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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における卵巣癌をスクリーニング及び／又は、卵巣癌治療の有効性をモニターする
方法であって、前記対象から得た生体試料中でＣＤＣＰ１ポリペプチドの発現を検出及び
／又は定量するステップを含む方法。
【請求項２】
　前記ポリペプチドの発現を、予め決定した基準範囲又は対照と比較する、請求項１に記
載の方法。
【請求項３】
　前記検出のステップが、
　（ａ）前記試料を、ＣＤＣＰ１ポリペプチドに特異的な捕捉試薬と接触させるステップ
と、
　（ｂ）前記試料中で前記捕捉試薬と前記ポリペプチドの間に結合が生じたかどうかを検
出するステップとを含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　ステップ（ｂ）が、捕捉されたポリペプチドを、直接的に又は間接的に標識した検出試
薬を用いて検出することを含む、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記捕捉試薬を固相上に固定化する、請求項３又は４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ポリペプチドＣＤＣＰ１を標的とするステップを含む卵巣癌の治療及び／又
は予防の方法、そのポリペプチドと相互作用し、或いはその発現又は活性を調整する作用
物質、そのような作用物質の同定の方法、並びに卵巣癌の診断におけるＣＤＣＰ１の使用
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　卵巣癌は、婦人科領域の癌のうち最も致死性が高く、より一般的な上皮卵巣癌に罹患し
た者の約７０％が後期の疾患を最初に示し、その癌は卵巣から、他の骨盤臓器及び腹部臓
器、又は骨盤、鼠径部若しくは腹部内のリンパ節へと広がる可能性があり（ＩＩＩ期）、
或いは肝の外側又は腹部の外側へと、最も一般的には肺周囲の内面へと広がっている。そ
のような患者の生存率は、早期の疾患を示す者と比べて有意に低い。卵巣癌は、シスプラ
チンに基づく化学療法で一般に治療され、後天的なシスプラチン耐性によりしばしば再発
し（Ｙａｈａｔａ，Ｈ．ら、２００２、Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．Ｃｌｉｎ．Ｏｎｃｏ
ｌ．１２８：６２１～６）、したがって新規な薬剤及び新規な治療標的が必要である。現
在のマーカーは、大集団で適用可能なほど十分な感度及び特異性が欠如しているので、卵
巣癌の新規なマーカーも必要である（Ｒａｉ，Ａ．ら、２００２、Ａｒｃｈ．Ｐａｔｈｏ
ｌ．Ｌａｂ．Ｍｅｄ．１２６：１５１８～２６）。
【０００３】
　したがって、卵巣癌を治療する新規な治療用作用物質の必要性は重要である。さらに、
生体対象における卵巣癌診断用の、感度がよく特異的なバイオマーカーとして使用する新
規な卵巣癌関連タンパク質を同定することが明らかに必要である。
【０００４】
　８３６アミノ酸のうち８３４アミノ酸をＣＤＣＰ１と共有するポリペプチドをコードす
る核酸は、ＷＯ０２／７０５３９、ＵＳ２００２／０１４２００３及びＷＯ０２／０４５
０８で開示され、後者の２つの文献は、そのポリペプチドが肺癌及び結腸癌に潜在的に関
与することを開示するものである。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は、ＣＤＣＰ１が卵巣癌の治療及び／又は予防用の新規な治療標的となるという
知見に基づくものである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　したがって、本発明は、卵巣癌の治療及び／又は予防の方法を提供し、その方法は、Ｃ
ＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用し、或いはその発現又は活性を調整する作用物質を治療
有効量投与するステップを含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００７】
　ＣＤＣＰ１ポリペプチドは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸配列を含み又はそれからなり、或いは
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸配列と比べて１個又は複数のアミノ酸の置換、変更、欠失
又は挿入を有する誘導体であってＣＤＣＰ１の活性を保持するものである
　ポリペプチドを含む。
【０００８】
　「ポリペプチド」という用語には、ペプチド、ポリペプチド及びタンパク質が含まれる
。これらは、別段の指定がない限り同義的に使用する。
【０００９】
　本発明の方法で使用する作用物質には、それだけに限らないが、ＣＤＣＰ１ポリペプチ
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ド又はＣＤＣＰ１ポリペプチドをコードする核酸分子と相互作用する（例えば、それと結
合し、又はそれを認識する）ことができ、或いはＣＤＣＰ１ポリペプチドの相互作用、発
現、活性、又はＣＤＣＰ１ポリペプチドをコードする核酸分子の発現を修飾することがで
きる作用物質がある。そのような作用物質には、それだけに限らないが、抗体、核酸（例
えば、ＤＮＡ及びＲＮＡ）、炭水化物、脂質、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、ペ
プチド模倣物質、小分子及び他の薬剤がある。
【００１０】
　したがって、本発明はまた、卵巣癌の治療及び／又は予防用の薬物を製造するための、
ＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用し、或いはその発現又は活性を調整する作用物質の使
用も提供する。
【００１１】
　最も好ましくは、卵巣癌の治療及び／又は予防で使用する作用物質は、ＣＤＣＰ１ポリ
ペプチドと相互作用し（すなわち、それと結合し、又はそれを認識し）、或いはその活性
を修飾する抗体である。したがって、卵巣癌の治療及び／又は予防で使用する薬物の製造
で使用するＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用する抗体の使用が提供される。対象におけ
る卵巣癌の治療及び／又は予防の方法も提供され、その方法は、ＣＤＣＰ１と相互作用す
る抗体を前記対象に治療有効量投与するステップを含む。一実施形態では、ＣＤＣＰ１ポ
リペプチドと相互作用する抗体を使用して、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）及び補体依
存性細胞傷害（ＣＤＣ）を媒介させることができる。そのような場合、抗体は裸の（ｎａ
ｋｅｄ）全長抗体であることが好ましい。本発明の他の態様では、ＣＤＣＰ１ポリペプチ
ドと相互作用する抗体を使用して、前記ポリペプチドの活性を阻害することができる。
【００１２】
　ＣＤＣＰ１ポリペプチドと特異的に相互作用する抗体が最も好ましい。特異的に相互作
用する（例えば、認識する又は結合する）とは、抗体が他のポリペプチドよりＣＤＣＰ１
ポリペプチドと親和性が大きいことを意味する。
【００１３】
　抗体は、場合によっては治療に関する部分と結合して、治療上単独で使用することもで
き、或いは（複数の）細胞傷害因子及び／又は（複数の）サイトカインと併用して使用す
ることもできる。特に、ＣＤＣＰ１抗体は、細胞傷害作用物質、放射性核種や薬剤部分な
どの治療用作用物質と結合して、所与の生体反応を改変することができる。その治療用作
用物質は、古典的な化学的治療用作用物質と解釈するべきでない。例えば、治療用作用物
質は、所望の生物学的活性を有するタンパク質又はポリペプチドである可能性がある薬剤
部分でもよい。そのような部分には、例えば、それだけに限らないが、アブリン、リシン
Ａ、シュードモナス外毒素やジフテリア毒素などの毒素、腫瘍壊死因子、α－インターフ
ェロン、β－インターフェロン、神経成長因子、血小板由来成長因子や組織プラスミノー
ゲン活性化因子などのタンパク質、血栓作用物質又は抗血管新生作用物質、例えばアンギ
オスタチン又はエンドスタチン、或いは、リンホカイン、インターロイキン－１（ＩＬ－
１）、インターロイキン－２（ＩＬ－２）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、顆粒球
マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳ
Ｆ）、神経成長因子（ＮＧＦ）や他の成長因子などの生体反応修飾因子がある。
【００１４】
　治療用作用物質には、細胞に有害な（例えばそれを死滅させる）任意の作用物質を含め
た細胞毒素又は細胞傷害作用物質もある。例として、タキソール、サイトカラシンＢ、グ
ラミシジンＤ、エチジウムブロマイド、エメチン、マイトマイシン、エトポシド、テノポ
シド（ｔｅｎｏｐｏｓｉｄｅ）、ビンクリスチン、ビンブラスチン、コルヒチン、ドキソ
ルビシン、ダウノルビシン、ジデオキシアンスラシンジオン、ミトキサントロン、ミトラ
マイシン、アクチノマイシンＤ、１－デヒドロテストステロン、グルココルチコイド、プ
ロカイン、テトラカイン、リドカイン、プロプラノロール、及びピューロマイシン並びに
そのアナログ又は相同体がある。治療用作用物質には、それだけに限らないが、代謝拮抗
物質（例えば、メトトレキセート、６－メルカプトプリン、６－チオグアニン、シタラビ
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ン、５－フルオロウラシル、デカルバジン（ｄｅｃａｒｂａｚｉｎｅ））、アルキル化剤
（例えば、メクロレタミン、チオエパ（ｔｈｉｏｅｐａ）、クロラムブシル、メルファラ
ン、カルムスチン（ＢＳＮＵ）及びロムスチン（ＣＣＮＵ）、シクロソスファミド（ｃｙ
ｃｌｏｔｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）、ブスルファン、ジブロモマンニトール、ストレプトゾ
トシン、マイトマイシンＣ、及びシスジクロロジアミン白金（ＩＩ）（ＤＤＰ）シスプラ
チン）、アントラサイクリン（例えば、ダウノルビシン（以前はダウノマイシン）及びド
キソルビシン）、抗生物質（例えば、ダクチノマイシン（以前はアクチノマイシン）、ブ
レオマイシン、ミトラマイシン、アンスラマイシン（ａｎｔｈｒａｍｙｃｉｎ）（ＡＭＣ
）、カリケアミシン（ｃａｌｉｃｈｅａｍｉｃｉｎ）又はデュオカルマイシン）、及び有
糸分裂阻害剤（例えば、ビンクリスチン及びビンブラスチン）もある。
【００１５】
　治療に関する他の部分には、１１１Ｉｎ及び９０Ｙ、Ｌｕ１７７、ビスマス２１３、カ
リホルニウム２５２、イリジウム１９２やタンステン（Ｔｕｎｓｔｅｎ）１８８／レニウ
ム１８８などの放射性核種；又は、それだけに限らないが、アルキルホスホコリン、トポ
イソメラーゼＩ阻害剤、タキソイド（ｔａｘｏｉｄ）やスラミンなどの薬剤が含まれるこ
とがある。
【００１６】
　そのような治療用作用物質を抗体と結合させる技術は、当技術分野で周知である（例え
ば、Ａｍｏｎら、「癌治療における薬物の免疫標的導入用のモノクローナル抗体（Ｍｏｎ
ｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　ｉｍｍｕｎｏｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｏ
ｆ　Ｄｒａｇｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ）」、モノクローナル抗体及び癌
治療（Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒ
ａｐｙ）Ｒｅｉｓｆｅｌｄら編、１９８５中２４３～５６ページ、Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓ
ｓ，Ｉｎｃ；Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍら、「薬物送達用の抗体（Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏ
ｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ）」、調節薬物送達（Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｄｒｕｇ
　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ）第２版、Ｒｏｂｉｎｓｏｎら編、１９８７中６２３～５３ページ、
Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．；Ｔｈｏｒｐｅ、「癌治療における細胞傷害作用
物質の抗体担体：総説（Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃａｒｒｉｅｒｓ　Ｏｆ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉ
ｃ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ：　Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ）」、モ
ノクローナル抗体’８４：生物学的適用及び臨床適用（Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ　’８４：　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ａｐｐｌ
ｉｃａｔｉｏｎｓ）、Ｐｉｎｃｈｅｒａら編、１９８５中４７５～５０６ページ；「癌治
療における放射標識抗体の治療的使用の分析、結果、及び将来の展望（Ａｎａｌｙｓｉｓ
，Ｒｅｓｕｌｔｓ，Ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ　Ｏｆ　Ｔｈｅ　Ｔ
ｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｕｓｅ　Ｏｆ　Ｒａｄｉｏｌａｂｅｌｌｅｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ
　Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ）」、癌の検出及び治療用のモノクローナル抗体
（Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　Ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｅｔｅｃｔ
ｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ）、Ｂａｌｄｗｉｎら編、１９８５中３０３～１６ペー
ジ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ；Ｔｈｏｒｐｅら、１９８２「抗体－毒素結合体の調
製及び細胞傷害特性（Ｔｈｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　Ａｎｄ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　
Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　Ｏｆ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ－Ｔｏｘｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ）
」、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ、６２：１１９～５８、及びＤｕｂｏｗｃｈｉｋら、１９９
９、Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ、８３、６７～１２
３を参照）。
【００１７】
　本発明で使用する抗体には、例えば、それだけに限らないが、任意の型の分子の共有結
合によって改変されたアナログ及び誘導体がある。好ましくは、前記の結合は、免疫特異
的な結合を障害しない。一態様では、抗体を第２の抗体と結合させて、抗体ヘテロ結合体
を形成させることができる（米国特許第４，６７６，９８０号を参照）。
【００１８】
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　他の実施形態では、本発明は、抗体の融合タンパク質の治療的使用を提供し、例えば、
それだけに限らないが、この抗体又はその断片は、共有結合（例えばペプチド結合）によ
り、場合によってはそのＮ末端又はＣ末端で、他のタンパク質（又はその一部分；好まし
くはタンパク質の少なくとも１０、２０又は５０アミノ酸の部分）のアミノ酸配列と融合
している。好ましくは、抗体又はその断片は、他のタンパク質と、抗体の定常ドメインの
Ｎ末端で連結している。他の態様では、抗体融合タンパク質は、本明細書に記載のポリペ
プチドの欠乏又は精製を促進し、ｉｎ　ｖｉｖｏでの半減期を延長し、上皮の障壁を越え
る免疫系への抗原の送達を促進することができる。
【００１９】
　融合タンパク質が、エフェクター又はレポーター分子と連結した抗体断片である場合、
化学的な又は組換えＤＮＡの標準的手順によってこれを調製することができる。好ましい
エフェクター基はポリマー分子であり、それを改変Ｆａｂ断片に結合して、ｉｎ　ｖｉｖ
ｏでの半減期を延長することができる。
【００２０】
　ポリマー分子は、一般に、合成又は天然に存在するポリマー、例えば任意選択で置換さ
れた直鎖又は分枝鎖のポリアルキレン、ポリアルケニレン（ｐｏｌｙａｌｋｅｎｙｌｅｎ
ｅ）又はポリオキシアルキレンのポリマー、或いは分枝又は非分枝型の多糖類、例えばホ
モ又はヘテロ多糖類でよい。
【００２１】
　上記に挙げた合成ポリマー上に提示することができる特定の任意選択の置換基には、１
個又は複数の水酸基、メチル基又はメトキシ基がある。合成ポリマーの特定の例には、任
意選択で置換された直鎖又は分枝鎖のポリ（エチレングリコール）、ポリ（プロピレング
リコール）、ポリ（ビニルアルコール）、又はその誘導体、特にメトキシポリ（エチレン
グリコール）など任意選択で置換されたポリ（エチレングリコール）又はその誘導体があ
る。
【００２２】
　天然に存在する特定のポリマーには、ラクトース、アミロース、デキストラン、グリコ
ーゲン又はその誘導体がある。
【００２３】
　本明細書において「誘導体」とは、反応性誘導体、例えばマレイミドなどのチオール選
択性の反応性基を含むものとする。反応性基はポリマーと直接連結してもよく、或いはリ
ンカーセグメントを介してそれと連結してもよい。そのような基の残基が、場合によって
は抗体断片とポリマーの連結基として産物の一部を形成することが理解されるであろう。
【００２４】
　ポリマーのサイズは、所望される通りに様々でよいが、一般には平均分子量が５００Ｄ
ａ～５００００Ｄａであり、好ましくは５０００～４００００Ｄａであり、より好ましく
は２５０００～４００００Ｄａである。ポリマーのサイズは、具体的にはその産物の使用
目的に基づいて選択することができる。したがって、例えば、その産物を循環中に放ち、
組織に侵入させて、例えば腫瘍の治療に使用するつもりである場合、例えば分子量が約５
０００Ｄａの低分子量のポリマーを使用すると有利である可能性がある。その産物を循環
中に残存させる適用例では、例えば分子量が２５０００Ｄａ～４００００Ｄａの高分子量
のポリマーを使用すると有利である可能性がある。
【００２５】
　特に好ましいポリマーには、ポリ（エチレングリコール）や、特にメトキシポリ（エチ
レングリコール）やその誘導体など、特に分子量が約２５０００Ｄａ～約４００００Ｄａ
のポリアルキレンポリマーがある。
【００２６】
　改変抗体断片と結合した各ポリマー分子は、断片中に位置するシステイン残基の硫黄原
子と共有結合することができる。その共有結合は、一般にジスルフィド結合であり、具体
的には硫黄と炭素の結合である。
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【００２７】
　望ましい場合、抗体断片は、それと結合した１個又は複数のエフェクター又はレポータ
ー分子を有してもよい。そのエフェクター又はレポーター分子は、断片中に位置する任意
の利用可能なアミノ酸側鎖又は末端アミノ酸の官能基、例えば任意の遊離したアミノ基、
イミノ基、水酸基又はカルボキシル基を介して抗体断片と結合することができる。
【００２８】
　活性化ポリマーを、上記に記載したポリマー改変抗体断片の調製での開始物質として使
用することができる。活性化ポリマーは、例えばヨードアセトアミドなどのα－ハロカル
ボキシル酸又はエステル、例えばマレイミドなどのイミド、ビニルスルホン又はジスルフ
ィドなどのチオール反応性基を含むどんなポリマーでもよい。そのような開始物質は、（
例えばＮｅｋｔａｒ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，Ｉｎｃ（アラバマ州、Ｈｕｎｔｓｖｉ
ｌｌｅ）から）市販のものを入手することもでき、或いは、市販されている開始物質から
、従来の化学的な手順を用いて調製することもできる。
【００２９】
　活性化ポリマーとの反応前後に抗体断片をエフェクター又はレポーター分子と直接又は
結合剤を介して連結する化学的な又は組換えＤＮＡの標準的手順を適宜使用することがで
きる。特定の化学的な手順には、例えば、ＷＯ９３／０６２３１、ＷＯ９２／２２５８３
、ＷＯ９０／０９１９５、ＷＯ８９／０１４７６、ＷＯ９９／１５５４９及びＷＯ０３／
０３１５８１に記載のものがある。或いは、そのエフェクター又はレポーター分子がタン
パク質又はポリペプチドである場合、例えばＷＯ８６／０１５３３及びＥＰ０３９２７４
５に記載の組換えＤＮＡの手順を用いて結合を行うこともできる。
【００３０】
　最も好ましくは、抗体はポリ（エチレングリコール）（ＰＥＧ）部分と結合している。
好ましくは、例えば、ＥＰ０９４８５４４で開示されている方法に従って［「ポリ（エチ
レングリコール）の化学、バイオ技術的生物医学的適用」（Ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｇｌｙｃｏｌ）Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｍｅｄ
ｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ）、１９９２、Ｊ．Ｍｉｌｔｏｎ　Ｈａｒｒｉｓ（
編）、Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、「ポリ（エチレングリコール）の
化学及び生物学的適用」（Ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ）Ｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ）、１９９７、Ｊ．Ｍｉ
ｌｔｏｎ　Ｈａｒｒｉｓ及びＳ．Ｚａｌｉｐｓｋｙ（編）、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ、Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　ＤＣ、並びに「生物医学での生体結
合タンパク質の結合技術」（Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｃｏｕｐ
ｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ）、１９９８、Ｍ．Ａｓｌａｍ及びＡ．Ｄｅｎｔ、Ｇｒｏｖｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅ
ｒｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｃｈａｐｍａｎ，Ａ．、２００２、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｄｒｕ
ｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　２００２、５４：５３１～５４５も参照］、改
変Ｆａｂ断片をＰＥＧ化する、すなわちＰＥＧ（ポリ（エチレングリコール））と共有結
合する。一実施形態では、ＰＥＧ改変Ｆａｂ断片は、改変ヒンジ領域内で単一のチオール
基と共有結合したマレイミド基を有する。リシン残基をマレイミド基と共有結合すること
ができる。分子量が約２０，０００Ｄａのメトキシポリ（エチレングリコール）ポリマー
を、そのリシン残基の各アミン基に結合することができる。したがって、エフェクター分
子全体の総分子量は約４０，０００Ｄａとなることがある。
【００３１】
　ＣＤＣＰ１ポリペプチド又は前記ポリペプチドを発現する細胞を使用して、例えば前記
ＣＤＣＰ１ポリペプチドを特異的に認識する抗体を産生することができる。ＣＤＣＰ１ポ
リペプチドに対して生じる抗体は、周知の日常的なプロトコールを用いてそのポリペプチ
ドを動物に、好ましくは非ヒト動物に投与することによって得ることができる。
【００３２】
　抗ＣＤＣＰ１抗体には、機能的に活性な断片、誘導体又はアナログがあり、その抗体は
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、それだけに限らないが、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、二価抗体、三価抗
体又は四価抗体、ヒト化又はキメラ抗体、単鎖抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’及びＦａｂ’

