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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
１５未満のアミノ酸残基からなる免疫原生ペプチドであって、
該ペプチドが、配列番号２、５９、６５、７１、７３、７４、７６、７７、８８、９１、
９３、９５～９８、１００～１０４、１０８及び１０９からなる群より選ばれるアミノ酸
配列を含み、ＣＴＬ応答を誘導することができる
ことを特徴とする免疫原生ペプチド。
【請求項２】
前記ペプチドが、ＨＬＡ－Ａ３分子に対し５００ｎＭ未満のＩＣ50値を有し、かつ、前記
アミノ酸配列が、配列番号２、５９、６５、７１、７３、７４、７６、７７、８８、９１
、９３、９５～９８、１００～１０４、１０８及び１０９からなる群より選ばれる、請求
項１に記載の免疫原生ペプチド。
【請求項３】
前記アミノ酸配列が、配列番号７１、７６、及び１０１からなる群より選ばれる、請求項
２に記載の免疫原生ペプチド。
【請求項４】
請求項１～３のいずれかに記載の免疫原生ペプチドを含むことを特徴とする組成物。
【請求項５】
更に、医薬的に許容しうる担体を含む、請求項４に記載の組成物。
【請求項６】
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前記ペプチドが脂質に連結している、請求項４に記載の組成物。
【請求項７】
前記ペプチドが担体分子に連結している、請求項４に記載の組成物。
【請求項８】
前記ペプチドが、異なる連結したペプチドからなるヘテロポリマーを含む、請求項４に記
載の組成物。
【請求項９】
前記ペプチドが、ヘルパーＴリンパ球（ＨＴＬ）エピトープに連結している、請求項８に
記載の組成物。
【請求項１０】
前記ペプチドが、該ペプチドとは異なる細胞障害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）エピトープに連
結している、請求項８に記載の組成物。
【請求項１１】
前記ペプチドが、該ペプチドからなるホモポリマーを含む、請求項４に記載の組成物。
【請求項１２】
前記ペプチドがリポソームの一部として組み込まれている、請求項４～１１のいずれかに
記載の組成物。
【請求項１３】
前記ペプチドが、抗原提示細胞に存在するＨＬＡ－Ａ３分子と複合体を形成している、請
求項２又は３に記載の免疫原生ペプチド。
【請求項１４】
発現ベクターであって、
１５未満のアミノ酸残基からなる免疫原生ペプチドをコードする核酸配列を含み、
該ペプチドが、配列番号２、５９、６５、７１、７３、７４、７６、７７、８８、９１、
９３、９５～９８、１００～１０４、１０８及び１０９からなる群より選ばれるアミノ酸
配列を含み、ＣＴＬ応答を誘導することができる
ことを特徴とする、発現ベクター。
【請求項１５】
更に、ＣＴＬ又はＨＴＬエピトープである第２のペプチドをコードする核酸配列を含む、
請求項１４に記載の発現ベクター。
【請求項１６】
１５未満のアミノ酸残基からなる免疫原生ペプチドであって、
該ペプチドが、配列番号１、５７、５８、９０及び９２からなる群より選ばれるアミノ酸
配列からなり、ＣＴＬ応答を誘導することができる
ことを特徴とする免疫原生ペプチド。
【請求項１７】
前記ペプチドが、ＨＬＡ－Ａ３分子に対し５００ｎＭ未満のＩＣ50値を有し、かつ、前記
アミノ酸配列が、配列番号１、５７、５８、９０及び９２からなる群より選ばれる、請求
項１６に記載の免疫原生ペプチド。
【請求項１８】
請求項１６～１７のいずれかに記載の免疫原生ペプチドを含むことを特徴とする組成物。
【請求項１９】
更に、医薬的に許容しうる担体を含む、請求項１８に記載の組成物。
【請求項２０】
前記ペプチドが脂質に連結している、請求項１８に記載の組成物。
【請求項２１】
前記ペプチドが担体分子に連結している、請求項１８に記載の組成物。
【請求項２２】
前記ペプチドが、異なる連結したペプチドからなるヘテロポリマーを含む、請求項１８に
記載の組成物。
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【請求項２３】
前記ペプチドが、ヘルパーＴリンパ球（ＨＴＬ）エピトープに連結している、請求項２２
に記載の組成物。
【請求項２４】
前記ペプチドが、該ペプチドとは異なる細胞障害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）エピトープに連
結している、請求項２２に記載の組成物。
【請求項２５】
前記ペプチドが、該ペプチドからなるホモポリマーを含む、請求項１８に記載の組成物。
【請求項２６】
前記ペプチドがリポソームの一部として組み込まれている、請求項１８～２５のいずれか
に記載の組成物。
【請求項２７】
前記ペプチドが、抗原提示細胞に存在するＨＬＡ－Ａ３分子と複合体を形成している、請
求項１７に記載の免疫原生ペプチド。
【請求項２８】
発現ベクターであって、
１５未満のアミノ酸残基からなる免疫原生ペプチドをコードする核酸配列を含み、
該ペプチドが、配列番号１、５７、５８、９０及び９２からなる群より選ばれるアミノ酸
配列からなり、ＣＴＬ応答を誘導することができる
ことを特徴とする、発現ベクター。
【請求項２９】
更に、ＣＴＬ又はＨＴＬエピトープである第２のペプチドをコードする核酸配列を含む、
請求項２８に記載の発現ベクター。
【請求項３０】
１５未満のアミノ酸残基からなる免疫原生ペプチドであって、
該ペプチドが、配列番号６９及び９４からなる群より選ばれるアミノ酸配列を含み、ＣＴ
Ｌ応答を誘導することができる
ことを特徴とする免疫原生ペプチド。
【請求項３１】
前記ペプチドが、ＨＬＡ－Ａ３分子に対し５００ｎＭ未満のＩＣ50値を有し、かつ、前記
アミノ酸配列が、配列番号６９及び９４からなる群より選ばれる、請求項３０に記載の免
疫原生ペプチド。
【請求項３２】
前記アミノ酸配列が、配列番号９４である、請求項３１に記載の免疫原生ペプチド。
【請求項３３】
請求項３０～３２のいずれかに記載の免疫原生ペプチドを含むことを特徴とする組成物。
【請求項３４】
更に、医薬的に許容しうる担体を含む、請求項３３に記載の組成物。
【請求項３５】
前記ペプチドが脂質に連結している、請求項３３に記載の組成物。
【請求項３６】
前記ペプチドが担体分子に連結している、請求項３３に記載の組成物。
【請求項３７】
前記ペプチドが、異なる連結したペプチドからなるヘテロポリマーを含む、請求項３３に
記載の組成物。
【請求項３８】
前記ペプチドが、ヘルパーＴリンパ球（ＨＴＬ）エピトープに連結している、請求項３７
に記載の組成物。
【請求項３９】
前記ペプチドが、該ペプチドとは異なる細胞障害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）エピトープに連
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結している、請求項３７に記載の組成物。
【請求項４０】
前記ペプチドが、該ペプチドからなるホモポリマーを含む、請求項３３に記載の組成物。
【請求項４１】
前記ペプチドがリポソームの一部として組み込まれている、請求項３３～４０のいずれか
に記載の組成物。
【請求項４２】
前記ペプチドが、抗原提示細胞に存在するＨＬＡ－Ａ３分子と複合体を形成している、請
求項３１又は３２に記載の免疫原生ペプチド。
【請求項４３】
発現ベクターであって、
１５未満のアミノ酸残基からなる免疫原生ペプチドをコードする核酸配列を含み、
該ペプチドが、配列番号６９及び９４からなる群より選ばれるアミノ酸配列を含み、ＣＴ
Ｌ応答を誘導することができる
ことを特徴とする、発現ベクター。
【請求項４４】
更に、ＣＴＬ又はＨＴＬエピトープである第２のペプチドをコードする核酸配列を含む、
請求項４３に記載の発現ベクター。
【発明の詳細な説明】
本出願は、米国特許出願第６０／０１３，８３３号の一部係属出願であり、この出願は、
米国特許出願第０８／５８９，１０７号、米国特許出願第０８／４５１，９１３号及び米
国特許出願第０８／３４７，６１０号に関連し、この米国特許出願第０８／３４７，６１
０号は米国特許出願第０８／１５９，３３９号の一部係属出願であり、この米国特許出願
第０８／１５９，３３９号は米国特許出願第０８／１０３，３９６号の一部係属出願であ
り、この米国特許出願第０８／１０３，３９６号は米国特許出願第０８／０２７，７４６
号の一部係属出願であり、この米国特許出願第０８／０２７，７４６号は米国特許出願第
０７／９２６，６６６号の一部係属出願である。更に、本出願は、米国特許出願第０８／
１０６，２６６号にも関連する。これらは参照することにより本明細書に組み込まれる。
発明の背景
本発明は、多数の病的状態、例えばウイルス性疾患及びガン等を予防、治療又は診断する
ための組成物及び方法に関する。詳細には、本発明は、選択された主要組織適合遺伝子複
合体（ＭＨＣ）分子に結合し、免疫応答を誘導することができる新規ペプチドを提供する
。
ＭＨＣ分子は、クラスＩ又はクラスII分子に分類される。クラスII　ＭＨＣ分子は、免疫
応答の開始及び維持に関連する細胞、例えばＴリンパ球、Ｂリンパ球、マクロファージな
どにおいて主に発現する。クラスII　ＭＨＣ分子はヘルパーＴリンパ球により認識され、
ヘルパーＴリンパ球の増殖及び提示された特定の免疫原性ペプチドに対する免疫応答の増
幅を誘導する。クラスＩ　ＭＨＣ分子は、ほとんど全ての有核細胞中で発現し、細胞障害
性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）により認識され、該抗原を有する細胞は破壊される。ＣＴＬは、
腫瘍拒絶及びウイルス感染との闘いにおいて特に重要である。ＣＴＬは、完全な外来抗原
そのものよりも、ＭＨＣクラスＩ分子に結合したペプチド断片形態の抗原を認識する。抗
原は、普通は細胞により内生的に合成されなければならず、タンパク質抗原の一部は、細
胞質中で小さいペプチド断片に分解される。これらの小さいペプチドのあるものは、プレ
－ゴルジコンパートメント（pre-Golgi compartment）に転位し、クラスＩの重鎖と相互
作用し、適切な折り畳み及びサブユニットβ２ミクログロブリンとの結合を促進する。次
いでペプチド－ＭＨＣクラスＩ複合体は、発現及び特異的ＣＴＬによる可能性のある認識
のために細胞表面に移動（route）する。
ヒトＭＨＣクラスＩ分子であるＨＬＡ－Ａ２．１の結晶構造の研究により、ペプチドが結
合する溝は、クラスＩの重鎖のα１及びα２ドメインの折りたたみにより生成することが
示された（Bjorkman et al., Nature 329:506（1987））。しかしながら、これらの研究



(5) JP 4210734 B2 2009.1.21

10

20

30

40

50

において、溝に結合するペプチドの正体は決定されなかった。
Buusら（Science 242:1065（1988））は、ＭＨＣからの結合ペプチドの酸溶出方法をはじ
めて開示した。続いてRammenseeら（Falk et al., Nature 351:290（1991））は、クラス
Ｉ分子に結合した天然に処理されたペプチドを特徴づけするアプローチを開発した。他の
研究者は、質量分析法によりＢ型クラスＩ分子（Jardetzky et al., Nature 353:326（19
91））及びＡ２．１型クラスＩ分子（Hunt et al., Science 225:1261（1992））から溶
出したペプチドの慣習的自動化配列決定により、種々のＨＰＬＣ画分中のより豊富なペプ
チドの直接のアミノ酸配列決定を行うことに成功した。ＭＨＣクラスＩにおける天然に処
理されたペプチドの特徴付けのレビューは、Rotzschke及びFalkにより示されている（Rot
zschke and Falk, Immunol. Today 12:447（1991））。
Setteら（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:3296（1989））は、ＭＨＣ対立遺伝子特異的
モチーフはＭＨＣ結合能力の予想に使用することができることを示した。Schaefferら（P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 86:4649（1989））は、ＭＨＣ結合は免疫原性に関連してい
ることを示した。数名の研究者（De Bruijn et al., Eur. J. Immunol., 21:2963-2970（
1991）; Pamer et al., 991 Nature 353:852-955（1991））は、クラスＩ結合モチーフを
、動物モデルにおける可能性のある免疫原性ペプチドの同定へ適用することができるとい
う予備的な証拠を示した。与えられたクラスＩアイソタイプの多数のヒト対立遺伝子に特
異的なクラスＩモチーフは未だ報告されていない。これらの異なる対立遺伝子の組み合わ
せた頻度が、ヒトの非近交系群（human outbred population）の大部分、おそらくは過半
数をカバーするのに十分に高いことが望ましい。
当該技術分野における発展にもかかわらず、先行技術は、この研究結果に基づく、有用な
ヒトペプチドを基本とするワクチン又は治療薬を未だ提供していない。本発明は前記のワ
クチン及び治療薬並びにその他の利点を提供する。
発明の概要
本発明は、ＭＨＣクラスＩ分子に対する結合モチーフを有する免疫原性ペプチドを提供す
る。免疫原性ペプチドは、通常その長さが８残基～約１１残基であり、適切なＭＨＣ対立
遺伝子によりコードされるタンパク質との結合に関係する保存された残基を含む。多数の
対立遺伝子特異的モチーフが同定された。
例えば、ＨＬＡ－Ａ３．２に対するモチーフは、Ｎ末端からＣ末端に向かって、２番目の
部位にＬ、Ｍ、Ｉ、Ｖ、Ｓ、Ａ、Ｔ又はＦである第一の保存された残基を含み、Ｃ末端に
Ｋ、Ｒ又はＹである第二の保存された残基を含む。その他の第一の保存された残基は、Ｃ
、Ｇ又はＤであり、代替としてはＥである。その他の第二の保存された残基は、Ｈ又はＦ
である。第一及び第二の保存された残基は、好ましくは６～７残基離れている。
ＨＬＡ－Ａ１に対するモチーフは、Ｎ末端からＣ末端に向かって、Ｓ又はＭである第一の
保存された残基を含み、Ｄ又はＥである第二の保存された残基を含み、Ｙである第三の保
存された残基を含む。その他の第二の保存された残基は、Ａ、Ｓ又はＴである。第一及び
第二の保存された残基は隣接しており、好ましくは６～７残基離れている。第二のモチー
フは、Ｅ又はＤである第一の保存された残基及びＹである第二の保存された残基から構成
され、この場合第一及び第二の保存された残基は５～６残基離れている。
ＨＬＡ－Ａ１１に対するモチーフは、Ｎ末端からＣ末端に向かって、２番目の部位にＴ又
はＶである第一の保存された残基を含み、Ｃ末端にＫである保存された残基を含む。第一
及び第二の保存された残基は、好ましくは６～７残基離れている。
ＨＬＡ－Ａ２４．１に対するモチーフは、Ｎ末端からＣ末端に向かって、２番目の部位に
Ｙ、Ｆ又はＷである第一の保存された残基を含み、Ｃ末端にＦ、Ｉ、Ｗ、Ｍ又はＬである
第二の保存された残基を含む。第一及び第二の保存された残基は、好ましくは６～７残基
離れている。
多数の可能性のある標的タンパク質上のエピトープを、本発明の方法を使用して同定する
ことができる。本発明のペプチドは、病原体（例えば、ウイルス病原体、真菌病原体、細
菌病原体、原生動物病原体など）、又はガン関連抗原に由来する抗原性タンパク質の配列
に基づいて製造することができる。適切な抗原の例には、前立腺特異的抗原（ＰＳＡ）、
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Ｂ型肝炎コア又は表面抗原（ＨＢＶｃ、ＨＢＶｓ）、Ｃ型肝炎抗原、悪性黒色腫抗原（Ｍ
ＡＧＥ－１）、エプスタイン・バーウイルス抗原、ヒト免疫不全ウイルス１型（ＨＩＶ１
）及びパピローマウイルス抗原が含まれる。したがって、ペプチド又はこれをコードする
核酸は、インビボ及びエキソビボにおける治療及び診断への適用のための医薬組成物に有
用である。
定義
「ペプチド」という用語は、本明細書においては、「オリゴペプチド」と互換的に用いら
れ、通常は隣接するアミノ酸のα－アミノ基とカルボニル基との間のペプチド結合により
、互いに結合した残基、通常はＬ－アミノ酸の連続物を意味する。本発明のオリゴペプチ
ドはその長さが約１５残基未満であり、通常は約８～１１残基、好ましくは９又は１０残
基からなる。
「免疫原性ペプチド」は、ＭＨＣ分子に結合し、ＣＴＬ応答を誘導することができる対立
遺伝子特異的モチーフを含むペプチドである。したがって、免疫原性ペプチドは、適切な
クラスＩ　ＭＨＣ分子に結合し、該免疫原性ペプチドが由来する抗原に対しての細胞障害
性Ｔ細胞応答を誘導することができる。
個別のペプチドのエピトープのＭＨＣクラスＩ分子に対する結合親和性と、免疫原性との
間の関係が、２つの異なる実験的アプローチにおいて解析されている（Sette, et al., J
. Immunol., 153:5586-5592（1994））。第一のアプローチにおいては、１０，０００倍
の範囲のＭＨＣ結合親和性を有する、可能性のあるエピトープの免疫原性を、ＨＬＡ－Ａ
*０２０１トランスジェニックマウスにおいて解析した。第二のアプローチにおいては、
Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）に由来する約１００の異なる可能性のあるエピトープ（全て
Ａ*０２０１結合モチーフを有する）の抗原性を、急性肝炎患者のＰＢＬを使用して評価
した。両ケースともに、約５００ｎＭ（好ましくは５００ｎＭ以下）の結合閾値が、ペプ
チドのエピトープのＣＴＬ応答を誘発する能力を決定していることを見出した。これらの
データは、天然に処理されたペプチド又は既述のＴ細胞エピトープのいずれかについての
クラスＩ結合親和性測定と十分に関連している。これらのデータは、Ｔ細胞応答の形成に
おける決定基選択の重要な役割を示している。
「保存された残基」とは、ペプチドの特定の部位において不規則分布により予想される頻
度よりも有意に高い頻度で存在するアミノ酸のことである。通常、保存された残基とは、
免疫原性ペプチドにおいてＭＨＣ構造との接触点を提供している残基である。定義された
長さのペプチド内の１～３、好ましくは２つの保存された残基が、免疫原性ペプチドに対
するモチーフを定義している。通常、これらの残基は、ペプチド結合溝、溝の特異的ポケ
ットに埋められた側鎖と密接に接触している。通常、免疫原性ペプチドは３つまでの保存
された領域、より通常には２つの保存された領域を含んでいるだろう。
本明細書で使用するとき、「負の結合残基」とは、特定の部位に存在する場合に、非結合
性又は低結合性であり、ペプチド内に適切な保存された残基が存在するにもかかわらずＣ
ＴＬ応答を誘導しないペプチドを生じさせる残基のことである。
「モチーフ」という用語は、定義された長さ、通常は約８～約１１アミノ酸のペプチドに
おける残基のパターンであって、特定のＭＨＣ対立遺伝子産物により認識されるものを意
味する。通常ペプチドモチーフは、ヒトＭＨＣ対立遺伝子の各々で異なり、高度に保存さ
れた残基のパターンにおいて異なる。
対立遺伝子産物に対する結合モチーフは、正確性（precision）の増加する程度を用いて
定義することができる。ある場合においては、保存された残基の全てが、ペプチド内の正
しい位置に存在し、負の残基が存在しない。
「単離された」又は「生物学的に純粋な」という句は、天然状態において見出されたとき
に通常伴っている成分が実質的又は本質的に存在していない物質のことを意味する。した
がって、本発明のペプチドは、自然環境で関係している物質、例えば抗原提示細胞上のＭ
ＨＣ　Ｉ分子を含んでいない。たとえタンパク質を均一又は有力なバンド（dominant ban
d）に単離した場合であっても、天然タンパク質の５～１０％の範囲で、所望のタンパク
質と同時精製された微量混入物が存在する。本発明の単離されたペプチドは、そのような
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同時精製された内因性のタンパク質を含まない。
「残基」という用語は、アミド結合又は擬似アミド結合によりオリゴヌクレオチドに組み
込まれた、アミノ酸又は擬似アミノ酸を意味する。
好ましい態様の説明
本発明は、ヒト　クラスＩ　ＭＨＣ（ＨＬＡと呼ばれる場合もある）の対立遺伝子サブタ
イプに対する対立遺伝子特異的ペプチドモチーフの決定に関する。次いでこれらのモチー
フを使用して、可能性のある抗原又は自己抗原標的のアミノ酸配列が既知である、あらゆ
る所望の抗原、特にヒトのウイルス性疾患、ガン又は自己免疫疾患と関連する抗原からＴ
細胞エピトープを定義する。
多数の可能性のある標的タンパク質上のエピトープをこの方法で同定することができる。
適切な抗原の例には、前立腺特異的抗原（ＰＳＡ）、Ｂ型肝炎コア及び表面抗原（ＨＢＶ
ｃ、ＨＢＶｓ）、Ｃ型肝炎抗原、エプスタイン・バーウイルス抗原、メラノーマ抗原（例
えば、ＭＡＧＥ－１）、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）抗原及びヒトパピローマウイル
ス（ＨＰＶ）抗原が含まれる。
本発明のペプチドを用いて病状を軽減し、発症又は再発を処置又は予防してもよい自己免
疫関連疾患には、例えば多発性硬化症（ＭＳ）、関節リウマチ（ＲＡ）、シェーグレン症
候群、強皮症、多発性筋炎、皮膚筋炎、全身性エリテマトーデス、若年性関節リウマチ、
強直性脊椎炎、重症筋無力症（ＭＧ）、水疱性類天疱瘡（真皮－表皮接合部における基底
膜に対する抗体）、天疱瘡（ムコ多糖タンパク質複合体又は細胞内セメント物質に対する
抗体）、糸球体腎炎（糸球体基底膜に対する抗体）、グッドパスチャー症候群、自己免疫
性溶血性貧血（赤血球に対する抗体）、橋本病（甲状腺に対する抗体）、悪性貧血（内因
子に対する抗体）、特発性血小板減少性紫斑病（血小板に対する抗体）、グレーブス病及
びアジソン病（サイログロブリンに対する抗体）などが含まれる。
多数の疾患に関連した自己抗原が同定されている。例えば、実験的に誘導した自己免疫疾
患においては、病原に関連する抗原が特徴付けされている。関節炎を患うラット及びマウ
スにおいては、コラーゲン誘導関節炎では天然タイプIIコラーゲンが、アジュバント関節
炎ではマイコバクテリア熱ショックタンパク質が同定され、マウスにおいては、実験的ア
レルギー性甲状腺炎（ＥＡＴ）でサイログロブリンが同定され、実験的アレルギー性重症
筋無力症（ＥＡＭＧ）ではアセチルコリン受容体（ＡＣｈＲ）が同定され、マウス及びラ
ットにおける実験的アレルギー性脳脊髄炎（ＥＡＥ）ではプロテオリピドタンパク質（Ｐ
ＬＰ）が同定された。更に、ヒトにおいても標的抗原が同定され、ヒト関節リウマチでは
タイプIIコラーゲンが同定され、重症筋無力症ではアセチルコリン受容体が同定された。
理論に束縛されることを望まないけれども、ＨＬＡクラスＩによる抗原提示は、ＣＤ８＋
サプレッサーＴ細胞による自己反応性Ｔ細胞の抑制を媒介すると考えられる（例えば、Ji
ang et al. Science 256:1213（1992）を参照のこと）。そのようなサプレッサーＴ細胞
は、自己反応性Ｔ細胞を特異的に阻害するサイトカイン、例えばトランスフォーミング成
長因子－β（ＴＧＦ－β）を放出する（Miller et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:
421-425（1992））。
これらの抗原由来のエピトープを含むペプチドを合成し、次いで、例えば精製したクラス
Ｉ分子及び放射性ヨウ素化ペプチド及び／又は空の（empty）クラスＩ分子を発現してい
る細胞を使用しての、例えば免疫蛍光染色及び流動微小蛍光測定、ペプチド依存性クラス
Ｉアセンブリアッセイ（assembly assay）及びペプチド競合によるＣＴＬ認識阻害により
、適切なＭＨＣ分子に結合する能力について試験した。更に、クラスＩ分子に結合するペ
プチドを、ウイルス感染した標的細胞又は腫瘍細胞と反応することができるＣＴＬ群を提
供することができる、インビトロ又はインビボにおける一次ＣＴＬ応答を誘導する可能性
のある治療薬としての能力だけでなく、感染又は免疫化個体に由来するＣＴＬに対する標
的として役立つ能力についても評価した。
ＭＨＣクラスＩ抗原はＨＬＡ－Ａ、Ｂ及びＣ遺伝子座によりコードされている。ＨＬＡ－
Ａ及びＢ抗原は、ほぼ均等な密度で細胞表面上に発現するが、ＨＬＡ－Ｃの発現はきわめ
て低い（おそらく１０倍程低い）。各遺伝子座は多数の対立遺伝子を有する。本発明のペ
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プチド結合モチーフは、各対立遺伝子のサブタイプに対して比較的特異的である。
ペプチドを基礎とするワクチンについて、本発明のペプチドは、好ましくはヒトにおいて
広い分布を有しているＭＨＣ　Ｉ分子により認識されるモチーフを含んでいる。ＭＨＣ対
立遺伝子は、異なる民族及び人種において異なる頻度で発現するので、標的ＭＨＣ対立遺
伝子の選択は標的人種に依存するだろう。表１は、異なる人種間のＨＬＡ－Ａ遺伝子座産
物における種々の対立遺伝子の頻度を示している。例えば、コーカソイド人の大多数は、
４つのＨＬＡ－Ａ対立遺伝子サブタイプ、すなわちＨＬＡ－Ａ２．１、Ａ１、Ａ３．２及
びＡ２４．１に結合するペプチドによりカバーすることができる。同様に、アジア人の大
多数は、追加の５番目の対立遺伝子ＨＬＡ－Ａ１１．２に結合するペプチドを含んでいる
。
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ペプチド化合物を記載するために使用した命名法は、慣習にしたがい、各アミノ酸残基の
アミノ基を左側（Ｎ末端）に示し、カルボキシル基を右側（Ｃ末端）に示す。選択された
本発明の特定の態様を表す式においては、詳細には示さないけれども、アミノ末端基及び
カルボキシル末端基は、特別に述べないかぎり、生理的ｐＨ値のおいて想定される形態を
とる。アミノ酸構造式において、通常、各残基は、標準的な３文字又は１文字名称により
表される。アミノ酸残基のＬ型は、１つの大文字又は３文字記号の最初の文字における大
文字により表され、Ｄ型アミノ酸は、１つの小文字又は３文字記号の最初の文字における
小文字により表される。グリシンは不斉炭素を有さないので、単に「Gly」又はＧとして
記載される。
本発明のペプチドを同定するために使用する手順は、Falk et al., Nature 351:290（199
1）に開示された方法にしたがう。この文献は参照することにより本明細書に組み込まれ
る。簡潔に述べると、この方法には、通常は免疫沈降又は親和性クロマトグラフィーによ
る、適切な細胞又は細胞系からのＭＨＣクラスＩ分子の大規模単離が含まれる。当業者に
周知の、所望のＭＨＣ分子単離のためのその他の方法の例には、イオン交換クロマトグラ
フィー、レクチンクロマトグラフィー、サイズ排除、高性能リガンドクロマトグラフィー
及び前記すべての技術の組み合わせが含まれる。
定義されたＭＨＣ分子、特にＭＨＣクラスＩ分子を有する多数の細胞が既知であり、容易
に入手することができる。例えば、ヒトＥＢＶ形質転換Ｂ細胞系は、クラスＩ及びクラス
II　ＭＨＣ分子の調製用単離の優れた供給源であることが示されている。十分に特徴付け
された細胞系が、個人的又は商業的供給源、例えばアメリカン・タイプ・カルチャー・コ
レクション（”Catalogue of Cell Lines and Hybridomas”, 6th edition（1988）Rockv
ille, Maryland, U. S. A.）、National Institute of General Medical Sciences 1990/
1991 Catalog of Cell Lines（NIGMS）Human Genetic Mutant Cell Repository, Camden,
 NJ、and ASHI Repository, Bringham and Women’s Hospital, 75 Francis Street, Bos
ton, MA 02115などから入手することができる。表２は、ＨＬＡ－Ａ対立遺伝子源として
の使用に適するいくつかのＢ細胞系を列挙している。これらの細胞系の全ては、大規模な
バッチ中で増殖させることができ、それゆえＭＨＣ分子の大規模生産に有用である。これ
らは単なる例示的な細胞系であり、その他の多数の細胞源を使用することができることを
当業者は認識しているだろう。ＨＬＡ－Ｂ及びＨＬＡ－Ｃにホモ接合性の類似ＥＢＶ　Ｂ
細胞系は、ＨＬＡ－Ｂ及びＨＬＡ－Ｃ対立遺伝子それぞれの供給源として役立つことがで
きるだろう。
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典型的には、免疫沈降を使用して所望の対立遺伝子産物を単離する。使用する抗体の特異
性に依存して、多数のプロトコルを使用することができる。例えば、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ
－Ｂ及びＨＬＡ－Ｃ分子の親和性精製のために、対立遺伝子産物特異的ｍＡｂ試薬を使用
することができる。ＨＬＡ－Ａ分子単離用の数種のｍＡｂ試薬が入手可能である（表３）
。すなわち、標的となるＨＬＡ－Ａ対立遺伝子のそれぞれについては、ＨＬＡ－Ａ分子の
直接単離に使用する試薬を入手することができる。標準的な技術を使用して調製したこれ
らのｍＡｂを有する親和性カラムを、首尾よく使用して各ＨＬＡ－Ａ対立遺伝子産物を精
製する。
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対立遺伝子特異的ｍＡｂに加えて、反応性の広い抗ＨＬＡ－Ａ、Ｂ、ＣｍＡｂ、例えばＷ
６／３２及びＢ９．１２．１並びに抗ＨＬＡ－Ｂ、ＣｍＡｂであるＢ１．２３．２を、以
下に示す実施例に記載したようにして、代替の親和性精製プロトコルに使用することがで
きるだろう。
単離したＭＨＣ分子のペプチド結合溝に結合したペプチドを、通常は酸処理により溶離す
る。標準的変性方法、例えば熱、ｐＨ、界面活性剤、塩、カオトロピック剤又はこれらの
組み合わせにより、ペプチドをクラスＩ分子から分離することができる。
逆相高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）によりペプチド画分をＭＨＣ分子から更に
分離し、次いで配列決定した。ペプチドは、当業者に周知の種々の標準的方法により分離
することができ、この方法にはろ過、限外ろ過、電気泳動、サイズクロマトグラフィー、
特異的抗体を用いての沈降、イオン交換クロマトグラフィー、等電点電気泳動法などが含
まれる。
単離したペプチドの配列決定は、エドマン分解などの標準的技術にしたがい行うことがで
きる（Hunkapiller, M.W., et al., Methods Enzymol. 91, 399［1983］）。配列決定に
適したその他の方法には、既報（Hunt,et al.,Science 225:1261（1992）（参照すること
により本明細書に組み込まれる））にしたがう個々のペプチドの質量分析配列決定が含ま
れる。通常、異なるクラスＩ分子からなるバルクの不均一ペプチド（例えば、プールした
（pooled）ＨＰＬＣ画分）のアミノ酸配列決定により、各クラスＩ対立遺伝子に対して特
徴的な配列モチーフが明らかになる。
異なるクラスＩ対立遺伝子に特異的なモチーフの定義は、アミノ酸配列が既知の抗原性タ
ンパク質からの可能性のあるペプチドエピトープの同定を許容する。通常、可能性のある
ペプチドエピトープの同定は、最初に所望の抗原のアミノ酸配列を、モチーフの存在につ
いてコンピューターを使用してスキャンすることにより行われる。次いでエピトープ配列
を合成する。ＭＨＣクラス分子に結合する能力を種々の異なる方法で測定する。例えば、
前記の関連出願に記載されているクラスＩ分子結合アッセイは１つの方法である。文献に
記載されたその他の代替の方法には、抗原提示の阻害（Sette, et al., J. Immunol. 141
:3893（1991））、インビトロアセンブリアッセイ（Townsend, et al., Cell 62:285（19
90））及び突然変異細胞、例えばＲＭＡ．Ｓを使用してのＦＡＣＳを基本とするアッセイ
（Melief, et al., Eur. J. Immunol. 21:2963（1991））が含まれる。
次に、ＭＨＣクラスＩ結合アッセイにおいて陽性であることを試験したペプチドを、イン
ビトロにおける特異的ＣＴＬ応答を誘導する能力についてアッセイする。例えば、ペプチ
ドとともにインキュベートした抗原提示細胞を、応答細胞群におけるＣＴＬ応答を誘導す
る能力についてアッセイすることができる。抗原提示細胞は、正常細胞、例えば末梢血単
核細胞又は樹枝状細胞などであることができる（Inaba, et al., J. Exp. Med. 166:182
（1987）; Boog, Eur. J. Immunol. 18:219（1988））。
代わりに、内部的に処理されたペプチドを有するクラスＩ分子をロード（load）する能力
を欠いており、適切なヒトクラスＩ遺伝子を形質移入した突然変異哺乳動物細胞系、例え
ばマウス細胞系ＲＭＡ－Ｓ（Karre, et al., Nature, 319:675（1986）; Ljunggren, et 
al., Eur. J. Immunol. 21:2963-2970（1991））及びヒト体細胞Ｔ細胞ハイブリッド、Ｔ
２（Cerundolo, et al., Nature 345:449-452（1990））を都合よく使用し、ペプチドを
添加したときの、インビトロでの一次ＣＴＬ応答を誘導するペプチドの能力について試験
した。使用することができるその他の真核細胞系には、種々の昆虫細胞、例えば蚊の幼虫
（ＡＴＣＣ細胞系ＣＣＬ１２５、１２６、１６６０、１５９１、６５８５、６５８６）、
カイコ（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　８８５１）、ヨトウムシ（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１７１１）、
蛾（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　８０）及びショウジョウバエ細胞系、例えばシュナイダー細胞系
（Schneider, J. Embryol. Exp. Morphol., 27:353-365（1927））が含まれる。これらを
、適切なヒトクラスＩ　ＭＨＣ対立遺伝子産物をコードする遺伝子及びヒトＢ2ミクログ
ロブリン遺伝子を用いて形質移入した。
末梢血リンパ球を、正常ドナー又は患者の単純静脈穿刺又は白血球除去血輸血にしたがい
都合よく単離し、ＣＴＬ前駆体の応答細胞源として使用した。ある態様においては、適切
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な抗原提示細胞を、１０～１００μＭのペプチドとともに、無血清培地中、適切な培養条
件下で４時間インキュベートした。次いで、ペプチドをロードした抗原提示細胞を、応答
細胞群とともに、インビトロで、最適化培養条件下で７～１０日間インキュベートした。
陽性のＣＴＬ活性化は、放射性標識化標的細胞、すなわち特異的ペプチドパルス化標的（
specific peptide-pulsed targets）及びペプチド配列が由来する関連ウイルス又は腫瘍
抗原の内生的に処理された形態を発現している標的細胞を殺すＣＴＬの存在を培養につい
てアッセイすることにより測定することができる。
ＣＴＬの特異性及びＭＨＣ制限を、適切又は不適切なヒトＭＨＣクラスＩを発現している
異なるペプチド標的細胞を試験することにより測定した。ＭＨＣ結合アッセイにおいて陽
性について試験し、特異的ＣＴＬ応答を生じたペプチドを、本明細書においては免疫原性
ペプチドと呼ぶ。
免疫原性ペプチドは、合成により若しくは組換えＤＮＡ技術により製造するか又は天然源
、例えば全ウイルス又は腫瘍から単離することができる。好ましくはペプチドには、その
他の天然の宿主細胞タンパク質及びその断片が実質的に存在しないが、ある態様において
は、ペプチドを、天然の断片又は粒子に合成により結合させることができる。ポリペプチ
ド又はペプチドは、種々の長さを有することができ、中性（非荷電）形態又は塩形態のい
ずれかの形態をとることができ、例えばグリコシル化、側鎖酸化若しくはリン酸化などの
修飾なし又はこれらの修飾を含むことが可能であり、本明細書に記載するようなポリペプ
チドの生物学的活性を破壊しない修飾条件に付することができる。
望ましくは、大きいペプチドの生物学的活性の実質的に全てを維持しつつ、ペプチドはで
きる限り小さい。可能であるならば、本発明のペプチドの長さを９又は１０アミノ酸残基
に最適化し、細胞表面上のＭＨＣクラスＩ分子に結合する内生的に処理されたウイルス性
ペプチド又は腫瘍細胞ペプチドと大きさにおいて同一であることが望ましい。
所望の活性を有するペプチドを、必要に応じて修飾し、ある所望の属性、例えば改善され
た薬理特性を与えてもよいが、所望のＭＨＣ分子に結合し、適切なＴ細胞を活性化すると
いう未修飾ペプチドの生物学的活性の実質的に全てを増加させるか又は少なくとも維持し
ていなければならない。例えば、ペプチドを、種々の改変、例えば保存的又は非保存的置
換に付してもよく、この場合そのような改変は、その使用において、改善されたＭＨＣ結
合などの利点を提供するだろう。保存的置換とは、アミノ酸残基を、生物学的及び／又は
化学的に類似の別のアミノ酸残基で置換すること、例えば疎水性残基をべつの残基で、又
は極性残基を別の残基で置換することを意味する。置換には、Gly、Ala；Val、Ile、Leu
、Met；Asp、Glu；Asn、Gln；Ser、Thr；Lys、Arg；及びPhe、Tyrなどの組み合わせが含
まれる。１つのアミノ酸置換の影響を、Ｄ－アミノ酸を使用して調査してもよい。そのよ
うな修飾は、例えば、Merrifield, Science 232:341-347（1986）, Barany and Merrifie
ld, The Peptides, Gross and Meienhofer, eds.（N.Y., Academic Press）, pp. 1-284
（1979）; and Stewart and Young, Solid Phase Peptide Synthesis, （Rockford, Ill.
, Pierce）, 2d Ed.（1984）に記載される周知のペプチド合成手順を使用することにより
行うことができるだろう。これらの文献は参照することにより本明細書に組み込まれる。
ペプチドは、例えばアミノ酸の付加又は削除によるアミノ酸配列の延長又は短縮により修
飾することができる。本発明のペプチド又はその類似体を、特定の残基の順番又は組成を
改変することにより修飾することができるが、生物学的活性に必須の特定のアミノ酸残基
、例えば決定的な接触部位に存在する残基又は保存された残基は、生物学的活性に悪影響
を与えることなしに通常改変しないことは容易に理解されるだろう。決定的でないアミノ
酸は、タンパク質内で天然に存在しているもの、例えばＬ－α－アミノ酸又はそのＤ－異
性体に限定する必要はなく、Ｌ－α－アミノ酸の多数の誘導体だけではなく非天然アミノ
酸、例えばβ－γ－δ－アミノ酸を含んでいてもよい。
通常は、１つのアミノ酸置換を有する一連のペプチドを使用して、静電電荷、疎水性など
の結合に対する影響を測定する。例えば、ペプチドの長さに関する一連の正荷電アミノ酸
置換（例えば、Lys若しくはArg）又は負荷電アミノ酸置換（例えばGlu）により、種々の
ＭＨＣ分子及びＴ細胞受容体に対する感受性の異なるパターンが明らかになった。更に、
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小さい比較的中性の残基、例えばAla、Gly、Pro又は類似の残基を使用した複数の置換を
用いてもよい。置換はホモオリゴマー又はヘテロオリゴマーであってもよい。置換又は付
加される残基の数及び種類は、必須の接触点間に必要な間隔及び求められる特定の機能属
性（疎水性対親水性）に依存する。親ペプチドの結合親和性と比較して増加した、ＭＨＣ
分子又はＴ細胞受容体に対する親和性を、前記の置換により達成してもよい。あらゆる場
合において、そのような置換は、結合を破壊する静電及び電荷障害を避けるように選択さ
れたアミノ酸残基又はその他の分子断片を使用しなければならない。
アミノ酸置換は通常１残基である。置換、削除、挿入又はこれらのあらゆる組み合わせを
組み合わせて、最終のペプチドを製造してもよい。置換変異体は、ペプチドの少なくとも
１つの残基が除去され、異なる残基がその位置に挿入されているものである。ペプチドの
性質を細かく調節することが望まれる場合、置換は通常以下に示す表４にしたがい行われ
る。

機能上の実質的な変化（例えば、ＭＨＣ分子又はＴ細胞受容体に対する親和性）は、表４
に示す置換よりも保存的でない置換を選択、例えば（ａ）置換領域におけるペプチドバッ
クボーンの構造、例えばシート構造又はらせん構造としての維持、（ｂ）標的部位におけ
る分子の電荷又は疎水性の維持、又は（ｃ）側鎖のバルク（bulk）の維持に対する影響に
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おいて有意に異なる残基を選択することにより行われる。ペプチドの特性において最大の
変化を生じることを通常期待される置換は、（ａ）親水性残基、例えばセリル基の疎水性
残基、例えばロイシル基、イソロイシル基、フェニルアラニル基、バリル基又はアラニル
基での置換、（ｂ）正に荷電した側鎖を有する残基、例えばリシル基、アルギニル基又は
ヒスチジル基の負に帯電した側鎖を有する残基、例えばグルタミル基又はアスパルチル基
での置換、又は（ｃ）大きい側鎖を有する残基、例えばフェニルアラニンの、側鎖を有さ
ない残基、例えばグリシンでの置換であろう。
ペプチドは、免疫原性ペプチド内に２つ以上の残基のイソステール（isostere）を含んで
いてもよい。本明細書で定義するイソステールとは、第一の配列の立体構造が第二の配列
に特異的な結合部位に適合しているため、第二の配列で置換することができる、２以上の
残基からなる配列のことである。この用語は、特に当業者に周知のペプチドバックボーン
修飾を含んでいる。そのような修飾には、アミド窒素、α－炭素、アミドカルボニルの修
飾、アミド結合の完全な置換、延長、削除又はバックボーンの架橋が含まれる。一般的に
は、Spatola, Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, peptides and Proteins, V
ol. VII（Weinstein ed., 1983）を参照のこと。
種々の擬似アミノ酸又は非天然アミノ酸を用いてのペプチドの修飾は、インビボにおける
ペプチドの安定性の増加に特に有用である。安定性は多数の方法によりアッセイすること
ができる。例えば、ペプチダーゼ及び種々の生物学的媒体、例えばヒト血漿及び血清など
を使用して、安定性を試験してきた。例えば、Verhoef et al., Eur. J. Drug Metab. Ph
armacokin. 11:291-302（1986）を参照のこと。本発明のペプチドの半減期は、２５％ヒ
ト血清（ｖ／ｖ）アッセイを使用して都合よく測定した。プロトコルは通常以下に示す通
りである。プールしたヒト血清（ＡＢ型、熱不活化せず）を、使用前に遠心分離により脱
脂した。次いで血清をＲＰＭＩ組織培養培地を用いて２５％に希釈し、ペプチド安定性の
試験に使用した。予定の時間間隔で、少量の反応溶液を採取し、６％水性トリクロル酢酸
又はエタノールに添加した。濁った反応サンプルを１５分間冷却（４℃）し、遠心（spun
）して沈澱した血清タンパク質をペレット化した。次いで、安定性－特異的クロマトグラ
フィー条件を用いた逆相クロマトグラフィーにより、ペプチドの存在を測定した。
本発明のペプチド又はＣＴＬ刺激活性を有するその類似体を修飾して、改善された血清中
半減期以外の所望の属性を与えてもよい。例えば、ＣＴＬ活性を誘導するペプチドの能力
は、ヘルパーＴ細胞応答を誘導することができる少なくとも１つのエピトープを含んでい
る配列への結合により増強することができる。特に好ましい免疫原性ペプチド／ヘルパー
Ｔ結合物は、スペーサー分子により連結されている。通常スペーサーは、比較的小さい中
性分子、例えば生理学的条件下で実質的に荷電していないアミノ酸又は擬似アミノ酸を含
んでいる。通常スペーサーは、例えばAla、Gly又は非極性アミノ酸若しくは中性の極性ア
ミノ酸からなるその他の中性スペーサーから選ばれる。任意に存在するスペーサーは、同
一の残基を含んでいることを必要とせず、それゆえヘテロ－又はホモ－オリゴマーであっ
てもよいことは理解されるだろう。スペーサーが存在する場合、通常、スペーサーは少な
くとも１又は２つの残基であり、より一般的には３～６つの残基である。代わりに、ＣＴ
ＬペプチドはスペーサーなしにヘルパーＴペプチドに結合してもよい。
免疫原性ペプチドは、ＣＴＬペプチドのアミノ末端又はカルボキシル末端において、ヘル
パーＴペプチドに、直接又はスペーサーを介して結合していてよい。免疫原性ペプチド又
はヘルパーＴペプチドのいずれかのアミノ末端はアシル化されていてもよい。
ある態様においては、本発明の医薬組成物は、ＣＴＬの初回刺激（prime）を援助する少
なくとも１つの成分を含んでいることが望ましい。脂質は、ウイルス抗原に対するインビ
ボでのＣＴＬの初回刺激を援助することのできる薬剤として同定されている。例えば、パ
ルミチン酸残基を、Lys残基のα及びεアミノ基に結合し、次いで例えばGly、Gly-Gly-、
Ser、Ser-Serなどの１つ以上の結合残基を介して、免疫原性ペプチドに結合することがで
きる。次いで、脂質化（lipidated）ペプチドは、ミセル形態で直接注射、リポソームへ
組み込み又はアジュバント、例えばフロイントアジュバント中で乳化することができる。
好ましい態様においては、特に有効な免疫原は、Lysのα及びεアミノ基に結合し、次い



(16) JP 4210734 B2 2009.1.21

10

20

30

40

50

で例えばSer-Serの連結を介して免疫原性ペプチドのアミノ末端に結合しているパルミチ
ン酸を含んでいる。
ＣＴＬ応答の脂質による初回刺激の別の例として、大腸菌リポタンパク質、例えばトリパ
ルミトイル－Ｓ－グリセリルシステイニルセリル－セリン（Ｐ3ＣＳＳ）を、適切なペプ
チドに共有結合して、ウイルス特異的ＣＴＬの初回刺激に使用することができる。Deres 
et al., Nature 342:561-564（1989）を参照のこと。本文献は参照することにより本明細
書に組み込まれる。例えば、本発明のペプチドをＰ3ＣＳＳに結合することができ、リポ
ペプチドを個体に投与し、標的抗原に対するＣＴＬ応答を特異的に初回刺激する。更に、
適切なエピトープを示すペプチドに結合したＰ3ＣＳＳを用いて中和抗体の誘導をも初回
刺激することができるときには、２つの組成物を組み合わせて、感染に対する体液性応答
及び細胞性応答の両者をより効率的に誘導することができる。
更に、追加のアミノ酸を、ペプチドの末端に追加して、別のペプチドへの結合の容易性、
キャリヤー担体又は大きなペプチドへの結合、ペプチド又はオリゴペプチドの物理的又は
化学的特性の修飾などを提供することができる。例えばチロシン、システイン、リジン、
グルタミン酸又はアスパラギン酸などのアミノ酸を、ペプチド又はオリゴペプチドのＣ－
又はＮ－末端に導入することができる。ある場合においては、Ｃ末端における修飾がペプ
チドの特性を改変するかもしれない。更に、ペプチド又はオリゴヌクレオチド配列は、末
端のＮＨ2アシル化、例えばアルカノイル（Ｃ1～Ｃ20）又はチオグリコリルアセチル化、
末端カルボニルアミド化、例えばアンモニア、メチルアミンなどにより修飾することによ
り、天然の配列と差別化することができる。ある場合においては、これらの修飾により、
担体又はその他の分子への結合のための部位を提供してもよい。
本発明のペプチドは、多種の方法により製造することができる。その比較的小さい大きさ
のため、慣習的な技術にしたがい、溶液中又は個体担体上でペプチドを合成することがで
きる。種々の自動合成機を商業的に入手し、既知のプロトコルにしたがい使用することが
できる。例えば、前出Stewart and Young, Solid Phase Peptide Synthesis, 2d. ed., P
ierce Chemical Co.（1989）を参照のこと。
代わりに、組換えＤＮＡ技術を使用してもよい。この技術では、興味の対象となる免疫原
性ペプチドをコードするヌクレオチド配列を発現ベクターに挿入し、適切な宿主細胞に形
質転換又は形質移入し、発現に適切な条件下で培養する。これらの技術は当該技術分野に
おいて一般的に知られており、Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratoy Manu
al, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York（1982）に記載されてい
る。この文献は参照することにより本明細書に組み込まれる。したがって、本発明のペプ
チドの１以上を含む融合タンパク質を使用して、適切なＴ細胞エピトープを提供すること
ができる。
本明細書で意図する長さを有するペプチドをコードする配列を、化学的技術、例えばMatt
eucci et al., J. Am. Chem. Soc. 103:3185（1981）のホスホトリエステル法により合成
することができるとき、天然のペプチド配列をコードする塩基を適切な塩基で置換するこ
とにより、簡単に修飾することができる。次いでコード配列を適切なリンカーへ提供し、
当該技術分野において商業的に入手することができる発現ベクターに結合し、ベクターを
適切な宿主への形質転換に使用して、所望の融合タンパク質を生産する。多数のベクター
及び適切な宿主系を入手することができる。融合タンパク質の発現については、コード配
列を、操作可能に結合した開始コドン、終止コドン、プロモーター領域及びターミネータ
ー領域並びに通常は複製系に提供し、所望の細胞宿主における発現用の発現ベクターを提
供する。例えば、細菌宿主と適合するプロモーター配列を、所望のコード配列を挿入する
ために都合のよい制限部位を含むプラスミドに提供する。得られた発現ベクターで適切な
細菌宿主を形質転換する。適切なベクター及び制御配列を使用することにより、酵母又は
哺乳類細胞宿主を使用してもよい。
本発明のペプチド、医薬組成物及びワクチンは、ウイルス感染及びガンを治療及び／又は
予防するための、哺乳類、特にヒトへの投与に有用である。本発明の免疫原性ペプチドを
使用して治療することができる疾患の例には、前立腺ガン、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、ＡＩＤ
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Ｓ、腎臓ガン、子宮ガン、リンパ腫、ＣＭＶ及びコンドリローマ・アクミナタム（condly
loma acuminatum）が含まれる。
医薬組成物については、本発明の免疫原性ペプチドを、既にガンを患っている個体又は興
味の対象となるウイルスに感染した個体に投与する。感染の潜伏期又は急性期にある個体
を、免疫原性ペプチドを適宜その他の治療と別々又は組み合わせて用いることにより治療
することができる。治療応用においては、組成物を、ウイルス又は腫瘍抗原に対する効果
的なＣＴＬ応答を誘導し、病状及び／又は合併症を治癒又は少なくとも部分的に抑えるの
に十分な量で患者に投与する。これを達成するのに適切な量を、本明細書においては「治
療学的有効投与量」と定義する。この用途に有効な量は、例えば、ペプチド組成物、投与
方法、治療対象疾患の段階及び重症度並びに処方する医師の判断に依存するが、（治療用
投与又は予防用投与）のための初回免疫化についての通常の範囲は、７０ｋｇの患者に対
してペプチド約１．０μｇ～約５０００μｇであり、続く追加免疫では、患者の血液中の
特異的ＣＴＬ活性の測定による患者の応答及び状態に依存する数週間から数ケ月の追加投
与計画にしたがいその投与量はペプチド約１．０μｇ～約１０００μｇである。本発明の
ペプチド及び組成物は、重症状態、すなわち生命を危うくする状態又は生命を危うくする
可能性のある状態において通常使用されることに留意すべきである。そのような場合、外
来性物質の最小化及びペプチドの相対的に無毒の性質を考慮して、治療を行う医師が実質
的に過剰量のペプチド組成物を投与することが可能であり、望ましいであろう。
治療用途については、ウイルス感染の最初の徴候時、検出時、腫瘍の手術的除去時又は急
性感染の場合は診断直後に投与を開始すべきである。これに続いて、少なくとも徴候が実
質的に軽減し、その後もその状態が続くようになるまで、追加免疫投与を行う。慢性感染
においては、初回量に続く追加投与量が要求されるだろう。
本発明の組成物を用いての感染個体の治療は、急性感染した個体の感染の回復を早めるだ
ろう。慢性感染の発生が疑われる（又は慢性感染しやすい）個体について、本発明の組成
物は、急性から慢性感染への展開を予防する方法において特に有用である。例えば、感染
前又は感染中に、疑わしい個体が同定された場合、本明細書に記載されるように、組成物
に個体を標的とさせ、大集団への投与の必要性を最小化することができる。
ペプチド組成物を、慢性感染の治療に使用して、免疫系を刺激し、保菌者のウイルス感染
細胞を除去することができる。細胞障害性Ｔ細胞応答を効果的に刺激するのに十分な製剤
中の免疫賦活ペプチドの量及び投与様式を提供することが重要である。したがって、慢性
感染の治療については、７０ｋｇの患者に対して、１回の投与あたり、約１．０μｇ～約
５０００μｇ、好ましくは約５μｇ～１０００μｇが代表的な範囲である。免疫化投与に
続く追加免疫投与が、確立した間隔、例えば１～４週間、あるいは個体を効果的に免疫化
するための延長期間の間、要求されてもよい。慢性感染の場合、少なくとも臨床症状又は
臨床検査が、ウイルス感染が除去又は実質的に軽減し、その後のその状態であることを示
すまでは、投与を続けるべきである。
治療学的処置用の医薬組成物は、非経口、表面、経口又は局所投与を意図している。好ま
しくは医薬組成物は、非経口、例えば静脈内、皮下、皮内又は筋肉内に投与する。したが
って、本発明は、許容しうる担体、好ましくは水性担体中に溶解又は懸濁した免疫原性ペ
プチド溶液を含む非経口投与用組成物を提供する。例えば、水、緩衝化水、０．９％生理
的食塩水、０．３％グリシン、ヒアルロン酸などの種々の水性担体を使用してもよい。組
成物を、慣習的な周知の滅菌技術により滅菌又は無菌的にろ過してもよい。得られた水性
溶液をそのまま使用するために包装又は凍結乾燥してもよい。凍結乾燥製剤は使用前に滅
菌液と組み合わせる。組成物は、生理学的状態に近づけるために要求される薬学的に許容
される補助物質、例えばｐＨ調節剤及び緩衝剤、張度調節剤（tonicity adjusting agent
）、湿潤剤など、具体的には酢酸ナトリウム、乳酸ナトリウム、塩化ナトリウム、塩化カ
リウム、塩化カルシウム、ソルビタンモノラウレート、オレイン酸トリエタノールアミン
などを含んでいてもよい。
医薬製剤中の本発明のＣＴＬ刺激ペプチド濃度は、広範囲で変化させることができ、すな
わち重量基準で約０．１％未満、通常は約２％又は少なくとも約２％から２０％～５０％
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又はそれ以上までであり、選択した特定の投与様式にしたがい、主に液量、粘度などによ
り選択されるだろう。
本発明のペプチドをリポソームを介して投与してもよい。リポソームはペプチドに特定の
組織、例えばリンパ組織を標的とさせる。リポソームはペプチドの半減期の増加において
も有用である。リポソームには、エマルジョン、フォーム、ミセル、不溶性単分子膜、液
晶、リン脂質分散液、ラメラ層などが含まれる。これらの製造においては、送達するペプ
チドを、単独又はリンパ球間に普及している受容体に結合する分子、例えばＣＤ４５抗原
に結合するモノクローナル抗体又はその他の治療用又は免疫原性組成物とともにリポソー
ムの一部に組み込む。これにより、本発明の所望のペプチドで満たされたリポソームをリ
ンパ球部位に向けることができる。この場合リポソームは選択された治療用／免疫原性ペ
プチド組成物を送達する。本発明における使用のためのリポソームは、標準的な小胞形成
脂質から形成され、通常これには中性又は負に荷電したリン脂質及びステロール、例えば
コレステロールが含まれる。脂質の選択は、例えばリポソームの大きさ、酸不安定性及び
血液流中におけるリポソームの安定性への配慮により通常左右される。リポソーム製造の
ために種々の方法が利用可能である。例えば、Szoka et al., Ann. Rev. Biophys. Bioen
g. 9:467（1980), U.S. Patent Nos. 4,235,871,4501,728, 4,837,028 and 5,O19,369に
記載されており、これらの文献は参照することにより本明細書に組み込まれる。
免疫細胞を標的にするために、所望の免疫系細胞の細胞表面決定因子に特異的な抗体又は
その断片などを含むリガンドをリポソームに組み込むことができる。ペプチドを含有する
リポソーム懸濁液を、特に投与様式、送達するペプチド及び治療対象疾患の段階にしたが
い変化する投与量で、非経口的、局所的、表面的に投与してもよい。
個体組成物については、慣習的な無毒性固体担体を使用することができ、これらには、例
えば医薬品品質のマンニトール、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、炭酸マグネシウム
などが含まれる。経口投与のための、薬学的に許容しうる無毒性組成物は、通常使用され
るあらゆる賦形剤、例えば前記の担体を、通常活性成分、すなわち本発明の１以上のペプ
