
(57)【要約】
　本発明は、 MUC-1発現腫瘍の治療および予防のための核酸ワクチン接種プロトコルにお
いて有用な、新規核酸構築物に関する。特に該構築物は、典型的にはヒト型結核菌 (Mycob
acterium tuberculosis)由来である熱ショックタンパク質遺伝子 HSP70と MUC-1またはその
誘導体との融合体を含む。本発明はさらに、該構築物およびタンパク質を含む医薬組成物
、特に粒子媒介送達に適した医薬組成物、それらを製造するための方法、ならびにそれら
の医療における使用、特に MUC-1発現腫瘍の治療における使用を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 MUC-1発 現 腫 瘍 を 認 識 し う る 免 疫 応 答 を in vivoで 惹 起 し う る MUC-1タ ン パ ク 質 ま た は そ
の 誘 導 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で あ っ て 、 該 核 酸 が 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片
を さ ら に コ ー ド す る 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が マ イ コ バ ク テ リ ウ ム (Mycobacterium)由 来 の も の で あ る 、
請 求 項 １ 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が HSP70で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 15個 未 満 の 完 全 反 復 配 列 単 位 を 持 つ 請 求 項 １ 記 載 の MUC-1誘 導 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子
。
【 請 求 項 ５ 】
　 完 全 反 復 配 列 を 持 た な い 、 請 求 項 ４ 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 く 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 以 下 の 群 ： FLSFHISNL、 NSSLEDPSTDYYQELQRDISEお よ び NLTISDVSVか ら の 配 列 を １ つ 以 上
コ ー ド す る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 T-ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 異 種 配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 で あ っ て 、 該 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ
ン パ ク 質 が そ の C末 端 に MUC-1成 分 を 有 す る 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 で あ っ て 、 該 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ
ン パ ク 質 が そ の N末 端 に MUC-1成 分 を 有 す る 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 コ ド ン 使 用 パ タ ー ン が 、 高 発 現 ヒ ト 遺 伝 子 の コ ド ン の 偏 り に よ り 近 づ く よ う に 変 更 さ れ
て い る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 DNA分 子 で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の DNA分 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ～ １ ２ い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 ま た は 請 求 項 １ ３ 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は 請
求 項 １ ４ 記 載 の プ ラ ス ミ ド お よ び 製 薬 上 許 容 し う る 賦 形 剤 、 希 釈 剤 ま た は 担 体 を 含 む 医 薬
組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 担 体 が 微 粒 子 で あ る 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 微 粒 子 が 金 で あ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ５ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 医 療 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 、 請 求 項 １ ３ 記 載
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の タ ン パ ク 質 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の プ ラ ス ミ ド 、 ま た は 請 求 項 １ ５ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に
記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 MUC-1発 現 腫 瘍 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 品 の 調 製 に お け る 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 ま た は 請 求 項 １ ３ 記 載 の タ ン パ ク ま た は 請 求 項 １ ４ 記 載 の プ ラ ス
ミ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 安 全 か つ 有 効 な 量 の 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の
タ ン パ ク 質 、 ま た は 請 求 項 １ ４ 記 載 の プ ラ ス ミ ド を 投 与 す る こ と を 含 む 、 腫 瘍 を 治 療 ま た
は 予 防 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 MUC-1発 現 腫 瘍 の 治 療 お よ び 予 防 の た め の 核 酸 ワ ク チ ン 接 種 プ ロ ト コ ル に お
い て 有 用 な 、 新 規 核 酸 構 築 物 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は さ ら に 、 か か る 構 築 物 に よ り コ ー
ド さ れ る 新 規 タ ン パ ク 質 に 関 係 す る 。 特 に 該 構 築 物 は 、 典 型 的 に は ヒ ト 型 結 核 菌 (Mycobac
terium tuberculosis)由 来 で あ る 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 遺 伝 子 HSP70と MUC-1ま た は そ の 誘
導 体 と の 融 合 体 を 含 む 。 本 発 明 は さ ら に 、 該 構 築 物 お よ び タ ン パ ク 質 を 含 む 医 薬 組 成 物 、
特 に 粒 子 媒 介 送 達 (particle mediated delivery)に 適 し た 医 薬 組 成 物 、 そ れ ら を 製 造 す る
た め の 方 法 、 な ら び に そ れ ら の 医 療 、 特 に MUC-1発 現 腫 瘍 の 治 療 に お け る 使 用 を 提 供 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 上 皮 細 胞 ム チ ン MUC-1(エ ピ シ ア リ ン ま た は 多 型 上 皮 ム チ ン 、 す な わ ち PEMと し て も 知 ら
れ て い る )は 、 多 く の 上 皮 細 胞 上 で 発 現 さ れ る 高 分 子 量 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 該 タ ン パ ク
質 は 、 細 胞 質 尾 部 、 膜 貫 通 ド メ イ ン 、 な ら び に プ ロ リ ン 、 セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン 残 基 を
高 い 割 合 で 含 む 20ア ミ ノ 酸 の モ チ ー フ (本 明 細 書 中 で は VNTRモ ノ マ ー と 呼 ぶ が 、 VNTRエ ピ
ト ー プ ま た は VNTR反 復 配 列 と し て も 知 ら れ て い る )の 可 変 数 の 縦 列 反 復 配 列 で 構 成 さ れ て
い る 。 そ の 反 復 配 列 の 数 は 、 MUC-1遺 伝 子 座 に お け る 遺 伝 的 多 型 に よ っ て 変 動 す る が 、 30
～ 100の 範 囲 内 に あ る こ と が 最 も 多 い (Swallowら 、 1987, Nature 328:82-84)。 正 常 な 管 上
皮 で は 、 MUC-1タ ン パ ク 質 は 、 導 管 腔 に 曝 さ れ て い る こ の 細 胞 の 先 端 表 面 上 に の み 見 出 さ
れ る (Grahamら 、 1996, Cancer Immunol Immunother 42:71-80; Barratt-Boyesら 、 1996, 
Cancer Immunol Immunother 43:142-151)。 MUC-1分 子 の 最 も 顕 著 な 特 徴 の 1つ は 、 そ の 広
範 な O結 合 型 グ リ コ シ ル 化 で あ る 。 各 MUC-1 VNTRモ ノ マ ー 内 に 、 利 用 可 能 な O結 合 型 グ リ コ
シ ル 化 部 位 が 5箇 所 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 VNTRは 、 典 型 的 す な わ ち 完 全 な 反 復 配 列 、 お よ び 完 全 な 反 復 配 列 に そ の 20個 の ア ミ ノ 酸
中 に 2～ 3箇 所 の 違 い を 含 む わ ず か な 変 更 を 有 す る 不 完 全 な (非 典 型 的 )反 復 配 列 と し て 特 徴
付 け る こ と が で き る 。 以 下 は 完 全 な 反 復 配 列 の 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 下 線 を 引 い た ア ミ ノ 酸 は 、 そ の 下 に 示 す ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 不 完 全 反 復 配 列 は 、 前 記 共 通 配 列 に 対 し て 異 な る ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る も の の 、 ア ミ ノ
酸 レ ベ ル で 55～ 90％ の 同 一 性 を 示 す 。 置 換 部 位 に 下 線 を 引 い た 4つ の 不 完 全 反 復 配 列 を 以
下 に 示 す 。 　
APDTRPAPGSTAPPAHGVTS - 完 全 反 復 配 列
AP T PA GS A VTS - 不 完 全 反 復 配 列 1
P TRPA GST PPAH VTS - 不 完 全 反 復 配 列 2
APD PAPGSTAPPAHGVTS - 不 完 全 反 復 配 列 3
APD RPA GSTAPP H VTS - 不 完 全 反 復 配 列 4
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 野 生 型 の 不 完 全 反 復 配 列 － Muc-1は 、 完 全 反 復 配 列 領 域 に 隣 接 し て い る 。 こ れ ら の 上 皮
細 胞 の 悪 性 形 質 転 換 に よ り 生 じ る 悪 性 癌 腫 で は 、 幾 つ か の 変 化 が MUC-1の 発 現 に 影 響 を 及
ぼ す 。 タ ン パ ク 質 の 極 性 発 現 が 失 わ れ て お り 、 該 タ ン パ ク 質 は 形 質 転 換 細 胞 の 表 面 全 体 に
わ た っ て 見 出 さ れ る 。 MUC-1の 総 量 も 増 加 し 、 し ば し ば 10倍 以 上 に な る (Strous ＆  Dekker
, 1992, Crit Rev Biochem Mol Biol 27:57-92)。 最 も 注 目 す べ き は 、 O結 合 型 糖 鎖 の 量 お
よ び 質 が 著 し く 変 化 す る と い う こ と で あ る 。 グ リ コ シ ル 化 さ れ る セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン
残 基 が 減 る 。 見 出 さ れ る そ れ ら の 糖 鎖 は 異 常 に 短 く な っ て お り 、 こ れ が 腫 瘍 関 連 糖 鎖 抗 原
STnを 生 み 出 す (Lloydら 、 1996, J Biol Chem, 271:33325-33334)。 こ れ ら の グ リ コ シ ル 化
変 化 の 結 果 と し て 、 予 め 糖 鎖 に よ り 選 別 し て お い た MUC-1ペ プ チ ド 鎖 上 の 種 々 の エ ピ ト ー
プ が 利 用 可 能 と な る 。 こ の よ う に 利 用 可 能 と な る あ る エ ピ ト ー プ は 、 各 々 20個 の ア ミ ノ 酸
か ら な る VNTR完 全 モ ノ マ ー 中 に 存 在 す る 配 列 APDTR(Ala 8～ Arg 12)に よ っ て 形 成 さ れ て い
る (Burchellら 、 1989, Int J Cancer 44:691-696)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 MUC-1に お け る こ れ ら の 変 化 が 、 腫 瘍 上 に 発 現 さ れ た 前 記 形 態 の MUC-1に 対 す る 免 疫 系 を
活 性 化 し う る ワ ク チ ン が 上 皮 細 胞 性 腫 瘍 、 さ ら に は MUC-1が 見 出 さ れ る 他 の 細 胞 型 (例 え ば
、 T細 胞 リ ン パ 球 )に 対 し て 有 効 で あ り う る こ と を 意 味 す る こ と は 明 ら か で あ る 。 異 常 タ ン
パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 死 滅 さ せ る た め に 免 疫 系 で 利 用 さ れ る 主 な エ フ ェ ク タ ー 機 構 の う
ち の 1つ は 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 免 疫 応 答 (CTL’ s)で あ り 、 こ の 応 答 は 、 抗 体 応 答 と 同 様 に
、 腫 瘍 を 治 療 す る た め の ワ ク チ ン に お い て 望 ま し い 。 優 れ た ワ ク チ ン は 、 免 疫 応 答 の 全 て
の 系 統 を 活 性 化 す る 。 し か し 、 Theratopeま た は BLP25(Biomira Inc, Edmonton, Canada)
な ど の 現 在 の 糖 鎖 ワ ク チ ン お よ び ペ プ チ ド ワ ク チ ン は 免 疫 応 答 の 1系 統 (そ れ ぞ れ 体 液 性 お
よ び 細 胞 性 応 答 )を 優 先 的 に 活 性 化 す る の で 、 よ り バ ラ ン ス の と れ た 応 答 を 引 き 出 す た め
に よ り 優 れ た ワ ク チ ン の 設 計 が 望 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 核 酸 ワ ク チ ン は 、 そ れ ら を 大 量 に 製 造 す る こ と が 容 易 で あ る と い う 点 で 、 従 来 の タ ン パ
ク 質 ワ ク チ ン 接 種 に 比 べ て 数 多 く の 利 点 を 持 つ 。 少 量 投 与 し た だ け で も そ れ ら が 強 い 免 疫
応 答 を 誘 導 す る こ と が 報 告 さ れ て お り 、 ま た そ れ ら は 抗 体 応 答 だ け で な く 細 胞 傷 害 性 Tリ
ン パ 球 免 疫 応 答 も 誘 導 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 (HSP)は 、 よ り 一 般 的 に は ス ト レ ス タ ン パ ク 質 と し て 知 ら れ る タ
ン パ ク 質 群 の メ ン バ ー で あ り 、 細 胞 の 生 存 に 不 可 欠 な 多 く の 機 能 を 持 っ て い る 。 そ れ ら は
、 多 様 な タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る そ れ ら の 能 力 を 介 し て 、 生 得 的 お よ び
適 応 的 免 疫 応 答 の 両 方 に 関 与 す る 。 HSPは 広 く 保 存 さ れ て お り 、 原 生 動 物 で あ る 熱 帯 熱 マ
ラ リ ア 原 虫 (Plasmodium falciparum)、 大 腸 菌 (E.coli)な ど の 細 菌 、 マ イ コ バ ク テ リ ア (My
cobacteria)お よ び 高 等 生 物 と い っ た 多 様 な 生 物 中 に 存 在 し て い る 。 細 菌 で は 、 主 な ス ト
レ ス タ ン パ ク 質 は HSP60お よ び HSP70で あ り 、 こ れ ら は ス ト レ ス を 受 け た 細 胞 中 に 非 常 に 高
濃 度 で (最 高 で 25％ ま で )蓄 積 さ れ る が 、 通 常 の 環 境 で は 細 胞 タ ン パ ク 質 の 5％ 未 満 を 占 め
る 。 HSPは 10種 の フ ァ ミ リ ー の う ち の 1つ に 分 類 す る こ と が 可 能 で あ り 、 各 フ ァ ミ リ ー は 1
～ 5個 の ご く 近 縁 な メ ン バ ー で 構 成 さ れ て い る (詳 し い 総 説 に つ い て は 、 Srivastava, Natu
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re Reviews Immunology (2002) 2:185-194を 参 照 さ れ た い )。 主 な HSPフ ァ ミ リ ー の 一 部 と
し て は 、 HSP60群 (HSP60、 HSP65、 GROEL)、 HSP70群 (DNAK/HSP70、 HSP72/73/110、 GRP78/17
0)、 HSP90群 (gp96、 HSP86、 HTPG、 HSC84)お よ び 低 分 子 量 HSP群 (HSP10/16/20/25/26/27、 G
ROES、 α ク リ ス タ リ ン )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 米 国 特 許 第 6,335, 183号 に は 、 細 菌 の ス ト レ ス タ ン パ ク 質 を 利 用 す る こ と に よ り 個 々 の
免 疫 応 答 を モ ジ ュ レ ー ト す る 方 法 が 開 示 さ れ て い る 。 か か る ス ト レ ス タ ン パ ク 質 と HIV ga
gと を 含 む 融 合 組 成 物 に つ い て 言 及 さ れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 6,335, 183号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Grahamら 、 1996, Cancer Immunol Immunother 42:71-80
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Barratt-Boyesら 、 1996, Cancer Immunol Immunother 43:142-151
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Strous ＆  Dekker, 1992, Crit Rev Biochem Mol Biol 27:57-92
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Lloydら 、 1996, J Biol Chem, 271:33325-33334
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Burchellら 、 1989, Int J Cancer 44:691-696
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 は 、 MUC-1発 現 腫 瘍 を 認 識 し う る 免 疫 応 答 を in vivoで 惹 起 し う る MUC-1タ ン パ ク
質 ま た は 誘 導 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で あ っ て 、 該 分 子 が MUC-1成 分 に 対 す る 免 疫 応 答 を
修 飾 し う る 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 (HSP)ま た は そ の 断 片 を さ ら に コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 提
供 す る 。 該 断 片 が HSPの ATPア ー ゼ ド メ イ ン 由 来 の ド メ イ ン IIを 含 有 し て い る こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 1つ の 実 施 形 態 で は 、 核 酸 は 、 反 復 配 列 (完 全 お よ び 不 完 全 な も の )単 位 を 欠 い た 上 記 MUC
-1誘 導 体 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 あ る 代 替 実 施 形 態 で は 、 核 酸 配 列 は 完 全 反 復 配 列 の み を 欠 く 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は
、 核 酸 構 築 物 は 1～ 15個 の 完 全 反 復 配 列 、 好 ま し く は 7個 の 完 全 反 復 配 列 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 で は 、 MUC-1誘 導 体 は 、 野 生 型 MUC-1の コ ド ン を 改 変 し た も の で あ
っ て も よ い 。 特 に 、 よ り 好 適 な 実 施 形 態 の 非 完 全 反 復 配 列 領 域 は 、 非 完 全 反 復 配 列 領 域 に
対 し て 少 な く と も 0.65％ で あ り か つ 80％ 未 満 の 同 一 性 を 示 す RSCU(同 義 コ ド ン 相 対 使 用 頻
度 ま た は コ ー ド 指 数 (Codin Index： CI)を 持 つ 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 か か る 構 築 物 は 、 MUC-1発 現 腫 瘍 細 胞 を 認 識 す る 細 胞 性 応 答 お よ び 抗 体 応 答 の 両 方 を 惹
起 す る こ と が で き る 。 HSPに 融 合 す る こ と で 、 MUC-1に 対 す る 免 疫 応 答 の 動 態 お よ び 機 能 性
が 改 善 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 前 記 構 築 物 に は 、 低 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 な ど の 変 更 さ れ た 反 復 配 列 (VNTR単 位 )を さ ら に
含 有 さ せ る こ と が で き る 。 組 込 み う る 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ と し て は 、 細 菌 の タ ン パ ク 質
お よ び 毒 素 な ら び に ウ イ ル ス 供 給 源 な ど に 由 来 す る T-ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ 、 例 え ば ジ フ テ
リ ア (Diphtheria)ま た は 破 傷 風 (Tetanus)由 来 の T-ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ 、 例 え ば P2お よ び P
30、 ま た は B型 肝 炎 抗 原 由 来 の エ ピ ト ー プ が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら を 本 発 明 の MUC-1構 築 物 の
内 部 ま た は 一 方 の 末 端 に 組 み 込 ん で も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 は 、 典 型 的 に は 細 菌 性 で あ り 、 典 型 的 に は 大 腸 菌 (E.coli)ま た は
