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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号８２（ＡＰＡＡＷＬＲＳＡＡ）に示されるアミノ酸配列からなるペプチド、又
はその薬学的に許容可能な塩。
【請求項２】
　ＭＨＣクラスＩ分子に結合する能力を有し、前記ＭＨＣに結合すると、ＣＤ８Ｔ細胞に
よって認識されることができる、請求項１に記載のペプチド。
【請求項３】
　ＨＬＡリガンドと反応性である、可溶性または膜結合Ｔ細胞受容体であるＴ細胞受容体
であって、前記リガンドが、配列番号８２に示されるアミノ酸配列からなるＴ細胞受容体
（以下、ＴＣＲという）。
【請求項４】
　ＭＨＣ分子と結合する、請求項１又は２のいずれか一項に記載のペプチドを特異的に認
識する、可溶性または膜結合抗体である、抗体。
【請求項５】
　請求項１又は２のいずれか一項に記載のペプチド、請求項３に記載のＴＣＲ、又は請求
項４に記載の抗体をエンコードする核酸であって、任意選択的に異種プロモーター配列と
結合する、核酸または前記核酸を発現する発現ベクター。
【請求項６】
　請求項１又は２のいずれか一項に記載のペプチド、又は請求項５に記載の核酸または発
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現ベクターを含んでなる、組換え宿主細胞。
【請求項７】
　前記宿主細胞が樹状細胞又は抗原提示細胞である、請求項６に記載の組換え宿主細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫療法において使用するためのペプチド、タンパク質、核酸、および細胞
に関する。特に、本発明はがんの免疫療法に関する。本発明は、単独のまたはその他の腫
瘍関連ペプチドと組み合わされた、腫瘍関連Ｔ細胞ペプチドエピトープにさらに関し、そ
れは、例えば、抗腫瘍免疫応答を刺激し、または生体外でＴ細胞を刺激して患者に移入す
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。主要組織適合性複合体（ＭＨ
Ｃ）の分子と結合しているペプチド、またはペプチドそれ自体もまた、抗体、可溶性Ｔ細
胞受容体、およびその他の結合分子の標的になり得る。
【０００２】
　本発明は、ヒト腫瘍細胞のＨＬＡクラスＩならびにＨＬＡクラスＩＩ分子に由来する、
いくつかの新規ペプチド配列およびそれらの変異型に関し、それらは抗腫瘍免疫応答を引
き起こすためのワクチン組成物中で、または薬学的／免疫学的活性化合物および細胞の開
発のための標的として、使用され得る。
【背景技術】
【０００３】
　上皮性卵巣がん（ＥＯＣ）は、依然として婦人科悪性病変に起因する主要な死因、およ
び西欧諸国でのがん関連死の第５位の主要原因であり、２０１４年には米国で２万２千件
の新たな診断と、１万４千人の死亡を引き起こした（１）。唯一利用可能な根治的治療選
択肢は、初期の非転移期における完全な外科的腫瘍除去である。しかし、ほとんどの患者
（＞７０％）はＩＩＩまたはＩＶ期で診断され、これは特定の初期症状の欠如によって引
き起こされる。化学療法レジメンの進歩、および第一選択治療のためのベバシズマブの最
近の認可にもかかわらず、大部分の患者は最初の治療後数ヶ月または数年以内に再発する
（２，３）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　がんの治療に伴う重度の副作用および費用を考慮すると、がん全般、そして特に卵巣が
んの治療に使用し得る要素を同定する必要がある。がんのより良い診断、予後の評価、お
よび治療成功の予測につながる、がん全般、特に卵巣がんのためのバイオマーカーに相当
する要素を同定する必要性もまたある。
【０００５】
　がんの免疫療法は、がん細胞を特異的に標的化しながら副作用を最小化する選択肢に相
当する。がん免疫療法は、腫瘍関連抗原の存在を利用する。腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）の現
行の分類は、次の主要群を含んでなる：
ａ）がん精巣抗原：Ｔ細胞によって認識され得る初めて同定されたＴＡＡ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
なるヒト腫瘍において発現し、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る。ＣＴ抗原の周知の例は、ＭＡＧＥファミリーメンバーお
よびＮＹ－ＥＳＯ－１である。
ｂ）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
される。既知の分化抗原のほとんどは、黒色腫および正常メラノサイトに見いだされる。
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
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は、黒色腫に対するチロシナーゼと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。
ｃ）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
なる型の腫瘍において検出され、多数の正常組織においても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スされて潜在的に提示され得るエピトープの多
くは、Ｔ細胞認識の閾値レベル未満であり得る一方で、腫瘍細胞におけるそれらの過剰発
現は、以前確立された免疫寛容を破壊することにより、抗がん応答を始動し得る。このク
ラスのＴＡＡの顕著な例は、Ｈｅｒ－２／ｎｅｕ、サバイビン、テロメラーゼまたはＷＴ
１である。
ｄ）腫瘍特異的抗原：これらのユニークなＴＡＡは、正常な遺伝子（β－カテニン、ＣＤ
Ｋ４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／
または進行に関連している。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た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。腫瘍特異的（関連）イソ型を有するタンパク質では、ペプチドの
腫瘍特異性（または関連性）はまた、ペプチドが腫瘍（関連）エクソンに由来する場合に
生じてもよい。
ｅ）異常な翻訳後修飾から生じるＴＡＡ：このようなＴＡＡは、特異的でなく腫瘍におい
て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、腫瘍において主に
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、腫瘍に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、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のような事象から生じる。
ｆ）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
発がん過程において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、子宮頸がんにおいて
発現されるヒト乳頭腫１６型ウイルスタンパク質Ｅ６およびＥ７である。
【０００６】
　過去２０年間に、ＥＯＣは、多様な臨床所見に基づいて高度に免疫原性の腫瘍として認
識されてきた。頻繁な免疫細胞浸潤を示すＥＯＣは、Ｔ細胞浸潤と臨床予後の決定的な関
連が確立された最初のがんの１つであった。これらの浸潤性Ｔ細胞集団内では、腫瘍反応
性および抗原特異的Ｔ細胞が同定されている。対照的に、腫瘍常在調節性Ｔ細胞（Ｔｒｅ
ｇ）は、臨床転帰と負の相関がある。さらに、免疫刺激性サイトカインは、個々の患者に
おいて説得力のある腫瘍応答を誘導することが示されている。
【０００７】
　がん治療のための免疫療法アプローチの有効性は、黒色腫治療において示される免疫チ
ェックポイント阻害剤の最近の開発および認可によって例示されている。さらに、抗原特
異的ペプチドワクチン接種および養子Ｔ細胞移入は、黒色腫、および例えば腎細胞がんな
どのその他の免疫原性腫瘍において、成功を示し始めた。個別化免疫療法には治癒的可能
性さえもあり、素晴らしい結果が個々の患者で提示された。
【０００８】
　Ｔ細胞ベースの免疫療法は、主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）の分子によって提示され
る、腫瘍関連または腫瘍特異的タンパク質由来ペプチドエピトープを標的とする。腫瘍特
異的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、それはそれぞれの
腫瘍細胞において発現されて、同一起源の非改変細胞と比較して、通常、上方制御される
。
【０００９】
　ＭＨＣ分子には、ＭＨＣクラスＩおよびＭＨＣクラスＩＩの２つのクラスがある。ＭＨ
ＣクラスＩ分子はα重鎖およびβ２ミクログロブリンから構成され、ＭＨＣクラスＩＩ分
子はαおよびβ鎖から構成される。それらの三次元立体構造は、ペプチドとの非共有結合



(4) JP 6862411 B2 2021.4.21

10

20

30

40

50

相互作用のために使用される、結合溝をもたらす。
【００１０】
　ＭＨＣクラスＩ分子は、ほとんどの有核細胞上に見いだされる。それらは、主に内因性
タンパク質、欠陥リボソーム産物（ＤＲＩＰ）、およびより大型のペプチドのタンパク質
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
外因性起源に由来するペプチドもまた、ＭＨＣクラスＩ分子上に頻繁に見いだされる。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（Ｂｒｏｓｓａｒｔ　ａ
ｎｄ　Ｂｅｖａｎ，１９９７；Ｒｏｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，１９９０）。ＭＨＣクラスＩＩ
分子は、大部分はプロフェショナル抗原提示細胞（ＡＰＣ）に見いだされ、例えば、エン
ドサイトーシス中にＡＰＣに取り込まれて引き続きプロセシングされる、外因性または膜
貫通タンパク質のペプチドを主に提示する。
【００１１】
　ペプチドとＭＨＣクラスＩの複合体が、適切なＴ細胞受容体（ＴＣＲ）を有するＣＤ８
陽性Ｔ細胞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ＣＤ４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ＭＨＣは、化学量論的に１：１：１の量で存在することが良く知られて
いる。
【００１２】
　ＣＤ４陽性ヘルパーＴ細胞は、ＣＤ８陽性細胞傷害性Ｔ細胞による、効果的な応答の誘
導と維持において重要な役割を果たす。腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）に由来するＣＤ４陽性Ｔ
細胞エピトープの同定は、抗腫瘍免疫応答を始動させる医薬品の開発に非常に重要である
（Ｇｎｊａｔｉｃ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。腫瘍部位では、Ｔヘルパー細胞が、細胞
毒性Ｔ細胞（ＣＴＬ）親和的サイトカイン環境を維持して（Ｍｏｒｔａｒａ　ｅｔ　ａｌ
．，２００６）、例えば、ＣＴＬ、ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞、マクロファージ、お
よび顆粒球などのエフェクター細胞を引きつける（Ｈｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００７
）。
【００１３】
　炎症不在下では、ＭＨＣクラスＩＩ分子の発現は、免疫系細胞、特に、例えば、単球、
単球由来細胞、マクロファージ、樹状細胞などのプロフェショナル抗原提示細胞（ＡＰＣ
）に主に限定される。がん患者においては、腫瘍細胞がＭＨＣクラスＩＩ分子を発現する
ことが判明している（Ｄｅｎｇｊｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）。
【００１４】
　伸長された（より長い）本発明のペプチドは、ＭＨＣクラスＩＩ活性エピトープとして
作用し得る。
【００１５】
　ＭＨＣクラスＩＩエピトープによって活性化されたＴヘルパー細胞は、抗腫瘍免疫にお
けるＣＴＬのエフェクター機能を統合するのに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、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はじめとする、ＣＤ８
陽性キラーＴ細胞のエフェクター機能を支持する。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。
【００１６】
　例えば、マウスなどの哺乳類動物モデルにおいて、ＣＤ８陽性Ｔリンパ球の不在下であ
っても、インターフェロンγ（ＩＦＮγ）の分泌による血管新生阻害を通じて腫瘍発現を
阻害するには、ＣＤ４陽性Ｔ細胞で十分であることが示された（Ｂｅａｔｔｙ　ａｎｄ　
Ｐａｔｅｒｓｏｎ，２００１；Ｍｕｍｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９）。ＣＤ４　Ｔ
細胞が、直接抗腫瘍エフェクターであるという証拠がある（Ｂｒａｕｍｕｌｌｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．，２０１３；Ｔｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４）。
【００１７】
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　ＨＬＡクラスＩＩ分子の構成的発現は、通常、免疫細胞に限定されるので、原発性腫瘍
からクラスＩＩペプチドを直接単離する可能性があり得るとは、これまで考えられなかっ
た。しかし、Ｄｅｎｇｊｅｌ　ｅｔ　ａｌ．は、いくつかのＭＨＣクラスＩＩエピトープ
を腫瘍から直接成功裏に同定した（国際公開第２００７／０２８５７４号パンフレット、
欧州特許第１７６００８８Ｂ１号明細書）。
【００１８】
　ＣＤ８およびＣＤ４依存性の双方のタイプの応答は、抗腫瘍効果に共同して相乗的に寄
与するので、ＣＤ８＋Ｔ細胞（リガンド：ＭＨＣクラスＩ分子＋ペプチドエピトープ）、
またはＣＤ４陽性Ｔヘルパー細胞（リガンド：ＭＨＣクラスＩＩ分子＋ペプチドエピトー
プ）のどちらかによって認識される、腫瘍関連抗原の同定および特性解析は、腫瘍ワクチ
ンの開発にとって重要である。
【００１９】
　ＭＨＣクラスＩペプチドが、細胞性免疫応答を始動（惹起）するためには、それはまた
、ＭＨＣ分子に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型性とに依存する。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、各Ｍ
ＨＣ対立遺伝子は、どのペプチドが結合溝と特異的に結合し得るかを決定する、「結合モ
チーフ」を有する。
【００２０】
　ＭＨＣクラスＩ依存免疫反応においては、ペプチドは腫瘍細胞によって発現される特定
のＭＨＣクラスＩ分子に結合できるだけでなく、それらはまた、引き続いて特異的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。
【００２１】
　タンパク質が、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、健常組織によって発現されず、または比較的少量発現されるべ
きである。好ましい実施形態では、ペプチドは、腫瘍細胞によって、健常組織と比較して
過剰提示されるべきである。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
