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DESCRIPCIÓN 
 
Agente inductor de inmunidad 
 
Campo de la técnica 5 
 
La presente invención se refiere a un nuevo agente inductor de la inmunidad que es útil como agente terapéutico y / 
o preventivo para el cáncer o similar. 
 
Técnica anterior 10 

 
El cáncer es la principal causa global de muerte. En la actualidad, la principal forma de técnica de tratamiento del 
cáncer es el tratamiento quirúrgico, que se lleva a cabo en combinación con tratamiento de radiación y 
quimioterapia. A pesar del desarrollo de nuevas técnicas quirúrgicas y el descubrimiento de nuevos agentes 
anticancerosos de los últimos años, los resultados del tratamiento del cáncer siguen sin haber mejorado, excepto en 15 
los casos de algunos tipos de cáncer. En los últimos años, los antígenos del cáncer reconocidos por linfocitos T 
citotóxicos son reactivos para el cáncer y se han identificado genes que codifican antígenos del cáncer junto con el 
desarrollo de biología molecular e inmunología del cáncer y han aumentado las expectativas para la inmunoterapia 
específica del antígeno (Tsuyoshi Akiyoshi, Gan to Kagaku Ryouhou (Cancer and Chemotherapy), 1997, vol. 24, pp. 
551-519, Cancer and Chemotherapy Publishers Inc., Japan). 20 
 
La inmunoterapia requiere la presencia de células de cáncer específicas de un péptido, polipéptido o proteína que es 
reconocida como un antígeno diana, así como la ausencia sustancial del mismo en las células normales desde la 
perspectiva del alivio de los efectos secundarios. En 1991, Boon et al. (the Ludwig Institute for Cancer Research, 
Belgium) aisló el antígeno de melanoma MAGE1 humano reconocido por los linfocitos T CD8 + a través de la 25 
clonación de la expresión de ADNc usando una línea celular de cáncer autóloga y linfocitos T reactivos al cáncer 
(Bruggen P. et al., Science, 254: 1643-1647, 1991). Después, se informó sobre el método SEREX (identificaciones 
serológicas de antígenos por clonación de expresión recombinante), que identifica el antígeno tumoral reconocido 
por el anticuerpo producido en respuesta al cáncer autólogo en el cuerpo de un paciente de cáncer a través de la 
clonación de la expresión génica (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 92: 11810-11813, 1995; y la patente de EE.UU. Nº 30 
5.698.396). Algunos antígenos del cáncer se han aislado mediante dichas técnicas (Int. J. Cancer, 72: 965-971, 
1997; Cancer Res., 58: 1034-1041, 1998; Int. J. Cancer, 29: 652-658, 1998; Int. J. Oncol., 14: 703-708, 1999; Cancer 
Res., 56: 4766-4772, 1996; y Hum. Mol. Genet. 6: 33-39, 1997). Además, la prueba clínica de la inmunoterapia del 
cáncer dirigida a algunos de estos antígenos se ha iniciado. 
 35 
Como en el caso de los humanos, se sabe que perros y gatos sufren varios tumores, como el cáncer de la glándula 
mamaria, la leucemia y el linfoma, y los tumores están en los puestos más altos en las estadísticas de las 
enfermedades caninas o felinas. Sin embargo, no hay agentes terapéuticos, preventivos o de diagnóstico eficaces 
para el cáncer canino o felino en la actualidad. La mayoría de los dueños de perros o gatos no notarían tumores 
caninos o felinos hasta que los tumores han avanzado y se han agrandado. Incluso si los tumores se eliminan través 40 
de operación quirúrgica o se administran fármacos para uso humano (por ejemplo, los medicamentos contra el 
cáncer), los tumores a menudo están más allá de la cura, y los animales suelen morir poco después del tratamiento. 
En dichas circunstancias, si se dispone de agentes terapéuticos, preventivos y de diagnóstico para el cáncer que 
sean eficaces para perros o gatos, se puede esperar su aplicación para el cáncer canino o felino cáncer. 
 45 
La proteína 1 citoplasmática asociada con la proliferación 1 (CAPRIN-1) se expresa cuando las células normales 
latentes se activan o sufren división celular. La CAPRIN-1 es una proteína intracelular que se sabe que forma 
gránulos intracelulares de estrés con ARN en la célula y que está asociada con la regulación del transporte y la 
traducción del ARNm. La CAPRIN-1 también se conoce con otros nombres, y ejemplos de los mismos incluyen la 
proteína 1 de membrana anclada a GPI y la proteína 1 marcador de superficie del componente de la membrana 1 50 
(M11S1). CAPRIN-1 tiene nombres que transmiten la impresión de que se ha conocido como una proteína de 
membrana de la célula. Tales otros nombres se derivan de un informe sobre el efecto que la secuencia del gen de 
CAPRIN-1 tiene una región de unión a GPI y es una proteína de membrana expresada en una línea celular derivada 
del intestino grueso (J. Biol Chem, 270: 20717-20723, 1995). Más tarde, sin embargo, se supo que la secuencia del 
gen CAPRIN-1 en este informe era incorrecta, y en la secuencia del gen, la deleción de un solo nucleótido de la 55 
secuencia del gen CAPRIN-1 actualmente registrado en el GenBank o similar provoca un cambio de marco, lo que 
conduce a la deleción de 80 aminoácidos del terminal C, y por lo tanto, el artefacto resultante (74 aminoácidos) era 
la región de unión a GPI mencionada en el informe anterior. Además, también se supo que la secuencia del gen 
CAPRIN-1 mostrada en el informe también tenía un error en el lado 5 ' y 53 residuos de aminoácidos se habían 
delecionado del extremo N (J. Immunol., 172: 2389-2400, 2004). También se ha informado de que la proteína 60 
codificada por la secuencia del gen CAPRIN-1 actualmente registrada en GenBank o similar no es una proteína de 
membrana celular(J. Immunol., 172: 2389-2400, 2004). 
 
Basándose en el informe de J. Biol. Chem., 270: 20717-20723, 1995, que CAPRIN-1 es una proteína de membrana 
celular, los documentos US 2008/0075722 y WO 2005/100998 describen que CAPRIN-1 puede ser una diana de la 65 
terapia del cáncer como una proteína de membrana celular con el nombre de M11S1. Sin embargo, no incluyen 
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ninguna descripción específica en los ejemplos. Como se informó en J. Immunol, 172.: 2389-2400, 2004, sin 
embargo, hasta ahora se ha aceptado ya que se presentó el documento US 2008/0075722 en el que la CAPRIN-1 
no se expresa en una superficie celular. Es evidente que las divulgaciones de los documentos US 2008/0075722 y 
WO 2005/100998 basados únicamente en la información incorrecta de que CAPRIN-1 es una proteína de la 
membrana celular no deben entenderse como conocimiento técnico general en la técnica. Además, no hay ningún 5 
informe de que el nivel de expresión de CAPRIN-1 es mayor en las células cancerosas tales como las células de 
cáncer de mama que en las células normales. 
 
Los documentos WO2008088583 y WO02083070 describen péptidos para su uso en el tratamiento del cáncer, 
incluyendo péptidos que tienen alguna homología con la CAPRIN-1. 10 
 
Sumario de la invención 
 
Problema que se ha de resolver mediante la invención 
 15 
Es un objeto de la presente invención descubrir un nuevo polipéptido útil para un agente terapéutico y / o preventivo 
para el cáncer y proporcionar dicho polipéptido para su uso como un agente inductor de inmunidad. 
 
Medios para resolver el problema 
 20 
Los presentes inventores han realizado estudios concentrados, y después obtuvieron ADNc que codifican proteínas 
que se unen a los anticuerpos en el suero obtenido a partir de un cuerpo vivo portador de cáncer mediante el 
método SEREX usando una biblioteca de ADNc derivado de tejido testicular canino y el suero de un perro afectados 
con cáncer de mama, y prepararon un polipéptido de CAPRIN-1 canino que tiene las secuencias de aminoácidos 
mostradas por las SEQ ID NO 6, 8, 10, 12 y 14 usando dichos ADNc. Utilizando el gen homólogo humano del gen 25 
obtenido, también, prepararon un polipéptido CAPRIN-1 humano que tiene las secuencias de aminoácidos como se 
muestra por las SEQ ID NO 2 y 4. Además, encontraron que tales polipéptidos CAPRIN-1 se expresaban 
específicamente en un cáncer de mama, tumor cerebral, leucemia, linfoma, cáncer de pulmón, cáncer de esófago, y 
cáncer colorrectal. Además, encontraron que la administración de tales polipéptidos CAPRIN-1 a los cuerpos vivos 
daría lugar a la inducción de inmunocitos contra polipéptidos CAPRIN-1 en los cuerpos vivos y regresión de los 30 
tumores en los cuerpos vivos que expresan los genes de CAPRIN-1. Además, encontraron que los anticuerpos 
contra tales polipéptidos CAPRIN-1 romperían las células cancerosas que expresan los genes de CAPRIN-1 e 
inducen efectos antitumorales in vivo. Esto ha llevado a la realización de la presente invención. 
 
De acuerdo con esto, la presente invención proporciona un agente para su uso como agente inductor de la 35 
inmunidad en el tratamiento o prevención de cáncer animal, como se define en las reivindicaciones. 
 
La presente invención también proporciona un polipéptido, o un vector recombinante que comprende un 
polinucleótido que codifica dicho polipéptido y capaz de expresar dicho polipéptido in vivo, para su uso en la 
inducción de inmunidad en un método de tratamiento médico o veterinario, también como se define en las 40 
reivindicaciones. 
 
La presente invención también proporciona una célula presentadora de antígeno y/o una célula T citotóxica para su 
uso en el tratamiento o prevención de cáncer animal y ambos como se define en las reivindicaciones. 
 45 
Efectos de la invención 
 
La presente invención proporciona un nuevo agente inductor de inmunidad útil para el tratamiento y/o la prevención 
del cáncer. Como se describe específicamente en los ejemplos siguientes, la administración del polipéptido usado 
en la presente invención a un animal portador de cáncer permite la inducción de un inmunocito en el cuerpo de dicho 50 
animales portador de cáncer, lo que permite una mayor reducción o regresión del cáncer existente. 
 
Breve descripción de las figuras 
 

La Fig. 1 muestra el patrón de expresión del gen que codifica el polipéptido CAPRIN-1 en el tejido normal y una 55 
línea celular tumoral. El número de referencia 1 representa el patrón de expresión del gen que codifica la 
proteína CAPRIN-1, y número de referencia 2 representa el patrón de expresión del gen de GAPDH. 
En la Fig. 2, los números de referencia 3 a 31 en el eje horizontal representan cada uno la capacidad de las 
células T CD8 + HLA-A0201 + para producir IFN-γ estimulado por las células T2 pulsadas con los péptidos de 
SEQ ID NO 43 a 71. El número de referencia 32 representa los resultados en relación con un péptido control 60 
negativo de la SEQ ID NO 77 (un péptido que tiene una secuencia fuera del alcance de la presente invención). 
En la Fig. 3, los números de referencia 3 a 37 en el eje horizontal representan cada uno la capacidad de las 
células T CD8 + HLA-A0201 + para producir IFN-γ estimulado por las células T2 pulsadas con los péptidos de 
SEQ ID NO 72 a 76. El número de referencia 38 representa los resultados en relación con un control negativo de 
la SEQ ID NO 77. 65 
En la Fig. 4, LOS números de referencia 39 a 67 en el eje horizontal representan cada uno la actividad citotóxica 
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de las células T CD8 + HLA-A0201 + estimuladas con el uso de los péptidos de SEQ ID NO 43 a 71 sobre las 
células U-87MG. El número de referencia 68 representa la actividad citotóxica de las células T CD8 + inducidas 
con el uso de un péptido control negativo (SEQ ID NO 77). 
En la Fig. 5, LOS números de referencia 69 a 73 en el eje horizontal representan cada uno la actividad citotóxica 
de las células T CD8 + HLA-A24+ estimuladas con el uso de los péptidos de SEQ ID NO 72 a 76 sobre las 5 
células JTK-LCL. El número de referencia 74 representa la actividad citotóxica de las células T CD8 + inducidas 
con el uso de un péptido control negativo (SEQ ID NO 77). 

 
Realizaciones para llevar a cabo la invención 
 10 
<Polipéptidos> 
 
Los polipéptidos contenidos en el agente inductor de inmunidad de la presente invención como principio activo 
incluyen uno o una pluralidad de polipéptidos seleccionado de los siguientes polipéptidos (a), (b) y (c): 
 15 

(a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada por cualquiera número par de SEQ ID 
seleccionado de las SEQ ID NO 2 a 30 en el listado de secuencias y que tiene actividad inductora de inmunidad; 
(b) un polipéptido que tiene 80 % o más de identidad de secuencia con el polipéptido (a); y que tiene actividad 
inductora de inmunidad; y 
(c) un polipéptido que comprende el polipéptido (a) o (b) como secuencia parcial y que tiene actividad inductora 20 
de inmunidad. 

 
El término "polipéptido" usado en el presente documento se refiere a una molécula formada mediante enlaces 
peptídicos entre una pluralidad de aminoácidos. El término se refiere no solo a una molécula de polipéptido 
constituida por un gran número de aminoácidos sino también una molécula de bajo peso molecular constituida por 25 
un pequeño número de aminoácidos (un oligopéptido) y una proteína de longitud completa. En la presente invención, 
el término "polipéptido" también se refiere a una proteína de una secuencia de longitud completa mostrada por 
cualquier número par de SEC ID entre las SEQ ID NO 2 a 30. 
 
Las secuencias de nucleótidos de los polinucleótidos que codifican proteínas separadas que consisten en las 30 
secuencias de aminoácidos como se muestra por los números pares de SEC ID entre las SEQ ID NO 2 a 30 (es 
decir, las SEQ ID NO 2, 4, 6S 28, y 30) se muestran por los números impares de SEC ID entre las SEQ ID NO 1 a 
29 (es decir, las SEQ ID NO 1, 3, 5S27, y 29). 
 
La expresión "que tiene la secuencia de aminoácidos" usada en el presente documento se refiere a una secuencia 35 
compuesta por residuos de aminoácidos en un orden particular. Por ejemplo, la expresión "un polipéptido que tiene 
la secuencia de aminoácidos mostrada por la SEQ ID NO 2 "se refiere a un polipéptido de 709 residuos de 
aminoácidos de longitud que poseen la secuencia de aminoácidos mostrada por la SEQ ID NO 2, es decir Met Pro 
Ser Ala Thr..(snip)..Gln Gln Val Asn,. La expresión "un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada 
por la SEQ ID NO 2 "puede en ocasiones abreviarse a" el polipéptido de SEQ ID NO 2." Lo mismo se aplica a la 40 
expresión "que tiene la secuencia de nucleótidos." En este contexto, el término "que tiene" es intercambiable con la 
expresión "que consiste en". 
 
La expresión "actividad de inducción de inmunidad" usada en el presente documento se refiere a la capacidad para 
inducir un inmunocito que secreta citoquinas, tales como interferón o interleucina, in vivo. 45 
 
Que un polipéptido tenga o no actividad inductora de inmunidad puede confirmarse a través de, por ejemplo, el 
ensayo de ELISPOT conocido. Específicamente, las células tales como las células mononucleares de sangre 
periférica se obtienen de un cuerpo vivo al que se ha administrado un polipéptido en el que se va a analizar la 
actividad de inducción de inmunidad, tales células se co-cultivaron en presencia de dicho polipéptido, y la cantidad 50 
de producción de citoquinas y / o quimiocinas, tales como IFN-γ o interleucina (IL), a partir de las células se mide 
con el uso de un anticuerpo específico, tal como se describe en los ejemplos siguientes, por ejemplo. Por lo tanto, se 
puede analizar el número de inmunocitos entre las células. Esto permite la evaluación de la actividad inductora de 
inmunidad. 
 55 
Alternativamente, un polipéptido recombinante preparado basado en un secuencia de aminoácidos mostrada por 
cualquier SEC ID de número par entre las SEQ ID NO 02 a 30 pueden administrarse a un animal portador de cáncer, 
de modo que un tumor pueda remitir por la actividad de inducción de inmunidad, como se describe en los Ejemplos 
siguientes. Por lo tanto, la actividad de inducción de inmunidad puede evaluarse como la capacidad para suprimir el 
crecimiento de las células cancerosas que expresan un polipéptido mostrado por cualquier SEC ID de número par 60 
entre las SEQ ID NO 2 a 30 o la capacidad para reducir el tamaño o eliminar o el tejido de cáncer (tumor) (en lo 
sucesivo, dicha capacidad se denomina "actividad antitumoral"). La actividad antitumoral de los polipéptidos puede 
ser determinada mediante, por ejemplo, administración real de dicho polipéptido a un cuerpo vivo portador de cáncer 
y examinar si el tumor disminuye de tamaño o no, tal como se describe específicamente en los Ejemplos siguientes. 
 65 
Alternativamente, si las células T estimuladas por el polipéptido (es decir, las células T puestas en contacto con las 
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células presentadoras de antígeno que presentan dicho polipéptido) exhiben o no actividad citotóxica sobre las 
células tumorales in vitro puede examinarse para evaluar la actividad antitumoral del polipéptido. Las células T se 
pueden poner en contacto con las células presentadoras de antígeno a través de cocultivo de las mismas en un 
medio líquido como se describe a continuación. La actividad citotóxica se puede analizar a través de una técnica 
conocida a la que se denomina la técnica de ensayo de liberación de 51Cr descrita en, por ejemplo, Int. J. Cancer, 5 
58: p. 317, 1994. Cuando se utilizan los polipéptidos para el tratamiento y / o prevención del cáncer, es preferible 
evaluar la actividad inductora de inmunidad utilizando la actividad antitumoral como un indicador, aunque un método 
de evaluación no está particularmente limitado. 
 
