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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）［－４］ｐＰＳＡおよび［－５］ｐＰＳＡからなる群より選択されるｐＰＳＡを
特異的に結合するが、ＰＳＡの成熟形態には有意な結合を提示しない、精製された抗体を
所定量用意し、
　（ｂ）前記抗体と検定される試料とを十分な時間接触させて、少なくとも前記抗体の一
部と前記ｐＰＳＡの一部との間に二元複合体を形成させ、そして
　（ｃ）前記抗体と複合体化したｐＰＳＡの存在または量を検出または決定する各工程を
含み、ここで、［－４］ｐＰＳＡは、－４アミノ酸（Ｉｌｅ）で始まり、［－５］ｐＰＳ
Ａは、－５アミノ酸（Ｌｅｕ）で始まる、ｐＰＳＡを含むヒトの生理学的液試料中でｐＰ
ＳＡを検出または決定する方法。
【請求項２】
前記ヒトの生理学的液が血清である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記抗体がモノクローナル抗体である請求項１に記載の方法。
【請求項４】
工程（ｃ）において、前記ｐＰＳＡをｐＰＳＡと特異的に結合する所定量の抗体と反応さ
せ、前記抗体が検出可能な標識を含むかまたは検出可能な標識に結合して、検出可能な三
元複合体を形成する請求項１に記載の方法。
【請求項５】
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前記抗体がモノクローナル抗体である請求項４に記載の方法。
【請求項６】
前記抗体が固相に付着結合している請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　（ａ）［－４］ｐＰＳＡおよび［－５］ｐＰＳＡからなる群より選択されるｐＰＳＡを
特異的に結合するが、ＰＳＡの成熟形態には有意な結合を提示しない、精製された抗体を
所定量用意し、
　（ｂ）検定される試料を、既知量のｐＰＳＡ、または検出可能な標識を含みｐＰＳＡに
特異的に結合する抗体に結合するｐＰＳＡの免疫反応サブユニットと混合して混合試料を
作成し、
　（ｃ）前記抗体を前記混合試料と十分な時間接触させて、前記抗体と前記試料中のｐＰ
ＳＡと
の間および前記抗体と前記標識されたｐＰＳＡとの間で免疫反応を起こさせ、
　（ｄ）前記混合試料から前記抗体を分離し、
　（ｅ）前記抗体に結合しているかまたは前記混合試料中に残存する標識ｐＰＳＡの存在
または
量を検出または決定し、そして
　（ｆ）工程（ｅ）の結果から、前記試料中の前記ｐＰＳＡの存在または量を決定する各
工程を含み、ここで、［－４］ｐＰＳＡは、－４アミノ酸（Ｉｌｅ）で始まり、［－５］
ｐＰＳＡは、－５アミノ酸（Ｌｅｕ）で始まる、ｐＰＳＡを含むヒトの生理学的液試料中
のｐＰＳＡを検出または決定する競合方法。
【請求項８】
　（ａ）［－４］ｐＰＳＡおよび［－５］ｐＰＳＡからなる群より選択されるｐＰＳＡポ
リペプチドに特異的に結合するが、ＰＳＡの成熟形態には有意な結合を提示しない、所定
量の抗体またはその免疫学的に活性な断片と哺乳動物組織試料の細胞とを混合して、前記
抗体またはその免疫学的に活性な断片と前記細胞とを含む二元複合体を生成させ、そして
　（ｂ）前記試料中の複合体生成の存在または量を決定または検出する各工程を含み、こ
こで、［－４］ｐＰＳＡは、－４アミノ酸（Ｉｌｅ）で始まり、［－５］ｐＰＳＡは、－
５アミノ酸（Ｌｅｕ）で始まる、哺乳動物の組織試料中のｐＰＳＡを検出または決定する
方法。
【請求項９】
前記抗体がモノクローナル抗体である請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
前記細胞が前立腺細胞である請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
複合体生成が、検出可能な標識を含むかまたは検出可能な標識と結合して、検出可能な三
元複合体を形成する第２の試薬によって検出される請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
前記第２の試薬が抗体である請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
［－４］ｐＰＳＡおよび［－５］ｐＰＳＡからなる群より選択されるｐＰＳＡを特異的に
結合するが、ＰＳＡの成熟形態には有意な結合を提示しない、既知量の少なくとも一つの
抗体またはその免疫学的に活性な断片を、前記抗体またはその免疫学的に活性な断片が検
出可能なように標識されているかまたは検出可能な標識に結合するように含み、ここで、
［－４］ｐＰＳＡは、－４アミノ酸（Ｉｌｅ）で始まり、［－５］ｐＰＳＡは、－５アミ
ノ酸（Ｌｅｕ）で始まる、ヒトの生理学的液中のｐＰＳＡを検出または決定するためのキ
ット。
【請求項１４】
前記抗体を付着結合させることができる固相を更に含む請求項１３に記載のキット。
【請求項１５】
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　［－４］ｐＰＳＡおよび［－５］ｐＰＳＡからなる群より選択されるｐＰＳＡポリペプ
チドに特異的に結合するが、ＰＳＡの成熟形態には有意な結合を提示しない、既知量の少
なくとも一つの抗体またはその免疫学的に活性な断片を含み、ここで、［－４］ｐＰＳＡ
は、－４アミノ酸（Ｉｌｅ）で始まり、［－５］ｐＰＳＡは、－５アミノ酸（Ｌｅｕ）で
始まる、哺乳動物の組織試料の細胞中のｐＰＳＡを検出または決定するためのキットであ
って、前記少なくとも一つの抗体またはその免疫学的に活性な断片が検出可能なように標
識されているかまたは検出可能な標識に結合する、キット。
【請求項１６】
前記抗体がモノクローナル抗体である請求項１５に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
発明の分野
本発明は、一般的に、タンパク質の検出および同定に関し、加えて、診断マーカーとして
潜在的な有用性を有するタンパク質の種々な形態およびサブユニットに関する。より詳細
には、本発明は前立腺に特異的な抗原の不活性前駆体形態の検出に関する。
発明の背景
前立腺癌(PCa)は米国人男性に最も頻繁に診断される癌である。パーカー(Parker, S.L)ら
、CA Cancer J. Clin., 46:5-27, 1996。前立腺特異的抗原、又はPSAは前立腺癌患者の管
理において信頼できる予後マーカーとして広く用いられてきた。カタロナ(Catalona, W. 
J.)ら、N. Engl. J. Med., 324:1156-1161, 1991;エステルリング(Oesterling, J. E.), 
J. Urol., 145:907-923, 1991;ラブリー(Labrie, F.)ら、J. Urol., 147:846-852, 1992
。PSA検定における主な制約の一つは良性前立腺肥大(BPH)とPCaとを区別する特異性の欠
如である。マッコーマック(McCormack, R. T.)ら、Urology, 45:729-744, 1995。血清PSA
の診断精度を改良するために、PSA密度、PSA速度、遊離PSAと全PSAとの比率、または全PS
Aに対する複合体の比率等の様々なアプローチが導入されてきた。ベンソン(Benson, M. C
.)ら、J. Urol., 147:815-816, 1992：カーター(Carter, H. B.)ら、J. Am. Med. Assoc.
, 267:2215-2220, 1992：エステルリングら、J. Am. Med. Assoc., 270:860-864, 1993。
セリンプロテアーゼのヒトカリクレインファミリーのメンバーであるPSA(hK3としても知
られる)は、アスパラギン45に付着結合したN-連鎖オリゴ糖を1個有する30-34kDaの単鎖糖
タンパク質である。ベランジャー(Belanger, A.)ら、Prostate 27:187-197, 1995。cDNA
の分子クローニングにおいて、PSAのmRNAは、17aaの親水性シグナル配列(プレプロ領域)
と７ aaのプロペプチドとが237aaの成熟タンパク質に先行する261 aaプレプロタンパク質
をコードすることが明らかにされている。ランドウォール(Lundwall, A.)ら、FEBS Lett.
