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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞上で少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドの絶対的定量をする方法であって、
　ａ）前記少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドを提示する細胞を、組織サンプル、
血液サンプル、腫瘍サンプル、または感染組織のサンプルから選択される生物学的サンプ
ルから調製するステップであって、前記調製するステップは組織の酵素消化、および／ま
たは細胞溶解を含むものと、
　ｂ）ステップａ）の前記調製品の細胞数を判定するステップであって、前記細胞数を判
定するステップは細胞核計数、光度分析ＤＮＡ定量、蛍光分析ＤＮＡ定量、または定量Ｐ
ＣＲから選択される方法を含むものと、
　ｃ）前記少なくとも１つのペプチドＭＨＣリガンドおよび／または定量化されるペプチ
ドＭＨＣリガンド複合体の既知量を細胞溶解直後細胞溶解物から上清を採取する操作を行
わずにステップａ）の前記調製品に添加するステップと（「添加Ｉ」）、
　ｄ）ペプチド溶出液を得るために、少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドをステッ
プｃ）の前記調製品から単離するステップと、
　ｅ）定量化される少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドの既知量を前記ペプチド溶
出液に添加するステップと（「添加ＩＩ」）、
　ｆ）ａａ）ステップｄ）の単離効率のシグナル、
　　　ｂｂ）ステップｅ）で添加された前記少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドの
既知量のシグナル、
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　　　ｃｃ）ステップａ）の前記調製された細胞からの前記少なくとも１つのＭＨＣペプ
チドリガンドのシグナルの少なくとも１つを生じさせるために、前記少なくとも１つのＭ
ＨＣペプチドリガンドに対して質量分析を実施するステップと、
　ｇ）ステップｆ）で得られたシグナルと
　　ａａ）得られた細胞数、
　　ｂｂ）ステップｃ）で添加された前記少なくとも１つのペプチドＭＨＣリガンドおよ
び／または定量化されるペプチドＭＨＣリガンド複合体の既知量、および
　　ｃｃ）ステップｅ）で添加された定量化される少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガ
ンドの既知量
との比較に基づいて、前記少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドを定量化するステッ
プとを含んでなり、それによって細胞上の少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドの絶
対的定量が得られる、方法。
【請求項２】
　前記少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドが、腫瘍関連ペプチド（ＴＡＡ）または
疾患関連ペプチド（ＤＡＡ）から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ステップａ）の前記調製品中の少なくとも１つのタイプのＨＬＡ分子の量を判定するス
テップをさらに含んでなる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　添加される少なくとも１つのペプチドＭＨＣ複合体、および／または添加される少なく
とも１つのＭＨＣペプチドリガンドが、同位体によって標識される、請求項１～３のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項５】
　添加される少なくとも１つのペプチドＭＨＣ複合体、および／または添加される少なく
とも１つのＭＨＣペプチドリガンドが、同位体によって示差的に標識される、請求項４に
記載の方法。
【請求項６】
　単離するステップが、アフィニティクロマトグラフィーなどのクロマトグラフィーを含
んでなる、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　分析のために、過剰提示され、過剰発現されおよび／または腫瘍特異的である、ＭＨＣ
ペプチドリガンドを選択するステップをさらに含んでなる、請求項１～６のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項８】
　ハイスループットベースで実施される、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　示されるステップからなる、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記生物学的サンプルが、一個人、または同一疾患を患っている個人群に由来する、請
求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　定量化された前記ＭＨＣペプチドリガンドに基づいて、個別化ＭＨＣリガンドプロファ
イルを作成するステップをさらに含んでなる、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　個別化ＭＨＣリガンドプロファイルが個別化疾患特異的ＭＨＣリガンドプロファイルで
ある、請求項１１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　本発明は、自然にプロセスされたＨＬＡ拘束性がんペプチドを絶対的定量化する、すな
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わち、提示される細胞あたりペプチドコピー数を判定する方法に関する。本発明は、抗体
療法またはペプチドワクチンを開発するために使用され得るだけでなく、分子的に定義さ
れる免疫モニタリングにとって非常に有益であり、がん、感染性および／または自己免疫
疾患における、それぞれのワクチン、抗体ベースの治療法または養子Ｔ細胞移入アプロー
チなどの免疫療法ストラテジーのための新規ペプチド抗原を同定する過程にとっても有用
である。
【技術分野】
【０００２】
　免疫系のＴ細胞アームががんと戦うように誘導することを目指す、がん免疫療法剤およ
び自己免疫および伝染性疾患の免疫療法の開発は、一次病的組織上のヒト白血球抗原（Ｈ
ＬＡ）結合ペプチド提示レベルに関する深い知識によって、実質的に改善されるかもしれ
ない。この情報は、特に、抗体ベースの治療法またはペプチドワクチンに、ならびにタン
パク質、ＤＮＡまたはＲＮＡなどの分子実体ベースのその他のあらゆるタイプのＴ細胞ワ
クチンに、関連性がある。この種の定量的データは、患者由来組織では、細胞あたりコピ
ーの絶対的尺度で得られていない。
【０００３】
　「逆免疫」関連問題を回避する、上記のようなペプチドを同定する方法が、欧州特許第
１５０８０４７Ｂ１号明細書で開示された。上述されたように、この方法は、前記ペプチ
ドを定量化するためには使用され得ない。標識ストラテジーを用いるもう一つの方法が国
際公開第２００５／０７６００９号パンフレットで開示され、それはいくらかの定量化を
できるようにしたが、絶対的尺度ではなかった。その他の標識は、例えば、国際公開第０
３／０２５５７６号パンフレット、またはＭａｒｔｉｎ　ｅｔ　ａｌによってＰｒｏｔｅ
ｏｍｉｃｓ　２００３，３，２２０８－２２２０で開示された。
【０００４】
　もう一つの方法は、Ｆｏｒｔｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ（Ｔｈｅ　ＭＨＣ　ｃｌａｓｓ　Ｉ　
ｐｅｐｔｉｄｅ　ｒｅｐｅｒｔｏｉｒｅ　ｉｓ　ｍｏｌｄｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｏｍｅ，ＪＥＭ，Ｖｏｌ．２０５，Ｎｏ．３，Ｍａｒｃｈ　１７，２００８
　５９５－６１０）によって開示された。この方法は、酸溶出のために、非ＭＨＣ結合ペ
プチドからのＭＨＣ結合ペプチドの解離を要するという不都合を有する。これは、ｂ２ｍ
ノックアウト細胞株を使用して実施され：したがって、この方法は、一次患者瘍材料では
使用され得ない。方法では、一次マウス胸腺細胞が、マウスＥＬ４細胞株と比較された。
出発量は、ＭＨＣ　Ｉ分子を測定することで調節されている。これだけでも、Ｆｏｒｔｉ
ｅｒ　ｅｔ　ａｌ．によって開示される方法の強力な制限である。さらに、異なるサイズ
および組織起源の一次組織に必要な正規化は、適用されなかった。むしろ、均衡のとれた
出発原料が使用されて、正規化は廃止された。しかし、正規化は、一次（患者）材料にと
って絶対的に必要である。
【０００５】
　国際公開第２０１１／１２８４４８号パンフレットは、標識アプローチなしで、大規模
に、一次組織標本から関連ＨＬＡ結合ペプチド抗原を定量的に同定する方法を開示する。
方法は、前記ＭＨＣペプチドリガンドを標識なしで相対的に定量化するために、少なくと
も１つの病的一次組織サンプルと、好ましくは患部組織に対応する少なくとも１つの一次
