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(57)【要約】
ヒト前立腺腫瘍組織において上方制御される遺伝子および対応するタンパク質が同定され
る。これらの遺伝子および対応する抗原は、前立腺癌の処置、診断、または予防のために
適した標的である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ヒト前立腺癌細胞により発現される単離核酸であって、
(i)配列番号：1～23のいずれか1つに含まれる配列を含む核酸；
(ii)(i)の変異体であり、該変異体がギャップを許容することなく整列された場合に(i)の
配列と少なくとも70%同一である核酸配列を有する；および
(iii)少なくとも20ヌクレオチド長のサイズを有する(i)または(ii)のフラグメント
からなる群より選択される単離核酸。
【請求項２】
配列番号：1～23のいずれか1つにおいて含まれる核酸配列またはそのフラグメントを含む
、請求項１記載の核酸。
【請求項３】
請求項１記載の核酸配列の1つの特異的増幅をもたらすプライマーを含むプライマー混合
物。
【請求項４】
ヒト前立腺細胞サンプルが標的核酸分子を発現するか否かを決定することを含む前立腺癌
を検出する方法であって、該標的核酸分子が配列番号：1～23からなる群より選択される
核酸配列を含む遺伝子もしくはRNAの配列、または少なくとも20ヌクレオチド長のサイズ
を有する該遺伝子もしくはRNAのフラグメント、または該核酸によりコード化されるポリ
ペプチドを含む方法。
【請求項５】
方法が標的核酸分子に特異的にハイブリダイズする核酸配列を使用して標的核酸分子の発
現を検出することを含む、請求項４記載の方法。
【請求項６】
方法が標的核酸分子の増幅をもたらすプライマーを使用して標的核酸分子の発現を検出す
ることを含む、請求項５記載の方法。
【請求項７】
核酸によりコード化されるポリペプチドをアッセイすることにより標的核酸分子の発現を
検出する、請求項５記載の方法。
【請求項８】
アッセイがポリペプチドに対して特異的に結合するモノクローナル抗体またはフラグメン
トの使用も含む、請求項７記載の方法。
【請求項９】
アッセイがELISAまたは競合結合アッセイを含む、請求項８記載の方法。
【請求項１０】
ヒト前立腺癌細胞により発現される抗原であって、該抗原が、
　(i)配列番号：1～23のいずれか1つにおける少なくとも90%の配列同一性を有する核酸配
列によりコード化される抗原；
　(ii)配列番号：1～23のいずれか1つにおける少なくとも90%の同一性を有する配列を含
むタンパク質に由来する抗原；および、
　(iii)(i)または(ii)の抗原フラグメント
からなる群より選択される抗原。
【請求項１１】
(i)配列番号：1～23からなる群より選択される核酸配列によりコード化されるアミノ酸配
列または(ii)配列番号：1～23に由来するアミノ酸配列；または、(iii)(i)もしくは(ii)
の抗原フラグメントを含む前立腺抗原。
【請求項１２】
以下から選択される標的ポリペプチド分子に対して特異的に結合するモノクローナル抗体
またはその抗原結合フラグメント：
(i)配列番号：1～23からなる群より選択される配列を含む遺伝子もしくはRNAの配列を含
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む核酸分子、または少なくとも20ヌクレオチド長のサイズを有する該遺伝子もしくはRNA
のフラグメントによりコード化されるポリペプチド、または、配列番号：1～23に由来す
るポリペプチド、
(ii)請求項１０または１１に記載の抗原、および、
(iii)(i)または(ii)の抗原性フラグメント。
【請求項１３】
請求項１１記載の抗原に対して特異的に結合するモノクローナル抗体またはそのフラグメ
ント。
【請求項１４】
検出可能な標識に直接的または間接的に結合された請求項１０または１１に記載の抗原。
【請求項１５】
検出可能な標識に直接的または間接的に結合された請求項１２または１３に記載の抗原。
【請求項１６】
請求項１記載の核酸（例えば、DNA）および検出可能な標識を含む前立腺癌の検出のため
の診断キット。
【請求項１７】
請求項３記載のプライマーおよび診断的に許容可能な担体を含む前立腺癌の検出のための
診断キット。
【請求項１８】
請求項１２または１３に記載のモノクローナル抗体および検出可能な標識を含む前立腺癌
の検出のための診断キット。
【請求項１９】
前立腺癌を処置するための方法であって、治療有効量のリガンドを被験者に対して投与す
ることを含み、前記のリガンドが、(i)配列番号：1～23からなる群より選択される配列を
含む遺伝子もしくはRNA、それらの変異体または少なくとも20ヌクレオチド長のサイズを
有する前記の遺伝子もしくはRNAのフラグメント、および(ii)配列番号：1～23からなる群
より選択される配列を含む遺伝子もしくはRNAによりコード化されるタンパク質もしくは
ポリペプチド、それらの変異体または少なくとも20ヌクレオチド長のサイズを有する前記
の遺伝子もしくはRNAのフラグメント、または配列番号：1～23に由来するポリペプチドか
ら選択される標的分子に特異的に結合する方法。
【請求項２０】
リガンドが、配列番号：1～23からなる群より選択されるDNA配列を有する遺伝子もしくは
そのフラグメントまたはそれらの変異体、または配列番号：1～23から由来するポリペプ
チドの発現を阻止するリボザイムまたはアンチセンスオリゴヌクレオチドである、請求項
１９記載の方法。
【請求項２１】
リガンドをエフェクター成分に対して直接的または間接的に結合する、請求項１９または
２０に記載の方法。
【請求項２２】
エフェクター成分が治療用の放射標識、酵素、細胞毒素、増殖因子、または薬物である、
請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
請求項１０または１１に記載の治療有効量の抗原を被験者に対して投与すること、および
場合により該抗原に対する体液性または細胞毒性Tリンパ球応答を誘発するアジュバント
を含む、前立腺癌を処置するための方法。
【請求項２４】
医薬的有効量の抗原提示細胞を被験者に対して投与することを含む、前立腺癌を処置する
ための方法。
【請求項２５】
抗原提示細胞が樹状細胞である、請求２４記載の方法。
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【請求項２６】
樹状細胞が(i)請求項１０または１１の通りに由来するペプチドをパルスまたは負荷し、
ペプチドに対する、および、これにより腫瘍に対するT細胞免疫を刺激するための細胞ワ
クチンとして使用し、または(ii)請求項１０または１１の通りに由来するペプチドをコー
ド化する発現構築物により改変され、ペプチドに対する、およびこれにより腫瘍に対する
T細胞免疫を刺激するための細胞ワクチンとして使用される、請求項２５記載の方法。
【請求項２７】
二次または複数の腫瘍関連HLA拘束性ペプチドをさらに含む、請求項２４記載の方法。
【請求項２８】
治療有効量のリガンドを被験者に対して投与することを含む前立腺癌を処置するための方
法であって、リガンドが、場合により治療用エフェクター成分に直接的または間接的に結
合された配列番号：1～23からなる群より選択される配列を含む遺伝子もしくはRNAにより
コード化されるタンパク質、またはそれらの変異体、または配列番号：1～23に由来する
ポリペプチドに対して特異的に結合する方法。
【請求項２９】
エフェクター成分が放射標識、酵素、細胞毒素、増殖因子、または薬物である、請求項２
８記載の方法。
【請求項３０】
放射標識がイットリウムである、請求項２９記載の方法。
【請求項３１】
放射標識がインジウムである、請求項２９記載の方法。
【請求項３２】
リガンドがモノクローナル抗体またはそのフラグメントである、請求項２８記載の方法。
【請求項３３】
リガンドが小分子である、請求項２８記載の方法。
【請求項３４】
リガンドがペプチドである、請求項２８記載の方法。
【請求項３５】
リガンドがタンパク質の細胞外ドメインに結合する、請求項２８記載の方法。
【請求項３６】
(i)配列番号：1～23からなる群より選択される配列を含む遺伝子またはRNAによりコード
化されるタンパク質の細胞外ドメインの配列を含むポリペプチド；および、
(ii)(i)のポリペプチドをコード化する核酸分子、
から選択される分子。
【請求項３７】
ポリペプチドが8～100アミノ酸長を有する、請求項３６記載の分子。
【請求項３８】
生物活性化合物を選択、同定、スクリーニング、特性付け、または最適化するための方法
であって、候補化合物を標的分子と接触させること、および候補化合物が該標的分子に結
合するか否かを決定することを含み、該標的分子が(i)配列番号：1～23からなる群より選
択される核酸配列を含む遺伝子またはRNAの配列を含む核酸分子、(ii)少なくとも20ヌク
レオチド長のサイズを有する該遺伝子またはRNAのフラグメント、および(iii)(i)または(
ii)によりコード化されるポリペプチドまたは配列番号：1～23に由来するポリペプチドか
ら選択される方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、前立腺癌細胞中で発現される遺伝子における選択的スプライシング事象に対
応するDNA配列の同定に関するものである。これらの遺伝子またはそれらの対応するタン
パク質は、癌の処置、予防、および／または診断の標的となり、ここで、これらの遺伝子
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は、特に前立腺癌において、異なって制御される、および／または、スプライシングされ
る。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　ヒト疾患状態の遺伝子検出は、急速に発生している分野である（Taparowsky et al., 1
982； Slamon et al., 1989； Sidransky et al., 1992； Miki et al., 1994； Dong et
 al., 1995； Morahan et al., 1996； Lifton, 1996； Barinaga, 1996）。しかし、こ
のアプローチにはいくつかの問題が存在する。多くの公知の遺伝子病変は、個人における
特定の疾患状態の発生の素因となるのみである。遺伝子病変を持つ個人において疾患状態
が発生しないことがあれば、特定の遺伝子病変を持たない他の個人において疾患状態が発
生することもある。ヒトの癌において、遺伝子欠損が多数の公知の腫瘍抑制遺伝子および
プロトオンコジーンにおいて潜在的に生じうる。
【０００３】
　癌の遺伝子検出は長い歴史を有する。癌の素因となることが示された最も初期の遺伝子
病変の一部は、rasオンコジーンの形質転換点突然変異である（Taparowsky et al., 1982
）。形質転換ras点突然変異は、良性および悪性の結腸直腸癌を伴う個人の便において検
出できる（Sidransky et al., 1992）。しかし、このような腫瘍のわずか50%にしかras突
然変異は含まれなかった。乳癌および前立腺癌におけるHER-2/neuの増幅（Slamon et al.
, 1989）、膀胱癌におけるp53の欠失および突然変異（Sidransky et al., 1991）、結腸
大腸癌におけるDCCの欠失（Fearon et al., 1990）、ならびに乳癌および前立腺癌におけ
るBRCA1の突然変異（Miki et al., 1994）について同様の結果が得られている。
【０００４】
　これらの遺伝子病変のいずれも癌を伴う患者の大半を予測できず、大半が、疑わしい腫
瘍の直接サンプリングを必要とし、スクリーニングを困難にする。さらに、上記のマーカ
ーのいずれも転移型と非転移型の間で癌を識別できない。癌患者の有効な管理においては
、腫瘍が既に転移した、または転移する可能性の高い個人の特定が重大である。転移性癌
は米国において毎年560,000人を殺すため（ACSホームページ）、転移性前立腺癌マーカー
の同定は重要な進歩でありうる。
【０００５】
　前立腺癌では癌の検出および診断における特定の問題が生じる。前立腺の癌腫は、米国
における男性の間で最も高頻度に診断される（Veltri et al., 1996）。1998年において
前立腺癌は約189,500人の男性において診断され、約40,000人の男性が悪性腫瘍で死亡し
た（Landis et al., 1998）。比較的少数の前立腺腫瘍が、患者の一生の間に臨床的有意
性にまで進行するが、性質が進行性のものは検出時までに転移している可能性が高い。転
移性前立腺癌を伴う個人での生存率は非常に低い。これらの極端の間は、転移するが、依
然転移していない前立腺腫瘍を伴う患者であり、これらの患者では前立腺の外科切除が治
療である。患者が該当する群の決定は、最適な処置および患者の生存を決定する際に重大
である。
【０００６】
　1984年における血清前立腺特異抗体（PSA）試験のFDA承認により、前立腺癌を管理する
方法が変わった（Allhoff et al., 1989； Cooner et al., 1990； Jacobson et al., 19
95； Orozco et al., 1998）。PSAは、前立腺癌患者における治療応答を検出およびモニ
ターするための血清バイオマーカーとして広く使用される（Badalament et al., 1996； 
O'Dowd et al., 1997）。PSAアッセイにおけるいくつかの改変は（Partin and Oesterlin
g, 1994； Babian et al., 1996； Zlotta et al., 1997）、早期診断および処置の改善
をもたらした。
【０００７】
　1988年以降、PSAは前立腺癌の臨床マーカーとして広く使用されてきたが（Partin and 
Oesterling, 1994）、PSA単独を利用した、または直腸診（DRE）との併用によるスクリー
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ニングプログラムは、前立腺癌を伴う男性での生存率を改善させることに成功していない
（Partin and Oesterling, 1994）。PSAは前立腺組織に特異的であるが、正常および良性
の前立腺上皮、ならびに、悪性の前立腺上皮により産生され、前立腺癌の検出での高い偽
陽性率を招く（Partin and Oesterling, 1994）。
【０００８】
血清レベルが比較的高い場合での前立腺癌の有効な指標であるが、小幅に上昇している場
合、例えば、レベルが2～10 ng/mLの間である場合、PSAの血清レベルは前立腺癌のより曖
昧な指標である。これらの小幅な上昇では、血清PSAは、BPH（良性前立腺過形成）、前立
腺炎、または身体外傷などの非癌性疾患状態から起こりうる（McCormack et al., 1995）
。より低い2.0 ng/mLという血清PSAの癌検出カットオフ濃度の適用によって、特に触知不
能な早期腫瘍（病期T1c）を伴う若い男性における前立腺癌の診断が上昇したが（Soh et 
al., 1997； Carter and Coffey, 1997； Harris et al., 1997； Orozco et al., 1998
）、低い血清PSAレベルでの前立腺癌の検出におけるPSAアッセイの特異性は依然として問
題である。
【０００９】
　数人の研究者が、血清PSA濃度の他、他の様々なバイオマーカーを調べることにより、
前立腺癌の血清学的検出の特異性を改善させることに努めている（Ralph and Veltri, 19
97）。これらの他のバイオマーカーの内で最も重点的に研究されたものの1つが、患者の
血液における遊離PSA対全PSAの比（f/t PSA）である。血清中の大部分のPSAは、アルファ
1-アンチトリプシン（ACT）またはアルファ2-マクログロブリンなどの他のタンパク質に
結合した分子型である（Christensson et al., 1993； Stenman et al., 1991； Lilja e
t al., 1991）。遊離PSAは他のタンパク質とは結合していない。遊離PSA対全PSAの比（f/
t PSA）は、通常、臓器に限局した前立腺癌を伴う患者と比較して、BPHを伴う患者におい
て有意に高い（Marley et al., 1996； Oesterling et al., 1995； Pettersson et al.,
 1995）。f/t PSAアッセイのために適当なカットオフを決定できる場合、f/t PSAアッセ
イは、血清PSAレベルが小幅にのみ上昇した症例において前立腺癌を伴う患者からBPHを伴
う患者を識別するのに有用になる（Marley et al., 1996； Partin and Oesterling, 199
6）。残念ながら、f/t PSAは前立腺癌の検出を改善させうるが、f/t PSA比における情報
は、望ましいレベルにまで前立腺癌の血清学的検出の感度および特異性を改善させるのに
は不十分である。
【００１０】
　前立腺癌の検出のために使用されてきた他のマーカーとして、前立腺酸性ホスファター
ゼ（PAP）および前立腺分泌タンパク質（PSP）が挙げられる。PAPは、ホルモン調節下で
、前立腺細胞により分泌される（Brawn et al., 1996）。それはPSAよりも低い特異性お
よび感度を有する。結果として、今ではそれほど使用されていないが、PAPは依然として
一次処置で失敗した転移性患者をモニターするためのいくつかの適用を有しうる。一般的
に、PSPはPAPよりも高感度なバイオマーカーであるが、しかし、PSAほど高感度ではない
（Huang et al., 1993）。PSAと同様に、PSPレベルは、BPHを伴う患者および前立腺癌を
伴う患者において高頻度で上昇する。
【００１１】
　前立腺疾患に関連する別の血清マーカーは、前立腺特異的膜抗原（PSMA）である（Horo
szewicz et al., 1987； Carter and Coffey, 1996； Murphy et al., 1996）。PSMAはII
型細胞膜タンパク質であり、葉酸ヒドロラーゼ（FAH）として同定された（Carter and Co
ffey, 1996）。PSMAに対する抗体は、正常前立腺組織および前立腺癌組織のいずれとも反
応する（Horoszewicz et al., 1987）。Murphyら(1995)はELISAを使用し、進行性前立腺
癌における血清PSMAを検出した。血清検査として、PSMAレベルは前立腺癌の比較的不良な
指標である。しかし、PSMAは特定の状況において有用性を有しうる。PSMAは転移性前立腺
腫瘍の毛細血管床において発現しており（Silver et al., 1997）、転移性癌患者の血液
中においてより豊富であると報告されている（Murphy et al., 1996）。PSMAメッセンジ
ャーRNA（mRNA）は、5-アルファ-ジヒドロキシテストステロン(DHT)に対する暴露後にLNC
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aP前立腺癌細胞株において8-10倍下方制御され、ホルモン除去状態においては高レベルで
発現される（Israeli et al., 1994）。PSMA発現のホルモン調節によって、前立腺癌にお
けるその制御および重要性に関するより明確な理解が促進されうる。
【００１２】
　前立腺癌のための2つの比較的新しい潜在的なバイオマーカーは、ヒトカリクレイン2（
HK2）（Piironen et al., 1996）および前立腺特異的トランスグルタミナーゼ（pTGase）
（Dubbink et al., 1996）である。HK2は、前立腺により分泌されるカリクレインファミ
リーのメンバーである（Piironen et al., 1996）。前立腺特異的トランスグルタミナー
ゼは、タンパク質の翻訳後架橋を触媒する、前立腺細胞において発現されるカルシウム依
存性酵素である（Dubbink et al., 1996）。理論上は、HK2またはpTGaseの血清濃度は、
前立腺癌の検出または診断において有用でありうるが、しかし、これらのマーカーの有用
性は依然評価中である。
【００１３】
　インターロイキン8（IL-8）も前立腺癌のためのマーカーとして報告されている（Veltr
i et al., 1999）。血清IL-8濃度は、前立腺癌の病期の上昇と相関しており、BPHを悪性
前立腺腫瘍から識別できると報告された（同上）。前立腺癌の検出および診断でのこのマ
ーカーの広範囲の適用性は、依然研究中である。
【００１４】
　前立腺癌のためのこれらのタンパク質マーカーに加えて、以下を含むいくつかの遺伝子
変化が、前立腺癌に関連すると報告された：対立遺伝子喪失（Bova, et al., 1993； Mac
oska et al., 1994； Carter et al., 1990）；DNA高度メチル化（Isaacs et al., 1994
）；網膜芽細胞腫（Rb）、p53、およびKAI1遺伝子の点突然変異または欠失（Bookstein e
t al., 1990a； Bookstein et al., 1990b； Isaacs et al., 1991； Dong et al., 1995
)；および、蛍光in situハイブリダイゼーション（FISH）により検出される染色体の異数
性および異数染色体（aneusomy）（Macoska et al., 1994； Visakorpi et al., 1994； 
Takahashi et al., 1994； Alcaraz et al., 1994）。これらのいずれも無症候性前立腺
癌での一般的なスクリーニングツールとして有用となるために十分な感度および特異性を
呈するとは報告されていない。
【００１５】
　現行の臨床診療において、血清PSAアッセイおよび直腸診（DRE）を使用し、いずれの患
者が前立腺生検を有する必要があるのかを示す（Lithrup et al., 1994； Orozco et al.
