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(57)【要約】
本発明は、癌関連遺伝子の分野に属する。特に、ｔｍ－
ＰＴＰε遺伝子またはこの遺伝子によってコードされる
タンパク質の存在または不在に基づき、癌または癌を発
症する可能性を検出するための方法に関する。本発明は
また、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子を上方調節するまたは下方
調節するための方法および分子を提供する。１つの実施
形態において、本発明は、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の配列
または発現レベルを決定することを含む、生物学的試料
において癌細胞を検出するための方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の配列または発現レベルを決定することを含む、生物学的試料にお
いて癌細胞を検出するための方法。
【請求項２】
ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の発現産物の発現レベルを測定することを含み、対照レベルと異な
る発現レベルが疾患の指標となる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
発現産物がタンパク質である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
タンパク質の発現レベルを、そのタンパク質に特異的に結合する抗体を用いて測定する、
請求項３に記載の方法。
【請求項５】
発現産物がｍＲＮＡである、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
ａ）ｍＲＮＡとプローブの間でのハイブリッド複合体の形成を許容するストリンジェント
条件下で組織試料をプローブと接触させること；および
　ｂ）複合体の形成を検出すること
の工程を含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
ａ）ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子をコードする核酸発現産物とプローブの間でのハイブリッド複
合体の形成を許容するストリンジェント条件下で生物学的試料を核酸プローブと接触させ
ること；および
　ｂ）プローブと生物学的試料からの核酸の間での複合体の形成を検出すること
の工程を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
複合体の形成が存在しないことがｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の配列内の突然変異の指標となる
、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
形成される複合体の量を、対照試料を使用したときに形成される量と比較する工程をさら
に含み、対照と試料の間での形成される複合体の量の差が癌の存在を示す、前記請求項の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
形成される複合体の量の差が上昇または低下である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
正常組織と比較して試料によって形成される複合体の量の２倍またはそれ以上の上昇また
は低下が疾患の指標となる、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
生物学的試料が組織試料である、前記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
組織試料が、腎組織、肺組織、卵巣組織、膵組織、結腸組織、前立腺組織、乳房組織また
は膀胱組織である、前記請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
最初の時点での生物学的試料中の請求項１で言及したｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の発現産物の
発現を、２番目の時点での同じ発現産物の発現と比較することを含み、最初の時点と比較
して２番目の時点での発現の上昇または低下が癌の進行の指標となる、患者において癌の
進行を評価するための方法。
【請求項１５】
ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子のポリペプチド発現産物に結合する抗体；および前記抗体と前記ポ
リペプチドの間での結合反応の検出のために有用な試薬を含む、癌を診断するために有用



(3) JP 2008-535491 A 2008.9.4

10

20

30

40

50

なキット。
【請求項１６】
ストリンジェント条件下でｔｍ－ＰＴＰε遺伝子にハイブリダイズする核酸プローブ；ｔ
ｍ－ＰＴＰε遺伝子を増幅するために有用なプライマー；および疾患の診断を容易にする
ためにプローブとプライマーを使用するための指示書を含む、癌を診断するために有用な
キット。
【請求項１７】
癌を治療するときに使用するための、請求項１で言及したｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の発現産
物の発現を調節する上での使用に適する抗体、核酸、タンパク質または医薬組成物。
【請求項１８】
請求項１で言及したｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の発現産物のレベルを調節することを含む、患
者において癌を治療するための方法。
【請求項１９】
前記発現産物のレベルを調節する抗体、核酸またはポリペプチドを患者に投与することを
含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
癌の治療または診断のための薬剤の製造における、請求項１で言及したｔｍ－ＰＴＰε遺
伝子の発現産物のレベルを調節する抗体、核酸またはポリペプチドの使用。
【請求項２１】
発現が、遺伝子、ｍＲＮＡまたはコードされるタンパク質への作用によって調節される、
請求項１８または請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
発現産物の発現レベルが上方調節されるまたは下方調節される、請求項１８から２１のい
ずれかに記載の方法。
【請求項２３】
発現産物の発現レベルが少なくとも２倍の変化で上方調節されるまたは下方調節される、
請求項１８から２２のいずれかに記載の方法。
【請求項２４】
核酸が、アンチセンス構築物、リボザイムまたはＲＮＡｉである、請求項１８から２３の
いずれかに記載の方法。
【請求項２５】
癌が、腫瘍増殖の阻害または腫瘍容積の減少によって治療される、請求項１８から２４の
いずれかに記載の方法。
【請求項２６】
癌が、癌細胞の浸潤性を低下させることによって治療される、請求項１８から２５のいず
れかに記載の方法。
【請求項２７】
薬剤が放射線治療または化学療法と共に使用される、請求項１８から２６のいずれかに記
載の方法。
【請求項２８】
放射線治療または化学療法を受けている患者において、請求項１で言及するｔｍ－ＰＴＰ
ε遺伝子の発現産物のレベルを調節する化合物を投与する工程。
【請求項２９】
検出または治療される癌の種類が、腎癌、肺癌、卵巣癌、膵癌、結腸癌、前立腺癌、乳癌
または膀胱癌である、請求項１８から２８のいずれかに記載の方法。
【請求項３０】
患者からの生物学的試料においてｔｍ－ＰＴＰε発現産物の発現レベルを測定することを
含む、患者をｔｍ－ＰＴＰε調節抗体による治療に感受性であると特定するための方法。
【請求項３１】
最初の時点でのｔｍ－ＰＴＰε発現産物の発現レベルを２番目の時点での同じ発現産物の
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発現と比較し、最初の時点と比較して２番目の時点での発現の上昇または低下が、癌関連
遺伝子が関与する癌の進行の指標となる、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
ａ）候補因子の存在下で請求項１において言及する癌関連遺伝子の発現産物の発現レベル
を検出すること；および
　ｂ）前記発現レベルを候補因子の不在下での発現レベルと比較し、発現の差が、候補因
子が癌関連遺伝子の発現産物の発現レベルを調節することを示すこと
を含む、癌細胞の増殖を調節する候補因子を特定するためのアッセイ。
【請求項３３】
ａ）癌関連遺伝子を発現する細胞を候補因子と接触させること、および
　ｂ）細胞への候補因子の作用を測定し、発現レベルの変化が、候補因子が発現を調節で
きることを示すこと
を含む、請求項１で言及する癌関連遺伝子の発現レベルを調節する因子を特定するための
方法。
【請求項３４】
候補因子が、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体または有機低分子である、請求項３
２または３３に記載の方法。
【請求項３５】
腎癌、肺癌、卵巣癌、膵癌、結腸癌、前立腺癌、乳癌または膀胱癌との相関を検出するた
めに生物学的試料をｔｍ－ＰＴＰε遺伝子または発現産物に関してプローブする、請求項
１に記載の方法。
【請求項３６】
ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質の細胞外ドメイン（配列番号２）に特異的に結合する単離抗体
。
【請求項３７】
ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質の二量体化を誘導する、請求項３６に記載の抗体。
【請求項３８】
膀胱癌細胞、腎癌細胞または膵癌細胞の生存または増殖を阻害する、請求項３６または３
７に記載の抗体。
【請求項３９】
モノクローナル抗体である、請求項３６に記載の抗体。
【請求項４０】
ヒト化抗体である、請求項３６に記載の抗体。
【請求項４１】
ヒト抗体である、請求項３６に記載の抗体。
【請求項４２】
ｔｍ－ＰＴＰεの細胞外ドメインに対して１０－８または１０－９Ｍまたはそれ未満の結
合親和性を保持する、請求項３６から４１のいずれかに記載の抗体。
【請求項４３】
請求項３７に記載の抗体および医薬的に適切な担体、賦形剤または希釈剤を含有する医薬
組成物。
【請求項４４】
第二の治療因子をさらに含有する、請求項４３に記載の医薬組成物。
【請求項４５】
第二の治療因子が癌化学療法剤である、請求項４４に記載の医薬組成物。
【請求項４６】
請求項３９に記載の抗体を治療有効量で投与する工程を含む、膀胱癌、腎癌または膵癌に
罹患している被験者を治療する方法。
【請求項４７】
被験者が膀胱癌に罹患している、請求項４６に記載の方法。
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【請求項４８】
被験者が腎癌に罹患している、請求項４６に記載の方法。
【請求項４９】
被験者が膵癌に罹患している、請求項４６に記載の方法。
【請求項５０】
膀胱癌、腎癌または膵癌からなる群より選択される癌の治療のための医薬の製造における
請求項３９に記載の抗体の使用。
【請求項５１】
癌が膀胱癌である、請求項５０に記載の使用。
【請求項５２】
癌が腎癌である、請求項５０に記載の使用。
【請求項５３】
癌が膵癌である、請求項５０に記載の使用。
【請求項５４】
抗体が、Ｓｒｃキナーゼを脱リン酸化するｔｍ－ＰＴＰεタンパク質の能力を低下させる
、請求項４６に記載の方法。
【請求項５５】
抗体が、パキシリンリン酸化を誘導するｔｍ－ＰＴＰεタンパク質の能力を低下させる、
請求項４６に記載の方法。
【請求項５６】
抗体がｔｍ－ＰＴＰεタンパク質の二量体化を誘導する、請求項４６に記載の方法。
【請求項５７】
ａ）膀胱細胞、腎細胞または膵細胞と候補抗体を接触させること；
　ｂ）前記細胞の生存または増殖を検出すること；および
　ｃ）細胞の生存または増殖の低下が検出される場合、前記候補抗体を癌の治療のために
有用な抗体として特定すること
の工程を含む、癌の治療のために有用なｔｍ－ＰＴＰεタンパク質の細胞外ドメインに対
する抗体をスクリーニングする方法。
【請求項５８】
前記細胞が、Ｈｓ７００Ｔ、Ａ４９８、Ｈ５２０およびＤＵ１４５からなる群より選択さ
れる、請求項５７に記載の方法。
【請求項５９】
ａ）ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質またはそのフラグメントを候補抗体と接触させること；お
よび
　ｂ）前記候補抗体の存在下で前記ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質またはそのフラグメントの
二量体化のレベルを検出すること
の工程を含む、ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質またはそのフラグメントの二量体化を誘導する
抗体をスクリーニングする方法。
【請求項６０】
候補抗体を細胞と接触させることおよび前記候補抗体の存在下で前記細胞の増殖を検出す
ることの工程をさらに含む、請求項５９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２００５年４月７日に出願した米国仮特許出願６０／６６９，８５６および２
００６年３月２２日に出願した米国仮特許出願６０／７８４，９２５の利益を主張する。
【０００２】
　（技術分野）
　本発明は、癌関連遺伝子の分野に属する。特に、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子またはこの遺伝
子によってコードされるタンパク質の存在または不在に基づき、癌または癌を発症する可
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能性を検出するための方法に関する。本発明はまた、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子を上方調節す
るまたは下方調節するための方法および分子を提供する。加えて、本発明は、癌の治療の
ための方法および分子、ならびに癌の治療のために有用な分子をスクリーニングする方法
を提供する。
【背景技術】
【０００３】
　（発明の背景）
　癌遺伝子（オンコジーン）は、癌を引き起こし得る遺伝子である。発癌現象は、癌遺伝
子を含むウイルスによる細胞の感染、宿主ゲノムにおける癌原遺伝子（癌遺伝子になる潜
在的可能性を有する正常遺伝子）の活性化、および癌原遺伝子および癌抑制遺伝子の突然
変異を含む、多種多様な機構によって起こり得る。発癌は基本的に体細胞進化（すなわち
増殖制御の漸進的喪失による突然変異および変異体の自然選択によって駆動される。これ
らの体細胞突然変異の標的として働く遺伝子は、それらの突然変異体表現型が優性である
か劣性であるかに依存して、それぞれ癌原遺伝子または癌抑制遺伝子のいずれかに分類さ
れる。
【０００４】
　ヒトならびに動物の癌に関与することが知られる数多くのウイルスが存在する。ここで
特に興味深いのは、癌遺伝子自体を含まないウイルスである；これらは遅性トランスフォ
ーミングレトロウイルスである。そのようなウイルスは、宿主ゲノムに組込み、様々な方
法で隣接癌原遺伝子に影響を及ぼすことによって腫瘍を誘発する。プロウイルス挿入突然
変異はレトロウイルス生活環の通常の結果である。感染細胞では、レトロウイルスゲノム
のＤＮＡコピー（プロウイルスと呼ばれる）が宿主ゲノムに組み込まれる。新たに組み込
まれたプロウイルスは、２つの機構のいずれかによって組込み部位でまたはその近くでシ
スの遺伝子発現に影響を及ぼし得る。Ｉ型挿入突然変異は、プロウイルスロングターミナ
ルリピート（ＬＴＲ）内の調節配列（エンハンサーおよび／またはプロモーター）の結果
として近位遺伝子の転写を上方調節する。遺伝子のイントロンまたはエクソン内に位置す
るＩＩ型挿入突然変異は、プロウイルスロングターミナルリピート（ＬＴＲ）内の調節配
列（エンハンサーおよび／またはプロモーター）の結果として前記遺伝子の転写を上方調
節し得る。加えて、ＩＩ型挿入突然変異は、オープンリーディングフレーム内への直接の
組込みまたは両側でコード配列に隣接するイントロンへの組込みのいずれかの故にコード
領域のトランケーションを引き起こすことがあり、トランケート型または不安定な転写産
物／タンパク質産物を導き得る。挿入部位またはその付近の配列の分析は、多くの新しい
癌原遺伝子の特定を導いた。
【０００５】
　リンパ腫および白血病に関して、ＡＫＶマウス白血病ウイルス（ＭＬＶ）またはＳＬ３
－３ＭＬＶなどのレトロウイルスは、感受性新生児マウスに接種したとき、または生殖細
胞系に担持されるとき腫瘍の強力な誘発物質である。挿入部位の分析によりリンパ腫や白
血病の誘発に関連して配列番号が特定される。そのすべてが参照により明白にここに組み
込まれる、非特許文献１；非特許文献２；非特許文献３；非特許文献４；非特許文献５；
および非特許文献６参照。癌、特に乳癌、前立腺癌および上皮起源の癌に関しては、哺乳
動物レトロウイルスであるマウス乳腺癌ウイルス（ＭＭＴＶ）は、感受性新生児マウスに
接種したとき、または生殖細胞系に担持されるとき腫瘍の強力な誘発物質である。Ｍａｍ
ｍａｒｙ　Ｔｕｍｏｕｒｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ：Ｊ．Ｈｉｌｇｅｒｓ　ａｎｄ　
Ｍ．Ｓｌｕｙｓｅｒ；Ｅｌｓｅｖｉｅｒ／Ｎｏｒｔｈ－Ｈｏｌｌａｎｄ　Ｂｉｏｍｅｄｉ
ｃａｌ　Ｐｒｅｓｓ；Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．編集。
【０００６】
　特定生細胞における遺伝子発現のパターンは、その現在の状態の特徴である。細胞の状
態または型におけるほぼすべての相違が、１またはそれ以上の遺伝子のＲＮＡレベルの相
違に反映される。特性決定されていない遺伝子の発現パターンを比較することは、それら
の機能への手がかりを与え得る。数百または数千個の遺伝子の発現のハイスループット分
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析は、（ａ）複雑な遺伝病の特定、（ｂ）組織と疾患状態の間での、経時的な識別的遺伝
子発現の分析、および（ｃ）薬剤発見と毒性試験において役立ち得る。ある遺伝子の発現
レベル上昇または低下は癌生物学と相関する。たとえば癌遺伝子は腫瘍発生の正の調節因
子であり、一方癌抑制遺伝子は腫瘍発生の負の調節因子である（非特許文献７）。
【０００７】
　免疫療法、または治療目的のための抗体の使用は、近年、癌を治療するために用いられ
てきた。受動免疫療法は、癌の治療におけるモノクローナル抗体の使用を含む。たとえば
非特許文献８参照。これらの抗体の固有の治療上の生物学的活性は、腫瘍細胞の増殖また
は生存の直接阻害および身体の免疫系の天然の細胞致死作用を動員する能力を含む。これ
らの物質は、単独であるいは照射または化学療法剤と共に投与される。それぞれリンパ腫
および乳癌の治療に関して承認された、Ｒｉｔｕｘａｎ（登録商標）およびＨｅｒｃｅｐ
ｔｉｎ（登録商標）はそのような治療薬の２つの例である。あるいは、抗体は、抗体が毒
性物質に結合し、腫瘍に特異的に結合することによってその物質を腫瘍へと向かわせる、
抗体複合体を作製するために使用される。Ｍｙｌｏｔａｒｇ（登録商標）は、白血病の治
療のために使用される承認された抗体複合体の一例である。しかしこれらの抗体は、原因
ではなく腫瘍そのものを標的する。
【０００８】
　抗癌治療のためのよりよいアプローチは、癌を引き起こし得る癌原遺伝子を標的するこ
とである。これを行うためには、最初に癌原遺伝子を特定しなければならない。ひとたび
これらの遺伝子が特定されれば、癌の発症を検出するためにそれらを監視することができ
、その後癌を治療するためにそれらを標的することができる。
【０００９】
　ＰＴＰεはタンパク質チロシンホスファターゼ（ＰＴＰ）ファミリーの成員である。Ｐ
ＴＰεの５個の選択的スプライシング転写産物変異体が報告されており（図５）、そのう
ちの１個は、短い細胞外ドメイン、１個の膜貫通領域、および２個の縦列細胞質内触媒ド
メインを有する受容体型ＰＴＰ（ｔｍ－ＰＴＰε）をコードする。その他の４個のスプラ
イシング変異体は異なる親水性Ｎ末端を含むＰＴＰをコードし、それゆえＰＴＰεの細胞
質アイソフォーム（ｃｙｔ－ＰＴＰε）である。ｃｙｔ－ＰＴＰε発現は主として造血組
織（脾臓、胸腺および腹腔内マクロファージ）に限定され、一方ｔｍ－ＰＴＰεは肺、脳
、副腎および精巣において発現される。
【００１０】
　マウスを用いた試験は、ＲＡＳ関連シグナル伝達経路、サイトカイン誘導性ＳＡＴＡシ
グナル伝達、ならびに電位依存性カリウムチャネルの活性化におけるＰＴＰεの調節的役
割を示唆する。
【００１１】
　ＣＤ４５（非特許文献９）およびＰＴＰＲα（非特許文献１０）などの他のＰＴＰの作
用機構に基づき、ｔｍ－ＰＴＰεホモ二量体化はその生物学的機能を阻害するという仮説
が立てられる。ｔｍ－ＰＴＰεは、阻害性ｐ－Ｔｙｒを脱リン酸化することによってＳｒ
ｃ、ＦｙｎおよびＹｅｓを活性化する。ｔｍ－ＰＴＰεのホモ二量体化はその生物学的機
能を阻害すると提案される。ｔｍ－ＰＴＰεリガンドはまだ特定されていない。
【００１２】
　ｔｍ－ＰＴＰεは、ｒａｓまたはｎｅｕによって特異的に開始される（ｃ－ｍｙｃ、ｉ
ｎｔ－２またはヘレグリンによっては開始されない）マウス乳腺腫瘍において上方調節さ
れることが知られており、ｔｍ－ＰＴＰεがこれらの２つの癌遺伝子による形質転換にお
いて役割を果たし得ることを示唆する。乳房上皮において高レベルのｔｍ－ＰＴＰεを発
現するトランスジェニックマウスは、著明で持続性の乳腺過形成を一様に発現した。孤立
性乳腺腫瘍が乳腺過形成に続発してしばしば検出された。腫瘍の散発性、それらの発現ま
での長い潜伏期間、および腫瘍における低レベルの導入遺伝子発現は、著者を、ｔｍ－Ｐ
ＴＰεが腫瘍形成のために必要であるが十分ではないシグナルを与えるという結論へと導
いた（非特許文献１１）。ｃｙｔ－ＰＴＰεは、ｖ－Ｈａ－ｒａｓまたはＨｅｒ－２によ
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って開始されるマウス乳腺腫瘍においては発現されない。
【非特許文献１】Ｓｏｒｅｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　７４：２１６
１（２０００）；
【非特許文献２】Ｈａｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１０（２）：２３
７－４３（２０００）；
【非特許文献３】Ｓｏｒｅｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　７０：４０６
３（１９９６）；
【非特許文献４】Ｓｏｒｅｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｊ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　６７：７１１
８（１９９３）；
【非特許文献５】Ｊｏｏｓｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２６８：３０８（２
０００）；
【非特許文献６】Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　２３：３４８（
１９９９）
【非特許文献７】Ｍａｒｓｈａｌｌ，Ｃｅｌｌ，６４：３１３－３２６（１９９１）；Ｗ
ｅｉｎｂｅｒｇ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５４：１１３８－１１４６（１９９１）
【非特許文献８】Ｃａｎｃｅｒ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏ
ｆ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，６ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（２００１）Ｃｈａｐｔ．２０　ｐｐ．
４９５－５０８
【非特許文献９】Ｍａｊｅｔｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９９８），２７９：８
８－９１）
【非特許文献１０】ＰＴＰＲα（Ｊｉａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ（１９９９），
４０１：６０６－６１０
【非特許文献１１】Ｅｌｓｏｎ　Ａ．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ．１９９９　Ｄｅｃ　９；１８（
５２）：７５３５－４２
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　（発明の要旨）
　マウスモデルを使用して癌原遺伝子を単離するために、挿入突然変異機構によって作用
する遅性トランスフォーミングレトロウイルスを用いる、「プロウイルスタギング」とし
て知られる工程によって癌原遺伝子がヒトにおいて特定された。一部のモデルでは、非感
染動物は癌の割合が低く、感染動物は高い癌罹患率を有する。関与するレトロウイルスの
多くが、形質導入された宿主癌原遺伝子または病原性トランス作用性ウイルス遺伝子を担
持しないことは公知であり、それゆえ癌発生率は宿主癌原遺伝子へのプロウイルス組込み
の影響の直接結果であるに違いない。プロウイルス組込みはランダムであるため、ごくま
れな組込み体が選択増殖の有利性を提供する宿主癌原遺伝子を「活性化し」、これらのま
れな事象が、腫瘍におけるクローン化学量論で新しいプロウイルスを生じさせる。化学物
質、放射線または自然発生的エラーによって引き起こされる突然変異と異なり、癌減遺伝
子挿入突然変異は、公知配列の好都合な大きさの遺伝子マーカー（プロウイルス）が突然
変異部位に存在するという事実により、容易に局在化できる。クローン的に組み込まれた
プロウイルスに隣接する宿主配列は様々な戦略を用いてクローン化することができる。ひ
とたびこれらの配列が得られれば、その後、標識された癌原遺伝子を特定することができ
る。２またはそれ以上の独立した腫瘍の同じ遺伝子座におけるプロウイルスの存在は、癌
原遺伝子がプロウイルス組込み部位またはそのごく近くに存在することの一応の証拠であ
る（Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００３，７７：
２０５６－２０６２；Ｍｉｋｋｅｒｓ，Ｈ　ａｎｄ　Ｂｅｒｎｓ，Ａ，Ａｄｖａｎｃｅｓ
　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００３，８８：５３－９９；Ｋｅｏｋｏ　
ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００４，３２：Ｄ５２
３－Ｄ５２７）。これは、ゲノムがランダムな組込みには大きすぎて、観察可能なクラス
ター形成を生じないためである。検出されるいかなるクラスター形成も、生物学的選択（
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すなわち腫瘍表現型）についての明確な証拠である。さらに、プロウイルス組込み体のパ
ターン（方向を含む）は、各々のクラスターの標的遺伝子の局在化を比較的簡単にする、
強力な位置情報を提供する。挿入突然変異機構によって癌を引き起こすことが知られる３
つの哺乳動物レトロウイルスは、ＦｅＬＶ（ネコにおける白血病／リンパ腫）、ＭＬＶ（
マウスおよびラットにおける白血病／リンパ腫）およびＭＭＴＶ（マウスにおける乳腺癌
）である。
【００１４】
　そこで、その配列が宿主生物のゲノムに挿入されて癌を生じさせる、癌原性レトロウイ
ルスの使用は、癌に関与する宿主遺伝子の特定を可能にする。これらの配列は、その後、
診断、予後判定、調節剤（アゴニストおよびアンタゴニストの両方を含む）のスクリーニ
ング、抗体作製（免疫療法および画像化のため）等を含む、数多くの異なる方法で使用し
得る。しかし、当業者に認識されるように、リンパ腫または白血病などの１つの型の癌で
特定される癌遺伝子は、他の型の癌にも関与する可能性が非常に高い。
【００１５】
　本発明は、それゆえ、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の配列または発現レベルを決定することを
含む、生物学的試料において癌細胞を検出するための方法を提供する。
【００１６】
　この遺伝子は、ここで述べる方法を用いて癌原遺伝子として特定され、確認された。
【００１７】
　我々は、ｔｍ－ＰＴＰεを、腎癌（腎細胞癌、明細胞癌）、肺癌（非小細胞癌）、膵癌
（膵臓の腺癌、腺管癌、膵島細胞癌および粘液性嚢胞癌）および膀胱癌（浸潤性膀胱癌）
の治療および診断のための細胞膜関連標的であると特定した。
【００１８】
　ラット細胞において実施した軟寒天アッセイの結果によってさらなる証拠が提供され、
そのアッセイでは、ｔｍ－ＰＴＰεの発現が細胞の増殖を上昇させることが示された。
【００１９】
　Ｒａｔ－１細胞系において実施した腫瘍発生能アッセイの形態でさらなる証拠が提供さ
れ、そのアッセイでは、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子のトランスフェクションが腫瘍発生能の著
明な上昇を生じさせることが示される。
【００２０】
　ここで述べる系では、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子はＭＭＴＶおよびＭＬＶプロウイルスの１
型およびＩＩ型組込みを受け、８例で組込みが認められた。この遺伝子はまた、患者の組
織試料を用いて、採取した腎癌組織の８０％においておよび採取した膵癌組織の８５％に
おいてｍＲＮＡレベルで過剰発現されることが認められた。これは我々に、この遺伝子が
腎癌および膵癌と相関し、それゆえこれらの疾患の診断および治療のための標的であるこ
とを推論させる。
【００２１】
　加えて、様々な癌性および非癌性組織型に関する免疫組織化学アッセイは、この遺伝子
が腎細胞癌、明細胞癌、非小細胞癌、膵臓の腺癌、腺管癌、膵島細胞癌、粘液性嚢胞癌お
よび浸潤性膀胱癌において過剰発現されることを明らかにした。これは我々に、この遺伝
子がこの型の癌とも相関し、それゆえこれらの疾患の診断および治療のための標的である
と結論させる。
【００２２】
　発明人はこの理論に縛られることを望まないが、癌を生じさせる細胞増殖におけるｔｍ
－ＰＴＰεの役割はｖ－Ｈａ－ｒａｓまたはｎｅｕの調節を含むと主張する。この理論に
よれば、ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質に対する抗体またはアンタゴニスト、またはｔｍ－Ｐ
ＴＰε発現を調節する分子を利用した腎癌および／または膵癌の治療の方法は、好ましく
はｖ－Ｈａ－ｒａｓおよび／またはｎｅｕの活性化の低下を導く。また、ｔｍ－ＰＴＰε
のホモ型二量体化がその生物学的機能を阻害することも仮定される（図６）。この理論に
よれば、ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質に対する抗体またはアンタゴニスト、またはｔｍ－Ｐ
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ＴＰε発現を調節する分子を利用した腎癌、肺癌、卵巣癌、膵癌、結腸癌、前立腺癌、乳
癌および／または膀胱癌の治療の方法は、好ましくはｔｍ－ＰＴＰε単量体の二量体化を
導くおよび／またはｔｍ－ＰＴＰε二量体の単量体への解離を低下させる。
【００２３】
　好ましくは、方法は、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の１またはそれ以上（すなわち１、２、３
、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上）の発現産物のレベルを測定する工程を
含み、対照レベルと異なる発現レベルが疾患を指示する。
【００２４】
　発現産物は、好ましくはタンパク質であるが、選択的にｍＲＮＡ発現産物も検出し得る
。タンパク質を使用する場合、タンパク質は、好ましくはそのタンパク質に特異的に結合
する抗体によって検出される。「特異的に結合する」という用語は、抗体が他の関連ポリ
ペプチドに対するそれらの親和性よりも実質的に大きい親和性をそれらの標的ポリペプチ
ドに対して有することを意味する。好ましくは、抗ｔｍ－ＰＴＰε抗体はｔｍ－ＰＴＰε
に特異的であり、ＰＴＰファミリーの他の成員およびＰＴＰεの関連スプライシング変異
体と交差反応しない。抗ｔｍ－ＰＴＰε抗体は、ｔｍ－ＰＴＰεのすべてのスプライシン
グ変異体、欠失、付加および／または置換突然変異体に結合し得る。抗ｔｍ－ＰＴＰε抗
体は、ｔｍ－ＰＴＰε細胞外ドメインに特異的であり得る。
【００２５】
　癌関連ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質は癌細胞上または癌細胞内で発現されるため、抗体は
癌関連ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質に特異的であり得る。たとえば癌細胞上で発現された癌
関連タンパク質におけるグリコシル化パターンは、非癌細胞上で発現されたこれらの同じ
タンパク質におけるグリコシル化のパターンとは異なり得る。
【００２６】
　ここで使用する、「抗体」という用語は、対象とする抗原決定基に結合することができ
る、無傷分子ならびにＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖなどのそのフラグメントを指す
。抗体のさらなる例は、完全構築された抗体、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体
、多重特異性抗体（たとえば二重特異性抗体）、一本鎖抗体、ダイアボディ、および所望
生物学的活性（たとえばｔｍ－ＰＴＰεの細胞外ドメインへの結合）を示すことを条件と
して前記を含む組換えペプチドを含む。「実質的により大きな親和性」とは、他の関連ポ
リペプチドに対する親和性と比較して、本発明の標的ポリペプチドに対する親和性の測定
可能な上昇が存在することを意味する。親和性は、他の公知のホモログまたはオーソログ
の親和性と比較して、標的ポリペプチドに対して少なくとも１．５倍、２倍、５倍、１０
倍、１００倍、１０３倍、１０４倍、１０５倍、１０６倍またはそれ以上である。あるい
は、抗体が公知のホモログまたはオーソログと交差反応することは有用であり得る。
【００２７】
　好ましくは、抗体は、高い親和性で、好ましくは１０－４Ｍ、１０－５Ｍ、１０－６Ｍ
またはそれ以下、好ましくは１０－７Ｍ、１０－８Ｍまたはそれ以下、最も好ましくは１
０－９Ｍまたは１０－１０Ｍまたはそれ以下の解離定数でｔｍ－ＰＴＰεに結合する；サ
ブナノモルの親和性（０．９、０．８、０．７、０．６、０．５、０．４、０．３、０．
２、０．１ｎＭまたはさらにはそれ以下）が好ましい。
【００２８】
　ｍＲＮＡ発現産物を使用する場合、ｍＲＮＡ発現産物は、好ましくは、ｍＲＮＡとプロ
ーブの間でハイブリッド複合体の形成を可能にするストリンジェントな条件下で組織試料
をプローブと接触させること；および複合体の形成を検出すること、の工程によって検出
される。
【００２９】
　癌関連遺伝子自体は、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子をコードする核酸発現産物とプローブの間
でハイブリッド複合体の形成を可能にするストリンジェントな条件下で生物学的試料を核
酸プローブと接触させること；および生物学的試料からプローブと核酸の間の複合体の形
成を検出すること、によって検出し得る。そのような場合、複合体の形成が存在しないこ
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とは、好ましくはｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の配列内の突然変異を指示する。
【００３０】
　好ましい方法は、形成された複合体の量を、対照組織を使用したときに形成される量と
比較することを含み、対照と試料の間での形成複合体の量の差が癌の存在を指示する。好
ましくは、正常組織と比較して試験組織によって形成される複合体の量の差は、上昇はま
たは低下である。より好ましくは、形成複合体の量の２倍の上昇または低下が疾患を指示
する。さらに一層好ましくは、形成複合体の量の３倍、４倍、５倍、１０倍、２０倍、５
０倍またはさらには１００倍の上昇または低下が疾患を指示する。
【００３１】
　本発明の方法において使用される生物学的試料は、好ましくは組織試料である。いかな
る組織試料も使用し得る。好ましくは、しかしながら、組織は腎組織、肺組織、膵臓組織
または膀胱組織から選択される。
【００３２】
　本発明はまた、最初の時点での生物学的試料における上記で言及したｔｍ－ＰＴＰε遺
伝子の１またはそれ以上（すなわち１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０またはそ
れ以上）の発現産物の発現を、２番目の時点での同じ発現産物の発現と比較することを含
み、最初の時点に比べて２番目の時点での発現の上昇または低下あるいは発現上昇または
低下の割合の上昇または低下が癌の進行を指示する、患者における癌の進行を評価するた
めの方法を提供する。
【００３３】
　本発明はまた、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子のポリペプチド発現産物に結合する抗体；および
前記抗体と前記ポリペプチドの間の結合反応の検出のために有用な試薬を含む、癌を診断
するために有用なキットを提供する。好ましくは、抗体はｔｍ－ＰＴＰεポリペプチドに
特異的に結合する。
【００３４】
　さらに、本発明は、ストリンジェントな条件下でｔｍ－ＰＴＰε遺伝子にハイブリダイ
ズする核酸プローブローブ；ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子を増幅するために有用なプライマー；
および場合により、疾患の診断を容易にするためにプローブとプライマーを使用するため
の指示書を含む、癌を診断するために有用なキットを提供する。
【００３５】
　本発明はさらに、癌の治療における使用のための、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の発現産物の
発現を調節する上での使用に適した抗体、核酸またはタンパク質を提供する。
【００３６】
　従って、本発明は、上記で列挙したｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の１またはそれ以上（すなわ
ち１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上）の発現産物のレベルを調
節することを含む、患者において癌を治療するための方法を提供する。そのような方法は
、好ましくは、前記発現産物のレベルを調節する抗体、核酸またはポリペプチドを治療上
有効な量で患者に投与することを含む。
【００３７】
　本発明は、それゆえまた、癌の治療または診断のための医薬の製造における、ｔｍ－Ｐ
ＴＰε遺伝子の発現産物のレベルを調節する抗体、核酸またはポリペプチドの使用を提供
する。そのような発現レベルは、好ましくは遺伝子、ｍＲＮＡまたはコードされるタンパ
ク質への作用によって調節される。発現は、好ましくは上方調節または下方調節される。
たとえば調節の変化は、２倍、３倍、５倍、１０倍、２０倍、５０倍、さらには１００倍
またはそれ以上であり得る。
【００３８】
　癌関連タンパク質は癌細胞上または癌細胞内で発現されるため、本発明に従った使用に
適する抗体は癌関連タンパク質に特異的であり得る。たとえば癌細胞上で発現された癌関
連タンパク質におけるグリコシル化パターンは、非癌細胞上で発現されたこれらの同じタ
ンパク質におけるグリコシル化のパターンとは異なり得る。好ましくは、そのような状況
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において、本発明に従った抗体は、癌細胞上で発現された癌関連タンパク質に対してのみ
特異的である。これは治療用抗体に関して特に価値がある。
【００３９】
　本発明に従った治療用途に適する抗体は、好ましくは抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）
を惹起するために有効であり得る。ＡＤＣＣは、Ｆｃ受容体を発現する非特異的細胞傷害
性細胞が標的細胞上の結合抗体を認識し、その後標的細胞の溶解を生じさせる、細胞媒介
性反応を指す（Ｒａｇｈａｖａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ　１２：１８１－２２０；Ｇｈｅｔｉｅ　ｅｔ　ａｌ．，２０００
，Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１８：７３９－７６６；Ｒａｖｅｔｃｈ　ｅｔ　
ａｌ．，２００１，Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１９：２７５－２９０）。本発
明に従った治療用途に適する抗体は、好ましくは抗体依存性細胞媒介性食作用（ＡＤＣＰ
）を惹起するために有効であり得る。ＡＤＣＰは、Ｆｃ受容体を発現する非特異的細胞傷
害性細胞が標的細胞上の結合抗体を認識し、その後食作用を生じさせる、細胞媒介性反応
である。これらの工程は、それらの表面にＩｇＧ抗体のＦｃ部分についての受容体を有す
る、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞によって媒介される。ＩｇＧが、癌細胞を含む「外来
性」膜結合細胞上のエピトープに対して作製されるとき、抗体のＦａｂ部分は癌細胞と反
応する。ＮＫ細胞が、次に、抗体のＦｃ部分に結合する。
【００４０】
　好ましくは、本発明に従った治療用途のための抗体は、ＡＤＣＣを惹起するために有効
であり、標的に結合し、ＡＤＣＣ活性を有することによって癌細胞の生存を調節する。抗
体は、ＡＤＣＣ活性を高めるように遺伝子工作することができる（たとえば米国特許第２
００５００５４８３２Ａ１号、Ｘｅｎｃｏｒ　Ｉｎｃ．およびその中で引用される資料参
照）。
【００４１】
　そのような方法において使用される核酸型は、好ましくはアンチセンス構築物、リボザ
イムまたはＲＮＡｉ、特にｓｉＲＮＡである。
【００４２】
　癌は、腫瘍増殖の抑制または腫瘍容積の低減によって、あるいは癌細胞の浸潤性を低下
させることによって治療し得る。一部の実施形態では、上述した治療の方法は、手術、ホ
ルモン除去療法、放射線治療または化学療法の１またはそれ以上と組み合わせて使用され
る。たとえば患者が既に化学療法を受けている場合、上記に列挙した発現産物のレベルを
調節する本発明の化合物も投与し得る。化学療法剤、ホルモン剤および／または放射線治
療剤および本発明に従った化合物を同時に、別々にまたは連続的に投与し得る。
【００４３】
　好ましくは、上述した方法の１つに従って検出または治療される癌は、腎癌、膵癌、肺
癌または膀胱癌から選択される。
【００４４】
　本発明はまた、その患者からの生物学的試料において癌関連遺伝子発現産物の発現レベ
ルを測定することを含む、患者を癌関連抗原調節抗体による治療に対して感受性と特定す
るための方法を提供する。
【００４５】
　さらに、本発明は、最初の時点での癌関連遺伝子発現産物の発現レベルを、２番目の時
点での同じ発現産物の発現と比較し、最初の時点に比べて２番目の時点での発現の上昇ま
たは低下が、癌関連遺伝子が関係する癌の進行を指示する、患者を癌関連抗原調節抗体に
よる治療に対して感受性と特定するための方法を提供する。
【００４６】
　本発明はまた、その患者からの生物学的試料においてｔｍ－ＰＴＰε発現産物の発現レ
ベルを測定することを含む、患者をｔｍ－ＰＴＰε調節抗体による治療に対して感受性と
特定するための方法を提供する。
【００４７】
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　さらに、本発明は、最初の時点での癌関連遺伝子発現産物の発現レベルを、２番目の時
点での同じ発現産物の発現と比較し、最初の時点に比べて２番目の時点での発現の上昇ま
たは低下が、癌関連遺伝子が関係する癌の進行を指示する、患者を癌関連抗原調節抗体に
よる治療に対して感受性と特定するための方法を提供する。２つの時点の間の上昇または
低下は、２倍、３倍、５倍、１０倍、２０倍、５０倍、さらには１００倍またはそれ以上
であり得る。
【００４８】
　本発明はさらに、その患者からの生物学的試料においてｔｍ－ＰＴＰε発現産物の発現
レベルを測定することを含む、患者をｔｍ－ＰＴＰε調節抗体による治療に対して感受性
と特定するための方法を提供する。そのような方法では、最初の時点でのｔｍ－ＰＴＰε
発現産物の発現レベルを、２番目の時点での同じ発現産物の発現と比較し、最初の時点に
比べて２番目の時点での発現の上昇または低下が、癌関連遺伝子が関係する癌の進行を指
示する、患者をｔｍ－ＰＴＰε調節抗体による治療に対して感受性と特定するための方法
を提供する。
【００４９】
　本発明はさらに、
　ａ）候補因子の存在下で、本発明の上述した実施形態のいずれかにおいて列挙したｔｍ
－ＰＴＰε遺伝子の１またはそれ以上（すなわち１、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０またはそれ以上）の発現のレベルを検出すること；および
　ｂ）前記発現レベルを候補因子の不在下での発現レベルと比較して、発現の差が、候補
因子がｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の発現産物の発現レベルを調節することを示唆すること
を含む、癌細胞の増殖を調節する候補因子を特定するためのアッセイを提供する。
【００５０】
　本発明はまた、
本発明の上述した実施形態のいずれかにおいて定義したｔｍ－ＰＴＰε遺伝子を発現する
細胞を候補因子と接触させること、および
　細胞への候補因子の作用を測定し、発現レベルの変化が、候補因子が発現を調節できる
ことを示唆すること
を含む、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の発現レベルを調節する物質を特定するための方法を提供
する。好ましくは、このアッセイのために使用する細胞は、ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質が
癌を引き起こす上で役割を有すると関係づけられる細胞型に属する。
【００５１】
　好ましくは、前記物質はポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗体または有機低分子であ
る。
【００５２】
　１つの実施形態では、本発明は、ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質の細胞外ドメイン（配列番
号２）に特異的に結合する単離抗体を提供する。もう１つの実施形態では、抗体はｔｍ－
ＰＴＰεタンパク質の二量体化を誘導する。さらにもう１つの実施形態では、抗体は、膀
胱、腎または膵癌細胞の生存または増殖を阻害する。さらにもう１つの実施形態では、抗
体は、モノクローナル抗体、ヒト化抗体またはヒト抗体である。もう１つの実施形態では
、抗体は、１０－８Ｍまたは１０－９Ｍまたはそれ以下のｔｍ－ＰＴＰεの細胞外ドメイ
ンへの結合親和性（より高い結合親和性）を保持する。
【００５３】
　本発明のもう１つの実施形態では、本発明に従った前記抗体および医薬的に適切な担体
、賦形剤または希釈剤を含有する医薬組成物が提供される。もう１つの実施形態では、医
薬組成物は第二の治療因子をさらに含む。さらにもう１つの実施形態では、第二の治療因
子は癌化学療法剤である。
【００５４】
　本発明のさらにもう１つの実施形態では、前記抗体を治療上有効な量で投与する工程を
含む、膀胱、腎または膵癌に罹患している被験者を治療する方法が提供される。もう１つ
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の実施形態では、被験者は膀胱癌、腎癌または膵癌に罹患している。もう１つの実施形態
では、抗体は、Ｓｒｃキナーゼを脱リン酸化するｔｍ－ＰＴＰεタンパク質の能力を低下
させ、パキシリンリン酸化を誘導するｔｍ－ＰＴＰεタンパク質の能力を低下させ、およ
び／またはｔｍ－ＰＴＰεタンパク質の二量体化を誘導する。
【００５５】
　さらにもう１つの実施形態では、本発明は、膀胱、腎または膵癌からなる群より選択さ
れる癌の治療のための医薬の製造における前記抗体の使用を提供する。
【００５６】
　さらにもう１つの実施形態では、本発明は、ａ）膀胱、腎または膵細胞と候補抗体を接
触させること；ｂ）細胞の生存または増殖を検出すること；およびｃ）細胞の生存または
増殖の低下が検出される場合、候補抗体を癌の治療のために有用な抗体と特定すること、
の工程を含む、癌の治療のために有用なｔｍ－ＰＴＰεタンパク質の細胞外ドメインに対
する抗体をスクリーニングする方法を提供する。もう１つの実施形態では、前記細胞は、
Ｈｓ７００Ｔ、Ａ４９８、Ｈ５２０およびＤＵ１４５からなる群より選択される。さらに
もう１つの実施形態では、細胞は、ｔｍ－ＰＴＰεの細胞外ドメインを容易に検出可能に
発現する何らかの細胞である。
【００５７】
　さらにもう１つの実施形態では、本発明は、ａ）ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質またはその
フラグメントを候補抗体と接触させること；およびｂ）前記候補抗体の存在下で、ｔｍ－
ＰＴＰεタンパク質またはそのフラグメントの二量体化のレベルを検出すること、の工程
を含む、ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質またはそのフラグメントの二量体化を誘導する抗体を
スクリーニングする方法を提供する。もう１つの実施形態では、前記方法は、候補抗体を
細胞と接触させることおよび前記候補抗体の存在下で細胞の増殖を検出すること、の工程
をさらに含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００５８】
　（詳細な説明）
　本発明は、ｔｍ－ＰＴＰεが癌の発生に関係することを同定する。この遺伝子を、それ
ゆえ、「ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子」（配列番号１）と称する。そこで、この遺伝子によって
コードされるｔｍ－ＰＴＰεポリペプチド（たとえば配列番号２）を「癌関連ポリペプチ
ド」または「癌関連タンパク質」と称する。これらの癌関連ポリペプチドをコードする核
酸配列を「癌関連ポリヌクレオチド」と称する。ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子をコードするおよ
び／または発現する細胞を「癌関連細胞」と称する。ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子をコードする
細胞を、「癌関連遺伝子型」を有すると言う。癌関連タンパク質を発現する細胞を、「癌
関連表現型」を有すると言う。「癌関連配列」は、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子に由来するポリ
ペプチドおよびポリヌクレオチド配列の両方を指す。「癌関連核酸」は、ｔｍ－ＰＴＰε
遺伝子を含むＤＮＡ、ならびにその遺伝子に由来するｍＲＮＡおよびｃＤＮＡを包含する
。
【００５９】
　これに関して「関連」とは、ヌクレオチドまたはタンパク質配列が、正常組織と比較し
て癌において区別的に発現される、活性化される、不活性化されるまたは変化しているこ
とを意味する。以下で概説するように、癌関連配列は、癌において上方調節される（すな
わちより高いレベルで発現される）もの、ならびに下方調節される（すなわちより低いレ
ベルで発現される）ものを含む。癌関連配列はまた、変化した配列（すなわちトランケー
ト型配列または点突然変異を含む、置換、欠失または挿入を有する配列）を含み、同じ発
現プロフィールまたは変化したプロフィールを示す。一般に、癌関連配列はヒトからであ
る；しかし、当業者に認識されるように、他の生物からの癌関連配列は、疾患の動物モデ
ルおよび薬剤評価において有用であり得る；それゆえ、他の癌関連配列は、げっ歯動物（
ラット、マウス、ハムスター、モルモット等）、霊長動物および家畜（ヒツジ、ヤギ、ブ
タ、ウシ、ウマ等）を含む哺乳動物を含む、脊椎動物から特定し得る。一部の場合、原核
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生物癌関連配列が有用であり得る。他の生物からの癌関連配列は、以下で概説する手法を
用いて入手し得る。
【００６０】
　癌関連配列は組換え核酸を含む。ここでは「組換え核酸」という用語により、一般に、
自然界では通常認められない形態で、ポリメラーゼおよびエンドヌクレアーゼによる核酸
の操作によって最初にインビトロで形成された核酸を意味する。それゆえ組換え核酸はま
た、線状形態の単離核酸であるか、または通常は連結されていないＤＮＡ分子を連結する
ことによってインビトロで形成されるベクターにクローニングされており、どちらも本発
明のためには組換え体とみなされる。ひとたび組換え核酸が作製され、宿主細胞または生
物に再導入されれば、インビトロ操作ではなく宿主細胞のインビボ細胞機構を用いて複製
することは了解される；しかし、そのような核酸は、いったん組換えによって生産されれ
ば、その後インビボで複製しても、本発明のためにはやはり組換えまたは単離とみなされ
る。ここで使用する「ポリヌクレオチド」または［核酸］は、リボヌクレオチドまたはデ
オキシリボヌクレオチドのいずれかの、何らかの長さのヌクレオチドの重合体である。こ
の用語は分子の一次構造だけを指す。それゆえ、この用語は二本鎖および一本鎖ＤＮＡお
よびＲＮＡを含む。この用語はまた、公知の種類の修飾、たとえば当技術分野で公知の標
識、メチル化、「キャップ」、天然に生じるヌクレオチドの１またはそれ以上の類似体に
よる置換、たとえば非荷電結合を有するもの（たとえばホスホロチオエート、ホスホロジ
チオエート等）、たとえばタンパク質（たとえばヌクレアーゼ、毒素、抗体、シグナルペ
プチド、ポリ－Ｌ－リシン等を含む）などのペンダント部分を含むもの、インターカレー
ト剤を有するもの（たとえばアクリジン、プソラレン等）、キレート化剤を含むもの（た
とえば金属、放射性金属等）、アルキル化剤を含むもの、修飾結合を有するもの（たとえ
ばαアノマー核酸等）などの、ヌクレオチド間修飾、ならびに非修飾形態のポリヌクレオ
チドを含む。
【００６１】
　ここで使用する、指定配列「に由来する」ポリヌクレオチドは、指定ヌクレオチド配列