, 214:317-322, 1987;リーグマン(Riegman, P. H. J.)ら、Biochem. Biophys. Res. Comm
un., 155:181-188, 1988;ヘンツ(Henttu, P.)ら、Biochem. Biophys. Res. Commun., 160
:903-910, 1989。PSA mRNA発現は前立腺上皮に支配的であり(クイ(Qui, S.)ら、J. Urol.
 144:1550-1556, 1990)、アンドロゲンで制御される(ヤング(Young, C. Y. F.)ら、Cance
r Res., 51:3748-3752, 1991)。PSAはキモトリプシン様活性を有することが見出された。
ワット(Watt, K. W. K.)ら、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:3166-3170, 1986：バン(B
an, Y.)ら、Biochem. Biophys. Res. Commun., 123:482-488, 1984。PSAの提起された第
一義的な生物学的役割は、主要ゲル生成タンパク質であるゼーメノゲリンI、IIおよび精
液中のフィブロネクチンを切り離し、精子の運動性を増強させることである。リリャ(Lil
ja, H.)、J. Clin. Invest., 76:1899-1903, 1985。更に最近では、PSAはIGF結合タンパ
ク質3を切り離し、前立腺での上皮細胞成長の制御に重要と思われる機能であるIGFの活性
増加をもたらすことが報告された。カネティ(Kanety, H.)ら、J. Clin. Endocrin. Metab
., 77:229-233, 1992。上記の研究はPSAの生理的基質の可能性を強調するが、その生合成
、活性化および活性制御に関する基本的な疑問には答えていない。
ヒトカリクレインファミリーはhK1、hK2およびhK3(PSA)と表わされる3つのメンバーから
なる。クレメンツ(Clements, J. A.)ら、Endocr. Rev., 10:393-419, 1989;カルビニ(Car
bini, L. A.)ら、J. Hypertens., 11:893-898, 1993。hK1は主として腎臓、膵臓および顎
下唾液腺で産生される。フクシマ(Fukushima, D.)ら、Biochemistry, 24:8037-8043, 198
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5。hK2はPSA同様、前立腺上皮で主に産生され(モリス(Morris, B. J.)、Clin. Exp. Phar
m. Phys., 16:345-351, 1989;チャプデライン(Chapdelaine, P.)ら、FEBS Lett., 236:20
5-208, 1988)、アンドロゲンで制御され(ヤングら、Biochemistry, 31:818-824, 1992;グ
ラウェル(Grauer, L.)ら、J. Androl., 17:353-359, 1966)、PSAと78％のaa相同性を有す
る(シェドリッヒ(Schedlich, L. J.)ら、DNA, 6:429-437, 1987;リリャら、World J. Uro
l., 11:188-191, 1993)。潜在的な前立腺癌マーカーとしてのhK2の寄与が最近調べられて
いる。ヤングら、The Prostate Supplement、7:17-24, 1996;ダルソン(Darson, M. F.)ら
、「前立腺上皮内新形成および腺癌腫におけるヒト腺カリクレイン2(hK2)発現：新規な前
立腺癌マーカー」、Urology(印刷中);リッテンハウス(Rittenhouse, H. G)ら、「hK2の特
徴づけと評価：PSAに緊密に関連した潜在的前立腺癌マーカー」、前立腺癌に関する第1回
国際会議議事録(proceedings)(印刷中)。PSAはキモトリプシン様プロテアーゼであるが、
hK2はトリプシン様プロテアーゼであり(ミコラジャクツィク(Mikolajczyk, S. D.)ら、「
ヒト腺カリクレイン(hK2)はアルギニン制限特異性を示し、血漿プロテアーゼ阻害剤と複
合体を形成する」、Prostate(印刷中))、このことはこれら二つの酵素が異なる生理学的
役割を持つことを示す。hK2の生理学的役割はほとんど知られていない。デパーテス(Depe
rthes)らは最近、射精液中に存在するフィブロネクチンがhK2によりPSAによるよりも効率
的に加水分解されたことを示した(J. Androl. 17:659-665, 1996)。一方、ゼーメノゲリ
ン類のhK2による加水分解はPSAによる加水分解と同程度であった。PSAおよびhK2は同じ環
境に存在すること明らかにされているが、これらの相互作用はまだ研究されていない。
PSAの生合成および活性化制御を研究し、hK2とPSAとの間の生理学的関係を調べるには、
哺乳動物細胞中でPSAを発現させることが絶対的に必要である。PSAおよびhK2の両方を哺
乳動物細胞に発現させるためのいくつかの試みがなされた。哺乳動物細胞におけるhK2の
発現および精製は以前に報告されている。クマール(Kumar, A.)ら、Cancer Res., 56:539
7-5402, 1996。ロヴグレンらはSFV系を用いてBHK21細胞にPSAを発現させた(ロヴグレン(L
ovgren, J.)ら、Biochem. Biophys. Res. Commun., 231:888-895, 1995)。しかし、この
系では、PSAの生合成プロセッシングの研究に必要な安定細胞系は得られなかった。カー
ルらは抗-PSA治療の標的として使用する目的で、PSAを発現する安定なマウス結腸腺癌腫
細胞系を産出したが、PSAに関する生化学的研究は報告されなかった。カール(Karr)ら、C
ancer Res., 55:2455-2462, 1995。
従って、哺乳動物系においてPSAを安定して発現させるための方法が必要とされている。
更に、PSA前駆体および誘導体を含め、かかる系の発現生成物を検出する必要もある。更
に、前立腺癌の診断および病期分類を改良し、前立腺癌と良性前立腺肥大をよりよく区別
する必要もある。
発明の概要
本発明により、哺乳動物細胞においてPSAを安定に発現し、クローニングする発現ベクタ
ーが提供される。PSAは哺乳動物細胞によってプロPSAとして使用培地に分泌されることが
本明細書中で初めて実証されている。このように分泌されたプロPSAは培地中では酵素的
に不活性、かつ安定である。プロPSAがhK2によって細胞外培地において酵素的に活性なPS
Aに変換され得ることも実証されている。これはhK2とPSAとの間の生理的関係の可能性、
およびhK2がインビボでPSA活性を制御しているであろうことを示唆する。
本発明の実施態様は核酸分子を含んでなるキメラ発現ベクターである。核酸分子はpPSAポ
リペプチドをコード化する。核酸分子は、好ましくは、前記発現ベクターで形質変換され
るホスト細胞によって認識される制御配列に使用可能に(operably)連結している。ホスト
細胞は哺乳動物源に由来することが好ましい。
本発明はヒトの生理学的液中のプロPSAを検出する方法をも包含する。本発明のこの局面
は、プロPSAが生物学的液中に存在し、前立腺癌の有用なマーカーとして働くだろうとい
う発見に基づく。具体的には、いくつかのPSAの不活性な前駆体の形態が同定され、少な
くとも1つが血清中に検出された。これらPSAの不活性な前駆体の形態の測定は前立腺癌の
診断および病期分類について重要な情報を提供するだろう。
従って、本発明の方法によって産生されたプロPSAポリペプチドは、その変異体およびサ
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ブユニットと同様に、抗体集団の産生に用いることができる。その抗体集団は、次いで、