, 1998）。生検組織の組織学的検査を使用して、前立腺癌の診断を下す。1998年において
診断された189,500例の前立腺癌（Landis, 1998）および公知の癌検出率である約35%（Pa
rker et al., 1996）に基づいて、1998年において50万の前立腺生検が米国において実施
されたと推定される（Orozco et al., 1998； Veltri et al., 1998）。明らかに、血清
学的検査に由来する利点は多く存在し、それは小さな早期前立腺腫瘍を検出するために十
分に高感度であり、非癌性または臨床的に有意ではない病状を伴う患者の大部分を除外す
るために十分な特異性も有する。
【００１６】
　前立腺癌の進行および疾患進行をモニターするための診断方法の開発に関連する遺伝子
の同定に関する先行技術においては依然として不備が残る。同様に、前立腺癌において異
なってスプライシングされる、および／または、異なって発現される遺伝子の同定は、癌
を診断するための迅速で安価な方法の開発においてかなり重要となりうる。少数の前立腺
特異的遺伝子がクローニングされているが（PSA、PSMA、HK2、pTGaseなど）、これらは典
型的には前立腺癌において上方制御されない。非悪性前立腺組織と比較して、前立腺癌に
おいて異なって発現される新規の前立腺特異的転写物は、前立腺癌の診断、予後診断、お
よび処置のための大きな予想外の進歩を表しうる。
【００１７】
　CD8+Tリンパ球サブセットは、腫瘍形成に対する免疫監視において重要な役割を果たし
うる（Knutson et al., 2005）。疾患細胞上で主要組織適合複合体（MHC）クラスI分子に
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より提示されるペプチドは、CD8+T細胞により認識されうる（Flutter et al., 2004）。
その増殖をもたらすCD8+T細胞の活性化は、樹状細胞、特殊化した抗原提示細胞（APC）、
提示されるペプチド抗原との相互作用を介して生じる。最初の活性化後、CD8+T細胞は強
力なキラー細胞であり、自己MHC分子により提示された場合、それらに特異的な活性化ペ
プチド抗原を発現する細胞を溶解できる。MHCクラスI分子により提示されるペプチドは、
細胞質多触媒性プロテアソーム複合体により主に媒介される細胞内タンパク質分解過程の
事象に由来する（Guermonprez et al., 2005）。抗原特異的T細胞受容体とMHC／ペプチド
抗原複合体との相互作用時、CD8+細胞溶解性Tリンパ球（CTL）はポア形成タンパク質パー
フォリンおよびグランザイムB（granzyme B）を含むグランザイムを分泌する。これらの
顆粒タンパク質は、標的細胞においてカスパーゼカスケードのタンパク質分解活性化と協
調し、アポトーシス死を招く（Ashton-Richardt, 2005）。選択的スプライシングを通じ
て産生される、前立腺および前立腺癌に特異的な転写物およびタンパク質の同定を通じた
新規前立腺癌ワクチンの開発には大きな可能性がある。
【００１８】
　細胞ベースの腫瘍ワクチン治療法の開発のために、抗原提示樹状細胞に焦点が当てられ
てきた。樹状細胞は専門の抗原提示細胞であり、未感作T細胞の最も強力なアクチベータ
―である（Banchereau and Steinman, 1998； Fong and Engleman, 2000； Schuler et a
l., 2003）。これらの細胞は、抗原ペプチド、共刺激分子、および／または増殖因子とと
もに機械的に、および／または遺伝的に操作され、CD8+CTLを特異的に活性化できる細胞
集団を作り、腫瘍細胞を特異的に標的にして破壊できる（Gabrilovich et al., 1996； N
air et al., 1997； Paglia et al., 1996； Zitvogel et al., 1996； Ashley et al., 
1997； Mayordomo et al., 1996； Siders et al., 2003； Chen et al., 2003； Akiyam
a et al., 2000； Wan et al., 1997； Esslinger et al., 2002； Bonifaz et al., 200
2）。様々な樹状細胞ベースの癌ワクチンが臨床試験において試験中である（Berzofsky e
t al., 2004）。例えば、再発性および転移性の前立腺癌および血清前立腺酸性フォスフ
ァターゼ（PAP）の上昇を伴う21人の患者が、ネズミのPAPでパルスした樹状細胞で処置さ
れた。処置された患者の10人が、PAPに対するT細胞増殖反応を発現した（Fong et al., 2
001）。最近では、樹状細胞の前駆細胞をPAP融合タンパク質に暴露させて、次に患者に投
与して、CTL反応を誘発させる（Drugs R&D, 2006）。
【００１９】
　表面タンパク質を標的とする、癌の処置のための治療抗体の使用は公知である。それら
の例としては、B細胞リンパ腫上のCD20を標的とするRITUXAN（商標）、慢性リンパ性白血
病により発現される表面抗原CD52を標的とするCampath（商標）、乳癌および他の癌上のe
rbB2を標的とするHerceptin（商標）、および白血病細胞上で発現されるCD33表面抗原を
標的とするMybtaraが挙げられる。しかし、今日まで、前立腺癌の処置用モノクローナル
抗体は、治療的使用のためには承認されていない。
【発明の概要】
【００２０】
　本発明は前立腺癌細胞または組織に特徴的な新規の核酸およびアミノ酸の同定に関し、
それらは被験者におけるこのような病状の治療または診断の標的を表す。
【００２１】
　本発明は、より具体的には、新規ペプチド配列をコード化する23の特異的な単離核酸分
子を開示する。これらの新規配列は、正常前立腺と前立腺癌の間で異なって発現されるこ
とが見出されている。これらの配列および分子は、前立腺癌の検出、診断、および処置の
ための方法および材料を開発するための標的および貴重な情報を表す。
【００２２】
　前立腺癌の処置および診断のための方法および材料を提供することが本発明の目的であ
る。
【００２３】
　前立腺癌の処置および診断のための潜在的な遺伝子標的である、前立腺癌組織により発
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現される新規エクソン（新規スプライス変異体）を同定することは、本発明のより具体的
な目的である。
【００２４】
　前立腺癌により特異的に発現される新規遺伝子標的に対応するアンチセンスオリゴヌク
レオチドの投与または使用を含む前立腺癌の処置のための新規治療法を開発することは、
本発明の具体的な目的である。
【００２５】
　前立腺癌細胞において特異的に上方制御されるエクソンおよびそれらのエクソンにより
コード化される対応するタンパク質ドメインを同定することは、本発明の別の具体的な目
的である。
【００２６】
　限定はされないが、モノクローナル抗体を含む特定の前立腺癌によりタンパク質ドメイ
ンとして発現される、エクソンによりコード化される抗原に結合するリガンドを産生させ
ることは、本発明の別の具体的な目的である。
【００２７】
　単剤、もしくは、このような抗原を発現する癌細胞に対する抗原特異的な細胞傷害性T
細胞リンパ球応答を誘発するアジュバントとの併用において、特定の前立腺癌により発現
される抗原の投与または使用を含む前立腺癌の処置のための新規治療計画を提供すること
は、本発明の別の具体的な目的である。
【００２８】
　リガンド、特に、特定の前立腺癌により発現される新規抗原に対して特異的に結合する
モノクローナル抗体の投与または使用を含む、前立腺癌の処置のための新規治療計画を提
供することは、本発明の別の目的である。
【００２９】
　医薬的に許容可能な担体または賦形剤および／またはアジュバントと併用において、上
で定義したリガンドまたは抗原を含む組成物を提供することは、本発明の別の目的である
。
【００３０】
　前立腺腫瘍関連抗原を発現するウイルスベクター、前立腺腫瘍関連抗原の直接注入、ま
たは裸のDNA発現構築物の形質導入により、細胞ベースの抗腫瘍ワクチン、特に、ペプチ
ドを直接負荷した抗原提示樹状細胞の投与または使用を含む、前立腺癌の処置のための新
規治療計画を提供することは、本発明の別の目的である。
【００３１】
　細菌LPS、TNFアルファ、CD40リガンド、単球馴化培地、またはサイトカインカクテルで
成熟させた上記の抗原ペプチドを負荷した樹状細胞からなる細胞ベースの抗腫瘍ワクチン
の投与または使用を含む、前立腺癌の処置のための新規治療計画を提供することは、本発
明の別の目的である。
【００３２】
　被験者が前立腺癌を発生するリスクの上昇を有する、またはそれに曝されているか否か
を検出するために、リガンド、例えば、特定の前立腺癌により特異的に発現される抗原に
対して特異的に結合するモノクローナル抗体による前立腺癌の診断のための新規方法を提
供することは、本発明の別の目的である。
【００３３】
　特定の前立腺癌により発現される新規遺伝子標的に対してハイブリダイズする標識DNA
の使用により前立腺癌を発生するリスクの上昇を有する、またはそれに曝されているヒト
を検出する新規方法を提供することは、本発明の別の目的である。
【００３４】
　リガンド、例えば、前立腺癌細胞により発現される抗原に対して特異的に結合するモノ
クローナル抗体、および、検出可能な標識、例えば、指標酵素、放射標識、フルオロフォ
ア、または常磁性粒子を含む、前立腺癌を発生するリスクの上昇を有する、またはそれに
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曝されているヒトを検出するための診断検査キットを提供することは、本発明のさらに別
の目的である。
【００３５】
　前立腺癌細胞により特異的に発現される新規遺伝子に特異的な核酸（例えば、DNA）プ
ライマーまたはプローブ、および、検出可能な標識、例えば、指標酵素、放射標識、フル
オロフォア、または常磁性粒子を含む、前立腺癌を発生する高リスクを有する、またはそ
れに曝されているヒトを検出するための診断キットを提供することは、本発明の別の目的
である。
【００３６】
　候補化合物が、好ましくは選択的に、本出願において開示する抗原またはポリヌクレオ
チドに結合するか否かの判定を含む、生物活性化合物を選択、同定、スクリーニング、特
性付け、最適化するための方法を提供することは、本発明の別の目的である。このような
化合物は、癌疾患、特に前立腺癌を処置するための薬物候補またはリードを表す。
【００３７】
　前立腺癌細胞において変化型で発現される遺伝子を同定することは、本発明の別の目的
である。これらの型は遺伝子のスプライス変異体を表わし、ここでDATAS（商標）フラグ
メントは、1）遺伝子内で生じるスプライス事象を示す、または2）活発にスプライシング
され、異なる遺伝子産物を産生する遺伝子を指摘する、のいずれかである。これらの異な
るスプライス変異体またはアイソフォームは、治療介入のための標的となりうる。
【００３８】
　発明の詳細な説明
DATAS（Different Analysis of Transcripts with Alternative Splicing）によって発現
された遺伝子間での構造的差異を分析し、RNAスプライシングの変化への体系的アプロー
チを提供する（米国特許第6,251,590号において開示されており、開示はその全体が参照
により組み入れられる）。これらのスプライス配列に対する接近手段を有することは、細
胞のホメオスタシスのために重大であり、機能的ゲノムにおける有用な進歩を表す。
【００３９】
　DATAS Technologyによって、正常組織対腫瘍組織など、2つのサンプルを比較する際に2
つのライブラリーが作成される。各ライブラリーには、1つのサンプルにおいて存在し、
より高発現される配列のクローンが含まれる。例えば、ライブラリーAには、正常サンプ
ル中の遺伝子において存在するが、しかし、腫瘍サンプル中には存在しない配列が含まれ
る。これらの配列は、腫瘍サンプルにおいて遺伝子から除去された、またはスプライスア
ウト（spliced out）されたものとして同定される。対照的に、ライブラリーBには、腫瘍
サンプル中にのみ存在し、正常サンプル中には存在しない配列が含まれる。これらは腫瘍
サンプルにおいてのみ発現される遺伝子に選択的スプライシングされるエクソン／イント
ロンを表す。
【００４０】
　本発明は、一部において、DATASを使用して単離され、次に前立腺腫瘍サンプルにおい
て差異的に制御される、または発現されることが決定されるエクソンの同定に基づいてい
る。加えて、本発明は、細胞表面上で発現されない前立腺腫瘍特異的または前立腺特異的
であるエクソンを提供し、これらは予防ワクチンおよび治療ワクチンを含む前立腺腫瘍ワ
クチンの調製において有用となりうる。具体的には、DATASを通じて23の発現配列タグが
同定され、正常前立腺組織と前立腺腫瘍組織の間で異なって発現されることが確認された
。これらのDATASフラグメント（DF）は、1つのサンプルにおいて包含または除外のために
選択されるが、他においてはされない遺伝子の小区分である。これらの小区分は、発現さ
れた遺伝子転写物の一部であり、限定はされないが、単一のエクソンの部分、いくつかの
エクソン、イントロンからの配列、およびエクソンおよびイントロンからの配列を含む、
遺伝子のいくつかの異なる領域に由来する配列からなりうる。異なる生物サンプルにおけ
るエクソンのこの選択的使用によって、選択的RNAスプライシングとして当技術分野にお
いて周知の過程を通じて同じ遺伝子から異なる遺伝子産物が産生される。特に、DATASフ
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ラグメント配列から23の選択的スプライシングアイソフォームが同定されており、以下の
標的および遺伝子産物に関するすべての記載に適合する選択的遺伝子産物を産生する。
【００４１】
　同じ遺伝子から産生される選択的スプライシングされたmRNAには異なるリボヌクレオチ
ド配列が含まれ、したがって異なるアミノ酸配列を伴うタンパク質に翻訳される。遺伝子
産物に、またはそれから選択的にスプライシングされる核酸配列は、元の遺伝子配列から
インフレームで、またはアウトフレームで挿入または欠失できる。これは、各変異体から
の異なるタンパク質の翻訳をもたらす。差異として、単なる配列の欠失または遺伝子産物
に挿入された新規配列情報を挙げてよい。アウトフレームで挿入された配列は、早期停止
コドンの産生をもたらし、切断型タンパク質を産生できる。あるいは、核酸のインフレー
ム挿入は、mRNAから発現される追加のタンパク質ドメインを引き起こしうる。最終段階の
標的は、新規のエピトープまたは機能のいずれかを含む新規タンパク質である。周知の遺
伝子の多くの変異が同定されており、タンパク質の元の生物活性を伴うアゴニストまたは
アンタゴニストでありうるタンパク質変異体を産生する。
【００４２】
　このように、DATASフラグメントによって前立腺癌細胞において差異的制御や選択的な
スプライシングを受ける遺伝子およびタンパク質が同定される。このように、DATASフラ
グメントによって前立腺癌の診断または治療に適した標的分子の定義が可能になり、それ
らの標的分子には、DATASフラグメントの配列またはDATASフラグメントの配列が由来する
遺伝子またはRNAを含む遺伝子またはRNAのすべて、または部分、および、対応するポリプ
チドまたはタンパク質、およびこれらの変異体が含まれる。
【００４３】
　本発明の特定の目的は、以下：
(i)配列番号1～23のいずれか1つの配列からなる核酸；
(ii)(i)の変異体であって、ここで前記の変異体が、ギャップを許容することなく整列さ
れた場合に配列と少なくとも70%同一である核酸配列を有する変異体；および、
(iii)少なくとも20ヌクレオチド長のサイズを有する(i)または(ii)のフラグメント。
からなる群より選択される単離核酸（例えば、DNA、RNAなど）分子（ヒト前立腺癌細胞に
より発現される）に存する。
【００４４】
　本発明の他の目的は、ポリペプチド（抗原）（ヒト前立腺癌細胞により発現される）存
し、ここで前記のポリペプチドが以下：
(i)配列番号1～23のいずれか1において少なくとも90%の配列同一性を有する核酸配列によ
りコード化される抗原；
(ii)配列番号1～23のいずれか1において少なくとも90%の同一性を有する配列を含むタン
パク質に由来する抗原；および、
(iii)(i)または(ii)の抗原フラグメント。
からなる群より選択される。
【００４５】
　第1のタイプの標的分子は、本出願において開示する通り、DATASフラグメントの配列を
含む完全な遺伝子またはRNA分子の配列を含む標的核酸分子である。実際に、DATASフラグ
メントによって前立腺腫瘍に関連する遺伝子の脱制御が同定されるため、前記のDATASフ
ラグメントが由来する全体の遺伝子またはRNA配列を治療介入または診断の標的として使
用できる。
【００４６】
　同様に、別のタイプの標的分子は、本出願において開示する通り、DATASフラグメント
によりコード化されるアミノ酸配列を含む全長タンパク質の配列を含む標的ポリペプチド
分子である。
【００４７】
　さらなるタイプの標的分子は、上で開示する通り、遺伝子またはRNAのフラグメントを
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含む標的核酸分子である。実際に、DATASフラグメントによって前立腺腫瘍細胞において
変化している遺伝子やRNAが同定されるため、DATASフラグメントの配列を含まない部分な
どの、このような遺伝子またはRNAの部分を治療介入または診断の標的として使用できる
。このような部分の例としては：DATASフラグメント、それらの部分、前記の遺伝子また
はRNAの選択的エクソンまたはイントロン、前記のRNAなどにおいてスプライシングにより
作成されるエクソン-エクソン、エクソン-イントロン、またはイントロン-イントロン接
合部の配列が挙げられる。特定の部分は、ポリペプチドの細胞外ドメインをコード化する
配列を含む。
【００４８】
　同様に、別のタイプの標的分子は、本出願において開示する通り、DATASフラグメント
によりコード化されるアミノ酸配列を含むタンパク質のフラグメントである。このような
フラグメントは、DATAS配列を含む、または含まないことがあり、例えば、フレームシフ
ト、新規エクソン-エクソンまたはエクソン-イントロン接合部、新規停止コドンの作製な
どに起因する新しく作成されたアミノ酸配列を含みうる。
【００４９】
　これらの標的分子（遺伝子、フラグメント、タンパク質、およびそれらの変異体を含む
）は、診断剤として、および治療剤の開発のための標的としての役割を果たす。例えば、
これらの治療剤は、前立腺腫瘍の生存に関連する生物学的過程を調節しうる。前立腺腫瘍
細胞におけるアポトーシス（細胞死）の誘導に関連する薬剤も同定されうる。モノクロー
