化電気泳動用の装置および方法並びに核酸の転移が開示
されている。該装置によりゲルの余分な操作が必要なく、電気泳動およびブロッティング
が可能であり、理論的には本発明による方法を実行するのに適当である。
　加えて、上記に記載の増幅生成物を、標準配列分析法を用いて特定の種類の変化を同定
するために配列分析に供することが可能である。或る方法においては、最適シークエンシ
ング用に設計したプライマーの組を用いた配列分析により遺伝子の完全分析を行なう（ピ
グノン(Pignon)らによる(1994)）。本発明は該タイプの分析の一部もしくは全部に使用可
能な方法を提供する。本明細書中に開示の配列を用いて、直接シークエンシングにより分
析可能なＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子を通じて配列の増幅が許容されるようにオリゴヌクレ
オチドプライマーを設計可能である。
【０１２７】
　（ｖｉ）キット成分
　ＴＳ１０ｑ２３.３を検出およびシークエンシングするのに要する必須の物質および試
薬の全て並びにそれらの変形を、キット中で共に組み立てることが可能である。このもの
は一般的に予め選択したプライマーおよびプローブからなる。また、様々なポリメラーゼ
（ＲＴ、Ｔａｑ、シークエナーゼＴＭなど）をはじめとした核酸を増幅するのに適当な酵
素、デオキシヌクレオチドおよび緩衝液を、増幅するのに必要な反応混合物を提供するた
めに含有してもよい。該キットはまた一般的に適当な媒体中、各プライマーもしくはプロ
ーブに対するのと同様に各個々の試薬および酵素に対して異なる内容物からなる。
【０１２８】
　（ｖｉｉ）相対定量的（Relative Quantitative）ＲＴ－ＰＣＲに関するデザインおよ
び理論的考察
　ＲＮＡのｃＤＮＡへの逆転写（ＲＴ)、続く相対定量的ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）を、患
者から単離した特定のｍＲＮＡ種の相対濃度を決定するのに使用可能である。特定のｍＲ
ＮＡ種の濃度変化を決定することで、特定のｍＲＮＡ種をコードする遺伝子が別々に発現
したことが分かる。
　ＰＣＲの場合、増幅される標的ＤＮＡの分子の数は、ある要因によって増加し、ある試
薬が限定に達するまで、反応の各サイクルで２近くまで増加する。その後、増幅の速度は
サイクル間での増幅された標的が増加しなくなるまで次第に減少する。周期の数(cycle n
umber)をＸ軸にとり、増幅した標的ＤＮＡの濃度のｌｏｇをＹ軸にとってグラフをプロッ
トするならば、プロットした点を結ぶことで特徴的な形の曲線を形成する。第１のサーク
ルではじめると、該線の勾配は正でかつ一定となる。これは曲線の直線部分という。試薬
が限界に達した後、該線の勾配は減少し始め、結局は０となる。この点で、増幅した標的
ＤＮＡの濃度は漸近線となり、ある一定値となる。このことを曲線のプラトー部分という
。
　ＰＣＲ増幅の直線部分における標的ＤＮＡの濃度は、反応を始める前は標的の出発濃度
に対して正比例である。同数の周期で完結し、該直線範囲内にあるＰＣＲ反応における標
的ＤＮＡの該増幅生成物の濃度を決定することで、初期のＤＮＡ混合物における特定の標
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的配列の相対濃度を決定することが可能となる。該ＤＮＡ混合物が異なる組織もしくは細
胞から単離したＲＮＡから合成したｃＤＮＡであるならば、誘起された標的配列由来の特
定ｍＲＮＡの相対的含量(relative abundance)を個々の組織または細胞について決定可能
である。ＰＣＲ生成物の濃度と相対的ｍＲＮＡ含量の間で本正比例することは該ＰＣＲ反
応において直線範囲においては真実である。
【０１２９】
　該曲線のプラトー部分における標的ＤＮＡの最終濃度は、反応混合物中の試薬の利用率
(availability)によって決定され、このものは標的ＤＮＡの初期濃度から独立している。
したがって、ＲＮＡ母集団を収集するために、ｍＲＮＡ種の相対的含量をＲＴ－ＰＣＲで
決定する前に満たさなければいけない第１の条件は、増幅ＰＣＲ生成物の濃度をＰＣＲ反
応が曲線の直線部分にある時にサンプリングすることである。
【０１３０】
　特定のｍＲＮＡ種の相対的含量を十分に決定するためにＲＴ－ＰＣＲ実験において満た
さなければいけない第２の条件は、増幅可能なｃＤＮＡの相対的濃度をある程度独立した
基準にまで規格化しなければいけないことである。ＲＴ－ＰＣＲ実験の目標は試料中の全
ｍＲＮＡ種の平均含量に相対的な特定のｍＲＮＡ種の含量を決定することである。下記に
記載する実施例において、β－アクチン、アスパラギン合成酵素およびリポコルテンＩＩ
のｍＲＮＡを、他のｍＲＮＡの相対的含量を比較するための外部および内部標準として使
用可能である。
　競争的ＰＣＲにおける多くのプロトコールは、標的としてほとんど無視できる内部ＰＣ
Ｒ標準を使用可能である。該ＰＣＲ増幅の生成物を該直線期の間にサンプルする場合、該
戦略は有効である。反応がプラトー期に達するときに該生成物をサンプルするならば、含
量の劣る生成物が相対的に過剰に現れてくる。異なる発現に対してＲＮＡ試料を調べる場
合のように、多くの異なるＲＮＡ試料について相対的含量を比較することは、ＲＮＡの相
対的含量の差異が実際よりも少なく現れるように曲解することになる。内部標準が標的よ
りもずっと多いならば、このことは重大な問題ではない。内部標準が標的よりも多いなら
ば、ＲＮＡ試料間で直接に直線の比較を行なうことが可能である。
　上記の議論は、臨床的に誘導された物質におけるＲＴ－ＰＣＲアッセイに関する理論的
考察を記載するものである。臨床的試料中に内在する問題はその量が多岐にわたること（
規格化が問題になる）、およびその質が多岐にわたること（信頼できる内部コントロール
（標的よりも大きいものが好ましい）との共－増幅を必要とする）。ＲＴ－ＰＣＲを内部
標準と共に相対定量的ＲＴ－ＰＣＲとして行なうならば、これらの問題の両方を克服でき
るであろうが、その場合内部標準は標的ｃＤＮＡフラグメントよりも大きい増幅可能なｃ
ＤＮＡフラグメントであり、また内部標準をコードするｍＲＮＡの存在量が標的をコード
するｍＲＮＡのおよそ５～１０００倍以上である必要がある。本アッセイは、各ｍＲＮＡ
種の絶対含量ではなく、相対的含量を測定するものである。
【０１３１】
　外部標準プロトコールと共により慣例の相対定量的ＲＴ－ＰＣＲを用いて、他の研究を
行なうことも可能である。該アッセイは増幅曲線の直線部分においてＰＣＲ生成物をサン
プルする。該サンプリングに対して至適なＰＣＲサイクルの数は、各標的ｃＤＮＡフラグ
メントに対して経験的に決定しなければいけない。加えて、様々な組織試料から単離した
各ＲＮＡ母集団の逆転写生成物を増幅可能なｃＤＮＡの等濃度について注意深く規格化し
なければいけない。該アッセイは絶対ｍＲＮＡ含量を測定するので本濃度は非常に重要で
ある。絶対ｍＲＮＡ含量は規格化した試料中のみの異なる遺伝子発現の手段として使用可
能である。増幅曲線の直線範囲を経験的に決定しおよびｃＤＮＡ製造を規格化することは
煩雑かつ時間を浪費する工程であるが、生じるＲＴ－ＰＣＲアッセイは内部標準と併せた
相対定量的ＲＴ－ＰＣＲアッセイから派生するアッセイよりも優れていることがある。
　本利点の１つの理由としては、内部標準／競合物質がなくても全試薬を増幅曲線の直線
範囲内の単一ＰＣＲ生成物に変換することが可能であり、したがって該アッセイの感度が
増加することである。別の理由としては１個のＰＣＲ生成物とだけ共にある場合、電気泳
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動ゲル上での生成物の表示または別の表示方法が複雑にならず、バックグラウンドがほと
んどなく、および解釈がより容易であることである。
【０１３２】
　（ｖｉｉｉ）チップ技法
　本発明者によって特に熟考されたものは、ハシア(Hacia)ら(1996)およびシューマカー(
Shoemaker)ら(1996)により記載されたものなどのチップに基づいた－ＤＮＡ技法である。
簡単に言えば、該技法は大量の遺伝子を早急にかつ正確に分析するための定量方法である
。遺伝子をオリゴヌクレオチドと付加するかまたは一定のプローブアレイを用いることで
、標的分子を高密度アレイとして分離し、またハイブリダイゼーションに基づいてこれら
の分子をスクリーニングするために、チップ技法を使用できる。ピース(Pease)らによる(
1994)；フォドル(Fodor)らによる(1991)をも参照。
【０１３３】
　Ｂ．免疫診断
　本発明の抗体は、エライザ法およびウエスタンブロット法などの技法を用いて、健康な
および病的組織中のＴＳ１０ｑ２３.３内容物を確認するのに使用できる。これはまた悪
性腫瘍の存在の有無に関するスクリーンまたは将来の癌の予測に供し得る。
　エライザアッセイにおいて本発明の抗体を使用することを考えてみる。例えば、抗－Ｔ
Ｓ１０ｑ２３.３抗体は選択表面上に、好ましくはポリスチレンマイクロタイタープレー
トのウェルなどのタンパク質アフィニティーを阻害する表面に免疫化する。不完全に吸収
された物質を除去するために洗浄後、試験抗血清に関して抗原的に中性であると知られて
いる、牛血清アルブミン(ＢＳＡ)、カゼインもしくは粉末ミルクの溶液などの非特異的タ
ンパク質を用いて、該アッセイプレートウェルを結合もしくは被覆することが望ましい。
このため、免疫化表面上での非特異的吸収部位は遮断され、したがって該表面上での抗原
の非特異的結合によってバックグラウンドは減少する。
　抗体を該ウェルに結合させ、バックグランドを減少するために未反応物質を用いて被覆
しおよび非結合物質を除去するために洗浄した後、該免疫化した表面を該試料と接触させ
、免疫複合体（抗原／抗体）が形成するような方法で調べた。
【０１３４】
　試験試料と結合抗体間で特定の免疫複合体を形成させ、続いて洗浄し、免疫複合体の挙
動およびその形成量を、第１抗体と異なるＴＳ１０ｑ２３.３に対して特異性を有する第
２抗体に同様に供することによって決定した。適当な条件としては、ＢＳＡ、牛ガンマグ
ロブリン（ＢＧＧ）およびホスフェート緩衝塩液（ＰＢＡ）／ツイーン（Tween、登録商
標）などの希釈剤を用いて試料を希釈することが好ましい。該添加剤はまた非特異的バッ
クグラウンドの減少を助ける傾向がある。次いで、層化した抗血清を約２～４時間、好ま
しくは約２５℃～約２７℃の次数の温度でインキュベートする。インキュベートに続き、
抗血清と接触させた表面を非免疫複合化物質を除去するために洗浄する。好ましい洗浄方
法としては、ＰＢＳ／ツイーン(登録商標)などの溶液、またはボレート緩衝液を用いた洗
浄が挙げられる。
　検出手段を供給するために、第２の抗体が適当な色素原性の基質を用いてインキュベー
トする場合に着色を生じさせる会合した酵素を有することが好ましい。したがって、例え
ば該第２抗体と結合させた表面を、免疫複合体の形成が生じるのに好ましい期間および条
件下でウレアーゼもしくはペルオキシダーゼ接合抗ヒトＩｇＧを用いて接触およびインキ
ュベートさせることが望まれる（例えば、ＰＢＳ／ツイーン(登録商標)などのＰＢＳ含有
－溶液中室温で２時間インキュベートする）。
【０１３５】
　第２の酵素標識化抗体を用いてインキュベートし、引き続いて非結合物質を除去するた
めに洗浄後、標識の量を、酵素標識がペルオキシダーゼの場合、尿素およびブロモクレゾ
ールパープルもしくは２,２'－アジノ(azino)－ジ－(３－エチル－ベンゾチアゾリン)－
６－スルホン酸(ＡＢＴＳ)、およびＨ２Ｏ２などの染色原性基質を用いてインキュベート
することで定量化する。次いで、例えば可視スペクトルスペクトル分光計を用いて着色の
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程度を測定することによって定量を達成する。
　先のフォーマットを最初に該アッセイプレートに試料を結合させることで変化すること
が可能である。次いで、アッセイプレートを用いて一次抗体をインキュベートし、続いて
一次抗体に対し特異性を有する標識化二次抗体を用いて結合一次抗体を検出する。
　種々の有用な免疫検出法の段階が、Nakamuraら（１９８７；本発明の参考文献である）
などの科学文献に記載されている。最も単純かつ直接的認識において、イムノアッセイは
結合アッセイである。好ましいイムノアッセイは、種々のタイプのラジオイムノアッセイ
（ＲＩＡ）および免疫ビーズ捕捉アッセイである。組織切片を用いる免疫組織化学的検出
もまた特に有用である。しかし、検出がこのような技術に限定されないことは容易に認め
られるであろうし、ウエスタンブロッティング、ドットブロッティング、ＦＡＣＳ分析な
ども本発明に用いることができる。
【０１３６】
　本発明の抗体組成物はイムノブロットまたはウエスタンブロット分析において非常に有
用である。ニトロセルロース、ナイロンなどの固体支持体マトリックスもしくはその組み
合わせ上に免疫化したたんぱく質を同定するための高アフィニティー一次試薬として、該
抗体を使用可能である。免疫沈降と併せ、続いてゲル電気泳動を行なうことで、該抗体は
抗原を検出する際に使用する１工程試薬として使用可能であるが、ここで抗原を検出の際
に使用する二次試薬により相反する(adverse)バックグラウンドが起こる。ウエスタンブ
ロット法と併せて使用する免疫学に基づく検出法としては、この点で特に使用すべきと考
えられる有毒な分子に対する酵素活性－、放射性標識－、または蛍光－標識化した二次抗
体が挙げられる。このような標識の使用に関する米国特許としては、３８１７８３７；３
８５０７５２；３９３９３５０；３９９６３４５；４２７７４３７；４２７５１４９およ
び４３６６２４１が挙げられ、これらは本発明の参考文献である。もちろん、当業界で公
知の第２抗体またはビオチン／アビジンリガンド結合アレンジメントなどの第２の結合リ
ガンドの使用を通じてさらなる利点を見出すことができる。
【０１３７】
Ｖ．活性な化合物のスクリーニング方法
　本発明は、さらに、ＴＳ１０ｑ２３.３および活性フラグメントおよびそれをコードす
る核酸の、ＴＳ１０ｑ２３．３活性の刺激、ＴＳ１０ｑ２３．３の欠損の克服、または突
然変異体ＴＳ１０ｑ２３．３分子の効果のブロックのいずれかおける活性に関して化合物
のスクリーニングすることにおける使用を企図する。これらのアッセイは、様々な異なる
形式を用いることができ、それに関してそのスクリーニングが行われる、「活性」の種類
に依存し得る。企図される機能的な"読み出し情報（read-out）"には、化合物への結合、
化合物による基質、リガンド、レセプターまたは他の結合パターンへの結合の阻害、ホス
フェート活性、抗ホスファターゼ活性、ＴＳ１０ｑ２３．３のリン酸化、ＴＳ１０ｑ２３
．３の脱リン酸化、細胞－細胞間シグナル伝達の阻害または刺激、増殖、転移、細胞分裂
、細胞移動、軟寒天コロニー形成、接触阻害、侵入性、血管形成、アポトーシス、腫瘍の
進行または他の悪性表現型が含まれる。
　本発明のポリペプチドは、組み合わせライブラリーテクノロジーの結果として現れた化
合物のスクリーニングにも使用できる。組み合わせライブラリーテクノロジーは、ポリペ
プチドの活性を調節する能力について、おびただしい数の異なる物質を試験する効率的な
方法を提供する。このようなライブラリーおよびその用途は当業界では公知である。ペプ
チドライブラリーの使用が好ましい。たとえば、ＷＯ９７／０２０４８を参照せよ。
【０１３８】
　簡単に述べると、ポリペプチドの活性を調節する物質のスクリーニング方法には、１つ
またはそれ以上の試験物質を適当な反応培地においてポリペプチドと接触させ、処理した
ポリペプチドの活性を試験し、次いで試験物質で処理していない比較反応培地におけるポ
リペプチドの活性と比較することが含まれる。処理および非処理ポリペプチド間の活性の
相異は試験物質の調節効果を示すものである。
　活性の調節のスクリーニングに先立つかまたはそれに加えて、酵母２ハイブリッドシス
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テム（Bartelら、１９９３；FieldsおよびSong、１９８９；ChevrayおよびNathans、１９
９２；Leeら、１９９５など）などにおいて、試験物質のポリペプチドと相互作用する能
力をスクリーニングすることができる。このシステムは、物質の実際のポリペプチド調節
能力を試験する前の粗スクリーニングとして用いることができる。それとは別に、該スク
リーニングはＫＶＬＱＴ１またはＫＣＮＥ１特異的結合パートナーへの、試験物質の結合
をスクリーニングするため、またはＫＶＬＱＴ１またはＫＣＮＥ１ポリペプチドの模擬体
を見つけるために使用することができる。
　ポリペプチドの活性を調節するかまたはそれに影響を及ぼす物質の同定に続いて、該物
質をさらに研究する。さらに、該物質は加工し、および／または製品または配合品、もし
くは医薬、医薬組成物、薬物などの組成物などの製品として使用することができる。これ
らは個々に投与することができる。
　したがって、本発明は、種々の態様において、本明細書の記載にしたがってポリペプチ
ド活性のモジュレーターとして核酸分子を用いて同定された物質ばかりでなく、このよう
な物質を含む医薬組成物、医薬、薬物または他の組成物、このような物質を、ＬＱＴの治
療（予防的治療を含む）などのために患者に投与することを特徴とする方法、ＬＱＴの治
療のための投与用組成物の製造におけるこのような物質の使用、およびコーディングのよ
うな物質を医薬的に許容し得る賦形剤、ビヒクルまたは担体ならびに必要に応じて他の成
分と混合することを特徴とする医薬組成物の製造方法にまで拡張される。
【０１３９】
Ａ．in vitro アッセイ
　１つの態様では、本発明をＴＳ１０ｑ２３.３分子またはそのフラグメントに結合する
化合物のスクリーニングに適用する。ポリペプチドまたはフラグメントは溶液中で遊離状
態であるか、支持固体に固定されているか、細胞内または細胞表面上で発現するかのいず
れかであり得る。ポリペプチドまたは化合物のいずれかを標識し、それにより結合の測定
を可能にし得る。
　別の態様では、アッセイにより、天然または人工の基質または結合パートナーに対する
ＴＳ１０ｑ２３.３の結合の阻害を測定することができる。競合結合アッセイは、試薬の
うちの１つ（ＴＳ１０ｑ２３.３、結合パートナーまたは化合物）を標識して行うことが
できる。通常、ポリペプチドが標識された物質であろう。結合した標識に対するフリーの
標識のレベルの量を測定し、結合または結合の阻害について測定することができる。
　化合物の高処理量スクリーニングのためのさらなる技術は、ＷＯ８４／０３５６４に記
載されている。大量の小さなペプチド試験化合物を、例えばプラスチックピンまたは他の
表面などの固体の基面上で合成する。ペプチド試験化合物は、ＴＳ１０ｑ２３.３と反応
し、洗浄される。結合したポリペプチドを様々な方法により検出する。
　精製したＴＳ１０ｑ２３.３を、前述の薬物スクリーニング技術において使用するため
のプレート上で直接コーティングすることができる。しかしながら、そのポリペプチドに
対する非中和抗体を使用して、そのポリペプチドを固相に固定化することができる。また
、反応領域（好ましくは末端領域）を含む融合タンパク質を使用して、ＴＳ１０ｑ２３.
３活性領域を固相に連結させるたことができる。
　ＴＳ１０ｑ２３.３の野生型または自然もしくは作製された突然変異を含む様々な細胞
系を使用して、ＴＳ１０ｑ２３.３の様々な機能上の特質について、そして候補化合物が
これらの特質に対してどのように影響を及ぼすかについて調べることができる。突然変異
の作製方法が本明細書の他の箇所に記載されている。悪性へと導くか、その一因となるか
、および／または悪性を引き起こす、ＴＳ１０ｑ２３.３における自然に生ずる突然変異
も記載されている。そのようなアッセイでは、化合物を適当に製剤化し、その生化学的性
質を付与し、そして標的細胞と接触させる。アッセイによっては、培養細胞が必要である
かもしれない。次いで、数多くの異なる生理学的アッセイによって細胞を調べることがで
きる。あるいは、ＴＳ１０ｑ２３.３の機能または関係する経路を調査し得る分子解析を
行うことができる。これには、タンパク質発現、酵素機能、基質利用、ＴＳ１０ｑ２３.
３を含む様々な分子のリン酸化状態、ｃＡＭＰレベル、ｍＲＮＡ発現（全細胞またはポリ
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Ａ ＲＮＡのディファレンシャルディスプレー）に関するアッセイおよびその他のアッセ
イなどのアッセイが含まれる。
【０１４０】
Ｂ．in vivo アッセイ
　本発明は、様々な動物モデルの使用も包含する。ここでは、ヒトとマウスのＴＳ１０ｑ
２３.３の間でみられた同一性によって、それが正常に発現する動物系全体においてＴＳ
１０ｑ２３.３の機能を調べるすばらしい機会が与えられる。正常なＴＳ１０ｑ２３.３を
発現することができない突然変異細胞系を開発し単離することによって、ヒトおよび他の
動物における癌を高度に予測し得るマウスの癌モデルを作製することができる。これらの
モデルは、模擬的な原発性および／または転移性腫瘍に対して腫瘍細胞の正所性（orthot
opic）または全身的投与を用いることができる。あるいは、悪性変換および／または腫瘍
の進行に関与するある特定の事象の原因であると分かっている試薬を与えることにより動
物において癌を誘導することができる。最後に、野生型ＴＳ１０ｑ２３.３を欠損してい
るトランスジェニック動物（以下に記載）を癌の発生と処置のためのモデルとして用いる
ことができる。
　試験化合物による動物の処置には、適当な形態の、化合物の動物への投与が含まれる。
投与は、口、鼻、口腔粘膜、直腸、膣、皮膚を含むがこれらに限られない臨床的または非
臨床的目的で利用し得るいずれかの経路によるものである。あるいは、投与は、気管内、
点滴注入、気管支点滴、皮内、皮下、筋肉内、腹腔内または静脈内注射によるものであっ
てもよい。特に企図されるのは、全身的な静脈内注射、血液またはリンパ液供給および腫
瘍内注射による局所投与である。
　in vivo での化合物の効果の測定には、様々な異なった判断基準を含み得る。このよう
な判断基準には、生存率、腫瘍負荷（burden）または腫瘍塊の減少、腫瘍の進行の阻止ま
たは遅延、腫瘍の除去、転移の阻害または阻止、活性レベルの増加、免疫エフェクタ機能
の改善および食物摂取量の改善が含まれる。
【０１４１】
Ｃ．合理的な薬物設計
　合理的な薬物設計の目標は、生物学的に活性なポリペプチドまたは化合物の、それらが
相互作用するような構造的なアナログ（アゴニスト、アンタゴニスト、インヒビター、結
合パートナーなど）を製造することである。このようなアナログを作製することにより、
天然の分子よりもより活性なまたはより安全な薬物を作ることが可能であり、それは変化
に対する異なった感受性を有するかまたは様々な他の分子の機能に影響を及ぼす。１つの
やり方においては、ＴＳ１０ｑ２３.３またはそのフラグメントに関する三次元構造を作
製する。これは、Ｘ線結晶学、コンピューターモデリングまたはその両方の方法の組合せ
によって達成できる。別の方法である「アラニンスキャン」は、分子全体にわたるアラニ
ンによる残基のランダムな置換と測定された機能に対する生じた影響に関係するものであ
る。
　機能的アッセイにより選択されたＴＳ１０ｑ２３.３特異的抗体を単離した後、その結
晶構造を解析することも可能である。原則として、この手段によって、後の薬物設計がそ
れに基づくことができるファーマコア（pharmacore）が得られる。概して、機能的、薬理
学的に活性な抗体に対する抗イディオタイプ抗体を作製することによって、タンパク質結
晶学を全体的に回避することができる。鏡像の鏡像として、抗イディオタイプの結合部位
は、もとの抗原のアナログであると予想される。次に、抗イディオタイプを使用して、化
学的または生物学的に製造したペプチドのバンクからペプチドを同定し単離することがで
きる。次に、選択されたペプチドはファーマコアとして役立つであろう。抗イディオタイ
プは、抗原として抗体を使用して、抗体の製造について本明細書に記載された方法を用い
て作製することができる。
　このように、改善されたＴＳ１０ｑ２３.３活性を有する、または刺激因子、インヒビ
ター、アゴニスト、アンタゴニストまたはＴＳ１０ｑ２３.３またはＴＳ１０ｑ２３.３機
能によって影響される分子として働く薬物を設計することができる。クローンされたＴＳ