の領域に対応するおよそ少なくとも約６ヌクレオチド、好ましくは少なくとも約８ヌクレ
オチド、より好ましくは少なくとも約１０－１２ヌクレオチド、さらに一層好ましくは少
なくとも約１５－２０ヌクレオチドの配列からなるポリヌクレオチド配列を指す。「対応
する」とは、指定配列に相同または相補的であることを意味する。好ましくは、ポリヌク
レオチドが由来する領域の配列は、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子に固有の配列に相同または相補
的である。
【００６２】
　「組換えタンパク質」は、組換え手法を用いて、すなわち上述したような組換え核酸の
発現を通して作製されるタンパク質である。組換えタンパク質は、少なくとも１またはそ
れ以上の特徴によって天然に生じるタンパク質と区別される。たとえば前記タンパク質は
、その野生型宿主において通常結合している一部またはすべてのタンパク質および化合物
から単離または精製されており、それゆえ実質的に純粋であり得る。たとえば単離タンパ
ク質は、好ましくは所与の試料中の総タンパク質の少なくとも約０．５重量％、より好ま
しくは少なくとも約５重量％を構成する、その天然の状態で通常結合している物質の少な
くとも一部を伴わない。実質的に純粋なタンパク質は、総タンパク質の約５０～７５重量
％を構成し、約８０％が好ましく、約９０％が特に好ましい。この定義は、ある生物から
の癌関連タンパク質の異なる生物または宿主細胞における生産を含む。あるいはタンパク
質は、タンパク質が高濃度レベルで生産されるように誘導的プロモーターまたは高発現プ
ロモーターの使用を通して、通常見られるよりも有意に高い濃度で生産され得る。あるい
はタンパク質は、以下で論じるような、エピトープタグの付加またはアミノ酸置換、挿入
および欠失のように、自然界では通常認められない形態であり得る。
【００６３】
　ここで使用する、「タグ」、「配列タグ」または「プライマータグ配列」という用語は
、そのようなタグを担持するポリヌクレオチドのバッチを特定するのに役立つ特定核酸配
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列を有するオリゴヌクレオチドを指す。同じ生物学的ソースからのポリヌクレオチドは、
その後の分析においてその起源ソースに従ってポリヌクレオチドが特定できるように、特
定配列タグで共有結合標識される。配列タグはまた、核酸増幅反応のためのプライマーと
しても役立つ。
【００６４】
　「マイクロアレイ」は、固体支持体の表面に形成された、各々が定義された面積を有す
る、好ましくは離れた不連続な領域の線形または二次元アレイである。マイクロアレイ上
の別々の領域の密度は、固相支持体の表面で検出される標的ポリヌクレオチドの総数によ
って決定され、好ましくは少なくとも約５０／ｃｍ２、より好ましくは少なくとも約１０
０／ｃｍ２、さらに一層好ましくは少なくとも約５００／ｃｍ２、なお一層好ましくは少
なくとも約１，０００／ｃｍ２である。ここで使用する、ＤＮＡマイクロアレイは、標的
ポリヌクレオチドを増幅するまたはクローン化するために使用される、チップまたは他の
表面に置かれたオリゴヌクレオチドプライマーのアレイである。アレイ内のプライマーの
各特定群の位置は既知であるため、標的ポリヌクレオチドの同一性は、マイクロアレイ内
の特定位置へのそれらの結合に基づいて決定することができる。
【００６５】
　「リンカー」は、制限部位を含む合成オリゴデオキシリボヌクレオチドである。リンカ
ーは、その後のベクター分子へのフラグメントのクローニングにおいて使用できる制限部
位を作製するためにＤＮＡフラグメントの末端に平滑末端連結し得る。
【００６６】
　「標識」という用語は、検定試料における標的ポリヌクレオチドの存在を指示する検出
可能なシグナルを生じることができる組成物を指す。適切な標識は、放射性同位体、ヌク
レオチド発色団、酵素、基質、蛍光分子、化学発光部分、磁性粒子、生物発光部分等を含
む。標識は、それ自体、顕微鏡的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電気的、光学的、
化学的、または他の何らかの適切な手段によって検出し得る何らかの組成物である。「標
識」という用語は、検出可能な物理的性質を有する何らかの化学基または部分、または基
質の検出可能な生成物への変換を触媒する酵素などの、化学基または部分が検出可能な物
理的性質を示すようにすることができる何らかの化合物を指すために使用される。「標識
」という用語はまた、特定の物理的性質の発現を阻害する化合物を包含する。標識はまた
、他方の成員が検出可能な物理的性質を担持する、結合対の成員である化合物であり得る
。
【００６７】
　「支持体」という用語は、ビーズ、粒子、ディップスティック、繊維、フィルター、膜
、およびスライドガラスなどのシランまたはシリケート支持体などの従来の支持体を指す
。
【００６８】
　「増幅する」という用語は、試料中の標的分子の存在によって作製される、たとえば付
加的な標的分子、または標的様分子または標的分子に相補的な分子を含み得る増幅産物を
作製することを意味するために広い意味で使用される。標的が核酸である状況では、増幅
産物は、ＤＮＡまたはＲＮＡポリメラーゼまたは逆転写酵素で酵素的に作製することがで
きる。
【００６９】
　ここで使用する、「生物学的試料」という用語は、たとえば血液、血漿、血清、脊髄液
、リンパ液、皮膚、気道、腸管および尿生殖路、涙、唾液、乳、細胞（血球を含むがこれ
に限定されない）、腫瘍、器官を含むがこれらに限定されない、個体から単離された組織
または体液の試料、およびまたインビトロ細胞培養成分の試料を指す。
【００７０】
　ここで使用する「生物学的ソース」という用語は、標的ポリヌクレオチドが由来するソ
ースを指す。ソースは、細胞、組織または体液を含むがこれらに限定されない、上述した
「試料」の何らかの形態であり得る。「異なる生物学的ソース」は、同じ個体の異なる細
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胞／組織／器官、または同じ種の異なる個体からの細胞／組織／器官、または異なる種か
らの細胞／組織／器官を指すことができる。
【００７１】
　（癌関連遺伝子）
　「ｔｍ－ＰＴＰε」とは、ここでは、アクセッション番号ＮＭ＿００６５０４の下で参
照されるｍＲＮＡを有し、アクセッション番号ＮＰ＿００６４９５の下で参照されるポリ
ペプチドをコードする、ＮＣＢＩ公的データベースにおいて遺伝子座ＩＤ５７３１によっ
て参照される遺伝子「タンパク質チロシンホスファターゼ、受容体型ε（膜貫通スプライ
シング変異体）」を意味する。
【００７２】
　この遺伝子はＭＬＶプロウイルスのＩＩ型組込みを受け、４例で組込みが認められた。
この結果は、この分野において一般的に受け入れられている２ヒット規則に適合するため
興味深い（Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００３，
７７：２０５６－２０６２；Ｍｉｋｋｅｒｓ，Ｈ　ａｎｄ　Ｂｅｒｎｓ，Ａ，Ａｄｖａｎ
ｃｅｓ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００３，８８：５３－９９；Ｋｅｏ
ｋｏ　ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００４，３２：
Ｄ５２３－Ｄ５２７）。
【００７３】
　この遺伝子は、患者の組織試料を用いて、採取した腎癌組織の８０％においておよび採
取した膵癌組織の８５％においてｍＲＮＡレベルで過剰発現されることが認められた。こ
れは我々に、この遺伝子が腎癌および膵癌と相関し、それゆえこれらの疾患の診断および
治療のための有望な標的であることを推論させる。
【００７４】
　加えて、様々な癌性および非癌性組織型に関する免疫組織化学アッセイは、この遺伝子
が腎細胞癌、明細胞癌、非小細胞癌、膵臓の腺癌、腺管癌、膵島細胞癌、粘液性嚢胞癌お
よび浸潤性膀胱癌において過剰発現されることを明らかにした。これは我々に、この遺伝
子がこの型の癌とも相関し、それゆえこれらの疾患の診断および治療のための有望な標的
であると推論させる。
【００７５】
　この遺伝子の発現だけでは癌を引き起こすのに十分でないと考えられる。あるいはこの
遺伝子の発現上昇が癌を引き起こすのに十分であるかもしれない。さらなる選択肢として
、この遺伝子の発現が閾値レベルに達するかまたは閾値レベルを超えたときに癌が誘発さ
れるのかもしれない。閾値レベルは、「正常」対照における発現レベルと比較したときの
遺伝子の発現の上昇または低下パーセンテージとして表わし得る。
【００７６】
　本発明はまた、上記で言及したｔｍ－ＰＴＰε遺伝子のホモログの使用を許容する。そ
のような相同性は、上記で言及した完全遺伝子配列に基づくことができ、一般に、ホモロ
ジープログラムまたはハイブリダイゼーション条件を用いて、以下で概説するように決定
される。ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子のホモログは、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子と、好ましくはその
細胞外ドメインと約７５％以上（すなわち８０、８５、９０、９２、９４、９５、９６、
９７、９８、９９％またはそれ以上）の相同性を有する。そのようなホモログは、スプラ
イシング変異体、欠失、付加および／または置換突然変異体を含み、一般に機能的類似性
を有し得る。
【００７７】
　これに関して相同性とは、配列類似性または同一性を意味し、同一性が好ましい。相同
性についての好ましい比較は、配列エラーを含む配列を正しい配列と比較することである
。この相同性は、Ｓｍｉｔｈ　＆　Ｗａｔｅｒｍａｎ，Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．２
：４８２（１９８１）の局所的ホモロジーアルゴリズム、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　＆　Ｗｕ
ｎｓｃｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３（１９７０）のホモロジーアラインメン
トアルゴリズム、Ｐｅａｒｓｏｎ　＆　Ｌｉｐｍａｎ，ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８５：２４４
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４（１９８８）の類似性に関する検索方法、これらのアルゴリズムのコンピュータによる
実施（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ，Ｇ
ｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒｉｖｅ
，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩにおけるＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡおよびＴＦＡＳＴ
Ａ）、好ましくはデフォルト設定を用いた、Ｄｅｖｅｒｅｕｘ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ
．Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１２：３８７－３９５（１９８４）によって述べられているＢｅｓ
ｔ　Ｆｉｔ配列プログラムを含むがこれらに限定されない、当技術分野で公知の標準手法
を用いて、または精査によって決定される。
【００７８】
　有用なアルゴリズムの一例はＰＩＬＥＵＰである。ＰＩＬＥＵＰは、漸進的なペアワイ
ズアラインメントを用いて関連配列の群からマルチプル配列アラインメントを作成する。
また、アラインメントを作成するために使用したクラスター形成関係を示す樹を作図する
ことができる。ＰＩＬＥＵＰは、Ｆｅｎｇ　＆　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｅｖ
ｏｌ．３５：３５１－３６０（１９８７）の漸進的アラインメント法の単純化を用いる；
　その方法はＨｉｇｇｉｎｓ　＆　Ｓｈａｒｐ　ＣＡＢＩＯＳ　５：１５１－１５３（１
９８９）によって述べられたものに類似する。有用なＰＩＬＥＵＰパラメータは、デフォ
ルトギャップ加重３．００、デフォルトギャップ長加重０．１０、および加重末端ギャッ
プを含む。
【００７９】
　有用なアルゴリズムのもう１つの例は、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．２１５，４０３－４１０（１９９０）およびＫａｒｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，
ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　９０：５８７３－５７８７（１９９３）に述べられている、ＢＬＡＳ
Ｔ（Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ）アルゴリ
ズムである。特に有用なＢＬＡＳＴプログラムは、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，２６６：４６０－４８０（１９９６）；ｈ
ｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｗｕｓｔｌ．ｅｄｕ／］から得られたＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２プ
ログラムである。ＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２はいくつかの検索パラメータを使用し、その大部
分はデフォルト値に設定される。調節可能なパラメータは以下の数値に設定される：オー
バーラップスパン＝１、オーバーラップフラクション＝０．１２５、ワード閾値（Ｔ）＝
１１。ＨＳＰ　Ｓ及びＨＳＰ　Ｓ２パラメータは動的値であり、特定配列の組成物および
それに対して対象配列を検索する特定データベースの組成物に依存してプログラム自体に
よって確立される；しかし、その数値は感受性を高めるために調節し得る。アミノ酸配列
同一性パーセント値は、マッチする同一残基の数を整列領域内の「より長い」配列の残基
の総数で除することによって決定される。「より長い」配列は、整列領域内で最も多くの
有効残基を有するものである（アラインメントスコアを最大化するためにＷＵ－Ｂｌａｓ
ｔ－２によって導入されたギャップは無視する）。
【００８０】
　アラインメントは、整列する配列へのギャップの導入を含み得る。加えて、ｔｍ－ＰＴ
Ｐε遺伝子よりも多いまたは少ないヌクレオチドを含む配列に関しては、ヌクレオシドの
総数に対する相同ヌクレオシドの数に基づいて決定されることは了解される。それゆえ、
ここで特定する配列よりも短い配列の相同性は、より短い配列内のヌクレオシドの数を用
いて決定される。
【００８１】
　本発明のもう１つの実施形態では、中から高ストリンジェンシー条件下で、ここで提供
するポリヌクレオチドまたはそのフラグメントまたはその相補的配列にハイブリダイズす
ることができるポリヌクレオチド組成物が提供される。ハイブリダイゼーション手法は分
子生物学の技術分野において周知である。説明のために、他のポリヌクレオチドと本発明
のポリヌクレオチドのハイブリダイゼーションを試験するための適切な中ストリンジェン
ト条件は、５×ＳＳＣ（「塩化ナトリウムクエン酸ナトリウム」）；９ｍＭ　ＮａＣｌ、
０．９ｍＭクエン酸ナトリウム）、０．５％ＳＤＳ、１．０ｍＭ　ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０
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）の溶液中でのプレ洗浄；５０～６０℃、５×ＳＳＣで一晩のハイブリダイゼーション；
次に０．１％ＳＤＳを含む２×、０．５×および０．２×ＳＳＣの各々による６５℃で２
０分間の２回の洗浄を含む。当業者は、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーが
、ハイブリダイゼーション溶液の塩含量および／またはハイブリダイゼーションを実施す
る温度を変化させることなどによって容易に操作できることを理解する。たとえばもう１
つの実施形態では、適切な高ストリンジェントハイブリダイゼーション条件は、ハイブリ
ダイゼーションの温度を、たとえば６０～６５℃または６５～７０℃に上げることを除い
て、上述したものを含む。ストリンジェントな条件はまた、ホルムアミドなどの不安定化
剤の添加によっても達成し得る。
【００８２】
　それゆえ、本明細書全体を通じて特定する核酸および列挙する配列またはそれらの相補
物に高ストリンジェンシー下でハイブリダイズする核酸は、癌関連配列とみなされる。高
ストリンジェンシー条件は当技術分野において公知である；たとえば、どちらも参照によ
りここに組み込まれる、Ｍａｎｉａｔｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，１９８
９、およびＳｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ，ｅｄ．Ａｕｓｕｂｅｌ，ｅｔ　ａｌ．参照。ストリンジェント条件は配列依存的であ
り、種々の状況において異なる。より長い配列はより高い温度で特異的にハイブリダイズ
する。核酸のハイブリダイゼーションについての広範な指針は、Ｔｉｊｓｓｅｎ，Ｔｅｃ
ｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ-Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｐｒ
ｏｂｅｓ，“Ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　ｈｙｂｒｉｄｉｚ
ａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ａ
ｓｓａｙｓ”（１９９３）に認められる。一般に、ストリンジェントな条件は、規定され
たイオン強度とｐＨで特定配列についての熱融点（Ｔｍ）より約５～１０℃低く選択され
る。Ｔｍは、標的に相補的なプローブの５０％が平衡で標的配列にハイブリダイズする（
標的配列は過剰に存在するため、Ｔｍでは、プローブの５０％が平衡で占められる）温度
である（規定されたイオン強度、ｐＨおよび核酸濃度の下で）。ストリンジェントな条件
は、塩濃度が、ｐＨ７．０～８．３で約１．０Ｍナトリウムイオン未満、典型的には約０
．０１～１．０Ｍナトリウムイオン（または他の塩）濃度であり、温度は、短いプローブ
（たとえば１０～５０ヌクレオチド）に関しては少なくとも約３０℃、およびより長いプ
ローブ（たとえば５０ヌクレオチド以上）に関しては少なくとも約６０℃である。もう１
つの実施形態では、よりストリンジェントでない条件が使用される；たとえば、当技術分
野で公知のように、中または低ストリンジェンシー条件が使用され得る；Ｍａｎｉａｔｉ
ｓとＡｕｓｕｂｅｌ、前出、およびＴｉｊｓｓｅｎ、前出参照。
【００８３】
　（ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子発現の検出）
　ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子は特定されており、そのコード配列とアミノ酸配列をここで参照
する。ひとたびその天然ソースから単離されると、たとえばプラスミドまたは他のベクタ
ー内に含まれるかまたは線状核酸セグメントとしてそこから切り出されると、組換え癌関
連核酸は、他の癌関連核酸、たとえば付加的なコード領域を特定し、単離するためのプロ
ーブとしてさらに使用することができる。また、修飾または変異型癌関連核酸およびタン
パク質を作製するための「前駆体」核酸としても使用できる。ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子ヌク
レオチド配列は、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子に特異的なプローブを設計するために使用できる
。
【００８４】
　癌関連核酸はいくつかの方法で使用し得る。癌関連核酸にハイブリダイズし得る核酸プ
ローブローブを作製し、スクリーニングおよび診断方法において、または遺伝子治療およ
び／またはアンチセンス適用のために使用されるバイオチップに結合することができる。
あるいは、癌関連タンパク質のコード領域を含む癌関連核酸を、やはりスクリーニングの
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ためまたは患者への投与のために、癌関連タンパク質の発現のための発現ベクターに導入
することができる。
【００８５】
　遺伝子発現を数量化するための１つのそのようなシステムは動的ポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）である。動的ＰＣＲは、特定核酸配列の同時増殖と数量化を可能にする。特異
性は、標的部位をひとくくりにする一本鎖核酸配列に選択的に接触するように設計された
合成オリゴヌクレオチドプライマーに由来する。このオリゴヌクレオチドプライマーの対
は、標的配列の各々の鎖上で特異的な非共有結合複合体を形成する。これらの複合体は、
二本鎖ＤＮＡの反対方向のインビトロ転写を促進する。反応混合物の温度サイクリングは
、プライマー結合、転写、および個々の鎖への核酸の再融解の連続サイクルを作り出す。
その結果は標的ｄｓＤＮＡ産物の対数増加である。この産物を、インターカレート化染料
または配列特異的プローブの使用を通してリアルタイムで定量することができる。ＳＹＢ
Ｒ（登録商標）Ｇｒｅｅｎｅ　Ｉは、ｄｓＤＮＡに選択的に結合して蛍光シグナルの付随
する上昇を生じさせる、インターカレート化染料の一例である。ＴａｑＭａｎ（登録商標
）テクノロジーと共に使用されるような配列特異的プローブは、オリゴヌクレオチドの反
対側の末端に共有結合した蛍光色素と消光分子からなる。プローブは、２つのプライマー
間において標的ＤＮＡ配列を特異的に結合するように設計される。ＰＣＲ反応の間にＤＮ
Ａ鎖が合成されたとき、蛍光色素がポリメラーゼのエキソヌクレアーゼ活性によってプロ
ーブから開裂され、シグナルの脱消光を生じさせる。プローブシグナル伝達法はインター
カレート化染料法よりも特異的であり得るが、各々の場合に、シグナル強度は生産される
ｄｓＤＮＡ産物に比例する。各々のタイプの数量化法は、各々のウエルが対象核酸配列に
特異的なプライマーおよび／またはプローブである、マルチウエル液相アレイにおいて使
用できる。組織または細胞系のメッセンジャーＲＮＡ試料と共に使用するとき、プローブ
／プライマー反応のアレイは、多数の対象遺伝子産物の発現を同時に定量することができ
る。Ｇｅｒｍｅｒ，Ｓ．，ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１０：２５８－２６６（
２０００）；Ｈｅｉｄ，Ｃ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．６，９８６－９
９４（１９９６）参照。
【００８６】
　ＤＮＡマイクロアレイ技術の最近の発達は、１つの固相支持体上で複数の標的癌関連核
酸分子の大規模アッセイを実施することを可能にする。米国特許第５，８３７，８３２号
（Ｃｈｅｅ　ｅｔ　ａｌ．）および関連特許出願は、試料中の特定核酸配列のハイブリダ
イゼーションと検出のためにオリゴヌクレオチドプローブのアレイを固定化することを述
べている。対象組織から単離された対象標的ポリヌクレオチドをＤＮＡチップにハイブリ
ダイズさせ、標的ポリヌクレオチドの選択性および別々のプローブ位置でのハイブリダイ
ゼーションの程度に基づいて特定配列を検出する。アレイの１つの重要な用途は、異なる
細胞、しばしば対象細胞と対照細胞における遺伝子の発現プロフィールを比較し、それぞ
れの細胞の間での遺伝子発現の差を特定する、識別的遺伝子発現の分析においてである。
そのような情報は、特定細胞または組織型において発現される遺伝子のタイプの特定およ
び発現プロフィールに基づく癌状態の診断のために有用である。
【００８７】
　典型的には、標識ｃＤＮＡを得るために対象試料からのＲＮＡを逆転写に供する。米国
特許第６，４１０，２２９号（Ｌｏｃｋｈａｒｔ　ｅｔ　ａｌ．）参照。次にｃＤＮＡを
、チップまたは他の表面上に既知の順序で配置した既知配列のオリゴヌクレオチドまたは
ｃＤＮＡにハイブリダイズする。標識ｃＤＮＡがハイブリダイズしたオリゴヌクレオチド
の位置はｃＤＮＡに関する配列情報を提供するが、一方ハイブリダイズした標識ＲＮＡま
たはｃＤＮＡの量は、対象ＲＮＡまたはｃＤＮＡの相対的存在量の推定を提供する。Ｓｃ
ｈｅｎａ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７０：４６７－４７０（１９９５）参照。た
とえばヒト癌における遺伝子発現パターンを分析するためのｃＤＮＡマイクロアレイの使
用がＤｅＲｉｓｉ，ｅｔ　ａｌ．（Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１４：４５７－４
６０（１９９６））によって述べられている。
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【００８８】
　癌関連核酸に対応する核酸プローブローブを作製し得る。典型的には、これらのプロー
ブは開示されているｔｍ－ＰＴＰε遺伝子に基づいて合成される。バイオチップに結合す
る核酸プローブは、標的配列と本発明のプローブの特異的ハイブリダイゼーションが起こ
るように、癌関連核酸、すなわち標的配列（試料の標的配列または、たとえばサンドイッ
チにおける、他のプローブ配列）に実質的に相補的であるように設計される。以下で概説
するように、標的配列と本発明の一本鎖核酸の間のハイブリダイゼーションに干渉するい
くつもの塩基対ミスマッチが存在し得るという意味で、この相補性は完全である必要はな
い。ヌクレオチドレベルでの遺伝子の全体的相同性は、おそらく約４０％またはそれ以上
、おそらく約６０％またはそれ以上、さらにはより高い可能性で約８０％またはそれ以上
であり、加えて、約８～１２ヌクレオチドまたはそれ以上の対応する隣接配列が存在する
と予想される。しかし、突然変異の数が多すぎて極めて低いストリンジェントのハイブリ
ダイゼーション条件下でさえもハイブリダイゼーションが起こり得ない場合、その配列は
相補的標的配列ではない。それゆえ、ここでは「実質的に相補的」とは、ここで概説する
ように、プローブが通常の反応条件下で、特に高ストリンジェンシー条件下でハイブリダ
イズするのに十分なだけ標的配列に相補的であることを意味する。配列が本発明に従った
ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子にユニークであるか否かは、当業者に公知の手法によって決定でき
る。たとえば配列を、それが非感染宿主または他の生物において存在するかどうかを判定
するために、データバンク、たとえばＧｅｎｅＢａｎｋの配列と比較することができる。
配列はまた、癌を誘発することが知られるものを含む、他のウイルス因子の公知の配列と
比較することもできる。
【００８９】
　好ましくは、ｔｍ－ＰＴＰε発現の検出に適するプローブは、ｔｍ－ＰＴＰεの非保存
領域に特異的である。「非保存領域」とは、ＰＴＰファミリーの他の成員との相同性が平
均より低い領域を指す。好ましくは、これらの非保存領域における他のＰＴＰファミリー
成員への類似性は５０％より低い。
【００９０】
　Ｑ－ＰＣＲを用いたｔｍ－ＰＴＰεの検出のためにここで使用したプローブは、ａ）Ｃ
ＡＴＴＣＡＴＡＧＣＣＣＴＣＡＧＣＡＡＣＡＴＴ、ｂ）ＣＧＴＡＡＡＣＴＣＴＴＣＡＣＡ
ＧＣＴＴＧＡＡＡＴＡＣＡ、ｃ）ＡＡＧＴＣＣＣＴＣＧＧＣＴＴＴＴＡＣＴＣＧＣＴＣＣ
ＡＡであった。ａ）とｂ）は、それぞれｔｍ－ＰＴＰε正および逆プライマーの例であり
、ｃ）はｔｍ－ＰＴＰεプローブプライマーの一例である。これらのプローブおよびプラ
イマーは、それゆえ、本発明のこの態様の実施形態を形成する。
【００９１】
　核酸プローブは一般に一本鎖であるが、部分的には一本鎖で且つ部分的には二本鎖であ
り得る。プローブの鎖の数は、標的配列の構造、組成物および性質によって決定される。
一般に、オリゴヌクレオチドは約６、８、１０、１２、１５、２０、３０から約１００塩
基長の範囲であり、約１０～約８０塩基が好ましく、約３０～約５０塩基が特に好ましい
。すなわち、一般に遺伝子全体がプローブとして使用されることはまれである。一部の実
施形態では、数百塩基までの、はるかに長い核酸が使用できる。プローブは、当業者に公
知の条件下で相補的鋳型配列にハイブリダイズするのに十分なだけ特異的である。プロー
ブ配列と、それらがハイブリダイゼーションの間にハイブリダイズするそれらの相補的鋳
型（標的）配列との間でのミスマッチの数は、ＦＡＳＴＡによって測定したとき（デフォ
ルト設定）一般に１５％を超えず、通常は１０％を超えず、好ましくは５％を超えない。
【００９２】
　オリゴヌクレオチドプローブは、核酸において通常認められる天然に生じる複素環式塩
基（ウラシル、シトシン、チミン、アデニンおよびグアニン）、ならびに修飾塩基および
塩基類似体を含み得る。標的配列へのプローブのハイブリダイゼーションと適合性である
いかなる修飾塩基または塩基類似体も、本発明の実施において有用である。プローブの糖
または配糖体部分は、デオキシリボース、リボース、および／または、たとえば２’－Ｏ
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－アルキルリボースなどの、これらの糖の修飾形態を含み得る。もう１つの実施形態では
、糖部分は２’－デオキシリボースである；しかし、プローブが標的配列にハイブリダイ
ズする能力と適合性であるいかなる糖部分も使用できる。
【００９３】
　プローブのヌクレオシド単位は、当技術分野において周知のように、ホスホジエステル
骨格によって連結され得る。さらなる実施形態では、ヌクレオチド間結合は、ホスホロチ
オエート、メチルホスホネート、スルファメート（たとえば米国特許第５，４７０，９６
７号）およびポリアミド（すなわちペプチド核酸）を含むがこれらに限定されない、プロ
ーブの特異的ハイブリダイゼーションと適合性である当業者に公知のいかなる結合も含み
得る。ペプチド核酸は、Ｎｉｅｌｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
５４：１４９７－１５００、米国特許第５，７１４，３３１号、およびＮｉｅｌｓｅｎ（
１９９９）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１０：７１－７５に述べられて
いる。
【００９４】
　プローブはキメラ分子であり得る、すなわち２種類以上の塩基または糖サブユニットを
含むことができ、および／または結合は、同じプライマー内で２種類以上であり得る。プ
ローブは、当技術分野において公知のように、その標的配列へのハイブリダイゼーション
を促進する部分、たとえばインターカレート化剤および／または副溝結合剤を含み得る。
塩基、糖およびヌクレオシド間骨格の変異、ならびにプローブ上の何らかのペンダント基
の存在は、配列特異的様式で、その標的配列と結合するプローブの能力と適合性である。
既知のおよび今後開発される数多くの構造修飾がこれらの結合内で可能である。好都合に
は、本発明に従ったプローブは、それらがシグナル増幅を可能にするような構造特徴を有
してもよく、そのような構造特徴は、たとえばＵｒｄｅａ　ｅｔ　ａｌ．（Ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｓｙｍｐ．Ｓｅｒ．，２４：１９７－２００（１９９１））または欧州
特許第ＥＰ－０２２５，８０７号に述べられているような分枝ＤＮＡプローブである。さ
らに、プローブを形成する様々な複素環式塩基、糖、ヌクレオシドおよびヌクレオチドを
作製するための合成方法、および特異的なあらかじめ定められた配列のオリゴヌクレオチ
ドの作製は広く開発されており、当技術分野において公知である。オリゴヌクレオチド合
成のための好ましい方法は、米国特許第５，４１９，９６６号の教示を含む。
【００９５】
　標的核酸における多型および／または二次構造、データの重複性等を明らかにするため
に特定標的核酸についての多数のプローブを設計し得る。配列あたり２個以上のプローブ
を使用する、一部の実施形態では、オーバーラッププローブまたは単一標的ｔｍ－ＰＴＰ
ε遺伝子の異なる部分に対するプローブを使用する。すなわち、２個、３個、４個または
それ以上のプローブを、３個が好ましいが、特定標的についての重複性で構築するために
使用する。プローブは、オーバーラップであり得る（すなわち何等かの共通配列を有する
）か、またはｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の異なる配列に特異的であり得る。多数の標的ポリヌ
クレオチドを本発明に従って検出しようとするとき、特定標的ポリヌクレオチドに対応す
る各々のプローブまたはプローブ群は、マイクロアレイの別個の領域に位置する。
【００９６】
　プローブは、マイクロアレイのウエル内または表面上などの溶液中に存在し得るか、ま
たは固体支持体に結合し得る。使用できる固体支持体材料の例は、プラスチック、セラミ
ック、金属、樹脂、ゲルおよび膜を含む。固体支持体の有用な種類は、プレート、ビーズ
、磁性材料、マイクロビーズ、ハイブリダイゼーションチップ、膜、結晶、セラミックお
よび自己集合単層を含む。もう１つの実施形態は、多数のプローブ結合部位を有するゲル
またはハイブリダイゼーションチップなどの、二次元または三次元マトリックスを含む（
Ｐｅｖｚｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｍｏｌ．Ｓｔｒｕｃ．＆　Ｄｙｎ．９：３９
９－４１０，１９９１；Ｍａｓｋｏｓ　ａｎｄ　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓ．２０：１６７９－８４，１９９２）。ハイブリダイゼーションチップは、その
後標的核酸とハイブリダイズする、非常に大きなプローブアレイを構築するために使用で
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きる。チップのハイブリダイゼーションパターンの分析は標的ヌクレオチド配列の特定に
役立ち得る。パターンは手動またはコンピュータで分析することができるが、ハイブリダ
イゼーションによる位置的配列決定がコンピュータ分析および自動化に適することは明ら
かである。配列再構成のために開発されたアルゴリズムおよびソフトウエアはここで述べ
る方法に適用し得る（Ｒ．Ｄｒｍａｎａｃ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｍｏｌ．Ｓｔｒｕ
ｃ．＆　Ｄｙｎ．５：１０８５－１１０２，１９９１；Ｐ．Ａ．Ｐｅｖｚｎｅｒ，Ｊ．Ｂ
ｉｏｍｏｌ．Ｓｔｒｕｃ．＆　Ｄｙｎ．７：６３－７３，１９８９）。
【００９７】
　当業者に認識されるように、核酸は多種多様な方法で固体支持体に結合または固定化す
ることができる。ここでは「固定化」は、核酸プローブローブと固体支持体の間の会合ま
たは結合が、以下で概説する結合、洗浄、分析および除去の条件下で十分に安定であるこ
とを意味する。結合は共有または非共有であり得る。「非共有結合」および文法的等価物
とは、ここでは静電的、親水的および疎水的相互作用の１またはそれ以上を意味する。ス
トレプトアビジンなどの分子の支持体への共有結合およびビオチニル化プローブのストレ
プトアビジンへの非共有結合は、非共有結合に含まれる。「共有結合」および文法的等価
物とは、ここでは、２つの部分、固体支持体とプローブが、σ結合、π結合および配位結
合を含む少なくとも１つの結合によって連結していることを意味する。共有結合は、プロ
ーブと支持体の間で直接形成され得るか、または架橋剤によってまたは固体支持体または
プローブのいずれかまたは両方の分子の特定反応基の含有によって形成され得る。固定化
はまた、共有結合と非共有結合相互作用の組合せを含み得る。
【００９８】
　核酸プローブは、カップリング剤による共役などの共有結合によって、または静電的相
互作用、水素結合または抗体－抗原複合などの共有結合または非共有結合によって、また
はそれらの組合せによって固体支持体に結合し得る。典型的なカップリング剤は、ビオチ
ン／アビジン、ビオチン／ストレプトアビジン、黄色ブドウ球菌プロテインＡ／ＩｇＧ抗
体Ｆｃフラグメント、およびストレプトアビジン／プロテインＡキメラ（Ｔ．Ｓａｎｏ　
ａｎｄ　Ｃ．Ｒ．Ｃａｎｔｏｒ，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９：１３７８－８１（
１９９１））、またはこれらの物質の誘導体またはそれらの組合せを含む。核酸は、光開
裂性結合、静電結合、ジスルフィド結合、ペプチド結合、ジエステル結合またはこれらの
種類の結合の組合せによって固体支持体に結合し得る。アレイも、４，４’－ジメトキシ
トリチルまたはその誘導体などの選択的に解離可能な結合によって固体支持体に結合し得
る。有用であると認められた誘導体は、３または４［ビス－（４－メトキシフェニル）］
－メチル－安息香酸、Ｎ－スクシンイミジル－３または４［ビス－（４－メトキシフェニ
ル）］－メチル－安息香酸、Ｎ－スクシンイミジル－３または４［ビス－（４－メトキシ
フェニル）］－ヒドロキシメチル－安息香酸、Ｎ－スクシンイミジル－３または４［ビス
－（４－メトキシフェニル）］－クロロメチル－安息香酸、およびこれらの酸の塩を含む
。
【００９９】
　プローブは、当業者に認識されるように、多種多様な方法でバイオチップに結合し得る
。ここで述べるように、核酸は、最初に合成してその後バイオチップに結合するか、また
はバイオチップ上で直接合成することができる。
【０１００】
　バイオチップは適切な固体基質を含む。「基質」または［固体支持体］または他の文法
的等価物とは、ここでは、核酸プローブの結合または会合のための適切な分離した個別部
位を含むように修飾することができ、少なくとも１つの検出方法に適合させ得る何らかの
物質を意味する。本発明の固相支持体は、ヌクレオチドのハイブリダイゼーションと合成
を支持するのに適した何らかの固体物質および構造であり得る。好ましくは、固相支持体
は、その表面にプライマーを固定し、逆転写酵素反応を実施することができる少なくとも
１つの実質的に硬質な表面を含む。ポリヌクレオチドマイクロアレイのエレメントが安定
に結合する基質は、プラスチック、セラミック、金属、アクリルアミド、セルロース、ニ
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トロセルロース、ガラス、ポリスチレン、ポリエチレンビニルアセテート、ポリプロピレ
ン、ポリメタクリレート、ポリエチレン、ポリエチレンオキシド、ポリシリケート、ポリ
カーボネート、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）、フルオロカーボン、ナイロン、シリコーンゴ
ム、ポリ無水物、ポリグリコール酸、ポリ乳酸、ポリオルトエステル、ポリプロピルフマ
レート、コラーゲン、グルコサミノアグリカンおよびポリアミノ酸を含む、様々な材料か
ら製造し得る。基質ナ、ゲル、膜、薄膜、ガラス、プレート、シリンダー、ビーズ、磁気
ビーズ、光ファイバー、繊維織物等のような、二次元または三次元の形態であり得る。各
々の標識ビーズは、それに結合した異なるプライマーを有する。タグは、色（Ｌｕｍｉｎ
ｅｘ，Ｉｌｌｕｍｉｎａ）および電磁場（Ｐｈａｒｍａｓｅｑ）などのシグナル伝達手段
によって検出可能であり、標識ビーズ上のシグナルは、さらには、遠隔的に検出すること
ができる（たとえば光ファイバーを用いて）。固体支持体の大きさは、ＤＮＡマイクロア
レイ技術のために有用な、標準的マイクロアレイサイズのいずれかであり得、本発明の反
応を実施するために使用される特定機器に適合するように大きさをあつらえ得る。一般に
、基質は光学的検出を許容し、評価し得るほどに蛍光を発しない。
【０１０１】
　バイオチップの表面とプローブは、この２つのその後の結合のために化学的官能基で誘
導体化し得る。そこで、たとえばバイオチップは、アミノ基、カルボキシ基、オキソ基お
よびチオール基を含む化学的官能基で誘導体化され、アミノ基が特に好ましい。これらの
官能基を使用して、プローブ上の官能基を用いてプローブを結合できる。たとえばアミノ
基を含む核酸は、たとえば当技術分野で公知のリンカーを用いて、アミノ基を含む表面に
結合できる；たとえばホモまたはヘテロニ官能性リンカーが周知である（１９９４　Ｐｉ
ｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙカタログ、架橋剤に関する技術セクション
、１５５～２００ページ参照）。加えて、一部の場合には、アルキル基（置換およびヘテ
ロアルキル基を含む）などの付加的なリンカーを使用し得る。
【０１０２】
　オリゴヌクレオチドは、当技術分野で公知のように合成し、その後固体支持体の表面に
結合し得る。当業者に認識されるように、５’または３’末端のいずれかを固体支持体に
結合し得るか、または内部ヌクレオシドを通しての結合であり得る。付加的な実施形態で
は、固体支持体への固定化は、非常に強力であるが、非共有結合であり得る。たとえばス
トレプトアビジンで共有結合被覆した表面に結合する、ビオチニル化オリゴヌクレオチド
を作製し、結合を生じさせ得る。
【０１０３】
　アレイは、ポリヌクレオチドマイクロアレイエレメントを前もって形成し、その後それ
らを表面と結合することなどの、従来の何らかの方法に従って作成し得る。あるいは、当
技術分野で公知のように、オリゴヌクレオチドを表面上で合成し得る。それらの生産のた
めの数多くの異なるアレイ形状および方法が当業者に公知であり、その開示全体が参照に
よりここに組み込まれる、国際公開番号第ＷＯ９５／２５１１６号および同第ＷＯ９５／
３５５０５号（フォトリソグラフィー手法）、米国特許第５，４４５，９３４号（フォト
リソグラフィーによるインサイチュー合成）、米国特許第５，３８４，２６１号（機械的
指令流路によるインサイチュー合成）；および米国特許第５，７００，６３７号（スポッ
ティング、プリンティングまたはカップリングによる合成）に開示されている。ＤＮＡを
ビーズにカップリングするためのもう１つの方法は、ビーズに付着したリガンド結合分子
に連結するためにＤＮＡの末端に結合する特異的リガンドを使用する。可能なリガンド結
合パートナー対は、ビオチン／ストレプトアビジン、またはジゴキシゲニン－抗ジゴキシ
ゲニン抗体などの様々な抗体／抗原対を含む　（Ｓｍｉｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｄｉｒｅ
ｃｔ　Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ　Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｅｌａｓｔｉ
ｃｉｔｙ　ｏｆ　Ｓｉｎｇｌｅ　ＤＮＡ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｂｙ　Ｕｓｉｎｇ　Ｍａ
ｇｎｅｔｉｃ　Ｂｅａｄｓ，”Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５８：１１２２－１１２６（１９９２
））。支持体へのＤＮＡの共有化学結合は、ホスホアミデート結合を通してＤＮＡの５’
リン酸を被覆ミクロスフェアに連結する標準カップリング剤を使用することによって達成
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できる。固体基質へのオリゴヌクレオチドの固定化のための方法は広く確立されている。
Ｐｅａｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１（１
１）：５０２２－５０２６（１９９４）参照。オリゴヌクレオチドを固体基質に結合する
好ましい方法は、Ｇｕｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２２：
５４５６－５４６５（１９９４）によって述べられている。固定化は、ロボットアレイテ
クノロジーと組み合わせた、インサイチューＤＮＡ合成（Ｍａｓｋｏｓ　ａｎｄ　Ｓｏｕ
ｔｈｅｒｎ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２０：１６７９－１６８
４（１９９２）または化学合成したオリゴヌクレオチドの共有結合（Ｇｕｏ　ｅｔ　ａｌ
．，前出）のいずれかによって実施できる。
【０１０４】
　（発現産物）
　ここで使用する「発現産物」という用語は、たとえばｍＲＮＡを含む核酸と、ｔｍ－Ｐ
ＴＰε遺伝子の転写および／または翻訳によって生産されるポリペプチド産物の両方を指
す。
【０１０５】
　ポリペプチドは、成熟タンパク質の形態であり得るか、または活性な成熟ポリペプチド
を生産するためにプレ、プロまたはプレプロ部分の開裂によって活性化され得るプレ、プ
ロまたはプレプロタンパク質であり得る。そのようなポリペプチドでは、プレ、プロまた
はプレプロ配列は、リーダーまたは分泌配列であり得るか、または成熟ポリペプチド配列
の精製のために使用される配列であり得る。そのようなポリペプチドは、「癌関連ポリペ
プチド」と称される。
【０１０６】
　「癌関連ポリペプチド」という用語はまた、フラグメント、ホモログ、融合物および突
然変異体などの変異型を含む。相同ポリペプチドは、ギャップオープンペナルティー１２
およびギャップ伸長ペナルティー２、ＢＬＯＳＵＭマトリックス６２でアフィンギャップ
検索を用いたＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ相同性検索アルゴリズムによって判定すると
き、上記で言及した癌関連ポリペプチドと少なくとも８０％またはそれ以上（すなわち８
５、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９％またはそれ以上）
の配列同一性を有する。Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ相同性検索アルゴリズムは、Ｓｍ
ｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．（１９８１）２：４
８２－４８９において教示される。変異型ポリペプチドは、天然にまたは非天然にグリコ
シル化され得る、すなわちポリペプチドは、対応する天然に生じるタンパク質において認
められるグリコシル化パターンとは異なるグリコシル化パターンを有する。
【０１０７】
　突然変異体は、アミノ酸置換、付加または欠失を含み得る。アミノ酸置換は、保存的ア
ミノ酸置換または、グリコシル化部位、リン酸化部位またはアセチル化部位を変化させる
ため、または機能のために必要ではない１またはそれ以上のシステイン残基の置換または
欠失によってミスフォールディングを最小限に抑えるためなどの、非必須アミノ酸を除去
するために置換であり得る。保存的アミノ酸置換は、全体的電荷、疎水性／親水性、およ
び／または置換するアミノ酸の立体的かさを保存するものである。これらの産物の変異型
は、タンパク質の特定領域（たとえば機能性ドメインおよび／またはポリペプチドがタン
パク質ファミリーの成員である場合、コンセンサス配列に関連する領域）の生物学的活性
を保持するまたは上昇させるように設計できる。そのような変異型は、その後、検出また
は治療の方法において使用し得る。変異型の生産のためのアミノ酸変化の選択は、アミノ
酸のアクセス可能性（内部対外部）（たとえばＧｏ　ｅｔ　ａｌ，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔ
ｉｄｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓ．（１９８０）１５：２１１参照）、変異型ポリペプチ
ドの熱安定性（たとえばＱｕｅｒｏｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔ．Ｅｎｇ．（１９９６）
９：２６５参照）、所望グリコシル化部位（たとえばＯｌｓｅｎ　ａｎｄ　Ｔｈｏｍｓｅ
ｎ，Ｊ．Ｇｅｎ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．（１９９１）１３７：５７９参照）、所望ジス
ルフィド架橋（たとえばＣｌａｒｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（１９
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９３）３２：４３２２；およびＷａｋａｒｃｈｕｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅ
ｎｇ．（１９９４）７：１３７９参照）、所望金属結合部位（たとえばＴｏｍａ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（１９９１）３０：９７およびＨａｅｚｅｒｂｒｏｕ
ｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．（１９９３）６：６４３）、およびプロ
リンループ内の所望置換（たとえばＭａｓｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｐｐｌ．Ｅｎｖ．Ｍｉ
ｃｒｏｂｉｏｌ．（１９９４）６０：３５７９参照）に基づき得る。システイン除去ムテ
インは、米国特許第４，９５９，３１４号に開示されているように生産できる。
【０１０８】
　変異型はまた、ここで開示するポリペプチドのフラグメント、特に生物学的に活性なフ
ラグメントおよび／または機能性ドメインに対応するフラグメントを含む。対象フラグメ
ントは、典型的には少なくとも約８アミノ酸（ａａ）、１０ａａ、１５ａａ、２０ａａ、
２５ａａ、３０ａａ、３５ａａ、４０ａａ、少なくとも約４５アミノ酸長、通常は少なく
とも約５０ａａ長、少なくとも約７５ａａ、少なくとも約１００ａａ、少なくとも約１２
５ａａ、少なくとも約１５０ａａ長、少なくとも約２００ａａ、少なくとも約３００ａａ
、少なくとも約４００ａａであり、５００ａａまたはそれ以上の長さであり得るが、フラ
グメントが、ここで提供するポリヌクレオチド配列のいずれか１つの配列を有するポリヌ
クレオチドまたはそのホモログによってコードされるポリペプチドに同一である一連のア
ミノ酸を有する場合は、通常約１０００アミノ酸長を超えない。ここで記述されるタンパ
ク変異体は、本発明の範囲においてポリヌクレオチドとコードされるものとする。対応す
る変異型を構築するための適切なコドンを選択するために遺伝暗号が使用できる。
【０１０９】
　ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子によってコードされるポリペプチドの変化した発現レベルは、こ
の遺伝子およびその産物が癌において役割を果たすことを示唆する。好ましくは、形成さ
れる複合体の量の２倍上昇が疾患を指示する。さらに一層好ましくは、形成される複合体
の量の３倍、４倍、５倍、１０倍、２０倍、５０倍、さらには１００倍の上昇または低下
が疾患を指示する。
【０１１０】
　癌関連ポリペプチドは、野生型ｔｍ－ＰＴＰεアミノ酸配列よりも短いかまたは長くて
もよく、ｍＲＮＡをコードする等価物は、野生型ｍＲＮＡと比較して同様に修飾され得る
。それゆえここでは、野生型配列の部分またはフラグメントは癌関連ポリペプチドの定義
に含まれる。加えて、上記で概説したように、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子は、当技術分野で公
知の手法を用いて、付加的なコード領域、およびそれゆえ付加的なタンパク質配列を得る
ために使用し得る。
【０１１１】
　もう１つの実施形態では、癌関連ポリペプチドは、野生型配列と比較して誘導体または
変異型癌関連ポリペプチドである。すなわち、以下でより詳細に述べるように、誘導体癌
関連ポリペプチドは、少なくとも１つのアミノ酸置換、欠失または挿入を含み、アミノ酸
置換が特に好ましい。アミノ酸置換、挿入または欠失は、癌関連ポリペプチド内のいずれ
の残基でも起こり得る。
【０１１２】
　また、アミノ酸配列変異型の癌関連ポリペプチドも含まれる。これらの変異型は３つの
クラスの１またはそれ以上に属する：置換、挿入または欠失変異型。これらの変異型は通
常、カセットまたはＰＣＲ突然変異誘発または当技術分野で周知の他の手法を用いて、癌
関連タンパク質をコードするＤＮＡ内のヌクレオチドの部位特異的突然変異誘発によって
変異型をコードするＤＮＡを生成し、その後上記で概説したように組換え細胞培養物にお
いて前記ＤＮＡを発現することにより作製される。しかし、約１００～１５０残基までを
有する変異型癌関連ポリペプチドフラグメントは、確立された手法を用いてインビトロ合
成によって作製し得る。アミノ酸配列変異型は、それらを癌関連ポリペプチドアミノ酸配
列の天然に生じる対立遺伝子または種間変異型と区別する特徴である、あらかじめ定めら
れた性質の変異によって特徴づけられる。変異型は、典型的には天然に生じる類似体と同
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型も選択できる。
【０１１３】
　アミノ酸配列変異を導入するための部位または領域はあらかじめ決定されるが、突然変
異自体をあらかじめ決定する必要はない。たとえば所与の部位での突然変異の成績を最適
化するために、標的コドンまたは領域でランダム突然変異誘発を実施し、発現された癌関
連ポリペプチド変異型を所望活性の最適の組合せに関してスクリーニングし得る。公知の
配列を有するＤＮＡ内のあらかじめ定められた部位で置換突然変異を作製するための手法
は周知であり、たとえばＭ１３プライマー突然変異誘発およびＬＡＲ突然変異誘発がある
。突然変異体のスクリーニングは、癌関連タンパク質活性のアッセイを用いて実施される
。
【０１１４】
　アミノ酸置換は、典型的には１個の残基であるが、言うまでもなく多数の残基でもよい
；挿入は通常約１～２０アミノ酸であるが、かなり大きな挿入も許容され得る。欠失は約
１～約２０残基の範囲であるが、一部の場合には、欠失ははるかに大きくてもよい。
【０１１５】
　置換、欠失、挿入またはそれらの何らかの組合せが、最終的な誘導体に到達するために
使用し得る。一般にこれらの変化は、分子の変化を最小限に抑えるために数個のアミノ酸
に関して実施される。しかし、ある種の状況ではより大きな変化も許容され得る。癌関連
ポリペプチドの特徴の小さな変化を所望するときは、置換は一般に以下の表に従って作製
される：
【０１１６】
【化１－１】

【０１１７】



(28) JP 2008-535491 A 2008.9.4

10

20

30

40

50

【化１－２】

　置換が表Ｉに示すものよりも保存的でないときには、機能または免疫学的同一性に実質
的な変化が起こる。たとえば以下の１またはそれ以上により有意の影響を及ぼすために置
換は完全長で行われ得る：変化の領域内のポリペプチド骨格の構造（たとえばαヘリック
スまたはβシート構造）；標的部位の分子の電荷または疎水性；および側鎖のバルク。一
般にポリペプチドの性質に最大の変化を生じさせると予想される置換は、（ａ）親水性残
基、たとえばセリルまたはトレオニルで疎水性残基、たとえばロイシル、イソロイシル、
フェニルアラニル、バリルまたはアラニルを（または前者を後者によって）置換する；（
ｂ）システインまたはプロリンで何らかの他の残基を（または前者を後者によって）置換
する；（ｃ）電気陽性側鎖を有する残基、たとえばリシル、アルギニルまたはヒスチジル
で電気陰性残基、たとえばグルタミルまたはアスパルチルを（または前者を後者によって
）置換する；または（ｄ）かさの高い側鎖を有する残基、たとえばフェニルアラニンで側
鎖を持たない残基、たとえばグリシンを（または前者を後者によって）置換するものであ
る。
【０１１８】
　変異型は、典型的には天然に生じる類似体と同じ定性的生物活性を示し、同じ免疫応答
を惹起するが、変異型はまた、改変された特徴を有し得る。
【０１１９】
　癌関連ポリペプチドは、それ自体が発現され、検出および治療の方法において使用され
得る。それらは、そのような方法における使用を助けるためにさらに修飾され得る。
【０１２０】
　癌関連ポリペプチドの共有結合修飾は、たとえばスクリーニングにおいて利用し得る。
１つの種類の共有結合修飾は、癌関連ポリペプチドの選択側鎖あるいはＮまたはＣ末端残
基と反応することができる有機誘導体化剤と癌関連ポリペプチドの標的アミノ酸残基を反
応させることを含む。二官能性試薬による誘導体化は、たとえば以下でより詳細に述べる
ように、抗癌関連抗体を精製するための方法またはスクリーニングアッセイにおける使用
のために癌関連ポリペプチドを水不溶性支持体マトリックスに架橋するために有用である
。一般的に使用される架橋剤は、たとえば１，１－ビス（ジアゾアセチル）－２－フェニ
ルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、たとえば４－
アジドサリチル酸とのエステル、３，３’－ジチオビス（スクシンイミジルプロピオネー
ト）などのジスクシンイミジルエステルを含むホモ二官能性イミドエステル、ビス－Ｎ－
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マレイミド－１，８－オクタンなどの二官能性マレイミドおよびメチル－３－［（ｐ－ア
ジドフェニル）ジチオ］プロピオイミデートなどの物質を含む。
【０１２１】
　他の修飾は、グルタミニルおよびアスパラギニル残基の、それぞれ対応するグルタミル
およびアスパルチル残基への脱アミド化、プロリンおよびリシンのヒドロキシル化、セリ
ル、トレオニルまたはチロシル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニンお
よびヒスチジン側鎖のα－アミノ基のメチル化（Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｐｒｏｔ
ｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，
Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃｏ．，Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ｐｐ．７９－８６
（１９８３））、Ｎ末端アミンのアセチル化、およびいずれかのＣ末端カルボキシル基の
アミド化を含む。
【０１２２】
　本発明の範囲内に含まれる癌関連ポリペプチドのもう１つの種類の共有結合修飾は、ポ
リペプチドの天然グリコシル化パターンを変化させることを含む。「天然グリコシル化パ
ターンを変化させること」は、ここでの目的に関しては、天然配列癌関連ポリペプチド内
に認められる１またはそれ以上の炭水化物部分を欠失させること、および／または天然配
列癌関連ポリペプチド内には存在しない１またはそれ以上のグリコシル化部位を付加する
ことを意味することが意図されている。
【０１２３】
　癌関連ポリペプチドへのグリコシル化部位の付加は、そのアミノ酸配列を変化させるこ
とによって達成され得る。変化は、たとえば天然配列癌関連ポリペプチドへの１またはそ
れ以上のセリンまたはトレオニン残基の付加、または１またはそれ以上のセリンまたはト
レオニン残基による置換（Ｏ－結合グリコシル部位のため）によって為され得る。癌関連
アミノ酸配列は、場合によりＤＮＡレベルでの変化を通して、特に所望アミノ酸に翻訳さ
れるコドンが生成されるようにあらかじめ選択した塩基において癌関連ポリペプチドをコ
ードするＤＮＡを突然変異させることによって、変化させ得る。
【０１２４】
　癌関連ポリペプチド上の炭水化物部分数を増加させるもう１つの手段は、ポリペプチド
へのグリコシドの化学的または酵素的カップリングによる。そのような方法は当技術分野
において、たとえば１９８７年９月１１日公開の国際公開番号第ＷＯ８７／０５３３０号
、およびＡｐｌｉｎ　ａｎｄ　Ｗｒｉｓｔｏｎ，ＬＡ　Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅ
ｍ．，ｐｐ．２５９－３０６（１９８１）の中で述べられている。
【０１２５】
　癌関連ポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的または酵素的に、ある
いはグリコシル化のための標的として役立つアミノ酸残基をコードするコドンの突然変異
置換によって達成され得る。化学的脱グリコシル化手法は当技術分野において公知であり
、たとえばＨａｋｉｍｕｄｄｉｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐ
ｈｙｓ．，２５９：５２（１９８７）およびＥｄｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．，１１８：１３１（１９８１）によって記述されている。ポリペプチド上の炭
水化物部分の酵素的開裂は、Ｔｈｏｔａｋｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍ
ｏｌ．，１３８：３５０（１９８７）によって述べられているように様々なエンドおよび
エキソグリコシダーゼの使用によって達成できる。癌関連ポリペプチドのもう１つの種類
の共有結合修飾は、米国特許第４，６４０，８３５号；同第４，４９６，６８９号；同第
４，３０１，１４４号；同第４，６７０，４１７号；同第４，７９１，１９２号または同
第４，１７９，３３７号に述べられているようにして、癌関連ポリペプチドを様々な非タ
ンパク質性ポリマーの１つ、たとえばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコー
ルまたはポリオキシアルキレンに連結することを含む。
【０１２６】
　癌関連ポリペプチドはまた、もう１つ別の異種ポリペプチドまたはアミノ酸配列に融合
した癌関連ポリペプチドを含むキメラ分子を形成するように修飾し得る。１つの実施形態
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では、そのようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合することができるエピトープ
を提供するタグポリペプチドと癌関連ポリペプチドの融合物を含む。エピトープタグは、
一般に癌関連ポリペプチドのアミノ末端またはカルボキシル末端に位置するが、内部融合
物も一部の場合には許容され得る。そのようなエピトープ標識した形態の癌関連ポリペプ
チドの存在は、タグポリペプチドに対する抗体を用いて検出することができる。また、エ
ピトープタグの担持は、抗タグ抗体またはエピトープタグに結合する別のタイプの親和性
マトリックスを用いたアフィニティー精製によって癌関連ポリペプチドを容易に精製する
ことを可能にする。選択的実施形態では、キメラ分子は、免疫グロブリンまたは免疫グロ
ブリンの特定領域と癌関連ポリペプチドの融合物を含み得る。ニ価形態のキメラ分子に関
しては、そのような融合はＩｇＧ分子のＦｃ領域に対してであり得る。
【０１２７】
　様々なタグポリペプチドおよびそれらのそれぞれの抗体は当技術分野において周知であ
る。例は、ポリ－ヒスチジン（ｐｏｌｙ－ｈｉｓ）またはポリ－ヒスチジン－グリシン（
ｐｏｌｙ－ｈｉｓ－ｇｌｙ）タグ；インフルエンザＨＡタグポリペプチドおよびその抗体
１２ＣＡ５（Ｆｉｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．，８：２１５９
－２１６５（１９８８））；ｃ－ｍｙｃタグおよびその抗体８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、
Ｇ４、Ｂ７および９Ｅ１０；（Ｅｖａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　
Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，５：３６１０－３６１６（１９８５）；および単純
ヘルペスウイルス糖タンパク質Ｄ（ｇＤ）タグおよびその抗体（Ｐａｂｏｒｓｋｙ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，３（６）：５４７－５５３（１９
９０））を含む。他のタグポリペプチドは、Ｆｌａｇ－ポリペプチド（Ｈｏｐｐ　ｅｔ　
ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，６：１２０４－１２１０（１９８８））；ＫＴ３
エピトープペプチド（Ｍａｒｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５５：１９２－
１９４（１９９２））；チューブリンエピトープペプチド（Ｓｋｉｎｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６６：１５１６３－１５１６６（１９９１））；およ
びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプチドタグ（Ｌｕｔｚ－Ｆｒｅｙｅｒｍｕｔｈ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８７：６３９３－６３９７（１
９９０））を含む。
【０１２８】
　あるいは、癌関連タンパク質ファミリーの他の癌関連タンパク質および他の生物からの
癌関連タンパク質を、以下で概説するようにクローニングして発現し得る。そこで、プロ
ーブまたは縮重ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマー配列が、ヒトまたは他の生物
からの他の関連する癌関連タンパク質を見出すために使用し得る。当業者に認識されるよ
うに、特に有用なプローブおよび／またはＰＣＲプライマー配列は、癌関連核酸配列のユ
ニーク領域を含む。当技術分野で一般的に知られるように、好ましいＰＣＲプライマーは
約１５～約３５ヌクレオチド長であり、約２０～約３０ヌクレオチドが好ましく、必要に
応じてイノシンを含み得る。ＰＣＲ反応のための条件は当技術分野において周知である。
【０１２９】
　加えて、ここで概説するように、たとえば付加的な配列の解明、エピトープまたは精製
タグの付加、他の融合配列の付加等により、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子によってコードされる
よりも長い癌関連タンパク質を作製することができる。
【０１３０】
　癌関連タンパク質はまた、癌関連核酸によってコードされると特定され得る。それ故、
癌関連タンパク質は、ここで概説するように、上記で列挙したｔｍ－ＰＴＰε遺伝子また
はそれらの相補物にハイブリダイズする核酸によってコードされる。
【０１３１】
　（癌関連ポリペプチドの発現）
　癌関連タンパク質をコードするｔｍ－ＰＴＰε遺伝子に由来する核酸は、上述したよう
に、その後スクリーニングアッセイにおいて使用できる癌関連タンパク質を発現する様々
な発現ベクターを作製するために使用し得る。発現ベクターは、自己複製染色体外ベクタ
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ーまたは宿主ゲノムに組み込まれるベクターのいずれかであり得る。一般に、これらの発
現ベクターは、癌関連タンパク質をコードする核酸に作動可能に連結された転写および翻
訳調節核酸を含む。「制御配列」という用語は、特定宿主生物における作動可能に連結さ
れたコード配列の発現のために必要なＤＮＡ配列を指す。たとえば原核生物に適する制御
配列は、プロモーター、場合によりオペレーター配列、およびリボソーム結合部位を含む
。真核細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナルおよびエンハンサーを利用するこ
とが知られる。
【０１３２】
　核酸は、もう１つ別の核酸配列と機能的関係に配置されるとき、「作動可能に連結され
て」いる。たとえばプレ配列または分泌リーダーについてのＤＮＡは、ポリペプチドの分
泌に関与するプレタンパク質として発現される場合、ポリペプチドについてのＤＮＡに作
動可能に連結されている；プロモーターまたはエンハンサーは、コード配列の転写に影響
を及ぼす場合、コード配列に作動可能に連結されている；またはリボソーム結合部位は、
翻訳を促進するように位置づけられている場合、コード配列に作動可能に連結されている
。一般に、「作動可能に連結された」とは、連結されているＤＮＡ配列が隣接しているこ
と、分泌リーダーの場合は、隣接して読み枠（ｒｅａｄｉｎｇ　ｐｈａｓｅ）内にあるこ
とを意味する。しかし、エンハンサーは隣接している必要はない。連結は、好都合な制限
部位での結合によって達成される。そのような部位が存在しない場合は、合成オリゴヌク
レオチドアダプターまたはリンカーを従来の慣例に従って使用する。転写および翻訳調節
核酸は、癌関連タンパク質を発現するために使用される宿主細胞に適切である；たとえば
Ｂａｃｉｌｌｕｓにおいて癌関連タンパク質を発現するためにはＢａｃｉｌｌｕｓからの
転写および翻訳調節核酸配列が好ましくは使用される。数多くの種類の適切な発現ベクタ
ーおよび適切な調節配列が、様々な宿主細胞に関して当技術分野で公知である。
【０１３３】
　一般に、転写および翻訳調節配列は、プロモーター配列、リボソーム結合部位、転写開
始および終結配列、翻訳開始および終結配列、およびエンハンサーまたはアクチベーター
配列を含み得るが、これらに限定されない。もう１つの実施形態では、調節配列は、プロ
モーターおよび転写開始および終結配列を含む。
【０１３４】
　プロモーター配列は、構成的または誘導的プロモーターをコードする。プロモーターは
、天然に生じるプロモーターまたはハイブリッドプロモーターであり得る。２個以上のプ
ロモーターのエレメントを組み合わせる、ハイブリッドプロモーターも当技術分野におい
て公知であり、本発明において有用である。
【０１３５】
　加えて、発現ベクターは付加的なエレメントを含み得る。たとえば発現ベクターは２つ
の複製系を有してもよく、それゆえ２つの生物において、たとえば発現のための哺乳動物
または昆虫細胞とクローニングおよび増幅のための原核生物宿主において、保持されるこ
とが可能である。さらに、発現ベクターの組込みのために、発現ベクターは宿主細胞ゲノ
ムと相同な少なくとも１つの配列、好ましくは発現構築物に隣接する２つの相同配列を含
む。組み込まれるベクターは、ベクターへの組込みのために適切な相同配列を選択するこ
とによって宿主細胞内の特定遺伝子座へと向かい得る。ベクターを組み込むための構築物
は当技術分野において周知である。
【０１３６】
　加えて、もう１つの実施形態では、発現ベクターは、形質転換した宿主細胞の選択を可
能にする選択マーカー遺伝子を含む。抗生物質耐性遺伝子を含む選択遺伝子は当技術分野
において周知であり、使用する宿主細胞に依存して異なる。
【０１３７】
　癌関連タンパク質は、癌関連タンパク質をコードする核酸を含む発現ベクターで形質転
換した宿主細胞を、癌関連タンパク質の発現を誘導するまたは生じさせるための適切な条
件下で培養することによって生産し得る。癌関連タンパク質発現のための適切な条件は、
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発現ベクターおよび宿主細胞の選択によって異なり、常套的な実験を通して当業者によっ
て容易に確認される。たとえば発現ベクターにおける構成的プロモーターの使用は、宿主
細胞の成長と増殖を最適化することを必要とするが、誘導的プロモーターの使用は誘導の
ための適切な増殖条件を必要とする。加えて、一部の実施形態では、収集の時期が重要で
ある。たとえば昆虫細胞発現において使用されるバキュロウイルス系は溶解ウイルスであ
り、それ故収集時間の選択は産物の収率にとって決定的に重要である。
【０１３８】
　適切な宿主細胞は、酵母、細菌、古細菌、真菌、及び昆虫、植物および哺乳動物細胞を
含む動物細胞を含む。特に興味深いのは、Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍｅｌａｎｏｇａｓｔ
ｅｒ細胞、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅおよび他の酵母、大腸菌
、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ、Ｓｆ９細胞、Ｃ１２９細胞、２９３細胞、Ｎｅ
ｕｒｏｓｐｏｒａ、ＢＨＫ、ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨｅＬａ細胞、ＴＨＰｌ細胞系（マクロフ
ァージ細胞系）およびヒト細胞および細胞系である。
【０１３９】
　好ましくは、癌関連タンパク質は哺乳動物細胞において発現される。哺乳動物発現系も
当技術分野において公知であり、レトロウイルス系を含む。好ましい発現ベクター系は、
いずれも参照により明白にここに組み込まれる、国際公開番号第ＷＯ９７／２７２１２号
（ＰＣＴ／ＵＳ９７／０１０１９号）および国際公開番号第ＷＯ９７／２７２１３号（Ｐ
ＣＴ／ＵＳ９７／０１０４８号）の中で一般的に述べられているようなレトロウイルスベ
クター系である。哺乳動物プロモーターとして特に有用であるのは、哺乳動物ウイルス遺
伝子からのプロモーターであり、これは、ウイルス遺伝子がしばしば高発現され、広い宿
主範囲を有するからである。例は、ＳＶ４０初期プロモーター、マウス乳腺癌ウイルスＬ
ＴＲプロモーター、アデノウイルス主要後期プロモーター、単純ヘルペスウイルスプロモ
ーター、およびＣＭＶプロモーターを含む。典型的には、哺乳動物細胞によって認識され
る転写終結およびポリアデニル化配列は、翻訳終止コドンに対して３’側に位置する調節
領域であり、それ故プロモーターエレメントと共に、コード配列に隣接する。転写ターミ
ネーターおよびポリアデニル化シグナルの例は、ＳＶ４０に由来するものを含む。
【０１４０】
　外来性核酸を哺乳動物宿主ならびに他の宿主に導入するための方法は当技術分野におい
て周知であり、使用する宿主細胞によって異なる。手法は、デキストランを介したトラン
スフェクション、リン酸カルシウム沈殿法、ポリブレンを介したトランスフェクション、
電気穿孔法、ウイルス感染、リポソームへのポリヌクレオチドのカプセル化、および核内
へのＤＮＡ直接微量注入を含む。
【０１４１】
　選択的実施形態では、癌関連タンパク質は細菌系において発現される。細菌発現系は当
技術分野において周知である。バクテリオファージからのプロモーターも使用でき、当技
術分野において公知である。加えて、合成プロモーターおよびハイブリッドプロモーター
も有用である；たとえばｔａｃプロモーターは、ｔｒｐとｌａｃプロモーター配列のハイ
ブリッドである。さらに、細菌プロモーターは、細菌ＲＮＡポリメラーゼに結合して、転
写を開始させる能力を有する非細菌起源の天然に生じるプロモーターを含み得る。機能性
プロモーター配列に加えて、効率的なリボソーム結合部位が望ましい。発現ベクターはま
た、細菌における癌関連タンパク質の分泌を提供するシグナルペプチド配列を含み得る。
タンパク質は、増殖培地（グラム陽性細菌）または細胞の内膜と外膜の間に位置する細胞
周辺腔（グラム陰性細菌）のいずれかに分泌される。細菌発現ベクターはまた、形質転換
した細菌株の選択を可能にする選択マーカー遺伝子を含み得る。適切な選択遺伝子は、細
菌を、アンピシリン、クロラムフェニコール、エリスロマイシン、カナマイシン、ネオマ
イシンおよびテトラサイクリンなどの薬剤に対して耐性にする遺伝子を含む。選択マーカ
ーはまた、ヒスチジン、トリプトファンおよびロイシン生合成経路におけるもののような
、生合成遺伝子を含む。これらの成分は発現ベクターに構築される。細菌のための発現ベ
クターは当技術分野において周知であり、中でも特に、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌ
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ｉｓ、大腸菌、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｃｒｅｍｏｒｉｓおよびＳｔｒｅｐｔｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｌｉｖｉｄａｎｓのためのベクターを含む。細菌発現ベクターは、塩化カル
シウム処理、電気穿孔法等のような当技術分野で周知の手法を用いて細菌宿主細胞に形質
転換される。
【０１４２】
　癌関連タンパク質は昆虫細胞において生産され得る。昆虫細胞の形質転換のための発現
ベクター、特にバキュロウイルスに基づく発現ベクターは当技術分野において周知である
。
【０１４３】
　さらなる実施形態では、癌関連タンパク質は酵母細胞において生産され得る。酵母発現
系は当技術分野において周知であり、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａ
ｅ、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓおよびＣ．ｍａｌｔｏｓａ、Ｈａｎｓｅｎｕｌａ
　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ、Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｆｒａｇｉｌｉｓおよびＫ．ｌ
ａｃｔｉｓ、Ｐｉｃｈｉａ　ｇｕｉｌｌｅｒｉｍｏｎｄｉｉおよびＰ．ｐａｓｔｏｒｉｓ
、Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅおよびＹａｒｒｏｗｉａ　ｌｉ
ｐｏｌｙｔｉｃａを含む。
【０１４４】
　癌関連タンパク質はまた、当技術分野で周知の手法を用いて、融合タンパク質として作
製され得る。そこで、たとえばそれはモノクローナル抗体の作製である。所望エピトープ
が小さい場合は、癌関連タンパク質を、免疫原を形成するためのキャリアタンパク質に融
合し得る。あるいは、癌関連タンパク質は、発現を上昇させるためまたは他の理由のため
に融合タンパク質として作製し得る。たとえば癌関連タンパク質が癌関連ペプチドである
とき、ペプチドをコードする核酸を発現のために他の核酸に連結し得る。
【０１４５】
　（癌）
　「癌」、「新生物」、「腫瘍」、「癌性」および「癌腫」という用語は、典型的には調
節されない細胞増殖によって特徴づけられる、哺乳動物における生理的状態を指すまたは
表わす。一般に、本出願における検出または治療のための対象細胞は、前癌（たとえば良
性）、悪性、転移性および非転移性細胞を含む。癌細胞の検出は特に興味深い。癌の例は
、癌腫、リンパ腫、芽細胞腫、肉腫、および白血病またはリンパ球系悪性疾患を含むが、
これらに限定されない。そのような癌のより詳細な例は、扁平上皮癌（たとえば上皮扁平
上皮癌）、小細胞肺癌、非小細胞肺癌、肺の腺癌および肺の扁平上皮癌を含む肺癌、腹膜
の癌、肝細胞癌、胃腸癌を含む胃癌、膵癌、神経膠芽細胞腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝癌、
膀胱癌、肝細胞癌、乳癌、結腸癌、直腸癌、結腸直腸癌、子宮内膜または子宮癌、唾液腺
癌、腎癌、前立腺癌、外陰癌、甲状腺癌、肝癌、肛門癌、陰茎癌、ならびに頭部及び頸部
癌を含む。
【０１４６】
　好ましくは、本発明の方法によって診断または治療される癌は、腎癌（腎細胞癌、明細
胞癌）、肺癌（非小細胞癌）、膵癌（膵臓の腺癌、膵腺管癌、膵島細胞癌および粘液性嚢
胞癌）および膀胱癌（浸潤性膀胱）である。
【０１４７】
　（抗体）
　本発明は、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子によって発現される癌関連ポリペプチドに結合する、
好ましくはそのようなポリペプチドに特異的に結合する抗体を使用する。「特異的に結合
する」という用語は、抗体が、それらの標的癌関連ポリペプチドに対して他の関連ポリペ
プチドに対するそれらの親和性よりも実質的に大きな親和性を有することを意味する。こ
こで使用する、「抗体」という用語は、対象とする抗原決定基に結合することができる、
無傷分子ならびにＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖなどのそのフラグメントを指す。抗
体のさらなる例は、完全構築された抗体、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多
重特異性抗体（たとえば二重特異性抗体）、一本鎖抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト
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工作（ｈｕｍａｎ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ）抗体、ヒト抗体、ダイアボディ、トリボディ
、テトラボディ、ミニ抗体、線状抗体、キレート組換え抗体、細胞内発現抗体、ナノ抗体
、小モジュール免疫薬剤（ｓｍａｌｌ　ｍｏｄｕｌａｒ　ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌ（ＳＭＩＰ））、抗原結合ドメイン免疫グロブリン融合タンパク質、ラクダ
化抗体、ＶＨＨ含有抗体、または抗体の１またはそれ以上のＣＤＲ配列を含むこれらの抗
体のいずれかのムテイン、および所望生物学的活性（たとえばｔｍ－ＰＴＰεの細胞外ド
メインへの結合）を示すことを条件として前記を含む組換えペプチドを含む。「実質的に
より大きな親和性」とは、他の関連ポリペプチドに対する親和性と比較して、本発明の標
的癌関連ポリペプチドに対する親和性の測定可能な上昇が存在することを意味する。好ま
しくは、親和性は、標的癌関連ポリペプチドに対して少なくとも１．５倍、２倍、５倍、
１０倍、１００倍、１０３倍、１０４倍、１０５倍、１０６倍またはそれ以上である。
【０１４８】
　好ましくは、抗体は、高い親和性で、好ましくは１０－４Ｍ、１０－５Ｍ、１０－６Ｍ
またはそれ以下、好ましくは１０－７Ｍ、１０－８Ｍまたはそれ以下、最も好ましくは１
０－９Ｍまたは１０－１０Ｍまたはそれ以下の解離定数でｔｍ－ＰＴＰεに結合する；サ
ブナノモルの親和性（０．９、０．８、０．７、０．６、０．５、０．４、０．３、０．
２、０．１ｎＭまたはさらにはそれ以下）が好ましい。抗体は、ｔｍ－ＰＴＰεの細胞外
ドメインに特異的に結合することができ、場合によりｔｍ－ＰＴＰεの二量体化を促進し
得る。
【０１４９】
　癌関連ポリペプチドを、たとえば免疫療法のために、抗体を作製するために使用しよう
とするとき、癌関連ポリペプチドは、完全長タンパク質と少なくとも１個のエピトープま
たは抗原決定基を共有すべきである。「エピトープ」または「抗原決定基」とは、ここで
はＭＨＣに関連して抗体またはＴ細胞受容体を生成および／または結合するタンパク質の
部分を意味する。それゆえ、ほとんどの場合、より小さな癌関連ポリペプチドに対して作
製される抗体は完全長タンパク質に結合することができる。もう１つの実施形態では、エ
ピトープはユニークである；すなわちユニークエピトープに対して生成される抗体はほと
んどあるいは全く交差反応性を示さない。
【０１５０】
　ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子によってコードされるいかなるポリペプチド配列も、ポリペプチ
ドのある好ましい領域を決定するために分析し得る。高い抗原性の領域は、免疫応答の開
始過程で抗原認識が起こり得る環境でポリペプチドの表面に露出される可能性が高いポリ
ペプチドの領域を表わす数値を選択することにより、ＤＮＡＳＴＡＲ分析によるデータか
ら決定される。たとえばｔｍ－ＰＴＰε遺伝子によってコードされるポリペプチドのアミ
ノ酸配列は、ＤＮＡＳＴＡＲコンピュータアルゴリズム（ＤＮＡＳＴＡＲ，Ｉｎｃ．，Ｍ
ａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．；ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｎａｓｔａｒ．ｃｏｍ／）のデフォ
ルトパラメータを使用して分析し得る。
【０１５１】
　好ましくは、本発明の抗体はｔｍ－ＰＴＰεの非保存領域に特異的である。「非保存領
域」は、ＰＴＰεファミリーの他の成員との相同性がより低い領域を指す。好ましくは、
これらの非保存領域における他のＰＴＰファミリーとの類似性は５０％以下である。
【０１５２】
　好ましくは、抗ｔｍ－ＰＴＰε抗体はｔｍ－ＰＴＰεに特異的であり、ＰＴＰファミリ
ーの他の成員と交差反応しない。
【０１５３】
　ＤＮＡＳＴＡＲコンピュータアルゴリズムを用いて常套的に得られ得るポリペプチド特
徴は、Ｇａｒｎｉｅｒ－Ｒｏｂｓｏｎのα領域、β領域、ターン領域及びコイル領域（Ｇ
ａｒｎｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１２０：９７（１９７８））；
Ｃｈｏｕ－Ｆａｓｍａｎのα領域、β領域及びターン領域（Ａｄｖ．ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏ
ｌ，４７：４５－１４８（１９７８））；Ｋｙｔｅ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅの親水性領域及
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び疎水性領域（Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ，１５７：１０５－１３２（１９８２））；Ｅｉｓ
ｅｎｂｅｒｇのαおよびβ両親媒性領域；Ｋａｒｐｌｕｓ－Ｓｃｈｕｌｚの可動性領域；
Ｅｍｉｎｉの表面形成領域（Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，５５（３）：８３６－８３９（１９８５
））；およびＪａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆの高抗原性指数領域（ＣＡＢＩＯＳ，４（１）：
１８１－１８６（１９８８））を含むが、これらに限定されない。Ｋｙｔｅ－Ｄｏｏｌｉ
ｔｔｌｅの親水性領域及び疎水性領域、Ｅｍｉｎｉの表面形成領域、およびＪａｍｅｓｏ
ｎ－Ｗｏｌｆの高抗原性指数領域（すなわちＪａｍｅｓｏｎ－Ｗｏｌｆプログラムのデフ
ォルトパラメータを使用して特定される、１．５またはそれ以上の抗原性指数を有する４
またはそれ以上の隣接アミノ酸を含む）は、抗原性に関して高度の潜在的可能性を示すポ
リペプチド領域を決定するために常套的に使用できる。タンパク質に対する抗体を作製す
るための１つのアプローチは、タンパク質の全部または一部のアミノ酸配列を選択および
作製し、その配列を化学合成して、適切な動物、典型的にはウサギ、ハムスターまたはマ
ウスに注入することである。オリゴペプチドを、親水性領域に位置し、それゆえ成熟タン
パク質において露出される可能性が高いオリゴペプチドに基づき、癌関連タンパク質に対
する抗体の作製のための候補因子として選択することができる。付加的なオリゴペプチド
は、たとえば参照によりここに組み込まれる、ｔｈｅ　Ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙ　Ｉｎ
ｄｅｘ，Ｗｅｌｌｉｎｇ，Ｇ．Ｗ．ｅｔ　ａｌ．，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．１８８：２１５
－２１８（１９８５）を用いて決定できる。
【０１５４】
　ここで使用する「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団から
得られる抗体を指し、すなわち集団を構成する個々の抗体は、少量で存在する可能性があ
る、天然に起こり得る突然変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は高度に特異的
であり、単一抗原部位を対象とする。さらに、典型的には種々の決定基（エピトープ）に
対する種々の抗体を含む従来の（ポリクローナル）抗体試料と対照的に、各々のモノクロ
ーナル抗体は抗原上の単一決定基を対象とする。それらの特異性に加えて、モノクローナ
ル抗体は、異なる特異性と特徴を有する他の免疫グロブリンによって汚染されない、均一
な培養によって合成されるという点で有利である。
【０１５５】
　「モノクローナル」という修飾語は、抗体の実質的に均一な集団から得られるという抗
体の特徴を指示し、何らかの特定方法による抗体の生産を必要とすると解釈されるべきで
はない。たとえば本発明に従って使用されるモノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５［１９７５］によって最初に記述されたハイブ
リドーマ手法によって、または組換えＤＮＡ法によって（たとえば米国特許第４，８１６
，５６７号参照）作製し得る。「モノクローナル抗体」はまた、たとえばＣｌａｃｋｓｏ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３５２：６２４６２８［１９９１］およびＭａｒｋｓ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８１－５９７（１９９１）に述
べられている手法を用いてファージ抗体ライブラリーから単離し得る。
【０１５６】
　重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に依存して、免疫グロブリンは種々のクラスに割り
当てられる。５つの主要クラス、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭがあり、
これらのいくつかは、サブクラスまたはアイソタイプ、たとえばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、Ｉ
ｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１およびＩｇＡ２にさらに分類され得る。種々のクラスの免疫
グロブリンに対応する重鎖定常ドメインは、それぞれα、δ、ε、γおよびμと呼ばれる
。種々のクラスの免疫グロブリンのサブユニット構造および三次元立体配置は周知である
。異なるアイソタイプは異なるエフェクター機能を有する；たとえばＩｇＧ１およびＩｇ
Ｇ３アイソタイプはＡＤＣＣ活性を有する。
【０１５７】
　「抗体フラグメント」は、無傷完全長抗体の一部、好ましくは無傷抗体の抗原結合また
は可変領域を含む。抗体フラグメントの例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２および
Ｆｖフラグメント；ダイアボディ；線状抗体（Ｚａｐａｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅ
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ｉｎ　Ｅｎｇ．，８（１０）：１０５７－１０６２（１９９５））；一本鎖抗体分子；お
よび抗体フラグメントから形成される多重特異性抗体を含む。抗体のパパイン消化は、各
々が単一抗原結合部位を有する、「Ｆａｂ」フラグメントと呼ばれる２個の同一の抗原結
合フラグメント、および残りの「Ｆｃ」フラグメントを生成し、Ｆｃフラグメントの名称
は、容易に結晶化するその能力を反映する。ペプシン処理は、抗体のＶＨおよびＶＬドメ
インを含む２個の「一本鎖Ｆｖ」または「ｓＦｖ」抗体フラグメントを有するＦ（ａｂ’
）２フラグメントを生じ、これらのドメインは一本のポリペプチド鎖内に存在する。好ま
しくは、Ｆｖポリペプチドは、Ｆｖが抗原結合のための所望構造を形成することを可能に
する、ＶＨとＶＬドメインの間のポリペプチドリンカーをさらに含む。ｓＦｖの総説につ
いては、Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ　ｉｎ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｍｏｎ
ｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｖｏｌ．１１３，Ｒｏｓｅｎｂｕｒｇ　ａｎｄ
　Ｍｏｏｒｅ　ｅｄｓ．，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐｐ．
２６９－３１５（１９９４）参照。
【０１５８】
　「超可変」領域という用語は、抗原結合の役割を担う抗体のアミノ酸残基を指す。超可
変領域は、相補性決定領域またはＣＤＲからのアミノ酸残基［すなわちＫａｂａｔ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉ
ｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，５ｔｈ　Ｅｄ．Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃ
ｅ，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ
，Ｍｄ．（１９９１）によって述べられているように、軽鎖可変ドメイン内の残基２４－
３４（Ｌｌ）、５０－５６（Ｌ２）および８９－９７（Ｌ３）、および重鎖可変ドメイン
内の３１－３５（Ｈ１）、５０－６５（Ｈ２）および９５－１０２（Ｈ３）］および／ま
たは超可変ループからの残基（すなわち［Ｃｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．
Ｂｉｏｌ．１９６：９０１－９１７（１９８７）］によって述べられているように、軽鎖
可変ドメイン内の残基２６－３２（Ｌ１）、５０－５２（Ｌ２）および９１－９６（Ｌ３
）、および重鎖可変ドメイン内の２６－３２（Ｈ１）、５３－５５（Ｈ２）および９６－
１０１（Ｈ３）を含む。
【０１５９】
　「骨格」またはＦＲ残基は、超可変領域残基以外の可変ドメイン残基である。
【０１６０】
　（ポリクローナル抗体）
　ポリクローナル抗体を作製する方法は当業者に公知である。ポリクローナル抗体は、た
とえば免疫剤および、所望する場合は、アジュバントの１回またはそれ以上の注射によっ
て、哺乳動物において惹起することができる。典型的には、免疫剤および／またはアジュ
バントを反復の皮下または腹腔内注射によって哺乳動物に注入する。免疫剤は、図面の核
酸またはそのフラグメントによってコードされるタンパク質またはその融合タンパク質を
含み得る。免疫剤を、免疫する哺乳動物において免疫原性であることが知られるタンパク
質に複合することは有用であると考えられる。そのような免疫原性タンパク質の例は、キ
ーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシサイログロブリンおよびダイズ
トリプシン阻害因子を含むが、これらに限定されない。使用し得るアジュバントの例は、
フロイント完全アジュバントおよびＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（モノホスホリルリピド
Ａ、合成トレハロースジコリノミコレート）を含む。免疫プロトコールは、過度の実験を
伴わずに当業者によって選択され得る。
【０１６１】
　（モノクローナル抗体）
　好ましくは、抗体はモノクローナル抗体である。モノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ
　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５（１９７５）によって述べ
られているような、ハイブリドーマ法を用いて作製し得る。ハイブリドーマ法では、マウ
ス、ハムスターまたは他の適切な宿主動物を、典型的には、免疫剤に特異的に結合する抗
体を産生するまたは産生することができるリンパ球を惹起する免疫剤で免疫する。あるい
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は、リンパ球をインビトロで免疫し得る。免疫剤は、典型的には癌関連ポリペプチド、ま
たはそのフラグメントまたはその融合タンパク質を含む。一般に、ヒト起源の細胞を所望
する場合は末梢血リンパ球（「ＰＢＬ」）を使用し、または非ヒト哺乳動物ソースを所望
する場合は脾細胞またはリンパ節細胞を使用する。リンパ球を、次に、ハイブリドーマ細
胞を形成するためにポリエチレングリコールなどの適切な融合剤を用いて不死化細胞系と
融合する（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉ
ｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，（１９８６）ｐ
ｐ．５９－１０３）。不死化細胞系は通常、形質転換した哺乳動物細胞、特にげっ歯動物
、ウシおよびヒト起源の骨髄腫細胞である。通常は、ラットまたはマウス骨髄腫細胞系が
使用される。ハイブリドーマ細胞は、好ましくは非融合不死化細胞の増殖または生存を阻
害する１またはそれ以上の物質を含む、適切な培地で培養し得る。たとえば親細胞が酵素
ヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴまたはＨＰＲＴ
）を欠く場合、ハイブリドーマのための培地は、典型的にはヒポキサンチン、アミノプテ
リンおよびチミジン（「ＨＡＴ培地」）を含み、前記物質はＨＧＰＲＴ欠損細胞増殖を妨
げる。
【０１６２】
　モノクローナル抗体テクノロジーは、研究、診断および治療を実施するうえで使用され
る。モノクローナル抗体は、インビトロ診断のために放射免疫測定法、固相酵素免疫検定
法、免疫細胞病理学およびフローサイトメトリーにおいて、およびヒト疾患の診断および
免疫療法のためにインビボで使用される。Ｗａｌｄｍａｎｎ，Ｔ．Ａ．（１９９１）Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２５２：１６５７－１６６２。特に、モノクローナル抗体は、正常組織を避
けながら悪性病変を標的することが望ましい、癌の診断および治療に広く適用されてきた
。たとえばＦｒａｎｋｅｌ　ｅｔ　ａｌ．への米国特許第４，７５３，８９４号；Ｒｉｎ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．への米国特許第４，９３８，９４８号；およびＢｊｏｒｎ　ｅｔ　ａｌ
．への米国特許第４，９５６，４５３号参照。
【０１６３】
　ｔｍ－ＰＴＰεに対するモノクローナル抗体は、単独でまたは血清中のＬ１接着分子の
検出のための方法と組み合わせて、腎臓、卵巣、子宮頸、肺、膵臓および／または皮膚癌
の診断方法において使用し得る。
【０１６４】
　（抗体フラグメント）
　ここで使用する「抗体」という用語は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖ
フラグメント；ダイアボディ；線状抗体；一本鎖抗体分子；二重特異性、三重特異性抗体
等のような多重特異性抗体；ミニ抗体；キレート組換え抗体；トリボディ；バイボディ；
細胞内発現抗体；ナノ抗体；小モジュール免疫薬剤（ＳＭＩＰ）、結合ドメイン免疫グロ
ブリン融合タンパク質；ラクダ化抗体；ＶＨＨ含有抗体、キメラ抗体等、および完全抗体
の修飾によって生産されるまたは組換えＤＮＡ技術を用いて新規合成される抗体フラグメ
ントから形成される他のポリペプチドを含む、当技術分野において公知である抗体フラグ
メントを含む。
【０１６５】
　「ダイアボディ」という用語は、２つの抗原結合部位を有する小さな抗体フラグメント
を指し、前記フラグメントは、同じポリペプチド鎖（ＶＨ　ＶＬ）内に軽鎖可変ドメイン
（ＶＬ）に連結された重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。あまりに短すぎて同じ鎖上の２
つのドメインの間の対合を許容しないリンカーを使用することにより、ドメインはもう１
本の鎖の相補的ドメインと対合することを強いられ、２つの抗原結合部位を創製する。ダ
イアボディは、たとえば欧州特許第ＥＰ４０４，０９７号；国際公開番号第ＷＯ９３／１
１１６１号；および３０　Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：６４４４－６４４８（１９９３）の中でより詳細に述べ
られている。
【０１６６】
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　抗体のパパイン消化は、各々が単一抗原結合部位を有するＶＬ、ＶＨ、ＣＬおよびＣＨ

ドメインからなる一価フラグメントである、「Ｆａｂ」フラグメントと呼ばれる２個の同
一の抗原結合フラグメント、および残りの「Ｆｃ」フラグメントを生成し、Ｆｃフラグメ
ントの名称は、容易に結晶化するその能力を反映する。ペプシン処理は、抗体のＶＨおよ
びＶＬドメインを含む２個の「一本鎖Ｆｖ」または「ｓｃＦｖ」抗体フラグメントを有す
る、ヒンジ領域でジスルフィド架橋によって連結された２個のＦａｂフラグメントを含む
ニ価フラグメントである、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを生じ、これらのドメインは一本
のポリペプチド鎖内に存在する。好ましくは、Ｆｖポリペプチドは、Ｆｖが抗原結合のた
めの所望構造を形成し、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）を生じることを可能にするＶＨとＶＬド
メインの間のポリペプチドリンカーをさらに含み、ＶＬとＶＨ領域は、それらが一本のタ
ンパク質鎖として生成されることを可能にする合成リンカーによって一価分子を形成する
ように対合する（Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４２：４２３－４２６，
１９８８、およびＨｕｓｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　８５：５８７９－５８８３，１９８８）。ｓＦｖの総説については、Ｐｌｕｃ
ｋｔｈｕｎ　ｉｎ　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　
Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｖｏｌ．１１３，Ｒｏｓｅｎｂｕｒｇ　ａｎｄ　Ｍｏｏｒｅ　ｅ
ｄｓ．，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐｐ．２６９－３１５（
１９９４）参照。Ｆｄフラグメントは、ＶＨおよびＣＨ１ドメインからなる。
【０１６７】
　付加的な抗体フラグメントは、ＶＨドメインからなるドメイン抗体（ｄＡｂ）フラグメ
ント（Ｗａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３４１：５４４－５４６，１９８９）を
含む。
【０１６８】
　「線状抗体」は、一対の抗原結合領域を形成する一対の縦列Ｆｄセグメント（ＶＨ－Ｃ

Ｈ１－ＶＨ－ＣＨ１）を含む。線状抗体は二重特異性または単一特異性であり得る（Ｚａ
ｐａｔａ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．８：１０５７－６２（１９９５））。
【０１６９】
　ペプチドリンカーによって（ヒンジなし）またはＩｇＧヒンジによってＣＨ３に融合し
たｓｃＦｖからなる「ミニ抗体」は、Ｏｌａｆｓｅｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　
Ｅｎｇ　Ｄｅｓ　Ｓｅｌ．２００４　Ａｐｒ；１７（４）：３１５－２３の中で記述され
た。
【０１７０】
　軽鎖を欠く機能性重鎖抗体は、テンジクザメ（ｎｕｒｓｅ　ｓｈａｒｋｓ）（Ｇｒｅｅ
ｎｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３７４：１６８－７３，１９９５）、ウオベ
ゴングザメ（ｗｏｂｂｅｇｏｎｇ　ｓｈａｒｋｓ）（Ｎｕｔｔａｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍ
ｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．３８：３１３－２６，２００１）およびラクダ、ヒトコブラクダ
、アルパカおよびラマなどのラクダ科（Ｃａｍｅｌｉｄａｅ）（Ｈａｍｅｒｓ－Ｃａｓｔ
ｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３６３：４４６－８，　１９９３；Ｎｇｕｙ
ｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２７５：４１３，１９９８）において天然
に生じる。抗原結合部位は、これらの動物では単一ドメイン、ＶＨＨドメインに減じてい
る。これらの抗体は、重鎖可変領域だけを用いて抗原結合領域を形成する、すなわちこれ
らの機能性抗体は、Ｈ２Ｌ２構造を有する重鎖だけのホモ二量体である（「重鎖抗体」ま
たは「ＨＣＡｂ」と称される）。ラクダ化ＶＨＨは、報告によれば、ヒンジ、ＣＨ２およ
びＣＨ３ドメインを含み、ＣＨ１ドメインを欠くＩｇＧ２およびＩｇＧ３定常領域と結合
している（Ｈａｍｅｒｓ－Ｃａｓｔｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，前出）。たとえばラマＩ
ｇＧ１は、ＶＨが、ヒンジ、ＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３ドメインを含む定常領域と結合
している通常の（Ｈ２Ｌ２）抗体アイソタイプであるが、ラマＩｇＧ２およびＩｇＧ３は
、ＣＨ１ドメインを欠き、軽鎖を含まない重鎖だけのアイソタイプである。古典的ＶＨ単
独フラグメントは可溶性形態で生産することが難しいが、骨格残基をよりＶＨＨ様に変化
させたとき、溶解度の改善と特異的結合が得られ得る。（たとえばＲｅｉｃｈｍａｎ，ｅ



(39) JP 2008-535491 A 2008.9.4

10

20

30

40

50

ｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　１９９９，２３１：２５－３８参照
）。ラクダ化ＶＨＨドメインは、高親和性で抗原に結合し（Ｄｅｓｍｙｔｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７６：２６２８５－９０，２００１）、溶液中で高い
安定性を有する（Ｅｗｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４１：３６２
８－３６，２００２）ことが認められた。ラクダ化重鎖を有する抗体を作成するための方
法は、たとえば米国特許公開第２００５０１３６０４９および同第２００５００３７４２
１号に述べられている。
【０１７１】
　重鎖抗体の可変ドメインは、１５ｋＤａだけの分子量を有する最小完全機能性抗原結合
フラグメントであるため、この実体はナノボディと称される（Ｃｏｒｔｅｚ－Ｒｅｔａｍ
ｏｚｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　６４：２８５３－５７，２０
０４）。ナノボディライブラリーは、Ｃｏｎｒａｔｈ　ｅｔ　ａｌ．，（Ａｎｔｉｍｉｃ
ｒｏｂ　Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ　４５：２８０７－１２，２００１）に述べ
られているように免疫ヒトコブラクダからまたは　　　に述べられている組換え法を用い
て作製し得る。
【０１７２】
　二重特異性Ｆａｂ－ｓｃＦｖ（「バイボディ」）および三重特異性Ｆａｂ－（ｓｃＦ）
（２）（「トリボディ」）の作製は、Ｓｃｈｏｏｎｊａｎｓ　ｅｔ　ａｌ．（Ｊ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．　１６５：７０５０－５７，２０００）およびＷｉｌｌｅｍｓ　ｅｔ　ａｌ．
（Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ　Ｂ　Ａｎａｌｙｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｌｉ
ｆｅ　Ｓｃｉ．　７８６：１６１－７６，２００３）に述べられている。バイボディ又は
トリボディのためには、ｓｃＦｖ分子をＶＬ－ＣＬ（Ｌ）およびＶＨ－ＣＨ１（Ｆｄ）鎖
の一方または両方に融合する、たとえばトリボディを生産するには２個のｓｃＦｖをＦａ
ｂのＣ末端に融合し、一方バイボディでは１個のｓｃＦｖをＦａｂのＣ末端に融合する。
【０１７３】
　細胞内発現抗体は、細胞内発現を明らかにし、細胞内タンパク質機能を操作することが
できる一本鎖抗体である（Ｂｉｏｃｃａ，ｅｔ　ａｌ．，ＥＭＢＯＪ．９：１０１－１０
８，　１９９０；Ｃｏｌｂｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　
ＵＳＡ．　１０１：１７６１６－２１，２００４）。細胞領域内に抗体構築物を保持する
細胞シグナル配列を含む細胞内発現抗体は、Ｍｈａｓｈｉｌｋａｒ　ｅｔ　ａｌ．（ＥＭ
ＢＯ　Ｊ　１４：１５４２－５１，１９９５）およびＷｈｅｅｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（Ｆ
ＡＳＥＢ　Ｊ．１７：１７３３－５．２００３）に述べられているように作製し得る。ト
ランスボディは、タンパク質導入ドメイン（ＰＴＤ）が一本鎖可変フラグメント（ｓｃＦ
ｖ）と融合している細胞透過性抗体である（Ｈｅｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｄ　Ｈｙｐｏ
ｔｈｅｓｅｓ．６４：１１０５－８，２００５）。
【０１７４】
　さらに、ＳＭＩＰまたは標的タンパク質に特異的な結合ドメイン免疫グロブリン融合タ
ンパク質である抗体が考慮される。これらの構築物は、抗体のエフェクター機能を実行す
るために必要な免疫グロブリンドメインに融合した抗原結合ドメインを含む一本鎖ポリペ
プチドである。たとえば国際公開番号第ＷＯ０３／０４１６００号、米国特許公開第２０
０３０１３３９３９号および米国特許公開第２００３０１１８５９２号参照。
【０１７５】
　（多重特異性抗体）
　一部の実施形態では、少なくとも２つの異なるエピトープに対して結合特異性を有する
多重特異性（たとえば二重特異性、三重特異性等）モノクローナル抗体を生成することが
望ましいと考えられる。例示的な二重特異性抗体は、ｔｍ－ＰＴＰεの２つの異なるエピ
トープに結合し得る。あるいは、細胞防御機構をｔｍ－ＰＴＰε発現細胞に集中させるた
めに、抗ｔｍ－ＰＴＰε腕を、Ｔ細胞受容体分子（たとえばＣＤ２またはＣＤ３）などの
白血球上の引き金分子、またはＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ３２）およ
びＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）などのＩｇＧ（ＦｃγＲ）についてのＦｃ受容体に結合す
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る腕と組み合わせ得る。
【０１７６】
　もう１つの例では、結合特異性の一方が癌関連ポリペプチド、ｔｍ－ＰＴＰεまたはそ
のフラグメントに対してであり、他方が他の何らかの抗原、たとえば細胞表面タンパク質
または受容体または受容体サブユニット、好ましくは腫瘍特異的または組織特異的である
ものに対してである。例は、腎癌特異性抗原、卵巣癌特異性抗原、子宮頸癌特異性抗原、
肺癌特異性抗原、膵癌特異性抗原または皮膚癌特異性抗原を含む。
【０１７７】
　二重特異性抗体はまた、細胞傷害性薬剤を、ｔｍ－ＰＴＰεを発現する細胞に局在化さ
せるためにも使用し得る。これらの抗体は、ｔｍ－ＰＴＰε結合腕と細胞傷害性薬剤（た
とえばサポリン、抗インターフェロン６０、ビンカアルカロイド、リシンＡ鎖、メトトレ
キサートまたは放射性同位体ハプテン）に結合する腕を有する。二重特異性抗体は、完全
長抗体または抗体フラグメントとして作製できる。
【０１７８】
　二重特異性抗体を作製するためのもう１つのアプローチによれば、一対の抗体分子の間
の界面を、組換え細胞培養物から回収されるヘテロ二量体のパーセンテージを最大化する
ように工作することができる。好ましい界面は、抗体定常ドメインのＣＨ３ドメインの少
なくとも一部を含む。この方法では、第一抗体分子の界面からの１またはそれ以上の小さ
なアミノ酸側鎖をより大きな側鎖（たとえばチロシンまたはトリプトファン）で置換する
。第二抗体分子の界面では、大きなアミノ酸側鎖をより小さなアミノ酸側鎖（たとえばア
ラニンまたはトレオニン）で置換することにより、大きな側鎖と同一または類似の大きさ
の代償性の「腔」が創製される。これは、ホモ二量体などの他の望ましくない最終産物に
比べてヘテロ二量体の収率を上昇させるための機構を提供する。１９９６年９月６日公開
の国際公開番号第ＷＯ９６／２７０１１号参照。
【０１７９】
　二重特異性抗体は、架橋された抗体または「ヘテロ複合」抗体を含む。たとえばヘテロ
複合体中の抗体の１つをアビジンに結合し、他方をビオチンに結合することができる。ヘ
テロ複合体は、何らかの好都合な架橋法を用いて作製し得る。適切な架橋剤は当技術分野
において周知であり、米国特許第４，６７６，９８０号の中で数多くの架橋手法と共に開
示されている。
【０１８０】
　抗体フラグメントから二重特異性抗体を生成するための手法も文献に記述されている。
たとえば二重特異性抗体は化学結合を用いて作製できる。Ｂｒｅｎｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：８１（１９８５）は、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントを生成す
るために無傷抗体をタンパク質分解によって切断する手法を述べている。これらのフラグ
メントを、近接ジチオールを安定化し、分子間ジスルフィド形成を防ぐためにジチオール
錯化剤、亜ヒ酸ナトリウムの存在下で還元する。生成されるＦａｂ’フラグメントを、次
に、チオニトロベンゾエート（ＴＮＢ）誘導体に変換する。次にＦａｂ’－ＴＮＢ誘導体
の１つをメルカプトエチルアミンで還元してＦａｂ’チオールに再変換し、等モル量の他
方のＦａｂ’－ＴＮＢ誘導体と混合して二重特異性抗体を形成する。生産された二重特異
性抗体は、酵素の選択的固定化のための試薬として使用できる。さらなる実施形態では、
大腸菌から直接回収されるＦａｂ’－ＳＨフラグメントを、二重特異性抗体を形成するた
めにインビトロで化学結合することができる（Ｓｈａｌａｂｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘ
ｐ．Ｍｅｄ．１７５：２１７－２２５（１９９２））。
【０１８１】
　Ｓｈａｌａｂｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７５：２１７－２２５（１９
９２）は、完全ヒト化二重特異性抗体Ｆ（ａｂ’）２分子の生産を述べている。各々のＦ
ａｂ’フラグメントを大腸菌から別々に分泌させ、二重特異性抗体を形成するためにイン
ビトロで直接化学結合に供する。そのようにして形成された二重特異性抗体は、ＨＥＲ２
受容体を過剰発現する細胞および正常ヒトＴ細胞に結合することができ、ならびにヒト乳
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癌標的に対するヒト細胞傷害性リンパ球の溶解活性の引き金を引くことができた。
【０１８２】
　組換え細胞培養物から直接二重特異性抗体フラグメントを作製し、単離するための様々
な手法も記述されている。たとえばロイシンジッパーを用いて二重特異性抗体が生産され
た（Ｋｏｓｔｅｌｎｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８（５）：１５４７－
１５５３（１９９２））。ＦｏｓおよびＪｕｎタンパク質からのロイシンジッパーペプチ
ドを遺伝子融合によって２つの異なる抗体のＦａｂ’部分に連結した。抗体ホモ二量体を
ヒンジ領域で還元して単量体を形成し、その後再酸化して抗体へテロ二量体を形成した。
この方法はまた、抗体ホモ二量体の生産のためにも利用できる。Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６４４４－６４４
８（１９９３）によって記述された「ダイアボディ」技術は、二重特異性抗体フラグメン
トを作製するための選択的機序を提供した。
【０１８３】
　フラグメントは、あまりに短すぎて同じ鎖上の２つのドメインの間の対合を許容しない
リンカーによって軽鎖可変領域（ＶＬ）に連結された重鎖可変領域（ＶＨ）を含む。従っ
て、１つのフラグメントのＶＨとＶＬドメインはもう１つのフラグメントの相補的ＶＬお
よびＶＨドメインと対合することを強いられる。一本鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）二量体の使用によ
って二重特異性抗体フラグメントを作製するためのもう１つの戦略も報告された。Ｇｒｕ
ｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２：５３６８（１９９４）参照。
【０１８４】
　あるいは、二重特異性抗体は、Ｚａｐａｔａ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．
８（１０）：１０５７－１０６２（１９９５）に述べられているように生産される「線状
抗体」であり得る。簡単に述べると、これらの抗体は、一対の抗原結合領域を形成する一
対の縦列Ｆｄセグメント（ＶＨ－ＣＨ１－ＶＨ－ＣＨ１）を含む。線状抗体は二重特異性
または単一特異性であり得る。
【０１８５】
　三価以上を有する抗体も考慮される。たとえば三重特異性抗体が作製できる（Ｔｕｔｔ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０（１９９Ｉ））。「キレート組換え
抗体」は、標的抗原の隣接および非重複エピトープを認識する二重特異性抗体であり、両
方のエピトープに同時に結合するのに十分なだけ柔軟である（Ｎｅｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２４６：３６７－７３，１９９５）。
【０１８６】
　もう１つの実施形態では、癌関連ポリペプチドに対する抗体は、以下で述べるように、
癌関連ポリペプチドの生物学的機能を低下させるまたは排除することができる。すなわち
、癌関連ポリペプチド（または癌関連ポリペプチドを含む細胞）への抗癌関連ポリペプチ
ド抗体（ポリクローナルまたは、好ましくはモノクローナル）の添加は、癌関連ポリペプ
チド活性を低下させ得るかまたは排除し得る。一般に、少なくとも２５％の活性低下が好
ましく、少なくとも約５０％の低下が特に好ましく、約９５～１００％低下が特別に好ま
しい。ｔｍ－ＰＴＰεの生物学的機能を阻害するために二量体化が提案されており、それ
ゆえｔｍ－ＰＴＰε単量体の二量体化を促進するおよび／またはｔｍ－ＰＴＰε二量体の
単量体への分離を促進する抗体が特に好ましい。たとえば抗Ｎ末端ペプチドポリクローナ
ル抗体を用いてｔｍ－ＰＴＰε受容体を架橋し得る。あるいは、トランスフェクトしたＮ
末端ＨＡ標識ｔｍ－ＰＴＰε単量体を、抗ＨＡ抗体を用いて架橋することができる（図５
）。この好ましい結果を達成する他の方法は当業者に明白である。
【０１８７】
　（抗体の組換え生産）
　抗体の組換え生産のために、それをコードする核酸を単離し、さらなるクローニング（
ＤＮＡの増幅）のためまたは発現のために複製可能ベクターに挿入する。モノクローナル
抗体をコードするＤＮＡは、従来の手法を用いて（たとえば抗体の重鎖および軽鎖をコー
ドする遺伝子に特異的に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブを使用するこ
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とによって）容易に単離され、配列決定される。多くのベクターが使用可能である。ベク
ターの成分は一般に以下の１またはそれ以上を含むが、これらに限定されない：その例が
当技術分野において周知である、シグナル配列、複製起点、１またはそれ以上の選択マー
カー遺伝子、エンハンサーエレメント、プロモーター、および転写終結配列。
【０１８８】
　組換えポリペプチドの機能的発現のために、当業者に周知の様々な異種系が使用可能で
ある。そのような系は、細菌（Ｓｔｒｏｓｂｅｒｇ，ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ
　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（１９９２）１３：９５－９８）
、酵母（Ｐａｕｓｃｈ，Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９９７）
１５：４８７－４９４）、いくつかの種類の昆虫細胞（Ｖａｎｄｅｎ　Ｂｒｏｅｃｋ，Ｉ
ｎｔ．Ｒｅｖ．Ｃｙｔｏｌｏｇｙ（１９９６）１６４：１８９－２６８）、両性動物細胞
（Ｊａｙａｗｉｃｋｒｅｍｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９９７）８：６２９－６３４）およびいくつかの哺乳動
物細胞系（ＣＨＯ、ＨＥＫ２９３、ＣＯＳ等；Ｇｅｒｈａｒｄｔ，ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ
．Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ（１９９７）３３４：１－２３参照）を含む。これらの
例は、線虫から得られる細胞系（ＰＣＴ出願第ＷＯ９８／３７１７７号）を含む、他の可
能な細胞発現系の使用を排除しない。
【０１８９】
　（キメラ、ヒト化、ヒト工作（Ｈｕｍａｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ）（商標）およびヒ
ト抗体）
　単独または複合体としてヒトにおいてインビボ反復投与したげっ歯動物抗体は、受容者
においてげっ歯動物抗体に対する免疫応答、いわゆるＨＡＭＡ（ヒト抗マウス抗体）応答
を生じさせる。ＨＡＭＡ応答は、反復投与が必要である場合、薬剤の有効性を制限し得る
。抗体の免疫原性は、ポリエチレングリコールなどの親水性ポリマーによる抗体の化学修
飾によって、または抗体結合構造をよりヒト様にするための遺伝子工学の方法を用いるこ
とによって低下させ得る。
【０１９０】
　もう１つの実施形態では、癌関連ポリペプチドに対する抗体はヒト化またはキメラ抗体
である。「ヒト化」抗体は、非ヒト種からの免疫グロブリンに実質的に由来する抗原部位
を有し、分子の残りの免疫グロブリン構造はヒト免疫グロブリンの構造および／または配
列に基づく分子を指す。抗原結合部位は、定常ドメインに融合した完全な可変ドメインま
たは可変ドメイン内の適切な骨格領域に移植された相補性決定領域（ＣＤＲ）だけを含み
得る。抗原結合部位は、野生型であるかまたは１またはそれ以上のアミノ酸置換によって
修飾されてもよく、たとえばヒト免疫グロブリンにより密接に類似するように修飾され得
る。あるいは、ヒト化抗体は、親の非ヒト抗体の抗原結合特性を保持するまたは実質的に
保持するが、ヒトに投与したとき親抗体に比べて低い免疫原性を示すキメラ抗体に由来し
得る。ここで使用する、「キメラ抗体」という語句は、典型的には異なる種を起源とする
２つの異なる抗体に由来する配列を含む抗体を指す（たとえば米国特許第４，８１６，５
６７号参照）。典型的には、これらのキメラ抗体では、軽鎖と重鎖の両方の可変領域が１
つの種の哺乳動物に由来する抗体の可変領域を模倣し、一方定常部分はもう１つの種に由
来する抗体内の配列と相同である。最も典型的には、キメラ抗体はヒトおよびマウス抗体
フラグメントを含み、一般にヒト定常領域とマウス可変領域を含む。げっ歯動物モノクロ
ーナル抗体の可変Ｉｇドメインがヒト定常Ｉｇドメインに融合しているキメラモノクロー
ナル抗体は、当技術分野で公知の標準手法を用いて作製できる（Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．
Ｌ．，ｅｔ　ａｌ．（１９８４）Ｃｈｉｍｅｒｉｃ　Ｈｕｍａｎ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌｅｓ；Ｍｏｕｓｅ　Ａｎｔｉｇｅｎ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｄｏｍａｉｎｓ　ｗ
ｉｔｈ　Ｈｕｍａｎ　Ｃｏｎｓｔａｎｔ　Ｒｅｇｉｏｎ　Ｄｏｍａｉｎｓ，Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８１，６８４１－６８５５；およびＢｏｕｌｉａｎ
ｎｅ，Ｇ．Ｌ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３１２，６４３－６４６（１９８４）参
照）。一部のキメラモノクローナル抗体はヒトにおいてより低い免疫原性を明らかにした
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が、マウス可変Ｉｇドメインはまだ有意のヒト抗マウス応答を導き得る。
【０１９１】
　ヒト化抗体は、ヒト抗体（アクセプター抗体）の相補性決定領域（ＣＤＲ）を、所望特
異性、親和性および能力を有するマウス、ラットまたはウサギなどの非ヒト抗体（ドナー
抗体）からのもので置換することによって作製される。一部の場合には、ヒト「アクセプ
ター」抗体のＦｖ骨格残基を「ドナー」抗体からの対応する非ヒト残基によって置換する
。ヒト化抗体はまた、受容者抗体または移入されたＣＤＲまたは骨格配列のいずれにおい
ても認められない残基を含むことがある。一般に、ヒト化抗体は、ＣＤＲ領域の全部また
は実質的に全部が非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、および骨格残基（ＦＲ）領域の
全部または実質的に全部がヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のものである、少なくと
も１つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全部を含む。ヒト化抗体はまた、最適
には、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部、典型的にはヒト免疫グロブリ
ンの定常領域の少なくとも一部を含む（Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３２
１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，
３３２：３２３－３２９（１９８８）；およびＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕ
ｃｔ．Ｂｉｏｌ，２：５９３－５９６（１９９２））。そのようなキメラ形態の１つの明
らかな利点は、たとえば可変領域が、たとえばヒト細胞製剤に由来する定常領域と組み合
わせて、容易に入手可能なハイブリドーマまたは非ヒト宿主生物からのＢ細胞を使用して
現在公知のソースから好都合に誘導できることである。可変領域が作製の容易さという利
点を有し、特異性はそのソースによって影響されないが、ヒトである定常領域は、抗体を
注入したときヒト被験者から免疫応答を惹起する可能性が非ヒトソースからの定常領域よ
りも低い。しかし、定義はこの特定例に限定されない。
【０１９２】
　ヒト化抗体は親マウスモノクローナル抗体よりもヒトにおける免疫原性がはるかに低い
ため、それらは、はるかに低いアナフィラキシーの危険度でヒトの治療のために使用でき
る。それゆえ、これらの抗体は、たとえば新生物性疾患の治療のための放射線増感剤とし
ての使用またはたとえば癌治療の副作用を軽減するための方法における使用などの、ヒト
へのインビボ投与を含む治療適用において好ましいと考えられる。非ヒト抗体をヒト化す
るための方法は当技術分野において周知である。一般に、ヒト化抗体は、ヒト以外のソー
スから導入された１またはそれ以上のアミノ酸残基を有する。これらの非ヒトアミノ酸残
基はしばしばインポート残基と称され、典型的にはインポート可変ドメインから得られる
。ヒト化は、げっ歯動物ＣＤＲまたはＣＤＲ配列とヒト抗体の対応配列を置換することに
より、基本的にはＷｉｎｔｅｒとその共同研究者達の方法に従って実施できる（Ｊｏｎｅ
ｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍ
ａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７（１９８８）；Ｖｅｒｈ
ｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１５３６（１９８８）
）。従って、そのようなヒト化抗体は、無傷ヒト可変ドメインより実質的に少ない部分が
非ヒト種からの対応配列によって置換された、キメラ抗体である（米国特許第４，８１６
，５６７号）。実際上、ヒト化抗体は、典型的には一部のＣＤＲ残基およびおそらくいく
つかのＦＲ残基がげっ歯動物抗体の類似部位からの残基によって置換されているヒト抗体
である。
【０１９３】
　ＣＤＲ移植の難点は、しかしながら、骨格領域のアミノ酸が抗原結合に寄与し得るため
、およびＣＤＲループのアミノ酸が２つの可変Ｉｇドメインの結合に影響を及ぼし得るた
めに、もとのマウス抗体よりも実質的に低い結合親和性を有するヒト化抗体を生じ得るこ
とである。ヒト化モノクローナル抗体の親和性を維持するため、ＣＤＲ移植手法は、もと
のマウス抗体の骨格領域に最も密接に類似するヒト骨格領域を選択することによって、お
よび抗原結合部位のコンピュータモデリングによって支援される骨格またはＣＤＲ内の単
一アミノ酸の部位指定突然変異誘発によって、改善できる（たとえばＣｏ，Ｍ．Ｓ．，ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９４）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２，２９６８－２９７６）。
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【０１９４】
　抗体をヒト化する１つの方法は、ヒト重鎖および軽鎖配列に対して非ヒト重鎖および軽
鎖配列を整列し、そのようなアラインメントに基づいて非ヒト骨格を選択し、ヒト骨格で
置換して、ヒト化配列の立体配座を予測するために分子モデリングし、親抗体の立体配座
と比較することを含む。この工程に続いて、ヒト化配列の予測立体配座が親非ヒト抗体の
非ヒトＣＤＲの立体配座に密接に近づくまで、ＣＤＲの構造を乱すＣＤＲ領域内の残基の
復帰突然変異を反復する。
【０１９５】
　非ヒト免疫グロブリンに由来する抗原結合部位を含む多くの「ヒト化」抗体分子が記述
されており、ヒト定常ドメインに融合されたげっ歯動物Ｖ領域およびそれらの関連ＣＤＲ
（Ｗｉｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ　３４９：２９３－２９９；Ｌ
ｏｂｕｇｌｉｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ　８６：４２２０－４２２４；Ｓｈａｗ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．１３８：４５３４－４５３８；およびＢｒｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓ．４７：３５７７－３５８３）、適切なヒト抗体定常ドメインとの融合の
前にヒト支持ＦＲに移植されたげっ歯動物ＣＤＲ（Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．（
１９８８）Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３－３２７；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．
（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１５３６；およびＪｏｎｅｓ　ｅｔ　
ａｌ．（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５）、および組換えによって薄
板化されたげっ歯動物ＦＲによって支持されるげっ歯動物ＣＤＲ（１９９２年１２月２３
日公開の欧州特許公開第５１９，５９６号）を有するキメラ抗体を含む。
【０１９６】
　ヒト化抗体は、たとえば：（１）非ヒト相補性決定領域（ＣＤＲ）をヒト骨格及び定常
領域に移植すること（当技術分野で「ヒト化する」と称される工程）、またはその逆、（
２）非ヒト可変ドメイン全体を移植するが、表面残基の置換によってそれらをヒト様表面
で「覆うこと（ｃｌｏａｋｉｎｇ）」（当技術分野で「薄板化（ｖｅｎｅｅｒｉｎｇ）」
と称される工程）を含む、様々な方法によって達成され得る。本発明において、ヒト化抗
体は、「ヒト化」および「薄板化」抗体の両方を含む。同様に、ヒト抗体は、ヒト免疫グ
ロブリン遺伝子座をトランスジェニック動物、たとえば内因性免疫グロブリン遺伝子が部
分的または完全に不活性化されたマウスに導入することによって作製できる。攻撃誘発後
、ヒト抗体産生が認められ、これは、遺伝子再構成、構築および抗体レパートリーを含む
すべての点でヒトにおいて見られるものと密接に類似する。このアプローチは、たとえば
米国特許第５，５４５，８０７号；同第５，５４５，８０６号；同第５，５６９，８２５
号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２５号；同第５，６６１，０１６号
および各々が参照によりここに組み込まれる以下の学術公表文献に述べられている：Ｍａ
ｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０，７７９－７８３（１９９
２）；Ｌｏｎｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３６８　８５６－８５９（１９９
４）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ　３６８，８１２－１３（１９９４）；Ｆｉｓｈ
ｗｉｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４，８４５－
５１（１９９６）；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　
１４，８２６（１９９６）；Ｌｏｎｂｅｒｇ　ａｎｄ　Ｈｕｓｚａｒ，Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒ
ｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３　６５－９３（１９９５）；Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎ
ａｔｕｒｅ　３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．５７：６８５１－６８５５（１９８４
）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ　ａｎｄ　Ｏｉ，Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ，４４：６５－９２（１
９８８）；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４－１
５３６（１９８８）；Ｐａｄｌａｎ，Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎ．２５：４８９－４９８（
１９９１）；Ｐａｄｌａｎ，Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３１（３）：１６９－２１７
（１９９４）；およびＫｅｔｔｌｅｂｏｒｏｕｇｈ，Ｃ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅ
ｉｎ　Ｅｎｇ．４（７）：７７３－８３（１９９１）。「相補性決定領域」という語句は
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、天然免疫グロブリン結合部位の天然Ｆｖ領域の結合親和性および特異性領域を共に規定
するアミノ酸配列を指す。たとえばＣｈｏｔｈｉａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．１９６：９０１－９１７（１９８７）；Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐ
ｔ．ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ　ＮＩＨ　Ｐｕｂｌｉ
ｃａｔｉｏｎ　Ｎｏ．９１－３２４２（１９９１）参照。「定常領域」という語句は、エ
フェクター機能を与える抗体分子の部分を指す。本発明では、マウス定常領域をヒト定常
領域によって置換する。対象ヒト化抗体の定常領域はヒト免疫グロブリンに由来する。重
鎖定常領域は５つのアイソタイプ：α、δ、ε、γまたはμのいずれかから選択できる。
抗体をヒト化する１つの方法は、ヒト重鎖および軽鎖配列に対して非ヒト重鎖および軽鎖
配列を整列し、そのようなアラインメントに基づいて非ヒト骨格を選択し、ヒト骨格で置
換して、ヒト化配列の立体配座を予測するために分子モデリングし、親抗体の立体配座と
比較することを含む。この工程に続いて、ヒト化配列の予測立体配座が親非ヒト抗体の非
ヒトＣＤＲの立体配座に密接に近づくまで、ＣＤＲの構造を乱すＣＤＲ領域内の残基の復
帰突然変異を反復する。そのようなヒト化抗体は、たとえばアシュウェル（Ａｓｈｗｅｌ
ｌ）受容体による、取込み及び清掃を促進するためにさらに融合体化し得る。たとえば参
照によりここに組み込まれる、米国特許第５，５３０，１０１号および同第５，５８５，
０８９号参照。
【０１９７】
　（Ｈｕｍａｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ）（商標）
　抗体可変ドメインのＨｕｍａｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ（商標）（ヒト工作）は、抗
体分子の結合活性を維持しながら免疫原性を低下させるための方法としてＳｔｕｄｎｉｃ
ｋａによって記述された［たとえばＳｔｕｄｎｉｃｋａ　ｅｔ　ａｌ．米国特許第５，７
６６，８８６号；Ｓｔｕｄｎｉｃｋａ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒ
ｉｎｇ　７：８０５－８１４（１９９４）参照］。この方法によれば、各々の可変領域ア
ミノ酸に置換の危険度が割り当てられる。アミノ酸置換は３つの危険度カテゴリーの１つ
によって識別される：（１）低危険度変化は、免疫原性を低下させる最大の潜在的可能性
を有し、抗原結合を妨げる可能性が最も低いものである；（２）中危険度変化は、免疫原
性をさらに低下させるが、抗原結合またはタンパク質の折りたたみに影響を及ぼす可能性
がより大きいものである；（３）高危険度残基は、抗体構造に結合するまたは抗体構造を
維持するために重要であり、抗原結合またはタンパク質の折りたたみが影響を受ける危険
度が最も高いものである。プロリンの三次元構造上の役割のゆえに、プロリンにおける修
飾は、その位置が典型的には低危険度位置である場合でも、一般に少なくとも中危険度変
化とみなされる。
【０１９８】
　げっ歯動物抗体の軽鎖および重鎖の可変領域は、抗原結合またはタンパク質の折りたた
みに有害な作用を及ぼす可能性が低いが、ヒト環境において免疫原性を低下させる可能性
が高いと決定された位置でヒトアミノ酸を置換するために以下のようにヒト工作される。
「低危険度」位置にあり、上記方法に従った修飾のための候補であるアミノ酸残基を、げ
っ歯動物可変領域のアミノ酸配列をヒト可変領域配列と整列することによって特定する。
個別ＶＨまたはＶＬ配列、またはヒトコンセンサスＶＨまたはＶＬ配列、または個別また
はコンセンサスヒト生殖細胞系配列を含む、いかなるヒト可変領域も使用できる。どのよ
うな数の低危険度位置、またはすべての低危険度位置のアミノ酸残基も変化させ得る。た
とえば整列したマウスとヒトアミノ酸残基が異なる各々の低危険度位置で、げっ歯動物残
基をヒト残基で置換するアミノ酸修飾を導入する。あるいは、すべての低危険度位置およ
び何らかの数の中危険度位置のアミノ酸残基を変化させ得る。理想的には、最小の免疫原
性を達成するためにすべての低および中危険度位置をげっ歯動物からヒト配列に変更する
。
【０１９９】
　修飾重鎖および／または軽鎖可変領域を含む合成遺伝子を構築し、ヒトγ重鎖および／
またはκ軽鎖定常領域に連結する。ＩｇＡ（ＩｇＡ１またはＩｇＡ２などの何らかのサブ
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クラスの）、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３またはＩｇＧ４な
どの何らかのサブクラスの）、またはＩｇＭを含む、いかなるヒト重鎖及び軽鎖定常領域
も、ヒト抗作（商標）抗体可変領域と組み合わせて使用し得る。ヒト重鎖および軽鎖遺伝
子を哺乳動物細胞などの宿主細胞に導入し、生じた組換え免疫グロブリン産物を入手して
、特性決定する。ヒト抗体はまた、ファージディスプレイライブラリー［Ｈｏｏｇｅｎｂ
ｏｏｍ　ａｎｄ　Ｗｉｎｔｅｒ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ，２２７：３８１（１９９１）；
Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８１（１９９１）］を
含む当技術分野で公知の様々な手法を用いて生産できる。Ｃｏｌｅ　ｅｔ　ａｌ．および
Ｂｏｅｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．の手法もヒトモノクローナル抗体の作製のために使用でき
る［Ｃｏｌｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃ
ａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ　Ｒ．Ｌｉｓｓ，ｐ．７７（１９８５）およびＢ
ｏｅｒｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４７（ｌ）：８６－９５（１９
９１）］。癌関連ポリペプチドに対するヒト抗体はまた、ヒト免疫グロブリン遺伝子座を
含むように工作したトランスジェニック動物を用いて生産できる。たとえば国際公開番号
第ＷＯ９８／２４８９３号は、ヒトＩｇ遺伝子座を有するトランスジェニック動物を開示
しており、前記動物は、内因性重鎖および軽鎖遺伝子座の不活性化のために機能性内因性
免疫グロブリンを生産しない。国際公開番号第ＷＯ９１／１０７４１号も、免疫原に対す
る免疫応答を開始させることができるトランスジェニック非霊長類哺乳動物宿主を開示し
ており、前記動物宿主では、抗体は霊長類定常および／または可変領域を有し、内因性免
疫グロブリンをコードする遺伝子座は置換または不活性化されている。国際公開番号第Ｗ
Ｏ９６／３０４９８号は、修飾抗体分子を形成するために定常または可変領域の全部また
は一部を置換することのような、哺乳動物における免疫グロブリン遺伝子座を修飾するた
めのＣｒｅ／Ｌｏｘ系の使用を開示する。国際公開番号第ＷＯ９４／０２６０２号は、不
活性化内因性Ｉｇ遺伝子座と機能性ヒトＩｇ遺伝子座を有する非ヒト哺乳動物宿主を開示
する。米国特許第５，９３９，５９８号は、マウスが内因性重鎖を欠き、１またはそれ以
上の異種定常領域を含む外来性免疫グロブリン遺伝子座を発現するトランスジェニックマ
ウスを作製する方法を開示する。
【０２００】
　上述したトランスジェニック動物を使用して、選択抗原分子に対する免疫応答を生じさ
せることができ、抗体産生細胞を動物から取り出して、ヒトモノクローナル抗体を分泌す
るハイブリドーマを生産するために使用できる。免疫プロトコール、アジュバント等は当
技術分野において公知であり、たとえば国際公開番号第ＷＯ９６／３３７３５号に述べら
れているようにトランスジェニックマウスの免疫において使用される。モノクローナル抗
体は、対応するタンパク質の生物学的活性または生理的作用を阻害するまたは中和する能
力に関して試験することができる。Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：２５５１（１９９３）；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔ
ｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，３６２：２５５－２５８（１９９３）；Ｂｒｕｇｇｅ
ｒｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｙｅａｒ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏ．，７：３３（１９９３）；
および米国特許第５，５９１，６６９号、米国特許第５，５８９，３６９号、米国特許第
５，５４５，８０７号；および米国特許出願第２００２０１９９２１３号、国際公開番号
第ＷＯ９６／３４０９６号および米国特許出願第２００３０１９４４０４号；および米国
特許出願第２００３００３１６６７号も参照のこと。米国特許出願第２００３００９２１
２５号は、所望エピトープに対する動物の免疫応答にバイアスをかけるための方法を述べ
ている。ヒト抗体はまた、インビトロで活性化Ｂ細胞によって作製し得る（米国特許第５
，５６７，６１０および同第５，２２９，２７５号参照）。
【０２０１】
　モノクローナル抗体を作製するために有用な付加的なトランスジェニック動物は、米国
特許第５，７７０，４２９号およびＦｉｓｈｗｉｌｄ，ｅｔ　ａｌ．（Ｎａｔ．Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌ．１４：８４５－８５１，１９９６）に述べられている、Ｍｅｄａｒｅｘ　
ＨｕＭＡｂ－ＭＯＵＳＥ（登録商標）を含み、これは、ヒト抗体の重鎖および軽鎖をコー
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ドする、再構成されていないヒト抗体遺伝子からの遺伝子配列を含む。ＨｕＭＡｂ－ＭＯ
ＵＳＥ（登録商標）の免疫は、標的タンパク質に対するモノクローナル抗体の生産を可能
にする。
【０２０２】
　また、Ｉｓｈｉｄａ　ｅｔ　ａｌ．（Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ．４：９
１－１０２，２００２）は、ヒトＤＮＡのメガ塩基サイズのセグメントを含み、ヒト免疫
グロブリン（ｈＩｇ）遺伝子座全体を組み込んだＴｒａｎｓＣｈｒｏｍｏ　Ｍｏｕｓｅ（
ＴＣＭＯＵＳＥ（商標））を述べている。ＴＣＭＯＵＳＥは、すべてのサブクラスのＩｇ
Ｇ（ＩｇＧ１－ＩｇＧ４）を含む、ｈＩｇの十分に多様なレパートリーを有する。様々な
ヒト抗原によるＴＣ　Ｍｏｕｓｅの免疫は、ヒト抗体を含む抗体応答を生じさせる。
【０２０３】
　組換えヒト抗体遺伝子のレパートリーを作製するためのテクノロジーの開発、および糸
状バクテリオファージの表面上でのコードされる抗体フラグメントの提示は、ヒト抗体を
直接作製するための手段を提供した。ファージテクノロジーによって生産される抗体は、
細菌において抗原結合フラグメント－通常はＦｖまたはＦａｂフラグメント－として生産
され、それゆえエフェクター機能を欠く。エフェクター機能は２つの戦略のいずれかによ
って導入できる：フラグメントを、哺乳動物細胞における発現のために完全抗体に工作す
る、またはエフェクター機能の引き金を引くことができる第二結合部位を備えた二重特異
性抗体フラグメントに工作することができる。
【０２０４】
　典型的には、抗体のＦｄフラグメント（ＶＨ－ＣＨ１）と軽鎖（ＶＬ－ＣＬ）をＰＣＲ
によって別々にクローニングし、コンビナトリアルファージディスプレイライブラリーに
おいて無作為に組換えて、次にそれらを特定抗原への結合に関して選択することができる
。Ｆａｂフラグメントはファージ表面で発現される、すなわちそれらをコードする遺伝子
に物理的に連結される。それゆえ、抗原結合によるＦａｂの選択は、その後増幅すること
ができる、Ｆａｂコード配列を同時選択する。パニングと称される工程、すなわち数回の
抗原結合と再増幅により、抗原に特異的なＦａｂを富化し、最終的に単離する。
【０２０５】
　１９９４年に、「ガイド選択（ｇｕｉｄｅｄ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ）」と呼ばれる抗体
のヒト化のためのアプローチが記述された。ガイド選択は、マウスモノクローナル抗体の
ヒト化のためにファージディスプレイ手法の検出力を利用する（Ｊｅｓｐｅｒｓ，Ｌ．Ｓ
．，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１２，８９９－９０３（１９９４）
参照）。このために、マウスモノクローナル抗体のＦｄフラグメントをヒト軽鎖ライブラ
リーと組み合わせて提示することができ、生じたハイブリッドＦａｂライブラリーを、次
に、抗原で選択する。マウスＦｄフラグメントは、それにより、選択を導く（ガイドする
）ための鋳型を提供する。その後、選択したヒト軽鎖をヒトＦｄフラグメントライブラリ
ーと組み合わせる。生じたライブラリーの選択は全面的にヒトＦａｂを生成する。
【０２０６】
　ファージディスプレイライブラリーからヒト抗体を誘導するための様々な手法が記述さ
れている（たとえばＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２
２７：３８１（１９９１）；Ｍａｒｋｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ，２２２
：５８１－５９７（１９９１）；米国特許第５，５６５，３３２号および同第５，５７３
，９０５号；Ｃｌａｃｋｓｏｎ，Ｔ．，ａｎｄ　Ｗｅｌｌｓ，Ｊ．Ａ．，ＴＩＢＴＥＣＨ
　１２，１７３－１８４（１９９４）参照）。特に、ファージディスプレイライブラリー
から導かれる抗体のインビトロ選択と進化は強力なツールとなってきた（Ｂｕｒｔｏｎ，
Ｄ．Ｒ．，ａｎｄ　Ｂａｒｂａｓ　ＩＩＩ，Ｃ．Ｆ．，Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．５７，
，１９１－２８０（１９９４）；およびＷｉｎｔｅｒ，Ｇ．，ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎｕ．
Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１２，４３３－４５５（１９９４）；米国特許出願第２００２
０００４２１５号および国際公開番号第ＷＯ９２／０１０４７号；２００３年１０月９日
公開の米国特許出願第２００３０１９０３１７号および米国特許第６，０５４，２８７号
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；米国特許第５，８７７，２９３号参照）。
【０２０７】
　Ｗａｔｋｉｎｓ，“Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｏｆ　Ｐｈａｇｅ－Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　Ａ
ｎｔｉｂｏｄｙ　Ｌｉｂｒａｒｉｅｓ　ｂｙ　Ｃａｐｔｕｒｅ　Ｌｉｆｔ，”　Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｐｈａｇｅ　
Ｄｉｓｐｌａｙ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　１７８：１８７－１９
３，および２００３年３月６日公開の米国特許出願第２００１２００３００４４７７２号
は、固体支持体への候補結合分子の固定化を含む方法である捕獲リフトによって、ファー
ジ発現された抗体ライブラリーまたは他の結合分子をスクリーニングするための方法を述
べている。
【０２０８】
　抗体産物は、ここで「スクリーニング方法」と題する章において述べるアッセイを用い
てまたは当技術分野で公知の何らかの適切なアッセイを用いて、活性および本発明の治療
方法における適切性に関してスクリーニングし得る。
【０２０９】
　本発明では、上記で列挙した癌関連ポリペプチドおよびその変異体を、上述したような
トランスジェニックマウスを免疫するために使用し得る。当技術分野で公知の方法を用い
てモノクローナル抗体を作製し、単離した癌関連ポリペプチドを使用して抗体の特異性を
試験する。ヒトまたは霊長動物癌関連ポリペプチドまたはそのエピトープの作製のための
方法は、化学合成、組換えＤＮＡ手法または生物学的試料からの単離を含むが、これらに
限定されない。ペプチドの化学合成は、たとえば固相ペプチド合成の古典的メリフィール
ド法（参照によりここに組み込まれる、Ｍｅｒｒｉｆｅｌｄ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏ
ｃ．８５：２１４９，１９６３）またはＲａｐｉｄ　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｍｕｌｔｉｐ
ｌｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｓｙｓｔｅｍ（Ｅ．Ｉ．ｄｕ　Ｐｏｎｔ　
ｄｅ　Ｎｅｍｏｕｒｓ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，ＤＥ）でのＦＭＯＣ戦
略（参照によりここに組み込まれる、Ｃａｐｒｉｎｏ　ａｎｄ　Ｈａｎ，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃ
ｈｅｍ．３７：３４０４，１９７２）によって実施することができる。
【０２１０】
　ポリクローナル抗体は、ウサギまたは他の動物を抗原の注入によって免疫し、その後適
切な間隔で追加免疫することによって作製できる。選択的な動物は、マウス、ラット、ニ
ワトリ、モルモット、ヒツジ、ウマ、サル、ラクダおよびサメを含む。動物から採血し、
通常はＥＬＩＳＡによってまたは癌関連タンパク質の作用をブロックする能力に基づく生
物学的検定によって、血清を精製癌関連タンパク質に対して検定する。鳥類種、たとえば
ニワトリ、シチメンチョウ等を使用するときは、抗体を卵黄から単離することができる。
免疫マウスからの脾細胞を骨髄腫またはリンパ腫細胞などの持続的に複製する腫瘍細胞と
融合することにより、ミルステインとケーラーの方法の後にモノクローナル抗体を作製す
ることができる（参照によりここに組み込まれる、Ｍｉｌｓｔｅｉｎ　ａｎｄ　Ｋｏｈｌ
ｅｒ，Ｎａｔｕｒｅ　２５６：４９５－４９７，１９７５；Ｇｕｌｆｒｅ　ａｎｄ　Ｍｉ
ｌｓｔｅｉｎ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ：Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉ
ｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　７３：１－４６，Ｌａｎｇｏｎｅ　ａｎｄ　Ｂａｎａｔ
ｉｓ　ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９８１）。そのようにして形成した
ハイブリドーマ細胞を、次に、制限希釈法によってクローニングし、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ
または生物学的検定法によって上清を抗体産生に関して検定する。
【０２１１】
　標的タンパク質を認識し、特異的に結合する抗体の独自の能力は、タンパク質の過剰発
現を治療するためのアプローチを提供する。そこで、本発明のもう１つの態様は、癌関連
タンパク質に対する特異性抗体で患者を治療することにより、癌関連ポリペプチドの過剰
発現を含む疾患を予防するまたは治療するための方法を提供する。
【０２１２】
　ポリクローナルまたはモノクローナルの、癌関連タンパク質に対する特異性抗体は、上
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述したような当技術分野で公知の適切な方法によって作製することができる。たとえばマ
ウスまたはヒトモノクローナル抗体をハイブリドーマテクノロジーによって生産すること
ができ、あるいは、癌関連タンパク質を認識し、結合することができる抗体の産生を惹起
するために癌関連タンパク質または免疫学的に活性なそのフラグメント、または抗イディ
オタイプ抗体またはそのフラグメントを動物に投与することができる。そのような抗体は
、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＤおよびＩｇＥまたは鳥類種の場合はＩｇＹを含むがこ
れらに限定されない、抗体のいかなるクラスからでもよく、また抗体のいかなるサブクラ
スからでもよい。
【０２１３】
　（アミノ酸配列変異体）
突然変異誘発のために好ましい位置にある抗体のある種の残基または領域の特定のための
有用な方法は、Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ　ａｎｄ　Ｗｅｌｌｓ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４４：
１０８１－１０８５（１９８９）によって述べられた、「アラニンスキャニング法（ａｌ
ａｎｉｎｅ　ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）」と呼ばれる。ここでは、残
基または標的残基の群を特定し（たとえばａｒｇ、ａｓｐ、ｈｉｓ、ｌｙｓおよびｇｌｕ
などの荷電残基）、アミノ酸と抗原の相互作用に影響を及ぼすために中性または負の電荷
を有するアミノ酸（最も好ましくはアラニンまたはポリアラニン）によって置換する。置
換に対して機能的感受性を示すアミノ酸位置を、置換部位にまたは置換部位の代わりにさ
らなるまたは他の変異体を導入することによって改良する。それゆえ、アミノ酸配列変異
を導入するための部位はあらかじめ決定されているが、突然変異の性質自体が事前に決ま
っている必要はない。たとえば所与の部位の突然変異の成績を分析するために、標的コド
ンまたは領域でアラニンスキャニングまたはランダム突然変異誘発を実施し、発現された
抗体変異体を所望活性に関してスクリーニングする。
【０２１４】
　アミノ酸配列挿入は、１個の残基から百個またはそれ以上の残基を含むポリペプチドま
でにわたる長さのアミノおよび／またはカルボキシル末端融合、ならびに１個または複数
のアミノ酸残基の配列内挿入を含む。末端挿入の例は、Ｎ末端メチオニル残基を有する抗
体、またはエピトープタグまたはサルベージ受容体エピトープに融合した抗体（抗体フラ
グメントを含む）を含む。抗体分子の他の挿入変異体は、たとえばＮ末端またはＣ末端で
、抗体の血清半減期を上昇させるポリペプチドへの融合を含む。
【０２１５】
　「エピトープ標識した」という用語は、エピトープタグに融合した抗体を指す。エピト
ープタグポリペプチドは、それに対する抗体を作製できるエピトープを提供するのに十分
な残基を有するが、抗体の活性に干渉しないように十分に短い。エピトープタグは、好ま
しくは、それに対する抗体が他のエピトープと実質的に交差反応しないように十分にユニ
ークである。適切なタグポリペプチドは、一般に少なくとも６個のアミノ酸残基、通常は
約８～５０個のアミノ酸残基（好ましくは約９～３０個の残基）を有する。例は、インフ
ルエンザＨＡタグポリペプチドおよびその抗体１２ＣＡ５［Ｆｉｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．８：２１５９－２１６５（１９８８）］；ｃ－ｍｙｃタグ
およびそれに対する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７および９Ｅ１０抗体［Ｅｖａ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．５（１２）：３６１０－３６１６（１
９８５）］；および単純ヘルペスウイルス糖タンパク質Ｄ（ｇＤ）タグおよびその抗体［
Ｐａｂｏｒｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　３（６）
：５４７－５５３（１９９０）］を含む。他の例示的なタグは、一般に約６個のヒスチジ
ン残基のポリヒスチジン配列であり、これは、ニッケルキレート化を用いてそのように標
識された化合物を単離することを可能にする。当技術分野において周知であり、常套的に
使用される、ＦＬＡＧ（登録商標）タグ（Ｅａｓｔｍａｎ　Ｋｏｄａｋ，Ｒｏｃｈｅｓｔ
ｅｒ，ＮＹ）などの他の標識およびタグも本発明に包含される。
【０２１６】
　もう１つの種類の変異体は、アミノ酸置換変異体である。これらの変異体は、抗体分子
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内の少なくとも１個のアミノ酸残基が除去され、異なる残基がその位置に挿入されている
。超可変またはＣＤＲ領域または骨格領域のいずれかにおける置換突然変異誘発が考慮さ
れる。保存的置換を表１に示す。最も保存的な置換は、「好ましい置換」の見出しの下に
示されている。そのような置換が生物学的活性の変化を生じさせない場合、表１に「例示
アミノ酸」として示されている、またはアミノ酸クラスを参照して以下でさらに説明する
ような、より実質的な変化を導入し、産物をスクリーニングし得る。
【０２１７】
【化２】

　抗体の生物学的性質の実質的な改変は、（ａ）たとえばシートまたはらせん立体配座と
しての、置換の領域内のポリペプチド骨格の構造、（ｂ）標的部位の分子の電荷または疎
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水性、または（ｃ）側鎖のかさを維持することへの作用が有意に異なる置換を選択するこ
とによって達成される。天然に生じる残基は、共通側鎖特性に基づく群に分けられる：
（１）疎水性：ノルロイシン、ｍｅｔ、ａｌａ、ｖａｌ、ｌｅｕ、ｉｌｅ；
（２）中性親水性：ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；
（３）酸性：ａｓｐ、ｇｌｕ；
（４）塩基性：ａｓｎ、ｇｌｎ、ｈｉｓ、ｌｙｓ、ａｒｇ；
（５）鎖の方向に影響を及ぼす残基：ｇｌｙ、ｐｒｏ；および
（６）芳香族：ｔｒｐ、ｔｙｒ、ｐｈｅ。
【０２１８】
　保存的置換は、アミノ酸をそのクラスのもう１つ別の成員で置換することを含む。非保
存的置換は、これらのクラスの１つの成員をもう１つ別のクラスの成員で置換することを
含む。
【０２１９】
　モノクローナル、ヒト、ヒト化または変異抗体の正しい立体配座を維持することに関与
しないシステイン残基も、分子の酸化安定性を改善し、異常な架橋を防ぐために、一般に
セリンで置換し得る。逆に、抗体の安定性を改善するために（特に抗体がＦｖフラグメン
トなどの抗体フラグメントである場合）システイン結合を抗体に付加し得る。
【０２２０】
　親和性成熟は、親抗体のＣＤＲ内に置換を有する抗体変異体を作製し、スクリーニング
して、親抗体に比べて改善された結合親和性などの生物学的性質を有する変異体を選択す
ることを含む。そのような置換変異体を生成するための好都合な方法は、ファージディス
プレイを用いた親和性成熟である。簡単に述べると、いくつかの超可変領域部位（たとえ
ば６～７部位）を、各々の部位ですべての可能なアミノ置換を生じるように突然変異させ
る。そのようにして生成した抗体変異体を、各々の粒子内にパッケージされたＭ１３の遺
伝子ＩＩＩ産物への融合物として糸状ファージ粒子から一価様式で提示する。ファージ提
示された変異体を、その後、それらの生物学的活性（たとえば結合親和性）に関してスク
リーニングする。
【０２２１】
　アラニンスキャニング法は、抗原結合に有意に寄与する超可変領域残基を特定するため
に実施できる。あるいは、またはそれに加えて、抗体と抗原の接触点を特定するために抗
原－抗体複合体の結晶構造を分析することは有益であると考えられる。そのような接触残
基および隣接残基は、ここで詳述する手法に従った置換のための候補である。ひとたびそ
のような変異体が生成されれば、変異体のパネルをここで述べるようなスクリーニングに
供し、１またはそれ以上の関連アッセイにおいてより優れた性質を有する抗体をさらなる
開発のために選択し得る。
【０２２２】
　親抗体に比べて改変されたグリコシル化パターンを有する、たとえば親抗体で認められ
る１またはそれ以上の炭水化物部分を欠失している、および／または親抗体には存在しな
い１またはそれ以上のグリコシル化部位が付加されている抗体変異体も生産することがで
きる。
【０２２３】
　抗体のグリコシル化は、典型的にはＮ結合型またはＯ結合型である。Ｎ結合型は、アス
パラギン残基の側鎖への炭水化物部分の結合を指す。トリペプチド配列、アスパラギン－
Ｘ－セリンおよびアスパラギン－Ｘ－トレオニン［式中、Ｘはプロリン以外の何らかのア
ミノ酸である］は、アスパラギン側鎖への炭水化物部分の酵素結合のための認識配列であ
る。ポリペプチドにおけるこれらのトリペプチド配列のいずれかの存在が潜在的グリコシ
ル化部位を創製する。それゆえ、Ｎ結合型グリコシル化部位は、これらのトリペプチド配
列の１またはそれ以上を含むようにアミノ酸配列を変化させることによって抗体に付加し
得る。Ｏ結合型グリコシル化は、ヒドロキシアミノ酸、最も一般的にはセリンまたはトレ
オニンへの糖類、Ｎ－アセチルガラクトサミン、ガラクトース、またはキシロースの１つ
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の結合を指すが、５－ヒドロキシプロリンまたは５－ヒドロキシリシンも使用し得る。Ｏ
結合型グリコシル化部位は、もとの抗体の配列に１またはそれ以上のセリンまたはトレオ
ニン残基を挿入するまたは置換することによって抗体に付加し得る。
【０２２４】
　（変化したエフェクター機能）
　抗体の他の修飾も考慮される。たとえば癌を治療する上での抗体の有効性を高めるため
に、たとえばエフェクター機能に関して、たとえば半減期、ＣＤＣまたはＡＤＣＣ活性に
関して本発明の抗体を修飾することが望ましいと考えられる。たとえばシステイン残基を
Ｆｃ領域に導入してもよく、それによってこの領域内での鎖間ジスルフィド結合形成を可
能にし得る。このようにして生成されたホモ二量体抗体は、改善されたインターナリゼー
ション能力および／または高い補体媒介性細胞致死作用および抗体依存性細胞傷害作用（
ＡＤＣＣ）を有し得る。Ｃａｒｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．１７６：１１
９１－１１９５（１９９２）およびＳｈｏｐｅｓ，Ｂ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：２
９１８－２９２２（１９９２）参照。高い抗腫瘍活性を有するホモ二量体抗体はまた、Ｗ
ｏｌｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５３：２５６０－２５６５
（１９９３）に述べられているようにヘテロ二官能性架橋剤を用いて製造し得る。あるい
は、２つのＦｃ領域を有し、それゆえ高い補体融解およびＡＤＣＣ能力を有し得る抗体が
工作できる。Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　
Ｄｅｓｉｇｎ　３：２１９－２３０（１９８９）参照。加えて、ＣＤＲ内の配列は抗体を
ＭＨＣクラスＩＩに結合させ、望ましくないヘルパーＴ細胞応答の引き金を引かせ得るこ
とが示された。保存的置換は、抗体に、結合活性は保持するが、望ましくないＴ細胞応答
の引き金を引く能力を喪失させることができる。マウス可変領域をヒトγ１、γ２、γ３
およびγ４定常領域と連結したキメラ抗体を述べた、参照によりここに組み込まれる、Ｓ
ｔｅｐｌｅｗｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　
Ａ．１９８８；８５（１３）：４８５２－６も参照のこと。また、ＩｇＧ１のＦｃ領域内
のいくつかの位置が、特定Ｆｃγ受容体（Ｒ）に対する結合だけを改善するまたはある型
のＦｃγＲに対する結合を改善し、同時にもう１つの別の型に対する結合を低下させるこ
とが認められたと述べた、その全体が参照によりここに組み込まれる、Ｐｒｅｓｔａ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｓｏｃ　Ｔｒａｎｓ．２００２；３０（４）：４８７－９
０も参照のこと。ＦｃγＲＩＩＩａに対して改善された結合を有する選択ＩｇＧ１変異体
を、次に、インビトロでの抗体依存性細胞傷害（ＡＤＣＣ）アッセイにおいて試験し、末
梢血単核細胞またはナチュラルキラー細胞を使用したときＡＤＣＣの増強を示した。
【０２２５】
　本発明のある実施形態では、たとえば腫瘍浸透を上昇させるために、無傷抗体ではなく
抗体フラグメントを使用することが望ましいと考えられる。この場合、たとえば半減期を
上昇させるためにＰＥＧまたは多糖高分子を含む他の水溶性ポリマーなどの分子を抗体フ
ラグメントに付加することによって、抗体の血清半減期を上昇させるために抗体フラグメ
ントを修飾することが望ましいと考えられる。これはまた、たとえば抗体フラグメントへ
のサルベージ受容体結合エピトープの組込みによって（たとえば抗体フラグメント内の適
切な領域の突然変異によってまたはエピトープをペプチドタグに組み込み、次に、たとえ
ばＤＮＡまたはペプチド合成によって、それを末端または中央で抗体フラグメントに融合
することによって）達成され得る（たとえば国際公開番号第ＷＯ９６／３２４７８号参照
）。
【０２２６】
　加えて、抗体は、たとえばそれらの循環半減期を上昇させるためにポリマーへの共有結
合複合によって化学修飾することができる。各々の抗体分子を１またはそれ以上（すなわ
ち１、２、３、４、５またはそれ以上）のポリマー分子に結合し得る。ポリマー分子は、
好ましくはリンカー分子によって抗体に結合する。ポリマーは、一般に、合成または天然
に生じるポリマー、たとえば場合により直鎖または分枝ポリアルケン、ポリアルケニレン
またはポリオキシアルキレンポリマーあるいは分枝または非分枝多糖、たとえばホモまた
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はヘテロ多糖であり得る。好ましいポリマーは、ポリオキシエチレンポリオルおよびポリ
エチレングリコール（ＰＥＧ）である。ＰＥＧは室温で水に可溶性であり、一般式：Ｒ（
Ｏ－－ＣＨ２－－ＣＨ２）ｎＯ－－Ｒ［式中、Ｒは、水素あるいはアルキルまたはアルカ
ノール基などの保護基であり得る］を有する。好ましくは、保護基は１～８個の炭素を有
し、より好ましくはメチルである。ｎの記号は正の整数であり、好ましくは１～１，００
０、より好ましくは２～５００である。ＰＥＧは、１０００～４０，０００の好ましい平
均分子量を有し、より好ましくは２０００～２０，０００、最も好ましくは３，０００～
１２，０００の平均分子量を有する。好ましくは、ＰＥＧは少なくとも１個のヒドロキシ
基を有し、より好ましくは、前記ヒドロキシ基は末端ヒドロキシ基である。好ましくは阻
害剤の遊離アミノ基と反応するように活性化されるのは、このヒドロキシ基である。しか
し、反応性基の種類および量は、本発明の共有結合複合ＰＥＧ／抗体を実現するように変
化させ得ることが了解される。好ましいポリマーおよびそれらをペプチドに結合する方法
は、すべてその全体が参照によりここに組み込まれる、米国特許第４，７６６，１０６号
；同第４，１７９，３３７号；同第４，４９５，２８５号；および同第４，６０９，５４
６号に示されている。
【０２２７】
　ここで使用する、「サルベージ受容体結合エピトープ」は、ＩｇＧ分子のインビボでの
血清半減期を上昇させる責任を担うＩｇＧ分子（たとえばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３

またはＩｇＧ４）のＦｃ領域のエピトープを指す。
【０２２８】
　サルベージ受容体結合エピトープは、好ましくは、Ｆｃドメインの１または２個のルー
プからの１またはそれ以上のアミノ酸残基が抗体フラグメントの類似位置に転移している
領域を構成する。さらに一層好ましくは、Ｆｃドメインの１または２個のループからの３
またはそれ以上のアミノ酸残基が転移している。なお一層好ましくは、エピトープはＦｃ
領域（たとえばＩｇＧの）のＣＨ２ドメインからであり、抗体のＣＨ１、ＣＨ３またはＶ
Ｈ領域、または２以上のそのような領域に転移している。あるいは、エピトープはＦｃ領
域のＣＨ２ドメインからであり、抗体フラグメントのＣＬ領域またはＶＬ領域またはその
両方に転移している。Ｆｃ変異体およびサルベージ受容体とのそれらの相互作用を述べる
国際公開番号第ＷＯ９７／３４６３１および同第ＷＯ９６／３２４７８号も参照のこと。
【０２２９】
　そこで、本発明の抗体は、ヒトＦｃ部分、ヒトコンセンサスＦｃ部分、またはジスルフ
ィド結合に関与するシステインが修飾されているまたは除去されている、および／または
Ｎ末端にメチオニンが付加されているおよび／またはＮ末端の２０アミノ酸の１またはそ
れ以上が除去されている、および／またはＣ１ｑ結合部位などの補体と相互作用領域が変
化しているまたは除去されている、および／またはＡＤＣＣ部位が変化しているまたは除
去されている変異体を含む、Ｆｃサルベージ受容体と相互作用する能力を保持するその変
異体を含み得る［たとえばＭｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２９（５）：６３３－９（１９
９２）参照］。
【０２３０】
　これまでの試験は、ＦｃＲについてのヒトおよびマウスＩｇＧ上の結合部位を、主とし
てＩｇＧ残基２３３－２３９からなるヒンジ領域下部に位置づけた。他の試験は、付加的
な広いセグメント、たとえばヒトＦｃ受容体ＩについてのＧｌｙ３１６－Ｌｙｓ３３８、
ヒトＦｃ受容体ＩＩＩについてのＬｙｓ２７４－Ａｒｇ３０１およびＴｙｒ４０７－Ａｒ
ｇ４１６を提案するか、またはヒンジ下部の外側のいくつかの特異的残基、たとえばマウ
スＦｃ受容体ＩＩと相互作用するマウスＩｇＧ２ｂについてのＡｓｎ２９７およびＧｌｕ
３１８を認めた。ヒトＦｃ受容体ＩＩＩＡとヒトＩｇＧ１　Ｆｃフラグメントの３．２Å
結晶構造の報告は、ＩｇＧ１残基Ｌｅｕ２３４－Ｓｅｒ２３９、Ａｓｐ２６５－Ｇｌｕ２
６９、Ａｓｎ２９７－Ｔｈｒ２９９、およびＡｌａ３２７－Ｉｌｅ３３２をＦｃ受容体Ｉ
ＩＩＡへの結合に関与すると記述した。ヒンジ下部（Ｌｅｕ２３４－Ｇｌｙ２３７）に加
えて、ＩｇＧ　ＣＨ２ドメインループＦＧ（残基３２６－３３０）およびＢＣ（残基２６
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５－２７１）内の残基がＦｃ受容体ＩＩＡへの結合において役割を果たし得ることが結晶
構造に基づいて示唆された。その全体が参照によりここに組み込まれる、Ｓｈｉｅｌｄｓ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７６（９）：６５９１－６６０４（２０
０１）参照。Ｆｃ受容体結合部位内の残基の突然変異は、変化したＡＤＣＣまたはＣＤＣ
活性、または変化した半減期などの変化したエフェクター機能を生じさせ得る。上述した
ように、潜在的突然変異は、挿入、欠失、またはアラニンによる置換、保存的置換、非保
存的置換、または異なるＩｇＧサブクラスからの同じ位置の対応するアミノ酸残基による
置換（たとえばＩｇＧ１残基をその位置の対応するＩｇＧ２残基で置換する）を含む、１
またはそれ以上の残基の置換を含む。
【０２３１】
　Ｓｈｉｅｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．は、すべてのヒトＦｃ受容体への結合に関与するＩｇＧ
１残基がヒンジに近位のＣＨ２ドメインに位置し、以下のような２つのカテゴリーに属す
ることを報告した：１）すべてのＦｃＲと直接相互作用し得る位置は、Ｌｅｕ２３４－Ｐ
ｒｏ２３８、Ａｌａ３２７およびＰｒｏ３２９（およびおそらくＡｓｐ２６５）；２）炭
水化物の性質または位置に影響を及ぼす位置は、Ａｓｐ２６５およびＡｓｎ２９７を含む
。Ｆｃ受容体ＩＩへの結合に影響する付加的なＩｇＧ１残基は以下のとおりである：（最
大作用）Ａｒｇ２５５、Ｔｈｒ２５６、Ｇｌｕ２５８、Ｓｅｒ２６７、Ａｓｐ２７０、Ｇ
ｌｕ２７２、Ａｓｐ２８０、Ａｒｇ２９２、Ｓｅｒ２９８、および（より小さい作用）Ｈ
ｉｓ２６８、Ａｓｎ２７６、Ｈｉｓ２８５、Ａｓｎ２８６、Ｌｙｓ２９０、Ｇｌｎ２９５
、Ａｒｇ３０１、Ｔｈｒ３０７、Ｌｅｕ３０９、Ａｓｎ３１５、Ｌｙｓ３２２、Ｌｙｓ３
２６、Ｐｒｏ３３１、Ｓｅｒ３３７、Ａｌａ３３９、Ａｌａ３７８、およびＬｙｓ４１４
。Ａ３２７Ｑ、Ａ３２７Ｓ、Ｐ３２９Ａ、Ｄ２６５ＡおよびＤ２７０Ａは結合を低下させ
た。すべてのＦｃＲについて上記で特定された残基に加えて、Ｆｃ受容体ＩＩＩＡへの結
合を４０％またはそれ以上低下させた付加的なＩｇＧ１残基は次のとおりである：Ｓｅｒ
２３９、Ｓｅｒ２６７（Ｇｌｙのみ）、Ｈｉｓ２６８、Ｇｌｕ２９３、Ｇｌｎ２９５、Ｔ
ｙｒ２９６、Ａｒｇ３０１、Ｖａｌ３０３、Ｌｙｓ３３８およびＡｓｐ３７６。ＦｃＲＩ
ＩＩＡへの結合を改善した変異体は、Ｔ２５６Ａ、Ｋ２９０Ａ、Ｓ２９８Ａ、Ｅ３３３Ａ
、Ｋ３３４ＡおよびＡ３３９Ｔを含む。Ｌｙｓ４１４は、ＦｃＲＩＩＡおよびＦｃＲＩＩ
Ｂについての結合の４０％低下を示し、Ａｒｇ４１６は、ＦｃＲＩＩＡおよびＦｃＲＩＩ
ＩＡについての３０％低下、Ｇｌｎ４１９は、ＦｃＲＩＩＡへの３０％低下およびＦｃＲ
ＩＩＢへの４０％低下を示し、およびＬｙｓ３６０はＦｃＲＩＩＩＡへの２３％の改善を
示した。Ｐｒｅｓｔａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｔｒａｎｓ．（２００
１）３０，４８７－４９０も参照のこと。
【０２３２】
　たとえばその全体が参照によりここに組み込まれる、米国特許第６，１９４，５５１号
は、ヒトＩｇＧ　Ｆｃ領域内でアミノ酸位置３２９、３３１または３２２に（Ｋａｂａｔ
　ｎｕｍｂｅｒｉｎｇを使用）突然変異を含む、変化したエフェクター機能を有する変異
体を述べており、それらのうちの一部は低いＣ１ｑ結合またはＣＤＣ活性を示す。もう１
つの例として、その全体が参照によりここに組み込まれる、米国特許第６，７３７，０５
６号は、ヒトＩｇＧ　Ｆｃ領域内でアミノ酸位置２３８、２３９、２４８、２４９、２５
２、２５４、２５５、２５６、２５８、２６５、２６７、２６８、２６９、２７０、２７
２、２７６、２７８、２８０、２８３、２８５、２８６、２８９、２９０、２９２、２９
４、２９５、２９６、２９８、３０１、３０３、３０５、３０７、３０９、３１２、３１
５、３２０、３２２、３２４、３２６、３２７、３２９、３３０、３３１、３３３、３３
４、３３５、３３７、３３８、３４０、３６０、３７３、３７６、３７８、３８２、３８
８、３８９、３９８、４１４、４１６、４１９、４３０、４３４、４３５、４３７、４３
８または４３９で（Ｋａｂａｔ　ｎｕｍｂｅｒｉｎｇを使用）に突然変異を含む、変化し
たエフェクター機能またはＦｃγ受容体結合を有する変異体を述べており、その一部は、
低いＡＤＣＣまたはＣＤＣ活性に結びつく受容体結合プロフィールを示す。これらのうち
で、アミノ酸位置２３８、２６５、２６９、２７０、３２７または３２９の突然変異はＦ
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ｃＲＩへの結合を低下させると述べられており、アミノ酸位置２３８、２６５、２６９、
２７０、２９２、２９４、２９５、２９８、３０３、３２４、３２７、３２９、３３３、
３３５、３３８、３７３、３７６、４１４、４１６、４１９、４３５、４３または４３９
の突然変異はＦｃＲＩＩへの結合を低下させると述べられており、およびアミノ酸位置２
３８、２３９、２４８、２４９、２５２、２５４、２６５、２６８、２６９、２７０、２
７２、２７８、２８９、２９３、２９４、２９５、２９６、３０１、３０３、３２２、３
２７、３２９、３３８、３４０、３７３、３７６、３８２、３８８、３８９、４１６、４
３４、４３５または４３７における突然変異はＦｃＲＩＩＩへの結合を低下させると述べ
られている。
【０２３３】
　その全体が参照によりここに組み込まれる、米国特許第５，６２４，８２１号は、重鎖
のアミノ酸残基３１８、３２０または３２２を突然変異させることによってマウス抗体の
Ｃ１ｑ結合活性を変化させることができ、残基２９７（Ａｓｎ）を置換することは溶解活
性の除去を生じさせると報告している。
【０２３４】
　その全体が参照によりここに組み込まれる、米国特許出願２００４０１３２１０１号は
、アミノ酸位置２４０、２４４、２４５、２４７、２６２、２６３、２６６、２９９、３
１３、３２５、３２８または３３２（Ｋａｂａｔ　ｎｕｍｂｅｒｉｎｇを使用）またはア
ミノ酸位置２３４、２３５、２３９、２４０、２４１、２４３、２４４、２４５、２４７
、２６２、２６３、２６４、２６５、２６６、２６７、２６９、２９６、２９７、２９８
、２９９、３１３、３２５、３２７、３２８、３２９、３３０または３３２（Ｋａｂａｔ
　ｎｕｍｂｅｒｉｎｇを使用）に突然変異を有する変異体を述べており、そのうちアミノ
酸位置２３４、２３５、２３９、２４０、２４１、２４３、２４４、２４５、２４７、２
６２、２６３、２６４、２６５、２６６、２６７、２６９、２９６、２９７、２９８、２
９９、３１３、３２５、３２７、３２８、３２９、３３０または３３２の突然変異は、Ａ
ＤＣＣ活性を低下させ得るまたはＦｃγ受容体への結合を低下させ得る。
【０２３５】
　その全体が参照によりここに組み込まれる、Ｃｈａｐｐｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ
　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．１９９１；８８（２０）：９０３６－４０
は、ＩｇＧ１の細胞親和作用がその重鎖ＣＨ２ドメインの内在特性であることを報告する
。ＩｇＧ１のアミノ酸残基２３４－２３７のいずれかにおける単一点突然変異は、その活
性を有意に低下させたまたは排除した。完全な結合活性を回復するにはＩｇＧ１の残基２
３４－２３７（ＬＬＧＧ）の全部のＩｇＧ２およびＩｇＧ４への置換が必要であった。Ｅ
ＬＬＧＧＰ配列全体（残基２３３－２３８）を含むＩｇＧ２抗体は、野生型ＩｇＧ１より
も活性であることが認められた。
【０２３６】
　その全体が参照によりここに組み込まれる、Ｉｓａａｃｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．１９９８；１６１（８）：３８６２－９は、ＦｃγＲ結合のために決定的に重
要なモチーフ内の突然変異が（グルタミン酸２３３がプロリンに、ロイシン／フェニルア
ラニン２３４がバリンに、およびロイシン２３５がアラニンに）標的細胞の除去を完全に
妨げたことを報告する。グルタミン酸３１８のアラニンへの突然変異は、マウスＩｇＧ２
ｂのエフェクター機能を排除し、同時にヒトＩｇＧ４の効力を低下させた。
【０２３７】
　その全体が参照によりここに組み込まれる、Ａｒｍｏｕｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．２００３；４０（９）：５８５－９３は、野生型ＩｇＧ１より少なくとも
１０倍低い効率で活性化受容体、ＦｃγＲＩＩａと反応するが、阻害性受容体ＦｃγＲＩ
Ｉｂへの結合は４倍だけ低い、ＩｇＧ１変異体を特定した。アミノ酸２３３－２３６の領
域内および／またはアミノ酸位置３２７、３３０および３３１において突然変異を作製し
た。その全体が参照によりここに組み込まれる、国際公開番号第ＷＯ９９／５８５７２号
参照。



(56) JP 2008-535491 A 2008.9.4

10

20

30

40

50

【０２３８】
　その全体が参照によりここに組み込まれる、Ｘｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈ
ｅｍ．１９９４；２６９（５）：３４６９－７４は、ＩｇＧ１　Ｐｒｏ３３１をＳｅｒに
突然変異させることはＣ１ｑ活性を著明に低下させ、溶解活性を実質的に排除したと報告
する。これに対し、ＩｇＧ４内のＳｅｒ３３１のＰｒｏへの置換は、ＩｇＧ４　Ｐｒｏ３
３１変異体に部分的溶解活性（４０％）を与えた。
【０２３９】
　その全体が参照によりここに組み込まれる、Ｓｃｈｕｕｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ，．Ｍｏ
ｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２００１；３８（ｌ）：ｌ－８は、重鎖間結合形成に関与するヒン
ジシステインの１個、Ｃｙｓ２２６をセリンに突然変異させることはより安定な重鎖間結
合を生じさせたと報告している。ＩｇＧ４ヒンジ配列Ｃｙｓ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒ－Ｃｙｓを
ＩｇＧ１ヒンジ配列Ｃｙｓ－Ｐｒｏ－Ｐｒｏ－Ｃｙｓに突然変異させることも、重鎖間の
共有結合相互作用を著明に安定化する。
【０２４０】
　その全体が参照によりここに組み込まれる、Ａｎｇａｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．１９９３；３０（ｌ）：１０５－８は、ＩｇＧ４内のアミノ酸位置２１４の
セリンをプロリン（ＩｇＧ１およびＩｇＧ２内のその位置に認められる）に突然変異させ
ることは、均一な抗体の産生、ならびにもとのキメラＩｇＧ４と比較して血清半減期の延
長および組織分布の改善を導いた。
【０２４１】
　本発明はまた、改善されたＡＤＣＣ活性を示す、フコシル化の不在または低下を有する
抗体分子を含む、変化したエフェクター活性を生じさせる変化した炭水化物構造を有する
抗体分子の生産を考慮する。これを達成するための様々な方法が当技術分野において公知
である。たとえばＡＤＣＣエフェクター活性は、ＣＨ２ドメインのＡｓｎ２９７における
Ｎ結合型グリコシル化の炭水化物構造に依存することが示された、ＦｃγＲＩＩＩ受容体
への抗体分子の結合によって媒介される。非フコシル化抗体は高い親和性でこの受容体に
結合し、天然のフコシル化抗体よりも効率的にＦｃγＲＩＩＩ媒介性エフェクター機能の
引き金を引く。たとえばα－１，６－フコシルトランスフェラーゼ酵素がノックアウトさ
れたＣＨＯ細胞における非フコシル化抗体の組換え生産は、１００倍高いＡＤＣＣ活性を
有する抗体を生じさせる［Ｙａｍａｎｅ－Ｏｈｎｕｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌ　Ｂｉｏｅｎｇ．２００４　Ｓｅｐ　５；８７（５）：６１４－２２］。同様の作
用は、たとえばｓｉＲＮＡまたはアンチセンスＲＮＡ処理を通して、フコシル化経路内の
この酵素または他の酵素の活性を低下させること、前記酵素をノックアウトするための細
胞系を工作すること、または選択的グリコシル化阻害剤と共に培養することを通して達成
できる［Ｒｏｔｈｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｍｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９８９　Ｄｅｃ
；２６（１２）：１１１３－２３］。一部の宿主細胞株、たとえばＬｅｃ１３またはラッ
トハイブリドーマＹＢ２／０細胞系は、より低いフコシル化レベルを有する抗体を天然で
生産する。Ｓｈｉｅｌｄｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２００２　Ｊｕｌ
　２６；２７７（３０）：２６７３３－４０；Ｓｈｉｎｋａｗａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂ
ｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２００３　Ｊａｎ　３１；２７８（５）：３４６６－７３。たとえば
ＧｎＴＩＩＩ酵素を過剰発現する細胞において抗体を組換え生産することを通して、二分
岐炭水化物のレベルの上昇もＡＤＣＣ活性を上昇させることが測定された。Ｕｍａｎａ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１９９９　Ｆｅｂ；１７（２）：１７６
－８０。２個のフコース残基の１個だけの欠如がＡＤＣＣ活性を上昇させるのに十分であ
り得ると予測された
。Ｆｅｒｒａｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２００５　Ｄｅｃ　５；［
印刷に先立つウエブでの公開］。
【０２４２】
　（他の共有結合修飾）
　抗体の共有結合修飾も本発明の範囲内に含まれる。それらは、適用できる場合は、化学
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合成によってあるいは抗体の酵素的または化学的切断によって作製し得る。抗体の他の種
類の共有結合修飾は、抗体の標的アミノ酸残基を、選択側鎖あるいはＮまたはＣ末端残基
と反応することができる有機誘導体化剤と反応させることによって分子に導入される。
【０２４３】
　システイニル残基は、最も一般的には、カルボキシメチルまたはカルボキシアミドメチ
ル誘導体を与えるために、クロロ酢酸またはクロロアセトアミドなどのα－ハロアセテー
ト（及び対応するアミン）と反応させる。システイニル残基はまた、ブロモトリフルオロ
アセトン、．α．－ブロモ－β－（５－イミドゾイル）プロピオン酸、リン酸クロロアセ
チル、Ｎ－アルキルマレイミド、３－ニトロ－２－ピリジルジスルフィド、メチル２－ピ
リジルジスルフィド、ｐ－クロロマーキュリ安息香酸塩、２－クロロマーキュリ－４－ニ
トロフェノールまたはクロロ－７－ニトロベンゾ－２－オキサ－１，３－ジアゾールとの
反応によって誘導体化される。
【０２４４】
　ヒスチジル残基は、ｐＨ５．５－７．０でジエチルピロカルボン酸塩と反応させること
によって誘導体化される。この物質がヒスチジル側鎖に比較的特異的であるためである。
パラ－ブロモフェナシルブロミドも有用である；反応は、好ましくはｐＨ６．０の０．１
Ｍカコジル酸ナトリウム中で実施される。
【０２４５】
　リシニルおよびアミノ末端残基は、コハク酸または他のカルボン酸無水物と反応させる
。これらの物質による誘導体化は、リシニル残基の電荷を逆にする作用を有する。．α．
－アミノ含有残基を誘導体化するための他の適切な試薬は、メチルピコリンイミデートな
どのイミドエステル、リン酸ピリドキサール、ピリドキサール、クロロボロヒドリド、ト
リニトロベンゼンスルホン酸、Ｏ－メチルイソ尿素、２，４－ペンタンジオン、およびグ
リコキシレートとのトランスアミナーゼ触媒反応を含む。
【０２４６】
　アルギニル残基は、１またはいくつかの従来の試薬、中でも特にフェニルグリオキサー
ル、２，３－ブタンジオン、１，２－シクロヘキサンジオンおよびニンヒドリンとの反応
によって修飾される。アルギニン残基の誘導体化は、グアニジン官能基の高いｐＫａのた
め、反応がアルカリ条件下で実施されることを必要とする。さらに、これらの試薬はリシ
ンの基ならびにアルギニンε－アミノ基と反応し得る。
【０２４７】
　チロシル残基の特異的修飾は、特にチロシル残基へのスペクトル標識の導入を対象とし
て、芳香族ジアゾニウム化合物またはテトラニトロメタンとの反応によって作製し得る。
最も一般的には、Ｎ－アセチルイミダゾールおよびテトラニトロメタンが、それぞれＯ－
アセチルチロシル種および３－ニトロ誘導体を形成するために使用される。チロシル残基
は、放射免疫測定法における使用のための標識タンパク質を調製するために１２５Ｉまた
は１３１Ｉを用いてヨウ素化される。
【０２４８】
　カルボキシル側鎖基（アスパルチルまたはグルタミル）は、カルボジイミド（Ｒ－Ｎ．
ｄｂｄ．Ｃ．ｄｂｄ．Ｎ－Ｒ’［式中、ＲおよびＲ’は、１－シクロヘキシル－３－（２
－モルホリニル－４－エチル）カルボジイミドまたは１－エチル－３－（４－アゾニア－
４，４－ジメチルペンチル）カルボジイミドなどの、異なるアルキル基である］）との反
応によって選択的によって修飾される。さらに、アスパルチルおよびグルタミル残基は、
アンモニウムイオンとの反応によってアスパラギニルおよびグルタミニル残基に変換され
る。
【０２４９】
　グルタミニルおよびアスパラギニル残基は、それぞれ対応するグルタミルおよびアスパ
ルチル残基へと頻繁に脱アミド化される。これらの残基は、中性または塩基性条件下で脱
アミド化される。これらの残基の脱アミド化形態は本発明の範囲内に含まれる。
【０２５０】
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　他の修飾は、プロリンおよびリシンのヒドロキシル化、セリルまたはトレオニル残基の
ヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニンおよびヒスチジン側鎖の．α．－アミノ
基のメチル化（Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　
ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃ
ｏ．，Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ｐｐ．７９－８６（１９８３））、Ｎ－末端アミン
のアセチル化、および何らかのＣ－末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【０２５１】
　もう１つの種類の共有結合修飾は、配糖体を化学的または酵素的に抗体に結合すること
を含む。これらの工程は、ＮまたはＯ結合型グリコシル化のためのグリコシル化能力を有
する宿主細胞における抗体の生産を必要としないという点で有利である。使用する結合様
式に依存して、糖を、（ａ）アルギニンおよびヒスチジン、（ｂ）遊離カルボキシル基、
（ｃ）システインのもののような遊離スルフヒドリル基、（ｄ）セリン、トレオニンまた
はヒドロキシプロリンのもののような遊離ヒドロキシル基、（ｅ）フェニルアラニン、チ
ロシンまたはトリプトファンのもののような芳香族残基、または（ｆ）グルタミンのアミ
ド基に結合し得る。これらの方法は、１９８７年９月１１日公開の国際公開番号第ＷＯ８
７／０５３３０号、およびＡｐｌｉｎ　ａｎｄ　Ｗｒｉｓｔｏｎ，ＣＲＣ　Ｃｒｉｔ．Ｒ
ｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，ｐｐ．２５９－３０６（１９８１）に述べられている。
【０２５２】
　抗体上に存在する何らかの炭水化物部分の除去は、化学的または酵素的に実施し得る。
化学的脱グリコシル化は、トリフルオロメタンスルホン酸化合物、または等価化合物への
抗体の暴露を必要とする。この処理は、抗体を無傷のまま残しながら、連結糖（Ｎ－アセ
チルグルコサミンまたはＮ－アセチルガラクトサミン）以外の大部分または全部の糖の切
断を生じさせる。化学的脱グリコシル化は、Ｈａｋｉｍｕｄｄｉｎ，ｅｔ　ａｌ．Ａｒｃ
ｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．２５９：５２（１９８７）およびＥｄｇｅ　ｅｔ
　ａｌ．Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１１８：１３１（１９８１）によって述べられて
いる。抗体上の炭水化物部分の酵素的切断は、Ｔｈｏｔａｋｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．Ｍｅｔ
ｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１３８：３５０（１９８７）によって述べられているように様々な
エンドおよびエキソグリコシダーゼの使用によって達成できる。
【０２５３】
　抗体のもう１つの種類の共有結合修飾は、抗体を様々な非タンパク質性ポリマー、たと
えばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、ポリオキシエチル化ポリオル
、ポリオキシエチル化ソルビトール、ポリオキシエチル化グルコース、ポリオキシエチル
化グリセロール、ポリオキシアルキレン、またはデキストランなどの多糖ポリマーの１つ
に連結することを含む。そのような方法は当技術分野において公知であり、たとえば米国
特許第４，６４０，８３５号；同第４，４９６，６８９号；同第４，３０１，１４４号；
同第４，６７０，４１７号；同第４，７９１，１９２号、同第４，１７９，３３７号、同
第４，７６６，１０６号、同第４，１７９，３３７号、同第４，４９５，２８５号、同第
４，６０９，５４６号または欧州特許第ＥＰ３１５４５６号参照。
【０２５４】
　（遺伝子療法）
　適切な細胞への治療用抗体の送達は、物理的ＤＮＡ導入法（たとえばリポソームまたは
化学処理）の使用またはウイルスベクター（たとえばアデノウイルス、アデノ関連ウイル
スまたはレトロウイルス）の使用を含む、当技術分野で公知の何らかの適切なアプローチ
の使用によってエクスビボ、インサイチューまたはインビボでの遺伝子治療によって実施
することができる。たとえばインビボ治療のためには、所望抗体をコードする核酸を、単
独であるいはベクター、リポソームまたは沈殿物と組み合わせて、直接被験者に注入でき
、一部の実施形態では、抗体化合物の発現が望ましい部位に注入してもよい。エクスビボ
治療のためには、被験者の細胞を取り出し、核酸をこれらの細胞に導入して、改変細胞を
直接または、たとえば患者に移植する多孔膜に被包して被験者に戻す。たとえば米国特許
第４，８９２，５３８号および同第５，２８３，１８７号参照。核酸を生存可能細胞に導
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入するために使用可能な様々な手法がある。手法は、核酸を、インビトロで培養細胞に、
またはインビボで意図する宿主の細胞に導入するかどうかに依存して異なる。インビトロ
での哺乳動物細胞への核酸の導入に適する手法は、リポソームの使用、電気穿孔法、微量
注入法、細胞融合、ＤＥＡＥ－デキストラン法、およびリン酸カルシウム沈殿法を含む。
核酸のエクスビボ送達のために一般的使用されるベクターはレトロウイルスである。
【０２５５】
　他のインビボでの核酸導入手法は、ウイルスベクター（アデノウイルス、単純ヘルペス
Ｉ型ウイルスまたはアデノ関連ウイルス）および脂質に基づくシステムによるトランスフ
ェクションを含む。核酸およびトランスフェクション試薬は、場合によりマイクロ粒子と
結合される。例示的なトランスフェクション試薬は、リン酸カルシウムまたは塩化カルシ
ウム共沈、ＤＥＡＥ－デキストランを介したトランスフェクション、第四級アンモニウム
両親媒物質ＤＯＴＭＡ（ＧＩＢＣＯ－ＢＲＬによりＬｉｐｏｆｅｃｔｉｎとして市販され
ている、（ジオレオイルオキシプロピル）トリメチルアンモニウムブロミド）（Ｆｅｌｇ
ｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
８４，７４１３－７４１７；Ｍａｌｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６　６０７７－６０８１）；ペンデントトリメチル
アンモニウム頭部を有する親油性グルタミン酸ジエステル（Ｉｔｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９
９０）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　１０２３，１２４－１３２）；カチ
オン脂質ジオクタデシルアミドグリシルスペルミン（ＤＯＧＳ，Ｔｒａｎｓｆｅｃｔａｍ
，Ｐｒｏｍｅｇａ）およびジパルミトイルホスファチジルエタノールアミルスペルミン（
ＤＰＰＥＳ）（Ｊ．　Ｐ．Ｂｅｈｒ（１９８６）Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．２
７，５８６１－５８６４；Ｊ．Ｐ．Ｂｅｈｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８６，６９８２－６９８６）などの代謝性親脂質；代
謝性第四級アンモニウム塩（ＤＯＴＢ、Ｎ－（１－［２，３－ジオレオイルオキシ］プロ
ピル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムメチルスルフェート（ＤＯＴＡＰ）（Ｂｏ
ｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ）、ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）、ジオレオイル
エステル、ＣｈｏＴＢ、ＣｈｏＳＣ、ＤＯＳＣ）（Ｌｅｖｅｎｔｉｓ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９０）Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｉｎｔｅｒ：２２，２３５－２４１）；３β［Ｎ－（Ｎ’，Ｎ
’－ジメチルアミノエタン）－カルバモイル］コレステロール（ＤＣ－Ｃｈｏｌ）、１：
１混合物中のジオレオイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）／３β［Ｎ－（
Ｎ’，Ｎ’－ジメチルアミノエタン）－カルバモイル］コレステロールＤＣ－Ｃｈｏｌ（
Ｇａｏ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　１０
６５，８－１４）、スペルミン、スペルミジン、リポポリアミン（Ｂｅｈｒ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ，１９９４，５：３８２－３８９）、親油性ポ
リリシン（ＬＰＬＬ）（Ｚｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９１）Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏ
ｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　９３９，８－１８）、過剰のホスファチジルコリン／コレステロー
ルと［［（１，１，３，３－テトラメチルブチル）クレゾキシ］エトキシ］エチル］ジメ
チルベンジルアンモニウムヒドロキシド（ＤＥＢＤＡヒドロキシド）（Ｂａｌｌａｓ　ｅ
ｔ　ａｌ．，（１９８８）Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　９３９，８－１
８）、セチルトリメチルアンモニウムブロミド（ＣＴＡＢ）／ＤＯＰＥ混合物（Ｐｉｎｎ
ａｄｕｗａｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，（１９８９）Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔ
ａ　９８５，３３－３７）、ＤＯＰＥとグルタミン酸（ＴＭＡＧ）の親油性ジエステル、
ＣＴＡＢ、ＤＥＢＤＡ、ジドデシルアンモニウムブロミド（ＤＤＡＢ）、およびホスファ
チジルエタノールアミンと混合したステアリルアミン（Ｒｏｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，（１９
９１）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　１０，５２０－５２５）、ＤＤＡＢ／ＤＯＰＥ（Ｔｒ
ａｎｓｆｅｃｔＡＣＥ，ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ）、およびオリゴガラクトース担持脂質を含
む。導入の効率を高める例示的なトランスフェクションエンハンサー試薬は、たとえばＤ
ＥＡＥ－デキストラン、ポリブレン、リソソーム破壊ペプチド（ｌｙｓｏｓｏｍｅ－ｄｉ
ｓｒｕｐｔｉｖｅ　ｐｅｐｔｉｄｅ）（Ｏｈｍｏｒｉ　Ｎ　Ｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ　Ｊｕｎ．２７，１９９７；２３５（３



(60) JP 2008-535491 A 2008.9.4

10

20

30

40

50

）：７２６－９）、コンドロイタンに基づくプロテオグリカン、硫酸化プロテオグリカン
、ポリエチレンイミン、ポリリシン（Ｐｏｌｌａｒｄ　Ｈ　ｅｔ　ａｌ．Ｊ　Ｂｉｏｌ　
Ｃｈｅｍ，１９９８　２７３（１３）：７５０７－１１）、インテグリン結合ペプチドＣ
ＹＧＧＲＧＤＴＰ、線状デキストランノナサッカリド、グリセロール、オリゴヌクレオチ
ドの３’末端ヌクレオシド間結合で連結されたコレステリル基（Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ，Ｒ
．Ｌ．１９８９　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８６：（１７）：６
５５３－６）、リソホスファチド、リソホスファチジルコリン、リソホスファチジルエタ
ノールアミン、および１－オレオイルリソホスファチジルコリンを含む。
【０２５６】
　一部の状況では、核酸含有ベクターを標的細胞に向かわせる物質と共に核酸を送達する
ことが望ましいと考えられる。そのような「ターゲティング」分子は、標的細胞上の細胞
表面膜タンパク質に特異的な抗体、または標的細胞上の受容体についてのリガンドを含む
。リポソームを使用する場合は、ターゲティングのためおよび／または取込みを促進する
ためにエンドサイトーシスに関連する細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質を使用
し得る。そのようなタンパク質の例は、特定細胞型に親和性のキャプシドタンパク質およ
びそのフラグメント、サイクリングにおいてインターナリゼーションを受けるタンパク質
についての抗体、および細胞内局在を標的し、細胞内半減期を上昇させるタンパク質を含
む。他の実施形態では、受容体を介したエンドサイトーシスが使用できる。そのような方
法は、たとえばＷｕ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７またはＷａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９
９０に述べられている。現在公知の遺伝子マーキングおよび遺伝子治療プロトコールの総
説については、Ａｎｄｅｒｓｏｎ　１９９２参照。また、国際公開番号第ＷＯ９３／２５
６７３号およびその中で引用される参考文献も参照のこと。遺伝子治療テクノロジーのさ
らなる総説については、Ｆｒｉｅｄｍａｎｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４４：１２７５－１２
８１（１９８９）；Ａｎｄｅｒｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ，ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　ｔｏ　ｖ
ｏｌ．３９２，ｎｏ　６６７９，ｐｐ．２５－３０（１９９８）；Ｖｅｒｍａ，Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ　Ａｍｅｒｉｃａｎ：６８－８４（１９９０）；およびＭｉｌｌｅｒ，Ｎａ
ｔｕｒｅ，３５７：　４５５４６０（１９９２）参照。
【０２５７】
　（スクリーニング方法）
　有効な治療は、重大な毒性を持たない有効な物質を特定することに依存する。抗体は、
当技術分野で公知の方法によって結合親和性に関してスクリーニングし得る。たとえばゲ
ルシフトアッセイ、ウエスタンブロット法、放射標識競合アッセイ、クロマトグラフィー
による共分画、共沈、架橋、ＥＬＩＳＡ等が使用でき、これらは、たとえばその全体が参
照によりここに組み込まれる、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（１９９９）Ｊｏｈ
ｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，ＮＹに述べられている。
【０２５８】
　最初にｔｍ－ＰＴＰε上の所望エピトープ（たとえばｔｍ－ＰＴＰεの細胞外ドメイン
）に結合する抗体に関してスクリーニングするために、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ，Ｅｄ　Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｄａｖｉｄ　Ｌａｎｅ（１９８８）に述べら
れているような常套的なクロスブロッキングアッセイを実施することができる。未知の抗
体を、本発明のｔｍ－ＰＴＰε特異的抗体へのｔｍ－ＰＴＰεの結合を阻害する能力によ
って特性決定する、常套的な競合結合アッセイも使用し得る。エピトープマッピングは、
Ｃｈａｍｐｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０：１３８８－１３９４（
１９９５）に述べられている。
【０２５９】
　インビトロ結合アッセイの１つの変法では、本発明は、（ａ）固定化したｔｍ－ＰＴＰ
εを候補抗体と接触させること、および（ｂ）ｔｍ－ＰＴＰεへの候補抗体の結合を検出
すること、の工程を含む方法を提供する。選択的実施形態では、候補抗体を固定化し、ｔ
ｍ－ＰＴＰεの結合を検出する。固定化は、支持体、ビーズまたはクロマトグラフィー樹
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脂への共有結合、ならびに抗体結合などの非共有結合の高親和性相互作用、または固定化
化合物がビオチン部分を含む、ストレプトアビジン／ビオチン結合の使用を含む、当技術
分野で周知の方法のいずれかを用いて達成される。結合の検出は、（ｉ）固定化されてい
ない化合物上の放射性標識を使用して、（ｉｉ）非固定化化合物の蛍光標識を使用して、
（ｉｉｉ）非固定化化合物に免疫特異的な抗体を使用して、（ｉｖ）固定化化合物が結合
している蛍光支持体を励起する非固定化化合物上の標識を使用して、ならびに当技術分野
において周知であり、常套的に実施される他の手法を用いて達成できる。
【０２６０】
　ｔｍ－ＰＴＰεの活性または発現を調節する（すなわち上昇させる、低下させるまたは
ブロックする）抗体は、推定上の調節剤を、ｔｍ－ＰＴＰεを発現する細胞と共にインキ
ュベートし、ｔｍ－ＰＴＰεの活性または発現への推定上の調節剤の作用を測定すること
によって特定し得る。ｔｍ－ＰＴＰεポリペプチドまたはポリヌクレオチドの活性を調節
する抗体の選択性は、ｔｍ－ＰＴＰεポリペプチドまたはポリヌクレオチドへのその作用
を他の関連化合物へのその作用と比較することによって評価できる。選択的調節剤は、た
とえばｔｍ－ＰＴＰεポリペプチドまたはｔｍ－ＰＴＰεポリペプチドをコードする核酸
に特異的に結合する抗体および他のタンパク質、ペプチドまたは有機分子を含み得る。ｔ
ｍ－ＰＴＰε活性の調節剤は、ｔｍ－ＰＴＰεポリペプチドの正常または異常活性が関与
する疾患および生理的状態の処置において治療上有用である。
【０２６１】
　癌を予防するまたは治療する上で潜在的に有用な化合物は様々なアッセイを用いてスク
リーニングし得る。たとえば候補アンタゴニストを、最初に、ｔｍ－ＰＴＰεの二量体化
を誘導するその能力および／またはＳｒｃ脱リン酸化を誘導するときにｔｍ－ＰＴＰεを
中和するその能力を測定するための培養細胞系において特性決定し得る。
【０２６２】
　特定ｔｍ－ＰＴＰε抗体またはｔｍ－ＰＴＰε抗体の組合せの抗腫瘍活性は、適切な動
物モデルを使用してインビボで評価し得る（Ｌｏｕｋｏｐｏｕｌｏｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐ
ａｎｃｒｅａｓ，２９（３）：１９３－２０３（２００４））。加えて，特定ｔｍ－ＰＴ
Ｐε抗体の抗腫瘍活性は、たとえばｃ－Ｓｒｃ脱リン酸化またはパキシリンリン酸化、Ｓ
ｒｃキナーゼ活性、またはｔｍ－ＰＴＰεシグナル伝達の他の指標を検定することによっ
て評価し得る。加えて、ここで述べるような増殖アッセイ、軟寒天アッセイおよび／また
は細胞傷害アッセイを含む細胞アッセイが、特定ｔｍ－ＰＴＰε抗体を評価するために使
用し得る。
【０２６３】
　本発明はまた、ｔｍ－ＰＴＰεポリペプチドの生物学的活性と相互作用するまたは生物
学的活性を阻害する（たとえば酵素活性、結合活性等を阻害する）抗体を特定するための
ハイスループットスクリーニング（ＨＴＳ）アッセイを包含する。ＨＴＳアッセイは多数
の化合物を効率的にスクリーニングすることを可能にする。細胞ベースのＨＴＳシステム
は、ｔｍ－ＰＴＰεポリペプチドとそれらの結合パートナーの間の相互作用を検討するた
めに考慮される。ＨＴＳアッセイは、それらから所望特性を改善するための修飾を設計す
ることができる、「ヒット」または「先導」化合物を特定するように設計される。「ヒッ
ト」または「先導」化合物の化学修飾は、しばしば「ヒット」とｔｍ－ＰＴＰεポリペプ
チドの間の特定可能な構造／活性関係に基づく。
【０２６４】
　本発明のもう１つの態様は、ｔｍ－ＰＴＰεを抗体と接触させること、および抗体がｔ
ｍ－ＰＴＰεの活性を変化させるかどうかを判定することを含む、ｔｍ－ＰＴＰεの活性
を調節する（すなわち低下させる）抗体を特定する方法を対象とする。試験抗体の存在下
での活性を試験抗体の不在下での活性と比較する。試験抗体を含む試料の活性が試験抗体
を欠く試料における活性よりも低い場合、抗体は阻害活性を有する。
【０２６５】
　（抗体複合体）
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　抗ｔｍ－ＰＴＰε抗体は、それらの「裸の」または非複合形態で投与してもよく、また
は他の治療薬または診断薬と直接複合してもよく、またはそのような他の治療薬または診
断薬を含む担体ポリマーに間接的に複合してもよい。
【０２６６】
　抗体は、放射性同位体、親和性標識（ビオチン、アビジン等）、酵素標識（ホースラデ
ィッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ等）、蛍光または発光または生物発
光標識（ＦＩＴＣまたはローダミン等）、常磁性原子等の使用を通して検出可能に標識す
ることができる。そのような標識化を達成するための手順は当技術分野において周知であ
る；たとえば（Ｓｔｅｒｎｂｅｒｇｅｒ，Ｌ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅ
ｍ．Ｃｙｔｏｃｈｅｍ．１８：３１５（１９７０）；Ｂａｙｅｒ，Ｅ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．
，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍ．６２：３０８（１９７９）；Ｅｎｇｖａｌ，Ｅ．ｅｔ　ａｌ．
，Ｉｍｍｕｎｏｌ．１０９：１２９（１９７２）；Ｇｏｄｉｎｇ，Ｊ．Ｗ．Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．１３：２１５（１９７６））参照。
【０２６７】
　抗体部分の複合は、米国特許第６，３０６，３９３号に述べられている。一般的手法も
、Ｓｈｉｈ　ｅｔ．ａｌ．，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　４１：８３２－８３９（１９８
８）；Ｓｈｉｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　４６：１１０１－１１０６
（１９９０）；およびＳｈｉｈ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第５，０５７，３１３号に記述
されている。この一般的方法は、酸化炭水化物部分を有する抗体成分を、少なくとも１個
の遊離アミン官能基を有し、複数の薬剤、毒素、キレート化剤、ホウ素付加物（ｂｏｒｏ
ｎ　ａｄｄｅｎｄｓ）、または他の治療薬が負荷されている担体ポリマーと反応させるこ
とを含む。この反応は最初のシッフ塩基（イミン）結合を生じさせ、それを第二級アミン
に還元することによって安定化して、最終複合体を形成することができる。
【０２６８】
　担体ポリマーは、たとえばアミノデキストランまたは少なくとも５０アミノ酸残基のポ
リペプチドであり得る。薬剤または他の物質を担体ポリマーに複合するための様々な手法
が当技術分野において公知である。ポリペプチド担体を網のデキストランの代わりに使用
することができるが、ポリペプチド担体は、鎖内に少なくとも５０アミノ酸残基、好まし
くは１００－５０００アミノ酸残基を有するべきである。アミノ酸の少なくとも一部は、
リシン残基あるいはグルタミン酸またはアスパラギン酸残基であるべきである。リシン残
基のペンダントアミンおよびグルタミン酸およびアスパラギン酸のペンダントカルボキシ
レートは、薬剤、毒素、免疫調節剤、キレート化剤、ホウ素付加物または他の治療物質を
結合するために好都合である。適切なポリペプチド担体の例は、ポリリシン、ポリグルタ
ミン酸、ポリアスパラギン酸、それらのコポリマー、および生じる負荷担体と複合物に望
ましい溶解特性を与える、これらのアミノ酸と他の物質、たとえばセリンの混合ポリマー
を含む。
【０２６９】
　あるいは、複合抗体は、抗体成分を治療物質と直接複合することによって製造できる。
一般的な手順は、治療物質を酸化抗体成分に直接結合することを除き、間接複合方法と同
様である。たとえば抗体の炭水化物部分を、半減期を延長させるためにポリエチレングリ
コールに結合することができる。
【０２７０】
　あるいは、治療物質を、ジスルフィド結合形成によってまたはＮ－スクシニル３－（２
－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）などのヘテロ二官能性架橋剤を用いて還
元抗体成分のヒンジ領域で結合することができる。Ｙｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃ
ａｎｃｅｒ　５６：２４４（１９９４）。そのような複合のための一般的な手法は当技術
分野において周知である。たとえばＷｏｎｇ，Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｃｒｏｓｓ－Ｌｉｎｋｉｎｇ（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓ
ｓ　１９９１）；Ｕｐｅｓｌａｃｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｂｙ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，”ｉｎ　Ｍｏｎ
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ｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃ
ａｔｉｏｎｓ，Ｂｉｒｃｈ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），ｐａｇｅｓ　１８７－２３０（
Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．１９９５）；Ｐｒｉｃｅ，“Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａ
ｎｄ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｐｅｐｔｉｄｅ
－Ｄｅｒｉｖｅｄ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，”ｉｎ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ：Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，Ｅｎｉｎｅｅｒｉｎｇ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ
　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｒｉｔｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），ｐａｇｅｓ　６
０－８４（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ　１９９５）参照。
様々な二官能性タンパク質カップリング剤が当技術分野で公知であり、Ｎ－スクシンイミ
ジル－３－（２－ピリジルジチオール）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（
ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（ジメチルアジピミデートＨＣＬなど）、活性
エステル（ジスクシンイミジルスベレートなど）、アルデヒド（グルタルアルデヒドなど
）、ビス－アジド化合物（ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミンなど）、ビス
－ジアゾニウム誘導体（ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミンなど
）ジイソシアネート（トリエン、２，６－ジイソシアネートなど）、およびビス活性フッ
素化合物（１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼンなど）などがある。
【０２７１】
　最後に、１またはそれ以上の抗ｔｍ－ＰＴＰε抗体部分ともう１つ別のポリペプチドを
含む融合タンパク質を構築することができる。抗体融合タンパク質を作製する方法は当技
術分野において周知である。たとえば米国特許第６，３０６，３９３号参照。インターロ
イキン－２部分を含む抗体融合タンパク質が、Ｂｏｌｅｔｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ．Ｏ
ｎｃｏｌ．６：９４５（１９９５），Ｎｉｃｏｌｅｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｇ
ｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．２：１６１（１９９５），Ｂｅｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：７８２６（１９９６），Ｈａｎｋ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．２：１９５１（１９９６），およびＨｕ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５６：４９９８（１９９６）によって記述されてい
る。
【０２７２】
　（免疫複合体）
　本発明はまた、化学療法剤、毒素（たとえば、そのフラグメントおよび／または変異体
を含む、酵素的に活性な毒素または細菌、真菌、植物または動物起源の酵素的に活性な毒
素）、プロドラッグなどの細胞傷害性物質、または免疫調節剤、ホルモンまたはホルモン
アンタゴニスト、および酵素または酵素阻害剤などのもう１つ別の作用物質、色素原また
は染料などの光活性治療物質、血管新生阻害剤、代替抗体またはそのフラグメント、また
は放射性同位体（すなわち放射性複合体）に複合した抗体を含む免疫複合体に関する（総
説については、Ｓｃｈｒａｍａ　ｅｔ　ａｌ．，（２００６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅ
ｗｓ　５：１４７－１５９参照）。
【０２７３】
　そのような免疫複合体の生成において有用な化学療法剤は上述したとおりである。抗体
と、カリケアマイシン、メイタンシン（米国特許第５，２０８，０２０号）、トリコテン
、デュオカルマイシン（「超強力毒素（Ｕｌｔｒａ　Ｐｏｔｅｎｔ　Ｔｏｘｉｎｓ）」と
しても知られる；一般にＬｉｌｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，（２００４）Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　
ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　１１；ｐ．８９７－９０６参照）およびＣＣ－１０６５などの
１またはそれ以上の低分子毒素の複合体もここで考慮される。
【０２７４】
　本発明の１つの好ましい実施形態では、抗体を１またはそれ以上のメイタンシン分子に
複合する（たとえば１抗体分子につき約１－約１０メイタンシン分子）。メイタンシンは
、たとえばＭａｙ－ＳＳ－Ｍｅに変換することができ、それをＭａｙ－ＳＨ３に還元し、
修飾抗体と反応させて（Ｃｈａｒｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５
２：　１２７－１３１（１９９２））、メイタンシノイド－抗体免疫複合体を生成し得る
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。あるいは、選択される薬剤は、約１０－１１ＭのＩＣ５０を有する（総説についてはＰ
ａｙｎｅ（２００３）Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ　３：２０７－２１２参照）極めて強力な
メイタンシン誘導体ＤＭ１（Ｎ２’－デアセチル－Ｎ２’－（３－メルカプト－１－オキ
ソプロピル）－メイタンシン）（たとえば２００２年１２月１２日公開の国際公開番号第
ＷＯ０２／０９８８８３号参照）、またはＤＭ４（Ｎ２’－デアセチル－Ｎ２’（４－メ
チル－４－メルカプト－１－オキソペンチル）－メイタンシン）（たとえば２００４年１
２月２日公開の国際公開番号第ＷＯ２００４／１０３２７２号参照）であり得る。
【０２７５】
　興味深いもう１つの免疫複合体は、１またはそれ以上のカリケアマイシン分子に複合し
た抗腫瘍細胞抗原抗体を含む。カリケアマイシンファミリーの抗生物質は、ピコモル以下
の濃度で二本鎖ＤＮＡ切断を生じさせることができる。使用し得るカリケアマイシンの構
造的類似体は、γ１

Ｉ、α２
Ｉ、α３

Ｉ、Ｎ－アセチル－γ１
Ｉ、ＰＳＡＧおよびθ１

Ｉ

を含むが、これらに限定されない（Ｈｉｎｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ　５３：３３３６－３３４２（１９９３）およびＬｏｄｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５８：２９２５－２９２８（１９９８））。また、参照によ
り明白にここに組み込まれる米国特許第５，７１４，５８６号；同第５，７１２，３７４
号；同第５，２６４，５８６号；および同第５，７７３，００１号も参照のこと。
【０２７６】
　さらにもう１つのアプローチは、腫瘍細胞抗原抗体を、多くの癌において過剰産生され
る酵素によってその活性形態で放出され得るプロドラッグに複合することを含む。たとえ
ば抗体複合体は、活性成分がプラスミンによって複合体から放出される、ドキソルビシン
のプロドラッグ形態と共に作製することができる。プラスミンは多くの癌組織において過
剰産生されることが知られている（Ｄｅｃｙ　ｅｔ　ａｌ，（２００４）ＦＡＳＥＢ　Ｊ
ｏｕｒｎａｌ　１８（３）：５６５－５６７参照）。
【０２７７】
　使用できる酵素的に活性な毒素およびそのフラグメントは、ジフテリアＡ鎖、ジフテリ
ア毒素の非結合活性フラグメント、外毒素Ａ鎖（緑膿菌から）、シュードモナス外毒素、
リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシンＡ鎖、α－サルシン、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ　ｆｏ
ｒｄｉｉタンパク質、ジアンチンタンパク質、Ｐｈｙｔｏｌａｃａ　ａｍｅｒｉｃａｎａ
タンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩおよびＰＡＰ－Ｓ）、リボヌクレアーゼ（Ｒｎａｓｅ
）、デオキシリボヌクレアーゼ（Ｄｎａｓｅ）、アメリカヤマゴボウ抗ウイルスタンパク
質、Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ　ｃｈａｒａｎｔｉａ阻害剤、クルシン、クロチン、Ｓａｐａｏ
ｎａｒｉａ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ阻害剤、ゲロニン、マイトジェリン、レストリクト
シン、フェノマイシン、ネオマイシンおよびトリコテセンを含む。たとえば１９９３年１
０月２８日公開の国際公開番号第ＷＯ９３／２１２３２号参照。低い内因性免疫原性およ
び癌細胞が毒素に対して耐性になる可能性を低下させる作用機構（たとえば細胞傷害性機
構対細胞増殖抑制性機構）を有する毒素が特に好ましい。
【０２７８】
　本発明の抗体と免疫調節剤の間で形成される複合体が考慮される。たとえば免疫刺激性
オリゴヌクレオチドが使用できる。これらの分子は、抗原特異的抗体応答を惹起すること
ができる強力な免疫原である（Ｄａｔｔａ　ｅｔ　ａｌ，（２００３）Ａｎｎ　Ｎ．Ｙ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　１００２：１０５－１１１参照）。付加的な免疫調節化合物は、「Ｓ
１因子」などの幹細胞増殖因子、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）などのリンホトキシン、インタ
ーロイキンなどの造血因子、顆粒球－コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）または顆粒球マク
ロファージ刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）などのコロニー刺激因子（ＣＳＦ）、インターフェ
ロンα、βまたはγなどのインターフェロン（ＩＦＮ）、エリスロポエチン、およびトロ
ンボポエチンを含み得る。
【０２７９】
　様々な放射性同位体が放射複合抗腫瘍細胞抗原抗体の生産のために使用可能である。治
療用放射複合体は、３２Ｐ、３３Ｐ、４７Ｓｃ、５９Ｆｅ、６４Ｃｕ、６７Ｃｕ、７５Ｓ
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ｅ、７７Ａｓ、８９Ｓｒ、９０Ｙ、９９Ｍｏ、１０５Ｒｈ、１０９Ｐｄ、Ａｇ－Ｉ１１、
１２５Ｉ、１３１Ｉ、１４２Ｐｒ、１４３Ｐｒ、１４９Ｐｍ、１５３Ｓｍ、１６１Ｔｈ、
１６６Ｈｏ、１６９Ｅｒ、１７７Ｌｕ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１８９Ｒｅ、１９４Ｉ
ｒ、１９８Ａｕ、１９９Ａｕ、２１１Ｐｂ、２１２Ｐｂ、および２１３Ｂｉ、５８Ｃｏ、
６７Ｇａ、８０Ｂｒｍ、９９Ｔｃｍ、１０３Ｒｈｍ、１０９Ｐｔ、Ｉｎ－ｉｌｌ、１１９

Ｓｂ、１－１２５、１６１Ｈｏ、１８９Ｏｓｍ、１９２Ｉｒ、１５２Ｄｙ、２１１Ａｔ、
２１２Ｂｉ、２２３Ｒａ、２１９Ｒｎ、２１５Ｐｏ、２１１Ｂｉ、２２５Ａｃ、２２１Ｆ
ｒ、２１７Ａｔ、２１３Ｂｉ、２５５Ｆｍおよびそれらの組合せを用いて作製できる。加
えて、ホウ素、ガドリニウムまたはウラン原子が使用でき、ホウ素原子は、好ましくは１

０Ｂ、ガドリニウム原子は１５７Ｇｄ、およびウラン原子は２３５Ｕである。
【０２８０】
　好ましくは、治療用放射性核種複合体は、２０～１０，０００ｋｅＶのエネルギーを備
えた放射性核種を有する。放射性核種は、１０００ｋｅＶ以下のエネルギーを有するオー
ジェ放射体、２０～５０００ｋｅＶのエネルギーを有するＰ放射体、あるいは２０００～
１０，０００ｋｅＶのエネルギーを有するアルファまたは「α」放射体であり得る。
【０２８１】
　診断用放射複合体は、放射性核種が２０～１０，０００ｋｅＶのエネルギーを有する、
γ、βまたは陽電子放射性同位体である放射性核種を含み得る。放射性核種は、１８Ｆ、
５１Ｍｎ、５２ｍＭｎ、５２Ｆｅ、５５Ｃｏ、６２Ｃｕ、６４Ｃｕ、６８Ｇａ、７２Ａｓ
、７５Ｂｒ、７６Ｂｒ、８２ｍＲｂ、８３Ｓｒ、８６ｙ、８９Ｚｒ、９４ｍＴｃ、ＩＩｎ
、１２０ｉ、１２４ｉ、５１Ｃｒ、５７Ｃｏ、５８Ｃｏ、５９Ｆｅ、６７ＣＵ、６７Ｇａ
、７５Ｓｅ、９７Ｒｕ、９９ｍＴｃ、ＩｌｌＩｎ、１１４ｍＩｎ、１２３ｉ、１２５ｉ、
１３１ｉ、１６９、１９７Ｈｇおよび２１Ｔｌの群から選択され得る。
【０２８２】
　さらなる種類の診断用免疫複合体が考慮される。本発明の抗体またはフラグメントは、
光活性である診断薬または造影剤に連結し得る。光活性化合物は、色素原または染料など
の化合物を含み得る。造影剤は、たとえば常磁性イオンであり得、前記イオンは、クロム
（ＩＩＩ）、マンガン（ＩＩ）、鉄（ＩＩＩ）、鉄（ＩＩ）、コバルト（ＩＩ）、ニッケ
ル（ＩＩ）、銅（ＩＩ）、ネオジム（ＩＩＩ）、サマリウム（ＩＩＩ）、イッテルビウム
（ＩＩＩ）、ガドリニウム（ＩＩＩ）、バナジウム（ＩＩ）、テルビウム（ＩＩＩ）、ジ
スプロシウム（ＩＩＩ）、ホルミウム（ＩＩＩ）およびエルビウム（ＩＩＩ）の群から選
択される金属を含む。造影剤はまた、ヨウ素、イリジウム、バリウム、ガリウムおよびタ
リウム化合物などの、Ｘ線手技またはコンピュータ断層撮影法において使用される放射線
不透過性化合物でもよい。放射線不透過性化合物は、バリウム、ジアトリゾエート、エチ
オダイズド油、クエン酸ガリウム、イオカルム酸、イオセタム酸、ヨーダミド、ヨージパ
ミド、ヨードキサム酸、イオグラミド、イオヘキソール、イオパミドール、イオパノ酸、
イオプロセム酸、イオセファム酸、イオセル酸、イオスラミドメグルミン、イオスメト酸
、イオタスル、イオテトル酸、イオタラム酸、イオトロクス酸、イオキサグル酸、イオキ
ソトリゾ酸、イポダート、メグルミン、メトリザミド、メトリゾエート、プロピリオドン
および塩化タリウムの群から選択され得る。あるいは、診断用免疫複合体は、本発明の抗
体に複合したガス充填リポソームなどの超音波増強剤を含み得る。診断用免疫複合体は、
腫瘍または癌の診断および検出の術中、内視鏡または脈管内方法を含むが、これらに限定
されない様々な手法のために使用し得る。
【０２８３】
　抗体と細胞傷害性薬剤の複合体は、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ
ール）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）
シクロヘキサン－１－カルボキシレート、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二
官能性誘導体（ジメチルアジピミデートＨＣＬなど）、活性エステル（ジスクシンイミジ
ルスベレートなど）、アルデヒド（グルタルアルデヒドなど）、ビス－アジド化合物（ビ
ス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミンなど）、ビス－ジアゾニウム誘導体（ビス
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－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミンなど）ジイソシアネート（トリエ
ン、２，６－ジイソシアネートなど）、およびビス活性フッ素化合物（１，５－ジフルオ
ロ－２，４－ジニトロベンゼンなど）などの様々な二官能性タンパク質カップリング剤を
用いて作製し得る。たとえばリシン免疫毒素は、Ｖｉｔｅｔｔａ　ｅｔ　ａｌ．Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　２３８：１０９８（１９８７）に述べられているように製造できる。炭素１４標
識１－イソチオシアナトベンジル－３－メチルジエチレントリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴ
ＰＡ）は、抗体への放射性核種の複合のための例示的なキレート化剤である。国際公開番
号第ＷＯ９４／１１０２６号参照。リンカーは、細胞内での細胞傷害性薬剤の放出を促進
する「開裂性リンカー」であり得る。たとえば酸不安定リンカー、ペプチダーゼ感受性リ
ンカー、ジメチルリンカーまたはジスルフィド含有リンカー（Ｃｈａｒｉ　ｅｔ　ａｌ．
Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５２：１２７－１３１（１９９２））が使用し得る。
薬剤は、さらに、炭水化物部分を通して本発明の抗体に連結し得る。
【０２８４】
　あるいは、抗腫瘍細胞抗原抗体と細胞傷害性薬剤を含む融合タンパク質は、たとえば組
換え手法またはペプチド合成によって作製し得る。
【０２８５】
　さらにもう１つの実施形態では、腫瘍のプレターゲティングにおける使用のために抗体
を「受容体」（ストレプトアビジンなど）に複合してもよく、この場合、抗体－受容体複
合体を患者に投与し、次に清澄化剤を用いて非結合複合体を循環から除去して、その後細
胞傷害性薬剤（たとえば放射性核種）に複合したリガンド（たとえばアビジン）を投与す
る。
【０２８６】
　抗腫瘍細胞抗原抗体は、さらに、標的細胞リソソーム内でのみ放出される細胞傷害性分
子に複合し得る。たとえば薬剤モノメチルオーリスタチン（ＭＭＡＥ）を、抗体複合体の
インターナリゼーション後にタンパク質分解性リソソーム酵素カテプシンＢによって開裂
される、バリン－シトルリン結合によって複合することができる（たとえば２００３年４
月３日公開の国際公開番号第ＷＯ０３／０２６５７７号参照）。あるいは、ヒドラゾン官
能基を開裂性部分として含む酸不安定リンカーを用いてＭＭＡＥを抗体に結合することが
できる（たとえば２００２年１１月１１日公開の国際公開番号第ＷＯ０２／０８８１７２
号参照）。
【０２８７】
　（併用療法）
　動物モデルにおいて有効な２つ以上のｔｍ－ＰＴＰε抗体を特定したため、癌に対する
さらに改善された効果を提供するために２またはそれ以上のそのようなｔｍ－ＰＴＰε抗
体を混合することはさらに有利であると考えられる。１またはそれ以上のｔｍ－ＰＴＰε
抗体を含む組成物は、癌に罹患している、または癌に罹患する素因がある人または哺乳動
物に投与し得る。ｔｍ－ＰＴＰε抗体はまた、細胞傷害性薬剤または癌化学療法剤などの
もう１つ別の治療薬と共に投与し得る。２つの治療薬の同時投与は、薬剤がそれらの治療
作用を及ぼしている期間に重複がある限り、薬剤を同時にまたは同じ経路で投与すること
を必要としない。異なる日数または週数での投与と同様に、同時または連続投与が考慮さ
れる。
【０２８８】
　本発明の方法は、単一抗ｔｍ－ＰＴＰε抗体の投与ならびに種々の抗体の組合せまたは
「カクテル」を考慮する。そのような抗体カクテルは、それらが異なるエフェクター機構
を利用する抗体を含む、または細胞傷害性抗体を免疫エフェクター機能に基づく抗体と直
接組み合わせるため、ある種の利点を有すると考えられる。併用でのそのような抗体は、
相乗治療作用を示し得る。
【０２８９】
　細胞傷害性薬剤は、細胞の機能を阻害するまたは妨げるおよび／または細胞の破壊を引
き起こす物質を指す。この用語は、放射性同位体（たとえばＩ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０
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およびＲｅ１８６）、化学療法剤、および細菌、真菌、植物または動物起源の酵素的に活
性な毒素または合成毒素などの毒素、またはそれらのフラグメントを含むことが意図され
ている。非細胞傷害性薬剤は、細胞の機能を阻害しないまたは妨げないおよび／または細
胞の破壊を引き起こさない物質を指す。非細胞傷害性薬剤は、ビーズ、リポソーム、マト
リックスまたは粒子を含み得る（たとえば参照によりここに組み込まれる、米国特許公開
第２００３／００２８０７１号および同第２００３／００３２９９５号参照）。そのよう
な薬剤は、本発明に従った抗体と複合、共役、連結または結合し得る。
【０２９０】
　癌化学療法剤は、限定を伴わずに、カルボプラチンおよびシスプラチンなどのアルキル
化剤；ナイトロジェンマスタードアルキル化剤；カルムスチン（ＢＣＮＵ）などのニトロ
ソ尿素アルキル化剤；メトトレキサートなどの代謝拮抗物質；フォリン酸；プリン類似体
代謝拮抗物質、メルカプトプリン；フルオロウラシル（５－ＦＵ）およびゲンシタビン（
Ｇｅｍｚａｒ（登録商標））などのピリミジン類似体代謝拮抗物質；ゴセレリン、ロイプ
ロリドおよびタモキシフェンなどのホルモン抗腫瘍薬；アルデスロイキン、インターロイ
キン－２、ドセタキセル、エトポシド（ＶＰ－１６）、インターフェロンα、パクリタキ
セル（Ｔａｘｏｌ（登録商標））およびトレチノイン（ＡＴＲＡ）などの天然抗腫瘍薬；
ブレオマイシン、ダクチノマイシン、ダウノルビシン、ドキソルビシン、ダウノマイシン
およびミトマイシンＣを含むミトマイシンなどの抗生物質天然抗腫瘍薬；およびビンブラ
スチン、ビンクリスチン、ビンデシンなどのビンカアルカロイド天然抗腫瘍薬；アセグラ
トン、アドリアマイシン、イフォスファミド、エノシタビン、エピチオスタノール、アク
ラルビシン、アンシタビン、ニムスチン、塩酸プロカルバシン、カルボコン、カルボプラ
チン、カルモフール、クロモマイシンＡ３、抗腫瘍性多糖類、抗腫瘍性血小板因子、シク
ロホスファミド（Ｃｙｔｏｘｉｎ（登録商標））、スキゾフィラン、シタラビン（シトシ
ンアラビノシド）、ダカルバジン、チオイノシン、チオテパ、テガフール、ドラスタチン
、オーリスタチンなどのドラスタチン類似体、ＣＰＴ－１１（イリノテカン）、ミトザン
トロン、ビノレルビン、テニポシド、アミノプテリン、カルミノマイシン、エスペラミシ
ン（たとえば米国特許第４，６７５，１８７号参照）、ネオカルジノスタチン、ＯＫ－４
３２、ブレオマイシン、フルツロン、ブロクスウリジン、ブスルファン、ホンバン、ペプ
ロマイシン、ベスタチン（Ｕｂｅｎｉｍｅｘ（登録商標））、インターフェロンβ、メピ
チオスタン、ミトブロニトール、メルファラン、ラミニンペプチド、レンチナン、Ｃｏｒ
ｉｏｌｕｓ　ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ（カワラタケ）抽出物、テガフール／ウラシル、エス
トラムスチン（エストロゲン／メクロレタミン）を含む。
【０２９１】
　さらに、癌患者のための治療薬として使用される付加的な薬剤は、ＥＰＯ、Ｇ－ＣＳＦ
、ガンシクロビル；抗生物質、ロイプロリド；メペリジン、ジドブジン（ＡＺＴ）；突然
変異体および類似体を含む、インターロイキン１－１８；インターフェロンα、βおよび
γなどのインターフェロンまたはサイトカイン；黄体化ホルモン放出ホルモン（ＬＨＲＨ
）および類似体および性腺刺激ホルモン放出ホルモン（ＧｎＲＨ）などのホルモン；トラ
ンスフォーミング増殖因子β（ＴＧＦ－β）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、神経成長
因子（ＮＧＦ）、成長ホルモン放出因子（ＧＨＲＦ）、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、線維芽
細胞増殖因子相同因子（ＦＧＦＨＦ）、肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）およびインスリン増殖
因子（ＩＧＦ）などの増殖因子；腫瘍壊死因子α＆β（ＴＮＦ－α＆β）；浸潤抑制因子
－２（ＩＩＦ－２）；骨誘導因子１－７（ＢＭＰ１－７）；ソマトスタチン；サイモシン
α－１；γ－グロブリン；スーパーオキシドジスムターゼ（ＳＯＤ）；補体因子；抗血管
新生因子；抗原性物質；およびプロドラッグを含む。
【０２９２】
　プロドラッグは、親薬剤に比べて腫瘍細胞に対する細胞傷害性が低いまたは非細胞傷害
性であり、活性なまたはより活性な親形態へと酵素的に活性化され得るまたは変換され得
る、医薬的に活性な物質の前駆体または誘導体を指す。たとえばＷｉｌｍａｎ，“Ｐｒｏ
ｄｒｕｇｓ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ”Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
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　Ｓｏｃｉｅｔｙ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ，１４，ｐｐ．３７５－３８２，６１５ｔ
ｈ　Ｍｅｅｔｉｎｇ　Ｂｅｌｆａｓｔ（１９８６）およびＳｔｅｌｌａ　ｅｔ　ａｌ．，
“Ｐｒｏｄｒｕｇｓ：Ａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　Ｔａｒｇｅｔｅ
ｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ，”Ｄｉｒｅｃｔｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ，
Ｂｏｒｃｈａｒｄｔ　ｅｔ　ａｌ．，（ｅｄ．），ｐｐ．２４７－２６７，Ｈｕｍａｎａ
　Ｐｒｅｓｓ（１９８５）参照。プロドラッグは、リン酸含有プロドラッグ、チオリン酸
含有プロドラッグ、硫酸含有プロドラッグ、ペプチド含有プロドラッグ、Ｄアミノ酸修飾
プロドラッグ、グリコシル化プロドラッグ、β－ラクタム含有プロドラッグ、場合により
置換されたフェノキシアセトアミド含有プロドラッグまたは場合により置換されたフェニ
ルアセトアミド含有プロドラッグ、より活性な細胞傷害性遊離薬剤に変換され得る５－フ
ルオロシトシンおよび他の５－フルオロウリジンプロドラッグを含むが、これらに限定さ
れない。ここでの使用のためにプロドラッグ形態に誘導退化することができる細胞傷害性
薬剤の例は、上述した化学療法剤を含むが、これらに限定されない。
【０２９３】
　（投与および製剤）
　本発明の方法の実施において使用される抗ｔｍ－ＰＴＰε抗体は、所望送達方法に適し
た担体を含む医薬組成物に製剤し得る。適切な担体は、抗ｔｍ－ＰＴＰε抗体と組み合わ
せたとき、抗体の抗腫瘍機能を保持し、被験者の免疫系と非反応性であるいかなる物質も
含む。例は、滅菌リン酸緩衝食塩水、静菌水等のような多くの標準医薬担体のいずれかを
含むが、これらに限定されない。様々な水性担体、たとえば水、緩衝水、０．４％食塩水
、０．３％グリシン等が使用でき、および軽度の化学修飾等に供される、アルブミン、リ
ポタンパク質、グロブリン等のような安定性上昇のための他のタンパク質を含み得る。
【０２９４】
　抗体の治療用製剤は、所望純度を有する抗体を任意の生理的に許容される担体、賦形剤
または安定剤と混合することにより、凍結乾燥製剤または水溶液の形態で、保存のために
調製される（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ　１６ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｏｓｏｌ，Ａ．Ｅｄ．（１９８０））。許容される担体
、賦形剤または安定剤は、使用される用量および濃度で受容者に非毒性であり、およびリ
ン酸塩、クエン酸塩および他の有機酸などの緩衝剤；アスコルビン酸およびメチオニンを
含む抗酸化剤；防腐剤（塩化オクタデシルジメチルベンジルアンモニウム、塩化ヘキサメ
トニウム；塩化ベンザルコニウム、塩化ベンゼトニウム；フェノール、ブチルまたはベン
ジルアルコール；メチルまたはプロピルパラベンなどのアルキルパラベン；カテコール；
レゾルシノール；シクロヘキサノール；３－ペンタノール；およびｍ－クレゾールなど）
；低分子量（約１０残基以下）ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチンまたは免疫グロ
ブリンなどのタンパク質；ポリビニルピロリドンなどの親水性ポリマー；グリシン、グル
タミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニンまたはリシンなどのアミノ酸；単糖類、
二糖類およびグルコース、マンノースまたはデキストリンを含む他の炭水化物；ＥＤＴＡ
などのキレート化剤；スクロース、マンニトール、トレハロースまたはソルビトールなど
の糖；ナトリウムなどの塩形成対イオン；金属錯体（たとえばＺｎ－タンパク質錯体）；
および／またはＴＷＥＥＮ（商標）、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳ（商標）またはポリエチレング
リコール（ＰＥＧ）などの非イオン性界面活性剤を含む。
【０２９５】
　ここでの製剤はまた、治療される特定適応症のための必要に応じて２以上の活性化合物
、好ましくは互いに有害な作用を及ぼさない補足的な活性を有するものを含み得る。たと
えば免疫抑制剤をさらに提供することが望ましいと考えられる。そのような分子は、意図
される目的のために有効な量で組み合わされて適切に存在する。
【０２９６】
　有効成分はまた、たとえばコアセルベーション手法によってまたは界面重合によって製
造されるマイクロカプセル、たとえばそれぞれヒドロキシメチルセルロースまたはゼラチ
ンマイクロカプセルおよびポリ（メチルメタクリレート）マイクロカプセル、コロイド状
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薬剤送達システム（たとえばリポソーム、アルブミンミクロスフェア、マイクロエマルジ
ョン、ナノ粒子およびナノカプセル）またはマクロエマルジョンに封入し得る。そのよう
な手法は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
　１６ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｏｓｏｌ，Ａ．Ｅｄ．（１９８０）に開示されている。
【０２９７】
　インビボ投与のために使用される製剤は無菌でなければならない。これは、滅菌ろ過膜
を通したろ過によって容易に達成される。
【０２９８】
　抗体は、非経口的、皮下、腹腔内、肺内および鼻内、および所望する場合は局所治療の
ための、病巣内投与を含む、何らかの適切な手段によって投与される。非経口的注入は、
静脈内、動脈内、腹腔内、筋肉内、皮内または皮下投与を含む。加えて、抗体はパルス注
入によって、特に抗体の漸減用量で、適切に投与される。好ましくは、投与は注射によっ
て、最も好ましくは、一部には投与が短期であるか慢性的であるかに依存して、静脈内ま
たは皮下注射によって行われる。局所、特に経皮、経粘膜、直腸、経口または、たとえば
所望部位の近くに設置されたカテーテルを通しての、局所投与を含む、他の投与方法も考
慮される。
【０２９９】
　本発明のための組成物は、たとえば顆粒、粉末、錠剤、カプセル、シロップ、坐薬、注
射、乳剤、エリキシル、懸濁液または溶液に形態であり得る。本発明の組成物は、様々な
投与経路用に、たとえば経口投与、鼻投与、直腸投与、皮下注射、静脈内注射、筋肉内注
射または腹腔内注射による投与用に製剤することができる。以下の剤型は例として示すも
のであり、本発明を限定すると解釈されるべきではない。
【０３００】
　注射用剤型は、一般に適切な分散剤または湿潤剤と懸濁化剤を用いて製造し得る水性懸
濁液または油性懸濁液を含む。注射用形態は、溶媒または希釈剤で製造される、溶液相ま
たは懸濁液の形態であり得る。許容される溶媒または賦形剤は、滅菌水、リンガー液また
は等張食塩水を含む。あるいは、滅菌油を溶媒または懸濁化剤として使用し得る。好まし
くは、天然または合成油、脂肪酸、モノ、ジまたはトリグリセリドを含む、油または脂肪
酸は非揮発性である。
【０３０１】
　注射のために、医薬製剤および／または薬剤は、上述したような適切な溶液による再溶
解に適した粉末であり得る。これらの例は、凍結乾燥、回転乾燥または噴霧乾燥粉末、無
定形粉末、顆粒、沈殿物または微粒子を含むが、これらに限定されない。注射のために、
製剤は、場合により安定剤、ｐＨ調整剤、界面活性剤、バイオアベイラビリティ－調整剤
およびこれらの組合せを含み得る。
【０３０２】
　持続放出製剤を製造し得る。持続放出製剤の適切な例は、抗体を含む固体疎水性ポリマ
ーの半透性マトリックスを含み、前記マトリックスは、成形品、たとえばフィルムまたは
マイクロカプセルの形態である。持続放出マトリックスの例は、ポリエステル、ヒドロゲ
ル（たとえばポリ（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）、またはポリ（ビニルアル
コール））、ポリラクチド（米国特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ－グルタミン酸とイ
ルエチル－Ｌ－グルタメートのコポリマー、非分解性エチレン－ビニルアセテート、Ｌｕ
ｐｒｏｎ　Ｄｅｐｏｔ（商標）（乳酸－グリコール酸コポリマーと酢酸ロイプロリドから
なる注射用ミクロスフェア）などの分解性乳酸－グリコール酸コポリマー、およびポリ－
Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸を含む。エチレン－ビニルアセテートおよび乳酸－グリ
コール酸などのポリマーは１００日間以上にわたる分子の放出を可能にするが、ある種の
ヒドロゲルはより短い期間タンパク質を放出する。封入された抗体が長期間体内にとどま
るとき、３７℃で湿気に暴露される結果として変性または凝集し、生物学的活性の喪失お
よび免疫原性の変化を生じさせ得る。関与する機序に依存して、安定化のために合理的な
戦略を講じることができる。たとえば凝集機序が、チオ－ジスルフィド交換を通しての分
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子間Ｓ－Ｓ結合形成であることが発見された場合、スルフヒドリル残基を修飾すること、
酸性溶液から凍結乾燥すること、水分含量を制御すること、適切な添加物を使用すること
、および特異的ポリマーマトリックス組成物を開発することによって安定化を達成し得る
。
【０３０３】
　本発明の製剤は、短時間作用性、迅速放出性、長時間作用性、またはここで述べるよう
な持続放出性に設計し得る。それゆえ、医薬製剤はまた、制御放出用または徐放用に製剤
し得る。
【０３０４】
　本発明の組成物はまた、たとえばミセルまたはリポソーム、または他の何らかの封入形
態を含み得るか、または長期間の保存および／または送達作用を与えるために長期放出形
態で投与し得る。それゆえ、医薬製剤および薬剤は、ペレットまたはシリンダーに圧縮し
、デポー注射としてまたはステントなどの移植片として筋肉内または皮下的に移植し得る
。そのような移植片は、シリコーンおよび生分解性ポリマーなどの公知の不活性材料を使
用し得る。
【０３０５】
　上述した代表的剤型のほかに、医薬的に許容される賦形剤および担体は一般に当業者に
公知であり、それゆえ本発明に包含される。そのような賦形剤および担体は、たとえば参
照によりここに組み込まれる、“Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ”Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ．Ｃｏ．，Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ（１９９１）に
述べられている。
【０３０６】
　詳細な用量は、疾患の状態、被験者の年齢、体重、一般的な健康状態、性別および食事
、投与間隔、投与経路、排泄速度、および薬剤の併用に依存して調整し得る。有効量を含
む上記剤型のいずれもが十分に常套的実験の範囲内であり、それゆえ、十分に本発明の範
囲内である。
【０３０７】
　治療薬として有用なｔｍ－ＰＴＰε抗体は、しばしば他の天然に生じる免疫グロブリン
または他の生物学的分子を実質的に含まずに製造される。好ましいｔｍ－ＰＴＰε抗体は
また、その必要のある被験者に投与したとき最小限の毒性を示す。
【０３０８】
　本発明の組成物は、従来の周知の滅菌手法によって滅菌され得る。生じた溶液は、使用
のために包装されるか、または無菌条件下でろ過され、凍結乾燥されてもよく、凍結乾燥
製剤は投与前に滅菌溶液と組み合わされる。組成物は、ｐＨ調整剤および緩衝剤、張度調
整剤等のような、生理的条件に近づけるために必要とされる、医薬的に許容される補助物
質、たとえば酢酸ナトリウム、乳酸ナトリウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カ
ルシウムおよび安定剤（たとえば１－２０％マルトース等）を含み得る。
【０３０９】
　本発明のｔｍ－ＰＴＰε抗体はまた、リポソームによって投与してもよく、前記リポソ
ームは、薬剤（ここで開示する抗体および、場合により、化学療法剤など）の送達のため
に有用な様々な種類の脂質および／またはリン脂質および／または界面活性剤からなる小
胞である。リポソームは、乳剤、泡、ミセル、不溶性単層、リン脂質分散、ラメラ層等を
含み、ｔｍ－ＰＴＰε抗体を特定組織に標的するためならびにその半減期を上昇させるた
めの媒体として使用できる。たとえば参照によりここに組み込まれる、米国特許第４，８
３７，０２８号および同第５，０１９，３６９号に述べられているような、様々な方法が
リポソームを製造するために使用可能である。
【０３１０】
　抗体を含むリポソームは、Ｅｐｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８２：３６８８（１９８５）；Ｈｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　７７：４０３０（１９８０）；および米国
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特許第４，４８５，０４５号および同第４，５４４，５４５号に述べられているような、
当技術分野で公知の方法によって製造される。高い循環時間を有するリポソームが米国特
許第５，０１３，５５６号に開示されている。特に有用なリポソームは、ホスファチジル
コリン、コレステロールおよびＰＥＧ誘導体化ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ
－ＰＥ）を含む脂質組成物を用いた逆相蒸発法によって生成できる。規定細孔径のフィル
ターを通してリポソームを押出し、所望直径を有するリポソームを生成する。本発明の抗
体のＦａｂ’フラグメントは、ジスルフィド交換反応によってＭａｒｔｉｎ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５７：２８６－２８８（１９８２）に述べられているよ
うにリポソームに複合することができる。化学療法剤（たとえばドキソルビシン）が場合
によりリポソーム内に含まれる［たとえばＧａｂｉｚｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎａｔｉ
ｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．８１（１９）：１４８４（１９８９）参照］。
【０３１１】
　これらの組成物中のｔｍ－ＰＴＰε抗体の濃度は広く変化し得る、すなわち約１０重量
％未満、通常は少なくとも約２５重量％から７５重量％または９０重量％まで変化するこ
とができ、選択される特定投与様式に従って、主として液体容積、粘度等によって選択さ
れる。経口的、局所的および非経口的に投与可能な組成物を製造するための実際の方法は
当業者に公知であるかまたは明白であり、たとえば参照によりここに組み込まれる、Ｒｅ
ｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，１９ｔｈ　ｅｄ
．，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ（１９９５）に詳細
に述べられている。
【０３１２】
　本発明の組成物は、既に癌に罹患しているまたは癌の素因がある哺乳動物に、癌の発症
を予防するまたは少なくとも部分的に停止させるのに十分な量で投与される。これを達成
するための適切な量は「治療有効量」と定義される。ｔｍ－ＰＴＰε抗体の有効量は多様
であり、疾患の重症度および治療される患者の体重と全身状態に依存するが、一般に約１
．０μｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ体重、または約１０μｇ／ｋｇ～約３０ｍｇ／ｋｇ
の範囲であり、各適用あたり約０．１ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇまたは約１ｍｇ／ｋ
ｇ～約１０ｍｇ／ｋｇの用量がより一般的に使用される。たとえば約１０μｇ／ｋｇ～５
ｍｇ／ｋｇまたは約３０μｇ／ｋｇ～１ｍｇ／ｋｇの抗体が、たとえば１回またはそれ以
上の別々の投与によるまたは持続注入による、患者への投与のための初期候補用量である
。投与は、疾患に対する応答および患者の治療忍容性に依存して必要に応じて、毎日、１
日おき、週に１回またはそれ以下の頻度である。４、５、６、７、８、１０または１２週
間またはそれ以上のようなより長期間にわたる維持用量が、所望する疾患症状の抑制が生
じるまで必要とされることがあり、用量は必要に応じて調節され得る。この治療の経過は
従来の手法およびアッセイによって容易に監視される。
【０３１３】
　組成物の単回または反復投与は、治療する医師によって選択される用量レベルとパター
ンで実施され得る。疾患の予防または治療に関して、抗体の適切な用量は、上記で定義し
たように、治療する疾患の種類、疾患の重症度と経過、抗体を予防のために投与するのか
または治療のために投与するのか、過去の治療、患者の病暦および抗体に対する応答、お
よび主治医の裁量に依存する。抗体は、１回でまたは一連の治療で患者に適切に投与され
る。
【０３１４】
　抗体組成物は、医療実施基準（ｇｏｏｄ　ｍｅｄｉｃａｌ　ｐｒａｃｔｉｃｅ）に合致
するように製剤され、用量決定され、投与される。これに関する考慮因子は、治療される
特定疾患、治療される特定哺乳動物、個々の患者の臨床状態、疾患の原因、薬剤の送達部
位、投与方法、投与スケジュール、および医師に既知の他の因子を含む。投与する抗体の
治療有効量はそのような考慮によって決定され、ｔｍ－ＰＴＰεを介した疾患、状態また
は障害を予防する、改善するまたは治療するため、特に癌細胞を治療するため、最も詳細
には腫瘍細胞転移を治療するために必要な最小量である。そのような量は、好ましくは宿
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主に対して毒性であるまたは宿主を感染に対して有意により感受性にする量以下である。
【０３１５】
　抗体は、必ずしもその必要はないが、場合により、対象とする疾患を予防するまたは治
療するために現在使用される１またはそれ以上の薬剤と共に製剤される。たとえば癌では
、抗体は、上述した化学療法剤と共にまたはＡＤＥＰＴにおいて投与され得る。そのよう
な他の薬剤の有効量は、製剤中に存在する抗体の量、疾患、状態または障害または治療の
種類、および上記で論じた他の因子に依存する。これらは一般に、これまで使用されてい
るのと同じ用量および投与経路で、またはこれまで用いられた用量の約１～９９％で使用
される。
【０３１６】
　本発明のもう１つの実施形態では、癌の治療を含む、上述した疾患、障害または状態の
治療のために有用な物質を含む製品が提供される。製品は容器およびラベルを含む。適切
な容器は、たとえばビン、バイアル、注射器および試験管を含む。容器はガラスまたはプ
ラスチックなどの様々な材料から作られ得る。容器は、状態を治療するために有効な組成
物を保持し、無菌アクセス口（たとえば容器は、皮下注射針によって貫通できる栓を備え
た静脈溶液バッグまたはバイアルであり得る）を有し得る。組成物中の有効成分は本発明
の抗体である。容器上のまたは容器と結合したラベルは、組成物が選択状態を治療するた
めに使用されることを表示する。製品は、リン酸緩衝食塩水、リンガー液およびデキスト
ロース溶液などの医薬的に許容される緩衝液を含む第二容器をさらに含み得る。製品は、
他の緩衝液、希釈剤、充填剤、針、注射器、および使用のための指示を伴う添付文書を含
む、商業上および使用者の見地から望ましい他の物質をさらに含み得る。
【０３１７】
　（標識化）
　１つの実施形態では、本発明の癌関連核酸、タンパク質および抗体は標識される。ここ
では「標識された」とは、化合物が、化合物の検出を可能にするために結合された少なく
とも１つの元素、同位体または化合物を有することを意味する。一般に、標識は３つのク
ラスに分類される：ａ）放射性または重同位体であり得る、同位体標識；ｂ）抗体または
抗原であり得る、免疫標識；およびｃ）着色または蛍光染料。標識は、いかなる位置でも
癌関連核酸、タンパク質および抗体に組み込み得る。たとえば標識は、検出可能なシグナ
ルを、直接または間接的に、生じることができるべきである。検出可能部分は、３Ｈ、１

４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓまたは１２５Ｉなどの放射性同位体、フルオレセインイソチオシア
ネート、ローダミンまたはルシフェリンなどの蛍光または化学発光化合物、またはアルカ
リホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼまたはホースラディッシュペルオキシダーゼな
どの酵素であり得る。Ｈｕｎｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ，１４４：９４５（１
９６２）；Ｄａｖｉｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１３：１０１４（１
９７４）；Ｐａｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．，４０：２１９（
１９８１）；およびＮｙｇｒｅｎ，Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．ａｎｄ　Ｃｙｔｏｃｈｅｍ
．，３０：４０７（１９８２）によって述べられている方法を含む、抗体を標識に複合す
るための当技術分野で公知のいかなる方法も使用し得る。
【０３１８】
　（癌表現型の検出）
　ひとたび発現され、必要であれば、精製されると、癌関連タンパク質および核酸は数多
くの適用において有用である。１つの態様では、遺伝子の発現レベルが癌表現型における
種々の細胞状態に関して測定される；すなわち正常組織と癌組織における（及び一部の場
合には、以下で概説するように予後に関連する様々な重症度のリンパ腫に関して）遺伝子
の発現レベルが、発現プロフィールを提供するために評価される。特定細胞状態または発
生点の発現プロフィールは基本的にその状態の「フィンガープリント」である；２つの状
態が同様に発現される何らかの特定遺伝子を有することがあるが、多くの遺伝子を同時に
評価することは細胞状態に固有の遺伝子発現プロフィールの作成を可能にする。種々の状
態の細胞の発現プロフィールを比較することにより、これらの状態の各々においてどの遺
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伝子が重要であるかに関する情報（遺伝子の上方および下方調節を含む）が得られる。そ
の後、特定患者からの組織が正常または癌組織の遺伝子発現プロフィールを有しているか
どうかの診断が為され得るまたは確認され得る。
【０３１９】
　ここで使用する「差次的発現」または等価物は、細胞内および細胞間の、遺伝子の一過
性および／または細胞発現パターンの定性的ならびに定量的相違を指す。それゆえ、差次
的に発現される遺伝子は、たとえば正常対癌組織において、活性化または不活性化を含む
、変化したその発現を定性的に有し得る。すなわち、遺伝子は、もう１つ別の状態と比べ
て、特定状態でスイッチがオンであったりまたはオフであったりし得る。当業者に明白で
あるように、２またはそれ以上の状態の比較を行うことができる。そのような定性的に調
節された遺伝子は、１つのそのような状態または細胞型における標準手法によって検出で
きる、ある状態または細胞型内での発現パターンを示す。あるいは、発現が上昇するまた
は低下するという点で、測定は定量的である；すなわち遺伝子の発現は、上方調節されて
高い量の転写産物を生じるか、または下方調節されて低い量の転写産物を生じる。発現が
異なる度合いは、参照により明白にここに組み込まれる、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｇｅｎ
ｅＣｈｉｐ（登録商標）発現アレイ、Ｌｏｃｋｈａｒｔ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ，１４：１６７５－１６８０（１９９６）の使用などの、以下で概説するよ
うな標準特性決定手法によって定量するのに十分なほど大きいことだけを必要とする。他
の手法は、定量的逆転写酵素ＰＣＲ、ノーザン分析およびＲＮアーゼ保護を含むが、これ
らに限定されない。上記で概説したように、好ましくは、発現の変化（すなわち上方調節
または下方調節）は少なくとも約５０％、より好ましくは少なくとも約１００％、より好
ましくは少なくとも約１５０％、より好ましくは少なくとも約２００％であり、３００か
ら少なくとも１０００％が特に好ましい。
【０３２０】
　当業者に認識されるように、これは、遺伝子転写産物またはタンパク質レベルでの評価
によって為され得る；すなわち、遺伝子発現の量を遺伝子転写産物のＤＮＡまたはＲＮＡ
等価物に対する核酸プローブを用いて監視でき、また遺伝子発現レベル、あるいは最終遺
伝子産物自体（タンパク質）の定量化を、癌関連タンパク質に対する抗体および標準免疫
測定法（ＥＬＩＳＡ等）または質量分析法、二次元ゲル電気泳動等を含む他の手法の使用
を通して監視し得る。それゆえ、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子に対応するタンパク質、すなわち
特定癌表現型、すなわちリンパ腫において重要と特定されたものを、その癌に特異的な診
断試験において評価することができる。
【０３２１】
　もう１つの実施形態では、遺伝子発現の監視を行い、多くの遺伝子を同時に監視する。
しかし、多数のタンパク質発現の監視はまた、発現プロフィールを作成するためにも実施
できる。あるいは、これらのアッセイを個体ベースで実施し得る。
【０３２２】
　１つの実施形態では、癌関連核酸プローブを、特定細胞における癌関連配列の検出と定
量化のためにここで概説するようにバイオチップに結合し得る。アッセイは当技術分野に
おいて公知のように実施される。当業者に認識されるように、あらゆる癌関連配列がプロ
ーブとして使用でき、一部の場合には単一配列アッセイが使用され、また別の実施形態で
はここで述べる複数の配列が使用される。加えて、固相アッセイを説明するが、様々な溶
液ベースのアッセイも実施し得る。
【０３２３】
　もう１つの実施形態では、固体と溶液の両方に基づくアッセイを、正常組織と比較して
癌において上方調節または下方調節される癌関連配列を検出するために使用し得る。癌関
連配列が変化しているが、同じ発現プロフィールまたは変化した発現プロフィールを示す
場合、タンパク質は以下で概説するように検出される。
【０３２４】
　もう１つの実施形態では、癌関連タンパク質をコードする核酸を検出する。癌関連タン
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パク質をコードするＤＮＡまたはＲＮＡを検出し得るが、特に興味深いのは、癌関連タン
パク質をコードするｍＲＮＡを検出する方法である。試料中のｍＲＮＡの存在は、ｔｍ－
ＰＴＰε遺伝子が転写されてｍＲＮＡを形成したことの指標であり、タンパク質が発現さ
れることを示唆する。ｍＲＮＡを検出するためのプローブは、ｍＲＮＡに相補的であり、
ｍＲＮＡと塩基対合する何らかのヌクレオチド／デオキシヌクレオチドプローブであり得
、オリゴヌクレオチド、ｃＤＮＡまたはＲＮＡを含むが、これらに限定されない。プロー
ブはまた、ここで定義するような、検出可能標識を含むべきである。１つの方法では、検
査する核酸をナイロン膜などの固体支持体に固定化し、プローブを試料とハイブリダイズ
した後、ｍＲＮＡを検出する。非特異的結合したプローブを除去するための洗浄後、標識
を検出する。もう１つの方法では、ｍＲＮＡの検出をインサイチューで実施する。この方
法では、透過性を上げた細胞または組織試料を、検出可能に標識した核酸プローブと、プ
ローブが標的ｍＲＮＡとハイブリダイズするのに十分な時間接触させる。非特異的結合プ
ローブを除去するための洗浄後、標識を検出する。たとえば癌関連タンパク質をコードす
るｍＲＮＡに相補的なジゴキシゲニン標識リボプローブ（ＲＮＡプローブ）を、抗ジゴキ
シゲニン二次抗体とジゴキシゲニンの結合によって検出し、ニトロブルーテトラゾリウム
および５－ブロモ－４－クロロ－３－インドイルホスフェートで展開する。
【０３２５】
　ここで述べる３つのクラスのタンパク質（分泌、膜貫通または細胞内タンパク質）のい
ずれもが診断アッセイにおいて使用し得る。癌関連配列を含む癌関連タンパク質、抗体、
核酸、修飾タンパク質および細胞が診断アッセイにおいて使用される。これは、個々の遺
伝子または対応するポリペプチドレベルで、またはアッセイのセットとして実施できる。
【０３２６】
　ここで説明し、定義するように、癌関連タンパク質は、ホジキンおよび非ホジキンリン
パ腫などの、しかしこれらに限定されないリンパ腫を含む、癌のマーカーとして利用でき
る。推定上の癌組織または患者におけるこれらのタンパク質の検出は、癌の種類の判定ま
たは診断を可能にする。当業者に公知の数多くの方法が癌を検出する上で有用である。
【０３２７】
　抗体は、癌関連タンパク質を検出するために使用し得る。好ましい方法は、ゲル（典型
的には変性・還元タンパク質ゲルであるが、等電点焦点化ゲル等を含む他のいかなる種類
のゲルでもよい）での電気泳動によって試料または患者からタンパク質を分離する。タン
パク質の分離後、癌関連タンパク質に対して惹起した抗体での免疫ブロット法によって癌
関連タンパク質を検出する。免疫ブロットの方法は当業者に周知である。そのような方法
において使用する抗体は上述したように標識し得る。
【０３２８】
　もう１つの方法では、癌関連タンパク質に対する抗体をインサイチュー画像化手法にお
いて使用できる。この方法では、細胞を、癌関連タンパク質に対する１個の抗体から多く
の抗体までと接触させる。非特異的抗体結合を除去するための洗浄後、抗体（１個または
それ以上）の存在を検出する。１つの実施形態では、検出可能標識を含む二次抗体と共に
インキュベートすることによって抗体を検出する。もう１つの方法では、癌関連タンパク
質に対する一次抗体が検出可能標識を含む。もう１つの方法では、多数の一次抗体の各々
１個が異なる検出可能標識を含む。この方法は、複数の癌関連タンパク質の同時スクリー
ニングにおいて特に有用である。当業者に認識されるように、数多くの他の組織学的画像
化手法が本発明において有用である。
【０３２９】
　標識は、異なる波長の放出を検出し、識別する能力を有する蛍光光度計で検出し得る。
加えて、蛍光活性化セルソーター（ＦＡＣＳ）が前記方法において使用できる。
【０３３０】
　抗体は、血液試料から癌を診断するときに使用し得る。先に述べたように、ある種の癌
関連タンパク質は分泌／循環分子である。血液試料は、それゆえ、分泌癌関連タンパク質
の存在に関してプローブするまたは試験するための試料として有用である。抗体は、当業
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者に認識されるように、ＥＬＩＳＡ、免疫ブロット法（ウエスタンブロット法）、免疫沈
降法、ＢＩＡＣＯＲＥテクノロジー等を含む先に述べた免疫測定手法のいずれかによって
癌関連タンパク質を検出するために使用できる。
【０３３１】
　組織アレイへの標識癌関連核酸プローブのインサイチューハイブリダイゼーションを実
施し得る。たとえば癌関連組織および／または正常組織を含む組織試料のアレイを作製す
る。その後、当技術分野において公知のようにインサイチューハイブリダイゼーションを
実施することができる。
【０３３２】
　個体と標準品の間での発現フィンガープリントを比較するとき、当業者は診断ならびに
予後判定を下すことができることは了解される。診断を指示する遺伝子が予後を指示する
遺伝子とは異なり得ることがさらに了解される。
【０３３３】
　上述したように、癌関連配列を含む癌関連タンパク質、抗体、核酸、修飾タンパク質お
よび細胞は、予後判定アッセイにおいて使用できる。上記のように、長期的予後の見地か
ら癌、特にリンパ腫の重症度に相関する遺伝子発現プロフィールを作成することができる
。やはりこれは、タンパク質または遺伝子レベルで実施でき、遺伝子の使用が好ましい。
上記のように、癌関連プローブを組織または患者における癌関連配列の検出および定量化
のためにバイオチップに結合する。診断に関して概説したようにアッセイを進める。
【０３３４】
　（ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子および発現産物を標的する薬剤のスクリーニング）
　ここで述べるｔｍ－ＰＴＰε遺伝子配列のいずれもが薬剤スクリーニングアッセイにお
いて使用し得る。ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子配列を含む癌関連タンパク質、抗体、核酸、修飾
タンパク質および細胞は、薬剤スクリーニングアッセイにおいてまたは「遺伝子発現プロ
フィール」またはポリペプチドの発現プロフィールへの薬剤候補因子の作用を評価するこ
とによって使用される。１つの方法では、好ましくは候補因子による処理後の遺伝子を発
現プロフィールに関して観測できるハイスループットスクリーニング手法と組み合わせて
、発現プロフィールを使用する、Ｚｌｏｋａｒｎｉｋ，ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　
２７９，８４－８（１９９８），Ｈｅｉｄ，　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．，
６：９８６－９９４（１９９６）。
【０３３５】
　もう１つの方法では、天然または修飾癌関連タンパク質を含む癌関連タンパク質、抗体
、核酸、修飾タンパク質および細胞をスクリーニングアッセイにおいて使用する。すなわ
ち、本発明は、癌表現型を調節する組成物をスクリーニングするための新規方法を提供す
る。上記のように、これは、遺伝子発現の調節剤またはタンパク質活性の調節剤をスクリ
ーニングすることによって実施できる。同様に、これは、個々の遺伝子またはタンパク質
レベルでまたは「遺伝子発現プロフィール」への薬剤候補因子の作用を評価することによ
って実施し得る。もう１つの実施形態では、好ましくは候補因子による処理後の遺伝子を
発現プロフィールに関して観測できるハイスループットスクリーニング手法と組み合わせ
て、発現プロフィールを使用する、Ｚｌｏｋａｒｎｉｋ、前出参照。
【０３３６】
　ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子が特定されれば、遺伝子発現への物質の作用を評価するための様
々なアッセイを実施し得る。もう１つの実施形態では、個々の遺伝子またはタンパク質レ
ベルでアッセイを実施し得る。すなわち、特定遺伝子が癌において異常調節されると特定
されれば、候補生物活性物質を、遺伝子の調節を変化させるようにスクリーニングし得る
。「調節」は、それゆえ、遺伝子の発現または活性の上昇および低下の両方を含む。調節
の好ましい量は、正常対腫瘍組織における遺伝子発現の最初の変化に依存し、変化は少な
くとも１０％、好ましくは５０％、より好ましくは１００～３００％、一部の実施形態で
は３００～１０００％またはそれ以上である。そこで、遺伝子が正常組織と比較して腫瘍
組織において４倍の上昇を示す場合、約４倍の低下が望ましい；正常組織に比べて腫瘍に
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おける１０倍の低下は、候補因子に対して１０倍の発現上昇が望ましいことを示す、等々
。あるいは、癌関連配列が変化しているが、同じ発現プロフィールまたは変化した発現プ
ロフィールを示す場合、タンパク質は以下で概説するように検出される。
【０３３７】
　当業者に認識されるように、これは、遺伝子またはタンパク質レベルのいずれかでの評
価によって実施し得る；すなわち、核酸プローブを用いて遺伝子発現の量を観測すること
ができ、遺伝子発現レベル、あるいは遺伝子産物自体のレベルの定量化を、たとえば癌関
連タンパク質に対する抗体と標準免疫測定法の使用を通して、観測することができる。あ
るいは、タンパク質に関する結合および生物活性アッセイを以下で概説するように実施し
得る。
【０３３８】
　もう１つの実施形態では、多くの遺伝子を同時に観測する、すなわち発現プロフィール
を作成するが、多数のタンパク質発現の観測も実施できる。
【０３３９】
　この実施形態では、癌関連核酸プローブを、特定細胞における癌関連配列の検出および
定量化のためにここで概説するようにバイオチップに結合する。アッセイを以下でさらに
説明する。
【０３４０】
　一般に、好ましい方法では、分析の前に候補生物活性物質を細胞に添加する。さらに、
特定の型の癌を調節する、癌関連タンパク質を調節する、癌関連タンパク質に結合する、
または癌関連タンパク質と抗体の結合に干渉する候補生物活性物質を特定するためのスク
リーニングが提供される。
【０３４１】
　ここで使用する「候補生物活性物質」または「薬剤候補因子」という用語または文法的
等価物は、癌表現型、癌関連タンパク質への結合および／または癌関連タンパク質の生物
活性の調節、または核酸配列およびタンパク質配列の両方を含む癌関連配列の発現のいず
れかを直接または間接的に変化させることができる生物活性物質に関して試験される、何
らかの分子、たとえばタンパク質、オリゴペプチド、有機または無機低分子、多糖、ポリ
ヌクレオチド等を表わす。もう１つの実施形態では、候補因子は、癌関連表現型を、たと
えば正常組織フィンガープリントに、抑制する。同様に、候補因子は、好ましくは重症癌
関連表現型を抑制する。一般に、様々な濃度に対する差次的応答を得るために複数のアッ
セイ混合物を種々の物質濃度で平行して試験する。典型的には、これらの濃度の１つを陰
性対照として、すなわちゼロ濃度でまたは検出レベル以下で使用する。
【０３４２】
　好ましくは、候補因子は癌関連タンパク質の作用を中和する。「中和する」とは、タン
パク質の活性が、細胞に対して実質的に作用を及ぼさず、それゆえ癌の重症度を低下させ
るまたは癌の発生を予防するように、阻害されるまたは反対の作用を受けることを意味す
る。
【０３４３】
　候補因子は数多くの化学物質クラスを含むが、典型的には有機または無機分子、好まし
くは１００以上約２，５００ダルトン未満の分子量を有する低分子有機化合物である。好
ましい低分子は、２０００未満、または１５００未満または１０００未満または５００Ｄ
ａ未満である。候補因子は、タンパク質との構造的相互作用、特に水素結合のために必要
官能基を含み、典型的には少なくとも１個のアミン、カルボニル、ヒドロキシルまたはカ
ルボキシル基、好ましくは前記官能性化学基の少なくとも２個を含む。候補因子はしばし
ば、上記官能基の１またはそれ以上で置換された、環状炭素または複素環式構造および／
または芳香族または多環芳香族構造を含む。候補因子はまた、ペプチド、サッカリド、脂
肪酸、ステロイド、プリン、ピリミジン、誘導体、構造的類似体またはそれらの組合せを
含む生体分子の中に認められる。ペプチドが特に好ましい。
【０３４４】
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　候補因子は、合成または天然化合物のライブラリーを含む多種多様なソースから得られ
る。たとえば、ランダム化オリゴヌクレオチドの発現を含む数多くの手段が、多種多様な
有機化合物および生体分子のランダムな合成および指定合成のために利用できる。あるい
は、細菌、真菌、植物および動物抽出物の形態の天然化合物のライブラリーが利用できる
かまたは容易に作製される。加えて、天然のまたは合成によって作製されたライブラリー
および化合物は、従来の化学的、物理的および生化学的手段を通して容易に修飾される。
既知の薬理的物質は、構造的類似体を生成するためにアシル化、アルキル化、エステル化
またはアミド化などの指定またはランダム化学修飾に供し得る。
【０３４５】
　本発明の方法における使用に適する、低分子を含む他のｔｍ－ＰＴＰεアンタゴニスト
は当業者に明らかである。しかし、本発明の方法における抗体の使用は、単一ファミリー
成員に対する抗体の高い特異性のゆえに低分子の使用よりも好ましいと考えられる。この
タンパク質が主として細胞表面発現されると予測されるという事実が、考慮に入れるべき
もう１つの因子である。
【０３４６】
　１つの実施形態では、候補生物活性物質はタンパク質である。ここでは「タンパク質」
とは、タンパク質、ポリペプチド、オリゴペプチドおよびペプチドを含む、少なくとも２
個の共有結合したアミノ酸を意味する。タンパク質は、天然に生じるアミノ酸およびペプ
チド結合から、または合成ペプチドミメティック構造から作られ得る。それゆえ「アミノ
酸」または「ペプチド残基」は、ここで使用するとき、天然に生じるアミノ酸と合成アミ
ノ酸の両方を意味する。たとえばホモフェニルアラニン、シトルリンおよびノルロイシン
は本発明のためのアミノ酸とみなされる。「アミノ酸」はまた、プロリンおよびヒドロキ
シプロリンなどのイミノ酸残基を含む。側鎖は、（Ｒ）または（Ｓ）立体配置のいずれか
であり得る。もう１つの実施形態では、アミノ酸は、（Ｓ）またはＬ－立体配置である。
非天然に生じる側鎖を使用する場合は、たとえばインビボでの分解を防ぐまたは遅延させ
るために、非アミノ酸置換を使用し得る。
【０３４７】
　もう１つの実施形態では、候補生物活性物質は、天然に生じるタンパク質または天然に
生じるタンパク質のフラグメントである。それゆえ、たとえばタンパク質を含む細胞抽出
物、またはタンパク質性細胞抽出物のランダムまたは指定消化物を使用し得る。このよう
にして原核生物および真核生物タンパク質のライブラリーを本発明の方法におけるスクリ
ーニングのために作製し得る。この実施形態において特に好ましいのは細菌、真菌、ウイ
ルス、および哺乳動物タンパク質のライブラリーであり、後者が好ましく、ヒトタンパク
質が特に好ましい。
【０３４８】
　もう１つの実施形態では、候補生物活性物質は約５～約３０アミノ酸のペプチドであり
、約５～約２０アミノ酸が好ましく、約７～約１５アミノ酸が特に好ましい。ペプチドは
、上記で概説した天然に生じるタンパク質の消化物、ランダムペプチド、または「バイア
スをかけた」ランダムペプチドであり得る。「無作為化」または文法的等価物は、ここで
は、各々の核酸およびペプチドがそれぞれ基本的にランダムなヌクレオチドおよびアミノ
酸からなることを意味する。一般にこれらのランダムなペプチド（または以下で論じる核
酸）は化学合成されるため、それらは、いかなる位置にいかなるヌクレオチドまたはアミ
ノ酸も組み込み得る。合成工程は、配列の長さ全体にわたって可能な組合せのすべてまた
は大部分の形成を可能にするために、ランダム化タンパク質または核酸を生成するように
設計でき、それゆえ無作為化候補生物活性タンパク質性物質のライブラリーを形成する。
【０３４９】
　１つの実施形態では、ライブラリーは完全に無作為化されており、いかなる位置でも配
列の選択性または不変性は存在しない。もう１つの実施形態では、ライブラリーにバイア
スをかける。すなわち、配列内の一部の位置を一定に保持するか、または限られた数の可
能性から選択する。たとえばもう１つの実施形態では、ヌクレオチドまたはアミノ酸残基
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を、たとえば疎水性アミノ酸、親水性残基、核酸結合ドメインの創製、架橋のためのシス
テイン、ＳＨ－３ドメインのためのプロリン、リン酸化部位のためのセリン、トレオニン
、チロシンまたはヒスチジン等の創製、またはプリン等の方へ、立体的にバイアスをかけ
た（小さいまたは大きい）残基の規定クラス内で無作為化される。
【０３５０】
　１つの実施形態では、候補生物活性物質は核酸である。タンパク質に関して一般的に述
べたように、核酸候補生物活性物質は、天然に生じる核酸、ランダムな核酸、または「バ
イアスをかけた」ランダム核酸であり得る。もう１つの実施形態では、候補生物活性物質
は有機化学成分であり、多種多様な有機化学成分が文献において入手可能である。
【０３５１】
　ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の発現プロフィールの変化を試験するためのアッセイにおいて、
候補因子を添加し、細胞を一定期間インキュベートした後、分析する標的配列を含む核酸
試料を調製する。標的配列を、公知の手法を用いて（たとえば上述したように、ＲＮＡか
ら標識ｃＤＮＡに変換する）作製し、適切なマイクロアレイに添加する。たとえばヌクレ
オシドに共有結合した標識でインビトロ逆転写を実施する。一般に、核酸はここで定義す
る標識で、特にビオチン－ＦＩＴＣまたはＰＥ、Ｃｙ３およびＣｙ５で標識される。
【０３５２】
　当業者に認識されるように、これらのアッセイは、直接ハイブリダイゼーションアッセ
イであり得るか、または、すべてが参照によりここに組み込まれる、米国特許第５，６８
１，７０２号、同第５，５９７，９０９号、同第５，５４５，７３０号、同第５，５９４
，１１７号、同第５，５９１，５８４号、同第５，５７１，６７０号、同第５，５８０，
７３１号、同第５，５７１，６７０号、同第５，５９１，５８４号、同第５，６２４，８
０２号、同第５，６３５，３５２号、同第５，５９４，１１８号、同第５，３５９，１０
０号、同第５，１２４，２４６号および同第５，６８１，６９７号において一般的に概説
されているように、多数のプローブの使用を含む「サンドイッチアッセイ」を含み得る。
この実施形態では、一般に、標的核酸を上記で概説したように作製し、次に、ハイブリダ
イゼーション複合体の形成を許容する条件下で、複数の核酸プローブを含むバイオチップ
に添加する。
【０３５３】
　以下で概説するような高、中および低ストリンジェンシー条件を含む、様々なハイブリ
ダイゼーション条件が本発明において使用し得る。アッセイは一般に、標的の存在下での
み標識プローブハイブリダイゼーション複合体の形成を許容するストリンジェンシー条件
下で実施される。ストリンジェンシーは、温度、ホルムアミド濃度、塩濃度、カオトロピ
ック塩濃度、ｐＨ、有機溶媒濃度等を含むがこれらに限定されない、熱力学変数である工
程パラメータを変化させることによって制御できる。これらのパラメータはまた、米国特
許第５，６８１，６９７号において一般的に概説されているように、非特異的結合を制御
するためにも使用し得る。それゆえ、非特異的結合を低下させるために一部の工程をより
高いストリンジェンシー条件で実施することが望ましいと考えられる。
【０３５４】
　ここで概説する反応は、当業者に認識されるように、様々な方法で実施し得る。以下で
概説する実施形態に関して、反応の成分は、同時にまたはいかなる順序でも連続的に添加
し得る。加えて、反応はアッセイにおける様々な他の試薬を含み得る。これらは、最適ハ
イブリダイゼーションおよび検出を促進するため、および／または非特異的またはバック
グラウンド相互作用を低減するために使用し得る塩、緩衝剤、中性タンパク質、たとえば
アルブミン、界面活性剤等のような試薬を含む。また、プロテアーゼ阻害剤、ヌクレアー
ゼ阻害剤、抗菌剤等のようなアッセイの効率を改善する試薬も、試料の調製方法および標
的の純度に依存して使用し得る。加えて、固相または溶液に基づく（すなわち動的ＰＣＲ
）アッセイのいずれかを使用し得る。
【０３５５】
　ひとたびアッセイが実施されれば、個々の遺伝子の発現レベルおよび個々の遺伝子の状
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態間の発現レベルの変化を判定するためにデータを分析し、遺伝子発現プロフィールを形
成する。
【０３５６】
　もう１つの実施形態では、診断および予後判定適用に関して、差次的に発言される遺伝
子または突然変異遺伝子がある１つの状態において重要と特定されれば、癌関連遺伝子の
発現の変化を個別に調べるためにスクリーニングを実施することができる。すなわち、単
一遺伝子の発現の調節の変化に関するスクリーニングを実施できる。それゆえ、たとえば
その存在または不在が２つの状態の間でユニークである標的遺伝子の場合、標的遺伝子発
現の調節剤に関してスクリーニングを実施する。
【０３５７】
　加えて、候補因子に応答して誘導される新規遺伝子に関してスクリーニングを実施する
ことができる。癌関連発現パターンを抑制し、正常発現パターンを導くその能力、または
正常組織からの遺伝子の発現を模倣するように１個のｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の発現プロフ
ィールを調節するその能力に基づいて候補因子を特定した後、その物質に応答して特異的
に調節される遺伝子を特定するために上述したようなスクリーニングを実施することがで
きる。正常組織と前記物質で処置された癌関連組織の間での発現プロフィールを比較して
、正常組織または癌関連組織では発現されないが、前記物質で処置した組織では発現され
る遺伝子を明らかにする。ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子またはタンパク質に関してここで述べた
方法のいずれかによってこれらの物質の特異的配列を特定し、使用することができる。特
にこれらの配列およびそれらがコードするタンパク質は、物質処置細胞を印付けるまたは
特定する上で有用である。加えて、物質誘導タンパク質に対する抗体を惹起し、新規治療
薬を治療される癌関連組織試料に標的するために使用できる。
【０３５８】
　そこで、１つの実施形態では、候補因子を、関係する癌関連発現プロフィールを有する
癌関連細胞の集団に投与する。ここでは「投与する」または「接触させる」とは、候補因
子を、その物質が取込みと細胞内作用によってまたは細胞表面での作用によって細胞に作
用することを可能にするように、細胞に添加することを意味する。一部の実施形態では、
タンパク質性候補因子（すなわちペプチド）をコードする核酸を、ペプチド物質の発現が
実現されるように、レトロウイルス構築物などのウイルス構築物に組込み、細胞に添加し
得る；参照により明白にここに組み込まれる、国際公開番号第ＰＣＴ　ＵＳ９７／０１０
１９号参照。
【０３５９】
　ひとたび候補因子が細胞に投与されれば、所望に応じて細胞を洗浄し、好ましくは生理
的条件下で一定期間インキュベートする。その後細胞を採集し、ここで概説するように新
しい遺伝子発現プロフィールを作成する。
【０３６０】
　そこで、たとえば癌関連組織を、癌関連表現型を低減するまたは抑制する物質に関して
スクリーニングし得る。少なくとも１個の遺伝子における発現プロフィールの変化は、そ
の物質が癌関連活性に作用を及ぼすことを指示する。癌関連表現型についてのそのような
サインを定義することにより、表現型を変化させる新しい薬剤に関するスクリーニングを
考案することができる。このアプローチでは、薬剤標的が既知である必要はなく、最初の
発現スクリーニングプラットフォームに提示される必要もなく、また標的タンパク質につ
いての転写産物のレベルが変化する必要もない。
【０３６１】
　もう１つの実施形態では、上記で概説したように、個々の遺伝子および遺伝子産物（タ
ンパク質）に関してスクリーニングを実施し得る。すなわち、特定の差次的に発現される
遺伝子が特定状態において重要と特定されれば、遺伝子の発現または遺伝子産物自体の調
節剤のスクリーニングを実施できる。癌関連タンパク質は、上記で列挙したｔｍ－ＰＴＰ
ε遺伝子によってコードされるフラグメントであり得るか、あるいはフラグメントに対す
る完全長タンパク質であり得る。
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【０３６２】
　好ましくは、癌関連タンパク質は約１４－２４アミノ酸の長さのフラグメントである。
より好ましくは、フラグメントは可溶性フラグメントである。好ましくは、フラグメント
は非膜貫通領域を含む。もう１つの実施形態では、フラグメントは、溶解を助けるために
Ｎ末端Ｃｙｓを有する。１つの実施形態では、フラグメントのＣ末端は遊離酸として保持
され、Ｎ末端は、たとえばシステインへの結合を助けるために遊離アミンである。
【０３６３】
　１つの実施形態では、癌関連タンパク質は、ここで論じるような免疫原性物質に複合さ
れる。１つの実施形態では、癌関連タンパク質はＢＳＡに複合される。
【０３６４】
　もう１つの実施形態では、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の発現産物の生物学的機能を変化させ
るためにスクリーニングを実施する。やはり、特定状態における遺伝子の重要性が特定さ
れれば、遺伝子産物に結合するおよび／または遺伝子産物の生物学的活性を調節する物質
に関するスクリーニングを、以下でより詳細に述べるように実施することができる。
【０３６５】
　もう１つの実施形態では、最初に、癌関連タンパク質に結合できる候補因子を見出すた
めにスクリーニングを設計し、次にこれらの物質を、癌関連タンパク質活性および癌表現
型を調節する候補因子の能力を評価するアッセイにおいて使用し得る。それゆえ、当業者
に認識されるように、結合アッセイおよび活性アッセイなどの、実施し得る数多くの異な
るアッセイがある。
【０３６６】
　もう１つの実施形態では、結合アッセイを実施する。一般に、精製または単離遺伝子産
物を使用する；すなわち、１またはそれ以上の癌関連核酸の遺伝子産物を作製する。一般
に、これは当技術分野において公知のように行われる。たとえばタンパク質遺伝子産物に
対する抗体を作製し、存在するタンパク質の量を測定するために標準免疫測定法を実施す
る。あるいは、癌関連タンパク質を含む細胞をアッセイにおいて使用することができる。
【０３６７】
　そこで、もう１つの実施形態では、本発明の方法は、癌関連タンパク質と候補生物活性
物質を組み合わせ、癌関連タンパク質への候補因子の結合を測定することを含む。他の実
施形態は、ヒトまたはマウス癌関連タンパク質を使用するが、たとえばヒト疾患の動物モ
デルの開発のために、他の哺乳動物タンパク質も使用し得る。一部の実施形態では、ここ
で概説するように、変異型または誘導体癌関連タンパク質を使用し得る。
【０３６８】
　一般に、ここでの方法の他の実施形態では、癌関連タンパク質または候補因子は、単離
試料を受け取る領域（たとえばマイクロタイタープレート、アレイ等）を有する不溶性支
持体に拡散不能に結合される。不溶性支持体は、組成物が結合できるいかなる組成物で作
られてもよく、可溶性物質から容易に分離され、スクリーニングの方法全体と適合性であ
る。そのような支持体の表面は固形または多孔性であり得、いかなる好都合な形状でもよ
い。適切な不溶性支持体の例は、マイクロタイタープレート、アレイ、膜およびビーズを
含む。これらは、典型的にはガラス、プラスチック（たとえばポリスチレン）多糖類、ナ
イロンまたはニトロセルロース、Ｔｅｆｌｏｎ（登録商標）等で作られる。マイクロタイ
タープレートおよびアレイは、少量の試薬と試料を使用して、多数のアッセイを同時に実
施することができるため、特に好都合である。
【０３６９】
　その結合の特定様式は、本発明の試薬および方法全体と適合性であり、組成物の活性を
保持し、非拡散性である限り、決定的に重要ではない。結合の好ましい方法は、抗体（タ
ンパク質が支持体に結合するとき、リガンド結合部位または活性化配列を立体的にブロッ
クしない）の使用、「粘着性」またはイオン性支持体への直接結合、化学的架橋、表面上
でのタンパク質または物質の合成等を含む。タンパク質または物質の結合後、過剰の非結
合物質を洗浄によって除去する。試料受け取り領域を、次に、ウシ血清アルブミン（ＢＳ
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Ａ）、カゼインまたは他の無害なタンパク質または他の成分とのインキュベーションを通
してブロックし得る。
【０３７０】
　もう１つの実施形態では、癌関連タンパク質を支持体に結合し、候補生物活性物質をア
ッセイに添加する。あるいは、候補因子を支持体に結合し、癌関連タンパク質を添加する
。新規結合物質は、特異的抗体、化学物質ライブラリーのスクリーニングにおいて特定さ
れる非天然結合物質またはペプチド類似体を含む。特に興味深いのは、ヒト細胞に対して
低い毒性を有する物質のスクリーニングアッセイである。標識インビトロタンパク質－タ
ンパク質結合アッセイ、電気泳動移動度シフトアッセイ、タンパク質結合についての免疫
測定法、機能的アッセイ（リン酸化アッセイ等）等を含む、多種多様なアッセイをこの目
的ために使用し得る。
【０３７１】
　癌関連タンパク質への候補生物活性物質の結合の測定は多くの方法で実施し得る。もう
１つの実施形態では、候補生物活性物質を標識し、結合を直接測定する。たとえばこれは
、癌関連タンパク質の全部または一部を固体支持体に付着させ、標識候補因子（たとえば
蛍光標識）を添加して、過剰の試薬を洗い流し、固体支持体上に標識が存在するかどうか
を判定することによって実施し得る。様々なブロッキングおよび洗浄工程が、当技術分野
において公知のように利用し得る。
【０３７２】
　一部の実施形態では、成分の１つだけを標識する。たとえばタンパク質（またはタンパ
ク質性候補因子）を、１２５Ｉを用いてまたは発蛍光団によってチロシン位置で標識し得
る。あるいは、２つ以上の成分を異なる標識で標識し得る；たとえばタンパク質には１２

５Ｉを使用し、候補因子には発蛍光団を用いる。
【０３７３】
　もう１つの実施形態では、候補生物活性物質の結合を、競合結合アッセイの使用を通し
て測定する。この実施形態では、競合物質は、抗体、ペプチド、結合パートナー、リガン
ド等のような、標的分子（すなわち癌関連タンパク質）に結合することが知られる結合成
分である。ある種の状況下では、生物活性物質と結合成分の間に競合的結合が存在し、結
合成分が生物活性物質を置換し得る。
【０３７４】
　１つの実施形態では、候補生物活性物質を標識する。候補生物活性物質または競合物質
またはその両方を、最初に、タンパク質が存在する場合にはそれに結合するのに十分な期
間、タンパク質に添加する。最適の活性を促進する何らかの温度、典型的には４～４０℃
でインキュベーションを実施し得る。インキュベーション期間は最適の活性に合わせて選
択されるが、高速ハイスループットスクリーニングを促進するように最適化し得る。典型
的には０．１～１時間で十分である。過剰の試薬は、一般に除去するかまたは洗い流す。
次に２番目の成分を添加し、結合を指示する、標識成分の存在または不在を追跡する。
【０３７５】
　もう１つの実施形態では、競合物質を最初に添加し、次に候補生物活性物質を添加する
。競合物質の置換は、候補生物活性物質が癌関連タンパク質に結合しており、それゆえ癌
関連タンパク質に結合して、癌関連タンパク質の活性を潜在的に調節できることの指標で
ある。この実施形態では、いずれの成分も標識できる。それゆえ、たとえば競合物質を標
識する場合は、洗浄液中の標識の存在が物質による置換を指示する。あるいは、候補生物
活性物質を標識する場合は、支持体上の標識の存在が置換を指示する。
【０３７６】
　選択的実施形態では、候補生物活性物質を最初に添加し、インキュベーションと洗浄を
実施して、次に競合物質を添加する。競合物質による結合の不在は、生物活性物質がより
高い親和性で癌関連タンパク質に結合することを指示し得る。それゆえ、候補生物活性物
質を標識する場合は、支持体上の標識の存在が、競合物質結合の不在と共に、候補因子が
癌関連タンパク質に結合できることを指示し得る。
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【０３７７】
　もう１つの実施形態では、本発明の方法は、癌関連タンパク質の活性を調節することが
できる生物活性物質を特定するための差次的スクリーニングを含む。この実施形態では、
前記方法は、第一試料中で癌関連タンパク質と競合物質を組み合わせることを含む。第二
試料は、候補生物活性物質、癌関連タンパク質および競合物質を含む。競合物質の結合を
両方の試料に関して測定し、２つの試料の間での結合の変化または相違が、癌関連タンパ
ク質に結合して、その活性を潜在的に調節することができる物質の存在を指示する。すな
わち、競合物質の結合が第一試料と比較して第二試料で異なる場合、候補因子は癌関連タ
ンパク質に結合することができる。
【０３７８】
　あるいは、もう１つの実施形態は、天然癌関連タンパク質に結合するが、修飾癌関連タ
ンパク質には結合できない薬剤候補物を特定するために差次的スクリーニングを利用する
。癌関連タンパク質の構造をモデル化し、その部位と相互作用する物質を合成するための
合理的薬剤設計において使用し得る。癌関連生物活性に影響を及ぼす薬剤候補物はまた、
タンパク質の活性を高めるまたは低下させる能力に関して薬剤をスクリーニングすること
によっても特定される。
【０３７９】
　陽性対照および陰性対照をアッセイにおいて使用し得る。好ましくは、統計的に有意の
結果を得るためにすべての対照および試験試料を少なくとも３回試験する。すべての試料
のインキュベーションは、物質のタンパク質への結合のために十分な時間である。インキ
ュベーション後、すべての試料を洗浄して非特異的結合物質を除去し、一般に標識した、
結合物質の量を測定する。たとえば放射性標識を使用する場合は、結合化合物の量を測定
するために試料をシンチレーションカウンターで計数し得る。
【０３８０】
　様々な他の試薬がスクリーニングアッセイに含まれ得る。これらは、最適タンパク質－
タンパク質結合を促進するためおよび／または非特異的またはバックグラウンド相互作用
を低減するために使用し得る塩、中性タンパク質、たとえばアルブミン、界面活性剤等の
ような試薬を含む。また、プロテアーゼ阻害剤、ヌクレアーゼ阻害剤、抗菌剤等のような
アッセイの効率を改善する試薬も使用し得る。成分の混合物は、必要な結合を与えるいか
なる順序で添加してもよい。
【０３８１】
　癌関連タンパク質の活性を調節する物質のスクリーニングも実施し得る。もう１つの実
施形態では、癌関連タンパク質の活性を調節することができる生物活性物質のスクリーニ
ングのための方法は、上記のように、候補生物活性物質を癌関連タンパク質の試料に添加
し、癌関連タンパク質の生物学的活性の変化を測定する工程を含む。「癌関連タンパク質
の活性を調節すること」は、活性の上昇、活性の低下、または存在する活性のタイプまた
は種類の変化を含む。それゆえこの実施形態では、候補因子は、癌関連タンパク質に結合
し（これは必ずしも必要ではないが）、且つここで定義するその生物学的または生化学的
活性を変化させるべきである。前記方法は、上記で一般的に概説したような、インビトロ
スクリーニング方法、および癌関連タンパク質の存在、分布、活性または量の変化に関す
る細胞のインビボスクリーニングの両方を含む。
【０３８２】
　そこで、この実施形態では、本発明の方法は、癌関連試料を候補生物活性物質と組み合
わせることおよび癌関連活性への作用を評価することを含む。ここでは「癌関連活性」ま
たは文法的等価物は、好ましくはリンパ組織における、細胞分裂、細胞増殖、腫瘍増殖お
よび細胞の形質転換を含む、腫瘍形成における癌関連タンパク質の役割を含むがこれに限
定されない、癌関連タンパク質の生物学的活性の１つを意味する。１つの実施形態では、
癌関連活性は、上記で特定するｔｍ－ＰＴＰε遺伝子に由来する核酸によってコードされ
るタンパク質の活性化または前記タンパク質による活性化を含む。癌関連活性の阻害剤は
、癌関連活性のいずれか１つまたはそれ以上の阻害剤である。
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【０３８３】
　もう１つの実施形態では、癌関連タンパク質の活性が上昇する；もう１つの実施形態で
は、癌関連タンパク質の活性が低下する。それゆえ、一部の実施形態ではアンタゴニスト
である生物活性物質が好ましく、また別の実施形態ではアゴニストである生物活性物質が
好ましいと考えられる。
【０３８４】
　もう１つの実施形態では、本発明は、癌関連タンパク質の活性を調節することができる
生物活性物質についてのスクリーニングのための方法を提供する。前記方法は、上記で定
義する候補生物活性物質を、癌関連タンパク質を含む細胞に添加することを含む。好まし
い細胞型はほとんどすべての細胞を含む。細胞は、癌関連タンパク質をコードする組換え
核酸を含む。もう１つの実施形態では、候補因子のライブラリーを複数の細胞に関して試
験する。
【０３８５】
　１つの態様では、アッセイは、生理的シグナル、たとえばホルモン、抗体、ペプチド、
抗原、サイトカイン、増殖因子、活動電位、化学療法剤を含む薬理学的物質、放射線、発
癌性物質、または他の細胞（すなわち細胞－細胞接触）の存在下または不在下または事前
のまたはその後の暴露下で評価する。もう１つの例では、判定は細胞周期過程の種々の段
階で行われる。
【０３８６】
　このようにして、生物活性物質が特定される。薬理学的活性を有する化合物は、癌関連
タンパク質の活性を増強するまたは活性を妨げることができる。
【０３８７】
　（癌の診断と治療）
　癌細胞分裂を抑制する方法が本発明によって提供される。もう１つの実施形態では、腫
瘍増殖を抑制する方法が提供される。さらなる実施形態では、癌を有する細胞または個体
を治療する方法が提供される。
【０３８８】
　本発明の方法は、癌抑制剤の投与を含み得る。特定実施形態では、癌抑制剤は、アンチ
センス分子、医薬組成物、治療薬または低分子、あるいはモノクローナル、ポリクローナ
ル、キメラまたはヒト化抗体である。特定実施形態では、治療薬を抗体と、好ましくはモ
ノクローナル抗体と組み合わせる。
【０３８９】
　個体における癌細胞の検出または診断のための方法も提供される。特定実施形態では、
診断／検出薬は、本発明に従って癌関連タンパク質に選択的に結合する低分子である。１
つの実施形態では、診断／検出薬は、抗体、好ましくはモノクローナル抗体であり、好ま
しくは検出可能物質の連結されている。
【０３９０】
　本発明の他の実施形態では、癌、特にリンパ腫および癌腫の動物モデルを作製する上で
有用である、動物モデルおよびトランスジェニック動物が提供される。
【０３９１】
　（ａ）アンチセンス分子
　使用される癌抑制剤はアンチセンス分子であり得る。ここで使用するアンチセンス分子
は、癌分子についての標的ｍＲＮＡ（センス）またはＤＮＡ（アンチセンス）配列に結合
することができる一本鎖核酸配列（ＲＮＡまたはＤＮＡのいずれか）を含むアンチセンス
またはセンスオリゴヌクレオチドを含む。アンチセンスまたはセンスオリゴヌクレオチド
は、本発明によれば、一般に少なくとも約１４ヌクレオチド、好ましくは約１４－３０ヌ
クレオチドのフラグメントを含む。所与のタンパク質をコードするｃＤＮＡ配列に基づき
、アンチセンスまたはセンスオリゴヌクレオチドを導く能力は、たとえばＳｔｅｉｎ　ａ
ｎｄ　Ｃｏｈｅｎ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４８：２６５９，（１９８８）およびｖａｎ
　ｄｅｒ　Ｋｒｏｌ　ｅｔ　ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　６：９５８，（１９
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８８）に述べられている。
【０３９２】
　アンチセンス分子は、修飾または非修飾ＲＮＡ、ＤＮＡまたは混合ポリマーオリゴヌク
レオチドであり得る。これらの分子は、マッチする配列に特異的に結合することによって
機能し、立体的ブロッキングによるまたはＲＮアーゼＨ酵素を活性化することによるペプ
チド合成の阻害を生じさせる（Ｗｕ－Ｐｏｎｇ，Ｎｏｖ　１９９４，ＢｉｏＰｈａｒｍ，
２０－３３）。アンチセンス分子はまた、ＲＮＡプロセシングまたは核から細胞質への輸
送に干渉することによってタンパク質合成を変化させ得る（Ｍｕｋｈｏｐａｄｈｙａｙ　
＆　Ｒｏｔｈ，１９９６，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．ｉｎ　Ｏｎｃｏｇｅｎｅｓｉｓ　７，１５
１－１９０）。加えて、一本鎖ＤＮＡのＲＮＡへの結合は、ヌクレアーゼを介したヘテロ
二本鎖の分解を生じさせ得る（Ｗｕ－Ｐｏｎｇ、前出）。これまでのところ、ＲＮアーゼ
Ｈについての基質として働くことが示されている骨格修飾ＤＮＡ化学は、ホスホロチオエ
ート、ホスホロジチオエート、ボロントリフルオリデート、および２’－アラビノおよび
２’－フルオロアラビノ含有オリゴヌクレオチドである。
【０３９３】
　アンチセンス分子は、国際公開番号第ＷＯ９１／０４７５３号に述べられているように
、リガンド結合分子との複合体の形成によって標的ヌクレオチド配列を含む細胞に導入し
得る。適切なリガンド結合分子は、細胞表面受容体、増殖因子、他のサイトカイン、また
は細胞表面受容体に結合する他のリガンドを含むが、これらに限定されない。好ましくは
、リガンド結合分子の複合は、リガンド結合分子がその対応する分子または受容体に結合
する能力に実質的に干渉しない、またはセンスまたはアンチセンスオリゴヌクレオチドま
たはその複合体型の細胞への進入をブロックしない。あるいは、センスまたはアンチセン
スオリゴヌクレオチドは、国際公開番号第ＷＯ９０／１０４４８号に述べられているよう
に、オリゴヌクレオチド－脂質複合体の形成によって標的ヌクレオチド配列を含む細胞に
導入し得る。アンチセンス分子またはノックアウトおよびノックインモデルの使用はまた
、治療の方法に加えて、上記で論じたスクリーニングアッセイにおいても使用し得ること
は了解される。
【０３９４】
　（ｂ）ＲＮＡ干渉
　ＲＮＡ干渉は、短い干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）によって媒介される、動物における配列
特異的な転写後遺伝子サイレンシングの過程を指す（Ｆｉｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕ
ｒｅ，３９１，８０６（１９９８））。植物における対応過程は、転写後遺伝子サイレン
シングまたはＲＮＡサイレンシングと称され、真菌ではｑｕｅｌｌｉｎｇ（鎮圧現象）と
も称される。細胞におけるｄｓＲＮＡの存在は、まだ十分には特性決定されていない気候
を通してＲＮＡｉ応答の引き金を引く。この機構は、リボヌクレアーゼＬによるｍＲＮＡ
の非特異的切断を生じさせるプロテインキナーゼＰＫＲおよび２’，５’－オリゴアデニ
レートシンテターゼのｄｓＲＮＡを介した活性化から生じるインターフェロン応答とは異
なると思われる（Ｓｈａｒｐ，Ｐ．Ａ．，ＲＮＡ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ－２００１
，Ｇｅｎｅｓ　＆　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　１５：４８５－４９０（２００１）におい
て総説されている）。
【０３９５】
　低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）は、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）として知られる工程を通
して培養哺乳動物細胞における遺伝子の発現を抑制するために設計された強力な配列特異
的試薬である。Ｅｌｂａｓｈｉｒ，Ｓ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　４１１：４９４
－４９８（２００１）；Ｃａｐｌｅｎ，Ｎ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９８：９７４２－９７４７（２００１）；Ｈａｒｂｏｒｔｈ，Ｊ
．ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｓｄ．１１４：４５５７－４５６５（２００１）。「短い
干渉ＲＮＡ」または「ｓｉＲＮＡ」という用語は、ＲＮＡ干渉「ＲＮＡｉ」を行うことが
できる二本鎖核酸分子を指す（Ｋｒｅｕｔｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，国際公開番号第ＷＯ０
０／４４８９５号；Ｚｅｒｎｉｃｋａ－Ｇｏｅｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，国際公開番号第ＷＯ
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０１／３６６４６号；Ｆｉｒｅ，国際公開番号第ＷＯ９９／３２６１９号；Ｍｅｌｌｏ　
ａｎｄ　Ｆｉｒｅ，国際公開番号第ＷＯ０１／２９０５８号参照）。ここで使用するとき
、ｓｉＲＮＡ分子はＲＮＡ分子に限定されず、化学修飾ヌクレオチドおよび非ヌクレオチ
ドをさらに包含する。ｓｉＲＮＡ遺伝子ターゲティング実験は、細胞への一過性ｓｉＲＮ
Ａ導入によって実施された（リポソームを介したトランスフェクション、電気穿孔法また
は微量注入法などの古典的方法によって達成された）。
【０３９６】
　ｓｉＲＮＡの分子は、通常ＲＮＡｉを開始させる長い二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）のＲ
ＮアーゼＩＩＩプロセシング産物に類似した特徴的な２－３ヌクレオチドの３’突出末端
を有する、２１－２３ヌクレオチドのＲＮＡである。細胞に導入したとき、それらはエン
ドヌクレアーゼ複合体（ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体）のまだ特定されていないタン
パク質と会合し、その後標的ｍＲＮＡの切断を導く。標的ｍＲＮＡの分解の結果として、
対応するタンパク質産物の抑制の特徴である特定表現型を有する細胞が得られる。ｓｉＲ
ＮＡの小さなサイズは、伝統的なアンチセンス分子と比較して、哺乳動物細胞に存在する
ｄｓＲＮＡ誘導のインターフェロン系の活性化を妨げる。これは、体細胞において３０塩
基対以上のｄｓＲＮＡによって通常生成される非特異的表現型を回避する。
【０３９７】
　小さなＲＮＡ分子の細胞内転写は、通常核内低分子ＲＮＡ（ｓｎＲＮＡ）Ｕ６またはヒ
トＲＮアーゼＰ　ＲＮＡ　Ｈ１をコードする、ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩ（Ｐｏｌ　ＩＩ
Ｉ）転写単位にｓｉＲＮＡ鋳型をクローニングすることによって達成される。ｓｉＲＮＡ
を発現するために２つのアプローチが開発された：最初のアプローチでは、ｓｉＲＮＡ二
本鎖を構成するセンスおよびアンチセンス鎖を個々のプロモーターによって転写する（Ｌ
ｅｅ，Ｎ．Ｓ．ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２０，５００－５０５（２
００２）；Ｍｉｙａｇｉｓｈｉ，Ｍ．＆　Ｔａｉｒａ，Ｋ．Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌ．２０，４９７－５００（２００２））；２番目のアプローチでは、ｓｉＲＮＡを、細
胞内プロセシング後にｓｉＲＮＡを生じる折り返しステム－ループ構造として発現させる
（Ｐａｕｌ，Ｃ．Ｐ．ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２０：５０５－５０
８（２００２））。導入したＤＮＡ鋳型からのｓｉＲＮＡの内因性発現は、外来性ｓｉＲ
ＮＡ送達のいくつかの制限、特に表現型の一過性の喪失を克服すると思われる。Ｕ６およ
びＨ１　ＲＮＡプロモーターは、Ｐｏｌ　ＩＩＩプロモーターのＩＩＩ型クラスの成員で
ある（Ｐａｕｌｅ，Ｍ．Ｒ．＆　Ｗｈｉｔｅ，ＲＪ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｄｄｓ　Ｒｅｓ
．２８，１２８３－１２９８（２０００））。
【０３９８】
　センスおよびアンチセンスｓｉＲＮＡの共発現は標的遺伝子の沈黙化を媒介するが、セ
ンスまたはアンチセンスｓｉＲＮＡ単独での発現は標的遺伝子発現に大きく影響しない。
合成ｓｉＲＮＡではなく、プラスミドＤＮＡのトランスフェクションは、ＲＮアーゼ汚染
の危険性および化学合成ｓｉＲＮＡまたはｓｉＲＮＡ転写キットの費用を考慮すると、好
都合であると思われる。ｓｉＲＮＡの安定発現は、持続性ウイルス感染の治療などの新し
い遺伝子治療適用を可能にする。ｓｉＲＮＡの高い特異性を考慮すると、このアプローチ
はまた、残りの野生型対立遺伝子の変化を伴わずに、ＲＡＳまたはＴＰ５３癌遺伝子転写
産物などの、点突然変異を有する疾患由来の転写産物のターゲティングを可能にする。最
後に、様々なゲノムのハイスループット配列分析により、ＤＮＡに基づく方法も、特に小
型化アレイに基づく表現型スクリーニングと組み合わせたとき、自動化ゲノム全域機能喪
失表現型分析のための費用効果の高い選択であり得る。（Ｚｉａｕｄｄｉｎ，Ｊ．＆　Ｓ
ａｂａｔｉｎｉ，Ｄ．Ｍ．Ｎａｔｕｒｅ　４１１：１０７－１１０（２００１））。
【０３９９】
　細胞における長いｄｓＲＮＡの存在は、ダイサーと称されるリボヌクレアーゼＩＩＩ酵
素の活性を刺激する。ダイサーは、ｄｓＲＮＡを、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）とし
て知られるｄｓＲＮＡの短い断片に処理することに関与する（Ｂｅｒｓｔｅｉｎ　ｅｔ　
ａｌ．，２００１，Ｎａｔｕｒｅ，４０９：３６３（２００１）。ダイサー活性に由来す



(86) JP 2008-535491 A 2008.9.4

10

20

30

40

50

る低分子干渉ＲＮＡは、典型的には約２１－２３ヌクレオチド長であり、約１９塩基対の
二本鎖を含む。ダイサーはまた、転写制御に関わる保存された構造の前駆体ＲＮＡからの
２１および２２ヌクレオチドの一過性低分子ＲＮＡ（ｓｔＲＮＡ）の切り出しに関係づけ
られてきた（Ｈｕｔｖａｇｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２９３，８３４（２
００１））。ＲＮＡｉ応答はまた、ｓｉＲＮＡに相同な配列を有する一本鎖ＲＮＡの切断
を媒介する、一般にＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）と称される、ｓｉＲＮ
Ａを含むエンドヌクレアーゼ複合体を特徴とする。標的ＲＮＡの切断は、ｓｉＲＮＡ二本
鎖のガイド配列に相補的な領域の中央で起こる（Ｅｌｂａｓｈｉｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅ
ｎｅｓ　Ｄｅｖ．，１５，１８８（２００１））。
【０４００】
　本発明は、癌関連配列に特異的にハイブリダイズすることができる配列を含む単離核酸
分子を含む発現系を提供する。１つの実施形態では、核酸分子は癌関連タンパク質の発現
を阻害することができる。ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の発現を阻害する方法は、低分子ＲＮＡ
がそれ自体でフォールディングすることができ、癌関連ｍＲＮＡ配列同一性を有する二本
鎖ＲＮＡを創製して、細胞の内部でｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の転写後遺伝子サイレンシング
またはＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）の引き金を引くことができる、低分子ＲＮＡのベクター指
定発現（ｖｅｃｔｏｒ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）による細胞内での発
現である。もう１つの方法では、癌関連ｍＲＮＡ配列同一性を有する低分子二本鎖ＲＮＡ
を、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の転写後遺伝子サイレンシングまたはＲＮＡｉの引き金を引く
ために細胞内に送達する。様々な実施形態において、核酸分子は少なくとも７量体、少な
くとも１０量体、または少なくとも２０量体である。さらなる実施形態では、配列はユニ
ークである。
【０４０１】
　ここで図１０および１１に示す結果において、ｔｍ－ＰＴＰεに対する機能性ｓｉＲＮ
Ａがヒト腫瘍細胞系における増殖および細胞移動をブロックすることが示された。これは
上述した本発明の態様を支持する。ｓｉＲＮＡのブロック作用はＥｒｋ１／２リン酸化状
態の喪失に相関し、それゆえＲａｓシグナル伝達経路の調節におけるｔｍ－ＰＴＰεの潜
在的役割を指し示し、この遺伝子の作用機構への洞察を提供する。
【０４０２】
　（ｃ）医薬組成物
　本発明に包含される医薬組成物は、活性物質として、治療有効量のここで開示する本発
明のポリペプチド、ポリヌクレオチド、アンチセンスオリゴヌクレオチドまたは抗体を含
む。「有効量」は、臨床成績を含む、有益なまたは望ましい結果を生じさせるのに十分な
量である。有効量は、１回またはそれ以上の投与で投与することができる。本発明のため
に、アデノウイルスベクターの有効量は、疾患状態を緩和する、改善する、安定化する、
逆転させる、進行を緩慢化または遅延させるのに十分な量である。
【０４０３】
　本発明の組成物は、癌ならびに原発癌の転移を治療するために使用できる。加えて、医
薬組成物は、たとえば腫瘍を放射線または従来の化学療法に対して感作するために、癌治
療の従来の方法と共に使用することができる。「治療」、「治療すること」、「治療する
」等の用語は、ここでは一般に所望薬理学的および／または生理的作用を得ることを指す
ために使用される。作用は、疾患またはその症状を完全にまたは部分的に予防するという
見地から予防的であり得、および／または疾患および／または疾患に起因する有害作用に
ついての部分的または完全な安定化または治癒という見地から治療的であり得る。ここで
使用する「治療」は、哺乳動物、特にヒトにおける疾患のいかなる治療もカバーし、およ
び（ａ）疾患または症状に対する素因があると考えられるが、まだそれを有していると診
断されていない被験者において疾患または症状が起こるのを予防すること；（ｂ）疾患症
状を阻害する、すなわちその発現を停止させること；または（ｃ）疾患症状を軽減する、
すなわち疾患または症状の後退を生じさせること、を含む。
【０４０４】
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　医薬組成物が、差次的に発現されるポリヌクレオチドによってコードされる遺伝子産物
に特異的に結合する抗体を含む場合、抗体は、治療部位への送達のために薬剤に結合する
かまたは前立腺癌細胞などの癌細胞を含む部位の画像化を容易にするために検出可能標識
に結合することができる。抗体を薬剤および検出可能標識に結合するための方法は、検出
可能標識を用いた画像化のための方法と同様に、当技術分野において周知である。
【０４０５】
　本発明のための「患者」は、ヒトおよび他の動物、特に哺乳動物、および生物を含む。
それゆえ本発明の方法はヒト治療および動物適用の両方に適用し得る。１つの実施形態で
は、患者は哺乳動物であり、好ましくは患者はヒトである。１つの標的患者集団は、現在
、癌、特にここで言及する特定型の癌のための治療を受けているすべての患者を含む。こ
れらの患者集団のサブセットは、過去６ヶ月以内に以前に治療されたこの型の癌の再発を
経験した患者および過去６ヶ月間に疾患の進行があった患者を含む。
【０４０６】
　ここで使用する「治療有効量」という用語は、所望疾患または状態を治療する、改善す
るまたは予防するため、または検出可能な治療または予防効果を示すための治療薬の量を
指す。効果は、たとえば化学的マーカーまたは抗原レベルによって検出することができる
。治療効果はまた、体温の低下などの身体症状の軽減を含む。被験者についての正確な有
効量は、被験者の大きさおよび健康状態、状態の性質および程度、および投与のために選
択される治療薬または治療薬の組合せに依存する。所与の状況のための有効量は常套的実
験によって決定され、臨床医の判断の範囲内である。本発明のために、有効量は一般に、
投与する個体において本発明の組成物約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約５ｍｇ／ｋｇ、または約
０．０１ｍｇ／ｋｇ～約５０ｍｇ／ｋｇまたは約０．０５ｍｇ／ｋｇ～約１０ｍｇ／ｋｇ
である。
【０４０７】
　医薬組成物はまた、医薬的に許容される担体を含み得る。「医薬的に許容される担体」
という用語は、抗体またはポリペプチド、遺伝子および他の治療薬などの、治療薬の投与
のための担体を指す。この用語は、それ自体が、組成物を受容する個体に対して有害な抗
体の産生を誘導せず、および過度の毒性を伴わずに投与することができる医薬担体を指す
。適切な担体は、タンパク質、多糖、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、高分子アミノ酸、ア
ミノ酸コポリマーおよび不活性ウイルス粒子などの大きな、緩やかに代謝される高分子で
あり得る。そのような担体は当業者に周知である。治療組成物中の医薬的に許容される担
体は、水、生理食塩水、グリセロールおよびエタノールなどの液体を含み得る。湿潤剤ま
たは乳化剤、ｐＨ緩衝物質等のような補助物質もそのような賦形剤中に存在し得る。典型
的には、治療組成物は、液体溶液または懸濁液のいずれかで、注射用製剤として製造され
る；注射の前に液体賦形剤に溶解または懸濁するのに適した固体形態も製造できる。リポ
ソームは、医薬的に許容される担体の定義に包含される。医薬的に許容される塩、たとえ
ば塩酸塩、臭化水素酸塩、リン酸塩、硫酸塩等のような鉱酸塩；および酢酸塩、プロピオ
ン酸塩、マロン酸塩、安息香酸塩等のような有機酸の塩も、医薬組成物中に存在し得る。
医薬的に許容される賦形剤についての詳細な検討は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ（１９９５）Ａｌｆｏ
ｎｓｏ　Ｇｅｎｎａｒｏ，Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ，Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎ
ｓにおいて入手可能である。
【０４０８】
　医薬組成物は、顆粒、錠剤、丸剤、坐薬、カプセル、懸濁液、軟膏、ローション剤等の
ような様々な形態で製造することができる。経口および局所使用に適する医薬品グレード
の有機または無機担体および／または希釈剤は、治療的に活性な化合物を含有する組成物
を作製するために使用できる。当技術分野で公知の希釈剤は、水性媒質、植物および動物
油および脂肪を含む。安定剤、湿潤剤および乳化剤、浸透圧を変化させるための塩または
適切なｐＨ値を確保するための緩衝剤、および皮膚浸透促進剤が助剤として使用できる。
【０４０９】
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　本発明の医薬組成物は、患者への投与に適する形態の癌関連タンパク質を含有する。１
つの実施形態では、医薬組成物は、酸および塩基付加塩の両方を含むことが意図される、
医薬的に許容される塩として存在するような、水溶性形態である。「医薬的に許容される
酸付加塩」は、塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸等のような無機酸、および酢酸、
プロピオン酸、グリコール酸、ピルビン酸、シュウ酸、マレイン酸、マロン酸、コハク酸
、フマル酸、酒石酸、クエン酸、安息香酸、桂皮酸、マンデル酸、メタンスルホン酸、エ
タンスルホン酸、ｐ－トルエンスルホン酸、サリチル酸等のような有機酸で形成される、
遊離塩基の生物学的有効性を保持し、生物学的またはさもなければ有害でない、塩を指す
。「医薬的に許容される塩基付加塩」は、ナトリウム、カリウム、リチウム、アンモニウ
ム、カルシウム、マグネシウム、鉄、亜鉛、銅、マンガン、アルミニウム塩等のような無
機演繹から誘導されるものを含む。アンモニウム、カリウム、ナトリウム、カルシウムお
よびマグネシウム塩が特に好ましい。医薬的に許容される有機非毒性塩基から誘導される
塩は、第一級、第二級および第三級アミン、天然に生じる置換アミンを含む置換アミン、
環状アミン、およびイソプロピルアミン、トリメチルアミン、ジエチルアミン、トリエチ
ルアミン、トリプロピルアミンおよびエタノールアミンなどの塩基性イオン交換樹脂の塩
を含む。
【０４１０】
　医薬組成物はまた、以下の１またはそれ以上を含み得る：血清アルブミンなどの担体タ
ンパク質；緩衝剤；微結晶セルロース、ラクトース、トウモロコシおよび他のデンプン；
結合剤；甘味料および他の香味料；着色剤；およびポリエチレングリコール。添加物は当
技術分野において周知であり、様々な製剤において使用される。
【０４１１】
　所望薬理活性を有する化合物は、先に述べたように、生理的に許容される担体中で宿主
に投与し得る。医薬組成物は、静脈内、筋肉内、動脈内、髄内、髄腔内、脳室内、経皮（
ｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌ　ｏｒ　ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ）適用（たとえば国際公
開番号第ＷＯ９８／２０７３４号参照）、皮下、腹腔内、鼻内、経腸的、局所的、舌下、
膣内または経直腸手段を含むがこれらに限定されない、様々な経路で投与し得る。導入の
方式に依存して、化合物は様々な方法で製剤され得る。製剤中の治療的に活性な化合物の
濃度は、約０．１～１００％重量／容積の範囲をとり得る。ひとたび製剤されれば、本発
明によって考慮される組成物は、（１）直接被験者に投与され得るか（たとえばポリヌク
レオチド、ポリペプチド、低分子アゴニストまたはアンタゴニスト等として）；または（
２）被験者に由来する細胞にエクスビボで送達され得る（たとえばエクスビボ遺伝子治療
におけるように）。組成物の直接送達は、一般に非経口的注射、たとえば皮下、腹腔内、
静脈内または筋肉内、腫瘍内または組織の間隙への注射によって達成される。他の投与方
式は、経口および肺投与、坐薬、および経皮適用、針、および遺伝子銃（ワールドワイド
ウエブサイトのｐｏｗｄｅｒｊｅｃｔ．ｃｏｍ参照）またはハイポスプレーを含む。投薬
治療は、単回投与スケジュールまたは反復投与スケジュールであり得る。
【０４１２】
　被験者への形質転換細胞のエクスビボ送達および再移植のための方法は当技術分野にお
いて公知であり、たとえば国際公開番号第ＷＯ９３／１４７７８号に述べられている。エ
クスビボ適用において有用な細胞の例は、たとえば幹細胞、特に造血幹細胞、リンパ細胞
、マクロファージ、樹状細胞または腫瘍細胞を含む。一般に、エクスビボおよびインビボ
適用のための核酸の送達は、たとえば、すべて当技術分野において周知である、デキスト
ランを介したトランスフェクション、リン酸カルシウム沈殿法、ポリブレンを介したトラ
ンスフェクション、プロトプラスト融合、電気穿孔、リポソームへのポリヌクレオチドの
封入、および核内へのＤＮＡの直接微量注入によって達成できる。
【０４１３】
　ここで述べる癌関連ポリヌクレオチドに対応する遺伝子の差次的発現が、新生物、異形
成および過形成などの増殖性疾患と相関することが認められれば、その疾患は、提供され
たポリヌクレオチド、対応ポリペプチドまたは他の対応分子（たとえばアンチセンス、リ
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ボザイム等）に基づく治療薬の投与に適し得る。他の実施形態では、前記疾患は、たとえ
ば正常細胞に比べて癌細胞において高発現を有する遺伝子のコードされる遺伝子産物の機
能の阻害剤（アンタゴニスト）として、または癌細胞において低発現である遺伝子産物に
ついてのアゴニストとして（たとえば腫瘍抑制剤として働く遺伝子産物の活性を促進する
ため）機能を果たす低分子薬剤の投与による治療に適し得る。
【０４１４】
　本発明の組成物の用量および投与手段は、治療組成物の特定品質、患者の状態、年齢お
よび体重、疾患の進行度および他の関連因子に基づいて決定される。たとえばポリヌクレ
オチド治療組成物の投与は、注射、経口投与、パーティクルガンまたはカテーテル投与を
含む局所（ｌｏｃａｌ）または全身投与、および局所（ｔｏｐｉｃａｌ）投与を含む。好
ましくは、治療用ポリヌクレオチド組成物は、ここで開示するポリヌクレオチドの少なく
とも１２、２２、２５、３０または３５隣接ヌクレオチドのポリヌクレオチドに作動可能
に連結されたプロモーターを含む発現構築物を含有する。治療組成物を体内の特定部位に
直接投与するために様々な方法が使用できる。たとえば小さな転移病巣の位置を特定し、
治療組成物を腫瘍の本体内のいくつかの異なる位置に数回注入する。あるいは、腫瘍に寄
与する動脈を特定し、組成物を腫瘍に直接送達するためにそのような動脈に治療組成物を
注入する。壊死中心を有する腫瘍を吸引し、今や空になった腫瘍の中心に組成物を直接注
入する。アンチセンス組成物は、たとえば組成物の局所適用によって、腫瘍の表面に直接
投与される。Ｘ線画像化が上記送達方法の一部を助けるために使用される。
【０４１５】
　アンチセンスポリヌクレオチド、サブゲノムポリヌクレオチドまたは特定組織に対する
抗体を含有する治療組成物の標的送達も使用できる。受容体を介したＤＮＡ送達手法が、
たとえばＦｉｎｄｅｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（１９
９３）１１：２０２；Ｃｈｉｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ
：Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｏｆ　Ｄｉｒｅｃｔ　Ｇｅｎｅ
　Ｔｒａｎｓｆｅｒ（Ｊ．Ａ．Ｗｏｌｆｆ，ｅｄ．）（１９９４）；Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８８）２６３：６２１；Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂ
ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９４）２６９：５４２；Ｚｅｎｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）（１９９０）５７：３６５５；Ｗｕ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９１）２６６：３３８に述べられている。ポリ
ヌクレオチドを含有する治療組成物は、遺伝子治療プロトコールにおける局所投与のため
にはＤＮＡ約１００ｎｇ～約２００ｍｇの範囲内で投与される。ＤＮＡ約５００ｎｇ～約
５０ｍｇ、約１μｇ～約２ｍｇ、約５μｇ～約５００μｇ、および約２０μｇ～約１００
μｇの濃度範囲も遺伝子治療プロトコールにおいて使用できる。作用方法（たとえばコー
ドされる遺伝子産物のレベルを上昇させるまたは阻害するための）および形質転換および
発現の効果などの因子が、アンチセンスサブゲノムポリヌクレオチドの最終的な効果のた
めに必要な用量に影響を及ぼす考慮事項である。組織のより大きな面積にわたってより高
い発現を所望する場合は、明確な治療結果を生じさせるためにより多量のアンチセンスサ
ブゲノムポリヌクレオチドまたは投与の連続プロトコールにおける同じ量の再投与、また
はたとえば腫瘍部位の異なる隣接または近接組織部分への数回の投与を必要とし得る。す
べての場合に、臨床治験における常套的実験が最適治療効果のための特定範囲を決定する
。
【０４１６】
　本発明の治療用ポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、遺伝子送達ビヒクルを使用し
て送達できる。遺伝子送達ビヒクルはウイルスまたは非ウイルス起源であり得る（一般に
、Ｊｏｌｌｙ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９９４）１：５１；Ｋｉｍ
ｕｒａ，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９９４）５：８４５；Ｃｏｎｎｅｌ
ｌｙ，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９９５）１：１８５；およびＫａｐｌ
ｉｔｔ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（１９９４）６：１４８参照）。そのようなコ
ード配列の発現は、内在性哺乳動物プロモーターまたは異種プロモーターを用いて誘導す



(90) JP 2008-535491 A 2008.9.4

10

20

30

40

50

ることができる。コード配列の発現は構成的であり得るかまたは調節され得る。
【０４１７】
　所望細胞における所望ポリヌクレオチドの送達および発現のためのウイルスベースのベ
クターは当技術分野において周知である。例示的なウイルスベースのビヒクルは、組換え
レトロウイルス（たとえば国際公開番号第ＷＯ９０／０７９３６号；同第ＷＯ９４／０３
６２２号；同第ＷＯ９３／２５６９８号；同第ＷＯ９３／２５２３４号；米国特許第５，
２１９，７４０号；国際公開番号第ＷＯ９３／１１２３０号；同第ＷＯ９３／１０２１８
号；米国特許第４，７７７，１２７号；イギリス特許第２，２００，６５１号；欧州特許
第０　３４５　２４２号；および国際公開番号第ＷＯ９１／０２８０５号参照）、アルフ
ァウイルスに基づくベクター（たとえばシンドビスウイルスベクター、セムリキ森林ウイ
ルス（ＡＴＣＣ　ＶＲ－６７；ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２４７）、ロス川ウイルスＲ（ＡＴＣ
Ｃ　ＶＲ－３７３；ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２４６）およびベネズエラウマ脳炎ウイルス（Ａ
ＴＣＣ　ＶＲ－９２３；ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２５０；ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２４９；ＡＴＣ
Ｃ　ＶＲ－５３２））、およびアデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）ベクター（たとえば国際公
開番号第ＷＯ９４／１２６４９号、同第ＷＯ９３／０３７６９号；同第ＷＯ９３／１９１
９１号；同第ＷＯ９４／２８９３８号；同第ＷＯ９５／１１９８４号および同第ＷＯ９５
／００６５５号参照）を含むが、これらに限定されない。Ｃｕｒｉｅｌ，Ｈｕｍ．Ｇｅｎ
ｅ　Ｔｈｅｒ．（１９９２）３：１４７に述べられているような死滅アデノウイルスに連
結されたＤＮＡの投与も使用できる。
【０４１８】
　死滅アデノウイルスに連結されたまたは連結されていないポリカチオン縮合ＤＮＡ単独
（たとえばＣｕｒｉｅｌ，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．（１９９２）３：１４７参照）
；リガンド結合ＤＮＡ（たとえばＷｕ，Ｊ　Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８９）２６４：
１６９８５参照）；真核細胞送達ビヒクル細胞（たとえば米国特許第５，８１４，４８２
号；国際公開番号第ＷＯ９５／０７９９４号；同第ＷＯ９６／１７０７２号；同第ＷＯ９
５／３０７６３号；および同第ＷＯ９７／４２３３８号参照）および核電荷の中和または
細胞膜との融合を含むがこれらに限定されない、非ウイルス送達ビヒクルおよび方法も使
用できる。裸のＤＮＡも使用できる。例示的な裸のＤＮＡ導入法は、国際公開番号第ＷＯ
９０／１１０９２号および米国特許第５，５８０，８５９号に述べられている。遺伝子送
達ビヒクルとして働き得るリポソームは、米国特許第５，４２２，１２０号；国際公開番
号第ＷＯ９５／１３７９６号；同第ＷＯ９４／２３６９７号；同第ＷＯ９１／１４４４５
号；および欧州特許第０５２４９６８号に述べられている。さらなるアプローチが、Ｐｈ
ｉｌｉｐ，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．（１９９４）１４：２４１１、およびＷｏｆｆ
ｅｎｄｉｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（１９９４）９１：１５８１に述
べられている。
【０４１９】
　使用に適するさらなる非ウイルス送達は、Ｗｏｆｆｅｎｄｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９４）９１（２４）：１１５８１に述べ
られているアプローチのような機械的送達系を含む。さらに、コード配列およびその発現
産物は、光重合ヒドロゲル材料の沈着または電離放射線の使用を通して送達できる（たと
えば米国特許第５，２０６，１５２号および国際公開番号第ＷＯ９２／１１０３３号参照
）。コード配列の送達に使用できる遺伝子送達のための他の慣例的な方法は、たとえばハ
ンドヘルド（ｈａｎｄ－ｈｅｌｄ）遺伝子導入パーティクルガンの使用（たとえば米国特
許第５，１４９，６５５号参照）；導入遺伝子を活性化するための電離放射線の使用（た
とえば米国特許第５，２０６，１５２号および国際公開番号第ＷＯ９２／１１０３３号参
照）を含む。
【０４２０】
　もう１つの実施形態では、癌関連タンパク質および調節剤を治療薬として投与し、上記
で概説したように製剤することができる。同様に、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子（完全長配列、
部分配列、または癌関連コード領域の調節配列を含む）を、当技術分野において公知のよ
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うに、遺伝子治療適用において投与することができる。これらのｔｍ－ＰＴＰε遺伝子は
、当業者に認識されるように、遺伝子治療として（すなわちゲノムへの組込みのため）ま
たはアンチセンス組成物としての、アンチセンス適用を含み得る。
【０４２１】
　そこで、１つの実施形態では、細胞または生物においてｔｍ－ＰＴＰε遺伝子活性を調
節する方法が提供される。１つの実施形態では、その方法は、内因性癌関連タンパク質の
生物学的活性を低下させるまたは排除する抗癌関連抗体を細胞に投与することを含む。あ
るいは、前記方法は、癌関連タンパク質をコードする組換え核酸を細胞または生物に投与
することを含む。当業者に認識されるように、これは多くの方法で達成し得る。もう１つ
の実施形態では、たとえば癌関連配列が癌において下方調節されるときは、公知の遺伝子
治療手法を用いて、細胞における癌関連発現の量を上昇させることにより、たとえば内因
性ｔｍ－ＰＴＰεを過剰発現させることによってまたは癌関連配列をコードする遺伝子を
投与することによって、癌関連発現産物の活性を上昇させる。もう１つの実施形態では、
遺伝子治療手法は、たとえばその全体が参照によりここに組み込まれる、国際公開番号第
第ＰＣＴ／ＵＳ９３／０３８６８号に述べられているように、相同的組換え増強（ｅｎｈ
ａｎｃｅｄ　ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ）（ＥＨＲ）を用いた
外来性遺伝子の組込みを含む。あるいは、たとえば癌関連配列が癌において上方調節され
るときは、たとえば癌関連アンチセンス核酸の投与によって、内因性ｔｍ－ＰＴＰε遺伝
子の活性を低下させる。
【０４２２】
　（ｄ）ワクチン
　もう１つの実施形態では、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子を、単独でまたは他の癌関連遺伝子と
組み合わせて、ＤＮＡワクチンとして投与する。裸のＤＮＡワクチンは一般に当技術分野
において公知である。Ｂｒｏｗｅｒ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１６
：１３０４－１３０５（１９９８）。
【０４２３】
　１つの実施形態では、本発明のｔｍ－ＰＴＰε遺伝子をＤＮＡワクチンとして使用する
。ＤＮＡワクチンとしての遺伝子の使用のための方法は当業者に周知であり、ｔｍ－ＰＴ
Ｐε遺伝子またはｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の一部を、癌を有する患者における発現のために
プロモーターの制御下に置くことを含む。ＤＮＡワクチンのために使用されるｔｍ－ＰＴ
Ｐε遺伝子は、完全長癌関連タンパク質をコードし得るが、より好ましくは、癌関連タン
パク質に由来するペプチドを含む癌関連タンパク質の部分をコードする。もう１つの実施
形態では、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子に由来する複数のヌクレオチド配列を含むＤＮＡワクチ
ンで患者を免疫する。同様に、複数のｔｍ－ＰＴＰε遺伝子またはその部分で患者を免疫
することが可能である。理論に縛られることなく、癌関連タンパク質を発現する細胞を認
識し、破壊するまたは排除する、ＤＮＡワクチンによってコードされるポリペプチド、細
胞傷害性Ｔ細胞、ヘルパーＴ細胞および抗体の発現が誘導される。
【０４２４】
　もう１つの実施形態では、ＤＮＡワクチンは、アジュバント分子をコードする遺伝子を
ＤＮＡワクチンと共に含む。そのようなアジュバント分子は、ＤＮＡワクチンによってコ
ードされる癌関連ポリペプチドに対する免疫原性応答を上昇させるサイトカインを含む。
付加的または選択的なアジュバントは当業者に公知であり、本発明において有用である。
【０４２５】
　（ｅ）抗体
　上述した癌関連抗体は多くの適用において有用である。たとえば癌関連抗体は、標準ア
フィニティークロマトグラフィーカラムに結合して、癌関連タンパク質を精製するために
使用し得る。抗体はまた、癌関連タンパク質に特異的に結合するため、上記で概説したよ
うに、ブロックポリペプチドとして治療的に使用し得る。
【０４２６】
　本発明はさらに、癌関連ポリペプチドが癌細胞において差次的に発現される癌関連ポリ
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ヌクレオチドによってコードされる、生物学的試料中のポリペプチドの存在またはレベル
を、コードされるポリペプチドに特異的な抗体を使用して検出するための方法を提供する
。前記方法は一般に、ａ）試料を、前立腺癌細胞において差次的に発現される癌関連ポリ
ヌクレオチドによってコードされるポリペプチドに特異的な抗体と接触させること；およ
びｂ）抗体と試料の分子の間の結合を検出すること、を含む。
【０４２７】
　コードされる癌関連ポリペプチドに特異的な抗体の特異的結合の検出は、適切な対照と
比較するとき、コードされるポリペプチドが試料中に存在することの指標である。適切な
対照は、正常組織などの、コードされる癌関連ポリペプチドを含有しないことが既知であ
るかまたは高レベルのポリペプチドを含有しないことが既知である試料、およびコードさ
れるポリペプチドに特異的でない抗体、たとえば抗イディオタイプ抗体と接触させた試料
を含む。標準免疫組織学的方法、免疫沈降法、酵素免疫測定法、および放射免疫測定法を
含むが、これらに限定されない、特異的抗体－抗原相互作用を検出するための様々な方法
が当技術分野で公知であり、前記方法において使用できる。一般に、特異的抗体は、直接
または間接的に、検出可能に標識される。直接標識は、放射性同位体；その生成物が検出
可能である酵素（たとえばルシフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ等）；蛍光標識（たと
えばフルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、フィコエリトリン等）；ＥＤＴＡ
などの金属キレート化基を通して抗体に結合した、蛍光放出金属、たとえば１５２Ｅｕま
たはランタニドシリーズの他の物質；化学発光化合物、たとえばルミノール、イソルミノ
ール、アクリジニウム塩等；生物発光化合物、たとえばルシフェリン、エクオリン（グリ
ーン蛍光タンパク質）等を含む。抗体は、ポリスチレンプレートまたはビーズなどの不溶
性支持体に付着（結合）し得る。間接標識は、コードされるポリペプチドに特異的な抗体
（「一次特異的抗体」）に特異的な、上述したように標識される二次抗体；および特異的
結合対の成員、たとえばビオチン－アビジン等を含む。生物学的試料を、細胞、細胞粒子
または可溶性タンパク質を固定化することができる、ニトロセルロースなどの固体支持体
または担体と接触させ、その上に固定化し得る。次に支持体を適切な緩衝液で洗浄し、そ
の後、検出可能に標識した一次特異的抗体と接触させ得る。検出方法は当技術分野におい
て公知であり、検出可能標識によって放出されるシグナルに適切であるように選択される
。検出は一般に、適切な対照および適切な標準と比較して実施される。
【０４２８】
　一部の実施形態では、前記方法は、たとえば癌細胞が存在する部位を位置決定するまた
は特定するために、インビボでの使用に適合される。これらの実施形態では、検出可能標
識部分、たとえば癌関連ポリペプチドに特異的な抗体を個体に投与し（たとえば注射によ
って）、磁気共鳴画像化法、コンピュータ断層撮影走査法等を含むがこれらに限定されな
い、標準画像化手法を用いて標識細胞を位置決定する。このようにして、癌細胞が差次的
に標識される。
【０４２９】
　（ｆ）癌の検出および診断のための他の方法
　理論に縛られることなく、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子は癌において重要であると思われる。
従って、突然変異型または変異型ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子に基づく疾患を判定し得る。１つ
の実施形態では、本発明は、細胞における少なくとも１個の内因性ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子
の配列の全部または一部を決定することを含む、変異型ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子を含む細胞
を特定するための方法を提供する。当業者に認識されるように、これは多くの配列決定手
法を用いて実施し得る。もう１つの実施形態では、本発明は、個体の少なくとも１個のｔ
ｍ－ＰＴＰε遺伝子の配列の全部または一部を決定することを含む、個体の癌関連遺伝子
型を特定する方法を提供する。これは一般に、個体の少なくとも１つの組織において実施
され、多くの組織の評価または同じ組織の異なる試料の評価を含み得る。前記方法は、配
列決定したｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の配列を公知のｔｍ－ＰＴＰε遺伝子、すなわち野生型
遺伝子と比較することを含み得る。当業者に認識されるように、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の
配列の変化は、疾患の存在または疾患を発症する傾向または予後評価の指標であり得る。
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【０４３０】
　ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の全部または一部の配列を、次に、何らかの相違が存在するかど
うかを判定するために公知のｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の配列と比較することができる。これ
は、Ｂｅｓｔｉｆｔ当技術分野のような数多くの公知のホモロジープログラムを用いて実
施できる。もう１つの実施形態では、患者のｔｍ－ＰＴＰε遺伝子と公知のｔｍ－ＰＴＰ
ε遺伝子の間での配列の相違の存在は、ここで概説するように、疾患状態または疾患状態
への傾向を示唆する。
【０４３１】
　もう１つの実施形態では、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子を、ゲノム内のｔｍ－ＰＴＰε遺伝子
のコピー数を測定するためのプローブとして使用する。たとえば一部の癌は染色体欠失ま
たは挿入を示し、遺伝子のコピー数の変化を生じさせる。
【０４３２】
　本発明は、癌細胞を検出するためのここで述べるポリヌクレオチドを使用し、被験者に
おける癌および癌の重症度（たとえば腫瘍分類、腫瘍量等）の診断を容易にし、被験者の
予後の判定を容易にし、および治療に対する被験者の応答性を評価する（たとえば化学療
法レジメンの間またはその後に腫瘍量を評価することを通して治療効果の測定を提供する
ことによって）方法を提供する。検出は、癌細胞において差次的に発現されるポリヌクレ
オチドの検出、および／または癌細胞において差次的に発現されるポリヌクレオチドによ
ってコードされるポリペプチドの検出に基づき得る。本発明の検出方法は、単離細胞に関
して、または全組織または体液（たとえば血液、血漿、血清、尿等）において、インビト
ロまたはインビボで実施できる。
【０４３３】
　一部の実施形態では、癌細胞において差次的に発現される転写産物の当該細胞における
発現を検出することによって癌細胞を検出するための方法が提供される。前立腺癌細胞に
おいて差次的に発現されるポリヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌクレオチドとの
ハイブリダイゼーションによる転写産物の検出；特異的オリゴヌクレオチドプライマーを
用いたポリメラーゼ連鎖反応による転写産物の検出；前立腺癌細胞において差次的に発現
される遺伝子にハイブリダイズするポリヌクレオチドをプローブとして使用する、細胞の
インサイチューハイブリダイゼーションを含むが、これらに限定されない、様々な公知の
方法のいずれかが検出のために使用できる。前記方法は、癌細胞において差次的に発現さ
れる遺伝子を検出するおよび／または前記遺伝子のｍＲＮＡレベルを測定するために使用
できる。一部の実施形態では、前記方法は、ａ）試料を、ここで述べる差次的に発現され
る遺伝子に対応するポリヌクレオチドと、ハイブリダイゼーションを許容する条件下で接
触させること；およびｂ）もし存在する場合は、ハイブリダイゼーションを検出すること
を含む。
【０４３４】
　ディファレンシャルハイブリダイゼーションの検出は、適切な対照と比較するとき、癌
細胞において差次的に発現されるポリヌクレオチドが試料中に存在することの指標である
。適切な対照は、たとえば癌細胞において差次的に発現されるポリヌクレオチドを含有し
ないことが既知である試料、および癌細胞において差次的に発現されるポリヌクレオチド
と同じ「センス」の標識ポリヌクレオチドの使用を含む。ハイブリダイゼーションを許容
する条件は当技術分野において公知であり、上記で詳細に説明した。検出はまた、適切に
標識されたポリヌクレオチドを使用して、インサイチューハイブリダイゼーション、ＰＣ
Ｒ（ポリメラーゼ連鎖反応）、ＲＴ－ＰＣＲ（逆転写ＰＣＲ）、ＴＭＡ、ｂＤＮＡ、およ
びＮａｓｂａｕおよび「ノーザン」またはＲＮＡブロット法、またはそのような手法の組
合せを含むが、これらに限定されない、何らかの公知の方法によって達成できる。ポリヌ
クレオチドのための様々な標識および標識化法が当技術分野で公知であり、本発明のアッ
セイ方法において使用できる。ハイブリダイゼーションの特異性は、適切な対照との比較
によって測定できる。
【０４３５】
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　一般に、ここで提供するポリヌクレオチドの少なくとも１０ヌクレオチド、少なくとも
１２ヌクレオチドまたは少なくとも１５隣接ヌクレオチドを含むポリヌクレオチドは、前
立腺癌細胞において差次的に発現されるポリヌクレオチドの検出および／または転写レベ
ルの測定のためのプローブなどの、多様な目的のために使用される。当業者には容易に認
識されるように、プローブを検出可能に標識し、たとえば被験試料（たとえばｍＲＮＡ）
から得られた固定化ポリヌクレオチドを含むアレイと接触させることができる。あるいは
、プローブをアレイに固定化し、被験試料を検出可能に標識することができる。これらや
本発明の方法の他の変法は、十分に当業者の技術範囲内であり、本発明の範囲内である。
【０４３６】
　ヌクレオチドプローブは、提供されるポリヌクレオチドに対応する遺伝子の発現を検出
するために使用される。ノーザンブロット法では、ｍＲＮＡを電気泳動によって分離し、
プローブと接触させる。特定の大きさのｍＲＮＡ種にハイブリダイズさせてプローブを検
出する。たとえばある特定条件下で、発現の相対量を測定するためにハイブリダイゼーシ
ョンの量を定量化することができる。プローブは、発現を検出するために細胞へのインサ
イチューハイブリダイゼーションに使用される。プローブはまた、ハイブリダイズする配
列の診断検出のためにインビボで使用できる。プローブは、典型的には放射性同位体で標
識される。発色団、発蛍光団および酵素などの他の種類の検出可能標識も使用できる。ヌ
クレオチドハイブリダイゼーションアッセイの他の例は、国際公開番号第ＷＯ９２／０２
５２６号および米国特許第５，１２４，２４６号に述べられている。
【０４３７】
　ＰＣＲは、少量の標的核酸を検出するためのもう１つの手段である（たとえばＭｕｌｌ
ｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．（１９８７）１５５：３３５；米国特
許第４，６８３，１９５号；および米国特許第４，６８３，２０２号参照）。反応を開始
させるために、標的核酸とハイブリダイズする２個のプライマーオリゴヌクレオチドを使
用する。プライマーは、ここで開示する癌関連ポリヌクレオチド内の配列または３’側と
５’側の配列で構成され得る。あるいは、プライマーがこれらのポリヌクレオチドの３’
側と５’側である場合、プライマーは、それらまたはその相補物にハイブリダイズする必
要はない。熱安定なポリメラーゼによる標識の増幅後、増幅された標的核酸は、当技術分
野で公知の方法、たとえばサザンブロット法によって検出できる。ｍＲＮＡまたはｃＤＮ
Ａも、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ”（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８９）に述べられている伝統的なブロッティ
ング手法（たとえばサザンブロット法、ノーザンブロット法等）によって（たとえばＰＣ
Ｒ増幅を伴わずに）検出することができる。一般に、ポリメラーゼ酵素を使用してｍＲＮ
Ａから作製されたｍＲＮＡまたはｃＤＮＡは、ゲル電気泳動を用いて精製し、分離して、
ニトロセルロースなどの固体支持体に移すことができる。固体支持体を標識プローブに暴
露し、ハイブリダイズしていないプローブを除去するために洗浄して、標識プローブを含
む二本鎖を検出する。
【０４３８】
　ＰＣＲ増幅を用いる方法は、１個の細胞からのＤＮＡに関して実施できるが、少なくと
も約１０５細胞を使用することが好都合である。ポリメラーゼ連鎖反応の使用はＳａｉｋ
ｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：４８７に述べられており、現在
の手法の総説はＳａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：
Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ＣＳＨ　Ｐｒｅｓｓ　１９８９，ｐｐ．１４
．２－１４．３３に認められる。検出可能標識を増幅反応に含めてもよい。適切な検出可
能標識は、蛍光色素（たとえばフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、ローダ
ミン、テキサスレッド、フィコエリトリン、アロフィコシアニン、６－カルボキシフルオ
レセイン（６－ＦＡＭ）、２’，７’－ジメトキシ－４’，５’－ジクロロ－６－カルボ
キシフルオレセイン、６－カルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）、６－カルボキシ－２
’，４’，７’，４，７－ヘキサクロロフルオレセイン（ＨＥＸ）、５－カルボキシフル
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オレセイン（５－ＦＡＭ）またはＮ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチル－６－カルボキシロ
ーダミン（ＴＡＭＲＡ））、放射性標識（たとえば３２Ｐ、３５Ｓ、３Ｈ等）等を含む。
標識は、ポリヌクレオチドが、高親和性結合パートナー、たとえばアビジン、特異的抗体
等を有するビオチン、ハプテン等に複合し、結合パートナーが検出可能標識に複合する、
２段階システムであり得る。標識はプライマーの一方または両方に複合し得る。あるいは
、増幅産物に標識を組み込むために、増幅に使用されるヌクレオチドのプールを標識する
。
【０４３９】
　検出方法において使用される試薬はキットの一部として提供され得る。そこで、本発明
はさらに、生物学的試料中の、癌細胞において差次的に発現されるポリヌクレオチド、お
よび／またはそれによってコードされるポリペプチドの存在またはレベルを検出する（た
とえば対象とする差次的に発現される遺伝子によってコードされるｍＲＮＡの検出によっ
て）ためのキットを提供する。これらのキットを使用する手順は、臨床検査室、実験室、
開業医または私的個人によって実施され得る。癌細胞において差次的に発現されるポリヌ
クレオチドによってコードされるポリペプチドを検出するための本発明のキットは、ポリ
ペプチドまたはそのフラグメントに結合する抗体であり得る、ポリペプチドに特異的に結
合する成分を含み得る。前立腺癌細胞において差次的に発現されるポリヌクレオチドを検
出するために使用される本発明のキットは、そのようなポリヌクレオチドに特異的にハイ
ブリダイズする成分を含み得る。キットは、場合により、緩衝液、展開試薬、標識、反応
性表面、検出のための手段、対照試料、標準品、指示書、および解釈のための情報を含む
が、これらに限定されない、手順において有用である付加的な成分を提供する。
【０４４０】
　本発明はさらに、哺乳動物（たとえばヒト）における新生物形成または前新生物形成状
態を診断／検出する方法に関する。ここで使用する「診断」は、一般に、疾患または障害
に対する被験者の罹病性の判定、被験者が現在疾患または障害に罹患しているかどうかの
判定、疾患または障害に罹患している被験者の予後判定（たとえば前転移性または転移性
癌状態、癌の病期または治療に対する癌の応答性の特定）、および治療測定（ｔｈｅｒａ
ｍｅｔｒｉｃｓ）（たとえば治療の作用または効果に関する情報を提供するために被験者
の状態を観測すること）を含む。
【０４４１】
　「有効量」は、臨床成績を含む、有益なまたは所望の結果を生じさせるのに十分な量で
ある。有効量は、１回またはそれ以上の投与で投与することができる。
【０４４２】
　「細胞試料」は、個体から得られる様々な種類の試料を包含し、診断または観測アッセ
イにおいて使用できる。この定義は、血液および生物学的起源の他の液体試料、生検標本
または組織培養物などの固体組織試料、またはそれらに由来する細胞およびその子孫を包
含する。この定義はまた、入手後に、試薬による処理、可溶化、あるいはタンパク質また
はポリヌクレオチドなどのある種の成分の富化などの何らかの方法で操作された試料を含
む。「細胞試料」という用語は臨床試料を含み、また培養下の細胞、細胞上清、細胞溶解
産物、血清、血漿、生物学的液体、および組織試料も包含する。
【０４４３】
　ここで使用する、「新生物細胞」、「新生物」、「腫瘍」、「腫瘍細胞」、「癌」およ
び「癌細胞」という用語（交換可能に使用される）は、細胞増殖の制御の重大な喪失（す
なわち調節不能の細胞分裂）によって特徴づけられる異常増殖表現型を示すように、相対
的に自律性の増殖を示す細胞を指す。新生物細胞は悪性または良性であり得る。
【０４４４】
　「個体」、「被験者」、「宿主」および「患者」という用語は、ここでは交換可能に使
用され、診断、処置または治療が所望される哺乳動物被験者、特にヒトを指す。他の被験
者は、ウシ、イヌ、ネコ、モルモット、ウサギ、ラット、マウス、ウマ等を含み得る。こ
れらの方法に従って検出／診断できる状態の例は癌を含む。適切な発現パターンを示す遺
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伝子に対応するポリヌクレオチドが、被験者において癌を検出するために使用できる。癌
のマーカーの総説については、たとえばＨａｎａｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｅｌｌ　１００
：５７－７０（２０００）参照。
【０４４５】
　一部の検出／診断方法は、（ａ）哺乳動物（たとえばヒト）から生物学的試料を得るこ
と、（ｂ）試料中の癌関連タンパク質の存在を検出すること、および（ｃ）存在する生成
物の量を対照試料における量と比較することを含む。これらの方法によれば、試料中の高
レベルの癌関連遺伝子産物の存在は、被験者が新生物形成または前新生物形成状態を有す
ることを指示する。
【０４４６】
　この方法における使用に適する生物学的試料は、血清、血漿、胸水、尿などの生物学的
液体を含み、また生検に由来する試料を含む、脳脊髄液、ＣＳＦ、組織試料（たとえば乳
癌または前立腺組織切片）も本発明の方法において使用できる。たとえば組織生検に由来
する、細胞培養物または細胞抽出物も使用できる。
【０４４７】
　本発明の化合物は、好ましくは、検出可能マーカー（たとえば発蛍光団、発色団または
同位体等）で標識することができる、結合タンパク質、たとえばポリクローナルまたはモ
ノクローナル抗体、またはその抗原結合フラグメントである。適切な場合は、化合物をビ
ーズ、プレート、フィルター、樹脂等のような固体支持体に結合することができる。複合
体の形成の判定は、複合体を、最初の化合物（または複合体）に特異的に結合するさらな
る化合物（たとえば抗体）と接触させることによって実施できる。最初の化合物と同様に
、さらなる化合物も固体支持体に結合するおよび／または検出可能マーカーで標識するこ
とができる。
【０４４８】
　本発明に従った癌関連タンパク質のレベル上昇の特定は、アジュバント療法から恩恵を
受ける可能性が高い被験者（患者）の特定を可能にする。たとえば一次療法後の被験者（
たとえば手術を受けた被験者）からの生物学的試料を循環癌関連タンパク質の存在に関し
てスクリーニングすることができ、健常集団の試験によって決定される、前記タンパク質
のレベル上昇の存在は、残存腫瘍組織を指示する。同様に、外科的に切除された腫瘍の切
断日からの組織を検査することができ（たとえば免疫蛍光によって）、高レベルの（周囲
の組織と比較して）生成物の存在は、腫瘍の不完全な切除の指標である。そのような被験
者を特定できることは、治療を特定被験者の必要に適合させることを可能にする。非手術
療法、たとえば化学療法または放射線療法を受けている患者も監視することができ、その
ような被験者からの試料における高レベルの癌関連タンパク質の存在は、治療継続の必要
性を指示する。疾患の病期判定（たとえば治療レジメンを最適化するため）も、たとえば
生検によって、たとえば癌関連タンパク質に特異的な抗体で実施できる。
【０４４９】
　（ｇ）動物モデルおよびトランスジェニック動物
　癌関連タンパク質は癌において過剰発現されると予測される。それ自体、ｔｍ－ＰＴＰ
εタンパク質を過剰発現するトランスジェニック動物が作製できる。所望発現レベルに依
存して、様々な強さのプロモーターが導入遺伝子を発現するために使用できる。また、組
み込む導入遺伝子のコピー数も決定することができ、導入遺伝子の発現レベルの測定のた
めに比較できる。そのような方法によって作製された動物は、癌関連の動物モデルとして
使用でき、付加的に、癌を治療するための生物活性分子に関するスクリーニングにおいて
有用である。
【０４５０】
　特に、Ｎ末端ＨＡ標識ｔｍ－ＰＴＰεタンパク質を発現するトランスジェニック動物は
、腫瘍形成へのｔｍ－ＰＴＰε二量体化の影響を検討するために使用できる。
【０４５１】
　加えて、ｔｍ－ＰＴＰεを過剰発現する膵、腎または膀胱癌細胞系（たとえばＨｓ７０
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０Ｔ、Ａ４９８等）またはＤＵ１４５（前立腺）またはＮＣＩ－Ｈ５０（肺）などのｔｍ
－ＰＴＰεを発現することが示されている他の組織からの細胞系を用いた異種移植モデル
を使用し得る。あるいは、たとえばマウス膵臓、腎臓または膀胱組織にヒト癌細胞を移植
し、腫瘍に成長させた、正所性ヒト腫瘍を用いた異種移植モデルを使用し得る。適切な膀
胱正所性モデルの報告は、Ｃｈｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．２００６．Ｃａｎｃｅｒ　Ｂｉｏｌ
　Ｔｈｅｒ．；５（４）．Ｉｎ　ｐｒｅｓｓ；Ｄｉｎｎｅｙ　ｅｔ　ａｌ．２００４．Ｃ
ａｎｃｅｒ　Ｃｅｌｌ；６：１１１－１１６；およびＷａｔａｎａｂｅ　ｅｔ　ａｌ．２
０００　Ｇｅｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ；７：１５７５－１５８０を含むが，こ
れらに限定されない。適切な膵臓ヒト細胞系正所性モデルの報告は、Ｋａｔｚｅｔ　ａｌ
．２００４．Ｃｌｉｎ　Ｅｘｐ　Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ．；２１（ｌ）：７－１２；Ｆｌ
ｅｍｉｎｇ　ａｎｄ　Ｂｒｅｋｋｅｎ　２００３．Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．；９
０（３）：４９２－５０１；Ｇｒｉｍｍ　ｅｔ　ａｌ．２００３．Ｉｎｔ　Ｊ　Ｃａｎｃ
ｅｒ．１０６（５）：８０６－１１；およびＢｏｕｖｅｔ　ｅｔ　ａｌ．２００２．Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ；６２，１５３４－１５４０を含むが、これらに限定されな
い。適切な膵細胞異種移植モデルの報告は、Ｂｌａｎｑｕｉｃｅｔｔ　ｅｔ　ａｌ．２０
０５　Ｃｌｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．；１１（２４　Ｐｔ　１）：８７７３－８１；
Ｊｉａ　ｅｔ　ａｌ．２００５　Ｗｏｒｌｄ　Ｊ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ．；１１
（３）：４４７－５０を含むが、これらに限定されない。
【実施例】
【０４５２】
　以下の実施例は、本発明をどのようにして実施し、使用するかについての完全な開示と
説明を当業者に提供するために述べるものであり、発明人が自らの発明とみなすものの範
囲を限定することを意図せず、以下の実験が実施されるすべておよび唯一の実験であるこ
とを意図しない。使用する数（たとえば量、温度等）に関して正確さを保証するべく努力
したが、ある程度の実験誤差および偏差が存在するはずである。異なる指示がない限り、
割合は重量比であり、分子量は重量平均分子量であり、温度はセルシウス温度であり、圧
は大気圧またはほぼ大気圧である。
【０４５３】
　（実施例１）
　マウスにおける腫瘍誘発後の挿入部位分析
　マウス乳腺癌ウイルス（ＭＭＴＶ）またはマウス白血病ウイルス（ＭＬＶ）のいずれか
を使用してマウスにおいて腫瘍を誘発した。ＭＭＴＶは乳房腺癌を引き起こし、ＭＬＶは
様々な異なる造血器悪性疾患（主としてＴまたはＢ細胞リンパ腫）を生じさせる。
【０４５４】
　３つの感染経路を用いた：（１）精製ウイルス製剤による新生児の注射、（２）授乳期
間中の乳汁媒介性ウイルスによる感染、および（３）生殖細胞系（Ａｋｖｒ１および／ま
たはＭｔｖ２）による病原性プロウイルスの遺伝的伝播。各々の罹患マウスにおいて存在
する悪性疾患の種類を、ホルマリン固定・パラフィン包埋生検試料のＨ＆Ｅ染色薄切片の
組織学的分析によって判定した。各々の腫瘍にクローニングによって組み込んだすべての
プロウイルスに隣接する宿主ＤＮＡ配列を、２個のウイルス特異的プライマーおよび制限
酵素消化した腫瘍ＤＮＡに連結した４０ｂｐの二本鎖ＤＮＡアンカーに特異的な２個のプ
ライマーを使用して、入れ子型アンカーＰＣＲによって回収した。宿主／ウイルス接合フ
ラグメントを示す増幅バンドをクローニングし、配列決定した。その後、マウスゲノム配
列をＢＬＡＳＴ解析するために宿主配列（「タグ」と呼ばれる）を使用した。
【０４５５】
　抽出したマウスゲノムタグ配列を、次に、ｗｗｗ．ｅｎｓｅｍｂｌ．ｏｒｇからダウン
ロードしたドラフトマウスゲノムアセンブリ（ＮＣＢＩリリースｍ３３）にマッピングし
た。４５ｂｐまたはそれ以上のタグ配列を、Ｔｉｍｅｌｏｇｉｃの加速ｂｌａｓｔアルゴ
リズム、ｔｅｒａｂｌａｓｔを以下のパラメータ設定で使用してゲノムにマッピングした
：－ｔ＝１０　－Ｘ＝１ｅ－１０　－ｖ＝２０　－ｂ＝２０　－Ｒ。短いタグ配列（＜４
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５ｂｐ）を、以下のパラメータ設定でＮＣＢＩ　ｂｌａｓｔａｌｌアルゴリズムによって
ゲノムにマッピングした：－ｅ　１０００　－Ｆ　Ｆ　－Ｗ　９　－ｖ　２０　－ｂ　２
０。次に結合ｂｌａｓｔ結果を、典型的にはタグ配列長の少なくとも３０％にわたって最
低限９５％の同一性を必要とする、各々のタグ配列についてのベストマッチに関してフィ
ルタリングした。ユニークな染色体位置を有するタグを遺伝子呼び出し（ｇｅｎｅ　ｃａ
ｌｌ）工程に進めた。
【０４５６】
　各々の個別タグに関して、３つのパラメータを記録した：（１）マウス染色体配置、（
２）組込みが起こった塩基対座標、および（３）プロウイルスの方向。この情報を用いて
、全分析腫瘍からすべての使用可能なタグをマウスゲノムにマッピングした。プロウイル
ス挿入突然変異の癌原遺伝子標的を特定するため、組込み体の各クラスターにおけるプロ
ウイルス組込みパターンを、トランスクリプトーム内の全ての公知遺伝子の位置に対して
解析した。２またはそれ以上の無関係な腫瘍における同じ遺伝子座のプロウイルスの存在
は、プロウイルス組込み部位またはそのすぐ近くに癌原遺伝子が存在することの一見証拠
である。これは、ゲノムがランダムな組込みのためには大きすぎて観察可能なクラスター
形成を生じないためである。検出されたいかなるクラスター形成も、腫瘍形成の間の生物
学的選択についての明瞭な証拠を提供する。プロウイルス挿入突然変異の癌原遺伝子標的
のヒトオーソログを特定するため、マウスとヒトゲノムの相同領域の比較分析を実施した
。
【０４５７】
　マウストランスクリプトームを示すためにＥｎｓｅｍｂｌマウス遺伝子モデルとＵＣＳ
Ｃ　ｒｅｆｓｅｑおよびｋｎｏｗｎｇｅｎｅセットを使用した。上記のように、タグ染色
体位置および隣接遺伝子に対するプロウイルスの挿入方向に基づき、各々のタグをその最
も近接する遺伝子に割り当てた。遺伝子に連結されたプロウイルス挿入を２つのカテゴリ
ー：Ｉ型挿入またはＩＩ型挿入に分類した。挿入がイントロンまたはエクソンの遺伝子座
内である場合、ＩＩ型挿入と命名した。そうでない場合は、挿入が以下の３つの追加判定
基準を満たすことを条件として、挿入をＩ型挿入と称した：１）遺伝子座の外側であるが
、遺伝子の開始または終結位置から１００キロ塩基内である、２）上流挿入については、
プロウイルス方向が遺伝子の方向と反対である、および３）下流挿入については、プロウ
イルス方向が遺伝子と同じである。この工程において発見された遺伝子または転写産物に
ＮＣＢＩ　Ｌｏｃｕｓ　Ｌｉｎｋ注釈からの遺伝子座ＩＤを割り当てた。少なくとも２つ
のウイルス挿入物を有するユニークマウス遺伝子座ＩＤが現在のＯｎｃｏｇｅｎｏｍｅ（
商標）を構成する。
【０４５８】
　Ｏｎｃｏｇｅｎｏｍｅ（商標）におけるマウス遺伝子についてのヒトオーソログを割り
当てるため、ヒトオーソログ注釈およびＮＣＢＩの相同遺伝子注釈に対するＭＧＩマウス
を使用した。オーソログの注釈に不一致または欠落があるときは、ＵＣＳＣまたはＥｎｓ
ｅｍｂｌゲノムブラウザを使用して、マウスとヒトゲノムの相同領域の比較分析を実施し
た。オーソロガスヒト遺伝子にＮＣＢＩ　Ｌｏｃｕｓ　Ｌｉｎｋからの遺伝子座ＩＤを割
り当て、これらのヒト遺伝子を、ここで述べる癌治療薬のための潜在的標的としてさらに
評価した。
【０４５９】
　宿主／ウイルス接合フラグメントのＰＣＲ増幅の一例を図１に示す。レーン１は正常対
照ＤＮＡからの増幅産物を含み、レーン２は腫瘍ＤＮＡからの増幅産物を含む。バンドは
、ＤＮＡ試料中に存在する５’　宿主／ウイルス接合フラグメントから生じる。レーン１
は、この特定マウス系統に存在するすべてのプロウイルスからのｅｎｖ／３’ＬＴＲ接合
部（上部）および病原性内在性Ｍｔｖ２プロウイルスからの宿主／５’ＬＴＲからのバン
ドを有する。この内在性プロウイルスは、その配列が新たにクローニングによって腫瘍に
組み込まれたプロウイルスと同一であることから検出される。この腫瘍に存在することが
既知のである４個の新たにクローニングによって組み込まれたプロウイルス全部が容易に
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【０４６０】
　（実施例２）
　定量的ＲＴ－ＰＣＲの分析：比較ＣＴ法。
【０４６１】
　ＲＴ－ＰＣＲ分析を４つの主要工程に分けた：１）一次正常および腫瘍組織からのＲＮ
Ａ精製；２）リアルタイム定量的ＰＣＲのための、精製組織ＲＮＡからの一本鎖ｃＤＮＡ
の作製；３）３８４穴反応に適合させたＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７９００ＨＴ　Ｓｅｑｕｅ
ｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍを使用して遺伝子発現のためのＲＴ－ＰＣＲ
を開始する；４）癌において差次的に発現される（上方調節される）遺伝子を特定するた
めに統計的方法によってＲＴ－ＰＣＲデータを解析する。
【０４６２】
　これらの工程を以下でより詳細に説明する。
【０４６３】
　Ａ）一次正常および腫瘍組織からのＲＮＡ精製
　これは、Ｑｉａｇｅｎ　ＲＮｅａｓｙ　ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ、カタログ番号７４１０６を
用いて実施した。組織チャック（ｔｉｓｓｕｅ　ｃｈｕｃｋｓ）は、典型的にはＲＮＡ約
３０μｇを生成し、溶出緩衝液１５０μＬを使用した場合約２００ｎｇ／μＬの最終濃度
を生じさせた。
【０４６４】
　Ｑｉａｇｅｎのプロトコールを用いてＲＮＡを抽出した後、ＲＮＡの収率と濃度を測定
するためにＭｏｌｅｃｕｌａｒ　ＰｒｏｂｅｓからのＲｉｂｏｇｒｅｅｎ定量化試薬を製
造者のプロトコールに従って使用した。
【０４６５】
　２８Ｓと１８Ｓのバンドが等しい強度を有するかどうかを判定するために、抽出したＲ
ＮＡの完全性をＥｔＢｒ染色アガロースゲルで評価した。加えて、試料のバンドは明瞭で
可視であるべきである。バンドが可視でないかまたはゲルを通して汚れている場合は、試
料を廃棄した。
【０４６６】
　抽出ＲＮＡの完全性をまた、Ａｇｉｌｅｎｔ　２１００を製造者のプロトコールに従っ
て使用して評価した。Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ／“Ｌａｂ－Ｏｎ－Ａ－
Ｃｈｉｐ”は、ＲＮＡ試料の電気泳動図を作成する微小流体制御システムである。１８Ｓ
と２８Ｓバンドの比率および基線の平坦さを観察することにより、ＲＮＡ分解のレベルの
測定を実施した。１より低い２８Ｓ：１８Ｓ比を有する試料を廃棄した。
【０４６７】
　ＲＮＡ試料をまた、抽出の間のゲノムＤＮＡ汚染のレベルを測定するためにＲＴ－ＰＣ
Ｒによって検査した。一般に、ＲＮＡ試料は、逆転写酵素の存在下と不在下で有効性確認
したＴａｑｍａｎプライマーおよび対象遺伝子のプローブを用いて直接検定した。各穴に
つき５μＬの容量で（ＲＮＡ２μＬ＋ＲＴ＋またはＲＴ－マスターミックス３μＬ）３８
４穴方式にて、４回の反応の各々につきＲＮＡ１２．５ｎｇを使用した。以下の熱サイク
ルパラメータを使用した（２段階ＰＣＲ）：
　熱サイクリングパラメータ
【０４６８】
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【化３】

　ＲＮＡ試料は、ＱＣに適格とみなすためには以下の判定基準を有するべきである。
【０４６９】
　Ｃｔ差は、適格のためには７Ｃｔまたはそれ以上でなければならない。それ未満は「不
適格」であり、再精製すべきである。
【０４７０】
　平均試料Ｃｔは、適格の平均（すべての試料）から２ＳＴＤＥＶ（すべての試料）以内
でなければならない。試料群の外れ値を見出すために条件付き様式設定を使用する。＊外
れ値をＲＮＡパネルに含めてはならない。
【０４７１】
　－ＲＴ増幅または（Ｃｔ）は＞３４サイクルでなければならないかまたは「不適格」で
ある。
【０４７２】
　ヒトゲノムＤＮＡは２３～２７．６Ｃｔでなければならない。
【０４７３】
　試料がすべてのＱＣ工程（ゲル泳動、ＡｇｉｌｅｎｔおよびゲノムＤＮＡについてのＲ
Ｔ－ＰＣＲ）に適格であった場合のみＲＮＡをパネルに構築した。ｃＤＮＡ合成のために
ＲＮＡを整列した。一般に、各々の腫瘍型について最小限１０の正常および２０の腫瘍試
料が必要であった（すなわち組織型が扁平上皮癌および腺癌を有し得る場合は、各々の腫
瘍型の２０試料を使用しなければならない（各腫瘍型について同じ１０の正常試料を使用
する）。一般に、パネルあたりＲＮＡ　１１μｇが必要であった。少なくとも２μｇのフ
ァッジファクターが許容されるべきである：すなわちデータベース内の試料は１３μｇを
有していなければならないか、またはそれらはｃＤＮＡアッセイの間に低下する。試料番
号は、増加順序に配置し、ウエルＡ１から始まって９６穴様式でカラムを下降させた。４
つの対照試料をパネルの最後に位置づける：ｈＦＢ、ｈｒＲＮＡ、ｈｇＤＮＡおよび水（
この順序で）。付加的なＮＴＣ対照（水）をウエルＡ２に位置づけた。対照のすべてのロ
ット番号を記録した。ＲＮＡ試料を、ヌクレアーゼ不含水中１００ｎｇ／μＬに正規化し
た。ＲＮＡ　１１μｇを使用し、総容量は１１０μＬであった。注意；必要なＲＮＡ濃度
は使用する特定ｃＤＮＡ合成キットに依存して異なり得る。１００ｎｇ／μＬ以下であっ
たＲＮＡ試料を純粋として負荷した（ｌｏａｄｅｄ　ｐｕｒｅ）。正規化が完了した後、
容易にはがせるホイルと共にヒートシーラーを２秒間に＠１７５℃で使用してブロックを
密封した。ホイルが完全に密封されたことを確認するためにブロックを目視検査した。次
に手動シーラーをホイル上で走行させた。ｃＤＮＡ合成に使用できる状態で、ブロックを
－８０℃の冷凍庫で保存した。
【０４７４】
　Ｂ）リアルタイム定量的ＰＣＲのための、精製組織ＲＮＡからの一本鎖ｃＤＮＡの作製
：
　以下の反応混合物をあらかじめ用意する：
【０４７５】
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【化４】

　９６穴ブロック（１１μｇ）中の整列ＲＮＡを、９６穴プレートにつきｃＤＮＡ合成１
μｇを創製するためにＨｙｄｒａを使用して娘プレートに分配した。これらの娘プレート
の各々を、以下の熱サイクルパラメータを用いてＲＴ反応を開始させるために使用した：
【０４７６】
【化５】

　熱サイクリングの完了時に、Ｈｙｄｒａピペットを用いてプレートをサイクラーから取
り出し、０．０１６Ｍ　ＥＤＴＡ溶液６０μＬをｃＤＮＡプレートの各穴にピペットで分
注した。各ｃＤＮＡプレートを保存のために２ｍＬ－９６穴ブロックにプールした。
【０４７７】
　Ｃ）３８４穴反応に適合させたＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７９００ＨＴ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍを使用して遺伝子発現のためのＲＴ－ＰＣＲを開始
する：
　カクテルを創製する
１．このプロトコールは、９６試料を含むパネルのためのカクテルを創製するために設計
した：これは前パネルについて４７０ｒｘｎである。
【０４７８】
　２．ＦＲＴ（正および逆プライマーおよび標的プローブ）混合物を－２０℃から取り出
し、４℃の冷蔵庫での解凍に供した。
【０４７９】
　３．作製する最初の１０ＦＲＴを取り出し、低温金属ラックまたは氷上のラックに置い
た。
【０４８０】
　４．新しい１．５ｍＬカクテルチューブのふたに、合成の日付（ＦＲＴチューブ上に認
められる、合成の日付がない場合は当日の日付を表示する）のある面に、標的番号および
実施科学者の署名を含むラベルを貼付し、各ＦＲＴにつき１つのチューブを作製した。
【０４８１】
　５．ＦＲＴチューブとカクテルチューブを、順序正しく、覚えやすいようにラックに配
置した。
【０４８２】
　６．ピペット分注するときは、ｐ２００を６の速度で使用した。液体の表面で吸引を実
施し、チューブの内側の上部付近に分注した。各々の吸引／分配工程後に先端を取り替え
た。
【０４８３】
　６．１　すべてのカクテルチューブを開け、Ａｍｂｉｏｎ水９４μＬ（毎日新鮮注入し
た）を添加して、その後チューブにふたをした。
【０４８４】
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　６．２　ＦＲＴを１５回パルスボルテックスし、その後１０秒間遠心分離した。ＦＲＴ
１４１μＬを１つずつ対応するカクテルチューブに添加した。
【０４８５】
　６．３　最初の１０ＦＲＴを直ちに－２０℃にもどした（容量が１０μＬ未満である場
合は廃棄した）。
【０４８６】
　６．４　実施の準備が整うまでカクテルを４℃（１日以上置く場合は－２０℃）で保存
した。
【０４８７】
　６．５　カクテルを使用する準備ができたときにマスターミックスをカクテルに添加し
た（工程２．７参照）。
【０４８８】
　７．次の１０カクテルに関して工程１．３－１．６．５を反復し、すべてのカクテルが
作製されるまでこれを反復した。
【０４８９】
【化６】

　整列した９６穴プレートからのｃＤＮＡ２μＬをＴａｑｍａｎマスターミックス３μＬ
に添加して、ＱＰＣＲ反応物５μＬを作製した。
【０４９０】
　ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子に関するＱＰＣＲにおいて使用したプライマーおよびプローブを
以下の表２に示す。
【０４９１】
【化７】

　Ｄ）癌において差次的に発現される（上方調節される）遺伝子を特定するために統計的
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方法によってＲＴ－ＰＣＲデータを解析する：
　正常と腫瘍の両方の試料における標的遺伝子の発現レベルを、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７
９００ＨＴ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ　
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）を用いた定量的ＲＴ－ＰＣＲによって測
定した。この方法は、標準（正規化群）ハウスキーパー遺伝子（Ｐｒｅ－Ｄｅｖｅｌｏｐ
ｅｄ　ＴａｑＭａｎ（登録商標）　Ａｓｓａｙ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒ
ｅｓｓｉｏｎ　Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ，Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂ
ｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，２００１）のものと比較した標的鋳型の初期コピー数の定量に基づ
く。各ＰＣＲサイクルによるＤＮＡ産物の蓄積は、アンプリコン効率および初期鋳型濃度
に関係する。それゆえ、標的と正規化群の両方の増幅効率は同様でなければならない。出
発鋳型コピー数およびＤＮＡ増幅効率に依存する、閾値サイクル（ＣＴ）は、ＰＣＲ産物
増殖が対数期である間のＰＣＲサイクルである。各々のアッセイを４回ずつ実施した；そ
れゆえ、所与の試料中の標的遺伝子について４つのＣＴ値を得た。同時に、ハウスキーパ
ー遺伝子の群の発現レベルも同じようにして測定した。４回のうちの外れ値を検出し、残
りの３回の標準偏差がもとの４回の標準偏差と比較して３０％またはそれ以下である場合
は除去する。残りのＣＴ値の平均値（ＣｔまたはＣｎと称する）を算定し、以下の計算に
おいて使用した：
　データの正規化。
【０４９２】
　正規化のために、分析のために使用可能なハウスキーパー遺伝子のセット（５～８遺伝
子）に基づく「万能正規化群（ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ｎｏｒｍａｌｉｚｅｒ）を開発した
。簡単に述べると、ハウスキーパー遺伝子を、組織試料のパネル全体にわたる発現レベル
の変動に従って加重した。同じ組織型のｎ個の試料について、ｋｔｈハウスキーパー遺伝
子に関する加重（ｗ）を以下の式で算定した：
【０４９３】
【化８】

［式中、Ｓｋは、パネル内の同じ組織型のすべての試料にわたるｋｔｈハウスキーパー遺
伝子の標準偏差を表わす］。ｉｔｈ試料中のすべてのハウスキーパー遺伝子の平均発現（
Ｍｉ）を、加重最小二乗法を用いて評価し、そのＭｉと全Ｍｉの平均との差を、ｉｔｈ試
料についての正規化係数Ｎｉとして計算する（方程式２）。次に、ｉｔｈ試料中の標的遺
伝子の平均ＣＴ値を、正規化係数Ｎｉを差し引くことによって正規化した。上記正規化法
の性能を、同じ試料セットから生成したＲＴ－ＰＣＲとマイクロアレイデータの間の相関
を比較することによって確認した：上記正規化法を適用した後、ＲＴ－ＰＣＲデータとマ
イクロアレイデータの間の相関上昇が認められた。
【０４９４】
【化９】

　有意に調節不全である遺伝子の特定。遺伝子が正常試料に比べて腫瘍において有意に上
方調節されるかどうかを測定するため、２つの統計値、ｔ（方程式３）および受信者動作
特性（Ｒｅｃｅｉｖｅｒ　Ｏｐｅｒａｔｉｎｇ　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ）（ＲＯ
Ｃ；方程式４）を算定した：
【０４９５】
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【化１０】

正常試料群におけるＣｎの平均値であり、Ｓｔ、Ｓｎは腫瘍および正常対照群の標準偏差
であり、およびｎｔ、ｎｎは分析において使用した腫瘍および正常試料の数である］。ｔ
の自由度ｖ’は以下のように算定する：
【０４９６】
【化１１】

