
JP 5253999 B2 2013.7.31

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴とする頭頸部、膵臓、食道、または前立腺の
癌の細胞を検査する方法であって、前記方法は：
（ｉ）腫瘍関連抗原をコードする核酸の検出、および／または
（ｉｉ）腫瘍関連抗原の検出、および／または
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原に対する抗体の検出、および／または
（ｉｖ）患者から分離した生物試料中の腫瘍関連抗原に対して特異的な、細胞傷害性リン
パ球もしくはヘルパーＴリンパ球の検出
を含み、前記腫瘍関連抗原は：
（ａ）配列表の配列番号：13に記載の核酸配列を含む核酸、
（ｂ）ストリンジェント条件下で（ａ）の核酸とハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に相補的である核酸
からなる群から選択される核酸によってコードされるアミノ酸配列。
【請求項２】
　検出が：
（ｉ）生物試料を、腫瘍関連抗原をコードする核酸、腫瘍関連抗原、抗体または細胞傷害
性リンパ球もしくはヘルパーＴリンパ球に特異的に結合する薬剤と接触させ、および
（ｉｉ）薬剤と、核酸、腫瘍関連抗原、抗体または細胞傷害性リンパ球もしくはヘルパー
Ｔリンパ球との複合体の形成を検出することを含む、請求項１に記載の方法。
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【請求項３】
　核酸を、前記核酸と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドプローブを用いて検
出する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　腫瘍関連抗原を、前記腫瘍関連抗原に特異的に結合する抗体を用いて検出する、請求項
１または２に記載の方法。
【請求項５】
　抗体を前記抗体に特異的に結合するタンパク質またはペプチドを用いて検出する、請求
項１または２に記載の方法。
【請求項６】
　腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴とする頭頸部、膵臓、食道、または前立腺の
癌の細胞をモニターする方法であって、前記方法は：
（ｉ）腫瘍関連抗原をコードする核酸の量；
（ｉｉ）腫瘍関連抗原の量：
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原に結合する抗体の量;および
（ｉｖ）腫瘍関連抗原とＭＨＣ分子との複合体に特異的な細胞溶解性Ｔ細胞またはサイト
カイン放出性Ｔ細胞の量、
からなる群から選択される一つ以上のパラメータに関して、前記癌を有する患者または前
記癌にかかることが疑われる患者からの試料をモニターすることを含み、前記腫瘍関連抗
原は：
（ａ）配列表の配列番号13に記載の核酸配列を含む核酸、
（ｂ）ストリンジェント条件下で（ａ）の核酸とハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に相補的である核酸
からなる群から選択される核酸によってコードされるアミノ酸配列。
【請求項７】
　核酸が、前記核酸と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドプローブを用いて核
酸の量をモニターする、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　腫瘍関連抗原の量を、前記腫瘍関連抗原と特異的に結合する抗体を用いてモニターする
、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　抗体の量を、該抗体と特異的に結合するタンパク質またはペプチドを用いてモニターす
る、請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
　ポリヌクレオチドプローブ、抗体、またはタンパク質もしくはペプチドが検出可能な方
法で標識される、請求項３～５および７～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴とする頭頸部、膵臓、食道、または前立腺の
癌の細胞を、検査またはモニターする方法に使用するための、前記腫瘍関連抗原に特異的
に結合する抗体を含む、検査またはモニター用の組成物であって、
前記腫瘍関連抗原は：
（ａ）配列表の配列番号：13に記載の核酸配列を含む核酸、
（ｂ）ストリンジェント条件下で（ａ）の核酸とハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に相補的である核酸、
からなる群から選択される核酸によってコードされるアミノ酸配列。
【請求項１２】
　抗体がモノクローナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体または抗体の抗原結合性断片であ
る、請求項４または８に記載の方法。
【請求項１３】
　腫瘍関連抗原が、配列表の配列番号：14 および 287-290からなる群から選択されるア
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ミノ酸配列を含む、請求項１１に記載の組成物。
【請求項１４】
　腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴とする頭頸部、膵臓、食道、または前立腺の
癌の細胞を検出する方法に使用するためのキットであって：
（ｉ）腫瘍関連抗原をコードする核酸；
（ｉｉ）腫瘍関連抗原；
（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原と結合する抗体；および／または
（ｉｖ）腫瘍関連抗原とＭＨＣ分子との複合体に特異的なＴ細胞の検出のための薬剤を含
むキットで、
前記腫瘍関連抗原は：
（ａ）配列表の配列番号13に記載の核酸配列を含む核酸、
（ｂ）ストリンジェント条件下で（ａ）の核酸とハイブリダイズする核酸、
（ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸に相補的である核酸、
からなる群から選択される核酸によってコードされるアミノ酸配列。
【請求項１５】
　腫瘍関連抗原をコードする核酸を検出するための薬剤が、前記核酸の選択的増幅のため
の核酸分子である、請求項１４に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　学際的なアプローチや古典的な治療方法の徹底的な使用にもかかわらず、癌は依然、死
亡原因の主要な物である。より最近の治療概念は、組換え腫瘍ワクチンおよび他の特異的
な処置法（例えば抗体療法のような）を用いることにより、総合的な治療概念の中に患者
の免疫系を取り込んで行く方向に向かっている。そのような戦略の成功に必須の条件は、
患者の免疫系による腫瘍特異的または腫瘍関連抗原の認識であって、そのエフェクター機
能を介入することにより増強することである。腫瘍細胞は、それらの起源である非悪性細
胞とは生物学的にかなり異なっている。これらの相違は腫瘍の発達の途中で獲得された遺
伝的な変化によるものであり、その結果、とりわけがん細胞中の質的または量的な分子構
造が変化することになる。腫瘍を有している宿主の特異的な免疫系によって認識されるこ
の種の腫瘍関連構造は、腫瘍関連抗原と呼ばれる。
【０００２】
　腫瘍関連抗原の特異的な認識は、細胞性および体液性の機構が関与しており、それらは
、二つの機能的に連結しているユニットである：ＣＤ４＋およびＣＤ８＋Ｔリンパ球は、
それぞれＭＨＣ（主要組織適合複合体）クラスＩＩおよびＩの分子上に提示された処理抗
原を認識し、一方Ｂリンパ球は、未処理抗原と直接結合する循環抗体をつくる。
【０００３】
　腫瘍関連抗原の臨床上／治療上の潜在的な重要性は、新生細胞上の抗原の免疫系による
認識が、細胞傷害性エフェクター機構を開始させ、ヘルパーＴ細胞の存在下で、がん細胞
が除去されるという事実から由来している(Pardoll, Nat. Med. 4:525-31, 1998)。従っ
て、腫瘍免疫学の中心目標は、これらの構造を分子的に規定することである。これらの抗
原の分子的な性質は長く謎であった。適切なクローニング技術が開発された後に、細胞傷
害Ｔ細胞（ＣＴＬ）の標的構造を分析することにより(van der Bruggen ら, Science 254
:1643-7, 1991)、または循環自己抗体をプローブとして用いることにより(Sahinら, Curr
. Opin. Immunol. 9:709-16, 1997)、腫瘍のｃＤＮＡ発現ライブラリーを、腫瘍関連抗原
を系統的に求めるスクリーニングを行うことが初めて可能になった。この目的のために、
ｃＤＮＡ発現ライブラリーを新鮮な腫瘍組織から調製し、適切な系においてタンパク質と
して組換え法により発現させた。患者から分離した免疫エフェクター、つまり腫瘍特異的
溶解パターンを有するＣＴＬまたは循環自己抗体を、それぞれの抗原をクローニングする
ために用いた。
【０００４】
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　近年多くの抗原が、これらの方法によって種々の腫瘍において規定された。癌／精巣抗
原（ＣＴＡ）のクラスがここで興味を引く。ＣＴＡおよびそれらをコードする遺伝子（癌
／精巣遺伝子またはＣＴＧ）は、その独特の発現様式によって規定される(Tureciら, Mol
 Med Today. 3:342-9, 1997)。それらは精巣および胚細胞以外の正常細胞においては存在
しないが、多くのヒトの悪性細胞において発現しており、腫瘍のタイプに特異的ではない
が、非常に異なった起源の腫瘍実体においては、異なった頻度で発現する(Chen & Old, C
ancer J. Sci. Am. 5:16-7, 1999)。ＣＴＡに対する血清反応は、健常者コントロールに
は存在せず、腫瘍を有する患者にのみ存在する。特にこのクラスの抗原は、その組織分布
のために、免疫療法プロジェクトにとって特に価値があり、現在患者の臨床試験が行なわ
れている(Marchandら, Int. J. Cancer 80:219-30, 1999; Knuth ら, Cancer Chemother.
 Pharmacol. 46:p46-51, 2000)。
【０００５】
　しかしながら、上に示した古典的な手法における抗原同定に用いられるプローブは、通
常既に進行癌を有する患者から得た免疫エフェクター（血中自己抗体またはＣＴＬクロー
ン）である。多くのデータでは、腫瘍がＴ細胞の寛容化および無反応化を誘導する可能性
があること、および疾患の過程において、有効な免疫認識を引き起こすこれらの特異性は
特に、免疫エフェクターのレパートリーから失われることを報告している。現在の臨床試
験からは、先に発見され利用されている腫瘍関連抗原の真正の活性のいかなる確証も得ら
れていない。従って、自然免疫応答を引き起こすタンパク質が間違った標的構造であった
可能性を否定することはできない。
【非特許文献１】Pardoll, Nat. Med. 4:525-31, 1998
【非特許文献２】van der Bruggen ら, Science 254:1643-7, 1991
【非特許文献３】Sahinら, Curr. Opin. Immunol. 9:709-16, 1997
【非特許文献４】Tureciら, Mol Med Today. 3:342-9, 1997
【非特許文献５】Chen & Old, Cancer J. Sci. Am. 5:16-7, 1999
【非特許文献６】Marchandら, Int. J. Cancer 80:219-30, 1999
【非特許文献７】Knuth ら, Cancer Chemother. Pharmacol. 46:p46-51, 2000
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明の目的は、癌の診断と治療のための標的構造を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明に従い、この目的は本請求項の主題によって達成される。
【０００８】
　本発明に従って、腫瘍と関連して発現する抗原およびそれをコードする核酸を同定し提
供する戦略を追及した。この戦略は、細胞表面に到達可能な、潜在的癌特異抗原に関する
ヒトのタンパク質および核酸のデータベースの評価に基づいている。できればタンパク質
全てを分析するための高処理量の手法と一緒に、分析に必要となるフィルター基準を規定
することが、本発明の中心部となる。データ検索により、一つ以上の膜貫通領域の存在を
「遺伝子からｍＲＮＡからタンパク質へ」の基本原理に従って全ての既知の遺伝子につい
て調査し、可能な限り完全なリストを最初に作成した。次いで、相同性探索、組織特異的
群（特に腫瘍組織）におけるヒット数の分類、およびｍＲＮＡが実際に存在するかの検討
を行った。最終的に、この方法で同定されたタンパク質を、例えば発現分析およびタンパ
ク質化学的手法により、腫瘍における異常な活性化について評価を行った。
【０００９】
　データ検索は腫瘍関連遺伝子の同定のための既知の方法である。しかしながら、従来の
戦略においては、正常組織ライブラリーの転写産物は、腫瘍組織ライブラリーから電子的
に減算されているが、これは残りの遺伝子が腫瘍特異的であるという仮定に基づいている
(Schmittら, Nucleic Acids Res. 27:4251-60, 1999; Vasmatzis ら, Proc. Natl. Acad.
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 Sci. USA. 95:300-4, 1998; Scheurle ら, Cancer Res. 60:4037-43, 2000)。
【００１０】
　本発明の概念は、非常に成功を収めたものであるが、細胞表面に到達可能な癌特異抗原
をコードする全ての遺伝子を電子的に抽出し、前記遺伝子を腫瘍の異所発現について評価
する、データ検索の利用に基づいている。
【００１１】
　本発明は従って一面において、腫瘍において差次的に発現している遺伝子を同定する戦
略に関連している。前記戦略は、公表されている配列ライブラリーのデータ検索（「シリ
コン内」評価）を、その後の試験室での実験評価（実験室評価）調査を組み合わせたもの
である。
【００１２】
　本発明によれば、異なったバイオインフォマティックスクリプト（ｂｉｏｉｎｆｏｒｍ
ａｔｉｃ　ｓｃｒｉｐｔｓ）に基づく組み合わせ戦略によって、細胞表面に到達し得る癌
特異抗原をコードする遺伝子の同定が可能になった。本発明によれば、これらの腫瘍関連
遺伝子およびそれによってコードされる遺伝子産物は、免疫原性作用とは別に、同定され
また提供される。
【００１３】
　本発明によって同定される腫瘍関連抗原は、（ａ）配列表の配列番号：1, 5, 9, 13, 1
7, 21, 25, 29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81, 85, 89, 93, 9
7, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125, 129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 16
1, 165, 169, 173, 175, 179, 183, 187, 191, 195, 199, 203, 207, 211, 215, 219, 22
3, 227, 231, 235, 239, 243, 247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275, 27
7, 279, 309, 313からなる群から選択される核酸配列、その一部またはその誘導体を含む
核酸、（ｂ）ストリンジェント条件下で（ａ）の該核酸とハイブリダイズする核酸、（ｃ
）（ａ）または（ｂ）の該核酸に関して縮重している核酸、（ｄ）（ａ）、（ｂ）または
（ｃ）の該核酸に相補的である核酸、からなる群から選択される核酸によってコードされ
るアミノ酸配列を有する。好ましい実施態様において、本発明に従って同定される腫瘍関
連抗原は、配列表の配列番号: 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29, 33, 37, 41, 45, 49, 53,
 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81, 85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125, 
129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165, 169, 173, 175, 179, 183, 187, 
191, 195, 199, 203, 207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243, 247, 251, 
255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275, 277, 279, 309, 313からなる群から選択され
る核酸によってコードされるアミノ酸配列を有する。更に好ましい実施態様において、本
発明に従って同定される腫瘍関連抗原は、配列表の配列番号: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26
, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 1
06, 110, 114, 118, 122, 126, 130, 134, 138, 142, 146, 150, 154, 158, 162, 166, 1
70, 174, 176, 180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208, 212, 216, 220, 224, 228, 2
32, 236, 240, 244, 248, 252, 256, 260, 264, 268, 270, 272, 274, 276, 278, 280 to
 308, 310, 314からなる群から選択されるアミノ酸配列、その一部または誘導体配列を含
む。
【００１４】
　本発明は一般的に、治療と診断のために、本発明に従って同定された腫瘍関連抗原、ま
たはその一部またはその誘導体、それをコードする核酸または前記コードする核酸に対し
て配向される核酸、または本発明に従って同定された腫瘍関連抗原、またはその一部また
はその誘導体に対する抗体の使用全般に関する。この利用は、個々に関するものであって
もよいし、これらの抗原、機能的断片、核酸、抗体等の二つ以上に関するものでもよく、
一つの実施態様においては、診断、治療および進行の制限のための、他の腫瘍関連遺伝子
および抗原と組み合わせてもよい。
【００１５】
　本発明によって同定される、細胞表面にあるいは表面上に局在するという腫瘍関連抗原
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の性質により、腫瘍関連抗原を治療と診断のための適切な標的あるいは手段として用いる
ことが可能になる。このために特に適しているのは、本発明によって同定された腫瘍関連
抗原の一部であって、非膜貫通部分、特に抗原の細胞外の部分でありまたそれを含むもの
である。それ故、本発明によれば、本発明によって同定された腫瘍関連抗原の一部であっ
て、前記抗原の非膜貫通部に相当する部分、またはそれを含む部分、ないしは本発明によ
って同定された腫瘍関連抗原をコードする核酸の相当する部分は、治療または診断のため
に好ましい。同様に、本発明によって同定された腫瘍関連抗原の一部であって、前記抗原
の非膜貫通部に相当する部分、またはそれを含む部分に対する抗体の使用が好ましい。
【００１６】
　治療および／あるいは診断に好ましい疾患は、本発明によって同定された一つ以上の腫
瘍関連抗原が、選択的に発現されるかまたは異常に発現される疾患である。
【００１７】
　本発明は複数の遺伝子産物にも関する、つまり腫瘍に関連して発現され、既知の遺伝子
の選択的スプライシング（スプライシングバリアント）による、または別の読み取り枠を
利用した別の翻訳による、核酸およびタンパク質またはペプチドにも関する。この態様に
おいて、本発明は、配列表の配列番号：1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29, 33, 37, 41, 45,
 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81, 85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 12
1, 125, 129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165, 169, 173, 175, 179, 18
3, 187, 191, 195, 199, 203, 207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243, 24
7, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275, 277, 279, 309, 313による配列から
なる群から選択される核酸配列を含む核酸に関する。更にこの態様において、本発明は、
配列表の配列番号：2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 
66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114, 118, 122, 126, 130, 134,
 138, 142, 146, 150, 154, 158, 162, 166, 170, 174, 176, 180, 184, 188, 192, 196,
 200, 204, 208, 212, 216, 220, 224, 228, 232, 236, 240, 244, 248, 252, 256, 260,
 264, 268, 270, 272, 274, 276, 278, 280 to 308, 310, 314による配列からなる群か選
択されるアミノ酸配列を含むタンパク質またはペプチドに関する。本発明のスプライシン
グバリアントを、腫瘍疾患の診断および治療のための標的として、本発明に従って用いる
ことができる。
【００１８】
　非常に異なった機構が、スプライシングバリアントができる原因となるかも知れない。
例えば、以下のような場合である。
－　異なる転写開始部位の使用、
－　追加エクソンの使用、
－　単一のあるいは複数のエクソンからの完全または不完全なスプライシング、
－　突然変異によって変化したスプライシング制御配列（新ドナー／アクセプター配列の
欠失または生成）、
－　イントロン配列の不完全な除去
【００１９】
　遺伝子の選択的スプライシングにより、転写配列が変化する（スプライシングバリアン
ト）。変化した配列領域におけるスプライシングバリアントの翻訳は、本来のタンパク質
とは構造的にも機能的にも明瞭に異なっているかも知れないタンパク質を生成するかも知
れない。腫瘍関連スプライシングバリアントは、腫瘍関連転写物および腫瘍関連タンパク
質／抗原を生成するかも知れない。これらは、腫瘍細胞の検出および腫瘍の治療のための
標的の両方の分子マーカーとして利用できるかも知れない。例えば血液、血清、骨髄、痰
、気管支肺胞洗浄液、体分泌物および組織生検における腫瘍細胞の検出を、例えばスプラ
イシングバリアント特異的なオリゴヌクレオチドを用いたPCR増幅をした核酸の抽出後に
行ってもよい。
【００２０】
　本発明によれば、全ての配列依存検出システムは検出に適している。PCRの他にこれら
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としては、例えば遺伝子チップ／マイクロアレイシステム、ノーザンブロット、RNアーゼ
保護アッセイ（RDA）等が挙げられる。全ての検出系は、少なくとも一つの、スプライシ
ングバリアント特異的核酸配列との特異的なハイブリダイズに基づいている。しかしなが
ら、腫瘍細胞もまた、本発明によって、スプライシングバリアントによってコードされる
特異的なエピトープを認識する抗体によって検出してもよい。前記抗体は、前記スプライ
シングバリアントに特異的であるペプチドを免疫に用いることにより調製できる。この態
様において、本発明は特に、配列表の配列番号: 268, 270, 272, 274, 276, 278, 280, 
および 281から選択される配列を持つまたは含むペプチド、およびそれに対する特異的な
抗体に関する。腫瘍細胞の検出は、腫瘍特異的な様式で変質された糖鎖修飾変異体を認識
する抗体を用いてもまた達成できる。そのような抗体を作製するために、糖鎖変質に依存
して、腫瘍細胞と健常細胞において異なるペプチド領域を利用することができる。この態
様において、本発明は特に、配列表の配列番号: 268, 270, 272, 274, 276, 278, 280, 
および 281から選択される配列を持つまたは含むペプチド、およびそれに対する特異的な
抗体に関する。N-カップリング糖残基の内在的な糖鎖除去反応により、アスパラギンはア
スパラギン酸に変換している。本発明によって、本明細書に記載されるタンパク質は腫瘍
特異的な様式で配列が変化することが可能であり、従って異なった生化学的また抗体結合
性質を有する。免疫に適したものとしては、アミノ酸であって、そのエピトープは、健常
細胞において産生される遺伝子産物の変異体とは明瞭に異なっているものである。本明細
書において、腫瘍細胞の抗体による検出は、患者から採取された試料について行ってもよ
いし、または画像診断のために抗体を静脈投与してもよい。
【００２１】
　診断利用に加えて、新しいまたは変化したエピトープを有するスプライシングバリアン
トは、免疫療法の魅力的な標的である。本発明のエピトープは、治療活性を有するモノク
ローナル抗体またはT細胞を標的に向けるために利用できるかも知れない。受動的な免疫
療法においては、スプライシングバリアントを認識する抗体またはＴリンパ球は、本明細
書においては、適合移植される。他の抗原の場合のように、これらのエピトープを含むポ
リペプチドを利用して、標準的な技術（動物ヘの免疫付与、組換え抗体を分離するための
パニング作戦）を用いて抗体を作製させることができる。代わりに、前記エピトープを含
むオリゴまたはポリペプチドをコードする核酸を免疫付与に利用することも可能である。
インビトロ または インビボでエピトープ特異的なT細胞を生成する種々の技術が知られ
ており、詳細に記述されている(例えばKessler JH, ら. 2001, Sahinら, 1997)、またそ
れらは同様に、スプライシングバリアント特異的なエピトープを含むオリゴまたはポリペ
プチドもしくは前記オリゴまたはポリペプチドをコードする核酸の利用に基づいている。
スプライシングバリアント特異的なエピトープを含むオリゴまたはポリペプチドもしくは
前記オリゴまたは、ポリペプチドをコードする核酸を、能動免疫療法（ワクチン接種、ワ
クチン療法）における薬剤活性物質として利用されてもよい。
【００２２】
　腫瘍細胞における遺伝子の異常な発現は、そのプロモーターの変化したメチル化パター
ンによるものである可能性がある(De Smet C ら, Mol. Cell Biol. 24:4781-90, 2004; D
e Smet C ら, Mol. Cell Biol. 19:7327-35, 1999; De Smet Cら, Proc. Natl. Acad. Sc
i. U S A. 93:7149-53, 1996)。メチル化におけるこれらの相違は、腫瘍において変化し
た各遺伝子の状態の間接的なマーカーとして利用することが可能である。従って、プロモ
ーター領域内の基底メチル化の増加または減少を、診断目的に利用可能である。
【００２３】
　更なる態様において、本発明はまた、糖鎖付加またミリスチン酸付加のような翻訳後に
修飾されたタンパク質領域にも関する。この種の修飾により、例えば抗体による抗原のパ
ターンの特異的認識がなされ、また疾患に関連している可能性のある異なった状態の認識
が可能になる。特に抗体を用いることにより、抗原のこの識別を診断および治療に利用す
ることができる。特に、抗体によるこの識別を診断および治療的に利用することができる
。腫瘍細胞に関して、腫瘍に関連した細胞変性により、翻訳後修飾されることが公表され
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ている(Durand & Seta, Clin Chem 46: 795-805, 2000; Granovskyら, Nat Med 6: 306-3
12, 2000)。特に糖鎖付加のパターンは腫瘍細胞において大きく変化している。本発明に
よる、これらの特別なエピトープは、診断的に、非発癌性細胞から腫瘍細胞を識別するこ
とができる。もし翻訳後修飾可能なエピトープが、正常な非変性細胞において糖鎖付加さ
れ、腫瘍細胞において脱糖鎖されているならば、この状況は腫瘍特異的な治療用抗体の開
発を本発明の範囲内に入れることになる。
【００２４】
　タンパク質の修飾の分析はウエスタンブロット法によって行われる。特に、一般的に数
ｋDaの大きさを有する糖鎖の付加により、SDS-PAGEによって分離できる、標的タンパク質
の全体質量が増加することになる。特定のO-およびN-グリコシド結合タンパク質の検出の
ためには、可溶化液を、SDSを用いた変性に先立って、O－およびN－グリコシダーゼ（例
えばPNgase、エンドグリコシダーゼF、Roche Diagnostics、の製造業者の指示に従って）
と保温する。次いでウエスタンブロット法を行う。標的タンパク質の大きさが減少する場
合には、特異的な糖鎖付加は、グリコシダーゼとの保温後、この方法で検出することがで
き、従って修飾の腫瘍特異性も分析することができる。特に興味のある物は、腫瘍細胞と
健常細胞において、特異的に糖鎖されているタンパク質である。そのような差は、しかし
ながら、今まで数種の表面タンパク質について報告されているに過ぎない（例えばMuc1）
。
【００２５】
　一つの態様において本発明は、本発明によって同定された腫瘍関連抗原を認識し、かつ
本発明によって同定された腫瘍関連抗原の発現および異常な発現をする細胞に、好ましく
は選択的である薬剤を含む医薬組成物に関する。具体的な実施態様において、前記薬剤は
、細胞死、細胞増殖の低下、細胞膜に対する傷害、またはサイトカインの分泌を誘導する
可能性があり、好ましくは腫瘍阻害活性を有する。ある一つ実施態様において前記薬剤は