健常組織サンプルとを供給するステップと、ＭＨＣペプチドリガンドを前記サンプルから
単離するステップと、前記ＭＨＣリガンドペプチドに対してＰＬＣ－ＭＳ分析を実施する
ステップと、分析から誘導された各シグナルについて前駆イオンシグナル強度（面積）を
抽出するステップと、前記ＭＨＣリガンドペプチドの配列を同定するステップと、正規化
するステップと、データ品質管理ステップとを含んでなる。
【０００６】
　Ｈａｓｓａｎ　ｅｔ　ａｌ．（ｉｎ：Ｈａｓｓａｎ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ，Ａｃｃｕｒａｔ
ｅ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＭＨＣ－ｂｏｕｎｄ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｂｙ　
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｓｏｔｏｐｉｃａｌｌｙ　ｌａｂｅｌｅｄ　ｐｅｐｔ
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ｉｄｅ　ＭＨＣ　ｃｏｍｐｌｅｘｅｓ，Ｊ　Ｐｒｏｔ（２０１４）、ｈｔｔｐ：／／ｄｘ
．ｄｏｉ．ｏｒｇ／１０．１０１６／ｊ．ｊｐｒｏｔ．２０１４．０７．００９）は、そ
の中で同位体標識ペプチドＭＨＣ単量体（ｈｐＭＨＣ）が調製されて、細胞溶解直後に、
すなわち、通常のサンプル処理の前に、添加されるアプローチを開示する。このアプロー
チを使用することで、サンプル処理中の全ての損失が考慮され得て、特異的ＭＨＣクラス
Ｉ提示リガンドの正確な判定ができるようになる。研究は、サンプル前処理中のかなり極
度な損失の原因として、免疫精製ステップを特定し、これらの損失を補償する解決策を提
供する。提示されるストラテジーは、エピトープコピー数の信頼できる見解を得るために
使用され得て、したがってワクチンデザインおよび免疫療法ストラテジーの改善ができる
ようにするとされる。
【０００７】
　免疫応答の刺激は、宿主免疫系によって外来性として認識される抗原の存在に依存する
。腫瘍関連および疾患抗原の存在の発見は、宿主の免疫系を利用して腫瘍成長に介入する
可能性を高めた。免疫系の体液性および細胞性アームの双方を活用する様々な機構が、が
ん免疫療法のために目下探求されている。
【０００８】
　細胞性免疫応答の特異的要素は、腫瘍細胞を特異的に認識して破壊できる。腫瘍浸潤性
細胞集団からの、または末梢血からの細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）の単離は、がんに対す
る自然免疫防御において、このような細胞が重要な役割を果たすことを示唆する。特に、
ペプチドを認識するＣＤ８陽性Ｔ細胞（Ｔ－ＣＤ８＋）は、主要組織適合性複合体（ＭＨ
Ｃ）のクラスＩ分子と結合する。通常は８～１２アミノ酸残基のこれらのペプチドは、細
胞質ゾルにあるタンパク質または欠陥リボソーム産物（ＤＲＩＰＳ）に由来して、この反
応で重要な役割を果たす。ヒトＭＨＣ分子はまた、ヒト白血球抗原（ＨＬＡ）とも称され
る。
【０００９】
　ＭＨＣ分子には、２つのクラスがある：核を有するほとんどの細胞に見られる、ＭＨＣ
クラスＩ分子。ＭＨＣ分子は、それぞれ、重鎖と、β－２－ミクログロブリン（ＭＨＣク
ラスＩ受容体）またはαおよびβ鎖（ＭＨＣクラスＩＩ受容体）とから、構成される。そ
れらの三次元立体構造は結合溝をもたらし、それはペプチドとの非共有結合相互作用のた
めに使用される。ＭＨＣクラスＩは、大部分が内在性タンパク質である、ＤＲＩＰおよび
より大型のペプチドのタンパク質分解的切断から得られる、ペプチドを提示する。ＭＨＣ
クラスＩＩ分子は、大部分はプロフェッショナル抗原提示細胞（ＡＰＣ）上に見られ、エ
ンドサイトーシス過程でＡＰＣに取り込まれて引き続きプロセシングされる、外来性また
は膜貫通タンパク質のペプチドを主に提示する。ペプチドとＭＨＣクラスＩ分子の複合体
が、適切なＴＣＲ（Ｔ細胞受容体）を有するＣＤ８陽性細胞傷害性Ｔリンパ球によって認
識される一方で、ペプチドとＭＨＣクラスＩＩ分子の複合体は、適切なＴＣＲを有するＣ
Ｄ４陽性ヘルパーＴ細胞によって認識される。その結果、ＴＣＲ、ペプチド、およびＭＨ
Ｃは、１：１：１の化学量論的量で存在することが良く知られている。
【００１０】
　ペプチドが細胞性免疫応答を引き起こす（誘発する）ためには、それはＭＨＣ分子と結
合しなくてはならない。この過程は、ＭＨＣ分子の対立遺伝子と、ペプチドのアミノ酸配
列の特定の多形性とに依存する。ＭＨＣクラスＩ結合ペプチドは、通常は８～１２アミノ
酸残基長であり、通常は、ＭＨＣ分子の対応する結合溝と相互作用するそれらの配列中に
、２つの保存残基（「アンカー」）を含有する。このようにして、それぞれＭＨＣ対立遺
伝子は、結合溝に特異的に結合するペプチドの能力を制御する、結合モチーフを有する。
【００１１】
　ＭＨＣクラスＩ依存免疫反応では、ペプチドは、腫瘍細胞によって発現される特定のＭ
ＨＣクラスＩ分子に結合できるのみならず、それらはまた、特異的Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ
）を有するＴ細胞によって認識されなくてはならない。
【００１２】
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　腫瘍特異的細胞傷害性Ｔリンパ球によって認識される抗原、すなわちそれらのエピトー
プは、酵素、受容体、転写因子などの全てのタンパク質クラスに由来する分子であり得て
、それらはそれぞれの腫瘍細胞で発現されて、同一起源の非改変細胞と比較して上方制御
される。
【００１３】
　腫瘍関連または疾患関連抗原の現行の分類は、以下の主要群を含んでなる：
がん精巣抗原：Ｔ細胞によって認識され得るこれまでに同定された最初のＴＡＡ［腫瘍関
連抗原；疾患関連抗原はＤＡＡと略記される］は、このクラスに属し、元々はがん精巣（
ＣＴ）抗原と称されたが、それは、そのメンバーが組織学的に異なるヒト腫瘍で発現し、
正常組織では、精巣の精母細胞／精原細胞のみに存在し、時として胎盤に存在するためで
あった。精巣の細胞は、クラスＩおよびＩＩ　ＨＬＡ分子を発現しないので、これらの抗
原は正常組織のＴ細胞によって認識され得ず、したがって免疫学的に腫瘍特異的と見なさ
れ得る。ＣＴ抗原の周知の例は、ＭＡＧＥファミリーメンバーまたはＮＹ－ＥＳＯ－１で
ある。
分化抗原：これらのＴＡＡは、腫瘍と、それから腫瘍が生じる正常組織との間で共有され
；ほとんどは、メラノーマおよび正常なメラノサイトに見られる。これらのメラノサイト
系関連タンパク質の多くは、メラニン生合成に関与し、したがって腫瘍特異的でないが、
それでもなおがん免疫療法のために広く利用されている。例としては、黒色腫に対するチ
ロシナーゼおよびＭｅｌａｎ－Ａ／ＭＡＲＴ－１、または前立腺がんに対するＰＳＡが挙
げられるが、これに限定されるものではない。
過剰発現ＴＡＡ：広範に発現されるＴＡＡをエンコードする遺伝子は、組織学的に異なる
タイプの腫瘍で、ならびに多数の正常組織で、概してより低い発現レベルで検出されてい
る。正常組織によってプロセシングされ潜在的に提示されるエピトープの多くは、Ｔ細胞
認識閾値レベルに満たない可能性がある一方で、腫瘍細胞におけるそれらの過剰発現は、
先に確立された免疫寛容を破壊することで抗がん応答を引き起こし得る。このクラスのＴ
ＡＡの顕著な例は、Ｈｅｒ－２／ｎｅｕ、サバイビン、テロメラーゼまたはＷＴ１である
。
腫瘍特異的抗原：これらのユニークなＴＡＡは、正常遺伝子（β－カテニン、ＣＤＫ４な
ど）の変異から生じる。これらの分子変化のいくつかは、腫瘍性形質転換および／または
進行に関連する。腫瘍特異的抗原は、通常、正常組織に対する自己免疫反応のリスクなし
に、強力な免疫応答を誘導できる。他方、これらのＴＡＡは、ほとんどの場合、その上で
それらが同定されるまさにその腫瘍のみと関係があり、通常は、多くの個々の腫瘍間で共
有されない。
異常な翻訳後修飾から生じるＴＡＡ：このようなＴＡＡは、特異的でなく腫瘍で過剰発現
もされないタンパク質から生じてもよいが、それでもなお、腫瘍で主に活性である翻訳後
プロセスによって、腫瘍関連になる。このクラスの例は、腫瘍でＭＵＣ１のような新規エ
ピトープをもたらす改変グリコシル化パターンから、または腫瘍特異的であってもなくて
もよい分解中のタンパク質スプライシング事象から生じる。
オンコウイルスタンパク質：これらのＴＡＡは、ウイルスタンパク質であり、それらは発
がん過程で重要な役割を果たしてもよく、外来性である（ヒト由来でない）ため、それら
はＴ細胞応答を誘起し得る。このようなタンパク質の例は、ヒト乳頭腫１６型ウイルスタ
ンパク質Ｅ６およびＥ７であり、これらは子宮頸がんで発現される。
【００１４】
　タンパク質が、細胞毒性Ｔリンパ球によって、腫瘍特異的または腫瘍関連抗原として、
または疾患特異的または疾患関連抗原として認識されるためには、そして治療法で使用さ
れるためには、特定の必要条件が満たされなくてはならない。抗原は、主に腫瘍細胞また
は感染細胞によって発現されるべきであり、健常組織によっては、全く発現されず、また
は例えば５倍、１０倍、またはそれ以上低いなど、比較的少量のみ発現される。
【００１５】