Las secuencias de aminoácidos mostradas por SEC ID de número par entre las SEQ ID NO 2 a 30 enumeradas en 10 
el listado de secuencias divulgado en la presente invención son las secuencias de aminoácidos de los polipéptidos 
CAPRIN-1 aislados como los polipéptidos de unión a los anticuerpos existentes específicamente en el suero 
obtenido de perro portador de cáncer y homólogos de ser humano, bovino, caballo, ratón, y de pollo de tales 
polipéptidos por el método SEREX usando la biblioteca de ADNc derivado de tejido testicular canino normal y el 
suero de un perro afectado con cáncer de mama (véase el Ejemplo 1 a continuación). 15 
 
El polipéptido (a) indicado anteriormente tiene una secuencia de aminoácidos mostrada por cualquier SEC ID de 
número par entre las SEQ ID NO: 2 a 30. Como se conoce en la técnica, un polipéptido de al menos 
aproximadamente 7 restos de aminoácido puede ejercer antigenicidad. En consecuencia, un polipéptido de al menos 
siete residuos de aminoácidos contiguos de la secuencia de aminoácidos mostrada por cualquier SEC ID de número 20 
entre las SEQ ID NO 2 a 30 puede ejercer antigenicidad e inmunogenicidad. Es decir, un polipéptido de al menos 
siete residuos de aminoácidos contiguos de la secuencia de aminoácidos mostrada por cualquier SEC ID de número 
entre las SEQ ID NO 2 a 30 pueden tener actividad inmunidad que induce, y dicho polipéptido se puede utilizar para 
preparar el agente inductor de inmunidad. Basado en el hecho de que los anticuerpos producidos contra una 
sustancia antigénica in vivo son anticuerpos policlonales, un polipéptido compuesto por un mayor número de 25 
residuos de aminoácidos puede inducir una mayor variedad de anticuerpos que reconocen diversos sitios de la 
sustancia antigénica, mejorando de este modo la actividad de inducción de inmunidad. Con el fin de mejorar la 
actividad de inducción de inmunidad, en consecuencia, el número de residuos de aminoácidos puede ser, 
preferentemente, de al menos 30 o más, o 50 o más, más preferentemente al menos 100 o más, 150 o más, y aún 
más preferentemente al menos 200 o más, o más preferentemente 250 o más. 30 
 
Como el principio de inducción de inmunidad a través de la administración de un polipéptido de antígeno de cáncer, 
se sabe que un polipéptido se incorpora en una célula presentadora de antígeno, el polipéptido es degradado por 
una peptidasa en la célula en un fragmento más pequeño (en adelante, puede denominarse "epítopo"), tal fragmento 
se presenta sobre la superficie celular, las células T citotóxicas o similares reconocer dicho fragmento y destruyen 35 
selectivamente las células presentadoras de antígeno. El tamaño de un polipéptido presentado sobre la superficie de 
la célula presentadora de antígeno es relativamente pequeño, y es aproximadamente 7 a 30 en términos del número 
de aminoácidos. Desde el punto de vista de presentación sobre la célula presentadora de antígeno, en 
consecuencia, es suficiente que el polipéptido tenga aproximadamente de 7 a 30 y preferentemente de 
aproximadamente 8 a 30 o de 9 a 30 aminoácidos contiguos en las secuencias de aminoácidos mostradas por 40 
cualquier SEC ID de número par entre las SEQ ID NO 2 a 30. Tal polipéptido de un tamaño relativamente pequeño 
se puede presentar directamente sobre la superficie de la célula presentadora de antígeno sin incorporarse en la 
célula presentadora de antígeno. 
 
El polipéptido incorporado en la célula presentadora de antígeno se escinde en posiciones aleatorias con una 45 
peptidasa presente en las células, se generan varios fragmentos de polipéptidos y tales fragmentos de polipéptidos 
se presentan sobre la superficie de la célula presentadora de antígeno. Si se administra polipéptido grande, tal como 
una secuencia de longitud completa mostrada por cualquier SEC ID de número par entre las SEQ ID NO 2 a 30, en 
consecuencia, se generan de forma natural fragmentos de polipéptidos que son eficaces para la inducción de la 
inmunidad mediada por las células presentadoras de antígeno a través de la degradación en la célula presentadora 50 
de antígeno. Por lo tanto, un polipéptido de gran tamaño puede utilizarse preferentemente para la inducción de la 
inmunidad mediada por las células presentadoras de antígenos, y el número de aminoácidos puede ser de al menos 
30, más preferentemente de al menos 100, más preferentemente de al menos 200, y aún más preferentemente de al 
menos 250. 
 55 
Además, el polipéptido de la presente divulgación puede someterse a detección selectiva de un péptido con un 
posible epítopo con el uso de un medio equivalente que pueda buscar un péptido que sirva como un posible epítopo 
que tiene un motivo de unión para cada tipo de HLA, tales como HLA Peptide Binding Predictions of Bioinformatics & 
Molecular Analysis Selection (BIMAS) (http://bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind/index.html). Específicamente, un 
polipéptido de al menos siete aminoácidos contiguos en la región de residuos de aminoácidos (aa) 41 a 400 o los 60 
residuos de aminoácidos (aa) 503 a 564 en las secuencias de aminoácidos mostradas por cualquier número par de 
SEC ID seleccionada de entre las SEQ ID NO 2 a 30 a excepción de la SEQ ID NO 6 y la SEQ ID NO 18 o un 
polipéptido que comprende dicho polipéptido como una secuencia parcial de la misma es preferible. En el polipéptido 
de la SEQ ID NO 2, es más preferible un polipéptido mostrado por cualquiera de las SEQ ID NO 43 a 76. 
 65 
El polipéptido (b) anterior deriva del polipéptido (a) por sustitución, deleción, adición, y / o inserción de un pequeño 
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número de (preferentemente uno o varios) residuos de aminoácidos, tiene 80 % o más, 85 % o más, 
preferentemente 90 % o más, más preferentemente 95 % o más, más preferentemente 98 % o más, 99 % o más, o 
99,5 % o más de identidad de secuencia con la secuencia original, y tiene actividad inductora de inmunidad. Cuando 
un pequeño número de (preferentemente uno o varios) residuos de aminoácidos están sustituidos con, delecionados 
de, añadidos a, o insertados en la secuencia de aminoácidos del antígeno proteico, en general, se conoce 5 
ampliamente en la técnica que la proteína resultante de vez en cuando tiene sustancialmente la misma antigenicidad 
o inmunogenicidad que la de la proteína original. Por lo tanto, el polipéptido (b) anterior es capaz de ejercer la 
actividad de inducción de inmunidad y se puede, por lo tanto, usar para preparar el agente inductor de inmunidad de 
la presente invención. Como alternativa, el polipéptido (b) anterior es, preferentemente, un polipéptido que tiene una 
secuencia de aminoácidos derivada de la secuencia de aminoácidos mostrada por cualquier SEC ID de número de 10 
entre las SEQ ID NO 2 a 30 por sustitución, deleción, adición, y / o inserción de uno o varios residuos de 
aminoácidos. El término "varios" utilizado en el presente documento se refiere a un número entero de 2 a 10, 
preferentemente un número entero de 2 a 6, y aún más preferentemente un número entero de 2 a 4. 
 
El término "identidad de secuencia" usado en el presente documento con respecto a la secuencia de aminoácidos o 15 
a la secuencia de nucleótidos representa un porcentaje (%) determinado mediante la alineación de dos secuencias 
de aminoácidos (o secuencias de nucleótidos) para comparar con el fin de maximizar el número de residuos de 
aminoácidos (o nucleótidos) coincidentes y dividiendo el número de residuos de aminoácidos coincidentes (o el 
número de nucleótidos emparejados) por el número total de residuos de aminoácidos (o el número total de 
nucleótidos). Al alinear las secuencias como se ha descrito anteriormente, un hueco se inserta adecuadamente en 20 
una o ambas de las dos secuencias a comparar, según las necesidades. Tal alineación de secuencias puede 
llevarse a cabo con el uso de un programa bien conocido, por ejemplo, BLAST, FASTA, o CLUSTAL W (Karlin y 
Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87: 2264-2268, 1993; Altschul et al., Nucleic Acids Res., 25: 3389-3402, 
1997). Cuando se inserta un hueco, el número total de residuos de aminoácidos (o el número total de nucleótidos) 
es el número de residuos (o el número de nucleótidos) contados mediante la designación de un hueco como un 25 
residuo de aminoácido (o un nucleótido). Cuando el número total de residuos de aminoácidos (o el número total de 
nucleótidos) determinados de este modo difiere entre las dos secuencias a comparar, la identidad (%) se determina 
dividiendo el número de los residuos de aminoácidos emparejados (o el número de nucleótidos) por el número total 
de residuos de aminoácidos (o el número total de nucleótidos) de una secuencia más larga. 
 30 
A sustitución de ácido amino preferible es una sustitución conservadora de aminoácidos. Veinte tipos de 
aminoácidos que constituyen una proteína de origen natural se pueden clasificar en grupos de aminoácidos que 
tienen propiedades similares: es decir, aminoácidos neutros que tienen cadenas laterales de baja polaridad (Gly, Ile, 
Val, Leu, Ala, Met y Pro); aminoácidos neutros que tienen cadenas laterales hidrófilas (Asn, Gln, Thr, Ser, Tyr, y 
Cys); aminoácidos ácidos (Asp, y Glu); aminoácidos básicos (Arg, Lys, y Su); y aminoácidos aromáticos (Phe, Tyr, 35 
Trp, y Su). Se sabe que la sustitución dentro de dichos grupos; es decir, sustitución conservadora, no alteraría las 
propiedades de los polipéptidos en muchos casos. Cuando los residuos de aminoácidos en el polipéptido (a) de la 
presente invención están sustituidos, en consecuencia, la sustitución puede llevarse a cabo dentro de tales grupos, 
de modo que se puede mejorar una posibilidad de mantener la actividad de inducción de inmunidad. En la presente 
invención, sin embargo, el polipéptido alterado puede tener una sustitución no conservadora, siempre que el 40 
polipéptido resultante tenga actividad inductora de inmunidad equivalente o sustancialmente equivalente a la de un 
polipéptido sin alterar. 
 
El polipéptido (c) comprende el polipéptido (a) o (b) como una secuencia parcial del mismo y tiene una actividad 
inductora de inmunidad. Específicamente, el polipéptido (c) corresponde al polipéptido (a) o (b) a la que otro 45 
aminoácido (s) o polipéptido (s) se añaden en uno o ambos extremos del mismo y que tiene actividad inductora de 
inmunidad. Tal polipéptido se puede utilizar para preparar el agente inductor de inmunidad de la presente invención. 
 
El polipéptido mencionado anteriormente se puede sintetizar químicamente de acuerdo con, por ejemplo, el método 
el método Fmoc (fluorenilmetiloxicarbonilo) o el método tBoc (t-butiloxicarbonilo) (la Japanese Biochemical Society 50 
(ed.), Seikagaku Jikken Kouza (el Course for Biochemical Experiment) 1, Tanpakrushitsu no Kagaku (Chemistry de 
proteína) IV, Kagaku Shushoku al péptido Gousei (modificación química y síntesis peptídica), Tokyo Kagaku Dojin, 
Japón, 1981). Además, varios sintetizadores de péptidos disponibles comercialmente se pueden utilizar para 
sintetizar el polipéptido de acuerdo con una técnica convencional. Además, se pueden usar las técnicas de 
ingeniería genética conocidas (por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning, vol. 2, Current Protocols in 55 
Molecular Biology, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press; y Ausubel et al., Short Protocols in Molecular 
Biology, vol. 3, A compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, 1995, John Wiley & Sons) 
para preparar un polinucleótido que codifica el polipéptido anterior, el polipéptido resultante se puede incorporar en 
un vector de expresión y después introducir en una célula huésped, y el polipéptido puede producirse en dicha célula 
huésped para obtener el polipéptido diana. 60 
 
Un polinucleótido que codifica el polipéptido anterior se puede preparar fácilmente a través de una técnica de 
ingeniería genética conocida o una técnica convencional usando un sintetizador de ácidos nucleicos disponible 
comercialmente. Por ejemplo, el ADN que tiene la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO 1 se puede preparar 
mediante la realización de PCR con el uso de la biblioteca de ADNc o ADN de cromosoma humano como molde y 65 
un par de cebadores diseñados a fin de amplificar la secuencia de nucleótidos mostrada por la SEQ ID NO 1. De un 
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modo similar, el ADN que tiene la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO 5 se puede preparar con el uso de la 
biblioteca de ADNc o ADN de cromosoma canino como molde. Las condiciones de PCR se pueden determinar 
adecuadamente. Por ejemplo, un ciclo de reacción de desnaturalización a 94 °C durante 30 segundos, hibridación a 
55 °C durante de 30 segundos a 1 minuto, y extensión a 72 °C durante 2 minutos con el uso de ADN polimerasa 
termoestable (por ejemplo, Taq polimerasa) y Mg2+- que contiene tampón de PCR se repite 30 veces, seguido de la 5 
reacción a 72 °C durante 7 minutos, aunque las condiciones de reacción no están limitados a estas. Las técnicas de 
PCR, condiciones, y similares se describen en, por ejemplo, Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology, vol. 
3, A compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, 1995, John Wiley & Sons (Capítulo 15, en 
particular). Además, las sondas o cebadores adecuados pueden prepararse basándose en la información de las 
secuencias de nucleótidos y las secuencias de aminoácidos mostradas en las SEQ ID NO 1 a 30 en el Listado de 10 
Secuencias de la presente invención, y las bibliotecas de ADNc humano, canino, bovino, o de otro tipo se pueden 
someter a detección selectiva con el uso de tales sondas o cebadores, por lo que el ADN de interés se puede aislar. 
Las bibliotecas de ADNc se preparan preferentemente a partir de células, órganos, o tejidos en los que se expresa 
una proteína mostrada por cualquier SEC ID de número para entre las SEQ ID NO 2 a 30. Procedimientos, tales 
como la preparación de sondas o cebadores, la construcción de la biblioteca de ADNc, la detección selectiva en la 15 
biblioteca de ADNc, y la clonación de los genes diana, descritos anteriormente son conocidos en la técnica. Por 
ejemplo, tales procedimientos pueden llevarse a cabo de acuerdo con los métodos descritos en Sambrook et al., 
Molecular Cloning, vol. 2, Current Protocols in Molecular Biology, 1989), Ausubel et al. (como se ha indicado 
anteriormente) El ADN que codifica el polipéptido (a) anterior se puede obtener a partir de ADN obtenido de este 
modo. Dado que se conoce un codón que codifica cada aminoácido, una secuencia de nucleótidos de un 20 
polinucleótido que codifica una secuencia de aminoácidos particular puede identificarse fácilmente. En 
consecuencia, la secuencia de nucleótidos de un polinucleótido que codifica el polipéptido (b) o (c) se puede 
identificar fácilmente, y tal polinucleótido también se puede sintetizar fácilmente con el uso de un sintetizador de 
ácidos nucleicos disponible comercialmente de acuerdo con una técnica convencional. 
 25 
Las células huésped pueden ser cualquier célula, siempre que el polipéptido antes mencionado se pueda expresar 
en ella. Las células huésped incluyen, entre otras, una célula de E. coli como células procariotas; y células de riñón 
de mono (COS 1), células de ovario de hámster chino (CHO), la línea celular de riñón embrionario humano 
(HEK293) y la línea de células de la piel de feto de ratón (NIH3T3), células de levadura en gemación, células de 
levadura en división, células de gusanos de seda, y células de huevos de Xenopus como células eucariotas. 30 
 
Cuando se usan células huésped procariotas, se usan vectores de expresión que tienen, por ejemplo, un origen, un 
promotor, un sitio de unión a ribosomas, un sitio de clonación múltiple, un terminador, un gen de tolerancia a 
fármacos y un gen auxotrófico complementario que puede replicarse en células procariotas. Ejemplos de vectores de 
expresión de E. coli incluyen pUC, pBluescriptII, el sistema de expresión pET, y el sistema de expresión pGEX. El 35 
ADN que codifica el polipéptido anterior puede incorporarse en tal vector de expresión, las células huésped 
procarióticas pueden transformarse con dicho vector, y el transformante resultante se puede cultivar. Por lo tanto, un 
polipéptido codificado por el ADN se puede expresar en células huésped procariotas. En este caso, dicho polipéptido 
se puede expresar en forma de una proteína de fusión con otra proteína. 
 40 
Cuando se usan células huésped eucariotas, se usan los vectores de expresión en células eucariotas que tienen, 
por ejemplo, un promotor, una región de corte y empalme, y un sitio de adición de poli (A) Ejemplos de tales vectores 
de expresión incluyen los vectores pKA1, pCDM8, pSVK3, pMSG, pSVL, pBK-CMV, pBK-RSV, EBV, pRS, pcDNA3, 
y pYES2. Como se ha descrito anteriormente, el ADN que codifica el polipéptido anterior puede incorporarse en tal 
vector de expresión, las células huésped eucariotas pueden transformarse con dicho vector, y el transformante 45 
resultante se puede cultivar. Por lo tanto, un polipéptido codificado por el ADN se puede expresar en células 
huésped eucariotas. Cuando se usan pIND / V5-His, pFLAG-CMV-2, pEGFP-N1, pEGFP-C1, u otros vectores de 
expresión, el polipéptido se puede expresar en forma de una proteína de fusión con diversos marcadores, tales 
como el marcador de HIs (por ejemplo, (His)6 a (His)10), marcador FLAG, marcador myc, marcador HA o GFP. 
 50 
Los vectores de expresión pueden introducirse en células huésped a través de técnicas convencionales, tales como 
la electroporación, el método del fosfato de calcio, el método de liposomas, el método de DEAE-dextrano, 
microinyección, infección por virus, lipofección, o la unión con un péptido permeable a células. 
 
El polipéptido diana puede aislarse y purificarse a partir de células huésped mediante el empleo de técnicas de 55 
separación conocidas en combinación. Ejemplos de las mismas incluyen, entre otras, el tratamiento con el uso de un 
agente desnaturalizante tal como urea o un tensioactivo, ultrasonidos, digestión enzimática, desplazamiento salino o 
precipitación fraccionada con un disolvente, diálisis, centrifugación, ultrafiltración, filtración en gel, SDS-PAGE, 
isoelectroenfoque, cromatografía de intercambio iónico, cromatografía hidrófoba, cromatografía de afinidad, y 
cromatografía de fase inversa. 60 
 
Algunos polipéptidos obtenidos por tales métodos son en forma de proteínas de fusión con otras proteínas como se 
ha descrito anteriormente. Ejemplos de las mismas incluyen proteínas de fusión con glutatión-S-transferasa (GST) o 
marcador de His. Tales polipéptidos en forma de proteínas de fusión están dentro del alcance de la presente 
invención como polipéptido (c). Además, los polipéptidos expresados en las células transformadas se traducen, y los 65 
polipéptidos traducidos de vez en cuando se someten a varios tipos de modificación en las células. Tales 
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polipéptidos modificados postraduccionalmente están también dentro del alcance de la presente invención, siempre 
que tales polipéptidos tengan actividad inductora de inmunidad. Ejemplos de tales modificaciones postraduccionales 
incluyen la eliminación de la metionina en N-terminal, acetilación en N-terminal, además de la cadena de azúcar, 
degradación limitada con proteasa intracelular, miristoilación, isoprenilación y fosforilación. 
 5 
<Agente inductor de inmunidad> 
 
Como se describe específicamente en los ejemplos siguientes, la administración del polipéptido mencionado 
anteriormente que tiene actividad inductora de inmunidad a un cuerpo vivo portador de cáncer permite la regresión 
de un tumor existente. Por lo tanto, el agente inductor de la inmunidad puede usarse como agente terapéutico y / o 10 
preventivo para el cáncer. 
 