(62) JP 2008-263988 A 2008.11.6

10

20

30

40

50

０ｑ２３.３配列を利用することにより、十分な量のＴＳ１０ｑ２３.３を製造して結晶学
的研究を行うことができる。さらに、ポリペプチド配列に関する知識により、構造－機能
間の関係をコンピューターを利用して予測することを可能にする。
【０１４２】
　ポリペプチド機能のモジュレーターとして同定された物質は、天然においてはペプチド
または非ペプチドである。非ペプチド"小分子"は多数のインビトロ医薬用途に好ましいこ
とが多い。したがって、該物質の模擬体（特にペプチド）は医薬用途に適している。
　公知の医薬的活性化合物の模擬体の設計は、"リード"化合物に基いた医薬品の発展への
公知のアプローチである。活性化合物の合成が困難または高価である場合、または純粋な
ペプチドが、消化管にあるプロテアーゼによってすばやく分解される傾向があるなど経口
組成物として不適当な活性剤であるなど特定の投与方法にとって不適当である場合に、こ
れが望ましい。模擬体の設計、合成および試験は、一般に多数の分子について標的特性を
ランダムにスクリーニングすることを避けるために用いられる。
　通例、標的特性をもつ化合物から模擬体を設計するのに行われる数種の段階がある。第
１に、標的特性を決定するのに重大かつ重要な化合物の特定の部分を決定する。ペプチド
の場合、これは、各残基を順番に置換するなど、ペプチドのアミノ酸配列をシステマチッ
クに変化させることによって行うことができる。通例、ペプチドのアラニン走査を用いて
このようなペプチドモチーフを精製する。化合物の活性領域を構成するこれらの部分また
は残基はその"ファルマコフォア"として知られている。
　一度ファルマコフォアが見出されると、立体化学、結合、サイズおよび／または荷電な
どの物理的特性にしたがって、分光光学技術、エックス線回折データおよびＮＭＲなどの
データを用いてその構造のモデルが作製される。コンピューター分析、類似性マッピング
（原子間の結合よりもむしろファルマコフォアの荷電および／またはボリュームを模すも
のである）および他の技術を用いてこのモデリングプロセスを行うことができる。
　このアプローチの別の態様においては、リガンドおよびその結合パートナーの３次元構
造をモデル化する。これは、リガンドおよび／または結合パートナーが、結合のコンホー
メーションを変化する場合に特に有用であり、模擬体の設計においてモデルがこれを考慮
したものにする。
　次いで、ファルマコフォアを模擬する化学的グループが接合しうるテンプレート分子を
選択する。テンプレート分子およびそれに接合された化学的グループは、リード化合物の
生物学的活性を保持しつつも、模擬体が合成しやすく、医薬的に許容しうるものであり、
インビボで分解しないものになるように常套的に選択することができる。さらに、模擬体
がペプチドベースである場合、ペプチドを、その堅固さを強化するために環化することに
よってさらに安定性が達成される。次いで、このようなアプローチによって見出された模
擬体をそれらが標的特性をもっているかどうか、あるいはどの程度それを呈しているかを
調べるためにスクリーニングする。
【０１４３】
ＶＩ．ＴＳ１０ｑ２３.３に関連した悪性腫瘍の処置方法
　本発明はさらに、別の態様では、癌の処置に関する。処置し得る癌のタイプは、本発明
にしたがえば、ＴＳ１０ｑ２３.３が関与するもののみに限られる。関与することにより
、ＴＳ１０ｑ２３.３が突然変異を起こしているかまたは異常であることは必要ですらな
く、この腫瘍抑制因子の過剰発現が細胞内の他の病変を実際に克服し得る。このように、
ＴＳ１０ｑ２３.３療法を用いて、脳（グリア芽細胞腫、星状細胞腫、希突起グリオーム
、上衣細胞腫）、肺、肝臓、脾臓、腎臓、リンパ節、膵臓、小腸、血液細胞、結腸、胃、
胸部、子宮内膜、前立腺、精巣、卵巣、皮膚、頭および頚部、食道、骨髄、血液またはそ
の他の組織の癌を含む、広く様々な腫瘍を処置し得ることが企図される。
　多くの状況では、腫瘍細胞を殺すかまたは正常な細胞死または「アポトーシス」を受け
るように誘導する必要はない。むしろ、有意義な処置を達成するために必要とされること
は、腫瘍の成長をある程度まで遅らせることである。腫瘍の成長は完全にブロックされる
かもしれないが、いくつかの腫瘍の退縮が達成されるかもしれない。「寛解」および「腫
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瘍負荷（burden）の減少」などの臨床学的な用語もまた、与えられた通常の語法が企図さ
れる。
【０１４４】
Ａ．遺伝子ベースの治療
　本発明者によって企図される治療態様の１つは、いくつかの癌の腫瘍形成に関与する事
象において分子レベルで介入することである。具体的には、本発明者は、癌細胞に、ＴＳ
１０ｑ２３.３をその細胞に提供することが可能な発現構築物を提供することを意図する
。ヒト、マウス、およびイヌの遺伝子間の配列相同性ゆえに、これらの核酸のいずれもが
ヒトの治療に使用でき、同様に、同じまたは生物学的に等価なポリペプチドをコードし得
る上記の遺伝子配列変異体のいずれもが使用できる。発現ベクターの詳細な議論とそこで
使用される遺伝子エレメントは、参考のため本節の一部とする。特に好ましい発現ベクタ
ーは、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルスお
よびレトロウイルスなどのウイルスベクターである。また、リポソームで包まれた発現ベ
クターも好ましい。
　当業者は、in vivo および ex vivo の状況で遺伝子送達を如何にして適用するかにつ
いてよく理解している。ウイルスベクターについては、一般にウイルスベクターストック
を調製する。ウイルスの種類とその達成できる力価によって、１×１０４、１×１０５、
１×１０６、１×１０７、１×１０８、１×１０９、１×１０１０、１×１０１１、１×
１０１２の感染性粒子を患者に送達する。相対的取り込み効率を比較することにより、同
様の計算をリポソーム製剤または他の非ウイルス製剤に関して外挿し得る。薬学的に許容
し得る組成物としての製剤は、以下に記載する。
　様々な腫瘍のタイプについて様々な経路が企図される。経路に関する以下の節で、考え
られる経路の詳細なリストを記載する。実際にはいずれかの腫瘍に対して、全身的な送達
が企図される。このことは、微細なまたは転移性の腫瘍については特に重要であることが
わかるであろう。分散した腫瘍の塊が見つかる場合は、様々な、直接的、局所的および領
域的な手段が講じられ得る。例えば、発現ベクターを腫瘍に直接注射し得る。腫瘍床は、
切除前、切除中または切除後に処置することができる。切除後は、一般に、術後に入れて
おいたカテーテルによってベクターを送達する。腫瘍の血管構造を利用し、維持している
静脈または動脈に注入することによって腫瘍にベクターを導入することができる。より末
梢の血液供給経路も利用することができる。
　異なる態様では、ex vivo 遺伝子治療が企図される。この方法は、骨髄に関連する癌の
処置に特に適しているがそれに限られない。ex vivo の態様では、患者の細胞を取り出し
て少なくともある期間体外で維持する。この期間、治療を行い、その後でその細胞を患者
に再導入し、うまくいけば、試料中のいかなる腫瘍細胞も殺されていると期待される。
　自己骨髄移植（ＡＢＭＴ）は、ex vivo 遺伝子治療の一例である。基本的に、ＡＢＭＴ
の背景にある概念は、患者が、その患者自身の骨髄ドナーとなるということである。即ち
、通常致死投与量の放射線照射または化学療法をその患者に投与して腫瘍細胞を殺し、ex
 vivo で維持(および多分膨張)した患者自身の細胞でもって骨髄細胞を再び生着させる。
骨髄はしばしば腫瘍細胞で汚染されているので、骨髄からこれらの細胞を一掃することが
望ましいからである。この目標を達成するための遺伝子治療の使用は、本発明にしたがっ
て用いられ得るＴＳ１０ｑ２３.３とはまた別の方法である。
【０１４５】
　当業界で公知の遺伝子伝達システムが、本発明の遺伝子療法において有用である。これ
らには、ウイルスおよび非ウイルス伝達法が含まれる。パポーバウイルス（ＳＶ４０、Ma
dzakら、１９９２）、アデノウイルス（Berkner、１９９２；Berknerら、１９８８；Gorz
inliaおよびKapikian、１９９２；Quantinら、１９９２；Rosenfeldら、１９９２；Wilki
nsonおよびAkrigg、１９９２；Stratford－Perricaudetら、１９９０；Schneiderら、１
９９８）、ワクシニアウイルス（Moss、１９９２；Moss、１９９６）、アデノ関連ウイル
ス（Muzyczka、１９９２；Ohiら、１９９０；RussellおよびHirata、１９９８）、ＨＳＶ
およびＥＢＶを含むヘルペスウイルス（Margolskee、１９９２；Johnsonら、１９９２；F
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inkら、１９９２；BreakefieldおよびGeller、１９８７；Freeseら、１９９０；Finkら、
１９９６）、レンチウイルス（Naldiniら、１９９６）、シンドビスおよびセムリキフォ
レストウイルス（Berglundら、１９９３）およびトリレトロウイルス（Bandyopadhyayお
よびTemin、１９８４；Petropoulosら、１９９２）、マウス（Miller、１９９２；Miller
ら、１９８５；Sorgeら、１９８４；MannおよびBaltimore、１９８５；Millerら、１９８
８）およびヒト起源（Shimadaら、１９９１；Helsethら、１９９０；Pageら、１９９０；
BuchschacherおよびPanganiban、１９９２）などの多くのウイルスを遺伝子伝達ベクター
または遺伝子伝達ベクターの修復用ベースとして用いられる。
　当業界で公知の非ウイルス遺伝子伝達法には、リン酸カルシウム共沈法（Grahamおよび
van der Eb、１９７３；Pellicerら、１９８０）などの化学的技術、マイクロインジェク
ション（Andersonら、１９８０；Gordonら、１９８０：Brinsterら、１９８１；Constant
iniおよびLacy、１９８１）、リポソーム経由膜融合媒介性伝達（Felgnerら、１９８７；
WangおよびHuang、１９８９；Kanedaら、１９８９；Stewartら、１９９２；Nabelら、１
９９０；Limら、１９９１）および直接ＤＮＡ取り込みおよび受容体媒介ＤＮＡ伝達（Wol
fら、１９９０；Wuら、１９９１；Zenkeら、１９９０；Wuら、１９８９；Wolfら、１９９
１；Wagnerら、１９９０：Wagnerら、１９９１；Cottenら、１９９０；Curielら、１９９
２；Curielら、１９９１）などの機械的技術が含まれる。ウイルス媒介遺伝子伝達は、リ
ポソームデリバリーを用いる直接インビボ遺伝子伝達と組み合わせることができ、それに
よってウイルスベクターを周囲の非分裂細胞ではなく腫瘍細胞へ直接移せるようになる。
さらに別法として、レトロウウイルスベクター産生細胞系を腫瘍細胞に注入することがで
きる（Culverら、１９９２）。産生細胞の注入は、ベクター粒子の継続的な源を提供する
。この技術は外科手術不可能な脳腫瘍をもつヒトに使用されている。
【０１４６】
　生物学的および物理的遺伝子伝達法を組み合わせるというアプローチにおいては、いず
れかのサイズのプラスミドＤＮＡをアデノウイルスヘクソンタンパク質に特異的なポリリ
シン複合抗体と組み合わせ、得られる複合体をアデノウイルスベクターに結合させる。次
いで、三分子複合体を用いて細胞に感染させる。アデノウイルスベクターは、効率的に結
合し、内在化し、対のＤＮＡが損傷を受ける前にエンドソームを分解する。アデノウイル
スに基くベクターのデリバリーのための他の技術については、Schneiderら（１９９８）
および米国特許５６９１１９８；５７４７４６９；５４３６１４６および５７５３５００
を参照せよ。
　リポソーム／ＤＮＡ複合体は、インビボにおいて直接遺伝子伝達を媒介しうることがわ
かっている。標準的リポソーム調製において、遺伝子伝達プロセスは非特異的であるが、
局在化したインビボ取り込みおよび発現が、直接インサイトゥ投与後などの腫瘍蓄積にお
いて報告されている。
　遺伝子療法に関連する発現ベクターは、その中でクローニングされてきたポリヌクレオ
チドを発現するのに十分な配列を含む構築物が包含されることを意図するものである。ウ
イルス発現ベクターにおいて、構築物は、構築物のパッケージングをサポートするのに十
分なウイルス配列を含んでいる。ポリヌクレオチドがＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子をコード
するならば、発現は対応するタンパク質を産生するであろう。ポリヌクレオチドがアンチ
センスポリヌクレオチドまたはリボザイムをコードするならば、発現はアンチセンスポリ
ヌクレオチドまたはリボザイムを産生するであろう。したがって、この状況において、発
現は、タンパク質産物が合成されることを要求しない。発現ベクターにクローニングされ
たポリヌクレオチドに加えて、ベクターは、真核細胞において機能するプロモーターもを
含んでいる。クローニングされたポリヌクレオチド配列はプロモーターのコントロール下
にある。適当な真核細胞プロモーターには前述したものが含まれる。発現ベクターは、選
択可能なマーカーおよび本明細書に記載されたその他の配列といったような配列も含んで
いる。
【０１４７】
Ｂ．免疫療法
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　免疫療法は、一般的に、免疫エフェクタ細胞と癌細胞を標的とし破壊する分子の使用に
よるものである。免疫エフェクタは、例えば、腫瘍細胞の表面上のいくつかのマーカーに
対し特異的な抗体であり得る。抗体は単独で、治療のエフェクタとして働くかまたは他の
細胞を編成して細胞殺傷を実際に引き起こすことができる。抗体は薬物または毒物（化学
療法剤、放射性核種、リシンＡ鎖、コレラ毒素、百日咳毒素など）と共役し、単に標的剤
として働くこともある。あるいは、エフェクタは腫瘍細胞標的と直接または間接的に相互
作用する表面分子を運ぶリンパ球であることもある。様々なエフェクタ細胞には細胞傷害
性Ｔ細胞およびＮＫ細胞が含まれる。
　本発明によれば、（ｉ）細胞の表面上で発現しないようであり、そして（ｉｉ）ＴＳ１
０ｑ２３.３の不在でなく存在が正常な状態と関係するといわれるならば、免疫エフェク
タの標的としてＴＳ１０ｑ２３.３が働き得ることはないようである。しかし、ＴＳ１０
ｑ２３.３の特定の突然変異体は、抗体、抗体コンジュゲートまたは免疫エフェクタ細胞
のいずれかを使用する免疫療法によって標的となり得ることは可能である。
　より可能性の高いシナリオは、免疫療法が組合せ療法の一部として、ＴＳ１０ｑ２３.
３を標的とする遺伝子治療とともに使用できるということである。組合せ療法のための一
般的な方法は、以下に記載する。一般に、腫瘍細胞は、標的化しやすい、即ち他の大部分
の細胞には存在しないマーカーを有しているはずである。多くの腫瘍マーカーが存在し、
これらのうちのいずれかが本発明に関する標的化に適当であり得る。一般的な腫瘍マーカ
ーには、胎児性癌抗原、前立腺特異的抗原、尿の腫瘍関連抗原、胎児抗原、チロシナーゼ
（ｐ９７）、ｇｐ６８、ＴＡＧ－７２、ＨＭＦＧ、シアリルルイス抗原、ＭucＡ、ＭucＢ
、ＰＬＡＰ、エストロゲンレセプター、ラミニンレセプター、erbＢおよびｐ１５５が含
まれる。
【０１４８】
　免疫複合体：　本発明はさらに、突然変異ＴＳ１０Ｑ２３．３などの癌マーカーに結合
する抗体が細胞毒性剤に結合されるイムノトキシンを提供する。イムノトキシンテクノロ
ジーは、かなり進歩した技術であり、当業者には公知である。イムノトキシンは、抗体成
分がもう１つの作用剤、特に細胞を殺したり、細胞の成長または分裂を抑制する能力をも
つ、細胞毒性剤またはその他の抗細胞剤に連結される作用剤である。
　本明細書で用いる語句"毒性"および"毒性部分"とは、殺傷または抑制特性を有する、細
胞毒性剤またはその他の抗細胞剤を意味する。したがって、毒素は、抗体と複合体を形成
し、活性体として細胞にデリバリーされ、そこで非常に有害な影響を及ぼす薬学的作用剤
である。
　イムノトキシンの製造は、一般に当業者に公知である（米国特許４３４０５３５などを
参照せよ；本発明の参考文献である）。ＩｇＧに基くイムノトキシンは代表的に、よりす
ぐれた結合能力を呈し、そのＦａｂ’フラグメントに基くイムノトキシンよりも血液中の
クリアランスが遅いが、Ｆａｂ’フラグメントに基くイムノトキシンは、一般に、ＩｇＧ
に基くイムノトキシンと比べて、よりすぐれた組織貫通能力を呈することも公知である。
　抗細胞剤としてはたとえば、化学療法剤、放射性同位体ならびに細胞毒素が挙げられる
。化学療法剤としてはたとえば、ステロイドなどのホルモン；シトシンアラビノシド、フ
ルオロウラシル、メトトレキセートまたはアミノプテリンなどの代謝拮抗物質；アントラ
シクリン；ミトマイシンＣ；ビンカアルカロイド；デメコルシン；エトポシド；ミトラマ
イシン；またはクロラムブシルもしくはメルファランなどのアルキル化剤が挙げられる。
【０１４９】
　好ましいイムノトキシンは、Ａ鎖毒素、リボソーム不活性化タンパク質、αサルシン、
アスペルギリン、レスチリクトシン、リボヌクレアーゼ、ジフテリア毒素またはシュード
モナウエクソトキシンといったような植物，真菌または細菌由来の毒素である。毒素－抗
体構築物はイムノトキシン業界では公知であり、抗体への結合についてもよく知られてい
る。もちろん、種々の毒素を組み合わせてひとつの抗体分子へ結合させることもでき、そ
れによって多様な、あるいは増強された細胞毒性を調整される。
　抗体に結合する毒素のひとつのタイプはリシンであり、デグリコシル化リシンＡ鎖が特
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に好ましい。本明細書で用いる語句"リシン"とは、天然源から得られるリシンおよび組換
え手段によって調製されたリシンの両方を意味する。種々の‘組換え体’または‘遺伝子
工作された’リシン分子が、当業界で公知であり、それらすべてを本発明に用いることが
できる。
　効力が優れていること、半減期が長いこと、および臨床グレードおよびスケールでそれ
を経済的に製造することが実現可能であることから、デグリコシル化リシンＡ鎖（ｄｇＡ
）が好ましい（インランド・ラボラトリーズ、オースチン、ＴＸから市販されている）。
３０個のＮ末端アミノ酸がナガラーゼ（シグマ）によって除去されている先端を欠いたリ
シンＡ鎖もまた用いることができる。
【０１５０】
　１つまたはそれ以上の毒素部分を抗体に結合またはカップリングすることは、共有結合
、親和性結合、インターカレーション、配位結合および複合体形成などの種々のメカニズ
ムによって達成される。好ましい結合方法は、化学的架橋体、天然ペプチドまたはジスル
フィド結合の使用といったような共有結合である。
　共有結合は、存在する側鎖の直接縮合または外因的架橋分子の組み込みによって達成さ
れる。タンパク質分子を他のタンパク質、ペプチドまたはアミン感応基にカップリングす
る際に、多くの二価または多価作用剤が有用である。カップリング剤の例としては、カル
ボジイミド、ジイソシアネート、グルタルアルデヒド、ジアゾベンゼンおよびヘキサメチ
レンジアミンが挙げられる。このリストは当業界で公知の多様なカップリング剤の包括で
あることを意図するものではなく、むしろ、使用しうる、より通例的なカップリング剤の
例示にすぎない。
　このましい具体例においては、最初に抗体を誘導体化し、次いでその誘導産物に毒素成
分を結合させる。本明細書で用いる語句"誘導体化"とは、適当な架橋剤で抗体物質を化学
的に修飾することを記載するために用いる。このような方法で用いる架橋剤の例としては
、ジスルフィド結合を含むリンカーＳＰＤＰ（Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジ
ルジチオ）プロピオネート）およびＳＭＰＴ（４－スクシンイミジル－オキシカルボニル
－α－（２－ピリジルジチオ）トルエン）が挙げられる。
【０１５１】
　イムノトキシンがいったん標的細胞に入ると、抗体部分から毒素部分が解放されること
が可能でなければならない臨床的に有効なイムノトキシンを現実化するには、生物学的に
解放しうる結合が特に重要である。システインなどのアミノ酸に含まれている、あるいは
それぞれのタンパク質構造に導入された、スルフヒドリル基の間での単純直接ジスルフィ
ド結合形成、および入手可能または設計されたリンカー部分を用いるジスルフィド連結と
いったような、多くのタイプの結合構築物が知られている。
　多くのタイプのジスルフィド結合含有リンカーが公知であり、それらを用いて毒素部分
を抗体に効率よく複合させることができるが、インビボでの安定性が優れており、作用部
位に結合する前に毒素部位が解放されることが阻止されるので、立体的に妨害されたジス
ルフィド結合リンカーなどが一般に好ましい。特に好ましい架橋試薬はＳＭＰＴであるが
、ＳＡＴＡ、ＳＰＤＰおよび２－イミノチオレートといったような他のリンカーも使用で
きる。
　いったん複合させると、未複合のＡ鎖または抗体などのコンタミネーションを除去する
ために、精製することが重要になる。毒性が増加される可能性があるため、未複合のＡ鎖
を除去することが重要である。さらに、複合体および未複合体間での抗原に対する競合の
可能性を回避するために未複合の抗体を除去することが重要である。どの状況においても
、多くの精製技術が見出されており、臨床的に有用であるのに十分な純度まで複合体を精
製することができる。
【０１５２】
　一般に、最も好ましい技術は、ゲル濾過またはゲル透過段階におけるブルー－セファロ
ースの使用である。ブルー－セファロースはCibacron Blue ３ＧＡとアガロースを含むカ
ラム物質であり、免疫複合体の精製に有用であることがわかっている。ブルー－セファロ
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ースの使用によって、イオン交換とＡ鎖の結合の特性が組み合わされ、未複合結合物から
複合結合物が良好に分離される。ブルー－セファロースは、複合体調製物から遊離(未複
合)抗体を排除する。遊離(未複合)毒素（ｄｇＡなど）を排除するために、常套のゲル濾
過操作または高性能液体クロマトグラフィーのいずれかを用いる分子排除クロマトグラフ
ィー段階を行う。
【０１５３】
　十分に精製された複合体を調製した後、通常、該複合体を非経口投与しうる医薬組成物
に配合することが望まれる。これは、適当な医薬組成物を含む媒体を最終精製段階で使用
することにより行われる。このような配合物は代表的に医薬緩衝剤、賦形剤、安定化剤な
どを含む。医薬的に許容しうる組成物は、滅菌されており、非免疫原性であり、非発熱原
性であるものである。その詳細な調製方法は当業界で公知であり、本明細書にも記載され
ている。内毒素コンタミネーションは、できるかぎりの安全レベル、たとえば０．５ｎｇ
／ｍｇタンパク質以下にすべきである。
　本発明の適当な医薬組成物は、一般に、滅菌水溶液などの許容しうる希釈剤または賦形
剤と混合した所望の複合体を約１０～約１００ｍｇ／ｍｌ含み、複合体の最終濃度が約０
．２５～約２．５ｍｇ／ｍｌにする。
　上述したように、本発明の抗体は、１つまたはそれ以上の抗腫瘍剤、サイトカイン、代
謝拮抗物質、アルキル化剤、ホルモン、核酸などの化学療法剤と結合することができ、し
たがって、該抗体複合体を用いてＴＳ１０Ｑ２３．３発現癌細胞を標的化することができ
る。抗体未複合作用剤と比べた場合、抗体－複合作用剤の利点は、抗体によってもたらさ
れた選択性が追加されることである。
　抗体を複合させるのに利用し得る、種々の化学療法剤および薬理学的作用剤の分析にお
いては、効率よく抗体と複合体を形成し、薬理学的に機能することがあらかじめ明らかに
されているものであることを特に考慮したい。これまでに使用されている抗新生物剤の例
としては、ドクソルビシン、ダウノマイシン、メトトレキセート、ビンブラスチンが挙げ
られる。さらに、ネオカルジノスタチン、マクロマイシン、トレニモンおよびα－アマン
チンなどの他の作用剤の追加についてもこれまでに述べられている。本明細書に記載され
ている適当な作用剤のリストはもちろん、組織への特異的デリバリーのための抗体に医薬
的作用剤を結合するための技術が十分に確立されていることにおける例示にすぎない。
　したがって、一般に、抗体のアミノ酸または炭化水素基に結合または架橋するのに利用
しうる、第１または第２アミン基、ヒドラジドまたはヒドラジン基、カルボキシルアルコ
ール、ホスフェートまたはアルキル化基を含む薬理学的作用剤と抗体を複合させることが
可能であると考えられている。タンパク質構造の場合、イムノトキシンに関して上述した
ように、このことは、架橋剤という手段によって最も容易に達成される。結合は、薬物と
抗体の間の酸適応性アシルヒドラゾンまたはシス－アコニチル架橋という手段によっても
、薬物のγ－カルボキシル基と抗体のアミノ酸の間のＬ－Ｌｅｕ－Ｌ－ＡｌａＬ－Ｌｅｕ
－Ｌ－Ａｌａといったようなペプチドスペーサーを用いることによっても達成することが
できる。
【０１５４】
Ｃ．タンパク質治療
　別の治療方法は、ＴＳ１０ｑ２３.３ポリペプチド、活性フラグメント、合成ペプチド
、その模擬体または他のアナログの患者への供給である。タンパク質は、組換え発現法に
よって製造できるか、または十分に小さければ、自動化されたペプチドシンセサイザーに
よって製造することができる。製剤は、投与形態と目的に基づいて選択でき、リポソーム
製剤および典型的な医薬調製物が含まれるが、これらに限られない。
Ｄ．免疫療法、典型的な化学療法または放射線治療との組合せ治療
　ＤＮＡ傷害剤に対する腫瘍細胞の耐性は、臨床的腫瘍学における主要な問題を示してい
る。現在の癌研究の目標の１つは、化学療法および放射線療法の効力を改善する方法を見
つけることである。１つの方法は、このような典型的な治療法を遺伝子治療と結びつける
ことによるものである。例えば、単純ヘルペスチミジンキナーゼ（ＨＳ－ｔｋ）遺伝子は