　感染性疾患では、２つの可能性があり、第１に感染細胞は、健常細胞によって発現され
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ない、感染症と直接関連する抗原を発現し、あるいは感染細胞は健常細胞によって非常に
少量のみ発現される抗原を過剰発現して、抗原の過剰発現は、通常は健常細胞のペプチド
ーム中に見られる。
【００１６】
　それぞれの抗原は、ある種の腫瘍、感染症または株に存在するだけでなく、高い密度（
すなわち、細胞あたりの各ペプチドのコピー数）で存在することもさらに望ましい。腫瘍
特異的および腫瘍関連抗原および疾患特異的または疾患関連抗原は、例えば、細胞周期制
御またはアポトーシス抑制における機能のために、正常細胞から腫瘍／感染細胞への形質
転換に直接関与するタンパク質に由来することが多い。
【００１７】
　がんの場合、形質転換の直接原因となるタンパク質の追加的な下流標的が上方制御され
てもよく、したがって間接的に腫瘍関連であってもよい。このような間接的腫瘍関連抗原
もまた、ワクチン接種アプローチの標的であってもよい（Ｓｉｎｇｈ－Ｊａｓｕｊａ　Ｈ
．，Ｅｍｍｅｒｉｃｈ　Ｎ．Ｐ．，Ｒａｍｍｅｎｓｅｅ　Ｈ．Ｇ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．２００４　Ｍａｒ；４５３（３）：１８７－９５）
。どちらの場合も、腫瘍関連または疾患関連抗原に由来するこのようなペプチド（「免疫
原性ペプチド」）は、生体外または生体内Ｔ細胞応答をもたらすべきであるので、抗原の
アミノ酸配列中にエピトープが存在することが必須である。
【００１８】
　基本的に、ＭＨＣ分子に結合できるあらゆるペプチドが、Ｔ細胞エピトープとして機能
してもよい。生体外または生体内Ｔ細胞応答誘導のための必要条件は、対応するＴＣＲが
あるＴ細胞の存在、およびこの特定のエピトープに対する免疫寛容の不在である。
【００１９】
　したがって、ＴＡＡおよびＤＡＡは、腫瘍ワクチン開発のための出発点である。ＴＡＡ
およびＤＡＡを同定し特性決定する方法は、患者または健常者から単離され得るＣＴＬの
使用に基づき、またはそれらは、腫瘍および正常組織間の差次的転写プロファイル、また
は差次的ペプチド発現パターンの生成に基づく。
【００２０】
　しかし、腫瘍組織またはヒト腫瘍細胞系で過剰発現され、またはこのような組織または
細胞系で選択的に発現される遺伝子の同定は、免疫療法においてこれらの遺伝子から転写
される抗原の使用に関する、正確な情報を提供しない。これは、これらの抗原のエピトー
プの個々の亜集団のみが、このような用途に適するためであり、その理由は、対応するＴ
ＣＲがあるＴ細胞が存在しなくてはならず、またこの特定のエピトープに対する免疫寛容
が不在または最小でなくてはならないからである。したがってそれに対して機能性Ｔ細胞
が見られる、ＭＨＣ分子に関連して提示される、過剰発現または選択的発現されるタンパ
ク質からのペプチドのみを選択することが重要である。このような機能性Ｔ細胞は、特異
的抗原による刺激時に、クローン増殖し得てエフェクター機能を果たすことができるＴ細
胞（「エフェクターＴ細胞」）と定義される。
【００２１】
　Ｔヘルパー細胞は、抗腫瘍免疫において、ＣＴＬのエフェクター機能を統合する上で重
要な役割を果たす。ＴＨ１型のＴヘルパー細胞応答を始動するＴヘルパー細胞エピトープ
は、ＣＤ８陽性キラーＴ細胞のエフェクター機能を支持し、それは、それらの細胞表面に
腫瘍関連ペプチド／ＭＨＣ複合体を提示する腫瘍細胞に向けられた、細胞傷害機能を含む
。このようにして腫瘍関連Ｔヘルパー細胞ペプチドエピトープは、単独で、またはその他
の腫瘍関連ペプチドとの組み合わせで、抗腫瘍免疫応答を刺激するワクチン組成物の活性
医薬品成分の役割を果たし得る。
【００２２】
　ＨＬＡクラスＩまたはＩＩが提示するリガンドの正確なコピー数の知識は、基礎および
臨床免疫学において重要である。現在、最良のコピー数判定は、同位体標識ペプチドの既
知量と組み合わせて、単一回反応モニタリング（ＳＲＭ）を用いる、質量分析法に基づく
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。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２３】
　それでもなお、これらのアプローチは、上記アプローチで効率的に用いるためには、未
だに十分精密でない。
【課題を解決するための手段】
【００２４】
　したがって上記を鑑みて、精密かつ効率的で取り扱いが簡単な、そしてまた「ハイスル
ープット」レベルで実施され得る、ＨＬＡクラスＩまたはＩＩ提示リガンドのコピー数を
絶対的に判定する方法を提供することが、本発明の目的である。本発明の目的および利点
は、提供される以下の説明を検討すれば、当業者には容易に分かるであろう。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　本発明の第１の態様では、本発明の目的は、
ａ）少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドを提示する細胞を含んでなる生物学的サン
プルから調製するステップと、
ｂ）ステップａ）の前記調製品の細胞数を判定するステップと、
ｃ）前記少なくとも１つのペプチドＭＨＣリガンドおよび／または定量化されるペプチド
ＭＨＣリガンド複合体の既知量をステップａ）の前記調製品に添加するステップと（「添
加Ｉ」）、
ｄ）ペプチド溶出液を得るために、少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドをステップ
ｃ）の前記調製品から単離するステップと、
ｅ）定量化される少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドの既知量を前記ペプチド溶出
液に添加するステップと（「添加ＩＩ」）、
ｆ）ａａ）ステップｄ）の単離効率のシグナル、
ｂｂ）ステップｅ）で添加された前記少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドの既知量
のシグナル、
ｃｃ）ステップａ）の前記調製された細胞からの前記少なくとも１つのＭＨＣペプチドリ
ガンドのシグナル
の少なくとも１つを生じさせるために、前記少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドに
対して質量分析を実施するステップと、
ｇ）ステップｆ）で得られたシグナルと
ａａ）得られた細胞数、
ｂｂ）ステップｃ）で添加された前記少なくとも１つのペプチドＭＨＣリガンドおよび／
または定量化されるペプチドＭＨＣリガンド複合体の既知量、および
ｃｃ）ステップｅ）で添加された定量化される少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンド
の既知量
との比較に基づいて、前記少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドを定量化するステッ
プと
を含んでなる、細胞上で少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドの絶対的定量をする方
法によって解決され、それによって細胞上の少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドの
絶対的定量化が、少なくとも部分的に達成される。
【００２６】
　いくつかのサンプルが並行して分析される本発明による方法では、ひとたび単離効率が
確立されれば、１サンプルの効率を使用して、第２のＭＨＣペプチドリガンドおよび／ま
たはＭＨＣペプチドリガンド複合体の単離効率が推定され得る（すなわち相互参照値とし
て使用され得る）ので、上記のようなステップｃ）が省かれ得る。
【００２７】
　好ましいのは、これらの２つのシグナル間の比率を計算することで、単離された少なく
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とも１つのＭＨＣペプチドリガンドから得られるシグナルのための一定の保存された（対
照）標準として、ｅ）の内部較正（添加ＩＩ）から得られるシグナルをさらに利用する方
法である。この比率は、好ましくはこのような内検量体部の同一アリコートを使用するこ
とで、全く同じ量で内部検量体もまた含む、確立された検量線と比較される。次に、検量
線は、これらの比率とペプチド量の間の関係を描写する。図３およびその説明文もまた参
照されたい。
【００２８】
　驚くことに、本発明の文脈では本発明者らは、初めて、上記分析ステップを組み合わせ
ることで、いくつかの異なる非がん性組織または非感染組織および臓器と比較して、がん
またはその他の感染組織上で、ＭＨＣ、好ましくはＨＬＡ拘束性ペプチドレベルの直接的
な絶対的定量化が可能になることを発見した。
【００２９】
　本発明の文脈では、「添加」は、例えば、調製品などのサンプル（ここで「添加Ｉ」と
称される）、またはペプチド溶出液など（ここで「添加ＩＩ」と称される）への、例えば
、少なくとも１つの定量化される既知の非結合（「遊離」）ＭＨＣペプチドリガンドの既
知量または濃度の添加を指す。添加されるペプチドの量／濃度は、容易に調節され得て、
それが添加されるサンプル、そして分析のために使用される方法に、少なくともある程度