チドの１０～９５％、好ましくは２５～７５％の濃度で組み込むことにより形成する。
エアロゾル投与について、免疫原性ペプチドは、界面活性剤及び噴霧剤とともに、微粉化
して供給する。ペプチドの典型的な百分率は、重量基準で０．０１～２０％、好ましくは
１～１０％である。界面活性剤は当然無毒性でなければならず、好ましくは噴霧剤に可溶
性である。そのような薬剤の代表例は、炭素数６～２２の脂肪酸、例えばカプロン酸、オ
クタン酸、ラウリン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、リノール酸、リノレン酸、オレス
テリック酸（olesteric acid）及びオレイン酸と脂肪族多価アルコール又はその環無水物
とのエステル又は部分エステルである。混合したエステル、例えば天然グリセリドと混合
したエステルを使用してもよい。界面活性剤は、組成物重量の０．１～２０％、好ましく
は０．２５～５％を構成する。組成物の均衡は、通常噴霧剤である。所望により、担体は
、鼻腔内送達用にレシチンを含むこともできる。
本発明の別の態様は、活性成分として本明細書で記載した免疫原性ペプチドを、免疫原性
的有効量で含むワクチンに向けられる。ペプチドを、担体に結合させて又は活性ペプチド
単位のホモポリマー又はヘテロポリマーとして、ヒトを含む宿主に導入してもよい。その
ようなポリマーは、免疫反応の増加という利点を有し、異なるペプチドを使用してポリマ
ーを作成したときには、ウイルス又は腫瘍細胞の異なる抗原決定基と反応する抗体及び／
又はＣＴＬを誘導する追加の能力という利点を有する。有用な担体は当該技術分野におい
て周知であり、例えばサイログロブリン、アルブミン、例えばウシ血清アルブミン、破傷
風トキソイド、ポリアミノ酸、例えばポリ（リジン：グルタミン酸）、Ｂ型肝炎コアタン
パク質、Ｂ型肝炎組換えワクチンなどが含まれる。ワクチンは、生理学的に耐えられる（
許容しうる）希釈剤、例えば水、リン酸緩衝生理的食塩水又は生理的食塩水などを含むこ
とができ、更にアジュバントを含むこともできる。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又はミョウバンなどのアジュバントは、当該技術分
野において周知の物質である。前記したように、ＣＴＬ応答は、本発明のペプチドをＰ3
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ＣＳＳなどの脂質に結合することにより初回刺激することができる。前記のペプチド組成
物を注射、エアロゾル、経口、経皮又はその他の経路で用いて免疫化したとき、宿主の免
疫系は、所望の抗原に特異的な多量のＣＴＬを産生することによりワクチンに応答し、宿
主はその後の感染に対して少なくとも部分的に免疫性になるか又は慢性感染の発達に対し
て耐性になる。
本発明のペプチドを含むワクチン組成物を、ウイルス感染又はガンが疑われる又はそれら
の危険性のある患者に投与し、抗原に対する免疫応答を誘導し、患者自身の免疫応答能力
を増強する。そのような量を「免疫原性的有効量」と定義する。この用途においては、正
確な量は、患者の健康状態及び体重、投与様式、製剤の性質などに依存するが、通常その
範囲は、７０ｋｇの患者あたり約１．０μｇ～約５０００μｇ、より一般的には７０ｋｇ
の患者あたり約１０μｇ～約５００μｇである。
ある場合においては、本発明のペプチドワクチンと、興味の対象になるウイルス、特にウ
イルスエンベロープ抗原に反応する中和抗体を誘導するワクチンとを組み合わせることが
好ましい。
治療又は免疫化目的には、本発明のペプチドを、弱毒化ウイルス宿主、例えばワクシニア
又は鶏痘により発現させることができる。このアプローチには、本発明のペプチドをコー
ドする核酸配列を発現するベクターとしてのワクシニアウイルスの使用が含まれる。急性
感染若しくは慢性感染した宿主又は感染していない宿主へ導入したとき、組換えワクシニ
アウイルスは免疫原性ペプチドを発現し、これにより宿主のＣＴＬ応答を誘導する。免疫
化プロトコルにおいて有用なワクシニアベクター及び方法は、例えば米国特許第４，７２
２，８４８号明細書に記載されており、これは参照することにより本明細書に組み込まれ
る。別のベクターはＢＣＧ（カルメット－ゲラン桿菌）である。ＢＣＧベクターはStover
 et al.（Nature 351:456-460（1991））に記載されており、これは参照することにより
本明細書に組み込まれる。本発明のペプチドの治療的投与又は免疫化に有用な多種のその
他のベクター、例えばサルモネラ・チフスベクターなどは、本明細書の記載より当業者に
明らかであろう。
１以上の本発明のペプチドをコードする核酸を患者に投与することもできる。このアプロ
ーチについては、例えばWolff et al., Science 247:1465-1468（1990）、米国特許第５
，５８０，８５９号及び第５，５８９，４６６号明細書に記載されている。
本発明のペプチドをコードする核酸を投与する好ましい方法では、本発明の複数のエピト
ープをコードするミニ遺伝子構築物を使用する。ヒト細胞における発現のために選択した
ＣＴＬエピトープ（ミニ遺伝子）をコードするＤＮＡ配列を作成するために、エピトープ
のアミノ酸配列を逆転写する。ヒトコドン用の表を使用して、各アミノ酸のコドン選択を
導いた。これらのエピトープをコードするＤＮＡ配列を直接隣接させ、連続的ポリペプチ
ド配列を作成した。発現及び／又は免疫原性を最適化するために、追加の要素をミニ遺伝
子の設計に組み込むことができる。逆転写され、かつミニ遺伝子配列に含まれるアミノ酸
配列の例には、ヘルパーＴリンパ球エピトープ、リーダー（シグナル）配列及び小胞体保
存シグナルが含まれる。更に、合成（例えばポリアラニン）又はＣＴＬエピトープに隣接
する天然フランキング配列を含むことにより、ＣＴＬエピトープのＭＨＣ提示を改善させ
てもよい。
ミニ遺伝子のプラス鎖及びマイナス鎖をコードするオリゴヌクレオチドを組み立てること
により、ミニ遺伝子配列をＤＮＡに転換する。重複オリゴヌクレオチド（長さ３０～１０
０塩基）を、周知の技術を使用して適切な条件下で合成し、リン酸化し、精製し、アニー
ルした。Ｔ４　ＤＮＡリガーゼを使用して、オリゴヌクレオチドの末端を結合する。次い
でＣＴＬエピトープポリペプチドをコードする合成ミニ遺伝子を、所望の発現ベクターに
クローニングする。
当業者に周知の標準的な制御配列をベクターに含ませ、標的細胞における発現を確保する
。数種のベクター要素、すなわちミニ遺伝子挿入のための下流クローニング部位を有する
プロモーター、効率的な転写終結のためのポリアデニル化シグナル、大腸菌の複製起点及
び大腸菌の選択マーカー（例えば、アンピシリン又はカナマイシン耐性）が要求される。
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この目的に対して、多数のプロモーター、例えばヒトサイトメガロウイルス（ｈＣＭＶ）
プロモーターを使用することができる。その他の適切なプロモーター配列については、米
国特許第５，５８０，８５９号及び第５，５８９，４６６号明細書を参照のこと。
ミニ遺伝子の発現及び免疫原性を最適化するために、追加のベクター修飾が要求されても
よい。ある場合においては、効率的な遺伝子発現のために、イントロンが要求され、１以
上の合成又は天然イントロンを、ミニ遺伝子の転写領域に組み込むことができる。ミニ遺
伝子発現を増加させるために、ｍＲＮＡ安定化配列の包含も考慮することができる。最近
、免疫賦活配列（ＩＳＳ又はＣｐＧ）は、ＤＮＡワクチンの免疫原性の役割を果たすこと
が提唱された。免疫原性を増強させることが見出されるならば、これらの配列をベクター
中の配列をコードするミニ遺伝子の外側に含ませることができる。
ある態様においては、ミニ遺伝子にコードされたエピトープ及び免疫原性を増強又は低下
させるために含ませる第二のタンパク質の生成を許容する二頭発現ベクターを使用するこ
とができる。同時発現する場合、免疫応答を有利に増強させることができるタンパク質又
はポリペプチドの例には、サイトカイン（例えば、ＩＬ２、ＩＬ１２、ＧＭ－ＣＳＦ）、
サイトカイン誘導分子（例えば、ＬｅＩＦ）又は同時刺激分子が含まれる。ヘルパー（Ｈ
ＴＬ）エピトープを、細胞内標的シグナルに結合し、ＣＴＬエピトープとは別々に発現さ
せることができる。これにより、ＨＴＬエピトープをＣＴＬエピトープとは異なる細胞コ
ンパートメント（cell compartment）に向けることが可能になるだろう。所望により、Ｍ
ＨＣクラスII経路へのＨＴＬエピトープのより効率的なエントリーを促進し、ＣＴＬ誘導
を改善させることができる。ＣＴＬ誘導とは対照的に、免疫抑制分子（例えば、ＴＧＦ－
β）の同時発現による免疫応答の特異的減少は、特定の疾患においては有利であるだろう
。
発現ベクターを選択したら、ミニ遺伝子をプロモーター下流のポリリンカー領域にクロー
ニングする。このプラスミドで適切な大腸菌株を形質転換し、標準的な技術を用いてＤＮ
Ａを調製する。ミニ遺伝子の配向及びＤＮＡ配列並びにベクターに含まれるその他の要素
を、制限マッピング（restriction mapping）及びＤＮＡ配列解析を使用して確認した。
正しいプラスミドを有する細菌細胞を、マスターセルバンク（master cell bank）及びワ
ーキングセルバンク（working cell bank）として保存することができる。
プラスミドＤＮＡの治療量は、大腸菌の発酵、続く精製により生成する。ワーキングセル
由来のアリコートを使用して、発酵培地（例えばテリフィックブロス（Terrific Broth）
）に接種し、周知の技術にしたがい振盪フラスコ又はバイオリアクター中で飽和になるま
で増殖させる。プラスミドＤＮＡを、キアゲン（Quiagen）により供給される固相アニオ
ン交換樹脂などの標準的生態分離技術を使用して精製することができる。必要ならば、ゲ
ル電気泳動又はその他の方法を使用してスーパーコイルＤＮＡを開環及び直鎖形態から単
離することができる。
種々の製剤を使用しての注射用の精製プラスミドＤＮＡを製造することができる。これら
のなかのもっとも単純なものは、滅菌リン酸緩衝生理的食塩水（ＰＢＳ）中での凍結乾燥
ＤＮＡの再構成である。「裸のＤＮＡ」として知られるこのアプローチは、現在、臨床試
験における筋肉内（ＩＭ）投与に使用されている。ミニ遺伝子ＤＮＡワクチンの免疫療法
的効果を最大にするためには、精製プラスミドＤＮＡを製剤化する代替の方法が望ましい
だろう。種々の方法が文献に記載されているが、新技術が利用可能であろう。カチオン性
脂質を製剤中で使用することができる（Debs and Zhu（1993）WO93/246640; Mannino and
 Gould-Fogerite（1988）Bio Techniques 6（7）:682-691; Rose U.S. Pat No. 5,279,83
3; Brigham（1991）WO91/06309; and Felgner et al.（1987）Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 84:7413-7414を参照のこと）。更に、糖脂質、融合リポソーム（fusogenic liposome
）、ペプチド及び保護性、相互作用的、非縮合的集合物（ＰＩＮＣ）と呼ばれる化合物を
、精製プラスミドＤＮＡに合成（complex）し、安定性、筋肉内分散性または特異的器官
又は細胞型への輸送に影響を与えることもできる。
例えば、米国特許第５，２０４，２５３号明細書に記載されたようにして、バリスティッ
ク送達（ballistic delivery）を使用して核酸を投与することもできる。ＤＮＡのみを含
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む粒子を投与することもできる。代わりに、ＤＮＡを、金などの粒子に付着させることも
できる。
標的細胞の感作を、ミニ遺伝子にコードされたＣＴＬエピトープの発現及びＭＨＣクラス
