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(57)【要約】
　生物物理学的原理ならびにバイオインフォマティクス
技術を使用して、癌患者の癌組織ＤＮＡから免疫防御ネ
オエピトープを同定する方法が本明細書で記載される。
免疫防御ネオエピトープの同定は、ヒト癌の個別化され
たゲノミクス駆動型免疫療法に好適な限られた数の腫瘍
特異的ペプチドを有する医薬組成物を提供する。特定的
には、癌患者からの腫瘍由来の推定ネオペプチドセット
におけるペプチドの免疫原性を予測するために、ＭＨＣ
タンパク質－結合溝におけるエピトープの立体構造安定
性を使用する方法が本明細書で開示される。医薬組成物
および投与方法もまた含まれる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　癌患者における免疫防御ネオエピトープを同定する方法であって、
　複数の推定ネオエピトープを含む推定ネオエピトープセットを提供する工程と、
　ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタンパク質に結合された前記推定ネオエピトープセット
において、各推定ネオエピトープおよびその対応する野生型エピトープの少なくとも一部
の立体構造安定性を決定する工程と、
　前記推定ネオエピトープセットから免疫防御ネオエピトープを選択する工程であって、
前記免疫防御ネオエピトープは、前記ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタンパク質に結合さ
れると、対応する野生型エピトープに比べてより高い立体構造安定性を有する、工程と、
　任意で、薬学的に許容される担体と、１つ以上の免疫防御ネオエピトープペプチド、前
記免疫防御ネオエピトープを含む１つ以上のポリペプチド、または前記１つ以上の免疫防
御ネオエピトープをコードする１つ以上のポリヌクレオチドとを含む医薬組成物を生成さ
せる工程と、ならびに
　任意で、前記医薬組成物を前記癌患者に投与する工程と、
　を含む、方法。
【請求項２】
　前記立体構造安定性は、前記推定ネオエピトープおよびそれらの対応する野生型エピト
ープのＣ末端部分、前記推定ネオエピトープおよびそれらの対応する野生型エピトープの
中心部分、前記推定ネオエピトープおよびそれらの対応する野生型エピトープのＮ末端部
分、または前記推定ネオエピトープおよびそれらの対応する野生型エピトープの全体に対
して測定される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタンパク質に結合された前記推定ネオエピトープセット
において、各推定ネオエピトープおよびその対応する野生型エピトープのα－炭素の少な
くとも一部の立体構造安定性を決定する工程は、ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタンパク
質に結合された前記推定ネオエピトープセットにおいて、各推定ネオエピトープおよびそ
の対応する野生型エピトープの少なくとも一部の二乗平均平方根ゆらぎを決定することを
含み、前記免疫防御ネオエピトープは、それらの対応する野生型エピトープに比べて、低
減された立体構造ゆらぎを有する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記二乗平均平方根ゆらぎは、前記推定ネオエピトープおよびそれらの対応する野生型
エピトープのＣ末端部分、前記推定ネオエピトープおよびそれらの対応する野生型エピト
ープの中心部分、前記推定ネオエピトープおよびそれらの対応する野生型エピトープのＮ
末端部分、または前記推定ネオエピトープおよびそれらの対応する野生型エピトープの全
体に対して決定される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記免疫防御ネオエピトープは、１００ｎＭを超える、または５００ｎＭを超える、Ｈ
－２ＫｄまたはＨＬＡに対する測定されたＩＣ５０を有する、請求項１から４のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記癌患者のＲＮＡまたはＤＮＡの少なくとも一部を健常組織および癌組織の両方にお
いてシークエンシングし、健常組織ＲＮＡまたはＤＮＡ配列および癌組織ＲＮＡまたはＤ
ＮＡ配列を生成させる工程と、
　前記健常組織ＲＮＡまたはＤＮＡ配列および前記癌組織ＲＮＡまたはＤＮＡ配列を比較
し、前記健常組織ＲＮＡまたはＤＮＡ配列と前記癌組織ＲＮＡまたはＤＮＡ配列との間の
差分を同定して、差分ＤＮＡマーカセットを生成させる工程と、
　前記差分ＤＮＡマーカセットを分析して、腫瘍特異的エピトープセットを生成させる工
程であって、前記腫瘍特異的エピトープセットは１つ以上の腫瘍特異的エピトープを含む
、工程と、
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　前記腫瘍特異的エピトープセットにおける各エピトープに対して差分アグレトープ指数
と呼ばれる数値スコアを提供する工程であって、前記差分アグレトープ指数は、正常エピ
トープに対するスコアを前記腫瘍特異的エピトープに対するスコアから減算することによ
り計算される、工程と、ならびに
　前記腫瘍特異的エピトープセットを前記差分アグレトープ指数に従いランク付けし、前
記ランク付けに基づき、前記腫瘍特異的エピトープセットから推定ネオエピトープセット
を選択する工程と、
　を含む方法により、前記推定ネオエピトープセットを同定する工程をさらに含む、請求
項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記ＭＨＣタンパク質は、ＭＨＣ　Ｉタンパク質であり、前記免疫応答は、ＣＤ８＋応
答である、請求項１から６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　前記ＭＨＣタンパク質は、ＭＨＣ　ＩＩタンパク質であり、前記免疫応答は、ＣＤ４＋
応答である、請求項１から６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　シークエンシングは、トランスクリプトームシークエンシングである、請求項６に記載
の方法。
【請求項１０】
　ＤＮＡまたはＲＮＡシークエンシングは、ハイスループットシークエンシングである、
請求項６に記載の方法。
【請求項１１】
　前記差分ＤＮＡマーカセットを分析して腫瘍特異的エピトープセットを生成させる工程
は、１つ以上の腫瘍特異的エピトープが発癌経路に関連するかどうかに依存しない、請求
項６に記載の方法。
【請求項１２】
　前記差分ＤＮＡマーカセットを分析して腫瘍特異的エピトープセットを生成させる工程
は、エピトープペプチドのＭＨＣ分子への結合を決定する予測アルゴリズムを使用して、
ＭＨＣに限定される腫瘍特異的エピトープセットを生成させることを含む、請求項６に記
載の方法。
【請求項１３】
　前記医薬組成物は、１から１００の免疫防御ネオエピトープを含む１つ以上のポリペプ
チド、１から１００の免疫防御ネオエピトープを含む１つ以上のポリペプチド、または１
から１００の免疫防御ネオエピトープをコードする１つ以上のポリヌクレオチドを含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記医薬組成物は、３から２０の免疫防御ネオエピトープを含む１つ以上のペプチド、
３から２０の免疫防御ネオエピトープを含む１つ以上のポリペプチド、または３から２０
の免疫防御ネオエピトープをコードする１つ以上のポリヌクレオチドを含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項１５】
　前記医薬組成物は、アジュバントをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記医薬組成物は、１つ以上の免疫調整剤をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記免疫調整剤は、ＴＬＲリガンドまたは抗体である、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記癌患者は、固形または液性癌を患う、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記癌患者を放射線療法、化学療法、外科手術、またはそれらの組み合わせで治療する
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工程をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　投与は、前記１つ以上の免疫防御ネオエピトープペプチド、前記免疫防御ネオエピトー
プを含む１つ以上のポリペプチド、または前記１つ以上の免疫防御ネオエピトープをコー
ドする１つ以上のポリヌクレオチドを、前記癌患者由来の細胞と混合またはパルス処理し
、前記混合またはパルス処理された細胞を前記癌患者に投与することを含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項２１】
　請求項１から２０に記載の方法により生成される医薬組成物。
【請求項２２】
　薬学的に許容される担体と、１つ以上の免疫防御ネオエピトープペプチド、免疫防御ネ
オエピトープを含む１つ以上のポリペプチド、または前記１つ以上の免疫防御ネオエピト
ープをコードする１つ以上のポリヌクレオチドとを含む医薬組成物であって、前記１つ以
上の免疫防御ネオエピトープは、推定ネオエピトープセットから選択され、前記推定ネオ
エピトープセットは、公知の発癌経路由来のエピトープを含まず、前記推定ネオエピトー
プセットは、癌患者由来の腫瘍に特異的であり、分子モデリングまたは実験により決定さ
れる、ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタンパク質に結合された各免疫防御ネオエピトープ
の前記立体構造安定性は対応する野生型エピトープに比べて高い、医薬組成物。
【請求項２３】
　前記立体構造安定性は、前記免疫防御ネオエピトープのＣ末端部分、前記免疫防御ネオ
エピトープの中心部分、前記免疫防御ネオエピトープのＮ末端部分、または前記免疫防御
ネオエピトープの全体に対して決定される、請求項２２に記載の医薬組成物。
【請求項２４】
　前記免疫防御ネオエピトープは、１００ｎＭを超える、または５００ｎＭを超える、Ｈ
－２Ｋｄに対する測定されたＩＣ５０を有する、請求項２２または２３に記載の医薬組成
物。
【請求項２５】
　前記ＭＨＣタンパク質は、ＭＨＣ　Ｉタンパク質であり、前記免疫応答は、ＣＤ８＋応
答である、請求項２２から２４のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項２６】
　前記ＭＨＣタンパク質は、ＭＨＣ　ＩＩタンパク質であり、前記免疫応答は、ＣＤ４＋
応答である、請求項２２から２４のいずれか一項に記載の医薬組成物。
【請求項２７】
　前記医薬組成物は、１から１００の免疫防御ネオエピトープペプチドまたはポリヌクレ
オチドを含む、請求項２２に記載の医薬組成物。
【請求項２８】
　アジュバントをさらに含む、請求項２２に記載の医薬組成物。
【請求項２９】
　前記医薬組成物は、１つ以上の免疫調整剤をさらに含む、請求項２２に記載の医薬組成
物。
【請求項３０】
　前記免疫調整剤は、ＴＬＲリガンドまたは抗体である、請求項２９に記載の医薬組成物
。
【請求項３１】
　前記癌患者は、固形または液性癌を患う、請求項２２に記載の医薬組成物。
【請求項３２】
　請求項２２から３１のいずれか一項に記載の組成物を前記癌患者に投与する工程を含む
、癌患者を治療する方法。
【請求項３３】
　前記癌患者を放射線療法、化学療法、外科手術、またはそれらの組み合わせで治療する
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工程をさらに含む、請求項３２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、免疫防御腫瘍特異的エピトープを同定する方法、免疫防御腫瘍特異的エピト
ープペプチドを含むワクチン組成物などの医薬組成物、そのようなペプチドをコードする
核酸分子、および癌の免疫療法におけるそのようなペプチドまたは核酸の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　癌の生物学の理解における重大な進歩にもかかわらず、成人の最も一般的な癌、例えば
乳房、前立腺、肺、結腸、卵巣などの癌の治療は満足には程遠いままである。疑いなく、
大きな進歩が存在し、同様に疑いなく、非常に大きな医学的必要性が未だ対処されていな
いままである。任意の疾患の治療の成功には、その疾患について特有のものの明確な理解
が、続いて、その特有性の点で疾患を攻撃する方法を見出すことが必要とされる。この原
理は医学における全ての主な成功の基礎となっている。
【０００３】
　癌は、細菌感染と対照的に、例えば、外来性実体ではなく、それらは、我々自身に由来
する。癌と我々の健常な組織の間の圧倒的な共通性のために、癌は、癌が使用し、かつ、
我々の正常な身体の使用がより少ない生物学的経路を見出そうとする、すなわち、特異性
とは対照的に選択性を目標にしようとすることにより取り組まれてきた。化学療法により
例示されるこのアプローチは、今日、癌治療への主な非外科的アプローチである。これは
幾分有効であるが、効力は特異性ではなく、選択性に基づいているため、化学療法は同様
に正常な組織を攻撃し、治療のよく知られた副作用に至らしめ、これがまた、使用を制限
している。
【０００４】
　近年、化学療法はますます複雑化したツールとなってきているが、化学療法は癌に特異
的ではなく、それに対して選択的にすぎないという基本的な問題は残ったままであり、よ
って、数十年そのままであった。
【０００５】
　規則を証明する例外はイマチニブ、一般的な成人白血病に対する治療である。この種の
白血病、慢性骨髄性白血病またはＣＭＬは、血液細胞の非常に特異的な変化に起因する。
その変化は知られており、その変化は白血病細胞においてのみであることも知られている
。薬物イマチニブは、特異的にこの変化を標的にし、ＣＭＬに対して極めて有効である。
不運なことに、ＣＭＬは、かなり特有な例のままであり、この場合、特異性は規定するこ
とができ、そうされてきており、幸いにも、これはまた、特異性の定義により、非常に有
効な癌治療が得られ得るという事実の最も重要な例である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　必要なのは、癌特異性の基礎を決定し、その後、この特異性を適用して、成功する、無
毒性療法を開発する方法である。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　１つの態様では、癌患者において免疫防御ネオエピトープを同定する方法は、推定ネオ
エピトープセットを提供する工程と、ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタンパク質に結合さ
れた、推定ネオエピトープセットにおける各推定ネオエピトープの少なくとも一部の立体
構造安定性を決定する工程と、推定ネオエピトープセットから免疫防御ネオエピトープを
選択する工程であって、免疫防御ネオエピトープは、ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタン
パク質に結合されると、対応する野生型エピトープに比べてより高い立体構造安定性を有
する工程と、任意で、薬学的に許容される担体と、１つ以上の免疫防御ネオエピトープペ
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プチド、免疫防御ネオエピトープを含む１つ以上のポリペプチド、または１つ以上の免疫
防御ネオエピトープをコードする１つ以上のポリヌクレオチドを含む医薬組成物を生成さ
せる工程と、ならびに
　任意で、医薬組成物を癌患者に投与する工程とを含む。
【０００８】
　特定の態様では、推定ネオエピトープセットは、本明細書で記載される差分アグレトー
プ指数（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　Ａｇｒｅｔｏｐｉｃ　Ｉｎｄｅｘ）を使用して決定
される。
【０００９】
　別の特定の態様では、ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタンパク質に結合された、推定ネ
オエピトープセットにおける各推定ネオエピトープの少なくとも一部の立体構造安定性を
決定する工程は、ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタンパク質に結合された推定ネオエピト
ープセットにおける各エピトープの立体構造ゆらぎを決定することを含む。
【００１０】
　別の態様では、医薬組成物は、薬学的に許容される担体と、１つ以上の免疫防御ネオエ
ピトープペプチド、免疫防御ネオエピトープを含む１つ以上のポリペプチド、または１つ
以上の免疫防御ネオエピトープをコードする１つ以上のポリヌクレオチドを含み、ここで
、１つ以上の免疫防御ネオエピトープは、推定ネオエピトープセットから選択され、ここ
で、推定ネオエピトープセットは、公知の発癌経路由来のエピトープを含まず、ここで、
推定ネオエピトープセットは、癌患者由来の腫瘍に特異的であり、ここで、分子モデリン
グまたは実験により決定された、ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタンパク質に結合された
各免疫防御ネオエピトープの立体構造安定性は、各対応する野生型エピトープと比べて、
より高い。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】ＲＮＡ－Ｓｅｑリードから腫瘍特異的エピトープを同定するために用いられる、
Ｅｐｉ－Ｓｅｑバイオインフォマティクスパイプラインの概略図を示す。
【図２】３つのＭｅｔｈ　Ａ　ＲＮＡ－Ｓｅｑレーンに対するリード位置ミスマッチ分析
を示す。リードをＢＡＬＢ／ｃゲノムおよびトランスクリプトームに対してマッピングし
た後、ミスマッチの数を全てのアラインメントにわたって各リード位置でカウントする。
統計を、ＨａｒｄＭｅｒｇｅから得られるアラインメントに対して収集する。ａ-ｃ：Ｍ
ｅｔｈ　Ａシークエンシングレーン１－３に対するミスマッチ統計、右ヒストグラム：ゲ
ノムアラインメント、中央：トランスクリプトーム、および左：ＨａｒｄＭｅｒｇｅ。リ
ードの端での高いミスマッチ率は、ライブラリ調製およびシークエンシング中に導入され
る系統誤差により引き起こされる。リードの５’端での高いミスマッチ率は、おそらく、
ライブラリ調製においてｃＤＮＡ合成を刺激するためにランダム六量体を使用した結果で
あり、一方、３’端へのミスマッチ率の増加は、クローン的に増幅させた鋳型分子の合成
時解読（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ－ｂｙ－ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）におけるデフェージング効
果のためのシグナル・ノイズ比を軽減することにより引き起こされる。位置２９でのミス
マッチ率の増加は、リードマッピングに対して２８塩基のシード長を使用し、シードにお
けるミスマッチの数の上限を決めることにより起因する。同様のミスマッチパターンがＣ
ＭＳ５に対して観察された。各アラインメントされたリードからの最初の２つおよび最後
の１０個の塩基のクリッピングにより、ＨａｒｄＭｅｒｇｅアラインメントに対し、全て
の塩基にわたって＜１％のミスマッチ率が得られる。
【図３】点変異により生じたエピトープの免疫原性を示す。（Ａ）応答無し、腫瘍特異的
（すなわち、変異ペプチド特異的）応答、または腫瘍／自己交差反応性応答を惹起した変
異ペプチドの代表例。右の円グラフは、Ｍｅｔｈ　Ａ（ｎ＝３９）およびＣＭＳ５（ｎ＝
２７）由来の変異ペプチドにより惹起されたＴ細胞応答の型の％を示す。（Ｂ）応答無し
、未変異ペプチド特異的応答、または交差反応性機能的ＣＤ８応答（Ａと同様）を惹起し
た選択した変異ペプチドの未変異対応物の代表例。右の円グラフは、両方の腫瘍由来の未
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変異ペプチドにより惹起されたＴ細胞応答の型の％を示す。（Ｃ）マウスは、１００μｇ
の指示されたペプチドで１回（プライム）、または２９日間隔で２回（ブースト）免疫化
させた。最終免疫化の７日後、流入領域膝窩ＬＮを、細胞内サイトカインアッセイのため
に採取した。リンパ球を、１０μｇ／ｍｌ同族ペプチドで１６時間刺激し、または刺激な
しとし、ＣＤ４、ＣＤ８およびＣＤ４４に対し染色し、続いて透過処理し、ＩＦＮγに対
して染色した。ペプチド（Ｐｅｐ）で刺激した、またはペプチド刺激なし（ｐｅｐなし）
の総ＣＤ８＋細胞のパーセントＣＤ４４＋ＩＦＮγ＋細胞が示される。エラーバーはＳＥ
Ｍを表す。各ペプチドの免疫原性を各々、２から４匹のマウスにおいて試験し、実験を４
から６回実施した。ＦＡＣＳゲーティング戦略および代表的な主要データについては図９
を参照されたい。
【図４】腫瘍特異的ペプチドにより惹起された防御腫瘍免疫の状況を示す。（Ａ）ＣＭＳ
５およびＭｅｔｈ　Ａに対する、上位ＤＡＩスコアを有する変異エピトープの腫瘍防御活
性。マウスを、指示されたペプチドで免疫化し、生腫瘍細胞でチャレンジ（ｃｈａｌｌｅ
ｎｇｅ）し、腫瘍増殖を、実験手順で記載されるようにモニタした。各個々の腫瘍増殖曲
線に対する曲線下面積（ＡＵＣ）を計算し、ナイーブ群を、水平線によって示されている
１００という値に設定することにより正規化した。統計的に有意な腫瘍防御免疫原性を示
すペプチドに対応するバーは塗りつぶされており、星印により指示される（．０１５と．
０３の間のｐ値）。（ＣＭＳ５ネオエピトープＦａｒｓＢのうちの１つは、このパネルに
おいて腫瘍増殖からの著しい防御を示すが、しかしながら、この結果は明確に再現するこ
とはできず、これにより、我々は、これを、腫瘍増殖からの防御に関し、陰性ネオエピト
ープとして割り当てる。）ペプチドを、活性が減少する順に、ＤＡＩスコアによるそれら
のランク付けの順ではなく、配置する。ＤＡＩによるペプチドのランク付けについては表
３を参照されたい。円グラフは、腫瘍チャレンジからの防御を惹起しなかった（黒色）、
および惹起した（灰色）、試験したネオエピトープのパーセンテージを示す。（Ｂ）未処
置マウス（ナイーブ）およびＣＭＳ５由来の指示された変異ペプチドで免疫化されたマウ
スにおける腫瘍増殖曲線の例。Ｓｔａｕ１．２は防御免疫を惹起しない代表的なネオエピ
トープであり、一方、Ａｔｘｎ１０．１およびＡｌｋｂｈ６．２は惹起する代表的なネオ
エピトープである。Ａｔｘｎ１０．１およびＡｌｋｂｈ６．２については、ネオエピトー
プならびにＷＴ対応物による免疫化の結果が示される。各系統は、単一のマウスにおける
腫瘍増殖の動力学を示す。実験を３回実施した。
【図５】腫瘍特異的ペプチドにより惹起された防御腫瘍免疫はＣＤ８依存性であることを
示す。（Ａ）マウスは表５で列挙される、変異ペプチドＡｌｋｂｈ６．２、Ｓｌｉｔ３お
よびＡｔｘｎ１０．１、Ａｔｘｎ１０．２およびｃｄｃ１３６により免疫化した。ｄＬＮ
は刺激せず、またはインビトロで、同族ペプチドを用いて２０時間刺激し、エリスポット
により分析した。Ａｌｋｂｈ６．２、Ｓｌｉｔ３およびＡｔｘｎ１０．１ペプチドにより
免疫化されたマウスに対するデータを示す。Ａｔｘｎ１０．２およびｃｄｃ１３６で免疫
化したマウスは、表６でも指示される検出可能なＣＤ８応答を惹起しなかった。（Ｂ）ナ
イーブマウスまたは２回、指示されたペプチド（Ａｌｋｂｈ６．２、Ｓｌｉｔ３、Ａｔｘ
ｎ１０．１、Ａｔｘｎ１０．２およびｃｄｃ１３６）で免疫化したマウスを、皮内で３０
０，０００生ＣＭＳ５腫瘍細胞によりチャレンジし、腫瘍増殖をモニタした。免疫化マウ
スは、実験手順において指示され、記載されるように、ＣＤ８またはＣＤ４細胞が枯渇し
なかった（ＮＴ）、ＣＤ８またはＣＤ４細胞が枯渇した。各系統は、単一のマウスにおけ
る腫瘍増殖の動力学を示す。実験を３回実施した。
【図６】構造安定性を免疫原性と相関するものとして示す。（Ａ）ネオエピトープ内の変
異は、ここでは、Ｈ－２Ｋｄに結合された変異およびＷＴ　Ｔｎｐｏ３．１エピトープの
シミュレーションから構造スナップショットで示されるように、ペプチドバックボーンに
わたって構造変化を引き起こす。（Ｂ）高くＤＡＩランク付けされた九量体に対する構造
的差異の概要。差異を、分子動力学シミュレーションから平均ペプチド立体構造を重ね、
全ての共通の原子に対する平均二乗偏差を計算することにより定量化した。上部および下
部バーは、それぞれ、陽性または陰性免疫学的応答を引き起こしたエピトープを示す。Ｈ
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ＢＶコアバーは、免疫原性ＨＢＶコアエピトープに対する対照計算に対する結果を示す。
（Ｃ）構造変化に加えて、変異は、ここでは、Ｔｎｐｏ３．１エピトープに対して示され
るように、Ｈ－２Ｋｄペプチド結合溝内のペプチドの立体構造安定性を増加させることが
できる。変異ペプチドは、分子動力学シミュレーション中のペプチドα炭素の二乗平均平
方根ゆらぎにより証明されるように、より立体構造的に安定である。説明文中の数字は、
各ペプチドの９つのアミノ酸に対する平均ＲＭＳＦを与え、右にあるものはＣ末端α炭素
のみに対する値を与える。変異アミノ酸は、ｘ軸におけるより低い場合により指示される
。（Ｄ）全ての九量体の立体構造安定性に対する変異の効果、変異体とＷＴペプチドの平
均ＲＭＳＦの間の差として計算される。（Ｅ）ペプチドＣ末端でのゆらぎは、免疫原性の
改善された指標である。垂直破線は全ての変異九量体に対する平均を示す。黄色バーは、
ＨＢＶコアエピトープ対照のＣ末端安定性を示す。エラーバーは平均値の標準誤差を与え
る。
【図７】構造モデリングからの全ての上位ＤＡＩランク九量体のα炭素に対する二乗平均
平方根ゆらぎを示す。
【図８】ネオエピトープＴｎｐｏ３の抗原提示ならびにそれにより惹起された免疫応答お
よび腫瘍防御を示す。（Ａ）マウスを、変異Ｔｎｐｏ３ペプチドで免疫化した。ｄＬＮを
短時間、エクスビボで、ＷＴまたは変異Ｔｎｐｏ３ペプチドなしで（ｐｅｐなし）、また
はこれを用いて刺激し（左パネル）、または毎週１μＭ変異Ｔｎｐｏ３ペプチドによるイ
ンビトロ刺激で刺激した（右パネル）。５日後、細胞を、変異Ｔｎｐｏ３でパルス処理さ
れた細胞（Ｔｎｐｏ３）またはＭｅｔｈ　Ａ細胞（Ｍｅｔｈ　Ａ）に対する応答性につい
て試験した。ＩＦＮγ＋ＣＤ４４＋ＣＤ８＋Ｔ細胞を計数した。（Ｂ）マウスを２回、卵
白アルブミンペプチド（ＳＩＩＮＦＥＫＬ、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１）またはＴｎｐｏ３
変異ペプチドで免疫化した。２回目の免疫化後６日に、両方の群由来の脾細胞を、Ｋｄ／
ＳＹＭＬＱＡＬＣＩ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）四量体で染色した。四量体陽性細胞をＣ
Ｄ８＋ゲートにおいて計数した。（Ｃ）マウスを、被照射Ｍｅｔｈ　Ａ細胞で免疫化した
。左では、６日後、鼠径部ＬＮ細胞を、一晩ペプチドなしで、無関係のＰｒｐｆ３１ペプ
チドまたはＴｎｐｏ３ペプチド刺激した。％活性化エフェクタＣＤ８＋細胞が示される。
右では、脾細胞を、インビトロで、複数ラウンドにおいて、１μＭの指示されたペプチド
で、合計１９日間刺激した。Ｐｒｐｆ３１由来の無関係のペプチドを、対照として使用し
た。刺激後５日に、細胞を、指示されたペプチドに対する応答性について試験した。典型
的には、各サンプルに対し、１５０，０００のリンパ球、または少なくとも１９，０００
のＣＤ８＋ＣＤ４－細胞を取得した。＜０．１％のＴｎｐｏ３特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞は本
当に小さな応答であるが、我々はそれを真実であると考える。というのも、エクスビボ応
答は弱くなることが避けられないからである。応答は統計的に有意であり、増強されたＴ
ｎｐｏ３特異的応答（＞１．２％）が毎週のＴｎｐｏ３ペプチドによるインビトロ刺激後
に検出された（右パネル）。ＦＡＣＳゲーティング戦略および代表的な主要データについ
ては図１０を参照されたい。（Ｄ）マウスに、２００，０００のＭｅｔｈ　Ａ細胞を右の
側腹部に注射した。２１日後、腫瘍－流入領域ＬＮおよび対側ＬＮを採取し、それぞれ、
抗ＣＤ８抗体およびＴｎｐｏ３およびＮｆｋｂ１四量体Ｋｄ／ＳＹＭＬＱＡＬＣＩ（ＳＥ
Ｑ　ＩＤ　ＮＯ：２）およびＫｄ／ＧＹＳＶＬＨＬＡＩ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）で染
色した（左および中央パネル）。脾細胞を使用してＣＤ８＋細胞を精製し、変異Ｔｎｐｏ
３でパルス処理された細胞（Ｔｎｐｏ３）またはＭｅｔｈ　Ａ細胞（Ｍｅｔｈ　Ａ）に対
する応答性をエリスポットアッセイにより、ペプチドなし（ｐｅｐなし）刺激を陰性対照
として用い評価した（右パネル）。（Ｅ）ナイーブマウスまたはＴｎｐｏ３－変異ペプチ
ド－免疫化マウスをＭｅｔｈ　Ａ細胞を用いてチャレンジした。加えて、ナイーブおよび
免疫化マウスを、抗ＣＤ２５抗体または抗ＣＴＬＡ－４抗体を用いて指示された通り処置
した。各群に対するＡＵＣをプロットし、全ての群におけるマウス全てに対する完全腫瘍
増殖曲線を示す。一群あたり４から６匹の間のマウスを各実験で使用し、各実験を３から
５回の間繰り返した。
【図９】図１に対するＦＡＣＳゲーティング戦略および代表的な主要データを示す。同族
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ペプチドで刺激した、リンパ球系細胞、ＣＤ８＋ＣＤ４－細胞およびＩＦＮγ＋ＣＤ４４
＋細胞に対するゲーティング戦略。０．０９７％の特異的応答を有する免疫原性ペプチド
（Ｆａｒｓｂ）および０．００６４％の１０倍少ないバックグラウンドを有する非免疫原
性ペプチド（Ｍａｐｋ１．３）の例もまた示す。どちらの場合も、ペプチド刺激のない細
胞を陰性対照として使用した。各サンプルに対し、合計９５，０００－１２９，０００の
リンパ球、または１４，５００－１７，０００のＣＤ８＋ＣＤ４－細胞を取得した。
【図１０】図８Ｃに対するＦＡＣＳゲーティング戦略および代表的な主要データを示す（
左パネル）。リンパおよびＣＤ８＋ＣＤ４－細胞に対するゲーティング戦略（上２つのパ
ネル）およびｐｅｐなし、対照ペプチドＰｒｐｆ３１およびＴｎｐｏ３ペプチドに対する
応答についての代表的なＦＡＣＳプロット（下部３つのパネル）。刺激の欠如における、
および無関係のペプチド対照による刺激に応じた応答は同一であり、Ｔｎｐｏ３に対する
応答はバックグラウンドよりも５－７倍高いことに注意されたい。各サンプルに対し、合
計１５０，０００のリンパ球、または最低１９，０００ＣＤ８＋ＣＤ４－細胞を取得した
。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　腫瘍細胞においてランダム変異により生成されるネオエピトープは、個々に特異腫瘍抗
原または特有抗原と呼ばれ、腫瘍の免疫原性の原因となるという考えは、２０年以上前か
ら存在している。ネオエピトープは、本明細書で、元の抗原の改変により生成された抗原
の変異領域として規定される。マウスおよびヒト腫瘍におけるそれらの存在および活性に
ついては強い実験的証拠が存在し、数学モデリングは個々のヒト腫瘍における数十～数百
ものネオエピトープの存在を予測した。ハイスループットＤＮＡシークエンシングおよび
付随的なバイオインフォマティクスアプローチにおける最近の革命は、最終的に、個々の
癌において個々に特異的ネオエピトープを実際に同定することを可能にした。この方法を
使用して、ヒト乳癌および結腸癌ならびに慢性骨髄性白血病は、数十もの推定変異ネオエ
ピトープを有することが示されている。マウスメラノーマにおいてそのようなネオエピト
ープを同定するためのゲノム／バイオインフォマティクス的アプローチはまた、数百もの
ネオエピトープの同定につながった。同様のアプローチは、免疫無防備状態マウスでのメ
チルコラントレン誘発肉腫におけるネオエピトープの同定につながり、この腫瘍の免疫応
答性動物への移植は、エピトープ依存性腫瘍退縮につながった。ヒト研究では、疾患の有
利な臨床経過の変異ネオエピトープへの主要免疫応答との関連が証明されている。これら
の数が増えている研究により、変異ネオエピトープに対する宿主免疫応答は、腫瘍増殖か
らの宿主の防御において主要な役割を果たすことが強く示唆される。
【００１３】
　個々のヒト腫瘍由来の膨大な数の推定ネオエピトープを同定する機会は対応する問題を
発生させる：どのようにして、インシリコで同定された多数の推定ネオエピトープの中か
ら、実際の腫瘍防御ネオエピトープを区別して、同定するか？問題は、規模的に困難であ
り、というのも、腫瘍トランスクリプトームの検査およびそれらのＴＣＧＡデータベース
における正常エクソームとの比較は、多くの腫瘍は数百もの推定ネオエピトープを有して
いることを示しているからである。おそらく、これらの仮想ネオエピトープのほんのわず
かのみが癌に対して免疫防御性である。
【００１４】
　この疑問は、ウイルス系において以前取り組まれており、この場合、ワクチニアウイル
スの推定および現実エピトープの体系的分析が実施されている。この研究により問題の大
きさが明らかになった：ワクチニアゲノムによりコードされる全ての可能な９－１０のア
ミノ酸のペプチドから開始して、２．５％だけが、あるＨＬＡアレルに対する高親和性バ
インダとなる。高親和性バインダのうち、半分がＣＤ８応答を惹起する。これらのうち、
１５％のみが、自然に処理され、提示される。最後に、エピトープの優位性、ＨＬＡ－ペ
プチド親和性、ＨＬＡ－ペプチド安定性、ＴＣＲ結合活性、または処理されたエピトープ
の量の間でほとんど相関は観察されなかった。よって、Ｔ細胞応答からの情報の利益なし
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では、ワクチニアゲノムから開始して、有用なエピトープを同定することはできないであ
ろう。
【００１５】
　問題は、癌ゲノム由来の有用なエピトープを同定するにはより複雑な桁である。という
のも、哺乳類ゲノムは、ワクチニアのものよりもかなり大きいからである。その上、ウイ
ルスゲノムは完全に非自己であるが、癌ゲノムは、変異自己であり、よって、ネオエピト
ープは、自己と交差反応性である可能性があり、寛容性または抑制メカニズムが関与する
可能性が高い。
【００１６】
　腫瘍のトランスクリプトームおよびＣＤ８イムノームの体系的分析、および、変異によ
り生成されたネオエピトープの免疫原性および腫瘍防御能力を支配する規則が本明細書で
記載される。この努力により、ウイルスエピトープからネオエピトープの認識を区別する
ＭＨＣ　Ｉ－ペプチド相互作用に関する驚くべき観察、およびインビボで翻訳可能な推定
変異ネオエピトープの部分は、ウイルス系の対応する部分よりもずっと小さいという認識
につながった。
【００１７】
　特定的には、ＷＯ２０１４／０５２７０７号（腫瘍特異的エピトープの決定のその教示
のために参照により本明細書に組み込まれる）では、差分アグレトープ指数（ＤＡＩ）と
呼ばれる新規指数が記載された。ＤＡＩは腫瘍特異的エピトープの選択におけるＮｅｔＭ
ＨＣなどのアルゴリズム上での改善であるが、しかしながら、選択した腫瘍特異的エピト
ープの多くが、予測よりも低い免疫原性を有することが見出された。本出願の発明者らは
、ペプチドがＭＨＣタンパク質に結合された時のペプチドの立体構造安定性は、免疫学的
転帰の強力な予測因子となることを見出した。特定的には、免疫原性ネオエピトープは、
予想外に、対応する野生型配列よりも高い立体構造安定性を有することが見出された。す
なわち、野生型ペプチドに比べてペプチドのより高い立体構造安定性をもたらす変異は免
疫原性となる可能性がより高い。
【００１８】
　本明細書で提示される結果により、複数の腫瘍特異的抗原エピトープが明らかになる。
本明細書で報告された新規ツールを使用して、腫瘍増殖に対する免疫学的防御を本当に惹
起する少数のネオエピトープ（膨大な数の可能性のあるネオエピトープの中で）を同定し
た。方法の適用は、２つの独立した腫瘍に対して本明細書で記載される。推定ネオエピト
ープセットの選択はＤＡＩアルゴリズムを使用して説明されているが、本明細書で開示さ
れる方法は、このアルゴリズムを使用して同定されるエピトープセットに制限されないこ
とが示されている。実際上、ＤＡＩアルゴリズムを含むパイプラインを最初に、Ｍｅｔｈ
　Ａ腫瘍からのデータ上で経験的に誘導し、その後ＣＭＳ５上で試験した。ＤＡＩアルゴ
リズムから予測される抗腫瘍活性はＭｅｔｈ　ＡにおいてよりもＣＭＳ５において著しく
強く、この変動は十中八九、Ｍｅｔｈ　Ａ腫瘍に特有な免疫抑制メカニズムを反映したも
のであり、よって、ＤＡＩアルゴリズムそれ自体の利点に無関係である。ＤＡＩアルゴリ
ズムは以来、さらに別のマウス腫瘍、Ｂ１６メラノーマにおいて試験されており、その上
、この系統におけるＴ細胞応答に関するデータは、ＮｅｔＭＨＣ単独を超えるＤＡＩの著
しい優位性と一致する。現在の研究は、ＣＤ８　Ｔ細胞のＭＨＣ　Ｉに限定されるエピト
ープの同定に焦点があてられているが、分析はまた、ＣＤ４　Ｔ細胞のＭＨＣ　ＩＩに限
定されるエピトープに拡張することができる。
【００１９】
　Ｔ細胞は、癌免疫において一義的に中心的役割を果たすが、それらはこれまで免疫防御
性エピトープの同定に対し不十分なプローブであった。Ｍｅｔｈ　ＡおよびＣＭＳ５肉腫
のＴ細胞により規定される腫瘍特異抗原の大規模な、骨の折れる分析は、長年にわたって
何とか、合計５つのエピトープを取得し、そのいずれも、特に強い腫瘍拒絶を惹起せず、
対照的に、この単一研究はほぼ１２の、これら２つの腫瘍の強力な腫瘍防御エピトープを
明らかにした。この食い違いに対する理由を熟考することは有益である。Ｔ細胞のプロー
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ブとしての使用は、本質的にＴ細胞株またはクローンの作製を必要とし、これはそれ自体
、非常に選択的なプロセスである。理論に固執しないが、インビボでのエフェクタＴ細胞
の多様性はＴ細胞株またはインビトロで生成されたクローンにより容易に捕獲されず、歪
められた、かつ低密度の、腫瘍のＴ細胞イムノームの観点に至ると考えられる。本明細書
で記載されるイムノームのゲノミクス駆動分析はＴ細胞の選択における偏りを切り抜け、
よって、ネオエピトープの全領域に光を当てる。
【００２０】
　１つの態様では、本明細書で特定的に記載されるように、ＤＡＩスコア（変異エピトー
プおよびその未変異対応物のＮｅｔＭＨＣスコアの間の数値差）は、ＮｅｔＭＨＣアルゴ
リズムにより同定される数百もの推定ネオエピトープの中からの、非常に少数の本当に免
疫防御性のネオエピトープに対する著しい濃縮を可能にする。ＤＡＩスコアの証明された
有用性は、その前提の妥当性を浮き彫りにする：腫瘍防御免疫応答は、その野生型対応物
とは異なるネオエピトープを必要とし、ＤＡＩスコアは、そのような差分を定量し、ラン
クづけする手段である。当然ながら、免疫原性についての既存の考えは完全にウイルスお
よびモデル抗原の研究に由来し、それらは自己対応物を有さず、それらの研究のためにＤ
ＡＩを考案する必要はなかった。下記の通り、ＮｅｔＭＨＣアルゴリズムの設計から、主
アンカ残基でのアミノ酸置換は、ＤＡＩへの最大寄与に役立つ。実際、高いＤＡＩランク
付けを有する全てのネオエピトープは、アスパラギン酸をチロシンと位置２で、またはＣ
末端のプロリン／アルギニンをロイシンで置き換える。構造的考察から、これらの置換は
、ペプチド結合に著しく影響を与えると予想されるであろう。というのも、Ｐ２のチロシ
ンおよびペプチドＣ末端のロイシンは最も最適なＫｄアンカ残基であるからである（実際
、Ｐ２のアスパラギン酸またはＣ末端のアルギニンは、実質的な電荷反発のためにかなり
不利になると予想される）。ペプチド立体構造安定性は、分子動力学シミュレーション中
に観察されるゆらぎとして表されるが、また、他の計算および実験技術によっても決定可
能であり、免疫原性との新しい相関を示唆する別のツールとなる。大部分の高いＤＡＩラ
ンク付けを有するネオエピトープは、それらの野生型対応物よりも安定な様式でＭＨＣと
相互作用すると予測され、これらの場合、アンカ残基の変化により、よりリジッドに結合
されたペプチドが得られる。ペプチド立体構造安定性に対するアンカ改変の効果は以前に
も有名であり、特に、増加したペプチド可撓性は、免疫原性の損失と相関する。これは、
Ｔ細胞受容体との生産的相互作用に対する機会を低減させる、またはＭＨＣ結合ペプチド
の寿命を増加させることにより起こり得る。当然、ＤＡＩ以外の方法を使用して、推定ネ
オエピトープセットを決定することができ、分子動力学シミュレーション中に観察される
ゆらぎではない他の方法を使用して、ネオエピトープの立体構造安定性を評価することが
できる。
【００２１】
　本明細書で提供される研究から明らかになる最も驚くべき観察は、防御免疫を惹起する
１０／１０ネオエピトープが、ＮｅｔＭＨＣにより、Ｋｄのノンバインダとして分類され
ることである（８．７２のカットオフ値）。それに応じて、Ｋｄに対する８／１０ネオエ
ピトープの親和性は、よく１００ｎＭまたは５００ｎＭ（ウイルスエピトープのＭＨＣ　
Ｉ分子との実りある相互作用に対する伝統的な閾値）を超える。試験した３つの場合の３
つにおいて、これらの推定される「ノンバインダ」は、古典的ＣＤ８　Ｔ細胞依存性腫瘍
免疫を惹起する。この観察結果は、ＭＨＣ　Ｉ－ペプチド－Ｔ細胞受容体相互作用につい
ての我々の基本的な仮定のいくつかに挑み、これまで想定されたものではない可能性のあ
るネオ抗原のずっと広い世界を露呈させる。
【００２２】
　検出可能なＣＤ８応答と、腫瘍増殖からの免疫防御性（表６）の間の観察された解離は
コメントに値する。免疫防御性を惹起するネオエピトープおよびＣＤ８応答は率直なもの
であり、コメントは必要ではない。免疫防御性を惹起するネオエピトープ（検出可能なＣ
Ｄ８応答ではない）（図５）はまた、惹起されたＣＤ８応答は弱すぎてエリスポットアッ
セイにより検出できないという説明で、理解され得、よって、ＣＤ８細胞およびそれらの
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活性に対するより高感度なアッセイを開発する必要性が強調される。しかしながら、エピ
トープは、強力なＣＤ８応答を惹起するが、免疫防御性ではなく、理解するのは難しい。
しかしながら、表６におけるいくつかのデータは、この解離について考える時にガイダン
スを提供することができる。表６におけるＭｅｔｈ　Ａに対するネオエピトープＴｎｐｏ
３．１、３．２、３．３および３．４に注意されたい。それらは同じＮ末端変異（ｓｙ／
ＬＤ）を共有するが、Ｃ末端上でのそれらの伸長の程度が異なる。最初の３つは強いＣＤ
８応答を惹起するが、Ｔｎｐｏ３．４はそうではない。より興味深いことに、免疫原性と
なる３つのネオエピトープのうち、１つのみ、Ｔｎｐｏ３．１が腫瘍増殖からの防御を惹
起する。Ｔｎｐｏ３．１は自然に提示される唯一のネオエピトープであり、他はそうでは
ないと考えられる。この完全に検証可能な仮説は、Ｔ細胞応答と免疫防御性の間の解離を
試験するためのフレームワークを提供する。
【００２３】
　予想外に、試験した１００を超えるものの（表５および６に列挙される６６のエピトー
プ、ならびに３５を超える追加のエピトープ）うち１つのＷＴエピトープも測定可能な、
増幅可能なＣＤ８免疫応答を惹起しなかった。免疫応答は、最初の免疫化後に検出された
場合、２回目の免疫化後に、増強されずに、抑制され、末梢的に寛容化された応答である
ことと一致した。この研究は、そのような多数の自己エピトープに対する免疫応答が体系
的に試験される最大を表し、負の選択および末梢性寛容のメカニズムの強力な範囲の著し
い証拠となる。
【００２４】
　ハイスループットで安価なＤＮＡシークエンシングの出現とともに、現在では、各癌患
者の癌および正常組織のエクソームをルーチン的にシークエンシングし、その２つを比較
して癌特異的ミスセンス変異を同定することが可能である。ＮｅｔＭＨＣまたは他のその
ような一般に入手可能なアルゴリズムをその後に使用して、各患者の３～６のＨＬＡ　Ｉ
アレルの各々に対し、ミスセンス変異により生成された可能性のあるネオエピトープを同
定することができる。ネオエピトープに対応するペプチドはその後、化学的に合成するこ
とができ、患者を免疫化するために使用することができる。しかしながら、可能性のある
ネオエピトープの数は膨大である可能性があり、患者をそのような膨大な数のペプチドで
免疫化することは実際的でない。ＮｅｔＭＨＣアルゴリズムを、本明細書で同定される、
ＤＡＩおよびＣ末端安定性アルゴリズムと組み合わせると、今や、多数の可能性のあるネ
オエピトープをずっと小さな数の本当に免疫原性のエピトープに低減することが可能にな
り、これを使用して、今や、患者を現実的な様式で免疫化することができる。
【００２５】
　一実施形態では、癌患者において免疫防御ネオエピトープを同定する方法は、推定ネオ
エピトープセットを提供する工程と、ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタンパク質に結合さ
れた、推定ネオエピトープセットにおける各推定ネオエピトープの少なくとも一部の立体
構造安定性を決定する工程と、推定ネオエピトープセットから免疫防御ネオエピトープを
選択する工程であって、免疫防御ネオエピトープは、ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタン
パク質に結合されると、対応する野生型エピトープと比べてより高い立体構造安定性を有
する、工程と、任意で、薬学的に許容される担体と、１つ以上の免疫防御ネオエピトープ
ペプチド、免疫防御ネオエピトープを含む１つ以上のポリペプチド、または１つ以上の免
疫防御ネオエピトープをコードする１つ以上のポリヌクレオチドとを含む医薬組成物を生
成させる工程と、ならびに任意で、医薬組成物を癌患者に投与する工程と、を含む。
【００２６】
　推定ネオエピトープセットは、本明細書で記載されるＤＡＩを用いて同定することがで
き、またはＮｅｔＭＨＣスコア、ペプチド－ＭＨＣタンパク質オンレート（ｏｎ－ｒａｔ
ｅ）、ペプチド－ＭＨＣタンパク質オフレート（ｏｆｆ－ｒａｔｅ）、ペプチド溶解度お
よび／またはペプチドの他の物理的および／または化学的特性を用いて決定することがで
きる。
【００２７】
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　Ｔ細胞免疫応答はクラスＩまたはクラスＩＩ　ＭＨＣタンパク質により提示されるペプ
チドのＴ細胞受容体（ＴＣＲ）認識に依存する。本明細書では、ＭＨＣタンパク質は、ク
ラスＩ　ＭＨＣではＭＨＣ重鎖およびβ２－ミクログロブリンを構成する１つ以上のポリ
ペプチドであり、または、クラスＩＩ　ＭＨＣではαおよびβ鎖を構成するポリペプチド
、またはその活性断片である。本明細書で説明されるように、ＭＨＣペプチド－結合溝に
おけるエピトープの立体構造安定性は免疫原性を予測するのを助けるために使用すること
ができる。
【００２８】
　クラスＩまたはクラスＩＩ　ＭＨＣ結合溝におけるペプチドでは、立体構造は、排他的
ではなく一般的にＸ線結晶解析により決定される、または計算的モデリングにより検査さ
れる、ペプチドが溝内で採用する構造である（例えば、ｐｍｉｄ１７７１９０６２を参照
されたい）。安定性は、立体構造がこの立体構造の周りで変動する（または移動する）程
度として規定され、熱力学、分光、計算、結晶学的、または水素交換技術を用いて測定ま
たは推定することができる。安定性はまた、エントロピならびに他の動力学過程を含むこ
とができる。熱力学技術としては、熱量測定、ファント・ホッフ分析、またはアイリング
分析によるペプチド結合エントロピ変化の測定が挙げられるが、それらに限定されない（
例えば、ｐｍｉｄ１２７１８５３７を参照されたい）。分光技術としては、核磁気共鳴、
蛍光、または赤外分光法によるペプチド運動の検査が挙げられるが、それらに限定されな
い（例えば、ｐｍｉｄ１９７７２３４９を参照されたい）。計算技術としては、分子動力
学シミュレーションまたはモンテカルロサンプリングが挙げられるが、それらに限定され
ない（例えば、ｐｍｉｄ２１９３７４４７を参照されたい）。結晶学的技術としては、同
じペプチド－ＭＨＣ複合体の複数のＸ線構造の比較、電子密度の検査、結晶学的温度因子
の検査、または１つのＸ線構造で存在する別のペプチド立体構造の検査が挙げられるが、
それらに限定されない（例えば、ｐｍｉｄ１７７１９０６２を参照されたい）。水素交換
技術としては、ＮＭＲまたは質量分析による、所定の時間点での水素交換速度または交換
の程度の測定が挙げられるが、それらに限定されない。
【００２９】
　本明細書では、立体構造ゆらぎという用語は、構造周りの運動の振幅または頻度のいず
れかを示す。そのため、より高い立体構造安定性を有するほど、エピトープはより少ない
構造周りのゆらぎを有する。立体構造ゆらぎを説明する等価の方法は、より高い立体構造
安定性を有するほど、ペプチドの運動が少なくなるというものである。ゆらぎという用語
は、運動、エントロピまたはペプチドにおける動力学的運動を説明する他の用語と同じ意
味で使用することができる。
【００３０】
　立体構造安定性は生体分子認識に影響することはよく確立されている（ｐｍｉｄ２０３
８３１５３）。立体構造安定性が低いと、エントロピが高くなる。認識部位において（例
えば、ＭＨＣ結合溝におけるペプチドにおいて）より高いエントロピが存在する場合、こ
れは生体分子認識を妨害する。というのも、結合のためのエントロピペナルティを増加さ
せるからである。この原理はペプチド／ＭＨＣのＴ細胞受容体認識において証明されてい
る（ｐｍｉｄ２００６４４４７）。よって、立体構造安定性を増加させることは、ペプチ
ド／ＭＨＣへのＴ細胞受容体結合を強化する（すなわち、Ｔ細胞受容体結合平衡定数の大
きさを増加させ、または結合のＧｉｂｂｓ自由エネルギを低下させる）手段となる。多く
の場合、ペプチド／ＭＨＣへのＴ細胞受容体結合が強いほど、免疫応答が強くなる（例え
ばｐｍｉｄ１０４３５５７８を参照されたい）。よって、本発明者らは、野生型ペプチド
と比べて変異ペプチド立体構造安定性を増加させると、推定エピトープの免疫原性が改善
することを発見した。
【００３１】
　ペプチド、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）相補性決定領域ループ、およびＭＨＣタンパク質に
おけるアミノ酸配列可変性は、ＴＣＲは様々な親和性、熱力学、および動力学でペプチド
／ＭＨＣ複合体に結合することを意味する（ｐｍｉｄ１８４９６８３９、９５９７１４０
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）。これは、ひいては、生体分子認識を支配する基本の化学的および物理的原理の寄与（
水素結合および他の静電気、疎水性、ファンデルワールス相互作用、および配位エントロ
ピ）は、ＴＣＲ、ペプチド、およびＭＨＣ化学および構造特性と共に変動するためである
。よって、変化立体構造安定性の正確な影響は、異なるネオエピトープおよびエピトープ
対と共に異なるであろう。しかしながら、生体分子認識に対する立体構造安定性の効果の
文献例に基づき、立体構造安定性の意味ある低減の例は下記となる：
【００３２】
　より高い立体構造安定性の上記測定値のいずれか一つを使用して、変異ペプチドが、野
生型ペプチドよりも高い立体構造安定性を有することを決定することができる。野生型配
列と比べた場合の、ネオエピトープに対するより高い立体構造安定性の定量化はこのよう
に、立体構造安定性を決定するために使用される技術に依存する。しかしながら、そのよ
うな技術は当技術分野でよく知られており、当業者であれば、特定の技術を使用して、変
異エピトープが野生型エピトープよりも高い立体構造安定性を有するかどうか容易に決定
することができる。
【００３３】
　よって、推定ネオエピトープセットの中のどのネオエピトープが、免疫原性である最高
確率を有するか決定するために、推定ネオエピトープの立体構造安定性を対応する野生型
エピトープと比較する。前提は、ペプチド立体構造安定性が大きいほど（または同等に、
リジッド性が大きいほど）、ＴＣＲとの生産的相互作用に対する確率が高くなるというこ
とである。この前提は、生体分子相互作用の根底にある基本の構造的および生物物理学的
原理に基づいている（例えば、結合エントロピ変化および形状／化学相補性）。よって、
野生型とネオエピトープの間の立体構造安定性の相対評価は、ＴＣＲにより生産的に結合
され、免疫応答を開始する確率が高いそれらのネオエピトープを予測するために使用する
ことができる。推定エピトープセットの立体構造安定性は、実験的に、限定はされないが
、熱量測定、ＮＭＲ、蛍光、ＩＲ分光法、または質量分析などの実験技術により、あるい
は計算的に、限定はされないが、分子動力学シミュレーションまたはモンテカルロサンプ
リングなどの技術により評価され得る。
【００３４】
　立体構造安定性はエピトープ全体または特定の領域（例えば、ペプチド中心、Ｎ－また
はＣ末端、など）に対して決定することができる。
【００３５】
　特定の実施形態では、推定ネオエピトープセットが選択されるとすぐに、ＭＨＣ　Ｉま
たはＭＨＣ　ＩＩタンパク質に結合された推定ネオエピトープセットにおける各エピトー
プの少なくとも一部の二乗平均平方根ゆらぎ（ＲＭＳＦ）が、ペプチドの立体構造安定性
の測定値として決定される。二乗平均平方根ゆらぎが、ペプチドのＣ末端部分、ペプチド
の中心部分、ペプチドのＮ末端部分、またはペプチド全に対して決定される。予想外に、
免疫学的応答を惹起することができない変異ペプチドは高い不安定性、特にＣ末端不安定
性を有することが見出された。本明細書で提示される研究において、平均Ｃ末端ＲＭＳＦ
は０．９Åであり、この値より低いＣ末端ＲＭＳＦを有するペプチドは免疫原性であった
。特定の実施形態では、ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタンパク質に結合された推定ネオ
エピトープセットにおける各エピトープのα－炭素の少なくとも一部の二乗平均平方根ゆ
らぎは２Å未満、１．５Å未満、１．２Å未満、または０．９Å未満であることが好まし
い。よって、Ｃ末端安定性は、免疫原性の予測因子である。免疫防御ネオエピトープは、
推定エピトープセットから、２Å未満、１．５Å未満１．２Å未満、または０．９Å未満
の二乗平均平方根ゆらぎを有するエピトープとして選択される。
【００３６】
　１つの態様では、ＭＨＣタンパク質はＭＨＣ　Ｉタンパク質であり、免疫応答はＣＤ８
＋応答である。例示的なＭＨＣ　Ｉタンパク質としては、マウスＨ－２ｋｄ、Ｈ－２ｋｂ

およびＨ－２ＤｄペプチドならびにヒトＨＬＡタンパク質、例えばＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－
ＢおよびＨＬＡ－Ｃ、特定的にはＨＬＡ－Ａ＊０２０１が挙げられる。よって、１つの態
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様では、方法はさらに、ネオエピトープのＣＤ８　Ｔ細胞応答をアッセイする工程を含む
。
【００３７】
　別の態様では、ＭＨＣペプチドはＭＨＣ　ＩＩタンパク質であり、応答はＣＤ４＋応答
である。例示的なＭＨＣ　ＩＩタンパク質としてはＨＬＡ－ＤＲ、ＨＬＡ－ＤＰ、ＨＬＡ
－ＤＱが挙げられる。よって、１つの態様では、方法はさらに、ネオエピトープのＣＤ４
　Ｔ細胞応答をアッセイする工程を含む。
【００３８】
　さらに別の態様では、免疫防御ネオエピトープは、Ｈ－２ＫｄまたはＨＬＡに対し、１
００ｎＭを超える、または５００ｎＭを超える、測定されたＩＣ５０を有する。
【００３９】
　１つの実施形態では、推定ネオエピトープセットは、下記方法によって決定されるＤＡ
Ｉを用いて決定される：
　癌患者のＲＮＡまたはＤＮＡの少なくとも一部を健常組織および癌組織の両方において
シークエンシングし、健常組織ＲＮＡまたはＤＮＡ配列および癌組織ＲＮＡまたはＤＮＡ
配列を生成させる工程と、健常組織ＲＮＡまたはＤＮＡ配列および癌組織ＲＮＡまたはＤ
ＮＡ配列を比較し、健常組織ＲＮＡまたはＤＮＡ配列と癌組織ＲＮＡまたはＤＮＡ配列と
の間の差分を同定し、差分ＤＮＡマーカセットを生成させる工程と、差分ＤＮＡマーカセ
ットを分析して、腫瘍特異的エピトープセットを生成させる工程、であって、腫瘍特異的
エピトープセットは１つ以上の腫瘍特異的エピトープを含む、工程と、腫瘍特異的エピト
ープセットにおける各エピトープに対し差分アグレトープ指数と呼ばれる数値スコアを提
供する工程であって、差分アグレトープ指数は、正常エピトープに対するスコアを腫瘍特
異的エピトープに対するスコアから減算することにより計算される工程と、ならびに腫瘍
特異的エピトープセットを差分アグレトープ指数に従いランク付けし、ランク付けに基づ
き、腫瘍特異的エピトープセットから推定ネオエピトープセットを選択する工程。
【００４０】
　本明細書で記載される方法では、腫瘍特異的エピトープセットは差分アグレトープ指数
に従いランク付けされ、推定ネオエピトープセットは、ランク付けに基づき、腫瘍特異的
エピトープセットから選択される。１つの態様では、上位５０％、４０％、３０％、２０
％または１０％のエピトープが選択される。
【００４１】
　医薬組成物は任意で、アジュバントまたは免疫調整剤をさらに含む。
【００４２】
　１つの実施形態では、癌患者のＲＮＡまたはＤＮＡの少なくとも一部を健常組織および
癌組織の両方においてシークエンシングする工程は、トランスクリプトームシークエンシ
ング、ゲノムシークエンシング、またはエクソームシークエンシングを含む。トランスク
リプトームシークエンシングは、細胞由来のメッセンジャーＲＮＡまたは転写物をシーク
エンシングすることである。トランスクリプトームはＲＮＡに転写される小さなパーセン
テージのゲノム（ヒトでは５％未満）である。ゲノムシークエンシングは、生物のゲノム
の全ＤＮＡ配列をシークエンシングすることである。エクソームシークエンシングは、ゲ
ノムのタンパク質コード部分シークエンシングすることである。特定の実施形態では、シ
ークエンシングはトランスクリプトームシークエンシングであり、これは、腫瘍において
発現されている変異の同定を可能にする。
【００４３】
　別の態様では、シークエンシングの深度が変更され得る。次世代シークエンシングにお
いては、対象となるＤＮＡサンプルのオーバラップする断片が生成され、シークエンシン
グされる。オーバラップする配列はその後アラインメントされ、アラインメントされた配
列リードの完全なセットが生成される。シークエンシングの深度は、シークエンシングの
カバレッジとも呼ばれ、アセンブリの一部分に寄与するヌクレオチドの数を示す。ゲノム
的には、シークエンシング深度は、各塩基がシークエンシングされた回数を示す。例えば
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、３０×までシークエンシングされたゲノムは、配列中の各塩基が、３０個のシークエン
シングリードによりカバーされたことを意味する。ヌクレオチド的には、シークエンシン
グの深度は、単一のヌクレオチドに関する情報を加えた配列の数を示す。
【００４４】
　１つの態様では。ＲＮＡまたはＤＮＡは、腫瘍および健常組織から、ポリＡ＋ＲＮＡを
組織から単離して、ｃＤＮＡを調製し、標準プライマを用いてｃＤＮＡをシークエンシン
グすることにより単離される。そのような技術は当技術分野でよく知られている。また、
患者のゲノムの全てまたは一部のシークエンシングは、当技術分野でよく知られている。
ハイスループットＤＮＡシークエンシング法は当技術分野で知られており、例えば、イル
ミナ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）（登録商標）シークエンシング技術によるＨｉＳｅｑ（商標）
２０００システムが挙げられ、これは、大規模パラレル合成時解読アプローチを使用して
、数十億の塩基の高品質ＤＮＡ配列を１つのランあたりに生成させる。
【００４５】
　ある一定の実施形態では、癌患者のゲノムの特定の部分が、例えば、腫瘍によって、シ
ークエンシングされる。ほとんどの場合、全ゲノム／トランスクリプトームをシークエン
シングすることが好ましく、ゲノムは、浅い深度または深い深度までシークエンシングさ
れ、ゲノム／トランスクリプトームのより少ないまたはより多い部分のカバレッジを可能
にし得る。
【００４６】
　特定の実施形態では、差分ＤＮＡまたはＲＮＡマーカセットを分析して腫瘍特異的エピ
トープセットを生成させる工程は、エピトープペプチドのＭＨＣ分への結合を決定する予
測アルゴリズムを使用することを含む。任意で、腫瘍特異的エピトープセットは精製され
、ＭＨＣに限定される腫瘍特異的エピトープセットが提供される。例えば、Ｋ、Ｄまたは
ＬアレルのＭＨＣ　Ｉに限定されるエピトープが、提供され得る。ＭＨＣに限定されるエ
ピトープセットは、ＭＨＣ－アレル特異的タンパク質への、エピトープを含有するペプチ
ドの結合を決定することにより生成させることができる。そのようなアルゴリズムの１つ
の例はＮｅｔＭＨＣ－３．２であり、これは、人工ニューラルネットワーク（ＡＮＮ）お
よび重み行列を用いて、多くの異なるＨＬＡアレルへのペプチドの結合を予測する。
【００４７】
　具体的には、健常組織と癌組織の間のＤＮＡ（またはＲＮＡ）配列差分は、哺乳類のＭ
ＨＣ組成物と組み合わせて、ＮｅｔＭＨＣなどのエピトープ予測アルゴリズムにより分析
される。このアルゴリズムは、この個々の哺乳類に対する可能性のある腫瘍特異的エピト
ープのリストを生成し、各エピトープに数値スコアを与える。現在の最先端では、高いス
コアはエピトープが免疫化することができる良好な確率を示し、低い（負も含む）スコア
は、エピトープが免疫化することができる確率が低いことを示す。
【００４８】
　方法は、腫瘍特異的エピトープセットまたはＭＨＣに限定される腫瘍特異的エピトープ
セットにおける各エピトープに対して数値スコアを提供する工程をさらに含み、ここで、
数値スコアは、正常エピトープに対するスコア（非変異）を腫瘍特異的エピトープに対す
るスコア（変異）から減算することにより計算される。正常エピトープに対する数値スコ
アは、変異癌エピトープに対する数値スコアから減算され、差分に対する数値が得られる
－エピトープに対する差分アグレトープ指数（ＤＡＩ）。推定エピトープはＤＡＩに基づ
いてランク付けされ得る。このランク付けにおいては、大まかに言って、所定のエピトー
プに対する差分が高いほど、それによる免疫化が腫瘍に対して防御性となる確率が高くな
る。特定の実施形態では、最高ランク付けされたエピトープが個体を免疫化するために使
用される。さらに、方法は、腫瘍特異的エピトープセットまたはＭＨＣに限定される腫瘍
特異的エピトープセットを、セット内の各エピトープに対する差分アグレトープ指数によ
りランク付けする工程を含み得る。１つの態様では、方法は、差分アグレトープ指数（Ｄ
ＡＩ）によるランク付けを用いて、１０から５０個の上位ランクの腫瘍特異的エピトープ
のサブセットを同定する工程をさらに含む。上位ランクは最も好ましいＤＡＩを有するエ
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ピトープを意味する。
【００４９】
　一例として、癌中の変異ＤＮＡが、所定の部位で、ＧＹＳＶＬＨＬＡＩＩ（ＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ．４）のアミノ酸配列をコードし、正常組織中の対応する非変異配列がＧＤＳＶ
ＬＨＬＡＩＩ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５）である場合。予測アルゴリズム（この場合Ｎｅ
ｔＭＨＣ）は、癌配列には＋７．３の数値スコア、正常配列には－４．３のスコアを与え
る。ＤＡＩは１１．６である。このＤＡＩは、このエピトープをランク付けするために使
用される。
【００５０】
　現在の先端技術において、ＮｅｔＭＨＣなどの予測アルゴリズムにより与えられる変異
エピトープの数値スコアは、免疫化のための主な、または唯一の指針となり、そのような
従来のアルゴリズムにより与えられるスコアが高いほど、ペプチドはより優良であると予
想される。我々の分析では、これは、腫瘍防御に対する予測の良好な方法ではない。便宜
的に、本明細書で開示される方法により、（ａ）非変異対応物に対するスコアを予測する
ための従来のアルゴリズム（例えばＮｅｔＭＨＣ）、および（ｂ）変異および非変異エピ
トープの間の差分が、ペプチドエピトープの抗腫瘍免疫原性を予測するための指針として
使用される。
【００５１】
　特定の実施形態では、差分ＤＮＡマーカセットを分析して、腫瘍特異的エピトープセッ
トを生成させる工程は、１つ以上の腫瘍特異的エピトープが発癌経路と関連するかどうか
に依存しない。癌患者のＤＮＡを分析するための従来の方法は、癌を引き起こす、または
癌を駆り立てる遺伝的メカニズムに焦点を当てていたが、本アプローチはその問題につい
て不可知論的である。本明細書で記載されるアプローチは、正常とは異なる任意の点にお
いて、その差分が癌を引き起こす原因となるかどうかにかかわらず、癌を攻撃することを
目標としている。この差分の主な結果は、他のプローチは主として各患者にどの既存の（
または将来の）薬を使用するかを決定することに頼っており、各患者のための薬を設計す
ることに頼っていないということである。本方法は特定の腫瘍を治療するための薬を設計
することに焦点を当てる。
【００５２】
　本明細書で記載される方法の１つの利点は、癌に特異的なＤＮＡ配列の差分に合わせら
れた焦点である。対照的に、少数の著名な例外（ｒａｓ、ｐ５３、ｂｃｒ－ａｂｌ転座な
ど）はあるが、癌を引き起こす遺伝的メカニズムの大部分は真に癌特異的であるわけでは
なく、その代わりに、何らかの正常な状況下にある正常細胞もそれらを使用している。よ
って、それらは癌選択的であり、正常細胞よりも癌細胞対して好ましく結合するが、癌特
異的ではなく、癌細胞および正常細胞の両方に結合する。本明細書で記載されるアプロー
チは、癌特異的なエピトープに焦点を当てている。癌選択的マーカではなく癌特異的マー
カを使用する明らかな利点は、製造されるワクチンの低減された毒性である。さらなる利
点としては、薬物療法とは対照的に免疫療法を使用することを含み、これは、患者の実際
の癌に対して特異性を有するワクチンの作製を可能にする。
【００５３】
　健常組織ＲＮＡまたはＤＮＡ配列と癌組織ＲＮＡまたはＤＮＡ配列の間の差分を同定し
て、差分ＤＮＡマーカセットを生成させる工程は、当技術分野で知られているバイオイン
フォマティクス技術を用いて実施することができる。１つの実施形態では、最初のスクリ
ーニングは、癌患者のゲノムにおける全ての同定可能な変化を含む。変化は、同義的な変
化（コードされるアミノ酸を変化させない）および非同義的な変化（コードされるアミノ
酸を変化させる）の両方を含む。実施例において説明されるように、免疫エディティング
は、予測されるパーセンテージと比較して、非同義的な変異の数の低減をもたらす。１つ
の態様では、ＤＮＡマーカの変化は一ヌクレオチドバリアント（ＳＮＶ）である。
【００５４】
　本明細書では、腫瘍エピトープまたは腫瘍抗原は、腫瘍細胞により生成されるペプチド
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抗原である。多くの腫瘍抗原がヒトならびにマウスにおいて同定されており、例えば、ｒ
ａｓおよびｐ５３の様々な異常産物が様々な腫瘍において見出されている。腫瘍の異なる
型において一般に見出される腫瘍抗原に加えて、本発明者らは、腫瘍サイズおよび遺伝的
不安定性の程度によって、ヒト腫瘍は、数十～数百もの真に腫瘍特異的なエピトープを有
し得ることを認識した。本明細書では、腫瘍特異的エピトープは特定の腫瘍に特異的であ
り、腫瘍抗原として一般に認識されないエピトープである。
【００５５】
　本明細書には、本明細書で開示される方法により同定される単離された免疫防御ネオエ
ピトープペプチドも含まれる。「単離された」または「精製された」ペプチドは、当該タ
ンパク質が由来する細胞または組織源からの細胞材料または他の汚染ポリペプチドを実質
的に含まず、または化学的に合成されたときには化学前駆体または他の化学物質を実質的
に含まない。「細胞材料を実質的に含まない」という用語は、ポリペプチドが単離され、
または組換えにより作られた元の細胞の細胞成分から、ポリペプチドが分離された、ポリ
ペプチドの調製物を含む。免疫防御ネオエピトープペプチドは一般に、７から２５のアミ
ノ酸、特定的には８から１５のアミノ酸、より特定的には８から１０アミノ酸の長さを有
する。
【００５６】
　免疫防御ネオエピトープとして同定される個々のペプチドは、当技術分野で知られてい
る方法を使用して免疫原性について試験することができる。
【００５７】
　１つの実施形態では、各免疫防御ネオエピトープに対応するペプチドが採用される。別
の実施形態では、２つ以上の免疫防御ネオエピトープを含有するポリペプチドが採用され
る。非エピトープリンカーにより任意で離間された複数の免疫防御ネオエピトープを含有
する１つのポリペプチドが採用され得る。そのようなポリペプチドは、当業者により容易
に設計され得る。
【００５８】
　ある一定の実施形態では、免疫防御ネオエピトープペプチドの代わりに、医薬組成物は
、ペプチドをコードする１つ以上のポリヌクレオチドを含む。ペプチドは全て、同じポリ
ヌクレオチド分子から、または複数のポリヌクレオチド分子から発現され得る。
【００５９】
　１つの態様では、ネオエピトープペプチドは、ペプチドの５’３または３’端のネオエ
ピトープまたは１つ以上のヌクレオチドに対し、ネオエピトープにおいて見出されていな
い少なくとも１つの置換改変を含有する。別の態様では、検出可能な標識がネオエピトー
プに付着される。
【００６０】
　「ポリヌクレオチド」または「核酸配列」は、少なくとも５塩基の長さのヌクレオチド
のポリマ形態を示す。ヌクレオチドは、リボヌクレオチド、デオキシリボヌクレオチド、
またはいずれかのヌクレオチドの改変形態とすることができる。ポリヌクレオチドは、１
つまたは複数の組換え発現ベクタに挿入することができる。「組換え発現ベクタ」という
用語は、ペプチド遺伝子配列の挿入または組み込みによって操作された、プラスミド、ウ
イルス、または当技術分野で知られている他の手段を示す。「プラスミド」という用語は
一般に、本明細書では、当業者に周知の標準命名規則にしたがい、大文字および／または
数字を前置および／または後置された小文字「ｐ」により指定される。本明細書で開示さ
れるプラスミドは市販され、無制限に公的に入手可能であり、または入手可能なプラスミ
ドから、よく知られた、公表された手順のルーチン適用により構築可能である。多くのプ
ラスミドならびに他のクローニングおよび発現ベクタはよく知られており、容易に入手可
能であり、または当業者は、使用に好適な、任意の数の他のプラスミドを容易に構築する
ことができる。これらのベクタは、好適な宿主細胞に形質転換され、ポリペプチドの生成
のための宿主細胞ベクタ系が形成され得る。
【００６１】
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　ペプチドコードポリヌクレオチドは、細菌、酵母、昆虫、両生類、または哺乳類細胞に
おける発現のために適合されたベクタに挿入することができ、これはペプチドをコードす
る核酸分子に機能的に連結された、細菌、酵母、昆虫、両生類、または哺乳類細胞におけ
る核酸分子の発現に必要な調節エレメントをさらに含む。「機能的に連結された」は、そ
のように記載される構成要素が、それらの所期の様式で機能することを可能にする関係と
なる並列を示す。コード配列に機能的に連結された発現制御配列は、ライゲートされ、よ
って、コード配列の発現が発現制御配列と適合可能な条件下で達成される。本明細書では
、「発現制御配列」という用語は、それが機能的に連結されている核酸配列の発現を調節
する、核酸配列を示す。発現制御配列は、発現制御配列が、核酸配列の転写、および必要
に応じて、翻訳を制御し、調節する時には、核酸配列に機能的に連結されている。よって
、発現制御配列は、適切なプロモータ、エンハンサ、転写ターミネータ、タンパク質コー
ド遺伝子の前の開始コドン（すなわち、ＡＴＧ）、イントロンのためのスプライシングシ
グナル（イントロンが存在する場合）、ｍＲＮＡの適正な翻訳を可能にするためのその遺
伝子の正しい読み枠の維持、および終止コドンを含むことができる。「制御配列という用
語は、少なくとも、その存在が発現に影響し得る構成要素を含むことが意図されており、
および、その存在が有利である追加の構成要素、例えば、リーダ配列および融合パートナ
配列も含むことができる。発現制御配列はプロモータを含むことができる。「プロモータ
」により、転写に向かわせるのに十分な最小配列が意味される。プロモータ依存性遺伝子
発現を、細胞型特異的、組織特異的、または外部シグナルまたは作用物質により誘導可能
にするために制御可能にするのに十分なプロモータエレメントもまた、含まれ、そのよう
なエレメントは、遺伝子の５’または３’領域に位置し得る。構成的および誘導性プロモ
ータの両方が含まれる。
【００６２】
　医薬組成物（例えば、ワクチン）は、少なくとも１つの単離された免疫防御ネオエピト
ープペプチド（またはそのようなエピトープペプチドをコードするＲＮＡまたはＤＮＡ）
と、薬学的に許容される担体とを含む。薬学的に許容される賦形剤は、例えば、希釈剤、
保存剤、可溶化剤、乳化剤およびアジュバントを含む。本明細書では、「薬学的に許容さ
れる賦形剤」は当業者によく知られている。１つの実施形態では、医薬組成物は、活性成
分の局所送達、例えば、腫瘍部位への直接送達を可能にする。
【００６３】
　特定の実施形態では、医薬組成物は、１から１００の免疫防御ネオエピトープペプチド
、特定的には、３から２０の免疫防御ネオエピトープペプチドを含む。別の実施形態では
、医薬組成物は、１から１００の免疫防御ネオエピトープ、特定的には３から２０の免疫
防御ネオエピトープを含有するポリペプチドを含む。別の態様では、医薬組成物は、１か
ら１００の免疫防御ネオエピトープ、特定的には３から２０の腫瘍特異的免疫防御ネオエ
ピトープをコードするポリヌクレオチドを含む。
【００６４】
　１つの実施形態では、静脈内、筋肉内、皮下、皮内、経鼻、経口、直腸、腟内、または
腹腔内投与に好適な医薬組成物は、都合良く、活性成分の、レシピエントの血液と好まし
くは等張な溶液との無菌水溶液を含む。そのような製剤は、都合良く、ペプチドを、生理
的に適合可能な物質、例えば塩化ナトリウム（例えば、０．１－２．０Ｍ）、グリシン、
などを含有し、生理条件と適合可能な緩衝されたｐＨを有する水に溶解し、水溶液を生成
させ、前記溶液を無菌にすることにより調製することができる。これらは、単位または複
数用量容器、例えば、密封されたアンプルまたはバイアル中に存在し得る。
【００６５】
　追加の製薬方法が採用され、作用期間を制御することができる。放出制御調製物は、ペ
プチドまたは核酸を複合体化し、または吸収するポリマの使用により達成することができ
る。制御送達は、適切な巨大分子（例えばポリエステル、ポリアミノ酸、ポリビニル、ピ
ロリドン、エチレンビニルアセテート、メチルセルロース、カルボキシメチルセルロース
、または硫酸プロタミン）および巨大分子の濃度ならびに組み込みの方法を、放出を制御
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するように選択することにより実施することができる。放出制御調製物により作用期間を
制御するための別の可能な方法は、タンパク質、ペプチドおよびそれらの類似体を、ポリ
マ材料、例えばポリエステル、ポリアミノ酸、ヒドロゲル、ポリ乳酸）またはエチレンビ
ニルアセテートコポリマの粒子中に組み込むことである。あるいは、これらの作用物質を
ポリマ粒子中に組み込む代わりに、これらの材料を、例えば、コアセルベーション技術ま
たは界面重合により調製されたマイクロカプセル中、例えば、それぞれ、ヒドロキシ－メ
チルセルロースまたはゼラチン－マイクロカプセルおよびポリ（メチルメタクリレート）
マイクロカプセル中、コロイド薬物送達系、例えば、リポソーム、アルブミンミクロスフ
ェア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子、およびナノカプセル中、またはマクロエマルジ
ョン中に封入することが可能である。
【００６６】
　疾患部位への局所投与は、当技術分野で知られている手段、例えば、限定はされないが
、局所適用、注射、およびペプチドを組換えにより発現する細胞を含有する多孔性装置の
埋め込み、ペプチドが含有されている多孔性装置の埋め込みにより達成することができる
。
【００６７】
　１つの実施形態では、免疫防御ネオエピトープペプチドまたはポリヌクレオチドは、癌
患者の細胞と、例えば、混合またはパルス処理により混合され、その後、混合またはパル
ス処理された細胞が癌患者に投与される。
【００６８】
　１つの実施形態では、ワクチン組成物は、免疫調整剤をさらに含む。例示的な免疫調整
剤は、ＴＬＲリガンド、例えば、ＣｐＧオリゴヌクレオチドＤＮＡ（ＴＬＲ９リガンド）
、リポペプチドおよびリポタンパク質（ＴＬＲ１およびＴＬＲ２リガンド）、ポリＩ：Ｃ
および二本鎖ＲＮＡ（ＴＬＲ３リガンド）、リポ多糖（ＴＬＲ４リガンド）、ジアシルリ
ポペプチド（ＴＬＲ６リガンド）、イミキモド（ＴＬＲ７リガンド）、およびＴＬＲリガ
ンドの組み合わせを含む。別の例示的な免疫調整剤は、抗体、例えば抗細胞傷害性Ｔリン
パ球抗原－４抗体（抗ＣＴＬＡ－４）、またはＰｒｏｇｒａｍｍｅｄ　Ｄｅａｔｈ　１（
ＰＤ１）もしくはＰＤ１リガンドをブロックする抗体である。
【００６９】
　免疫調整剤の組み合わせもまた企図される。例は、ワクチンと、ＴＬＲリガンドおよび
抗ＣＴＬＡ４抗体、またはＣｐＧおよびＰＤ１をブロックする抗体との組み合わせである
。
【００７０】
　免疫原性組成物は、任意でアジュバントを含む。アジュバントは一般に、宿主の免疫応
答を非特異的様式でブーストする物質を含む。アジュバントの選択は、ワクチン接種され
る被験体に依存する。好ましくは、薬学的に許容されるアジュバントが使用される。例え
ば、ヒトのためのワクチンは、完全および不完全フロインドアジュバントを含む、油また
は炭化水素エマルジョンアジュバントを回避しなければならない。ヒトとの使用に好適な
アジュバントの１つの例はミョウバン（アルミナゲル）である。
【００７１】
　１つの実施形態では、医薬組成物は、１つ以上の免疫防御ネオエピトープペプチド、免
疫防御ネオエピトープを含む１つ以上のポリペプチド、または１つ以上の免疫防御ネオエ
ピトープをコードする１つ以上のポリヌクレオチドと、薬学的に許容される担体とを含み
、推定ネオエピトープセットは、公知の発癌経路由来のエピトープを含まず、推定ネオエ
ピトープセットは、癌患者由来の腫瘍に特異的であり、計算または実験により決定される
、ＭＨＣ　ＩまたはＭＨＣ　ＩＩタンパク質に結合された各免疫防御ネオエピトープの立
体構造安定性は、各対応する野生型エピトープに比べて高い。
【００７２】
　本明細書では、患者は哺乳類、例えばマウスまたはヒト、特定的にはヒト患者である。
【００７３】
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　本明細書で記載される組成物および方法は全ての癌に適用可能であり、固形腫瘍癌、例
えば、乳房、前立腺、卵巣、肺および脳のもの、ならびに液性癌、例えば白血病およびリ
ンパ腫が含まれる。
【００７４】
　本明細書で記載される方法は、追加の癌療法、例えば放射線療法、化学療法、外科手術
、およびそれらの組み合わせとさらに組み合わせることができる。
【００７５】
　本発明は、以下の非限定的な実施例によってさらに説明される。
【実施例】
【００７６】
［材料および方法］
　マウスおよび腫瘍．ＢＡＬＢ／ｃＪマウス（６－８週齢雌）を、ジャクソン研究所（Ｊ
ａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）（バーハーバー、ＭＥ）から購入した。マウスを
コネチカット大学ヘルスセンターのウイルスを含まないマウス施設で維持した。
【００７７】
　サンプル調製．サンプルを「ｍＲＮＡのシークエンシングのためのサンプル調製（“Ｐ
ｒｅｐａｒｉｎｇ　Ｓａｍｐｌｅｓ　ｆｏｒ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｏｆ　ｍＲＮＡ”
）」（品番１００４８９８Ｒｅｖ．Ａ　２００８年９月）で概説されたイルミナ（登録商
標）プロトコルを用いて調製した。プロトコルは、２つの部分から構成される：ｃＤＮＡ
合成およびペアエンドライブラリ調製。最初に、ｍＲＮＡを磁性オリゴ（ｄＴ）ビーズを
用いて全ＲＮＡから精製し、その後、二価カチオンを用いて高温下において断片化した。
ｃＤＮＡを、Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ（商標）ＩＩ（インビトロジェン）を用いて断片化
ｍＲＮＡから合成し、続いて第２鎖合成を実施した。ｃＤＮＡ断片端を、Ｋｌｅｎｏｗ、
Ｔ４ＤＮＡポリメラーゼおよびＴ４ポリヌクレオチドキナーゼを用いて、修復し、リン酸
化させた。次に、「Ａ」塩基を平滑化された断片の３’端に付加し、続いてＴ－Ａ媒介ラ
イゲーションによるイルミナ（登録商標）ペアエンドアダプタのライゲーションを実施し
た。ライゲートされた産物を、ゲル精製によりサイズ選択し、その後、イルミナ（登録商
標）ペアエンドプライマを用いてＰＣＲ増幅させた。ライブラリサイズおよび濃度は、ア
ジレントバイオアナライザを用いて決定した。
【００７８】
　ＧＡＩＩ実行条件．ＲＮＡ－ｓｅｑライブラリをフローセル上に８ｐＭでシーディング
し、およそ２８２Ｋ～３８４Ｋクラスタ／タイルを得た。ライブラリを６１サイクルの化
学およびイメージングを用いてシークエンシングした。
【００７９】
　シークエンシングデータの解析．初期データ処理およびベースコールは、クラスタ強度
の抽出を含めて、ＲＴＡ（ＳＣＳバージョン２．６およびＳＣＳバージョン２．６１）を
用いて実施した。配列品質フィルタリングスクリプトは、イルミナ（登録商標）ＣＡＳＡ
ＶＡソフトウェア（ｖｅｒ１．６．０、イルミナ（登録商標）、ヘイワード、ＣＡ）にお
いて実施した。
【００８０】
　Ｅｐｉ－Ｓｅｑバイオインフォマティクスパイプライン．ハイスループットｍＲＮＡシ
ークエンシングデータ（ＲＮＡ－Ｓｅｑ）から腫瘍特異的エピトープを同定するために使
用される、バイオインフォマティクスパイプラインの高レベル表現が図１で示される。パ
イプラインは、ＲＮＡ－Ｓｅｑリードを、サンガーマウスゲノムプロジェクトからダウン
ロードされた系統特異的ゲノム配列およびＣＣＤＳアノテーションに由来する系統特異的
一倍体転写物ライブラリに対してマッピングすることにより開始する。ＣＭＳ５およびＭ
ｅｔｈ　Ａ細胞株に対するＢＡＬＢ／ｃゲノム／トランスクリプトーム配列を使用した。
データベースＳＮＰ多型は除去した。ｍｍ９参照ゲノムと比較する代わりに、そうしてｄ
ｂＳＮＰ内のＳＮＰを排除し、我々は、系統ＳＮＶをｍｍ９参照ゲノムに適用することに
より系統特異的ゲノムを作製した。ＳＮＶをマウスゲノムからダウンロードした。作製し
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たゲノムを使用して、リードをマッピングし、変異をコールした。リードを、Ｂｏｗｔｉ
ｅを使用し、デフォルトシード長２８、シード中の最大ミスマッチ２、およびミスマッチ
位置におけるｐｈｒｅｄ品質スコアの最大合計１２５を用いてマッピングした。マッピン
グの最初のラウンド後に、ミスマッチ統計を各リード位置および各サンプルに対して計算
した（Ｍｅｔｈ　Ａサンプルに対しては図２）。この分析に基づいて、５’端から２塩基
および３’端から１０塩基を全てのアラインメントされたリードからクリッピングした。
得られたリードアラインメントを、ＨａｒｄＭｅｒｇｅアルゴリズムを用いてマージさせ
た。ＨａｒｄＭｅｒｇｅは、ゲノムおよび／またはトランスクリプトーム中の複数の位置
にアラインメントするリード、ならびに両方に対して一意的であるが、一致しない位置で
アラインメントするリードを棄却する。ライブラリ調製中、ＰＣＲ増幅により導入される
バイアスの影響を低減するために、同じゲノム位置でアラインメントが開始する複数のリ
ードをそれらのコンセンサスと置き換えた。ＳＮＶＱアルゴリズムをその後使用して、ア
ラインメントされたリードのフィルタリングされたセットから、一ヌクレオチドバリアン
ト（ＳＮＶ）をコールした。ＳＮＶＱはベイズルールを使用して、塩基品質スコアを考慮
に入れながら、最高確率を有する遺伝子型をコールする。高信頼度のＳＮＶを、それぞれ
コールされた遺伝子型に対する最小ｐｈｒｅｄ品質スコア５０、別のアレルを支持する最
低３リードを、各鎖上での少なくとも１つのリードマッピングと共に要求することにより
選択した。コールされたＳＮＶ遺伝子型のハプロタイプ推論を、リードの証拠を使用して
、近位ＳＮＶのブロックをフェージングする、ＲｅｆＨａｐ単一個体ハロタイピングアル
ゴリズムを用いて実施した。これらの実験に用いられた近交系マウスにおける残存するヘ
テロ接合性は低いと予測されるので、特有のヘテロ接合性ＳＮＶは、新規体細胞変異だと
考えられた。同じゲノムバックグラウンドを有する１を超える腫瘍に共通のホモ接合性Ｓ
ＮＶならびにヘテロ接合性ＳＮＶは、生殖系列変異であると想定し、特有のヘテロ接合性
ＳＮＶの近傍に位置していない限り、エピトープ予測には使用しなかった。各特有のヘテ
ロ接合性ＳＮＶに対し、参照および別のペプチド配列を、２つの推論されたハプロタイプ
に基づいて各ＣＣＤＳ転写物対して作製した。作製したアミノ酸配列にはその後、Ｎｅｔ
ＭＨＣ３．０エピトープ予測プログラムを実行し、プロファイル重み行列（ＰＷＭ）アル
ゴリズムを使用し、デフォルト検出閾値を用いてスコア付けした。
【００８１】
　結合アッセイ．ペプチドのＨ－２Ｋｄに対する結合を、放射標識された標準ペプチドの
精製ＭＨＣ分子に対する結合の阻害に基づく定量的アッセイを用いて、本質的に前に記載
される通りに決定した。ペプチドを典型的には、１００，０００倍用量範囲をカバーする
６つの異なる濃度で、３つ以上の独立したアッセイで試験した。用いられた条件下では、
［標識］＜［ＭＨＣ］およびＩＣ５０≧［ＭＨＣ］であり、測定されたＩＣ５０値は、解
離定数値の合理的な近似値である。
【００８２】
　ＦＡＣＳおよびエリスポットによる細胞内ＩＦＮ－γアッセイ．リンパ球を１－１０μ
ｇ／ｍｌペプチド有りまたは無しでインキュベートした。ＧｏｌｇｉＰｌｕｇ（商標）（
ＢＤバイオサイエンス、サンノゼ、ＣＡ）を１時間後に添加した。１２から１６時間のイ
ンキュベーション後、細胞を、ＣＤ４４（クローンＩＭ７）、ＣＤ４（クローンＧＫ１．
５）およびＣＤ８（クローン５３－６．７）（ＢＤバイオサイエンス、サンノゼ、ＣＡ）
について染色し、Ｃｙｔｏｆｉｘ／Ｃｙｔｏｐｅｒｍ（商標）キット（ＢＤバイオサイエ
ンス、サンノゼ、ＣＡ）を用いて固定および透過処理し、細胞内ＩＦＮ－γについてフィ
コエリトリン結合抗マウスＩＦＮ－γ（クローンＸＭＧ１．２、ＢＤバイオサイエンス、
サンノゼ、ＣＡ）を用いて染色した。細胞を、１μｌ抗体／１００万細胞により、５０μ
ｌ染色緩衝液（１％ウシ血清アルブミンを有するＰＢＳ）中で染色し、２０分間４℃で暗
闇にて、または製造者の指示に従いインキュベートした。ペプチド刺激のない細胞を陰性
対照として使用した。これらの対照に対する値は陰性対照ペプチドで見られる値と非常に
近似した。典型的には、９５，０００－１２９，０００リンパ球（１４，５００－１７，
０００ＣＤ８＋ＣＤ４－細胞）を取得した。バックグラウンドは一貫して非常に低い（シ
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グナルの１０％）。
【００８３】
　エリスポットアッセイでは、陰性対照をペプチド刺激のない免疫化マウス由来のＣＤ８
＋細胞とした。ペプチド刺激したウェルからのスポットが、マン・ホイットニ検定により
、同族ペプチド刺激なしのウェルと比較して著しく高い場合、ペプチドは陽性または免疫
原性であると考えた。応答の大きさを１００万ＣＤ８＋細胞あたりの平均スポット数によ
り評価した：５－１０（＋）、１１－２０（＋＋）、２１－５０（＋＋＋）、５１－１０
０（＋＋＋＋）および＞１００（＋＋＋＋＋）。
【００８４】
　腫瘍チャレンジおよび腫瘍増殖の表現．腫瘍増殖を測定するためのツールとしてのＡＵ
Ｃが前に記載されている。簡単に言うと、ＡＵＣは、Ｐｒｉｓｍ５．０（ＧｒａｐｈＰａ
ｄソフトウェア社（ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ，　Ｉｎｃ．）、ラホーヤ、Ｃ
Ａ）を用いて、「曲線と回帰（Ｃｕｒｖｅｓ＆Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ）」を選択し、その
後「曲線下面積（Ａｒｅａ　ｕｎｄｅｒ　ｃｕｒｖｅ）」を「分析（ａｎａｌｙｚｅ）」
ツールから選択することにより、計算した。グラブス検定を使用し、最大１つまでの外れ
値を各群から除去した。
【００８５】
　Ｔ細胞サブセットの枯渇．免疫化マウスを、抗ＣＤ８ラットＩｇＧ２ｂモノクローナル
抗体２．４３）を使用してＣＤ８細胞を枯渇させ、または抗ＣＤ４ラットＩｇＧ２ｂモノ
クローナル抗体ＧＫ１．５を使用してＣＤ４細胞を枯渇させた。枯渇性抗体をＰＢＳ中で
、腹腔内で、腫瘍チャレンジ２日前に、実験の期間の間７日毎に与えた。枯渇性抗体の最
初の３回の注射は、マウス一匹あたり２５０μｇとし、後に、注射を、マウス一匹あたり
５００μｇとした。アンタゴニスト抗体による処置では、マウスを抗ＣＤ２５抗体（クロ
ーンＰＣ６１、２５０μｇ、腫瘍チャレンジ２日前）または抗ＣＴＬＡ－４抗体（クロー
ン９Ｄ９、１００μｇ、腫瘍チャレンジ７日前およびチャレンジ後３日毎）で処置した。
適切なＴ細胞サブセットは９５％超枯渇した。
【００８６】
　ペプチド／Ｈ－２Ｋｄ複合体のモデリング．ペプチド／Ｈ－２Ｋｄ複合体のモデルを、
免疫原性エピトープを同定するために使用されるコリンズ（Ｃｏｌｌｉｎｓ）および同僚
による前の方法を適合させることにより構築した。ＨＬＡ－Ａ＊０２０１に基づいて開発
されたが、アプローチは、一般に、一般的なクラスＩ　ＭＨＣ構造特徴を利用して、クラ
スＩ　ＭＨＣタンパク質に概して適用可能である。
【００８７】
　各複合体の最初のモデルをＭＯＤＥＬＬＥＲにより作製し、「構築変異体」機能性をア
クセルリスディスカバリースタジオ（Ａｃｃｅｌｒｙｓ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｓｔｕｄ
ｉｏ）において実行した。プロトコルはタンパク質の重原子表現を使用し、エネルギ最小
化および分子動力学／シミュレートアニーリングと組み合わされたホモロジ由来の制限を
含む。Ｈ－２Ｋｄに結合されたＦｌｕペプチドの構造を鋳型として使用した。各変化した
残基の４．５Å以内の原子は、モデリング中にリパックさせることができた。各ｐＭＨＣ
では、１００の最初のモデルを作製し、この最初のセットからの最低エネルギモデルを、
より徹底的な、第二相の完全原子シミュレートアニーリングおよび分子動力学に供した。
第二相では、水素を添加した後、構造を１５００Ｋまで、２００ｐｓのシミュレーション
にわたって加熱し、続いて３００Ｋまで８００ｐｓにわたって冷却した。アニールされた
構造をその後、５つの独立した１０ｎｓ分子動力学ランに、３００Ｋで供し、各時間は、
第二相アニーリング工程から得られた構造と共に開始した。
【００８８】
　第二相動力学計算は全て、Ｎｖｉｄｉａ　ＧＰＵアクセラレータ上で実行するＡＭＢＥ
Ｒ１２を用いて実施した。ｆｆ９９ＳＢ力場を２ｆｓ時間工程と共に使用した。溶媒を暗
に一般化ボルンモデルを使用して処理し、サンプリングを加速させた。ＳＨＡＫＥアルゴ
リズムを使用して、水素への全ての結合を制約した。２０ｋｃａｌ／ｍｏｌ調和制限を、
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追加の２０ｋｃａｌ／ｍｏｌ距離制限をペプチドのＮおよびＣ末端の水素結合に適用した
。第１はＰ１バックボーン酸素と、Ｈ－２ＫｄのＴｙｒ１５９のヒドロキシルの間であっ
た。第２は、Ｐ８バックボーン酸素とＨ－２ＫｄのＴｒｐ１４７の環窒素の間であった。
陽性対照として、手順のシミュレートアニーリングおよび分子動力学工程をＫｄにより提
示されたＨＢＶペプチドの構造に対して実施した。図６Ｂおよび４Ｄにおいて示されるよ
うに、ウイルスペプチドは、Ｋｄ結合溝内で比較的リジッドであると予測した。
【００８９】
　図６Ｂのデータでは、平均ペプチド構造を、各ｐＭＨＣに対し５０ｎｓのシミュレーシ
ョンデータから計算し、変異およびＷＴペプチドの対の全ての共通の原子を重ね合わせ、
ＲＭＳＤを作製した。図６Ｃ－Ｅおよび図９のデータでは、二乗平均平方根ゆらぎを、５
０ｎｓのシミュレーションから、ペプチドのα炭素に対して計算した。
【００９０】
　統計解析．群比較のためのＰ値を、両側ノンパラメトリックマン・ホイットニ検定を用
い、ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ５．０（ＧｒａｐｈＰａｄソフトウェア社、ラホーヤ
、ＣＡ）を用いて計算した。腫瘍拒絶アッセイについては、グラブス検定を使用し、最大
１つまでの外れ値を各群から除去した。フィッシャ直接確率法を使用して、カテゴリパラ
メータの対間の関係を試験した。ピアソン相関係数の統計学的有意性を当技術分野で知ら
れている両側スチューデントｔ検定を用いて計算した。
【００９１】
　図９および１０は、それぞれ、図３および図８Ｃに対する、ＦＡＣＳゲーティング戦略
および代表的な主要データを示す。
【００９２】
［結果］
　トランスクリプトームからイムノームへ．メチルコラントレン誘発線維肉腫、ＣＭＳ５
（ＢＡＬＢ／ｃ、ｄハプロタイプ）を、主要ワークホースとして使用し、結果を様々な程
度まで、別の化学的に誘発した（Ｍｅｔｈ　Ａ）マウス腫瘍ならびにいくつかのヒト癌と
、交差試験した。ＣＭＳ５肉腫は、この腫瘍が最初に生じた一次宿主であるとして、よく
特徴付けされている。同系宿主において致死的となるのは漸進的に増殖する腫瘍である。
ＣＭＳ５系統に対するＣＴＬは、単一の免疫原性および腫瘍防御ネオエピトープの同定に
導いた。
【００９３】
　ＣＭＳ５およびＭｅｔｈ　Ａにおいて発現される遺伝子の変異を特定的に同定するため
に、ゲノムまたはエクソームシークエンシングではなく、トランスクリプトームシークエ
ンシングを選択した。大まかに言って、得られたｃＤＮＡ配列を正常マウス配列と比較し
、一ヌクレオチドバリアント（ＳＮＶ）を同定した（表１）。図１はバイオインフォマテ
ィクス的パイプラインを示し、図２および表２は、この分析のために作成された品質管理
工程を示す。このパイプラインは、Ｅｐｉ－Ｓｅｑと名付けられ、ｈｔｔｐ：／／ｄｎａ
．ｅｎｇｒ．ｕｃｏｎｎ．ｅｄｕ／ｓｏｆｔｗａｒｅ／Ｅｐｉ－Ｓｅｑにおいてアクセス
可能である。ＳＮＶを、ＮｅｔＭＨＣアルゴリズムを使用して、マウスＨ－２Ｋ、Ｄまた
はＬアレルのＭＨＣ　Ｉに限定されるエピトープを生成させるそれらの可能性について分
析した。エピトープの完全リストを、それぞれ、Ｋｄ、Ｄｄ、およびＬｄに対して、８．
７２、８．０８、および８．１９の、弱いバインダに対するデフォルトＮｅｔＭＨＣ３．
０ＰＷＭペプチド結合スコア閾値に基づきフィルタリングした。これらの閾値を使用して
、ＣＭＳ５およびＭｅｔｈ　Ａが、それぞれ、１１２および８２３の可能性のあるエピト
ープを有することを観察し（データ示さず）、これらの２つの系統で同定されたエピトー
プの数の差は、それらのトランスクリプトームがシークエンシングされた深度の反映であ
る（表１）。推定ネオエピトープは、全ゲノムにわたってランダムに分散される。
【００９４】
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【００９５】
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【表２】

【００９６】
　これらのマウス腫瘍におけるＭＨＣ　Ｉに限定されるネオエピトープの数が、実際の原
発性ヒト腫瘍において予想される範囲内にあるかどうかを決定するための試みがなされた
。いくつかのヒトメラノーマのエクソーム配列の分析およびそれらの、バイオインフォマ
ティクス的パイプラインによる対応する正常配列との比較は、メラノーマあたり数百もの
推定ネオエピトープを明らかにする（表３）。同様に、１４のヒト前立腺癌および正常組
織のトランスクリプトームシークエンシングに由来する変異のリストにより、一般的なＨ
ＬＡアレルに対する１４の推定エピトープ（範囲２－８２）の中央値の同定が得られた（
表４）。前立腺癌におけるより少ない数のネオエピトープは、それらがメラノーマと比べ
て比較的少ない数の変異を有するという事実と関連する。自然起源のＢ１６メラノーマ系
統に対する公表されたデータもまた、１００を超えるＭＨＣ　Ｉに限定されるネオエピト
ープの存在を明らかにする。これらの測定により、それらのマウスまたはヒト起源に関係
なく、かつ原因に関係なく、腫瘍はかなりの数の候補のＭＨＣ　Ｉに限定されるネオエピ
トープを有することが示される。
【００９７】
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【００９８】
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【表４】

【００９９】
　ネオエピトープの不均一さ．Ｍｅｔｈ　Ａ細胞をクローン化し、３０の別々のクローン
を、ランダムに選んだ４つのＳＮＶについて試験した（Ｔｎｐｏ３、ＮＦｋｂ１、Ｐｒｐ
３１およびＰｓｇ１７）。予想外に、単一のＳＮＶ以外の全てがクローン全てにおいて検
出され、単一のＳＮＶは試験した２９／３０クローンにおいて検出された。理論に固執し
ないが、抗原不均一さのこの明らかな欠如は、シークエンシングの比較的浅い深度に帰せ
られる。癌細胞株は原発腫瘍よりも低い抗原不均一さを示すこともあり得る。最も重要な
ことには、これらの結果から、癌細胞の間で最も広く分配されているネオエピトープを同
定する方法として、比較的浅いシークエンシングを使用することが可能であることが示唆
される。
【０１００】
　インシリコで同定されたネオエピトープの免疫原性．分析の複雑さを低減させるために
、注意を全３つのアレルに対する９３５の合計リストから、２１８のＫｄに限定されるエ
ピトープ（組み合わせたＭｅｔｈ　ＡおよびＣＭＳ５に対する）に向けた（表３）。免疫
学的分析のために使用された変異は全て、個々にサンガーシークエンシングにより確認し
た。
【０１０１】
　ネオエピトープを、Ｋｄ－結合に対するそれらのＮｅｔＭＨＣスコアの降順でランク付
けした。ＣＭＳ５からの上位７つのネオエピトープおよびＭｅｔｈ　Ａからの上位１１を
表５に示す。この表はまた、ネオエピトープに対応する野生型（ＷＴ）ペプチドのＮｅｔ
ＭＨＣスコアを示す。これらの１８の推定ネオエピトープおよびそれらのＷＴ対応物に対
応するペプチドを合成し、全てのペプチドのＫｄに対する親和性（ＩＣ５０値）を、方法
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において記載されるように、実験的に決定した。（ＮｅｔＭＨＣスコアおよび実験的に決
定したＩＣ５０値は著しく相関した、ｒ＝－０．４４、両側ｔ検定Ｐ＜０．００１）。１
８の上位ランクのネオエピトープうちの１０（５６％）は５００ｎＭまたはそれより良好
な親和性でＫｄに結合し、および７／１８（３９％）は、１００ｎＭまたはそれより良好
な親和性で結合した。
【０１０２】
【表５】

【０１０３】

【表６】

【０１０４】
　１８のペプチド全てを使用して、ＢＡＬＢ／ｃマウスを免疫化した。免疫化マウスの流
入領域リンパ節（ｄＬＮ）を、単一免疫化後１週間で採取し、細胞をインビトロで１６時
間の間、追加のペプチド、免疫化のために使用した変異ペプチド、または対応する野生型
ペプチドなしで刺激した。ＣＤ８＋細胞を活性化（ＣＤ４４＋）およびエフェクタ機能（
細胞内ＩＦＮγ＋）について分析した。（ＦＡＣＳ分析の詳細に関する材料および方法を
参照されたい）。免疫－反応性の全ての可能なパターンを観察した（図３Ａ）：免疫応答
なし（１２／１８）、変異ペプチド特異的、すなわち腫瘍特異的免疫応答（５／１８）、
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および変異ペプチドと対応する野生型ペプチドの間の交差反応性応答（１／１８）。結局
、インシリコで同定された、ネオエピトープ候補の６／１８または３３％が実際に、機能
的エフェクタＴ細胞をインビボで惹起した。ＩＦＮγエリスポットアッセイにより分析す
ると、３つの追加のネオエピトープが免疫原性を示し、合計、９／１８または５０％とな
った。
【０１０５】
　５００ｎＭまたはそれより良好なＫｄ－結合親和性を有する１０のペプチドのうち、５
または５０％を、実験的に免疫原性であると決定した。１００ｎＭまたはそれより良好な
Ｋｄ－結合親和性を有する７のペプチドのうち、４または５７％が免疫原性であった。５
００ｎＭまたはそれより悪いＫｄ－結合親和性を有する１つのペプチドのみが免疫原性で
あった。
【０１０６】
　ＷＴペプチドの免疫原性の欠如．ネオエピトープの免疫原性について試験したが、それ
らのＷＴ対応物も同様に試験した（図３Ｂ）。驚いたことに、変異ネオエピトープと同様
に（図３Ａ）、免疫－反応性の全ての可能なパターンを観察した（図３Ｂ）：免疫応答な
し（１１／１８）、ＷＴペプチド特異的免疫応答（５／１８）、および変異ペプチドと対
応する野生型ペプチドの間の交差反応性応答（２／１８）。結局、インシリコで同定され
たネオエピトープ候補のＷＴ対応物の７／１８または３９％が機能的エフェクタＴ細胞を
インビボで惹起した（Ａｌｍｓ１．１、Ａｌｍｓ１．２、Ａｂｒ、Ｃｃｄｃ８５ｃ、Ｆａ
ｒｓｂ、Ｍａｐｋ１．２、Ｕｆｓｐ２、表５を参照されたい）。
【０１０７】
　これは、Ｔ細胞レパートリのスカルプティングにおける負の選択の強い役割を考慮する
と、依然として驚いたことに大部分の自己反応性ペプチドである。免疫原性であるＷＴペ
プチドが、エクスビボアッセイでは免疫原性を示しているが、機能的に寛容化されている
可能性を試験した。理論に固執しないが、ごく一部の低親和性自己反応性Ｔ細胞が負の選
択を免れた場合、それらは依然として自己ペプチドによる免疫化での程度までクローン的
に拡張され得るが、そのような拡張は、自己限定的であることを証明するであろうことを
仮定した。よって、ナイーブマウスを、ペプチドで免疫化し、続いて２回目の免疫化を実
施し、ナイーブマウス、１回免疫化マウス、および２回免疫化マウスにおける応答を比較
した。卵白アルブミン由来Ｋｂ－結合エピトープＳＩＩＮＦＥＫＬ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：１）を陽性対照として使用し、実際、抗ＳＩＩＮＦＥＫＬ　ＣＤ８応答の大きさは２回
目の免疫化により増幅された（図３Ｃ）。この同じ現象を、変異ネオエピトープＴｎｐｏ
３で観察した。しかしながら、試験された４／４ＷＴペプチドによる２回目の免疫化は、
応答の増幅を惹起しなかった。実際に、２回目の免疫化後に検出された応答は、最初の免
疫化後の応答と比べて、著しく減少された。このストリンジェントな判断基準により、１
つのＷＴペプチドも、免疫原性であると観察されなかった。
【０１０８】
　最強Ｋｄ－結合ネオエピトープの免疫防御活性の欠如．１８のネオエピトープ全て（表
５）を、それらのＣＭＳ５またはＭｅｔｈ　Ａの腫瘍拒絶を惹起する能力について試験し
た。ＢＡＬＢ／ｃマウスを、個々のペプチドで免疫化し、適切な腫瘍で、最終免疫化の１
週間後にチャレンジした。いずれのペプチドも腫瘍拒絶を惹起しなかった（図４Ａ）。興
味深いことに、我々により同定されたネオエピトープの１つ、Ｍａｐｋ１（表４において
Ｍａｐｋ１．１、１．２および１．３として列挙される）はまた、ＣＭＳ５肉腫において
、腫瘍拒絶抗原として先行技術により同定された。それによる免疫化は、原論文で惹起し
なかったのと全く同じように、我々の方法では腫瘍拒絶を惹起しない。原論文の著者は、
「ＩＬ－１２治療は、この系において抗腫瘍免疫を示すためには必須であり、というのも
、外因性ＩＬ－１２なしで、９ｍでパルス処理された脾臓細胞を用いてワクチン接種され
たマウスはＣＭＳ５チャレンジに対する抵抗性を示さなかった」ことを指摘した。これは
我々のパイプラインの意図的でない妥当性確認となり、また、非常にストリンジェントな
腫瘍拒絶アッセイを我々の分析で使用したという事実を強調する。
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【０１０９】
　差分アグレトープ性（Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ａｇｒｅｔｏｐｉｃｉｔｙ）．上記
結果から、ＮｅｔＭＨＣスコアは免疫原性または腫瘍拒絶の有益な予測因子ではないこと
が明らかである。表５におけるデータの徹底的な検査により根底にある可能性が示唆され
る：各エントリに対し、ネオ抗原およびそのＷＴ対応物はどちらも高親和性ペプチド結合
の同様のＮｅｔＭＨＣスコア特性を有する。その上、実験ＩＣ５０値を調べると、ＣＭＳ
５の４／７ＷＴペプチドおよびＭｅｔｈ　Ａの７／１１ＷＴペプチドは、変異ペプチドよ
りもＫｄに対し強い親和性を有する。よって、変異がＴＣＲ接触またはＫｄ結合溝におけ
るペプチドの構造特性を変化させない限り、ネオエピトープに対し潜在的に反応性である
Ｔ細胞は、中心的に除去され、または末梢的に寛容化され得る。
【０１１０】
　そのため、我々は新しいアルゴリズムを作成し、この場合、予測された変異エピトープ
の未変異対応物のＮｅｔＭＨＣスコアを、変異エピトープの対応するＮｅｔＭＨＣスコア
からそれらを減算することにより、考慮した。我々は、エピトープのこの新しい特性を差
分アグレトープ指数（ＤＡＩ）と呼び、我々は、ネオエピトープのペプチド－結合決定因
子がそれらのＷＴ対応物のものとは異なる程度を反映すると予想する。ウイルスまたは他
の明確に非自己のエピトープの免疫原性に対する規則の捜査において、そのようなパラメ
ータは必要ではなく、可能でもなく、そのため、決して求められてもこなかった。推定エ
ピトープを、ＤＡＩに基づいてランク付けした（表６）。両方の腫瘍に対するこのＤＡＩ
－ランク付けリストの再考により、不思議なことに、この新しいランク付けにおけるネオ
エピトープはすべて、位置２またはＣ末端で２つの主アンカ残基の１つで変異されている
ことが示される（我々は、両方のアンカ残基の変化を有するネオエピトープを同定しなか
った）。構造分析から収集したＫｄ優先度と一致して、これらの変異はすべて、位置２で
のアスパラギン酸→チロシン、またはＣ末端でのプロリン／アルギニン→ロイシンを含む
。ＤＡＩは、この結果のために作成したものではなかったが、これは、後の判断では、完
全に合理的な結果となっている。
【０１１１】
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【０１１２】
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【表８】

【０１１３】
　ＣＭＳ５の上位ＤＡＩ－ランク２０のエピトープおよびＭｅｔｈ　Ａの２８のエピトー
プを腫瘍拒絶アッセイにおいて試験した。結果（図４Ｂ）により、６／２０または３０％
のＣＭＳ５エピトープおよび４／２８または１４％のＭｅｔｈ　Ａエピトープが、統計的
に有意な腫瘍防御免疫原性を示したことが示される。６つのＣＭＳ５ネオエピトープは、
それらが致死的腫瘍チャレンジからほぼ完全または完全な防御を惹起したという点で特に
印象的である。図４Ｃは、表６からの２つの防御および１つの非防御ＣＭＳ５エピトープ
の代表的な腫瘍拒絶曲線を示す。対応するＷＴペプチドは腫瘍拒絶を媒介しなかった。（
Ｍｅｔｈ　ＡネオエピトープＴｎｐｏ３により惹起された腫瘍拒絶に関する詳細なデータ
を図８に示す）。抗腫瘍防御免疫を予測する際の、片側フィッシャ直接確率法を使用する
、ＮｅｔＭＨＣ単独対ＤＡＩアルゴリズムの統計学的比較は、ＤＡＩがずっと優れている
ことを示す（それぞれ、ＮｅｔＭＨＣおよびＤＡＩについて０／１８対１０／４８、片側
フィッシャ直接確率法ｐ＝０．０３１）。
【０１１４】
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　ＤＡＩアルゴリズムでは、最高ＮｅｔＭＨＣまたはＭＨＣ－結合スコアを頼りにするよ
りも、ずっと豊富な腫瘍防御エピトープの収集が得られたが、ＤＡＩにより同定されたほ
とんどのエピトープは依然として、腫瘍防御を惹起することができない。さらに、腫瘍増
殖からの防御を惹起する、ＤＡＩ－ランク付けされたネオエピトープ（表５）は、ＤＡＩ
では必ずしも最高ランクではない。明らかに、推定エピトープの他の特性（考察を参照さ