精液、血液または血清などの生理学的液、前立腺癌腫などの組織、あるいは前立腺細胞な
どの細胞に由来する試料中のプロPSAポリペプチド(または「タンパク質」)を検出、定量
する直接検定または競合検定の基礎として用いられる。
従って、本発明の別の実施態様は、抗体、および好ましくはプロPSAに特異的に結合する
モノクローナル抗体を包含する。[-4]pPSA、[-5]pPSAおよび[-7]pPSA(但し、これらに限
定されない)を含む種々のプロPSAの不活性な前駆体の形態に対する抗体をも意図するもの
である。
プロPSAを検出するための直接検定および競合検定も本発明の範囲内に包含される。ヒト
生理学的液試料中のプロPSAを検出する方法につき説明するが、この方法は、pPSAに対す
る精製された抗体を用意し、抗体と試料とを接触させて抗体とpPSAとの間に複合体を生成
させ、そして抗体と複合体形成したpPSAの存在または量を決定することを含む。診断方法
およびキットも本発明の実施態様として含まれる。
【図面の簡単な説明】
図1はPSA発現ベクター、pGTD-PSAを示す模式図である。
図2はAV12-PSA#8細胞によるPSAの発現を示す。AV12-PSA#8細胞の使用培地を含む血清を6
日間連続して毎日採取した。タンデム(Tandem▲Ｒ▼)-MP PSA検定を用いてPSA濃度を測定
した。トリパンブルーを用いて生存する菌数を毎日計測した。
図3は、トリプシンおよびhK2で処理してACTと複合体を形成したAV12-PSA#8使用培地を示
す。AV12-PSA#8細胞の７日使用培地およびAV12-PGTD細胞を適切に濃縮した。濃縮した使
用培地(タンデム▲Ｒ▼-MP PSA検定で測定したPSA(1μg)を含む)を精製トリプシン(0.02
μg)または精製hK2(1μg)と37℃で60分間混合した。アプロチニン(0.05μg)を加えて反応
を停止させた。いくつかの試料はACT(5μg)で更に4時間インキュベートした。試料緩衝液
+βMEと煮沸により反応を停止させた。反応物量の約1/10を4-20％勾配ゲル上で電気泳動
した。タンパク質をニトロセルロースフィルター上で電気ブロットし、PSA特異的mAb PSM
773でプローブした。分子量マーカーを左側に表示する。SF-PSA＝精液から精製したPSA、
AV12-PSA#8＝AV12-PSA#8細胞からの使用培地、T＝トリプシン、ACT＝α1-抗キモトリプシ
ン。
図4は精製プロPSAと共にインキュベートしたhK2のHICクロマトグラフィーを示す。パネル
A：pPSAと混合して直ちに注入したhK2。ピーク1はhK2、ピーク2は精製pPSAである。パネ
ルB：37℃で2時間、pPSAと共にインキュベートしたhK2。ピーク3はN-末端配列決定で確認
された成熟PSA。
図5はPSAおよびACT標準のHICクロマトグラフプロフィールを示す。図5Aは活性ACTの保持
時間を示す。図5Bは精液から精製したPSAと共にインキュベートした活性ACTを示す。図5C
は精液PSAの保持時間を示す。
図6は異なる形態のPSAのHICクロマトグラフプロフィールを示す。図6Aは成熟PSAおよびpP
SAの保持時間を示し、[-4]pPSA、[-5]pPSAおよび[-7]pPSAを含む。図6BはPSM773アフィニ
ティカラムに結合した血清試料からのPSA形態の保持時間を示す。
図7は精製した成熟PSAとpPSAの混合物のクロマトグラフプロフィールを示す。図7AはACT
を添加していないタンパク質混合物のクロマトグラフプロフィールを示す。図7Bは、同じ
タンパク質混合物を37℃で2時間、ACTと共にインキュベートした後のクロマトグラフプロ
フィールを示す。
図8はウェスタンブロットを示し、前立腺癌腫血清中のPSAの33kDaの形態が同定されてい
る。
図9は血清および精液中のPSAのウェスタンブロット分析を示す。レーン1：前立腺癌腫血
清(レーン当たりの担持：1μl、28ng PSA)、レーン2：精液から精製したPSA(28ng)、レー
ン3：雌性血清(1μl)中にスパイクした精液から精製したPSA(28ng)、レーン4：分子量マ
ーカー。
好ましい実施態様の詳細な説明
血清中のPSAの不活性な前駆体の形態が同定されることは、プロPSAの血清濃度の測定が前
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立腺癌の診断およびモニターに有用であり得ることを示唆する。PSAの生合成およびプロP
SAの成熟PSAへの活性化に関与するステップを見分けるために、哺乳動物細胞におけるPSA
発現が必要である。
本明細書及び請求の範囲で使用する用語、「PSA」および「PSAポリペプチド」は区別する
ことなく用いられ、組換体プレプロ、プロおよび成熟PSAポリペプチドを包含する。用語
、「プロPSA」、「pPSA」、「プロPSAポリペプチド」および「pPSAポリペプチド」は区別
することなく用いられ、好ましくはPSAの不活性な前駆体の形態の全てを包含し、[-4]プ
ロPSA、[-7]プロPSAおよび[-5]プロPSAを包含するが、これに制限されるものではない。
本明細書及び請求の範囲で用いる「キメラ」とはベクターが少なくとも2つの異なる種のD
NAを含むか、或いは同一種のDNAを含み、「自然」または野生型の種では起こらない方法
で連結または会合していることを意味する。
「制御配列」とは、特定のホスト生物における使用可能に連結したコーディング配列の発
現に必要なDNA配列を意味するものと定義する。原核細胞に適した制御配列は、例えばプ
ロモーター、任意にオペレーター配列、リボソーム結合部位を含む。真核細胞では、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が用いられることが知られている
。
「使用可能に連結した」とは核酸が別の核酸配列と機能的関係に置かれていることを意味
する。例えば、プレ配列または分泌リーダーの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すれば、そのポリペプチドのDNAに使用可能に連結している。プ
ロモーターまたはエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼせば、コーディング配列に使
用可能に連結している。また、リボソーム結合部位は翻訳を促進するように位置していれ
ば、コーディング配列に使用可能に連結している。一般的に、「使用可能に連結した」と
は連結した複数のDNA配列が連続していることを意味し、分泌リーダーの場合には連続し
て、かつ読み取り相にある。しかしながら、エンハンサーは連続している必要はない。連
結は好都合な制限部位での連結反応によって達成される。かかる部位が存在しなければ、
合成オリゴヌクレオチドアダプターまたはリンカーが通常の方法に従って用いられる。
標的細胞を形質変換することができる組換えDNAを構築する一般的な方法は当業者に周知
であり、同じ組成および構築方法を本明細書で有用なDNAの産生に用いてもよい。例えば
、サンブルーク(J. Sambrook)ら、「分子クローニング：実験室マニュアル」、(コールド
スプリングハーバープレス(Cold Spring Harbor Press), 2d ed. 1989)は適当な構築方法
を提供する。
組換えDNAは、PSAをコード化するcDNAを含む発現ベクターでトランスフェクトすることに
よって、例えばチェン(C. Chen)らのリン酸カルシウム沈殿法の変法(Mol. Cell. Biol. 7
, 2745, 1987)によって、容易に標的細胞に導入することができる。トランスフェクショ
ンは市販キット(例えば、BRLライフ・テクノロジーズ社(BRL Life Technologies, Inc.)
