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(57)【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ヒト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】
　前記抗原性領域が、前記ヒト前立腺特異的膜抗原の親水性アミノ酸配列である、請求項
１に記載のポリペプチド。
【請求項３】
　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４】
　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、前記抗原の配列は配列
番号：2に記載されている抗体。
【請求項５】
　請求項４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）；
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　　（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６】
　請求項４または５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７】
　薬剤に結合されたモノクローナル抗体であって、前記モノクローナル抗体は、ヒト前立
腺特異的膜抗原に向けられ、前記抗原の配列は、配列番号：2に記載されたものである、
モノクローナル抗体。
【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７に記載
のモノクローナル抗体。
【請求項９】
　請求項４～８の何れか１項に記載のモノクローナル抗体を含有する薬学的組成物。
【請求項１０】
　薬学的に許容されるキャリアを含む、請求項９に記載の薬学的組成物。
【請求項１１】
　前立腺癌の治療または診断に使用するための、請求項４～８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９または１０に記載の薬学的組成物。
【請求項１２】
　ヒト患者において前立腺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４
～８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９または１０に記載の薬学的
組成物を使用する方法。
【請求項１３】
　被験者の前立腺癌を画像化するための診断組成物の製造のために、請求項４～８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９または１０に記載の薬学的組成物を使
用する方法。
【請求項１４】
　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）前記生物学的サンプルを請求項４～８のいずれか１項に記載の少なくとも一つ
のモノクローナル抗体または請求項９または１０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、
　　（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。
【発明の詳細な説明】
【発明の背景】
【０００１】
　本発明は、核酸変異検出法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　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。
【０００３】
　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ＮＨＩ補助金第ＤＫ 47650号
およびＣＡ 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。
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【０００４】
　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。
【０００５】
　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（ＰＳＡ）および
プロスタン酸ホスファターゼ（prostatic acid phosphatase；ＰＡＰ）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（３７）。
【０００６】
　前立腺は、良性増殖（ＢＰＨ）、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６０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）。
【０００７】
　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
ン酸ホスファターゼ（prostatic acid phosphatase；ＰＡＰ）および前立腺特異的抗原（
ＰＳＡ）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ＰＳＡ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ＰＳＡおよび／
またはＰＡＰ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。
【０００８】
　ＰＡＰ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。ＰＡ
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。
【０００９】
　ＰＳＡ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）。ＰＳＡ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ＰＳＡ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、ＰＳＡ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）。
【００１０】
　ＰＳＡおよびＰＡＰ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
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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。
【００１１】
　前立腺膜に局在化すると思われる前立腺特異的膜抗原（ＰＳＭ）が同定されている。こ
の抗原は、前立腺癌細胞、即ちＬＮＣａＰ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）。
【００１２】
　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、ＬＮＣａＰ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、ＰＳＡおよびＰＡＰ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ＬＮＣ
ａＰ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、７Ｅ１１－Ｃ５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ＬＮＣａＰ細胞膜の単離画分は、免疫ブロッティングおよびＥＬＩＳＡ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、ＬＮ
ＣａＰ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。
【００１３】
　ホロスツェビクツ博士はまた、７Ｅ１１－Ｃ５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（ＢＰＨ）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、７Ｅ１１－Ｃ５との免疫反応を示さなかった。
【００１４】
　７Ｅ１１－Ｃ５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（ＧＹＫ- ＤＴＰＡ）
が結合された。得られた抗体は、ＣＹＴ-356と命名された。このＣＹＴ-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。ＣＹＴ-356
を７Ｅ１１－Ｃ５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ＬＮＣａＰ腫瘍に対
して、腫瘍１グラム当たり略３０％の注射で４日間集中的に投与された。イン・ビボでは
、ＰＣ－３およびＤＵ-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。
【００１５】
　ＰＳＭ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（１１，１２）。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、ＰＳＭ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、７Ｅ１１－Ｃ５モノクローナ
ル抗体による認識のためには、ＰＳＭ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、ｇａｌＮＡｃが抗原性エピトープの
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優勢な糖鎖であることを示唆した。
【００１６】
　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ＰＣＲ(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ｃＤＮＡ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（１３）。このｃＤＮＡの全体の
ＤＮＡ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ＰＳＡ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
ＰＳＡ遺伝子発現の分析、当該抗原を発現しない細胞へのＰＳＭ遺伝子のトランスフェク
ション、ＰＳＭ遺伝子の染色体分布、ＰＳＭプロモータの分析ならびにＰＳＭ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ＰＳＭ遺伝子のクローニング、何等かの内因性ＰＳＭ結合性分子（リガンド）
の同定が含まれる。
【００１７】
　ＬＮＣａＰ細胞は、三つの全ての前立腺バイオマーカー類、即ちＰＳＡ、ＰＡＰおよび
ＰＳＭ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ＤＨＴの両者に対してホルモン的
に反応性である。ＰＳＭ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（
３８）。我々は、ＰＳＭ・ｃＤＮＡをトランスフェクトしたＬＮＣａＰ細胞およびＰＣ－
３細胞におけるＰＳＭ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ＰＳＭ・ｍＲＮＡ発現の特徴付けを行なった。
【発明の概要】
【００１８】
　本発明は、哺乳類の前立腺特異性膜（prostate-specific membrane；ＰＳＭ）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、ＤＮＡ
、ｃＤＮＡまたはＲＮＡであり得る。
【００１９】
　本発明はまた、ＰＳＭ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１５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、ＤＮＡまたはＲＮＡの何れかであり得る。
【００２０】
　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１５ヌクレオチドの核
酸分子を提供する。
【００２１】
　本発明は更に、ＰＳＭ抗原の発現を検出する方法であって、細胞から全ｍＲＮＡを得る
ことと、こうして得られたｍＲＮＡとラベルされたＰＳＭ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ｍＲＮＡの存
在を測定し、これによって前記細胞によるＰＳＭ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ＰＳＭ抗原が同様にして検出され得る。
【００２２】
　本発明は、ＲＮＡ転写プロモータと動作可能にリンクした、ＰＳＭ抗原の単離された核
酸分子を提供する。本発明は更に、ＰＳＭ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。
【００２３】
　本発明は更に、哺乳類ＰＳＭ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
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のホストベクター系であって、哺乳類ＰＳＭ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。ＰＳＭ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。
【００２４】
　本発明はまた、哺乳類ＰＳＭ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ＰＳＭ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。
【００２５】
　本発明は、或るリガンドが哺乳類ＰＳＭ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ＰＳＭ抗原をコードする単離された哺乳類ＤＮＡ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ＰＳＭ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ＰＳＭ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、ＰＳＭ抗原に結合するリガンドを提供する。
【００２６】
　本発明は、精製された哺乳類ＰＳＭ抗原を提供する。本発明はまた、哺乳類ＰＳＭ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ＰＳＭ抗原のリガンドを同定および精製する方法を提供する。
【００２７】
　本発明は更に、哺乳類ＰＳＭ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ＰＳＭ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。
【００２８】
　本発明は、ＰＳＭ抗原のペプチドである Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu（配列ＩＤ番号３５
）、Asn-Glu-Asp-Gly-Asn-Glu （配列ＩＤ番号３６）または Lys-Ser-Pro-Asp-Glu-Gly（
配列ＩＤ番号３７）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
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。
【００２９】
　本発明は、哺乳類ＰＳＭ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。
【００３０】
　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
、ＰＳＭ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ＰＳＭ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ＰＳＭ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。
【００３１】
　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ＰＳＭ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。
【００３２】
　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ＰＳＭ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ＰＳＭ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。
【００３３】
　本発明は、生物学的サンプル（例えば血清）中のＰＳＭ抗原を測定するための免疫検定
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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ＰＳＭ抗体と接触させて、該
抗体と前記ＰＳＭ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ＰＳＭ抗原の量を測定する工程とを具備した方法を提
供する。
【００３４】
　本発明はまた、生物学的サンプル中のＰＳＭ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ＰＳＭリガンドと接触させて、該リ
ガンドと前記ＰＳＭ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ＰＳＭ抗原の量を測定する工程とを具備した方法を
提供する。
【００３５】
　本発明は、哺乳類ＰＳＭ抗原を精製する方法であって、ａ）ＰＳＭ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）ＰＳＭ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ＰＳＭ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ＰＳＭ抗原を溶出させる工程とを具備した方法を提供する。
【００３６】
　本発明は更に、ＰＳＭ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ＰＳＭ抗原をコードするＤＮＡに対して相補的
なアンチセンスＤＮＡ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ＤＮＡはＰＳＭ抗原をコードするｍＲＮＡに対して相補的なアンチセン
スｍＲＮＡ中に転写されるように配置されており、該アンチセンスｍＲＮＡはＰＭＳ抗原
をコードするｍＲＮＡ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。
【００３７】
　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ＤＮＡ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。
【００３８】
　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ＤＮＡに結合したＤＮＡ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。
【００３９】
　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。
【００４０】
　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（ＰＣＲ）を行なうことと、（Ｂ）ＤＮＡ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。
【００４１】
　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
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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ＤＮＡ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】
【００４２】
　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。
【００４３】
　　　　　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。
【００４４】
　本発明は、哺乳類前立腺特異性膜（ＰＳＭ）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。
【００４５】
　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ＤＮＡ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ｃＤＮＡ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ＲＮＡ分子を提供する。
【００４６】
　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ＩＤ番号１に示した
ように、ヒト由来のｃＤＮＡである。このヒト配列は、ＰＳＭ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
に所在のロスアラモス国立研究所）に提出された。
【００４７】
　本発明はまた、ＰＳＭ抗原の配列とは異なったアミノ酸配列をコードするＤＮＡ類およ
びｃＤＮＡ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ＤＮＡおよびｃＤＮＡにハイブリダイズするＤＮＡ類およびｃＤＮＡ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。
【００４８】
　本発明のＤＮＡ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ＤＮＡ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ＤＮＡ配列、末端ＤＮＡ配列もしくは中間ＤＮＡ配列の追加設置を含んでいる。
【００４９】
　ここに説明され且つ権利請求されるＤＮＡ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。
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【００５０】
　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。
【００５１】
　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１５ヌクレオチドの核酸分子を提供する。
【００５２】
　製造されたこの核酸分子は、ＤＮＡまたはＲＮＡ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。
【００５３】
　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１５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。ＤＮＡプロ
ーブ分子は、ＰＳＭ抗原をコードするＤＮＡ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ＤＮＡ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ＤＮＡ合成機で化学的に生成させてもよい。
【００５４】
　ＲＮＡプローブは、Ｔ３，Ｔ７またはＳＰ６のようなバクテリオファージの下流にＰＳ
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ＲＮＡプローブは、ラ
ベルされたヌクレオチドを、適切なＲＮＡ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ＰＳＭ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
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１５ヌクレオチドの
核酸分子を提供する。この分子は、ＤＮＡ分子またはＲＮＡ分子の何れであってもよい。
【００５５】
　本発明は更に、細胞内における哺乳類ＰＳＭ抗原の発現を検出する方法であって、細胞
から全ｍＲＮＡを得ることと、こうして得られたｍＲＮＡを、ハイブリダイズ条件下で、
哺乳類ＰＳＭ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１５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ｍＲＮＡ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、ＰＳＭ抗原をコードするｍＲＮＡの存在を検出することによりＰＳＭ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ｍＲＮＡ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ｍＲＮＡ
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ＰＳＭ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。
【００５６】
　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ｍＲＮＡ
は、該ｍＲＮＡのポリＡ尾部を結合するオリゴ- ｄＴカラムを用いて該抽出物から単離さ
れる（１３）。次いで、このｍＲＮＡ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ｍＲＮＡにハイブリダイズしてこれをラベルする。
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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。
【００５７】
　本発明は更に、組織切片におけるＰＳＭ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ＰＳＭ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１５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ｍＲＮＡ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ＰＳＭ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ｍＲＮＡ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、ＰＳＭ抗原の発現もそうであろう。
【００５８】
　本発明は更に、ＲＮＡ転写のプロモータに動作可能にリンクした、単離されたＰＳＭ抗
原核酸分子を提供する。この単離されたＰＳＭ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、ＰＳＭ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ＤＮＡおよびベクターＤＮＡ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、ＤＮＡ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ＤＮＡにおける制限部位に対応するリンカーを挿入
ＤＮＡ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
利用可能であり、これは当業者に周知である。
【００５９】
　一つの態様において、該ＰＳＭ配列はｐＳＰＯＲＴ／ベクター（ GibcoR -BRL）のＮｏ
ｔＩ／ＳａｌＩ部位にクローン化される。このプラスミド（ｐ５５Ａ－ＰＳＭ）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（ＡＴＣＣ）に寄託された。プラスミ
ドｐ５５Ａ－ＰＳＭには、ＡＴＣＣ受付番号 75294号が付与された。
【００６０】
　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、ＰＳＭ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。
【００６１】
　発現のために必要とされる調節要素には、ＲＮＡ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ｌａｃ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
ＵＧを含んでいる（１４）。同様に、真核細胞発現ベクターはＲＮＡポリメラーゼＩＩ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ＡＵＧ
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、ＰＳＭ抗原を発現する細胞の製造に有用である。
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【００６２】
　本発明は更に、上記で説明した単離されたＤＮＡ分子またはｃＤＮＡ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ＤＮＡまたはｃＤＮＡ分子を提供する。適切な動物細胞に
はＶｅｒｏ細胞、ＨｅＬａ細胞、Ｃｏｓ細胞、ＣＶ１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。
【００６３】
　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ＰＳＭ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。
【００６４】
　本発明は、哺乳類ＰＳＭ抗原をコードするＤＮＡ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
ＳＭ抗原をコードするＤＮＡ分子と、哺乳類ＰＳＭ抗原をコードする該ＤＮＡ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ＤＮＡ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。
【００６５】
　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ＮＩＨ
３Ｔ３、ＣＨＯ細胞、ＨｅＬａ細胞、Ｌｔｋ- 細胞、Ｃｏｓ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ＰＳＭ抗原をコードするＤＮＡ（例えばｃＤＮＡ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。
【００６６】
　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
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ＤＮＡ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。
【００６７】
　本発明は更に、哺乳類ＰＳＭ抗原に結合するリガンドを提供する。
【００６８】
　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。
【００６９】
　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ＰＳＭ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ＰＳＭ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。
【００７０】
　また、本発明によれば、精製された哺乳類ＰＳＭ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
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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。
【００７１】
　本発明は更に、ＰＳＭ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。
【００７２】
　ＰＳＭ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ＰＳＭ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ＰＳＭ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ＰＳＭタンパクと潜在的リガンドと
を、該リガンドおよび精製ＰＳＭ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ＰＳＭ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ＰＳＭ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
ＰＳＭ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（１５）。リガンド- ＰＳＭ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。
【００７３】
　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ＰＳＭ
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。
【００７４】
　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
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。
【００７５】
　本発明は、哺乳類ＰＳＭ抗原のアミノ酸配列に対する抗体を提供する。
【００７６】
　本発明は、抗体を生成するＰＳＭ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、ＰＳＭのＤＮＡ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ＰＳＭ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１６の親水性プロットに示したヒトＰＳ
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、ｃＤＮＡもしくはそのフラグメントのよう
なＤＮＡ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。
【００７７】
　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
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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ＰＳＭ抗原の発現を検出するために有用である。
【００７８】
　一つの態様においては、ヒトＰＳＭ抗原のペプチドである Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu（
配列ＩＤ番号３５）、Asn-Glu-Asp-Gly-Asn-Glu （配列ＩＤ番号３６）および Lys-Ser-P
ro-Asp-Glu-Gly（配列ＩＤ番号３７）が選択される。
【００７９】
　本発明は更に、ペプチドである Asp-Glu-Leu-Lys-Ala-Glu（配列ＩＤ番号３５）、Asn-
Glu-Asp-Gly-Asn-Glu （配列ＩＤ番号３６）および Lys-Ser-Pro-Asp-Glu-Gly（配列ＩＤ
番号３７）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。
【００８０】
　本発明は、ＰＳＭ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。
【００８１】
　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ＰＳＭ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。
【００８２】
　本発明は更に、前立腺癌特異性の画像化剤であって、ＰＳＭ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。
【００８３】
　本発明はまた、ＰＳＭ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。
【００８４】
　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ＰＳＭ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。
【００８５】
　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）ＰＳＭ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。
【００８６】
　本発明はまた、哺乳類ＰＳＭ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ＤＮＡに対して相補的なアンチセンスＤＮＡ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ＤＮＡは前立腺特異性膜抗原をコードするｍ
ＲＮＡに対して相補的なアンチセンスｍＲＮＡ中に転写されるように配置されており、該
アンチセンスｍＲＮＡは前立腺特異性膜抗原をコードするｍＲＮＡ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。
【００８７】
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　哺乳類ＰＳＭ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ＰＳＭ抗原の発現が増大または減少され、或いは発現されたＰＳＭ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ＰＳＭ抗原をコードするＤＮＡ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（１６）；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（１７
）を行ない、これらＰＳＭ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ＰＳＭ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ＰＳＭ抗原（該動物のゲノムにおける生来のＰＳＭ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ＰＳＭ抗原および追加されたＰＳＭ抗原を発現してＰＳＭ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。
【００８８】
　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Ｍ２培地のような適切な培地中に保存される　（１６）。哺乳類ＰＳＭ
抗原をコードするＤＮＡまたはｃＤＮＡ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ＤＮＡ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ＤＮＡ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）
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、ＤＮＡ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ＤＮＡ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。
【００８９】
　ＰＳＭ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ｃＤＮＡライブラリーまたはゲノム
ライブラリーの何れかを、ＰＳＭ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ＤＮ
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（１８）。
【００９０】
　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ＤＮＡ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。
【００９１】
　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ＤＮＡ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
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) 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ＤＮＡ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。
【００９２】
　更に、前立腺特異性膜抗原をコードするこのＤＮＡ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。
【００９３】
　更に、前立腺特異性膜抗原をコードするＤＮＡ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。
【００９４】
　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４０（ＳＶ４０）プロモータ、サイトメガロ
ウイルス（ＣＭＶ）プロモータ、マウス乳腺腫瘍ウイルス（ＭＭＴＶ）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。
【００９５】
　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、Ｔ７プロモータ、Ｔ３プロモータ、ＳＰ６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。
【００９６】
　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、ＡＤＣ１プロモータ、ＡＲＧプロモ
ータ、ＡＤＨプロモータ、ＣＹＣ１プロモータ、ＣＵＰプロモータ、ＥＮＯ１プロモータ
、ＧＡＬプロモータ、ＰＨＯプロモータ、ＰＧＫプロモータ、ＧＡＰＤＨ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。
【００９７】
　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ＤＮＡに結合したＤＮＡ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。
【００９８】
　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ＤＮＡ
分子に結合される治療的ＤＮＡ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。
【００９９】
　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１２、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。
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【０１００】
　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
ＤＮＡ分子を含んだ前立腺腫瘍細胞を提供する。
【０１０１】
　ここで用いる「ＤＮＡ分子」には、相補型ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）、合成ＤＮＡおよびゲノ
ムＤＮＡが含まれる。
【０１０２】
　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
。
【０１０３】
　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（ＰＣＲ）を行なうことと、（Ｂ）Ｄ
ＮＡ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。
【０１０４】
　前記の微小転移腫瘍細胞は前立腺癌であり得、また前記ＤＮＡ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。
【０１０５】
　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ＤＮＡ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。
【０１０６】
　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】
【０１０７】
　　　　　　　　　　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（１９，２０）。部分的ｃＤＮＡはＰＣＲ生成物として増幅され、このＰＣ
Ｒ生成物は、ＬＮＣａｐ（前立腺のリンパ節癌腫）(Lymph Node Carcinoma of Prostate)
細胞系ｃＤＮＡプラスミドライブラリー（８）から完全な長さのｃＤＮＡ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。ＰＳＭ抗原の抗原決定基はＰＳＭのグリ
コシル化部位であるために、ＣＹＴ－３５６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。
【０１０８】
　ＰＳＭ抗原のウェスタン分析
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　　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（２１）。10～20μg のＬＮＣａｐ，ＤＵ－１４５及びＰＣ－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、ＰＶＤＦ膜（ミリポアR 社　(MilliporeR Corp.)）上に電気ブロットされた。膜は
ＴＳＢ［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 10-15μg/mlのＣＹＴ－３５６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 μg/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）。
【０１０９】
　ＰＳＭ抗原の発現に関する免疫組織化学的分析
　　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ＰＳＭ抗原の発現を分析した（２２）。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 4-6μm ）を、メタノール／アセト
ン中で10分間固定化した。50,000細胞/100μl/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ＰＢＳ中１％過酸化水素で 10-15分間処理された。組織切片はＰＢＳ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ＣＹ
Ｔ－３５６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ＰＢＳ
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。ＤＡＢ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
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ＣＡＭ 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ＰＳＭ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５～１９％＝２；　陽性細胞が２
０～７５％＝３；　陽性細胞が７５％超（＞７５％）＝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。
【０１１０】
　ＰＳＭ抗原の免疫沈降
　　100 mmペトリ皿内の集密度80％のＬＮＣａＰ細胞を、メチオニンを含まないＲＰＭＩ
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 100μCi/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ＣＹＴ－３５６抗体（サイトゲン社(Cytogen Corp.) ）
およびＲＡＭ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 ＣＬ－４Ｂビーズ（ファルマシアR (PharmaciaR ) ）と共に、４℃で３～
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４時間混合された。ペトリ皿あたり、ビーズ 3mgに対して12μg の抗体が用いられた。そ
の後、このビーズはＨＮＴＧ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２Ａ－Ｄ）。
【０１１１】
　大スケールでの免疫沈降とペプチド配列決定
　　免疫沈降に関して上に示された手法を、約６×１０7 個のＬＮＣａＰ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（２３）。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
、ＰＳＭ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
って、この技術では配列決定データは得られなかった。
【０１１２】
　ＰＳＭ抗原ペプチド配列：
　　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１０）
　　2T46 #8　 YAGESFPGIYDALFDIESK （配列ID番号１１）
　　2T47 #7　 TILFAS(W)DAEEFGXX(q)STE(e)A(E)..
　　　　　　　（配列ID番号１２）
　＜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
。
【０１１３】
　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。
【０１１４】
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　縮退ＰＤＲ(Degenerate PCR ）
　　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 ＤＮＡ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。
【０１１５】
　・ペプチド３：ＦＹＤＰＭＦＫ（配列ＩＤ番号５）
　　ＰＳＭプライマー“Ａ”
　　　　ＴＴ（ＣまたはＴ）－ＴＡ（ＣまたはＴ）
　　　　　－ＧＡ（ＣまたはＴ）－ＣＣＸ－ＡＴＧ
　　　　　－ＴＴ（配列ＩＤ番号１３）
　　ＰＳＭプライマー“Ｂ”
　　　　ＡＡＣ－ＡＴＸ－ＧＧ（ＡまたはＧ）
　　　　　－ＴＣ（ＡまたはＧ）－ＴＡ（ＡまたはＧ）
　　　　　－ＡＡ（配列ＩＤ番号１４）
　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。
【０１１６】
　・ペプチド４：ＩＹＮＶＩＧＴＬ（Ｋ）
　　　　　　　　（配列ＩＤ番号６）
　　ＰＳＭプライマー“Ｃ”
　　　　ＡＴ（ＴまたはＣまたはＡ）－ＴＡ（ＴまたはＣ）
　　　　　－ＡＡ（ＴまたはＣ）－ＧＴＸ
　　　　　－ＡＴ（ＴまたはＣまたはＡ）－ＧＧ
　　　　　（配列ＩＤ番号１５）
　　ＰＳＭプライマー“Ｄ”
　　　　ＣＣ（ＡまたはＴまたはＧ）－ＡＴＸ
　　　　　－ＡＣ（ＧまたはＡ）－ＴＴ（ＡまたはＧ）
　　　　　－ＴＡ（ＡまたはＧまたはＴ）－ＡＴ
　　　　　（配列ＩＤ番号１６）
　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。
【０１１７】
　・ペプチド２：Ｇ／ＰＶＩＬＹＳＤＰＡＤＹＦＡＰＤ／Ｇ
　　　　　　　　ＶＫ（配列ＩＤ番号８，９）
　　ＰＳＭプライマー“Ｅ”
　　　　ＣＣＸ－ＧＣＸ－ＧＡ（ＴまたはＣ）
　　　　　－ＴＡ（ＴまたはＣ）－ＴＴ（ＴまたはＣ）
　　　　　－ＧＣ（配列ＩＤ番号１７）
　　ＰＳＭプライマー“Ｆ”
　　　　ＧＣ（ＧまたはＡ）－ＡＡ（ＡまたはＧ）
　　　　　－ＴＡ（ＡまたはＧ）－ＴＸＣ－ＧＣＸ－ＧＧ
　　　　　　（配列ＩＤ番号１８）
　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。
【０１１８】
　・ペプチド６：ＦＬＹＸＸＴＱＩＰＦＬＡＧＴＥＱＮＦＱ
　　　　　　　　ＬＡＫ（配列ＩＤ番号７）
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　　ＰＳＭプライマー“Ｉ”
　　　　ＡＣＸ－ＧＡ（ＡまたはＧ）－ＣＡ（ＡまたはＧ）
　　　　　－ＡＡ（ＴまたはＣ）－ＴＴ（ＴまたはＣ）
　　　　　－ＣＡ（ＡまたはＧ）－ＣＴ
　　　　　（配列ＩＤ番号１９）
　　ＰＳＭプライマー“Ｊ”
　　　　ＡＧ－（ＴまたはＣ）ＴＧ－（ＡまたはＧ）ＡＡ
　　　　　－（ＡまたはＧ）ＴＴ－（ＴまたはＣ）ＴＧ
　　　　　－（ＴまたはＣ）ＴＣ－ＸＧＴ
　　　　（配列ＩＤ番号２０）
　　ＰＳＭプライマー“Ｋ”
　　　　ＧＡ（ＡまたはＧ）－ＣＡ（ＡまたはＧ）
　　　　　－ＡＡ（ＴまたはＣ）－ＴＴ（ＴまたはＣ）
　　　　　－ＣＡ（ＡまたはＧ）－ＣＴ
　　　　　（配列ＩＤ番号２１）
　　ＰＳＭプライマー“Ｌ”
　　　　ＡＧ－（ＴまたはＣ）ＴＧ－（ＡまたはＧ）ＡＡ
　　　　　－（ＡまたはＧ）ＴＴ－（ＴまたはＣ）ＴＧ
　　　　　－（ＴまたはＣ）ＴＣ（配列ＩＤ番号２２）
　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。
【０１１９】
　・ペプチド７：ＴＩＬＦＡＳ（Ｗ）ＤＡＥＥＦＧＸＸ（ｑ）
　　　　　　　　ＳＴＥ（ｅ）Ａ（Ｅ）…
　　　　　　　　（配列ＩＤ番号１２）
　　ＰＳＭプライマー“Ｍ”
　　　　ＴＧＧ－ＧＡ（ＴまたはＣ）－ＧＣＸ
　　　　　－ＧＡ（ＡまたはＧ）－ＧＡ（ＡまたはＧ）
　　　　　－ＴＴ（ＣまたはＴ）－ＧＧ
　　　　　（配列ＩＤ番号２３）
　　ＰＳＭプライマー“Ｎ”
　　　　ＣＣ－（ＧまたはＡ）ＡＡ－（ＴまたはＣ）ＴＣ
　　　　　－（ＴまたはＣ）ＴＣ－ＸＧＣ
　　　　　－（ＡまたはＧ）ＴＣ－ＣＣＡ
　　　　　（配列ＩＤ番号２４）
　　ＰＳＭプライマー“Ｏ”
　　　　ＴＧＧ－ＧＡ（ＴまたはＣ）－ＧＣＸ
　　　　　－ＧＡ（ＡまたはＧ）－ＧＡ（ＡまたはＧ）
　　　　　－ＴＴ（配列ＩＤ番号２５）
　　ＰＳＭプライマー“Ｐ”
　　　　ＡＡ－（ＴまたはＣ）ＴＣ－（ＴまたはＣ）ＴＣ
　　　　　－ＸＧＣ－（ＡまたはＧ）ＴＣ－ＣＣＡ
　　　　　（配列ＩＤ番号２６）
　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。
【０１２０】
　縮退ＰＣＲは、パーキンエルマー 480型ＤＮＡ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。ＰＣＲのためのｃＤＮＡ鋳型は、オリゴ



(21) JP 4202375 B2 2008.12.24

10

20

30

40

50

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ＬＮＣａｐ・ｍＲＮＡから調製された。ｃＤＮＡ合成は以下のようにして実
行された。
【０１２１】
　　　　4.5 μl　 LNCap 　ポリA + RNA　(2 μg)
　　　　1.0 μl　 オリゴdTプライマー　 (0.5 μg)
　　　　4.5 μl　 dH2O　
　　　　 10 μl 
　　68℃で10分間インキュベートする。
【０１２２】
　　迅速に氷上で５分間冷却する。
【０１２３】
　添加：
　　　　4 μl　　 5 x RT緩衝液
　　　　2 μl 　　 0.1M 　DTT 
　　　　1 μl　　 10mM dNTPs
　　　　0.5 μl　 RNasin（プロメガ (Promega)）
　　　　1.5 μl　 dH2O
　　　　19μl 
　　37℃で２分間インキュベートする。
【０１２４】
　　スーパースクリプトR (SuperscriptR ) 逆転写酵素（ギ
　　　ブコR -BRL(GibcoR -BRL) ）１μl を添加する。
【０１２５】
　　37℃で２分間インキュベートする。
【０１２６】
　　30μl dH2Oを添加する。
【０１２７】
　　ＰＣＲ反応（１回）あたり２μl を使用する。
【０１２８】
　縮退ＰＣＲ反応は、アニーリング温度、Ｍｇ2+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Ｔm に依存する）、72℃で2 分間の伸長。
【０１２９】
　　　5 μl 　10 x PCR緩衝液＊
　　　5 μl　 2.5 mM dNTP ミックス
　　　5 μl　 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 0.5-1.0μg 含む）
　　　5 μl　 100mM β- メルカプトエタノール
　　　2 μl 　LNCap cDNA鋳型
　　　5 μl 　25mM MgCl2（最終濃度 2.5mM）
　　　21μl 　dH2O
　　　2 μl　 希釈したＴaqポリメラーゼ (0.5U/ μl)
　　　総容量50μl 。
【０１３０】
　チューブは60μl 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。ＰＣＲ生成物は、各試料の５μl 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。
【０１３１】
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　　　　＊10x PCR 緩衝液
　　　　　166mM NH4SO4　　　　　
　　　　　670mM トリス(Tris), pH 8.8
　　　　　2mg/ml BSA
ＰＣＲ生成物を示す代表的な写真が図５に示されている。
【０１３２】
　ＰＣＲ生成物のクローニング
　　これらＰＣＲ生成物をさらに解析するために、これら生成物は「ＴＡ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、ＰＣＲ生成物を直接連結させるという
ものである。これは、ＴａｑポリメラーゼがＰＣＲ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（２４）によりプラスミドＤＮＡ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６Ａ－Ｂ）。
【０１３３】
　ＰＣＲ生成物のＤＮＡ配列決定
　　ＰＣＲ生成物のＴＡ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ＤＮＡ 3-4μg 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－ＡＴＰ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／７Ｍ尿素ゲル上において、ＩＢＩ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
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。ＰＣＲ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ＤＮＡ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。
【０１３４】
　ＩＮ－２０は、間違いなくＰＳＭ遺伝子のｃＤＮＡの一部に相当することが確認された
。このＰＣＲ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ＤＮＡ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）
　 T　 E　 Q　 N　 F　 Q　 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（ＰＳＭ抗原）に相当することが確かめ
られた。
【０１３５】
　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ＤＮＡ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。
【０１３６】
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　センス配列(sense sequence): 
　　AGA ACA ATT TTG TTT GCA AGC TGG GAT GCC AAG GAG （配列ID番号３３）
　　 R　 T　 I　 L　 F　 A　 S　 W　 D　 A　 E　 E　（配列ID番号３４）
　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
ＮＡ配列決定によって、陽性クローンのＤＮＡ配列内に我々の他のＰＳＭペプチドが存在
することを確認することができた。
【０１３７】
　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ｃＤＮＡの部分的なＤ
ＮＡ配列には独自性があることが見い出された。
【０１３８】
　ｃＤＮＡライブラリーの構築と、
　完全な長さのＰＳＭ・ｃＤＮＡのクローニング
　　ＬＮＣａｐ・ｍＲＮＡ由来のｃＤＮＡ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 μg/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（２７）により32ＰｄＣＴＰで放射性ラベルした我々の1.1 Kbの部分的ｃＤＮＡ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) （２６）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、ＤＮＡ制限酵素消化分析および配列決定分析において、ＰＳＭ抗原をコードす
る完全な長さのｃＤＮＡ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ｃＤＮＡ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
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ｃＤＮＡ
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。
【０１３９】
　抗原ならびにｃＤＮＡ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。
【０１４０】
　ＰＳＭ遺伝子発現についてのノーザン分析
　　ＰＳＭ遺伝子のノーザン分析（２８）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。
【０１４１】
　ＲＮＡ試料（10μg の総ＲＮＡもしくは２μg のポリＡ＋ＲＮＡ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、ＲＮＡ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。ＲＮＡ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（ＢＲＬR ）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ｃＤＮＡプローブを含むハイブリダ
イゼーション緩衝液（ＢＲＬR ）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
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れた。
【０１４２】
　ヒト前立腺組織内でのＰＳＭ遺伝子発現についてのＰＣＲ分析
　　ＰＳＭ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ＰＣＲ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ＭＳＫＣＣ病理学科によって確かめられた）。
【０１４３】
　各試料から10μg の総ＲＮＡが、前のセクションＩＶの項で説明したようにして、ｃＤ
ＮＡ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
ＤＮＡ、ＩＮ－２０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Ｔm は64℃であるから、我々はＰＣＲ
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ＩＶで説明した
のと同様の条件を用いて、35サイクルのＰＣＲを実行した。
【０１４４】
　ＬＮＣａｐおよび H26-Ras感染したＬＮＣａｐ(H26-Ras transfected LNCap) （２９）
は陽性対照としてインキュベートされ、陰性対照としてＤＵ-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。
【０１４５】
　＜実験結果＞
　100 KDのＰＳＭ抗原をコードする遺伝子は既に同定されている。完全なｃＤＮＡ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１６に示される。図１７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３５）； Asn-Glu
-Asp-Gly-Asn-Glu（配列ID番号３６）；及び Lys-Ser-Pro-Asp-Glu-Gly（配列ID番号３７
）。
【０１４６】
　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
３８）。
【０１４７】
　この予想膜貫通ドメインは、ＰＣ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、ＰＳＭ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。
【０１４８】
　ＰＳＭ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、ＰＳＭ
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１８に示される。
【０１４９】
　＜実験の考察＞
　ＰＳＭ抗原の可能な用途：
　　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、ＰＳＭ抗原プローブが有用
であることが証明され得る。従って、ＰＳＭ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ｃＤＮＡコーディング領域に由来するセンスプ
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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ＰＳＭ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。ＰＣＲ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。
【０１５０】
　　２．抗原部位の同定：
　抗原に関するｃＤＮＡ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、ＰＳＭ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。
【０１５１】
　　３．制限酵素による断片長の多形性とゲノムＤＮＡ
　制限酵素で切断された断片の長さの多形性(Restriction fragment length polymorphis
ms) （ＲＦＬＰＳ）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、ＲＦＬＰ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、ＰＳＭ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
の証拠を与え得るというてことである。
【０１５２】
　ＰＳＭ抗原の染色体上での位置に依存して、ＰＳＭ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。
【０１５３】
　　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。
【０１５４】
　　５．画像化
　当該ｃＤＮＡ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
。ｃＤＮＡ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。
【０１５５】
　　６．リガンドの単離
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　ＰＳＭ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。ＰＳＭ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、ＰＳＭ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ＰＳＭ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。ＰＳＭ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。
【０１５６】
　　７．治療的用途
　ａ）リガンド：　ＰＳＭ抗原のｃＤＮＡ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（３０）。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。
【０１５７】
　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（３１）。こ
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。
【０１５８】
　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。ＰＳ
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。
【０１５９】
　細胞毒性剤と結合されたＰＳＭ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（３２）。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。
【０１６０】
　ｂ）細胞毒性剤と結合したＰＳＭ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
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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（ＴＣＲ）の免疫グロブリンドメインを置換することと；所
望のＭＡｂの重鎖および軽鎖中にクローニングすることと；αＴＣＲ鎖およびβＴＣＲ鎖
の定常領域を有するＵh 遺伝子とＵL 遺伝子をスプライシングし、これらのキメラＡｂ／
ＴＣＲ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（３３）。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ＭＡ
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
ＳＭ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、Ａｂ- 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　（３４）。
【０１６１】
　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ＴＧＦ－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ｃＤＮＡをもった遺
伝子組換え体ＴＰ－４０である。この場合、該ハイブリッド（雑種）の前記ＴＧＦおよび
毒性部分が内皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）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。ＰＳＭ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。
【０１６２】
　更に、ＰＳＭ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
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
ＤＮＡを毒性のｃＤＮＡ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、ＴＧＦαおよびシュードモナス菌体外毒素である（３５）。
【０１６３】
　　８．その他
　ＰＳＭ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、ＰＳＭ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。
【０１６４】
　精製されたＰＳＭ抗原が生成され得るので、この精製ＰＳＭ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ＰＳＭ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ｐＨ勾配
で溶出され得る。溶出された物質はＳＤＳ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ＰＣＲ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)（１５）に
よって決定されるだろう。
【０１６５】
＜第一実験シリーズの参照文献＞
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　　　　　　　　　　　　　　　第二実験シリーズ
　前立腺特異的膜抗原の発現
　　出願人は、最近、７Ｅ11－Ｃ5.3 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ＰＳＭをコードする、2.65ｋｂの相補型ＤＮＡをクローニングした。ＰＳＭ発現
について、７Ｅll－Ｃ5.3 抗体を使ってＬＮＣａＰ、ＤＵ145 およびＰＣ-3前立腺癌細胞
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系を免疫組織化学的に分析すると、ＬＮＣａＰ細胞は強く染色されたが、ＤＵ145 および
ＰＣ-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2.65ｋｂのＰＳＭ・ｃ
ＤＮＡのカプリングされた転写／翻訳によって84ｋＤａのタンパクが生産され、これは予
測したＰＳＭ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 ｋＤａのＰＳＭ抗原が作られた。真核発現ベクタ
ーの中の完全長ＰＳＭ・ｃＤＮＡでＰＣ－３細胞をトランスフェクトした後に、出願人は
、７Ｅll－Ｃ5.3 モノクローナル抗体を使ったウエスタン分析によって、ＰＳＭ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、ＰＳＭ・ｍＲＮＡＳ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。ＰＳＭ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、
ＤＨＴはヒト前立腺癌細胞系ＬＮＣａＰにおけるＰＳＭ発現を８～１０倍下方調節し、テ
ストステロンはＰＳＭ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、ＰＳＭ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ＰＳＭ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ＬＮＣａＰ腫瘍はＰＳＭを多く
発現し、ＰＳＭ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。
【０１６６】
　＜材料および方法＞
　　細胞と試薬：
　ＬＮＣａＰ、ＤＵ－１４５、ＰＣ－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、７Ａ、８Ａ）。別に明記しないかぎり、ＬＮＣａＰ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－ＢＲＬ、Gaithersburg，ＭＤ）を補充したＲＰＭ
I1640 培地を用いてＣＯ２　インキュベーター中で３７℃で培養した。ＤＵ-145およびＰ
Ｃ-3細胞は、１０％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
ＭＳＫＣＣ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－ＢＲＬから購入した。
【０１６７】
　ＰＳＭの免疫組織化学的検出
　　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ＰＳＭ抗原の発現を分
析した（９Ａ）。スライド当り５×１０４　細胞／100 μｌ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、ＰＢＳで２回洗浄
した後に適切な抑制血清と共に２０分間インキュベートされた。抑制血清を捨て、希釈し
た７Ｅll－Ｃ5.3 （５ｇ／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ＰＢＳで洗浄し、続いて２次抗体と共に３０分間、またアビジ
ン－ビオチン複合体と共に３０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ＣＡＭ5.2 を上記の同じ方法に従って使用した。ヒ
トＥＪ膀胱癌細胞を負のコントロールとした。
【０１６８】
　インビトロでのＰＳＭ抗原の転写／翻訳
　　プラスミドｐＳＰＯＲＴ１（ギブコ－ＢＲＬ）中に完全長2.65ｋｂのＰＳＭ・ｃＤＮ
Ａを含むプラスミド５５Ａを、イン・ビトロにおいて、プロメガＴＮＴシステム（プロメ
ガ社、マジソン、ＷＩ）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３５Ｓ－メチオニン（アマシャム）を含む反応混合物内のｃ
ＤＮＡに、Ｔ７・ＲＭＡポリメラーゼを加え、３０℃で９０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、ＷＩ）に加えることによって達成された。生成したタンパクを１０％ＳＤＳ－ＰＡ
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ＧＥ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、ＩＬ）を用いて製造者の指示に従って処理し、８０
℃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ＭＰ（アマシ
ャム）を使ってオートラジオグラフにかけた。
【０１６９】
　ＰＣ-3細胞へのＰＳＭのトランスフェクション
　　完全長のＰＳＭ・ｃＤＮＡを、ｐＲＥＰ７真核発現ベクター（インビトロゲン、サン
ディエゴ、ＣＡ．）中にサブクローニングした。プラスミドＤＮＡ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、ＣＡ．）を
用いて、形質転換されたＤＨ５－アルファバクテリア（ギブコ－ＢＲＬ）から精製した。
精製したプラスミドＤＮＡ（６～10ｇ）をオプチメン(Optimem) 培地（ギブコ－ＢＲＬ）
 900ｕｌで希釈し、既に 900ｌのオプチメン培地で希釈した30ｕｌのリポフェクチン試薬
（ギブコ－ＢＲＬ）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ＰＣ－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１mg／mLのヒグロマイシンＢ（カルバイオケム(Calbi
ochem)、ラジョラ、ＣＡ．）を補充したＲＰＭＥ1640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６mm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、ｐＲＥＰ７プラスミド単独でＰＣ－
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ＲＮＡを単離し、ＲＮア
ーゼ保護分析（後述）およびノザン分析の両方によってＰＳＭ・ｍＲＮＡ発現を検出した
。
【０１７０】
　ＰＳＭ発現のウェスタンブロット検出
　　ＬＮＣａＰ、ＰＣ－３、およびＰＳＭでトランスフェクトしたＰＣ－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（１０Ａ）。ＬＮＣａＰ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（１０Ａ）。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、ＣＡ．）を
用いて定量した。変性に続き、20ｇのタンパクを10％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ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、ＭＡ．）上に電気ブロットした。膜を５％ＢＳＡを加えた0.15M Ｎａ
Ｃｌ／0.01M Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ＴＳ）に入れ、７Ｅll－Ｃ5.3 モノクローナル抗体（１
０ｇ／mL）と共に１時間インキュベートした。0.15M ＮａＣｌ／0.01M Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
／0.05％トリトン－Ｘ 100（ＴＳ－Ｘ）でブロットを４回洗浄し、10ｇ／mL濃度のウサギ
抗マウスＩｇＧ（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。
【０１７１】
　次いで、ブロットをＴＳ－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、ＩＬ．）でラベルした。次いで、ブロットをＴＳ－
Ｘで４回洗浄し、ワットマン３ＭＭ紙で乾燥したあと、ハイパーフィルムＭＰ（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。
【０１７２】
　ヌードマウスにおける正所および皮下の
　ＬＮＣａＰ腫瘍増殖長
　　0.25％トリプシンおよび0.02％ＥＤＴＡ溶液に一分間晒して、半集密状態の培養体か
らＬＮＣａＰ細胞を回収した。細胞を５％ウシ胎児血清を含むＲＰＭＩ1640培地中に再懸
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、ＭＡ．）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（ＨＢＳＳ）中で洗浄し、希釈した。トリパンブルー排除試
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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（ｎｕ／ｎｕ）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ＬＮＣａＰ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２５
０万個のＬＮＣａＰ腫瘍細胞を、28ゲージの針を備えた１mL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、ＬＮＣａＰ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ＲＮＡ単離のために液体窒素で凍結した。
【０１７３】
　ＲＮＡの単離
　　ＲＮＡゾルＢ（チャイナ／バイオテク(Cinna/Biotecx) 、ヒューストン、ＴＸ．）の
使用と共に、標準的な方法（１１，１２）によって、細胞および組織から全細胞性ＲＮＡ
を単離した。ＲＮＡの濃度および質は、ベックマンＤＵ 640分光光度計でのＵＶ分光と、
ゲル分析とによって評価された。ヒト組織の全ＲＮＡ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。
【０１７４】
　リボヌクレアーゼ保護分析
　　プラスミドベクターｐＳＰＯＲＴ１（ギブコ－ＢＲＬ）中にＰＳＭ・ｃＤＮＡの一部
をサブクローニングし、隣接するＴ７及びＳＰ６・ＲＮＡポリメラーゼプロモーターに対
するｃＤＮＡ挿入の方向を、制限分析によって証明した。挿入したＰＳＭの上流で該プラ
スミドを線状化し、続いてＳＰ６・ＲＮＡ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ＲＮＡプローブが生産されるが、このうち 350ヌクレオチドはＰ
ＳＭ・ＲＮＡによってＲＮ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
２０で使用された。プラスミドＩＮ－２０は、プラスミドｐＣＲＩＩ（インビトロゲン）
内に１ｋｂのＰＳＭ・ｃＤＮＡの一部を含んでおり、リボプローブ合成にも使用された。
ＸｍｎＩ　（ギブコ－ＢＲＬ）によって線状化されたＩＮ－２０は、ＳＰ６・ＲＮＡ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ＲＮＡプローブを生成した
が、このうちの 260ヌクレオチドは、ＰＳＭ・ｍＲＮＡによってＲＮ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２１および図２２で使用された。プローブ
は、ＳＰ６・ＲＮＡポリメラーゼ（ギブコ－ＢＲＬ）、ｒＮＴＰ（ギブコ－ＢＲＬ）、Ｒ
ＮＡｓｉｎ（プロメガ）および３２Ｐ－ｒＣＴＰ（ＮＥＮ、ウイルミングトン、ＤＥ．）
を用い、刊行物に発表されたプロトコル（１３）に従って合成された。プローブをNENSOR
B ２０精製カラム（ＮＥＮ）で精製し、およそ100 万ｃｐｍの精製放射性アイソトープで
標識したＰＳＭプローブを夫々10ｇのＲＮＡと混合し、４５℃で一晩、ＲＰＡＩＩキット
（アンビオン(Ambion)、オ－スチン、ＴＸ．）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（ＩＳＳ、Natick、ＭＡ．）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３０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３Ｍ
Ｎ紙上で乾燥し、ハイパーフィルムＭＰ（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（ＬＫＢ、ピスキャタウエイ，ＮＪ．）を使用して
、ＰＳＭ発現の定
量測定を行なった。
【０１７５】
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　ステロイド調節実験
　　ＬＮＣａＰ細胞（200 万）を、５％ウシ胎児血清を補充したＲＰＭＩ1640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ＲＰＭＩ
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、ＮＨ．）を最終濃度２nM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ＲＮＡを回収し、リボヌクレアーゼ保護分析で分析した
。
【０１７６】
　＜実験結果＞
　ＰＳＭの免疫組織化学的検出
　　７Ｅll－Ｃ5.3 抗ＰＳＭモノクローナル抗体を使用することにより、ＬＮＣａＰ前立
腺癌細胞系ではＰＳＭの発現が明瞭に検出されたが、ＰＣ－３とＤＵ－１４５細胞系では
検出されなかった（図１７）。これは、以前に刊行物に発表された結果と一致している（
４Ａ）。分析した正常および悪性の全ての前立腺組織はＰＳＭ発現について正に染色して
いた（未公開データ）。
【０１７７】
　インビトロでのＰＳＭ抗原の転写／翻訳
　　図１８で示したように、完全長2.65ｋｂのＰＳＭ・ｃＤＮＡのインビトロのカップリ
ングされた転写／翻訳によって、84ｋＤａのタンパク種が生産されたが、これはＰＳＭ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ＰＳＭ抗原
と一致する 100ｋＤａのグリコシル化タンパク種が得られた。
【０１７８】
　ＬＮＣａＰ細胞膜およびトランスフェクトされた
　ＰＣ－３細胞におけるＰＳＭ抗原の検出
　　ｐＲＥＰ７発現ベクター中の完全長ＰＳＭ・ｃＤＮＡでトランスフェクトされたＰＣ
-3細胞を、ＰＳＭ・ｍＲＮＡ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）。ＰＳＭ・ｍＲＮＡを高く発現しているクローンを選択し、７Ｅｌｌ－Ｃ５．
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ＰＳＭ抗原分析を行った。図１９
において、ＬＮＣａＰの細胞溶解物および膜フラクションでは、ＰＳＭでトランスフェク
トしたＰＣ-3細胞と同様に100 kDa のＰＳＭ抗原が良く発現されていたが、本来のＰＣ-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ＰＣ-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2.65ｋｂのＰＳＭ・ｃＤＮＡが、７Ｅll－Ｃ5.3 
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ＰＳＭの炭水化物を含む抗原決定基を認識するから、該抗原はＰＣ-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。
【０１７９】
　ＰＳＭ・ｍＲＮＡの発現
　　正常なヒト組織でのＰＳＭ・ｍＲＮＡ発現を、リボヌクレアーゼ保護分析を用いて分
析した。ＰＳＭ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２０）。ノーザン分析で分析したときは、ＰＳＭ　
ｍＲＮＡ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ＰＳＭ発現が検出されることに気付いたが、このｍＲ
ＮＡ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、ＰＳＭ発現を明瞭に
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
ＰＳＭの発現は減少するか又は発現しなかった（図２１）。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ＬＮＣａＰ腫瘍において、我々は、皮下移植ＬＮＣａＰ細胞
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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、ＰＳＭが大
量に発現することを検出した。ＰＳＭ・ｍＲＮＡ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２２）。ＤＨＴ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ＰＳＭ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、ＬＮＣａＰ細胞のＰＳＭ発現を下方調節したが、これはＬＮＣａ
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、ＰＳＭ発現は、ステロイド欠乏培地で培養した未処理のＬＮＣａＰ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。ＤＨＴについては、24時間、用量 2-20nM のときに、ＰＳＭ・ｍＲＮＡの最大の下方
調節が観察された。
【０１８０】
　＜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ＰＡＰおよびＰＳＡ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（ＰＳＭ）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。ＰＳＭは、ＰＡＰおよびＰＳＡ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
。ＰＳＭ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ＬＮＣａＰ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、ＰＳＭ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（１４）。インビトロでＰＳＭ抗原を合成でき、またＰＳＭ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、ＰＳＭ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
ＮＣａＰ細胞での高レベルのＰＳＭ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。ＰＳＭ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（１５）、アンドロゲン依存性前立腺癌の進行にお
けるＰＳＭ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ＰＳＭ・ｍＲＮＡ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７Ｅll－Ｃ5.3 抗体を使った免疫組織化学によるＰＳＭ抗原の発現については
陰性であった（ｌ６）。これら全ての組織、特に小腸において、３´末端近傍のＰＳＭ・
ｃＤＮＡ領域に相当するプローブを用いたときにはｍＲＮＡの発現を検出したが、５´末
端ＰＳＭ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、ＰＳＭ・
ｍＲＮＡ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、７Ｅll－Ｃ5.3 抗
体が 100ｋＤａのＰＳＭ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（１７）。これら別のタンパク種は、図１９におけるＬＮＣａＰ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ＰＳＭ・ｍＲＮＡ、ＰＳＭ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ＰＳＭ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。
【０１８１】
　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
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プチダーゼＧ２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、ＩＬ-12 、ＩＬ-2、またはＧＭ－ＣＳＦ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。
【０１８２】
　遺伝子治療キメラ
　　遺伝子治療のための「キメラＤＮＡ」を確立するためには、異なるセグメントのＤＮ
Ａを結合し、この結合に関与している両方の前駆体ＤＮＡ種の特徴をもった新しいＤＮＡ
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ＤＮＡの異なっ
た機能的特徴を含んでおり、ｍＲＮＡの形成のためにＤＮＡを読み取るプロモーター領域
は特異性を与え、また該ｍＲＮＡをコードする前記ＤＮＡ配列は治療に機能するＤＮＡを
供給するであろう。
【０１８３】
　　ＤＮＡ特異的酵素とサイトカインｍＲＮＡ：
　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（ｃｘｔ）、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（２２）。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（２２）。
【０１８４】
　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（１９）。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。
【０１８５】
　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（１９）。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。
【０１８６】
　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
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。
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【０１８７】
　　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。
【０１８８】
　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、ＩＬ-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、ＩＬ-2は最
も活性を有し、またＧＭ－ＣＳＦも活性を有している。ＩＬ-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ＩＬ-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ＣＤ８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。
【０１８９】
　組織プロモーター特異的なキメラＤＮＡの活性化
　　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（ＣＥＡ）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。ＣＥＡ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、ＣＥＡ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（ＨＳＶ）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ＨＳＶ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。
【０１９０】
　　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（ＰＡＰ）、前立腺特異性抗原（ＰＳＡ）のような組織特異的タンパクと、我々
がクローニングした遺伝子、即ち前立腺特異性膜抗原（ＰＳＭ）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
ＲＮＡのＤＮＡ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
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んでいる。ＰＳＡ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、ＰＳＡのｍＲＮＡ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、ＰＳＭの発現はホルモン剥奪によって増加しているが、これは
ＰＳＭ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ＰＳＭ
遺伝子を含むヒトクロモゾーム領域をラット腫瘍ＡＴ-6に転移したときに、ＰＳＭが発現
することが証明された。ＡＴ－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。ＰＳＡ、ＰＳＭ陽性のヒトＬ
ＮＣａＰ細胞はヌードマウスでの試験に使われるであろう。
【０１９１】
＜第二実験シリーズの参照文献＞
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　　　　　　　　　　　　　　　第三実験シリーズ
　ポリメラ－ゼ・チェイン反応（複製連鎖反応）における
　ＰＳＡおよびＰＳＭ由来プライマ－を使用した
　前立腺血液原性微小転移巣の高感度検出
　　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、ＰＣ
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Ｒに基づく分析法を開発した。我々は、「ネストＰＣＲ（重ねＰＣＲ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ｍＲＮＡ配列を増幅し
て、夫々の結果を比較した。微小転移巣は、ＰＳＲ由来プライマ－によるＰＣＲでは２／
３０（6.7 ％）の患者で検出されたのに対して、ＰＳＭ由来のプライマ－では１９／１６
（63.3％）の患者で腫瘍細胞を検出した。陰性対照８人は全て、ＰＳＡおよびＰＳＭ・Ｐ
ＣＲ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ＰＣＲ産物はＤＮ
Ａ配列決定およびサザン分析によって確認された。ＰＳＭ・ＰＣＲでは検出されるが、Ｐ
ＳＡ・ＰＣＲ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ＰＳＡ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。
【０１９２】
　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（ＰＳＡ）および前立腺酸性ホスファタ
－ゼ（ＰＡＰ）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ＰＳＡ分析、放射線核種骨スキャン、ＣＴ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ｍＲＮＡ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、ＰＳＡ・ＤＮＡ配列に由来するプライマ－を用いた
ＰＣＲ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３／１２に、検出可能な血液原性微小転移巣が見られた。
【０１９３】
　我々は最近、抗前立腺モノクロ－ナル抗体７Ｅ11－Ｃ5.3 によって認識される、100 ｋ
Ｄａの前立腺特異性膜抗原（ＰＳＭ）をコ－ドしている2.65ｋｂのｃＤＮＡを同定し、ク
ローン化した（９）。ＰＳＭ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（１０）。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ＰＳＡ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ＰＳＡ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
ＰＳＡを高度に発現しないが、ＰＳＭ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、ＰＣＲ分析において、ＰＳＡお
よびＰＳＭの両方の配列に由来するＤＮＡプライマ－を使用することを選択した。従来の
ＲＮＡ・ＰＣＲ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）ＰＣＲアプロ－チ(nested PCR approach) を使用した。このネスト　（重ね）ＰＣ
Ｒアプロ－チでは、まず標的配列が増幅され、続いてこのＰＣＲ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ＰＣＲ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。
【０１９４】
　〔実験の詳細〕
　＜材料および方法＞
　細胞および試薬
　　ＬＮＣａＰ細胞およびＭＣＦ-7細胞は、アメリカン・タイプ・カルチャ－・コレクシ
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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（１１，１２）。細胞は、ＭＳＫＣＣ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)、ＭＤ）を補充したＰＲＭＩ1640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ＭＳＫＣＣ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。
【０１９５】
　患者の血液標本
　　この研究で使用された血液標本は全て、ＭＳＫＣＣ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
、ＭＳＫＣＣ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ＰＳＡおよびＰＡＰの測定は、ＭＳＫＣ
Ｃ臨床化学実験室によって、標準法により行なわれた。ＰＳＡ測定は、タンデムＰＳＡ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ＰＳＡ値および生体組織検査で実証されたＢＰＨ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。
【０１９６】
　血液サンプル処理／ＲＮＡ抽出
　　抗凝固静脈血４ｍｌを氷冷リン酸緩衝生理食塩水３ｍｌと混合し、１５ｍｌポリスチ
レンチュ－ブ内の８ｍｌ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、３０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１ｍｌ）を注意深く除去し、５０ｍｌ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５０ｍｌ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３０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、１ｍｌのＲＮazolＢ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ＲＮＡを単離した。ＲＮＡ濃
度および純度は、ベックマン（Beckman)ＤＵ分光器を用いたＵＶスペクトロスコピ－、お
よびゲル分析によって測定した。
【０１９７】
　ＰＣＲ感度の決定
　　ＲＮＡは、ＬＮＣａＰ細胞、並びにＬＮＣａＰ及びＭＣＦ-7細胞の混合物から、固定
比率（例えば 1:100、1:1000等）で、ＲＮＡｚｏｌＢ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、ＰＳＡプライマーおよびＰＳＭプライ
マ－の両者を用いてネストＰＣＲ法を遂行した。ＬＮＣａＰ：ＭＣＦ-7（1:100,000 ）ｃ
ＤＮＡ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。ＭＣＦ-7細
胞が選択されたのは、これを予め試験したところ、ＰＳＭを発現しないことがＰＣＲによ
って示されたからである。
【０１９８】
　ポリメラ－ゼ・チェイン反応
　　ＰＳＡ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 486ｂｐのＰＣ
Ｒ産物を生成し、またｃＤＮＡと可能な汚染ゲノムＤＮＡ増幅との区別を可能にした。Ｐ
ＳＡ・ｃＤＮＡ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´
- ＴＡＣＣＣＡＣＴＧＣＡＴＣＡＧＧＡＡＣＡ- ３´（配列ＩＤ番号３９）であり、また
ヌクレオチド 960よりの下流のプライマ－は、５´- ＣＣＴＴＧＡＡＧＣＡＣＡＣＣＡＴ
ＴＡＣＡ- ３´（配列ＩＤ番号４０）である。ＰＳＡの内側上流プライマ－（ヌクレオチ
ド 559で始まる）の５´- ＡＣＡＣＡＧＧＣＣＡＧＧＴＡＴＴＴＣＡＧ- ３（配列ＩＤ番
号４１）および下流プライマ－（ヌクレオチド 894で始まる）の５´- ＧＴＣＣＡＧＣＧ
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ＴＣＣＡＧＣＡＣＡＣＡＧ- ３´（配列ＩＤ番号４２）は、355 ｂｐのＰＣＲ産物を生成
した。これらプライマ－は全てＭＳＫＣＣ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、５ｇの全ＲＮＡがｃＤＮＡに逆転写された。
このｃＤＮＡの１リットルを、外側プライマ－ＰＣＲ反応の開始テンプレ－トとして使用
した。20リットルのＰＣＲ混合物は、0.5 ＵのＴａｑ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、２５サイクルのインキュベ－トを行な
った。ＰＣＲのプロフィ－ルは次の通りである：　９４℃×１５秒、６０℃×１５秒、７
２℃×４５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ＰＣＲ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２５サイクルにかけた。ＰＳＭ－Ｐ
ＣＲでは、確実にｃＤＮＡが増幅され且つゲノムＤＮＡ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。ＰＳＭゲノムＤＮＡ
の配列は未だ決定されていなかったので、ｃＤＮＡ増幅時に期待される大きさのＰＣＲ産
物を生成し、ゲノムＤＮＡ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。ＰＳＭの外側プライマ－は 946ｂｐの産物を生成し、内側プライマ
－は 434ｂｐの産物を生成する。使用したＰＳＭ外側の上流プライマ－は、５´- ＡＴＧ
ＧＧＴＧＴＴＴＧＧＴＧＧＴＡＴＴＧＡＣＣ- ３´（配列ＩＤ番号４３）（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´- ＴＧＣＴＴ
ＧＧＡＧＣＡＴＡＧＡＴＧＡＣＡＴＧＣ- ３´（配列ＩＤ番号４４）であった。ＰＳＭ内
側の上流プライマ－（ヌクレオチド1581より）は，５´- ＡＣＴＣＣＴＴＣＡＡＧＡＧＣ
ＧＴＧＧＣＧ- ３´（配列ＩＤ番号４５）であり、下流プライマ－（ヌクレオチド2015よ
り）は、５´ＡＡＣＡＣＣＡＴＣＣＣＴＣＣＴＣＧＡＡＣＣ- ３´（配列ＩＤ番号４６）
であった。使用したｃＤＮＡは、ＰＳＡ分析用に用いたのと同様であった。50リットルの
ＰＣＲ混合物は、１ＵのＴaq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ＢＳＡを含む５リットルの１０×緩衝液混合物を含んでいた。ＰＣＲはパ－キン・エル
マ－４８０ＤＮＡ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２５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ＰＳＭプライマ－を含有した新しい反応混合物による別
の２５サイクル用のテンプレ－トとして使用した。ｃＤＮＡの定性は、466 bpのＰＣＲ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´- ＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＣＧＡＧＡＡ
ＧＡＴＧＡ- ３´（配列ＩＤ番号４７）（エクソン３）であり、また下流プライマ－は、
５´- ＡＴＧＴＣＡＣＡＣＴＧＧＧＧＡＡＧＣ- ３´（配列認識番号４８）（エクソン４
）であった。全ＰＳＡ混合物および各ＰＳＭ反応混合物１０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。
【０１９９】
　ＰＣＲ産物のクロ－ニングおよび配列決定
　　ＴＡクロ－ニングシステム（Invitrogen社）を用いて、ＰＣＲ産物をｐＣＲＩＩ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（１３）を用いてコン
ピテントな大腸菌細胞に形質転換し、プラスミドＤＮＡ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。ＴＡ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
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４）により配列決定された。各プラスミド 3-4ｇをＮａＯＨで変性し、エタノ－ル沈殿を
行なった。35Ｓ－ｄＡＴＰ（ＮＥＮ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／７Ｍ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２０分間固定化し、ワットマ
ン３ＭＭ紙に移し、真空乾燥器で２時間８０℃で乾燥した。ゲルは室温で１８時間オ－ト
ラジオグラフにかけられた。
【０２００】
　サザン分析
　　ＰＣＲ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１５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３０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。ＤＮＡ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、ＤＮＡはナイトラン・ナイロン膜（Schleicher
 and Schuell社）に移された。ＤＮＡは、ＵＶ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ｃＤＮＡプロ－ブ（ＰＳＭ
またはＰＳＡのいづれか）とハイブリダイズされた（９，１５）。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５０℃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。
【０２０１】
　＜実験結果＞
　ネストされたプライマ－を用いた我々のＰＣＲ増幅技術によって、ＰＳＡまたはＰＳＭ
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ＭＣＦ-7細胞につき１個の前立腺細胞から、百万個のＭＣＦ-7細胞につき１個以上の細
胞にまで向上された（図２６および図２７）。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。１６人の患者の特徴を彼等の臨床段
階、処置、血清ＰＳＡおよびＰＡＰ値について分析し、その分析結果を表１に示した。全
体に、ＰＳＡ－ＰＣＲは 2／30（6.7 ％）の患者で腫瘍を検出したのに対し、ＰＳＭ－Ｐ
ＣＲ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ＰＳＭでは非陽
性であるがＰＳＡでは陽性である患者はいなかったのに対して、ＰＳＭはＰＳＡで検出さ
れな８人の陽性患者を検出した。表１の患者１０および１１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、ＰＳＡおよびＰＳＭ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１２（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ＰＳＡ値は測定
