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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　悪性疾患の処置または予防のための薬学的組成物であって、配列番号２または１４４で
示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドを、薬学的に受容可能なキャリアまたは賦形
剤と組み合わせて含む、薬学的組成物。
【請求項２】
　請求項１に記載の薬学的組成物を、非特異的免疫応答エンハンサーと組み合わせて含む
、ワクチン。
【請求項３】
　請求項１に記載のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、薬学的に受容可能な
キャリアまたは賦形剤と組み合わせて含む、薬学的組成物。
【請求項４】
　請求項１に記載のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、非特異的免疫応答エ
ンハンサーと組み合わせて含む、ワクチン。
【請求項５】
　前記非特異的免疫応答エンハンサーがアジュバントである、請求項２または４に記載の
ワクチン。
【請求項６】
　請求項２または４に記載のワクチンであって、前記非特異的免疫応答エンハンサーが、
Montanide ISA50、Seppic MONTANIDE ISA720、サイトカイン（例えば、GM-CSF、Flat3-リ
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ガンド）、ミクロスフェア、ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロミド（DDA）ベー
スのアジュバント、AS-1、AS-2、Ribi Adjuvantシステムベースのアジュバント、QS21、
サポニンベースのアジュバント、マイクロフルイダイズされた形態のSyntexアジュバント
、MV、ddMV、免疫刺激複合体（iscom）ベースのアジュバント、および不活性化毒素から
なる群より選択される、ワクチン。
【請求項７】
　前記非特異的免疫応答エンハンサーが、患者におけるＴ細胞応答を優先的に増強する、
請求項２または４に記載のワクチン。
【請求項８】
　患者において免疫応答を増強または誘導するための医薬の製造における、請求項１に記
載の薬学的組成物に規定されるポリペプチドの、使用。
【請求項９】
　患者において癌を処置するための医薬の製造における、請求項１に記載の薬学的組成物
に規定されるポリペプチドの、使用。
【請求項１０】
　患者において白血病を処置するための医薬の製造における、請求項１に記載の薬学的組
成物に規定されるポリペプチドの、使用。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（技術分野）
本発明は、一般に悪性疾患（例えば、白血病および癌）の免疫療法に関する。より詳細に
は、本発明は、ＷＴ１に対する免疫応答を惹起または増強するための組成物、ならびに悪
性疾患を予防および／または処置するためのそのような組成物の使用に関連する。
【０００２】
（発明の背景）
癌および白血病は、米国内および世界中で重大な健康問題である。そのような疾患の検出
および処置における前進がなされてきたが、ワクチンまたは癌および白血病の予防または
処置のための他の普遍的に首尾良い方法は、現在のところ利用可能ではない。疾患の管理
は、現在のところ、早期診断および攻撃的な処置の組合せに依存し、これは、種々の処置
（例えば、手術、放射線治療、化学療法およびホルモン療法）のうちの１つ以上を含み得
る。特定の癌のための処置方針は、頻繁には、特定の腫瘍マーカーの分析を含む種々の予
後変数に基づいて選択される。しかし、確立されたマーカーの使用は、頻繁には、解釈す
るのが困難な結果を導き、そして多くの癌患者において高い致死率が観察され続けている
。
【０００３】
免疫療法は、癌および白血病の処置および生存率を実質的に改善する能力を有する。最近
のデータによって、白血病は、骨髄移植の状況下での免疫療法（例えば、ドナーリンパ球
注入）によって治癒され得ることが実証される。そのような治療は、腫瘍関連抗原（ＴＡ
Ａ）に対する免疫応答の惹起または増強を含み得る。しかし、現在までのところ、比較的
わずかなＴＡＡが既知であり、そしてそのような抗原に対する免疫応答の惹起は、まれに
例外が存在するが、治療的に有益であるとは示されていない。
【０００４】
従って、白血病および癌の予防および治療のための改善された方法についての当該分野に
おける必要性が存在する。本発明は、これらの必要性を満たし、そしてさらに他の関連す
る利点を提供する。
【０００５】
（発明の要旨）
簡潔に述べると、本発明は、疾患（例えば、白血病および癌）の診断および治療のための
組成物および方法を提供する。１つの局面において、本発明は、ネイティブのＷＴ１の免
疫原性部分またはその改変体（これは、抗原特異的抗血清および／またはＴ細胞株もしく
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はクローンと反応するその改変体の能力が実質的に減少されないように、１つ以上の置換
、欠失、付加および／または挿入で異なる）を含むポリペプチドを提供する。特定の実施
態様において、このポリペプチドは、ネイティブＷＴ１ポリペプチドの１６を超えない連
続したアミノ酸残基を含む。他の実施態様において、このポリペプチドは、ネイティブの
ＷＴ１ポリペプチドのアミノ酸残基１～１７４の免疫原性部分またはその改変体を含み、
ここでこのポリペプチドは、ネイティブのＷＴ１ポリペプチドのアミノ酸１７５～４４９
内に存在する１６を超えない連続するアミノ酸残基を含む。この免疫原性部分は、好まし
くはＭＨＣクラスＩ分子および／またはＭＨＣクラスＩＩ分子に結合する。特定の実施態
様において、このポリペプチドは、以下からなる群から選択される配列を含む：（ａ）表
ＩＩ～ＸＬＶＩのうちの任意の１つ以上において示される配列、（ｂ）前述の配列の改変
体（これは、抗原特異的抗血清および／またはＴ細胞株もしくはクローンと反応するその
改変体の能力が実質的に減少されないように、１つ以上の置換、欠失、付加および／また
は挿入で異なる）、および（ｃ）上記のポリペプチドの模倣物（抗原特異的抗血清および
／またはＴ細胞株もしくはクローンと反応するその模倣物の能力が実質的に減少されない
ような）。
【０００６】
他の実施態様において、このポリペプチドは、以下からなる群から選択される配列を含む
：
【０００７】
【化１】

（ｂ）前述の配列の改変体（これは、抗原特異的抗血清および／またはＴ細胞株もしくは
クローンと反応するその改変体の能力が実質的に減少されないように、１つ以上の置換、
欠失、付加および／または挿入で異なる）、および（ｃ）上記のポリペプチドの模倣物（
抗原特異的抗血清および／またはＴ細胞株もしくはクローンと反応するその模倣物の能力
が実質的に減少されないような）。模倣物は、１つ以上のアミノ酸模倣物と組み合わせて
アミノ酸を含み得るか、または完全に非ペプチド模倣物であり得る。
【０００８】
さらなる局面において、本発明は、ＷＴ１タンパク質の免疫原性部分の改変体を含むポリ
ペプチドを提供し、ここでこの改変体は、抗原特異的抗血清および／またはＴ細胞株もし
くはクローンと反応するその改変体の能力がネイティブのＷＴ１タンパク質と比較して増
強されるように、その免疫原性部分内の１～３アミノ酸位置での置換に起因して、その免
疫原性部分とは異なる。
【０００９】
本発明はさらに、上記のＷＴ１ポリペプチドをコードするＷＴ１ポリヌクレオチドを提供
する。
【００１０】
他の局面において、本発明は、薬学的組成物およびワクチンを提供する。薬学的組成物は
、薬学的に受容可能なキャリアまたは賦形剤と組み合わせて、上記のポリペプチドもしく
は模倣物および／または以下のうちの１つ以上を含み得る：（ｉ）ＷＴ１ポリヌクレオチ
ド；（ｉｉ）ＷＴ１ポリペプチドに特異的に結合するその抗体または抗原結合フラグメン
ト；（ｉｉｉ）ＷＴ１ポリペプチドと特異的に反応するＴ細胞、あるいは（ｉｖ）ＷＴ１
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ポリペプチドを発現する抗原提示細胞。ワクチンは、上記のポリペプチドおよび／または
以下のうちの１つ以上を含む：（ｉ）ＷＴ１ポリヌクレオチド；（ｉｉ）ＷＴ１ポリペプ
チドを発現する抗原提示細胞、または（ｉｉｉ）抗イディオタイプ抗体、および非特異的
免疫応答エンハンサー。特定の実施態様において、ネイティブのＷＴ１ポリペプチドの２
３未満の連続するアミノ酸残基、好ましくは１７未満のアミノ酸残基が、そのような薬学
的組成物およびワクチン内に使用されるＷＴ１ポリペプチド内に存在する。免疫応答エン
ハンサーは、アジュバントであり得る。好ましくは、免疫応答エンハンサーは、Ｔ細胞応
答を増強する。
【００１１】
本発明はさらに、患者に上記の薬学的組成物またはワクチンを投与することを含む、患者
において免疫応答を増強または誘導するための方法を提供する。特定の実施態様において
、患者はヒトである。
【００１２】
本発明はさらに、患者に上記の薬学的組成物またはワクチンを投与することを含む、患者
において悪性疾患の発達を阻害するための方法を提供する。悪性疾患としては、白血病（
例えば、急性骨髄性白血病、急性リンパ性白血病および慢性骨髄性白血病）および癌（例
えば、乳癌、肺癌、甲状腺癌もしくは胃腸癌、または黒色腫）が挙げられるがそれらに限
定されない。患者は、悪性疾患に罹患していてよいが、罹患している必要はなく、そして
この薬学的組成物またはワクチンの投与は、そのような疾患の発病（ｏｎｓｅｔ）を阻害
し得るか、または既存の疾患の進行および／もしくは転移を阻害し得る。
【００１３】
本発明はさらに、他の局面において、骨髄および／もしくは末梢血またはその画分からＷ
Ｔ１を発現する細胞を除去するための方法を提供する。この方法は、骨髄、末梢血または
骨髄もしくは末梢血の画分と、ＷＴ１ポリペプチドと特異的に反応するＴ細胞とを接触さ
せる工程を含み、ここでこの接触させる工程は、骨髄、末梢血または画分中の骨髄性細胞
またはリンパ性細胞の数の１０％未満、好ましくは５％未満およびより好ましくは１％未
満までのＷＴ１陽性細胞の除去を可能にするに十分な条件および時間で行われる。骨髄、
末梢血および画分は、ＷＴ１発現と関連する疾患に罹患する患者から得られ得るか、また
はそのような疾患に罹患しないヒトもしくは非ヒト哺乳動物から得られ得る。
【００１４】
関連する局面において、本発明は、上記のように調製された骨髄、末梢血または骨髄もし
くは末梢血の画分を患者に投与する工程を含む、患者における悪性疾患の発達を阻害する
ための方法を提供する。そのような骨髄、末梢血または画分は、自家（ａｕｔｏｌｏｇｏ
ｕｓ）であり得るか、または関連するもしくは関連しないヒトもしくは非ヒト動物（例え
ば、同系または同種異系）に由来し得る。
【００１５】
他の局面において、本発明は、Ｔ細胞の刺激（または、プライミング（ｐｒｉｍｉｎｇ）
）および／または拡大（ｅｘｐａｎｓｉｏｎ）を可能にするに十分な条件下および時間で
ＷＴ１ポリペプチドとＴ細胞とを接触させることを含む、Ｔ細胞刺激および／または拡大
のための方法を提供する。そのようなＴ細胞は、自家、同種異系、同系または関連しない
ＷＴ１特異的細胞であり得、そしてインビトロまたはインビボで刺激され得る。特定の実
施態様において、拡大されたＴ細胞は、骨髄、末梢血または骨髄もしくは末梢血の画分内
に存在し、そしてクローン性（ｃｌｏｎａｌ）であり得る（が、その必要はない）。特定
の実施態様において、Ｔ細胞は、刺激および／または拡大の間に哺乳動物中に存在し得る
。ＷＴ１特異的Ｔ細胞は、例えば、ドナーリンパ球注入において使用され得る。
【００１６】
関連する局面において、上記で調製されたＴ細胞を患者に投与する工程を含む、患者にお
ける悪性疾患の発達を阻害するための方法が提供される。そのようなＴ細胞は、特定の実
施態様において、自家、同系または同種異系であり得る。
【００１７】
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本発明はさらに、他の局面において、患者におけるＷＴ１発現と関連する悪性疾患のため
の免疫または治療の有効性をモニタリングするための方法を提供する。そのような方法は
、患者における抗体、ＣＤ４＋Ｔ細胞および／またはＣＤ８＋Ｔ細胞応答をモニタリング
することに基づく。特定のそのような局面において、方法は、以下の工程を包含し得る：
（ａ）以下（ｉ）ＷＴ１ポリペプチド；（ｉｉ）ＷＴ１ポリペプチドをコードするポリヌ
クレオチド；または（ｉｉｉ）ＷＴ１ポリペプチドを発現する抗原提示細胞、のうちの１
つ以上とともに第１の生物学的サンプルをインキュベートする工程であって、ここでこの
第１の生物学的サンプルは、治療または免疫の前に患者から得られ、そしてここでこのイ
ンキュベーションは、免疫複合体が形成するのを可能にする条件下および時間で行われる
、工程；（ｂ）ＷＴ１ポリペプチドと、ＷＴ１ポリペプチドに特異的に結合する生物学的
サンプルにおける抗体との間に形成される免疫複合体を検出する工程；（ｃ）治療または
免疫の後に、同じ患者から得られる第２の生物学的サンプルを用いて、工程（ａ）および
（ｂ）を反復する工程；ならびに（ｄ）第１および第２の生物学的サンプルにおいて検出
される免疫複合体の数を比較する工程、およびそれから、この患者におけるこの治療また
は免疫の有効性をモニタリングする工程。
【００１８】
上記の方法の特定の実施態様において、この検出する工程は以下を含む：（ａ）この免疫
複合体に結合し得る検出試薬とともにこの免疫複合体をインキュベートする工程であって
、ここでこの検出試薬はレポーター基を含む、工程、（ｂ）非結合検出試薬を除去する工
程、および（ｃ）このレポーター基の存在または非存在を検出する工程。この検出試薬は
、例えば、ＷＴ１ポリペプチドに特異的に結合する抗体に結合し得る第２の抗体またはそ
の抗原結合フラグメントまたは分子（例えば、プロテインＡ）を含み得る。他の実施態様
において、レポーター基は、ＷＴ１ポリペプチドに結合し、そして検出する工程は、非結
合ＷＴ１ポリペプチドを除去する工程、およびその後にこのレポーター基の存在または非
存在を検出する工程を包含する。
【００１９】
さらなる局面において、患者におけるＷＴ１発現と関連する悪性疾患のための免疫または
治療の有効性をモニタリングするための方法は、以下の工程を包含し得る：（ａ）以下（
ｉ）ＷＴ１ポリペプチド；（ｉｉ）ＷＴ１ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；
または（ｉｉｉ）ＷＴ１ポリペプチドを発現する抗原提示細胞、のうちの１つ以上ととも
に第１の生物学的サンプルをインキュベートする工程であって、ここでこの第１の生物学
的サンプルは、ＣＤ４＋Ｔ細胞および／またはＣＤ８＋Ｔ細胞を含み、そして治療または
免疫の前に患者から得られ、そしてここでこのインキュベーションは、Ｔ細胞の特異的な
活性化、増殖および／または溶解を可能にするに十分な条件下および時間で行われる、工
程；（ｂ）Ｔ細胞の活性化、増殖および／または溶解の量を検出する工程；（ｃ）ＣＤ４
＋および／またはＣＤ８＋Ｔ細胞を含む第２の生物学的サンプルを用いて、工程（ａ）お
よび（ｂ）を反復する工程であって、ここでこの第２の生物学的サンプルは、治療または
免疫後に同じ患者から得られる、工程；ならびに（ｄ）第１および第２の生物学的サンプ
ル中のＴ細胞の活性化、増殖および／または溶解の量を比較する工程、およびそれからこ
の患者におけるこの治療または免疫の有効性をモニタリングする工程。
【００２０】
本発明はさらに、患者におけるＷＴ１発現と関連する悪性疾患の発達を阻害するための方
法を提供する。この方法は、以下の工程を包含する：（ａ）以下（ｉ）ＷＴ１ポリペプチ
ド；（ｉｉ）ＷＴ１ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；または（ｉｉｉ）ＷＴ
１ポリペプチドを発現する抗原提示細胞、のうちの１つ以上とともに、患者から単離され
たＣＤ４＋および／またはＣＤ８＋Ｔ細胞を、そのＴ細胞が増殖するようにインキュベー
トする工程；ならびに（ｂ）増殖されたＴ細胞の有効量をこの患者に投与する工程、およ
びそれからこの患者における悪性疾患の発達を阻害する工程。特定の実施態様において、
Ｔ細胞をインキュベートする工程は、１回以上反復され得る。
【００２１】
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他の局面においては、本発明は、患者内でのＷＴ１発現に関連する悪性疾患の発達を阻害
するための方法を提供し、これは以下の工程を包含する：（ａ）患者から単離されたＣＤ
４+および／またはＣＤ８+Ｔ細胞を一つ以上の（ｉ）ＷＴ１ポリペプチド；（ｉｉ）ＷＴ
１ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；または（ｉｉｉ）ＷＴ１ポリペプチドを
発現する抗原提示細胞とともにインキュベートし、その結果このＴ細胞が増殖する工程；
（ｂ）増殖した一つ以上の細胞をクローニングする工程；および（ｃ）患者に対してクロ
ーン化したＴ細胞の効果的な量を投与する工程。
【００２２】
他の局面においては、方法が、患者内でのＷＴ１発現に関連する悪性疾患の存在または非
存在を決定するために提供され、これは以下の工程を包含する：（ａ）患者から単離され
たＣＤ４+および／またはＣＤ８+Ｔ細胞を一つ以上の（ｉ）ＷＴ１ポリペプチド；（ｉｉ
）ＷＴ１ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；または（ｉｉｉ）ＷＴ１ポリペプ
チドを発現する抗原提示細胞とともにインキュベートする工程；および（ｂ）Ｔ細胞の特
異的な活性化の存在または非存在を検出し、それからＷＴ１発現に関連する悪性疾患の存
在または非存在を決定する工程。ある実施態様においては、検出の工程は、Ｔ細胞の増殖
の存在または非存在を検出する工程を含む。
【００２３】
さらなる局面においては、本発明は、患者内でのＷＴ１発現に関連する悪性疾患の存在ま
たは非存在を決定するための方法を提供し、これは以下の工程を包含する：（ａ）患者か
ら得られた生物学的なサンプルを一つ以上の（ｉ）ＷＴ１ポリペプチド；（ｉｉ）ＷＴ１
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；または（ｉｉｉ）ＷＴ１ポリペプチドを発
現する抗原提示細胞とともにインキュベートする工程であって、ここで、このインキュベ
ーションは、免疫複合体が形成されるのを可能にするに十分な条件下でかつそれに十分な
時間で行われる工程；および（ｂ）ＷＴ１ポリペプチドとＷＴ１ポリペプチドと特異的に
結合する生物学的なサンプル中の抗体との間に形成される免疫複合体を検出し、それから
ＷＴ１発現に関連する悪性疾患の存在または非存在を決定する工程。
【００２４】
本発明のこれらおよび他の局面は、下述する詳細な説明および添付する図面を参照すれば
明白になる。本明細書中に開示されたすべての参考文献は、各々が個々に援用されたかの
ようにその全体が参考として本明細書中に援用されている。
【００２５】
（発明の詳細な説明）
上述のように、本発明は、一般に、悪性疾患の免疫療法および診断のための組成物および
方法に関する。本明細書中に記載される組成物としては、ＷＴ１ポリペプチド、ＷＴ１ポ
リヌクレオチド、ＷＴ１ポリペプチドを発現する抗原提示細胞（ＡＰＣ、例えば、樹状細
胞）、薬剤（例えば、ＷＴ１ポリペプチドに結合する抗体）および／またはＷＴ１に特異
的な免疫系細胞（例えば、Ｔ細胞）が挙げられ得る。本発明のＷＴ１ポリペプチドは、一
般に、ウィルムス腫瘍遺伝子産物（ＷＴ１）またはその改変体の少なくとも一部を含む。
本発明の核酸配列は、一般に、このようなポリペプチドの全てもしくは一部をコードする
ＤＮＡ配列またはＲＮＡ配列、あるいはこのような配列に相補的であるＤＮＡ配列または
ＲＮＡ配列を含む。抗体は、一般に、免疫系タンパク質またはその抗原結合フラグメント
であり、これは、ＷＴ１ポリペプチドの一部に結合し得る。このような組成物内で使用さ
れ得るＴ細胞は、一般に、ＷＴ１ポリペプチドに特異的であるＴ細胞（例えば、ＣＤ４+

