
(57)【要約】
本発明は、初回刺激－追加刺激予防接種計画に基づく新規の予防接種戦略を提供する。本
発明者らは、過去に多数のエピトープに対し初回刺激されたことがあるか又はそれらを被
曝したことがある患者における免疫応答を追加刺激する改良された様式を決定した。その
改良された方法は、追加刺激期において、エピトープが個々に投与されること、即ち別々
のペプチド構築物上に保持されたエピトープが投与されることを必要とする。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
個 体 に お け る 免 疫 応 答 を 追 加 刺 激 す る た め の 薬 剤 の 調 製 に お け る 多 数 の エ ピ ト ー プ の 使 用
で あ っ て 、 個 体 が 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち の 少 な く と も 1個 を 過 去 に 被 曝 し た こ と が あ り
； 薬 剤 が 多 数 の ペ プ チ ド （ 各 ペ プ チ ド が 該 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 を 含 む ） を 含 む
、 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
個 体 が 、 自 然 に 、 又 は エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 も し く は 複 数 個 の 投 与 に よ り 、 多 数 の エ ピ
ト ー プ の う ち の 少 な く と も 1個 を 過 去 に 被 曝 し た こ と が あ る 、 請 求 項 1記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
免 疫 応 答 が CD8＋ T細 胞 免 疫 応 答 で あ る 、 請 求 項 1又 は 請 求 項 2に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
各 ペ プ チ ド が 抗 原 提 示 細 胞 と 会 合 し て い る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
抗 原 提 示 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
抗 原 提 示 細 胞 が リ ン パ 球 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
薬 剤 が ア ジ ュ バ ン ト を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
各 ペ プ チ ド が 細 胞 の 表 面 に 呈 示 さ れ て い る 、 請 求 項 1又 は 請 求 項 2に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
個 体 に お け る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 第 一 及 び 第 二 の 薬 剤 の 調 製 に お け る 多 数 の エ ピ ト
ー プ の 使 用 で あ っ て 、 第 一 の 薬 剤 が 、 1個 又 は 複 数 個 の ペ プ チ ド （ 各 ペ プ チ ド が 多 数 の エ
ピ ト ー プ の う ち の 1個 又 は 複 数 個 を 含 む ） を 含 む 初 回 刺 激 組 成 物 で あ り ； 第 二 の 薬 剤 が 、
多 数 の ペ プ チ ド （ 各 ペ プ チ ド が 該 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 を 含 む ） を 含 む 追 加 刺 激
組 成 物 で あ り ； 第 二 の 薬 剤 が 第 一 の 薬 剤 の 後 に 投 与 さ れ る 、 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
免 疫 応 答 が CD8＋ T細 胞 免 疫 応 答 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
各 ペ プ チ ド が 抗 原 提 示 細 胞 と 会 合 し て い る 、 請 求 項 9又 は 請 求 項 10に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
抗 原 提 示 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
抗 原 提 示 細 胞 が リ ン パ 球 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
第 一 及 び ／ 又 は 第 二 の 薬 剤 が ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 、 請 求 項 9～ 13の い ず れ か 一 項 に 記 載 の
使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
多 数 の エ ピ ト ー プ が 1個 又 は 複 数 個 の 病 原 体 に 由 来 す る も の で あ る 、 請 求 項 1～ 14の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
多 数 の エ ピ ト ー プ が 腫 瘍 細 胞 に 由 来 す る も の で あ る 、 請 求 項 1～ 14の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
個 体 に お け る 多 数 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 応 答 を 追 加 刺 激 す る 方 法 （ 個 体 が 、 多 数 の エ
ピ ト ー プ の う ち の 少 な く と も 1個 を 過 去 に 被 曝 し た こ と が あ る ） で あ っ て 、 多 数 の ペ プ チ
ド （ 各 ペ プ チ ド が 該 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 を 含 む ） を 含 む 組 成 物 を そ の 個 体 に 投
与 す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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個 体 が 、 自 然 に 、 又 は エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 も し く は 複 数 個 を 含 む ペ プ チ ド 1個 も し く は
複 数 個 の 投 与 に よ り 、 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち の 少 な く と も 1個 を 過 去 に 被 曝 し た こ と が
あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
個 体 が 試 験 動 物 で あ り 、 か つ エ ピ ト ー プ が 試 験 エ ピ ト ー プ で あ る 、 請 求 項 17又 は 請 求 項 18
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
被 験 エ ピ ト ー プ の 各 々 に 対 す る CTL応 答 を 決 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 15記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
試 験 動 物 が 、 ヒ ト 免 疫 環 境 に 近 似 し た 免 疫 環 境 を 提 供 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で あ る
、 請 求 項 19又 は 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
試 験 動 物 が A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
各 ペ プ チ ド が 抗 原 提 示 細 胞 と 会 合 し て い る 、 請 求 項 17～ 22の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
抗 原 提 示 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
抗 原 提 示 細 胞 が リ ン パ 球 で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
個 体 に お け る 多 数 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 で あ っ て 、 多 数 の エ ピ ト
ー プ の う ち の 1個 又 は 複 数 個 を 含 む ペ プ チ ド を 1個 又 は 複 数 個 含 む 初 回 刺 激 組 成 物 を 個 体 に
投 与 し 、 次 い で 各 々 該 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 を コ ー ド す る ペ プ チ ド を 複 数 個 含 む
追 加 刺 激 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
個 体 が 試 験 動 物 で あ り 、 か つ エ ピ ト ー プ が 試 験 エ ピ ト ー プ で あ る 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
被 験 エ ピ ト ー プ の 各 々 に 対 す る CTL応 答 を 決 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 27記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
試 験 動 物 が 、 ヒ ト 免 疫 環 境 に 近 似 し た 免 疫 環 境 を 提 供 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で あ る
、 請 求 項 27又 は 請 求 項 28に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
試 験 動 物 が A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
各 ペ プ チ ド が 抗 原 提 示 細 胞 と 会 合 し て い る 、 請 求 項 26～ 30の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
抗 原 提 示 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 31記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
抗 原 提 示 細 胞 が リ ン パ 球 で あ る 、 請 求 項 31記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
1個 又 は 複 数 個 の エ ピ ト ー プ に よ る 個 体 又 は 試 験 動 物 の 予 防 接 種 の 後 に 増 幅 さ れ た 特 異 的
な CTLを 検 出 す る 能 力 を 有 す る キ メ ラ 多 量 体 MHC構 造 で あ っ て 、 結 合 メ ン バ ー に よ り 単 一 構
造 内 に 共 に 維 持 さ れ た 2個 ま た は そ れ 以 上 の ヒ ト MHC分 子 （ MHC分 子 が マ ウ ス α 3ド メ イ ン を
表 す 改 変 さ れ た α 3ド メ イ ン を 含 有 し て い る ） を 含 む 、 キ メ ラ 多 量 体 MHC構 造 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
改 変 さ れ た α 3ド メ イ ン が マ ウ ス α 3ド メ イ ン で あ る 、 請 求 項 34記 載 の キ メ ラ 多 量 体 MHC構
造 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
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予 防 接 種 に お い て 使 用 さ れ る エ ピ ト ー プ を 呈 示 し て い る ペ プ チ ド と さ ら に 複 合 体 化 さ れ て
い る 、 請 求 項 34又 は 請 求 項 35に 記 載 の キ メ ラ 多 量 体 MHC構 造 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
4個 の ヒ ト MHC分 子 を 有 す る 、 請 求 項 34～ 36の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ メ ラ 多 量 体 MHC構 造
。
【 請 求 項 ３ ８ 】
ヒ ト α 1及 び α 2ド メ イ ン 並 び に マ ウ ス α 3ド メ イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 3
4～ 37の い ず れ か 一 項 に 記 載 の キ メ ラ 多 量 体 MHC構 造 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 予 防 接 種 戦 略 を 改 良 す る た め の 材 料 及 び 方 法 に 関 す る 。 具 体 的 に は 、 排 他 的 に
で は な い が 、 本 発 明 は 、 免 疫 系 が 、 初 回 刺 激 組 成 物 に よ り 誘 導 さ れ 、 そ し て 追 加 刺 激 組 成
物 の 投 与 に よ り 追 加 刺 激 さ れ る 「 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 」 予 防 接 種 プ ロ ト コ ー ル に 関 す る 。
本 発 明 は 、 さ ら に 、 予 防 接 種 計 画 を 直 接 モ ニ タ リ ン グ し 、 新 規 の エ ピ ト ー プ を 決 定 す る た
め の 道 具 と し て の 、 新 規 の 四 量 体 可 溶 性 ク ラ ス I MHC／ ペ プ チ ド 複 合 体 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
エ ク ス ビ ボ ア ッ セ イ 法 に お い て 抗 原 CTL応 答 の 頻 度 を モ ニ タ リ ン グ す る 能 力 の 最 近 の 進 歩
に よ っ て 、 異 な る 予 防 接 種 プ ロ ト コ ー ル を 比 較 す る た め の 性 能 は 急 速 に 改 良 さ れ つ つ あ る
。 特 に 、 四 量 体 可 溶 性 ク ラ ス I MHC／ ペ プ チ ド 複 合 体 （ 四 量 体 ） の 使 用 は 、 ヒ ト CTL応 答 の
迅 速 か つ 正 確 な 分 析 を 可 能 に す る こ と に よ り 、 新 た な ワ ク チ ン の 開 発 を 大 き く 加 速 す る 機
会 を 提 供 す る 1 - 3 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
同 一 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 非 交 差 反 応 性 ベ ク タ ー の 反 復 注 射 に 基 づ く 異 種 初 回
刺 激 － 追 加 刺 激 予 防 接 種 プ ロ ト コ ー ル は 、 お そ ら く は 組 換 え 標 的 タ ン パ ク 質 に 含 ま れ て い
る エ ピ ト ー プ へ の 免 疫 応 答 の 集 束 の た め 、 強 力 な CTL応 答 を も た ら す こ と が 明 ら か と な っ
て い る 4 。 プ ラ ス ミ ド DNAに よ る 初 回 刺 激 と 、 組 換 え 欠 陥 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス MVAに よ る 追
加 刺 激 と の 組 み 合 わ せ が 、 高 レ ベ ル の 特 異 的 免 疫 を 生 成 さ せ る こ と が 、 最 近 の 結 果 に よ り
証 明 さ れ て い る 5 - 1 0 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
α ウ イ ル ス は 、 予 防 接 種 プ ロ ト コ ー ル に お け る ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て 精 力 的 に 研 究 さ れ
て い る 1 1 - 1 5 。 複 製 能 の な い α ウ イ ル ス 、 セ ム リ キ 森 林 熱 ウ イ ル ス （ SFV） は 、 コ ー ド さ れ
た 外 来 抗 原 に 対 す る 抗 体 及 び CTLを 誘 導 す る 能 力 を 有 す る こ と が 判 明 し て い る 1 4 、 1 5 。 少
数 の ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 で は な く 組 換 え タ ン パ ク
質 に 特 異 的 な 免 疫 応 答 が 生 成 す る 確 率 を 最 大 に す る こ と か ら 、 SFVゲ ノ ム の 小 さ い サ イ ズ 1