い濃度（すなわち、それぞれのペプチド細胞あたりのコピー数）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、細胞周期調節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が、
上方制御されてもよく、（ｕｎｄ）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（Ｓｉｎ
ｇｈ－Ｊａｓｕｊａ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。このようなペプチド（「免疫原性ペプ
チド」）が、腫瘍関連抗原に由来して、生体外または生体内Ｔ細胞応答をもたらすことを
確実にするためには、抗原のアミノ酸配列内にエピトープが存在することが必須である。
【００２２】
　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を
有する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。
【００２３】
　したがって、ＴＡＡは、腫瘍ワクチンをはじめとするが、これに限定されるものではな
い、Ｔ細胞ベースの治療法開発の出発点である。ＴＡＡを同定し特性決定する方法は、通
常は、患者または健常人から単離され得るＴ細胞の使用に基づき、またはそれらは、腫瘍
と正常組織との間の示差的転写プロファイル、または示差的ペプチド発現パターンの生成
に基づく。しかし、腫瘍組織またはヒト腫瘍細胞株において過剰発現され、またはこのよ
うな組織または細胞株において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
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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を有するＴ細胞が存在しなくてはならず、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。したがって本発明
の非常に好ましい実施形態では、それに対する機能性および／または増殖性Ｔ細胞が見い
だされる、過剰にまたは選択的に提示される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され得て、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。
【００２４】
　本発明による特異的ＴＣＲ（例えば、可溶性ＴＣＲ）および抗体またはその他の結合分
子（スキャフォールド）によってペプチドＭＨＣを標的化する場合、基礎となるペプチド
の免疫原性は二次的である。これらの場合には、提示が決定要因である。
【課題を解決するための手段】
【００２５】
　本発明の第１の態様では、本発明は、配列番号１～配列番号５４９、または配列番号１
～配列番号５４９と少なくとも７７％、好ましくは少なくとも８８％相同的な（好ましく
は、少なくとも７７％または少なくとも８８％同一の）その変異配列からなる群から選択
されるアミノ酸配列を含んでなるペプチドに関し、その中で前記変異体は、ＭＨＣと結合
し、および／またはＴ細胞と前記ペプチドまたはその薬学的に許容可能な塩との交差反応
を誘導し、その中で前記ペプチドは、基礎となる完全長ポリペプチドでない。
【００２６】
　本発明は、配列番号１～配列番号５４９、または配列番号１～配列番号５４９と少なく
とも７７％、好ましくは少なくとも８８％相同的な（好ましくは少なくとも７７％または
少なくとも８８％同一の）その変異体からなる群から選択される配列を含んでなる、本発
明のペプチドにさらに関し、前記ペプチドまたはその変異型は、８～１００、好ましくは
８～３０、最も好ましくは８～１４アミノ酸の全長を有する。
【００２７】
　続く表は、本発明によるペプチド、それらの各配列番号、およびそれらのペプチドの予
測される起源（基礎）遺伝子を示す。表１および表２の全てのペプチドは、ＨＬＡ－Ａ＊
０２に結合する。表２のペプチドは、誤り率が高い、またはアルゴリズムを使用して計算
された、ハイスループットスクリーニングの結果としての大きなリスト中で以前開示され
ているが、これまでがんとは全く関連付けられていなかった。表３のペプチドは、本発明
のその他のペプチドとの組み合わせで有用であってもよい、追加的なペプチドである。表
４のペプチドは、それぞれの基礎ポリペプチドの過剰発現または過剰提示を伴う、様々な
その他の悪性腫瘍の診断および／または治療においてさらに有用である。
【００２８】
表1: 本発明によるペプチド; X = S、RまたはG 　　
【表１－１】
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【表１－３】
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【表１－４】
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【表１－５】

【００２９】
表2: 本発明による追加的ペプチド; X = S、RまたはG 　　
【表２－１】
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【表２－２】
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【表２－３】
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【表２－４】

【００３０】
表3: がん治療に有用な追加的ペプチド、X = S、RまたはG 　　
【表３－１】
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【表３－３】

【表３－４】

【００３１】
表4: がん治療に有用な追加的ペプチド、X = S、RまたはG 　　
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【表４－１】
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【表４－２】
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【表４－３】

 
【００３２】
　本発明は、さらに、例えば、ペプチド配列番号１～配列番号３１９がそれに由来するタ
ンパク質の過剰発現を示す、卵巣がん、非小細胞肺がん、小細胞肺がん、腎臓がん、脳が
ん、結腸または直腸がん、胃がん、肝臓がん、膵臓がん、前立腺がん、白血病、乳がん、
メルケル細胞がん、黒色腫、食道がん、膀胱がん、子宮がん、胆嚢がん、胆管がん、およ
びその他の腫瘍などの増殖性疾患の治療において使用するための本発明によるペプチドに
一般に関する。
【００３３】
　特に好ましいのは、配列番号１～配列番号５４９からなる群から選択される、本発明に
よる単独のまたは組み合わされたペプチドである。より好ましいのは、配列番号１～配列
番号３１９（表１および２を参照されたい）からなる群から選択される単独のまたは組み
合わせのペプチドと、卵巣がん、非小細胞肺がん、小細胞肺がん、腎臓がん、脳がん、結
腸または直腸がん、胃がん、肝臓がん、膵臓がん、前立腺がん、白血病、乳がん、メルケ
ル細胞がん、黒色腫、食道がん、膀胱がん、子宮がん、胆嚢がん、および胆管がん、およ
び好ましくは卵巣がんの免疫療法におけるそれらの使用である。
【００３４】
　したがって、本発明の別の態様は、好ましくは、卵巣がん、非小細胞肺がん、小細胞肺
がん、腎臓がん、脳がん、結腸または直腸がん、胃がん、肝臓がん、膵臓がん、前立腺が
ん、白血病、乳がん、メルケル細胞がん、黒色腫、食道がん、膀胱がん、子宮がん、胆嚢
がん、および胆管がんの群から選択される増殖性疾患の併用治療のための、本発明による
ペプチドの使用に関する。
【００３５】
　本発明は、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩの分子に結合する能力を有し
、または長さ変異体などの伸長形態では、ＭＨＣクラスＩＩに結合する能力を有する、本
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発明によるペプチドにさらに関する。
【００３６】
　本発明は、本発明によるペプチドにさらに関し、前記ペプチドは（それぞれ）配列番号
１～配列番号５４９に記載のアミノ酸配列からなり、またはそれから本質的になる。
【００３７】
　本発明は、本発明によるペプチドにさらに関し、前記ペプチドは、修飾され、および／
または非ペプチド結合を含む。
【００３８】
　本発明は、本発明によるペプチドにさらに関し、前記ペプチドは、特にＨＬＡ－ＤＲ抗
原関連不変鎖（Ｉｉ）のＮ末端アミノ酸に融合した、または例えば樹状細胞に対して特異
的な抗体などの抗体（またはその配列中）に融合した、融合タンパク質の一部である。
【００３９】
　本発明は、本発明によるペプチドをエンコードする核酸にさらに関する。本発明は、Ｄ
ＮＡ、ｃＤＮＡ、ＰＮＡ、ＲＮＡ、またはそれらの組み合わせである、本発明による核酸
にさらに関する。
【００４０】
　本発明は、本発明による核酸を発現でき、および／または発現する、発現ベクターにさ
らに関する。
【００４１】
　本発明は、疾患治療および医療において、特にがんの治療において使用するための本発
明によるペプチド、本発明による核酸または本発明による発現ベクターにさらに関する。
【００４２】
　本発明は、本発明によるペプチドに対して、または前記本発明によるペプチドとＭＨＣ
の複合体に対して特異的な対抗と、それらを製造する方法とにさらに関する。
【００４３】
　本発明は、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）、特に、自己由来または同種異系Ｔ細胞に組み込ま
れた可溶性ＴＣＲ（ｓＴＣＲ）およびクローン化ＴＣＲ；これらを製造する方法；ならび
に前記ＴＣＲを有するまたは前記ＴＣＲと交差反応する、ＮＫ細胞またはその他の細胞を
製造する方法にさらに関する。
【００４４】
　抗体およびＴＣＲは、本発明によるペプチドの免疫療法用途の追加的な実施形態である
。
【００４５】
　本発明は、前述のような本発明による核酸または発現ベクターを含んでなる、宿主細胞
にさらに関する。本発明は、抗原提示細胞であり、好ましくは樹状細胞である、本発明に
よる宿主細胞にさらに関する。
【００４６】
　本発明は、本発明による宿主細胞を培養するステップと、宿主細胞またはその培養液か
らペプチドを単離するステップとを含んでなる、本発明によるペプチドを製造する方法に
さらに関する。
【００４７】
　本発明は、十分な量の抗原を抗原提示細胞に接触させることで、適切な抗原提示細胞ま
たは人工抗原提示細胞の表面に発現されるクラスＩまたはＩＩ　ＭＨＣ分子上に抗原が負
荷される、本発明による方法にさらに関する。
【００４８】
　本発明は、抗原提示細胞が、配列番号１～配列番号５４９を含有する、好ましくは配列
番号１～配列番号３１９または変異アミノ酸配列を含有する、前記ペプチドを発現できま
たは発現する、発現ベクターを含んでなる、本発明による方法にさらに関する。
【００４９】
　本発明は、本発明による方法によって製造される活性化Ｔ細胞にさらに関し、前記Ｔ細
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胞は、本発明によるアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドを発現する細胞を選択的に認
識する。
【００５０】
　本発明は、本発明によって製造されるＴ細胞の有効数を患者に投与するステップを含ん
でなる、患者において、本発明による任意のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドを異
常に発現する標的細胞を死滅させる方法にさらに関する。
【００５１】
　本発明は、薬剤としてのまたは薬剤の製造における、記載される任意のペプチド、本発
明による核酸、本発明による発現ベクター、本発明による細胞、本発明による活性化Ｔリ
ンパ球、Ｔ細胞受容体または抗体またはその他のペプチド－および／またはペプチド－Ｍ
ＨＣ－結合分子の使用にさらに関する。好ましくは、薬剤は、がんに対して有効である。
【００５２】
　好ましくは、前記薬剤は、細胞療法、可溶性ＴＣＲまたは抗体に基づくワクチンまたは
タンパク質のためのものである。
【００５３】
　本発明は、本発明による使用にさらに関し、前記がん細胞は、卵巣がん、非小細胞肺が
ん、小細胞肺がん、腎臓がん、脳がん、結腸または直腸がん、胃がん、肝臓がん、膵臓が
ん、前立腺がん、白血病、乳がん、メルケル細胞がん、黒色腫、食道がん、膀胱がん、子
宮がん、胆嚢がん、および胆管がん、および好ましくは卵巣がん細胞である。
【００５４】
　本発明は、がん、好ましくは卵巣がんの診断において使用され得る、本明細書で「標的
」と称される、本発明によるペプチドをベースとするバイオマーカーにさらに関する。マ
ーカーは、ペプチドそれ自体の過剰提示、または対応遺伝子の過剰発現であり得る。マー
カーはまた、好ましくは免疫療法、最も好ましくはバイオマーカーによって同定されるの
と同じ標的を標的とする免疫療法である、治療の成功確率を予測するのに使用されてもよ
い。例えば、抗体または可溶性ＴＣＲを使用して腫瘍切片が染色され、ＭＨＣと複合体形
成する目的ペプチドの存在が検出され得る。
【００５５】
　任意選択的に、抗体は、免疫刺激ドメインまたは毒素などのさらなるエフェクター機能
を保有する。
【００５６】
　本発明はまた、がん治療の文脈におけるこれらの新規標的の使用に関する。
【００５７】
　追加的ながん性疾患に対する治療的および診断的使用の双方が、本発明によるペプチド
の基本的発現産物（ポリペプチド）に関する、以下のより詳細な説明で開示される。
【発明を実施するための形態】
【００５８】
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、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。
【００５９】
　細胞性免疫応答の特定の要素は、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Ｔ細胞の単離は、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、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８～１０アミ
ノ酸残基の主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）保有ペプチドのクラスＩ分子を認識するＣＤ
８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ＭＨＣ分子はまた、ヒト
白血球抗原（ＨＬＡ）とも称される。
【００６０】
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　本発明は、以下に記載されるような修飾されたおよび／または非ペプチド結合を含む、
本発明によるペプチドにさらに関する。
【００６１】
　本発明は、本発明によるペプチドにさらに関し、前記ペプチドは、特にＨＬＡ－ＤＲ抗
原関連不変鎖（Ｉｉ）のＮ末端アミノ酸に融合した、または例えば樹状細胞に対して特異
的な、すなわち、樹状細胞に結合する抗体などの抗体に（またはその配列中に）融合した
、融合タンパク質の一部である。
【００６２】
　本発明は、本発明によるペプチドをコードする核酸にさらに関する。本発明は、ＤＮＡ
、ｃＤＮＡ、ＰＮＡ、ＲＮＡ、またはそれらの組み合わせである、本発明による核酸にさ
らに関する。
【００６３】
　本発明は、本発明による核酸を発現、発現、および／または提示できる、発現ベクター
にさらに関する。
【００６４】