、腫瘍関連抗原をコードする核酸と選択的にハイブリダイズするアンチセンス核酸である
。更なる実施態様において、前記薬剤は、腫瘍関連抗原と選択的に結合し、特に腫瘍関連
抗原と選択的に結合する補体を活性化する抗体であり、または毒素と結合した抗体である
。更に別の実施態様においては、前記薬剤は異なった腫瘍関連抗原を選択的に認識する二
つ以上の薬剤を含み、少なくとも腫瘍関連抗原の一つは、本発明によって同定された腫瘍
関連抗原である。認識は、必ずしも抗原の活性または発現の阻害を直接伴う必要はない。
この態様において、抗原の選択性は腫瘍に限られており、好ましくは、エフェクター機構
をこの特定の場所にリクルートするための標識として貢献する。ある一つの好ましい実施
態様において、前記薬剤はＨＬＡ分子上の抗原を認識する細胞障害性T細胞であって、こ
のような標識を有する細胞を溶解する。更なる実施態様において、前記薬剤は、腫瘍関連
抗原と選択的に結合する抗体であって、従って天然または人工のエフェクター機構をその
細胞に徴募する。更なる実施態様においては、前記薬剤はヘルパーＴリンパ球であって、
前記抗原を特異的に認識する他の細胞のエフェクター機能を増強する。
【００２６】
　他の態様において、本発明は、本発明に従って同定される腫瘍関連抗原の発現または活
性を阻害する薬剤を含む医薬組成物に関する。好ましい実施態様において、薬剤は、腫瘍
関連抗原をコードする核酸に選択的にハイブリダイズするアンチセンス核酸である。別の
実施態様において、薬剤は、腫瘍関連抗原に選択的に結合する抗体である。別の実施態様
において、薬剤は、異なる腫瘍関連抗原の発現または活性を各々選択的に阻害する２つ以
上の薬剤を含み、その少なくとも１つが本発明によって同定される腫瘍関連抗原である。
【００２７】
　本発明によって同定される腫瘍関連抗原の活性は、タンパク質またはペプチドのあらゆ
る活性であってもよい。また、このように、本発明の治療および診断方法は、この活性を
阻害または低下させること、またはこの活性を試験することも目的とし得る。
【００２８】
　本発明は、また、投与される際に、ＨＬＡ分子と本発明によって同定される腫瘍関連抗
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原からのペプチドエピトープとの間の複合体の量を選択的に増加させる薬剤を含む医薬組
成物に関する。一実施態様において、薬剤は、（ｉ）腫瘍関連抗原またはその一部、（ｉ
ｉ）前記腫瘍関連抗原またはその一部をコードする核酸、（ｉｉｉ）前記腫瘍関連抗原ま
たはその一部を発現する宿主細胞、および（ｉｖ）腫瘍関連抗原のペプチドエピトープと
ＭＨＣ分子との単離複合体、からなる群から選択される１つ以上の成分を含む。一実施態
様において、薬剤は、ＭＨＣ分子と異なる腫瘍関連抗原からのペプチドエピトープとの間
の複合体の量を各々選択的に増加させる２つ以上の薬剤を含んでおり、この少なくとも１
つが本発明によって同定される腫瘍関連抗原である。
【００２９】
　本発明は、さらに、（ｉ）本発明によって同定される腫瘍関連抗原またはその一部、（
ｉｉ）本発明によって同定される腫瘍関連抗原またはその一部をコードする核酸、（ｉｉ
ｉ）本発明によって同定される腫瘍関連抗原またはその一部と結合する抗体、（ｉｖ）本
発明によって同定される腫瘍関連抗原をコードする核酸と特異的にハイブリダイズするア
ンチセンス核酸、（ｖ）本発明によって同定される腫瘍関連抗原またはその一部を発現す
る宿主細胞、および（ｖｉ）本発明によって同定される腫瘍関連抗原またはその一部とＨ
ＬＡ分子との単離複合体、からなる群から選択される１または複数の成分を含む医薬組成
物に関する。
【００３０】
　本発明に従って同定される腫瘍関連抗原またはその一部をコードする核酸は、発現ベク
ターの医薬組成物中において存在し、かつ機能的に結合してもよい。
【００３１】
　本発明の医薬組成物中に存在する宿主細胞は、腫瘍関連抗原またはその一部を分泌し、
それを表面で発現するかまたはさらに前記腫瘍関連抗原またはその一部に結合するＨＬＡ
分子を発現するものでもよい。一実施態様において、宿主細胞は、内在的にＨＬＡ分子を
発現する。更なる実施態様において、宿主細胞は、ＨＬＡ分子および／または腫瘍関連抗
原またはその一部を組換え方法により発現する。宿主細胞は、好ましくは非増殖性である
。好ましい実施態様において、宿主細胞は、抗原提示細胞、特に樹状細胞、単球またはマ
クロファージである。
【００３２】
　本発明の医薬組成物に存在する抗体は、モノクローナル抗体であってもよい。別の実施
態様において、抗体はキメラ抗体またはヒト化抗体、天然の抗体の断片または合成抗体で
あり、これらの全てのものは、組換え技術によって提供してもよい。前記抗体は、治療上
または診断上有用な薬剤と結合してもよい。
【００３３】
　本発明の医薬組成物中に存在するアンチセンス核酸は、６～５０、特に１０～３０、１
５～３０および２０～３０の配列、本発明によって同定される腫瘍関連抗原をコードする
核酸の近接したヌクレオチドを含んでもよい。
【００３４】
　更なる実施態様において、直接的または核酸の発現を介して本発明の医薬組成物によっ
て提供される腫瘍関連抗原またはその一部は、細胞表面上でＭＨＣ分子に結合し、前記結
合により、好ましくは細胞溶解性応答をもたらし、および／またはサイトカイン放出を誘
導する。
【００３５】
　本発明の医薬組成物は、医薬的に適合し得る担体および／またはアジュバントを含み得
る。アジュバントは、サポニン、ＧＭ-ＣＳＦ、ＣｐＧオリゴヌクレオチド、ＲＮＡ、サ
イトカインまたはケモカインから選択され得る。本発明の医薬組成物は、選択的に腫瘍関
連抗原の選択的発現または異常発現によって特徴付けられる疾患の処置に使用されるのが
好ましい。好ましい実施態様において、前記疾患は癌である。
【００３６】
　本発明は、一つ以上の腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴とする疾患の治療方法
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、診断方法またはモニター方法、すなわち退行、経過および／または発症の判定方法に関
する。
【００３７】
　一実施態様において、本発明の治療方法は、本発明の医薬組成物を投与することを含む
。
【００３８】
　本発明の診断方法および／またはモニター方法は、一般的には、（ｉ）腫瘍関連抗原を
コードする核酸またはその一部の量および／または（ｉｉ）腫瘍関連抗原またはその一部
の量および／または（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原に対する抗体またはその一部の量および／ま
たは（ｉｖ）患者から単離された生物学的試料中の腫瘍関連抗原またはその一部に特異的
である細胞毒性またはヘルパーＴリンパ球の量を検出および／または決定および／または
モニターのための手段の使用に関する。
【００３９】
　一態様において、本発明は、本発明によって同定される腫瘍関連抗原の発現または異常
発現を特徴とする疾患を診断する方法に関する。前記方法は、（ｉ）腫瘍関連抗原または
その一部をコードする核酸の検出および／または（ｉｉ）腫瘍関連抗原またはその一部の
検出、および／または（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原またはその一部に対する抗体の検出および
／または（ｉｖ）患者から単離された生物学的試料において腫瘍関連抗原にまたはその一
部に特異的である細胞毒性またはヘルパーＴリンパ球の検出、を含む。特に実施態様にお
いて、検出は、（ｉ）生物学的試料を、腫瘍関連抗原またはその部分をコードする核酸、
前記腫瘍関連抗原またはその一部、腫瘍関連抗原またはその一部に特異的な抗体あるいは
細胞毒性またはヘルパーＴリンパ球に特異的に結合する薬剤と接触させること、そして（
ｉｉ）薬剤と核酸またはその一部、腫瘍関連抗原またはその一部、抗体あるいは細胞毒性
またはヘルパーＴリンパ球との間の複合体の形成を検出することを含む。一実施態様にお
いて、疾患は、二つ以上の腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴とし、検出は、二つ
以上の腫瘍関連抗原またはその一部をコードする核酸の検出、二つ以上の腫瘍関連抗原ま
たはその部分の検出、二つ以上の腫瘍関連抗原またはその一部に結合する二つ以上の抗体
の検出、または二つ以上の腫瘍関連抗原に特異的な二つ以上の細胞毒性またはヘルパーＴ
リンパ球の検出を含む。別の実施態様において、患者から単離された生物学的試料は、比
較し得る正常な生物学的試料と比較される。
【００４０】
　本発明の診断方法は、個別の腫瘍関連 遺伝子産物のプロモーター領域の変化したメチ
ル化パターンをも利用してもよい。かかるメチル化パターンの検出は、ＰＣＲを基にした
方法を用いて、制限酵素の補助または配列決定によって実施してもよい。このために適切
な方法は、次のようなものであり得る：（１） 患者の組織試料からのＤＮＡ抽出、例え
ばパラフィン包埋物を用いる、（２）重亜硫酸塩含有試薬を用いるＤＮＡの処理（例えば
、Clark S.J. ら, Nucleic Acids Res. 22(15):2990-7，1994に記載されている）、（３
）ＰＣＲによるＤＮＡの増幅、および（４）配列特異的増幅産物の量を決定することによ
る分析（例えば、定量的ＰＣＲ、ハイブリダイゼーション技術、例えば、マイクロアレイ
法による）。
【００４１】
　本発明の診断方法は、例えば細胞の移動挙動の試験を通じて転移を予言するために、本
発明によって同定される腫瘍関連抗原を予後マーカーとして使用することにも関与するこ
とが可能であり、それ故疾患の悪化の経過も予想でき、その他の方法よりも積極的な治療
計画をなし得る。
【００４２】
　更なる態様において、本発明は、本発明によって同定される腫瘍関連抗原の発現または
異常発現を特徴とする疾患の退行、経過または発病を判定するための方法に関する。この
方法は、前記疾患に罹患しているかまたは前記疾患に罹患している疑いのある患者由来の
試料を、（ｉ）腫瘍関連抗原またはその一部をコードする核酸の量、（ｉｉ）腫瘍関連抗
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原またはその一部の量、（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原またはその一部に結合する抗体の量、お
よび（ｉｖ）腫瘍関連抗原またはその一部とＭＨＣ分子との複合体に特異的である細胞溶
解性Ｔ細胞またはヘルパーＴ細胞の量からなる群から選択される一以上のパラメータに関
して、モニターすることからなる。前記方法は、好ましくは、最初の時点で時間内に第一
の試料の一つ以上の該パラメータを、また第二の時点で時間内に更なる試料の一つ以上の
該パラメータを決定し、疾患の治療単位を二つの試料を比較することにより決定すること
からなる。特定の実施態様において、前記疾患は二種類以上の腫瘍関連抗原の発現または
異常発現を特徴とし、モニターは、（ｉ）前記二種類以上の腫瘍関連抗原またはその一部
をコードする二つ以上の核酸の量、および／または（ｉｉ）前記二種類以上の腫瘍関連抗
原またはその一部の量、および／または（ｉｉｉ）前記二種類以上の腫瘍関連抗原または
その一部に結合する二つ以上の抗体の量、および／または（ｉｖ）前記二種類以上の腫瘍
関連抗原またはその部分とＭＨＣ分子との間の複合体に特異的な二つ以上の細胞溶解性Ｔ
細胞またはヘルパーＴ細胞の量、をモニターすることからなる。
【００４３】
　本発明に従って、核酸またはその一部の検出、または核酸またはその一部の量を決定す
るかモニターすることは、前記核酸またはその一部に特異的にハイブリダイズするポリヌ
クレオチドプローブを用いて行うか、あるいは前記核酸またはその部分の選択的増幅によ
って実施してもよい。一実施態様において、ポリヌクレオチドプローブは、前記核酸の６
～５０、特に１０～３０、１５～３０および２０～３０の近接したヌクレオチド配列を含
む。
【００４４】
　本発明の診断方法の特定の実施態様において、本発明によって同定される腫瘍関連抗原
をコードし、ゲノムＤＮＡの形態で存在している核酸のプロモーター領域またはその一部
は、選択的に増幅された後に重亜硫酸塩含有試薬により処理される。該核酸は、試験され
るべき患者の試料から単離され、重亜硫酸塩含有試薬により処理されるのが好ましい。こ
のような増幅において使用されるオリゴヌクレオチドは、重亜硫酸塩含有試薬で処理され
る核酸と結合する配列を有するのが好ましく、それに完全に相補的であるのが好ましい。
該オリゴヌクレオチドは、核酸のメチル化の様々な程度に順応され、区別され得る増幅産
物をもたらすのが好ましい。
【００４５】
　本発明に従って、腫瘍関連抗原またはその一部の検出または、腫瘍関連抗原またはその
一部の量を決定しまたはモニターするには、前記腫瘍関連抗原に特異的に結合している抗
体またはその一部を用いて実施してもよい。
【００４６】
　特定の実施態様において、検出すべき腫瘍関連抗原またはその一部はＭＨＣ分子、特に
ＨＬＡ分子との複合体中に存在する。
【００４７】
　本発明に従って、抗体の検出、抗体の量の決定またはモニターは、前記抗体に特異的に
結合するタンパク質またはペプチドを用いて実施してもよい。
【００４８】
　本発明に従って、抗原またはその一部とＭＨＣ分子との間の複合体に特異的である細胞
溶解性Ｔ細胞またはヘルパーＴ細胞の検出または細胞溶解性Ｔ細胞またはヘルパーＴ細胞
の量のモニターは、前記抗原または前記その一部とＭＨＣ分子との複合体を提示する細胞
を用いて実施してもよい。
【００４９】
　検出または決定またはモニターのために使用されるポリヌクレオチドプローブ、抗体、
タンパク質またはペプチドまたは細胞は、好ましくは検出し得る方法で標識される。特定
の実施態様において、検出し得るマーカーは、放射性マーカーまたは酵素的マーカーであ
る。さらにＴリンパ球は、その増幅、そのサイトカイン産生、およびそのＭＨＣと腫瘍関
連抗原またはその一部との間の複合体での特異的刺激によって開始される細胞毒性活性を
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検出することにより検出してもよい。Ｔリンパ球は、組換えＭＨＣ分子またはその他の一
つ以上の腫瘍関連抗原の特定の免疫原性断片を担持し、特異的Ｔ細胞レセプターを接触さ
せることによって、特異的Ｔリンパ球を同定し得る二つ以上の組換えＭＨＣ分子の複合体
を介して検出し得る。
【００５０】
　別の態様において、本発明は、本発明によって同定される腫瘍関連抗原の発現または異
常発現を特徴とする疾患を治療、診断またはモニターする方法に関しており、この方法は
、前記腫瘍関連抗原またはその一部に結合し、治療または診断薬と結合する抗体を投与す
ることを含む。該抗体は、モノクローナル抗体であってもよい。別の実施態様において、
該抗体はキメラ抗体またはヒト化抗体あるいは天然の抗体の断片である。
【００５１】
　本発明は、また本発明によって同定される腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴と
する疾患に罹患している患者の治療方法にも関し、該方法は、（ｉ）前記患者から免疫反
応性細胞を含有する試料を取り出すこと、（ｉｉ）前記試料と前記腫瘍関連抗原またはそ
の部分を発現する宿主細胞とを、前記腫瘍関連抗原またはその一部に対して細胞溶解性Ｔ
細胞の産生に好適な条件下で接触させること、そして（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原またはその
一部を発現する細胞を溶解するのに好適な量の細胞溶解性Ｔ細胞を患者に導入することか
らなる。本発明はまた、腫瘍関連抗原に対する細胞溶解性Ｔ細胞のＴ細胞レセプターのク
ローニングにも関する。前記レセプターを、所望の特異性を受ける他のＴ細胞に移しても
よく、かつ（ｉｉｉ）にあるように、患者へ導入してもよい。
【００５２】
　一実施態様において、該宿主細胞は、ＨＬＡ分子を内在的に発現する。別の実施態様に
おいて、宿主細胞は、ＨＬＡ分子および／または腫瘍関連抗原またはその一部を組換え的
に発現する。宿主細胞は、非増殖性のものが好ましい。好ましい実施態様において、宿主
細胞は、抗原提示細胞、特に樹状細胞、単球またはマクロファージである。
【００５３】
　別の態様において、本発明は、腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴とする疾患に
罹患している患者を治療する方法に関し、該方法は、（ｉ）本発明によって同定される腫
瘍関連抗原をコードし、前記疾患に関連する細胞によって発現する核酸を同定すること、
（ｉｉ）宿主細胞を該核酸またはその一部でトランスフェクトすること、（ｉｉｉ）該核
酸を発現させるために、トランスフェクトした宿主細胞を培養すること(高効率のトラン
スフェクションが達成された場合、これは必須ではない）、そして（ｉｖ）該患者へ、宿
主細胞またはその抽出物を、疾患に関連のある患者の細胞に対する免疫応答を増加させる
のに好適な量で導入することからなる。該方法は、さらに腫瘍関連抗原またはその一部を
提示するＭＨＣ分子を同定することからもなり、ここで宿主細胞は同定されたＭＨＣ分子
を発現し該腫瘍関連抗原またはその一部を提示する。該免疫応答は、Ｂ細胞応答またはＴ
細胞応答のいずれでもよい。さらに、Ｔ細胞応答は、腫瘍関連抗原またはその一部を提示
する宿主細胞に特異的であるか、または該腫瘍関連抗原またはその部分を発現する患者の
細胞に特異的である細胞溶解性Ｔ細胞および／またはヘルパーＴ細胞の産生を含むもので
あってもよい。
【００５４】
　本発明は、また本発明によって同定される腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴と
する疾患を治療する方法にも関し、該方法は、（ｉ）腫瘍関連抗原を異常量で発現する患
者からの細胞を同定すること、（ｉｉ）該細胞の試料を単離すること、（ｉｉｉ）該細胞
を培養すること、および（ｉｖ）細胞に対する免疫応答を開始するための適当な量で該細
胞を患者に導入することからなる。
【００５５】
　好ましくは、本発明に従って使用される宿主細胞は、非増殖性であるか、非増殖性にさ
れたものである。腫瘍関連抗原の発現または異常発現を特徴とする疾病は、特に癌である
。



(13) JP 5253999 B2 2013.7.31

10

20

30

40

50

【００５６】
　本発明は、さらに（ａ）配列表の配列番号：1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29, 33, 37, 4
1, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81, 85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 1
17, 121, 125, 129, 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165, 169, 173, 175, 1
79, 183, 187, 191, 195, 199, 203, 207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 2
43, 247, 251, 255, 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275, 277, 279, 309, 313からなる
群から選択される核酸配列、その部分またはその誘導体を含む核酸、（ｂ）ストリンジェ
ント条件下で（ａ）の該核酸とハイブリダイズする核酸、（ｃ）（ａ）または（ｂ）の該
核酸に関して縮重している核酸、（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の該核酸に相補的で
ある核酸、からなる群から選択される核酸に関する。本発明は、さらに、配列表の配列番
号：2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78
, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 110, 114, 118, 122, 126, 130, 134, 138, 142, 146
, 150, 154, 158, 162, 166, 170, 174, 176, 180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208
, 212, 216, 220, 224, 228, 232, 236, 240, 244, 248, 252, 256, 260, 264, 268, 270
, 272, 274, 276, 278, 280～308, 310, 314からなる群から選択されるアミノ酸配列、そ
の一部またはその誘導体を含むタンパク質またはポリペプチドをコードする核酸に関する
。
【００５７】
　更なる態様において、本発明は、本発明の核酸のプロモーター配列に関する。これらの
配列は、好ましくは発現ベクターにおいて別の遺伝子に機能的に結合してもよく、このよ
うに適切な細胞中で前記遺伝子の選択的発現が確実なものとなる。
【００５８】
　更なる態様において、本発明は、本発明の核酸を含む組換え核酸分子、特にＤＮＡまた
はＲＮＡ分子に関する。
【００５９】
　本発明は、本発明の核酸または本発明の核酸を含む組換え核酸分子を含有する宿主細胞
に関する。
【００６０】
　宿主細胞はまた、ＨＬＡ分子をコードする核酸を含んでもよい。一実施態様において、
宿主細胞は、ＨＬＡ分子を内在的に発現する。別の実施態様において、宿主細胞はＨＬＡ
分子および／または本発明の核酸またはその一部を組換え発現する。好ましくは、宿主細
胞は非増殖性である。好ましい実施態様において、宿主細胞は、抗原提示細胞、特に樹状
細胞、単球またはマクロファージである。
【００６１】
　更なるの実施態様において、本発明は、本発明に従って同定された核酸とハイブリダイ
ズし、遺伝子のプローブとして、または「アンチセンス」分子として使用され得るオリゴ
ヌクレオチドに関する。本発明に従って同定される核酸またはその一部とハイブリダイズ
するオリゴヌクレオチドプライマーまたは要求にかなう試料形態の核酸分子は、本発明に
従って同定される核酸に相同的な核酸を見出すために使用してもよい。ＰＣＲ増幅、サザ
ンおよびノーザンハイブリダイゼーションは、相同的な核酸を見出すために用いてもよい
。ハイブリダイゼーションは、低ストリンジェント条件下で行ってもよく、より好ましく
は中程度のストリンジェント条件、最も好ましくは高ストリンジェント条件下で実施して
もよい。本発明の「ストリンジェント条件」という用語は、ポリヌクレオチド間の特異的
ハイブリダイゼーションを可能にする条件を指す。
【００６２】
　更なる態様において、本発明は、
（ａ）配列表の配列番号：1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57,
 61, 65, 69, 73, 77, 81, 85, 89, 93, 97, 101, 105, 109, 113, 117, 121, 125, 129,
 133, 137, 141, 145, 149, 153, 157, 161, 165, 169, 173, 175, 179, 183, 187, 191,
 195, 199, 203, 207, 211, 215, 219, 223, 227, 231, 235, 239, 243, 247, 251, 255,
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 259, 263, 267, 269, 271, 273, 275, 277, 279, 309, 313からなる群から選択される核
酸配列、その部分またはその誘導体を含む核酸、（ｂ）ストリンジェント条件下で（ａ）
の該核酸とハイブリダイズする核酸、（ｃ）（ａ）または（ｂ）の該核酸に関して縮重し
ている核酸、（ｄ）（ａ）、（ｂ）または（ｃ）の該核酸に相補的である核酸、からなる
群から選択される核酸によってコードされるタンパク質またはポリペプチドに関する。好
ましい実施態様において、本発明は、配列表の配列番号：2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30
, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98, 102, 106, 
110, 114, 118, 122, 126, 130, 134, 138, 142, 146, 150, 154, 158, 162, 166, 170, 
174, 176, 180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208, 212, 216, 220, 224, 228, 232, 
236, 240, 244, 248, 252, 256, 260, 264, 268, 270, 272, 274, 276, 278, 280～308, 
310, 314からなる群から選択されるアミノ酸配列、その一部またはその誘導体配列を含む
タンパク質またはポリペプチドに関する。
【００６３】
　更なる態様において、本発明は、本発明によって同定される腫瘍関連抗原の免疫原性断
片に関する。前記断片は、好ましくはヒトＨＬＡレセプターまたはヒト抗体に結合する。
本発明の断片は、好ましくは、少なくとも６、特に少なくとも８、少なくとも１０、少な
くとも１２、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも３０または少なくとも５０の
アミノ酸の配列を含む。
【００６４】
　この態様において、本発明は特に、配列番号：２８２～３０８からなる群から選択され
るアミノ酸配列、その一部またはその誘導体を有するまたは含むペプチドに関する。
【００６５】
　更なる態様において、本発明は、本発明によって同定される腫瘍関連抗原、またはその
一部に結合する薬剤に関する。好ましい実施態様において、該薬剤は抗体である。別の実
施態様において、抗体は、キメラ、ヒト化抗体または組換え技術によって提供される抗体
または抗体の断片である。更に、本発明は、（ｉ）本発明によって同定される腫瘍関連複
合体またはその一部、および（ｉｉ）本発明によって同定される腫瘍関連抗原またはその
一部が結合するＭＨＣ分子、との複合体に選択的に結合する抗体に関する。ここで前記抗
体は（ｉ）のみまたは（ｉｉ）のみとは結合しない。本発明の抗体は、モノクローナル抗
体であってもよい。更なる実施態様において、該抗体はキメラ抗体、ヒト化抗体または天
然の抗体の断片である。
【００６６】
　本発明は、更に、本発明によって同定される腫瘍関連抗原またはその一部または本発明
の抗体に結合する本発明の薬剤と、治療薬または診断薬との結合体に関する。一実施態様
において、治療薬または診断薬は毒素である。
【００６７】
　更なる態様において、本発明は、本発明によって同定される腫瘍関連抗原の発現または
異常発現を検出するためのキットに関し、該キットは以下の検出のための薬剤を含む：（
ｉ）腫瘍関連抗原またはその一部をコードする核酸、（ｉｉ）腫瘍関連抗原またはその一
部、（ｉｉｉ）腫瘍関連抗原またはその一部に結合する抗体、および／または（ｉｖ）腫
瘍関連抗原またはその一部とＭＨＣ分子との複合体に特異的であるＴ細胞。一実施態様に
おいて、核酸またはその一部の検出のための薬剤は、前記核酸の選択的増幅のための核酸
分子であり、これは、前記核酸の特に６～５０、特に１０～３０、１５～３０又は２０～
３０の近接ヌクレオチド配列を含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００６８】
　本発明に従って、腫瘍細胞において選択的または異常に発現し、腫瘍関連抗原である遺
伝子について説明する。
【００６９】
　本発明に従って、これらの遺伝子および／またはその遺伝子産物および／またはその誘
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導体および／またはそれらの部分は、治療のアプローチのための好ましい標的構造である
。概念的に、前記治療アプローチは、選択的に発現した腫瘍関連遺伝子産物の活性を阻害
することを目的としてもよい。これは、前記異常型の各々の選択的発現が、腫瘍病原性に
機能的に重要である場合、そしてそのライゲーションが対応する細胞の選択的ダメージを
伴う場合に有用である。他の治療概念は、腫瘍関連抗原を、腫瘍細胞に選択的に細胞傷害
能を有するエフェクター機構をリクルートする標識として考えるものである。ここでは、
標的分子それ自身の機能および腫瘍進行におけるその役割は、完全に無関係である。
【００７０】
　本発明によれば、核酸の「誘導体」は、一つ又は複数のヌクレオチドの置換、欠失およ
び／または付加が前記核酸中に存在することを意味する。更に、「誘導体」という用語は
、ヌクレオチドの塩基、糖またはリン酸における核酸の化学的誘導体化も含む。「誘導体
」という用語はまた、ヌクレオドおよび天然には生じないヌクレオド類似体を含む核酸を
含む。
【００７１】
　本発明によれば、核酸は、好ましくはデオキシリボ核酸（ＤＮＡ）またはリボ核酸（Ｒ
ＮＡ）である。本発明による核酸は、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、組換え産生お
よび化学合成された分子を含む。本発明に従って、核酸は、一本鎖または二本鎖および直
鎖状でもよいし共有結合により閉環した分子であってもよい。
【００７２】
　本発明に記載された該核酸は、単離されるのが好ましい。「単離核酸」という用語は、
本発明に従って、該核酸が、（ｉ）インビトロで、例えばポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）によって増幅されること、（ｉｉ）クローニングによって組換え産生されること、（ｉ
ｉｉ）例えば、切断およびゲル電気泳動分画によって精製されること、あるいは（ｉｖ）
例えば、化学的に合成されるということ、を意味する。単離核酸は、組換えＤＮＡ技術に
よる操作について利用し得る核酸である。
【００７３】
　もし２つの配列が、ハイブリダイズでき、互いに安定な二本鎖を形成することができる
場合、一つの核酸は、別の核酸と「相補的」であるが、ここでハイブリダイゼーションは
好ましくはポリヌクレオチド間の特異的ハイブリダイゼーションを可能とする条件（スト
リンジェント条件）下で行う。ストリンジェント条件は、例えばA Laboratory Manual, J
. Sambrook ら, Editors, 2nd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold S
pring Harbor, New York, 1989 または Current Protocols in Molecular Biology, F.M.