Ｉ提示の機能的アッセイとして使用することができる。プラスミドＤＮＡを、標準的ＣＴ
Ｌクロム放出アッセイの標的として適切な哺乳類細胞系に導入する。使用するトランスフ
ェクション方法は、最終の製剤に依存するだろう。「裸の」ＤＮＡについてはエレクトロ
ポレーションを使用することができるが、カチオン性脂質では直接のインビトロトランス
フェクションが可能である。緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）を発現するプラスミドを同時
トランスフェクトして、蛍光発色セルソーター（ＦＡＣＳ）を用いての感染細胞の濃縮に
使用することが可能である。次いで細胞をクロム－５１を用いて標識し、エピトープ特異
的ＣＴＬ系に対する標的細胞として使用する。５１Ｃｒ放出により検出された細胞溶解は
、ミニ遺伝子にコードされたＣＴＬエピトープのＭＨＣ提示の生成を示している。
インビボでの免疫原性は、ミニ遺伝子ＤＮＡ製剤の機能的試験についての第二のアプロー
チである。適切なヒトＭＨＣ分子を発現しているトランスジェニックマウスをＤＮＡ産物
で免疫化する。投与量及び投与経路は製剤に依存する（例えば、ＰＢＳ中のＤＮＡについ
てはＩＭ、脂質合成ＤＮＡについてはＩＰ）。免疫化２１日後、脾細胞を収穫し、試験す
る各エピトープをコードするペプチドの存在下で１週間再刺激した。これらのエフェクタ
ー細胞（ＣＴＬ）を、標準的な技術を使用して、ペプチドをロードしたクロム－５１標識
化標的細胞の細胞溶解についてアッセイした。ミニ遺伝子にコードされるエピトープペプ
チドのＭＨＣによるロードにより感作された標的細胞の溶解は、ＣＴＬのインビボ誘導に
対するＤＮＡワクチンの機能を示している。
更に、抗原性ペプチドを使用して、エキソビボでＣＴＬを誘導してもよい。得られたＣＴ
Ｌを使用して、従来型の治療に応答しない又はペプチドワクチンアプローチに応答しない
患者の慢性感染（ウイルス性又は細菌性）又は腫瘍を治療することができる。特定の病原
体（病原菌又は腫瘍抗原）に対するエキソビボでのＣＴＬ応答を、患者のＣＴＬ前駆体細
胞（ＣＴＬｐ）と抗原提示細胞（ＡＰＣ）源及び適切な免疫原性ペプチドとを組織培養中
でインキュベートすることにより誘導する。ＣＴＬｐが活性化され、十分に成長し、エフ
ェクターＣＴＬへ発達するのに適切なインキュベーション時間（通常は１～４週間）後、
細胞を患者に戻す。そこでは、特異的標的細胞（感染細胞又は腫瘍細胞）が破壊されるだ
ろう。特異的細胞障害性Ｔ細胞の生成のためのインビトロ条件を最適化するために、刺激
化細胞（stimulator cell）培養物を、適切な無血清培地中で維持する。
刺激化細胞と活性化される細胞、例えば前駆体ＣＤ８＋細胞とのインキュベーションの前
に、抗原性ペプチドを、ヒトクラスＩ分子にロードされ、刺激化細胞の表面上に発現する
のに十分な量で刺激化細胞培養物に添加する。本発明において、ペプチドの十分な量とは
、約２２０、好ましくは２００より多くの、ペプチドを有するヒトクラスＩ　ＭＨＣ分子
が刺激化細胞の各表面上に発現することを許容する量のことである。好ましくは、刺激化
細胞と＞２０μｇ／ｍｌのペプチドとをインキュベートする。
次いで、休止又は前駆体ＣＤ８＋細胞と、適切な刺激化細胞とを、培養物中、ＣＤ８＋細
胞を活性化するのに十分な時間インキュベートする。好ましくは、ＣＤ８＋細胞を、抗原
特異的方法で活性化する。休止又は前駆体ＣＤ８＋（エフェクター）細胞対刺激化細胞の
割合は、個体によって変化してもよく、更に変数、例えば培養条件に対する各リンパ球の
従順性並びに病状又は本明細書に記載する治療方法を使用するその他の状態の性質及び重
症度に依存する。しかしながら、好ましくはリンパ球：刺激化細胞の割合は、約３０：１
～３００：１である。エフェクター細胞／刺激化細胞培養物を、ＣＤ８＋細胞の治療学的
に有用な量又は有効量を刺激するのに必要な時間維持してもよい。
インビトロにおけるＣＴＬ誘導は、ＡＰＣ上の対立遺伝子特異的ＭＨＣクラスＩ分子に結
合するペプチドの特異的認識を必要とする。ＡＰＣあたりの特異的ＭＨＣ／ペプチド複合
体の数は、特に一次免疫応答におけるＣＴＬの刺激化にとって重要である。少量の細胞あ
たりのペプチド／ＭＨＣ複合体が、細胞をＣＴＬにより溶解させる又は二次ＣＴＬ応答の
刺激に対して感受性にするのには十分であるときは、初期応答の間のＣＴＬ前駆体（ｐＣ
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ＴＬ）の活性化の成功には、かなりの数のＭＨＣ／ペプチド複合体を必要とする。細胞上
の空の主要組織適合複合体分子へのペプチドのロードは、細胞障害性Ｔリンパ球一次応答
の誘導を可能にする。細胞の空の主要組織適合複合体分子へのペプチドのロードは、細胞
障害性Ｔリンパ球の一次応答の誘導を可能にする。あらゆるヒトＭＨＣ対立遺伝子につい
ての突然変異細胞系は存在しないので、ＡＰＣ表面からの内因性ＭＨＣ結合分子を取り出
し、次いで得られた空のＭＨＣ分子を興味の対象になる免疫原性ペプチドを用いてロード
する技術を使用することは有利である。非形質転換（非腫瘍化）、非感染細胞、好ましく
は患者の自家細胞をＡＰＣとして使用することは、エキソビボＣＴＬ治療の開発に向けら
れるＣＴＬ誘導プロトコルの設計にとって望ましい。本出願は、ＡＰＣ表面から内因性Ｍ
ＨＣ結合ペプチドを取り出し、所望のペプチドをロードする方法を開示する。
安定なＭＨＣクラスＩ分子は、以下に示す要素：１）通常は８～１０残基のペプチド、２
）α１及びα２ドメインにペプチド結合部位を有する膜貫通型多型性タンパク質重鎖及び
３）非共有結合的に結合した非多型性軽鎖、すなわちβ2ミクログロブリンから形成され
る三量体複合体である。結合したペプチドの除去及び／又はβ2ミクログロブリンの複合
体からの分離により、ＭＨＣクラスＩ分子は非機能的及び不安定になり、結果として急速
に分解する。ＰＢＭＣから単離したすべてのＭＨＣクラスＩ分子は、それらに結合する内
因性のペプチドを有している。それゆえ、第一工程は、外因性ペプチドを添加する前の、
ＡＰＣ上のＭＨＣクラスＩ分子に結合する全ての内因性ペプチドを、その分解を引き起こ
すことなしに取り除くことである。
結合したペプチドをＭＨＣクラスＩ分子から取り除く２つの可能性のある方法には、一晩
、培養温度を３７℃から２６℃へ低下させ、β2ミクログロブリンを不安定化させ、次い
で穏やかな酸処理を用いて内因性ペプチドを細胞から取り除く方法が含まれる。既に結合
しているペプチドを細胞外環境に遊離させるこの方法により、新規外因性ペプチドが空の
クラスＩ分子に結合することを可能にする。低温インキュベーション法により、外因性ペ
プチドをＭＨＣ複合体に効率的に結合させることができるが、この方法は、細胞の代謝速
度を低下させる２６℃での一晩のインキュベートを要求する。ＭＨＣ分子を活発に合成し
ない細胞（例えば休止ＰＢＭＣ）は、低温手順によっても、大量の空の表面ＭＨＣ分子を
生じないだろう。
厳しい酸分離法は、トリフルオロ酢酸（ｐＨ２）を用いてのペプチドの抽出又は免疫親和
性的に精製したクラスＩ－ペプチド複合体の酸変性を含む。これらの方法は、ＣＴＬ誘導
を可能にしない。なぜならば、ＡＰＣ生存性及び抗原提示にとって重要な最適の代謝状態
を維持しながら、内因性ペプチドを取り除くことが重要であるからである。ｐＨ３の穏や
かな酸溶液、例えばグリシン又はクエン酸－リン酸緩衝液を使用して、内因性ペプチドを
同定し、主要関連Ｔ細胞エピトープを同定する。ＭＨＣクラスＩ分子のみが不安定化され
、（かつ関連するペプチドが遊離され）、ＭＨＣクラスII分子を含むその他の表面抗原は
完全なままであるという点で、これらの方法は特に有効である。最も重要なことは、穏や
かな酸溶液を用いての細胞の処理は、細胞の生存性または代謝状態に影響しないというこ
とである。内因性ペプチドの分離は、４℃下２分間で起こるので、穏やかな酸処理は迅速
であり、それゆえ適切なペプチドがロードされた後、ＡＰＣは機能する準備ができている
。この技術を本発明で利用して、一次抗原特異的ＣＴＬを生成するためのペプチド特異的
ＡＰＣを作成する。得られたＡＰＣはペプチド特異的ＣＤ８＋ＣＴｌを効率的に誘導する
。
活性化ＣＤ８＋細胞を、種々の既知の方法の１つを使用して、刺激化細胞から効率的に分
離してもよい。例えば、刺激化細胞に特異的なモノクローナル抗体、刺激化細胞にロード
されたペプチドに特異的なモノクローナル抗体、又はＣＤ８＋細胞（又はその断片）に特
異的なモノクローナル抗体を利用して、その適切な相補的リガンドに結合させてもよい。
次いで適切な方法、例えば既知の免疫沈降法又は免疫測定法により、抗体で標識された分
子を、刺激化細胞－エフェクター細胞混合物から抽出してもよい。
活性化ＣＤ８＋細胞の細胞障害に有効な量は、インビトロでの使用及びインビボでの使用
の間で変化し、更にキラー細胞の最終標的である細胞の量及び型でも変化する。量は、患
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る。しかしながら、好ましくは、ヒト成人については、約１×１０6～約１×１０12、よ
り好ましくは約１ｘ１０8～約１×１０11、更に好ましくは約１×１０9～約１×１０10の
活性化ＣＤ８＋細胞を使用する。マウスにおいては、約５×１０6～５×１０7の細胞を使
用する。
好ましくは、前記したように、ＣＤ８＋細胞を治療対象の個体に投与する前に、活性化Ｃ
Ｄ８＋細胞を細胞培養物から集菌する。しかしながら、その他の現存及び提唱されている
処理方法とは異なり、腫瘍形成性でない細胞培養物を使用する本発明の方法に注目するこ
とは重要である。それゆえ、刺激化細胞と活性化ＣＤ８＋細胞の完全な分離を達成できな
い場合でも、少量の刺激化細胞の投与に関連して知られている固有の危険は存在しない。
一方、哺乳類腫瘍促進細胞の投与は非常に危険である。
細胞成分を再導入する方法は、当該技術分野において既知であり、例えば米国特許第４，
８４４，８９３号明細書（Honsik et al.）及び米国特許第４，６９０，９１５号明細書
（Rosenberg）に例示されている手順が含まれる。例えば、静脈注射による活性化ＣＤ８
＋細胞の投与は適切である。
本発明の免疫原性ペプチドを使用して、モノクローナル抗体を作成してもよい。そのよう
な抗体は、可能性のある診断薬又は治療薬として有用であろう。
本発明のペプチドは診断薬としての使用が見出されるだろう。例えば、本発明のペプチド
を使用して、ペプチド又は関連ペプチドを用いる治療方法に対する特定の個体の感受性を
測定してもよい。したがって、現在の治療プロトコルの修飾又は病気に罹った個体の予後
の測定において有用であろう。更に、ペプチドを使用して、個体に慢性感染の発生の実質
的な危険性があるか否かを予測してもよい。
本発明のペプチドを同定するための、クラスＩ抗原の単離並びに天然に処理されたペプチ
ドの単離及び配列決定は、関連出願に記載されているようにして行った。次いでこれらの
ペプチドを使用して、対立遺伝子Ａ３．２、Ａ１、Ａ１１及びＡ２４．１の各々に対する
特異的結合モチーフを定義した。これらのモチーフは関連出願に記載されており、以下に
示す表５～８に要約する。
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実施例１
免疫原性ペプチドの同定
種々のＭＨＣクラスＩ対立遺伝子について同定した前記のモチーフを使用して、種々のウ
イルス及び腫瘍関連タンパク質のアミノ酸配列を、これらのモチーフの存在について分析
した。スクリーニングを、関連出願に記載されたようにして行った。表９は抗原の検索の
結果を示している。
前記の実施例は、本発明を説明するためのものであって、本発明の範囲を限定するための
ものではない。本発明のその他の変形は、当業者に容易に理解され、これらは請求の範囲
に含まれる。本明細書において引用したすべての刊行物、特許及び特許出願は参照するこ
とにより本発明に組み込まれる。
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