左右される。
【００３０】
　好ましいのは、少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドが、腫瘍関連ペプチド（ＴＡ
Ａ）または疾患関連ペプチド（ＤＡＡ）から選択される、本発明による方法である。
【００３１】
　さらに好ましいのは、前記生物学的サンプルが、組織サンプル、血液サンプル、腫瘍サ
ンプル、または感染組織サンプルから選択される細胞を含んでなる、本発明による方法で
ある。本発明の文脈では、患者などの対象に直接由来するサンプルは、例えば、確立した
腫瘍細胞株などの細胞株サンプルとは対照的に、一次組織または腫瘍サンプルなどのよう
に、「一次」サンプルと称される。サンプルは、本発明による方法に適しさえすれば、新
鮮または保存（例えば、冷凍または調製）サンプルであり得る。好ましいのは、恒久的な
細胞株を含まない生物学的サンプルである。
【００３２】
　好ましい例として、衝撃凍結（一次）組織サンプルからのＨＬＡペプチド貯留が、例え
ば、ＣＮＢｒ－活性化セファロースと結合しているＨＬＡ－Ａ、－Ｂ、－Ｃ－特異的抗体
ｗ６／３２またはＨＬＡ－Ａ＊０２－特異的抗体ＢＢ７．２を使用した免疫沈殿と、それ
に続く酸処理、および限外濾過によって、固形組織から得られ得る。異なるＨＬＡ対立遺
伝子では、例えば、Ａ＊０３対立遺伝子に対するＧＡＰ－Ａ３、Ｂ対立遺伝子に対するＢ
１．２３．２があるので、当該技術分野で公知の別の特異的抗体が使用され得る。その他
の哺乳類では、当該技術分野で周知である、ＭＨＣクラスＩペプチドを得るための対応す
る方法がある。
【００３３】
　本発明による方法はまた、標的部分がＭＨＣクラスＩ結合ペプチドでありさえすれば、
例えば、デング熱、エボラ、マールブルグウイルス、結核（ＴＢ）、髄膜炎または梅毒な
どのウイルスまたは細菌などの感染性疾患の文脈で使用され得て、好ましくは、方法は、
感染性生物の抗生物質耐性株、関節炎などの自己免疫疾患、マラリアなどの寄生虫感染症
、およびＭＳおよびパーキンソン病などのその他の疾患に対して使用される。
【００３４】
　自己免疫疾患の例（自己免疫疾患として正式に宣言されていない疾患を含む）は、慢性
閉塞性肺疾患、強直性脊椎炎、クローン病（特発性炎症性腸疾患「ＩＢＤ」の２つの型の
１つ）、皮膚筋炎、Ｉ型糖尿病、子宮内膜症、グッドパスチャー症候群、グレーブス病、
ギランバレー症候群（ＧＢＳ）、橋本病、化膿性汗腺炎、川崎病、ＩｇＡ腎障害、特発性
血小板減少性紫斑病、間質性膀胱炎、紅斑性狼瘡、混合性結合組織疾患、限局性強皮症、
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重症筋無力症、ナルコレプシー、神経性筋緊張病、尋常性天疱瘡、悪性貧血、乾癬、乾癬
性関節炎、多発性筋炎、原発性胆汁性肝硬変、再発性多発性軟骨炎、関節リウマチ、統合
失調症、強皮症、シェーグレン症候群、スティッフパーソン症候群、側頭動脈炎（巨細胞
動脈炎）、潰瘍性大腸炎（特発性炎症性腸疾患「ＩＢＤ」の２つの型の１つ）、血管炎、
白斑、およびウェゲネル肉芽腫である。
【００３５】
　本発明は、ヒト疾患に限定されず、例えば、ウシ、ブタ、ウマ、ネコ、イヌ、ラットや
マウスなどの齧歯類、ヤギ、およびその他の飼育動物などの哺乳類で使用され得る。
【００３６】
　本発明による方法のさらに別の好ましい実施形態では、細胞を調製するステップは、少
なくともある程度、組織の酵素消化および／または細胞溶解を含んでなる。
【００３７】
　好ましいのは、前記細胞数が、細胞核計数、光度分析ＤＮＡ判定、蛍光分析ＤＮＡ判定
（例えば、Ｑｕｂｉｔ（登録商標）技術などを使用する）、および定量ＰＣＲから選択さ
れる方法を使用して判定される、本発明による方法である。
【００３８】
　さらに好ましいのは、ステップａ）の前記調製品中の少なくとも１つのタイプのＨＬＡ
分子の量を判定するステップをさらに含んでなる、本発明による方法である。量を判定す
るステップは、例えば、ＥＬＩＳＡ、ゲル、細胞選別、および／またはクロマトグラフィ
ーにおいて、特異的抗体が関与する方法などの当該技術分野で一般的な方法を使用して実
施され得る。
【００３９】
　さらに好ましいのは、添加される少なくとも１つのペプチドＭＨＣ複合体および／また
は添加される少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドが標識され、好ましくは示差的に
標識される、本発明による方法である。それぞれの標識は当業者に知られており、同位体
標識、放射性および非放射性標識、酵素、および好ましくは異なる質量のその他のグルー
プが含まれる好ましくは、標識は、定量化される特異的ペプチドに対して特異的である。
最も好ましいのは、例えば、同一実験中で、２つの示差的に標識された添加が必要な状況
における、二重標識ＴＡＡ／ＴＵＭＡＰである（下の実施例を参照されたい）。
【００４０】
　好ましいのは、単離するステップが、アフィニティクロマトグラフィーなどのクロマト
グラフィーを含んでなる、本発明による方法である。したがって、単離されたＭＨＣ／Ｈ
ＬＡリガンドは、逆相クロマトグラフィー（例えば、ｎａｎｏＡｃｑｕｉｔｙ　ＵＰＬＣ
システム、Ｗａｔｅｒｓ）によって、それらの疎水性に応じて分離され得て、Ｏｒｂｉｔ
ｒａｐハイブリッド質量分光計（ＴｈｅｒｍｏＥｌｅｃｔｒｏｎ）による検出がそれに続
く。各サンプルは、好ましくは、反復（例えば）ＬＣＭＳ試験を取得することで、分析さ
れる。次に、ＬＣＭＳデータは、タンデムＭＳ（ＭＳ／ＭＳ）データを分析することで処
理される。
【００４１】
　定量化されるペプチドのｍ／ｚ値に焦点を合わせた、標的化方法で記録されたタンデム
ＭＳスペクトルは、好ましくは、事前定義遷移の予備選択フラグメントイオンの強度を抽
出するソフトウェアによって評価される。このようなソフトウェアの一例は、並行反応モ
ニタリング（ＰＲＭ標的化ＭＳ／ＭＳ）のために、データ非依存的取得（ＤＩＡ）実験の
質量分光計データを分析するアプリである、Ｓｋｙｌｉｎｅ（ＭａｃＬｅａｎ　Ｂ　ｅｔ
　ａｌ．Ｓｋｙｌｉｎｅ：ａｎ　ｏｐｅｎ　ｓｏｕｒｃｅ　ｄｏｃｕｍｅｎｔ　ｅｄｉｔ
ｏｒ　ｆｏｒ　ｃｒｅａｔｉｎｇ　ａｎｄ　ａｎａｌｙｚｉｎｇ　ｔａｒｇｅｔｅｄ　ｐ
ｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．２０１
０　Ａｐｒ　１；２６（７）：９６６－８．、ｈｔｔｐ：／／ｄｘ．ｄｏｉ．ｏｒｇ／１
０．１０９３／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ／ｂｔｑ０５４）である。このソフトウェ
アは、特異性の目的のために、ならびにさらなる処理のために単一遷移強度を抽出するた
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めに、共溶出同位体標識ペチドに対して使用され得る。
【００４２】
　異なるサンプル間で同一ＨＬＡ対立遺伝子に限定されるペプチド群の相互比較性は、利
用可能であれば、精製のために使用される共通対立遺伝子特異的抗体に基づいて可能であ
り、あるいは代案としては、アンカーアミノ酸パターンの手段による、共通ＨＬＡ対立遺
伝子の配列割り当てに基づいて可能である。
【００４３】
　統計学理由から、好ましいのは、それぞれ少なくとも１つのＭＨＣリガンドペプチドに
ついて、少なくとも２回の反復質量分析試験が実施される、本発明による方法である。
【００４４】
　したがって、本発明のさらに別の態様は、分析のために、過剰提示され、過剰発現され
および／または腫瘍特異的なＭＨＣペプチドリガンドを選択するステップをさらに含んで
なる、本発明による方法に関する。
【００４５】
　本発明のさらに別の態様は、前記方法が、ハイスループットベースで実施でき、または
実施され、好ましくは、最高５０～１００個のペプチドリガンドが並行して分析され得る
、発明による方法に関する。
【００４６】
　本発明による方法のなおも別の好ましい実施形態では、前記方法のステップは、添付の
特許請求の範囲に示されるような、または上記のような順序で実施される。本発明による
なおも別の好ましい方法では、前記方法は、上記および本明細書に示されるようなステッ
プからなる。
【００４７】
　本発明による方法のさらに好ましい態様では、前記方法は、個別化治療法および診断に
関する。このためには、分析される前記サンプルは、本明細書に記載されるように、一個
人に由来し、または同一疾患を患っている個人群に由来する。また、本明細書に記載され
るように定量化される前記ＭＨＣペプチドリガンドに基づく、個別化ＭＨＣリガンドプロ
ファイル、好ましくは、個別化定量化疾患特異的ＭＨＣリガンドプロファイルが、本発明
による方法に基づいて作成され得る。
【００４８】
　最も好ましくは、本発明による方法は、生体外で実施される。
【００４９】
　本発明による方法のさらに好ましい態様では、前記方法は、合成機上でまたは手動で、
前記方法によって定量化されるような、前記少なくとも１つのＭＨＣペプチドリガンドを
合成し、好ましくは化学的に合成するステップをさらに含んでなる。したがって本発明の
もう一つの態様は、免疫反応性ペプチドを調製する方法に関し、それを用いて、開示され
る方法に従ってペプチドが定量化され、前記ペプチドは、生体外でまたは生体内で化学的
に合成される。ペプチドは、当該技術分野で公知の標準法によって、アミノ酸の化学結合