および／またはＣＤ８+）である。本明細書中に記載される特定の方法は、さらに、本明
細書中に提供されるようなＷＴ１ポリペプチドを発現する抗原提示細胞を使用する。
【００２６】
本発明は、ウィルムス腫瘍（ＷＴ）遺伝子産物（例えば、ＷＴ１）に対して惹起される免
疫応答が、ＷＴ１遺伝子の発現の増加によって特徴付けられる悪性疾患を患う患者に、予
防的利益および／または治療的利益を提供し得るという発見に基づく。このような疾患と
しては、白血病（例えば、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、
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急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）および小児期ＡＬＬ）、ならびに多くの癌（例えば、肺、
乳房、甲状腺および胃腸の癌、ならびに黒色腫）が挙げられるが、これらに限定されない
。ＷＴ１遺伝子は、元々、ウィルムス腫瘍を有する患者の染色体１１ｐ１３における細胞
性欠失に基づいて同定および単離された（Ｃａｌｌら、米国特許第５，３５０，８４０号
を参照のこと）。この遺伝子は１０のエキソンからなり、そしてジンクフィンガー転写因
子をコードし、そしてマウスＷＴ１タンパク質およびヒトＷＴ１タンパク質の配列は、図
１および配列番号３１９～３２０に提供される。
【００２７】
（ＷＴ１ポリペプチド）
本発明の文脈において、ＷＴ１ポリペプチドは、本明細書に記載される場合、ネイティブ
ＷＴ１（すなわち、遺伝的に改変されていない生物によって発現されるＷＴ１タンパク質
）またはその改変体の少なくとも免疫原性部分を含むポリペプチドである。ＷＴ１ポリペ
プチドは、これがネイティブタンパク質またはその改変体の少なくとも免疫原性部分を含
む限り、任意の長さであり得る。言い換えると、ＷＴ１ポリペプチドは、オリゴペプチド
（すなわち、ペプチド結合によって連結される比較的少数のアミノ酸残基（例えば、８～
１０残基）からなる）、全長ＷＴ１タンパク質（例えば、ヒトまたは非ヒト動物（例えば
、マウス）内に存在する）あるいは中間のサイズのポリペプチドであり得る。特定の実施
態様において、ネイティブＷＴ１ポリペプチドの少数の連続するアミノ酸残基を含むＷＴ
１ポリペプチドの使用が、好ましい。このようなポリペプチドは、Ｔ細胞応答の生成が所
望される特定の使用のために好ましい。例えば、このようなＷＴ１ポリペプチドは、ネイ
ティブＷＴ１ポリペプチドの、２３未満の連続するアミノ酸残基、好ましくは１８以下の
連続するアミノ酸残基、そしてより好ましくは１５以下の連続するアミノ酸残基を含み得
る。ネイティブＷＴ１ポリペプチドの連続する９つのアミノ酸残基を含むポリペプチドは
、一般に、このような目的のために適切である。ネイティブタンパク質由来のさらなる配
列および／または異種配列は、任意のＷＴ１ポリペプチド内に存在し得、そしてこのよう
な配列は、（必要ではないが）さらなる免疫原性特性または抗原性特性を保有し得る。本
明細書中に提供されるようなポリペプチドは、さらに、他のポリペプチドまたは非ポリペ
プチド化合物と（共有結合的にかまたは非共有結合的に）会合され得る。
【００２８】
「免疫原性部分」は、本明細書中で使用される場合、Ｂ細胞表面抗原レセプターおよび／
またはＴ細胞表面抗原レセプターによって認識される（すなわち、特異的に結合される）
ポリペプチドの部分である。特定の好ましい免疫原性部分は、ＭＨＣクラスＩ分子または
ＭＨＣクラスＩＩ分子に結合する。本明細書中で使用される場合、免疫原性部分は、この
ような結合が当該分野で公知の任意のアッセイを使用して検出可能である場合、ＭＨＣク
ラスＩ分子またはＭＨＣクラスＩＩ分子「に結合する」といわれる。例えば、ポリペプチ
ドがＭＨＣクラスＩに結合する能力は、125Ｉで標識されたβ２ミクログロブリン（β２
ｍ）のＭＨＣクラスＩ／β２ｍ／ペプチドヘテロ三量体複合体への取り込みを促進する能
力をモニターすることによって間接的に評価され得る（Ｐａｒｋｅｒら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．１５２：１６３，１９９４を参照のこと）。あるいは、当該分野で公知の機能的ペ
プチド競合アッセイが、使用され得る。特定の免疫原性部分は、表ＩＩ～ＸＩＶの１つ以
上に列挙される１つ以上の配列を有する。代表的な免疫原性部分には、以下が挙げられる
が、これらに限定されない：ＲＤＬＮＡＬＬＰＡＶＰＳＬＧＧＧＧ（ヒトＷＴ１残基６～
２２；配列番号１）、ＰＳＱＡＳＳＧＱＡＲＭＦＰＮＡＰＹＬＰＳＣＬＥ（ヒトおよびマ
ウスＷＴ１残基１１７～１３９；それぞれ、配列番号２および３）、ＧＡＴＬＫＧＶＡＡ
ＧＳＳＳＳＶＫＷＴＥ（ヒトＷＴ１残基２４４～２６２；配列番号４）、ＧＡＴＬＫＧＶ
ＡＡ（ヒトＷＴ１残基２４４～２５２；配列番号８８）、ＣＭＴＷＮＱＭＮＬ（ヒトおよ
びマウスＷＴ１残基２３５～２４３；それぞれ、配列番号４９および２５８）、ＳＣＬＥ
ＳＱＰＴＩ（マウスＷＴ１残基１３６～１４４；配列番号２９６）、ＳＣＬＥＳＱＰＡＩ
（ヒトＷＴ１残基１３６～１４４；配列番号１９８）；ＮＬＹＱＭＴＳＱＬ（ヒトおよび
マウスＷＴ１残基２２５～２３３；それぞれ、配列番号１４７および２８４）；ＡＬＬＰ



