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(57)【要約】
　本発明は、結腸直腸腫瘍組織、特に大腸および胃腫瘍組織、ならびに結腸直腸組織、特
に大腸および胃組織の特徴を示し、被験者におけるそのような腫瘍性疾患の治療または診
断のための標的である、核酸およびアミノ酸配列の同定に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍抗原の発現および／または活性の阻害剤を含有する医薬組成物であって、前記腫瘍
抗原が、配列表の配列番号：１に従った核酸配列または前記核酸配列の変異体を含む核酸
によってコードされるアミノ酸配列を含む、医薬組成物。
【請求項２】
　（ｉ）腫瘍抗原の発現の前記阻害剤が、配列表の配列番号：１に従った核酸配列もしく
は前記核酸配列の変異体を含む核酸に対して選択的にハイブリダイズする阻害性核酸であ
り、前記阻害性核酸が、好ましくはアンチセンスオリゴヌクレオチド、リボザイム、ｉＲ
ＮＡ、ｓｉＲＮＡもしくはそれらをコードするＤＮＡから成る群より選択されるか、また
は（ｉｉ）腫瘍抗原の活性の前記阻害剤が、前記腫瘍抗原に特異的に結合する抗体である
、請求項１に記載の医薬組成物。
【請求項３】
　腫瘍抗原のリガンドまたは腫瘍抗原をコードする核酸のリガンドを含有する医薬組成物
であって、前記腫瘍抗原が、配列表の配列番号：１に従った核酸配列または前記核酸配列
の変異体を含む核酸によってコードされるアミノ酸配列を含み、前記腫瘍抗原のリガンド
または腫瘍抗原をコードする核酸のリガンドが１またはそれ以上の治療効果分子に結合し
ており、前記治療効果分子が、好ましくは放射性標識、細胞毒または細胞毒性酵素である
、医薬組成物。
【請求項４】
　腫瘍抗原の前記リガンドが前記腫瘍抗原に特異的に結合する抗体を含むか、または腫瘍
抗原をコードする核酸のリガンドが前記核酸に選択的にハイブリダイズする核酸である、
請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項５】
　（ｉ）腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含
むペプチド、または前記ペプチドの誘導体、
　（ｉｉ）腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を
含むペプチドをコードする核酸、または前記核酸の誘導体、
　（ｉｉｉ）腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を
含むペプチドをコードする宿主細胞、
　（ｉｖ）腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含
むペプチドをコードするウイルス、
　（ｖ）腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドまたは前記
ペプチドの誘導体を提示する細胞、
　（ｖｉ）腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含
むペプチドに結合する抗体またはＴ細胞受容体、
　（ｖｉｉ）腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を
含むペプチドを認識するようにインビトロで感作された免疫反応性細胞、および
　（ｖｉｉｉ）腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列
を含むペプチドを認識するＴ細胞受容体をコードする核酸を形質導入したエフェクター細
胞または幹細胞
から成る群より選択される１またはそれ以上の物質を含有する医薬組成物であって、前記
腫瘍抗原が、配列表の配列番号：１に従った核酸配列または前記核酸配列の変異体を含む
核酸によってコードされるアミノ酸配列を含み、前記腫瘍抗原ペプチドが、前記腫瘍抗原
のフラグメントのアミノ酸配列に実質的に対応するアミノ酸配列を含む、医薬組成物。
【請求項６】
　ペプチドが、ＭＨＣクラスＩもしくはクラスＩＩ提示ペプチドであるか、またはＭＨＣ
クラスＩもしくはクラスＩＩ提示ペプチドをプロセッシングされて生じ得る、請求項５に
記載の医薬組成物。
【請求項７】
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　前記宿主細胞が、コードされるペプチドまたはその処理産物に結合するＭＨＣ分子を発
現する、請求項５に記載の医薬組成物。
【請求項８】
　前記抗体が、モノクローナル、キメラ、ヒトもしくはヒト化抗体であるか、または抗体
のフラグメントもしくは合成抗体である、請求項５に記載の医薬組成物。
【請求項９】
　治療用または予防用腫瘍ワクチンの形態である、請求項５乃至８のいずれか一項に記載
の医薬組成物。
【請求項１０】
　腫瘍性疾患を治療するまたは予防するうえでの使用のための、請求項５乃至９のいずれ
か一項に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　請求項１乃至１０のいずれか一項に記載の医薬組成物を患者に投与することを含む、腫
瘍性疾患を有するまたは腫瘍性疾患を発症する危険性がある患者を治療する方法であって
、前記投与が、好ましくは、配列表の配列番号：１に従った核酸配列または前記核酸配列
の変異体を含む核酸によってコードされるアミノ酸配列を含む腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩ
と共に提示する性質を有する腫瘍に対するＣＴＬ活性を誘導するまたは促進する、方法。
【請求項１２】
　患者から単離された生物学的試料において、
　（ｉ）腫瘍抗原のアミノ酸配列を含むペプチドをコードする核酸、
　（ｉｉ）腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を
含むペプチド、
　（ｉｉｉ）腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列
を含むペプチドに結合する抗体、
　（ｉｖ）腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を
含むペプチドを認識するＴ細胞、および／または
　（ｖ）腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドを提示する
細胞
から成る群より選択される１またはそれ以上のパラメータを検出するおよび／またはその
量を測定することを含む、腫瘍性疾患の診断、検出または観測のための方法であって、前
記腫瘍抗原が、配列表の配列番号：１に従った核酸配列または前記核酸配列の変異体を含
む核酸によってコードされるアミノ酸配列を含み、前記腫瘍抗原ペプチドが、前記腫瘍抗
原のフラグメントのアミノ酸配列に実質的に対応するアミノ酸配列を含む、方法。
【請求項１３】
　患者から単離された播種性もしくは循環腫瘍細胞または転移性腫瘍細胞を含有するまた
は含有することが疑われる生物学的試料において、（ｉ）腫瘍抗原のアミノ酸配列を含む
ペプチドをコードする核酸、および／または（ｉｉ）腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由
来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチド、を検出するおよび／またはその
量を測定することを含む、前記患者において循環腫瘍細胞を検出するための方法であって
、前記腫瘍抗原が、配列表の配列番号：１に従った核酸配列または前記核酸配列の変異体
を含む核酸によってコードされるアミノ酸配列を含み、前記腫瘍抗原ペプチドが、前記腫
瘍抗原のフラグメントのアミノ酸配列に実質的に対応するアミノ酸配列を含む、方法。
【請求項１４】
　腫瘍を有する患者の組織または器官から単離された生物学的試料において、（ｉ）腫瘍
抗原のアミノ酸配列を含むペプチドをコードする核酸、および／または（ｉｉ）腫瘍抗原
もしくは前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチド、を検
出するおよび／またはその量を測定することを含む、前記患者において転移性結腸癌細胞
または転移性胃癌細胞を検出する方法であって、前記組織または器官が腫瘍を含まない場
合、その細胞が前記核酸またはペプチドを実質的に発現せず、前記腫瘍抗原が、配列表の
配列番号：１に従った核酸配列または前記核酸配列の変異体を含む核酸によってコードさ
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れるアミノ酸配列を含み、前記腫瘍抗原ペプチドが、前記腫瘍抗原のフラグメントのアミ
ノ酸配列に実質的に対応するアミノ酸配列を含む、方法。
【請求項１５】
　生物学的試料が組織または器官に由来し、前記組織または器官が腫瘍を含まない場合、
その細胞が前記腫瘍抗原および／または前記腫瘍抗原をコードする核酸を実質的に発現し
ない、請求項１２乃至１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　検出および／または量の測定が、
　（ｉ）生物学的試料を、検出されるべきおよび／またはその量が測定されるべき核酸、
ペプチド、抗体、Ｔ細胞または細胞に特異的に結合する物質と接触させること、ならびに
　（ｉｉ）前記物質と、検出されるべきおよび／またはその量が測定されるべき核酸、ペ
プチド、抗体、Ｔ細胞または細胞との間の複合体の形成を検出するおよび／または複合体
の量を測定すること
を含む、請求項１２乃至１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　（ｉ）核酸に特異的に結合する物質が、前記核酸に特異的にハイブリダイズするオリゴ
ヌクレオチドを含む、（ｉｉ）ペプチドに特異的に結合する物質が、前記ペプチドに特異
的に結合する抗体を含む、（ｉｉｉ）抗体に特異的に結合する物質が、前記抗体に特異的
に結合するペプチドを含む、または（ｉｖ）Ｔ細胞に特異的に結合する物質が、ＭＨＣ分
子と前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドとの間の複
合体を提示する細胞を含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記物質が検出可能な標識をさらに含む、請求項１６または１７に記載の方法。
【請求項１９】
　（ｉ）腫瘍抗原のアミノ酸配列を含むペプチドをコードする核酸、
　（ｉｉ）腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を
含むペプチド、
　（ｉｉｉ）腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列
を含むペプチドに結合する抗体、
　（ｉｖ）腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を
含むペプチドを認識するＴ細胞、および／または
　（ｖ）腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドを含む細胞
に特異的に結合する物質を含む診断試験キットであって、前記腫瘍抗原が、配列表の配列
番号：１に従った核酸配列または前記核酸配列の変異体を含む核酸によってコードされる
アミノ酸配列を含み、前記腫瘍抗原ペプチドが、前記腫瘍抗原のフラグメントのアミノ酸
配列に実質的に対応するアミノ酸配列を含み、前記物質が、好ましくは検出可能な標識を
さらに含む、診断試験キット。
【請求項２０】
　腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチ
ドに結合する物質であって、前記腫瘍抗原が、配列表の配列番号：１に従った核酸配列ま
たは前記核酸配列の変異体を含む核酸によってコードされるアミノ酸配列を含み、前記腫
瘍抗原ペプチドが、前記腫瘍抗原のフラグメントのアミノ酸配列に実質的に対応するアミ
ノ酸配列を含み、前記物質が、好ましくは抗体、より好ましくはモノクローナル、キメラ
、ヒトもしくはヒト化抗体、抗体のフラグメントまたは合成抗体である、物質。
【請求項２１】
　請求項２０に記載の物質と治療効果分子または検出可能標識との間の複合体。
【請求項２２】
　腫瘍抗原が、配列表の配列番号：２に従ったアミノ酸配列または前記アミノ酸配列の変
異体を含む、請求項１乃至１０のいずれか一項に記載の医薬組成物、請求項１１乃至１８
のいずれか一項に記載の方法、請求項１９に記載の診断試験キット、請求項２０に記載の
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物質、または請求項２１に記載の複合体。
【請求項２３】
　腫瘍性疾患が、大腸癌、胃癌、転移性大腸癌および転移性胃癌から成る群より選択され
る、請求項１０もしくは２２に記載の医薬組成物、または請求項１１から１２、１４乃至
１８および２２のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌の診断および治療のための方法および組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　消化器癌（消化器系の癌）は、食道、胆嚢、肝臓、膵臓、胃、小腸、大腸（結腸）およ
び直腸の癌を含む。いくつかの形態の消化器癌は、毎年新たに診断されるすべての癌の約
２０％にのぼる。
【０００３】
　結腸直腸癌は、結腸、直腸および虫垂における癌性増殖物を含む。結腸直腸癌は３番目
に典型的な形態の癌であり、西欧諸国における癌関連死亡の２番目の主要原因である。合
わせると、結腸および直腸癌は男性における癌の１０％および女性における癌の１１％を
占める。男性と女性の両方が罹患する２番目に多い部位特異的癌である。多くの結腸直腸
癌は大腸における腺腫様ポリープから生じると考えられる。これらのキノコ様新生物は通
常良性であるが、一部は時間をかけて癌へと成長し得る。結腸直腸癌はしばしば、根治目
的の手術を妨げる転移性疾患として現れる。患者の２０％超は診断の時点で転移性（ＩＶ
期）結腸直腸癌を呈しており、この群の２５％までが、潜在的に切除可能な孤立性肝転移
を有する。
【０００４】
　結腸の癌または結腸癌は、大腸の最初の最も長い部分の内層または上皮における悪性細
胞の発現を特徴とする疾患である。悪性細胞は、増殖を支配する正常な制御機構を喪失し
ている。これらの細胞は周囲の局所組織に浸潤し得るか、または身体全体に広がって他の
器官系を浸潤し得る。大腸癌は、この疾患を発症する人々の約８０％において散発的に生
じると考えられる。２０％の人々は遺伝的素因を有すると考えられ、これは、彼らの遺伝
子が疾患の要因を担持することを意味する。若齢でもしくは多数の部位での大腸癌の発症
、または再発性大腸癌は、散発性形態と異なり、遺伝的に伝播された形態の疾患を示唆す
る。
【０００５】
　結腸直腸癌のスクリーニングは、理学的検査、簡単な臨床検査、および大腸の内層の視
覚化を含む。大腸上皮を視覚化するために、臨床医はＸ線（間接視覚化）および内視鏡検
査（直接視覚化）を用いる。
【０００６】
　タンパク質が時として癌によって産生され、それらは患者の血液中で上昇し得る。これ
が起こる場合、産生されるタンパク質は腫瘍マーカーとして知られる。いくつかの大腸癌
について腫瘍マーカーが存在する；これは癌胎児性抗原またはＣＥＡとして知られる。残
念ながら、このタンパク質は他の腺癌によっても生成され得るか、または特定の大腸癌に
よって産生されない可能性がある。そのため、ＣＥＡについての化学的分析によるスクリ
ーニングは有用ではなかった。ＣＥＡは、患者の腫瘍がタンパク質を生成する場合に、結
腸癌を治療された患者についてのフォローアップの役割で使用されたとき有用であった。
【０００７】
　結腸直腸癌の治療は癌の病期分類に依存する。大腸癌は、以下の一般的判定基準に基づ
いてＩ期からＩＶ期に割り当てられる。Ｉ期：腫瘍が上皮に限局されるかまたは腸壁の筋
の第一層を貫通していない；ＩＩ期：腫瘍が大腸の外壁を貫通しているかまたはそれを越
えており、場合により他の局所組織に浸潤している；ＩＩＩ期：所属リンパ節転移を伴う
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あらゆる深さまたは大きさの腫瘍；ＩＶ期：遠隔転移を伴う先の基準のいずれか。
【０００８】
　結腸直腸癌が早期に発見された場合は（ほとんど拡散なし）治癒可能であり得る。しか
し、後期に検出された場合は（遠隔転移が存在する場合）、治癒の可能性は低くなる。個
々の患者の病期および他の医学的因子に依存して化学療法および／または放射線療法が推
奨され得るが、手術は依然として第一の治療である。
【０００９】
　手術は、進行したＩＩＩ期腫瘍で起こり得るように、局所浸潤のために腫瘍の完全な除
去が不可能である徴候がない限り、Ｉ期からＩＩＩ期の大腸癌のための一次治療として使
用される。しかし、この状況はまれであり、すべての大腸癌症例の２％未満でしか発生し
ない。
【００１０】
　大腸癌の外科治療は、通常、大腸の関与する区域をその血液供給および所属リンパ節と
共に切除すること（大腸切除術）を含む。通常、部分的大腸切除術は、血液供給に基づき
右、左、横行またはＳ状大腸切開に分けられる。血液供給をその起始部で、それに付随す
る所属リンパ節と共に切除することは、原発腫瘍の両側に正常な大腸の適切な境界を確保
する。癌が、血液供給とリンパドレナージが主要脈管の２つの間にあるような位置に存在
する場合は、完全な根治的切除または除去（拡大根治的右または左大腸切除術）を確実に
するために両方の脈管を取り除く。原発腫瘍が腸壁を貫通している場合は、腫瘍浸潤に隣
接するいかなる組織も、実施可能であれば、同時に切除する。
【００１１】
　化学療法は、すべての同定可能な腫瘍を除去されており、再発の危険性がある患者のた
めに有用である（補助化学療法）。化学療法はまた、癌がＩＶ期であり、局所治療の範囲
を超えている場合にも使用され得るが、この使用はまれである。
【００１２】
　補助療法は、深部貫通を有するＩＩ期疾患またはＩＩＩ期患者において考慮される。標
準的な療法は、ロイコボリンと組み合わせた５－フルオロウラシル（５ＦＵ）による６～
１２か月間の治療である。５ＦＵは代謝拮抗剤であり、ロイコボリンは応答率を改善する
（応答は、化学療法による癌の一次的な退縮である）。もう１つの薬剤、レバミゾール（
免疫系を刺激すると思われる）をロイコボリンの代わりに使用してもよい。これらのプロ
トコールは、再発率を約１５％低下させ、死亡率を約１０％低下させる。このレジメンは
多少の毒性を有するが、通常はかなり良好に耐容される。
【００１３】
　同様の化学療法は、ＩＶ期疾患に対してまたは患者が進行し、転移を発現した場合に投
与され得る。結果は約２０％の応答率を示す。残念ながら、これらの患者は最終的には疾
患のために死亡に至り、この化学療法はＩＶ期患者における生存を延長させない、または
クオリティ・オブ・ライフを改善しないと考えられる。臨床試験は、現在、このレジメン
にもう１つ別の薬剤を追加することによって結果が改善され得ることを示している。イリ
ノテカンは毒性を上昇させないと思われるが、応答率を３９％に改善し、疾患のない生存
期間を２～３か月間追加し、全体的な生存期間を２か月強延長させた。
【００１４】
　放射線療法は、術後に局所的な再発の潜在的可能性が懸念され、懸念される領域が放射
線に耐える場合に手術の補助治療として使用される。例えば、腫瘍が腹壁の筋を浸潤して
いるが、完全には除去されなかった場合、この領域は放射線が考慮される。小腸および大
腸はあまり放射線を耐容しないので、残存する腸が暴露される場合は放射線に重要な線量
限度が課せられる。
【００１５】
　放射線はまた、転移性疾患を有する患者の治療においても使用される。脳への転移性結
腸癌を収縮させるのに特に有用である。
【００１６】
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　非結腸直腸消化器癌は、膵癌、肝胆管癌、胃癌、小腸癌および食道癌を含む。非結腸直
腸消化器癌の治療は、多くの場合、手術、放射線療法および化学療法を組み合わせた集約
的アプローチを含む。
【００１７】
　胃癌または胃癌腫とも呼ばれる、胃の癌は、局所段階で発見され治療された場合は、し
ばしば治癒し得る治療可能な疾患である。胃癌は、どのような種類の組織で始まったかに
よって分類される。最も典型的なタイプは、胃の内側を覆う腺組織において発生する。こ
れらの腫瘍は腺癌と呼ばれ、すべての胃腫瘍の９５％超を占める。血流を介した転移は、
肝臓、肺、骨および脳に広がり得る。転移はまた、腹腔（腹膜）の内層および直腸の周囲
でも認められる。
【００１８】
　胃癌の理想的な治療は根治手術であり、胃の大部分または全部を、周囲のリンパ節と共
に切除すること（胃部分切除術または胃全切除術）を意味する。根治手術は治癒を導くこ
とができる唯一の治療であるが、より小さな外科手術も、症状を緩和するために設計され
た療法において重要な役割を果たし得る。放射線および化学療法も治療の選択肢である。
【００１９】
　免疫系は、２つの別個の様式：自然免疫と獲得免疫を介して細胞を認識し、破壊する能
力を有する。自然免疫の成分は、マクロファージ、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、単球
および顆粒球から成る。これらの細胞は、細胞形質転換に関与する分子パターンを同定し
、様々なサイトカインおよび炎症メディエーターを放出する。自然応答は、獲得免疫応答
に存在する特徴である、外来性抗原についての記憶能力を欠く。免疫系のこの後者の成分
はまた、リンパ球上の受容体の存在によって与えられる、外来性抗原に対する特異性を特
徴とする。抗原提示細胞（ＡＰＣｓ）も獲得応答において役割を果たす－それらは外来性
抗原を取り込み、主要組織適合遺伝子複合体に関連してリンパ球にそれらを提示する。Ｃ
Ｄ４＋Ｔ細胞は、ＭＨＣクラスＩＩ分子に関連して抗原を認識する受容体を担持し、前記
分子はその後、細胞がサイトカインを放出し、さらにＣＤ８＋リンパ球（ＣＴＬｓ）また
はＢ細胞を活性化することを可能にする。ＣＴＬｓは細胞媒介性免疫の一部であり、ＭＨ
ＣクラスＩ分子に関連して提示される細胞を、アポトーシスまたはパーフォリン媒介性細
胞溶解を介して排除することができる。Ｔ細胞媒介性免疫が抗腫瘍応答において極めて重
要な役割を果たすことは広く認められている。
【００２０】
　Ｂ細胞は免疫グロブリンの放出に関与し、それ自体、体液性免疫系の一部である。
【００２１】
　正しい方向に向けられ、増強された場合、免疫機能は、悪性病変を制御し、さらには根
絶するために治療的に利用できる。発癌に関与する遺伝的および後成的変化は、微生物抗
原に対するのと類似の方法で免疫系によって認識される抗原を生成する。
【００２２】
　樹状細胞（ＤＣｓ）による能動免疫、腫瘍細胞へのサイトカインの遺伝子導入または免
疫刺激性モノクローナル抗体の投与などの、結腸直腸癌の治療のための新規戦略は前臨床
試験において評価されており、早期臨床開発段階にある。重要な点として、化学療法と免
疫療法を、結腸直腸癌を有する一部の症例の治療において組み合わせることができ、樹状
細胞によって交差提示される抗原および／または競合性もしくは抑制性Ｔリンパ球集団（
調節性Ｔ細胞）の排除の結果として相乗的増強作用を生じることの証拠が蓄積しつつある
。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２３】
　結腸直腸腫瘍、特に大腸腫瘍および胃腫瘍ならびにそれらに由来する転移性腫瘍の、遺
伝子マーカーおよび標的に関する必要性において、これらの特異的で信頼できる、感受性
の高い診断および治療アプローチの設計を可能にすることが必要とされる。
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【課題を解決するための手段】
【００２４】
　本発明は、結腸直腸腫瘍、特に大腸腫瘍および胃腫瘍ならびにそれらに由来する転移性
腫瘍の治療および診断に関する。特に、本発明は、結腸直腸腫瘍および胃腫瘍上に存在し
、これらの疾患の診断および治療アプローチのための標的として機能することができる分
子構造体の同定に関する。
【００２５】
　本発明は、結腸直腸腫瘍組織、特に大腸および胃腫瘍組織、ならびに結腸直腸組織、特
に結腸および胃組織の特徴を示し、被験者におけるそのような腫瘍性疾患の治療または診
断のための標的である、核酸およびアミノ酸配列の同定に関する。
【００２６】
　これらの配列は、それらの配列が予防および治療用ワクチンを含む腫瘍ワクチンの調製
において有用であり得るために、細胞の形質膜中に存在することが同定され、細胞外領域
でアクセス可能なタンパク質を包含する。
【００２７】
　腫瘍細胞において発現されることが本発明によって同定される核酸は、配列表の配列番
号：１に従った核酸配列または前記核酸配列の変異体を含む。好ましくは、腫瘍細胞にお
いて発現されることが本発明によって同定される核酸は、配列表の配列番号：２に従った
アミノ酸配列または前記アミノ酸配列の変異体を含むペプチドをコードする。これらの核