Los términos "tumor" y "cáncer" utilizados en el presente documento se refieren a neoplasias malignos, y estos 
términos se utilizan indistintamente entre sí. 
 15 
En este caso, los tipos de cáncer DIAN son aquellos que expresan un gen que codifica un polipéptido que 
comprende una secuencia de aminoácidos mostrada por cualquier SEC ID de número de entre las SEC ID N1 2 a 30 
o una secuencia parcial de la misma que consiste en al menos 7 aminoácidos contiguos. Preferentemente, tales 
tipos de cáncer son cáncer de mama, tumor cerebral, leucemia, cáncer de pulmón, linfoma, tumor de mastocitos, 
cáncer de esófago y cáncer colorrectal. Ejemplos de tales cánceres especificados incluyen, entre otros, cáncer de la 20 
glándula mamaria, cáncer de la glándula mamaria combinado, tumor mixto maligno de la glándula mamaria, 
adenocarcinoma papilar intraductal, leucemia linfocítica crónica, linfoma gastrointestinal, linfoma digestivo, y linfoma 
de células pequeñas a medianas. 
 
Los animales destinatarios son mamíferos y ejemplos de los mismos incluyen animales mamíferos, incluidos los 25 
primates, mascotas, animales de granja y animales competitivos, siendo particularmente preferibles los seres 
humanos, perros, y gatos. 
 
El agente inductor de la inmunidad para uso en la presente invención se puede administrar por vía oral o parenteral 
a un organismo. La administración parenteral, tal como administración intramuscular, subcutánea, intravenosa, o 30 
intraarterial es preferible. Cuando se utiliza dicho agente inductor de inmunidad para el propósito del tratamiento del 
cáncer, el agente puede administrarse a los ganglios linfáticos regionales en la proximidad del tumor a tratar, a fin de 
mejorar los efectos antitumorales como se describe en los ejemplos siguientes. La dosis puede ser cualquier 
cantidad siempre que sea eficaz para la inducción de inmunidad. Cuando se utiliza el agente para el tratamiento y / o 
prevención del cáncer, por ejemplo, una cantidad eficaz para el tratamiento y / o prevención del cáncer es suficiente, 35 
y tal cantidad puede alterarse dependiendo de, por ejemplo, el peso corporal, el sexo (es decir, hombre o mujer), o 
síntoma de un animal. La cantidad eficaz para el tratamiento y / o prevención del cáncer se determina 
adecuadamente de acuerdo con el tamaño del tumor, los síntomas, u otras afecciones. En general, una cantidad 
eficaz para un animal diana por día es de 0,0001 µg a 1.000 µg, y preferentemente de 0,001 µg a 1.000 µg, y el 
agente puede administrarse a través de una sola dosis o una pluralidad de dosis. Preferentemente, el agente se 40 
administra a través de varias dosis separadas cada varios días o meses. Como se describe específicamente en los 
ejemplos siguientes, el agente inductor de inmunidad para su uso en la presente invención permite la regresión de 
un tumor existente. Por lo tanto, el agente puede ejercer los efectos antitumorales en un pequeño número de células 
de cáncer en una etapa temprana de desarrollo. El uso del mismo antes de la aparición de cáncer o después del 
tratamiento conduce a la prevención del desarrollo o recurrencia de cáncer. Específicamente, el agente inductor de 45 
inmunidad para su uso en la presente invención es útil para el tratamiento y prevención del cáncer. 
 
El agente inductor de la inmunidad para su uso en la presente invención puede consistir en un polipéptido, o puede 
mezclarse adecuadamente con un aditivo que es adecuado para una forma de dosificación relevante, tal como un 
vehículo, un diluyente, un excipiente farmacéuticamente aceptable o similares. Los métodos de preparación de un 50 
agente y los aditivos que se pueden utilizar son bien conocidos en el campo de preparación médica y se pueden 
emplear cualquier método y aditivo. Ejemplos específicos de aditivos incluyen, entre otros: diluyentes, tales como 
soluciones fisiológica tampón; excipientes, tales como azúcar, lactosa, almidón de maíz, fosfato de calcio, sorbitol y 
glicina; aglutinantes, tales como jarabe, gelatina, goma arábiga, sorbitol, cloruro de polivinilo, y tragacanto; y 
lubricantes, tales como estearato de magnesio, polietilenglicol, talco, y sílice. Ejemplos de formas de preparaciones 55 
incluyen agentes orales, tales como comprimidos, cápsulas, gránulos, polvos, y soluciones de jarabe, y agentes 
parenterales, tales como inhaladores, preparaciones para inyección, supositorios, y medicamentos líquidos. Tales 
agentes se pueden preparar por métodos comunes. 
 
El agente inductor de la inmunidad para su uso en la presente invención se puede utilizar en combinación con un 60 
agente inmunopotenciador capaz de potenciar una respuesta inmunológica in vivo. El agente inmunopotenciador 
puede incorporarse en el agente inductor de inmunidad para su uso en la presente invención, o puede administrarse 
a un paciente como otra composición en combinación con el agente de inducción de inmunidad para su uso en la 
presente invención. 

65 
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El término "paciente" utilizado en el presente documento se refiere a un animal, un animal mamífero, en particular, y 
es preferentemente un ser humano, perro, o gato. 
 
Un ejemplo del agente inmunopotenciador es un adyuvante. Un adyuvante proporciona un depósito de antígeno 
(fuera de la célula o en el macrófago), activa los macrófagos, y estimula los linfocitos en un tejido dado. Por lo tanto, 5 
un adyuvante puede potenciar una respuesta inmunológica y potenciar los efectos antitumorales. Cuando se utiliza 
el agente de inducción de inmunidad para su uso en la presente invención para el tratamiento y / o prevención del 
cáncer, en consecuencia, es particularmente preferible que el agente inductor de inmunidad comprenda 
adicionalmente un adyuvante además del polipéptido como un principio activo. Varios tipos de adyuvantes son bien 
conocidos en la técnica, y se puede usar cualquiera de tales adyuvantes. Ejemplos específicos de los mismos 10 
incluyen: MPL (SmithKline Beecham); un equivalente obtenido por purificación e hidrólisis ácida de un 
lipopolisacárido de Salmonella minnesota Re 595; QS21 (SmithKline Beecham); un saponina QA-21 pura purificada 
a partir del extracto de Quillja saponaria; DQS21 divulgado en solicitud PCT (WO 96/33739, SmithKline Beecham); 
QS-7, QS-17, QS-18 y QS-L1 (So et al, moléculas y células, 1997, 7.: 178-186); adyuvante incompleto de Freund; 
adyuvante completo de Freund; vitamina E; Montanide; alumbre; oligonucleótido CpG (por ejemplo, Kreig et al., 15 
Nature, 1995, 374: 546-549); poli IC y un derivado del mismo (por ejemplo, poli ICLC); y diversas emulsiones de 
agua en aceite preparadas a partir de aceite biodegradable, tal como escualeno y / o tocoferol. Son particularmente 
preferibles adyuvante incompleto de Freund, Montanide, poli I:C, un derivado del mismo, y oligonucleótido CpG. La 
proporción del adyuvante mezclado con un polipéptido es normalmente de aproximadamente 1:10 a 10: 1, 
preferentemente de aproximadamente 1: 5 a 5: 1, y aún más preferentemente de aproximadamente 1: 1. Cabe 20 
señalar que los adyuvantes no están limitados a los ejemplos anteriormente, y otros adyuvantes conocidos en la 
técnica también se pueden utilizar en el momento de la administración del agente inductor de inmunidad para su uso 
en la presente invención (por ejemplo, Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, vol. 2, 1986). Un 
método para preparar una mezcla de polipéptido y adyuvante o una emulsión es bien conocido para una persona 
experta en el campo de la inmunización. 25 
 
Como el agente inmunopotenciador, se pueden usar factores que estimulan una respuesta inmunológica de interés 
además de los adyuvantes mencionados anteriormente. Por ejemplo, diversas citoquinas que estimulan los linfocitos 
o células presentadoras de antígeno se pueden usar como agente inmunopotenciador en combinación con el agente 
de inducción de inmunidad para su uso en la presente invención. Muchas citoquinas que pueden potenciar las 30 
respuestas inmunológicas se conocen en la técnica. Ejemplos de los mismos incluyen, entre otros, interleucina-12 
(IL-12), GM-CSF, IL-18, interferón α, interferón β, interferón ω interferón γ, y ligando Flt 3que se sabe que potencian 
los efectos protectores de una vacuna. Tal factor puede usarse como agente inmunopotenciador y se puede 
administrar a un paciente en forma de una mezcla de los mismos con el agente de inducción de inmunidad para su 
uso en la presente invención o en combinación con el agente de inducción de inmunidad para su uso en la presente 35 
invención como otra composición. 
 
<Célula presentadora de antígenos> 
 
Además, los polipéptidos antes mencionados pueden ponerse en contacto con células presentadoras de antígeno in 40 
vitro para presentar dichos polipéptidos a las células presentadoras de antígeno. Específicamente, los polipéptidos 
(a) a (c) se pueden utilizar como agentes para el tratamiento de las células presentadoras de antígeno. Ejemplos de 
células presentadoras de antígeno incluyen células dendríticas, células B y preferentemente se usan macrófagos y 
células dendríticas o células B que tienen moléculas de clase I del MHC. Se han identificado y conocido varias 
moléculas de clase I del MHC. Moléculas de MHC humano se denominan "HLA". Ejemplos de moléculas de HLA de 45 
clase I incluyen HLA-A, HLA-B y HLA-C. Los ejemplos específicos incluyen HLA-A1, HLA-A0201, HLA-A0204, HLA-
A0205, HLA-A0206, HLA-A0207, HLA-A11, HLA-A24, HLA-A31, HLA-A6801, HLA-B7, HLA-B8, HLA-B2705, HLA-
B37, HLA-Cw0401, y HLA-Cw0602. 
 
Las células dendríticas o células B que tienen moléculas de MHC de clase I pueden prepararse a partir de la sangre 50 
periférica mediante una técnica bien conocida. Por ejemplo, las células dendríticas son inducidas a partir de la 
médula ósea, la sangre umbilical, o sangre periférica de un paciente con el uso de los factores estimulantes de 
colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF) e IL-3 (o IL-4), y péptidos asociados a tumores se añaden al 
sistema de cultivo. Así, se pueden inducir células dendríticas específicas de tumor. 
 55 
La administración de una cantidad eficaz de tales células dendríticas permite la inducción de una respuesta 
deseable para el tratamiento del cáncer. Ejemplos de células que pueden usarse incluyen la médula ósea y la 
sangre umbilical proporcionada por un individuo sano y la médula ósea y la sangre periférica del paciente. Cuando 
se usan las propias células autólogas del paciente, un nivel de seguridad es alto, y los efectos secundarios graves 
se pueden evitar. La sangre periférica o la médula ósea puede ser una muestra fresca, almacenada en hipotermia o 60 
crioconservada. La sangre periférica se puede preparar mediante el cultivo de sangre entera o cultivo de los 
componentes de leucocitos separados, siendo este último preferible desde el punto de vista de la eficiencia. 
Además, las células mononucleares se pueden aislar de los componentes de leucocitos. Cuando se prepara la 
muestra de la médula ósea o de sangre de cordón umbilical, las células enteras que constituyen la médula ósea 
pueden cultivarse, o las células mononucleares pueden separarse de la misma y cultivarse. La sangre periférica, el 65 
componente leucocitario de la misma y las células de médula ósea comprenden células mononucleares, células 
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madre hematopoyéticas, células dendríticas inmaduras o células CD4 + a partir de las cuales se originan las células 
dendríticas. Las citoquinas pueden ser de un tipo recombinante génico o de origen natural, y los métodos para 
producir las mismas no están limitados, siempre que se hayan verificado la seguridad y las actividades fisiológicas 
de los mismos. Preferentemente, se utiliza el requisito mínimo de muestras con cualidades médicas verificadas. La 
concentración de citoquina añadida no está particularmente limitada, siempre que se induzcan las células 5 
dendríticas. En general, la concentración total de citoquinas de aproximadamente 10 a 1.000 ng / ml es preferible, y 
alrededor de 20 a 500 ng / ml es aún más preferible. El cultivo puede llevarse a cabo con el uso de un medio bien 
conocido que se utiliza generalmente para el cultivo de leucocitos. Una temperatura de cultivo no está 
particularmente limitada, siempre que los leucocitos puedan multiplicarse, y la temperatura del cuerpo humano (es 
decir, aproximadamente 37 °C) es la más preferible. Un ambiente gaseoso durante el cultivo no está particularmente 10 
limitado, siempre que los leucocitos se puedan multiplicar. La aireación con 5 % de CO2 es preferible. Además, una 
duración cultivo no está particularmente limitada, siempre que se induzca un número necesario de las células. 
Generalmente es de 3 días a 2 semanas. Un aparato adecuado puede usarse para separación o cultivo celular, y es 
preferible que tales aparatos tengan la seguridad médica aprobada y la operatividad estable y simple. En particular, 
los aparatos de cultivo celular no se limitan a los recipientes habituales, tales como placas petri, matraces y botellas, 15 
y recipientes laminados y de múltiples etapas, también se pueden usar botellas rotatorias, botellas de centrífuga, 
aparato de cultivo de tipo bolsa, columnas de fibra hueca, o similares. 
 
Los polipéptidos mencionados anteriormente se pueden poner en contacto con las células presentadoras de 
antígeno in vitro a través de una técnica bien conocida. Por ejemplo, las células presentadoras de antígeno pueden 20 
cultivarse en una solución de cultivo que contiene tales polipéptidos. La concentración de péptido en un medio no 
está particularmente limitada. En general, es aproximadamente 1 a 100 µg / ml, y preferentemente de 
aproximadamente 5 a 20 µg / ml. La densidad celular durante el cultivo no está particularmente limitada y es 
generalmente de aproximadamente 103 a 107 células / ml, y preferentemente de aproximadamente 5 x 104 a 5 x 106 
células / ml. Es preferible que el cultivo se lleve a cabo a 37 °C en 5 % de CO2 de acuerdo con una técnica 25 
convencional. Una longitud de péptido que se puede presentar en la superficie de la célula presentadora de antígeno 
es, generalmente, de aproximadamente 30 residuos de aminoácidos como máximo. Cuando las células 
presentadoras de antígeno se ponen en contacto con polipéptidos in vitro, en consecuencia, la longitud del 
polipéptido puede ajustarse a aproximadamente 30 residuos de aminoácidos o menos, aunque la longitud no está 
particularmente limitada a la misma. 30 
 
Mediante el cultivo de las células presentadoras de antígeno en presencia de los polipéptidos, los péptidos se 
incorporan en las moléculas de MHC de las células presentadoras de antígeno y se presentan en las superficies de 
los mismos. Por tanto, las células presentadoras de antígeno aisladas que contienen el complejo de polipéptidos y 
moléculas de MHC se pueden preparar con el uso de tales polipéptidos. Tales células presentadoras de antígeno 35 
pueden presentar los polipéptidos a las células T in vivo o in vitro, inducir células T citotóxicas específicas de los 
polipéptidos, y multiplicar dichas células T. 
 
Las células presentadoras de antígeno preparadas de este modo que contienen el complejo de polipéptidos y 
moléculas de MHC pueden ponerse en contacto con las células T in vitro, de modo que las células T citotóxicas 40 
específicas para tales polipéptidos pueden inducirse y multiplicarse. Se puede lograr mediante el cultivo de las 
células presentadoras de antígeno junto con las células T en un medio líquido. Por ejemplo, el cultivo puede llevarse 
a cabo mediante suspensión de células presentadoras de antígeno en un medio líquido, introducción de la 
suspensión resultante en un recipiente tal como pocillos de una microplaca, y la adición de las células T a la misma. 
La relación de mezcla de las células presentadoras de antígeno y las células T en el momento del cocultivo no está 45 
particularmente limitada y es generalmente de aproximadamente 1: 1 a 1:10, y preferentemente de 
aproximadamente 1: 5 a 1:20 en términos del recuento de células. Además, la densidad de las células 
presentadoras de antígeno suspendidos en un medio líquido no está particularmente limitada y es generalmente de 
aproximadamente 100 a 107 células / ml, y preferentemente de aproximadamente 104 a 106 células / ml. El co-cultivo 
se lleva a cabo preferentemente de acuerdo con una técnica convencional a 37 °C en 5 % de CO2. Una duración del 50 
cultivo no está particularmente limitada y es generalmente de 2 días a 3 semanas, y preferentemente de 
aproximadamente 4 días a 2 semanas. Es preferible que el cocultivo se lleve a cabo en presencia de un solo tipo o 
una pluralidad de tipos de interleuquinas, tales como IL-2, IL-6, IL-7 e IL-12. En tal caso, la concentración de IL-2 o 
de IL-7 es generalmente de aproximadamente 5 U / ml a 20 U / ml, la concentración de IL-6 es generalmente de 
aproximadamente 500 U / ml a 2,000 U / ml, y la concentración de IL-12 es generalmente de aproximadamente 5 ng 55 
/ ml a 20 ng / ml, aunque la concentración no se limita a ellas. La unidad "U" usada en el presente documento indica 
una unidad de actividad. El cocultivo puede repetirse una o varias veces con la adición de las células presentadoras 
de antígeno frescas. Por ejemplo, el sobrenadante de cultivo se desecha después de cocultivo, el cocultivo se lleva a 
cabo adicionalmente con la adición de una suspensión de células presentadoras de antígeno frescas, y tal 
procedimiento se puede repetir una o varias veces. Las condiciones de cocultivo pueden ser como se ha descrito 60 
anteriormente. 
 
