
(57)【要約】
本発明は、腫瘍関連抗原をコードするワクチンと腫瘍内皮マーカー８（ TEM8）をコードす
るワクチンとの相乗効果について開示する。それらワクチンの併用によって強力な抗腫瘍
免疫が誘導された。このアプローチを用いて、脈管構造によって支持されかつ腫瘍関連抗
原が特定されている腫瘍を治療することができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ i） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー ；
　 （ ii） 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー ； お よ
び
　 （ iii） 医 薬 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア ； を 含 有 す る ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、 HER2/neu、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ ン パ ク １ （ gp75） 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関
連 タ ン パ ク ２ （ TRP-2） お よ び 前 立 腺 特 異 膜 抗 原 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト 由 来
の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
マ ウ ス 由 来 の 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 １ の 核 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ３ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ２ ま た は ３ の
配 列 を 有 す る 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４
記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
ヒ ト 由 来 の 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ４ の 核 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ３ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ５ ま た は ３ の
配 列 を 有 す る 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６
記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ２ 、 ３ ま た は ５ の 配 列 に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ 相
同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ２ 、 ３ ま た は ５ の 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ０ ％ 相
同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 （ i） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は
そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と を 含 む ベ ク タ ー ； お よ び
　 （ ii） 医 薬 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア ； を 含 有 す る ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、 HER2/neu、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ ン パ ク １ （ gp75） 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関
連 タ ン パ ク ２ （ TRP-2） お よ び 前 立 腺 特 異 膜 抗 原 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト 由 来
の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
マ ウ ス 由 来 の 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 １ の 核 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ ３ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ２ ま た は ３ の
配 列 を 有 す る 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ヒ ト 由 来 の 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ４ の 核 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 １ ３ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ５ ま た は ３ の
配 列 を 有 す る 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ２ 、 ３ ま た は ５ の 配 列 に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ 相
同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ２ 、 ３ ま た は ５ の 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ０ ％ 相
同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
個 体 に 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に お い て 抗 腫
瘍 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 組 成 物 が 、 筋 肉 注 射 、 皮 内 注 射 、 皮 下 注 射 、 鼻 腔 内 ス プ レ イ お よ び 経 口 投 与 よ り 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 手 段 に よ り 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 組 成 物 中 の ２ つ の ベ ク タ ー が 、 同 時 に ま た は 連 続 し て 前 記 個 体 に 投 与 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 組 成 物 中 の ベ ク タ ー が 、 リ ポ ソ ー ム お よ び 細 菌 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 送 達 手 段 に
よ っ て 運 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 個 体 が 、 癌 を 有 す る か ま た は 癌 を 発 生 す る 危 険 性 を 有 す る と 診 断 さ れ た も の で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 お よ び 該 組 成 物 中 の ベ ク タ ー に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 よ り 成
る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 樹 状 細 胞 を 個 体 に 投 与 す る 工 程 を 含
む こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に お い て 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 個 体 が 、 癌 を 有 す る か ま た は 癌 を 発 生 す る 危 険 性 を 有 す る と 診 断 さ れ た も の で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 １ １ 記 載 の 組 成 物 を 個 体 に 投 与 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に お い て 抗
腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 組 成 物 が 、 筋 肉 注 射 、 皮 内 注 射 、 皮 下 注 射 、 鼻 腔 内 ス プ レ イ お よ び 経 口 投 与 よ り 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 手 段 に よ り 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 組 成 物 中 の ベ ク タ ー が 、 リ ポ ソ ー ム お よ び 細 菌 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 送 達 手 段 に
よ っ て 運 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
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前 記 個 体 が 、 癌 を 有 す る か ま た は 癌 を 発 生 す る 危 険 性 を 有 す る と 診 断 さ れ た も の で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 １ １ 記 載 の 組 成 物 お よ び 該 組 成 物 中 の ベ ク タ ー に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 よ り
成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 で パ ル ス さ れ る か ま た は そ れ ら を 発 現 す る よ
う に 誘 導 さ れ た 樹 状 細 胞 を 個 体 に 投 与 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に お い て 抗
腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 個 体 が 、 癌 を 有 す る か ま た は 癌 を 発 生 す る 危 険 性 を 有 す る と 診 断 さ れ た も の で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 （ ａ ） 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー ；
　 （ ｂ ） 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 ； お よ び
　 （ ｃ ） 医 薬 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア ； を 含 有 す る ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、 HER2/neu、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ ン パ ク １ （ gp75） 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関
連 タ ン パ ク ２ （ TRP-2） お よ び 前 立 腺 特 異 膜 抗 原 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 が 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト 由
来 の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
マ ウ ス 由 来 の 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 が 、 配 列 番 号 ２ ま た は ３ の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 １ の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３
７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
ヒ ト 由 来 の 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 が 、 配 列 番 号 ５ ま た は ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ４ の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３