によって、調製され得る。
【００５０】
　ペプチドは、例えば、無細胞システム中などの生体外で、そして細胞を使用して生体内
で調製され得る。ペプチドは、例えば、Ｌｅｗａｎｄｒｏｗｓｋｉらに付与された、欧州
特許第２１１１８６７号明細書で開示されるようにして調合され得る。
【００５１】
　さらに別の態様は、その中でさらなるステップが実施され、その中でＴリンパ球の存在
が検出される、本発明による方法に関する。この方法を使用して、単離され同定されたペ
プチドに対するＴリンパ球が、患者においてどの程度既存であるかを特異的に検出するこ
とが可能である。このステップを実施することで、患者においてそれに対するＴリンパ球
が既に既存であるペプチドのみをワクチンとして適用することが可能である。次にペプチ
ドは、これらの特異的Ｔリンパ球を活性化するのに使用され得る。
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【００５２】
　さらなる態様は、特定の既存のＴリンパ球の検出が、抗原提示分子と抗原ペプチドの再
構成複合体で白血球を標識することで実施される、本発明による方法に関する。
【００５３】
　本発明による方法のさらに別の好ましい実施形態では、前記方法は、ノックアウト細胞
、細胞株または動物の使用をさらに排除する。
【００５４】
　本発明のさらに好ましい任意選択のステップは、規定量でサンプルに添加される分子に
基づく、自動品質管理である。
【００５５】
　本発明による方法を用いて、患者特異的ペプチドを同定することがさらに可能であり、
すなわち、特異的免疫応答を誘導するために、ワクチンとして使用されるペプチドを患者
に正確に一致させることが可能である。
【００５６】
　次に、本発明のもう一つの態様は、本発明による方法によって定量化された、規定量の
１つまたは複数のＴＡＡおよび／またはＤＡＡペプチドを含んでなる、医薬組成物に関す
る。
【００５７】
　組成物は、製剤および標的疾患次第で、例えば、皮下、皮内または筋肉内などで非経口
的に適用されてもよく、または経口的に投与されてもよい。その際に、ペプチドは、好ま
しくは水性担体である、薬学的に許容できる担体に溶解され、またはそれに懸濁され；組
成物は、例えば緩衝液、バインダーなどの添加剤をさらに含んでなり得る。ペプチドはま
た、例えば、サイトカインなどの免疫賦活性物質と共に投与され得る。
【００５８】
　本発明の一態様に従って、腫瘍性疾患を治療するために、および腫瘍疾患を治療する薬
物を調製するために、ペプチドが使用されてもよい。治療される腫瘍性疾患は、腎臓、乳
房、膵臓、胃、精巣などの固形腫瘍、および／または皮膚がんまたはＡＭＬなどの血液が
んを含んでなる、腫瘍疾患のこの一覧は単なる例示であり、応用分野を制限することは意
図されない。
【００５９】
　ペプチドは、さらに腫瘍疾患の治療経過を評価するために使用され得る。
【００６０】
　ペプチドはまた、その他の免疫化または治療法において治療法をモニタリングするため
に使用され得る。したがって、ペプチドは、治療的だけでなく、診断的に使用されてもよ
い。
【００６１】
　次に、本発明のさらなる態様は、抗体を生成するための定量化されたペプチドの使用に
関する。ポリクローナル抗体は、ペプチドの注射の手段による動物の免疫化と、引き続く
免疫グロブリン精製によって、一般的な様式で得られ得る。モノクローナル抗体は、当該
技術分野で公知の標準化プロトコルによって作成され得る。
【００６２】
　本発明は、抗体ベースのアプローチに特に関連性があるが、それは、標的細胞の細胞表
面の標的のコピー数が、標的が抗体にとって少しなりとも取り組み可能であるか、そうで
あれば、コンジュゲートされた薬物、毒素、二重特異性抗体動員Ｔ細胞またはその他のエ
フェクター細胞などのいずれのエフェクター機能が使用され得るかを決定し、および／ま
たは反映するためである。その他の側面は、アプタマー（標的結合オリゴ核酸またはペプ
チド分子）および／または可溶性Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）などのいわゆる足場形成分子の
文脈における使用に関する。ここでもまた、抗体と同様に、コピー数が、必要な結合活性
およびエフェクター機能を決定する。前記足場分子のために。
【００６３】
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　免疫応答の刺激は、宿主免疫系によって外来性として認識される抗原の存在に依存する
。腫瘍関連抗原の存在の発見は、今や、宿主の免疫系を用いて、腫瘍成長に介入する可能
性を高めた。免疫系の体液性および細胞性アームの双方を活用する様々な機構が、がん免
疫療法のために目下探求されている。
【００６４】
　細胞性免疫応答の特異的要素は、腫瘍細胞を特異的に認識して破壊できる。腫瘍浸潤性
細胞集団からの、または末梢血からの細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）の単離は、がんに対す
る自然免疫防御において、このような細胞が重要な役割を果たすことを示唆する。特に、
主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）を保有して、細胞質ゾル内に位置するタンパク質または
欠陥リボソーム産物（ＤＲＩＰＳ）に由来する、通常は８～１２残基のペプチドのクラス
Ｉ分子を認識するＣＤ８陽性Ｔ細胞が、この応答において重要な役割を果たす。ヒトのＭ
ＨＣ分子はまた、ヒト白血球抗原（ＨＬＡ）とも称される。
【００６５】
　ＭＨＣクラスＩ分子は、核を有するほとんどの細胞上にあり、それは、主に内在性の細
胞質または核タンパク質、ＤＲＩＰＳ、およびより大型のペプチドのタンパク質分解的切
断から得られる、ペプチドを提示する。しかし、エンドソームコンパートメントまたは外
来性起源に由来するペプチドもまた、ＭＨＣクラスＩ分子上に頻繁に見られる。この非古
典的様式のクラスＩ提示は、文献中で交差提示と称される。
【００６６】
　タンパク質が、細胞傷害性Ｔリンパ球によって腫瘍特異的または腫瘍関連抗原として認
識され、治療で利用されるためには、特定の必要条件が満たされなくてはならない。抗原
は、主に腫瘍細胞によって発現されて、健常組織によっては発現されず、または比較的少
量発現されるべきである。それぞれの抗原は、ある種の腫瘍に存在するだけでなく、高い
密度（すなわち、細胞あたりの各ペプチドのコピー数）で存在することも、さらに望まし
い。腫瘍特異的および腫瘍関連抗原は、例えば、細胞周期制御またはアポトーシスにおけ
る機能のために、正常細胞から腫瘍細胞への形質転換に直接関与するタンパク質に、由来
することが多い。さらに、形質転換の直接原因となるタンパク質の下流標的もまた、上方
制御されてもよく、したがって間接的に腫瘍関連である。このような間接的腫瘍関連抗原
もまた、ワクチン接種アプローチの標的であってもよい。腫瘍関連または疾患関連抗原に
由来するペプチド（「免疫原性ペプチド」）は、生体外または生体内Ｔ細胞応答をもたら
すべきであるので、どちらの場合でも必須であるのは、抗原のアミノ酸配列内のエピトー
プの存在である。
【００６７】
　基本的に、ＭＨＣ分子に結合できるあらゆるペプチドが、Ｔ細胞エピトープとして機能
してもよい。生体外または生体内Ｔ細胞応答誘導のための必要条件は、対応するＴＣＲが
あるＴ細胞の存在、およびこの特定のエピトープに対する免疫寛容の不在である。したが
って、ＴＡＡは、腫瘍ワクチン開発のための出発点である。ＴＡＡを同定し特性決定する
方法は、患者または健常者から単離され得るＣＴＬの使用に基づき、またはそれらは、腫
瘍および正常組織間の差次的転写プロファイル、または差次的ペプチド発現パターンの作
成に基づく（Ｌｅｍｍｅｌ　ｅｔ　ａｌ．４５０－５４；Ｗｅｉｎｓｃｈｅｎｋ　ｅｔ　
ａｌ．５８１８－２７）。しかし、腫瘍組織またはヒト腫瘍細胞系で過剰発現され、また
はこのような組織または細胞系で選択的に発現される遺伝子の同定は、免疫療法において
これらの遺伝子から転写される抗原の使用に関する、正確な情報を提供しない。これは、
これらの抗原のエピトープの個々の亜集団のみが、このような用途に適するためであり、
その理由は、対応するＴＣＲがあるＴ細胞が存在しなくてはならず、またこの特定のエピ
トープに対する免疫寛容が不在または最小でなくてはならないからである。したがってそ
れに対して機能性Ｔ細胞が見られる、ＭＨＣ分子に関連して提示される、過剰発現または
選択的発現されるタンパク質からのペプチドのみを選択することが重要である。このよう
な機能性Ｔ細胞は、特異的抗原による刺激時に、クローン増殖し得てエフェクター機能を
果たすことができるＴ細胞（「エフェクターＴ細胞」）と定義される。
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【００６８】
　がん治療に関連する重篤な副作用および費用を考慮すると、より良い予後診断法および
診断法がぜひとも必要である。
【００６９】
　「ペプチド」という用語は、典型的に、隣接するアミノ酸のα－アミノおよびカルボニ
ル基の間のペプチド結合によって互いに連結する、一連のアミノ酸残基を命名するために
、本明細書で使用される。ペプチドは、好ましくは９アミノ酸長であるが、８アミノ酸長
程度に短く、１０、１１、１２、１３または１４アミノ酸程度に長くあり得る。