(8) JP 4243792 B2 2009.3.25

10

20

30

40

50

ＡＶＳＳＬ（マウスＷＴ１残基１０～１８；配列番号２５５）；またはＲＭＦＰＮＡＰＹ
Ｌ（ヒトおよびマウスＷＴ１残基１２６～１３４；それぞれ、配列番号１８５および２９
３）。さらなる免疫原性部分は、本明細書中に提供され、そしてその他は、一般に、周知
の技術（例えば、Ｐａｕｌ、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第３版、
２４３～２４７（Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ，１９９３）およびその中に引用される参考文
献において要約される技術）を使用して同定され得る。免疫原性部分を同定するための代
表的な技術としては、抗原特異的抗血清および／またはＴ細胞株もしくはクローンと反応
する能力についてのポリペプチドのスクリーニングが挙げられる。ネイティブＷＴ１ポリ
ペプチドの免疫原性部分は、（例えば、ＥＬＩＳＡおよび／またはＴ細胞反応性アッセイ
において）実質的に全長ＷＴ１の反応性以上であるレベルで、このような抗血清および／
またはＴ細胞と反応する部分である。言い換えると、免疫原性部分は、全長ポリペプチド
の反応性に類似するかまたはそれよりも大きなレベルで、このようなアッセイにおいて反
応し得る。このようなスクリーニングは、一般に、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、１９９８に記載されるような、当業者に周知の方
法を使用して実施され得る。
【００２９】
あるいは、免疫原性部分は、Ｔｓｉｔｅｓプログラム（ＲｏｔｈｂａｒｄおよびＴａｙｌ
ｅｒ、ＥＭＢＯ　Ｊ．７：９３～１００、１９８８；Ｄｅａｖｉｎら、Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．３３：１４５～１５５、１９９６を参照のこと）のようなコンピュータ分析を使
用して同定され得、このコンピュータ分析は、Ｔｈ応答を誘発する可能性を有するペプチ
ドモチーフについて検索する。マウスクラスＩ　ＭＨＣまたはクラスＩＩ　ＭＨＣおよび
ヒトクラスＩ　ＭＨＣまたはクラスＩＩ　ＭＨＣへの結合について適切なモチーフを有す
るＣＴＬペプチドは、ＢＩＭＡＳ（Ｐａｒｋｅｒら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２：１６
３、１９９４）および他のＨＬＡペプチド結合予測分析に従って同定され得る。免疫原性
を確認するために、ペプチドは、ＨＬＡ　Ａ２トランスジェニックマウスモデル、および
／または樹状細胞、線維芽細胞もしくは末梢血細胞を使用するインビトロ刺激アッセイを
使用して、試験され得る。
【００３０】
上述のように、組成物は、ネイティブＷＴ１タンパク質の改変体を含み得る。ポリペプチ
ド「改変体」は、本明細書中で使用される場合、１つ以上の置換、欠失、付加および／ま
たは挿入においてネイティブポリペプチドと異なり、その結果、そのポリペプチドの免疫
原性が保持されている（すなわち、この改変体が抗原特異的抗血清および／またはＴ細胞
株もしくはクローンと反応する能力は、ネイティブポリペプチドに対して実質的に減少さ
れない）、ポリペプチドである。言い換えると、改変体が抗原特異的抗血清および／また
はＴ細胞株もしくはクローンと反応する能力は、ネイティブポリペプチドに対して増強さ
れ得るかまたは不変であり得るか、あるいはネイティブポリペプチドに対して５０％未満
、そして好ましくは２０％未満減少され得る。このような改変体は、一般に、本明細書中
に記載されるように、上記のポリペプチド配列の１つを改変すること、および改変された
ポリペプチドと抗血清および／またはＴ細胞との反応性を評価することによって、同定さ
れ得る。本発明の文脈において、ＷＴ１ポリペプチドの免疫原性部分内の比較的少数の置
換（例えば、１～３）は、ポリペプチドが免疫応答を誘発する能力を増強するように作用
し得ることが、見出されている。適切な置換は、一般に、上記のようにコンピュータプロ
グラムを使用することによって同定され得、そしてその効果は、本明細書中に記載される
ように、改変されたポリペプチドと抗血清および／またはＴ細胞との反応性に基づいて確
認される。従って、特定の好ましい実施態様において、ＷＴ１ポリペプチドは、免疫原性
部分内の１～３アミノ酸残基が置換され、その結果、抗原特異的抗血清および／またはＴ
細胞株もしくはクローンと反応する能力が、改変されていないポリペプチドに対するその
能力よりも統計学的に大きい、改変体を含む。このような置換は、好ましくは、このポリ
ペプチドＭＨＣ結合部位内に位置され、これは、上記の通りに同定され得る。好ましい置
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換は、ＭＨＣクラスＩ分子またはＭＨＣクラスＩＩ分子への結合を増加させる。
【００３１】
特定の改変体は、保存的置換を含む。「保存的置換」は、あるアミノ酸が類似の特性を有
する別のアミノ酸に置換されることであり、その結果、ペプチド化学の当業者は、そのポ
リペプチドの二次構造および疎水性の性質が実質的に変化していないことを予測する。ア
ミノ酸置換は、一般に、残基の極性、電荷、溶解度、疎水性、親水性および／または両親
媒性の性質における類似性に基づいてなされ得る。例えば、負に荷電したアミノ酸として
は、アスパラギン酸およびグルタミン酸が挙げられ；正に荷電したアミノ酸としては、リ
ジンおよびアルギニンが挙げられ；そして類似の疎水性値を有する荷電していない極性ヘ
ッド（ｈｅａｄ）基を持つアミノ酸としては、ロイシン、イソロイシンおよびバリン；グ
リシンおよびアラニン；アスパラギンおよびグルタミン；ならびにセリン、スレオニン、
フェニルアラニンおよびチロシン、が挙げられる。保存的変化を示し得るアミノ酸の他の
基としては、以下が挙げられる：（１）ａｌａ、ｐｒｏ、ｇｌｙ、ｇｌｕ、ａｓｐ、ｇｌ
ｎ、ｓｅｒ、ｔｈｒ；（２）ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｙｒ、ｔｈｒ；（３）ｖａｌ、ｉｌｅ、
ｌｅｕ、ｍｅｔ、ａｌａ、ｐｈｅ；（４）ｌｙｓ、ａｒｇ、ｈｉｓ；および（５）ｐｈｅ
、ｔｙｒ、ｔｒｐ、ｈｉｓ。改変体はまた（または、あるいは改変体は）非保存的変化を
含む。改変体はまた（または、あるいは改変体は）、例えば、このポリペプチドの免疫原
性、二次構造および疎水性性質に対して最小の影響を有するアミノ酸の欠失または付加に
よって改変され得る。
【００３２】
上述のように、ＷＴ１ポリペプチドは、翻訳と同時（ｃｏ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ
ｌｙ）または翻訳後（ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｌｙ）にタンパク質の移動
を指向するタンパク質のＮ末端において、シグナル（またはリーダー）配列に結合体化さ
れ得る。ポリペプチドはまた（または、あるいはポリペプチドは）、このポリペプチド（
例えば、ポリ－Ｈｉｓ）の合成、精製または同定の容易さのために、あるいはこのポリペ
プチドの固体支持体への結合を増強するために、リンカーもしくは他の配列に結合体化さ
れ得る。例えば、ポリペプチドは、免疫グロブリンのＦｃ領域に結合体化され得る。
【００３３】
ＷＴ１ポリペプチドは、任意の種々の周知技術を使用して調製され得る。本明細書中に記
載されるようなＷＴ１ポリヌクレオチドによってコードされる組換えポリペプチドは、こ
のポリヌクレオチドから容易に調製され得る。一般に、当業者に公知の任意の種々の発現
ベクターを使用して、組換えＷＴ１ポリペプチドを発現し得る。発現は、組換えポリペプ
チドをコードするＤＮＡ分子を含む発現ベクターを用いて形質転換されたか、またはこの
発現ベクターを用いてトランスフェクトされた、任意の適切な宿主細胞において達成され
得る。適切な宿主細胞としては、原核生物細胞、酵母細胞および高等真核生物細胞が挙げ
られる。好ましくは、使用される宿主細胞は、Ｅ．ｃｏｌｉ細胞株、酵母細胞株または哺
乳動物細胞株（例えば、ＣＯＳもしくはＣＨＯ）である。組換えタンパク質または組換え
ポリペプチドを培養培地へ分泌する適切な宿主／ベクター系からの上清は、まず、市販の
フィルターを使用して濃縮され得る。次いで、この濃縮物は、適切な精製マトリクス（例
えば、アフィニティーマトリクスまたはイオン交換樹脂）に適用され得る。最終的に、１
つ以上の逆相ＨＰＬＣ工程を使用して、組換えポリペプチドをさらに精製し得る。このよ
うな技術を使用して、ネイティブポリペプチドまたはその改変体を調製し得る。例えば、
ネイティブポリペプチドの改変体をコードするポリヌクレオチドは、一般に、標準的な変
異誘発技術（例えば、オリゴヌクレオチド部位特異的変異誘発）を使用して調製され得、
そしてＤＮＡ配列の切片は、短縮型ポリペプチドの調製を許容するように除去され得る。
【００３４】
特定の部分および他の改変体はまた、当業者に周知の技術を使用する合成手段によって生
成され得る。例えば、約５００未満のアミノ酸、好ましくは約１００未満のアミノ酸、そ
してより好ましくは約５０未満のアミノ酸を有するポリペプチドが、合成され得る。ポリ
ペプチドは、メリーフィールド固相合成法（アミノ酸が、生長するアミノ酸鎖に連続的に
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付加される）のような任意の商業的に利用可能な固相技術を使用して合成され得る。Ｍｅ
ｒｒｉｆｉｅｌｄ、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９～２１４６、１９６３
を参照のこと。ポリペプチドの自動化合成のための装置は、Ａｐｐｌｉｅｄ　ＢｉｏＳｙ
ｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）のような供給業者から市販され
ており、そして製造業者の指示書に従って操作され得る。
【００３５】
一般に、本明細書中に記載されるようなポリペプチドおよびポリヌクレオチドが、単離さ
れる。「単離された」ポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、その元々の環境から取り
出されたものである。例えば、その天然系に共存するいくつかまたは全ての材料から分離
される場合に、天然に存在するタンパク質が、単離される。好ましくは、このようなポリ
ペプチドは、少なくとも約９０％純粋、より好ましくは少なくとも約９５％純粋、そして
最も好ましくは少なくとも約９９％純粋である。例えば、天然の環境の一部でないベクタ
ー中にクローニングされる場合に、ポリヌクレオチドは、単離されたとみなされる。
【００３６】
さらなる局面において、本発明は、ＷＴ１ポリペプチドの模倣物を提供する。このような
模倣物は、1つ以上のアミノ酸模倣物と連結したアミノ酸を含み得るか（すなわち、ＷＴ
１タンパク質内の１つ以上のアミノ酸が、アミノ酸模倣物により置換され得る）または全
体的に非ペプチド模倣物であり得る。アミノ酸模倣物はアミノ酸と立体配置的に類似する
化合物であるが故に、そのアミノ酸模倣物は、抗原特異的抗血清および／またはＴ細胞株
またはクローンと反応する能力を実質的に減少させずにＷＴ１ポリペプチド内のアミノ酸
と置換され得る。非ペプチド模倣物はアミノ酸を含まない化合物であり、そしてＷＴ１ポ
リペプチドと類似する全体的な配座を有するが故に、ＷＴ１特異的抗血清および／または
Ｔ細胞株またはクローンと反応する模倣物の能力は、ＷＴ１ポリペプチドの能力と比較し
て実質的に減少されない。このような模倣物は、ペプチド配列の三次元構造を評価する標
準的な技術（例えば、核磁気共鳴技術および計算的技術）に基づき設計され得る。ＷＴ１
ポリペプチドの１つ以上の側鎖官能基が、必ずしも同じサイズまたは容積を有しないが、
類似の化学的および／または物理的特性（類似する生物学的応答を産生する）を有する基
により置換される１模倣物が設計され得る。本明細書中に記載される実施態様において、
模倣物が、ＷＴ１ポリペプチドに置換され得ることが理解されるべきである。
【００３７】
（ＷＴ１ポリヌクレオチド）
本明細書中に記載されるＷＴ１ポリペプチドをコードする任意のポリヌクレオチドは、本
発明により含まれるＷＴ１ポリヌクレオチドである。このようなポリヌクレオチドは、一
本鎖（コードまたはアンチセンス）または二本鎖であり得、そしてＤＮＡ（ゲノム、ｃＤ
ＮＡまたは合成）またはＲＮＡ分子であり得る。さらなるコード配列または非コード配列
が、本発明のポリヌクレオチド内に存在し得るが、存在する必要はなく、そしてポリヌク
レオチドは、他の分子および／または支持物質に連結され得るが、連結される必要はない
。
【００３８】
ＷＴ１ポリヌクレオチドは、ネイティブなＷＴ１タンパク質をコードし得るか、または本
明細書中に記載されるＷＴ１の改変体をコードし得る。ポリヌクレオチド改変体は、ネイ
ティブなＷＴ１タンパク質と比較して、コードされるポリペプチドの免疫原性が減少され
ないような１つ以上の置換、付加、欠失、および／または挿入を含み得る。コードされる
ポリペプチドの免疫原性に対する効果は、一般的に本明細書中に記載されるように評価さ
れ得る。好ましい改変体は、ネイティブなＷＴ１配列の免疫原性部分をコードするヌクレ
オチド位置、わずか２０％、好ましくは、わずか１０％でヌクレオチド置換、欠失、挿入
および／または付加を含む。特定の改変体は、ネイティブな遺伝子またはその一部と実質
的に相同的である。このようなポリヌクレオチド改変体は、ＷＴ１ポリペプチド（または
相補配列）をコードする天然に存在するＤＮＡ配列と、中程度のストリンジェント条件下
でハイブリダイズし得る。適切な中程度のストリンジェントな条件は以下を含む；５×Ｓ
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ＳＣ、０．５％ＳＤＳ、１．０ｍＭ　ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）の溶液での前洗浄；５０℃
～６５℃、５×ＳＳＣにおける一晩のハイブリダイゼーション；続いて、それぞれ０．１
％ＳＤＳ含有２×ＳＳＣ、０．５×ＳＳＣ、および０．２×ＳＳＣを用いた６５℃で２０
分間の２回の洗浄。このようにハイブリダイズするＤＮＡ配列はまた、本発明の範囲内で
ある。
【００３９】
遺伝コードの縮重の結果として、ＷＴ１ポリペプチドをコードする多くのヌクレオチド配
列が存在することが当業者に明らかである。いくつかのこれらのポリヌクレオチドは、任
意のネイティブな遺伝子のヌクレオチド配列に対して最小の相同性を有する。それにもか
かわらず、コドン使用頻度における差異に起因して変動するポリヌクレオチドが、特に本
発明により意図される。
【００４０】
一旦、上記のようにＷＴ１の免疫原性部分が同定されると、ＷＴ１ポリヌクレオチドが、
任意の種々の技術を使用して調製され得る。例えば、ＷＴ１ポリヌクレオチドが、ＷＴ１
を発現する細胞から調製されるｃＤＮＡから増幅され得る。このようなポリヌクレオチド
は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を介して増幅され得る。このアプローチのために、
配列特異的プライマーが、免疫原性部分の配列に基づいて設計され得、そして購入され得
るか、または合成され得る。例えば、ヒトＷＴ１遺伝子のＰＣＲ増幅のための適切なプラ
イマーには以下が挙げられる：第１工程－Ｐ１１８：１４３４－１４１４：５’ＧＡＧＡ
ＧＴＣＡＧＡＣＴＴＧＡＡＡＧＧＡＧＴ３’（配列番号５）およびＰ１３５：５’ＣＴＧ
ＡＧＣＣＴＣＡＧＣＡＡＡＴＧＧＧＣ３’（配列番号６）；第２工程－Ｐ１３６：５’Ｇ
ＡＧＣＡＴＧＣＡＴＧＧＧＣＴＣＣＧＡＣＧＴＧＣＧＧＧ３’（配列番号７）およびＰ１
３７：５’ＧＧＧＧＴＡＣＣＣＡＣＴＧＡＡＣＧＧＴＣＣＣＣＧＡ３’（配列番号８）。
マウスＷＴ１遺伝子のＰＣＲ増幅のためのプライマーには以下が挙げられる：第１工程－
Ｐ１３８：５’ＴＣＣＧＡＧＣＣＧＣＡＣＣＴＣＡＴＧ３’（配列番号９）およびＰ１３
９：５’ＧＣＣＴＧＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＣＴＧ３’（配列番号１０）；第２工程－Ｐ１
４０：５’ＧＡＧＣＡＴＧＣＧＡＴＧＧＧＴＴＣＣＧＡＣＧＴＧＣＧＧ３’（配列番号１
１）およびＰ１４１：５’ＧＧＧＧＴＡＣＣＴＣＡＡＡＧＣＧＣＣＡＣＧＴＧＧＡＧＴＴ
Ｔ３’（配列番号１２）。
【００４１】
次いで、増幅された部分を使用して、全長遺伝子が、周知の技術を使用してヒトゲノムＤ
ＮＡライブラリーまたは適切なｃＤＮＡライブラリーから単離され得る。あるいは、全長
遺伝子が、複数のＰＣＲフラグメントから構築され得る。ＷＴ１ポリヌクレオチドはまた
、オリゴヌクレオチド成分を合成し、そして完全なポリヌクレオチドを産生するために共
に成分を連結することにより調製され得る。
【００４２】
ＷＴ１ポリヌクレオチドはまた、当該分野において公知の任意の方法によって合成され得
、その方法には化学合成が挙げられる（例えば、固層ホスホラミダイト化学合成）。ポリ
ヌクレオチド配列における改変はまた、標準的な変異誘発技術（例えば、オリゴヌクレオ
チド指向性、部位特異的変異誘発（Ａｄｅｌｍａｎら、ＤＮＡ　２：１８３、１９８３を
参照のこと）、を使用して導入され得る。あるいは、ＤＮＡが適切なＲＮＡポリメラーゼ
プロモーター（例えば、Ｔ７またはＳＰ６）とともにベクターに組み込まれる場合、ＲＮ
Ａ分子は、ＷＴ１ポリペプチドをコードするＤＮＡ配列のインビトロまたはインビボでの
転写により産生され得る。特定の部分を使用して、本明細書中に記載されるような、コー
ドされるポリペプチドを調製し得る。さらに、またはあるいは、コードされるポリペプチ
ドがインビボで産生されるように、患者に対して一部が投与され得る（例えば、ＷＴ１ポ
リペプチドをコードするｃＤＮＡ構築物を有する樹状細胞のような抗原提示細胞をトラン
スフェクトし、そしてそのトランスフェクトされた細胞を患者に投与することにより）。
【００４３】
ＷＴ１ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは一般的に、インビトロまたはインビ
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ボにおいてそのポリペプチドを産生するために使用され得る。コード配列に相補的なＷＴ
１ポリヌクレオチド（すなわち、アンチセンスポリヌクレオチド）はまた、プローブとし
てまたはＷＴ１発現を阻害するために使用され得る。アンチセンスＲＮＡに転写され得る
ｃＤＮＡ構築物もまた、組織の細胞に導入され、アンチセンスＲＮＡの産生を促進し得る
。
【００４４】
任意のポリヌクレオチドがさらに改変され、インビボにおける安定性を増加し得る。可能
な改変には以下が挙げられるが、これらに限定されない；５’および／または３’末端に
おける隣接配列の付加；骨格におけるホスホジエステラーゼ結合に代わるホスホロチオネ
ートまたは２’Ｏ－メチルの使用；および／または非伝統的な塩基（例えば、イノシン、
キューオシン、ワイブトシン）、ならびにアデニン、シチジン、グアニン、チミン、およ
びウリジンのアセチル形態、メチル形態、チオ形態および他の改変形態の包含。
【００４５】
本明細書中に記載されるようなヌクレオチド配列が、確立された組換えＤＮＡ技術を使用
して、種々の他のヌクレオチド配列に結合され得る。例えば、ポリヌクレオチドは、任意
の種々のクローニングベクターにクローン化され得る、そのベクターには、プラスミド、
ファージミド、λファージ誘導体およびコスミドが挙げられる。特定の目的のベクターに
は、発現ベクター、複製ベクター、プローブ産生ベクターおよび配列決定ベクターが挙げ
られる。一般的には、ベクターは、少なくとも１つの生物体において機能的な複製起点、
都合のよい制限エンドヌクレアーゼ部位および１つ以上の選択マーカーを含む。他のエレ
メントは、所望される用途に依存し、そして当業者において明らかである。
【００４６】
特定の実施態様において、ポリヌクレオチドは、哺乳動物の細胞に入り、そしてそこで発
現することを可能にするように処方され得る。以下に記載されるように、このような処方
物は、治療目的のために特に有用である。当業者は、標的細胞においてポリヌクレオチド
の発現を達成するための多くの方法が存在すること、および任意の適切な方法が使用され
得ることを理解する。例えば、ポリヌクレオチドがウイルスベクター（例えば、アデノウ
イルス、アデノ随伴ウイルス、レトロウイルスまたはワクシニアウイルスまたは他にポッ
クスウイルス（例えば鳥類ポックスウイルス））に組み込まれ得る。ＤＮＡをこのような
べクターに組み込むための技術は、当業者において周知である。さらにレトロウイルスベ
クターは、選択マーカー（形質導入された細胞の同定または選択を援助するために）につ
いての遺伝子および／またはベクターを標的特異的にするための標的部分（例えば、特定
の標的細胞上のレセプターに対するリガンドをコードする遺伝子）を伝達または組み込み
得る。標的化はまた、当業者において公知の方法により、抗体を使用して達成され得る。
例えば、腫瘍防御および養子免疫療法実験（腫瘍あるいは白血病増殖阻害またはこのよう
な細胞の溶解を実証するため）を実施するために使用され得るＷＴ１陽性腫瘍モデルを樹
立する際の使用のために、そのようなベクター内のｃＤＮＡ構築物を使用して、ヒトまた
は動物細胞株にトランスフェクトし得る。
【００４７】
ポリヌクレオチドについての他の治療的処方物は、コロイド分散系（例えば、高分子複合
体、ナノカプセル、ミクロスフィア、ビーズ）および脂質ベースの系（水中油（ｏｉｌ－
ｉｎ－ｗａｔｅｒ）、エマルジョン、ミセル、混合ミセルおよびリポソームが挙げられる
）を含む。インビトロおよびインビボにおける送達ビヒクルとして使用するために好まし
いコロイド系はリポソームである（すなわち、人工膜小胞）。このような系の調製および
使用は、当該分野において周知である。
【００４８】
（抗体およびそのフラグメント）
本発明は、さらにＷＴ１ポリペプチドに特異的に結合する結合薬剤（例えば、抗体、およ
びその抗原結合フラグメント）を提供する。本明細書中で使用されるように、薬剤がＷＴ
１ポリペプチドと検出可能なレベル（例えば、ＥＬＩＳＡ内）で反応し、類似の条件下で
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、関連しないタンパク質と検出可能に反応しない場合、薬剤は「特異的に結合する」と言
われる。本明細書中で使用される場合、「結合」とは、「複合体」が形成されるような２
つの別々の分子間の非共有結合的会合を言う。結合する能力は、例えは、その複合体の形
成についての結合定数を決定することにより評価され得る。この結合定数は、その複合体
の濃度をその成分濃度の積で除算して得られた値である。一般的に、複合体形成について
の結合定数が約１０3Ｌ／ｍｏｌを超える場合、２つの化合物は、本発明の文脈中におい
て「結合する」と言われる。この結合定数は、当該分野において周知の方法を使用して決
定され得る。
【００４９】
上記の要求を満足する任意の薬剤が結合薬剤となり得る。好ましい実施態様において、結
合薬剤は、抗体であるか、またはその抗原結合フラグメントである。特定の抗体が、例え
ば、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ
）から商業的に入手可能である。あるいは、抗体は、当業者に公知の任意の種々の技術に
より調製され得る。例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ，１９８８を参照のこと。一般的に、抗体は、細胞培養技術により産生さ
れ得、その技術には本明細書中に記載されるようなモノクローナル抗体の産生、または組
換え抗体の産生を可能にするために、適切な細菌細胞宿主または哺乳動物細胞宿主に抗体
遺伝子をトランスフェクトすることによるものが挙げられる。１つの技術において、ポリ
ペプチドを含む免疫原は、初めに任意の広範な種々の哺乳動物に注射される（マウス、ラ
ット、ウサギ、ヒツジまたはヤギ）。この工程において、本発明のポリペプチドは改変を
伴わずに免疫原として作用し得る。あるいは、特に比較的短いポリペプチドに対して、ポ
リペプチドがキャリアタンパク質（例えば、ウシ血清アルブミンまたはキーホールリンペ
ットヘモシアニン）に結合される場合、優れた免疫応答が誘発され得る。この免疫原は、
好ましくは、１つ以上のブースター免疫を組み込んだ予め決定されたスケジュールに従っ
て、動物宿主に注射され、そしてこの動物は定期的に採血される。次いで、このペプチド
に対して特異的なポリクローナル抗体は、そのような抗血清から、例えば適切な固形支持
体と結合されたポリペプチドを使用するアフィニティークロマトグラフィーによって精製
され得る。
【００５０】
目的の抗原性ポリペプチドに対して特異的なモノクローナル抗体が、例えば、Ｋｏｈｌｅ
ｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ（Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：５１１－５１９、１９７
６）の技術およびそのさらに改善された技術を使用して調製され得る。手短に言うと、こ
れらの方法は、所望される特異性（すなわち、目的のポリペプチドとの反応性）を有する
抗体を産生し得る不死細胞株の調製を含む。このような細胞株が、例えば、上記のように
免疫化された動物から得られた脾臓細胞から産生され得る。次いで、この脾臓細胞は、例
えば、ミエローマ細胞融合パートナー（好ましくは、この免疫化された動物と同系である
）との融合により不死化される。種々の融合技術が使用され得る。例えば、脾臓細胞およ
びミエローマ細胞を数分間非イオン性界面活性剤と組み合わせ、次いで、ハイブリッド細
胞の増殖を支持するが、ミエローマ細胞の増殖は支持しない選択培地上に低密度でプレー
トし得る。好ましい選択技術はＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）選
択を使用する。十分な時間（通常、約１～２週間）の後、ハイブリッドのコロニーが観察
される。単一コロニーが選択され、そしてその培養上清が、そのポリペプチドに対する結
合活性について試験される。高い反応性および特異性を有するハイブリドーマが好ましい
。
【００５１】
モノクローナル抗体が、増殖するハイブリドーマコロニーの上清から単離され得る。さら
に、種々の技術（例えば、適切な脊椎動物宿主（例えば、マウス）の腹腔内へのハイブリ
ドーマ細胞株の注入）が、収率を増強するために使用される。次いで、モノクローナル抗
体が腹水または血液から収集され得る。混入物は、従来の技術（例えば、クロマトグラフ
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ィー、ゲルろ過、沈澱および抽出）によって抗体から除去され得る。本発明のポリペプチ
ドは、精製プロセス（例えば、アフィニティークロマトグラフィー工程）において使用さ
れ得る。
【００５２】
特定の実施態様において、抗体の抗原結合フラグメントの使用が好まれ得る。そのような
フラグメントには、Ｆａｂフラグメントが挙げれるが、これは標準的な技術を使用して調
製され得る。手短に言うと、免疫グロブリンが、プロテインＡビーズカラム上のアフィニ
ティークロマトグラフィーにより、ウサギ血清から精製され得（ＨａｒｌｏｗおよびＬａ
ｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓ
ｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、１９８８）、そしてＦａｂフラグメ
ントおよびＦｃフラグメントを産生するためにパパインにより消化され得る。Ｆａｂフラ
グメントおよびＦｃフラグメントが、プロテインＡビーズカラム上のアフィニティークロ
マトグラフィーにより分離され得る。
【００５３】
モノクローナル抗体およびそのフラグメントは、１以上の治療剤に結合され得る。この点
に関して適切な薬剤は、例えば、自己骨髄をインビトロでパージするために使用され得る
、放射性トレーサーおよび化学療法剤を含む。代表的な治療剤は、放射性核種、分化誘導
剤、薬物、毒素、およびそれらの誘導体を含む。好ましい放射性核種は、90Ｙ、123Ｉ、1