９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ２ 、 ３ ま た は ５ の 配 列 に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ 相
同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ２ 、 ３ ま た は ５ の 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ０ ％ 相
同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
個 体 に 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に お い て 抗
腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
前 記 組 成 物 が 、 筋 肉 注 射 、 皮 内 注 射 、 皮 下 注 射 、 鼻 腔 内 ス プ レ イ お よ び 経 口 投 与 よ り 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 手 段 に よ り 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 組 成 物 中 の ベ ク タ ー と 組 換 え タ ン パ ク 質 と が 、 同 時 に ま た は 連 続 し て 前 記 個 体 に 投 与
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ７ 】
前 記 組 成 物 中 の ベ ク タ ー が 、 リ ポ ソ ー ム お よ び 細 菌 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 送 達 手 段 に
よ っ て 運 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
前 記 個 体 が 、 癌 を 有 す る か ま た は 癌 を 発 生 す る 危 険 性 を 有 す る と 診 断 さ れ た も の で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 ；
　 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 ； お よ び
　 医 薬 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア ； を 含 有 す る ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、 HER2/neu、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ ン パ ク １ （ gp75） 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関
連 タ ン パ ク ２ （ TRP-2） お よ び 前 立 腺 特 異 膜 抗 原 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 が 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト 由
来 の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
マ ウ ス 由 来 の 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 が 、 配 列 番 号 ２ ま た は ３ の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 １ の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５
２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
ヒ ト 由 来 の 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 が 、 配 列 番 号 ５ ま た は ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ４ の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５
４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ２ 、 ３ ま た は ５ の 配 列 に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ 相
同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ２ 、 ３ ま た は ５ の 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ０ ％ 相
同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
個 体 に 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に お い て 抗
腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
前 記 組 成 物 が 、 筋 肉 注 射 、 皮 内 注 射 、 皮 下 注 射 、 鼻 腔 内 ス プ レ イ お よ び 経 口 投 与 よ り 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 手 段 に よ り 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
前 記 組 成 物 中 の 組 換 え タ ン パ ク 質 が 、 同 時 に ま た は 連 続 し て 前 記 個 体 に 投 与 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ５ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
前 記 個 体 が 、 癌 を 有 す る か ま た は 癌 を 発 生 す る 危 険 性 を 有 す る と 診 断 さ れ た も の で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 ；
　 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー ； お よ び
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　 医 薬 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア ； を 含 有 す る ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
前 記 腫 瘍 関 連 抗 原 が 、 HER2/neu、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ ン パ ク １ （ gp75） 、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関
連 タ ン パ ク ２ （ TRP-2） お よ び 前 立 腺 特 異 膜 抗 原 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ６ ２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト 由 来
の も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
マ ウ ス 由 来 の 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 １ の 核 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ６ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ２ ま た は ３ の
配 列 を 有 す る 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６
５ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
ヒ ト 由 来 の 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ４ の 核 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ６ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 、 配 列 番 号 ５ ま た は ３ の
配 列 を 有 す る 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６
７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ２ 、 ３ ま た は ５ の 配 列 に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ 相
同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
前 記 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ が 、 配 列 番 号 ２ 、 ３ ま た は ５ の 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ０ ％ 相
同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ １ 】
前 記 ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
個 体 に 請 求 項 ６ ２ 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に お い て 抗
腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
前 記 組 成 物 が 、 筋 肉 注 射 、 皮 内 注 射 、 皮 下 注 射 、 鼻 腔 内 ス プ レ イ お よ び 経 口 投 与 よ り 成 る
群 か ら 選 択 さ れ る 手 段 に よ り 投 与 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
前 記 組 成 物 中 の ベ ク タ ー と 組 換 え タ ン パ ク 質 と が 、 同 時 に ま た は 連 続 し て 前 記 個 体 に 投 与
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
前 記 組 成 物 中 の ベ ク タ ー が 、 リ ポ ソ ー ム お よ び 細 菌 よ り 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 送 達 手 段 に
よ っ て 運 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
前 記 個 体 が 、 癌 を 有 す る か ま た は 癌 を 発 生 す る 危 険 性 を 有 す る と 診 断 さ れ た も の で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ２ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 概 し て 、 抗 腫 瘍 免 疫 の 分 野 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原
お よ び 腫 瘍 内 皮 の 両 方 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 抗 腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 組 成
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物 お よ び 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 抗 腫 瘍 遺 伝 子 療 法 の 試 み の 多 く は 実 質 的 に 、 ワ ク チ ン に よ っ て も た ら さ れ る よ う な 永 続
的 な 全 身 免 疫 応 答 を 確 立 す る こ と を 狙 っ た 免 疫 学 的 ア プ ロ ー チ に 基 づ く も の で あ る 。 癌 ワ
ク チ ン へ の 関 心 は 、 あ る 患 者 に お け る 免 疫 原 性 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る Ｂ 細 胞 お よ び Ｔ 細 胞
免 疫 応 答 の 存 在 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 免 疫 原 性 腫 瘍 関 連 抗 原 が 存 在 す る こ と が 明 ら か