 Ausubel ら, Editors, John Wiley & Sons, Inc., New York、に記載されており、例え
ば、６５℃でハイブリダイゼーション緩衝液（３．５xＳＳＣ、０．０２％ フィコール、
０．０２％ ポリビニルピロリドン、０．０２％ 牛血清アルブミン、２．５ ｍＭ ＮａＨ

２ＰＯ４（ｐＨ７）、０．５％ ＳＤＳ、２ ｍＭ ＥＤＴＡ）中でのハイブリダイゼーシ
ョンに言及している。ＳＳＣは、０．１５ Ｍ 塩化ナトリウム／０．１５Ｍ クエン酸ナ
トリウム、ｐＨ７である。ハイブリダイゼーション後に、ＤＮＡが転移した膜を以下の条
件で洗浄する：２×ＳＳＣ中で室温、次いで０．１～０．５×ＳＳＣ／０．１×ＳＤＳ中
で６８℃までの温度。
【００７４】
　本発明によれば、相補的核酸は、少なくとも４０％、特に少なくとも５０％、少なくと
も６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％および好ましくは少
なくとも９５％、少なくとも９８％または少なくとも９９％、同一のヌクレオチドを有す
る。
【００７５】
　腫瘍関連抗原をコードする核酸は、本発明に従って、単独または他の核酸、特に異種核
酸と組み合わせて存在してもよい。好ましい実施態様において、核酸は、該核酸と同種で
あっても異種であってもよい発現制御配列または調節配列に機能的に結合してもよい。コ
ード配列および調節配列は、該コード配列の発現または転写が該調節配列の制御あるいは
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影響下となるように互いに共有結合している場合、互いに「機能的に」結合している。も
し該コード配列が翻訳されて機能的タンパク質となるようになっているならば、調節配列
が該コード配列に機能的に結合しており、該調節配列の誘導の結果、前記コード配列の転
写が起き、コード配列または前記コード配列において所望のタンパク質またはペプチドへ
と翻訳することができないフレームシフトの原因とはならない。
【００７６】
　「発現制御配列」または「調節配列」という用語は、本発明によれば、プロモーター、
エンハンサーおよびその他の遺伝子発現を調節するコントロール要素を含む。本発明の特
定の実施態様において、発現制御配列は調節することができる。調節配列の正確な構造は
、種または細胞タイプに応じて変わり得るが、一般的にはそれぞれ転写および翻訳の開始
に関連のある５’非転写および５’非翻訳配列、例えばＴＡＴＡボックス、キャップ配列
、ＣＡＡＴ配列などを含む。より具体的には、５’非転写調節配列は、機能的に結合した
遺伝子の転写制御のためのプロモーター配列を包含するプロモーター領域を含む。調節配
列は、エンハンサー配列または上流アクチベーター配列をも含んでもよい。
【００７７】
　従って、一方で、本明細書に記載する腫瘍関連抗原は、あらゆる発現制御配列とプロモ
ーターとを組み合せてもよい。しかし、他方では、本発明に従って本明細書中に記載の腫
瘍関連遺伝子産物のプロモーターは、その他の遺伝子と組み合わせてもよい。これにより
、これらのプロモーターの選択的活性を利用することができる。
【００７８】
　本発明によれば、核酸は、さらに宿主細胞由来の該核酸によってコードされるタンパク
質またはポリペプチドの分泌を制御するポリペプチドをコードする別の核酸と組合せて存
在してもよい。本発明によれば、核酸はコードされるタンパク質またはポリペプチドが宿
主細胞の細胞膜にアンカーされるように、あるいは該細胞の特定のオルガネラに区画化さ
れるようにするポリペプチドをコードする別の核酸と組み合わせて存在してもよい。同様
に、核酸はレポーター遺伝子またはいかなる「タグ」と組み合わせることもできる。
【００７９】
　好ましい実施態様において、本発明による組換えＤＮＡ分子はベクターであり、適して
いるのは、例えば本発明の腫瘍関連抗原をコードする核酸の発現を制御するプロモーター
を伴っている。「ベクター」という用語は、そのもっとも一般的な意味において、本明細
書で使用され、前記核酸が例えば原核生物および／または真核生物細胞に導入され、必要
に応じてゲノムに組み込まれるのを可能にする、核酸のためのあらゆる中間媒体を含む。
この種のベクターは、細胞中で複製されたおよび／または発現されるのが好ましい。中間
媒体は、例えばエレクトロポーレーション、微粒子銃、リポソーム投与、アグロバクテリ
アによる移入またはＤＮＡまたはＲＮＡウイルスを介する挿入において、使用するのに適
用してもよい。ベクターは、プラスミド、ファージミド、バクテリオファージまたはウイ
ルスゲノムを含む。
【００８０】
　本発明によって同定される腫瘍関連抗原をコードする核酸を、宿主細胞のトランスフェ
クションに使用してもよい。ここで、核酸は、組換えＤＮＡとＲＮＡの両方を意味する。
組換えＲＮＡは、ＤＮＡテンプレートのインビトロ転写により調製してもよい。さらに、
使用前に安定化配列、キャップおよびポリアデニル化によって修飾してもよい。
【００８１】
　本発明によれば、「宿主細胞」という用語は、外来核酸を用いて形質転換またはトラン
スフェクトされ得るあらゆる細胞を含む。この用語「宿主細胞」は、本発明によれば、原
核（例えば、E.coli）または真核生物細胞（例えば、樹状細胞、Ｂ細胞、ＣＨＯ細胞、Ｃ
ＯＳ細胞、Ｋ５６２細胞、酵母細胞および昆虫細胞）を含む。特に好ましいのは、哺乳動
物細胞、例えばヒト、マウス、ハムスター、ブタ、ヤギ、霊長類由来細胞である。該細胞
は、多様な組織タイプ由来であってよく、一次細胞および細胞株を含むことができる。具
体的な例には、ケラチノサイト、末梢血白血球、骨髄の幹細胞および胚幹細胞を含む。更
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なる実施態様において、宿主細胞は、抗原提示細胞、特に樹状細胞、単球またはマクロフ
ァージである。核酸は、宿主細胞中に１コピーまたは２コピー以上の形態で存在でき、一
実施態様においては、宿主細胞中で発現される。
【００８２】
　本発明によれば、「発現」という用語は、その最も一般的な意味で使用され、ＲＮＡま
たはＲＮＡおよびタンパク質の産生を含む。また核酸の部分的発現をも含む。さらに、発
現は、一過性であってもよくまたは安定的であってもよい。哺乳動物細胞における好まし
い発現系は、ｐｃＤＮＡ３．１およびｐＲｃ／ＣＭＶ(Invitrogen, Carlsbad, CA)を含み
、そのような発現系は、Ｇ４１８に耐性を付与する遺伝子（したがって、安定にトランス
フェクトされた細胞系を選択できる）のような選択マーカー、およびサイトメガロウイル
ス（ＣＭＶ）のエンハンサー－プロモーター配列を含む。
【００８３】
　ＨＬＡ分子が腫瘍関連抗原またはその一部を提示する本発明の場合では、発現ベクター
は、また前記ＨＬＡ分子をコードする核酸配列を含んでいてもよい。ＨＬＡ分子をコード
する核酸配列は、腫瘍関連抗原またはその一部をコードする核酸と同じ発現ベクター上に
存在してもよいし、または両方の核酸が、異なる発現ベクター上に存在してもよい。後者
の場合、２つの発現ベクターを細胞に共トランスフェクトすればよい。宿主細胞が腫瘍関
連抗原またはその一部、またはＨＬＡ分子のどちらも発現しない場合、それらをコードす
る両核酸は、同じ発現ベクターまたは異なる発現ベクターで細胞にトランスフェクトされ
る。細胞がＨＬＡ分子をすでに発現している場合、腫瘍関連抗原またはその一部をコード
する核酸配列のみを、細胞にトランスフェクトすればよい。
【００８４】
　本発明は、腫瘍関連抗原をコードする核酸の増幅のためのキットも含む。かかるキット
は、例えば、腫瘍関連抗原をコードする核酸にハイブリダイズする一対の増幅プライマー
を含む。プライマーは、好ましくは、核酸の近接ヌクレオチドの６～５０、特に１０～３
０、１５～３０および２０～３０の配列を含み、かつプライマーダイマーが形成されない
ようにオーバーラップしないものである。プライマーの一方は腫瘍関連抗原をコードする
核酸の一方の鎖にハイブリダイズし、他方のプライマーは腫瘍関連抗原をコードする核酸
の増幅を可能とする配置において相補鎖にハイブリダイズする。
【００８５】
　「アンチセンス」分子または「アンチセンス」核酸は、核酸の発現を制御、特に減少さ
せるために使用してもよい。「アンチセンス分子」または「アンチセンス核酸」という用
語は、本発明によると、オリゴリボヌクレオチド、オリゴデオキシリボヌクレオチド、修
飾オリゴリボヌクレオチドまたは修飾オリゴデオキシリボヌクレオチドであるオリゴヌク
レオチドであって、生理条件下で特定の遺伝子を含むＤＮＡあるいは前記遺伝子のｍＲＮ
Ａにハイブリダイズするものをいい、それによって、前記遺伝子の転写および／または前
記ｍＲＮＡの翻訳が阻害される。本発明によれば、この「アンチセンス分子」は、その本
来のプロモーターに関して逆配向の核酸またはその一部を含む構造体も含む。核酸または
その一部のアンチセンス転写産物は酵素を規定する天然のｍＲＮＡと二本鎖を形成するこ
とが出来、したがってｍＲＮＡの蓄積または活性な酵素への翻訳を阻害することができる
。別の可能性は、核酸を不活性化するためのリボザイムの使用である。アンチセンスオリ
ゴヌクレオチドは、本発明に従って、標的核酸の６～５０、特に１０～３０、１５～３０
および２０～３０の近接するヌクレオチドの配列を有し、好ましくは標的核酸またはその
部分に完全に相補的である。
【００８６】
　好ましい実施態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、Ｎ末端または５’上
流部位、例えば、翻訳開始部位、転写開始部位またはプロモーター部位とハイブリダイズ
する。別の実施態様において、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、３’非翻訳領域また
はｍＲＮＡスプライシング部位とハイブリダイズする。
【００８７】
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　一実施態様において、本発明のオリゴヌクレオチドはリボヌクレオチド、デオキシリボ
ヌクレオチドまたはその組み合わせからなり、一つのヌクレオチドの５’末端ともう一つ
のヌクレオチドの３’末端が互いにホスホジエステル結合で結合している。これらのオリ
ゴヌクレオチドは、通常の方法によって合成してもよいし、組換え産生してもよい。
【００８８】
　好ましい実施態様において、本発明のオリゴヌクレオチドは、「修飾」オリゴヌクレオ
チドである。ここで、オリゴヌクレオチドは、その標的への結合能力を阻害しないで、様
々に修飾して、例えばその安定性または治療効果を増加させてもよい。本発明によれば、
「修飾オリゴヌクレオチド」という用語は以下のオリゴヌクレオチドを意味する：（ｉ）
少なくともそのヌクレオチドの２つが互いに合成内部ヌクレオシド結合（即ち、ホスホジ
エステル結合ではない内部ヌクレオシド結合）により結合している、および／または
（ｉｉ）核酸において通常みられない化学基がオリゴヌクレオチドに共有結合している。
好ましい合成内部ヌクレオシド結合は、ホスホロチオエート、アルキルホスホネート、ホ
スホロジチオエート、リン酸エステル、アルキルホスホノチオエート、ホスホラミダイト
、カーバメート、カーボネート、ホスフェートトリエステル、アセトアミデート、カルボ
キシメチルエステルおよびペプチドである。
【００８９】
　「修飾オリゴヌクレオチド」という用語は、また共有結合により修飾された塩基および
／または糖を有するオリゴヌクレオチドを含む。「修飾オリゴヌクレオチド」は、例えば
、３’位のヒドロキシル基および５’位のホスフェート基以外の低分子量有機基に共有結
合した糖残基を有するオリゴヌクレオチドを含む。修飾オリゴヌクレオチドは、例えば、
２’－Ｏ－アルキル化リボース残基またはリボース以外のその他の糖、例えばアラビノー
スを含んでもよい。
【００９０】
　好ましくは、本発明に記載のタンパク質およびポリペプチドは単離されたものである。
「単離タンパク質」または「単離ポリペプチド」という用語は、タンパク質またはポリペ
プチドが、その天然環境から分離されていることを意味する。単離タンパク質またはポリ
ペプチドは実質的に精製された状態であってもよい。「実質的に精製された」という用語
は、タンパク質またはポリペプチドが、自然またはインビボでそれらが結合しているその
他の物質を実質的に含まないということを意味する。
【００９１】
　このようなタンパク質およびポリペプチドは、例えば、抗体の産生、免疫学的または診
断アッセイにおいておよび治療薬として利用できる。本発明に記載のタンパク質およびポ
リペプチドは、生物学的試料、例えば組織または細胞ホモジネートから単離されたもので
もよく、様々な原核または真核発現系において組換え発現させたものでもよい。
【００９２】
　本発明の目的のために、タンパク質またはポリペプチドまたはアミノ酸配列の「誘導体
」は、アミノ酸挿入変異体、アミノ酸欠失変異体および／またはアミノ酸置換変異体を含
む。
【００９３】
　アミノ酸挿入変異体は、アミノ－および／またはカルボキシ－末端融合を含み、また、
一つまたは二つ以上のアミノ酸の特定のアミノ酸配列への挿入も含む。挿入を有するアミ
ノ酸配列変異体の場合には、一つ以上のアミノ酸残基がアミノ酸配列の特定の部位に挿入
されているが、結果的に得られる産物の適当なスクリーニングを伴うランダム挿入も可能
である。アミノ酸欠失変異体は配列からの一つ以上のアミノ酸の欠如を特徴とする。アミ
ノ酸置換変異体は配列における少なくとも１残基が除去され、別の残基がその位置に挿入
されていることによって特徴づけられる。相同的タンパク質またはポリペプチド間で保存
されていないアミノ酸配列における位置の修飾が好ましい。アミノ酸を、類似の特性、例
えば疎水性、親水性、電気陰性度、側鎖の大きさなどの特性が類似している別のアミノ酸
への置換（保存的置換）する事が好ましい。保存的置換は、例えば置換すべきアミノ酸と
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同じ群に属する以下に挙げる別のアミノ酸による交換に関する：
１．小さな脂肪族、非極性またはわずかな極性残基：Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ（Ｐｒｏ、
Ｇｌｙ）
２．陰性荷電残基およびそのアミド：Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ
３．陽性荷電残基：Ｈｉｓ、Ａｒｇ、Ｌｙｓ
４．大きな脂肪族、非極性残基：Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ（Ｃｙｓ）
５．大きな脂肪族残基：Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔｒｐ。
【００９４】
　タンパク質構造の特異な部分であることから、三つの残基を括弧内に示す。Ｇｌｙは、
側鎖を有さない唯一の残基であり、このため側鎖に可撓性を与える。Ｐｒｏは、鎖を大幅
に制限する例外的な幾何学的構造をとる。Ｃｙｓは、ジスルフィド結合を形成し得る。
【００９５】
　上記アミノ酸変異体は、既知のペプチド合成技術、例えば固相合成(Merrifield, 1964)
および類似方法、または組換えＤＮＡ操作によって容易に調製できる。予め決定した位置
で置換突然変異の、配列既知のまたは部分的に既知のＤＮＡへの導入技術は、よく知られ
ており、例えばＭ１３突然変異誘発などを含む。置換、挿入または欠失を有するタンパク
質を調製するためのＤＮＡ配列の操作は、例えば、Sambrook ら（1989）に詳細に記載さ
れている。
【００９６】
　本発明によると、タンパク質またはポリペプチドの「誘導体」は、酵素に関連するあら
ゆる分子の１つまたは複数の置換、欠失および／または付加が含まれ、このような分子と
しては、炭水化物、脂質および／またはタンパク質またはポリペプチドが挙げられる。「
誘導体」という用語は、該タンパク質またはポリペプチドのあらゆる機能的化学的等価物
にも含む。
【００９７】
　本発明によれば、腫瘍関連抗原の一部または断片は、それが由来するポリペプチドの機
能特性を有する。このような機能特性は、抗体との相互作用、他のポリペプチドまたはタ
ンパク質との相互作用、核酸の選択的結合および酵素活性があげられる。特有の性質は、
ＨＬＡとの複合体を形成する能力であり、適当な条件下で、免疫応答が導かれる。この免
疫応答は、細胞毒性またはヘルパーＴ細胞の刺激に基づいているかも知れない。本発明の
腫瘍関連抗原の一部または断片は、腫瘍関連抗原の少なくとも６、特に少なくとも８、少
なくとも１０、少なくとも１２、少なくとも１５、少なくとも２０、少なくとも３０また
は少なくとも５０の近接したアミノ酸の配列を含むのが好ましい。腫瘍関連抗原の一部ま
たは断片は、非膜部分、特に抗原の細胞外部分に対応するか、またはそれらを含む腫瘍関
連抗原の一部が好ましい。
【００９８】
　腫瘍関連抗原をコードする核酸の一部または断片は、本発明によれば、上記に定義した
とおりに、少なくとも腫瘍関連抗原および／または該腫瘍関連抗原の一部または断片をコ
ードする核酸の部分に関する。好ましくは、腫瘍関連抗原をコードする核酸の一部または
断片は、オープンリーディングフレームに対応する一部分、特に配列表に示したようなも
のである。
【００９９】
　腫瘍関連抗原をコードする遺伝子の単離および同定は、一または複数の腫瘍関連抗原の
発現を特徴とする疾患の診断を可能とする。これら方法は、腫瘍関連抗原をコードする一
または複数の核酸を決定すること、および／またはコードされる腫瘍関連抗原および／ま
たはそれに由来するペプチドを決定することを含む。核酸は通常の方法によって判定でき
、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応または標識化プローブによるハイブリダイゼーションを
含む。腫瘍関連抗原またはそれに由来するペプチドは、抗原および／またはペプチドの認
識について患者の抗血清をスクリーニングすることによって決定できる。それはまた、対
応する腫瘍関連抗原に対する特異性について患者のＴ細胞をスクリーニングすることによ
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っても決定できる。
【０１００】
　本発明はまた本明細書に記載する腫瘍関連抗原に結合するタンパク質の単離も可能にし
、これには抗体および該腫瘍関連抗原の細胞結合パートナーが含まれる。
【０１０１】
　本発明によると、特定の実施態様は、腫瘍関連抗原由来のドミナントネガティブポリペ
プチドを提供することを包含する。ドミナントネガティブポリペプチドは不活性タンパク
質変異体であって、細胞機構と相互作用することにより、細胞性機構とのその相互作用か
ら活性なタンパク質を置換するか、または活性なタンパク質と競合し、それにより該活性
タンパク質の効果を低下させる。例えば、リガンドに結合するが、リガンドに結合する反
応としてのいかなるシグナルも生成しないドミナントネガティブレセプターは、該リガン
ドの生理効果を低下させるかも知れない。同様に、通常標的タンパク質と相互作用するが
該標的タンパク質をリン酸化しないドミナントネガティブである触媒的に不活性なキナー
ゼは、細胞シグナルの応答としての該標的タンパク質のリン酸化を低下させるかも知れな
い。同様に、遺伝子の制御領域におけるプロモーター部位に結合するが該遺伝子の転写を
上昇させないドミナントネガティブな転写因子は、転写を上昇させることなくプロモータ
ー結合部位を占有することによって正常な転写ファクターの効果を低下させるかも知れな
い。
【０１０２】
　細胞でのドミナントネガティブポリペプチドの発現の結果、活性タンパク質の機能が低
下する。当業者は、タンパク質のドミナントネガティブ変異体を、例えば、従来の突然変
異生成法によって、そして変異体ポリペプチドのドミナントネガティブ効果を評価するこ
とによって製造し得る。
【０１０３】
　本発明は、腫瘍関連抗原と結合するポリペプチド等の物質も含む。そのような結合物質
も、例えば、腫瘍関連抗原および腫瘍関連抗原とそれらの結合パートナーとの複合体を検
出のためのスクリーニングアッセイにおいて、および前記腫瘍関連抗原ならびにその結合
パートナーとの複合体の精製においてそのような利用することができる。そのような物質
は、例えば抗原への結合によって、腫瘍関連抗原の活性の阻害にも用いることができる。
【０１０４】
　それ故に本発明は、腫瘍関連抗原に選択的に結合することができる結合性物質、例えば
、抗体または抗体断片を含む。抗体は、通常の方法で提供されるポリクローナルおよびモ
ノクローナル抗体も含む。
【０１０５】
　かかる抗体は、天然および／または変性したタンパク質を認識するかも知れない(Ander
son ら, J. Immunol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll, J. Immunol. Methods 234: 10
7-116, 2000; Kayyem ら, Eur. J. Biochem. 208: 1-8, 1992; Spiller ら, J. Immunol.
 Methods 224: 51-60, 1999)。
【０１０６】
　標的タンパク質と特異的に結合する特定の抗体を含む抗血清は、種々の標準的な方法で
調製してもよい、例えば"Monoclonal Antibodies: A Practical Approach" by Phillip S
hepherd, Christopher Dean ISBN 0-19-963722-9, "Antibodies: A Laboratory Manual" 
by Ed Harlow, David Lane ISBN: 0879693142 and "Using Antibodies: A Laboratory Ma
nual: Portable Protocol NO" by Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN: 087969
5447を参照のこと。本明細書において、複合膜タンパク質をその未変性の状態で認識する
、親和性を有する特異的な抗体を作製することも可能である(Azorsa ら, J. Immunol. Me
thods 229: 35-48, 1999; Anderson ら, J. Immunol. 143: 1899-1904, 1989; Gardsvoll
, J. Immunol. Methods. 234: 107-116, 2000)。このことは、治療用に用いる事を意図し
た抗体の調製において重要であるのみならず、多くの診断への応用のためにも重要である
。この目的のために、全タンパク質、細胞外部配列ならびに生理的な折りたたみ構造を有
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する標的分子を発現する細胞を、免疫のために用いてもよい。
【０１０７】
　モノクローナル抗体は、伝統的にハイブリドーマ技術を用いて産生されている(技術的
な詳細については以下を参照のこと:"Monoclonal Antibodies: A Practical Approach" b
y Philip Shepherd, Christopher Dean ISBN 0-19-963722-9; "Antibodies: A Laborator
y Manual" by Ed Harlow, David Lane ISBN: 0879693142, "Using Antibodies: A Labora
tory Manual: Portable Protocol NO" by Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN:
 0879695447)。
【０１０８】
　抗体分子の小部分のみが、すなわちパラトープのみが、抗体とそのエピトープとの結合
に関与していることが知られている(Clark, W.R. (1986), The Experimental Foundation
s of Modern Immunology, Wiley & Sons, Inc., New York; Roitt, I. (1991), Essentia
l Immunology, 7th Edition, Blackwell Scientific Publications, Oxfordを参照のこと
)。ｐＦｃ’およびＦｃ領域は、例えば、補体カスケードのエフェクターであるが、抗原
結合には関与していない。Ｆ（ａｂ’）２断片として呼ばれるｐＦｃ’領域が酵素的に除
かれた抗体またはｐＦｃ'領域を含まないように産生された抗体は、完全な抗体の両方の
抗原結合部位を担持する。同様に、Ｆａｂ断片と呼ばれる、Ｆｃ領域が酵素的に除去され
ているかまたは該Ｆｃ領域を含まないように産生された抗体は、本来の抗体分子の一方の
抗原結合部位を担持する。さらに、Ｆａｂフラグメントは、共有結合した抗体の軽鎖と該
抗体のＦｄと呼ばれる重鎖の部分からなる。Ｆｄフラグメントは、抗体特異性の主な決定
因子であり（１つのＦｄフラグメントは、抗体の特異性を変化させずに１０までの異なっ
た軽鎖と結合できる）、Ｆｄフラグメントは、単離されてもエピトープへの結合能力を保
持する。
【０１０９】
　抗体の抗原－結合部分のなかに、抗原エピトープと直接相互作用する相補性決定領域（
ＣＤＲ）およびパラトープの三次構造を維持するフレームワーク領域（ＦＲ） が位置す
る。ＩｇＧイムノグロブリンの重鎖のＦｄフラグメントおよび軽鎖の両方は、３つの相補
性決定領域（ＣＤＲ１からＣＤＲ３）によって分断され、４つのフレームワーク領域（Ｆ
Ｒ１～ＦＲ４）を含有する。ＣＤＲ、特にＣＤＲ３領域は、さらに具体的には重鎖のＣＤ
Ｒ３領域が、抗体特異性に広範囲に関与し得る。
【０１１０】
　哺乳動物抗体の非ＣＤＲ領域は、元来の抗体のエピトープに対する特異性を維持したま
ま同じまたは異なる特異性を有する抗体の類似領域によって置換できることが知られてい
る。このことにより、「ヒト化」抗体の開発が可能となり、非ヒトＣＤＲが、ヒトＦＲお
よび／またはＦｃ／ｐＦｃ’領域に共有結合して、機能的抗体が作られる。
【０１１１】
　これは「ＳＬＡＭ」技術において利用される。本明細書においては、Ｂ細胞を全血から
単離し、細胞をモノクローン化する。次いで単離されたＢ細胞の上清を分析して、抗体の
特異性を調べる。ハイブリドーマ技術とは対照的に、抗体遺伝子の可変領域を単一細胞Ｐ
ＣＲで増幅した後、適当なベクターにクローニングする。この方法により、モノクローナ
ル抗体の産生は加速される(de Wildt ら, J. Immunol. Methods 207:61-67, 1997)。
【０１１２】
　他の例として、ＷＯ９２／０４３８１では、ヒト化マウスＲＳＶ抗体の産生と使用を記
載しており、少なくともマウスＦＲ領域の一部がヒト起源のＦＲ領域によって置換された
。この種の抗体は、抗原結合能を有するインタクトな抗体の断片を包含し、「キメラ」抗
体と呼ばれることが多い。
【０１１３】
　本発明はまた、抗体のＦ（ａｂ’）２、Ｆａｂ、ＦｖおよびＦｄ断片、Ｆｃおよび／ま
たはＦＲおよび／またはＣＤＲ１および／またはＣＤＲ２および／または軽鎖-ＣＤＲ３
領域が相同なヒトまたは非ヒト配列で置換されているキメラ抗体、ＦＲおよび／またはＣ
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ＤＲ１および／またはＣＤＲ２および／または軽鎖－ＣＤＲ３領域が相同なヒトまたは非
ヒト配列で置換されているキメラＦ（ａｂ’）２－断片抗体、ＦＲおよび／またはＣＤＲ
１および／またはＣＤＲ２および／または軽鎖-ＣＤＲ３領域が相同なヒトまたは非ヒト
配列と置換されているキメラＦａｂ-断片抗体、ＦＲおよび／またはＣＤＲ１および／ま
たはＣＤＲ２領域が相同なヒトまたは非ヒト配列と置換されているキメラＦｄ断片抗体、
も提供する。本発明は、「１本鎖」抗体も含む。
【０１１４】
　好ましくは、本発明によって使用される抗体は、配列表の配列番号：2, 6, 10, 14, 18
, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98
, 102, 106, 110, 114, 118, 122, 126, 130, 134, 138, 142, 146, 150, 154, 158, 162
, 166, 170, 174, 176, 180, 184, 188, 192, 196, 200, 204, 208, 212, 216, 220, 224
, 228, 232, 236, 240, 244, 248, 252, 256, 260, 264, 268, 270, 272, 274, 276, 278
, 280～308, 310, 314、その一部またはその誘導体の一つに対する抗体であり、特に配列
表の配列番号２８１～３０８の配列のうちの一つに対する抗体であり、および／またはこ
れらのペプチドを用いる免疫付与によって得られる。
【０１１５】
　本発明は、特異的に腫瘍関連抗原に結合するポリペプチドを含む。この種のポリペプチ