25Ｉ、131Ｉ、186Ｒｅ、188Ｒｅ、211Ａｔ、および212Ｂｉを含む。好ましい薬物は、メ
トトレキセート、ならびにピリミジンアナログおよびプリンアナログを含む。好ましい分
化誘導剤は、ホルボールエステルおよび酪酸を含む。好ましい毒素は、リシン、アブリン
、ジフテリア毒素、コレラ毒素、ゲロニン（ｇｅｌｏｎｉｎ）、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
外毒素、Ｓｈｉｇｅｌｌａ毒素、およびアメリカヤマゴボウ抗ウイルスタンパク質を含む
。診断目的については、放射性薬剤の結合が、転移の追跡を容易にするためか、またはＷ
Ｔ１－陽性腫瘍の位置を決定するために、使用され得る。
【００５４】
治療剤は、直接的または間接的（例えば、リンカー基を通じて）のいずれかで、適切なモ
ノクローナル抗体に結合（例えば、共有結合）され得る。薬剤と抗体との間の直接的な反
応は、各々が他方と反応し得る置換基を保有する場合に可能である。例えば、一方に対す
る求核基（例えば、アミノ基またはスルフヒドリル基）は、カルボニル含有基（例えば、
無水物または酸ハライド）と、または他方に対する良好な脱離基（例えば、ハライド）を
含むアルキル基と反応することが可能であり得る。
【００５５】
あるいは、治療剤および抗体をリンカー基を通じて結合させることが所望され得る。リン
カー基は、結合能力を妨害することを回避するために、薬剤から抗体を離すスペーサーと
して機能し得る。リンカー基はまた、薬剤または抗体上の置換基の化学反応性を増大させ
るように働き得、それにより結合効率を増大させる。化学反応性における増大はまた、薬
剤、または薬剤上の官能基の使用を容易にし得るが、これは、そうでなければ可能ではな
い。
【００５６】
種々の二官能性試薬または多官能性試薬（ホモ官能性およびヘテロ官能性の両方）（例え
ば、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬのカタログに記
載されるもの）が、リンカー基として用いられ得ることは、当業者に明らかである。結合
は、例えば、アミノ基、カルボキシル基、スルフヒドリル基または酸化した糖質残基を通
じてもたらされ得る。このような方法論を記載している多数の参考文献（例えば、Ｒｏｄ
ｗｅｌｌらに対する米国特許第４，６７１，９５８号）が存在する。
【００５７】
本発明の免疫結合体の抗体部分を含まないときに治療剤がより強力である場合、細胞中へ
のインタナリゼーションの間またはその際に切断可能であるリンカー基を使用することが
所望され得る。多くの異なる切断可能なリンカー基が、記載されている。これらのリンカ
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ー基からの薬剤の細胞内放出についての機構は、ジスルフィド結合の還元による切断（例
えば、Ｓｐｉｔｌｅｒに対する米国特許第４，４８９，７１０号）、光不安定結合の照射
による切断（例えば、Ｓｅｎｔｅｒらに対する米国特許第４，６２５，０１４号）、誘導
体化されたアミノ酸側鎖の加水分解による切断（Ｋｏｈｎらに対する米国特許第４，６３
８，０４５号）、血清補体媒介加水分解による切断（例えば、Ｒｏｄｗｅｌｌらに対する
米国特許第４，６７１，９５８号）、および酸触媒加水分解による切断（例えば、Ｂｌａ
ｔｔｌｅｒらに対する米国特許第４，５６９，７８９号）を含む。
【００５８】
１よりも多くの薬剤を抗体に結合させることが所望され得る。１つの実施態様では、薬剤
の複数の分子が、１つの抗体分子に結合され得る。別の実施態様では、１よりも多い型の
薬剤が、１つの抗体に結合され得る。特定の実施態様にも関わらず、１よりも多い薬剤を
有する免疫結合体が、種々の様式で調製され得る。例えば、１よりも多い薬剤が、抗体分
子に直接的に結合され得るか、または付着のために複数の部位を提供するリンカーが、使
用され得る。あるいは、キャリアが使用され得る。キャリアは、種々の様式において薬剤
を保有し得、この様式は、直接的かまたはリンカー基を通じてかのいずれかでの共有結合
を含む。適切なキャリアは、アルブミンのようなタンパク質（例えば、Ｋａｔｏらに対す
る米国特許第４，５０７，２３４号）、ペプチドおよびアミノデキストランのようなポリ
サッカリド（Ｓｈｉｈらに対する米国特許第４，６９９，７８４号）を含む。キャリアは
また、非共有結合によってか、またはリポソームビヒクル内でのカプセル化によって薬剤
を保有し得る（例えば、米国特許第４，４２９，００８号および同第４，８７３，０８８
号）。放射性核種薬剤に特異的なキャリアは、放射性ハロゲン化低分子およびキレート化
合物を含む。例えば、米国特許第４，７３５，７９２号は、代表的な放射性ハロゲン化低
分子およびそれらの合成を開示している。放射性核種キレートは、金属、または金属酸化
物、放射性核種を結合するためにドナー原子として窒素原子および硫黄原子を含むキレー
ト化合物を含むキレート化合物から形成され得る。例えば、Ｄａｖｉｓｏｎらに対する米
国特許第４，６７３，５６２号は、代表的なキレート化合物およびそれらの合成を開示し
ている。
【００５９】
抗体および免疫結合体について、種々の投与経路が使用され得る。代表的には、投与は、
静脈内、筋肉内、皮下、または切除された腫瘍のベッドにおいてである。抗体／免疫結合
体の正確な用量は、使用される抗体、腫瘍上の抗原密度、および抗体のクリアランスの速
度に依存して変動することが明らかである。
【００６０】
また、ＷＴ１の免疫原性部分を模倣する抗イディオタイプ抗体が、本明細書中に提供され
る。このような抗体は、周知の技術を使用して、ＷＴ１の免疫原性部分に特異的に結合す
る、抗体、またはその抗原結合フラグメントに対して惹起され得る。ＷＴ１の免疫原性部
分を模倣する抗イディオタイプ抗体は、本明細書中に記載されるように、ＷＴ１の免疫原
性部分に特異的に結合する、抗体、またはその抗原結合フラグメントに結合する抗体であ
る。
【００６１】
（Ｔ細胞）
免疫治療組成物はまた、またはあるいは、ＷＴ１に特異的なＴ細胞を含む。このような細
胞は、一般に、標準的な手順を使用して、インビトロまたはエキソビボで調製され得る。
例えば、Ｔ細胞は、市販の細胞懸濁系（例えば、ＣｅｌｌＰｒｏ　Ｉｎｃ．Ｂｏｔｈｅｌ
ｌ　ＷＡから入手可能なＣＥＰＲＡＴＥTM系）を使用して、哺乳動物（例えば、患者）の
骨髄、末梢血あるいは骨髄または末梢血の画分内に存在し得る（またはそれらから単離さ
れ得る）（米国特許第５，２４０，８５６号；米国特許第５，２１５，９２６号；ＷＯ８
９／０６２８０；ＷＯ９１／１６１１６およびＷＯ９２／０７２４３もまた参照のこと）
。あるいは、Ｔ細胞は、関連しているかまたは関連していない、ヒト、非ヒト動物、細胞
株または培養物に由来し得る。
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【００６２】
Ｔ細胞は、ＷＴ１ポリペプチド、ＷＴ１ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、お
よび／またはＷＴ１ポリペプチドを発現する抗原提示細胞（ＡＰＣ）で刺激され得る。こ
のような刺激は、ＷＴ１ポリペプチドに特異的であるＴ細胞の生成を許容するに十分な条
件下および時間で行われる。好ましくは、ＷＴ１ポリペプチドまたはポリヌクレオチドは
、抗原特異的Ｔ細胞の生成を容易にする、送達ビヒクル（例えば、ミクロスフェア）内に
存在する。簡潔には、Ｔ細胞は、慣用的な技術によって（例えば、末梢血リンパ球のＦｉ
ｃｏｌｌ／Ｈｙｐａｑｕｅ密度勾配遠心分離によって）、患者または関連しているかもし
くは関連していないドナーから単離され得、ＷＴ１ポリペプチドとインキュベートされる
。例えば、Ｔ細胞は、ＷＴ１ポリペプチド（例えば、５μｇ～２５μｇ／ｍｌ）または匹
敵する量のＷＴ１ポリペプチドを合成している細胞とともに、３７℃で２～９日間（代表
的には４日間）インビトロでインキュベートされ得る。コントロールとして働くＷＴ１ポ
リペプチドの非存在下で、Ｔ細胞サンプルの別々のアリコートをインキュベートすること
が所望され得る。
【００６３】
Ｔ細胞は、このＴ細胞がＷＴ１ポリペプチドでコーティングされているか、またはこのよ
うなポリペプチドをコードする遺伝子を発現している標的細胞を殺傷する場合に、ＷＴ１
ポリペプチドに特異的であるとみなされる。Ｔ細胞の特異性は、任意の種々の標準的な技
術を使用して評価され得る。例えば、クロム放出アッセイまたは増殖アッセイにおいては
、陰性コントロールと比較して、溶解および／または増殖における２倍を超える上昇の刺
激指数は、Ｔ細胞特異性を示す。このようなアッセイは、例えば、Ｃｈｅｎら、Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｒｅｓ．５４：１０６５～１０７０、１９９４に記載されるように行われ得る。あ
るいは、Ｔ細胞の増殖の検出が、種々の公知の技術によって達成され得る。例えば、Ｔ細
胞増殖は、ＤＮＡ合成の上昇した速度を測定することによって（例えば、トリチウム化チ
ミジンでＴ細胞の培養物をパルス標識し、そしてＤＮＡ中に取り込まれたトリチウム化チ
ミジンの量を測定することによって）検出され得る。Ｔ細胞増殖を検出する他の様式は、
インターロイキン－２（ＩＬ－２）産生、Ｃａ2+フラックス、または色素（例えば、３－
（４，５－ジメチルチアゾール－２－イル）－２，５－ジフェニル－テトラゾリウム）の
取り込みにおける上昇を測定することを包含する。あるいは、リンホカイン（例えば、イ
ンターフェロンγ）の合成が、測定され得るか、またはＷＴ１ポリペプチドに応答し得る
Ｔ細胞の相対数が、定量され得る。サイトカイン放出（例えば、ＴＮＦまたはＩＦＮ－γ
）のレベルにおける２倍の上昇がＴ細胞活性化を示す標準的なサイトカインアッセイを使
用して測定した場合に、ＷＴ１ポリペプチド（２００ｎｇ／ｍｌ～１００μｇ/ｍｌ、好
ましくは１００ｎｇ／ｍｌ～２５μｇ／ｍｌ））との３～７日間の接触は、Ｔ細胞の増殖
において少なくとも２倍の上昇を生じるはずであり、そして／または上記のような２～３
時間の接触は、Ｔ細胞の活性化を生じるはずである（Ｃｏｌｉｇａｎら、Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第１巻、Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒ
ｓｃｉｅｎｃｅ（Ｇｒｅｅｎｅ　１９９８）を参照のこと）。ＷＴ１特異的Ｔ細胞は、標
準的な技術を使用して拡大され得る。好ましい実施態様において、このＴ細胞は、患者ま
たは関連しているか、もしくは関連していないドナーに由来し、そして刺激および拡大の
後に患者に投与される。
【００６４】
ＷＴ１ポリペプチド、ポリヌクレオチド、またはＷＴ１発現ＡＰＣに応答して活性化され
たＴ細胞は、ＣＤ４+および／またはＣＤ８+であり得る。ＣＤ４+またはＣＤ８+Ｔ細胞の
特異的活性化が、種々の様式で検出され得る。特異的Ｔ細胞活性化を検出するための方法
は、Ｔ細胞の増殖、サイトカイン（例えば、リンホカイン）の産生、または細胞溶解性活
性の生成（すなわち、ＷＴ１に特異的な細胞傷害性Ｔ細胞の生成）を検出することを包含
する。ＣＤ４+Ｔ細胞については、特異的Ｔ細胞活性化を検出するために好ましい方法は
、Ｔ細胞の増殖の検出である。ＣＤ８+細胞については、特異的Ｔ細胞活性化を検出する
ために好ましい方法は、細胞溶解性活性の生成の検出である。
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【００６５】
治療目的については、ＷＴ１ポリペプチド、ポリヌクレオチド、またはＡＰＣに応答して
増殖するＣＤ４+Ｔ細胞またはＣＤ８+Ｔ細胞は、インビトロまたはインビボのいずれかで
数の上では増殖され得る。インビトロでのこのようなＴ細胞の増殖は、種々の様式で達成
され得る。例えば、Ｔ細胞は、Ｔ細胞増殖因子（例えば、インターロイキン－２）、およ
び／またはＷＴ１ポリペプチドを合成する刺激性細胞を添加してか、または添加すること
なく、ＷＴ１ポリペプチドに再び曝露され得る。刺激性細胞の添加は、ＣＤ８+Ｔ細胞応
答を生成する場合に好ましい。Ｔ細胞は、ＷＴ１ポリペプチドでの断続的な再刺激に応答
する特異性を保持することで、インビトロで多数に増殖され得る。簡潔には、一次的なイ
ンビトロ刺激（ＩＶＳ）については、多数のリンパ球（例えば、４×１０7よりも多い）
が、ヒト血清を含む培地を有するフラスコ中に置かれ得る。ＷＴ１ポリペプチド（例えば
、１０μｇ／ｍｌでのペプチド）が、破傷風毒素（例えば、５μｇ／ｍｌ）とともに、直
接的に添加され得る。次いで、これらのフラスコが、インキュベートされ得る（例えば、
３７℃で７日間）。第２のＩＶＳについては、次いで、Ｔ細胞が収集され、そして２～３
×１０7の照射された末梢血単核細胞を有する新しいフラスコ中に置かれる。ＷＴ１ポリ
ペプチド（例えば、１０μｇ／ｍｌ）が、直接的に添加される。これらのフラスコが、３
７℃で７日間インキュベートされる。第２のＩＶＳの２日および４日後に、２～５ユニッ
トのインターロイキン－２（ＩＬ－２）が、添加され得る。第３のＩＶＳについては、Ｔ
細胞は、ウェル中に置かれ得、そしてこのペプチドでコーティングされた、個体独自のＥ
ＢＶ形質転換Ｂ細胞で刺激され得る。ＩＬ－２が、各々の周期の２日目および４日目に添
加され得る。これらの細胞が特異的な細胞傷害性Ｔ細胞であることが示されるとすぐに、
これらは、２、４および６日目により多いＩＬ－２（２０ユニット）を用いて、１０日の
刺激周期を使用して拡大され得る。
【００６６】
あるいは、ＷＴ１ポリペプチドの存在下で増殖する１以上のＴ細胞が、クローニングによ
って、数の上で拡大され得る。細胞をクローニングするための方法は、当該分野において
公知であり、そして限界希釈を含む。応答性Ｔ細胞は、密度勾配遠心分離およびヒツジ赤
血球細胞ロゼッティングにより感作された患者の末梢血から精製され得、そして照射され
た自己充填細胞（ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ　ｆｉｌｌｅｒ　ｃｅｌｌ）の存在下で名目上の
抗原で刺激することによって培養物中で樹立され得る。ＣＤ４+Ｔ細胞株を生成するため
に、ＷＴ１ポリペプチドが、抗原性刺激として使用され、そしてエプスタイン－バーウイ
ルスでの感染により不死化された自己末梢血リンパ球（ＰＢＬ）またはリンパ芽球腫細胞
株（ＬＣＬ）は、抗原提示細胞として使用される。ＣＤ８+Ｔ細胞株を生成するために、
ＷＴ１ポリペプチドを産生する発現ベクターでトランスフェクトされた自己抗原提示細胞
が、刺激性細胞として使用され得る。樹立されたＴ細胞株は、１×１０6の照射されたＰ
ＢＬ細胞またはＬＣＬ細胞および組換えインターロイキン－２（ｒＩＬ－２）（５０Ｕ／
ｍｌ）を有する９６ウェル平底プレートにおける１ウェルあたり０．５の細胞の頻度で、
刺激されたＴ細胞をプレートすることによって抗原刺激の２～４日後にクローニングされ
得る。樹立されたクローン増殖を有するウェルは、最初のプレーティングのおよそ２～３
週間あとに同定され、そして自己抗原提示細胞の存在下で適切な抗原で再刺激され、次い
で続いて、抗原刺激の２～３日後での低用量のｒＩＬ２（１０Ｕ／ｍｌ）の添加によって
拡大され得る。Ｔ細胞クローンは、およそ２週間毎の抗原およびｒＩＬ２での定期的な再
刺激によって２４ウェルプレートにおいて維持され得る。
【００６７】
特定の実施態様では、同種異系Ｔ細胞が、インビボおよび／またはインビトロでプライム
され得る（すなわち、ＷＴ１に感作される）。このようなプライミングは、ＷＴ１ポリペ
プチド、このようなポリペプチドをコードするポリヌクレオチドまたはこのようなポリペ
プチドを産生する細胞と、Ｔ細胞とを、Ｔ細胞をプライムすることを許容する条件下およ
び時間で、接触させることによって達成され得る。一般に、Ｔ細胞は、例えば、本明細書
中に記載される標準的な増殖、クロム放出および／またはサイトカイン放出アッセイによ
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り測定されるように、ＷＴ１ポリペプチドとの接触がＴ細胞の増殖および／または活性化
を生じる場合に、プライムされるとみなされる。陰性コントロールと比較して、増殖また
は溶解における２倍よりも大きい上昇、およびサイトカインレベルにおける３倍よりも大
きい上昇の刺激指数は、Ｔ細胞特異性を示す。インビトロでプライムされた細胞は、例え
ば、骨髄移植において、またはドナーリンパ球注入として、用いられ得る。
【００６８】
（薬学的組成物およびワクチン）
特定の局面において、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、抗体および／またはＴ細胞が、
薬学的組成物またはワクチンに組み込まれ得る。あるいは、薬学的組成物は、ＷＴ１ポリ
ヌクレオチドでトランスフェクトされた抗原提示細胞（例えば、樹状細胞）を含み得、こ
の結果、この抗原提示細胞は、ＷＴ１ポリペプチドを発現する。薬学的組成物は、１以上
のこのような化合物または細胞、および薬理学的に受容可能なキャリアまたは賦形剤を含
む。特定のワクチンは、１以上のそのような化合物または細胞、および非特異的免疫応答
エンハンサー（例えば、アジュバントまたはリポソーム（これらの中に化合物が取り込ま
れる））を含み得る。薬学的組成物およびワクチンは、送達系（例えば、米国特許第４，
８９７，２６８号および同第５，０７５，１０９号に開示される生分解性ミクロスフェア
のような）をさらに含み得る。本発明の範囲内の薬学的組成物およびワクチンはまた、生
物学的に活性または不活性であり得る、他の化合物を含み得る。
【００６９】
特定の実施態様において、薬学的組成物およびワクチンは、患者（例えば、ヒト）におい
てＷＴ１ポリペプチドに特異的なＴ細胞応答を誘発するように設計される。一般的に、Ｔ
細胞応答は、比較的短いポリペプチド（例えば、ネイティブＷＴ１ポリペプチドの２３未
満の連続アミノ酸残基、好ましくは４～１６の連続残基、より好ましくは、８～１６の連
続残基、およびなおより好ましくは、８～１０の連続残基を含む）を介して支持され得る
。あるいは、またはさらに、ワクチンは、Ｔ細胞応答を優先的に増強する非特異的免疫応
答エンハンサーを含み得る。換言すると、この免疫応答エンハンサーは、ＷＴ１ポリペプ
チドに対するＴ細胞応答のレベルを、抗体応答が増強される量より比例的により多い量に
増強し得る。例えば、標準的なオイルベースのアジュバント（例えば、ＣＦＡ）と比較す
る場合、Ｔ細胞応答を優先的に増強する免疫応答エンハンサーは、ＷＴ１ネガティブコン
トロール細胞株に比べて増殖性Ｔ細胞応答を少なくとも２倍、溶解性応答を少なくとも１
０％、および／またはＴ細胞の活性化を少なくとも２倍増強し得るが、抗体応答を検出可
能に増強しない。ＷＴ１ポリペプチドに対するＴ細胞応答または抗体応答が増強される量
は、一般的に、当該分野で公知の任意の代表的技術（例えば、本明細書中に提供される技
術）を使用して決定され得る。
【００７０】
薬学的組成物またはワクチンは、上記のようなポリペプチドの１以上をコードするＤＮＡ
を含み得、その結果、このポリペプチドはインサイチュで生成される。上記のように、Ｄ
ＮＡは、当業者に公知の種々の送達系のいずれかの中に存在し得、これらの送達系として
は、核酸発現系、細菌発現系およびウイルス発現系ならびに哺乳動物発現系が挙げられる
。適切な核酸発現系は、患者における発現に必要なＤＮＡ配列、ｃＤＮＡ配列またはＲＮ
Ａ配列（例えば、適切なプロモーターおよび終結シグナル）を含む。細菌送達系は、細菌
（例えば、Ｂａｃｉｌｌｕｓ－Ｃａｌｍｅｔｔｅ－Ｇｕｅｒｒｉｎ）の投与を含み、その
細菌は、その細胞表面上でポリペプチドの免疫原性部分を発現する。好ましい実施態様に
おいて、ＤＮＡは、ウイルス発現系（例えば、ワクシニアウイルスまたは他のポックスウ
イルス、レトロウイルス、あるいはアデノウイルス）を使用して導入され得、これらの発
現系は、非病原性（欠損性）の複製コンピテントなウイルスの使用を含み得る。このよう
な発現系にＤＮＡを組み込むための技術は、当業者に周知である。このＤＮＡはまた、例
えば、Ｕｌｍｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５９：１７４５－１７４９、１９９３に記載さ
れ、そしてＣｏｈｅｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５９：１６９１－１６９２、１９９３に総説
されるように、「裸」であり得る。裸のＤＮＡの取り込みは、生分解性ビーズ上にこのＤ
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ＮＡをコートすることによって増加され得、このビーズは、細胞に効率的に輸送される。
【００７１】
上記のように、薬学的組成物またはワクチンは、ＷＴ１ポリペプチドを発現する抗原提示
細胞を含み得る。治療目的のために、本明細書中に記載されるように、抗原提示細胞は、
好ましくは、自己の樹状細胞である。このような細胞は、Ｒｅｅｖｅｓら、Ｃａｎｃｅｒ
　Ｒｅｓ．５６：５６７２－５６７７，１９９６；Ｔｕｔｉｎｇら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．１６０：１１３９－１１４７，１９９８；およびＮａｉｒら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌ．１６：３６４－３６９，１９９８に記載のような、標準的な技術を使用し
て調製およびトランスフェクトされ得る。抗原提示細胞の表面上のＷＴ１ポリペプチドの
発現は、本明細書中に記載のような、インビトロ刺激および標準的な増殖、ならびにクロ
ム放出アッセイによって確証され得る。
【００７２】
当業者に公知の任意の適切なキャリアは、本発明の薬学的組成物において使用され得るが
、キャリアの型は、投与形態に依存して変化する。本発明の組成物は、任意の適切な投与
形式（例えば、局所的投与、経口投与、経鼻投与、静脈内投与、頭蓋内投与、腹腔内投与
、皮下投与または筋肉内投与を含む）について処方され得る。非経口投与（例えば、皮下
注射）のために、キャリアは、好ましくは、水、生理食塩水、アルコール、脂肪、ワック
スまたは緩衝液を含む。経口投与のために、上記のキャリアのいずれか、または固体キャ
リア（例えば、マンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、サッ
カリンナトリウム、タルク、セルロース、グルコース、スクロース、および炭酸マグネシ
ウム）が、使用され得る。生分解性ミクロスフェア（例えば、ポリ乳酸ポリグリコール酸
）もまた、本発明の薬学的組成物のためにキャリアとして使用され得る。特定の局所適用
のために、周知の成分を使用するクリームまたはローションのような処方物が、好ましい
。
【００７３】
このような組成物はまた、緩衝液（例えば、中性の緩衝化生理食塩水またはリン酸緩衝化
生理食塩水）、炭水化物（例えば、グルコース、マンノース、スクロースまたはデキスト
ラン）、マンニトール、タンパク質、ポリペプチドまたはアミノ酸（例えば、グリシン）
、抗酸化剤、キレート剤（例えば、ＥＤＴＡまたはグルタチオン）、アジュバント（例え
ば、水酸化アルミニウム）および／または保存剤を含み得る。あるいは、本発明の組成物
は、凍結乾燥物として処方され得る。化合物はまた、周知の技術を使用してリポソーム内
にカプセル化され得る。
【００７４】
任意の種々の非特異的免疫応答エンハンサー（例えば、アジュバント）が、本発明のワク
チンにおいて使用され得る。多くのアジュバントは、迅速な異化から抗原を保護するよう
に設計された物質（例えば、水酸化アルミニウムまたは鉱油）、および免疫応答の刺激物
質（例えば、リピドＡ、Ｂｏｒｔａｄｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓまたはＭｙｃｏｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ誘導タンパク質）を含む。適切な非特異的免
疫応答エンハンサーとしては、以下が挙げられる：ミョウバンベースのアジュバント（例
えば、Ａｌｈｙｄｒｏｇｅｌ、Ｒｅｈｙｄｒｏｇｅｌ、リン酸アルミニウム、Ａｌｇａｍ
ｍｕｌｉｎ、水酸化アルミニウム）；オイルベースのアジュバント（フロイントアジュバ
ント（ＦＡ）、Ｓｐｅｃｏｌ、ＲＩＢＩ、ＴｉｔｅｒＭａｘ、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳ
Ａ５０またはＳｅｐｐｉｃ　ＭＯＮＴＡＮＩＤＥ　ＩＳＡ　７２０）；サイトカイン（例
えば、ＧＭ－ＣＳＦまたはＦｌａｔ３リガンド）；ミクロスフェア；非イオン性ブロック
コポリマーベースのアジュバント；ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロミド（ＤＤ
Ａ）ベースのアジュバントＡＳ－１、ＡＳ－２（Ｓｍｉｔｈ　Ｋｌｉｎｅ　Ｂｅｅｃｈａ
ｍ）；Ｒｉｂｉ　Ａｄｊｕｖａｎｔ系ベースのアジュバント：ＱＳ２１（Ａｑｕｉｌａ）
；サポニンベースのアジュバント（粗サポニン、サポニンＱｕｉｌ　Ａ）；ムラミルジペ
プチド（ＭＤＰ）ベースのアジュバント（例えば、ＳＡＦ（微小流動体化（ｍｉｃｒｏｆ
ｌｕｉｄｉｚｅｄ）形態のＳｙｎｔｅｘアジュバント（ＳＡＦ－ｍ）））；ジメチルジオ
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クタデシルアンモニウムブロミド（ＤＤＡ）；ヒト補体ベースのアジュバントｍ．ｖａｃ
ｃａｅおよび誘導体；免疫刺激複合体（ｉｓｃｏｍ）ベースのアジュバント；不活性化毒
素；および弱毒化した感染因子（例えば、Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）。
【００７５】
上記のように、特定の実施態様において、免疫応答エンハンサーは、ＷＴ１ポリペプチド
に対するＴ細胞応答（例えば、ＣＤ４+および／またはＣＤ８+）を優先的に誘発または増
強する、それらの能力について選択される。このような免疫応答エンハンサーは、当該分
野で周知であり、そしてこれには、以下が挙げられる（しかし、これらに限定されない）
：Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ５０、Ｓｅｐｐｉｃ　ＭＯＮＴＡＮＩＤＥ　ＩＳＡ　７２
０、サイトカイン（例えば、ＧＭ－ＣＳＦまたはＦｌａｔ３リガンド）、ミクロスフェア
、ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロミド（ＤＤＡ）ベースのアジュバント、ＡＳ
－１（Ｓｍｉｔｈ　Ｋｌｉｎｅ　Ｂｅｅｃｈａｍ）、ＡＳ－２（Ｓｍｉｔｈ　Ｋｌｉｎｅ
　Ｂｅｅｃｈａｍ）、Ｒｉｂｉ　Ａｄｊｕｖａｎｔ系ベースのアジュバント、ＱＳ２１（
Ａｑｕｉｌａ）、サポニンベースのアジュバント（粗サポニン、サポニンＱｕｉｌ　Ａ）
、微小流動体化形態のＳｙｎｔｅｘアジュバント（ＳＡＦ－ｍ）、ＭＶ、ｄｄＭＶ（Ｇｅ
ｎｅｓｉｓ）、免疫刺激複合体（ｉｓｃｏｍ）ベースのアジュバントおよび不活性化毒素
。
【００７６】
本明細書中に記載される組成物およびワクチンは、徐放性処方物（すなわち、投与後に化
合物の緩やかな放出をもたらす、カプセルまたはスポンジのような処方物）の一部として
投与され得る。このような処方物は、一般的に、周知の技術を使用して調製され得、そし
て例えば、経口、直腸または皮下の埋め込みによるか、または所望の標的部位への埋め込
みによって投与され得る。徐放性処方物は、ポリペプチド、ポリヌクレオチド、抗体また
は細胞を含み得、これらは、キャリアマトリックス中に分散されるか、そして／または速
度制御性の膜に囲まれたリザーバ内に含まれる。このような処方物内での使用のためのキ
ャリアは、生体適合性であり、そしてまた生分解性であり得；好ましくは、処方物は、比
較的一定レベルの活性成分の放出を提供する。徐放性処方物内に含まれる活性化合物の量
は、埋め込み部位、速度および予想される放出時間、ならびに処置または予防されるべき
状態の性質に依存する。
【００７７】
（悪性疾患の治療）
本発明のさらなる局面において、本明細書中に記載の組成物およびワクチンは、悪性疾患
（例えば、進行性または転移性の疾患、あるいは小さい腫瘍負荷（例えば、最小の残留性
疾患）によって特徴付けられる疾患）の発症を阻害するために使用され得る。一般的に、
このような方法は、ＷＴ１発現に関連する疾患を予防、遅延または処置するために使用さ
れ得る。換言すると、本明細書中に提供される治療方法は、既存のＷＴ１関連疾患を処置
するために使用され得るか、あるいは疾患を有さない患者において、またはＷＴ１発現に
未だ関連付けられていない疾患に罹患している患者において、このような疾患の発症を予
防または遅延させるために使用され得る。
【００７８】
本明細書中で使用される場合、疾患の経過の間のいくつかの時点で疾患細胞（例えば、腫
瘍細胞）が、その同じ組織の正常細胞より高レベルでＷＴ１ポリペプチドを検出可能に生
成する場合、その疾患は、「ＷＴ１発現に関連する」。ＷＴ１発現の悪性疾患との関連は
、ＷＴ１が腫瘍上に存在することを必要としない。例えば、ＷＴ１の過剰発現は、腫瘍の
開始に関連し得るが、そのタンパク質の発現は、その後消失し得る。あるいは、ＷＴ１発
現の増加によって特徴付けられない悪性疾患は、後の時点で、ＷＴ１発現の増加によって
特徴付けられる疾患に進行し得る。従って、疾患細胞が、増加レベルのＷＴ１を先に発現
したか、現在発現するか、または後に発現することが予想される任意の悪性疾患は、「Ｗ
Ｔ１発現に関連する」するとみなされる。
【００７９】
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免疫治療は、任意の種々の技術を使用して実行され得、ここで、本明細書中に提供される
化合物または細胞は、患者からＷＴ１発現細胞を除去するように機能する。このような除
去は、ＷＴ１またはＷＴ１を発現する細胞に特異的な患者における免疫応答を増強または
誘導する結果として生じ得る。あるいは、ＷＴ１発現細胞は、エキソビボで除去され得る
（例えば、自己骨髄、末梢血、あるいは骨髄または末梢血の画分の処置によって）。骨髄
または末梢血の画分は、当該分野の任意の標準的技術を使用して得られ得る。
【００８０】
このような方法において、薬学的組成物およびワクチンは、患者に投与され得る。本明細
書中で使用される場合、「患者」とは、任意の温血動物（好ましくは、ヒト）をいう。患
者は、悪性疾患に罹患していてもよいし、していなくてもよい。従って、上記の薬学的組
成物およびワクチンは、疾患の発生を予防するために（すなわち、予防的に）使用され得
るか、または疾患に罹患した患者を処置するために（例えば、既存の疾患の進行および／
または転移を、予防または遅延させるために）使用され得る。疾患に罹患した患者は、最
小の残留性疾患（例えば、完全または部分的寛解における白血病患者中の低い腫瘍負荷、
または外科的な放射線療法および／または化学療法後の腫瘍負荷の減少後の癌患者）を有
し得る。このような患者は、再発を阻害するために免疫化され得る（すなわち、再発を予
防または遅延させるか、あるいは再発の重篤度を低下させる）。特定の好ましい実施態様
において、患者は、白血病（例えば、ＡＭＬ、ＣＭＬ、ＡＬＬまたは幼少期ＡＬＬ）、脊
髄形成異常症候群（ＭＤＳ）または癌（例えば、胃腸癌、肺癌、甲状腺癌または乳癌、あ
るいは黒色腫）に罹患し、ここで、白血病の癌は、ＷＴ１陽性（すなわち、本明細書中に
提供されるような、抗ＷＴ１抗体と検出可能に反応するか、または本明細書中に記載され
るように、ＲＴ－ＰＣＲによって検出可能なレベルでＷＴ１　ｍＲＮＡを発現する）か、
またはＷＴ１発現細胞に対する自己免疫疾患に罹患する。
【００８１】
本明細書中に提供される組成物は、単独か、あるいは手術、照射、化学療法および／また
は骨髄移植（自己、同系、同種異系または無関係の）のような従来の治療レジメンと組み
合わせて使用され得る。以下により詳細に議論されるように、本明細書中に提供される結
合剤およびＴ細胞は、自己性の幹細胞をパージするために使用され得る。このようなパー
ジング（ｐｕｒｇｉｎｇ）は、例えば、骨髄移植あるいは血液またはその成分の輸血の前
に有益であり得る。本明細書中に提供される結合剤、Ｔ細胞、抗原提示細胞（ＡＰＣ）お
よび組成物は、さらに、インビトロおよび／またはインビボで、自己、同系、同種異系ま
たは無関係のＷＴ１特異的Ｔ細胞を、拡大および刺激（または初回刺激）するために使用
され得る。このようなＷＴ１特異的Ｔ細胞は、例えば、ドナーリンパ球注入において使用
され得る。
【００８２】
投与の経路および頻度、ならびに投薬量は、個体間で変化し、そして標準的な技術を使用
して容易に確立され得る。一般的に、薬学的組成物およびワクチンは、注射によって（例
えば、皮内、筋肉内、静脈内または皮下）か、鼻内（例えば、吸入によって）にか、また
は経口的に投与され得る。いくつかの腫瘍において、薬学的組成物またはワクチンは、局
所的に（例えば、直腸鏡検査（ｒｅｃｔｏｃｏｌｏｓｃｏｐｙ）、胃鏡検査、ビデオ内視
鏡検査（ｖｉｄｅｏｅｎｄｏｓｃｏｐｙ）、血管造影または当該分野で公知の他の方法に
よって）投与され得る。好ましくは、１～１０用量が、５２週の期間にわたって投与され
得る。好ましくは、６用量が、１ヶ月間隔で投与され、そしてブースターワクチン接種が
、その後定期的に与えられ得る。代替的プロトコルは、個々の患者に適切であり得る。適
切な用量は、上記のように投与される場合に、基底（すなわち、未処置）レベルより少な
くとも１０～５０％大きい、抗腫瘍免疫応答を促進し得る化合物の量である。このような
応答は、患者における抗腫瘍抗体を測定することによってか、またはインビトロで患者の
腫瘍細胞を殺傷し得る細胞溶解性エフェクター細胞のワクチン依存性の生成によってモニ
ターされ得る。このようなワクチンはまた、非ワクチン接種患者と比較した場合に、ワク
チン接種した患者において改善された臨床結果（例えば、より頻繁な完全または部分的寛
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解、あるいはより長い無疾患および／または全体敵生存）を導く免疫応答を引き起こし得
るべきである。一般的に、１以上のポリペプチドを含む薬学的組成物およびワクチンにつ
いて、１用量に存在する各ポリペプチドの量は、約１００μｇ～５ｍｇの範囲である。適
切な用量サイズは、患者のサイズに伴って変化するが、代表的には、約０．１ｍＬ～５ｍ
Ｌの範囲である。
【００８３】
一般的には、適切な投薬量および治療レジメは、治療的および／または予防的利点を提供
するに十分な量で活性な化合物を提供する。このような応答は、改善された臨床的な結果
（例えば、より頻繁な完全または部分的寛解、またはより長く疾患がないこと、および／
もしくは全体的な生存）を達成することによって、処置されていない患者と比較して処置
された患者においてモニターされ得る。前から存在するＷＴ１に対する免疫応答の増加は
、一般的に、改善された臨床的な結果と相関する。このような免疫応答は、一般的に、標
準的な増殖、細胞毒性、またはサイトカインアッセイを使用して評価され得る。これらは
、処置の前後に患者から得られたサンプルを使用して実行され得る。
【００８４】
さらなる局面において、ＷＴ１発現と関連する悪性疾患の発症を阻害するための方法は、
上記のように、ＷＴ１ポリペプチドまたはＷＴ１発現ＡＰＣに対する応答において活性化
された自系のＴ細胞の投与を包含する。このようなＴ細胞は、ＣＤ４+および／またはＣ
Ｄ８+であり得、そして上記のように増殖され得る。Ｔ細胞は、悪性疾患の発症を阻害す
るに有効な量で個体に投与され得る。代表的には、約１×１０9～１×１０11Ｔ細胞／Ｍ2