に な っ た と き に 再 燃 し た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 周 知 の 腫 瘍 関 連 抗 原 の １ つ は 、 HER2/neu癌 遺 伝 子 産 物 で あ る 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 p185で あ
る 。 p185タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 増 殖 な ら び に 発 癌 に 関 連 す る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 で あ る
。 例 え ば 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 子 宮 癌 、 胃 癌 、 前 立 腺 癌 お よ び 肺 癌 の よ う な 多 く の ヒ ト 癌 に お
い て 、 p185の 過 剰 発 現 が 観 察 さ れ て い る 。 p185の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る DNA配 列 が
プ ラ ス ミ ド に 挿 入 さ れ 、 最 近 、 臨 床 免 疫 療 法 に お い て 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 そ れ に も 関 わ ら ず 、 ほ ん の 僅 か な 腫 瘍 抗 原 の み が 免 疫 療 法 タ ー ゲ ッ ト と し て 選 択 さ れ 、
い く つ か の 重 要 な 試 み に も 関 わ ら ず 、 遺 伝 子 療 法 は ま だ 想 定 さ れ る 臨 床 結 果 を も た ら し て
い な い 。 成 功 し な い こ と の 理 由 の １ つ は 、 単 一 の 治 療 タ ー ゲ ッ ト を 使 用 す る こ と に あ り 、
そ れ で は 癌 の 発 生 を 効 果 的 に 停 止 さ せ る こ と が で き な い と 思 わ れ る 。 腫 瘍 細 胞 は 遺 伝 学 的
に 不 安 定 で あ る こ と が 分 か っ て お り 、 そ の こ と は 、 高 い 突 然 変 異 率 に よ っ て 腫 瘍 発 生 が 達
成 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 結 果 と し て 、 あ る 抗 原 に 対 し て 誘 起 さ れ た 免 疫 応 答 は 、 突 然 変
異 が 生 じ た 場 合 は 最 早 有 効 で は な く 、 免 疫 系 は そ の 抗 原 の 変 異 体 を 認 識 で き な い 。 そ れ ら
の 問 題 を 克 服 す る た め に 、 多 く の エ ピ ト ー プ を 同 じ ワ ク チ ン に お い て 組 み 合 わ せ る か ま た
は 複 数 の タ ー ゲ ッ ト を 標 的 と す る 、 新 し い 世 代 の ワ ク チ ン が 現 在 開 発 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 微 小 転 移 を 越 え た 固 形 腫 瘍 の 増 殖 は 、 独 立 し た 血 液 供 給 の 形 成 を 必 要 と す る 。 腫 瘍 脈 管
構 造 へ の 宿 主 内 皮 の 補 充 が 、 腫 瘍 の 進 行 お よ び 転 移 に 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ て い
る 。 こ の 理 由 で 、 腫 瘍 脈 管 構 造 で 発 現 さ れ る 分 子 は 、 化 学 療 法 お よ び 免 疫 療 法 の タ ー ゲ ッ
ト と し て 開 発 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 生 理 的 お よ び 病 理 的 状 態 に 関 連 す る 血 管 新 生 は 、 部 分 的 に 重 複 す る 一 連 の 分 子 を 利 用 す
る 。 例 え ば 、 胚 形 成 、 黄 体 お よ び 創 傷 治 癒 の よ う な 生 理 的 新 血 管 形 成 に お い て 、 血 管 新 生
分 子 お よ び 抗 血 管 新 生 分 子 が ア ク セ サ リ ー 細 胞 に よ っ て 遊 離 さ れ る 。 そ れ ら 因 子 は 、 内 皮
細 胞 の 遊 走 お よ び 増 殖 、 そ れ ら の 形 態 形 成 （ 毛 細 血 管 ） 分 化 お よ び 同 時 に 生 じ る 間 質 マ ト
リ ク ス の リ モ デ リ ン グ を 制 御 す る 。 そ れ ら 過 程 は 生 理 的 状 態 に お い て き ち ん と 調 節 さ れ て
い る が 、 永 続 的 な 自 由 な (deregulated)血 管 新 生 が 癌 な ら び に 他 の 疾 患 に お い て 観 察 さ れ
る 。 し か し な が ら 、 内 皮 細 胞 そ れ 自 体 は 変 わ ら ず 、 従 っ て 、 腫 瘍 細 胞 よ り も 調 節 し や す い
。 腫 瘍 の 脈 管 構 造 を 攻 撃 す る こ と に よ る 腫 瘍 増 殖 の 阻 害 は 、 抗 血 管 新 生 へ の 介 在 の た め の
主 要 な タ ー ゲ ッ ト を 提 供 す る 。 実 際 、 エ ン ド ス タ チ ン 、 ア ン ギ オ ス タ チ ン 、 VEGFア ン タ ゴ
ニ ス ト お よ び 多 く の 他 の 新 世 代 血 管 新 生 阻 害 剤 を 用 い て 開 発 さ れ た 前 臨 床 動 物 モ デ ル が 、
こ の 概 念 の 指 針 と な る 原 理 を 十 分 に 実 証 し 、 臨 床 試 験 を 実 現 し た 。 し か し な が ら 、 前 臨 床
試 験 に お い て こ れ ら 薬 剤 に よ っ て 示 さ れ た か な り の 裏 づ け に も 関 わ ら ず 、 腫 瘍 細 胞 を 標 的
と す る 標 準 的 細 胞 減 少 療 法 と 比 較 し た と き に 、 有 意 な 永 続 的 臨 床 反 応 は 観 察 さ れ な か っ た
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 異 種 （ ヒ ト ） 内 皮 細 胞 （ HUVEC） か ら 成 る ワ ク チ ン が マ ウ ス モ デ ル に お い て 抗 腫 瘍 免 疫
を 誘 導 す る こ と が 報 告 さ れ た （ Wey et al., 2000） 。 よ り 最 近 で は 、 乳 癌 の ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク (HER-2/neu+)マ ウ ス モ デ ル に お い て 、 ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 ワ ク チ ン が 評 価 さ れ た
。 異 種 ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 と HER-2/neu+ DNAワ ク チ ン と を 組 合 せ て 、 筋 肉 注 射 に よ っ て
HER-2/neu+ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 免 疫 し た 。 こ れ ら 実 験 に お い て 、 個 々 の 免 疫 学 的
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刺 激 は 、 限 ら れ た 腫 瘍 防 御 を 示 す か (neu DNAワ ク チ ン )、 ま た は 全 く 示 さ な か っ た （ ヒ ト
臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 ） が 、 組 合 せ て 投 与 さ れ た マ ウ ス は 、 攻 撃 的 な 乳 癌 か ら 防 御 さ れ た 。 こ
の よ う な 乳 癌 発 癌 の 防 御 は 、 癌 細 胞 と 腫 瘍 内 皮 の 両 方 に 対 す る 免 疫 応 答 を 組 み 合 わ せ る こ
と が 、 腫 瘍 ワ ク チ ン の 設 計 に お け る 重 要 な 進 歩 と な る と い う 原 理 の 証 拠 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 最 近 、 Carson-Walterら (2001)は 、 腫 瘍 関 連 内 皮 に お い て 特 異 的 に 上 昇 す る 腫 瘍 内 皮 マ
ー カ ー (TEM)と 称 さ れ る 少 な く と も ４ ６ の 転 写 物 の 存 在 を 開 示 す る 。 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー と
し て 、 イ ン テ グ リ ン 、 別 の 増 殖 因 子 受 容 体 、 な ら び に 下 流 シ グ ナ リ ン グ 事 象 に 関 連 す る 他
の 分 子 が 挙 げ ら れ る 。 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー は 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス の 両 方 で 腫 瘍 の 脈 管 構 造 に
お い て 明 ら か に 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 TEM8の 発 現 パ タ ー ン は 、 そ の 遺 伝 子 が 腫 瘍 血 管 新 生 に 非 常 に 特 異 的 で あ り 正 常 な 成 体 の
血 管 新 生 に 必 要 と さ れ な い こ と を 示 唆 す る こ と か ら 、 特 に 興 味 深 い 。 ヒ ト お よ び マ ウ ス の
TEM8タ ン パ ク 質 は 共 に 、 少 な く と も ７ つ の 潜 在 的 リ ン 酸 化 部 位 を 共 有 す る 大 き な 細 胞 質 テ
イ ル (large cytoplasmic tail)を 有 し 、 TME8が 細 胞 へ の 細 胞 外 シ グ ナ ル の 伝 達 に 関 連 す る
と い う 仮 説 を 支 持 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ヒ ト 患 者 を マ ウ ス 内 皮 細 胞 株 で 免 疫 す る こ と は 理 論 的 に は 可 能 で あ る が 、 法 的 理 由 か ら
、 臨 床 品 質 の ワ ク チ ン に お い て ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 を 代 用 す る 個 々 の 分 子 を 同 定 す る こ
と が よ り 現 実 的 で あ る 。 異 種 ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 に 代 わ る １ つ の 非 常 に 見 込 み の あ る 選
択 は 、 HER-2/neuの よ う な 腫 瘍 特 異 的 DNAワ ク チ ン の 抗 腫 瘍 効 果 を 増 強 す る た め に 腫 瘍 内 皮
マ ー カ ー ８ （ TEM8） 抗 原 を 使 用 す る こ と で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は 腫 瘍 血 管 新 生 に 関 連 す る 分 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 個
々 に 誘 導 さ れ る 抗 腫 瘍 免 疫 を 増 強 す る ア プ ロ ー チ が 必 要 と さ れ て お り 、 先 行 技 術 に お い て
欠 け て い る 。 本 発 明 は 、 同 一 ワ ク チ ン に お い て 腫 瘍 関 連 抗 原 と TEM8分 子 の 両 方 を タ ー ゲ テ
ィ ン グ す る 組 成 物 お よ び 方 法 を 提 供 す る こ と に よ っ て 、 当 業 界 に お け る こ の 長 年 の 要 求 お
よ び 要 望 を 満 た す 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ 遺 伝 子 (TEM8)の 産 物 が 、 免 疫 原 と し て 用 い ら れ た と き に
腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 高 め る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 効 果 的 で か つ 長 期 間 持
続 す る 腫 瘍 発 生 の 免 疫 防 御 を も た ら す こ と が で き る と い う 驚 く べ き 発 見 を 報 告 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ (TEM8)は 、 腫 瘍 の 新 生 脈 管 構 造 、 胎 児 の 肝 臓 お よ び 脳 に お い て 発 現
さ れ る が 、 正 常 な 成 体 組 織 で は 発 現 さ れ な い 。 炭 疽 毒 素 受 容 体 （ ATR） は 、 TEM8の ス プ ラ
イ ス 変 異 体 で あ り 、 細 胞 外 ド メ イ ン お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン に 亘 る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 一
致 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 最 初 の 免 疫 実 験 は 、 乳 癌 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス モ デ ル に お い て TEM8/ATRexお よ び