　本発明は、医療で使用するための、本発明によるペプチド、本発明による核酸、または
本発明による発現ベクターにさらに関する。
【００６５】
　本発明は、下でさらに詳しく説明される抗体と、それらを製造する方法とにさらに関す
る。好ましいのは、本発明のペプチドに対して、および／またはそれらのＭＨＣとの結合
時の本発明のペプチドに対して、特異的な抗体である。好ましい抗体は、モノクローナル
であり得る。
【００６６】
　本発明は、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）、特に、本発明によるペプチドを標的化する可溶性
ＴＣＲ（ｓＴＣＲ）および／またはそれらのペプチド－ＭＨＣ複合体、およびそれらを製
造する方法にさらに関する。
【００６７】
　本発明は、本発明によるペプチドおよび／またはそれらのペプチドＭＨＣ複合体を標的
とする、抗体またはその他の結合分子と、それらを製造する方法とにさらに関する。
【００６８】
　本発明は、前述のような本発明による核酸または発現ベクターを含んでなる、宿主細胞
にさらに関する。本発明は、抗原提示細胞である、本発明による宿主細胞にさらに関する
。本発明は、抗原提示細胞が樹状細胞である、本発明による宿主細胞にさらに関する。
【００６９】
　本発明は、本発明による宿主細胞を培養するステップと、宿主細胞および／またはその
培養液からペプチドを単離するステップとを含んでなる、本発明によるペプチドを製造す
る方法にさらに関する。
【００７０】
　本発明は、Ｔ細胞を、適切な抗原提示細胞の表面に発現される抗原負荷ヒトクラスＩま
たはＩＩ　ＭＨＣ分子に、前記Ｔ細胞を抗原特異的様式で活性化するのに十分な時間にわ
たり、生体外で接触させるステップを含んでなる、活性化Ｔリンパ細胞を製造するインビ
トロ法にさらに関し、前記抗原は本発明による少なくとも１つのペプチドである。
【００７１】
　本発明は、十分な量の抗原を抗原提示細胞に接触させることで、抗原が、適切な抗原提
示細胞の表面に発現されるクラスＩまたはＩＩ　ＭＨＣ分子上に負荷される方法にさらに
関する。
【００７２】
　本発明は、抗原提示細胞が、配列番号１～配列番号５４９、または変異アミノ酸配列を
含有する、前記ペプチドを発現できる発現ベクターを含んでなる、本発明による方法にさ
らに関する。
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【００７３】
　本発明は、本発明による方法によって製造される活性化Ｔ細胞にさらに関し、それは、
本発明によるアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドを異常に発現する細胞を選択的に認
識する。
【００７４】
　本発明は、本発明によるＴ細胞の有効数を患者に投与するステップを含んでなる、患者
において、本発明による任意のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドを異常に発現する
標的細胞を死滅させる方法にさらに関する。
【００７５】
　本発明は、記載される任意のペプチド、本発明による核酸、本発明による発現ベクター
、本発明による細胞、または本発明による活性化Ｔ細胞の、薬剤としてのまたは薬剤の製
造における使用にさらに関する。
【００７６】
　本発明は、前記薬剤が、ワクチン、細胞、例えば、細胞株、ｓＴＣＲ、およびモノクロ
ーナル抗体などの細胞集団である、本発明による使用にさらに関する。
【００７７】
　本発明は、薬剤ががんに対して有効である、本発明による使用にさらに関する。
【００７８】
　本発明は、前記がん細胞が卵巣がんの細胞である、本発明による使用にさらに関する。
【００７９】
　本発明は、卵巣がんの診断および／または予後診断で使用され得る、本発明によるペプ
チドベースの特定の標識タンパク質およびバイオマーカーにさらに関する。
【００８０】
　さらに本発明は、がん治療のためのこれらの新規標的の使用に関する。
【００８１】
　さらに、本発明は、プレスクリーニング腫瘍関連ペプチドのデータベース（本明細書で
「貯蔵庫」とも称される）を使用して、個々の患者のための個別化抗がんワクチンを製造
する方法に関する。
【００８２】
　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た抗原の存在に依存する
。腫瘍関連抗原の存在の発見は、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。
【００８３】
　細胞性免疫応答の特定の要素は、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Ｔ細胞の単離は、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、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８～１０アミ
ノ酸残基の主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）保有ペプチドのクラスＩ分子を認識するＣＤ
８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ＭＨＣ分子はまた、ヒト
白血球抗原（ＨＬＡ）とも称される。
【００８４】
　過去数年間における、がん免疫療法の分野における大きな進歩は、標準的な化学療法ア
プローチに対する、潜在的に治癒的な追加のまたはその代替としての、広範な高い評価を
もたらした。いくつかの論文は、ＨＬＡが、重要な腫瘍拒絶抗原として変異および野生型
腫瘍関連抗原を提示することの重要性を実証する。したがって、ＨＬＡが提示するがん特
異的腫瘍抗原の大規模同定は、免疫系が腫瘍細胞をどのように特定し、認識するかを理解
する上でのもう一つの重要な要素を追加する。
【００８５】
　本発明では、本発明者らは、ＥＯＣの免疫ペプチドームを包括的に特徴付け、ＨＬＡ提
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示抗原を臨床用途での有用性について評価する目的で、上皮性卵巣がん（ＥＯＣ）に焦点
を合わせた。これまでのところ、ＥＯＣに関して同定されたＨＬＡ提示抗原はごくわずか
であり、大部分の臨床試験は、必ずしもＥＯＣによって頻繁に提示されるわけではない、
予測されたまたは確立されたがん精巣抗原に依存しており、この事実は我々の分析によっ
て確認され得た。
【００８６】
　本発明者らは、以前公表されたデータに一致して、卵巣腫瘍細胞上のＨＬＡクラスＩ分
子の一貫した高度発現発現を実証する。さらに、本発明者らは、ＥＯＣが、強力なＨＬＡ
－ＤＲ分子の発現もまた示すことを単一細胞レベルで示す。この強力な発現は、卵巣腫瘍
からならびに高度濃縮腫瘍細胞画分から発せられる大量のＭＨＣクラスＩＩリガンドを発
明者らが同定したことで、さらに強調された。
【００８７】
　８５個を超える異なる起源の良性起源と比較した、３４個の卵巣腫瘍の免疫ペプチドー
ムのプロファイリングから、数百のＥＯＣ関連抗原が明らかにされた。本発明者らの良性
データセットのいずれの組織上でも提示されない、ＴＯＰ１００　ＨＬＡクラスＩ　ＥＯ
Ｃ抗原の中でも、ＭＵＣ１６は明らかに最も例外的であった。同定されたＨＬＡリガンド
の数（＞８０）と患者コホートにおける提示頻度（約８０％）の双方に関して、これは、
本発明者らがこれまでに研究してきたいかなるその他の腫瘍抗原および腫瘍実体において
も先例がない。さらに、本発明者らは、ＭＵＣ１６に由来するＨＬＡリガンドの７０％超
が免疫原性であり、健常人においてＴ細胞を刺激でき、ムチン１６をＥＯＣ免疫療法のた
めの比類のない最上の抗原にすることを確立し得た。免疫ペプチドームプロファイリング
はさらに、ＥＯＣへの明らかな機構的洞察のためのショーケースを提供し、それはＨＬＡ
クラスＩおよびクラスＩＩリガンドの双方のＨＬＡリガンドに反映される。重要なキナー
ゼとホスファターゼ（ＤＤＲ１、ＥＹＡ２）、転写因子（ＳＯＸ９、ＳＯＸ１７）、免疫
抑制に関連するタンパク質（ＩＤＯ１、ガレクチン１）、ならびにＥＯＣ（ＭＵＣ１、Ｋ
ＬＫ１０、ＦＯＬＲ１）の確立されたおよび疑われる分子マーカーに由来するＨＬＡリガ
ンドは、ほんの数例である。注目すべきことに、ＨＬＡクラスＩＩについては、ＭＵＣ１
６の確立されたリガンドであるメソテリンが、ＴＯＰ１腫瘍関連抗原として同定されてい
る。いくつかの研究は、ＥＯＣ、ならびに膵臓がんまたは中皮腫などのその他の腫瘍にお
ける細胞浸潤および転移に対するＭＵＣ１６／ＭＳＬＮ軸の中心的役割を実証しており、
これらの抗原のＴ細胞エピトープが、その他の悪性病変においてさらに試験されるべきで
あることが示唆される。本発明者らは、ＭＳＬＮ染色がＭＵＣ１６染色と直接相関し、高
いＭＳＬＮ発現がＥＯＣにおいて負の予後因子を形成することを示し得た。
【００８８】
　この種の選択的免疫ペプチドームプロファイリングのために、いくつかの異なる良性組
織および細胞型（ＰＢＭＣ、骨髄、肝臓、腎臓、結腸、卵巣）が初めて使用されている。
調査に利用できる異なる組織数に制限があるために、本発明者らは、個々の抗原がその臓
器のＨＬＡ分子によってもまた提示されるかもしれないことを完全に排除し得ない。しか
し、ＥＯＣに対するこれらの抗原の確立された機能的関連性、そして特に、健常人におけ
る各ペプチドの免疫原性のために、その他の組織におけるこれらの抗原の提示はありそう
にない。
【００８９】
　「Ｔ細胞応答」という用語は、生体外または生体内でペプチドによって誘導される、エ
フェクター機能の特異的増殖および活性化を意味する。ＭＨＣクラスＩ拘束性細胞毒性Ｔ
細胞では、エフェクター機能は、ペプチドパルスされた、ペプチド前駆体パルスされた、
または天然の、ペプチド提示標的細胞の溶解；好ましくはペプチドによって誘導されたイ
ンターフェロン－γ、ＴＮＦ－α、またはＩＬ－２であるサイトカインの分泌；好ましく
はペプチドによって誘導されたグランザイムまたはパーフォリンであるエフェクター分子
の分泌；または脱顆粒であってもよい。
【００９０】
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　「ペプチド」という用語は、典型的に、隣接するアミノ酸のα－アミノ基とカルボニル
基と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
程度に短くあり得て、１０、１１、または１２程度に長くあり得て、ＭＨＣクラスＩＩペ
プチド（本発明のペプチドの伸長された変種）の場合、それらは１５、１６、１７、１８
、１９または２０アミノ酸長程度に長くあり得る。
【００９１】
　さらに「ペプチド」という用語は、典型的に、隣接するアミノ酸のα－アミノ基とカル
ボニル基と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の塩を含む
ものとする。好ましくは、塩は、例えば、塩化物塩または酢酸塩（トリフルオロ酢酸塩）
などの、ペプチドの薬学的に許容可能な塩である。ペプチドは生体内においては塩ではな
いので、本発明によるペプチドの塩は、それらの生体内の状態が、ペプチドと実質的に異
なることに留意すべきである。
【００９２】
　「ペプチド」という用語は、「オリゴペプチド」もまた含むものとする。「オリゴペプ
チド」という用語は、典型的に、隣接するアミノ酸のα－アミノ基とカルボニル基との間
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
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１５アミノ酸長を超える。
【００９３】
　「本発明のペプチド」という用語は、上で定義される、配列番号１～配列番号５４９に
記載のペプチドからなる、またはそれを含んでなる、ペプチドを含むものとする。
【００９４】
　「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－アミノ基とカルボ
ニル基と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とって重要でない。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。
【００９５】
　ペプチド、オリゴペプチド、タンパク質またはこのような分子をコードするポリヌクレ
オチドは、免疫応答を誘導できれば「免疫原性」である（したがって本発明における「免
疫原」である）。本発明では、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、本発明では
、Ｔ細胞応答を誘導できる分子である。別の態様では、免疫原は、それに対する特異的抗
体またはＴＣＲを生じさせるのに使用される、ペプチド、ペプチドとＭＨＣの複合体、オ
リゴペプチド、および／またはタンパク質であり得る。
【００９６】
　クラスＩ　Ｔ細胞「エピトープ」は、クラスＩ　ＭＨＣ受容体に結合している短いペプ
チドを必要とし、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。
【００９７】
　ヒトにおいては、ＭＨＣクラスＩ分子（ヒト白血球抗原（ＨＬＡ）ともまた称されるヒ
トのＭＨＣ分子）をコードする、３つの異なる遺伝子座、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ、およ
びＨＬＡ－Ｃがある。ＨＬＡ－Ａ＊０１、ＨＬＡ－Ａ＊０２、およびＨＬＡ－Ｂ＊０７は
、これらの遺伝子座から発現され得る、異なるＭＨＣクラスＩ対立遺伝子の例である。
【００９８】
表5: HLA-A*5およびHLA-A*24の発現頻度F、および最も高頻度のHLA-DR血清型。頻度は、
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ハーディ・ワインベルグ式、F=1-(1-Gf)&sup2;を用いて、Mori et al. (Morietal., 1997
)から適応された、米国人母集団内のハプロタイプ頻度Gfから推定される。連鎖不均衡の
ために、A*02またはA*24と特定のHLA-DR対立遺伝子との組み合わせは、それらの単一頻度
から予測されるよりも、豊富でありまたは低頻度であるかもしれない。詳細については、
Chanock et al. (Chanock et al., 2004)を参照されたい。 　　 　 
【表５－１】
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【表５－２】

【００９９】
　本発明のペプチドは、好ましくは、本明細書に記載される本発明のワクチンに包含され
る場合、異なるＨＬＡ型に結合する。ワクチンはまた、汎結合ＭＨＣクラスＩＩペプチド
と、その他の対立遺伝子に結合するペプチドとを含んでもよく、それは個別化された医薬
品にとって役立つであろう。したがって、本発明のワクチンを使用して、Ａ＊０２陽性の
患者においてがんを治療し得る一方で、これらのペプチドの汎結合特性のために、ＭＨＣ
クラスＩＩアロタイプを選択する必要はない。
【０１００】
　好ましい実施形態では、「ヌクレオチド配列」という用語は、デオキシリボヌクレオチ
ドのヘテロ重合体を指す。
【０１０１】
　特定のペプチド、オリゴペプチド、またはポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
は、天然であってもよく、またはそれらは合成的に構築されてもよい。一般に、本発明の
ペプチド、ポリペプチド、およびタンパク質をエンコードするＤＮＡ断片は、ｃＤＮＡフ
ラグメントと短いオリゴヌクレオチドリンカーから構築され、またはひと続きのオリゴヌ
クレオチドから構築されて、微生物またはウイルスオペロンに由来する調節因子を含んで
なる、組換え転写単位で発現できる合成遺伝子が提供される。
【０１０２】
　本明細書の用法では「ペプチドをコーディング（またはコード）するヌクレオチド」と
いう用語は、配列が、例えば、ＴＣＲの製造に有用な樹状細胞または別の細胞株によって
発現される生体系と適合性である、人工（人造）開始および停止コドンを含むペプチドを