が、静脈内、腔内、または切除された腫瘍のベッド中で投与される。細胞の数および投与
の頻度が患者の応答に依存することは、当業者に明白である。
【００８５】
特定の実施態様において、Ｔ細胞は、自系の骨髄移植の前に刺激され得る。このような刺
激は、インビボまたはインビトロで生じ得る。インビトロの刺激については、患者から得
られた骨髄および／または末梢血（または骨髄もしくは末梢血の画分）は、上記のような
Ｔ細胞の刺激を可能にするに十分な条件下および時間の間、ＷＴ１ポリペプチド、ＷＴ１
ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、および／またはＷＴ１ポリペプチドを発現
するＡＰＣと接触され得る。次いで、骨髄、末梢血幹細胞、および／またはＷＴ１特異的
Ｔ細胞は、標準的な技術を使用して患者に投与され得る。
【００８６】
関連する実施態様において、関連するドナーまたは関連しないドナーのＴ細胞は、同系ま
たは同種異系の（関連するかまたは関連しない）骨髄移植の前に刺激され得る。このよう
な刺激は、インビボまたはインビトロで起こり得る。インビトロの刺激については、関連
するドナーまたは関連しないドナーから得られた骨髄および／または末梢血（または骨髄
もしくは末梢血の画分）は、上記のようなＴ細胞の刺激を可能にするに十分な条件下およ
び時間の間、ＷＴ１ポリペプチド、ＷＴ１ポリヌクレオチド、および／またはＷＴ１ポリ
ペプチドを発現するＡＰＣと接触され得る。次いで、骨髄、末梢血幹細胞、および／また
はＷＴ１特異的Ｔ細胞は、標準的な技術を使用して患者に投与され得る。
【００８７】
他の実施態様において、本明細書中に記載されるＷＴ１特異的Ｔ細胞は、自系の骨髄、末
梢血、または骨髄もしくは末梢血の画分（例えば、患者への投与前のＣＤ３４+富化末梢
血）からＷＴ１を発現する細胞を取り除くために使用され得る。このような方法は、ＷＴ
１を発現する細胞を、骨髄または末梢血中での骨髄細胞またはリンパ細胞の総数に対して
１０％未満まで、好ましくは５％未満まで、そしてより好ましくは１％未満までの減少さ
せることを可能にするに十分な条件下で、またはそれを可能にするに十分な時間、骨髄ま
たはＰＢをそのようなＴ細胞と接触されることによって実行され得る。このような細胞が
取り除かれた程度は、例えば、定性的および定量的ＰＣＲ分析、形態学、免疫組織化学、
およびＦＡＣＳ分析のような標準的な方法によって容易に決定され得る。次いで、骨髄ま
たはＰＢ（またはそれらの画分）は、標準的な技術を使用して、患者に投与され得る。
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【００８８】
（診断的方法）
本発明はさらに、ＷＴ１発現と関連する悪性疾患を検出するための方法、およびそのよう
な疾患のための免疫または治療の有効性をモニタリングするための方法を提供する。この
ような方法は、ＷＴ１タンパク質に特異的な免疫応答がこのような疾患に罹患した患者に
おいて検出され得、そしてこのような免疫応答を増強する方法は、予防的または治療的利
点を提供し得るという、本発明における発見に基づく。
【００８９】
ＷＴ１発現に関連する悪性疾患の存在または非存在を決定するために、患者は、ＷＴ１に
特異的なＴ細胞のレベルについて試験され得る。特定の方法において、患者から単離され
たＣＤ４+および／またはＣＤ８+Ｔ細胞を含む生物学的サンプルは、ＷＴ１ポリペプチド
、ＷＴ１ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、および／またはＷＴ１ポリペプチ
ドを発現するＡＰＣとともにインキュベートされ得、そして本明細書中に記載されるよう
に、Ｔ細胞の特異的活性化の存在または非存在が検出される。適切な生物学的サンプルに
は、単離されたＴ細胞が含まれるが、これには限定されない。例えば、Ｔ細胞は、慣用的
な技術によって（例えば、末梢血リンパ球のＦｉｃｏｌｌ／Ｈｙｐａｑｕｅ密度勾配遠心
分離によって）患者から単離され得る。Ｔ細胞は、インビトロで、ＷＴ１ポリペプチド（
例えば、５～２５μｇ／ｍｌ）と３７℃で、２～９日間（代表的には４日間）インキュベ
ートされ得る。コントロールとして機能するために、ＷＴ１ポリペプチドの非存在下でＴ
細胞サンプルの別のアリコートをインキュベートさせることが所望され得る。ＣＤ４+Ｔ
細胞については、活性化は、好ましくはＴ細胞の増殖を評価することによって検出される
。ＣＤ８+Ｔ細胞については、活性化は、好ましくは細胞溶解活性を評価することによっ
て検出される。疾患を有しない患者における、少なくとも２倍多い増殖のレベルおよび／
または少なくとも２０％多い細胞溶解性活性のレベルは、ＷＴ１発現に関連する悪性疾患
の存在を示す。増殖のレベルおよび／または細胞溶解性活性と、治療に対する予想された
応答との間のさらなる相関は、当該分野で周知の方法を用いて作製され得る。特に、より
高い抗体応答、増殖応答、および／または溶解性応答を示す患者は、治療に対するより高
い応答を示すことが予測され得る。
【００９０】
他の方法において、患者から得られた生物学的サンプルは、ＷＴ１に特異的な抗体のレベ
ルについて試験される。生物学的サンプルは、免疫複合体を形成するに十分な条件下およ
び時間の間、ＷＴ１ポリペプチド、ＷＴ１ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、
および／またはＷＴ１ポリペプチドを発現するＡＰＣとともにインキュベートされる。次
いで、ＷＴ１ポリペプチドに特異的に結合する生物学的サンプル中でＷＴ１ポリペプチド
と抗体との間に形成された免疫複合体が、検出される。このような方法における使用のた
めの生物学的サンプルは、抗体を含むことが予想される患者から得られた任意のサンプル
であり得る。適切な生物学的サンプルには、血液、血清、腹水、骨髄、胸水、および脳脊
髄液を含む。
【００９１】
生物学的サンプルは、ポリペプチドと、ＷＴ１に特異的な抗体との間で免疫複合体を形成
するに十分な条件下および時間の間、反応混合液中で、ＷＴ１ポリペプチドとともにイン
キュベートされる。例えば、生物学的サンプルおよびＷＴ１ポリペプチドは、４℃で２４
～３８時間インキュベートされ得る。
【００９２】
インキュベーション後、反応混合液は、免疫複合体の存在について試験される。ＷＴ１ポ
リペプチドと、生物学的サンプル中に存在する抗体との間に形成された免疫複合体の検出
は、種々の公知の技術（例えば、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）および酵素結合免疫吸
着検定法（ＥＬＩＳＡ））によって達成され得る。適切なアッセイは、当該分野で周知で
あり、そして科学文献および特許文献に十分に記載される（例えば、Ｈａｒｌｏｗおよび
Ｌａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ
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　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９８８）。使用され得るアッ
セイには、以下が含まれるがこれらに限定されない：Ｄａｖｉｄら（米国特許第４，３７
６，１１０号）の二重モノクローナル抗体サンドウィッチイムノアッセイ技術；モノクロ
ーナル－ポリクローナル抗体サンドウィッチアッセイ（Ｗｉｄｅら、Ｋｉｒｋｈａｍおよ
びＨｕｎｔｅｒ編，Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｍａｔｈｏｄｓ，Ｅ．ａｎｄ　
Ｓ．Ｌｉｖｉｎｇｓｔｏｎｅ，Ｅｄｉｎｂｕｒｇｈ，１９７０）；Ｇｏｒｄｏｎらの「ｗ
ｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ」法（米国特許第４，４５２，９０１号）；標識したリガンドの
免疫沈降（Ｂｒｏｗｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５５：４９８０－４９８３，１９
８０）；例えば、ＲａｉｎｅｓおよびＲｏｓｓ（Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２５７：５１
５４－５１６０，１９８２）によって記載される酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）
；蛍光色素の使用を含む免疫細胞化学技術（Ｂｒｏｏｋｓら、Ｃｌｉｎ，Ｅｘｐ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．３９：４７７，１９８０）；および活性の中和（Ｂｏｗｅｎ－Ｐｏｐｅら、Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８１；２３９６－２４００，１９８４）
。他のイムノアッセイには以下の米国特許に記載されるものが含まれるが、これらに限定
されない：米国特許第３，８１７，８２７号；同第３，８５０，７５２号；同第３，９０
１，６５４号；同第３，９３５，０７４号；同第３，９８４，５３３号；同第３，９９６
，３４５号；同第４，０３４，０７４号；および同第４，０９８，８７６号。
【００９３】
検出目的のために、ＷＴ１ポリペプチドは、標識されるか、または標識されないかのいず
れかであり得る。標識されないＷＴ１ポリペプチドは、凝集アッセイにおいて、または免
疫複合体に結合する標識された検出試薬（例えば、ＷＴ１ポリペプチドに特異的に結合す
る抗体に結合し得る、抗免疫グロブリン、プロテインＧ、プロテインＡ、もしくはレクチ
ンおよび二次抗体、またはそれらの抗原結合フラグメント）と組み合わせて使用され得る
。ＷＴ１ポリペプチドが標識される場合、レポーター基は、当該分野で公知の、任意の適
切なレポーター基であり得、これらは、放射性同位元素、蛍光基、発光基、酵素、ビオチ
ン、および色素粒子であり得る。
【００９４】
特定のアッセイにおいて、標識していないＷＴ１ポリペプチドは、固体支持体上に固定化
される。この固体支持体は、ポリペプチドが結合され得る、当業者にとって公知の任意の
物質であり得る。例えば、この固体支持体は、マイクロタイタープレート中の試験ウェル
またはニトロセルロースもしくは他の適切なメンブレンであり得る。あるいは、その支持
体は、ビーズまたはディスク（例えば、ガラス、ガラス繊維、ラテックス、または、ポリ
スチレンもしくはポリビニルクロライドのようなプラスチック材料）であり得る。この支
持体はまた、磁気粒子または光ファイバーセンサー（例えば、米国特許第５，３５９，６
８１号に開示されるもののような）であり得る。ポリペプチドは、特許文献および科学文
献に十分に記載される、当業者に公知である種々の技術を用いて、固体支持体上に固定化
され得る。本発明の文脈において、用語「固定化」とは、非共有結合的な結合（例えば、
吸着）および共有結合的な結合（これは、抗原と支持体上の官能基との間の直接的な連結
であり得るか、または架橋剤による連結であり得る）の両方をいう。マイクロタイタープ
レート中のウェルまたはメンブレンへの吸着による固定化が好ましい。このような場合に
おいて、吸着は、適切な緩衝液中で、適切な時間の間、ＷＴ１ポリペプチドを固体支持体
と接触されることによって達成され得る。接触時間は温度によって変動し得るが、代表的
には、約１時間と約１日間との間である。一般的に、プラスチックマイクロタイタープレ
ート（例えば、ポリスチレンまたはポリビニルクロライド）のウェルを、約１０ｎｇ～約
１０μｇ、および好ましくは約１００ｎｇ～約１μｇの量の範囲のポリペプチドと接触さ
せることが、適切な量のポリペプチドを固定化するために十分である。
【００９５】
固定化後に、支持体上の残存するタンパク質結合部位は、代表的にはブロックされる。当
業者に公知である任意の適切なブロッキング剤（例えば、ウシ血清アルブミン、Ｔｗｅｅ
ｎ２０TM（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、熱不活
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化正常ヤギ血清（ＮＧＳ）、またはＢＬＯＴＴＯ（脱脂粉乳の緩衝化溶液であり、これは
また、保存剤、塩、および消泡剤も含む））。次いで、その支持体は、特異的な抗体を含
むことが疑われる生物学的サンプルとともにインキュベートされる。そのサンプルは、巧
みに適用され得るか、または、より頻繁には、それは、通常、少量（重量で０．１％～５
．０％）のタンパク質（例えば、ＢＳＡ、ＮＧＳ、またはＢＬＯＴＴＯ）を含む緩衝溶液
中で希釈され得る。一般的に、適切な接触時間（すなわち、インキュベーション時間）は
、そのような抗体を含むサンプル中でＷＴ１を特異的に結合する抗体の存在を検出するに
十分である時間の間である。好ましくは、その接触時間は、結合した抗体と結合していな
い抗体との間の平衡において達成される、少なくとも約９５％の結合である結合のレベル
を達成するに十分である。当業者は、平衡を達成するに十分な時間が、時間の間にわたっ
て生じる結合のレベルをアッセイすることによって容易に決定され得ることを理解する。
室温においては、約３０分間のインキュベーション時間が一般的に十分である。
【００９６】
次いで、結合していないサンプルは、適切な緩衝液（例えば、０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０
TMを含むＰＢＳ）で固体支持体を洗浄することによって除去され得る。次いで、免疫複合
体を結合し、そしてレポーター基を含む検出試薬が添加され得る。その検出試薬は、結合
抗体を検出するに十分な時間の間、免疫複合体とともにインキュベートされる。適切な時
間の長さは、一般的に、時間の間にわたって生じる結合のレベルをアッセイすることによ
って決定され得る。次いで、結合していない検出試薬が除去され、そして結合した検出試
薬が、レポーター基を用いて検出される。レポーター基を検出するために用いられる方法
は、レポーター基の性質に依存する。放射活性基については、シンチレーション計数また
はオートラジオグラフィー法が一般に適切である。分光学的な方法は、色素、発光基、お
よび蛍光基を検出するために使用され得る。ビオチンは、異なるレポーター基（一般に、
放射活性基もしくは蛍光基、または酵素）に結合されたアビジンを用いて検出され得る。
酵素レポーター基（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、アル
カリホスファターゼ、およびグルコースオキシダーゼ）は、一般に、基質の添加（一般に
、特定の時間の間）によって検出され得、続いて、反応生成物の分光学的分析または他の
分析によって検出され得る。利用される特定の方法に関わらず、バックグラウンド（すな
わち、疾患を有しない個体から得られた生物学的サンプルについて観察されたレベル）よ
りも少なくとも２倍大きい結合した検出試薬のレベルは、ＷＴ１発現に関連する悪性疾患
の存在を示す。
【００９７】
一般的に、免疫または治療の有効性をモニタリングするための方法は、患者におけるＷＴ
１に特異的な抗体またはＴ細胞のレベルの変化をモニタリングする工程を含む。抗体レベ
ルがモニタリングされる方法は、以下の工程を含み得る：（ａ）患者から得られた生物学
的サンプルを、治療および免疫の前に、ＷＴ１ポリペプチドとともにインキュベートする
工程、ここで、このインキュベーションは、免疫複合体が形成するに十分な条件下および
時間の間、行われる；（ｂ）ＷＴ１ポリペプチドと、ＷＴ１ポリペプチドに特異的に結合
する、生物学的サンプル中の抗体との間で形成された免疫複合体を検出する工程；（ｃ）
治療または免疫後の患者から取られた第２の生物学的サンプルを用いて、工程（ａ）およ
び（ｂ）とを反復する工程；ならびに（ｄ）第１および第２の生物学的サンプル中で検出
される免疫複合体の数を比較する工程。あるいは、ＷＴ１ポリペプチドをコードするポリ
ヌクレオチドまたはＷＴ１ポリペプチドを発現するＡＰＣが、ＷＴ１ポリペプチドの代わ
りに利用され得る。このような方法において、ポリヌクレオチドによってコードされるか
、またはＡＰＣによって発現されＷＴ１ポリペプチドと、生物学的サンプル中の抗体との
間の免疫複合体が検出される。
【００９８】
Ｔ細胞活性化および/またはＷＴ１特異的前駆体の数をモニターする方法は、以下の工程
を包含し得る：（ａ）治療または免疫前の患者から得られたＣＤ４＋細胞および／または
ＣＤ８＋細胞を含む第１の生物学的サンプル（例えば、骨髄、末梢血、またはそれらの画
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分）を、ＷＴ１ポリペプチドと共にインキュベートする工程であって、Ｔ細胞の特異的な
活性化、増殖、および／または溶解を可能にするに十分な条件および時間で、このインキ
ュベーションを実施する、工程；（ｂ）Ｔ細胞の活性化、増殖、および／または溶解の量
を検出する工程；（ｃ）ＣＤ４＋　Ｔ細胞および／またはＣＤ８＋　Ｔ細胞を含み、かつ
治療または免疫後の同一患者から採取された第２の生物学的サンプルを使用して、工程（
ａ）および工程（ｂ）を繰り返す工程；ならびに（ｄ）第１の生物学的サンプルおよび第
２の生物学的サンプルにおける、Ｔ細胞の活性化、増殖、および／または溶解の量を比較
する工程。あるいは、ＷＴ１ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、またはＷＴ１
ポリペプチドを発現するＡＰＣを、ＷＴ１ポリペプチドの代わりに使用し得る。
【００９９】
このような方法における使用のための生物学的サンプルは、抗体、ＣＤ４＋　Ｔ細胞およ
び／またはＣＤ８＋　Ｔ細胞を含むことが予期される患者から得られる任意のサンプルで
あり得る。適切な生物学的サンプルとしては、血液、血清、腹水、骨髄、胸水、および脳
脊髄液が挙げられる。第１の生物学的サンプルは、治療もしくは免疫の開始前に、または
治療もしくはワクチン接種レジメンを通した途中（ｐａｒｔ　ｗａｙ）で獲得され得る。
第２の生物学的サンプルは、類似の様式であるが、さらなる治療または免疫後の時点で獲
得されるべきである。第２の生物学的サンプルは、第１の生物学的サンプルの単離と第２
の生物学的サンプルの単離との間に、少なくとも一部の治療または免疫が行われるという
条件で、治療もしくは免疫の完了時またはその途中で獲得され得る。
【０１００】
両方のサンプルについてのインキュベーション工程および検出工程を、一般に、上記のよ
うに実施し得る。第１のサンプルと相対的な第２のサンプルにおける免疫複合体の数の統
計的に有意な増加は、首尾よい治療または免疫を反映する。
【０１０１】
以下の実施例は例示のために提供され、制限のためではない。
【０１０２】
（実施例）
（実施例１）
（血液学的悪性疾患を有する患者における、ＷＴ１に対する免疫応答の同定）
本実施例は、血液学的悪性疾患を有する患者において存在する免疫応答の同定を例証する
。
【０１０３】
患者において予め存在するＷＴ１特異的抗体応答を評価するため、ＡＭＬ、ＡＬＬ、ＣＭ
Ｌおよび重篤な再生不良性貧血を有する患者の血清を、ウェスタンブロット分析を用いて
分析した。ヒト白血病性細胞株Ｋ５６２（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ
　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）由来のＷＴ１を免疫沈降する能力に
ついて、血清を試験した。各々の場合において、免疫沈降物をゲル電気泳動により分離し
、メンブレンに転写し、そして抗ＷＴ－１抗体であるＷＴ１８０（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、ＣＡ）でプローブし
た。このウェスタンブロット分析は、血液学的悪性疾患を有する患者において強力なＷＴ
１特異的抗体を同定した。ＡＭＬを有する患者についての結果を示す代表的なウェスタン
ブロットを、図２に示す。この患者の血清を使用して生成された免疫沈降物中の５２ｋＤ
タンパク質を、ＷＴ１特異的抗体により認識した。５２ｋＤタンパク質は、陽性コントロ
ールと同じサイズに移動した。
【０１０４】
（実施例２）
（ＷＴ１を発現する細胞株で免疫したマウスにおける、ＷＴ１に対する抗体の同定）
本実施例は、インビボでＷＴ１特異的抗体応答を誘導するための、ＷＴ１を発現する細胞
の使用を例証する。
【０１０５】
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白血病を有する患者において存在するＷＴ１に対する抗体の検出は、ＷＴ１に対する免疫
を誘発するために、ＷＴ１タンパク質に対して免疫することが可能であることを強力に暗
示した。ＷＴ１に対する免疫がワクチン接種により生成され得るか否かを試験するために
、ＴＲＡＭＰ－Ｃ（Ｂ６起源のＷＴ１陽性腫瘍細胞株）をマウスに注射した。簡潔には、
雄性Ｂ６マウスを、皮下で５×１０6ＴＲＡＭＰ－Ｃ細胞により免疫し、そして３週間の
間隔で５×１０6細胞により２回追加免疫した。最後の免疫の３週間後に血清を獲得し、
そして脾臓の単一細胞懸濁物を、２５μＭのβ－２－メルカプトエタノール、２００ユニ
ット／ｍｌのペニシリン、１０ｍＭのＬ－グルタミン、および１０％のウシ胎仔血清を有
するＲＰＭＩ　１６４０培地（ＧＩＢＣＯ）中で調製した。
【０１０６】
ＴＲＡＭＰ－Ｃに対する免疫後に、免疫した動物におけるＷＴ１特異的抗体応答が検出可
能であった。代表的なウェスタンブロットを図３に示す。これらの結果は、ＷＴ１タンパ
ク質に対する免疫が、ＷＴ１タンパク質に対する免疫応答を誘発し得ることを示す。
【０１０７】
（実施例３）
ＷＴ１ペプチドで免疫したマウスにおけるＴｈおよび抗体応答の同定）
本実施例は、ＷＴ１ペプチドでの免疫が、ＷＴ１に特異的な免疫応答を誘発する能力を例
証する。
【０１０８】
Ａｂおよび増殖性Ｔ細胞応答を誘発するために適切なペプチドを、Ｔｈ応答を誘発する能
力を有するペプチドモチーフについて検索するＴｓｉｔｅｓプログラム（Ｒｏｔｈｂａｒ
ｄおよびＴａｙｌｏｒ、ＥＭＢＯ　Ｊ．７：９３－１００、１９８８；Ｄｅａｖｉｎら、
Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３３：１４５－１５５、１９９６）に従って同定した。表１に
示されるペプチドを、合成および配列決定した。
【０１０９】
【表１】