酸はまた、本明細書では「腫瘍関連核酸」または単に「腫瘍核酸」とも称される。
【００２８】
　もう１つの態様において本発明は、本明細書では「腫瘍関連抗原」または単に「腫瘍抗
原」とも称される、本発明によって同定される腫瘍核酸によってコードされるペプチドに
関する。従って、本発明によって同定される腫瘍抗原は、配列表の配列番号：１に従った
核酸配列または前記核酸配列の変異体を含む核酸によってコードされるアミノ酸配列を含
む。好ましくは、本発明によって同定される腫瘍抗原は、配列表の配列番号：２に従った
アミノ酸配列または前記アミノ酸配列の変異体を含む。
【００２９】
　１つの態様において本発明は、本明細書では「腫瘍抗原ペプチド」とも称される、本発
明によって同定される腫瘍抗原の配列に由来するアミノ酸配列を含むペプチドを提供する
。好ましくは、本発明の腫瘍抗原ペプチドは、ＭＨＣクラスＩと共に本発明によって同定
される腫瘍抗原を提示する性質を有する細胞に対する細胞応答を刺激することができる、
および／またはそれ自体でもしくは免疫原性担体に結合して使用された場合、本発明によ
って同定される腫瘍抗原に特異的に結合する抗体を惹起することができる。好ましい腫瘍
抗原ペプチドは、直接または処理後に、ＭＨＣクラスＩ分子と共に提示され得る。好まし
くは、本発明による腫瘍抗原ペプチドは、ＭＨＣクラスＩおよび／もしくはクラスＩＩ提
示ペプチドであるか、またはプロセッシングされてＭＨＣクラスＩおよび／もしくはクラ
スＩＩ提示ペプチドを生じ得る。好ましくは、本発明による腫瘍抗原ペプチドは、本発明
によって同定される腫瘍抗原のフラグメントのアミノ酸配列に実質的に対応するアミノ酸
配列を含む。好ましくは、本発明によって同定される腫瘍抗原の前記フラグメントは、Ｍ
ＨＣクラスＩおよび／もしくはクラスＩＩ提示ペプチドであるか、または前記フラグメン
トに結合する抗体を惹起することができる免疫原である。好ましくは本発明による腫瘍抗
原ペプチドは、そのようなフラグメントのアミノ酸配列に実質的に対応するアミノ酸配列
を含み、そのようなフラグメント、すなわち本発明によって同定される腫瘍抗原に由来す
るＭＨＣクラスＩおよび／もしくはクラスＩＩ提示ペプチド、または前記フラグメントに
結合する抗体を惹起することができる本発明によって同定される腫瘍抗原に由来する免疫
原を生じるように処理される。従って、本発明による腫瘍抗原ペプチドは、配列表の配列
番号：１に従った核酸配列または前記核酸配列の変異体を含む核酸によってコードされる
アミノ酸配列を含む腫瘍抗原のフラグメントのアミノ酸配列に実質的に対応するアミノ酸
配列を含み、好ましくは配列表の配列番号：２に従ったアミノ酸配列または前記アミノ酸
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配列の変異体を含む腫瘍抗原のフラグメントのアミノ酸配列に実質的に対応するアミノ酸
配列を含む。
【００３０】
　本発明は、一般に、腫瘍核酸または腫瘍抗原を標的することによる腫瘍性疾患の治療お
よび／または診断を包含する。これらの方法は、そのような腫瘍核酸および／または腫瘍
抗原を発現する細胞の選択的検出および／または前記細胞の根絶を提供し、それによって
そのような腫瘍核酸および／または腫瘍抗原を発現しない正常細胞への有害作用を最小限
に抑える。従って、治療または診断のための好ましい疾患は、腫瘍性疾患、特に本明細書
で述べるような癌疾患などの、本発明によって同定される腫瘍核酸および／または腫瘍抗
原の１またはそれ以上が発現される疾患である。
【００３１】
　本発明によれば、本発明によって同定される腫瘍抗原を標的するのに特に適するのは、
腫瘍抗原の非膜貫通部分、特に細胞外部分に対応するまたはそれから構成される、腫瘍抗
原の一部である。それ故、本発明によって同定される腫瘍抗原に結合することができる、
本発明によって使用される構成要素は、好ましくは、腫瘍抗原の非膜貫通部分、特に細胞
外部分に対応するまたはそれから構成される、本発明によって同定される腫瘍抗原の一部
に結合することができる。同様に、本発明によって同定される腫瘍抗原に特異性を有する
免疫応答を誘導するために本発明によって使用されるペプチドおよび核酸は、好ましくは
、腫瘍抗原の非膜貫通部分、特に細胞外部分に対応するまたはそれから構成される、本発
明によって同定される腫瘍抗原の一部に対する特異性を誘導する。好ましくは、前記ペプ
チドは、腫瘍抗原の非膜貫通部分、特に細胞外部分に対応するまたはそれから構成される
、本発明によって同定される腫瘍抗原の一部に実質的に対応する配列を含み、前記核酸は
そのようなペプチドをコードする。
【００３２】
　本発明の１つの態様は、本発明によって同定される腫瘍抗原の発現および／または活性
の阻害剤の投与を含む、腫瘍性疾患、特に大腸腫瘍および胃腫瘍などの結腸直腸腫瘍の治
療のための療法に関する。
【００３３】
　この態様において本発明は、本発明によって同定される腫瘍抗原の発現および／または
活性の阻害剤を含有する医薬組成物に関する。１つの実施形態では、前記阻害剤は本発明
によって同定される腫瘍核酸に特異的である。もう１つの実施形態では、前記阻害剤は本
発明によって同定される腫瘍抗原に特異的である。本発明によれば、「発現および／また
は活性を阻害する」という語句は、発現および／または活性の完全なまたは基本的に完全
な阻害ならびに発現および／または活性の低減を含む。好ましくは、本発明によって同定
される腫瘍抗原の発現の前記阻害は、本発明によって同定される腫瘍抗原をコードする転
写産物、すなわちｍＲＮＡの産生を阻害するもしくはそのレベルを低下させることによっ
て、例えば転写を阻害するもしくは転写産物の分解を誘導することによって、および／ま
たは本発明によって同定される腫瘍抗原の産生を阻害することによって、例えば本発明に
よって同定される腫瘍抗原をコードする転写産物の翻訳を阻害することによって起こり得
る。好ましくは、本発明によって同定される腫瘍抗原の発現および／または活性の前記阻
害は、腫瘍細胞増殖を低減し、および／または腫瘍細胞死を誘導し、従って腫瘍阻害作用
または腫瘍破壊作用を有する。
【００３４】
　特定の実施形態では、本発明によって同定される腫瘍抗原の発現の阻害剤は、本発明に
よって同定される腫瘍核酸に選択的にハイブリダイズし、それに対して特異的であって、
それによりその転写および／または翻訳を阻害する（例えば低減する）、阻害性核酸（例
えばアンチセンスオリゴヌクレオチド、リボザイム、ｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡまたはそれら
をコードするＤＮＡ）である。
【００３５】
　本発明の阻害性核酸は、標的核酸に対してアンチセンス方向の配列を有するオリゴヌク
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レオチドを含む。適切な阻害性オリゴヌクレオチドは、典型的には５～数百ヌクレオチド
の長さ、より典型的には約２０～７０ヌクレオチド長またはそれ以下、さらに一層典型的
には約１０～３０ヌクレオチド長にわたる。これらの阻害性オリゴヌクレオチドは、遊離
（ありのままの）核酸としてまたは保護された形態で、例えばリポソームに封入されて投
与され得る。リポソームまたは他の保護された形態の使用は、インビボでの安定性を高め
ることができ、従って標的部位への送達を促進し得るので、好都合であり得る。
【００３６】
　また、標的腫瘍核酸は、腫瘍細胞中の対応するｍＲＮＡの切断を標的するリボザイムを
設計するためにも使用し得る。同様に、これらのリボザイムは、遊離（ありのままの）形
態でまたは安定性および／もしくは標的化を増強する送達システム、例えばリポソームを
使用して投与し得る。
【００３７】
　また、標的腫瘍核酸は、腫瘍核酸の発現を阻害する（例えば低減する）ことができるｓ
ｉＲＮＡを設計するためにも使用し得る。ｓｉＲＮＡは、遊離（ありのままの）形態でま
たは安定性および／もしくは標的化を増強する送達システム、例えばリポソームを使用し
て投与し得る。それらはまた、それらの前駆体またはそれらをコードするＤＮＡの形態で
も投与し得る。
【００３８】
　ｓｉＲＮＡは、好ましくはセンスＲＮＡ鎖とアンチセンスＲＮＡ鎖を含み、センスＲＮ
Ａ鎖とアンチセンスＲＮＡ鎖はＲＮＡ二本鎖を形成し、センスＲＮＡ鎖は、本発明によっ
て同定される腫瘍核酸中の約１９～約２５の連続するヌクレオチドの標的配列と実質的に
同一のヌクレオチド配列、好ましくは標的腫瘍抗原をコードするｍＲＮＡを含む。
【００３９】
　さらなる実施形態では、本発明によって同定される腫瘍抗原の活性の阻害剤は、前記腫
瘍抗原に特異的に結合する抗体である。腫瘍抗原への抗体の結合は、例えば結合活性また
は触媒活性を阻害することによって、腫瘍抗原の機能を妨げることができる。
【００４０】
　また、本発明は、もう１つの態様では、標的分子、すなわち本発明によって同定される
腫瘍核酸または腫瘍抗原のリガンドの投与を含む、腫瘍性疾患の治療のための療法に関す
る。これに関して、これらの標的を発現する細胞、例えば腫瘍細胞を選択的に標的し、死
滅させるために、治療エフェクター部分、例えば放射性標識、細胞毒、細胞傷害性酵素等
に結合した、標的核酸に選択的にハイブリダイズする核酸を投与し得るか、または標的抗
原に特異的に結合する抗体を投与し得る。
【００４１】
　この態様では、本発明は、１またはそれ以上の治療エフェクター部分に結合している、
本発明によって同定される腫瘍核酸または腫瘍抗原のリガンドを含有する医薬組成物に関
する。好ましくは、前記リガンドは前記腫瘍核酸または腫瘍抗原に特異的である。１つの
実施形態では、腫瘍核酸または腫瘍抗原の前記リガンドは、腫瘍細胞増殖を低減し、およ
び／または腫瘍細胞死を誘導し、従って腫瘍阻害作用または腫瘍破壊作用を有する。
【００４２】
　本発明のさらなる態様によれば、腫瘍核酸および腫瘍抗原の同定は、同定された抗原を
担持する腫瘍細胞を攻撃し、それによって腫瘍性疾患の発症を遅延させるもしくは防止す
るまたは腫瘍細胞を根絶することに基づく特異的免疫療法を開発することを可能にする。
免疫療法は、腫瘍細胞破壊性免疫応答を惹起するという共通の目標を有する様々な介入処
置および技術を包含する。以下で概説するようにこれらの核酸および抗原を利用した様々
な臨床アプローチが可能である。癌免疫療法へのアプローチは能動と受動のカテゴリーに
分類することができる。能動免疫療法は、腫瘍に対する免疫応答を強化するために抗原ま
たはそのような抗原をコードする核酸で患者を直接免疫することを含み得る。受動免疫療
法は、抗腫瘍応答を直接媒介することを目的とした免疫試薬の投与を指す。本発明は両方
のアプローチを企図する。
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【００４３】
　この態様において本発明は、（ｉ）本発明によって同定される腫瘍抗原もしくは前記腫
瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチド、または前記ペプチド
の誘導体、（ｉｉ）本発明によって同定される腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由来する
腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドをコードする核酸、または前記核酸の誘
導体、（ｉｉｉ）本発明によって同定される腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍
抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドをコードする宿主細胞、（ｉｖ）本発明によ
って同定される腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列
を含むペプチドをコードするウイルス、（ｖ）本発明によって同定される腫瘍抗原に由来
する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドまたは前記ペプチドの誘導体を提示
する細胞、（ｖｉ）本発明によって同定される腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫
瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドに結合する抗体またはＴ細胞受容体、（ｖ
ｉｉ）本発明によって同定される腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチ
ドのアミノ酸配列を含むペプチドを認識するようにインビトロで感作された免疫反応性細
胞、および（ｖｉｉｉ）本発明によって同定される腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来す
る腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドを認識するＴ細胞受容体をコードする
核酸で形質導入されたエフェクター細胞（または幹細胞）、から成る群より選択される１
またはそれ以上の物質を含有する医薬組成物に関する。
【００４４】
　１つの実施形態では、（ｉ）に従ったペプチドは、プロセッシングされて腫瘍抗原特異
的ＭＨＣクラスＩもしくはクラスＩＩ提示ペプチドであるか、または腫瘍抗原特異的ＭＨ
ＣクラスＩもしくはクラスＩＩ提示ペプチド、好ましくは腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩ
提示ペプチドを生じ得る。好ましくは、前記ペプチドは、ＭＨＣクラスＩもしくはクラス
ＩＩ、好ましくはＭＨＣクラスＩ、本発明によって同定される提示される腫瘍抗原のフラ
グメントに実質的に対応する配列を有するか、またはプロセッシングされてそのような配
列を有するペプチドフラグメントを生じ得る。好ましくは、前記ペプチドは、本発明によ
って同定される腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと共に提示する性質を有する腫瘍に対する細胞
応答を刺激することができる、および／または本発明によって同定される腫瘍抗原の発現
を特徴とする腫瘍に対する体液性免疫応答を刺激することができる。
【００４５】
　１つの実施形態では、（ｉｉ）に従った核酸は、腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩもしく
はクラスＩＩ提示ペプチドをコードするか、または腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩもしく
はクラスＩＩ提示ペプチド、好ましくはプロセッシングされて腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラ
スＩ提示ペプチドを生じ得るペプチドをコードする。好ましくは、前記ペプチドは、ＭＨ
ＣクラスＩもしくはクラスＩＩ、好ましくはＭＨＣクラスＩ、本発明によって同定される
提示される腫瘍抗原のフラグメントに実質的に対応する配列を有するか、またはそのよう
な配列を有するペプチドフラグメントをプロセッシングされて生じ得る。好ましくは、前
記ペプチドは、本発明によって同定される腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと共に提示する性質
を有する腫瘍に対する細胞応答を刺激することができる、および／または本発明によって
同定される腫瘍抗原の発現を特徴とする腫瘍に対する体液性免疫応答を刺激することがで
きる。そのような核酸はプラスミドまたは発現ベクター中に存在することができ、プロモ
ーターに機能的に連結され得る。
【００４６】
　１つの実施形態では、（ｉｉｉ）に従った宿主細胞は、腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩ
もしくはクラスＩＩ提示ペプチドをコードするか、または腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩ
もしくはクラスＩＩ提示ペプチド、好ましくは腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩ提示ペプチ
ドを生じるようにプロセシングされ得るペプチドをコードする。好ましくは、前記ペプチ
ドは、ＭＨＣクラスＩもしくはクラスＩＩ、好ましくはＭＨＣクラスＩ、本発明によって
同定される提示される腫瘍抗原のフラグメントに実質的に対応する配列を有するか、また
はそのような配列を有するペプチドフラグメントをプロセッシングされて生じ得る。好ま
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しくは、前記ペプチドは、本発明によって同定される腫瘍抗原をクラスＩ　ＭＨＣと共に
提示する性質を有する腫瘍に対する細胞応答を刺激することができる、および／または本
発明によって同定される腫瘍抗原の発現を特徴とする腫瘍に対する体液性免疫応答を刺激
することができる。宿主細胞は組換え細胞であり得、コードされるペプチドまたはその処
理産物を分泌することができ、表面にそれを発現することができ、好ましくは、前記ペプ
チドまたはその処理産物に結合して、好ましくは前記ペプチドまたはその処理産物を細胞
表面に提示するＭＨＣ分子を付加的に発現し得る。１つの実施形態では、宿主細胞はＭＨ
Ｃ分子を内因性に発現する。さらなる実施形態では、宿主細胞は、ＭＨＣ分子および／ま
たはペプチドもしくはその処理産物を組換えによって発現する。宿主細胞は、好ましくは
非増殖性である。好ましい実施形態では、宿主細胞は、抗原提示細胞、特に樹状細胞、単
球またはマクロファージである。
【００４７】
　１つの実施形態では、（ｉｖ）に従ったウイルスは、腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩも
しくはクラスＩＩ提示ペプチドをコードするか、または腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩも
しくはクラスＩＩ提示ペプチド、好ましくは腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩ提示ペプチド
をプロセッシングされて生じ得るペプチドをコードする。好ましくは、前記ペプチドは、
ＭＨＣクラスＩもしくはクラスＩＩ、好ましくはＭＨＣクラスＩ、本発明によって同定さ
れる提示される腫瘍抗原のフラグメントに実質的に対応する配列を有するか、またはその
ような配列を有するペプチドフラグメントをプロセッシングされて生じ得る。好ましくは
、前記ペプチドは、本発明によって同定される腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと共に提示する
性質を有する腫瘍に対する細胞応答を刺激することができる、および／または本発明によ
って同定される腫瘍抗原の発現を特徴とする腫瘍に対する体液性免疫応答を刺激すること
ができる。
【００４８】
　１つの実施形態では、（ｖ）に従った細胞はＭＨＣ分子を内因性に発現する。さらなる
実施形態では、細胞は、ＭＨＣ分子および／または本発明によって同定される腫瘍抗原に
由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドを組換え技術によって発現する
。好ましくは、細胞は、本発明によって同定される腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチド
のアミノ酸配列を含むペプチドまたは前記ペプチドの誘導体を、ＭＨＣ分子によってその
表面に提示する。好ましくは、提示されるペプチドは、ＭＨＣクラスＩまたはクラスＩＩ
、好ましくはＭＨＣクラスＩ、本発明によって同定される提示される腫瘍抗原のフラグメ
ントに実質的に対応する配列を有するペプチドである。細胞は、好ましくは非増殖性であ
る。好ましい実施形態では、細胞は、樹状細胞、単球またはマクロファージなどの抗原提
示細胞である。従って、好ましい実施形態では、（ｖ）に従った細胞は、ＭＨＣクラスＩ
と共に提示される本明細書で述べる腫瘍抗原ペプチドを含む抗原提示細胞である。
【００４９】
　１つの実施形態では、（ｖｉ）に従った抗体はモノクローナル抗体である。さらなる実
施形態では、抗体は、キメラ、ヒトもしくはヒト化抗体であるか、または抗体のフラグメ
ントもしくは合成抗体である。抗体は、治療エフェクター部分または検出可能な標識に結
合され得る。好ましくは、（ｖｉ）に従った抗体またはＴ細胞受容体は、本発明によって
同定される腫瘍抗原のフラグメントに実質的に対応するペプチド中の配列に結合する。
【００５０】
　好ましくは、（ｖｉｉ）に従った細胞は、好ましくはＭＨＣクラスＩまたはクラスＩＩ
、好ましくはＭＨＣクラスＩ、本発明によって同定される提示される腫瘍抗原のフラグメ
ントに実質的に対応するペプチド中の配列に結合する。１つの実施形態では、（ｖｉｉ）
に従った細胞は、（ａ）患者から、または同じ種の別の個体、特に健常個体、または異な
る種の個体から得た、免疫反応性細胞を含有する試料を提供する、（ｂ）前記試料を、本
発明によって同定される腫瘍抗原のフラグメントに実質的に対応するアミノ酸配列を含む
ペプチドまたは前記ペプチドの誘導体を提示する細胞と、前記ペプチドに対するＣＴＬｓ
の産生を促進する条件下で接触させる、および（ｃ）ＣＴＬｓを、腫瘍細胞などの、腫瘍
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抗原を発現し、好ましくはそれをＭＨＣクラスＩと共に提示する細胞を溶解するのに適し
た量で患者に導入する、工程を含む方法によって入手できる。
【００５１】
　１つの実施形態において前記方法は、得られたＣＴＬｓのＴ細胞受容体をクローニング
すること、およびＴ細胞受容体をコードする核酸を、前記患者から、または同じ種の別の
個体、特に健常個体、または異なる種の個体から得た、ＣＴＬｓまたは未熟ＣＴＬｓなど
のエフェクター細胞に導入することを含み、エフェクター細胞は、従って、所望の特異性
を受け取り、患者に導入され得る。（ｖｉｉｉ）に従ったエフェクター細胞はこのように
して作製することができる。
【００５２】
　上述した物質を使用したワクチン接種は、特に腫瘍細胞などの細胞において発現された
場合、本発明によって同定される腫瘍抗原に対するＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞応答および／
またはＣＤ８＋Ｔ細胞応答を惹起することができるＭＨＣクラスＩＩ提示エピトープを提
供し得る。あるいはまたは付加的に、上述した物質を使用したワクチン接種は、特に腫瘍
細胞などの細胞において発現された場合、本発明によって同定される腫瘍抗原に対するＣ
Ｄ８＋Ｔ細胞応答を惹起することができるＭＨＣクラスＩ提示エピトープを提供し得る。
さらに、上述した物質を使用したワクチン接種は、本発明によって同定される腫瘍抗原に
特異的な抗体を生じさせる。
【００５３】
　１つの実施形態において本発明の医薬組成物は、好ましくは免疫調節剤またはそれをコ
ードする核酸をさらに含有する治療用または予防用抗腫瘍ワクチンである。１つの実施形
態では、免疫調節剤は正の共刺激分子の作用物質、例えばＣＴＬの共刺激を生じさせるこ
とができるＩｇ融合タンパク質である。もう１つの実施形態では、共刺激剤は負の共刺激
分子のアンタゴニスト、例えばＣＴＬの共刺激の阻害を低減することができる抗体である
。好ましい実施形態では、免疫調節剤は抗ＣＴＬＡ４抗体である。
【００５４】
　本発明の医薬組成物は、医薬的に許容される担体を含んでよく、場合により１またはそ
れ以上の補助薬、安定剤等を含み得る。
【００５５】
　本発明のもう１つの態様は、腫瘍性疾患の予防および／または治療処置のための本明細
書で述べる物質および組成物の使用を含む。
【００５６】
　本発明の１つの態様では、腫瘍性疾患を有するまたは腫瘍性疾患を発症する危険性があ
る患者を処置する治療および予防方法を提供する。本発明の１つの態様では、腫瘍増殖を
阻害するための方法を提供する。本発明の１つの態様では、腫瘍細胞死を誘導するための
方法を提供する。
【００５７】
　好ましくは、腫瘍性疾患は、癌疾患であり、好ましくは結腸直腸癌、特に大腸癌、胃癌
、転移性結腸直腸癌、特に大腸癌、および転移性胃癌から成る群より選択される。１つの
実施形態では、腫瘍細胞はそのような癌の細胞である。
【００５８】
　様々な実施形態によれば、本発明の方法は、本発明によって同定される腫瘍抗原の発現
および／もしくは活性の阻害剤、本発明によって同定される腫瘍核酸もしくは腫瘍抗原の
リガンド、ならびに／または本明細書で述べる１もしくはそれ以上の免疫治療薬の投与を
含む。１つの実施形態では、前記方法は、本明細書で述べる医薬組成物を患者に投与する
こと、好ましくは本明細書で述べる抗腫瘍ワクチンで患者をワクチン接種することを含む
。当技術分野で公知の多種多様なワクチン接種方法のいずれかを本発明に従って使用し得
る。本発明の抗腫瘍ワクチンは、好ましくは、本発明によって同定される腫瘍抗原をＭＨ