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コードする、ヌクレオチド配列を指す。
【０１０３】
　本明細書の用法では、核酸配列への言及は、一本鎖および二本鎖の核酸の双方を含む。
したがって、例えば、特異的配列は、文脈上明らかに別の意味が示唆されない限り、この
ような配列の一本鎖ＤＮＡ、このような配列とその補体との二本鎖（二本鎖ＤＮＡ）、お
よびこのような配列の補体を指す。
【０１０４】
　「コード領域」という用語は、その天然ゲノム環境内で、遺伝子の発現産物を天然にま
たは正常にコードする遺伝子の部分、すなわち、遺伝子の天然発現産物を生体内でコード
する領域を指す。
【０１０５】
　コード領域は、非変異（「正常」）、変異または改変遺伝子に由来し得て、またはＤＮ
Ａ合成技術の当業者に周知の方法を使用して実験室で完全に合成された、ＤＮＡ配列また
は遺伝子にさえ由来し得る。
【０１０６】
　「発現産物」という用語は、遺伝子の、そして遺伝コード縮重に起因する同等物をコー
ドし、したがって同一アミノ酸をコードする任意の核酸配列の天然翻訳産物である、ポリ
ペプチドまたはタンパク質を意味する。
【０１０７】
　コード配列に言及する場合、「フラグメント」という用語は、その発現産物が、完全コ
ード領域の発現産物と本質的に同一の生物学的機能または活性を保つ、完全未満のコード
領域を含んでなるＤＮＡの部分を意味する。
【０１０８】
　「ＤＮＡ断片」という用語は、別々のフラグメントの形態の、またはより大型のＤＮＡ
コンストラクトの構成要素としての、ＤＮＡポリマーを指し、それは、実質的に純粋な、
すなわち、混入内因性物質を含まない形態で、例えばクローニングベクターを使用した標
準生化学的方法によって、断片およびその構成ヌクレオチド配列が同定、操作、および回
収できる量または濃度で、少なくとも１回単離されたＤＮＡに由来する。このような断片
は、典型的に真核生物遺伝子内に存在する内部非翻訳配列またはイントロンによって中断
されていない、読み取り枠の形態で提供される。非翻訳ＤＮＡ配列は、それがコード領域
の操作または発現を妨げない、読み取り枠下流に存在してもよい。
【０１０９】
　「プライマー」という用語は、短い核酸配列を意味し、それはＤＮＡの１本鎖と対合し
得て、ＤＮＡポリメラーゼがそこでデオキシリボヌクレオチド鎖合成を開始する、遊離３
’－ＯＨ末端を提供する。
【０１１０】
　「プロモーター」という用語は、転写を開始するためのＲＮＡポリメラーゼ結合に関与
する、ＤＮＡの領域を意味する。
【０１１１】
　「単離」という用語は、物質が、その元の環境（例えば、それが天然であれば天然環境
）から取り出されていることを意味する。例えば、生きている動物に存在する天然ポリヌ
クレオチドまたはポリペプチドは単離されていないが、天然システムで共存する物質の一
部または全部から分離された同じポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、単離されてい
る。このようなポリヌクレオチドはベクターの一部であり得て、および／またはこのよう
なポリヌクレオチドまたはポリペプチドは組成物の一部であり得るが、このようなベクタ
ーまたは組成物がその天然環境の一部でないと言う意味では、なおも単離されている。
【０１１２】
　本発明によって開示されるポリヌクレオチド、および組換えまたは免疫原性ポリペプチ
ドは、「精製」形態であってもよい。「精製」という用語は、完全に純粋である必要はな
く；むしろ、それは相対的定義であることが意図されて、これらの用語が当業者によって
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理解されるように、高度に精製された調製物、または部分的にのみ精製された調製物を含
み得る。例えば、ｃＤＮＡライブラリーから単離された個々のクローンは、電気泳動的に
均一に、従来法で精製されている。少なくとも１桁、好ましくは２または３桁、より好ま
しくは４または５桁までの、出発原料または天然物質の精製が明示的に検討される。さら
に、重量基準で、好ましくは９９．９９９％、または少なくとも９９．９９％または９９
．９％；さらに望ましくは９９％以上の純度を有する、特許請求されるポリペプチドが明
示的に開示される。
【０１１３】
　本発明によって開示される核酸およびポリペプチド発現産物、ならびにこのような核酸
および／またはこのようなポリペプチドを含有する発現ベクターは、「濃縮形態」であっ
てもよい。本明細書の用法では、「濃縮」という用語は、物質濃度が、（例えば）その天
然濃度の少なくとも約２、５、１０、１００、または１０００倍であることを意味し、有
利には重量基準で０．０１％、好ましくは重量基準で少なくとも約０．１％である。重量
基準で約０．５％、１％、５％、１０％、および２０％の濃縮調製物もまた、検討される
。本発明を構成する、配列、コンストラクト、ベクター、クローン、およびその他の物質
は、有利には濃縮または単離形態であり得る。
【０１１４】
　本明細書の用法では、ポリペプチドとの関連で使用される場合、「部分」、「断片」、
および「フラグメント」という用語は、アミノ酸残基などの連続する残基の配列を指し、
その配列はより大型の配列の部分集合を形成する。例えば、ポリペプチドがトリプシンま
たはキモトリプシンなどの一般的エンドペプチダーゼのいずれかによって処理されれば、
このような処理から得られるオリゴペプチドは、出発ポリペプチドの部分、断片またはフ
ラグメントに相当するであろう。ポリヌクレオチドに関して使用される場合、これらの用
語は、いずれかのエンドヌクレアーゼによる前記ポリヌクレオチドの処理によって生じる
生成物を指す。
【０１１５】
　本発明によると、配列に言及する場合、「同一性百分率」または「パーセント同一」と
いう用語は、比較される配列（「比較配列」）と、記載されまたは特許請求される配列（
「参照配列」）とのアライメント後に、配列が、特許請求されまたは記載される配列と比
較されることを意味する。次に同一性百分率は、次式に従って判定される：
同一性百分率＝１００［１－（Ｃ／Ｒ）］
式中、Ｃは、参照配列と比較される配列との間のアライメント長にわたる、参照配列と比
較配列の間の差異の数であり、
（ｉ）比較配列中に対応する整列塩基またはアミノ酸を有しない、参照配列中の各塩基ま
たはアミノ酸、および
（ｉｉ）参照配列中の各ギャップ、および
（ｉｉｉ）比較配列中の整列塩基またはアミノ酸と異なる、参照配列中の各整列塩基また
はアミノ酸が差異を構成して、
（ｉｉｉｉ）アライメントは、整合配列の１位から開始しなくてはならず；
Ｒは、比較配列とのアライメント長にわたる参照配列中の塩基またはアミノ酸の数であり
、参照配列中に生じる任意のギャップもまた、塩基またはアミノ酸として数えられる。
【０１１６】
　比較配列と、それに対して同一性百分率が上のように計算される参照配列との間に、特
定の最小同一性百分率とほぼ同じまたはそれを上回るアライメントが存在すれば、その中
に、上記のように計算された同一性百分率が特定の同一性百分率未満であるアライメント
が存在したとしても、比較配列は、参照配列との特定の最小同一性百分率を有する。
【０１１７】
　したがって上述したように、本発明は、配列番号１～配列番号５４９、または配列番号
１～配列番号５４９と８８％相同的であるその変異体、またはＴ細胞を前記ペプチドと交
差反応させるその変異体からなる群から選択される配列を含んでなる、ペプチドを提供す
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る。本発明のペプチドは、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩ分子または前記
ペプチドの伸長バージョンをクラスＩＩに結合する能力を有する。
【０１１８】
　本発明では、「相同的」という用語は、２つのアミノ酸配列、すなわちペプチドまたは
ポリペプチド配列の配列間の同一性の程度を指す（上の同一性百分率を参照されたい）。
前述の「相同性」は、比較される配列にわたり、最適条件下でアライメントされた２つの
配列を比較することで判定される。このような配列相同性は、例えばＣｌｕｓｔａｌＷア
ルゴリズムを使用してアライメントを作成することで、計算され得る。一般に利用できる
配列解析ソフトウェア、より具体的には、Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ、ＧＥＮＥＴＹＸまたは
その他のツールが、公共データベースによって提供される。
【０１１９】
　当業者は、特定のペプチドの変異体によって誘導されるＴ細胞が、ペプチドそれ自体と
交差反応できるかどうかを評価できるであろう（Ａｐｐａｙ　ｅｔ　ａｌ．，２００６；
Ｃｏｌｏｍｂｅｔｔｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００６；Ｆｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００１；
Ｚａｒｅｍｂａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７）。
【０１２０】
　所与のアミノ酸配列の「変異型」によって、本発明者らは、ペプチドが、配列番号１～
配列番号５４９からなる所与のアミノ酸配列からなるペプチドと実質的に同様に、ＨＬＡ
分子となおも結合できるように、（例えば、それらを別の天然アミノ酸残基の側鎖で、ま
たはその他の側鎖で置換することにより）例えば、アミノ酸の１つまたは２つの残基の側
鎖が変化することを意味する。例えば、ペプチドは、それがＨＬＡ－Ａ＊０２または－Ｄ
Ｒなどの適切なＭＨＣ分子の結合溝と相互作用して結合する能力を改善せずとも、少なく
とも維持するように修飾されてもよく、このようにしてそれは、活性化ＣＴＬのＴＣＲに
結合する能力を改善せずとも、少なくとも維持する。
【０１２１】
　これらのＴ細胞は、引き続いて細胞と交差反応して、本発明の態様で定義される同族ペ
プチドの天然アミノ酸配列を含有するポリペプチドを発現する細胞を殺滅し得る。学術文
献およびデータベース（Ｒａｍｍｅｎｓｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９；Ｇｏｄｋｉｎ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９７）から演繹され得るように、ＨＬＡ結合ペプチドの特定の位置は
、典型的に、アンカー残基であり、結合溝を構成するポリペプチド鎖の極性、電気物理的
、疎水性、および空間特性によって画定されるＨＬＡ受容体の結合モチーフと適合する、
コア配列を形成する。したがって、当業者は、既知のアンカー残基を保つことで、配列番
号１～配列番号５４９に記載されるアミノ酸配列を修飾でき、このような変異型がＭＨＣ
クラスＩまたはＩＩ分子に結合する能力を維持するかどうかを判定できるであろう。本発
明の変異型は、活性化Ｔ細胞のＴＣＲに結合する能力を維持し、それは引き続いて、本発
明の態様で定義されるような同族ペプチドの天然アミノ酸配列を含有するポリペプチドを
発現する細胞と交差反応して、それを殺滅し得る。
【０１２２】
　本明細書で開示される元の（未修飾）ペプチドは、特に明記されない場合は、ペプチド
鎖内の異なる、おそらくは選択的な部位における、１つまたは複数の残基の置換によって
修飾され得る。好ましくはこれらの置換は、アミノ酸鎖の末端に位置する。このような置
換は、保存的性質であってもよく、例えば、疎水性アミノ酸が別の疎水性アミノ酸によっ
て置換されるなど、構造および特徴の類似したアミノ酸によってアミノ酸が置換される。
さらにより保存的な置換は、ロイシンのイソロイシンによる置換などの、同一または類似
サイズおよび化学的性質のアミノ酸の置換である。天然相同タンパク質ファミリーの配列
多様性の研究では、特定のアミノ酸置換は、他よりも耐容されることが多く、これらは、
元のアミノ酸とその置換物との間のサイズ、電荷、極性、および疎水性の類似性との相関
を示すことが多く、これが「保存的置換」の定義の基礎である。
【０１２３】
　保存的置換は、本明細書では、以下の５つのグループの１つの中の交換として定義され
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る：グループ１－小型脂肪族、非極性またはわずかに極性の残基（Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒ、Ｐｒｏ、Ｇｌｙ）；グループ２－極性の負に帯電した残基およびそれらのアミド（Ａ
ｓｐ、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ）；グループ３－極性の正に帯電した残基（Ｈｉｓ、Ａｒ
ｇ、Ｌｙｓ）；グループ４－大型脂肪族非極性残基（Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ、
Ｃｙｓ）；およびグループ５－大型芳香族残基（Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔｒｐ）。
【０１２４】
　より保存的でない置換は、アラニンのイソロイシン残基による置換などの、類似した特
徴を有するがサイズがいくらか異なる別のアミノ酸による置換を伴うかもしれない。高度
に非保存的な置換は、極性アミノ酸の、または塩基性アミノ酸の酸性アミノ酸による置換
を伴うかもしれない。しかし化学効果は完全に予測可能でなく、「過激な」置換は単純な
化学的原理からは予測できない偶然の効果を生じさせる可能性があるので、このような過
激な置換は、潜在的に無効であるとして却下し得ない。
【０１２５】
　もちろんこのような置換には、通常のＬ－アミノ酸以外の構造が関与してもよい。した
がってＤ－アミノ酸が、本発明の抗原性ペプチドに通常見いだされるＬ－アミノ酸を置換
するかもしれず、依然として本明細書の開示に包含される。さらに、非標準アミノ酸（す
なわち、一般的な天然タンパク質新生アミノ酸以外）もまた置換目的で使用して、本発明
による免疫原および免疫原性ポリペプチドが製造されてもよい。
【０１２６】
　２つ以上の位置における置換が、以下に定義されるように実質的に同等のまたはそれを
超える抗原活性のあるペプチドをもたらすことが判明した場合、これらの置換の組み合わ
せを試験して、置換の組み合わせが、ペプチドの抗原性に相加または相乗効果をもたらす
かどうかが判定される。最大でも、ペプチド内の４つ以上の位置を超えて同時に置換され
ることはない。
【０１２７】
　本明細書で示されるようなアミノ酸配列から本質的になるペプチドは、非修飾ペプチド
と比較すると、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩまたはＩＩ分子に結合する
能力が、実質的に変化したり悪影響を受けたりすることなく交換される、１つまたは２つ
の非アンカーアミノ酸を有し得る（アンカーモチーフについては下記を参照されたい）。
別の実施形態では、本明細書で示されるようなアミノ酸配列から本質的になるペプチドに
おいては、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩまたはＩＩ分子に結合する能力
が非修飾ペプチドと比較して実質的に変化したり悪影響を受けることなく、１つまたは２
つのアミノ酸が、それらの保存的交換パートナー（以下を参照されたい）で交換され得る
。
【０１２８】
　Ｔ細胞受容体との相互作用に実質的に寄与しないアミノ酸残基は、その組み込みが、Ｔ
細胞反応性に実質的に影響を及ぼさず、関連ＭＨＣとの結合を排除しない、その他のアミ
ノ酸での置換によって修飾され得る。したがって与えられた但し書きを除いて、本発明の
ペプチドは、与えられたようなアミノ酸配列またはそれらの部分または変異体を含む、任
意のペプチド（本発明者らは、その用語にオリゴペプチドまたはポリペプチドを含める）
であってもよい。
【０１２９】
　より長い（伸長された）ペプチドもまた、適切であってもよい。ＭＨＣクラスＩエピト
ープは、通常は８～１１アミノ酸長であるが、実際のエピトープを含むより長いペプチド
またはタンパク質から、ペプチドプロセッシングによって生成することが可能である。実