【００７０】
　「オリゴペプチドペプチド」という用語は、典型的に、隣接するアミノ酸のα－アミノ
およびカルボニル基の間のペプチド結合によって互いに連結する、一連のアミノ酸残基を
命名するために、本明細書で使用される。オリゴペプチドの長さは、その中で正しいエピ
トープまたはエピトープ群が保持されれば、本発明には重要でない。オリゴペプチドは、
典型的に、約３０アミノ酸残基長未満であり、約１４アミノ酸長を超える。
【００７１】
　「ポリペプチド」という用語は、典型的に、隣接するアミノ酸のα－アミノおよびカル
ボニル基の間のペプチド結合によって互いに連結する、一連のアミノ酸残基を指す。正し
いエピトープが保持されれば、ポリペプチドの長さは、本発明には重要でない。ペプチド
またはオリゴペプチドという用語とは対照的に、ポリペプチドという用語は、約３０を超
えるアミノ酸残基を含有する分子を指すことが意図される。
【００７２】
　このような分子をコードする、ペプチド、オリゴペプチド、タンパク質またはポリヌク
レオチドは、免疫応答を誘導できれば「免疫原性」である（したがって本発明内における
「免疫原」である）。本発明の場合、免疫原性は、より具体的にはＴ細胞応答を誘導する
能力と定義される。したがって「免疫原」は、免疫応答を誘導できる分子であり、本発明
の場合は、Ｔ細胞応答を誘導できる分子である。
【００７３】
　Ｔ細胞「エピトープ」は、クラスＩ　ＭＨＣ受容体に結合する短いペプチドを必要とし
て、三成分複合体（ＭＨＣクラスＩα鎖、β－２－ミクログロブリン、およびペプチド）
を形成し、それは、適切な親和性でＭＨＣ／ペプチド複合体に結合する適合Ｔ細胞受容体
を保有するＴ細胞によって、認識され得る。ＭＨＣクラスＩ分子に結合するペプチドは、
典型的に８～１４アミノ酸長であり、最も典型的には９アミノ酸長である。
【００７４】
　本明細書において、本発明は、一例として、がんを使用して説明される。それでもなお
、発明の方法は、それぞれの免疫応答が、ＭＨＣクラスＩが関与する応答でありさえすれ
ば、感染性疾患、自己免疫疾患、および寄生虫感染症でもまた用いられ得る。
【図面の簡単な説明】
【００７５】
　ここで以下の実施例において、本発明をさらに説明するが、それでもなお制限は意図さ
れない。添付の図面および配列表において、
【図１】本発明による実験的アプローチの一般的な概略図を示す。
【図２】表１のＴＵＭＡＰあたり１０ｆｍｏｌのＴＵＭＡＰ混合物の比較ＭＳ分析を示す
。各ペプチドは、異なるＭＳシグナルをもたらして、ペプチド依存性の検出可能性を示す
。ペプチド５は表１に収載されておらず、すなわち、表１の配列１～４は図２の番号１～
４に対応し、表１の配列５～１１は図２の番号６～１２に対応する。さらに、図２のペプ
チド１９、２１、および２２は表２に収載されておらず、すなわち、図２の配列１３～１
８は表２の番号１２～１７に対応し、図２の配列２０は表２の番号１８に対応し、図２の
配列２３～２８は表２の１９～２４に対応する。
【図３】内部標準法の原理を示す。検量線は、ＴＵＭＡＰの同位体標識バージョン（淡灰
色で示される）の力価測定によって作成される。全てのＭＳ測定で、ＴＵＭＡＰ内標準ペ
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プチドの別の同位体標識バージョンの一定量（暗灰色で示される）が、ＭＳサンプルに添
加される。検量線関数は、ロジスティック回帰によって、ＭＳシグナル比から計算される
。ＬＬＯＱは、目視検査によって、直線性からの偏差を考慮して定義される。「定量化サ
ンプル」（緑色で示される）は、ＴＵＭＡＰ数の絶対的定量化のために選択された腫瘍サ
ンプル中で測定された、シグナル強度を表す。
【図４】絶対的定量化のために選択されたＨＬＡ－Ａ＊０２　ＴＵＭＡＰの検量線を示す
。細胞あたりの絶対的なＴＵＭＡＰ数の分析のために使用された、腫瘍組織サンプル（「
定量化サンプル」）中のそれぞれのＴＵＭＡＰのＭＳの結果が、各チャートに含まれる。
【図５】絶対的定量化のために選択されたＨＬＡ－Ａ＊０２　ＴＵＭＡＰの追加的な検量
線を示す。細胞あたりの絶対的なＴＵＭＡＰ数の分析のために使用された、腫瘍組織サン
プル（「定量化サンプル」）中のそれぞれのＴＵＭＡＰのＭＳの結果が、各チャートに含
まれる。
【図６】絶対的定量化のために選択されたＨＬＡ－Ａ＊２４　ＴＵＭＡＰの検量線を示す
。細胞あたりの絶対的なＴＵＭＡＰ数の分析のために使用された、腫瘍組織サンプル（「
定量化サンプル」）中のそれぞれのＴＵＭＡＰのＭＳの結果が、各チャートに含まれる。
【図７】絶対的定量化のために選択されたＨＬＡ－Ａ＊２４　ＴＵＭＡＰの追加的な検量
線を示す。細胞あたりの絶対的なＴＵＭＡＰ数の分析のために使用された、腫瘍組織サン
プル（「定量化サンプル」）中のそれぞれのＴＵＭＡＰのＭＳの結果が、各チャートに含
まれる。
【図８】分析された全てのＴＵＭＡＰにわたる、ＭＳ反復測定値の推定された変動を示す
。各ドットは、１つの特異的組織サンプル中の個々のＴＵＭＡＰのＭＳ反復試験について
、変動係数（ＣＶ％）を表す。全てのＴＵＭＡＰにわたるＣＶの中央値は、ＭＳ反復試験
の平均変動と見なされる。
【図９】ペプチドＭＨＣ単離の効率を示す。ペプチドＭＨＣ単離の効率は、Ａ＊０２　Ｔ
ＵＭＡＰ（Ａ）では８個のＡ＊０２陽性サンプル、Ａ＊２４　ＴＵＭＡＰ（Ｂ）では６個
のＡ＊２４陽性サンプルで評価された。単離効率は、平均してそれぞれ、Ａ＊０２　ＴＵ
ＭＡＰでは２４％、Ａ＊２４　ＴＵＭＡＰでは３２％変動する（Ｃ）。
【図１０】ＤＮＡ含有量分析を評価する方法を示す。Ａ．腫瘍細胞株（暗灰色）から、健
常ドナー由来ＰＢＭＣ（灰色）から作成された標準曲線を使用した、およびヒト二倍体ゲ
ノムの理論的重量（淡灰色）を使用した、所与のＤＮＡ量からの細胞数の内挿のための３
つの異なる方法の比較。生物学的反復試験、すなわち、同一腫瘍の異なる小片からの独立
した組織溶解産物調製品は、灰色で強調表示される。Ｂ．絶対的なＴＵＭＡＰ定量化にお
いて分析された組織サンプルの総細胞数を判定するために使用された、ＰＢＭＣ標準曲線
のプロット。
【図１１】固体冷凍組織サンプルからの細胞数の判定を示す。Ａ＊０２陽性およびＡ＊２
４陽性腫瘍サンプルの細胞数分析（Ａ）、および細胞数分析の推定された変動（Ｂ）。生
物学的反復試験は、灰色で強調表示される。
【図１２】ＨＬＡ－Ａ＊０２　ＴＵＭＡＰについて、細胞あたりペプチドコピーの結果を
示す。８個の異なるＧＣ腫瘍が分析され、それらの内３個は二重反復試験された（生物学
的二重反復試験はグループ分けされ、灰色で強調表示される）。ＬＬＯＱは、１回のＭＳ
実験における定量範囲を指し、サンプルおよびＴＵＭＡＰ特異的ＬＬＯＱ、すなわち、特
定のサンプル中で数量化できる特異的ＴＵＭＡＰ（灰色で示される）の最低コピー数に外
挿される。
【図１３】ＨＬＡ－Ａ＊０２　ＴＵＭＡＰについて、細胞あたりペプチドコピーの追加的
結果を示す。８個の異なるＧＣ腫瘍が分析され、それらの内３個は二重反復試験された（
生物学的二重反復試験はグループ分けされ、灰色で強調表示される）。ＬＬＯＱは、１回
のＭＳ実験における定量範囲を指し、サンプルおよびＴＵＭＡＰ特異的ＬＬＯＱ、すなわ
ち、特定のサンプル中で数量化できる特異的ＴＵＭＡＰ（灰色で示される）の最低コピー
数に外挿される。
【図１４】ＨＬＡ－Ａ＊２４　ＴＵＭＡＰについて、細胞あたりペプチドコピーの結果を
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示す。６個の異なるＧＣ腫瘍が分析され、それらの内３個は二重反復試験された（生物学
的二重反復試験はグループ分けされ、灰色で強調表示される）。ＬＬＯＱは、１回のＭＳ
実験における定量範囲を指し、サンプルおよびＴＵＭＡＰ特異的ＬＬＯＱ、すなわち、特
定のサンプル中で数量化できる特異的ＴＵＭＡＰ（灰色で示される）の最低コピー数に外
挿される。
【図１５】ＨＬＡ－Ａ＊２４　ＴＵＭＡＰについて、細胞あたりペプチドコピーの追加的
結果を示す。６個の異なるＧＣ腫瘍が分析され、それらの内３つは二重反復試験された（
生物学的二重反復試験はグループ分けされ、灰色で強調表示される）。ＬＬＯＱは、１回
のＭＳ実験における定量範囲を指し、サンプルおよびＴＵＭＡＰ特異的ＬＬＯＱ、すなわ
ち、特定サンプル中で数量化できる特異的ＴＵＭＡＰ（灰色で示される）の最低コピー数
に外挿される。
【図１６】ＭＨＣ／ペプチドモノマー調製品中の５００ｆｍｏｌの遊離ペプチドを使用し
た、サンプルへの添加の影響の試験を示す。分析中の遊離ペプチドは、示されるようなペ
プチドに対する実質的影響を有しない。
【図１７】標準曲線と対比した、Ｑｕｂｉｔ　ＨＳ（蛍光）を使用した、ＤＮＡ単離再現
性試験の結果を示す。サンプル（ＮＳＣＬＣなどのがんサンプル）は、十分な均質性を示
す。ＤＮＡは、３×５０μｌのアリコートから単離された。配列番号１～２４は、実施例
に従って絶対的定量化のために選択された、表１および２のペプチドを示す。
【実施例】
【００７６】
　以下の実施例は、本発明の方法をＴＡＡ／がんの文脈で説明する。実施例は、単に本発
明の好ましい一実施形態であるので、本発明はそれらに限定されない。本発明の目的で、
本明細書で引用される全ての参考文献は、その内容全体を参照によって援用する。
【００７７】
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【表１】