ＣクラスＩと共に提示する性質を有する腫瘍に対するＣＴＬ活性を誘導するまたは促進す
ることができる。これらは、直接またはＡＰＣｓを介してＴ細胞に作用することによって
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免疫系の刺激を促進する、補助薬と組み合わせて使用し得る。補助薬は、本明細書で述べ
るような、正の免疫調節作用を有する免疫調節物質を含む。
【００５９】
　様々な実施形態において、本発明の方法は、本発明によって同定される腫瘍抗原を発現
し、好ましくは本発明によって同定される腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと共に提示する腫瘍
細胞に対する抗腫瘍ＣＴＬ応答の刺激、本発明によって同定される腫瘍抗原を発現し、好
ましくは本発明によって同定される腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと共に提示する腫瘍細胞の
増殖の阻害、および／または本発明によって同定される腫瘍抗原を発現し、好ましくは本
発明によって同定される腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと共に提示する細胞の死滅の誘導を含
む。
【００６０】
　本発明の１つの態様では、本明細書で述べる治療の方法における使用のための、本発明
によって同定される腫瘍抗原の発現および／もしくは活性の阻害剤、本発明によって同定
される腫瘍核酸もしくは腫瘍抗原のリガンド、ならびに／または本明細書で述べる１もし
くはそれ以上の免疫治療薬を提供する。本発明の１つの実施形態では、本明細書で述べる
治療の方法における使用のための、本明細書で述べる医薬組成物を提供する。
【００６１】
　本明細書で述べる免疫療法のような、腫瘍核酸または腫瘍抗原を標的することに基づく
治療は、外科的切除術および／または放射線および／または伝統的化学療法と組み合わせ
ることができる。
【００６２】
　本発明のもう１つの目的は、腫瘍性疾患の診断、検出または観測、すなわち腫瘍性疾患
の退縮、進行、経過および／または発症の測定のための方法を提供することである。好ま
しくは、前記方法は、標的分子に特異的に結合するモノクローナル抗体および核酸プロー
ブなどのリガンドの使用を含む。適切な標的分子は、（ｉ）本発明によって同定される腫
瘍核酸、（ｉｉ）本発明によって同定される腫瘍抗原もしくはそれに由来する腫瘍抗原ペ
プチド、（ｉｉｉ）本発明によって同定される腫瘍抗原もしくはそれに由来する腫瘍抗原
ペプチドに対する抗体、（ｉｖ）本発明によって同定される腫瘍抗原もしくはそれに由来
する腫瘍抗原ペプチドを認識するＴ細胞、および／または（ｖ）本発明によって同定され
る腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドをＭＨＣクラスＩもしくはクラスＩＩ、好ましく
はＭＨＣクラスＩと共に提示する細胞、である。そのような方法は、被験者が腫瘍性疾患
を有するまたは腫瘍性疾患を発症する（高い）危険性があるかどうか、または、例えば治
療計画が効率的であるかどうかを検出するために使用し得る。
【００６３】
　従って、本発明は、患者から、好ましくは腫瘍性疾患を有する、腫瘍性疾患を有するも
しくは発症することが疑われる、または腫瘍性疾患の潜在的可能性を有する患者から単離
された生物学的試料において、（ｉ）本発明によって同定される腫瘍核酸の核酸配列を含
む核酸であり、その核酸は、本発明によって同定される腫瘍抗原のアミノ酸配列を含むペ
プチドをコードする核酸、（ｉｉ）本発明によって同定される腫瘍抗原もしくは前記腫瘍
抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチド、（ｉｉｉ）本発明によ
って同定される腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配
列を含むペプチドに結合する抗体、（ｉｖ）本発明によって同定される腫瘍抗原もしくは
前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドを認識するＴ細
胞、および／または（ｖ）本発明によって同定される腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチ
ドのアミノ酸配列を含むペプチドをＭＨＣクラスＩもしくはクラスＩＩ、好ましくはＭＨ
ＣクラスＩと共に提示する細胞、から成る群より選択される１またはそれ以上のパラメー
タを検出するおよび／またはその量を測定することを含む、腫瘍性疾患の診断、検出また
は観測のための方法に関する。
【００６４】
　１つの実施形態では、（ｉ）に従った核酸は、腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩまたはク
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ラスＩＩ提示ペプチド、好ましくは腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩ提示ペプチドを生じる
ように処理されるペプチドをコードする。
【００６５】
　１つの実施形態では、（ｉｉ）に従ったペプチドは、腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩも
しくはクラスＩＩ提示ペプチドであるか、または腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩもしくは
クラスＩＩ提示ペプチド、好ましくは腫瘍抗原特異的ＭＨＣクラスＩ提示ペプチドをプロ
セッシングされて生じ得る。
【００６６】
　好ましくは、（ｉｖ）に従ったＴ細胞は、ＭＨＣクラスＩまたはクラスＩＩ、好ましく
はＭＨＣクラスＩ、本発明によって同定される提示される腫瘍抗原のフラグメントに実質
的に対応するペプチド中の配列を認識する。
【００６７】
　１つの実施形態では、（ｖ）に従った細胞は、ＭＨＣクラスＩまたはクラスＩＩ、好ま
しくはＭＨＣクラスＩによってペプチドをその表面に提示する。前記細胞は、好ましくは
非増殖性である。好ましい実施形態では、細胞は、樹状細胞、単球またはマクロファージ
などの抗原提示細胞である。従って、好ましい実施形態では、（ｖ）に従った細胞は、ク
ラスＩ　ＭＨＣと共に提示される本明細書で述べる腫瘍抗原ペプチドを含む抗原提示細胞
である。もう１つの実施形態では、細胞は腫瘍細胞である。
【００６８】
　１つの実施形態では、（ｉ）に従った核酸または（ｉｉ）に従ったペプチドは、細胞、
好ましくは腫瘍細胞においてインサイチュー（ｉｎ　ｓｉｔｕ）で検出されるまたはその
量を測定される。１つの実施形態では、（ｉｉ）に従ったペプチドは、形質膜に組み込ま
れてまたはＭＨＣクラスＩもしくはクラスＩＩ、好ましくはＭＨＣクラスＩとの複合体と
して、細胞の表面にてインサイチューで検出されるまたはその量を測定される。
【００６９】
　組織または器官に由来する生物学的試料である、腫瘍性疾患の診断、検出または観測の
ための方法の１つの実施形態では、前記組織または器官が腫瘍を含まない場合、その細胞
は本発明によって同定される腫瘍抗原および／または本発明によって同定される腫瘍核酸
を実質的に発現しない。好ましくは、前記組織は、大腸組織または胃組織以外の組織であ
る。好ましくは、前記組織は、小腸、脳、乳房、肝臓、肺、膵臓、腎臓、前立腺、脾臓、
リンパ節、子宮内膜、食道、胎盤、卵巣、精巣、子宮、皮膚、胸腺、膀胱、筋肉および子
宮頸の組織である。
【００７０】
　本発明によれば、腫瘍抗原および／または腫瘍核酸は、発現のレベルが結腸細胞および
／もしくは胃細胞または大腸組織および／もしくは胃組織における発現と比較してより低
い場合、実質的に発現されない。好ましくは、発現のレベルは、大腸細胞および／もしく
は胃細胞または大腸組織および／もしくは胃組織と比較して１０％未満、好ましくは５％
、３％、２％、１％、０．５％、０．１％または０．０５％未満またはさらに一層低い。
好ましくは、腫瘍抗原および／または核酸は、発現のレベルが検出限界より低い場合、実
質的に発現されない。
【００７１】
　診断、検出または観測のための方法は、定量的および／または定性的評価、例えば標的
分子、例えば腫瘍核酸または腫瘍抗原の発現レベルの絶対的および／または相対的測定を
可能にする。
【００７２】
　前記検出および／または量の測定を達成するための手段は本明細書で説明され、当業者
に明らかになる。
【００７３】
　好ましくは、本発明の方法における検出および／または量の測定は、（ｉ）生物学的試
料を、検出されるべきおよび／またはその量が測定されるべき核酸、ペプチド、抗体、Ｔ
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細胞または細胞に特異的に結合する物質と接触させること、ならびに（ｉｉ）前記物質と
、検出されるべきまたはその量が測定されるべき核酸、ペプチド、抗体、Ｔ細胞または細
胞との間の複合体の形成を検出するおよび／または複合体の量を測定することを含む。
【００７４】
　典型的には、生物学的試料中の標的分子のレベルを参照レベルと比較し、前記参照レベ
ルからの逸脱が、被験者における腫瘍性疾患の存在および／または病期を示す。参照レベ
ルは、対照試料（例えば健常組織または健常被験者からの）中で測定されたレベルまたは
健常被験者からの平均レベルであり得る。前記参照レベルからの「逸脱」は、少なくとも
１０％、２０％または３０％、好ましくは少なくとも４０％または５０％、またはそれ以
上の上昇または低下のような、何らかの有意の変化を表す。好ましくは、前記生物学的試
料中の核酸、ペプチド、抗体、Ｔ細胞および／もしくは細胞の存在、または参照レベルと
比較して増大している、生物学的試料中の核酸、ペプチド、抗体、Ｔ細胞および／もしく
は細胞の量は、腫瘍性疾患の存在を示す。
【００７５】
　典型的には、本発明の方法における検出および／または量の測定は、標的分子に特異的
に結合する標識リガンド、例えば標的核酸にハイブリダイズする標識核酸プローブおよび
／または標的ペプチドに特異的に結合する標識抗体またはそのフラグメント／誘導体の使
用を含む。
【００７６】
　本発明によれば、核酸の検出または核酸の量の測定は、ハイブリダイゼーションまたは
核酸増幅技術を含む方法などの公知の核酸検出方法を用いて実施し得る。１つの実施形態
では、ＲＴ－ＰＣＲまたはノーザンブロット分析を用いてｍＲＮＡ転写産物を検出するま
たはその量を測定する。
【００７７】
　そのような核酸検出方法は、標的核酸にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドの使用
を含み得る。適切なオリゴヌクレオチドは、典型的には５～数百ヌクレオチドの長さ、よ
り典型的には約２０～７０ヌクレオチド長またはそれ以下、さらに一層典型的には約１０
～３０ヌクレオチド長にわたる。
【００７８】
　本発明によれば、ペプチドの検出またはペプチドの量の測定は、前記ペプチドに特異的
に結合する抗体を使用した免疫検出を含むがこれに限定されない、多くの方法で実施し得
る。好ましくは、抗体は、本発明によって同定される腫瘍抗原のフラグメントに実質的に
対応する配列に結合する。
【００７９】
　ペプチドを検出するために抗体を使用する方法は周知であり、ＥＬＩＳＡ、競合的結合
アッセイ等を含む。一般に、そのような分析法は、標的ペプチドに特異的に結合する抗体
または抗体フラグメントを直接使用するか、または間接的に、検出を提供する標識、例え
ば指標酵素、放射性標識、発蛍光団もしくは常磁性粒子に結合した前記抗体または抗体フ
ラグメントを使用する。
【００８０】
　本発明によれば、抗体の検出または抗体の量の測定は、前記抗体に特異的に結合するペ
プチドを使用して実施し得る。
【００８１】
　Ｔ細胞は、患者の末梢血、リンパ節、生検および切除術に由来するような組織試料、ま
たは他のソースから単離し得る。反応性アッセイは、一次Ｔ細胞または他の適切な誘導体
に関して実施し得る。例えば、Ｔ細胞を融合してハイブリドーマを作製し得る。Ｔ細胞の
応答性を測定するための分析法は当技術分野において公知であり、増殖分析およびサイト
カイン放出分析を含む。
【００８２】
　１つの実施形態では、本発明によって同定される腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来す
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る腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドを認識するＴ細胞は、腫瘍抗原応答性
ＣＴＬである。
【００８３】
　ＣＴＬは、以下の好ましい実施形態を含むがこれらに限定されない、多くの方法で検出
し、その量を測定し得る。１つの実施形態では、適切な蛍光腫瘍抗原ペプチド／ＭＨＣ四
量体を用いてＣＴＬｓを直接染色する。もう１つの実施形態では、「ＴＲＡＰ」分析（「
タンパク質転移によるＡＰＣのＴ細胞認識」）を使用する（例えば、Ｂｅａｄｌｉｎｇ　
ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１２：１２０８（２００６）参照）。も
う１つの実施形態では、Ｙｕａｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ｃｙｔｏｔｈｅｒａｐｙ　８：４９８
，２００６）によって概説された方法を用いて血液試料中のＴ細胞の検出を実施する。反
応性Ｔ細胞を検出するための分析法および指標は公知であり、ＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯ
ＴおよびＩＦＮ－γ細胞内サイトカイン染色の使用を含むが、これらに限定されない。
【００８４】
　Ｔ細胞クローンが特定の抗原性ペプチドに応答するかどうかを測定するための他の様々
な方法が当技術分野において公知である。典型的には、ペプチドをＴ細胞の懸濁液に１～
３日間添加する。Ｔ細胞の応答は、増殖、例えば標識されたチミジンの取込みによって、
または、例えばＩＬ－２のようなサイトカインの放出によって測定し得る。放出されたサ
イトカインの存在を検出するために様々な分析法が利用可能である。
【００８５】
　Ｔ細胞細胞毒性分析は、腫瘍抗原に特異性を有する細胞傷害性Ｔ細胞を検出するために
使用できる。１つの実施形態では、細胞傷害性Ｔ細胞を、腫瘍抗原ペプチドをＭＨＣクラ
スＩ分子と共に提示する標的細胞を死滅させる能力に関して試験する。腫瘍抗原ペプチド
を提示する標的細胞を標識し、患者試料からのＴ細胞の懸濁液に添加し得る。溶解細胞か
らの標識の放出を定量することによって細胞毒性を測定し得る。自発的放出および総放出
についての対照を分析法に含めてもよい。
【００８６】
　細胞応答を誘導する、例えばＴ細胞を活性化する能力を試験することによって、または
そのような細胞に特異性を有するＣＴＬｓによる細胞の溶解を測定することによってペプ
チドを提示する細胞を検出し、その量を測定し得る。
【００８７】
　検出されるべきおよび／もしくはその量が測定されるべき前記核酸、前記ペプチド、前
記抗体、前記Ｔ細胞および／もしくは前記細胞の存在、ならびに／または参照レベルと比
較して、例えば腫瘍性疾患のない患者と比較して増大している前記核酸、前記ペプチド、
前記抗体、前記Ｔ細胞および／もしくは前記細胞の量は、前記患者における腫瘍性疾患の
存在またはその危険性（すなわち腫瘍性疾患を発症する潜在的可能性）を示し得る。１つ
の実施形態では、検出されるべきおよび／もしくはその量が測定されるべき前記核酸、前
記ペプチド、前記抗体、前記Ｔ細胞および／もしくは前記細胞の存在、ならびに／または
参照レベルと比較して、例えば腫瘍性疾患のない患者と比較して増大している前記核酸、
前記ペプチド、前記抗体、前記Ｔ細胞および／もしくは前記細胞の量は、前記患者におけ
る転移性結腸直腸癌、特に転移性結腸癌または転移性胃癌の存在またはその危険性を示し
得る。
【００８８】
　１つの実施形態では、生物学的試料は組織または器官に由来し、前記組織または器官が
腫瘍を含まない場合、その細胞は本発明によって同定される腫瘍抗原および／または本発
明によって同定される腫瘍核酸を実質的に発現しない。本発明の方法による、患者におけ
る腫瘍性疾患の存在またはその危険性の指示は、腫瘍性疾患が前記組織もしくは器官に存
在すること、または前記組織もしくは器官が前記腫瘍性疾患の危険性があることを示し得
る。
【００８９】
　１つの実施形態では、生物学的試料は組織または器官に由来し、前記組織または器官が
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腫瘍を含まない場合、その細胞は本発明によって同定される腫瘍抗原および／または本発
明によって同定される腫瘍核酸を実質的に発現せず、前記組織または器官は、例えば目視
検査または前記組織もしくは器官の細胞の培養試験によって、腫瘍性疾患に罹患している
と既に診断されている。この実施形態では、検出されるべきおよび／もしくはその量が測
定されるべき前記核酸、前記ペプチド、前記抗体、前記Ｔ細胞および／もしくは前記細胞
の存在、ならびに／または参照レベルと比較して、例えば腫瘍性疾患のない患者と比較し
て増大している前記核酸、前記ペプチド、前記抗体、前記Ｔ細胞および／もしくは前記細
胞の量は、腫瘍性疾患が転移性結腸直腸癌、特に転移性大腸癌または転移性胃癌であるこ
とを示し得る。
【００９０】
　本発明の方法による、患者における転移性結腸直腸癌、特に転移性大腸癌または転移性
胃癌の存在またはその危険性の兆候はまた、前記患者における結腸直腸癌、特に大腸癌お
よび胃癌の存在またはその危険性を示し得る。
【００９１】
　本発明の腫瘍性疾患の診断、検出または観測のための方法はまた、前記核酸、前記ペプ
チド、前記抗体、前記Ｔ細胞および／または前記細胞の検出またはその量の測定によって
腫瘍性疾患の転移挙動を評価するおよび／または予後判定することが可能であり、好まし
くは、前記核酸、前記ペプチド、前記抗体、前記Ｔ細胞および／もしくは前記細胞の存在
、ならびに／または参照レベルと比較して、例えば前記疾患のないもしくは前記疾患の転
移のない患者と比較して増大している前記核酸、前記ペプチド、前記抗体、前記Ｔ細胞お
よび／もしくは前記細胞の量が、腫瘍性疾患の転移挙動または腫瘍性疾患の転移挙動の危
険性を示し得る実施形態を包含する。
【００９２】
　１つの実施形態では、生物学的試料は組織または器官に由来し、前記組織または器官が
腫瘍を含まない場合、その細胞は本発明によって同定される腫瘍抗原および／または本発
明によって同定される腫瘍核酸を実質的に発現しない。１つの実施形態では、腫瘍性疾患
は前記組織または器官中に存在する。
【００９３】
　本発明による観測の方法は、好ましくは、最初の時点での第一試料におけるおよび２番
目の時点でのさらなる試料における前記に挙げたパラメータの１またはそれ以上の検出お
よび／またはその量の測定を含み、２つの試料を比較することによって腫瘍性疾患の退縮
、進行、経過および／または発症を測定し得る。
【００９４】
　患者から以前に採取した生物学的試料と比較して、生物学試料中で減少している前記核
酸、前記ペプチド、前記抗体、前記Ｔ細胞および／または前記細胞の量は、前記患者にお
ける腫瘍性疾患、例えば転移性結腸直腸癌、特に転移性大腸癌または転移性胃癌の退縮、
良好な経過、例えば治療の成功または発症の危険性の低下を示し得る。
【００９５】
　１つの実施形態では、生物学的試料は組織または器官に由来し、前記組織または器官が
腫瘍を含まない場合、その細胞は本発明によって同定される腫瘍抗原および／または本発
明によって同定される腫瘍核酸を実質的に発現しない。１つの実施形態では、腫瘍性疾患
は前記組織または器官中に存在する。
【００９６】
　患者から以前に採取した生物学的試料と比較して、生物学試料中で増大している前記核
酸、前記ペプチド、前記抗体、前記Ｔ細胞および／または前記細胞の量は、前記患者にお
ける腫瘍性疾患、例えば転移性結腸直腸癌、特に転移性大腸癌または転移性胃癌の進行、
好ましくない経過、例えば治療の失敗、再発または転移挙動、発症または発症の危険性を
示し得る。
【００９７】
　１つの実施形態では、生物学的試料は組織または器官に由来し、前記組織または器官が
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腫瘍を含まない場合、その細胞は本発明によって同定される腫瘍抗原および／または本発
明によって同定される腫瘍核酸を実質的に発現しない。１つの実施形態では、腫瘍性疾患
は前記組織または器官中に存在する。
【００９８】
　特定の態様では、本発明は、腫瘍性疾患の検出のため、すなわち腫瘍性疾患の位置また
は部位、例えば特定の組織または器官を決定するための方法に関する。１つの実施形態に
おいて前記方法は、本発明によって同定される腫瘍抗原に結合する、検出可能な標識に連
結された抗体を患者に投与することを含む。抗体はモノクローナル抗体であり得る。さら
なる実施形態では、抗体は、キメラ、ヒトもしくはヒト化抗体、抗体のフラグメントまた
は合成抗体である。
【００９９】
　前記患者における組織または器官の標識化は、前記組織または器官における腫瘍性疾患
、例えば転移性結腸直腸癌、特に転移性大腸癌または転移性胃癌の存在またはその危険性
を示し得る。
【０１００】
　１つの実施形態では、組織または器官は、組織または器官が腫瘍を含まない場合、その
細胞が本発明によって同定される腫瘍抗原および／または本発明によって同定される腫瘍
核酸を実質的に発現しない組織または器官である。
【０１０１】
　１つの実施形態では、組織または器官は、組織または器官が腫瘍を含まない場合、その
細胞が本発明によって同定される腫瘍抗原および／または本発明によって同定される腫瘍
核酸を実質的に発現しない組織または器官であり、前記組織または器官は、例えば目視検
査または前記組織もしくは器官の細胞の培養試験によって、腫瘍性疾患に罹患していると
既に診断されている。この実施形態では、組織または器官の標識化は、腫瘍性疾患が転移
性結腸直腸癌、特に転移性大腸癌または転移性胃癌であることを示し得る。
【０１０２】
　本発明の方法による、組織または器官における転移性結腸直腸癌、特に転移性大腸癌ま
たは転移性胃癌の存在またはその危険性の指示はまた、患者における結腸直腸癌、特に大
腸癌および胃癌の存在またはその危険性を示し得る。
【０１０３】
　好ましくは、本発明の腫瘍性疾患の診断、検出または観測のための方法における腫瘍性
疾患は、大腸組織または胃組織以外の組織の腫瘍性疾患である。好ましくは、前記組織は
、小腸組織、脳、乳房、肝臓、肺、膵臓、腎臓、前立腺、脾臓、リンパ節、子宮内膜、食
道、胎盤、卵巣、精巣、子宮、皮膚、胸腺、膀胱、筋肉および子宮頸の組織である。さら
なる態様では、腫瘍性疾患は、転移性大腸癌および転移性胃癌から成る群より選択される
。
【０１０４】
　本発明の方法を用いた、上述したような腫瘍性疾患および／または転移性腫瘍性疾患お
よび／または腫瘍性疾患の再発の確定診断は、本明細書で述べる治療の方法に適する腫瘍
性疾患および／または転移性腫瘍性疾患および／または腫瘍性疾患の再発を示し得る。
【０１０５】
　循環腫瘍細胞（ＣＴＣｓ）は、上皮由来癌を有する患者の末梢血において超低濃度で認
められた。これらの細胞の数は、試料採取時点で進行性疾患を有する転移性癌患者のコホ
ートについての転帰と相関することが示されている。一部の報告は、大腸癌に罹患した患
者における循環腫瘍細胞の予後的役割を示唆する。従って、循環腫瘍細胞を測定するため
の装置は有用な診断ツールであり得る。
【０１０６】
　本発明は、上皮細胞特異的マーカー、すなわち本発明によって同定される腫瘍核酸およ
び腫瘍抗原を提供することによってこの必要性を満たす。この上皮細胞特異的マーカーは
、患者の循環腫瘍細胞を検出するための方法において有用である。方法は、転移性癌また
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は早期癌の存在を示し得る。方法の１つの態様では、標本中の循環腫瘍細胞の存在は、哺
乳動物被験者における癌再発の可能性を示す。前記方法のさらなる態様では、標本中の循
環腫瘍細胞の存在は、哺乳動物被験者における癌寛解状態を示す。
【０１０７】
　従って、本発明は、患者において循環腫瘍細胞を検出するための方法であって、前記患
者から単離された播種性もしくは循環腫瘍細胞または転移性腫瘍細胞を含有するまたは含
有することが疑われる生物学的試料において、（ｉ）本発明によって同定される腫瘍核酸
の核酸配列を含む核酸／本発明によって同定される腫瘍抗原のアミノ酸配列を含むペプチ
ドをコードする核酸、および／または（ｉｉ）本発明によって同定される腫瘍抗原もしく
は前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチド、を検出する
および／またはその量を測定することを含む方法に関する。好ましくは、患者は、腫瘍性
疾患を有する、腫瘍性疾患を有するもしくは発症することが疑われる、または腫瘍性疾患
の潜在的可能性を有する患者である。
【０１０８】