HER2/neuの 細 胞 外 ド メ イ ン を 用 い て 実 施 し た 。 ラ ッ ト neu プ ロ ト 癌 遺 伝 子 の 遺 伝 子 を 導 入
し た マ ウ ス を 、 TEM8/ATRexを コ ー ド す る DNA 100mgお よ び ラ ッ ト neuの 細 胞 外 ド メ イ ン を コ
ー ド す る DNAで 、 隔 週 の 間 隔 で ３ 回 筋 肉 注 射 に よ っ て 免 疫 し た 。 FVB/neuマ ウ ス 系 統 に 由 来
す る 同 系 腫 瘍 株 を マ ウ ス に 攻 撃 接 種 し た 。 こ の 実 験 で 、 TEM8/ATRex単 独 で 免 疫 し た マ ウ ス
は 腫 瘍 増 殖 に 対 し て 全 く 防 御 を 示 さ な か っ た が 、 HER2 neuで の 免 疫 は 部 分 的 な 防 御 を も た
ら し た 。 一 方 、 HER2/neu＋ TEM8で の 免 疫 は 、 ６ ５ 日 間 に 亘 り ほ ぼ 完 全 な 防 御 を も た ら し た
（ 図 ４ ） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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　 TEM8ワ ク チ ン の 効 果 が 広 範 囲 の 腫 瘍 に 対 す る 免 疫 を 高 め る こ と を 示 す た め に 、 TEM8＋ ヒ
ト チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ ン パ ク １ （ hgp75） （ メ ラ ノ ー マ 分 化 抗 原 ） で マ ウ ス を 免 疫 し た 。
最 初 の 実 験 で は 、 粒 子 射 撃 法 に よ り 4mg（ 腹 部 の 各 四 分 区 間 の そ れ ぞ れ に 1mgず つ ） の pING
TEM8 DNAを 全 て の マ ウ ス に 週 １ 回 ず つ ５ 回 注 射 し た 。 毎 週 、 pINGTEM8 DNA注 射 の ３ 日 後 、
粒 子 射 撃 法 に よ り 4mg（ 腹 部 の 各 四 分 区 間 の そ れ ぞ れ に 1mgず つ ） の hgp75 DNAで マ ウ ス を
免 疫 し た 。 最 後 の hgp75 DNA注 射 の ５ 日 後 、 免 疫 マ ウ ス に B16腫 瘍 細 胞 を 皮 内 に 攻 撃 接 種 し
た 。 少 な く と も ２ 週 間 の 間 、 ２ － ３ 日 ご と に 腫 瘍 を キ ャ リ パ ー で 計 測 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 HER2/neuで 免 疫 し FVB/neu腫 瘍 を 攻 撃 接 種 し た 場 合 の よ う に 、 pINGTEM8 ワ ク チ ン 接 種 単
独 で は B16腫 瘍 増 殖 に 全 く 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 図 ５ に 示 す よ う に 、 腫 瘍 の 攻 撃 接 種 後 4
0日 目 、 hgp75免 疫 単 独 で は 57%の 腫 瘍 防 御 を も た ら し た が 、 hgp75＋ pINGTEM8は 、 87％ 腫 瘍
無 し 生 存 (tumor free survival)を 示 し た 。 従 っ て 、 そ の 効 果 は 相 乗 的 で あ り 、 付 加 的 な
も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 者 は 、 hgp75に よ り 誘 導 さ れ る 免 疫 が TEM8に 依 存 す る か 否 か も 調 べ た 。
図 ６ に 示 す よ う に 、 TEM8 DNA、 PSMA DNAの い ず れ か 単 独 、 ま た は PSMA DNAと hgp75 DNAの
両 方 の い ず れ で 免 疫 し て も 、 B16腫 瘍 に 対 す る 免 疫 を も た ら さ な か っ た 。 し か し な が ら 、 T
EM8 DNAと hgp75 DNAの 両 方 で 免 疫 す る と 、 B16腫 瘍 に 対 し て 最 大 の 防 御 を も た ら し た 。 こ
の こ と は 、 hgp75に よ り 誘 導 さ れ る 免 疫 が TEM8に 依 存 す る こ と を 示 し た 。 さ ら に は 、 図 ７
に 示 す よ う に 、 抗 腫 瘍 効 果 の 誘 導 に お け る TEM8と hgp75と の 相 乗 的 効 果 は 、 CD8+Ｔ 細 胞 を
欠 く マ ウ ス で は 完 全 に 失 わ れ た 。 こ の こ と は 、 CD8+Ｔ 細 胞 が TEM8に よ り 誘 導 さ れ る 免 疫 を
媒 介 す る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 図 ８ に 示 す よ う に 、 TEM8は B16メ ラ ノ ー マ の 外 科 的 切 除 モ
デ ル に お い て も 腫 瘍 免 疫 を 高 め る こ と が 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 癌 の 予 防 的 ま た は 治 療 的 処 置 の た め に 同 時 に ま た は 別 個 に ま た は 連 続
し て 用 い ら れ る 、 腫 瘍 関 連 抗 原 お よ び TEM8遺 伝 子 産 物 あ る い は そ れ ら の 免 疫 原 性 断 片 ま た
は 誘 導 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 有 す る 調 製 物 を 提 供 す る こ と で あ る 。 脈 管 構 造 に よ っ
て 支 持 さ れ 、 さ ら に 例 え ば 分 化 抗 原 の よ う な 腫 瘍 関 連 抗 原 が 特 定 さ れ て い る 、 任 意 の 腫 瘍
を こ の ア プ ロ ー チ で 処 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ワ ク チ ン と し て 有 用 な 組 成 物 、 お よ び そ の 組 成 物 を 用 い て 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導
す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 ワ ク チ ン と し て 有 用 な 組 成 物 を 提 供 す
る 。 そ の 組 成 物 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー 、
腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー 、 お よ び 医 薬 的
に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 ワ ク チ ン と し て 有 用 な 関 連 組 成 物 を 提 供 す る 。 そ の 組 成 物
は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 と 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片
を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と を 含 む ベ ク タ ー 、 お よ び 医 薬 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア を 含 有 す る
。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 ワ ク チ ン と し て 有 用 な 別 の 関 連 組 成 物 を 提 供 す る 。
そ の 組 成 物 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー 、 腫 瘍
内 皮 マ ー カ ー ８ ま た は そ の 断 片 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 、 お よ び 医 薬 的 に 許 容 さ れ る キ ャ
リ ア を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 ワ ク チ ン と し て 有 用 な 別 の 関 連 組 成 物 を 提 供 す る 。
そ の 組 成 物 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 、 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー
８ ま た は そ の 断 片 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 、 お よ び 医 薬 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア を 含 有 す
る 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 ワ ク チ ン と し て 有 用 な 別 の 関 連 組 成 物 を 提 供 す る 。
そ の 組 成 物 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 、 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー
８ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ベ ク タ ー 、 お よ び 医 薬 的 に 許 容 さ れ る キ ャ
リ ア を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に は 、 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 そ れ ら ワ ク チ ン 組 成 物 を 用 い て ヒ ト に お い
て 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の お よ び 追 加 の 態 様 、 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 本 発 明 の 現 在 好 ま し い 実 施
形 態 の 記 載 か ら 明 ら か で あ ろ う 。 そ れ ら 実 施 形 態 は 、 開 示 目 的 で 記 載 さ れ て い る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 抗 原 」 ま た は 「 免 疫 原 」 は 、 免 疫 応 答 を 誘 起 で き る か ま た
は 誘 起 さ れ る 免 疫 応 答 の タ ー ゲ ッ ト と な り 得 る 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 腫 瘍 抗 原 」 ま た は 「 腫 瘍 関 連 抗 原 」 は 、 腫 瘍 に 関 連 す る タ
ン パ ク 質 、 あ る い は 癌 細 胞 内 ま た は そ の 表 面 に 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 MHC分 子
と 関 連 し て 抗 原 提 示 細 胞 の 表 面 に 提 示 さ れ る か あ る い は そ の 細 胞 表 面 上 に 無 傷 の タ ン パ ク
質 と し て 提 示 さ れ た と き に 免 疫 応 答 を 誘 起 で き る も の で あ る 。 腫 瘍 関 連 タ ン パ ク 質 は 、 共
有 抗 原 (shared antigen)（ 正 常 細 胞 に も 存 在 す る 抗 原 ） 、 ウ イ ル ス 抗 原 、 分 化 抗 原 、 あ る
い は 、 Ｂ 細 胞 お よ び ／ ま た は Ｔ 細 胞 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る 突 然 変 異 抗 原 で あ っ
て も よ い 。 抗 原 は 、 癌 細 胞 の 粗 抽 出 物 を 調 製 す る こ と に よ っ て 、 組 換 え 技 術 に よ り 抗 原 を
部 分 的 に 精 製 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 公 知 抗 原 の de novo合 成 に よ っ て 、 調 製 す る こ
と が で き る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 と し て 、 限 定 は さ れ な い が 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 多 糖 、
複 合 多 糖 、 脂 質 お よ び 糖 脂 質 な ど が 挙 げ ら れ る 。 腫 瘍 細 胞 ま た は 腫 瘍 細 胞 抽 出 物 を 腫 瘍 関
連 抗 原 調 製 物 と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 癌 を 発 生 す る 危 険 性 を 有 す る ヒ ト 」 は 、 （ i） 例 え ば タ バ コ 、 ア ス ベ ス ト ま た は 他 の
化 学 毒 素 、 ウ イ ル ス 、 ま た は 放 射 線 の よ う な 発 癌 物 質 へ の 環 境 曝 露 に 曝 さ れ た ヒ ト ； （ ii