Las células T citotóxicas específicas de los polipéptidos se inducen y se multiplican a través del cocultivo. Por tanto, 
las células T aisladas que se unen selectivamente al complejo de polipéptidos y moléculas de MHC se pueden 
preparar con el uso los polipéptidos anteriores. 65 
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Como se describe en los Ejemplos siguientes, los genes que codifican polipéptidos de cualquier SEC ID de número 
par entre las SEQ ID NO 2 a 30 se expresan específicamente en las células de cáncer de mama, las células de 
leucemia y las células de linfoma. Por consiguiente, se considera que un número significativamente mayor de 
polipéptidos de SEC ID de número entre las SEQ ID NO 2 a 30 están presentes en dichas células cancerosas que 
en las células normales. Cuando algunos polipéptidos en células cancerosas se presentan a las moléculas de MHC 5 
en la superficie de la célula cancerosa y las células T citotóxicas preparadas como se ha descrito anteriormente se 
administran en un cuerpo vivo, las células T citotóxicas pueden romper las células cancerosas usando el mismo 
como un marcador. Dado que las células presentadoras de antígeno que presentan los polipéptidos son capaces de 
inducir y multiplicar las células T citotóxicas específicas de los polipéptidos in vivo, la administración de las células 
presentadoras de antígeno en un cuerpo vivo también puede romper las células cancerosas. Esto es, las células T 10 
citotóxicas preparados con el uso de los polipéptidos o las células presentadoras de antígeno son útiles como 
agente terapéutico y / o preventivo para el cáncer como con el agente de inducción de inmunidad para su uso en la 
presente invención. 
 
Cuando las células presentadoras de antígeno aisladas o las células T aisladas se administran a un cuerpo vivo, es 15 
preferible que dichas células aisladas se preparen a partir de las células presentadoras de antígeno o las células T 
obtenidas de muestras del paciente que recibe el tratamiento con el uso de los polipéptidos (a) a (c) con el fin de 
evitar una respuesta inmunológica que reconozca dichas células como extrañas y ataque a tales células in vivo. 
 
La vía de administración de un agente terapéutico y / o preventivo para el cáncer que comprende, como principio 20 
activo, las células presentadoras de antígeno o las células T aisladas es, preferentemente, una vía parenteral, tal 
como administración intravenosa o intraarterial. Una dosis se selecciona adecuadamente de acuerdo con el síntoma, 
el propósito de la administración y otras condiciones, y en general, se usan de 1 a 1013 células, y preferentemente de 
106 a 109 células para la administración, y dichas células se administran preferentemente una vez cada varios días o 
varios meses. Una preparación puede ser, por ejemplo, una suspensión de células en una solución salina fisiológica 25 
tamponada, y se puede usar en combinación con otros agentes antitumorales o citoquinas. Además, se pueden 
añadir uno o más aditivos bien conocidos en el campo de preparación médica. 
 
<Vacuna basada en los genes> 
 30 
Los polinucleótidos que codifican los polipéptidos (a) a (c) se pueden expresar en el cuerpo de un animal diana, de 
forma que se pueda inducir la producción de anticuerpos o células T citotóxicas en el cuerpo, y pueden conseguirse 
efectos equivalentes a los alcanzados mediante la administración de polipéptido. Específicamente, el agente 
inductor de inmunidad para su uso en la presente invención puede comprender polinucleótidos que codifican los 
polipéptidos (a) a (c) y comprenden, como principio activo, un vector recombinante capaz de expresar dicho 35 
polipéptido in vivo. Dicho vector recombinante capaz de expresar un polipéptido de antígeno también se conoce 
como una "vacuna basada en los genes”. 
 
Un vector utilizado para la preparación de una vacuna basada en los genes no está particularmente limitado, 
siempre que pueda expresar polipéptidos de interés en las células animales diana (preferentemente células 40 
animales de mamífero). Puede ser un vector plásmido o virus, y puede usarse cualquier vector conocido en el 
campo de las vacunas a base de genes. Los polinucleótidos, tales como ADN o ARN que codifican los polipéptidos, 
se pueden preparar fácilmente de acuerdo con una técnica convencional como se ha descrito anteriormente. 
Además, los polinucleótidos se pueden incorporar en un vector mediante un método bien conocido en la técnica. 
 45 
Preferentemente, una vacuna basada en genes se administra parenteralmente (por ejemplo, administración vía 
intramuscular, subcutánea, intravenosa, intraarterial), y la dosis puede seleccionarse adecuadamente de acuerdo 
con un tipo de antígeno o de otras condiciones. Una dosis es generalmente de aproximadamente 0,1 µg a 100 mg, y 
preferentemente de aproximadamente 1 µg a 10 mg, en términos del peso de la vacuna a base de genes por kg de 
peso corporal. 50 
 
Ejemplos de métodos que implican el uso de vectores de virus incluyen métodos en los que el polinucleótido que 
codifica el polipéptido anterior se incorpora en el virus de ARN o el virus de ADN, tales como retrovirus, lentivirus, 
adenovirus, virus adenoasociados, virus herpes, virus vacunal, poxvirus, poliovirus, o virus Sindbis, y el animal diana 
se infecta con el mismo. Son particularmente preferidos los métodos que implican el uso de retrovirus, adenovirus, 55 
virus adenoasociados, virus vacunales. 
 
Ejemplos de otros métodos incluyen un método en el que un plásmido de expresión se administra directamente en el 
músculo (el método de la vacuna de ADN), el método del liposoma, el método de Lipofectin, microinyección, el 
método del fosfato de calcio y electroporación, siendo particularmente preferidos el método de vacuna de ADN el 60 
método de liposomas. 
 
El gen que codifica el polipéptido usado en la presente invención realmente puede funcionar como un producto 
farmacéutico por el método in vivo en el que el gen se introduce directamente en el cuerpo o el método ex vivo en el 
que una célula dada se obtiene de una muestra de un animal diana, el gen se introduce en la célula ex vivo, y la 65 
célula se devuelve después al cuerpo (Nikkei Science (versión japonesa de Scientific American), April 1994, pp. 20-
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45, Japan; Gekkan Yakuji (the Pharmaceuticals Monthly), 1994, vol. 36, No. 1, pp. 23-48, Japan; Jikken Igaku 
Zoukan (un número extra de Experimental Medicine), 1994, vol. 12, No. 15, Japón; y documentos citados en los 
mismos). El método in vivo es más preferible. 
 
Cuando se administra un agente farmacéutico a través del método in vivo, el agente puede administrarse a través de 5 
una vía adecuada de conformidad con las enfermedades, los síntomas y otras condiciones del objetivo del 
tratamiento. Por ejemplo, la administración puede llevarse a cabo por vía intravenosa, intraarterial, subcutánea, o 
intramuscular. Cuando se administra el agente a través del método in vivo, por ejemplo, el agente puede estar en la 
forma de un medicamento líquido. En general, el agente está en la forma de una preparación inyectable que 
contiene ADN que codifica el péptido para su uso en la presente invención como principio activo, y se pueden añadir 10 
vehículos habituales según las necesidades. Además, el liposoma o liposoma de fusión a la membrana (por ejemplo, 
virus hemaglutinante de Japón (HVJ) -liposoma) que comprende el ADN puede estar en forma de una preparación 
de liposomas tal como una suspensión, criógeno, o criógeno condensado por centrifugación. 
 
En la presente invención, la expresión la secuencia de nucleótidos mostrada por la SEQ ID NO 1” se refiere no solo 15 
a la secuencia de nucleótidos que en realidad está mostrada por la SEQ ID NO 1 sino también una secuencia 
complementaria de la misma. Por consiguiente, la expresión "un polinucleótido que tiene la secuencia de nucleótidos 
mostrada por la SEQ ID NO 1” se refiere a un polinucleótido monocatenario que tiene la secuencia de nucleótidos 
que en realidad está mostrada por la SEQ ID NO 1, un polinucleótido monocatenario que comprende una secuencia 
de nucleótidos complementaria al mismo, y un polinucleótido de doble cadena compuesto de tales polinucleótidos de 20 
una sola hebra. Al preparar un polinucleótido que codifica el polipéptido usado en la presente invención, se debe 
seleccionar una secuencia de nucleótidos adecuada. Una persona experta en la técnica seleccionaría fácilmente 
dicha secuencia adecuada. 
 
Ejemplos 25 
 
En lo sucesivo en el presente documento, la presente invención se describe con mayor detalle con referencia a los 
ejemplos, aunque el alcance técnico de la presente invención no se limita a los ejemplos concretos siguientes. 
 
Ejemplo 1: Adquisición de nueva proteína antigénica de cáncer por el método SEREX 30 
 
(1) Preparación de biblioteca de ADNc 
 
El ARN total se extrajo a partir del tejido testicular de un perro sano por el método de guanidinio ácido-fenol-
cloroformo y poli (A) ARN se purificó con el uso del kit de purificación de ARNm Oligotex-dT30 (Takara Shuzo Co., 35 
Ltd.) de acuerdo con los protocolos incluidos en el kit. 
 
La biblioteca de fagos de ADNc de testículo canino se sintetizó utilizando el ARNm obtenido (5 µg). La biblioteca de 
fagos de ADNc se preparó usando el kit de síntesis de ADNc, theZAP-cDNA Synthesis Kit y el kit ZAP-cDNA 
GigapackIII Gold Cloning Kit (STRATAGENE) de acuerdo con los protocolos incluidos en los kits. El tamaño de la 40 
biblioteca de fagos de ADNc preparada era 7,73 x 105 ufp / ml. 
 
(2) Detección selectiva de la biblioteca de ADNc con el uso de suero 
 
El inmunocribado se llevó a cabo utilizando la biblioteca de fagos de ADNc de testículo canino preparada 45 
anteriormente. En concreto, las células huésped E. coli (XL1-Blue MRF ') se infectaron con la biblioteca de fagos en 
2.210 clones por una placa de agarosa NZY (Φ90 x 15 mm), se cultivaron a 42 °C durante 3 a 4 horas para formar 
placas, la placa se cubrió con la membrana de nitrocelulosa (Hybond C Extra: GE Healthcare Bio-Science) infiltrada 
con IPTG (isopropil-β-D-tiogalactósido) a 37 °C durante 4 horas para inducir y expresar proteínas y las proteínas se 
transfirieron a la membrana. Después, la membrana se recuperó, se sumergió en TBS que contiene 0,5 % de leche 50 
descremada seca (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5), y se agitó a 4 °C durante la noche para bloquear una 
reacción no específica. El filtro se dejó reaccionar con el suero diluido 500 veces de un perro clínicamente afectado 
a temperatura ambiente durante de 2 a 3 horas. 
 
Como suero del perro afectado clínicamente, se utilizó el suero de la muestra de un perro con cáncer de mama. Las 55 
muestras de suero se almacenaron a -80 °C y se pretrataron inmediatamente antes del uso. Las muestras de suero 
se trataron previamente de la manera siguiente. Específicamente, las células huésped E. coli (XL1-BLue MRF') se 
infectaron con los fagos λ ZAP Express en los que no se habían introducido genes extraños y, después, se realizó el 
cultivo en medio de placa NZY a 37 °C durante la noche. Posteriormente, a la placa se añadió tampón NaHCO3 0,2 
M (pH 8,3) que contiene NaCl 0,5M, la placa se dejó en reposo a 4 °C durante 15 horas, y el sobrenadante se 60 
recuperó como un E. coli / extracto de fago. Posteriormente, el extracto de fago/ E. coli recuperado se dejó fluir a 
través de la columna de NHS-(GE Healthcare Bio-Science), y las proteínas derivadas de E. coli / fagos se 
inmovilizaron sobre la misma. El suero de un perro clínicamente afectado se dejó fluir a través de la columna con la 
proteína inmovilizada para reaccionar con la misma y los anticuerpos que se habían adsorbido a E. coli y los fagos 
se retiraron del suero. La fracción de suero que había fluido a través de la columna se diluyó 500 veces con TBS que 65 
contiene 0,5 % de leche descremada en polvo y el resultante se utiliza como muestra para inmunocribado. 
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La membrana sobre la cual se transfirió dicho suero tratado y proteína de fusión mencionada anteriormente tales se 
lavó 4 veces con TBS-T (0,05 % de Tween 20 / TBS), la IgG de cabra anti-perro (conjugado IgG-h de cabra anti-
perro +I HRP: Bethyl Laboratories), que se había diluido 5.000 veces con TBS que contiene 0,5 % de leche 
descremada en polvo como el anticuerpo secundario, se dejó reaccionar con el mismo a temperatura ambiente 
durante 1 hora, la detección se llevó a cabo a través de la reacción enzimática que desarrollo de color usando la 5 
solución de reacción NBT / BCIP (Roche), las colonias que corresponden a la región positiva para el desarrollo de 
color se retiraron de la placa de agarosa NZY (Φ90 x 15 mm), y las colonias retiradas se disolvieron en 500 µl de 
tampón SM (NaCl 100 mM, MgCISO4 10 mM, Tris-HCl 50 mM, 0,01 % de gelatina, pH 7,5). Las detecciones 
selectivas secundarias y terciarias se repitieron hasta que las colonias positivas al desarrollo de color representaban 
clones individuales de la misma manera que se ha descrito anteriormente, y se aislaron 5 clones positivos como un 10 
resultado de la detección selectiva de 30.940 clones de fagos que reaccionan con IgG en el suero. 
 
(3) Búsqueda de homología del gen del antígeno aislado 
 
Con el fin de someter a los 5 clones positivos aislados de la manera descrita anteriormente a análisis de la 15 
secuencia de nucleótidos, los vectores de fagos se convirtieron en vectores plasmídicos. Específicamente, 200 µl de 
una solución de E. coli huésped (XL1-Blue MRF ') ajustada a DO600 de 1,0 se mezcló con 250 µl de la solución de 
fago purificado y 1 µl de fago auxiliar ExAssist (Stratagene), el resultante se sometió a la reacción a 37 °C durante 
15 minutos, se añadieron 3 ml de medio LB, el cultivo se llevó a cabo a 37 °C durante 2,5 a 3 horas, el producto de 
cultivo se incubó en un baño de agua a 70 °C durante 20 minutos inmediatamente después, el resultante se 20 
centrifugó a 4 °C y 1.000 xg durante 15 minutos, y el sobrenadante se recuperó como una solución de fagemido. 
Posteriormente, 200 µl de una solución del fagemido huésped E. coli (SOLR) ajustado a DO600 de 1,0 se mezclaron 
con 10 µl de la solución de fago purificado, el resultante se sometió a la reacción a 37 °C durante 15 minutos, 50 µl 
del mismo se sembraron en medio agar LB que contenía ampicilina (concentración final: 50 µg/ml), y el cultivo se 
llevó a cabo a 37 °C durante la noche. Se escogió una sola colonia de la SOLR transformado y se cultivó en medio 25 
de agar LB que contenía ampicilina (concentración final: 50 µg/ml) a 37 °C, y el ADN plasmídico que tiene un inserto 
de interés se purificó usando el Kit QIAGEN plasmid Miniprep Kit (QIAGEN). 
 
El plásmido purificado se sometió a análisis de la secuencia de longitud completa de la inserción a través de primer 
recorrido usando el cebador T3 de la SEQ ID NO 31 y el cebador de T7 se la SEQ ID NO 32. Las secuencias 30 
génicas mostradas por las SEQ ID NO 5, 7, 9, 11, y 13 se obtuvieron a través del análisis de la secuencia. Las 
secuencias de nucleótidos de los genes y las secuencias de aminoácidos de los mismos (SEQ ID NO 6, 8, 10, 12, y 
14) se usaron para llevar a cabo la búsqueda de homología con los genes conocidos con el uso de un programa de 
búsqueda de homología, BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Como resultado, se encontró que todos los 5 
genes obtenidos codificaban la CAPRIN-1. La identidad de secuencia entre los 5 genes fue como sigue: la 35 
secuencia de nucleótidos de identidad de 100 % y el aminoácido de identidad de secuencia de 99 % en las regiones 
que se van a traducir a proteínas. La identidad de secuencia del gen con un gen que codifica un homólogo humano 
fue como sigue: la secuencia de nucleótidos de identidad de 94 % y el aminoácido de identidad de secuencia de 98 
% en las regiones que se van a traducir a proteínas. Las secuencias de nucleótidos de los homólogos humanos se 
muestran por las SEQ ID NO 1 y 3 y las secuencias de aminoácidos de las mismas se muestran por las SEQ ID NO 40 
2 y 4. La identidad de secuencia del gen canino obtenido con un gen que codifica un homólogo bovino fue como 
sigue: la secuencia de nucleótidos de identidad de 94 % y el aminoácido de identidad de secuencia de 97 % en las 
regiones que se van a traducir a proteínas. La secuencia de nucleótidos del homólogo bovino se muestra en la SEQ 
ID NO 15 y la secuencia de aminoácidos de la misma se muestra mediante la SEQ ID NO 16. La identidad de 
secuencia entre el gen que codifica el homólogo humano y el gen que codifica el homólogo bovino fue como sigue: 45 
la secuencia de nucleótidos de identidad de 94 % y el aminoácido de identidad de secuencia de 93 % a 97 % en las 
regiones que se van a traducir a proteínas. La identidad de secuencia del gen canino obtenido con un gen que 
codifica un homólogo humano fue como sigue: la secuencia de nucleótidos de identidad de 93 % y el aminoácido de 
identidad de secuencia de 97 % en las regiones que se van a traducir a proteínas. La secuencia de nucleótidos del 
homólogo equino se muestra en la SEQ ID NO 17 y la secuencia de aminoácidos de la misma se muestra mediante 50 
la SEQ ID NO 18. La identidad de secuencia entre el gen que codifica el homólogo humano y el gen que codifica el 
homólogo equino fue como sigue: la secuencia de nucleótidos de identidad de 93 % y el aminoácido de identidad de 
secuencia de 96 % en las regiones que se van a traducir a proteínas. La identidad de secuencia del gen canino 
obtenido con un gen que codifica un homólogo de ratón fue como sigue: la secuencia de nucleótidos de identidad de 
87 % a 89 % y el aminoácido de identidad de secuencia de 95 % a 97 % en las regiones que se van a traducir a 55 
proteínas. Las secuencias de nucleótidos de los homólogos de ratón se muestran por las SEQ ID NO 19, 21, 23, 25, 
y 27 y las secuencias de aminoácidos de las mismas se muestran por las SEQ ID NO 20, 22, 24, 26, y 28. La 
identidad de secuencia entre un gen que codifica un homólogo humano y un gen que codifica un homólogo de ratón 
fue como sigue: la secuencia de nucleótidos de identidad de 89 % a 91 % y el aminoácido de identidad de secuencia 
de 95 % a 96 % en las regiones que se van a traducir a proteínas. La identidad de secuencia del gen canino 60 
obtenido con un gen que codifica un homólogo de pollo fue como sigue: la secuencia de nucleótidos de identidad de 
82 % y el aminoácido de identidad de secuencia de 87 % en las regiones que se van a traducir a proteínas. La 
secuencia de nucleótidos del homólogo de pollo se muestra en la SEQ ID NO 29 y la secuencia de aminoácidos de 
la misma se muestra mediante la SEQ ID NO 30. La identidad de secuencia entre un gen que codifica un homólogo 
humano y un gen que codifica un homólogo de pollo fue como sigue: la secuencia de nucleótidos de identidad de 81 65 
% a 82 % y el aminoácido de identidad de secuencia de 86 % en las regiones que se van a traducir a proteínas. 
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(4) Análisis de la expresión génica en tejido 
 