マ イ コ バ ク テ リ ウ ム (Mycobacterium)の タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は HSP70、 よ り 好 ま し く は ヒ
ト 型 結 核 菌 (Mycobacterium tuberculosis)由 来 の HSP70で あ る 。 HSP70群 の メ ン バ ー と し て
は 、 DNAK.HSP70、 HSP72/73/110、 GRP78/170が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 で 使 用 す る こ と が 意 図
さ れ る 他 の HSPタ ン パ ク 質 と し て は 、 HSP60群 (HSP60、 HSP65 GROEL)、 HSP90群 お よ び 小 HSP
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群 か ら の も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 で は 、 核 酸 配 列 は プ ラ ス ミ ド 形 態 の DNA配 列 で あ る 。 好 ま し く は
、 該 プ ラ ス ミ ド は ス ー パ ー コ イ ル 状 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 新 規 で あ り 、 か つ 本 発 明
の 1態 様 を 成 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 で は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 し た 核 酸 配 列 ま た は タ ン パ ク 質 と 製 薬 上
許 容 し う る 賦 形 剤 、 希 釈 剤 ま た は 担 体 と を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 好 ま し く は 、 核 酸 投 与 の 場 合 、 前 記 担 体 は 金 ビ ー ズ で あ り 、 ま た 前 記 医 薬 組 成 物 は 粒 子
媒 介 薬 物 送 達 に よ る 送 達 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 医 療 に 使 用 す る た め の 医 薬 組 成 物 お よ び 核 酸 構 築
物 を 提 供 す る 。 特 に 、 MUC-1発 現 腫 瘍 の 治 療 ま た は 予 防 に 使 用 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に
お け る 、 本 発 明 の 核 酸 構 築 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 安 全 か つ 有 効 な 量 の 本 明 細 書 中 に 記 載 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 組 成 物
を 投 与 す る こ と に よ り MUC-1発 現 腫 瘍 、 特 に 乳 癌 、 肺 癌 (特 に 非 小 細 胞 肺 癌 )、 前 立 腺 癌 、
胃 癌 お よ び 他 の GI(消 化 器 )癌 に 罹 患 し て い る か ま た は 罹 患 し や す い 患 者 を 治 療 す る 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 構 築 物 、 プ ラ ス ミ ド ま た は タ ン パ ク
質 を 製 薬 上 許 容 し う る 賦 形 剤 、 希 釈 剤 ま た は 担 体 と 混 合 す る こ と に よ り 本 明 細 書 中 に 記 載
の 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 は 、 MUC-1発 現 腫 瘍 を 認 識 し う る MUC-1タ ン パ ク 質 ま た は そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る
核 酸 分 子 で あ っ て 、 そ の 配 列 が MUC-1成 分 に 対 す る 免 疫 応 答 を 改 変 し う る 熱 シ ョ ッ ク タ ン
パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を さ ら に コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 好 ま し く は 、 そ の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 は 、 マ イ コ バ ク テ リ ウ ム (Mycobacterium)、 典
型 的 に は ヒ ト 型 結 核 菌 (Mycobacterium tuberculosis)に 由 来 す る HSP、 よ り 典 型 的 に は ヒ
ト 型 結 核 菌 (Mycobacterium tuberculosis)の HSP70で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 HSP70を MUC-1分 子 の い ず れ の 末 端 に 融 合 し て も よ い が 、 MUC-1成 分 が C末 端 側 に あ る 方 が
こ の タ ン パ ク 質 が よ り 安 定 す る の で 好 ま し い 。 そ の 構 築 物 が MUC-1シ グ ナ ル 配 列 を 含 む の
で あ れ ば 、 こ れ を HSPの N末 端 に 配 置 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 MUC-1成 分 は 全 長 野 生 型 遺 伝 子 を 含 ん で い て も よ い が 、 15VNTR単 位 未 満 の 短 い 誘 導 体 を
使 用 す る 方 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 野 生 型 MUC-1分 子 は シ グ ナ ル 配 列 、 リ ー ダ ー 配 列 、 不 完 全 ま た は 非 典 型 的 VNTR、 完 全 VNT
R領 域 、 追 加 の 非 典 型 的 VNTR、 非 VNTR細 胞 外 ド メ イ ン 、 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ
イ ン を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 非 VNTR細 胞 外 ド メ イ ン は 、 VNTRの 5'側 に あ る 約 80個 の ア ミ ノ 酸 と VNTRの 3'側 に あ る 190
～ 200個 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。 本 発 明 の 構 築 物 は い ず れ も 、 こ の 領 域 に 由 来 す る 少 な く と も 1
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つ の エ ピ ト ー プ を 含 む 。 1つ の エ ピ ト ー プ は 、 典 型 的 に は 少 な く と も 7個 の ア ミ ノ 酸 か ら 形
成 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 構 築 物 は 、 非 VNTR細 胞 外 ド メ イ ン に 由 来 す る 少 な く と も 1つ
の エ ピ ト ー プ を 含 む 。 好 ま し く は 実 質 的 に 全 て 、 ま た は よ り 好 ま し く は 全 て の 非 VNTRド メ
イ ン が 含 ま れ る 。 構 築 物 が 、 次 の 配 列 ： FLSFHISNL、 NSSLEDPSTDYYQELQRDISE、 ま た は NLTI
SDVSVに よ り 構 成 さ れ る エ ピ ト ー プ を 含 有 す る こ と が 特 に 好 ま し い 。 2つ 、 好 ま し く は 3つ
全 て の エ ピ ト ー プ 配 列 を 構 築 物 中 に 組 み 入 れ る こ と が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 前 記 構 築 物 は N末 端 リ ー ダ ー 配 列 を 含 む 。 シ グ ナ ル 配 列 、 膜 貫 通
ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン は 、 全 て 別 々 に 存 在 ま た は 欠 失 し て い て も よ い 。 存 在 す る
の で あ れ ば 、 こ れ ら の 領 域 は 全 て 改 変 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 好 適 な 構 築 物 は 、
1) HSP70 - MUC-1 (す な わ ち 、 完 全 反 復 配 列 を 含 ま な い 全 長 MUC-1)
2) HSP70 - MUC-1 Δ ss (1と 同 様 で あ る が 、 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 く )
3) HSP70 - MUC-1 Δ TM Δ CYT (1と 同 様 で あ る が 、 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン
を 欠 く )
4) HSP70 - MUC-1 Δ ss Δ TM Δ CYT (3と 同 様 で あ る が 、 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 く )
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 同 様 に 好 適 な の は 、 上 記 1～ 4と 等 価 で あ る が 不 完 全 MUC-1反 復 配 列 単 位 を 欠 く 構 築 物 で
あ る 。 か か る 構 築 物 を HSP-gutted-MUC-1と 呼 ぶ 。  
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 を 変 更 す る こ と に よ り 1つ 以 上 の 不 完 全 VNTR単 位
を 変 異 さ せ て 、 グ リ コ シ ル 化 が 生 じ る 可 能 性 を 低 く す る 。 こ の 変 異 は 、 好 ま し く は 置 換 で
あ る が 、 挿 入 ま た は 欠 失 で あ っ て も よ い 。 典 型 的 に は 、 少 な く と も 1つ の ト レ オ ニ ン ま た
は セ リ ン を バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ま た は ト
リ プ ト フ ァ ン で 置 換 す る 。 従 っ て 、 少 な く と も 1つ 、 好 ま し く は 2つ ま た は 3つ 以 上 を 上 記
ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 他 の 好 適 な 構 築 物 は 、 上 記 構 築 物 と 等 価 で あ る が 、 1～ 15個 、 好 ま し く は 2～ 8個 、 最 も
好 ま し く は 7個 の VNTR(完 全 )反 復 配 列 単 位 を 含 む 構 築 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 前 記 の gutted MUC-1核 酸 に 、 そ の リ ー ダ ー 配 列 と 細 胞 外 ド メ イ
ン と の 接 合 部 位 に て 制 限 部 位 を 与 え る 。 典 型 的 に は 、 こ の 制 限 部 位 は NheI部 位 で あ る 。 こ
れ を ク ロ ー ニ ン グ 部 位 と し て 利 用 す る こ と に よ り 、 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 (す な わ
ち 、 VNTR領 域 を 変 異 さ せ て O-グ リ コ シ ル 化 部 位 を 除 去 し た も の )を 含 む 他 の ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 配 列 、 あ る い は 破 傷 風 毒 素 由 来 の P2も し く は P30な ど の T-ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ ま
た は 野 生 型 VNTR単 位 を コ ー ド す る 異 種 配 列 を 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 DNA暗 号 に は 4種 の 文 字 (A、 T、 Cお よ び G)が あ り 、 こ れ ら を 用 い て ア ミ ノ 酸 を 表 す 3文 字
の 「 コ ド ン 」 を 綴 る 。 す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 は 生 物 の 遺 伝 子 中 に 暗 号 化 さ れ て い る 。 直 鎖
状 の コ ド ン 配 列 は 、 そ の DNA分 子 に 沿 っ て 、 そ れ ら の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク
質 中 の 直 鎖 状 の ア ミ ノ 酸 配 列 へ と 翻 訳 さ れ る 。 暗 号 は 高 度 に 縮 重 し て い て 、 61種 の コ ド ン
が 20種 の 天 然 ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し 、 ま た 3種 の コ ド ン が 「 終 結 」 シ グ ナ ル を 表 し て い る 。
従 っ て 、 大 部 分 の ア ミ ノ 酸 は 2種 以 上 の コ ド ン に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。 現 に 、 幾 つ か
の ア ミ ノ 酸 は 4種 以 上 の 異 な る コ ド ン に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 所 与 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る た め に 2種 以 上 の コ ド ン を 利 用 し う る 場 合 、 生 物 の コ ド ン
使 用 パ タ ー ン は 極 め て 非 無 作 為 的 で あ る 。 異 な る 種 は そ れ ら の コ ド ン 選 択 時 に 異 な る 偏 り
を 示 し 、 さ ら に は 単 一 種 に お い て も 、 高 お よ び 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ る 遺 伝 子 間 で は コ ド ン
の 利 用 状 況 が 明 ら か に 異 な る 場 合 が あ る 。 こ の 偏 り は ウ イ ル ス 、 植 物 、 細 菌 お よ び 哺 乳 動
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物 の 細 胞 で 異 な っ て お り 、 一 部 の 種 は 他 の 種 と 比 べ て 無 作 為 コ ド ン 選 択 と は 言 え な い 程 強
い 偏 り を 示 す 。 例 え ば 、 ヒ ト お よ び 他 の 哺 乳 動 物 は 、 あ る 種 の 細 菌 ま た は ウ イ ル ス ほ ど 強
い 偏 り を 示 さ な い 。 こ の よ う な 理 由 か ら 、 大 腸 菌 (E.coli)で 発 現 さ れ る 哺 乳 動 物 の 遺 伝 子
ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 で 発 現 さ れ る ウ イ ル ス の 遺 伝 子 は 、 効 率 的 な 発 現 に と っ て 不 適 当 な コ
ド ン 分 布 を 持 つ 可 能 性 が 非 常 に 高 い 。 発 現 が 生 じ る は ず の 宿 主 で は 滅 多 に 見 ら れ な い コ ド
ン ク ラ ス タ ー が 異 種 DNA配 列 に 存 在 す る こ と は 、 該 宿 主 に お け る 異 種 発 現 レ ベ ル が 低 い こ
と を 予 め 示 す も の で あ る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 結 論 と し て は 、 特 定 の 原 核 生 物 宿 主 (例 え ば 、 大 腸 菌 (E.coli)も し く は 酵 母 )ま た は 真 核
生 物 宿 主 が 好 む コ ド ン を 、 同 一 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る が 野 生 型 配 列 と は 異 な る よ う に 改
変 す れ ば よ い 。 こ の コ ド ン 改 変 プ ロ セ ス は 、 天 然 配 列 の コ ド ン の 一 部 ま た は 全 部 が 改 変 さ
れ て い る 、 手 作 業 ま た は コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア に よ り 作 成 し た 配 列 を 含 ん で い て も よ
い 。 幾 つ か の 方 法 が 公 開 さ れ て い る (Nakamuraら 、 Nucleic Acids Research 1996, 24:214
-215; 国 際 公 開 第 98/34640号 )。 こ の 発 明 に よ る 1つ の 好 適 な 方 法 は 、 Syngene法 、 す な わ
ち Calcgene法 の 変 法 (R.S.Haleお よ び G Thompson (Protein Expression and Purification
 Vol. 12 pp.185-188 (1998))で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の コ ド ン 改 変 プ ロ セ ス は 、 以 下 ： 1)殆 ど ま た は 余 り 使 用 さ れ な い コ ド ン を よ り 頻 繁 に
使 用 さ れ る コ ド ン と 置 き 換 え る こ と に よ っ て 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 改 善 す る こ と 、 2)制 限 酵
素 部 位 を 除 去 す る か ま た は 含 め る こ と に よ り 下 流 の ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る こ と 、 3)DN
Aベ ク タ ー 中 の 挿 入 配 列 と ゲ ノ ム 配 列 と の 間 で 相 同 的 組 換 え が 生 じ る 可 能 性 を 低 く す る こ
と 、 お よ び 4)ヒ ト に お け る 免 疫 応 答 を 改 善 す る こ と 、 の 利 点 を 一 部 ま た は 全 て 備 え う る 。
都 合 の 良 い こ と に 、 本 発 明 の 配 列 は 、 組 換 え が 生 じ る 可 能 性 は 低 い が 野 生 型 配 列 と 少 な く
と も 同 じ レ ベ ル ま で 発 現 さ れ る 。 コ ド ン 改 変 配 列 を 作 成 す る た め に SynGeneプ ロ グ ラ ム で
使 用 さ れ る ア ル ゴ リ ズ ム の 性 質 に よ り 、 よ く 似 た 役 割 を 果 た す 極 め て 多 く の 異 な る コ ド ン
改 変 配 列 を 作 成 す る こ と が で き る 。 簡 単 に 言 う と 、 統 計 的 手 法 を 用 い て コ ド ン を 割 り 当 て
る こ と に よ り 、 β -ア ク チ ン な ど の 高 発 現 ヒ ト 遺 伝 子 に 本 来 見 ら れ る コ ド ン 頻 度 に 近 い 頻
度 を 持 つ 合 成 遺 伝 子 を 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の コ ド ン 使 用 パ タ ー ン が
、 MUC-1に 典 型 的 な も の か ら 、 標 的 と す る 高 発 現 ヒ ト 遺 伝 子 の コ ド ン の 偏 り に よ り 近 く な
る よ う に 変 更 さ れ て い る 。 「 コ ド ン 使 用 係 数 (codon usage coefficient)」 は 、 所 与 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ド ン パ タ ー ン が 標 的 種 の も の と ど れ 程 よ く 似 て い る か を 示 す 尺 度
で あ る 。 コ ド ン 出 現 頻 度 は 、 多 く の 種 の 高 発 現 遺 伝 子 に 関 す る 文 献 資 料 か ら 導 き 出 す こ と
が で き る (例 え ば 、 Nakamuraら 、 Nucleic Acids Research 1996, 24:214-215を 参 照 さ れ た
い )。 61種 の コ ド ン 各 々 の コ ド ン 出 現 頻 度 (選 択 し た 遺 伝 子 群 の 1000個 の コ ド ン 当 た り に 出
現 す る そ の 出 現 回 数 と し て 表 さ れ る )を 20種 の 天 然 ア ミ ノ 酸 各 々 に 対 し て 標 準 化 す る こ と
に よ り 、 各 ア ミ ノ 酸 に 対 し て 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ る コ ド ン の 値 を 1と し 、 ま た 余 り 一 般 的
で は な い コ ド ン の 頻 度 は 0～ 1と な る よ う に 縮 小 す る 。 こ の よ う に し て 、 標 的 種 の 高 発 現 遺
伝 子 に 対 し て 、 61種 の コ ド ン 各 々 に 1以 下 の 値 を 割 り 当 て る 。 具 体 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に つ い て コ ド ン 使 用 係 数 を 算 出 す る 場 合 は 、 標 的 種 の 高 発 現 遺 伝 子 に 対 し て 、 こ の 具 体 的
な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 各 コ ド ン の 縮 小 値 に 注 目 し 、 こ れ ら の 値 全 て の 幾 何 平 均 を と る (こ
れ ら の 値 の 自 然 対 数 の 合 計 を コ ド ン の 総 数 で 割 っ て 真 数 を と る )。 こ の 係 数 は 0～ 1の 値 を
と り 、 該 係 数 が 大 き い ほ ど 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の よ り 多 く の コ ド ン が 頻 繁 に 使 用 さ れ
て い る こ と に な る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が コ ド ン 使 用 係 数 1を 持 つ 場 合 は 、 そ の 全 て の
コ ド ン が 標 的 種 の 高 発 現 遺 伝 子 に つ い て 「 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ る 」 コ ド ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ド ン 使 用 パ タ ー ン は 、 好 ま し く は 特 定 の ア ミ ノ
酸 に 対 し て 使 用 さ れ る コ ド ン の う ち 10％ に 満 た な い コ ド ン を 除 外 す る 。 同 義 コ ド ン 相 対 使
用 頻 度 (RSCU)値 は 、 観 察 さ れ る コ ド ン の 数 を 、 あ る ア ミ ノ 酸 に 対 し て 全 て の コ ド ン が 同 じ
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頻 度 で 使 用 さ れ る と 考 え た 場 合 に 期 待 さ れ る 数 で 割 っ た も の で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 好 ま し く は 、 標 的 生 物 の 高 発 現 遺 伝 子 に お い て 0.2未 満 の RSCU値 を 示 す コ ド ン
を 含 ま な い 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 高 発 現 ヒ ト 遺 伝 子 に 対 し て 、 通 常 は 0.6よ り
高 く 、 好 ま し く は 0.65よ り 高 く 、 最 も 好 ま し く は 0.7よ り 高 い コ ド ン 使 用 係 数 を 持 つ 。 ヒ
ト の コ ド ン 使 用 頻 度 表 は GenBankで 入 手 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 比 較 す る と 、 高 発 現 β ア ク チ ン 遺 伝 子 は 0.747と い う RSCUを 持 つ 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ホ モ サ ピ エ ン ス の コ ド ン 使 用 頻 度 表 を 以 下 に 示 す ：
ヒ ト (高 発 現 )遺 伝 子 の コ ド ン 使 用 頻 度 1/24/91(human high.cod)
ア ミ ノ 酸 　 コ ド ン 　 　 　 数 　 　 　 　  /1000　 　 　  比 率 　  ..
Gly　 　 　 　 GGG　 　 　 905.00　 　 　  18.76　 　 　 　 0.24
Gly　 　 　 　 GGA　 　 　 525.00　 　 　  10.88　 　 　 　 0.14
Gly　 　 　 　 GGT　 　 　 441.00　 　 　 　 9.14　 　 　 　 0.12
Gly　 　 　 　 GGC　 　  1867.00　 　 　  38.70　 　 　 　 0.50