 
【００７８】
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【表２】

【００７９】
　固形腫瘍サンプル中の細胞あたりＴＵＭＡＰコピーの定量化は、
ａ）単離されたＴＵＭＡＰ、
ｂ）単離中のＴＵＭＡＰの損失、および
ｃ）分析組織サンプルの細胞数
の（下位）定量化を必要とする。
本発明による実験的アプローチの概要は、図１に示される。
【００８０】
ナノＬＣ－ＭＳ／ＭＳによるペプチド定量化
　質量分析法によるペプチドの正確な定量化のためには、ペプチド量とＭＳシグナルのペ
プチド特異的相関に関する基礎知識が、最初に習得される必要がある。一例として、ペプ
チドあたり１０ｆｍｏｌのペプチド混合物のＭＳ測定は、ＭＳシグナルに大きなペプチド
特異的差異があることを明らかにする（図２）。これはまた、その中でペプチドがＭＳに
よって信頼性をもって定量化されてもよい範囲が、個々のペプチド特性に左右されること
を暗示する。
【００８１】
　さらに、特異的ペプチドの量とＭＳシグナルの間の線形相関は、特定の範囲内のみで予
測され得る。したがって本発明者らは、各ペプチドについて個々の検量線を判定すること
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にした。各検量線の範囲は、個々のペプチド定量化範囲だけでなく、以前分析された腫瘍
サンプル中で、各ペプチドのＭＳシグナル範囲もまた反映するように選択された。目的は
、各検量線が、本発明者らの通例のサンプルの少なくとも８０％のペプチド特異的ＭＳシ
グナル範囲を含むことであった。
【００８２】
　正確な検量線の作成は、合成標準物質を必要とし、それは、独立した方法で定量化され
なくてはならず、天然ＴＵＭＡＰと同一特性を有する。本発明者らは、ＴＵＭＡＰの二重
同位体標識バージョンを使用し、すなわちＴＵＭＡＰ合成中に、２つの同位体標識アミノ
酸が包含された。二重標識バージョンは、標識アミノ酸次第で、１２～１８ダルトンの質
量差によって天然ＴＵＭＡＰと区別され得る。質量を除いて、同位体標識は、ＭＳ中のペ
プチドの性質を改変せず、すなわち、同一配列があるペプチドがもたらされるが、異なる
同位体標識は、同一ＭＳシグナル強度をもたらす（Ａｎｄｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，２
０１２）。合成後、二重標識ＴＵＭＡＰは、窒素分析によって正確に定量化され、ペプチ
ド量とＭＳシグナルの正確な相関ができるようにする。
【００８３】
　検量線は、少なくとも３つの異なるマトリックス中で、すなわち、通例のＭＳサンプル
と類似した天然サンプルからのＨＬＡペプチド溶出液中で作成され、各調製品は、ＭＳ実
験において二連で測定された。ＭＳ実験間のあらゆる技術的変動を代償するために、全て
の測定に内標準ペプチドが包含された。力価測定されたペプチド対固定内標準のＭＳシグ
ナル比がプロットされ、検量線はロジスティック回帰によって計算された（図３）。定量
下限（ＬＬＯＱ）は、直線性からの偏差を考慮して、目視で評価された。ペプチドＦＡＰ
－００３（図４）などのように直線性からの偏差が明らかでない場合は、最低ペプチド量
の平均比を使用してＬＬＯＱが計算された。定量上限、すなわち、より高い濃度における
直線性からの偏差は、いかなる検量線にも達しなかった。
【００８４】
　実際の定量化実験では、検量線を作成するために、同一量の内標準が各サンプルに添加
されて、天然対内標準ペプチドの比率が計算された。この「内標準法」は、例えば、生物
学的サンプル中の生物マーカーを分析するためのＭＳベースのタンパク質定量化の一般的
方法である（Ｓｔｕｒｍ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２；Ｐｒａｓａｄ　ａｎｄ　Ｕｎａｄｋ
ａｔ，２０１４；Ｓａｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２）。実際の腫瘍サンプル中で測定さ
れた検量線および値は、絶対的定量化のために選択された全てのＴＵＭＡＰについて、Ｈ
ＬＡ－Ａ＊０２が図４および図５に、ＨＬＡ－Ａ＊２４が図６および図７に示される。
【００８５】
　定量的ＭＳ測定値の変動を推定するために、各ＭＳサンプルのペプチド含有量の変動係
数（ＣＶ％）が計算された。ＭＳサンプルあたりのＣＶがプロットされて、ＭＳ測定値の
全体的変動が中央値ＣＶとして推定された（図８）。
【００８６】
ペプチド／ＭＨＣ単離の効率
　あらゆるタンパク質精製処理では、組織サンプルからのタンパク質の単離が、関心のあ
るタンパク質の特定の損失と関連している。ＴＵＭＡＰ単離の効率を判定するために、絶
対的定量化のために選択された全てのＴＵＭＡＰに対して、ペプチドＭＨＣ複合体が作成
された。添加ペプチドを天然ペプチドＭＨＣ複合体から識別できるようにするために、Ｔ
ＵＭＡＰの単一同位体標識バージョンが使用され、すなわち、１つの同位体標識アミノ酸
がＴＵＭＡＰ合成中に導入された。これらの複合体は、新鮮に調製された組織溶解産物に
、すなわち、ＴＵＭＡＰ単離手順の可能な限り早い時点で、添加され、次に、続く親和性
精製において天然ペプチドＭＨＣ複合体と同様に捕捉された。したがって単一標識ＴＵＭ
ＡＰの回収率の測定は、個々の天然ＴＵＭＡＰの単離効率に関する結論を可能にする。
【００８７】
　単離効率は、絶対的なＴＵＭＡＰ定量化のために選択された、１３個のサンプル（７個
のＨＬＡ－Ａ＊０２陽性、５個のＨＬＡ－Ａ＊２４陽性、および１個のＨＬＡ－Ａ＊０２
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／Ａ＊２４二重陽性サンプル）中で評価された。８個のＡ＊０２陽性サンプルがＡ＊０２
　ＴＵＭＡＰの単離効率について、６個のＡ＊２４陽性サンプルがＡ＊２４　ＴＵＭＡＰ
の単離効率について、分析された（図９Ａ、Ｂ）。結果は、ほとんどのペプチドで、異な
る組織サンプル間の単離効率が同等であることを示唆する。対照的に、個々のペプチド間
では、単離効率は異なる。これは、単離効率が、限定数の組織サンプル中でのみ評価され
るが、任意のその他の組織調製品に外挿されてもよいことを提案する。しかし、単離効率
は、１つのペプチドからその他に外挿されないこともあるので、各ＴＵＭＡＰを個別に分
析することが必要である。
【００８８】
　少数例では、例えば、ペプチドＮＣＡＰＧ－００１（図９Ａ）などでは、単離効率が非
現実的に高く、および／または大きく変動する。例えば、ペプチド依存性の定量化の困難
さ（例えば、ペプチドＣＣＮＢ１－００２、ＡＳＰＭ－００１の高いＬＬＯＱレベル）の
ために、その中で効率が評価され得ない場合、または１００％よりも高い効率が計算され
た場合は、本発明者らは、１００％の単離効率を仮定した。これは、単離効率を九分通り
過大評価し、それによって最終的に細胞あたりペプチドコピーの過小評価をもたらす、保
守的なアプローチである。
【００８９】
　ＴＵＭＡＰ単離効率の変動を推定するために、６～８個のサンプルからの個々のＴＵＭ
ＡＰの単離の変動係数（ＣＶ％）がプロットされた（図９Ｃ）。全体的に、平均的変動は
、それぞれ、Ａ＊０２　ＴＵＭＡＰで２４％、Ａ＊２４ＴＵＭＡＰでは３２％であった。
【００９０】
固体冷凍組織中の細胞数の判定
　細胞あたりペプチドコピー数を計算する上での別の決定的因子は、ＴＵＭＡＰ単離のた
めに使用された組織サンプルの総細胞数の推定である。本発明者らは、異なる起源の広範
なサンプルに、最も重要なことには、冷凍サンプルに応用可能であることから、ＤＮＡ含
有量分析を使用することにした（Ｆｏｒｓｅｙ　ａｎｄ　Ｃｈａｕｄｈｕｒｉ，２００９
；Ａｌｃｏｓｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１；Ａｌｃｏｓｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１
；Ｓｉｌｖａ　ｅｔ　ａｌ．，２０１３）。
【００９１】
　腫瘍内の不均一性を考慮して、ＴＵＭＡＰ単離のために使用された完全な組織サンプル
を代表する組織画分からの細胞数を判定することが必要である。ＴＵＭＡＰ単離中に調製
される組織溶解産物は、固形組織画分と比較してより均質であることから、ＤＮＡ分析の
ための適切なサンプルである。ＤＮＡ単離後、蛍光ベースのアッセイ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｑｕｂｉｔ　ＨＳ　ＤＮＡ　Ａｓｓａｙ）で、全ＤＮＡ濃度が定量
化され、サンプルの全ＤＮＡ含有量が計算された。
【００９２】
　所与のＤＮＡ量から細胞数を計算するために、本発明者らは、２つの異なる方法を検討
した。第１に、細胞数は、二倍体ゲノムあたりおよそ６．６７ｐｇのＤＮＡと推定されて
いるヒトゲノムの理論的質量を使用して、計算されてもよい（Ａｌｃｏｓｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２０１１；Ｋｏｎｉｇｓｈｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。代案としては、既
知の細胞数を有するサンプルを使用して、組織サンプルで使用されるのと同じ方法によっ
て、ＤＮＡ標準曲線が調製されてもよい。この方法は、ＤＮＡの単離および定量化手順の
あらゆる影響を十分に補償し、したがって本発明者らの結果の確度を改善する。本発明者
らは、１つは７種の異なる腫瘍細胞株からの、もう１つは６人の異なる健常ドナーの末梢
血単核細胞（ＰＢＭＣ）からの２つの異なる標準曲線を作成した。
【００９３】
　全ての３つの評価法（理論的ＤＮＡ質量および２つの異なる細胞ベースの標準曲線）を
比較するために、いくつかのサンプルで１ｇの組織あたりの細胞数が計算された（図１０
Ａ）。細胞株標準を使用した計算は、ＰＢＭＣ標準の使用と比較して、実質的により低い
細胞数をもたらす（最大で３．６倍の過小評価）。これは、腫瘍細胞株が、健常二倍体Ｐ