La expresión de los genes obtenidos en la manera descrita anteriormente en los tejidos normales caninos y 
humanos y varias cepas de células se examinó mediante transcripción inversa-PCR (RT-PCR). La transcripción 
inversa se llevó a cabo de la siguiente manera. Específicamente, el ARN total se extrajo de 50 a 100 mg de 5 
muestras de tejido y de 5 a 10x 106 cepas de células con el uso del reactivo Trizol (Invitrogen) de acuerdo con el 
protocolo incluido en el mismo. El ADNc se sintetizó con el uso de la ARN total extraído usando el Sistema de 
Superscript First-Strand Synthesis System para RT-PCR (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo incluido en el 
mismo. La PCR se llevó a cabo usando cebadores específicos para los genes obtenidos (mostrado por las SEQ ID 
NO 33 y 34) de la siguiente manera. Específicamente, los reactivos (0,25 µl de la muestra preparada a través de 10 
transcripción inversa, 2 µM de cada uno de los cebadores, 0,2 mM de cada uno de los dNTP, y 0,65 U de ExTaq 
polimerasa (Takara Shuzo Co., Ltd.)) se mezclaron con un tampón de acompañamiento para ajustar para que 
coincida con el volumen total de 25 µl. El resultante se sometió a la reacción de 30 ciclos a 94 °C durante 30 
segundos, 60 °C durante 30 segundos, y 72 ° C durante 30 segundos utilizando el ciclador térmico (BIO RAD). Los 
cebadores específicos de genes anteriores se utilizaron para amplificar una región de los nucleótidos 206 a 632 de 15 
la secuencia de nucleótidos mostrada por la SEQ ID NO 5 (es decir, el gen de CAPRIN-1 canino) y una región de los 
nucleótidos 698 a 1124 de la secuencia de nucleótidos mostrada por la SEQ ID NO 1 (es decir, el gen CAPRIN-1 de 
ser humano). Para comparación, los cebadores específicos de GAPDH (como se muestra con las SEQ ID NO 35 y 
36) Se utilizaron simultáneamente. Como resultado, la expresión potente se observó en un tejido testicular canino 
sano y se observó expresión en tejido de cáncer de mama y adenocarcinoma canino, mostrado en la Fig. 1. 20 
Además, también se examinó la expresión del homólogo humano del gen obtenido, y la expresión del mismo se 
observó solo en los testículos en el caso de tejido normal, como en el caso del gen de CAPRIN-1 canino. Sin 
embargo, la expresión del mismo se detectó en una amplia variedad de líneas celulares de cáncer, como cáncer de 
mama, tumor cerebral, leucemia, cáncer de pulmón, y las líneas celulares de cáncer de esófago, y, en particular, la 
expresión del mismo se observó en muchas líneas celulares de cáncer de mama. Los resultados demuestran que la 25 
expresión de CAPRIN-1 no se observa en tejidos normales distintos del tejido testicular, sin embargo, CAPRIN-1 se 
expresa en muchas células cancerosas y líneas celulares de cáncer de mama, en particular. 
 
En la Fig. 1, número de referencia 1 en el eje vertical muestra el patrón de expresión del gen identificado 
anteriormente y el número de referencia 2 muestra el patrón de expresión del gen control de GAPDH. 30 
 
(5) Tinción inmunohistoquímica 
 
(5)-1: Expresión de CAPRIN-1 en tejido normal de ratón y canino 
 35 
Los ratones (Balb / c, hembras) y perros (perros beagle, hembras) se desangraron con anestesia con éter y con 
anestesia de ketamina / isoflurano, se abrió la cavidad abdominal, y los órganos (estómago, hígado, globo ocular, 
timo, músculo, médula ósea, útero, intestino delgado, esófago, corazón, riñón, glándula salival, intestino grueso, 
glándula mamaria, cerebro, pulmón, piel, glándula suprarrenal, ovario, páncreas, bazo, y vejiga) se transfirieron de 
forma independiente a una placa de 10 cm que contiene PBS. Se realizó incisión de los órganos en PBS y se 40 
inmovilizaron con tampón fosfato 0,1 M que contiene 4 & de paraformaldehído (PFA) (pH 7,4) en condiciones de 
reflujo durante la noche. Una solución de reflujo se desechó, las superficies de los tejidos de los órganos se 
enjuagaron con PBS, se introdujo una solución de PBS que contiene 10 % de sacarosa en un tubo de centrífuga de 
50 ml, y los tejidos se introdujeron en ella y se agitaron a 4 °C durante 2 horas utilizando una rotor. El resultante se 
transfirió a una solución de PBS que contiene 20 % de sacarosa, se dejó en reposo a 4 °C hasta que los tejidos 45 
sedimentaron y después se transfirió a una solución de PBS que contiene 30 % de sacarosa y se dejó reposar a 4 
°C hasta que los tejidos sedimentaron. Los tejidos se retiraron y las regiones necesarias se escindieron utilizando un 
bisturí quirúrgico. Posteriormente, el compuesto OCT (Tissue Tek) se aplicó sobre la superficie del tejido, y los 
tejidos se colocaron luego en el criomolde. Después de colocar el criomolde en hielo seco y congelar rápidamente, 
los tejidos se cortaron a un espesor de 10 µm a 20 µm utilizando el criostato (Leica), y las láminas de tejido sobre los 50 
portaobjetos de vidrio se dejaron secaron al aire con un secador de pelo durante 30 minutos para preparar 
portaobjetos de vidrio que tienen láminas de tejido sobre los mismos. Posteriormente, los portaobjetos de vidrio se 
introdujeron en un frasco de tinción lleno con PBS-T (solución salina fisiológica que contenía 0,05 % de Tween 20), 
el PBS-T se reemplazó con PBS-T fresco cada 5 minutos, y este procedimiento se repitió 3 veces. La humedad extra 
alrededor de los portaobjetos se limpió usando Kimwipes, las láminas se rodearon con Dakopen (DAKO), un reactivo 55 
de MOM Ig de ratón de bloqueo (VECTASTAIN) se colocó en el tejido de ratón como una solución de bloqueo, una 
solución de PBS-T que contiene 10 % de suero bovino fetal se colocó en el tejido canino como una solución de 
bloqueo, y se dejaron en reposo en una cámara húmeda a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, se 
aplicó una solución ajustada para comprender un anticuerpo monoclonal contra CAPRIN-1 que tiene la cadena 
pesada de la región variable de la SEQ ID Nº: 78 y la región variable de la cadena ligera de SEQ ID NO 79 a 10 µg / 60 
ml con una solución de bloqueo, que reacciona con la superficie de células de cáncer preparadas en el Ejemplo de 
Referencia 1 y el resultante se dejó en reposo en una cámara húmeda a 4 °C durante la noche. Después de lavar los 
portaobjetos de vidrio 3 veces con PBS-T durante 10 minutos, se añadió el anticuerpo anti-IgG marcado con MOM 
biotina (VECTASTAIN) diluido 250 veces con una solución de bloqueo después se dejó en reposo en una cámara 
húmeda a una temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar portaobjetos 3 veces con PBS-T durante 10 65 
minutos, se aplicó un reactivo ABC con avidina-biotina (VECTASTAIN) se sobre la misma, y los portaobjetos se 
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dejaron en reposo en una cámara húmeda a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de lavar 
portaobjetos 3 veces con PBS-T durante 10 minutos, se aplicó una solución de desarrollo de color DAB (10 mg de 
DAB + 10 µl de 30 % H2O2 /Tris-HCl 0,05 M, pH 7,6, 50 ml) sobre la misma, y los portaobjetos se dejaron reposar en 
una cámara húmeda a temperatura ambiente durante 30 minutos Los portaobjetos se enjuagaron con agua 
destilada, un reactivo de hematoxilina (DAKO) se aplicó a los mismos y los portaobjetos se dejaron en reposo a 5 
temperatura ambiente durante 1 minuto, seguido de aclarado con agua destilada. Los portaobjetos de vidrio se 
sumergieron sucesivamente en 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 100 % de soluciones de etanol durante 1 minuto cada uno 
y luego se dejaron reposar en xileno durante la noche. Se eliminaron los portaobjetos de vidrio, se montaron con 
medio de montaje Glycergel (Dako), y luego se observaron. Como resultado, se observó una débil expresión de 
CAPRIN-1 dentro de las células de la glándula salival, riñón, colon, y tejidos gástricos; sin embargo, la expresión del 10 
mismo no se observó en las superficies celulares, y no se observó expresión en tejidos derivados de otros órganos. 
 
(5)-2: Expresión de CAPRIN-1 en tejido de cáncer de mama canino 
 
Las 108 muestras de tejido de cáncer de mama congeladas de perros, que habían sido diagnosticados con cáncer 15 
de mama maligno a través de diagnóstico patológico, se utilizaron para preparar portaobjetos que comprenden 
láminas congeladas en el mismo y para llevar a cabo la tinción inmunohistoquímica con el uso de un anticuerpo 
monoclonal contra CAPRIN-1 que tiene la región variable de la cadena pesada de la SEQ ID NO 78 y la región 
variable de la cadena ligera de SEQ ID NO 79 de la misma manera como se describió anteriormente. Como 
resultado, se observó expresión de CAPRIN-1 en 100 de los 108 especímenes (92,5 %), y SE encontró que la 20 
expresión de CAPRIN-1 era particularmente potente en la superficie de células de cáncer con un alto grado de 
aticismo. 
 
(5)-3: Expresión de CAPRIN-1 en tejido de cáncer de mama humano 
 25 
La tinción inmunohistoquímica se llevó a cabo en 188 especímenes de tejido de cáncer de mama en el pecho 
humano matriz de tejido de cáncer de embebido en parafina (BIOMAX).). La matriz de tejido de cáncer de mama 
humano se trató a 60 °C durante 3 horas, la matriz se introdujo en un frasco de tinción lleno con xileno, el xileno se 
reemplazó con xileno fresco cada 5 minutos, y este procedimiento se repitió 3 veces. Posteriormente, los 
procedimientos similares se repitieron con el uso de etanol y PBS-T en lugar de xileno. La matriz de tejido de cáncer 30 
de mama humano se introdujo en un frasco de tinción lleno con tampón de citrato 10 mM que contiene 0,05 % de 
Tween 20 (pH 6,0), la matriz se trató a 125 ° C durante 5 minutos, y la matriz se dejó reposar a temperatura 
ambiente durante al menos 40 minutos. La humedad extra alrededor de las láminas se limpió usando Kimwipes, el 
tejido se rodeó con Dakopen, y se añadió una cantidad adecuada de peroxidasa Block (DAKO) gota a gota. Después 
de dejar que la matriz reposara a temperatura ambiente durante 5 minutos, la matriz se introdujo en un frasco de 35 
tinción lleno con PBS-T, PBS-T fue sustituido con PBS-T fresco cada 5 minutos, y este procedimiento se repitió 3 
veces. Una solución PBS-T que contiene 10 % de FBS se aplicó sobre el mismo como una solución de bloqueo y se 
dejó reposar en una cámara húmeda a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, se aplicó una solución 
ajustada para comprender un anticuerpo monoclonal contra CAPRIN-1 que tiene la cadena pesada de la región 
variable de la SEQ ID Nº: 78 y la región variable de la cadena ligera de SEQ ID NO 79 a 10 µg / ml con una solución 40 
de PBS-T que contiene 5 % de FBS, que reacciona con la superficie de células de cáncer preparadas en el Ejemplo 
de Referencia 1, se aplicó el mismo, y la matriz se dejó en reposo en una cámara húmeda a 4 °C durante la noche. 
Después de lavar la matriz 3 veces con PBS-T durante 10 minutos, se añadió gota a gota una cantidad adecuada 
del conjugado polimérico marcado con peroxidasa (DAKO) gota a gota, y luego la matriz se dejó en reposo en una 
cámara húmeda a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después de lavar matriz 3 veces con PBS-T durante 45 
10 minutos, se aplicó sobre ella una solución de desarrollo de color DAB (DAKO), la matriz se dejó reposar a 
temperatura ambiente durante aproximadamente 10 minutos, y la solución de desarrollo de color se desechó. La 
matriz se lavó 3 veces con PBS-T durante 10 minutos, se lavó con agua destilada, se sumergió sucesivamente en 
soluciones de etanol al 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 100 % durante 1 minuto cada una, y luego se dejó reposar en 
xileno durante la noche. Se eliminaron los portaobjetos de vidrio, se montaron con medio de montaje Glycergel 50 
(Dako), y luego se observaron. Como resultado se observó una potente expresión de CAPRIN-1 en 138 del total de 
188 muestras de tejido de cáncer de mama (73 %). 
 
(5)-4: Expresión de CAPRIN-1 en el tumor cerebral maligno humano 
 55 
Se realizó tinción inmunohistoquímica en 247 muestras de tejido de tumor cerebral humano maligno sobre la matriz 
de tejido de tumor cerebral maligno humano embebido en parafina (BIOMAX), con un anticuerpo monoclonal contra 
CAPRIN-1 que tiene la región variable de la cadena pesada de la SEQ ID NO 78 y la región variable de la cadena 
ligera de SEQ ID NO 79 de la misma manera que en (5)-3 anterior. Como resultado se observó una potente 
expresión de CAPRIN-1 en 227 del total de 247 muestras de tejido de tumor cerebral maligno (92 %). 60 
 
(5)-5: Expresión de CAPRIN-1 en cáncer de mama humano metastatizado a los ganglios linfáticos 
 
Se realizó tinción inmunohistoquímica en 150 muestras de tejido de ganglios linfáticos con metástasis de cáncer de 
mama sobre la matriz de tejido de ganglios linfáticos con metástasis de cáncer de mama embebido en parafina 65 
(BIOMAX), con un anticuerpo monoclonal contra CAPRIN-1 que tiene la región variable de la cadena pesada de la 
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SEQ ID NO 78 y la región variable de la cadena ligera de SEQ ID NO 79 de la misma manera que en (5)-3 anterior. 
Como resultado se observó una potente expresión de CAPRIN-1 en 136 del total de 150 muestras de ganglio 
linfático con metástasis de cáncer de mama (90 %). Se descubrió que la expresión de CAPRIN-1 era potente en 
tejido de cáncer de metástasis de cáncer de mama. 
 5 
Ejemplo de referencia 1: Preparación de anticuerpo monoclonal contra CAPRIN-1 
 
100 µg de la proteína antigénica de la SEQ ID NO 2 2 preparada en el Ejemplo 2 (CAPRIN-1 humana) se mezcló 
con la cantidad equivalente de MPL + TDM adyuvante (Sigma Corporation), y la mezcla se utilizó como una solución 
antigénica por ratón. La solución de antígeno se administró por vía intraperitoneal a ratones Balb / c de 6 semanas 10 
(Japón SLC, Inc.), y la solución se administró 3 veces más cada semana. El bazo extirpado 3 días después de la 
inmunización final se colocó entre dos portaobjetos de vidrio esterilizados, conectados a tierra, se lavó con PBS (-) 
(Nissui), y se centrifugó a 1.500 rpm durante 10 minutos, y se eliminó el sobrenadante. Este procedimiento se repitió 
3 veces para obtener células de bazo. Las células de bazo obtenidas se mezclaron con células de mieloma SP2 / 0 
de ratón (adquirido de ATCC) a 10: 1, a ello se añadió una solución de PEG preparada mediante la mezcla de 200 µl 15 
de medio RPMI 1640 que contiene 10 % de FBS con 800 µl de PEG1500 (Boehringer) calentada a 37 °C y el 
resultante se dejó en reposo durante 5 minutos para llevar a cabo la fusión celular. El resultante se centrifugó a 
1.700 rpm durante 5 minutos, se retiró el sobrenadante, las células se suspendieron en 150 ml de medio RPMI 1640 
que contiene 15 % de FBS al que se añadieron 2 % de equivalentes de una solución de HAT (Gibco) (medio de 
selección HAT) y 100 µl de cada una se sembraron por pocillo de 15 placas de 96 pocillos (Nunc). El cultivo se llevó 20 
a cabo durante 7 días a 37 °C en 5 % de CO2 para obtener hibridomas resultantes de la fusión de las células de 
bazo con las células de mieloma. 
 