免疫のために、ペプチドを以下のようにグループ分けした：
群Ａ：ｐ６－２２ヒト：１ｍｌ中に１０．９ｍｇ（１０μｌ＝１００μｇ）
ｐ１１７－１３９ヒト／マウス：１ｍｌ中に７．６ｍｇ（１４μｌ＝１００μｇ）
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ｐ２４４－２６２ヒト：１ｍｌ中に４．６ｍｇ（２２μｌ＝１００μｇ）
群Ｂ：ｐ２８７－３０１ヒト／マウス：１ｍｌ中に７．２ｍｇ（１４μｌ＝１００μｇ）
マウスｐ２９９－３１３；１ｍｌ中に６．６ｍｇ（１５μｌ＝１００μｇ）
ｐ４２１－４３５ヒト／マウス：１ｍｌ中に３．３ｍｇ（３０μｌ＝１００μｇ）
コントロール：（ＦＢＬペプチド　１００μｇ）＋ＣＦＡ／ＩＦＡ
コントロール：（ＣＤ４５ペプチド　１００μｇ）＋ＣＦＡ／ＩＦＡ。
【０１１０】
群Ａは、ＷＴ１のアミノ末端部分内に存在するペプチド（エキソン１）を含んだ。そして
群Ｂは、他のＤＮＡ結合タンパク質に対する配列相同性を有する４つのジンクフィンガー
領域を含むカルボキシ末端内に存在するペプチドを含んだ。群Ｂの中で、ｐ２８７－３０
１およびｐ２９９－３１３は、エキソン７（ジンクフィンガー１）由来であり、そしてｐ
４２１－４３５は、エキソン１０（ジンクフィンガーＩＶ）由来であった。
【０１１１】
Ｂ６マウスを、ＷＴ１ペプチドの群またはコントロールペプチドで免疫した。ペプチドを
、注射のために１ｍｌの滅菌水中に溶解し、そしてＢ６マウスを３週間の間隔で３回免疫
した。使用したアジュバントは、ＣＦＡ／ＩＦＡ、ＧＭ－ＣＳＦ、およびＭｏｎｔｉｎｉ
ｄｅであった。次いで、ＷＴ１に特異的な抗体の存在を、実施例１および２に記載のよう
に決定し、そして増殖性Ｔ細胞応答を、標準的なチミジン取りこみアッセイを使用して評
価した。このアッセイでは、細胞を抗原の存在下で培養し、そして取りこまれた放射能を
測定することにより、増殖を評価した（Ｃｈｅｎら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５４：１０
６５－１０７０、１９９４）。詳細には、リンパ球を、１ウェルあたり２×１０5細胞に
て９６ウェルプレート中で培養し、このウェルは４×１０5の照射した（３０００ラド）
同系脾臓細胞および明示されたペプチドを有した。
【０１１２】
群Ａとして明示されたペプチドの群によるマウスの免疫は、ＷＴ１に対する抗体応答を誘
発した（図４）。ワクチンＢに対する免疫後に全く抗体は検出されず、これはワクチンＢ
での免疫からのヘルパーＴ細胞応答の欠如と一致する。Ｐ１１７－１３９は、増殖性Ｔ細
胞応答を誘発した（図５Ａ～５Ｃ）。刺激指数（ＳＩ）は、８と７２との間を変動した。
他のペプチド（Ｐ６－２２およびＰ２９９－３１３）もまた、増殖性Ｔ細胞応答を誘発す
ることが示された。Ｐ６－２２での免疫は２．３の刺激指数（ＳＩ）を生じ、そしてＰ２
９９－３１３での免疫は３．３のＳＩを生じた。陽性コントロールは、ＣｏｎＡ刺激した
Ｔ細胞、ならびに既知の抗原（例えば、ＣＤ４５およびＦＢＬ）で刺激したＴ細胞、およ
び同種異系Ｔ細胞株（ＤｅＢｒｕｉｊｎら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２１：２９６
３－２９７０、１９９１）を含んだ。
【０１１３】
図６Ａおよび６Ｂは、ワクチンＡ（図６Ａ）およびワクチンＢ（図６Ｂ）において各３つ
のペプチドについて観察された増殖性応答を示す。ワクチンＡは、３と８との間（バルク
線）を変動する刺激指数（ＳＩ）で、免疫ペプチドｐ６－２２およびｐ１１７－１３９に
対する増殖性Ｔ細胞応答を誘発した。ｐ２４４－２６２に対する増殖応答は検出されなか
った（図６Ａ）。
【０１１４】
引き続くインビトロ刺激を、ｐ６－２２およびｐ１１７－１３９のみを使用する単一ペプ
チド刺激として実施した。ｐ１１７－１３９でのワクチンＡ特異的Ｔ細胞株の刺激は、ｐ
６－２２に対する応答を伴わずに、ｐ１１７－１３９に対する増殖を生じた（図７Ａ）。
この株由来のクローンは、ｐ１１７－１３９に特異的であった（図７Ｂ）。対照的に、ｐ
６－２２でのワクチンＡ特異的Ｔ細胞株の刺激は、ｐ１１７－１３９に対する応答を伴わ
ずに、ｐ６－２２に対する増殖を生じた（図７Ｃ）。この株由来のクローンは、ｐ６－２
２に特異的であった（図７Ｄ）。
【０１１５】
これらの結果は、ＷＴ１ペプチドでのワクチン接種が、ＷＴ１タンパク質に対する抗体応
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答および免疫ペプチドに対する増殖性Ｔ細胞応答を誘発し得ることを示す。
【０１１６】
（実施例４：ＷＴ１ペプチドで免疫したマウスにおけるＣＴＬ応答の誘導）
本実施例は、ＷＴ１ペプチドのＣＴＬ免疫を誘発する能力を例示する。
【０１１７】
クラスＩ　ＭＨＣへの結合に適切なモチーフを有するペプチド（９マー）を、ＢＩＭＡＳ
　ＨＬＡペプチド結合予測分析（Ｐａｒｋｅｒら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２：１６３
，１９９４）を用いて同定した。このような分析で同定したペプチドを、表ＩＩ～ＸＬＩ
Ｖに示す。これらの表の各々において、スコアは、示したＭＨＣ分子に対するペプチドの
理論的結合親和性（解離の半減期）を反映する。
【０１１８】
Ｔｈ応答を誘発する能力を有するペプチドモチーフを検索する、Ｔｓｉｔｅｓプログラム
（ＲｏｔｈｂａｒｄおよびＴａｙｌｏｒ，ＥＭＢＯ　Ｊ．　７：９３－１００，１９８８
；Ｄｅａｖｉｎら、Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３３：１４５－１５５，１９９６）を用い
て同定したペプチドを、図８Ａおよび８Ｂ、ならびに表ＸＬＶにさらに示す。
【０１１９】
（表ＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ａ１に対する結合についての、ＢＩＭＡＳ
　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１２０】
【表２】
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（表ＩＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ａ　０２０１に対する結合についての、
ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１２１】
【表３】
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（表ＩＶ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ａ　０２０５に対する結合についての、Ｂ
ＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１２２】
【表４】
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（表Ｖ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ａ２４に対する結合についての、ＢＩＭＡＳ
　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１２３】
【表５】
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（表ＶＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ａ３に対する結合についての、ＢＩＭＡＳ
　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１２４】
【表６】
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（表ＶＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ａ６８．１に対する結合についての、Ｂ
ＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１２５】
【表７】
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（表ＶＩＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ａ　１１０１に対する結合についての
、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１２６】
【表８】
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（表ＩＸ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ａ　３１０１に対する結合についての、Ｂ
ＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１２７】
【表９】
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（表Ｘ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ａ　３３０２に対する結合についての、ＢＩ
ＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１２８】
【表１０】
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（表ＸＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ１４に対する結合についての、ＢＩＭＡ
Ｓ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１２９】
【表１１】
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（表ＸＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ４０に対する結合についての、ＢＩＭ
ＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１３０】
【表１２】
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（表ＸＩＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ６０に対する結合についての、ＢＩ
ＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１３１】
【表１３】
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（表ＸＩＶ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ６１に対する結合についての、ＢＩＭ
ＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１３２】
【表１４】
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（表ＸＶ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ６２に対する結合についての、ＢＩＭＡ
Ｓ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１３３】
【表１５】
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（表ＸＶＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ７に対する結合についての、ＢＩＭＡ
Ｓ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１３４】
【表１６】
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（表ＸＶＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ８に対する結合についての、ＢＩＭ
ＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１３５】
【表１７】
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（表ＸＶＩＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ　２７０２に対する結合について
の、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１３６】
【表１８】
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（表ＸＩＸ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ　２７０５に対する結合についての、
ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１３７】
【表１９】



(47) JP 4243792 B2 2009.3.25

10

20

30

40

（表ＸＸ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ　３５０１に対する結合についての、Ｂ
ＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１３８】
【表２０】
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（表ＸＸＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ　３７０１に対する結合についての、
ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１３９】
【表２１】
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（表ＸＸＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ　３８０１に対する結合についての
、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１４０】
【表２２】
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（表ＸＸＩＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ　３９０１に対する結合について
の、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１４１】
【表２３】
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（表ＸＸＩＶ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ　３９０２に対する結合についての
、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１４２】
【表２４】
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（表ＸＸＶ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ　４４０３に対する結合についての、
ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１４３】
【表２５】
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（表ＸＸＶＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ　５１０１に対する結合についての
、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１４４】
【表２６】
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（表ＸＸＶＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ　５１０２に対する結合について
の、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１４５】
【表２７】
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（表ＸＸＶＩＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ　５２０１に対する結合につい
ての、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１４６】
【表２８】
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（表ＸＸＩＸ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　Ｂ　５８０１に対する結合についての
、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１４７】
【表２９】
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（表ＸＸＸ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　ＣＷ０３０１に対する結合についての、
ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１４８】
【表３０】
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（表ＸＸＸＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　ＣＷ０４０１に対する結合についての
、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１４９】
【表３１】
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（表ＸＸＸＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　ＣＷ０６０２に対する結合について
の、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１５０】
【表３２】
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（表ＸＸＸＩＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのヒトＨＬＡ　ＣＷ０７０２に対する結合につい
ての、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１５１】
【表３３】
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（表ＸＸＸＩＶ：ヒトＷＴ１ペプチドのマウスＭＨＣ　クラスＩ　Ｄｂに対する結合につ
いての、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１５２】
【表３４】
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（表ＸＸＸＶ：ヒトＷＴ１ペプチドのマウスＭＨＣ　クラスＩ　Ｄｄに対する結合につい
ての、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１５３】
【表３５】
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（表ＸＸＸＶＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのマウスＭＨＣ　クラスＩ　Ｋｂに対する結合につ
いての、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１５４】
【表３６】
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（表ＸＸＸＶＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのマウスＭＨＣ　クラスＩ　Ｋｄに対する結合に
ついての、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１５５】
【表３７】
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（表ＸＸＸＶＩＩＩ：ヒトＷＴ１ペプチドのマウスＭＨＣ　クラスＩ　Ｋｋに対する結合
についての、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１５６】
【表３８】
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（表ＸＸＸＩＸ：ヒトＷＴ１ペプチドのマウスＭＨＣ　クラスＩ　Ｌｄに対する結合につ
いての、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１５７】
【表３９】
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（表ＸＬ：ヒトＷＴ１ペプチドのウシＨＬＡ　Ａ２０に対する結合についての、ＢＩＭＡ
Ｓ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１５８】
【表４０】
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（表ＸＬＩ：マウスＷＴ１ペプチドのマウスＭＨＣ　クラスＩ　Ａ　０２０１に対する結
合についての、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１５９】
【表４１】
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（表ＸＬＩＩ：マウスＷＴ１ペプチドのマウスＭＨＣ　クラスＩ　Ｄｂに対する結合につ
いての、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１６０】
【表４２】
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（表ＸＬＩＩＩ：マウスＷＴ１ペプチドのマウスＭＨＣ　クラスＩ　Ｋｂに対する結合に
ついての、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１６１】
【表４３】
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（表ＸＬＩＶ：マウスＷＴ１ペプチドのマウスＭＨＣ　クラスＩ　Ｋｄに対する結合につ
いての、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析の結果）
【０１６２】
【表４４】
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（表ＸＬＶ：ヘルパーＴ細胞応答を誘発し得るヒトＷＴ１ペプチドについての、Ｔ部位ペ
プチド結合予測分析の結果）
【０１６３】
【表４５】
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特定のＣＴＬペプチド（表ＸＬＶＩに示す）を、さらなる研究のために選択した。表ＸＬ
ＶＩ中に各ペプチドについて、ＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結合予測分析を用いて得られ
たスコアを、提供する。
【０１６４】
（表ＸＬＶＩ：ＷＴ１ペプチド配列およびＨＬＡペプチド結合予測）
【０１６５】
【表４６】
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Ｃ５７Ｂ１／６マウスＭＨＣに結合するペプチドを、Ｌｊｕｎｇｇｒｅｎら、Ｎａｔｕｒ
ｅ　３４６：４７６－４８０，１９９０に記載されるように、白血病細胞株ＲＭＡ－Ｓを
用いて確認した。簡単には、ＲＭＡ－Ｓ細胞を、１％ＦＣＳを補充した完全培地中で２６
℃にて７時間培養した。合計１０6のＲＭＡ－Ｓ細胞を、２４ウェルプレートの各ウェル
に添加し、そして単独か、または指定したペプチド（２５μｇ／ｍｌ）と共にのいずれか
で２６℃にて１６時間インキュベートし、そして完全培地中で３７℃にてさらに３時間イ
ンキュベートした。次いで、細胞を３度洗浄し、そしてフルオレセインイソチオシアネー
ト結合体化抗Ｄb抗体または抗Ｋb抗体（ＰｈａｒＭｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃ
Ａ）で染色した。標識した細胞を２度洗浄し、再懸濁し、そして１％パラホルムアルデヒ
ドを有する５００μｌのＰＢＳ中で固定し、そしてフローサイトメーター（Ｂｅｃｔｏｎ
－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（登録商標））において蛍光強度につい
て分析した。ＲＭＡ－Ｓ細胞の表面上でのＤbまたはＫb分子の増加の割合を、培地単独で
インキュベートした細胞の蛍光強度と比較した、ペプチドと共にインキュベートした細胞
の平均蛍光強度の増加により測定した。
【０１６６】
マウスをマウスクラスＩ　ＭＨＣに結合し得るペプチドで免疫した。免疫の後、脾臓細胞
をインビトロで刺激し、そしてＷＴ１ペプチドと共にインキュベートした標的を溶解する
能力について試験した。ＣＴＬを、標準的なクロム放出アッセイ（Ｃｈｅｎら、Ｃａｎｃ
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ｅｒ　Ｒｅｓ．５４：１０６５－１０７０，１９９４）で評価した。１０6の標的細胞を
３７℃にて１５０μＣｉのナトリウム51Ｃｒと共に９０分間、特定のペプチドの存在下ま
たは非存在下でインキュベートした。細胞を３回洗浄し、そして５％ウシ胎仔血清を有す
るＲＰＭＩ中に再懸濁した。このアッセイのために、１０4の51Ｃｒ標識化標的細胞を、
Ｕ底９６ウェルプレートにおいて２００μｌの最終容量で異なる濃度のエフェクター細胞
と共にインキュベートした。上清を、３７℃にて４～７時間後に取り除き、そして特異的
溶解の％を、以下の式により決定した：
比溶解の割合＝１００×（実験の放出－自発的放出）（最大の放出－自発的放出）。
【０１６７】
表ＸＬＶＩＩに示される結果は、いくつかのＷＴ１ペプチドが、ＣＴＬを生成するために
不可欠であるクラスＩ　ＭＨＣ分子に結合し得ることを示す。さらに、このペプチドのい
くつかは、クロム放出アッセイを用いて決定されるように、ペプチド特異的ＣＴＬ（図９
Ａおよび９Ｂ）を誘発し得た。ＣＴＬペプチドである、ｐ１０－１８ヒト、ｐ１３６－１
４４ヒト、ｐ１３６－１４４マウスおよびｐ２３５－２４３に対する免疫の後、ペプチド
特異的ＣＴＬ株を産生し、そしてクローンを樹立した。これらの結果は、ペプチド特異的
ＣＴＬがＷＴ１を発現する悪性細胞を死滅させ得ることを示す。
【０１６８】
（表ＸＬＶＩＩ：ＷＴ１　ＣＴＬペプチドのマウスＢ６クラスＩ抗原に対する結合）
【０１６９】
【表４７】

（実施例５：マウスにおいてＷＴ１特異的ＣＴＬを誘発するためのＷＴ１ポリペプチドの
使用）
本実施例は、ＷＴ１陽性腫瘍細胞株を死滅させ得るＣＴＬ免疫を誘発するための、代表的
なＷＴ１ポリペプチドの能力を示す。
【０１７０】
クラスＩ　ＭＨＣおよびクラスＩＩ　ＭＨＣに結合するために適切なモチーフを有するペ
プチドである、ｐ１１７－１３９を、ＴＳＩＴＥＳおよびＢＩＭＡＳ　ＨＬＡペプチド結
合予測分析を用いて上記のように同定した。マウスを、実施例３に記載されるように免疫
した。免疫の後、脾臓細胞をインビトロで刺激し、そしてＷＴ１ペプチド、ならびにＷＴ
１陽性腫瘍細胞および陰性腫瘍細胞と共にインキュベートした標的を溶解する能力につい
て試験した。ＣＴＬを、標準的なクロム放出アッセイで評価した。図１０Ａ～１０Ｄに示
されるこの結果は、Ｐ１１７が、ＷＴ１陽性腫瘍細胞を死滅させ得るＷＴ１特異的ＣＴＬ
を誘発し得るが、ＷＴ１陰性細胞の死滅は観察されなかったことを示す。これらの結果は
、ペプチド特異的ＣＴＬが、実際にＷＴ１を発現する悪性細胞を死滅させること、および
ワクチンおよびＴ細胞治療が、ＷＴ１を発現する悪性腫瘍に対して有効であることを実証
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する。
【０１７１】
類似の免疫を、９マーのクラスＩ　ＭＨＣ結合ペプチドである、ｐ１３６－１４４、ｐ２
２５－２３３、ｐ２３５－２４３、ならびに２３マーペプチドである、ｐ１１７－１３９
を用いて行った。免疫の後、脾臓細胞をインビトロで４つのペプチドの各々を用いて刺激
し、そしてＷＴ１ペプチドと共にインキュベートした標的を溶解する能力について試験し
た。ＣＴＬは、ｐ１３６－１４４、ｐ２３５－２４３、およびｐ１１７－１３９に特異的
に生成されたが、ｐ２２５－２３３については生成されなかった。ｐ２３５－２４３およ
びｐ１１７－１３９についてのＣＴＬデータを、図１１Ａおよび図１１Ｂに示す。ペプチ
ドｐ１３６－１４４およびｐ２２５－２３３についてのデータは示さない。
【０１７２】
ＣＴＬ溶解は、標的ＷＴ１ペプチドが、腫瘍細胞クラスＩ　ＭＨＣ分子に関連して、内因
的にプロセスおよび提示されることを要求する。上記のＷＴ１ペプチド特異的ＣＴＬを、
ＷＴ１陽性腫瘍細胞株　対　ＷＴ１陰性腫瘍細胞株を溶解する能力について試験した。ｐ
２３５－２４３に特異的なＣＴＬは、ｐ２３５－２４３ペプチドともにインキュベートし
た標的を溶解したが、ＷＴ１タンパク質を発現した細胞株を溶解することに失敗した（図
１１Ａ）。著しく対照的に、ｐ１１７－１３９に特異的なＣＴＬは、ｐ１１７－１３９ペ
プチドと共にインキュベートした標的を溶解し、そしてＷＴ１を発現する悪性細胞もまた
溶解した（図１１Ｂ）。陰性コントロールとして、ｐ１１７－１３９に特異的なＣＴＬは
、ＷＴ１陰性ＥＬ－４（本明細書中でＥ１０ともいわれる）を溶解しなかった。
【０１７３】
ＷＴ１特異的溶解の特異性を、非放射性標的阻害によって確認した（図１２Ａ～１２Ｂ）
。エフェクター細胞を、種々のエフェクター：標的比で、９６ウェルＵ底プレートにプレ
ートした。１０倍過剰（放射性標的と比べて）の51Ｃｒ標識を有さない示されたペプチド
をコートした標的を、添加した。最終的に、１ウェルあたり１０4の51Ｃｒ標識化標的細
胞を添加し、そしてプレートを３７℃にて４時間インキュベートした。１ウェルあたりの
総容量は、２００μｌであった。
【０１７４】
ｐ１１７－１３９特異的ＣＴＬによるＴＲＡＭＰ－Ｃの溶解を、関連性のあるペプチドｐ
１１７－１３９と共にインキュベートしたＥＬ－４によって、５８％～３６％をブロック
したが、無関係なペプチドと共にインキュベートしたＥＬ－４ではブロックしなかった（
図１２Ａ）。同様に、ＢＬＫ－ＳＶ４０の溶解は、関連性のあるペプチドｐ１１７－１３
９と共にインキュベートしたＥＬ－４によって、１８％～０％をブロックした（図１２Ｂ
）。結果は、ＷＴ１ペプチド特異的ＣＴＬが、プロセスしたＷＴ１の認識により、悪性の
細胞を特異的に死滅させることを確認する。
【０１７５】
推定のＣＴＬモチーフを有するいくつかのセグメントは、ｐ１１７－１３９内に含まれる
。ＣＴＬエピトープの正確な配列を決定するために、ｐ１１７－１３９内の全ての潜在的
な９マーペプチドを合成した（表ＸＬＶＩＩＩ）。これらのペプチドの２つ（ｐ１２６－
１３４およびｐ１３０－１３８）は、Ｈ－２bクラスＩ分子に結合することを示した（表
ＸＬＶＩＩＩ）。ｐ１１７－１３９での免疫により生成したＣＴＬは、ｐ１２６－１３４
およびｐ１３０－１３８と共にインキュベートした標的を溶解したが、ｐ１１７－１３９
内の他の９マーペプチドでは溶解しなかった（図１３Ａ）。
【０１７６】
ｐ１１７－１３９特異的ＣＴＬ株を、ｐ１２６－１３４またはｐ１３０－１３８のいずれ
かで再刺激した。ｐ１２６－１３４またはｐ１３０－１３８で再刺激した後、両方のＴ細
胞株は、ペプチド比溶解を実証したが、ｐ１３０－１３８特異的ＣＴＬのみが、ＷＴ１陽
性腫瘍細胞株の溶解を示した（図１３Ｂおよび１３Ｃ）。従って、ｐ１３０－１３８は、
天然でプロセスされるエピトープであるように思われる。
【０１７７】
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（表ＸＬＶＩＩＩ：ｐ１１７－１３９内のＷＴ１　ＣＴＬ　９マーペプチドのマウスＢ６
クラスＩ抗原に対する結合）
【０１７８】
【表４８】

（実施例６：マウス腫瘍細胞株におけるＷＴ１特異的ｍＲＮＡの同定）
本実施例は、細胞および細胞株においてＷＴ１特異的ｍＲＮＡを検出するための、ＲＴ－
ＰＣＲの使用を例示する。
【０１７９】
単核細胞を、密度勾配遠心分離により単離し、そして直ちに凍結し、そしてＷＴ１特異的
ｍＲＮＡの存在についてＲＴ－ＰＣＲにより分析するまで、－８０℃で保存した。ＲＴ－
ＰＣＲを、一般に、Ｆｒａｉｚｅｒら、Ｂｌｏｏｄ　８６：４７０４－４７０６，１９９
５に記載されるように行った。総ＲＮＡを、標準的な手順に従って１０7の細胞から抽出
した。ＲＮＡペレットを、２５μＬジエチルピロカルボネート処理した水に再懸濁し、そ
して逆転写に直接用いた。ジンクフィンガー領域（エキソン７～１０）を、３３０ｂｐの
マウスｃＤＮＡとしてＰＣＲにより増幅した。増幅を、熱サイクラーにおいて、ＰＣＲの
１回、または、必要な場合、連続した２回の間、行った。５０μｌの総反応容量において
、ＡｍｐｌｉＴａｑ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ｃｅ



(78) JP 4243792 B2 2009.3.25

10

20

30

40

ｔｕｓ，Ｎｏｒｗａｌｋ，ＣＴ）、２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ2、および２０ｐｍｏｌの各プ
ライマーを用いた。ＰＣＲ産物の２０μＬのアリコートを、臭化エチジウムで染色した２
％アガロースゲル上で電気泳動した。このゲルを、Ｐｏｌａｒｏｉｄフィルム（Ｐｏｌａ
ｒｏｉｄ　６６７，Ｐｏｌａｒｏｉｄ　Ｌｔｄ．Ｈｅｒｔｆｏｒｄｓｈｉｒｅ，Ｅｎｇｌ
ａｎｄ）で写真撮影した。ＫｗｏｋおよびＨｉｇｕｃｈｉ、Ｎａｔｕｒｅ　３３９：２３
７－２３８，１９８９の推奨に従って、相互汚染に対する予防策を取った。陰性コントロ
ールは、各実験において、ｃＤＮＡの代わりに水を含有するｃＤＮＡ試薬およびＰＣＲ試
薬混合物を含んだ。偽陰性を避けるために、インタクトなＲＮＡおよび適切なｃＤＮＡ産
生の存在を、各サンプルについて、β－アクチンプライマーを用いるコントロールＰＣＲ
によって評価した。これらのプライマーで増幅されなかったサンプルを、分析から除いた
。
【０１８０】
マウス細胞株における、ＷＴ１の増幅のためのプライマーは、以下であった：Ｐ１１５：
１４５８－１４７８：５’　ＣＣＣ　ＡＧＧ　ＣＴＧ　ＣＡＡ　ＴＡＡ　ＧＡＧ　ＡＴＡ
　３’（順方向プライマー；配列番号２１）；およびＰ１１６：１７６７－１７８７：５
’　ＡＴＧ　ＴＴＧ　ＴＧＡ　ＴＧＧ　ＣＧＧ　ＡＣＣ　ＡＡＴ　３’（逆方向プライマ
ー；配列番号２２）（Ｉｎｏｕｅら、Ｂｌｏｏｄ　８８：２２６７－２２７８，１９９６
；Ｆｒａｉｚｅｒら、Ｂｌｏｏｄ　８６：４７０４－４７０６，１９９５を参照のこと）
。
【０１８１】
コントロール反応に用いたβアクチンプライマーは、以下であった：５’　ＧＴＧ　ＧＧ
Ｇ　ＣＧＣ　ＣＣＣ　ＡＧＧ　ＣＡＣ　ＣＡ　３’（センスプライマー；配列番号２３）
；および５’　ＧＴＣ　ＣＴＴ　ＡＡＴ　ＧＴＣ　ＡＣＧ　ＣＡＣ　ＧＡＴ　ＴＴＣ　３
’（アンチセンスプライマー；配列番号２４）。
【０１８２】
ヒトＷＴ１を増幅するのに使用するためのプライマーは、以下を含む：Ｐ１１７：９５４
－９７４：５’　ＧＧＣ　ＡＴＣ　ＴＧＡ　ＧＡＣ　ＣＡＧ　ＴＧＡ　ＧＡＡ　３’（配
列番号２５）；およびＰ１１８：１４３４－１４１４：５’　ＧＡＧ　ＡＧＴ　ＣＡＧ　
ＡＣＴ　ＴＧＡ　ＡＡＧ　ＣＡＧＴ　３’（配列番号５）。ネスティッドＲＴ－ＰＣＲに
ついて、プライマーは、以下であり得る：Ｐ１１９：１０２３－１０４３：５’　ＧＣＴ
　ＧＴＣ　ＣＣＡ　ＣＴＴ　ＡＣＡ　ＧＡＴ　ＧＣＡ　３’（配列番号２６）；およびＰ
１２０：１３４５－１３６５：５’　ＴＣＡ　ＡＡＧ　ＣＧＣ　ＣＡＧ　ＣＴＧ　ＧＡＧ
　ＴＴＴ　３’（配列番号２７）。
【０１８３】
表ＸＬＶＩＩＩは、マウス腫瘍細胞株のＷＴ１　ＰＣＲ分析の結果を示す。表ＩＶにおい
て、（＋＋＋）は、ＲＴ－ＰＣＲの第１工程における、強いＷＴ１　ＰＣＲ増幅産物を示
し、（＋＋）は、ＷＴ１　ＲＴ－ＰＣＲの第１工程により検出可能であるＷＴ１増幅産物
を示し、（＋）は、ＷＴ１　ＲＴ　ＰＣＲの第２工程においてのみ検出可能である、産物
を示し、そして（－）は、ＷＴ１　ＰＣＲ陰性を示す。
【０１８４】
（表ＸＬＩＸ：マウス腫瘍細胞株におけるＷＴ１　ｍＲＮＡの検出）
【０１８５】
【表４９】
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前述から、本発明の特定の実施態様は、例示の目的のために本明細書中に記載されたが、
種々の改変は、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、なされ得ることが理解さ
れる。従って、本発明は、添付の特許請求の範囲による場合を除き、限定されない。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、マウス（ＭＯ）およびヒト（ＨＵ）のＷＴ１タンパク質配列（それぞ
れ配列番号３２０および３１９）の比較を示す。
【図２】　図２は、血液学的な悪性疾患（ＡＭＬ）を伴う患者におけるＷＴ１特異的抗体
の検出を図示するウエスタンブロットである。レーン１は、分子量マーカーを示す；レー
ン２は、陽性コントロール（ＷＴ１特異的抗体と共に免疫沈降されたＷＴ１陽性ヒト白血
病細胞株）を示す；レーン３は、陰性コントロール（マウス血清と共に免疫沈降されたＷ
Ｔ１陽性細胞株）を示す；そしてレーン４は、ＡＭＬを伴う患者の血清と共に免疫沈降さ
れたＷＴ１陽性細胞株を示す。レーン２～４に関して、免疫沈降は、ゲル電気泳動によっ
て分離され、そしてＷＴ１特異的抗体によってプローブされた。
【図３】　図３は、ＴＲＡＭＰ－Ｃ（ＷＴ１陽性腫瘍細胞株）を用いて免疫されたＢ６マ
ウスにおけるＷＴ１特異的抗体応答の検出を図示するウエスタンブロットである。レーン
１、３および５は、分子量マーカーを示し、そしてレーン２、４および６は、ＷＴ１特異
的陽性コントロール（Ｎ１８０、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、
ＷＴ１タンパク質のＮ末端領域の１８０アミノ酸におよぶポリペプチド、ウエスタンブロ
ット上で５２ｋＤに移動する）を示す。用いた一次抗体は、レーン２においてはＷＴ１８
０であり、レーン４においては免疫していないＢ６マウスの血清であり、そしてレーン６
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においては免疫したＢ６マウスの血清である。
【図４】　図４は、代表的なＷＴ１ペプチドを用いて免疫されたマウスにおけるＷＴ１特
異的抗体の検出を図示するウエスタンブロットである。レーン１、３および５は、分子量
マーカーを示し、そしてレーン２、４および６は、ＷＴ１特異的陽性コントロール（Ｎ１
８０、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、ＷＴ１タンパク質のＮ末端
領域の１８０アミノ酸におよぶポリペプチド、ウエスタンブロット上で５２ｋＤに移動す
る）を示す。用いた一次抗体は、レーン２においてはＷＴ１８０であり、レーン４におい
ては免疫していないＢ６マウスの血清であり、そしてレーン６においては免疫したＢ６マ
ウスの血清である。
【図５】　図５Ａ～５Ｃは、代表的なＷＴ１ペプチドを用いて免疫されたマウスにおける
増殖性Ｔ細胞応答の刺激を図示するグラフである。チミジン取り込みアッセイを、表示さ
れたように一つのＴ細胞株および二つの異なるクローンを用いて実施し、そして結果を、
ｃｐｍとして表現した。Ｘ軸上に示すコントロールは、抗原なし（Ａｇなし）およびＢ６
／培地であり；用いられた抗原はヒトｐ６～２２（ｐ１）、ヒトｐ１１７～１３９（ｐ２
）またはヒトｐ２４４～２６２（ｐ３）であった。
【図６】　図６Ａおよび６Ｂは、代表的なＷＴ１ペプチドを用いて免疫されたマウスにお
ける増殖性Ｔ細胞応答の刺激を図示するヒストグラムである。三回目の免疫の三週間後に
、ワクチンＡまたはワクチンＢを接種したマウスの脾臓細胞を、培地のみ（培地）または
脾臓細胞および培地（Ｂ６／抗原なし）、ペプチドｐ６～２２（ｐ６）、ｐ１１７～１３
９（ｐ１１７）、ｐ２４４～２６２（ｐ２４４）（ワクチンＡ；図６Ａ）またはｐ２８７
～３０１（ｐ２８７）、ｐ２９９～３１３（ｐ２９９）、ｐ４２１～４３５（ｐ４２１）
（ワクチンＢ；図６Ｂ）を適用したＢ６脾臓細胞および無関係の２５μｇ／ｍｌのコント
ロールペプチド（無関係のペプチド）を適用した脾臓細胞とともに培養し、そして（3Ｈ
）チミジン取り込みによって９６時間後に増殖についてアッセイした。棒は、コントロー
ル（抗原を伴わないＢ６脾臓細胞）の平均値によって除算した実験ウェルの平均値として
計算された刺激指数（ＳＩ）を示す。
【図７】　図７Ａ～７Ｄは、ｐ１１７～１３９およびｐ６～２２に特異的な増殖性Ｔ細胞
株およびクローンの産生を図示したヒストグラムである。インビボの免疫に続いて、最初
のインビトロでの三回の刺激（ＩＶＳ）を、それぞれワクチンＡまたはＢの三つのペプチ
ドすべてを用いて実施した。引き続くＩＶＳを、二つの関連したペプチドｐ１１７～１３
９およびｐ６～２２のみを用いた単一ペプチド刺激として実施した。クローンを、示すよ
うにｐ６～２２特異的Ｔ細胞株およびｐ１１７～１３９特異的Ｔ細胞株の両方から誘導し
た。Ｔ細胞を、培地のみ（培地）または脾臓細胞および培地（Ｂ６／抗原なし）、２５μ
ｇ／ｍｌのペプチドｐ６～２２（ｐ６）、ｐ１１７～１３９（ｐ１１７）または無関係の
コントロールペプチド（無関係のペプチド）を適用したＢ６脾臓細胞を用いて培養し、そ
して（3Ｈ）チミジン取り込みによって９６時間後に増殖についてアッセイした。棒は、
コントロール（抗原を伴わないＢ６脾臓細胞）の平均値によって除算された実験ウェルの
平均値として計算された刺激指数（ＳＩ）を示す。
【図８】　図８Ａおよび８Ｂは、Ｔｈ応答を誘発する能力を有するペプチドについてヒト
ＷＴ１（配列番号３１９）のＴＳＩＴＥＳ分析の結果を示す。「Ａ」と示された領域は、
ブロックのＡＭＰＨＩ中間点であり、「Ｒ」は、Ｒｏｔｈｂａｒｄ／Ｔａｙｌｏｒモチー
フにマッチする残基を示し、「Ｄ」は、ＩＡｄモチーフにマッチする残基を示し、そして
「ｄ」は、ＩＥｄモチーフにマッチする残基を示す。
【図９】　図９Ａおよび９Ｂは、ＷＴ１ペプチドを用いて免疫されたマウスにおけるＷＴ
１ペプチド特異的ＣＴＬの誘発を図示するグラフである。図９Ａは、同種異系細胞株によ
る標的細胞の溶解を図示し、そして図９Ｂは、ペプチドでコートされた細胞株の溶解を示
す。各々の場合において、％溶解（標準的クロム放出アッセイによって決定されたような
）は、三つの示したエフェクター：標的の比において示される。結果は、リンパ腫細胞（
ＬＳＴＲＡおよびＥ１０）ならびにＥ１０＋ｐ２３５～２４３（Ｅ１０＋Ｐ２３５）につ
いて提供される。Ｅ１０細胞はまた、本明細書中でＥＬ－４細胞とも呼ばれる。
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【図１０Ａ】　図１０Ａは、ＷＴ１ペプチドＰ１１７を用いたＢ６マウスのワクチン接種
に引き続き、ＷＴ１陽性腫瘍細胞株を殺傷するがＷＴ１陰性細胞株を殺傷しないＷＴ１ペ
プチド特異的ＣＴＬの誘発を図示するグラフである。図１０Ａは、免疫しないＢ６マウス
のＴ細胞がＷＴ１陽性腫瘍細胞株を殺傷しないことを図示する。各々の場合において、％
溶解（標準的クロム放出アッセイによって決定されたような）は、三つの示したエフェク
ター：標的の比において示される。結果は、リンパ腫細胞（Ｅ１０）、前立腺ガン細胞（
ＴＲＡＭＰ－Ｃ）、形質転換された繊維芽細胞株（ＢＬＫ－ＳＶ４０）ならびにＥ１０＋
Ｐ１１７について提供される。
【図１０Ｂ】　図１０Ｂは、ＷＴ１ペプチドＰ１１７を用いたＢ６マウスのワクチン接種
に引き続き、ＷＴ１陽性腫瘍細胞株を殺傷するがＷＴ１陰性細胞株を殺傷しないＷＴ１ペ
プチド特異的ＣＴＬの誘発を図示するグラフである。図１０Ｂは、同種異系細胞株による
標的細胞の溶解を図示する。各々の場合において、％溶解（標準的クロム放出アッセイに
よって決定されたような）は、三つの示したエフェクター：標的の比において示される。
結果は、リンパ腫細胞（Ｅ１０）、前立腺ガン細胞（ＴＲＡＭＰ－Ｃ）、形質転換された
繊維芽細胞株（ＢＬＫ－ＳＶ４０）ならびにＥ１０＋Ｐ１１７について提供される。
【図１０Ｃ】　図１０Ｃは、ＷＴ１ペプチドＰ１１７を用いたＢ６マウスのワクチン接種
に引き続き、ＷＴ１陽性腫瘍細胞株を殺傷するがＷＴ１陰性細胞株を殺傷しないＷＴ１ペ
プチド特異的ＣＴＬの誘発を図示するグラフである。図１０Ｃは、異なる二つの実験にお
けるＷＴ１陰性細胞株と比べたＷＴ１陽性腫瘍細胞株の溶解を実証する。さらに、図１０
Ｃは、ペプチドにコートされた細胞株（関連したＷＴ１ペプチドＰ１１７によってコート
されたＷＴ１陰性細胞株Ｅ１０）の溶解を示す。各々の場合において、％溶解（標準的ク
ロム放出アッセイによって決定されたような）は、三つの示したエフェクター：標的の比
において示される。結果は、リンパ腫細胞（Ｅ１０）、前立腺ガン細胞（ＴＲＡＭＰ－Ｃ
）、形質転換された繊維芽細胞株（ＢＬＫ－ＳＶ４０）ならびにＥ１０＋Ｐ１１７につい
て提供される。
【図１０Ｄ】　図１０Ｄは、ＷＴ１ペプチドＰ１１７を用いたＢ６マウスのワクチン接種
に引き続き、ＷＴ１陽性腫瘍細胞株を殺傷するがＷＴ１陰性細胞株を殺傷しないＷＴ１ペ
プチド特異的ＣＴＬの誘発を図示するグラフである。図１０Ｄは、異なる二つの実験にお
けるＷＴ１陰性細胞株と比べたＷＴ１陽性腫瘍細胞株の溶解を実証する。さらに、図１０
Ｄは、ペプチドにコートされた細胞株（関連したＷＴ１ペプチドＰ１１７によってコート
されたＷＴ１陰性細胞株Ｅ１０）の溶解を示す。各々の場合において、％溶解（標準的ク
ロム放出アッセイによって決定されたような）は、三つの示したエフェクター：標的の比
において示される。結果は、リンパ腫細胞（Ｅ１０）、前立腺ガン細胞（ＴＲＡＭＰ－Ｃ
）、形質転換された繊維芽細胞株（ＢＬＫ－ＳＶ４０）ならびにＥ１０＋Ｐ１１７につい
て提供される。
【図１１】　図１１Ａおよび１１Ｂは、ＷＴ１陽性腫瘍細胞を溶解する代表的なペプチド
Ｐ１１７～１３９特異的ＣＴＬの能力を図示したヒストグラムである。三回目の免疫の三
週間後に、ペプチドｐ２３５～２４３またはｐ１１７～１３９を接種したマウスの脾臓細
胞を、関連するペプチドを用いてインビトロにおいて刺激し、そしてＷＴ１ペプチドなら
びにＷＴ１陽性および陰性腫瘍細胞と共にインキュベートされた標的を溶解する能力につ
いて試験した。棒は、２５：１のＥ：Ｔ比で三連で実施されたクロム放出アッセイにおけ
る平均％比溶解を示す。図１１Ａは、示すように、ＷＴ１陰性細胞株ＥＬ－４（ＥＬ－４
、ＷＴ１陰性）；関連する（免疫ならびに再刺激のために用いた）ペプチドｐ２３５～２
４３（ＥＬ－４＋ｐ２３５）を適用したＥＬ－４；関連するペプチドｐ１１７～１３９を
適用したＥＬ－４（ＥＬ－４＋ｐ１１７）、ｐ１２６～１３４を適用したＥＬ－４（ＥＬ
－４＋ｐ１２６）またはｐ１３０～１３８を適用したＥＬ－４（ＥＬ－４＋ｐ１３０）な
らびにＷＴ１陽性腫瘍細胞ＢＬＫ－ＳＶ４０（ＢＬＫ－ＳＶ４０、ＷＴ１陽性）およびＴ
ＲＡＭＰ－Ｃ（ＴＲＡＭＰ－Ｃ、ＷＴ１陽性）に対するｐ２３５～２４３特異的Ｔ細胞株
の細胞傷害性の活性を示す。図１１Ｂは、示すように、ＥＬ－４；関連するペプチドＰ１
１７～１３９を適用したＥＬ－４（ＥＬ－４＋ｐ１１７）および無関連のペプチドｐ１２
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３～１３１を適用したＥＬ－４（ＥＬ－４＋ｐ１２３）、またはｐ１２８～１３６を適用
したＥＬ－４（ＥＬ－４＋ｐ１２８）；ＢＬＫ－ＳＶ４０およびＴＲＡＭＰ－Ｃに対する
ｐ１１７～１３９特異的Ｔ細胞株の細胞傷害性の活性を示す。
【図１２】　図１２Ａおよび１２Ｂは、非放射性標的阻害によって実証されたような、Ｗ
Ｔ１陽性腫瘍細胞の溶解の特異性を図示するヒストグラムである。棒は、２５：１のＥ：
Ｔ比で三連で実施されたクロム放出アッセイにおける平均％比溶解を示す。図１２Ａは、
示すように、ＷＴ１陰性細胞株ＥＬ－４（ＥＬ－４、ＷＴ１陰性）；ＷＴ１陽性腫瘍細胞
株ＴＲＡＭＰ－Ｃ（ＴＲＡＭＰ－Ｃ、ＷＴ１陽性）；51Ｃｒ標識をしない関連するペプチ
ドｐ１１７～１３９を適用した１０倍過剰（放射性標的と比べて）のＥＬ－４細胞ととも
にインキュベートされたＴＲＡＭＰ－Ｃ細胞（ＴＲＡＭＰ－Ｃ＋ｐ１１７非放射性標的）
および51Ｃｒ標識をしない無関連のペプチドを適用したＥＬ－４細胞とともにインキュベ
ートされたＴＲＡＭＰ－Ｃ細胞（ＴＲＡＭＰ－Ｃ＋無関係の非放射性標的）に対するｐ１
１７～１３９特異的Ｔ細胞株の細胞傷害性の活性を示す。図１２Ｂは、示すように、ＷＴ
１陰性細胞株ＥＬ－４（ＥＬ－４、ＷＴ１陰性）；ＷＴ１陽性腫瘍細胞株ＢＬＫ－ＳＶ４
０（ＢＬＫ－ＳＶ４０、ＷＴ１陽性）；関連する非放射性標的とともにインキュベートさ
れたＢＬＫ－ＳＶ４０細胞（ＢＬＫ－ＳＶ４０＋ｐ１１７非放射性標的）および無関連の
非放射性標的とともにインキュベートされたＢＬＫ－ＳＶ４０細胞（ＢＬＫ－ＳＶ４０＋
無関係の非放射性標的）に対するｐ１１７～１３９特異的Ｔ細胞株の細胞傷害性の活性を
示す。
【図１３】　図１３Ａ～１３Ｃは、ｐ１１７～１３９内の９マーＣＴＬエピトープの評価
を示すヒストグラムである。ｐ１１７～１３９腫瘍特異的ＣＴＬ株を、アミノ酸１１７～
１３９内に適切なＨ－２bクラスＩ結合モチーフを含むかまたは欠如するペプチドに対し
て試験し、続いてｐ１２６～１３４またはｐ１３０～１３８を用いて再刺激した。棒は、
２５：１のＥ：Ｔ比で三連で実施されたクロム放出アッセイにおける平均％比溶解を示す
。図１３Ａは、ＷＴ１陰性細胞株ＥＬ－４（ＥＬ－４、ＷＴ１陰性）およびペプチドｐ１
１７～１３９を適用したＥＬ－４細胞（ＥＬ－４＋ｐ１１７）、ペプチドｐ１１９～１２
７を適用したＥＬ－４細胞（ＥＬ－４＋ｐ１１９）、ペプチドｐ１２０～１２８を適用し
たＥＬ－４細胞（ＥＬ－４＋ｐ１２０）、ペプチドｐ１２３～１３１を適用したＥＬ－４
細胞（ＥＬ－４＋ｐ１２３）、ペプチドｐ１２６～１３４を適用したＥＬ－４細胞（ＥＬ
－４＋ｐ１２６）、ペプチドｐ１２８～１３６を適用したＥＬ－４細胞（ＥＬ－４＋ｐ１
２８）およびペプチドｐ１３０～１３８を適用したＥＬ－４細胞（ＥＬ－４＋ｐ１３０）
に対するｐ１１７～１３９特異的Ｔ細胞株の細胞傷害性の活性を示す。図１３Ｂは、ＷＴ
１陰性細胞株ＥＬ－４、ｐ１１７～１３９を適用したＥＬ－４細胞（ＥＬ－４＋ｐ１１７
）、ｐ１２６～１３４を適用したＥＬ－４細胞（ＥＬ－４＋ｐ１２６）およびＷＴ１陽性
腫瘍細胞株ＴＲＡＭＰ－Ｃに対してｐ１２６～１３４を用いた再刺激後のＣＴＬ株の細胞
傷害性の活性を示す。図１３Ｃは、ＥＬ－４、ｐ１１７～１３９を適用したＥＬ－４細胞
（ＥＬ－４＋ｐ１１７）、ｐ１３０～１３８を適用したＥＬ－４細胞（ＥＬ－４＋ｐ１３
０）およびＷＴ１陽性腫瘍細胞株ＴＲＡＭＰ－Ｃに対してｐ１３０～１３８を用いた再刺
激後のＣＴＬ株の細胞傷害性の活性を示す。
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