
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】精製された哺乳類ＰＳＭ抗原、または哺乳類Ｐ

ＳＭ抗原をコードする単離された哺乳類核酸分子によっ

てコードされるポリペプチドを提供すること。

【解決手段】ヒト前立腺特異的膜抗原の特定な配列のポ

リペプチド、特定な配列のアミノ酸45～750からなるヒ

ト前立腺特異的膜抗原の外膜領域配列のポリペプチド、

または特定な配列のアミノ酸45～750からなるヒト前立

腺特異的膜抗原の外膜領域配列における抗原性領域のポ

リペプチドであって、前記ポリペプチドは、前記前立腺

特異的膜抗原に対して特異的な抗体を産生するために使

用することができるポリペプチド。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ： 2に 記 載 さ れ た ヒ ト 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 ： 2
の ア ミ ノ 酸 45～ 750か ら な る ヒ ト 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 の 外 膜 領 域 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま
た は 配 列 番 号 ： 2の ア ミ ノ 酸 45～ 750か ら な る ヒ ト 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 の 外 膜 領 域 配 列 に お
け る 抗 原 性 領 域 （ た だ し 、 該 抗 原 性 領 域 は 配 列 番 号 ： 35に 記 載 さ れ た 配 列 か ら な る も の で
は な い ） の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 前 記 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 に 対 し て
特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ： 2に 記 載 さ れ た ヒ ト 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ヒ ト 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 前 記 前 記 抗 原 の 配 列 は
配 列 番 号 ： 2に 記 載 さ れ て い る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ３ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヒ ト 前
立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 抗 原 性 領 域 に 結 合 す る 抗 体 ：
　 　 （ ａ ） Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu（ 配 列 番 号 ： 35） ；
　 　 （ ｂ ） Asn-Glu-Asp-Gly-Asn-Glu（ 配 列 番 号 ： 36） ；
　 　 （ ｃ ） Lys-Ser-Pro-Asp-Glu-Gly（ 配 列 番 号 ： 37） ；
　 　 (ｄ )前 記 ヒ ト 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 外 膜 領 域  ； お よ び 、
　 　 （ ｅ ） 前 記 ヒ ト 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 親 水 性 ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ３ ま た は ４ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 さ ら に 前 立 腺 癌 細 胞 の 表 面 の
ヒ ト 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ３ ～ ５ の 何 れ か 1項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 抗 体 に 結 合 さ れ た 薬 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 薬 剤 が 画 像 化 剤 、 治 療 剤 、 毒 素 、 ま た は 細 胞 障 害 性 の 薬 剤 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア を 含 む 、 請 求 項 ６ ～ ８ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア を 含 む 薬 学 的 組 成 物 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 立 腺 癌 の 治 療 ま た は 診 断 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 ３ ～ ５ の 何 れ か 1項 に 記 載 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 請 求 項 ６ ～ １ ０ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ヒ ト 患 者 に お い て 癌 を 治 療 す る た め の 薬 学 的 組 成 物 を 製 造 す る た め に 、 請 求 項 ３ ～ ５ の
何 れ か 1項 に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 被 験 者 の 前 立 腺 癌 を 画 像 化 す る た め の 組 成 物 の 製 造 の た め に 、 請 求 項 ６ ～ １ ０ の い ず れ
か 1項 に 記 載 の 物 質 の 組 成 物 を 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ヒ ト 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 の 量 を 測 定 す る た め の 免 疫 検 定 法 で あ っ
て 、
　 　 （ ａ ） 少 な く と も 一 つ の 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル を 請 求 項 ３ ～ ５ の い ず れ か 1項 に 記 載
の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の 組 成 物 と 接 触 さ せ て 、 前 記 抗 体 と
前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る ヒ ト 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 と の 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 と 、
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　 　 （ ｂ ） 前 記 複 合 体 中 の ヒ ト 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 前 記 生 物
学 的 サ ン プ ル 中 の ヒ ト 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 量 を 測 定 す る 工 程 と 、
を 具 備 し た 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 サ ン プ ル 中 の 細 胞 ま た は 組 織 切 片 の ヒ ト 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 発 現 を 検 出 す る た め の 診
断 組 成 物 を 調 製 す る た め に 、 配 列 番 号 ： 1に 記 載 の 配 列 の 少 な く と も 15個 の 連 続 す る ラ ベ
ル さ れ た 核 酸 を 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 試 料 が 血 液 、 リ ン パ 節 、 ま た は 骨 髄 で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 使 用 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 背 景 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 核 酸 変 異 検 出 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 こ の 出 願 は 、 1992年 11月 ５ 日 に 出 願 さ れ た 合 衆 国 特 許 出 願 第 07/973,337号 の 一 部 継 続 出
願 で あ り 、 こ の 親 出 願 の 内 容 は 本 願 明 細 書 の 一 部 を な し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ こ に 開 示 さ れ る 発 明 は 、 保 健 社 会 福 祉 省 か ら 授 与 さ れ た Ｎ Ｈ Ｉ 補 助 金 第 Ｄ Ｋ  47650号
お よ び Ｃ Ａ  58192号 に 一 部 支 援 さ れ て な 成 さ れ た も の で あ る 。 従 っ て 、 合 衆 国 政 府 は 本 発
明 に 関 す る 一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 件 出 願 の 全 体 に 亘 っ て 、 種 々 の 文 献 が 括 弧 内 に 示 し た 引 用 に よ っ て 参 照 さ れ る 。 こ れ
ら の 文 献 の 開 示 は 全 体 と し て 、 本 発 明 が 属 す る 技 術 の 状 況 を よ り 完 全 に 記 述 す る た め の 参
考 と し て 、 本 明 細 書 の 一 部 を な し て い る 。 こ れ ら 文 献 の 完 全 な 略 記 引 用 は 、 本 明 細 書 中 の
各 実 験 シ リ ー ズ の 最 後 に 列 記 し て あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 前 立 腺 癌 は 、 ア メ リ カ 人 男 性 に つ い て 診 断 さ れ る 最 も 一 般 的 な 悪 性 腫 瘍 で あ る か ら 、 該
疾 患 は 合 衆 国 に お け る 最 も 重 要 な 医 療 問 題 の 一 つ で あ る 。 1992年 に は 、 132,000 例 を 越 え
る 前 立 腺 癌 が 診 断 さ れ 、 該 疾 患 に 起 因 し た 36,000例 を 越 え る 死 亡 が 検 出 さ れ て お り 、 ４ 年
で 17.3％ の 増 加 を 示 し て い る （ ２ ） 。 前 立 腺 癌 の 患 者 の ５ 年 生 存 率 は 、 患 部 が 局 在 化 し て
い る 疾 患 に つ い て の 88％ か ら 、 転 移 し て い る 患 者 に つ い て の 29％ に 亘 っ て い る 。 症 例 数 が
急 激 に 増 加 し た 理 由 の 一 部 は 、 分 泌 タ ン パ ク 、 例 え ば 前 立 腺 特 異 的 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） お よ び
プ ロ ス タ ン 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ prostatic acid phosphatase； Ｐ Ａ Ｐ ） の よ う な 臨 床 マ ー
カ ー が 広 範 に 使 用 さ れ る よ う に な っ た こ と と 共 に 、 当 該 疾 患 に 関 す る 知 識 が 増 加 し た こ と
に あ る よ る よ う に 思 え る （ ３ ７ ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 前 立 腺 は 、 良 性 増 殖 （ Ｂ Ｐ Ｈ ） 、 新 生 物 （ 前 立 腺 癌 ） お よ び 感 染 （ 前 立 腺 炎 ） の よ う な
症 状 に 冒 さ れ る 重 要 な 部 位 で あ る 。 男 性 の 癌 に よ る 死 亡 の 二 番 目 の 原 因 に 相 当 す る （ １ ）
。 し か し な が ら 、 前 立 腺 は 男 性 に お い て 最 も 癌 化 し 易 い 部 位 で あ る 。 こ れ ら 二 つ の 事 実 の
間 に 存 在 す る 食 い 違 い は 、 前 立 腺 癌 の 発 生 頻 度 は 男 性 の 年 齢 と 共 に 増 大 し （ 特 に ６ ０ 歳 を
越 え て か ら ） す る の で 、 そ の と き ま で に 他 の 要 因 に よ っ て 死 亡 す る こ と が 多 い こ と が 関 係
し て い る 。 ま た 、 前 立 腺 癌 の 生 物 学 的 侵 襲 力 の ス ペ ク ト ル が 大 き い た め 、 幾 人 か の 男 性 で
は 検 出 さ れ た 後 も 腫 瘍 は 潜 伏 し た 組 織 学 的 腫 瘍 の ま ま 残 り 、 重 篤 な 臨 床 症 状 に は な ら な い
の に 対 し て 、 他 の 例 で は 迅 速 に 広 が り 、 ２ ～ ５ 年 の 比 較 的 短 い 期 間 の う ち に 転 移 し て 死 に
至 る （ １ ， ３ ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 前 立 腺 癌 細 胞 に お い て 、 著 し く 高 濃 度 で 産 生 さ れ る 二 つ の 特 異 的 タ ン パ ク は 、 プ ロ ス タ
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ン 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ prostatic acid phosphatase； Ｐ Ａ Ｐ ） お よ び 前 立 腺 特 異 的 抗 原 （
Ｐ Ｓ Ａ ） で あ る （ ４ ， ５ ， ６ ） 。 こ れ ら タ ン パ ク は 既 に 特 徴 付 け ら れ て お り 、 治 療 に 対 す
る 反 応 を 追 跡 す る た め に 用 い ら れ て い る 。 癌 の 進 行 に 伴 な っ て 、 前 立 腺 の 正 常 な 構 造 は 変
化 す る が 、 そ の 変 化 に は 分 泌 物 を 除 去 す る た め の 正 常 な 管 路 構 造 の 喪 失 が 含 ま れ 、 従 っ て
分 泌 物 は 血 清 に 達 す る こ と に な る 。 実 際 に 、 血 清 Ｐ Ｓ Ａ の 測 定 は 前 立 腺 癌 の た め の 有 望 な
ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 事 実 、 前 立 腺 癌 に お け る Ｐ Ｓ Ａ お よ び ／
ま た は Ｐ Ａ Ｐ の 量 は 、 正 常 ま た は 良 性 の 組 織 に 比 較 し て 相 対 的 に 低 下 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｐ Ａ Ｐ は 、 転 移 の 広 が り を 検 出 す る た め の 最 も 初 期 の 血 清 マ ー カ ー の 一 つ で あ る 。 Ｐ Ａ
Ｐ は リ ン 酸 チ ロ シ ン を 加 水 分 解 し 、 広 い 基 質 特 異 性 を 有 し て い る 。 チ ロ シ ン の リ ン 酸 化 は
、 し ば し ば 発 癌 性 の 形 質 転 換 と 共 に 増 大 す る 。 悪 性 形 質 転 換 の 間 は 、 チ ロ シ ン 残 基 の リ ン
酸 化 で 活 性 化 さ れ る タ ン パ ク を 不 活 性 化 す た め に 利 用 さ れ 得 る ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 が 低 い
と の 仮 説 が 提 示 さ れ て い る 。 幾 つ か の 例 に お い て 、 チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 有 す る
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 類 の 挿 入 は 、 悪 性 の 表 現 型 を 反 転 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ は プ ロ テ ア ー ゼ で あ り 、 そ の 活 性 が 癌 の 発 生 と ど の よ う に 関 連 す る の か は 、 容 易
に は 理 解 さ れ な い （ ５ ， ６ ） 。 Ｐ Ｓ Ａ の タ ン パ ク 分 解 活 性 は 亜 鉛 に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 亜
鉛 濃 度 は 正 常 な 前 立 腺 で 高 く 、 前 立 腺 癌 で は 低 下 す る 。 多 分 、 亜 鉛 の 喪 失 は Ｐ Ｓ Ａ に よ る
タ ン パ ク 分 解 活 性 を 増 大 さ せ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ は 転 移 に 関 与 し 、 ま た 幾 つ か の プ ロ テ ア ー
ゼ は 有 糸 分 列 活 性 を 刺 激 す る の で 、 Ｐ Ｓ Ａ の 可 能 な 活 性 増 大 は 腫 瘍 の 転 移 お よ び 広 が り に
お い て 役 割 を 有 す る と の 仮 説 を 立 て る こ と が 可 能 で あ ろ う （ ７ ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ お よ び Ｐ Ａ Ｐ の 両 者 は 、 前 立 腺 分 泌 物 中 に 見 ら れ る 。 こ の 両 者 の 産 生 は ア ン ド ロ
ゲ ン の 存 在 に 依 存 す る よ う で あ り 、 ア ン ド ロ ゲ ン の 枯 渇 に 伴 な っ て 実 質 的 に 減 少 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 前 立 腺 膜 に 局 在 化 す る と 思 わ れ る 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ｍ ） が 同 定 さ れ て い る 。 こ
の 抗 原 は 、 前 立 腺 癌 細 胞 、 即 ち Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 成 の 結 果 と し て
同 定 さ れ た （ ８ ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ホ ロ ス ツ ェ ビ ク ツ 博 士 (Dr. Horoszewicz) は 、 ホ ル モ ン 治 療 に 対 し て 抵 抗 性 の 重 度 に 前
治 療 さ れ た 患 者 の リ ン パ 節 か ら 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ と 命 名 さ れ る 細 胞 系 を 樹 立 し た （ ９ ） 。 こ の
細 胞 系 は 異 数 体 ヒ ト 男 性 核 型 (aneuploid human male karyotype)を 有 す る こ と が 見 出 さ れ
た 。 こ れ は 、 Ｐ Ｓ Ａ お よ び Ｐ Ａ Ｐ の 両 者 を 産 生 す る 点 に お い て 、 前 立 腺 分 化 機 能 を 維 持 し
て い た 。 ま た 、 高 い 親 和 性 お よ び 特 異 性 の ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 を 有 し て い た 。 こ の Ｌ Ｎ Ｃ
ａ Ｐ 細 胞 で マ ウ ス を 免 疫 感 作 し 、 感 作 細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ が 誘 導 さ れ た 。 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 が 誘 導 さ れ 、 ７ Ｅ １ １ － Ｃ ５ と 命 名 さ れ た （ ８ ） 。 こ の 抗 体 染 色 は 膜 の 分 布 位 置
と 一 致 し 、 ま た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 膜 の 単 離 画 分 は 、 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ お よ び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 技
術 で 強 い 陽 性 反 応 を 示 し た 。 こ の 抗 体 は 、 イ ン ・ ビ ト ロ ま た は イ ン ・ ビ ボ に お い て 、 Ｌ Ｎ
Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 ま た は 促 進 し な か っ た 。 こ の 抗 原 に 対 す る 抗 体 は 、 他 の 何 れ の 成
分 に お い て も 反 応 性 が 観 察 さ れ な か っ た か ら 、 前 立 腺 上 皮 細 胞 に 対 し て 著 し く 特 異 的 で あ
っ た 。 癌 性 上 皮 細 胞 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 の 程 度 は 、 正 常 上 皮 細 胞 ま た は 良 性 上 皮 細 胞 の
そ れ よ り も 強 か っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ホ ロ ス ツ ェ ビ ク ツ 博 士 は ま た 、 ７ Ｅ １ １ － Ｃ ５ を 用 い て 、 前 立 腺 癌 患 者 の 血 清 中 に 免 疫
反 応 性 物 質 を 検 出 し た こ と を 報 告 し た 。 こ の 免 疫 反 応 性 は 、 Ｄ － ２ 疾 病 段 階 の 患 者 で は 略
60％ で 検 出 可 能 で あ り 、 よ り 早 期 の 疾 病 段 階 に お け る 患 者 で は 若 干 低 い パ ー セ ン テ ー ジ で
検 出 可 能 で あ っ た が 、 後 者 の 場 合 は 患 者 数 が 少 な か っ た 。 良 性 前 立 腺 肥 大 （ Ｂ Ｐ Ｈ ） の 患
者 は 陰 性 で あ っ た 。 明 白 な 疾 病 の な い 患 者 は 陰 性 で あ っ た が 、 緩 解 期 に あ る け れ ど も 未 だ
活 性 で 安 定 な 疾 病 ま た は 進 行 性 の 疾 病 を 有 す る 患 者 は 陽 性 の 血 清 反 応 を 示 し た 。 前 立 腺 腫
瘍 の な い 患 者 は 、 ７ Ｅ １ １ － Ｃ ５ と の 免 疫 反 応 を 示 さ な か っ た 。
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【 ０ ０ １ ４ 】
　 ７ Ｅ １ １ － Ｃ ５ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て は 現 在 臨 床 試 験 が 行 な わ れ て い る 。 該 抗 体
の ア ル デ ヒ ド 基 を 酸 化 し 、 そ の 重 鎖 の 反 応 性 ア ル デ ヒ ド に 、 リ ン カ - キ レ ー タ グ リ コ ー ル
- チ ロ シ ル - （ ｎ ， ε － ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン － 五 酢 酸 ） - リ ジ ン （ Ｇ Ｙ Ｋ - Ｄ Ｔ Ｐ Ａ ）
が 結 合 さ れ た 。 得 ら れ た 抗 体 は 、 Ｃ Ｙ Ｔ -356と 命 名 さ れ た 。 こ の Ｃ Ｙ Ｔ -356修 飾 抗 体 が 骨
格 筋 を 染 色 す る こ と を 除 け ば 、 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 パ タ ー ン は 同 様 で あ っ た 。 Ｃ Ｙ Ｔ -356
を ７ Ｅ １ １ － Ｃ ５ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 両 者 が タ イ プ ２ の 筋 肉 繊
維 に 結 合 し た こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ の 結 果 が 骨 格 筋 が 陰 性 で あ る と 報 告 し た 初 期 の 研 究 と
齟 齬 す る 理 由 は 、 組 織 固 定 化 技 術 の 相 違 に 起 因 す る も の で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 や は り
、 最 も 強 く 且 つ 明 確 な 反 応 が 前 立 腺 上 皮 細 胞 、 特 に 癌 細 胞 で 観 察 さ れ た 。 マ ウ ス 骨 格 筋 と
の 反 応 は 、 免 疫 組 織 学 的 研 究 に よ っ て 検 出 さ れ た が 、 画 像 化 研 究 で は 検 出 さ れ な か っ た 。
イ ン ジ ウ ム -111で ラ ベ ル さ れ た 抗 体 は 、 ヌ ー ド マ ウ ス 中 で 増 殖 さ れ た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 に 対
し て 、 腫 瘍 １ グ ラ ム 当 た り 略 ３ ０ ％ の 注 射 で ４ 日 間 集 中 的 に 投 与 さ れ た 。 イ ン ・ ビ ボ で は
、 Ｐ Ｃ － ３ お よ び Ｄ Ｕ -145の よ う な 抗 体 陰 性 腫 瘍 に お け る 該 抗 体 の 選 択 的 な 保 持 、 ま た は
骨 格 筋 に よ る 選 択 的 な 保 持 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に つ い て は 極 め て 僅 か し か 知 ら れ て い な い 。 精 製 お よ び 特 徴 付 け の 努 力 に つ
い て は 、 ジ ョ ー ジ ・ ラ イ ト 博 士 (Dr. George Wright) お よ び 彼 の 同 僚 に よ っ て 会 議 で 報 告
さ れ て い る （ １ １ ， １ ２ ） 。 こ れ ら の 研 究 者 は 、 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で の 電 気 泳 動 お よ
び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 は  100キ ロ ダ ル ト ン （ kd） の 分 子 量 を
維 持 す る こ と を 示 し た 。 化 学 的 お よ び 酵 素 的 処 理 に よ っ て 、 ７ Ｅ １ １ － Ｃ ５ モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 に よ る 認 識 の た め に は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の ペ プ チ ド 部 分 お よ び 糖 鎖 部 分 が 必 要 で あ る こ
と が 示 さ れ た 。 特 異 的 レ ク チ ン を 用 い た 拮 抗 研 究 は 、 ｇ ａ ｌ Ｎ Ａ ｃ が 抗 原 性 エ ピ ト ー プ の
優 勢 な 糖 鎖 で あ る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 前 立 腺 の 細 胞 お よ び 組 織 に 独 特 な 該  100 kd の 糖 タ ン パ ク が 精 製 さ れ 、 特 徴 付 け さ れ た
。 こ の タ ン パ ク は ト リ プ シ ン で タ ン パ ク 分 解 的 に 消 化 さ れ 、 ９ 種 類 の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン
ト が 配 列 決 定 さ れ た 。 縮 退 Ｐ Ｃ Ｒ (degenerate PCR)（ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） の 技 術 を 用
い る こ と に よ り 、 こ の 抗 原 を コ ー ド す る 2.65キ ロ 塩 基 （ kb） の 完 全 な 長 さ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が ク
ロ ー ン 化 さ れ た 。 予 備 的 な 結 果 に よ っ て 、 こ の 抗 原 は 、 骨 お よ び リ ン パ 節 の 転 移 を 含 む 前
立 腺 癌 組 織 中 で 高 度 に 発 現 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た （ １ ３ ） 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 体 の
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 並 び に 該 抗 原 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 が 決 定 さ れ た 。 当 該 Ｐ Ｓ Ａ 抗 原 の 更 な る 特
徴 付 け は 、 現 在 、 出 願 人 の 実 験 室 で 進 行 中 で あ る ： 即 ち 、 こ れ に は 多 種 類 の 組 織 に お け る
Ｐ Ｓ Ａ 遺 伝 子 発 現 の 分 析 、 当 該 抗 原 を 発 現 し な い 細 胞 へ の Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 、 Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 の 染 色 体 分 布 、 Ｐ Ｓ Ｍ プ ロ モ ー タ の 分 析 な ら び に Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 抗 原
性 の 高 い ペ プ チ ド ド メ イ ン に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 を 用
い た ゲ ノ ム Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ 、 何 等 か の 内 因 性 Ｐ Ｓ Ｍ 結 合 性 分 子 （ リ ガ ン ド ）
の 同 定 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 は 、 三 つ の 全 て の 前 立 腺 バ イ オ マ ー カ ー 類 、 即 ち Ｐ Ｓ Ａ 、 Ｐ Ａ Ｐ お よ び
Ｐ Ｓ Ｍ を 産 生 す る の で 、 現 在 の と こ ろ ヒ ト 前 立 腺 癌 を 研 究 す る た め の 最 良 の イ ン ・ ビ ト ロ
モ デ ル 系 を 提 供 す る 。 こ の 細 胞 は 、 Ｙ 染 色 体 を も っ た 異 数 体 雄 核 型 を 有 し 、 高 い ア ン ド ロ
ゲ ン 受 容 体 親 和 性 を 発 現 し 、 ま た テ ス ト ス テ ロ ン お よ び Ｄ Ｈ Ｔ の 両 者 に 対 し て ホ ル モ ン 的
に 反 応 性 で あ る 。 Ｐ Ｓ Ｍ は ト ラ ン ス メ ン ブ ラ ン 糖 タ ン パ ク で あ る よ う に み え る の で 、 抗 体
指 向 性 の 画 像 化 お よ び 前 立 腺 腫 瘍 沈 着 物 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ に 魅 力 的 で あ る と 思 わ れ る （
３ ８ ） 。 我 々 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 お よ び Ｐ Ｃ －
３ 細 胞 に お け る Ｐ Ｓ Ｍ タ ン パ ク の 発 現 を 立 証 し 、 ま た ヒ ト 組 織 に お け る ス テ ロ イ ド ホ ル モ
ン 類 に 応 答 し た Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 特 徴 付 け を 行 な っ た 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 の 前 立 腺 特 異 性 膜 （ prostate-specific membrane； Ｐ Ｓ Ｍ ） の 抗 原 を
コ ー ド す る 単 離 さ れ た 哺 乳 類 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 こ の 単 離 さ れ た 哺 乳 類 核 酸 は 、 Ｄ Ｎ Ａ
、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 配 列 内 に 含 ま れ る 一 つ の 配 列 と 特 異
的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 少 な く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 分 子 を 有 す る 核
酸 分 子 を 提 供 す る 。 こ の 核 酸 分 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の 何 れ か で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 の 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 対 し て 相 補 的 な 核 酸 分
子 の 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 、 少 な く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド の 核
酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞 か ら 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 得 る
こ と と 、 こ う し て 得 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ と ラ ベ ル さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 特 異 性 の 核 酸 分 子 と を 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ズ 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と と 、 該 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存
在 を 測 定 し 、 こ れ に よ っ て 前 記 細 胞 に よ る Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 を 検 出 す る こ と と を 具 備 し た
方 法 を 提 供 す る 。 組 織 切 片 に お け る Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 が 同 様 に し て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 プ ロ モ ー タ と 動 作 可 能 に リ ン ク し た 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 単 離 さ れ た 核
酸 分 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 単 離 さ れ た 哺 乳 類 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ
ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る た め
の ホ ス ト ベ ク タ ー 系 で あ っ て 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る 哺 乳 類 核 酸 分 子 と 、 適 切 な
ホ ス ト と を 具 備 し た ホ ス ト ベ ク タ ー 系 を 提 供 す る 。 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 の た め の 適 切 な ホ ス
ト は 、 バ ク テ リ ア 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法
で あ っ て 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 哺 乳 類 核 酸 分 子 を 含 ん だ ベ ク タ ー お
よ び 適 切 な ホ ス ト を 有 す る ベ ク タ ー 系 の ホ ス ト 細 胞 を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 お よ び 産
生 さ れ た 該 ポ リ ペ プ チ ド の 回 収 を 可 能 と す る 適 切 な 条 件 下 で 増 殖 さ せ る こ と を 具 備 し た 方
法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 或 る リ ガ ン ド が 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 結 合 で き る か 否 か を 決 定 す る た め の 方 法
で あ っ て 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 哺 乳 類 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 有 す る 哺 乳 動 物
細 胞 と 前 記 リ ガ ン ド と を 、 前 記 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に リ ガ ン ド を 結 合 さ せ る 条 件 下 で 接 触 さ
せ る こ と と 、 該 リ ガ ン ド が 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 結 合 す る か 否 か を 決 定 す る こ と と を 具 備 し
た 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 精 製 さ れ た 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原
を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 哺 乳 類 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
本 発 明 は 更 に 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の リ ガ ン ド を 同 定 お よ び 精 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 哺 乳 類 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー
ド さ れ る 精 製 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 者 を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の ペ プ チ ド で あ る  Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu（ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ３ ５
） 、 Asn-Glu-Asp-Gly-Asn-Glu （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ３ ６ ） ま た は  Lys-Ser-Pro-Asp-Glu-Gly（
配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ３ ７ ） の 何 れ か に 対 し て 最 も 指 向 さ れ 易 い （ し か し 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の

10

20

30

40

50

(6) JP 2007-14343 A 2007.1.25



で は な い ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 向 け ら れ た 抗 体 と 、 こ れ に 結 合 さ れ た 細 胞 毒 性 薬 剤 と を
含 有 す る 治 療 剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト 患 者 に お け る 前 立 腺 癌 を 画 像 化 す る 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 対 し て
、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 向 け ら れ る 少 な く と も 一 つ の 抗 体 で あ っ て 前 立 腺 癌 細 胞 の 細 胞 表 面 に 結 合
で き 且 つ 画 像 化 剤 で ラ ベ ル さ れ た 抗 体 を 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 前 記 細 胞 表 面 Ｐ Ｓ Ｍ 抗
原 と の 間 で 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下 で 投 与 す る こ と を 具 備 し た 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明
は 更 に 、 画 像 化 に 有 効 な 量 の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 向 け ら れ た 抗 体 と 、 薬 剤 的 に 許 容 さ れ 得 る キ ャ
リ ア と を 含 有 す る 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 ヒ ト 患 者 に お け る 前 立 腺 癌 を 画 像 化 す る 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 対 し て
、 異 な っ た Ｐ Ｓ Ｍ エ ピ ト ー プ 類 に 向 け ら れ る 複 数 の 抗 体 を 投 与 す る こ と を 具 備 し た 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト 患 者 に お け る 前 立 腺 癌 を 画 像 化 す る 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 対 し て
、 前 立 腺 癌 細 胞 の 細 胞 表 面 に 結 合 で き 且 つ 画 像 化 剤 で ラ ベ ル さ れ た 少 な く と も 一 つ の リ ガ
ン ド を 、 該 リ ガ ン ド と 前 記 細 胞 表 面 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 と の 間 で 複 合 体 を 形 成 す る 条 件 下 で 投 与 す
る こ と を 具 備 し た 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 画 像 化 に 有 効 な 量 の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 と 、 薬
剤 的 に 許 容 可 能 な キ ャ リ ア と を 含 有 す る 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル （ 例 え ば 血 清 ） 中 の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 測 定 す る た め の 免 疫 検 定
法 で あ っ て 、 ａ ） 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル を 少 な く と も 一 つ の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 体 と 接 触 さ せ て 、 該
抗 体 と 前 記 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 と の 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 と 、 ｂ ） 前 記 複 合 体 の 量 を 測 定 す る こ と
に よ り 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 量 を 測 定 す る 工 程 と を 具 備 し た 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 量 を 測 定 す る た め の 免 疫 検 定 法 で あ
っ て 、 ａ ） 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル を 少 な く と も 一 つ の Ｐ Ｓ Ｍ リ ガ ン ド と 接 触 さ せ て 、 該 リ
ガ ン ド と 前 記 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 と の 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 と 、 ｂ ） 前 記 複 合 体 の 量 を 測 定 す る こ
と に よ り 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 量 を 測 定 す る 工 程 と を 具 備 し た 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 精 製 す る 方 法 で あ っ て 、 ａ ） Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 対 す る 抗 体 を
固 相 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 さ せ る 工 程 と 、 ｂ ） Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 含 む 細 胞 溶 解 物 お よ び 工 程 ａ ）
の 結 合 抗 体 を 、 該 抗 体 と Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 と を 結 合 さ せ る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 と 、
ｃ ） 前 記 結 合 さ せ た 固 相 マ ト リ ッ ク ス を 洗 浄 し て 不 純 物 を 除 去 す る 工 程 と 、 ｄ ） 前 記 結 合
抗 体 か ら 前 記 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 溶 出 さ せ る 工 程 と を 具 備 し た 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 ん だ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺
乳 動 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 相 補 的
な ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ が ゲ ノ ム 中 に 含 ま れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 で あ っ て
、 該 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ は Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 相 補 的 な ア ン チ セ ン
ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 に 転 写 さ れ る よ う に 配 置 さ れ て お り 、 該 ア ン チ セ ン ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ は Ｐ Ｍ Ｓ 抗 原
を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り 、 そ の 翻 訳 を 低 下 さ せ る ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 転 移 能 力 、 前 立 腺 腫 瘍 の 増 殖 ま た は 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 除 去
を 抑 制 し 、 ま た は 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド し 且 つ ５ ´ 調 節 要
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素 と 動 作 可 能 に リ ン ク し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 該 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 発 現 が 前 記 調 節 要 素 の
制 御 を 受 け る よ う な 仕 方 で 患 者 の 腫 瘍 細 胞 中 に 導 入 し 、 こ れ に よ っ て 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 転
移 能 力 、 前 立 腺 腫 瘍 の 増 殖 ま た は 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 除 去 を 抑 制 し 、 ま た は 調 節 す る 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 転 移 能 力 、 前 立 腺 腫 瘍 の 増 殖 ま た は 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 除 去
を 抑 制 し 、 ま た は 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド し 且 つ ５ ´ 調 節 要
素 と 動 作 可 能 に リ ン ク す る と 共 に 、 治 療 的 Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 患 者 の 腫 瘍 細 胞
中 に 導 入 し 、 こ れ に よ っ て 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 転 移 能 力 、 前 立 腺 腫 瘍 の 増 殖 ま た は 前 立 腺 腫
瘍 細 胞 の 除 去 を 抑 制 し 、 ま た は 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 に お け る ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 の 増 殖 ま た は 前 立 腺 細 胞 の 刺 激 を 防 止 す る た め
の 治 療 的 ワ ク チ ン で あ っ て 、 前 立 腺 細 胞 に 対 し て 投 与 さ れ る 有 効 量 お よ び 薬 剤 的 に 許 容 さ
れ 得 る キ ャ リ ア を 含 有 し 、 こ れ に よ っ て 患 者 に お け る 腫 瘍 増 殖 ま た は 腫 瘍 細 胞 の 刺 激 を 防
止 す る ワ ク チ ン を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 の 血 液 原 性 微 小 転 移 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 （ Ａ ） 前 立 腺 特
異 性 膜 抗 原 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 患 者 の 血 液 、 骨 髄 ま た は リ ン パ 節 サ ン プ ル に 対 し 、 ネ ス
ト さ れ た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） を 行 な う こ と と 、 （ Ｂ ） Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 お よ び
サ ザ ン 分 析 に よ っ て 微 小 転 移 を 確 認 す る こ と に よ り 、 前 記 患 者 の 血 液 原 性 微 小 転 移 腫 瘍 細
胞 を 検 出 す る こ と と を 具 備 し た 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 起 因 し た 分 裂 応 答 を 阻 止 す る 方 法 で あ っ て 、 前 立 腺 特 異
性 膜 抗 原 を コ ー ド し 且 つ ５ ´ 調 節 要 素 と 動 作 可 能 に リ ン ク し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 腫 瘍 細 胞 中 に
導 入 す る こ と を 具 備 し 、 該 遺 伝 子 の 発 現 は 多 細 胞 生 物 内 に お け る 定 義 さ れ た 病 理 学 的 効 果
に 直 接 関 連 し て お り 、 そ れ に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 起 因 し た 分 裂 応 答 を 阻 害 す る 方 法
を 提 供 す る 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ の 出 願 を 通 し て 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド に 言 及 す る と き 、 そ の 言 及 は 核 酸 の コ ー ド 鎖 上 に
存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る も の で あ る 。 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド を 示 す た め に 、 こ の 明 細
書 を 通 し て 次 の 標 準 的 な 略 記 法 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 　 　 　 　 Ｃ ＝ シ ト シ ン 　 　 　 　 Ａ ＝ ア デ ノ シ ン
　 　 　 　 　 Ｔ ＝ チ ミ ジ ン 　 　 　 　 Ｇ ＝ グ ア ノ シ ン
　 「 遺 伝 子 」 は 核 酸 分 子 を 意 味 し 、 該 遺 伝 子 の 配 列 に は 、 特 定 の タ ン パ ク を 正 常 に 調 節 さ
れ た 状 態 で 製 造 す る た め に 必 要 な 全 て の 情 報 （ 構 造 的 コ ー デ ィ ン グ 配 列 、 プ ロ モ ー タ お よ
び エ ン ハ ン サ を 含 む ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 （ Ｐ Ｓ Ｍ ） 抗 原 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 哺 乳 類 核 酸 分
子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 哺 乳 類 核 酸 分 子 の 、
単 離 さ れ た 哺 乳 類 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ
ー ド す る 単 離 さ れ た 哺 乳 類 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 抗
原 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 哺 乳 類 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 記 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 は 、 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 １ に 示 し た
よ う に 、 ヒ ト 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 こ の ヒ ト 配 列 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ ホ モ サ ピ エ ン ス 、 2653塩 基
対 の 説 明 を 伴 な っ て 、 受 付 番 号  M99487 で ジ ー ン バ ン ク （ ニ ュ ー メ キ シ コ 州 ロ ス ア ラ モ ス
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に 所 在 の ロ ス ア ラ モ ス 国 立 研 究 所 ） に 提 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 配 列 と は 異 な っ た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 類 お よ
び ｃ Ｄ Ｎ Ａ 類 を も 包 含 す る が 、 表 現 型 の 変 化 を 生 じ て は な ら な い 。 或 い は ま た 、 本 発 明 は
、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ 類 お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ 類 を も 包
含 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は ま た 、 一 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 同 一 性 ま た は 位 置 の 点 で 天 然 に 存
在 す る 形 と は 異 な り 、 且 つ 天 然 存 在 形 の 性 質 の 幾 つ か 又 は 全 て を 共 有 す る 、 抗 原 性 ポ リ ペ
プ チ ド の ポ リ ペ プ チ ド 類 縁 体 、 フ ラ グ メ ン ト ま た は 誘 導 体 （ 該 タ ン パ ク に つ い て 特 定 さ れ
た 全 残 基 よ り も 少 な い 残 基 を 含 む 欠 失 類 縁 体 、 特 定 さ れ た 一 以 上 の 残 基 が 他 の 残 基 で 置 換
さ れ た 置 換 類 縁 体 、 一 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 末 端 部 分 ま た は 中 間 部 分
に 付 加 さ れ た 付 加 類 縁 体 ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を も 包 含 す る 。 こ れ ら 分 子 は 、 選 ば れ
た 非 哺 乳 動 物 ホ ス ト に よ る 発 現 の た め に 「 好 ま し い 」 コ ド ン の 組 み 込 み ； 制 限 エ ン ド ヌ ク
レ ア ー ゼ 酵 素 に よ る 開 裂 部 位 の 設 置 ； お よ び 容 易 に 発 現 さ れ る ベ ク タ ー 類 の 構 築 を 容 易 に
す る 初 期 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 末 端 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 も し く は 中 間 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 追 加 設 置 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ こ に 説 明 さ れ 且 つ 権 利 請 求 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 該 分 子 が 提 供 す る ポ リ ペ プ チ ド の ア
ミ ノ 酸 配 列 に 関 す る 情 報 に お い て 有 用 で あ り 、 ま た 種 々 の 組 換 え 技 術 に よ る ポ リ ペ プ チ ド
大 規 模 合 成 の 生 成 物 と し て 有 用 で あ る 。 こ の 分 子 は 、 新 規 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 、 発 現
ベ ク タ ー 、 形 質 転 換 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 原 核 お よ び 真 核 ホ ス ト 細 胞 を 創 造 す る
た め に 有 用 で あ り 、 ま た 当 該 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 関 連 生 成 物 を 発 現 で き る ホ ス ト 細 胞 を 培
養 増 殖 す る た め の 新 規 か つ 有 用 な 方 法 を 創 造 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 更 に 、 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 哺 乳 類 核 酸 分 子 は 、 前 立 腺 癌
の 腫 瘍 発 生 を 研 究 す る た め の プ ロ ー ブ の 開 発 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ で き る 少 な く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 製 造 さ れ た こ の 核 酸 分 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の 何 れ で あ っ て も よ い 。 こ こ で 用 い る
「 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と の 語 句 は 、 核 酸 分 子 が 、 そ れ 自 信 の 配 列 に 対 し て 相 補
的 な 核 酸 配 列 を 認 識 し 、 相 補 的 塩 基 対 間 の 水 素 結 合 を 介 し て 二 重 螺 旋 セ グ メ ン ト を 形 成 す
る 能 力 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 少 な
く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド の 前 記 核 酸 分 子 は 、 プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で き る 。 核 酸 プ
ロ ー ブ 技 術 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 当 業 者 は 、 か か る プ ロ ー ブ の 長 さ が 非 常 に 大 き く 変 化
さ れ 得 る こ と 、 並 び に 該 プ ロ ー ブ の 検 出 を 容 易 に す る た め に 、 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ ま た は
蛍 光 染 料 の よ う な 検 出 ラ ベ ル で 標 識 さ れ 得 る こ と を 容 易 に 理 解 す る で あ ろ う 。 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ
ー ブ 分 子 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を プ ラ ス ミ ド ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
の よ う な 適 切 な ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し 、 続 い て 当 該 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い る こ と に よ
り 、 適 切 な バ ク テ リ ア ホ ス ト 細 胞 中 に 形 質 転 換 し 、 こ の 形 質 転 換 さ れ た バ ク テ リ ア 細 胞 中
で 複 製 し 、 当 該 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 回 収 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ 得 る 。 或 い は 、 プ ロ ー ブ
を Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 で 化 学 的 に 生 成 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 Ｔ ３ ， Ｔ ７ ま た は Ｓ Ｐ ６ の よ う な バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 下 流 に Ｐ Ｓ
Ｍ 抗 原 分 子 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 作 成 す る こ と が で き る 。 大 量 の Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 ラ
ベ ル さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 、 適 切 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 下 で 、 線 形 化 さ れ た 上 流 プ
ロ モ ー タ を 含 む Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 フ ラ グ メ ン ト と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ
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得 る 。 　 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る 哺 乳 類 核 酸 分 子 に 対 し て
相 補 的 な 核 酸 分 子 の 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 少 な く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド の
核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 こ の 分 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 何 れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 細 胞 内 に お け る 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 細 胞
か ら 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 得 る こ と と 、 こ う し て 得 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 条 件 下 で 、
哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 少 な く と
も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド の ラ ベ ル さ れ た 核 酸 分 子 に 接 触 さ せ る こ と と 、 該 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 を 測 定 し 、 こ れ に よ っ て 前 記 細 胞 内 に お け る 前 記 哺 乳 類 前 立 腺 特 異
性 膜 抗 原 の 発 現 を 検 出 す る こ と と を 具 備 し た 方 法 を 提 供 す る 。 上 記 で 合 成 さ れ た 核 酸 分 子
は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 を 検
出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 細 胞 由 来 の 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 当 業 者 に 周 知 の 多 く の 方 法
に よ っ て 単 離 さ れ 得 る 。 前 記 ラ ベ ル さ れ た 核 酸 分 子 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ 条 件 は 、 当 該 技 術 分
野 で 周 知 の ル ー チ ン 実 感 に よ っ て 決 定 さ れ 得 る 。 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 存 在 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 ま た は 当 該 技 術 分 野 で 周 知 の 他 の 方 法 に よ っ て 測 定 さ れ 得 る 。 形
成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド の 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 前 記 細 胞 に よ る Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 を
測 定 す る こ と が で き る 。 ラ ベ リ ン グ の 手 段 は 放 射 能 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 前 記 核 酸 を 製 造
す る 際 に 、 一 以 上 の 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド を 該 核 酸 中 に 取 り 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 核 酸 は 溶 解 細 胞 か ら の 沈 殿 に よ っ て 抽 出 さ れ 、 ま た ｍ Ｒ Ｎ Ａ
は 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ポ リ Ａ 尾 部 を 結 合 す る オ リ ゴ - ｄ Ｔ カ ラ ム を 用 い て 該 抽 出 物 か ら 単 離 さ
れ る （ １ ３ ） 。 次 い で 、 こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 の 放 射 能 ラ ベ ル さ れ た プ ロ
ー ブ に 晒 さ れ 、 該 プ ロ ー ブ は 相 補 的 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て こ れ を ラ ベ ル す る 。
結 合 は 、 発 光 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 又 は シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。
し か し 、 こ れ ら の ス テ プ を 実 行 す る 他 の 他 の 方 法 が 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 上 記 で 述 べ た 方
法 は 単 な る 例 に 過 ぎ な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 組 織 切 片 に お け る Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 を 検 出 す る 他 の 方 法 で あ っ て 、 前 記
組 織 切 片 を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 条 件 下 で 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 配 列 と
特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 少 な く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド の ラ ベ ル さ れ た 核 酸 分 子 に 接
触 さ せ る こ と と 、 該 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 を 測 定 し 、 こ れ に よ っ て 組
織 切 片 に お け る 前 記 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 を 検 出 す る こ と と を 具 備 し た 方 法 を 提 供 す る
。 こ の プ ロ ー ブ は ま た 、 原 位 置 で の (in-situ) ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 又 は こ の 遺 伝 子 を
発 現 す る 組 織 の 位 置 を 突 き 止 め る た め に 有 用 で あ り 、 或 い は 種 々 の 生 物 学 的 組 織 に お け る
当 該 遺 伝 子 も し く は そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 に 関 す る 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 験 の た め
に 有 用 で あ る 。 ラ ベ ル さ れ た 核 酸 分 子 を 用 い た 原 位 置 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 当
該 技 術 に お い て 周 知 で あ る 。 本 質 的 に 、 組 織 切 片 は ラ ベ ル さ れ た 核 酸 分 子 と 共 に イ ン キ ュ
ベ ー ト さ れ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 生 じ る 。 こ の 分 子 は 「 ラ ベ ル さ れ て い る 」 か ら
検 出 の た め の マ ー カ ー を 有 し て お り 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド の 量 は マ ー カ 量 の 検 出 に 基 づ い て 測
定 さ れ る あ ろ う し 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 も そ う で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 の プ ロ モ ー タ に 動 作 可 能 に リ ン ク し た 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ 抗
原 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 こ の 単 離 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 配 列 は 、 ベ ク タ ー 系 に 結 合 す る こ と
が で き る 。 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 コ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー お よ び
他 の ウ イ ル ス を 含 む 種 々 の ベ ク タ ー 類 が 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 本 発 明 は 更 に 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原
を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 ん だ ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 　 こ れ ら ベ ク タ ー を 得 る
方 法 の 一 例 は 、 挿 入 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ の 両 者 を 制 限 酵 素 に 晒 し て 塩 基 対 が 互 い
に 相 補 的 で あ る 末 端 を 両 分 子 に 形 成 し 、 次 い で 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ を 用 い て こ れ ら 分 子 を 連
結 す る こ と で あ る 。 或 い は 、 ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ に お け る 制 限 部 位 に 対 応 す る リ ン カ ー を 挿 入
Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 し 、 次 い で 該 部 位 で 切 断 す る 制 限 酵 素 で 消 化 す る こ と も で き る 。 他 の 手 段 も
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利 用 可 能 で あ り 、 こ れ は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 該 Ｐ Ｓ Ｍ 配 列 は ｐ Ｓ Ｐ Ｏ Ｒ Ｔ ／ ベ ク タ ー （  GibcoR -BRL） の Ｎ ｏ
ｔ Ｉ ／ Ｓ ａ ｌ Ｉ 部 位 に ク ロ ー ン 化 さ れ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド （ ｐ ５ ５ Ａ － Ｐ Ｓ Ｍ ） は 、 1992
年 ８ 月 14日 に 、 特 許 手 続 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ タ ペ ス ト 条 約 の 規 定 に
従 っ て 、 ア メ リ カ 合 衆 国 メ リ ー ラ ン ド 州 20852 ロ ッ ク ウ ィ ル  12301パ ー ク ロ ー ン ド ラ イ ブ
の ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） に 寄 託 さ れ た 。 プ ラ ス ミ
ド ｐ ５ ５ Ａ － Ｐ Ｓ Ｍ に は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 付 番 号  75294号 が 付 与 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る た
め の ホ ス ト ／ ベ ク タ ー 系 を 提 供 す る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー 類 は 適 切 な ホ ス ト 細 胞 中 に 形 質 転
換 さ れ て 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 製 造 の た め の ホ ス ト 細 胞 ／ ベ
ク タ ー 系 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 発 現 の た め に 必 要 と さ れ る 調 節 要 素 に は 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 結 合 す る プ ロ モ ー タ 配
列 お よ び リ ボ ゾ ー ム 結 合 の た め の 転 写 開 始 配 列 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 バ ク テ リ ア 発 現 ベ ク
タ ー は ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ 、 転 写 開 始 の た め の シ ャ イ ン - ダ ル ガ ノ 配 列 お よ び 開 始 コ ド ン Ａ
Ｕ Ｇ を 含 ん で い る （ １ ４ ） 。 同 様 に 、 真 核 細 胞 発 現 ベ ク タ ー は Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ の
た め の 非 相 同 性 ま た は 相 同 性 の プ ロ モ ー タ 、 下 流 ポ リ ア デ ニ ル 化 信 号 、 開 始 コ ド ン Ａ Ｕ Ｇ
お よ び リ ボ ゾ ー ム の 脱 離 の た め の 終 止 コ ド ン を 含 ん で い る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー 類 は 商 業
的 に 得 る こ と が で き 、 或 い は 当 該 技 術 に お い て 周 知 の 方 法 、 例 え ば 一 般 的 な ベ ク タ ー を 構
築 す る た め の 上 記 方 法 に よ っ て 、 既 知 の 配 列 か ら 組 み 立 て る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー
は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 の 製 造 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 上 記 で 説 明 し た 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ っ て 、 ホ
ス ト 細 胞 が バ ク テ リ ア 細 胞 （ 例 え ば E.coli） 、 酵 母 細 胞 、 真 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 お よ び 動 物
細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 提 供 す る 。 適 切 な 動 物 細 胞 に
は Ｖ ｅ ｒ ｏ 細 胞 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 Ｃ ｏ ｓ 細 胞 、 Ｃ Ｖ １ 細 胞 お よ び 種 々 の 一 次 哺 乳 動 物 細 胞
(primary mammalian cells) が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 方
法 で あ っ て 、 前 記 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 配 列 を 含 ん だ ベ ク タ ー 系 の ホ ス ト 細 胞 を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド の 産 生 を 可 能 と す る 適 切 な 条 件 下 で 増 殖 さ せ る こ と と 、 こ う し て 産 生 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド を 回 収 す る こ と と を 具 備 し た 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 ん だ 哺 乳 動 物 細 胞 、 例 え ば 哺
乳 動 物 細 胞 内 で の 発 現 に 適 用 さ れ る プ ラ ス ミ ド を 含 ん だ 哺 乳 動 物 細 胞 で あ っ て 、 哺 乳 類 Ｐ
Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 と 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る 該 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 発 現
を 可 能 と す る よ う に 相 対 的 に 位 置 づ け ら れ た 、 哺 乳 動 物 細 胞 内 で の 前 記 Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 に 必
要 な 調 節 要 素 と を 含 ん だ 哺 乳 動 物 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 多 く の 哺 乳 動 物 細 胞 が ホ ス ト と し て 使 用 さ れ 得 る 。 そ の 中 に は マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 Ｎ Ｉ Ｈ
３ Ｔ ３ 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 Ｌ ｔ ｋ - 細 胞 、 Ｃ ｏ ｓ 細 胞 等 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 上 記 の よ う な 発 現 プ ラ ス ミ ド は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 、
電 気 穿 孔 法 の よ う な 当 該 技 術 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 哺 乳 動 物 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る
た め に 使 用 さ れ 、 或 い は 例 え ば マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 哺 乳 類 細 胞 中 に 導 入 さ
れ て 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は プ ラ ス ミ ド ） を 含 ん
だ 哺 乳 類 細 胞 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 は 、 或 る リ ガ ン ド が 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 に 結 合 で き る か 否 か を 決 定 す る た
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め の 方 法 で あ っ て 、 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 有 す
る 哺 乳 動 物 細 胞 と 前 記 リ ガ ン ド と を 、 前 記 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 に リ ガ ン ド を 結 合 さ
せ る 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と と 、 該 リ ガ ン ド が 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 に 結 合 す る か 否
か を 決 定 す る こ と と を 具 備 し た 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た リ ガ ン ド と 、 こ れ に 結 合 さ れ た 細 胞 毒 性
薬 剤 と を 含 有 す る 治 療 剤 を 提 供 す る 。 こ の 細 胞 毒 性 薬 剤 は 、 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ ま た は 毒
素 の 何 れ か で あ り 得 る 。 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ ま た は 毒 素 の 例 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト 患 者 に お け る 前 立 腺 癌 を 画 像 化 す る 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 対 し て
、 上 記 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 少 な く と も 一 つ の リ ガ ン ド で あ っ て 前 立 腺 癌 細 胞 の 細 胞 表 面
に 結 合 で き 且 つ 画 像 化 剤 で ラ ベ ル さ れ た リ ガ ン ド を 、 該 リ ガ ン ド と 前 記 細 胞 表 面 Ｐ Ｓ Ｍ 抗
原 と の 間 で 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下 で 投 与 す る こ と を 具 備 し た 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明
は 更 に 、 画 像 化 に 有 効 な 量 の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 リ ガ ン ド と 、 薬 剤 的 に 許 容 さ れ 得 る キ ャ リ ア と を
含 有 す る 組 成 物 を 提 供 す る 。 薬 剤 的 に 許 容 さ れ 得 る キ ャ リ ア は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え
ば 、 こ の よ う な 薬 剤 的 に 許 容 さ れ 得 る キ ャ リ ア は 生 理 食 塩 水 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 精 製 さ れ た 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 が 提 供 さ れ る 。 こ こ で 使 用 す る 「
精 製 さ れ た 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 」 の 用 語 は 、 単 離 さ れ た 天 然 に 存 在 す る 前 立 腺 特 異 性 膜 抗
原 ま た は タ ン パ ク （ 天 然 物 か ら 精 製 さ れ 、 或 い は 一 次 、 二 次 も し く は 三 次 コ ン ホ メ ー シ ョ
ン お よ び 翻 訳 後 の 修 飾 が 天 然 に 存 在 す る 物 質 と 同 一 に な る よ う に 製 造 さ れ た も の ） 、 並 び
に 一 次 構 造 の 一 致 性 （ 即 ち 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 連 続 的 配 列 ） を 有 す る 天 然 に 存 在 し な い ポ リ
ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド に は 、 誘 導 体 お よ び 類 縁 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 単 離 さ れ た 哺 乳 類 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 と 相 互 作 用 す る 天 然 の リ ガ ン ド が 存 在 し 得 る と 思 わ れ る 。 本 発 明 は 、 こ の よ
う な 天 然 の リ ガ ン ド ま た は Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 結 合 で き る 他 の リ ガ ン ド を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す
る 。 該 リ ガ ン ド を 同 定 す る 方 法 は 、 ａ ） 精 製 さ れ た 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 固 相 マ ト リ ッ ク ス
に 結 合 さ せ る 工 程 と 、 ｂ ） こ の 結 合 さ れ た 精 製 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ タ ン パ ク と 潜 在 的 リ ガ ン ド と
を 、 該 リ ガ ン ド お よ び 精 製 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 結 合 さ せ る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 と 、
ｃ ） 工 程 ｂ ） で 形 成 さ れ た 、 前 記 リ ガ ン ド お よ び 前 記 結 合 さ れ た 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 複 合
体 を 洗 浄 し て 、 非 特 異 的 結 合 物 お よ び 不 純 物 を 除 去 す る 工 程 と 、 ｄ ） 前 記 結 合 さ れ た 哺 乳
類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 か ら 前 記 リ ガ ン ド を 溶 出 さ せ る 工 程 と を 具 備 す る 。 タ ン パ ク を 固 相 マ ト リ ッ
ク ス に 結 合 さ せ る 技 術 は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 潜 在 的 リ ガ ン ド は 、 哺 乳 類
Ｐ Ｓ Ｍ の 構 造 か ら 推 定 さ れ 得 、 ま た は 当 業 者 に 公 知 の 他 の 経 験 的 な 実 験 に よ っ て 推 定 さ れ
得 る 。 結 合 の 条 件 も ま た 容 易 に 決 定 さ れ 得 、 こ の よ う な 実 験 を 行 な う た め の プ ロ ト コ ー ル
は 文 献 中 に 既 に 十 分 に 説 明 さ れ て い る （ １ ５ ） 。 リ ガ ン ド - Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 複 合 体 は 洗 浄 さ
れ る 。 最 後 に 、 結 合 し た リ ガ ン ド は 溶 出 さ れ 、 特 徴 付 け さ れ る 。 リ ガ ン ド の 特 徴 付 け を 行
な う 標 準 の 技 術 は 当 該 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 上 記 方 法 は ま た 、 何 れ か の 生 物 学 的 供 給 源 か ら リ ガ ン ド を 精 製 す る た め に 用 い ら れ 得 る
。 細 胞 中 の 天 然 リ ガ ン ド を 精 製 す る た め に は 、 マ ト リ ッ ク ス 上 に 結 合 さ れ た 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ
抗 原 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る た め に 、 細 胞 溶 解 物 、 血 清 ま た は 他 の 生 物 学 的 サ ン プ ル が
用 い ら れ る 。 次 い で 、 特 定 の 天 然 リ ガ ン ド が 上 記 の よ う に し て 同 定 さ れ 、 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 タ ン パ ク 配 列 情 報 と 共 に 、 抗 原 性 領 域 が 同 定 さ れ 得 る 。 そ し て 、 こ れ ら 領 域 に 対 す る 抗
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体 が 作 成 さ れ て 、 前 立 腺 癌 の 画 像 化 ま た は 治 療 の た め に 、 該 抗 体 は 前 立 腺 癌 に 対 し て タ ー
ゲ ッ テ ィ ン グ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 は 、 抗 体 を 生 成 す る Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 上 の 特 定 の 領 域 を 選 択 す る 方 法 を 提 供 す る 。 タ ン
パ ク 配 列 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 推 定 さ れ 得 る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 当 業 者 に 周 知 の 方 法
に よ り 分 析 さ れ て 、 構 築 さ れ た タ ン パ ク 中 で そ れ ら が 疎 水 性 領 域 ま た は 親 水 性 領 域 を 生 成
し 得 る か 否 か が 決 定 さ れ 得 る 。 細 胞 膜 タ ン パ ク の 場 合 、 水 性 環 境 に お い て 、 疎 水 性 領 域 は
細 胞 膜 の 脂 質 二 重 層 中 に 挿 入 さ れ る タ ン パ ク 部 分 を 形 成 す る の に 対 し 、 親 水 性 領 域 は 細 胞
表 面 に 位 置 す る こ と が 周 知 で あ る 。 通 常 、 親 水 性 領 域 は 疎 水 性 領 域 よ り も 免 疫 原 性 で あ る
。 従 っ て 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 生 成 す る た め に は 、 親 水 性 ア ミ ノ 酸
配 列 が 選 択 さ れ 、 使 用 さ れ 得 る 。 一 例 と し て 、 図 １ ６ の 親 水 性 プ ロ ッ ト に 示 し た ヒ ト Ｐ Ｓ
Ｍ 抗 原 の 親 水 性 配 列 が 容 易 に 選 択 さ れ 得 る 。 こ の 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 商 業 的 に 入
手 可 能 な 機 械 を 用 い て 調 製 さ れ 得 る 。 或 い は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト の よ う
な Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ン 化 お よ び 発 現 さ せ 、 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 し て 、 こ れ を 免 疫 原
と し て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 選 択 さ れ た ペ プ チ ド を 用 い て 動 物
を 免 疫 感 作 す る こ と に よ り 製 造 さ れ 得 る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を
用 い て 、 免 疫 感 作 さ れ た 動 物 由 来 の 抗 体 産 生 Ｂ 細 胞 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ 、 得 ら れ
た 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 を 選 別 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 或 い
は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 当 業 者 に 公 知 の イ ン ・ ビ ト ロ 技 術 に よ っ て 製 造 さ れ 得 る 。 こ れ
ら 抗 体 は 、 生 き た 動 物 、 ヒ ト 若 し く は 生 物 学 的 組 織 、 ま た は 動 物 若 し く は ヒ ト か ら 単 離 さ
れ た 体 液 中 に お い て 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 を 検 出 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て は 、 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の ペ プ チ ド で あ る  Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu（
配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ３ ５ ） 、 Asn-Glu-Asp-Gly-Asn-Glu （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ３ ６ ） お よ び  Lys-Ser-P
ro-Asp-Glu-Gly（ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ３ ７ ） が 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 ペ プ チ ド で あ る  Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu（ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ３ ５ ） 、 Asn-
Glu-Asp-Gly-Asn-Glu （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ３ ６ ） お よ び  Lys-Ser-Pro-Asp-Glu-Gly（ 配 列 Ｉ Ｄ
番 号 ３ ７ ） に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 向 け ら れ た 抗 体 ま た は リ ガ ン ド と 、 こ れ に 結 合 さ れ た 細 胞 毒 性
薬 剤 ま た は 腫 瘍 殺 滅 性 プ ロ ド ラ ッ グ を 活 性 化 す る 抗 体 結 合 酵 素 と を 含 有 す る 治 療 剤 を 提 供
す る 。 細 胞 毒 性 薬 剤 は 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ ま た は 毒 素 の 何 れ か で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 患 者 に お け る 前 立 腺 癌 を 画 像 化 す る 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 対 し て 、 哺
乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の ペ プ チ ド に 向 け ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 前 立 腺 癌 細 胞 の 細 胞
表 面 に 結 合 で き 且 つ 画 像 化 剤 で ラ ベ ル さ れ た 抗 体 を 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 前 記 細 胞 表
面 の 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 と の 間 で 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下 で 投 与 す る こ と を 具 備 し た 方
法 を 提 供 す る 。 画 像 化 剤 は 、 イ ン ジ ウ ム 111 の よ う な 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 前 立 腺 癌 特 異 性 の 画 像 化 剤 で あ っ て 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 向 け ら れ た 抗 体 と 、
こ れ に 結 合 し た 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ と を 含 む 画 像 化 剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 向 け ら れ た 画 像 化 に 有 効 な 量 の 抗 体 と 、 薬 剤 的 に 許 容 さ れ
得 る キ ャ リ ア と を 含 有 す る 組 成 物 を 提 供 す る 。 画 像 化 に 有 効 な 量 を 決 定 す る 方 法 は 当 業 者
に 周 知 で あ る 。 一 つ の 方 法 は 、 異 な っ た 量 の 抗 体 を 用 い た 滴 定 に よ る 方 法 で あ る 。
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【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 量 を 測 定 す る た め の 免 疫 検
定 法 で あ っ て 、 ａ ） 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル を Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 向 け ら れ た 少 な く と も 一 つ の 抗
体 と 接 触 さ せ て 、 該 抗 体 と 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 と の 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 と 、 ｂ ） 前 記 複
合 体 の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 量 を 測
定 す る 工 程 と を 具 備 し た 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル の 一 例 は 血 清 サ ン プ ル で
あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を 精 製 す る 方 法 で あ っ て 、 ａ ） Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 対 す
る 抗 体 を 固 相 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 さ せ る 工 程 と ； ｂ ） 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を 含 む 細 胞 溶 解
物 お よ び 工 程 ａ ） の 結 合 抗 体 を 、 該 抗 体 お よ び 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 が 結 合 で き る 条 件 下 で
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 と ； ｃ ） 前 記 固 相 マ ト リ ッ ク ス を 洗 浄 し て 不 純 物 を 除 去 す る 工 程
と ； ｄ ） 前 記 結 合 抗 体 か ら 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を 溶 出 さ せ る 工 程 と を 具 備 し た 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 ん だ ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ が ゲ ノ ム 中 に 含 ま れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 で あ っ て 、 該 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ は 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る ｍ
Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 に 転 写 さ れ る よ う に 配 置 さ れ て お り 、 該
ア ン チ セ ン ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
こ と に よ り 、 そ の 翻 訳 を 低 下 さ せ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 生 理 学 的 お よ び 行 動 的 役 割 を 解 明 す る 動 物 モ デ ル 系 は 、 種 々 の 技 術
に よ っ て Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 が 増 大 ま た は 減 少 さ れ 、 或 い は 発 現 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の ア ミ ノ
酸 配 列 が 変 化 さ れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 創 製 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ る 。 こ れ ら
技 術 の 例 に は 下 記 の 二 つ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い ： １ ） ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 製 造 す る た め に 、 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 正 常 バ ー ジ ョ
ン ま た は 突 然 変 異 バ ー ジ ョ ン を 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 電 気 穿 孔 法 、 レ ト ロ ウ イ
ル ス ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は 当 業 者 に 周 知 の 他 の 手 段 に よ っ て 、 適 切 な 受 精 胚 中 に 挿
入 す る こ と （ １ ６ ） ； ２ ） こ れ ら 遺 伝 子 の 突 然 変 異 も し く は 正 常 な ヒ ト 若 し く は 動 物 バ ー
ジ ョ ン と 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る 生 来 の 遺 伝 子 座 と の 間 の 相 同 性 組 換 え （ １ ７
） を 行 な い 、 こ れ ら Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 配 列 の 発 現 調 節 ま た は 構 造 を 変 化 さ せ る こ と 。 相 同 性 組 換
え の 技 術 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 相 同 性 組 換 え は 、 生 来 の 遺 伝 子 を 挿 入 遺 伝
子 で 置 換 す る の で 、 本 来 の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 発 現 す る こ と は で き な い が 、 例 え ば 挿 入 さ れ た 突
然 変 異 型 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 （ 該 動 物 の ゲ ノ ム に お け る 生 来 の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 組 換 え に よ っ て 置 換 し
た も の ） を 発 現 し 、 当 該 輸 送 体 の 過 少 発 現 を も た ら す 動 物 を 製 造 す る た め に 有 用 で あ る 。
マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン は 遺 伝 子 を ゲ ノ ム に 追 加 す る が 、 遺 伝 子 を 除 去 し な い か ら 、 そ
れ 自 身 の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 お よ び 追 加 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 発 現 し て Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 過 剰 発 現 を も た
ら す 動 物 を 製 造 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 例 え ば マ ウ ス に つ い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ニ ッ ク 動 物 を 製 造 す る た め に 利 用 可 能 な 一 つ の 手
段 は 次 の 通 り で あ る 。 雌 の マ ウ ス を 交 配 さ せ 、 輸 卵 管 を 切 開 し て 得 ら れ た 受 精 卵 を 取 り 出
す 。 こ の 受 精 卵 は Ｍ ２ 培 地 の よ う な 適 切 な 培 地 中 に 保 存 さ れ る 　 （ １ ６ ） 。 哺 乳 類 Ｐ Ｓ Ｍ
抗 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 当 該 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て ベ ク タ ー
か ら 精 製 さ れ る 。 誘 導 プ ロ モ ー タ を 当 該 Ｄ Ｎ Ａ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 に 融 合 さ せ る こ と に よ
っ て 、 こ の 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 実 験 的 手 段 を 提 供 し 得 る 。 そ の 代 り に 又 は そ れ に
加 え て 、 組 織 特 異 性 の 調 節 要 素 を 前 記 コ ー デ ィ ン グ 領 域 に 融 合 さ せ る こ と に よ り 、 当 該 導
入 遺 伝 子 を 組 織 特 異 的 に 発 現 さ せ 得 る 。 適 切 な 緩 衝 溶 液 中 の Ｄ Ｎ Ａ を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク
シ ョ ン 針 　 （ ピ ペ ッ ト プ ラ ー (pipet puller)を 用 い て キ ャ ピ ラ リ ー 管 か ら 作 製 さ れ 得 る ）
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の 中 に 収 容 し 、 遺 伝 子 を 注 入 す べ き 卵 子 を 凹 部 ス ラ イ ド (depression slide)内 に 置 く 。 針
を 卵 子 の 前 核 中 に 挿 入 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を 注 入 す る 。 注 入 さ れ た 卵 子 は 、 次 い で 擬 妊 娠 マ ウ
ス （ 実 際 に は 妊 娠 し て い な い が 、 妊 娠 を 維 持 す る よ う に 適 切 な ホ ル モ ン に よ っ て 刺 激 さ れ
た マ ウ ス ） の 輸 卵 管 中 に 移 さ れ る 。 そ の 後 、 卵 子 は 子 宮 へ 移 動 し 、 着 床 し 、 所 定 期 間 だ け
発 育 す る 。 上 記 の よ う に 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン は 卵 細 胞 中 に Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 す る 唯 一
の 方 法 で は な く 、 こ こ で は 例 示 の 目 的 の た め だ け に 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 配 列 の 他 の 用 途 は 、 異 な っ た 動 物 に お け る 相 同 性 の 遺 伝 子 （ 類 ） を 単 離 す
る こ と で あ る 。 こ の 遺 伝 子 （ 類 ） は 、 異 な っ た 動 物 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー ま た は ゲ ノ ム
ラ イ ブ ラ リ ー の 何 れ か を 、 Ｐ Ｓ Ｍ 配 列 に 由 来 す る プ ロ ー ブ を 用 い て 低 い 厳 格 性 で ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と に よ っ て 単 離 さ れ 得 る 。 同 定 さ れ た 陽 性 ク ロ ー ン は 、 当 業 者 に 周 知 の Ｄ Ｎ
Ａ ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に よ っ て 更 に 分 析 さ れ る 。 例 え ば 、 相 同 性 プ ロ ー ビ ン グ に よ る 、 タ
ン パ ク ・ セ リ ン キ ナ ー ゼ 族 の 検 出 で あ る （ １ ８ ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 は 、 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 転 移 能 力 、 前 立 腺 腫 瘍 の 増 殖 ま た は 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 除 去
を 抑 制 し 、 ま た は 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド し 且 つ ５ ´ 調 節 要
素 と 動 作 可 能 に リ ン ク し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 該 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 発 現 が 前 記 調 節 要 素 の
制 御 を 受 け る よ う な 仕 方 で 対 象 の 腫 瘍 細 胞 中 に 導 入 し 、 こ れ に よ っ て 前 立 腺 癌 細 胞 の 転 移
能 力 、 前 立 腺 腫 瘍 の 増 殖 ま た は 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 除 去 を 抑 制 し 、 ま た は 調 節 す る 方 法 を 提
供 す る 。 前 記 対 象 は 哺 乳 動 物 、 特 に ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド し 且 つ ５ ´ 調 節 要 素 と 動 作 可 能 に リ
ン ク し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 細 胞 ま た は 生 物 の 中 に 挿 入 さ れ る 導 入 ベ ク タ ー (transfer vector
) の 一 部 を 形 成 す る 。 加 え て 、 該 ベ ク タ ー は 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を 複 製 お よ び 発 現 す る こ
と が で き る 。 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る こ の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 真 核 細 胞 ま た は 原 核 細
胞 の ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 む こ と が で き 、 ま た は 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を 含 有 お よ び ／ ま た は 発
現 す る ホ ス ト 細 胞 中 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 更 に 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る こ の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 バ ク テ リ ア 、 ウ イ ル ス 、 真
菌 、 動 物 ま た は リ ポ ソ ー ム の デ リ バ リ ー 担 体 に よ っ て 導 入 さ れ 得 る 。 他 の 手 段 も ま た 利 用
可 能 で あ り 、 こ れ ら は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 更 に 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 プ ロ モ ー タ ま た は エ ン ハ ン サ と
動 作 可 能 に リ ン ク す る 。 種 々 の プ ロ モ ー タ お よ び ウ イ ル ス 由 来 の 他 の 調 節 要 素 か ら 作 成 さ
れ た も の を 含 ん で 、 多 く の ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 既 に 記 載 さ れ て い る 。 プ ロ モ ー タ は 、 転 写
に 関 与 す る 細 胞 性 タ ン パ ク と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 核 酸 配 列 の 短 ア レ イ か ら な っ て い る 。
異 な っ た 認 識 配 列 と 同 起 源 の 転 写 因 子 の 細 胞 濃 度 と の 組 合 せ に よ っ て 、 特 定 の 細 胞 タ イ プ
に お い て 遺 伝 子 が 転 写 さ れ る 効 率 が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 適 切 な プ ロ モ ー タ に は ウ イ ル ス 性 プ ロ モ ー タ が 含 ま れ る 。 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ に は 、 ア
デ ノ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ 、 シ ミ ア ン ウ イ ル ス ４ ０ （ Ｓ Ｖ ４ ０ ） プ ロ モ ー タ 、 サ イ ト メ ガ ロ
ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） プ ロ モ ー タ 、 マ ウ ス 乳 腺 腫 瘍 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ ） プ ロ モ ー タ 、 マ ロ
ネ ー ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ 、 ネ ズ ミ 肉 腫 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ 、 お よ び ラ ウ ス 肉
腫 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 更 に 、 他 の 適 切 な プ ロ モ ー タ は 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ で あ る 。 加 え て 、 バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ プ ロ モ ー タ も 適 切 な プ ロ モ ー タ は で あ る 。 適 切 な バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ の 例
に は 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ 、 Ｔ ３ プ ロ モ ー タ 、 Ｓ Ｐ ６ プ ロ モ ー タ 、 ラ ム ダ プ ロ モ ー タ 、 バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
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　 ま た 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン プ ロ モ ー タ 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ
ロ モ ー タ の よ う な 動 物 細 胞 プ ロ モ ー タ も 適 切 な プ ロ モ ー タ で あ る 。 真 菌 プ ロ モ ー タ も ま た
適 切 な プ ロ モ ー タ で あ る 。 真 菌 プ ロ モ ー タ の 例 に は 、 Ａ Ｄ Ｃ １ プ ロ モ ー タ 、 Ａ Ｒ Ｇ プ ロ モ
ー タ 、 Ａ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ 、 Ｃ Ｙ Ｃ １ プ ロ モ ー タ 、 Ｃ Ｕ Ｐ プ ロ モ ー タ 、 Ｅ Ｎ Ｏ １ プ ロ モ ー タ
、 Ｇ Ａ Ｌ プ ロ モ ー タ 、 Ｐ Ｈ Ｏ プ ロ モ ー タ 、 Ｐ Ｇ Ｋ プ ロ モ ー タ 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ 、 交
配 型 因 子 プ ロ モ ー タ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 去 れ る も の で は な い 。 更 に 、 植 物 細 胞 プ
ロ モ ー タ お よ び 昆 虫 細 胞 プ ロ モ ー タ も ま た 、 こ こ に 記 載 す る 方 法 の た め に 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は 、 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 転 移 能 力 、 前 立 腺 腫 瘍 の 増 殖 ま た は 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 除 去
を 抑 制 し 、 ま た は 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド し 且 つ ５ ´ 調 節 要
素 と 動 作 可 能 に リ ン ク す る と 共 に 、 治 療 的 Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 対 象 の 腫 瘍 細 胞
中 に 導 入 し 、 こ れ に よ っ て 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 転 移 能 力 、 前 立 腺 腫 瘍 の 増 殖 ま た は 前 立 腺 腫
瘍 細 胞 の 除 去 を 抑 制 し 、 ま た は 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る 。 前 記 対 象 は 哺 乳 動 物 、 特 に ヒ ト
で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 更 に 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド し 且 つ ５ ´ 調 節 要 素 と 動 作 可 能 に リ ン ク す る Ｄ Ｎ Ａ
分 子 に 結 合 さ れ る 治 療 的 Ｄ Ｎ Ａ は 、 サ イ ト カ イ ン 、 ウ イ ル ス 抗 原 、 ま た は プ ロ ド ラ ッ グ 活
性 化 酵 素 を コ ー ド し 得 る 。 他 の 手 段 も ま た 利 用 可 能 で あ り 、 こ れ ら 手 段 は 当 業 者 に 公 知 で
あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 使 用 さ れ る サ イ ト カ イ ン は イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ２ 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン α 、 β 若 し く は γ 、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ - コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 ま た は 他 の 免 疫 因 子
で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 加 え て 、 本 発 明 は 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 で あ っ て 、 ５ ´ 調 節 要 素 に 動 作 可 能 に リ ン ク し た 前 立
腺 膜 抗 原 の 制 御 下 に 、 哺 乳 類 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 を コ ー ド す る 哺 乳 類 核 酸 か ら 単 離 さ れ た
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 ん だ 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ こ で 用 い る 「 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 」 に は 、 相 補 型 Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） 、 合 成 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ゲ ノ
ム Ｄ Ｎ Ａ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 患 者 に お け る ヒ ト 前 立 腺 腫 瘍 の 増 殖 ま た は 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 の 刺 激 を 防 止 す る
た め の 治 療 的 ワ ク チ ン で あ っ て 、 前 立 腺 細 胞 に 対 す る 有 効 量 お よ び 薬 剤 的 に 許 容 さ れ 得 る
キ ャ リ ア を 投 与 し 、 こ れ に よ っ て 患 者 に お け る 腫 瘍 増 殖 ま た は 腫 瘍 細 胞 の 刺 激 を 防 止 す る
ワ ク チ ン を 提 供 す る 。 他 の 手 段 も ま た 利 用 可 能 で あ り 、 こ れ ら 手 段 は 当 業 者 に 公 知 で あ る
。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 、 対 象 の 血 液 原 性 微 小 転 移 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 （ Ａ ） 患 者 の 血
液 サ ン プ ル 、 骨 髄 サ ン プ ル ま た は リ ン パ 節 サ ン プ ル に 対 し て 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 プ ラ イ
マ ー を 用 い て 、 ネ ス ト さ れ た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） を 行 な う こ と と 、 （ Ｂ ） Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 決 定 お よ び サ ザ ン 分 析 に よ っ て 微 小 転 移 を 確 認 す る こ と に よ り 、 前 記 対 象 の 血 液
原 性 微 小 転 移 腫 瘍 細 胞 を 検 出 す る こ と と を 具 備 し た 方 法 を 提 供 す る 。 対 象 は 哺 乳 動 物 、 特
に ヒ ト で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 前 記 の 微 小 転 移 腫 瘍 細 胞 は 前 立 腺 癌 で あ り 得 、 ま た 前 記 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー は 前 立 腺 特 異
性 抗 原 か ら 誘 導 さ れ 得 る 。 更 に 、 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 の 発 現 が 増 大 さ れ る よ う に 、 前 記 対
象 に 対 し て 有 効 量 の ホ ル モ ン 類 を 同 時 に 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 起 因 し た 分 裂 応 答 を 阻 止 す る 方 法 で あ っ て 、 前 立 腺 特 異
性 膜 抗 原 を コ ー ド し 且 つ ５ ´ 調 節 要 素 と 動 作 可 能 に リ ン ク し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 腫 瘍 細 胞 中 に
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導 入 す る こ と を 具 備 し 、 該 遺 伝 子 の 発 現 は 多 細 胞 生 物 内 に お け る 定 義 さ れ た 病 理 学 的 効 果
に 直 接 関 連 し て お り 、 そ れ に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 起 因 し た 分 裂 応 答 を 阻 害 す る 方 法
を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 に 記 載 す る 実 験 の 詳 細 に よ っ て 更 に 良 く 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 し か し 、
以 下 で 述 べ る 特 定 の 方 法 お よ び 結 果 は 本 発 明 の 単 な る 例 示 に 過 ぎ ず 、 本 発 明 は 後 述 の 請 求
の 範 囲 に お い て よ り 完 全 に 記 載 さ れ て い る こ と を 、 当 業 者 は 容 易 に 承 認 す る で あ ろ う 。
【 実 験 の 詳 細 】
【 ０ １ ０ ７ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 一 実 験 シ リ ー ズ
　 ＜ 材 料 お よ び 方 法 ＞
　 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 手 法 に は 、 免 疫 沈 降 に よ る 抗 原 を 大 量 に 精 製 す る こ と
と 、 そ の 後 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 用 い る 縮 退 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 合 成 に
使 用 す る た め の 幾 つ か の 内 部 ペ プ チ ド の マ イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン グ (microsequencing) が
含 ま れ て い た （ １ ９ ， ２ ０ ） 。 部 分 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 と し て 増 幅 さ れ 、 こ の Ｐ Ｃ
Ｒ 生 成 物 は 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ ｐ （ 前 立 腺 の リ ン パ 節 癌 腫 ） (Lymph Node Carcinoma of Prostate)
細 胞 系 ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ラ ス ミ ド ラ イ ブ ラ リ ー （ ８ ） か ら 完 全 な 長 さ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を ク ロ ー ン
化 す る た め の 相 同 性 プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ た 。 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 抗 原 決 定 基 は Ｐ Ｓ Ｍ の グ リ
コ シ ル 化 部 位 で あ る た め に 、 Ｃ Ｙ Ｔ － ３ ５ ６ 抗 体 （ ９ ） は 細 菌 中 で 生 産 さ れ た 抗 原 を 検 出
で き な い こ と が 初 期 の 実 験 に よ り 明 ら か に な っ た 。 こ の こ と に よ っ て 、 我 々 は 一 層 困 難 で
、 か つ 手 の 込 ん だ 手 法 を 要 求 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　
　 　 低 張 溶 解 に 続 い て 、 シ ョ 糖 密 度 勾 配 上 で の 遠 心 分 離 に を 行 な う こ と よ り 、 膜 蛋 白 質 が
細 胞 か ら 単 離 さ れ た （ ２ １ ） 。 10～ 20μ g の Ｌ Ｎ Ｃ ａ ｐ ， Ｄ Ｕ － １ ４ ５ 及 び Ｐ Ｃ － ３ 膜 タ
ン パ ク は 4%ス タ ッ キ ン グ ゲ ル (stacking gel)を 用 い た 10% SDS-PAGE分 離 用 ゲ ル 中 を 16-18 
時 間 、 9-10ミ リ ア ン ペ ア で 電 気 泳 動 さ れ た 。 タ ン パ ク は 、 転 写 緩 衝 液 (transfer buffer) 
［ 48mM Tris base, 39mM　 グ リ シ ン , 20% メ タ ノ ー ル ］ 中 に お い て 、 25ボ ル ト 及 び 4 ℃ で
一 晩 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 （ ミ リ ポ ア R 社 　 (MilliporeR Corp.)） 上 に 電 気 ブ ロ ッ ト さ れ た 。 膜 は
Ｔ Ｓ Ｂ ［ 0.15M NaCl, 0.01M Tris base, 5% BSA ］ 中 に お い て 室 温 で 30分 間 ブ ロ ッ ク さ れ
、 引 き 続 い て  10-15μ g/mlの Ｃ Ｙ Ｔ － ３ ５ ６ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ サ イ ト ー ゲ ン 社 ） と 共
に ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 い で 、 膜 は 10-15 μ g/mlの ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ
リ ン （ ア キ ュ レ ー ト 科 学 社 (Accurate Scientific) ） と 共 に 室 温 で 1 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
さ れ た 後 、 1x106 cpm/mlの  125Ｉ - タ ン パ ク Ａ （ ア マ ー シ ャ ム R (AmershamR) ） と 共 に 室
温 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 そ の 後 、 膜 は 洗 浄 さ れ 、 -70 ℃ で 12-24 時 間 オ ー ト ラ ジ オ グ
ラ フ ィ ー に か け ら れ た （ 図 １ ） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　
　 　 ア ビ ジ ン - ビ オ チ ン 法 (avidin-biotin method)の 免 疫 組 織 化 学 的 検 定 を 用 い て 、 ヒ ト
組 織 切 片 と 細 胞 系 の 両 方 に つ い て Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 を 分 析 し た （ ２ ２ ） 。 ク ラ イ オ ス タ ッ
ト で 切 断 さ れ た (Cryostat-cut)前 立 腺 組 織 切 片 （ 厚 さ  4-6μ m ） を 、 メ タ ノ ー ル ／ ア セ ト
ン 中 で 10分 間 固 定 化 し た 。 50,000細 胞 /100μ l/ス ラ イ ド を 用 い て 、 ス ラ イ ド グ ラ ス 上 で 細
胞 サ イ ト ス ピ ン (cytospins) が 作 製 さ れ た 。 全 て の 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 除 去 す
る た め に 、 試 料 は Ｐ Ｂ Ｓ 中 １ ％ 過 酸 化 水 素 で  10-15分 間 処 理 さ れ た 。 組 織 切 片 は Ｐ Ｂ Ｓ 中
で 数 回 洗 浄 さ れ た 後 、 適 切 な 抑 制 血 清 (suppressor serum)と 共 に 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ
れ た 。 抑 制 血 清 (suppressor serum)を 排 出 し 、 次 い で 切 片 ま た は 細 胞 を 、 希 釈 さ れ た Ｃ Ｙ
Ｔ － ３ ５ ６ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共 に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 試 料 は Ｐ Ｂ Ｓ
で 洗 浄 さ れ 、 続 い て 二 次 抗 体 （ 1:200 希 釈 の ウ マ も し く は ヤ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 30分 間 ）
と 共 に 、 ま た ア ビ ジ ン - ビ オ チ ン 複 合 体 （ 1:25希 釈 で 30分 間 ） と 共 に 連 続 的 に イ ン キ ュ ベ
ー ト さ れ た 。 Ｄ Ａ Ｂ が 発 色 原 と し て 用 い ら れ 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 対 比 染 色 お よ び 顕 微 鏡 板 へ
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の マ ウ ン テ ィ ン グ (mounting)が 引 き 続 い て 行 わ れ た 。 前 立 腺 試 料 の 凍 結 切 片 お よ び ２ 連 の
細 胞 サ イ ト ス ピ ン (duplicate cell cytospins)が 各 実 験 に つ い て の 対 照 と し て 用 い ら れ た
。 陽 性 対 照 と し て 、 抗 サ イ ト ケ ラ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｃ Ａ Ｍ  5.2が 、 上 記 で 述 べ た の
と 同 様 の 手 法 に 従 っ て 用 い ら れ た 。 少 な く と も 細 胞 の ５ ％ が 免 疫 活 性 を 示 せ ば 、 我 々 は 組
織 切 片 が Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 発 現 し て い る と 見 な し た 。 我 々 の 点 数 評 価 体 系 は 以 下 の 通 り で あ る
： 　 陽 性 細 胞 が ５ ％ 未 満 （ ＜ ５ ％ ） ＝ １ ； 　 陽 性 細 胞 が ５ ～ １ ９ ％ ＝ ２ ； 　 陽 性 細 胞 が ２
０ ～ ７ ５ ％ ＝ ３ ； 　 陽 性 細 胞 が ７ ５ ％ 超 （ ＞ ７ ５ ％ ） ＝ ４ 。 ３ ～ ５ の ハ イ パ ワ ー 光 学 顕 微
鏡 の 視 野 (400 x) に お い て 、 陽 性 細 胞 と 陰 性 細 胞 を 評 価 し 、 100-500 個 の 細 胞 の う ち の 陽
性 細 胞 の 割 合 を 記 録 す る こ と に よ っ て 、 同 質 で あ る か 異 質 で あ る か が 説 明 さ れ た 。 免 疫 染
色 の 強 度 は １ + か ら ４ + の ス ケ ー ル で 等 級 付 け さ れ た 。 正 の 対 照 と 比 較 す る と 、 １ + は 穏
和 な 染 色 を 示 し 、 ２ ～ ３ + は 中 程 度 の 染 色 を 示 し 、 ４ + は 強 い 染 色 を 示 す 。
【 ０ １ １ ０ 】
　
　 　 100 mmペ ト リ 皿 内 の 集 密 度 80％ の Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を 、 メ チ オ ニ ン を 含 ま な い Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
培 地 中 で ２ 時 間 、 メ チ オ ニ ン 欠 乏 の 状 態 で 生 育 さ せ 、 そ の 後  100μ Ci/ml の 35Ｓ メ チ オ ニ
ン を 添 加 し て 、 細 胞 を 更 に 16-18 時 間 生 育 さ せ た 。 そ の 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 1ml 溶 菌 緩 衝
液 ［ 1%ト ラ イ ト ン X-100, 50mM ヘ ペ ス  pH 7.5, 10%グ リ セ ロ ー ル , 150mM MgCl2, 1mM PMS
F 及 び 1mM EGTA］ を 添 加 し て 、 ４ ℃ で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 溶 菌 さ れ た
。 こ の 溶 解 物 は 、 ４ ℃ で 90分 間 、 パ ン ソ ル ビ ン R (PansorbinR ) 細 胞 （ カ ル バ イ オ ケ ム R
　 (CalbiochemR ) ） と 共 に 混 合 す る こ と に よ っ て プ レ ク リ ア ー さ れ た (pre-cleared) 。
次 い で 、 こ の 細 胞 溶 解 物 は 、 予 め Ｃ Ｙ Ｔ － ３ ５ ６ 抗 体 （ サ イ ト ゲ ン 社 (Cytogen Corp.) ）
お よ び Ｒ Ａ Ｍ 抗 体 （ ア キ ュ レ ー ト 科 学 (Accurate Scinetific) ） に 結 合 さ れ た タ ン パ ク Ａ
セ フ ァ ロ ー ス R Ｃ Ｌ － ４ Ｂ ビ ー ズ （ フ ァ ル マ シ ア R (PharmaciaR ) ） と 共 に 、 ４ ℃ で ３ ～
４ 時 間 混 合 さ れ た 。 ペ ト リ 皿 あ た り 、 ビ ー ズ  3mgに 対 し て 12μ g の 抗 体 が 用 い ら れ た 。 そ
の 後 、 こ の ビ ー ズ は Ｈ Ｎ Ｔ Ｇ 緩 衝 液 ［ 20mMヘ ペ ス  pH 7.5, 150mM NaCl, 0.1% ト ラ イ ト ン
X-100, 10%グ リ セ ロ ー ル 及 び 2mM オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ］ で 洗 浄 さ れ 、 β - メ ル カ
プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む 試 料 ロ ー デ ィ ン グ 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 さ れ 、 95℃ で 5-10分 間 変 性 さ れ
、 4%ス タ ッ キ ン グ ゲ ル (stacking gel)を 用 い た 10% SDS-PAGEゲ ル 上 に お い て 10ミ リ ア ン ペ
ア で 一 晩 電 気 泳 動 さ れ た 。 こ の ゲ ル を ク マ シ ー ブ ル ー (Coomassie Blue)で 染 色 し 、 酢 酸 ／
メ タ ノ ー ル を 用 い て 脱 色 し 、 真 空 乾 燥 器 内 で 60℃ で 乾 燥 (dried down)し た 。 そ の 後 、 ゲ ル
は 70℃ で 16-24 時 間 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ィ ー に か け ら れ た （ 図 ２ Ａ － Ｄ ） 。
【 ０ １ １ １ 】
　
　 　 免 疫 沈 降 に 関 し て 上 に 示 さ れ た 手 法 を 、 約 ６ × １ ０ 7 個 の Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を 含 む 集 密
状 態 の ８ 個 の ペ ト リ 皿 を 用 い て 繰 返 し た 。 免 疫 沈 降 産 物 は プ ー ル さ れ 、 10% SDS PAGEゲ ル
上 の ２ つ の レ ー ン に ロ ー ド さ れ 、 9-10ミ リ ア ン ペ ア で 16時 間 電 気 泳 動 さ れ た 。 ４ ℃ に お い
て 75ボ ル ト で ２ 時 間 、 転 写 緩 衝 液 中 で タ ン パ ク を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス  BA-65膜 （ シ ュ レ イ チ
ャ ー 及 び シ ュ エ ル R　 (Schleicher and SchuellR ) ） 上 に 電 気 ブ ロ ッ ト し た 。 タ ン パ ク を
視 覚 化 す る た め に 、 膜 を ポ ン ソ ー レ ッ ド (ponceau Red) で 染 色 し 、 100KD の タ ン パ ク の バ
ン ド を 切 り 出 し 、 可 溶 化 し 、 ト リ プ シ ン で タ ン パ ク 分 解 的 に 消 化 し た 。 そ の 後 、 消 化 さ れ
た 試 料 に つ い て ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム 171C型 (Applied Biosystems Model 171C) を 用
い て HPLCを 行 な い 、 主 要 な ペ プ チ ド の 明 確 な ピ ー ク を 選 択 し 、 改 良 ポ ス ト リ キ ッ ド ・ ア プ
ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム 477A型 タ ン パ ク ／ ペ プ チ ド ・ マ イ ク ロ シ ー ク エ ン サ ー (modified po
st liquid Applied Biosystems Model 477A Protein/Peptide Microsequencer) 上 で の 改
良 エ ド マ ン 分 解 に よ り 配 列 決 定 を 行 な っ た （ ２ ３ ） 。 こ の 書 類 に は 、 全 て の ペ プ チ ド に 関
す る 配 列 決 定 デ ー タ が 含 ま れ て い る 。 我 々 は 、 免 疫 沈 降 に よ る 抗 原 の 精 製 お よ び PVDF膜 （
ミ リ ポ ア R (MilliporeR ) ） へ の 電 気 ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 転 写 を 含 む 同 様 の 方 法 に よ り
、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の ア ミ ノ 末 端 の 配 列 決 定 を 試 み た 。 タ ン パ ク は 、 ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム
477A型 の タ ン パ ク ／ ペ プ チ ド ・ シ ー ク エ ン サ ー (Applied Biosystems Model 477A Protein
/Peptide sequencer) で 分 析 さ れ 、 ア ミ ノ 末 端 が ブ ロ ッ ク さ れ て い る こ と が 判 明 し た 。 従
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っ て 、 こ の 技 術 で は 配 列 決 定 デ ー タ は 得 ら れ な か っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ：
　 　 2T17 #5　  SLYES(W)TK（ 配 列 ID番 号 ３ ）
　 　 2T22 #9　  (S)YPDGXNLPGG(g)VQR （ 配 列 ID番 号 ４ ）
　 　 2T26 #3　  FYDPMFK （ 配 列 ID番 号 ５ ）
　 　 2T27 #4　  IYNVIGTL(K) （ 配 列 ID番 号 ６ ）
　 　 2T34 #6　  FLYXXTQIPHLAGTEQNFQLAK（ 配 列 ID番 号 ７ ）
　 　 2T35 #2　  G/PVILYSDPADYFAPD/GVK 
　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 ID番 号 ８ ， ９ ）
　 　 2T38 #1　  AFIDPLGLPDRPFYR （ 配 列 ID番 号 １ ０ ）
　 　 2T46 #8　  YAGESFPGIYDALFDIESK （ 配 列 ID番 号 １ １ ）
　 　 2T47 #7　  TILFAS(W)DAEEFGXX(q)STE(e)A(E)..
　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 ID番 号 １ ２ ）
　 ＜ 注 ＞ : Ｘ は こ の 位 置 に 同 定 さ れ 得 る 残 基 が 存 在 し な い こ と を 意 味 す る 。 （ 大 文 字 ） は
、 同 定 さ れ て は い る が 信 頼 性 の 低 い 残 基 を 示 す 。 （ 小 文 字 ） は 、 非 常 に 低 レ ベ ル で あ る が
残 基 が 存 在 す る こ と を 示 す 。 … は 、 配 列 が 続 い て は い る が 検 出 限 界 以 下 で あ る こ と を 示 す
。
【 ０ １ １ ３ 】
　 翻 訳 さ れ た 遺 伝 子 バ ン ク の コ ン ピ ュ ー タ ー デ ー タ ベ ー ス を 用 い た 完 全 相 同 性 検 索 (compl
ete homology search)の 後 、 こ れ ら ペ プ チ ド 配 列 は 全 て 独 自 性 を 有 し て い る こ と が 確 か め
ら れ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　
　 　 上 記 の ペ プ チ ド の 部 分 に 相 当 す る 、 長 さ 17～ 20ヌ ク レ オ チ ド の 5'末 端 が リ ン 酸 化 さ れ
た セ ン ス (Sense) 及 び ア ン チ セ ン ス の 縮 退 (degenerate)オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が
、 ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム  394A Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 (Applied Biosystems Model 394A DNA s
ynthesizer) で 合 成 さ れ た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 、 32～ 144 の 縮 退 度 (degeneracies)を
有 す る 。 使 用 し た プ ラ イ マ ー を 以 下 に 示 す 。 ペ プ チ ド 中 の 下 線 を 付 し た ア ミ ノ 酸 は 、 プ ラ
イ マ ー 設 計 に お い て 用 い ら れ た 残 基 を 示 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ・ ペ プ チ ド ３ ： Ｋ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ５ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ａ ”
　 　 　 　 Ｔ Ｔ （ Ｃ ま た は Ｔ ） － Ｔ Ａ （ Ｃ ま た は Ｔ ）
　 　 　 　 　 － Ｇ Ａ （ Ｃ ま た は Ｔ ） － Ｃ Ｃ Ｘ － Ａ Ｔ Ｇ
　 　 　 　 　 － Ｔ Ｔ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 １ ３ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｂ ”
　 　 　 　 Ａ Ａ Ｃ － Ａ Ｔ Ｘ － Ｇ Ｇ （ Ａ ま た は Ｇ ）
　 　 　 　 　 － Ｔ Ｃ （ Ａ ま た は Ｇ ） － Ｔ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ）
　 　 　 　 　 － Ａ Ａ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 １ ４ ）
　 プ ラ イ マ ー Ａ は セ ン ス プ ラ イ マ ー で あ り 、 プ ラ イ マ ー Ｂ は ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー で あ
る 。 縮 退 度 は 32倍 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ・ ペ プ チ ド ４ ： Ｔ Ｌ （ Ｋ ）
　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ６ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｃ ”
　 　 　 　 Ａ Ｔ （ Ｔ ま た は Ｃ ま た は Ａ ） － Ｔ Ａ （ Ｔ ま た は Ｃ ）
　 　 　 　 　 － Ａ Ａ （ Ｔ ま た は Ｃ ） － Ｇ Ｔ Ｘ
　 　 　 　 　 － Ａ Ｔ （ Ｔ ま た は Ｃ ま た は Ａ ） － Ｇ Ｇ
　 　 　 　 　 （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 １ ５ ）
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Ｆ Ｙ Ｄ Ｐ Ｍ Ｆ

Ｉ Ｙ Ｎ Ｖ Ｉ Ｇ



　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｄ ”
　 　 　 　 Ｃ Ｃ （ Ａ ま た は Ｔ ま た は Ｇ ） － Ａ Ｔ Ｘ
　 　 　 　 　 － Ａ Ｃ （ Ｇ ま た は Ａ ） － Ｔ Ｔ （ Ａ ま た は Ｇ ）
　 　 　 　 　 － Ｔ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ま た は Ｔ ） － Ａ Ｔ
　 　 　 　 　 （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 １ ６ ）
　 プ ラ イ マ ー Ｃ は セ ン ス プ ラ イ マ ー で あ り 、 プ ラ イ マ ー Ｄ は ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー で あ
る 。 縮 退 度 は  144倍 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ・ ペ プ チ ド ２ ： Ｇ ／ Ｐ Ｖ Ｉ Ｌ Ｙ Ｓ Ｄ Ｐ Ａ Ｄ Ｙ Ｆ Ａ Ｐ Ｄ ／ Ｇ
　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖ Ｋ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ８ ， ９ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｅ ”
　 　 　 　 Ｃ Ｃ Ｘ － Ｇ Ｃ Ｘ － Ｇ Ａ （ Ｔ ま た は Ｃ ）
　 　 　 　 　 － Ｔ Ａ （ Ｔ ま た は Ｃ ） － Ｔ Ｔ （ Ｔ ま た は Ｃ ）
　 　 　 　 　 － Ｇ Ｃ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 １ ７ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｆ ”
　 　 　 　 Ｇ Ｃ （ Ｇ ま た は Ａ ） － Ａ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ）
　 　 　 　 　 － Ｔ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ） － Ｔ Ｘ Ｃ － Ｇ Ｃ Ｘ － Ｇ Ｇ
　 　 　 　 　 　 （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 １ ８ ）
　 プ ラ イ マ ー Ｅ は セ ン ス プ ラ イ マ ー で あ り 、 プ ラ イ マ ー Ｆ は ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー で あ
る 。 縮 退 度 は 128 倍 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ・ ペ プ チ ド ６ ： Ｆ Ｌ Ｙ Ｘ Ｘ Ｔ Ｑ Ｉ Ｐ Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｔ Ｅ Ｑ Ｎ Ｆ Ｑ
　 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ Ａ Ｋ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ７ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｉ ”
　 　 　 　 Ａ Ｃ Ｘ － Ｇ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ） － Ｃ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ）
　 　 　 　 　 － Ａ Ａ （ Ｔ ま た は Ｃ ） － Ｔ Ｔ （ Ｔ ま た は Ｃ ）
　 　 　 　 　 － Ｃ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ） － Ｃ Ｔ
　 　 　 　 　 （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 １ ９ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｊ ”
　 　 　 　 Ａ Ｇ － （ Ｔ ま た は Ｃ ） Ｔ Ｇ － （ Ａ ま た は Ｇ ） Ａ Ａ
　 　 　 　 　 － （ Ａ ま た は Ｇ ） Ｔ Ｔ － （ Ｔ ま た は Ｃ ） Ｔ Ｇ
　 　 　 　 　 － （ Ｔ ま た は Ｃ ） Ｔ Ｃ － Ｘ Ｇ Ｔ
　 　 　 　 （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ２ ０ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｋ ”
　 　 　 　 Ｇ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ） － Ｃ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ）
　 　 　 　 　 － Ａ Ａ （ Ｔ ま た は Ｃ ） － Ｔ Ｔ （ Ｔ ま た は Ｃ ）
　 　 　 　 　 － Ｃ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ） － Ｃ Ｔ
　 　 　 　 　 （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ２ １ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｌ ”
　 　 　 　 Ａ Ｇ － （ Ｔ ま た は Ｃ ） Ｔ Ｇ － （ Ａ ま た は Ｇ ） Ａ Ａ
　 　 　 　 　 － （ Ａ ま た は Ｇ ） Ｔ Ｔ － （ Ｔ ま た は Ｃ ） Ｔ Ｇ
　 　 　 　 　 － （ Ｔ ま た は Ｃ ） Ｔ Ｃ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ２ ２ ）
　 プ ラ イ マ ー Ｉ お よ び Ｋ は セ ン ス プ ラ イ マ ー で あ り 、 プ ラ イ マ ー Ｊ お よ び Ｌ は ア ン チ セ ン
ス プ ラ イ マ ー で あ る 。 Ｉ お よ び Ｊ は  128倍 の 縮 退 度 を 有 し 、 Ｋ お よ び Ｌ は 32倍 の 縮 退 度 を
有 し て い た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ・ ペ プ チ ド ７ ： Ｔ Ｉ Ｌ Ｆ Ａ Ｓ （ Ｗ ） Ｄ Ａ Ｅ Ｅ Ｆ Ｇ Ｘ Ｘ （ ｑ ）
　 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ Ｔ Ｅ （ ｅ ） Ａ （ Ｅ ） …
　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 １ ２ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｍ ”

10

20

30

40

50

(20) JP 2007-14343 A 2007.1.25



　 　 　 　 Ｔ Ｇ Ｇ － Ｇ Ａ （ Ｔ ま た は Ｃ ） － Ｇ Ｃ Ｘ
　 　 　 　 　 － Ｇ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ） － Ｇ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ）
　 　 　 　 　 － Ｔ Ｔ （ Ｃ ま た は Ｔ ） － Ｇ Ｇ
　 　 　 　 　 （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ２ ３ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｎ ”
　 　 　 　 Ｃ Ｃ － （ Ｇ ま た は Ａ ） Ａ Ａ － （ Ｔ ま た は Ｃ ） Ｔ Ｃ
　 　 　 　 　 － （ Ｔ ま た は Ｃ ） Ｔ Ｃ － Ｘ Ｇ Ｃ
　 　 　 　 　 － （ Ａ ま た は Ｇ ） Ｔ Ｃ － Ｃ Ｃ Ａ
　 　 　 　 　 （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ２ ４ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｏ ”
　 　 　 　 Ｔ Ｇ Ｇ － Ｇ Ａ （ Ｔ ま た は Ｃ ） － Ｇ Ｃ Ｘ
　 　 　 　 　 － Ｇ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ） － Ｇ Ａ （ Ａ ま た は Ｇ ）
　 　 　 　 　 － Ｔ Ｔ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ２ ５ ）
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ ー “ Ｐ ”
　 　 　 　 Ａ Ａ － （ Ｔ ま た は Ｃ ） Ｔ Ｃ － （ Ｔ ま た は Ｃ ） Ｔ Ｃ
　 　 　 　 　 － Ｘ Ｇ Ｃ － （ Ａ ま た は Ｇ ） Ｔ Ｃ － Ｃ Ｃ Ａ
　 　 　 　 　 （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ２ ６ ）
　 プ ラ イ マ ー Ｍ お よ び Ｏ は セ ン ス プ ラ イ マ ー で あ り 、 プ ラ イ マ ー Ｎ お よ び Ｐ は ア ン チ セ ン
ス プ ラ イ マ ー で あ る 。 Ｍ お よ び Ｎ は 64倍 の 縮 退 度 を 有 し 、 Ｏ お よ び Ｐ は 32倍 の 縮 退 度 を 有
し て い た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 縮 退 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 パ ー キ ン エ ル マ ー  480型 Ｄ Ｎ Ａ サ ー マ ル サ イ ク ラ ー (Perkin-Elmer Mode
l 480 DNA thermal cycler) を 用 い て 行 わ れ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の た め の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 は 、 オ リ ゴ
dTク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ コ ラ ボ ラ テ ィ ブ リ サ ー チ (Collaborative Research)） の 標 準 法 に
よ り 単 離 し た Ｌ Ｎ Ｃ ａ ｐ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 調 製 さ れ た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 は 以 下 の よ う に し て 実
行 さ れ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 　 　 　 4.5 μ l　  LNCap 　 ポ リ A + RNA　 (2 μ g)
　 　 　 　 1.0 μ l　  オ リ ゴ dTプ ラ イ マ ー 　  (0.5 μ g)
　 　 　 　  dH2O　
　 　 　 　  10 μ l 
　 　 68℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 　 迅 速 に 氷 上 で ５ 分 間 冷 却 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ：
　 　 　 　 4 μ l　 　  5 x RT緩 衝 液
　 　 　 　 2 μ l 　 　  0.1M 　 DTT 
　 　 　 　 1 μ l　 　  10mM dNTPs
　 　 　 　 0.5 μ l　  RNasin（ プ ロ メ ガ  (Promega)）
　 　 　 　 1.5 μ l　  dH2O
　 　 　 　 19μ l 
　 　 37℃ で ２ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 　 ス ー パ ー ス ク リ プ ト R (SuperscriptR ) 逆 転 写 酵 素 （ ギ
　 　 　 ブ コ R -BRL(GibcoR -BRL) ） １ μ l を 添 加 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 　 37℃ で ２ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 　 30μ l dH2Oを 添 加 す る 。
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4.5 μ l　

添 加



【 ０ １ ２ ７ 】
　 　 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 （ １ 回 ） あ た り ２ μ l を 使 用 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 縮 退 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 ア ニ ー リ ン グ 温 度 、 Ｍ ｇ 2+濃 度 、 プ ラ イ マ ー 濃 度 、 緩 衝 液 組 成 、 伸
長 時 間 お よ び サ イ ク ル 数 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 最 適 化 さ れ た 。 我 々 の サ ー マ ル サ イ ク
ラ ー 特 性 の 最 適 値 は 以 下 の 通 り で あ る ： 94℃ で 30秒 の 変 性 、 45-55 ℃ で １ 分 間 の ア ニ ー リ
ン グ （ 使 用 し た プ ラ イ マ ー の 平 均 Ｔ m に 依 存 す る ） 、 72℃ で 2 分 間 の 伸 長 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 　 　 5 μ l 　 10 x PCR緩 衝 液 ＊
　 　 　 5 μ l　  2.5 mM dNTP ミ ッ ク ス
　 　 　 5 μ l　  プ ラ イ マ ー 混 合 物 （ セ ン ス 及 び ア ン チ
　 　 　 　 　 　 　 セ ン ス プ ラ イ マ ー を 各  0.5-1.0μ g 含 む ）
　 　 　 5 μ l　  100mM β - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
　 　 　 2 μ l 　 LNCap cDNA鋳 型
　 　 　 5 μ l 　 25mM MgCl2（ 最 終 濃 度  2.5mM）
　 　 　 21μ l 　 dH2O
　 　 　  希 釈 し た Ｔ aqポ リ メ ラ ー ゼ  (0.5U/ μ l)
　 　 　 総 容 量 50μ l 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 チ ュ ー ブ は 60μ l の ラ イ ト ミ ネ ラ ル オ イ ル (light mineral oil) で 被 わ れ 、 30サ イ ク ル
増 幅 さ れ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 は 、 各 試 料 の ５ μ l を ２ ～ ３ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し
、 続 い て 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 し 、 写 真 を 撮 る こ と に よ っ て 分 析 さ れ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 　 　 　 ＊
　 　 　 　 　 166mM NH4SO4　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 670mM ト リ ス (Tris), pH 8.8
　 　 　 　 　 2mg/ml BSA
Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 示 す 代 表 的 な 写 真 が 図 ５ に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　
　 　 こ れ ら Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を さ ら に 解 析 す る た め に 、 こ れ ら 生 成 物 は 「 Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ 」
（ イ ン ビ ト ロ ゲ ン コ ー ポ レ ー シ ョ ン R　 (InvitrogenR Corp.)） を 用 い て 、 適 切 な プ ラ ス ミ
ド ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 こ こ で 採 用 さ れ た ク ロ ー ニ ン グ の 戦 略 は 、 突 出 し た
Ｒ 残 基 を 挿 入 部 位 に 有 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 直 接 連 結 さ せ る と い う
も の で あ る 。 こ れ は 、 Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ が Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 末 端 の 突 出 し た Ａ 残 基 を 残 し た
ま ま に す る と い う 事 実 を 活 用 し て い る 。 こ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 、 コ ン ピ テ ン ト 大 腸
菌 細 胞 (competent E. coli cells) に 形 質 転 換 し 、 得 ら れ た ク ロ ー ン を 増 殖 し て 、 ア ル カ
リ 溶 菌 法 （ ２ ４ ） に よ り プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 制 限 （ 酵 素 消 化 ） 分 析 に よ り ス ク リ
ー ニ ン グ し た （ 図 ６ Ａ － Ｂ ） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　
　 　 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の Ｔ Ａ ク ロ ー ン は 、 そ の 後 、 シ ー ケ ナ ー ゼ (Sequenase) （ U.S.バ イ オ ケ
ミ カ ル (U.S. Biochemical)） を 用 い 、 ジ デ オ キ シ 法 (25)に よ り 配 列 決 定 さ れ た 。 各 プ ラ ス
ミ ド Ｄ Ｎ Ａ  3-4μ g を 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 用 い て 変 性 し 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ た 。 製 造 者
の 推 奨 に 従 い 、 35Ｓ － Ａ Ｔ Ｐ を 用 い て 標 識 反 応 が 行 な わ れ 、 ま た 該 反 応 は 同 様 の 手 順 に 従
っ て 停 止 さ れ た 。 次 い で 、 配 列 決 定 用 生 成 物 (sequencing products) は 、 ６ ％ ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル ／ ７ Ｍ 尿 素 ゲ ル 上 に お い て 、 Ｉ Ｂ Ｉ 配 列 決 定 装 置 を 用 い て 分 析 さ れ た 。 ゲ ル
は 120 ワ ッ ト で ２ 時 間 泳 動 さ れ た 。 電 気 泳 動 に 続 い て 、 ゲ ル は 10% メ タ ノ ー ル ／ 10% 酢 酸
中 で 15-20 分 間 固 定 化 さ れ 、 ワ ッ ト マ ン  3MM紙 (Whatman 3MM paper) 上 に 移 さ れ 、 バ イ オ
ラ ド R 真 空 乾 燥 器 (BioradR Vacuum dryer)内 に お い て 、 80℃ で ２ 時 間 乾 燥 さ れ た (dried d
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2 μ l　

10x PCR 緩 衝 液

Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の ク ロ ー ニ ン グ

Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定



own)。 そ の 後 、 ゲ ル は 室 温 で 16-24 時 間 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ィ ー に か け ら れ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成
物 が 正 し い ク ロ ー ン で あ る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 我 々 は 、 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の  5'-
及 び  3'-末 端 で 得 ら れ た 配 列 に つ い て 分 析 し 、 正 し い プ ラ イ マ ー 配 列 を 探 索 す る と 共 に 、
プ ラ イ マ ー の 設 計 に 用 い ら れ て い な い ペ プ チ ド の 一 部 に 対 応 す る 隣 接 配 列 (adjacent sequ
ences)を 分 析 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 Ｉ Ｎ － ２ ０ は 、 間 違 い な く Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 に 相 当 す る こ と が 確 認 さ れ た
。 こ の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で は 、 プ ラ イ マ ー Ｉ お よ び Ｎ が 用 い ら れ た 。 プ ラ マ ー Ｉ か ら 解 読 し た 際
、 我 々 が 得 た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 以 下 の 通 り で あ っ た ：
　 ACG GAG CAA AAC TTT CAG CTT GCA AAG （ 配 列 ID番 号 30）
　 　  L　  A　  K　 （ 配 列 ID番 号 31）
　 下 線 を 付 し た ア ミ ノ 酸 は 、 こ の セ ン ス プ ラ イ マ ー を 設 計 す る た め に 用 い た ペ プ チ ド ６ の
一 部 で あ る 。 ま た 、 残 り の ア ミ ノ 酸 が 我 々 の ペ プ チ ド 内 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 と 一 致 す る こ
と に よ っ て 、 該 分 子 の こ の 末 端 が 正 し い タ ン パ ク （ Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 ） に 相 当 す る こ と が 確 か め
ら れ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 プ ラ イ マ ー Ｎ か ら 解 読 す る こ と に よ り 、 我 々 が 分 子 の 他 の 末 端 を 分 析 し た 際 の 配 列 は 以
下 の 通 り で あ っ た ：
　 　 CTC TTC GGC ATC CCA GCT TGC AAA CAA AAT TGT TCT 
　 　 （ 配 列 ID番 号 32）
　 こ れ は ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 し て い る の で 、 我 々 の ペ プ チ ド を 見 つ け る た め に は
、 相 補 的 な セ ン ス 配 列 を 示 す 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 セ ン ス 配 列 (sense sequence): 
　 　 AGA ACA ATT TTG TTT GCA AGC TGG GAT GCC AAG GAG （ 配 列 ID番 号 ３ ３ ）
　 　  R　  T　  I　  L　  F　  A　  S　 　 （ 配 列 ID番 号 ３ ４ ）
　 こ こ で 下 線 を 付 し た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 プ ラ イ マ ー Ｎ を 作 成 す る と き に 用 い た ペ プ チ ド ７
の 一 部 を 示 す 。 こ の プ ラ イ マ ー よ り も 上 流 の 全 て の ア ミ ノ 酸 は 、 IN-20 ク ロ ー ン 中 で 正 し
い も の （ 配 列 ） で あ り 、 ペ プ チ ド ７ 内 に 見 い だ さ れ る ア ミ ノ 酸 と 一 致 し て い る 。 更 な る Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ っ て 、 陽 性 ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 内 に 我 々 の 他 の Ｐ Ｓ Ｍ ペ プ チ ド が 存 在
す る こ と を 確 認 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 遺 伝 子 バ ン ク の コ ン ピ ュ ー タ ー デ ー タ ベ ー ス で 検 索 す る と 、 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 的 な Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 に は 独 自 性 が あ る こ と が 見 い 出 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　
　
　 　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ ｐ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー が 、 ス ー パ ー ス ク リ プ ト R プ ラ ス
ミ ド 系 (SuperscriptR plasmid system) （ BRLRギ ブ コ (BRLR Gibco)） を 用 い て 構 築 さ れ た
。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 コ ン ピ テ ン ト DH5-α 細 胞  (competent DH5-α  cells) を 用 い て 形
質 転 換 さ れ 、 100 μ g/mlの カ ル ベ ニ シ リ ン (Carbnicilin) を 補 充 し た LB培 地 の 入 っ て い る
100 mmペ ト リ 皿 上 に プ レ ー テ ィ ン グ さ れ た 。 該 プ レ ー ト を 37℃ で 一 晩 増 殖 処 理 し 、 次 い で
ク ロ ー ン を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 上 に 移 し た 。 こ の フ ィ ル タ ー は 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ
ミ ン グ （ ２ ７ ） に よ り 32Ｐ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で 放 射 性 ラ ベ ル し た 我 々 の 1.1 Kbの 部 分 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 相
同 性 プ ロ ー ブ を 用 い 、 グ ル ン シ ュ タ イ ン と ホ グ ネ ス (Grunstein and Hogness) （ ２ ６ ） に
従 っ て 処 理 さ れ 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 。 我 々 は ８ 個 の 陽 性 ク ロ ー ン を 得 た 。 こ れ ら の ク
ロ ー ン は 、 Ｄ Ｎ Ａ 制 限 酵 素 消 化 分 析 お よ び 配 列 決 定 分 析 に お い て 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す
る 完 全 な 長 さ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 表 わ す こ と が 証 明 さ れ た 。 図 ７ で 示 さ れ て い る の は 、 我 々
の ラ イ ブ ラ リ ー に 表 れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 大 き さ を 示 す オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー で あ り 、 図
８ で は 完 全 な 長 さ の ク ロ ー ン の 幾 つ か に つ い て の 制 限 酵 素 消 化 分 析 が 示 さ れ て い る 。 図 ９
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 T　  E　  Q　  N　  F　  Q

 W　  D　  A　  E　  E

ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 と 、
完 全 な 長 さ の Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ



は 、 図 ８ の 試 料 に つ い て の プ ラ ス ミ ド サ ザ ン 分 析 で あ り 、 試 料 が 1.1 Kbの 部 分 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
プ ロ ー ブ に 完 全 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 抗 原 な ら び に ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 何 れ も 、 遺 伝 子 バ ン ク の コ ン ピ ュ ー タ ー デ ー タ ベ ー ス （ ヒ ト ゲ
ノ ム プ ロ ジ ェ ク ト ） を 通 し て 検 索 さ れ 、 そ れ ら は 独 自 性 が あ る こ と が 見 い 出 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 の ノ ー ザ ン 分 析 （ ２ ８ ） に よ っ て 、 そ の 発 現 は 前 立 腺 と 前 立 腺 の 癌 腫 に
制 限 さ れ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 （ 10μ g の 総 Ｒ Ｎ Ａ も し く は ２ μ g の ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ の 何 れ か ） を 変 性 し 、
1.1%ア ガ ロ ー ス ／ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル を 通 し て 、 60ミ リ ア ン ペ ア で  6-8時 間 電 気 泳 動
さ せ た 。 そ の 後 、 Ｒ Ｎ Ａ は ポ ジ ブ ロ ッ タ ー (Posi-blotter)（ ス ト ラ タ ジ ー ン R ( Stratage
neR ) ） を 用 い て 10 x SSC中 で の 加 圧 ブ ロ ッ テ ィ ン グ (Pressure blotting) を 行 な う こ と
に よ り 、 ニ ト ラ ン R ナ イ ロ ン 膜 (NytranR nylon membranes) （ シ ュ ラ イ ヒ ャ ー と シ ュ エ ル
R　 (Schleicher and SchuellR ) ） に 転 写 さ れ た 。 Ｒ Ｎ Ａ は 、 ス ト ラ タ リ ン カ ー (stratal
inker)（ ス ト ラ タ ジ ー ン R　 (StratageneR ) ） を 用 い て 膜 に 架 橋 さ れ 、 引 き 続 き 真 空 オ ー
ブ ン 内 に お い て 80℃ で ２ 時 間 ベ ー ク さ れ た 。 ブ ロ ッ ト は 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶
液 （ Ｂ Ｒ Ｌ R ） 中 に お い て 65℃ で ２ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ 、 次 い で 1-2 x 106 cpm/
mlの 32Ｐ で 標 識 さ れ 且 つ ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン グ さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 含 む ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 （ Ｂ Ｒ Ｌ R ） 中 で 、 16時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 。 膜 は 、 1 x SSPE/1
% SDS 中 に お い て ２ 度 洗 浄 さ れ 、 ま た 0.1 x SSPE/1% SDS 中 に お い て 42℃ で ２ 度 洗 浄 さ れ
た 。 そ の 後 、 膜 は 空 気 乾 燥 さ れ 、 -70 ℃ で 12-36 時 間 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に か け ら
れ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　
　 　 Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 発 現 を 検 定 す る た め に 、 15個 の ヒ ト 前 立 腺 試 料 に つ い て Ｐ Ｃ Ｒ が 行 わ れ
た 。 正 常 な 前 立 腺 組 織 、 良 性 の 前 立 腺 過 形 成 組 織 お よ び 前 立 腺 癌 組 織 に 由 来 す る 各 ５ つ の
試 料 が 用 い ら れ た （ 組 織 学 的 構 造 は Ｍ Ｓ Ｋ Ｃ Ｃ 病 理 学 科 に よ っ て 確 か め ら れ た ） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 各 試 料 か ら 10μ g の 総 Ｒ Ｎ Ａ が 、 前 の セ ク シ ョ ン Ｉ Ｖ の 項 で 説 明 し た よ う に し て 、 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 鋳 型 を 作 製 す る た め に 逆 転 写 さ れ た 。 使 用 し た プ ラ イ マ ー は 我 々 の 1.1 Kbの 部 分 的 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｉ Ｎ － ２ ０ の  5'-及 び  3'-末 端 に 対 応 し て お り 、 従 っ て 増 幅 さ れ た バ ン ド に 期 待
さ れ る 大 き さ は 1.1 kbで あ る 。 我 々 の プ ラ イ マ ー の Ｔ m は 64℃ で あ る か ら 、 我 々 は Ｐ Ｃ Ｒ
に お い て プ ラ イ マ ー を 60℃ で ア ニ ー リ ン グ し た 。 我 々 は 、 先 に セ ク シ ョ ン Ｉ Ｖ で 説 明 し た
の と 同 様 の 条 件 を 用 い て 、 35サ イ ク ル の Ｐ Ｃ Ｒ を 実 行 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ ｐ お よ び  H26-Ras感 染 し た Ｌ Ｎ Ｃ ａ ｐ (H26-Ras transfected LNCap) （ ２ ９ ）
は 陽 性 対 照 と し て イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 陰 性 対 照 と し て Ｄ Ｕ -145が イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た
。 14/15 の 試 料 が 1.1 Kbバ ン ド を 明 ら か に 増 幅 し 、 従 っ て 遺 伝 子 を 発 現 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ＜ 実 験 結 果 ＞
　 100 KDの Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 既 に 同 定 さ れ て い る 。 完 全 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は
配 列 ID番 号 １ に 示 さ れ て い る 。 そ の 核 酸 配 列 の 下 に は 、 予 想 さ れ る 翻 訳 ア ミ ノ 酸 配 列 が 記
載 さ れ て い る 。 ア ミ ノ 酸 の 総 数 は  750で あ る （ 配 列 ID番 号 ２ ） 。 予 想 タ ン パ ク 配 列 の 親 水
性 は 図 １ ６ に 示 さ れ る 。 図 １ ７ に 示 さ れ て い る の は 、 最 も 親 和 性 が 高 い 部 位 (point) を 持
つ 次 の ３ つ の ペ プ チ ド で あ る ：  Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu（ 配 列 ID番 号 ３ ５ ） ；  Asn-Glu
-Asp-Gly-Asn-Glu（ 配 列 ID番 号 ３ ６ ） ； 及 び  Lys-Ser-Pro-Asp-Glu-Gly（ 配 列 ID番 号 ３ ７
） 。
【 ０ １ ４ ６ 】

10

20

30

40

50

(24) JP 2007-14343 A 2007.1.25

Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 発 現 に つ い て の ノ ー ザ ン 分 析

ヒ ト 前 立 腺 組 織 内 で の Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 発 現 に つ い て の Ｐ Ｃ Ｒ 分 析



　 ク ラ イ ン 、 カ ネ ヒ サ お よ び ダ リ シ (Klein, Kanehisa and DeLisi)の 方 法 に よ っ て 、 特 殊
な 膜 貫 通 ド メ イ ン (membrane-spanning domain)が 同 定 さ れ た 。 そ の 配 列 は 、 ア ミ ノ 酸  #19
か ら ア ミ ノ 酸  #44ま で で あ る ：
Ala-Gly-Ala-Leu-Val-Leu-Aal-Gly-Gly-Phe-Phe-Leu-Leu-Gly-Phe-Leu-Phe （ 配 列 ID番 号
３ ８ ） 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 こ の 予 想 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、 Ｐ Ｃ ジ ー ン (PC Gene)(コ ン ピ ュ ー タ ー ソ フ ト ウ ェ ア ー プ ロ
グ ラ ム ) に よ っ て 推 定 さ れ た 。 こ の デ ー タ は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 膜 内 お よ び 膜 外 ド メ イ ン の 予
測 を 可 能 に し 、 そ の こ と は 前 立 腺 癌 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ お よ び 画 像 化 に 用 い る 抗 体 を 設 計
す る 手 助 け と な る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 配 列 と ジ ー ン バ ン ク (GeneBank)の 他 の 既 知 の 配 列 と を 比 較 す る と 、 Ｐ Ｓ Ｍ
抗 原 の 配 列 と ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 の 配 列 と の 間 に 相 同 性 が 見 い 出 さ れ た 。 そ の デ ー タ
は 図 １ ８ に 示 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ＜ 実 験 の 考 察 ＞
　 ：
　 　 １ ． 腫 瘍 の 検 出 ：
　 顕 微 鏡 的 ：
　 　 異 な っ た 抗 原 に 対 す る プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 曖 昧 さ の な い 腫 瘍 の 判 定 (d
esignation) を 達 成 す る こ と が で き る 。 前 立 腺 癌 に 関 し て は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 プ ロ ー ブ が 有 用
で あ る こ と が 証 明 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 Ｐ Ｓ Ｍ は 診 断 を 目 的 と し て 用 い る こ と あ が で き る で
あ ろ う し 、 こ れ は 出 願 人 が ク ロ ー ン 化 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ コ ー デ ィ ン グ 領 域 に 由 来 す る セ ン ス プ
ロ ー ブ （ 対 照 ） お よ び ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ を 用 い て 、 自 然 位 で の (in-situ) ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と に よ り 、 顕 微 鏡 レ ベ ル で 達 成 さ れ 得 る で あ ろ う 。 こ の こ と は 、 前
立 腺 外 へ の 局 所 的 拡 大 や 、 リ ン パ 節 、 骨 も し く は 他 の 転 位 部 位 の 関 連 性 に 関 す る 評 価 に 用
い る こ と が で き る で あ ろ う 。 骨 転 位 は 前 立 腺 癌 に お け る 主 要 な 問 題 と な っ て い る の で 、 転
位 の 広 が り を 早 期 に 検 出 す る こ と は 、 特 に そ の 段 階 を 評 価 す る こ と に 関 し て (for staging
) 要 望 が 強 い 。 幾 つ か の 腫 瘍 に お い て 、 骨 髄 内 で の 腫 瘍 細 胞 の 検 出 は 深 刻 な 予 後 を 予 知 さ
せ る も の で あ り 、 転 位 を 標 的 と し た 介 入 (interventions) が 試 み ら れ る べ き こ と を 示 唆 す
る 。 骨 髄 吸 引 液 (bone marrow aspirates) も し く は 切 片 中 に お け る Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 発 現 の 検 出
は 、 そ の よ う な 早 期 の 情 報 を 提 供 す る か も し れ な い 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 も し く は 自 然 位 で の (in-
situ) ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 用 い ら れ 得 る 。 こ れ は 、 転 位 の 可 能 性 が あ る 何 れ の 領 域
に 対 し て も 開 発 さ れ 得 る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 　 ２ ． 抗 原 部 位 の 同 定 ：
　 抗 原 に 関 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 知 見 は ま た 、 抗 原 の 特 異 的 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 使 用 す る た め
の 抗 体 を 開 発 す る 上 で 、 有 効 な 抗 原 と し て 役 立 ち 得 る 領 域 を 同 定 す る こ と を 可 能 に す る 。
そ の よ う な 配 列 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 膜 外 領 域 も し く は 膜 内 領 域 と い っ た 様 々 な 領 域 に 存 在 し
得 る 。 こ れ ら 特 異 的 抗 体 の 開 発 は 、 抗 原 の 免 疫 組 織 化 学 的 同 定 を も た ら す で あ ろ う 。 こ れ
ら の 誘 導 さ れ た 抗 体 は 、 免 疫 診 断 に つ い て 非 常 に 大 き な 有 用 性 を 有 し て い る か ら 、 特 に 凍
結 切 片 、 並 び に パ ラ フ ィ ン 固 定 さ れ た 切 片 内 で 作 用 す る 抗 体 と し て 使 用 す る た め に 開 発 さ
れ 得 る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 　 ３ ．
　 制 限 酵 素 で 切 断 さ れ た 断 片 の 長 さ の 多 形 性 (Restriction fragment length polymorphis
ms) （ Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ Ｓ ） は 、 腫 瘍 の 初 期 段 階 お よ び 促 進 段 階 の 間 に 生 じ る 遺 伝 的 な 損 傷 の 経 過
を 記 録 す る 上 で 有 効 で あ る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 こ れ は 、 Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ 分 析 は 次 の こ と を 立
証 す る で あ ろ う と い う こ と な の か も し れ な い 。 即 ち 、 Ｐ Ｓ Ｍ 配 列 の 制 限 酵 素 消 化 マ ッ ピ ン
グ に お け る 変 化 は 、 前 立 腺 腫 瘍 の 危 険 性 、 悪 性 化 の 可 能 性 も し く は 進 行 に 関 す る 質 病 素 因

10

20

30

40

50

(25) JP 2007-14343 A 2007.1.25

Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 可 能 な 用 途

制 限 酵 素 に よ る 断 片 長 の 多 形 性 と ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ



の 証 拠 を 与 え 得 る と い う て こ と で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 染 色 体 上 で の 位 置 に 依 存 し て 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 遺 伝 子 は 、 染 色 体 分 析 で 有 効 な
染 色 体 位 置 マ ー カ ー と し て 役 立 ち 得 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 　 ４ ． 血 清
　 抗 原 特 異 的 な 抗 体 の 開 発 に 伴 っ て 、 も し 当 該 抗 原 ま た は 選 ば れ た 抗 原 断 片 が 血 清 中 に 出
現 し た な ら ば 、 そ れ ら は 転 位 に よ る 疾 病 の 存 在 に 関 す る 血 清 マ ー カ ー と な り 得 る 。 こ れ ら
抗 原 も し く は 選 ば れ た 抗 原 断 片 は 、 個 別 的 に ま た は 他 の 前 立 腺 特 異 性 マ ー カ ー と の 組 み 合
わ せ に お い て 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 　 ５ ． 画 像 化
　 当 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ っ て 、 当 該 抗 原 が 外 表 面 (exofacial Surface) 上 の 大 部 分 の タ ン
パ ク と 同 様 に 膜 貫 通 タ ン パ ク 　 (membrane spanning protein) の 特 性 を 有 す る こ と が 示 唆
さ れ る の で 、 抗 体 、 特 に 当 該 腫 瘍 に 特 異 的 な 露 出 さ れ た ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 前 立 腺 摘 出 術 ま た は 放 射 線 照 射 の 後 に 、 転 位 性 腫 瘍 の 局 所 的 拡 大 や 残 存 腫 瘍
の 画 像 化 を 提 供 し 得 る 。 コ ー デ ィ ン グ 領 域 に つ い て の 知 見 に よ っ て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
生 成 が 可 能 と な り 、 こ れ ら は 画 像 化 の 精 度 を 最 大 に す る た め に 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ 得 る
。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 析 に よ る と 、 当 該 抗 原 は ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 と の 相 同 性 （ 約 54％ ） を 有
し て い る の で 、 こ の 抗 原 に 特 異 的 な 正 規 の (normal)リ ガ ン ド が あ る か も し れ ず 、 当 該 リ ガ
ン ド を 同 定 す る こ と に よ っ て 別 の 画 像 化 方 法 が 提 供 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 　 ６ ． リ ガ ン ド の 単 離
　 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 は 、 そ れ に 結 合 す る 正 規 の リ ガ ン ド を 単 離 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 特 異 性
に 依 存 す る こ れ ら リ ガ ン ド は 、 タ ー ゲ ッ テ シ ン グ に 用 い ら れ 得 る し 、 或 い は そ れ ら の 血 清
レ ベ ル は 疾 病 の 状 態 を 予 測 し 得 る も の で あ ろ う 。 Ｐ Ｓ Ｍ の 正 規 リ ガ ン ド が キ ャ リ ア 分 子 で
あ る こ と が 判 明 す れ ば 、 Ｐ Ｓ Ｍ は 循 環 系 か ら 当 該 リ ガ ン ド を 除 去 す る こ と を 助 け る 治 療 的
な 目 的 で （ 鉄 キ レ ー ト 物 質 の よ う に ） 、 当 該 リ ガ ン ド を 結 合 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 も
し 、 当 該 リ ガ ン ド が 腫 瘍 の 増 殖 も し く は 転 位 を 促 進 す る な ら ば 、 可 溶 性 Ｐ Ｓ Ｍ を 与 え る こ
と に よ っ て 、 当 該 リ ガ ン ド は 前 立 腺 へ の 結 合 か ら 排 除 さ れ る で あ ろ う 。 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 構 造
に 関 す る 知 見 は 、 リ ガ ン ド に 結 合 し 且 つ 同 様 の 目 的 に 用 い る こ と が で き る 、 よ り 小 さ い 断
片 の 生 成 に 役 立 ち 得 る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 　 ７ ． 治 療 的 用 途
　 ａ ） リ ガ ン ド ： 　 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 構 造 が ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 と の 構 造 的 相 同
性 （ 核 酸 レ ベ ル で 54％ ） を 有 し て い る と の 知 見 は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 様 も し く は 非 ト ラ ン
フ フ ェ リ ン 様 で あ り 得 る 受 容 体 に 関 す る 内 因 性 リ ガ ン ド が 存 在 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る
。 ト ラ ン ス フ ェ リ ン は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 に 結 合 し た 後 に 、 鉄 を 細 胞 内 へ 運 搬 す る
リ ガ ン ド で あ る と 考 え ら れ て い る 。 し か し 、 ア ポ ト ラ ン ス フ ェ リ ン は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン
受 容 体 を 発 現 す る 幾 つ か の 細 胞 の 増 殖 因 子 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ ３ ０ ） 。 ト ラ ン
ス フ ェ リ ン は こ の 抗 原 に 対 す る リ ガ ン ド で あ る の か 否 か 、 或 い は 他 の 幾 つ か の リ ガ ン ド が
こ の リ ガ ン ド に 結 合 す る の か 否 か は 不 明 な ま ま で あ る 。 も し 、 或 る リ ガ ン ド が 同 定 さ れ れ
ば 、 そ れ は 金 属 イ オ ン （ 鉄 も し く は 亜 鉛 も し く は そ の 他 ） の よ う な 特 定 の 物 質 を 腫 瘍 内 へ
運 搬 し 得 、 従 っ て 毒 性 の 物 質 （ 放 射 活 性 物 質 、 或 い は 細 胞 毒 性 を 有 す る 化 学 薬 品 、 例 え ば
リ シ ン の よ う な 毒 物 、 細 胞 毒 性 ア ル キ ル 化 剤 、 細 胞 毒 性 プ ロ ド ラ ッ グ ） を 腫 瘍 に 供 給 す る
手 段 と し て 役 立 ち 得 る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 前 立 腺 腫 瘍 の 主 要 な 転 位 部 位 は 骨 で あ る 。 骨 お よ び 骨 支 質 (bone stroma) に は ト ラ ン ス
フ ェ リ ン が 豊 富 で あ る 。 最 近 の 研 究 に よ り 、 こ の 微 細 環 境 は 骨 に お け る 前 立 腺 転 移 に と っ
て 好 適 な 「 土 壌 」 (right "soil")を 与 え る も の で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ ３ １ ） 。 こ

10

20

30

40

50

(26) JP 2007-14343 A 2007.1.25



れ は 付 着 を も 同 様 に 促 進 し 得 る も の で あ り 、 こ の 能 力 を 低 下 さ せ る よ う な 因 子 は 骨 へ の 前
立 腺 転 移 お よ び 骨 に お け る 前 立 腺 転 移 増 殖 を 減 少 さ せ 得 る と い う こ と か も し れ な い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 当 該 新 規 抗 原 に 対 す る リ ガ ン ド （ 胸 部 癌 腫 に お け る 腫 瘍 遺 伝 子 で あ り 、 悪 性 表 現 型 の マ
ー カ ー と 考 え ら れ る ） は 、 胸 部 癌 細 胞 の 分 化 を 誘 導 す る よ う に 作 用 し 、 従 っ て 疾 病 促 進 因
子 で あ る よ り も 、 む し ろ 治 療 に 役 立 て る こ と が で き る で あ ろ う こ と が 見 い だ さ れ た 。 Ｐ Ｓ
Ｍ の 正 し い 領 域 に 結 合 す る リ ガ ン ド は 、 天 然 の リ ガ ン ド も し く は 抗 体 の 何 れ で あ る に せ よ
、 同 様 な 機 能 を 果 た し 得 る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 細 胞 毒 性 剤 と 結 合 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 対 す る 抗 体 は 、 前 立 腺 癌 細 胞 を 排 除 す る た め に 有
用 で あ ろ う 。 腫 瘍 細 胞 で は ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 の 発 現 レ ベ ル が 増 大 す る 傾 向 に あ る の
で 、 毒 物 と 結 合 し た ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 抗 体 は 、 多 く の 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 細 胞 毒 性 を
有 す る （ ３ ２ ） 。 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス (endocytosis) に よ っ
て 細 胞 内 に 分 子 を 取 り 込 む 。 抗 体 と 薬 剤 と の 組 み 合 わ せ (Antibody drug combination) は
有 毒 で あ り 得 る 。 毒 素 と 結 合 し た ト ラ ン ス フ ェ リ ン は 湯 毒 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ｂ ） 細 胞 毒 性 剤 と 結 合 し た Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 対 す る 抗 体 は 、 前 立 腺 癌 細 胞 を 排 除 す る た め に
有 用 で あ ろ う 。 細 胞 毒 性 剤 は 、 当 業 者 に 公 知 の 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ も し く は 毒 素 で あ り 得
る 。 抗 体 と 毒 物 も し く は 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ と の 結 合 は 化 学 的 で あ る 。 直 接 結 合 さ れ る 毒
素 の 例 は 、 ド キ ソ ル ビ シ ン (doxorubicin) 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル (Chlorambucil)、 リ シ ン (ric
in) 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 菌 体 外 毒 素 (pseudomonas exotoxin)等 で あ る 。 す な わ ち 雑 種 毒 素 （
hybrid toxin） は 半 分 は PSM に つ い て の 特 異 性 を 、 半 分 は 毒 物 に つ い て の 特 異 性 を 有 す る
よ う に 生 成 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 二 価 性 分 子 は 腫 瘍 に 結 合 す る た め に 役 立 ち 、 ま た 他 の 半
分 で 腫 瘍 に 細 胞 毒 性 を 与 え 、 或 い は 例 え ば Ｔ 1-Ｔ 3 受 容 体 複 合 体 へ の 結 合 の よ う に 、 細 胞
毒 性 リ ン パ 球 に 結 合 し て こ れ を 活 性 化 す る こ と が で き る 。 ま た 、 要 求 さ れ る 特 異 性 を も っ
た 抗 体 は 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー （ Ｔ Ｃ Ｒ ） の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン を 置 換 す る こ と と ； 所
望 の Ｍ Ａ ｂ の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と と ； α Ｔ Ｃ Ｒ 鎖 お よ び β Ｔ Ｃ Ｒ 鎖
の 定 常 領 域 を 有 す る Ｕ h 遺 伝 子 と Ｕ L 遺 伝 子 を ス プ ラ イ シ ン グ し 、 こ れ ら の キ メ ラ Ａ ｂ ／
Ｔ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 を 患 者 の Ｔ 細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 こ れ ら 雑 種 細 胞 (hybrid cells)を
増 殖 し て 患 者 に 注 入 す る こ と と に よ っ て 、 Ｔ 細 胞 中 に ク ロ ー ン 化 さ れ る （ ３ ３ ） 。 標 的 と
し て の 組 織 特 異 的 抗 原 に 関 す る 特 別 な 知 見 と 、 そ の よ う な 標 的 に 対 す る 特 性 を も っ た Ｍ Ａ
ｂ の 生 成 (generation)は 、 上 記 の 有 用 な ア プ ロ ー チ を 構 成 す る 手 助 け と な る で あ ろ う 。 Ｐ
Ｓ Ｍ 抗 原 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 は コ ー デ ィ ン グ 領 域 全 体 に 関 す る 知 見 を 提 供 す る か ら 、 付 加
的 も し く は 相 乗 的 な 抗 腫 瘍 作 用 を 達 成 す る た め の 組 み 合 わ せ に 用 い る こ と が で き る で あ ろ
う 多 く の 抗 体 を 生 成 す る こ と 可 能 で あ る 。 該 抗 体 は 、 腫 瘍 部 位 で 非 毒 性 の プ ロ ド ラ ッ グ を
活 性 化 で き る 酵 素 に 結 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ａ ｂ - カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ (Ab-
carboxypeptidase) 、 並 び に  4-(ビ ス (2- ク ロ ロ エ チ ル ) ア ミ ノ ) ベ ン ゾ イ ル - α グ ル タ
ミ ン 酸  [4-(bis(2 chloroethyl)amino) benzoyl-α -glutamic acid) 及 び そ の マ ウ ス に お
け る 活 性 プ ロ ド ラ ッ グ で あ る 　 （ ３ ４ ） 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 毒 性 の 遺 伝 的 キ メ ラ を 生 じ さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 キ メ ラ は 、 例 え
ば Ｔ Ｇ Ｆ － α お よ び シ ュ ー ド モ ナ ス 菌 体 外 毒 素 の 毒 性 部 分 に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を も っ た 遺
伝 子 組 換 え 体 Ｔ Ｐ － ４ ０ で あ る 。 こ の 場 合 、 該 ハ イ ブ リ ッ ド （ 雑 種 ） の 前 記 Ｔ Ｇ Ｆ お よ び
毒 性 部 分 が 内 皮 増 殖 因 子 受 容 体 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） に 結 合 し 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 部 分 は 細 胞 内 に 酵
素 的 に 取 り 込 ま れ 、 タ ン パ ク 合 成 を 行 う こ と の で き る リ ボ ゾ ー ム を 不 活 化 し 、 そ の 結 果 と
し て 細 胞 死 を も た ら す 。 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の リ ガ ン ド を 解 明 す れ ば 、 我 々 は 上 記 と 同 様 の こ と を
行 な う こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 更 に 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 対 す る リ ガ ン ド が 同 定 さ れ れ ば 、 該 リ ガ ン ド に 毒 素 を 化 学 的 に 結 合
す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 結 合 リ ガ ン ド は 診 断 上 有 用 で あ る 。 毒 素 の 例 と し て は ダ ウ
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ノ マ イ シ ン (daunomycin)、 ク ロ ラ ム ブ シ ル (chlorambucil)、 リ シ ン (ricin) 、 シ ュ ー ド モ
ナ ス 菌 体 外 毒 素 (pseudomonas exotoxin)等 が あ る 。 あ る い は 、 キ メ ラ 構 造 は リ ガ ン ド の ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を 毒 性 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 連 結 す る こ と に よ っ て 作 り 出 せ る か も し れ な い 。 そ の よ う な 毒
物 の 一 例 は 、 Ｔ Ｇ Ｆ α お よ び シ ュ ー ド モ ナ ス 菌 体 外 毒 素 で あ る （ ３ ５ ） 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 　 ８ ． そ の 他
　 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に は 他 の 用 途 が あ る か も し れ な い 。 前 立 腺 に 亜 鉛 が 豊 富 で あ る こ と は よ く 知
ら れ て お り 、 も し 当 該 抗 原 が こ の 点 に 関 す る 機 能 も し く は 他 の 生 物 学 的 機 能 を 提 供 す る な
ら ば 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 は 、 良 性 肥 大 お よ び ／ ま た は 前 立 腺 炎 の よ う な 他 の 前 立 腺 病 態 の 治 療 に
お け る 有 用 性 を 提 供 し 得 る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 精 製 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 が 生 成 さ れ 得 る の で 、 こ の 精 製 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を ビ ー ズ に 結 合 さ せ て
、 こ れ を 標 準 の 「 ア フ ィ ニ テ ィ ー 」 精 製 の よ う に し て 使 用 す る こ と が で き る 。 血 清 、 尿 素
も し く は 他 の 生 物 学 的 試 料 は 、 ビ ー ズ に 結 合 し た Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る た
め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の ビ ー ズ は 完 全 に 洗 浄 さ れ 、 つ い で 塩 勾 配 も し く は ｐ Ｈ 勾 配
で 溶 出 さ れ 得 る 。 溶 出 さ れ た 物 質 は Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル 精 製 さ れ 、 マ イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン グ (mic
rosequencing) の た め の 試 料 と し て 用 い ら れ る 。 配 列 は 他 の 既 知 の タ ン パ ク 配 列 と 比 較 さ
れ 、 も し 独 自 性 が あ れ ば 、 リ ガ ン ド を 取 得 す る た め に 縮 退 Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 を 用 い る こ と が で き
る 。 一 旦 既 知 と な れ ば 、 リ ガ ン ド の 親 和 性 は 標 準 的 手 法 (standard protocols)（ １ ５ ） に
よ っ て 決 定 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ １ ６ ５ 】
＜ 第 一 実 験 シ リ ー ズ の 参 照 文 献 ＞
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前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 の 発 現



　 　 出 願 人 は 、 最 近 、 ７ Ｅ 11－ Ｃ 5.3 抗 前 立 腺 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 す る 前 立 腺 特 異
的 膜 抗 原 Ｐ Ｓ Ｍ を コ ー ド す る 、 2.65ｋ ｂ の 相 補 型 Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 Ｐ Ｓ Ｍ 発 現
に つ い て 、 ７ Ｅ ll－ Ｃ 5.3 抗 体 を 使 っ て Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 、 Ｄ Ｕ 145 お よ び Ｐ Ｃ -3前 立 腺 癌 細 胞
系 を 免 疫 組 織 化 学 的 に 分 析 す る と 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 は 強 く 染 色 さ れ た が 、 Ｄ Ｕ 145 お よ び
Ｐ Ｃ -3細 胞 で の 発 現 は 検 出 さ れ な か っ た 。 イ ン ビ ト ロ に お け る 全 長 2.65ｋ ｂ の Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｃ
Ｄ Ｎ Ａ の カ プ リ ン グ さ れ た 転 写 ／ 翻 訳 に よ っ て 84ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク が 生 産 さ れ 、 こ れ は 予
測 し た Ｐ Ｓ Ｍ の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 量 に 相 当 し た 。 イ ヌ 膵 臓 ミ ク ロ ソ ー ム に よ る 該 タ ン パ ク
の 翻 訳 後 の 修 飾 に よ っ て 、 予 測 し た 100 ｋ Ｄ ａ の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 が 作 ら れ た 。 真 核 発 現 ベ ク タ
ー の 中 の 完 全 長 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ で Ｐ Ｃ － ３ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 後 に 、 出 願 人 は
、 ７ Ｅ ll－ Ｃ 5.3 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 っ た ウ エ ス タ ン 分 析 に よ っ て 、 Ｐ Ｓ Ｍ 糖 タ ン パ
ク の 発 現 を 検 出 し た 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 分 析 に よ っ て 、 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ Ｓ の 発 現 は
ヒ ト 組 織 で は 殆 ど 完 全 に 前 立 腺 特 異 的 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 。 Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 は ホ ル モ ン 欠
乏 状 態 に お い て 最 も 高 い よ う で あ り 、 ス テ ロ イ ド に よ っ て ホ ル モ ン 的 に 調 節 さ れ て い て 、
Ｄ Ｈ Ｔ は ヒ ト 前 立 腺 癌 細 胞 系 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ に お け る Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 を ８ ～ １ ０ 倍 下 方 調 節 し 、 テ
ス ト ス テ ロ ン は Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 を ３ ～ ４ 倍 下 方 調 節 し 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド は 有 意 な 効 果 を 示
さ な か っ た 。 良 性 の 前 立 腺 肥 厚 に お い て は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 は 異 質 で 且 つ 時 に は 欠 失 し て い る
こ と は 分 っ て い た が 、 こ れ に 対 し て 正 常 お よ び 悪 性 の 前 立 腺 組 織 は 一 貫 し て 高 い Ｐ Ｓ Ｍ 発
現 を 示 す 。 ヌ ー ド マ ウ ス に 正 所 移 植 お よ び 皮 下 移 植 さ れ た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 は Ｐ Ｓ Ｍ を 多 く
発 現 し 、 Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 の 制 御 お よ び 調 節 を 研 究 す る た め の 優 れ た イ ン ・ ビ ボ の モ デ ル 系 を 提
供 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ＜ 材 料 お よ び 方 法 ＞
　 　 細 胞 と 試 薬 ：
　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 、 Ｄ Ｕ － １ ４ ５ 、 Ｐ Ｃ － ３ 細 胞 系 は 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ
ョ ン か ら 得 た 。 こ れ ら の 細 胞 系 の 確 立 と 性 質 に 関 す る 詳 細 は 、 以 前 に 報 告 さ れ て い る （ ５
Ａ 、 ７ Ａ 、 ８ Ａ ） 。 別 に 明 記 し な い か ぎ り 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 は Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 可 欠 ア ミ
ノ 酸 お よ び ５ ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ ギ ブ コ － Ｂ Ｒ Ｌ 、 Gaithersburg， Ｍ Ｄ ） を 補 充 し た Ｒ Ｐ Ｍ
I1640 培 地 を 用 い て Ｃ Ｏ ２ 　 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 で ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。 Ｄ Ｕ -145お よ び Ｐ
Ｃ -3細 胞 は 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 を 補 充 し た 最 小 必 須 培 地 で 培 養 し た 。 全 て の 細 胞 培 地 は
Ｍ Ｓ Ｋ Ｃ Ｃ 培 地 製 造 部 門 (Media Preparation Facility)か ら 得 た 。 制 限 酵 素 お よ び 修 飾 酵
素 は 、 特 に 明 記 し な い 限 り ギ ブ コ － Ｂ Ｒ Ｌ か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　
　 　 我 々 は ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 検 出 法 を 使 っ て 、 前 立 腺 癌 細 胞 系 の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 を 分
析 し た （ ９ Ａ ） 。 ス ラ イ ド 当 り ５ × １ ０ ４ 　 細 胞 ／ 100 μ ｌ を 使 っ て 、 ス ラ イ ド グ ラ ス 上
に 細 胞 サ イ ト ス ピ ン (cell cytospins)を 作 成 し た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス は 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄
し た 後 に 適 切 な 抑 制 血 清 と 共 に ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 抑 制 血 清 を 捨 て 、 希 釈 し
た ７ Ｅ ll－ Ｃ 5.3 （ ５ ｇ ／ mL） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 共 に 、 細 胞 を １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 そ の 後 、 サ ン プ ル を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 続 い て ２ 次 抗 体 と 共 に ３ ０ 分 間 、 ま た ア ビ ジ
ン － ビ オ チ ン 複 合 体 と 共 に ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ヂ ン を 色 素 原 お
よ び 発 色 剤 と し て 使 用 し 、 続 い て ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し て 封 入 し た 。 二 倍 量 の 細 胞
サ イ ト ス ピ ン (cytospin)を 夫 々 の 実 験 の 対 照 と し て 使 用 し た 。 正 の コ ン ト ロ ー ル と し て 、
抗 サ イ ト ケ ラ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｃ Ａ Ｍ 5.2 を 上 記 の 同 じ 方 法 に 従 っ て 使 用 し た 。 ヒ
ト Ｅ Ｊ 膀 胱 癌 細 胞 を 負 の コ ン ト ロ ー ル と し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　
　 　 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ｐ Ｏ Ｒ Ｔ １ （ ギ ブ コ － Ｂ Ｒ Ｌ ） 中 に 完 全 長 2.65ｋ ｂ の Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｃ Ｄ Ｎ
Ａ を 含 む プ ラ ス ミ ド ５ ５ Ａ を 、 イ ン ・ ビ ト ロ に お い て 、 プ ロ メ ガ Ｔ Ｎ Ｔ シ ス テ ム （ プ ロ メ
ガ 社 、 マ ジ ソ ン 、 Ｗ Ｉ ） を 用 い て 転 写 し た 。 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 溶 解 物 、 メ チ オ ニ ン 欠 乏 ア
ミ ノ 酸 混 合 物 、 緩 衝 液 お よ び ３ ５ Ｓ － メ チ オ ニ ン （ ア マ シ ャ ム ） を 含 む 反 応 混 合 物 内 の ｃ
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Ｐ Ｓ Ｍ の 免 疫 組 織 化 学 的 検 出

イ ン ビ ト ロ で の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 転 写 ／ 翻 訳



Ｄ Ｎ Ａ に 、 Ｔ ７ ・ Ｒ Ｍ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え 、 ３ ０ ℃ で ９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 得
ら れ た タ ン パ ク の 翻 訳 後 修 飾 は 、 イ ヌ 膵 臓 ミ ク ロ ソ ー ム を 反 応 混 合 液 （ プ ロ メ ガ 社 、 マ ジ
ソ ン 、 Ｗ Ｉ ） に 加 え る こ と に よ っ て 達 成 さ れ た 。 生 成 し た タ ン パ ク を １ ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ
Ｇ Ｅ ゲ ル で 電 気 泳 動 分 析 し 、 続 い て 、 該 ゲ ル を 増 幅 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー エ ン ハ ン サ ー
（ ア マ シ ャ ム 、 ア ー リ ン ト ン ハ イ ツ 、 Ｉ Ｌ ） を 用 い て 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 処 理 し 、 ８ ０
℃ で 真 空 乾 燥 機 で 乾 燥 し た 。 こ の ゲ ル を 、  -70℃ で 一 晩 、 ハ イ パ ー フ ィ ル ム Ｍ Ｐ （ ア マ シ
ャ ム ） を 使 っ て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ に か け た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　
　 　 完 全 長 の Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 ｐ Ｒ Ｅ Ｐ ７ 真 核 発 現 ベ ク タ ー （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 、 サ ン
デ ィ エ ゴ 、 Ｃ Ａ ． ） 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 、 キ ア ゲ ン マ キ シ －
プ レ プ (Qiagen maxi-prep)プ ラ ス ミ ド 単 離 カ ラ ム （ Qiagen Inc、 Chatsworth、 Ｃ Ａ ． ） を
用 い て 、 形 質 転 換 さ れ た Ｄ Ｈ ５ － ア ル フ ァ バ ク テ リ ア （ ギ ブ コ － Ｂ Ｒ Ｌ ） か ら 精 製 し た 。
精 製 し た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ ６ ～ 10ｇ ） を オ プ チ メ ン (Optimem) 培 地 （ ギ ブ コ － Ｂ Ｒ Ｌ ）
 900ｕ ｌ で 希 釈 し 、 既 に  900ｌ の オ プ チ メ ン 培 地 で 希 釈 し た 30ｕ ｌ の リ ポ フ ェ ク チ ン 試 薬
（ ギ ブ コ － Ｂ Ｒ Ｌ ） と 混 合 し た 。 こ の 混 合 物 を 、 オ プ チ メ ン 培 地 中 で 40-50 ％ の 集 密 度 状
態 に あ る Ｐ Ｃ － ３ 細 胞 が 入 っ た Ｔ -75 フ ラ ス コ に 加 え た 。 24-36 時 間 後 に 細 胞 を ト リ プ シ
ン 処 理 し 、 10％ ウ シ 胎 児 血 清 お よ び １ mg／ mLの ヒ グ ロ マ イ シ ン Ｂ （ カ ル バ イ オ ケ ム (Calbi
ochem)、 ラ ジ ョ ラ 、 Ｃ Ａ ． ） を 補 充 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｅ 1640培 地 の 入 っ た 100 mm皿 に 分 け た 。 ヒ
グ ロ マ イ シ ン Ｂ の 用 量 は 、 経 過 時 間 ／ 用 量 応 答 細 胞 毒 性 試 験 で 前 も っ て 決 定 し た 。 細 胞 は
、 こ の 培 地 で ２ － ３ 週 間 、 培 地 と ヒ グ ロ マ イ シ ン Ｂ を 4-5 日 ご と に 交 換 し な が ら 、 分 離 性
の コ ロ ニ ー が 出 現 す る ま で 培 養 し た 。 コ ロ ニ ー を ６ mmの ク ロ ー ニ ン グ シ リ ン ダ ー を 使 っ て
単 離 し 、 同 じ 培 地 で 増 殖 さ せ た 。 ま た 、 対 照 と し て 、 ｐ Ｒ Ｅ Ｐ ７ プ ラ ス ミ ド 単 独 で Ｐ Ｃ －
３ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 か ら Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 Ｒ Ｎ ア
ー ゼ 保 護 分 析 （ 後 述 ） お よ び ノ ザ ン 分 析 の 両 方 に よ っ て Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 を 検 出 し た
。
【 ０ １ ７ ０ 】
　
　 　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 、 Ｐ Ｃ － ３ 、 お よ び Ｐ Ｓ Ｍ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｐ Ｃ － ３ 細 胞 か ら 、 前
述 し た よ う に し て 粗 タ ン パ ク 溶 解 物 を 単 離 し た （ １ ０ Ａ ） 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 膜 も ま た 、 刊
行 物 に 発 表 さ れ た 方 法 に よ っ て 単 離 し た （ １ ０ Ａ ） 。 タ ン パ ク 濃 度 は 、 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド
法 に よ り 、 バ イ オ ラ ッ ド タ ン パ ク 試 薬 キ ッ ト （ バ イ オ ラ ッ ド 、 リ ッ チ モ ン ド 、 Ｃ Ａ ． ） を
用 い て 定 量 し た 。 変 性 に 続 き 、 20ｇ の タ ン パ ク を 10％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル を 用 い て 25ｍ
Ａ で ４ 時 間 電 気 泳 動 さ せ た 。 ゲ ル を ４ ℃ で 一 晩 、 イ モ ビ ロ ン (Immmobilon)Ｐ 膜 （ ミ リ ポ ア
、 ベ ッ ド フ ォ ー ド 、 Ｍ Ａ ． ） 上 に 電 気 ブ ロ ッ ト し た 。 膜 を ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 加 え た 0.15M Ｎ ａ
Ｃ ｌ ／ 0.01M Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ Ｔ Ｓ ） に 入 れ 、 ７ Ｅ ll－ Ｃ 5.3 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ １
０ ｇ ／ mL） と 共 に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 0.15M Ｎ ａ Ｃ ｌ ／ 0.01M Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ
／ 0.05％ ト リ ト ン － Ｘ  100（ Ｔ Ｓ － Ｘ ） で ブ ロ ッ ト を ４ 回 洗 浄 し 、 10ｇ ／ mL濃 度 の ウ サ ギ
抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ ア キ ュ レ イ ト サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク (Accurate Scientific) 、 ウ エ ス ト
ベ リ ー ， Ｎ ． Ｙ ． ） と 共 に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 次 い で 、 ブ ロ ッ ト を Ｔ Ｓ － Ｘ で ４ 回 洗 浄 し 、 100 万  cpm／ mL濃 度 の  125Ｉ － タ ン パ ク Ａ
（ ア マ シ ャ ム 、 ア ー リ ン ト ン ハ イ ツ 、 Ｉ Ｌ ． ） で ラ ベ ル し た 。 次 い で 、 ブ ロ ッ ト を Ｔ Ｓ －
Ｘ で ４ 回 洗 浄 し 、 ワ ッ ト マ ン ３ Ｍ Ｍ 紙 で 乾 燥 し た あ と 、 ハ イ パ ー フ ィ ル ム Ｍ Ｐ （ ア マ シ ャ
ム ） を 用 い て  -70℃ で 一 晩 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ に か け た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　
　
　 　 0.25％ ト リ プ シ ン お よ び 0.02％ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 溶 液 に 一 分 間 晒 し て 、 半 集 密 状 態 の 培 養 体 か
ら Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 を 回 収 し た 。 細 胞 を ５ ％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 1640培 地 中 に 再 懸
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ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 正 所 お よ び 皮 下 の
Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 増 殖 長



濁 し 、 マ ト リ ゲ ル (Matrigel)（ コ ラ ボ ラ テ ィ ブ バ イ オ メ デ ィ カ ル プ ロ ダ ク ツ (Collaborati
ve Biomedical Products) ， ベ ッ ド フ ォ ー ド 、 Ｍ Ａ ． ） ま た は カ ル シ ウ ム 及 び マ グ ネ シ ウ
ム を 含 ま な い ハ ン ク ス 塩 溶 液 （ Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ ） 中 で 洗 浄 し 、 希 釈 し た 。 ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 試
験 に よ り 90％ 超 の 生 存 率 を 有 す る 一 つ の 細 胞 懸 濁 液 だ け を 、 イ ン ・ ビ ボ で の 注 射 に 使 用 し
た 。 ４ ～ ６ 週 令 の 雄 の 無 胸 腺 症 ス イ ス （ ｎ ｕ ／ ｎ ｕ ） ヌ ー ド マ ウ ス を 、 メ モ リ ア ル ス ロ ー
ン ケ ッ タ リ ン グ (Memorial Sloan-Kettering)癌 セ ン タ ー 動 物 施 設 か ら 得 た 。 皮 下 へ の 腫 瘍
細 胞 の 注 射 に つ い て は 、 0.2 mLの マ ト リ ゲ ル 中 に 再 懸 濁 さ せ た 100 万 個 の Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞
を 、 28ゲ ー ジ の 針 を 備 え た 使 い 捨 て 注 射 器 を 用 い て 、 各 マ ウ ス の 後 ろ 足 に 注 射 し た 。 正 所
注 射 に お い て 、 先 ず ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル の 腹 腔 内 注 射 に よ り マ ウ ス を 麻 酔 し 、 仰 向 け に 寝
か せ た 。 腹 を ベ タ ジ ン で 消 毒 し 、 中 線 切 開 に よ っ て 前 立 腺 を 露 出 さ せ た 。  0.1mL中 の ２ ５
０ 万 個 の Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 細 胞 を 、 28ゲ ー ジ の 針 を 備 え た １ mLの 使 い 捨 注 射 器 を 使 っ て 、 一
方 の 後 葉 に 直 接 注 射 し た 。 マ ト リ ゲ ル (Matrigel)と 一 緒 に 、 ま た は マ ト リ ゲ ル を 伴 な わ ず
に 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 が 注 射 さ れ た 。 腹 は オ ー ト ク リ ッ プ (Autoclip)傷 ク リ ッ プ （ ク レ イ ア
ダ ム ス (Clay Adams)， Parsippany， Ｎ ． Ｊ ． ） を 使 っ て 単 一 の 層 で 閉 じ た 。 腫 瘍 は ６ － ８
週 間 で 回 収 し 、 メ モ リ ア ル ス ロ ー ン ケ ッ タ リ ン グ ガ ン セ ン タ ー 病 理 学 部 門 の 教 授 が 組 織 学
的 に 確 認 し 、 後 の Ｒ Ｎ Ａ 単 離 の た め に 液 体 窒 素 で 凍 結 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　
　 　 Ｒ Ｎ Ａ ゾ ル Ｂ （ チ ャ イ ナ ／ バ イ オ テ ク (Cinna/Biotecx) 、 ヒ ュ ー ス ト ン 、 Ｔ Ｘ ． ） の
使 用 と 共 に 、 標 準 的 な 方 法 （ １ １ ， １ ２ ） に よ っ て 、 細 胞 お よ び 組 織 か ら 全 細 胞 性 Ｒ Ｎ Ａ
を 単 離 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ の 濃 度 お よ び 質 は 、 ベ ッ ク マ ン Ｄ Ｕ  640分 光 光 度 計 で の Ｕ Ｖ 分 光 と 、
ゲ ル 分 析 と に よ っ て 評 価 さ れ た 。 ヒ ト 組 織 の 全 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 は 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ソ ア ル
ト 所 在 の ク ロ テ ッ ク ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 (Clotech Laboratories、 Inc.,Paso Alto,CA)か ら
購 入 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　
　 　 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ｐ Ｓ Ｐ Ｏ Ｒ Ｔ １ （ ギ ブ コ － Ｂ Ｒ Ｌ ） 中 に Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部
を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 隣 接 す る Ｔ ７ 及 び Ｓ Ｐ ６ ・ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー に 対
す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 の 方 向 を 、 制 限 分 析 に よ っ て 証 明 し た 。 挿 入 し た Ｐ Ｓ Ｍ の 上 流 で 該 プ ラ
ス ミ ド を 線 状 化 し 、 続 い て Ｓ Ｐ ６ ・ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ で 転 写 す る こ と に よ り 、 400 ヌ ク
レ オ チ ド の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ が 生 産 さ れ る が 、 こ の う ち  350ヌ ク レ オ チ ド は Ｐ
Ｓ Ｍ ・ Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て Ｒ Ｎ ア ー ゼ に よ る 分 解 か ら 保 護 さ れ る に 違 い な い 。 該 プ ロ ー ブ は 図
２ ０ で 使 用 さ れ た 。 プ ラ ス ミ ド Ｉ Ｎ － ２ ０ は 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｃ Ｒ Ｉ Ｉ （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン ）
内 に １ ｋ ｂ の Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 を 含 ん で お り 、 リ ボ プ ロ ー ブ 合 成 に も 使 用 さ れ た 。
Ｘ ｍ ｎ Ｉ 　 （ ギ ブ コ － Ｂ Ｒ Ｌ ） に よ っ て 線 状 化 さ れ た Ｉ Ｎ － ２ ０ は 、 Ｓ Ｐ ６ ・ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ を 使 っ て 転 写 さ れ て  298ヌ ク レ オ チ ド の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 生 成 し た
が 、 こ の う ち の  260ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ に よ っ て Ｒ Ｎ ア ー ゼ に よ る 分 解 か
ら 保 護 さ れ る に 違 い な い 。 こ の プ ロ ー ブ は 、 図 ２ １ お よ び 図 ２ ２ で 使 用 さ れ た 。 プ ロ ー ブ
は 、 Ｓ Ｐ ６ ・ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ ギ ブ コ － Ｂ Ｒ Ｌ ） 、 ｒ Ｎ Ｔ Ｐ （ ギ ブ コ － Ｂ Ｒ Ｌ ） 、 Ｒ
Ｎ Ａ ｓ ｉ ｎ （ プ ロ メ ガ ） お よ び ３ ２ Ｐ － ｒ Ｃ Ｔ Ｐ （ Ｎ Ｅ Ｎ 、 ウ イ ル ミ ン グ ト ン 、 Ｄ Ｅ ． ）
を 用 い 、 刊 行 物 に 発 表 さ れ た プ ロ ト コ ル （ １ ３ ） に 従 っ て 合 成 さ れ た 。 プ ロ ー ブ を NENSOR
B ２ ０ 精 製 カ ラ ム （ Ｎ Ｅ Ｎ ） で 精 製 し 、 お よ そ 100 万 ｃ ｐ ｍ の 精 製 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ で
標 識 し た Ｐ Ｓ Ｍ プ ロ ー ブ を 夫 々 10ｇ の Ｒ Ｎ Ａ と 混 合 し 、 ４ ５ ℃ で 一 晩 、 Ｒ Ｐ Ａ Ｉ Ｉ キ ッ ト
（ ア ン ビ オ ン (Ambion)、 オ － ス チ ン 、 Ｔ Ｘ ． ） の 緩 衝 液 お よ び 試 薬 を 使 っ て ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を 行 な っ た 。 試 料 は 製 造 者 の 指 示 通 り に 処 理 し 、 ５ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ／ ７
Ｍ 尿 素 変 性 ゲ ル 上 で  Seq ACRYL試 薬 （ Ｉ Ｓ Ｓ 、 Natick、 Ｍ Ａ ． ） を 使 っ て 分 析 し た 。 ゲ ル
は 予 め 55℃ に 加 熱 し 、 25ワ ッ ト で 約 １ ～ ２ 時 間 稼 働 し た 。 そ の 後 ， ゲ ル を 10％ メ タ ノ ー ル
／ 10％ 酢 酸 で ３ ０ 分 間 固 定 し 、 80℃ の バ イ オ ラ ッ ド 真 空 乾 燥 機 内 に お い て ワ ッ ト マ ン ３ Ｍ
Ｎ 紙 上 で 乾 燥 し 、 ハ イ パ ー フ ィ ル ム Ｍ Ｐ （ ア マ シ ャ ム ） を 用 い て 一 晩 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ
に か け た 。 走 査 レ ー ザ デ ン シ ト メ ー タ （ Ｌ Ｋ Ｂ 、 ピ ス キ ャ タ ウ エ イ ， Ｎ Ｊ ． ） を 使 用 し て
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、 Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 の 定
量 測 定 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　
　 　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 （ 200 万 ） を 、 ５ ％ ウ シ 胎 児 血 清 を 補 充 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 1640培 地 を 充 填
し た Ｔ -75 フ ラ ス コ 内 に 撒 き 、 約 30-40 ％ の 集 密 状 態 に な る ま で 24時 間 培 養 し た 。 そ の 後
、 フ ラ ス コ を リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 で 数 回 洗 浄 し 、 ５ ％ 木 炭 抽 出 血 清 を 補 充 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
培 地 を 加 え た 。 次 い で 、 細 胞 を 更 に 24時 間 培 養 し 、 そ の 際 に ジ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン 、 テ
ス ト ス テ ロ ン 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン （ ス テ ラ ロ イ ド 社 (S
teraloids Inc.) 、 ウ イ ル ト ン 、 Ｎ Ｈ ． ） を 最 終 濃 度 ２ nMで 加 え た 。 細 胞 を 更 に 24時 間 培
養 し 、 次 い で 前 述 し た よ う に し て Ｒ Ｎ Ａ を 回 収 し 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 分 析 で 分 析 し た
。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 ＜ 実 験 結 果 ＞
　
　 　 ７ Ｅ ll－ Ｃ 5.3 抗 Ｐ Ｓ Ｍ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る こ と に よ り 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 前 立
腺 癌 細 胞 系 で は Ｐ Ｓ Ｍ の 発 現 が 明 瞭 に 検 出 さ れ た が 、 Ｐ Ｃ － ３ と Ｄ Ｕ － １ ４ ５ 細 胞 系 で は
検 出 さ れ な か っ た （ 図 １ ７ ） 。 こ れ は 、 以 前 に 刊 行 物 に 発 表 さ れ た 結 果 と 一 致 し て い る （
４ Ａ ） 。 分 析 し た 正 常 お よ び 悪 性 の 全 て の 前 立 腺 組 織 は Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 に つ い て 正 に 染 色 し て
い た （ 未 公 開 デ ー タ ） 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　
　 　 図 １ ８ で 示 し た よ う に 、 完 全 長 2.65ｋ ｂ の Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の イ ン ビ ト ロ の カ ッ プ リ
ン グ さ れ た 転 写 ／ 翻 訳 に よ っ て 、 84ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 種 が 生 産 さ れ た が 、 こ れ は Ｐ Ｓ Ｍ の
オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の  750ア ミ ノ 酸 か ら 予 測 し た タ ン パ ク と 一 致 し て い た 。 続
い て 、 イ ヌ 膵 臓 ミ ク ロ ソ ー ム を 用 い た 翻 訳 後 修 飾 に よ っ て 、 成 熟 し た 未 変 性 の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原
と 一 致 す る  100ｋ Ｄ ａ の グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 種 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　
　
　 　 ｐ Ｒ Ｅ Ｐ ７ 発 現 ベ ク タ ー 中 の 完 全 長 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｐ Ｃ
-3細 胞 を 、 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 に つ い て ノ ー ザ ン 分 析 に よ り 分 析 し た （ デ ー タ は 示 し
て い な い ） 。 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 高 く 発 現 し て い る ク ロ ー ン を 選 択 し 、 ７ Ｅ ｌ ｌ － Ｃ ５ ．
３ 抗 体 を 使 っ た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 を 用 い て Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 分 析 を 行 っ た 。 図 １ ９
に お い て 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ の 細 胞 溶 解 物 お よ び 膜 フ ラ ク シ ョ ン で は 、 Ｐ Ｓ Ｍ で ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た Ｐ Ｃ -3細 胞 と 同 様 に 100 kDa の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 が 良 く 発 現 さ れ て い た が 、 本 来 の Ｐ Ｃ -3
細 胞 で は 発 現 さ れ て い な か っ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｐ Ｃ -3細 胞 で こ の 発 現 が 検 出 さ
れ た こ と は 、 以 前 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 2.65ｋ ｂ の Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 、 ７ Ｅ ll－ Ｃ 5.3 
抗 前 立 腺 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 を コ ー ド し て い る こ と を 証 明 し て お
り 、 ま た 該 抗 体 は Ｐ Ｓ Ｍ の 炭 水 化 物 を 含 む 抗 原 決 定 基 を 認 識 す る か ら 、 該 抗 原 は Ｐ Ｃ -3細
胞 内 で 適 切 に グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る こ と を 証 明 し て い る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　
　 　 正 常 な ヒ ト 組 織 で の Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 を 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 分 析 を 用 い て 分
析 し た 。 Ｐ Ｓ Ｍ の 組 織 発 現 は 前 立 腺 内 で 優 勢 に 出 現 し 、 ヒ ト の 脳 お よ び 唾 液 腺 で は 非 常 に
低 い レ ベ ル で の 発 現 が 検 出 さ れ る （ 図 ２ ０ ） 。 ノ ー ザ ン 分 析 で 分 析 し た と き は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 　
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 非 前 立 腺 ヒ ト 組 織 で は 検 出 さ れ な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 我 々
は ま た 、 正 常 な ヒ ト 小 腸 組 織 で 時 々 Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 が 検 出 さ れ る こ と に 気 付 い た が 、 こ の ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 発 現 は 、 使 用 し た 特 異 的 リ ボ プ ロ ー ブ に 応 じ て 変 化 し た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。
分 析 し た 正 常 な ヒ ト 前 立 腺 お よ び 前 立 腺 癌 の 全 て の 試 料 に お い て は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 を 明 瞭 に
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ス テ ロ イ ド 調 節 実 験

Ｐ Ｓ Ｍ の 免 疫 組 織 化 学 的 検 出

イ ン ビ ト ロ で の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 転 写 ／ 翻 訳

Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 膜 お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
Ｐ Ｃ － ３ 細 胞 に お け る Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 検 出

Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現



検 出 で き る こ と が 明 ら か に な っ た の に 対 し て 、 良 性 の 肥 厚 を 示 し て い る 組 織 で は 、 一 般 に
Ｐ Ｓ Ｍ の 発 現 は 減 少 す る か 又 は 発 現 し な か っ た （ 図 ２ １ ） 。 ヌ ー ド マ ウ ス の 正 所 お よ び 皮
下 の 両 方 で 増 殖 し て い る ヒ ト Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 に お い て 、 我 々 は 、 皮 下 移 植 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞
の 増 殖 に 必 要 な マ ト リ ゲ ル (matrigel)を 使 用 し た 場 合 も 使 用 し な い 場 合 に も 、 Ｐ Ｓ Ｍ が 大
量 に 発 現 す る こ と を 検 出 し た 。 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 生 理 学 的 な 用 量 の ス テ ロ イ ド
に 明 瞭 に 調 節 さ れ て い る （ 図 ２ ２ ） 。 Ｄ Ｈ Ｔ は 、 発 現 を 24時 間 後 に 8-10倍 ダ ウ ン レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン し 、 テ ス ト ス テ ロ ン は Ｐ Ｓ Ｍ の 発 現 を 3-4 倍 減 少 さ せ た 。 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 及 び
プ ロ ゲ ス テ ロ ン も ま た 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 を 下 方 調 節 し た が 、 こ れ は Ｌ Ｎ Ｃ ａ
Ｐ 細 胞 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 突 然 変 異 し た ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 に 結 合 し た 結 果 で
あ ろ う 。 全 体 的 に 、 Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 は 、 ス テ ロ イ ド 欠 乏 培 地 で 培 養 し た 未 処 理 の Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細
胞 で 最 も 高 か っ た が 、 こ の 我 々 の 提 案 す る 状 態 は 、 イ ン ビ ボ で の ホ ル モ ン 欠 乏 （ 去 勢 し た
） 状 態 を シ ミ ュ レ ー シ ョ ン し て い る 。 こ の 実 験 は 、 ス テ ロ イ ド 用 量 を  2-200 nM の 範 囲 で
変 化 さ せ 、 ま た 時 間 を ６ 時 間 か ら ７ 日 ま で 変 化 さ せ て 繰 り 返 さ れ た が 、 結 果 は 同 様 で あ っ
た 。 Ｄ Ｈ Ｔ に つ い て は 、 24時 間 、 用 量  2-20nM の と き に 、 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 最 大 の 下 方
調 節 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ＜ 実 験 の 考 察 ＞
　 ヒ ト 前 立 腺 の 生 物 学 を 、 正 常 状 態 お よ び 腫 瘍 性 状 態 の 両 方 に つ い て 更 に 良 く 理 解 す る た
め に は 、 こ の 重 要 な 内 分 泌 腺 に 固 有 の 種 々 の タ ン パ ク お よ び 他 の 特 性 を 研 究 す る こ と に よ
っ て 、 知 識 を 深 め る こ と が 必 要 で あ る 。 以 前 の 研 究 に よ っ て ２ つ の 重 要 な 前 立 腺 バ イ オ マ
ー カ ー 、 即 ち Ｐ Ａ Ｐ お よ び Ｐ Ｓ Ａ が 提 供 さ れ 、 そ の 何 れ も が 前 立 腺 悪 性 疾 患 の 診 断 、 治 療
お よ び 管 理 に 重 大 な 影 響 を 与 え た 。 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ｍ ） の 予 備 的 な 特 徴 付 け に
関 す る 我 々 の 現 在 の 研 究 に よ っ て 、 こ れ が 多 く の 興 味 深 い 特 徴 を も っ た 遺 伝 子 で あ る こ と
が 明 ら か に な っ た 。 Ｐ Ｓ Ｍ は 、 Ｐ Ａ Ｐ お よ び Ｐ Ｓ Ａ と 同 様 に 、 略 完 全 に 前 立 腺 特 異 的 で あ
り 、 こ れ ら と 同 様 に 、 前 立 腺 の 固 有 の 機 能 お よ び 挙 動 を 更 に 描 写 す る こ と を 可 能 に し 得 る
。 Ｐ Ｓ Ｍ タ ン パ ク の 予 想 配 列 （ ３ ） と 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 及 び 免 疫 組 織 化 学 で 証
明 さ れ た よ う に 、 該 タ ン パ ク が Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 膜 に 存 在 す る こ と と は 、 該 タ ン パ ク が 一 体
の 膜 タ ン パ ク で あ る こ と を 示 し て い る 。 従 っ て 、 Ｐ Ｓ Ｍ は 、 抗 体 指 向 性 の (antibody-dire
cted) 画 像 診 断 お よ び 細 胞 毒 性 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 治 療 様 式 の た め の 、 魅 力 的 な 細 胞 表 面
エ ピ ト ー プ を 提 供 す る （ １ ４ ） 。 イ ン ビ ト ロ で Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 を 合 成 で き 、 ま た Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 を
高 い レ ベ ル で 維 持 す る 腫 瘍 の 異 種 移 植 を 製 造 で き る 能 力 に よ っ て 、 Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 の 制 御 お よ
び 調 節 を 更 に 研 究 し 、 特 徴 づ け る た め の 便 利 で 魅 力 的 な モ デ ル 系 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 Ｌ
Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 で の 高 レ ベ ル の Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 に よ っ て 、 優 れ た イ ン ビ ト ロ の モ デ ル 系 が 提 供 さ
れ る 。 Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 は ス テ ロ イ ド に 対 し て ホ ル モ ン 的 に 反 応 性 で あ り 、 ま た ホ ル モ ン 非 反 応
性 疾 患 に お い て 高 度 に 発 現 し 得 る の で （ １ ５ ） 、 ア ン ド ロ ゲ ン 依 存 性 前 立 腺 癌 の 進 行 に お
け る Ｐ Ｓ Ｍ の 潜 在 的 な 役 割 を 解 明 す る こ と が 肝 要 で あ る 。 脳 、 唾 液 腺 、 小 腸 に お け る 僅 か
な 量 の Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 検 出 す る こ と に よ っ て 更 な る 研 究 が 保 証 さ れ る が 、 こ れ
ら の 組 織 は ７ Ｅ ll－ Ｃ 5.3 抗 体 を 使 っ た 免 疫 組 織 化 学 に よ る Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 に つ い て は
陰 性 で あ っ た （ ｌ ６ ） 。 こ れ ら 全 て の 組 織 、 特 に 小 腸 に お い て 、 ３ ´ 末 端 近 傍 の Ｐ Ｓ Ｍ ・
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 領 域 に 相 当 す る プ ロ ー ブ を 用 い た と き に は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 検 出 し た が 、 ５ ´ 末
端 Ｐ Ｓ Ｍ プ ロ ー ブ を 使 っ た と き に は 発 現 を 検 出 で き な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ ・
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 物 が 、 異 な っ た 組 織 で は 代 替 的 ス プ ラ イ シ ン グ (alternative spricing)を
受 け る こ と を 示 し て い る の か も し れ な い 。 以 前 の タ ン パ ク の 研 究 で は 、 ７ Ｅ ll－ Ｃ 5.3 抗
体 が  100ｋ Ｄ ａ の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 加 え て 、 別 の ２ つ の 少 し 大 き い タ ン パ ク 種 を 実 際 に 検 出 し
得 る こ と が 示 唆 さ れ た （ １ ７ ） 。 こ れ ら 別 の タ ン パ ク 種 は 、 図 １ ９ に お け る Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 溶
解 物 お よ び 膜 の 試 料 に 見 る こ と が で き る 。 こ れ ら タ ン パ ク の 起 源 に は 、 択 一 的 に ス プ ラ イ
シ ン グ さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｐ Ｓ Ｍ と は 異 な る が こ れ と 密 接 な 関 係 の あ る 他 の 遺 伝 子
、 ま た は 異 な る 翻 訳 後 修 飾 を う け た Ｐ Ｓ Ｍ タ ン パ ク が 含 ま れ る 可 能 性 が あ る 。 我 々 は 現 在
、 こ れ ら の 可 能 性 を 研 究 し て い る 。
【 ０ １ ８ １ 】
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　 出 願 人 の 研 究 法 は 、 前 立 腺 組 織 特 異 性 プ ロ モ ー タ ー 、 即 ち 、 酵 素 ま た は サ イ ト カ イ ン キ
メ ラ に 基 づ い て い る 。 我 々 は プ ロ ド ラ ッ グ 、 例 え ば 単 純 ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ に よ っ
て 毒 性 代 謝 物 に 変 換 さ れ る 無 毒 性 の ガ ン シ ク ロ ビ ル 、 又 は シ ュ ー ド モ ナ ス ・ カ ル ボ キ シ ペ
プ チ ダ ー ゼ Ｇ ２ に よ っ て 安 息 香 酸 マ ス タ ー ド ア ル キ ル 化 剤 に 変 換 さ れ る  4-(ビ ス (2- ク ロ
ロ エ チ ル ) ア ミ ノ ) ベ ン ゾ イ ル -1- グ ル タ ミ ン 酸 の 、 プ ロ モ ー タ ー 特 異 的 な 活 性 化 に つ い
て 研 究 す る つ も り で あ る 。 こ れ ら の 約 物 は 、 腫 瘍 中 で 酵 素 （ キ メ ラ ） に よ っ て 特 異 的 に 活
性 化 さ れ る の で 、 活 性 型 の 薬 物 は 腫 瘍 環 境 に お い て の み 局 部 的 に 放 出 さ れ 、 周 囲 の 腫 瘍 細
胞 を 破 壊 す る 。 我 々 は ま た 、 Ｉ Ｌ -12 、 Ｉ Ｌ -2、 ま た は Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ と い っ た サ イ ト カ イ
ン の プ ロ モ ー タ ー 特 異 的 活 性 化 を 、 活 性 化 お よ び 特 異 的 抗 腫 瘍 ワ ク チ ン 接 種 に つ い て 研 究
す る つ も り で あ る 。 最 後 に 、 細 胞 死 遺 伝 子 の 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー に よ る 活 性 化 も ま た
、 こ の 領 域 に お い て 有 用 で あ る こ と が 証 明 さ れ る か も し れ な い 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　
　 　 遺 伝 子 治 療 の た め の 「 キ メ ラ Ｄ Ｎ Ａ 」 を 確 立 す る た め に は 、 異 な る セ グ メ ン ト の Ｄ Ｎ
Ａ を 結 合 し 、 こ の 結 合 に 関 与 し て い る 両 方 の 前 駆 体 Ｄ Ｎ Ａ 種 の 特 徴 を も っ た 新 し い Ｄ Ｎ Ａ
を 作 る こ と が 必 要 で あ る 。 こ の 提 案 に お い て は 、 結 合 さ れ る ２ つ の 断 片 は Ｄ Ｎ Ａ の 異 な っ
た 機 能 的 特 徴 を 含 ん で お り 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 形 成 の た め に Ｄ Ｎ Ａ を 読 み 取 る プ ロ モ ー タ ー 領 域
は 特 異 性 を 与 え 、 ま た 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 治 療 に 機 能 す る Ｄ Ｎ Ａ を
供 給 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 　 Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 酵 素 と サ イ ト カ イ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ ：
　 効 果 的 で あ る と き は 、 抗 腫 瘍 薬 は 大 量 の 腫 瘍 を 退 化 さ せ る 。 抗 腫 瘍 薬 活 性 を 得 る た め の
主 要 な 要 件 は 、 確 実 に 十 分 な 細 胞 損 傷 を 与 え て 細 胞 死 を 生 じ さ せ る た め に た め に 、 十 分 に
長 い 時 間 （ ｔ ） 、 十 分 高 い 濃 度 （ ｃ ） で （ ｃ ｘ ｔ ） 、 腫 瘍 を 毒 性 の 薬 に 晒 す こ と で あ る 。
ま た 、 こ の 薬 剤 は 「 活 性 」 で な け れ ば な ら ず 、 腫 瘍 に 対 す る 毒 性 は 宿 主 の 正 常 細 胞 に 対 す
る 毒 性 よ り の も 高 く な け れ ば な ら な い （ ２ ２ ） 。 こ の 腫 瘍 に 対 す る 薬 物 の 有 効 性 は 、 腫 瘍
の 血 流 お よ び 薬 物 の 拡 散 能 力 に 依 存 し て い る 。 多 く の 正 常 組 織 へ の 血 流 は 、 し ば し ば 腫 瘍
へ の 血 流 と 同 じ か 又 は 多 い の で 、 腫 瘍 へ の 血 流 は 十 分 な 選 択 性 を 提 供 し な い 。 化 学 療 法 に
用 い ら れ る 大 部 分 の 細 胞 毒 性 薬 は 、 腫 瘍 組 織 に 対 す る の と 同 様 に 正 常 細 胞 に 対 し て も 有 毒
で あ る 。 分 裂 性 細 胞 は し ば し ば 非 分 裂 性 の 正 常 細 胞 よ り も 感 受 性 が 高 い が 、 前 立 腺 癌 の よ
う な 多 く の ゆ っ く り 成 長 す る 固 形 腫 瘍 の 場 合 、 こ の 感 受 性 は 抗 癌 剤 が 特 異 性 で あ る た め に
十 分 な も の で は な い （ ２ ２ ） 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 以 前 は 、 抗 腫 瘍 薬 の 腫 瘍 特 異 性 を 高 め る 方 法 は 、 腫 瘍 に 関 連 し た 酵 素 を 用 い て 、 非 毒 性
の プ ロ ド ラ ッ グ を 細 胞 毒 性 薬 剤 に 活 性 化 す る こ と で あ っ た （ １ ９ ） 。 こ の 方 法 の 問 題 点 は
、 腫 瘍 に 見 ら れ る 殆 ど の 酵 素 が そ の 活 性 に お い て 完 全 に 特 異 的 で は な く 、 同 様 の 基 質 活 性
酵 素 ま た は 同 じ 酵 素 が 他 の 組 織 で も 見 つ か っ て お り 、 そ の 量 は 僅 か に 少 な い だ け な の で 、
正 常 組 織 は 依 然 と し て 損 傷 を 受 け る 危 険 性 が あ っ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 絶 対 的 な 特 異 性 お よ び 固 有 の 活 性 を 与 え る た め に 、 選 択 さ れ た プ ロ ド ラ ッ グ に 対 し て 固
有 の 特 異 性 を も っ た 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 細 胞 に 存 在 し な い ウ ィ ル ス 、 バ ク テ リ ア 、 菌 類
の 酵 素 が 発 見 さ れ た 。 単 純 ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 バ ク テ リ ア の シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー
ゼ 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ Ｇ -2の よ う な 酵 素 を 使 う 試 み は 、 抗 体 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 系 と
組 み 合 わ さ れ て 、 あ る 程 度 成 功 し て い た （ １ ９ ） 。 不 運 な こ と に 、 抗 体 に よ っ て タ ー ゲ ッ
テ ィ ン グ さ れ る 酵 素 の 場 合 は 、 細 胞 当 り の 有 効 な 酵 素 数 が 制 限 さ れ る 。 ま た 殆 ど の 抗 体 は
、 正 常 組 織 へ の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ に 対 す る 腫 瘍 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ の 比 率 が 高 く な い の で 、
正 常 組 織 は 依 然 と し て 、 こ れ ら 特 異 性 の 低 い 独 特 の 酵 素 に 晒 さ れ る 。 抗 体 は 大 き い 分 子 で
拡 散 性 に 乏 し く 、 酵 素 の 分 子 量 が 加 わ る こ と に よ っ て 抗 体 の 拡 散 性 は 更 に 減 少 す る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 も し 、 腫 瘍 環 境 に お い て 活 性 化 さ れ た 薬 物 生 産 を 目 的 と し て 、 局 部 的 に 高 濃 度 の 酵 素 を
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利 用 可 能 に す る た め に 、 遺 伝 子 治 療 に よ っ て 腫 瘍 組 織 お よ び 非 正 常 組 織 で の タ ン パ ク の 特
異 的 発 現 を 達 成 す る こ と が で き る な ら ば 、 遺 伝 子 治 療 は 最 も 望 ま し い 結 果 を 与 え る で あ ろ
う 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 　 サ イ ト カ イ ン ：
　 出 願 人 の 研 究 グ ル ー プ は 、 特 異 的 に 且 つ 無 毒 的 に 、 膀 胱 癌 ま た は 前 立 腺 癌 の モ デ ル に お
い て 、 動 物 の 樹 立 さ れ た 腫 瘍 を 治 療 で き る こ と を 証 明 し た 。 前 立 腺 癌 は 、 特 に 前 立 腺 で 正
所 増 殖 し た と き は 、 前 立 腺 癌 の 治 療 は よ り 困 難 で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 我 々 の 研 究 は 、 膀 胱 お よ び 前 立 腺 の よ う な 腫 瘍 は 免 疫 原 性 で な い こ と を 証 明 し た 。 即 ち
、 照 射 し て い な い 腫 瘍 細 胞 を 与 え る ま え に 、 照 射 し た 腫 瘍 細 胞 を 動 物 に 与 え て も 腫 瘍 を 作
る 腫 瘍 細 胞 の 数 は 減 少 せ ず 、 腫 瘍 の 成 長 率 も 減 少 し な い 。 し か し 、 腫 瘍 が レ ト ロ ウ ィ ル ス
で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 Ｉ Ｌ -2の よ う な サ イ ト カ イ ン を 高 濃 度 で 分 泌 す れ ば 、 抗 腫 瘍 ワ
ク チ ン と し て 作 用 す る こ と が で き 、 既 に 樹 立 さ れ て 増 殖 し て い る 腫 瘍 の 増 殖 潜 在 力 を 低 減
す る こ と も で き る で あ ろ う 。 他 の 多 く の サ イ ト カ イ ン 類 は 殆 ど 活 性 は な い が 、 Ｉ Ｌ -2は 最
も 活 性 を 有 し 、 ま た Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ も 活 性 を 有 し て い る 。 Ｉ Ｌ -2を 免 疫 刺 激 に 用 い る 臨 床 研
究 で は 、 非 常 に 高 濃 度 を 使 わ な け れ ば な ら ず 、 こ れ は 有 害 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 。 サ イ
ト カ イ ン 遺 伝 子 を 修 飾 し た 腫 瘍 細 胞 の 成 功 の 鍵 は 、 サ イ ト カ イ ン が 腫 瘍 部 位 で 局 部 的 に 生
産 さ れ 且 つ 毒 性 が な い こ と 、 並 び に 腫 瘍 の 免 疫 認 識 を 刺 激 し て 、 腫 瘍 細 胞 の 特 異 的 か つ 毒
性 な い 認 識 を 可 能 と し 、 腫 瘍 細 胞 を 破 壊 を す る こ と で あ る 。 腫 瘍 細 胞 に よ る Ｉ Ｌ -2生 産 が
如 何 に し て 免 疫 認 識 を 活 性 化 す る の か に つ い て 、 正 確 な メ カ ニ ズ ム は 十 分 に 分 か っ て い な
い が 、 一 つ の 説 明 は 、 そ れ が ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 生 産 の 必 要 性 を 無 視 し て
、 腫 瘍 抗 原 で 活 性 化 さ れ た 細 胞 毒 性 Ｃ Ｄ ８ 細 胞 を 直 接 に 刺 激 す る こ と で あ る 。 ま た 、 抗 原
提 示 細 胞 の 活 性 化 も 起 こ り 得 る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　
　 　 非 前 立 腺 腫 瘍 系 ：
　 非 前 立 腺 腫 瘍 に お い て は 、 プ ロ モ ー タ ー 特 異 的 な 活 性 化 を 用 い る こ と に よ っ て 、 ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た 遺 伝 子 の 組 織 特 異 的 な 遺 伝 子 の 発 現 を 選 択 的 に 導 き 得 る こ と が 観 察 さ れ
た 。 黒 色 腫 に お い て は 、 メ ラ ニ ン 発 現 の 原 因 で あ る 酵 素 を コ ー ド す る チ ロ シ ナ ー ゼ プ ロ モ
ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 黒 色 腫 細 胞 で の プ ロ モ ー タ ー 駆 動 性 リ ポ ー タ 遺 伝 子 の 発
現 が 50倍 以 上 に な っ た が 、 非 黒 色 腫 細 胞 で は な ら な か っ た 。 同 様 な 特 異 的 活 性 化 が 、 マ ウ
ス で 増 殖 し て い る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 黒 色 種 細 胞 で も み ら れ た 。 そ の 実 験 に お い て 、
非 黒 色 腫 ま た は メ ラ ニ ン 細 胞 は ト リ プ シ ナ ー ゼ 駆 動 性 リ ポ ー タ 遺 伝 子 生 産 物 を 発 現 し な か
っ た 。 ウ エ ル カ ム 研 究 所 の 研 究 グ ル ー プ は 、 癌 胎 児 性 抗 原 （ Ｃ Ｅ Ａ ） を コ ー ド し て い る 遺
伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 配 列 決 定 し た 。 Ｃ Ｅ Ａ は 結 腸 お よ び 結 腸 癌 細
胞 で 発 現 す る が 、 5-フ ル オ ロ シ ト シ ン を 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル に 変 換 す る 転 移 性 シ ト シ ン デ
ア ミ ナ ー ゼ で 特 に 発 現 し 、 Ｃ Ｅ Ａ プ ロ モ ー タ ー 駆 動 性 結 腸 腫 瘍 細 胞 を 選 択 的 に 殺 傷 す る 能
力 が 非 常 に 増 加 し て い る が 、 分 裂 し て い な い 正 常 肝 細 胞 は 殺 傷 し な い こ と が 観 察 さ れ た 。
イ ン ・ ビ ボ で は 、 シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 局 外 の 腫
瘍 細 胞 も 殺 傷 さ れ る こ と 、 並 び に 大 き な 腫 瘍 は 治 療 に よ っ て 後 退 す る の で 宿 主 の 動 物 に 対
し て は 毒 性 が な い こ と が 観 察 さ れ た 。 単 純 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス （ Ｈ Ｓ Ｖ ） チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ
も 同 様 に 、 プ ロ ド ラ ッ グ で あ る ガ ン シ ク ロ ビ ル (gancyclovir) を 活 性 化 し て 、 分 裂 す る 腫
瘍 細 胞 に 対 し て 有 毒 に し 、 ま た Ｈ Ｓ Ｖ チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー に よ っ
て 特 異 的 に 活 性 化 さ れ 得 る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 　 前 立 腺 腫 瘍 系 ：
　 効 果 的 な 癌 治 療 の 治 療 上 の 鍵 は 、 特 異 性 を 達 成 す る こ と 並 び に 患 者 に 毒 性 を 与 え な い こ
と で あ る 。 遺 伝 子 治 療 は 、 前 立 腺 お よ び 前 立 腺 腫 瘍 の よ う な 非 本 質 的 組 織 が 、 酸 性 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ （ Ｐ Ａ Ｐ ） 、 前 立 腺 特 異 性 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） の よ う な 組 織 特 異 的 タ ン パ ク と 、 我 々
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が ク ロ ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 、 即 ち 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ｍ ） 遺 伝 子 と を 生 産 す る と い
う 点 で 、 特 異 性 に 重 要 な 役 目 を 提 供 し 得 る 。 前 立 腺 の よ う な 組 織 は 、 こ れ ら 組 織 特 異 的 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ モ ー タ ー 領 域 へ の 結 合 の 原 因 と な る 選 択 的 な 組 織 特 異 性 転 写 因 子 を 含
ん で い る 。 Ｐ Ｓ Ａ の プ ロ モ ー タ ー は 既 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ て お り 、 我 々 は 前 立 腺 腫 瘍 細 胞
の 前 立 腺 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー と し て の 使 用 を 研 究 し て い る 。 通 常 、 転 移 性 前 立 腺 癌 の 治 療
を 受 け て い る 患 者 は 、 Ｐ Ｓ Ａ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の 劇 的 な 減 少 を も た ら す ア ン ド ロ ゲ ン 剥 奪
治 療 を 受 け て い る 。 一 方 、 Ｐ Ｓ Ｍ の 発 現 は ホ ル モ ン 剥 奪 に よ っ て 増 加 し て い る が 、 こ れ は
Ｐ Ｓ Ｍ は ホ ル モ ン 治 療 を 受 け た 患 者 で よ り 強 く 発 現 す る こ と を 意 味 し て い る 。 ジ ョ ン ア イ
ザ ッ ク 博 士 の (Dr.John Isaacs') 研 究 所 と の 共 同 研 究 に お け る 予 備 研 究 で は 、 ヒ ト Ｐ Ｓ Ｍ
遺 伝 子 を 含 む ヒ ト ク ロ モ ゾ ー ム 領 域 を ラ ッ ト 腫 瘍 Ａ Ｔ -6に 転 移 し た と き に 、 Ｐ Ｓ Ｍ が 発 現
す る こ と が 証 明 さ れ た 。 Ａ Ｔ － ６ は 、 転 移 性 の ア ン ド ロ ゲ ン 非 依 存 性 腫 瘍 で あ る 。 非 前 立
腺 由 来 の 組 織 も し く は 腫 瘍 に 移 植 さ れ た 同 じ ク ロ モ ゾ ー ム は 発 現 し な い の で 、 こ れ ら 細 胞
は こ れ ら の 実 験 の 動 物 の モ デ ル と し て 使 用 で き る で あ ろ う 。 Ｐ Ｓ Ａ 、 Ｐ Ｓ Ｍ 陽 性 の ヒ ト Ｌ
Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 は ヌ ー ド マ ウ ス で の 試 験 に 使 わ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ９ １ 】
＜ 第 二 実 験 シ リ ー ズ の 参 照 文 献 ＞
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　 　 我 々 は 、 前 立 腺 癌 患 者 に お い て 血 液 原 性 微 小 転 移 巣 の 高 感 度 検 出 を 可 能 に す る 、 Ｐ Ｃ
Ｒ に 基 づ く 分 析 法 を 開 発 し た 。 我 々 は 、 「 ネ ス ト Ｐ Ｃ Ｒ （ 重 ね Ｐ Ｃ Ｒ 法 ; nested PCR) ）
」 を 実 施 し 、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 お よ び 前 立 腺 特 異 的 膜 抗 原 に 特 有 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 増 幅 し
て 、 夫 々 の 結 果 を 比 較 し た 。 微 小 転 移 巣 は 、 Ｐ Ｓ Ｒ 由 来 プ ラ イ マ － に よ る Ｐ Ｃ Ｒ で は ２ ／
３ ０ （ 6.7 ％ ） の 患 者 で 検 出 さ れ た の に 対 し て 、 Ｐ Ｓ Ｍ 由 来 の プ ラ イ マ － で は １ ９ ／ １ ６
（ 63.3％ ） の 患 者 で 腫 瘍 細 胞 を 検 出 し た 。 陰 性 対 照 ８ 人 は 全 て 、 Ｐ Ｓ Ａ お よ び Ｐ Ｓ Ｍ ・ Ｐ
Ｃ Ｒ の 両 方 に つ い て 陰 性 で あ っ た 。 分 析 を 繰 返 し て 結 果 を 確 認 し 、 ま た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 決 定 お よ び サ ザ ン 分 析 に よ っ て 確 認 さ れ た 。 ・ Ｐ Ｃ Ｒ で は 検 出 さ れ る が 、 Ｐ
Ｓ Ａ ・ Ｐ Ｃ Ｒ で は 検 出 さ れ な い 循 環 し て い る 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 を も っ た 患 者 の 中 に は 、 先 に
前 立 腺 全 摘 出 術 を 受 け て お り 、 今 回 の 分 析 時 に は 血 清 中 Ｐ Ｓ Ａ が 測 定 可 能 な レ ベ ル に は な
い ４ 人 の 患 者 が 含 ま れ て い た 。 将 来 の 疾 病 再 罹 患 お よ び 進 行 に 関 す る こ れ ら 知 見 の 有 意 性
に つ い て 研 究 が 行 な わ れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 前 立 腺 癌 患 者 の 全 生 存 率 の 向 上 は 、 早 期 診 断 に 依 存 し て い る 。 前 立 腺 以 外 に 転 移 形 跡 の
な い 局 所 疾 病 は 、 前 立 腺 全 摘 出 術 ま た は 外 的 放 射 線 照 射 の 何 れ か に よ っ て 治 療 で き 、 長 期
に 亘 っ て 優 れ た 成 果 を 得 て い る （ ２ ， ３ ） 。 主 要 な 問 題 は 、 前 立 腺 癌 と 診 断 さ れ た 男 性 の
約 ２ ／ ３ が 、 診 断 時 に 既 に 、 現 在 は 治 療 法 の な い 前 立 腺 外 の 進 行 性 転 移 の 証 拠 あ り と 診 断
さ れ て い る こ と で あ る （ ４ ） 。 前 立 腺 特 異 性 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） お よ び 前 立 腺 酸 性 ホ ス フ ァ タ
－ ゼ （ Ｐ Ａ Ｐ ） 等 の 臨 床 的 血 清 マ － カ － の 使 用 に よ っ て 、 臨 床 医 に よ る 前 立 腺 癌 の 早 期 検
出 が 可 能 と な り 、 治 療 に 対 す る 応 答 を 追 跡 す る た め の 有 用 な パ ラ メ － タ が 提 供 さ れ た （ ５
） 。 高 感 度 血 清 Ｐ Ｓ Ａ 分 析 、 放 射 線 核 種 骨 ス キ ャ ン 、 Ｃ Ｔ ス キ ャ ン 、 お よ び 他 の 画 像 化 法
の 出 現 に も 拘 ら ず 、 転 移 が 確 実 に 定 着 す る 前 に 、 微 小 転 移 巣 細 胞 の 存 在 を 検 出 す る こ と は
い ま だ 達 成 さ れ て い な い 。 前 研 究 で は 、 ポ リ メ ラ － ゼ ・ チ ェ イ ン 反 応 を 利 用 し て 、 乳 癌 、
白 血 病 お よ び 循 環 器 中 の 他 の 悪 性 細 胞 に 特 有 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 増 幅 し 、 微 小 転 移 巣 の 早 期
検 出 を 可 能 に し た （ ６ 、 ７ ） 。 最 近 、 Ｐ Ｓ Ａ ・ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 由 来 す る プ ラ イ マ － を 用 い た
Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く ア プ ロ － チ が 刊 行 物 に 公 表 さ れ た （ ８ ） 。 こ の 研 究 で は 、 進 行 段 階 Ｄ の 前
立 腺 癌 患 者 の ３ ／ １ ２ に 、 検 出 可 能 な 血 液 原 性 微 小 転 移 巣 が 見 ら れ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 我 々 は 最 近 、 抗 前 立 腺 モ ノ ク ロ － ナ ル 抗 体 ７ Ｅ 11－ Ｃ 5.3 に よ っ て 認 識 さ れ る 、 100 ｋ
Ｄ ａ の 前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ｍ ） を コ － ド し て い る 2.65ｋ ｂ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 、 ク
ロ ー ン 化 し た （ ９ ） 。 Ｐ Ｓ Ｍ は 、 前 立 腺 腫 瘍 お よ び 転 移 中 に お い て 非 常 に 多 く 発 現 し 、 ほ
ぼ 完 全 に 前 立 腺 特 異 的 な 膜 結 合 性 糖 タ ン パ ク で あ る よ う に 思 わ れ る （ １ ０ ） 。 多 く の 未 分
化 腫 瘍 お よ び 骨 転 移 は 、 様 々 な レ ベ ル の 、 時 に は 検 出 可 能 な レ ベ ル に 至 ら な い Ｐ Ｓ Ａ を 発
現 す る の に 対 し て 、 こ れ ら 血 液 原 性 微 小 転 移 巣 は 一 貫 し て 高 レ ベ ル の Ｐ Ｓ Ａ を 発 現 し て い
る よ う で あ る 。 前 立 腺 か ら 散 逸 し て 循 環 系 に 入 る 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 は 、 転 移 を 形 成 す る 潜 在
能 力 を も っ て い る よ う で あ り 、 お そ ら く は よ り 活 発 で よ り 未 分 化 な 細 胞 で あ る か 、 或 い は
Ｐ Ｓ Ａ を 高 度 に 発 現 し な い が 、 Ｐ Ｓ Ｍ の 高 度 発 現 を 保 持 し 得 る 細 胞 集 団 で あ ろ う 。 そ れ 故
、 我 々 は 末 梢 循 環 系 に お け る 転 移 細 胞 を 検 出 す る た め に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に お い て 、 Ｐ Ｓ Ａ お
よ び Ｐ Ｓ Ｍ の 両 方 の 配 列 に 由 来 す る Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ － を 使 用 す る こ と を 選 択 し た 。 従 来 の
Ｒ Ｎ Ａ ・ Ｐ Ｃ Ｒ は 増 幅 が 高 レ ベ ル で あ り 且 つ 高 感 度 で あ る に も 拘 ら ず 、 我 々 は 、 ネ ス ト （
重 ね ） Ｐ Ｃ Ｒ ア プ ロ － チ (nested PCR approach) を 使 用 し た 。 こ の ネ ス ト 　 （ 重 ね ） Ｐ Ｃ
Ｒ ア プ ロ － チ で は 、 ま ず 標 的 配 列 が 増 幅 さ れ 、 続 い て こ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を テ ン プ レ － ト （ 鋳
型 ） に 用 い て 、 前 回 の 産 物 の 配 列 内 に 完 全 に 含 ま れ る 一 組 の 新 し い プ ラ イ マ － に よ っ て 、
も う 一 回 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 ラ ウ ン ド を 行 な っ た 。 こ の ア プ ロ － チ に よ っ て 、 我 々 は 、 検 出 レ ベ
ル を 一 万 個 細 胞 に つ き １ 腫 瘍 細 胞 の レ ベ ル か ら 、 一 億 万 細 胞 に つ き １ 腫 瘍 細 胞 の レ ベ ル に
ま で 向 上 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 〔 実 験 の 詳 細 〕
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　 ＜ 材 料 お よ び 方 法 ＞
　
　 　 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 お よ び Ｍ Ｃ Ｆ -7細 胞 は 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ － ・ コ レ ク シ
ョ ン （ Rockville, MD ） か ら 入 手 し た 。 こ れ ら の 細 胞 系 の 樹 立 お よ び 特 徴 に 関 す る 詳 細 は
、 先 に 刊 行 物 中 に 公 表 さ れ て い る （ １ １ ， １ ２ ） 。 細 胞 は 、 Ｍ Ｓ Ｋ Ｃ Ｃ 培 地 製 造 施 設 か ら
入 手 し た 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 類 お よ び ５ ％ 子 牛 胎 児 血 清 （ ギ ブ コ -BRL、 ガ
イ テ ル ス ブ ル ク (Gaithersburg)、 Ｍ Ｄ ） を 補 充 し た Ｐ Ｒ Ｍ Ｉ 1640培 地 を 用 い て 、 二 酸 化 炭
素 イ ン キ ュ ベ － タ － 中 に お い て 37℃ で 増 殖 さ せ た 。 細 胞 培 地 は 全 て Ｍ Ｓ Ｋ Ｃ Ｃ 培 地 製 造 施
設 か ら 入 手 し た 。 常 用 の 化 学 試 薬 は 可 能 な 限 り の 最 高 級 品 で あ り 、 シ グ マ ケ ミ カ ル （ Sigm
a Chemical Company, St., Louis, MO） か ら 入 手 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　
　 　 こ の 研 究 で 使 用 さ れ た 血 液 標 本 は 全 て 、 Ｍ Ｓ Ｋ Ｃ Ｃ の ス タ ッ フ で あ る 秘 尿 器 科 医 ら の
外 来 患 者 オ フ ィ ス を 訪 れ た 患 者 か ら 入 手 し た 。 規 則 的 に ス ケ ジ ュ ー ル を 決 め た 血 液 採 集 時
に 、 患 者 一 人 当 た り 二 つ の 抗 凝 固 性 （ 紫 色 の キ ャ ッ プ ） の チ ュ － ブ を 得 た 。 標 本 の 調 達 は
、 Ｍ Ｓ Ｋ Ｃ Ｃ 研 究 所 の 再 審 理 評 議 会 (Review Board)の 認 可 に よ り 行 わ れ た 。 サ ン プ ル は 迅
速 に 実 験 室 に 運 ば れ て 、 直 ち に 処 理 さ れ た 。 血 清 Ｐ Ｓ Ａ お よ び Ｐ Ａ Ｐ の 測 定 は 、 Ｍ Ｓ Ｋ Ｃ
Ｃ 臨 床 化 学 実 験 室 に よ っ て 、 標 準 法 に よ り 行 な わ れ た 。 Ｐ Ｓ Ａ 測 定 は 、 タ ン デ ム Ｐ Ｓ Ａ 分
析 （ Hybritech, San Diego, CA） を 用 い て 行 な わ れ た 。 陰 性 対 照 と し て 使 用 す る ８ つ の 血
液 標 本 は 、 通 常 の 血 清 Ｐ Ｓ Ａ 値 お よ び 生 体 組 織 検 査 で 実 証 さ れ た Ｂ Ｐ Ｈ を 有 す る 男 性 ２ 人
、 健 康 な 女 性 一 人 、 健 康 な 男 性 ３ 人 、 膀 胱 癌 患 者 一 人 、 お よ び 急 性 前 骨 髄 細 胞 性 白 血 病 患
者 一 人 か ら 入 手 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　
　 　 抗 凝 固 静 脈 血 ４ ｍ ｌ を 氷 冷 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ３ ｍ ｌ と 混 合 し 、 １ ５ ｍ ｌ ポ リ ス チ
レ ン チ ュ － ブ 内 の ８ ｍ ｌ フ ィ コ － ル （ Phamacia, Uppsala, Sweden ） の 上 部 に 注 意 深 く 層
状 に 加 え た 。 チ ュ － ブ を  200 x g、 ３ ０ 分 、 ４ ℃ で 遠 心 分 離 し た 。 滅 菌 パ ス ツ － ル ピ ペ ッ
ト を 使 用 し て 、 バ フ ィ － コ － ト 層 （ 約 １ ｍ ｌ ） を 注 意 深 く 除 去 し 、 ５ ０ ｍ ｌ の ポ リ ス チ レ
ン チ ュ － ブ 内 で 、 氷 冷 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 を 用 い て ５ ０ ｍ ｌ に な る ま で 再 希 釈 し た 。 次
い で 、 こ の チ ュ － ブ を ４ ℃ に お い て  200 x gで ３ ０ 分 遠 心 分 離 し た 。 上 澄 液 を 注 意 深 く 捨
て 、 ペ レ ッ ト を ド リ ッ プ 乾 燥 さ せ た 。 次 に 、 １ ｍ ｌ の Ｒ Ｎ azolＢ を ペ レ ッ ト に 添 加 し 、 製
造 業 者 の 指 示 書 （ Cinna/Biotecx, Houston, TX) に 従 っ て 全 Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ 濃
度 お よ び 純 度 は 、 ベ ッ ク マ ン （ Beckman)Ｄ Ｕ 分 光 器 を 用 い た Ｕ Ｖ ス ペ ク ト ロ ス コ ピ － 、 お
よ び ゲ ル 分 析 に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　
　 　 Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 、 並 び に Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 及 び Ｍ Ｃ Ｆ -7細 胞 の 混 合 物 か ら 、 固 定
比 率 （ 例 え ば  1:100、 1:1000等 ） で 、 Ｒ Ｎ Ａ ｚ ｏ ｌ Ｂ を 用 い て 単 離 さ れ た 。 こ の 分 析 の 検
出 限 界 を 決 定 す る た め に 、 下 記 に 記 載 す る よ う に 、 Ｐ Ｓ Ａ プ ラ イ マ ー お よ び Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ
マ － の 両 者 を 用 い て ネ ス ト Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 遂 行 し た 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ ： Ｍ Ｃ Ｆ -7（ 1:100,000 ） ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を 蒸 留 水 で 希 釈 し 、 1:1,000,000 お よ び  1:10,000,000 の 濃 度 を 得 た 。 Ｍ Ｃ Ｆ -7細
胞 が 選 択 さ れ た の は 、 こ れ を 予 め 試 験 し た と こ ろ 、 Ｐ Ｓ Ｍ を 発 現 し な い こ と が Ｐ Ｃ Ｒ に よ
っ て 示 さ れ た か ら で あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　
　 　 Ｐ Ｓ Ａ 外 側 プ ラ イ マ － は 、 エ ク ソ ン ４ お よ び ５ の ス パ ン 部 分 を 用 い て  486ｂ ｐ の Ｐ Ｃ
Ｒ 産 物 を 生 成 し 、 ま た ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 可 能 な 汚 染 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 と の 区 別 を 可 能 に し た 。 Ｐ
Ｓ Ａ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 中 に お い て ヌ ク レ オ シ ド  494で 始 ま る 上 流 の プ ラ イ マ － 配 列 は 、 ５ ´
- Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ａ - ３ ´ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ３ ９ ） で あ り 、 ま た
ヌ ク レ オ チ ド  960よ り の 下 流 の プ ラ イ マ － は 、 ５ ´ - Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ
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ポ リ メ ラ － ゼ ・ チ ェ イ ン 反 応



Ｔ Ａ Ｃ Ａ - ３ ´ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ４ ０ ） で あ る 。 Ｐ Ｓ Ａ の 内 側 上 流 プ ラ イ マ － （ ヌ ク レ オ チ
ド  559で 始 ま る ） の ５ ´ - Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ - ３ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番
号 ４ １ ） お よ び 下 流 プ ラ イ マ － （ ヌ ク レ オ チ ド  894で 始 ま る ） の ５ ´ - Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ
Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｇ - ３ ´ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ４ ２ ） は 、 355 ｂ ｐ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 生 成
し た 。 こ れ ら プ ラ イ マ － は 全 て Ｍ Ｓ Ｋ Ｃ Ｃ マ イ ク ロ ケ ミ ス ト リ － ・ コ ア 施 設 で 合 成 さ れ た
。 全 体 積 20リ ッ ト ル 中 に お い て 、 ス － パ － ス ク リ プ ト （ Superscript ） 逆 転 写 酵 素 （ Gibc
o-BRL)を 用 い 、 製 造 業 者 の 推 薦 書 に 従 っ て 、 ５ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ が ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 逆 転 写 さ れ た 。
こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の １ リ ッ ト ル を 、 外 側 プ ラ イ マ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 開 始 テ ン プ レ － ト と し て 使 用
し た 。 20リ ッ ト ル の Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 は 、 0.5 Ｕ の Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ － ゼ （ Promega Corp.,Madi
son,WI) 、 プ ロ メ ガ （ Promega)反 応 緩 衝 液 、 1.5mM MgCl2 、 200M dNTPsお よ び 各 プ ラ イ マ
－ 1.0Mを 含 ん で い た 。 次 に 、 該 混 合 物 を パ － キ ン エ ル マ － 9600DNA サ － マ ル サ イ ク ラ － （
Perkin Elmer 9600 DNA thermalcycler)に 移 し れ 、 ２ ５ サ イ ク ル の イ ン キ ュ ベ － ト を 行 な
っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の プ ロ フ ィ － ル は 次 の 通 り で あ る ： 　 ９ ４ ℃ × １ ５ 秒 、 ６ ０ ℃ × １ ５ 秒 、 ７
２ ℃ × ４ ５ 秒 。 25サ イ ク ル 後 に サ ン プ ル を 氷 上 に 載 置 し 、 １ リ ッ ト ル の 該 反 応 混 合 物 を 、
内 側 プ ラ イ マ － を 用 い て 行 な う 別 ラ ウ ン ド の Ｐ Ｃ Ｒ 用 テ ン プ レ － ト と し て 使 用 し た 。 最 初
の 一 組 の チ ュ － ブ を サ － マ ル サ イ ク ラ － に 戻 し 、 更 に ２ ５ サ イ ク ル に か け た 。 Ｐ Ｓ Ｍ － Ｐ
Ｃ Ｒ で は 、 確 実 に ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 増 幅 さ れ 且 つ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 さ れ な い よ う に す る た め 、 イ
ン ト ロ ン に ま で 広 が る プ ラ イ マ － 対 を 選 択 す る こ と が 必 要 と さ れ た 。 Ｐ Ｓ Ｍ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
の 配 列 は 未 だ 決 定 さ れ て い な か っ た の で 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 時 に 期 待 さ れ る 大 き さ の Ｐ Ｃ Ｒ 産
物 を 生 成 し 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ － ト か ら は バ ン ド が 生 成 さ れ な い （ こ れ は 大 き な イ ン
ト ロ ン が 存 在 し て い る こ と を 示 す ） よ う な 一 対 の プ ラ イ マ ー が 見 付 か る ま で 、 別 の プ ラ イ
マ － 対 を 試 用 さ れ た 。 Ｐ Ｓ Ｍ の 外 側 プ ラ イ マ － は  946ｂ ｐ の 産 物 を 生 成 し 、 内 側 プ ラ イ マ
－ は  434ｂ ｐ の 産 物 を 生 成 す る 。 使 用 し た Ｐ Ｓ Ｍ 外 側 の 上 流 プ ラ イ マ － は 、 ５ ´ - Ａ Ｔ Ｇ
Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ - ３ ´ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ４ ３ ） （ ヌ ク レ オ チ ド
1401か ら 開 始 ） で あ り 、 下 流 プ ラ イ マ － （ ヌ ク レ オ チ ド 2348よ り ） は 、 ５ ´ - Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ
Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ - ３ ´ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ４ ４ ） で あ っ た 。 Ｐ Ｓ Ｍ 内
側 の 上 流 プ ラ イ マ － （ ヌ ク レ オ チ ド 1581よ り ） は ， ５ ´ - Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ
Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ - ３ ´ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ４ ５ ） で あ り 、 下 流 プ ラ イ マ － （ ヌ ク レ オ チ ド 2015よ
り ） は 、 ５ ´ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｃ - ３ ´ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ４ ６ ）
で あ っ た 。 使 用 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｐ Ｓ Ａ 分 析 用 に 用 い た の と 同 様 で あ っ た 。 50リ ッ ト ル の
Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 は 、 １ Ｕ の Ｔ aqポ リ メ ラ － ゼ （ Promega ） 、 250M dNTPs、 10mMメ ル カ プ ト エ
タ ノ － ル 、 2mM MgCl2 及 び 166mM NH4 SO4 、 670 mM Tris pH8.8 お よ び 2mg/mlの ア セ チ ル
化 Ｂ Ｓ Ａ を 含 む ５ リ ッ ト ル の １ ０ × 緩 衝 液 混 合 物 を 含 ん で い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は パ － キ ン ・ エ ル
マ － ４ ８ ０ Ｄ Ｎ Ａ サ － マ ル サ イ ク ラ － （ Perkin Elmer 480 DNA thermalcycler) を 用 い 、
下 記 の パ ラ メ － タ で 行 な わ れ た ： 94℃ × ４ 分 を １ サ イ ク ル 、 94℃ × 30秒 、 58℃ × １ 分 お よ
び 72℃ × １ 分 を ２ ５ サ イ ク ル 、 続 い て 72℃ × 10分 で 行 わ れ た 。 次 い で サ ン プ ル を 氷 冷 し 、
こ の 反 応 混 合 物 ２ リ ッ ト ル を 内 側 Ｐ Ｓ Ｍ プ ラ イ マ － を 含 有 し た 新 し い 反 応 混 合 物 に よ る 別
の ２ ５ サ イ ク ル 用 の テ ン プ レ － ト と し て 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 定 性 は 、 466 bpの Ｐ Ｃ Ｒ 産
物 を 産 生 す る ア ク チ ン か ら 誘 導 さ れ た プ ラ イ マ － を 用 い た 対 照 反 応 を 行 う こ と に よ っ て 確
認 さ れ た 。 こ こ で 使 用 し た 上 流 プ ラ イ マ － は 、 ５ ´ - Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ
Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ａ - ３ ´ （ 配 列 Ｉ Ｄ 番 号 ４ ７ ） （ エ ク ソ ン ３ ） で あ り 、 ま た 下 流 プ ラ イ マ － は 、
５ ´ - Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ - ３ ´ （ 配 列 認 識 番 号 ４ ８ ） （ エ ク ソ ン ４
） で あ っ た 。 全 Ｐ Ｓ Ａ 混 合 物 お よ び 各 Ｐ Ｓ Ｍ 反 応 混 合 物 １ ０ リ ッ ト ル を 、 1.5-2 ％ ア ガ ロ
－ ス ゲ ル に か け 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 し 、 イ － グ ル ・ ア イ ・ ビ デ オ 画 像 シ ス テ ム (Eagle
 Eye Video Imaging System)（ Stratagene,Torrey Pines, CA ） で 撮 影 し た 。 少 な く と も
３ 回 繰 り 返 し て 分 析 を 行 な い 、 結 果 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　
　 　 Ｔ Ａ ク ロ － ニ ン グ シ ス テ ム （ Invitrogen社 ） を 用 い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ｐ Ｃ Ｒ Ｉ Ｉ プ ラ
ス ミ ド ベ ク タ － 中 に ク ロ － ン 化 し た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド を 標 準 法 （ １ ３ ） を 用 い て コ ン
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ピ テ ン ト な 大 腸 菌 細 胞 に 形 質 転 換 し 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を マ ジ ッ ク ・ ミ ニ プ レ プ (Magic M
inipreps) （ Promega 社 ） を 用 い て 単 離 し 、 制 限 酵 素 分 析 で ス ク リ － ニ ン グ し た 。 Ｔ Ａ ク
ロ － ン は 、 シ ー ケ ナ － ゼ (Sequenase) （ U.S.Biochemical 社 ） を 用 い て ジ デ オ キ シ 法 （ １
４ ） に よ り 配 列 決 定 さ れ た 。 各 プ ラ ス ミ ド  3-4ｇ を Ｎ ａ Ｏ Ｈ で 変 性 し 、 エ タ ノ － ル 沈 殿 を
行 な っ た 。 35Ｓ － ｄ Ａ Ｔ Ｐ （ Ｎ Ｅ Ｎ 社 ） を 使 用 し て 、 メ － カ － 推 奨 法 に 従 っ て 標 識 化 反 応
を 実 施 し 、 該 反 応 を 同 プ ロ ト コ － ル に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 終 了 さ せ た 。 次 に 、 配 列
決 定 さ れ た 生 成 物 を 、 ６ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ／ ７ Ｍ 尿 素 ゲ ル 上 に お い て 、  120ワ ッ ト ２
時 間 で 分 析 し た 。 該 ゲ ル を 、 10％ メ タ ノ － ル ／ 10％ 酢 酸 中 で ２ ０ 分 間 固 定 化 し 、 ワ ッ ト マ
ン ３ Ｍ Ｍ 紙 に 移 し 、 真 空 乾 燥 器 で ２ 時 間 ８ ０ ℃ で 乾 燥 し た 。 ゲ ル は 室 温 で １ ８ 時 間 オ － ト
ラ ジ オ グ ラ フ に か け ら れ た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　
　 　 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の エ チ ジ ウ ム 染 色 さ れ た ア ガ ロ － ス ゲ ル を 、 0.2N HCl中 に １ ５ 分 浸 漬 し
、 そ の 後  0.5N NaOH／ 1.5M NaCl 中 と 、 0.1M Tris pH7.5 ／ 1.5M NaCl 中 に ３ ０ 分 ず つ 浸
漬 さ れ た 。 次 い で 、 ゲ ル は  10x SSC（ 1.5M NaCl ／ 0.15M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 中 で 10分
間 平 衡 化 さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 10 ×  SSC中 で の ポ ジ ブ ロ ッ タ (Posi-blotter)（ Stratagene
社 ） に よ る 圧 力 ブ ロ ッ テ イ ン グ に よ っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ は ナ イ ト ラ ン ・ ナ イ ロ ン 膜 （ Schleicher
 and Schuell社 ） に 移 さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｕ Ｖ ス ト ラ タ リ ン カ (stratalinker)（ Stratage
ne社 ） を 使 用 し て 、 そ の 膜 に 架 橋 さ れ た 。 ブ ロ ッ ト は 65℃ で ２ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
れ 、 続 い て 32Ｐ で ラ ベ ル さ れ 且 つ ラ ン ダ ム プ ラ イ ム さ れ た 変 性 ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ － ブ （ Ｐ Ｓ Ｍ
ま た は Ｐ Ｓ Ａ の い づ れ か ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た （ ９ ， １ ５ ） 。 ブ ロ ッ ト は  1 ×  SSPE
 ／ 0.5% SDS中 に お い て 42℃ で 二 回 、 1 ×  SSPE／ 0.5% SDS中 に お い て ５ ０ ℃ で 二 回 、 夫 々
20分 間 洗 浄 さ れ た 。 膜 を 空 気 乾 燥 し 、 70℃ で 30分 か ら １ 時 間 、 コ ダ ッ ク Ｘ -Omat フ ィ ル ム
を 用 い て オ － ト ラ ジ オ グ ラ フ に か け た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ＜ 実 験 結 果 ＞
　 ネ ス ト さ れ た プ ラ イ マ － を 用 い た 我 々 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 技 術 に よ っ て 、 Ｐ Ｓ Ａ ま た は Ｐ Ｓ Ｍ
か ら 誘 導 さ れ た プ ラ イ マ － の 何 れ を 用 い た 場 合 に も 、 前 立 腺 細 胞 の 検 出 レ ベ ル は 約 １ 万 個
の Ｍ Ｃ Ｆ -7細 胞 に つ き １ 個 の 前 立 腺 細 胞 か ら 、 百 万 個 の Ｍ Ｃ Ｆ -7細 胞 に つ き １ 個 以 上 の 細
胞 に ま で 向 上 さ れ た （ 図 ２ ６ お よ び 図 ２ ７ ） 。 こ れ は 、 最 小 病 変 (minimal disease) を 検
出 す る 能 力 が 実 質 的 に 改 善 さ れ た こ と を 示 し て い る 。 １ ６ 人 の 患 者 の 特 徴 を 彼 等 の 臨 床 段
階 、 処 置 、 血 清 Ｐ Ｓ Ａ お よ び Ｐ Ａ Ｐ 値 に つ い て 分 析 し 、 そ の 分 析 結 果 を 表 １ に 示 し た 。 全
体 に 、 Ｐ Ｓ Ａ － Ｐ Ｃ Ｒ は  2／ 30（ 6.7 ％ ） の 患 者 で 腫 瘍 を 検 出 し た の に 対 し 、 Ｐ Ｓ Ｍ － Ｐ
Ｃ Ｒ で は 、 19／ 30（ 63.3％ ） の 患 者 で 細 胞 を 検 出 し た 。 腫 瘍 細 胞 に つ い て Ｐ Ｓ Ｍ で は 非 陽
性 で あ る が Ｐ Ｓ Ａ で は 陽 性 で あ る 患 者 は い な か っ た の に 対 し て 、 Ｐ Ｓ Ｍ は Ｐ Ｓ Ａ で 検 出 さ
れ な ８ 人 の 陽 性 患 者 を 検 出 し た 。 表 １ の 患 者 １ ０ お よ び １ １ は 、 両 者 と も か な り 進 行 し た
ホ ル モ ン 無 反 応 性 症 の 患 者 で あ る が 、 Ｐ Ｓ Ａ お よ び Ｐ Ｓ Ｍ の 両 方 で 検 出 さ れ た 。 こ れ ら 患
者 は 、 両 者 と も こ れ ら サ ン プ ル を 採 取 し た 後 に 死 亡 し た 。 患 者 ４ 、 ７ お よ び １ ２ （ 全 員 が
臨 床 的 局 所 病 弊 に つ い て 前 立 腺 全 摘 出 処 置 を し て お り 、 術 後 1-2 年 の 血 清 Ｐ Ｓ Ａ 値 は 測 定
レ ベ ル に 満 た な い ） は 、 Ｐ Ｓ Ｍ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 場 合 は 循 環 系 の 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 に つ い て 陽
性 で あ っ た が 、 Ｐ Ｓ Ｒ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 場 合 は 陰 性 で あ っ た 。 図 ２ ８ に 、 Ｐ Ｓ Ｍ － Ｐ Ｃ Ｒ に
つ い て の 代 表 的 な エ チ ジ ウ ム 染 色 ゲ ル の 写 真 を 示 し た 。 レ － ン Ａ に か け た サ ン プ ル は 、 外
側 プ ラ イ マ － か ら 生 じ る Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 示 し 、 レ － ン Ｂ の サ ン プ ル は 内 側 プ ラ イ マ － か ら
の 生 成 物 で あ る 。 図 ２ ９ に 、 対 応 す る Ｐ Ｓ Ｍ サ ザ ン ブ ロ ッ ト オ － ト ラ ジ オ グ ラ フ を 示 し た
。 幾 つ か の サ ン プ ル で 示 さ れ る よ う に 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 感 度 は エ チ ジ ウ ム 染 色 を 凌
い で い た 。 即 ち 、 こ れ ら 幾 つ か の サ ン プ ル の 外 側 プ ラ イ マ － 産 物 は 、 図 ２ ８ で は 見 え な い
が 、 図 ２ ９ で 示 し た よ う に サ ザ ン ブ ロ ッ ト で は 検 出 可 能 で あ る 。 更 に 、 図 ２ ８ お よ び 図 ２
９ の サ ン プ ル ３ （ 図 ３ ０ の 患 者 ６ ） は 、 外 側 お よ び 内 側 プ ラ イ マ － 生 成 産 物 の バ ン ド （ 他
の 患 者 に お い て 対 応 し て い る バ ン ド よ り も 小 さ い ） を 含 ん で い る よ う に 見 え る 。 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 決 定 に お い て 、 こ れ ら バ ン ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 小 欠 損 を 除 い て 、 Ｐ Ｓ Ｍ の ヌ ク レ
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オ チ ド 配 列 と 一 致 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ は 、 該 患 者 に お け る Ｐ Ｃ Ｒ の ア ー テ ィ
ク ラ フ ト 、 即 ち 択 一 的 に プ ラ イ シ ン グ さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 、 或 い は Ｐ Ｓ
Ｍ 突 然 変 異 の 何 れ か を 示 す 。 我 々 は 、 あ る 時 、 別 の サ ン プ ル で も 同 様 な 知 見 に 気 付 い た 　
（ 未 公 表 デ － タ ） 。 配 列 決 定 さ れ 且 つ サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 分 析 し た 全 サ ン プ ル が 、 Ｐ Ｓ
Ａ お よ び Ｐ Ｓ Ｍ に つ い て 真 性 陽 性 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 ＜ 実 験 の 考 察 ＞
　 診 断 時 に 、 前 立 腺 癌 患 者 を 正 確 に 段 階 分 け す る 能 力 は 、 適 切 な 治 療 法 の 選 択 に お い て 、
ま た 治 療 に 対 す る 長 期 的 反 応 お よ び 治 癒 可 能 性 の 予 測 に お い て 、 非 常 に 重 要 で あ る こ と は
明 ら か で あ る 。 現 在 の と こ ろ 、 前 外 科 的 段 階 は 物 理 的 検 査 、 血 清 Ｐ Ｓ Ａ お よ び Ｐ Ａ Ｐ の 測
定 、 直 腸 超 音 波 断 層 画 像 、 Ｃ Ｔ ス キ ャ ン 、 放 射 線 核 種 骨 ス キ ャ ン お よ び Ｍ Ｒ Ｉ ス キ ャ ン を
含 む 多 数 の 画 像 診 断 法 か ら な る 。 し か し 、 現 在 の 方 法 は 血 液 原 性 微 小 転 移 病 弊 の 問 題 、 お
よ び 予 後 に 生 じ 得 る マ イ ナ ス の 影 響 に つ い て は 向 け ら れ て い な い 。 以 前 の 研 究 に よ っ て 、
循 環 す る 腫 瘍 細 胞 は 、 僅 か 数 パ － セ ン ト あ っ て も 、 不 可 避 的 に 固 形 転 移 を 形 成 す る こ と が
示 さ れ て い る （ １ ６ ） 。 し か し な が ら 、 循 環 系 に 存 在 す る 腫 瘍 細 胞 負 荷 の 検 出 お よ び 定 量
化 が で き れ ば 、 も っ と 正 確 に 疾 病 段 階 の 分 類 に 役 立 つ こ と が 分 か る で あ ろ う 。 循 環 系 に こ
れ ら の 細 胞 を 有 す る こ と が わ か っ た 患 者 の 臨 床 経 過 を 、 テ ス ト 結 果 が 陰 性 で あ っ た 同 様 の
段 階 に あ る 同 様 の 処 置 を 受 け て い る 患 者 の 経 過 と を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 血 液 原 性 微 小
転 移 病 弊 の 長 期 に わ た る 影 響 を 研 究 す べ き で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 Ｐ Ｓ Ｍ に よ る 腫 瘍 細 胞 の 検 出 レ ベ ル が Ｐ Ｓ Ａ と 比 較 し し て 著 し く 高 い こ と は 、 我 々 と っ
て は さ ほ ど 驚 き で は な い 。 何 故 な ら 、 分 化 程 度 の 低 い 退 行 性 の 前 立 腺 癌 で は Ｐ Ｓ Ａ の 発 現
が 様 々 で あ る の に 比 較 し て 、 Ｐ Ｓ Ｍ は 全 段 階 お よ び 全 て の 程 度 の 前 立 腺 癌 に お い て 一 貫 し
て 発 現 さ れ る こ と に 気 付 い て い た か ら で あ る 。 前 立 腺 全 摘 出 術 (radical prostatectomies
) を 受 け 、 そ の 後 の 血 清 Ｐ Ｓ Ａ 量 は 検 出 レ ベ ル に な い ３ 人 の 患 者 に お い て 、 腫 瘍 細 胞 が 検
出 さ れ た こ と は 驚 き で あ っ た 。 こ れ ら の 患 者 は 、 標 準 的 基 範 に よ れ ば 、 外 科 的 「 完 治 例 」
と 見 な さ れ る で あ ろ う が 、 彼 等 は 依 然 と し て 前 立 腺 腫 瘍 細 胞 を そ の 後 も 続 け て 宿 し て い る
の は 明 ら か で あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 残 存 疾 病 の 痕 跡 が 現 れ な か っ た 他 の 患 者 と の 比 較 に お い
て 、 こ れ ら の 患 者 の 臨 床 経 過 を 追 跡 す る こ と は 興 味 深 い こ と で あ る 。 我 々 は 現 在 、 こ れ ら
の 知 見 を 実 証 す る （ お そ ら く は 、 転 移 の 危 険 が あ る 患 者 を 同 定 す る ） た め に 、 数 多 く の 患
者 の サ ン プ ル を 分 析 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
＜ 第 三 実 験 シ リ ー ズ の 参 照 文 献 ＞
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前 立 腺 特 異 性 膜 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ｍ ） の 発 現 は 、 ト ラ ン ス



　
　 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 　 ト ラ ン ス フ ェ リ ン と ヒ ト 前 立 腺 癌 と の 間 の 関 連 は 、 何 人 か の 研 究 者 に よ っ て 示 唆 さ れ
て き た 。 前 立 腺 癌 患 者 の 発 現 前 立 腺 分 泌 物 は ト ラ ン ス フ ェ リ ン 含 有 量 が 高 い こ と 、 並 び に
前 立 腺 癌 細 胞 に は ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 中 が 多 い こ と が わ か っ て い る （ J.Urol. 143, 3
81, 1990） 。 骨 髄 か ら 派 生 す る ト ラ ン ス フ ェ リ ン は 、 侵 入 性 の 前 立 腺 癌 細 胞 の 増 殖 を 選 択
的 に 刺 激 す る こ と が 示 さ れ て い る （ PNAS 89, 6197, 1992)。 我 々 は 先 に 、 100 kDa Ｐ Ｓ Ｍ
抗 原 を コ － ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ － ニ ン グ を 報 告 し た （ Cancer Res. 53,208,1993 ） 。 Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 分 析 に よ っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド 1250か ら 1700の コ － ド 領 域 部 分 が ヒ ト ・ ト ラ ン ス フ
ェ リ ン 受 容 体 と 54％ の 相 同 性 を 有 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 Ｐ Ｃ -3細 胞 は Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ
Ｎ Ａ ま た は 蛋 白 を 発 現 せ ず 、 ま た ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 応 答 し て 細 胞 増 殖 の 増 加 を 示 す の に
対 し て 、 Ｐ Ｓ Ｍ を 高 度 に 発 現 す る Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 前 立 腺 癌 細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 対 し て
極 め て 弱 い 反 応 を 示 す 。 前 立 腺 癌 細 胞 に よ る Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 が ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 応 答 し て お
こ る 有 糸 分 裂 に 影 響 を 与 え る か 否 か を 見 る た め に 、 我 々 は 完 全 な 長 さ を も つ Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｃ Ｄ
Ｎ Ａ を 安 定 的 に Ｐ Ｃ -3前 立 腺 癌 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 高 度 に
発 現 す る ク ロ － ン は ノ － ザ ン 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ 、 ま た Ｐ Ｓ Ｍ 蛋 白 の 発 現 は 、 抗 Ｐ Ｓ Ｍ
モ ノ ク ロ － ナ ル 抗 体 ７ Ｅ 11－ Ｃ 5.3 を 用 い た ウ エ ス タ ン 分 析 に よ っ て 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 我 々 は 、 Ｐ Ｃ -3細 胞 ま た は Ｐ Ｓ Ｍ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｐ Ｃ -3細 胞 ２ × １ ０ 4 個 を
、 10％ 子 牛 胎 児 血 清 を 補 充 し た Ｐ Ｒ Ｍ Ｉ 培 地 の ウ エ ル に プ レ － ト し 、 24時 間 後 に １ ml当 り
１ μ ｇ の ホ ロ ト ラ ン ス フ ェ エ リ ン を 該 細 胞 中 に 加 え た 。 Ｐ Ｃ -3細 胞 に 対 し て 高 度 に 有 糸 分
裂 的 で あ る 細 胞 を 、 第 １ 日 目 に 計 数 し た 。 一 日 目 に 細 胞 を 計 数 し て プ レ － ト 有 効 性 を 決 定
し 、 ５ 日 目 に 細 胞 を 計 数 し て ト ラ ン ス フ ェ リ ン の 影 響 を 決 定 し た 。 実 験 を 繰 り 返 し て 結 果
を 確 認 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 我 々 は 、 Ｐ Ｃ － ３ 細 胞 が 対 照 を 凌 い で 275 ％ の 平 均 増 殖 を 示 し た の に 対 し 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ ｐ
細 胞 は 僅 か 43％ が 刺 激 さ れ た に 過 ぎ な い こ と を 発 見 し た 。 増 殖 の 速 度 論 に よ っ て 、 Ｐ Ｓ Ｍ
で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｐ Ｃ -3細 胞 の 増 殖 は 、 本 来 の Ｐ Ｃ -3細 胞 よ り 30％ 遅 い こ と が わ
か っ た 。 こ の デ － タ に よ っ て 、 侵 入 性 で 且 つ 転 移 性 の ヒ ト 前 立 腺 癌 細 胞 に お け る Ｐ Ｓ Ｍ の
発 現 は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン に 応 答 す る そ の 有 糸 分 裂 を 有 意 に 阻 害 す る こ と を 示 唆 し て い る
。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 確 立 さ れ た 前 立 腺 癌 を 治 療 す る た め の 、 サ イ ト カ イ ン 分 泌 性 腫 瘍 細 胞 プ レ パ レ ー シ ョ ン
か ら な る 治 療 用 ワ ク チ ン の 使 用 が 、 ダ ニ ン グ Ｒ 3327-MatLyLu(Dunning R3327-MatLyLu) ラ
ッ ト の 前 立 腺 腺 癌 モ デ ル 中 で 調 査 さ れ た 。 Ｉ Ｌ -2を 分 泌 す る 放 射 線 照 射 さ れ た 腫 瘍 細 胞 プ
レ パ レ ー シ ョ ン の み が 、 皮 下 に 定 着 し た 腫 瘍 か ら 動 物 を 治 療 す る こ と が で き 、 ま た 別 の 腫
瘍 チ ャ レ ン ジ か ら 動 物 を 防 御 す る 免 疫 記 憶 を 発 生 さ せ た 。 免 疫 治 療 は 、 腫 瘍 が 正 所 誘 導 さ
れ た 場 合 に は 有 効 性 が 劣 っ た が 、 そ れ で も 結 果 は 改 善 さ れ 、 癌 性 前 立 腺 の 再 切 除 後 の 腫 瘍
の 再 罹 患 を 著 し く 遅 延 さ せ 、 場 合 に よ っ て は 防 止 し た 。 腫 瘍 を 宿 し て い る 動 物 に お い て 、
非 免 疫 原 性 MatLyLu 腫 瘍 に 対 す る 強 い 免 疫 応 答 が 誘 導 さ れ る こ と は 、 前 立 腺 癌 の 能 動 免 疫
療 法 が 治 療 学 的 に 利 益 が あ り 得 る と の 見 方 を 支 持 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ９ 】
【 図 １ 】 レ ー ン ２ の 信 号 は 、 100 kdの Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に 相 当 す る 。 陽 性 対 照 と し て 用 い ら れ た
Ｅ Ｇ Ｆ ｒ は 、 レ ー ン １ に 示 さ れ て い る 。 陰 性 対 照 と し て 用 い ら れ た ウ サ ギ 抗 マ ウ ス （ Ｒ Ａ
Ｍ ） 抗 体 の み と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 、 レ ー ン ３ に 示 さ れ て い る 。
【 図 ２ 】 上 段 の 二 つ の 写 真 は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に つ い て 陽 性 に 染 色 す る Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ サ イ ト ス ピ
ン (cytospins) を 示 し て い る 。 下 段 左 側 は Ｄ Ｕ -145、 下 段 右 側 は Ｐ Ｃ -3サ イ ト ス ピ ン で あ
り 、 両 者 と も Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 発 現 に つ い て 陰 性 で あ る 。

10

20

30

40

50

(53) JP 2007-14343 A 2007.1.25

フ ェ リ ン に よ る 活 発 な ヒ ト 前 立 腺 癌 細 胞 の
有 糸 分 裂 刺 激 を 減 少 さ せ る



【 図 ３ 】 上 段 の 二 つ の パ ネ ル は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 に つ い て 陽 性 に 染 色 す る ヒ ト 前 立 腺 切 片 （ hu
man prostate sections;Ｂ Ｐ Ｈ ） で あ る 。 下 段 の 二 つ の パ ネ ル は 、 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 に つ
い て 陽 性 に 染 色 す る 、 侵 入 性 前 立 腺 癌 ヒ ト 切 片 を 示 し て い る 。
【 図 ４ 】 35Ｓ － メ チ オ ニ ン で ラ ベ ル さ れ た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 の  Cyt-356抗 体 と の 免 疫 沈 降 に
従 う  100 kd の Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 。
【 図 ５ 】 縮 退 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 示 す 、 臭 化 エ チ ジ ウ
ム で 染 色 さ れ た ３ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 。 矢 印 は 1.1 kb の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 で あ る Ｉ Ｎ -20 サ ン
プ ル を 示 し て お り 、 該 サ ン プ ル は Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 を コ ー ド す る 部 分 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る こ と
が 後 に 確 認 さ れ た 。
【 図 ６ 】 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の Ｔ Ａ ク ロ ー ン ン グ か ら 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の ２ ％ ア ガ ロ ー
ス ゲ ル 。 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ で 消 化 す る こ と に よ っ て 、 挿 入 物 は Ｐ Ｃ Ｒ Ｉ Ｉ ベ ク タ ー （ イ ン ビ ト ロ
ゲ ン 社 ） か ら 切 り 出 さ れ た 。 1.1 kbの Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 の 部 分 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ 生 成 物 は 、 ゲ ル １
の レ ー ン ３ に 示 さ れ て い る 。
【 図 ７ 】 Ｍ － Ｍ Ｌ Ｖ 逆 転 写 酵 素 を 用 い た 出 願 人 の Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ ラ イ ブ ラ リ ー に 現 れ る ｃ Ｄ Ｎ
Ａ の 大 き さ を 示 す オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム 。
【 図 ８ 】 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 後 に 得 ら れ る 、 Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 の 完 全 長 ク
ロ ー ン の 制 限 酵 素 分 析 。 挿 入 物 を 遊 離 さ せ る た め に 、 サ ン プ ル は Ｎ ｏ ｔ Ｉ お よ び Ｓ ａ ｌ Ｉ
制 限 酵 素 で 切 断 さ れ た 。
【 図 ９ 】 完 全 長 Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 ク ロ ー ン の プ ラ ス ミ ド ・ サ ザ ン ・ オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム 。 大 き
さ は 略  2.7 kb で あ る 。
【 図 １ ０ 】 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 前 立 腺 癌 系 お よ び Ｈ ２ ６ ・ Ｒ ａ ｓ で 形 質 導 入 さ れ た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞
系 に 限 定 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 を 示 す ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 。 Ｐ Ｃ -3、 Ｄ Ｕ -145、 Ｔ -24 、 Ｓ Ｋ Ｒ
Ｃ -27 、 Ｈ Ｅ Ｌ Ａ 、 Ｍ Ｃ Ｒ -7、 Ｈ Ｌ -60 等 は 全 て 陰 性 で あ る 。
【 図 １ １ 】 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 系 （ レ ー ン １ ） に 特 有 で あ り 、 且 つ Ｄ Ｕ -145細 胞 系 （ レ ー ン ２
） お よ び Ｐ Ｃ -3細 胞 系 （ レ ー ン ３ ） に は 存 在 し な い  2.8 kb の Ｐ Ｓ Ｍ メ ッ セ ー ジ の 発 現 を
示 す ノ ー ザ ン 分 析 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム 。 梯 子 状 の Ｒ Ｎ Ａ 寸 法 マ ー カ が 左 側 に 示 さ れ て お
り 、 ま た ２ ８ Ｓ お よ び １ ８ Ｓ の リ ボ ゾ ー ム Ｒ Ｎ Ａ バ ン ド が 右 側 に 示 さ れ て い る 。
【 図 １ ２ 】 Ｐ Ｓ Ｍ 遺 伝 子 プ ラ イ マ ー を 用 い た ヒ ト 前 立 腺 組 織 の Ｐ Ｃ Ｒ の 結 果 。 レ ー ン に は
左 か ら 右 に 番 号 が 付 さ れ て い る 。 レ ー ン １ ， Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ ； レ ー ン ２ ， Ｈ ２ ６ ； レ ー ン ３ ，
Ｄ Ｕ -145； レ ー ン ４ ， 正 常 前 立 腺 ； レ ー ン ５ ， Ｂ Ｐ Ｈ ； レ ー ン ６ ， 前 立 腺 癌 ； レ ー ン ７ ，
Ｂ Ｐ Ｈ ； レ ー ン ８ ， 正 常 ； レ ー ン ９ ， Ｂ Ｐ Ｈ ； レ ー ン １ ０ ， Ｂ Ｐ Ｈ ； レ ー ン １ １ ， Ｂ Ｐ Ｈ
； レ ー ン １ ２ ， 正 常 ； レ ー ン １ ３ ， 正 常 ； レ ー ン １ ４ ， 癌 ； レ ー ン １ ５ ， 癌 ； レ ー ン １ ６
， 癌 ； レ ー ン １ ７ ， 正 常 ； レ ー ン １ ８ ， 癌 ； レ ー ン １ ９ ， Ｉ Ｎ -20 対 照 ； レ ー ン ２ ０ ， Ｐ
Ｓ Ｍ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 。
【 図 １ ３ 】 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 等 電 点 （ 非 グ リ コ シ ル 化 ）
【 図 １ ４ － １ 】 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 二 次 構 造
【 図 １ ４ － ２ 】 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 二 次 構 造 （ 続 き ）
【 図 １ ４ － ３ 】 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 二 次 構 造 （ 続 き ）
【 図 １ ４ － ４ 】 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 二 次 構 造 （ 続 き ）
【 図 １ ４ － ５ 】 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 二 次 構 造 （ 続 き ）
【 図 １ ４ － ６ 】 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 二 次 構 造 （ 続 き ）
【 図 １ ４ － ７ 】 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 二 次 構 造 （ 続 き ）
【 図 １ ４ － ８ 】 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 二 次 構 造 （ 続 き ）
【 図 １ ５ － Ａ 】 Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 親 水 度 プ ロ ッ ト 。
【 図 １ ５ － Ｂ 】 膜 貫 通 切 片 の 予 想 。
【 図 １ ６ － １ 】 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 配 列 と の 相 同 性 。
【 図 １ ６ － ２ 】 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 配 列 と の 相 同 性 。
【 図 １ ６ － ３ 】 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 配 列 と の 相 同 性 。
【 図 １ ６ － ４ 】 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 配 列 と の 相 同 性 。
【 図 １ ６ － ５ 】 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 配 列 と の 相 同 性 。
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【 図 １ ６ － ６ 】 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 配 列 と の 相 同 性 。
【 図 １ ６ － ７ 】 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 配 列 と の 相 同 性 。
【 図 １ ６ － ８ 】 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 配 列 と の 相 同 性 。
【 図 １ ６ － ９ 】 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 配 列 と の 相 同 性 。
【 図 １ ６ － １ ０ 】 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 配 列 と の 相 同 性
。
【 図 １ ６ － １ １ 】 ニ ワ ト リ 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト の ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 配 列 と の 相 同 性
。
【 図 １ ７ Ａ 】 前 立 腺 細 胞 系 に お け る Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 の 免 疫 組 織 化 学 的 検 出 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ
細 胞 に お け る 均 一 な 高 レ ベ ル の 発 現 を 示 し て い る 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 前 立 腺 細 胞 系 に お け る Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 の 免 疫 組 織 化 学 的 検 出 。 夫 々 Ｄ Ｕ -1
45細 胞 を 示 し 、 陰 性 で あ る 。
【 図 １ ７ Ｃ 】 前 立 腺 細 胞 系 に お け る Ｐ Ｓ Ｍ 抗 原 の 発 現 の 免 疫 組 織 化 学 的 検 出 。 Ｐ Ｃ -3細 胞
を 示 し 、 陰 性 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 Ｐ Ｓ Ｍ と カ プ リ ン グ し た イ ン ・ ビ ト ロ で の 転 写 ／ 翻 訳 の 生 成 物 を 示 す タ ン パ ク
ゲ ル の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム 。 非 グ リ コ シ ル 化 Ｐ Ｓ Ｍ ポ リ ペ プ チ ド が  84 kDa に 見 ら れ （ レ
ー ン １ ） 、 ま た ミ ク ロ ソ ー ム の 添 加 に 続 い て 合 成 さ れ た Ｐ Ｓ Ｍ 糖 タ ン パ ク が  100 kDaに 見
ら れ る （ レ ー ン ２ ） 。
【 図 １ ９ 】 形 質 導 入 さ れ た 非 Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 Ｐ Ｃ -3細 胞 に お け る Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 を 検 出 す る ウ エ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 膜 （ レ ー ン １ ） 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 粗 溶 解 物 （ レ ー ン ２ ） お よ び
Ｐ Ｓ Ｍ を 形 質 導 入 し た Ｐ Ｃ -3細 胞 に お い て は 、 100 kDa の Ｐ Ｓ Ｍ 糖 タ ン パ ク 種 が 明 瞭 に 見
ら れ る が 、 生 来 の Ｐ Ｃ -3細 胞 （ レ ー ン ３ ） に は 検 出 さ れ な い 。
【 図 ２ ０ 】 正 常 ヒ ト 組 織 に お け る Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 に つ い て 試 験 す る た め の 、 リ ボ ヌ
ク レ ア ゼ 保 護 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム 。 レ ー ン １ に は 、 放 射 能 ラ ベ ル さ れ た 梯 子 状 の  1 kb 
Ｄ Ｎ Ａ マ ー カ が 示 さ れ て い る 。 未 消 化 の プ ロ ー ブ は  400ヌ ク レ オ チ ド （ レ ー ン ２ ） 、 予 想
さ れ た 保 護 Ｐ Ｓ Ｍ バ ン ド は 350 ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 ま た ｔ Ｒ Ｎ Ａ 対 照 が 示 さ れ て い る （
レ ー ン ３ ） 。 ヒ ト 前 立 腺 に は 強 い 信 号 が 見 ら れ （ レ ー ン １ １ ） 、 ヒ ト 脳 お よ び ヒ ト 唾 液 腺
に は 弱 い が 検 出 可 能 な 信 号 が 見 ら れ る （ レ ー ン ４ ） 。
【 図 ２ １ 】 ヌ ー ド マ ウ ス 中 お よ び ヒ ト 前 立 腺 組 織 中 で 増 殖 さ せ た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 に お け る
Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 に つ い て 試 験 す る 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ゲ ル の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ
ム 。 32Ｐ で ラ ベ ル し た 梯 子 状 の  1 kb Ｄ Ｎ Ａ マ ー カ が レ ー ン １ に 示 さ れ て い る 。 298 ヌ ク
レ オ チ ド の 未 消 化 プ ロ ー ブ が 示 さ れ て お り （ レ ー ン ２ ） 、 ま た ｔ Ｒ Ｎ Ａ 対 照 が 示 さ れ て い
る （ レ ー ン ３ ） 。 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 に お い て （ レ ー ン ４ ） 、 マ ト リ ゲ ル (matrigel)を 伴 な っ
て 及 び 伴 な わ ず に ヌ ー ド マ ウ ス 中 で 正 所 的 に 増 殖 し た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 に お い て （ レ ー ン ５
， ６ ） 、 お よ び ヌ ー ド マ ウ ス 中 で 皮 下 移 植 さ れ 増 殖 さ れ た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 腫 瘍 （ レ ー ン ７ ） に
お い て 、 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 明 瞭 に 検 出 可 能 で あ る 。 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は ま た 、
正 常 な ヒ ト 前 立 腺 （ レ ー ン ８ ） 、 お よ び 中 程 度 に 分 化 し た ヒ ト 前 立 腺 ア デ ノ カ ル チ ノ ー マ
（ レ ー ン １ ０ ） に 見 ら れ る 。 極 め て 弱 い 発 現 が 、 良 性 肥 大 を 伴 な う ヒ ト 前 立 腺 組 織 の サ ン
プ ル 中 に 見 ら れ る （ レ ー ン ９ ） 。
【 図 ２ ２ 】 生 理 学 的 投 与 量 の 種 々 の ス テ ロ イ ド 類 で ２ ４ 時 間 処 理 さ れ た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 に
お け る 、 Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 に つ い て の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 試 験 。 レ ー ン １ に 、 32Ｐ で ラ ベ ル し
た 梯 子 状 の Ｄ Ｎ Ａ マ ー カ が 示 さ れ て い る 。 298 ヌ ク レ オ チ ド の 未 消 化 プ ロ ー ブ が 示 さ れ て
お り （ レ ー ン ２ ） 、 ま た ｔ Ｒ Ｎ Ａ 対 照 が 示 さ れ て い る （ レ ー ン ３ ） 。 Ｐ Ｓ Ｍ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発
現 は 、 活 性 炭 で ス ト リ ッ プ さ れ た 培 地 中 の 未 処 理 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 に お い て 最 も 高 い （ レ ー
ン ４ ） 。 出 願 人 は Ｄ Ｈ Ｔ （ レ ー ン ５ ） 、 テ ス ト ス テ ロ ン （ レ ー ン ６ ） 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル
（ レ ー ン ７ ） お よ び プ ロ ゲ ス テ ロ ン （ レ ー ン ８ ） で 処 理 さ れ た Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 に お い て 有
意 に 減 少 し た Ｐ Ｓ Ｍ 発 現 を 観 察 し て お り 、 デ キ サ メ タ ゾ ン (Dexamethazsone)（ レ ー ン ９ ）
に 対 し て は 僅 か な 反 応 を 伴 な う に 過 ぎ な い 。
【 図 ２ ３ 】 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 技 術 お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 技 術 を 用 い た 、 デ ュ ン ニ ン グ 細 胞
系 (Dunning cell lines)の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に お け る Ｐ Ｓ Ｍ ・ Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｐ Ｓ Ｍ ・
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Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 の 結 果 を 示 す デ ー タ 。
【 図 ２ ４ Ａ 】 サ イ ト カ イ ン を 形 質 導 入 し た 細 胞 が 非 修 飾 細 胞 を 教 育 す る 力 を 示 し て い る 。
投 与 は 親 の 側 腹 部 ま た は 前 立 腺 細 胞 に 向 け ら れ た 。 そ の 結 果 は 、 微 小 環 境 の 考 慮 (microen
vironment considerations) を 示 し て い る 。
【 図 ２ ４ Ｂ 】 特 定 部 位 に お け る 実 際 の 能 力 を 示 し て い る 。 腫 瘍 は 前 立 腺 細 胞 に 移 植 さ れ 、
二 つ の 異 な っ た 部 位 に お い て 免 疫 細 胞 で 処 理 さ れ た 。
【 図 ２ ５ Ａ 】 一 次 腫 瘍 の 増 殖 阻 害 に お け る サ イ ト カ イ ン 類 の 能 力 を 示 す 。 未 修 飾 の 親 腫 瘍
細 胞 お よ び ワ ク チ ン と し て 形 質 導 入 細 胞 を 投 与 さ れ た 動 物 。 齧 歯 類 腫 瘍 の 前 立 腺 切 除 に 続
い て 、 生 存 率 の 増 大 が も た ら さ れ る 。
【 図 ２ ５ Ｂ 】 一 次 腫 瘍 の 増 殖 阻 害 に お け る サ イ ト カ イ ン 類 の 能 力 を 示 す 。 未 修 飾 の 親 腫 瘍
細 胞 お よ び ワ ク チ ン と し て 形 質 導 入 細 胞 を 投 与 さ れ た 動 物 。 齧 歯 類 腫 瘍 の 前 立 腺 切 除 に 続
い て 、 生 存 率 の 増 大 が も た ら さ れ る 。
【 図 ２ ６ 】 ネ ス ト さ れ た プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ て 、 我 々 の 前 立 腺 細 胞 の 検
出 レ ベ ル は 改 善 さ れ た 。 即 ち 、 何 れ か の Ｐ Ｓ Ａ を 用 い る こ と に よ り 、 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 10,0
00個 当 た り 前 立 腺 細 胞 １ 個 の レ ベ ル か ら 、 Ｍ Ｃ Ｆ － ７ 細 胞 1,000,000個 当 た り 前 立 腺 細 胞
１ 個 の レ ベ ル 以 上 に ま で 改 善 さ れ た 。
【 図 ２ ７ 】 ネ ス ト さ れ た プ ラ イ マ ー (nested primer) を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ て 、 我 々
の 前 立 腺 細 胞 の 検 出 レ ベ ル は 改 善 さ れ た 。 即 ち 、 Ｐ Ｓ Ｍ 由 来 の プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と に
よ り 、 Ｍ Ｃ Ｆ -7細 胞 10,000個 当 た り 前 立 腺 細 胞 １ 個 の レ ベ ル か ら 、 Ｍ Ｃ Ｆ -7細 胞 1,000,00
0 個 当 た り 前 立 腺 細 胞 １ 個 の レ ベ ル 以 上 に ま で 改 善 さ れ た 。
【 図 ２ ８ 】 Ｐ Ｓ Ｍ - Ｐ Ｃ Ｒ に つ い て の 、 代 表 的 な エ チ ジ ウ ム 染 色 さ れ た ゲ ル 写 真 。 レ ー ン
Ａ の サ ン プ ル は 、 外 部 プ ラ イ マ ー か ら 生 じ た Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 表 し て い る 。 ま た 、 レ ー ン Ｂ
の サ ン プ ル は 内 部 プ ラ イ マ ー 対 の 生 成 物 で あ る 。
【 図 ２ ９ 】 Ｐ Ｓ Ｍ サ ザ ン ブ ロ ッ ト の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ 。 幾 つ か の サ ン プ ル （ 外 部 生 成 物
が 、 図 ３ Ａ ～ Ｄ で は 視 認 で き な い が 、 図 ４ に 示 し た サ ザ ン ブ ロ ッ ト で は 検 出 可 能 で あ る サ
ン プ ル ） に お い て 観 察 で き る よ う に 、 該 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 の 感 度 は エ チ ジ ウ ム 染 色 の 感
度 を 凌 駕 し た 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ ： 臨 床 段 階 、 治 療 、 血 清 Ｐ Ｓ Ａ 値 お よ び 血 清 Ｐ Ａ Ｐ 値 、 並 び に 試 験 結 果
に 関 す る 、 分 析 さ れ た 患 者 １ ６ 人 の 特 徴 。
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