れたい）が個々のネオエピトープの腫瘍拒絶活性に寄与している。その不完全性にもかか
わらず、ＤＡＩは腫瘍防御免疫原性の統計的に有意な、新規予測因子となり、より重要な
ことには、インビボでの、抗腫瘍免疫原性に対する他の可能性のある判断基準の精査を可
能にする。
【０１１５】
　ＤＡＩアルゴリズムはまた、基本的有意性の新しいパラドックスを明らかにする。ＣＭ
Ｓ５に対する防御を惹起する６つのネオエピトープは全て６．８と１．２の間のＮｅｔＭ
ＨＣスコアを有し、これらは８．７２、Ｋｄに対する弱いバインダについてのＰＷＭペプ
チド結合スコア閾値より十分低い（ＮｅｔＭＨＣ３．０）。その観察と一致して、Ｋｄへ
の結合に対するそれらの測定されたＩＣ５０値は＞７０，０００ｎＭである（Ｓｌｉｔ３
（これについては、ＩＣ５０はおよそ５０，０００ｎＭである）を除く全てに対し）。こ
の観察は驚くべきである。というのも、エピトープは典型的には、＜１００ｎＭ、または
少なくとも＜５００ｎＭのＩＣ５０値を有する場合、良好なＭＨＣ　Ｉ－バインダである
と考えられるからである。ＣＭＳ５ネオエピトープのＩＣ５０値は非常に高い（すなわち
、それらのＫｄへの結合は非常に低い）ので、これらのネオエピトープは、単にそれらの
Ｋｄ－結合特性に基づいては、エピトープである好適な候補とは決して考えられない。同
様にＭｅｔｈ　Ａでは、腫瘍免疫を惹起する４つのネオエピトープは全て、Ｋｄに対して
弱いバインダの８．７２閾値より低いＮｅｔＭＨＣを有し、４つのＭｅｔｈ　Ａネオエピ
トープのうちの２つのみの測定されたＫｄ－結合親和性が＜１００ｎＭである。これらの
ネオエピトープが別のアレル、ＤｄまたはＬｄに結合し得る可能性を探索するために、６
つのＣＭＳ５に対し腫瘍防御を惹起するネオエピトープを、直接ペプチド－結合研究によ
り、これらの２つのアレルへの結合について試験し、いずれのペプチドも有意な結合を示
さなかった（未公表データ）。というのも、＜５００ｎＭであるＭＨＣ　Ｉ結合に対する
要求がそのように定着しているからである。腫瘍チャレンジからの防御の惹起において強
力であるとして同定されるペプチドが（図６Ｂ、Ｃ）、非免疫学的手段により、そうする
ことができる可能性を調査した。
【０１１６】
　腫瘍防御のＣＤ８依存性．ＣＭＳ５の６つのネオエピトープのうちの５つ（Ａｌｋｂｈ
６．２、Ｓｌｉｔ３、Ａｔｘｎ１０．１、Ａｔｘｎ１０．２およびｃｄｃ１３６）により
免疫化したマウスを、免疫原性について試験した。表６に示されるように、Ａｌｋｂｈ６
．２、Ｓｌｉｔ３およびＡｔｘｎ１０．１は、細胞内サイトカインアッセイにより検出不
能であったが、エリスポットアッセイよってのみ検出可能であった穏やかなＣＤ８　Ｔ細
胞応答を惹起し（図５Ａ）、一方、Ａｔｘｎ１０．２およびｃｄｃ１３６は検出可能な応
答を全く惹起しなかった。免疫化マウスはエフェクタ相のみ（すなわち、免疫化後である
が、腫瘍チャレンジ前）でＣＤ８またはＣＤ４細胞が枯渇し、これを、図４のようにＣＭ
Ｓ５細胞でチャレンジした。結果（図５Ｂ）から、ナイーブマウスと比べて、各変異ペプ
チドは強力な腫瘍拒絶を惹起したことが示される。ＣＤ８細胞のＷＴ枯渇は、各ペプチド
の腫瘍拒絶能力を完全に抑制した。ＣＤ４細胞の枯渇はそのような効果を有さなかった。
これらのデータから、腫瘍拒絶を惹起するＣＭＳ５ネオエピトープは、特異的ＣＤ８＋Ｔ
細胞の惹起によりそうするのであり、非免疫学的手段によってではないことが示される。
しかしながら、データは、ＣＤ４＋Ｔ細胞は腫瘍拒絶において役割を果たしていないこと
を暗示せず、腫瘍拒絶の動力学の検査は、ＣＤ４＋細胞がない場合、腫瘍は実際、免疫化
マウスのほとんど全てにおいて増殖し始めるが、７－１０日までに退縮し始めることを示
す。
【０１１７】
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　免疫原性の指標としての立体構造安定性．それらの制限アレルに対する低い予測され、
測定された親和性を有するネオエピトープのＣＤ８－依存性により、我々は、免疫原性の
他の決定因子を求めることとなった。ＤＡＩアルゴリズムは主アンカ位置で、ペプチド－
ＭＨＣ結合親和性を改変する変異を選択するが、変異が、上記のように、結合溝における
ペプチドの構造特性を変化させない限り、潜在的に応答性のＴ細胞が中心的にまたは末梢
的に寛容化され得る。研究により、アンカ改変は、ＭＨＣ結合ペプチドに対してある範囲
の効果を有することができることが示され、場合によっては明らかな影響を有さず、他の
場合には、構造および運動特性における変化が引き起こされる。
【０１１８】
　アンカ改変の結果を調べるために、計算的モデリングを使用して、Ｋｄに結合された変
異およびＷＴペプチドの対の構造特性を調べた。ＨＬＡ－Ａ＊０２０１に結合されたペプ
チドの構造をモデリングするために最近使用されるアプローチを、ウイルスペプチド／Ｈ
－２Ｋｄ複合体の結晶学的構造を鋳型として使用して改変させた。材料および方法で記載
されるように、ワークフローは、ホモロジモデリング、シミュレーティド・アニーリング
、および構造特性を予測するための分子動力学シミュレーションを含んだ。ＭＨＣ　Ｉタ
ンパク質におけるペプチドバックボーンの立体構造はペプチド長と共にかなり変動するの
で、モデリングは、鋳型構造におけるペプチドの長さに合わせて、表６における九量体の
対に制限された。この制限は、我々のモデリング分析における、表６におけるより免疫原
性で防御性のネオエピトープのいくつかの非含有へとつながり、単にそれらは８または１
０量体であり、９量体ではないという理由である。モデリング手順を、ＨＬＡ－Ａ＊０２
０１からＨ－２Ｋｄにどれだけうまく移すことができるか確認するために、モデリング手
順を免疫優性および高免疫原性ＨＢＶコアペプチドのＫｄとの複合体、結晶学的構造が当
技術分野で知られている複合体に適用した。
【０１１９】
　変異ペプチドとＷＴペプチド間の構造的差異を同定した。各場合において、Ｈ－２Ｋｄ

に結合された変異およびＷＴ　ペプチドの予測される立体構造の間には差が存在した。全
ての場合において、これらの差は、変異の部位から伝播した（図６Ａで示される例）。こ
れらの観察は驚くべきではなく、というのも、変異は全てかなり劇的であったからであり
、クラスＩ　ＭＨＣ提示ペプチドアンカ残基での保存的変異であっても、下流立体構造に
影響を与え得る。
【０１２０】
　しかしながら、Ｔ細胞受容体は、ペプチド立体構造の変化に感受性が高い可能性がある
が、ペプチド免疫原性（陽性エリスポットまたはＩＣＳ結果を有する、または腫瘍拒絶に
導くものとして規定される）は、各ペプチド対の全ての共通原子を重ね合わせた時にオン
グストロームの平均二乗偏差（ＲＭＳＤ）として表される構造的差異の大きさと相関しな
かった（図６Ｂ）。しかしながら、モデリングデータをより厳密に調べると、不完全では
あるが、立体構造安定性との相関が明らかになった。１４の場合のうち１０において、変
異ペプチドはよりリジッドであり、モデリングの分子動力学相中により少ない立体構造が
サンプリングされ、各ペプチドの９個全てのα炭素の平均の二乗平均平方根ゆらぎ（ＲＭ
ＳＦ）として表された（図６Ｃ－Ｄおよび図７）。変異ペプチドがよりリジッドであった
１０の例のうち、これらのうちの８が、陽性ＩＣＳまたはエリスポット結果を有した。Ｗ
Ｔペプチドがよりリジッドであった４つの例のうち、１つでは陽性の免疫学的転帰が得ら
れなかった。結局、より大きな構造安定性は、１４のうちの９、または九量体の、高ＤＡ
Ｉランクネオエピトープの６５％で免疫原性の予測因子となった。
【０１２１】
　しかし、場合によっては、変異ペプチドとＷＴペプチドの間のゆらぎ差は非常に小さか
った（例えば、Ｃｋａｐ５、Ｄｈｘ８．３、およびＺｆｐ２３６．２は差£±０．０３Å
を有する）。これにより、我々は、平均ＲＭＳＦの予測ツールとしての忠実度に疑問を持
った。全てのペプチドについてデータをより厳密に調べると、我々は、ペプチドＣ末端に
おける、特にＷＴペプチドにおける高い構造不安定性に対する傾向を観察した（図６Ｃお
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よび図７）。前の研究により、弱い結合ペプチドは、ＭＨＣ　Ｉタンパク質からＣ末端で
脱離および解離できることが示されており、これらの場合、高い構造不安定性は少なくと
も部分的なペプチド解離を反映することが示唆される。しかしながら、変異ペプチドのい
くつかもまた、Ｃ末端で高い不安定性を有した。中でも注目すべきことに、免疫学的応答
を惹起することができなかった３つ全ての変異ペプチドは高いＣ末端不安定性を有した。
これを定量化するために、我々は、全ての変異ペプチドに対して平均Ｃ末端ＲＭＳＦを計
算した。非免疫原性ペプチドのＣ末端ＲＭＳＦは全てこの平均値を超えた（図６Ｅ）。１
４の免疫原性ペプチドうちの３つのみが、平均を超えるＣ末端ＲＭＳＦ値を有した（Ｓｔ
ａｕ１．４、Ｄｈｘ８．３、およびＴｐｓｔ２．２）。よって、Ｃ末端不安定性の有無は
、１４のうちの１１、または九量体高ＤＡＩランクネオエピトープの７９％で免疫学的転
帰の予測因子となった。（我々は、免疫原性ウイルスペプチドから予測されるように、Ｈ
ＢＶ対照ペプチドはＫｄ結合溝でかなり安定であり、１．０Åの平均ＲＭＳＤおよび０．
５７Åの平均Ｃ末端ＲＭＳＦを有したことに注目する）。
【０１２２】
　ネオエピトープの自然提示．エピトープｓｙＭＬＱＡＬＣＩ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２
）（野生型ＬＤＭＬＱＡＬＣＩ、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３８）、変異Ｔｒａｎｓｐｏｒ
ｔｉｎ３（Ｔｎｐｏ３）由来エピトープ、Ｍｅｔｈ　Ａの最高ランク（ＤＡＩによる）エ
ピトープ（表６）の腫瘍防御免疫原性をより詳細に調査した。Ｔｎｐｏ３は、核内移行受
容体であり、これまで報告されたいずれの腫瘍型に対してもドライバタンパク質ではない
。変異Ｔｎｐｏ３エピトープは、変異Ｔｎｐｏ３－免疫化マウスの、エクスビボではＷＴ
ペプチドでなく変異ペプチドに対する、またはインビトロでの刺激後での、強い腫瘍特異
的ＣＤ８＋、ＣＤ４４＋、ＩＦＮγ＋応答を示す能力により示されるように、厳密に腫瘍
特異的なＣＤ８＋免疫応答を惹起することが示された（図８Ａ）。Ｔｎｐｏ３特異的免疫
応答もまた、エクスビボで、細胞のＴｎｐｏ３特異的四量体による染色で検出可能であっ
た（図８Ｂ）。反対に、Ｍｅｔｈ　Ａ細胞により免疫化されたマウスから単離されたＣＤ
８＋ＣＤ４４＋ＩＦＮγ＋細胞は、変異Ｔｎｐｏ３でパルス処理された細胞を認識するが
、無関係のＫｄ結合ペプチドＰｒｐｆ３１によりエクスビボでパルス処理された細胞、な
らびにインビトロでの刺激後は認識しない（図８Ｃ）。おもしろいことに、担Ｍｅｔｈ　
Ａ腫瘍マウス（接種後第２１日）は、腫瘍－流入領域ＬＮにおいて、２つのＫｄ－結合ペ
プチドを認識する低頻度のＴ細胞（Ｔｎｐｏ３およびＮｆｋｂ１、四量体染色により測定
）を有する（図８Ｄ）。これらの観察から、変異Ｔｎｐｏ３ペプチドは、Ｍｅｔｈ　Ａ細
胞により自然に提示され、また、それに対する免疫応答は、全腫瘍細胞による免疫化で、
ならびに担腫瘍マウスにおいて惹起されることが確認される。Ｍｅｔｈ　ＡからのＭＨＣ
　Ｉ溶離ペプチドの質量分光分析によりこの変異ペプチドを同定する試みは成功しなかっ
たが、おそらく、質量分析と比べてＴ細胞アッセイの感度がより高いためであった。構造
モデリングは、変異Ｔｎｐｏ３ペプチドは、ペプチドの中心を横切って、実質的により安
定であることを予測する（図６）。
【０１２３】
　免疫モジュレータによるネオエピトープの腫瘍防御性の増強．変異ネオエピトープによ
る免疫化の組み合わせをＭｅｔｈ　ＡネオエピトープＴｎｐｏ３を用いて試験した。この
ネオエピトープは単独療法において中程度にしか腫瘍防御性ではなく、よって、併用療法
による増強された効果の試験にあたってより広いダイナミックレンジが可能となる。変異
Ｔｎｐｏ３による免疫化のＣＤ２５に対するアンタゴニスト抗体（制御性Ｔ細胞を標的に
することが示されている）との組み合わせは相乗作用を示し、抗ＣＤ２５単独は、全ての
マウスにおいて完全退縮を示し（ｐ＝０．００８）、Ｔｎｐｏ３単独もまた、著しい防御
を惹起した（ｐ＝０．０３）。組み合わせは、いずれの作用物質単独よりも、より著しい
防御を示し（ｐ＝０．０１６、図８Ｅ、左パネル）：腫瘍は、最終的には両方の群におけ
る全てのマウスにおいて退縮したが、腫瘍退縮の動力学は、組み合わせ群において著しく
より急であった。同様の結果が抗ＣＴＬＡ４抗体（Ｔ細胞をチェックポイント遮断から開
放する）でも得られた。各作用物質は単独で、統計的に有意な防御を惹起し、組み合わせ
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著しくより有効であった（図８Ｅ、右パネル）。単一の腫瘍のみが抗ＣＴＬＡ４抗体群で
退縮し、腫瘍は、Ｔｎｐｏ３単独群では退縮せず（が、腫瘍増殖は非常に著しく妨害され
た）、組み合わせ群は、２つの腫瘍の完全退縮、ならびに２つの追加の腫瘍において退縮
に向かう持続した傾向を示した。
【０１２４】
　「１つの（ａ、ａｎ）」または「その（ｔｈｅ）」という用語および同様の指示対象の
使用は（とりわけ下記特許請求の範囲との関連で）、本明細書で別記されない限り、また
は文脈により明確に否定されない限り、単数形および複数形の両方を包含すると解釈され
るべきものである。第１、第２などという用語は、本明細書では、いずれの順番を示すこ
とも意味しておらず、単に便宜上、複数の、例えば層を示すものである。「含む（ｃｏｍ
ｐｒｉｓｉｎｇ）」、「有する（ｈａｖｉｎｇ）」、「包含する（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）
」、および「含有する（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」という用語は、別記されない限り、オ
ープンエンドの用語（すなわち、「含むが、限定はされない」を意味する）として解釈さ
れるべきである。値の範囲の記載は、本明細書で別記されない限り、当該範囲に属する個
々の値をそれぞれ挙げることの簡略な方法としての役を果たすことを意図されているにす
ぎず、個々の値は、それが個々に本明細書で列挙されたかのように、本明細書に組み込ま
れる。全ての範囲の端点は、当該範囲に含まれ、独立して組み合わせ可能である。本明細
書に記載される全ての方法は、本明細書において別記されない限り、または別に文脈によ
り明確に反対されない限り、好適な順序で実施することができる。任意および全ての例、
または例示的な用語（例えば「～などの」）の使用は、本発明をより良く説明することを
意図するものにすぎず、別段の定めのない限りは、発明の範囲に制限を加えるものではな
い。明細書に含まれるいかなる用語も、本明細書において用いられる場合、任意の請求さ
れていない要素が本発明の実施に必須であることを示していると解釈されるべきものでは
ない。
【０１２５】
　本発明について、好ましい実施形態を参照して説明してきたが、当業者であれば、本発
明の範囲から逸脱することなく、種々の変更がなされ得、それらの要素に代えて等価物が
代用され得ることが理解されるであろう。加えて、その必須の範囲から逸脱することなく
、特定の状況または材料を本発明の教示に適合させるために多くの改変が可能である。し
たがって、本発明は、この発明を実施するために企図される最良の形態として開示された
特定の実施形態には限定されず、本発明は、添付の特許請求の範囲に属する全ての実施形
態を含むことが意図される。
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