(68) JP 2008-263988 A 2008.11.6

10

20

30

40

50

、レトロウイルスベクター系により脳腫瘍に送達したとき、抗ウイルス剤ガンシクロビル
に対する感受性をうまく誘導する（Ｃｕｌｖｅｒら，１９９２）。本発明の状況では、Ｔ
Ｓ１０ｑ２３.３置換療法が化学療法または放射線療法による介入と組み合わせて同様に
使用し得ることが企図される。上記のように、ＴＳ１０ｑ２３.３と免疫療法とを結びつ
けることが効果的であるとわかるであろう。
　細胞を殺傷、細胞増殖を阻害、転移を阻害、血管形成を阻害またはそうでなければ腫瘍
細胞の悪性の表現型を逆転または減少させるために、本発明の方法と組成物を使用して、
一般に「標的」をＴＳ１０ｑ２３.３発現構築物および少なくとも１つの他の試薬と接触
させることができる。これらの組成物は、細胞の殺傷または細胞増殖の阻害に対し有効な
合計した量で提供される。この過程は、発現構築物と試薬または因子とを同時に細胞に接
触させることを含むことができる。これは、細胞を両方の試薬を含む１つの組成物または
薬理学的製剤と接触させるか、または細胞を、１つの組成物が発現構築物を含みもう一方
の組成物が試薬を含んでいる、２つの別個な組成物または製剤と同時に接触させることに
よって達成することができる。
【０１５５】
　別法として、遺伝子治療の処置は、数分間～数週間の期間をおいて、他の試薬による処
理の前または後に行うことができる。他の試薬および発現構築物が別々に細胞に適用され
る態様では、一般に、有意な期間が各送達の期間の間で終わらず、試薬と発現構築物が、
都合よく複合的効果を細胞に及ぼすことが、依然としてできるようにする。そのような場
合においては、細胞を両種とそれぞれ他の１２～２４時間以内に、より好ましくはそれぞ
れ他の約６～１２時間以内に接触させ得ることが企図され、遅延時間はわずか約１２時間
が最も好ましい。しかし、いくつかの場合において、処置のための期間を有意に延長する
ことが望ましいかも知れないが、その場合それぞれの投与の間に数日（２、３、４、５、
６または７）～数週間（１、２、３、４、５、６、７または８）が経過する。
　ＴＳ１０ｑ２３.３または他の試薬の１を越える投与が望ましいであろういうことも考
えられる。以下に例示するような様々な組合せを用いることができる。ＴＳ１０ｑ２３.
３は「Ａ」、他の試薬は「Ｂ」とする。
　　　A/B/A　B/A/B　B/B/A　A/A/B　B/A/A　A/B/B　B/B/B/A　B/B/A/B
　　　A/A/B/B　A/B/A/B　A/B/B/A　B/B/A/A　B/A/B/A　B/A/A/B　B/B/B/A
　　　A/A/A/B　B/A/A/A　A/B/A/A　A/A/B/A　A/B/B/B　B/A/B/B　B/B/A/B
他の組合せが企図される。再び、細胞殺傷を達成するために、両方の試薬を細胞を殺傷す
るに有効な合計した量で細胞に送達する。
　組合せ治療において使用するに適当な試薬または因子は、細胞に適用したときにＤＮＡ
傷害を誘導するいずれかの化合物または処置方法である。そのような試薬および因子には
、放射線照射、およびＤＮＡ傷害を誘導する波動、例えば、γ線照射、Ｘ線、ＵＶ照射、
マイクロ波、放射電子などが含まれる。「化学療法剤」としても記載されている様々な化
合物は機能してＤＮＡ傷害を誘導し、そのすべては、本明細書に開示した組合せ処置方法
において使用することを意図する。使用することが意図される化学療法用試薬には、例え
ば、アドリアマイシン、５－フルオロウラシル（５ＦＵ）、エトポシド（ＶＰ－１６）、
カンプトテシン、アクチノマイシン－Ｄ、マイトマシシンＣ、シスプラチン（ＣＤＤＰ）
および過酸化水素も含まれる。本発明はまた、照射ベースか実際の化合物であるかに関わ
らず、１またはそれ以上のＤＮＡ傷害剤の組合せの使用も含む。例えばＸ線とシスプラチ
ンの使用またはシスプラチンとエトポシドの使用など。ある特定の態様において、ＴＳ１
０ｑ２３.３発現構築物と組み合わせたシスプラチンの使用は、この化合物として特に好
ましい。
【０１５６】
　本発明に従う癌の処置では、腫瘍細胞を発現構築物に添加した試薬と接触させることが
できる。これは、局所化した腫瘍部位にＸ線、ＵＶ光、γ線またはマイクロ波などの放射
線を照射することによって達成することができる。あるいは、、アドリアマイシン、５－
フルオロウラシル、エトポシド、カンプトテシン、アクチノマイシン－Ｄ、マイトマイシ
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ンＣまたはより好ましくはシスプラチン等の化合物を含む医薬組成物を患者に治療上有効
量で投与することによって腫瘍細胞を試薬と接触させることができる。上記のようにＴＳ
１０ｑ２３.３発現構築物と組み合わせることにより、試薬を調製して組合せ治療組成物
またはキットとして使用することができる。
　核酸、具体的にはＤＮＡを直接架橋する試薬は、ＴＳ１０ｑ２３.３との共同性の、抗
腫瘍性の組合せへと導くＤＮＡ傷害を促進すると考えられる。シスプラチンなどの試薬お
よび他のＤＮＡアルキル化剤が用いられ得る。シスプラチンは、癌を処置するために広く
使用されており、臨床的適用に使用される有効用量は、全３コースについて３週間ごとに
５日間２０ｍg／ｍ２である。シスプラチンは、口からは吸収されないので、静脈、皮下
、腫瘍内または腹腔内注射により送達しなければならない。
　ＤＮＡに傷害を与える試薬には、ＤＮＡ複製、有糸分裂、および染色体分離を妨害する
化合物も含まれる。そのような化学療法用化合物には、ドキソルビシンとしても知られる
アドリアマイシン、エトポシド、ベラパミル、ポドフィロトキシンなどが含まれる。腫瘍
の処置のために臨床的環境において広く使用されるように、これらの化合物を、アドリア
マイシンについて、２１日の間隔をおいて２５～７５ｍg／ｍ２の範囲でボーラス注射に
より静脈内投与し、エトポシドについて３５～５０ｍg／ｍ２で静脈投与または静脈投与
量の２倍を経口で投与する。
【０１５７】
　核酸前駆体およびサブユニットの合成および忠実度を崩壊する試薬もまた、ＤＮＡ傷害
をもたらす。それ自体で、数多くの核酸前駆体が開発されている。特に有用なのは、詳細
に渡る試験を受けた、容易に入手し得る試薬である。そのようなものとして、５－フルオ
ロウラシル（５－ＦＵ）等の試薬は腫瘍組織によって優先的に使用され、このことが、こ
の試薬を腫瘍細胞の標的化にとって有用なものにしている。かなり毒性であるが５－ＦＵ
は、局所を含む、広範囲の担体中で適用可能であり、３～１５ｍg／ｋｇ／日の範囲の用
量での静脈投与が一般的に使用される。
　ＤＮＡ傷害を引き起こし、広範囲に使用されている他の因子には、γ線、Ｘ線として一
般に知られているもの、および／または腫瘍細胞への放射性同位元素の望ましい送達が含
まれる。ＤＮＡ傷害因子の他の形態には、マイクロ波およびＵＶ照射なども企図される。
これら因子のすべては、ＤＮＡ前駆体、ＤＮＡの複製および修復、および染色体の構築と
維持において、広範囲のＤＮＡ傷害を引き起こすようである。Ｘ線の用量範囲は、一定期
間（３～４週間）の場合は１日５０～２００レントゲン、一回の用量は２０００～６００
０レントゲンである。放射性同位体の用量範囲は非常に広く、その同位体の半減期、放射
する放射線の強度およびタイプ、および腫瘍細胞による取りこみに依存する。
　当業者は、"Remington's Pharmaceutical Science"１５版、３３章、特に６２４～６５
２頁によって教示される。処置する患者の状態に応じて、用量をいくらか変えることが必
要であろう。投与の責任者が、少なくとも、個々の患者にとって適当な用量を決定する。
更に、ヒトの投与については、調製物を、ＦＤＡ　Office of Biologics スタンダードが
要求する無菌状態、発熱原性、一般的安全性および純度の標準に適合させる。
　発明者らは、１０ｑ２３関連の癌患者へのＴＳ１０ｑ２３.３発現構築物の正所性投与
は、臨床性の疾患を阻止する治療上効果的な遺伝子の送達のための非常に効率的な方法で
あろう。同様に、化学療法または放射線療法は患者の身体の特定の冒された領域を目的と
し得る。あるいは、発現構築物および／または試薬の全身的送達は、ある種の状況、例え
ば広範囲の転移が起こっている場合に適当であり得る。
　ＴＳ１０ｑ２３.３を標的とする治療を化学療法および放射線療法と組み合わせること
に加えて、他の遺伝子治療との組合せが有利であろうということも企図される。例えば、
ＴＳ１０ｑ２３.３およびｐ５３またはｐ１６突然変異体を同時に標的化することは、改
善された抗癌処置をもたらし得る。他のいずれかの腫瘍関連遺伝子は、考えられるところ
では、このようにして標的化することができる。例えば、ｐ２１、Ｒｂ、ＡＰＣ、ＤＣＣ
、ＮＦ-１、ＮＦ-２、ＢＣＲＡ２、ｐ１６、ＦＨＩＴ、ＷＴ-１、ＭＥＮ-１、ＭＥＮ-Ｉ
Ｉ、ＢＲＣＡ１、ＶＨＬ、ＦＣＣ、ＭＣＣ、ras、myc、neu、raf、erb、src、fms、jun、
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trk、rei、gsp、hst、bclおよびabl。
　ＴＳ１０ｑ２３.３の処置において、前述の治療のいずれかがそれ自身有用であるとわ
かるかもしれないとうことも指摘される。これに関して、化学療法および非ＴＳ１０ｑ２
３.３遺伝子治療の組合せを参照することは、これらの方法が別々に用いられ得るという
ことも企図すると理解するべきである。
【０１５８】
Ｅ．患者への投与のための製剤および経路
　臨床的な適用を意図する場合、医薬組成物－発現ベクター、ウイルスストック、タンパ
ク質、抗体および薬物－を意図する適用に適当な形態に調製する必要があるであろう。一
般に、このことは発熱原ならびにヒトまたは動物に有害となり得る他の不純物を本質的に
含まない組成物の調製を必要とするであろう。
　適当な塩および緩衝剤を用いてベクターを安定に送達し、標的細胞に取りこませること
が一般に望ましいであろう。緩衝剤は、組換え細胞を患者に導入する場合にも用いられ得
る。本発明の水性組成物は、薬学的に許容し得る担体または水性媒体に溶解または分散さ
せた、細胞に対する有効量のベクターを含んでいる。そのような組成物を接種物ともいう
。「薬学的または薬理学的に許容し得る」なる語は、動物またはヒトに投与した場合に、
有害な、アレルギー性の、または他の不適当な反応を生じない分子および組成物を意味す
る。本明細書に使用される「薬学的に許容し得る担体」には、いずれかのおよびすべての
溶媒、分散媒体、コーティング、抗細菌および抗真菌剤、等張剤および吸着遅延剤などが
含まれる。そのような媒体および試薬の薬学的に活性な物質に対する使用は、当技術分野
においてよく知られている。いずれかの慣用の媒体または試薬が本発明のベクターまたは
細胞と相容れない場合を除けば、治療用組成物におけるその使用が企図される。補足的な
活性成分も組成物に入れることができる。
　本発明の活性な組成物には、典型的な医薬調製物が含まれる。本発明に従うこれら組成
物の投与は、その経路を経て標的組織が利用できる限りいずれの慣用の経路によるもので
あろう。これには、口、鼻、口腔粘膜、直腸、膣または皮膚が含まれる。あるいは、投与
は、正所性、皮内、皮下、筋肉内、腹腔内または静脈内注射によるものであってよい。そ
のような組成物を、前掲の薬学的に許容し得る組成物として通常は投与する。
　活性な化合物は、非経口的または腹腔内投与することもできる。遊離塩基または薬理学
的に許容し得る塩としての活性化合物の溶液は、ヒドロキシプロピルセルロースなどの界
面活性剤と適当に混合した水の中で調製することができる。分散液はグリセリン、ポリエ
チレングリコール液およびその混合物の中でおよび油中で調製することもできる。保存お
よび使用の通常の条件下では、これらの調製物は、微生物の増殖を阻止するための保存剤
を含有している。
【０１５９】
　注射可能な使用に適当な医薬形態には、滅菌水溶液または分散液および滅菌した注射可
能な溶液または分散液の即時調製のための滅菌した粉末が含まれる。いずれの場合にも、
その形態は滅菌状態であり、注射器から容易に出る程度に流動性でなければならない。製
造および保存の条件下で安定でなければならず、微生物、例えば細菌および真菌の作用の
混入に対して保護されなければならない。担体は、例えば、水、エタノール、ポリオール
（例えばグリセリン、プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）
、適当なそれらの混合物および植物油を含んでいる溶媒または分散媒体であり得る。例え
ば、レシチンなどのコーティングの使用により、分散液の場合は必要な粒径を維持するこ
とにより、および界面活性剤の使用により、適当な流動性を維持することができる。微生
物の作用の阻止は、様々抗細菌剤および抗真菌剤、例えばパラベン、クロロブタノール、
フェノール、ソルビン酸、チロメサールなどにより行うことができる。多くの場合におい
ては、等張剤、例えば当または塩化ナトリウムを含有させることが好ましいであろう。注
射可能な組成物の長期間の吸収は、吸収遅延剤、例えばモノステアリン酸アルミニウムお
よびゼラチンを組成物中で使用することにより行うことができる。
　滅菌した注射可能な溶液は、活性化合物を適当な溶媒中に必要な量で、上で列挙した様
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々な他の成分とともに入れた後、必要に応じ、滅菌濾過によって調製する。一般に、分散
液は、様々な活性成分をベースとなる分散媒体および上記で列挙した必要な他の成分を含
む滅菌ビークルに入れることによって調製する。滅菌した注射可能な溶液の調製のための
滅菌した粉末の場合には、好ましい調製方法は、活性成分といずれかのさらなる所望の成
分の粉末が前述のその滅菌濾過した溶液から得られる、真空乾燥および凍結乾燥技術であ
る。
【０１６０】
　本明細書に使用される、「薬学的に許容し得る担体」には、いずれかおよびすべての溶
媒、分散媒体、コーティング、抗細菌剤および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤等が含
まれる。薬学的に活性な物質のためのそのような媒体および試薬の使用は、当分野でよく
知られている。いずれかの慣用の媒体または試薬が活性成分と相容れない場合を除いて、
治療用組成物におけるその使用が企図される。補足的な活性成分もその組成物に入れるこ
とができる。
　経口投与に関して、本発明のポリペプチドに賦形剤を加え、非摂取性の口洗剤および歯
磨き剤の形態で使用することができる。口洗剤は、必要な量で活性成分を適当な溶媒、例
えばホウ酸ナトリウム溶液（Dobell's溶液）に入れて調製することができる。あるいは、
活性成分をホウ酸ナトリウム、グリセリンおよび炭酸水素カリウムを含む防腐性洗剤に入
れることができる。活性成分を歯磨き剤（ジェル、ペースト、粉末およびスラリーを含む
）に分散させることもできる。活性成分は、水、結合剤、研磨剤、香料、発泡剤、および
湿潤剤を含んでいてもよいペースト状の歯磨き剤に治療上有効な量で加えることができる
。
　本発明の組成物は、中性のまたは塩の形態で製剤化することができる。薬学的に許容し
得る塩には、酸付加塩（タンパク質の遊離アミノ基と形成した）が含まれ、それは例えば
塩酸またはリン酸などの無機酸、または酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸などの有機
酸と形成する。遊離のカルボキシル基と形成した塩は、例えば、ナトリウム、カリウム、
アンモニウム、カルシウムまたは水酸化鉄などの無機の塩基、およびイソプロピルアミン
、トリメチルアミン、ヒスチジン、プロカインなどの有機の塩基から誘導することもでき
る。
　製剤化の後、溶液を投与形態に適したやり方および治療上有効な量で投与する。製剤は
、注射可能な溶液、薬物放出カプセルなどの様々な投与形態で容易に投与される。水溶液
での非経口投与に関しては、例えば、溶液は、必要であれば適当に緩衝化し、希釈液を十
分な生理食塩水またはグルコースでまず等張させる。これらの特定の水溶液は、特に静脈
内、筋肉内、皮下および腹腔内投与に特に適当である。これに関連して、使用することが
できる滅菌した水性媒体は、本明細書の開示に照らして当業者によく知られるであろう。
例えば、一回の投与量を１ｍLの等張ＮaＣl溶液に溶解し、１０００ｍLの皮下注入液に加
えるかまたは意図した輸注部位に注入することができる（例えば、"Remington's Pharmac
eutical Sciences"15版、１０３５～１０３８および１５７０～１５８０頁参照）。処置
する患者の状態によって、投与量の変更が幾分必要になるであろう。投与の責任者が、少
なくとも、個々の患者にとって適当な投与量を決定する。更に、ヒトの投与については、
調製物を、ＦＤＡ　Office of Biologics スタンダードが要求する無菌状態、発熱原性、
一般的安全性および純度の標準に適合させる。
【０１６１】
ＶＩＩ．トランスジェニック動物／ノックアウト動物
　本発明の1つの態様では、機能的なＴＳ１０ｑ２３.３ポリペプチドまたはその変異体を
コードする機能的な移植遺伝子を含んでいるトランスジェニック動物を作製する。ＴＳ１
０ｑ２３.３移植遺伝子を発現するトランスジェニック動物、そのような動物に由来する
組換え細胞系およびトランスジェニック胚は、ＴＳ１０ｑ２３.３の機能を誘導するまた
は抑制する試薬をスクリーニングおよび同定するための方法において有用であり得る。本
発明のトランスジェニック動物はまた、癌などの徴候を研究するための方法として使用す
ることもできる。
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　本発明の１つの態様では、ＴＳ１０ｑ２３.３移植遺伝子をヒト以外の宿主に導入して
、ヒトまたはネズミＴＳ１０ｑ２３.３遺伝子を発現するトランスジェニック動物を作成
する。トランスジェニック動物は、移植遺伝子の発現を可能にするやりかたで、移植遺伝
子をゲノムへ統合させることにより作成する。トランスジェニック動物を作成するための
方法は、一般的にWagner および Hoppe（参考のために本明細書の一部とする米国特許第
４,８７３,１９１号）、その全内容を参考のために本明細書の一部とするBrinsterら、１
９８５、および"Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Manual"第２版（その全
内容を参考のために本明細書の一部とする Hogan, Beddington, Costantimi および Long
 編,Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1994）に記載されている。