　このように、本発明の循環腫瘍細胞を検出するための方法では、本発明によって同定さ
れる腫瘍核酸および／または本発明によって同定される腫瘍抗原もしくはそれに由来する
腫瘍抗原ペプチドを標的分子として使用して、前記標的分子の存在を特徴とする細胞を同
定する。これらの細胞は循環腫瘍細胞である可能性が高い。
【０１０９】
　１つの実施形態では、核酸またはペプチドは、細胞、好ましくは腫瘍細胞においてイン
サイチューで検出されるまたはその量を測定される。１つの実施形態では、ペプチドは、
形質膜に組み込まれてまたはＭＨＣクラスＩもしくはクラスＩＩ、好ましくはＭＨＣクラ
スＩとの複合体として、細胞の表面にてインサイチューで検出されるまたはその量を測定
される。そのような標的分子の前記検出および／または量の測定を達成するための手段は
本明細書で説明され、当業者に明らかになる。
【０１１０】
　播種性もしくは循環腫瘍細胞または転移性腫瘍細胞を含有するまたは含有することが疑
われる生物学的試料は、例えば血液、血清、骨髄、痰、気管支吸引液および／または気管
支洗浄液を含む。
【０１１１】
　上記方法の１つの態様では、前記生物学的試料中の（ｉ）に従った前記核酸および／も
しくは（ｉｉ）に従った前記ペプチドの存在、または参照レベルと比較して増大している
前記生物学的試料中の前記核酸および／もしくは前記ペプチドの量は、前記患者における
循環腫瘍細胞の存在を示す。
【０１１２】
　上記方法の１つの態様では、試料中の循環腫瘍細胞の存在は、患者における腫瘍性疾患
、特に転移性腫瘍性疾患の存在またはその危険性を示し得る。さらなる態様では、試料中
の循環腫瘍細胞の存在は、患者における早期腫瘍性疾患の存在またはその危険性を示し得
る。さらなる態様では、前記患者における循環腫瘍細胞の存在は、結腸直腸癌、特に大腸
癌、胃癌、転移性結腸直腸癌、特に転移性大腸癌および転移性胃癌から構成される群より
選択される腫瘍性疾患の存在またはその危険性を示し得る。
【０１１３】
　特定の実施形態において本発明の方法は、投与されたまたは今後投与される癌療法の成
功を評価するおよび／または予後判定することを可能にする。上記方法の１つの態様では
、試料中の循環腫瘍細胞の存在は、患者における腫瘍転移または腫瘍再発の存在またはそ
の危険性を示し得る。前記方法のさらなる態様では、試料中の循環腫瘍細胞の存在は、患
者における腫瘍寛解状態を示し得る。
【０１１４】
　本発明の循環腫瘍細胞を検出するための方法を使用した腫瘍循環細胞の検出は、本明細
書で述べる治療方法に適する腫瘍性疾患および／または腫瘍性疾患の転移および／または
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腫瘍性疾患の再発を示し得る。
【０１１５】
　詳細な態様において試料中の循環腫瘍細胞の存在は、リンパ腫、骨髄腫、神経芽細胞腫
、乳癌、卵巣癌、肺癌、横紋筋肉腫、小細胞肺腫瘍、原発性脳腫瘍、胃癌、大腸癌、膵癌
、膀胱癌、精巣癌、甲状腺癌、神経芽細胞腫、食道癌、尿生殖器官癌、子宮頸癌、子宮内
膜癌、副腎皮質癌または前立腺癌を含むが、これらに限定されない癌の存在またはその危
険性を示し得る。
【０１１６】
　好ましくは、循環腫瘍細胞についてのそのような分析法は、検出可能に標識された、標
的ペプチドに対する抗体を使用して実施される。１つの特定の実施形態では、循環腫瘍細
胞についてのそのような分析法は、標的ペプチドに対するモノクローナル抗体による免疫
蛍光分析を用いて実施され、好ましくは患者の末梢血に関して実施される。
【０１１７】
　血液中の循環腫瘍細胞の存在は、転移性腫瘍性疾患または転移性腫瘍性疾患の危険性、
ならびに転帰不良およびより低い生存率と相関し得る。
【０１１８】
　ＣＴＣ検出のために現在使用可能な最も信頼できる方法は、免疫細胞化学的に標識され
た腫瘍細胞の認識のために画像解析を用いる自動デジタル顕微鏡検査（ＡＤＭ）である。
ＡＤＭは、しかし、８００細胞／秒というその非常に遅い走査速度が難点である。Ｋｒａ
ｅｆｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　１０：３０２０－８，２００
４。ＡＤＭの走査速度は、視野が限られているため試料を何度もステッピングすることに
付随する待ち時間に制約される。
【０１１９】
　この速度制約を回避するため、走査を必要とする細胞の総数を低減するいくつかのＣＴ
Ｃ濃縮技術が開発されている。これまでにこれらの濃縮アプローチの中で最も成功を収め
たのは免疫磁気濃縮（ＩＭＥ）である。Ｓｍｉｒｎｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　
Ｒｅｓ　６５：４９９３－７，２００５；Ａｌｌａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ　Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　１０：６８９７－９０４，２００４；Ｃｒｉｓｔｏｆａｎｉｌｌｉ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｎ　ＥｎｇｌＪ　Ｍｅｄ　３５１：７８１－９１，２００４。ＩＭＥの大
部分の実施においては、小型磁気ビーズに結合されたモノクローナル抗体が上皮細胞接着
分子、ＥｐＣＡＭを標的する。ビーズは、次に、富化のために磁界で操作される。
【０１２０】
　本発明のさらなる態様は、患者において転移性大腸癌細胞または転移性胃癌細胞を検出
する方法であって、（ｉ）本発明によって同定される腫瘍核酸の核酸配列を含む核酸／本
発明によって同定される腫瘍抗原のアミノ酸配列を含むペプチドをコードする核酸、およ
び／または（ｉｉ）本発明によって同定される腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由来する
腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドを、組織または器官が腫瘍を含まない場
合、その細胞が前記核酸またはペプチドを実質的に発現しない、腫瘍を有する前記患者の
組織または器官から単離された生物学的試料において検出するおよび／またはその量を測
定することを含む方法に関する。
【０１２１】
　このように、転移性大腸癌細胞または転移性胃癌細胞を検出する方法では、本発明によ
って同定される腫瘍核酸および／または本発明によって同定される腫瘍抗原もしくはそれ
に由来する腫瘍抗原ペプチドを標的分子として使用して、前記標的分子の存在を特徴とす
る腫瘍細胞を同定する。これらの細胞は、転移性大腸癌細胞または転移性胃癌細胞である
可能性が高い。１つの実施形態では、前記核酸またはペプチドは、細胞、好ましくは腫瘍
細胞においてインサイチューで検出されるまたはその量を測定される。
【０１２２】
　１つの実施形態において前記ペプチドは、原形質膜に組み込まれてまたはＭＨＣクラス
ＩもしくはクラスＩＩ、好ましくはＭＨＣクラスＩとの複合体として、細胞の表面にてイ
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ンサイチューで検出されるまたはその量を測定される。そのような標的分子の前記検出お
よび／または量の測定を達成するための手段は本明細書で説明され、当業者に明らかにな
る。
【０１２３】
　本発明によれば、核酸および／またはペプチドは、発現のレベルが結腸細胞および／も
しくは胃細胞または大腸組織および／もしくは胃組織における発現と比較してより低い場
合、実質的に発現されない。好ましくは、発現のレベルは、大腸細胞および／もしくは胃
細胞または大腸組織および／もしくは胃組織と比較して１０％未満、好ましくは５％、３
％、２％、１％、０．５％、０．１％または０．０５％未満またはさらに一層低い。好ま
しくは、核酸および／またはペプチドは、発現のレベルが検出限界より低い場合、実質的
に発現されない。
【０１２４】
　好ましくは、組織は、大腸組織または胃組織以外の組織である。好ましくは、前記組織
は、小腸、脳、乳房、肝臓、肺、膵臓、腎臓、前立腺、脾臓、リンパ節、子宮内膜、食道
、胎盤、卵巣、精巣、子宮、皮膚、胸腺、膀胱、筋肉および子宮頸の組織である。
【０１２５】
　好ましくは、組織または器官は、目視検査または前記組織もしくは器官の細胞の培養試
験によって腫瘍性疾患に罹患していると既に診断されている。
【０１２６】
　上記方法の１つの態様において前記生物学的試料中の（ｉ）に従った前記核酸および／
もしくは（ｉｉ）に従った前記ペプチドの存在、または参照レベルと比較して増大してい
る前記生物学的試料中の前記核酸および／もしくはペプチドの量は、前記組織または器官
における転移性大腸癌細胞または転移性胃癌細胞の存在またはその危険性を示す。前記組
織または器官における転移性大腸癌細胞または転移性胃癌細胞の存在はまた、前記患者に
おける結腸直腸癌、特に大腸癌および胃癌の存在またはその危険性を示し得る。
【０１２７】
　転移性大腸癌細胞または転移性胃癌細胞の確定診断は、生物学的試料が単離された組織
または器官の腫瘍が本明細書で述べる治療方法に適することを示し得る。
【０１２８】
　本発明のさらなる目的は、本発明の診断、検出または観測のための方法において、およ
び循環腫瘍細胞を検出するための方法において、および／または転移性大腸癌細胞もしく
は転移性胃癌細胞を検出する方法において有用な診断試験キットに関する。１つの実施形
態においてこれらのキットは、上記で定義した標的分子に特異的に結合するリガンドおよ
び、場合により、検出可能な標識、例えば指標酵素、放射性標識、発蛍光団または常磁性
粒子を含む。特定の実施形態では、リガンドは、上述した標的核酸分子に特異的な核酸プ
ライマーもしくはプローブ、または上述した標的ペプチドに特異的な抗体もしくはその誘
導体を含む。キットは、情報を提供するパンフレット、例えば本明細書で開示する方法を
実施するために試薬をどのように使用するかを知らせるパンフレットを含み得る。
【０１２９】
　さらなる態様では、本発明は、腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチ
ドのアミノ酸配列を含むペプチドをコードする核酸を含む、組換え核酸分子、特にＤＮＡ
またはＲＮＡ分子に関する。
【０１３０】
　本発明はまた、本発明の組換え核酸分子を含む宿主細胞に関する。好ましくは、そのよ
うな宿主細胞は、コードされるペプチドを発現する。
【０１３１】
　宿主細胞は組換え細胞であり得、コードされるペプチドを分泌することができ、それを
表面に発現することができ、好ましくは前記ペプチドまたはその処理産物に結合するＭＨ
Ｃ分子を付加的に発現し得る。１つの実施形態では、宿主細胞はＭＨＣ分子を内因性に発
現する。さらなる実施形態では、宿主細胞は、ＭＨＣ分子および／またはペプチドもしく
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はその処理産物を組換えによって発現する。宿主細胞は、好ましくは非増殖性である。好
ましい実施形態では、宿主細胞は、抗原提示細胞、特に樹状細胞、単球またはマクロファ
ージである。
【０１３２】
　さらなる態様では、本発明は、本発明によって同定される腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗
原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチド、または前記ペプチドの誘
導体に関する。
【０１３３】
　さらなる態様では、本発明は、本発明によって同定される腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗
原に由来する腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチド、または前記ペプチドの誘
導体に結合する物質に関する。好ましい実施形態では、前記物質は、タンパク質またはペ
プチド、特に抗体、Ｔ細胞受容体またはＭＨＣ分子である。さらなる実施形態では、抗体
は、モノクローナル、キメラ、ヒトもしくはヒト化抗体、結合性技術によって作製される
抗体、抗体のフラグメント、または合成抗体である。
【０１３４】
　本発明はさらに、本発明によって同定される腫瘍抗原もしくは前記腫瘍抗原に由来する
腫瘍抗原ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチド、または前記ペプチドの誘導体に結合す
る本発明の物質と、治療エフェクター部分または検出可能標識との間の複合体に関する。
【図面の簡単な説明】
【０１３５】
【図１ＡＢＣ】配列番号：１に従った核酸は、正常組織ならびに癌性の大腸組織および胃
組織において発現され、そのような組織の上皮細胞中に存在する原形質膜タンパク質をコ
ードする。Ａ）正常組織および大腸癌における３５サイクルのエンドポイントＲＴ－ＰＣ
Ｒ。Ｂ）正常組織における４０サイクルの定量的リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ。Ｃ）大腸癌
および胃癌における４０サイクルの定量的リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ。各々の正常組織に
ついて、２つの個別組織試料の平均発現値を示す。誤差バー、ＳＴＤ；点線、発現カット
オフ値。
【図１ＤＥ】配列番号：１に従った核酸は、正常組織ならびに癌性の大腸組織および胃組
織において発現され、そのような組織の上皮細胞中に存在する原形質膜タンパク質をコー
ドする。Ｄ）配列番号：２に蛍光マーカーを導入し、抗配列番号：２のポリクローナル抗
体で着色したＣＨＯ細胞のＩＦ顕微鏡分析。Ｅ）正常大腸および大腸癌における配列番号
：２に従ったタンパク質の発現のＩＨＣ検出。
【図２】配列番号：２に従ったタンパク質は原形質膜タンパク質である。配列番号：２に
従ったタンパク質の予測される原形質膜トポロジーおよび構造特徴。
【発明を実施するための形態】
【０１３６】
　本発明の一部の態様は、以下のように要約できる能動または受動免疫治療アプローチを
用いて、本発明によって同定される腫瘍核酸および腫瘍抗原を利用した腫瘍性疾患、特に
癌疾患の免疫療法を想定する。
【０１３７】
　免疫療法
　Ｉ．能動免疫療法（「癌ワクチン」）
　免疫：
　ｉ）抗原またはペプチド（天然または修飾）
　ｉｉ）抗原またはペプチドをコードする核酸
　ｉｉｉ）抗原またはペプチドをコードする組換え細胞
　ｉｖ）抗原またはペプチドをコードする組換えウイルス
　ｖ）抗原もしくはペプチド（天然もしくは修飾）でパルスした、または抗原もしくはペ
プチドをコードする核酸を導入した抗原提示細胞
　ＩＩ．受動免疫療法（「養子（獲得）免疫療法」）
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　ｖｉ）抗原を認識する抗体またはＴ細胞受容体の移入
　ｖｉｉ）抗原（バルクまたはクローン化集団）に対してインビトロで感作された細胞の
導入
　ｖｉｉｉ）抗原を認識し、好ましくは腫瘍特異的ＭＨＣクラスＩ提示ペプチドに対して
応答性であるＴ細胞受容体をコードする核酸を形質導入したエフェクター細胞（または幹
細胞）の移入。
【０１３８】
　ここ数年、腫瘍免疫におけるＣＤ８＋Ｔ細胞の役割が注目を集めてきた。腫瘍特異的Ｃ
Ｄ８＋ＣＴＬｓは、動物モデルにおいてインビボで腫瘍細胞を直接溶解し、腫瘍塊を根絶
できることが示されている。しかし、ＣＤ４＋Ｔ細胞も重要な役割を果たすと考えられ、
最適な癌ワクチンは、ＣＤ４＋およびＣＤ８＋Ｔ細胞の両方の関与を必要とすると考えら
れる。
【０１３９】
　無傷または実質的に無傷の腫瘍抗原での免疫は、クラスＩおよびクラスＩＩの両方の抗
原決定基に対して同時に免疫するという潜在的利点を有するが、大量の腫瘍抗原を精製す
るには多大の労力と時間が必要である。腫瘍抗原内のＭＨＣクラスＩおよびクラスＩＩペ
プチドの同定は、高レベルの純粋な合成ペプチドで免疫することを可能にする。ペプチド
アプローチはまた、どの抗原決定基を用いるかを選択することによってＭＨＣクラスＩお
よびクラスＩＩ型応答（または混合型）を選択できるという利点もある。ペプチドでの免
疫はまた、異なるサブセットのＴ細胞を刺激するためにサブドミナントおよび／または潜
在性エピトープを選択できる（抗原処理の必要性を回避し得るまたは「トリミング」の役
割に低減し得るため）ことも意味する。また、ペプチドを、その免疫原性を高めるように
修飾し得る（例えばそのＨＬＡクラスＩまたはＩＩアンカー部位で）。
【０１４０】
　本発明は、腫瘍特異的ＭＨＣクラスＩ提示ペプチドおよびそれらを使用する方法、なら
びに腫瘍特異的ＭＨＣクラスＩ提示ペプチドに対して応答性の細胞傷害性Ｔリンパ球（Ｃ
ＴＬｓ）およびそれらを使用する方法に関する。
【０１４１】
　１つの態様において本発明は、本発明によって同定される腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと
共に提示する性質を有する腫瘍に対する細胞応答を刺激することができる抗腫瘍ワクチン
を提供する。本発明の抗腫瘍ワクチンは、好ましくは腫瘍抗原ペプチドまたは腫瘍抗原ペ
プチド核酸を含有する。
【０１４２】
　本発明はまた、本発明によって同定される腫瘍抗原の１もしくはそれ以上またはそれに
由来する１もしくはそれ以上の腫瘍抗原ペプチドをコードする核酸の使用を包含する。そ
のようにコードされる抗原またはペプチドは、治療用または予防用抗腫瘍ワクチンとして
有効であると予測される。例えば、これらの核酸の特定の企図される適用は、そのような
抗原に対するＣＴＬ応答などの細胞応答および／または体液性免疫応答の誘導を含む。
【０１４３】
　プラスミドＤＮＡでの免疫は、ＣＤ８＋Ｔ細胞、ＣＤ４＋Ｔ細胞および抗体から成る抗
原特異的免疫応答を惹起することができる。ＤＮＡは、遺伝子銃法の免疫によって投与で
きる。遺伝子銃免疫では、プラスミドＤＮＡを金粒子に被覆し、続いてＤＮＡ被覆した粒
子を高圧のヘリウム駆動遺伝子銃によって皮膚内に送達し得る。
【０１４４】
　分子生物学の進歩により、本明細書で述べる腫瘍抗原または腫瘍抗原ペプチドをコード
する組換えウイルスを構築することが可能となった。これまでにいくつかの組換えウイル
スワクチンが使用されてきた。
【０１４５】
　いくつかのウイルスベクターは、悪性疾患の免疫療法を増強する潜在的可能性に関して
有望な結果を示している。複製可能および複製欠損ウイルスが使用でき、後者の群が好ま
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しい。ヘルペスウイルス、アデノウイルス、ワクシニアウイルス、レオウイルスおよびニ
ューカッスル病ウイルスは、本発明に従って有用な好ましいウイルスの例である。
【０１４６】
　樹状細胞（ＤＣｓ）などの抗原提示細胞（ＡＰＣ）は、ＭＨＣクラスＩ提示ペプチドも
しくは腫瘍溶解産物のいずれかを負荷する、または腫瘍抗原をコードするアデノウイルス
を用いた形質導入などによって核酸を形質導入することができる。
【０１４７】
　好ましい実施形態では、本発明の抗腫瘍ワクチンは、腫瘍抗原ペプチドを負荷したＡＰ
Ｃを含有する。これに関して、プロトコールは、人為的に腫瘍抗原ペプチドを提示するよ
うに操作されたＤＣｓのインビトロ培養／分化に基づき得る。遺伝的に操作されたＤＣｓ
の作製は、腫瘍抗原または腫瘍抗原ペプチドをコードする核酸をＤＣｓに導入することを
含み得る。ｍＲＮＡでのＤＣｓのトランスフェクションは、強力な抗腫瘍免疫を刺激する
有望な抗原負荷技術である。
【０１４８】
　樹状細胞（ＤＣｓ）は、末梢組織で捕捉された抗原を、ＭＨＣクラスＩＩおよびクラス
Ｉの両抗原提示経路を介してＴ細胞に提示する白血球集団である。ＤＣｓが免疫応答の強
力な誘導物質であり、これらの細胞の活性化が抗腫瘍免疫の誘導のために必須の工程であ
ることは周知である。ＤＣｓの成熟は、そのような抗原提示ＤＣがＴ細胞のプライミング
を導くＤＣ活性化状態と称され、一方未熟ＤＣによるその提示は寛容をもたらす。ＤＣ成
熟は、主として生来の受容体によって検出される細菌特徴を有する生体分子（細菌ＤＮＡ
、ウイルスＲＮＡ、内毒素等）、プロ炎症性サイトカイン（ＴＮＦ、ＩＬ－１、ＩＦＮ）
、ＣＤ４０ＬによるＤＣ表面でのＣＤ４０の連結、およびストレスによる細胞死を受けた
細胞から放出される物質によって引き起こされる。ＤＣは、骨髄細胞を顆粒球－マクロフ
ァージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）および腫瘍壊死因子αなどのサイトカインと共
にインビトロで培養することによって誘導できる。
【０１４９】
　本発明のさらにもう１つの実施形態は、前記で定義した標的抗原に対する抗体、好まし
くはモノクローナル抗体の調製を含む。そのようなモノクローナル抗体は、従来の方法に
よって作製でき、限定されることなく、ヒトモノクローナル抗体、ヒト化モノクローナル
抗体、キメラモノクローナル抗体、一本鎖抗体、例えばｓｃＦｖ'ｓ、ならびにＦａｂお
よびＦａｂ'フラグメントなどの抗原結合抗体フラグメントを含む、そのフラグメントま
たは誘導体を包含する。モノクローナル抗体の調製のための方法は当技術分野において公
知である。一般に、モノクローナル抗体の調製は、対象抗原での適切な宿主の免疫、宿主
からの免疫細胞の単離、モノクローナル抗体を単離するためのそのような免疫細胞の使用
、およびそのような抗原のいずれかに特異的に結合するモノクローナル抗体についてのス
クリーニングを含む。抗体フラグメントは、公知の方法、例えばモノクローナル抗体の酵
素的切断によって調製し得る。
【０１５０】
　これらのモノクローナル抗体およびフラグメントは、受動抗腫瘍免疫療法のために有用
であるか、または標的化細胞毒性、すなわち腫瘍細胞の死滅を提供するために治療エフェ
クター部分、例えば放射性標識、細胞毒、治療酵素、アポトーシスを誘導する物質等に結
合し得る。本発明の１つの実施形態では、そのような抗体またはフラグメントを、標識ま
たは非標識形態で、単独でまたは他の治療薬、例えば癌治療に適するシスプラチン、メト
トレキサート、アドリアマイシン等のような化学療法剤と共に投与する。
【０１５１】
　受動抗腫瘍免疫療法のために使用される場合、抗体は、治療エフェクター部分に結合さ
れてもよくまたは結合されなくてもよい。好ましくは、本明細書で述べる抗体は、補体依
存性細胞傷害（ＣＤＣ）媒介性溶解、抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）媒介性溶解、アポ
トーシス、同型接着、および／または食作用を誘導することによって、好ましくはＣＤＣ
媒介性溶解および／またはＡＤＣＣ媒介性溶解を誘導することによって細胞の死滅を媒介
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する。本明細書で述べる抗体は、好ましくは免疫系の成分と、好ましくはＡＤＣＣまたは
ＣＤＣを介して相互作用する。しかし、本発明の抗体はまた、単に細胞表面の腫瘍抗原と
結合することによって、従って、例えば細胞の増殖をブロックすることによって作用を及
ぼし得る。
【０１５２】
　ＡＤＣＣは、好ましくは標的細胞が抗体によってマークされることを必要とする、本明
細書で述べるエフェクター細胞、特にリンパ球の細胞死滅能力を表す。
【０１５３】
　ＡＤＣＣは、好ましくは、抗体が腫瘍細胞上の抗原に結合し、抗体Ｆｃドメインが免疫
エフェクター細胞の表面のＦｃ受容体（ＦｃＲ）に係合するときに起こる。Ｆｃ受容体の
いくつかのファミリーが同定されており、特定細胞集団は定められたＦｃ受容体を特徴的
に発現する。ＡＤＣＣは、様々な程度の即時腫瘍破壊を直接誘導する機構とみなすことが
でき、前記機構はまた、抗原提示および腫瘍に対するＴ細胞応答の誘導も導く。好ましく
は、ＡＤＣＣのインビボでの誘導は、抗腫瘍Ｔ細胞応答および宿主由来の抗体応答を導く
。
【０１５４】
　ＣＤＣは、抗体によって指令され得るもう１つの細胞死滅方法である。ＩｇＭは補体活
性化のために最も有効なアイソタイプである。ＩｇＧ１およびＩｇＧ３も、古典的補体活
性化経路を介してＣＤＣを指令するうえで非常に有効である。好ましくは、このカスケー
ドにおいて、抗原－抗体複合体の形成は、ＩｇＧ分子などの関与抗体分子のＣＨ２ドメイ
ン上のごく近接する多数のＣ１ｑ結合部位の暴露を生じさせる（Ｃ１ｑは補体Ｃ１の３つ
のサブ成分の１つである）。好ましくは、これらの暴露されたＣ１ｑ結合部位は、それま
での低親和性Ｃ１ｑ－ＩｇＧ相互作用を高い親和性の相互作用へと変換し、それが、一連
の他の補体タンパク質を含む事象のカスケードを引き起こし、エフェクター細胞化学走性
／活性化物質Ｃ３ａおよびＣ５ａのタンパク質分解性放出を導く。好ましくは、補体カス
ケードは、細胞内および細胞外への水と溶質の自由な通過を促進し、アポトーシスへと導
き得る細胞膜の孔を作り出す、膜傷害性複合体の形成で終了する。
【０１５５】
　腫瘍抗原を認識できる免疫細胞（場合により遺伝的に修飾された）での受動免疫療法は
、選択された患者において癌の退縮を媒介するのに有効である。これらの技術は、腫瘍反
応性Ｔ細胞のクローン化またはポリクローナル培養物のエクスビボ（ｅｘ　ｖｉｖｏ）で