ド結合物質は、例えば、単に溶液中に固定化形態で調製されているかあるいはファージデ
ィスプレーライブラリーとして調製され得る縮重ペプチドライブラリーによって提供され
得る。同様に、一つ以上のアミノ酸を有するペプチドの組み合わせライブラリーを調製す
ることもできる。ペプトイドおよび非ペプチド合成残基のライブラリーも調製可能である
。
【０１１６】
　ファージディスプレイは、本発明の結合性ペプチドを同定する際に、特に有効であるか
も知れない。この関連において、例えば、４から約８０個のアミノ酸残基長の挿入部分を
提示するファージライブラリー（例えば、Ｍ１３、Ｆｄまたはラムダファージを用いて）
を調製する。次いで、腫瘍関連抗原に結合する挿入部分を担持するファージを選別する。
この過程は、２サイクル以上を繰り返してもよく、腫瘍関連抗原に結合するファージを再
選別する。反復ラウンドは、特定配列を有するファージが濃縮される。ＤＮＡ配列の分析
を行って、発現ポリペプチドの配列を同定し得る。腫瘍関連抗原に結合する配列の最小の
直線状部分を決定できる。酵母の「ツーハイブリッドシステム」を用いて、腫瘍関連抗原
に結合するポリペプチドを同定してもよい。本発明に従って記載された腫瘍関連抗原また
はそのフラグメントを、腫瘍関連抗原のペプチド結合パートナーを同定して選択するため
に、ファージディスプレーライブラリーを包含するペプチドライブラリーをスクリーニン
グに使用してもよい。かかる分子は、腫瘍関連抗原の機能干渉のため、および他の当業者
に知られた目的のために、例えばスクリーニングアッセイ、精製プロトコールに用いても
よい。
【０１１７】
　上記抗体および他の結合分子は、例えば、腫瘍関連抗原を発現する組織の同定のために
使用してもよい。抗体は、腫瘍関連抗原を発現する細胞および組織を提示するために、特
定の診断用物質と結合させてもよい。それらはまた、治療上有用な物質と結合されてもよ
い。診断用物質は、特に制限されないが、例えば硫酸バリウム、ヨーセタム酸、イオパノ
酸、カルシウムイポデート、ジアトリゾ酸ナトリウム、ジアトリゾ酸メグルミン、メトリ
ザミド、チロパノ酸ナトリウム、および例えばフッ素－１８および炭素－１１などの陽電
子放射性物質、例えばヨウ素－１２３、テクネチウム－９９ｍ、ヨウ素－１３１およびイ
ンジウム－１１１などのガンマ放射性物質、例えばフルオリンおよびガドリニウムなどの
核磁気共鳴のための核種を含む放射性診断薬、を包含する。本発明によれば、「治療上有
用な物質」という用語は、所望の通りに一つ以上の腫瘍関連抗原を発現する細胞に選択的
に導かれるあらゆる治療分子を意味し、抗癌剤、放射性活性ヨウ素標識化合物、毒素、細
胞増殖抑制剤または細胞溶解剤等を包含する。抗癌剤としては、例えば、アミノグルテチ
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ミド、アザチオプリン、硫酸ブレオマイシン、ブスルファン、カルムスチン、クロラムブ
シル、シスプラチン、シクロホスファミド、シクロスポリン、シタラビジン、ダカルバジ
ン 、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、タキソール、エトポシド、
フルオロウラシル、インターフェロン-α、ロムスチン、メルカプトプリン、メトトレキ
サート、ミトタン、プロカルバジンＨＣＬ、チオグアニン、硫酸ビンブラスチンおよび硫
酸ビンクリスチンが含まれる。その他の抗癌剤は、例えばGoodman and Gilman,"The Phar
macological Basis of Therapeutics"、8th Edition、1990、McGraw-Hill、Inc., in pat
icular Chapter 52 (Antineoplastic Agents (Paul Calabresi and Bruce A. Chabner)に
記載されている。毒素は、タンパク質、例えば、ヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質、コレ
ラ毒素、百日咳毒、リシン、ゲロニン、アブリン、ジフテリア外毒素またはシュードモナ
ス外毒素であってもよい。毒素残基は、高エネルギーを放出する放射性核種、例えばコバ
ルト－６０であってもよい。
【０１１８】
　「患者」なる用語は、本発明によれば、ヒト、ヒト以外の霊長類またはその他の動物、
特に哺乳動物、例えば、ウシ、ウマ、ブタ、ウサギ、ヤギ、イヌ、ネコまたはげっ歯類、
例えば、マウスおよびラットを意味する。特に好ましい実施態様では、患者はヒトである
。
【０１１９】
　本発明によれば、「疾患」という用語は、腫瘍関連抗原が、発現しているかまたは異常
に発現しているあらゆる病理的状態を指す。「異常発現」とは、本発明によると、発現が
健常個体における状態と比較して変化し、好ましくは増加されることを意味する。発現の
増加とは、少なくとも１０％、特に少なくとも２０％、少なくとも５０％または少なくと
も１００％まで増加することをいう。一実施態様において、腫瘍関連抗原は疾患を有する
個体の組織においてのみ発現しており、健常個体における発現は抑制されている。かかる
疾患の一例は、癌であり、本発明によれば白血病、精上皮腫、黒色腫、奇形腫、神経膠腫
、腸癌、結腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、胃癌、消化管癌、食道癌、ＥＮＴ（耳鼻咽喉）癌
、腎臓癌、副腎癌、甲状腺癌、リンパ節癌、乳癌、前立腺癌、子宮癌、卵巣癌、子宮内膜
癌、肝癌、膵臓癌、皮膚癌、脳腫瘍、および肺癌、ならびにこれらの転移癌を包含する。
【０１２０】
　本発明によれば、生体試料は組織試料および／または細胞試料であり、パンチ生検など
の組織生検といった従来のやり方で、そして本明細書に記載の様々な方法にて使用する血
液、気管支吸引物、尿、糞便または他の体液の採取によって得る。
【０１２１】
　本発明によれば、「免疫反応細胞」という用語は、適切な刺激によって成熟し、免疫細
胞（Ｂ細胞、ヘルパーＴ細胞、細胞傷害性Ｔ細胞など）になる細胞を意味する。免疫反応
細胞には、ＣＤ３４＋造血幹細胞、未成熟／成熟Ｔ細胞、未成熟／成熟Ｂ細胞が含まれる
。腫瘍関連抗原を認識する細胞傷害性Ｔ細胞またはヘルパーＴ細胞の産生を目的とする場
合、細胞傷害性Ｔ細胞およびヘルパーＴ細胞の産生、分化および／または選択に有利な条
件下で免疫反応細胞と腫瘍関連抗原を発現する細胞とを接触させる。抗原にさらされた場
合、Ｔ前駆細胞の細胞傷害性Ｔ細胞への分化は、免疫系のクローン選択と似ている。
【０１２２】
　一部の治療方法は、一つ以上の腫瘍関連抗原を提示する癌細胞などの抗原提示細胞を溶
解させる患者の免疫系反応に基づいている。これと関連して、例えば、腫瘍関連抗原とＭ
ＨＣ分子との複合体に特異的な自己傷害性Ｔリンパ球を、細胞異常を伴う患者に投与する
。インビトロでの細胞傷害性Ｔリンパ球の産生が知られている。Ｔ細胞を分化させる方法
の一例は、国際出願ＷＯ９６／３３２６５で閲覧できる。一般に、血液細胞などの細胞を
含む検体を患者から採取して、複合体を提示し、細胞傷害性Ｔリンパ球の増殖を引き起こ
す細胞（例、樹状細胞）と該細胞とを接触させる。標的細胞はＣＯＳ細胞などのトランス
フェクト細胞でありうる。これらのトランスフェクト細胞はその表面上で目的の複合体を
提示し、細胞傷害性Ｔリンパ球と接触する場合、後者の増殖を刺激する。クローン増殖し
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た自己傷害性Ｔリンパ球を次に患者に投与する。
【０１２３】
　抗原特異的な細胞傷害性Ｔリンパ球の別の選択方法では、ＭＨＣクラスＩ抗原／ペプチ
ド複合体の蛍光四量体が、細胞傷害性Ｔリンパ球の特異的クローンの検出に使用される(A
ltmanら、Science 274：94－96，1996；Dunbarら、Curr．Biol．8：413－416，1998)。可
溶性のＭＨＣクラスＩ抗原は、β２ミクログロブリンおよび前記クラスＩ分子に結合する
ペプチド抗原の存在下で、インビトロで折りたたまれる。ＭＨＣ／ペプチド複合体は精製
されて、次にビオチン標識される。モル比４：１でビオチン化ペプチド‐ＭＨＣ複合体を
標識済みアビジン（例、フィコエリトリン）と混合させることで四量体が形成される。四
量体を次に末梢血やリンパ節などの細胞傷害性Ｔリンパ球と接触させる。四量体はペプチ
ド抗原／ＭＨＣクラスＩ複合体を認識する細胞傷害性Ｔリンパ球に結合する。四量体に結
合した細胞は、ＦＡＣＳで分類し、反応性の細胞傷害性Ｔリンパ球が単離できる。単離し
た細胞傷害性Ｔリンパ球は次にインビトロで増殖できる。
【０１２４】
　養子免疫伝達と呼ばれる治療方法(Greenberg，J．Immunol．136(5)：1917，1986；Ridd
elら、Science 257：238，1992；Lynchら、Eur．J．Immunol．21：1403－1410，1991；Ka
stら、Cell59：603－614，1989)では、目的の複合体を提示している細胞（例、樹状細胞
）を、治療を受ける患者の細胞傷害性Ｔリンパ球と結合し、特定の細胞傷害性Ｔリンパ球
を増殖させる。増殖した細胞傷害性Ｔリンパ球を、特定の複合体を提示する特定の異常細
胞を特徴とする細胞異常を伴う患者に投与する。細胞傷害性Ｔリンパ球は該異常細胞を溶
解させて、これによって目的の治療効果を達成する。
【０１２５】
　しばしば、患者のＴ細胞レパートリーのうち、免疫寛容発現により親和性の高い細胞が
失われているため、この種の特異的な複合体に対して親和性の低いＴ細胞だけが増殖可能
である。本明細書での別の方法は、Ｔ細胞受容体自体を導入することでありうる。ここで
も、目的の複合体を提示する細胞（例、樹状細胞）を健常人の細胞傷害性Ｔリンパ球と結
合させる。これにより、Ｔリンパ球が特定の複合体と事前の接触を持たなかったドナー生
体に由来する場合、高い親和性を持って特定の細胞傷害性Ｔリンパ球が増殖する。これら
増殖した特定のＴリンパ球の高親和性Ｔ細胞受容体をクローン化して、必要に応じて、遺
伝子導入（例、レトロウイルスベクターの使用）によって他の患者のＴ細胞内に導入可能
である。次に、これら遺伝子操作したＴリンパ球を使用して養子免疫伝達を行う(Stanisl
awskiら、Nat Immunol．2：962-70，2001；Kesselsら、Nat Immunol．2：957-61，2001)
。
【０１２６】
　上記の治療面は、少なくとも患者の異常細胞の一部が腫瘍関連抗原とＨＬＡ分子の複合
体を提示するとの事実から始まる。該細胞をそれ自体公知の方法で同定できる。複合体を
提示する細胞を同定すると直ぐに、それら細胞は細胞傷害性Ｔリンパ球を含んでいる患者
の試料と結合できる。細胞傷害性Ｔリンパ球が複合体を提示する細胞を溶解する場合、腫
瘍関連抗原を提示すると推測できる。
【０１２７】
　養子免疫伝達は本発明に従って適用可能な唯一の治療形式ではない。細胞傷害性Ｔリン
パ球はそれ自体公知の方法でインビボでも産生しうる。一つの方法では、複合体を発現し
ている非増殖性細胞を使用する。本明細書で使用した細胞は、通常、放射線処理された腫
瘍細胞または複合体の提示に必要な一つまたは両方の遺伝子（つまり、抗原性ペプチドお
よび提示ＨＬＡ分子）をトランスフェクトした細胞などの複合体を発現する細胞である。
種々の細胞種を使用できる。さらに、目的の遺伝子の一つまたは両方を有するベクターを
使用可能である。ウイルスまたはバクテリアのベクターが特に好ましい。例えば、腫瘍関
連抗原またはその一部をコードする核酸は、特定の組織または細胞種類において前記腫瘍
関連抗原の発現を制御するプロモーター／エンハンサー配列と機能的に結合できる。核酸
を発現ベクターに取り込ませることができる。発現ベクターは、外来性核酸を挿入できる
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未改変の染色体外核酸、プラスミド、ウイルス遺伝子でありうる。腫瘍関連抗原をコード
する核酸をレトロウイルスゲノムに挿入して、該核酸を標的組織または標的細胞のゲノム
内に取り込ませることができる。これらのシステムでは、ワクシニアウイルス、ポックス
ウイルス、単純性疱疹ウイルス、レトロウイルス、アデノウイルスなどの微生物が目的遺
伝子を運び、実際に宿主細胞に「感染」する。別の好ましい形態では、例えばリポソーム
移入またはエレクトロポレーションによって細胞に導入できる組換えＲＮＡの形での腫瘍
関連抗原の導入である。 結果として得られる細胞は目的の複合体を提示し、その後に増
殖する自己傷害性Ｔリンパ球によって認識する。
【０１２８】
　インビボでの抗原提示細胞内への取り込みを可能にするために、腫瘍関連抗原またはそ
の断片をアジュバントと結合させることで同様の効果を得ることができる。腫瘍関連抗原
またはその断片としては、タンパク質、ＤＮＡ（例、ベクター内）、ＲＮＡが代表となり
うる。腫瘍関連抗原を処理して、ＨＬＡ分子のペプチドの相手を産生し、その断片をそれ
以上処理する必要もなく提示できる。これらがＨＬＡ分子と結合可能な場合、後者が特に
当てはまる。効果的な免疫反応に必要なヘルパーＴ細胞反応を生じる可能性もあるため、
完全抗原をインビボで樹状細胞により処理する投与形態が好ましい(Ossendorpら、Immuno
l Lett．74：75－9，2000；Ossendorpら、J．Exp．Med．187：693－702，1998)。一般に
、例えば皮内注射によって、患者に有効量の腫瘍関連抗原を投与可能である。一方で、リ
ンパ節内へのリンパ節内注射も行うことができる(Maloyら、Proc Natl Acad Sci USA 98
：3299－303，2001)。それは樹状細胞内への取り込み促進剤との併用で実施できる。好ま
しい腫瘍関連抗原には、同種異系の癌抗血清または多くの癌患者のＴ細胞と反応する抗原
が含まれる。しかし、どのような自然発生的な免疫反応も事前には存在しないこれら抗原
は、特に興味があるものである。腫瘍を溶解できるこの免疫反応を引き起こすことができ
ることは明らかである(Keoghら、J．Immunol．167：787-96，2001；Appellaら、Biomed P
ept Proteins Nucleic Acids 1：177-84，1995；Wentworthら、Mol Immunol．32：603-12
，1995)。
【０１２９】
　本発明において記載の医薬組成物は、免疫付与のためにワクチンとしても使用できる。
 本発明によれば、「免疫付与」または「ワクチン接種」という用語は、抗原に対する免
疫反応の上昇または活性化を意味する。 腫瘍関連抗原またはそれをコードする核酸を使
用して癌に対する免疫効果を試験するために、動物モデルを使用可能である。例えば、ヒ
ト癌細胞をマウスに導入して腫瘍を作成させて、腫瘍関連抗原をコードする一つ以上の核
酸を投与できる。癌細胞に及ぼす効果（例、腫瘍の縮小）を、核酸によって免疫付与の有
効性の測定値として測定できる。
【０１３０】
　免疫付与のための組成物の一部として、免疫反応の誘発、もしくは免疫反応の増大のた
めに、１つ以上の腫瘍関連抗原またはその刺激断片を１つ以上のアジュバントと同時投与
する。アジュバントは、抗原に取り込まれる、もしくは後者と同時投与されて、免疫反応
を高める物質である。アジュバントは、抗原蓄積（細胞外、またはマクロファージ内で）
をもたらして、マクロファージおよび／または刺激性の特定リンパ球を活性化させること
によって、免疫反応を高めることができる。既知のアジュバントとして、モノホスホリル
リピドＡ（ＭＰＬ、スミスクライン・ビーチャム）、ＱＳ２１（スミスクライン・ビーチ
ャム）、ＤＱＳ２１（スミスクライン・ビーチャム；国際出願96／33739）、ＱＳ７、Ｑ
Ｓ１７、ＱＳ１８、ＱＳ－Ｌ１(Soら、Mol．Cells 7：178－186，1997)などのサポニン、
フロイント不完全アジュバント、フロイント完全アジュバント、ビタミンＥ、モンタニド
、ミョウバン、ＣｐＧヌクレオチド(cf. Kriegら、Nature 374：546－9，1995)、スクア
レンおよび／またはトコフェロールなどの生物分解可能な油脂から調製された種々のＷ／
Ｏ型乳剤が挙げられるが、これらに限定されない。好ましくは、ペプチドをＤＱＳ２１／
ＭＰＬと混合投与する。ＤＱＳ２１とＭＰＬの比率は、通常、約１：１０から１０：１、
好ましくは約１：５から５：１、特に約１：１である。ヒトへの投与では、ワクチン製剤
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は通常、約１‐１００μｇまでの範囲でＤＱＳ２１とＭＰＬを含む。
【０１３１】
　患者の免疫反応を刺激する他の物質も投与できる。例えば、リンパ球に対するその調節
特性のため、ワクチン接種においてサイトカインを使用可能である。該サイトカインには
、例えばワクチンの保護作用の増大が示されているインターロイキン－１２（IL－12）(c
f．Science 268：1432－1434,1995)、そしてＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－１８が含まれる。
【０１３２】
　免疫反応を高め、このためワクチン接種に使用できる多くの化合物が存在する。前記化
合物には、タンパク質または核酸の形で供給される共刺激分子を含む。前記共刺激分子の
例は、Ｂ７－１およびＢ７－２（それぞれＣＤ８０、ＣＤ８６）であり、これらは樹枝状
細胞（ＤＣ）上で発現されて、Ｔ細胞上で発現されるＣＤ２８分子と相互作用する。この
相互作用によって、抗原／ＭＨＣ／ＴＣＲ刺激を受けたＴ細胞が同時刺激を受けて、これ
によって前記Ｔ細胞の増殖および該エフェクター機能が高まる。Ｂ７はＴ細胞上のＣＴＬ
Ａ４（ＣＤ１５２）とも相互作用し、ＣＴＬＡ４およびＢ７リガンドを含む研究によって
、Ｂ７－ＣＴＬＡ４相互作用が抗腫瘍免疫およびＣＴＬ増殖を高めることができることが
示されている(Zheng，P．ら、Proc．Nati．Acad．Sci．USA 95(11)：6284－6289(1998))
。
【０１３３】
　腫瘍細胞がＴ細胞に対する効果的な抗原提示細胞（ＡＰＣ）ではないように、通常は、
Ｂ７は腫瘍細胞上では発現されない。Ｂ７発現の誘導によって、腫瘍細胞が細胞傷害性Ｔ
リンパ球をより効果的に増殖させ、エフェクター機能をより効果的に促進させることが可
能となる。Ｂ７／ＩＬ－６／ＩＬ－１２の併用による同時刺激によって、Ｔ細胞集団にお
けるＩＦＮ－ガンマとＴｈ１－サイトカインプロファイルを誘導し、およびその結果とし
てＴ細胞活性が向上することが示された(Gajewskiら、J．Immunol．154：5637－5648(199
5))。
【０１３４】
　細胞傷害性Ｔリンパ球の完全な活性化、そして完全なエフェクター機能には、前記ヘル
パーＴ細胞上のＣＤ４０リガンドと樹状細胞が発現するＣＤ４０分子との相互作用を介し
たヘルパーＴ細胞の関与が必要となる(Ridgeら、Nature 393：474(1998)、Bennettら、Na
ture 393：478(1998)、Schonbergerら、Nature 393：480(1998))。この共刺激シグナルの
メカニズムは、恐らく前記樹状細胞（抗原提示細胞）によるＢ７産生の増加、そして関連
するＩＬ－６／ＩＬ－１２産生の増加と関連する。このように、ＣＤ４０－ＣＤ４０Ｌの
相互作用によって、シグナル１（抗原／ＭＨＣ－ＴＣＲ）とシグナル２（Ｂ７－ＣＤ２８
）の相互作用が補完される。
【０１３５】
　樹状細胞を刺激する抗ＣＤ４０抗体の使用により、通常は炎症反応の範囲外である腫瘍
抗原、もしくは範囲外の抗原提示細胞（腫瘍細胞）が提示する腫瘍抗原に対する反応を直
接高めることが期待される。これらの状況では、ヘルパーＴ／Ｂ７共刺激シグナルは与え
られない。このメカニズムは、抗原パルス樹状細胞に基づく治療法と関連して、もしくは
ヘルパーＴのエピトープが周知のＴＲＡ前駆体で定義されなかった状況下において利用可
能であった。
【０１３６】
　本発明はまた核酸、ポリペプチド、ペプチドの投与方法にも関する。ポリペプチドおよ
びペプチドは、それ自体公知の方法で投与できる。一実施態様では、核酸を、エクスビボ
の方法（患者からの細胞の除去、腫瘍関連抗原を取り込ませるための前記細胞の遺伝子組
換え、該改変細胞の患者への再導入）によって投与する。これには通常、インビトロでの
患者の細胞への遺伝子の機能的コピーの導入、そして遺伝子操作された細胞の患者への再
導入が含まれる。 遺伝子の機能的コピーは調節エレメントによる機能的制御下にあり、
これによって遺伝子操作された細胞内における遺伝子の発現が可能となる。 トランスフ
ェクション／形質導入方法は当業者には周知である。本発明は、ウイルスや標的指向性リ
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ポソームなどのベクターを使用したインビボでの核酸投与方法にも関する。
【０１３７】
　好ましい一実施態様では、腫瘍関連抗原をコードする核酸を投与するためのウイルスベ
クターは、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ワクシニアウイルスおよび無毒化痘症
ウイルスなどの痘症ウイルス、セムリキフォレストウイルス、レトロウイルス、シンドビ
スウイルス、Ｔｙ‐ウイルス様粒子から成るグループから選択される。 アデノウイルス
とレトロウイルスが特に好ましい。一般的にレトロウイルスには複製能がない（つまり、
感染粒子を生成できない）。
【０１３８】
　本発明によれば、インビトロ又はインビボにて細胞中に核酸を導入するために種々の方
法を使用できる。この種の方法には、核酸ＣａＰＯ４沈殿物のトランスフェクション、Ｄ
ＥＡＥを介した核酸トランスフェクション、目的の核酸を有する上記のウイルスを用いた
トランスフェクションまたは感染、リポソーム媒介のトランスフェクションなどが含まれ
る。特定の実施態様では、特定細胞への核酸導入が好ましい。前記実施態様では、細胞へ
の核酸の投与に使用された担体（例、レトロウイルス、リポソーム）に標的制御分子が結
合できる。例えば、標的細胞上の表面膜タンパク質に対する特異的な抗体、もしくは標的
細胞上の受容体のリガンドなどの分子を核酸担体に取り込ませる、もしくは付着させうる
。好ましい抗体には、腫瘍関連抗原と選択的に結合する抗体が含まれる。リポソームを介
した核酸の投与が望ましい場合、ターゲティングおよび／または取り込みを可能にするた
めに、エンドサイトーシスと関連する表面膜タンパク質へ結合するタンパク質をリポソー
ム製剤中に取り込むことができる。前記タンパク質には、特定の細胞種類に特異的なカプ
シドタンパク質またはその断片、内在化したタンパク質に対する抗体、細胞内部位に働き
かけるタンパク質を含む。
【０１３９】
　本発明の治療用組成物は、医薬的に適合する製剤として投与されうる。前記製剤には、
通常、医薬的に適合する濃度の塩、緩衝物質、保存薬、担体、アジュバント（例、ＣｐＧ
ヌクレオチド）やサイトカインなどの免疫促進物質の添加、そして前記該当する場合、他
の治療活性化合物を含むことができる。
【０１４０】
　本発明の治療活性化合物を、注射または注入など、従来の任意の投与法で投与できる。
例えば、経口、静脈内、腹腔内、筋肉内、皮下、または経皮的に投与できる。好ましくは
、抗体を肺エアゾールによって治療のために投与する。アンチセンス核酸を好ましくは、
ゆっくりと静脈内投与によって投与する。
【０１４１】
　本発明の組成物は有効量で投与される。「有効量」とは、単独で、もしくは追加用量と
共に、目的の反応または目的の結果を引き起こす量を述べている。１つ以上の腫瘍関連抗
原の発現を特徴とする、特定の疾患または特定の状態の治療の場合、目的の反応は疾病経
過の阻害と関連する。これには該疾患の進行の抑制、特に、該疾患の進行の中断が含まれ
る。疾患の治療または状態の治療における目的の反応は、発症の遅延、もしくは前記疾患
または前記状態の発現の防止でもありうる。
【０１４２】
　本発明の組成物の有効量は、治療する病状、疾患の重症度、患者の個別パラメータ（年
齢、生理学的状態、体格と体重など）、治療期間、併用治療の種類（ある場合のみ）、特
定の投与法などの因子に左右される。
【０１４３】
　本発明の医薬組成物は、好ましくは無菌状態であり、目的の反応または目的の結果を引
き起こすために有効量の治療上の有効成分を含んでいる。
【０１４４】
　本発明の組成物の投与量は、投与方法、患者の状態、目的の投与期間などの様々なパラ
メータに左右されることもありうる。患者の反応が初回量では不十分な場合、より多くの
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用量（または別のより局所的な投与方法によって効果的に達成される多用量）が使用でき
る。
【０１４５】
　一般に、治療、もしくは免疫反応の発生または増大のために、１ｎｇから１ｍｇ、好ま
しくは１０ｎｇから１００μｇの用量の腫瘍関連抗原を配合し投与する。腫瘍関連抗原を
コードする核酸（ＤＮＡ、ＲＮＡ）の投与を目的とする場合、１ｎｇから０．１ｍｇの用
量を配合し投与する。
【０１４６】
　本発明の医薬組成物を、一般に、医薬的に適合する量、そして医薬的に適合性のある組
成物として投与する。
【０１４７】
　「医薬的に適合性の」という用語は、医薬組成物の活性成分の作用と相互作用しない無
毒物質を示す。この種類の製剤は、通常、塩、緩衝物質、保存剤、担体、該当する場合、
他の治療活性化合物を含みうる。薬剤に使用される場合、塩は医薬的な適合性を有する必
要がある。一方で、医薬的な適合性のない塩は、医薬的な適合性を有する塩の調製に使用
される可能性があり、本発明に含められる。この種類の薬理学的、医薬的な適合性を有す
る塩として、以下の酸から調製される塩が挙げられるが、これらに限定されない：塩化水
素酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸、マレイン酸、酢酸、サリチル酸、クエン酸、ギ
酸、マロン酸、コハク酸など。医薬的な適合性を有する塩は、ナトリウム塩、カリウム塩
、カルシウム塩などのアルカリ金属塩またはアルカリ土類金属塩としても調製できる。
【０１４８】
　本発明の医薬組成物には、医薬的な適合性を有する担体を含むことができる。本発明に
よれば、「医薬的な適合性を有する担体」という用語は、ヒトへの投与に適した、１つ以
上の適合性を有する固体または液体の充填剤、賦形剤、カプセル封入物質を示す。「担体
」という用語は、天然または合成の有機／無機化合物を示し、適用を促すために、この中
に活性化合物が配合される。本発明の医薬組成物の成分は、通常、目的とする製剤の有効
性を大幅に損なう相互作用が生じないようになっている。
【０１４９】
　本発明の医薬組成物には、酢酸塩、クエン酸塩、ホウ酸塩、リン酸塩などの適当な緩衝
物質を含むことができる。
【０１５０】
　医薬組成物には、必要に応じ、塩化ベンザルコニウム、クロロブタノール、パラベン、
チメロサールなどの適切な保存剤も含むことができる。
【０１５１】
　医薬組成物は、通常、均一な剤形で提供され、それ自体公知の方法で調製できる。本発
明の医薬組成物は、例えば、カプセル、錠剤、薬用ドロップ、溶液、懸濁液、シロップ、
エリキシル剤、もしくは乳濁液の状態であってもよい。
【０１５２】
　非経口投与に適した組成物は、通常、活性化合物の滅菌済み水性／非水性製剤を含み、
これは好ましくは被投与者の血液と等張である。適合性を有する担体および溶剤の例は、
リンゲル溶液および等張の塩化ナトリウム溶液である。また、通常、無菌の不揮発性油を
溶液または懸濁媒体として使用する。
【０１５３】
　本発明は以下の図と実施例によって詳述されており、これらは説明目的のためにだけ使
用され、限定することを目的としていない。記述と実施例によって、本発明に同様に含ま
れるさらなる実施態様は当業者であれば理解できる。
【実施例】
【０１５４】
材料と方法
　「インシリコ（in silico）」および「電子的」という用語は、実験室内試験工程をシ
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ミュレーションするのにも利用し得るデータベースに基づく方法の利用を単に述べている
。
【０１５５】
　その他の方法で明確に規定しない限り、他の用語および表現をすべて当業者が理解でき
るように使用する。記述した技術および方法は自体公知の方法で行われ、例えばSambrook
ら、Molecular Cloning(Laboratory Manual、第二版(1989)、コールドスプリングハーバ
ー研究所報道機関、コールドスプリングハーバー、N.Y.)に記載されている。キットおよ
び試薬を使用する方法はすべてメーカーの情報にしたがって行う。
【０１５６】
Ａ．腫瘍関連抗原を同定するためのデータマイニングに基づく計画
　本発明によれば、周知のヒトタンパク質および核酸データベースは、細胞表面に接触可
能な癌特異的抗原に関してスクリーニングした。できればすべてのタンパク質を分析する
高処理法と共に、そのために必要となるスクリーニング基準を規定することによって、こ
の計画の中心成分をつくった。
【０１５７】