提供)を用いるリポフェクションによっても達成することができる。
PSA発現に適当なホスト細胞は多細胞生物に由来する。かかるホスト細胞は複合体プロセ
ッシングおよび糖鎖形成活性の能力がある。しかしながら、哺乳動物の細胞は、タンパク
質の自然ホストに密接に関連した方法で組換えタンパク質を改変し、プロセッシングする
ので、哺乳動物細胞は哺乳動物のタンパク質発現に好適なホストである。原則的に、脊椎
動物または非脊椎動物の培養であろうと、いかなる高度な真核細胞の培養も本発明の実施
に用いることができる。非脊椎動物細胞の例には植物および昆虫細胞が含まれる。多数の
バキュロウィルス菌株および変異体、対応する許容昆虫ホスト細胞が同定されている。
「ポリメラーゼ連鎖反応」、或いは「PCR」とは、予め選択された核酸、RNAおよび／また
はDNAの断片の量が米国特許第4,683,195号記載のように増幅される操作または方法をいう
。一般的に、目的の領域の末端またはそれ以外の配列情報がオリゴヌクレオチドプライマ
ーの設計に用いられる。これらプライマーは増幅される鋳型の反対鎖と配列が同一か類似
であろう。PCRは特異的RNA配列、全ゲノムDNAからの特異的DNA配列、全細胞RNAから転写
されたcDNA、バクテリオファージまたはプラスミド配列などの増幅に用いられてもよい。
一般的には、ムリス(Mullis)らの「Cold Spring Harbor Symp.」[Quant. Biol., 51, 263
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(1987)]、エーリッヒ(Erlich)編：「PCR Technology」(ストックトンプレス(Stockton Pr
ess), NY, 1989)を参照。
PSAポリペプチドがヒト起源以外の組換え細胞に発現すると、PSAポリペプチドはヒト起源
のタンパク質またはポリペプチドを全く含んでいない。しかしながら、PSAポリペプチド
に実質的に均質な調製物を得る為には、組換え細胞タンパク質またはポリペプチドからの
PSAポリペプチドを精製する必要がある。例えば、培地または溶解質を遠心して顆粒細胞
の破片を除去する。こうして膜および可溶性タンパク質画分を分離する。PSAポリペプチ
ドを可溶性タンパク質画分から、必要によっては培養溶解質の膜画分から精製してもよい
。次に、PSAポリペルチドを、混入する可溶性タンパク質およびポリペプチドから、免疫
アフィニティ分画またはイオン交換カラム、エタノール沈殿、逆相HPLC、シリカ上または
DEAEなどのアニオン交換樹脂上でのクロマトグラフィ、クロマトフォーカシング、SDS-PA
GE、硫酸アンモニウム沈殿、例えばセファデックス(Sephadex)G-75を用いるゲルろ過、或
いはリガンドアフィニティクロマトグラフィーで精製することができる。
本発明の一実施態様に従って、単離後に、プロPSA領域に対応するプロPSAポリペプチドま
たはペプチドを用いて、抗-pPSA抗体を産生することができる。本発明に従って抗体を産
生するために用いられたプロPSAポリペプチドには、-7、-5および-4プロPSAがこれに限定
されることなく含まれる。プロPSA領域に対応するペプチドも抗-pPSA抗体の産生に用いて
もよく、pPSAポリペプチドのプロ領域のいずれかの部分を含む全てのペプチドが包含され
る。これらペプチドは、好ましくは、約8-15のアミノ酸を含み、免疫原生エピトープを含
む。精製pPSA(全タンパク質)または上記ペプチドに対するモノクローナル抗体は、公知な
ハイブリドーマ細胞培養法、例えばハーロー(E. Harlow)らの「抗体：実験室マニュアル
」(コールドスプリングハーバーラボラトリーズ(Cold Spring Harbor Laboratory), 1988
)に記載の方法で調製することができる。一般的に、この方法は、(例えば、骨髄腫細胞の
和合性連続系と融合した始原脾臓細胞の)抗体産生融合細胞系を調製すること、集団培養
または用いた骨髄腫細胞系由来または和合性の動物種のいずれかで融合細胞を成長させる
ことを含む。かかる抗体は高度に特異的で感受性があり、かつ免疫化学的に比較的「純粋
」であるので、動物接種によって産生した抗体に比べ多くの利点がある。抗体の免疫学的
に活性な断片(例えばf(ab)断片)も部分的にヒト化されたモノクローナル抗体であるので
本発明の範囲内である。
この抗-pPSA抗体を産生する抗原として有用であることに加え、本発明の方法に従って産
生された単離pPSAポリペプチドおよびその抗原的に活性な変異体、誘導体およびその断片
は、プロPSAまたは抗-プロPSA抗体を含む疑いのある生物学的物質に由来する試料中のプ
ロPSA検定に用いることができる。
本発明の実施態様に従って実施できる有用な免疫検定は二抗体サンドイッチ法である。こ
れらの検定は主に未知試料中の抗原濃度の決定に用いられる。二抗体検定は迅速かつ正確
であり、純粋な抗原源(この場合プロPSA)が利用できれば、検定は未知試料中における抗
原の絶対量の決定に利用できる。検定には抗原上で重複しないエピトープに結合する二つ
の抗体が必要である。別々の部位を認識する二つのモノクローナル抗体または1バッチの
アフィニティ精製ポリクローナル抗体のいずれかを用いることができる。
二抗体検定では、1つの抗体は精製されて固相に結合する。いかなる固相も利用できるが
、ほとんどの用途ではPVCマイクロタイタープレートが好適である。例えば、マイクロタ
イタープレートのウェルに結合した抗体は標識されておらず、「捕獲された抗体」と呼ば
れる。用いられる抗体量は個々の検定に依存するが、一般的に約1μg/ウェルの量が最大
結合を与える。より高用量または低用量の捕獲抗体も用いられる。次に、ウェルを洗浄し
て、ウェルに試料を加えて試験液中の抗原(この場合はpPSA)を固相に結合させることがで
きる。非結合タンパク質を洗浄して除去し、標識された第2の抗体を加えることができる
。別法として、試料および第2の標識された抗体を同時に加えてもよい。洗浄後、固相に
結合した標識された第2の抗体の量を測定することによって定量検定を行ってもよい。本
発明の最も好適な実施態様では、第1の非標識抗体としてモノクローナル抗体を、第2の標
識抗体としてモノクローナル抗体を用いる。結合した標識抗体の量を定量するのに用いる
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検出方法は使用した標識に依存する。抗体の標識は通常ヨウ素、酵素またはビオチンで行
われる。熱量測定またはその他の検出方法を用いてもよい。
本発明のプロPSAポリペプチドは、固定化されて、抗-pPSA抗体の検定試料からの抗-pPSA
抗体を結合して固定化する「捕獲抗原」として用いることができる。プロPSAポリペプチ
ドおよび抗-pPSA抗体の二価複合体を次に検出する。例えば、ヒトの生理学的物質の場合