の再活性化と増殖に基づき得る。培養後、Ｔ細胞をＩＬ－２と共に患者に再注入し得る。
ヒトリンパ球を、抗原提示細胞上に提示される腫瘍抗原ペプチドに対してインビトロ（ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏ）で感作するインビトロ技術が開発されている。インビトロでの反復刺激
によって、ヒト腫瘍抗原を認識する大きな能力を備えた細胞を誘導することができる。こ
れらの細胞の養子移入は、通常どおりに増殖した細胞よりもインビボ（ｉｎ　ｖｉｖｏ）
で腫瘍退縮を媒介するのにより有効であり得る。
【０１５６】
　１つの実施形態では、自己細胞傷害性リンパ球または腫瘍浸潤リンパ球を、癌を有する
患者から入手し得る。リンパ球を培養で増殖させ、腫瘍抗原応答性ＣＴＬを、単独でまた
は少なくとも１つの免疫調節剤と組み合わせて、好ましくは付加的にサイトカインと組み
合わせて、ＭＨＣクラスＩと共に提示される腫瘍抗原ペプチドの存在下で培養することに
よって増殖させ得る。腫瘍抗原応答性ＣＴＬを、次に、患者における腫瘍を低減するまた
は排除するのに有効な量で患者に注入して戻す。
【０１５７】
　既存の応答が不十分である場合は、リンパ球の採取の前に抗腫瘍ペプチドワクチンで患
者を予備刺激することができる。養子移入されたＣＴＬｓは、低用量から中用量のＩＬ－
２注入で最も良好に生存すると予想される。
【０１５８】
　「腫瘍抗原応答性ＣＴＬ」とは、例えば腫瘍細胞の表面に、ＭＨＣクラスＩと共に提示
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される、前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドに対して応答性であるＣＤ８＋Ｔ細胞
を意味する。
【０１５９】
　本発明によれば、ＣＴＬの応答性は、持続的カルシウム溶剤、細胞分裂、ＩＦＮ－γお
よびＴＮＦ－αなどのサイトカインの産生、ＣＤ４４およびＣＤ６９などの活性化マーカ
ーの上方調節、ならびに標的細胞を発現する腫瘍抗原の特異的細胞溶解死滅を含み得る。
ＣＴＬの応答性はまた、ＣＴＬの応答性を正確に示す人工レポーターを使用して測定し得
る。
【０１６０】
　「腫瘍抗原ペプチド」または「腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチド」とは、本発明に
よって同定される腫瘍抗原のフラグメントまたはペプチドのアミノ酸配列に実質的に対応
するアミノ酸配列を含むオリゴペプチドまたはポリペプチドを意味する。好ましくは、腫
瘍抗原ペプチドは、本明細書で同定される腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと共に提示する性質
を有する腫瘍に対する細胞応答、好ましくは腫瘍抗原応答性ＣＴＬを刺激することができ
る、ならびに／またはそれ自体でもしくは免疫原性担体に結合して使用された場合、本発
明によって同定される腫瘍抗原に特異的に結合する抗体を惹起することができる。本発明
による腫瘍抗原ペプチドは、配列表の配列番号：２に従ったアミノ酸配列のフラグメント
の配列に実質的に対応する配列を含むペプチドであるか、または前記ペプチドの誘導体で
ある。腫瘍抗原ペプチドは任意の長さであり得る。
【０１６１】
　腫瘍抗原ペプチドが直接、すなわち未処理の状態で、特に切断されずに提示される場合
、腫瘍抗原ペプチドは、ＭＨＣ分子、特にＭＨＣクラスＩ分子に結合するのに適した長さ
を有し、好ましくは７～２０アミノ酸長、より好ましくは７～１２アミノ酸長、より好ま
しくは８～１１アミノ酸長、特に９または１０アミノ酸長である。好ましくは、直接提示
される腫瘍抗原ペプチドの配列は、本発明によって同定される腫瘍抗原のアミノ酸配列に
由来する、すなわちその配列は本発明によって同定される腫瘍抗原のフラグメントに実質
的に対応し、好ましくは完全に同一である。腫瘍抗原ペプチドが処理された後に、特に切
断後に提示される場合、プロセシングによって生成されるペプチドは、ＭＨＣ分子、特に
ＭＨＣクラスＩ分子に結合するのに適した長さを有し、好ましくは７～２０アミノ酸長、
より好ましくは７～１２アミノ酸長、より好ましくは８～１１アミノ酸長、特に９または
１０アミノ酸長である。好ましくは、処理後に提示されるペプチドの配列は、本発明によ
って同定される腫瘍抗原のアミノ酸配列に由来する、すなわちその配列は本発明によって
同定される腫瘍抗原のフラグメントに実質的に対応し、好ましくは完全に同一である。従
って、１つの実施形態での本発明による腫瘍抗原ペプチドは、本発明によって同定される
腫瘍抗原のフラグメントに実質的に対応し、好ましくは完全に同一である、７～２０アミ
ノ酸長、より好ましくは７～１２アミノ酸長、より好ましくは８～１１アミノ酸長、特に
９または１０アミノ酸長の配列を含み、腫瘍抗原ペプチドの処理後に提示ペプチドを形成
する。しかし、腫瘍抗原ペプチドはまた、上記で述べた配列よりもさらに一層長い、本発
明によって同定される腫瘍抗原のフラグメントに実質的に対応し、好ましくは完全に同一
である配列を含み得る。１つの実施形態では、腫瘍抗原ペプチドは、本発明によって同定
される腫瘍抗原の配列全体を含み得る。
【０１６２】
　好ましくは、腫瘍抗原ペプチドは、直接または処理された後に、ＭＨＣクラスＩ分子と
共に提示され得、そのように提示された場合、腫瘍抗原応答性ＣＴＬを刺激することがで
きる。ＭＨＣクラスＩによって提示されるペプチドの配列に実質的に対応するアミノ酸配
列を有するペプチドは、ＭＨＣクラスＩによって提示されるペプチドのＴＣＲ認識のため
、またはＭＨＣへのペプチドの結合のために必須ではない１またはそれ以上の残基におい
て異なり得る。そのような実質的に対応するペプチドも、腫瘍抗原応答性ＣＴＬを刺激す
ることができる。ＴＣＲ認識に影響を及ぼさないが、ＭＨＣへの結合の安定性を改善する
残基において提示ペプチドと異なるアミノ酸配列を有するペプチドは、腫瘍抗原ペプチド
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の免疫原性を改善することができ、本明細書では「最適化ペプチド」と称され得る。これ
らの残基のいずれがＭＨＣまたはＴＣＲのどちらかへの結合に影響を及ぼす可能性がより
高いと考えられるかについての既存の知識を利用して、実質的に対応するペプチドの設計
への合理的なアプローチを使用し得る。機能性である生じたペプチドは、腫瘍抗原ペプチ
ドとして考慮される。
【０１６３】
　「免疫反応性細胞」とは、適切な刺激後に免疫細胞（Ｂ細胞、ヘルパーＴ細胞またはＣ
ＴＬなど）へと成熟することができる細胞を意味する。つまり、免疫反応性細胞は、ＣＤ
３４＋造血幹細胞、未熟Ｔ細胞および未熟Ｂ細胞を含む。腫瘍抗原を認識するＣＴＬｓを
生成することを所望する場合は、免疫反応性細胞を、ＣＴＬｓの産生、分化および／また
は選択を促進する条件下で腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドを提
示する細胞と接触させる。
【０１６４】
　「腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと共に提示する性質を有する細胞」または「腫瘍抗原をＭ
ＨＣクラスＩと共に提示する細胞」または同様の表現は、腫瘍細胞、またはＭＨＣクラス
Ｉ分子に関連して、それが発現する腫瘍抗原もしくは、例えば腫瘍抗原のプロセシングに
よる、前記腫瘍抗原に由来するフラグメントを提示する抗原提示細胞などの細胞を意味す
る。同様に、「腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと共に提示する性質を有する腫瘍」という用語
は、腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと共に提示する性質を有する細胞を含む腫瘍を表す。
【０１６５】
　「本発明によって同定される提示される腫瘍抗原のフラグメント」または同様の表現は
、フラグメントが、例えば抗原提示細胞に直接添加された場合、ＭＨＣクラスＩまたはク
ラスＩＩ、好ましくはＭＨＣクラスＩによって提示され得ることを意味する。１つの実施
形態では、フラグメントは、本発明によって同定される腫瘍抗原を発現する細胞、例えば
腫瘍細胞によって天然に提示されるフラグメントである。
【０１６６】
　「腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドを認識する細胞」または「
腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドを認識する免疫反応性細胞」ま
たは同様の表現は、特に抗原提示細胞または腫瘍細胞の表面上のようにＭＨＣ分子に関連
して提示された場合、前記腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドをあ
る程度の特異性で認識することができる細胞を意味する。好ましくは、前記認識は、腫瘍
抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドを認識する細胞が応答性であること
を可能にする。細胞が、ＭＨＣクラスＩＩ分子に関連して腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に
由来する腫瘍抗原ペプチドを認識する受容体を担持するヘルパーＴ細胞（ＣＤ４＋Ｔ細胞
）である場合、そのような応答性は、サイトカインの放出ならびに／またはＣＤ８＋リン
パ球（ＣＴＬｓ）および／もしくはＢ細胞の活性化を含み得る。細胞がＣＴＬである場合
、そのような応答性は、例えばアポトーシスまたはパーフォリン媒介性細胞溶解を介した
、ＭＨＣクラスＩ分子に関連して提示される細胞、すなわち腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと
共に提示する性質を有する細胞の除去を含み得る。腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来す
る腫瘍抗原ペプチドを認識し、応答性であるそのようなＣＴＬはまた、本明細書では「腫
瘍抗原応答性ＣＴＬ」とも称される。細胞がＢ細胞である場合、そのような免疫応答性は
免疫グロブリンの放出を含み得る。
【０１６７】
　「腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由来する腫瘍抗原ペプチドを認識するＴ細胞受容体」
とは、特にＭＨＣ分子に関連して提示された場合、前記腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由
来する腫瘍抗原ペプチドをある程度の特異性で認識することができるＴ細胞受容体を意味
する。好ましくは、前記認識は、上記で概説したように腫瘍抗原または前記腫瘍抗原に由
来する腫瘍抗原ペプチドを認識するＴ細胞受容体を担持する細胞が応答性であることを可
能にする。
【０１６８】
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　「腫瘍抗原に対する細胞応答」は、腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩまたはクラスＩＩと共に
提示する性質を有する細胞に対する細胞応答を含むことが意図されている。細胞応答は、
「ヘルパー」または「キラー」のいずれかとして働くＴ細胞またはＴリンパ球と呼ばれる
細胞に関する。ヘルパーＴ細胞（ＣＤ４＋Ｔ細胞とも称される）は、免疫応答を調節する
ことによって中心的役割を果たし、キラー細胞（細胞傷害性Ｔ細胞、細胞溶解性Ｔ細胞、
ＣＤ８＋Ｔ細胞またはＣＴＬｓとも称される）は、腫瘍細胞を死滅させ、より多くの腫瘍
細胞の産生を阻止する。両方の免疫応答が必要であると考えられるが、癌を制御するため
にはＣＴＬ応答がより重要であると考えられる。
【０１６９】
　本発明によれば、参照試料または参照生物などの「参照品」は、試験試料または試験生
物、すなわち患者から本発明の方法で得られる結果を関連付け、比較するために使用され
得る。典型的には、参照生物は健常生物、特に腫瘍性疾患に罹患していない生物である。
【０１７０】
　「参照値」または「参照レベル」は、十分に大きな数の参照品を測定することによって
参照品から経験的に決定され得る。好ましくは、参照値は、少なくとも２、好ましくは少
なくとも３、好ましくは少なくとも５、好ましくは少なくとも８、好ましくは少なくとも
１２、好ましくは少なくとも２０、好ましくは少なくとも３０、好ましくは少なくとも５
０、または好ましくは少なくとも１００の参照品を測定することによって決定される。
【０１７１】
　本発明によれば、「結合」という用語は、好ましくは特異的結合に関する。「特異的結
合」は、抗体などの物質が、それが特異的である抗原決定基などの標的に対して、別の標
的への結合と比較してより強く結合することを意味する。ある物質は、第二標的に対する
解離定数（ＫＤ）より低い解離定数で第一標的に結合する場合、第二標的に比べて第一標
的により強く結合する。好ましくは、物質が特異的に結合する標的に対する解離定数（Ｋ

Ｄ）は、その物質が特異的に結合しない標的に対する解離定数（ＫＤ）よりも１０２倍、
１０３倍、１０４倍、１０５倍、１０６倍、１０７倍、１０８倍、１０９倍または１０１

０倍以上低い。
【０１７２】
　本発明によれば、核酸は、好ましくはデオキシリボ核酸（ＤＮＡ）またはリボ核酸（Ｒ
ＮＡ）である。核酸は、本発明によれば、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、組換え生
産されたおよび化学合成された分子を含む。本発明によれば、核酸は、一本鎖または二本
鎖としておよび直鎖状または共有結合閉環状分子として存在し得る。
【０１７３】
　「本発明によって同定される腫瘍核酸」および「本発明によって同定される腫瘍抗原を
コードする核酸」という用語は、同様の意味を有する。
【０１７４】
　本明細書で使用される、「ＲＮＡ」という用語は、少なくとも１つのリボヌクレオチド
残基を含む分子を意味する。「リボヌクレオチド」とは、β－Ｄ－リボ－フラノース部分
の２'位にヒドロキシル基を有するヌクレオチドを意味する。この用語は、二本鎖ＲＮＡ
、一本鎖ＲＮＡ、部分的に精製されたＲＮＡなどの単離ＲＮＡ、基本的に純粋なＲＮＡ、
合成ＲＮＡ、組換え生産されたＲＮＡ、ならびに１またはそれ以上のヌクレオチドの付加
、欠損、置換および／または改変によって天然に生じるＲＮＡとは異なる改変ＲＮＡを包
含する。そのような改変は、ＲＮＡの末端または内部などへの、例えばＲＮＡの１または
それ以上のヌクレオチドにおける、非ヌクレオチド物質の付加を含み得る。ＲＮＡ分子内
のヌクレオチドはまた、天然では生じないヌクレオチドまたは化学合成されたヌクレオチ
ドまたはデオキシヌクレオチドのような非標準ヌクレオチドも含み得る。これらの改変さ
れたＲＮＡは、類似体または天然に生じるＲＮＡの類似体と称され得る。
【０１７５】
　本明細書において核酸の検出または核酸の量の測定に言及する場合、実際に検出される
べきであるまたはその量が実際に測定されるべきである核酸は、好ましくはｍＲＮＡであ
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る。しかし、これはまた、ｍＲＮＡが間接的に検出されるまたはｍＲＮＡの量が間接的に
測定される実施形態を含み得ることが了解されるべきである。例えば、ｍＲＮＡがｃＤＮ
Ａに変換されて、そのｃＤＮＡが検出されてもよく、またはその量が測定されてもよい。
ｍＲＮＡは、本明細書ではｃＤＮＡの等価物とみなされる。当業者は、ｃＤＮＡ配列がｍ
ＲＮＡ配列と等価であり、本明細書では同じ目的のため、例えば検出されるべき核酸にハ
イブリダイズするプローブの作製のために使用できることを理解する。従って、本明細書
において配列表に示す配列に言及する場合、これはまた、前記配列のＲＮＡ等価物も包含
するものとする。
【０１７６】
　本発明に従って述べる核酸は、好ましく単離されている。「単離核酸」という用語は、
本発明によれば、核酸が、（ｉ）例えばポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって、イン
ビトロで増幅された、（ｉｉ）クローニングによって組換え生産された、（ｉｉｉ）例え
ば切断とゲル電気泳動による分画によって、精製された、または（ｉｖ）例えば化学合成
によって、合成されたことを意味する。単離核酸は、組換えＤＮＡ技術による操作のため
に使用可能な核酸である。
【０１７７】
　例えば核酸およびアミノ酸配列に関して「変異体」という用語は、本発明によれば、任
意の変異体、特に突然変異体、スプライス変異体、立体配座変異体、アイソフォーム、対
立遺伝子変異体、種変異体および種ホモログ、特に天然に存在するものを包含する。対立
遺伝子変異体は、遺伝子の正常な配列の変化に関するが、その重要性はしばしば不明確で
ある。完全な遺伝子配列決定は、多くの場合、所与の配列に対する多数の対立遺伝子変異
体を同定する。種ホモログは、所与の核酸またはアミノ酸配列のものとは異なる種を起源
とする核酸またはアミノ酸配列である。
【０１７８】
　核酸分子に関して、「変異体」という用語は、縮重核酸配列を包含し、本発明による縮
重核酸は、遺伝暗号の縮重のためにコドン配列が参照の核酸とは異なる核酸である。
【０１７９】
　さらに、本発明による特定核酸配列の「変異体」は、単一または、少なくとも２、少な
くとも４、または少なくとも６、好ましくは３まで、４まで、５まで、６まで、１０まで
、１５まで、または２０までのような複数のヌクレオチド置換、欠層および／または付加
を含む核酸配列を包含する。
【０１８０】
　好ましくは、所与の核酸配列と前記所与の核酸配列の変異体である核酸配列との間の相
同性は、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも７５％、好ましくは少なくとも８０％
、より好ましくは少なくとも８５％、さらに一層好ましくは少なくとも９０％、または最
も好ましくは少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％または９９％である。相同性は
、好ましくは、少なくとも約３０、少なくとも約５０、少なくとも約７０、少なくとも約
９０、少なくとも約１００、少なくとも約１５０、少なくとも約２００、少なくとも約２
５０、少なくとも約３００、または少なくとも約４００ヌクレオチドの領域に対して与え
られる。好ましい実施形態では、相同性は、参照の核酸配列の全長に対して与えられる。
【０１８１】
　「配列類似性」は、同一であるかまたは保存的アミノ酸置換であるアミノ酸のパーセン
テージを示す。２つのポリペプチドまたは核酸配列の間の「配列同一性」は、配列間で同
一であるアミノ酸またはヌクレオチドのパーセンテージを示す。
【０１８２】
　「同一性割合」という用語は、最良のアラインメント後に得られた、比較する２つの配
列の間で同一であるヌクレオチドまたはアミノ酸残基の割合を表すことが意図されており
、この割合は純粋に統計的であって、２つの配列の間の相違は、ランダムにおよびそれら
の全長にわたって分布する。２つのヌクレオチドまたはアミノ酸配列の間の配列比較は、
従来、これらの配列を最適に整列した後に比較することによって実施され、前記比較は、
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配列類似性の局所領域を同定し、比較するためにセグメントごとにまたは「比較ウインド
ウ」ごとに実施される。比較のための配列の最適アラインメントは、手操作による以外に
、Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，１９８１，Ａｄｓ　Ａｐｐ．Ｍａｔｈ．２，
４８２の局所相同性アルゴリズムによって、Ｎｅｄｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ
，１９７０，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８，４４３の局所相同性アルゴリズムによって、
Ｐｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ，１９８８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８５，２４４４の類似性検索法によって、またはこれらのアルゴリズムを
使用したコンピュータプログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗ
ａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，５７５　
Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉｖｅ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．におけるＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩ
Ｔ、ＦＡＳＴＡ、ＢＬＡＳＴ　Ｐ、ＢＬＡＳＴ　ＮおよびＴＦＡＳＴＡ）によって作成さ
れ得る。
【０１８３】
　同一性割合は、比較する２つの配列の間で同一の位置の数を決定し、これら２つの配列
間の同一性割合を得るために、この数を比較する位置の数で除して、得られた結果に１０
０を乗じることによって計算される。
【０１８４】
　核酸は、２つの配列が互いに相補的である場合、もう１つの核酸に「ハイブリダイズす
ることができる」または「ハイブリダイズする」。核酸は、２つの配列が互いと安定な二
本鎖を形成することができる場合、もう１つの核酸に「相補的」である。本発明によれば
、ハイブリダイゼーションは、好ましくはポリヌクレオチド間の特異的ハイブリダイゼー
ションを許容する条件（ストリンジェントな条件）下で実施される。ストリンジェントな
条件は、例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ，Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｄｉｔｏｒｓ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔ
ｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｐｒｅｓｓ，
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８９またはＣｕｒｒｅ
ｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｆ．Ｍ．Ａｕ
ｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｄｉｔｏｒｓ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉ
ｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋに記載されており、例えば、ハイブリダイゼーション緩衝液（
３．５×ＳＳＣ、０．０２％Ｆｉｃｏｌｌ、０．０２％ポリビニルピロリドン、０．０２
％ウシ血清アルブミン、２．５ｍＭ　ＮａＨ２ＰＯ４（ｐＨ７）、０．５％ＳＤＳ、２ｍ
Ｍ　ＥＤＴＡ）中６５℃でのハイブリダイゼーションを参照されたい。ＳＳＣは、０．１
５Ｍ塩化ナトリウム／０．１５Ｍクエン酸ナトリウム、ｐＨ７である。ハイブリダイゼー
ション後、ＤＮＡが導入された膜を、例えば２×ＳＳＣ中室温で、次に０．１～０．５×
ＳＳＣ／０．１×ＳＤＳ中６８℃までの温度で洗浄する。
【０１８５】
　相補性割合は、第二の核酸配列と水素結合（例えばワトソン－クリック塩基対合）を形
成することができる核酸分子内の連続する残基のパーセンテージを示す（例えば、１０個
のうち５、６、７、８、９、１０個は５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、および
１００％相補的である）。「完全に相補的（ｐｅｒｆｅｃｔｌｙ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ
ａｒｙ、ｆｕｌｌｙ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ）」は、核酸配列のすべての連続する
残基が第二核酸配列内の同じ数の連続する残基と水素結合することを意味する。好ましく
は、本発明による相補性の程度は、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも７５％、好
ましくは少なくとも８０％、より好ましくは少なくとも８５％、さらに一層好ましくは少
なくとも９０％、または最も好ましくは少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％また
は９９％である。最も好ましくは、本発明による相補性の程度は１００％である。
【０１８６】
　「誘導体」という用語は、ヌクレオチド塩基、糖またはリン酸塩上の核酸の任意の化学
的誘導体化を含む。「誘導体」という用語はまた、天然には生じないヌクレオチドおよび
ヌクレオチド類似体を含む核酸を包含する。好ましくは、核酸の誘導体化はその安定性を
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高める。
【０１８７】
　腫瘍抗原または腫瘍抗原ペプチドをコードする核酸は、本発明によれば、単独でまたは
他の核酸、特に異種核酸との組合せで存在し得る。好ましくは、腫瘍抗原または腫瘍抗原
ペプチドをコードする核酸は、前記腫瘍抗原または腫瘍抗原ペプチドを発現する。好まし
い実施形態では、核酸は、前記核酸に関して同種または異種であってよい発現制御配列ま
たは調節配列に機能的に連結されている。コード配列と調節配列は、それらが、前記コー
ド配列の発現または転写が前記調節配列の制御下または影響下にあるように互いに共有結
合で連結されている場合、互いに「機能的に」連結されている。コード配列が機能的タン
パク質に翻訳される場合、調節配列が前記コード配列に機能的に連結されていれば、前記
調節配列の誘導は、コード配列内にフレームシフトを引き起こすことなくまたは前記コー
ド配列が所望タンパク質もしくはペプチドに翻訳されるのを不可能にすることなく、前記
コード配列の転写を生じさせる。
【０１８８】
　「発現制御配列」または「調節配列」という用語は、本発明の、他の制御エレメントに
よれば、プロモーター、エンハンサーおよび遺伝子の発現を調節することが出来る。本発
明の特定の実施形態では、発現制御配列を調節することができる。調節配列の正確な構造
は、種または細胞型に応じて異なり得るが、一般には、ＴＡＴＡボックス、キャッピング
配列、ＣＡＡＴ配列等のような、それぞれ転写および翻訳の開始に関与する５'非転写配
列および５'非翻訳配列を含む。より詳細には、５'非転写調節配列は、機能的に連結され
た遺伝子の転写制御のためのプロモーター配列を含有するプロモーター領域を含む。調節
配列はまた、エンハンサー配列または上流活性化配列も含み得る。
【０１８９】
　本発明によれば、核酸はさらに、前記核酸によってコードされるタンパク質またはペプ
チドの宿主細胞からの分泌を制御するペプチドをコードする別の核酸と組み合わせて存在
し得る。本発明によれば、核酸はまた、コードされるタンパク質またはペプチドが宿主細
胞の細胞膜に固定されるまたは前記細胞の特定小器官に分画されることを生じさせるペプ
チドをコードする別の核酸と組み合わせて存在し得る。同様に、レポーター遺伝子または
任意の「タグ」である核酸との組合せが可能である。
【０１９０】
　好ましい実施形態では、組換え核酸分子は、本発明によれば、核酸、例えば本発明によ
って同定される腫瘍抗原をコードする核酸の発現を制御する、適切な場合にはプロモータ
ーを有する、ベクターである。「ベクター」という用語は、本明細書ではその最も典型的
な意味で使用され、核酸が、例えば原核細胞および／または真核細胞に導入されて、適切
な場合には、ゲノムに組み込まれることを可能にする、前記核酸のための任意の中間ビヒ
クルを含む。この種のベクターは、好ましくは細胞内で複製および／または発現される。
中間ビヒクルは、例えば、電気穿孔法、微粒子銃、リポソーム投与、アグロバクテリアを
用いた導入、またはＤＮＡもしくはＲＮＡウイルスを介した挿入における使用に適合させ
得る。ベクターは、プラスミド、ファージミド、バクテリオファージまたはウイルスゲノ
ムを含む。
【０１９１】
　本発明によって同定される腫瘍抗原をコードする核酸は、宿主細胞のトランスフェクシ
ョンのために使用し得る。本明細書における核酸は、組換えＤＮＡおよびＲＮＡの両方を
意味する。組換えＲＮＡは、ＤＮＡ鋳型のインビトロ転写によって作製し得る。さらに、
適用の前に配列の安定化、キャップ形成およびポリアデニル化によって修飾してもよい。
【０１９２】
　本発明によれば、「宿主細胞」という用語は、外来性の核酸を形質転換またはトランス
フェクトすることができる任意の細胞に関する。「宿主細胞」という用語は、本発明によ
れば、原核細胞（例えば大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ））または真核細胞（例えば樹状細胞、Ｂ
細胞、ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、Ｋ５６２細胞、酵母細胞および昆虫細胞）を含む。ヒト
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、マウス、ハムスター、ブタ、ヤギ、霊長動物からの細胞などの哺乳動物細胞が特に好ま
しい。細胞は様々な組織型に由来してよく、一次細胞および細胞株を含み得る。具体的な
例は、ケラチノサイト、末梢血白血球、骨髄の幹細胞および胚性幹細胞を含む。さらなる
実施形態では、宿主細胞は、抗原提示細胞、特に樹状細胞、単球またはマクロファージで
ある。核酸は、単一コピーまたは２もしくはそれ以上のコピーの形態で宿主細胞内に存在
してよく、１つの実施形態では、宿主細胞において発現される。
【０１９３】
　本発明によれば、「発現」という用語は、その最も典型的な意味で使用され、ＲＮＡの
産生またはＲＮＡとタンパク質の産生を含む。この用語はまた、核酸の部分的発現を含む
。さらに、発現は一過性にまたは安定に実施され得る。哺乳動物細胞における好ましい発
現系は、Ｇ４１８に対する耐性を付与する遺伝子のような選択マーカー（従って安定にト
ランスフェクトされた細胞株を選択することを可能にする）およびサイトメガロウイルス
（ＣＭＶ）のエンハンサー－プロモーター配列を含有する、ｐｃＤＮＡ３．１、ｐｃＤＮ
Ａ３．３およびｐＲｃ／ＣＭＶ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を含
む。
【０１９４】
　ＭＨＣ分子が腫瘍抗原または腫瘍抗原ペプチドを提示する本発明の場合、発現ベクター
はまた、前記ＭＨＣ分子をコードする核酸配列を含み得る。ＭＨＣ分子をコードする核酸
配列は、腫瘍抗原または腫瘍抗原ペプチドをコードする核酸と同じ発現ベクターに存在し
てもよく、または２つの核酸が異なる発現ベクターに存在してもよい。後者の場合、２つ
の発現ベクターを細胞に同時に形質転換し得る。宿主細胞が腫瘍抗原もしくは腫瘍抗原ペ
プチドまたはＭＨＣ分子のどちらも発現しない場合、それぞれをコードする２つの核酸を
、同じ発現ベクターまたは異なる発現ベクターで細胞に導入し得る。細胞が既にＭＨＣ分
子を発現する場合は、腫瘍抗原または腫瘍抗原ペプチドをコードする核酸配列だけを細胞
にトランスフェクトすることができる。
【０１９５】
　「アンチセンス分子」または「アンチセンス核酸」は、核酸の発現を調節する、特に低
下させるために使用し得る。「アンチセンス分子」または「アンチセンス核酸」という用
語は、本発明によれば、オリゴリボヌクレオチド、オリゴデオキシリボヌクレオチド、修
飾オリゴリボヌクレオチドまたは修飾オリゴデオキシリボヌクレオチドであって、特定遺
伝子を含むＤＮＡまたは前記遺伝子のｍＲＮＡに生理的条件下でハイブリダイズし、それ
により前記遺伝子の転写および／または前記ｍＲＮＡの翻訳を阻害するオリゴヌクレオチ
ドを指す。本発明によれば、「アンチセンス分子」はまた、その天然プロモーターに対し
て逆方向に核酸またはその一部を含む構築物を包含する。核酸またはその一部のアンチセ
ンス転写産物は、天然に生じるｍＲＮＡと二本鎖を形成することができ、従ってｍＲＮＡ
の蓄積または翻訳を妨げ得る。もう１つの可能性は、核酸を不活性化するためのリボザイ
ムの使用である。
【０１９６】
　好ましい実施形態では、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、Ｎ末端または翻訳開始部
位、転写開始部位もしくはプロモーター部位などの５'上流部位とハイブリダイズする。
さらなる実施形態では、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、３'非翻訳領域またはｍＲ
ＮＡスプライシング部位とハイブリダイズする。
【０１９７】
　１つの実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドは、リボヌクレオチド、デオキシリ
ボヌクレオチドまたはその組合せから成り、１つのヌクレオチドの５'末端ともう１つの
ヌクレオチドの３'末端がホスホジエステル結合によって互いに連結されている。これら
のオリゴヌクレオチドは、従来の方法で合成され得るかまたは組換えによって生産され得
る。
【０１９８】
　好ましい実施形態では、本発明のオリゴヌクレオチドは「修飾」オリゴヌクレオチドで
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ある。オリゴヌクレオチドは、例えばその安定性または治療効果を高めるために、その標
的に結合する能力を損なわずに多種多様な方法で修飾し得る。本発明によれば、「修飾オ
リゴヌクレオチド」という用語は、（ｉ）そのヌクレオチドの少なくとも２個が合成ヌク
レオシド間結合（すなわちホスホジエステル結合ではないヌクレオシド間結合）によって
互いに連結されている、および／または（ｉｉ）通常は核酸内で認められない化学基がオ
リゴヌクレオチドに共有結合で連結されている、オリゴヌクレオチドを意味する。好まし
い合成ヌクレオシド間結合は、ホスホロチオエート、アルキルホスホネート、ホスホロジ
チオエート、リン酸エステル、アルキルホスホノチオエート、ホスホルアミデート、カル
バメート、カルボネート、リン酸トリエステル、アセトアミデート、カルボキシメチルエ
ステルおよびペプチドである。
【０１９９】
　「修飾オリゴヌクレオチド」という用語はまた、共有結合で修飾された塩基および／ま
たは糖を有するオリゴヌクレオチドを含む。「修飾オリゴヌクレオチド」は、例えば、３
'位のヒドロキシル基および５'位のリン酸基以外の低分子量有機基に共有結合した糖残基
を有するオリゴヌクレオチドを含む。修飾オリゴヌクレオチドは、例えば２'－Ｏ－アル
キル化リボース残基またはリボースの代わりにアラビノースのような別の糖を含有し得る
。
【０２００】
　オリゴヌクレオチドに関して上述したすべての実施形態はポリヌクレオチドにも適用さ
れ得ることが了解されるべきである。
【０２０１】
　本明細書で使用される「低分子干渉ＲＮＡ」または「ｓｉＲＮＡ」とは、標的遺伝子ま
たは分解されるべきｍＲＮＡを同定するために使用される、好ましくは１０ヌクレオチド
長より大きい、より好ましくは１５ヌクレオチド長より大きい、最も好ましくは１８、１
９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９または３０ヌクレオ
チド長の単離ＲＮＡ分子を意味する。１９～２５ヌクレオチドの範囲がｓｉＲＮＡについ
ての最も好ましい大きさである。
【０２０２】
　本発明によるｓｉＲＮＡは、部分精製されたＲＮＡ、実質的に純粋なＲＮＡ、合成ＲＮ
Ａ、または組換え生産されたＲＮＡ、ならびに１もしくはそれ以上のヌクレオチドの付加
、欠損、置換および／もしくは改変によって天然に生じるＲＮＡとは異なる改変されたＲ
ＮＡを含み得る。そのような改変は、ｓｉＲＮＡの末端またはｓｉＲＮＡの１もしくはそ
れ以上の内部ヌクレオチドなどへの、非ヌクレオチド物質の付加；ｓｉＲＮＡをヌクレア
ーゼ消化に対して抵抗性にする修飾（例えば２'置換リボヌクレオチドの使用もしくは糖
－リン酸骨格への修飾）；またはデオキシリボヌクレオチドによるｓｉＲＮＡ内の１もし
くはそれ以上のヌクレオチドの置換を含み得る。さらに、ｓｉＲＮＡは、修飾オリゴヌク
レオチドに関して上述したようにその安定性を高めるために、特に１またはそれ以上のホ
スホロチオエート結合を導入することによって修飾し得る。
【０２０３】
　ｓｉＲＮＡの一方の鎖または両方の鎖はまた、３'突出部を含み得る。本明細書で使用
される、「３'突出部」は、ＲＮＡ鎖の３'末端から伸長している少なくとも１つの不対ヌ
クレオチドを指す。従って１つの実施形態では、ｓｉＲＮＡは、１～約６ヌクレオチド（
リボヌクレオチドまたはデオキシヌクレオチドを含む）長、好ましくは１～約５ヌクレオ
チド長、より好ましくは１～約４ヌクレオチド長、特に好ましくは約２～約４ヌクレオチ
ド長の少なくとも１つの３'突出部を含む。ｓｉＲＮＡ分子の両方の鎖が３'突出部を含む
実施形態では、突出部の長さは各々の鎖について同じであってもよくまたは異なってもよ
い。最も好ましい実施形態では、３'突出部はｓｉＲＮＡの両方の鎖に存在し、２ヌクレ
オチド長である。例えば、本発明のｓｉＲＮＡの各々の鎖は、ジデオキシチミジル酸（「
ＴＴ」）またはジウリジル酸（「ｕｕ」）の３'突出部を含み得る。
【０２０４】
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　ｓｉＲＮＡの安定性を高めるために、３'突出部を分解に対して安定化することもでき
る。１つの実施形態では、突出部は、アデノシンまたはグアノシンヌクレオチドなどのプ
リンヌクレオチドを含むことによって安定化される。あるいは、修飾類似体によるピリミ
ジンヌクレオチドの置換、例えば２'－デオキシチミジンによる３'突出部内のウリジンヌ
クレオチドの置換は耐容され、ＲＮＡｉ分解の効率に影響を及ぼさない。特に、２'－デ
オキシチミジン内に２'－ヒドロキシルが存在しないことは、組織培養培地における３'突
出部のヌクレアーゼ耐性を有意に増強する。
【０２０５】
　ｓｉＲＮＡのセンス鎖とアンチセンス鎖は、２つの相補的な一本鎖ＲＮＡ分子を含み得
るか、または２つの相補的な部分が塩基対合し、一本鎖「ヘアピン」領域によって共有結
合で連結されている単一分子を含み得る。すなわち、センス領域とアンチセンス領域はリ
ンカー分子を介して共有結合で連結され得る。リンカー分子は、ポリヌクレオチドまたは
非ヌクレオチドリンカーであり得る。いかなる理論にも拘束されることを望むものではな
いが、後者のタイプのｓｉＲＮＡ分子のヘアピン領域は、「ダイサー」タンパク質（また
はその等価物）によって細胞内で切断され、２つの個別の塩基対合ＲＮＡ分子のｓｉＲＮ
Ａを形成すると考えられる。
【０２０６】
　本明細書で使用される、「標的ｍＲＮＡ」は、下方調節のための標的であるＲＮＡ分子
を指す。
【０２０７】
　ｐｏｌ　ＩＩＩプロモーターからのＲＮＡの発現は、最初の転写ヌクレオチドがプリン
である場合にのみ効率的であると考えられるので、標的する部位を変化させずにｐｏｌ　
ＩＩＩ発現ベクターからｓｉＲＮＡを発現させることができる。
【０２０８】
　本発明によるｓｉＲＮＡは、標的ｍＲＮＡ配列（「標的配列」）のいずれかにおいて任
意の一続きの約１９～２５個の連続するヌクレオチドを標的できる。ｓｉＲＮＡについて
の標的配列を選択するための技術は、例えば、その開示全体が参照により本明細書に組み
込まれる、２００２年１０月１１日に改訂された、Ｔｕｓｃｈｌ　Ｔ．ｅｔ　ａｌ．，「
Ｔｈｅ　ｓｉＲＮＡ　Ｕｓｅｒ　Ｇｕｉｄｅ」に示されている。「Ｔｈｅ　ｓｉＲＮＡ　
Ｕｓｅｒ　Ｇｕｉｄｅ」は、ワールドワイドウエブ上のＤｒ．Ｔｈｏｍａｓ　Ｔｕｓｃｈ
ｌ，Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｏｆ　ＲＮＡ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｒｏ
ｃｋｅｆｅｌｌｅｒ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＵＳＡによって運営さ
れているウエブサイトで入手可能であり、ｔｈｅ　Ｒｏｃｋｅｆｅｌｌｅｒ　Ｕｎｉｖｅ
ｒｓｉｔｙのウエブサイトにアクセスして、「ｓｉＲＮＡ」のキーワードで検索すること
によって見出される。従って、本発明のｓｉＲＮＡのセンス鎖は、標的ｍＲＮＡ内の任意
の連続する一続きの約１９～約２５ヌクレオチドと実質的に同一のヌクレオチド配列を含
む。
【０２０９】
　一般に、標的ｍＲＮＡ上の標的配列は、好ましくは開始コドンから５０～１００ヌクレ
オチド下流（すなわち、３'方向）から始まる、標的ｍＲＮＡに対応する所与のｃＤＮＡ
配列から選択できる。標的配列は、しかし、５'もしくは３'非翻訳領域、または開始コド
ンに近接する領域に位置し得る。
【０２１０】
　ｓｉＲＮＡは、当業者の公知の多くの技術を用いて入手できる。例えば、ｓｉＲＮＡは
、化学合成することができるかまたは、その開示全体が参照により本明細書に組み込まれ
る、Ｔｕｓｃｈｌ　ｅｔ　ａｌ．の米国特許出願公開第２００２／００８６３５６号に記
載されているショウジョウバエ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ）インビトロ系のような、当技術
分野で公知の方法を用いて組換え生産することができる。
【０２１１】
　好ましくは、ｓｉＲＮＡは、適切に保護されたリボヌクレオシドホスホルアミダイトお
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よび従来のＤＮＡ／ＲＮＡ合成装置を用いて化学合成される。ｓｉＲＮＡは、２個の別々
の相補的なＲＮＡ分子として、または２つの相補的な領域を有する１個のＲＮＡ分子とし
て合成することができる。
【０２１２】
　あるいは、ｓｉＲＮＡはまた、任意の適切なプロモーターを使用して組換え環状または
直鎖状ＤＮＡプラスミドから発現させることができる。そのような実施形態は、本明細書
でｓｉＲＮＡの投与または医薬組成物へのｓｉＲＮＡの組込みに言及する場合に、本発明
に従って包含される。プラスミドから本発明のｓｉＲＮＡを発現するための適切なプロモ
ーターは、例えばＵ６またはＨ１　ＲＮＡ　ｐｏｌ　ＩＩＩプロモーター配列およびサイ
トメガロウイルスプロモーターを含む。
【０２１３】
　他の適切なプロモーターの選択は当技術分野の技術範囲内である。本発明の組換えプラ
スミドはまた、特定組織または特定細胞内環境におけるｓｉＲＮＡの発現のために誘導的
または調節性プロモーターを含み得る。
【０２１４】
　組換えプラスミドから発現されるｓｉＲＮＡは、培養細胞発現系から標準的な技術によ
って単離され得るか、または細胞内で発現され得る。インビボでｓｉＲＮＡを細胞に送達
するための組換えプラスミドの使用は、以下でより詳細に論じる。ｓｉＲＮＡは、２個の
別々の相補的なＲＮＡ分子として、または２つの相補的な領域を有する１個のＲＮＡ分子
として組換えプラスミドから発現され得る。
【０２１５】
　ｓｉＲＮＡを発現するのに適したプラスミドの選択、ｓｉＲＮＡを発現するための核酸
配列をプラスミドに挿入するための方法、および対象とする細胞に組換えプラスミドを送
達する方法は、当技術分野の技術範囲内である。
【０２１６】
　ｓｉＲＮＡはまた、インビボで組換えウイルスベクターから細胞内で発現され得る。組
換えウイルスベクターは、ｓｉＲＮＡをコードする配列およびｓｉＲＮＡ配列を発現する
ための任意の適切なプロモーターを含む。組換えウイルスベクターはまた、特定組織また
は特定細胞内環境におけるｓｉＲＮＡの発現のための誘導的または調節性プロモーターを
含み得る。ｓｉＲＮＡは、２個の別々の相補的なＲＮＡ分子として、または２つの相補的
な領域を有する１個のＲＮＡ分子として組換えウイルスベクターから発現され得る。
【０２１７】
　「ペプチド」という用語は、オリゴペプチドおよびポリペプチドを含み、ペプチド結合
によって共有結合で連結された２またはそれ以上、好ましくは３またはそれ以上、好まし
くは４またはそれ以上、好ましくは６またはそれ以上、好ましくは８またはそれ以上、好
ましくは１０またはそれ以上、好ましくは１３またはそれ以上、好ましくは１６またはそ
れ以上、好ましくは２１またはそれ以上、および好ましくは８、１０、２０、３０、４０
または５０まで、特に１００までのアミノ酸を含む物質を指す。「タンパク質」という用
語は、大きなペプチド、好ましくは１００を超えるアミノ酸残基を有するペプチドを指す
が、一般に「ペプチド」と「タンパク質」という用語は同義語であり、本明細書では交換
可能に使用される。
【０２１８】
　好ましくは、本発明に従って述べるタンパク質およびペプチドは単離されている。「単
離タンパク質」または「単離ペプチド」という用語は、タンパク質またはペプチドがその
天然環境から分離されていることを意味する。単離タンパク質またはペプチドは、基本的
に精製された状態であり得る。「基本的に精製された」という用語は、タンパク質または
ペプチドが、自然界でまたはインビボで結合している他の物質を基本的に含まないことを
意味する。
【０２１９】
　そのようなタンパク質およびペプチドは、例えば抗体の作製において、および免疫学的
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アッセイもしくは診断アッセイにおいて、または治療薬として使用し得る。本発明に従っ
て述べるタンパク質およびペプチドは、組織または細胞ホモジネートなどの生物学的試料
から単離され得、また、多種多様な原核生物または真核生物発現系において組換え発現さ
れ得る。
【０２２０】
　本発明に関して、タンパク質もしくはペプチドまたはアミノ酸配列の「変異体」は、ア
ミノ酸挿入変異体、アミノ酸欠失変異体および／またはアミノ酸置換変異体を含む。
【０２２１】
　アミノ酸挿入変異体は、アミノ末端および／またはカルボキシ末端融合、ならびに特定
アミノ酸配列における単一アミノ酸または２もしくはそれ以上のアミノ酸の挿入を含む。
挿入を有するアミノ酸配列変異体の場合は、１またはそれ以上のアミノ酸残基がアミノ酸
配列内の特定部位に挿入されるが、生じる産物の適切なスクリーニングを伴うランダム挿
入も可能である。
【０２２２】
　アミノ酸欠失変異体は、配列からの１またはそれ以上のアミノ酸の除去を特徴とする。
【０２２３】
　アミノ酸置換変異体は、配列内の少なくとも１個の残基が除去され、別の残基がその位
置に挿入されていることを特徴とする。相同なタンパク質またはペプチドの間で保存され
ていないアミノ酸配列内の位置に修飾が存在することおよび／またはアミノ酸を類似の性
質を有する他のアミノ酸で置換することが好ましい。
【０２２４】
　好ましくは、タンパク質変異体におけるアミノ酸変化は、保存的アミノ酸変化、すなわ
ち類似の荷電または非荷電アミノ酸の置換である。保存的アミノ酸変化は、その側鎖が関
連するアミノ酸のファミリーの１つの置換を含む。天然に生じるアミノ酸は一般に４つの
ファミリーに分けられる：酸性アミノ酸（アスパラギン酸、グルタミン酸）、塩基性アミ
ノ酸（リシン、アルギニン、ヒスチジン）、非極性アミノ酸（アラニン、バリン、ロイシ
ン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、およ
び非荷電極性アミノ酸（グリシン、アスパラギン、グルタミン、シスチン、セリン、トレ
オニン、チロシン）アミノ酸。フェニルアラニン、トリプトファンおよびチロシンは、時
として芳香族アミノ酸として一緒に分類される。
【０２２５】
　好ましくは、所与のアミノ酸配列と前記所与のアミノ酸配列の変異体であるアミノ酸配
列との間の類似性の程度、好ましい相同性は、少なくとも７０％、好ましくは少なくとも
８０％、好ましくは少なくとも８５％、さらに一層好ましくは少なくとも９０％、または
最も好ましくは少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％または９９％である。類似性
または相同性は、好ましくは、少なくとも約２０、少なくとも約４０、少なくとも約６０
、少なくとも約８０、少なくとも約１００、少なくとも約１２０、少なくとも約１４０、
少なくとも約１６０、少なくとも約２００または２５０アミノ酸の領域に対して与えられ
る。好ましい実施形態では、類似性または相同性は、参照のアミノ酸配列の全長に対して
与えられる。
【０２２６】
　本明細書で述べるペプチドおよびアミノ酸変異体は、例えば固相合成（Ｍｅｒｒｉｆｉ
ｅｌｄ，１９６４）および類似の方法または組換えＤＮＡ操作などの公知のペプチド合成
技術を用いて容易に作製し得る。置換、挿入または欠損を有するタンパク質およびペプチ
ドを作製するためのＤＮＡ配列の操作は、例えばＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．（１９
８９）の中で詳細に説明されている。
【０２２７】
　本発明によれば、タンパク質およびペプチドの「誘導体」は、タンパク質およびペプチ
ドの修飾形態である。そのような修飾は、任意の化学修飾を含み、炭水化物、脂質および
／またはタンパク質もしくはペプチドなどの、タンパク質またはペプチドに関連する任意
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の分子の単一または複数の置換、欠失および／または付加を含む。「誘導体」という用語
はまた、前記タンパク質およびペプチドのすべての機能性の化学的等価物に及ぶ。好まし
くは、修飾ペプチドは高い安定性および／または高い免疫原性を有する。
【０２２８】
　本発明によれば、核酸もしくはアミノ酸配列の変異体、実質的に対応するアミノ酸配列
またはペプチドのフラグメントもしくは誘導体は、好ましくは、それぞれ、それが由来す
る核酸もしくはアミノ酸配列、アミノ酸配列またはペプチドの機能的特性を有する。その
ような機能的特性は、抗体との相互作用、他のペプチドまたはタンパク質との相互作用、
核酸の選択的結合および酵素活性を含む。１つの実施形態では、核酸もしくはアミノ酸配
列の変異体、実質的に対応するアミノ酸配列またはペプチドのフラグメントもしくは誘導
体は、それぞれ、それが由来する核酸もしくはアミノ酸配列、アミノ酸配列またはペプチ
ドと免疫学的に等価である。１つの実施形態では、機能的特性は免疫学的特性である。特
定の特性は、ＭＨＣ分子と複合体を形成し、適切な場合、好ましくは細胞傷害性細胞また
はＴヘルパー細胞を刺激することによって、免疫応答を生じる能力である。腫瘍抗原のフ
ラグメントは、好ましくは腫瘍抗原の少なくとも６、特に少なくとも８、少なくとも１０
、少なくとも１２、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも３０または少なくとも
５０の連続するアミノ酸の配列を含む。腫瘍抗原のフラグメントは、好ましくは腫瘍抗原
の８まで、特に１０まで、１２まで、１５まで、２０まで、３０までまたは５５までの連
続するアミノ酸の配列を含む。腫瘍抗原のフラグメントは、好ましくは、ＭＨＣ分子と共
に提示され得、そのように提示された場合、細胞応答を刺激することができる腫瘍抗原の
一部である。
【０２２９】
　腫瘍抗原の好ましいフラグメントは、インビボでの細胞傷害性Ｔリンパ球の刺激に適す
るが、エクスビボでの治療的養子移入のための、増殖され、刺激されたＴリンパ球の生産
にも適する。
【０２３０】
　標的タンパク質に特異的に結合する特異的抗体を含有する抗血清は、様々な標準的工程
によって調製できる；例えば、「Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｐ
ｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ」ｂｙ　Ｐｈｉｌｉｐ　Ｓｈｅｐｈｅｒｄ，Ｃｈｒ
ｉｓｔｏｐｈｅｒ　Ｄｅａｎ　ＩＳＢＮ　０－１９－９６３７２２－９；「Ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」ｂｙ　Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ，Ｄａ
ｖｉｄ　Ｌａｎｅ，ＩＳＢＮ：０８７９６９３１４２および「Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏ
ｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ：Ｐｏｒｔａｂｌｅ　Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌ　ＮＯ」ｂｙ　Ｅｄｗａｒｄ　Ｈａｒｌｏｗ，Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ，Ｅｄ　Ｈａｒ
ｌｏｗ　ＩＳＢＮ　０８７９６９５４４７参照。それにより、複合体膜タンパク質をそれ
らの天然形態で認識するアフィン（ａｆｆｉｎｅ）および特異的抗体を作製することも可
能である（Ａｚｏｒｓａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２２９
：３５－４８，１９９９；Ａｎｄｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４
３：１８９９－１９０４，１９８９；Ｇａｒｄｓｖｏｌｌ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　２３４：１０７－１１６，２０００）。これは、治療的に使用される予定の抗
体の作製のために特に適切であるが、多くの診断適用にも適切である。これに関して、全
タンパク質、細胞外部分配列ならびに生理的に折りたたまれた形態で標的分子を発現する
細胞で免疫することが可能である。
【０２３１】
　モノクローナル抗体は、伝統的にハイブリドーマ技術を用いて作製される（技術的詳細
については：「Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ
　Ａｐｐｒｏａｃｈ」ｂｙ　Ｐｈｉｌｉｐ　Ｓｈｅｐｈｅｒｄ，Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈｅｒ
　Ｄｅａｎ　ＩＳＢＮ　０－１９－９６３７２２－９；「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」ｂｙ　Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ，Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ
，ＩＳＢＮ：０８７９６９３１４２；「Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂ
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ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ：Ｐｏｒｔａｂｌｅ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ　ＮＯ」ｂｙ　Ｅ
ｄｗａｒｄ　Ｈａｒｌｏｗ，Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ，Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ　ＩＳＢＮ：０
８７９６９５４４７参照）。
【０２３２】
　抗体分子の小さな部分であるパラトープだけが、抗体がその抗原決定基に結合すること
に関与することは公知である（Ｃｌａｒｋ，Ｗ．Ｒ．（１９８６），Ｔｈｅ　Ｅｘｐｅｒ
ｉｍｅｎｔａｌ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｍｏｄｅｒｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ
，Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ；Ｒｏｉｔｔ，Ｉ．（１９９
１），Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，７ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｂｌａｃ
ｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｏｘｆｏｒｄ参照）。
ｐＦｃ'およびＦｃ領域は、例えば、補体カスケードのエフェクターであるが、抗原結合
には関与しない。Ｆ（ａｂ'）２フラグメントと称される、ｐＦｃ'領域が酵素的に除去さ
れたまたはｐＦｃ'領域なしで生成された抗体は、完全抗体の両方の抗原結合部位を担持
する。同様に、Ｆａｂフラグメントと称される、Ｆｃ領域が酵素的に除去されたまたは前
記Ｆｃ領域なしで生成された抗体は、無傷抗体分子の一方の抗原結合部位を担持する。さ
らに、Ｆａｂフラグメントは、共有結合で連結された抗体の軽鎖および、Ｆｄと称される
前記抗体の重鎖の一部から成る。Ｆｄフラグメントは抗体特異性の主要決定基であり（１
つのＦｄフラグメントは、抗体の特異性を変化させずに１０までの異なる軽鎖と結合でき
る）、Ｆｄフラグメントは、単離された場合、抗原決定基に結合する能力を保持する。
【０２３３】
　抗体の抗原結合部分内に位置するのは、抗原エピトープと直接相互作用する相補性決定
領域（ＣＤＲｓ）およびパラトープの三次構造を維持するフレームワーク領域（ＦＲｓ）
である。ＩｇＧ免疫グロブリンの重鎖と軽鎖の両方のＦｄフラグメントが、各々の場合に
３つの相補性決定領域（ＣＤＲ１～ＣＤＲ３）によって分けられた４つのフレームワーク
領域（ＦＲ１～ＦＲ４）を含む。ＣＤＲｓ、特にＣＤＲ３領域、より詳細には、重鎖のＣ
ＤＲ３領域は、抗体特異性に大きく関与する。
【０２３４】
　哺乳動物抗体の非ＣＤＲ領域は、もとの抗体の抗原決定基に対する特異性を保持しつつ
、同じかまたは異なる特異性を有する抗体の類似領域によって置換され得ることが公知で
ある。これにより、機能的抗体を生産するための、非ヒトＣＤＲがヒトＦＲおよび／また
はＦｃ／ｐＦｃ'領域に共有結合で連結された「ヒト化」抗体の開発が可能となった。
【０２３５】
　もう１つの例として、国際公開公報第ＷＯ９２／０４３８１号は、マウスＦＲ領域の少
なくとも一部がヒト起源のＦＲ領域で置換されたヒト化マウスＲＳＶ抗体の生産とその使
用を述べている。抗原結合能力を有する無傷抗体のフラグメントを含む、この種の抗体は
、しばしば「キメラ」抗体と称される。
【０２３６】
　本発明によれば、「抗体」という用語はまた、抗体のＦ（ａｂ'）２、Ｆａｂ、Ｆｖお
よびＦｄフラグメント、Ｆｃおよび／またはＦＲおよび／またはＣＤＲ１および／または
ＣＤＲ２および／または軽鎖ＣＤＲ３領域が相同なヒトまたは非ヒト配列で置換されてい
るキメラ抗体、ＦＲおよび／またはＣＤＲ１および／またはＣＤＲ２および／または軽鎖
ＣＤＲ３領域が相同なヒトまたは非ヒト配列で置換されているキメラＦ（ａｂ'）２フラ
グメント抗体、ＦＲおよび／またはＣＤＲ１および／またはＣＤＲ２および／または軽鎖
ＣＤＲ３領域が相同なヒトまたは非ヒト配列で置換されているキメラＦａｂフラグメント
抗体、ならびにＦＲおよび／またはＣＤＲ１および／またはＣＤＲ２領域が相同なヒトま
たは非ヒト配列で置換されているキメラＦｄフラグメント抗体を包含する。「抗体」とい
う用語はまた、「一本鎖」抗体を含む。
【０２３７】
　腫瘍抗原に特異的に結合する非抗体タンパク質およびペプチドは、本発明に従って使用
された場合、抗体を置換し得る。この種の結合物質は、例えば、単に溶液中にて固定化形
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態でまたはファージディスプレイライブラリーとして作製され得る縮重ペプチドライブラ
リーによって提供され得る。同様に１またはそれ以上のアミノ酸を有するペプチドのコン
ビナトリアルライブラリーを作製することが可能である。ペプトイドおよび非ペプチド合
成残基のライブラリーも作製し得る。
【０２３８】
　抗体はまた、腫瘍抗原を発現する細胞および組織を提示するための治療標識に連結し得
る。それらはまた、治療エフェクター部分にも連結し得る。
【０２３９】
　検出可能標識は、（ｉ）検出可能なシグナルを提供する；（ｉｉ）第一もしくは第二の
標識によって提供される検出可能なシグナルを修飾するように第二の標識と相互作用する
、例えばＦＲＥＴ（蛍光共鳴エネルギー転移）；（ｉｉｉ）電荷、疎水性、形状もしくは
他の物理的パラメータによって移動度、例えば電気泳動移動度に影響を及ぼす；または（
ｉｖ）捕捉箇所、例えば親和性、抗体／抗原もしくはイオン錯体形成を提供する、ように
機能する任意の標識を含む。標識として適切であるのは、蛍光標識、発光標識、発色団標
識、放射性同位体標識、同位体標識、好ましくは安定な同位体標識、同重体標識、酵素標
識、粒子標識、特に金属粒子標識、磁性粒子標識、ポリマー粒子標識、ビオチンなどの有
機低分子、受容体のリガンドまたは細胞接着タンパク質もしくはレクチンなどの結合分子
、結合物質の使用によって検出できる核酸および／またはアミノ酸残基を含む標識配列等
のような構造体である。検出可能標識は、非限定的に、硫酸バリウム、イオセタム酸、イ
オパノ酸、カルシウムイポデート、ジアトリゾ酸ナトリウム、ジアトリゾ酸メグルミン、
メトリザミド、チロパノ酸ナトリウム、ならびにフッ素－１８および炭素－１１などの陽
電子放射体、ヨウ素－１２３、テクネチウム－９９ｍ、ヨウ素－１３１およびインジウム
－１１１などのγ放射体、フッ素およびガドリニウムなどの核磁気共鳴のための核種を含
む放射性診断物質を包含する。
【０２４０】
　本発明によれば、「治療エフェクター分子」という用語は、治療作用を及ぼし得る任意
の分子を意味する。本発明によれば、治療エフェクター分子は、好ましくは１またはそれ
以上の腫瘍抗原を発現する細胞へと選択的に導かれ、抗癌剤、放射性ヨウ素標識化合物、
毒素、細胞増殖抑制性または細胞溶解性薬剤等を含む。抗癌剤は、例えばアミノグルテチ
ミド、アザチオプリン、硫酸ブレオマイシン、ブスルファン、カルムスチン、クロラムブ
シル、シスプラチン、シクロホスファミド、シクロスポリン、シタラビジン、ダカルバジ
ン、ダクチノマイシン、ダウノルビン、ドキソルビシン、タキソール、エトポシド、フル
オロウラシル、インターフェロンα、ロムスチン、メルカプトプリン、メソトレキサート
、ミトタン、塩酸プロカルバジン、チオグアニン、硫酸ビンブラスチンおよび硫酸ビンク
リスチンを含む。他の抗癌剤は、例えば、Ｇｏｏｄｍａｎ　ａｎｄ　Ｇｉｌｍａｎ，「Ｔ
ｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ
」，８ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９９０，ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ，Ｉｎｃ．、特にＣｈ
ａｐｔｅｒ　５２（Ａｎｔｉｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ（Ｐａｕｌ　Ｃａｌａ
ｂｒｅｓｉ　ａｎｄ　Ｂｒｕｃｅ　Ａ．Ｃｈａｂｎｅｒ）に記載されている。毒素は、ヤ
マゴボウ（ｐｏｋｅｗｅｅｄ）抗ウイルスタンパク質などのタンパク質、コレラ毒素、百
日咳毒素、リシン、ゲロニン、アブリン、ジフテリア外毒素またはシュードモナス（Ｐｓ
ｅｕｄｏｍｏｎａｓ）外毒素であり得る。毒素残基はまた、コバルト－６０などの高エネ
ルギーを放出する放射性核種であり得る。
【０２４１】
　「主要組織適合遺伝子複合体」または「ＭＨＣ」という用語は、ＭＨＣクラスＩおよび
クラスＩＩを含み、すべての脊椎動物に存在する遺伝子の複合体に関する。ＭＨＣタンパ
ク質または分子は、ペプチドに結合し、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）による認識のためにそれ
らを提示することにより、正常免疫反応におけるリンパ球と抗原提示細胞の間のシグナル
伝達に関与する。ＭＨＣ分子は、細胞内プロセシング画分内でペプチドに結合し、これら
のペプチドをＴ細胞による認識のために抗原提示細胞の表面に提示する。ＨＬＡとも称さ
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れるヒトＭＨＣ領域は、第６番染色体上に位置し、クラスＩおよびクラスＩＩ領域を含む
。本発明のすべての態様の１つの好ましい実施形態では、ＭＨＣ分子はＨＬＡ分子である
。
【０２４２】
　本明細書で使用される「低減する」または「阻害する」は、参照試料（例えばｓｉＲＮ
Ａで処理されていない試料）と比較してレベル、例えばタンパク質またはｍＲＮＡのレベ
ルの全体的低下、好ましくは２０％またはそれ以上、より好ましくは５０％またはそれ以
上、最も好ましくは７５％またはそれ以上の全体的低下を生じさせる能力を意味する。Ｒ
ＮＡまたはタンパク質発現のこの低減または阻害は、標的ｍＲＮＡの切断または分解を介
して起こり得る。タンパク質発現または核酸発現に関する分析法は当技術分野において公
知であり、例えば、タンパク質発現についてはＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロット分析、Ｒ
ＮＡについてはノーザンブロット法またはＲＮａｓｅプロテクション分析を含む。
【０２４３】
　本発明によれば、「患者」という用語は、ヒト、非ヒト霊長動物または別の動物、特に
ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコ、またはマウスおよびラットなどのげっ歯
動物のような哺乳動物を意味する。特に好ましい実施形態では、患者はヒトである。
【０２４４】
　本発明によれば、「増大している」または「増大している量」という用語は、好ましく
は少なくとも１０％、特に少なくとも２０％、少なくとも５０％または少なくとも１００
％の増大を指す。物質の量はまた、試験試料では検出可能であるが参照試料中には存在し
ないまたは検出不能である場合も、参照試料と比較して生物学的試料などの試験試料にお
いて増大している。
【０２４５】
　本発明によれば、「腫瘍」または「腫瘍性疾患」という用語は、細胞（新生細胞または
腫瘍細胞と呼ばれる）の異常増殖によって形成される腫脹または病変を指す。「腫瘍細胞
」とは、急速で制御されない細胞増殖によって成長し、新たな増殖を開始させた刺激が停
止した後も成長し続ける異常細胞を意味する。腫瘍は、構造機構および正常組織との機能
的協調の部分的または完全な欠如を示し、通常、良性、前悪性または悪性であり得る明確
な組織塊を形成する。
【０２４６】
　好ましくは、本発明による腫瘍性疾患は、癌疾患、すなわち悪性疾患であり、腫瘍細胞
は癌細胞である。好ましくは、腫瘍性疾患は、本発明によって同定される腫瘍核酸および
／または腫瘍抗原が発現されるまたは異常発現される細胞を特徴とし、腫瘍細胞または循
環もしくは転移性腫瘍細胞は、本発明によって同定される腫瘍核酸および／または腫瘍抗
原の発現または異常発現を特徴とする。好ましくは、腫瘍性疾患、腫瘍細胞または循環も
しくは転移性腫瘍細胞は、本発明によって同定される腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと共に提
示する。
【０２４７】
　「異常発現」は、本発明によれば、健常個体における状態と比較して、発現が変化して
いる、好ましくは増大していることを意味する。発現の増大は、少なくとも１０％、特に
少なくとも２０％、少なくとも５０％または少なくとも１００％の増加を指す。１つの実
施形態では、発現は疾患組織においてのみ認められ、健常組織における発現は抑制されて
いる。
【０２４８】
　好ましくは、本発明による腫瘍性疾患は癌であり、本発明による「癌」という用語は、
白血病、精上皮腫、黒色腫、奇形腫、リンパ腫、神経芽細胞腫、神経膠腫、直腸癌、子宮
内膜癌、腎癌、副腎癌、甲状腺癌、血液癌、皮膚癌、脳の癌、子宮頸癌、腸癌、肝癌、大
腸癌、胃癌、腸癌、頭頸部癌、消化器癌、リンパ節癌、食道癌、結腸直腸癌、膵癌、耳鼻
咽喉（ＥＮＴ）癌、乳癌、前立腺癌、子宮の癌、卵巣癌および肺癌ならびにそれらの転移
を含む。それらの例は、肺癌腫、乳癌腫、前立腺癌腫、大腸癌腫、腎細胞癌腫、子宮頸癌
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腫、または上述した癌型または腫瘍の転移である。本発明による癌という用語はまた、癌
の転移を包含する。
【０２４９】
　本発明による特に好ましい腫瘍性疾患または癌は、結腸直腸癌、特に大腸癌、胃癌、転
移性結腸直腸癌、特に転移性大腸癌および転移性胃癌から成る群より選択される。
【０２５０】
　「転移」とは、そのもとの部位から身体の別の部分への癌細胞の広がりを意味する。転
移の形成は非常に複雑な過程であり、原発腫瘍からの悪性細胞の分離、細胞外マトリック
スの侵襲、体腔および脈管に入るための内皮基底膜の貫入、そして次に、血液によって輸
送された後、標的器官の浸潤に依存する。最後に、標的部位における新たな腫瘍の成長、
すなわち続発性腫瘍または転移性腫瘍は血管新生に依存する。腫瘍転移は、しばしば原発
腫瘍が除去された後でも起こり、これは、腫瘍細胞または成分が残存し、転移能を発現し
得るからである。１つの実施形態では、本発明による「転移」という用語は、原発腫瘍お
よび所属リンパ節系から離れた転移に関連する「遠隔転移」に関する。
【０２５１】
　続発性または転移性腫瘍の細胞は、もとの腫瘍における細胞に類似する。これは、例え
ば、大腸癌が肝臓に転移した場合、続発性腫瘍は異常な肝細胞ではなく異常大腸細胞によ
って構成されることを意味する。そこで、肝臓における腫瘍は、肝癌ではなく転移性大腸
癌と呼ばれる。本発明によれば、転移性大腸癌は、リンパ節における癌、肝臓における癌
、肺における癌、骨における癌および脳における癌を含む。同様に、転移性胃癌は、胃か
ら体内の遠隔部位および／またはいくつかの部位に広がった癌を指し、リンパ節における
癌、肝臓における癌、肺における癌、骨における癌、脳における癌、腹膜における癌およ
び直腸における癌を含む。
【０２５２】
　回帰または再発は、ヒトが過去に罹患した状態に再び罹患する場合に起こる。例えば、
患者が腫瘍性疾患に罹患したことがあり、前記疾患の治療を受けて成功したが、再び前記
疾患を発症した場合、前記の新たに発症した疾患は回帰または再発とみなされ得る。しか
し、本発明によれば、腫瘍性疾患の回帰または再発は、もとの腫瘍性疾患の部位でも起こ
り得るが、必ずしももとの部位で起こるとは限らない。従って、例えば、患者が大腸腫瘍
に罹患し、治療を受けて成功したことがある場合、回帰または再発は、大腸腫瘍の発生ま
たは大腸とは異なる部位での腫瘍の発生であり得る。腫瘍の回帰または再発はまた、腫瘍
が、もとの腫瘍の部位とは異なる部位でならびにもとの腫瘍の部位で生じる状況を包含す
る。好ましくは、患者が治療を受けたもとの腫瘍は原発腫瘍であり、もとの腫瘍の部位と
は異なる部位の腫瘍は続発性または転移性腫瘍である。
【０２５３】
　本発明によれば、生物学的試料は、体液を含む組織試料および／または細胞試料であり
得、パンチ生検を含む組織生検、および血液、気管支吸引液、痰、尿、糞便または他の体
液を採取することなどの従来の方法で入手し得る。本発明によれば、「生物学的試料」と
いう用語はまた、生物学的試料の画分または単離物、例えば核酸およびペプチド／タンパ
ク質単離物のような加工された生物学的試料を包含する。
【０２５４】
　本発明によれば、「免疫反応性細胞」という用語は、適切な刺激によって免疫細胞（Ｂ
細胞、Ｔヘルパー細胞または細胞傷害性Ｔ細胞など）へと成熟することができる細胞を意
味する。免疫反応性細胞は、ＣＤ３４＋造血幹細胞、未熟および成熟Ｔ細胞ならびに未熟
および成熟Ｂ細胞を含む。腫瘍抗原を認識する細胞溶解性細胞またはＴヘルパー細胞の生
産を所望する場合は、免疫反応性細胞を、細胞溶解性Ｔ細胞およびＴヘルパー細胞の産生
、分化および／または選択を促進する条件下で、腫瘍抗原を発現する細胞と接触させる。
Ｔ細胞前駆体の細胞溶解性Ｔ細胞への分化は、抗原に暴露された場合、免疫系のクローン
選択に類似する。
【０２５５】
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　「Ｔ細胞」および「Ｔリンパ球」という用語は、本明細書では交換可能に使用され、Ｔ
ヘルパー細胞（ＣＤ４＋Ｔ細胞）および細胞溶解性Ｔ細胞を含む細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴ
Ｌｓ、ＣＤ８＋Ｔ細胞）を含む。
【０２５６】
　いくつかの治療方法は、腫瘍抗原をＭＨＣクラスＩと共に提示する癌細胞などの疾患細
胞の溶解を生じさせる、患者の免疫系の反応に基づく。これに関連して、例えば腫瘍抗原
ペプチドとＭＨＣ分子との複合体に特異的な自己細胞傷害性Ｔリンパ球を、腫瘍性疾患を
有する患者に投与し得る。インビトロでのそのような細胞傷害性Ｔリンパ球の産生は公知
である。Ｔ細胞を分化させる方法の一例は、国際公開公報第ＷＯ－Ａ－９６３３２６５号
に見出される。一般に、血液細胞などの細胞を含有する試料を患者から採取し、その細胞
を、前記複合体を提示し、細胞傷害性Ｔリンパ球（例えば樹状細胞）の増殖を生じさせる
ことができる細胞と接触させる。標的細胞は、ＣＯＳ細胞などの形質転換体であり得る。
これらの形質転換体は、所望複合体をそれらの表面に提示し、細胞傷害性Ｔリンパ球と接
触した場合、後者の増殖を刺激する。次に、クローン増殖させた自己細胞傷害性Ｔリンパ
球を患者に投与する。
【０２５７】
　細胞傷害性Ｔリンパ球を選択するもう１つの方法では、細胞傷害性Ｔリンパ球の特異的
クローンを得るためにＭＨＣクラスＩ分子／ペプチド複合体の蛍光性四量体を使用する（
Ａｌｔｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７４：９４－９６，１９９６；Ｄｕｎ
ｂａｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．８：４１３－４１６，１９９８）。
【０２５８】
　さらに、所望複合体を提示する細胞（例えば樹状細胞）は、高い親和性で特異的細胞傷
害性Ｔリンパ球の増殖を生じさせ得る健常個体または別の種（例えばマウス）の細胞傷害
性Ｔリンパ球と組み合わせ得る。これらの増殖した特異的Ｔリンパ球の高親和性Ｔ細胞受
容体をクローニングし、場合により種々の程度にヒト化して、このようにして得られたＴ
細胞受容体を、次に、例えばレトロウイルスベクターを使用して、遺伝子導入を介して患
者のＴ細胞に形質導入し得る。その後、これらの遺伝的に改変されたＴリンパ球を使用し
て養子移入を実施し得る（Ｓｔａｎｉｓｌａｗｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．２：９６２－７０，２００１；Ｋｅｓｓｅｌｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．２：９５７－６１，２００１）。