ナル抗体などの他の物質を開発することもでき、これらはタンパク質またはその変異体に
結合して、細胞増殖のために重要な生物学的過程を変化させる。あるいは、抗体によって
、細胞増殖を阻止し、細胞死をもたらすことのできる毒素を送達できる。
【００５０】
　具体的には、本発明は、変異タンパク質において発現され、前立腺腫瘍に特異的な、ま
たは前立腺に特異的な配列を提供する。これらの配列は、バイオインフォマティクス分析
を通じて細胞の細胞膜において同定された遺伝子の部分であり、本発明の特定の配列はタ
ンパク質の細胞外領域上で発現され、そのために、配列は、予防および治療用の細胞ベー
スおよび非細胞ベースのワクチンを含む前立腺腫瘍ワクチンの調製において有用となりう
る。
【００５１】
　これらに基づいて、異なって発現される配列および対応する変異タンパク質に関連する
開示された遺伝子は、前立腺癌の治療、予防、または診断のための、例えば、抗体、低分
子インヒビター、アンチセンス治療薬、およびリボザイムの開発のための適当な標的にな
ることが予測される。以下では、潜在的な治療法がより詳細に記載されている。
【００５２】
　このような治療法には、前立腺癌において上方制御されていると思われる、対象となる
核酸に対してアンチセンス方向の配列を有するオリゴヌクレオチドの合成が含まれる。適
当な治療用アンチセンスオリゴヌクレオチドは、典型的には、2～数百ヌクレオチド長ま
で、より典型的には約50～70ヌクレオチド長まで、長さが変化する。これらのアンチセン
スオリゴヌクレオチドは、裸の核酸または保護型、例えば、リポソーム中に封入して投与
できる。インビボでの安定性が増強され、これにより標的部位、すなわち、前立腺腫瘍細
胞への送達が促進されうるため、リポソーム型または他の保護型の使用は有利なことがあ
る。
【００５３】
　また、対象となる新規遺伝子を使用して、前立腺腫瘍細胞において対応するmRNAの切断
を標的とする新規リボザイムをデザインできる。同様に、これらのリボザイムを遊離（裸
）型で、もしくは安定性および／または標的化を増強する送達系、例えば、リポソームの
使用により投与できる。
【００５４】
　また、本発明には、以下で同定される新規核酸標的にハイブリダイズする核酸の使用の
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施行が包含され、それらは、これらの核酸を発現する細胞、すなわち、前立腺腫瘍細胞を
選択的に標的にし、殺すために、治療用エフェクター成分、例えば、放射標識（例えば、
90Y、131I）、細胞毒素、細胞傷害性酵素などに結合される。
【００５５】
　また、本発明には、変化した遺伝子または対応する変化したタンパク質、特に、前立腺
腫瘍細胞において変化型で発現するスプライス変異体を標的にすることによる前立腺癌の
処置および／または診断が包含される。これらの方法は、これらの変化型を発現して、そ
れにより正常細胞に対する有害効果を最小限にする細胞の選択的検出および／または細胞
の根絶を提供する。
【００５６】
　さらに、本発明には非核酸ベースの治療法が包含される。例えば、本発明には、本明細
書において同定される新規抗原に対応する新規cDNAの1つを含むDNAの使用が包含される。
このようにコード化される抗原が治療用または予防用の抗腫瘍ワクチンとして使用されう
ることが予測される。例えば、これらの抗原の特定の検討される用途には、細胞傷害性T
リンパ球応答を誘導するアジュバントとそれらの投与が含まれる。
【００５７】
　アジュバントとの併用での対象となる新規抗原の投与は、このような抗原に対する液性
免疫応答をもたらし、それにより前立腺癌の発生を遅延または予防しうる。
【００５８】
　本発明のこれらの実施態様には、理想的にはアジュバント、例えば、特に、PROVAX（商
標）、ISCOM’S（登録商標）、DETOX（登録商標）、SAF、フロインドアジュバント、Alum
（登録商標）、Saponin（登録商標）との併用での、1以上の対象となる新規前立腺癌抗原
の投与が含まれる。この組成物は、治療または予防に有効となる十分量、例えば、約50～
20,000 mg/kg体重、約100～5,000 mg/kg体重で投与されうる。
【００５９】
　本発明の追加の実施態様には、直接混合、前立腺腫瘍関連抗原を発現するウイルスベク
ターとの形質導入、前立腺腫瘍関連抗原または裸のDNA発現構築物の直接注入による新規
抗原ペプチドを負荷した抗原提示樹状細胞の投与が含まれる。これらの負荷された樹状細
胞を、投与前に、細菌LPS、TNFアルファ、CD40リガンド、単球馴化培地、またはサイトカ
イン・カクテルで成熟できる。
【００６０】
　本発明のさらに別の実施態様は、以下に開示する核酸配列を含む新規遺伝子によりコー
ド化される抗原に対するモノクローナル抗体の調製を含む。このようなモノクローナル抗
体は、従来の方法により産生され、ヒトモノクローナル抗体、ヒト化モノクローナル抗体
、キメラモノクローナル抗体、単鎖抗体、例えば、scFv'sおよびFabフラグメントおよびF
ab'フラグメントなどの抗原結合抗体が挙げられる。モノクローナル抗体の調製のための
方法は当業者には公知である。一般的に、モノクローナル抗体の調製には、適当な（非相
同）宿主の対象となる前立腺癌抗原での免疫化、そこからの免疫細胞の単離、モノクロー
ナル抗体を単離するためのこのような免疫細胞の使用、およびこれらの抗原のいずれかに
特異的に結合するモノクローナル抗体のスクリーニングが含まれる。抗体フラグメントは
、公知の方法、例えば、モノクローナル抗体の酵素的変化により調製できる。
【００６１】
　これらのモノクローナル抗体およびフラグメントは受動抗腫瘍免疫療法に有用であり、
または、標的細胞毒性を提供する、すなわち、ヒト前立腺腫瘍細胞を殺すために、例えば
、治療用エフェクター成分、例えば、放射標識、細胞毒素、治療用酵素、アポトーシスを
誘導する薬剤などに結合できる。対象となる遺伝子が多くの正常組織により見掛け上有意
に発現されていないとの事実を踏まえると、これは有意な有害効果（非標的組織に対する
毒性）をもたらさないはずである。
【００６２】
　本発明の一実施態様において、このような抗体またはフラグメントを単剤で、もしくは
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他の治療薬、例えば、前立腺癌治療に適したシスプラチン、メトトレキサート、アドリア
マイシンなどの化学療法薬との併用で、標識型または未標識型で投与する。投与される組
成物には、典型的に、治療的使用のための抗体組成物において使用される医薬的に許容可
能な担体、および場合によりアジュバント、安定化剤なども含まれる。
【００６３】
　好ましくは、対象となるモノクローナル抗体は、高い親和性で標的抗原に結合し、例え
ば、約10-6～10-12 Mの結合親和性（Kd）を持つ。
【００６４】
　記述の通り、本発明には、本明細書において開示する前立腺特異的スプライス変異体の
発現の検出を提供する診断用途も包含される。これには、RNAレベルおよび／またはタン
パク質レベルでのこれらの遺伝子の1以上の発現の検出が含まれる。
【００６５】
　核酸では、対象となる遺伝子の発現は、公知の核酸検出方法、例えば、ノーザンブロッ
トハイブリダイゼーション、鎖置換増幅（SDA：strand displacement amplification）、
触媒ハイブリダイゼーション増幅（CHA：catalytic hybridization amplification）、お
よび他の公知の核酸検出方法により検出される。好ましくは、cDNAライブラリーは、本出
願において開示する新規アイソフォームに対応するプライマーを使用するPCRにより、前
立腺癌の検査を受ける被験者から得られた前立腺細胞から作られる。
【００６６】
　PCR産物が得られるか否か、および発現レベルに基づいて、前立腺癌の有無を決定でき
る。特定の前立腺癌患者の予後を決定するために、このようなPCR産物の発現レベルを定
量化できる（疾患が進行するにつれてPCR産物の発現レベルが上昇または低下することが
多いためである）。これによって前立腺癌患者の状態をモニタリングするための方法を提
供できる。
【００６７】
　あるいは、生体液、例えば、血液、尿、リンパ液などを、本明細書において開示する、
新規前立腺腫瘍に特異的に結合する抗体または抗体群またはフラグメントにより検査する
ことにより、前立腺癌の検査を受ける被験者の状態を評価できる。抗原発現を検出する抗
体を使用するための方法は周知であり、ELISA、競合結合アッセイなどが挙げられる。一
般的に、このようなアッセイでは、検出を提供する標識、例えば、指標酵素、放射標識、
フルオロフォア、または常磁性粒子に直接的または間接的に結合した標的抗原に対して特
異的に結合する抗体または抗体フラグメントを使用する。
【００６８】
　前立腺細胞上での抗原の存在の増強に関する検査で陽性である患者は、前立腺癌を発生
するリスクの上昇を有する、またはそれに曝されていると診断される。加えて、抗原の発
現レベルは、患者の状態、すなわち、疾患がどの程度進行したか（前立腺癌の病期）を決
定する際に有用になりうる。
【００６９】
　記述の通り、本発明は、ヒトの前立腺癌と相関する抗原をコード化する新規スプライス
変異体を提供する。本発明にはこれらの変異体も包含される。本明細書において使用され
る通り、「変異体（variant）」とは、これらのDNA配列を、対象となるDNA配列または少
なくとも約50ヌクレオチドのサイズを有するこれらのフラグメントをコード化する核酸配
列と比較した場合、これと少なくとも約75%同一である、より好ましくは少なくとも約85%
同一である、最も好ましくは少なくとも90%同一である、一層好ましくは少なくとも95～9
9%同一である配列を意味する。これには対象となる遺伝子の対立遺伝子変異体またはスプ
ライス変異体が含まれる。本発明には、例えば、以下に記載される高、中、または低スト
リンジェンシーな条件下で対象となるスプライス変異体とハイブリダイズする核酸配列も
包含される。
【００７０】
　また、本発明は、所望の細胞材料、典型的にはヒト前立腺の細胞サンプルまたは組織サ
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ンプルから得られるmRNAライブラリーにおいて対象となる新規遺伝子またはそれらの部分
をコード化するDNAの増幅をもたらすプライマー組を提供する。典型的には、このような
プライマーは約12～100ヌクレオチドの長さであり、標的遺伝子の全体または大部分の増
幅を提供するように構築される。
【００７１】
　また、本発明は、完全長の抗原に対する特異的な抗体に結合する、またはそれを誘発す
る、対象となるDNAまたはそれらのフラグメントによりコード化される抗原が包含される
。典型的には、このようなフラグメントは、少なくとも10アミノ酸長であり、より典型的
には、少なくとも25アミノ酸長である。
【００７２】
　記述の通り、対象となるDNAフラグメントは、検査される前立腺腫瘍サンプルの大半に
おいて発現される。本発明では、このような遺伝子を発現する他の癌の同定、および、こ
のような癌を検出および処置するためのこれらの使用についてさらに検討する。例えば、
対象となるDNAフラグメントまたはそれらの変異体を、他の癌、例えば、乳癌、卵巣癌、
膵臓癌、肺癌、または前立腺癌上で発現できる。本質的に、本発明には任意の癌の検出が
包含され、ここで対象となる新規遺伝子またはそれらの変異体の発現は、癌または癌の可
能性の上昇と相関する。本発明の研究を促進するために、以下の定義を提供する。
【００７３】
　「単離された腫瘍抗原または腫瘍タンパク質」とは、その正常な細胞環境にない任意の
タンパク質を指す。これには、例として、以下に開示する遺伝子によりコード化される組
換えタンパク質を含む組成物、そのような精製タンパク質を含む医薬的組成物、そのよう
な精製タンパク質を含む診断用組成物、およびそのようなタンパク質を含む単離タンパク
質組成物が含まれる。好ましい実施態様において、他のタンパク質が実質的に含まれず、
好ましくは少なくとも90%純粋であり、本明細書において含まれるアミノ酸配列、または
本質的に同じ配列を有する天然ホモログもしくは変異体が含まれるという点において、本
発明の単離された前立腺腫瘍タンパク質には実質的に純粋なタンパク質が含まれる。天然
変異体は、例えば、本発明の変異タンパク質をコード化する遺伝子を発現する腫瘍細胞に
おいて見出されうる。
【００７４】
　「天然の腫瘍抗原または腫瘍タンパク質」とは、以下に含まれるアミノ酸配列を有する
タンパク質のヒト以外の霊長類のホモログであるタンパク質を指す。
【００７５】
　「単離された前立腺腫瘍遺伝子または核酸配列」とは、本発明の腫瘍抗原をコード化す
る核酸分子を指し、それはその正常なヒト細胞環境中にはなく、例えば、ヒトまたはヒト
以外の霊長類の染色体DNAには含まれない。これには、例として、本発明の遺伝子を含む
ベクター、本発明の遺伝子、および検出可能な成分、例えば、蛍光標識または放射標識に
直接的または間接的に結合された核酸配列を含むプローブ、または5'末端もしくは3'末端
で異なるDNA、例えば、プロモーターまたは検出可能なマーカーもしくはエフェクター成
分をコード化するDNAに融合された本発明の遺伝子をコード化する核酸分子を含むDNA融合
体が挙げられる。実質的に同じ配列を有する天然ホモログまたは変異体も含まれる。縮重
である天然ホモログ（homologue）は、対応するアミノ酸配列を変化させないヌクレオチ
ドの差異を含む同じタンパク質をコード化しうる。天然変異体は腫瘍細胞において見出さ
れうるが、ここでこのようなヌクレオチドの差異は変異腫瘍抗原をもたらしうる。保存的
置換を含む天然ホモログも包含される。
【００７６】
　「前立腺腫瘍抗原または腫瘍タンパク質の変異体」とは、対応する天然腫瘍抗原と、少
なくとも90%の配列同一性、より好ましくは少なくとも91%の配列同一性、さらに好ましく
は少なくとも92%の配列同一性、一層好ましくは少なくとも93%の配列同一性、一層好まし
くは少なくとも94%の配列同一性、さらに好ましくは少なくとも95%の配列同一性、一層好
ましくは少なくとも96%の配列同一性、さらに好ましくは少なくとも97%の配列同一性、一
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層好ましくは少なくとも98%の配列同一性、および最も好ましくは少なくとも99%の配列同
一性を持つアミノ酸配列を持つタンパク質を指し、ここで配列同一性は以下に定義される
通りである。好ましくは、この変異体は、天然タンパク質と共通の少なくとも1つの生物
学的特性を持つ。
【００７７】
　「前立腺腫瘍遺伝子または核酸分子または配列の変異体」とは、対応する天然ヒト核酸
配列と、少なくとも90%の配列同一性、より好ましくは少なくとも91%の配列同一性、さら
に好ましくは少なくとも92%の配列同一性、さらに好ましくは少なくとも93%の配列同一性
、一層好ましくは少なくとも94%の配列同一性、さらに好ましくは少なくとも95%の配列同
一性、一層好ましくは少なくとも96%の配列同一性、さらに好ましくは少なくとも97%の配
列同一性、さらに好ましくは少なくとも98%の配列同一性、および最も好ましくは少なく
とも99%の配列同一性を持つアミノ酸配列を指し、ここで「配列同一性」は以下に定義さ
れる通りである。
【００７８】
　「核酸分子または配列をコード化する前立腺癌抗原のフラグメント」とは、天然ヒト遺
伝子の部分に対応する核酸配列を指し、ここで前記の部分は、少なくとも約50ヌクレオチ
ド長、または100、より好ましくは少なくとも150ヌクレオチド長である。
【００７９】
　「前立腺腫瘍抗原の抗原フラグメント」とは、それ自体で使用される場合、または免疫
原性担体に結合された場合、タンパク質に特異的に結合する抗体を誘発させる前立腺タン
パク質またはその変異体もしくはホモログのフラグメントに対応するポリペプチドを指す
。典型的に、このような抗原フラグメントは、少なくとも8～15アミノ酸長であり、ずっ
と長くなりうる。
【００８０】
　配列同一性またはパーセント同一性は、Lasergene biocomputing software (DNASTAR, 
INC, Madison, WI)における複数配列アラインメントのClustal法[Higgins et al., Cabio
s 8: 189-191 (1992)]、またはGenetics Computer Group (GCG Wisconsin package, Acce
lrys, San Diego, CA)から入手可能なアラインメントプログラムを使用して2つの配列を
整列した場合、ヒトタンパク質Aまたはタンパク質Bまたは遺伝子Aもしくは遺伝子Bと言及
される2つの配列の間で共有される同じ残基のパーセンテージを意味することを意図して
いる。この方法において、複数アラインメントが漸進的に行われ、ここでは一連のペアワ
イズアラインメントから計算される類似性スコアを使用してより大きなアラインメント群
が組み立てられる。最高アラインメントスコア（maximum alignment score）を見出すこ
とにより最適な配列アラインメントが得られ、これは、所与の進化間隔のわたる2つの関
連するタンパク質において生じる所与のアミノ酸変化の可能性を表す残基重量表から決定
される、アラインメントにおける別々の残基の間のすべてのスコアの平均である。アライ
ンメントにおけるギャップを開く、および、長くすることのペナルティは、スコアに寄与
する。このプログラムで使用するデフォルトパラメーターは以下の通りである：複数アラ
インメントでのギャップペナルティ＝10；複数アラインメントでのギャップ長ペナルティ
＝10；ペアワイズアラインメントにおけるk-組値＝1；ペアワイズアラインメントにおけ
るギャップペナルティ＝3；ペアワイズアラインメントにおけるウィンドウ値＝5；ペアワ
イズアラインメントにおける保存された斜線＝5。アラインメントプログラムのために使
用した残基重量表はPAM250である[Dayhoffet al., Atlas of Protein Sequence and Stru
cture, Dayhoff, Ed., NDRF, Washington, Vol. 5, suppl. 3, p.345, (1978)]。
【００８１】
　同一残基のパーセンテージを2つの残基が保存置換を表す位置のパーセンテージに加え
ることにより、保存率は上のアラインメントから計算される（PAM250残基重量表における
0.3より大きいまたは等しいログオッズ値を有すると定義される）。保存率を決定する際
のヒト以外の遺伝子Aまたは遺伝子B、例えば、マウス遺伝子Aまたは遺伝子Bと共に、保存
率を決定する際のヒト遺伝子Aまたは遺伝子Bに対して保存が参照される。必要条件を満た
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す保存アミノ酸変化として、R-K； E-D、Y-F、L-M； V-I、Q-Hが挙げられる。