Los hibridomas fueron seleccionados utilizando la afinidad de unión del anticuerpo producido por los hibridomas 
resultantes para la proteína CAPRIN-1 como el indicador. La solución de proteína CAPRIN-1 (1 µg/ml)) preparada en 25 
el Ejemplo 2 se añadió a la placa de 96 pocillos en cantidades de 100 µg/ml por pocillo, y la placa se dejó en reposo 
a 4 ° C durante 18 horas. Los pocillos se lavaron 3 veces con PBS-T, se añadió una solución de albúmina de suero 
(BSA) bovina de 0,5 % (Sigma Corporation) en cantidades de 400 µl por pocillo, y la placa se dejó reposar a 
temperatura ambiente durante 3 horas. La solución se retiró, los pocillos se lavaron 3 veces con 400 µl de PBS-T por 
pocillo, los sobrenadantes de cultivo de los hibridomas obtenidos anteriormente se añadieron en cantidades de 100 30 
µl +por pocillo, y la placa se dejó en reposo a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de lavar los pocillos 3 
veces con PBS-T, se añadió el anticuerpo IgG (H+L) anti-ratón marcado con HRP (Invitrogen) diluido 5.000 veces 
con PBS en cantidades de 100 µl por pocillo, y la placa se dejó reposar a temperatura ambiente durante 1 hora. 
Después de lavar los pocillos 3 veces con PBS-T, se añadió una solución de sustrato TMB (Thermo) en cantidades 
de 100 µl por pocillo, y la placa se dejó reposar durante 15 a 30 minutos para realizar una reacción de desarrollo de 35 
color. Después de que se desarrollara el color, se añadió ácido sulfúrico 1 N en cantidades de 100 µl por pocillo para 
terminar la reacción y se analizó la absorbancia a 450 nm y a 595 nm utilizando un espectrómetro de absorción. 
Como resultado, se seleccionó una pluralidad de anticuerpos productores de hibridomas con altos valores de 
absorbancia. 
 40 
Los hibridomas seleccionados se añadieron a una placa de 96 pocillos en cantidades de 0,5 células por pocillo y se 
cultivaron. Una semana más tarde, se observó que algunos hibridomas formaban colonias individuales en los 
pocillos. Las células en dichos pocillos se cultivaron adicionalmente y los hibridomas se seleccionaron utilizando la 
afinidad de unión de los anticuerpos producidos a partir de los hibridomas clonados frente a la proteína CAPRIN-1 
como indicador. La solución de proteína CAPRIN-1 (1 µg/ml)) preparada en el Ejemplo 2 se añadió a una placa de 45 
96 pocillos en cantidades de 100 µg por pocillo, y la placa se dejó en reposo a 4 °C durante 18 horas. Después de 
lavar los pocillos 3 veces con PBS-T, se añadió una solución de BSA de 0,5 % en cantidades de 400 µl por pocillo, y 
la placa se dejó reposar a temperatura ambiente durante 3 horas. La solución se retiró, los pocillos se lavaron 3 
veces con 400 µl de PBS-T por pocillo, los sobrenadantes de cultivo de los hibridomas obtenidos anteriormente se 
añadieron en cantidades de 100 µl +por pocillo, y la placa se dejó en reposo a temperatura ambiente durante 2 50 
horas. Después de lavar los pocillos 3 veces con PBS-T, se añadió el anticuerpo IgG (H+L) anti-ratón marcado con 
HRP (Invitrogen) diluido 5.000 veces con PBS en cantidades de 100 µl por pocillo, y la placa se dejó reposar a 
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de lavar los pocillos 3 veces con PBS-T, se añadió una solución de 
sustrato TMB (Thermo) en cantidades de 100 µl por pocillo, y la placa se dejó reposar durante 15 a 30 minutos para 
realizar una reacción de desarrollo de color. Después de que se desarrollara el color, se añadió ácido sulfúrico 1 N 55 
en cantidades de 100 µl por pocillo para terminar la reacción y se analizó la absorbancia a 450 nm y a 595 nm 
utilizando un espectrómetro de absorción. Como resultado, se obtuvo una pluralidad de cepas de hibridoma 
productores de anticuerpos monoclonales que mostraban reactividad con la proteína CAPRIN-1, el sobrenadante del 
cultivo de los hibridomas se purificó usando un transportador de proteína G para obtener 150 anticuerpos 
monoclonales que se unen a la proteína CAPRIN-1. 60 
 
Posteriormente, los anticuerpos monoclonales que tienen reactividad con las superficies de las células de cáncer de 
mama que expresan CAPRIN-1 se seleccionaron de entre los anticuerpos monoclonales anteriores. 
Específicamente, 106 células de la línea celular de cáncer de mama humana, MDA-MB-231V, se centrifugaron en un 
tubo de microcentrífuga de 1,5 ml, a ello se añadieron100 µl de los sobrenadantes de los hibridomas preparados 65 
anteriormente y los resultantes se dejaron reposar en hielo durante 1 hora. Después de lavar la placa con PBS, se 
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añadió el anticuerpo IgG anti-ratón marcado con FITC (Invitrogen) diluido 500 veces con PBS que contiene 0,1 % y 
la placa se dejó en reposo en hielo durante 1 hora. Después de lavar la placa con PBS, la intensidad de la 
fluorescencia se midió usando el FACSCalibur (Becton Dickinson). Por separado, como control, se realizó el mismo 
procedimiento a excepción de que se añadió un medio en lugar de los anticuerpos. Como resultado se 
seleccionaron11 anticuerpos monoclonales que muestran la intensidad de fluorescencia más fuerte que el control; es 5 
decir, 11 anticuerpos monoclonales que reaccionan con las superficies de las células de cáncer de mama. La 
secuencia de la región variable de la cadena pesada de uno de tales anticuerpos monoclonales se muestra en la 
SEC ID Nº: 78 y la de la región variable de la cadena ligera del mismo se muestra en la SEQ ID NO 79. 
 
Ejemplo 2: Preparación de nuevas proteínas antigénicas de cáncer de mama y humano 10 
 
(1) Preparación de la proteína recombinante 
 
Una proteína recombinante se preparó usando el gen de la SEQ ID NO 5 obtenido en el Ejemplo 1 de la manera que 
se describe a continuación. Los reactivos (el vector (1 µl) preparado a partir de la solución de fagemido obtenida en 15 
el Ejemplo 1 y sometida a análisis de la secuencia, 0,4 µM cada uno de dos tipos de cebadores que contienen los 
sitios de restricción NdeI y KpnI (SEQ ID NO 37 y 38), 0,2 mM de dNTP, y 1,25 U de PrimeStar HS polimerasa 
(Takara Shuzo Co., Ltd.)) se mezclaron con el tampón de acompañamiento para ajustar para que coincida con el 
volumen total de 50 µl. El resultante se sometió a la reacción de 30 ciclos a 98 °C durante 10 segundos y 68 °C 
durante 1,5 minutos utilizando el ciclador térmico (BIO RAD). Se usaron los dos tipos anteriores de cebadores para 20 
amplificar una región que codifica la secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEQ ID NO 6. Después de 
llevar a cabo la PCR, el ADN amplificado se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 1 %, y un fragmento de 
ADN de aproximadamente 1,4 kpb se purificó usando el kit de extracción en gel QIAquick Gel Extraction Kit 
(QIAGEN). 
 25 
El fragmento de ADN purificado se ligó en el vector de clonación pCR-Blunt (Invitrogen). El resultante se transformó 
en E. coli, el plásmido se recuperó y se confirmó que el fragmento de gen amplificado coincidía con la secuencia de 
interés a través de secuenciación. El plásmido, que se había encontrado que coincidía con la secuencia de interés 
se trató con las enzimas de restricción NdeI y KpnI, el producto resultante se purificó con el kit de extracción en gel 
QIAquick, y la secuencia del gen de interés se insertó en un vector de expresión de E. coli (pET30b, Novagen) 30 
tratado con las enzimas de restricción NdeI y KpnI. El uso de este vector permite la producción de una proteína 
recombinante fusionada a un marcador de His. El plásmido se transformó en E. coli BL21 (DE3) y se indujo con 
IPTG 1 mM para expresar la proteína de interés en E. coli. 
 
Por separado, una proteína recombinante del gen homólogo canino se preparó usando el gen de la SEQ ID NO 7 del 35 
modo que se describe a continuación. Los reactivos (ADNc (1 µl), cuya expresión se confirmó mediante RT-PCR 
entre el ADNc tisular o celular preparado en el Ejemplo 1, 0,4 µM de cada uno de dos tipos de cebadores que 
contienen los sitios de restricción NdeI y KpnI (SEQ ID NO 39 y 40), 0,2 mM de dNTP, y 1,25 U de PrimeStar HS 
polimerasa (Takara Shuzo Co., Ltd.)) se mezclaron con el tampón de acompañamiento para ajustar para que 
coincida con el volumen total de 50 µl. El producto resultante se sometió a la reacción de 30 ciclos a 98 °C durante 40 
10 segundos y 68 °C durante 2,5 minutos utilizando el ciclador térmico (BIO RAD). Se usaron los dos tipos 
anteriores de cebadores para amplificar una región que codifica la secuencia de aminoácidos de longitud completa 
de SEQ ID NO 8. Después de llevar a cabo la PCR, el ADN amplificado se sometió a electroforesis en gel de 
agarosa al 1 %, y un fragmento de ADN de aproximadamente 2,2 kpb se purificó usando el kit de extracción en gel 
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). 45 
 
El fragmento de ADN purificado se ligó en el vector de clonación pCR-Blunt (Invitrogen). El producto resultante se 
transformó en E. coli, el plásmido se recuperó y se confirmó que el fragmento de gen amplificado coincidía con la 
secuencia de interés a través de secuenciación. El plásmido, que se había encontrado que coincidía con la 
secuencia de interés se trató con las enzimas de restricción NdeI y KpnI, el producto resultante se purificó con el kit 50 
de extracción en gel QIAquick, y la secuencia del gen de interés se insertó en un vector de expresión de E. coli 
(pET30b, Novagen) tratado con las enzimas de restricción NdeI y KpnI. El uso de este vector permite la producción 
de una proteína recombinante fusionada a un marcador de His. El plásmido se transformó en E. coli BL21 (DE3) y se 
indujo con IPTG 1 mM para expresar la proteína de interés en E. coli. 
 55 
Una proteína recombinante del gen homólogo humano se preparó usando el gen de la SEQ ID NO 1 del modo que 
se describe a continuación. Los reactivos (ADNc (1 µl), cuya expresión se confirmó mediante RT-PCR entre el ADNc 
tisular o celular preparado en el Ejemplo 1, 0,4 µM de cada uno de dos tipos de cebadores que contienen los sitios 
de restricción SacI y XhoI (SEQ ID NO 41 y 42), 0,2 mM de dNTP, y 1,25 U de PrimeStar HS polimerasa (Takara 
Shuzo Co., Ltd.)) se mezclaron con el tampón de acompañamiento para ajustar para que coincida con el volumen 60 
total de 50 µl. El producto resultante se sometió a la reacción de 30 ciclos a 98 °C durante 10 segundos y 68 °C 
durante 2,5 minutos utilizando el ciclador térmico (BIO RAD). Se usaron los dos tipos anteriores de cebadores para 
amplificar una región que codifica la secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEQ ID NO 2. Después de 
llevar a cabo la PCR, el ADN amplificado se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 1 %, y un fragmento de 
ADN de aproximadamente 2,1 kpb se purificó usando el kit de extracción en gel QIAquick Gel Extraction Kit 65 
(QIAGEN). 
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El fragmento de ADN purificado se ligó en el vector de clonación pCR-Blunt (Invitrogen). El producto resultante se 
transformó en E. coli, el plásmido se recuperó y se confirmó que el fragmento de gen amplificado coincidía con la 
secuencia de interés a través de secuenciación. El plásmido, que se había encontrado que coincidía con la 
secuencia de interés se trató con las enzimas de restricción SacI y XhoI el producto resultante se purificó con el kit 
de extracción en gel QIAquick, y la secuencia del gen de interés se insertó en un vector de expresión de E. coli 5 
(pET30b, Novagen) tratado con las enzimas de restricción SacI y XhoI. El uso de este vector permite la producción 
de una proteína recombinante fusionada a un marcador de His. El plásmido se transformó en E. coli BL21 (DE3) y se 
indujo con IPTG 1 mM para expresar la proteína de interés en E. coli. 
 
(2) Purificación de la proteína recombinante 10 
 
Las células de E. coli recombinantes que expresan el gen de la SEQ ID NO 1, 5, o 7 obtenidas anteriormente se 
cultivaron en medio LB que contiene 30 µg / ml de kanamicina a 37 °C hasta que la absorbancia a 600 nm se 
convirtió en aproximadamente 0,7, se añadió isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido hasta una concentración final de 1 
mM, y el cultivo se llevó a cabo a 37 °C durante 4 horas. Posteriormente, las células se centrifugaron a 4.800 rpm 15 
durante 10 minutos y se recogieron. El sedimento celular se suspendió en solución salina fisiológica tamponada con 
fosfato, el producto resultante se centrifugó a 4.800 rpm durante 10 minutos adicionales y las células se lavaron a 
continuación. 
 
Las células se suspendieron en solución salina fisiológica tamponada con fosfato y se rompieron con ultrasonidos en 20 
hielo. La solución de células de E. coli alteradas por ultrasonidos se centrifugó a 6.000 rpm durante 20 minutos, el 
sobrenadante resultante se designó como una fracción soluble, y el precipitado se designó como una fracción 
insoluble. 
 
La fracción soluble se añadió a una columna quelante de níquel preparada de acuerdo con una técnica convencional 25 
(vehículo: Chelateing Sepharose Fast Flow ™ (GE Health Care); volumen de la columna: 5 ml; tampón de 
equilibrado: 50 mM de tampón de clorhidrato, pH 8,0). Una fracción no adsorbida se lavó con 10 volúmenes de 
columna de tampón de clorhidrato 50 mM (pH 8,0) y 20 mM de tampón de fosfato que contenía imidazol 20 mM (pH 
8,0), seguido de elución con 6 volúmenes de lecho de tampón fosfato 20 mM que contienen imidazol 100 mM (pH 
8,0) inmediatamente después. La fracción eluida con tampón fosfato 20 mM que contenía imidazol 100 mM (pH 8,0), 30 
en la que la elución de la proteína de interés se había confirmado mediante tinción de Coomassie, se añadió a una 
columna de intercambio de aniones fuertes (vehículo: Q Sepharose™ Fast Flow (GE Health Care); volumen de la 
columna: 5 ml; 20 mM de tampón de fosfato (pH 8,0) como tampón de equilibrado). Una fracción no adsorbida se 
lavó con 10 volúmenes de columna de tampón de clorhidrato 20 mM (pH 7,0) y 20 mM de tampón de fosfato que 
contenía cloruro sódico 20 mM (pH 7), seguido de elución con 5 volúmenes de lecho de tampón fosfato 20 mM que 35 
contienen cloruro sódico 400 mM (pH 7,0) inmediatamente después. Se obtuvieron las fracciones purificadas de 
proteínas que comprendían cada una las secuencias de aminoácidos mostradas en las SEQ ID NO 2, 6, y 8 y 
después se designaron como materiales para la prueba de administración. 
 
Una fracción (200 µl) de las muestras purificadas obtenidas por el método descrito anteriormente se dispensó en 1 40 
ml de un tampón de reacción (Tris-HCl 20 mM, NaCl 50 mM, CaCl2, 2 mM, pH 7,4), se añadieron 2 µl de 
enteroquinasa (Novagen), el producto resultante se dejó en reposo a temperatura ambiente durante la noche, la 
reacción se dejó proceder, se escindió un marcador de His y después se llevó a cabo la purificación usando el kit de 
captura de enteroquinasa Enterokinase Cleavage Capture Kit (Novagen) de acuerdo con los protocolos adjuntos. 
Posteriormente, 1,2 ml de la muestra purificada obtenida por el método descrito anteriormente se sometió a la 45 
sustitución de tampón con tampón fosfato salino (Nissui) a través de ultrafiltración utilizando Nanosep 10K Omega 
(Pall), se realizó filtración aséptica se a través de HT Tuffryn Acrodisc (tamaño de poro: 0,22 µm, Pall), y el producto 
resultante se utilizó para el siguiente experimento. 
 
Ejemplo 3: Prueba de administración de la proteína recombinante a perros portadores de cáncer 50 
 
(1) Evaluación antitumoral 
 
Un perro portador de cáncer (cáncer de mama) que tiene un tumor en la epidermis se sometió a la evaluación de los 
efectos antitumorales de la proteína recombinante purificada anteriormente. 55 
 
El polipéptido recombinante que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada por la SEQ ID NO 6 purificada de la 
manera descrita anteriormente (100 µg, 0,5 ml) se mezcló con la cantidad equivalente de adyuvante incompleto de 
Freund el (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) para preparar un agente terapéutico del cáncer. El agente 
resultante se administró 3 veces en total en los ganglios linfáticos regionales en la proximidad del tumor, como una 60 
administración inicial, y 3 días y 7 días después. Como resultado, un tumor de un tamaño de aproximadamente 86 
mm3 cuando se administró el agente terapéutico del cáncer se redujo a 55 mm3, 30 mm3, y 20 mm3,10 días, 20 días, 
y 30 días después de la administración inicial, respectivamente. 
 
Una mezcla de 0,5 ml del polipéptido recombinante que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada por la SEQ ID 65 
NO 2 y 0,5 ml de adyuvante incompleto de Freund se administró a otro perro que tiene cáncer de mama 3 veces en 
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total de la misma manera que se ha descrito anteriormente. Además, se administraron 100 µg de interleucina 12 
canina junto con el agente por vía subcutánea. Como resultado, un tumor de tamaño aproximadamente 123 mm3 
cuando se administró el agente terapéutico del cáncer remitió completamente 45 días después de la administración 
inicial del agente terapéutico del cáncer. 
 5 
Además, una mezcla de 0,5 ml del polipéptido recombinante que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada por la 
SEQ ID NO 8 y 0,5 ml de adyuvante incompleto de Freund se administró a otro perro que tiene cáncer de mama 3 
veces en total de la misma manera que se ha descrito anteriormente. Además, se administraron 100 µg de 
interleucina 12 canina junto con el agente por vía subcutánea. Como resultado, un tumor de tamaño 
aproximadamente 96 mm3 cuando se administró el agente terapéutico del cáncer remitió completamente 27 días 10 
después de la administración inicial del agente terapéutico del cáncer. 
 
(2) Evaluación de la capacidad inductora inmunidad- 
 
Las muestras de sangre de los perros clínicamente afectados a la que se han administrado los polipéptidos 15 
recombinantes que tienen las secuencias de aminoácidos mostradas en las SEQ ID NO 6, la SEQ ID NO 2 y la SEC 
ID Nº: 8 en la prueba de administración llevada a cabo en (1) anteriormente se obtuvieron antes de la administración 
y 10 días y 30 días después de la administración inicial, las células mononucleares de sangre periférica se 
separaron de acuerdo con una técnica convencional, y se evaluó la capacidad de las proteínas recombinantes para 
la inducción de inmunidad se evaluó mediante el ensayo ELISPOT de IFNγ usando las células mononucleares de 20 
sangre periférica. 
 