(20) JP 6735741 B2 2020.8.5

10

20

30

40

50

ＢＭＣと比較して、より高いＤＮＡ含有量がある異数体細胞のより大きな部分を有する傾
向があることを考慮すれば、予測された。文献では、二倍体胃腫瘍の比率は、治験によっ
て２５～６７％で変動する（Ｈｉｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５；Ｔａｍｕｒａ　ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９１；Ｗｉｋｓｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００８；Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　
ａｌ．，２００５；Ｓｕｇａｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。組織サンプルの倍数性およ
び異数体細胞の割合は不明であるので、どちらの標準曲線も真の細胞数に対する推定値の
みを与えてもよく、個々の組織サンプルの全ての性質は考慮しない。変動のもう一つの原
因は、組織サンプルの未知の増殖状態、または壊死性細胞の存在である。特に、増殖性細
胞中のＤＮＡ含有量の倍増は、ＤＮＡ量を細胞数と比較して増大させ、ひいては細胞数計
算を偏らせる。全ての３つのアプローチによって、本発明者らは、２つの正常胃組織サン
プル中で、腫瘍サンプルと比較してより低い、１ｇの組織あたりの細胞数を計算した。
【００９４】
　保守的なアプローチとして、本発明者らはＰＢＭＣ標準曲線（図１０Ｂ）を使用するこ
とにしたが、これは、過剰二倍体組織サンプルの一部における細胞数の過大評価をもたら
してもよく、このようなサンプル中の細胞あたりペプチドコピーの過小評価につながるが
、いかなるサンプル中の細胞あたりペプチドコピーも過大評価することはありえない。
【００９５】
　絶対的なＴＵＭＡＰ定量化のために選択された組織サンプルを分析するために、本発明
者らは、組織溶解産物の２～３つのアリコートからＤＮＡを単離し、各ＤＮＡ調製品は、
蛍光ベースのアッセイによって２～３つの反復試験中で定量化された。総細胞数および１
ｇの組織あたりの細胞数は、ＰＢＭＣ標準曲線を使用して、全ＤＮＡ含有量から計算され
た（図１１Ａ）。細胞数分析の全体的変動の推定値を得るために、変動係数（％）が、最
初に各サンプルレベルで、または利用できれば生物学的反復試験（すなわち、同一腫瘍の
異なる小片からの独立した組織溶解産物調製品）レベルで、判定された。この計算は、組
織溶解産物のアリコート間、ならびに蛍光アッセイにおける反復測定値間の変動を考慮に
入れた。これらのＣＶは図１１Ｂに示され、全体的変動は、示されるＣＶの中央値として
判定された。変動性は、組織溶解産物が完全に均質化されていない、すなわち、非解離細
胞を含有する残留組織粒子が、個々の単離反復試験についてより高い細胞数をもたらすと
いう事実によって、部分的に説明されてもよい（例えば、図１１ＡのＧＣ８１６Ｔを参照
されたい）。
【００９６】
細胞あたりペプチドコピー
　ナノＬＣ－ＭＳ／ＭＳ試験（「総ペプチド」）におけるペプチド定量化、ＴＵＭＡＰ単
離の効率（「％単離効率」）、および利用できる各腫瘍サンプルの細胞数に関するデータ
を用いて、次式に従って、細胞あたりＴＵＭＡＰコピー数を計算することが可能である：
総ペプチド量は、図４～図７に示される検量線を使用して、２～４ナノＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
実験（「ペプチド／試験［ｆｍｏｌ］」）の結果から計算される。
【数１】

【００９７】
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　検量線を使用して定義されるＬＬＯＱを超えるＭＳ測定値のみが、絶対的なペプチドコ
ピー数計算のために使用される。このＬＬＯＱは、ナノＬＣ－ＭＳ／ＭＳ実験（「ＬＬＯ
Ｑ／試験［ｆｍｏｌ］」）におけるＴＵＭＡＰ量を指す。
【００９８】
　定量化され得る全てのペプチドについて、細胞あたりコピー数は、細胞あたり５０～３
００００コピーの範囲にわたる（表３を参照されたい）。
【００９９】
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【表３】

【０１００】
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　「細胞あたりペプチドコピー」の文脈でＬＬＯＱを視覚化するために、上に示す２つの
式を使用して、各サンプル中で各ＴＵＭＡＰについて「細胞あたりＬＬＯＱ」が計算され
た。サンプルは総細胞数が異なるので、細胞あたりＬＬＯＱは、各サンプルで異なる（Ａ
＊０２　ＴＵＭＡＰについては図１２および図１３、Ａ＊２４　ＴＵＭＡＰについては図
１４および図１５を参照されたい）。
【０１０１】
絶対的なＴＵＭＡＰ定量化の誤差の推定
　絶対的なＴＵＭＡＰ定量化の変動を推定するために、本発明者らは、上述されたような
３つの主要な実験結果の相対的変動を考慮した。
ａ）単離ＴＵＭＡＰ量：相対偏差１．８％（Ａ＊０２）および２．１％（Ａ＊２４）
ｂ）ＴＵＭＡＰ単離効率：相対偏差２４％（Ａ＊０２）および３２％（Ａ＊２４）
ｃ）分析組織サンプル細胞数：相対偏差２７％
変数値の正規分布を仮定すると、「細胞あたりコピー」の相対誤差（σ）は、各変数の二
次相対誤差の合計の平方根として計算されてもよい：

【数２】

【０１０２】
　上述の値によって、細胞あたりの絶対的なペプチドコピー数の変動係数は、ＨＬＡ－Ａ
＊０２ペプチドでは約３６％、ＨＬＡ－Ａ＊２４ペプチドでは４２％である。結果の変動
に対する所見を与えるために、モデルペプチドおよびサンプルについて、細胞あたりペプ
チドコピーの絶対誤差および相対誤差が計算された（表４）。
【０１０３】

【表４】

【０１０４】
　このモデル計算は、絶対的定量化の複雑な多段階合成分析について、結果の変動がなお
も許容範囲であることを示唆する。個々のＴＵＭＡＰでは、相対誤差は、ここで計算され
た平均誤差から外れてもよい。細胞あたりＴＵＭＡＰコピー数は、異なるＴＵＭＡＰ間で
定量的に比較されて、優先順位のＴＵＭＡＰが、適切な抗体および／または可溶性Ｔ細胞
受容体標的を選択できるようにしてもよい。
【０１０５】
既知の公開された方法のＴＵＭＡＰ定量化法の比較
　細胞あたりのＭＨＣ関連ペプチドコピー数の絶対的定量化に対する正確なアプローチは
、これまで示されていなかった。最も重要なことには、以前公開された、ＭＳ分析を使用
してＭＨＣ結合ペプチドを定量化する方法は、試料調製中の抗原の損失を考慮しなかった
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（Ｔａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１；Ｈｏｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。Ｐｅｔｅ
ｒ　Ａ．ｖｏｎ　Ｖｅｌｅｎのグループは、「ＭＨＣ結合ペプチドの正確な定量化」の方
法を最近出版した（Ｈａｓｓａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４）。この技術注記では、ＥＢ
Ｖ－ＬＣＬ　ＪＹｐｐ６５細胞上で、２つの副組織適合抗原、ＬＢ－ＮＩＳＣＨ－１Ａお
よびＬＢ－ＳＳＲ１－１Ｓを定量化するアプローチが使用された。しかし、個々の実験段
階は実質的に異なり、それは下の表に要約される：
【０１０６】
【表５】

 
【０１０７】
　Ｈａｓｓａｎ　ｅｔ　ａｌ．によって分析された２つのペプチドのコピー数は８００～
５３００（相対偏差７４％）、細胞あたりコピーは３０００～１２０００（相対偏差６０
％）で、生物学的反復試験間でそれぞれ変動した。この変動の理由は明確に考察されなか
ったが、異なるＭＳ装置の使用に起因してもよい。
【０１０８】
　要約すると、本発明のより精製な方法は、より正確かつ信頼できる結果に寄与すること
が期待される。
【０１０９】
低コピー数を有するペプチドの定量化
　本発明の方法の能力を示すために、以下の表に示されるようなデータを生成した。非常
に小さなコピー数でのみ存在するペプチドが同定され、ペプチドＰＤＥ１１－００１はそ
の１つである。方法は、細胞あたり約１０コピー程度にわずかなペプチドの判定を可能に
することが分かる。
【０１１０】
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【表６】

【０１１１】
　ＰＤＥ１１－００１は、リン酸ジエステラーゼ１１Ａ（ＰＤＥ１１Ａ）に由来するＨＬ
Ａ－Ａ＊０２結合ペプチドであり、ｃＡＭＰおよびｃＧＭＰの加水分解を触媒し、したが
ってそれぞれのシグナル伝達経路を下方制御する。ＰＤＥ１１Ａの変異は、副腎皮質過形
成ならびに家族性精巣胚細胞腫瘍と連付けられている。ペプチドは、前立腺がんサンプル
上で、そしてまた肝細胞、膵臓、および腎細胞がんにおいて検出され、いかなる正常組織
でも検出されなかった。
【０１１２】
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