） 既 に 癌 の 治 療 を 受 け て い て さ ら に 低 い ま た は 検 出 で き な い 全 身 腫 瘍 組 織 量 を 有 す る が 、
再 発 を 統 計 的 に 見 積 も る こ と が で き る 対 象 ； （ iii） そ の 遺 伝 子 的 疾 病 素 質 、 病 状 ま た は
以 前 の 処 置 、 ウ イ ル ス 感 染 、 あ る い は 癌 を 発 生 す る 高 い 可 能 性 と の 関 連 性 が 実 証 さ れ て い
る 遺 伝 形 質 に 基 づ き 、 癌 を 発 生 す る 高 い 確 率 を 有 す る ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 癌 を 有 す る ヒ ト 」 は 、 検 出 可 能 な 癌 細 胞 を 有 す る ヒ ト で あ る 。 癌 ま た は 腫 瘍 は 、 限 定
は さ れ な い が 、 例 え ば 、 胆 道 癌 、 脳 腫 瘍 、 乳 癌 、 子 宮 頸 癌 、 絨 毛 癌 、 結 腸 癌 、 子 宮 内 膜 癌
、 食 道 癌 、 胃 癌 、 上 皮 内 新 生 物 、 リ ン パ 腫 、 肝 癌 、 肺 癌 （ 小 細 胞 お よ び 非 小 細 胞 ） 、 メ ラ
ノ ー マ （ 黒 色 腫 ） 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 口 腔 癌 、 卵 巣 癌 、 膵 癌 、 前 立 腺 癌 、 直 腸 癌 、 肉 腫 、 皮
膚 癌 、 膀 胱 癌 、 甲 状 腺 癌 、 腎 癌 、 な ら び に 他 の 癌 お よ び 肉 腫 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 理 想 的 な 癌 治 療 薬 は 、 体 の 複 数 の 部 位 で 全 身 腫 瘍 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る の に 十 分 な 親 和
性 お よ び 特 異 性 を 有 す る が 、 一 方 で 、 新 生 物 細 胞 と 非 新 生 物 細 胞 と を 識 別 す る 必 要 が あ る
。 こ れ に 関 し て 、 抗 原 特 異 的 癌 免 疫 療 法 お よ び 腫 瘍 新 生 脈 管 構 造 の 免 疫 タ ー ゲ テ ィ ン グ は
、 癌 の 予 防 お よ び 治 療 の た め の ２ つ の 魅 力 的 な 戦 略 を 表 す 。 本 発 明 は 、 そ れ ら ２ つ の 抗 腫
瘍 免 疫 誘 導 の 戦 略 を 組 み 合 わ せ て 、 結 果 と し て 予 想 外 の 相 乗 的 応 答 を も た ら す 新 規 な ア プ
ロ ー チ を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ （ TEM8） は 、 正 常 お よ び 新 生 物 ヒ ト 結 腸 に お け る 内 皮 細 胞 の 差 別 的
発 現 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 同 定 さ れ た (Carson-Walter et al., 2001)。 TEM8転 写 物 は 、
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腫 瘍 脈 管 構 造 を 裏 打 ち す る 内 皮 細 胞 に お い て 差 別 的 に お よ び 豊 富 に 発 現 さ れ る 。 マ ウ ス の
対 応 物 は 96％ 同 一 で あ り 、 in situ PCRで 示 さ れ る よ う に 、 自 然 発 生 マ ウ ス メ ラ ノ ー マ B16
に お い て 高 発 現 さ れ る 。 マ ウ ス 由 来 の TEM8の 核 酸 配 列 は 配 列 番 号 １ の 配 列 を 有 す る が 、 一
方 、 ヒ ト TEM8の 核 酸 配 列 は 配 列 番 号 ４ の 配 列 を 有 す る 。 マ ウ ス TEM8核 酸 は 、 Iド メ イ ン （
接 着 モ チ ー フ ） を 有 す る 561ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ２ ） の I型 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
。 一 方 、 ヒ ト TEM8は 、 564ア ミ ノ 酸 （ 配 列 番 号 ５ ） の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 TEM8の 生
理 的 機 能 は 知 ら れ て い な い 。 TEM8の 細 胞 外 ド メ イ ン の 部 分 は 、 イ ン テ グ リ ン の 細 胞 外 ド メ
イ ン に お い て よ く 見 ら れ る フ ォ ン ・ ヴ ィ レ ブ ラ ン ド 因 子 Ａ 型 ド メ イ ン と 高 い 相 同 性 を 共 有
す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 TEM8遺 伝 子 の 他 の ス プ ラ イ ス 産 物 は 、 炭 疽 受 容 体 （ ATR） タ ン パ ク 質
を 作 り 出 し 、 そ れ は 、 完 全 な 細 胞 外 ド メ イ ン お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン を 含 む 最 初 の 364ア ミ
ノ 酸 に 関 し て TEM8と 一 致 し 、 そ の 後 、 TEM8と は 相 違 す る ４ ア ミ ノ 酸 の 後 、 終 結 す る 。 炭 疽
毒 素 受 容 体 タ ン パ ク 質 は 、 突 然 変 異 誘 発 物 質 に よ り 炭 疽 耐 性 に し た CHO細 胞 の 単 離 お よ び
分 析 に よ っ て 炭 疽 受 容 体 と し て 同 定 さ れ た (Bradley et al., 2001)。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 腫 瘍 脈 管 構 造 に お け る そ の 発 現 の た め に 、 研 究 者 は 、 TEM8を 、 単 独 で ま た は 他 の 腫 瘍 関
連 抗 原 と 組 み 合 わ せ て 、 腫 瘍 免 疫 療 法 の た め の タ ー ゲ ッ ト と し て 調 べ た 。 本 発 明 は 、 TEM8
の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る DNAワ ク チ ン が 、 腫 瘍 に お い て 発 現 さ れ る 分 化 マ ー カ ー を
コ ー ド す る DNAワ ク チ ン と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ た と き に 、 そ の 後 の 腫 瘍 攻 撃 接 種 か ら マ
ウ ス を 防 御 す る こ と を 示 す 。 従 っ て 、 腫 瘍 関 連 抗 原 と TEM8遺 伝 子 産 物 と を １ つ の ワ ク チ ン
に お い て 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 強 力 な 抗 腫 瘍 免 疫 を 誘 導 で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と TEM8遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列
と の 組 合 せ を 提 供 す る 。 例 え ば プ ラ ス ミ ド ま た は 修 飾 ウ イ ル ス の よ う な 適 切 な 発 現 ベ ク タ
ー に 核 酸 配 列 を 挿 入 す る こ と が で き 、 そ れ ら ベ ク タ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、
シ グ ナ ル ま た は タ ー ゲ ッ ト 配 列 を 含 ん で い て よ く 、 そ れ ら の 全 て が 対 応 ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 お よ び 亜 細 胞 局 在 化 に 適 し た も の で あ る 。 異 な る 抗 原 を コ ー ド す る 複 数 の 配 列 を 別 個 に
ま た は 融 合 し て 、 同 じ ベ ク タ ー に 挿 入 し て も よ い 。 本 発 明 は ま た 、 腫 瘍 関 連 抗 原 と TEM8組
換 え タ ン パ ク 質 と を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 組 み 合 わ せ た 活 性 成 分 を ワ ク チ ン と し て 用 い て も よ い
。 ワ ク チ ン 調 製 の 原 理 お よ び 方 法 は 、 Paul, "Fundamental Immunology", Raven Press, N
ew York (1989)ま た は Cryz, S. J., "Immunotherapy and vaccines", VCH Verlagsgessel
shaft (1991)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 DNAワ ク チ ン は 通 常 、 CTLま
た は 抗 体 誘 導 エ ピ ト ー プ を 含 む １ 以 上 の 抗 原 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド DNAか ら 構 成 さ れ る
（ Wolff et al., 1990） 。 周 知 技 術 に 従 っ て 、 プ ラ ス ミ ド を 調 製 し て ワ ク チ ン と し て 用 い
る こ と が で き る （ Donnelly et al., 1994） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ワ ク チ ン 組 成 物 は 通 常 、 乳 化 剤 、 緩 衝 剤 の よ う な 添 加 剤 、 お よ び 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ
ュ バ ン ト 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は ミ ョ ウ バ ン の よ う な ア ジ ュ バ
ン ト を さ ら に 含 む 。 ワ ク チ ン 組 成 物 は ま た 、 例 え ば 、 免 疫 応 答 を さ ら に 高 め る こ と が で き
る GM-CSF、 IL-2、 IL-12、 IL-15、 IL-18ま た は CD40Lの よ う な サ イ ト カ イ ン を 含 ん で い て よ
い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 腫 瘍 抗 原 お よ び TEM8遺 伝 子 産 物 、 あ る い は そ れ ら の 断 片 ま た は 誘 導 体 の い ず れ か 、 あ る
い は そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 の 組 合 せ を 含 有 す る 製 剤 を 、 癌 を 発 生 す る 危 険 性 を 有
す る 対 象 の 予 防 的 治 療 に お い て 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の １ つ の 実 施 形 態 で は 、 製 剤
は 、 腫 瘍 抗 原 と し て HER2プ ラ ス ミ ド DNAを 含 有 し 、 乳 癌 、 子 宮 癌 、 前 立 腺 癌 、 結 腸 癌 、 肺
癌 、 頭 部 癌 お よ び 頚 部 癌 の 予 防 ま た は 治 療 的 処 置 に お い て 用 い ら れ る 。 別 の 実 施 形 態 に お
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い て 、 製 剤 は 、 腫 瘍 抗 原 と し て gp75プ ラ ス ミ ド DNAま た は TRP-2プ ラ ス ミ ド DNAを 含 有 し 、
悪 性 黒 色 腫 の 治 療 に 用 い ら れ る 。 当 業 界 で 周 知 で あ る 他 の 腫 瘍 関 連 抗 原 を 本 発 明 に お い て
同 様 に 腫 瘍 関 連 抗 原 と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 お よ び TEM8遺 伝 子 産 物 は 、 別 個 の DNA分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い て も よ
い 。 あ る い は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 お よ び TEM8遺 伝 子 産 物 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ シ ス ト
ロ ン 性 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 構 成 さ れ て も よ い 。 さ ら に は 、 TEM8の 細 胞 外 ド メ イ ン を ワ ク
チ ン 組 成 物 に 配 合 で き る の み な ら ず 、 完 全 長 TEM8配 列 を ワ ク チ ン と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 DNAワ ク チ ン と し て 用 い る プ ラ ス ミ ド は 、 様 々 な 非 経 口 、 粘 膜 お よ び 局 所 経 路 に よ っ て
送 達 で き る 。 例 え ば 、 筋 肉 内 、 皮 内 、 皮 下 (PNAS 83:9551(1986); 国 際 公 開 第 90/11092号 )