には、検出可能な標識または検出可能な標識の結合部位を含む抗-ヒトIgG抗体と反応させ
ることによって検出される。後者の場合、結合部位は結合部位に特異的な化合物と反応し
たそれ自体であり、それ自体が検出可能な標識を含む。有用な検出可能標識には、酵素、
放射性標識、或いは蛍光標識が包含される。次に、得られた三元複合体または四元複合体
を検出可能標識を介して、すなわち酵素-基質呈色反応、放射線放出、凝集などを介して
検出し/または定量してもよい。
別法として、プロPSAポリペプチドを、1つ以上の放射能標識されたペプチジル残基を介す
るなどして検出可能標識で標識することもでき、抗-プロPSA抗体への結合について内性プ
ロPSAと競合させるために用いることができる。すなわち、種々の競合免疫検定フォーマ
ットを介して生理学的液の試料中の抗-プロPSA抗体に結合する捕獲抗原として競合させる
ことができる。例えば、固定化された抗-プロPSA抗体を用いるプロPSAの競合免疫検定は
次のように行われる。
(a)　固体表面に付着した所定量の抗-プロPSA抗体を用意する、
(b)　検定すべき生理学的液の試料を、検出可能な標識を含む既知量のプロPSAポリペプチ
ドと混合して混合試料を調製する、
(c)　上記の抗体と混合試料とを十分な時間接触させて、抗体とプロPSAとの間で免疫学的
な反応を起こさせて、抗体-プロPSA複合体を生成し、および、抗体と標識ポリペプチドと
の間で抗体-標識ポリペプチド複合体を生成させる、
(d)　混合試料からプロPSAに結合した抗体と標識ポリペプチドに結合した抗体とを分離す
る、
(e)　混合試料中に残存するかまたは固体表面上の抗体に結合する、標識ポリペプチドの
存在または量を検出または決定する、および
(f)　ステップ(e)の結果から試料中のプロPSAの存在または量を決定する。
ここに詳述した免疫検定は、前立腺癌の診断およびモニターを目的とする、血清および組
織などの、ヒト生理学的試料中のpPSA検出方法としても利用できる。本発明の検定は、前
立腺癌を良性前立腺肥大から区別する方法にも利用可能である。本発明の好ましい実施態
様では、診断方法は、試料中のpPSA量を決定し、試料中の成熟PSA量を決定し、そして数
値を数学的に結合して診療に有用な結果、すなわち前立腺癌の予測となるカットオフ値を
得ることなどを含む。試料中の全PSAに対するプロPSAの量の比は、例えば、本発明に拠っ
て決定することができる。
以下に詳細に記述する例を参照して本発明を更に説明する。
例1
pPSAの発現とhK2によるPSAへの変換
試料および方法
発現ベクター、細胞系およびトランスフェクション
全ppPSAをコードする0.8kb DNA断片をGBMTプロモーターの制御のもとでpGT-dのBc11部位
にクローニングし(ベルグ(Berg, D. T.)ら、「分泌タンパク質の安定、高レベル発現のた
めのE1a-応答哺乳動物ホスト/ベクター系」，Nucl. Acids Res., 20:5485-5486, 1992)、
発現ベクターpGTD-PSAを得た(図1)。挿入の配向および配列を確認した。DMEM(高グルコー
ス)および10％胎児クローン[ハイクローン(Hyclone),ローガン(Logan), UT]中で培養した
AV12-664(ATCC CRL 9595)をリポフェクタミン(Lipofectamine)(ライフテクノロジーズ社)
を用いてpGTD-PSAでトランスフェクトした。トランスフェクトしたAV12-664細胞(AV12-PS
A)を400nMメトトレキセート[シグマケミカルカンパニー(Sigma Chemical Company)]中で
選択した。エンプティーベクター(AV12-PGTD)でトランスフェクトしたAV12-664も負のコ
ントロール(対照)として用いるために、同様の方法で選択した。単細胞クローンを単離し
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た。細胞の生存をトリパンブルー色素排除法によって評価した。
抗体
マウスmAbs PSM773およびHK1G586.1を用いた。PSM773はタンデム▲Ｒ▼-MP PSAキット[ハ
イブリテック(Hybritech Incorporated),サンディエゴ(San Diego), CA)]の一成分であり
、PSAに特異的であることが判明した[ワン(Wang, T. J.)ら、「抗-PSAモノクローナル抗
体と組換えヒト腺カリクレインとの交差反応性分析」,J. Urol., 155:695A, 1996]。HK1G
586.1は抗-hK2抗体である[クマール(Kumar A.)ら、Cancer Research, 5397-5402, 1996]
。
ELISAおよびウェスタンブロット分析
AV12-PSA細胞からの使用培地を含む血清を特定日に採取した。タンデム▲Ｒ▼-MP PSAお
よび遊離(free)PSA検定(両者ともハイブリテック，サンディエゴ, CA)を用い、製造者の
指示に従ってPSAを測定した。負のコントロールとしてAV12およびAV12-PGTD細胞からの使
用培地を用いた。
ウェスタンブロット分析のために、AV12-PSA細胞を含む組織培養フラスコを約60-70％密
集成長させ、PBSで洗浄して血清を含まないHH4培養液を加えた。特定日に採取した使用培
地をセントリコン10(Centricon 10)[アミコン社(Amicon, Inc.)]を用いて濃縮し、精製ト
リプシンまたは精製hK2のいずれかでインキュベートしてからACTと共にインキュベートし
、4-20％ゲル[バイオ-ラド社(Bio-Rad, Inc.)]上でSDS-PAGEに付した。電気泳動の後、タ
ンパク質をニトロセルロース膜上で電気ブロットした。第1次抗体(1-10μg/ml)および第2
次抗体(ヤギ抗-マウスIgG-ホースラディッシュペルオキシダーゼ、1：500；[ジャクソン
イムノサーチラボラトリーズ社(Jackson Immunosearch Laboratories, Inc.)]を用いてブ
ロットをプローブした。増強化学発光[アマーシャム(Amersham), バッキンガムシャー(Bu
ckinghamshire),イギリス]システムを用い、製造者の指示に従って免疫反応シグナルを検
出した。
PSAの精製
製造者の指示に従ってmAb PSM773をアミノリンク(AminoLink)[ピアース(Pierce),ロック
フォード(Rockford), IL]にカップリングした。AV12-PSA細胞を含む組織培養フラスコを
約60-70％密集成長させ、PBSで洗浄してから血清を含まないHH4培養液を加えた。特定日
に使用培地を採取し、4℃にて一晩、撹拌しながら上記の樹脂で濃縮、インキュベートし
た。次に、樹脂をカラム内に入れ、PBSで洗浄し、PSAを100mMグリシン、0.5M NaCl、pH2.