　内因性のＴＳ１０ｑ２３.３を相同的組換えにより移植遺伝子と内因性遺伝子との間で
置換することが望ましいこともあり、または内因性の遺伝子が"ノックアウト"動物の調製
におけるように欠失によって除かれることもある。典型的には、ゲノム配列に連結したＴ
Ｓ１０ｑ２３.３遺伝子を、マイクロインジェクションによって受精卵へ移す。マイクロ
インジェクションした受精卵を宿主となるメスに着床させ、子孫を移植遺伝子の発現につ
いてスクリーニングする。トランスジェニック動物は、爬虫類、両生類、鳥類、哺乳類お
よび魚類等の数多くの動物に由来する受精卵から作製することができる。特に好ましい態
様では、ＴＳ１０ｑ２３.３を過剰発現するまたは突然変異体のポリペプチドを発現する
トランスジェニックマウスを作成する。あるいは、"ノックアウト"マウスにおけるＴＳ１
０ｑ２３.３の不在により、ＴＳ１０ｑ２３.３タンパク質の欠損がin vivo で細胞に対し
て有する効果ついての研究を可能にする。ノックアウトマウスはまた、ＴＳ１０ｑ２３.
３に関連する癌の発生に関するモデルを提供する。
　ノックアウト動物の作製方法は、一般的に、Shastry（１９９５、１９９８）およびOst
erriederおよびWolf（１９９８）に記載されている。所望の時点でノックアウトされるま
で遺伝子が活性である条件付きのノックアウト動物の作製方法は、一般にFeilら（１９９
６）、Gagnetenら（１９９７）およびLobeおよびNagy（１９９８）に記載されている。こ
れらの文献は本発明の参考文献である。
　上に記載したように、トランスジェニック動物およびそのような動物に由来する細胞系
は、ある種の試験の実験において使用することができる。これに関して、野生型または突
然変異体ＴＳ１０ｑ２３.３を発現することが可能なトランスジェニック動物および細胞
系を試験物質に曝露することができる。これらの試験物質を、野生型のＴＳ１０ｑ２３.
３発現および／または機能を増強する、または突然変異体のＴＳ１０ｑ２３.３の発現ま
たは機能を損なわせる能力についてスクリーニングすることができる。
【実施例】
【０１６２】
　以下の実施例を、本発明の好ましい態様を説明するために記載する。以下の実施例に記
載された技術は、本発明の実施においてよく機能することが発明者によって発見された技
術を意味することが当業者によって認識され、したがってその実施のための好ましい態様
を構成すると解釈される。しかし、当業者は、本明細書の開示に照らして、開示される特
定の態様に多くの変更を加えることができ、本発明の概念、精神および範囲から逸脱する
ことなく、類似または同様の結果が得られるということを理解する。より具体的には、本
明細書に記載の試薬を、化学的にもそして生理学的にも関連するある試薬で置き換えるこ
とができると同時に、同じかまたは同様の結果が達成されるということが明らかであろう
。当業者に明らかなそのような同様の置換および変更はすべて、添付の請求の範囲によっ
て定義された発明の精神、範囲および概念の内に存在すると考えられる。
【０１６３】
実施例１
グリオーム細胞系におけるホモ接合欠失
　本発明者は、第１０染色体上のゲノム物質のホモ接合欠失を同定するために、正常な細
胞とともに２１の一連のグリオーマ細胞系および初代培養に由来するＤＮＡを試験した。
予め関連する領域のまたはその付近のおおよその位置付けのためにマーカーを選択した（
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図１）。分析した細胞は、Department of Neuro-Oncology ＵＴＭＤＡＣＣ（ＬＧ１１、
ＥＦＣ－２、ＰＬ－１、ＰＣ－１、ＪＷ、ＦＧ－２、ＦＧ－０、ＮＧ－１、 ＰＨ－２、
ＫＥ、ＰＣ－３およびＤ７７）で作製され、商業的に入手可能であり（Ｕ１３８、Ａ１７
２、Ｕ３７３、Ｕ８７、Ｕ２５１、Ｕ１１８およびＴ９８Ｇ）、または協力者から得た（
１３ wk astro，Ｄ５４－ＭG）。マーカーは、Research Genetics, Huntsville, AL また
は報告された配列から合成した。細胞系ＥＦＣ－２は、Ｄ１０Ｓ２１５の周辺の４つのマ
ーカーに関係する大きなホモ接合欠失を示した（図２）。この欠失はまた、その領域に位
置するＹＡＣ ７４６ｈ６を使用するＦＩＳＨによっても観察された。他の３つの細胞系
（Ｄ－５４、Ａ１７２、およびＬＧ１１）もまた、ＡＦＭ０８６でホモ接合欠失を示し、
それによりその領域が推定の腫瘍抑制遺伝子を含んでいることを強く意味している（図２
）。２組のプライマー（多重の）の存在下でＰＣＲＴＭ反応における欠失を行い、適当な
増幅条件を確認した。すべての欠失を（少なくとも）３回の反応によって確認した。この
同じ領域は前立腺癌にも関係している（Grayら、１９９５）。細胞系におけるホモ接合欠
失はまた、小細胞肺癌における３ｐ２１.３での腫瘍抑制遺伝子座を決定するために使用
されている（Dalyら、１９９３；Ｋokら、１９９４；Weiら、１９９６）。
【０１６４】
実施例２
抑制されたハイブリッド細胞における１０ｑ座の維持
　発明者の第２の計画は、抑制されたハイブリッドクローンにおいて維持されるが復帰変
異体クローンには存在しない、第１０染色体の領域を試験することであった。この解析は
、第１０染色体上の２つの腫瘍抑制因子座の存在を証明し、維持された領域を解析した、
本発明者の以前の研究をさらに進めたものである。１０ｑのすべてまたは一部を維持して
いるハイブリッドは、軟アガロースおよびヌードマウスにおいて増殖できなかった（"完
全に"抑制されたクローン）。一方、挿入された染色体１０ｑの大部分を失ったハイブリ
ッド細胞は、軟アガロースにおいて増殖したが、非腫瘍形成性であった（"部分的に"抑制
されたクローン；Steckら、１９９５；図３、右側）。もとのクローンＵ２５１Ｎ１０.６
、Ｎ１０.７およびＮ１０.８は１０ｑのフラグメントのみ維持していることが以前に示さ
れた（Pershouseら、1993；Steckら、1995）。情報を提供する、更なるミクロサテライト
マーカーを使用して、３つの維持された領域を３つの抑制されたクローンすべてにおいて
同定した；Ｄ１０Ｓ２１９からＤ１０Ｓ１１０までの２２ｃＭ領域、Ｄ１０Ｓ１９２から
Ｄ１０Ｓ１８７までの１４ｃＭ領域、およびＤ１０Ｓ１６９からＤ１０Ｓ１１３４までの
１８ｃＭ領域（図３）。
　この制限を回避するために、ハイブリッドＵ２５１Ｎ１０.７に由来するはじめに移入
したネオマイシン耐性タグを付与した第１０染色体を、マウスＡ９細胞への、ミクロ細胞
が媒介する染色体の移入によって"レスキュー"した。これにより、すべてのヒトのミクロ
サテライトマーカーによって、第１０染色体の存在を知ることができる。この分析の基礎
は、すべての"完全に"抑制されたサブクローンは共通の領域を維持しており、この領域は
"部分的に"抑制されたサブクローンでは除かれているということである。第１０染色体に
特異的なプローブを使用するＦＩＳＨによって測定されるとおり、Ｎ１０.７は維持され
た第１０染色体のサイズにおいてかなりの不均一性を示したということは、さらに弾みを
つけた。また、このレスキューに使用したハイブリッド細胞を、軟アガロース増殖につい
てはじめに分析したが、コロニーの形成がなかったことが示された。移入したヒト第１０
染色体を含むマウスハイブリッドは、すべて第１０染色体の短腕を含んでいた。同じ領域
が軟アガロースにおいて増殖した"部分的に"抑制されたクローン（Ｎ１０.５a-j）におい
て維持されており（Steckら、１９９５）、１０ｑ腫瘍抑制遺伝子を含んでいるこの領域
（１０pter－１０q11）が除かれていた。１０qの維持された領域の試験は、かなりの不均
一性を示した（図３）。クローンの大部分は、１０q２３－２６の部分的なまたは広範な
欠失のいずれかを示した。２つの領域のみが試験したすべてのサブクローンに維持された
。維持されたセントロメア領域の大部分は、マーカーＤ１０Ｓ２１０およびＤ１０Ｓ２１
９を含んでいた。しかし、これらのマーカーは、もとのＮ１０.６および／またはＮ１０.
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８クローンには存在しておらず、この領域が除かれていた（図３）。Ｄ１０Ｓ２１５のテ
ロメア（～４ｃＭ）以外の領域は、Ｄ４Ｓ５３６のセントロメアであった。マーカーＡＦ
Ｍ０８６およびＤ１０Ｓ５３６は、試験したすべてのクローンに維持されていた（図３、
囲みの領域）。これらのマーカーは、部分的に抑制されたクローンには存在していなかっ
た（Ｎ１０.５a-j）。これらの結果は、ＡＦＭ０８６付近の共通の領域が、表現型が抑制
されているすべてのハイブリッド細胞において維持されていることを証明している。この
同じ領域は、いくつかのグリオーム細胞系においては欠失している。
　この分析にはいくつかの制限がある。第１に、レスキューしたクローンは、生物学的活
性ついては分析できないので、移入の間またはその後で第１０染色体に起こり得るいかな
る変化も測定できない。この懸念に対し部分的に取り組むために、本発明者の分析を、ク
ローンが回収可能になればできる限りすぐに行った。さらに、染色体のこの部分の維持は
 in vitro の人工的な欠失のみを"訂正（correct）"し得る。その結果、アレル欠失試験
を行ってこの領域がグリオームと関係しているかどうかについて調べた。また、別の領域
が、１つのクローン（Ｃ７）以外のすべてのクローンがこの領域を維持していたＤ１０Ｓ
１１５８の分析によって示唆された。しかし、ＡＦＭ０８６で維持された領域もまたホモ
接合欠失を示し、これによりＤ１０Ｓ１１５８と比較されるとおり、２つの別法に関係し
ている。さらに、腫瘍抑制遺伝子領域が優先的に維持され、１０ｑの残りが断片化される
ことに興味を持って注目する。
【０１６５】
実施例３
１０ｑのアレル欠失分析
　第１０染色体に特異的なマイクロサテライトマーカーを用い、一連の５３の神経膠腫試
料および対応患者リンパ球からのＤＮＡでアレル欠失分析を行った。この分析は、本発明
の重要な領域もまた神経膠腫試料に関与しているか否かを決定するために行った。ＧＢＭ
からの試料の大部分において広範囲の欠失が観察され、３８のＧＢＭのうち３０は第１０
染色体のほとんどもしくは完全な欠失を示した。試料を未分化星状細胞腫から採取した場
合には大部分において欠失の程度は低くなったのに対し、星状細胞腫およびほとんどの寡
突起膠腫では欠失を観察することは稀であった（図４、データは示していない）。この分
析に用いたマーカーの大部分は１０ｑ２３－２６にマッピングされた（Gyapayら、１９９
４）。他の分析と同様、欠失の共通の領域はほとんどのＧＢＭ試料における大きな欠失の
ため、納得のいくように示すことはできなかった（Fultsら、１９９３；Rasheedら、１９
９５）。
　しかしながら、調べたＧＢＭ試料については、一つ（＃９、図４）を除いてすべての腫
瘍試料でＤ１０Ｓ５７９～Ｄ１０Ｓ５４１の領域を含む欠失が認められた。さらに一つの
アミノ酸のみが本発明者らの重要な領域内に欠失を示し、星状細胞腫は示さなかった。２
つの寡突起膠腫は該重要な領域内に欠失を示したが、これら両者は悪性と診断されていた
。この分析は幾つかの可能性を示す。第一に、本発明者らの重要な領域に関与する欠失は
、低度の腫瘍ではなくＧＢＭにおいて主として起こる。このことは、本発明者らの重要な
領域中の第１０ｑ染色体上の腫瘍抑制遺伝子の喪失がＧＢＭへの進行に伴う遺伝子変化を
表していることを示唆している。この仮説を支持するものとして、低度の腫瘍でも第１０
ｑ染色体上に欠失が生じるけれども、これら試料について１０ｑ上の欠失の共通の領域は
同定されなかった。この観察が今度は、第１０ｑ腫瘍抑制遺伝子の欠失が主としてＧＢＭ
と関連しており、１０ｑ上の欠失のすべてが腫瘍抑制遺伝子に影響を及ぼすわけではない
という示唆を支持している。領域Ｄ１０Ｓ２１６～Ｄ１０Ｓ５８７は、広範な欠失を示し
たが、幾つかのＧＢＭは該領域でヘテロ接合性の保持を示した（腫瘍＃２、＃９、＃１３
、＃２６；図４）。また、低度の腫瘍を本分析から除外すれば、本発明者らの領域はすべ
てのＧＢＭで示唆される。この独立のアプローチの組み合わせは、とりわけＡＦＭ０８６
において１０ｑ腫瘍抑制遺伝子が領域Ｄ１０Ｓ２１５～Ｄ１０Ｓ５４１にマッピングされ
ることを示唆している。
【０１６６】
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実施例４
候補腫瘍抑制遺伝子領域のマッピング
　本発明者らによって同定された重要な領域は、ＡＦＭ０８６に集中し、Ｄ１０Ｓ２１５
およびＤ１０Ｓ５４１によって境界とされている（図２および８）。この領域は比較的小
さく、幾つかの個々のＹＡＣ（７８７ｄ７；７４６ｈ８；９３４ｄ３）内に含まれている
。ＥＦＣ－２中期広がり（spreads）でのＹＡＣ７４６ｈ８のＦＩＳＨ染色は、ＹＡＣが
部分的に観察され、両側に隣接するＹＡＣが存在することから、ホモ接合性の欠失がＹＡ
Ｃ内に含まれることを示している。該領域中のすべてのマーカーについて細菌人工染色体
（ＢＡＣ）またはＰＡＣを単離した（図８）。該領域のＢＡＣコンティグは、該領域への
ＢＡＣマッピングの末端配列から構築した。幾つかの顕著な特徴が認められた。まず、２
つの重複するＢＡＣが同定され（４６ｂ１２および２ｆ２０）、１０６ｄ１６のゲノムの
完全さが確認された。第二に、ＮｏｔＩ部位がＢＡＣの一方の末端に同定された。Ｎｏｔ
Ｉ部位の存在およびＳａｃII、ＥａｇＩおよびＢｓｓＨIIを用いた同時制限消化は、１０
６ｄ１６内にＣｐＧ島（island）が存在することを示唆している。
　ＢＡＣ１０６ｄ１６からのＥｃｏＲＩ断片を用い、以前にホモ接合性のＡＦＭ０８６で
あることが示されている神経膠腫細胞において、サザーンブロッティングによりホモ接合
性欠失の程度を調べた（図２および５）。右側（ＥｃｏＲＩ断片１４）は、ＣｐＧ島らし
いものを含み、４つの細胞株のうちの３つに存在する。ＮｏｔＩ／ＥｃｏＲＩ（＃３）断
片を、幾つかのＢＡＣおよび神経膠腫細胞株を含むサザーンブロットにおいてプローブと
して用いた（図２）。テロメア側（右側）の欠失は、ＥＦＣ－２細胞を除き、４６ｂ１２
からのプローブを用いて検出されなかった。しかしながら、１０６ｄ１６によって定めら
れる領域（～６５ｋｂ）内に別のホモ接合性欠失が観察された。バンド３のホモ接合性欠
失はＬＧ１１細胞およびＥＦＣ－２細胞において観察されるが、他の神経膠腫細胞または
正常な対照には観察されない。１０６ｄ１６（バンド１２）はすべての細胞において観察
され（ＥＦＣ－２は変化した移動バンドを示す）、ホモ接合性欠失が完全に１０６ｄ１６
内に含まれることを示唆していた。
【０１６７】
実施例５
重要な領域内で発現された遺伝子の同定
　ＢＡＣ１０６ｄ１６からのＥｃｏＲＩ断片を生成し、アガロースゲル電気泳動によりサ
イズ分離した。個々のバンドまたは同じサイズのバンドのプールをｐＳＰＬ３（GIBCO,ゲ
イサーズバーグ、メリーランド）にライゲートした。推定エクソンを製造業者の記載に従
って同定した。２つのエクソンが捕捉ベクター中に正しくスプライシングされた。これら
エクソンは、バンドプール２、３、４、５およびバンド７からのものであった。捕捉した
エクソンの配列を決定し、知られた捕捉ベクター配列により定めた。発現された配列タグ
（ｄｂＥＳＴ）データベースのＢＬＡＳＴサーチを用い、５つの潜在的な発現配列タグ（
ＥＳＴ）を同定した。２つのＥＳＴ（ｇｂ／Ｈ９２０３８、ＡＡ００９５１９）を観察し
たところ、これらエクソンのいずれかまたは両者を含んでいた（一方のＥＳＴは間違った
方向ではあったが）。
　シークエンシングプライマーをＥＳＴから生成し、ＢＡＣ４６ｂ１２を鋳型として用い
て推定エクソン－イントロン境界を定めるのに用いた。９つのエクソンを同定した。ＥＳ
Ｔとゲノム鋳型との配列の相違を補正した。これらエクソンはすべてＢＡＣ４６ｂ１２内
に含まれていた。各エクソンに隣接するイントロン配列からプライマーを生成し、各エク
ソンのアンプリコン単位を形成した。エクソンのうちの２つは、ＢＡＣ１０６ｄ１６Ｅｃ
ｏＲＩ配列からの捕捉エクソンに対応していた。この遺伝子の配列を図６に示す。予測さ
れるアミノ酸の読み取りは、ＡＴＧ開始部位、ＴＧＡおよびＴＡＡ終止コドンのインフレ
ームでの存在、配列のどこにでも３つのすべての読み取り枠で存在する複数の終止コドン
、９つのスプライシング部位、および開始部位の近傍に存在するコザック配列により定め
た。この４０３アミノ酸配列を図７および図９に示す。予測される分子量は４７,１２２
であり、ｐＩは５.８６である。
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　タンパク質産物の可能な機能的役割は、幾つかのタンパク質モチーフへのその配列ホモ
ロジーにより示唆される。残基８８～９８からの重要なモチーフ[IHCKAGKGRTG](配列番号
：２８)は、プロテインチロシンホスファターゼの保存された触媒ドメイン[(I/V)HCxAGxx
R(S/T)G](配列番号：２９)(Denuら、１９９６)と正確に一致する。腫瘍抑制遺伝子のホス
ファターゼ機能と一致する幾つかの他のモチーフが同定された。
　アンプリコン（遺伝子の種々の領域から生成されるＰＣＲＴＭ産物）をランダムプライ
ミングｃＤＮＡから生成した。アンプリコンの配列はＤＮＡ配列に対応する。非重複アン
プリコンを用いて種々の臓器からの正常組織のノーザンブロットをプローブした（Clonte
ch、パロアルト、カリフォルニア；多組織ブロット）。すべてのアンプリコンにより、ノ
ーザンブロット上の５.５～６ｋｂの主要なバンドおよび幾つかの主要でないバンドが同
定された。調べたすべての組織（心臓、脳、胎盤、肺臓、肝臓、骨格筋、腎臓、膵臓、脾
臓、胸腺、前立腺、精巣、卵巣、小腸、結腸および末梢血リンパ球）でメッセージが発現
された。
【０１６８】
実施例６
変異分析
　変異分析を最初に２つの範囲（fronts）で行った。まず、ホモ接合性欠失を有すること
が示された神経膠腫細胞株を候補遺伝子の存在について分析した。図８に示すように、Ａ
ＦＭ０８６の欠失を示した細胞株はすべて、候補遺伝子の複数のエクソンのホモ接合性欠
失を有していた。さらに、欠失は遺伝子の中央においても生じたのでエクソン２とエクソ
ン７との間に欠失境界（すべての細胞株において同様の欠失）を定める。遺伝子の中央に
影響を及ぼす欠失はさらに、同定された遺伝子が変異の標的遺伝子を表すことを示してい
る。
　配列変異の予備分析もまた一連の神経膠腫細胞株で行った。調べた神経膠腫細胞株のう
ち３つを除くすべてにおいて変異および／または欠失が観察された（表５）。表中の塩基
番号は、全配列ではなくエクソンの配列を指すものであり、すなわちＵ２５１については
エクソン７の９８番目の塩基である。
【０１６９】
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【表５】