ま た は 他 の 経 路 に よ っ て 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 注 射 で き る 。 鼻 腔 内 ス プ レ イ ま た 点 滴 剤 、 直
腸 用 の 座 薬 に よ り 、 あ る い は 経 口 で 投 与 し て も よ い 。 遺 伝 子 銃 (Johnston, 1992)ま た は バ
イ オ ジ ェ ク タ ー (Biojector)を 用 い て 、 表 皮 ま た は 粘 膜 表 面 に 投 与 し て も よ い 。 プ ラ ス ミ
ド は 、 水 溶 液 中 に 提 供 し て も よ く 、 金 粒 子 上 で 乾 燥 さ せ て 提 供 し て も よ く 、 あ る い は 、 限
定 は さ れ な い が 、 リ ポ ソ ー ム 、 デ ン ド ラ マ ー (dendramers)、 蝸 牛 状 物 (cochleate)お よ び
マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 等 の 別 の DNA送 達 シ ス テ ム に 関 連 さ せ て 提 供 し て も よ い 。 免 疫 系 へ の
送 達 手 段 (delivery vehicle)と し て 作 用 す る サ ル モ ネ ラ 菌 の よ う な 、 細 菌 の 修 飾 形 態 に 遺
伝 子 担 持 プ ラ ス ミ ド を 導 入 で き る こ と が 最 近 発 見 さ れ た 。 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 は 、 経 口 に
よ り ま た は 他 の 当 業 界 で 周 知 の 手 段 に よ り 宿 主 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 例 え ば mRNAの よ う な 核 酸 を 、 ワ ク チ ン と し て 用 い ら れ る 自 系 樹 状 細 胞 に 負 荷 さ せ て も よ
い 。 樹 状 細 胞 が 強 力 な 抗 原 提 示 細 胞 で あ る こ と は 当 業 界 で 周 知 で あ り 、 さ ら に 、 抗 原 負 荷
樹 状 細 胞 に よ る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 お よ び プ ロ ト コ ル も 当 業 界 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 腫 瘍 抗 原 ワ ク チ ン お よ び TEM8ワ ク チ ン は 、 同 時 に 投 与 し て も 別 個 に 投 与 し て も よ い 。 治
療 は 、 腫 瘍 診 断 の 前 、 疾 患 が 出 現 し た と き 、 ま た は 腫 瘍 の 外 科 的 切 除 の 直 後 の い ず れ に 開
始 し て も よ い 。 様 々 な 間 隔 で 投 与 を 繰 返 し て も よ く 、 患 者 の 症 状 が 改 善 す る 限 り 、 組 み 合
わ せ た 活 性 成 分 の 用 量 は 当 業 界 で 周 知 で あ る プ ロ ト コ ル に 基 づ き 変 化 さ せ る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 い ず れ に し て も 、 組 み 合 わ せ た 成 分 が ペ プ チ ド で あ っ て も 核 酸 で あ っ て も 、 そ れ ら は 適
切 な 薬 剤 組 成 物 中 に 含 め ら れ る で あ ろ う 。 医 薬 組 成 物 は 、 腫 瘍 抗 原 お よ び TEM8抗 原 の 両 方
の 効 果 量 を 含 有 し 、 そ の 効 果 量 は Ｂ 細 胞 ま た は Ｔ 細 胞 免 疫 応 答 を 誘 起 で き る 量 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ワ ク チ ン と し て 有 用 な 物 質 の 組 成 物 に 関 す る 。 そ の 組 成 物 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原
(TAA)ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 お よ び 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ (TEM8)ま た は そ
の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 有 す る 。 あ る い は 、 そ の 組 成 物 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は
そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 お よ び 腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ (TEM8)ま た は そ の 断 片 を 含 む
組 換 え タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 。 さ ら に は 、 そ の 組 成 物 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 と
腫 瘍 内 皮 マ ー カ ー ８ (TEM8)ま た は そ の 断 片 と を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 。 さ ら に
、 そ の 組 成 物 は 、 腫 瘍 関 連 抗 原 ま た は そ の 断 片 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 、 お よ び 腫 瘍 内 皮
マ ー カ ー ８ (TEM8)ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 有 す る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 お よ び
TEM8抗 原 を コ ー ド す る 配 列 は 、 異 な る ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で も 、 あ る い は 単 一 の ベ ク タ ー
に 組 み 込 ん で も よ い 。 腫 瘍 関 連 抗 原 の 代 表 的 例 示 と し て 、 HER2/neu、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ
ン パ ク １ (gp75)、 チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ ン パ ク ２ （ TRP-2） 、 お よ び 任 意 の 種 由 来 の 前 立 腺
特 異 膜 抗 原 が 挙 げ ら れ る 。 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 TEM8タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 、
マ ウ ス ま た は ヒ ト 由 来 の も の で あ る 。 マ ウ ス 由 来 TEM8は 配 列 番 号 １ の 核 酸 配 列 を 有 し 、 そ
の 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ２ ま た は ３ の 配 列 を 有 す る TEM8タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を
コ ー ド す る 。 ヒ ト 由 来 の TEM8は 配 列 番 号 ４ の 核 酸 配 列 を 有 し 、 そ の 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列
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番 号 ５ ま た は ３ の 配 列 を 有 す る TEM8タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 。 さ ら に は 、
当 業 者 は 、 TEM8ア ミ ノ 酸 配 列 を 操 作 し て 、 配 列 番 号 ２ 、 ３ ま た は ５ の い ず れ か に 100％ 同
一 で は な い 有 用 な TEM8を 作 る こ と が で き る こ と を 容 易 に 認 識 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 当 業
者 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ３ ま た は ５ の 配 列 に 80％ ま た は 90％ 相 同 で あ る タ ン パ ク 質 が 有 用 で あ
る こ と に 気 づ く で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 用 い て 、 例 え ば ヒ ト の よ う な 対 象 に お い て 抗
腫 瘍 免 疫 を 誘 導 す る 方 法 に 関 す る 。 通 常 、 対 象 は 、 癌 を 有 す る か 、 ま た は 癌 を 発 生 す る 危
険 性 を 有 す る 。 ワ ク チ ン 組 成 物 の ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム ま た は 修 飾 細 菌 の よ う
な 送 達 手 段 に 担 持 さ せ る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン 組 成 物 が 別 個 の ベ ク タ ー を 含 有 す る 場 合
、 異 な る ベ ク タ ー は 、 同 時 に ま た は 連 続 し て 対 象 に 投 与 し て よ い 。 好 ま し く は 、 筋 肉 注 射
、 皮 内 注 射 、 皮 下 注 射 、 鼻 腔 内 ス プ レ イ ま た は 経 口 投 与 に よ り ワ ク チ ン を 投 与 す る 。 あ る
い は 、 ワ ク チ ン ま た は ワ ク チ ン に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 負 荷 し た 樹 状 細 胞 を 用
い て 対 象 を 免 疫 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 様 々 な 実 施 形 態 を 説 明 す る 目 的 で 記 載 さ れ て お り 、 い ず れ の
態 様 に お い て も 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。 そ れ ら 実 施 例 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ て い る 方 法 、 手 順 、 処 置 、 分 子 お よ び 特 定 化 合 物 と 共 に 、 現 在 に お け る 好 ま し い 実 施 形
態 の 例 示 で あ る 。 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 目 的 、 目 標 お よ び 利 点 、 な ら び に 本 来 備 わ
っ て い る 目 的 、 目 標 お よ び 利 点 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 を う ま く 適 合 さ せ る こ と を 容 易
に 行 う で あ ろ う 。 当 業 者 は 、 請 求 の 範 囲 に よ っ て 特 定 さ れ る 本 発 明 の 精 神 に 包 含 さ れ る 変
化 お よ び 他 の 用 途 を 考 え 付 く で あ ろ う 。 　
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】

　 鋳 型 と し て HindIIIで 切 断 し た pCDneuNT(Invitrogen)、 お よ び 以 下 の プ ラ ー マ ー ： セ ン
ス 5'-CGCAAGCTTCATCATGGAGCTGGC-3'（ 配 列 番 号 ６ ） ； ア ン チ セ ン ス  5'-GCAGAATTCTTATGTC
ACCGGGCT-3'（ 配 列 番 号 ７ ） を 用 い た PCRク ロ ー ニ ン グ に よ っ て pVAXXCDneuを 調 製 し た 。 PC
R条 件 は 以 下 の 通 り で あ る ： 工 程 １ 、 94℃ で 10分 ； 工 程 ２ 、 95℃ で １ 分 、 58℃ で １ 分 、 72
℃ で ２ 分 、 28サ イ ク ル ； 工 程 ３ 、 72℃ で 10分 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Concert Qiagen キ ッ ト に よ る お よ び さ ら に Qiaex　 ゲ ル 抽 出 キ ッ ト （ Qiagen） に よ る PC
R産 物 の 精 製 の 後 、 HindIIIお よ び EcoRI消 化 ； T4 DNAラ イ ゲ ー シ ョ ン （ １ 晩 ） ； エ レ ク ト
ロ ポ レ ー シ ョ ン （ BioRad装 置 ） に よ る DH5α 細 胞 (Takara)の 形 質 転 換 ； の 工 程 に 続 い て 、 H
ER2の 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 応 す る 断 片 を pVAX（ Invitrogen、 臨 床 品 質 )中 に ク ロ ー ン 化 し た