【００８２】
　ポリペプチドフラグメント
本発明は、開示するタンパク質のポリペプチドフラグメントを提供する。本発明のポリペ
プチドフラグメントは、タンパク質またはそのアナログの少なくとも8、より好ましくは
少なくとも25、一層好ましくは少なくとも50個のアミノ酸残基を含みうる。より好ましく
は、このようなフラグメントは、対応する遺伝子によりコード化されるポリペプチドの少
なくとも75個、100個、125個、150個、175個、200個、225個、250個、275個の残基を含む
。さらに好ましくは、タンパク質は、天然タンパク質の大部分、例えば、天然タンパク質
の約100の連続残基を含む。
【００８３】
　生物活性変異体
本発明は、天然タンパク質と少なくとも80%、より好ましくは90%、一層好ましくは95～99
%類似であるアミノ酸配列を含む、以下に開示する新規前立腺タンパク質の変異体も包含
する。
【００８４】
　生物活性または免疫活性を無効にすることなく、いずれのアミノ酸残基を置換、挿入、
または欠失できるかを決定する際のガイダンスは、DNASTARまたはGenectics Computer Gr
oup（GCG）からのソフトウェアなどの当技術分野において周知のコンピュータプログラム
を使用して見いだせる。好ましくは、タンパク質の変異体におけるアミノ酸変化は、保存
アミノ酸変化、すなわち、類似の荷電または非荷電アミノ酸の置換である。保存アミノ酸
変化として、その側鎖において関連するアミノ酸のファミリーの1つの置換が挙げられる
。天然アミノ酸は一般的に4つのファミリーに分割される：酸性アミノ酸（アスパラギン
酸、グルタミン酸）、塩基性アミノ酸（リシン、アルギニン、ヒスチジン）、非極性アミ
ノ酸（アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチ
オニン、トリプトファン）、および非荷電極性アミノ酸（グリシン、アスパラギン、グル
タミン、シスチン、セリン、トレオニン、チロシン）。フェニルアラニン、トリプトファ
ン、およびチロシンは、一緒に芳香族アミノ酸として分類されることがある。
【００８５】
　ムテインと呼ばれる変異体のサブセットは、セリンなどの中性アミノ酸が、ジスルフィ
ド結合に関与しないシステイン残基の代わりに用いられるポリペプチドの群である。これ
らの変異体は天然の分泌タンパク質よりも広い温度範囲にわたり安定でありうる。Markら
の米国特許第4,959,314号を参照されたい。
【００８６】
　ロイシンとイソロイシンまたはバリン、アスパラギン酸とグルタミン酸、スレオニンと
セリンの単独置換、またはアミノ酸と構造的に関連するアミノ酸の類似の置換は、得られ
る分泌タンパク質またはポリペプチド変異体の生物学的特性に対して大きな効果はないと
予測することが妥当である。
【００８７】
　タンパク質変異体として、グリコシル化型、他の分子との凝集コンジュゲート、および
無関係な化学成分との共有結合コンジュゲートが挙げられる。また、タンパク質変異体と
して、対立遺伝子変異体、種変異体、およびムテインも挙げられる。遺伝子の発現差異に
影響を及ぼさない領域の切断または欠失も変異体である。共有結合変異体は、当技術分野
において公知の通りに、アミノ酸鎖において、またはN末端残基もしくはC末端残基で見い
だされる基に官能基を連結させることにより調製できる。
【００８８】
　本発明の前立腺タンパク質の一部のアミノ酸は、タンパク質の構造または機能に対する
有意な効果なく変えられることが認識される。配列におけるこのような差異を検討する場
合、活性を決定するタンパク質上の重大な領域が存在することを記憶しておく必要がある
。一般的に、類似の機能を実施する残基を使用するという条件で、三次構造を形成する残
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基を置換することが可能である。他の場合において、変化がタンパク質の重大ではない領
域で生じる場合、残基のタイプは全く重要ではないことがある。アミノ酸の置換によって
細胞表面受容体に対する結合の選択性も変化しうる。Ostade et al., Nature 361: 266-2
68 (1993)には、公知の2タイプのTNF受容体の一方のみに対するTNF-アルファの選択的結
合をもたらす特定の突然変異が記載される。このように、本発明のポリペプチドは、天然
突然変異または人為的操作のいずれでも、1以上のアミノ酸の置換、欠失、または付加を
含みうる。
【００８９】
　本発明は、同等の発現パターンを示す、または抗原領域を含む、以下に開示する前立腺
タンパク質の変異を含む。このような変異体として、欠失、挿入、逆位、反復、および部
位置換が挙げられる。いずれのアミノ酸変化が表現型的にサイレントである可能性が高い
のかに関するガイダンスは、Bowie, J. U., et al., “Deciphering the Message in Pro
tein Sequences: Tolerance to Amino Acid Substitutions,” Science 247: 1306-1310 
(1990)において見いだせる。
【００９０】
　別の荷電アミノ酸での、および、中性アミノ酸または負荷電アミノ酸での荷電アミノ酸
の置換が特に対象となる。後者の例は、正荷電の減少したタンパク質をもたらし、開示さ
れるタンパク質の特性を改善させる。凝集の防止が非常に望ましい。タンパク質の凝集は
、活性の喪失をもたらすのみでなく、それらが免疫原性を有しうるため、医薬製剤を調整
する際に問題にもなりうる。(Pinckard et al., Clin. Exp. Immunol. 2:331-340 (1967)
； Robbins et al., Diabetes 36: 838-845 (1987)； Cleland et al., Crit. Rev. Ther
apeutic Drug Carrier Systems 10: 307-377 (1993))。
【００９１】
　機能のために必須である本発明のポリペプチド中のアミノ酸は、部位特異的突然変異誘
発またはアラニン‐スキャニング突然変異誘発などの当技術分野において公知の方法によ
り同定できる（Cunningham and Wells, Science 244: 1081-1085 (1989)）。後者の手順
により、分子中の各残基に単一のアラニン突然変異が導入される。次に、天然または人工
結合パートナーに対する結合などの生物活性について得られた突然変異分子を試験する。
リガンド‐受容体結合のために重大である部位は、結晶化、核磁気共鳴分析法、または光
親和性標識などの構造解析により決定することもできる（Smith et al., J Mol. Biol. 2
24: 899-904 (1992)およびde Vos et al. Science 255: 306-312 (1992)）。
【００９２】
　示した通り、変化は、好ましくは、タンパク質の折り畳みまたは活性に有意な影響を与
えない保存アミノ酸置換などの軽度のものである。無論、当業者が作製しうるアミノ酸置
換の数は、上に記載したものを含む多くの因子に依存する。一般的に言って、任意の所与
のポリペプチドのための置換の数は、50個、40個、30個、25個、20個、15個、10個、5個
、または3個を超えない。
【００９３】
　融合タンパク質
対象となる前立腺腫瘍抗原のタンパク質またはポリペプチドフラグメントを含む融合タン
パク質を構築することもできる。融合タンパク質は、アミノ酸配列に対する抗体を作成す
るため、および様々なアッセイ系における使用のために有用である。例えば、融合タンパ
ク質を使用して、本発明のタンパク質と相互作用する、またはその生物学的機能と干渉す
るタンパク質を同定できる。タンパク質親和性クロマトグラフィーなどの物理的方法、ま
たは酵母ツーハイブリッドもしくはファージディスプレイ系などのタンパク質‐タンパク
質相互作用のためのライブラリーベースのアッセイをこの目的のために使用することもで
きる。このような方法は当技術分野において周知であり、薬物スクリーンとして使用する
こともできる。本発明のシグナル配列および／または膜貫通ドメインまたはこれらのフラ
グメントを含む融合タンパク質を使用して、細胞膜に結合する、または細胞外に分泌され
るなど、ドメインが通常見出されない細胞部位に対して他のタンパク質ドメインを標的に
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できる。
【００９４】
　融合タンパク質は、ペプチド結合により一緒に融合された2つのタンパク質セグメント
を含む。記述の通り、これらのフラグメントは、約8つのアミノ酸から全長のタンパク質
までサイズが変動しうる。
【００９５】
　第二のタンパク質セグメントは、全長タンパク質またはポリペプチドフラグメントでよ
い。融合タンパク質の構築において一般に使用されるタンパク質としては、β-ガラクト
シダーゼ、β-グルクロニダーゼ、緑色蛍光タンパク質（GFP）、青色蛍光タンパク質（BF
P）を含む自己励起蛍光タンパク質、グルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST）、ルシ
フェラーゼ、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）、およびクロラムフェニコー
ルアセチルトランスフェラーゼ（CAT）が挙げられる。加えて、ヒスチジン（His）タグ、
FLAGタグ、インフルエンザの血球凝集素（HA）タグ、Mycタグ、VSV-Gタグ、およびチオレ
ドキシン（Trx）タグを含む、エピトープタグを融合タンパク質の構築において使用でき
る。他の融合構築物としては、マルトース結合タンパク質（MBP）、S-タグ、Lex DNA結合
ドメイン（DBD）融合物、GAL4 DNA結合ドメイン融合物、およびヘルペス単純ウイルス（H
SV）BP 16タンパク質融合物を挙げてよい。
【００９６】
　これらの融合物は、例えば、2つのタンパク質セグメントを共有結合させることにより
、または分子生物学の技術分野における標準的な手順により作製できる。組換えDNA方法
を使用して、例えば、当技術分野において公知の通りに、適当な読み枠において本発明の
可能な抗原をコード化するコード配列またはそのフラグメントを、第二タンパク質セグメ
ントをコード化するヌクレオチドと共に含むDNA構築物を作製することにより、および宿
主細胞においてDNA構築物を発現させることにより融合タンパク質を調製できる。融合タ
ンパク質を構築するための多くのキットが、例えば、Promega Corporation (Madison, WI
)、Stratagene (La Jolla, CA)、Clontech (Mountain View, CA)、Santa Cruz Biotechno
logy (Santa Cruz, CA)、MBL International Corporation (MIC； Watertown, MA)、およ
びQuantum Biotechnologies (Montreal, Canada； 1-888-DNA-KITS)を含む、研究所に実
験用ツールを供給する企業から入手可能である。
【００９７】
　本発明のタンパク質、融合タンパク質、またはポリペプチドを組換えDNA方法により産
生できる。組換えタンパク質、融合タンパク質、またはポリペプチドの産生のために、当
技術分野において公知の発現系を使用し、タンパク質をコード化する配列を原核生物また
は真核生物の宿主細胞において発現できる。これらの発現系として、細菌、酵母、昆虫、
および哺乳動物の細胞が挙げられる。
【００９８】
次に、得られた発現タンパク質を当技術分野において公知の精製手順を使用し、培養液ま
たは培養細胞の抽出物から精製できる。例えば、培養液中に十分に分泌されたタンパク質
のために、無細胞培地を酢酸ナトリウムで希釈し、陽イオン交換樹脂、続いて疎水性相互
作用クロマトグラフィーに接触できる。この方法を使用し、所望のタンパク質またはポリ
ペプチドは典型的に95%超純粋である。例えば、上に列挙した技術のいずれか1つを使用し
、さらなる精製に着手できる。
【００９９】
　機能的タンパク質を得るために、例えば、適当な部位のリン酸化またはグルコシル化に
より、酵母または細菌において産生されるタンパク質を改変する必要がありうる。公知の
化学的方法または酵素的方法を使用して、このような共有結合を作製できる。
【０１００】
　本発明のタンパク質またはポリペプチドを、精製を促進する型で培養宿主細胞において
発現させることもできる。例えば、タンパク質またはポリペプチドを、例えば、マルトー
ス結合タンパク質、グルタチオン-S-トランスフェラーゼ、またはチオレドキシンを含む
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融合タンパク質として発現させ、市販のキットを使用して精製できる。このような融合タ
ンパク質の発現および精製のためのキットは、New England BioLabs、Pharmacia、および
Invitrogenなどの企業から入手可能である。タンパク質、融合タンパク質、またはポリペ
プチドを、「Flag」エピトープ（Kodak）などのエピトープでタグ付けして、そのエピト
ープに対して特異的に結合する抗体を使用して精製することもできる。
【０１０１】
　本明細書において開示する配列を通じて同定されるタンパク質変異体のコード配列を使
用し、マウス、ラット、モルモット、ウシ、ヤギ、ブタ、またはヒツジなどのトランスジ
ェニック動物を構築することもできる。次に雌のトランスジェニック動物は、その乳汁中
に本発明のタンパク質、ポリペプチド、または融合タンパク質を産生できる。このような
動物を構築するための方法は、当技術分野において公知であり、広く使用される。
【０１０２】
　あるいは、固相ペプチド合成などの合成化学的方法を使用し、分泌タンパク質またはペ
プチドを合成できる。ペプチド、アナログ、または派生物の産生のための一般的な手段は
、Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides, and Proteins -- A Survey 
of Recent Developments, B. Weinstein, ed. (1983)において概説されている。通常のL-
立体異性体の代わりにD-アミノ酸を用いることで、分子の半減期を上昇できる。
【０１０３】
　典型的には、相同ポリペプチド配列は、当技術分野において公知の通りに、ストリンジ
ェントな条件下でのハイブリダイゼーションにより確認できる。例えば、以下の洗浄条件
を使用し、最大で約25～30%の塩基対ミスマッチを含む相同配列を同定できる：2×SSC（0
.3 M NaCl、0.03 Mクエン酸ナトリウム、pH 7.0）、0.1% SDS、室温で2回、それぞれ30分
；次に2×SSC、0.1% SDS、50℃で1回、30分；次に2×SSC、室温で2回、それぞれ10分。よ
り好ましくは、相同核酸鎖は15～25%の塩基対ミスマッチ、さらに好ましくは5～15%の塩
基対ミスマッチを含む。
【０１０４】
　本発明は、例えば、ノーザンブロッティングまたはサザンブロッティングまたはin sit
uハイブリダイゼーションなどのハイブリダイゼーションプロトコルにおいて相補ヌクレ
オチド配列を検出するために使用できるポリヌクレオチドプローブも提供する。本発明の
ポリヌクレオチドプローブは、本明細書において提供する核酸配列の少なくとも12個、13
個、14個、15個、16個、17個、18個、19個、20個、30個、または40個またはそれ以上の連
続ヌクレオチドを含む。本発明のポリヌクレオチドプローブは、ラジオアイソトープ標識
、蛍光標識、酵素標識、または化学発光標識などの検出可能な標識を含んでよい。
【０１０５】
　本明細書において開示するcDNA配列に対応する単離遺伝子も提供する。本明細書におい
て提供するcDNA配列を使用して対応する遺伝子を単離するために、標準的な分子生物学的
方法を使用できる。これらの方法として、ヒトを含む哺乳動物のゲノムライブラリーまた
はヒトのゲノムDNAの他の材料から遺伝子を同定または増幅する際に使用するための、本
明細書において開示するヌクレオチド配列からのプローブまたはプライマーの調製が挙げ
られる。
【０１０６】
　ポリヌクレオチド増幅方法を使用して追加コピーのポリヌクレオチドを得るために、本
発明のポリヌクレオチド分子をプライマーとして使用することもできる。当技術分野にお
いて周知の技術を使用してベクターおよび細胞株においてポリヌクレオチド分子を増殖で
きる。ポリヌクレオチド分子は直鎖状分子または環状分子でよい。それらは、自己複製中
の分子または複製配列のない分子上でありうる。それらは、当技術分野において公知の通
り、それら自体または他の制御配列により制御できる。
【０１０７】
　ポリヌクレオチド構築物
DNA構築物またはRNA構築物などのポリヌクレオチド構築物において、本明細書において開
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示される配列を通じて同定される遺伝子変異体のコード配列を含むポリヌクレオチド分子
を使用できる。本発明のポリヌクレオチド分子を、例えば、発現構築物において使用し、
宿主細胞においてタンパク質、変異体、融合タンパク質、または単鎖抗体のすべて、また
は部分を発現できる。発現構築物は、選んだ宿主細胞において機能的であるプロモーター
を含む。当業者は、当技術分野において公知であり、使用される数多くの細胞型特異的プ
ロモーターから適当なプロモーターを容易に選択できる。発現構築物は、宿主細胞におい
て機能的となる転写ターミネーターを含んでもよい。発現構築物は、所望のタンパク質の
すべて、または部分をコード化するポリヌクレオチドセグメントを含む。ポリヌクレオチ
ドセグメントは、プロモーターの下流に位置する。ポリヌクレオチドセグメントの転写は
、プロモーターで開始する。発現構築物は、直鎖状または環状であり、自己複製のための
配列を適宜含みうる。
【０１０８】
　関連するタンパク質コード配列および／または検出可能な、または選択可能なマーカー
をコード化する他の配列に機能的に連結された、対象となる新規遺伝子のプロモーター配
列およびUTR配列を含むポリヌクレオチド分子も含まれる。このようなプロモーターおよ
び／またはUTRベースの構築物は、タンパク質発現の転写制御および翻訳制御を研究する
ため、および活性化および／または抑制性の制御タンパク質を同定するために有用である
。
【０１０９】
　宿主細胞
発現構築物を宿主細胞に導入できる。発現構築物を含む宿主細胞は、任意の原核細胞また
は真核細胞でよい。細菌における発現系としては、Chang et al., Nature 275: 615 (197
8)； Goeddel et al., Nature 281: 544 (1979)； Goeddel et al., Nucleic Acids Res.