際のエピトープ側面に位置する残基は、プロセッシング中に実際のエピトープを曝露させ
るのに必要なタンパク質分解切断に、実質的に影響を及ぼさない残基であることが好まし
い。
【０１３０】
　本発明のペプチドは、最大４個のアミノ酸によって伸長させ得て、すなわち４：０～０
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：４の間のあらゆる組み合わせで、どちらかの末端に１、２、３または４個のアミノ酸が
付加され得る。本発明による伸長の組み合わせは、表６にある。
【０１３１】
表6: 本発明のペプチドの伸長の組み合わせ 　　 　 
【表６】

【０１３２】
　伸長／延長のためのアミノ酸は、元のタンパク質配列のペプチドまたは任意のその他の
アミノ酸であり得る。伸長を利用して、ペプチドの安定性または溶解度を高め得る。
【０１３３】
　したがって本発明のエピトープは、天然腫瘍関連または腫瘍特異的エピトープと同一で
あってもよく、またはそれらが実質的に同一の抗原活性を有しさえすれば、４つ以下の残
基が参照ペプチドと異なるエピトープを含んでもよい。
【０１３４】
　代案の実施形態では、ペプチドは、４つを超えるアミノ酸で、好ましくは３０アミノ酸
の全長まで、片側または両側で伸長される。これは、ＭＨＣクラスＩＩ結合ペプチドをも
たらしてもよい。ＭＨＣクラスＩＩへの結合は、当該技術分野で公知の方法によって試験
される得る。
【０１３５】
　したがって、本発明は、ＭＨＣクラスＩエピトープのペプチドおよび変異型を提供し、
ペプチドまたは変異型は、８～１００、好ましくは８～３０、最も好ましくは８～１４、
すなわち８、９、１０、１１、１２、１３、１４アミノ酸の全長を有し、伸長されたクラ
スＩＩ結合ペプチドの場合、長さはまた、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１ま
たは２２アミノ酸であり得る。
【０１３６】
　もちろん、本発明によるペプチドまたは変異型は、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ
）クラスＩまたはＩＩの分子に結合する能力を有する。ペプチドまたは変異体のＭＨＣ複
合体への結合は、当該技術分野で既知の方法によって試験されてもよい。
【０１３７】
　好ましくは、本発明によるペプチドに特異的なＴ細胞を置換ペプチドについて試験する
場合、置換ペプチドが背景に対して最大溶解増加の半分を達成するペプチド濃度は、約１
ｍＭ以下、好ましくは約１μＭ以下、より好ましくは約１ｎＭ以下、さらにより好ましく
は約１００ｐＭ以下、最も好ましくは約１０ｐＭ以下である。置換ペプチドが、２人以上
、少なくとも２人、より好ましくは３人の個人からのＴ細胞によって認識されることもま
た好ましい。
【０１３８】
　本発明の特に好ましい実施形態では、ペプチドは、配列番号に１～配列番号５４９に記
載のアミノ酸配列からなり、またはそれから本質的になる。
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【０１３９】
　「から本質的になる」は、本発明によるペプチドが、配列番号１～配列番号５４９のい
ずれかに記載の配列またはその変異体に加えて、ＭＨＣ分子エピトープのエピトープとし
て機能するペプチドの一部を必ずしも構成しない、追加的なＮおよび／またはＣ末端に位
置するアミノ酸の一連の配列を含有することを意味するものとする。
【０１４０】
　それでもなお、これらの一連の配列は、本発明によるペプチドの細胞への効率的な導入
を提供するのに重要であり得る。本発明の一実施形態では、ペプチドは、例えば、ＮＣＢ
Ｉ、ＧｅｎＢａｎｋ受入番号Ｘ００４９７に由来する、ＨＬＡ－ＤＲ抗原関連不変鎖（ｐ
３３、以下の「Ｉｉ」）の８０個のＮ末端アミノ酸を含んでなる、融合タンパク質の一部
である。その他の融合物においては、本発明のペプチドは、本明細書に記載されるような
抗体、またはその機能的部分に、特に抗体の配列に、前記抗体によって特異的に標的化さ
れるように融合し得て、または例えば、本明細書に記載されるような樹状細胞に対して特
異的な抗体に、またはその中に融合し得る。
【０１４１】
　さらにペプチドまたは変異型は、より強力な免疫応答を引き起こすために、安定性およ
び／またはＭＨＣ分子への結合を改善するようにさらに修飾されてもよい。ペプチド配列
のこのような最適化方法は当該技術分野で周知であり、例えば、逆ペプチド結合または非
ペプチド結合の導入が挙げられる。
【０１４２】
　逆ペプチド結合においては、アミノ酸残基はペプチド（－ＣＯ－ＮＨ－）結合によって
連結せず、ペプチド結合が逆転する。このようなレトロ－インベルソペプチド模倣剤は、
例えば、参照により本明細書に援用される、Ｍｅｚｉｅｒｅ　ｅｔ　ａｌ（１９９７）（
Ｍｅｚｉｅｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７）に記載されるものなどの当該技術分野で既知
の方法を使用して製造されてもよい。このアプローチは、側鎖の方向でなく主鎖に関与す
る変化を含有する、擬ペプチドの生成を伴う。Ｍｅｚｉｅｒｅ　ｅｔ　ａｌ．（Ｍｅｚｉ
ｅｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７）は、ＭＨＣ結合およびＴヘルパー細胞応答のために、
これらの擬ペプチドが有用であることを示す。ＣＯ－ＮＨペプチド結合の代わりにＮＨ－
ＣＯ結合を含有するレトロインバースペプチドは、タンパク質分解に対してはるかにより
高い耐性がある。
【０１４３】
　非ペプチド結合は、例えば、－ＣＨ２－ＮＨ、－ＣＨ２Ｓ－、－ＣＨ２ＣＨ２－、－Ｃ
Ｈ＝ＣＨ－、－ＣＯＣＨ２－、－ＣＨ（ＯＨ）ＣＨ２－、および－ＣＨ２ＳＯ－である。
米国特許第４，８９７，４４５号明細書は、標準手順によって合成されるポリペプチド、
およびＮａＣＮＢＨ３の存在下でアミノアルデヒドとアミノ酸を反応させることで合成さ
れる非ペプチド結合が関与する、ポリペプチド鎖中の非ペプチド結合（－ＣＨ２－ＮＨ）
を固相合成する方法を提供する。
【０１４４】
　上述の配列を含んでなるペプチドは、それらのアミノおよび／またはカルボキシ末端に
存在する追加的な化学基と共に合成して、ペプチドの安定性、生物学的利用能、および／
または親和性を高めてもよい。例えば、カルボベンゾキシル、ダンシル、またはｔ－ブチ
ルオキシカルボニル基などの疎水性基が、ペプチドのアミノ末端に付加されてもよい。同
様に、アセチル基または９－フルオレニルメトキシ－カルボニル基が、ペプチドのアミノ
末端に配置されてもよい。さらに、疎水性基、ｔ－ブチルオキシカルボニル、またはアミ
ド基が、ペプチドのカルボキシ末端に付加されてもよい。
【０１４５】
　さらに、本発明のペプチドは、それらの立体配置を改変するように合成されてもよい。
例えば、通常のＬ異性体でなく、ペプチドの１つまたは複数のアミノ酸残基のＤ異性体が
使用されてもよい。なおもさらに、本発明のペプチドのアミノ酸残基の少なくとも１つは
、周知の非天然アミノ酸残基の１つで置換されてもよい。これらのような変化は、本発明
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のペプチドの安定性、生物学的利用能および／または結合作用の増加に役立ってもよい。
【０１４６】
　同様に、本発明のペプチドまたは変異体は、ペプチド合成の前または後のどちらかに、
特定のアミノ酸を反応させることで化学的に修飾されてもよい。このような修飾の例は、
当該技術分野で周知であり、例えば、参照により本明細書に援用される、Ｒ．Ｌｕｎｄｂ
ｌａｄ，Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｍｏｄｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ，３ｒｄ　ｅｄ．ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，２００４（Ｌｕｎｄｂｌａｄ，２０
０４）に要約される。アミノ酸の化学修飾としては、これに限定されるものではないが（
ａｌｔｈｏｕｇｈ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ　ｔｈｅｒｅｔｏ）、アシル
化、アミジン化、リジンのピリドキシル化、還元アルキル化、２，４，６－トリニトロベ
ンゼンスルホン酸（ＴＮＢＳ）によるアミノ基のトリニトロベンジル化、システインのシ
ステイン酸への過ギ酸酸化によるカルボキシル基のアミド修飾およびスルフヒドリル修飾
、水銀誘導体形成、その他のチオール化合物との混合ジスルフィド形成、マレイミドとの
反応、ヨード酢酸またはヨードアセトアミドによるカルボキシメチル化、およびアルカリ
性ｐＨでのシアネートによるカルバモイル化による修飾が挙げられるが、これに限定され
るものではない（ｉｓ　ｎｏｔ　ｌｉｍｉｔｅｄ　ｔｏ）。この点において、当業者は、
タンパク質の化学修飾に関するより詳細な手順について、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌｓ　Ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｅｄｓ．Ｃｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　ａｌ
．（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ　ＮＹ　１９９５－２０００）（Ｃｏｌｉ
ｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５）の第１５章を参照されたい。
【０１４７】
　簡単に述べると、例えばタンパク質中のアルギニル残基の修飾は、付加体を形成するた
めのフェニルグリオキサール、２，３－ブタンジオン、および１，２－シクロヘキサンジ
オンなどの隣接するジカルボニル化合物の反応に基づくことが多い。別の例は、メチルグ
リオキサールとアルギニン残基の反応である。システインは、リジンおよびヒスチジンな
どのその他の求核性部位の同時の修飾なしに修飾され得る。その結果、システイン修飾の
ために多数の試薬が利用可能である。Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈなどの会社のウェブサ
イト（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｉｇｍａ－ａｌｄｒｉｃｈ．ｃｏｍ）が、特定の試薬に
関する情報を提供する。
【０１４８】
　タンパク質中のジスルフィド結合の選択的還元もまた、一般的である。ジスルフィド結
合は、生物医薬品の加熱処理中に形成されて酸化され得る。ウッドワード試薬Ｋを使用し
て、特定のグルタミン酸残基が修飾されてもよい。Ｎ－（３－（ジメチルアミノ）プロピ
ル）－Ｎ’－エチルカルボジイミドを利用して、リジン残基とグルタミン酸残基との間に
分子内架橋が形成され得る。例えば、ジエチルピロ炭酸は、タンパク質中のヒスチジル残
基修飾のための試薬である。ヒスチジンはまた、４－ヒドロキシ－２－ノネナールを使用
して修飾され得る。リジン残基およびその他のα－アミノ基の反応物は、例えば、ペプチ
ドの表面への結合またはタンパク質／ペプチド架橋で有用である。リジンはポリ（エチレ
ン）グリコールの付着部位であり、タンパク質のグリコシル化の主要な修飾部位である。
タンパク質中のメチオニン残基は、例えば、ヨードアセトアミド、ブロモエチルアミン、
およびクロラミンＴによって修飾され得る。
【０１４９】
　テトラニトロメタンおよびＮ－アセチルイミダゾールを使用して、チロシル残基が修飾
され得る。ジチロシンの形成を通じた架橋は、過酸化水素／銅イオンによって達成され得
る。
【０１５０】
　トリプトファンの修飾に関する最近の研究では、Ｎ－ブロモサクシニミド、臭化２－ヒ
ドロキシ－５－ニトロベンジルまたは３－ブロモ－３－メチル－２－（２－ニトロフェニ
ルメルカプト）－３Ｈ－インドール（ＢＰＮＳ－スカトール）が使用されている。
【０１５１】
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　ＰＥＧによる治療用タンパク質およびペプチドの成功裏の修飾が、循環半減期の延長に
関連することが多い一方で、タンパク質と、グルタルアルデヒド、ポリエチレングリコー
ルジアクリレート、およびホルムアルデヒドとの架橋は、ハイドロゲル調製のために使用
される。免疫療法のためのアレルゲンの化学修飾は、カリウムシアネートでのカルバミル
化によって達成されることが多い。
【０１５２】
　ペプチドが修飾されまたは非ペプチド結合を含む、ペプチドまたは変異体は、本発明の
好ましい実施形態である。一般に、ペプチドおよび変異体（少なくともアミノ酸残基間に
ペプチド結合を含有するもの）は、Ｌｕｋａｓ　ｅｔ　ａｌ．（Ｌｕｋａｓ　ｅｔ　ａｌ
．，１９８１）によって、そしてその中で引用される参考文献によって開示される、Ｆｍ
ｏｃ－ポリアミド様式の固相ペプチド合成によって合成されてもよい。一時的なＮ－アミ
ノ基保護は、９－フルオレニルメチルオキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）基によってもたらさ
れる。この高度に塩基不安定性の保護基の反復性切断は、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド
中の２０％ピペリジンを使用して実施される。側鎖官能基は、それらのブチルエーテル（
セリン、スレオニン、およびチロシンの場合）、ブチルエステル（グルタミン酸およびア
スパラギン酸の場合）、ブチルオキシカルボニル誘導体（リジンおよびヒスチジンの場合
）、トリチル誘導体（システインの場合）、および４－メトキシ－２，３，６－トリメチ
ルベンゼンスルホニル誘導体（アルギニンの場合）として保護されてもよい。グルタミン
またはアスパラギンがＣ末端残基である場合、側鎖アミド官能基を保護するために、４，
４’－ジメトキシベンズヒドリル基が活用される。固相担体は、ジメチルアクリルアミド
（主鎖単量体）、ビスアクリロイルエチレンジアミン（架橋剤）、およびアクリロイルサ
ルコシンメチルエステル（機能化因子）の３つの単量体から構成される、ポリジメチル－
アクリルアミドポリマーをベースとする。使用されるペプチド－対－樹脂の切断可能な結
合因子は、酸不安定性４－ヒドロキシメチル－フェノキシ酢酸誘導体である。逆転Ｎ，Ｎ
－ジシクロヘキシル－カルボジイミド／１ヒドロキシベンゾトリアゾール媒介共役手順を
使用して付加されるアスパラギンおよびグルタミンを除いて、全てのアミノ酸誘導体は、
それらのあらかじめ形成された対称的な無水物誘導体として付加される。全ての共役およ
び脱保護反応は、ニンヒドリン、トリニトロベンゼンスルホン酸またはイサチン（ｉｓｏ
ｔｉｎ）試験手順を使用してモニターされる。合成完了時に、ペプチドは樹脂担体から切
断され、同時に、５０％スカベンジャー混合物を含有する９５％トリフルオロ酢酸での処
理によって、側鎖保護基が除去される。一般に使用されるスカベンジャーとしては、エタ
ンジチオール、フェノール、アニソール、および水が挙げられ、正確な選択は、合成され
るペプチドの構成アミノ酸に左右される。ペプチドの合成のための固相法と溶液相法の組
み合わせもまた、可能である（例えば、（Ｂｒｕｃｋｄｏｒｆｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０
０４）、およびその中で引用される参考文献を参照されたい）。
【０１５３】
　トリフルオロ酢酸は、真空蒸発によって除去され、引き続くジエチルエーテルを用いた
磨砕は、粗製ペプチドをもたらす。存在する任意のスカベンジャーは、単純な抽出手順に
よって除去され、それは水相の凍結乾燥時に、スカベンジャーを含まない粗製ペプチドを
与える。ペプチド合成のための試薬は、通常、例えば、Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ－Ｎｏｖａ
ｂｉｏｃｈｅｍ（Ｎｏｔｔｉｎｇｈａｍ，ＵＫ）から入手できる。
【０１５４】