。 得 ら れ た ク ロ ー ン を シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 確 認 し た (ABI Prism, Perkin-Elmer)。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 プ ラ ス ミ ド pATRexを 構 築 す る た め 、 FVB/neuTト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で 生 じ た 乳 癌 か
ら 抽 出 し た 全 RNAか ら 、 TEM8 cDNAを 調 製 し た 。 次 に 、 TEM8 cDNAを 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用
い て PCR増 幅 し た ： セ ン ス － GGACTCTGCGTGGCTGCACTCGTGC（ 配 列 番 号 ８ ） ； ア ン チ セ ン ス －
AGAGCAGCGCCAGGGCCAGCAGCAG（ 配 列 番 号 ９ ） 。 PCR条 件 ： 工 程 １ 、 95℃ で ５ 分 ； 工 程 ２ 、 95
℃ で １ 分 、 64℃ で １ 分 、 72℃ で ２ 分 、 35サ イ ク ル ； 工 程 ３ 、 72℃ で 10分 。 こ れ に よ っ て 、
pGEMへ の ア ミ ノ 酸 13-278の ク ロ ー ニ ン グ が 達 成 さ れ 、 こ の 構 築 物 を 用 い て 核 酸 分 析 用 の リ
ボ プ ロ ー ブ を 作 成 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 TEM8の ア ミ ノ 酸 配 列 27-279（ 配 列 番 号 ３ ） に 対 応 す る 配 列 を ク ロ ー ン 化 す る た め に 、 こ
の プ ラ ス ミ ド か ら さ ら に 抽 出 を 実 施 し た 。 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 新 規 な 配 列 を PCR
ク ロ ー ニ ン グ し た 。 FWKpnIm8セ ン ス － GGGGGTACCGCAATGGGCCGCCGC GAGGATGGGGGA（ 配 列 番
号 １ ０ ） ； RVEcoRIm8ア ン チ セ ン ス － GGTGGAATTCCTAGCACAGCAAATAAGTGTCTTC（ 配 列 番 号 １
１ ） 。 プ ラ イ マ ー は 、 ATG転 写 開 始 コ ド ン 、 終 止 コ ド ン 、 お よ び 哺 乳 類 細 胞 で 発 現 さ せ る
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た め に pcDNA3.1中 に ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 制 限 部 位 を 導 入 す る よ う に 設 計 し た 。 PCR条
件 ： 工 程 １ 、 95℃ で ５ 分 ； 工 程 ２ 、 95℃ で １ 分 、 64℃ で １ 分 、 72℃ で ２ 分 、 35サ イ ク ル ；
工 程 ３ 、 72℃ で 10分 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 増 幅 後 、 そ の 断 片 を KpnIお よ び EcoRIで 消 化 し 、 pcDNA3.1中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 続 い て
、 EcoRIお よ び KpnI制 限 酵 素 を 用 い て TME8配 列 を 切 り 出 し 、 臨 床 品 質 の ベ ク タ ー pINGの Eco
RIお よ び KpnI部 位 に 挿 入 し て 、 pINGTEM8を 作 成 し た 。 pINGTEM8内 で の TEM8配 列 の 配 向 お よ
び 配 列 を シ ー ケ シ ン グ に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 TEM8組 換 え タ ン パ ク 質 に 用 い た プ ラ イ マ ー は ： attB1bis-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG
CTTGATGGGCCGCCGCGAGGATGGGGGA（ 配 列 番 号 １ ２ ） 、 attB2bis-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT
GGGTCGCACAGCAAATAAGTGTCTTC（ 配 列 番 号 １ ３ ） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 完 全 長 ヒ ト 前 立 腺 特 異 膜 抗 原 （ PSMA） (Isreali et al., 1993)お よ び マ ウ ス PSMA cDNA
（ Bacich et al. 1998） を 臨 床 品 質 の ベ ク タ ー pING(Bergman et al., 2003) 中 に ク ロ ー
ン 化 し た 。 hgp75 DNAは 報 告 さ れ て い る (Weber et al., 1998)。 DNA免 疫 の 方 法 は 報 告 さ れ
て い る (Ross et al., 1997; Weber et al., 1998)。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ５ ３ 】

　 ヒ ト 乳 癌 の マ ウ ス モ デ ル に お い て 抗 腫 瘍 免 疫 に 関 す る 本 発 明 の 治 療 的 効 果 を 試 験 し た 。
マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー の 転 写 制 御 下 に ラ ッ ト 癌 遺 伝 子 neu(neuT
)を 導 入 さ れ た メ ス FVBマ ウ ス は 、 性 成 熟 後 に 散 発 性 の 乳 癌 を 発 生 し た 。 そ れ ら 「 自 然 発 生
」 腫 瘍 由 来 の 細 胞 を 単 離 お よ び ク ロ ー ン 化 し て 、 皮 下 接 種 に よ り 同 じ マ ウ ス に 腫 瘍 攻 撃 接
種 を 行 う の に 用 い た 。 FVB/neuト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 単 離 さ れ VSG A1と 称 さ れ る
癌 細 胞 を 、 neu癌 タ ン パ ク 質 (oncoprotein)お よ び MHCク ラ ス I分 子 の 両 方 の 発 現 に 関 す る FA
CS分 析 に 基 づ き 特 徴 づ け し た 。 20％ FBSを 含 有 す る 標 準 的 培 地 に お い て 細 胞 を 拡 大 さ せ た
。 ス ク ラ ッ ピ ン グ に よ り 接 着 細 胞 を 剥 が し 、 脇 腹 に 皮 下 注 射 す る 直 前 に 生 存 性 を 管 理 し た
。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 100μ gの プ ラ ス ミ を 含 有 す る 100μ lの 滅 菌 生 理 食 塩 水 を 大 腿 四 頭 筋 に 注 射 す る こ と に よ
り 、 DNA免 疫 を 実 施 し た 。 通 常 、 ２ 週 間 間 隔 で ３ 回 筋 肉 注 射 す る ス ケ ジ ュ ー ル を 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 次 に 、 マ ウ ス に 攻 撃 接 種 し 、 隔 日 で 触 診 に よ っ て 腫 瘍 の 発 症 を 観 察 し た 。 腫 瘍 が 2mm径
に 達 し 成 長 し 続 け る と 、 状 態 を 記 録 し た 。 小 さ い 方 の 径 （ mm） の ２ 乗 に 、 ２ で 割 っ た 大 き
い 方 の 径 を 掛 け る こ と に よ っ て 腫 瘍 塊 の 質 量 （ mg） を 計 算 し た 。 急 速 に 成 長 す る 腫 瘍 を 切
除 し 、 ホ ル マ リ ン に 固 定 し 、 組 織 学 的 評 価 お よ び 血 管 免 疫 染 色 の た め に 準 備 し た 。 別 の 場
合 と し て 、 TEM8 mRNA分 析 の た め に 、 腫 瘍 を 直 ぐ に 液 体 窒 素 で 凍 結 さ せ た 。 腫 瘍 が 進 行 し
て い る （ 通 常 約 １ cmの サ イ ズ ） こ と が 確 認 さ れ る と 、 マ ウ ス を 屠 殺 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 図 ４ に 示 す よ う に 、 pATRex単 独 で 免 疫 し た マ ウ ス は 腫 瘍 増 殖 か ら の 防 御 を 全 く 示 さ な か
っ た が 、 HER2neuで 免 疫 す る と 部 分 的 な 防 御 を も た ら し た 。 一 方 、 HER2/neu＋ pATRexで 免
疫 す る と 、 65日 間 に 亘 り ほ ぼ 完 全 な 防 御 を も た ら し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ５ ７ 】

　 プ ラ ス ミ ド DNAを プ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ に 掛 け て 以 前 記 載 し た よ う に マ ウ ス の 皮 膚 に 注
射 し た （ Hawkins et al., 2000） 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 マ ウ ス の 腹 部 の 毛 を 除 去 し 、 ヘ リ
ウ ム 駆 動 銃 (Accell, PowderJect, Madison, WI)を 用 い て 、 腹 部 四 分 区 画 に プ ラ ス ミ ド DNA
を 送 達 さ せ た （ 四 分 区 画 当 た り １ μ gプ ラ ス ミ ド DNA） 。 こ れ ら の 実 験 の た め に 、 マ ウ ス （
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15匹 ／ 群 ） に 週 １ 回 の 間 隔 で ５ 週 間 pINGTEM8注 射 を 行 っ た 。 同 じ ス ケ ジ ュ ー ル で hgp75も
マ ウ ス に 注 射 す る 場 合 は 、 hgp75ワ ク チ ン が pINGTEM8ワ ク チ ン の ３ 日 後 に 与 え ら れ る よ う
に 時 差 を つ け て 行 わ れ た 。 hgp75の み で 免 疫 し た マ ウ ス は 、 同 じ hgp75抗 原 を 受 け た 他 の マ
ウ ス と 同 じ 日 に ５ 週 間 ワ ク チ ン を 受 け た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 最 後 の hgp75 DNA免 疫 の ５ 日 後 に 、 3x10 4 の B16メ ラ ノ ー マ 細 胞 を マ ウ ス の 右 脇 腹 に 皮 内
注 射 し た 。 pINGTEM8の み を 受 け た マ ウ ス に 関 し て は 、 最 後 の pINGTEM8ワ ク チ ン の ８ 日 後 に
攻 撃 接 種 を 行 っ た 。 そ の 後 、 隔 日 で 触 診 に よ り 腫 瘍 の 発 生 に 関 し て マ ウ ス を 追 跡 し た 。 腫
瘍 が 2mm径 に 達 し 成 長 し 続 け る と 、 そ の 状 態 を 記 録 し た 。 腫 瘍 が 進 行 し て い る （ 通 常 約 １ c
mの サ イ ズ ） こ と が 確 認 さ れ る と 、 マ ウ ス を 屠 殺 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 図 ５ に 示 す よ う に 、 TEM8ワ ク チ ン 接 種 単 独 は 、 B16腫 瘍 の 増 殖 に 全 く 影 響 を 及 ぼ さ な か
っ た 。 し か し な が ら 、 腫 瘍 の 攻 撃 接 種 の 40日 後 に 、 hgp75免 疫 単 独 は 57％ 腫 瘍 防 御 を も た
ら し 、 一 方 で hgp75＋ pINGTEM8免 疫 は 87％ 腫 瘍 な し 生 存 を も た ら し た 。 従 っ て 、 抗 腫 瘍 効
果 は 相 乗 的 で あ り 、 付 加 的 で は な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 さ ら に 、 hgp75お よ び TEM8 DNAワ ク チ ン で の 免 疫 に よ り 誘 導 さ れ る 免 疫 の 改 善 が TEM8に
依 存 す る か 否 か を 調 べ た 。 こ れ を 達 成 す る た め に 、 同 じ 免 疫 条 件 を 用 い て 実 験 を 繰 返 し た
。 PSMA DNA、 ま た は PSMA DNAお よ び hgp75 DNAの 両 方 の 何 れ か で マ ウ ス を 免 疫 し た 、 ２ つ
の 追 加 の マ ウ ス 群 を 含 め た 。 図 ６ に 示 す よ う に 、 TEM8免 疫 単 独 お よ び PSMA免 疫 単 独 は 、 腫
瘍 防 御 を も た ら さ な か っ た 。 さ ら に は 、 PSMAお よ び hgp75 DNAワ ク チ ン の 両 方 で の 免 疫 も
、 腫 瘍 防 御 を も た ら さ な か っ た 。 し か し な が ら 、 TEM8 DNAお よ び hgp DNAの 両 方 で の 免 疫
は 、 最 大 の 腫 瘍 防 御 を も た ら し た 。 こ の こ と は 、 hgp75に よ り 誘 導 さ れ た 免 疫 が TEM8に 依
存 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 次 に 、 pINGTEM8＋ hgp75で 免 疫 し た マ ウ ス に お い て 腫 瘍 攻 撃 接 種 の ２ 日 前 か ら ４ 週 間 CD8
+Ｔ 細 胞 を 枯 渇 さ せ た 追 加 の 群 を 含 め た こ と を 除 い て 、 同 じ 免 疫 条 件 を 用 い て 実 験 を 繰 返
し た 。 図 ６ に 示 す よ う に 、 pINGTEM8は 、 hgp75ワ ク チ ン と の 相 乗 効 果 を 再 び 示 し 、 さ ら に
こ の 相 乗 効 果 は CD8+Ｔ 細 胞 を 欠 く マ ウ ス に お い て 完 全 に 失 わ れ た 。 こ の こ と は 、 pINGTEM8
免 疫 が CD8+Ｔ 細 胞 エ フ ェ ク タ ー に よ っ て 媒 介 さ れ て い る と い う 考 え を 強 く 支 持 す る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 以 前 記 載 し た 外 科 的 切 除 モ デ ル (Hawkins et al., 2002)を 用 い て 、 原 発 腫 瘍 の 切 除 後 の
肺 転 移 に 関 し て 免 疫 を 提 供 す る 本 発 明 の 治 療 的 効 果 を 実 証 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 マ ウ
ス の 脚 部 に B16メ ラ ノ ー マ 腫 瘍 細 胞 を 注 射 し た 。 腫 瘍 サ イ ズ が 6-8mmに な っ た と き （ 21-28
日 後 ） 、 腫 瘍 を 有 す る 脚 （ 後 脚 ） を 切 除 し た 。 マ ウ ス を ４ つ の 異 な る 処 置 群 に 分 け た 。 １
つ の マ ウ ス 群 （ n=25） は 、 全 く 治 療 を 受 け な か っ た （ 未 処 置 ） 。 第 ２ の マ ウ ス 群 （ n=18）
は 、 TRP-2（ チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ ン パ ク ２ ） DNAワ ク チ ン で 週 １ 回 免 疫 を 受 け た 。 第 ３ の マ
ウ ス 群 （ n=22） は 、 TRP-2お よ び TEM8 DNAワ ク チ ン の 両 方 で 週 １ 回 免 疫 を 受 け た 。 第 ４ の
マ ウ ス 群 （ n=25） は 、 TEM8 DNAワ ク チ ン 単 独 で 週 １ 回 免 疫 を 受 け た 。 21-28日 目 に 、 肺 転
移 が セ ン チ ネ ル リ ン パ 節 に 現 れ る 。 従 っ て 、 マ ウ ス を 21-28日 後 に 屠 殺 し 、 表 面 の 肺 転 移
の 数 を 記 録 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 図 ８ に 示 す よ う に 、 TEM8 DNA単 独 で の 免 疫 は 、 腫 瘍 に 対 す る 免 疫 を も た ら さ な か っ た 。
TRP-2 DNA単 独 で 免 疫 し た マ ウ ス は 表 面 肺 転 移 の 数 の 減 少 を 示 し た が 、 最 大 免 疫 は TRP-2 D
NAお よ び TEM8 DNAの 両 方 で 免 疫 し た 群 で 観 察 さ れ た 。 こ の こ と は 、 TEM8が 肺 へ の 腫 瘍 細 胞
の 転 移 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 腫 瘍 免 疫 を 増 強 す る こ と を 示 し た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 ワ ク チ ン を 用 い た 任 意 の 臨 床 試 験 の 設 計 に お い て 重 要 な 検 討 材 料 は 、 所 定 の 腫 瘍 系 に お
い て そ の 抗 原 を 使 用 す る こ と を 支 持 す る た め に 、 お よ び 有 害 な 自 己 免 疫 の 潜 在 的 部 位 を 強
調 す る の に 、 抗 原 の 組 織 分 布 を 特 定 す る こ と で あ る 。 TEM8 RNAは 、 い く つ か の ヒ ト 腫 瘍 に
お け る 内 皮 細 胞 で 検 出 さ れ て い る が 、 前 立 腺 癌 ま た は BPHお よ び PIN領 域 に 特 徴 的 で は な か
っ た 。 TEM8は 、 ヌ ー ド マ ウ ス で 増 殖 す る PC3細 胞 の 脈 管 構 造 に お い て 発 現 さ れ る が 、 こ れ
は ヒ ト で の 発 現 パ タ ー ン を 反 映 し な い で あ ろ う 。 さ ら に は 、 開 示 さ れ た 報 告 は 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用 い ら れ る プ ロ ー ブ の 詳 細 を 提 供 せ ず 、 そ れ ら は TEM8と ATR転 写 物 と を
区 別 し な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 in situ PCRを 用 い て 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス 前 立 腺 癌 切 片 に お い て TEM8お よ び ATR RNA転 写
物 を 定 量 化 す る こ と が で き る 。 TEM8お よ び ATRを 別 個 に 評 価 で き る よ う に 、 ２ つ の 転 写 物
に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー 対 を 同 定 す る こ と が で き る 。 正 常 お よ び 新 生 物 ヒ ト 組 織 の 追 加 の in
 situ PCR分 析 は 、 各 転 写 物 が ど こ に 発 現 さ れ て い る か を 特 定 す る こ と を 可 能 に す る で あ
ろ う 。 臨 床 標 本 に 加 え て 、 TEM8ワ ク チ ン を 評 価 す る た め に 前 立 腺 癌 の マ ウ ス モ デ ル を 利 用
で き る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は PCRは 、 抗 体 な し で TEM8転 写 物 の 可 視 化 を 可 能 に
す る が 、 そ れ は TEM8タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル に 関 す る 情 報 を 提 供 し な い 。 さ ら に は 、 TEM8
翻 訳 後 修 飾 、 代 謝 、 お よ び 他 の タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 に 関 す る よ り 詳 細 な 説 明 は い ず れ
も 抗 体 試 薬 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 完 全 長 TEM8か ら 作 ら れ た ワ ク チ ン を 特 徴 付 け す る た め に 、 細 胞 表 面 上 の 天 然 TEM8に 結 合
す る 抗 体 を 同 定 し 、 完 全 長 hTEM8を ク ロ ー ン 化 し さ ら に マ ウ ス 3T3細 胞 に お い て 安 定 に 発 現
さ せ る こ と が で き る 。 TRM8に 対 す る 抗 体 を 誘 導 す る 能 力 に 関 し て 、 TEM8/ATRex、 完 全 長 hT
EM8お よ び TEM8-Flt-3（ TEM8と 造 血 サ イ ト カ イ ン Flt3リ ガ ン ド と の 融 合 タ ン パ ク 質 ） を 含
む 様 々 な DNAワ ク チ ン を 比 較 す る こ と が で き る 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト お よ び ／ ま た は 免 疫
組 織 化 学 的 方 法 、 お よ び 完 全 長 TEM8を 発 現 す る 3T3細 胞 を 用 い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に
よ っ て 、 血 清 を ア ッ セ イ し た 。 こ の や り 方 で 、 様 々 な 有 用 な 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 同 定 で
き る こ と は 間 違 い な い で あ ろ う 。 標 準 的 技 術 を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 成 で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
以 下 の 参 考 文 献 を 本 明 細 書 に お い て 列 挙 し た ：
【 参 考 文 献 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ０ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 pECDrneuの プ ラ ス ミ ド マ ッ プ で あ る 。
【 図 ２ Ａ 】 図 ２ Ａ は 、 pcDNA3TEM8の プ ラ ス ミ ド マ ッ プ で あ る 。
【 図 ２ Ｂ 】 図 ２ Ｂ は 、 pINGTEM8の プ ラ ス ミ ド マ ッ プ で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 FVB/neuト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で の 自 然 発 生 乳 癌 に お け る TEM8 mRNA
発 現 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 健 康 な (N)お よ び 腫 瘍 に 冒 さ れ た (T)乳 腺 を 、 ア ン チ
セ ン ス （ T7） ま た は セ ン ス （ SP6） TEM8/ATRプ ロ ー ブ 、 あ る い は ア ク チ ン リ ボ プ ロ ー ブ を
用 い て 調 べ た 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 対 照 の 非 免 疫 マ ウ ス 、 あ る い は 、 HER2/neu DNAワ ク チ ン （ nex） 、 pcDNA
3TEM8 DNAワ ク チ ン （ TEM8） ま た は HER2/neuワ ク チ ン と TEM8 DNAワ ク チ ン の 両 方 (nex＋ TEM
8)で 免 疫 し た マ ウ ス に お け る 乳 癌 発 生 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 対 照 の 非 免 疫 マ ウ ス 、 あ る い は hgp75 DNAワ ク チ ン 、 pINGTEM8 DNAワ ク
チ ン 、 ま た は hgp75ワ ク チ ン ＋ pINGTEM8 DNAワ ク チ ン で 免 疫 し た マ ウ ス で の メ ラ ノ ー マ の
発 生 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 hgp75に よ り 誘 導 さ れ る 免 疫 を 、 TEM8は 増 進 さ せ る が 、 PSMAは 増 進 さ せ
な い こ と を 示 す 。 マ ウ ス を 免 疫 し な い （ 処 置 な し ） か 、 あ る い は 、 hgp75 DNAワ ク チ ン 、 P
SMA（ 擬 似 タ ン パ ク 質 ） DNAワ ク チ ン 、 PSMA DNAワ ク チ ン と hgp75 DNAワ ク チ ン の 両 方 、 pIN
GTEM8 DNAワ ク チ ン 単 独 ま た は pINGTRM8 DNAワ ク チ ン と hgp75 DNAワ ク チ ン の 両 方 で 免 疫 し
た 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 hgp75 DNAワ ク チ ン お よ び pINGTEM8 DNAで 誘 導 さ れ た 抗 腫 瘍 免 疫 に お け
る CD8+Ｔ 細 胞 の 役 割 を 示 す 。 CD8+Ｔ 細 胞 を 枯 渇 さ せ た ま た は 枯 渇 さ せ て い な い マ ウ ス に お
い て 、 マ ウ ス を 免 疫 し な い （ 未 処 置 ） か 、 あ る い は 、 hgp75 DNAワ ク チ ン 、 pINGTEM8 DNA
ワ ク チ ン 、 ま た は hgp75 DNAワ ク チ ン と pINGTRM8 DNAワ ク チ ン の 両 方 で 免 疫 し た 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 B16メ ラ ノ ー マ の 外 科 的 切 除 モ デ ル に お い て TEM8が 腫 瘍 免 疫 を 高 め る こ
と を 示 す 。 マ ウ ス を 免 疫 し な い （ 未 処 置 ） か 、 あ る い は 、 TRP-2（ チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ ン
パ ク ２ ） 、 TRP-2と pINGTEM8 DNAワ ク チ ン の 両 方 、 ま た は pINGTEM8 DNAワ ク チ ン 単 独 で 免
疫 し た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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