Glu　 　 　 　 GAG　 　  2420.00　 　 　  50.16　 　 　 　 0.75
Glu　 　 　 　 GAA　 　 　 792.00　 　 　  16.42　 　 　 　 0.25
Asp　 　 　 　 GAT　 　 　 592.00　 　 　  12.27　 　 　 　 0.25
Asp　 　 　 　 GAC　 　  1821.00　 　 　  37.75　 　 　 　 0.75

Val　 　 　 　 GTG　 　  1866.00　 　 　  38.68　 　 　 　 0.64
Val　 　 　 　 GTA　 　 　 134.00　 　 　 　 2.78　 　 　 　 0.05
Val　 　 　 　 GTT　 　 　 198.00　 　 　 　 4.10　 　 　 　 0.07
Val　 　 　 　 GTC　 　 　 728.00　 　 　  15.09　 　 　 　 0.25

Ala　 　 　 　 GCG　 　 　 652.00　 　 　  13.51　 　 　 　 0.17
Ala　 　 　 　 GCA　 　 　 488.00　 　 　  10.12　 　 　 　 0.13
Ala　 　 　 　 GCT　 　 　 654.00　 　 　  13.56　 　 　 　 0.17
Ala　 　 　 　 GCC　 　  2057.00　 　 　  42.64　 　 　 　 0.53

Arg　 　 　 　 AGG　 　 　 512.00　 　 　  10.61　 　 　 　 0.18
Arg　 　 　 　 AGA　 　 　 298.00　 　 　 　 6.18　 　 　 　 0.10
Ser　 　 　 　 AGT　 　 　 354.00　 　 　 　 7.34　 　 　 　 0.10
Ser　 　 　 　 AGC　 　  1171.00　 　 　  24.27　 　 　 　 0.34

Lys　 　 　 　 AAG　 　  2117.00　 　 　  43.88　 　 　 　 0.82
Lys　 　 　 　 AAA　 　 　 471.00　 　 　 　 9.76　 　 　 　 0.18
Asn　 　 　 　 AAT　 　 　 314.00　 　 　 　 6.51　 　 　 　 0.22
Asn　 　 　 　 AAC　 　  1120.00　 　 　  23.22　 　 　 　 0.78

Met　 　 　 　 ATG　 　  1077.00　 　 　  22.32　 　 　 　 1.00
Ile　 　 　 　 ATA　 　 　  88.00　 　 　 　 1.82　 　 　 　 0.05
Ile　 　 　 　 ATT　 　 　 315.00　 　 　 　 6.53　 　 　 　 0.18
Ile　 　 　 　 ATC　 　  1369.00　 　 　  28.38　 　 　 　 0.77

Thr　 　 　 　 ACG　 　 　 405.00　 　 　 　 8.40　 　 　 　 0.15
Thr　 　 　 　 ACA　 　 　 373.00　 　 　 　 7.73　 　 　 　 0.14
Thr　 　 　 　 ACT　 　 　 358.00　 　 　 　 7.42　 　 　 　 0.14
Thr　 　 　 　 ACC　 　  1502.00　 　 　  31.13　 　 　 　 0.57
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Trp　 　 　 　 TGG　 　 　 652.00　 　 　  13.51　 　 　 　 1.00
End　 　 　 　 TGA　 　 　 109.00　 　 　 　 2.26　 　 　 　 0.55
Cys　 　 　 　 TGT　 　 　 325.00　 　 　 　 6.74　 　 　 　 0.32
Cys　 　 　 　 TGC　 　 　 706.00　 　 　  14.63　 　 　 　 0.68

End　 　 　 　 TAG　 　 　  42.00　 　 　 　 0.87　 　 　 　 0.21
End　 　 　 　 TAA　 　 　  46.00　 　 　 　 0.95　 　 　 　 0.23
Tyr　 　 　 　 TAT　 　 　 360.00　 　 　 　 7.46　 　 　 　 0.26
Tyr　 　 　 　 TAC　 　  1042.00　 　 　  21.60　 　 　 　 0.74

Leu　 　 　 　 TTG　 　 　 313.00　 　 　 　 6.49　 　 　 　 0.06
Leu　 　 　 　 TTA　 　 　  76.00　 　 　 　 1.58　 　 　 　 0.02
Phe　 　 　 　 TTT　 　 　 336.00　 　 　 　 6.96　 　 　 　 0.20
Phe　 　 　 　 TTC　 　  1377.00　 　 　  28.54　 　 　 　 0.80

Ser　 　 　 　 TCG　 　 　 325.00　 　 　 　 6.74　 　 　 　 0.09
Ser　 　 　 　 TCA　 　 　 165.00　 　 　 　 3.42　 　 　 　 0.05
Ser　 　 　 　 TCT　 　 　 450.00　 　 　 　 9.33　 　 　 　 0.13
Ser　 　 　 　 TCC　 　 　 958.00　 　 　  19.86　 　 　 　 0.28

Arg　 　 　 　 CGG　 　 　 611.00　 　 　  12.67　 　 　 　 0.21
Arg　 　 　 　 CGA　 　 　 183.00　 　 　 　 3.79　 　 　 　 0.06
Arg　 　 　 　 CGT　 　 　 210.00　 　 　 　 4.35　 　 　 　 0.07
Arg　 　 　 　 CGC　 　  1086.00　 　 　  22.51　 　 　 　 0.37

Gln　 　 　 　 CAG　 　  2020.00　 　 　  41.87　 　 　 　 0.88
Gln　 　 　 　 CAA　 　 　 283.00　 　 　 　 5.87　 　 　 　 0.12
His　 　 　 　 CAT　 　 　 234.00　 　 　 　 4.85　 　 　 　 0.21
His　 　 　 　 CAC　 　 　 870.00　 　 　  18.03　 　 　 　 0.79

Leu　 　 　 　 CTG　 　  2884.00　 　 　  59.78　 　 　 　 0.58
Leu　 　 　 　 CTA　 　 　 166.00　 　 　 　 3.44　 　 　 　 0.03
Leu　 　 　 　 CTT　 　 　 238.00　 　 　 　 4.93　 　 　 　 0.05
Leu　 　 　 　 CTC　 　  1276.00　 　 　  26.45　 　 　 　 0.26