　また、エクソンの欠失は前立腺細胞株であるＬｎＣａｐでも認められた。変異／欠失を
示さなかった神経膠腫細胞は低度の腫瘍（ＰＣ－３およびＰＨ－２）由来のものであり、
第１０染色体のアレル欠失は期待されず、これらの細胞について観察した。他の細胞（Ｄ
７７）は一次細胞培養であり、第１０染色体は該遺伝子内の１ｂｐ多型からヘテロ接合性
であることが示された。乳癌細胞株もまた変異を示した。この最初の分析は、１０ｑ腫瘍
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明者らの結論を支持するものである。
【０１７０】
実施例７
癌標本および腫瘍細胞系におけるＴＳ１０Ｑ２３．３突然変異の分析
　さらに広範な実験において、本発明者らは、３４２個の初期腫瘍標本および種々の癌の
タイプ由来のＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子座に明らかなＬＯＨを呈している１６４個の腫瘍
細胞系（ＴＣＬ）におけるＴＳ１０Ｑ２３．３突然変異の発生率を報告する。ＴＳ１０Ｑ
２３．３遺伝子座に明らかなヘテロ接合損失（ＬＯＨ）を示す７５個のＴＣＬから、本発
明者らは、ＴＳ１０Ｑ２３．３のコーディング部分を除去する１０個のホモ接合欠失およ
び１つのフレームシフト、１つのナンセンスおよび７つのミスセンス変異体を見出した。
一方、ＬＯＨに対して予備スクリーニングされた８４個の初期腫瘍から、本発明者らは、
それぞれ１つのフレームシフト損傷、ナンセンス突然変異、スプライシング変異体および
ミスセンス変異体のみを検出した。興味深いことには、ＴＳ１０Ｑ２３．３メッセージの
発現は、正常脳組織と比べて高グレードのグリア芽腫において有意に低減化されているこ
とを示していた。
　方法
　ＬＯＨ分析：　全ゲノムＤＮＡを凍結標本または脱パラフィン切片から精製した。全ゲ
ノムＤＮＡは、Ｅａｓｙ－ＤＮＡキット（インビトロゲン、サンディエゴ、ＣＡ）を用い
て癌細胞系から精製した。ＬＯＨ分析は、（Tengら、１９９６;Steckら、１９９５の記載
にしたがって行った。この実験で用い多形ショートタンデムリピートマーカーは：Ｄ１０
Ｓ１６８７（ヘテロ接合度指標、ＨＩ＝０．８１；ｐ－テロメアからのＬｄｂ（Collins
ら、１９９６）照射マップ位置、ＲＬ＝８５Ｍｂ）、Ｄ１０Ｓ５７９（ＨＩ＝０．５９；
ＲＬ＝８６．４Ｍｂ）、Ｄ１０Ｓ５４１（ＨＩ＝０．７８；ＲＬ＝８６．５Ｍｂ）、ＡＦ
Ｍ２８０ＷＥ１（ＨＩ＝ｎｄ；ＲＬ＝８７Ｍｂ）、ＡＦＭＡ１１４ＸＢ１（ＨＩ＝０．７
０；ＲＬ＝９１．９Ｍｂ）およびＤ１０Ｓ１７５３（ＨＩ＝０．７４；ＲＬ＝９２．４８
Ｍｂ）である。ＡＦＭ０８６ＷＥ１によって定義されたＴＳ１０Ｑ２３．３は、８６．５
Ｍｂである。ＬＯＨは、試験した各個体の腫瘍および正常ＤＮＡから産生されたＳＴＲマ
ーカーアンプリコンを定量的に比較することによって、初期腫瘍標本において大多数のケ
ースについて評価した。ＴＣＬおよびいくつかの初期腫瘍のケースにおいて、ＡＦＭＡ１
１４ＸＢ１、Ｄ１０Ｓ５４１およびＤ１０Ｓ１７５３の明らかなヘミ接合性を合わせたも
のに基いてＬＯＨを評価した；与えられたこれら３つのＳＴＲマーカーのすべてがホモ接
合性である可能性は、０．０１７以下である。
　ホモ接合欠失スクリーニング：　テンプレートとして細胞系ゲノムＤＮＡを用い、Ｔａ
ｑＰｌｕｓ（ストラタジーン、ラホイア、ＣＡ）またはＡｍｐｌｉＴａｑ Ｇｏｌｄ（パ
ーキンエルマー、フォスターシティ、ＣＡ）にて入れ子ＰＣＲ増幅を行った。ＴＳ１０Ｑ
２３．３およびＭＭＫ４＋アンプリコンの産生に用いたプライマーおよび使用したＰＣＲ
条件を以下に記載する。２０μｌの第２反応を２～３％Ｎｕシーブ（ＦＭＣバイオプロダ
クツ）アガロースゲル上でフラクション化し、続いて視覚化した。
　突然変異スクリーニング：　本発明者らは、腫瘍標本のゲノムＤＮＡまたはＴＣＬにお
いて入れ子ＰＣＲ増幅を行い、Steckら（１９９７）の操作にいくらかの変更を加えて、
配列変異体について得られるアンプリコンをスクリーニングした。最初に、エクソン６Ｆ
Ｂ－ＲＲプライマーペアを用いて増幅されたシングル第２アンプリコンでエクソン６をス
クリーニングした。２番目に、ＦＡ－ＲＰプライマーを用いてエクソン８の第１増幅を行
ったのち、次のＦＢ－ＲＱおよびＦＣ－ＲＲプライマーを用いて２つの第２アンプリコン
としてエクソンをスクリーニングした。
【０１７１】
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　三番目に、イントロンにおけるモノヌクレオチドのランが乏しい色素プライマーシーケ
ンシングを引き起こしたので、本発明者らは、それぞれ入れ子プライマー５’－ＴＴＴＴ
ＴＴＴＴＴＡＧＧＡＣＡＡＡＡＴＧＴＴＴＣ－３’（配列番号：３７）および５’－ＡＡ
ＴＴＣＡＧＡＣＴＴＴＴＧＴＡＡＴＴＴＧＴＧ－３’（配列番号：３８）を用いて、第２
アンプリコンエクソン８ＦＢ－ＲＱおよびエクソン９ＦＢ－ＲＲについて色素ターミネー
ター配列データを得た。本発明者らは、スクリーニングしたすべてのサンプルにおいて、
９０％以上の範囲のＴＳ１０Ｑ２３．３コーディング配列を得た；すべての突然変異は新
たに増幅した産物をシーケンシングすることによって確認した。
　ＲＴ－ＰＣＲ（登録商標）発現：　１０個の正常組織および１０個のハイグレードグリ
ア芽細胞腫標本の凍結切片からメッセンジャーＲＮＡを単離した。凍結切片（２０個それ
ぞれ５μｍ）をカットし、ｍＲＮＡを単離するために用いた（Micro－Fast Track；イン
ビトロゲン、サンディエゴ、ＣＡ）調節した切片を組織学的に診査し、切片は、優勢的に
正常または腫瘍細胞を含むことが明らかとなった。正常切片は、正常な過程の治療開頭術
中、腫瘍がない領域から得た。SuperscriptＩＩおよびコーディング領域－２８から３４
７または３４５から１２３２に対応するＴＳ１０Ｑ２３．３を増幅するためのプライマー
を用いて相補的ＤＮＡを作製した。用いたプライマーは以下のものであった。

　ＰＣＲ条件は、アニーリング段階を５３℃で行った以外はこれまでに述べたものと同様
である。
【０１７２】
　ＴＳ１０Ｑ２３．３偽遺伝子の特徴づけ：　Pfuポリメラーゼおよび入れ子ＰＣＲ方策
を用いて、ヒト胎児脳ｃＤＮＡから、ＤＮＡフラグメントを増幅した。開始時のχμｌ反
応は１００ｎｇのｃＤＮＡを含んでいた。増幅の最初のラウンドで用いたプライマーペア
ＣＴＴＣＡＧＣＣＡＣＡＧＧＣＴＣＣＣＡＧＡＣ（配列番号：４３）およびＧＧＴＧＴＴ
ＴＴＡＴＣＣＣＴＣＴＴＧ（配列番号：４４）であり、この後、反応物を２０倍に希釈し
、ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＣＡＡＡＧＡＧＡＴＣ（配列番号：４
６）プライマーで再度増幅した。使用したＰＣＲ条件は、開始時の変性段階を９４℃で五
分間、次いで９４℃で４５秒、５５℃で３０秒および７２℃で１分間を３０サイクルであ
った。この偽遺伝子の染色体での位置を決めるために、本発明者らは、Genebridge４パネ
ル（ゲノムシステムズ）を用いて照射ハイブリッドマッピングを行い、次のプライマーペ
アは、ＴＳ１０Ｑ２３．３ではなくて偽遺伝子から特定の３０３ｂｐ産物を生成するため
に設計した：ＡＴＣＣＴＣＡＧＴＴＴＧＴＧＧＴＣＴＧＣ（配列番号：４７）およびＧＡ
ＧＣＧＴＧＣＡＧＡＴＡＡＴＧＡＣＡＡ（配列番号：４８）。このＳＴＳを用いて、本発
明者らは、偽遺伝子が第９染色体上の役６０ｃＲに位置することを決定した。さらに、本
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発明者らは、この偽遺伝子をもつ２つの細菌人工クローン（ＢＡＣ）、１４５ｃ２２およ
び１８８ｌ２２を単離しており、そのゲノムＤＮＡ配列を確認している。ＴＳ１０Ｑ２３
．３コーディング配列と偽遺伝子の配列を比較すると、次の塩基相異が明らかとなった：
Ｔ２Ｇ，Ｃ８９Ｔ，Ｔ２０２Ｃ，Ｔ２４２Ｃ，Ｇ２４８Ａ，Ａ２５８Ｇ，Ｇ３９７Ａ，Ａ
４０５Ｔ，Ｇ４０７Ａ，Ｔ５３１Ｃ，Ｔ５４４Ｇ，Ｃ５５６Ｇ，Ａ６７２Ｇ，Ｃ７００Ｔ
，Ａ７０５Ｇ，Ｃ７２０Ｔ，Ｃ９００ＴおよびＡ９４２Ｇ。ヒトＴＳ１０Ｑ２３．３偽遺
伝子のヌクレオチド配列は配列番号：６４である。
　ＴＳ１０Ｑ２３．３は腫瘍抑制因子遺伝子であることが明らかなので、この遺伝子にお
ける新規突然変異を同定するための本発明者らの開始時の段階は、１０Ｑ２３のこの領域
内のＬＯＨについて、初期腫瘍およびＴＣＬをプレスクリーニングすることであった。Ｔ
Ｓ１０Ｑ２３．３遺伝子座の近くにある第１０染色体上の多形ショートタンデムリピート
マーカーを用い、全部で３４２個の初期腫瘍標本および１６４個のＴＣＬをＬＯＨについ
て診査した（表６）。このサンプルのパネルにおいて、本発明者らは、初期腫瘍標本にお
けるＬＯＨの頻度が結腸標本での２０％からグリア芽細胞腫（ＧＢＭ）における７５％の
範囲であることを観察した。サンプルサイズが９より大きいＴＣＬについては、ＬＯＨの
発生率は、２８％（結腸）から８２％（ＧＢＭ）と変化し、全体の頻度は～４６％であっ
た。
【０１７３】
【表６】

　１）ＬＯＨパーセントはサンプルサイズが９以上のもののみについて計算した；２）増
幅およびシーケンシングが成功したサンプル（>９０％のコーディング配列がスクリーニ
ングされた）；３）シーケンシングされたＬＯＨなしのサンプルの数を括弧内に示す。あ
る初期腫瘍ＤＮＡ、特に膵臓および子宮内膜のカルシノーマは、マイクロ切断パラフィン
固定切片から単離されたが、テンプレートの品質が悪かったので>９０％の範囲でシーケ
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ンシングを失敗した；４）スクリーニングされたすべてのＴＣＬが明らかなＬＯＨを示し
た。ＴＳ１０Ｑ２３．３のコーディング部分におけるホモ接合欠失はシーケンシングによ
ってスクリーニングされなかった；５）これらの合計はSteckら（１９９７）によってす
でに報告されたサンプルを含む；６）肝臓転移にはＬＯＨは、みられなかったが、これら
の結腸サンプルのうち５つは肝臓に転移していた癌からなる。；７）前立腺系、ＮＣＩＨ
６６０（ＴＣＬ１０Ｆ４）は、Liら（１９９７）によって特徴付けられており、ＴＳ１０
Ｑ２３．３のエクソン２～９からホモ接合欠失があることがわかった；８）こららの転移
腫瘍標本は、アデノカルシノーマ、肉腫、腎細胞カルシノーマおよびメラノーマ由来であ
った。転移性損傷は、ソケイ部へ転移したメラノーマ以外は、肺へのものであった；９）
シーケンシングによって分析されたこれらの１３７個の標本のうち、４５個が報告されて
おり（Steckら、１９９７）、８個がＬＯＨなしであり、８４個がＬＯＨを示した。
【０１７４】
　初期腫瘍におけるＴＳ１０Ｑ２３．３のコーディング変異体を調査するために、本発明
者らは、ＬＯＨを示した腫瘍ＤＮＡから増幅したこの遺伝子のエクソンおよびフランキン
グスプライスジャンクションからなるアンプリコンをシーケンシングした。このアプロー
チにおける警告事項は、この遺伝子の発現レベルに影響を及ぼす調節突然変異の同定に失
敗することである。さらに、このスクリーニングは、ホモ接合突然変異およびヘテロ接合
突然変異の発生率は低いことが予想されるけれども、これらの突然変異の発見の可能性を
排除することである。前に、本発明者らは、グリア芽細胞腫、胸部および腎臓カルシノー
マにおけるＴＳ１０Ｑ２３．３コーディング変異体の発生率がそれぞれ、６／２６（２３
％）、２／１４（１４％）および１／４であることを報告した（Steckら、１９９７）。
この実験において、ＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子座の周囲にＬＯＨを示す８４個の初期腫瘍
から、本発明者らは、フレームシフト突然変異（胸部カルシノーマ）、ナンセンス突然変
異（小児ＧＢＭ）、スプライシング変異体（小児ＧＢＭ）およびミスセンス変異体（メラ
ノーマ；表７）を検出した。
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【表７】

１）初期腫瘍標本；２）対応正常ＤＮＡの分析により、この初期胸部腫瘍サンプルのＴＳ
１０Ｑ２３．３の突然変異が体細胞性であることを明らかにされている。対応する正常Ｄ
ＮＡが入手できなかったので、他の３つの初期腫瘍標本におけるＴＳ１０Ｑ２３．３の変
質についての同様の分析は不可能であった。しかし、本発明者らは、すでにSteckら（１
９９７）によって観察された初期腫瘍突然変異の９つすべてが、体細胞的に発生すること
を決定している。
【０１７５】
　初期腫瘍に加えて、本発明者らは、ＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子における変質について一
連の腫瘍細胞系を診査した。これらのＴＣＬによって、本発明者らは、白血病、リンパ腫
、神経芽腫、腎芽腫ならびに膀胱、睾丸および子宮癌などスクリーニングされた初期腫瘍
のパネルに存在しなかった癌のタイプを研究する機会を与えられた。ＬＯＨを示している
７５個のＴＣＬから、本発明者らは、ＴＳ１０Ｑ２３．３のコーディング領域に影響を及
ぼす１０個のホモ接合欠失を同定した（図１３Ａおよび図１３Ｂ）。ホモ接合欠失はＴＣ
Ｌにおいて、星状細胞腫（１／１）、膀胱カルシノーマ（１／３）、胸部カルシノーマ（
１／１４）グリア芽細胞腫（２／８）、肺カルシノーマ（１／７）、メラノーマ（４／７
）および前立腺カルシノーマ（１／２）に存在した。細胞系のうち二つは、すべての９つ
のＴＳ１０Ｑ２３．３エクソンを喪失していたが、他の八つのＴＣＬは該遺伝子の異なる
コーディング部分がホモ接合欠失していた。残りの６５個のＴＣＬの分析において、１つ
のフレームシフト、１つのナンセンスおよび７つの非保存性ミスセンス変異体が明らかに
なった（表７）。
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　ＴＣＬにみられた突然変異と比べて、初期腫瘍におけるＴＳ１０Ｑ２３．３にみられた
突然変異の頻度が相対的に低いゆえに、本発明者らは、一連の１０個のＧＢＭおよび１０
個の正常標本においてＴＳ１０Ｑ２３．３の発現を診査した。すべての正常サンプルはＴ
Ｓ１０Ｑ２３．３の発現を示したが、ＧＢＭではコノメッセージの有意な発現はみられな
かった（図１３Ｃおよび図１３Ｄ）。曝露を長くすると弱いシグナルが観測されるサンプ
ルもあったが、切片における正常細胞のコンタミネーションあるいは腫瘍細胞内のＴＳ１
０Ｑ２３．３発現の低さゆえに、本発明者らは、これらのレベルのメッセージが検出され
るかどうかを区別することができなかった。しかし、この観察結果から、ＴＳ１０Ｑ２３
．３の変質された発現が、これらのＧＢＭの腫瘍原性において潜在的に役割を演じること
が示唆される。ＴＳ１０Ｑ２３．３発現の阻害のメカニズムおよび他のタイプの初期腫瘍
におけるＴＳ１０Ｑ２３．３の発現レベルは現在研究中である。
【０１７６】
　本発明者らは、ＬＯＨおよびＴＳ１０Ｑ２３．３の変質についてあらかじめスクリーニ
ングされている初期腫瘍およびＴＣＬの大きなパネルを研究している。このセットの８４
個の初期腫瘍にいて、本発明者らは、４つのみの潜在的に不活性化されているＴＳ１０Ｑ
２３．３突然変異を検出した。本発明者らの以前の発見（Steckら、１９９７）を総合す
れば、初期グリア芽細胞腫で８／３１（２６％）、初期胸ガンで３／３１（１０％）、初
期腎臓で１／８（１３％）および初期メラノーマ腫瘍で１／１１（９％）がＴＳ１０Ｑ２
３．３の変質を示した。興味深いことに、５つの小児ＧＢＭのうち２つが、非機能性タン
パク質の発現を導くＴＳ１０Ｑ２３．３変質を示し、このことが、小児疾患におけるＴＳ
１０Ｑ２３．３のかかわりをさらに分析することの正当性を裏付ける。セットの７５個の
ＴＣＬにおいて、本発明者らは、全部で１９個の推定の不活性化されているＴＳ１０Ｑ２
３．３突然変異を観察した。
【０１７７】
　異なるタイプの癌におけるＴＳ１０Ｑ２３．３突然変異の実際の発生率は、おそらく初
期腫瘍でみられる頻度とＴＣＬでみられる頻度の間であると思われる。本発明者らの発見
は、初期腫瘍と比べて、ＴＣＬのＴＳ１０Ｑ２３．３における突然変異の発生率は有意に
高い（表６）。膀胱癌におけるｐ１６の突然変異について、同様の知見がSpruckらによっ
て報告されている（Spruck IIIら、１９９４）。この相異は、おそらく１つかまたはそれ
以上の次に述べる可能性によるものと思われる。第１は、インビトロにおける培養を成功
させるためには、腫瘍細胞が、インビボで獲得される、ある組み合わせの遺伝子損傷を必
要とすること。第２は、ＴＳ１０Ｑ２３．３における突然変異イベントが、インビトロに
おいて成長に有利に作用するかまたはＴＣＬの培養中にクローン選択を起こすことができ
ること。第３は、初期ＧＢＭ標本１０／１０においてみられるＴＳ１０Ｑ２３．３の発現
の実質的低下が、ある腫瘍がこの遺伝子にコーディング突然変異を有することができず、
代わりに機能性ＴＳ１０Ｑ２３．３の発現レベルが低下することを示唆すること。そして
第４は、正常細胞コンタミネーションおよび初期腫瘍の標本異種性が、ＴＳ１０Ｑ２３．
３遺伝子座において有意な数のＴＣＬに見られる突然変異的メカニズムであるホモ接合欠
失を阻止しうることである。コントロール発現においては、腫瘍サンプル内で５％の正常
組織ＤＮＡのコンタミネーションが存在してさえ、これらの操作を用いるホモ接合欠失の
同定が阻止される。したがって、初期腫瘍においてＴＳ１０Ｑ２３．３に影響を及ぼすホ
モ接合欠失の存在は、本発明者らの分析によって容易に理解されうるものであり、その発
生を評価する別のアプローチを必要とするであろう。しかし、さらなる問題点は、第９ｑ
染色体に位置する明らかにスプライシングされていないＴＳ１０Ｑｑ２３．３偽遺伝子の
存在である；ＴＳ１０Ｑｑ２３．３のコーディング配列は、１６／１２０９塩基において
、この推定偽遺伝子とは異なっている（方法の項を参照）。
　ＴＳ１０Ｑｑ２３．３の変質の問題点は、変異体のスペクトルが異なることを示してい
る。同定された非保存性ミスセンス置換はすべて、ＴＳ１０Ｑｑ２３．３の推定ホスファ
ターゼドメイン内のそのＮ末端部分において見出される。逆に、ＴＳ１０Ｑｑ２３．３の
先欠けを引き起こす損傷は、遺伝子全体に分散している。もしもＴＳ１０Ｑｑ２３．３の
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先欠け体すべてが非機能性であるならば、データはＴＳ１０Ｑｑ２３．３のカルボキシ末
端領域が活性タンパク質の発現に必須であることを示す。このことは、潜在的リン酸化部
位およびＰＤＺモチーフがＴＳ１０Ｑｑ２３．３機能にとって重要であるという理解に一
致する。これとは別に、このタンパク質のＣ末端領域の配列は適当な折りたたみのために
必要である。これまでに報告されているＴＳ１０Ｑｑ２３．３における生殖細胞突然変異
のみがカウデン症候群に罹患している患者において検出されていること（Liawら、１９９
７）；特徴付けられたすべての他の初期腫瘍ＴＳ１０Ｑｑ２３．３変異体が体細胞に生じ
ていることは、興味深いことである（表７）。観察されたＴＳ１０Ｑｑ２３．３の変質か
ら、この遺伝子の多くの別個の損傷が、集団で存在することが予想される。全般的に、デ
ータは、ＴＳ１０Ｑｑ２３．３が多くのタイプの癌の発生において重要な役割を演じる腫
瘍抑制因子であることを示唆している。
【０１７８】
実施例８
乳癌の早期発症におけるＴＳ１０Ｑｑ２３．３突然変異の役割：カウデン症候群に関連す
る誘因およびｂｒｃａ１陰性ケースにおける排除
方法
　臨床材料：　インフォームドコンセントの後、カウデン症候群の患者から血液サンプル
を得た。ひとつのアリコートはＤＮＡ抽出に用いたが、第２のサンプルから末梢血液単核
細胞を精製し、ＥＢＶ形質転換リンパ芽球細胞系の生成に用いた。ＣＳの診断は、国際カ
ウデン協会ＣＤ診断基準を用いて行った（Nelenら、１９９６）。早期発症乳癌の患者に
ついて、サンプルは、年齢３５歳以下（診断時の平均年齢は２７．７歳）の乳癌が進行し
ており、ＣＳの臨床的診断を受けたことがない、これまでにＢＲＣＡ１におて明らかに有
害な突然変異を保持していることがわかっていない女性６３名からなる（サンプルのうち
５名の女性は、意義が未知のミスセンス多形を保持していた）。これらの女性は、ＢＲＣ
Ａ１突然変異を保持することの危険性が高い家族から選ばれた、２０箇所の共同研究所か
らの関連のない７９８個のサンプルのサブセットである。大部分の家族は、多数のケース
の乳癌、若年における乳癌の診断および卵巣癌の発生率が原因で選ばれたものであり、こ
れらの条件はこれまでにＢＲＣＡ１の生殖細胞突然変異に関連すことがわかっている。幾
つかの家族は二親等まで拡張された。アメリカ合衆国にある協会からのすべてのサンプル
は、乳癌の遺伝学に関する調査実験に参加している患者から集められた。アメリカ合衆国
以外の協会からのサンプルは、該協会と等価の団体によって課された、ヒト患者にかかわ
る調査に関する適当なガイドラインにしたがって集められた。各家族からの１人の代表者
のみをサンプルに含め、遺伝子マーカーによってＢＲＣＡ１に関連することがわかってい
る家族は含めなかった。家族または集団実験の際に行われる、よりコントロールされたサ
ンプリングとは対照的に、これは高い危険性の臨床状態にある患者の間の相異性を示す不
均質なサンプルである。このことが、サブグループのサンプル頻度が一般的集団の頻度を
反映することを必要としない方法を求める本発明者らの分析を方向付けてるものたとなっ
ている。したがって、本発明者らは、たとえば、３０歳で乳癌を診断された女性が有害な
ＢＲＣＡ１またはＴＳ１０Ｑｑ２３．３（ＭＭＣＡ１ともいう）の突然変異を保持する蓋
然性を評価することができるが、本発明者らは、一般的集団におけるこのような女性の頻
度を評価することはできない。ＴＳ１０Ｑｑ２３．３実験に用いたすべてのサンプルは無
作為に使用した。
【０１７９】
　ＤＮＡ抽出：　インフォームドコンセントが得られた後、Ｑ１Aamp blood Maxiキット
を用いて全血またはリンパ芽細胞系から患者のゲノムＤＮＡを抽出した。ＯＤ２５０で濃
度を測定し、ＯＤ２６０／ＯＤ２８０の比率によって純度をチェックした。
　遺伝子型決定：　リサーチジェネティクスから第１０染色体遺伝子座のためのプライマ
ーペアを得た。３３Ｐ－γＡＴＰおよびポリヌクレオチドキナーゼの存在下で前進鎖プラ
イマーをエンド標識した。全反応体積３０μＬにてＰＣＲ反応を行った。反応は、各プラ
イマー１０ｍＭ、デオキシヌクレオチド２００ｍＭ，ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ１．５ユ
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ニットおよびゲノムＤＮＡ５０ｎｇで構成されたものであった。ＰＣＲは、９４℃変性４
５秒、５５℃アニーリング４５秒および７２℃伸張１分を３５サイクル行った。最後に１
０分間の伸張を行った。２０μＬの停止溶液（９５％ホルムアミド、１ｍＭのＥＤＴＡ、
０．２５％のブロモフェノールブルー０．２５％のキシレンシアノ－ル）を加えてＰＣＲ
反応をとめた。次いで、反応物を９４℃で５分間変性し、８％変性ポリアクリルアミドゲ
ル上で生成物を分離した。ゲル上にサイズ標準を含むSequaMark（リサーチジェネティク
ス）によって対立遺伝子のサイズを決定した。
　結合分析：　ＭＬＩＮＫを用いて２点結合分析を行った。２０歳以下の個体は未知とみ
なした。疾患遺伝子頻度は０．０００００１と等しくせっとし、マーカー対立遺伝子頻度
をＩＬＩＮＫを用いて評価した。ＭＬＩＮＫおよびＩＬＩＮＫの両方をLINKAGEパッケー
ジ・ヴァージョン５．２（Lathtopら、１９８４）から得た。家族Ｄにおける最も起こり
そうなハプロタイプの再構築は、GENEHUNTER（Kruglyakら、１９９６）を用いて行った。
家系図は、Cyrillic・ヴァージョン２．０２を用いて作図した。
【０１８０】
結果
　カウデン症候群（ＣＳ）（LloydおよびDermis、１９６３）または多重過誤腫症候群（W
earyら、１９７２）は、皮膚、胸腺、胸、結腸および脳といったような種々の組織におけ
る過誤腫および良性腫瘍の発生に関連する常染色体支配性疾患である。ＣＳの患者は乳癌
の危険性が高くなっていることが示唆されており（Brownsteinら、１９７８）、他の感受
性症候群にみられるように、該患者らは、若年において乳癌を発生させるようである。Ｃ
Ｓは、特定の皮膚損傷、毛根鞘腫（小胞漏斗の腫瘍）にも関連しており、したがって、こ
の乳癌感受性症候群は、皮下バイオマーカーの存在によって認識されうる（Brownsteinら
、１９７７；１９７８）。本発明者らは、この症候群の臨床的および病理学的結果につい
て詳細に研究しており、ＣＳにおける悪性胸部疾患を発症する平均年齢が４６歳であるこ
と、乳癌に冒された女性の年齢範囲が３３歳から７４歳であることを実証している。さら
に、本発明者らが研究したＣＳの女性のうち非常にわずかしか乳癌の家族暦をもたなかっ
た。興味深いことには、ＣＳの男性は乳癌の発生の危険性が増加しないようであった（Br
ownsteinら、１９７８）。本発明者らは、ＣＳの女性が過増殖の良性胸部疾患を発生させ
、乳癌の発生前に多重胸部生検の履歴を頻繁に報告していることも明らかにしている。し
たがって、皮膚疾患および良性胸部疾患の履歴によって、危険性の高い集団において、乳
癌の発生前に、冒された個体の同定することができるようになる。
　ＣＳの遺伝子座が第１０染色体に存在することがすでに実証されている（Nelenら、１
９９６）。その研究では、全部で１２の家族が診査され、マーカーＤ１０Ｓ２１５とＤ１
０Ｓ５６４の間のカウデン決定インターバルが同定された。これらの家族の中で冒された
個体は、ＣＳおよびレールミット－デュクロー病（ＬＤＤ）（Nelenら、１９９６；Liaw
ら、１９９７）；小脳の形成異常の神経節細胞腫を特徴とする稀な脳疾患（Albrechtら、
１９９２）であった。このエリアの精密なマッピングによって、この初期の結果が洗練さ
れ（Liawら、１９９７）、マーカーＤ１０Ｓ２１５とＤ１０Ｓ５６４の間のＣＳ遺伝子の
位置決定がサポートされる。さらに最近では、ＣＳをもつ４つの家族において、冒された
個体が、第１０染色体上のカウデン決定インターバルに位置するＰＴＥＮ（Liら、１９９
７）、ＴＳ１０Ｑｑ２３．３（Steckら、１９９７）またはＴＥＰ１（Liら、１９９７）
として知られる遺伝子において生殖細胞突然変異をもつことが明らかにされている（Liaw
ら、１９９７）。興味深いことには、予測されたＴＳ１０Ｑｑ２３．３タンパク質は、タ
ンパク質フォスファターゼの触媒ドメインならびに細胞骨格タンパク質、テンシンおよび
オーキシリンに対して有意な相同性をもつ配列モチーフを含んでいる（Liら、１９９７；
Steckら、１９９７）。さらに、胸部、脳、前立腺および腎臓のヒト腫瘍または腫瘍細胞
系においてＴＳ１０Ｑｑ２３．３におけるコーディング領域突然変異が観察される（Liら
、１９９７；Steckら、１９９７）。この遺伝子の機能は未知であるが、おそらくＴＳ１
０Ｑｑ２３．３は細胞増殖のコントロールにおいてある役割を演じ、その機能の損失はヒ
ト腫瘍の発生において重要であると思われる。
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【０１８１】
ＣＳ一族における連鎖分析および突然変異スクリーニング
　第１０染色体上のＣＳの遺伝子座を示している観察を拡張するために、本発明者らは、
ＣＳの臨床的証拠をもつ４つの家族において、カウデン決定インターバルに位置する５つ
のマーカーを用いて２点連鎖分析を行った（Nelenら、１９９６）。すべての家族を詳細
に診査し、国際カウデン協会ＣＤ診断基準を用い、この症候群の診断を行った（Nelenら
、１９９６）。２つの小さい家族が、第１０染色体上の３つの遺伝子座への結合を排除で
きない陽性ＬＯＤスコアを示した（図８の家族ＡおよびＢを参照せよ）。上記と同一の臨
床的結果をもつ２つの他の家族は、この領域のいくつかのマーカーに対して有意な陰性Ｌ
ＯＤスコアを示した（図８の家族ＣおよびＤを参照せよ）。異質性テストも行ったが、有
意な結果は得られなかった。これらの結果は、ハプロタイプの構築によって確認した（図
１５）。特に、家族Ｃにおいて、個体２は、彼女の冒された子供たちの両方に、彼女の冒
されていない父から遺伝したハロプタイプをうつした。最後に、家族Ｄでは、個体２およ
び２０が、彼らの冒された関連者のものとは異なるハプロタイプを受け継いでいた。
【０１８２】
【表８】