6 の た め 、 こ の ウ イ ル ス は 、 予 防 接 種 戦 略 に と っ て 極 め て 魅 力 的 な ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
ウ イ ル ス 及 び 腫 瘍 細 胞 が 、 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の 変 異 又 は 欠 失 に よ り 特 異 的 免 疫 応 答 を 回 避
す る こ と は 、 い く つ か の 研 究 に よ っ て 証 明 さ れ て い る 1 7 、 1 8 。 ウ イ ル ス 又 は 腫 瘍 の 抗 原 喪
失 バ リ ア ン ト の 生 成 を 最 小 限 に 抑 え る た め に は 、 ワ ク チ ン に よ り 誘 導 さ れ る 免 疫 応 答 が 、
可 能 で あ れ ば 別 個 の タ ン パ ク 質 に よ り コ ー ド さ れ た 、 広 範 囲 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 し て
特 異 的 な も の で あ る べ き で あ る 。 こ の 原 理 に よ っ て 、 異 な る 特 異 性 を 有 す る CTLを 同 時 に
増 幅 す る こ と を 目 標 と し て 、 CTLエ ピ ト ー プ の ス ト リ ン グ を コ ー ド す る ワ ク チ ン が 作 成 さ
れ て い る 。 A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 予 防 接 種 に よ り 、 ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 内 に コ
ー ド さ れ た 多 数 の エ ピ ト ー プ が 、 各 々 特 異 的 な CTLを 初 回 刺 激 し 得 る こ と が 示 さ れ 、 こ の
こ と か ら 、 免 疫 療 法 臨 床 試 験 の た め の こ の ア プ ロ ー チ の 実 行 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 1 9 - 2 2 。
し か し な が ら 、 こ れ ら の マ ウ ス に お け る CTL応 答 を 直 接 モ ニ タ リ ン グ す る た め の ア ッ セ イ
法 の 技 術 的 な 限 界 の た め 、 多 価 構 築 物 が 、 多 く の 特 異 性 の CTLを 有 効 な レ ベ ル に ま で 増 幅
す る 能 力 を 有 す る こ と は 立 証 さ れ て い な い 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
ポ リ エ ピ ト ー プ ワ ク チ ン は 、 ヒ ト に お け る 広 域 性 の 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ 球 （ CTL） 応 答 を 誘
導 す る 能 力 を 有 す る で あ ろ う と い う 期 待 が 存 在 す る 。 多 数 の エ ピ ト ー プ の 投 与 は 、 異 な る
特 異 性 を 有 す る CTLを 同 時 に 増 幅 す る こ と を 目 標 と し て い る 。 そ の よ う な 多 価 構 築 物 は 、
明 白 に 有 利 な 動 物 に お い て 、 複 数 の 特 異 性 の CTLを 同 時 に 初 回 刺 激 す る 能 力 を 有 す る こ と
が 判 明 し て い る が 、 そ れ ら が 、 続 い て 、 こ れ ら の CTL応 答 の 各 々 を 有 効 な レ ベ ル に ま で 追
加 刺 激 す る 能 力 を 有 す る か 否 か は 未 だ 不 明 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
免 疫 応 答 を 誘 起 す る 効 率 が エ ピ ト ー プ に よ っ て 異 な る こ と は 、 既 知 で あ る 。 ド ミ ナ ン ト で
あ る と 記 載 さ れ る 、 即 ち 、 強 力 な CTL応 答 を 刺 激 す る エ ピ ト ー プ も 存 在 す る し 、 比 較 的 弱
い 応 答 を 刺 激 す る た め サ ブ ド ミ ナ ン ト （ subdominant） で あ る と 記 載 さ れ る も の も 存 在 す
る 。 し か し な が ら 、 広 範 囲 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 起 し よ う と す る 場 合 に は 、
よ り ド ミ ナ ン ト な エ ピ ト ー プ が 優 先 さ れ サ ブ ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ が 見 落 と さ れ る と い う
こ と が な い こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
ワ ク チ ン 計 画 の 初 回 刺 激 段 階 に お い て 、 よ り ド ミ ナ ン ト な エ ピ ト ー プ は 、 よ り 弱 い エ ピ ト
ー プ よ り 大 き な CTL応 答 を 誘 発 す る 。 こ れ は 、 最 初 の 多 数 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 初 回 刺 激
イ ベ ン ト の 後 の CTL応 答 が 、 必 然 的 に 、 よ り ド ミ ナ ン ト な 種 に 対 し て は よ り 大 き く 、 サ ブ
ド ミ ナ ン ト の 種 に 対 し て は よ り 弱 い こ と を 意 味 す る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 者 ら は 、 追 加
刺 激 期 に 同 じ 多 数 の エ ピ ト ー プ が ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 と し て 投 与 さ れ た 場 合 、 状 況 が 悪
化 す る こ と を 見 出 し た 。 こ れ は 、 ポ リ エ ピ ト ー プ が 、 初 回 刺 激 期 と は 異 な る ベ ク タ ー ／ 媒
体 で 提 供 さ れ た 場 合 で す ら 、 当 て は ま る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 者 ら は 、 追 加 刺 激 段 階 に お
い て は 、 サ ブ ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ に 対 す る CTL応 答 の 増 幅 が 有 意 に 低 下 し て し ま う 程 に
、 サ ブ ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ に 対 す る CTL応 答 よ り 大 き な 速 度 で 、 よ り ド ミ ナ ン ト な エ ピ
ト ー プ に 対 す る CTL応 答 が 増 加 す る こ と を 見 出 し た 。 こ れ は 、 ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ に 対
し て 誘 起 さ れ た CTLが 、 サ ブ ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ に 対 し て 誘 起 さ れ た CTLを 犠 牲 に し て 、
さ ら に 増 幅 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 結 果 と し て 、 ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ に 対 し て 誘 起 さ れ
た CTLの 割 合 は 増 加 し 、 サ ブ ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ に 対 し て 誘 起 さ れ た CTLの 割 合 は 極 わ ず
か に し か 増 加 し な い 。 こ れ は 、 追 加 刺 激 期 が 、 最 初 の 初 回 刺 激 段 階 に お い て 増 幅 さ れ た CT
Lの 増 殖 を 優 先 す る こ と に よ り 、 免 疫 応 答 を 狭 小 化 す る こ と を 意 味 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 者 ら は 、 驚 く べ き こ と に 、 多 数 の ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ 及 び サ ブ ド ミ ナ ン ト エ ピ ト
ー プ に 対 す る 追 加 刺 激 期 の 可 能 性 の あ る 負 の 効 果 を 克 服 す る の に 有 益 な 新 規 の 初 回 刺 激 －
追 加 刺 激 計 画 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
注 目 す べ き こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 初 回 刺 激 段 階 の 後 、 応 答 を 追 加 刺 激 す る た め 、 エ ピ ト
ー プ が 、 単 一 の ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 と し て 投 与 さ れ た 場 合 と は 対 照 的 に 、 個 々 に 使 用 さ
れ た 場 合 、 広 い CTL応 答 が 、 よ り 均 一 に 、 有 効 な レ ベ ル に ま で 追 加 刺 激 さ れ 得 る こ と を 見
出 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 個 々 の エ ピ ト ー プ に よ り 追 加 刺 激 す る こ と に よ っ て 、 ド ミ ナ ン ト
エ ピ ト ー プ に 対 し て 誘 起 さ れ た CTLが 、 サ ブ ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ に 対 し て 誘 起 さ れ た CTL
を 犠 牲 に し て 追 加 刺 激 さ れ る こ と が な く な る こ と を 見 出 し た 。 む し ろ 、 そ れ ら は 、 同 等 に
追 加 刺 激 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
特 に 、 そ し て 後 で 例 証 さ れ る よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 予 防 接 種 が 狭 い
CTLレ パ ー ト リ ー の 増 幅 を も た ら す こ と を 証 明 す る た め 、 黒 色 腫 エ ピ ト ー プ の ス ト リ ン グ
を コ ー ド す る DNA及 び ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 追 加 刺 激 工 程 に お い
て は 、 ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 を 提 示 し て い る 細 胞 の 認 識 に 関 す る CTLの 競 合 に よ っ て 、 初
回 刺 激 時 に よ り 効 率 的 に 増 幅 さ れ た CTLの 方 へ 応 答 が 偏 向 す る こ と を 見 出 し た 。 対 照 的 に
、 本 発 明 者 ら は 、 追 加 刺 激 期 に 、 APCが 別 々 に エ ピ ト ー プ を 提 示 し て い る 場 合 に は 、 ド ミ
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ナ ン ト 決 定 基 及 び サ ブ ド ミ ナ ン ト 決 定 基 に 特 異 的 な CTLの 同 時 の 増 幅 が 得 ら れ る こ と を 見
出 し た 。 こ れ は 、 例 え ば 、 各 々 別 々 の 抗 原 を コ ー ド し て い る ウ イ ル ス の 混 合 物 を 注 射 す る
こ と に よ り 、 又 は エ ピ ト ー プ を 別 々 に 提 示 し て い る APCの 混 合 物 を 注 射 す る こ と に よ り 、
達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 予 防 接 種 計 画 の 初 回 刺 激 期 に は ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 が 使 用 さ れ る が
、 追 加 刺 激 期 に は エ ピ ト ー プ を 個 々 に コ ー ド す る か 又 は 含 む 免 疫 原 が 使 用 さ れ る 、 多 数 の
エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 的 で あ る が 広 域 性 の CTL応 答 を 誘 導 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 は 、 追 加 刺 激 期 に お い て 、 初 回 刺 激 段 階 と は 異 な る 様 式 で エ ピ ト ー プ が 免 疫 系 へ と
提 示 さ れ る 、 異 種 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 予 防 接 種 計 画 も 提 供 す る 。 こ れ は 、 よ り 詳 細 に 後 で
説 明 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
エ ピ ト ー プ が 個 々 に 投 与 さ れ た 場 合 、 多 数 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 特 異 的 で あ る が 広 域 性 の
CTL応 答 を 誘 導 す る 追 加 刺 激 期 の 効 果 が 極 め て 高 く な る こ と が 決 定 さ れ た こ と か ら 、 本 発
明 が 生 ま れ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
従 っ て 、 個 体 が 多 数 の エ ピ ト ー プ に よ り 既 に 初 回 刺 激 さ れ た こ と が あ る 場 合 、 本 発 明 は 、
別 々 の 構 築 物 上 に あ る 、 又 は 別 々 の 媒 体 に よ り 保 持 さ れ た 多 数 の エ ピ ト ー プ を 、 個 々 に 、
即 ち 別 々 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 過 去 に 誘 導 さ れ た （ 初 回 刺 激 さ れ た ） 免 疫 応 答 を 追 加 刺
激 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 本 発 明 の 全 て の 面 に お い て 、 多 数 の エ ピ ト ー プ と は 、 2よ り 大 き い
、 よ り 好 ま し く は 4よ り 大 き い 、 さ ら に 好 ま し く は 7よ り 大 き い 、 任 意 の 数 の エ ピ ト ー プ と
解 釈 さ れ 得 る 。 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち 、 少 な く と も 2個 、 よ り 好 ま し く は 4個 、 さ ら に 好
ま し く は 7個 の エ ピ ト ー プ は 、 異 な る と 思 わ れ る 、 即 ち 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む か 、 又
は 異 な る 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る と 思 わ れ る 。 し か し な が ら 、 多 数 の エ ピ ト ー プ に は 、 数 十
個 又 は 数 百 個 と い う 程 度 の 多 く の エ ピ ト ー プ が 含 ま れ る こ と も 好 ま し い 。 こ れ ら の エ ピ ト
ー プ の う ち の い く つ か は 、 極 め て 類 似 し て お り 交 差 反 応 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
従 っ て 、 個 体 が 、 病 原 体 （ 例 え ば 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 等 ） 又 は 腫 瘍 に 感 染 し て い る か 、 又 は
何 ら か の 様 式 で そ れ ら と 接 触 し た こ と が あ る 、 即 ち そ れ ら を 被 曝 し た こ と が あ る 場 合 に は
、 個 体 の 免 疫 系 は 、 そ の 病 原 体 又 は 腫 瘍 に よ り 提 示 さ れ た 多 数 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 自 然
に 初 回 刺 激 さ れ て い る と 思 わ れ る 。 し か し な が ら 、 こ の 免 疫 系 の 最 初 の 初 回 刺 激 は 、 個 体
が 病 原 体 又 は 腫 瘍 に 対 す る 有 効 な 防 御 を 開 始 す る の に は お そ ら く 不 十 分 で あ る と 思 わ れ る
。 し か し な が ら 、 本 発 明 に 従 い 、 既 に 初 回 刺 激 さ れ た 免 疫 応 答 は 、 別 々 の 構 築 物 （ ペ プ チ
ド も し く は 核 酸 ） 又 は 別 々 の 媒 体 に よ り 保 持 さ れ た 多 数 の エ ピ ト ー プ を 個 々 に 、 即 ち 別 々
に 投 与 す る こ と に よ り 、 追 加 刺 激 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 こ の 情 況 に お い て 、 本 発 明 は 、 広 大
な 治 療 的 可 能 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
個 体 が 特 定 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 初 回 刺 激 さ れ て い る か 否 か （ 即 ち 、 病 原 体 の 被 曝 に よ り
、 又 は 腫 瘍 の 結 果 と し て ） を 検 出 す る こ と は 可 能 と 思 わ れ る が 、 こ の 工 程 は 、 必 要 で は な
い と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
時 間 、 経 費 、 及 び 手 間 を 節 約 す る た め に は 、 病 原 体 又 は 腫 瘍 の 被 曝 に よ り 多 数 の エ ピ ト ー
プ に 対 し て 初 回 刺 激 さ れ て い る と 推 測 さ れ る 全 て の 患 者 を 、 初 回 刺 激 さ れ た 患 者 と し て 治
療 す る こ と が 好 ま し い と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 第 一 の 面 に お い て 、 過 去 に 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち の 少 な く と も 1個 、
好 ま し く は 多 数 の エ ピ ト ー プ の 全 部 に 対 し て 初 回 刺 激 さ れ た こ と が あ る か 、 又 は そ れ ら を
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被 曝 し た こ と が あ る 個 体 に お け る 免 疫 応 答 を 追 加 刺 激 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 前 記 の 方 法
は 、 多 数 の 構 築 物 （ 各 々 、 前 記 の 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 を コ ー ド し て い る か 又 は
含 ん で い る ） を そ の 個 体 へ 投 与 す る 工 程 を 含 む 。 そ の 構 築 物 は 、 問 題 の エ ピ ト ー プ を 含 む
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 能 力 を 有 す る 核 酸 配 列 で あ っ て も よ い し 、 又 は 直 接 投 与 さ れ 得 る エ
ピ ト ー プ を 含 む ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 そ の 核 酸 配
列 は 、 問 題 の エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 又 は 複 数 個 を 含 む ペ プ チ ド を コ ー ド す る 能 力 を 有 す
る DNA、 RNA、 又 は cDNAで あ り 得 る 。 構 築 物 が ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 で あ る か 又 は
ペ プ チ ド 自 体 で あ る か に 関 わ ら ず 、 個 体 の 免 疫 系 へ と 効 率 的 に 提 示 さ れ 得 る よ う 、 構 築 物
を 保 持 す る 媒 体 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 構 築 物 は 、 核 酸 発 現 ベ ク タ ー 、
例 え ば ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 又 は APC 、 例 え ば 樹 状 細 胞 も し く は リ ン パ 球 、 例 え ば B細 胞 の
よ う な 別 々 の 媒 体 に よ り 、 各 々 提 示 さ れ る か 又 は 保 持 さ れ る 。 媒 体 は 、 免 疫 応 答 の 誘 導 を
補 助 す る ア ジ ュ バ ン ト と し て 作 用 し て も よ い 。 APCは 、 ペ プ チ ド 構 築 物 を 発 現 さ せ る た め
に 使 用 さ れ て も よ い し 、 又 は 投 与 前 に パ ル ス 処 理 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の 第 一 の 面 に 係 る 方 法 は 、 「 第 二 の 」 又 は さ ら な る 追 加 刺 激 組 成 物 を 投 与 す る こ と