Se añadió etanol al 70 % a una placa de 96 pocillos (MultiScreen-IP, MAIPS4510, Millipore) en cantidades de 100 µl 
/ pocillo, la placa se dejó en reposo durante 5 minutos, el etanol se retiró por aspiración, la placa se lavó con agua 
esterilizada, se añadió bicarbonato de sodio 200 mM (pH 8,2) en cantidades de 300 µl / pocillo, la placa se dejó 25 
reposar durante 5 minutos, el bicarbonato de sodio se retiró por aspiración, y se lavó la placa. Posteriormente, el 
anticuerpo monoclonal interferón γ anti-canino (clon 142529, MAB781, R & D) añadido a 200 mM de bicarbonato de 
sodio se añadió a la placa en cantidades de 0,5 µg / pocillo, la incubación se llevó a cabo a 37 °C durante la noche, y 
el anticuerpo primario se pasó por fase sólida. Después de que el anticuerpo primario en la solución se retirara por 
aspiración, se añadió una solución de bloqueo (1 % de BSA-5 % de sacarosa-bicarbonato de sodio 200 mM, pH 8,2) 30 
en cantidades de 300 µl / pocillo, y la incubación se llevó a cabo en 4 °C durante la noche para bloquear la placa. 
Después de retirar por aspiración la solución de bloqueo se añadió medio RPMI que contenía suero bovino fetal al 
10 % (Invitrogen) en cantidades de 300 µl/ / pocillo, la placa se dejó reposar durante 5 minutos, y el medio se retiró 
por aspiración. Después, se añadieron a la placa células mononucleares de sangre periférica caninas en suspensión 
en medio RPMI que contenía suero bovino fetal al 10 % en cantidades de 5 x 105 células / pocillo, el polipéptido 35 
derivado de perro o el polipéptido derivado de ser humano utilizados para la administración se añadieron a la misma 
en cantidades de 10 µl / pocillo, y el cultivo se llevó a cabo a 37 °C en 5 % de CO2 durante 24 horas para producir 
interferón γ a partir de los inmunocitos de entre las células mononucleares de sangre periférica. Después de realizar 
el cultivo, se retiró el medio, y los pocillos se lavaron 6 veces con un lavado (0,1 % de Tween 20-bicarbonato sódico 
200 mM, pH 8,2). Los anticuerpos policlonales de conejo anti-perro diluidos 1.000 veces con la solución de bloqueo 40 
se añadieron a la placa en cantidades de 100µl/ pocillo y después se incubaron a 4 °C durante la noche. Después de 
lavar los pocillos 3 veces con el lavado, los anticuerpos anti-conejo marcados con HRP diluidos 1.000 veces con la 
solución de bloqueo se añadieron a la placa en cantidades de 100 µl/ pocillo, y la reacción se dejó proceder a 37 °C 
durante 2 horas. Después de lavar los pocillos 3 veces con el lavado, se desarrolló un color con la ayuda de 
inmunotinción Konica (Konica), y los pocillos se lavaron con agua para terminar la reacción. Después de terminar la 45 
reacción, la membrana se secó y el número de manchas desarrolladas se contó usando el KS Elispot (Carl Zeiss). 
Como resultado, no se detectaron manchas en las células mononucleares de sangre periférica de perros 
clínicamente afectados antes de la administración del polipéptido. En el caso después de administrar los 
polipéptidos, sin embargo, se detectaron 13 y 82 manchas en las células mononucleares de sangre periférica 
obtenidas de los perros clínicamente afectados a los que se había administrado el polipéptido recombinante que 50 
tiene la secuencia de aminoácidos mostrada por la SEQ ID NO 6, 10 y 30 días después de la administración. En el 
caso de los perros clínicamente afectados a los que se había administrado el polipéptido recombinante que tiene la 
secuencia de aminoácidos mostrada en las SEQ ID NO 2, se detectaron 53 y 189 manchas en las células 
mononucleares de la sangre periférica 10 y 30 días después de la administración. En el caso de los perros 
clínicamente afectados a los que se había administrado el polipéptido recombinante que tiene la secuencia de 55 
aminoácidos mostrada en las SEQ ID NO 8, se detectaron 32 y 117 manchas en las células mononucleares de la 
sangre periférica 10 y 30 días después de la administración. 
 
Los resultados anteriores demuestran que los inmunocitos que producen interferón γ específicamente en respuesta 
a las proteínas recombinantes que se han administrado se inducen en perros afectados clínicamente a los que se 60 
había administrado el polipéptido recombinante. Los resultados también demuestran que las reacciones inmunes en 
las que tales inmunocitos desempeñan un papel central producen los efectos antitumorales descritos en (1) 
anteriormente. 
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Ejemplo 4: Efectos antitumorales de las vacunas de ADN 
 
Un plásmido recombinante se preparó usando el gen de la SEQ ID NO 19 del siguiente modo. Los reactivos (ADNc 
(1 µl) extraído de la misma manera que en el Ejemplo 1 (4) desde la línea celular de cáncer colorrectal de ratón 
(CT26, adquirido de la ATCC) en el que se había observado expresión de CAPRIN-1, 0,4 µM de cada uno de dos 5 
tipos de cebadores (mostrados por las SEQ ID NO 80 y 81), 0,2 mM de dNTP, y 1,25 U de PrimeStar HS polimerasa 
se mezclaron con el tampón de acompañamiento para ajustar para que coincida con el volumen total de 50 µl. El 
producto resultante se sometió a PCR de 30 ciclos a 98 °C durante 10 segundos, 55 °C durante 15 segundos, y 72 
°C durante 4 minutos, utilizando un termociclador. Se usaron los dos tipos anteriores de cebadores para amplificar 
una región que codifica la secuencia de aminoácidos de longitud completa de SEQ ID NO 20. Después de llevar a 10 
cabo la PCR, el ADN amplificado se sometió a electroforesis en gel de agarosa al 1 %, y un fragmento de ADN de 
aproximadamente 2,100 kpb se purificó usando el kit de extracción en gel QIAquick Gel Extraction Kit. 
 
El fragmento de ADN purificado se ligó en el vector de clonación pCR-Blunt (Invitrogen). El producto resultante se 
transformó en E. coli, el plásmido se recuperó, se analizó la secuencia del fragmento, y se obtuvo un plásmido que 15 
tenía un fragmento de gen amplificado que coincidía con la secuencia de interés. El plásmido se trató con la enzima 
de restricción EcoRI, el producto resultante se purificó con el kit de extracción de gel QIAquick, y la secuencia del 
gen de interés se insertó en un vector de expresión de mamífero (pcDNA3,1, Invitrogen) tratado con la enzima de 
restricción EcoRI de acuerdo con una técnica convencional. 
 20 
50 µg de partículas de oro (Bio Rad), 100 µl de espermidina (Sigma) y 100 µl de CaCl2 1 M se añadieron a 100 µg 
de ADN plásmido preparado anteriormente, la mezcla se agitó con un agitador de vórtice y el porducto resultante se 
dejó en reposo a temperatura ambiente durante 10 minutos (en lo sucesivo denominado "partículas de ADN-oro"). 
Después de centrifugar la mezcla a 3.000 rpm durante 1 minuto, se descartó el sobrenadante, y las partículas se 
lavaron 3 veces con etanol al 100 %. Se añadió etanol al 100 % (6 ml) a las partículas de ADN-oro, el productor 25 
resultante se agitó a fondo mediante agitación de vórtice, y las partículas de ADN-oro se introdujeron en el tubo de 
Tefzel (Bio Rad) y se precipitaron en la pared. El etanol en el tubo de Tefzel al que se han añadido las partículas de 
ADN-oro se secó con aire, y el tubo de secado se cortó a una longitud adecuada para aplicaciones de pistola de 
genes. 
 30 
Las células CT26 se trasplantaron por vía subcutánea en las regiones dorsales de 20 ratones Balb / c (Japan SLC, 
Inc.) en cantidades de 106 células / ratón y se hicieron crecer hasta un diámetro del tumor de aproximadamente 7 
mm. A partir de entonces, el tubo preparado anteriormente se fijó en la pistola de genes, las células se administraron 
por vía percutánea en las cavidades abdominales de ratones afeitados a una presión de 400 psi utilizando un gas de 
helio puro (la cantidad de ADN plásmido inoculado es 2 µg / ratón), y se evaluaron los efectos antitumorales. 35 
 
Como resultado, los tumores aumentaron de tamaño en 10 ratones de control a los que se habían administrado 
plásmidos vacíos que comprenden los genes de CAPRIN-1 genes, y los 10 ratones murieron 63 días después del 
trasplante del tumor. En el caso de 10 ratones a los que se habían administrado los plásmidos que comprenden los 
genes de CAPRIN-1 insertados en el mismo, sin embargo, los tumores remitieron completamente a los 25 días del 40 
trasplante del tumor, y todos los ratones permanecieron vivos 63 días después del trasplante del tumor, cuando 
todos los ratones control murieron. 
 
Ejemplo 5: Inducción de células T CD8 + reactivas-epítopo peptídico 
 45 
(1) Predicción del motivo peptídico de unión a HLA-A0201 y el motivo peptídico de unión a HLA-A24  
 
La información sobre la secuencia de aminoácidos del polipéptido CAPRIN-1 humano se obtuvo de GenBank. Con el 
fin de predecir un motivo peptídico de unión a HLA-A0201-y un motivo peptídico de unión HLA-A24, la secuencia de 
aminoácidos del polipéptido CAPRIN-1 humano se analizó a través de un programa de predicción de ordenador 50 
utilizando softwares conocidos BIMAS (disponible en http: / /bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind/), se seleccionaron 
29 tipos de péptidos mostrados por las SEC ID Nº: 43 a la SEQ ID NO 71 que se ha previsto que serán capaces de 
unirse a las moléculas de HLA-A0201 y 5 tipos de péptidos mostrados por la SEQ ID NO 72 a la SEQ ID NO 76 que 
se ha predicho que serán capaces de unirse a las moléculas de HLA-A24. 
 55 
(2) Inducción de células T CD8 + reactivas-epítopo peptídico 
 
La sangre periférica se separó de un individuo sano positivo a HLA-A0201, superpuesto en el medio de separación 
de linfocitos (OrganonpTeknika, Durham, NC), y se centrifugó a 1.500 rpm a temperatura ambiente durante 20 
minutos. Una fracción que contiene PBMC se recuperó y se lavó 3 (o más) veces en tampón de fosfato frío para 60 
obtener células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Las PBMC obtenidas se suspendieron en 20 ml de 
medio AIM-V (Life Technologies) y se adhirieron a un matraz de cultivo (Falcon) a 37 °C en 5 % de CO2 durante 2 
horas. Las células no adheridas se utilizaron para la preparación de células T y las células adheridas se utilizaron 
para la preparación de células dendríticas. 
 65 
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Las células adheridas se cultivaron en medio AIM-V en presencia de IL-4 (1.000 U / ml) y GM-CSF (1.000 U / ml). El 
medio se intercambió con otro medio AIM-V al que se había añadido IL-4 (1.000 U / ml), GM-CSF (1.000 U / ml), la 
IL-6 (1.000 U / ml, Genzyme, Cambridge, MA), IL-1β (10 ng / ml, Genzyme, Cambridge, MA), y TNF-α (10 ng / ml, 
Genzyme, Cambridge, MA) 6 días más tarde, el cultivo se llevó a cabo durante 2 días adicionales y la población de 
células no adheridas obtenida se utilizó como células dendríticas. 5 
 
Las células dendríticas preparadas se suspendieron en medio AIM-V a una densidad celular de 1 x 106 células / ml, 
los péptidos mostrados por las SEQ ID NO 43 a la SEQ ID NO 71 que se ha predicho que son capaces de unirse a 
las moléculas de HLA-A0201 seleccionadas en (1) anteriormente se añadieron a 10 µg/ml, y el cultivo se realizó 
usando una placa de 96 pocillos a 37 °C en 5 % de CO2 durante 4 horas. Después de realizar el cultivo, las células 10 
se irradiaron con rayos X (3.000 rad), se lavaron con medio AIM-V, se suspendieron en medio AIM-V que contiene 
10 % de suero AB humano (Nabi, Miami, FL), IL-6 (1,000 U / ml), e IL-12 (10 ng / ml, Genzyme, Cambridge, MA), y 
se añadieron a una placa de 24 pocillos en cantidades de 1 x 105 células / pocillo. Además, se añadió la población 
de células T preparada en cantidades de 1 x 106 células / pocillo y se cultivaron a 37 °C en 5% de CO2. Los 
sobrenadantes del cultivo se descartaron 7 días más tarde, las células dendríticas tratadas con péptidos obtenidos 15 
de la manera anteriormente descrita e irradiados después con rayos X se suspendieron en medio AIM-V que 
contiene 10 % de suero AB humano (Nabi, Miami, FL), IL-7 (10 U / ml, Genzyme, Cambridge, MA), e IL-2 (10 U / ml, 
Genzyme, Cambridge, MA) (densidad celular: 1 x 105 células / ml), se añadieron las células a una placa de 24 
pocillos en cantidades de 1 x 105 células / pocillo, y se llevó a cabo adicionalmente el cultivo. Después de repetir 
dicho procedimiento 4 a 6 veces cada 7 días, las células T estimuladas se recuperaron, y la inducción de células T 20 
CD8 + se confirmó mediante citometría de flujo. 
 
En cuanto a los péptidos de SEQ ID NO 72 a la SEQ ID NO 76 que se ha predicho que son capaces de unirse a la 
de las moléculas HLA-A24, también se intentó la inducción de células T CD8 + reactivas- epítopo peptídico de la 
misma manera que se ha descrito anteriormente con el uso de células dendríticas y la población de células T 25 
inducidas a partir de la sangre periférica de un individuo sano positivo para HLA-A24. 
 
Como control negativo se usó un péptido que tiene una secuencia fuera del alcance de la presente invención (SEQ 
ID NO 77). 
 30 
Ejemplo 6: Determinación del epítopo antigénico de las células T citotóxicas 
 
(1) Capacidad para la producción de IFN-γ 
 
Con el fin de determinar la especificidad de las células T que se había observado que crecían hasta epítopos 35 
peptídicos, entre las células T inducidas en el Ejemplo 5 (2), se añadieron 5 x 103 células T a 5 x 104 células T2 que 
expresan moléculas HLA-A0201 (Salter RD et al, Inmunogenética, 21.: 235-246, 1985, las células T2 se adquirieron 
en la ATCC) pulsadas con los péptidos que se ha predicho que son capaces de unirse a las moléculas HLA-A0201 
(los péptidos se añadieron a medio AIM-V medio a 10 µg / ml y se cultivaron a 37 °C en 5 % de CO2 durante 4 
horas), y el producto resultante se cultivó en una placa de 96 pocillos en medio AIM-V que contiene 10 % de suero 40 
AB humano durante 24 horas. Los sobrenadantes se recogieron después del cultivo y la cantidad de IFN-γ producido 
se midió mediante ELISA. Como resultado, la producción de IFN-γ se observó más en los sobrenadantes de cultivo 
obtenidos a partir de los pocillos en los que se usaron las células T2 pulsadas con los péptidos de SEQ ID NO 43 a 
la SEQ ID NO 71 que en los sobrenadantes de cultivo obtenidos a partir de los pocillos en los que se utilizaron 
células T2 no pulsadas con péptidos (Fig. 2). Los resultados demuestran que los péptidos anteriores son péptidos de 45 
epítopos de células T capaces de estimular específicamente la proliferación de células T HLA-A0201 + CD8 + para 
inducir la producción de IFN-γ. 
 
De la misma manera que se ha descrito anteriormente, la especificidad de las células T CD8 + reactivas-epítopo 
peptídico inducidas con el uso de los péptidos de SEQ ID NO 72 a la SEQ ID NO 76 en el Ejemplo 5 (2) a los 50 
epítopos peptídicos se determinó de la manera siguiente. Específicamente, el nivel de producción de IFN-γ por las 
células T contra las células JTK-LCL pulsadas con el péptido que expresan las moléculas de HLA-A24 (las células 
JTK-LCL se adquirieron de RIKEN, Japón) se midió mediante ELISA. Como resultado, la producción de IFN-γ se 
observó más en los sobrenadantes de cultivo obtenidos a partir de los pocillos en los que se usaron las células T2 
pulsadas con los péptidos de SEQ ID NO 72 a la SEQ ID NO 76 que en los sobrenadantes de cultivo obtenidos a 55 
partir de los pocillos en los que se utilizaron células JTK-LCL no pulsadas con péptidos (Fig. 3). Los resultados 
demuestran que los péptidos de SEQ ID NO 72 a la SEQ ID NO 76 T son péptidos de epítopos de células T capaces 
de estimular específicamente la proliferación de células T CD8 + HLA-A24+ para inducir la producción de IFN-γ. 
 