　その開始点は主にヒトゲノムプロジェクトによって予測される遺伝子候補で構成されて
おり、その遺伝子候補は単に典型的なたんぱく質（ＸＰ）あるいはｍＲＮＡ（ＸＭ）とし
て、米国バイオテクノロジー情報センター（ＮＣＢＩ）のRefSeqデータベース(Pruittら,
Trends Genet. Jan; 16(1):44-47、2000)中に登録・蓄積されている。他のアプローチで
は、有効タンパク質登録項目（ＮＰ）および同じデータベースにあるそれぞれに対応する
ｍＲＮＡ（ＮＭ）もまた同様の方法で分析した。（仮定の）遺伝子→ｍＲＮＡ→タンパク
質という基本原則にしたがって、タンパク質分析の複数の予測プログラムを併用して、タ
ンパク質を初めに膜貫通領域の有無について試験した。RefSeqデータベースのヒトＸＰ画
分の全１９，５４４個の登録項目は、前記のスクリーニング基準を満たす２，０２５個の
仮定タンパク質（ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ）を用いて分析した。ヒト
ＮＰ画分によって、ろ過したタンパク質４，６３４個を含む１９，１１０個の全登録項目
が供与された。
【０１５８】
　これら２，０２５個および４，６３４個の各タンパク質に対応するｍＲＮＡは、その後
、ＢＬＡＳＴアルゴリズム(Altschulら,Nucleic Acids Res. 25：3389-3402, 1997)を用
いてＮＣＢＩのＥＳＴデータベース(Boguskiら,Nat. Genet. 4(4)：332-333, 1993)中で
それぞれ類似性検索を行った。この検索においてスクリーニング基準は厳密に設定された
。全１，２７０個の仮定的ｍＲＮＡは、ＥＳＴデータベース中で少なくとも１つ該当し、
該当数が１，０００個を超えるような場合もあった。
【０１５９】
　続いて、基礎となるｃＤＮＡライブラリーの組織特異性オリジンならびにライブラリー
の名称をこれらの有効な各該当項目に対して決定した。それに起因する組織を、不必要な
器官（グループ３）から必要不可欠な器官（グループ０）まで４個の異なるグループに分
けた。もう１つのグループであるグループ４は、癌組織から得られた任意の標本から構成
される。５つのグループに対する該当項目の分布を、グループ０～２の合計に対する３お
よび４の合計の最良の比率にしたがって分類した表に記録した。ＥＳＴ該当項目が癌組織
にのみ由来するそれらのｍＲＮＡが最多であり、グループ３の不必要な器官の組織におい
ても見られるｍＲＮＡがそれに続いた。この分布の重要性に対する別の基準は、ＥＳＴが
得られ表の別欄に示す独立したｃＤＮＡライブラリーの数である。
【０１６０】
　第一の方法で決まる転写産物および対応するタンパク質は、第一に仮定のコンストラク
トであるため、ｍＲＮＡひいてはそれらタンパク質が本当に存在することを証明すること
を目的として別のスクリーニング基準を使用した。この目的のため、各ｍＲＮＡは、プロ
グラム「Spidey」(Wheelanら,Genome Res. 11(11):1952-1957,2001)を用いて予測した遺
伝子座と比較した。少なくとも一度のスプライシングを受け、すなわち少なくとも２つの
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エクソンにわたるこれらの転写産物のみをさらに詳細に分析するため使用した。
【０１６１】
　前述した全フィルターの連続的応用は、予測された膜貫通領域およびそれに関連するト
ポロジーのため、細胞外で接触可能であると思われる本発明の腫瘍関連抗原を誘導した。
ＥＳＴデータから得た発現プロフィールは、いかなる場合でも癌に特異的な発現を示して
おり、この発現はせいぜい不必要な器官にだけしか適用されない可能性がある。
【０１６２】
Ｂ．インシリコ分析によって同定した腫瘍関連抗原を確認する計画
　癌治療ならびに診断問題において、免疫治療目的（モノクローナル抗体による抗体療法
、ワクチン接種およびＴ細胞受容体媒介治療法：欧州特許公報第０８７９２８２号）の標
的あるいは他の標的方法（低分子化合物：siRNA等）を利用するために、本発明にしたが
って同定された標的の確認は非常に重要である。このことに関連し、ＲＮＡおよびタンパ
ク質の両レベルでの発現分析によって検証する。
【０１６３】
１．ＲＮＡ発現試験
　同定した腫瘍抗原を、種々の組織あるいは組織特異的細胞系から得たＲＮＡを用いて最
初に検証する。腫瘍組織と比べて健常組織の示差的発現パターンは次に続く治療に応用す
るため決定的に重要であるので、標的遺伝子をこれらの組織標本を用いて特徴づけること
が好ましい。
【０１６４】
　全ＲＮＡを、分子生物学の標準的方法によって天然の組織標本あるいは腫瘍細胞系から
単離する。前記単離は、例えばメーカーの使用説明書にしたがってRNeasy Maxi キット（
Qiagen, Cat. No. 75162）を用いて行ってもよい。この単離方法は基本的にカオトロピッ
ク剤のイソチオシアン酸グアニジンを使用する。あるいは、単離には酸性フェノールが使
用できる(ChomczynskiおよびSacchi, Anal. Biochem.162: 156-159, 1987)。その組織を
イソチオシアン酸グアニジンを用いて入念に作ってから、ＲＮＡは酸性フェノールで抽出
し、その後イソプロパノールで沈殿させ、ＤＥＰＣ処理水に溶解する。
【０１６５】
　以上のように単離した２～４μｇのRNAを、続いて例えばSuperscript II（Invitrogen
社）によってメーカーのプロトコールにしたがってｃＤＮＡに転写する。ｃＤＮＡ合成は
任意の六量体（例えばRoche Diagnostics社）を用いて関連メーカーの標準的プロトコー
ルにしたがって誘導する。品質管理のため、ｃＤＮＡは、低度にしか発現しないｐ５３遺
伝子に特異的なプライマーを使用し３０サイクルにわたり増幅する。ｐ５３陽性ｃＤＮＡ
標本のみをその後の反応ステップに使用することになる。
【０１６６】
　標的は、多種の正常および腫瘍組織ならびに腫瘍細胞系から単離したｃＤＮＡアーカイ
ブを基本としたＰＣＲまたは定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）によって発現分析を行い詳細に分析
した。この目的のため、該反応混合液のうち０．５μｌのｃＤＮＡを、ＤＮＡポリメラー
ゼ（例えば１単位のHotStarTaq　ＤＮＡポリメラーゼ、Qiagen社）によって特定のメーカ
ーのプロトコールにしたがって増幅する（反応混合液の総量：２５～５０μｌ）。前記の
ポリメラーゼに加えて、増幅混合液は０．３ｍＭのｄＮＴＰ、反応緩衝液（最終濃度：１
×、ＤＮＡポリメラーゼのメーカーに従う）および遺伝子特異的「センス」プライマーお
よび「アンチセンス」プライマーをそれぞれ０．３ｍＭ含む。
【０１６７】
　標的遺伝子の特異的プライマーを、ゲノム汚染により偽陽性にはならないように、可能
な限り２つの異なるエクソンに位置するように選択する。非定量的エンドポイントＰＣＲ
では、ＤＮＡを変性させホットスタート酵素を活性化するために、ｃＤＮＡを通常は９５
℃で１５分間インキュベートする。続いてＤＮＡは３５サイクルを経て増幅させる（単位
複製配列を伸長するために、９５℃で１分間、プライマー特異的ハイブリダイゼーション
温度（約５５～６５℃）で１分間、７２度で１分間）。続いて１０μｌのＰＣＲ混合液を
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アガロースゲルにアプライし、電場にて分画する。エチジウムブロマイドで染色してゲル
中でＤＮＡが識別できるようにし、ＰＣＲの結果を写真で実証する。
【０１６８】
　従来のＰＣＲの代わりに、標的遺伝子の発現は定量的リアルタイムＰＣＲによっても分
析してよい。一方、種々の分析システムがこの分析に利用可能であり、その最も知られて
いるものはＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ配列検出システム（TaqMan,Biosystem社製）、iCycler（B
iorad社）およびLight cycler（Roche Diagnostics社）である。前述したように、特異的
ＰＣＲ混合液はリアルタイム装置での作動に供される。ＤＮＡ架橋染色（例えばエチジウ
ムブロマイド、サイバーグリーン）によって、新しく合成されたＤＮＡは特異的な光励起
を経て（染色についてのメーカー情報にしたがって）識別可能になる。増殖の間、各ポイ
ントの多重度を測定すると、全過程のモニターが可能になり、また標的遺伝子の核酸濃度
が定量的に決定される。ＰＣＲ混合液はハウスキーピング遺伝子（例えば１８Ｓ　ＲＮＡ
、β‐アクチン）を測定して正常化する。蛍光標識したＤＮＡプローブを介した代替的計
画により同様に、特異性組織標本の標的遺伝子の定量的決定が可能になる（Applied Bios
ystems社のTaqManの応用を参照）。
【０１６９】
２．クローニング
　腫瘍抗原をさらに特徴づけるために必要な完全標的遺伝子を、一般的な分子生物学的方
法(例えば「Current Protocols in Molecular Biology」、John Wiley & Sons社、Wiley 
InterScience)にしたがってクローン化する。標的遺伝子をクローン化するため、あるい
はその配列を分析するために、前記遺伝子を、証明読み取り機能を有するＤＮＡポリメラ
ーゼ（例えばＰｆｕ、Roche Diagnostics社）で初めに増幅する。その後単位複製配列は
標準法でライゲーションし、クローニングベクターにする。陽性クローンは配列分析によ
って同定し、続いて予測プログラムおよび既知のアルゴリズムを用いて特徴付ける。
【０１７０】
３．タンパク質の予測
　本発明にしたがって見出された遺伝子（特にＲｅｆＳｅｑ　ＸＭ領域由来のもの）の多
くは新しく発見された遺伝子であり、これらは全長遺伝子のクローン化、オープンリーデ
ィングフレームの決定およびタンパク質配列の推理ならびに分析を必要とする。
全長配列をクローン化するため、本発明者らは、ｃＤＮＡ末端の高速増幅および遺伝子特
異性プローブを有するｃＤＮＡ発現ライブラリーのスクリーニングのための一般的プロト
コール(Sambrookら,Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition(1989), Col
d Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.)を使用した。
【０１７１】
　この方法で見出されたフラグメントを集めた後、可能性あるオープンリーディングフレ
ーム（ＯＲＦ）を、一般的予測プログラムを使用して予測した。ＰｏｌｙＡ尾部およびポ
リアデニル化モチーフの位置は、可能性ある遺伝子産物の配位を予め定めるので、その特
定の配位の３個のリーディングフレームのみが、見込まれる６個のリーディングフレーム
から残る。前者は頻繁にかなり大きいオープンリーディングフレームを１つのみ産生し、
これはタンパク質をコードすることがある。一方、他のリーディングフレームは停止コド
ンを過剰に有し、実際のタンパク質をまったくコードしない。選択的オープンリーディン
グフレームの場合、真のＯＲＦの同定は、最適な転写開始のKozak基準を考慮に入れて、
起こりうる推定タンパク質配列を分析して援助する。前記ＯＲＦはさらに、可能性あるＯ
ＲＦから推定したタンパク質に拮抗する免疫血清を発生させ、組織および細胞系において
実際のタンパク質を認識するための前記免疫血清を分析することによって実証する。
【０１７２】
４．抗体の作製
　本発明にしたがって同定した腫瘍関連抗体は、例えば抗体を使用して特徴付ける。さら
に本発明は抗体を使用して診断あるいは治療することも含む。抗体は自然のおよび／また
は変性した状態のタンパク質を認識する可能性がある（Andersonら,J. Immunol. 143：18
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99-1904,1989;Gardsvoll、J. Immunol. Methods 234:10７-116,2000;Kayyemら、Eur. J. 
Biochem. 208：1-8,1992；Spillerら,J. Immunol. Methods 224：51-60, 1999）。
【０１７３】
　標的タンパク質に特異的に結合する特異的抗体を含む抗血清は、種々の標準法によって
調製することが可能である：例えば「Monoclonal Antibodies: A Practical Approach」P
hillip Shepherd, Christopher Dean ISBN 0 19 963722 9,「Antibodies: A Laboratory 
Manual」Ed Harlow, David Lane ISBN: 0879693142および「Using Antibodies: A Labora
tory Manual: Portable Protocol NO」Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN: 08
79695447を参照されたい。本明細書では、自然形態での複合的膜タンパク質を認識する擬
似抗体および特異的抗体を発生させることも可能である（Azorsaら, J. Immunol. Method
s 229:35-48,1999;Andersonら,J.Immunol. 143:1899-1904, 1989; Gardsvoll, J. Immuno
l. Methods. 234:107-116, 2000）。このことは、治療ならびに多くの診断応用にも使用
することを意図している抗体の調製において特に重要である。この目的には、完全タンパ
ク質および細胞外部分配列の両方が免疫付与に使用されてもよい。
【０１７４】
ポリクローナル抗体の免疫付与および作製
　種々の免疫付与プロトコールが公開されている。種（例えばウサギ、ネズミ）は目的の
標的タンパク質の第一の注入で免疫付与される。免疫原に対する動物の免疫反応は定めた
期間内（予備免疫付与の約２～４週後）で第二、第三の免疫付与によって促進され得る。
血液は、前記動物および得られた免疫血清から、定めた種々の期間の後、再度取得した（
４週間後に第一の採血を行い、続いて２、３週間毎に５回まで採血を行った）。このよう
に採取した免疫血清はフローサイトメトリー分析、免疫蛍光法あるいは免疫組織化学的検
査によりウエスタンブロット法で、標的タンパク質を検出し、特徴づけをするために使用
され得るポリクローナル抗体を含む。
【０１７５】
　動物は通常、４つの良く確立されている方法のいずれかによって免疫付与されるが、他
の既存の方法でも免疫付与できる。免疫付与は、標的タンパク質に特異的なペプチドを使
用して、完全タンパク質を使用して、実験的にあるいは予測プログラムを介して同定され
得るタンパク質の細胞外部分配列を使用して行ってもよい。予測プログラムは必ずしも完
全に働いている訳ではないので、膜貫通領域によって互いに分離した２つの領域を使用す
ることも可能である。この場合、２つの領域のうち１つは細胞外でなければならず、この
ことはその後実験的に証明できる（下記参照）。免疫付与は種々のサービスプロバイダー
によって営業的に行われている。
（１）第一のケースでは、ペプチド（長さ：８～１２アミノ酸）をインビトロ法（場合に
より営業サービスにより行われる）で合成し、前記ペプチドを免疫付与のために使用する
。通常３回の免疫付与を行う（例えば、５～１００μｇ／回の濃度で）。
（２）あるいは、組換えタンパク質を使用して免疫付与を行ってもよい。この目的のため
、標的遺伝子のクローン化ＤＮＡは発現ベクターにクローン化し、標的タンパク質は、例
えば無細胞のインビトロで、バクテリア（例えば大腸菌）、酵母（例えばシゾサッカロミ
セス・ポンベ）、昆虫細胞あるいは哺乳動物細胞内で、特定のメーカー（例えばRoche Di
agnostics社、Invitrogen社、Clontech社、Qiagen社）の条件にしたがって合成する。ウ
イルス発現システム（例えばバキュロウイルス、ワクシニアウイルス、アデノウイルス）
を用いても標的タンパク質を合成できる。前記システムの１つで合成した後、標的タンパ
ク質を、クロマトグラフィー法を使用して通常どおりに精製する。この状態では、精製の
補助として分子アンカー（例えばHisタグ、Qiagen社；FLAGタグ、Roche Diagnostics社；
GST融合タンパク質）を有する免疫付与タンパク質に対して使用することが可能である。
プロトコールの多様性は、例えば「Current Protocols in Molecular Biology」、John W
iley & Sons社、Wiley InterScienceにおいて見出すことが可能である。標的タンパク質
を精製した後、上記のように免疫付与を行う。
（３）目的のタンパク質を内性的に合成する細胞系が入手できるのなら、特異性抗血清を
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調製するのにこの細胞系を直接使用することも可能である。この場合、各ケースにつき約
１～５×１０７細胞個を使用し１～３回の注入で免疫付与を行う。
（４）ＤＮＡを注入することでも免疫付与は行い得る（ＤＮＡ免疫付与）。この目的のた
め、標的配列が強い真核細胞プロモーター（例えばＣＭＶプロモーター）に制御されるよ
うに、最初に標的遺伝子は発現ベクターへとクローン化される。続いて、生物（例えば、
マウス、ウサギ）において遺伝子銃を使用して、ＤＮＡ（例えば一回の注入につき１～１
０μｇ）を、高血流で毛細管領域に、免疫原として伝達する。伝達されたＤＮＡは動物細
胞に取り込まれ、標的遺伝子が発現し、最終的に該動物は標的タンパク質に対する免疫応
答を有するようになる(Jungら,Mol.Cells 12:41-49,2001;Kasinrerkら,Hybrid Hybridomi
cs 21:287-93, 2002)。
【０１７６】
モノクローナル抗体の作製
　モノクローナル抗体はハイブリドーマ技術を用いて従来どおりに作製する(技術的詳細
： 「Monoclonal Antibodies：A Practical Approach」Philip Shepherd, Christopher D
ean ISBN 0 19 963722 9;「Antibodies: A Laboratory Manual」Ed Harlow, David Lane 
ISBN:0879693142、「Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO」
Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow ISBN: 0879695447を参照)。
【０１７７】
　同様に使用される新たな方法は「SLAM」技術である。本法では、Ｂ細胞は血液全体から
単離し、細胞をモノクローナルにする。続いて単離されたＢ細胞の上清は、抗体特異性に
ついて分析する。ハイブリドーマ技術と対照的に、その後抗体遺伝子の種々の領域を単細
胞ＰＣＲによって増幅させ、好適なベクターにクローン化する。この方法においてモノク
ローナル抗体の作製が促進される（Wildtら,J. Immunol. Methods 207:61-67,1997）。
【０１７８】
５．抗体を使用したタンパク質‐化学薬品法による標的の検証
　上述のとおりに作製できる抗体を使用し、標的タンパク質に関する多くの重要な記述を
することができる。具体的には以下の、標的タンパク質を検証する分析が役立つ。
【０１７９】
抗体の特異性
　続いて行うウエスタンブロット法を含む細胞培養に基づくアッセイは、抗体が目的の標
的タンパク質にのみ特異的に結合するという事実を証明するのに最も適している(多様な
変化が、例えば「Current Protocols in Proteinchemistry」John Wiley & Sons社、Wile
y InterScienceに記述されている)。その証明には細胞を、強力な真核細胞プロモーター
（例えばサイトメガロウィルスプロモーター；ＣＭＶ）で制御されている標的タンパク質
のｃＤＮＡでトランスフェクトする。ＤＮＡを含む細胞系をトランスフェクトするために
、種々の方法（例えばエレクトロポレーション、リポソームに基づくトランスフェクショ
ン、リン酸カルシウム沈殿）が良く確立されている(例えばLemoineら,Methods Mol. Biol
. 75:441-7,1997)。代替的手段として、内在的に標的遺伝子を発現する細胞系を使用する
ことも可能である（標的遺伝子特異的ＲＴ‐ＰＣＲを介した検出）。対照として、理想的
なケースでは、相同遺伝子を実験で共トランスフェクトし、分析した抗体の特異性が以下
のウエスタンブロット法において証明できる。
【０１８０】
　続いて行うウエスタンブロット法において、標的タンパク質を含む可能性のある細胞培
養液あるいは組織標本から得た細胞を１％濃度のＳＤＳ溶液に溶解し、タンパク質はその
過程で変性させる。溶解物は大きさにしたがって、８～１５％濃度の変性ポリアクリルア
ミドゲル（１％ＳＤＳを含む）に電気泳動し分画する（ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電
気泳動、ＳＤＳ‐ＰＡＧＥ）。その後タンパク質は複数のブロット法の１つ（例えばセミ
ドライ電気ブロット法；Biorad社）によって特異性膜（例えばニトロセルロース、Schlei
cher & Schuell社）へ伝達する。目的タンパク質はこの膜上で識別可能になる。この目的
のため最初に膜を、標的タンパク質を識別する抗体とともに（希釈は、前記抗体の特異性
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にしたがって約１：２０～１：２００）６０分間インキュベートする。洗浄工程後、膜は
マーカー（例えば、ペルオキシダーゼあるいはアルカリフォスファターゼなどの酵素）と
共役し、一次抗体を認識する二次抗体とともにインキュベートする。その後、発色あるい
は化学発光反応（例えばＥＬＣ、Amersham Bioscience社）で膜状に標的タンパク質が識
別可能となる。理想的なケースにおいては、標的タンパク質への特異性が高い抗体は、目
的タンパク質自体のみを認識することが好ましい。
【０１８１】
標的タンパク質の局在化
　種々の方法を用いて、インシリコ分析で同定した標的タンパク質の膜局在性を確かめる
。上述の抗体を使用する重要で基礎のしっかりした方法は、免疫蛍光法（ＩＦ）である。
この目的のため、定評のある細胞系の細胞を利用する。これらの細胞系は標的タンパク質
を合成（ＲＴ‐ＰＣＲによるＲＮＡまたはウエスタンブロット法によるタンパク質の検出
）するものか、あるいはプラスミドＤＮＡでトランスフェクトしてあるものである。ＤＮ
Ａを含む細胞系をトランスフェクトするために、種々の方法（例えばエレクトロポレーシ
ョン、リポソームに基づくトランスフェクション、リン酸カルシウム沈殿）が良く確立さ
れている(例えばLemoineら,Methods Mol. Biol. 75:441-7, 1997)。免疫蛍光法において
、細胞内にトランスフェクトしたプラスミドは、非修飾タンパク質をコードするか、ある
いは標的タンパク質に対する異なるアミノ酸マーカーと共役していてもよい。原則マーカ
ーは例えば、種々の傾向形態がある蛍光性の緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、親和性が高
く特異性の抗体が利用できる６～１２アミノ酸の短鎖ペプチド配列、あるいは蛍光物質に
特異的な自らのシスティンを介して結合が可能となる短鎖アミノ酸配列Cys-Cys-X-X-Cys-
Cys（Invitrogen 社）である。標的タンパク質を合成する細胞を、例えばパラホルムアル
デヒドあるいはメタノールで固定する。必要に応じて、その後細胞は洗浄剤（例えば０．
２％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ‐１００）とともにインキュベートして透過性にしてもよい。そ
の後細胞は、標的タンパク質あるいは共役マーカーの１つに対して向けられた一次抗体と
ともにインキュベートする。洗浄工程後混合液は、一次抗体に結合する蛍光マーカー（例
えばフルオレセイン、テキサスレッド、Ｄａｋｏ）と共役した二次抗体とともにインキュ
ベートする。その後このように標識した細胞をグリセロールで覆い、メーカー情報にした
がって蛍光顕微鏡を用いて分析する。この場合、使用する物質に依存する特異的励起によ
って特異的な蛍光が放出される。この分析によって標的タンパク質の局在化が確実になり
、標的タンパク質のみならず文献にその局在化がすでに記載されている共役アミノ酸マー
カーあるいは他のマーカータンパク質も染色される二重染色法により抗体の品質および標
的タンパク質は確認される。ＧＦＰとその誘導体は特別なケースを表し、直接励起可能で
自ら蛍光を発する。免疫蛍光法において、洗浄剤を使用して制御され得る膜透過性は、免
疫原性のエピトープが細胞外にあるのか、または細胞内にあるのかを明らかにする。この
ように、選択タンパク質の予測を実験的に支持できる。可能な代替法としては、フローサ
イトメトリーによる細胞外領域の検出がある。この目的のため細胞は、未透過処理状態（
例えばＰＢＳ／アジ化ナトリウム／２％のＦＣＳ／５ｍＭのＥＤＴＡ）下で固定し、メー
カーの使用説明書にしたがってフローサイトメーターで分析する。本方法で分析される抗
体によって細胞外エピトープだけを認識することができる。免疫蛍光法との違いは、例え
ばヨウ化プロピジウムまたはトリパンブルーを使用することによって死細胞と生細胞を区
別でき、ひいては偽陽性の結果が出ることを回避できることである。
【０１８２】
　もう１つの重要な検出を特異性組織標本の免疫組織化学的検査（ＩＨＣ）で行う。本方
法のねらいは機能的に無傷の組織集合体におけるタンパク質の局在性を同定することであ
る。ＩＨＣは、（１）腫瘍および正常組織における標的タンパク質の量を評価できるよう
にする、（２）どのくらいの量の腫瘍および健常組織の細胞が標的遺伝子を合成するのか
を分析する、および（３）標的タンパク質が検出可能である組織（腫瘍、健常細胞）にお
ける細胞型を決定するために特異的に貢献する。あるいは、標的遺伝子のタンパク質の量
は、デジタルカメラおよび適当なソフトウエア（例えばTillvision,Till-photonics社、
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ドイツ）を使用した組織免疫蛍光法によって定量してもよい。この技術は頻繁に公表され
ており、従って染色および顕微鏡検査の詳細が例えば、「Diagnostic Immunohistochemis
try」David J.著、MD Dabbs ISBN：0443065667あるいは「Microscopy, Immunohistochemi
stry、およびAntigen Retrieval Methods：For Light and Electron Microscopy」ＩＳＢ
Ｎ：０３０６４６７７０４に記載されている。有意な結果を導くために、抗体の性質によ
り、種々の以下に例を示すプロトコールを使用する必要があることに留意しなければなら
ない。
【０１８３】
　通常、組織学的に定義した腫瘍組織および対照として比較の健常組織をＩＨＣにおいて
使用する。正および負の対照として標的遺伝子の存在がＲＴ‐ＰＣＲ分析によって知られ
ている細胞系使用することは可能である。バックグラウンド制御は常に行われていなけれ
ばならない。
【０１８４】
　４μｍ厚さのホルマリン固定した組織片（例えばメタノールを使用する他の固定法も可
能）およびパラフィン包埋した組織片を、ガラス支持台に載せ、例えばキシレンで脱パラ
フィン化する。標本はＴＢＳ‐Ｔで洗浄し、血清中でブロックする。次いでこれを一次抗
体（希釈：１：２～１：２０００）とともに１～１８時間インキュベートし、その後通常
使用されるアフィニティー精製された抗体とともにインキュベートした。洗浄工程の後、
アルカリホスファターゼ（代替酵素：例えばペルオキシダーゼ）と共役し一次抗体に向け
られた二次抗体とともに約３０～６０分間インキュベートする。続いてアルカリホスファ
ターゼを使用して呈色反応を行う(例えばShiら, J. Histochem. Cytochem. 39: 741-748,
 1991; Shinら, Lab. Invest. 64: 693-02, 1991を参照)。抗体特異性を明らかにするた
めに、反応は免疫源を予め添加することでブロックできる。
【０１８５】
タンパク質修飾の分析
　例えばN‐あるいはO‐グリコシル化あるいはミリスチル化などの二次タンパク質修飾は
免疫源性エピトープの可触性を阻害あるいは完全に妨げる可能性があり、このことで抗体
療法の有効性は疑問視されている。さらに、二次修飾のタイプと量は正常組織と腫瘍組織
で異なることは頻繁に実証されている(例えばDurand & Seta,2000;Clin. Chem.46:795-80