Pro　 　 　 　 CCG　 　 　 482.00　 　 　 　 9.99　 　 　 　 0.17
Pro　 　 　 　 CCA　 　 　 456.00　 　 　 　 9.45　 　 　 　 0.16
Pro　 　 　 　 CCT　 　 　 568.00　 　 　  11.77　 　 　 　 0.19
Pro　 　 　 　 CCC　 　  1410.00　 　 　  29.23　 　 　 　 0.48
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 従 っ て 、 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 改 変 す る こ と に よ り 、 β ア
ク チ ン な ど の 高 発 現 ヒ ト 遺 伝 子 の 使 用 頻 度 に さ ら に 似 せ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 MUC-1成 分 の 非 VNTR単 位 は コ ド ン 改 変 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 VNTR単 位 が 存 在 す る
場 合 、 該 VNTR単 位 は 改 変 さ れ て い て も い な く て も よ い 。 コ ド ン 改 変 配 列 は 、 好 ま し く は そ
の 80％ 未 満 が Muc-1の 対 応 す る 非 VNTR単 位 と 同 一 で あ る 。 HSP成 分 を 改 変 す る こ と も で き る
が 、 そ の 必 要 は 無 い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 士 を 比 較 す る 場 合 、 後 述 す る よ う に 、 最 大 級 の 一 致 が 得 ら れ る
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よ う に ア ラ イ ン メ ン ト し た と き に 2つ の 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 同 一 で あ れ ば 、 そ の 2
つ の 配 列 は 「 同 一 で あ る 」 と い う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 2配 列 間 の 比 較 は 、 典 型 的 に は 、 こ れ ら の 配 列 を 比 較 ウ ィ ン ド ウ の 範 囲 で 比 較 し 、 配 列
類 似 性 を 有 す る 局 所 領 域 を 特 定 か つ 比 較 す る こ と に よ っ て 実 施 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る
「 比 較 ウ ィ ン ド ウ 」 と は 、 少 な く と も 約 20、 通 常 は 30～ 約 75、 40～ 約 50の 連 続 し た 位 置 か
ら な る セ グ メ ン ト を 指 し て お り 、 該 セ グ メ ン ト 内 で 、 あ る 配 列 と 、 同 数 の 連 続 し た 位 置 を
有 す る 参 照 配 列 と が 、 こ れ ら 2配 列 が 最 適 に ア ラ イ ン メ ン ト さ れ て か ら 比 較 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 従 っ て 本 発 明 で は 、 コ ド ン 改 変 さ れ た 非 反 復 領 域 と 非 反 復 領 域 と の 間 の 比 較 の た め の 最
適 な 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 Smithお よ び Waterman (1981) Add. APL. Math 2:482の 局 所
同 一 性 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 Needlemanお よ び Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443の 同
一 性 ア ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 Pearsonお よ び Lipman (1988) Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA 85: 2444の 類 似 性 検 索 法 に よ り 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム (Wisconsin Genetic
sソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ (Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison,
 WI)に 含 ま れ る GAP、 BESTFIT、 BLAST、 FASTA、 お よ び TFASTA)の コ ン ピ ュ ー タ に よ る 実 行
に よ り 、 ま た は 目 視 検 査 に よ り 、 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 配 列 同 一 性 ％ お よ び 配 列 類 似 性 ％ を 決 定 す る の に 適 し た ア ル ゴ リ ズ ム の 好 適 な 1例 は BLA
STお よ び BLAST 2.0ア ル ゴ リ ズ ム で あ り 、 こ れ ら は そ れ ぞ れ Altschulら (1977) Nucl. Acid
s Res. 25:3389-3402お よ び Altschulら (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410に 記 載 さ れ て
い る 。 BLASTお よ び BLAST 2.0を 、 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 記 載 し た パ ラ メ ー タ と 共 に 使 用 す
る こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 同 一 性 ％ を 決 定 す る こ と が で き る 。 BLAS
T解 析 を 実 施 す る た め の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 米 国 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー を 通 じ て
公 的 に 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 か つ そ の
発 現 を 誘 導 し う る 発 現 ベ ク タ ー が 提 供 さ れ る 。 該 ベ ク タ ー は 、 細 菌 、 昆 虫 ま た は 哺 乳 動 物
の 細 胞 、 特 に ヒ ト 細 胞 に お け る 異 種 DNAの 発 現 を 駆 動 す る の に 適 し う る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 本 発 明 に
よ る 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 が 提 供 さ れ る 。 宿 主 細 胞 は 、 細 菌 (例 え ば 大 腸 菌 (E.coli
))、 哺 乳 動 物 (例 え ば ヒ ト )の 細 胞 で あ っ て も よ い し 、 昆 虫 細 胞 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 に
よ る ベ ク タ ー を 含 む 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 in vitroで ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 培 養 細 胞 で あ っ
て も よ い し 、 該 哺 乳 動 物 に 該 ベ ク タ ー を 投 与 す る こ と に よ り in vivoで ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 も ま た 本 発 明 の 一 部 に 含 め る 。 本
発 明 は さ ら に 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 好 ま し
く は 、 該 組 成 物 は DNAベ ク タ ー を 含 む 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 該 組 成 物 は 、 本 明 細 書 中 に
記 載 の MUC-1ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 配 列 で あ る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー
ド す る ベ ク タ ー を 含 む DNAで コ ー テ ィ ン グ し た 、 複 数 の 粒 子 、 好 ま し く は 金 粒 子 を 含 む 。
代 替 実 施 形 態 で は 、 該 組 成 物 は 、 製 薬 上 許 容 し う る 賦 形 剤 お よ び 本 発 明 に よ る DNAベ ク タ
ー を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 あ る い は 、 医 薬 組 成 物 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 お よ び 製 薬 上 許 容 し う る 賦 形 剤 を 含 む 。
該 組 成 物 は さ ら に ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で い て も よ い し 、 ま た は 該 組 成 物 を ア ジ ュ バ ン ト も
し く は 免 疫 刺 激 薬 と と も に 同 時 も し く は 連 続 的 に 投 与 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー ま た は タ ン パ ク 質 を ア ジ ュ バ ン ト ま た は 免 疫
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賦 活 薬 と 共 に 利 用 す る こ と は 、 本 発 明 の 1実 施 形 態 で あ る 。 核 酸 投 与 の 場 合 は 免 疫 賦 活 薬
を 本 発 明 の 核 酸 ベ ク タ ー と 同 時 に 投 与 す る こ と が 好 ま し く 、 ま た 好 適 な 実 施 形 態 で は こ れ
ら を 一 緒 に 製 剤 化 す る 。 か か る 免 疫 賦 活 薬 と し て は (こ の リ ス ト は 決 し て 網 羅 的 な も の で
は な く 、 他 の 薬 剤 を 除 外 す る も の で も な い が )、 イ ミ キ モ ド (imiquimod)[S-26308, R-837]
, (Harrisonら 、 ‘ Reduction of recurrent HSV disease using imiquimod alone or com
bined with a Oligoproteins vaccine’ , Vaccine 19: 1820-1826, (2001))お よ び レ シ キ
モ ド (resiquimod)[S-28463, R-848] (Vasilakosら 、 ‘  Adjuvant activites of immune r
esponse modifier R-848: Comparison with CpG ODN’ , Cellular immunology 204: 64-7
4 (2000).)な ど の 合 成 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン 、 ツ カ レ ソ ー ル (tucaresol)(Rhodes, J.ら 、 ‘  T
herapeutic potentiation of the immune system by costimulatory Schiff-base-formin
g drugs’ , Nature 377: 71-75 (1995))な ど の 抗 原 提 示 細 胞 お よ び T細 胞 表 面 上 に 構 成 的
に 発 現 さ れ る カ ル ボ ニ ル お よ び ア ミ ン の シ ッ フ 塩 基 、 サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン な ら び に
タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド で あ る 共 刺 激 分 子 が 挙 げ ら れ 、 こ れ に は 前 炎 症 性 サ イ ト カ イ
ン (例 え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 特 定 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 、 GM-CSF、 IL-1α 、 IL-1β 、 T
GF-α お よ び TGF-β )、 Th1イ ン デ ュ ー サ ー (例 え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 、 IL-2、 IL-12、 I
L-15、 IL-18お よ び IL-21)、 Th2イ ン デ ュ ー サ ー (例 え ば 、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-10お よ び
IL-13)な ら び に 他 の ケ モ カ イ ン お よ び 共 刺 激 遺 伝 子 (例 え ば 、 MCP-1、 MIP-1α 、 MIP-1β 、
RANTES、 TCA-3、 CD80、 CD86お よ び CD40L)、 他 の 免 疫 刺 激 標 的 化 リ ガ ン ド (例 え ば 、 CTLA-4
お よ び L-セ レ ク チ ン )、 ア ポ ト ー シ ス 刺 激 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド (例 え ば 、 Fas(49))、
合 成 脂 質 ベ ー ス の ア ジ ュ バ ン ト (例 え ば 、 ヴ ァ ク ス フ ェ ク チ ン (vaxfectin)(Reyesら 、 ‘ Va
xfectin enhances antigen specific antibody titres and maintains Th1 type immune 
responses to plasmid DNA immunization’ , Vaccine 19: 3778-3786)、 ス ク ア レ ン 、 α -
ト コ フ ェ ロ ー ル 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 80、 DOPCお よ び コ レ ス テ ロ ー ル )、 内 毒 素 [LPS], Beutle
r, B., ‘ Endotoxin, ‘ Toll-like receptor 4, and the afferent limb of innate immu
nity’ , Current Opinion in Microbiology 3: 23-30 (2000))、 CpGオ リ ゴ -お よ び ジ -ヌ
ク レ オ チ ド (Sato, Y.ら 、 ‘ Immunostimulatory DNA sequences necessary for effective
 intradermal gene immunization’ , Science 273 (5273): 352-354 (1996). Hemmi,H.ら
、 ‘ A Toll-like receptor recognizes bacterial DNA’ , Nature 408: 740-745, (2000)
、 な ら び に Toll受 容 体 を 刺 激 し て Th1-誘 導 サ イ ト カ イ ン を 産 生 さ せ る 他 の 潜 在 リ ガ ン ド (
例 え ば 、 合 成 マ イ コ バ ク テ リ ア リ ポ タ ン パ ク 質 、 マ イ コ バ ク テ リ ア タ ン パ ク 質 p19、 ペ プ
チ ド グ リ カ ン 、 テ イ コ 酸 お よ び リ ピ ド A)が 含 ま れ る 。 コ レ ラ 毒 素 、 大 腸 菌 (E.coli)毒 素 お
よ び そ の 変 異 類 毒 素 な ど の 他 の 細 菌 性 免 疫 賦 活 タ ン パ ク 質 を 利 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 し て Th1優 勢 型 応 答 を 引 き 出 す 特 定 の 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト と し て は
、 例 え ば 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A、 ま た は 好 ま し く は 3-デ -O-ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ
ピ ド Aな ど の リ ピ ド A誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。 MPL(登 録 商 標 )ア ジ ュ バ ン ト は 、 Corixa Corpor
ation(Seattle, WA; 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,436,727号 、 第 4,877,611号 、 第 4,866,034号 お
よ び 第 4,912,094号 を 参 照 さ れ た い )か ら 入 手 で き る 。 CpG含 有 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (そ の Cp
Gジ ヌ ク レ オ チ ド は メ チ ル 化 さ れ て い な い )も ま た 、 Th1優 勢 型 応 答 を 誘 導 す る 。 か か る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 国 際 公 開 第 96/02555号 、 国 際 公 開 第 99/33488号
な ら び に 米 国 特 許 第 6,008,200号 お よ び 第 5,856,462号 に 記 載 さ れ て い る 。 免 疫 賦 活 性 DNA
配 列 も ま た 、 例 え ば 、 Satoら (Science 273:352, 1996)に よ り 記 載 さ れ て い る 。 別 の 好 適
な ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 Quil A、 も し く は QS21お よ び QS7(Aquila Biopharmaceuticals 
Inc., Framingham, MA)な ど の そ の 誘 導 体 、 エ ス シ ン (Escin)、 ジ ギ ト ニ ン 、 ま た は カ ス ミ
ソ ウ 属 (Gypsophila)も し く は キ ノ ア (Chenopodium quinoa)の サ ポ ニ ン と い っ た 、 サ ポ ニ ン
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 MUC-1発 現 腫 瘍 ま た は 転 移 の 治 療 ま た は 予 防 に お け る 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使
用 ま た は 本 発 明 の ベ ク タ ー の 使 用 も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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　 本 発 明 は さ ら に 、 有 効 量 の 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー ま た は 医 薬 組 成 物
を 投 与 す る こ と を 含 む 、 MUC-1発 現 腫 瘍 、 こ れ に 伴 う 何 ら か の 症 状 ま た は 疾 患 (例 え ば 、 転
移 )を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 も 提 供 す る 。 医 薬 組 成 物 の 投 与 は 、 例 え ば 「 一 次 免 疫 － 追
加 免 疫 」 の 治 療 的 ワ ク チ ン 接 種 計 画 に お い て は 、 1回 以 上 の 個 別 投 与 と い う 形 を と る こ と
が で き る 。 あ る 場 合 に は 、 「 一 次 」 ワ ク チ ン 接 種 は 、 好 ま し く は プ ラ ス ミ ド 由 来 の ベ ク タ
ー 中 に 組 み 入 れ た 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 粒 子 媒 介 DNA送 達 に よ る も の で も よ く
、 ま た 「 追 加 免 疫 」 は 同 一 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 投 与 に
よ る も の で あ っ て も 、 ア ジ ュ バ ン ト 中 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 用 い た 追 加 免 疫 に よ る も の
で あ っ て も よ い 。 逆 に 、 一 次 免 疫 が ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は タ ン パ ク 質 製 剤 (典 型 的 に は
、 ア ジ ュ バ ン ト 中 に 製 剤 化 し た タ ン パ ク 質 )に よ る も の で あ り 、 ま た 追 加 免 疫 が 本 発 明 の D
NAワ ク チ ン に よ る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 上 記 の 通 り 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 包 含 す る 。 か
か る 発 現 ベ ク タ ー は 分 子 生 物 学 の 分 野 で 日 常 的 に 構 築 さ れ て お り 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド DN
Aと 、 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め に 必 要 で あ る 場 合 が あ り か つ 正 し い 向 き に 配 置 さ れ る
適 切 な イ ニ シ エ ー タ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び 例 え ば ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ
ナ ル な ど の 他 の エ レ メ ン ト と の 使 用 を 含 み う る 。 他 の 適 切 な ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に は 自 明
で あ ろ う 。 こ の 点 に 関 す る さ ら な る 具 体 例 と し て 、 本 発 明 者 ら は Sambrookら 、 Molecular 
Cloning: a Laboratory Manual. 第 2版 、 CSH Laboratory Press. (1989)を 参 照 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 本 発 明 で の ベ ク タ ー 中 で の 使 用 は 、 宿
主 細 胞 に よ る コ ー ド 配 列 の 発 現 を も た ら し う る 制 御 配 列 に 、 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ て い
る 。 す な わ ち 、 該 ベ ク タ ー は 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 「 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ て い る (ope
rably linked)」 と い う 用 語 は 、 記 載 さ れ た 成 分 同 士 が 、 そ れ ら の 意 図 さ れ た 様 式 で 機 能
す る こ と が 可 能 な 関 係 に あ る 並 置 状 態 を 指 す 。 コ ー ド 配 列 に 「 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ て
い る 」 プ ロ モ ー タ ー な ど の 調 節 配 列 は 、 該 コ ー ド 配 列 の 発 現 が 該 調 節 配 列 に 適 合 す る 条 件
下 で 達 成 さ れ る よ う に 配 置 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 複 製 起 点 、 任 意 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 用 の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ
び 任 意 で 該 プ ロ モ ー タ ー の レ ギ ュ レ ー タ ー を 備 え た 、 プ ラ ス ミ ド 、 人 工 染 色 体 (例 え ば 、 B
AC、 PAC、 YAC)、 ウ イ ル ス ま た は フ ァ ー ジ ベ ク タ ー と す る こ と が で き る 。 該 ベ ク タ ー は 、 1
つ 以 上 の 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 例 え ば 、 細 菌 プ ラ ス ミ ド の 場 合 は ア ン ピ シ リ ン も し く は カ
ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ま た は 真 菌 ベ ク タ ー の 場 合 は 耐 性 遺 伝 子 を 含 有 し て い て も よ い 。
ベ ク タ ー を 、 例 え ば DNAも し く は RNAの 産 生 を 目 的 と し て in vitroで 使 用 し て も よ く 、 ま た
は 例 え ば 該 ベ ク タ ー に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 産 生 を 目 的 と し て 宿 主 細 胞 (例 え ば
、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 )を ト ラ ン ス フ ェ ク ト も し く は 形 質 転 換 す る た め に 使 用 し て も よ い 。
ま た 該 ベ ク タ ー は 、 in vivoで 、 例 え ば DNAワ ク チ ン 接 種 ま た は 遺 伝 子 療 法 の 方 法 で 使 用 す
る の に 適 合 さ せ た も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 プ ロ モ ー タ ー お よ び 他 の 発 現 調 節 シ グ ナ ル は 、 そ の 中 で 発 現 が 予 定 さ れ て い る 宿 主 細 胞
に 適 合 す る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 哺 乳 動 物 の プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 カ
ド ミ ウ ム な ど の 重 金 属 に 応 じ て 誘 導 さ れ う る メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び β -
ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 SV40ラ ー ジ T抗 原 プ ロ モ ー タ ー な ど の ウ イ ル ス プ ロ
モ ー タ ー 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス (CMV)前 初 期 (IE)プ ロ モ ー タ ー 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル
ス LTRプ ロ モ ー タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 ま た は HPVプ ロ モ ー タ ー 、 特 に HPV上
流 調 節 領 域 (URR)を 使 用 し て も よ い 。 こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー は 全 て 十 分 に 記 載 さ れ て お り
、 当 分 野 で は 容 易 に 入 手 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 好 適 な プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト は 、 イ ン ト ロ ン Aを 欠 く が エ キ ソ ン 1を 含 む CMV前 初 期 プ
ロ モ ー タ ー で あ る 。 従 っ て 、 HCMV IE初 期 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ
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チ ド を 含 む ベ ク タ ー が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 適 切 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 具 体 例 と し て は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ワ ク シ ニ
ア ま た は α -ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 な ら び に レ ン チ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ
随 伴 ウ イ ル ス を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の ウ イ ル ス を 利 用 す る 遺 伝 子 導
入 技 術 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 宿 主 ゲ ノ ム 内 に 安 定 に 組 み 込 む こ と が で き る が 、 か か る 組 換 え
は 好 ま し く な い 。 一 方 、 複 製 欠 損 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は エ ピ ソ ー ム の ま ま で あ る た め
、 一 過 性 発 現 が 可 能 と な る 。 昆 虫 細 胞 (例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー )、 ヒ ト 細 胞 ま
た は 細 菌 で 発 現 を 駆 動 し う る ベ ク タ ー を 使 用 し て 、 例 え ば サ ブ ユ ニ ッ ト ・ ワ ク チ ン と し て
、 ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ で 使 用 す る た め の 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ
る HIVタ ン パ ク 質 を 多 量 に 産 生 さ せ て も よ い 。 全 長 ワ ク シ ニ ア 構 築 物 を 作 成 す る た め の こ
れ ま で の 試 み は 失 敗 に 終 わ っ て い る の で 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ウ イ ル ス ワ ク チ ン
に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 弱 毒 化 し た サ ル モ ネ ラ 菌 (Salmonella)ま た は リ ス テ リ ア 菌 (Listeria)な ど の 細 菌 ベ ク タ
ー を 使 用 し て も よ い 。 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 in vitro、 in vivoま た は ex vi
voで 引 き 起 こ す こ と が 可 能 な 発 現 に よ る コ ー ド タ ン パ ク 質 の 産 生 に お い て 有 用 で あ る 。 こ
の た め 、 該 ヌ ク レ オ チ ド を 、 例 え ば 収 率 を 上 げ る た め に 組 換 え タ ン パ ク 質 合 成 に 用 い る こ
と も で き る そ 、 ま た は 実 際 に DNAワ ク チ ン 接 種 技 術 に 利 用 さ れ る 治 療 薬 と し て の そ れ ら 単
独 で の 用 途 を 見 出 す こ と も で き る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド タ ン パ ク 質 の in v
itroま た は ex vivoで の 産 生 に 使 用 す る 場 合 は 、 例 え ば 細 胞 培 養 物 中 の 細 胞 を 改 変 し て 、
発 現 さ せ よ う と す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 さ せ る 。 か か る 細 胞 と し て は 、 一 過 性 の 、 ま
た は 好 ま し く は 安 定 し た 哺 乳 動 物 細 胞 系 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ベ ク タ ー の 挿 入 に よ り 改 変 し う る 細 胞 の 具 体 例 と し て は 、 哺 乳 動 物 の HEK293T、 CHO、 He
La、 293お よ び COS細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 選 択 さ れ る 細 胞 系 は 、 安 定 し て い る だ
け で な く 、 ポ リ ペ プ チ ド の 成 熟 グ リ コ シ ル 化 と 細 胞 表 面 発 現 を も 可 能 と す る 細 胞 系 で あ る
。 発 現 は 、 形 質 転 換 し た 卵 母 細 胞 に お い て 達 成 し て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 (好 ま し く は マ ウ ス )の 細 胞 で 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 発 現 さ
せ て も よ い 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
非 ヒ ト 動 物 は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 哺 乳 動 物 被 験 体 に 有 効 量 の か か る ワ ク チ ン ま た は ワ ク チ ン 組 成 物 を 投
与 す る こ と を 含 む 、 該 哺 乳 動 物 被 験 体 に ワ ク チ ン 接 種 す る 方 法 を 提 供 す る 。 最 も 好 ま し く
は 、 DNAワ ク チ ン 、 ワ ク チ ン 組 成 物 お よ び 免 疫 療 法 薬 に 使 用 す る た め の 発 現 ベ ク タ ー は 、
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 DNAワ ク チ ン は 、 「 裸 の DNA(naked DNA)」 の 形 で 、 例 え ば 、 注 射 器 ま た は 高 圧 噴 流 を 利
用 し て 投 与 さ れ る 液 体 製 剤 と し て 、 ま た は リ ポ ソ ー ム も し く は 刺 激 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン エ ン ハ ン サ ー と 共 に 製 剤 化 し た DNAと し て 、 ま た は 粒 子 媒 介 DNA送 達 (PMDD)に よ り 、 投 与
し て も よ い 。 こ れ ら の 送 達 系 は い ず れ も 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば ウ イ ル
ス ベ ク タ ー 送 達 系 に よ り 哺 乳 動 物 に 導 入 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 筋 内 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 経 路 と い っ た 多 く の 経 路 に よ り 、 ま た
は 粘 膜 経 路 (例 え ば 、 鼻 腔 内 経 路 )を 介 し て 送 達 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 前 記 組 成 物 を 皮 内 に 送 達 す る 。 特 に 、 前 記 組 成 物 を 、 例 え ば Hayn
esら 、 J Biotechnology 44: 37-42 (1996)に 記 載 さ れ て い る よ う な 、 ベ ク タ ー を ビ ー ズ (
例 え ば 、 金 )上 に コ ー テ ィ ン グ し て こ れ を 高 圧 下 で 表 皮 内 に 投 与 す る こ と を 含 む 遺 伝 子 銃 (
特 に 粒 子 衝 撃 )投 与 技 術 に よ り 送 達 す る 。
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【 ０ ０ ７ ０ 】
　 あ る 具 体 例 で は 、 ガ ス 駆 動 式 の 粒 子 加 速 は Powderject Pharmaceuticals PLC (Oxford, 
UK)お よ び Powderject vaccine Inc. (Madison, WI)が 製 造 し た も の の よ う な 装 置 を 用 い て
達 成 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 幾 つ か の 具 体 例 は 米 国 特 許 第 5,846,796号 、 第 6,010,478
号 、 第 5,865,796号 、 第 5,584,807号 お よ び 欧 州 特 許 第 0500 799号 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の
ア プ ロ ー チ は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の 微 粒 子 の 乾 燥 粉 末 製 剤 を 、 手 動 操 作 式 の 装 置 で 発
生 さ せ た ヘ リ ウ ム ガ ス 噴 流 内 で 高 速 に 加 速 さ せ る こ と に よ り 、 該 粒 子 を 目 的 の 標 的 組 織 (
典 型 的 に は 皮 膚 )内 へ と 発 射 す る 無 針 送 達 法 を 提 供 す る 。 粒 子 は 、 好 ま し く は 直 径 が 0.4～
4.0μ m、 よ り 好 ま し く は 0.6～ 2.0μ mの 金 ビ ー ズ で あ り 、 こ れ ら に DNAコ ン ジ ュ ゲ ー ト を コ
ー テ ィ ン グ し て か ら 、 「 遺 伝 子 銃 」 内 に 配 置 す る た め の カ ー ト リ ッ ジ ま た は カ セ ッ ト 内 に
入 れ る 。  
　 関 連 す る 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 組 成 物 の ガ ス 駆 動 式 無 針 注 射 に と っ て 有 用 で あ り う る
他 の 装 置 お よ び 方 法 と し て Bioject, Inc. (Portland, OR)に よ り 提 供 さ れ て い る も の が 挙
げ ら れ 、 そ の 幾 つ か の 具 体 例 が 米 国 特 許 第 4,790,824号 、 第 5,064,413号 、 第 5,312,335号
、 第 5,383,851号 、 第 5,399,163号 、 第 5,520,639号 お よ び 第 5,993,412号 に 記 載 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 核 酸 ワ ク チ ン は 、 極 微 針 (micro needles)を 用 い て 送 達 し て も よ く 、 本 発 明 の 組 成 物 で
コ ー テ ィ ン グ し て も 、 ま た は 貯 蔵 容 器 か ら 該 極 微 針 を 介 し て 送 達 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ベ ク タ ー は 、 予 防 上 ま た は 治 療 上 有
効 と な る よ う な 量 で 投 与 す る 。 投 与 す る 量 は 、 投 与 当 た り 、 一 般 に 1ピ コ グ ラ ム ～ 1ミ リ グ
ラ ム 、 好 ま し く は 、 粒 子 媒 介 送 達 の 場 合 は 1ピ コ グ ラ ム ～ 10マ イ ク ロ グ ラ ム 、 ま た 他 の 経
路 の 場 合 は 10マ イ ク ロ グ ラ ム ～ 1ミ リ グ ラ ム の ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 と す る 。 正 確 な 量 は 、
免 疫 し よ う と す る 患 者 の 体 重 と 投 与 経 路 に よ っ て 大 幅 に 変 動 し う る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 免 疫 原 成 分 は 、 1回 だ け 、 ま た は 約 1
日 ～ 約 18ヶ 月 の 間 隔 で 繰 り 返 し (例 え ば 1～ 7回 、 好 ま し く は 1～ 4回 )、 投 与 す る こ と が で き
る 。 し か し 、 前 記 と 同 様 に 、 こ の 治 療 計 画 は 、 患 者 の 大 き さ 、 治 療 ／ 防 御 し よ う と す る 疾
患 、 投 与 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 量 、 投 与 経 路 、 お よ び 熟 練 医 師 に は 自 明 の 他 の 因 子 に よ
っ て か な り 変 わ る だ ろ う 。 患 者 は 、 該 患 者 の 治 療 計 画 全 体 の 一 環 と し て 、 1つ 以 上 の 他 の
抗 癌 剤 を 投 与 さ れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 裸 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を 患 者 に 導 入 す る た め の 適 切 な 技 術 と し て は 、 適
当 な ビ ヒ ク ル を 用 い た 局 所 投 与 も 挙 げ ら れ る 。 核 酸 を 皮 膚 へ 、 ま た は 例 え ば 鼻 腔 内 、 経 口
、 膣 内 も し く は 直 腸 内 投 与 に よ り 粘 膜 表 面 へ 、 局 所 的 に 投 与 し て も よ い 。 裸 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS)な ど の 製 薬 上 許 容 し う る 賦 形 剤 と
共 に 存 在 さ せ て も よ い 。 DNAの 取 り 込 み は 、 ブ ピ バ カ イ ン な ど の 促 進 剤 を DNA製 剤 と は 別 に
、 ま た は DNA製 剤 中 に 含 め た 形 で 使 用 す る こ と に よ り 、 さ ら に 促 進 し て も よ い 。 核 酸 を レ
シ ピ エ ン ト に 直 接 投 与 す る 他 の 方 法 と し て は 、 超 音 波 、 電 気 刺 激 、 電 気 穿 孔 お よ び 米 国 第
5,697,901号 に 記 載 さ れ て い る マ イ ク ロ シ ー デ ィ ン グ (microseeding)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 核 酸 構 築 物 の 取 り 込 み は 、 幾 つ か の 公 知 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 、 例 え ば ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 剤 の 使 用 を 含 む そ う し た 技 術 に よ っ て 高 め て も よ い 。 こ れ ら の 薬 剤 の 具 体 例 と
し て は 、 カ チ オ ン 剤 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム お よ び DEAE-デ キ ス ト ラ ン な ら び に リ ポ
フ ェ ク タ ン ト (lipofectants)、 例 え ば 、 リ ポ フ ェ ク タ ム (lipofectam)お よ び ト ラ ン ス フ ェ
ク タ ム (transfectam)が 挙 げ ら れ る 。 投 与 す る 核 酸 の 用 量 は 変 更 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 核 酸 配 列 は 、 形 質 転 換 細 胞 を 介 し て 投 与 し て も よ い 。 か か る 細 胞 と し て は 、 被
験 体 か ら 回 収 し た 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 裸 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を か
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か る 細 胞 に in vitroで 導 入 す る こ と が で き る し 、 ま た こ の 形 質 転 換 細 胞 を 後 ほ ど 被 験 体 に
戻 す こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 相 同 組 換 え 事 象 に よ っ て 細 胞 に 既 存 の 核
酸 中 に 組 み 込 ん で も よ い 。 必 要 で あ れ ば 、 形 質 転 換 細 胞 を in vitroで 増 殖 さ せ て も よ い し
、 ま た 得 ら れ た 細 胞 の 1個 以 上 を 本 発 明 に 使 用 し て も よ い 。 細 胞 は 、 公 知 の 外 科 的 ま た は
顕 微 手 術 的 技 術 (例 え ば 、 移 植 、 微 量 注 入 な ど )に よ り 患 者 の 適 当 な 部 位 に 提 供 す る こ と が
で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 次 に 、 下 記 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ っ て 本 発 明 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 下 記 実 験 に よ り 、 ヒ ト 型 結 核 菌 (Mycobacterium tuberculosis)熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 70
(HSP70)を 使 用 し て MUC-1誘 導 体 に 対 す る 細 胞 免 疫 応 答 を 高 め る こ と を 実 証 す る 。 HSP70遺
伝 子 を MUC1の N-ま た は C末 端 に 融 合 さ せ た 一 連 の 構 築 物 を 作 成 し た 。 こ れ ら の 様 々 な 融 合
構 築 物 の 安 定 性 と 免 疫 原 性 の 両 方 に 有 意 な 差 が 見 ら れ た 。 HSP70へ 融 合 す る こ と に よ り 、 M
UC1に 対 す る 免 疫 応 答 の 動 態 お よ び 機 能 性 が 改 善 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