を さ ら に 含 み 得 る 。 こ の 組 成 物 も 、 前 記 の 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 を 各 々 含 む 個 々
の 構 築 物 を 含 む と 思 わ れ る 。 こ こ で も 、 構 築 物 は 、 ペ プ チ ド で あ っ て も よ い し 、 又 は 前 記
の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 能 力 を 有 す る 核 酸 配 列 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
第 二 の 又 は さ ら な る 追 加 刺 激 組 成 物 の 投 与 は 、 投 与 さ れ た エ ピ ト ー プ に 対 す る 個 体 の 免 疫
応 答 を 追 加 刺 激 す る の み な ら ず 、 個 体 が 未 だ 病 原 体 又 は 腫 瘍 の 被 曝 に よ っ て 自 然 に 初 回 刺
激 さ れ て い な い 薬 剤 内 に 存 在 す る 任 意 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 「 第 一 の 」 追 加 刺 激 を 提 供 す
る と い う 利 益 を 有 す る 。 換 言 す る と 、 第 二 の ／ さ ら な る 追 加 刺 激 組 成 物 は 、 個 体 が 過 去 に
被 曝 し た こ と が な い 、 薬 剤 （ 「 第 一 の 」 追 加 刺 激 組 成 物 ） 内 に 提 示 さ れ た 任 意 の エ ピ ト ー
プ が 、 効 率 的 に 初 め て 追 加 刺 激 さ れ る こ と を 保 証 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
又 は 、 本 発 明 は 、 病 原 体 又 は 腫 瘍 に 関 連 し た 抗 原 に 対 し て 個 体 を 免 疫 す る た め 、 即 ち 予 防
的 ワ ク チ ン と し て 使 用 さ れ て も よ い 。 こ の 状 況 に お い て 、 個 体 の 免 疫 系 は 、 ま ず そ の 病 原
体 に 特 徴 的 な 多 数 の エ ピ ト ー プ に よ り 初 回 刺 激 さ れ 、 次 い で 免 疫 系 が そ の 病 原 体 に 対 す る
有 効 な 防 御 を 誘 起 す る の を 補 助 す る た め 、 追 加 刺 激 さ れ な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 初 回
刺 激 － 追 加 刺 激 計 画 と し て 既 知 で あ る 。 し か し な が ら 、 前 記 の よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 あ
ら ゆ る 各 エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 応 答 を 最 大 に す る た め に は 、 追 加 刺 激 段 階 に お い て 、 エ
ピ ト ー プ が 個 々 に 投 与 さ れ な け れ ば な ら な い こ と を 見 出 し た 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 異
種 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 計 画 が 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 に 記 載 さ れ て い る 同 種 初 回 刺 激 － 追
加 刺 激 法 よ り 好 ま し い こ と も 決 定 し た 。 従 っ て 、 追 加 刺 激 段 階 に お い て 、 初 回 刺 激 段 階 で
使 用 さ れ た 媒 体 と は 異 な る 非 交 差 反 応 性 の 別 の 媒 体 、 例 え ば ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 し て
、 多 数 の エ ピ ト ー プ を 投 与 す る こ と も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 第 二 の 面 に お い て 、 個 体 に お け る 多 数 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 応 答 、
好 ま し く は CD8＋ T細 胞 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 前 記 の 方 法 は 、 前 記 の 多 数
の エ ピ ト ー プ を コ ー ド し て い る か 又 は 含 ん で い る 構 築 物 を 含 む 初 回 刺 激 組 成 物 を 個 体 へ 投
与 し 、 次 い で 複 数 個 の 個 々 の 構 築 物 （ 各 々 、 前 記 の 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 を 含 ん
で い る ） を 含 む 追 加 刺 激 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
第 二 の 面 に よ る と 、 構 築 物 は 、 ペ プ チ ド （ タ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド ） で あ っ て も よ い し
、 又 は 前 記 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 で あ っ て も よ い 。 こ の 構 築 物 も 、 エ ピ ト ー プ
を 個 体 の 免 疫 系 へ 効 率 的 に 呈 示 す る 能 力 を 有 す る 媒 体 を 使 用 し て 投 与 さ れ る こ と が 好 ま し
い 。 従 っ て 、 構 築 物 が 核 酸 配 列 で あ る 場 合 、 こ れ は 、 核 酸 発 現 ベ ク タ ー 、 即 ち プ ラ ス ミ ド
ベ ク タ ー 又 は ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 含 ま れ て い て も よ い 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 同 様 に 、 抗
原 提 示 細 胞 （ APC） の よ う な 細 胞 に 含 ま れ て い て も よ い 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
構 築 物 が ペ プ チ ド で あ る 場 合 に は 、 細 胞 、 よ り 好 ま し く は APCを 、 媒 体 と し て 使 用 す る こ
と が 好 ま し い か も し れ な い 。 そ れ は 、 こ れ ら の 細 胞 が 、 ペ プ チ ド を 免 疫 系 へ 効 率 的 に 呈 示
す る 能 力 を 有 す る た め で あ る 。 APCの 例 に は 、 樹 状 細 胞 及 び リ ン パ 球 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
媒 体 を 使 用 し た 個 体 へ の 構 築 物 の 投 与 は 、 よ り 詳 細 に 後 で 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
初 回 刺 激 組 成 物 は 、 多 数 の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 核 酸 を 各 々 含 有 し て い る 核 酸 ベ ク タ ー
1個 又 は 複 数 個 を 含 み 得 る 。 又 は 、 初 回 刺 激 組 成 物 は 、 多 数 の エ ピ ト ー プ を 含 有 し て い る
ペ プ チ ド 又 は 抗 原 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
こ の 第 二 の 面 に お い て 、 初 回 刺 激 組 成 物 は 、 エ ピ ト ー プ の ス ト リ ン グ 、 即 ち ポ リ エ ピ ト ー
プ 構 築 物 を 含 む 。 し か し な が ら 、 本 方 法 は 、 そ の 代 わ り に 、 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち の 1
個 又 は 複 数 個 を コ ー ド し て い る か 又 は 含 ん で い る 構 築 物 1個 又 は 複 数 個 の 投 与 を 含 ん で い
て も よ い 。 し か し な が ら 、 こ の 状 況 に お い て 、 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 計 画 は 、 異 種 初 回 刺 激
－ 追 加 刺 激 計 画 で あ る こ と が 好 ま し い 。 換 言 す る と 、 初 回 刺 激 組 成 物 が 個 々 の エ ピ ト ー プ
を 含 む 場 合 、 追 加 刺 激 組 成 物 は 、 好 ま し く は 、 異 な る 非 交 差 反 応 性 の 媒 体 を 使 用 し て 、 そ
の 個 々 の エ ピ ト ー プ を 保 持 す る か 又 は 提 示 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
例 え ば 、 核 酸 構 築 物 が 使 用 さ れ る 場 合 に は 、 初 回 刺 激 期 と 追 加 刺 激 期 と で 異 な る ウ イ ル ス
ベ ク タ ー が 使 用 さ れ 得 る 。 同 様 に 、 ペ プ チ ド 構 築 物 の 場 合 に は 、 初 回 刺 激 期 と 追 加 刺 激 期
と で 異 な る APC細 胞 が 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 初 回 刺 激 に は B細 胞 を 使 用 し 、 追 加 刺 激 に は
樹 状 細 胞 を 使 用 す る と い う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
こ れ は 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で あ り 、 同 種 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 計 画 も 、 ペ プ チ ド 構 築 物 を
使 用 す る 場 合 に は 特 に 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る こ と が 理 解 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
全 て の 初 回 刺 激 核 酸 構 築 物 が 、 組 換 え 構 築 物 、 例 え ば 組 換 え ウ イ ル ス 構 築 物 、 DNA構 築 物
、 RNA構 築 物 の よ う な 遺 伝 子 構 築 物 、 又 は そ の よ う な 構 築 物 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト も し
く は 形 質 導 入 さ れ た 細 胞 で あ る こ と も 好 ま し い 。 さ ら に 、 初 回 刺 激 組 成 物 に は 、 別 々 の ペ
プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 、 及 び そ の よ う な ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 が 細 胞 外 又 は 細 胞 内 に 負
荷 さ れ た 細 胞 が 含 ま れ 得 る 。 ペ プ チ ド は 、 担 体 タ ン パ ク 質 又 は ア ジ ュ バ ン ト と の 融 合 構 築
物 の 一 部 を 形 成 し て い て も よ い 。 こ れ ら は 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 作 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
追 加 刺 激 組 成 物 又 は 初 回 刺 激 組 成 物 が 、 ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を 含 む 場 合 、 こ れ ら は 、
（ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 の APCへ の 細 胞 内 送 達 を 含 む ） ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質
に よ る パ ル ス 処 理 を 施 さ れ た 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） 、 例 え ば 樹 状 細 胞 又 は リ ン パ 球 （ B細 胞
） を 使 用 し て 送 達 さ れ 得 る 。 APCは 、 ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 で パ ル ス 処 理 さ れ た 後 、 APC
の 活 性 化 を 補 助 す る た め ウ イ ル ス に よ り 感 染 さ れ て も よ い 。 即 ち 、 こ の 場 合 、 ウ イ ル ス は
ペ プ チ ド の た め の ア ジ ュ バ ン ト と し て 作 用 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ 又 は キ チ ン （ chitine） ビ ー ズ の よ う な 粒 子 も 、 APCを 模 倣 し 、 免 疫 系
の 刺 激 の た め ペ プ チ ド ／ MHC複 合 体 及 び 共 刺 激 分 子 を 呈 示 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
APCに 由 来 す る エ キ ソ ソ ー ム （ exosome） 又 は そ の 他 の 細 胞 成 分 体 も 、 ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ
の 送 達 の た め 、 （ ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 の エ キ ソ ソ ー ム へ の 細 胞 内 送 達 を 含 む ） ペ プ チ
ド 及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質 に よ る パ ル ス 処 理 を 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を 、 個 体 へ 直 接 、 好 ま し く は 別 々 の 位 置 に お い て 投 与 す る こ と も
可 能 で あ る 。 こ の よ う に し て 投 与 さ れ る ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 に は 、 好 ま し く は 、 初 回
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刺 激 期 又 は 追 加 刺 激 期 の い ず れ か に 、 ア ジ ュ バ ン ト が 添 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
媒 体 と し て 核 酸 ベ ク タ ー が 提 供 さ れ る 場 合 、 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 核 酸 は 、 核 酸 の 発 現
に よ る 個 体 に お け る 前 記 の 抗 原 の 産 生 の た め 、 制 御 配 列 と 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
初 回 刺 激 組 成 物 が 多 数 の エ ピ ト ー プ を 提 示 す る た め 、 広 い が 特 異 的 な CTL応 答 が 、 個 体 の
免 疫 系 に よ り 誘 導 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
初 回 刺 激 組 成 物 と は 対 照 的 に 、 追 加 刺 激 組 成 物 は 、 常 に 、 エ ピ ト ー プ を 個 々 に 提 示 す る 。
こ の こ と に よ り 、 既 存 の 記 憶 CTL応 答 が 、 追 加 刺 激 期 に お け る 同 一 構 築 物 に 含 ま れ て い る
他 の エ ピ ト ー プ に 対 す る CTL応 答 を 有 意 に 低 下 さ せ る と い う 、 本 発 明 者 ら に よ り 決 定 さ れ
た 問 題 が 克 服 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
初 回 刺 激 組 成 物 （ 使 用 さ れ る 場 合 ） 又 は 追 加 刺 激 組 成 物 は 、 核 酸 構 築 物 を 使 用 す る 場 合 、
エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 核 酸 構 築 物 を 保 持 す る た め の 任 意 の 媒 体 、 例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー の よ う な ウ イ ル
ス ベ ク タ ー を さ ら に 含 み 得 る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 修 飾 型 複 製 欠 損 ベ ク タ ー 、 例 え ば 修
飾 型 ウ イ ル ス ・ ア ン カ ラ （ Ankara） （ MVA） で あ っ て も よ い し 、 又 は ア ビ ポ ッ ク ス （ avipo
x） ベ ク タ ー 、 例 え ば 鶏 痘 （ fowlpox） 、 カ ナ リ ア ポ ッ ク ス （ Canarypox） 等 で あ っ て も よ
い 。 好 ま し い ベ ク タ ー に は 、 複 製 能 の な い α ウ イ ル ス 、 セ ム リ キ 森 林 熱 ウ イ ル ス （ SFV）
が 含 ま れ る 。 そ の 他 の 適 切 な ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
初 回 刺 激 組 成 物 は 、 抗 原 を コ ー ド す る DNAを 含 み 得 る 。 DNAは 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 複 製
能 を 有 し な い 環 状 プ ラ ス ミ ド の 形 態 で あ っ て も よ い 。 抗 原 の 発 現 は 、 好 ま し く は 、 哺 乳 動
物 細 胞 に お い て 活 性 な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前 初 期 （ CMV IE） プ ロ
モ ー タ ー に よ り 駆 動 さ れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
CD8＋ T細 胞 免 疫 応 答 は 、 DNAワ ク チ ン 、 Ty-VLP、 又 は 組 換 え 修 飾 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ・
ア ン カ ラ （ MVA） を 使 用 し て 初 回 刺 激 さ れ 得 る 。 後 述 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、
初 回 刺 激 期 に 、 組 換 え MVA、 裸 プ ラ ス ミ ド DNA、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 及 び セ ム リ キ 森 林 熱
ウ イ ル ス （ SFV） を 使 用 し た 本 発 明 の 態 様 を 記 載 す る 。 し か し な が ら 、 他 の ベ ク タ ー （ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー 又 は そ の 他 の ベ ク タ ー ） も 同 様 に 使 用 さ れ 得 る こ と が 、 当 業 者 に は 明 ら か
で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
前 述 の よ う に 、 追 加 刺 激 期 に は 、 初 回 刺 激 期 に 使 用 さ れ た も の と は 異 な る 非 交 差 反 応 性 の
、 核 酸 発 現 ベ ク タ ー 、 例 え ば ウ イ ル ス ベ ク タ ー の よ う な 媒 体 を 、 エ ピ ト ー プ を 呈 示 す る た
め に 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 後 述 の 実 施 例 に お い て 、 初 回 刺 激 期 に は プ ラ ス ミ ド DNAが
媒 体 ベ ク タ ー と し て 使 用 さ れ 、 追 加 刺 激 期 に は ワ ク シ ニ ア ベ ク タ ー 、 MVAベ ク タ ー 、 及 び
／ 又 は SFVベ ク タ ー が 媒 体 と し て 使 用 さ れ た 。 追 加 刺 激 期 に は 複 数 個 の ベ ク タ ー が 媒 体 と
し て 使 用 さ れ る と 思 わ れ る が 、 こ れ ら は 、 同 一 で あ っ て も よ い し 、 又 は 異 な っ て い て も よ
い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 第 一 及 び 第 二 の 面 に よ り 、 自 己 抗 原 又 は 腫 瘍 抗 原 を 含 む 病 原 体 に 対 し て
個 体 を 予 防 接 種 す る 方 法 と し て 使 用 さ れ 得 る 新 規 の 予 防 接 種 計 画 が 提 供 さ れ る 。 NY-ESO-1
抗 原 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 抗 原 、 及 び Melan-A抗 原 の 使 用 が 以 下 に 例 証 さ れ る 。 し か し な が ら 、
そ の 他 の 抗 原 も 既 知 で あ る か 、 又 は 当 業 者 に よ り 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 予 防 接 種 の 戦 略 又 は 計 画 を 試 験 し 確 立 す る た め の 予 防 接 種 モ デ ル と し
て の 重 要 な 有 用 性 を 有 す る 。 従 っ て 、 予 防 接 種 モ デ ル に よ っ て 、 多 数 の エ ピ ト ー プ に 対 す