5；Hakomori, 1996; Cancer Res.56: 5309-18)。従ってこれらの修飾の分析は、ある抗体
による治療が成功するのには必要不可欠である。可能性ある結合部位は特異的アルゴリズ
ムによって予測できる。
【０１８６】
　タンパク質修飾の分析を通常はウエスタンブロット法によって行う（上記参照）。通常
大きさが数ｋＤａになるグリコシル化では特に、ＳＤＳ‐ＰＡＧＥにおいて分画しうる標
的タンパク質の全質量が大きくなる。特異的O‐およびN‐グリコシド結合を検出するため
に、O‐あるいはN‐グリコシラーゼを使用するＳＤＳによって変性させる前にタンパク質
溶解物をインキュベートする（各々のメーカーの使用説明書、例えばPNgase，エンドグリ
コシダーゼＦ、エンドグリコシダーゼＨ、Roche Diagnostics社、に従う）。 その後、上
述したウエスタンブロット法を行う。従って、グリコシダーゼとともにインキュベートし
た後、もし標的タンパク質が小さくなることがあれば、特異的なグリコシル化が検出でき
、本方法においては修飾の腫瘍特異性をも分析できる。
【０１８７】
標的遺伝子の機能分析
　標的分子の機能は、その治療的有用性に欠かせない可能性があり、従って機能分析は治
療に有用な分子の特徴づけにおいて重要な構成要素である。機能分析は、細胞培養実験に
おける細胞内あるいは動物モデルを使用したインビボのいずれかで行われる。この分析は
、突然変異によって標的分子の遺伝子のスイッチをオフにすること（ノックアウト）、あ
るいは標的配列を細胞あるいは生物に挿入すること（ノックイン）を含む。したがって、
分析する遺伝子の機能を失わせること（機能喪失）によって細胞状況における機能的修飾
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を第一に分析することが可能である。第二のケースでは、分析した遺伝子の付加による修
飾が分析し得る（機能獲得）。
【０１８８】
ａ．細胞における機能分析
　トランスフェクション。機能獲得を分析するために、標的分子の遺伝子を細胞に移入さ
せることが必要である。この目的のため、標的分子を合成し得る細胞はＤＮＡでトランス
フェクトする。通常、本明細書の標的分子の遺伝子を強い真核細胞プロモーター（例えば
サイトメガロウイルスプロモーター；ＣＭＶ）で制御する。ＤＮＡを含む細胞系をトラン
スフェクトするために、種々の方法（例えばエレクトロポレーション、リポソームに基づ
くトランスフェクション、リン酸カルシウム沈殿）が良く確立されている(例えばLemoine
ら, Methods Mol. Biol. 75:441-7,1997)。例えば、ネオマイシンによる選択後に、一過
的にゲノムに組み込まれず、あるいは安定的にゲノムに組み込まれ、遺伝子を合成しても
よい。
【０１８９】
　ＲＮＡ干渉（ｓｉＲＮＡ）。細胞内標的分子の機能喪失を完全に誘導する可能性がある
標的遺伝子の発現阻害は、細胞内でＲＮＡ干渉（ｓｉＲＮＡ）技術によって生じる可能性
がある(Hannon, GJ. 2002, RNA interference. Nature 418: 244-51; Czaudernaら,2003,
 Nucl. Acid Res.31: 670-82)。この目的のため、標的分子に特異的な長さ約２０～２５
ヌクレオチドの短二重鎖ＲＮＡ分子を細胞にトランスフェクトする。酵素処理過程の後、
標的遺伝子の特異性ＲＮＡの分解が生じ、これにより標的タンパク質の発現は減少し、結
果として標的遺伝子が機能的に分析できる。
【０１９０】
　続いてトランスフェクションあるいはｓｉＲＮＡによって改変された細胞系は種々の方
法で分析してもよい。最も一般的な例を以下に列挙する。
【０１９１】
１．増殖および細胞周期挙動
　細胞増殖を分析する多様な手法が確立され、種々のメーカーから市販されている（例え
ばRoche Diagnostics社、Invitrogen社；アッセイ法の詳細が多数の応用プロトコールに
記載されている）。細胞培養実験における細胞数は単に計数するか、あるいは細胞の代謝
活性を測定する比色アッセイ（例えば、wst 1、Roche Diagnostics社）によって測定でき
る。代謝アッセイ法では、間接的に酵素マーカーを介して実験において細胞数を測定する
。細胞増殖はＤＮＡの合成速度を直接分析して、例えば特異的抗体を介して比色分析で検
出するブロモデオキシウリジン（ＢｒｄＵ）を組み込んで測定してもよい。
【０１９２】
２．アポトーシスおよび細胞毒性
　細胞アポトーシスおよび細胞毒性を検出するアッセイシステムは多数入手可能である。
決め手となる特徴は、不可逆的で細胞死にいたる場合もあるゲノムＤＮＡの、特異的で酵
素依存のフラグメンテーションである。これらの特異性ＤＮＡ断片を検出する方法は市販
されている。市販されている他の方法として、組織切片においてもＤＮＡの一本鎖切断を
検出し得るＴＵＮＥＬアッセイがある。細胞における活力状態のマーカーとして機能する
改変された細胞透過性によって、細胞毒性を主に検出する。一方でこれは、細胞培養液上
清で細胞内に典型的に見られるマーカーの分析を含む。他方、無傷の細胞には吸収されな
い染色マーカーの吸収性を分析することも可能である。染色マーカーの最も知られている
例として、トリパンブルーおよびヨウ化プロピジウムがあり、一般的な細胞内マーカーと
しては、上清において酵素的に検出し得る乳酸脱水素酵素がある。種々の民間供給業者（
例えばRoche Diagnostics社、Invitrogen社）から種々のアッセイシステムが入手できる
。
【０１９３】
３．遊走アッセイ
　遊走する細胞の能力は特異的遊走アッセイ、好ましくはBoyden chamber(Corning Costa
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r)(Cinamon G., Alon R. J. Immunol. Methods. 2003 Feb;73(1-2): 53-62; Stocktonら,
2001,Mol. Biol. Cell. 12: 1937-6)で分析する。この目的のため、細胞は特定の孔径の
フィルター上で培養する。遊走可能な細胞は、このフィルターを通り、下方にあるもう１
つの培養容器へと遊走できる。続いて顕微分析により、標的分子の機能の獲得あるいは喪
失により誘導した改変可能な遊走挙動を測定することができる。
【０１９４】
ｂ．動物モデルの機能分析
　動物モデルのインビボ実験において、標的遺伝子の機能を分析するための細胞培養実験
の有力な代替法は複雑である。細胞を使用する方法と比較して、これらのモデルは、生物
全体との関連でのみ検出可能な不完全な発育あるいは疾患を検出できるという利点を有す
る。多様なヒト疾患モデルが今日、利用できる(Abate-Shen & Shen.2002, Trends in Gen
etics S1-5; Matsusueら, 2003, J. Clin. Invest.111: 737-47)。例えば酵母、線虫ある
いはゼブラフィッシュなどの種々の動物モデルがその後、顕著に特徴づけられている。し
かしながら、他の種に及んで好適なモデルは、例えばマウス（Mus musculus）などの哺乳
動物モデルであり、その理由はそれらはヒトの状態における生物学的過程を再生させる最
良の可能性があるからである。一方マウスに関して、新しい遺伝子をマウスゲノムに組み
込むトランスジェニック法が近年確立されてきた(gain of function；Jegstrup I.ら,200
3, Lab Anim. 2003. Jan.37(1): 1-9)。他方、他の系統的方法が、マウスゲノムの遺伝子
のスイッチをオフにし、それによって目的遺伝子の機能が喪失する(knockout models, lo
ss of function；Zambrowicz BP & Sands AT.2003, Nat. Rev. Drug Discov. 2003 Jan; 
2(1):38-51; Niwa H.2001,Cell Struct. Funct. 2001. Jan; 26(3):137-48);多数の技術
的詳細が公表されている。
【０１９５】
　マウスモデルを生み出した後、トランス遺伝子あるいは遺伝子機能の喪失で生じた改変
は生物全体の状態において分析できる(Balling R、2001、Ann. Rev. Genomics Hum. Gene
t.2：463-92)。従って、確立された血液パラメーターを生化学的に研究できるだけでなく
、例えば挙動試験を行うことも可能である。組織学的分析、免疫組織化学的検査あるいは
電子顕微鏡は細胞レベルで特徴づけられる改変を可能にする。遺伝子の特異的発現パター
ンはインサイチュ（ｉｎ－ｓｉｔｕ）ハイブリダイゼーションによって検出することがで
きる(Peters T.ら,2003, Hum. Mol. Genet 12: 2109-20)。
【０１９６】
実施例１：診断および治療の癌標的としての配列番号１／２の同定
　配列番号１（核酸配列）は染色体６番（６ｑ２６～２７）上の新しい遺伝子にコードさ
れ、推定タンパク質配列（配列番号２）を表す。この遺伝子座の選択的オープンリーディ
ングフレームは、配列番号２６８の推定タンパク質配列をコードする配列番号２６７であ
る。両タンパク質配列は、既知のタンパク質に相同的ではない。
【０１９７】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本での遺伝子特異的転写産物の量は、特異的
定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号３および４）で確証後に調査した。転写
産物は、分析対象の正常組織ではまったく検出しなかった（図１）。元の組織としての正
常皮膚に遺伝子が発現していないにもかかわらず、調査対象のほとんどすべてのメラノー
マ標本において、相当量の前記転写産物を非常に特異的に検出した（図２Ａ）のは本発明
者らには驚きである。メラノーマに対するこのマーカーの選択性を従来のＲＴ‐ＰＣＲで
確認した（図２Ｂ）。工程中、遺伝子特異性変異体（予測として配列番号１および配列番
号２６７）を反映する２つのフラグメントが増幅したのは本発明者らには驚きである。
【０１９８】
　したがって本発明者らは、この遺伝子がメラノーマ細胞に絶対的に特異的なマーカーで
あること、および調査対象の各正常組織に存在しないため、この遺伝子がバイオマーカー
として標的の治療および診断法に適していることを明らかにする。
【０１９９】
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　本発明にしたがって、モノクローナル抗体の標的構造として配列番号２あるいは２６８
の細胞外部分を利用することが特に可能である。これはとりわけ以下のエピトープに適用
する：配列番号２に基づくアミノ酸１～５０、配列番号２６８に基づくアミノ酸１～１２
、配列番号２に基づくアミノ酸７０～８８、配列番号２６８および２８１に基づくアミノ
酸３３～１２９。
【０２００】
　本発明にしたがって、標的構造としてこの遺伝子のみを有し、そのためどんな健常細胞
にも影響を与えない化合物を少量用いたワクチンおよび療法などの他の標的指向の方法も
また治療として考えられる。前記遺伝子は、腫瘍細胞に対する選択性のため、診断に利用
してもよい。
【０２０１】
実施例２：診断および治療の癌標的としての配列番号５／６の同定
　配列番号５（核酸配列）は染色体１１番（１１ｑ１２．１）上の新しい遺伝子にコード
され、推定タンパク質配列（配列番号６）を表す。この遺伝子座の選択的オープンリーデ
ィングフレームは、推定タンパク質の配列番号２７０をコードする配列番号２６９である
。両タンパク質配列は、既知のタンパク質に相同的ではない。
【０２０２】
　本発明に従って、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量（各ケース
における標本のプール）は、遺伝子特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番
号７および８）の確証後に調査した。本発明者らは、精巣を除いて調査対象の健常組織で
は特異性ＲＮＡをまったく、あるいはごく少量しか検出しなかった（図３；Ａ：定量ＲＴ
‐ＰＣＲ；Ｂ：ゲル像）。したがってこの遺伝子座は、正常体細胞組織において発現が厳
密に抑制されている生殖細胞特異性遺伝子産物を発現する。しかしながら、該遺伝子は多
くの腫瘍標本で活性化され、特異性ＲＮＡは相当量検出できた（図３および４）。最大の
有病率および発現レベルは腎細胞腫瘍で見られた。しかし特異的転写産物は胃、すい臓、
ＥＮＴおよび肺腫瘍でも検出できた。
【０２０３】
　この遺伝子座からの発現をさらに証明するため、ノーザンブロット法をさらに行った。
この目的のため、メーカーの使用説明書にしたがってジゴキシゲニン‐ｄＵＴＰ（Roche 
Diagnostics社）を組み込んだ、プライマーが配列番号７および８である特異的ＰＣＲに
よってプローブを調製した。その後プローブを、精巣組織由来の全ＲＮＡそれぞれ２μｇ
（図５ａ、レーン１）および１μｇ（図５－１、レーン２）とハイブリダイズし、続いて
前記プローブのジゴキシゲニンを特異的呈色反応で検出した。約３．１ｋＢの遺伝子特異
性フラグメントを実験で検出し（図５）、したがって、さらにこの遺伝子座の発現を確認
した。
【０２０４】
　したがって前記遺伝子座は、実質的に精巣の生殖細胞にしかない正常細胞で発現する「
癌／精巣抗原」種の典型である。しかしながら腫瘍では、癌／精巣抗原は、基礎となる体
細胞の正常組織細胞では発現しないにもかかわらず、スイッチがオンになることがよくあ
る。この機能的および構造的に不均一な種のメンバーでは、興味深い選択的組織分布のた
めに、Ｉ／ＩＩ相試験において癌の特異的免疫療法アプローチについてすでに試験してい
るものもある（例えばScanlan MJ, Gure AO, Jungbluth AA, Old LJ, Chen YT.2002, Imm
unol. Rev. 2002 Oct; 188: 22-32）。
【０２０５】
　配列番号２８２および２８３に対応するペプチドを利用し抗体を作製してもよい。本発
明にしたがって、特に、モノクローナル抗体の標的構造として配列番号６および２７０の
細胞外領域を利用することが可能である。
【０２０６】
　これらのペプチドで動物に免疫付与することにより生じた抗体の利用が可能となり、そ
れにより免疫組織化学的に究明してＰＣＲ調査のデータをタンパク質レベルでも実証でき
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た。正の対照として精巣ならびに腎腫瘍（図５－２）を免疫組織化学的に染色し、この新
規に見出された遺伝子産物が実際タンパク質に翻訳され、このタンパク質は精巣以外の正
常組織では検出されず腫瘍で検出され、患者の腫瘍細胞は表面が実際染色されることが明
らかになった。さらに、これらのデータは、腫瘍細胞に対して驚異的な選択性を持つこの
遺伝子産物が治療的および診断的に使用され得る抗体に対する標的構造として有用である
こと、ならびに原則的にこのような抗体をこの遺伝子産物に対して発生できることを裏付
けるものである。
【０２０７】
実施例３：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ２０３４１３の同定
　遺伝子座ＬＯＣ２０３４１３（核酸配列：配列番号９；アミノ酸配列：配列番号１０）
の遺伝子あるいはタンパク質は、すでに特徴付けられているＸ染色体（Ｘｑ２４）上の遺
伝子である。膜貫通領域を除いて、それは別の機能的モチーフを有さず、既知のタンパク
質に相同的ではない。
【０２０８】
　本発明に従って、健常組織および癌標本における転写産物の量は、ＬＯＣ２０３４１３
特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号１１および１２）で確証後に調査
した（図６－１～図６－３）。ＬＯＣ２０３４１３特異性ＲＮＡは、精巣を除いて調査対
象の健常組織ではまったく検出できない。したがって、ＬＯＣ２０３４１３は、正常体細
胞組織において厳密に転写が抑制されている精巣細胞特異的遺伝子産物である。図６－１
～図６－３が示すとおり、ＬＯＣ２０３４１３特異的転写産物を、対応する正常組織では
検出できなかったにもかかわらず特異的器官の腫瘍、特に胃、膵臓、食道、乳房、卵巣お
よび前立腺の癌で検出できた。このマーカーを有する患者の割合は４０～８０％の間で腫
瘍型に依存している。
【０２０９】
　したがってＬＯＣ２０３４１３は、精巣の生殖細胞のみにある正常組織に発現する癌／
精巣抗原の種の典型である。しかしながら腫瘍では、癌／精巣抗原は基礎となる体細胞の
正常組織細胞では発現しないが、頻繁にスイッチがオンになる。この機能的および構造的
に不均一な種のメンバーでは、興味深い選択的組織分布のために、Ｉ／ＩＩ相試験におい
て癌の特異的免疫療法ついてすでに試験しているものもある（例えばScanlan MJ, Gure A
O, Jungbluth AA, Old LJ, Chen YT. 2002, Immunol. Rev. 2002 Oct.; 188: 22-32）。
【０２１０】
　本発明にしたがって、特にモノクローナル抗体の標的構造としてＬＯＣ２０３４１３の
細胞外領域を利用することは可能である。したがって、アミノ酸２２～１１３（配列番号
２８４）はエピトープとして興味深い。保存Ｎ‐グリコシル化モチーフは、配列番号１０
に基づく３４および８３のアミノ酸位置での配列に位置し、該モチーフは特に腫瘍特異的
抗体を作製するのに適している可能性がある。ＬＯＣ２０３４１３特異的抗体は、配列番
号２８５および２８６の対象であるペプチドを使用し作製した。
【０２１１】
　本発明者らは、このような抗体が、トランスフェクトされ、前記遺伝子産物を発現する
細胞を特異的に染色しということを明らかにできた（図７）。このことは、本遺伝子産物
が腫瘍細胞で検出でき、治療的および診断的に使用され得る抗体に対する標的構造として
好適であること、ならびに原則的にこのような抗体を本遺伝子産物に対して発生し得るこ
とを裏付けている。
【０２１２】
　本発明にしたがって、標的構造としてこの遺伝子のみを有し、そのためどんな健常細胞
にも影響を与えない化合物を少量用いたワクチンおよび療法などの他の標的指向の方法も
また治療として考えられる。前記遺伝子は、腫瘍細胞に対する選択性のため、診断に利用
してもよい。
【０２１３】
実施例４：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ９０６２５の同定
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　遺伝子ＬＯＣ９０６２５（核酸配列：配列番号１３）はすでに特徴付けられている染色
体２１番（２１ｑ２２．３）にある遺伝子である。膜貫通領域を有するが、その他の点で
は既知のタンパク質に相同的ではないタンパク質（アミノ酸配列：配列番号１４）をコー
ドする。
【０２１４】
　本発明に従って、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、ＬＯＣ
９０６２５特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号１５および１６）の確
証後に調査した（図８－１～図８－３）。ＬＯＣ９０６２５は健常組織において非常に選
択的に発現し、特異的転写産物は特に精巣で検出できる。他のすべての健常組織では、Ｌ
ＯＣ９０６２５特異的発現はあるとしても低レベルでしか検出できなかった（図８－１～
図８－３）。ＬＯＣ９０６２５特異的過剰発現を多種の腫瘍で検出したのは本発明者らに
は驚きである。個々の健常組織標本と比べて、ＬＯＣ９０６２５は特に前立腺、食道、頭
頸部および膵臓の癌および白血病で強く過剰発現した（図８－１～図８－３）。
【０２１５】
　ＬＯＣ９０６２５は選択的に発現する抗原であり、増殖中の組織で明らかに発現が増加
する。腫瘍におけるこの選択的過剰発現を診断および治療に使用できる。
【０２１６】
　ＬＯＣ９０６２５の細胞外領域を、本発明にしたがってモノクローナル抗体の標的構造
として特に使用できる。例えば前記構造は１～１９（配列番号２８７）あるいはアミノ酸
４０～１６０（配列番号２８８）であってもよい。ＬＯＣ２０３４１３特異的抗体は、配
列番号２８９および２９０に対応するペプチドを使用して作製した。
【０２１７】
　本発明者らは、このような抗体が、トランスフェクトし前記遺伝子産物を発現する細胞
を特異的に染色し得ることを明らかにできた（図９－１）。この抗体はまた、ウエスタン
ブロット法で正確なサイズを有するタンパク質を明らかに検出する（図９－２）。正の対
照として精巣ならびに前立腺腫瘍（図９－３）を免疫組織化学的に染色し、この新規に見
出された遺伝子産物が事実上タンパク質に翻訳され、このタンパク質は精巣以外の正常組
織では検出されず腫瘍で検出され、患者の腫瘍細胞は表面が実際染色されることが明らか
になった。さらに、これらのデータは、腫瘍細胞に対して驚異的な選択性を持つこの遺伝
子産物が治療的および診断的に使用し得る抗体に対する標的構造として有用であること、
ならびに原則的にこのような抗体がこの遺伝子産物に対して発生することを裏付けるもの
である。
【０２１８】
　本発明にしたがって、標的構造としてこの遺伝子のみを有し、そのためどんな健常細胞
にも影響を与えない化合物を少量用いたワクチンおよび療法などの他の標的指向の方法も
また治療として考えられる。前記遺伝子は、腫瘍細胞に対する選択性のため、診断に利用
してもよい。
【０２１９】
実施例５：診断および治療の癌標的としてのＦＡＭ２６Ａタンパク質の同定
　染色体１０番（１０ｑ２４）に位置するＦＡＭ２６Ａ遺伝子（配列番号１７および３１
３；ＮＭ＿１８２４９４）は配列番号１８および３１４（ＮＰ＿８７２３００）の遺伝子
産物をコードする。ＦＡＭ２６Ａは、アミノ酸位置１４２にあるＮ‐グリコシル化モチー
フとともに数個の膜貫通領域を有する。
【０２２０】
　本発明に従って、健常組織および腫瘍標本における遺伝子特異的転写産物の量は、ＦＡ
Ｍ２６Ａ特異的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号１９および２０）で確証後に調
査した（図１０－１、図１０－２）。種々の腫瘍でＦＡＭ２６Ａの過剰発現を検出するこ
とができたのは本発明者らには驚きである。ＦＡＭ２６Ａは、対応する健常組織と比べて
、特に卵巣、胃、食道、膵臓および肝臓の腫瘍で極めて高レベルで発現した。本発明にし
たがって、種々の腫瘍組織におけるＦＡＭ２６Ａの選択的に高度な発現は分子診断法、例
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えば組織生検の腫瘍細胞を検出するＲＴ‐ＰＣＲなどに利用してもよい。
【０２２１】
　ＦＡＭ２６Ａ特異的抗体は、とりわけ配列番号２９１および２９２の対象であるペプチ
ドを用いることによって動物を免疫付与し作製した。ＦＡＭ２６断片をコードするプラス
ミド構造でトランスフェクトしたＣＯＳ細胞において、該抗体の特異性をウエスタンブロ
ット法分析によって明らかにした（図１１）。異なる患者の頸部、卵巣および膵臓の種々
の腫瘍生検において（図１２）、ならびに各ケースでＲＴ‐ＰＣＲ陽性であった細胞系Ｓ
Ｗ４８０、ＥＦＯ２７およびＳＮＵ１６において（図１３）、ウエスタンブロット法分析
により、明らかな過剰発現も示された。本明細書で本発明者らは、予想の約４０ｋＤａの
タンパク質バンドの他に、翻訳後に修飾されたタンパク質を表す約５０ｋＤａの特定のバ
ンドをも見出した。
【０２２２】
　配列番号２９１特異的抗体を使用した免疫蛍光法を用いて、内在性ＦＡＭ２６Ａタンパ
ク質をＳＷ４８０細胞内でさらに検出した。分析から原形質膜に局在していることが分か
る（図１４）。抗体を使用して免疫組織化学的染色によって、患者試料でも遺伝子産物が
検出された（図１５：Ａ膵腫瘍、Ｂ精巣）。正の対照として精巣ならびに膵腫瘍を免疫組
織化学的に染色し、この新規に見出された遺伝子産物が事実上タンパク質に翻訳され、こ
のタンパク質は精巣以外の正常組織では検出されず腫瘍で検出され、患者の腫瘍細胞は表
面が実際染色されることが明らかになった。さらに、これらのデータは、腫瘍細胞に対し
て驚異的な選択性を持つこの遺伝子産物が治療的および診断的に使用し得る抗体に対する
標的構造として有用であること、ならびに原則的にこのような抗体がこの遺伝子産物に対
して発生することを裏付けるものである。本発明にしたがって、モノクローナル抗体の標
的構造としてＦＡＭ２６Ａの細胞外領域を利用することが特に可能である。これらは、配
列番号１に基づいて、アミノ酸３８～４８（配列番号２９３）およびアミノ酸１２９～１
８１（配列番号２９４）である。あるいは、配列番号１８のＣ末端アミノ酸１９９‐３４
４（配列番号２９５）または配列番号３１４のＣ末端アミノ酸１９９‐３５０もまた診断
または治療目的の抗体を作製するエピトープとして好ましい可能性がある。さらに、１４
２に位置するＮ‐グリコシル化モチーフは、治療抗体に取り組む関心点となり得る。本発
明にしたがって、標的構造としてこの遺伝子のみを有し、そのためどんな健常細胞にも影
響を与えない化合物を少量用いたワクチンおよび療法などの他の標的指向のアプローチも
また治療として考えられる。前記遺伝子は、腫瘍細胞に対する選択性のため、診断に利用
してもよい。
【０２２３】
実施例６：診断および治療の癌標的としてのＳＥＭＡ５Ｂの同定
　配列番号２２のタンパク質をコードする遺伝子、セマフォリン５Ｂ（ＳＥＭＡ５Ｂ；配
列番号２１）は染色体３番（３ｑ２１．１）に位置する。ＳＥＭＡ５ＢはタイプＩ膜貫通
タンパク質であり、セマフォリンのファミリーに属する。
【０２２４】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｓ
ＥＭＡ５Ｂ特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号２３および２４）で確
証後に調査した（図１６）。すべての健常組織では、分析したＳＥＭＡ５Ｂ特異的発現は
低レベルでしか、あるいはまったく検出できなかった（図１６）。対照的に、個々の健常
組織と比較して、数種の腫瘍、特に腎癌および乳房の腫瘍において、ＳＥＭＡ５Ｂ特異的
過剰発現を発見したのは驚くべきことである（図１７ＡおよびＢ）。
【０２２５】
　腫瘍における前記選択的過剰発現は治療に利用できる。
【０２２６】
　ＳＥＭＡ５Ｂ（ａａ２０～１０３５；配列番号２９６）の細胞外領域は、本発明にした
がって抗体の標的構造として特に使用し得る。ＳＥＭＡ５Ｂは、Ｃ末端が細胞（ａａ １
０５８～１１５１）内に位置するタイプＩ膜貫通領域タンパク質（ＴＭ　ａａ　１０３５
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～１０５７）である。ＳＥＭＡ５Ｂ特異的抗体は、配列番号２９７および２９８にしたが
ったペプチドを使用して作製した。
【０２２７】
実施例７：診断および治療の癌標的としてのＧＪＢ５の同定
　タンパク質ＧＢＪ５（核酸配列：配列番号２５；アミノ酸配列：配列番号２６）はコネ
キシンファミリーのメンバーである。該遺伝子は２つのエクソンから成り、染色体１番（
１ｐ３５．１）に位置する。推定アミノ酸配列は２７３個のアミノ酸から成るタンパク質
をコードする。コネキシンは、少量の細胞質分子、イオンおよび二次伝達物質を交換する
ため用いられる「ギャップ結合」を介した細胞間接触において重要な機能を有し、個々の
細胞が互いに伝達することを可能にする。ギャップ結合は、膜チャネルを形成するいくつ
かのコネキシンサブユニットから成る。今までコネキシンの１１個の異なるメンバーが記
述されており、それらすべては染色体１番上にある遺伝子種ターに位置する（Richard, G
.; Nature Genet. 20: 366-369, 1998）。ＧＢＪ５は４つの膜貫通領域を有し、タンパク
質のＮおよびＣ末端は細胞内に位置する。
【０２２８】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本（標本のプール、数は図に示す）における
遺伝子特異的転写産物の量は、ＧＢＪ５特異的定量的ＲＴ－ＰＣＲ（プライマーペア：配
列番号２７および２８）で確証後に調査した。本発明者らの調査は、正常組織での発現の
示差的分布を明らかにするものである。本発明者らは、食道および皮膚のみに実際発現す
るＧＢＪ５転写産物を見出し、その転写は非常に弱いか、あるいは分析対象の他の組織す
べてにおいて検出できないものであった（図１８－１）。対応する正常組織と比較して、
種々の腫瘍組織（特に食道、結腸、胃、肺、頸部、頭頸部および膵臓の癌）がこの遺伝子
産物を強く過剰発現することが分かった（図１８－１～図１８－４）のは驚くべきことで
ある。
【０２２９】
　ＧＢＪ５の細胞外領域は、本発明にしたがって治療抗体の標的構造として特に使用し得
る。配列番号２６に基づいて、アミノ酸４１～７５（配列番号２９９）およびアミノ酸１
５０～１８７の領域（配列番号３００）は細胞外に位置する。ＧＢＪ５特異的抗体は、配