　精製は、再結晶化、サイズ排除クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、
疎水性相互作用クロマトグラフィー、および（通常は）例えば、アセトニトリル／水勾配
分離を使用した逆相高速液体クロマトグラフィーなどの技術の任意の１つまたは組み合わ
せによって実施されてもよい。
【０１５５】
　ペプチドの分析は、薄層クロマトグラフィー、電気泳動法、特にキャピラリー電気泳動
法、固相抽出（ＣＳＰＥ）、逆相高速液体クロマトグラフィー、酸加水分解後のアミノ酸
分析を使用して、高速原子衝撃（ＦＡＢ）質量分光分析によって、ならびにＭＡＬＤＩお
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よびＥＳＩ－Ｑ－ＴＯＦ質量分光分析によって、実施されてもよい。
【０１５６】
　過剰提示ペプチドを選択するために、中央値サンプル提示ならびに反復試験変動を示す
、提示プロファイルが計算される。プロファイルは、目的腫瘍実体のサンプルを正常なサ
ンプル組織のベースラインに並置させる。次に、線形混合効果モデルのｐ値を計算し（Ｐ
ｉｎｈｅｉｒｏ　ｅｔ　ａｌ．，２０１５）、偽発見率によって複数試験について補正す
ることで（Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ　ａｎｄ　Ｈｏｃｈｂｅｒｇ，１９９５）、これらの各プ
ロファイルが過剰提示スコアに統合され得る。
【０１５７】
　質量分析によるＨＬＡリガンドの同定と相対的定量化のために、衝撃凍結組織サンプル
からのＨＬＡ分子が精製されて、ＨＬＡ関連ペプチドが単離された。単離ペプチドを分離
して、オンラインナノエレクトロスプレーイオン化（ｎａｎｏＥＳＩ）液体クロマトグラ
フィー質量分析（ＬＣ－ＭＳ）実験によって配列を同定した。得られたペプチド配列は、
卵巣がんサンプルから記録された天然ＴＵＭＡＰのフラグメンテーションパターンを、同
一配列の対応する合成参照ペプチドのフラグメンテーションパターンと比較することで確
認された。ペプチドは、原発性腫瘍のＨＬＡ分子のリガンドとして直接、同定されたので
、これらの結果は、卵巣がん患者から入手された原発性がん組織上における、同定された
ペプチドの天然プロセッシングおよび提示の直接的証拠を提供する。
【０１５８】
　発見パイプラインＸＰＲＥＳＩＤＥＮＴ（登録商標）ｖ２．１（例えば、その内容全体
が参照により本明細書に援用される、米国特許第２０１３－００９６０１６号明細書を参
照されたい）は、いくつかの異なる非がん性組織および臓器と比較した、がん組織上のＨ
ＬＡ拘束性ペプチドレベルの直接相対定量化に基づく、妥当な過剰提示ペプチドワクチン
候補の同定と選択ができるようにする。これは、独自仕様のデータ解析パイプラインで処
理された獲得ＬＣ－ＭＳデータを使用して、配列同定のためのアルゴリズム、スペクトル
クラスタリング、イオン計数、滞留時間アライメント、電荷状態のデコンボリューション
、および正規化を組み合わせる、非標識示差定量法の開発によって達成された。
【０１５９】
　各ペプチドおよびサンプルの誤差推定値を含む、提示レベルが確立された。腫瘍組織上
で排他的に提示されるペプチド、および腫瘍において過剰提示されるペプチドが、非がん
性の組織および臓器との比較で同定されている。
【０１６０】
　卵巣がん組織サンプルからのＨＬＡペプチド複合体は精製されてＨＬＡ結合ペプチドが
単離され、ＬＣ－ＭＳによって分析された（実施例を参照されたい）。本出願に含まれる
全てのＴＵＭＡＰは、この原発性卵巣がんサンプルに対するアプローチを用いて同定され
、それらの原発性卵巣がん上の提示が確認された。
【０１６１】
　複数の卵巣がんおよび正常組織上で同定されたＴＵＭＡＰは、非標識ＬＣ－ＭＳデータ
のイオン計数を使用して定量化された。方法は、ペプチドのＬＣ－ＭＳシグナル面積が、
サンプル中のその存在量と相関すると仮定する。様々なＬＣ－ＭＳ実験におけるペプチド
の全ての定量的シグナルは、中心傾向に基づいて正規化され、サンプルあたりで平均化さ
れて、提示プロファイルと称される棒グラフにマージされた。提示プロファイルは、タン
パク質データベース検索、スペクトルクラスタリング、電荷状態デコンボリューション（
除電）、および滞留時間アライメントおよび正規化のような、異なる解析法を統合する。
【０１６２】
　本発明は、本発明のペプチドを過剰にまたは排他的に提示する、好ましくは卵巣がんで
ある、がん／腫瘍を治療するのに有用なペプチドを提供するこれらのペプチドは、原発性
ヒト卵巣がんサンプル上で、ＨＬＡ分子によって天然に提示されることが、質量分析法に
よって示された。
【０１６３】
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　それにペプチドが由来する起源遺伝子／タンパク質（「完全長タンパク質」または「基
礎タンパク質」とも称される）の多くは、正常組織と比較してがんにおいて高度に過剰発
現されることが示されて、起源遺伝子の高度な腫瘍関連性が実証され、「正常組織」は、
本発明との関連で、健康な卵巣組織細胞またはその他の正常組織細胞のどちらかを意味す
るものとする。さらに、ペプチド自体は、腫瘍組織上では強く過剰提示されるが、正常組
織上では過剰提示されず、「腫瘍組織」は、本発明との関連で、卵巣がんに罹患している
患者に由来するサンプルを意味するものとする。
【０１６４】
　ＨＬＡ結合ペプチドは、免疫系、特にＴリンパ球によって認識され得る。Ｔ細胞は、例
えば誘導ペプチドを提示する卵巣がん細胞などの、認識されたＨＬＡ／ペプチド複合体を
提示する細胞を破壊し得る。
【０１６５】
　本発明のペプチドは、Ｔ細胞応答を刺激でき、および／または過剰提示されることが示
されおり、したがって本発明に従って、抗体および／または可溶性ＴＣＲなどのＴＣＲの
製造のために使用され得る。さらに、ペプチドは、それぞれのＭＨＣと複合体化した場合
に、本発明による抗体および／またはＴＣＲ、特にＴＣＲ製造のためにも使用され得る。
それぞれの方法は、当業者に良く知られており、それぞれの参考文献にもまた見られる。
したがって本発明のペプチドは、それによって腫瘍細胞が破壊され得る、患者における免
疫応答を生じさせるのに有用である。患者における免疫応答は、理想的には免疫原性を増
強する薬剤（すなわちアジュバント）との組み合わせで、記載されるペプチド、または適
切な前駆体（例えば伸長ペプチド、タンパク質、またはこれらのペプチドをコードする核
酸）を患者に直接投与することで、誘導され得る。本発明の標的ペプチドは、正常組織上
では同等のコピー数で提示されないので、このような治療的ワクチン接種から生じる免疫
応答は、腫瘍細胞に対して高度に特異的であることが予測され得て、患者の正常細胞に対
する望まれない自己免疫反応のリスクを防止する。
【０１６６】
　本明細書は、鎖およびａβ鎖（「α／βＴＣＲ」）を含んでなるＴ細胞受容体（ＴＣＲ
）にさらに関する。ＭＨＣ分子によって提示された際に、ＴＣＲおよび抗体に結合できる
ＨＡＶＣＲ１－００１ペプチドもまた提供される。本明細書はまた、本明細書のＴＣＲお
よびペプチドを発現するための核酸、ベクター、および宿主細胞；そしてそれを使用する
方法にも関する。
【０１６７】
　「Ｔ細胞受容体」（ＴＣＲと略記される）という用語は、αポリペプチド鎖（α鎖）お
よびβポリペプチド鎖（β鎖）を含んでなるヘテロ二量体分子を指し、ヘテロ二量体受容
体は、ＨＬＡ分子によって提示されるペプチド抗原と結合できる。本用語は、いわゆるγ
／δＴＣＲもまた含む。
【０１６８】
　一実施形態では、本明細書は、本明細書に記載されるようなＴＣＲを製造する方法を提
供し、方法は、ＴＣＲの発現を促進するのに適した条件下でＴＣＲを発現できる、宿主細
胞を培養するステップを含んでなる。
【０１６９】
　別の態様における説明は、十分な量の抗原を抗原提示細胞に接触させることで、適切な
抗原提示細胞または人工抗原提示細胞の表面に発現されるクラスＩまたはＩＩ　ＭＨＣ分
子上に抗原が負荷され、または抗原／クラスＩまたはＩＩ　ＭＨＣ複合体モノマーを四量
体化することで、クラスＩまたはＩＩ　ＭＨＣ四量体上に抗原が負荷される、本明細書に
記載の方法に関する。
【０１７０】
　α／βＴＣＲのαおよびβ鎖、そしてγ／δＴＣＲのγおよびδ鎖は、一般にそれぞれ
２つの「領域」、すなわち可変および定常領域を有すると見なされる。可変領域は、可変
領域（Ｖ）の連結と、連結領域（Ｊ）とからなる。可変領域はまた、リーダー領域（Ｌ）
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を含んでもよい。βおよびδ鎖はまた、多様性領域（Ｄ）を含んでもよい。αおよびβ定
常領域はまた、αおよびβ鎖を細胞膜に固着させるＣ末端膜貫通（ＴＭ）領域を含んでも
よい。
【０１７１】
　γ／δＴＣＲに関して、「ＴＣＲγ可変領域」という用語は、本明細書の用法ではリー
ダー領域（Ｌ）のないＴＣＲγＶ（ＴＲＧＶ）領域とＴＣＲγＪ（ＴＲＧＪ）領域との連
結を指し、ＴＣＲγ定常領域という用語は、細胞外ＴＲＧＣ領域を指し、またはＣ末端切
断型ＴＲＧＣ配列を指す同様に「ＴＣＲδ可変領域」という用語は、リーダー領域（Ｌ）
のないＴＣＲδＶ（ＴＲＤＶ）領域とＴＣＲδＤ／Ｊ（ＴＲＤＤ／ＴＲＤＪ）領域との連
結を指し、「ＴＣＲδ定常領域」という用語は、細胞外ＴＲＤＣ領域を指し、またはＣ末
端切断型ＴＲＤＣ配列を指す。
【０１７２】
　本明細書のＴＣＲは、好ましくは、約１μＭ以下、約００１μＭ以下、約２５μＭ以下
、または約１０μＭ以下の結合親和性（ＫＤ）で、発明のペプチド－ＨＬＡ分子複合体に
結合する。より好ましいのは、約１μＭ以下、約１００ｎＭ以下、約５０ｎＭ以下、約２
５ｎＭ以下の結合親和性を有する、高親和性ＴＣＲである。本発明のＴＣＲの好ましい結
合親和性範囲の非限定的例としては、約１ｎＭ～約１０ｎＭ；約１０ｎＭ～約２０ｎＭ；
約２０ｎＭ～約３０ｎＭ；約３０ｎＭ～約４０ｎＭ；約４０ｎＭ～約５０ｎＭ；約５０ｎ
Ｍ～約６０ｎＭ；約６０ｎＭ～約７０ｎＭ；約７０ｎＭ～約８０ｎＭ；約８０ｎＭ～約９
０ｎＭ；および約９０ｎＭ～約１００ｎＭが挙げられる。
【０１７３】
　本明細書の用法では、本明細書のＴＣＲとの関連で、「特異的結合」およびそれらの文
法的変種は、ＨＡＶＣＲ１－００１ペプチド－ＨＬＡ分子複合体に対して、１μＭ以下の
結合親和性（ＫＤ）を有するＴＣＲを意味するために使用される。
【０１７４】
　本明細書のα／βヘテロ二量体ＴＣＲは、それらの定常領域の間に導入された、ジスル
フィド結合を有してもよい。このタイプの好ましいＴＣＲとしては、ＴＲＡＣ定常領域配
列とＴＲＢＣ１またはＴＲＢＣ２定常領域配列とを有するものが挙げられるが、ただし、
ＴＲＡＣのＴｈｒ４８およびＴＲＢＣ１またはＴＲＢＣ２のＳｅｒ５７は、システイン残
基によって置換されており、前記システインは、ＴＣＲのＴＲＡＣ定常領域配列とＴＲＢ
Ｃ１またはＴＲＢＣ２定常領域配列との間に、ジスルフィド結合を形成する。
【０１７５】
　上述の導入された鎖間結合の存在下または不在下で、本明細書のα／βヘテロ二量体Ｔ
ＣＲは、ＴＲＡＣ定常領域配列とＴＲＢＣ１またはＴＲＢＣ２定常領域配列とを有しても
よく、ＴＣＲのＴＲＡＣ定常領域配列と、ＴＲＢＣ１またはＴＲＢＣ２定常領域配列とが
、ＴＲＡＣのエクソン２のＣｙｓ４と、ＴＲＢＣ１またはＴＲＢＣ２のエクソン２のＣｙ
ｓ２との間の天然ジスルフィド結合によって連結されてもよい。
【０１７６】
　本明細書のＴＣＲは、放射性核種、フルオロフォア、およびビオチンからなる群から選
択される、検出可能な標識を含んでなってもよい。本明細書のＴＣＲは、放射性核種、化
学療法剤、または毒素などの治療的活性薬剤にコンジュゲートされてもよい。
【０１７７】
　一実施形態では、α鎖に少なくとも１つの変異を有し、および／またはβ鎖に少なくと
も１つの変異を有する本明細書のＴＣＲは、非変異ＴＣＲと比較して修飾されたグリコシ
ル化を有する。
【０１７８】
　一実施形態では、ＴＣＲα鎖および／またはＴＣＲβ鎖に少なくとも１つの変異を含ん
でなるＴＣＲは、発明のペプチド－ＨＬＡ分子複合体に対して、非変異ＴＣＲα鎖および
／または非変異ＴＣＲβ鎖を含んでなるＴＣＲの少なくとも２倍の結合親和性および／ま
たは結合半減期を有する。腫瘍特異的ＴＣＲの親和性増強とその利用は、最適ＴＣＲ親和
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性のウィンドウの存在に依存する。このようなウィンドウの存在は、ＨＬＡ－Ａ２拘束性
病原体に対して特異的なＴＣＲが、ＨＬＡ－Ａ２拘束性腫瘍関連自己抗原に対して特異的
なＴＣＲと比較して、一般に約１０分の１のＫＤ値を有するという観察に基づく。腫瘍抗
原は免疫原性である可能性を有するが、腫瘍は個人自身の細胞から生じるので、改変され
た翻訳プロセッシングのある変異型タンパク質またはタンパク質のみが、免疫系によって
異質と見なされることが今や知られている。上方制御されまたは過剰発現される抗原（い
わゆる自己抗原）は、腫瘍に対する機能性免疫応答を必ずしも誘導しない。これらの抗原
に対して高度に反応性のＴＣＲを発現するＴ細胞は、中枢性免疫寛容として知られている
過程、すなわち自己抗原に対する低親和性ＴＣＲを有するＴ細胞のみが残留する過程によ
って、胸腺において負選択される。したがって、発明のペプチドに対する本明細書のＴＣ
Ｒまたは変異体の親和性は、当技術分野で周知の方法によって高め得る。
【０１７９】
　本明細書は、本明細書に従ってＴＣＲを同定し単離する方法にさらに関し、前記方法は
、ＨＬＡ－Ａ＊０２陰性健常ドナーからのＰＢＭＣをＡ２／発明のペプチドモノマーと共
にインキュベートするステップと、ＰＢＭＣを四量体フィコエリトリン（ＰＥ）と共にイ
ンキュベートするステップと、高結合活性Ｔ細胞を蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）Ｃａ
ｌｉｂｕｒ分析によって単離するステップとを含んでなる。
【０１８０】
　本明細書は、本明細書に従ってＴＣＲを同定して単離する方法にさらに関し、前記方法
は、そのＴ細胞がマウスＴＣＲ欠損を補償する多様なヒトＴＣＲレパートリーを発現する
、全ヒトＴＣＲαβ遺伝子遺伝子座（１．１および０．７Ｍｂ）を有する遺伝子組換えマ
ウスを得るステップと、マウスを発明のペプチドによって免疫化するステップと、四量体
フィコエリトリン（ＰＥ）を有する遺伝子組換えマウスから得られたＰＢＭＣをインキュ
ベートするステップと、高結合活性Ｔ細胞を蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）Ｃａｌｉｂ
ｕｒ分析によって単離するステップとを含んでなる。
【０１８１】
　一態様では、本明細書のＴＣＲを発現するＴ細胞を得るために、本明細書のＴＣＲ－α
および／またはＴＣＲ－β鎖をコードする核酸が、γレトロウイルスまたはレンチウイル
スなどの発現ベクターにクローン化される。組換えウイルスが生成され、次に、抗原特異
性および機能性結合活性などの機能について試験される。次に、最終生成物のアリコート
を使用して、標的Ｔ細胞集団（一般に患者のＰＢＭＣから精製される）が形質導入され、
それは患者への輸液前に増殖される。
【０１８２】
　別の態様では、本明細書のＴＣＲを発現するＴ細胞を得るために、例えば、生体外転写
システム（ｓｙｓ－ｔｅｍｓ）などの当該技術分野で公知の技術によって、ＴＣＲ　ＲＮ
Ａが合成される。次に生体外で合成されたＴＣＲ　ＲＮＡは、健常ドナーから得られた原
発性ＣＤ８＋Ｔ細胞内に電気穿孔によって導入され、腫瘍特異的ＴＣＲ－αおよび／また
はＴＣＲ－β鎖が再発現される。
【０１８３】
　発現を増加させるために、本明細書のＴＣＲをコードする核酸は、レトロウイルス長末
端反復（ＬＴＲ）、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、マウス幹細胞ウイルス（ＭＳＣＶ
）Ｕ３、ホスホグリセリン酸キナーゼ（ＰＧＫ）、β－アクチン、ユビキチン、およびシ
ミアンウイルス４０（ＳＶ４０）／ＣＤ４３複合プロモーター、伸長因子（ＥＦ）－１ａ
、および脾臓フォーカス形成ウイルス（ＳＦＦＶ）プロモーターなどの強力なプロモータ
ーと作動可能に連結されてもよい。好ましい実施形態では、プロモーターは、発現される