【０１８３】
【表９】
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　ＰＣＲおよびシーケンシングに基いたアプローチを用いて、本発明者らは、これらの４
つの家族からの１６人の冒された個体において、Steckら（１９９７）に記載されたプラ
イマーを用いて、ＴＳ１０Ｑｑ２３．３のエクソン９および関連スプライスジャンクショ
ンを診査した。興味深いことには、これらの１６人の個体のうち４人が４０歳前の乳癌で
あった。本発明者らは、ＣＳの標準的症状および徴候を示しているこれら４つの家族から
のこれらの１６人の個体においてコーディング配列に突然変異を検出することができなか
った。
【０１８４】
ＣＳの個体における突然変異分析
　次いで、本発明者らは、その一族が本発明者らの連鎖実験に用いられなかった２３個の
ＣＳの家族からの３１名の冒された個体をスクリーニングした。３１名の個体のうち、１
３名は５つの家族からの親類の個体であった。したがって、合計２３名の親類でない発端
者が選別された。独身の冒された女性（Waltonら、１９８６）は、コーディング配列のエ
クソン７においてフレームシフト突然変異を表していた（図１６参照）。特に、本発明者
らは、７９１番ヌクレオチドの後のＡＴの挿入（７９１insＡＴ）およびそれによってフ
レームシフトおよび下流未成熟終結コドンが生じることを明らかにした。興味深いことに
、この女性は３６歳で乳房造影陰性乳癌を発症しており、それは予防的乳房切除時に発見
されたものであった（Waltonら、１９８６）。発端者には、冒されていない兄弟ならびに
冒された娘がいた。これらの個体におけるエクソン７の直接シーケンシングから、冒され
た娘に同一の突然変異が存在すること（図１６）および冒されていない兄弟には突然変異
がないことが明らかになった。ＣＳおよび早期発症乳癌（３３歳）の２番目の個体の実験
において、本発明者らは、エクソン２に三塩基挿入があり（１３７ins３）、それによっ
て１つのアミノ酸（Ａｓｎ）が挿入されることを明らかにした。最後に、左右乳癌および
子宮内膜癌の女性において、本発明者らは、エクソン８の１３塩基対のフレームシフト欠
失を同定した（９１５del１２）。これらのデータから、ＣＳに（Liawら、１９９７）、
特にＣＳおよび乳癌に（Brownsteinら、１９７８）に関連するＴＳ１０Ｑｑ２３．３のさ
らに３つの突然変異対立遺伝子が明らかになった。しかし、２０の家族からの２７名の個
体において、本発明者らは、ＴＳ１０Ｑｑ２３．３のコーディング配列に突然変異を検出
しなかった。この集団において、これらの個体のうち７名が乳癌に冒されていたが、これ
らの女性のすべては４０歳以降に乳がんを発症していた。これらの７名のうち１名は左右
乳癌であった。したがって、全体で、家族データならびにこれらの個体データを合わせて
、本発明者らは、３つのＣＳ家族からの４名の個体にコーディング配列突然変異を検出し
たが、２４のＣＳ家族からの他の４３名の個体にはコーディング配列変質（ミスセンスま
たはサイレント変異など）を検出しなかった。
【０１８５】
早期発症乳癌の女性における突然変異分析
　早期発症乳癌（４０歳以前の乳癌の出現）における胸部腫瘍形成を調節する遺伝メカニ
ズムの存在について強い主張がなされている（Clausら、１９９０）。ＣＳは常染色体優
性型式で遺伝するので、この集団における乳癌の進行を調節する遺伝メカニズムは早期発
症乳癌の進行においても役割を演じることができる。本発明者らは早期発症乳癌およびＣ
Ｓにおいて生殖細胞系ＴＳ１０Ｑｑ２３．３突然変異を検出し、この遺伝子における突然
変異は胸部腫瘍および胸部腫瘍細胞系で相対的に高い頻度で発生するので（Steckら、１
９９７）、本発明者らは、生殖細胞系ＴＳ１０Ｑｑ２３．３突然変異の役割をさらに研究
することを望んだ。生殖細胞系ＴＳ１０Ｑｑ２３．３突然変異に潜在的に富むサンプルセ
ットを求めて、本発明者らは、３５歳以前（診断平均年齢２７．７歳）に乳癌を発症し、
ＣＳの臨床的診断がだされておらず、あらかじめＢＲＣＡ１に非常に有害な突然変異を保
持していないことが明らかとなっている６３名の女性において該遺伝子をシーケンシング
した（サンプル中の５名の女性は、有意性が未知のミスセンス多形を保持していた）。こ
のサンプルセットにおいては９つのエクソンにコーディング配列変質は検出されなかった
。逆に、非アシュケナジ乳癌患者の同様に確認されたセットにおいてまったく同じ突然変
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異検出および分析判断基準を用いて、本発明者らは、ＢＲＣＡ１において７つの有害な突
然変異および５つの有意性が未知のミスセンス多形を予想どおり検出した。さらに、ＴＳ
１０Ｑｑ２３．３において生殖細胞系突然変異を保持している前記４名のＣＳ患者から、
本発明者らは、２００以上の生殖細胞系染色体においてこの遺伝子のコーディング配列に
配列多形を検出していおらず、事実、ヒトとチンパンジーの配列の間に、ただ１つの配列
相異（サインレント）を見出すのみである。もし、ＴＳ１０Ｑｑ２３．３におけるコーデ
ィングおよびプロキシマルスプライスジャンクション配列変異体の頻度がこのサンプルを
引き出した集団の５％であったならば、本発明者らは１つまたはそれ以上のこのような変
異体を検出する９５％のチャンスを得ていたであろう。
【０１８６】
検討
　カウデン症候群は、独特の皮下バイオマーカーである毛根鞘腫をもっているので、乳癌
を発症しやすくする常染色体優性遺伝症候群とは異なるものである（Brownsteinら、１９
９７；１９７８）。さらに、ＣＳの女性は、乳癌の発症前に良性胸部疾患のための多様な
胸部生検を受けた履歴をもつことが多い。これらの女性のほとんどが乳癌の家族暦をもっ
ていなかった。今日までのところ、もっとも多く刊行物に記載されている臓器特異的癌感
受性をともなうＣＳ関連疾患は、女性の乳癌である（Brownsteinら、１９７７）。これら
の個体において高い頻度で癌を明らかに発症する他の臓器系は胸腺などである。ＢＲＣＡ
１における突然変異をともなう関連疾患（Fordら、１９９５）といったような他の常染色
体乳癌感受性症候群とは逆に、この症候群における卵巣癌の進行は、きわめて稀である。
しかし、ＣＳには、これらの症候群および若年における乳癌の発症ならびに左右乳癌の可
能性の増加が含まれる。これまでの観察から、第１０染色体１０Ｑ２２－２３へのＣＳの
関連性が実証された（Nelenら、１９９６）。さらに、ＰＴＥＮ（Liら、１９９７）、Ｔ
Ｓ１０Ｑｑ２３．３（Steckら、１９９７）またはＴＥＰ１（LiおよびSun、１９９７）と
して知られる遺伝子（Liawら、１９９７）における突然変異がＣＳの個体と関連性がある
こと（Liawら、１９９７）も今や明らかである。
　本明細書で報告された観察において、本発明者らは、特にＣＳと乳癌に冒されている個
体において、ＣＳに関連するＴＳ１０Ｑｑ２３．３のコーディング配列中の３つの新規な
生殖細胞系突然変異を同定した。２名の親類であるＣＳ患者において、本発明者らは、冒
された母親および彼女の冒された娘において同一である、エクソン７におけるフレームシ
フト突然変異、およびそ能結果としての未成熟終結コドンについて述べた。２名の冒され
た個体のうちひとりが、３６歳で乳癌を発症したので、このＴＳ１０Ｑｑ２３．３突然変
異は、早期発症乳癌に関連すると思われる。第三の冒された個体では、本発明者らは、エ
クソン８において１３塩基対の欠失を同定した。この個体は若年にて乳癌を発症しなかっ
たが、左右乳癌の病歴をもっていた。興味深いことに、彼女はタモキシフェンを投与され
つつ子宮内膜癌も発症した。もし子宮内膜癌がＣＳ（Starinkら、１９８６）およびタモ
キシフェンの使用（Fornanderら、１９８９）に関連しているならば、このひとりの女性
における疾患の発症への両危険因子の寄与は、知られていないものである。しかし、これ
は、タモキシフェンを投与されながら子宮内膜癌をはっしょうする女性のサブ集団は、Ｃ
Ｓおよび／またはＴＳ１０Ｑｑ２３．３における突然変異をもつという可能性をもたらす
。最後に、本発明者らは、３３歳で乳癌を発症した別の女性のエクソン２において三塩基
の挿入を同定した。
【０１８７】
　本発明者らが実験を行った一連のＣＳ個体において、本発明者らは、３つの家族からの
４名の個体において生殖細胞系ＴＳ１０Ｑｑ２３．３突然変異を検出したが、残りの２４
の親類でない家族からの４３名の個体にはどのようなコーディング配列変質も認めなかっ
た。これらのデータは、本発明者らの限りある連鎖情報にサポートを加えるものであり、
すべてのＣＳ家族が第１０染色体に同定された遺伝子座に結びつくものではないというこ
とを示唆している。本発明者らが行った実験は、ＴＳ１０Ｑｑ２３．３の５’調節領域ま
たは３’非翻訳領域における突然変異、あるいは、ＣＳに関連するメチル化サイレンシン
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グなどの発現レベルを変えてしまう他のメカニズムを除外するものではないが、連鎖デー
タとＤＮＡシーケンシングの結果の両方が、ＣＳが遺伝的に異種性であるという考えをサ
ポートする。皮膚およびその他の臓器の過誤腫の形成をともなう別の常染色体優性疾患で
ある結節硬化症は、染色体９ｑ３４（Hainsら、１９９１）および染色体１６ｐ１３．３
（Kandtら、１９９２）に位置する別の遺伝子座と遺伝子的に異種性であることが明らか
にされている。本発明者らの結果は、これがＣＳにとっても真実であることを示している
。なぜこれが初期の観察において明らかにされなかったのかははっきりとはしていないが
、おそらく診査された初期の家族の民族的背景によるものと思われる（Nelenら、１９９
６；Liawら、１９９７）。さらに、これらの個体のうちいくつかは、ＣＳおよびレールミ
ット・デュクロー病をともなっており、それは本発明者らがＣＳ発端者またはＣＳ家族に
おいてこれまでに見たことがないものであった（Nelenら、１９９６；Liawら、１９９７
）。
　早期発症乳癌における胸部腫瘍の形成を調節する遺伝的メカニズムについての強い主張
がなされている。事実、早期発症乳癌は。ＢＲＣＡ１（Mikiら、１９９４）およびＢＲＣ
Ａ２（Woosterら、１９９５）における突然変異に関連している。ＣＳは、早期発症乳癌
に関連しており、該癌は通常、管のカルシノーマである（Brownsteinら、１９７７；Brow
nsteinら、１９７８）。この症候群の名前の由来であるレイチェル・カウデンは、３１歳
で明らかに乳癌で死亡した（LloydおよびDennis、１９６３；Brownsteinら、１９７８）
。本明細書に記載するように、本発明者らは、早期発症乳癌をもつ２名のＣＳ個体および
左右乳癌をもつ１名の個体においてＴＳ１０Ｑｑ２３．３突然変異を同定した。しかし、
発明者らが、早期発症乳癌であり、ＣＳの徴候がなく、あらかじめ野生型配列のＢＲＣＡ
１をもつことがわかっている女性のサブグループについて生殖細胞系ＴＳ１０Ｑｑ２３．
３突然変異を調査したとき、本発明者らは、どのような配列変異体も検出することができ
なかった。これらのデータから、ＴＳ１０Ｑｑ２３．３における生殖細胞系突然変異が、
早期発症乳癌の少なくともこのサブ集団においては頻繁には起こらないことが示唆される
。
【０１８８】
実施例９
アデノウイルス媒介性ＭＭＡＣ１／ＰＴＥＮ遺伝子トランスファーによるグリア芽細胞腫
の腫瘍腫瘍形成性の抑制
　ＭＭＣＡ１／ＰＴＥＮの腫瘍抑制因子としての機能をさらに評価するために、さらに実
験を設計した。腫瘍細胞への能率的、一時的なＭＭＡＣの形質導入複製欠陥アデノウイル
ス（ＭＭＣＢ）を構築した。この実験で提示されたデータは、ＭＭＡＣ１／ＰＴＥＮのイ
ンビボにおける腫瘍抑制活性をサポートし、この組換えアデノウイルスベクターによるイ
ンビボ遺伝子トランスファーが癌遺伝子療法に有用であることを示唆する。
【０１８９】
材料および方法
　細胞系：　アメリカンタイプカルチャーコレクション（ＡＴＣＣ）からＭＭＡＣ１突然
変異グリア芽細胞腫細胞系Ｕ８７ＭＧを入手した。７％ＣＯ２を含む湿潤雰囲気下、３７
℃にて、培養培地（ＤＭＥ／１０％ＦＢＳ／１％Ｌ－グルタミン）中で細胞を維持した。
２９３個の胚性腎臓細胞もＡＴＣＣから入手し、１０％ＰＢＳを補充したＤＭＥ培養培地
で成長させる。
　ＲＴ－ＰＣＲ分析：　Ｕ８７ＭＧ細胞（Ｔｒｉ試薬、リサーチ・センター）から、製造
者指示書にしたがって、全ＲＮＡを単離した。ＭｕＬＶ－ＲＴ（ＲＮＡＰＣＲキット、パ
ーキン－エルマー）、ランダムヘキサマーおよび他のキット試薬を用いてＲＮＡを逆転写
し、次いでＭＭＡＣ１のエクソン２および５にそれぞれマッチする配列であるプライマー
ＭＡＣ１．６ｆ（５’－ＣＴＧ ＣＡＧ ＡＡＡ ＧＡＣ ＴＴＧ ＡＡＧ ＧＣＧ ＴＡ－３
’、配列番号：５８）およびＭＡＣ１，６ｒ（５’－ＧＣＣ ＣＣＧ ＡＴＧ ＴＡＡ ＴＡ
Ａ ＡＴＡ ＴＧＣ ＡＣ－３’、配列番号：５９）を用いてＰＣＲを行った。増幅条件は
、９５℃変性１分、次いで９５℃で１５秒、５５℃で３０秒のサイクルを２５回、次いで
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７２℃で５分であった。予想される正常産物のサイズは３１７ｂｐであった。Ｕ８７ＭＧ
からの異常バンドをアガロースゲルから切り取り、精製し（UltraClearn、Ｍｏバイオ・
ラブズ）、次いで自動シーケンサー（ＡＢＩ３７３Ａ、パーキン－エルマー）で直接シー
ケンシングを行った。
【０１９０】
　ウイルス：　野生型ｐ５３を含む組換えアデノウイルス（ＦＴＣＢ）を（Willsら、１
９９４）の記載にしたがって構築した。このベクターのゲノムはＥ１およびＥ３領域なら
びにＩＸタンパク質遺伝子に欠失をもっており、ヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）即
時早期プロモーター／エンハンサーのコントロール下に導入遺伝子を発現する。ｐ５３を
全長ＭＭＡＣ１をコードするｃＤＮＡで置き換える以外は、Steckら（１９９７）と同様
の作法で、ＭＭＡＣ１／ＰＴＥＮベクターＭＭＣＢを正確に構築した。その導入遺伝子、
強化緑色蛍光タンパク質（クローンテック）以外は、ＭＭＣＢにマッチするようにコント
ロールベクターＧＦＣＢを構築した。もう１つのマッチングコントロールベクター、ＺＺ
ＣＢは導入遺伝子なしで構築した。ＣＭＶプロモーターによって駆動する大腸菌LacＺを
発現するＢＧＣＡコントロールベクターは、パッケージングサイズ制約ゆえに、Ｅ１およ
びＥ３ならびにＩＸタンパク質遺伝子の欠失以外に部分Ｅ４欠失をもつゲノムから構築し
た。すべてのウイルスを２９３個の細胞で成長させ、Huygheら（１９９７）にしたがって
、ＤＥＡＥカラムクロマトグラフィーによって精製した。ウイルス粒子濃度を、Resource
 Ｑ ＨＰＬＣ（Shabramら、１９９７）によって決定し、ウイルスＤＮＡの自動シーケン
シングによって、すべての導入遺伝子の一次構造を変化させた。
　ＭＭＡＣ１タンパク質の免疫検出：　成長培地１ミリリットル当たりのウイルス粒子数
（ｐｎ／ｍｌ）を変えて２４時間、ＧＦＣＢまたはＭＭＣＢで単層細胞を感染させた。ウ
イルス含有溶液を２４時間除去し、細胞は、この時点で採集するかまたは成長培地ととも
に冷凍して後で集めるかのいずれかにて処理した。冷リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）にスク
ラッピングすることによって細胞を集め、遠心分離し、さらに冷ＰＢＳでもう一度洗浄し
、次いで、冷凍－解凍し、溶解緩衝液[ＭＯＰＳ５０ｍＭ、ｐＨ７．０、ＮａＣｌ １５０
ｍＭ、１％ＮＰ－４０．５％グリセロール、ＥＤＴＡ０．４ｍＭおよびＤＴＴ１ｍＭなら
びにＩＸコンプリートプロテアーゼインヒビターカクテル（ベーリンガー・マンハイム）
を補充]に再懸濁した。１００００×ｇで１５分間遠心分離して細胞溶解液を清澄化し、
上清をタンパク質含量について標準化した。プレキャスト８％ＴＲＩＳ－グリシンゲル（
ノベックス）を用いるＳＤＳ－ＰＡＧＥにてサンプルを分解し、次いで、ポリ（二弗化ビ
ニリデン）膜（Immobilon－Ｐ）に移して、ウエスタンブロッティングを行った。膜を５
％スキムミルクを含むＴＢＳＴでブロックし、次いで抗ＭＭＡＣ１ウサギポリクローナル
抗体（ＢＬ７４）、さらに西洋ワサビペルオキシダーゼ（アマーシャム）と複合させたロ
バ－ウサギＩｇＧでブロッティングした。コダックＸＡＲ－５フィルムを用いる化学発光
（ＨＣＬキット、ピアス）によってＭＭＡＣ１を検出した。
　ＦＡＣＳ感染性アッセイ：　Ｕ８７ＭＧ細胞を２×１０５細胞／ウエルの濃度で６ウエ
ルプレートに植え、一夜インキュベートし、次いで、１×１０５～１×１０９粒子数／ｍ
ｌの濃度範囲で２４時間ＧＦＣＢに感染させた。トリプシン処理して細胞を採集し、フロ
ーサイトメトリー（ベクトン・ディッケンソンＦＡＣＳcan）によって緑色蛍光をアッセ
イした（５２５ｎｍピーク検出、ＦＬ－１フィルター）。細胞を前面および側面スキャッ
ターから散乱させ、～９９％の未感染細胞が陰性であるような蛍光強度の遮断部を確立し
た。次いで、感染細胞のパーセンテージの最小評価を表す、この遮断部よりも蛍光の大き
いＧＦＣＢ感染細胞のパーセンテージを決定した。
【０１９１】
　３Ｈ－チミジン取り込みアッセイ：　９６ウエルのマイクロタイタープレート（コスタ
ー）に５×１０３細胞／ウエルの濃度で細胞を植え、一夜インキュベートした。ＺＺＣＢ
、ＧＦＣＢ、ＦＴＣＢおよびＭＭＣＢを５×１０６～１×１０９粒子／ｍｌの範囲になる
ように培養液で希釈したものを細胞単層に三回加え、次いで２４時間インキュベートした
。感染後２４時間の時点でウイルス含有溶液を除去し、新しい組織培養培地に取り替えて
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さらに２４時間置く。採集前に１ウエル当たり１μＣｉの３Ｈ－チミジンで細胞を処理し
た。細胞をグラスファイバーフィルター上に集め、液体シンチレーション（Top Count、
パッカード）を用いて３Ｈ－チミジン取り込みを測定した。緩衝液処理コントロールに対
するパーセンテージとして結果をプロットした（平均±ＳＤ）。
　細胞計数／生存率アッセイ：　Ｕ８７ＭＧ細胞の亜集密的細胞単層を種々の濃度のＭＭ
ＣＢまたはＧＦＣＢアデノウイルスで３回感染させて２４時間後、上清を新鮮な組織培養
培地に取り替えてさらに４８時間置く。次いで、細胞をトリプシン処理により採集し、細
胞計数器を用いるトリパンブルー排除法にて生存細胞を計数した。
【０１９２】
　軟寒天コロニー形成アッセイ：　５×１０６、５×１０７または５×１０８粒子／一盛
り（fill）で２４時間上記のように感染させたＵ８７ＭＧ細胞を、０．３５％寒天を含む
組織培養培地に懸濁し、３５ｍｍ組織培養ウエルに入れた０．７％寒天上に３回置く。７
％ＣＯ２を含む湿潤雰囲気下、３７℃にて、組織培養培地で覆った培養物を、毎日該培地
を取り替えながら５日間インキュベートした。感染後１４日目にコロニーの成長を評価し
た。
　腫瘍原性アッセイ：　１×１０７細胞／Ｔ２２５フラスコの密度で、Ｕ８７ＭＧ細胞を
植えた。一夜インキュベートした後、５×１０７または１×１０８粒子／ｍｌのアデノウ
イルスＧＦＣＢ、ＦＴＣＢ、ＢＧＣＡまたはＭＭＣＢで細胞単層を２４時間感染させた。
感染または未感染細胞をトリプシン処理によって採集し、培地で洗浄し、トリパンブルー
で染色された細胞を計数し、無胸腺ｎｕ／ｎｕ雌性マウス（シモンセン・ラブス）に皮下
注射した（５×１０６生存細胞／フラスコ）。２１日目と３０日目にマウスの腫瘍に点数
を付けた；Vernierキャリパーで三次元の腫瘍直径を測定し、それらの積として腫瘍の量
を算出した。
【０１９３】
結果および討論
　Ｕ８７ＭＧヒトグリア芽細胞腫細胞（PontenおよびMacintyre、１９６８）を、その報
告されたＭＭＡＣ１突然変異（Steckら、１９９７）、軟寒天コロニー形成能力ならびに
ヌードマウスにおける皮下腫瘍原性に基く実験用に選択した。エクソン２および５におけ
るプライマー（実施例９の方法セクション参照）を用いてＵ８７ＭＧのＲＮＡから誘導さ
れた異常に小さいＲＴ－ＰＣＲ産物は、シーケンシングにより、イントロン３スプライス
ドナー部位突然変異に一致して、エクソン３が欠けていることが発見された。エクソン３
は４５ｂｐ（１５コドン）を含み、フレーム内読み取り産物は可能であるけれども、喪失
された残基は天然のタンパク質における保存されたαへリックスをコードし、その損失は
、Fumariら（１９９７）によって測定された成長阻害活性を除去した。
　精製された組換えＭＭＡＣ１含有アデノウイルス（ＭＭＣＢ）は、ウサギポリクローナ
ル抗体を用いる、細胞溶解液のウエスタンブロッティングによって、Ｕ８７ＭＧ細胞にお
ける導入遺伝子の発現においてその特徴が付与された（図１７）。内在性ＭＭＡＣ１タン
パク質は、未感染またはコントロールウイルス感染細胞においては検出されなかったが、
ＭＭＣＢ感染細胞において用量依存様式で２４時間の感染期間の終了まで、ならびに４８
時間目、７２時間目および９６時間目に検出された（図１７）。この実験では、Ｕ８７Ｍ
Ｇ神経膠腫細胞における効率的な形質導入および外在性ＭＭＡＣ１タンパク質の正確な発
現を証明し、さらにＢＬ７４を用いるウエスタンブロッティングによってその検出を実証
した。
【０１９４】
　Ｕ８７ＭＧ細胞の感染能は、緑色蛍光タンパク質をコードする導入遺伝子以外はＭＭＣ
Ｂと同一の組換えアデノウイルスを用いるＦＡＣＳ分析によって定量的に評価した（図１
８）。予想されるＳ字形感染曲線が得られ、それから、５×１０７粒子／ｍｌのウイルス
投与２４時間で８５～９０％の細胞が感染したことを見積もった。ここで用いた投与パラ
メーターは、プラーク形成単位またはその派生物、感染の多様性に基いたものではないこ
とに留意すべきであり、アデノウイルス濃度および感染時間が、インビトロ形質導入の第
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１の決定要素であることがこれまでに明らかになっている（Nyberg-Hoffman）。
　ウイルス濃度の範囲における３Ｈ－チミジン取りこみによって、「ＭＭＣＢ」対「コン
トロールアデノウイルス感染Ｕ８７ＭＧ細胞」のインビトロ増殖を測定した（図１９Ａ）
。Ｕ８７ＭＧは、ほとんどのウイルス用量において、２つのコントロールアデノウイルス
（ＧＦＣＢおよびＺＺＣＢ）と比べて、ＭＭＣＢによって特異的に阻害された；幾つかの
細胞系においてこれまでに留意されているように（Harrisら、１９９５）、高いアデノウ
イルス濃度（たとえば１×１０９粒子／ｍｌ）では、非特異的阻害効果が優勢であった。
　感染の開始後７２時間での生存細胞を計数することによる二番目のインビトロアッセイ
にて成長阻害が確認され（図１９Ｂ）、同じ用量のＧＦＣＢと比べてＭＭＣＢはこの時点
での細胞数を約５０％まで減少した。この阻害は、規模において一過性プラスミド形質導
入を用いて観察される阻害（Furnariら、１９９７）に匹敵するものであった。ＭＭＣＢ
およびＧＦＣＢ感染培養物は７２時間の時点での生存率において類似しており、細胞水泡
化または核断片化といったような細胞死の形態学的証拠はＭＭＣＢ処理ではみられなかっ
た。
【０１９５】
　「ＭＭＣＢ」対「ＧＦＣＢまたはＦＴＣＢ」による形質導入に続いての軟寒天コロニー
形成によって、足場依存性成長におけるＭＭＡＣ１の効果も評価した。後者は確立された
腫瘍抑制因子遺伝子でアッセイを実証するために行った。５×１０７粒子／ｍｌの用量で
２４時間後、ＧＦＣＢコントロールと比べて、ＭＭＣＢまたはＦＴＣＢのコロニー形成は
約５０％まで阻害されたが、ＭＭＣＢまたはＦＦＣＢのいずれかの５×１０８粒子／ｍｌ
の用量では、>８５％の阻害（ＧＦＣＢと比べて）が達成された（図２０）。したがって
、ＭＭＡＣ１の用量依存型、遺伝子特異的効果が、このインビトロアッセイにおいて明ら
かであった。
　ＭＭＣＢ感染Ｕ８７ＭＧ細胞５×１０６個／注射を、３つの異なるコントロールアデノ
ウイルス[ＧＦＣＢ（ΔＥ１／ΔＥ３バックグラウンドマッチングの緑色蛍光タンパク質
）、ＦＴＣＢ（ΔＥ１／ΔＥ３バックグラウンドマッチングのｐ５３）、およびＢＧＣＡ
（ΔＥ１／ΔＥ３／ΔＥ４バックグラウンドマッチングのLacＺ）]に感染した同数の細胞
／注射と比較することにより、２つの腫瘍原性アッセイを行った（表１０）。実験１と２
の相違点は、一方は２つの用量レベルを使用し他方は１つを使用したこと、および終了日
がそれぞれ２１日目と３０日目であることであった。実験１の低用量レベルにおいて非常
に小さい（～１０ｍｍ３）腫瘍が３個みられた以外は、ＭＭＣＢ感染Ｕ８７細胞は、２１
日目または３０日目において完全に非腫瘍原性であった。未感染またはコントロールアデ
ノウイルス感染細胞を注射した３９匹のマウスにはすべて腫瘍が形成された。リポーター
遺伝子含有コントロールアデノウイルス、ＧＦＣＢおよびＢＧＣＡは、緩衝液処理細胞と
比べて、平均腫瘍サイズを減少する活性をいくらか有していたが、これは本発明者らによ
って以前に"アデノウイルス効果"として注目されたものである（Willsら、１９９４；Har
risら、１９９５）。ｐ５３含有アデノウイルスは、平均腫瘍サイズにおいて、より劇的
な効果をもっていたが（～６８ｍｍ３）、依然として６匹のマウスすべてに腫瘍が形成さ
れた。Ｕ８７ＭＧ細胞は野生型配列のｐ５３対立遺伝子を含むけれども、これらの結果は
、他者により報告された、これらの細胞へのｐ５３アデノウイルス遺伝子トランスファー
による成長阻害効果と一致する（Gomez－Manzaniら、１９９６；Kockら、１９９６）。い
ずれの場合でも、これらのデータは、適度のウイルス用量におけるＵ８７ＭＧ細胞中のＭ
ＭＣＢの遺伝子特異的腫瘍抑制活性を示す。
【０１９６】
　組換えアデノウイルス遺伝子トランスファーシステムを用いて、Ｕ８７ＭＧ細胞におけ
るＭＭＡＣ１／ＰＴＥＮのインビトロ成長阻害活性を示した。組換えアデノウイルスの使
用は、ＭＭＡＣ１などの強力に成長阻害するタンパク質を安定に発現している腫瘍細胞の
実験において従来の技術では困難であったことを避けるのに役立った。ＭＭＡＣ１の特異
的腫瘍抑制活性は、インビボアッセイにおいて最もはっきりと検出され、このことは腫瘍
抑制機能を測定する腫瘍原性アッセイの重要性をサポートしている。これらのデータは、
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グリア芽細胞腫腫瘍形成におけるＭＭＡＣ１不活性化の役割をサポートし、さらにインビ
ボにおけるＭＭＡＣ１／ＰＴＥＮ遺伝子トランスファーが、強力な癌治療アプローチとみ
なされうることを示唆している。
【０１９７】
　本発明の組成物および方法は、好ましい具体例という表現で記載されているが、本明細
書に記載された該組成物および／または方法にならびに段階または方法の段階の順序を、
本発明の概念、意図および範囲を逸脱することなく、変更を加えることができるというこ
とは当業者には明らかであろう。さらに詳しくは、化学的および生理学的に関連した作用
剤を本明細書で記載した作用剤と置換しても、同じまたは類似した結果が得られることも
明らかであろう。当業者には明らかなこのような類似の置換および修飾のすべては、添付
の請求の範囲に定義されるような本発明の意図、範囲および概念に含まれると考える。
【０１９８】
参考文献
　以下の参考文献は、それらが本明細書に示したものの補足となる例示的な手順その他の
詳細を提供する限りにおいて、参照のため本明細書中に引用される。
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【図面の簡単な説明】
【０１９９】
【図１】ヒト染色体番号10番上の腫瘍抑制因子遺伝子座の候補の位置。ヒト染色体番号10
番上の多様な遺伝子座は腫瘍抑制活性の部位でありえるものとして示された。これらの遺
伝子座および報告したグループを記載している。
【図２】神経膠腫細胞株中の同種欠失の例示。多様な神経膠腫細胞株を染色体番号10番の
遺伝子座の両方のコピーにおける欠失の存在に関してスクリーニングした。遺伝子座は垂
直軸上に示され、かつ水平軸を横切るように、挙げられている。同種の喪失は色付き楕円
によって示されている。マーカーＡＦＭＡ０８６ＷＧ９（ＡＦＭ０８６）の存在について
、神経膠腫細胞系Ｄ５４、ＥＦＣ－２、Ａ１７２およびＬＧ１１を審査した。マーカーは
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、個々の反応において数個の付加的第１０染色体多形アレルを用いる多重ポリメラーゼ鎖
反応において、欠失していることが明らかになった。アレルＤ１０Ｓ１９６は、ＰＣＲ（
登録商標）反応のコントロールとして示す。ＥＦＣ－２細胞は、４つの隣接マーカーのホ
モ接合欠失を示した（図２参照）。
【図３】染色体番号10番の例示：ハイブリッドクローン中のDNA微小衛星マーカーの存在
または不在。マウスA9細胞にトランスファーした体細胞ハイブリッドクローンU251.N10.7
の11のサブクローンからの微小衛星マーカーに特異的な染色体番号10番に対応するDNAの
存在（塗りつぶした円）または不在（中抜き円）染色体番号10番の領域を示す。U251.N10
.6およびU251.N10.8体細胞ハイブリッドは完全に抑圧されたクローンであり、軟アガロー
ス中で全く増殖を示さないか殆ど増殖を示さず、また、U251.N10.5AおよびCサブクローン
は部分的に抑圧されている（ステック（Steck）ら、1995）。完全に抑圧されたクローン
と部分的に抑圧されたクローンとの差異は、腫瘍抑制因子遺伝子の機能的な局在を提供す
る。腫瘍抑制因子遺伝子を含む可能性のある領域は、ボックスによって示されている。10
q23.3のボックスでは同種欠失と対立遺伝子欠失分析によって示された領域と重複する（
図2および図4参照）。
【図４】ヒト神経膠腫における染色体番号10番の欠失マップ。D10S551からD10S583までの
マーカーによって区切られた領域は10cM領域に位置している。微小衛星は、最も確率的に
ありそうな結合順で示され、ギアペイ（Gyapay）ら、1994によって記載されるように放射
ハイブリッドマップに基づいたおよその染色体位置にマッピングされている。未分化アス
トロサイトーマおよび1つの神経膠腫には関係がない染色体番号１０１番の領域は、該腫
瘍のボックス領域に示されている。同種欠失分析から定義され、この分析によって排除さ
れない重要な領域は右側の実線によって示す。
【図５】BAC 106d16のマッピング。106d16と称するBACのマッピングおよびサザンブロッ
ティングによる同種欠失の証明を示す。106d16の部分的な制限マップを示す。そのブロッ
ティングの説明をEFC-2細胞におけるEcoバンド番号＃14（Mr 約11kb）の同種の欠失を示
す。
【図６Ａ】ＴＳ１０Ｑ２３．３のコーディング配列および－5'－および3'－フランキング
領域。コーディング領域を太字で、最初にイン・フレームでストップコドンがあるように
示している。
【図６Ｂ】図６Ａの続きを示す図である。
【図７】ＴＳ１０Ｑ２３．３産物の推定アミノ酸配列。略語は、Aはアラニン；Cはシステ
イン；Dはアスパラギン酸；Eはグルタミン酸；Fはフェニルアラニン；Gはグリシン；Hは
ヒスチジン；Iはイソロイシン；Kはリジン；Lはロイシン；Mはメチオニン；Nはアスパラ
ギン；Pはプロリン；Qはグルタミン；Rはアルギニン；Sはセリン；Thaトレオニン；Vはバ
リン；Wはトリプトファン；Yはチロシンである。ホスファターゼ同一部位は太字で表す；
チロシンリン酸化部位はイタリック体で示し、下線を付している。
【図８】10q23.3の欠失分析。10q23.3における同種の欠失を持つと最初に示されている神
経膠腫株をＴＳ１０Ｑ２３．３の存在に関して再度分析した。塗りつぶした円はその遺伝
子領域が存在することを示し；中抜き円は遺伝子領域中の同種の欠失を示している。＊は
トラップされたエクソンを示す。
【図９Ａ】ヒト10q23.3とマウスおよびイヌホモログとのホモロジー比較。開始ATGコドン
およびメチオニンアミノ酸をスタート（1）ポジションで設計している。終結コドンはTGA
(1210)である。ゲノムまたはアミノ酸レベルでのヒトおよびマウスまたはイヌの配列間の
変更を比較された配列において星により示している。ヒトおよびイヌのアミノ酸配列は同
一である；マウスの配列は、３９８位置において異なり、マウスではセリンであるが、イ
ヌおよびヒトにおいてはトレオニンである。
【図９Ｂ】図９Ａの続きを示す図である。
【図９Ｃ】図９Ｂの続きを示す図である。
【図９Ｄ】図９Ｃの続きを示す図である。
【図９Ｅ】図９Ｄの続きを示す図である。
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【図９Ｆ】図９Ｅの続きを示す図である。
【図９Ｇ】図９Ｆの続きを示す図である。
【図９Ｈ】図９Ｇの続きを示す図である。
【図９Ｉ】図９Ｈの続きを示す図である。
【図１０Ａ】ＴＳ１０Ｑ２３．３のエクソン配列および周辺イントロン領域。エクソンは
開始部位1で大文字で示しており、イントロンは小文字で示している；開始コドンが第1位
で始まり、3'エクソン／イントロン境界がそれぞれ79と80位である最初のエクソンは除く
。小文字は（表５）、最初のエクソンを除き、この図に存在する配列の数に対応している
。U87およびU138の突然変異はエクソン（それぞれGおよびH）の後最初のイントロンG残基
［G＋I>T］である。T98GおよびKEに関して、点突然変異はそれぞれエクソンBの46位およ
び28位である。LnCap細胞に関して、突然変異は最初のイントロンにおける塩基16および1
7の欠失である。
【図１０Ｂ】図１０Ａの続きを示す図である。
【図１０Ｃ】図１０Ｂの続きを示す図である。
【図１０Ｄ】図１０Ｃの続きを示す図である。
【図１０Ｅ】図１０Ｄの続きを示す図である。
【図１１ＡＢ】TS1023.3における第二構造の分析。図11A：親水性プロット；図11B：表面
確率（Surface probability）プロットである。
【図１１ＣＤ】TS1023.3における第二構造の分析。図11C：可撓性プロット；図11D：抗原
価プロットである。
【図１１ＥＦ】TS1023.3における第二構造の分析。図11E:両親媒性ヘリックスプロット；
図11Fは両親媒性シートプロットである。
【図１１Ｇ】TS1023.3における第二構造の分析。図11Gは第二構造プロットである。
【図１２ＡＢ】ＴＳ１０Ｑ２３．３における推定の特徴の比較および点突然変異T98Gおよ
びKE。図12A：野生型ポリペプチドの1－60残基の親水性プロット；図12B：野生型ポリペ
プチドの1－60残基の表面確率プロット。ＴＳ１０Ｑ２３．３の42残基でのT98G突然変異
（Leu→Arg）は、ＴＳ１０Ｑ２３．３の提供されたヘリックス第二構造の喪失を生じる。
KEの36残基でのT98G突然変異（Gly→Gly）は、その領域における提案されたヘリックス第
二構造のオリゴヌクレオチド長さを有意に増加させる。両突然変異は同じヘリックス構造
に影響を及ぼすであろう。また親水性における少しの変化および表面確率は上昇する。
【図１２Ｃ】ＴＳ１０Ｑ２３．３における推定の特徴の比較および点突然変異T98Gおよび
KE。図12C：野生型ポリペプチドの1－60残基の二次構造プロット。ＴＳ１０Ｑ２３．３の
42残基でのT98G突然変異（Leu→Arg）は、ＴＳ１０Ｑ２３．３の提供されたヘリックス第
二構造の喪失を生じる。KEの36残基でのT98G突然変異（Gly→Gly）は、その領域における
提案されたヘリックス第二構造のオリゴヌクレオチド長さを有意に増加させる。両突然変
異は同じヘリックス構造に影響を及ぼすであろう。また親水性における少しの変化および
表面確率は上昇する。
【図１２ＤＥ】ＴＳ１０Ｑ２３．３における推定の特徴の比較および点突然変異T98Gおよ
びKE。図12D:KE変異体の1－60残基の親水性プロット；図12E：KE変異体の1－60残基の表
面確率プロット。ＴＳ１０Ｑ２３．３の42残基でのT98G突然変異（Leu→Arg）は、ＴＳ１
０Ｑ２３．３の提供されたヘリックス第二構造の喪失を生じる。KEの36残基でのT98G突然
変異（Gly→Gly）は、その領域における提案されたヘリックス第二構造のオリゴヌクレオ
チド長さを有意に増加させる。両突然変異は同じヘリックス構造に影響を及ぼすであろう
。また親水性における少しの変化および表面確率は上昇する。
【図１２Ｆ】ＴＳ１０Ｑ２３．３における推定の特徴の比較および点突然変異T98Gおよび
KE。図12F: KE変異体の1－60残基の第二構造プロット。ＴＳ１０Ｑ２３．３の42残基での
T98G突然変異（Leu→Arg）は、ＴＳ１０Ｑ２３．３の提供されたヘリックス第二構造の喪
失を生じる。KEの36残基でのT98G突然変異（Gly→Gly）は、その領域における提案された
ヘリックス第二構造のオリゴヌクレオチド長さを有意に増加させる。両突然変異は同じヘ
リックス構造に影響を及ぼすであろう。また親水性における少しの変化および表面確率は
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上昇する。
【図１２ＧＨ】ＴＳ１０Ｑ２３．３における推定の特徴の比較および点突然変異T98Gおよ
びKE。図12G：T98G変異体の1－60残基の親水性プロット；図12H：T98G変異体の1－60残基
の表面確率プロット。ＴＳ１０Ｑ２３．３の42残基でのT98G突然変異（Leu→Arg）は、Ｔ
Ｓ１０Ｑ２３．３の提供されたヘリックス第二構造の喪失を生じる。KEの36残基でのT98G
突然変異（Gly→Gly）は、その領域における提案されたヘリックス第二構造のオリゴヌク
レオチド長さを有意に増加させる。両突然変異は同じヘリックス構造に影響を及ぼすであ
ろう。また親水性における少しの変化および表面確率は上昇する。
【図１２Ｉ】ＴＳ１０Ｑ２３．３における推定の特徴の比較および点突然変異T98Gおよび
KE。図12I：T98G変異体の1－60残基の第二構造プロット。ＴＳ１０Ｑ２３．３の42残基で
のT98G突然変異（Leu→Arg）は、ＴＳ１０Ｑ２３．３の提供されたヘリックス第二構造の
喪失を生じる。KEの36残基でのT98G突然変異（Gly→Gly）は、その領域における提案され
たヘリックス第二構造のオリゴヌクレオチド長さを有意に増加させる。両突然変異は同じ
ヘリックス構造に影響を及ぼすであろう。また親水性における少しの変化および表面確率
は上昇する。
【図１３Ａ】ヒト腫瘍細胞系におけるＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子のホモ接合欠失および早
期グリア芽細胞腫におけるＴＳ１０Ｑ２３．３ｍＲＮＡ発現レベル。次の配列タグ部位：
（１）ＴＳ１０Ｑ２３．３エクソン１、（２）ＴＳ１０Ｑ２３．３エクソン２、（３）Ｔ
Ｓ１０Ｑ２３．３エクソン３、（４）ＴＳ１０Ｑ２３．３エクソン４、（５）ＴＳ１０Ｑ
２３．３エクソン５、（６）ＴＳ１０Ｑ２３．３エクソン６、（７）ＴＳ１０Ｑ２３．３
エクソン７、（８）ＴＳ１０Ｑ２３．３エクソン８、（９）ＴＳ１０Ｑ２３．３エクソン
９、（１０）コントロールＭＫＫ４エクソン８を用いるＰＣＲ増幅によってそれぞれ診査
した、４つの細胞系、乳癌ＴＣＬ１１Ａ１１、メラノーマＴＣＬ１１Ｄ７、メラノーマＴ
ＣＬ１１Ｄ９および白血病ＴＣＬ１０Ｇ９（ホモ接合欠失したＴＳ１０Ｑ２３．３を含ま
ないコントロールサンプル）を示す。
【図１３Ｂ】ヒト腫瘍細胞系におけるＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子のホモ接合欠失および早
期グリア芽細胞腫におけるＴＳ１０Ｑ２３．３ｍＲＮＡ発現レベル。スクリーニングされ
たＴＣＬのＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子に見られるホモ接合欠失。黒マルはホモ接合欠失の
ないエクソンを示し、白マルは失われたエクソンを表す。
【図１３Ｃ】ヒト腫瘍細胞系におけるＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子のホモ接合欠失および早
期グリア芽細胞腫におけるＴＳ１０Ｑ２３．３ｍＲＮＡ発現レベル。ＲＴ－ＰＣＲ分析に
よって検出されたヒト正常脳およびＧＢＭサンプルにおけるＴＳ１０Ｑ２３．３メッセー
ジの発現。ＴＳ１０Ｑ２３．３の５’末端アンプリコンを示す。レーンは、ＰＬ－１低グ
レード神経膠腫からのコントロールアンプリコン（Ｃ）ならびに７つの正常および腫瘍サ
ンプルである。診査した１０個のＧＢＭのうち６個を、ＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子座およ
びＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子変質体の周囲のＬＯＨについて診査した。６個のサンプルす
べてがＬＯＨを提示したが、発明者がそれらのＤＮＡをシーケンシングによってスクリー
ニングしても、突然変異は検出されなかった。等価の品質および量のテンプレートコント
ロールとしてＧＡＤＰＨメッセージの発現レベルを用いた。
【図１３Ｄ】ヒト腫瘍細胞系におけるＴＳ１０Ｑ２３．３遺伝子のホモ接合欠失および早
期グリア芽細胞腫におけるＴＳ１０Ｑ２３．３ｍＲＮＡ発現レベル。すべての正常および
ＧＢＭサンプルのＧＡＤＰＨに対するＴＳ１０Ｑ２３．３のＲＴ－ＰＣＲアンプリコン強
度の比率。
【図１４】ＴＳ１０Ｑ２３．３の推定の機能ドメインおよび道程された変質の位置の描写
。ＴＳ１０Ｑ２３．３のＮ－末端ハーフはホスファターゼならびに細胞骨格タンパク質、
テンシンおよびオーキシンと相同である（茶色枠）。コアフォスファターゼドメイン（赤
色枠）、３つの潜在性チロシンリン酸化部位（青色枠）および２つの潜在性セリンリン酸
化部位（黄色枠）の位置も示す。ＰＤＺモチーフ、ＩＴＫＶは、タンパク質のＣ－末端に
位置する。Steckら（１９９７）、Liら（１９９７）およびLiawら（１９９７）によって
同定されたＴＳ１０Ｑ２３．３の変異および本実験によって検出された変質を示す（青の
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矢印はミスセンス置換、黒の矢印はフレーム内挿入または欠失、緑の矢印は潜在性スプラ
イシング変異、およびＴＳ１０Ｑ２３．３のトランケーションを引き起こす赤の矢印はフ
レームシフトまたはナンセンス変異を示す）。星印は、カウデン病の患者において見出さ
れた生殖系列突然変異を示し（Liawら、１９９７）、黒マルは、推定的に独立したＤＮＡ
サンプルにおいて観察された損傷を示す。
【図１５】ＣＳを持つ４つの家族における第１０染色体上にマーカーを有するハプロタイ
プの構築。
【図１６】ＣＳおよび初期乳癌を持つ１つの家族のＴＳ１０Ｑ２３．３のＤＮＡシーケン
シング。罹患した母親（黒マル）においては、エクソン５に２つの塩基対（ＡＴ）挿入が
みられるが、罹患していない男兄弟（白マル）にはみられない。罹患した娘にはＡＴ挿入
が遺伝していた。
【図１７】外因性ＭＭＡＣ１タンパク質の発現。Ｕ８７ＭＧ細胞を表示されている濃度（
粒子数／ｍｌ）でＭＭＣＢまたはＧＦＣＢに２４時間感染させ、次いで、溶解液をただち
に（第２４時間）または２４時間後（第４８時間）に調製した。「方法」の項目の記載に
したがってウエスタンブロッティングを行った。タンパク質サイズのマーカーを左に示す
。Liauら（１９９７）に記載されているように、ＭＭＡＣ１タンパク質は、約５ｋＤの位
置に移動した。
【図１８】ＦＡＣＳ感染性アッセイ。Ｕ８７ＭＧ細胞をインジケーター／濃度で２４時間
感染させた。緑色の蛍光性タンパク質を発現している細胞のフラクションをフローサイト
メトリーで定量した。ｐｎ／ｍｌ：アデノウイルス粒子数／ｍｌ。
【図１９Ａ】ＭＭＣＢによるインビトロ増殖の阻害。図１９Ａ：３Ｈ－チミジンの取りこ
み。誤差バーはＳ．Ｄ．である（３回実験）。ｐｎ／ｍｌ：アデノウイルス粒子数／ｍｌ
。
【図１９Ｂ】ＭＭＣＢによるインビトロ増殖の阻害。１９Ｂ：生存細胞計数アッセイ。誤
差バーはＳ．Ｄ．である（３回実験）。ｐｎ／ｍｌ：アデノウイルス粒子数／ｍｌ。
【図２０】軟寒天コロニー形成。Ｕ８７ＭＧ細胞を表示されている濃度でＧＦＣＢ、ＭＭ
ＣＢまたはＦＴＣＢに２４時間感染させた。平均コロニー数±Ｓ．Ｄ．をプロットする。
ｐｎ／ｍｌ：アデノウイルス粒子数／ｍｌ。
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４】
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【図５】 【図６Ａ】