 8: 4057 (1980)；欧州特許第36,776号； 米国特許第4,551,433号； deBoer et al., Pro
c. Natl. Acad Sci. USA 80: 21-25 (1983)；およびSiebenlist et al., Cell 20: 269 (
1980)。
【０１１０】
　酵母における発現系としては、Hinnnen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 192
9 (1978)； Ito et al., J Bacteriol 153: 163 (1983)； Kurtz et al., Mol. Cell. Bi
ol. 6: 142 (1986)； Kunze et al., J Basic Microbiol. 25: 141 (1985)； Gleeson et
 al., J. Gen. Microbiol. 132: 3459 (1986), Roggenkamp et al., Mol. Gen. Genet. 2
02: 302 (1986))； Das et al., J Bacteriol. 158: 1165 (1984)； De Louvencourt et 
al., J Bacteriol. 154: 737 (1983), Van den Berg et al., Bio/Technology 8: 135 (1
990)； Kunze et al., J. Basic Microbiol. 25: 141 (1985)； Cregg et al., Mol. Cel
l. Biol. 5: 3376 (1985)； 米国特許第4,837,148号； 米国特許第4,929,555号； Beach 
and Nurse, Nature 300: 706 (1981)； Davidow et al., Curr. Genet. 10: 380 (1985)
； Gaillardin et al., Curr. Genet. 10: 49 (1985)； Ballance et al., Biochem. Bio
phys. Res. Commun. 112: 284-289 (1983)； Tilburn et al., Gene 26: 205-22 (1983)
； Yelton et al., Proc. Natl. Acad, Sci. USA 81: 1470-1474 (1984)； Kelly and Hy
nes, EMBO J. 4: 475479 (1985)； 欧州特許第244,234号；および国際公開広報第91/0035
7号に記載のものが挙げられる。
【０１１１】
　昆虫における異種遺伝子の発現は、米国特許第4,745,051号； Friesen et al. (1986) 
“The Regulation of Baculovirus Gene Expression”: THE MOLECULAR BIOLOGY OF BACU
LOVIRUSES (W. Doerfler, ed.)；欧州特許第127,839号； 欧州特許第155,476号； Vlak e
t al., J. Gen. Virol.69: 765-776 (1988)；Miller et al., Ann. Rev. Microbiol. 42:
 177 (1988)； Carbonell et al., Gene 73: 409 (1988)； Maeda et al., Nature 315: 
592-594 (1985)； Lebacq-Verheyden et al., Mol. Cell Biol.8: 3129 (1988)； Smith 
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 8404 (1985)； Miyajima et al., Gene 58: 2
73 (1987)；およびMartin et al., DNA 7:99 (1988)において記載の通りに達成できる。
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多数のバキュロウイルスおよび変異体および宿主からの対応する許容昆虫宿主細胞が、Lu
ckow et al., Bio/Technology (1988) 6: 47-55, Miller et al., in GENETIC ENGINEERI
NG (Setlow, J.K. et al. eds.), Vol. 8, pp.277-279 (Plenum Publishing, 1986)；お
よびMaeda et al., Nature, 315: 592-594 (1985)において記載されている。
【０１１２】
　哺乳動物での発現は、Dijkema et al., EMBO J. 4: 761(1985)； Gormanetal., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 79: 6777 (1982b)；Boshart et al., Cell 41: 521 (1985)；およ
び米国特許第4,399,216号において記載の通りに達成できる。哺乳動物での発現の他の特
徴は、Ham and Wallace, Meth Enz. 58: 44 (1979)に記載の通りに促進できる；
【０１１３】
　当技術分野において公知の任意の技術を使用して、発現構築物を宿主細胞に導入できる
。これらの技術として、トランスフェリン‐ポリカチオン‐媒介性DNAトランスファー、
裸の核酸または封入核酸でのトランスフェクション、リポソーム媒介性細胞融合、DNAコ
ートラテックスビーズの細胞内輸送、プロトプラスト融合、ウイルス感染、エレクトロポ
レーション、「遺伝子銃」、およびリン酸カルシウム媒介性トランスフェクションが挙げ
られる。
【０１１４】
　本発明は、融合タンパク質、フラグメント、ならびに特定のタンパク質が欠失または置
換されたハイブリッド型および改変型、1以上のアミノ酸が改変アミノ酸または普通では
ないアミノ酸に変化された改変を含むハイブリッド型またはその改変型を含んでもよい。
【０１１５】
　任意のヒトまたはヒト以外の霊長類のタンパク質も実質的に相補的という意味内に含ま
れ、それらは、抗体と本明細書において記載される遺伝子によりコード化されるタンパク
質との交差反応により単離され、ゲノムDNA、mRNA、またはcDNAを含むそのコード配列が
ゲノムまたはサブゲノムヌクレオチド配列または本明細書において記載のcDNAまたはその
フラグメントの相補配列とのハイブリダイゼーションを通じて単離される。縮重DNA配列
は本発明の腫瘍タンパク質をコード化でき、これらも、対象となる遺伝子の対立遺伝子変
異体と同様に、本発明に含まれることを意図していることも当業者は理解する。
【０１１６】
　組換えDNA技術により調製された、本発明の前立腺タンパク質が好ましい。「純粋型」
または「精製型」または「実質的な精製型」により、それは、タンパク質組成物に所望の
タンパク質ではない他のタンパク質がないことを意味する。
【０１１７】
　本発明は、疾患を伴う患者を処置するための有効量での本発明のタンパク質を含む治療
または医薬用の組成物、および、治療有効量のタンパク質を投与することを含む方法も含
む。これらの組成物および方法は、対象となるタンパク質に関連する癌、例えば、前立腺
癌を処置するために有用になる。タンパク質が特定の細胞型において生存を促進させる、
または機能する際に有用となりうるか否かを判断するために、当業者は、当技術分野にお
いて公知の様々なアッセイを容易に使用できる。
【０１１８】
　抗前立腺抗原抗体
記述の通り、本発明は、診断および治療としての使用のための抗前立腺抗原抗体およびフ
ラグメントの調製および使用を含む。これらの抗体は、ポリクローナルまたはモノクロー
ナルでありうる。ポリクローナル抗体は、抗原を注入し、続いて適当な間隔で追加免疫す
ることによりウサギまたは他の動物を免疫することにより調製できる。動物を採血して、
通常はELISAにより、または対応する遺伝子の作用を阻止する能力に基づくバイオアッセ
イにより精製タンパク質に対して血清を分析する。鳥類、例えば、鶏、七面鳥などを使用
した場合、抗体は卵黄から単離できる。モノクローナル抗体は、MilsteinとKohlerの方法
に従い、免疫したマウスからの脾細胞を絶え間なく複製するミエローマまたはリンパ腫細
胞などの腫瘍細胞と融合させることにより調製できる。[Milstein and Kohler, Nature 2
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56: 495-497 (1975)； Gulfre and Milstein, Methods in Enzymology: Immunochemical 
Techniques 73: 1-46, Langone and Banatis eds., Academic Press, (1981)これは参照
により組み入れられる]。このように形成されたハイブリドーマ細胞を限界希釈法により
クローニングし、ELISA、RIA、またはバイオアッセイにより抗体産生について上清をアッ
セイした。
【０１１９】
　抗体が標的タンパク質を認識し、特異的に結合する独自の能力は、タンパク質の過剰発
現を処置するためのアプローチを提供する。このように、本発明の別の局面は、タンパク
質に対する特異的抗体を伴う患者の処置によるタンパク質の過剰発現を含む疾患を予防ま
たは処置するための方法を提供する。
【０１２０】
　タンパク質に対する特異的抗体は、ポリクローナルまたはモノクローナルのいずれでも
、上で開示した通り、当技術分野において公知の任意の適当な方法により産生できる。例
えば、組換え方法により、好ましくは真核細胞において、ハイブリドーマ技術によりマウ
スまたはヒトのモノクローナル抗体を産生でき、または、代わりに、タンパク質、または
その免疫学的に活性なフラグメント、または抗イディオタイプ抗体、またはそのフラグメ
ントを動物に投与して、タンパク質を認識し、結合できる抗体の産生を誘発できる。この
ような抗体は、限定はされないが、IgG、IgA、IgM、IgD、およびIgEを含む任意のクラス
の抗体、または鳥類の場合、IgYおよび任意のサブクラスの抗体からでありうる。
【０１２１】
　単離タンパク質の利用により、通常のハイスループットスクリーニング方法（HTS）を
通じて、結合パートナーへのタンパク質の結合を阻止する小分子および低分子量化合物の
同定が可能になる。HTS方法は一般的にリード化合物での治療可能性の迅速アッセイを可
能にする技術を指す。HTS技術では、被験物質のロボット処理、陽性シグナルの検出、お
よびデータの解釈を用いる。リード化合物は、放射活性の取り込みにより、または読み出
しとしての吸光度、蛍光、または発光に依存する光学的アッセイを通じて同定できる。[G
onzalez, J. E. et al., Curr. Opin. Biotech. 9: 624-63 1 (1998)]。
【０１２２】
　例えば、リガンド結合でのタンパク質との競合によりタンパク質とそのリガンドとの相
互作用を阻止する化合物に関するハイスループットスクリーニングにおける使用に適応で
きるモデル系を利用できる。Sarubbi et al., Anal. Biochem. 237: 70-75 (1996)には、
IL-1受容体の活性部位に対する結合での天然リガンドと競合する分子を発見するための無
細胞、非同位体アッセイについて記載している。Martens, C. et al., Anal. Biochem. 2
73: 20-31 (1999)には、総称的な非放射活性方法が記載されており、ここでは、標識リガ
ンドが粒子上に固定したその受容体に結合する；粒子上の標識は、受容体結合で標識リガ
ンドと競合する分子の存在下において低下する。
【０１２３】
　抗体調製
(i)出発物質および方法
免疫グロブリン（Ig）およびその特定の変異体が公知であり、多くは組換え細胞培養にお
いて調製された。例えば、米国特許第4,745,055号；欧州特許第256,654号；欧州特許第12
0,694号； 欧州特許第125,023号；欧州特許第255,694；欧州特許第266,663号；国際公開
広報第30 88/03559号；Faulkneret al., Nature, 298: 286 (1982)；Morrison, J. Immun
., 123: 793 (1979)；Koehler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 2197 (1980)
；Raso et al., Cancer Res., 41: 2073 (1981)；Morrison et al., Ann. Rev. Immunol.
, 2: 239 (1984)；Morrison, Science, 229: 1202 (1985)；およびMorrison et al., Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851 (1984)を参照されたい。再集合免疫グロブリン鎖も
公知である。例えば、米国特許第4,444,878号；国際公開広報第88/03565号；および欧州
特許第68,763号および本明細書において引用する参考文献を参照されたい。本発明のキメ
ラにおける免疫グロブリン成分は、IgG-1、IgG-2、IgG-3、またはIgG-4のサブタイプ、Ig
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A、IgE、IgD、またはIgM、しかし、好ましくはIgG-1またはIgG-3から得てよい。
【０１２４】
　(ii)ポリクローナル抗体
対象となる前立腺抗原に対するポリクローナル抗体は、一般的に、抗原およびアジュバン
トの複数回の皮下（sc）または腹腔内（ip）注入により動物において生じる。例えば、二
官能性剤または誘導体化剤、例えば、マレイミドベンゾイルスルホスクシンイミドエステ
ル（システイン残基を介した結合）、N-ヒドロキシスクシンイミド（リジン残基を介した
）、グルタルアルデヒド、または無水コハク酸を使用して、抗原、または標的アミノ酸配
列を含むフラグメントを、免疫される種において免疫原性であるタンパク質、例えば、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、または大豆
トリプシンインヒビターと結合させることは有用になりうる。
【０１２５】
　約1 mgまたは1μgのポリペプチドまたはコンジュゲート（それぞれウサギまたはマウス
）と3容量のフロイント完全アジュバントを混ぜ合わせて、複数の部位に溶液を皮内注入
することによりポリペプチドまたはフラグメント、免疫原性コンジュゲート、または派生
物に対して動物を免疫する。1ヶ月後、フロイント完全アジュバント中の初回量の1/5～1/
10のペプチドまたはコンジュゲートにより複数の部位で皮下注入により動物を追加免疫す
る。7～14日後、動物を採血して、抗原またはそのフラグメントに対する抗体価について
血清をアッセイする。力価がプラトーに達するまで動物を追加免疫する。好ましくは、同
じポリペプチドまたはそのフラグメントであるが、しかし、異なるタンパク質と、および
／または異なる架橋試薬を介して抱合されたコンジュゲートで動物を追加免疫する。コン
ジュゲートは組換え細胞培養においてタンパク質融合体として作製することもできる。ま
た、ミョウバンなどの凝集剤を適切に使用して、免疫応答を増強できる。
【０１２６】
　(iii)モノクローナル抗体
モノクローナル抗体は、実質的に均質な抗体の集団から得られ、すなわち、集団を含む個
々の抗体は、少量において存在しうる起こりうる天然突然変異を除いて同一である。この
ように、改変因子「モノクローナル」は、別々の抗体の混合物ではないこととして抗体の
特性を示す。
【０１２７】
例えば、本発明を実施するために使用するモノクローナル抗体は、Kohler and Milstein,
 Nature, 256: 495 (1975)により最初に記載されたハイブリドーマ方法を使用して作製で
き、または組換えDNA方法（Cabilly et al., 前記）により作製できる。
【０１２８】
　ハイブリドーマ方法において、マウスまたはハムスターなどの他の適当な宿主動物を上
文において記載した通りに免疫して、免疫化のための抗原またはそのフラグメントに対し
て特異的に結合する抗体を産生する、または産生できるリンパ球を誘発する。あるいは、
リンパ球をインビトロで免疫できる。次に、ポリエチレングリコールなどの適当な融合剤
を使用してリンパ球をミエローマ細胞と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成した（Godi
ng, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.59-103 [Academic Press, 1
986]）。
【０１２９】
　このようにして調製したハイブリドーマ細胞を、好ましくは未融合の親ミエローマ細胞
の増殖または生存を阻止する1以上の物質を含む適当な培養液中に播種し、増殖させる。
例えば、親ミエローマ細胞が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）酵素を欠く場合、ハイブリドーマ用の培養液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、これらの物質はHGPRT欠損
細胞の増殖を阻止する。
【０１３０】
　好ましいミエローマ細胞は、効率的に融合し、選択された抗体産生細胞による抗体の安



(25) JP 2009-540852 A 2009.11.26

10

20

30

40

50

定な高レベル産生を支持し、およびHAT培地などの培地に対して感受性である細胞である
。これらの内、好ましいミエローマ細胞株は、Salk Institute Cell Distribution Cente
r, San Diego, Calif. USAから入手可能なMOPC-21およびMPC-11マウス腫瘍に由来するミ
エローマ細胞株およびAmerican Type Culture Collection, Rockville, Md. USAから入手
可能なSP-2細胞などのマウスミエローマ細胞株である。
【０１３１】
　前立腺抗原に対するモノクローナル抗体の産生についてハイブリドーマ細胞が増殖する
培養液をアッセイする。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されるモノクローナ
ル抗体の結合特異性は、免疫沈降により、またはラジオイムノアッセイ（RIA）もしくは
酵素結合免疫測定法（ELISA）などのインビトロ結合アッセイにより決定される。
【０１３２】
　モノクローナル抗体の結合親和性は、例えば、Munson and Pollard, Anal.Biochem., 1
07: 220 (1980)のスキャッチャード分析により決定できる。
【０１３３】
　所望の特異性、親和性、および／または活性の抗体を産生するハイブリドーマ細胞を同
定した後、クローンを限界希釈手順によりサブクローニングし、標準方法（Goding、前記
）により増殖させる。この目的のための適当な培養液として、例えば、D-MEM培地またはR
PMI-1640培地が挙げられる。加えて、ハイブリドーマ細胞は動物において腹水腫瘍として
インビボで増殖できる。
【０１３４】
サブクローンにより分泌されるモノクローナル抗体は、例えば、タンパク質Aセファロー
ス、ヒドロキシアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、または親和性クロ
マトグラフィーなどの従来の免疫グロブリン精製手段により培養液、腹水液、または血清
から適当に分離される。
【０１３５】
　本発明のモノクローナル抗体をコード化するDNAは、従来の手順を使用して容易に単離
、配列決定される（例えば、マウス抗体の重鎖または軽鎖をコード化する遺伝子に特異的
に結合できるオリゴヌクレオチドプローブを使用することによる）。本発明のハイブリド
ーマ細胞は、DNAなどの好ましい材料として役立つ。単離されると、DNAは発現ベクター中
に置かれ、これは次に、本来なら免疫グロブリンタンパク質を産生しない大腸菌、サルCO
S細胞、チャイニーズハムスター卵巣（CHO）細胞、またはミエローマ細胞などの宿主細胞
中にトランスフェクトされ、組換え宿主細胞においてモノクローナル抗体の合成を得る。
抗体をコード化するDNAの細菌における組換え発現に関する総説としては、Skerra et al.