【０２５９】
　細胞傷害性Ｔリンパ球はまた、それ自体が公知の方法であり、インビボで作製し得る。
１つの方法は、ＭＨＣクラスＩ／ペプチド複合体を発現する非増殖性細胞を使用する。本
明細書で使用する細胞は、照射された腫瘍細胞または複合体の提示のために必要な一方も
しくは両方の遺伝子（すなわち抗原性ペプチドと提示ＭＨＣ分子）を形質転換した細胞の
ような、通常は複合体を発現する細胞である。もう１つの好ましい形態は、例えばリポソ
ーム移入または電気穿孔法によって細胞に導入し得る、組換えＲＮＡの形態での腫瘍抗原
の導入である。生じる細胞は、対象とする複合体を提示し、自己細胞傷害性Ｔリンパ球に
よって認識されて、その後増殖する。
【０２６０】
　同様の作用は、抗原提示細胞への組込みをインビボで可能にするために、腫瘍抗原また
は腫瘍抗原ペプチドを補助薬と組み合わせることによって達成できる。腫瘍抗原または腫
瘍抗原ペプチドは、タンパク質として、ＤＮＡ（例えばベクター内の）としてまたはＲＮ
Ａとしてであり得る。腫瘍抗原は、処理されてＭＨＣ分子のためのペプチドパートナーを
産生し得るが、一方そのフラグメントは、さらなる処理を必要とせずに提示され得る。後
者は特に、これらがＭＨＣ分子に結合できる場合に該当する。完全な抗原がインビボで樹
状細胞によって処理される投与形態が好ましく、というのはこれが、有効な免疫応答のた
めに必要とされるＴヘルパー細胞応答も生じさせ得るからである（Ｏｓｓｅｎｄｏｒｐ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｌｅｔｔ．７４：７５－９，２０００；Ｏｓｓｅｎｄｏ
ｒｐ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８７：６９３－７０２，１９９８）。一般
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に、例えば皮内注射によって、有効量の腫瘍抗原を患者に投与することが可能である。し
かし、注射はまた、リンパ節内にも実施し得る（Ｍａｌｏｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ　
Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９８：３２９９－３０３，２００１）。
【０２６１】
　本発明に従って述べる医薬組成物および治療方法はまた、本明細書で述べる疾患を治療
的に処置するまたは予防する免疫またはワクチン接種のためにも使用し得る。本発明によ
れば、「免疫」または「ワクチン接種」という用語は、好ましくは抗原に対する免疫応答
の増大または活性化に関する。癌への免疫効果を試験するために動物モデルを使用するこ
とが可能である。例えば、腫瘍を生じさせるためにヒト癌細胞をマウスに導入し得る。癌
細胞への効果（例えば腫瘍径の縮小）を、動物に投与された物質による免疫の有効性につ
いての指標として測定し得る。
【０２６２】
　免疫またはワクチン接種のための組成物の一部として、好ましくは本明細書で述べる１
またはそれ以上の物質を、免疫応答を誘導するためまたは免疫応答を増大させるために１
またはそれ以上の補助薬と共に投与する。補助薬は免疫応答を増強する物質である。補助
薬は、抗原貯蔵所を提供し（細胞外にまたはマクロファージ中に）、マクロファージを活
性化するおよび／または特定リンパ球を刺激することによって免疫応答を増強し得る。補
助薬は公知であり、非限定的に、モノホスホリル脂質Ａ（ＭＰＬ，ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ
　Ｂｅｅｃｈａｍ）、ＱＳ２１（ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ　Ｂｅｅｃｈａｍ）、ＤＱＳ２１
（ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ　Ｂｅｅｃｈａｍ；国際公開公報第ＷＯ９６／３３７３９号）、
ＱＳ７、ＱＳ１７、ＱＳ１８およびＱＳ－Ｌ１などのサポニン（Ｓｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍ
ｏｌ．Ｃｅｌｌｓ　７：１７８－１８６，１９９７）、フロインド不完全アジュバント、
完全フロインドアジュバント、ビタミンＥ、モンタニド、ミョウバン、ＣｐＧオリゴヌク
レオチド（Ｋｒｅｉｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３７４：５４６－９，１９９５参
照）ならびにスクアランおよび／またはトコフェロールなどの生分解性油から調製される
様々な油中水型エマルションを含む。好ましくは、本発明によれば、ペプチドをＤＱＳ２
１／ＭＰＬとの混合物中で投与する。ＤＱＳ２１対ＭＰＬの比率は、典型的には約１：１
０～１０：１、好ましくは約１：５～５：１、特に約１：１である。ヒトへの投与のため
には、ワクチン製剤は、典型的には約１μｇ～約１００μｇの範囲内のＤＱＳ２１および
ＭＰＬを含有する。
【０２６３】
　患者の免疫応答を刺激する他の物質も投与し得る。例えば、リンパ球へのそれらの調節
特性により、サイトカインをワクチン接種において使用することが可能である。そのよう
なサイトカインは、例えば、ワクチンの防御作用を高めることが示されたインターロイキ
ン１２（ＩＬ－１２）（Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６８：１４３２－１４３４，１９９５参照）
、ＧＭ－ＣＳＦおよびＩＬ－１８を含む。
【０２６４】
　免疫応答を増強し、それ故ワクチン接種において使用し得る多くの化合物が存在する。
前記化合物は、Ｂ７－１およびＢ７－２（それぞれＣＤ８０およびＣＤ８６）などのタン
パク質または核酸の形態で提供される共刺激分子を含む。
【０２６５】
　ペプチドは、それ自体が公知の方法で投与し得る。１つの実施形態では、核酸をエクス
ビボ法によって、すなわち患者から細胞を取り出し、核酸を組み込むために前記細胞を遺
伝的に修飾して、改変された細胞を患者に再導入することによって投与する。これは一般
に、遺伝子の機能的コピーをインビトロで患者の細胞に導入することおよび遺伝的に改変
された細胞を患者に再導入することを含む。遺伝子の機能的コピーは、遺伝的に改変され
た細胞において遺伝子が発現されることを可能にする調節エレメントの機能的制御下にあ
る。核酸導入および形質導入の方法は当業者に公知である。
【０２６６】
　本発明はまた、例えばウイルスおよび標的制御リポソームなどのベクターを使用するこ
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とによって、インビボで核酸を投与することを提供する。
【０２６７】
　好ましい実施形態では、核酸を投与するためのウイルスまたはウイルスベクターは、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弱毒化ポックスウイルス
を含むポックスウイルス、セムリキ森林ウイルス、レトロウイルス、シンドビスウイルス
およびＴｙウイルス様粒子から成る群より選択される。アデノウイルスおよびレトロウイ
ルスが特に好ましい。レトロウイルスは、典型的には複製欠損型である（すなわち感染性
粒子を生成することができない）。
【０２６８】
　インビトロまたはインビボで核酸を細胞に導入する方法は、核酸のリン酸カルシウム沈
殿物を導入、ＤＥＡＥと結合した核酸を導入、対象核酸を担持する前記ウイルスへの導入
または感染、リポソームを介した核酸導入等を含む。特定の実施形態では、核酸を特定細
胞に指向させることが好ましい。そのような実施形態では、核酸を細胞に投与するために
使用される担体（例えばレトロウイルスまたはリポソーム）は、結合した標的制御分子を
有し得る。例えば、標的細胞上の表面膜タンパク質に特異的な抗体または標的細胞上の受
容体に対するリガンドなどの分子を、核酸担体に組み込み得るまたは結合し得る。好まし
い抗体は、腫瘍抗原に選択的に結合する抗体を含む。リポソームを介した核酸の投与を所
望する場合は、標的の制御および／または取込みを可能にするために、エンドサイトーシ
スに関連する表面膜タンパク質に結合するタンパク質をリポソーム製剤に組み込み得る。
そのようなタンパク質は、特定細胞型に特異的なキャプシドタンパク質またはそのフラグ
メント、インターナライズされるタンパク質に対する抗体、細胞内部位を指向するタンパ
ク質等を含む。
【０２６９】
　本発明の治療的に活性な化合物は、注射または注入を含む、任意の従来経路によって投
与し得る。投与は、例えば経口的、静脈内、腹腔内、筋肉内、皮下的または経皮的に実施
し得る。好ましくは、抗体は、肺エアロゾルとして治療的に投与される。アンチセンス核
酸は、好ましくは徐放性静脈内投与によって投与される。
【０２７０】
　本発明の組成物は有効量で投与される。「有効量」は、単独でまたはさらなる投与物と
共に所望反応または所望効果を達成する量を指す。特定疾患または特定状態の治療の場合
、所望反応は、好ましくは疾患の経過の阻止に関する。これは、疾患の進行を緩慢にする
こと、特に疾患の進行を妨げるまたは逆転させることを含む。疾患または状態の治療にお
ける所望反応はまた、前記疾患または前記状態の発症の遅延または発症の防止であり得る
。本発明によれば、癌の診断または治療は、既に形成されたまたは今後形成される癌転移
の診断または治療も含み得る。本発明によれば、「治療」という用語は、治療的処置およ
び予防的処置、すなわち予防を含む。
【０２７１】
　本発明の組成物の有効量は、治療される状態、疾患の重症度、患者の年齢、生理的状態
、大きさおよび体重を含む患者の個体別パラメータ、治療の期間、付随する治療の種類（
存在する場合）、特定投与経路および同様の因子に依存する。従って、投与される本発明
の組成物の用量は、そのような様々なパラメータに依存し得る。患者における反応が初期
用量で不十分である場合は、より高用量（または異なる、より限局された投与経路によっ
て達成される効果的により高い用量）を使用し得る。
【０２７２】
　本発明の医薬組成物は、好ましくは無菌であり、所望反応または所望効果を生じさせる
ための治療的に活性な物質の有効量を含有する。
【０２７３】
　一般に、１ｎｇ～１ｍｇ、好ましくは１０ｎｇ～１００μｇのペプチドの用量を製剤し
、投与する。核酸（ＤＮＡおよびＲＮＡ）の投与を所望する場合は、１ｎｇ～０．１ｍｇ
の用量を製剤し、投与し得る。
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【０２７４】
　本発明の医薬組成物は、一般に医薬的に適合性の量でおよび医薬的に適合性の製剤中で
投与される。「医薬的に適合性」という用語は、医薬組成物の活性成分の作用と相互作用
しない非毒性物質を指す。この種の製剤は、通常、塩、緩衝物質、防腐剤、担体、補助薬
などの補足的免疫増強物質、例えばＣｐＧオリゴヌクレオチド、サイトカイン、ケモカイ
ン、サポニン、ＧＭ－ＣＳＦおよび／またはＲＮＡならびに、適切な場合は、他の治療的
に活性な化合物を含有し得る。薬剤中で使用される場合、塩は医薬的に適合性であるべき
である。しかし、医薬的に適合性ではない塩も、医薬的に適合性の塩を調製するために使
用してもよく、本発明に包含される。この種の薬理的および医薬的に適合性の塩は、非限
定的に、以下の酸から調製されるものを含む：塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸、
マレイン酸、酢酸、サリチル酸、クエン酸、ギ酸、マロン酸、コハク酸等。医薬的に適合
性の塩はまた、ナトリウム塩、カリウム塩またはカルシウム塩などの、アルカリ金属塩ま
たはアルカリ土類金属塩としても調製され得る。
【０２７５】
　本発明の医薬組成物は、医薬的に適合性の担体を含有し得る。「担体」という用語は、
適用を容易にするために活性成分に組み合わされる、天然または合成の有機または無機成
分を指す。本発明によれば、「医薬的に適合性の担体」という用語は、患者への投与に適
する、１またはそれ以上の適合性の固体または液体充填剤、希釈剤または被包物質を含む
。本発明の医薬組成物の成分は、通常、所望の医薬効果を実質的に損なう相互作用が生じ
ない成分である。
【０２７６】
　本発明の医薬組成物は、塩中の酢酸、塩中のクエン酸、塩中のホウ酸および塩中のリン
酸などの適切な緩衝物質を含有し得る。
【０２７７】
　医薬組成物はまた、適切な場合は、塩化ベンザルコニウム、クロロブタノール、パラベ
ンおよびチメロサールなどの適切な防腐剤を含有し得る。
【０２７８】
　医薬組成物は、通常、均一投与形態で提供され、それ自体が公知の方法で調製され得る
。本発明の医薬組成物は、例えばカプセル、錠剤、ロゼンジ、溶液、懸濁液、シロップ、
エリキシルの形態、またはエマルションの形態であり得る。
【０２７９】
　非経口投与に適する組成物は、通常、好ましくは受容者の血液と等張である、活性化合
物の滅菌水性または非水性製剤を含む。適合性の担体および溶媒の例は、リンガー液およ
び等張塩化ナトリウム溶液である。加えて、通常は滅菌固定油が溶液または懸濁液の媒質
として使用される。
【０２８０】
　本明細書で使用される場合「含む」という用語は、記述される特徴、整数、工程または
成分の存在を特定すると解釈されるが、１またはそれ以上の他の特徴、整数、工程、成分
またはその群の存在または追加を排除しないことが強調されるべきである。特定の手段が
相互に異なる従属請求項で言及されるまたは異なる実施形態で記述されるという単なる事
実は、これらの手段の組合せが好都合に利用できないことを指示するものではない。しか
し、「含む」という用語はまた、記述される特徴、整数、工程または成分から成る実施形
態も包含する。
【０２８１】
　本発明を以下の図面および実施例によって詳細に説明するが、それらは例示のためにの
み使用されるものであり、限定を意図されない。図面の説明および実施例により、同様に
本発明に包含されるさらなる実施形態が当業者にアクセス可能である。
【０２８２】
　実施例
　本明細書で使用される技術および方法は、本明細書で説明されるかまたはそれ自体が公
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知の方法でおよび、例えばＳａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（１９
８９）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．に記載されている技術および方法で実施
される。キットおよび試薬の使用を含むすべての方法は、特に指示されない限り製造者の
情報に従って実施される。
【０２８３】
　実施例１：実験材料および方法
　データ検索方法
【０２８４】
　第一段階として、ｄｂＥＳＴレポートファイル（ｆｔｐ：／／ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉ
ｈ．ｇｏｖ／ｒｅｐｏｓｉｔｏｒｙ／ｄｂＥＳＴ）の生物分野において「ヒト（Ｈｏｍｏ
　ｓａｐｉｅｎｓ）」のキーワードを含むすべての利用可能なライブラリーから典型的な
ヒト発現配列タグ（ＥＳＴ）ファイルを作製した。アプローチの複雑さを低減するために
、１００を超えるＥＳＴを示すライブラリーだけおよび公知の完全長遺伝子をコードする
ＥＳＴだけを検討した。次に、ライブラリー名、生物、組織型、器官または細胞株の分野
において「大腸」および「腸」の語を含む一般ファイルからそれらのＥＳＴすべてを抽出
することにより、大腸／腸組織の特異的サブファイルを作製した。いくつかのＥＳＴが同
じ遺伝子に由来し得るという事実を説明するため、大腸／腸組織ＥＳＴを、高い配列同一
性の１またはそれ以上のストレッチを共有するＥＳＴを集めたクラスターに分類した。配
列相同性検索プログラム、ｂｌａｓｔｎ（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
ＢＬＡＳＴ）を、一般リスト中のヒトＥＳＴすべてに対して、大腸／腸組織ＥＳＴサブフ
ァイルに登録された各々の配列について相同性ストリンジェンシーをＳ＝３００；Ｖ＝３
００；Ｂ＝３００；ｎ＝－２０に設定して連続的に実施した。大腸／腸組織サブファイル
からの各問い合わせＥＳＴについて、検索によって一般ＥＳＴファイルからＥＳＴ登録（
ヒット）のリストを抽出し、それらの各々をその組織起源で注釈づけ、「電子ノーザン」
を提供した。そのようなヒットリストに示された異なる非大腸／腸組織の数の測定を、各
個別ＥＳＴの大腸／腸組織特異性の程度についての尺度として使用した。この手順によっ
て得たすべての候補をＳＭＡＲＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｍａｒｔ．ｅｍｂｌ．ｄｅ／ｓｍａ
ｒｔ）によるモチーフおよび構造解析に供し、潜在的表面分子を同定した（最小必要条件
：ＴＭＨＭＭ膜貫通予測サーバー（ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／
ＴＭＨＭＭ－２．０）により膜貫通ドメインとみなされる少なくとも１つの疎水性領域、
および少なくとも１つの細胞外ドメインの予測）。
【０２８５】
　ＲＮＡの単離、ＲＴ－ＰＣＲおよびリアルタイムＲＴ－ＰＣＲ
【０２８６】
　ＲＮＡの抽出、一本鎖ｃＤＮＡ合成、ＲＴ－ＰＣＲおよび定量的リアルタイムＲＴ－Ｐ
ＣＲは先に記述されているように実施した（Ｋｏｓｌｏｗｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓ．６４：５９８８－９３，２００４）。簡単に述べると、ＲＮｅａｓｙ　
Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を使用して凍結組織標本から全細胞ＲＮＡを抽出し、
ｄＴ１８オリゴヌクレオチドでプライミングして、製造者の指示に従ってＳｕｐｅｒｓｃ
ｒｉｐｔ　ＩＩ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で逆転写した。得られたｃＤＮＡの完全性を３
０サイクルＰＣＲ（順方向、５'－ＣＧＴ　ＧＡＧ　ＣＧＣ　ＴＴＣ　ＧＡＧ　ＡＴＧ　
ＴＴＣ　ＣＧ－３'（配列番号：４）；逆方向、５'－ＣＣＴ　ＡＡＣ　ＣＡＧ　ＣＴＧ　
ＣＣＣ　ＡＡＣ　ＴＧＴ　ＡＧ－３'（配列番号：５）；アニーリング温度６７℃）にお
けるｐ５３転写産物の増幅によって実施した。
【０２８７】
　エンドポイント分析のために、配列番号：１の特異的オリゴヌクレオチド（順方向、５
'－ＡＣＴ　ＣＴＧ　ＣＣＴ　ＧＴＣ　ＣＴＣ　ＡＧＧ　ＣＴＧ－３'（配列番号：６）；
逆方向５'－ＧＴＧ　ＣＴＴ　ＴＣＴ　ＴＣＴ　ＣＣＡ　ＧＴＣ　ＣＡＧ－３'（配列番号
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：７）；アニーリング温度６０℃）を３５サイクルＲＴ－ＰＣＲにおいて使用した。リア
ルタイム定量的発現分析は、４０サイクルＲＴ－ＰＣＲにおいて三回で実施した。ＨＰＲ
Ｔ（順方向５'－ＴＧＡ　ＣＡＣ　ＴＧＧ　ＣＡＡ　ＡＡＣ　ＡＡＴ　ＧＣＡ－３'（配列
番号：８）；逆方向５'－ＧＧＴ　ＣＣＴ　ＴＴＴ　ＣＡＣ　ＣＡＧ　ＣＡＡ　ＧＣＴ－
３'（配列番号：９）；アニーリング温度６２℃）への基準化後、腫瘍試料中の標的転写
産物を、ΔΔＣＴ計算を用いて正常組織に対して定量化した。ＰＣＲ反応の特異性は、任
意に選択した試料からの増幅産物のクローニングと配列決定によって確認した。
【０２８８】
　抗血清、免疫蛍光および免疫化学
【０２８９】
　ポリクローナル抗血清は、配列番号：２のアミノ酸１２０～１３２を含むＫＬＨ結合合
成ペプチド（配列番号：３）に対して惹起し、カスタム抗体サービス（Ｃｈａｒｌｅｓ　
Ｒｉｖｅｒ）によってアフィニティー精製した。ＶＥＣＴＯＲ　ＮｏｖａＲＥＤ　Ｓｕｂ
ｓｔｒａｔｅ　Ｋｉｔ（Ｖｅｃｔｏｒ）を製造者の指示に従って使用して、パラフィン包
埋組織切片に関して免疫組織化学を実施した。
【０２９０】
　実施例２：大腸上皮細胞の特異的な標的のスクリーニング
【０２９１】
　ゲノム規模でのデータ検索法を大腸癌のモノクローナル抗体療法の標的に関する検索に
適用した。このアプローチは、膜貫通ドメインとみなされる少なくとも１つの疎水性領域
を含む大腸上皮細胞に対して特異性を有する分化遺伝子を発見するためのデジタルｃＤＮ
Ａライブラリーサブトラクション法に基づいた。そのような候補物を、その後、この細胞
系譜に由来する癌における保存された発現に関して試験した。検索基準に適合するコンピ
ュータスクリーニングのヒットの１つが配列番号：１に従った配列であった。
【０２９２】
　コンピュータで予測された前記配列の大腸の特異的発現を実験的に確認するため、最初
に、正常組織と大腸癌試料の小さなセットを特異的な３５サイクルのエンドポイントＲＴ
－ＰＣＲによって試験した（図１Ａ）。配列の発現は、大腸を除くいずれの正常組織にお
いても検出されず、５／７の大腸癌試料において維持された。次に、２３の異なる正常ヒ
ト組織のセットにおける配列のより包括的で感度の高い発現分析を、４０サイクルの定量
的リアルタイムＲＴ－ＰＣＲによって実施した（図１Ｂ）。やはり、配列は正常大腸にお
いて高発現されることが認められた。エンドポイントＲＴ－ＰＣＲの結果に加えて、発現
は、大腸よりも１００倍低いレベルであるが、胃でも検出された。他のすべての正常組織
では、転写産物は検出できないかまたは微量の転写産物だけが検出できた。発現カットオ
フ値（すべての正常非大腸および非胃組織試料における平均発現＋３標準偏差（９９％パ
ーセンタイル））を超えないすべての組織を陰性に分類した（表１）。
【０２９３】
表１．定量的リアルタイムＲＴ－ＰＣＲによって分類した組織における配列番号：１の発
現。２～５名の異なる個体から得た試料を正常組織型ごとに検討した。正常組織について
のカットオフ値は、大腸および胃を除く正常組織における平均発現＋３標準偏差に設定し
た。腫瘍組織では、正常組織での発現カットオフ値より少なくとも１０倍高い発現値だけ
を陽性と評価した。
【０２９４】
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【表１】

【０２９５】
　腫瘍標本のプロファイリングは、１７／２０（８５％）の大腸癌および９／１５（６０
％）の胃癌が前記配列を発現することを明らかにした（図１ｃ）。癌試料においてリアル
タイムＲＴ－ＰＣＲによって測定した発現頻度を過大評価しないために、正常組織発現カ
ットオフ値の少なくとも１０倍の転写産物レベルだけを陽性と分類した。
【０２９６】
　配列番号：１に従った配列によってコードされるタンパク質（配列番号：２）の分析の
ために、前記アミノ酸配列（アミノ酸１２０～１３２）（配列番号：３）に特異的なペプ
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チドの抗原決定基に対するポリクローナルウサギ抗体を惹起した。抗体の特異性を、配列
番号：２のＣ末端を蛍光マーカー標識した構築物を形質転換したＣＨＯ細胞の免疫蛍光染
色によって実験的に確認した（図１Ｄ）。抗配列番号：２は、形質転換体の原形質膜にお
いて配列番号：２－蛍光マーカー融合タンパク質の明確な染色を示し、非形質転換体の対
照細胞では反応性がなかった。正常大腸組織からの切片に関する抗配列番号：２の抗体で
の免疫組織化学は、大腸粘膜における上皮細胞の明らかで特異的な膜染色を示し（図１Ｅ
）、隣接間質細胞および非上皮細胞では染色を認めなかった。大腸癌切片において、腫瘍
細胞集団の特異的で均一な染色を認めた。付加的な細胞質免疫染色を認めたが、腫瘍細胞
の染色は原形質膜において明らかに際立っており、配列番号：２が細胞表面タンパク質で
あるという免疫蛍光結果を実証した。
【０２９７】
　配列番号：２の予測上の全体構造および膜トポロジーは、内在性タンパク質として膜に
組み込まれる上皮細胞の表面で発現されるタンパク質のものと完全に酷似する（図２）。
切断可能なシグナルペプチドの後には、大きな細胞外領域内の２つの免疫グロブリン（Ｉ
ｇ）フォールド、より大きな可変（Ｖ）様ドメインおよびより小さな定常（Ｃ）様ドメイ
ンが続く。１つの膜貫通ドメインの後に、ＰＲＹおよびＳＰＲＹサブドメインから構成さ
れる細胞質Ｂ３０．２ドメインが続く。ＳＰＲＹドメインは進化的に古く、一方Ｂ３０．
２ドメインは、ＰＲＹドメインとＳＰＲＹの組合せを含む、より新しい進化適応である。
Ｂ３０．２ドメインは、様々な機能を有する様々な細胞タンパク質において生じ、タンパ
ク質間相互作用を媒介する。

【図１ＡＢＣ】 【図１ＤＥ】
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摘要(译)

本发明涉及治疗或诊断结肠直肠肿瘤组织，特别是结肠和胃肿瘤组织和结肠直肠组织，特别是结肠和胃组织，用于治疗或诊断受试
者中的这种肿瘤疾病的方法，对核酸和氨基酸序列进行鉴定。
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