　 出 発 ベ ク タ ー JNW340、 JNW358、 JNW640お よ び JNW656は 、 英 国 特 許 出 願 第 02/12046.47号
に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら 全 て の 構 築 物 間 の 関 係 の 概 略 図 を 補 遺 Cに 示 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ヒ ト 型 結 核 菌 (M. tuberculosis)(MTB)HSP70遺 伝 子 は 、 PCR プ ラ イ マ ー 2039HSP70お よ び
2041HSP70(補 遺 Aを 参 照 さ れ た い )を 使 用 し て 、 CSU93株 (GSK, Stevenage, UK)の ゲ ノ ム DNA
か ら PCR増 幅 し た 。 PCR断 片 を XbaIお よ び XhoIで 制 限 切 断 し 、 ベ ク タ ー pVAC(NheI-XhoIで 制
限 切 断 し て お い た も の )に 連 結 し 、 さ ら に プ ラ イ マ ー  2042HSP70-2059HSP70を 使 用 し て そ
の 配 列 を 確 認 し た 。 こ の 確 認 済 み の 構 築 物 を JNW266と 名 付 け た 。 こ の 構 築 物 は 、 全 長 HSP7
0遺 伝 子 と 併 せ て 、 そ の N末 端 に 融 合 カ セ ッ ト を 挿 入 す る た め の NheI、 EcoRIお よ び AscIク
ロ ー ニ ン グ 部 位 を 含 有 す る (完 全 配 列 に つ い て は 図 1を 参 照 さ れ た い )。 HSP70の 発 現 は 、 一
過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ア ッ セ イ を 利 用 し て in vitroで 確 か め た 。 抗 -HSP70モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で あ る IT41(世 界 保 健 機 関 )を 用 い た 全 細 胞 溶 解 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、
MTB HSP70タ ン パ ク 質 と サ イ ズ が 一 致 す る 、 約 70kDaの シ グ ナ ル バ ン ド の 存 在 が 明 ら か と な
っ た (図 2を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を 含 有 す る 7× VNTR MUC1発 現 カ セ ッ ト お よ び 含 有 し な い 7× VNTR 
MUC1発 現 カ セ ッ ト を XbaI消 化 に よ り プ ラ ス ミ ド JNW640(+シ グ ナ ル ペ プ チ ド )お よ び JNW645(
-シ グ ナ ル ペ プ チ ド )か ら 単 離 し 、 こ れ ら を JNW266の NheI部 位 間 に 連 結 す る こ と に よ っ て 、
プ ラ ス ミ ド JNW661(+シ グ ナ ル ペ プ チ ド )お よ び JNW663(-シ グ ナ ル ペ プ チ ド )を そ れ ぞ れ 作 成
し た 。 FL-MUC1カ セ ッ ト を 同 様 に プ ラ ス ミ ド JNW340(+シ グ ナ ル ペ プ チ ド )か ら 単 離 し 、 こ れ
を JNW266の Nhel部 位 間 に 挿 入 す る こ と に よ っ て プ ラ ス ミ ド JNW381を 作 成 し た 。 MUC1-HSP70
構 築 物 (JNW661お よ び JNW663)の 配 列 を 図 3に 示 す 。 全 構 築 物 の 概 略 図 を 補 遺 Bに 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 JNW661お よ び JNW663の CHO細 胞 へ の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 、 前 記 の MUC1-HS
P70融 合 タ ン パ ク 質 は in vitroで は 不 安 定 で あ る こ と 、 ま た 該 融 合 タ ン パ ク 質 は 2つ の 断 片
に 切 断 さ れ る こ と が 示 さ れ る (図 4Aお よ び 4B)。 MUC1と HSP70断 片 の サ イ ズ は 、 切 断 部 位 が M
UC-1の C末 端 部 分 に 存 在 す る こ と を 示 唆 し て お り 、 ま た こ の こ と は 、 共 翻 訳 性 タ ン パ ク 質
分 解 プ ロ セ シ ン グ (Parryら 、 (2001) Biochem. Biophys. Res. Com. 283: 715-720)を 受 け
る MUC-1中 の 切 断 部 位 に 関 す る 近 年 の 報 告 と 一 致 す る 。
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実 施 例
序 論