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-503375 A 2005.2.3



る 特 異 的 で あ る が 広 域 性 の CTL応 答 を 最 大 に す る 予 防 接 種 計 画 が 確 立 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
臨 床 試 験 に お い て ヒ ト で 試 験 す る 前 に 、 マ ウ ス の よ う な 実 験 動 物 で ワ ク チ ン 計 画 を 試 験 す
る の が 通 常 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 従 来 、 特 定 の 抗 原 又 は エ ピ ト ー プ に 対
す る 応 答 を 試 験 す る た め に 使 用 さ れ て い る 。 ヒ ト 環 境 と 可 能 な 限 り 等 し い 生 物 学 的 環 境 を
提 供 す る こ と が 重 要 で あ る 。 従 っ て 、 ヒ ト の MHC分 子 を 発 現 す る 能 力 を 有 す る ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 作 製 さ れ る 。 後 述 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 二 つ の 型 の ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
第 一 に 、 ヒ ト β 2mの C末 端 が 、 キ メ ラ 重 鎖 （ HLA-A2.1α 1-α 2、 H-2D b α 3膜 貫 通 ド メ イ ン 及
び 細 胞 質 内 ド メ イ ン ） の N末 端 に 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ て い る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 単 鎖
組 織 適 合 性 ク ラ ス I分 子 を 発 現 す る HHD A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 使 用 し た 。 こ れ ら
の マ ウ ス の H-2D b 遺 伝 子 及 び マ ウ ス β 2m遺 伝 子 は 、 相 同 的 組 み 換 え に よ り 破 壊 さ れ て お り
、 血 清 学 的 に 検 出 可 能 な マ ウ ス 組 織 適 合 性 ク ラ ス I分 子 の 細 胞 表 面 発 現 は 完 全 に 欠 如 し て
い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
第 二 に 、 本 発 明 者 ら は 、 マ ウ ス β 2mと 非 共 有 結 合 的 に 会 合 し て い る キ メ ラ 重 鎖 （ HLA-A2.1
α 1-α 2、 H-2K b α 3膜 貫 ド メ イ ン 及 び 細 胞 質 ド メ イ ン ） を 発 現 す る A2-K b マ ウ ス を 使 用 し た
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
従 っ て 、 こ れ ら の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 い ず れ も 、 α 1及 び α 2の ド メ イ ン が ヒ ト
A2 MHCに 由 来 し 、 α 3ド メ イ ン が マ ウ ス の H-2K b 又 は H-2D b に 由 来 す る キ メ ラ MHCを 発 現 す る
。 こ れ ら の マ ウ ス は 、 A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 呼 ば れ る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 は
、 HLA-A1、 HLA-A3、 又 は HLA-A4ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 即 ち A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス と 類 似 の 様 式 で ヒ ト ク ラ ス I分 子 を 発 現 す る そ の 他 の 任 意 の マ ウ ス モ デ ル に お い て も
、 同 様 に 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 多 数 の 被 験 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 一 次 組 成 物 を 試 験 動 物
へ 投 与 し 、 続 い て 、 前 記 の 多 数 の 被 験 エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 を 各 々 含 有 し て い る 核 酸 ベ
ク タ ー を 複 数 個 含 む 追 加 刺 激 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 ;及 び 被 験 エ ピ ト ー プ の 各 々 に 対 す る C
TL応 答 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 予 防 接 種 計 画 を 試 験 す る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
好 ま し く は 、 試 験 動 物 は 、 可 能 な 限 り ヒ ト の 免 疫 環 境 に 近 似 し た 免 疫 環 境 を 提 供 す る ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で あ る と 思 わ れ る 。 好 ま し い 試 験 動 物 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た よ う
な A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
前 述 の よ う に 、 初 回 刺 激 ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 、 DNAプ ラ ス ミ ド 又 は ウ イ ル ス ベ ク タ ー
で あ る 。 し か し な が ら 、 追 加 刺 激 ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 、 初 回 刺 激 ベ ク タ ー と は 異 な る
。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 初 回 刺 激 ベ ク タ ー は DNAで あ り 、 追 加 刺 激 ベ ク タ ー は ワ ク シ ニ
ア 、 MVA、 及 び ／ 又 は SFVの 群 よ り 選 択 さ れ る 。 SFVは 、 DNA初 回 刺 激 ベ ク タ ー の 後 又 は MVA
と 共 に 追 加 刺 激 ベ ク タ ー と し て 使 用 さ れ た 場 合 、 優 れ た 結 果 が 達 成 さ れ る こ と を 本 発 明 者
ら が 決 定 し た よ う に 、 追 加 刺 激 期 の た め の 好 ま し い ベ ク タ ー で あ る 。 SFVは 、 MVAと 交 差 反
応 せ ず 、 従 っ て 、 こ れ ら の 免 疫 原 ベ ク タ ー は 効 率 的 に 併 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 者 ら は 、 ウ イ
ル ス ベ ク タ ー の 一 部 で あ る か 否 か に 関 わ ら ず 、 核 酸 構 築 物 が 、 抗 原 が そ の 表 面 上 に 提 示 さ
れ る よ う 哺 乳 動 物 細 胞 と 会 合 し て 投 与 さ れ 得 る こ と も 見 出 し た 。 抗 原 が そ れ ら の 表 面 上 に
提 示 さ れ る 場 合 、 そ の よ う な 細 胞 は 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） と し て 既 知 で あ る 。 従 っ て 、 A
PCと い う 用 語 に は 、 腫 瘍 細 胞 の よ う な 細 胞 が 含 ま れ る 。 構 築 物 を 保 持 す る た め の APCの 使
用 は 、 追 加 刺 激 段 階 に お い て 特 に 好 ま し い 。 従 っ て 、 可 能 な 追 加 刺 激 試 薬 に は 、 ウ イ ル ス
性 も し く は 非 ウ イ ル ス 性 の 核 酸 構 築 物 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト も し く は 形 質 導 入 さ れ た 樹
状 細 胞 も し く は リ ン パ 球 、 又 は 抗 原 を 呈 示 し て い る 腫 瘍 細 胞 の よ う な APCが 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
本 発 明 の 第 一 の 面 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 初 回 刺 激 組 成 物 の 投 与 の 後 に 追 加 刺 激 組 成 物 が
投 与 さ れ る 。 こ こ で 、 初 回 刺 激 組 成 物 と 追 加 刺 激 組 成 物 と は 、 例 え ば 以 下 に 例 証 さ れ る よ
う に 相 互 に 異 な っ て い る 。 し か し な が ら 、 前 記 の よ う な 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 第 二 及 び
第 三 の 追 加 刺 激 組 成 物 が 投 与 さ れ て も よ い 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 三 重 免 疫 計 画 は 、 多 数
の エ ピ ト ー プ を 発 現 す る DNA;続 い て 、 多 数 の 初 回 刺 激 エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 を 各 々 含 む S
FVベ ク タ ー が 多 数 使 用 さ れ た 第 一 の 追 加 刺 激 組 成 物 と し て の SFV;続 い て 、 多 数 の 初 回 刺 激
エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 を 各 々 含 む MVAベ ク タ ー が 多 数 使 用 さ れ た 第 三 の 追 加 刺 激 組 成 物 と
し て の MVAを 使 用 す る 。 又 は 、 SFV追 加 刺 激 組 成 物 が 、 MVA追 加 刺 激 組 成 物 の 後 に 投 与 さ れ
て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
同 様 に 、 ペ プ チ ド が 直 接 投 与 さ れ る 場 合 に は 、 ペ プ チ ド で パ ル ス 処 理 さ れ た APC、 エ キ ソ
ソ ー ム 、 又 は APC模 倣 体 が 、 い く つ か の 連 続 的 な 追 加 刺 激 工 程 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ
れ は 、 連 続 的 な 注 射 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
い か な る 場 合 に も 、 良 好 な 送 達 を 保 証 す る た め 、 数 回 、 初 回 刺 激 組 成 物 及 び 追 加 刺 激 組 成
物 を （ 例 え ば 注 射 に よ り ） 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
多 数 の エ ピ ト ー プ を 発 現 す る ベ ク タ ー に よ る 初 回 刺 激 の 後 、 多 数 の 初 回 刺 激 エ ピ ト ー プ の
う ち の 1個 又 は 複 数 個 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス （ 即 ち 、 SFV又 は MVAの い ず れ か ） の 混 合 物 が
使 用 さ れ 、 そ の 後 、 多 数 の 初 回 刺 激 エ ピ ト ー プ の う ち の 1個 を 各 々 コ ー ド す る ペ プ チ ド の
注 射 に 基 づ く さ ら な る 追 加 刺 激 が 行 わ れ て も よ い 。 ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 5～ 15ア ミ
ノ 酸 長 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 5～ 12ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 5～ 10ア ミ ノ 酸 長
で あ る 。 9ア ミ ノ 酸 長 の ペ プ チ ド が 好 ま し い 。 ペ プ チ ド は 、 天 然 に 存 在 す る も の で あ っ て
も よ い し 、 又 は 合 成 の も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 者 ら は 、 予 防 接 種 の 計 画 又 は 戦 略 を 試 験 す る 方 法 を 増 強 す る た め に は 、 誘 発 さ れ た
CTL応 答 の 、 正 確 で 、 効 率 的 で 、 か つ 高 速 の 試 験 が 必 要 と さ れ る こ と を 認 識 し た 。 こ れ を
考 慮 し て 、 本 発 明 者 ら は 、 予 防 注 射 を 受 け た HLA A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て 増
幅 さ れ た HLA A2拘 束 性 CTLの 頻 度 を 直 接 モ ニ タ リ ン グ す る た め の 、 新 規 の 四 量 体 に 基 づ く
技 術 を 開 発 し た 。 こ れ は 、 本 発 明 の 第 一 の 面 と 関 連 し て 、 ヒ ト CTL応 答 の 迅 速 か つ 正 確 な
分 析 を 可 能 に す る こ と に よ り 、 新 た な ワ ク チ ン の 開 発 を 大 き く 加 速 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
特 に 、 本 発 明 者 ら は 、 マ ウ ス H2K b α 3ド メ イ ン を 含 有 し て い る キ メ ラ A2ク ラ ス I分 子 を 設 計
す る こ と に よ り 、 A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 血 中 の A2拘 束 性 CTL応 答 を 直 接 モ ニ タ リ
ン グ す る た め の 技 術 を 開 発 し た 。 こ の 技 術 に よ り 、 多 数 の 異 な る ベ ク タ ー 内 に コ ー ド さ れ
た ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 を 使 用 し た 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 計 画 に よ り 誘 導 さ れ た CTLの 頻 度
、 及 び こ れ ら CTLの 頻 度 と そ れ ら の イ ン ビ ボ 細 胞 障 害 活 性 と の 相 関 を 正 確 に モ ニ タ リ ン グ
す る こ と が 可 能 と な る 。 こ れ は 、 CTL応 答 を 解 明 す る た め に マ ウ ス を 屠 殺 す る 必 要 が な い
た め 、 各 研 究 に お け る マ ウ ス の 数 を 大 き く 低 下 さ せ る と い う 長 所 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
従 っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 面 に お い て 、 1個 又 は 複 数 個 の エ ピ ト ー プ に よ る 個 体 又 は 試 験
動 物 の 予 防 接 種 の 後 に 増 幅 さ れ た 特 異 的 な CTLを 検 出 す る 能 力 を 有 す る 多 量 体 MHC構 造 が 提
供 さ れ る 。 そ の 多 量 体 MHC構 造 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の よ う な 結 合 メ ン バ ー に よ り 単 一
構 造 内 に 共 に 維 持 さ れ た 2個 ま た は そ れ 以 上 の MHC分 子 、 好 ま し く は 4個 の 分 子 を 含 む 。 こ
こ で 使 用 さ れ る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は 、 CTLの 四 量 体 と の 結 合 の 検 出 の た め に 蛍 光 標 識 さ
れ 得 る 。 多 数 の MHC分 子 が 近 傍 に 維 持 さ れ る た め 、 そ れ ら は 、 目 的 の エ ピ ト ー プ に 対 し て
誘 起 さ れ た CTLが 検 出 さ れ る よ う 、 ペ プ チ ド の 形 態 で そ の エ ピ ト ー プ を 呈 示 す る た め に 効
率 的 に 使 用 さ れ 得 る 。 効 率 的 に 初 回 刺 激 さ れ た 場 合 、 CTLは 、 呈 示 さ れ た ペ プ チ ド ／ エ ピ
ト ー プ を 認 識 し 、 そ の 構 造 に 結 合 す る と 思 わ れ る 。 こ の 結 合 は 、 通 常 、 標 識 さ れ た 抗 体 、
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例 え ば 抗 CD8抗 体 と 組 み 合 わ せ ら れ る 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の よ う な 既 知 の 技 術 に よ り
検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
し か し な が ら 、 本 発 明 者 ら は 、 MHCが ヒ ト 起 源 で あ る の に 対 し 、 試 験 動 物 は 非 ヒ ト 、 通 常
マ ウ ス で あ り 、 従 っ て ヒ ト MHCに 効 率 的 に 結 合 し な い マ ウ ス CD8を 有 す る と 考 え ら れ る た め
、 前 記 の 予 防 接 種 モ デ ル に お け る CTL応 答 を 試 験 す る の た め の 、 こ れ ら の 多 量 体 MHC構 造 、
好 ま し く は 四 量 体 の 使 用 に は 限 界 が あ る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
こ の 問 題 を 克 服 す る た め 、 本 発 明 者 ら は 、 MHCの ヒ ト α 3ド メ イ ン が マ ウ ス α 3ド メ イ ン に
交 換 さ れ た キ メ ラ 多 量 体 MHC構 造 を 考 案 し た 。 α 3ド メ イ ン が CD8分 子 と 結 合 す る た め 、 キ
メ ラ 多 量 体 MHC構 造 は 、 非 キ メ ラ 構 造 よ り 、 被 験 エ ピ ト ー プ に 対 す る CTL応 答 を 検 出 す る 効
果 が 高 い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 各 MHC分 子 が 、 ヒ ト α 3ド メ イ ン の 代 わ り に マ ウ ス α 3ド メ イ ン を 表 わ
す よ う 改 変 さ れ た α 3ド メ イ ン を 含 有 し て い る 、 結 合 メ ン バ ー に よ り 近 傍 に 維 持 さ れ た 少
な く と も 2個 の ヒ ト MHC分 子 を 含 む キ メ ラ 多 量 体 MHC構 造 を さ ら に 提 供 す る 。 好 ま し く は 、
ヒ ト α 3ド メ イ ン は マ ウ ス α 3ド メ イ ン に 交 換 さ れ て い る 。 キ メ ラ 多 量 体 MHC構 造 は 、 被 験
エ ピ ト ー プ を 呈 示 す る ペ プ チ ド と 複 合 体 化 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
マ ウ ス α 3ド メ イ ン は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 作 出 に よ り 、 又 は マ ウ ス α 3ド メ イ ン に 特 徴 的 な
ア ミ ノ 酸 も し く は ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 、 欠 失 、 も し く は 置 換 に よ る
ヒ ト α 3ド メ イ ン の 変 異 に よ り 、 ヒ ト α 3ド メ イ ン と 交 換 す る た め に ヒ ト MHCへ 挿 入 さ れ 得
る 。 理 想 的 に は 、 キ メ ラ MHCは 、 ヒ ト α 1ド メ イ ン 及 び ヒ ト α 2ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸
が 、 マ ウ ス α 3ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 と 共 に 発 現 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 作 製 さ
れ る 。 こ の よ う に し て 、 キ メ ラ MHC融 合 タ ン パ ク 質 は 作 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
次 い で 、 多 量 体 キ メ ラ MHC構 造 は 、 被 験 エ ピ ト ー プ を 呈 示 す る ペ プ チ ド と 会 合 さ せ ら れ 得
る 。 キ メ ラ MHCに よ り 呈 示 さ れ る ペ プ チ ド の 数 は 、 多 量 体 構 造 内 の MHC分 子 の 数 に 依 存 す る
と 思 わ れ る 。 本 発 明 者 ら は 、 4個 の ペ プ チ ド ／ エ ピ ト ー プ が 近 傍 で 呈 示 さ れ る こ と を 可 能
に す る と 思 わ れ る 四 量 体 を 作 製 し た 。 従 っ て 、 こ の 構 造 は 、 問 題 の エ ピ ト ー プ に 対 す る CT
L応 答 の 存 在 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 四 量 体 は ペ プ チ ド ／ エ ピ ト ー プ を
呈 示 し 、 そ し て 試 験 動 物 よ り 得 ら れ た 生 物 学 的 試 料 （ 例 え ば 、 血 液 ） に 添 加 さ れ た 場 合 、
エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 任 意 の CTLが 、 マ ウ ス CD8の 補 助 に よ っ て そ の 四 量 体 に 結 合 す る と 思
わ れ る 。 マ ウ ス CD8は 、 ヒ ト α 3ド メ イ ン よ り 良 好 に マ ウ ス α 3ド メ イ ン に 結 合 す る た め 、
本 発 明 に 係 る キ メ ラ MHC四 量 体 と の CTLの 結 合 は 、 非 キ メ ラ MHC四 量 体 と の 結 合 よ り 安 定 し
て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
四 量 体 の CTLと の 結 合 は 、 例 え ば 、 蛍 光 標 識 さ れ た 四 量 体 を 使 用 す る こ と に よ り 検 出 さ れ
得 る 。 さ ら に 、 標 識 さ れ た CD8抗 体 が 、 検 出 を 補 助 す る た め に 使 用 さ れ て も よ く 、 標 識 及
び 染 色 の 技 術 は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
キ メ ラ 多 量 体 MHC構 造 は 、 前 記 の 予 防 接 種 計 画 に よ る CTL応 答 の モ ニ タ リ ン グ に お い て 極 め
て 有 用 で あ る の み な ら ず 、 特 定 の タ ン パ ク 質 内 の エ ピ ト ー プ を 迅 速 か つ 効 率 的 に 決 定 す る
た め に も 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
例 え ば 、 DNA及 び ／ 又 は 組 換 え ウ イ ル ス に よ り コ ー ド さ れ た 明 確 な 腫 瘍 又 は ウ イ ル ス の （ 1
個 又 は 複 数 個 の ） 抗 原 性 タ ン パ ク 質 に よ り 免 疫 さ れ た A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 そ
の （ 1個 又 は 複 数 個 の ） 抗 原 性 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ペ プ チ ド と 会 合 し た キ メ ラ 多 量 体 MHC
ク ラ ス I分 子 を 使 用 す る こ と に よ り 、 特 異 的 な CTL応 答 を 開 始 さ せ る 能 力 に 関 し て モ ニ タ リ
ン グ さ れ 得 る 。 こ の プ ロ ト コ ー ル に よ り 、 抗 原 性 タ ン パ ク 質 内 に コ ー ド さ れ た 新 規 の ペ プ
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チ ド エ ピ ト ー プ の 迅 速 な 同 定 が 可 能 と な る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 者 ら の 発 見 は 、 複 数 個 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 多 数 の CTLを 同 時 に 増 幅 す る こ と が
で き る 最 適 化 さ れ た ワ ク チ ン の 設 計 に と っ て 重 要 で あ る 。 そ れ ら は 、 迅 速 で 、 効 率 的 で 、
か つ 信 頼 性 の あ る エ ピ ト ー プ の 試 験 を 可 能 に し 、 そ し て 最 も 効 率 的 な 予 防 接 種 計 画 の 設 計
を 可 能 に す る 予 防 接 種 モ デ ル の 提 供 に 関 し て も 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 者 ら は 、 試 験 動 物 に お け る 試 験 エ ピ ト ー プ に 対 す る CTL応 答 を 効 率 的 に 検 出 す る た
め に 使 用 さ れ 得 る 新 規 の キ メ ラ MHC多 量 体 も 考 案 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
以 下 、 添 付 の 図 面 を 参 照 し つ つ 、 本 発 明 の 面 及 び 態 様 を 例 と し て 例 示 す る 。 さ ら な る 面 及
び 態 様 が 、 当 業 者 に は 明 ら か と な る と 思 わ れ る 。 こ の 書 類 に お い て 言 及 さ れ た 全 て の 文 献
が 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】