核酸に対して異種である。
【０１８４】
　強力なプロモーターに加えて、本明細書のＴＣＲ発現カセットは、レンチウイルスコン
ストラクトの核転座を促進する、中央ポリプリントラクト（ｃＰＰＴ）（Ｆｏｌｌｅｎｚ
ｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０００）、およびＲＮＡ安定性を増加させることで導入遺伝子発現
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のレベルを増加させる、ウッドチャック肝炎ウイルス転写後調節因子（ｗＰＲＥ）（Ｚｕ
ｆｆｅｒｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９）をはじめとする導入遺伝子発現を高め得る追加
的な要素を含有してもよい。
【０１８５】
　本発明のＴＣＲのαおよびβ鎖は、別々のベクターにある核酸によってコードされても
よく、または同一ベクターにあるポリヌクレオチドによってコードされてもよい。
【０１８６】
　高レベルのＴＣＲ表面発現の達成には、導入されたＴＣＲのＴＣＲ－αおよびＴＣＲ－
β鎖の双方が、高レベルで転写される必要がある。これを行うために、本明細書のＴＣＲ
－αおよびＴＣＲ－β鎖は、この障害を克服できることが示されている、単一ベクター内
のバイシストロニックコンストラクトにクローン化されてもよい。ＴＣＲ－αおよびＴＣ
Ｒ－β鎖は、翻訳中に２つのタンパク質に分かれて等モル比のＴＣＲ－αおよびＴＣＲ－
β鎖の生成を確実にする単一転写物から生成されるので、ＴＣＲ－α鎖とＴＣＲ－β鎖と
の間のウイルス配列内リボソーム進入部位の使用は、双方の鎖の協調発現をもたらす（Ｓ
ｃｈｍｉｔｔ　ｅｔ　ａｌ．２００９）。
【０１８７】
　本明細書のＴＣＲをコードする核酸はコドン最適化されて、宿主細胞からの発現が増加
されてもよい。遺伝コードの重複は、いくつかのアミノ酸が２つ以上のコドンによってコ
ードされるようにするが、特定のコドンは、適合ｔＲＮＡの相対可用性ならびにその他の
要因のために、他のものよりも「最適」でない（Ｇｕｓｔａｆｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，
２００４）。各アミノ酸が、哺乳類遺伝子発現のための最適コドンによってコードされる
ように、ＴＣＲ－αおよびＴＣＲ－β遺伝子配列を修飾すること、ならびにｍＲＮＡ不安
定モチーフまたは潜在的スプライス部位を除去することは、ＴＣＲ－αおよびＴＣＲ－β
遺伝子発現を有意に高めることが示されている（Ｓｃｈｏｌｔｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０
０６）。
【０１８８】
　さらに、導入ＴＣＲ鎖と内因性ＴＣＲ鎖との間の誤対合は、重大な自己免疫リスクをも
たらす特異性の獲得を引き起こすこともある。例えば、混合ＴＣＲ二量体の形成は、適切
に対合するＴＣＲ複合体を形成するために利用できるＣＤ３分子の数を減少させてもよく
、ひいては導入ＴＣＲを発現する細胞の機能性結合活性を有意に低下させ得る（Ｋｕｂａ
ｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００７）．
【０１８９】
　誤対合を減少させるために、本明細書の導入ＴＣＲ鎖のＣ末端領域は、鎖間親和性を高
める一方で、導入鎖が内因性ＴＣＲと対形成する能力を低下させる（ｄｅ－ｃｒｅａｓｉ
ｎｇ）ために修飾されてもよい。これらのストラテジーは、ヒトＴＣＲ－αおよびＴＣＲ
－βのＣ末端領域をそれらのマウス対応物（マウス化Ｃ末端領域）で置換する；導入ＴＣ
ＲのＴＣＲ－αおよびＴＣＲ－β鎖の双方に第２のシステイン残基を導入することで、Ｃ
末端領域に第２の鎖間ジスルフィド結合を生成する（システイン修飾）；ＴＣＲ－αおよ
びＴＣＲ－β鎖Ｃ末端領域内の相互作用残基を交換する（「ノブ・イン・ホール」）；そ
してＴＣＲ－αおよびＴＣＲ－β鎖の可変領域をＣＤ３ζに直接融合させる（ＣＤ３ζ融
合）ことを含んでもよい。（Ｓｃｈｍｉｔｔ　ｅｔ　ａｌ．２００９）。
【０１９０】
　一実施形態では、宿主細胞は、本細書のＴＣＲを発現するように遺伝子操作される。好
ましい実施形態では、宿主細胞は、ヒトＴ細胞またはＴ細胞前駆細胞である。いくつかの
実施形態では、Ｔ細胞またはＴ細胞前駆細胞は、がん患者から得られる。その他の実施形
態では、Ｔ細胞またはＴ細胞前駆細胞は、健常ドナーから得られる。本明細書の宿主細胞
は、治療される患者に関して、同種異系または自己由来であり得る。一実施形態では、宿
主は、α／βＴＣＲを発現するように形質転換されたγ／δＴ細胞である。
【０１９１】
　「医薬組成物」は、医学的状況においてヒトへの投与に適する組成物である。好ましく
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は、医薬組成物は無菌であり、ＧＭＰガイドラインに準拠して製造される。
【０１９２】
　医薬組成物は、遊離形態または薬学的に許容可能な塩の形態のどちらかのペプチドを含
んでなる（上記もまた参照されたい）。本明細書の用法では、「薬学的に許容可能な塩」
は、開示されたペプチドの誘導体を指し、ペプチドは、薬剤の酸性または塩基性塩を生成
することで修飾される。例えば、酸性塩は、適切な酸との反応を伴って、遊離塩基から調
製される（典型的に、薬剤の中性形態が中性ＮＨ２基を有する）。酸性塩を調製するため
の適切な酸としては、例えば、酢酸、プロピオン酸、グリコール酸、ピルビン酸、シュウ
酸、リンゴ酸、マロン酸、コハク酸、マレイン酸、フマル酸、酒石酸、クエン酸、安息香
酸、ケイ皮酸、マンデル酸、メタンスルホン酸、エタンスルホン酸、ｐ－トルエンスルホ
ン酸、サリチル酸などの有機酸、ならびに例えば、塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸リン酸
などの無機酸の双方が挙げられる。逆に、ペプチド上に存在してもよい酸部分の塩基性塩
の調製物は、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウ
ム、トリメチルアミンなどの薬学的に許容可能な塩基を使用して調製される。
【０１９３】
　特に好ましい一実施形態では、医薬組成物は、酢酸（酢酸塩）、トリフルオロ酢酸また
は塩酸（塩化物）の塩としてのペプチドを含んでなる。
【０１９４】
　好ましくは、本発明の薬剤はワクチンなどの免疫療法剤である。それは、患者に直接、
罹患臓器に、または全身的に、ｉ．ｄ．、ｉ．ｍ．、ｓ．ｃ．、ｉ．ｐ．、およびｉ．ｖ
．投与され、または生体外で患者またはヒト細胞株に由来する細胞に適用されて、それが
引き続いて患者に投与され、または生体外で使用されて患者に由来する免疫細胞の亜集団
が選択され、次にそれが患者に再投与されてもよい。核酸が、生体外で細胞に投与される
場合、インターロイキン２などの免疫刺激サイトカインを同時発現させるように、細胞を
形質移入することが有用であってもよい。ペプチドは、実質的に純粋であり、または免疫
刺激アジュバント（下記参照）と組み合わされ、または免疫賦活性サイトカインと組み合
わされて使用され、または例えば、リポソームなどの適切な送達系によって投与されても
よい。ペプチドはまた、キーホールリンペットヘモシニアン（ＫＬＨ）またはマンナンな
どの適切な担体に共役されてもよい（国際公開第９５／１８１４５号パンフレットおよび
（Ｌｏｎｇｅｎｅｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３）を参照されたい）。ペプチドはま
た、標識されてもよく、融合タンパク質であってもよく、またはハイブリッド分子であっ
てもよい。その配列が本発明に記載されるペプチドは、ＣＤ４またはＣＤ８　Ｔ細胞を刺
激することが予測される。しかし、ＣＤ８　Ｔ細胞の刺激は、ＣＤ４　Ｔヘルパー細胞に
よって提供される援助の存在下で、より効率的である。したがって、ＣＤ８　Ｔ細胞を刺
激するＭＨＣクラスＩエピトープでは、ハイブリッド分子の融合パートナーまたはセクシ
ョンは、適切にはＣＤ４陽性Ｔ細胞を刺激するエピトープを提供する。ＣＤ４およびＣＤ
８刺激エピトープは、当該技術分野で周知であり、本発明で同定されたものが挙げられる
。
【０１９５】
　一態様では、ワクチンは、配列番号１～配列番号５４９に記載されるアミノ酸配列を有
する少なくとも１つのペプチドと、少なくとも１つの追加的なペプチド、好ましくは２～
５０、より好ましくは２～２５、なおもより好ましくは２～２０、最も好ましくは２、３
、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７または１
８個のペプチドとを含んでなる。ペプチドは、１つまたは複数の特異的ＴＡＡから誘導さ
れてもよく、ＭＨＣクラスＩ分子に結合してもよい。
【０１９６】
　本発明のさらなる態様は、本発明のペプチドまたはペプチド変異体をエンコードする核
酸（例えばポリヌクレオチド）を提供する。ポリヌクレオチドは、それがペプチドをコー
ドしさえすれば、例えば、単鎖および／または二本鎖のいずれかのＤＮＡ、ｃＤＮＡ、Ｐ
ＮＡ、ＲＮＡまたはそれらの組み合わせであってもよく、または例えばホスホロチオエー
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ト主鎖を有するポリヌクレオチドなどのポリヌクレオチドの未変性または安定化形態であ
ってもよく、それはイントロンを含有してもまたはしなくてもよい。もちろん、天然ペプ
チド結合によって連結する天然アミノ酸残基を含有するペプチドのみが、ポリヌクレオチ
ドによってエンコードされ得る。本発明のなおもさらなる態様は、本発明によるポリペプ
チドを発現できる発現ベクターを提供する。
【０１９７】
　例えば相補的付着端を通じて、ポリヌクレオチド、特にＤＮＡをベクターに連結する、
多様な方法が開発されている。例えば、ベクターＤＮＡに挿入されるＤＮＡ断片に、相補
的ホモポリマー配列が付加され得る。次に、相補的ホモポリマー尾部間の水素結合によっ
て、ベクターおよびＤＮＡ断片が連結されて組換えＤＮＡ分子が形成する。
【０１９８】
　１つまたは複数の制限酵素認識部位を含有する合成リンカーは、ＤＮＡ断片をベクター
に連結する代替え方法を提供する。多様な制限エンドヌクレアーゼ部位を含有する合成リ
ンカーは、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．Ｎ
ｅｗ　Ｈａｖｅｎ，ＣＮ，ＵＳＡをはじめとするいくつかの供給元から商業的に入手でき
る。
【０１９９】
　本発明のポリペプチドをコードするＤＮＡを修飾する望ましい方法は、Ｓａｉｋｉ　Ｒ
Ｋ，ｅｔ　ａｌ．（Ｓａｉｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８）で開示されるようなポリメラ
ーゼ連鎖反応を用いる。この方法は、例えば、適切な制限酵素認識部位を改変することで
、ＤＮＡを適切なベクターに導入するために使用されてもよく、またはそれは、当該技術
分野で既知のその他の有用な様式でＤＮＡを修飾するために使用されてもよい。ウイルス
ベクターを使用するのであれば、ポックスウイルスまたはアデノウイルスベクターが好ま
しい。
【０２００】
　次にＤＮＡ（またはレトロウイルスベクターの場合はＲＮＡ）を適切な宿主において発
現させ、本発明のペプチドまたは変異体を含んでなるポリペプチドが製造されてもよい。
このようにして、本明細書に含まれる教示を考慮して適切に修正された既知の技術に従っ
て、本発明のペプチドまたは変異体をコードするＤＮＡを使用して、発現ベクターが構築
されてもよく、次にそれを使用して、本発明のポリペプチドの発現および製造のために、
適切な宿主細胞が形質転換される。このような技術としては、例えば、米国特許第４，４
４０，８５９号明細書、米国特許第４，５３０，９０１号明細書、米国特許第４，５８２
，８００号明細書、米国特許第４，６７７，０６３号明細書、米国特許第４，６７８，７
５１号明細書、米国特許第４，７０４，３６２号明細書、米国特許第４，７１０，４６３
号明細書、米国特許第４，７５７，００６号明細書、米国特許第４，７６６，０７５号明
細書、および米国特許第４，８１０，６４８号明細書で開示されるものが挙げられる。
【０２０１】
　本発明の化合物を構成するポリペプチドをエンコードするＤＮＡ（またはレトロウイル
スベクターの場合はＲＮＡ）は、適切な宿主への導入のために、多種多様なその他のＤＮ
Ａ配列に連結されてもよい。コンパニオンＤＮＡは、宿主の性質、ＤＮＡの宿主への導入
様式、およびエピソームの維持または組み込みが所望されるかどうかに左右される。
【０２０２】
　一般に、ＤＮＡは、発現のための適切な方向および正しい読み枠で、プラスミドなどの
発現ベクターに挿入される。必要ならば、ＤＮＡは、所望の宿主によって認識される適切
な転写および翻訳調節制御ヌクレオチド配列に連結されてもよいが、このような制御は、
一般に発現ベクター中で利用できる。次に、標準的な技術を通じて、ベクターが宿主に導
入される。一般に、全ての宿主がベクターによって形質転換されるわけではない。したが
って、形質転換された宿主細胞を選択することが必要になる。一選択技術は、抗生物質耐
性などの形質転換細胞内で選択可能な形質をコードする、任意の必要な制御因子を有する
ＤＮＡ配列を発現ベクター内に組み込むことを伴う。
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【０２０３】
　代案としては、このような選択可能な形質の遺伝子は、所望の宿主細胞を同時形質転換
するのに使用される、別のベクター上にあり得る。
【０２０４】
　次に、本明細書で開示される教示を考慮して、当業者に知られている適切な条件下で十
分な時間にわたり、本発明の組換えＤＮＡによって形質転換された宿主細胞が培養されて
ポリペプチドが発現され、次にそれが回収され得る。
【０２０５】
　細菌（例えば大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）およびバチルス・サブチリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
　ｓｕｂｔｉｌｉｓ））、酵母（例えばサッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ））、糸状菌（例えばアスペルギルス属（Ａｓｐｅｒ
ｇｉｌｌｕｓ））、植物細胞、動物細胞、および昆虫細胞をはじめとする多数の発現系が
知られている。好ましくは、発現系は、ＡＴＣＣ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｃｏｌｌ
ｅｃｔｉｏｎから入手できるＣＨＯ細胞などの哺乳類細胞であり得る。
【０２０６】
　構成的発現のための典型的な哺乳類細胞ベクタープラスミドは、適切なポリＡ尾部と、
ネオマイシンなどの耐性マーカーとを有する、ＣＭＶまたはＳＶ４０プロモーターを含ん
でなる。一例は、Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ，ＵＳＡから入手で
きるｐＳＶＬである。誘導性哺乳類発現ベクターの一例であるｐＭＳＧもまた、Ｐｈａｒ
ｍａｃｉａから入手できる。有用な酵母プラスミドベクターは、ｐＲＳ４０３－４０６お
よびｐＲＳ４１３－４１６であり、通常、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ，Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，ＣＡ　９２０３７，ＵＳＡから入手できる。プラスミド
ｐＲＳ４０３、ｐＲＳ４０４、ｐＲＳ４０５、およびｐＲＳ４０６は、酵母組み込みプラ
スミド（ＹＩｐｓ）であり、酵母の選択可能なマーカーＨＩＳ３、ＴＲＰ１、ＬＥＵ２、
およびＵＲＡ３が組み込まれている。プラスミドｐＲＳ４１３－４１６は、酵母セントロ
メアプラスミド（Ｙｃｐｓ）である。ＣＭＶプロモーターベースのベクター（例えばＳｉ
ｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ製）は、一過性または安定性発現、細胞質内発現または分泌、お