【図６Ｂ】 【図７】
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【図８】 【図９Ａ】

【図９Ｂ】 【図９Ｃ】
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【図９Ｄ】 【図９Ｅ】

【図９Ｆ】 【図９Ｇ】
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【図９Ｈ】 【図９Ｉ】

【図１０Ａ】 【図１０Ｂ】
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【図１０Ｃ】 【図１０Ｄ】

【図１０Ｅ】 【図１１ＡＢ】
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【図１１ＣＤ】 【図１１ＥＦ】

【図１１Ｇ】 【図１２ＡＢ】
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【図１２Ｃ】 【図１２ＤＥ】

【図１２Ｆ】 【図１２ＧＨ】
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【図１２Ｉ】 【図１３Ａ】

【図１３Ｂ】 【図１３Ｃ】
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【図１３Ｄ】 【図１４】

【図１５】 【図１６】
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【図１７】 【図１８】

【図１９Ａ】 【図１９Ｂ】
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【図２０】

【配列表】
2008263988000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成20年6月2日(2008.6.2)
【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】
　配列番号１の1035乃至2246番目の核酸からなる核酸配列によりコードされるPTENポリペ
プチド、その対立遺伝子変異体またはそれらの一部に免疫学的に結合し、配列番号64の核
酸配列によりコードされるポリペプチドまたはその一部に結合しない単離された抗体。
【請求項２】
　下記からなる群から選ばれる核酸からなる単離された核酸：
　(a)　配列番号64の核酸；
　(b)　配列番号64の核酸配列からなる核酸に特異的にハイブリダイズし、配列番号１の
核酸配列からなる核酸にハイブリダイズしない核酸；及び、
　(c)　上記(a)または(b)に相補的な核酸。
【請求項３】
　下記からなる群から選ばれる配列番号１における１または複数の位置の核酸を含む配列
番号１における約15またはそれより長い連続する核酸からなる単離されたオリゴヌクレオ
チド：
　(a)1036番目；(b)1123番目；(c)1236番目；(d)1276番目；(e)1282番目；(f)1292番目；
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(g)1431番目；(h)1439番目；(i)1441番目；(j)1565番目；(k)1578番目；(l)1590番目；(m
)1706番目；(n)1734番目；(o)1739番目；(p)1754番目；(q)1934番目；(r)1976番目；及び
(s)それらに相補的な位置。
【請求項４】
　高い緊縮条件下で配列番号１の核酸配列からなる核酸、その対立遺伝子変異体若しくは
その突然変異体をコードする核酸、またはそれらに相補的な核酸にハイブリダイズし、高
い緊縮条件下で配列番号64の核酸配列からなる核酸にハイブリダイズしない約15乃至約45
の核酸からなる単離されたオリゴヌクレオチド。
【請求項５】
　下記からなる群から選ばれる配列番号１における１または複数の位置の核酸を含む配列
番号１における約15乃至約45の連続する核酸からなる請求項４に記載の単離されたオリゴ
ヌクレオチド：
　(a)1036番目；(b)1123番目；(c)1236番目；(d)1276番目；(e)1282番目；(f)1292番目；
(g)1431番目；(h)1439番目；(i)1441番目；(j)1565番目；(k)1578番目；(l)1590番目；(m
)1706番目；(n)1734番目；(o)1739番目；(p)1754番目；(q)1934番目；(r)1976番目；及び
(s)それらに相補的な位置。
【請求項６】
　10 mM トリス-HCl（pH 8.3）、50mM KCl、1.5μM MgCl2及び温度約40℃乃至約72℃の条
件下で、下記からなる群から選ばれる配列番号１における１または複数の位置の核酸を含
む約15乃至約45の連続する配列番号１における領域に特異的にハイブリダイズする請求項
４に記載の単離されたオリゴヌクレオチド：
　(a)1036番目；(b)1123番目；(c)1236番目；(d)1276番目；(e)1282番目；(f)1292番目；
(g)1431番目；(h)1439番目；(i)1441番目；(j)1565番目；(k)1578番目；(l)1590番目；(m
)1706番目；(n)1734番目；(o)1739番目；(p)1754番目；(q)1934番目；(r)1976番目；及び
(s)それらに相補的な位置。
【請求項７】
　配列番号64の核酸配列からなるPTEN偽遺伝子の核酸またはその一部を検出可能なレベル
に増幅せず、配列番号２のアミノ酸配列からなるPTENポリペプチド、対立遺伝子変異体、
その突然変異体またはそれらの一部をコードする核酸の増幅のための核酸プライマーペア
。
【請求項８】
　試料を請求項３に記載のオリゴヌクレオチドと接触させることからなるPTENの発現レベ
ルを決定する方法。
【請求項９】
　試料を請求項４に記載のオリゴヌクレオチドと接触させることからなるPTENの発現レベ
ルを決定する方法。
【請求項１０】
　試料を請求項５に記載のオリゴヌクレオチドと接触させることからなるPTENの発現レベ
ルを決定する方法。
【請求項１１】
　試料を請求項６に記載のオリゴヌクレオチドと接触させることからなるPTENの発現レベ
ルを決定する方法。
【請求項１２】
　請求項７に記載の核酸プライマーペアを用いて、配列番号64の核酸配列からなるPTEN偽
遺伝子の核酸またはその一部を検出可能なレベルに増幅せずに、配列番号２のアミノ酸配
列からなるPTENポリペプチドをコードする核酸、その対立遺伝子変異体若しくはその突然
変異体をコードする核酸またはそれらの一部を増幅することからなるPTENの発現レベルを
決定する方法。
【請求項１３】
　(1)試料から、検出可能な量の配列番号64の核酸配列からなるPTEN偽遺伝子の核酸また
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はその一部を単離することなく、核酸を単離し、及び
　(2)工程(1)で単離された核酸において、配列番号２のアミノ酸配列からなるPTENポリペ
プチドをコードする核酸またはその一部を検出する、ことからなる試料中のPTENポリペプ
チドをコードする核酸を検出する方法。
【請求項１４】
　さらに、下記からなる群から選ばれる１または複数の遺伝子を検出することからなる請
求項１３の方法：
　p21、Rb、APC、DCC、NF-1、NF-2、BCRA2、p16、FHIT、WT-1、MEN-I、MEN-II、BRCA1、V
HL、FCC、MCC、ras、myc、neu、EGFレセプター遺伝子、raf、erb、src、fms、jun、trk、
ret、gsp、hst、bcl、及びabl。
【請求項１５】
　PTENポリペプチドをコードする核酸における１または複数の推定の変異の存否を決定す
るために、配列番号２のアミノ酸配列からなるPTENポリペプチドをコードする核酸、その
対立遺伝子変異体をコードする核酸またはそれらの一部の核酸配列を分析することからな
り、
　ここで、該１または複数の推定の変異の少なくとも１つが、配列番号１の1035乃至2246
番目の核酸及び配列番号64との間の相違と合致しない場合には、PTENポリペプチドをコー
ドする核酸に変異が検出されたものである、PTENポリペプチドをコードする核酸が変異を
有しているか否かを決定する方法。
【請求項１６】
　(1)試料中において、配列番号64の核酸配列からなるPTEN偽遺伝子の核酸またはその一
部とは区別される、配列番号２のアミノ酸配列からなるPTENポリペプチドをコードする核
酸、その対立遺伝子変異体若しくはその突然変異体をコードする核酸またはそれらの一部
の存否を検出し；及び
　(2)(a)該PTENポリペプチドをコードする核酸における１または複数の変異の存否を決定
し、及び/または、
　　 (b)該PTENポリペプチドをコードする核酸の量の決定するために、工程(1)において
検出されたPTENポリペプチドをコードする核酸を分析することからなり、
　ここで、工程(2)の(a)において決定された１または複数の変異が存在する場合、及び/
または工程(2)の(b)において決定された核酸の量が正常な場合より減少している場合には
、癌または癌へのなりやすさが存在するものである、癌または癌になりやすさの存否を決
定するための方法。
【請求項１７】
　工程(2)においてその存在が決定された１または複数の変異の少なくとも１つが、下記
の群からなる変異ではない請求項16に記載の方法：
　(a)配列番号１の1036番目のg；
　(b)配列番号１の1123番目のt；
　(c)配列番号１の1236番目のｃ；
　(d)配列番号１の1276番目のｃ；
　(e)配列番号１の1282番目のa；
　(f)配列番号１の1292番目のg；
　(g)配列番号１の1431番目のa；
　(h)配列番号１の1439番目のt；
　(i)配列番号１の1441番目のa；
　(j)配列番号１の1565番目のｃ；
　(k)配列番号１の1578番目のg；
　(l)配列番号１の1590番目のg；
　(m)配列番号１の1706番目のg；
　(n)配列番号１の1734番目のt；
　(o)配列番号１の1739番目のg；



(123) JP 2008-263988 A 2008.11.6

　(p)配列番号１の1754番目のt；
　(q)配列番号１の1934番目のt；及び
　(r)配列番号１の1976番目のg；。
【請求項１８】
　(1)ヒトから採取した試料から、配列番号64の核酸配列からなるPTEN偽遺伝子の核酸ま
たはその一部を単離することなく、核酸を単離し、及び；
　(2)(a)該PTENポリペプチドをコードする核酸における１または複数の変異の存否を決定
し、及び/または、
　　 (b)該PTENポリペプチドをコードする核酸の量の決定するために、工程(1)において
単離されたPTENポリペプチドをコードする核酸、その対立遺伝子変異体若しくはその突然
変異体をコードする核酸またはそれらの一部を分析することからなり、
　ここで、工程(2)の(a)において決定された１または複数の変異が存在する場合、及び/
または工程(2)の(b)において決定された核酸の量が正常な場合より減少している場合には
、癌または癌へのなりやすさが存在するものである、癌または癌になりやすさの存否を決
定するための方法。
【請求項１９】
　請求項３に記載のオリゴヌクレオチドからなる、PTENポリペプチドをコードする核酸を
特異的に検出するためのキット。
【請求項２０】
　請求項３に記載のオリゴヌクレオチドからなる、癌の存在または癌へのなりやすさを決
定するための診断用キット。
【請求項２１】
　請求項７に記載の核酸プライマーペアからなる、PTENポリペプチドをコードする核酸を
特異的に検出するためのキット。
【請求項２２】
　請求項７に記載の核酸プライマーペアからなる、癌の存在または癌へのなりやすさを決
定するための診断用キット。
【請求項２３】
　高い緊縮条件下で配列番号２のアミノ酸配列からなるPTENポリペプチドをコードする核
酸、その対立遺伝子変異体をコードする核酸またはそれらに相補的な核酸にハイブリダイ
ズし、配列番号64の核酸配列からなるPTEN腫瘍抑制因子偽遺伝子の核酸にハイブリダイズ
しない、約15乃至約100の核酸からなり、PTENポリペプチドをコードする核酸とPTEN偽遺
伝子の核酸との区別するための単離されたオリゴヌクレオチド。
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摘要(译)

提供了可用于诊断和治疗癌症的肿瘤抑制基因。 已确定10号染色体的特定区域（10q23.3）包含抑癌基因，该基因的相应编码区代
表一种新型的47kD蛋白。 该产物的结构域与蛋白酪氨酸磷酸酶的保守催化结构域恰好重合，提示在磷酸化事件中可能的功能作
用。 序列分析表明，用于定义10q23.3区域的肿瘤细胞系缺少该基因的许多外显子，被归类为肿瘤抑制基因。 此外，在神经胶质瘤
细胞和前列腺癌细胞中均显示了基因中多个缺失的存在。 还公开了诊断和治疗与该肿瘤抑制物有关的癌症的方法（称为TS10q23.
3）。 [选择图]无
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