材 料 及 び 方 法

研 究 の 全 体 に わ た り 使 用 さ れ た DNAベ ク タ ー pSG2は 、 SV40複 製 開 始 点 及 び ネ オ マ イ シ ン 耐
性 マ ー カ ー を 含 有 し て い る BamHI断 片 を 除 去 し 、 CMVプ ロ モ ー タ ー を 、 イ ン ト ロ ン Aを 含 有
し て い る 同 プ ロ モ ー タ ー の よ り 長 い バ ー ジ ョ ン に 交 換 す る こ と に よ り 、 pRc/CMV（ Invitro
gen、 Paisley、 UK） か ら 派 生 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド は 、 マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト 及
び ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ A配 列 の 前 に 、 真 核 細 胞 に お け る 発 現 の た め の イ ン ト ロ ン Aを 含 む
CMVプ ロ モ ー タ ー を 含 有 し て い る 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 複 製 能 を 有
し な い 。 mel3配 列 （ 表 1） を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 標 準 的 な 方 法 を 使 用 し て マ ル チ ク ロ ー
ニ ン グ サ イ ト へ 導 入 さ れ た 。 注 射 用 の プ ラ ス ミ ド DNAは 、 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー （ Qiagen、 Hilden、 Germany） を 使 用 し て 精 製 さ れ 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） で 1m
g DNA/mlに 希 釈 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

組 換 え 及 び 非 組 換 え の MVAは 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 （ FCS） が 補 足 さ れ た 最 小 必 須 培 地 に お い
て 増 殖 し た ニ ワ ト リ 胚 繊 維 芽 細 胞 （ CEF） に お い て 、 常 法 に よ り 繁 殖 さ せ ら れ 滴 定 さ れ た
。 組 換 え MVAは 、 ワ ク シ ニ ア シ ャ ト ル ベ ク タ ー pSC11へ mel3ポ リ エ ピ ト ー プ ス ト リ ン グ （ 表
1） を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 記 載 さ れ た よ う に し て 作 成 さ れ た 。 1細 胞 当 た り 0.05
pfuの 多 重 度 で MVAに よ り 感 染 さ れ た CEFが 、 記 載 さ れ た よ う に し て 2 3 、 リ ポ フ ェ ク チ ン （ G
ibco） 及 び シ ャ ト ル プ ラ ス ミ ド に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 ワ ク シ ニ ア P7.5プ ロ モ ー
タ ー が ポ リ エ ピ ト ー プ の 発 現 を 駆 動 す る 。 組 換 え MVAは 8回 プ ラ ー ク 精 製 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
mel3、 全 長 NY-ESO-1（ Dennis L.Panicali、 Therion Biologics Corporation、 MA 02149、
USAよ り 譲 り 受 け た ） 、 又 は チ ロ シ ナ ー ゼ を 発 現 す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス （ WR株 ） は 、 以
前 に 記 載 さ れ た よ う に し て 2 4 、 ベ ク タ ー pSC11を 使 用 し て 、 mel3ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 、 N
Y-ESO-1及 び チ ロ シ ナ ー ゼ の 全 長 cDNAを チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 へ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と
に よ り 作 成 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

mel3ポ リ エ ピ ト ー プ ス ト リ ン グ が 、 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー pSFV4.2-mel3へ ク ロ ー ニ ン グ
さ れ た 。 こ の ベ ク タ ー か ら 作 製 さ れ た RNAが 、 組 換 え SFVmel3粒 子 を 構 築 す る た め に 使 用 さ
れ た 。 組 換 え SFVス ト ッ ク は 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に し て 1 6 、 作 成 さ れ 精 製 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

ヒ ト CTLク ロ ー ン は 、 記 載 さ れ た よ う に し て 2 5 、 単 離 さ れ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 5％ ヒ ト
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プ ラ ス ミ ド DNA構 築 物

組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 及 び MVAの 作 製

組 換 え SFVの 作 製

ヒ ト CTLク ロ ー ン の 作 製 及 び CTLア ッ セ イ 法



血 清 、 100U/ml IL-2が 補 足 さ れ た イ ス コ ブ （ Iscove） 培 地 中 の 10 5 個 の 照 射 済 み B細 胞 を 含
有 し て い る 、 PBS中 100ng/mlの 抗 CD3及 び 抗 CD28の 両 方 で 予 め コ ー テ ィ ン グ さ れ た U底 96穴
プ レ ー ト へ 、 四 量 体 ／ CD8二 重 陽 性 染 色 CTL培 養 物 が 単 一 細 胞 と し て 分 取 さ れ た 。 増 殖 性 ク
ロ ー ン を 、 ＞ 10 7 個 に ま で 増 幅 し 、 標 準 的 な Cr 5 1 放 出 ア ッ セ イ 法 の た め の エ フ ェ ク タ ー と
し て 使 用 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 HLA A2拘 束 性 CTLの 標 的 と し て MVA mel3に よ り 感 染 さ れ た J
Y B細 胞 を 使 用 し 、 HLA-A1拘 束 性 エ ピ ト ー プ に 関 し て は XY B細 胞 を 使 用 し 、 D b 拘 束 性 イ ン
フ ル エ ン ザ 核 タ ン パ ク 質 の 標 的 と し て H-2b陽 性 MC57細 胞 を 使 用 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 標 的
に 対 し て 3倍 希 釈 で CTLク ロ ー ン を 滴 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

蛍 光 四 量 体 HLA-A2.1／ ペ プ チ ド 複 合 体 は 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に し て 1 、 合 成 さ れ た 。 A
2-Kb／ ペ プ チ ド 複 合 体 は 、 A2.1分 子 の α 1ド メ イ ン 及 び α 2ド メ イ ン 並 び に H-2D b 分 子 の α 3
ド メ イ ン の キ メ ラ 重 鎖 を ヒ ト β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン と 共 に 使 用 し て 、 類 似 の 方 式 で 合 成 さ
れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

赤 血 球 溶 解 緩 衝 液 （ Invitrogen、 Paisley、 UK） を 使 用 し て 、 尾 静 脈 か ら 採 取 さ れ た 血 液
よ り 、 新 鮮 な PBLが 単 離 さ れ た 。 四 量 体 染 色 に つ い て は 、 3× 10 5 個 の 細 胞 が 、 10％ FCSが 補
足 さ れ た RPMI1640（ Sigma、 St Louis、 MO） 20μ lに 再 懸 濁 さ せ ら れ た 。 細 胞 は 、 37℃ で 15
分 間 、 四 量 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 い で 、 PBLは 、 4℃ で 15分 間 、 ラ ッ ト 抗 マ ウ
ス CD8α （ Pharmingen、 San Diego、 CA） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 細 胞 は 、 PBSで 2回
洗 浄 さ れ 、 FACScan（ Becton Dickenson、 Mountain View、 CA） 分 析 の た め PBSに 再 懸 濁 さ
せ ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

HHDマ ウ ス は 、 ヒ ト β 2mの C末 端 が 、 キ メ ラ 重 鎖 （ HLA-A2.1 α 1-α 2、 H-2D b α 3膜 貫 通 ド メ
イ ン 及 び 細 胞 質 内 ド メ イ ン ） の N末 端 に 共 有 結 合 的 に 連 結 さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
単 鎖 組 織 適 合 性 ク ラ ス I分 子 を 発 現 し て い る 2 0 。 こ れ ら の マ ウ ス の H-2D b 遺 伝 子 及 び マ ウ ス
β 2m遺 伝 子 は 、 相 同 的 組 み 換 え に よ り 破 壊 さ れ て お り 、 血 清 学 的 に 検 出 可 能 な マ ウ ス 組 織
適 合 性 ク ラ ス I分 子 の 細 胞 表 面 発 現 は 完 全 に 欠 如 し て い る 。 A2-K b マ ウ ス は 、 マ ウ ス β 2mと
非 共 有 結 合 的 に 会 合 し た キ メ ラ 重 鎖 （ HLA-A2.1α 1α 2、 H-2K b α 3膜 貫 通 ド メ イ ン 及 び 細 胞
質 ド メ イ ン ） を 発 現 し て い る 。 そ れ ら は 、 さ ら に 、 C57BL/6に 由 来 す る （ H-2 b ） ク ラ ス 1a
及 び 1bマ ウ ス 組 織 適 合 性 分 子 の フ ル セ ッ ト を 発 現 し て い る 2 6 。 使 用 さ れ た 全 て の A2ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス が 、 本 発 明 者 ら の 動 物 施 設 に お い て 交 配 さ れ た 。 4～ 6週 齢 の 雌 C57/BL
6マ ウ ス は 、 ハ ー ラ ン ・ オ ー ラ ッ ク （ Harlan Orlac） （ Shaws Farm、 Blackthorn、 UK） よ
り 得 ら れ た 。 プ ラ ス ミ ド DNA（ 25～ 50μ g／ 筋 肉 ） が PBSに 溶 解 さ せ ら れ 、 全 身 麻 酔 下 の 各
頸 骨 筋 へ 注 射 さ れ た 。 DNA注 射 後 10日 目 に 、 PBSで 10 6 ～ 10 7 pfuに 希 釈 さ れ 、 外 側 尾 静 脈 へ
静 脈 （ i.v.） 注 射 さ れ た 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に よ り 、 マ ウ ス が 追 加 刺 激 さ れ た 。 又
は 、 新 鮮 に 単 離 さ れ た 脾 臓 細 胞 が 、 37℃ で 0.1％ BSAが 補 足 さ れ た RPMI中 で 、 90分 間 、 mel3
ワ ク シ ニ ア 、 全 長 チ ロ シ ナ ー ゼ ワ ク シ ニ ア 、 及 び 全 長 NY-ESO-1ワ ク シ ニ ア に よ り 別 々 に 感
染 さ れ た （ 感 染 多 重 度 5） 。 細 胞 が 3回 洗 浄 さ れ 、 6× 10 7 個 /mlの 濃 度 で 無 菌 PBSに 再 懸 濁 さ
せ ら れ 、 合 わ せ ら れ 、 外 側 尾 静 脈 へ 注 射 さ れ た 。 マ ウ ス は 6× 10 6 個 の 脾 臓 細 胞 を 受 容 し た
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス A型 （ PR8） に よ り 初 回 刺 激 さ れ た マ ウ ス は 、 鼻 腔 内 イ ン フ ル エ ン
ザ 注 射 に よ り 感 染 さ れ た （ 20HAU／ 匹 ） 。 30日 後 、 マ ウ ス は 、 前 記 の よ う に し て 、 DNA.mel
3、 続 い て MVA.mel3を 注 射 さ れ た 。 SFV-mel3に よ る 初 回 刺 激 又 は 追 加 刺 激 に つ い て は 、 10 8

個 の ウ イ ル ス 粒 子 が 無 菌 PBSで 希 釈 さ れ 、 外 側 尾 静 脈 へ 注 射 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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イ ン ビ ボ 死 滅



HHDマ ウ ス か ら 新 鮮 に 単 離 さ れ た 脾 臓 細 胞 が 、 2時 間 、 10 - 6 Mの 濃 度 の 異 な る ペ プ チ ド と 共
に RPMI培 地 中 で 別 々 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 い で 、 イ ン ビ ボ の 異 な る 集 団 の 同 時 の 追
跡 を 可 能 に す る た め 、 異 な る 濃 度 の カ ル ボ キ シ フ ロ オ レ セ イ ン ジ ア セ テ ー ト ス ク シ ン イ ミ
ジ ル エ ス テ ル （ carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester） （ CFSE、 Molecular
 Probes、 Eugene、 Oregon） に よ り 各 細 胞 プ ー ル が 標 識 さ れ た 2 7 （ Hermans,I.F.、 Yang,J.
及 び Ronchese,F.の 未 発 表 の 結 果 ） 。 標 識 さ れ た 細 胞 が プ ー ル さ れ 、 10 7 個 ／ 匹 で 尾 静 脈 へ
注 射 さ れ た 。 5-(及 び -6-)-(((4-ク ロ ロ メ チ ル )ベ ン ゾ イ ル )ア ミ ノ )テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ
ン （ CellTracker Orange、 Molecular Probes、 Eugene、 Oregon） に よ り 標 識 さ れ た ペ プ チ
ド を 含 ま な い 対 照 集 団 が 、 未 パ ル ス 処 理 細 胞 と 比 較 さ れ た 、 ペ プ チ ド で パ ル ス 処 理 さ れ た
標 的 の 死 滅 を 査 定 す る た め に 共 注 射 さ れ た 。 マ ウ ス は 、 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 す る CTL頻
度 を 決 定 す る た め 、 蛍 光 色 素 標 識 標 的 の 注 射 の 時 点 で 採 血 さ れ た 。 注 射 後 5時 間 目 に 新 鮮
に 単 離 さ れ た PBMCの FACS分 析 を 使 用 し て 、 ペ プ チ ド ／ 蛍 光 色 素 標 識 細 胞 の 消 失 が 追 跡 さ れ
た 。 セ ル ト ラ ッ カ ー オ レ ン ジ （ Cell Tracker Orange） で 標 識 さ れ た 未 パ ル ス 処 理 集 団 に
対 す る 相 対 死 滅 率 が 計 算 さ れ た 。 100－ （ 100× （ パ ル ス 処 理 ％ ／ 未 パ ル ス 処 理 ％ ） ） 。 Wi
nMDI 2.8及 び セ ル ク エ ス ト （ CellQuest) 3.3ソ フ ト ウ ェ ア が 、 facsデ ー タ を 分 析 す る た め
に 使 用 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
結 果
5個 の HLA-A2黒 色 腫 エ ピ ト ー プ 及 び 2個 の HLA-A1黒 色 腫 エ ピ ト ー プ の ス ト リ ン グ が 、 4個 の
別 個 の ベ ク タ ー ； a） 裸 プ ラ ス ミ ド DNA（ mel3.DNA） ;b） ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス （ mel3-ワ ク
シ ニ ア ） ;c） 修 飾 型 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ・ ウ イ ル ス （ mel3.MVA） ;d） セ ム リ キ 森 林 熱 ウ
イ ル ス （ mel3-SFV） へ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 ヒ ト 及 び マ ウ ス の ク ラ ス I分 子 に よ り 拘 束 さ
れ た CTL応 答 の モ ニ タ リ ン グ を 保 証 す る た め 、 本 発 明 者 ら は 、 H-2Dbク ラ ス I分 子 に よ り 拘
束 さ れ た イ ン フ ル エ ン ザ 核 タ ン パ ク 質 （ NP） 由 来 の 付 加 的 な エ ピ ト ー プ を 導 入 し た 。 ア ミ
ノ 末 端 NP366-374エ ピ ト ー プ の 提 示 は 、 近 隣 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 影 響 を 受 け る 場 合 が あ る こ
と が 以 前 に 示 さ れ て い る た め 24、 本 発 明 者 ら は 、 ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 の カ ル ボ キ シ ル 末
端 に イ ン フ ル エ ン ザ NP366-374エ ピ ト ー プ を 発 現 さ せ る こ と に 決 定 し た 。 こ こ で 使 用 さ れ
た ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 の 配 列 は 、 表 1に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