よびＦＲＡＧ、３ｘＦＬＡＧ、ｃ－ｍｙｃまたはＭＡＴの様々な組み合わせでのＮ末端ま
たはＣ末端標識付けを提供する。これらの融合タンパク質は、組換えタンパク質を検出、
精製、および分析できるようにする。二重標識融合物は、検出に融通性を与える。
【０２０７】
　強力なヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーター調節領域は、ＣＯＳ細胞にお
いて、構成タンパク質発現レベルを１ｍｇ／Ｌ程度の高さに駆動する。効力がより低い細
胞株では、タンパク質レベルは典型的に、約０．１ｍｇ／Ｌである。ＳＶ４０複製起点の
存在は、ＳＶ４０複製許容ＣＯＳ細胞における高レベルのＤＮＡ複製をもたらす。ＣＭＶ
ベクターは、例えば、細菌細胞におけるｐＭＢ１（ｐＢＲ３２２の誘導体）複製起点、細
菌におけるアンピシリン耐性選択のためのｂ－ラクタマーゼ遺伝子、ｈＧＨポリＡ、およ
びｆ１起点を含有し得る。プレプロトリプシンリーダー（ＰＰＴ）配列を含有するベクタ
ーは、抗ＦＲＡＧ抗体、樹脂、およびプレートを使用した精製のために、培養液中へのＦ
ＲＡＧ融合タンパク質分泌を誘導し得る。多様な宿主細胞において使用するためのその他
のベクターおよび発現系が、当該技術分野で周知である。
【０２０８】
　別の実施形態では、本発明の２つ以上のペプチドまたはペプチド変異型がコードされ、
したがって順次発現される（「数珠玉構造」コンストラクトに類似する）。その際に、ペ
プチドまたはペプチド変異型は、例えばＬＬＬＬＬＬなどの一続きのリンカーアミノ酸に
よって、共に連結または融合されてもよく、またはそれらの間のいかなる追加的なペプチ
ドもなしに連結されてもよい。これらのコンストラクトはまた、がん療法のために使用さ
れ得て、ＭＨＣ　ＩとＭＨＣ　ＩＩの双方が関与する免疫応答を誘導してもよい。
【０２０９】
　本発明はまた、本発明のポリヌクレオチドベクターコンストラクトで形質転換された宿
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主細胞にも関する。宿主細胞は、原核または真核生物のどちらかであり得る。細菌細胞は
、いくつかの状況では、好ましい原核宿主細胞であってもよく、典型的には、例えば、Ｂ
ｅｔｈｅｓｄａ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．，Ｂｅｔｈｅ
ｓｄａ，ＭＤ，ＵＳＡから入手できる大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５株、および米国微生
物系統保存機関（ＡＴＣＣ）Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ，ＵＳＡから入手できるＲＲ１（
ＡＴＣＣ番号３１３４３）などの大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）株である。好ましい真核宿主細
胞としては、酵母、昆虫、および哺乳類細胞、好ましくはマウス、ラット、サルまたはヒ
ト線維芽および結腸細胞株に由来するものなどの脊椎動物細胞が挙げられる。酵母宿主細
胞としては、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｌａ　Ｊｏｌｌ
ａ，ＣＡ　９２０３７，ＵＳＡから一般に入手できる、ＹＰＨ４９９、ＹＰＨ５００、お
よびＹＰＨ５０１が挙げられる。好ましい哺乳類宿主細胞としては、ＡＴＣＣからＣＣＬ
６１として入手できるチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ＡＴＣＣからＣＲＬ
１６５８として入手できるＮＩＨ　Ｓｗｉｓｓマウス胚細胞ＮＩＨ／３Ｔ３、ＡＴＣＣか
らＣＲＬ１６５０として入手できるサル腎臓由来ＣＯＳ－１細胞、およびヒト胎児由来腎
細胞である２９３細胞が挙げられる。好ましい昆虫細胞は、バキュロウイルス発現ベクタ
ーで形質移入され得るＳｆ９細胞である。発現のための適切な宿主細胞の選択に関する概
説は、例えば、Ｐａｕｌｉｎａ　ＢａｌｂａｓおよびＡｒｇｅｌｉａ　Ｌｏｒｅｎｃｅの
教科書”Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｒｅｃｏｍｂｉ
ｎａｎｔ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ｒｅｖｉｅｗｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ，”Ｐａｒｔ　Ｏｎｅ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，ＩＳＢＮ　９７８－１－５
８８２９－２６２－９、および当業者に知られているその他の文献にある。
【０２１０】
　本発明のＤＮＡコンストラクトによる適切な細胞宿主の形質転換は、典型的に使用され
るベクターのタイプに左右される周知の方法によって達成される。原核宿主細胞の形質転
換に関しては、例えば、Ｃｏｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ｃｏｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９７
２）および（Ｇｒｅｅｎ　ａｎｄ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ，２０１２）を参照されたい。酵母
細胞の形質転換は、Ｓｈｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ｓｈｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１
９８６）に記載される。Ｂｅｇｇｓ（Ｂｅｇｇｓ，１９７８）の方法もまた有用である。
脊椎動物細胞に関しては、このような細胞を形質移入するのに有用な、例えば、リン酸カ
ルシウムおよびＤＥＡＥ－デキストランまたはリポソーム製剤などの試薬が、Ｓｔｒａｔ
ａｇｅｎｅ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，ｏｒ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ
ｅｓ　Ｉｎｃ．，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ　２０８７７，ＵＳＡから入手できる
。電気穿孔もまた、細胞を形質転換および／または形質移入するのに有用であり、酵母細
胞、細菌細胞、昆虫細胞、および脊椎動物細胞を形質転換する技術分野で周知である。
【０２１１】
　成功裏に形質転換された細胞、すなわち本発明のＤＮＡコンストラクトを含有する細胞
は、ＰＣＲなどの周知の技術によって同定され得る。代案としては、抗体を使用して、上
清中のタンパク質の存在が検出され得る。
【０２１２】
　例えば、細菌、酵母、および昆虫細胞などの本発明の特定の宿主細胞は、本発明のペプ
チドの調製において有用であることが理解されるであろう。しかしその他の宿主細胞が、
特定の治療法において有用であってもよい。例えば、樹状細胞などの抗原提示細胞は、そ
れらが適切なＭＨＣ分子中に負荷されてもよいように、本発明のペプチドを発現するため
に有用に使用されてもよい。したがって、本発明は、本発明による核酸または発現ベクタ
ーを含んでなる宿主細胞を提供する。
【０２１３】
　好ましい実施形態では、宿主細胞は、抗原提示細胞、特に樹状細胞または抗原提示細胞
である。前立腺酸性ホスファターゼ（ＰＡＰ）を含有する組換え融合タンパク質が負荷さ
れたＡＰＣは、無症候性または微小症候性転移性ＨＲＰＣを治療するために、米国食品医
薬品局（ＦＤＡ）によって２０１０年４月２０日に認可された（シプロイセルＴ）（Ｒｉ
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ｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００６；Ｓｍａｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）。
【０２１４】
　本発明のさらなる態様は、宿主細胞を培養するステップと、宿主細胞またはその培養液
からペプチドを単離するステップとを含んでなる、ペプチドまたはその変異型を製造する
方法を提供する。
【０２１５】
　別の実施形態では、本発明のペプチド、核酸または発現ベクターは、医療において使用
される。例えば、ペプチドまたはその変異体は、静脈内（ｉ．ｖ．）注射、皮下（ｓ．ｃ
．）注射、皮内（ｉ．ｄ．）注射、腹腔内（ｉ．ｐ．）注射、筋肉内（ｉ．ｍ．）注射の
ために調合されてもよい。ペプチド注射の好ましい方法としては、ｓ．ｃ．、ｉ．ｄ．、
ｉ．ｐ．、ｉ．ｍ．、およびｉ．ｖ．が挙げられる。ＤＮＡ注射の好ましい方法としては
、ｉ．ｄ．、ｉ．ｍ．、ｓ．ｃ．、ｉ．ｐ．、およびｉ．ｖ．が挙げられる。例えば、５
０μｇ～１．５ｍｇ、好ましくは１２５μｇ～５００μｇのペプチドまたはＤＮＡの用量
が投与されてもよく、それぞれのペプチドまたはＤＮＡに左右される。この範囲の用量は
、以前の治験で成功裏に使用された（Ｗａｌｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２）。
【０２１６】
　活性ワクチン接種のために使用されるポリヌクレオチドは、実質的に純粋であってもよ
く、または適切なベクターまたは送達系に含有されてもよい。核酸は、ＤＮＡ、ｃＤＮＡ
、ＰＮＡ、ＲＮＡまたはそれらの組み合わせであってもよい。このような核酸をデザイン
して導入する方法は、当該技術分野で周知である。概説は、例えば、Ｔｅｕｆｅｌ　ｅｔ
　ａｌ．（Ｔｅｕｆｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）によって提供される。ポリヌクレオ
チドワクチンは調製が容易であるが、免疫応答誘導におけるこれらのベクターの作用機序
は、完全には分かっていない。適切なベクターおよび送達系としては、アデノウイルス、
ワクシニアウイルス、レトロウイルス、ヘルペスウイルス、アデノ随伴ウイルス、または
２つ以上のウイルスの構成要素を含有するハイブリッドベースのシステムなどのウイルス
ＤＮＡおよび／またはＲＮＡが挙げられる。非ウイルス送達系としては、カチオン性脂質
およびカチオン性ポリマーが挙げられ、ＤＮＡ送達技術分野において周知である。「遺伝
子銃」などを介する物理的送達もまた、使用されてもよい。核酸によってコードされるペ
プチド（単数）またはペプチド（複数）は、例えば、上述のように、それぞれの逆ＣＤＲ
のＴ細胞を刺激するエピトープとの融合タンパク質であってもよい。
【０２１７】
　本発明の薬剤は、１つまたは複数のアジュバントもまた含んでもよい。アジュバントは
、免疫応答（例えば、ＣＤ８陽性Ｔ細胞およびヘルパーＴ（ＴＨ）細胞によって媒介され
る抗原に対する免疫応答を非特異的に促進または増強する物質であり、したがって本発明
の薬剤中で有用であると見なされる。適切なアジュバントとしては、１０１８　ＩＳＳ、
アルミニウム塩、ＡＭＰＬＩＶＡＸ（登録商標）、ＡＳ１５、ＢＣＧ、ＣＰ－８７０，８
９３、ＣｐＧ７９０９、ＣｙａＡ、ｄＳＬＩＭ、フラジェリンまたはフラジェリン由来Ｔ
ＬＲ５リガンド、ＦＬＴ３リガンド、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＣ３０、ＩＣ３１、イミキモド（
ＡＬＤＡＲＡ（登録商標））、レシキモド、ＩｍｕＦａｃｔ　ＩＭＰ３２１、ＩＬ－２や
Ｌ－１３やＩＬ－２１などのインターロイキン、インターフェロン－αまたは－βまたは
それらのＰＥＧ化誘導体、ＩＳパッチ、ＩＳＳ、ＩＳＣＯＭＡＴＲＩＸ、ＩＳＣＯＭ、Ｊ
ｕｖＩｍｍｕｎｅ（登録商標）、ＬｉｐｏＶａｃ、ＭＡＬＰ２、ＭＦ５９、モノホスホリ
ルリピドＡ、モンタニドＩＭＳ１３１２、モンタニドＩＳＡ２０６、モンタニドＩＳＡ５
０Ｖ、モンタニドＩＳＡ－５１、油中水型および水中油型エマルション、ＯＫ－４３２、
ＯＭ－１７４、ＯＭ－１９７－ＭＰ－ＥＣ、ＯＮＴＡＫ、ＯｓｐＡ、ＰｅｐＴｅｌ（登録
商標）ベクター系、ポリ（ラクチドコグリコリド）［ＰＬＧ］ベースおよびデキストラン
微粒子、タラクトフェリンＳＲＬ１７２、ビロソームおよびその他のウイルス様粒子、Ｙ
Ｆ－１７Ｄ、ＶＥＧＦトラップ、Ｒ８４８、β－グルカン、Ｐａｍ３Ｃｙｓ、サポニンに
由来するＡｑｕｉｌａ’ｓ　ＱＳ２１　ｓｔｉｍｕｌｏｎ、マイコバクテリア抽出物およ
び合成細菌細胞壁模倣体、およびＲｉｂｉ’ｓ　ＤｅｔｏｘまたはＱｕｉｌまたはＳｕｐ
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ｅｒｆｏｓなどのその他の独自仕様の補助剤が挙げられるが、これに限定されるものでは
ない。フロイントまたはＧＭ－ＣＳＦなどのアジュバントが好ましい。樹状細胞およびそ
れらの調製物に対して特異的な、いくつかの免疫学的アジュバント（例えばＭＦ５９）が
、以前記載されている（Ａｌｌｉｓｏｎ　ａｎｄ　Ｋｒｕｍｍｅｌ、１９９５）。サイト
カインもまた使用されてもよい。数種のサイトカインは、樹状細胞のリンパ組織（例えば
ＴＮＦ－）への移動に影響を与えること、Ｔリンパ球（例えば、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－１
、およびＩＬ－４）のための効率的な抗原提示細胞への樹状細胞の成熟を加速すること（
その内容全体が参照により本明細書に具体的に援用される、米国特許第５，８４９，５８
９号明細書）、および免疫増強剤（例えば、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、ＩＬ－２３、ＩＬ
－７、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β）として作用することと、直接関連付けられている（Ｇａ
ｂｒｉｌｏｖｉｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６）。
【０２１８】
　ＣｐＧ免疫賦活性オリゴヌクレオチドもまた、ワクチン環境において、アジュバント効
果を増強することが報告されている。理論により拘束されることなく、ＣｐＧオリゴヌク
レオチドは、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）、主にＴＬＲ９を通じた、内在的（非適応性）
免疫系の活性化によって作用する。ＣｐＧ誘導性ＴＬＲ９活性化は、ペプチドまたはタン
パク質抗原、生きたまたは死滅ウイルス、樹状細胞ワクチン、自己細胞ワクチン、そして
予防的および治療的ワクチンの双方における多糖コンジュゲートをはじめとする多種多様
な抗原に対する、抗原特異的体液性および細胞性応答を増強する。より重要なことには、
それは樹状細胞の成熟と分化を増強し、ＣＤ４　Ｔ細胞援助の不在下であってさえも、Ｔ
Ｈ１細胞の活性化の促進、および強力な細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）生成をもたらす
。ＴＬＲ９刺激によって誘導されるＴＨ１バイアスは、通常はＴＨ２バイアスを促進する
ミョウバンまたは不完全フロイントアジュバント（ＩＦＡ）などのワクチンアジュバント
存在下であってさえも、維持される。ＣｐＧオリゴヌクレオチドは、その他のアジュバン
トと調合されまたは同時投与された際に、または微粒子、ナノ粒子、脂質エマルションな
どの配合物、または類似配合物中で、なおもより高いアジュバント活性を示し、それは、
抗原が比較的弱い場合、強力な応答を誘導するのに特に必要である。それらは免疫応答も
また加速し、いくつかの実験では、ＣｐＧなしのワクチン総量と同等の抗体応答で、抗原
用量のほぼ２桁分の低減を可能にする（Ｋｒｉｅｇ，２００６）。米国特許第６，４０６
，７０５Ｂ１号明細書は、抗原特異的免疫応答を誘導するためのＣｐＧオリゴヌクレオチ
ド、非核酸アジュバント、および抗原の併用を記載する。ＣｐＧ　ＴＬＲ９拮抗薬は、本
発明の医薬組成物の好ましい構成要素である、Ｍｏｌｏｇｅｎ（Ｂｅｒｌｉｎ，Ｇｅｒｍ
ａｎｙ）製のｄＳＬＩＭ（二重ステムループ免疫調節剤）である。ＲＮＡ結合ＴