
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　 、細胞接着アッセイにおいて脊椎動物細
胞が接着する MNタンパク質上の部位であって MNタンパク質のプロテオグリカン様ドメイン
内にありかつ配列番号 10および 97－ 106からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む部
位に特異的に結合し、さらにインビトロで試験した場合に MNタンパク質への脊椎動物細胞
の接着を阻害することを特徴とする 。
【請求項２】
　

。
【請求項３】
　 MN遺伝子プロモーターに機能可能に結合した細胞傷害性タンパク質または細胞傷害性ポ
リペプチドをコードする核酸が結合したポリリシンに共有結合した請求項１記載のポリペ
プチドを含み、 MNタンパク質を異常発現する脊椎動物の前腫瘍性または腫瘍性細胞に投与
した場合に該細胞の増殖を抑制することを特徴とするペプチド複合体。
【請求項４】
　前記細胞傷害性タンパク質が HSVチミジンキナーゼであることを特徴とする請求項３記
載のペプチド複合体。
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配列番号 137または 138のアミノ酸配列からなり

ポリペプチド

MNタンパク質を以上発現する脊椎動物の前腫瘍性および／または腫瘍性細胞の増殖を阻
害することによって MNタンパク質の異常発現によって特徴付けられる前腫瘍性および／ま
たは腫瘍性疾患を治療することに用いられることを特徴とする請求項１記載のポリペプチ
ド



【請求項５】
　前記核酸が、前記 MN遺伝子プロモーターに機能可能に結合したサイトカインをコードす
る核酸をさらに含むことを特徴とする請求項３記載のペプチド複合体。
【請求項６】
　

【発明の詳細な説明】
【０００１】

本発明は、遺伝医学の一般的分野および生化学工学、免疫化学および腫瘍学の分野にある
。さらに特定すると、本発明は、 MN遺伝子－現在 MNタンパク質としても知られるオンコタ
ンパク質、 MN/CA IXイソエンザイムまたは MN/G250タンパク質をコードするオンコジーン
であると考えられる細胞性遺伝子に関する。
【０００２】

Zavada et al.,国際特許出願公開第 93/18152号（ 1993年 9月 16日に刊行された）および米
国特許第 5,387,676号（ 1996年 2月 7日に出願された）には、 MaTuの生物学的および分子の
性質の説明が記載されており、 MN遺伝子およびタンパク質を発見する原因となった。 MN遺
伝子は、テストされたすべての脊椎動物の染色体 DNA中に存在することが発見され、その
発現は腫瘍形成と強く相関していることが分かった。
【０００３】
MNタンパク質は最初、子宮頸のヒト癌に由来する HeLa細胞において同定された。 MNタンパ
ク質は多くのタイプのヒト癌において見られる（特に子宮頸、卵巣、子宮内膜、腎臓、膀
胱、乳房、結腸直腸、肺、食道、および前立腺）。任意の有意の程度まで MNタンパク質を
発現することが知られる正常組織はほとんど無い。それらの MNを発現する正常組織には、
ヒト胃粘膜および胆嚢上皮、および消化管のいくつかの他の正常組織が含まれる。逆説的
に、 MN遺伝子発現は、通常 MNを発現するいくつかの組織、例えば胃粘膜における癌および
他の新生物発生前の／腫瘍性の病気において失われるまたは減少することがわかっている
。
【０００４】
通常、オンコジーンは、 MNタンパク質の異常な発現により示され得る。例えば、オンコジ
ーンは、（１）通常は任意の有意の程度まで MNタンパク質を発現しない組織中に MNタンパ
ク質が存在する場合；（２）通常 MNタンパク質を発現する組織に MNタンパク質が存在しな
い場合；（３） MN遺伝子発現が、通常組織中で発現されるよりも有意に増加したレベル、
または有意に減少したレベルである場合；（４） MNタンパク質が、細胞内の異常な位置で
発現される場合に示され得る。
【０００５】
Zavada et al.,国際特許出願公開第 93/18152号および Zavada et al.,国際特許出願公開第
95/34650号（ 1995年 12月 21日に刊行された）には、 MN遺伝子およびタンパク質の発見方法
および癌および前癌状態についての診断／予後および治療方法が生じる原因となった MN遺
伝子発現および腫瘍形成の強い関連が記載されている。そこには、脊椎動物中の異常な MN
遺伝子発現を検出するまたは検出および定量することにより腫瘍性の病気の発症および存
在を同定するための方法および組成物が提供されている。脊椎動物における様々の従来の
アッセイにより、例えば、 MN抗原を検出するまたは検出および定量するための MN特異的抗
体を使用するイムノアッセイにより、ハイブリダイゼーションアッセイによりまたは MN m
RNAのような MN核酸を検出するまたは検出および定量するために MN cDNAのような MN核酸を
使用する RT-PCRのような PCRアッセイにより、異常な MN遺伝子発現を検出するまたは検出
および定量することができる。
【０００６】
Zavada et al.,国際特許出願公開第 93/18152号および同第 95/34650号には、 MN特異的抗体
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前癌性および／または癌性疾患の治療用医薬の製造のための請求項２記載のポリペプチ
ドの使用。

発明の分野

発明の背景



の産生が記載されている。代表的なおよび好ましい MN特異的抗体である、モノクローナル
抗体 M75(Mab M75)は、 ATCC番号 HB 11128の下でアメリカン・タイプ・カルチャー・コレク
ション (American Type Culture Collection: ATCC) inManassus, VA(USA)に寄託されてい
る。 M75抗体を使用して、 MNタンパク質を発見および同定し、例えば、新鮮な、冷凍した
、またはホルマリン、アルコール、アセトンまたはその他で固定されたおよび／またはパ
ラフィンで包埋されたおよび脱パラフィン化された組織サンプル中で、ウェスタンブロッ
トにおいて、ラジオイムノアッセイにおいておよび免疫組織化学的に MN抗原を容易に同定
できる。別の代表的なおよび好ましい MN特異的抗体である Mab MN12は、 HB 11647の番号の
下で ATCCに寄託されたハイブリドーマ MN 12.2.2により分泌される。 Zavada et al.,国際
特許出願公開第 95/34650号の実施例１には、 MAb M75を使用する組織の免疫組織化学染色
からの代表的な結果が提供されており、この結果は MN遺伝子をオンコジーンとして指定す
る補助となる。
【０００７】
多くの研究により、 MNの診断／予後利用が確認されてきた。以下の文献には、前癌および
癌の頸部損傷の診断／予後判定における MN特異的 Mab M75の使用が記載されている： Leff,
 D. N., 「 HeLa細胞の半世紀：欧州の抗原は頸部癌 Pap試験の信頼性を高める、臨床試験
中」 , : , 9(55)(1998年 3月 24日 ); St
anbridge, E. J.,「頸部マーカーは不明瞭な Pap塗抹標本の解析を補助することができる
」 , : 11(1998); Liao and Stanbridge,「頸部パパニ
コロー塗抹標本中における MN抗原の発現は頸部形成異常の初期診断生物マーカーである」
, : 549-557(1996); Brewer et al.,
「頸部癌における生物マーカーおよび新しい生物マーカー MNの臨床相関の研究」 , 

: 337-344(1996);および Liao et al.,「頸部上皮内扁平および腺新形
成および頸部癌の診断生物マーカーとしての MN抗原の同定」 , 

: 598-609(1994)。
【０００８】

.MNは、正常な胃、腸、および胆道粘膜
中で検出されている。 [Pastorekova et al., : 398-408(1997).]
正常な大腸の免疫組織化学的分析により、近位結腸における適度な染色が示され、反応は
遠位になるにつれて弱くなる。染色は、最大の増殖能力のある領域である、陰窩上皮細胞
の基底外側表面に制限された。 MNは粘膜の上側よりも増殖性陰窩上皮においてずっと豊富
であるので、腸上皮細胞の増殖および分化のコントロールにおいてある役割を果たすかも
しれない。細胞増殖は、結腸直腸上皮の前悪性および悪性損傷において異常に増加し、し
たがって、結腸直腸腫瘍の進行の指標であると考えられる。 [Risio, M., 

: 79-87(1992); and Moss et al., : 1425-1432(1996.]。
【０００９】
MNタンパク質は現在、これまで記載されている最初の腫瘍関連カルボニックアンヒドラー
ゼ (CA)イソエンザイムであると考えられている。カルボニックアンヒドラーゼ (CA)は、生
理的に非常に重要な亜鉛金属酵素をコードする遺伝子の大きいファミリを形成する。二酸
化炭素の可逆性水和の触媒として、これらの酵素は、呼吸、石灰化、酸－塩基平衡、骨吸
収、房水の調製、髄液、唾液および胃酸を含む様々の生物学的過程に関係する [Dodgson e
t al., , Plenum Press, New York-London, pp. 398(1991)参照
]。 CAは、異なる生体中に広く分布している。
【００１０】
MN由来アミノ酸配列の分析により、保存された亜鉛結合部位並びに酵素の活性中心を有し
て、 MNタンパク質の中心部分とカルボニックアンヒドラーゼとの間に著しい相同性が示さ
れ、哺乳類中で、少なくとも 7つのイソエンザイム (CA I-VII)および少数の CA関連タンパ
ク質 (CARP/CA VIII, RPTP-β ,RPTP-γ )が同定された [Hewett-Emmett and Tashian, Mol. 
Phyl. Evol., 5: 50-77(1996)]。その後 MNタンパク質は、亜鉛に結合し CA活性を有するこ
とが分かった。このデータに基づき、 MNタンパク質は現在、 9つ目のカルボニックアンヒ
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ドラーゼイソエンザイム－ MN/CA IXであると考えられている。 [Opavsky et al., Genomic
s, 33: 480-487 (May 1996)]。 [CA IXを命名法上の名称として示す Hewett- Emmett, 
も参照 ]。

【００１１】
CAおよび CA関連タンパク質は、組織分布および推定のまたは確定の生物学的機能において
広い多様性を示す [Tashian, R. E., : 321-356(1992)]。 CAのいく
つかは、ほとんどすべての組織中で発現されるのに対し (CA II)、他の発現はより制限さ
れるようである（唾液腺中の CA VIおよび CA VII）。細胞中で、それらは細胞質（ CA I、 C
A II、 CA III、および CA VII）、ミトコンドリア（ CA V）、分泌顆粒（ CA VI）中に存在
するか、または膜と結合する（ CA IV）。時に、いくつかのイソエンザイムの核局在化に
ついて言及されてきた [Parkkila et al., : 646-650(1994); Parkkila et al., 

: 133-138(1995); Mori et al., : 820-826(1993)
]。
【００１２】
CAおよび CA関連タンパク質はまた、速度論特性および阻害剤に対する感受性において異な
る [Sly and Hu, : 375-401(1995)]。消化管において、カルボニ
ックアンヒドラーゼ活性は、唾液分泌、胃酸の産生、膵液および胆液、腸水およびイオン
輸送、脂肪酸吸収および肝臓における生物発生のような多くの重要な機能に関係する。少
なくとも 7つの CAイソエンザイムは、消化管の異なる領域中で示されている。しかしなが
ら、生化学的、組織化学的および免疫組織化学的研究により、そのレベルおよび分布にお
けるかなりの不均一性が示される [Swensen, E. R.,「消化管におけるカルボニックアンヒ
ドラーゼ分布および機能」 In: 

, (Dodgson et al. eds.) Plenum Press, New York, pages 265-287(199
1); and Parkkila and Parkkila, : 305-317(1996)]。 CA II
が消化管全体に沿って見られるのに対し、 CA IVはより低い胃腸管に結合し、 CA I、 IIIお
よび Vは少数の組織中にのみ存在し、 CA VIおよび VIIの発現は唾液腺に制限される [Pakkil
a et al., : 646-650(1994); Fleming et al., : 2907-291
3(1995); Pakkila et al., : 104(1996)]。
【００１３】
MN/CA IXは多くの特性を有しており、これにより他の既知の CAイソエンザイムと区別され
、腫瘍形成との関連性が示される。これらの特性には、細胞培養における密度依存性発現
（例えば HeLa細胞）、 HeLaと正常なヒト繊維芽細胞との間の体細胞雑種の腫瘍化表現型と
の相関、多くのヒト癌との密接な関連および対応する正常組織における不存在が含まれる
[例えば、 Zavada et al., : 268-274(1993); Pastorekova et al., 

: 620-626(1992); Liao et al., : 598-609(1994); Pa
storek et al., : 2788-2888(1994); Cote, 

, p.7(March 30, 1998); Liao et al., : 2827(1997); Vermylen
 et al.,「肺癌および関連する前癌状態の生物マーカーとしての MN抗原の発現」 , 

: 334(1998); McKiernan et al., : 2362(1997); and Tu
rner et al., : 740(1997)]。さらに、 MN/CA IX cDNAのインビトロ
における形質転換の可能性が、 NIH 3T3繊維が細胞において示されている [Pastorek et al
., ]。
【００１４】
MNタンパク質は、 G250抗原としても同定されている。 Uemura et al.,「泌尿器癌における
腫瘍関連抗原 MN/G250の発現：潜在的な治療標的」 , J. Urol., 154(4 Suppl.): 377(Abst
ract 1475; 1997) states:「配列分析およびデータベース探索により、 G250抗原は、頸部
腫瘍において同定されたヒト腫瘍関連抗原である MNと同一であることが示された (Pastore
k et al., 1994)」。
【００１５】
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ここに同定されるのは、 MNタンパク質結合部位の位置である。特に重要なのは、 6アミノ
酸の 6倍縦列反復を有する aa 61-96（配列番号 97）であるプロテオグリカン様領域内、 M75
 Mab残基に対するエピトープが少なくとも 2つのコピー中に存在する領域内、および MN結
合部位が位置すると考えられる領域内の領域である。別の MN結合部位は、 CA領域中に位置
するかもしれない。
【００１６】
細胞への結合について不朽化 MNタンパク質と競合する MNタンパク質および MNポリペプチド
もまた同定される。そのような MNタンパク質／ポリペプチドは、細胞間接着および細胞内
接触の形成を妨げる。
【００１７】
ここに開示されるのは、脊椎動物細胞、好ましくは哺乳類細胞、より好ましくはヒト細胞
が結合する MNタンパク質上の結合部位を同定するために使用される細胞接着アッセイ方法
である。次に前記部位に特異的に結合する MN特異的抗体、または無機または有機分子、好
ましくは有機分子、より好ましくはタンパク質／ポリペプチドによりブロックできる治療
標的として、そのような MN結合部位を同定する。
【００１８】
さらに、異常な MN発現と関連するまたはそれにより特徴付けられる新生物発生前の／腫瘍
性の病気を有する患者を治療するための治療方法であって、前記結合部位に特異的に結合
する無機または有機の分子であるが好ましくは有機分子、より好ましくはタンパク質／ポ
リペプチドにより前記 MN結合部位をブロックすることに基づく方法が開示される。異常に
MNタンパク質を発現させる脊椎動物の新生物発生前の／腫瘍性の細胞の成長は、そのよう
な有機または無機分子、好ましくは有機分子、より好ましくは生理的に許容できる製剤中
で治療に効果的な量のタンパク質／ポリペプチドを投与することにより抑制できる。その
ような好ましい治療タンパク質／ポリペプチドはここで、配列番号 107－ 109からなる群よ
り選択されるアミノ酸配列を含むと考えられる。そのようなヘプタペプチドは、 MNタンパ
ク質のパートナーに含まれると考えられる。 MNタンパク質とその結合パートナーとの間の
相互作用をブロックすることにより、腫瘍の成長が減少することが期待される。
【００１９】
さらに、脊椎動物、好ましくは哺乳類、より好ましくはヒトの、 MNタンパク質を異常に発
現させる新生物発生前のまたは腫瘍性の細胞の成長を抑制する他の治療方法が提供される
。前記方法には、 MN特異的抗体の可変領域をコードする核酸に機能できるように結合する
発現コントロール配列を含むベクターにより前記細胞をトランスフェクションする工程が
含まれ、前記領域は柔軟なリンカーペプチド、好ましくは配列番号 116により分離される
。好ましい前記発現コントロール配列には、 MN遺伝子プロモーターが含まれる。
【００２０】
さらなる治療方法には、 MN遺伝子プロモーターに機能できるように結合した、 HSVtkのよ
うな細胞障害性タンパク質／ポリペプチドをコードする核酸を含むベクターにより前記細
胞をトランスフェクションする工程が含まれる。そのような治療ベクターには、 IL-2また
は IFNのようなサイトカインをコードする核酸が含まれてもよい。
【００２１】
ここに開示される本発明の態様は、以下により詳細に記載される。有機または無機分子、
好ましくは有機分子の治療上の使用が開示される。好ましいそのような分子は、細胞接着
アッセイにおいて脊椎動物細胞が接着する MNタンパク質上の部位に特異的に結合し、イン
ビトロでテストする場合、該分子は細胞が MNタンパク質に接着するのを抑制する。さらに
好ましくは、そのような分子は、 MNタンパク質を異常に発現する脊椎動物の新生物発生前
のまたは腫瘍性の細胞と接触している場合、前記細胞の成長を抑制する。前記脊椎動物細
胞は、好ましくは哺乳類細胞であり、寄り好ましくはヒト細胞である。
【００２２】
好ましくはそのような分子は有機分子であり、より好ましくはそのような有機分子はタン
パク質またはポリペプチドである。さらに好ましくは、前記タンパク質またはポリペプチ
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ドには、配列番号 107、 108、 109、 137および 138からなる群より選択されるアミノ酸配列
が含まれる。さらに好ましくは、前記ポリペプチドは、配列番号 107、 108、 109、 137およ
び 138からなる群より選択される。
【００２３】
前記細胞接着アッセイにおいて脊椎動物細胞が接着する MNタンパク質上の部位は好ましく
は、プロテオグリカン様領域 [配列番号 50]内または MNタンパク質のカルボニックアンヒド
ラーゼ領域 [配列番号 51]内である。好ましくは該領域には、配列番号 10および 97－ 106か
らなる群より選択されるアミノ酸配列が含まれる。さらに好ましくは、前記部位は、配列
番号 10および 97－ 106からなる群より選択されるアミノ酸配列を有する。
【００２４】
本発明の別の態様は、細胞接着アッセイにおいて脊椎動物細胞の接着を媒介する MNタンパ
ク質および MNポリペプチドに関し、該 MNタンパク質および MNポリペプチドは脊椎動物細胞
の細胞外液環境中に導入されると細胞内接触および前記脊椎動物細胞の互いの接着を妨げ
る。そのような MNタンパク質および MNポリペプチドがそのような脊椎動物細胞の細胞外液
環境中に導入される場合、そのような MNタンパク質および MNポリペプチドは、 MNタンパク
質を異常に発現する脊椎動物の新生物発生前のまたは腫瘍性の細胞の成長を抑制するのに
有用であるかもしれない。前記脊椎動物細胞は好ましくは哺乳類細胞であり、より好まし
くはヒト細胞である。
【００２５】
細胞接着アッセイにおいて脊椎動物細胞の接着を媒介する前記 MNタンパク質または MNポリ
ペプチドは、好ましくは配列番号 97から、配列番号 50から、または配列番号 51から、より
好ましくは配列番号 50からのアミノ酸配列を有する。さらに好ましくはそのような MNタン
パク質または MNポリペプチドには、配列番号 10および 97－ 106からなる群より選択される
アミノ酸配列が含まれる。あるいは、前記 MNポリペプチドは、配列番号 10および 97－ 106
からなる群より選択される。
【００２６】
細胞接着アッセイにおいて脊椎動物細胞の接着を媒介する代表的な MNタンパク質または MN
ポリペプチドは、 ATCC番号 HB 11128の下でアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクショ
ンに寄託されたハイブリドーマ VU-M75から分泌される M75モノクローナル抗体により、ま
たは ATCC番号 HB 11647の下でアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクションに寄託され
たハイブリドーマ MN 12.2.2から分泌された N12モノクローナル抗体により、または両方の
前記モノクローナル抗体により、特異的に結合される。
【００２７】
本発明の別の態様は、脊椎動物細胞による細胞接着アッセイにおいて前記 MNタンパク質か
らの連続オーバーラップポリペプチドをテストすることにより脊椎動物細胞が接着する MN
タンパク質上の部位を同定し、細胞が前記連続からのポリペプチドに接着するか否か、前
記ポリペプチドに脊椎動物細胞が接着する前記 MNタンパク質上の部位が含まれるか否かを
測定する方法である。
【００２８】
本発明のさらに別の態様は、 MN特異的抗体の可変領域をコードする核酸に機能できるよう
に結合する発現コントロール配列を含むベクターであり、該ベクターは、異常に MNタンパ
ク質を発現する脊椎動物の新生物発生前のまたは腫瘍性の細胞中にトランスフェクション
された場合、該細胞の成長を抑制する。好ましくは前記発現コントロール配列には、前記
核酸に機能できるように結合する MN遺伝子プロモーターが含まれる。さらに好ましくは、
前記柔軟なリンカーポリペプチドは配列番号 116のアミノ酸配列を有し、さらに好ましく
は、前記 MN遺伝子プロモーターは配列番号 27のヌクレオチド配列を有する。
【００２９】
本発明のさらに別の態様は、 MN遺伝子プロモーターに機能できるように結合する細胞障害
性タンパク質または細胞障害性ポリペプチドをコードする核酸を含むベクターに関し、該
ベクターは、異常に MNタンパク質を発現する脊椎動物の新生物発生前のまたは腫瘍性の細
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胞中にトランスフェクションされた場合、該細胞の成長を抑制する。ある好ましい実施の
形態において、前記細胞障害性タンパク質は、 HSVチミジンキナーゼである。好ましくは
、前記ベクターはさらに、前記 MN遺伝子プロモーターに機能できるように結合するサイト
カインをコードする核酸を含む。別のおよび好ましい実施の形態において、前記サイトカ
インはインターフェロンまたはインターロイキン－ 2である。
【００３０】
MN遺伝子プロモーターをここに特徴付ける。 MN転写のリプレッサーについての結合部位の
同定が開示される。突然変異分析により、有効なリプレッサー結合には直列反復配列 AGGG
CacAGGGC[配列番号 143]が必要であることが示された。
【００３１】
リプレッサーに結合するタンパク質の同定およびその結合特性の変化は、癌治療に導く MN
発現の調節のための別の経路である。陰性調節遺伝子の過発現による腫瘍細胞中の MN発現
の抑制は、腫瘍の成長を減少させると期待される。少なくとも二つのサブユニットを含む
リプレッサー複合体は、 MN遺伝子プロモーターの配列番号 115に結合することが分かった
。 UV架橋により配列番号 115と直接接触することが分かったリプレッサー複合体は、それ
ぞれ 35および 42キロダルトンの分子量を有する二つのタンパク質を含む。
【００３２】

以下の省略をここで用いる：
aa　　　　　  －　アミノ酸
ATCC　　　　  －　アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション
Bp　　　　　　－　塩基対
BLV　　　　　－　ウシ白血病ウィルス
BSA　　　　　－　ウシ血清アルブミン
BRL　　　　　－　ベセスダ研究実験所
CA　　　　　  －　カルボニックアンヒドラーゼ
CAM　　　　　－　細胞接着分子
CARP　　　　　－　カルボニックアンヒドラーゼ関連タンパク質
CAT　　　　　  －　クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ
Ci　　　　　　－　キュリー
cm　　　　　  －　センチメートル
CMV　　　　　  －　サイトメガロウィルス
cpm　　　　　  －　毎分のカウント
C-末端　　　  －　カルボキシル末端
CTL　　　　　  －　細胞障害性 Tリンパ球
℃　　　　　  －　摂氏度
DEAE　　　　  －　ジエチルアミノエチル
DMEM　　　　  －　ダルベッコ調製イーグル培地
ds　　　　　  －　二本鎖
EDTA　　　　  －　エチレンジアミンテトラアセテート
EGF　　　　　  －　上皮増殖因子
EIA　　　　　  －　エンザイムイムノアッセイ
ELISA　　　　  －　酵素結合免疫吸着アッセイ
EMSA　　　　  －　電気泳動移動度シフトアッセイ
F　　　　　　  －　繊維芽細胞
FACS　　　　  －　細胞蛍光光度法研究
FCS　　　　　  －　ウシ胎児血清
FITC　　　　  －　フルオレセインイソチオシアネート
FTP　　　　　  －　 DNアーゼ 1フットプリント法
GST-MN －　融合タンパク質 MNグルタチオン S-トランスフェラーゼ
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GVC　　　　　  －　ガンシクロビル
H　　　　　　  －　 HeLa細胞
H-E　　　　　  －　ヘマトキシリン－エオシン
HEF　　　　　  －　ヒト胚繊維芽細胞
HeLa K －　 HeLa細胞の標準型
HeLa S －　スタンブリッジの突然変異体 HeLa D98/AH.2
H/F-T　　　  －　 HeLa D98/AH.2に由来する、腫瘍形成性の雑種 HeLa繊維芽細胞
H/F-N　　　  －　 HeLa D98/AH.2に由来する、非腫瘍形成性の雑種 HeLa繊維芽細胞
HPV　　　　  －　ヒト乳頭腫ウィルス
HRP　　　　  －　ホースラディッシュペルオキシダーゼ
HSV　　　　  －　単純疱疹ウィルス
IC　　　　　  －　細胞内
IFN　　　　  －　インターフェロン
IL-2　　　　  －　インターロイキン－ 2
Inr　　　　  －　イニシエーター
IPTG　　　　  －　イソプロピル－β－ D－チオガラクト－ピラノシド
kb　　　　　  －　キロベース
kbp　　　　  －　キロベースペア
kdまたは kDa　－　キロダルトン
KS　　　　　  －　ケラタン硫酸
LCMV　　　　  －　リンパ性脈絡髄膜炎ウィルス
LTR　　　　  －　長い末端反復
M　　　　　  －　モル濃度
mA　　　　　  －　ミリアンペア
MAb　　　　  －　モノクローナル抗体
MCSF　　　　  －　マクロファージコロニー刺激因子
ME　　　　　  －　メルカプトエタノール
MEM　　　　  －　最少必須培地
min.　　　　  －　分
mg　　　　　  －　ミリグラム
ml　　　　　  －　ミリリットル
mM　　　　　  －　ミリモル濃度
MMC　　　　  －　マイトマイシン C
mmol　　　　  －　ミリモル
MLV　　　　  －　マウス白血病ウィルス
N　　　　　  －　正常な濃度
NEG　　　　  －　陰性
ng　　　　　  －　ナノグラム
nm　　　　　  －　ナノメーター
nt　　　　　  －　ヌクレオチド
N-末端　　　　　　  －　アミノ末端
ODN　　　　  －　オリゴデオキシヌクレオチド
ORF　　　　  －　オープンリーディングフレーム
PA　　　　　  －　タンパク質 A
PBS　　　　  －　リン酸緩衝化生理食塩水
PCR　　　　  －　ポリメラーゼ連鎖反応
PEST　　　　  －　プロリン、グルタミン酸、セリン、トレオニンについての一文字省略
の組合せ
PG　　　　　  －　プロテオグリカン
pi　　　　　  －　等電点
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PMA　　　　  －　ホルボール  12-ミリステート  13-アセテート
POS　　　　  －　陽性
Py　　　　　  －　ピリミジン
RACE　　　　  －　 cDNA端の急速増幅
RCC　　　　  －　腎細胞癌
RIA　　　　  －　ラジオイムノアッセイ
RIP　　　　  －　ラジオイムノプレシピテーション
RIPA　　　　  －　ラジオイムノプレシピテーションアッセイ
RNP　　　　  －　 RNアーゼ保護アッセイ
RT-PCR　　　  －　逆転写ポリメラーゼ連鎖反応
SAC　　　　  －　 細胞

　　  －　
sc　　　　　  －　皮下
SDRE　　　　  －　血清用量反応エレメント
SDS　　　　  －　ドデシル硫酸ナトリウム
SDS-PAGE　　  －　ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動
SINE　　　　  －　短い散在性の反復配列
SP　　　　　  －　シグナルペプチド
SP-RIA　　　  －　固相ラジオイムノアッセイ
SSDS　　　　  －　合成スプライス供与部位
SSH　　　　  －　減法抑制 PCR
SSPE　　　　  －　 NaCl(0.18M)、リン酸ナトリウム (0.01M)、 EDTA(0.001M)
TBE　　　　  －　トリス－ホウ酸／ EDTA電気泳動緩衝液
TC　　　　　  －　組織培養
TCA　　　　  －　三塩化酢酸
TC培地　　　  －　組織培養培地
TC　　　　　  －　組織培養
tk　　　　　  －　チミジンキナーゼ
TM　　　　　  －　膜貫通
TMB　　　　  －　テトラメチルベンジジン
Tris　　　　  －　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン
μ Ci　　　　  －　マイクロキュリー
μ g　　　　  －　マイクログラム
μ l　　　　  －　マイクロリットル
μ M　　　　  －　マイクロモル濃度
VSV　　　　  －　水疱性口内炎ウィルス
VV　　　　　  －　ワクシニアウィルス
X-MLV　　　  －　異種栄養性マウス白血病ウィルス

AGS　　　　  －　初期腺胃癌に由来する細胞系 [Barranco and Townsend, 
: 1703(1983)および : 117(1983)]；  CRL-1739の下で ATCCから入手

可能；
BL-3　　　　  －　ウシ Bリンパ球 [ATCC;　白血病細胞懸濁 ;  (Bet
hesda) 40: 737(1968)]；
C33　　　　  －　ヒト頸部癌生検に由来する細胞系 [Auersperg, N., J. Nat’ l. Cancer 
Inst. (Bethesda), 32: 135-148(1964)]； HTB-31の下で ATCCから入手可能；
C33A　　　　  －　ヒト頸部癌細胞 [ATCC HTB-31;  (Bethesda) 32
: 135(1964)]；
COS　　　　  －　シミアン細胞系 [Gluzman, Y., Cell, 23: 175(1981)]；
HeLa K　　　  －　 HeLa細胞の標準型； Professor B. Korych, [Institute of Medical Mi
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crobiology and Immunology, Charles University; Prague, Czech Republic]から得られ
るヒト頸部腺癌から単離された異数体の上皮様細胞系 [Gey et al., : 26
4(1952); Jones et al., : 945-949(1971)]；
HeLa D98/AH.2 (HeLa S)
－　 Eric J. Stanbridge [Department of Microbiology, College of Medicine, Univers
ity of California, Irvine, CA(USA)]により提供され、 Stanbridge et al., Science, 2
15: 252-259(15 Jan. 1982)に報告される、ヒポキサンチン－グアニンホスホリボシルト
ランスフェラーゼ－欠失 (HGPRT)である突然変異体 HeLaクローン
KATO III　　　－　胃癌の転移形態から調製される細胞系 [Sekiguchi et al., 

: 61(1978)]； HTB-103の下で ATCCから入手できる；
NIH-3T3　　　  －　 Aaronson, : 178(1987)に報告されるマウス繊維芽細胞
系；
QT35　　　　  －　ウズラ繊維肉腫細胞 [ECACC: 93120832; : 95(1977)]；
Raj　　－　ヒトバーキットリンパ腫細胞系 [ATCC CCL-86; Lancet. 1: 238(1964)]；
Rat2TK －　細胞系（ラット胚、チミジンキナーゼ突然変異体）は、フィッシャーラット
繊維芽細胞 3T3様細胞系 Rat1の 5’－ブロモ－デオキシウリジン耐性菌のサブクローンに由
来した；該細胞は適切なレベルの核チミジンキナーゼを有していない [Ahrens, B., 

: 408(1981)]；
SiHa　  －　ヒト頸部扁平癌細胞系 [ATCC HTB-35; Friedl et al., 

: 543(1990)]；
XC　　  －　 Jan Svoboda[Institute of Molecular Genetics, Czechoslovak Academy of 
Sciences; Prague, Czech Republic]により提供される、ラウス肉腫ウィルス誘発ラット
肉腫により誘発されるラット横紋筋肉腫に由来する細胞 [Svoboda, J., 

:「鳥類腫瘍ウィルスについての国際会議」 (J. W. B
eard ed.), pp. 277-198(1964)]；
CGL1　  －　 H/F-N雑種細胞 (HeLa D98/AH.2誘導体 )；
CGL2　  －　 H/F-N雑種細胞 (HeLa D98/AH.2誘導体 )；
CGL3　  －　 H/F-T雑種細胞 (HeLa D98/AH.2誘導体 )；
CGL4　  －　 H/F-T雑種細胞 (HeLa D98/AH.2誘導体 )。
【００３３】

ここでヌクレオチドを示すために、以下の記号を使用する：
塩基

　  
A　　　アデニン
C　　　シトシン
G　　　グアニン
T　　　チミン
U　　　ウラシル
I　　　イノシン
M　　　 Aまたは C
R　　　 Aまたは G
W　　　 Aまたは T/U
S　　　 Cまたは G
Y　　　Ｃまたは T/U
K　　　 Gまたは T/U
V　　　 Aまたは Cまたは G
H　　　 Aまたは Cまたは T/U
D　　　 Aまたは Gまたは T/U
B　　　 Cまたは Gまたは T/U
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N/X　　 Aまたは Cまたは Gまたは T/U
20の主要なアミノ酸が存在し、そのそれぞれが 3つの隣接ヌクレオチド（トリプレットコ
ドンまたはコドン）の異なる配置により特徴付けられ、特定の順序で互いに結合して特有
のタンパク質を形成する。ここで 3文字または 1文字の慣習を使用して、例えば以下の図１
に示すように、前記アミノ酸を同定する：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

図１は、ここに記載されるように単離された MN cDNA[配列番号 1]クローンについてのヌク
レオチド配列を示す。図１ A-Cはまた、 cDNAによりコードされる予測アミノ酸配列 [配列番
号 2]を示す。
【００３４】
図２ A-Fは、 MNの 10,898bpの完全なゲノム配列を示す [配列番号 5]。塩基の数は以下の通り
である： 2654 A; 2739 C; 2645 G; および 2859 T。大文字で 11のエキソンが概して示され
ているが、エキソン 1は、 RNアーゼ保護アッセイにより測定すると位置 3507で始まると考
えられる。
【００３５】
図３は、全長 MN cDNAの制限酵素地図である。オープンリーディングフレームは、白抜き
のボックスで示される。制限酵素地図の下の太い線は、二つのオーバーラップ cDNAクロー
ンのサイズおよび位置を示す。水平の矢印は、 5’端 RACEに使用されるプライマー R1[配列
番号 7]および R2[配列番号 8]の位置を示す。適切な制限部位は、 HI(B)、 RV(V)、
RI(E)、 I(Ps)、 II(Pv)である。
【００３６】
図４は、 MNゲノムクローンの 5’ MNゲノム領域を示す概略図であり、番号は RACEにより判
断される転写開始部位に対応する。
【００３７】
図５は、ヒト MN/CA IX遺伝子のエキソン－イントロン地図を示す。エキソン（番号のある
、網状の陰影のついたボックス）、 Alu反復エレメント（白抜きのボックス）および LTR関
連配列（最初の番号の無い点刻されたボックス）の位置およびサイズを、示される目盛り
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に調整する。それぞれの MN/CA IXタンパク質領域に対応するエキソンは、 PG（プロテオグ
リカン様領域）、 CA（カルボニックアンヒドラーゼ領域）、 TM（膜貫通アンカー）および
IC（細胞質内テール）と称される点線の枠に囲まれる。地図の下におけるアミノ酸配列の
整合により、 MN/CA IXタンパク質 PG領域 (aa 53-111)[配列番号 50]とヒトアグリカン (aa 7
81-839)[配列番号 54]との間の相同性の程度が示される。
【００３８】
図６は、ヒト MN遺伝子の計画されたプロモーターについてのヌクレオチド配列である [配
列番号 27]。 RNアーゼ保護アッセイにしたがって、転写開始部位からヌクレオチドに番号
を付ける。可能性のある調節エレメントには上線を引く。対応するヌクレオチド上の星印
（ RNアーゼ保護）および点（ RACE）により転写開始部位を示す。第 1のエキソンの配列は
星印の下で始まる。 MN4プロモーター断片の FTP分析により、コード鎖および非コード鎖の
両方で保護される 5つの領域 (I-V)、およびコード鎖で保護されるが非コード鎖で保護され
ない 2つの領域 (VIおよび VII)が示された。
【００３９】
図７は、転写開始部位に関連する位置に従って MNゲノムクローンの整合を概略する。 Bd3
以外のすべてのゲノム断片は、 HeLa細胞に由来するラムダ FIX IIゲノムライブラリから単
離された。クローン Bd3は、ヒト胎児脳ライブラリに由来した。
【００４０】
図８は、 MNタンパク質構造の概略図である。省略は図５において使用されるのと同じであ
る。目盛りはアミノ酸の数を示す。
【００４１】

「 MN/CA IX」および「 MN/CA9」という用語はここで、 MNについて同義語であると考えられ
る。また、 G250抗原は、 MNタンパク質／ポリペプチドを称すると考えられる。 [Uemura et
 al., (4 Suppl.): 377(Abstract 1475; 1997).]
MN/CA IXは、ウェスタンブロットにより約 58および 54キロダルトン (kDA)の分子量を有す
ると判断される形質膜および核タンパク質として、子宮頸のヒト癌に由来する HeLa細胞に
おいて最初に同定された。これは単一の 3kDaの炭水化物鎖により N-グリコシル化されてお
り、非還元状態において S-S結合したオリゴマーを形成する [Pastorekova et al., 

: 620-626(1992); Pastorek et al., , 9: 2788-2888(1994)]。 MN/CA IX
は細胞表面に位置する膜内外タンパク質であるが、核において検出されることもある [Zab
ada et al., : 268-274(1993); Pastorekova et al., supra]。
【００４２】
MNは、一対のタンパク質、 p54/58Nにより HeLa細胞中で示される。 p54/58Nと反応性のモノ
クローナル抗体  (MAb M75) を使用する免疫ブロットにより、 54kdおよび 58kdにおいて二
つのバンドが示された。これらの二つのバンドは、おそらく翻訳後プロセシングにより分
化されるタンパク質の一つのタイプに対応するかもしれない。ここに、「対のタンパク質
」という用語は、 p54/58Nを示す。
【００４３】
Zavada et al.,国際特許出願公開第 93/18152号および／または同第 95/34650号には、ここ
で図１ A-１ Cに示される MN cDNA配列（配列番号１）、ここに同じく図１ A-１ Cに示される M
Nアミノ酸配列（配列番号２）、およびここに図２ A-２ Fに示される MNゲノム配列（配列番
号５）が開示される。 MN遺伝子は、 11のエキソンおよび 10のイントロンの構造を有する。
【００４４】
図１ A-１ Cに示される MNタンパク質の最初の 37のアミノ酸は、おそらく MNシグナルペプチ
ドである [配列番号６ ]。 MNタンパク質は、細胞外領域 [図１ A-１ Cのアミノ酸 (aa)38-414（
配列番号 87） ]、膜内外領域 [aa 415-434（配列番号 52） ]および細胞内領域 [aa 435-459（
配列番号 53） ]を有する。細胞外領域には、プロテオグロリカン様領域 [aa 53-111（配列
番号 50） ]およびカルボニックアンヒドラーゼ (CA)領域 [aa 135-391（配列番号 51） ]が含
まれる。

10

20

30

40

50

(12) JP 3910798 B2 2007.4.25

発明の詳細な説明

J. Urol., 154

Virolo
gy, 187 Oncogene

Int. j. cancer, 54



【００４５】

MNタンパク質は、以下を含む多くの理由により癌治療に非常に適切な標的であると考えら
れる。（１）細胞表面に局在しており、接近しやすくなっている。（２）ヒト癌の高い割
合で発現されるが（例えば、特に子宮頸部、腎、結腸、乳、食道、肺、頭部および頸部癌
）、そのような癌が生ずる正常組織中で任意の有意の程度までは通常発現されない。
【００４６】
（３）通常、胃粘膜および消化管の一部の上皮（胆嚢および小腸の上皮）においてのみ発
現される。したがって、 MNを発現させる新生物発生前／腫瘍性のおよび MNを発現させる正
常な組織の間に吻合性関門が存在する。したがって、抗体を含む薬は、投与されると MNを
発現させる正常組織と相互作用することなく腫瘍に到達できる。
【００４７】
（４） MAb M75は、 MNタンパク質に対して高い親和性および特異性を有する。（５）タン
パク質コードおよび遺伝子調節配列を有する MN cDNAおよび MNゲノムクローンが単離され
た。（６）動物実験および腎癌患者のフェーズ I臨床試験において MN特異的キメラ抗体に
ついて示されるように、 MN特異的抗体は、固体腫瘍中で抗腫瘍抗体による臨床実験におい
て報告されたように最大の腫瘍取込みを有する一つであることが示された。 [Steffens et
 al., J. Clin. Oncol.., 15: 1529(1997).]また、 MN特異的抗体は、正常組織中では低い
取込みを有する。
【００４８】
例えばここに示されるデータは、正常組織および新生物発生前／腫瘍性組織における MNタ
ンパク質の作用方法に関する以下の理論と矛盾しない。正常組織において（例えば胃粘膜
において）、 MNタンパク質は分化因子であると考えられる。これは正常レセプター S（胃
について）と結合する。胃癌は、 MNタンパク質を含まないことが示された。
【００４９】
他の組織における MNタンパク質の異所的発現により、細胞の悪性転換が起こる。そのよう
な異所的発現は、 MNタンパク質と代替レセプター H（ HeLa細胞について）との結合により
起こると考えられ、悪性の原因となる情報伝達経路につながる。レセプター Hに対する MN
タンパク質の結合部位をブロックする薬または抗体は、新生物発生前／腫瘍性細胞を正常
細胞に転換させるまたはそれらの死を誘発すると期待される。
【００５０】

MNをブロックする薬、例えば MNタンパク質に対して高い親和性を有するペプチド、または
抗体を作製および開発する方法は、いくつかの工程を有する。まず、以下に記載される細
胞接着アッセイに基づき、レセプターに対する MNタンパク質の結合についてテストする。
同じ方法を使用して、 MNタンパク質結合部位をブロックする薬についてアッセイしてもよ
い。二者択一のレセプター Sおよび H、胃上皮細胞または復帰突然変異体（選択的に Sレセ
プターを含む）を考慮して、 HeLa細胞（ Hレセプターを含有し Sレセプターを欠失している
）を細胞接着アッセイにおいて使用する。
【００５１】
MNタンパク質のレセプター結合部位を同定するために、異なる領域を欠失している MNタン
パク質の欠失突然変異体を使用して、 MNタンパク質とレセプターとの相互作用の原因であ
る領域を同定することができる。実施例２には、 MNタンパク質上の他の結合部位を検出す
る方法が同定され説明される。好ましい MN結合部位は、 MNタンパク質のプロテオグリカン
様領域中の 6アミノ酸の 6倍縦列反復（ aa 61-96配列番号 97）内に少なくとも二つのコピー
が位置する MAb M75についてのエピトープに密接に関連するまたは同一であると考えられ
る。より小さい欠失突然変異体を、関連する領域内で調製できる、例えば MNタンパク質の
小さい部分のみを有する融合タンパク質を調製できる。また、特異的なプロテアーゼによ
る MNタンパク質のコントロールされた分解およびその後の産物の分離を行うことができる
。
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【００５２】
さらに、予想される結合部位を有するペプチドを合成することができる。これらの産物は
すべて、以下に示されるように細胞接着アッセイにおいてテストできる。 [例えば、 Piers
chbacher and Ruoslahti, :5985(1984); Ruoslahti and Pierschbacher, 
, 238:491参照。 ]

分子を構成して、 MNレセプター結合部位をブロックすることができる。例えば、実施例２
および３に記載されるようにファージ表示ペプチドライブラリキット [Ph.D-7 Peptide 7-
Mer Library Kit from New England Biolabs; Beverly, MA(USA)のような ]を使用して、
標的分子に対して高い親和性を有するペプチドを発見することができる。同定されたペプ
チドの生物学的活性を、 MNタンパク質への細胞接着の抑制、細胞形態における効果および
MN関連腫瘍細胞 (HeLa)および対照細胞の成長特性により、インビトロでテストする。 [Sym
ington, : 25744(1992).]HeLa細胞を注入されたヌードマウスにおい
て、インビボのスクリーニングを行う。
【００５３】
MNタンパク質の結合部位を含有するペプチドを調製する [例えば MAP(複合抗原ペプチド ); 
Tam, J.P.,PNAS(USA) 85: 5409(1988); Butz et al., : 20(1994)]。 MAP
を使用して免疫化し、結合部位を認識しブロックする抗体（ポリクローナルおよび／また
はモノクローナル）を得る。 [例えば、 Brooks et al., : 1157(1994)参照。 ]次
に「ワクチン接種」を使用して、動物内の防御についてテストする。 MN結合部位に対する
抗体を使用して、 MNタンパク質と他の分子との相互作用をブロックすることが潜在的にで
きる。
【００５４】
コンピューターモデリングを使用して、 MNタンパク質とそのレセプターとの間の立体化学
的抑制を媒介する MNタンパク質に対して特異的な親和性を有する分子を作製することがで
きる。レセプターに対する MN結合部位のコンピューターモデルには、空間の、静電性の、
疎水性のおよびこの構成物の他の特性が含まれる。結合部位に最適に適合する、該構成物
に相補的な有機分子を作製する。 MN結合部位をブロックできる無機分子も同様にテストで
きる。
【００５５】
新しい癌治療を開発するための標的として腫瘍タンパク質を使用することは、当業者によ
り従来技術であると考えられる。 [例えば、 Mendelsohn and Lippman,「成長因子」 , pp. 
114-133, IN: DeVita et al.(eds.), (4t
h  Ed.; Lippincott; Philadelphia, 1993参照。 ]最も広い意味において、阻止薬の作製は
、競合阻害実験を基礎とすることができる。そのような実験を使用して、スルホンアミド
（葉酸の前駆体であるパラ－アミノ安息香酸の競合阻害剤）の発見以来、薬が発明されて
きた。また、細胞増殖抑制剤は、競合阻害剤である（例えば、特にハロゲン化ピリミジン
）。
【００５６】
しかしながら、 MNへのそのようなアプローチの適用は新しい。他の腫瘍関連分子（例えば
成長因子およびそのレセプター）と比較して、 MNは吻合性関門により分離される、新生物
発生前／腫瘍性および正常な組織中で異なって発現されるという特有の特性を有する。
【００５７】

図１ A-Cは、以下に記載されるように単離された全長 MN cDNAクローンについてのヌクレオ
チド配列を示す [配列番号 1]。図２ A-Fは、完全な MNゲノム配列を示す [配列番号 5]。図６
は、計画された MNプロモーターについてのヌクレオチド配列を示す [配列番号 27]。
【００５８】
遺伝暗号の縮重のために、すなわち、一つ以上のコドンが一つのアミノ酸をコードするた
めに（例えば、それぞれアミノ酸ロイシン (Leu)についての暗号である TTA、 TTG、 CTT、 CT
C、 CTAおよび CTG）、例えば一つのコドンが別のコドンに置換されている配列暗号 1および
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5中のヌクレオチド配列の突然変異体は、本発明により実質的に等しいタンパク質または
ポリペプチドを産生する。 MN cDNAのヌクレオチド配列および相補的核酸配列中のそのよ
うな突然変異体はすべて、本発明の範囲内に含まれる。
【００５９】
ここに記載され、図１，２および６に示されるヌクレオチド配列は、ここに単離され記載
される cDNA、ゲノムおよびプロモーターのヌクレオチド配列の正確な構造のみを示すこと
もさらに理解される。わずかに修飾されたヌクレオチド配列が発見されるかまたは当業者
により修飾されて例えば同様のエピトープを有する実質的に類似するまたは相同の MNタン
パク質およびポリペプチドをコードできることが予想され、そのようなヌクレオチド配列
およびタンパク質／ポリペプチドは本発明のために同等であると考えられる。等しいコド
ンを有する DNAまたは RNAは本発明の範囲内であると考えられ、同様に MNタンパク質／ポリ
ペプチドに相同であるまたは実質的に相同であるタンパク質／ポリペプチドをコードする
合成核酸配列、並びにストリンジェントな条件下で前記相補的配列 [配列番号 1,5および 27
]にハイブリダイズする、または遺伝暗号の縮重についてストリンジェントなハイブリダ
イゼーション条件下で前記 cDNAヌクレオチド配列にハイブリダイズする核酸配列も本発明
の範囲内である。ここに示されるようにヌクレオチド配列の修飾および突然変異により、
例としての MN配列およびその断片と実質的に同じ配列が生ずると考えられる。
【００６０】
ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件はここで、当該技術においてストリンジ
ェントであると考えられる標準的なハイブリダイゼーション条件に従う。例えば、ストリ
ンジェントな条件には、例えば 50℃から 70℃までの温度で 0.02Mから 0.15Mまでの NaClによ
り提供されるような相対的に低い塩および／または高い温度条件が含まれると一般的に理
解される。例えば 20℃から 55℃までの範囲の温度において 0.15Mから 0.9Mまでの塩のよう
なよりストリンジェントでない条件は、温度の増加と同様にハイブリッド二重鎖を不安定
化するホルムアミドの量を増加させながら加えることによってよりストリンジェントにす
ることができる。
【００６１】
典型的なストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、 Sambrook et al., 

, pages 1.91 and 9.47-9.51(Second Edition, Cold S
pring Harbor Laboratoty Press: Cold Spring Harbor, NY; 1989); Maniatis et al., 

, pages 387-389(Cold Spring Harbor Laborato
ry; Cold Spring Harbor, NY; 1982); Tsuchiya et al., 

: 721-725(1991年 6月 )に記載されている。
【００６２】
Zavada et al.,国際特許出願公開第 95/34650号には、部分的な MN cDNAクローン、全長 MN 
cDNAクローンおよび MN遺伝子クローンが単離され配列決定された方法が記載されている。
また、 Zavada et al., Int. J. Cancer, 54: 268(1993)には、 1397bpの長さの部分的な MN
 cDNAの単離および配列決定が記載されている。原 cDNAライブラリから全長クローンを単
離する試みは簡単に失敗した。したがって、本発明者は、原 cDNAクローンの 5’領域に由
来する MN特異的プライマー、 R1および R2[配列番号 7および 8]を使用して cDNA端の急速増幅
(RACE)を行った。 RACE産物を pブルースクリプト中に挿入し、組換えプラスミドの全母集
団を、 MN特異的プライマー ODN1[配列番号 3]により配列決定した。このようにして、図１
に示されるように MN cDNAの 5’端における信頼できる配列 [配列番号 1]が得られた。
【００６３】
特に、 RACEは以下のように 5’ RACEシステム [GIBCO BRL; Gaithersburg, MD(USA)]を使用
して行った。第一鎖 cDNAのためのテンプレートとして 1μ gの mRNA（上述と同じ）を使用し
、 MN特異的アンチセンスオリゴヌクレオチドである R1(5’ -TGGGGTTCTTGAGGATCTCCAGGAG-3
’ )[配列番号 7]をプライマーとした。第一鎖の産物を、酢酸アンモニウムの存在下で二度
沈降させ、ホモポリマー性 Cテールを TdTにより 3’端に付着させた。その後テールのつい
た cDNAを、 nestedプライマーである R2(5’ -CTCTAACTTCAGGGAGCCCTCTTCTT-3’ )[配列番号 8
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]およびホモポリマー性テールにアニーリングするアンカープライマー (5’ -CUACUACUACUA
GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGGGGGGGG-3’ )[配列番号 9]を使用する PCRにより増幅した。増幅
された産物を BamHIおよび SalI制限酵素により分解し、 pブルースクリプト II KSプラスミ
ド中にクローニングした。形質転換の後、プラスミド DNAを形質転換された細胞の全個体
群から精製し、 MN特異的プライマー ODN1[配列番号 3； 29-mer 5’  CGCCCAGTGGGTCATCTTCCC
CAGAAGAG 3’ ]による配列決定のためのテンプレートとして使用した。
【００６４】
MN調節を調べるために、 MNゲノムクローンを単離した。プローブとして MN cDNAおよび cDN
A ODN1[上述の配列番号 3]および ODN2[配列番号 4； 19-mer(5’  GGAATCCTCCTGCATCCGG 3’ )
]に由来する MN特異的プライマーを使用して胎児脳から調製されたヒトコスミドライブラ
リからあるゲノムクローン (Bd3)を単離した。配列分析により、ゲノムクローンは MN転写
開始部位からの上流であり MN cDNA内に局在する BamHI制限部位で終了する領域に広がるこ
とが示された。他の MNゲノムクローンも同様に単離できる。
【００６５】
図７は、転写開始部位に従う MNゲノムクローンの整合の概略図である。 A4aクローンおよ
び XE1および XE3サブクローンを含有するプラスミドを、それぞれ寄託番号第 97199号、同
第 97200号、および同第 97198号の下で 1995年 6月 6日にアメリカン・タイプ・カルチャー・
コレクション（ ATCC）に寄託した。
【００６６】

オーバーラップクローンの完全な配列は、 10,898bpを含有する（配列番号 5）。図５は、
ヒト MN遺伝子の構成を示し、すべての 11エキソンの位置並びに 2つの上流および 6つのイン
トロン性 Alu反復エレメントが示される。すべてのエキソンは小さく、 445bpである最初の
エキソンを除き 27bpから 191bpまでの範囲である。イントロンのサイズは 89bpから 1400bp
までの範囲である。 CA領域はエキソン 2－ 8によりコードされるのに対し、エキソン 1、 10
および 11はそれぞれ、プロテオグリカン様領域、膜内外アンカーおよび MN/CA IXタンパク
質の細胞質テールに対応する。以下の表１には、 AG-GTモチーフを含むコンセンサススプ
ライス配列に従うスプライス供与および受容配列が記載される [Mount, Nucleic Acids Re
s. 10: 459-472(1982)]。
【００６７】
【表１】
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　 Zavada et al.,国際特許出願公開第 95/34650号には、 MN遺伝子転写開始および終了部位
をマッピングする方法が記載されている。 MN遺伝子の 5’端の良好なマッピングのために R
Nアーゼ保護アッセイが使用された。プローブは一律に標識された 470ヌクレオチドコピー
RNA(nt － 205から＋ 265まで )[配列番号 55]であり、 MNを発現させる HeLaおよび CGI.3細胞
からのトータル RNAにハイブリダイズさせ、塩基配列決定ゲル上で分析した。この分析に
より、 MN遺伝子転写は多くの部位で開始することが示され、最長の MN転写物の 5’端は、
以前 RACEにより特徴付けられていたより 30nt長い。
【００６８】

ヒト胎児脳コスミドライブラリから単離された Bd3ゲノムクローンは、 MN遺伝子の転写開
始部位から 3.5kb上流の領域に広がることが分かった。重要なコード領域は含有しない。
二つの Alu反復は、位置－ 2587から－ 2296まで [配列番号 56]および－ 1138から－ 877まで [
配列番号 57]に位置する（ RNPにより測定される転写開始に関して）。
【００６９】
転写開始までの DNA 5’のヌクレオチド配列分析により（ nt － 507まで）、最初のエキソ
ンの始まりから予想される距離内において認識可能な TATAボックスは示されなかった。し
かしながら、転写因子に対する潜在的な結合部位の存在により、この領域には MN遺伝子に
ついてのプロモーターが含まれ得ることが示される。転写因子 AP1および AP2について並び
に他の調節因子について、 p53結合部位を含む多くのコンセンサス配列がある [Locker and
 Buzard, J., : 3-11(1990); Imagawa et al. :
 251-260(1987); EI Deiry et all., : 44-49(1992)]。推定のプロモータ
ー領域には 59.3%の C+Gが含有されるが、ハウスキーピング遺伝子の TATAの少ないプロモー
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ターに特有である CpGに富む島という追加の属性を有しない [Bird, Nature, 321: 209-213
(1986)]。 TATAボックスを欠く遺伝子の別の種類は、プロモーターとしてイニシエーター (
Inr)エレメントを使用する。これらの遺伝子の多くは構造的に活性ではないが、分化また
は成長中に調節される。 Inrは、 PyPyPyCAPyPyPyPyPy[配列番号 23]のコンセンサス配列を
有し、転写開始部位を含む [Smale and Baltimore, : 103-113(1989)]。二つのそ
のようなコンセンサス配列が MN推定プロモーター中に存在する；しかしながら、転写開始
をオーバーラップしない（図６）。
【００７０】
関心のある領域が、 MN遺伝子の中央に発見された。この領域は約 1.4kbの長さであり [ゲノ
ム配列の nt 4,600－ 6,000；配列番号 49]、第 1のイントロンの 3’部分から第 5のエキソン
の端までに及ぶ。この領域は、 62.8％の C+G含量および 82 CpGを有する典型的な CpGに富む
島： 131 GpCジヌクレオチドという特性を有する。さらに、この領域の中心に集中した、
転写因子 AP2および Sp1[Locker and Buzard, supra; Briggs et al., : 47-5
2(1986)]に対する多くの推測結合部位が存在する。特に 131bpの長さの第 3のイントロンは
、三つの Sp1および三つの AP2コンセンサス配列を含有する。このデータにより、 MN遺伝子
発現の調節における該領域の可能な改良が示される。しかしながら、該領域、並びに計画
された 5’  MNプロモーター中で見られる他の調節エレメントの機能性は、まだ測定されて
いない。
【００７１】

MNプロモーターの研究により、 MNプロモーターは TATAが少なく、 AP-1、 AP-2、並びに二つ
の p53結合部位についての調節配列を含有することが示された。 MN遺伝子の 3.5kbフランキ
ング領域上流の 5’端の配列は、 HERV-K内因性レトロウィルスの LTRに広い相同性を示す。
CATおよび新レポーター遺伝子を使用する分析により示されるように、プロモーターの基
底転写活性は非常に弱い。しかしながら、レポーター遺伝子の発現は、 3.5kbフランキン
グ領域からされる場合、数倍に増加され、これは推測のエンハンサーの改良を示す。
【００７２】
欠失分析による 3.5kbの MN 5’上流領域の機能の特徴付けにより、 [－ 173、＋ 31]断片 [配
列番号 91]（あるいは、より好ましくはないが、ほぼ同一の－ 173、＋ 31断片 [配列番号 91]
）を MNプロモーターとして同定できる。インビトロにおける DNアーゼフットプリンティン
グにより、 MNプロモーター内に 5つの保護された領域 (PR)が存在することが示された。プ
ロモーターの詳細な欠失分析により、 PR1および 2（転写開始から番号を付けた）を転写活
性に最も重要であることが同定された。 PR4[配列番号 115]は、転写に負の影響を与えて欠
失によりプロモーター活性を増加させ、プロモーター、位置および配向と独立したサイレ
ンサーエレメントとして機能することが確かめられた。突然変異分析により、直列反復 AG
GGCacAGGGC[配列番号 143]は有効なリプレッサー結合に必要であることが示された。リプ
レッサー複合体の二つの成分（ 35kDaおよび 42kDa）は、 UV架橋により PR4と直接接触して
いることが分かった。 MN発現を誘発することが知られている、細胞密度の増加は、 HeLa細
胞中の PR4結合のレベルに影響を与えない。大きく減少したリプレッサーレベルは、非腫
瘍形成性 CGL1 HeLa x正常繊維芽ハイブリッド細胞と比較して腫瘍形成性 CGL3の場合に MN
がアップレギュレーションされる原因であると考えられる。
【００７３】

MN遺伝子プロモーターは、自殺遺伝子 [HSVのチミジンキナーゼ (tk)]を発現させ腫瘍細胞
の直接およびバイスタンダー (bystander)殺傷を媒介する腫瘍特異的プロモーターとして
使用できるか否かを調べる。腫瘍細胞に形質転換された HSVtk遺伝子は、ヌクレオシド類
似体ガンシクロビル (GCV)を毒性トリホスフェートに変換し、導入されたおよび近隣の腫
瘍細胞の死を媒介する。 MN遺伝子プロモーターによる HSVtkのコントロールにより、その
発現は MNタンパク質の生物合成に寛容な腫瘍細胞中でのみ可能であり、そのような腫瘍細
胞は選択的に殺されるが、 MN発現が抑制される正常細胞は殺されない。
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【００７４】
HSVtkが MNプロモーター領域の Bd3の下流にクローニングされ、 MNの近位および遠位調節エ
レメントを含有するプラスミド構成物を調製した。それぞれリン酸カルシウム沈降および
リポフェクションを使用して、プラスミド pMN-HSVtkを Rat2TK細胞および C33ヒト頸部癌細
胞にトランスフェクションした。トランスフェクタントを、 HSVtkおよび GVC感受性の発現
についてテストした。トランスフェクタントの分析により、低濃度においても GVCの著し
い細胞障害性のインビトロにおける効果が示された（細胞の 95%までが殺された）。
【００７５】
pGEX-3X中で GSTとの融合タンパク質を使用して、 HSVtkに対するポリクローナルウサギ抗
血清を調製し、トランスフェクションされた細胞中で合成された HSVtkを免疫検出する。
このモデルシステムを研究して、バイスタンダー効果、クローニング有効性の特性および
形質導入され GVC処理された細胞のコラーゲン基質への侵入性を判断する。 MNプロモータ
ーによる HSVtkによる組換えレトロウィルスベクターを調製して、動物モデル（例えば SCI
Dマウス）を使用してインビボにおける有効性をテストする。
【００７６】

MNプロモーターは弱いので、一過性トランスフェクションの相対的に低い有効性（ 10%ま
で）のために標準的な研究方法は制限されるであろう。したがって、 CAT遺伝子に融合し
た MNプロモーターを含有する安定したクローン細胞系発現構成物を調製した。そのような
クローン系において、 100%の細胞が MNプロモーターによる CAT遺伝子を発現し、したがっ
てプロモーターの活性は、一過性の実験におけるよりも容易に検出できる。また、プロモ
ーター活性は、異なる条件下で同じ細胞中で反復して分析できるまたは異なる因子および
薬により処理できる。この方法は、転写開始のレベルにおいて MN調節の基礎をなす機構の
研究を考慮に入れる。
【００７７】
レポーター CAT遺伝子に結合したプロモーター構成物による多くのタイプのトランスフェ
クション（カルシウム沈降、 DMSOショックおよび／またはクロロキンと組み合わせた DEAE
デキストラン、並びにエレクトロポレーション）、 CAT活性アッセイの異なる方法（シン
チレーション方法、薄層クロマトグラフィ）および MN発現のレベルおよびトランスフェク
ション有効性において異なる多くの受容細胞系（ HeLa、 SiHa、 CGL3、 KATO III、 Rat2TKお
よび C33細胞）。好ましくは CGL3細胞のエレクトロポレーションおよび薄層クロマトグラ
フィにより MNプロモーターの活性を検出した。さらに好ましくは、 MNプロモーター -CAT構
成物および pSV2neoにより共トランスフェクションされた C33細胞を使用した。
【００７８】
１． MNプロモーターの基底活性を検出し、コアプロモーターの位置を判断するために、 CG
L3細胞へのトランスフェクション後構成物 pMN1から pMN7までの CAT遺伝子の発現を分析し
た。進行性 5’欠失を有するプラスミドを CGL3細胞中にトランスフェクションし、活性を C
ATアッセイにより分析した。 [pBLV-LTR(2μ g)を除くすべての場合において 8μ gの DNAをト
ランスフェクションに使用した。 ]
pMN1および pMN2（それぞれ 933bpおよび 600bpのプロモーター配列を含有する）によりトラ
ンスフェクションされた細胞中で非常に弱い CAT活性のみが検出された。少し高い活性は
、構成物 pMN3、 pMN4および pMN6（それぞれプロモーターの 446bp、 243bpおよび 58bpを含有
する）により示された。活性のわずかなピークは、 pMN5（転写開始に関して位置－ 172に
おいて開始する）により得た。したがって、 MNコアプロモーターの機能は、 MN転写開始部
位から約 500bpすぐ上流の領域に原因があり得る。
【００７９】
興味深いことに、大きい Bd3領域（転写開始の 3.5kbp上流に広がる）は、コアプロモータ
ーの活性よりも数倍高かった。しかしながら、そのレベルは、ポジティブコントロール、
すなわち Taxによりトランス作用された BLV-LTRにより示されるレベルよりもずっと低く、
トランス作用の無い BLV-LTRの活性よりも低かった。コアプロモーターと比較して Bd3の活
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性が高いということにより、ある調節エレメントの存在が考えられる。そのようなエレメ
ントは、おそらく pMN1と Bd3との間の配列中に位置する（すなわち－ 1kbpから－ 3.5kbpま
で） [配列番号 58]。示される領域に広がる Bd3の多くの欠失バージョンのクローニングお
よびトランスフェクションを使用して、推定調節エレメントの位置を測定することができ
る。
【００８０】
同様の結果は、 Bd3および pMN4により KATO III細胞をトランスフェクションすることから
得られた。トランスフェクションされた細胞は、 CGL3細胞より低いレベルの MNを発現した
。したがって、 MNプロモーターの活性は、 CGL3細胞中よりも低いことが分かった。
【００８１】
２． MNプロモーターを調べる平行方法において、 neo遺伝子からの関心のあるクローニン
グされた上流のプロモーターを含有するプラスミドによりトランスフェクションされた細
胞の G418選択に基づく分析を行った。この方法は、感度が標準的な CATアッセイよりもず
っと高いため、弱いプロモーターの研究に適切である。この方法の基礎となる原理は、以
下のようである：活性のあるプロモーターは、トランスフェクションされた細胞を G418の
細胞障害性効果から保護する neo遺伝子を発現させるのに対し、不活性のプロモーターは
、 neo産物を生ぜず、これによりトランスフェクションされた細胞は G418の作用により死
ぬ。したがって、プロモーターの活性は、 G418による二週間の選択後に得られる細胞コロ
ニーの数に従って判断できる。最初の実験において、 pMN1neo、 pMN4neoおよび pMN7neoの 3
つの構成物を使用した。 pMN7neoは転写開始部位の 30bp上流を含有しているだけなので、
ネガティブコントロールであると考えられた。ポジティブコントロールとして、 SV40に由
来するプロモーターを有する pSVneoを使用した。カルシウム沈降法により高い効率でトラ
ンスフェクションすることができるので、 Rat2TK細胞を受容細胞として選択した。
【００８２】
トランスフェクションの後、細胞を二週間で選択した。次に培地を除去し、細胞を PBSで
洗浄し、メチレンブルーで染色することによりコロニーを視覚化した。 3つの独立した実
験から得られた結果により、 CATアッセイからのデータが確認された。プロモーター構成
物 pMN4neoは、 pMN1neoより高い転写活性を示した。しかしながら、ポジティブコントロー
ルと pMN4neoとの間の相違は、 CATアッセイにおけるように著しくなかった。これは、 Tax
トランス作用された pBLV-LTRと比較して低い pSV2neoのプロモーター活性およびトランス
フェクション後の細胞の成長について異なる条件のせいかもしれない。この観点から、安
定なトランスフェクションは、細胞が密接に接触するコロニー中で細胞が成長し実験が長
く続くので、おそらく MN発現により都合がよく、これによりプロモーター活性を検出する
よりよい機会が提供される。
【００８３】
３． MNプロモーター -CATキメラ遺伝子を発現させる安定したトランスフェクタントを、適
切なプラスミドと pSVneoとの共トランスフェクションにより調製した。受容細胞として、
HeLa細胞を最初に使用した。しかしながら、プロモーター -CAT構成物を発現させるクロー
ンは得られなかった。この否定的な結果はおそらく、対応する内因性配列による MNのトラ
ンスフェクションされたゲノム領域（例えばプロモーター）の相同組換えにより起こった
。この実験を基礎として、 HPV-陰性頸部癌に由来する C33細胞を使用した。 C33細胞は、腫
瘍形成の工程中に MN遺伝子を含有する染色体領域 9pを含む遺伝子物質を失うので、 MNを発
現しない。これらの実験において、 MN遺伝子の不存在は、相同組換えが避けられる可能性
としての利点が示されるかもしれない。
【００８４】

MNプロモーター領域 Bd3(－ 3500/+31)[配列番号 90]および MN5(－ 172/+31)[配列番号 91]の
下で CAT遺伝子を発現する C33細胞を使用して、 MNプロモーターの転写活性における細胞密
度の影響を分析する最初の実験を行った。この結果により、細胞が接近した後産生された
シグナルが細胞培養の密度に比例して MNプロモーターから CATタンパク質の転写を活性化
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することが示された。興味深いことに、このデータにより、密度の影響が MN－陰性 C33細
胞中で明らかに示されているので、 MNタンパク質は情報伝達のこの段階に必要ではないこ
とが示された。むしろ、 MNタンパク質は密集した細胞中で産生されるエフェクター分子と
して作用し、ある生物学的作用を行う（すなわち接触阻害を混乱させる）ようである。ま
た興味深いことに、 MNプロモーター活性は、非常に散在している細胞培養中でも検出可能
であり、これは MNが非常に低いレベルで発現されることを示す。
【００８５】

。次に Bd3-CATプロモーター構成物の欠失突然変異体を調製した。この構
成物を pSV2neoとともに C33頸部細胞中に共トランスフェクションした。 G418による選択の
後、安定してトランスフェクションされた細胞の全個体群を CAT ELIZA分析にかけた。欠
失構成物の発現により、 Bd3-CAT構成物により得られたのと同様のレベルの CATタンパク質
が合成された。この呼びデータに基づいて、本発明者は、 MNの転写を刺激する配列は転写
開始の上流－ 3506と－ 3375との間 [配列番号 92]に位置すると考えた。これは HERV-K LTRに
相同性を示す配列である。
【００８６】
しかしながら、 CGL3細胞中における一過性のトランスフェクションの研究により、 LTR領
域は基礎 MNプロモーター活性の増強に必要でないことが繰り返し示された。さらに、 CGL3
細胞中で得られた結果により、活性化エレメントは転写開始部位に関して－ 933から－ 217
9までの領域 [配列番号 110]に局在することが示される（この領域の位置は Bd3欠失突然変
異体中のオーバーラップ配列から導き出された）。
【００８７】

MNプロモーターに結合しその活性を潜在的に調節する転写因子を同定するために、電気泳
動移動度シフトアッセイ (EMSA)および DNアーゼ Iフットプリント分析 (FTP)を使用して一連
の分析を行った。
【００８８】

EMSAにおいて、クレノウ酵素により 3’端で標識された、精製された断片である MN4(－ 243
/+31)[配列番号 93]、 MN5(－ 172/+31)[配列番号 91]、 MN6(－ 58/+31)[配列番号 94]および pM
N7(－ 30/+31)[配列番号 95]を、 CGL1および CGL3細胞から調製された核抽出物中のタンパク
質と相互作用させた。 [40μ gの核タンパク質を、 2μ gのポリ (dldC)の存在下で 30,000cpm
の末端標識された DNA断片と共にインキュベートした。 ]DNA－タンパク質複合体を PAGE（
非変性 6%）により分析し、結合したタンパク質の成分に依存する移動度におけるシフトに
より、該複合体は自由な DNA断片よりも遅く移動する特別のバンドを生じた。
【００８９】
MN4および MN5プロモーター断片の EMSAにより複数の DNA－タンパク質複合体が示された；
しかしながら、それぞれ CGL1および CGL3核抽出物により得られた結合パターンは同一では
なかった。シグナル CGL-1特異的複合体が存在する。
【００９０】
MN6プロモーター断片の EMSAにより、 CGL1および CGL3核抽出物との 3つの同一の複合体が形
成されるが、 MN7プロモーター断片は核タンパク質とは結合しなかった。
【００９１】
EMSAの結果により、 CGL1核抽出物は、 CGL1細胞中の MN発現の負の調節に関係し得る特定の
因子を含有することが示された。特定の DNA－タンパク質複合体は、 MN4(－ 243/+31)[配列
番号 93]および MN5(－ 172/+31)[配列番号 91]プロモーター断片を有するが MN6(－ 58/+31)[
配列番号 94]を有しないように形成されるので、該特定の複合体のタンパク質性分の結合
部位は転写開始に関して－ 173bpと－ 58bpとの間 [配列番号 96]に位置する。
【００９２】
次の段階は、 FTP分析において保護された領域に従って作製された二本鎖 (ds)オリゴヌク
レオチドを使用する一連の EMSA分析であった。 MNプロモーターの保護された領域 PR2[－ 72
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から－ 56bpまでの配列 [配列番号 111]に広がる ]に由来する dsオリゴヌクレオチドにより、
AP-1についての結合部位を示す市販されている dsオリゴヌクレオチドを使用する競合 EMSA
における AP-1転写因子の結合が確かめられた。
【００９３】
PR1[－ 46から－ 24bpまで（配列番号 112） ]、 PR2[－ 72から－ 56bpまで（配列番号 111） ]、
PR3[－ 102から－ 85bpまで（配列番号 113） ]および PR5[－ 163から－ 144まで（配列番号 114
） ]の保護された領域に由来する dsオリゴヌクレオチドの EMSAによって、 CGL1および CGL3
細胞から抽出された核タンパク質の結合パターンにおいて相違は示されず、これによりそ
れらの領域が CGL3中の MN遺伝子の活性化、または CGL1中の負の調節をコントロールする重
要な転写因子を結合しないことが示される。しかしながら、保護された領域 PR4[－ 133か
ら－ 108まで；配列番号 115]からの dsオリゴヌクレオチドの EMSAにより、 CGL1および CGL3
核タンパク質の結合において著しい量的相違が繰り返し示された。 CGL1核タンパク質は、
実質的に多くの DNA－タンパク質複合体を形成し、これは PR4領域に、 CGL1細胞中における
MN遺伝子転写の負の調節遺伝子を示すかもしれない特定の転写因子に対する結合部位が含
まれることを示す。この事実は、プロモーター断片 pMN4(－ 243/+31；配列番号 93)および p
MN5(－ 172/+31；配列番号 91)を有するが pMN6(－ 58/+31；配列番号 94)を有しない CGL-1特
異的 DNA－タンパク質複合体を示す前記の EMSAデータと適合している。
【００９４】
複合したタンパク質または PR4領域中の MNプロモーターとの特定の複合体の形成を同定す
るために、磁気ビーズに共有結合した適切な dsオリゴヌクレオチドを使用して、対応する
転写因子を精製する。あるいは ONE Hybrid System[Clontech(Palo Alto, CA(USA)]を使用
して、分析されたプロモーター領域の調節に関係する転写因子を探しクローニングする。
HeLa細胞からの cDNAライブラリをこの研究に使用する。
【００９５】

MN遺伝子の転写調節に関連するシス (cis)調節エレメントの正確な位置を測定するために
、 FTPを使用した。それぞれ CGL1および CGL3細胞から調製された核抽出物中のタンパク質
を、一本の鎖の 5’端で標識された MNプロモーター (MN4,－ 243/+31)[配列番号 93]の精製さ
れた ds DNA断片と相互作用させた。 [MN4断片を、 Xho1部位 (－ 243/+31)または Xba1部位 (－
243/+31)のいずれかで標識した。 ]次に、 DNA－タンパク質複合体に DNアーゼ Iを作用させ
、これによりタンパク質と結合していない場合には特定の塩基で DNA鎖が破壊される。 [対
照には、 DNアーゼの代わりに BSAを使用した。 ]ゲル電気泳動 [8%変性ゲル ]後の変性 DNAの
バンドパターンを調べることにより、標識された鎖上の塩基がタンパク質により保護され
ていることが示された。
【００９６】
MN4プロモーター断片の FTP分析により、コード鎖および非コード鎖において保護された 5
つの領域 (I-V)、並びにコード鎖において保護されるが非コード鎖においては保護されな
い 2つの領域 (VIおよび VII)が示された。図６は、保護された MNプロモーター上の一般的領
域を示す。
【００９７】
同定された保護された領域 (PR)の配列を、 SIGNALSCANプログラムを使用してコンピュータ
ー分析し、転写因子についての既知のコンセンサス配列に一致するか否かを調べた。この
コンピューター分析により得られたデータは、以下のようである：
PRI　　－　コード鎖－ AP-2、 p53、 GAL4非コード鎖－ JVC反復
PRII　  －　コード鎖－ AP-1、 CGN4非コード鎖－ TCF-1、 dFRA、 CGN4
PRIII　－　コード鎖－ AP1と一部のみオーバーラップする未知のコンセンサス配列非コー
ド鎖－ 2 TCF-1部位
PRIV　  －　コード鎖－ TCF-1、 ADR-1非コード鎖－ CTCF、 LF-A1、 LBP-1
PRV　　－　コード鎖－未知のコンセンサスモチーフ非コード鎖－ JCV反復
PRVI　  －　コード鎖－未知のコンセンサスモチーフ非コード鎖－ SV40、 GAL4の T抗原
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PRVII　－　コード鎖－ NF-uE4、 U2snRNA.2非コード鎖－ AP-2、 IgHC.12、 MyoD。
【００９８】
EMSAと対照的に、 FTP分析は、 CGL1および CGL3核抽出物の間で相違を示さなかった。しか
しながら、 EMSAにより CGL1核抽出物中で検出された特定の DNA－タンパク質相互作用の存
在は、 DNAタンパク質－タンパク質複合体を形成する追加のタンパク質の結合から生じた
。この特定のタンパク質が DNA配列と直接接触しない場合、その存在は FTPにより検出でき
ない。
【００９９】

FTPの結果により、転写因子 AP-1、 AP-2並びに腫瘍抑制タンパク質 p53は潜在的に MN発現の
調節に関連することが示される。 MNプロモーターへのこれらの特定のタンパク質の結合を
確かめるために、これらのタンパク質に特異的な抗体を使用するスーパーシフト分析を行
った。この分析のために、 EMSAについて記載されるように調製された DNA－タンパク質複
合体を、潜在的に複合体に含まれるタンパク質に特異的な MAbまたはポリクローナル抗体
と相互作用させた。対応するタンパク質への抗体の結合により、 PAGEにより追加の、より
遅く移動するバンドであると視覚化される DNA－タンパク質－抗体複合体の移動度におけ
る追加のシフト（スーパーシフト）が生じる。
【０１００】
この方法により、 MNプロモーターへの AP-2の結合を確かめた。しかしながら、この方法は
AP-1転写因子の結合の証拠とならなかった。 MNタンパク質は、このアッセイにおいて使用
される抗体により認識される AP-1と抗原的に相違する AP-1関連タンパク質を結合すること
が可能である。
【０１０１】
また興味深いことに、 p53腫瘍抑制タンパク質は MNプロモーターに結合し得る。 wt p53は
、成長制限遺伝子の発現を活性化し、直接または間接に進行中の細胞増殖に必要な遺伝子
の発現を下方に調節する転写因子として作用することがよく知られている。 wt p53 DNAお
よび mut p53 cDNAと組み合わせて pMN4-CATプロモーター構成物を使用する一過性の共トラ
ンスフェクション実験によりそれぞれ、 wt p53は MNの発現を負に調節するが mut p53はし
ないことが示された。さらに、 MNプロモーター中の二つの p53結合部位の一つは、 FTP分析
において保護されており（図６）、これは対応するタンパク質に結合することを示す。し
たがって、二つの p53特異的抗体、例えば Mab421および DO-1[後者は Dr. Vojtesek from Ma
saryk Memorial Cancer Institute in Brno, Czech Republicにより提供される ]により p5
3が MNプロモーターに結合することを証明するためのスーパーシフト分析は、例えば十分
なレベルで wt p53を発現する MCF-7乳癌細胞からの適切な核抽出物で行われる。
【０１０２】

MNは、細胞増殖のコントロールおよび細胞形質転換に直接関係する新しい調節タンパク質
のようである。 HeLa細胞において、 MNの発現は細胞密度により正に調節される。そのレベ
ルは LCMVによる持続感染により増加する。 HeLaと正常繊維芽細胞との間のハイブリッド細
胞において、 MN発現は腫瘍形成と相関する。 MNは腫瘍形成性のハイブリッド細胞 (CGL1)中
に存在しないが腫瘍形成分離欠失染色体 11中で発現されるという事実により、 MNは染色体
11中の推定サプレッサーにより負に調節されることが示される。
【０１０３】
MNタンパク質の調節する役割を支持する証拠が、 MNタンパク質を構造的に発現させる NIH 
3T3細胞の安定したトランスフェクタントの産生において発見された。 MN発現の結果とし
て、 NIH 3T3細胞は、形質転換された表現系と関係する特徴を獲得した：変化した形態、
増加した飽和濃度、血清の減少した培地中における増殖の利点、増強された DNA合成およ
び足場依存性成長をする能力。さらに、非同期型細胞個体群のフローサイトメトリ分析に
より、 MNタンパク質の発現によって G1期を通る細胞の増殖が促進され、細胞のサイズが減
少し、不適切な条件下で成長を停止する能力が失われることが示された。また、 MNを発現
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する細胞は、 DNAを損傷する薬であるマイトマイシン Cに対する感受性が減少したことを示
す。
【０１０４】
非腫瘍形成性のヒト細胞である CGL1細胞もまた、全長 MN cDNAとトランスフェクションし
た。 NIH 3T3細胞をトランスフェクションするのに使用したのと同じように pSV2neoプラス
ミドと組み合わせて pSG5C-MN構成物を使用した。 15の MN陽性クローンのうち（ SP-RIAおよ
びウェスタンブロットによりテストした）、 3つをさらなる分析のために選択した。空の
プラスミドによりトランスフェクションした CGL1細胞から単離した 2つの MN陰性クローン
を対照として加えた。最初の分析により、 MNトランスフェクションされた CGL1細胞の形態
および成育習性は大きく変化しないが、成長速度およびコロニー形成率は増加することが
示される。
【０１０５】

上述のように単離された MNゲノムクローンからのプロモーター領域が MN cDNAと結合し CGL
1ハイブリッド細胞中にトランスフェクションされる場合、 MNタンパク質の発現は選択後
すぐに可能である。しかしながら、その後次第に減少し、このようにしてフィードバック
調製の作用が示される。推定調節エレメントは、全長 cDNAをトランスフェクションのため
に使用した場合に同様の効果が観察されないので、 MNプロモーターにより活性となると考
えられる。
【０１０６】
「アンチセンス」 MN cDNA/MNプロモーター構成物を使用して、 CGL3細胞をトランスフェク
ションした。その効果は、「センス」構成物によりトランスフェクションされた CGL1細胞
の効果と逆であった。トランスフェクションされた CGL1細胞は対照の CGL1より数倍大きい
コロニーを形成したのに対し、トランスフェクションされた CGL3細胞は対照の CGL3細胞よ
りずっと小さいコロニーを形成した。 SiHaおよび HeLa細胞におけるアンチセンス MN cDNA
トランスフェクションにより同じ結果が得られた。
【０１０７】
これらの実験について、 BamHI部位により MN cDNAに結合したプロモーター領域の一部は、
MNゲノムクローン [Bd3]の NcoI-BamHI断片に由来し、転写開始部位から数 100bp上流の領域
を示す。ライゲーションの後、連結 DNAを pBK-CMV発現ベクター [Stratagene]中に挿入した
。挿入された配列の必要な配向を定方向クローニングにより確保し、続いて制限酵素分析
により確かめた。トランスフェクション工程は、 NIH 3T3細胞のトランスフェクションに
使用したのと同じであったが、 neo選択標識は pBK-CMVベクター中に容易に含まれるので、
pSV2neoとの共トランスフェクションは必要ではなかった。
【０１０８】
G418を含有する培地中における二週間の選択の後、上述のように成長したクローンの数お
よびサイズの間の著しい相違が明らかとなった。選択およびクローニングの直後、 MNトラ
ンスフェクションされた CGL1および CGL3さいぼうを、それぞれ MNの発現および抑制につい
て SP-RIAによりテストした。単離されたトランスフェクションされた CGL1クローンは MN陽
性であったのに対し（レベルは全長 cDNAで得られたよりも低かったが）、 MNタンパク質は
トランスフェクションされた CGL3クローンにほとんど存在しなかった。しかしながら、そ
の後の経過において、トランスフェクションされた CGL1細胞中の MNの発現は終了し始め、
その後ブロックされ、これはおそらくコントロールフィードバック機構の証拠となる。
【０１０９】
トランスフェクションされた CGL3細胞の非常に低い増殖の結果として、大部分のクローニ
ングされた細胞を拡大するのは困難であり（最低レベルの MNを有する SP-RIAに従って）、
継代中に失われた。しかしながら、クローンの一部はその問題を克服し、再び MNを発現し
た。一度これらの細胞が高品質に達すると、内因的に産生される MN mRNAのレベルは異所
的に発現されるアンチセンス mRNAの量を超えて増加することが可能である。
【０１１０】
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転写レベルにおける MN発現のコントロールには、 MNプロモーターの調節エレメントが含ま
れる。これらのエレメントは、腫瘍細胞中における MN活性化および／または正常細胞中に
おける抑制の原因となる転写因子を結合する。これらの特定の転写因子の同定および単離
およびそれらが MN発現を調節する方法の理解により、 MN発現の調節において治療に利用で
きる。
【０１１１】
EMSA実験により、 MN遺伝子リプレッサーの存在が示される。 One Hybrid System[Clontech
(Palo Alto, CA); 標的、シス作用調節エレメントまたは任意の他の短い DNA結合配列に結
合するタンパク質をコードする遺伝子を単離するインビボにおける酵母遺伝子アッセイ ; 
Fields and Song, : 245(1989); Wu et al., : 4823(1994)]およ
び差引き抑制型 PCR(SSH)を使用する。 SSHにより、 HeLa細胞の密度対散在性、および固定
対粘着 HeLa細胞のような MN発現を上方または下方調節することが知られる条件下で示差発
現する遺伝子のクローニングが可能になる。
【０１１２】
HPV不朽化頸部細胞 (HCE 16/3)による実験において、 MN発現の調節は完全に形質転換され
た癌細胞における調節と異なることが分かった。例えば、 HPV転写を活性化するグルココ
ルチコイドホルモンは、 HCE中で MN発現を負に調節するが、 HeLaおよび SiHa中で MNを刺激
する。 HPVオンコジーンの転写をダウンレギュレートする角質細胞増殖因子は、固定 HCE中
で MN発現を刺激するが、粘着細胞中では発現しない。
【０１１３】
EGFおよびインシュリンは、不朽化細胞および癌細胞の両方において MN発現の活性化に関
係する。すべての示された事実は、 MN特異的転写因子の探索および治療のための MN発現の
調節に使用できる。
【０１１４】

図１に示される MN cDNAの ORFは、 49.7kdと計算される分子量を有する 459アミノ酸タンパ
ク質をコードする能力を有する。 MN/CA IXタンパク質の全アミノ酸組成は、やや酸性であ
り、 4.3の等電点を有すると考えられる。二次元電気泳動およびその後の免疫ブロットに
よる CGL3細胞からの天然 MN/CA IXタンパク質の分析により、コンピューターの予測と一致
して、 MN/CA IXは、 4.7から 6.3までの範囲の等電点を有する等電形態で存在する酸性タン
パク質である。
【０１１５】
アミノ酸配列分析により評価されるように、 MNタンパク質の推定される一次構造は、 4つ
の異なる領域に分けることができる。 37アミノ酸 (aa)の第 1の領域はシグナルペプチドに
対応する。主要なタンパク質は、 377アミノ酸 [aa 38-414(配列番号 87)]の N末端または細
胞外部分、 20アミノ酸 [aa 415-434(配列番号 52)]の疎水性膜内外断片および 25アミノ酸 [a
a 435-459(配列番号 53)]の C末端領域を有する。
【０１１６】
細胞外部分は、二つの異なる領域からなる：（１）プロテオグリカン様領域 [aa 53-111(
配列番号 50)]；および（２）形質膜の近くに位置する CA領域 [aa 135-391(配列番号 51)]。
[アミノ酸の数は、図１の数に合わせる。 ]
MNタンパク質の一次構造へのより詳細な洞察により、多くのコンセンサス配列の存在が開
示される。一つの潜在的な N-グリコシル化部位は、図１の位置 346に見られる。この特徴
は、予測された膜に広がる領域と共に、結果と矛盾しておらず、 MNは形質膜中に局在する
N-グリコシル化タンパク質であることが示される。 cDNAから導き出される MNタンパク質配
列はまた、遺伝子調節タンパク質中でしばしば見られるモチーフとして Suzuki, J. Mol. 
Biol., 207: 61-84(1989)により定められる 7つの S/TPXX配列エレメント [配列番号 25およ
び 26]（それらの一つはシグナルペプチド中にある）を含有することが分かった。しかし
ながら、それらの二つのみが示されたコンセンサスアミノ酸から成る。
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【０１１７】
亜鉛帯電キレートセファロースを使用するアフィニティクロマトグラフィにより示される
ように、実験により MNタンパク質は亜鉛陽イオンを結合できることが示された。 Mab M75
により HeLa細胞から免疫沈降された MNタンパク質は、 CAの弱い触媒活性を有することが分
かった。 MNの CA様領域は、小さい可溶性領域に対する結合部位として作用する構造傾向を
有する。したがって、 MNタンパク質はある種の情報伝達を媒介することができる。
【０１１８】
LCMV感染した HeLa細胞からの MNタンパク質は、 DNAセルロースアフィニティクロマトグラ
フィにより、固定化された二本鎖サケ精子 DNAに結合することが示される。結合活性には
、結合緩衝剤中に亜鉛陽イオンが存在することおよび還元剤が存在しないことが必要であ
る。
【０１１９】

トランスフェクションされた NIH 3T3繊維芽細胞中で、 MNタンパク質は形態的形質転換、
増加した増殖および足場依存性を誘発する。 NIH 3T3細胞中における二つの MN切断された
突然変異体の構成性発現の結果を研究した。プロテオグリカン様領域は、切断された細胞
の形態的変化に十分であり、おそらく接触抑制の原因に関係する成長促進活性を示すこと
が分かった。
【０１２０】
CA領域は、足場依存性の誘発に不可欠であるのに対し、 TMアンカーおよび ICテールはその
生物効果について重要ではない。 MNタンパク質もまた、トランスフェクションされた細胞
中で形質膜ラッフリング (ruffling)を起こすことができ、固体支持体への結合に関係する
ようである。このデータにより、細胞増殖、接着および細胞内情報伝達の調節における MN
の改良が示される。
【０１２１】

MN cDNA配列のコンピューター分析を、 DNASISおよび PROSIS(Pharmacia Software package
)を使用して行った。 GenBank, EMBL,タンパク質同定供給源および SWISS-PROTデータベー
スを、すべての可能な配列類似性について検索した。さらに、 MNと配列類似性を共有する
タンパク質の検索を、 FastA program[Pearson and Lipman, PNAS(USA), 85: 2444(1988)]
を使用して MIPSで行った。
【０１２２】
シグナルペプチドと CA領域との間のプロテオグリカン様領域 [aa 53-111(配列番号 50)]は
、ヒトの大集合プロテオグリカンアグリカンのケラタン硫酸結合領域 [Doege et al., 

: 894-902(1991)]と大きい相同性を示す（ 38%同一および 44%確実）。
【０１２３】
CA領域 [aa 135-391(配列番号 51)]は、 265aaにわたって広がり、ヒト CA VIイソエンザイム
[Aldred et al., Biochemistry, 30: 569-575(1991)]と 38.9%のアミノ酸同一性を示す。 M
N/CA IXと他のイソエンザイムとの間の相同性は、以下のようである： 261 aaオーバーラ
ップ中 CA IIと 35.2%[Montgommery et al., : 4687(1987)]、 261 a
aオーバーラップ中 CA Iと 31.8%[Barlow et al., : 2386(1987)]、 2
66 aaオーバーラップ中 CA IVと 31.6%[Okuyama et al., PNAS(USA)89: 1315-1319(1992)]
、および 259 aaオーバーラップ中 CA IIIと 30.5%[Lloyd et al., : 594-60
2(1987)]。
【０１２４】
CA領域に加えて、 MN/CA IXは、他の CAイソエンザイムと関連せずに N末端および C末端を伸
長させる。膜内外アンカーおよび細胞質内テールから成る C末端部のアミノ酸配列は、任
意の既知のタンパク質配列に大きな相同性を示さない。
【０１２５】
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MN遺伝子は、ヒトゲノムに由来する新しい配列であることがはっきりと分かった。 cDNA M
N配列と異なる CAイソエンザイムをコードする cDNA配列との間の全体の配列相同性は、 48
－ 50%の範囲の相同性であり、これは当業者によって低いと考えられる。したがって、 MN 
cDNA配列は、任意の CA cDNA配列と密接に関連しない。
【０１２６】
少なくとも 80－ 90%の相同性を有する非常に密接に関連する nt配列のみが、ストリンジェ
ントな条件下で互いにハイブリダイズする。図１に示される MN cDNA配列とヒトカルボニ
ックアンヒドラーゼ II(CA II)の対応する cDNAとの配列比較により、ストリンジェントな
ハイブリダイゼーション条件下で 25以上のヌクレオチドを有する CA II cDNA配列の断片を
MN cDNAにハイブリダイズさせるまたはその逆をするのに十分長い同一性の範囲は二つの
配列間に無いことが示された。
【０１２７】
EMBLデータライブラリにおける MN遺伝子に関連する nt配列の検索によって、 69.8%から 91%
までの範囲で Alu配列に相同性を有する 6つの完全なおよび 2つの部分的な Alu型反復を除き
、特定の相同性は示されなかった [Jurka and Milosavljevic, : 105-12
1(1991)]。ゲノム領域の 5’端に近い 222bp配列もまた、 HERV-K LTRの領域に非常に相同で
あることが示される。
【０１２８】
通常、好ましくは 25塩基以上の、より好ましくは 50塩基以上の、 Aluまたは LTR様領域中に
存在しないヌクレオチド配列は、機械的にテストしスクリーニングでき、ストリンジェン
トな条件下で MNヌクレオチド配列にのみハイブリダイズすることが分かる。さらに、 Alu
様 MNゲノム配列内のすべての相同性が Alu反復に近く、ストリンジェントなハイブリダイ
ゼーション条件下でハイブリダイゼーションシグナルを与えるわけではない。 MN Alu様領
域と標準 Alu-J配列との間の相同性のパーセントは、以下に示される：
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　

「 MNタンパク質および／またはポリペプチド（ MNタンパク質／ポリペプチド）」という用
語は、ここで、 MN遺伝子またはその断片によりコードされるタンパク質および／またはポ
リペプチドを意味すると定義される。本発明による典型的なおよび好ましい MNタンパク質
は、図１に示される推定アミノ酸配列を有する。好ましい MNタンパク質／ポリペプチドは
、図１に示される MNタンパク質と実質的な相同性を有するタンパク質および／またはポリ
ペプチドである。例えば、そのような実質的に相同な MNタンパク質／ポリペプチドは、本
発明の MN特異的抗体、好ましくは Mab M75、 MN12、 MN9および MN7またはそれらの等価物と
反応性のものである。
【０１２９】
「ポリペプチド」または「ペプチド」は、ペプチド結合により共有結合したアミノ酸鎖で
あり、ここで 50以下のアミノ酸からなると考えられる。「タンパク質」は、ここで、 50以
上のアミノ酸からなるポリペプチドと定義される。ポリペプチドという用語には、ペプチ
ドおよびオリゴペプチドという用語が含まれる。
【０１３０】
MNタンパク質は、多くの興味ある特徴を示す：細胞膜局在、 HeLa細胞中における細胞密度
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依存性発現、 HeLa×繊維芽細胞体細胞ハイブリッドの腫瘍性表現型との相関、および多く
の組織中のヒト癌における発現。 MNタンパク質は、腫瘍組織部分において直接見ることが
できるが、通常は対照の正常組織中で見られない（正常な胃粘膜および胆嚢組織について
以下に例外が示される）。 MNはまた、異形成および／または悪性を示す組織標本の形態的
に正常に見える領域において時に発現される。まとめると、これらの特徴により、細胞の
増殖、分化および／または形質転換の調節における MNの可能な改良が示される。
【０１３１】
インビボにおいて腫瘍性の細胞により産生されるタンパク質またはポリペプチドは、細胞
培養中の腫瘍細胞によりまたは形質転換された細胞により産生されるものと配列において
変化し得ることが認識される。したがって、無制限にアミノ酸置換、伸長、欠失、切断お
よびその組合せを含む変化するアミノ酸配列を有する MNタンパク質および／またはポリペ
プチドは、本発明の範囲内である。体液中に存在するタンパク質を、タンパク分解工程の
ような分解工程にかけることもまた認識できる；したがって、有意に切断された MNタンパ
ク質および MNポリペプチドは、血清のような体液中で見られる。ここで用いた「 MN抗原」
という用語には、 MNタンパク質および／またはポリペプチドが含まれる。
【０１３２】
MNタンパク質およびポリペプチドのアミノ酸配列は遺伝子技術により修飾できることがさ
らに認識されるであろう。一つ以上のアミノ酸を欠失または置換することができる。その
ようなアミノ酸変化は、タンパク質またはポリペプチドの生物活性に測定可能な変化を起
こさず、本発明の範囲内のタンパク質またはポリペプチド、並びに MN突然変異タンパク質
を生ずる。
【０１３３】
本発明の MNタンパク質およびポリペプチドは、本発明による様々の方法、例えば組換え、
合成またはそうでなければ生物学的に、すなわちより長いたんぱく質およびポリペプチド
を酵素によりおよび／または化学的に開裂することにより調製できる。 MNタンパク質を調
製する好ましい方法は、組換え法による。 MNタンパク質を産生する組換えの特に好ましい
方法は、 GST-MN、 MN 20-19、 MN-Fｃおよび MN-PAタンパク質について以下に記載される。
【０１３４】

図１に示される MNタンパク質またはその断片を産生する代表的な方法は、 MN cDNAの全長
または適切な断片を以下に示される適切な発現ベクター中に挿入することである。上述の
Zavada et al.,国際特許出願公開第 93/18152号には、ベクター pGEX-3X(Pharmacia)中で部
分的な cDNAクローンを使用する（上述される）融合タンパク質 GEX-3X-MN（ここで GST-MN
と称する）の産生が記載される。 XL-１ Blue細胞からの非グリコシル化 GST-MN（ MN融合タ
ンパク質 MNグルタチオン S-トランスフェラーゼ）。
【０１３５】
Zavada et al.,国際特許出願公開第 95/34650号には、発現プラスミド pEt-22b[Novagen In
c.; Madison, WI(USA)]昆虫細胞から発現されたグリコシル化 MNタンパク質および大腸菌
から発現された非グリコシル化 MNタンパク質の組換え産生が記載される。組換えバキュロ
ウィルス発現ベクターを使用して、昆虫細胞を感染させた。グリコシル化 MN20－ 19タンパ
ク質を、バキュロウィルス感染した sf9細胞中で組換えにより産生した [Clontech; Palo A
lto, CA(USA)]。 MN20－ 19タンパク質は、配列番号 6の推定シグナルペプチド (aa 1-37)が
なく（図１）、発現のために N末端にメチオニン (Met)、および精製のために C末端に付加
された Leu-Glu-His-His-His-His-His-His[配列番号 22]を有する。
【０１３６】
GST-MN融合タンパク質についての MNコード配列の一部を変わりの発現系に挿入するために
、 PCRのために一群のプライマーを作製した。コード配列のそれぞれの端に制限酵素部位
、並びにフレーム中に開始および停止コドンを提供するように、プライマーを構成した。
制限酵素開裂部位および発現標識を示すプライマーの配列は、以下に示される。
【０１３７】
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プライマー #20： N末端
【表３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
配列番号 17および 18プライマーを使用して、標準的な PCR技術を使用して GEX-3X-MNベクタ
ー中に存在する MNコード配列を増幅した。生じた PCR産物（ MN20－ 19と称される）を、 0.5
%アガロース／１ X TBEゲル上で電気泳動した； 1.3kbのバンドを切断した；使用説明書に
従い Gene Clean IIキット [Bio101; Lajolla, CA(USA)]を使用して DNAを回収した。
【０１３８】

MNと相互作用するタンパク質の検索を、対応する cDNAおよびプローブとして MN-Fc融合タ
ンパク質の発現クローニングを使用して開始した。キメラの MN-Fc cDNAを、マウス IgGの F
c断片をコードする cDNAにより MNタンパク質の膜内外アンカーおよび細胞内テールをコー
ドする MN cDNA配列を置換することによって pSG5Cベクター中で構成した。 Fc断片 cDNAを、
IgG2a抗体を産生するマウスハイブリドーマから RT-PCRにより調製した。
【０１３９】
キメラの MN-Fc cDNAを、 COS細胞中における一過性のトランスフェクションにより発現さ
せた。レプトフェクション (leptofection)を使用して COS細胞をトランスフェクションし
た。組換え MN-Fcタンパク質をトランスフェクションされた細胞（膜内外領域が欠失して
いることによる）の TC培地に放出し、プロテイン Aセファロース上でアフィニティクロマ
トグラフィにより精製し、さらなる実験に使用した。
【０１４０】
偽トランスフェクションされた細胞からのタンパク質抽出物および pSG5C-MN-Fcによりト
ランスフェクションされた細胞を、 M75 MAb、 Swα M-Pxおよび ECL検出 [ECL－リン酸化チロ
シン残基を検出するための強化化学発光システム ; Amersham; Arlington, Hts., IL(USA)
]を使用して免疫ブロットにより分析した。 pSG5Cベクターから発現された MN-Fcタンパク
質のサイズは、コンピューターにより予想された分子量と一致した。
【０１４１】
3 5 S標識された MN-Fcタンパク質を、細胞表面結合アッセイにおいて使用した。多くの哺乳
類細胞、例えば HeLa、 Raji、 COS、 QT35、 BL3に結合することが分かった。同様の結果は、
細菌ペトリ皿上に滴下した MN-Fcタンパク質を使用して細胞接着アッセイにおいて得られ
た。これらのアッセイにより、 KATO IIIヒト胃腺癌細胞型は MN-Fcタンパク質と相互作用
する能力を欠失していることが示された。この発見により、 MN結合タンパク質をコードす
る cDNAの発現クローニングおよびスクリーニングのために KATO III細胞を使用することが
可能になった。
【０１４２】
pBK-CMVベクター中の cDNA発現ライブラリを、密性 HeLa細胞から調製し、 KATO III細胞の
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トランスフェクションに使用した。第 1ラウンドのスクリーニングのために、 KATO III細
胞をエレクトロポレーションによりトランスフェクションした。二日間のインキュベーシ
ョン後、リガンド発現細胞を MN-Fcタンパク質に結合させ、その後ビオチンと化合したプ
ロテイン Aに結合させ、最後にストレプタビジン被覆された磁気ビーズにより選択した。
プラスミド DNAを選択された細胞から抽出し、大腸菌に形質転換した。個々の大腸菌コロ
ニーを選択し、 8－ 10クローンのプールを調製した。プールからのプラスミド DNAを単離し
、第 2ラウンドのスクリーニングに使用した。
【０１４３】
第 2ラウンドのスクリーニングにおいて、 KATO III細胞を DEAEデキストラン法によりトラ
ンスフェクションした。 MN結合タンパク質について cDNAを含有するプールを同定するため
に、トランスフェクションされた細胞への MN-Fcの結合に基づく ELISA法、およびペルオキ
シド標識されたプロテイン Aを使用する検出を使用した。 MN-Fcを結合する能力によりプー
ルを選択する。
【０１４４】
第 3ラウンドのスクリーニングにおいて、選択されたプールの個々の細菌コロニーから単
離されたプラスミド DNAを KATO III細胞にトランスフェクションする。トランスフェクシ
ョンされた細胞を、 MN-Fcと結合させ、前記のようにプロテイン Aにより検出する。そのよ
うな例としてのスクリーニングは、推定 MNタンパク質パートナーをコードする cDNAを含有
するクローンを同定すると予想される。その後前記クローンを配列決定し、細胞接着アッ
セイにより発現産物を MNタンパク質に結合すると確かめた。（ファー－ウェスタンブロッ
ト、共同沈降等。）次に発現産物への Mabを産生するハイブリドーマを調製し、これによ
り MNのタンパク質パートナーの生物学的特徴の分析が可能となる。
【０１４５】

「抗体」という用語は、抗体全体、並びに抗体の生物活性断片、好ましくは抗原結合領域
を含有する断片を含むと定義される。さらに抗体の定義には、 MNタンパク質および他の組
織特異的抗原に特異的な二重特異性抗体が含まれる。
【０１４６】
Zavada et al.,国際特許出願公開第 93/18152号および同第 95/34650号には、 MN特異的抗体
を産生する方法、および M75、 MN7、 MN9、および MN12モノクローナル抗体として典型的な M
N特異的抗体を調製する工程が詳細に記載されている。好ましい MN抗原エピトープには、
以下のものが含まれる： aa 62-67（配列番号 10）； aa 61-66、 aa 79-84、 aa 85-90および
aa 91-96（配列番号 98）； aa 62-65、 aa 80-83、 aa 86-89および aa 92-95（配列番号 99）
； aa 62-65、 aa 80-84、 aa 86-90および aa 92-96（配列番号 100）； aa 63-68（配列番号 1
01）； aa 62-68（配列番号 102）； aa 82-87および aa 88-93（配列番号 103）； aa 55-60（
配列番号 11）； aa 127-147（配列番号 12）； aa 36-51（配列番号 13）； aa 68-91（配列番
号 14）； aa 279-291（配列番号 15）；および aa 435-450（配列番号 16）。実施例２は、好
ましい MN抗原エピトープに関するさらなる記載を提供する。
【０１４７】

。二重特異性抗体を、所望の特性の二つの抗体を化学的に結合することに
より産生できる。二重特異性 MAbは、好ましくは 2つのハイブリドーマの体細胞ハイブリダ
イゼーションにより作製することができる。標的 MNタンパク質および他の抗原に対する二
重特異性 MAbは、 MN特異的 MAbを産生するハイブリドーマと他の抗原に特異的な MAbを産生
するハイブリドーマとを融合することにより産生できる。例えば、 MN特異的 MAbを産生す
るハイブリドーマと抗細胞障害細胞抗体を産生するハイブリドーマとの融合により形成さ
れる細胞（クアッドローマ (quadroma)）は、親抗体の特異性を有するハイブリッド抗体を
産生するであろう。 [例えば、 Immunol. Rev.(1979); Cold Spring Harbor Symposium Qua
nt. Biol., 41: 793(1997); van Dijk et al., Int. J. Cancer, 43: 344-349(1989)参照
。 ]したがって、 MN特異的 MAbを産生するハイブリドーマを、例えば抗 T3抗体を産生するハ
イブリドーマと融合して、細胞障害 T細胞の標的を MN発現腫瘍細胞にすることができる MN/
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T3二重特異性抗体を産生する細胞系を生ずることができる。
【０１４８】
治療および／または想像上の使用について好ましくは、抗体は生物活性抗体断片、好まし
くは遺伝子操作された断片、より好ましくは VHおよび／または VL領域からの遺伝子操作さ
れた断片、およびさらに好ましくはその超可変部を含む断片である。しかしながら、ある
治療上の使用について、 MNタンパク質および細胞障害性細胞を標的とする二重特異性抗体
が好ましい。
【０１４９】

エピトープを含有するペプチドに対する MAbの親和性は、状況、例えばペプチドが短い配
列 (4-6 aa)であるか、またはそのような短いペプチドの一端または両端により長い aa配列
が位置するか、またはエピトープについてのテストにおいてペプチドが溶解状態であるか
または表面で不朽化されているかに依存する。したがって、 MN特異的 MAbについてここに
記載される代表的なエピトープは MAbを使用する状況で変化するということは当業者は分
かるであろう。
【０１５０】
「 MNタンパク質／ポリペプチドのエピトープに対応する」という用語は、例えば天然に発
生するタンパク質またはポリペプチドのアミノ酸配列突然変異が抗原性であり、腫瘍性の
病気および／または抗腫瘍形成性の効果に対して保護免疫を与えるという実用的な可能性
を含むと理解されるであろう。可能性のある配列突然変異には、無制限にアミノ酸置換、
伸長、欠失、切断、挿入およびその組合せが含まれる。そのような突然変異は、それを含
有するタンパク質またはポリペプチドが免疫性であり、そのようなポリペプチドまたはタ
ンパク質により誘導される抗体が天然発生 MNタンパク質およびポリペプチドと十分な程度
に交差反応しワクチンとして投与された場合に保護免疫および／または抗腫瘍形成活性を
提供する場合、本発明の範囲内であると考えられる。
【０１５１】

M75エピトープは、 MNタンパク質のプロテオグリカン領域内の 6アミノ酸 [aa 61-96（配列
番号 97） ]の 6倍直列反復内の少なくとも二つのコピー中に存在すると考えられる。エピト
ープは状況に依存することを示す例としてのペプチドには、直列反復からの以下のペプチ
ドが含まれてもよい： EEDLPS（配列番号 10； aa 62-67）； GEEDLP（配列番号 98； aa 61-66
;aa 79-84;aa 85-90;aa 91-96）； EEDL（配列番号 99； aa 62-65;aa 80-83;aa 86-89:aa 9
2-95）； EEDLP（配列番号 100； aa 62-66;aa 80-84;aa 86-90;aa 92-96） EDLPSE（配列番
号 101； aa 63-68）； EEDLPSE（配列番号 102;aa 62-68）；および DLPGEE（配列番号 103； a
a 82-87;aa 88-93）。
【０１５２】
図１に示される MNタンパク質の EC領域についての推定 aa配列からの 3つの合成ペプチドを
調製した。これらの合成ペプチドは、 aa 51-72（配列番号 104）、 aa 61-85（配列番号 105
）および aa 75-98（配列番号 106）により示される。これらの合成ペプチドはそれぞれ、
モチーフ EEDLP（配列番号 100）を含有し、 M75 MAbと反応性であることが示された。
【０１５３】

。モノクローナル抗体 MN9(Mab MN9)は、上述のように Mab M75と同じエピトープに
反応する。 Mab M75と同様に、 Mab MN9は、 GST-MN融合タンパク質および天然 MNタンパク質
の両方を同じように認識する。
【０１５４】
Mab MN9に対応する Mabを、 GST-MN融合タンパク質のような MNタンパク質／ポリペプチドに
対して、 Mab M75および MN9についてエピトープを示すペプチドに対して調製された一群の
mabをスクリーニングすることにより再生可能に調製できる。あるいは、 Novatopeシステ
ム [Novagen]または寄託された Mab M75との競合を使用して、 Mab M75および MN9に比較可能
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な mabを選択できる。
【０１５５】

。モノクローナル抗体 MN12(Mab MN12)を、 ATCC HB 11647の下で寄託されたマウ
スリンパ球性ハイブリドーマ MN 12.2.2により産生する。 Mab MN12に対応する抗体もまた
、 Mab MN9についての上述される方法と同様に、 MNタンパク質／ポリペプチドに対して、 M
ab MN12についてエピトープを示すペプチドに対して調製された一群の抗体をスクリーニ
ングすることにより作製できる。該ペプチドは、図１の aa 55－ aa 60である。 [配列番号
１ ]。 Novatopeシステムはまた、前記エピトープに特異的な抗体を発見するために使用で
きる。
【０１５６】

。モノクローナル抗体 MN7(Mab MN7)を、上述のように非グリコシル化 GST-MNに対
して調製された mabから選択した。これは、図１の MNタンパク質の aa 127から aa 147まで
のアミノ酸配列 [配列番号 12]により示されるエピトープを認識する。 Mab MN9および MN12
について上述される方法と同様に、 Mab MN7に対応する mabは、配列番号 12を有するペプチ
ドと反応性の MNタンパク質／ポリペプチドに対して調製された mabを選択することにより
、または規定される代わりの方法により調製できる。
【０１５７】

抗原をコードする遺伝子を操作して、抗原結合領域を細胞内で発現させることができる。
小胞体の管腔を標的とするそのような「細胞内発現抗体」は、細胞表面への形質膜タンパ
ク質の輸送を抑制するための簡単で効果的な機構を提供する。 [Marasco, W.A., “ Review
-Intrabodies: turning the humoral immune system outside in or intracellular immu
nization,”  Gene Therapy, 4: 11-15(1997); Chen et al., “ Intracellular antibodie
s as a new class of therapy," Hum. Gene Ther., 5(5): 595-601(1994); Mhashilkar e
t al., EMBO J., 14: 1542-1551(1995); Mhashilkar et al., J. Virol., 71: 6486-6494
(1997); Marasco(Ed.), Intrabodies: Basic Research and Clinical Gene Therapy Appl
ications, (Springer Life Sciences 1998; ISBN 3-540-64151-3]（細胞内発現抗体を使
用した世界中の実験室からの前臨床試験を概要する） ; Zanetti and Capra(Eds.), “ Int
rabodies: From Antibody Genes to Intracellular Communication,”  The Antibodies: 
Volume 4, [Harwood Academic Publishers; ISBN 90-5702-559-0(Dec. 1997); Jones and
 Marasco, Advanced Drug Delivery Reviews, 31(1-2): 153-170(1998); Pumphrey and M
arasco, Biodrugs, 9(3): 179-185(1988); Dachs et al., Oncology Res., 9(6-7); 313-
325(1997); Rondon and Marasco, Ann. Rev. Microbiol., 51: 257-283(1997)]; Marasco
, W.A., Immunotechnology, 1(1): 1-19(1995); and Richardson and Marasco, Trends i
n Biotechnology, 13(8): 306-310(1995).]
MN特異的抗体は、 MNタンパク質の成熟および細胞表面への輸送を妨げ、したがって MNタン
パク質が腫瘍形成過程において作用するのを妨げる。 MNの EC、 TMまたは IC領域に方向付け
られた抗体は、この点で有用である。 MNタンパク質は、 EC領域から ICテールへシグナルを
輸送し、細胞内の他の細胞内タンパク質と結合させることにより、情報伝達を媒介すると
考えられる。 MN特異的細胞内発現抗体は、該結合を破壊し、 MNの作用を混乱させる。
【０１５８】
MNタンパク質の機能を不活性化することにより、腫瘍細胞を形質転換されていない表現型
に転換することができる。 [Marasco et al.(1997), supra.]ここに示されるように、頸部
癌細胞中の MN cDNAのアンチセンス発現により、 MNタンパク質が無くなることによりトラ
ンスフェクションされた細胞の成長が抑制されることが示された。同様に、細胞表面への
MNタンパク質輸送の抑制は同様の効果を有することが予想される。 M75 MAbの様々の領域
のクローニングおよび細胞内発現を研究して、この予想を確かめるべきである。
【０１５９】
好ましくは、細胞内で産生される MN特異的抗体は、一本鎖抗体、特に一本鎖の可変領域断
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片または sFvであり、重鎖および軽鎖可変領域は、単一のポリペプチドとして合成され、
柔軟なリンカーペプチド、好ましくは (Gly4 -Ser)3 [配列番号 116]により分離される。
【０１６０】
MN特異的な細胞内で産生される抗体を治療において使用して、 MNタンパク質を異常に発現
する新生物発生前／腫瘍性細胞を、発現コントロール配列に機能可能に結合した MN特異的
抗体可変領域断片をコードする核酸を含むベクターでトランスフェクションすることによ
り、新生物発生前／腫瘍性の病気を治療することができる。好ましくは前記発現コントロ
ール配列には、 MN遺伝子プロモーターが含まれる。
【０１６１】

DNAを充填しその負電荷を中和するポリケーション (polycation)である、ポリリシンに結
合した MN特異的抗体またはペプチドは、生物学的に活性のある DNAを MN発現腫瘍細胞中に
有効に供給すると予想される。 MNプロモーターのコントロール下で充填 DNAに HSVtkが含ま
れる場合、このシステムは MN発現腫瘍細胞中のみにおける認識および発現について二重の
特異性を有するであろう。充填 DNAはまた、サイトカインをコードして CTL活性を誘発でき
る、または他の生物学的活性分子をコードできる。 M75 MAb（または、例えば一本鎖抗体
として、またはその可変領域として）は、そのような MN特異的抗体の例である。
【０１６２】
以下に記載する実施例は例示のためのものであり、如何なる意味においても本発明を制限
するものではない。
【０１６３】
【発明の実施の形態】

本実施例１においては、（１）発現ベクター内に挿入された MN - cDNA を用いてヒトまた
はマウスの細胞にトランスフェクトすることによって生じる生物学的変化を特に腫瘍発生
性における MN タンパク質の関与という点から調査し；（２） MN タンパク質がカルボニッ
クアンヒドラーゼ（炭酸デヒドラターゼ）活性を発揮するか否かを確認し、また、そのよ
うな活性は細胞の形態的形質転換と関係があるのか否かを確認し；さらに（３） MN タン
パク質が細胞接着分子（  CAM ）であるか否かを試験した。
【０１６４】

方法： MN - cDNA を３種類の発現ベクターに挿入し、これをヒトまたはマウスの細胞への
トランスフェクトに用いた。 MNタンパク質は、ウェスタンブロット、ラジオイムノアッセ
イ（放射免疫検定法）またはイムノペルオキシダーゼ染色によって検出し、これら全ての
試験において MN 特異的モノクローナル抗体である M75（  MAb M75 ）を用いた。カルボニ
ックアンヒドラーゼ活性は、 CO 2  雰囲気下、カルボネート（炭酸）緩衝液の酸性化速度
によって測定した。
【０１６５】
結果：（１） MN - cDNA を用いてトランスフェクトした細胞（ヒト CGL - 1細胞およびマ
ウス  NIH3T3 細胞）は形態的形質転換を示したが、４～５週間後には通常の表現型に戻っ
ていた。（２）この復帰は、 MN 挿入体の消失、沈黙（サイレント化）または突然変異に
よるものではなかった。（３） MN タンパク質はカルボニックアンヒドラーゼ酵素活性を
有しており、これはアセタゾラミドによって阻害することができるが、カルボニックアン
ヒドラーゼ酵素活性の阻害は形質転換に影響を与えなかった。（４） MNタンパク質は細胞
と細胞との接触に関与する接着タンパク質である。
【０１６６】

本実施例は、レトロウイルス由来の発現ベクターに挿入した MN - cDNA を用いた哺乳類細
胞の形質転換に関する。そのようなベクターは、細胞性 DNA への効率的かつ安定的な組み
込み、ならびに MN タンパク質の持続的発現に適している。このような構築体を用いてト
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ランスフェクトした細胞は形態的形質転換を示したが、一定期間が経過した後に通常の表
現型に戻ってしまった。
【０１６７】
アセタゾラミドを含むスルフォンアミド類は、既知のカルボニックアンヒドラーゼに対す
る非常に強力な阻害剤である（マレン（  Maren ）およびエリソン（  Ellison ）、 Mol. P
harmacol., 3: 503 - 508 (1967)）。アセタゾラミドに関して、 MN - カルボニックアン
ヒドラーゼも阻害するか否か、もし阻害するのであれば、酵素が阻害されることによって
細胞の形質転換に影響を与えるか否かを調べた。
【０１６８】
MN タンパク質が細胞間の直接相互作用に関与していると考えられていることについては
いくつかの理由が挙げられる。 A）これまでの知見から、 MNタンパク質は、エンベロープ
を有するウイルスの表面糖タンパク質（これが細胞表面に存在するレセプターへのウイル
スの接着を媒介する）と機能的に類似していることが示されており、 MN タンパク質は、
水疱性口内炎ウイルスの多様な表現型のビリオンの形成に関与していた。 B）高密度充填
単層の状態で増殖中の HeLa 細胞において MN タンパク質の発現が誘導されることから、細
胞間の直接相互作用に関与していることが示唆された。 C）最後に、 MN タンパク質とレセ
プターであるチロシンホスファターゼβとは構造的に類似しており、後者はさらにプロテ
オグリカンおよびカルボニックアンヒドラーゼドメインを有し、これらのドメインは、発
達中の神経系の細胞間の直接接触を媒介する（ペレス（  Peles ）ら、 Cell , 82: 251 - 
260 (1995)）。故に、 MN タンパク質が細胞表面のレセプターに結合するか否かについて
調べたところ、結合が生じたことから、明らかに陽性であった。
【０１６９】

細胞系：本実施例において使用した細胞は次の通りである： CGL - 1および CGL - 3 （そ
れぞれ、非腫瘍発生性および腫瘍発生性の HeLa x 繊維芽細胞ハイブリッド）（スタンブ
リッジ（  Stanbridge ）ら、 Somat. Cell Genet., 7: 699 - 712 (1981)）、マウス細胞
系 NIH3T3 、 HeLa 細胞ならびにサルの Vero 細胞。 NIH3T3細胞は非常に低密度で播種し、
１個の細胞由来のコロニーを得た。最も正常な状態を呈していたコロニーであったサブク
ローン２を取り出し、本実施例に報告している実験に使用した。
【０１７０】

MN - cDNA の全長は pBluescript のサブクローンから得た（パストレック（  Pastorek ）
ら、 Oncogene, 9: 2877 - 2888 (1994)）。後で行う遺伝子の発現を減弱すると考えられ
た５’および３’の非コード配列を除去するため、ポリメラーゼ連鎖反応（ PCR）を行っ
た。５’プライマーである TAGACAGATCTACGATGGCTCCCCTGTGCCCCAG（  SEQ ID NO: 88 ）に
は翻訳開始部位および Bg1 II クローニング部位を含んでおり、３’プライマーである  AT
TCCTCTAGACAGTTACCGGCTCCCCCTCAGAT （ SEQ ID NO: 89 ）には停止コドンおよび Xba I ク
ローニング部位を含んでいる。反応においては、 MN - cDNA の全長を鋳型とし、 Pfu DNA 
Polymerase （ストラタジーン（ Stratagene ）社、米国カリフォルニア州ラホーヤ）を用
いた。
【０１７１】
PCR産物をシークエンスし、鋳型と一致することを確認した。突然変異は起こっていなか
った。 MN コード配列を１個有する PCR産物を３種類のベクターに挿入した。１． pMAMneo 
（クロンテック（  Clontech ）社、米国カリフォルニア州パロアルト）－このプラスミド
は MMTV長末端反復配列（ LTR）プロモーターによって駆動されるデキサメタゾン誘導性の
発現を行い、抗生物質であるジェネティシン（ G418）含有培地中における形質転換体の選
択に用いるネオマイシン耐性遺伝子を含む。２．レトロウイルス由来の発現ベクター pGD
（ダレー（  Daley ）ら、 Science, 247: 824 - 829 (1990)；ニューヨーク・ケンブリッ
ジのデイヴィッド・バルティモア（  David Baltimore ）博士から供与）－このベクター
は、 MLV－ LTRプロモーターおよび抗生物質 G418による選択用のネオマイシン耐性遺伝子を
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含む。３．ワクシニアウイルス由来の発現ベクター pSC11（チャクラバルティ（ Chakrabar
ti ）ら、 Mol. Cell Biol., 5: 3403 - 3409 (1985)）。サンブルック（  Sambrook ）ら
（編）「分子クローニング：実験室マニュアル（  Molecular cloning : A Laboratory Ma
nual ）」第２版（コールドスプリングハーバーラボラトリープレス（ Cold Spring Harbo
r Laboratory Press ）社、（ 1989年））の記載に従い、リン酸カルシウム沈澱法によっ
てトランスフェクトを行った。
【０１７２】
ワクシニアウイルス株 Praha クローン 13を親ウイルスとして用いた（クティノヴァ（  Kut
inova ）ら、 Vaccine, 13: 487 - 493 (1995)）。ワクシニアウイルス組換え体は一般的
な方法（パークス（  Perkus ）ら、 Virology, 152 : 285 - 297 (1986)）に従って調製し
た。組換えウイルスを選択し、５’－ブロモデオキシウリジン（ 100μ g／ ml）の存在下、
チミジンキナーゼを含まないラットの RAT2 細胞中でプラーク精製を２回行った（トップ
（  Topp ）ら、 Virology, 113: 408 - 411(1981)）。５－ブロモ－４－クロロ－３－イン
ドリル－β－ D－ガラクトピラノシド（  X - Gal ）（ 200μ g／ ml）を含む寒天を重ねるこ
とにより、青色のプラークを確認した。
【０１７３】

カルボニックアンヒドラーゼ活性はマイクロ法（ブリオン（  Brion ）ら、 Anal. Biochem
., 175: 289 - 297(1988)）によって測定した。その原理は、カルボネート（炭酸）緩衝
液の酸性化に要する時間を測定することによって CO 2  ＋ H 2  O → H 2  CO 3  の反応速度を
求めるものであり、このとき pH指示薬としてフェノールレッドを用いる。この反応は酵素
不在下においても進行し、ｔ  0  ＝対照時間とする（ 60秒に設定した）。カルボニックア
ンヒドラーゼは酸性化に要する時間（ｔ）を短縮し、１ユニットの酵素活性とは、反応時
間が対照時間の１／２になる（ｔ／ｔ  0  ＝１／２）活性をさす。
【０１７４】
本実験においては、ワクチニア－ MN 構築体を感染させた Vero 細胞が細胞変性効果（  CPE
 ）を発現した後の RIPA緩衝液（１％のトライトン（  Triton ） X - 100 、 0.1％のデオキ
シコレート、１ mM のフッ化フェニルメチルスルホニル、 200トリプシン阻害ユニット／ ml
のトラシロール（  Trasylol ）（ PBS溶液、 pH7.2 ）による抽出物から得た Mab M75 を用
いて MN タンパク質の免疫沈降を行い、「からの」ワクチニアを用いて同様な操作を行っ
て得た抽出物を対照として用いた。次に、 MN＋抗体コンプレックスをプロテイン A－スタ
フィロコッカス・オーレウス（  Staphylococcus aureus ）細胞に吸着させ（ケスラー（  
Kessler ） , S. W.ら、 J. Immunol., 115: 1617 - 1624(1975)）、 PBSを用いて２回、１ m
M のカルボネート緩衝液（ pH8.0）を用いて１回洗浄した。同じ緩衝液中に沈殿物を再懸
濁し、反応混合物に加えた。アセタゾラミド（シグマ（  Sigma ）社）を用いてカルボニ
ックアンヒドラーゼ阻害を調べた（マーレン（  Maren ）およびエリソン（  Ellison ）、
同上）。免疫沈降に使用した感染細胞抽出物中の総タンパク質濃度はローリー（  Lowry 
）法によって測定し（ローリー（  Lowry ）ら、 J. Biol. Cherm., 193: 265 - 275(1951)
）、 MN タンパク質濃度はザヴァダ（  Zavada ）らの記載（  Int. J. Cancer 54: 268 - 2
74(1993)）に従い、競合ラジオイムノアッセイによって測定した。
【０１７５】

ウェスタンブロットならびに 1 2 5  I でラベルした M75およびオートラジオグラフィーを用
いたブロットの検出は従来法（パストレコヴァ（  Pastrekova ）ら、 Virology, 187: 620
 - 626(1992)；ザヴァダ（  Zavada ）ら、同上）に従って行った。
【０１７６】

接着アッセイ（ホフマン（  Hoffman ） , S.、「細胞接着アッセイ（  Assays of cell adh
esion ）」（「細胞間相互作用（  Cell - cell Interaction ）」（スティーヴンソン（  
Stevenson ）ら編）より、 PP. 1 - 30（オックスフォード大学出版部（  Oxford Universi

10

20

30

40

50

(35) JP 3910798 B2 2007.4.25

CA アッセイ

ウェスタンブロット

接着アッセイ



ty Press ）内 IRLプレス（  IRL Press ）、オックスフォード、ニューヨーク、東京、 199
2年）については、 MN タンパク質（アフィニティー精製した pGEX - 3X MN ）（ザヴァダ
（  Zavada ）ら、同上）の 25μｌのアリコートまたは同量の対照タンパク質を直径５ cmの
細菌用ペトリ皿に入れ、室温で２時間結合させた。この操作により、直径４～５ mmのタン
パク質に覆われた円形の領域が得られた。 50 mM のカルボネート緩衝液（ pH9.2）を用い
て MN タンパク質を 10μ g／ mlに希釈した。接着した対照タンパク質パッチについても同様
に調製した。対照タンパク質としては、コラーゲンの I 型および IV 型、フィブロネクチ
ン、ラミニンならびにゼラチン（シグマ（  Sigma ）社製品）が含まれており、メーカー
の指示に従って希釈および吸着を行った。 FCSおよび BSAも用いた。液体を吸引除去した後
、ペトリ皿を PBSで２回洗浄し、５％ FCS添加 MEDM を満たして１時間放置した。５％ FCS添
加 MEDM ５ ml中に５× 105 　 個の細胞を含むように細胞をペトリ皿に播種し、 37℃で一晩イ
ンキュベートした。プレートを PBSで洗浄し、接着した細胞をホルマリンで固定し、さら
にメタノールで後固定してギムザ（  Giemsa ）染色を行った。
【０１７７】

MN タンパク質の発現は HeLa x 繊維芽細胞ハイブリッドの腫瘍発生性と相関していること
がわかっている（ザヴァダ（  Zavada ）ら、同上）ため、はじめに、非腫瘍発生性ハイブ
リッドである CGL1細胞について調べた。 pMAM.MN構築体を用いてトランスフェクトし、ジ
ェネティシン（  Geneticin ）を用いて選択を行った CGL1 細胞は、形質転換の程度に応じ
てコロニーを形成したが、正常と思われるものも存在した。正常 CGL1細胞には接触阻害が
あり、平行方向に増殖するが、形質転換細胞では非常に高密度のコロニーを形成し、接触
阻害の消失を示していた。そのようなコロニーは本来の CGL1細胞よりも増殖が遅かった。
【０１７８】
サブクローニング後、形質転換コロニーから単離した細胞を復帰細胞と隔離した。復帰は
漸次的、段階的過程を経て進行し、復帰の程度が異なるコロニーが存在していた。２回継
代の後、全ての細胞集団が形態的に正常 CGL1細胞と区別できるようになった。これは、復
帰細胞の存在および形質転換細胞よりも増殖が早いという復帰体の選択上の特徴によるも
のであった。繰り返し実験を行ったにもかかわらず、安定した形質転換細胞クローンはひ
とつも得られなかった。「からの」 pMAM 対照プラスミドを用いてトランスフェクトした C
GL1細胞においては形質転換コロニーは全く見出されなかった。５μ g／ mlのデキサメタゾ
ンを添加した培地中で７日間 CGL1細胞＋ pMAM.MN 復帰体を増殖させることにより、 MN タ
ンパク質の産生は増加したが、細胞の形態は形質転換型に戻らなかった。
【０１７９】

MN 形質転換細胞が正常表現型に復帰することに関しては少なくとも５つの原因があると
考えられる： A） MN 挿入体の消失； B） MN 挿入体のサイレント化（例えば、メチル化など
）； C） MN 挿入体の突然変異； D） MN タンパク質の形質転換活性を中和する物質をコード
しているサプレッサー遺伝子の活性化； E） MN 結合タンパク質の消失。これらの可能性の
中から原因を追及するため、以下の実験を計画した。
【０１８０】
マウス白血病ウイルス（ MLV）由来のベクターである pGDに MN - cDNA を挿入した。これを
用い、 MN 遺伝子およびウイルス構造タンパク質をコードしている遺伝子の代わりに選択
的マーカーであるネオマイシン耐性遺伝子を含む欠損ウイルスを作出した。この構築体を
用いてマウス NIH3T3 細胞にトランスフェクトした。ジェネティシン（  Geneticin ）添加
培地中において、細胞は、形質転換が強度に生じたものからほぼ正常と思われるものまで
幅広い表現型のコロニーを形成した。形質転換コロニーの全ておよび正常コロニーの 50％
において MN タンパク質を発現していた。正常な NIH3T3 細胞とは対照的に、形質転換体は
軟寒天中においてもコロニーを形成することができ、このことは、細胞形質転換の特徴で
ある足場依存性の消失を反映するものである。継代を重ねるにつれて形質転換型コロニー
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から単離した細胞は正常な形態に戻り、同時に軟寒天中におけるコロニー形成能を消失し
たが、 MN タンパク質は発現していた。復帰体において MN タンパク質が持続的に存在する
ことから、上述の原因 A）および B）、すなわち、 MN 遺伝子の消失またはサイレント化が
復帰の原因であるとする考えは除外された。
【０１８１】
他の３つの原因の中から原因をつきとめるため、生きた複製コンピテント MLV細胞に復帰
体をスーパーインフェクト（  superinfect ）した。このウイルスは、如何なる形態的変
化をも発現することなく NIH3T3 細胞中で増殖し、 pGD.MN 構築体に対しては「ヘルパー」
として作用する。 MLV感染からの復帰体由来のウイルス子孫は、人工的なウイルスコンプ
レックス [ pGD.MN + MLV ] と表される。この構築体には２種類のビリオンが存在する：
ひとつは標準型の MLV粒子であり、もうひとつは「ヘルパー」ウイルスによって提供され
た構造タンパク質に包囲された pGD.MN ゲノムを有するビリオンである。このウイルスコ
ンプレックスは新鮮 NIH3T3 細胞に対して感染性であり、該細胞に対して再び形態的形質
転換および軟寒天中でのコロニー形成能を誘導した。
【０１８２】
pGD.MN をトランスフェクトした NIH3T3 細胞とは対照的に、 [ pGD.MN + MLV ] コンプレ
ックスを感染させた細胞のコロニーは全て、ジェネティシン（  Geneticin ）存在下で増
殖し、一様に形質転換しており、 MN タンパク質を含有していた。この感染－形質転換－
復帰のサイクルを３回繰り返して行ったが、同様な結果が得られた。このことから、原因
C）、すなわち MN - cDNA の突然変異が復帰の原因であるとする考えは除外された。
【０１８３】
正常 NIH3T3 細胞は、接触阻害により、一様な細胞からなる単層を形成し、これは Mab M75
 およびイムノペルオキシダーゼによっては染色されない。 [ pGD.MN + MLV ] コンプレッ
クスを感染させた細胞は明らかに形質転換を起こしていた：該細胞は無秩序なパターンで
増殖し、接触阻害が消失していることを示した。アポトーシスの徴候を示した細胞もあっ
た。２回継代後には、復帰体の高頻度出現およびそれらの選択的優位性（増殖の早さおよ
び平板培養の効率の良さ）の結果として、細胞は全体的に本来の表現型に戻っていた。実
際には、接触阻害の強度が強いため、元の NIH3T3 細胞に比べて復帰体の飽和密度が若干
低いように見えた。
【０１８４】
対照 NIH3T3 細胞は MN タンパク質を全く含んでいなかった（ウェスタンブロットより）が
、形質転換細胞および復帰体はどちらも同じ量、同じ比率で MN タンパク質の 54 kDa およ
び 58 kDa のバンドを含んでいた。非還元ゲル中においては、 MN タンパク質は 153kDaのオ
リゴマーの形で存在していた。競合 RIA による結果同様、形質転換細胞および復帰体にお
いては、総タンパク質１ mgあたり約 40 ng　の MN タンパク質が検出された。
【０１８５】

カルボニックアンヒドラーゼドメインは MN タンパク質のかなりの部分を占めていること
から（図８参照）、この部分が本当に酵素活性を有するのか否かを確認するための試験を
行った。ワクチニア MN 構築体を感染させた Vero 細胞を MN タンパク質源として用いたが
、この細胞は本実験に使用した他の細胞よりも多量の MN タンパク質を含んでいた。細胞
を RIPA 緩衝液で抽出し、 MN タンパク質を濃縮し、 MAb M75 および SAC を用いて沈降させ
ることにより部分精製した。免疫沈降物について CA 活性測定を行った。沈降物 78μｌ中
に１ユニットの酵素が含まれていた。抽出物から総タンパク質濃度および MN タンパク質
濃度を求めたところ、酵素１ユニットは MN タンパク質 145 ng に相当し、あるいは総タン
パク質として 0.83mgに相当することがわかった。対照ウイルスを感染させた Vero 細胞由
来の免疫沈降物には酵素活性がなかった。 MN カルボニックアンヒドラーゼの活性はアセ
タゾラミドによって阻害され、薬剤濃度が 1.53× 10- 8 　 Ｍの時に酵素活性が 50％低下した
。
【０１８６】
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予備実験から、 HeLa 細胞または NIH3T3 細胞の過密培養においては、 10 - 5  ～ 10 - 3  Ｍの
濃度のアセタゾラミドに対して３日間寛容性を示し、この間、如何なる毒性の徴候も如何
なる細胞形態への影響も示さなかった。希薄培養においては 10 - 5Ｍのアセタゾラミドは
細胞増殖を阻害しなかったが、 10 - 4  Ｍではある程度の阻害を起こした。従って、 [ pGD.
MN + MLV ] コンプレックスを用いて新規に形質転換を行った NIH3T3 細胞に 10 - 5Ｍのア
セタゾラミドを添加した。４日間インキュベートした後、コロニーを固定し、染色した。
アセタゾラミドの存在下で増殖した細胞と不在下で増殖した細胞との間に差異は見られず
、いずれも、正しく形質転換した NIH3T3 細胞を判別することができなかった。従って、
カルボニックアンヒドラーゼの酵素活性は MN タンパク質の形質転換活性と関連している
わけではない。
【０１８７】

MN タンパク質が細胞接着分子（  CAM ）であるか否かを確認するため、プラスチック製の
細菌用ペトリ皿（組織培養用の処理を行っていないもの）を用いて接着アッセイを行った
。皿を結合タンパク質で被覆（コート）しない限りは、細胞がそのような皿の表面に接着
することはない。 NIH3T3 細胞は吸着 MNタンパク質のパッチに接着し、広がり、増殖した
。 MN タンパク質でコートした領域外に接着した細胞はごくわずかであった。
【０１８８】
変形を加えたその他の実験から、吸着コラーゲン I 型および IV 型、フィブロネクチンな
らびにラミニンのパッチ上においても NIH3T3 細胞は接着し、広がった。吸着ゼラチン、 F
CSおよび BSA のパッチには NIH3T3 細胞は接着しなかった。
【０１８９】
CGL1、 HeLa および Vero 細胞も MN 細胞に接着したが、３種類の白血病細胞系は接着を示
さなかった。 MN タンパク質の発現が盛んな CGL3細胞の MN タンパク質パッチへの接着は CG
L1よりも弱かった。培地中に 10 - 4  Ｍのアセタゾラミドが存在していても細胞接着への影
響はなかった。
【０１９０】
接着の特異性を確認するため、 MN タンパク質をペトリ皿に塗布する前に、 MAb M75 （  MN
 に対するモノクローナル抗体）または MAb M67（無関係な抗原に対するモノクローナル抗
体）（パストレコヴァ（  Pastrekova ）ら、同上）を結合させた SAC に MN タンパク質を
吸着させた。 SAC - M75 コンプレックスを用いた吸着においては細胞結合活性は完全に阻
害されたが、 SAC - M67 コンプレックスを用いた吸着においては全く影響がなかった。
【０１９１】

TMおよび IC 配列が欠失した MN - cDNA を有する VV を用いて感染させた 5ET1 細胞（  HeLa
 x 繊維芽細胞ハイブリッドであり、 MN タンパク質を大量に発現する CGL3細胞のアナログ
）または Vero 細胞から、 TMおよび IC セグメントが消失した短 MN が培地に放出された。
放出された MN タンパク質を培地から精製し、細胞接着アッセイを行った。吸着完全型 MN 
タンパク質のパッチ上においてのみ細胞は接着し、広がり、増殖し、 TM および IC 領域を
欠く MN タンパク質のパッチ上においてはそのような作用は起こらなかった。その他のい
くつかの接着分子に関しても同様な結果が得られている。多様な細胞（  NIH3T3 , CGL1 ,
 CGL3 , HeLa , XC など）が MN タンパク質パッチに接着したことから、 MN レセプターは
脊椎動物細胞の表面に共通して存在していることが示唆された。
【０１９２】
さらに、ニトロセルロース膜上に作成した細胞外マトリックスタンパク質または対照タン
パク質のドットを用いて試験を行った。 MN タンパク質溶液を用いてドットブロットを処
理した。 MAb M75 を用いて結合 MN タンパク質を検出した。 MN タンパク質はコラーゲン I 
型および IV型のドットには吸着したが、フィブロネクチン、ラミニン、ゼラチンまたは BS
A には吸着しなかった。
【０１９３】
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 ：腫瘍タンパク質またはそれらと相互作用する分子を標的として用
いる癌治療には、多数の新規な原理が含まれている（メンデルソーン（  Mendelsohn ）お
よびリップマン（  Lippman ）、「癌の分子細胞生物学に関する原理：増殖因子（  Princi
ples of Molecular cell biology of cancer ）」（デヴィータ（  De Vita ）ら編、「癌
：腫瘍学の原理および実際（  Cancer: principles and practice of oncology ）」、 pp.
 114 - 133 、第４版、フィラデルフィア州、リピノコット（  Lippinocott ）社（ 1993）
）；デヴィータ（  De Vita ）ら編、「癌の生物学的治療（  Biologic therapy of cancer
 ）」第２版、フィラデルフィア州、リピノコット（  Lippinocott ）社（ 1995））。 MN 
タンパク質およびそのリガンド（またはレセプター）のうちの少なくともいくつかについ
ては、そのような目的に特に適していると考えられる。
【０１９４】

MN タンパク質は腫瘍関連性の細胞接着分子（  CAM ）である。結合部位を確認するため、
MN タンパク質の N 末端ドメインに広がる一連のオーバーラップオリゴペプチドを合成し
た。 N 末端ドメインはプロテオグリカンのそれと相同性であり、６個のアミノ酸からなる
縦列反復配列を含む。
【０１９５】
基本的には実施例１に記載している細胞接着アッセイ法に従い、一連のオリゴペプチドに
ついて試験を行った。合成オリゴペプチドを疎水性プラスチックの表面に固定し、細胞の
接着、広がりおよび増殖を媒介するか否かを調べた。さらに、疎水性プラスチックの表面
にコートした精製 MN タンパク質への細胞（  NIH3T3 , HaLa および CGL1）の接着をオリゴ
ペプチドまたは抗体が阻害するか否かも調べた。 MN タンパク質が CA ドメインを保持して
いるため、スルホンアミドに共有結合したアガロースを用いて MN タンパク質をアフィニ
ティー精製した。
【０１９６】
生物学的に活性な数種のオリゴペプチドが見出された：（ i）プラスチック上に固定した
場合、細胞（  NIH3T3 , HaLa および CGL1）の接着を媒介したもの；（ ii）培地に添加し
た場合、細胞への接着について固定した MN タンパク質と競合したもの；（  iii）培地中
においては TCプラスチックへの細胞の接着を阻害しないが、細胞同士の接着および細胞間
接触体の形成を阻止したもの；（  iv ）固定した MN タンパク質および活性ペプチドを MAb
 M75 を用いて処理することにより、細胞への親和性を消失したもの；（ v ） MN タンパク
質の結合部位は、 MAb M75 のエピトープと非常に関連があるかまたは同一であり、少なく
とも２個のコピーは、 MN タンパク質のプロテオグリカン様ドメイン内に存在し、６個の
アミノ酸からなる縦列反復配列の６倍の範囲（アミノ酸番号 61～ 96 ： SEQ ID NO: 97 ）
に位置している。
【０１９７】
従って、外部に発現された MN タンパク質は、正常な細胞間接触に介在することによって
腫瘍形成に関与している可能性が高いと結論づけた。 MN タンパク質の結合部位は、治療
剤を設計するための有力な標的を表している。
【０１９８】

：その他の CAの精製  に関する記載（フ
ァルクブリング（  Falkbring ）ら、 FEBS Letters, 24: 229(1972)）に従い、スルホンア
ミド－アガロースを用いた１回の吸着－溶出サイクルによって MN / CA IX を精製した。
発明者らは、 p－アミノエチルベンゼンスルホンアミド－アガロース（シグマ（  Sigma ）
社）のカラムを使用した。 MN / CA IX を吸着させたカラムを PBS（  8.0 ｇ／Ｌの NaCl , 
0.2 ｇ／Ｌの KCl , 0.2 ｇ／Ｌの KH 2  PO 4  , 1.15 ｇ／Ｌの Na 2  H PO 4  , pH 7.2 ）で
十分に洗浄し、 0.1 mMのアセタゾラミド（シグマ（  Sigma ）社）を用いて溶出した。精
製の全段階は０～５℃、 pH7.2、生理的塩濃度において行った。ザヴァダ（  Zavada ）ら
が記載しているように（ Int. J. Oncol., 10: 857(1997) ）、 MN / CA IXの完全なコード
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領域を挿入体として有するワクチニアウイルスを感染させた Vero 細胞から、１％のトラ
イトン（  Triton ） X-100を含む PBSを用いて完全型 MN / CA IX ＋を抽出した。クロマト
グラフィーを行う前に、抽出物を PBSで１：６に希釈し、 1500×ｇで１時間遠心分離した
。 PCR用の３’下流プライマー（５’ CGTCTAGAAGGAATTCAGCTAGACTGGCTCAGCA３’（  SEQ ID
 NO: 117 ））以外は相同な構築体から切断型 MN / CA IX Δ TMΔ IC を産生した。 MN / CA
 IX Δは培地に放出され、上述のように遠心分離を行った後にアフィニティー精製を行っ
た。精製の全段階をドットブロットでモニターした。
【０１９９】

：　次の細胞系を使用した： HeLa 、 CGL1＝非腫瘍発生性の HeLa x 繊維芽
細胞ハイブリッド、 CGL3＝該ハイブリッド由来の腫瘍発生性分離株、 NIH3T3 細胞＝マウ
ス繊維芽細胞。これらの細胞の起源および増殖培地についてはザヴァダ（  Zavada ）ら、
Int. J. Cancer, 54: 268(1993) およびザヴァダ（  Zavada ）ら、 Int. J. Oncol., 10: 
857(1997) に記載されている。発明者らはさらに、結腸直腸腫瘍由来の細胞系である HT29
（  ATCC No. HBT - 38 ）も使用した。
【０２００】

：アッセイの条件は基本的には実施例１の記載に従った。概説すると、
50mM のモノ／ビカルボネート緩衝液（ pH9.2）を用いて１μ g／ mlに調整した精製 MN / CA
 IX の 30μ lを取り、直径５ cmの細菌用ペトリ皿に入れて 1.５時間吸着させた。つぎに、
液体を吸引除去し、 PBSを用いてペトリ皿を３回洗浄し、培養培地に 50％の FCSを加えて 30
分間ブロックした。試験には２種類の変形を取り入れた。一つめは、ペトリ皿の底部全体
を 50％の FCSでブロックし、５ mlの細胞懸濁液（ 105  個／ ml ）を播種した。一晩インキュ
ベートした後、培養物を PBSで洗浄し、固定、染色した。もうひとつにおいては、 MN / CA
 IX が吸着した部分のみをブロックし、 MN / CA IX 吸着部の上に増殖培地（オリゴペプ
チドを添加したもの、対照においては非添加）に懸濁した細胞懸濁液 30μ lを加えた。イ
ンキュベーション後、洗浄および固定し、 50mM のトリス（  Tris ）緩衝液（ pH8.5）を用
いて調整した 0.5％のトリパンブルー（  Trypan blue ）を使用して１時間染色し、水で洗
浄後、乾燥させた。接着した細胞が染色された部分を 10％の酢酸で抽出し、この抽出物を
96ウェルプレートに移し、マイクロプレートリーダーを用い、波長 630 nm における吸光
度を測定した。
【０２０１】

 ：カルボネート緩衝液（ pH9.2）を用いて 10 ng／ mlに調整した精製 GST - MN （ザ
ヴァダ（  Zavada ）ら、 (1993）同上）をマキシソーブ・ストリップ（  Maxisorb strips 
）（ヌンク（  NUNC ）社）に３時間吸着させた。洗浄、 0.05％のツイーン 20（  Tween 20 
） PBS溶液を用いてブロック（１時間）し、抗体＋抗原混合物を１ウェルあたり 50μ lずつ
加えた。 MAb M75 腹水の最終希釈は 10- 6  とした。 M75 に対するペプチドの親和性に応じ
てペプチド濃度を変え、 50%エンドポイントが確認できるようにした。これらの混合物を 1
.5時間吸着させ、ツイーン 20（  Tween 20 ） PBS溶液を用いて洗浄した。ペルオキシダー
ゼをコンジュゲートした抗マウス IgG（  SwAM - Px （セヴァック（  SEVAC ）社、プラハ
）を１： 1000に希釈して結合抗体を検出した。発色反応においては、 0.1Ｍのクエン酸緩
衝液（ pH5.0）で１ mg / mlに調整した OPD( o－フェニレンジアミン二塩酸塩（シグマ（  S
igma ）社）を用いた。この中に最終濃度が 0.03％になるように H 2  O 2  を加えた。この
反応系は、 M75に競合する抗原および固定した GST - MN のエピトープに結合するペプチド
についてアッセイすることができるように調整されている。
【０２０２】

：本実験に使用したペプチドは、 Boc / Bzl 方式を用い、固相法（メリフィール
ド（  Merrifield ）ら、「ペプチド：合成、構造および応用（  Peptides: Synthesis, St
ructure and Applications ）」 pp. 93 - 169 、（グッテ（  Gutte ） , B. 編）（アカデ
ミック・プレス（  Academic Press ）社、サンディエゴ）（ 1995））によって調製した。
ペプチド酸は PAM－樹脂を用い、ペプチドアミドは MeBHA－樹脂を用いて調製した。脱保護
および樹脂からの分離は液体フッ化水素を用いて行った。 C18RP　 HPLCカラムを用いてペ
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プチドを精製し、アミノ酸分析および FAB MS スペクトル測定によって特性判断を行った
。
【０２０３】

： PAGE ゲルから得られた MN / CA IX 抗原を PVDF膜（イモビロンＰ（
 Immobilon P ）（ミリポア（  Millipore ）社））にうつし、続いて、 M75、さらに SwAM 
- Px （上記参照）ならびにジアミノベンジジン（シグマ（  Sigma ）社）および H 2  O 2  
を用いて発色させた。ドットブロット用にはニトロセルロース膜を使用した。
【０２０４】

：メーカーの指示に従い、 Ph. D. - 7 ファージディスプレーペプ
チドライブラリーキット（ Ph. D. - 7 Phage Display Peptide Library Kit ）（ニュー
イングランドバイオラブズ（  New England Biolabs ）社）をスクリーニングに使用した
。ペプチド SEQ ID NO: 106 で 96ウェルプレートをコートした。標的をコートしたプレー
トを用い、２× 101 1  個のファージを１時間インキュベートすることにより選別を行った
。 TBST（  50 mM のトリス（ Tris ）－塩酸（ pH7.5）、 150 mM の NaCl 、 0.1％のツイーン
20（  Tween 20 ））を用いて非結合ファージを洗い流し、 M75抗体（２μ g／ 100μｌの TBS
／ウェル）を用いて特異的に結合しているファージを溶出させた。溶出したファージを増
幅させ、さらに追加の結合－増幅サイクルに供し、プール中の結合配列の割合を高めた。
５サイクル実施後、個別のクローンを取り出し、増幅させ、 T7シークエンシングキット（
 T7 sequencing kit ）（ファルマシア（  Pharmacia ）社）を用いてシークエンスを行っ
た。
【０２０５】

：他の CA に関して既に記載
されているように（ファルクブリング（  Falkbring ）ら、同上）、 MN / CA IX タンパク
質の精製には、スルホンアミド－アガロースを用いたアフィニティークロマトグラフィー
を行うことにした。この方法の長所は、簡便かつ迅速なことであり、全行程を非変性条件
下で行うことができる。 MN / CA IX タンパク質源としては、完全型 MN / CA 9 cDNA 挿入
体または切断型 cDNA挿入体（膜貫通（  TM ）ドメインおよび細胞内（  IC ）ドメインが欠
損している）を有するワクチニアウイルスベクターを用いた。
【０２０６】
吸着－溶出サイクルを１回行うことにより、比較的純粋なタンパク質が得られた： MN / C
A IX＋は 54 kDa および 58 kDa の２本のバンド、 MN / CA IXΔは 54.5 kDa および 56 kDa 
の２本のバンドを示した。ウェスタンブロットにおいてこれらのタンパク質は MAb M75 と
非常に強く反応した。ブロットにより、 HeLa 、 CGL3および HT29由来の抽出物中には、ワ
クチニアウイルス構築体から精製した MN / CA IX＋と同じ分子量の２本のバンドが存在す
ることが明らかになった。
【０２０７】

：疎水性プラスチック上に固定した MN / CA IXによ
って細胞の接着、広がりおよび増殖が可能になった。吸着緩衝液中の精製タンパク質濃度
として１μ g／ mlに相当する非常に低濃度の MN / CA IXで十分にこの効果をもたらすこと
ができた。他の細胞接着分子は 10～ 50倍の濃度で使用した。細胞接着試験においては完全
型 MN / CA IXのみが活性であり、切断 MN / CA IXは細胞接着を全く支持しないかごく弱い
接着活性を示しただけであり、細胞「忌避物質」として作用する例さえも観察された。
【０２０８】
固定した MN / CA IXのドットを MAb M75 と反応させることにより、 MN / CA IXの細胞結合
能が阻害されるが、 MN / CA IXとは無関係の MAb M16 を対照として用いて反応させた場合
には全く影響がなかった。 M75によって細胞への結合が阻害されたことから、エピトープ
は、細胞レセプターに対する MN / CA IX の結合部位と同一または重複していることが示
された。
【０２０９】
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：バクテリアベクターにおいて発現され、
ウェスタンブロットによって確認した MN / CA 9 cDNA の細胞外部分の配列の一部を用い
てあらかじめ行った M75エピトープのマッピングによると、 M75エピトープは PG内に存在し
ていた。正確なマッピングを行うために発明者らが採用した方法は、 15～ 25個のアミノ酸
から構成される部分重複オリゴペプチドが PGドメインを網羅するように合成し、 M75を用
いた競合 ELISA によってこれらのオリゴペプチドを試験することである。試験結果に従い
、６～ 12個のアミノ酸から構成される一連のオリゴペプチドを合成した。 PGドメインの主
要部分は、６個のアミノ酸から構成される縦列反復配列の６倍の配列を含んでおり（アミ
ノ酸番号 61～ 96）（  SEQ ID NO: 97 ）、このうち４個の縦列反復配列は同一（  GEEDLP ;
 SEQ ID NO: 98 ）であり、後の２個については２個のアミノ酸が交換されている（  SEED
SP ; SEQ ID NO: 141 および REEDPP ; SEQ ID NO: 142 ）。
【０２１０】
組換え MN / CA IX　および PG領域の配列の一部に基づいて合成したオリゴペプチドを用い
た競合 ELISA の結果から、哺乳類細胞内で産生された MN / CA IX＋および MN / CA IXΔは
、本実験において使用した他の如何なるタンパク質またはペプチドよりも高い血清学的活
性を有していることがわかった。バクテリア内で合成した融合タンパク質 GST - MN は活
性が低かった。以下のペプチドが PG領域にまたがっている： GGSSGEDDPLGEEDLPSEEDSPC（
アミノ酸番号 51～ 72）（  SEQ ID NO: 104 ）； GEEDLPSEEDSPREEDPPGEEDLPGEC（アミノ酸
番号 61～ 85）（  SEQ ID NO: 105 ）； EDPPGEEDLPGEEDLPGEEDLPEVC（アミノ酸番号 75～ 98
）（  SEQ ID NO: 106）；および EVKPKSEEEGSLKLE（アミノ酸番号 97～ 111）（  SEQ ID NO:
 118 ）。 SEQ ID NO: 104および 106は１ ng / ml で 50％の阻害を引き起こした。これら２
個のオリゴペプチドは互いに重複していないことから、エピトープはそれぞれの配列内に
おいて反復されている。 SEQ ID NO: 105 の活性は１／ 1000であり、これは、コンホメー
ションが異なることによると考えられる。 SEQ ID NO: 118 は不活性であることから、 M75
エピトープを含んでいない。
【０２１１】
エピトープを決定するための次の段階は、２回繰り返されているモチーフ GEEDLP（  SEQ I
D NO: 98 ）の環状順列を全て含むオリゴペプチドを合成することである。次の６個のド
デカペプチド（ 12個のアミノ酸配列）（ SEQ ID NO: 119～ 124 ）は全て血清学的に活性で
あった（２個は活性が強く、４個はそれほどでもなかった）： GEEDLPGEEDLP（  SEQ ID NO
: 119 ）； EEDLPGEEDLPG（ SEQ ID NO: 120 ）； EDLPGEEDLP（ SEQ ID NO: 121 ）； DLPGEE
DLPGEE（ SEQ ID NO: 122 ）； LPGEEDLPGEED（ SEQ ID NO: 123 ）；および PGEEDLPGEEDL（
SEQ ID NO: 124）。両末端をアラニンで平滑化した以下の一連の７アミノ酸配列について
試験を行った： APGEEDLPA（ SEQ ID NO: 125 ）； AGEEDLPGA（ SEQ ID NO: 126 ）； AEEDLP
GEA（ SEQ ID NO: 127 ）； AEDLPGEEA（ SEQ ID NO: 128 ）； ADLPGEEDA（ SEQ ID NO: 129 
）；および ALPGEEDLA（ SEQ ID NO: 130 ）。その結果、最小限の活性を示した配列は、オ
リゴペプチド APGEEDLPA（ SEQ ID NO: 125 ）であった。 100μ g／ mlにおける競合アッセイ
において SEQ ID NO: 127 ～ 130は活性がないことが確認された。さらに、次のより短いオ
リゴペプチド（６＋２アミノ酸）は、 M75に対する ELISA において全く競合しなかった： A
GEEDLPA（  SEQ ID NO: 131 ）； AEEDLPGA（ SEQ ID NO: 132 ）； AEDLPGEA（ SEQ ID NO: 1
33 ）； ADLPGEEA（ SEQ ID NO: 134 ）； ALPGEEDA（ SEQ ID NO: 135 ）；および APGEEDLA
（ SEQ ID NO: 136 ）。
【０２１２】
SEQ ID NO: 104、 105、 106および 118のオリゴペプチド内においては、Ｃ末端アミノ酸は
酸として存在しており、一方、他のオリゴペプチドにおいては全て、Ｃ末端アミノ酸はア
ミドとして存在していた。これらのオリゴペプチドと MAb M75 との親和性は、ペプチド分
子の大きさが大きくなるにつれて非常に強くなることは明らかである。
【０２１３】

：発明者らの本来の目的は
、ピースバッカー（  Piersbacher ）およびロスラーティ（  Ruoslahti ）による先駆的な
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研究（  PNAS, 81: 5985(1984)）の追試を行うことであった。彼らは、交差結合材 SPDP（  
N－スクシンイミジル－３ [ピリジルヒドロ ]プロピオネート）を用い、吸着させたウシ血
清アルブミンに被験オリゴペプチドを結合させた。このため、発明者らはオリゴペプチド
SEQ ID NO: 104～ 106 のＣ末端にシステインを付加し、このことによってオリゴペプチド
は吸着アルブミンに結合する方向に向くことができる。発明者らは、 M75を用いてイムノ
ペルオキシダーゼ染色することにより、ペトリ皿中でペプチドが直接結合することを示し
た。不運なことに、 CGL1細胞および CGL3細胞については、 SPDP処理し、オリゴペプチドの
代わりにエタノールアミンでブロックした対照アルブミンへの接着強度が、オリゴペプチ
ドを結合させた BSAドットへの接着強度と同程度であった。発明者らは、この非特異接着
を阻止することができなかった。オリゴペプチド SEQ ID NO: 104～ 106は、細菌用ペトリ
皿への吸着が非常に弱かったことから、細胞接着アッセイを行うことはできなかった。
【０２１４】
別の方法として、発明者らは、オリゴペプチドによる MN / CA IXドットへの細胞接着阻害
試験を行い、このとき、ピースバッカー（  Piersbacher ）およびロスラーティ（  Ruosla
hti ）の記載（同上）に従い、培地には細胞懸濁液と共にオリゴペプチドを加えた。 100
μ g／ ml および 10μ g／ mlにおいて、 SEQ ID NO: 104～ 106および SEQ ID NO: 118～ 136の
全てのペプチドについて試験を行った。再現性良く CGL1細胞の接着を阻害したものはひと
つもなかった。
【０２１５】

：モノクローナル抗体とは別の手段として、 M75エピトープおよびランダムヘプタペプ
チド（７個のアミノ酸配列）から構成されるファージディスプレーライブラリー pH. D. -
 7 由来の MN / CA IXレセプター結合部位に親和性を有するオリゴペプチドの選択を計画
した。発明者らの目的は、固定ペプチド SEQ ID NO: 106上で選別することによって所望す
るヘプタペプチドを含むファージを選択し、それに続いて M75を用いて溶出させることで
ある。溶出したファージは適切なバクテリア中で増殖させ、さらに選別－溶出サイクルを
４回繰り返した。選択したファージ集団から 10個のプラークを取り出し、増幅し、ヘプタ
ペプチドを含む領域をシークエンスした。３種類のヘプタペプチドが存在するのみであっ
た。これらの３種類のヘプタペプチドの両端にアラニンを付加したところ、次のようなノ
ナペプチド（９個のアミノ酸配列）が得られた： AKKMKRRKA（  SEQ ID NO: 137 ）； AITFN
AQYA（  SEQ ID NO: 138 ）；および ASASAPVSA（ SEQ ID NO: 139）。最後のヘプタペプチ
ドについて、両端にアラニンをつけて再合成したところ、ノナペプチド AGQTRSPLA（ SEQ I
D NO: 140 ）が得られ、 GST - MN 上で選別することによって確認し、アセタゾラミドを
用いて溶出させた。この最後のペプチドは、 MN / CA IX カルボニックアンヒドラーゼの
活性部位に対して親和性を有する。発明者らはこれらの７＋２アミノ酸から構成されるペ
プチドを合成し、競合 ELISA および細胞接着阻害について試験を行った。これらの試験か
らは基本的に矛盾しない結果が得られた：ペプチド SEQ ID NO: 138が最も高い活性を示し
、ペプチド SEQ ID NO: 137の活性はやや弱く、ペプチド SEQ ID NO: 139は ELISA において
のみぎりぎり陽性を示し、ペプチド SEQ ID NO: 140は不活性であった。これら４個のノナ
ペプチドにおいては全て、Ｃ末端アミドがアミドの形で存在していた。
【０２１６】

： MN / CA IX のような膜貫通タンパク質の精製には技術的困難を伴うことが多いが
、これは、膜貫通タンパク質に疎水性の TMセグメントが存在するために、他の膜タンパク
質と凝集体を形成する傾向があるからである。この現象を避けるため、発明者らは培地中
に分泌される切断型 MN / CA IXΔ ICΔ TMを作出した。事実、切断型 MN / CA IX は MN / CA
 IX＋よりも高純度で得られた。不運なことに、このタンパク質は細胞接着アッセイにお
いて不活性であったため、発明者らの目的には全く役立たなかった。このような状況は他
の細胞接着分子に関しても記載されている。切断され、短くなった構造から、不活性なコ
ンホメーションをとることが予測され、または完全型タンパク質は疎水性の TMセグメント
によって「正しい」位置に吸着しているが、切断型は疎水性プラスチックに「逆さま」に
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吸着していることが予測される。
【０２１７】
MN / CA IX タンパク質は、ジスルフィド結合によって連結された 150kDaのオリゴマーを
形成している。これらがホモ（同種）オリゴマーであるのかヘテロ（異種）オリゴマーで
あるのかはわかっていないが、 PAGE およびウェスタンブロット分析から、おそらくホモ
オリゴマーであり、３量体であることが示唆されている。これは、クーマジーブルー（  C
oomassie Blue ）でゲルを染色した場合、 MN / CA IX に特異的な２本のバンドと同程度
の強度を示す他のバンドが検出されなかったからである。また、ゲル上およびウェスタン
ブロット上の染色濃度が良く一致していたことから、２本の主要な MN / CA IX バンドの
うちの１本と共泳動するさらなるタンパク質が存在する可能性は低い。
【０２１８】
精製 MN / CA IX＋に細胞接着特異性があることは疑いがないと考えられる。腹水の１： 10
00希釈液を用いた場合でも特異的 MAb M75 によって阻害された。このことは、発明者らの
以前の報告（ザヴァダ（  Zavada ）ら、 Int. J. Oncol., 10: 857(1997)）を補正するも
のであり、その中で、ワクチニアウイルスベクターによって産生された MN / CA IX およ
び融合タンパク質 GST - MN が細胞接着を支持することを観察したが、 GSTアンカー自身が
M75によってブロックされない別の結合部位を有していることは認識していなかった。
【０２１９】
如何なる条件下（生細胞の表面上の生来型の抗原を用いた場合、ウェスタンブロットにお
いて変性タンパク質を用いた場合、およびホルマリン固定した生検組織のパラフィン片中
の抗原を用いた場合）においても MAb M75 は MN / CA IX と良好に反応したことから、エ
ピトープは小さく、近接して存在していることが示唆された。競合 ELISA においては、 M7
5と反応性があった最小配列は７＋２アミノ酸配列であったが、 M75と被験ペプチドとの親
和性の強度は分子量に強く影響を受けていた。完全型 MN / CA IX の活性は、最も分子量
が小さい血清学的に活性なペプチドと比較すると、重量／容量濃度に換算して 100,000倍
であった。モル濃度に換算すると、この差は 150,000,000倍であった。中程度の分子量の
オリゴペプチドは中程度の活性を示した。このような活性の差異は、分子の大きさによっ
て影響を受けるコンホメーションに起因するものであるのか、または、完全型 MN / CA IX
 はエピトープのコピーを複数個有するが、最も小さい分子は１個しか持たないという事
実に起因するものであるのかについての説明は今後に残されている。
【０２２０】
エピトープは MN / CA IX 内の細胞接着構造と同一であるという可能性について考えるこ
とにより、なぜオリゴペプチドによって細胞接着阻害を検出することができなかったのか
を理解することができた。結合部位は、原型ペプチド RGD（ウィンター（  Winter ）、「
タンパク質工学：原理と実際（  Protein Engineering : Principles and Practice ）」
（クレランド（  Cleland ）およびクライク（  Craik ）編）、 pp. 349 - 369（ウィレー
－リス（  Wiley - Liss ）社、ニューヨーク）（ 1996））ほどに単純ではなかった。
【０２２１】
当然、 MN / CA IX の大きさはイムノグロブリン分子とほぼ同程度であり、 M75がそのエピ
トープに結合することにより、細胞接着部位を構成する別の配列が立体障害を受ける可能
性があるという議論が出るかもしれない。この説は、 M75エピトープおよび細胞結合部位
がいずれもノナペプチド（７＋２アミノ酸配列）によってブロックされることでは説明し
きれない。その結果、エピトープと結合部位は本当に同一であることが強く示唆された。
【０２２２】
次のような理由から、 MN / CA IX およびその PG領域は、治療のための標的分子となり得
ると考えられる：（ i ）これらが細胞表面に露出していること；（  ii ）ある種のヒトの
癌に存在する割合が高いこと；（ iii ）通常、 MN / CA IX は消化管の粘膜内において発
現し、この場所は腫瘍とは異なり、循環抗体が到達することができないこと；（  iv ）体
液中には放出されない（または極微量しか放出されない）こと；（  v ）モチーフ GEEDLP
（  SEQ ID NO: 98 ）は、各 MN / CA IX 分子の表面において 18回反復されていること。新
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薬開発の第一段階として、オリゴペプチドディスプレーライブラリーを使用した（ウィン
ター（  Winter ）、同上）。選択したオリゴペプチドは、薬物として必要な特性を追有す
る新規な分子のコンピューター設計のためのリード化合物とすることができる（デキャン
プ（  DeCamp ）ら、（クレランド（  Cleland ）およびクライク（  Craik ）編の上記の著
書）、 pp. 467- 505）。
【０２２３】

（ a ） MN タンパク質によって認識されるペプチドを確認するため、ヘプタペプチドファ
ージディスプレーライブラリー（ Ph. D. - 7 ペプチド７マーライブラリーキット（  Ph. 
D. - 7 Peptide 7 - mer Library Kit ）（ファージディスプレーペプチドライブラリー
キット）；ニューイングランド・バイオラブズ（  New England Biolabs ）社（米国マサ
チューセッツ州ビバリー）をスクリーニングした。ライブラリーのスクリーニングにあた
っては、選択過程、すなわち生化学的選別（パームレー（  Parmley ）およびスミス（  Sm
ith ）、 Gene, 73: 308(1988)；ノレン（ Noren） , C . J ., NEB Transcript, 8(1): 1(1
996)）を行い、これは、 MN タンパク質でコートしたプレートを用い、ペプチドをコード
しているファージをインキュベートし、非結合ファージを洗い流し、特異的に結合したフ
ァージを溶出させ、増幅させることによって行った。
【０２２４】
この過程における標的 MN タンパク質は、グルタチオン S－トランスフェラーゼ（ GST） MN 
融合タンパク質（  GST - MN ）であった。 GST - MN は、シグナルペプチドを有しない MN 
タンパク質に対する cDNA を含む pGEX - 3X - MN から発現される組換え融合タンパク質で
ある。変形培養条件（光学的濃度を下げ、温度を下げる）下においては GST - MN はバク
テリア内で産生される。そのような培養を行うことにより、不完全な状態での翻訳停止を
防ぐことができ、ほとんど全てが全長を有するタンパク質分子を合成することができた。
GST - MN タンパク質をウェルのコートおよび関連ファージの結合に使用した。結合ファ
ージはアセタゾラミドを用いて溶出し、増幅させ、さらに２回のスクリーニングを行った
。
【０２２５】
３回のスクリーニングの後に得られた数個の別異のファージクローンについてシークエン
スを行ったところ、以下のヘプタペプチドが得られた：
（１） GETRAPL（  SEQ ID NO: 107 ）
（２） GETREPL（  SEQ ID NO: 108 ）
（３） GQTRSPL（  SEQ ID NO: 109 ）
（４） GQTRSPL（  SEQ ID NO: 109 ）
（５） GQTRSPL（  SEQ ID NO: 109 ）
（６） GQTRSPL（  SEQ ID NO: 109 ）
（７） GQTRSPL（  SEQ ID NO: 109 ）
ヘプタペプチドが非常に類似または一致した配列であったことから、結合は特異的である
ことが示唆された。これらのヘプタペプチドを産生するファージは、カルボニックアンヒ
ドラーゼ活性の阻害剤であるアセタゾラミドによって溶出されたことから、ペプチドが MN
 タンパク質の CA ドメインに結合することが示唆される。
【０２２６】
（ b）ヘプタペプチドファージディスプレーについて、同様なスクリーニングを行い、フ
ァージの溶出には MN タンパク質への結合性を示すコラーゲン I 型を用いた。 MN タンパク
質分子の別異の部分に結合する別異のペプチドが確認されることが期待された。そのよう
な MN 結合ペプチドを確認した後、対応する合成ペプチドの生物学的影響を調べるために
分析を行うべきである。
【０２２７】
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実施例４－腫瘍細胞および胃内で発現された MN タンパク質のイン・ビボ（  in vivo ）に



ラット MN タンパク質を発現する BP6皮下腫瘍（直径約１ cm）を有するルイス（  Lewis ）
ラット（ 384ｇ）に 1 2 5  I - M75 MAb （ 2.5× 106  cpm）を腹腔内投与（  i . p . ）した。
５日後、 0.5～１ｇの腫瘍または組織をはかり取り、ガンマカウンターを用いて放射活性
を測定した。
【０２２８】
表２に結果をまとめた。最も高い放射活性を示したのは腫瘍であった。比較的高い放射活
性を示したのは肝臓および腎臓であり、マウス IgG の血中からのクリアランスをほぼ反映
した結果であった。胃においては放射活性が比較的低い状態が続いたことから、 M75 MAb 
は消化管粘膜内に露出した MN タンパク質に限定的に到達したことが示唆された。
【０２２９】
【表４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

FACS 調査を計画し、 MN タンパク質の合成に影響を与える条件を探し、アポトーシス刺激
を受けた CGL3細胞集団中における MN 陽性細胞対 MN 陰性細胞の細胞周期分布を分析した。
事前に行ったウェスタンブロット分析から、 CGL3細胞は、様々な培養条件下において比較
的多量の MN タンパク質を発現することが示されていた。 CGL3細胞は MN タンパク質の本質
的な産生体であると考えられている。しかしながら、ウェスタンブロットではタンパク質
レベルの微小な差異を認識することができない。対照的に、 FACS では個々の MN 陽性細胞
の検出、分析した集団中の MN 陽性細胞の割合の計算、細胞中の MN タンパク質レベルの判
定、および細胞周期分布の決定を行うことが可能である。
【０２３０】
CGL3細胞中での MN タンパク質発現に対する培養条件の影響を研究する目的で、様々な相
対密度および血清濃度の中に CGL3細胞を播種した。３日後、細胞を回収し、 MAb M75 を用
いて表面をラベルし、続いて FITC コンジュゲート抗マウス IgG を反応させ、すぐに FACS 
で分析した。
【０２３１】
分析から、 HeLa 細胞と同様に、接着性細胞においては、 MN タンパク質の発現は細胞密度
に影響を受けていることが示された。しかしながら、低密度培養においても検出可能な濃
度の MN タンパク質を産生していた。低密度培養においては、血清濃度は影響していない
ようであった。比較的高密度の培養においては、血清濃度が低下すると MN タンパク質の
発現が若干低下したが、これはおそらく、３日間の培養期間中に細胞が到達することがで
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実施例５－ CGL3細胞内での MN タンパク質発現の FACS 分析：アポトーシス



きた密度の低さによるものであると考えられる。
【０２３２】
真の細胞密度の影響は顕著であり、 MN タンパク質の発現（ 15～ 90％の細胞中で検出され
た）は、非常に感受性の高いモニター因子であった。全ての実験において、細胞集団の MN
 陽性部分中の周期中細胞の割合は、 MN 陰性部分中のそれに比べて約５％高かった。この
事実から、増殖に好ましくない条件下、すなわちアポトーシス誘導後における MN 陽性 CGL
3細胞の細胞周期分布の分析の必要が生じた。
【０２３３】

いくつかの薬剤、例えば、シクロヘキシミド、アクチノマイシンＤおよびデキサメタゾン
などによって CGL3細胞をアポトーシス性の死に至らしめることができる。 FACS 研究によ
り、 MN 陽性細胞内ではアポトーシスの発現が遅延することが示されていることから、こ
の過程における MN タンパク質の保護作用が示唆された。アポトーシスの誘発により、時
間依存的に MN タンパク質の発現が抑制されることも観察された。同じ現象は Bcl - 2 抗
アポトーシスタンパク質についても報告されており、また、アポトーシス中にある種の制
御遺伝子が抑制されることによって細胞が敏感になり、アポトーシス死が進行するという
説がある。アポトーシスにおける MN タンパク質の役割を証明する目的で、 MN cDNA をト
ランスフェクトした細胞を用いた同様の研究を行った。
【０２３４】
予備実験の結果から、 MN が関与している可能性があるのはアポトーシスの抑制であるこ
とが示唆された。増殖の増加および細胞死の減少の結果として腫瘍が生じるという最近の
見解は、イン・ビボ（  in vivo ）における MN タンパク質の腫瘍との関連性と一致してい
ると思われる。
【０２３５】

以下に挙げた材料は、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション（  American Type
 Culture Collection : ATCC ）（米国バージニア州マナサス、ユニバーシティ通り 10810
番地、郵便番号 20110－ 2209）に寄託した。寄託は、特許手続上の微生物の寄託の国際承
認に関するブダペスト条約（ブダペスト条約）に基づいて行った。生存細胞培養の維持は
寄託の日から 30年間保証されている。ブダペスト条約の取り決めに基づき、ハイブリドー
マおよびプラスミドの分与が可能であり、寄託者と ATCC との間の合意がなされている。
これは、特許申請時から特許の付与に基づき、公衆がハイブリドーマおよびプラスミドを
無制限に入手できることを保証するものである。寄託株の入手可能性については、政府の
権威機関がその国の特許法に従って付与した権利に違反して発明を実施するにあたっての
許可証であると解釈すべきではない。
【０２３６】
　
　
　
　
　
　
　
本発明の実施態様に関する以上の記述は、説明を目的とするものである。それらは明確な
形式で開示されている本発明を網羅するものでも制限するものでもなく、上述の教示に照
らし合わせることにより、多くの変形および変更が可能であることは明らかである。本発
明の原理およびその実際的な用途を説明するために実施態様を選択して記載しており、そ
れにより、当業者であれば、多様な実施態様において、および特定の利用に適するように
多様な変形を行って本発明を利用することが可能である。
【０２３７】
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本明細書中に引用している全ての参考文献を参照として取り入れておく。
【図面の簡単な説明】
【図１Ａ】　単離された MN cDNAクローンについてのヌクレオチド配列を示す図
【図１Ｂ】　図１ Aの続き
【図１Ｃ】　図１ Bの続き
【図２Ａ】　 MNの完全なゲノム配列を示す図
【図２Ｂ】　図２ Aの続き
【図２Ｃ】　図２ Bの続き
【図２Ｄ】　図２ Cの続き
【図２Ｅ】　図２ Dの続き
【図２Ｆ】　図２ Eの続き
【図３】　全長 MN cDNAの制限酵素地図
【図４】　 MNゲノムクローンの 5’ MNゲノム領域を示す概略図
【図５】　ヒト MN/CA IX遺伝子のエキソン－イントロン地図
【図６】　ヒト MN遺伝子の計画されたプロモーターについてのヌクレオチド配列を示す図
【図７】　転写開始部位に関連する位置に従って MNゲノムクローンの整合を概略する図
【図８】　 MNタンパク質構造の概略図
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【 図 １ Ｃ 】 【 図 １ 】

【 図 ２ Ａ 】 【 図 ２ Ｂ 】
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【 図 ２ Ｃ 】 【 図 ２ Ｄ 】

【 図 ２ Ｅ 】 【 図 ２ Ｆ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【配列表】
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