(2) Evaluación de la citotoxicidad 60 
 
Posteriormente, se examinó sI los péptidos de SEQ ID NO 43 a la SEQ ID NO 71 utilizados en la presente invención 
se presentaban o no en las moléculas de HLA-A0201 sobre las células tumorales HLA-A0201+ que expresan el 
polipéptido CAPRIN-1 humano y si o no las células T CD8 + estimuladas con los péptidos eran capaces de destruir 
las células tumorales HLA-A0201 + que expresan el polipéptido CAPRIN-1 humano. 106 células de células de glioma 65 
humano U-87MG (adquiridas de ATCC), que se verificaron para que expresaran el polipéptido CAPRIN-1 humano se 
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recogieron en un tubo de centrífuga de 50 ml, se añadieron 100 µCi de cromo-51, y la incubación se llevó a cabo a 
37 °C durante 2 horas. Posteriormente, las células se lavaron 3 veces con medio RPMI (Gibco) que contenía suero 
bovino fetal al 10 % (en lo sucesivo, "FBS", Gibco) y se añadieron a una placa de 96 pocillos de fondo en V en 
cantidades de 103 células / pocillo. Además, se añadieron 5 x 104 células T CD8 + reactivas al epítopo peptídico 
HLA-A0201+ estimuladas con los péptidos en suspensión en medio RPMI que contiene 10 % de FBS, y el cultivo se 5 
llevó a cabo a 37 °C en 5 % de CO2 durante 4 horas. Después del cultivo, se midió la cantidad de cromo-51 en el 
sobrenadante de cultivo liberado de las células tumorales alteradas para determinar la actividad citotóxica de las 
células T CD8 + estimuladas con péptidos. Como resultado, se encontró que las células T CD8 + HLA-A0201+ 
estimuladas con péptido tenían actividad citotóxica contra las células U-87MG (Fig. 4). En contraste, las células T 
CD8 + inducidas con el uso de un péptido de control negativo (SEQ ID NO 77) no mostraron actividad citotóxica. Por 10 
lo tanto, los péptidos utilizados en la presente invención (es decir, los péptidos de SEQ ID NO 43 a la SEQ ID NO 
71) estaban presentes en las moléculas de HLA-A0201 en las células tumorales HLA-A0201 + que expresan el 
polipéptido CAPRIN-1 humano. Además, también se encontró que los péptidos serán capaces de inducir células T 
citotóxicas CD8+ que podrían romper dichas células tumorales. 
 15 
Posteriormente, se examinó si los péptidos de SEQ ID NO 72 a la SEQ ID NO 76 se presentaban o no en las 
moléculas HLA-A24 sobre las células tumorales HLA-A24+ que expresan el polipéptido CAPRIN-1 humano y si o no 
las células T CD8 + estimuladas con los péptidos eran capaces de destruir las células tumorales HLA-A24+ + que 
expresan el polipéptido CAPRIN-1 humano del mismo modo que se ha descrito anteriormente. El cromo-51 se 
incorporó en las células JTK-LCL HLA-A24 + que expresan el polipéptido CAPRIN-1 humano, se añadieron células T 20 
CD8 + HLA-A24+ y epítopo reactivo de péptidos HLA-A24 + y, se llevó a cabo el cultivo y se midió la cantidad de 
cromo-51 en el sobrenadante del cultivo liberado de las células rotas. Como resultado, se descubrió que las células 
T CD8 + HLA-A24+ estimuladas con los péptidos de SEQ ID NO 72 a la SEQ ID NO 76 tenían la actividad citotóxica 
contra las células JTK-LCL (Fig. 5). En cuanto a los péptidos de SEQ ID NO 72 a la SEQ ID NO 76 se encontró que 
estaban presentes en las moléculas HLA-A24 sobre las células HLA-A24 + que expresan el polipéptido CAPRIN-1 25 
humano, y se encontró que los péptidos eran capaces de inducir células T citotóxicas CD8 + capaces de romper 
dichas células. Las células T CD8 + inducidas con el uso de un péptido de control negativo (SEQ ID NO 77) no 
exhibieron citotoxicidad. 
 
Con el fin de determinar la actividad citotóxica, 5 x 104 células T CD8 + estimuladas e inducidas por los péptidos 30 
utilizados en la presente invención se mezclaron con 103 células U-87MG o JTK-LCL en las que el cromo-51 se 
había incorporado, cultivado durante 4 horas, y se midió la cantidad de cromo-51 liberado en el medio después del 
cultivo. La actividad citotóxica usada en el presente documento significa la actividad citotóxica de las células T CD8 
+ contra las células U-87MG o las células JTK-LCL (es decir, células diana) determinado de acuerdo con la siguiente 
ecuación *. 35 
 
Ecuación* Actividad citotóxica (%) = cantidad de cromo-51 liberado de la célula U-87MG o JTK-LCL tras la adición 
de células T CD8 + / cantidad de cromo-51 liberado de la célula diana después de la adición de ácido clorhídrico 1 N 
X 100 
 40 
Aplicabilidad industrial 
 
La presente invención es industrialmente útil para el propósito de tratamiento y prevención de cáncer. 
 
Listado de secuencias texto libre 45 
 

SEC ID Nº: 31: Cebador T3 
SEC ID Nº: 32: Cebador de T7 
SEQ ID Nº: 33 a 34: cebadores 
SEQ ID Nº: 35 a 36: Cebadores de GAPDH 50 
SEQ ID Nº: 37 a 42 y 80 a 81 cebadores 

 
LISTADO DE SECUENCIAS 

 
<110> TORAY INDUSTRIES, INC. 55 
 
<120> Agente inductor de inmunidad 
 
<130> CMD/FP7063456 
 60 
<140> Solicitud divisional de EP 09805008.1 
<141> 05-08-2009 
 
<150> PCT/JP2009/063881 
<151> 05-08-2009 65 
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<150> JP 2008-202065 
<151> 05-08-2008 
 
<160> 81 
 5 
<170> PatentIn versión 3.1 
 
<210> 1 
<211> 5562 
<212> ADN 10 
<213> Homo sapiens 
 
<220>  
<221> CDS 
<222> (190)..(2319) 15 
<223>  
 
<400> 1 
 

 20 
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<210> 2 
<211> 709 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 2 
 

 10 
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<210> 3 
<211> 3553 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220>  
<221> CDS 
<222> (190)..(2274) 10 
<223>  
 
<400> 3 
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<210> 4 
<211> 694 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 4 
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<210> 5 
<211> 1605 
<212> ADN 5 
<213> Canis familiaris 
 
<220>  
<221> CDS 
<222> (46)..(1392) 10 
<223>  
 
<400> 5 
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<210> 6 
<211> 448 
<212> PRT 5 
<213> Canis familiaris 
 
<400> 6 
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<210> 7 
<211> 4154 
<212> ADN 5 
<213> Canis familiaris 
 
<220>  
<221> CDS 
<222> (1)..(2154) 10 
<223>  
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<400> 7 
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<210> 8 
<211> 717 
<212> PRT 5 
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<213> Canis familiaris 
 
<400> 8 
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<210> 9 
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<211> 4939 
<212> ADN 
<213> Canis familiaris 
 
<220>  5 
<221> CDS 
<222> (1)..(2109) 
<223>  
 
<400> 9 10 
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<210> 10 
<211> 702 
<212> PRT 5 
<213> Canis familiaris 
 
<400> 10 
 

 10 
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<210> 11 
<211> 3306 
<212> ADN 5 
<213> Canis familiaris 
 
<220>  
<221> CDS 
<222> (1)..(2040) 10 
<223>  
 
<400> 11 
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<210> 12 
<211> 679 
<212> PRT 5 
<213> Canis familiaris 
 
<400> 12 
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<210> 13 
<211> 2281 
<212> ADN 5 
<213> Canis familiaris 
 
<220>  
<221> CDS 
<222> (1)..(2154) 10 
<223>  
 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 717 
<212> PRT 5 
<213> Canis familiaris 
 
<400> 14 
 

ES 2 619 322 T3

 



68 

 

ES 2 619 322 T3

 



69 

 

ES 2 619 322 T3

 



70 

 

 
<210> 15 
<211> 3386 
<212> ADN 5 
<213> Bos taurus 
 
<220>  
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<221> CDS 
<222> (82)..(2208) 
<223>  
 
<400> 15 5 
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<210> 16 
<211> 708 
<212> PRT 5 
<213> Bos taurus 
 
<400> 16 

 

ES 2 619 322 T3

 



75 

 

ES 2 619 322 T3

 



76 

 

ES 2 619 322 T3

 



77 

 

 
<210> 17 
<211> 3150 
<212> ADN 5 
<213> Equus caballus 
 
<220>  
<221> CDS 
<222> (1)..(1917) 10 
<223>  
 
<400> 17 
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<210> 18 
<211> 638 
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<212> PRT 
<213> Equus caballus 
 
<400> 18 
 5 
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<210> 19 
<211> 6181 
<212> ADN 5 
<213> Mus musculus 
 
<220>  
<221> CDS 
<222> (179)..(2302) 10 
<223>  
 
<400> 19 
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<210> 20 
<211> 707 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 20 
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<210> 21 
<211> 6141 
<212> ADN 5 
<213> Mus musculus 
 
<220>  
<221> CDS 
<222> (139)..(2262) 10 
<223>  
 
<400> 21 
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<210> 22 
<211> 707 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 6114 
<212> ADN 5 
<213> Mus musculus 
 
<220>  
<221> CDS 
<222> (139)..(2235) 10 

ES 2 619 322 T3

 



103 

<223>  
 
<400> 23 
 

 5 
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<210> 24 
<211> 698 
<212> PRT 
<213> Mus musculus 
 5 
<400> 24 
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<210> 25 
<211> 3548 
<212> ADN 5 
<213> Mus musculus 
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<220>  
<221> CDS 
<222> (179)..(2257) 
<223>  
 5 
<400> 25 
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<210> 26 
<211> 692 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 26 
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<210> 27 
<211> 3508 
<212> ADN 5 
<213> Mus musculus 
 
<220>  
<221> CDS 
<222> (139)..(2217) 10 
<223>  
 
<400> 27 
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<210> 28 
<211> 692 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 28 
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<210> 29 
<211> 2109 
<212> ADN 5 
<213> Gallus gallus 
 
<220>  
<221> CDS 
<222> (1)..(2109) 10 
<223>  
 
<400> 29 
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<210> 30 
<211> 702 
<212> PRT 5 
<213> Gallus gallus 
 
<400> 30 
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<210> 31 
<211> 20 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Cebador T3 
 10 
<400> 31 
aattaaccct cactaaaggg  20 
 
<210> 32 
<211> 19 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Cebador T7 20 
 
<400> 32 
taatacgact cactatagg  19 
 
<210> 33 25 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  30 
<223> cebador 
 
<400> 33 
aaggtttgaa tggagtgc 18 
 35 
<210> 34 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 40 
<220>  
<223> Cebador 
 
<400> 34 
tgctcctttt caccactg 18 45 
 
<210> 35 
<211> 18 
<212> ADN 
<213> Artificial 50 
 
<220>  
<223> Cebador GAPDH 
 
<400> 35 55 
gggctgcttt taactctg 18 
 
<210> 36 
<211> 18 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Cebador GAPDH 5 
 
<400> 36 
ccaggaaatg agcttgac 18 
 
<210> 37 10 
<211> 27 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  15 
<223> Cebador 
 
<400> 37 
catatggcat taagtcaaga tattcag 27 
 20 
<210> 38 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 25 
<220>  
<223> Cebador 
 
<400> 38 
ggtacctttg cggcatccct ctg 23 30 
 
<210> 39 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Artificial 35 
 
<220>  
<223> Cebador 
 
<400> 39 40 
catatgccgt cggccaccag c 21 
 
<210> 40 
<211> 22 
<212> ADN 45 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Cebador 
 50 
<400> 40 
ggtaccattc acttgctgag tg 22 
 
<210> 41 
<211> 23 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Cebador 60 
 
<400> 41 
gagctcatgc cctcggccac cag  23 
 
<210> 42 65 
<211> 23 
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<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> > Cebador 5 
 
<400> 42 
ctcgagttaa ttcacttgct gag  23 
 
<210> 43 10 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 43 15 
 

 
 
<210> 44 
<211> 9 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 44 
 25 

 

 
<210> 45 
<211> 10 
<212> PRT 30 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 45 
 

 35 
 
<210> 46 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 40 
 
<400> 46 
 

 

 45 
<210> 47 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 47 
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<210> 48 
<211> 9 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 48 
 

 10 
 
<210> 49 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 49 
 

 

 20 
<210> 50 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 50 
 

 

 
<210> 51 30 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 51 35 
 

 

 
<210> 52 
<211> 10 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 52 
 45 

 

<210> 53 
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<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 53 5 
 

 

 
<210> 54 
<211> 9 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 54 
 15 

 

 
<210> 55 
<211> 10 
<212> PRT 20 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 55 
 

 25 
<210> 56 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 30 
<400> 56 
 

 

 
<210> 57 35 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 57 40 
 

 

 
<210> 58 
<211> 9 45 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 58 
 50 
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<210> 59 
<211> 9 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 59 
 

 10 
 
<210> 60 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 60 
 

 

 20 
<210> 61 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 61 
 

 

 
<210> 62 30 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 62 35 
 

 

 
<210> 63 
<211> 9 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 63 
 45 

 

 
<210> 64 
<211> 10 
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<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 64 
 5 

 

 
<210> 65 
<211> 9 
<212> PRT 10 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 65 
 

 15 
 
<210> 66 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 20 
 
<400> 66 
 

 

 25 
<210> 67 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 30 
<400> 67 
 

 

 
<210> 68 35 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 68 40 

 

 
<210> 69 
<211> 10 
<212> PRT 45 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 69 
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<210> 70 
<211> 9 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 70 
 

 10 
 
<210> 71 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
 
<400> 71 
 

 

 20 
<210> 72 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 25 
<400> 72 
 

 

 
<210> 73 30 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 73 35 
 

 

 
<210> 74 
<211> 10 40 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 74 
 45 

 

 
<210> 75 
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<211> 9 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 75 5 
 

 

 
<210> 76 
<211> 10 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 76 
 15 

 

 
<210> 77 
<211> 10 
<212> PRT 20 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 77 
 

 25 
 
<210> 78 
<211> 109 
<212> PRT 
<213> Mus musculus 30 
 
<400> 78 
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<210> 79 
<211> 94 
<212> PRT 5 
<213> Mus musculus 
 
<400> 79 
 

 10 
 
<210> 80 
<211> 24 
<212> ADN 
<213> Artificial 15 
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<220>  
 
<223> Cebador 
 5 
<400> 80 
atgccctcgg ccaccagcca cagc  24 
 
<210> 81 
<211> 24 10 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220>  
<223> Cebador 15 
 
<400> 81 
ttaattcact tgctgagtgt tcat  24 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un agente para su uso como agente inductor de inmunidad en el tratamiento o la prevención de cáncer animal, 
comprendiendo el agente, como principio activo, al menos un polipéptido que tiene actividad inductora de inmunidad 
y seleccionado de los siguientes polipéptidos (a), (b) y (c), o un vector recombinante que comprende un 5 
polinucleótido que codifica dicho polipéptido y capaz de expresar dicho polipéptido in vivo:  
 

(a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada por cualquier SEC ID de número par 
seleccionada de las SEQ ID NO: 2 a 30 en el listado de secuencias; 
(b) un polipéptido que tiene el 80 % o más de identidad de secuencia con el polipéptido (a); y 10 
(c) un polipéptido que comprende los polipéptidos (a) o (b). 
 

2. El agente para su uso de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el polipéptido (b) es un polipéptido que tiene el 
95 % o más de identidad de secuencia con el polipéptido (a). 
 15 
3. El agente para su uso de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el polipéptido que tiene actividad inductora de 
inmunidad es un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada por cualquier SEQ ID de 
número par seleccionada de las SEQ ID NO: 2 a 30 enumeradas en el listado de secuencias, o un polipéptido que 
comprende dicho polipéptido. 
 20 
4. El agente para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende, como 
principio activo, uno o una pluralidad de dichos polipéptidos. 
 
5. El agente para su uso de acuerdo con la reivindicación 4, que es:  

 25 
para usar tratando in vitro una célula presentadora de antígeno con el agente y administrando a un paciente la 
célula presentadora de antígeno; o 
para usar tratando in vitro una célula presentadora de antígeno con el agente, poniendo en contacto in vitro la 
célula presentadora de antígeno con las células T y administrando a un paciente células T aisladas que se unen 
selectivamente a la célula presentadora de antígeno; o 30 
para usar administrando el agente al paciente. 

 
6. El agente para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el cáncer es cáncer 
de mama, tumor cerebral, leucemia, linfoma, cáncer de pulmón, cáncer de esófago o cáncer colorrectal. 
 35 
7. El agente para su uso de acuerdo con la reivindicación 6, en donde el animal es un ser humano, un perro o un 
gato. 
 
8. El agente para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende además un 
agente inmunopotenciador. 40 
 
9. El agente para su uso de acuerdo con la reivindicación 8, en el que el agente inmunopotenciador es al menos un 
adyuvante o una citoquina seleccionados del grupo que consiste en adyuvante incompleto de Freund, Montanide, 
poli IC y un derivado del mismo, oligonucleótido CpG, interleucina 12, interleucina 18, interferón α, interferón β, 
interferón ω, interferón γ y ligando de Flt3. 45 
 
10. Un polipéptido, o un vector recombinante, que comprende un polinucleótido que codifica dicho polipéptido y 
capaz de expresar dicho polipéptido in vivo, para su uso en la inducción de inmunidad en un método de tratamiento 
médico o veterinario, en donde dicho polipéptido tiene actividad inductora de inmunidad y se selecciona de los 
polipéptidos (a) a (c) siguientes: 50 
 

(a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada por cualquier SEQ ID de número par 
seleccionada de las SEQ ID NO: 2 a 30 enumeradas en el Listado de Secuencias;. 
(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencia del 80 % o más con el polipéptido (a); y 
(c) un polipéptido que comprende los polipéptidos (a) o (b). 55 

 
11. Una célula presentadora de antígeno para su uso en el tratamiento o la prevención de cáncer animal, en la que 
la célula presentadora de antígeno presenta un fragmento polipeptídico derivado de la proteína CAPRIN-1 en una 
molécula del MHC y se prepara mediante un método que comprende poner en contacto una célula presentadora de 
antígeno con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: 60 
 

(a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada por cualquier SEQ ID de número par 
seleccionada de las SEQ ID NO: 2 a 30 enumeradas en el Listado de Secuencias; 
(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencia del 80 % o más con el polipéptido (a); y 
(c) un polipéptido que comprende los polipéptidos (a) o (b). 65 
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12. Una célula T aislada para uso en el tratamiento o la prevención de cáncer animal, en donde la célula T citotóxica 
es específica para una proteína CAPRIN-1 y se prepara mediante un método que comprende: 
 

co-cultivar una célula presentadora de antígeno que presenta un fragmento polipeptídico derivado de la proteína 
CAPRIN-1 en una molécula del MHC con una célula T para inducir y multiplicar una célula T citotóxica, 5 

 
en donde la célula presentadora de antígeno que presenta un fragmento polipeptídico derivado de una proteína 
CAPRIN-1 en una molécula del MHC se prepara mediante un método que comprende poner en contacto una célula 
presentadora de antígeno con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: 
 10 

(a) un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada por cualquier SEQ ID de número par 
seleccionada de las SEQ ID NO: 2 a 30 enumeradas en el Listado de Secuencias; 
(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencia del 80 % o más con el polipéptido (a); y 
(c) un polipéptido que comprende los polipéptidos (a) o (b). 

 15 
13. La célula presentadora de antígeno para su uso de la reivindicación 11 o la célula T citotóxica de la 
reivindicación 12, que son para usar como se define en la reivindicación 6 o la reivindicación 7. 
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