列番号３０１および３０２に対応するペプチドを使用して作製し、ウエスタンブロット法
で個々の分子のみを認識する特異的抗体の調製は成功した（図１９）。
【０２３０】
実施例８：診断および治療の癌標的としてのＫＬＫ５の同定
　遺伝子ＫＬＫ５（配列番号２９）およびその翻訳産物（配列番号３０）は、非常に多種
の生理学的機能を有するセリンプロテアーゼのグループであるカリクレインファミリーの
メンバーである。該遺伝子は染色体１９番（１９ｑ１３．３～１３．４）に位置し、セリ
ンプロテアーゼをコードする。ＫＬＫ５を代用形として合成し、角質層でタンパク質分解
することでＫＬＫ５を活性化する(Brattsand, Mら; J. Biol. Chem. 274: 1999)。活性プ
ロテアーゼ（ａａ６７～２９３）は分泌され、落屑の過程に関与している。プロペプチド
（ａａ３０～６７）は、膜貫通領域（ａａ１～２９）を介して細胞表面に結合し続ける(E
kholm, Eら; Jour Investigative Dermatol, 114; 2000)。
【０２３１】
　本発明にしたがって、ＫＬＫ５特異的定量的ＲＴ－ＰＣＲ（プライマーペア配列番号３
１および３２）で確証した後、ＫＬＫ５特異的転写産物の選択的分布を癌標本で健常組織
と比較して調査した（図２０）。ＫＬＫ５の正常組織発現はほとんどが非常に低レベル乃
至非存在で、ＫＬＫ５の中程度の発現は精巣、食道、皮膚および前立腺で起こる。腫瘍す
なわち食道癌、頸部およびＥＮＴ腫瘍において、対応する元の正常組織と比較してＫＬＫ
５の顕著な過剰発現が検出された（図２０）。明らかに弱いが検出可能であるＫＬＫ５特
異性発現が他の組織における数個の腫瘍（例えば、胃および膵癌）でさらに発現された。
【０２３２】
　特にＫＬＫ５の細胞外領域は、本発明にしたがって治療抗体の標的構造（配列番号３０
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３）として利用してもよい。タンパク質を細胞表面に移動させた後、この領域の一部は切
断され分泌される。分泌される部分の処理に続いて細胞膜に固定され続けるペプチド（ア
ミノ酸３０～６７）領域と比べて、このタンパク質の一部は治療抗体のエピトープとして
あまり好ましくはない。配列番号３０４に対応するペプチドを、ＫＬＫ５特異的抗体を調
整する目的で使用した。ウエスタンブロット法により、遺伝子産物ＫＬＫ５の配列に対す
るこのペプチドの特異性を示した（図２１－１）。この抗体も免疫組織化学的に腫瘍を染
色する。一例として、このタンパク質が強く蓄積される乳房腫瘍にこれは見られ、一方正
常乳腺組織ではタンパク質はまったく検出されない（図２１－２）。これらのデータは、
この遺伝子産物が実際タンパク質に翻訳されること、精巣以外の正常組織では検出されず
腫瘍で検出されること、および患者の腫瘍細胞は実際表面で染色されることを裏付ける。
さらに、これらのデータは、腫瘍細胞に対して驚異的な選択性を持つこの遺伝子産物が治
療的および診断的に使用し得る抗体に対する標的構造として有用であること、ならびに原
則的にこのような抗体をこの遺伝子産物に対して発生できることを裏付けるものである。
【０２３３】
実施例９：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ３５２７６５の同定
　ＬＯＣ３５２７６５遺伝子座は染色体９番（９ｑ３４．１２）に位置する。遺伝子（配
列番号３３）は配列番号３４の遺伝子産物をコードする。ＬＯＣ３５２７６５タンパク質
はＮ末端に膜貫通領域を有する。仮定タンパク質は既知のタンパク質に相同的ではない。
【０２３４】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本（標本のプール）における遺伝子特異的転
写産物の量は、ＬＯＣ３５２７６５特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番
号３５および３６）で確証後に調査した（図２２）。ＬＯＣ３５２７６５は健常組織で非
常に選択的に発現し、特異的転写産物が精巣、皮膚および膀胱のみで検出され得ることが
分かった。対照的に、ＬＯＣ３５２７６５特異的過剰発現を数種の腫瘍で検出した。特に
乳房の腫瘍での発現は、最高レベルの発現を示す正常組織よりも多かった（図２２、２３
）。ＬＯＣ３５２７６５は、結腸および卵巣の癌およびＥＮＴ腫瘍で極めて過剰に発現す
ることも分かった。
【０２３５】
　腫瘍の選択的な過剰発現のため、ＬＯＣ３５２７６５は治療用に使用できる。ＬＯＣ３
５２７６５の細胞外領域（アミノ酸４４～２１１、配列番号３４）は、本発明にしたがっ
て特に、抗体の標的構造および治療の他の標的形態として利用してもよい。特異的抗体は
、配列番号３０５および３０６に対応するペプチドを用いて作製した。
【０２３６】
実施例１０：診断および治療の癌標的としてのＳＶＣＴ１の同定
　遺伝子ＳＶＣＴ１（配列番号３７）は染色体７番（７ｑ３３）に位置し、配列番号３８
の遺伝子産物をコードする。ＳＶＣＴ１タンパク質は４つの膜貫通領域有し、既知のタン
パク質に相同的ではない。
【０２３７】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｓ
ＶＣＴ１特異的ＲＴ－ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号３９および４０）で確証後に調
査した（図２４）。ＳＶＣＴ１は健常組織では決して発現しない（図２４Ａ）。対照的に
、ＳＶＣＴ１特異的過剰発現を数種の腫瘍で検出したのは驚くべきことである。ＳＶＣＴ
１は、特に腎、頸部およびＥＮＴの腫瘍で強く過剰発現する（図２４Ｂ、図２５Ａおよび
Ｂ）。
【０２３８】
　腫瘍において選択的に過剰発現するため、ＳＶＣＴ１は治療目的で使用され得る。ＳＶ
ＣＴ１の細胞外領域は、本発明にしたがって特に、抗体の標的構造として、治療の他の標
的形態に利用してもよい。特異的抗体は、配列番号３０７および３０８に対応するペプチ
ドを用いて作製した。
【０２３９】
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実施例１１：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ１９９９５３の同定
　ＬＯＣ１９９９５３遺伝子座（核酸配列：配列番号４１；アミノ酸配列：配列番号４２
）の遺伝子あるいはタンパク質は、染色体１番（１ｑ３６．２２）に位置する。該タンパ
ク質はいくつかの膜貫通領域を有する。この遺伝子座の選択的オープンリーディングフレ
ームは、遺伝子産物が配列番号２７２である配列番号２７１、および対応する遺伝子産物
が配列番号２７４である配列番号２７３である。これら以外では、その仮定タンパク質は
既知のタンパク質領域にさらなる相同性を示さない。
【０２４０】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｌ
ＯＣ１９９９５３特異的定量的ＲＴ－ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号４３および４４
）で確証後に調査した。ＬＯＣ１９９９５３は健常組織に選択的に発現し、いくつかの腫
瘍においては過剰発現する。具体的には、正常組織と比べて、腫瘍標本の約５０％でＥＮ
Ｔおよび腎癌（図２６）において過剰発現を同定することができた。
本発明にしたがって、ＬＯＣ１９９９５３の細胞外領域は、抗体の標的構造として利用し
てもよい。
【０２４１】
実施例１２：診断および治療の癌標的としてのＴＭＥＭ３１の同定
　ＬＯＣ２０３５６２遺伝子座の遺伝子ＴＭＥＭ３１（配列番号４５）は染色体Ｘ（Ｘｑ
２２．２）に位置する。該遺伝子は配列番号４６のタンパク質をコードする。前記タンパ
ク質は２つの膜貫通領域を有し、その他の点では、既知のタンパク質に相同的ではない。
【０２４２】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本での遺伝子特異的転写産物の量は、ＴＭＥ
Ｍ３１特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号４７および４８）で確証後
に調査した。健常組織では、ＴＭＥＭ３１は特に精巣に非常に選択的に限定される（図２
７）。数種の腫瘍（特にこれらは腎臓、直腸、胃、胸部、肝臓および肺の癌、ならびにＥ
ＮＴ癌）でも発現を発見したが、対応する正常組織では発現を検出できなかったことは驚
くべきことである（図２７、図２８ＡおよびＢ）。
【０２４３】
　したがってＴＭＥＭ３１は、ほとんど精巣の生殖細胞にしかない正常組織で発現する癌
／精巣抗原種の典型である。しかしながら腫瘍では、癌／精巣抗原は、基礎となる体細胞
の正常組織細胞では発現しないにもかかわらず、スイッチがオンになることがよくある。
この機能的および構造的に不均一な種のメンバーでは、興味深い選択的組織分布のために
、Ｉ／ＩＩ相試験において特異的免疫療法で癌をすでに試験しているものもある（例えば
Scanlan MJ, Gure AO, Jungbluth AA, Old LJ,Chen YT. 2002, Immunol. Rev. 2002 Oct;
 188: 22-32）。
　本発明にしたがって、ＴＭＥＭ３１の細胞外領域は、抗体の標的構造として利用しても
よい。
【０２４４】
実施例１３：診断および治療の癌標的としてのＦＬＪ２５１３２の同定
　ＦＬＪ２５１３２遺伝子／タンパク質（核酸配列：配列番号４９；アミノ酸配列：配列
番号５０）は染色体１７（１７ｑ２５．３）に位置する。ＦＬＪ２５１３２は膜貫通領域
を有するが、その他の点では、既知のタンパク質にまったく相同的ではない。
【０２４５】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｆ
ＬＪ２５１３２特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号５１および５２）
で確証後に調査した。健常組織と比較してＦＬＪ２５１３２は、本発明者らが調査した癌
標本内で部分的に過剰発現する（図２９）。ＦＬＪ２５１３２の顕著な過剰発現を、特に
卵巣内および前立腺癌で検出した。
【０２４６】
　ＦＬＪ２５１３２の細胞外領域は、本発明にしたがって、抗体の標的構造として利用し
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てもよい。
【０２４７】
実施例１４：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ１４３７２４、ＬＯＣ２８４２６３
、ＬＯＣ２８３４３５およびＬＯＣ３４９２６０の同定
　遺伝子座（相当するようにコードされた遺伝子および遺伝子産物）、ＬＯＣ１４３７２
４、ＬＯＣ２８４２６３、ＬＯＣ２８３４３５およびＬＯＣ３４９２６０を、同様の性質
を持つため併用している。
【０２４８】
　染色体１１番（１１ｑ１３．１）にあるＬＯＣ１４３７２４遺伝子座に存在する配列番
号５３を含む遺伝子は配列番号５４の遺伝子産物をコードする。配列番号２７５はその遺
伝子産物の配列番号２７６とともに、配列番号５３の分離転写産物あるいはスプライシン
グバリアントであるこの遺伝子座の選択的オープンリーディングフレームを表している。
配列番号５５および５６に対応するプライマーを、前記遺伝子を遺伝子特異的に増幅する
ために使用した。
【０２４９】
　染色体１８番（１８ｑ２１．１）にあるＬＯＣ２８４２６３遺伝子座に存在する配列番
号８９を含む遺伝子は、配列番号９０の遺伝子産物をコードする。配列番号９１および９
２に対応するプライマーを、前記遺伝子を遺伝子特異的に増幅するために使用した。
【０２５０】
　染色体１２番（１２ｑ２４．３２）にあるＬＯＣ２８３４３５遺伝子座に存在する配列
番号１１７を含む遺伝子は、配列番号１１８の遺伝子産物をコードする。配列番号１１９
および１２０に対応するプライマーを、前記遺伝子を遺伝子特異的に増幅するために使用
した。
【０２５１】
　染色体９番（９ｑ１１．２）にあるＬＯＣ３４９２６０遺伝子座に存在する配列番号１
２１を含む遺伝子は、配列番号１２２の遺伝子産物をコードする。配列番号１２３および
１２４に対応するプライマーを、前記遺伝子を遺伝子特異的に増幅するために使用した。
【０２５２】
　タンパク質はすべて膜貫通領域を有し、さらに既知のタンパク質にまったく相同的では
ない。
【０２５３】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、特
異的定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析で確証後に調査した。４つの遺伝子はすべて、精巣を除く調
査対象の健常組織では検出されなかった。したがって、前記遺伝子は生殖細胞に特異的で
ある可能性が高い。しかし種々の腫瘍標本で顕著な発現が見られるのは驚くべきことであ
る。
【０２５４】
　したがって４つの遺伝子は、精巣の生殖細胞のみにある正常組織に発現する癌／精巣抗
原の種の典型である。しかしながら腫瘍では、癌／精巣抗原は基礎となる体細胞の正常組
織細胞では発現しないが、頻繁にスイッチがオンになる。この機能的および構造的に不均
一な種のメンバーでは、興味深い選択的組織分布のために、Ｉ／ＩＩ相試験において特異
的免疫療法で癌をすでに試験しているものもある(例えばScanlan MJ, Gure AO, Jungblut
h AA, Old LJ, Chen YT. 2002, Immunol. Rev. 2002 Oct; 188: 22-32)。
【０２５５】
　４つの遺伝子の細胞外領域は、本発明にしたがって抗体の標的構造として使用してもよ
い。
【０２５６】
実施例１５：診断および治療の癌標的としての配列番号５７の同定
　配列番号５７に対応する配列は染色体１番（１ｐ２１．３）にある遺伝子由来であり、
配列番号５８に対応するタンパク質配列をコードする。配列番号２７７はその遺伝子産物
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の配列番号２７８とともに、前記遺伝子座の選択的転写産物を表す。その膜貫通タンパク
質は既知のタンパク質にまったく相同的ではない。
【０２５７】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、特
異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号５９および６０）で確証後に調査し
た。配列番号５７は、本発明者らが調査した健常組織で選択的に発現した（図３０）。分
析対象である腫瘍、および特に肝臓、ＥＮＴおよび腎臓腫瘍中で過剰発現した腫瘍のほと
んど全種で、特異的転写産物を検出できた。このことは、健常組織標本と比較して個々の
腫瘍標本を分析して確認した（図３１Ａ～Ｄ）。
【０２５８】
　配列番号５８の細胞外領域は、本発明にしたがって抗体の標的構造として使用してもよ
く、特にアミノ酸２０～３８および９０～１３３は細胞外に位置している。
【０２５９】
実施例１６：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ１１９３９５の同定
　染色体１７番（１７ｑ２５．３）にあるＬＯＣ１１９３９５遺伝子座に存在する配列番
号６１を含む遺伝子は配列番号６２の遺伝子産物をコードする。その膜貫通タンパク質は
既知のタンパク質に相同的ではない。
【０２６０】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｌ
ＯＣ１１９３９５特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号６３および６４
）で確証後に調査した（図３２）。ＬＯＣ１１９３９５は、本発明者らが調査した健常組
織で非常に選択的に発現し、わずかな組織でのみ検出できる（図３２）。対照的に、ＬＯ
Ｃ１１９３９５特異的転写産物は分析対象の腫瘍のほとんど全種で検出できた。所々、Ｌ
ＯＣ１１９３９５の明確で腫瘍選択的な過剰発現が、特に胃、卵巣および前立腺の癌で観
察された。このことは、個々の腫瘍標本を健常組織標本と比較して分析し、確認した（図
３３Ａ～Ｃ）。各健常組織と比較して、乳房の癌および食道の腫瘍においてＬＯＣ１１９
３９５の過剰発現が検出できた。腫瘍選択的発現を結腸癌および胃癌で同定した（図３３
Ｃ）。 
【０２６１】
　ＬＯＣ１１９３９５の細胞外領域（アミノ酸４４～１２９）は、本発明にしたがって抗
体の標的構造として使用してもよい。
【０２６２】
実施例１７：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ１２１８３８の同定
　染色体１３番（１３ｑ１４．１１）上のＬＯＣ１２１８３８遺伝子座に位置し、転写産
物が配列番号６５である遺伝子は、配列番号６６のタンパク質をコードする。その膜貫通
タンパク質は既知のタンパク質に相同的ではない。
【０２６３】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｌ
ＯＣ１２１８３８特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号６７および６８
）で確証後に調査した（図３４Ａ）。ＬＯＣ１２１８３８は、本発明者らが調査した健常
組織で非常に選択的に発現し、わずかな組織でしか検出されなかった（図３４ＡおよびＢ
）。対照的に、ＬＯＣ１２１８３８特異的転写産物は分析対象である多種の腫瘍で検出で
きた。特に卵巣および食道癌で、ＬＯＣ１２１８３８の明確で腫瘍選択的な過剰発現を発
見した。
【０２６４】
　ＬＯＣ１２１８３８の細胞外領域は、本発明にしたがって抗体の標的構造として使用し
てもよい。
【０２６５】
実施例１８：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ２２１１０３の同定
　染色体１１番（１１ｑ１２．３）上のＬＯＣ２２１１０３遺伝子座に局在し、転写産物
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が配列番号６９である遺伝子は配列番号７０のタンパク質をコードする。その膜貫通タン
パク質は既知のタンパク質に相同的ではない。
【０２６６】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｌ
ＯＣ２２１１０３特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号７１および７２
）で確証後に調査した。本発明者らが調査した健常組織では、ＬＯＣ２２１１０３は肝臓
にのみ発現し、その他の部位では検出できない（図３５）。ＬＯＣ２２１１０３特異的転
写産物は肝臓癌で過剰発現するのは驚くべきことである（図３６）。
【０２６７】
　ＬＯＣ２２１１０３の細胞外領域は、本発明にしたがって抗体の標的構造として使用し
てもよい。
【０２６８】
実施例１９：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ３３８５７９の同定
　染色体１０番（１０ｑ１１．２１）上のＬＯＣ３３８５７９遺伝子座に局在し、転写産
物が配列番号７３である遺伝子は配列番号７４のタンパク質をコードする。その膜貫通タ
ンパク質は既知のタンパク質に相同的ではない。
【０２６９】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｌ
ＯＣ３３８５７９特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号７５および７６
）で確証後に調査した。精巣で、および低いレベルではあるが肝臓および胸腺でのみ、健
常組織で発現を発見した。健常組織と比較して、直腸癌および肝臓癌でＬＯＣ３３８５７
９の過剰発現を発見したのは驚くべきことである（図３７）。
【０２７０】
　ＬＯＣ３３８５７９の細胞外領域は、本発明にしたがって抗体の標的構造として使用し
てもよい。
【０２７１】
実施例２０：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ９０３４２の同定
　染色体２番（２ｑ１１．２）上のＬＯＣ９０３４２遺伝子座に位置し、転写産物が配列
番号７７である遺伝子は配列番号７８のタンパク質をコードする。膜貫通タンパク質は、
タンパク質キナーゼＣおよび種々のホスホリパーゼ中で保存しているカルシウム結合モチ
ーフ（ＣａｌＢ）を含んでいる。
【０２７２】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｌ
ＯＣ９０３４２特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号７９および８０）
で確証後に調査した（図３８）。ＬＯＣ９０３４２は少数の健常組織のみに見られ、その
ほとんどは毒性にわずかに関連している（図３８）。対照的に、分析対象の多種の腫瘍で
ＬＯＣ９０３４２特異的転写産物を発見した。所々、ＬＯＣ９０３４２の明確に腫瘍選択
的な過剰発現を、特に胃、肝臓、膵臓、前立腺、卵巣および肺の癌で観察した。
　膜タンパク質は単一の膜貫通領域（ａａ７０７～７２６）を有する。ＬＯＣ９０３４２
の細胞外領域は、本発明にしたがって治療抗体の標的構造として使用してもよい。
【０２７３】
実施例２１：診断および治療の癌標的としてのＬＲＦＮ１の同定
　ＬＲＦＮ１（配列番号８１）は染色体１９番（１９ｑ１３．２）に局在する遺伝子であ
る。該遺伝子は、配列番号８２のタンパク質をコードする。前記タンパク質は膜貫通領域
を含み、Ｍｙｂ　ＤＮＡ結合領域やＣ２タイプ免疫グロブリン領域に相同的である。
【０２７４】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｌ
ＲＦＮ１特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号８３および８４）で確証
後に調査した。ＬＲＦＮ１は、活性化ＰＢＭＣおよび脳以外の調査対象の正常組織のほと
んどで非常に弱く発現している（図３９）。対照的に、分析対象の数種の腫瘍で、ＬＲＦ
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Ｎ１特異的転写産物を次第に検出できるようになるのを発見した。対応する正常組織と比
較して、ＬＲＦＮ１の明確な腫瘍選択的過剰発現を、特に胃、膵臓、食道および乳房の癌
で発見した。
【０２７５】
　該タンパク質は膜貫通領域（ａａ４４８～４７０）を含む。ＬＲＦＮ１の細胞外領域は
、本発明にしたがって治療抗体の標的構造として使用してもよい。
【０２７６】
実施例２２：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ２８５９１６の同定
　染色体７番（７ｐ２２．３）上のＬＯＣ２８５９１６遺伝子座に局在し、転写産物が配
列番号８５である遺伝子は配列番号８６のタンパク質をコードする。その膜貫通タンパク
質は既知のタンパク質に相同的ではない。
【０２７７】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｌ
ＯＣ２８５９１６特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号８７および８８
）で確証後に調査した。本発明者らが調査を行った健常組織では、ＬＯＣ２８５９１６は
精巣で選択的に発現し、他の調査対象の全組織では、発現は全くあるいは微量しか検出で
きない（図４０Ａ）。調査対象の全種の腫瘍でＬＯＣ２８５９１６特異的転写産物を発見
したのは驚くべきことである。明確な腫瘍特異的過剰発現が、特に乳房、食道、腎臓、Ｅ
ＮＴおよび肺の癌で検出できた（図４０ＡおよびＢ）。
【０２７８】
　ＬＯＣ２８５９１６の細胞外領域（アミノ酸４２～９３）は、本発明にしたがって抗体
の標的構造として使用してもよい。
【０２７９】
実施例２３：診断および治療の癌標的としてのＭＧＣ７１７４４の同定
　染色体１７番（１７ｐ１３．２）上にある配列番号９３を含むＭＧＣ７１７４４遺伝子
は配列番号９４のタンパク質をコードする。その膜貫通タンパク質は既知のタンパク質に
相同的ではない。
【０２８０】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本（標本のプール）における遺伝子特異的転
写産物の量は、ＭＧＣ７１７４４特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号
９５および９６）の確証後に調査した（図４１）。ＭＧＣ７１７４４は健常組織ではほと
んど発現しない。肺と脾臓でのみ少量の特異的転写産物。分析対象の他の全健常組織で、
ＭＧＣ７１７４４特異的発現のレベルは低度か、あるいはまったく検出され得なかった（
図４１Ａ）。対照として、健常組織と比較して、数種の腫瘍、特に腎臓癌で、ＭＧＣ７１
７４４特異的過剰発現を発見したのは驚くべきことである（図４１ＡおよびＢ）。
【０２８１】
　特にＭＧＣ７１７４４の細胞外領域（Ｎ‐末端、ａａ６７～８５）は、本発明にしたが
って抗体の標的構造として使用してもよい。
【０２８２】
実施例２４：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ３４２９８２の同定
　染色体１９番（１９ｐ１３．１３）上のＬＯＣ３４２９８２遺伝子座に局在し、転写産
物が配列番号９７である遺伝子は配列番号９８のタンパク質をコードする。膜貫通タンパ
ク質は、Ｃ型レクチンの領域に結合している炭水化物に相同的である。
【０２８３】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本（標本のプール）における遺伝子特異的転
写産物の量は、ＬＯＣ３４２９８２特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番
号９９および１００）で確証後に調査した。ＬＯＣ３４２９８２特異性ＲＮＡは選択的に
発現し、分析対象の多くの正常組織で、発現のレベルは低度か、あるいはまったく検出で
きなかった（図４２）。対照的に、調査対象の腫瘍のほとんど全種は、部分的に腫瘍特異
的である過剰発現を示した。主に膵臓、腎臓、肺および乳房の癌では、ＬＯＣ３４２９８
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２特異的ＲＮＡの非常に強い発現を示した（図４２）。
【０２８４】
　特にＬＯＣ３４２９８２の細胞外領域（アミノ酸１７８～３３９）は、本発明にしたが
ってモノクローナル抗体の標的構造として使用してもよい。
【０２８５】
実施例２５：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ３４３１６９／ＯＲ６Ｆ１の同定
　染色体１番（１ｑ４４）上のＬＯＣ３４３１６９遺伝子座に局在し、転写産物が配列番
号１０１である遺伝子ＯＲ６Ｆ１は、配列番号１０２のタンパク質をコードする。ＯＲ６
Ｆ１は数個の膜貫通領域を有し、嗅覚受容体のファミリーに属し、したがってＧタンパク
質共役受容体の大ファミリーに属している。
【０２８６】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本（標本のプール）における遺伝子特異的転
写産物の量は、ＬＯＣ３４３１６９／ＯＲ６Ｆ１特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマー
ペア：配列番号１０３および１０４）で確証後に調査した（図４３Ａ）。ＬＯＣ３４３１
６９／ＯＲ６Ｆ１は健常組織で非常に選択的に発現し、特異的転写産物は特に精巣および
脾臓で検出できる。ＬＯＣ３４３１６９／ＯＲ６Ｆ１特異的発現は、分析対象の他の全健
常組織において低レベルか、あるいはまったく検出できなかった（図４３Ａ）。対照的に
、ＬＯＣ３４３１６９／ＯＲ６Ｆ１特異的過剰発現を、数種の腫瘍で検出したのは驚くべ
きことである。ＬＯＣ３４３１６９／ＯＲ６Ｆ１の腫瘍特異的過剰発現は、特に乳房、卵
巣、腎臓、前立腺、膵臓および肝臓の癌で観察される（図４３ＡおよびＢ）。個々の標本
を分析して、過剰発現は卵巣癌を確認した。
【０２８７】
　ＬＯＣ３４３１６９／ＯＲ６Ｆ１は、選択的に発現する抗原であり、増殖中の組織で明
らかに発現が増加する。したがって腫瘍における選択的発現は観察可能であり、治療に利
用できる。特に細胞外領域は、本発明にしたがってモノクローナル抗体の標的構造として
使用してもよい。
【０２８８】
実施例２６：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ３４０２０４の同定
　染色体６番（６ｐ２１．３１）上のＬＯＣ３４０２０４遺伝子座に局在し、転写産物が
配列番号１０５である遺伝子は配列番号１０６のタンパク質をコードする。前記タンパク
質は膜貫通領域を有する。さらに、「コリパーゼ」領域に対して強い相同性を示す。膵リ