, Curr. Opinion in Immunol., 5: 256-262 (1993)およびPluckthun, Immunol. Revs., 1
30: 151-188 (1992)が挙げられる。
【０１３６】
　DNAは、例えば、相同なマウス配列の代わりにヒトの重鎖および軽鎖の定常ドメインの
コード配列を置換することにより（Morrison, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81
: 6851 [1984]）、または免疫グロブリンのコード配列に非免疫グロブリンポリペプチド
のコード配列のすべてまたは一部を共有結合させることにより改変してもよい。この方法
において、本明細書における抗前立腺抗原モノクローナル抗体の結合特異性を有する「キ
メラ」抗体または「ハイブリッド」抗体が調製される。
【０１３７】
　典型的に、本発明の抗体の定常ドメインをこのような非免疫グロブリンポリペプチドで
置換し、または本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインをそれらで置換し、本
発明の前立腺抗原に対する特異性を有する1つの抗原結合部位および異なる抗原に対する
特異性を有する別の抗原結合部位を含むキメラ二価抗体を作製する。
【０１３８】
　キメラ抗体またはハイブリッド抗体は、架橋剤を含むものを含む、合成タンパク質化学
において公知の方法を使用してインビトロで調製してもよい。例えば、ジスルフィド交換
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反応を使用することにより、またはチオエーテル結合を形成することにより、免疫毒素を
構築できる。この目的のための適当な試薬の例としては、イミノチオレートおよびメチル
-4-メルカプトブチルイミデートが挙げられる。
【０１３９】
　（iv）ヒト化抗体
　非ヒト抗体をヒト化させるための方法は、当技術分野において周知である。一般的に、
ヒト化抗体は、ヒト以外の材料からそれに導入される1以上のアミノ酸残基を有する。こ
れらのヒト以外のアミノ酸残基は、「インポート」残基と呼ばれることが多く、それは典
型的に「インポート」可変ドメインから得られる。ヒト化は、ヒト抗体の対応する配列を
げっ歯類のCDRまたはCDR配列で置換させることにより、Winterおよび共同研究者の方法（
Jones et al., Nature 321, 522-525 [1986]； Riechmann et al., Nature 332, 323-327
 [1988]； Verhoeyen et al., Science 239, 1534-1536 [1988]）に従って本質的に実施
できる。従って、このような「ヒト化」抗体はキメラ抗体であり（Cabilly et al., 前記
）、ここで実質的にインタクト（intact）に満たないヒト可変ドメインは、ヒト以外の種
からの対応する配列により置換された。実際に、ヒト化抗体は典型的にヒト抗体であり、
ここで一部のCDR残基および恐らくは一部のFR残基は、げっ歯類の抗体における類似の部
位からの残基により置換される。
【０１４０】
　ヒト化抗体の作製において使用されるヒト可変ドメインの選択は、重鎖および軽鎖のい
ずれも、抗原性を減少するために非常に重要である。いわゆる「ベストフィット（best-f
it）」方法に従って、げっ歯類の抗体の可変ドメインの配列は、公知のヒト可変ドメイン
配列の全ライブリラーに対してスクリーニングされる。げっ歯類のものに最も近いヒト配
列を次にヒト化抗体のためのヒトフレームワーク（FR）として受け入れられる（Sims et 
al., J. Immunol., 151: 2296 [1993]；Chothia and Lesk, J. Mol. Biol., 196: 901 [1
987]）。別の方法では、重鎖または軽鎖の特定のサブグループのすべてのヒト抗体のコン
センサス配列に由来する特定のフレームワークを使用する。同じフレームワークをいくつ
かの異なるヒト化抗体のために使用できる（Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US
A, 89: 4285 [1992]；Presta et al., J. Immnol., 151: 2623 [1993]）。
【０１４１】
　抗原に対する親和性および他の好ましい生物学的特性を保持して抗体をヒト化すること
がさらに重要である。この目標を達成するために、好ましい方法に従って、親配列および
ヒト化配列の三次元モデルを使用して、親配列および様々な概念化ヒト産物の分析方法に
よりヒト化抗体を調製する。三次元免疫グロブリンモデルが一般に入手可能であり、当業
者によく知られている。選択された候補免疫グロブリン配列の推定三次元立体構造を図解
し、ディスプレイするコンピュータプログラムを入手可能である。これらのディスプレイ
の検査により、候補免疫グロブリン配列の機能における残基のあり得る役割の分析、すな
わち、候補免疫グロブリンがその高原に結合するための能力に影響を与える残基の分析が
可能になる。この方法において、標的抗原に対する親和性の上昇などの所望の抗体特性を
達成するために、FR残基をコンセンサス配列およびインポート配列から選択し、組み合わ
せてよい。一般的に、CDR残基は、抗原結合に影響を与える際に直接的および最も実質的
に関与する。
【０１４２】
　(v)ヒト抗体
ヒトモノクローナル抗体はハイブリドーマ方法により作製できる。ヒトモノクローナル抗
体の産生のためのヒトミエローマ細胞株およびマウス‐ヒトヘテロミエローマ細胞株は、
例えば、Kozbor, J. Immunol.133, 3001 (1984)； Brodeur, et al., Monoclonal Antibo
dy Production Techniques and Applications, pp.51-63 (Marcel Dekker, Inc., New Yo
rk, 1987)；およびBoerner et al., J. Immunol., 147: 86-95 (1991)により記載されて
いる。
【０１４３】
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　免疫化の際に内因性免疫グロブリン産生の非存在下において完全レパートリーのヒト抗
体を産生できるトランスジェニック動物（例えば、マウス）を今日では産生できる。例え
ば、キメラマウスおよび生殖系列変異マウスにおける抗体重鎖結合領域（JH）遺伝子のホ
モ欠失は、内因性抗体産生の完全阻止をもたらすことが記載されている。このような生殖
系変異マウスにおけるヒト生殖系列免疫グロブリン遺伝子アレイの移入は、抗原チャレン
ジ時にヒト抗体の産生をもたらす。例えば、Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 90: 2551 (1993)；Jakobovits et al., Nature, 362: 255-258 (1993)；Bruggerm
ann et al., Year in Immuno., 7: 33 (1993)を参照されたい。
【０１４４】
　あるいは、ファージディスプレイ技術（McCafferty et al., Nature, 348: 552-553 [1
990]）を使用して、非免疫ドナーからの免疫グロブリン可変（V）ドメイン遺伝子レパー
トリーから、インビトロでヒト抗体および抗体フラグメントを産生できる。この技術に従
って、抗体Vドメイン遺伝子をM13またはfdなどの糸状バクテリオファージの遺伝子の主要
な、またはマイナーなコートタンパク質のいずれかにインフレームでクローニングし、フ
ァージ粒子の表面上に機能的抗体フラグメントとしてディスプレイさせる。糸状粒子には
ファージゲノムの一本鎖DNAのコピーが含まれるため、抗体の機能特性に基づく選択は、
それらの特性を示す抗体をコード化する遺伝子の選択ももたらす。このように、ファージ
は、B細胞の特性の一部を模倣する。ファージディスプレイは様々な形式において実施で
き；その総説としては、例えば、Johnson and Chiswell, Curr. Op. Struct. Biol., 3: 
564-571 (1993)を参照されたい。ファージディスプレイのために、V遺伝子セグメントの
いくつかの材料を使用できる。Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991)では、免
疫マウスの脾臓由来のV遺伝子の小さなランダムコンビナトリアルライブラリーから様々
な一連の抗オキサゾロン抗体が単離された。非免疫ヒトドナーからのV遺伝子のレパート
リーを構築して、Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991)、またはGriffith
 et al., EMBO J., 12: 725-734 (1993)により記載される技術に本質的に従って様々な一
連の抗原（自己抗原を含む）に対する抗体を単離できる。
【０１４５】
　自然免疫応答において、抗体遺伝子は高率に突然変異を蓄積する（体細胞超突然変異）
。導入された変化の一部は高親和性を与え、高親和性表面免疫グロブリンをディスプレイ
するB細胞は、続く抗原チャレンジ中に選択的に複製され、分化される。この自然過程は
、「チェインシャッフリング（chain shuffling）」（Marks et al., Bio/Technology, 1
0: 779-783 [1992]）として公知の技術を用いることにより模倣できる。この方法におい
て、ファージディスプレイにより得られる「一次」ヒト抗体の親和性は、重鎖および軽鎖
のV領域遺伝子を、非免疫ドナーから得られるVドメイン遺伝子の天然変異体（レパートリ
ー）のレパートリーと順次置き換えることにより改善できる。この技術により、nMの範囲
における親和性を伴う抗体および抗体フラグメントの産生が可能になる。非常に大きなフ
ァージ抗体レパートリーを作製するための戦略は、Waterhouse et al., Nucl. Acids Res
., 21: 2265-2266 (1993)により記載されている。
【０１４６】
　げっ歯類の抗体からヒト抗体を得るために遺伝子シャッフリングを使用してもよく、こ
こでヒト抗体は出発げっ歯類抗体に対して同様の親和性および特異性を有する。「エピト
ープインプリンティング（epitope imprinting）」とも呼ばれるこの方法に従って、ファ
ージディスプレイ技術により得られるげっ歯類抗体の重鎖または軽鎖のVドメインを、ヒ
トVドメイン遺伝子のレパートリーで置き換えて、げっ歯類‐ヒトキメラを作製できる。
抗原上での選択は、機能的抗原結合部位を回復できるヒト可変部の単離をもたらし、すな
わち、エピトープがパートナーの選択を支配（インプリント）する。残りのげっ歯類Vド
メインを置き換えるために方法を繰り返した場合、ヒト抗体が得られる（1993年4月1日に
公開されたPCT国際公開広報第93/06213号を参照）。CDRグラフティング（grafting）によ
るげっ歯類抗体の従来のヒト化とは異なり、この技術は完全なヒト抗体を提供し、これは
げっ歯類由来のフレームワークまたはCDR残基を有さない。
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【０１４７】
　(vi)二重特異性抗体
二重特異的抗体はモノクローナルで、好ましくは、少なくとも2つの異なる抗原に対する
結合特異性を有するヒトまたはヒト化抗体である。今回の場合、結合特異性の1つは、本
発明の前立腺抗原に対する。二重特異性抗体を作製するための方法は、当技術分野におい
て公知である。
【０１４８】
　従来、二重特異性抗体の組換え産生は、2つの免疫グルブリンの重鎖‐軽鎖のペアの同
時発現に基づいており、ここで2つの重鎖は異なる特異性を有する（Milstein and Cuello
, Nature, 305: 537-539 [1983]）。免疫グロブリンの重鎖および軽鎖のランダム分類の
ため、これらのハイブリドーマ（クアドローマ）は10の異なる抗体分子の潜在的な混合物
を産生し、このうちの1つのみが正確な二重特異性構造を有する。正確な分子の精製、こ
は通常親和性クロマトグラフィー段階により実施され、相当に煩雑であり、産物の収率は
低い。同様の手法が1993年5月13日に公表された国際公開広報第93/08829号およびTraunec
ker et al., EMBO J., 10: 3655-3659 (1991)において開示されている。
【０１４９】
　異なるより好ましいアプローチに従い、所望の結合特異性を伴う抗体可変ドメイン（抗
体‐抗原結合部位）を免疫グロブリンの定常ドメイン配列に融合させる。融合は、好まし
くは、ヒンジ、CH2領域、およびCH3領域の少なくとも部分を含む免疫グロブリン重鎖の定
常ドメインとである。融合物の少なくとも1つにおいて存在する軽鎖結合のために必要な
部位を含む第一の重鎖定常領域を有することが好まれる。免疫グロブリン重鎖融合物およ
び、所望の場合、免疫グロブリン軽鎖をコード化するDNAを別々の発現ベクター中に挿入
し、適当な宿主生物中に同時導入する。これは、構築において使用される3つのポリペプ
チドの不等比率（unequal rations）が最適収率を提供する場合、実施態様において3つの
ポリペプチドフラグメントの相互割合を調整する際に大きな柔軟性を提供する。しかし、
等比率における少なくとも2つのポリペプチド鎖の産生が高収率をもたらす場合、または
、比率が特に重要ではない場合、1つの発現ベクターにおいて2または3つすべてのポリペ
プチドのためのコード配列を挿入できる。このアプローチの好ましい実施態様において、
二重特異性抗体は、1つのアームにおいて第一の結合特異性、および他のアームにおいて
ハイブリッド免疫グロブリン重鎖‐軽鎖のペア（第二の結合特異性を提供する）を伴うハ
イブリッド免疫グロブリン重鎖からなる。二重特異性分子の半分のみにおける免疫グロブ
リン軽鎖の存在によって分離の手軽な方法が提供されるため、この非対象構造により不要
な免疫グロブリン鎖の組み合わせから所望の二重特異性化合物の分離が促進されることが
見出された。二重特異性抗体を作成することのさらなる詳細については、例えば、Suresh
 et al., Methods in Enzymology, 121: 210 (1986)を参照されたい。
【０１５０】
　(vii)ヘテロコンジュゲート抗体
　ヘテロコンジュゲート抗体も本発明の範囲内である。ヘテロコンジュゲートは、2つの
共有結合した抗体からなる。このような抗体は、例えば、不要な細胞に対する免疫系細胞
を標的とすること（米国特許第4,676,980号）、およびHIV感染の処置のためであること（
国際公開広報第91/00360号；国際公開広報第92/00373号；および欧州特許第03089号）が
提案されている。ヘテロコンジュゲート抗体は、任意の簡便な架橋方法を使用して作製で
きる。適当な架橋剤は当技術分野において周知であり、多くの架橋技術と共に、米国特許
第4,676,980号において開示される。
【０１５１】
　本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、遺伝子送達媒体において利用できる
。遺伝子送達媒体はウイルス由来または非ウイルス由来でありうる（一般的に、Jolly, C
ancer Gene Therapy 1: 51-64 (1994)；Kimura, Human Gene Therapy 5:845-852 (1994)
；Connelly, Human Gene Therapy 1: 185-193 (1995)；およびKaplitt, Nature Genetics
 6: 148-153 (1994)を参照されたい）。本発明の治療剤のコード配列を含む構築物の送達
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のための遺伝子治療媒体は、局所的または全身的のいずれかで投与できる。これらの構築
物では、ウイルスまたは非ウイルスベクターアプローチを利用できる。このようなコード
配列の発現は、内因性の哺乳動物または異種プロモーターを使用して誘発できる。コード
配列の発現は、構成的である、または制御される、のいずれかでよい。遺伝子治療のため
の好ましい媒体として、レトロウイルスベクターおよびアデノウイルスベクターが挙げら
れる。
【０１５２】
　アデノウイルスベクターの代表例として、Berkner, Biotechniques 6:616-627 (Biotec
hniques)； Rosenfeld et al., Science 252:431-434 (1991)；国際公開広報第93/19191
号；Kolls et al., P.N.A.S.215-219 (1994)；Kass-Bisleret al., P.N.A.S.90: 11498-1
1502 (1993)；Guzman et al., Circulation 88: 2838-2848 (1993)；Guzman et al., Cir
. Res. 73: 1202-1207 (1993)；Zabner et al., Cell 75: 207-216 (1993)；Li et al., 
Hum. Gene Ther.4: 403-409 (1993)；Cailaud et al., Eur. J. Neurosci. 5: 1287-1291
 (1993)；Vincent et al., Nat. Genet. 5: 130-134 (1993)；Jaffe et al., Nat. Genet
. 1: 372-378 (1992)；およびLevrero et al., Gene 101: 195-202 (1992)に記載のもの
が挙げられる。本発明において用いることのできる例示的なアデノウイルス遺伝子治療ベ
クターとして、国際公開広報第94/12649号、国際公開広報第93/03769号；国際公開広報第
93/19191号；国際公開広報第94/28938号；国際公開広報第95/11984号および国際公開広報
第95/00655号において記載のものも挙げられる。Curiel, Hum. Gene Ther. 3: 147-154 (
1992)において記載されている通り、アデノウイルスを殺すために連結されたDNAの投与を
用いてよい。
【０１５３】
　以下を含む他の遺伝子送達媒体および方法を用いてよい；アデノウイルスのみを殺すた
めに連結された、または連結されていないポリカチオン性凝縮DNA、例えば、Curiel, Hum
. Gene Ther. 3: 147-154 (1992)；リガンド連結DNA、例えば、Wu, J. Biol. Chem. 264:
 16985-16987 (1989)を参照；真核細胞送達媒体細胞、例えば、1994年5月9日に出願され
た米国特許出願第08/240,030号、および米国特許出願第08/404,796号を参照されたい；光
重合ハイドロゲル物質の沈着；米国特許第5,149,655号において記載される携帯遺伝子ト
ランスファー粒子ガン；米国特許第5,206,152号および国際公開広報第92/11033号におい
て記載される電離放射線；核酸電荷中和または細胞膜との融合。追加のアプローチは、Ph
ilip, Mol. Cell Biol. 14: 2411-2418 (1994)において、およびWoffendin, Proc. Natl.
 Acad. Sci. 91: 1581-1585 (1994)において記載されている。
【０１５４】
　裸の（Naked）DNAを用いてもよい。例示的な裸のDNA導入方法は、国際公開広報第90/11
092号および米国特許第5,580,859号において記載されている。取り込み効率は、生物分解
性ラテックスビーズを使用して改善できる。DNAコートラテックスビーズは、ビーズによ
るエンドサイトーシスの開始後に細胞内に効率的に輸送される。疎水性を上昇させるため
のビーズの処置により方法をさらに改善させ、これによりエンドソームの破壊および細胞
質中へのDNAの放出を促進できる。遺伝子送達媒体として作用できるリポソームは、米国
特許第5,422,120号、PCT特許公報国際公開広報第95/13 796号、国際公開広報第94/23697
号、および国際公開広報第91/14445号、および欧州特許第0 524 968号において記載され
る。
【０１５５】
　使用のために適したさらなる非ウイルス送達として、Woffendin et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 91(24): 11581-11585 (1994)において記載されるアプローチなどの機械
的送達系が挙げられる。さらに、コード配列およびその発現の産物を光重合ハイドロゲル
物質の沈着を通じて送達できる。コード配列の送達のために使用できる遺伝子送達のため
の他の従来の方法として、例えば、米国特許第5,149,655号において記載される携帯遺伝
子トランスファー粒子ガンの使用；米国特許第5,206,152号およびPCT特許公報国際公開広
報第92/11033号において記載される活性化トランスファー遺伝子のための電離放射線の使
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用が挙げられる。
【０１５６】
　対象となる抗体または抗体フラグメントは、有効成分、例えば、放射性核種、毒素、化
学療法剤、プロドラッグ、細胞分裂インヒビター、酵素などに直接的または間接的に結合
できる。好ましい実施態様において、抗体またはフラグメントは、直接的またはキレート
化剤の使用により治療用または診断用の放射標識に結合される。適当な放射標識の例は周
知であり、90Y、125I、131I、111I、105Rh、153Sm、67Cu、67Ga、166Ho、177Lu、186Re、
および188Reが挙げられる。
【０１５７】
　抗体に結合できる適当な薬物の例として、メトトレキサート、アドリアマイシン、およ
びインターフェロン、インターロイキンなどのリンフォカインが挙げられる。結合できる
適当な毒素として、リシン、コレラ、およびジフテリア毒素が挙げられる。
【０１５８】
　好ましい実施態様において、対象となる抗体は、治療用の放射標識に結合され、放射免
疫治療のために使用される。
【０１５９】
　アンチセンスオリゴヌクレオチド
特定の状況において、前立腺細胞により発現されるタンパク質の量をモデュレーションま
たは低下することが望まれうる。このように、本発明の別の局面において、アンチセンス
オリゴヌクレオチドを作製でき、方法では、細胞による本発明の前立腺抗原の発現のレベ
ルを低減させるために、1以上のアンチセンスオリゴヌクレオチドの投与を含むことを利
用した。遺伝子の発現が減少するように、標的の発現に関与する特異的な相補的核酸配列
との塩基対形成を通じて相互作用するヌクレオチド配列を有するオリゴヌクレオチドに対
するアンチセンスオリゴヌクレオチドレファレンスを作製する。好ましくは、遺伝子の発
現に関与する特異的な核酸配列は、ゲノムDNA分子または遺伝子をコード化するmRNA分子
である。このゲノムDNA分子は、遺伝子の制御領域、または成熟遺伝子に対するコード配
列を含んでよい。
【０１６０】
　アンチセンスオリゴヌクレオチドおよび方法との関連でのヌクレオチド配列に対して相
補的という用語は、このような配列に対して十分に相補的であり、細胞において、すなわ
ち、生理学的条件下におけるその配列に対するハイブリダイゼーションを可能にすること
を意味する。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、好ましくは、約8個～約100個のヌクレ
オチドを含む配列を含み、より好ましくは、アンチセンスオリゴヌクレオチドは約15個～
約30個のヌクレオチドを含む。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、改変インタ
ーヌクレオシド結合［Uhlmann and Peyman, Chemical Reviews 90:543-548 (1990)； Sch
neider and Banner, Tetrahedron Lett. 31: 335, (1990) これは参照により組み入れら
れる］、第5,958,773号および本明細書において開示される特許において開示される改変
核酸塩基、および／または糖などの核酸分解に対する耐性を与える様々な改変を含んでも
よい。
【０１６１】
　アンチセンス技術に広く適用可能となるように、当技術分野において公知であるアンチ
センス分子の任意の改変または変異が、本明細書の範囲に含まれる。このような改変とし
て、米国特許第5,536,821号；第5,541,306号；第5,550,111号；第5,563,253号；第5,571,
799号；第5,587,361, 5,625,050号、および第5,958,773号において開示されるリン酸含有
連結の調製が挙げられる。
【０１６２】
　本発明のアンチセンス化合物には改変塩基が含まれてよい。本発明のアンチセンスオリ
ゴヌクレオチドは、1以上の成分またはコンジュゲートに対して化学的に連結することに
より改変し、アンチセンスオリゴヌクレオチドの活性、細胞分布、または細胞取り込みを
増強することもできる。このような成分またはコンジュゲートとして、コレステロール、
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コール酸、チオエーテル、脂肪鎖、リン脂質、ポリアミン、ポリエチレングリコール（PE
G）、パルミチル成分、ならびに、例えば、米国特許第5,514,758号、第5,565,552号、第5
,567,810号、第5,574,142号、第5,585,481号、第5,587,371号、第5,597,696号、および第
5,958,773号において開示される他の者が挙げられる。
【０１６３】
　キメラアンチセンスオリゴヌクレオチドも本発明の範囲内であり、例えば、米国特許第
5,013,830号、第5,149,797号、第5,403,711号、第5,491,133号、第5,565,350号、第5,652
,355号、第5,700,922号、および第5,958,773号に記載されている方法を使用して本発明の
オリゴヌクレオチドから調製できる。
【０１６４】
　アンチセンス技術において、特定の標的に対する最適なアンチセンス分子を選択するた
めにある程度の日常的な実験が必要とされる。有効にするために、アンチセンス分子は、
好ましくは、標的RNA分子の接近可能な、または露出された部分を標的とする。一部の場
合において、標的RNA分子の構造に関する情報を入手可能であるが、アンチセンスを使用
した阻止に対する現行のアプローチは実験を介している。細胞におけるmRNAレベルは、mR
NAの逆転写およびcDNAレベルをアッセイすることにより処理済み細胞およびコントロール
細胞において日常的に測定できる。生物学的効果は、当技術分野において公知の通りに、
細胞増殖または生存を測定することにより日常的に測定できる。
【０１６５】
　cDNAレベルをアッセイし、分析することによりアンチセンス活性の特異性を測定するこ
とは、アンチセンスの結果を検証する当技術分野において認識されている方法である。処
理済み細胞およびコントロール細胞からのRNAを逆転写させ、得られたcDNA集団を分析す
ることが示されている。［Branch, A. D., T. I. B. S. 23:45-50 (1998)］
【０１６６】
　本発明の治療用組成物または医薬的組成物は、例えば、静脈内、皮下、筋肉内、経皮、
髄腔内、または脳内を含む、当技術分野において公知の任意の適当な経路により投与でき
る。投与は、注入により迅速に、または低速注入もしくは徐放製剤の投与により一定時間
にわたり、それらのいずれかでよい。
【０１６７】
　加えて、対象となる前立腺腫瘍タンパク質は、望ましい医薬的特性または薬力学的特性
を提供する薬剤と連結または結合できる。例えば、タンパク質を、トランスフェリンレセ
プターに対する抗体などの血液脳関門を超える浸透または輸送を促進させる当技術分野に
おいて公知の任意の物質に結合させ、静脈内注入により投与できる（例えば、参照により
組み入れられるFriden et al., Science 259:373-377 (1993)を参照されたい）。さらに
、対象となるタンパク質Aまたはタンパク質Bをポリエチレングリコールなどのポリマーに
安定的に連結させ、溶解性、安定性、半減期、および他の医薬的に有利な特性といった望
ましい特性が得られる。［例えば、参照により組み入れられるDavis et al., Enzyme Eng
. 4: 169-73 (1978)； Buruham, Am. J. Hosp. Pharm. 51: 210-218 (1994)を参照された
い］
【０１６８】
　組成物は医薬的調製物の型において通常用いられる。このような調製物は、医薬技術に
おいて周知の方法で作製される。例えば、Remington Pharmaceutical Science, 18th Ed.
, Merck Publishing Co. Eastern PA, (1990)を参照されたい。1つの好ましい調製物では
生理食塩水液の媒体を利用するが、しかし、生理学的濃度の他の無毒性塩、5%グルコース
水溶液、滅菌水などの他の医学的に許容可能な担体も使用できることを検討する。適当な
バッファーが組成物中に存在することも望まれうる。このような溶液は、適宜、凍結乾燥
させ、注入準備のための滅菌水の添加による再構成のために準備された滅菌アンプル中に
保存できる。一次溶剤は水溶性または非水溶性でよい。対象となる前立腺腫瘍抗原、その
フラグメントまたは変異体は、処置を必要とする組織中に移植できる固形または半固形の
生物学的に適合するマトリクス中に組み入れることもできる。
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【０１６９】
　担体は、製剤のpH、浸透圧、粘性、透明度、色、無菌性、安定性、分解速度、または臭
いを改変または維持するための他の医薬的に許容可能な賦形剤を含むこともできる。同様
に、担体は、血液脳関門を超える放出または吸収または浸透を改変または維持するための
さらに他の医薬的に許容可能な賦形剤を含んでよい。このような賦形剤は、単位用量また
は複数用量の型のいずれかの非経口投与のため、または持続注入もしくは定期注入による
脳脊髄液中への直接注入のための用量を製剤化するために通常および習慣的に用いられる
物質である。
【０１７０】
　用量の投与は、使用する剤形および投与経路の薬物動態パラメーターに応じて反復でき
る。
【０１７１】
　対象となる抗体または核酸のアンタゴニストを含む特定の製剤を経口投与することも検
討できる。このような製剤は、好ましくは、封入し、固形剤形において適当な担体ととも
に製剤化する。適当な担体、賦形剤、および希釈剤の一部の例として、ラクトース、デキ
ストロース、スクロース、ソルビトール、マンニトール、デンプン、ガムアカシア、リン
酸カルシウム、アルギン酸、ケイ酸カルシウム、微結晶性セルロース、ポリビニルピロリ
ドン、セルロース、ゼラチン、シロップ、メチルセルロース、メチル-およびプロピルヒ
ドロキシ安息香酸エステル、タルク、マグネシウム、ステアリン酸、水、鉱油が挙げられ
る。製剤は、加えて、潤滑剤、湿潤剤、乳化剤および懸濁剤、保存剤、甘味剤または香味
剤を含んでよい。組成物は、当技術分野において周知の手順を用いることにより患者への
投与後に活性成分の迅速放出、持続放出、または遅延放出を提供するように製剤化できる
。製剤は、例えば、界面活性剤など、タンパク質分解を低減させ、吸収を促進する物質を
含むこともできる。
【０１７２】
　特定用量は、患者の概算の体重または体表面積または占められる体空間の容積に応じて
計算される。用量は選択された特定の投与経路に応じても計算されうる。処置用の適当な
用量を決定するために必要な計算のさらなる改良が、当業者により日常的に作製される。
このような計算は、標的細胞のアッセイ調製物中の本明細書において開示される活性に照
らして、当業者による過度の実験なしに作製できる。厳密な用量は、標準的な用量反応試
験との併用で決定できる。実際に投与される組成物の量は、処置しようとする病状または
病状群、投与しようとする組成物の選択、個々の患者の年齢、体重、および反応、患者の
症状の重症度、および選んだ投与経路を含む関連する状況に照らして、実施医により決定
されることが理解される。
【０１７３】
　本発明の一実施態様において、タンパク質は、生物活性型のタンパク質またはタンパク
質の前駆体、すなわち、身体により容易に生物活性型に変換できる分子を産生できるベク
ターまたは細胞を患者に移植することにより治療用に投与できる。1つのアプローチにお
いて、タンパク質を分泌する細胞は患者への移植のための半透性膜中に封入できる。細胞
はタンパク質またはその前駆体を通常発現する細胞でよく、または、細胞はタンパク質ま
たはその前駆体を発現するように形質転換できる。患者がヒトの場合、細胞はヒト由来で
あり、タンパク質はヒトのタンパク質であることが好ましい。しかし、以下に考察される
タンパク質のヒト以外の霊長類のホモログも有効であり得ることが予測される。
【０１７４】
　対象となる前立腺タンパク質または核酸の検出
多くの状況において、患者におけるタンパク質または対応するmRNAのレベルを決定するこ
とが望まれうる。以下に開示される証拠は、対象となる前立腺タンパク質が、一部の疾患
、例えば、癌の間に異なるレベルで発現されうることを示唆し、これらのタンパク質の存
在が細胞の増殖および生存に関連する正常な生理機能の役割を果たすとの結論のための基
礎を提供する。本発明の内因性に産生されたタンパク質は、特定の病状においても役割を
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果たしうる。
【０１７５】
　患者においてタンパク質の存在を検出することとの関連で本明細書において使用される
「検出」という用語は、患者におけるタンパク質の量またはタンパク質の量を発現するた
めの能力を決定すること、疾患の起こり得る転帰および回復の見込みという観点からの予
後の推定、病状の状態の測定値としての一定の時間にわたるタンパク質レベルのモニタリ
ング、および患者、例えば、前立腺癌を伴う患者のための好ましい治療計画を決定するた
めのタンパク質レベルのモニタリングを含むことを意図する。
【０１７６】
　患者において本発明の前立腺タンパク質の存在を検出するために、患者からサンプルを
得る。サンプルは、組織生検サンプルまたは血液、血漿、血清、CSF、尿などのサンプル
でよい。対象となるタンパク質は一部の癌において高レベルで発現されることが見出され
ている。タンパク質を検出するためのサンプルは、前立腺組織から採取できる。末梢での
タンパク質レベルを評価する際、サンプルは血液、血漿、または血清のサンプルであるこ
とが好ましい。中枢神経系においてタンパク質レベルを評価する際、好ましいサンプルは
脳脊髄液または神経組織から得られるサンプルである。サンプルは組織採取または培養か
ら、または直接的に入手可能な組織材料（尿、唾液、便、毛髪など）を使用して、非侵襲
性の方法により得られる。
【０１７７】
　一部の場合において、遺伝子は患者または患者内の組織もしくは細胞株においてインタ
クトであるか否かを決定することが望ましい。インタクトな遺伝子により、それは、点突
然変異、欠失、挿入、染色体切断、染色体再配列などの遺伝子における変化が存在しない
ことを意味し、ここでこのような変化は、対応するタンパク質の産生を変化させ、または
生物活性、安定性などを変化させて、疾患過程を招きうる。このように、本発明の一実施
態様において、方法は、遺伝子における任意の変化を検出し、特性付けするための方法を
提供する。方法には、遺伝子、ゲノムDNA、またはそれらのフラグメント、またはそれら
の派生物を含むオリゴヌクレオチドを提供することが含まれる。オリゴヌクレオチドの派
生物により、それは、生成された配列が、それが由来する配列と十分な配列相補性を有し
、遺伝子に対して特異的にハイブリダイズする点で、生成されたオリゴヌクレオチドが、
それが由来する配列と実質的に同じであることを意味する。得られたヌクレオチド配列は
、必ずしも物理的にヌクレオチド配列に由来しないが、しかし、例えば、化学合成または
DNA複製または逆転写または転写を含む任意の方法で作成されうる。
【０１７８】
　典型的に、患者のゲノムDNAは患者からの細胞サンプルから単離され、例えば、TaqIお
よびAluIなどの1以上の制限エンドヌクレアーゼで消化される。当技術分野において周知
であるサザンブロットプロトコルを使用して、このアッセイによって患者または患者にお
ける特定の組織が本発明のインタクトな前立腺遺伝子または遺伝子異常を有するか否かが
決定される。
【０１７９】
　遺伝子に対するハイブリダイゼーションには、染色体DNAを変性させて一本鎖DNAを得る
こと；一本鎖DNAを遺伝子配列に関連する遺伝子プローブと接触させること；および、少
なくとも遺伝子の部分を含む染色体DNAを検出するためにハイブリダイズしたDNA-プロー
ブを同定することが含まれうる。
【０１８０】
　本明細書において使用する「プローブ」という用語は、プローブ配列と標的領域におけ
る配列との相補性に起因して、標的配列とハイブリッド構造を形成するポリヌクレオチド
からなる構造を指す。プローブとしての使用のために適したオリゴマーには、標的となる
配列に対して相補的である約8～12個、および、好ましくは最低約20個の連続ヌクレオチ
ドである。
【０１８１】
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　本発明の遺伝子は、DNAオリゴヌクレオチドまたはRNAオリゴヌクレオチドでよく、例え
ば、切除、転写、または化学合成などの当技術分野において公知の任意の方法により作製
できる。プローブは、例えば、放射標識または蛍光標識または酵素マーカーなどの当技術
分野において公知の任意の検出可能な標識で標識してよい。プローブの標識は、PCR、ラ
ンダムプライミング、末端標識、ニックトランスレーションなどの当技術分野において公
知の任意の方法により達成できる。当業者は、標識プローブを用いない他の方法を使用し
てハイブリダイゼーションを決定できることも認識する。ハイブリダイゼーションを検出
するために使用できる方法の例として、サザンブロッティング、蛍光in situハイブリダ
イゼーション、およびPCR増幅を伴う一本鎖高次構造多型が挙げられる。
【０１８２】
　ハイブリダイゼーションは、典型的に、25℃～45℃、より好ましくは32℃～40℃、およ
び、より好ましくは37℃～38℃で行われる。ハイブリダイゼーションのために必要とされ
る時間は、約0.25時間～約96時間、より好ましくは約1時間～約72時間、および、最も好
ましくは約4時間～約24時間である。
【０１８３】
　遺伝子異常は、PCR方法、および遺伝子に隣接する、または遺伝子内に位置するプライ
マーを使用して検出することもできる。PCR方法は当技術分野において周知である。簡単
に説明すると、この方法は、遺伝子内に位置する標的配列に隣接する核酸配列に対してハ
イブリダイズし、標的配列を増幅できる2つのオリゴヌクレオチドプライマーを使用して
実施される。本明細書において使用する「オリゴヌクレオチドプライマー」という用語は
、約8塩基～約30塩基の長さの範囲の短鎖のDNAまたはRNAを指す。上流および下流のプラ
イマーは、典型的に、約20塩基対～約30塩基対の長さであり、ヌクレオチド配列の複製の
ための隣接領域に対してハイブリダイズする。重合は、デオキシヌクレオチド三リン酸ま
たはヌクレオチド類似体の存在下においてDNAポリメラーゼにより触媒され、二本鎖DNA分
子を産生する。次に、二本鎖は、物理的方法、化学的方法、または酵素的方法を含む任意
の変性方法により分離される。一般に、約1分～約10分までの範囲の時間にわたり、典型
的に約80℃～105℃までの温度に核酸を加熱することを含む、物理的変性の方法が使用さ
れる。所望のサイクル数で過程を反復する。
【０１８４】
　増幅中のDNAの鎖に対して実質的に相補的となるようにプライマーを選択する。したが
って、プライマーが鋳型の厳密な配列を反映する必要はないが、しかし、増幅中の鎖と選
択的にハイブリダイズするように十分に相補的でなければならない。
【０１８５】
　PCR増幅後、次に、遺伝子またはそのフラグメントを含むDNA配列を直接的に配列決定し
、配列と本明細書において開示される配列との比較により分析して活性または発現レベル
などを変えうる変化を同定する。
【０１８６】
　別の実施態様において、遺伝子を発現する組織の分析に基づき、本発明の腫瘍タンパク
質を検出するための方法が提供される。前立腺組織などの特定の組織が、対象となる遺伝
子を過剰発現することが見出されている。方法には、遺伝子を通常発現する組織のサンプ
ルからのmRNAに対してポリヌクレオチドをハイブリダイズすることが含まれる。サンプル
は、遺伝子において異常を有することが疑われる患者から得られる。
【０１８７】
　タンパク質をコード化するmRNAの存在を検出するために、患者からサンプルを得る。サ
ンプルは、血液から、または組織生検サンプルからでよい。サンプルを処置し、そこに含
まれる核酸を抽出できる。サンプルからの得られた核酸をゲル電気泳動または他のサイズ
分離技術にかける。
【０１８８】
　サンプルのmRNAはプローブとしての役割を果たすDNA配列と接触させ、ハイブリッド二
本鎖を形成する。上で考察した標識プローブの使用によって、得られた二本鎖の検出が可
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能になる。
【０１８９】
　プローブとしてタンパク質をコード化するcDNAまたはcDNAの派生物を使用する際、実際
には、インタクトであり、機能している遺伝子が存在しない場合に遺伝子ヌクレオチド配
列のハイブリダイゼーションおよび見掛け上の検出である偽陽性を防止するために高スト
リンジェンシー条件を使用できる。遺伝子cDNAに由来する配列を使用する場合、ストリン
ジェンシーのより低い条件を使用できるが、しかし、これは偽陽性の可能性のために好ま
しくないアプローチでありうる。ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーは、温度
、イオン強度、時間、およびホルムアミドの濃度を含む、ハイブリダイゼーション中およ
び洗浄手順中での多くの因子により決定される。これらの因子は、例えば、Sambrook et 
al.において概説されている。［Sambrook et al. (1989)、前記］
【０１９０】
　タンパク質Aまたはタンパク質Bをコード化するmRNAのサンプルにおける検出の感度を上
昇させるために、逆転写／ポリメラーゼ連鎖反応（RT-PCR）の技術を使用し、前立腺腫瘍
抗原をコード化するmRNAから転写されたcDNAを増幅できる。RT／PCR方法は当技術分野に
おいて周知であり、以下の通りに実施できる。全細胞RNAは、例えば、標準的なグアニジ
ンイソチオシアネート方法により単離され、全RNAは逆転写される。逆転写方法には、逆
転写酵素および3'末端プライマーを使用したRNAの鋳型上でのDNAの合成が含まれる。典型
的に、プライマーにはオリゴ(dT)配列が含まれる。次に、このようにして産生されたcDNA
は、PCR方法および遺伝子Aまたは遺伝子B特異的プライマーを使用して増幅される。［Bel
yavsky et al., Nucl. Acid Res. 17: 2919-2932 (1989)；Krug and Berger, Methods in
 Enzymology, 152:316-325, Academic Press, NY (1987)、これらは参照により組み入れ
られる］
【０１９１】
　ポリメラーゼ連鎖反応方法は、増幅しようとするDNAセグメントの2つの隣接領域に対し
て実質的に相補的である2つのオリゴヌクレオチドプライマーを使用して上記の通りに実
施される。増幅後、次に、PCR産物を電気泳動し、エチジウムブロマイド染色により、ま
たはホスホイメージング（phosphoimaging）により検出する。
【０１９２】
　本発明は、患者から得られたサンプルにおけるタンパク質の存在を検出するための方法
をさらに提供する。タンパク質を検出するための当技術分野において公知の任意の方法を
使用できる。このような方法として、限定はされないが、免疫拡散、免疫電気泳動、免疫
化学的方法、バインダー‐リガンドアッセイ、免疫組織化学的技術、凝集アッセイ、およ
び補体アッセイが挙げられる。［Basic and Clinical Immunology, 217-262, Sites and 
Terr, eds., Appleton & Lange, Norwalk, CT, (1991)、これは参照により組み入れられ
る］。前立腺腫瘍抗原タンパク質のエピトープまたはエピトープ群との反応抗体を含み、
本発明の標識前立腺抗原またはその派生物を競合的に置き換えるバインダー‐リガンドイ
ムノアッセイが好ましい。
【０１９３】
　本明細書において使用される通り、対象となる前立腺腫瘍抗原の派生物は、特定のアミ
ノ酸が、欠失された、または改変アミノ酸または異常アミノ酸に置き換えられた、または
変化されたポリペプチドを含むことを意図しており、ここで派生物は遺伝子と生物学的に
同等であり、および、ここでポリペプチド派生物はタンパク質に対して生じた抗体と交差
反応する。交差反応により、それは抗体がその形成を誘導する抗原以外の抗原と反応する
ことを意味する。
【０１９４】
　多数の競合および非競合のタンパク質結合イムノアッセイが、当技術分野において周知
である。このようなアッセイにおいて用いられる抗体は、例えば、凝集検査において使用
されるように標識されない、または様々なアッセイ方法における使用のために標識できる
。ラジオイムノアッセイ（RIA）、酵素イムノアッセイ、例えば、酵素結合免疫吸着検定
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法（ELISA）、蛍光イムノアッセイなどにおける使用のために使用できる標識として、放
射性核種、酵素、フルオレセイン、化学発光、酵素基質または補因子、酵素インヒビター
、粒子、色素などが挙げられる。
【０１９５】
　本発明のさらなる局面は、候補化合物が、上に開示した標的分子に、好ましくは選択的
に、結合するか否かを決定することを含む、生物活性化合物を選択、同定、スクリーニン
グ、特性付け、または最適化するための方法に関する。このような標的分子として、核酸
配列、ポリペプチドおよびそのフラグメント、典型的に、前立腺特異的抗原、さらに好ま
しくはその細胞外部分が挙げられる。結合は、インビトロまたはインビボ、典型的にイン
ビトロにおいて、細胞系または無細胞系において評価できる。典型的に、標的分子は任意
の適当なデバイスにおいて候補化合物と接触させ、複合体の形成を決定する。標的分子お
よび／または候補化合物は、支持体上に固定化できる。同定または選択された化合物は、
癌疾患、特に前立腺癌を処置するための薬物候補またはリードを表す。
【０１９６】
　好ましい実施態様を含め、本発明が上に記載されているが、本発明をさらに例証するた
めに以下の実施例を提供する。
【実施例】
【０１９７】
　組織材料：
研究プロトコルの評価のために適当な患者のサンプルを調達した。サンプルは関連する臨
床パラメーターおよび患者の同意と共に提供された。すべてのサンプルについて組織学的
評価を実施し、病理による診断によって各サンプル内での悪性腫瘍の存在および／または
非存在が確認された。臨床データには、一般的に、病歴、生理病理、および前立腺癌の生
理に関するパラメーターが含まれた。入手可能な臨床情報と共に、10の正常サンプルおよ
び10の悪性サンプルを調達した。加えて、エピトープの組織特異的発現プロファイルを決
定するために正常前立腺および前立腺癌以外の器官からの10のサンプルを調達した。周知
の商業的材料から正常組織サンプルに由来するRNAを得た。
【０１９８】
　細胞傷害性Tリンパ球（CTL）アッセイのために追加の患者サンプルを調達した。関連す
る臨床パラメーターおよび患者の同意を伴う患者から採取した血液から末梢血単核球（PB
MC）を単離した。臨床データには、一般的に、病歴、生理病理、および前立腺癌の生理に
関するパラメーターが含まれた。試験の必要条件を満たした6人の前立腺癌患者からPBMC
を採取した。一人の患者から2重でのサンプルを得た。
【０１９９】
　DATASライブラリーの作成；
それらの病理学的診断に基づいてサンプルをプールした（正常対腫瘍）。等量の全RNAに
基づき、サンプルをプールし、100μgの全プールRNAサンプルを作製した。以前に米国特
許第6,251,590号において開示された通りにDATASライブラリーを構築したが、その開示は
そのすべてが参照により組み入れられる。簡単に説明すると、正常プールサンプルおよび
腫瘍プールサンプルから全RNAを単離し、続いて各プールサンプルについて全RNAからmRNA
を精製した。ビオチン化オリゴ(dT)プライマーを使用してcDNAの合成を実施した。ビオチ
ン化cDNAを反対側のサンプルのmRNAとハイブリダイズし、cDNAとmRNAの間のヘテロ二本鎖
を形成した。例えば、プールした正常前立腺サンプルのビオチン化cDNAを前立腺腫瘍mRNA
とハイブリダイズした。同様に、前立腺腫瘍ビオチン化cDNAを前立腺正常RNAとハイブリ
ダイズし、二次DATASライブラリーを作成した。ストレプトアビジンコートされたビーズ
を使用し、cDNA上に存在するビオチンを結合することにより複合体を精製した。ヘテロ二
本鎖をRNAse Hで消化し、cDNAに対して相補的であるRNAを分解した。cDNAとは異なるすべ
てのmRNA配列はインタクトのままであった。続いて、これらの一本鎖RNAフラグメントま
たは「ループ」を縮重プライマーで増幅し、pGEM-TベクターまたはpCR II TOPOベクター(
市販)のいずれかにクローニングし、DATASライブラリーを産生した。
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【０２００】
　クローンの配列決定およびバイオインフォマティクス分析；
DATASライブラリーを使用してE.coliを形質転換し、標準的な分子生物学技術を使用して
個々のクローンを単離できた。これらのライブラリーから、10,665の個々のクローンを単
離し、自動Applied Biosystems 3100シーケンサーを使用して配列決定した。得られたヌ
クレオチド配列は、分析のためにバイオインフォマティクスパイプラインに提出した。DA
TASライブラリーをPCR増幅DNAで調製したため、ライブラリーから単離されたクローンに
おいて同じ配列の多くのコピーが存在する。したがって、クローンの重複性を減少し、単
離された1つしか存在しない非反復配列の数を同定することが重要である。この大きなDAT
ASフラグメントのセットから、1699の1つしか存在しない非重複配列を同定し、各DATASフ
ラグメントに候補遺伝子の注釈をつけた。2つの方法によりヒトゲノム配列に対するDATAS
フラグメントを整列することにより注釈を実施した；1）公的に入手可能なアラインメン
トおよびゲノムビューアツールBlat (Kent et al., 2002)；および2）市販のゲノムアラ
インメントおよびビューアツールProphecy (Doubletwist)。各DATASフラグメント配列に
は、DATASフラグメントを含むゲノム配列とオーバーラップする対応する遺伝子で注釈を
つけた。遺伝子には、RefSeqアクセッション番号、または異なるアルゴリズム、例えば、
Genscan、Twinscan、またはFgenesh++からの仮定に基づく遺伝子予測のいずれかで注釈を
つけた。同定された遺伝子は、DATASフラグメントの配列に対して適合する（フラグメン
トに対するエクソンの適合の場合において）、またはDATASフラグメントとオーバーラッ
プする（フラグメントに対するイントロンの適合の場合において）のいずれかであり、遺
伝子の完全長配列が同定された。これらの配列をさらに分析し、すべての潜在的な膜貫通
タンパク質を検出した。公的に入手可能な異なるアルゴリズムの使用を通じて膜タンパク
質を予測した。例えば、候補遺伝子のアミノ酸配列内に存在する膜貫通ドメインを同定す
るためにTMHMM (CBS)を使用した。スプライシング事象が細胞内ドメインまたは細胞外ド
メインに影響を与えるか否かを決定するための試みにおいて、DATASフラグメントは配列
内に位置付けられた。配列に関連する遺伝子をランク付けし、成功した治療薬剤の同定を
最大限にした。
【０２０１】
　モノクローナル抗体の標的の選択：
抗体治療薬の開発のために最も高く優先付けされる遺伝子は、遺伝子が公知の膜タンパク
質であり、遺伝子の機能が公知であり、および、タンパク質の細胞外ドメイン上のイント
ロンにマッピングされるDATASフラグメントが、DATASフラグメントが細胞外に提示される
ことを示し、モノクローナル抗体による治療介入のために入手可能である場合での特性を
有する。
【０２０２】
　バイオインフォマティクス分析に基づき、モノクローナル抗体治療薬の開発に関連する
クローンを優先付けした。
【０２０３】
　CTLエピトープの同定：
CTLスクリーニングアッセイにおける包含のために最も高く優先付けされるDATASフラグメ
ントは、新規のエクソンまたはエクソン伸長を含むものなど、新規配列情報を含むもので
あった。好ましいDATASフラグメントのクローンは癌のイニシエーションまたは進行に関
連付けられ、細胞質タンパク質をコード化する。
【０２０４】
　ライブラリーベクターの中から192の選択されたDATASフラグメントをPCR増幅させ、真
核生物発現ベクター中に、ねじれ型（staggered）開始部位イニシエーションコドンから
下流に一方向にクローニングした。この配置によってDATASフラグメントがすべてのオー
プンリーディングフレームにおいて発現でき、正確なリーディングフレームが常に容易に
明らかではないために、これは必要とされる。
【０２０５】
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　プラスミド調製を実施し、選択されたDATASフラグメントクローンを含む発現ベクター
を96ウェルプレート中に再配列し、続いてこれを使用し、その全体が参照により組み入れ
られる国際公開広報第2005/032392号において過去に開示されたCTLアッセイにおける使用
のためにガラススライドにスポットした。
【０２０６】
　DATAS発現ベクターの所望のマイクロアレイ位置を含むデザインファイルを高分解能ス
キャナー中にアップロードした。DATASフラグメントを含む発現ベクターをゼラチンおよ
びリポフェクタミンと混合し、次に、高分解能マイクロアレイスキャナー中にアップロー
ドしたデザインファイルに適合するパターンにおいて2重でスポットした。以下の陽性コ
ントロール、陰性コントロール、および実験サンプルをアレイ上にスポットした。
a）インサートなしのベクトル（陰性コントロール）
b）増強緑色蛍光タンパク質（EGFP）をコード化するベクター
c）DATASフラグメントインサートを含むベクター
d）cDNAをコード化するインフルエンザNPを含むベクター（陽性コントロール）
【０２０７】
　次に、スポットしたアレイにHLAクラスI（例、HLA-A2）を発現する付着性293Tを重ねて
48～72時間にわたり培養し、ベクターによりコード化される転写物を発現する時間を細胞
に与えた。
【０２０８】
　次に、培養したリバーストランスフェクト・マイクロアレイスライド上で健常患者およ
び前立腺癌患者からのHLA適合CD8+T細胞を4時間にわたりインキュベートさせることによ
りCTL反応性のアッセイを実施した。アレイとのインキュベーション前に、健常者または
患者からのT細胞は、大幅にまたは小幅にインビトロで拡大させ、応答性T細胞の頻度を増
強する必要がある。活性化カスパーゼのインヒビターである蛍光タグ付き（スルホ‐ロー
ダミン）-Z-VADは、細胞のインキュベーションを通じて存在し、特定のスポット上の抗原
発現付着細胞がCTLにより死亡が誘導された場合に活性化されるカスパーゼに結合する。
次に、スライドを洗浄して未結合蛍光Z-VADを除去し、マイクロアレイスキャナーでマイ
クロアレイスライドの2色（緑および赤）蛍光画像を得る。
【０２０９】
　次に、スキャン画像の目視検査によりデータの分析および確認を決定する。EGFPベクタ
ーコントロールスポットで緑色蛍光を観察することによりリバーストランスフェクション
の成功を評価する。次に、マイクロアレイスキャナー上で蛍光閾値を適宜調整し、関連す
るバックグラウンドおよび陽性コントロールシグナル強度を確立する。次に、赤色蛍光シ
グナルの存在によりT細胞が陽性応答を有したDATASスポットを同定する。スポットのため
の座標位置を使用し、陽性応答を生じるcDNAを同定する。
【０２１０】
　発現モニタリング：
前立腺癌のための有効なエピトープ標的は、エピトープの発現が前立腺組織、または好ま
しくは前立腺組織に限定されることを要求する。優先付けされた各配列のための発現プロ
ファイルの評価は、当技術分野において周知の手法であるRT-PCRにより実施した。GeneAm
p PCR system 9700, Applied Biosystemsのためのユーザーマニュアルにおいて記載され
る、タッチダウンPCRとして公知のプロトコルを使用した。簡単に説明すると、DATASフラ
グメントに対するPCRプライマーをデザインし、エンドポイントRT-PCR分析のために使用
した。各RT反応は、5μgの全RNAを含み、Archive RT Kit (Applied Biosystems)を使用し
て100μL容積中で実施した。RT反応物を水で1：50に希釈し、4μLの希釈ストックを50μL
のPCR反応中において使用し、PCR反応は94℃3分間の1サイクル、94℃30秒、60℃30秒、お
よび72℃45秒の5サイクルからなり、各サイクルでアニーリング温度を0.5℃ずつ減少した
。この後に94℃30秒、55℃30秒、および72℃45秒の30サイクルが続く。分析のために各反
応から15μLを取り、反応を追加の10サイクル続行した。これは30サイクルおよび40サイ
クルでの分析のための反応を産生し、40サイクルの反応が飽和した場合での発現における
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差異の検出を可能にした。正常前立腺および腫瘍前立腺の全RNA、ならびに、脳、心臓、
肝臓、肺、腎臓、大腸、骨髄、筋肉、脾臓、および睾丸の正常サンプルからの全RNAにお
いてDATASフラグメントの発現プロファイルのレベルを決定した。発現プロファイルは、
前立腺腫瘍における特異的発現および正常前立腺を含む正常組織において見出される低発
現に応じて優先付けされる。
【０２１１】
　RNA構造の検証：
　DATASによって実験サンプル間で変化した配列が同定される。しかし、単離されたDATAS
フラグメント配列から、DATASフラグメントが表す接合部または境界の厳密な配列を直接
的に決定できない。一方、DATASフラグメントを使用し、各サンプル中に存在する各転写
物の配列を解明する実験をデザインした。提示されたDATASフラグメント配列よりも大き
な遺伝子の領域を増幅するためにプライマーをデザインした。続いて、すべてのエクソン
およびイントロンの厳密な接合部の同定のために、これらの単位複製配列をクローニング
し、配列決定した。これは、アイソフォームの一次構造（配列）を検証するために、同定
されたサンプルからのアイソフォームの部分的クローニングを要求した。優先付けした遺
伝子のmRNA構造の検証のために、DATASライブラリーを作成するために最初に使用した20
サンプル（10の正常サンプルおよび10の腫瘍サンプル）すべてを使用した。
【０２１２】
　アイソフォームの全長クローンの単離：
構造の検証過程の間に作成された情報およびDNAフラグメントを利用して、両方のアイソ
フォームを含む全長クローンの単離が達成された。全長クローンの単離に対していくつか
の方法を適用可能である。コード配列に関する完全な配列情報を入手可能である場合、配
列から遺伝子特異的プライマーをデザインし、組織サンプルの全RNAから直接的にコード
配列を増幅するために使用した。これらの遺伝子特異的プライマーを使用してRT-PCR反応
を準備した。以下に記載した通りに、cDNAのプライマーとしてオリゴdTを使用してRT-PCR
反応を実施した。標準方法により第二鎖を産生し、二本鎖cDNAを産生した。遺伝子特異的
プライマーを使用して遺伝子のPCR増幅を達成した。PCRは、94℃30秒、55℃30秒、および
72℃45秒の30サイクルからなった。反応産物を1%アガロースゲル上で分析し、単位複製配
列のクローニングのためのAオーバーハングを伴う調製ベクター中に単位複製配列を連結
した。単位複製配列のクローニングおよび単離のために1μLのライゲーション混合物を使
用し、E. coliを形質転換した。精製された時点で、ABI 3100自動シークエンサーで単位
複製配列を含むプラスミドを配列決定した。
【０２１３】
　限定された配列情報を入手可能な場合、オリゴプリング（oligo pulling）方法を利用
した。簡単に説明すると、DATASフラグメントに基づいて遺伝子特異的オリゴヌクレオチ
ドをデザインした。オリゴヌクレオチドをビオチンで標識し、Sambrook et al. (1989)の
手順に従って、正常前立腺組織または前立腺腫瘍組織のいずれかから調製した一本鎖プラ
スミドDNAライブラリーとハイブリダイズするために使用した。ハイブリダイズしたcDNA
をストレプトアビジンコンジュゲートビーズにより分離し、加熱により溶出した。溶出さ
れたcDNAを二本鎖プラスミドDNAに変換し、E. coli細胞を形質転換するために使用し、最
も長いcDNAクローンをDNA配列決定にかけた。
【０２１４】
　結果
上記の方法を使用し、前立腺腫瘍組織により発現されるエクソン（新規スプライス変異体
）に対応すると推定され、生産的CTL応答を誘発する23のDNAフラグメントを同定した。陽
性結果を生んだ配列IDおよび対応する患者IDを表1においてまとめている。表1においてDA
TASフラグメントクローンにより表わされる反復レスポンダーおよびスプライス事象も列
挙する。
【０２１５】
　表2においてこれらのDNA配列が含まれ、配列番号：1～23を有する核酸配列に対応する
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。BLATおよびUCSC Genome Browserを使用し、March 2006ヒトゲノムアセンブリーを参照
して、ゲノム配列位置を作成した。
【０２１６】
予測アルゴリズムを使用し、記載されたCTLアッセイにおいてモニターされるCTL応答を刺
激する、各DATASフラグメントクローン中に含まれる抗原ペプチドに対応しうる潜在的なH
LA-A2結合ペプチドを同定する。表3において、この分析の結果が含まれる。発現ベクター
中にクローニングされたフラグメントによりコード化される可能な各フレームについてペ
プチドを列挙する。予測された各ペプチドエピトープの左には、左に列挙された親タンパ
ク質におけるそのペプチドのN末端アミノ酸の位置を示す数がある。各ペプチドの右には1
から30までのスコアがあり、これは数が30に向かって上昇するにつれてHLA-A2に対するよ
り高い親和性結合の可能性を示す。
【０２１７】
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