最 初 の 実 験 は 、 mel.3構 築 物 に 含 ま れ る 各 エ ピ ト ー プ の A2結 合 親 和 性 を 比 較 す る た め に 実
施 さ れ た 。 こ れ ら の 実 験 の 結 果 か ら 、 mel3ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ が 、 A2分 子 に 対 す る 広 範 囲
の 結 合 親 和 性 を 有 す る こ と が 証 明 さ れ た 。 異 な る 濃 度 に お け る イ ン フ ル エ ン ザ マ ト リ ッ ク
ス エ ピ ト ー プ 58-66の 提 示 を 阻 害 す る 能 力 （ デ ー タ 示 さ ず ） に よ り 定 義 さ れ た よ う に 、 Mel
an-A 26-35ペ プ チ ド 類 似 体 2 8 が 、 最 も 高 い 結 合 親 和 性 を 有 し 、 NY-ESO-1 157-165ペ プ チ ド
及 び チ ロ シ ナ ー ゼ 1-9ペ プ チ ド は 、 有 意 に 低 い 親 和 性 を 有 し て い た 。 最 適 な 隣 接 残 基 が ク
ラ ス I拘 束 性 エ ピ ト ー プ の 提 示 を 保 証 す る の に 重 要 で あ る こ と が 、 本 発 明 者 ら 及 び 他 の 研
究 者 ら に よ っ て 以 前 に 証 明 さ れ て い る 2 4 、 2 9 。 mel.3ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ が 適 切 な プ ロ セ
シ ン グ を 受 け る こ と を 確 証 す る た め 、 そ し て A2分 子 と の 結 合 に 関 す る 競 合 が 、 低 親 和 性 エ
ピ ト ー プ の CTL認 識 を 減 損 さ せ な い こ と を 査 定 す る た め 、 mel.3ワ ク シ ニ ア を 標 的 細 胞 に 感
染 さ せ 、 ポ リ エ ピ ト ー プ mel.3カ セ ッ ト に 含 ま れ る 7個 の エ ピ ト ー プ の 各 々 が 、 特 異 的 CTL
へ と 同 時 に 提 示 さ れ る こ と を 証 明 し た （ 図 1） 。 本 発 明 者 ら は 、 プ ロ テ ア ソ ー ム 依 存 性 の
分 解 が 、 MAGE3 A2エ ピ ト ー プ 271-279の 提 示 を 減 損 さ せ る こ と を 以 前 に 示 し た 3 0 。 従 っ て
、 mel3ワ ク シ ニ ア に よ る 標 的 細 胞 の 感 染 が 、 MAGE3 271-279特 異 的 CTLに よ る 溶 解 に 対 し て
そ れ ら を 感 作 す る 能 力 を 有 し て い る こ と が 観 察 さ れ た の は 、 驚 く べ き こ と で あ っ た 。 さ ら
な る 実 験 に よ っ て 、 小 胞 体 常 在 性 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る mel.3構 築 物 の プ ロ セ シ ン グ と 一 致
し て 、 mel3構 築 物 に 含 ま れ る MAGE3 271-279エ ピ ト ー プ の プ ロ セ シ ン グ が 、 全 長 MAGE3タ ン
パ ク 質 に 含 ま れ る も の の プ ロ セ シ ン グ と は 異 な り 、 ラ ク タ シ ス テ イ ン （ lactacystein） 抵
抗 性 で あ り 、 非 TAP依 存 性 で あ る こ と が 証 明 さ れ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
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mel3ワ ク シ ニ ア 感 染 細 胞 に よ る NP366-374エ ピ ト ー プ の 効 率 的 な 提 示 の た め 、 本 発 明 者 ら
は 、 強 力 な NP366-374特 異 的 CTL応 答 を 誘 導 す る 異 な る 予 防 接 種 戦 略 の 能 力 を C57/B6マ ウ ス
に お い て 査 定 す る こ と に し た （ 図 2） 。 NP特 異 的 CTL応 答 の エ ク ス ビ ボ モ ニ タ リ ン グ を 、 Db
/イ ン フ ル エ ン ザ NP366-374四 量 体 を 使 用 し て PBLに お い て 実 施 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 同 種
初 回 刺 激 追 加 刺 激 予 防 接 種 プ ロ ト コ ー ル を 異 種 の も の と 比 較 し （ 図 2） 、 DNA又 は MVAに よ
る 初 回 刺 激 に よ る CTL誘 導 の 動 力 学 を 分 析 し た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 こ れ ら の 実 験 の 結 果 よ
り 、 異 種 予 防 接 種 戦 略 が 、 長 期 持 続 性 の ワ ク チ ン 駆 動 CTL応 答 を 誘 導 す る 能 力 を 有 し 、 そ
の 頻 度 が 、 同 一 抗 原 送 達 系 の 反 復 注 射 に 基 づ く 戦 略 に よ り 得 ら れ た 頻 度 よ り 最 大 100倍 大
き い こ と が 確 認 さ れ た （ 図 2） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

イ ン ビ ボ の A2拘 束 性 CTL応 答 を 初 回 刺 激 す る mel.3ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 の 能 力 を 試 験 す る
た め 、 A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 、 DNA-mel.3に よ り 初 回 刺 激 し 、 MVA-mel.3、 ワ ク シ
ニ ア mel.3、 又 は SFV-mel3に よ り 追 加 刺 激 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
最 初 の 実 験 は 、 Kbα 3ド メ イ ン を 含 有 し て い る キ メ ラ A2.1分 子 並 び に 内 因 性 の D b 分 子 及 び K
b 分 子 を 発 現 す る A2.1ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ A2/Kbマ ウ ス ） 2 6 を 使 用 し て 実 施 し た 。
A2拘 束 性 応 答 を 、 D b 拘 束 性 イ ン フ ル エ ン ザ NP366-374応 答 と 同 時 に モ ニ タ リ ン グ す る こ と
が で き る よ う 、 本 発 明 者 ら は 、 PBL中 の 関 連 CTLを 直 接 検 出 す る 能 力 も 有 す る 新 規 の A2/Kb
四 量 体 を 使 用 し た 。 A2/Kb四 量 体 及 び D b 四 量 体 に よ る 同 時 染 色 に よ り 、 DNA.mel3に よ る A2/
Kbマ ウ ス の 初 回 刺 激 、 そ れ に 続 く MVA-mel.3が 、 melan-A 26-35及 び イ ン フ ル エ ン ザ NP 366
-374に 特 異 的 な CTL応 答 を 誘 導 す る こ と が 証 明 さ れ た （ 図 3） 。 対 照 的 に 、 そ の 他 の mel.3
エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 応 答 は 、 エ ク ス ビ ボ 四 量 体 染 色 に よ り 検 出 不 可 で あ っ た （ デ ー タ 示
さ ず ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
イ ン フ ル エ ン ザ NPエ ピ ト ー プ 366-374及 び melan-Aエ ピ ト ー プ 26-35に 対 す る CTL応 答 を 同 時
に モ ニ タ リ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る こ と か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 過 去 の イ ン フ ル エ ン ザ ウ
イ ル ス の 被 曝 が 、 A2/Kbマ ウ ス に お い て melan-A 26-35特 異 的 CTLを 増 幅 す る 初 回 刺 激 － 追
加 刺 激 プ ロ ト コ ー ル の 能 力 を 損 な う か 否 か を 研 究 す る こ と と し た 。 強 力 な NP366-374特 異
的 CTL応 答 を 生 成 さ せ る た め 、 A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に
よ り 免 疫 し 、 そ の 後 、 DNA. mel3、 続 い て MVA- mel3を 与 え た （ 図 3） 。 mel3ポ リ エ ピ ト ー
プ 構 築 物 に よ る 予 防 接 種 前 の NP366-374特 異 的 CTLの 増 幅 に よ っ て 、 melan-A特 異 的 CTLの 増
幅 が 有 意 に 低 下 す る こ と が 、 こ れ ら の 実 験 の 結 果 よ り 証 明 さ れ た （ 図 3） 。 melan-A特 異 的
CTL応 答 を 誘 導 す る mel3初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 の 能 力 に 対 す る 既 存 の flu特 異 的 CTLの 阻 害 効
果 （ 図 3） よ り 、 異 種 予 防 接 種 戦 略 に お け る T細 胞 の 干 渉 が 、 広 範 囲 の 免 疫 応 答 の 誘 導 を 損
な う 可 能 性 が 浮 上 し た 。 内 因 性 マ ウ ス ク ラ ス I分 子 の 存 在 に よ り 、 A2Kbマ ウ ス に お け る A2
拘 束 性 レ パ ー ト リ ー は 有 意 に 狭 小 化 さ れ 、 従 っ て 、 異 な る ワ ク チ ン に よ り コ ー ド さ れ た 決
定 基 に 特 異 的 な A2拘 束 性 CTL間 の 相 互 作 用 を 研 究 す る 能 力 が 妨 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
こ の 理 由 の た め 、 本 発 明 者 ら は 、 A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス HHD 2 0 に お い て 、 初 回 刺 激
追 加 刺 激 プ ロ ト コ ー ル に お け る ワ ク チ ン 駆 動 CTL応 答 の 階 層 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と に し
た 。 HHDマ ウ ス は 、 A2Kbト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と は 異 な り 、 Db-/-及 び β -2m-/-の 背 景
で ヒ ト β -2ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 連 結 さ れ た A2.1ク ラ ス I分 子 を 発 現 し て お り 、 A2/Kbト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス よ り は る か に 大 き い A2拘 束 性 T細 胞 レ パ ー ト リ ー を 有 す る 2 0 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

DNA.mel3に よ る HHDマ ウ ス の 初 回 刺 激 に よ っ て 、 予 防 接 種 を 受 け た 全 て の マ ウ ス に お い て
、 Melan-A特 異 的 CTLが 、 エ ク ス ビ ボ 四 量 体 染 色 に よ り 検 出 可 能 な 頻 度 に ま で 増 幅 さ れ た （
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ポ リ エ ピ ト ー プ に よ り コ ー ド さ れ た ワ ク チ ン で 予 防 接 種 さ れ た マ ウ ス に お け る イ ン フ ル エ
ン ザ NP366-374特 異 的 CTL応 答

A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る A2拘 束 性 CTLの 増 幅

HHDマ ウ ス の 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 予 防 接 種 は 多 数 の 黒 色 腫 特 異 的 CTLを 誘 導 す る



デ ー タ 示 さ ず ） 。 対 照 的 に 、 NY-ESO-1及 び チ ロ シ ナ ー ゼ に 特 異 的 な CTLの 増 幅 は 、 免 疫 さ
れ た マ ウ ス の う ち の 少 な い 割 合 に お い て の み 検 出 可 能 で あ り 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 1-9及 び Mage3
 271-279に 対 す る 応 答 は 、 血 液 四 量 体 染 色 に お い て 検 出 さ れ な か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
付 加 的 な 実 験 に よ り 、 全 長 NY-ESO-1を コ ー ド す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に よ り 追 加 刺 激 さ れ
た DNA.mel3初 回 刺 激 マ ウ ス に お け る 有 意 な NY-ESO-1 CTL応 答 に よ り 示 さ れ る よ う に 、 NY-E
SO-1特 異 的 CTL応 答 が 、 DNA.mel3注 射 に よ り 初 回 刺 激 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た （ デ ー タ 示
さ ず ） 。 対 照 的 に 、 DNA.mel3に よ り 初 回 刺 激 す る こ と な く NY-ESO-1ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を
注 射 し た 場 合 、 NY-ESO-1 CTLの 頻 度 は 、 は る か に 低 か っ た 。 DNA mel3で 初 回 刺 激 さ れ た マ
ウ ス に チ ロ シ ナ ー ゼ ワ ク シ ニ ア を 注 射 し た 場 合 に も 、 類 似 の 結 果 が 得 ら れ た （ デ ー タ 示 さ
ず ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
melan-A 26-35特 異 的 CTLが 、 単 一 DNA予 防 接 種 後 の ド ミ ナ ン ト な ワ ク チ ン 駆 動 CTL応 答 で あ
っ た と い う 観 察 よ り 、 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 予 防 接 種 プ ロ ト コ ー ル に お け る 異 な る ワ ク チ ン
に よ り コ ー ド さ れ た 決 定 基 に 特 異 的 な CTL間 の 相 互 作 用 を 研 究 す る 機 会 が 与 え ら れ た 。 本
発 明 者 ら は 、 ワ ク シ ニ ア .mel3（ 図 4a） 、 MVA.mel3（ 図 4b） 、 又 は SFV-mel3（ 図 4c） の い
ず れ か に よ る DNA.mel3初 回 刺 激 HHDマ ウ ス の 追 加 刺 激 に よ っ て 、 melan-A特 異 的 CTLが 、 全 C
D8＋ T細 胞 の 70～ 80％ に ま で 増 幅 さ れ る こ と を 観 察 し た 。 NY-ESO-1エ ピ ト ー プ 及 び チ ロ シ
ナ ー ゼ エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 応 答 は 、 Melan-A特 異 的 応 答 よ り 有 意 に 低 か っ た が 、 そ れ ら
の 頻 度 は CD8＋ T細 胞 の 2～ 30％ の 範 囲 で あ り 、 こ の こ と か ら 、 DNA初 回 刺 激 、 及 び コ ン ピ テ
ン ト ウ イ ル ス （ 即 ち 、 Vac.mel3） 又 は イ ン コ ン ピ テ ン ト ウ イ ル ス （ MVA.mel3及 び SFV-mel3
） の い ず れ か に よ る 追 加 刺 激 に よ っ て 、 3個 の 別 個 の 黒 色 腫 特 異 的 エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な C
TLの 頻 度 が 有 意 に 増 強 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。 本 発 明 者 ら は 、 イ ン ビ ボ の 関 連 ペ プ チ ド
で パ ル ス 処 理 さ れ た 蛍 光 色 素 標 識 脾 細 胞 を 死 滅 さ せ る 能 力 に よ り 示 さ れ た よ う に 、 ワ ク チ
ン 駆 動 CTLが 細 胞 障 害 性 で あ る こ と を 確 認 し た （ 図 4d） 。 こ れ ら の 結 果 よ り 、 DNA.mel3に
よ り 初 回 刺 激 さ れ 、 3個 の 別 個 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ り 追 加 刺 激 さ れ た HHDマ ウ ス に お け
る melan-A、 NY-ESO-1、 及 び チ ロ シ ナ ー ゼ に 特 異 的 な 累 積 応 答 が 、 CD8＋ 集 団 の 大 多 数 の 特
異 性 を 担 っ て い る こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】

melan-A特 異 的 CTLを 誘 導 す る 能 力 に 対 す る 既 存 の flu記 憶 CTL応 答 の 阻 害 効 果 （ 図 3） が 証
明 さ れ た た め 、 本 発 明 者 ら は 、 DNA初 回 刺 激 後 の 免 疫 応 答 を 支 配 し て い る 多 数 の melan-A特
異 的 CTLが 、 ウ イ ル ス 追 加 刺 激 中 の NY-ESO-1及 び チ ロ シ ナ ー ゼ に 特 異 的 な CTLの 増 幅 に 干 渉
す る 能 力 を 有 す る か 否 か を 研 究 し よ う と し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
抗 原 提 示 細 胞 の 表 面 に お け る 抗 原 認 識 に 関 す る 競 合 に よ っ て 、 頻 度 が よ り 高 い CTL集 団 の
免 疫 優 性 （ immunodominance） が 起 こ る こ と が 知 ら れ て い る 3 1 - 3 3 。 本 発 明 者 ら は 、 DNA.me
l3初 回 刺 激 後 の melan-A CTLの よ り 高 い 数 が 、 イ ン ビ ボ で mel3ワ ク シ ニ ア 感 染 APCの 迅 速 な
死 滅 又 は 遮 蔽 を も た ら し 、 同 APC集 団 に よ り 発 現 さ れ た NY-ESO-1エ ピ ト ー プ 及 び チ ロ シ ナ
ー ゼ エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な CTLの 刺 激 が 妨 げ ら れ る の だ と 推 論 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
こ の 推 論 よ り 、 NY-ESO-1タ ン パ ク 質 及 び チ ロ シ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る APCを 、 m
el3構 築 物 を 発 現 し て い る APCか ら 分 離 す る こ と に よ り 、 よ り 高 頻 度 の NY-ESO-1及 び チ ロ シ
ナ ー ゼ に 特 異 的 な CTL応 答 が 入 手 さ れ 得 る か 否 か を 査 定 し た 。 1） DNA.mel3に よ り 初 回 刺 激
さ れ 、 全 長 チ ロ シ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 及 び 全 長 NY-ESO-1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ワ ク シ ニ ア
ウ イ ル ス の 混 合 物 に よ り 追 加 刺 激 さ れ た マ ウ ス に お け る NY-ESO-1及 び チ ロ シ ナ ー ゼ に 特 異
的 な CTLの 増 幅 （ 図 5a） ； 2） 全 長 NY-ESO-1、 チ ロ シ ナ ー ゼ 、 及 び mel3構 築 物 を コ ー ド す る
ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に よ り エ ク ス ビ ボ で 感 染 さ れ た 脾 細 胞 の 等 分 物 3個 の DNA.mel3初 回 刺
激 マ ウ ス へ の 養 子 移 植 に よ る melan-A、 NY-ESO-1、 及 び チ ロ シ ナ ー ゼ に 特 異 的 な CTLの 同 時
の 増 幅 （ 図 5b、 パ ネ ル a、 b、 及 び c） （ 一 方 、 mel3ワ ク シ ニ ア に よ り 感 染 さ れ た 脾 細 胞 の
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mel.3発 現 APCに 関 す る ワ ク チ ン 駆 動 CTLの 競 合