材 料 お よ び 方 法
1.　 N-末 端 発 現 カ セ ッ ト 融 合 用 の ヒ ト 型 結 核 菌 (M. tuberculosis)HSP70発 現 ベ ク タ ー の 構
築



【 ０ ０ ８ ３ 】

　 MUC1-HSP70融 合 タ ン パ ク 質 の 安 定 性 を 改 善 す る た め に 、 そ の 2成 分 の 順 番 を 入 れ 替 え た
。 し か し 、 こ れ ら の 構 築 物 で は 、 MUC1を 正 確 な 細 胞 内 プ ロ セ シ ン グ 経 路 に 導 く の に 重 要 な
MUC1の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 が 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 中 心 部 分 に 隠 れ て し ま う 。 こ の 問 題 を
多 少 な り と も 解 決 す る た め に 、 C末 端 MUC1発 現 カ セ ッ ト 融 合 用 の 2つ の 異 な る ベ ク タ ー を 構
築 し た 。 1つ 目 は HSP70と 併 せ て そ の N末 端 に MUC1シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を 含 有 す る が 、 2つ
目 の ベ ク タ ー は 該 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を 持 た な い 。 HSP70の N末 端 に MUC1シ グ ナ ル ペ プ チ
ド 配 列 を 挿 入 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー 2077MUC1お よ び 2078MUC1か ら オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・
リ ン カ ー を 構 築 し 、 こ れ を JNW266の NheI部 位 間 に 連 結 す る こ と に よ り 、 プ ラ ス ミ ド JNW708
を 作 成 し た 。 プ ラ ス ミ ド JNW266お よ び JNW708の HSP70の C末 端 は 、 プ ラ イ マ ー 2075MUC1お よ
び 2076MUC1を 用 い て 該 HSP70の C末 端 を PCR増 幅 す る こ と に よ り 、 MUC1発 現 カ セ ッ ト が 組 み
込 ま れ る よ う に 、 遺 伝 子 工 学 的 に 再 操 作 し た 。 こ の PCR断 片 を BlpIお よ び XhoIで 制 限 切 断
し 、 こ れ を 予 め BlpIお よ び XhoIで 制 限 切 断 し て お い た JNW266お よ び JNW708に 連 結 す る こ と
に よ り 、 プ ラ ス ミ ド JNW716お よ び JNW719を そ れ ぞ れ 作 成 し た (図 6)。 7× VNTR MUC1発 現 カ
セ ッ ト +/-シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 は 、 JNW656(+シ グ ナ ル ペ プ チ ド )お よ び JNW659(-シ グ ナ ル
ペ プ チ ド )か ら XbaI断 片 と し て 単 離 し 、 こ れ を JNW716お よ び JNW719の XbaI部 位 に ク ロ ー ニ
ン グ す る こ と に よ り 、 4つ の 新 規 ベ ク タ ー JNW722、 JNW723、 JNW725お よ び JNW727を 作 成 し
た 。 4つ の ベ ク タ ー は い ず れ も MUC1を HSP70の C末 端 に 持 つ が 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド に 関 し て
は 異 な る 位 置 に 持 つ (補 遺 Bに 示 す )。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 プ ラ ス ミ ド JNW722、 JNW723お よ び JNW727の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 分 析 に よ り 、 そ
れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 が in vitroで 安 定 で あ る こ と を 確 認 し た (図 4Aを 参 照 さ れ た い )。 JN
W725の 発 現 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で は 検 出 さ れ な か っ た 。 CHO細 胞 の 表 面 に お け る MUC1
発 現 (抗 MUC-1抗 体 ATR1で 染 色 し て か ら FACS分 析 に よ り 測 定 し た )と い う 点 で は 、 プ ラ ス ミ
ド JNW722お よ び JNW727が 最 も 高 い 発 現 レ ベ ル を 示 し た の で 、 こ れ ら を in vivo分 析 用 に 選
択 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 ヒ ト cDNA MUC1用 の 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た B16F0(マ ウ ス 転 移 性 黒 色 腫 )は
、 GlaxoWellcome U.S.か ら 入 手 し た 。 細 胞 を 、 10%加 熱 不 活 性 化 ウ シ 胎 仔 血 清 、 2mM L-グ
ル タ ミ ン 、 100U/mL ペ ニ シ リ ン 、 100μ g/mL ス ト レ プ ト マ イ シ ン お よ び 1mg/mLの ネ オ マ イ
シ ン 抗 生 物 質 (G148)を 添 加 し た DMEM中 で 接 着 単 層 と し て 培 養 し た 。 ELISPOTア ッ セ イ に 使
用 す る た め 、 ヴ ェ ル セ ン を 使 用 し て 細 胞 を フ ラ ス コ か ら 取 り 出 し 、 放 射 線 を 照 射 し た (16,
000Rads)。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 プ ラ ス ミ ド DNAを 、 塩 化 カ ル シ ウ ム お よ び ス ペ ル ミ ジ ン を 使 用 し て 2μ m直 径 の 金 ビ ー ズ
上 に 沈 殿 さ せ た 。 こ れ ら の 負 荷 ビ ー ズ を 、 以 前 に 記 載 (Eisenbraumら 、 1993; Pertmerら 、
1996)さ れ た 通 り に テ フ ゼ ル チ ュ ー ブ に コ ー テ ィ ン グ し た 。 Accell遺 伝 子 送 達 系 (PCT国 際
公 開 第 95/19799号 )を 利 用 し て 粒 子 衝 撃 法 を 実 施 し た 。 各 プ ラ ス ミ ド に つ い て 、 雌 の C56Bl
/6マ ウ ス を 、 プ ラ ス ミ ド を 3回 、 0、 21お よ び 42日 目 に 投 与 す る こ と に よ り 免 疫 し た 。 各 投
与 は DNA/金 を 用 い た 2回 の 衝 撃 か ら 成 る も の と し 、 総 投 与 量 に し て 約 4～ 5μ gの プ ラ ス ミ ド
を 与 え た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 0.5× 10 6 ま た は 1.0× 10 6 個 の 腫 瘍 細 胞 を 、 最 後 の 免 疫 処 置 か ら 2週 間 後 に 、 麻 酔 を か け
た 動 物 の 右 側 腹 に 皮 下 注 射 し た 。 腫 瘍 の 増 殖 は 、 週 に 2回 、 ノ ギ ス を 使 用 し て 二 次 元 で 監
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2.　 C末 端 発 現 カ セ ッ ト 融 合 用 の ヒ ト 型 結 核 菌 (M. tuberculosis)HSP70発 現 ベ ク タ ー の 構
築

構 築 物 の 試 験 ： 材 料
3.1　 B16F0お よ び B16F0-MUC1腫 瘍 細 胞

3.2　 皮 膚 の 遺 伝 子 銃 に よ る 免 疫  

3.3　 腫 瘍 細 胞 の 注 射



視 し た 。 腫 瘍 体 積 は 、 (a× b 2 )/2 (aは 最 大 直 径 、 bは 最 小 直 径 を 表 す )と し て 算 出 し た 。 実
験 の エ ン ド ポ イ ン ト (死 亡 )は 、 腫 瘍 の 直 径 が 15mmに 達 し た 時 点 と 定 義 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 脾 臓 を 、 追 加 免 疫 後 7～ 14日 目 の 免 疫 化 動 物 か ら 取 得 し た 。 脾 臓 を ス ラ イ ド ガ ラ ス に 挟
ん で す り 潰 す こ と に よ り 処 理 し 、 細 胞 懸 濁 物 を 作 成 し た 。 赤 血 球 を 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 処 理
に よ り 溶 解 さ せ て か ら 細 胞 片 を 除 去 し 、 脾 細 胞 の 高 純 度 な 懸 濁 物 を 残 し た 。 該 細 胞 を 、 EL
ISPOTア ッ セ イ に 使 用 す る た め の RPMI完 全 培 地 中 に 8× 10 6 /mLの 濃 度 で 再 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 プ レ ー ト を 、 15μ g/mL(PBS中 )の ラ ッ ト 抗 マ ウ ス IFNγ ま た は ラ ッ ト 抗 マ ウ ス IL-2 (Phar
mingen)で コ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー ト を +4℃ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 使 用 前 に 該 プ レ
ー ト を PBSで 3回 洗 浄 し た 。 脾 細 胞 を 該 プ レ ー ト に 4× 10 5 細 胞 /ウ ェ ル で 加 え た 。 ペ プ チ ド S
APDNRPAL (SAP)、 TSAPDNRPA (TSA)お よ び PTTLASHS (PTT)を 、 そ れ ぞ れ 最 終 濃 度 10nM、 1μ
Mお よ び 1μ Mで ア ッ セ イ に 使 用 し た 。 ペ プ チ ド は Genemed Synthesisか ら 入 手 し た 。 放 射 線
を 照 射 し た 腫 瘍 細 胞 B16お よ び B16-MUC1を 、 腫 瘍 細 胞 ： エ フ ェ ク タ ー 比 を 1： 4と し て 使 用
し た 。 ELISPOTア ッ セ イ を 、 IL-2 (10ng/mL)、 IL-7(10ng/mL)の 存 在 下 ま た は サ イ ト カ イ ン
非 存 在 下 で 行 っ た 。 各 ウ ェ ル 中 の 総 量 は 200μ Lで あ っ た 。 ペ プ チ ド で 刺 激 し た 細 胞 を 含 有
す る プ レ ー ト は 加 湿 37℃ イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ま た 刺 激 物 質 と
し て 腫 瘍 細 胞 を 含 有 す る プ レ ー ト は 40時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　