5で溶出させた。試料を直ちに1Mトリス(Tris)、pH8.0で中和した。
PSA活性測定のための検定
PSAの酵素活性をクリステンソン(Christensson, A.)らが発表した手順[「前立腺特異的抗
原の酵素活性およびその細胞外セリンプロテアーゼインヒビターとの反応」，Eur. J. Bi
ochem., 194:755-763, 1990]に従って測定した。簡単に説明すると、PSA調製物(精液から
の精製物またはAV12-PSA#8細胞の７日使用培地のいずれか)を、200mMトリス/5mM EDTA(pH
8.0)中37℃で、1mM pNA-誘導ペプチド色素原基質(メトキシスクシニル-Arg-Pro-Tyr-pNA,
 S2586;[ファルマシアヘパー社(Pharmacia Hepar, Inc.)]と共にインキュベートした。PS
Aの酵素活性をペプチド色素原基質の加水分解によって決定し、405nmでの吸光度の増加が
認められた。
精製hK2による精製プロPSAのPSAへの変換
精製pPSA(4.7μM)を100mMトリス、2mM EDTA中、pH8、37℃で精製hK2(0.56μM)と共にイン
キュベートした。hK2のアフィニティ精製はクマールら[「哺乳動物細胞におけるヒト腺カ
リクレイン、hK2、の発現」，Cancer Res. 56: 5397-5402, 1996]およびミコラジャクツ
ィクら[「ヒト腺カリクレイン(hK2)はアルギニン制限特異性を示し、血漿プロテアーゼン
ヒビターと複合体を形成する」、Prostate(印刷中)]が記述している。最初の混合は4℃で
行い、アリコートを直ちに疎水性相互作用クロマトグラフィ(HIC)で分解した。試料を37
℃に保持し、別のアリコートを2時間まで分析した。HICカラムの仕様および緩衝液組成は
次の通りであった。ポリプロピルアスパラギン酸アミドカラム4.6×250mm、ポリLC(PolyL
C)[ウェスタンアナリティカル社(Western Analytical), テメキュラ(Temecula), CAより
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販売]、緩衝液A：1.2M硫酸ナトリウム、50mMリン酸ナトリウム、pH6.3、緩衝液B：50mMリ
ン酸ナトリウム、5％v/v　2-プロパノール、pH7.3。試料を1.5M硫酸アンモニウム中で調
製し、次いで以下に示す勾配でHICカラム上に注入した。0-35％緩衝液Bを0-1分、30-80％
緩衝液Bを1-12分、そして、緩衝液Aでの再平衡より前に12-14分80％緩衝液Bで無勾配。プ
ロソーブカートリッジ(アプライドバイオシステムズインスツルメンツ(Applied Biosyste
ms Instruments))を用いて、カラムから採取したピークをPVDF(ポリビニリデンジフルオ
ライド)膜に吸着させ、ABIモデル492プロサイス(Procise)シーケンサーを用いてN-末端配
列決定を行った。ピーク試料の酵素活性を上述したように決定した。
結果
クマールらがhK2について記述したアプローチに類似な方法を用いて、GBMTプロモーター
制御の下でPSAのcDNAをpGT-dベクター中にクローニングした。PSAの発現を調べるために
、AV12細胞をpGTD-PSA発現ベクターでトランスフェクトした。細胞を400nMのメトトレキ
セート中で2-3週間選択し、単細胞クローンをPSA発現につきタンデム▲Ｒ▼-MP PSA検定
を用いて分析し、mAb PSM773を用いてウェスタンブロット分析した。クローンAV12-PSA#8
をその～32kDaでの高発現レベルのPSA免疫反応性バンドに基づいて選択した。
哺乳動物細胞中のPSA発現パターンを決定するために、AV12-PSA#8細胞からの使用培地試
料を連続6日間採取し、タンデム▲Ｒ▼-MP PSA検定を用いて分析した。図2はPSAが使用培
地中において1日目に検出され、6日目までに＞9μg/mlまで蓄積したことを示す。PSAの発
現は細胞成長の対数期で高く、これはPSAの安定な形態が、細胞死および溶菌に続いて放
出されるのとは対照的に、細胞によって分泌されていることを示す。同じ試料を遊離PSA
について分析すると、類似な数値が得られ(データは示さず)、これはAV12-PSA#8細胞が非
複合体または遊離PSAを発現することを示す。
1日目に分泌されたタンパク質を同定するために、AV12-PSA#8細胞からの使用培地を採取
して濃縮した。倍地中のPSAをPSM773、PSA特異的mAbを用いてアフィニティクロマトグラ
フィで精製した。精製タンパク質のN-末端配列決定で配列、APLILSRIVGG、が明らかにな
った。この配列は、-7aaで始まるプロPSAの末端について予測された配列に対応する。-5 
aa(ロイシン)で始まる他の種も同定された。エドマン分解法によって逐次放出されたaa(
アミノ酸)プロフィールからPSAの成熟形態に対応する競合配列は明らかでなかった。同じ
精製プロトコルを用いてAV12-PSA#8細胞の7日目の使用培地からタンパク質を精製すると
、プロPSAだけが検出され、成熟PSAは検出されなかった。この結果はPSAがプロPSAとして
AV12-PSA#8細胞によって1日目から分泌され始め、プロPSAは7日後でも使用培地中で安定
であることを示す。
AV12-PSA#8によって発現したプロPSAは酵素的に不活性であり、緩和なトリプシン処理で
酵素的に活性なPSAに変換され得ることを実証するために、市販の色素原基質、メトキシ
スクシニル-Arg-Pro-Tyr-pNA(S-2586)を用いて分光光度検定を行った。AV12-PSA#8(タン
デム▲Ｒ▼-MP PSA検定で測定されたPSA(14μg)と等量を含む)からの使用培地をトリプシ
ン(2％w/w)で37℃、60分間処理してから4％w/wアプロチニンで反応停止したときに、活性
が10倍(活性単位/分で2.38×10-4から2.27×10-3)に増加したことが観察された。同様に
トリプシンで処理してからアプロチニンで反応停止したAV12-PGTD細胞(エンプティpGT-d
ベクターでトランスフェクトされたAV12細胞)からの使用培地は、検出可能な活性を示さ
ず、このことはAV12細胞によって内性PSA様プロテアーゼが分泌されないことを示す。正
のコントロール、精液血漿から精製され、HH4中で同様にトリプシン処理されたPSA(14μg
)は活性単位/分9.49×10-3の活性を示した。
PSAは血清中のACTと複合体形成することは従来から判明していた。我々は、酵素的に不活
性なプロPSAがACTなどのプロテアーゼインヒビターと複合体化しないのであろうと推論し
た。トリプシン変換PSAがACTと複合体化するかどうかを試験するために、AV12-PSA#8細胞
の使用培地にACTを加え、トリプシンと共にプレインキュベートした。反応を、4時間後に
試料緩衝液+βMEの添加および煮沸で停止させた。試料を電気泳動、電気ブロットしてPSM
 773mAbでプローブした(図3)。PSA-ACT(レーン1)と共泳動する～94kDaの複合体をAV12-PS
A#8細胞のトリプシン処理使用培地中で検出した(レーン6)。対照的に、未処理AV12-PSA#8
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使用培地をACTと共にインキュベートした場合には、PSA-ACT複合体は観察されなかった(
レーン4)。トリプシンプレインキュベートAV12-PGTDの7日目使用培地をACTと共にインキ
ュベートした場合には、免疫反応性バンドは観察されなかった(レーン2)。これらの結果
により、AV12-PSA#8細胞の7日目使用培地中のプロPSAが酵素的に不活性であり、プロテア
ーゼインヒビター、ACTと複合体形成しないことを確認した。更に、これらの結果はプロP
SAが緩和なトリプシン処理でPSAに変換され、このPSAが酵素的に活性であり、ACTと共有
結合複合体を形成できたことを示した。PSA分解生成物がPF1D215mAbを用いるウェスタン
ブロットによって検出されないので(データは示さず)、プロPSAの-1から+1領域はトリプ
シン反応性の主要部位であると思われる。PF1D215mAbは従来から精液中に存在するPSA分
解生成物を検出することが判明していた[ワン(Wang, T. J.)ら、「SDS-PAGEウェスタンブ
ロット分析によるPSAおよびPSA断片の抗体特異性」，J. Tumor Biology, 1997(印刷中)]
。
hK2はヒトカリクレインファミリーの別のメンバーであり、そのほとんどは、PSAもまた大
量に発現している部位である前立腺上皮に発現する。hK2はアルギニン制限トリプシン様
活性を示す。プロPSAがhK2によってPSAに変換され得るかを試験するために、精製hK2をAV
12-PSA#8細胞の使用培地に加えた。37℃で60分間、インキュベートした後に、この試料に
ACTを加えた。更に、4時間、37℃でインキュベートした後に、反応を試料緩衝液+bMEの添
加および煮沸で停止させた。次に、試料を電気泳動、電気ブロットしてPSM773でプローブ
した(図3)。精製PSA-ACTに共泳動する～94kDaのバンド(レーン1)がAV12-PSA#8のhK2処理
使用培地中に検出された(レーン8)。hK2とPSAはaa類似度～78％を共有するが、hK2はPSM7
73mAbによって免疫検出されず(レーン9)、このmAbのPSA特異性が確認された。これらの結
果はAV12-PSA#8使用培地では、hK2が酵素的に不活性なプロPSAをPSAの活性形態に変換し
得ることを示す。
以上の結果を確認するために、hK2およびpPSAのアフィニティ精製調製物をインキュベー
トし、pPSAのPSAへの変換をHICおよびアミノ酸配列決定法で分析した。すでに説明したよ
うに、混合物をHICカラム上で分解した(図4)。これらの類似性にもかかわらず、hK2、pPS
Aおよび成熟PSAの保持時間は明らかに異なっていた。図4Aは時間ゼロでのhK2とpPSAの混
合物を示し、図4Bは37℃で2時間、インキュベートした後の同じ混合物を示す。hK2(ピー
ク1)とpPSA(ピーク2)の保持時間は、それぞれ別々に注入すると、精製hK2および精製pPSA
との保持時間と同じであった(データは示さず)。hK2変換PSAのピーク(ピーク3)は、精液
から精製した成熟PSAと同じ位置に溶出した(データは示さず)。図4Bは、pPSAピークが、
精製hK2と共に2時間、37℃でインキュベートした後に、ほとんど完全に成熟PSAに変換さ
れたことを示す。20分および1時間における別の時間での点も分析したが、PSAは中間レベ
ルを示した(データは示さず)。プロPSAから成熟PSAへの変換をピークのaa配列決定法で確
認し、それにより、ピーク2がN-末端プロPSAリーダーペプチド(-7aaで始まる)を含み、一
方ピーク3が成熟配列(+1aaで始まる)で始まることが判明した。更に、hK2変換PSAはS-258
6基質上で58nmol/分/mgの酵素活性を含んでいた。この値は同じ基質上で精液から精製さ
れたPSAの酵素活性に相当した。pPSAと対照的に、hK2処理前のpPSA試料はPSA酵素活性の
＜5％を含んでいた。hK2を加えずに精製PSAをインキュベートした場合、PSAへの変換を示
さなかった(データは示さず)。
他のセリンプロテアーゼのように、PSAは不活性プレプロPSA前駆体として翻訳される。分
泌経路を通過した後に、シグナルペプチドが切断されてタンパク質のプロ形態を生じる。
一般的に、プロペプチドは細胞内で切断されるが(例えば、組織プラスミノーゲン活性化
因子、プロテインC、および腫瘍壊死因子)、プロプロテインとして分泌され、細胞外で切
断される例外もある(例えば、レニン、トリプシン、キモトリプシン、およびhK2)[クマー
ルら、Cancer Res. 56:5397-5402, 1996]。以下に示す証拠はPSAが哺乳動物細胞からプロ
PSAとして分泌されることを明白に実証する。すなわち、(a)AV12-PSA#8細胞の使用培地は
PSA様酵素活性を有しなかった、(b)AV12-PSA#8細胞の使用培地でのPSA形態は、ウェスタ
ンブロット分析で実証されたように、ACTと複合体化しなかった、(c)AV12-PSA#8の使用培
地をトリプシン処理すると、酵素的に活性な成熟PSAを生じ、かつACTと複合体を形成した
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、および(d)AV12-PSA#8の使用培地に存在するPSA形態の精製および配列分析でプロPSAと
しての同一性が確認された。
PSAはSFおよび血清中に多くの形態で存在する。これらの形態にはACTおよびPCIなどのプ
ロテアーゼインヒビターとPSAとの複合体が含まれる。PSAはPSA-MG複合体および遊離PSA
としても存在する。血清およびSF中の遊離PSAの一部は、実際にプロPSAであることも可能
である。我々のデータはプロPSAが生物学的液中に存在し、前立腺疾患の有用なマーカー
となり得ることを示唆する。
これまでのところ、プロPSAからプロペプチドを切断して活性分子を生成する原因となる
プロテアーゼは同定されていない。ヒトカリクレインファミリーの他のメンバーであるhK
2はアルギニン制限トリプシン様活性を示し、PSAに類似であり、前立腺上皮に主に発現す
る[モリス(Morris, B. J.)、前掲；チャプデライン(Chapdelaine, P.)、前掲]。hK2は哺
乳動物細胞によってプロhK2として分泌される。プロhK2は細胞外で酵素的に活性なhK2に
変換される。hK2は-1-+1残基間でそれ自身を切り出すことができる自家触媒活性を有する
ことが判明している[ミコラジャクツィキら、「アラニン217は前立腺特異的ヒトカリクレ
イン、hK2の触媒機能および自己活性化に重要である」、Eur. J. Biochem. (印刷中)]。
本明細書に掲載したデータはhK2がプロPSAからプロペプチドを切り出してそれを酵素的に
活性な成熟PSAに変換することを明白に示す(図4)。成熟PSAはACTと複合体化できるが、プ
ロPSAは複合体化することができない(図3)。この結果は、ヒトカリクレインファミリーの
これら二つのメンバー間における生理学的制御関係の可能性を示唆する。さらなる研究に
よって、PSAの-1-+1がhK2による作用の好ましい部位であるか否かが決定されるものと予
期される。典型的に、精液から単離された30-40％PSAは、85-86、145-146または182-183
残基の間で切り出される[クリステンソンら、Eur. J. Biochem., 194:755-763, 1990]。P
SAの145-146(リジン-リジン)間の切り出しはPSAを不活性化させることが知られている[ク
リステンソンら、前掲]。85-86および182-183間の切り出しも不活性化を導くと思われる
。hK2は上述した或る部位での切り出しによって、PSA活性およびプロテアーゼインヒビタ
ーとの複合体生成を制御しているかもしれない。同様に、PSAはキモトリプシン感受性部
位でhK2を切り出すことによってhK2活性を制御しているかもしれない。本明細書に記載し
た試薬に加えて、哺乳動物細胞に発現したhK2はこれらの実験を容易にするはずである。
上述した結果は包括的に、PSAが哺乳動物細胞中にプロ形で発現し、hK2によって細胞外的
に酵素的に活性な成熟形態に変換され得ることを示す。これらの結果はまた、プロPSAが
生物学的液中に存在し、それゆえに前立腺疾患のマーカーとして有用であり得ることを示
唆する。本明細書に記述した細胞系は免疫原として利用されるプロPSAの貴重な源であり
、かつプロPSAおよびPSAの生物学的役割の詳細な研究に利用される。
例2
ヒト血清中におけるpPSAの検出
ヒト血清中にpPSAが存在することは次のことを示すだろう。第1に、PSAがヒト組織中にpP
SAの形態として分泌され、細胞外的に成熟PSAに変換されること。第2に、pPSAはヒト血清
中で安定であり、pCaまたはBPHの有用な診断マーカーであり得ること。我々はヒト血清中
のpPSAの存在を、最初にアフィニティ精製を用いてヒト血清プールに存在する全形態のPS
Aを精製することによって評価した。次に、HPLC上で溶出PSA形態を分画して、カラムから
の溶出プロフィールに基づき、それぞれのPSA形態を同定した。この分析はpPSAがヒト血
清中に存在することを示した。
方法
PSAが高められた前立腺癌患者からプールしたヒト血清(75ml)を得た。固体の硫酸アンモ
ニウムを血清に加え、最終濃度を2Mにした後、試料を2M硫酸アンモニウムに対し4℃で16
時間透析した。血清を遠心分離で浄化し、上清液を20mMリン酸ナトリウム(2リットル)、p
H7、に対し3回(各1時間)で透析した。次に、試料を0.2μメンブランフィルターを通して
濾過し、1ml/分で0.5mlアフィニティカラムに通した。アフィニティカラムはアミノリン
ク(Aminolink)[ピアース(Pierce)]樹脂に、樹脂1mlあたりmAbが5mgの濃度で共有結合した
mAb PSM773からなるものであった。
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アフィニティカラムをPBS(50ml)で洗浄し、PSAを100mMグリシン、0.5M塩化ナトリウム、p
H2.5の1ml容積で3回で溶出した。溶出液(3ml)を1Mトリス(300μl)、pH8で中和した。硫酸
アンモニウムを溶出液に加えて最終濃度を2Mとし、この試料をHPLCカラムにかけて、疎水
性相互作用クロマトグラフィ(PolyLC、ポリプロピルアスパラギン酸アミドカラム、孔径1
000Å、4.6mm×200mm(製造元、ウェスタンアナリティカル(Western Analytical), テメキ
ュラ(Temecula), CA)によって分解した。緩衝液Aは20mMリン酸ナトリウム、1.2M硫酸ナト
リウム、pH6.3であり、緩衝液Bは50mMリン酸ナトリウム、5％ 2-プロパノール、pH7.4で
あった。溶出勾配は、緩衝液Aにおける再平衡前、0-1分0-35％B、1-14分35-80％Bであり
、流速は1ml/分であった。
結果
図5は上述したHICクロマトグラフィ条件で分解した標準の保持時間(RT)を示す。図5Aは活
性ACTのRTを示す。図5Bは精液から精製したPSAと共にインキュベートした活性ACTのRTを
示す。精液PSAは約50％不活性なPSAを含有することが知られているので(ACTと複合体化し
ないので「遊離」PSAとして知られる)、PSAのACTとのインキュベーションの結果、PSA-AC
Tに加え遊離PSAが得られる。また、PSAはACTを切り出して不活性化させるので、不活性AC
T(iACT)も見出される。図5Cは精液PSAのRTを示す。これらのクロマトグラフィ条件下、活
性PSAと不活性PSAとの間の保持時間に違いはない。
図6Aは形態が異なるPSAの標準のRTを示す。全ての形態はアミノ酸配列法で照合された。[
-7,-5]pPSAピークは互いに分離されないほぼ等しいレベルの形態の[-7]pPSAおよび[-5]pP
SAを含む。図6Bは上述のPSM 773アフィニティカラムに結合した血清からのPSA形態のプロ
フィールを示す。試料を0.5mlの画分に採取し、タンデム▲Ｒ▼-MP遊離PSA検定[fPSA検定
、ハイブリテック社(Hybritech Incorporated)]によって検定した。fPSA検定はpPSAと遊
離(不活性)PSAの両方を検出する。7分における小ピークはアフィニティカラムから溶出し
たPSA-ACTへのfPSA検定の僅かな交差反応性に由来する。この試料中のPSA-ACTの実際レベ
ルは遊離PSAのレベルよりも約10倍の高さである(データは示さず)。10分および12分での
ピークはそれぞれ成熟PSAおよび[-4]pPSAに対応する。これらのデータはpPSAの少なくと
も一形態([-4]pPSA)がヒト血清中に存在し、相対的ピーク面積から判断して、血清中の約
25％の遊離または非複合PSAを占めることを示す。
例3
PSA形態のACTとの反応性
PSAのプロPSA形態はACTと反応性を有さないことを確認するために、精製した成熟PSA、[-
4]pPSAおよび[-7,-5]pPSAの混合物をACTと共にインキュベートした。図7A(W/O ACT)はACT
を添加しないタンパク質混合物のクロマトグラフィプロフィールを示す。図7B(+ACT)は、
ACTと共に2時間、37℃でインキュベートした後における等量の同じ混合物のクロマトグラ
フィプロフィールを示す。成熟PSAだけがACT複合体を形成する。pPSAの[-4]、[-5]、およ
び[-7]形態はピーク面積の減少が見られなかったので、ACTと複合体を形成しなかった。
このデータはACTと複合体形成していない血清中の[-4]pPSAと一致する。
例4
ヒト血清における不活性非複合PSAのウェスタンブロットによる検出
方法
異なる量のPSA(971ng/ml-5,330ng/ml)を含む前立腺癌腫血清(2μl/レーン)の異なる3つの
試料を、還元し、変性して4%-20％ポリアクリルアミドゲルに担持した。ゲルをニトロセ
ルロースにブロットし、抗-PSAモノクローナル抗体PSM773と共に2μl/mL、1時間インキュ
ベートした。よく洗浄した後、HRPに複合した第2の抗体を加え、ブロットとともに1時間
インキュベートしてから再度PBSで洗浄した。抗体反応性を増幅化学発光(ECL)試薬[アマ
ーシャム(Amersham),アーリントンハイツ(Arlington Heights),イリノイ州]を用い、製造
者の指示に従って検出した。
結果
抗-PSAモノクローナル抗体は、図8に示すように、3つの全ての血清試料中に、PSA-ACTを
表わす約90kDaに主バンドを検出する。約33kDaの小バンドも3つの血清試料中2つでも検出
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される。PSAのこの低分子量の形態は、活性PSAが容易にACTと複合化するので、PSAの不活
性な非複合形態を表す。PSAレベルの高い血清試料中に33kDa形態のPSAが存在することは
、この方法および抗体の感度を反映していると思われる。
例5
PSAの切り取られた形態はヒト(前立腺癌)血清中に検出されないこと
方法：
血清のウェスタンブロット
還元および変性されたタンパク質を4-20％ポリアクリルアミドゲル上で電気泳動し、ニト
ロセルロース上にブロットした(タウビン(Towbin), 1979)。十分に転移されことをポンソ
ー(Ponceau)Sタンパク質染料の染色ブロットでチェックした。ブロットをトリス緩衝生理
食塩水(TBS)中の5％無脂肪乾燥乳中でブロックし、抗-PSAモノクローナル抗体PF1D215.1
、1μg/mlとともに、4℃で振とうしながら1時間インキュベートした。TBSでよく洗浄した
後、0.05％トゥイーン(tween)、5％ミルク中のヤギ抗-マウスIgG-HRPの1：2000希釈液(ジ
ャクソンラボラトリーズ(Jackson Laboratories),ウェストグローヴ(Westgrove), PA)を
振とうしながら、ブロットとともに30分間、インキュベートした。ブロットをTBSで5回洗
浄し、抗体反応性を増幅化学発光(ECL)試薬[アマーシャム,アーリントンハイツ，IL]を用
い、製造者の指示に従って検出した。ブロットをケミイメージャー低光画像システム[Che
miImager Low Light Imaging System(アルファイノテックコーポレーション(Alpha Innot
ech Corporation), サンレンドロ(San Leandro), CA)]で走査した。
精液中に切り出された形態のPSAが存在することはよく記録されているが、ヒト血清中に
おけるこの切り出された形態の存在は実証されておらず、複合体形成していない遊離形態
で存在するPSAの割合に寄与していると推論されていたにすぎない。PSAの切り出された分
解生成物、PFID215を検出する抗体を用い、我々はウェスタンブロット分析によって分解
生成物の存在に関し前立腺癌血清を試験した。図9で前立腺癌血清が精液と比較されてお
り、それぞれの試料は等量のPSAを含有する。精液から精製したPSAをゲルに直接加えたも
のと正常雌性血清にスパイクさせたものとを試験した。我々は、切り出され/分解した形
態のPSAは精液試料中に明らかに存在するが(レーン3：スパイクなし、レーン4：雌性血清
中にスパイクした)、ヒト前立腺癌血清に切り取られた形態の証拠は存在しない(レーン2)
ことを実証した。更に、血清のウェスタンブロット分析で見出された優勢なバンドはPSA-
α2-マクログロブリン複合体、PSA-ACT複合体、および32kdでの完全(切り出されていない
)であるが不活性な形態の遊離PSAに一致した。図6はこの形態を一部プロPSAとして、一部
は別の不活性なPSAの形態(まだ特徴付けられていない)として示す。これらのデータは血
清中の遊離PSAおよび精液が異なる分子種を含んでなることを実証する。
全ての文献、特許および特許文献は、それぞれ個別に参照したが、参照によって本明細書
の記載の一部を構成する。本発明を種々の特定の実施態様および技術方法を参照して説明
してきた。しかし、多くの変形および変更を本発明の精神および範囲内において行うこと
ができるということが理解されるべきである。
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