養 子 移 植 は 、 Melan-A特 異 的 CTLの 増 幅 を も た ら し た （ 図 5b、 パ ネ ル d、 e、 及 び f） ） に よ
り 示 さ れ た よ う に 、 こ れ ら の 実 験 の 結 果 よ り 、 こ の 仮 説 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 発 明 者 ら は 、 全 長 チ ロ シ ナ ー ゼ 、 全 長 NY-ESO-1、 及 び mel3構 築 物 を コ ー ド す る 組 換 え ウ
イ ル ス の 混 合 物 に よ る DNA.mel3初 回 刺 激 マ ウ ス の 追 加 刺 激 に よ っ て 、 melan-A 2 6 - 3 5 、 NY-E
SO-1 1 5 7 - 1 6 5 、 及 び チ ロ シ ナ ー ゼ 3 6 9 - 3 7 7 に 特 異 的 な CTLが 同 時 に 増 幅 さ れ る こ と を 証 明 し
た （ 図 6a及 び b） 。 広 い 特 異 性 を 有 す る 多 数 の CTLを 同 時 に 増 幅 す る た め の 良 好 な 予 防 接 種
戦 略 の 同 定 は 、 こ の 型 の 最 適 化 さ れ た 追 加 刺 激 戦 略 に よ り 誘 導 さ れ る T細 胞 免 疫 が 、 ポ リ
エ ピ ト ー プ 初 回 刺 激 追 加 刺 激 戦 略 に 基 づ く 予 防 接 種 よ り も 効 率 的 に 標 的 細 胞 の イ ン ビ ボ 死
滅 を 提 供 す る こ と が 示 さ れ た た め （ 図 6c及 び d） 、 重 要 な 臨 床 的 用 途 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
Melan-A特 異 的 CTLの 免 疫 優 性 は 、 追 加 刺 激 の 際 に 抗 原 を 分 離 す る こ と に よ り 破 ら れ う る 。
別 々 に 感 染 さ れ た 脾 細 胞 が 多 価 応 答 を 追 加 刺 激 す る た め に 使 用 さ れ た 場 合 に は 、 関 連 ペ プ
チ ド が 別 々 に 提 示 さ れ 、 Melan-A、 チ ロ シ ナ ー ゼ 、 及 び NY-ESO-1に 特 異 的 な CTLが 同 時 に 増
幅 さ れ た 。 こ の ア プ ロ ー チ を 単 純 化 す る た め 、 本 発 明 者 ら は 、 ペ プ チ ド で パ ル ス 処 理 さ れ
た 樹 状 細 胞 を 、 MVA.mel3初 回 刺 激 応 答 を 追 加 刺 激 す る た め に 使 用 し た 。 追 加 刺 激 の た め に
使 用 さ れ た 細 胞 は 、 ペ プ チ ド の 混 合 物 で パ ル ス 処 理 さ れ た も の （ 図 7a） 、 又 は 別 々 に パ ル
ス 処 理 さ れ た も の （ 図 7b） で あ っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 APCの 別 々 の パ ル ス 処 理 が 、 ペ プ チ
ド の 混 合 物 に よ る APCの パ ル ス 処 理 よ り も 優 れ て い る こ と を 示 し て い る 。 こ の ア プ ロ ー チ
は 、 多 価 CTL応 答 が 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 内 に コ ー ド さ れ た ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 に よ っ
て 効 率 的 に 初 回 刺 激 さ れ 、 ペ プ チ ド で パ ル ス 処 理 さ れ た APに よ っ て 効 率 的 に 追 加 刺 激 さ れ
得 る こ と も 証 明 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
考 察
エ ク ス ビ ボ ア ッ セ イ 法 に お け る 抗 原 特 異 的 CTL応 答 の モ ニ タ リ ン グ の 最 近 の 進 歩 に よ っ て
、 異 な る 予 防 接 種 プ ロ ト コ ー ル の 比 較 の 性 能 は 急 速 に 改 良 さ れ つ つ あ る た め 、 ワ ク チ ン 開
発 に は 非 常 に 勢 い が あ る 。 腫 瘍 及 び ウ イ ル ス の 抗 原 エ ス ケ ー プ バ リ ア ン ト の 生 成 を 最 小 限
に 抑 え る た め に は 、 ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ 及 び サ ブ ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ の 両 方 を 含 む い
く つ か の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な ワ ク チ ン 駆 動 CTLの 増 幅 を 保 証 す る こ と が 重 要 で あ る 。 い
く つ か の 論 文 が 、 ウ イ ル ス 抗 原 3 4 - 3 6 及 び 組 織 適 合 性 抗 原 3 3 、 3 7 、 3 8 に 特 異 的 な CTLの 免 疫
優 性 を 担 う 原 因 を 検 討 し て い る 。 し か し な が ら 、 ど の よ う に す れ ば 、 最 適 な ワ ク チ ン 戦 略
に よ っ て 、 ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ 及 び サ ブ ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な CTLを 同 時 に
増 幅 し 得 る か は 、 未 だ 確 立 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
こ れ ら の 疑 問 を 解 明 す る た め 、 本 発 明 者 ら は 、 黒 色 腫 CTLエ ピ ト ー プ の ス ト リ ン グ （ 表 1）
を コ ー ド す る 4個 の 別 個 の ベ ク タ ー を 設 計 し 、 A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 及 び 野 生 型 B6
マ ウ ス に お い て 、 ワ ク チ ン 特 異 的 な CTL応 答 を 誘 発 す る 異 な る 予 防 接 種 戦 略 の 能 力 を 比 較
し た 。 ド ミ ナ ン ト 決 定 基 及 び サ ブ ド ミ ナ ン ト 決 定 基 に 特 異 的 な CTLを 増 幅 す る 能 力 を 有 す
る 戦 略 を 同 定 す る た め 、 A2分 子 に 対 す る 高 い 結 合 親 和 性 を 有 す る ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ 及 び
低 い 結 合 親 和 性 を 有 す る ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ を 、 同 一 構 築 物 内 に 連 結 し た 。 よ り 具 体 的 に
は 、 本 発 明 者 ら は 、 イ ン ビ ボ で の 増 強 さ れ た 免 疫 原 性 を 有 す る こ と が 以 前 に 示 さ れ て い る
修 飾 型 melan-A類 似 体 26-35 2 8 、 及 び A2分 子 に 対 す る は る か に 低 い 結 合 親 和 性 を 有 す る こ と
が 示 さ れ て い る NY-ESO-1ペ プ チ ド 157-165 3 9 を 含 め た （ 表 1） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
mel3予 防 接 種 を 受 け た マ ウ ス に お け る ワ ク チ ン 駆 動 CTLの 階 層
本 発 明 者 ら は 、 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 計 画 で 予 防 接 種 を 受 け た A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
に お い て 増 幅 さ れ た A2拘 束 性 CTLの 頻 度 を 直 接 モ ニ タ リ ン グ す る た め の 新 規 の 四 量 体 に 基
づ く 技 術 を 開 発 し た 。 マ ウ ス CD8の A2分 子 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 増 加 さ せ る た め 、 マ ウ ス H
-2K b α 3ド メ イ ン を 含 有 し て い る A2分 子 （ A2/K b 分 子 ） を 設 計 し 、 四 量 体 A2K b 分 子 が 、 四 量
体 A2分 子 と 比 較 し て 、 マ ウ ス A2拘 束 性 CTLに 対 す る 増 加 し た 染 色 効 率 を 有 し 、 A2ト ラ ン ス
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ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 大 き な 割 合 に お い て A2拘 束 性 CTLを 同 定 し 得 る こ と を 証 明 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
A2Kbマ ウ ス に お け る 免 疫 応 答 を 研 究 す る 過 程 で 、 本 発 明 者 ら は 、 Db分 子 の 発 現 が 、 強 力 な
イ ン フ ル エ ン ザ NP366-374特 異 的 応 答 を も た ら し 、 そ れ が 、 そ の 他 の mel3に よ り コ ー ド さ
れ た エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な CTLの 増 幅 を 有 意 に 減 損 さ せ る こ と を 証 明 し た 。 異 な る ワ ク チ
ン に よ り コ ー ド さ れ た 決 定 基 に 特 異 的 な A2拘 束 性 CTL間 の 相 互 作 用 を 研 究 す る た め 、 本 発
明 者 ら は 、 A2Kbト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と は 異 な り Db-/-背 景 で A2分 子 を 発 現 す る A2ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス HHD20を 免 疫 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
い く つ か の 論 文 が 、 最 近 、 ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 に よ る 予 防 接 種 を 受 け た A2ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 免 疫 応 答 を 研 究 し て い る が 1 9 、 2 0 、 4 0 、 A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ
ス に お け る ポ リ エ ピ ト ー プ ワ ク チ ン 駆 動 CTLの 階 層 が 、 エ ク ス ビ ボ 四 量 体 染 色 に よ り モ ニ
タ リ ン グ さ れ た 発 表 は こ れ が 最 初 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
本 発 明 者 ら は 、 い く つ か の 予 防 接 種 戦 略 を 比 較 し 、 非 交 差 反 応 性 ベ ク タ ー の 注 射 に 基 づ く
免 疫 （ 異 種 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 プ ロ ト コ ー ル ） が 、 同 種 ベ ク タ ー の 注 射 に 基 づ く 免 疫 よ り
高 い レ ベ ル の ワ ク チ ン 特 異 的 免 疫 応 答 を 保 証 す る こ と を 確 認 し た （ 図 2） 。 同 一 ウ イ ル ス
の 反 復 注 射 に よ り 予 防 接 種 さ れ た マ ウ ス に お け る CTL応 答 が 、 非 交 差 反 応 性 ベ ク タ ー に よ
る 予 防 接 種 時 の CTL頻 度 と 比 較 し て 低 い の は 、 ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 に 対 す る 中 和 抗 体
の 存 在 、 及 び ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な CTLの 存 在 に よ る の か も し れ な い （ 図 2） 。 プ
ラ ス ミ ド DNAに よ り コ ー ド さ れ る 限 定 さ れ た 数 の タ ン パ ク 質 は 、 DNA初 回 刺 激 が 組 換 え タ ン
パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 に 集 束 す る こ と を 保 証 し 、 一 方 ウ イ ル ス に よ る 追 加 刺 激 が こ の 応
答 を 良 好 に 増 幅 し 、 組 換 え タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な CTLを 高 レ ベ ル に も た ら す こ と が 示 唆 さ
れ て い る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 者 ら は 、 MVA.mel3又 は SFV.mel3の い ず れ か に よ る 初 回 刺
激 が 、 そ れ ぞ れ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 又 は MVA.mel3に よ る 追 加 刺 激 に よ り 、 NP366-374
特 異 的 CTLの 有 意 な 増 幅 を も た ら す こ と を 示 し た （ 図 2） 。 こ の こ と か ら 、 CTLを 初 回 刺 激
す る 能 力 が 、 DNAベ ク タ ー に 特 有 の も の で は な い こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
HHD A2ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て は 、 内 因 性 マ ウ ス ク ラ ス I分 子 に よ り 拘 束 さ れ
る CTLの 欠 如 の た め 、 異 種 初 回 刺 激 追 加 刺 激 に よ っ て 、 melan-A特 異 的 CTLが 全 CD8＋ T細 胞
の 最 大 90％ に ま で 著 し く 増 幅 さ れ （ 図 4a） 、 従 っ て 、 HHDマ ウ ス の A2拘 束 性 レ パ ー ト リ ー
の 大 き な 割 合 が 、 ワ ク チ ン に よ り コ ー ド さ れ た CTL決 定 基 へ と 再 指 向 さ れ た 。 melan-A特 異
的 CTL応 答 の 免 疫 優 性 に は 、 い く つ か の 要 因 が 寄 与 し て い る 可 能 性 が あ る 。 増 加 し た A2分
子 及 び TCRに 対 す る 結 合 親 和 性 が 、 好 都 合 な 細 胞 内 プ ロ セ シ ン グ と 組 み 合 わ さ れ た た め に
、 DNA.mel3初 回 刺 激 マ ウ ス に お い て 、 melan-Aエ ピ ト ー プ 26-35へ と CTL応 答 が 偏 向 し た の
か も し れ な い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な T細 胞 応 答 に よ る 非 ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な T細
胞 応 答 の 「 抑 制 」 は 、 両 方 の 型 の 決 定 基 が 同 一 APC上 に 提 示 さ れ た 場 合 に の み 観 察 さ れ る
こ と が 、 以 前 の 研 究 に よ っ て 示 さ れ て い る 3 2 、 3 3 、 3 8 。 多 数 の APCの 注 射 に よ っ て 、 サ ブ
ド ミ ナ ン ト エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な T細 胞 の 増 幅 が 起 こ っ た 41。 本 発 明 者 ら は 、 melan-Aエ ピ
ト ー プ 26-35の 免 疫 優 性 が 、 ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 で は な く 、 異 な る 組 換 え ウ イ ル ス の 混
合 物 （ 図 5a） 又 は 全 長 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 個 々 の ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に よ り イ ン ビ ト
ロ で 感 染 さ れ た 脾 細 胞 （ 図 5b） の 注 射 に 基 づ く 追 加 刺 激 戦 略 に よ り 克 服 さ れ る こ と を 証 明
し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
患 者 に お け る 予 防 接 種 戦 略 の た め の 意 義
い く つ か の 臨 床 試 験 が 、 現 在 、 ポ リ エ ピ ト ー プ 構 築 物 を 用 い た 異 種 初 回 刺 激 追 加 刺 激 予 防
接 種 プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し て い る た め 、 こ れ ら の 結 果 は 重 要 で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 多 数
の ワ ク チ ン 特 異 的 CTLを 誘 発 す る 異 種 初 回 刺 激 追 加 刺 激 プ ロ ト コ ー ル の 能 力 を 確 認 し 、 異
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種 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 プ ロ ト コ ー ル に お い て 、 イ ム ノ ド ミ ナ ン ト CTL応 答 の 頻 度 が 、 比 較
的 ド ミ ナ ン ト で な い 決 定 基 に 特 異 的 な CTL応 答 の 頻 度 を 超 え て 有 意 に 増 幅 さ れ る こ と を 証