　ＲＯＣ方程式において、ｔ０は正常母集団において許容される偽陽性率であり、我々の
試験では０．１に設定する。それゆえ、Ｃｎ（ｔ０）は正常試料におけるＣｎの１０パー
センタイルであり、ＲＯＣ（０．１）は、正常試料の１０パーセンタイルより低いＣｔを
有する腫瘍試料のパーセンテージである。ｔ統計は、正常試料と比較して腫瘍試料におい
てより高い平均発現レベルを示す遺伝子を特定し、ＲＯＣ統計は、腫瘍のサブセットにお
いてのみ高い発現レベルを示す遺伝子を特定するのにより適する。ＲＯＣ統計を使用する
ことの理論的根拠は、Ｐｅｐｅ，ｅｔ　ａｌ（２００３）Ｂｉｏｍｅｔｒｉｃｓ　５９，
１３３－１４２において詳細に論じられている。我々が正常または腫瘍ラベルを試料に無
作為に割り当てる、正規分布仮説を回避するための並べ替えによって、帰無仮説下でのｔ
の分布を経験的に推定し、その後ｔ統計値（ｔｐ）を２０００回について上記のように算
定した。次にｐ値を、実際の試料からのｔ未満のｔｐの数を２０００で除して算定した。
ＲＯＣの変動性にアクセスするため、試料を２０００回ブートストラップし、各回に、ブ
ートストラップＲＯＣ（ＲＯＣｂ）を上記のように算定した。２０００ＲＯＣｂの９７．
５％が、我々が正常母集団について設定した許容偽陽性率である０．１を上回る場合、実
際の試料からのＲＯＣは統計的に有意とみなした。有意性を決定する閾値は、ＲＯＣに関
しては＞２０％の発生率に設定し、Ｔ検定Ｐ値に関しては＜０．０５に設定した。
【０４９７】
　上記方法の適用により、我々は、正常と試料セットの間で３つの仮説分布をモデリング
することができた（図２）。
【０４９８】
　シナリオＩでは、２つの試料母集団（対照および疾患）の間には基本的に完全な分離が
存在した。ＲＯＣとＴ検定の両方が、このシナリオを高い有意性で採点する。シナリオＩ
Ｉでは、試料は重複分布を示し、疾患試料のサブセットだけが対照（正常）母集団と異な
る。ＲＯＣ法だけがこのシナリオを有意と採点する。シナリオＩＩＩでは、疾患試料母集
団は対照母集団と完全に重複する。シナリオＩおよびＩＩと異なり、Ｔ検定法だけがこの
シナリオを有意と採点する。要約すると、２つの統計方法の組合せが試料母集団内での標
的遺伝子の発現パターンを正確に特性決定することを可能にする。
【０４９９】
　この試験の結果を以下の表３に示す。ｔｍ－ＰＴＰε過剰発現は、腎臓および膵癌組織
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において認められた。ｔｍ－ＰＴＰε特異的プライマー＿プローブセットを使用して結腸
および子宮癌における過剰発現が認められなかったことは、細胞質ＰＴＰεスプライシン
グ変異体が結腸および子宮ガン組織において過剰発現される腫瘍変異体であることを示唆
する。
【０５００】
【化１２】

　個々の癌性および非癌性腎臓および膵臓組織におけるｔｍ－ＰＴＰεの遺伝子調節不全
に関する結果を図６に示す。正常組織における発現プロファイリングを図７に示す。
【０５０１】
　（実施例３）
　ヒト癌細胞および組織における癌関連配列の検出
　前立腺癌及び乳癌組織および他のヒト癌組織、ヒト結腸、非癌性前立腺を含む正常ヒト
組織、および他のヒト細胞系からのＤＮＡを、Ｄｅｌｌｉ　Ｂｏｖｉ　ｅｔ　ａｌ．（１
９８６，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．４６：６３３３－６３３８）の手順に従って抽出する。
０．０５ＭトリスＨＣｌ緩衝液、ｐＨ７．８および０．１ｍＭ　ＥＤＴＡを含む溶液にＤ
ＮＡを再懸濁し、回収されたＤＮＡの量を、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３２５８染料を用いた微
量蛍光定量法によって測定する。Ｃｅｓａｒｏｎｅ，Ｃ．ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ　１００：１８８－１９７（１９７９）。
【０５０２】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を、緩衝液、Ｍｇ２＋およびヌクレオチド濃度に関し
て製造者（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ｃｅｔｕｓ）の推奨する条件に従い、Ｔａｑポリ
メラーゼを使用して実施する。熱サイクリングを、９４℃、３分間の変性、次に９４℃、
１．５分間、５０℃、２分間および７２℃、３分間の３５または５０サイクルにより、Ｄ
ＮＡサイクラーにおいて実施する。癌関連遺伝子の選択領域を増幅するＰＣＲの能力を、
クローン化癌関連ポリヌクレオチドを陽性鋳型として使用して試験する。最適Ｍｇ２＋、
プライマー濃度および種々のサイクリング温度についての必要条件をこれらの鋳型に関し
て決定する。マスターミックス成分の起こり得る汚染を検出するため、鋳型なしでの反応
を常套的に試験する。
【０５０３】
　サザンブロット法およびハイブリダイゼーションは、ランダムプライマー手法（Ｆｅｉ
ｎｂｅｒｇ，Ａ．Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．，１９８３，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１３２：
６－１３）によって標識したクローン化配列を用いて、Ｓｏｕｔｈｅｒｎ，Ｅ．Ｍ．，（
Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．９８：５０３－５１７，１９７５）によって述べられているよう
に実施する。プレハイブリダイゼーションおよびハイブリダイゼーションを、６×ＳＳＰ
Ｅ、５％デンハルト溶液、０．５％ＳＤＳ、５０％ホルムアミド、１００μｇ／ｍＬ変性
サケ精巣ＤＮＡを含む溶液中で実施し、４２℃で１８時間インキュベートして、次に室温
および３７℃で２×ＳＳＣおよび０．５％ＳＤＳによって洗浄し、最後に６８℃で３０分
間０．１×ＳＳＣおよび０．５％ＳＤＳ中で洗浄する（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．
，１９８９，ｉｎ　“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
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　Ｍａｎｕａｌ”，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ．Ｐｒｅｓｓ）。パ
ラフィン包埋組織切片に関しては、２５０ｂｐ配列を検出するために設計されたプライマ
ーを使用して、Ｗｒｉｇｈｔ　ａｎｄ　Ｍａｎｏｓ（１９９０，ｉｎ　“ＰＣＲ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ”，Ｉｎｎｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ
，ｐｐ．１５３－１５８）に述べられている条件に従う。
【０５０４】
　（実施例４）
　宿主細胞におけるクローン化ポリヌクレオチドの発現
　癌関連遺伝子のタンパク質産物を検討するため、癌関連ＤＮＡからの制限フラグメント
を発現ベクターｐＭＴ２にクローニングし（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓ
ｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ　ｐｐ．１６．１７－１
６．２２（１９８９））、１０％ＦＣＳを添加したＤＭＥＭにおいて増殖させたＣＯＳ細
胞にトランスフェクトする。トランスフェクションはリン酸カルシウム法（Ｓａｍｂｒｏ
ｏｋ，　ｅｔ　ａｌ（１９８９）ｐｐ．１６．３２－１６．４０，前出）を用いて実施し
、トランスフェクションの４８時間後に、トランスフェクトおよび非トランスフェクトＣ
ＯＳ細胞から細胞溶解産物を調製する。細胞溶解産物を、抗ペプチド抗体を用いた免疫ブ
ロット法による分析に供する。
【０５０５】
　免疫ブロット実験では、細胞溶解産物の調製と電気泳動を標準手法に従って実施する。
ＢｉｏＲａｄタンパク質アッセイ溶液を用いてタンパク質濃度を測定する。セミドライ電
気泳動によってニトロセルロースに移した後、膜を、５％粉乳を含む５００ｍＭ　ＮａＣ
ｌ、２０ｍＭトリス、ｐＨ７．５、０．０５％トゥイーン２０（ＴＴＢＳ）中でブロック
する。ＴＴＢＳ中で洗浄し、二次抗体（Ａｍｅｒｓｈａｍ）と共にインキュベートした後
、増強化学発光（ＥＣＬ）プロトコール（Ａｍｅｒｓｈａｍ）を、検出を容易にするため
に製造者によって述べられているように実施する。
【０５０６】
　（実施例５）
　ポリペプチドに対する抗体の作製
　癌関連遺伝子に固有のポリペプチドを合成するかあるいは細菌または他の（たとえば酵
母、バキュロウイルス）発現系から単離し、ｍ－マレイミド安息香酸Ｎ－ヒドロキシスク
シンイミドエステル（ＭＢＳ）（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉ１１．）でウサギ
血清アルブミン（ＲＳＡ）に複合する。これらのペプチドによる免疫プロトコールを標準
方法に従って実施する。最初に、免疫の前にウサギの予備採血を実施する。１回目の免疫
は、フロイント完全アジュバントおよび複合ペプチド５００μｇまたは精製ペプチド１０
０μｇを含む。前の免疫後４週間目に実施する、その後のすべての免疫は、同じ量のタン
パク質とフロイント不完全アジュバントを含む。免疫の７－１０日後に採血を行う。
【０５０７】
　抗体のアフィニティー精製のために、対応する癌関連ポリペプチドをＭＢＳでＲＳＡに
複合し、ＣＮＢｒ活性化セファロース（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｕｐｐｓａｌａ，Ｓｗｅｄ
ｅｎ）に結合する。抗血清を１０ｍＭトリス－ＨＣｌ、ｐＨ７．５中で１０倍希釈し、ア
フィニティーマトリックスと共に一晩インキュベートする。洗浄後、結合抗体を１００ｍ
Ｍグリシン、ｐＨ２．５で樹脂から溶出する。
【０５０８】
　（実施例６）
　癌関連ポリペプチドに対するモノクローナル抗体の作製
　非変性アジュバント（Ｒｉｂｉ，Ｒ７３０，Ｃｏｒｉｘａ，Ｈａｍｉｌｔｏｎ　ＭＴ）
を、リン酸緩衝食塩水中で４ｍＬに再水和する。次にこの再水和したアジュバント１００
μＬをハンクスバランス塩溶液４００μＬで希釈し、その後、免疫のために使用する細胞
ペレットと静かに混合する。複合ペプチド約５００μｇまたは精製ペプチド１００μｇお
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よびフロイント完全アジュバントを週に１回、フットパッドを通してＢａｌｂ／ｃマウス
に注射する。週１回６週間の注射後、ＦＡＣＳ分析を用いて癌関連ポリペプチドに対する
抗体の力価を調べるために、各免疫動物の尾から血液１滴を採取する。力価が少なくとも
１：２０００に達したとき、マウスをＣＯ２室において頚部脱臼させて犠死させる。ハイ
ブリドーマの作製のためにリンパ節を採取する。最も高い力価を有するマウスからのリン
パ球を、３５％ポリエチレングリコール４０００を用いてマウス骨髄腫細胞系Ｘ６３－Ａ
ｇ８．６５３と融合する。融合後１０日目に、ハイブリドーマ上清を、蛍光活性化セルソ
ーティング（ＦＡＣＳ）によってＣＡＰ特異的モノクローナル抗体の存在に関してスクリ
ーニングする。各々のハイブリドーマからの馴化培地を、ＰＣ３、Ｃｏｌｏ－２０５、Ｌ
ｎＣａｐまたはＰａｎｃ－１細胞の混合アリコートと共に３０分間インキュベートする。
インキュベーション後、細胞試料を洗浄し、希釈液０．１ｍＬに再懸濁して、ヤギ抗マウ
スＩｇＧのＦＩＴＣ複合Ｆ（ａｂ’）２フラグメント１μｇ／ｍＬと共に４℃で３０分間
インキュベートする。細胞を洗浄し、ＦＡＣＳ希釈液０．５ｍＬに再懸濁して、ＦＡＣＳ
ｃａｎ細胞分析器（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ；Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）を用
いて分析する。ハイブリドーマクローンをさらなる増殖、クローニング、およびＦＡＣＳ
によって評価される、癌関連ポリペプチドを発現する細胞系の１またはそれ以上の表面へ
のそれらの結合に基づく特性決定のために選択する。Ａｇ－ＣＡ．ｘと称される抗原およ
びＡｇ－ＣＡ．ｘ．１と称されるその抗原上のエピトープに結合する、ｍＡｂＣＡと称さ
れるモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを選択する。
【０５０９】
　（実施例７）
　癌関連抗原を検出するためのＥＬＩＳＡアッセイ
　血液試料を、組換え生産した癌関連抗原に特異的に結合する抗体に関して試験するため
に、以下の手順を用いる。組換えがタンパク質を精製した後、組換えタンパク質をＰＢＳ
中で５μｇ／ｍＬ（５００ｎｇ／１００μＬ）の濃度に希釈する。希釈抗原溶液１００μ
Ｌを９６穴Ｉｍｍｕｌｏｎ　１プレート（Ｄｙｎａｔｅｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
，Ｃｈａｎｔｉｌｌｙ，Ｖａ．）の各々の穴に添加し、その後プレートを室温で１時間ま
たは４℃で一晩インキュベートして、ＰＢＳ中の０．０５％トゥイーン２０で３回洗浄す
る。抗体の非特異的結合を低減するためのブロッキングを、ＰＢＳ／トゥイーン２０中の
ウシ血清アルブミンの１％溶液２００μＬを各穴に添加し、１時間インキュベートするこ
とによって実施する。ブロッキング溶液の吸引後、ブロッキング溶液中で１／１６－１／
２０４８の範囲内に希釈した一次抗体溶液（抗凝固剤を添加した全血、血漿または血清）
１００μＬを添加し、室温で１時間または４℃で一晩インキュベートする。次に穴を３回
洗浄し、ホースラディッシュペルオキシダーゼに複合したヤギ抗ヒトＩｇＧ抗体（Ｏｒｇ
ａｎｏｎ　Ｔｅｋｎｉｋａ，Ｄｕｒｈａｍ，Ｎ．Ｃ．）１００μＬ、ＰＢＳ／トゥイーン
２０で１／５００－１／１０００の範囲内に希釈し、ｏ－フェニレンジアミン二塩酸塩（
ＯＰＤ，Ｓｉｇｍａ）溶液１００μＬを各穴に添加して、５～１５分間インキュベートす
る。ＯＰＤ溶液は、５ｍｇＯＰＤ錠をＨ２Ｏ中１％メタノール５０ｍＬに溶解し、使用の
直前に３０％Ｈ２Ｏ２５０μＬを添加することによって調製する。４Ｍ　Ｈ２ＳＯ４　２
５Ｌを添加して反応を停止させる。マイクロプレートリーダー（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）におい
て４９０ｎｍで吸光度を読み取る。
【０５１０】
　（実施例８）
　癌細胞表面の癌関連抗原の特定と特性決定
　癌細胞製剤の充填赤血球量約２５μＬの細胞ペレットを、細胞を水中で０．５ｍＬに希
釈し、その後３回凍結・解凍することによって溶解する。溶液を１４，０００ｒｐｍで遠
心分離する。細胞膜フラグメントを含む、生じたペレットを、ＳＤＳ試料緩衝液（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）５０μＬに再懸濁する。試料を８０℃で５分
間加熱し、次に不溶性物質を除去するために１４，０００ｒｐｍで２分間遠心分離する。
【０５１１】



(108) JP 2008-535491 A 2008.9.4

10

20

30

40

50

　試料を、製造者の指示に従ってトリス－グリシンＳＤＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃａ
ｒｌｓｂａｄ　ＣＡ）中の４～２０％ポリアクリルアミド勾配ゲルを用いたウエスタンブ
ロット法によって分析する。膜試料１０μＬをポリアクリルアミドゲルの１つのレーンに
適用する。別の１０μＬ試料を、最初に８０℃で加熱しながらジチオトレイトール（１０
０ｍＭ）２μＬを添加することによって還元し、その後もう１つのレーンに負荷する。あ
らかじめ染色した分子量マーカーＳｅｅＢｌｕｅ　Ｐｌｕｓ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；
　Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を、ゲル上で分子量を評価するために使用する。１４．４ｇ
／Ｌグリシン、３ｇ／Ｌトリス塩基、１０％メタノールおよび０．０５％ＳＤＳの転移緩
衝液を用いてゲルタンパク質をニトロセルロース膜に移す。膜をブロックし、ＣＡＰ特異
的モノクローナル抗体（０．５μｇ／ｍＬの濃度）でプローブして、製造者の指示に従っ
てＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　ＷｅｓｔｅｒｎＢｒｅｅｚｅ　Ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃ　Ｋｉ
ｔ－ＡｎｔｉＭｏｕｓｅを使用して展開する。腫瘍細胞膜試料の還元試料において、対応
する癌関連タンパク質の予測分子量の約１０％の範囲内の分子量で移動する著明なバンド
が認められる。
【０５１２】
　（実施例９）
　ワクチンの製造
　本発明はまた、悪性細胞によって産生されるまたは悪性細胞に関連する抗原として働く
本発明の癌関連ポリペプチドを使用して、患者において癌関連ポリペプチドを発現する細
胞に対する免疫応答を刺激する方法に関する。本発明のこの態様は、癌細胞または癌関連
ポリヌクレオチドおよびポリペプチドを発現する細胞に対し、ヒトにおいて免疫応答を刺
激する方法を提供する。前記方法は、（ａ）ヒト癌関連タンパク質のアミノ酸配列または
（ｂ）ヒト内在性レトロウイルス癌関連タンパク質のアミノ酸配列を含むポリペプチドの
ムテインまたは変異体、を含むポリペプチドの免疫量をヒトに投与する工程を含む。
【０５１３】
　（実施例１０）
　治療薬を試験するための手段としての、ポリペプチドを発現するトランスジェニック動
物の作製
　前立腺腫瘍関連遺伝子の機能または調節の検討のために、遺伝的に修飾された非ヒト動
物または細胞系におけるその部位特異的遺伝子修飾を生成する、あるいは前立腺癌を含む
疾患の動物モデルを創製するために癌関連核酸を使用する。「トランスジェニック」とい
う用語は、遺伝子が修飾タンパク質を生産するように配列が変化している宿主細胞におい
て安定に伝達される外来性ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子を有する、またはレポーター遺伝子に作
動可能に連結された外来性癌関連ＬＴＲプロモーターを有する、遺伝的に修飾された動物
を包含することが意図されている。トランスジェニック動物は、ゲノムにランダムに組み
込まれた核酸構築物を通して作製され得る。安定な組込みのためのベクターは、プラスミ
ド、レトロウイルスおよび他の動物ウイルス、ＹＡＣ等を含む。興味深いのは、トランス
ジェニック哺乳動物、たとえばウシ、ブタ、ヤギ、ウマ等であり、特にげっ歯動物、たと
えばラット、マウス等である。
【０５１４】
　修飾細胞または動物は、ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の機能および調節の検討において有用で
ある。たとえば腫瘍形成における種々の遺伝子の役割を決定するために、一連の小さな欠
失および／または置換をｔｍ－ＰＴＰε内に作製し得る。興味深い特異的構築物は、ｔｍ
－ＰＴＰε遺伝子発現をブロックするためのアンチセンス構築物、ドミナントネガティブ
ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子突然変異の発現、およびｔｍ－ＰＴＰε遺伝子の過剰発現を含むが
、これらに限定されない。正常では発現されない細胞または組織における、または発生の
異常な時点でのｔｍ－ＰＴＰε遺伝子またはその変異体の発現が提供される。加えて、正
常では生産されない細胞における癌関連ポリペプチドに由来するタンパク質の発現を提供
することにより、細胞行動の変化を誘導することができる。
【０５１５】
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　ランダムな組込みのためのＤＮＡ構築物は、組換えを媒介するための相同領域を含む必
要はない。好都合には、陽性および陰性選択のためのマーカーが含まれる。哺乳動物細胞
をトランスフェクトするための様々な手法に関しては、Ｋｅｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１８５：５２７－５３７（１９９０）参照。
【０５１６】
　胚幹（ＥＳ）細胞に関しては、ＥＳ細胞系を使用するか、または宿主、たとえばマウス
、ラット、モルモット等から新鮮胚細胞を入手する。そのような細胞を適切な線維芽細胞
支持細胞層で増殖させるかまたは白血病阻害因子（ＬＩＦ）などの適切な増殖因子の存在
下で増殖させる。ＥＳ細胞が形質転換したとき、それらはトランスジェニック動物を生産
するために使用し得る。形質転換後、細胞を適切な培地中の支持細胞層にプレートする。
選択培地を用いることによって構築物を含む細胞を検出し得る。コロニーが増殖するため
に十分な時間後、コロニーを採取し、構築物の組込みの発生に関して分析する。陽性のコ
ロニーは、その後胚の操作および胚盤胞の注入のために使用し得る。胚盤胞は、４－６週
齢の過剰排卵雌性動物から入手する。ＥＳ細胞をトリプシン処理し、修飾細胞を胚盤胞の
胞胚腔に注入する。注入後、胚盤胞を偽妊娠雌性動物の各々の子宮角に戻す。その後雌性
動物を出産まで進ませ、生じたキメラ動物を、構築物を担持する細胞に関してスクリーニ
ングする。種々の表現型の胚盤胞およびＥＳ細胞を提供することにより、キメラ子孫を容
易に検出することができる。
【０５１７】
　キメラ動物を修飾遺伝子の存在に関してスクリーニングし、修飾を有する雄性と雌性動
物を交配してホモ接合子孫を生産する。遺伝子変化が発生のある時点で死亡を引き起こす
場合は、組織または器官を同種異系移植片または類遺伝子性移植片または移植組織として
、またはインビトロ培養中に保持する。トランスジェニック動物は、実験動物、家畜等の
ようないかなる非ヒト哺乳動物でもよい。トランスジェニック動物は、たとえば前立腺癌
への候補薬剤の作用を測定する、潜在的治療薬または治療レジメンを試験する等のために
、機能的試験、薬剤スクリーニング等において使用される。
【０５１８】
　（実施例１１）
　癌関連特異的抗体を使用した診断イメージング
　本発明は、初期症状発現時の癌患者を正確に病期判定するためおよび癌の転移拡散の早
期検出のための、癌関連ポリペプチドに対する抗体の使用を包含する。癌関連ポリペプチ
ドに特異的なモノクローナル抗体を使用した放射免疫シンチグラフィーは付加的な癌特異
的診断試験を提供することができる。本発明のこの態様のモノクローナル抗体は、癌の組
織病理学的診断のために使用される。
【０５１９】
　本発明のテクネチウム９９ｍ（９９ｍＴｃ）標識モノクローナル抗体が、Ｍａｒｋｓ，
ｅｔ　ａｌ．，Ｂｒｉｔ．Ｊ．Ｕｒｏｌ．７５：２２５（１９９５）によって精上皮腫細
胞に関して述べられたように外部γシンチフォトグラフィーによって異種移植癌を成功裏
に画像化できるかどうかを調べるため、ヌードマウスにおける癌細胞の皮下ヒト異種移植
片を使用する。癌関連ポリペプチドに特異的な各々のモノクローナル抗体を、ハイブリド
ーマ腫瘍を担持するＢＡＬＢ／ｃマウスの腹水からプロテインＡ－セファロースでのアフ
ィニティークロマトグラフィーによって精製する。アビジン特異的モノクローナル抗体（
Ｓｋｅａ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５１：３５５７（１９９３））などの
対照モノクローナル抗体を含む、精製抗体を、Ｍａｔｈｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｎｕｃ
ｌ．Ｍｅｄ．３１：６９２（１９９０）およびＺｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ｍ
ｅｄ．Ｂｉｏｌ．１９：６０７（１９９２）の方法を用いて、還元後に９９ｍＴｃで標識
する。ヒト癌細胞を担持するヌードマウスに、９９ｍＴｃ標識抗体２００～５００μＣｉ
を腹腔内注入する。注入の２４時間後に、動物から約８ｃｍに設定した６ｍｍピンホール
コリメーターを備えるＳｉｅｍｅｎｓ　ＺＬＣ３７００ガンマカメラを使用してマウスの
画像を得る。画像化後のモノクローナル抗体の生体分布を測定するため、正常器官および
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腫瘍を切除し、計量して、組織および注入物の試料の放射能を測定する。加えて、抗腫瘍
化合物に複合したＣＡ特異的抗体を癌特異的化学療法のために使用する。
【０５２０】
　（実施例１２）
　免疫組織化学的方法
　癌患者からの凍結組織試料を最適切断温度（ＯＣＴ）化合物に包埋し、イソペンタン中
ドライアイスで急速凍結する。凍結切片をＬｅｉｃａ　３０５０ＣＭミクロトームで５μ
ｍの厚さに切断し、ベクタバウンド（ｖｅｃｔａｂｏｕｎｄ）被覆スライドガラスで解凍
封入する。切片を－２０℃にてエタノールで固定し、室温で一晩空気乾燥させる。固定し
た切片を使用時まで－８０℃で保存する。免疫組織化学のために、組織切片を取り出し、
最初にブロッキング緩衝液（ＰＢＳ、５％正常ヤギ血清、０．１％トゥイーン２０）中で
室温にて３０分間インキュベートし、次にブロッキング緩衝液（１μｇ／ｍＬ）に希釈し
た癌関連タンパク質特異的モノクローナル抗体および対照モノクローナル抗体と共に１２
０分間インキュベートする。その後切片をブロッキング緩衝液で３回洗浄する。結合モノ
クローナル抗体を、ヤギ抗マウスＩｇＧ＋ＩｇＭ（Ｈ＋Ｌ）Ｆ（ａｂ’）２－ペルオキシ
ダーゼ複合体および１Ｍ酢酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ５．０５および０．００３％過酸化
水素（Ｓｉｇｍａカタログ番号Ｈ１００９）中のペルオキシダーゼ基質ジアミノベンジジ
ン（１ｍｇ／ｍＬ、Ｓｉｇｍａカタログ番号Ｄ５６３７）で検出する。染色スライドガラ
スをヘマトキシリンで対比染色し、Ｎｉｋｏｎ顕微鏡下で検査する。
【０５２１】
　結果を病理学者が分析し、各々の染色に強度評点を割り当てる。
【０５２２】
　癌関連タンパク質（抗原）に対するモノクローナル抗体を、種々の組織型からの様々な
細胞系との反応性を調べるために使用する。種々の樹立細胞系からの細胞を、プロテアー
ゼを使用せずに増殖表面から取り出して、ＯＣＴ化合物に充填し、包埋する。細胞を凍結
して切片にし、標準ＩＨＣプロトコールを使用して染色する。ＣｅｌｌＡｒｒａｙ（商標
）テクノロジーは、国際公開番号第ＷＯ０１／４３８６９号に述べられている。外科的切
除によって得た正常組織（ヒト）を凍結し、封入する。凍結切片をＬｅｉｃａ　３０５０
ＣＭミクロトームで５μｍの厚さに切断し、ベクタバウンド被覆スライドガラスで解凍封
入する。切片を－２０℃にてエタノールで固定し、室温で一晩空気乾燥させる。Ｐｏｌｙ
ＭＩＣＡ（商標）Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎキットを、正常組織へのＣＡ特異的モノクローナル
抗体の結合を測定するために使用する。一次モノクローナル抗体を１μｇ／ｍＬの最終濃
度で使用する。
【０５２３】
　この分析の結果を図８～１３に示す。図８は、肺組織（扁平上皮癌）についての免疫組
織化学結果を示す。病理学的検討は、８５％の上皮細胞染色を２＋強度で特定した。有意
の間質染色は存在せず、３／１０のＮＳＣＬＣ（非小細胞肺癌）が有意の染色を示した。
図９は、膵臓組織（膵島細胞腫瘍）についての免疫組織化学結果を示す。図１０は、膵臓
組織（膵管細胞癌）についての免疫組織化学結果を示す。図１１は、膵臓組織（膵管細胞
癌）についての免疫組織化学結果を示す。この図は膵管細胞癌における膜染色を示し、８
／８の腫瘍が有意の染色を示す。図１２は、腎臓組織（腎細胞癌）についての免疫組織化
学結果を示す。５／５の標本が有意の染色を示した。図１３は、膀胱組織（正常および癌
）についての免疫組織化学結果を示す。正常膀胱組織は１＋の強度で染まったのに対し、
浸潤性膀胱腫瘍組織は３＋の強度で染まった。３／４の腫瘍が有意の染色を示した。
【０５２４】
　（実施例１３）
　ｓｉＲＮＡトランスフェクション
　ｔｍ－ＰＴＰεについてのｓｉＲＮＡを、ＰＴＰε遺伝子配列に相補的であるように設
計し、遺伝子発現の低下をＡ５４９細胞において試験した。ＰＰＴＲＥのために使用した
ｓｉＲＮＡオリゴヌクレオチドを表４に示す。ＰＴＰεに対するｓｉＲＮＡ二本鎖は、腫
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瘍細胞系におけるｍＲＮＡおよびタンパク質発現を低下させた。トランスフェクション試
薬販売者（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の推奨に従ってｓｉＲＮＡトランスフェクションを実
施した。細胞をトランスフェクトするために使用した最終ｓｉＲＮＡ濃度は、異なる記載
がない限り、１００ｎＭであった。一般に、細胞をトランスフェクションの当日に３０～
５０％の集密度まで増殖させた（たとえば４８穴プレートに関して各穴あたり５０００～
２００００細胞）。
【０５２５】
【化１３】

　Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ　Ｉ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ｓｉＲＮＡオリゴおよびＰｌｕｓ　
Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の混合物をＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎによって推奨
されるように調製し、室温で１５－２０分間インキュベートした。次にこの混合物を、Ｏ
ｐｔｉ－ＭＥＭ／ｓｉＲＮＡ／Ｐｌｕｓ　Ｒｅａｇｅｎｔ混合物中で適切な容量のＯｌｉ
ｇｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）と組み合わせ、室温で１５分間インキ
ュベートした。細胞を含む穴から細胞培養培地を取り出し、適切な容量のＯｐｔｉ－ＭＥ
Ｍ　Ｉと交換した。適切な容量のｓｉＲＮＡ／Ｏｌｉｇｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ混合物を細
胞に添加した。次に細胞を３７℃、５％ＣＯ２で４時間インキュベートし、その後増殖培
地を添加した。０日目のプレートを直ちに分析する。その後の時点については、トランス
フェクション試薬／培地混合物を新鮮細胞培養培地と交換し、細胞を３７℃、５％ＣＯ２

でインキュベートする。トランスフェクション混合物の容量は、組織培養プレート、すな
わち６、４８、９６穴プレートに依存して増大または減少させた。
【０５２６】
　（実施例１４）
　ｓｉＲＮＡトランスフェクト細胞のＱＰＣＲ分析のためのＲＮＡ抽出
　ＱＰＣＲ分析を実施するため、ＲＮＡｅｓｙ　９６キット（Ｑｉａｇｅｎ）を用いてＲ
ＮＡをトランスフェクト細胞から抽出し、製造者の推奨に従って実施した。一般に、４８
穴プレートの１つの穴から細胞を収集し、溶解して、ＲＮＡを９６穴ＲＮＡｅｓｙプレー
トの１つの穴に収集した。
【０５２７】
　（実施例１５）
　ｓｉＲＮＡトランスフェクト細胞の細胞増殖アッセイ
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　Ｃｅｌｌ　Ｔｉｔｅｒ　Ｇｌｏ（Ｐｒｏｍｅｇａ）またはＷＳＴ－１（Ｒｏｃｈｅ　Ａ
ｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）などの一般的アッセイを使用して増殖アッセイを実施し
、製造者の推奨に従って実施した。一般に、アッセイは３回実施した。増殖の阻害パーセ
ントを、あらかじめ無作為に混合したｓｉＲＮＡ対照オリゴでトランスフェクトしておい
た細胞と比較して算定した。
【０５２８】
　図１４は、ＤＵ－１４５およびＭＣＦ－７ヒト癌細胞系増殖へのＰＴＰε特異的ｓｉＲ
ＮＡの作用を示す。ＤＵ－１４５（ＰＴＰε＋）およびＭＣＦ－７（ＰＴＰε－）細胞系
を、ＰＴＰＥ特異的な陽性対照（Ｅｇ５）または陰性対照（Ｅｇ５ｓ）ｓｉＲＮＡのいず
れかでトランスフェクトした。トランスフェクションの３日後にＣｅｌｌＴｉｔｅｒ　Ｇ
ｌｏアッセイによって細胞増殖を測定した。これらの結果は、ｔｍ－ＰＴＰεノックダウ
ンはｔｍ－ＰＴＰεタンパク質を発現する細胞系（ＤＵ－１４５）の増殖を特異的に損傷
するが、ｔｍ－ＰＴＰε陰性細胞系（ＭＣＦ－７）の増殖は損なわないことを明らかにす
る。図１５は、無作為混合ｓｉＲＮＡ対照と比較したときの、ｓｉＲＮＡ２１３０および
２２２０処理細胞における細胞増殖の低下を示す。Ｒａｔ－１／ＰＴＰＥ　Ｎｏ．１１－
４およびＮＩＨ３Ｔ３／ＰＴＰＥ　Ｎｏ．２－１クローンを、３つの異なるＰＴＰＥ特異
的ｓｉＲＮＡまたは陰性対照ｓｉＲＮＡ（Ｅｇ５ｓ）でトランスフェクトした。図１５に
示すように、３つのＰＴＰＥ特異的ｓｉＲＮＡは対照と比較してＰＴＰＥタンパク質をノ
ックダウンする。２１３２および２２２０オリゴヌクレオチドは２０３８に比べてより劇
的な作用を及ぼす。
【０５２９】
　（実施例１６）
　細胞遊走アッセイのｓｉＲＮＡ阻害
　ＱＣＭ（商標）フィブロネクチン被覆細胞遊走アッセイ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ　Ｉｎｔｅ
ｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＩＮＣ．）を使用し、製造者の指示に従って細胞遊走を測定する。
【０５３０】
　（実施例１７）
　Ｒａｔ－１安定細胞系の作製
　細胞をトリプシン処理し、ＰＢＳで１回洗って、細胞培養培地［ＤＭＥＭ（グルタミン
を含む）＋１０％ＦＢＳ（ウシ胎仔血清）］に再懸濁し、２×１０６細胞／穴を総容量２
ｍＬで６穴培養プレートに接種した。プラスミドＤＮＡ（２μｇ）を無血清培地１００μ
Ｌと混合し、次いでＳｕｐｅｒｆｅｃｔトランスフェクション試薬（Ｑｉａｇｅｎ）１０
μＬを添加して、１０秒間ボルテックスし、室温で１０分間インキュベートした。複合体
が形成されつつある間、細胞をＰＢＳで２回洗浄した。次にＤＭＥＭ　６００μＬ＋１０
％ＦＢＳを複合体に添加し、混合して、細胞を含む穴に移し、３７℃で４時間インキュベ
ートした。その後ＤＭＥＭ　２ｍＬ＋１０％ＦＢＳを添加し、３７℃、５％ＣＯ２で４８
時間インキュベートした。
【０５３１】
　次に細胞をトリプシン処理し、ＤＭＥＭ　１ｍＬ＋１０％ＦＢＳ＋８００μｇ／ｍＬ　
Ｇ４１８で再懸濁して、１０ｃｍ皿に種々の密度（１：１０、１：２０から１：１００ま
で）で接種した。Ｇ４１８耐性コロニーが形成されるまで皿を３７℃、５％ＣＯ２でイン
キュベートし、その後個々のクローンを採取して、ＤＭＥＭ　１ｍＬ＋１０％ＦＢＳ＋８
００μｇ／ｍＬ　Ｇ４１８を含む２４穴皿に移した。
【０５３２】
　クローン化した細胞をさらに増殖させ、一般にウエスタンブロット分析によって、プラ
スミド発現の遺伝子産物の存在に関してスクリーニングした。
【０５３３】
　（実施例１８）
　軟寒天形質転換アッセイ
　０．７％および１％低温融解アガロース（ＤＮＡグレード、Ｊ．Ｔ．Ｂａｋｅｒ）溶液
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を滅菌水中で調製し、加熱沸騰させ、水浴で４０℃に冷却した。２×ＤＭＥＭ溶液を、水
中の１０×粉末ＤＭＥＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）と混合することによって調製し、混合
して、次にＮａＨＣＯ３　３．７ｇ／Ｌ容量を添加し、続いてＦＢＳを２０％まで添加し
た。培地０．７５ｍＬ（あらかじめ４０℃に加温しておいた）を１％アガロース溶液０．
７５ｍＬと混合し、各穴について最終的に１．５ｍＬの０．５％アガロース溶液を６穴皿
に添加した。Ｒａｔ１安定細胞をトリプシン処理し、ＰＢＳで２回洗って、１×ＤＭＥＭ
＋１０％ＦＢＳ　ｍＬあたり５００００細胞に希釈した。この細胞懸濁液０．１ｍＬを２
×ＤＭＥＭ＋２０％ＦＢＳ　１ｍＬおよび０．７％アガロース溶液１ｍＬと静かに混合し
、最終的に１．５ｍＬの懸濁液を、固体０．５％寒天を含む６穴皿に添加した。これらの
寒天プレートを３７℃、５％ＣＯ２で加湿インキュベーター内に１０～１４日間置き、細
胞に新鮮１×ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳを３～４日ごとに再供給した。
【０５３４】
　Ｒａｔ－１およびＲａｔ－１／ｔｍ－ＰＴＰε軟寒天アッセイの結果を図１６に示す。
これらの結果からわかるように、Ｒａｔ－１細胞におけるｔｍ－ＰＴＰεの発現は細胞の
増殖を上昇させる。
【０５３５】
　（実施例１９）
　マウス腫瘍形成性アッセイ
　Ｒａｔ－１安定細胞系を２つのＴ１５０フラスコにおいて７０－８０％の集密度に増殖
させた。細胞をトリプシン処理し、ＰＢＳで２回洗って、１０７、１０６および１０５細
胞／ｍＬになるようにＰＢＳで再懸濁した。マウスへの注入時まで細胞懸濁液を氷上に保
持した。３－５週齢の雌性ＮＯＤ．ＣＢ　１７－Ｐｒｋｄｃ＜ｓｃｉｄ＞／ＪマウスをＪ
ＡＸ　ＷｅｓｔのＭ－３施設（ＵＣ　Ｄａｖｉｓ）から入手し、ＪＡＸ　Ｗｅｓｔ’ｓ　
Ｗｅｓｔ　Ｓａｃｒａｍｅｎｔｏ施設の隔離ユニット内にケージあたり４匹ずつ収容した
。２５ゲージ針を使用して、マウスの胸腔領域（マウスにつき２部位）に細胞懸濁液０．
１ｍＬを皮下注入した。ひとたび腫瘍の形成が始まれば、腫瘍の成長を週に２回カリパー
を用いて測定した。腫瘍を、吻側－尾側および内側－外側の２つの方向で測定した。測定
を幅×長さとして記録し、変換式（長さ×幅２）／２を用いて腫瘍容積を計算した。
【０５３６】
　Ｒａｔ－１細胞系の腫瘍形成性アッセイの結果を図１７に示す。ｔｍ－ＰＴＰε遺伝子
（ここではコード３４０．ｃ１によって示す）のトランスフェクションが細胞の腫瘍形成
性の著明な上昇を生じさせることは明らかである。
【０５３７】
　（実施例２０）
　ｔｍ－ＰＴＰεはＮＩＨ／３Ｔ３およびＲａｔ－１細胞においてＴｙｒ－５２９上のＳ
ｒｃを脱リン酸化する
　ＮＩＨ／３Ｔ３およびＲａｔ－１細胞をｔｍ－ＰＴＰε発現ベクターでトランスフェク
トし、安定発現ｔｍ－ＰＴＰε細胞系を選択した。いくつかの独立した安定クローンなら
びにベクター対照細胞系から全細胞溶解産物を調製し、Ｓｒｃ－Ｙ５２９リン酸化特異的
抗体でプローブすることにより、Ｓｒｃ－Ｙ５２９リン酸化レベルに関して免疫ブロット
した（図１８、上のパネル）。全Ｓｒｃはこれらの溶解産物中に等量で存在した（図１８
、したのパネル）。これらのデータは、ｔｍ－ＰＴＰε過剰発現がＮＩＨ／３Ｔ３および
Ｒａｔ－１細胞においてＳｒｃ－Ｔｙｒ－５２９の脱リン酸化を引き起こすことを明らか
にし、Ｓｒｃがｔｍ－ＰＴＰεの直接基質であることを示唆する。
【０５３８】
　（実施例２１）
　ｔｍ－ＰＴＰεはインビボでホモタイプ相互作用を形成する
　２９３Ｔ細胞を６穴皿に接種した。その翌日、細胞を以下のいずれかでトランスフェク
トした：
　１／ｐＤｉｓｐｌａｙ空ベクター４μｇ
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　２／ｐＤＥＳＴＳＥＭＡ４Ｄ－Ｖ５　２μｇ＋ｐＤｉｓｐｌａｙ空ベクター２μｇ
　３／ｐＤＥＳＴ　ｔｍ－ＰＴＰε－Ｖ５　２μｇ＋ｐＤｉｓｐｌａｙ空ベクター２μｇ
　４／ｐＤｉｓｐｌａｙＨＡ　ｔｍ－ＰＴＰε－ＦＬ　Ｎｏ．９　２μｇ＋ｐＤｉｓｐｌ
ａｙ空ベクター２μｇ
　５／ｐＤＥＳＴＳＥＭＡ４Ｄ－Ｖ５　２μｇ＋ｐＤｉｓｐｌａｙＨＡ　ｔｍ－ＰＴＰε
　－ＦＬ　Ｎｏ．９　２μｇ
　６／ｐＤＥＳＴ　ｔｍ－ＰＴＰε－Ｖ５　２μｇ＋ｐＤｉｓｐｌａｙＨＡ　ｔｍ－ＰＴ
Ｐε－ＦＬ　Ｎｏ．９　２μｇ
　ＤＮＡを無血清培地２５０μＬに希釈し、リポフェクタミン２０００　１０μＬを無血
清培地２５０μＬに希釈した。両方の溶液を混合し、室温で２０分間インキュベートした
。
【０５３９】
　前記インキュベーション期間中に、ＤＭＥＭ－１０％ＦＢＳ　１ｍＬを細胞に添加し、
３７℃でインキュベートした。２０分後、ＤＮＡ＋リポフェクタミンの混合物を細胞に添
加した。その翌日、細胞をトリプシン処理し、１０ｃｍ皿に接種した。細胞を回復させる
ために７２時間放置した。
【０５４０】
　７２時間後に細胞を削り取ってＰＢＳ　１ｍＬ中に収集した。ペレットを、溶解緩衝液
５００μＬ：５０ｍＭトリス－ＨＣｌ；ｐＨ７．５、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ、１％ＮＰ４０、０．２５％デオキシコレート５０ｍＭ　ＮａＦ、２０ｍＭ　Ｎａ

３ＯＶ４およびプロテアーゼ阻害剤中にて、氷上で６０分間溶解した。１ｍＭ　ＰＭＳＦ
（ＤＭＳＯ中の０．３Ｍ保存溶液）を使用前に溶解緩衝液に添加した。ＤＮＡを針でせん
断した。次に溶解産物を１４，０００ｒｐｍで１０分間遠心した。細胞溶解産物２００μ
ＬをＨＡまたはＶ５エピトープタグに対するウサギポリクローナル抗体１μｇ（Ａｂｃａ
ｍ；それぞれａｂ９１１０－１００およびａｂ９１１６－１００）と共に、静かに揺り動
かしながら４℃で一晩インキュベートした。
【０５４１】
　その翌朝、懸濁液プロテインＡ／Ｇ（５０：５０）アガロースビーズをＰＢＳ中で２回
、次いで溶解緩衝液中で洗った。ビーズ（５０％スラリー）を溶解緩衝液中、氷上で１時
間インキュベートした。プロテインＡ／Ｇ懸濁液３０μＬを溶解産物に添加し、混合物を
静かに揺り動かしながら４℃で４時間インキュベートした。その後ビーズを溶解緩衝液１
ｍＬで３回洗った。ビーズを試料緩衝液３０μＬに再懸濁した。
【０５４２】
　各々の試料１５μＬを９０℃で３分間煮沸し、１０％ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルに負荷した
。
【０５４３】
　タンパク質を膜ブロットに移した後、膜をＰＢＳＴ－５％乳中で一晩ブロックした。翌
日、Ｖ５抗体による免疫沈降法のブロットをＨＡハイブリドーマ上清（１：１０００希釈
）と共に１時間インキュベートし、一方ＨＡ抗体による免疫沈降法のブロットをＶ５－Ｈ
ＲＰ（１：５０００希釈）と共にインキュベートした。
【０５４４】
　ブロットをＴＢＳＴ中で洗った（４×１５分間）。ＨＡブロットを二次抗体（ヤギ抗マ
ウスＨＲＰ　１：３０，０００、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ）中でインキュベートした。ブロ
ットをＴＢＳＴ中で洗い（４×１５分間）、展開した。
【０５４５】
　結果を図１７に示す。
【０５４６】
　ＳＥＭＡ４Ｄ－Ｖ５およびＨＡ－ｔｍ－ＰＴＰεとコトランスフェクトした細胞におい
て、Ｉｐ／ウエスタンブロットは、ＳＥＭＡ４ＤとＨＡ－ｔｍ－ＰＴＰεが共沈できなか
ったことを示す。これに対し、ＨＡ－ｔｍ－ＰＴＰεおよびｔｍ－ＰＴＰε－Ｖ５でトラ
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ンスフェクトした細胞では、ＨＡ－ｔｍ－ＰＴＰεがｔｍ－ＰＴＰε－Ｖ５との複合対中
に認められる。この結果は、ｔｍ－ＰＴＰε分子が形質膜上でホモタイプ結合を形成でき
ることを示唆する。
【０５４７】
　（実施例２２）
　一部のｔｍ－ＰＴＰε突然変異型は二量体を形成し、不活性化される。
【０５４８】
　この実施例は、ｔｍ－ＰＴＰε突然変異型の構築、前記突然変異型が二量体を形成する
能力、および生物学的活性への二量体化の影響を述べる。
【０５４９】
　Ａ．ｔｍ－ＰＴＰε突然変異型の構築
　８個のｔｍ－ＰＴＰε突然変異型を作製した。８つの選択部位にシステイン修飾（下線
を付している）を組み込むために以下に列挙するプライマー対を設計した：
【０５５０】
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【０５５１】
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【化１５】

　ＰＣＲ突然変異誘発の間に鋳型プラスミドの同じ鎖を異なる方向でアニーリングするた
めにプライマー対を設計した。反応のために使用した鋳型は、ｐｃＤＮＡ３．２－ＤＥＳ
Ｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にクローニングしたｔｍ－ＰＴＰε完全長遺伝子であった。
【０５５２】
　ＰＣＲ突然変異誘発反応物は、総反応物容量５０μＬ中に各々のプライマー１５０ｎｇ
、ＱｕｉｋＳｏｌｕｔｉｏｎ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）３μＬ、鋳型２０ｎｇ、ＰｆｕＵ
ｌｔｒａ（商標）　Ｈｏｔｓｔａｒｔ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ｓｔｒａｔａｇ
ｅｎｅ）２５μＬを含んだ。反応のためのサイクリング条件は以下のとおりである：９５
℃、１分間；１８サイクル；９５℃、５０秒間；６０℃、５０秒間；６８℃、８分間；６
８℃、７分間。
【０５５３】
　メチル化ＤＮＡ（バックグラウンド）を除去するために反応物全体をＤｐｎＩ　１μＬ
で４時間消化した。ＰＣＲ反応混合物０．５－１μＬを大腸菌ＸＬ－１０　Ｇｏｌｄに形
質転換した。突然変異を確認するために反応あたり４個のコロニーを配列決定した。最終
選択クローンに関しては、望ましくない突然変異が組み込まれていないことを確認するた
めに両方の鎖の完全長配列決定を実施した。
【０５５４】
　Ｂ．ｔｍ－ＰＴＰεシステイン突然変異型はインビボで二量体を形成する。
【０５５５】
　Ｖ５標識野生型ＰＴＰＲεまたはＰＴＰＲε　Ｐ２０Ｃ、Ｄ２１Ｃ、Ｐ２２Ｃ、Ｇ２３
Ｃ、Ａ２４Ｃ、Ｓ２５Ｃ、Ｑ２６Ｃ突然変異型のいずれかを発現するベクターで一過性に
トランスフェクトしたＮＩＨ／３Ｔ３から、ならびに空ベクター対照細胞系から、全細胞
溶解産物を調製した。細胞溶解は２０ｍＭヨードアセトアミドの存在下で実施した。ヨー
ドアセトアミドは、二量体開裂を最小限に抑えるために、インビボでジスルフィド架橋還
元の役割を担う酵素であるグルタチオンレダクターゼを阻害する。構築物はすべてＶ５標
識タンパク質をコードする。試料を還元および非還元条件下で分析し、Ｖ５特異的抗体で
プローブすることにより野生型またはｔｍ－ＰＴＰε突然変異型タンパク質発現に関して
免疫ブロットした。還元条件下ではすべてのタンパク質が単量体として発現される（図２
０Ａ）。非還元条件下では、しかし、野生型ｔｍ－ＰＴＰεは二量体を形成することがで
きなかった（その細胞外ドメインにシステインを欠くため）のに対し、ｔｍ－ＰＴＰε突
然変異型はすべて二量体を形成した（図２０Ｂ）。
【０５５６】
　Ｃ．ｔｍ－ＰＴＰεホスファターゼ活性は二量体化によって阻害される。
【０５５７】
　野生型ｔｍ－ＰＴＰε、またはｔｍ－ＰＴＰε　Ａ２４Ｃ　Ｎｏ．８およびＮｏ．２６
クローンのいずれかを発現するＲａｔ－１安定細胞系から、ならびにベクター対照細胞系
から全細胞溶解産物を調製し、Ｓｒｃ－Ｙ５２９（図２１Ａ）またはパキシリン－Ｙ１１
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８（図２１Ｂ）リン酸化特異的抗体でプローブすることにより、Ｓｒｔ－Ｙ５２９または
パキシリン－Ｙ１１８リン酸化レベルに関して免疫ブロットした。これらの溶解産物中の
総Ｓｒｃおよびパキシリンも分析した。すべての溶解産物が等しい量で存在することを示
すため、ｇ－アクチンを対照として使用した。ｔｍ－ＰＴＰε　Ａ２４Ｃ突然変異型の両
方のクローンがＳｒｃ－Ｙ５２９を脱リン酸化することができず、パキシリン－Ｙ１１８
リン酸化を誘導することができなかった。ＰＴＰＲε　Ａ２４Ｃクローンを、実施例１９
で述べたように、軟寒天アッセイにおいても試験した（図２１Ｃ）。Ｒａｔ－１細胞を発
現する野生型ｔｍ－ＰＴＰεは軟寒天上でクローンを形成することができたが、２つのＰ
ＴＰＲε　Ａ２４Ｃクローンはクローンを形成できなかった。これらの結果は、二量体化
がｔｍ－ＰＴＰεホスファターゼ活性を不活化することを示唆する。
【０５５８】
　Ｄ．ｔｍ－ＰＴＰε　Ｑ２６Ｃ突然変異型は二量体化によって不活性化されない。
【０５５９】
　野生型ｔｍ－ＰＴＰε、またはｔｍ－ＰＴＰε　Ｑ２６Ｃ　Ｎｏ．１およびＮｏ．３９
クローンのいずれかを発現するＲａｔ－１安定細胞系から、ならびにベクター対照細胞系
から全細胞溶解産物を調製し、Ｓｒｃ－Ｙ５２９またはパキシリン－Ｙ１１８リン酸化特
異的抗体でプローブすることにより、Ｓｒｔ－Ｙ５２９またはパキシリン－Ｙ１１８リン
酸化レベルに関して免疫ブロットした（図２２）。これらの溶解産物中の総Ｓｒｃおよび
パキシリンも分析した。すべての溶解産物が等しい量で存在することを示すため、チュー
ブリンを対照として使用した。野生型ｔｍ－ＰＴＰεと同様に、ＰＴＰＲε　Ｑ２６Ｃ突
然変異型はＳｒｃ－Ｙ５２９を脱リン酸化し（図２２Ａ）、パキシリン－Ｙ１１８リン酸
化を誘導することができた（図２２Ｂ）。加えて、ｔｍ－ＰＴＰε　Ｑ２６ＣはＲａｔ－
１細胞を形質転換する上で野生型ｔｍ－ＰＴＰεと同程度に強力であった（図２２Ｃ）。
これらの結果は、ＰＴＰＲεが二量体化によって不活性化されるためには、特定立体配座
の二量体が必要であることを示唆する。ｔｍ－ＰＴＰε　Ｑ２６Ｃの幾何学的配向はｃ－
Ｓｒｃが不活性化されることを妨げなかった。
【０５６０】
　（実施例２３）
　腎および膵癌細胞における増殖のｓｉＲＮＡ阻害
　この実施例は、ｔｍ－ＰＴＰε特異的ｓｉＲＮＡが軟寒天でのＡ４９８腎細胞系増殖お
よびＨｓ７００Ｔ膵細胞系増殖を阻害することを示す。
【０５６１】
　Ｃｅｌｌ　Ｔｉｔｅｒ　Ｇｌｏ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を使用して製造者の推奨に従って増
殖アッセイを３回実施した。図２３は、軟寒天における４９８細胞系増殖（Ａ）およびＨ
ｓ７００Ｔ増殖（Ｂ）へのｔｍ－ＰＴＰε特異的ｓｉＲＮＡの作用を示す。細胞系は、未
処置であるか（ＵＴ）、ｔｍ－ＰＴＰε特異的ｓｉＲＮＡ（ＣＣ－５６８－１　＆　Ｓｔ
ｅａｌｔｈ－Ｓｉ）、陽性対照（Ｅｇ５）または陰性対照（ＱｉａＲｅｆ　＆　Ｓｔｅａ
ｌｔｈ（－））ｓｉＲＮＡのいずれかでトランスフェクトした。細胞増殖（図２３Ａ）を
４日間にわたって追跡した。ｔｍ－ＰＴＰε特異的ｓｉＲＮＡは、Ａ４９８細胞系の増殖
をＥｇ５と同じ程度に阻害した。両方のｔｍ－ＰＴＰε特異的ｓｉＲＮＡがこのタンパク
質を時間依存的にノックダウンする（図２３Ｂ）。Ｓｔｅａｌｔｈ－Ｓｉオリゴヌクレオ
チドは、ＣＣ－５６８－１オリゴヌクレオチドと比較してｔｍ－ＰＴＰεタンパク質のノ
ックダウンにおいておよび増殖を阻害する上でより強力であった。
【０５６２】
　軟寒天アッセイでは（図２３Ｃ）、両方のｓｉＲＮＡが、対照オリゴヌクレオチド（Ｑ
ｉａＲｅｆ　＆　Ｓｔｅａｌｔｈ（－））と比較して、Ｈｓ７００Ｔ膵細胞系の増殖を鈍
化させることができた。
【０５６３】
　本明細書において引用するすべての出版物、特許および特許出願は、各々個々の出版物
または特許出願が参照により組み込まれることを特定して個別に示されているかのごとく
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【０５６４】
　本発明は単なる例として述べたものであり、本発明の範囲および精神の範囲内から逸脱
することなく変更を施し得ることは了解される。
【図面の簡単な説明】
【０５６５】
　      
【図１】宿主／ウイルス結合フラグメントのＰＣＲ増幅を示すゲル。
【図２】対照と疾患試料の間での仮説上の分布プロフィール。Ｐｅｐｅ　ｅｔ　ａｌ．よ
り提供された図。
【図３】ｔｍ－ＰＴＰεの膜貫通および細胞質スプライシング変異体。
【図４】二量体化によるｔｍ－ＰＴＰε活性の調節。
【図５】抗体の架橋。
【図６】腎臓および膵臓におけるｔｍ－ＰＴＰεの発現プロファイリング。
【図７】正常組織における遺伝子発現プロファイリング。
【図８】図８は、肺組織についての免疫組織化学の結果を示す（扁平上皮癌）。病理学検
査は、２＋強度で染色する上皮細胞を８５％特定した。有意の間質染色は存在せず、３／
１０のＮＳＣＬＣ（非小細胞肺癌）が有意の染色を示した。
【図９】図９は、膵組織についての免疫組織化学の結果を示す（膵島細胞腫瘍）。
【図１０】図１０は、膵組織についての免疫組織化学の結果を示す（膵管細胞癌）。
【図１１】図１１は、膵組織についての免疫組織化学の結果を示す（膵管細胞癌）。図は
、膵管細胞癌における膜染色を示し、８／８の腫瘍が有意の染色を示す。
【図１２】図１２は、腎組織についての免疫組織化学の結果を示す（腎細胞癌）。５／５
の標本が有意の染色を示した。
【図１３】図１３は、膀胱組織についての免疫組織化学の結果を示す（正常および癌）。
正常膀胱組織は１＋の強度で染色し、一方浸潤性膀胱腫瘍組織は３＋の強度で染色した。
３／４の腫瘍が有意の染色を示した。
【図１４】図１４は、ｔｍ－ＰＴＰε特異的ｓｉＲＮＡがＤＵ－１４５ヒト癌細胞系にお
ける増殖を阻害することを示す。
【図１５】図１５は、ｔｍ－ＰＴＰε特異的ｓｉＲＮＡによる、ＮＩＨ／３Ｔ３／ｔｍ－
ＰＴＰεおよびＲａｔ－１／ｔｍ－ＰＴＰε安定細胞系におけるｔｍ－ＰＴＰεタンパク
質のノックダウンを示す。
【図１６】図１６は、Ｒａｔ－１細胞系の軟寒天アッセイの結果を示す。
【図１７】図１７は、Ｒａｔ－１細胞系の腫瘍発生能アッセイの結果を示す。
【図１８】図１８は、ｔｍ－ＰＴＰεが、ＮＩＨ／３Ｔ３およびＲａｔ－１細胞において
Ｔｙｒ－５２９上のＳｒｃを脱リン酸化することを示す。
【図１９】図１９は、ｔｍ－ＰＴＰεがインビボでホモタイプ相互作用を形成することを
示す。
【図２０】図２０は、ｔｍ－ＰＴＰεシステイン突然変異型が還元条件下で単量体として
発現されること（図２０Ａ）、およびｔｍ－ＰＴＰεシステイン突然変異型が非還元条件
下で二量体を形成したこと（図２０Ｂ）を示す。
【図２１】図２１は、Ａ２４Ｃ　ｔｍ－ＰＴＰεシステイン突然変異型に関するホスファ
ターゼ活性分析の結果を示す。
【図２２】図２２は、Ｑ２６Ｃ　ｔｍ－ＰＴＰεシステイン突然変異型に関するホスファ
ターゼ活性分析の結果を示す。
【図２３－１】図２３は、Ａ４９８腎癌細胞系（図２３Ａおよび２３Ｂ）およびＨｓ７０
０Ｔ膵癌細胞系（図２３Ｃ）におけるｓｉＲＮＡ阻害分析の結果を示す。
【図２３－２】図２３は、Ａ４９８腎癌細胞系（図２３Ａおよび２３Ｂ）およびＨｓ７０
０Ｔ膵癌細胞系（図２３Ｃ）におけるｓｉＲＮＡ阻害分析の結果を示す。
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