２断片、Ｆａｂ発現ライブラリーによって生成される断片、抗イディオタイプ（抗Ｉｄ）
抗体、並びに上記のいずれかのエピトープ結合断片でもよい。ヒト化抗体とは、非ヒト種
由来の１個又は複数の相補性決定領域（ＣＤＲ）、及びヒトイムノグロブリン分子由来の
枠組領域を有する非ヒト種由来の抗体分子である（例えば、米国特許第５，５８５，０８
９号を参照）。抗体には、イムノグロブリン分子、及びイムノグロブリン分子の免疫学的
に活性な部分、すなわち抗原と特異的に結合する抗原結合部位を含む分子がある。本発明
のイムノグロブリン分子は、イムノグロブリン分子の任意のクラス（例えば、ＩｇＧ、Ｉ
ｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ及びＩｇＡ）又はサブクラスのものでもよい。
【００３３】
　ハイブリドーマ技術（Ｋｏｈｌｅｒ及びＭｉｌｓｔｅｉｎ、１９７５、Ｎａｔｕｒｅ、
２５６：４９５～４９７）、トリオーマ（ｔｒｉｏｍａ）技術、ヒトＢ細胞ハイブリドー
マ技術（Ｋｏｚｂｏｒら、１９８３、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａｙ、４：７２）及
びＥＢＶハイブリドーマ技術（Ｃｏｌｅら、「モノクローナル抗体及び癌治療（Ｍｏｎｏ
ｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ）」、７
７～９６ページ，Ａｌａｎ　Ｒ　Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．、１９８５）など、当技術分野で知
られている任意の方法によってモノクローナル抗体を調製することができる。
【００３４】
　キメラ抗体とは、軽鎖及び重鎖の遺伝子が、異なる種に属するイムノグロブリン遺伝子
セグメントから構成されるように遺伝子工学で作製されているイムノグロブリン遺伝子に
よってコードされる抗体である。これらのキメラ抗体は、抗原性が低い可能性が高い。二
価抗体は、当技術分野で知られている方法によって作製することができる（Ｍｉｌｓｔｅ
ｉｎら、１９８３、Ｎａｔｕｒｅ、３０５：５３７～５３９；ＷＯ９３／０８８２９；Ｔ
ｒａｕｎｅｃｋｅｒら、１９９１、ＥＭＢＯ　Ｊ．、１０：３６５５～３６５９）。二価
、三価及び四価の抗体は、複数の特異性を含んでもよく、或いは単一特異性でもよい（例
えばＷＯ９２／２２８５３を参照）。
【００３５】
　本発明で使用する抗体は、Ｂａｂｃｏｏｋ，Ｊ．ら、１９９６、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９３（１５）：７８４３～７８４８及びＷＯ９２／０２５５
１に記載されているものなど、特異的な抗体の産生のために選択された単一リンパ球から
生じるイムノグロブリン可変領域ｃＤＮＡの分子クローニング及び発現に基づく単一リン
パ球抗体法を用いて生成することができる。
【００３６】
　本発明で使用する抗体はまた、当技術分野で知られ、Ｂｒｉｎｋｍａｎら（Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ、１９９５、１８２：４１～５０）、Ａｍｅｓら（Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ、１９９５、１８４：１７７～１８６）、Ｋｅｔｔｌｅｂｏｒ
ｏｕｇｈら（Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１９９４、２４：９５２～９５８）、Ｐｅ
ｒｓｉｃら（Ｇｅｎｅ、１９９７、１８７：９～１８）、Ｂｕｒｔｏｎら（Ａｄｖａｎｃ
ｅｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、１９９４、５７：１９１～２８０）及びＷＯ９０／
０２８０９；ＷＯ９１／１０７３７；　ＷＯ９２／０１０４７；ＷＯ９２／１８６１９；
ＷＯ９３／１１２３６；ＷＯ９５／１５９８２；ＷＯ９５／２０４０１；並びに米国特許
第５，６９８，４２６号；第５，２２３，４０９号；第５，４０３，４８４号；第５，５
８０，７１７号；第５，４２７，９０８号；第５，７５０，７５３号；第５，８２１，０
４７号；第５，５７１，６９８号；第５，４２７，９０８号；第５，５１６，６３７号；
第５，７８０，２２５号；第５，６５８，７２７号；第５，７３３，７４３号及び第５，
９６９，１０８号によって開示されているものを含む様々なファージディスプレイ法を用
いて生成することもできる。米国特許第４，９４６，７７８号に記載のものなどの単鎖抗
体を産生する技術を適合させて、ＣＤＣＰ１ポリペプチドに対する単鎖抗体を産生するこ
ともできる。また、トランスジェニックマウス、又は他の哺乳動物を含めた他の生物を使
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用して、ヒト化抗体を発現させることもできる。
【００３７】
　ＣＤＣＰ１ポリペプチドを使用して、本発明に従った治療及び／又は予防の方法で使用
する作用物質を同定することができる。
【００３８】
　本発明のさらなる態様は、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用する抗卵巣癌作用物質を
スクリーニングする方法を提供し、その方法は、
　（ａ）前記ポリペプチドを候補作用物質と接触させるステップと、
　（ｂ）その候補作用物質が前記ポリペプチドと相互作用するか否かを判定するステップ
とを含む。
【００３９】
　好ましくは、その候補作用物質とＣＤＣＰ１ポリペプチドの相互作用の判定は、その候
補作用物質と前記ポリペプチドの結合を定量的に検出するステップを含む。
【００４０】
　ＣＤＣＰ１ポリペプチドの発現又は活性を調整する抗卵巣癌作用物質をスクリーニング
する方法がさらに提供され、その方法は、
　（ｉ）候補作用物質の存在下での前記ポリペプチドの発現又は活性を、その候補作用物
質の不在下又は対照作用物質の存在下での前記ポリペプチドの発現又は活性と比較するス
テップと、
　（ｉｉ）その候補作用物質が前記ポリペプチドの発現又は活性を変化させるかどうかを
判定するステップとを含む。
【００４１】
　好ましくは、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの発現及び／又は活性を、所定の基準範囲又は対
照と比較する。
【００４２】
　より好ましくは、その方法は、卵巣癌の治療及び／又は予防での使用についてさらに試
験するために、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用し、又はＣＤＣＰ１ポリペプチドの相
互作用、発現又は活性を調整することができる作用物質を選択するステップをさらに含む
。上記のスクリーニング法も、ＣＤＣＰ１核酸分子と相互作用し、或いはその発現又は活
性を調整する抗卵巣癌作用物質のスクリーニングに適していることが当業者には明らかで
あろう。
【００４３】
　本発明はまた、卵巣癌の治療及び／又は予防用の作用物質の効果を確認又は検証するた
めの創薬で使用するアッセイも提供する。これらの方法を用いて同定される作用物質は、
創薬のリード作用物質として使用することもでき、或いは治療に使用することもできる。
ＣＤＣＰ１ポリペプチドの発現について、例えば、イムノアッセイ、ゲル電気泳動後の視
覚化、ｍＲＮＡ又はＣＤＣＰ１ポリペプチド活性の検出、或いは本明細書で教示され、当
業者に知られている任意の他の方法によりアッセイを行うことができる。そのようなアッ
セイを使用して、臨床モニタリング又は薬剤開発における候補作用物質をスクリーニング
することができる。
【００４４】
　作用物質は、多様な候補作用物質から選択することができる。候補作用物質の例には、
それだけに限らないが、核酸（例えば、ＤＮＡ及びＲＮＡ）、炭水化物、脂質、タンパク
質、ポリペプチド、ペプチド、ペプチド模倣物質、小分子及び他の薬物がある。作用物質
は、生物学的なライブラリー；空間アドレス指定可能な並列固相又は液相ライブラリー（
ｐａｒａｌｌｅｌ　ｓｏｌｉｄ　ｐｈａｓｅ　ｏｒ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｐｈａｓｅ　ｌ
ｉｂｒａｒｉｅｓ）；逆重畳積分を要する合成ライブラリー法；「１ビーズ１化合物」ラ
イブラリー法；及びアフィニティークロマトグラフィー選択を使用する合成ライブラリー
法を含めて、当業者に知られているコンビナトリアルライブラリー法における多数の手法
のうちいずれかを用いて得ることができる。生物学的なライブラリーの手法は、ペプチド
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ライブラリーに適合させたものであるが、他の４種の手法は、ペプチド、非ペプチドオリ
ゴマー、又は化合物の小分子ライブラリーに適用可能である（Ｌａｍ、１９９７、Ａｎｔ
ｉｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓ．、１２：１４５；米国特許第５，７３８，９９６号
；及び米国特許第５，８０７，６８３号）。
【００４５】
　分子ライブラリーの合成についての本記載に基づく適切な方法の例は、当技術分野中に
、例えばＤｅＷｉｔｔら、１９９３、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、
９０：６９０９；Ｅｒｂら、１９９４、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
、９１：１１４２２；Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎら、１９９４、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．、３
７：２６７８；Ｃｈｏら、１９９３、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌ
ｌら、１９９４、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．、３３：２０５９；
Ｃａｒｅｌｌら、１９９４、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．、３３：
２０６１；及びＧａｌｌｏｐら、１９９４、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．、３７：１２３３中
に認めることができる。
【００４６】
　化合物のライブラリーは、例えば、溶液中で（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ、１９９２、
Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１３：４１２～４２１）、或いはビーズ（Ｌａｍ、１９
９１、Ｎａｔｕｒｅ、３５４：８２～８４）、チップ（Ｆｏｄｏｒ、１９９３、Ｎａｔｕ
ｒｅ、３６４：５５５～５５６）、細菌（米国特許第５，２２３，４０９号）、胞子（米
国特許第５，５７１，６９８号；第５，４０３，４８４号；第５，２２３，４０９号）、
プラスミド（Ｃｕｌｌら、１９９２、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、
８９：１８６５～１８６９）又はファージ（Ｓｃｏｔｔ及びＳｍｉｔｈ、１９９０、Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ、２４９：３８６～３９０；Ｄｅｖｌｉｎ、１９９０、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４
９：４０４～４０６；Ｃｗｉｒｌａら、１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ、８７：６３７８～６３８２；及びＦｅｌｉｃｉ、１９９１、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ
ｉｏｌ．、２２２：３０１～３１０）上で提示されるものでよい。
【００４７】
　一実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用する（例えば、結合する）作用物
質を細胞に基づくアッセイで同定し、そのアッセイでは、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを発現
する細胞の集団を候補作用物質と接触させ、その候補作用物質がそのポリペプチドと相互
作用できるかどうかを判定する。好ましくは、候補作用物質がＣＤＣＰ１ポリペプチドと
相互作用できるかどうかを基準範囲又は対照と比較する。他の実施形態では、ＣＤＣＰ１
ポリペプチドを発現する細胞の第１及び第２の集団を、候補作用物質又は対照作用物質と
接触させ、その候補作用物質がそのポリペプチドと相互作用できるかどうかを、候補作用
物質と対照作用物質との間の相互作用の差を比較することによって判定する。望ましい場
合、この型のアッセイを用いて、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを発現する複数の細胞集団を使
用して複数（例えば、ライブラリー）の候補作用物質をスクリーニングすることができる
。望ましい場合、このアッセイを用いて、複数（例えば、ライブラリー）の候補作用物質
をスクリーニングすることができる。細胞は、例えば、原核生物由来の（例えば、大腸菌
（Ｅ．ｃｏｌｉ）の）ものでもよく、或いは真核生物由来の（例えば、酵母又は哺乳動物
の）ものでもよい。さらに、その細胞は、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを内因性に発現するこ
ともでき、或いは、そのポリペプチドが発現するように遺伝子工学で作製することもでき
る。いくつかの実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチド又は候補作用物質を、例えば放射
活性標識（３２Ｐ、３５Ｓや１２５Ｉなど）又は蛍光標識（フルオレセインイソシアネー
ト、ローダミン、フィコエリスリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、ｏ－フタル
アルデヒドやフルオレサミンなど）で標識して、ポリペプチドと候補作用物質の相互作用
の検出を可能にする。
【００４８】
　他の実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用する（例えば、結合する）作用
物質を無細胞アッセイ系で同定し、そのアッセイでは、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを発現す
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る試料を候補作用物質と接触させ、その候補作用物質がそのポリペプチドと相互作用でき
るかどうかを判定する。好ましくは、候補作用物質がＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用
できるかどうかを基準範囲又は対照と比較する。好ましい実施形態では、天然又は組換え
ＣＤＣＰ１ポリペプチドを含む第１及び第２の試料を、候補作用物質又は対照作用物質と
接触させ、その候補作用物質がそのポリペプチドと相互作用できるかどうかを、候補作用
物質と対照作用物質との間の相互作用の差を比較することによって判定する。望ましい場
合、このアッセイを用いて、複数のＣＤＣＰ１ポリペプチド試料を使用して複数（例えば
、ライブラリー）の候補作用物質をスクリーニングすることができる。好ましくは、例え
ば、そのポリペプチドを、特異的にそれを認識しそれと結合する固定化した抗体と接触さ
せ、又はポリペプチドの精製調製物を、タンパク質と結合するように設計された表面と接
触させることによってそのポリペプチドを最初に固定化する。そのポリペプチドは、部分
的に又は完全に精製した（例えば、他のポリペプチドを部分的に又は完全に含まない）も
のでもよく、或いは細胞溶解液の一部でもよい。さらに、そのポリペプチドは、ＣＤＣＰ
１ポリペプチド又はその生物学的に活性な部分と、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラー
ゼなどのドメインとを含む融合タンパク質でもよい。或いは、そのポリペプチドを、当業
者に周知の技術を用いてビオチン化することもできる（例えば、ビオチン化キット、Ｐｉ
ｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ；イリノイ州、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ）。当業者に知られてい
る方法によって、候補作用物質がポリペプチドと相互作用できるかどうかの判定を繰り返
し行うことができる。
【００４９】
　一実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを２ハイブリッドアッセイ又は３ハイブリッ
ドアッセイでの「ベイト（ｂａｉｔ）タンパク質」として使用して、ＣＤＣＰ１ポリペプ
チドと結合又は相互作用する他のタンパク質を同定する（例えば、米国特許第５，２８３
，３１７号；Ｚｅｒｖｏｓら、１９９３、Ｃｅｌｌ、７２：２２３～２３２；Ｍａｄｕｒ
ａら、１９９３、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２６８：１２０４６～１２０５４；Ｂａｒ
ｔｅｌら、１９９３、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、１４：９２０～９２４；Ｉｗａｂ
ｕｃｈｉら、１９９３、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ、８：１６９３～１６９６；及びＷＯ９４／１
０３００を参照）。当業者なら理解するであろうが、そのような結合タンパク質が、ＣＤ
ＣＰ１ポリペプチドによるシグナルの伝播に関与する可能性も高い。例えば、それは、Ｃ
ＤＣＰ１ポリペプチドが関与するシグナル伝達経路の上流の成分でもよく、或いは下流の
成分でもよい。或いは、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを含むタンパク質複合体を単離し（前記
ポリペプチドは１個又は複数の他のポリペプチドと直接的に又は間接的に相互作用するこ
とができる）、質量分析やウェスタンブロット法など当技術分野で知られている方法を用
いてその結合タンパク質を同定することによって、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用す
るポリペプチドを同定することもできる（例えば、Ｂｌａｃｋｓｔｏｃｋ，Ｗ．及びＷｅ
ｉｒ，Ｍ．、１９９９、Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１７：１２
１～１２７；Ｒｉｇａｕｔ，Ｇ．、１９９９、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ、１７：１０３０～１０３２；Ｈｕｓｉ，Ｈ．、２０００、Ｎａｔｕｒｅ　Ｎｅｕｒｏ
ｓｃｉ．、３：６６１～６６９；Ｈｏ，Ｙ．ら、２００２、Ｎａｔｕｒｅ、４１５：１８
０～１８３；Ｇａｖｉｎ，Ａ．ら、２００２、Ｎａｔｕｒｅ、４１５：１４１～１４７を
参照）。
【００５０】
　すべての場合で、当業者に知られている方法により、候補作用物質がＣＤＣＰ１ポリペ
プチドと直接的に又は間接的に相互作用できるかどうかを判定することができる。例えば
、それだけに限らないが、候補作用物質とＣＤＣＰ１ポリペプチドが相互作用するかどう
かを、フローサイトメトリー、シンチレーションアッセイ、活性アッセイ、質量分析、顕
微鏡分析、免疫沈降、又はウェスタンブロット分析によって判定することができる。
【００５１】
　さらに他の実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと競合的に相互作用する（すなわち
、競合的に結合する）作用物質を競合的結合アッセイで同定し、候補作用物質がＣＤＣＰ
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１ポリペプチドと相互作用できるかどうかを判定する。好ましくは、候補作用物質がＣＤ
ＣＰ１ポリペプチドと相互作用できるかどうかを基準範囲又は対照と比較する。好ましい
実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドも、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用すること
が知られているタンパク質も発現する細胞の第１及び第２の集団を、候補作用物質又は対
照作用物質と接触させる。次いで、候補作用物質がＣＤＣＰ１ポリペプチドと競合的に相
互作用できるかどうかを、細胞の第１及び第２の集団における相互作用を比較することに
よって判定する。他の実施形態では、細胞の別の第２集団又はさらなる集団を、ＣＤＣＰ
１ポリペプチドと競合的に相互作用することが知られている作用物質と接触させることが
できる。或いは、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと競合的に相互作用する作用物質は、ＣＤＣＰ
１ポリペプチドと、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用することが知られているタンパク
質とを含む第１及び第２の試料を、候補作用物質又は対照作用物質と接触させることによ