　 細 胞 を 、 水 で 1回 (細 胞 を 確 実 に 溶 解 さ せ る た め に 1分 間 浸 す )、 さ ら に PBSで 3回 洗 浄 す る
こ と に よ り 、 前 記 プ レ ー ト か ら 取 り 出 し た 。 ビ オ チ ン 結 合 ラ ッ ト 抗 マ ウ ス IFNγ ま た は IL-
2 (Phamingen)を 、 PBS中 1μ g/mLで 加 え た 。 プ レ ー ト を 、 振 盪 し な が ら 室 温 で 2時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 プ レ ー ト を PBSで 3回 洗 浄 し て か ら 、 1/1000希 釈 の ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Caltag)を 加 え た 。 PBS中 で 3回 洗 浄 し た 後 、 BCICP基 質 (Bior
ad)と 共 に 15～ 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る と 、 ス ポ ッ ト が 現 れ た 。 基 質 を 水 で 洗 い 流 し 、
プ レ ー ト を 乾 燥 さ せ た 。 Brian Hayes, Asthma Cell Biology unit, GSKに よ り 考 案 さ れ た
画 像 解 析 シ ス テ ム を 使 用 し て ス ポ ッ ト を 数 え た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 刺 激 細 胞 に 3000 radの 放 射 線 を 照 射 し 、 5× 10 6 /mLで 再 懸 濁 し た (刺 激 物 質 は 、 必 要 に 応
じ て ペ プ チ ド パ ル ス 脾 細 胞 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト で あ る )。 刺 激 細 胞 を 、 CTLア ッ セ
イ で 使 用 す る 前 に 、 IL-2 (10ng/mL)の 存 在 下 で 少 な く と も 5～ 7日 間 、 組 織 培 養 フ ラ ス コ ま
た は プ レ ー ト 中 で エ フ ェ ク タ ー 細 胞 (脾 細 胞 )と 共 に 1:4の 比 率 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ペ
プ チ ド を 次 の 濃 度 (SAPは 40nM、 PTTは 4μ Mお よ び TSAは 4μ M)で 加 え た 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 5～ 7日 後 に 前 記 大 量 培 養 物 か ら 回 収 し 、 培 地 で 3回 洗 浄 し 、 RPMI完
全 培 地 中 に 2.5× 10 6 /mLで 再 懸 濁 し た 。 100μ Lの エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 細 胞 密 度 を 下 げ な
が ら U底 プ レ ー ト に 分 注 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 標 的 細 胞 を 完 全 培 地 、 次 い で Hepesバ ッ フ ァ ー 中 で 洗 浄 し 、 氷 冷 標 識 バ ッ フ ァ ー 中 に 1×
10 7 /mLと な る よ う に 再 懸 濁 し た 。 該 細 胞 を 、 頻 繁 に 振 盪 し な が ら 氷 上 で 40分 間 標 識 し た 。
9mLの 氷 冷 修 復 バ ッ フ ァ ー を 細 胞 に 加 え 、 氷 上 で さ ら に 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、
細 胞 を 氷 冷 修 復 バ ッ フ ァ ー で 3回 、 そ の 後 は 冷 た い 培 養 培 地 で 2回 洗 浄 し た 。 該 細 胞 を 最 後
に 加 温 培 養 培 地 中 に 1× 10 7 /mLで 再 懸 濁 し た 。 次 に 、 こ の 標 的 細 胞 に 、 必 要 に 応 じ て 37℃
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3.4　 MUC1遺 伝 子 産 物 に 対 す る T細 胞 応 答 に つ い て の ELISPOTア ッ セ イ
脾 細 胞 の 調 製

ELISPOTア ッ セ イ

ELISPOTア ッ セ イ プ レ ー ト の 現 像  

3.5　 CTLア ッ セ イ
エ フ ェ ク タ ー を 作 成 す る た め の 大 量 培 養

エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 調 製

標 的 細 胞 の ユ ウ ロ ピ ウ ム 標 識  



で 1時 間 、 ペ プ チ ド (SAPは 160nM、 PTTお よ び TSAは 10μ M)を パ ル ス し た 。 使 用 に 先 立 っ て 、
パ ル ス し た 標 的 細 胞 を 加 温 培 養 培 地 で 2回 洗 浄 し 、 加 温 培 養 培 地 中 に 5× 10 4 /mLの 濃 度 で 再
懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 既 に エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 含 有 す る 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 全 ウ ェ ル に 、 100μ Lの 標 的 細 胞 を
加 え た 。 該 プ レ ー ト を 1000rpmで 2分 間 遠 心 し 、 次 い で 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 各 時 点
で 20μ Lを 回 収 し 、 別 の 96ウ ェ ル ELISAプ レ ー ト に 移 し た 。 200μ Lの 増 強 溶 液 を 各 ウ ェ ル に
加 え た 。 プ レ ー ト を 振 盪 機 に 5分 間 載 せ て か ら 、 以 下 の ユ ウ ロ ピ ウ ム ・ プ ロ グ ラ ム を 使 用
し て Wallac Victorで 読 み 取 っ た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
特 異 的 細 胞 傷 害 性 ％ ＝ (試 験 放 出 － 自 然 放 出 )/(最 大 放 出 － 自 然 放 出 )× 100
【 ０ ０ ９ ５ 】

RPMI完 全 培 地 ：
RPMI + 10% FCS + 2mM グ ル タ ミ ン  + 50μ M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
完 全 Hepesバ ッ フ ァ ー (pH 7.4)
50mM HEPES、 83mM NaCl、 5mM KCl、 2mM MgCl 2
ユ ウ ロ ピ ウ ム 標 識 バ ッ フ ァ ー
200mLの Hepes完 全 培 地 に 以 下 を 加 え た も の ： 600mM EuCl 3 、 3mM DTPA、 5mg 硫 酸 デ キ ス ト
ラ ン
修 復 バ ッ フ ァ ー (pH 7.4)
500mLの Hepes完 全 培 地 に 以 下 を 加 え た も の ： 2mM CaCl 2 、 10mM D-グ ル コ ー ス
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 脾 細 胞 を 4× 10 6 /mLで 再 懸 濁 し た 。 ペ プ チ ド を 最 終 濃 度 10μ Mで 加 え 、 IL-2を 最 終 濃 度 10
ng/mLで 加 え た 。 細 胞 を 37℃ で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ブ レ フ ェ ル ジ ン Aを 10μ g/mLで 加
え て か ら 、 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 続 け た 。 細 胞 を FACSバ ッ フ ァ ー (PBS+2.5%FCS+0.1%ア ジ
ド )で 洗 浄 し 、 抗 CD4 Cychromeお よ び 抗 CD8 FITC(Pharmingen)で 染 色 し た 。 細 胞 を 洗 浄 し
、 Caltagの Fix and Permキ ッ ト の 培 地 Aで 15分 間 固 定 し 、 そ の 後 洗 浄 し て か ら 、 Fix and P
ermキ ッ ト の 培 地 B中 に 希 釈 し た 抗 IFNγ PE (Pharmingen)を 加 え た 。 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 後 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 FACSCANを 用 い て 分 析 し た 。 試 料 当 た り 計 500,000個 の 細 胞 を 回 収
し 、 そ の 後 CD4お よ び CD8細 胞 に ゲ ー ト を か け る こ と に よ り 、 各 ペ プ チ ド に 応 答 し て IFNγ
を 分 泌 す る 細 胞 集 団 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 様 々 な DNA構 築 物 か ら の MUC1の 発 現 は 、 プ ラ ス ミ ド の CHO(チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 )
細 胞 へ の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と そ の 後 の 全 細 胞 タ ン パ ク 質 に 対 す る ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト 法 ま た は MUC1を 発 現 し た 細 胞 膜 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ り 分 析 し た 。 一 過
性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ム 試 薬 (Promega)を 使 用 し 、 製 造 業 者 の ガ
イ ド ラ イ ン に 従 っ て 実 施 し た 。 簡 単 に 言 う と 、 24ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に 、 1mL DMEM完
全 培 地 (DMEM、 10% FCS、 2mM L-グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン 100IU/mL、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 10
0μ g/mL)中 ウ ェ ル 当 た り 5× 10 4 個 の CHO細 胞 を 播 き 、 37℃ で 16時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 0
.5μ gの DNAを 25μ Lの 0.3M NaCl (1ウ ェ ル に 十 分 な 量 )に 加 え 、 ま た 2μ Lの ト ラ ン ス フ ェ ク
タ ム を 25μ Lの Milli-Qに 加 え た 。 こ れ ら の DNAお よ び ト ラ ン ス フ ェ ク タ ム 溶 液 を 穏 や か に
混 合 し 、 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 中 に 、 細 胞 を PB
Sで 1回 洗 浄 し 、 150μ Lの 無 血 清 培 地 (DMEM、 2mM L-グ ル タ ミ ン )で 覆 っ た 。 前 記 の DNA-ト ラ
ン ス フ ェ ク タ ム 溶 液 を 細 胞 に 滴 下 し 、 プ レ ー ト を 穏 や か に 振 盪 し 、 37℃ で 4～ 6時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 500μ Lの DMEM完 全 培 地 を 加 え て か ら 、 細 胞 を さ ら に 37℃ で 48～ 72時 間 イ ン
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ア ッ セ イ

試 薬

3.6　 ペ プ チ ド 刺 激 に 応 答 し た T細 胞 か ら の IFNγ 産 生 を 検 出 す る た め の フ ロ ー サ イ ト メ ト
リ ー

3.7　 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ア ッ セ イ



キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 前 記 CHO細 胞 を PBSで 1回 洗 浄 し 、 ヴ ェ ル セ ン (1:5000) 
/0.025%ト リ プ シ ン 溶 液 で 処 理 す る こ と に よ り 、 細 胞 を 懸 濁 液 中 に 移 し た 。 ト リ プ シ ン 処
理 後 、 CHO細 胞 が ペ レ ッ ト 化 し た の で こ れ を FACSバ ッ フ ァ ー (PBS、 4%FCS、 0.01%ア ジ 化 ナ
ト リ ウ ム )中 に 再 懸 濁 し た 。 一 次 抗 体 ATR1を 最 終 濃 度 が 15μ g/mLと な る よ う に 加 え 、 こ の
試 料 を 氷 上 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 対 照 細 胞 は 、 ATR1の 非 存 在 下 で FACSバ ッ フ ァ ー
と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 細 胞 を FACSバ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し 、 10μ Lの 二 次 抗 体 ヤ ギ
抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン FITC結 合 F(ab’ ) 2 (Dako, F0479)を 含 有 す る 100μ Lの FACSバ ッ フ
ァ ー 中 に 再 懸 濁 し て か ら 、 氷 上 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 二 次 抗 体 染 色 後 、 細 胞 を FA
CSバ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 。 FACS分 析 は FACScan (Becton Dickinson)を 使 用 し て 実 施 し
た 。 試 料 当 た り 1000～ 10000個 の 細 胞 を 、 FSC(前 方 光 散 乱 )お よ び SSC(積 分 光 散 乱 )な ら び
に 緑 色 (FL1)蛍 光 (積 分 蛍 光 の 対 数 と し て 表 さ れ る )に つ い て 同 時 に 測 定 し た 。 そ の FCSが 範
囲 外 に あ る 凝 集 体 は 除 外 し て 記 録 を 作 製 し た 。 デ ー タ は 、 蛍 光 強 度 (X軸 )に 対 す る 細 胞 の
数 (Y軸 )と し て プ ロ ッ ト し た ヒ ス ト グ ラ ム で 表 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 前 記 CHO細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 ヴ ェ ル セ ン (1:5000)/0.025
%ト リ プ シ ン 溶 液 で 処 理 す る こ と に よ り 、 細 胞 を 懸 濁 液 中 に 移 し た 。 ト リ プ シ ン 処 理 後 、 C
HO細 胞 が ペ レ ッ ト 化 し た の で こ れ を 50μ Lの PBS中 に 再 懸 濁 し た 。 等 量 の 50mM DTT含 有 2×
ト リ ス -グ リ シ ン SDSサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー (Invitrogen)を 加 え 、 こ の 溶 液 を 95℃ ま で 5分 間
加 熱 し た 。 1～ 20μ Lの 試 料 を 4～ 20%ト リ ス -グ リ シ ン ゲ ル 1.5mm (Invitrogen)上 に 負 荷 し
、 1× ト リ ス -グ リ シ ン バ ッ フ ァ ー (Invitrogen)中 で 定 電 圧 (125V)に て 90分 間 電 気 泳 動 し た
。 予 め 染 色 し て お い た 広 範 囲 マ ー カ ー (New England Biolabs, #P7708S)を 使 用 す る こ と に
よ り 、 試 料 の サ イ ズ を 測 定 し た 。 電 気 泳 動 後 、 該 試 料 を 、 Xcell III Blot Module (Invit
rogen)、 20%メ タ ノ ー ル 含 有 1× ト ラ ン ス フ ァ ー ・ バ ッ フ ァ ー (Invitrogen)お よ び 25Vの 定
電 圧 を 90分 間 使 用 し て 、 予 め メ タ ノ ー ル で 湿 ら せ て お い た Immobilon-P PVDF膜 (Millipore
)に 転 写 し た 。 該 膜 を 、 3％ 乾 燥 脱 脂 乳 (Marvel)を 含 有 す る TBS-Tween (0.05%の Tween 20を
含 有 す る ト リ ス 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 pH 7.4)中 で 一 晩 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 一 次 抗 体 (ATR1)を 1
:100に 希 釈 し 、 前 記 膜 と 共 に 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 TBS-Tween中 で 十 分 に 洗 浄
し た 後 、 二 次 抗 体 (#P0260, Dako)を 3％ 乾 燥 脱 脂 乳 を 含 有 す る TBS-Tween中 に 1:2000に 希 釈
し 、 前 記 膜 と 共 に 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 十 分 に 洗 浄 し た 後 、 該 膜 を Supersign
al West Pico化 学 発 光 基 質 (Pierce)と 共 に 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 過 剰 な 液 体 を 除 去
し 、 該 膜 を 2枚 の 食 品 包 装 用 フ ィ ル ム (cling film)の 間 に 挟 ん で 密 封 し 、 Hyperfilm ECLフ
ィ ル ム (AmershamPharmaciaBiotech)に 1～ 30分 間 露 光 し た 。 結 核 菌 (M. tuberculosis)HSP7
0発 現 を プ ロ ー ビ ン グ す る た め に 、 一 次 抗 体 (IT41、 WHO)を 1:100～ 1:500で 、 ま た そ の 後 の
二 次 抗 体 を 1:1000 (#A9309, Sigma)で 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 マ ウ ス を FL-MUC1 (JNW358)ま た は FL-MUC1-HSP70(JNW381)お よ び こ れ ら に 関 連 す る 対 照 (
pVAC空 ベ ク タ ー お よ び HSP70空 ベ ク タ ー 、 JNW266)で 0、 21お よ び 42日 目 に 免 疫 し 、 腫 瘍 細
胞 の 注 射 を 56日 目 に 行 っ た 。 腫 瘍 は 、 材 料 お よ び 方 法 の 所 で 記 載 し た 通 り 経 時 的 に 測 定 し
た 。 図 7に 見 ら れ る よ う に 、 腫 瘍 防 御 は 、 FL-MUC1お よ び FL-MUC1-HSP70構 築 物 を 用 い た 場
合 は い ず れ も ほ ぼ 100%で あ っ た の に 対 し 、 対 照 群 で は 30お よ び 40%で あ っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 別 の 実 験 で は 、 マ ウ ス を 0日 目 に 7× VNTR-MUC1-HSP70(JNW661)ま た は pVAC空 ベ ク タ ー で
免 疫 し 、 腫 瘍 細 胞 を 21日 目 に 移 植 し た 。 ワ ク チ ン 接 種 群 の マ ウ ス の 防 御 は 85%で あ っ た が
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3.8　 MUC1プ ラ ス ミ ド で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た CHO細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分
析