明 し て い る 。 多 数 の メ カ ニ ズ ム が ワ ク チ ン に 応 答 す る CTLレ パ ー ト リ ー を 狭 小 化 す る 原 因
と な り 得 る が 、 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） に 関 す る T細 胞 の 競 合 に 基 づ く
免 疫 優 性 の モ デ ル と 一 致 し て い る 3 2 、 3 3 、 3 8 。 未 感 作 マ ウ ス へ の vac.mel3の 注 射 に よ っ て
、 リ ン パ 球 増 加 症 が 誘 導 さ れ 、 CD8＋ の 頻 度 が 0.5％ か ら 30％ へ と シ フ ト す る こ と は 、 ワ ク
シ ニ ア ウ イ ル ス に 対 す る 強 力 な CTL応 答 を 示 し て お り 、 注 目 に 値 す る 。 血 中 で 誘 導 さ れ た C
D8＋ T細 胞 の う ち 、 50％ も が 、 Melan-A 26-35に 特 異 的 で あ り （ デ ー タ 示 さ ず ） 、 こ れ は 、
melan-A 26-35が 、 ウ イ ル ス の 構 造 、 転 写 、 及 び 複 製 を 担 う 200個 を 超 え る ワ ク シ ニ ア タ ン
パ ク 質 の 中 で 最 も イ ム ノ ド ミ ナ ン ト な ウ イ ル ス 発 現 エ ピ ト ー プ の う ち の 一 つ で あ る こ と を
証 明 し て い る 。 こ の 観 察 は 、 Melan-Aエ ピ ト ー プ 26-35を コ ー ド す る ウ イ ル ス に 基 づ く ワ ク
チ ン の 設 計 に と っ て 重 要 な 臨 床 的 意 義 を 有 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 SFVが 、 MVAと 組 み 合 わ せ
て 初 回 刺 激 ベ ク タ ー と し て 使 用 さ れ て も よ い し （ 図 2） 、 DNAと 組 み 合 わ せ て 追 加 刺 激 に 使
用 さ れ て も よ い （ 図 4C） こ と を 証 明 し た た め 、 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 プ ロ ト コ ー ル に お け る
組 換 え SFVの 使 用 は 、 極 め て 魅 力 的 で あ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 マ カ ー ク に お け る 、 組 換 え S
FVに よ る 初 回 刺 激 及 び MVAに よ る 追 加 刺 激 に よ り 誘 導 さ れ る サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 特 異 的
免 疫 応 答 の 増 強 を 証 明 し て い る 最 近 発 表 さ れ た 報 告 11を 支 持 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
本 発 明 者 ら は 、 既 存 の 記 憶 CTL応 答 が 、 同 一 構 築 物 に 含 ま れ る 他 の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な C
TL応 答 を 有 意 に 低 下 さ せ る こ と を 証 明 し た （ 図 3b） 。 い く つ か の グ ル ー プ が 、 予 防 接 種 試
験 に お い て 、 イ ム ノ ド ミ ナ ン ト な イ ン フ ル エ ン ザ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ を 陽 性 対 照 と し て 使
用 し て い る が 、 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 既 存 の 記 憶 CTL応 答 が 、 他 の ワ ク チ ン に よ り コ ー ド
さ れ た CTL決 定 基 に 特 異 的 な CTL応 答 を 減 損 さ せ る 可 能 性 が あ る た め 、 DNA又 は ウ イ ル ス に
基 づ く ワ ク チ ン は 、 再 発 性 ウ イ ル ス に よ り 発 現 さ れ る エ ピ ト ー プ を コ ー ド す べ き で は な い
こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
本 発 明 者 ら は 、 さ ら に 、 T細 胞 競 合 が 、 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 予 防 接 種 戦 略 に お け る T細 胞 応
答 の 修 飾 に お い て 役 割 を 果 た し て い る 可 能 性 が 高 い こ と を 示 し た 。 本 発 明 者 ら の 研 究 は 、
初 回 刺 激 さ れ た CTLの 偏 向 し た レ パ ー ト リ ー へ の 異 な る エ ピ ト ー プ の 同 時 の 提 示 が 、 単 一
の CTL特 異 性 の ド ミ ナ ン ト な 増 幅 を も た ら す こ と を 強 く 示 唆 し て い る 。 し か し な が ら 、 初
回 刺 激 さ れ た 応 答 を 、 エ ピ ト ー プ を 別 々 に 提 示 す る APCに よ り 追 加 刺 激 す る こ と に よ り 、
複 数 の 特 異 性 の CTLが イ ン ビ ボ で 有 効 な レ ベ ル に ま で 比 較 可 能 に 増 幅 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
従 っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 と り わ け 、 異 な る 予 防 接 種 プ ロ ト コ ー ル の 、 多 価 A2拘 束 性 CTL応
答 を 最 適 に 誘 導 す る 能 力 を 検 討 す る た め の 新 規 の 系 を 提 供 し た 。 本 発 明 に よ れ ば 、 広 域 性
の CTL応 答 を 誘 導 す る た め の 方 法 は 、 多 価 構 築 物 の 使 用 を 初 回 刺 激 期 に 制 限 し 、 追 加 刺 激
期 に は 個 々 の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 別 々 の ベ ク タ ー 、 又 は 別 々 の タ ン パ ク 質 ／ ペ プ チ ド
を 使 用 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
参 照 文 献
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【 ０ １ ０ ９ 】
（ 表 １ ） ポ リ CTLエ ピ ト ー プ 構 築 物
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ポ リ CTLエ ピ ト ー プ 遺 伝 子 （ mel3） は 、 エ ピ ト ー プ の 単 一 の ス ト リ ン グ と し て 構 築 さ れ た
。 mel3カ セ ッ ト は 、 4個 の 別 個 の ベ ク タ ー ； 裸 DNA、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス WR、 MVA、 及 び SFV
へ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ０ 】
【 図 １ 】 mel3 CTLの 効 率 的 な プ ロ セ シ ン グ 及 び 提 示 。 HLA A2及 び HLA A1陽 性 B細 胞 に 、 mel
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3.MVAを 感 染 さ せ 、 mel.3ポ リ CTL構 築 物 に 含 ま れ る 各 エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な CTLク ロ ー ン の
標 的 と し て 使 用 し た 。 各 CTLク ロ ー ン の 特 異 性 及 び 特 異 的 溶 解 の 割 合 （ ％ ） が 、 各 パ ネ ル
の 上 に 示 さ れ て い る 。 標 的 細 胞 は 、 関 連 ペ プ チ ド で パ ル ス 処 理 さ れ た か （ ＋ ペ プ チ ド ） 、
未 パ ル ス 処 理 で あ る か （ － ペ プ チ ド ） 、 mel3 MVA（ MVA.mel3） 又 は 無 関 連 ワ ク シ ニ ア （ ir
r vac） の い ず れ か に よ り 感 染 さ れ た 。 マ ウ ス NP366-374特 異 的 CTLを 、 mel3.MVAに よ り 感
染 さ れ た マ ウ ス MC57繊 維 芽 細 胞 に 対 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と し て 使 用 し た 。 各 バ ー は 、 異
な る エ フ ェ ク タ ー ／ 標 的 比 に 対 応 し て い る （ 黒 い バ ー 10： 1、 白 い バ ー 3： 1、 点 付 き バ ー 1
： 1） 。
【 図 ２ 】 同 種 及 び 異 種 の 初 回 刺 激 追 加 刺 激 予 防 接 種 戦 略 に よ り 免 疫 さ れ た マ ウ ス に お け る
エ ク ス ビ ボ の NP 366-374特 異 的 CTLの 頻 度 。 各 パ ネ ル は 、 異 な る 予 防 接 種 手 法 に 対 応 し て
い る 。
【 図 ３ 】 DNA.mel3及 び そ れ に 続 く MVA.mel3に よ る A2/kbマ ウ ス の 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 。 A．
A2/kbト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る Db及 び A2拘 束 性 CTLの 同 時 生 成 。 マ ウ ス を 、 DNA-
mel3に よ り i.m.初 回 刺 激 し 、 10日 後 、 MVA-mel3に よ り i.v.追 加 刺 激 し た 。 DB/NP366-374及
び A2/melan-A 26-35の エ ク ス ビ ボ 四 量 体 分 析 を 実 施 し た 。 MVA追 加 刺 激 か ら 3日 後 の 予 防 注
射 を 受 け た 各 マ ウ ス に お け る 四 量 体 陽 性 細 胞 の 頻 度 が 示 さ れ て い る 。 B． ポ リ CTLエ ピ ト ー
プ 構 築 物 に 含 ま れ る 単 一 の 決 定 基 に 特 異 的 な 既 存 の 記 憶 CTL応 答 の 効 果 。 A2/Kbマ ウ ス を イ
ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に よ り i.n.免 疫 し 、 そ の 後 、 DNA.mel3、 続 い て MVA.mel3を 注 射 し た
。 Db/NP366-374及 び A2/melan-A 26-35の エ ク ス ビ ボ 四 量 体 分 析 を 実 施 し た 。 MVA追 加 刺 激
か ら 3日 後 の 予 防 注 射 を 受 け た 各 マ ウ ス に お け る 四 量 体 陽 性 細 胞 の 頻 度 が 示 さ れ て い る 。
【 図 ４ 】 初 回 刺 激 － 追 加 刺 激 ワ ク チ ン 駆 動 CTLの 階 層 。 HHDマ ウ ス を 、 DNA.mel3に よ り 初 回
刺 激 し 、 vac.Mel3（ A） 、 MVA.mel3（ B） 、 又 は SFV.mel.3（ C） の い ず れ か に よ り 追 加 刺 激
し た 。 melan-A、 チ ロ シ ナ ー ゼ 、 及 び NY-ESO-1に 特 異 的 な 応 答 の 頻 度 を 、 エ ク ス ビ ボ 四 量
体 染 色 に よ り 同 時 に 測 定 し た 。 DNA.mel3で 初 回 刺 激 さ れ SFV.mel3で 追 加 刺 激 さ れ た マ ウ ス
（ C群 ） に 、 melan-Aペ プ チ ド 、 チ ロ シ ナ ー ゼ ペ プ チ ド 、 又 は NY-ESO-1ペ プ チ ド の い ず れ か
で パ ル ス 処 理 さ れ た 蛍 光 色 素 標 識 脾 細 胞 を 注 射 し た 。 イ ン ビ ボ 死 滅 の 割 合 （ ％ ） が 示 さ れ
て い る （ D） 。
【 図 ５ 】 Melan-A特 異 的 CTL応 答 の 免 疫 優 性 は 、 ポ リ ワ ク シ ニ ア に よ る 追 加 刺 激 、 又 は イ ン
ビ ト ロ 感 染 脾 細 胞 の 養 子 移 植 に よ り 克 服 さ れ 得 る 。 DNA.mel3初 回 刺 激 HHDマ ウ ス を 、 全 長
チ ロ シ ナ ー ゼ 及 び 全 長 NY-ESO-1を コ ー ド す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス の 混 合 物 に よ り 追 加 刺 激
し た （ A） 。 又 は 、 DNA mel3初 回 刺 激 HHDマ ウ ス に 、 全 長 チ ロ シ ナ ー ゼ ワ ク シ ニ ア 、 全 長 NY
-ESO-1ワ ク シ ニ ア 、 及 び mel3.ワ ク シ ニ ア に よ り 別 々 に イ ン ビ ト ロ で 感 染 さ れ た 脾 細 胞 の
等 分 物 3個 （ B、 パ ネ ル a、 b、 及 び c） 、 又 は mel3ワ ク シ ニ ア に よ り 感 染 さ れ た 脾 細 胞 （ B、
パ ネ ル d、 e、 及 び f） の い ず れ か を 注 射 し た 。 melan-A、 チ ロ シ ナ ー ゼ 、 及 び NY-ESO-1に 特
異 的 な 応 答 の 頻 度 を 、 エ ク ス ビ ボ 四 量 体 染 色 に よ り 同 時 に 測 定 し た 。
【 図 ６ 】 ポ リ ウ イ ル ス に よ る 追 加 刺 激 は 、 melan-A 2 6 - 3 5 特 異 的 CTLの 免 疫 優 性 を 克 服 す る
。 DNA.mel3初 回 刺 激 HHDマ ウ ス を 、 全 長 チ ロ シ ナ ー ゼ 、 全 長 NY-ESO-1を コ ー ド す る ワ ク シ
ニ ア ウ イ ル ス 、 及 び SFV.mel3の 混 合 物 （ A） 、 又 は SFV.mel3（ B） の い ず れ か に よ り 追 加 刺
激 し た 。 melan-A 2 6 - 3 5 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 3 6 9 - 3 7 7 、 及 び NY-ESO-1 1 5 7 - 1 6 5 に 特 異 的 な 応 答 の 頻
度 を 、 エ ク ス ビ ボ 四 量 体 染 色 に よ り 同 時 に 測 定 し た 。 マ ウ ス 6匹 中 1匹 の 染 色 が 示 さ れ て い
る 。 C及 び D； 各 マ ウ ス に 、 melan-A 2 6 - 3 5 ペ プ チ ド 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 3 6 9 - 3 7 7 ペ プ チ ド 、 又 は N
Y-ESO-1 1 5 7 - 1 6 5 ペ プ チ ド の い ず れ か で パ ル ス 処 理 さ れ た 蛍 光 色 素 標 識 脾 細 胞 を 注 射 し 、 イ
ン ビ ボ 溶 解 の ％ を 計 算 し た 。 パ ネ ル Cは 、 全 長 チ ロ シ ナ ー ゼ 、 全 長 NY-ESO-1を コ ー ド す る
ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 及 び SFV.mel3の 混 合 物 に よ り 追 加 刺 激 さ れ た DNA.mel3初 回 刺 激 HHD
マ ウ ス に お け る イ ン ビ ボ 死 滅 に 対 応 し て お り 、 パ ネ ル Dは 、 SFV.mel3に よ り 追 加 刺 激 さ れ
た DNA.mel3初 回 刺 激 HHDマ ウ ス に お け る イ ン ビ ボ 死 滅 に 対 応 し て い る 。
【 図 ７ 】 実 験 は 、 MVA.mel3に よ り 初 回 刺 激 さ れ 、 ペ プ チ ド パ ル ス 処 理 樹 状 細 胞 （ DC） に よ
り 追 加 刺 激 さ れ た マ ウ ス か ら の A2K b 四 量 体 染 色 を 示 す 。 二 つ の マ ウ ス 群 が 示 さ れ て い る 。
A群 （ 3匹 ） は 、 3個 の ペ プ チ ド （ Melan-A、 チ ロ シ ナ ー ゼ 、 及 び NY-ESO-1） の 混 合 物 で パ ル
ス 処 理 さ れ た DCを 受 容 し 、 B群 （ 4匹 ） は 、 単 一 の ペ プ チ ド で パ ル ス 処 理 さ れ た DCの 混 合 物
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を 受 容 し た 。 図 面 の 左 側 に は 、 各 群 の 1匹 の マ ウ ス か ら の 3個 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 個 々 の
1つ の 応 答 が 示 さ れ て い る 。 図 面 の 右 側 に は 、 各 群 の 四 量 体 陽 性 CTLの 平 均 割 合 （ ％ ） が 示
さ れ て い る 。 エ ラ ー バ ー は 、 平 均 の 標 準 偏 差 を 示 す 。 実 験 は 、 ペ プ チ ド パ ル ス 処 理 DCが 、
組 換 え MVAに よ り 初 回 刺 激 さ れ た 多 価 CTL応 答 を 効 率 的 に 追 加 刺 激 し 得 る こ と を 示 し て い る
（ 図 4A、 B、 及 び Cを 比 較 ） 。 実 験 は 、 さ ら に 、 ペ プ チ ド の 混 合 物 で パ ル ス 処 理 さ れ た DCと
比 較 し て 、 追 加 刺 激 の た め の 別 々 に ペ プ チ ド パ ル ス 処 理 さ れ た DCの 混 合 物 が 、 多 価 応 答 を
追 加 刺 激 す る 効 果 が よ り 高 い こ と を 証 明 し て い る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ Ａ 】
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【 図 ６ Ｂ 】 【 図 ７ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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