り無細胞アッセイ系で同定する。次いで、候補作用物質がＣＤＣＰ１ポリペプチドと競合
的に相互作用できるかどうかを、第１及び第２の試料における相互作用を比較することに
よって判定する。他の実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを含む別の第２の試料又は
さらなる試料を、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと競合的に相互作用することが知られている作
用物質と接触させることができる。いずれの場合でも、ＣＤＣＰ１ポリペプチド及び既知
の相互作用タンパク質は、天然に発現してもよく、或いは組換えにより発現してもよい；
候補作用物質は外因性に添加してもよく、或いは、天然に又は組換えにより発現してもよ
い。
【００５２】
　他の実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと、他の作用物質、例えば、それだけに限
らないがタンパク質との相互作用を修飾する作用物質は、細胞に基づくアッセイで、相互
作用する既知の作用物質及び候補修飾作用物質の存在下でＣＤＣＰ１ポリペプチドを発現
する細胞を接触させ、その相互作用を修飾する候補作用物質を選択することによって同定
することができる。或いは、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと、他の作用物質、例えば、それだ
けに限らないがタンパク質との相互作用を修飾する作用物質は、無細胞アッセイ系で、候
補作用物質の存在下でそのポリペプチドをそのポリペプチドと相互作用することが知られ
ている作用物質と接触させることによって同定することもできる。修飾作用物質は、抗体
、補因子、阻害因子、活性化因子として作用することもでき、或いは、ＣＤＣＰ１ポリペ
プチドと既知の作用物質との間の相互作用に対してアンタゴニスト効果又はアゴニスト効
果をもたらすこともできる。上記に述べたように、当技術分野で知られている方法によっ
て既知の作用物質がＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用できるかどうかを判定することが
できる。細胞に基づくアッセイであれ無細胞のアッセイであれ、これらのアッセイを用い
て複数（例えば、ライブラリー）の候補作用物質をスクリーニングすることができる。
【００５３】
　他の実施形態では、細胞に基づくアッセイ系を使用して、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの活
性を修飾する（すなわち、刺激する又は阻害する）ことができる作用物質を同定する。し
たがって、候補作用物質の存在下で、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを天然に又は組換えにより
発現する細胞の集団においてＣＤＣＰ１ポリペプチドの活性を測定する。好ましくは、Ｃ
ＤＣＰ１ポリペプチドの活性を基準範囲又は対照と比較する。好ましい実施形態では、Ｃ
ＤＣＰ１ポリペプチドの活性を、作用物質の存在下又は候補作用物質の不在下（例えば対
照作用物質の存在下）で、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを天然に又は組換えにより発現する細
胞の第１及び第２の集団において測定し、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの活性を比較する。次
いで、その候補作用物質を、この比較に基づくＣＤＣＰ１ポリペプチドの活性の修飾因子
として同定することができる。或いは、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの活性は、ＣＤＣＰ１ポ
リペプチドが天然の又は組換えによるものである無細胞アッセイ系で測定することもでき
る。好ましくは、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの活性を基準範囲又は対照と比較する。好まし
い実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの活性を、候補作用物質の存在下又は不在下で
、第１及び第２の試料において測定し、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの活性を比較する。次い
で、その候補作用物質を、この比較に基づくＣＤＣＰ１ポリペプチドの活性の修飾因子と
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して同定することができる。
【００５４】
　当業者に知られているように、適切な場合に、下流エフェクターに対するその効果、例
えば、それだけに限らないが２次メッセンジャー（例えばｃＡＭＰ、細胞内Ｃａ２＋、ジ
アシルグリセロール、ＩＰ３など）のレベル又は活性を検出し、触媒活性又は酵素活性を
検出し、レポーター遺伝子（例えば、ルシフェラーゼ）の誘導を検出し、或いは、細胞の
反応、例えば増殖、分化、又は形質転換を検出することによって、ＣＤＣＰ１ポリペプチ
ドの活性を評価することができる（活性の測定技術については、例えば米国特許第５，４
０１，６３９号を参照）。次いで、候補作用物質の効果を対照作用物質と比較することに
より、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの活性の修飾因子として候補作用物質を同定することがで
きる。適切な対照作用物質には、ＰＢＳ又は通常の食塩水がある。
【００５５】
　他の実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの産生又は分解の役割を担う、或いはＣＤ
ＣＰ１ポリペプチドの翻訳後修飾の役割を担う酵素やその生物学的に活性な部分などの作
用物質を同定することができる。初期のスクリーニングでは、そのような作用物質を同定
するために、実質的に純粋な、天然の又は組換えにより発現させたＣＤＣＰ１のポリペプ
チド、核酸、或いは、天然の又は組換えにより発現させたＣＤＣＰ１のポリペプチド又は
核酸を含む細胞抽出物又は他の試料を、ＣＤＣＰ１のポリペプチド又は核酸を処理する役
割を担う可能性がある複数の候補作用物質（例えば、それだけに限らないが、ライブラリ
ーとして提示される複数の作用物質）と接触させる。候補作用物質がＣＤＣＰ１のポリペ
プチド又は核酸の産生、分解又は翻訳後修飾を修飾できるかどうかを、それだけに限らな
いが、フローサイトメトリー、放射標識、キナーゼアッセイ、ホスファターゼアッセイ、
免疫沈降及びウェスタンブロット分析、又はノーザンブロット分析を含めて、当業者に知
られている方法によって判定することができる。
【００５６】
　さらに他の実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを発現する細胞を、複数の候補作用
物質と接触させる。上記に記載のように、そのような作用物質がＣＤＣＰ１ポリペプチド
の産生、分解又は翻訳後修飾を修飾できるかどうかを、当業者に知られている方法によっ
て判定することができる。
【００５７】
　一実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの発現を修飾する（例えば、下方制御する）
作用物質を、細胞に基づくアッセイ系で同定する。したがって、ＣＤＣＰ１のポリペプチ
ド又は核酸を発現する細胞の集団を候補作用物質と接触させ、その候補作用物質がＣＤＣ
Ｐ１のポリペプチド又は核酸の発現を変化させることができるかどうかを、基準範囲又は
対照と比較することによって判定する。他の実施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを発
現する細胞の第１及び第２の集団を候補作用物質又は対照作用物質と接触させ、その候補
作用物質がＣＤＣＰ１のポリペプチド又は核酸の発現を変化させることができるかどうか
を、細胞の第１の集団と第２の集団との間のＣＤＣＰ１のポリペプチド又は核酸の発現レ
ベルの差を比較することによって判定する。さらなる実施形態では、第１の集団における
ＣＤＣＰ１のポリペプチド又は核酸の発現を、基準範囲又は対照とさらに比較することが
できる。望ましい場合、このアッセイを使用して、複数（例えば、ライブラリー）の候補
作用物質をスクリーニングすることができる。細胞は、例えば、原核生物由来の（例えば
、大腸菌の）ものでもよく、或いは真核生物由来の（例えば、酵母又は哺乳動物の）もの
でもよい。さらに、その細胞は、ＣＤＣＰ１のポリペプチド又は核酸を内因性に発現する
こともでき、或いは、ＣＤＣＰ１のポリペプチド又は核酸が発現するように遺伝子工学で
作製することもできる。候補作用物質がＣＤＣＰ１のポリペプチド又は核酸の発現を変化
させることができるかどうかを、当業者に知られている方法、例えば、それだけに限らな
いが、フローサイトメトリー、放射標識、シンチレーションアッセイ、免疫沈降、ウェス
タンブロット分析又はノーザンブロット分析によって判定することができる。
【００５８】
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　他の実施形態では、ＣＤＣＰ１のポリペプチド又は核酸の発現を修飾する作用物質を動
物モデルで同定する。適切な動物の例には、それだけに限らないが、マウス、ラット、ウ
サギ、サル、モルモット、イヌ及びネコがある。使用する動物は卵巣癌のモデルとなるこ
とが好ましい。したがって、哺乳動物の第１及び第２の群に候補作用物質又は対照作用物
質を投与し、候補作用物質がＣＤＣＰ１のポリペプチド又は核酸の発現を修飾できるかど
うかを、哺乳動物の第１の群と第２の群との間の発現レベルの差を比較することによって
判定する。望ましい場合、哺乳動物の第１及び第２の群におけるＣＤＣＰ１のポリペプチ
ド又は核酸の発現レベルを、哺乳動物の対照群におけるＣＤＣＰ１のポリペプチド又は核
酸のレベルと比較することができる。候補作用物質又は対照作用物質は、当技術分野で既
知の手段によって（例えば、経口で、経直腸で、又は腹腔内や静脈内など非経口で）投与
することができる。ポリペプチド又は核酸の発現の変化は、上記で概略を述べた方法によ
って評価することができる。特定の実施形態では、疾患の症状の寛解又は改善をモニター
することにより作用物質の治療有効量を決定して、その疾患の発症を遅延させ、又はその
進行を遅らせ、例えば、それだけに限らないが、腫瘍のサイズを縮小させることができる
。卵巣癌に精通する医師に知られている技術を使用して、候補作用物質が、その疾患に付
随する１つ又は複数の症状を変化させたかどうかを判定することができる。
【００５９】
　当業者なら、ＣＤＣＰ１ポリペプチドがまた、前記ポリペプチドの活性を修飾する（例
えば、刺激又は阻害する）ように働く作用物質、特に小分子を、構造に基づいて設計する
方法に使用することもでき、前記の方法が、
　１）前記ポリペプチドの三次元構造を決定するステップと、
　２）そのポリペプチド内で、作用物質の（複数の）反応性部位又は結合部位の可能性が
高い三次元構造を推定するステップと、
　３）推定された反応性部位又は結合部位と反応又は結合すると予想される候補作用物質
を合成するステップと、
　４）その候補作用物質が前記ポリペプチドの活性を修飾できるかどうかを試験するステ
ップと
　を含むことも理解するであろう。
【００６０】
　上記に記載の方法が反復のプロセスである可能性が高いことが理解されるであろう。
【００６１】
　本明細書で論じるように、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用する作用物質から、卵巣
癌の治療及び／又は予防での使用が見出される。そのような使用では、その作用物質は、
薬剤組成物の形で一般に投与する。
【００６２】
　したがって、本発明によれば、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと相互作用する作用物質と、製
剤上許容される希釈剤、賦形剤及び／又は担体とを含む薬剤組成物が提供される。薬剤組
成物からワクチンとしての使用を見出すこともでき、それは、ワクチンの使用に許容され
るさらなる構成成分を含んでもよく、当業者に知られている１種又は複数種の適切なアジ
ュバントをさらに含んでもよい。
【００６３】
　以下、本発明で使用する作用物質、治療及び／又は予防で使用するＣＤＣＰ１ポリペプ
チド及びＣＤＣＰ１核酸は、「活性作用物質」と称する。本明細書において疾患又は状態
を特定の活性作用物質又は作用物質の組合せを使用して治療又は予防する方法に対して文
献を参照するとき、そのような参照文献は、その疾患又は状態の治療及び／又は予防用の
薬物の調製におけるその活性作用物質又は作用物質の組合せの使用を含むものとすること
を理解されたい。
【００６４】
　その組成物は、製剤上許容される担体を通常含む無菌の薬剤組成物の一部として通常供
給される。この組成物は、（それを患者に投与する所望の方法に応じて）任意の適切な形
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態のものでもよい。
【００６５】
　薬剤投与に従来から使用されている任意の経路で、本発明の活性作用物質を対象に投与
することができ、例えば、非経口で、経口で、局所に（口腔内、舌下又は経皮を含む）又
は吸入によってそれを投与することができる。任意の所与の場合での投与に最も適した経
路は、特定の活性作用物質、対象、疾患の性質及び重症度、並びに対象の身体状態によっ
て決まる。
【００６６】
　活性作用物質は、１種又は複数種の、治療上活性のある、例えば抗腫瘍性の他の化合物
と併用して、例えば同時に、順次又は別々に投与することができる。
【００６７】
　好都合なことに、１回の投与量当たりに本発明の活性作用物質を所定の量含む単位剤形
で薬剤組成物を提供することができる。そのような単位は、例えば、それだけに限らない
が、治療する状態、投与経路、並びに対象の年齢、体重及び状態に応じて７５０ｍｇ／ｋ
ｇ～０．１ｍｇ／ｋｇを含んでよい。
【００６８】
　本発明で使用する製剤上許容される担体は、例えば投与経路に応じて多様な形態をとる
ことがある。
【００６９】
　経口投与する組成物は、液体でもよく、或いは固体でもよい。経口液体製剤は、例えば
、水性若しくは油性の懸濁剤、液剤、乳剤、シロップ剤又はエリキシル剤の形のものでも
よく、或いは、使用前に水又は他の適切な溶媒で元に戻す乾燥製品として提供してもよい
。経口液体製剤は、当技術分野で知られている懸濁化剤を含んでもよい。
【００７０】
　粉末剤、カプセル剤や錠剤などの経口固体製剤の場合では、デンプン、糖、微結晶性セ
ルロース、希釈剤、顆粒化剤、潤滑剤、結合剤、崩壊剤などの担体が含まれることがある
。投与が容易であるため、錠剤及びカプセル剤が最も有利な経口の単位剤形となり、その
場合、固体の薬剤担体が一般に使用される。上記に示した一般の剤形に加えて、徐放の手
段及び／又は送達装置により本発明の活性作用物質を投与することもできる。錠剤及びカ
プセル剤は、結合剤、例えば、シロップ、アカシア、ゼラチン、ソルビトール、トラガカ
ント、又はポリビニルピロリドン；充填剤、例えば、ラクトース、糖、トウモロコシデン
プン、リン酸カルシウム、ソルビトール又はグリシン；錠剤化潤滑剤（ｔａｂｌｅｔｉｎ
ｇ　ｌｕｂｒｉｃａｎｔ）、例えばステアリン酸マグネシウム、滑石、ポリエチレングリ
コール又はシリカ；錠剤分解物質、例えばジャガイモデンプン；又はラウリル硫酸ナトリ
ウムなどの許容される湿潤剤などの従来の担体又は賦形剤を含んでよい。通常の薬務で周
知の方法に従った標準的な水性又は非水性の技術によって、錠剤を被覆することができる
。
【００７１】
　経口投与に適した本発明の薬剤組成物は、カプセル剤、カシェ剤や錠剤などの別個の単
位として提供してもよく、それぞれが、粉末剤又は顆粒剤として、或いは水性液体、非水
性液体、水中油型乳剤又は油中水型液体乳剤中の液剤又は懸濁剤として所定の量の活性作
用物質を含む。任意の製薬の方法によってそのような組成物を調製することができるが、
すべての方法は、１種又は複数種の必要な成分を構成する、活性作用物質を担体と結合さ
せるステップを含む。一般に、活性作用物質を液体担体又は微粉化した固体担体又はその
両方と均一によく混合し、次いで、必要なら、その産物を所望の提供品へと成形すること
によって組成物を調製する。例えば、場合によっては１種又は複数種の付属成分とともに
圧縮又は成形することによって錠剤を調製することができる。
【００７２】
　非経口投与に適した薬剤組成物は、ヒドロキシプロピルセルロースなどの界面活性剤と
適切に混合した水中の本発明の活性作用物質の液剤又は懸濁剤として調製してもよい。グ
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リセロール、液体ポリエチレングリコール、及び油中のその混合物中で分散剤を調製する
こともできる。貯蔵及び使用の通常の条件下で、これらの製剤は、微生物の増殖を防止す
る保存剤を含む。
【００７３】
　注射可能な使用に適した薬剤の形態には、水性又は非水性の無菌注射液剤があり、それ
はその組成物を対象の受容者の血液と等張にする抗酸化剤、緩衝液、静菌剤及び溶質、並
びに、懸濁化剤及び増粘剤を含むことがある水性及び非水性の無菌懸濁剤を含んでもよい
。即時型の注射液剤、分散剤及び懸濁剤を、無菌の粉末剤、顆粒剤及び錠剤から調製する
ことができる。
【００７４】
　当技術分野で知られている医療装置を用いて薬剤組成物を投与することができる。例え
ば、好ましい実施形態では、米国特許第５，３９９，１６３号；第５，３８３，８５１号
；　第５，３１２，３３５号；第５，０６４，４１３号；第４，９４１，８８０号；第４
，７９０，８２４号；又は第４，５９６，５５６号で開示されている装置などの無針の皮
下注射装置を用いて、本発明の薬剤組成物を投与することができる。本発明で有用な周知
の植え込み装置及びモジュールの例には、速度を調節して薬物を分散させる植え込み可能
な微小注入ポンプを開示する米国特許第４，４８７，６０３号、皮膚を介して医薬を投与
する治療装置を開示する米国特許第４，４８６，１９４号、正確な注入速度で医薬を送達
する薬物注入ポンプを開示する米国特許第４，４４７，２３３号、持続的薬物送達用の植
え込み可能な可変流量注入装置を開示する米国特許第４，４４７，２２４号、多重チャン
バー区画を有する浸透圧薬物送達システムを開示する米国特許４，４３９，１９６号、及
び浸透圧薬剤送達システムを開示する米国特許４，４７５，１９６号がある。他の多数の
そのような植え込み装置、送達システム、及びモジュールは当業者に知られている。
【００７５】
　特定の実施形態では、ｉｎ　ｖｉｖｏで適切な分布が確実に行われるように本発明の薬
剤組成物を製剤することができる。例えば、血液脳関門は高度に親水性の多数の化合物を
排除するが、リポソーム中で薬剤組成物を送達することが好ましい可能性がある。したが
って、本発明の一実施形態では、本発明の活性作用物質をリポソーム中で製剤する；より
好ましい実施形態では、リポソームは標的送達部分を含む。最も好ましい実施形態では、
リポソーム中の治療用化合物を、腫瘍に近位の部位へのボーラス投与によって送達する。
リポソームを作製する方法については、例えば米国特許第４，５２２，８１１号；第５，
３７４，５４８号；及び第５，３９９，３３１号を参照されたい。リポソームは、特定の
細胞又は臓器へと選択的に輸送され、それによって標的薬物送達が促進される１個又は複
数の部分を含んでもよい（例えば、Ｒａｎａｄｅ，ＶＶ．、１９８９、Ｊ．ＣＩｉｎ．Ｐ
ｈａｒｍａｃｏｌ．、２９：６８５を参照）。例示的な標的送達部分には、葉酸又はビオ
チン（例えば、米国特許第５，４１６，０１６号を参照）；マンノシド（Ｕｍｅｚａｗａ
ら、１９８８、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．、１５３：１
０３８）；抗体（Ｂｌｏｅｍａｎ，ＰＧ．ら、１９９５、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．、３５７
：１４０；Ｍ．Ｏｗａｉｓら、１９９５、Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ．Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅ
ｍｏｔｈｅｒ．、３９：１８０）；その異なる種のものが本発明の製剤、並びに発明分子
の構成成分を含んでよいサーファクタントタンパク質Ａ受容体（Ｂｒｉｓｃｏｅら、１９
９５、Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．、１２３３：１３４）；ｐ１２０（Ｓｃｈｒｅｉｅｒ
ら、１９９４、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２６９：９０９０）があり、Ｋｅｉｎａｎｅ
ｎ，Ｋ．及びＬａｕｋｋａｎｅｎ，ＭＬ．、１９９４，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．、３４６：
１２３；Ｋｉｌｌｉｏｎ，ＪＪ．及びＦｉｄｌｅｒ，ＩＪ．、１９９４、Ｉｍｍｕｎｏｍ
ｅｔｈｏｄｓ、４：２７３も参照されたい。組成物は、単位投与量又は複数投与量の容器
で、例えば密封したアンプル及びバイアルで提供することができ、安定性を高めるために
、凍結乾燥した（ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄ（ｌｙｏｐｈｉｌｉｚｅｄ））状態で貯蔵す
ることができ、その状態は使用直前に無菌の液体担体、例えば注射用水を添加することし
か必要としない。無菌の液体担体は別々のバイアル又はアンプルで供給することができ、



(16) JP 4764344 B2 2011.8.31

10

20

30

40

50

それは、例えば水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコ
ール及び液体ポリエチレングリコール）、その適切な混合物、及び植物油を含む溶媒又は
分散媒でもよい。有利には、局所麻酔剤、保存剤や緩衝化剤などの薬剤が無菌の液体担体
に含まれてもよい。
【００７６】
　軟膏剤、クリーム剤、懸濁剤、ローション剤、粉末剤、液剤、ペースト剤、ゲル剤、含
浸包帯剤、噴霧剤、エアロゾル剤又は油剤、経皮装置、散粉剤などとして、局所投与に適
合された薬剤組成物を製剤することができる。従来の方法によって、活性作用物質を含む
これらの組成物を調製することができる。したがって、それらはまた、保存剤、薬物の浸
透を支援する溶媒、クリーム剤又は軟膏剤中の軟化剤や、ローション剤用のエタノール又
はオレイルアルコールなど、適合可能な従来の担体及び添加剤も含む。そのような担体は
、組成物の約１％から最大約９８％として存在してもよい。より一般には、それは組成物
の最大約８０％を形成する。例示としてに過ぎないが、クリーム剤又は軟膏剤は、十分な
量の親水性物質と水を混合することによって、化合物を約５～１０重量％含み、所望の粘
調度を有するクリーム剤又は軟膏剤を作製するのに十分な量で調製する。
【００７７】
　期間を延長するために受容者の表皮と密接させたままにすることを意図する別個の貼付
剤として、経皮投与に適合された薬剤組成物を提供することができる。例えば、貼付剤か
らイオン導入によって活性作用物質を送達することができる。
【００７８】
　外側の組織、例えば口及び皮膚への適用では、組成物は局所軟膏剤又はクリーム剤とし
て適用することが好ましい。軟膏剤で製剤する場合、活性作用物質をパラフィン系又は水
混和性の軟膏基剤とともに使用することができる。或いは、水中油型クリーム基剤又は油
中水型基剤とともに活性作用物質をクリームに製剤することもできる。
【００７９】
　口での局所投与に適合された薬剤組成物には、口内錠、香錠及びうがい薬がある。
【００８０】
　眼への局所投与に適合された薬剤組成物には点眼剤があり、活性作用物質が、適切な担
体、特に水性溶媒中に溶解し又は懸濁している。それには、上記の局所軟膏剤又はクリー
ム剤も含まれる。
【００８１】
　担体が固体である直腸投与に適合された薬剤組成物は、単位投与量の坐剤として提供す
ることが最も好ましい。適切な担体には、カカオ脂又は他のグリセリド又は当技術分野で
一般に使用される物質があり、好都合なことに、その混合物と（複数の）軟化又は融解担
体と混合し、その後冷却及び型成形を行うことによって坐剤を形成することができる。そ
れは、浣腸として投与することもできる。
【００８２】
　膣投与に適合された薬剤組成物は、膣坐剤、タンポン、クリーム剤、ゲル剤、ペースト
剤、泡沫又は噴霧組成物として提供することができる。これらは、当技術分野で一般に使
用される軟化剤又は基剤を含んでもよい。
【００８３】
　活性作用物質の投与すべき量は、特定の活性作用物質、対象、疾患の性質及び重症度、
対象の身体状態、並びに選択した投与経路に従って様々である；適当な投与量は、当業者
によって容易に決定することができる。ヒト又は動物における卵巣癌の治療及び／又は予
防では、抗体を含む薬剤組成物を、注射や、抗体に基づく臨床用製品について当技術分野
で知られている他の投与経路など任意の適切な投与経路を用いて、患者（例えばヒト対象
）に、治療又は予防に有効な投与量（例えば腫瘍増殖阻止及び／又は腫瘍細胞遊走阻止が
生じる投与量）で投与することができる。
【００８４】
　組成物は、投与方法に応じて、本発明の活性作用物質を０．１重量％から、好ましくは
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１０～６０重量％以上含んでもよい。
【００８５】
　本発明の活性作用物質について個々の投与の最適な量及び間隔が、治療する状態の性質
及び程度、投与の形態、経路及び部位、並びに治療する特定の対象の年齢及び状態によっ
て決定され、使用する適当な投与法を医師が最終的に決定することが当業者によって認識
されるであろう。適宜何回でもこの投与を反復することができる。副作用が生じた場合、
通常の臨床診療に従って投与の量及び頻度を変更し又は少なくすることができる。
【００８６】
　ＣＤＣＰ１ポリペプチドは、卵巣癌の治療及び／又は予防にも役立つ可能性がある。し
たがって、好ましくはワクチンとして、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを含む組成物を治療有効
量投与するステップを含む、卵巣癌の治療及び／又は予防の方法が提供される。卵巣癌の
治療及び／又は予防用の薬物を製造するためのＣＤＣＰ１ポリペプチドの使用も提供され
る。本発明の方法でそれらの使用が提供される場合、ＣＤＣＰ１は、好ましくは単離され
た形で提供される。より好ましくは、ＣＤＣＰ１ポリペプチドは、少なくともある程度ま
で精製されている。ＣＤＣＰ１ポリペプチドは、組換えの方法を用いて生成し、合成によ
り生成し、又はこれらの方法の組合せによって生成することもできる。ＣＤＣＰ１ポリペ
プチドは、実質的に純粋な形で、すなわち実質的な程度まで他のタンパク質を含まない形
で提供することができる。
【００８７】
　当技術分野で周知のプロセスにより、遺伝子工学で作製された、発現系を含む宿主細胞
から、組換えＣＤＣＰ１ポリペプチドを調製することができる。したがって、本発明はま
た、ＣＤＣＰ１ポリペプチド又はＣＤＣＰ１核酸を含む発現系、そのような発現系を用い
て遺伝子工学で作製された宿主細胞、組換え技術によるＣＤＣＰ１ポリペプチドの生成に
も関する。無細胞翻訳系を使用して、組換えポリペプチドを生成することもできる（例え
ば、ウサギ網状赤血球溶解液、コムギ胚芽溶解液、英国、ＬｅｗｅｓのＲｏｃｈｅ　Ｄｉ
ａｇｎｏｓｔｉｃｓ　Ｌｔｄ．のＳＰ６／Ｔ７　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　Ｔ＆Ｔ及びＲＴＳ１
００大腸菌ＨＹ転写及び翻訳キット、並びに英国、ＳｏｕｔｈａｍｐｔｏｎのＰｒｏｍｅ
ｇａ　ＵＫのＴＮＴ　Ｑｕｉｃｋ共役転写／翻訳システム）。
【００８８】
　組換えＣＤＣＰ１ポリペプチドの生成では、宿主細胞を遺伝子工学で作製して、ＣＤＣ
Ｐ１核酸の発現系又はその一部を組み込むことができる。そのような組み込みは、リン酸
カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＤデキストラン媒介トランスフェクション、ト
ランスベクション（ｔｒａｎｓｖｅｃｔｉｏｎ）、マイクロインジェクション、陽イオン
性脂質媒介トランスフェクション、エレクトロポレーション、形質導入、スクレープロー
ディング（ｓｃｒａｐｅ　ｌｏａｄｉｎｇ）、弾丸導入（ｂａｌｌｉｓｔｉｃ　ｉｎｔｒ
ｏｄｕｃｔｉｏｎ）や感染など、当技術分野で周知の方法を用いて行うことができる（例
えば、Ｄａｖｉｓら、「分子生物学の基本方法（Ｂａｓｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）」、１９８６、及びＳａｍｂｒｏｏｋら、「分子ク
ローニング：実験室マニュアル（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ）」、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｕｒ　
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、ニューヨーク州、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｕｒ、１９８９を参照）。
【００８９】
　宿主細胞の代表的な例には、細菌細胞、例えば大腸菌、レンサ球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃ
ｏｃｃｉ）、ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｉ）、ストレプトマイセス（Ｓｔｒ
ｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、及び枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）の細胞；酵
母細胞やアスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）細胞などの菌類細胞；ショウジョウ
バエ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ）Ｓ２細胞やスポドプテラ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ）Ｓｆ９
細胞などの昆虫細胞；ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、ＨｅＬａ細胞、Ｃ１２７細胞、３Ｔ３細
胞、ＨＥＫ２９３細胞、ＢＨＫ細胞やＢｏｗｅｓメラノーマ細胞などの動物細胞；並びに
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植物細胞がある。
【００９０】
　それだけに限らないが、染色体、エピソーム及びウイルスに由来するシステムなど、例
えば細菌プラスミドに、バクテリオファージに、トランスポゾンに、酵母エピソームに、
挿入エレメントに、酵母染色体エレメントに、バキュロウイルス（ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕ
ｓ）、ＳＶ４０などのパポバウイルス（ｐａｐｏｖａ　ｖｉｒｕｓ）、ワクシニアウイル
ス（ｖａｃｃｉｎｉａ　ｖｉｒｕｓ）、アデノウイルス（ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ）、鶏痘
ウイルス（ｆｏｗｌ　ｐｏｘ　ｖｉｒｕｓ）、仮性狂犬病ウイルス（ｐｓｅｕｄｏｒａｂ
ｉｅｓ　ｖｉｒｕｓ）やレトロウイルス（ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ）などのウイルスに由来
するベクターや、コスミドやファージミドなどのプラスミド及びバクテリオファージの遺
伝性エレメントに由来するものなどその組合せに由来するベクターなど、多様な発現系を
使用することができる。発現系は、発現を制御するとともにそれを引き起こす調節領域を
含んでもよい。一般に、核酸を維持し、伝播し又は発現させて宿主中でポリペプチドを生
成するどんな系又はベクターも使用することができる。上記のＳａｍｂｒｏｏｋらの文献
中に示されているものなどの任意の様々な周知のかつ日常的な技術によって、発現系に適
当な核酸配列を挿入することができる。適当な分泌シグナルをＣＤＣＰ１ポリペプチドに
組み込んで、翻訳されたタンパク質を、小胞体腔、細胞膜周辺腔又は細胞外環境へと分泌
させることができる。このシグナルは、ＣＤＣＰ１ポリペプチドに対して内因性のもので
もよく、或いは異種のシグナルでもよい。
【００９１】
　ＣＤＣＰ１ポリペプチドを発現させて細胞に基づくスクリーニングアッセイで使用する
場合、そのポリペプチドを細胞表面で生成することが好ましい。この場合では、スクリー
ニングアッセイで使用する前に細胞を収集してもよい。ＣＤＣＰ１ポリペプチドを培地中
に分泌させる場合、前記ポリペプチドを単離するために、その培地を回収することができ
る。細胞内で生成する場合、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを回収する前に細胞を最初に溶解し
なければならない。
【００９２】
　組換え細胞培養物から、又は他の生物学的供給源から、硫酸アンモニウム又はエタノー
ル沈殿、酸抽出、陰イオン又は陽イオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロ
マトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィ
ー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー、分子篩クロマトグラフィー、遠心分離
法、電気泳動法、及びレクチンクロマトグラフィーを含めた周知の方法によって、ＣＤＣ
Ｐ１ポリペプチドを回収し精製することができる。一実施形態では、これらの方法の組合
せを使用する。他の実施形態では、高速液体クロマトグラフィーを使用する。さらなる実
施形態では、ＣＤＣＰ１ポリペプチドと特異的に結合する抗体を使用して、前記ポリペプ
チドのＣＤＣＰ１ポリペプチドを含む試料を除去し、又は前記ポリペプチドを精製するこ
とができる。単離及び／又は精製の間にポリペプチドが変性したとき、当技術分野で周知
の技術を再折り畳みに使用して、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの天然の又は活性型の構造を再
生することができる。本発明においては、それだけに限らないが、卵巣組織試料や他の組
織試料など、任意の供給源由来の生体試料からＣＤＣＰ１ポリペプチドを得ることができ
る。
【００９３】
　ＣＤＣＰ１ポリペプチドは、「成熟」タンパク質の形態でもよく、或いは融合タンパク
質など大きなタンパク質の一部分でもよい。分泌配列又はリーダー配列、プレタンパク質
、プロタンパク質又はプレプロタンパク質の配列、或いは親和性タグ、例えば、それだけ
に限らないが、複数のヒスチジン残基、ＦＬＡＧタグ、ＨＡタグやｍｙｃタグなど精製を
援助する配列を含有するさらなるアミノ酸配列を含むと有利であることが多い。組換えに
よる生成の間に安定性をもたらすことができるさらなる配列を使用することもできる。場
合によっては、さらなる配列又はその一部として切断可能な配列を組み込むことにより、
そのような配列を必要に応じて除去することができる。したがって、ＣＤＣＰ１ポリペプ
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チドを、他のポリペプチドを含む他の部分と融合することができる。そのようなさらなる
配列及び親和性タグは、当技術分野で周知である。
【００９４】
　アミノ酸置換は、当技術分野で知られているように保存的でもよく、或いは半保存的で
もよく、好ましくはポリペプチドの所望の活性に著しく影響を及ぼさない。置換は、天然
に生じるものでもよく、或いは、例えば突然変異生成を使用して導入することもできる（
例えば、Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎら、１９７８、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２５３：６５
５１）。したがって、アミノ酸のグリシン、アラニン、バリン、ロイシン及びイソロイシ
ンは、しばしば互いに置換することができる（脂肪族側鎖を有するアミノ酸）。これらの
考えられる置換のうち、グリシン及びアラニンを使用して互いに置換し（それらが比較的
短い側鎖を有するため）、バリン、ロイシン及びイソロイシンを使用して互いに置換する
（それらが疎水性の大きな脂肪族側鎖を有するため）ことが好ましい。互いにしばしば置
換することができる他のアミノ酸には、それだけに限らないが、
　フェニルアラニン、チロシン及びトリプトファン（芳香族側鎖を有するアミノ酸）；
　リシン、アルギニン及びヒスチジン（塩基性側鎖を有するアミノ酸）；
　アスパラギン酸及びグルタミン酸（酸性側鎖を有するアミノ酸）；
　アスパラギン及びグルタミン（アミド側鎖を有するアミノ酸）；
　システイン及びメチオニン（含硫側鎖を有するアミノ酸）があり、
　アスパラギン酸及びグルタミン酸は、ホスホセリン及びホスホスレオニンとそれぞれ置
換することができる（酸性側鎖を有するアミノ酸）。
【００９５】
　特定の一実施形態では、（複数の）置換アミノ酸は、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの活性に
著しく影響を及ぼし、それを具体的に選択して、ペプチドに対するドミナントネガティブ
活性を与えることができる。他の実施形態では、（複数の）置換アミノ酸を具体的に選択
して、ポリペプチドを構成的に活性にすることができる。
【００９６】
　修飾には、それだけに限らないが、翻訳後修飾など天然に生じる修飾があり、また突然
変異生成によって導入することができるような天然に生じない修飾もある。
【００９７】
　好ましくは、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの誘導体は、図１に示すアミノ酸配列（配列番号
１）との同一性が少なくとも７０％であり、より好ましくは、同一性が少なくとも７５％
であり、少なくとも８０％であり、少なくとも８５％であり、少なくとも９０％であり、
少なくとも９５％であり、又は少なくとも９８％である。％同一性は当技術分野で周知の
概念であり、例えば、それだけに限らないが、ＮＣＢＩから利用可能なＢＬＡＳＴ（商標
）ソフトウェアを用いて算出することができる（Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｓ．Ｆ．ら、１９９
０、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、２１５：４０３～４１０；Ｇｉｓｈ，Ｗ．及びＳｔａｔｅ
ｓ，Ｄ．Ｊ．、１９９３、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔ．、３：２６６～２７２；Ｍａｄｄ
ｅｎ，Ｔ．Ｌ．ら、１９９６、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２６６：１３１～１４１；
Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｓ．Ｆ．ら、１９９７、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、２
５：３３８９～３４０２；Ｚｈａｎｇ，Ｊ．及びＭａｄｄｅｎ，Ｔ．Ｌ．、１９９７、Ｇ
ｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．、７：６４９～６５６）。
【００９８】
　ＣＤＣＰ１ポリペプチドの断片も本発明の方法に役立つ可能性があり、それは配列番号
１のアミノ酸配列を有するポリペプチドの断片を含み、その断片の長さ全体にわたる相同
性が少なくとも７０％である。好ましくは、前記断片は少なくとも長さが１０アミノ酸で
あり、好ましくは、長さが少なくとも２０アミノ酸であり、少なくとも３０アミノ酸であ
り、少なくとも５０アミノ酸であり、又は少なくとも１００アミノ酸である。断片は、図
１に示すアミノ酸配列（配列番号１）とのその長さ全体にわたる同一性が少なくとも７０
％であり、より好ましくは、相同性が少なくとも７５％であり、少なくとも８０％であり
、少なくとも８５％であり、少なくとも９０％であり、少なくとも９５％であり、又は少
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なくとも９８％である。
【００９９】
　ＣＤＣＰ１ポリペプチドが、卵巣癌の治療及び／又は予防で使用する薬剤組成物の活性
作用物質である場合、好ましくは、組換えＣＤＣＰ１ポリペプチドを使用する。特定の実
施形態では、細胞への融合タンパク質の侵入を促進するＨＩＶ／Ｔａｔタンパク質のタン
パク質導入ドメイン（Ａｓｏｈ，Ｓ．ら、２００２、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ、９９：１７１０７～１７１１２）など、他のポリペプチドと融合したＣＤ
ＣＰ１ポリペプチドを提供して、卵巣癌の治療及び／又は予防用の医薬の製造で使用する
。
【０１００】
　他の態様では、卵巣癌の対象でのＣＤＣＰ１ポリペプチドの検出を使用して、本発明の
方法に従った治療に適した患者集団を特に同定することができる。
【０１０１】
　したがって、本発明は、対象における卵巣癌をスクリーニング及び／又は診断若しくは
予後診断し、並びに／或いは卵巣癌治療の有効性をモニターする方法を提供し、その方法
は、前記対象から得た生体試料中でＣＤＣＰ１ポリペプチドを検出及び／又は定量するス
テップを含む。スクリーニング及び／又は診断の方法で使用するＣＤＣＰ１ポリペプチド
は、好ましくは、
　（ａ）配列番号１のアミノ酸配列を含み、又はそれからなり、
　（ｂ）ＣＤＣＰ１の活性を保持する配列番号１のアミノ酸配列に対する１個又は複数の
アミノ酸の置換、修飾、欠失又は挿入を有する誘導体であり、或いは、
　（ｃ）配列番号１のアミノ酸配列を有するポリペプチドの断片であり、それは少なくと
も長さが１０アミノ酸であり、その断片の長さ全体にわたる相同性が少なくとも７０％で
ある。
【０１０２】
　一態様では、発現は、予め決定した基準範囲と比較する。好ましくは、検出のステップ
は、
　（ａ）試料を、（ａ）～（ｃ）で定義したポリペプチドに特異的な捕捉試薬と接触させ
るステップと、
　（ｂ）試料中で捕捉試薬と前記ポリペプチドの間に結合が生じたかどうかを検出するス
テップとを含む。
【０１０３】
　他の実施形態では、捕捉されたポリペプチドを、直接的に又は間接的に標識した検出試
薬を用いて検出し、その試薬は、固相上に固定化することができる。
【０１０４】
　ＣＤＣＰ１ポリペプチドを検出／定量する好都合な手段では、抗体を使用する。上記に
記載のように、当技術分野で知られている方法を用いて、ＣＤＣＰ１ポリペプチドを免疫
原として使用して、前記ポリペプチドと相互作用する（結合する又は認識する）抗体を生
じさせることができる。したがって、さらなる態様では、本発明は、対象における卵巣癌
をスクリーニング及び／又は診断し、或いは抗卵巣癌治療の効果をモニターするための、
少なくとも１個のＣＤＣＰ１ポリペプチドと特異的に結合する抗体の使用を提供する。特
定の実施形態では、抗ＣＤＣＰ１ポリペプチド抗体を用いて診断する方法を使用して、本
発明の方法に従った治療に適した患者集団を同定することができる。
【０１０５】
　とりわけ、ヒト組織の生体試料、及び／又はその細分画、例えば、それだけに限らない
が、膜、細胞質ゾル又は核の細分画中でＣＤＣＰ１の発現を検出することによって、卵巣
癌の診断にＣＤＣＰ１抗体を使用することもできる。
【０１０６】
　さらなる態様では、生体試料中でＣＤＣＰ１ポリペプチドを検出する方法は、前記試料
中で、直接的に又は間接的に標識した検出試薬を用いてＣＤＣＰ１ポリペプチドの量を検
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出及び／又は定量するステップを含む。ＣＤＣＰ１ポリペプチドは、それだけに限らない
が、免疫沈降後のドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動、二次元ゲル
電気泳動、及びウェスタンブロット、ラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫
吸着検定法）、「サンドイッチ」イムノアッセイ、免疫沈降法、沈降素反応、ゲル拡散沈
降素反応、免疫拡散法、凝集法、補体結合法、免疫放射定量法、蛍光免疫法やプロテイン
Ａイムノアッセイなどの技術を用いた競合的及び非競合的アッセイ系を含めて、当業者に
知られている任意のイムノアッセイによって検出することができる。
【０１０７】
　抗体と抗原の相互作用の検出は、検出可能な物質、例えば、それだけに限らないが、酵
素（西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、βガラクトシダーゼ、アセ
チルコリンエステラーゼなど）、接合団（ストレプトアビジン、アビジン、ビオチンなど
）、蛍光物質（ウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシアネート
、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイン、塩化ダンシル、フィコエリ
スリンなど）、発光物質（ルミノールなど）、生物発光物質（ルシフェラーゼ、ルシフェ
リン、エクオリンなど）、放射性核種（１２５Ｉ、１３１Ｉ、１１１Ｉｎ、９９Ｔｃなど
）、陽電子放出金属又は非放射性常磁性金属イオン（米国特許第４，７４１，９００号を
参照）と抗体を結合することによって促進することができる。
【０１０８】
　本発明は、上記で定義したＣＤＣＰ１ポリペプチドに対する捕捉試薬（例えば、抗体）
を含む診断キットも提供する。さらに、そのようなキットは、場合によっては、１つ又は
複数の以下のものを含んでよい：
　（１）スクリーニング、診断、予後診断、治療モニタリング、又はこれらの適用例の任
意の組合せ用の捕捉試薬の使用説明書、
　（２）捕捉試薬の標識した結合相手、
　（３）その上に捕捉試薬が固定化された固相（試薬ストリップ（ｒｅａｇｅｎｔ　ｓｔ
ｒｉｐ）など）、及び
　（４）スクリーニング、診断、予後診断又は治療的使用、或いはその任意の組合せの規
制認可を示す標識又は挿入物。
【０１０９】
　捕捉試薬の標識した結合相手が供給されない場合、抗ＣＤＣＰ１ポリペプチド捕捉試薬
自体を、検出可能なマーカー、例えば、化学発光部分、酵素部分、蛍光部分、又は放射活
性部分（上記を参照）で標識することができる。
【０１１０】
　ＣＤＣＰ１核酸の検出及び／又は定量を、対象における卵巣癌をスクリーニング及び／
又は診断若しくは予後診断し、並びに／或いは卵巣癌治療の有効性をモニターする方法に
使用できることも、当業者には明らかであろう。
【０１１１】
　場面上示されない限り、ＣＤＣＰ１核酸は、１つ又は複数の以下の性質を有することが
ある核酸分子を含み、したがって、
　ｄ）配列番号２のＤＮＡ配列又はそのＲＮＡ同等物を含み又はそれからなり、
　ｅ）ｄ）の配列に相補的な配列を有し、
　ｆ）ＣＤＣＰ１ポリペプチドをコードする配列を有し、
　ｇ）ｄ）、ｅ）及びｆ）のいずれかの配列と実質的な同一性を示す配列を有し、或いは
　ｈ）長さが少なくとも１０ヌクレオチドであるｄ）、ｅ）、ｆ）又はｇ）の断片である
ことがあり、１つ又は複数の以下の性質を有することがある：
　１）それはＤＮＡ又はＲＮＡであることがある；
　２）それは一本鎖又は二本鎖であることがある；
　３）それは実質的に純粋な形であることがある。したがって、それは混入タンパク質及
び／又は他の核酸を実質的に含まない形で提供されることがある；及び
　４）それはイントロンを有することもあり、或いは（例えばｃＤＮＡのように）有さな
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いこともある。
【０１１２】
　ＣＤＣＰ１核酸の断片は、好ましくは長さが少なくとも２０ヌクレオチド、少なくとも
３０ヌクレオチド、少なくとも５０ヌクレオチド、少なくとも１００ヌクレオチド又は少
なくとも２５０ヌクレオチドである。
【０１１３】
　本発明はまた、上記の（ｄ）～（ｈ）に記載のＣＤＣＰ１核酸に相補的であり、前記Ｃ
ＤＣＰ１核酸とハイブリダイズすることができる核酸の使用も提供する。そのような核酸
分子を、「ハイブリダイジング」核酸分子と称する。例えば、それだけに限らないが、ハ
イブリダイジング核酸分子は、プローブ又はプライマーとして有用である可能性がある。
ハイブリダイジング核酸分子は、その長さに沿って、上記の（ｄ）～（ｈ）の範囲内の核
酸分子と高度の配列同一性（例えば、少なくとも５０％、少なくとも７５％、少なくとも
８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、又は少なくとも９８
％の配列同一性）を有することがある。例えば、ハイブリダイジングアッセイでの、上記
で論じた任意の核酸分子とハイブリダイズすることができるハイブリダイジング核酸分子
の使用も、本発明によって包含されている。
【０１１４】
　ハイブリダイゼーションアッセイを使用して、対象における卵巣癌をスクリーニングし
、予後診断し、診断し、又はその治療をモニターすることができる。したがって、そのよ
うなハイブリダイゼーションアッセイは、
　ｉ）核酸を含む、対象から得た生体試料を、ＣＤＣＰ１核酸分子とハイブリダイズする
ことができる核酸プローブと、ハイブリダイゼーションが起こり得るような条件下で接触
させるステップと、
　ｉｉ）生じたハイブリダイゼーションを検出又は測定するステップとを含む。
【０１１５】
　好ましくは、そのようなハイブリダイジング分子は、長さが少なくとも１０ヌクレオチ
ドであり、好ましくは長さが少なくとも２５ヌクレオチド又は少なくとも５０ヌクレオチ
ドである。より好ましくは、ハイブリダイジング核酸分子は、上記の（ｄ）～（ｈ）のい
ずれかの範囲内の核酸と特異的にハイブリダイズする。最も好ましくは、そのハイブリダ
イゼーションは、厳密なハイブリダイゼーション条件下で起こる。厳密なハイブリダイゼ
ーション条件の一例は、試みられたハイブリダイゼーションが約３５℃～約６５℃の温度
で、約０．９Ｍの塩溶液を用いて実施される場合である。しかし、当業者なら、プローブ
の長さ、塩基の組成、存在するイオンの型などの変数を考慮するために、そのような条件
を適宜変化させることができるであろう。
【０１１６】
　本発明は、ＣＤＣＰ１ポリペプチドをコードするＲＮＡとハイブリダイズすることがで
きる核酸プローブ、適切な試薬及び使用説明書を含む診断キットも提供する。
【０１１７】
　さらなる実施形態では、１個又は複数の容器中に、ポリメラーゼ連鎖反応（例えば、Ｉ
ｎｎｉｓら、１９９０、「ＰＣＲプロトコール（ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ）」、Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．、カリフォルニア州、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏを参照）
、リガーゼ連鎖反応（ＥＰ３２０，３０８を参照）、Ｑβレプリカーゼの使用、循環プロ
ーブ反応（ｃｙｃｌｉｃ　ｐｒｏｂｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）や、当技術分野で知られてい
る他の方法などによって、適当な反応条件下でＣＤＣＰ１核酸分子の少なくとも一部の増
幅に使用することができるプライマーの対を含む診断キットが提供される。通常、プライ
マーは、長さが少なくとも８ヌクレオチドであり、好ましくは、長さが少なくとも１０～
２５ヌクレオチドであり、より好ましくは、長さが１５～２５ヌクレオチドである。いく
つかの場合では、長さが少なくとも３０ヌクレオチド又は少なくとも３５ヌクレオチドの
プライマーを使用することができる。
【０１１８】
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　さらに他の実施形態では、本発明は、卵巣癌の治療及び／又は予防で使用する薬物の製
造での少なくとも１種のＣＤＣＰ１核酸の使用を提供する。
【０１１９】
　特定の実施形態では、ハイブリダイジングＣＤＣＰ１核酸分子をアンチセンス分子とし
て使用して、相補的なＣＤＣＰ１核酸との結合によりＣＤＣＰ１ポリペプチドの発現を変
化させ、卵巣癌の治療及び／又は予防若しくは阻止でそれを使用することができる。アン
チセンス核酸には、ＣＤＣＰ１ポリペプチドをコードするＲＮＡ（好ましくはｍＲＮＡ）
の一部分とのある種の配列相補性によりハイブリダイズすることができるＣＤＣＰ１核酸
が含まれる。アンチセンス核酸は、そのようなポリペプチドをコードするｍＲＮＡのコー
ド領域及び／又は非コード領域と相補的でもよい。最も好ましくは、ＣＤＣＰ１ポリペプ
チドの発現は、アンチセンス核酸の使用によって阻害される。したがって、本発明は、Ｃ
ＤＣＰ１ポリペプチドをコードする遺伝子又はｃＤＮＡに対してアンチセンスとなる少な
くとも８ヌクレオチドを含む核酸の治療的又は予防的使用を提供する。
【０１２０】
　他の実施形態では、本明細書で定義されるポリペプチドをコードする遺伝子配列を、ポ
リペプチドの遺伝子発現を低下させる周知の遺伝子「ノックアウト」法であるリボザイム
又は三重らせん法と組み合わせて用いることにより、ＣＤＣＰ１ポリペプチドのレベル又
は活性を低下させることによって卵巣癌の症状を寛解することができる。この手法では、
リボザイム又は三重らせん分子を使用して、遺伝子の活性、発現又は合成を修飾し、それ
によって卵巣癌の症状を寛解する。突然変異型又は非突然変異型の標的遺伝子の発現を低
下させ又は阻害するように、そのような分子を設計することができる。そのような分子を
生成し使用する技術は、当業者に周知である。
【０１２１】
　標的相同組換えを用いて、ＣＤＣＰ１ポリペプチドをコードする遺伝子、又はそのよう
な遺伝子のプロモーターを不活性化又は「ノックアウト」することによって、内因性ＣＤ
ＣＰ１ポリペプチド発現を低下させることもできる（例えば、Ｓｍｉｔｈｉｅｓら、１９
８５、Ｎａｔｕｒｅ、３１７：２３０～２３４；Ｔｈｏｍａｓ及びＣａｐｅｃｃｈｉ、１
９８７、Ｃｅｌｌ、５１：５０３～５１２；Ｔｈｏｍｐｓｏｎら、１９８９、Ｃｅｌｌ、
５：３１３～３２１；及びＺｉｊｌｓｔｒａら、１９８９、Ｎａｔｕｒｅ、３４２：４３
５～４３８を参照）。例えば、内因性ＣＤＣＰ１遺伝子（ポリペプチドをコードする遺伝
子のコード領域又は制御領域）に相同なＤＮＡに隣接する非機能的なポリペプチドをコー
ドする突然変異遺伝子（又は全く無関係のＤＮＡ配列）を、選択マーカー及び／又は負の
選択マーカーとともに或いはそれを用いずに使用して、標的遺伝子をｉｎ　ｖｉｖｏで発
現する細胞にトランスフェクトすることができる。標的相同組換えによってそのＤＮＡ構
築物を挿入すると、標的遺伝子が不活性化される。
【０１２２】
　他の実施形態では、核酸を遺伝子治療により投与する（例えば、Ｈｏｓｈｉｄａ，Ｔ．
ら、２００２、Ｐａｎｃｒｅａｓ、２５：１１１～１２１；Ｉｋｕｎｏ，Ｙ．、２００２
、Ｉｎｖｅｓｔ．Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ．Ｖｉｓ．Ｓｃｉ．、２００２、４３：２４０６
～２４１１；Ｂｏｌｌａｒｄ，Ｃ．、２００２、Ｂｌｏｏｄ、９９：３１７９～３１８７
；Ｌｅｅ　Ｅ．、２００１、Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．、７：７７３～７８２を参照）。遺伝子治
療とは、発現させた又は発現可能なＣＤＣＰ１核酸を対象に投与することを指す。当技術
分野で利用可能な遺伝子治療のどの方法も、本発明に従って使用することができる。
【０１２３】
　患者への治療用ＣＤＣＰ１核酸の送達は、直接的なｉｎ　ｖｉｖｏ遺伝子治療（すなわ
ち、核酸又は核酸を含むベクターを患者に直接さらす）でもよく、或いは間接的なｅｘ　
ｖｉｖｏ遺伝子治療（すなわち、核酸で細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏでまず形質転換し、次い
でそれを患者に移植する）でもよい。
【０１２４】
　例えば、ｉｎ　ｖｉｖｏ遺伝子治療では、ＣＤＣＰ１核酸を含む発現ベクターを、それ
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が細胞内のものとなるように、すなわち、例えば、米国特許第４，９８０，２８６号、又
はＲｏｂｂｉｎｓら、１９９８、Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｔｈｅｒ．、８０：３５～４７に
記載の欠損型若しくは減弱化レトロウイルスの又は他のウイルスのベクターを用いて感染
させることによって投与する。
【０１２５】
　当業者に知られている様々なレトロウイルスベクターは、改変されて、ウイルスゲノム
のパッケージング、その後の宿主細胞ＤＮＡへの組み込みに不要なレトロウイルス配列が
欠失している、Ｍｉｌｌｅｒら、（１９９３、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、２１７：５
８１～５９９）に記載のものなどである。非分裂細胞に感染することができるため有利で
あるアデノウイルスベクターも使用することができ、そのような高容量のアデノウイルス
ベクターは、Ｋｏｃｈａｎｅｋ（１９９９、Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ、１
０：２４５１～２４５９）に記載されている。使用することができるキメラウイルスベク
ターは、Ｒｅｙｎｏｌｄｓらにより記載のもの（１９９９、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｍｅｄ
ｉｃｉｎｅ　Ｔｏｄａｙ、１：２５～３１）である。ハイブリッドベクターを使用するこ
ともでき、それは、Ｊａｃｏｂｙらによって記載されている（１９９７、Ｇｅｎｅ　Ｔｈ
ｅｒａｐｙ、４：１２８２～１２８３）。
【０１２６】
　裸のＤＮＡの直接注入、又は微小粒子照射（例えば、Ｇｅｎｅ　Ｇｕｎ（登録商標）；
Ｂｉｏｌｉｓｔｉｃ，Ｄｕｐｏｎｔ）の使用を介する注入、又はそれを脂質で被覆するこ
とによる注入を遺伝子治療で使用することもできる。細胞表面受容体／トランスフェクト
用化合物を、或いはリポソーム、微小粒子又は微小カプセル中への被包化を介して、或い
は核に侵入することが知られているペプチドと結合した核酸の投与によって、或いは受容
体媒介性エンドサイトーシスを起こしやすいリガンドと結合した核酸の投与によってそれ
らを使用して、対象とする受容体を特異的に発現する細胞型を標的とすることができる。
【０１２７】
　他の実施形態では、ＣＤＣＰ１核酸を含む核酸リガンド化合物を生成することができ、
その化合物では、リガンドが、エンドソームを破壊するように設計された融合性ウイルス
ペプチドを含み、それによってその後のＣＤＣＰ核酸のリソソーム分解が回避される。Ｃ
ＤＣＰ核酸は、ＷＯ９２／０６１８０、ＷＯ９３／１４１８８及びＷＯ９３／２０２２１
に記載されているものなどの特定の受容体を標的にすることによって、ｉｎ　ｖｉｖｏで
細胞特異的なエンドサイトーシス及び発現の標的とすることができる。或いは、核酸を細
胞内に導入し、宿主細胞ゲノム内に組み込んで、相同組換えによって発現させることもで
きる（Ｚｉｊｌｓｔｒａら、１９８９、Ｎａｔｕｒｅ、３４２：４３５～４２８を参照）
。
【０１２８】
　ｅｘ　ｖｉｖｏ遺伝子治療では、組織培養を用いて遺伝子を細胞内にｉｎ　ｖｉｔｒｏ
で導入し、皮下注射、皮膚移植片への細胞の塗布、造血幹細胞や造血前駆細胞などの組換
え血液細胞の静脈内注射など、様々な方法によってその細胞を患者に送達する。
【０１２９】
　遺伝子治療の目的でＣＤＣＰ１核酸を導入することができる細胞には、例えば、上皮細
胞、内皮細胞、ケラチン生成細胞、線維芽細胞、筋細胞、肝細胞及び血液細胞がある。使
用することができる血液細胞には、例えば、Ｔリンパ球、Ｂリンパ球、単球、マクロファ
ージ、好中球、好酸球、巨核球、顆粒球、造血細胞や造血前駆細胞などがある。
【０１３０】
　一態様では、薬剤組成物はＣＤＣＰ１核酸を含み、前記核酸は、適切な宿主中でＣＤＣ
Ｐ１ポリペプチド又はそのキメラタンパク質を発現する発現ベクターの一部である。具体
的には、そのような核酸は、ポリペプチドコード領域と作動的に連結したプロモーターを
有し、前記プロモーターは、誘導性又は構成的（場合によっては、組織特異的）である。
他の特定の実施形態では、コード配列及び他の任意の所望の配列が、ゲノム内で所望の部
位での相同組換えを促進する領域と隣接した核酸分子を使用し、それによって核酸が染色
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体内で発現する（Ｋｏｌｌｅｒ及びＳｍｉｔｈｉｅｓ、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８６：８９３２～８９３５；Ｚｉｊｌｓｔｒａら、１９８９
、Ｎａｔｕｒｅ、３４２：４３５～４３８）。
【０１３１】
　標準的なクローニング及びスクリーニングの技術を用いて、ヒト細胞中のｍＲＮＡに由
来するｃＤＮＡライブラリーから、発現配列タグ（ＥＳＴ）分析を使用してＣＤＣＰ１核
酸を得ることができる（Ａｄａｍｓ，Ｍ．ら、１９９１、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２５２：１６
５１～１６５６；Ａｄａｍｓ，Ｍ．ら、１９９２、Ｎａｔｕｒｅ、３５５：６３２～６３
４；Ａｄａｍｓ，Ｍ．ら、１９９５、Ｎａｔｕｒｅ、３７７：Ｓｕｐｐｌ：３～１７４）
。ＣＤＣＰ１核酸は、ゲノムＤＮＡライブラリーなどの天然の供給源から得ることもでき
、或いは、周知であり商業的に利用可能な技術を用いて合成することもできる。上記に記
載のＣＤＣＰ１ポリペプチドのコード配列を含むＣＤＣＰ１核酸を使用して、前記ポリペ
プチドを組換えにより生成することができる。ＣＤＣＰ１核酸は、成熟ポリペプチドそれ
自体のコード配列；或いはリーダー配列若しくは分泌配列、プレタンパク質、プロタンパ
ク質若しくはプレプロタンパク質の配列、切断可能な配列、又は親和性タグや、ポリペプ
チドの生成中の安定性を付与するさらなる配列などの他の融合ペプチド部分をコードする
ものなど、他のコード配列と読み枠の合った成熟ポリペプチドのコード配列を含んでもよ
い。好ましい親和性タグには、複数のヒスチジン残基（例えば、Ｇｅｎｔｚら、１９８９
、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ、８６：８２１～８２４を参照）、Ｆ
ＬＡＧタグ、ＨＡタグ又はｍｙｃタグがある。ＣＤＣＰ１核酸はまた、転写非翻訳配列、
スプライシング及びポリアデニル化シグナル、リボソーム結合部位や、ｍＲＮＡを安定化
する配列など、５’及び３’の非コード配列を含んでもよい。
【０１３２】
　１個又は複数のアミノ酸の置換、付加又は欠失が、コードされたタンパク質に導入され
るように、１個又は複数のヌクレオチドの置換、付加又は欠失をＣＤＣＰ１核酸のヌクレ
オチド配列に導入することによって、上記のＣＤＣＰ１ポリペプチド誘導体を作製するこ
とができる。例えば、部位特異的突然変異生成及びＰＣＲ媒介突然変異生成を含めて、当
業者に知られている標準的な技術を用いて突然変異を導入することができる。好ましくは
、必須でないと予想される１個又は複数のアミノ酸残基で保存的アミノ酸置換を行う。
【０１３３】
　ヒト以外の種由来の相同体及びオーソログを含めて、ＣＤＣＰ１ポリペプチドをコード
するＣＤＣＰ１核酸は、厳密なハイブリダイゼーション条件下で、上記の（ｄ）～（ｈ）
で記載されたＣＤＣＰ１核酸の配列を有する標識プローブを用いて適当なライブラリーを
スクリーニングするステップと、前記核酸配列を含む全長ｃＤＮＡ及びゲノムクローンを
単離するステップとを含むプロセスによって得ることができる。そのようなハイブリダイ
ゼーション技術は、当技術分野で周知である。厳密なハイブリダイゼーション条件の一例
は、試みられたハイブリダイゼーションが約３５℃～約６５℃の温度で、約０．９Ｍの塩
溶液を用いて実施される場合である。しかし、当業者なら、プローブの長さ、塩基の組成
、存在するイオンの型などの変数を考慮するために、そのような条件を適宜変化させるこ
とができるであろう。高度の選択性を得るには、低塩や高温の条件など比較的厳密な条件
を使用して二重鎖を形成させる。高度に厳密な条件には、０．５Ｍ　ＮａＨＰＯ４、７％
ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ中、６５℃でのフィルター結合Ｄ
ＮＡに対するハイブリダイゼーション、及び０．１×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中、６８℃
での洗浄がある（Ａｕｓｕｂｅｌ　Ｆ．Ｍ．ら編、１９８９、「分子生物学における現在
のプロトコール（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｙ）」第Ｉ巻、Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，
Ｉｎｃ．、及びＪｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋの２
．１０．３ページ）。いくつかの適用では、二重鎖形成に厳密性の低い条件が必要となる
。中程度の厳密な条件には、０．２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中、４２℃での洗浄がある
（Ａｕｓｕｂｅｌら、１９８９、上記）。ホルムアミドを増量して添加してハイブリッド
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二重鎖を不安定にすることによって、ハイブリダイゼーション条件をより厳密にすること
もできる。したがって、特定のハイブリダイゼーション条件を容易に操作することができ
、それは一般に適宜選択される。一般に、５０％ホルムアミドの存在下で都合のよいハイ
ブリダイゼーション温度は、本明細書で定義するポリペプチドをコードする遺伝子の断片
と９５～１００％同一なプローブで４２℃、９０～９５％の同一性で３７℃、及び７０～
９０％の同一性で３２℃である。
【０１３４】
　当業者なら、多数の場合において、ポリペプチドをコードする領域がｃＤＮＡの５’末
端で切断されて短くなっている点で、単離されたｃＤＮＡ配列が不完全であることを理解
するであろう。これは、もともと処理性（ポリマー化反応の間鋳型との結合を保持する酵
素の能力の尺度）が低い酵素である逆転写酵素が、第１鎖ｃＤＮＡ合成の間にｍＲＮＡ鋳
型のＤＮＡ複製を完了できない結果生じる。
【０１３５】
　全長ｃＤＮＡを得、又は短いｃＤＮＡを伸長する方法は、当技術分野で周知であり、例
えばＲＡＣＥ（ｃＤＮＡ末端の迅速増幅；例えば、Ｆｒｏｈｍａｎら、１９８８、Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ、８５：８９９８～９００２）がある。Ｍａｒ
ａｔｈｏｎ（商標）技術（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．）に
より例示されるその技術の最近の改変によって、長いｃＤＮＡの検索が著しく単純化され
た。この技術では、選択した組織から抽出したｍＲＮＡから調製したｃＤＮＡを使用し、
その後各末端にアダプター配列を連結する。次いで、遺伝子特異的なオリゴヌクレオチド
プライマーとアダプター特異的なプライマーの組合せを用いてＰＣＲを実施して、ｃＤＮ
Ａの欠けている５’末端を増幅する。次いで、増幅産物にアニールするように設計されて
いる入れ子型プライマー、通常はアダプター配列のさらに３’側にアニールするアダプタ
ー特異的プライマーと既知の遺伝子配列のさらに５’側にアニールする遺伝子特異的プラ
イマーを用いてＰＣＲ反応を反復する。次いで、ＤＮＡ配列決定によりこの反応の産物を
分析し、その産物を既存のｃＤＮＡと直接結合して完全な配列を得、又は新たな配列情報
を５’プライマーの設計に用いて別個の全長ＰＣＲを実施することにより、全長ｃＤＮＡ
を構築することができる。
【０１３６】
　本発明のさらなる態様は、卵巣癌の治療及び／又は予防で使用するワクチン組成物に関
する。卵巣癌の治療及び／又は予防用のワクチンの作製で上記に記載のＣＤＣＰ１のポリ
ペプチド又は核酸を使用することができる。そのような物質は、抗原性及び／又は免疫原
性でもよい。抗原性の物質には、抗体を生じさせるのに使用することができ、又は対象中
で実際に抗体応答を誘導することができるタンパク質又は核酸が含まれる。免疫原性の物
質には、対象中で免疫応答を誘発することができるタンパク質又は核酸が含まれる。した
がって、後者の場合、そのタンパク質又は核酸は、抗体応答を発生させるだけでなく、さ
らに、抗体に基づくものではない免疫応答、すなわち細胞性又は体液性の応答をも発生さ
せることができるものでもよい。抗原性又は免疫原性のポリペプチドの抗原性又は免疫原
性の原因である前記ポリペプチドの領域、すなわち１個又は複数のエピトープを同定でき
ることは、当技術分野で周知である。当業者に周知のアミノ酸及びペプチドの特徴を用い
て、ＣＤＣＰ１ポリペプチドの抗原性指数（領域が抗原性である確率の尺度）を予測する
ことができる。例えば、それだけに限らないが、「ペプチド構造（Ｐｅｐｔｉｄｅｓｔｒ
ｕｃｔｕｒｅ）」プログラム（Ｊａｍｅｓｏｎ及びＷｏｌｆ、１９８８、ＣＡＢＩＯＳ、
４（１）：１８１）、及び「スレッディング（Ｔｈｒｅａｄｉｎｇ）」と呼ばれる技術（
Ａｌｔｕｖｉａ　Ｙ．ら、１９９５、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、２４９：２４４）を使用
することができる。したがって、ＣＤＣＰ１ポリペプチドは、その抗原性／免疫原性の特
性が保持されるように、１個又は複数のそのようなエピトープを含んでもよく、そのよう
な領域と十分類似するものでもよい。
【０１３７】
　ポリペプチド又は核酸は、胃内で分解される可能性があるので、ワクチン組成物は、非
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経口投与することが好ましい（例えば、皮下、筋内、静脈内又は皮内注射）。
【０１３８】
　したがって、さらなる実施形態では、本発明は、
　（ａ）対象中で免疫応答を誘導する際のそのようなワクチンの使用、並びに
　（ｂ）ＣＤＣＰ１のポリペプチド又は核酸を、好ましくはワクチンとして対象に有効量
投与するステップを含む、対象中の卵巣癌を治療及び／又は予防し、或いは、卵巣癌に対
して対象に予防接種する方法を提供する。
【０１３９】
　本発明の各実施形態の好ましい特徴は、必要な変更を加えた他の各実施形態の場合と同
様である。それだけに限らないが、本明細書で引用した特許及び特許出願を含めて、すべ
ての刊行物は、個々の各刊行物が、あたかも完全に説明するものであるかのように参照に
より本明細書に組み込まれることを特別にかつ個々に示されたものであるかのように、参
照により本明細書に組み込まれる。
【０１４０】
　次に、以下の実施例を参照しながら本発明を説明するが、これらの実施例は、例示的な
ものに過ぎず、どんな形であれ本発明の範囲を限定するものと解釈するべきでない。
【０１４１】
　実施例１：腫瘍由来細胞系からのＣＤＣＰ１タンパク質の単離
　腫瘍由来細胞系の膜中のタンパク質を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し分析した。
【０１４２】
　１ａ－細胞培養
　ヒトの前立腺、結腸直腸の腺癌細胞（ＨＣＴ－１５、ＨＴ－２９、ＬｏＶｏ、ＬＳ１７
４Ｔ、ＳＷ６２０及びＳＷ９４８細胞）、胸部、肝、膵及び腎の細胞（アデノウイルスＤ
ＮＡによって形質転換された胚性腎細胞系の２９３細胞、腎腺癌の７８６－Ｏ及びＡＣＨ
Ｎ細胞、腎癌のＡ－４９８及びＡ－７０４細胞、腎明細胞癌のＣａｋｉ－２細胞、腎明細
胞腺癌のＳＷ８３９細胞）を、空気９５％及び二酸化炭素５％の加湿雰囲気下で、３７℃
で増殖させた。
【０１４３】
　１ｂ－細胞の分画化、及び形質膜の生成
　精製した膜調製物を細胞系から単離した。付着細胞（２×１０８個）をＰＢＳで３回洗
浄し、プラスチック細胞リフター（ｌｉｆｔｅｒ）を用いて掻取した。細胞を、４℃、１
０００×ｇで５分間遠心し、細胞ペレットをホモジナイズ用緩衝液（２５０ｍＭスクロー
ス、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭバナジウム酸塩及び０．０２％ア
ジ化物、プロテアーゼ阻害剤）中で再懸濁させた。球軸受型ホモジナイザー（８．００２
ｍｍ球、ＨＧＭ　Ｌａｂ　ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ）を用いて、約９５％の細胞が破壊される
まで細胞を分画化した。Ｐａｓｑｕａｌｉらにより記載の方法（Ｐａｓｑｕａｌｉ　Ｃ．
ら、１９９９、Ｊ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ、７２２：８９～１０２ページ）を用
いて膜を分画化した。分画化した細胞を、４℃、３０００×ｇで１０分間遠心し、核が沈
んだ後の上清を、６０％スクロースクッション上に重層し、１０００００×ｇで４５分間
遠心した。パスツールピペットを用いて膜を収集し、予め形成した１５～６０％のスクロ
ース濃度勾配上にそれを重層し、１０００００×ｇで１７時間遠心した。分画化したスク
ロース濃度勾配のタンパク質を、４～２０％の１Ｄゲル（Ｎｏｖｅｘ）で泳動し、ウェス
タンブロット法にかけた；アルカリホスファターゼ及びトランスフェリンの免疫活性を含
むがオキシドレダクターゼＩＩの免疫活性もカルネキシンの免疫活性も含まない分画を貯
留し、形質膜分画とした。
【０１４４】
　１ｃ－１Ｄゲル分析用の形質膜分画の調製
　トランスフェリンの免疫活性を有するがオキシドレダクターゼＩＩの免疫活性もカルネ
キシンの免疫活性も有さない形質膜分画を同定し貯留した。形質膜分画に相当するこの貯
留物を、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭバナジウム酸塩、０．０２％
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アジ化物で少なくとも４倍に希釈し、ＳＷ４０又はＳＷ６０管に加え、加速と減速を遅く
して１０００００×ｇで４５分間遠心した。得られた膜ペレットから上清を除去し、その
ペレットをＰＢＳ－ＣＭで３回洗浄した。膜ペレットを、６３ｍＭ　ＴｒｉｓＨＣｌ、ｐ
Ｈ７．４中２％ＳＤＳで可溶化した。タンパク質アッセイを行い、その後メルカプトエタ
ノール（終濃度２％）、グリセロール（１０％）及びブロモフェノールブルー（終濃度０
．００２５％）を加えた。タンパク質の終濃度１μｇ／μｌを１Ｄ－ゲルへの添加に使用
した。
【０１４５】
　１ｄ－１Ｄ－ゲル技術
　タンパク質又は膜のペレットを１Ｄ－試料用緩衝液で可溶化し（約１ｍｇ／ｍｌ）、そ
の混合物を９５℃で５分間加熱した。
【０１４６】
　Ｂｉｏ－Ｒａｄ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、英国、Ｈｅｍｅｌ　Ｈ
ｅｍｐｓｔｅａｄ）から購入した既製８～１６％濃度勾配ゲル上での１Ｄ－ゲル電気泳動
を用いて試料を分離した。界面活性剤抽出物から得られたタンパク質混合物を３０～５０
μｇ含む試料を、マイクロピペットを用いて濃縮ゲルの穴に入れた。分子量マーカー（１
０、１５、２５、３７、５０、７５、１００、１５０及び２５０ｋＤａ）を含む穴を、内
挿による画像化後の分離ゲルの較正用に含めた。約５時間、又はブロモフェノールブルー
マーカー色素がゲルの下部に達するまでゲルに３０ｍＡの電流をかけることにより、タン
パク質の分離を行った。
【０１４７】
　電気泳動後ゲルプレートを開け、定着液（酢酸１０％、エタノール４０％、水５０％）
のトレイにゲルを入れ、１晩振盪した。次いで、プライマー溶液（ミリＱ水中７．５％酢
酸、０．０５％ＳＤＳ）中で振盪することによってゲルを３０分間処理し、その後振盪し
ながら蛍光色素（７．５％酢酸中０．０６％ＯＧＳ色素）とともに３時間インキュベート
した。好ましい蛍光色素は、米国特許第６，３３５，４４６号で開示されている。シプロ
レッド（Ｓｙｐｒｏ　Ｒｅｄ）（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．、オレゴ
ン州、Ｅｕｇｅｎｅ）は、この目的に適した代替の色素である。
【０１４８】
　ストームスキャナー（Ｓｔｏｒｍ　Ｓｃａｎｎｅｒ）（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｙｎａ
ｍｉｃｓ　Ｉｎｃ、米国）で、青色蛍光モードで走査することにより、染色したゲルのデ
ジタル画像を取得した。捕捉した画像を使用して、ゲル内タンパク質分解用に切り出すゲ
ルの領域を決定した。
【０１４９】
　１ｅ－選択したタンパク質の回収及び分析
　ゲルの垂直な各レーンを、ステンレス鋼の手術用メス刃を用いて切り出した。トリプシ
ン（改変トリプシン（Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｔｒｙｐｓｉｎ）、Ｐｒｏｍｅｇａ、米国ウィ
スコンシン州）でのゲル内消化を用いてタンパク質を処理して、トリプシン消化ペプチド
を生成した。回収した試料を２つに分割した。ＭＡＬＤＩ分析の前に、Ｃ１８　Ｚｉｐ　
Ｔｉｐｓ（商標）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、マサチューセッツ州、Ｂｅｄｆｏｒｄ）を用い
て試料を脱塩し濃縮した。Ｃ１８ＳＰＥ物質を組み込んでいるナノＬＣシステム（ＬＣ　
Ｐａｃｋｉｎｇｓ、オランダ、Ａｍｓｔｅｒｄａｍ）を用いてタンデム質量分析用の試料
を精製した。回収されたペプチド貯留物を、分析の脱離及び反射モードに波長３３７ｎｍ
のレーザーを用いてＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析により分析した（Ｖｏｙａｇｅｒ　ＳＴ
Ｒ、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、マサチューセッツ州、Ｆｒａｍｉｎｇｈａ
ｍ）。また、Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ四重極飛行時間（Ｑ－ＴＯＦ）型質量分析計（Ｍｉｃｒ
ｏｍａｓｓ、英国、Ａｌｔｒｉｎｃｈａｍ）を用いて、ナノＬＣタンデム質量分析（ＬＣ
／ＭＳ／ＭＳ）によっても貯留物を分析した。部分的なアミノ酸配列決定及び癌細胞の膜
タンパクの同定では、トリプシン消化ペプチドの解釈されていないタンデム質量スペクト
ルを、ＳＥＱＵＥＳＴ検索プログラム（Ｅｎｇら、１９９４、Ｊ．Ａｍ．Ｓｏｃ．Ｍａｓ



(29) JP 4764344 B2 2011.8.31

10

20

30

40

50

ｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍ．、５：９７６～９８９）ｖ．Ｃ．１版を使用して、ｈｔｔｐ：／
／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／から到達可能である、米国国立バイオテ
クノロジー情報センター（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｒｅ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）（ＮＣＢＩ）によって保持されている重複しない
データベース中の登録タンパク質から構築される公知タンパク質のデータベースと突き合
わせて検索した。データベースによる同定の基準には、トリプシンの切断特異性、データ
ベースから返されたペプチド中の一組のａ、ｂ及びｙイオンの検出、及びカルバミドメチ
ル化を明らかにする全Ｃｙｓ残基の質量の増大があった。ＳＥＱＵＥＳＴプログラムを用
いた、スペクトルとスペクトルの相関によるタンパク質の同定の後、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ
質量スペクトルで検出された質量を、同定したタンパク質内のトリプシン消化ペプチドに
割り当てた。ＳＥＱＵＥＳＴプログラムを用いてトリプシン消化ペプチドの解釈されてい
ないＭＳ／ＭＳスペクトルで検索することによりアミノ酸配列を同定することができなか
った場合、当技術分野で知られている方法を用いて、ペプチドのタンデム質量スペクトル
を手作業で解釈した。（ペプチドイオンの低エネルギー断片化質量スペクトルを解釈する
場合、Ｇａｓｋｅｌｌら、１９９２、Ｒａｐｉｄ　Ｃｏｍｍｕｎ．Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔ
ｒｏｍ．、６：６５８～６６２を参照）。ＷＯ０２／２１１３９で開示されている方法も
使用して、質量スペクトルを解釈した。
【０１５０】
　７個のタンデムスペクトル（太字で示す）、及び３個の質量の整合（太字及び下線）が
、癌細胞系のＣＤＣＰ１に相当するＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＮＭ＿０２２８４
２と整合することが認められた（配列番号１；図１）。
【０１５１】
　実施例２：定量的ＲＴ－ＰＣＲ（Ｔａｑｍａｎ）分析を用いた、卵巣癌中のＣＤＣＰ１
ｍＲＮＡの発現上昇
　Ａｒｄａｉｓ　Ｃｏｒｐ．（マサチューセッツ州、Ｌｅｘｉｎｇｔｏｎ）から組織試料
を入手した。リアルタイムＲＴ－ＰＣＲを使用して、卵巣腫瘍組織及び正常組織における
ＣＤＣＰ１発現を定量的に測定した。ＰＣＲに使用するプライマーは以下の通りであった
：
　センス鎖、５’－ｔｃａｃａｇａａａｇｇｔａｔｃｃａｃｇｃｔｇ－３’（配列番号３
）、
　アンチセンス鎖、５’－ｃａｔｃｃｔｃｔｇｃａｔｃａｔｔｇｔａｃｔｇ－３’（配列
番号４）。
【０１５２】
　ｃＤＮＡ５ｎｇ、ＳＹＢＲグリーン配列検出試薬（ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）、並
びにセンス鎖及びアンチセンス鎖プライマーを含む反応物について、ＡＢＩ７７００配列
検出システム（ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）でアッセイを行った。ＰＣＲ条件は、５０
℃で２分間を１サイクル、９５℃で１０分間を１サイクル、及び９５℃で１５秒間、６５
℃で１分間を４０サイクルであった。ＰＣＲ産物の蓄積を、ＳＹＢＲグリーンの蛍光の増
大としてリアルタイムで測定し、配列検出器（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃｔｏｒ）プ
ログラムｖ１．６．３（ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いてそのデータを分析した。
増幅ＰＣＲ産物を鋳型として用いて、最初の鋳型のコピー数に関する、蛍光及び増幅サイ
クルに対する標準曲線を作成し、それを使用して各試料中のＣＤＣＰ１のコピー数を算出
した。
【０１５３】
　正常卵巣組織では、比較的低い発現レベルのＣＤＣＰ１が認められた（図３）。それに
対して、４／６例の卵巣腫瘍試料、及び卵巣腺癌細胞系中で、正常卵巣と比較してＣＤＣ
Ｐ１発現のレベルは大きく上昇した（図３）。これらのデータから、ＣＤＣＰ１が卵巣癌
における治療処置の標的であることが示唆される。
【０１５４】
　実施例３：抗ＣＤＣＰ１ポリクローナル抗体の生成
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　配列番号１の残基３０～６６７を含む、（ＣＤＣＰ１）の予測される細胞外ドメインを
コードする（複数の）組換え配列でラットを免疫感作させた。３回の免疫感作で有意な抗
ＣＤＣＰ１応答が生じた。この時点で血液を収集し、標準的な方法を用いて、組換えＣＤ
ＣＰ１タンパク質に対するアフィニティー精製により抗ＣＤＣＰ１ポリクローナル抗体を
調製した。
【０１５５】
　実施例４：臨床的な正常組織及び卵巣癌組織でのＣＤＣＰ１タンパク質発現の免疫組織
化学分析
　一連の正常組織及び複数の卵巣癌供与組織で、実施例３のポリクローナル抗体を用いて
免疫組織化学分析を行った。正常組織は、Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　Ｐｌｃ
、英国、Ｎｏｔｔｉｎｇｈａｍから入手し、それには、胸部、肝、前立腺、甲状腺、脾、
十二指腸、肺、卵巣、心臓、回腸、結腸及び膵が含まれた。卵巣腫瘍組織は、Ａｒｄａｉ
ｓ　Ｃｏｒｐ．、メリーランド州から入手した。
【０１５６】
　凍結した正常組織及び腫瘍組織の切片を、室温で１５分間解凍し、次いで冷アセトン中
で５分間固定した。内因性ペルオキシダーゼ活性を、ペルオキシダーゼブロッキング試薬
（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）中で、室温で５分間インキュベートすることによって
失活させ、トリス緩衝食塩水（ＴＢＳ）中に液浸することによって洗浄し、次いで、無血
清タンパク質ブロック（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）中で、室温で３０分間ブロッキ
ングを行った。次いで、抗ＣＤＣＰ１ポリクローナル抗体（ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏ
ｎの抗体希釈液中１μｇ／ｍｌ）を、室温で１時間、組織上でインキュベートし、その後
ＴＢＳ中で２回、それぞれ５分間洗浄した。次いで、１：２００に希釈した（抗体希釈液
中２．５μｇ／ｍｌ）ビオチン結合２次抗体（ビオチン－ＳＰ結合ＡｆｆｉｎｉＰｕｒｅ
ロバ抗ラット抗体、Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）とともに組織切片
を１時間インキュベートした。スライドをＴＢＳ中で３回洗浄し、組織を１：５００に希
釈した（抗体希釈液中１μｇ／ｍｌ）ストレプトアビジン－ＨＲＰ（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉ
ｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）とともに室温で３０分間インキュベートし、その後、ＴＢ
Ｓ中、５分間の洗浄を３回行った。抗体シグナルは、抗原部位に茶色の沈殿物を生じさせ
る３，３’－ジアミノベンチジン基質色素原（ＤＡＢ＋、ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ
）の存在下で５分間インキュベートすることによって得られた。切片をヘマトキシリン（
ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）中で対比染色し、水性封入剤（Ｆａｒａｍｏｕｎｔ、Ｄ
ａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ）を用いてカバーガラス下に封入した。
【０１５７】
　結腸、回腸及び膵でわずかに弱いＣＤＣＰ１発現が認められ、他の正常組織はすべて陰
性であった。凍結卵巣癌供与組織１４例（Ａｒｄａｉｓ　Ｃｏｒｐ．、メリーランド州）
中のＣＤＣＰ１発現も調べた。供与組織の６５％が十分な腫瘍組織染色を示し、明細胞型
（２／２例）及び類子宮内膜型（２／３例）のサブタイプが最も強い染色を示した（表１
）。
【０１５８】
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【表１】

【０１５９】
　実施例５：ＣＤＣＰ１は、ＣＤＣＰ１を内因性に発現している卵巣癌細胞系と抗ＣＤＣ
Ｐ１抗体が結合した後内在化する
　卵巣癌由来のＯｖＣａｒ３細胞を、８穴チャンバースライドの１チャンバー当たり細胞
５×１０４個の密度で播き、通常通り（３７℃、５％ＣＯ２）２４時間インキュベートし
た。培地を除去し、冷ダルベッコＰＢＳ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　ＰＢＳ）（ＤＰＢＳ）
で細胞を注意深く洗浄した。冷無血清ＤＭＥＭ／Ｆ１２培地２００μｌ中で１μｇ／ｍｌ
の抗ＣＤＣＰ１ポリクローナル抗体（実施例３を参照）及びアイソタイプ対照抗体を調製
し、それをそれぞれのチャンバーに添加し、４℃で２０分間インキュベートした。ＤＰＢ
Ｓで細胞を２回洗浄し、０時間目の試料を４％パラホルムアルデヒド（ＰＦＡ）中で１０
分間固定した。残っているチャンバーに温めた培地を添加し、細胞を３０分間、１時間及
び２時間インキュベートした後固定した。固定後、細胞をＤＰＢＳで２回洗浄し、次いで
、０．１％サポニン／５％ロバ血清のＤＰＢＳ溶液中で、ブロッキング／浸透化を室温（
ＲＴ）で２０分間行った。次いで、５％ロバ血清／ＰＢＳ中で１：２００に希釈した（１
０μｇ／ｍｌ）ビオチン化ヤギ抗ラットＩｇＧを添加して室温で１時間置いた後、ＤＰＢ
Ｓで３回洗浄した。０．１％サポニン／５％ロバ血清／ＰＢＳ中で１：５００に希釈した
エクストラアビジン（Ｅｘｔｒａｖｉｄｉｎ）－Ｃｙ３（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
を加えて３０分間置いた後、ＰＢＳで３回洗浄した。次いで、蛍光増強性封入剤（Ｄａｋ
ｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ、英国、Ｅｌｙ）で細胞を封入し、Ｌｅｉｃａ　Ｍｉｃｒｏｓｙ
ｓｔｅｍｓの×６３油浸対物レンズ付き蛍光顕微鏡を用いてそれを調べた。
【０１６０】
　これらの研究の結果から、温めた培地を加えた後最初の１時間以内では、ＣＤＣＰ１抗
体複合体が主に形質膜に局在したことが明らかとなった。しかし、２時間後、ＣＤＣＰ１
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抗体複合体が内在化することを示す明らかな証拠が認められ、膜が弱く染色され、細胞内
（エンドソーム）が強く染色された。これらの結果から、ＣＤＣＰ１が、抗体を使用する
、最も好ましくは抗体依存性細胞傷害の手法を使用する卵巣癌の治療に適した標的である
ことが示唆される。
【図面の簡単な説明】
【０１６１】
【図１】ＣＤＣＰ１ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号１）を示す図である。タンデ
ム質量スペクトルは太字で示し、質量の整合は太字及び下線で示す。
【図２】ＣＤＣＰ１ポリペプチドをコードする核酸配列（配列番号２）を示す図である。
【図３】ＣＤＣＰ１ｍＲＮＡの組織分布を示す図である。正常組織並びに卵巣癌の細胞系
及び組織中のｍＲＮＡのレベルを、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲで定量した。ｍＲＮＡレベ
ルは、ｃＤＮＡ１ｎｇ当たりのコピー数として表す。試料ＣＩ０６８２９Ｔ、ＣＩ０６３
２６Ｔ、ＣＵ０１０８１Ｔ、ＣＵ０６４８１Ｔ、ＣＩ０００６９Ｔ及びＣＩ０５５３２Ｔ
は、卵巣腺癌の試料である。試料ＣＩ２１４Ｔ、ＣＵ９３９８Ｔ及びＣＩ６９０２Ｔは、
骨肉腫に由来する。ＯＶ９０、ＳＫ　ＯＶ３及びＴＯＶ１１２Ｄは、ヒト卵巣腺癌の細胞
系である。

【図１】
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