3.9　 MUC1プ ラ ス ミ ド で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た CHO細 胞 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析

結 果
4.1　 Hsp70融 合 構 築 物 で 免 疫 し た マ ウ ス に お け る 予 防 的 腫 瘍 防 御



、 対 照 群 の マ ウ ス は い ず れ も 腫 瘍 を 担 持 し て い た (図 8)。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 pVAC (空 ベ ク タ ー )、 7× VNTR MUC1 (JNW656)、 7× VNTR MUC1-HSP70(JNW661)お よ び 7× V
NTR MUC1-HSP70 no ss (JNW663)で 免 疫 し た 後 の 細 胞 性 応 答 を 、 0日 目 の PMIDに よ る 一 次 免
疫 後 に ELISPOTに よ っ て 評 価 し た 。 ア ッ セ イ は 、 一 次 免 疫 後 14日 目 に 、 ペ プ チ ド (SAP、 TSA
お よ び PTTペ プ チ ド )な ら び に B16MUC1腫 瘍 細 胞 を 使 用 し て 脾 細 胞 を 再 刺 激 す る こ と に よ り
実 行 し た 。 図 9は 、 14日 目 の 時 点 で は 、 ペ プ チ ド ELISPOTア ッ セ イ お よ び 腫 瘍 細 胞 の ELISPO
Tア ッ セ イ 両 方 に お い て 、 7× VNTR MUC1構 築 物 は IFNγ 分 泌 を 誘 導 し な か っ た の に 対 し 、 HS
P70融 合 ベ ク タ ー (JNW661お よ び JNW663)は い ず れ も 十 分 な レ ベ ル の IFNγ 分 泌 を 誘 導 し た こ
と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】

　 図 10は 、 IFNγ の ELISPOTア ッ セ イ に よ り 測 定 し た 、 0お よ び 21日 目 に PMIDに よ り 免 疫 し
た 後 の FL-MUC1 (JNW358)ま た は FL-MUC1-HSP70(JNW381)の 応 答 の 動 態 を 示 す 。 21日 目 以 降
の 応 答 は 非 常 に 良 く 似 て い る が 、 HSP70成 分 を 含 め た こ と で 14日 目 の 一 次 応 答 が 有 意 に 増
大 し て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

　 細 胞 傷 害 性 Tリ ン パ 球 (CTL)の 応 答 を 、 前 記 HSP70融 合 構 築 物 で 免 疫 し た 後 に 評 価 し た 。
リ ン パ 球 を 追 加 免 疫 後 7～ 14日 目 に 回 収 し 、 様 々 な MUC1 CD8ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ (SAP、 TSA
、 PTT)で 再 刺 激 し た 。 再 刺 激 後 、 ユ ウ ロ ピ ウ ム 放 出 ア ッ セ イ で 標 的 と し て ペ プ チ ド パ ル ス
し た EL4細 胞 を 使 用 し て 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の CTL活 性 を 調 べ た 。 図 11は 、 7× VNTR MUC1に
よ る 免 疫 は 3種 全 て の ペ プ チ ド に 対 し て CTL応 答 を 誘 導 し 、 そ の CTL活 性 は 7× VNTR-MUC1-HS
P70± ssで 免 疫 し た 後 に 上 昇 し た こ と を 示 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ５ 】
【 図 １ 】 発 現 ベ ク タ ー JNW266か ら の ヒ ト 型 結 核 菌 (M. tuberculosis)HSP70の 配 列 。 RsrII
お よ び XhoI部 位 に は 下 線 を 引 い て あ る 。 Kozak配 列 は イ タ リ ッ ク 体 で 示 す 。 開 始 お よ び 終
結 コ ド ン は 太 字 で 示 す 。 枠 で 囲 っ た 配 列 は 、 MUC1発 現 カ セ ッ ト を 挿 入 す る た め の リ ン カ ー
領 域 を 表 す 。 HSP70遺 伝 子 開 始 コ ド ン に は 二 重 下 線 を 引 い て あ る 。
【 図 ２ 】 発 現 ベ ク タ ー JNW266か ら の ヒ ト 型 結 核 菌 (Mycobacterium tuberculosis)HSP70の
発 現 。 HSP70タ ン パ ク 質 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 IT41を 用 い て 検 出 し た 。 2～ 100ngの 組 換
え HSP70 (rHSP70)タ ン パ ク 質 を 正 の 対 照 と し て 使 用 し た 。
【 図 ３ 】 プ ラ ス ミ ド JNW661お よ び JNW663に よ り コ ー ド さ れ る MUC1-HSP70融 合 体 の DNA配 列
。 JNW661と JNW663の MUC1-HSP70発 現 カ セ ッ ト は 、 枠 で 囲 っ た 配 列 (MUC1の シ グ ナ ル ペ プ チ
ド 配 列 に 相 当 す る )以 外 は 同 一 で あ り 、 JNW663で は そ の 配 列 が 欠 け て い る 。
【 図 ４ Ａ 】 MUC1に 対 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 評 価 し た 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン ア ッ セ イ に お け る MUC1-HSP70構 築 物 の 発 現 。
【 図 ４ Ｂ 】 HSP70に 対 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 評 価 し た 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン ア ッ セ イ に お け る MUC1-HSP70構 築 物 の 発 現 。
【 図 ５ － １ 】 3'改 変 HSP70発 現 構 築 物 JNW716お よ び JNW719の DNA配 列 。 HSP70発 現 カ セ ッ ト
で あ る JNW716お よ び JNW719は 、 枠 で 囲 っ た 配 列 (MUC1の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 に 相 当 す る )
以 外 は よ く 似 て お り 、 JNW716で は そ の 配 列 が 欠 け て い る 。 い ず れ の 構 築 物 も 、 MUC1発 現 断
片 を 受 け 入 れ る た め に 、 XbaI部 位 (下 線 部 )を 遺 伝 子 の 3’ 末 に 有 し て い る 。
【 図 ５ － ２ 】 3'改 変 HSP70発 現 構 築 物 JNW716お よ び JNW719の DNA配 列 。 HSP70発 現 カ セ ッ ト
で あ る JNW716お よ び JNW719は 、 枠 で 囲 っ た 配 列 (MUC1の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 に 相 当 す る )
以 外 は よ く 似 て お り 、 JNW716で は そ の 配 列 が 欠 け て い る 。 い ず れ の 構 築 物 も 、 MUC1発 現 断
片 を 受 け 入 れ る た め に 、 XbaI部 位 (下 線 部 )を 遺 伝 子 の 3’ 末 に 有 し て い る 。
【 図 ６ － １ 】 HSP70-MUC1発 現 構 築 物 JNW722、 JNW723、 JNW725お よ び JNW727の DNA配 列 。 こ
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4.2　 HSP70融 合 構 築 物 で 免 疫 し た マ ウ ス に お け る 細 胞 応 答

4.3　 HSP70融 合 構 築 物 で 免 疫 し た マ ウ ス に お け る 細 胞 性 応 答 の 動 態  

4.4　 HSP70融 合 構 築 物 で 免 疫 し た 後 の CTL応 答  



れ ら の 構 築 物 の 概 略 図 は 補 遺 Bに 示 し て あ る 。 HSP70-MUC1発 現 カ セ ッ ト JNW722、 723、 725
お よ び 727は 、 枠 で 囲 っ た 配 列 (MUC1の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 に 相 当 す る )以 外 は よ く 似 て
い る 。
【 図 ６ － ２ 】 HSP70-MUC1発 現 構 築 物 JNW722、 JNW723、 JNW725お よ び JNW727の DNA配 列 。 こ
れ ら の 構 築 物 の 概 略 図 は 補 遺 Bに 示 し て あ る 。 HSP70-MUC1発 現 カ セ ッ ト JNW722、 723、 725
お よ び 727は 、 枠 で 囲 っ た 配 列 (MUC1の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 に 相 当 す る )以 外 は よ く 似 て
い る 。
【 図 ６ － ３ 】 HSP70-MUC1発 現 構 築 物 JNW722、 JNW723、 JNW725お よ び JNW727の DNA配 列 。 こ
れ ら の 構 築 物 の 概 略 図 は 補 遺 Bに 示 し て あ る 。 HSP70-MUC1発 現 カ セ ッ ト JNW722、 723、 725
お よ び 727は 、 枠 で 囲 っ た 配 列 (MUC1の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 に 相 当 す る )以 外 は よ く 似 て
い る 。
【 図 ６ － ４ 】 HSP70-MUC1発 現 構 築 物 JNW722、 JNW723、 JNW725お よ び JNW727の DNA配 列 。 こ
れ ら の 構 築 物 の 概 略 図 は 補 遺 Bに 示 し て あ る 。 HSP70-MUC1発 現 カ セ ッ ト JNW722、 723、 725
お よ び 727は 、 枠 で 囲 っ た 配 列 (MUC1の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 に 相 当 す る )以 外 は よ く 似 て
い る 。
【 図 ６ － ５ 】 HSP70-MUC1発 現 構 築 物 JNW722、 JNW723、 JNW725お よ び JNW727の DNA配 列 。 こ
れ ら の 構 築 物 の 概 略 図 は 補 遺 Bに 示 し て あ る 。 HSP70-MUC1発 現 カ セ ッ ト JNW722、 723、 725
お よ び 727は 、 枠 で 囲 っ た 配 列 (MUC1の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 に 相 当 す る )以 外 は よ く 似 て
い る 。
【 図 ７ 】 FL-MUC1(JNW358)お よ び FL-MUC1-HSP70(JNW381)、 HSP70空 ベ ク タ ー (JNW266)お よ
び pVAC空 ベ ク タ ー で 免 疫 し た 後 の マ ウ ス に お け る 腫 瘍 防 御 。
【 図 ８ 】 7× VNTR-MUC-HSP70(JNW661)お よ び pVAC空 ベ ク タ ー で 免 疫 し た 後 の 予 防 的 腫 瘍 防
御 。
【 図 ９ 】 pVAC空 ベ ク タ ー 、 7× VNTR MUC1(JNW656)、 7× VNTR MUC1-HSP70(JNW661)お よ び 7
× VNTR-MUC1 HSP70 no ss (JNW663)で 免 疫 し た 後 の IFNγ ELISPOT応 答 。 個 々 の マ ウ ス か ら
得 た 脾 細 胞 を CD8ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ (SAP、 TSAお よ び PTT)ま た は MUC1発 現 腫 瘍 細 胞 (B16MU
C1)で 再 刺 激 し た 。
【 図 １ ０ 】 IFNγ ELISPOTに よ り 測 定 し た 、 pVAC空 ベ ク タ ー 、 FL-MUC1(JNW358)、 HSP70空 ベ
ク タ ー (JNW266)お よ び FL-MUC1-HSP70(JNW381)で 0お よ び 21日 目 に PMIDに よ り 免 疫 し た 後 の
免 疫 応 答 の 動 態 。
【 図 １ １ 】 7× VTNR MUC1(JNW656)、 7× VNTR MUC1 HSP70(JNW661)お よ び 7× VNTR MUC1 HSP
70 -ss (JNW663)で 免 疫 し た 後 の CTL活 性 。 脾 細 胞 を ブ ー ス ト 後 7～ 14日 目 に 回 収 し 、 様 々
な ペ プ チ ド (SAP、 TSA、 PTT)で 再 刺 激 し た 。 ユ ウ ロ ピ ウ ム で 標 識 し ペ プ チ ド パ ル ス し た EL4
細 胞 を 標 的 と し て 使 用 し た 。
【 図 １ ２ 】 補 遺 Ａ － オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
【 図 １ ３ 】 補 遺 Ｂ － 本 研 究 で 使 用 し た 構 築 物 の 概 略 図
【 図 １ ４ 】 補 遺 Ｃ － 本 研 究 で 使 用 し た 構 築 物 の 間 の 関 係 の 概 略 図
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ Ａ 】
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【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ５ － １ 】

【 図 ５ － ２ 】 【 図 ６ － １ 】
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【 図 ６ － ２ 】 【 図 ６ － ３ 】

【 図 ６ － ４ 】 【 図 ６ － ５ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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