レベルに満たない）は、ＰＳＭ－ＰＣＲ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、ＰＳＲ－ＰＣＲによる場合は陰性であった。図２８に、ＰＳＭ－ＰＣＲ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ＰＣＲ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２９に、対応するＰＳＭ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２８では見えない
が、図２９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２８および図２
９のサンプル３（図３０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。ＤＮＡ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、ＰＳＭのヌクレ
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ＰＣＲのアーティ
クラフト、即ち択一的にプライシングされたＰＳＭ・ｍＲＮＡのＰＣＲ産物、或いはＰＳ
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　
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ＡおよびＰＳＭについて真性陽性であることが確認された。
【０２０２】
　＜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ＰＳＡおよびＰＡＰの測
定、直腸超音波断層画像、ＣＴスキャン、放射線核種骨スキャンおよびＭＲＩ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（１６）。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。
【０２０３】
　ＰＳＭによる腫瘍細胞の検出レベルがＰＳＡ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ＰＳＡの発現
が様々であるのに比較して、ＰＳＭ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ＰＳＡ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。ＰＣＲ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。
【０２０４】
＜第三実験シリーズの参照文献＞
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　　　　　　　　　　　　　　第四実験シリーズ
　前立腺特異性膜抗原（ＰＳＭ）の発現は、トランス
　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。
【０２０５】
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　　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 ＰＳＭ
抗原をコ－ドするｃＤＮＡのクロ－ニングを報告した（Cancer Res. 53,208,1993 ）。Ｄ
ＮＡ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。ＰＣ-3細胞はＰＳＭ・ｍＲ
ＮＡ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、ＰＳＭを高度に発現するＬＮＣａＰ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ＰＳＭ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ＰＳＭ・ｃＤ
ＮＡを安定的にＰＣ-3前立腺癌細胞にトランスフェクトした。ＰＳＭ・ｍＲＮＡ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ＰＳＭ蛋白の発現は、抗ＰＳＭ
モノクロ－ナル抗体７Ｅ11－Ｃ5.3 を用いたウエスタン分析によって確認された。
【０２０６】
　我々は、ＰＣ-3細胞またはＰＳＭでトランスフェクトされたＰＣ-3細胞２×１０4 個を
、10％子牛胎児血清を補充したＰＲＭＩ培地のウエルにプレ－トし、24時間後に１ml当り
１μｇのホロトランスフェエリンを該細胞中に加えた。ＰＣ-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。
【０２０７】
　我々は、ＰＣ－３細胞が対照を凌いで275 ％の平均増殖を示したのに対し、ＬＮＣａｐ
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、ＰＳＭ
でトランスフェクトされたＰＣ-3細胞の増殖は、本来のＰＣ-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ＰＳＭ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
。
【０２０８】
　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Ｒ3327-MatLyLu(Dunning R3327-MatLyLu) ラ
ットの前立腺腺癌モデル中で調査された。ＩＬ-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】
【０２０９】
【図１】レーン２の信号は、100 kdのＰＳＭ抗原に相当する。陽性対照として用いられた
ＥＧＦｒ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（ＲＡ
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、ＰＳＭ抗原について陽性に染色するＬＮＣａＰサイトスピ
ン(cytospins) を示している。下段左側はＤＵ-145、下段右側はＰＣ-3サイトスピンであ
り、両者ともＰＳＭ抗原発現について陰性である。
【図３】上段の二つのパネルは、ＰＳＭ抗原について陽性に染色するヒト前立腺切片（hu
man prostate sections;ＢＰＨ）である。下段の二つのパネルは、ＰＳＭ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。
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【図４】35Ｓ－メチオニンでラベルされたＬＮＣａＰ細胞の Cyt-356抗体との免疫沈降に
従う 100 kd のＰＳＭ抗原。
【図５】縮退ＰＳＭ抗原プライマーを用いて得られたＰＣＲ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ＰＣＲ生成物であるＩＮ-20 サン
プルを示しており、該サンプルはＰＳＭ遺伝子をコードする部分的なｃＤＮＡであること
が後に確認された。
【図６】ＰＣＲ生成物のＴＡクローンングから得られるプラスミドＤＮＡの２％アガロー
スゲル。ＥｃｏＲＩで消化することによって、挿入物はＰＣＲＩＩベクター（インビトロ
ゲン社）から切り出された。1.1 kbのＰＳＭ遺伝子の部分的なｃＤＮＡ生成物は、ゲル１
のレーン３に示されている。
【図７】Ｍ－ＭＬＶ逆転写酵素を用いた出願人のＬＮＣａＰライブラリーに現れるｃＤＮ
Ａの大きさを示すオートラジオグラム。
【図８】ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニング後に得られる、ＰＳＭ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ＮｏｔＩおよびＳａｌＩ
制限酵素で切断された。
【図９】完全長ＰＳＭ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１０】ＬＮＣａＰ前立腺癌系およびＨ２６・Ｒａｓで形質導入されたＬＮＣａＰ細胞
系に限定されたＰＳＭ発現を示すノーザンブロット。ＰＣ-3、ＤＵ-145、Ｔ-24 、ＳＫＲ
Ｃ-27 、ＨＥＬＡ、ＭＣＲ-7、ＨＬ-60 等は全て陰性である。
【図１１】ＬＮＣａＰ細胞系（レーン１）に特有であり、且つＤＵ-145細胞系（レーン２
）およびＰＣ-3細胞系（レーン３）には存在しない 2.8 kb のＰＳＭ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ＲＮＡ寸法マーカが左側に示されてお
り、また２８Ｓおよび１８ＳのリボゾームＲＮＡバンドが右側に示されている。
【図１２】ＰＳＭ遺伝子プライマーを用いたヒト前立腺組織のＰＣＲ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，ＬＮＣａＰ；レーン２，Ｈ２６；レーン３，
ＤＵ-145；レーン４，正常前立腺；レーン５，ＢＰＨ；レーン６，前立腺癌；レーン７，
ＢＰＨ；レーン８，正常；レーン９，ＢＰＨ；レーン１０，ＢＰＨ；レーン１１，ＢＰＨ
；レーン１２，正常；レーン１３，正常；レーン１４，癌；レーン１５，癌；レーン１６
，癌；レーン１７，正常；レーン１８，癌；レーン１９，ＩＮ-20 対照；レーン２０，Ｐ
ＳＭ・ｃＤＮＡ。
【図１３】ＰＳＭ抗原の等電点（非グリコシル化）
【図１４－１】ＰＳＭ抗原の二次構造
【図１４－２】ＰＳＭ抗原の二次構造（続き）
【図１４－３】ＰＳＭ抗原の二次構造（続き）
【図１４－４】ＰＳＭ抗原の二次構造（続き）
【図１４－５】ＰＳＭ抗原の二次構造（続き）
【図１４－６】ＰＳＭ抗原の二次構造（続き）
【図１４－７】ＰＳＭ抗原の二次構造（続き）
【図１４－８】ＰＳＭ抗原の二次構造（続き）
【図１５－Ａ】ＰＳＭ抗原の親水度プロット。
【図１５－Ｂ】膜貫通切片の予想。
【図１６－１】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１６－２】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１６－３】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１６－４】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１６－５】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。
【図１６－６】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１６－７】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１６－８】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。
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【図１６－９】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１６－１０】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１６－１１】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１７Ａ】前立腺細胞系におけるＰＳＭ抗原の発現の免疫組織化学的検出。ＬＮＣａＰ
細胞における均一な高レベルの発現を示している。
【図１７Ｂ】前立腺細胞系におけるＰＳＭ抗原の発現の免疫組織化学的検出。夫々ＤＵ-1
45細胞を示し、陰性である。
【図１７Ｃ】前立腺細胞系におけるＰＳＭ抗原の発現の免疫組織化学的検出。ＰＣ-3細胞
を示し、陰性である。
【図１８】ＰＳＭ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ＰＳＭ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ＰＳＭ糖タンパクが 100 kDaに見
られる（レーン２）。
【図１９】形質導入された非ＰＳＭ発現ＰＣ-3細胞におけるＰＳＭ発現を検出するウエス
タンブロット分析。ＬＮＣａＰ膜（レーン１）、ＬＮＣａＰ粗溶解物（レーン２）および
ＰＳＭを形質導入したＰＣ-3細胞においては、100 kDa のＰＳＭ糖タンパク種が明瞭に見
られるが、生来のＰＣ-3細胞（レーン３）には検出されない。
【図２０】正常ヒト組織におけるＰＳＭ・ｍＲＮＡ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 
ＤＮＡ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ＰＳＭバンドは350 ヌクレオチドであり、またｔＲＮＡ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１１）、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２１】ヌードマウス中およびヒト前立腺組織中で増殖させたＬＮＣａＰ腫瘍における
ＰＳＭ・ｍＲＮＡ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 ＤＮＡ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ｔＲＮＡ対照が示されてい
る（レーン３）。ＬＮＣａＰ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ＬＮＣａＰ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ＬＮＣａＰ腫瘍（レーン７）に
おいて、ＰＳＭ・ｍＲＮＡ発現は明瞭に検出可能である。ＰＳＭ・ｍＲＮＡ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１０）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２２】生理学的投与量の種々のステロイド類で２４時間処理されたＬＮＣａＰ細胞に
おける、ＰＳＭ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ＤＮＡ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ｔＲＮＡ対照が示されている（レーン３）。ＰＳＭ・ｍＲＮＡ発
現は、活性炭でストリップされた培地中の未処理ＬＮＣａＰ細胞において最も高い（レー
ン４）。出願人はＤＨＴ（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ＬＮＣａＰ細胞において有
意に減少したＰＳＭ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２３】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ＰＳＭ・ＤＮＡおよびＰＳＭ・
ＲＮＡの存在の結果を示すデータ。
【図２４Ａ】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
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【図２４Ｂ】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２５Ａ】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２５Ｂ】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２６】ネストされたプライマーを用いたＰＣＲ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ＰＳＡを用いることにより、ＭＣＦ－７細胞10,0
00個当たり前立腺細胞１個のレベルから、ＭＣＦ－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２７】ネストされたプライマー(nested primer) を用いたＰＣＲ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、ＰＳＭ由来のプライマーを用いることに
より、ＭＣＦ-7細胞10,000個当たり前立腺細胞１個のレベルから、ＭＣＦ-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２８】ＰＳＭ- ＰＣＲ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ＰＣＲ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２９】ＰＳＭ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３Ａ～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３０】図３０：臨床段階、治療、血清ＰＳＡ値および血清ＰＡＰ値、並びに試験結果
に関する、分析された患者１６人の特徴。
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