パーゼの補因子機能はコリパーゼに起因している。配列番号２７９はその遺伝子産物の配
列番号２８０ともに、配列番号１０５の分離転写産物でありスプライシングバリアントで
もあり得る前記遺伝子座の選択的転写産物を表している。
【０２８９】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｌ
ＯＣ３４０２０４特異的定量的ＲＴ－ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号１０７および１
０８）で確証後に調査した。ＬＯＣ３４０２０４は健常組織で選択的に発現し、いくつか
の腫瘍で強く過剰発現する。種々の正常組織と比較して、特に胃、膵臓、卵巣、肺および
食道の癌の腫瘍標本で、明らかな過剰発現を検出した（図４４ＡおよびＢ）。
ＬＯＣ３４０２０４の細胞外領域は、本発明にしたがってモノクローナル抗体の標的構造
として使用してもよい。
【０２９０】
実施例２７：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ３４００６７の同定
　染色体５番（５ｑ２２．３）上のＬＯＣ３４００６７遺伝子座に局在し、転写産物が配
列番号１０９である遺伝子は配列番号１１０のタンパク質をコードする。膜貫通タンパク
質は他のタンパク質領域に相同的ではない。
【０２９１】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｌ
ＯＣ３４００６７特異的定量的ＲＴ－ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号１１１および１
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１２）で確証後に調査した。ＬＯＣ３４００６７は健常組織で選択的に発現し、いくつか
の腫瘍で強く過剰発現する（図４５）。種々の健常組織と比較して、特に膵臓、乳房、肝
臓、卵巣、肺および腎臓の癌の腫瘍標本で、明らかな過剰発現が検出した。
【０２９２】
　ＬＯＣ３４００６７の細胞外領域は、本発明にしたがってモノクローナル抗体の標的構
造として使用してもよい。
【０２９３】
実施例２８：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ３４２７８０の同定
　染色体１８番（１８ｑ２１．３２）上のＬＯＣ３４２７８０遺伝子座に局在し、転写産
物が配列番号３０９である遺伝子は配列番号３１０のタンパク質をコードする。膜貫通タ
ンパク質は、すでに詳細に特徴付けされている多くの線虫タンパク質に存在するアシルト
ランスフェラーゼ領域を含んでいる。
発明にしたがって、健常組織および癌標本（標本のプール、数は図に示す）における遺伝
子特異的転写産物の量は、ＬＯＣ３４２７８０特異的定量的ＲＴ－ＰＣＲ（プライマーペ
ア：配列番号３１１および３１２）で確証後に調査した。ＬＯＣ３４２７８０は健常組織
で非常に選択的に発現し、特異的転写産物は特に前立腺、胃、精巣、肺および乳腺で検出
できる（図４６）。対照的に、ＬＯＣ３４２７８０特異的発現を分析対象の全種の腫瘍で
検出したのは驚くべきことである。ＬＯＣ３４２７８０の腫瘍特異的過剰発現は、特に乳
房、卵巣、腎臓および肝臓の癌で観察される（図４６）。
【０２９４】
　ＬＯＣ３４２７８０は、選択的に発現する抗原であり、増殖中の組織で明らかに発現が
増加する。したがって腫瘍における選択的過剰発現は観察可能であり、治療に利用できる
。細胞外に位置するアミノ酸７８～８９、３１６～３４５、３９９～４９３および６５０
～６６５（配列番号３１０に基づく）は、本発明にしたがってモノクローナル抗体の標的
構造として使用してもよい。
【０２９５】
実施例２９：診断および治療の癌標的としてのＬＯＣ３３９５１１の同定
　配列番号１１３に対応する配列は、染色体１番（１ｑ２３．１）に位置する遺伝子由来
である。該遺伝子は配列番号１１４のタンパク質をコードする。膜貫通タンパク質は７回
膜貫通型嗅覚受容体のグループに相同的である。
【０２９６】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｌ
ＯＣ３３９５１１特異的ＲＴ－ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号１１５および１１６）
で確証後に調査した。健常組織では、ＬＯＣ３３９５１１は肝臓で選択的に発現する（図
４７－１）。癌標本で、ＬＯＣ３３９５１１特異的転写産物を肝臓の腫瘍で同定し、さら
に結腸、乳房、および腎細胞の癌で弱い発現が検出できた。肝臓特異的発現を、腫瘍組織
と健常組織で比較したところ、腫瘍標本によっては発現の増加を検出したものもあった。
（図４７－２）。
【０２９７】
　配列番号１１３の細胞外領域は、本発明にしたがってモノクローナル抗体の標的構造と
して使用してもよい。したがって、具体的には、細胞外に位置するアミノ酸残基１～２３
、８２～１００、１６７～１７５および２２６～２３６はモノクローナル抗体の作製に特
に好ましい。
【０２９８】
実施例３０：診断および治療の癌標的としての配列Ｃ１４ｏｒｆ３７（配列番号１２５／
１２６）の同定
　Ｃ１４ｏｒｆ３７（配列番号１２５）は、染色体１４番（１４ｑ２２．３）に位置し配
列番号１２６の遺伝子産物をコードする遺伝子である。その膜貫通タンパク質は既知のタ
ンパク質に相同的ではない。
【０２９９】
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　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ｃ
１４あるいはｆ３７特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号１２７および
１２８）で確証後に調査した。Ｃ１４あるいはｆ３７は種々の健常組織で発現し、精巣で
最も強く発現する（図４８）。種々の健常組織と比較して、特に腎臓癌で、明らかな過剰
発現を検出した。
【０３００】
　配列番号１２６の細胞外領域は、本発明にしたがってモノクローナル抗体の標的構造と
して使用してもよい。 
【０３０１】
実施例３１：診断および治療の癌標的としてのＡＴＰ１Ａ４の同定
　ＡＴＰ１Ａ４遺伝子（配列番号１２９）は染色体１番（１ｑ２１～２３）に位置する。
該遺伝子は配列番号１３０のタンパク質をコードする。ＡＴＰ１Ａ４は、原形質膜に位置
する、８つの膜貫通領域を含む内在性膜貫通タンパク質である。ＡＴＰ１Ａ４はタンパク
質複合体の一部であり、ナトリウム／カリウムＡＴＰアーゼの触媒性部分はＮ末端で存在
する（Wooら、２０００年６月、Biol. Chem.２７５、２０６９３～９９）。ＡＴＰ１Ａ４
は、カチオンＡＴＰアーゼファミリーの多数ある他の代表種に強い相同性を示す。
【０３０２】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における遺伝子特異的転写産物の量は、Ａ
ＴＰ１Ａ４特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ（プライマーペア：配列番号１３１および１３２）
で確証後に調査した。健常組織では、ＡＴＰ１Ａ４は特に精巣で選択的に発現する（図４
９Ａ）。個々の健常組織と比較して、いくつかの腫瘍標本でＡＴＰ１Ａ４の強い過剰発現
を検出した。健常組織と比較して、特に膵臓、乳房、肝臓、および腎臓の癌の腫瘍標本で
、明らかな過剰発現を検出し（図４９ＡおよびＢ）、膵臓および乳房の癌での発現は全体
的に非常に高頻度であった。
【０３０３】
　ＡＴＰ１Ａ４の細胞外領域は、本発明にしたがってモノクローナル抗体の標的構造とし
て使用してもよい。配列番号１３０に基づく以下のアミノ酸残基は細胞外に位置している
：アミノ酸残基１２９～１３７、３２１～３２９、８１６～８５７および９７７～９９０
。
【０３０４】
実施例３２：診断および治療の癌標的としての配列番号１３３～２６４の同定
　配列番号１３３～２６６は、核酸配列、アミノ酸配列、特異的ＲＴ‐ＰＣＲ反応のため
の「センス」ＰＣＲプライマーおよび「アンチセンス」ＰＣＲプライマーを各々含む総計
３３個の遺伝子である。タンパク質はすべて１つ以上の膜貫通領域を有するが、タンパク
質領域に対する相同性に関する情報はほとんど存在しない。
【０３０５】
　本発明にしたがって、健常組織および癌標本における特定の遺伝子特異的転写産物の量
を、特異的定量的ＲＴ‐ＰＣＲ反応におけるこれらの遺伝子について調査した。該遺伝子
すべてに関して、個々の健常組織と比較して部分的に強い過剰発現を腫瘍標本で検出した
。
【０３０６】
　このグループの全遺伝子は治療および診断に利用できる。本明細書において、細胞外領
域は、本発明にしたがって、抗体の標的構造として利用してもよい。
【図面の簡単な説明】
【０３０７】
【図１】正常組織における配列番号：１の従来のＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常な正常組
織における配列番号：１のＲＴ－ＰＣＲ発現解析。発現が正常組織において検出できない
ことは明らかである。
【図２】正常組織および腫瘍組織における配列番号：１の発現解析である。Ａ：健常な皮
膚組織および黒色腫における配列番号：１の定量的発現解析。相対発現量の線形表現（活
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性化（倍））。腫瘍に選択的な発現は明らかである。Ｂ：健常な皮膚（ｎ＝４）および睾
丸（ｎ＝３）と比較した、黒色腫（ｎ＝１４）および黒色腫細胞株（ｎ＝４）における配
列番号：１（ＦＬＪ３１４６１）のＲＴ－ＰＣＲ発現解析。
【図３】正常組織および腫瘍組織における配列番号：５のｑＰＣＲ解析である。正常組織
および様々な腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）におけ
る配列番号：５の定量的発現解析。Ａ：相対的発現量の対数表現（活性化（倍））。Ｂ：
増幅断片のゲル電気泳動分画後の画像。腫瘍選択的発現は明らかである。
【図４】正常組織および腫瘍組織における配列番号：５特異的発現の詳細な解析である。
Ａ：対応する正常組織における発現と比較した、様々なＥＮＴ、腎臓／子宮の腫瘍におけ
る配列番号：５の定量的発現解析。対数表現。Ｂ：増幅断片のゲル電気泳動分画後の画像
。腫瘍に選択的な発現は明らかである。
【図５－１】配列番号：５特異的配列を用いたノーザンブロット法解析である。睾丸特異
的ＲＮＡに対して、配列番号：７、８に準じたプライマーを使用したＰＣＲ増幅によって
調製されたＤＩＧ標識ＤＮＡプローブのハイブリダイゼーション。レーン１：睾丸特異的
ＲＮＡ２μｇ。レーン２：睾丸特異的ＲＮＡ１μｇ。
【図５－２】配列番号：５特異的な抗血清を用いた免疫組織化学である。ＲＴ－ＰＣＲ反
応から予測されたとおり、配列番号：５に準じたタンパク質は、特異的抗血清を使って、
腎細胞癌（Ｂ）の他、睾丸組織（Ａ）においても検出可能であった。
【図６－１】正常組織および腫瘍組織におけるＬＯＣ２０３４１３のＲＴ－ＰＣＲ解析で
ある。Ａ：発現の対数表現（活性化（倍））。Ｂ：ゲル電気泳動分画後の結果。
【図６－２】正常組織および腫瘍組織におけるＬＯＣ２０３４１３のＲＴ－ＰＣＲ解析で
ある。ゲル電気泳動分画後の結果。
【図６－３】正常組織および腫瘍組織におけるＬＯＣ２０３４１３のＲＴ－ＰＣＲ解析で
ある。Ａ：相対発現量の線形表現。Ｂ：増幅産物のゲル電気泳動分画後の結果。
【図７】ＬＯＣ２０３４１３特異抗体を用いた免疫染色である。緑色蛍光タンパク質（Ｇ
ＦＰ）とＬＯＣ２０３４１３から成る融合構造体をコードする構造体を腫瘍細胞株にトラ
ンスフェクションした。タンパク質の付着部位は緑色（Ａ）である。この細胞を抗体で染
色した（Ｂ）。スーパーインポーズ法によって、抗体がタンパク質に特異的であることを
実証している（Ｃ）。
【図８－１】正常組織および腫瘍組織におけるＬＯＣ９０６２５の特異的発現のｑＰＣＲ
解析である。８ａ：正常組織（左）および腫瘍組織（各症例について３～５の個別サンプ
ルからなるプール、右側）におけるＬＯＣ９０６２５の定量的発現解析。相対発現量の線
形表現（活性化（倍））。
【図８－２】正常組織および腫瘍組織におけるＬＯＣ９０６２５の特異的発現のｑＰＣＲ
解析である。８ｂ：正常組織および腫瘍組織における発現の対数表現。
【図８－３】正常組織および腫瘍組織におけるＬＯＣ９０６２５の特異的発現のｑＰＣＲ
解析である。８ｃ：Ａ：白血病（ｎ＝１４）およびＢ：頭頸部癌（ｎ＝５）におけるＬＯ
Ｃ９０６２５のＲＴ－ＰＣＲ発現解析。
【図９－１】特異抗体を用いたＬＯＣ９０６２５トランスフェクタントの染色である。ｅ
ＧＦＰとの融合構造体として特異的遺伝子を細胞にトランスフェクションさせて（Ａ）、
この遺伝子産物に対する特異抗体で染色した（Ｂ）。特異性は免疫染色を利用した染色の
スーパーインポーズ法（Ｃ）によって検出する。
【図９－２】ウエスタンブロット法での特異抗体を用いたＬＯＣ９０６２５トランスフェ
クタントの染色である。レーン１、６：２９３細胞；レーン２、７：ＬＯＣ９０６２５を
トランスフェクションさせて、ＧＦＰタグを付けた２９３細胞；レーン３、４、９、８：
ＬＯＣ９０６２５のみをトランスフェクションさせた２９３細胞。
【図９－３】ＬＯＣ９０６２５抗体を用いた組織切片の免疫組織化学である。睾丸の生殖
細胞はこの遺伝子産物を発現する唯一の正常細胞である。 示した前立腺癌などの腫瘍も
発現している。
【図１０－１】正常組織および腫瘍組織におけるＦＡＭ２６Ａの発現解析である。Ａ：正
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常組織におけるＦＡＭ２６ＡのＲＴ－ＰＣＲ発現解析。ＦＡＭ２６Ａの発現が正常組織に
おいて検出できないことは明らかである。
【図１０－２】正常組織および腫瘍組織におけるＦＡＭ２６Ａの発現解析である。Ｂ、Ｃ
：対応する健常組織と比較した、卵巣癌、胃癌、食道癌、膵臓癌、肝臓癌におけるＦＡＭ
２６Ａの定量的ＲＴ－ＰＣＲ発現解析。相対発現量の線形表現（活性化（倍））。腫瘍に
選択的な発現は明らかである。
【図１１】ＦＡＭ２６Ａ特異抗体の特性付けである。配列番号：２９１（Ａ）または配列
番号：２９２（Ｂ）のペプチドでの免疫付与によって作製した抗血清のウエスタンブロッ
ト法解析。それぞれの場合で、エピトープ特異的プラスミド（Ａ１、３；Ｂ２、４）、ま
たはエピトープ非特異的プラスミド（Ａ２、４；Ｂ１、３）でトランスフェクション後に
ＣＨＯ細胞の抽出物を分析した。矢印は特異的断片を示す。
【図１２】腫瘍におけるＦＡＭ２６Ａタンパク質の解析である。頚部／卵巣／膵臓腫瘍に
おけるＦＡＭ２６Ａ特異抗体（配列番号：２９２）によるＦＡＭ２６Ａの検出。
【図１３】細胞株におけるＦＡＭ２６Ａタンパク質の分析である。配列番号：２９１特異
抗体を用いた細胞株におけるＦＡＭ２６Ａタンパク質の分析。特異性の対照（レーン１－
５）としての免疫前血清およびＦＡＭ２６Ａ特異抗体によるウエスタンブロット法解析。
【図１４】ＦＡＭ２６Ａ特異抗体によるＳＷ４８０細胞の免疫染色解析である。構成的に
発現するタンパク質は細胞膜に局在する。
【図１５】ヒト組織におけるＦＡＭ２６Ａの免疫組織化学的解析である。Ａ：配列番号：
２９２特異的抗血清を用いた膵癌試料（４０倍拡大、１：３００希釈）におけるＦＡＭ２
６Ａタンパク質の免疫組織化学的分析。Ｂ：ヒト睾丸の生殖細胞。
【図１６】ＳＥＭＡ５Ｂの特異的発現のＲＴ－ＰＣＲ解析である。正常組織（Ａ）および
腎細胞癌（Ｂ）におけるＳＥＭＡ５ＢのＲＴ－ＰＣＲ解析。腫瘍に選択的なＳＥＭＡ５Ｂ
発現は明らかである。
【図１７】腎細胞癌試料におけるＳＥＭＡ５Ｂの特異的発現の詳細な解析である。Ａ）健
常な腎臓組織（Ｎ、ｎ＝３）と比較した腎細胞癌試料（Ｔ１－Ｔ１２）、そしてＢ）健常
な乳房組織（Ｎ、ｎ＝３）と比較した乳癌（Ｔ１－Ｔ１２）におけるＳＥＭＡ５Ｂの定量
的発現解析。相対発現量の対数表現（活性化（倍））。
【図１８－１】正常組織および腫瘍組織におけるＧＪＢ５特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解
析である。
【図１８－２】正常組織および腫瘍組織におけるＧＪＢ５特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解
析である。
【図１８－３】正常組織および腫瘍組織におけるＧＪＢ５特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解
析である。
【図１８－４】正常組織および腫瘍組織におけるＧＪＢ５特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解
析である。
【図１９】ＧＪＢ５特異抗体でのウエスタンブロット法解析である。レーン４、７は対照
をトランスフェクションさせた細胞である。レーン５、６、８、９では、ＧＪＢ５とＧＦ
Ｐから成る融合構造体をトランスフェクションさせる。特異的融合タンパク質は予測され
る約５０ｋＤａの大きさを示す。
【図２０】ＫＬＫ５の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料（左）およ
び腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）におけるＫＬＫ５
の定量的発現解析。相対発現量の対数表現（活性化（倍））。
【図２１－１】ＫＬＫ５に対する抗体の特異性の検出である。ＫＬＫ５（レーン３）をコ
ードする構造体を２９３細胞にトランスフェクションして、対照（レーン１、２）と比較
した。
【図２１－２】ＫＬＫ５に対する抗体を用いたヒト腫瘍の免疫組織化学的切片におけるタ
ンパク質の染色である。抗体は、分泌部分の処理後に残るタンパク質の細胞外部位に対す
るものである。Ａ：原発性乳癌、Ｂ：乳癌転移、Ｃ：正常な乳線。
【図２２】ＬＯＣ３５２７６５の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料
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（左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）におけ
るＬＯＣ３５２７６５の定量的発現解析。相対発現量の対数表現（活性化（倍））。
【図２３】様々な種類の腫瘍でのＬＯＣ３５２７６５の特異的発現の詳細な解析である。
健常組織試料と比較した乳癌（ｎ＝１２）におけるＬＯＣ３５２７６５の定量的発現解析
。相対発現量の対数表現（活性化（倍））。
【図２４】ＳＶＣＴ１の特異的発現のＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料（Ａ）およ
び腎細胞癌（Ｂ）におけるＳＶＣＴ１のＲＴ－ＰＣＲ解析。ＳＶＴＣ－１の腫瘍に特異的
な発現は明らかである。
【図２５】様々な種類の腫瘍におけるＳＶＣＴ１の特異的発現の詳細な分析である。健常
組織試料と比較した、Ａ腎臓癌（ｎ＝１２）、Ｂ頚部腫瘤（ｎ＝４）およびＥＮＴ腫瘍（
ｎ＝５）におけるＳＶＣＴ１の定量的発現解析。 相対発現量の対数表現（活性化（倍）
）。
【図２６】腎細胞癌およびＥＮＴ腫瘍におけるＬＯＣ１９９９５３の特異的発現のｑＲＴ
－ＰＣＲ解析である。健常な腎臓および皮膚に固有の組織試料と比較した、腎細胞癌（ｎ
＝１２）およびＥＮＴ腫瘍（ｎ＝５）におけるＬＯＣ１９９９５３の定量的発現解析。相
対発現量の線形表現（活性化（倍））。
【図２７】ＴＭＥＭ３１の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料（左）
および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）におけるＴＭ
ＥＭ３１の定量的発現解析。相対発現量の対数表現（活性化（倍））。
【図２８】様々な種類の腫瘍におけるＴＭＥＭ３１の特異的発現の詳細な分析である。各
症例の健常組織試料と比較した、Ａ胃癌（ｎ＝１０）およびＢ乳癌（ｎ＝１２）における
ＴＭＥＭ３１の定量的発現解析。相対発現量の対数表現（活性化（倍））。
【図２９】卵巣腫瘍および前立腺癌におけるＦＬＪ２５１３２の特異的発現のｑＲＴ－Ｐ
ＣＲ解析である。各症例の健常組織試料と比較した、卵巣腫瘍（ｎ＝８）および前立腺癌
（ｎ＝１０）におけるＦＬＪ２５１３２の定量的発現解析。相対発現量の線形表現（活性
化（倍））。
【図３０】配列番号：５７の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料（左
）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）における配
列番号：５７の定量的発現解析。相対発現量の線形表現（活性化（倍））。
【図３１】様々な種類の腫瘍の配列番号：５７の特異的発現の詳細な解析である。各症例
の健常組織試料と比較した、Ａ食道腫瘍（ｎ＝１０）、Ｂ肝臓癌（ｎ＝８）、Ｃ腎臓癌、
Ｄ頚部腫瘍およびＥＮＴ腫瘍における配列番号：５７の定量的発現解析。相対発現量の線
形表現（Ａ、Ｃ、Ｄ）または対数表現（Ｂ）（活性化（倍））。
【図３２】ＬＯＣ１１９３９５の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料
（左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）におけ
るＬＯＣ１１９３９５の定量的発現解析。相対発現量の線形表現（活性化（倍））。
【図３３】様々なタイプの腫瘍におけるＬＯＣ１１９３９５の特異的発現の詳細な分析で
ある。健常組織試料と比較した、Ａ乳房腫瘍（ｎ＝１２）、Ｂ食道癌（ｎ＝８）、Ｃ結腸
癌および胃癌におけるＬＯＣ１１９３９５の定量的発現解析。相対発現量の対数表現（活
性化（倍））。
【図３４】ＬＯＣ１２１８３８の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。Ａ．健常組織
試料（左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）に
おけるＬＯＣ１２１８３８の特異的発現の定量的分析。相対発現量の線形表現（活性化（
倍））。Ｂ．卵巣組織におけるＬＯＣ１２１８３８特異的ＲＮＡの詳細な解析。対数表現
。
【図３５】ＬＯＣ２２１１０３の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料
（左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）におけ
るＬＯＣ２２１１０３－ＲＮＡの定量的発現解析。 相対発現量の線形表現（活性化（倍
））。
【図３６】肝臓試料におけるＬＯＣ２２１１０３の特異的発現の詳細なｑＲＴ－ＰＣＲ分
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析である。肝腫瘍（ｎ＝８）および健常な肝臓試料（Ｎ）におけるＬＯＣ２２１１０３－
ＲＮＡの定量的発現解析。相対発現量の線形表現（活性化（倍））。
【図３７】ＬＯＣ３３８５７９の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料
（左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）におけ
るＬＯＣ３３８５７９特異的ＲＮＡの定量的発現解析。相対発現量の対数表現（活性化（
倍））。
【図３８】ＬＯＣ９０３４２の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料（
左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）における
ＬＯＣ９０３４２特異的ＲＮＡの定量的発現解析。相対発現量の対数表現（活性化（倍）
）。
【図３９】ＬＲＦＮ１の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料（左）お
よび腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）におけるＬＲＦ
Ｎ１特異的ＲＮＡの定量的発現解析。相対発現量の線形表現（活性化（倍））。
【図４０】ＬＯＣ２８５９１６の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。Ａ．健常組織
試料（左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）に
おけるＬＯＣ２８５９１６の特異的発現の定量的解析。相対発現量の線形表現（活性化（
倍））。Ｂ．腎臓組織およびＥＮＴ腫瘍におけるＬＯＣ２８５９１６特異的ＲＮＡの詳細
な解析。対数表現。
【図４１】ＭＧＣ７１７４４の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。Ａ．健常組織試
料（左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）にお
けるＭＧＣ７１７４４の特異的発現の定量的分析。相対発現量の線形表現（活性化（倍）
）。Ｂ．様々な腎臓組織におけるＭＧＣ７１７４４特異的ＲＮＡの詳細な解析。対数表現
。
【図４２】ＬＯＣ３４２９８２の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料
（左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）におけ
るＬＯＣ３４２９８２特異的ＲＮＡの定量的発現解析。相対発現量の対数表現（活性化（
倍））。
【図４３】ＬＯＣ３４３１６９の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。Ａ．健常組織
試料（左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）に
おけるＬＯＣ３４３１６９特異的発現の定量的分析。相対発現量の対数表現（活性化（倍
））。Ｂ．様々な卵巣組織におけるＬＯＣ３４３１６９特異的ＲＮＡの詳細な分析。対数
表現。
【図４４】ＬＯＣ３４０２０４の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。Ａ．健常組織
試料（左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）に
おけるＬＯＣ３４０２０４特異的発現の定量的分析。相対発現量の対数表現（活性化（倍
））。Ｂ．ゲル電気泳動分画後の選択された組織試料のゲル画像。
【図４５】ＬＯＣ３４００６７の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料
（左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）におけ
るＬＯＣ３４００６７特異的ＲＮＡの定量的発現解析。相対発現量の対数表現（活性化（
倍））。
【図４６】ＬＯＣ３４２７８０の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料
（左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）におけ
るＬＯＣ３４２７８０特異的ＲＮＡの定量的発現解析。相対発現量の対数表現（活性化（
倍））。
【図４７－１】ＬＯＣ３３９５１１の特異的発現の解析である。Ａ：健常組織試料（左）
および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）におけるＬＯ
Ｃ３３９５１１特異的発現の定量的分析。相対発現量の対数表現（活性化（倍））。Ｂ：
様々な正常組織でのＲＴ－ＰＣＲ解析によって、肝臓特異的な発現が強調される。
【図４７－２】肝細胞癌におけるＬＯＣ３３９５１１の発現解析である。Ａ：様々な肝臓
固有の組織におけるＬＯＣ３３９５１１特異的ＲＮＡの詳細な解析。線形表現。Ｂ：ＲＴ
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－ＰＣＲ解析によって、様々な肝臓細胞癌試料におけるＬＯＣ３３９５１１の構成的発現
が実証される。
【図４８】Ｃ１４ｏｒｆ３７の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。健常組織試料（
左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）における
Ｃ１４ｏｒｆ３７の定量的発現解析。相対発現量の線形表現（活性化（倍））。
【図４９】ＡＴＰ１Ａ４の特異的発現のｑＲＴ－ＰＣＲ解析である。Ａ：健常組織試料（
左）および腫瘍（各症例について３～５の個別サンプルからなるプール、右側）における
ＡＴＰ１Ａ４の定量的発現解析。相対発現量の対数表現（活性化（倍））。 Ｂ：様々な
乳房固有の組織におけるＡＴＰ１Ａ４特異的ＲＮＡの詳細な解析。対数表現。
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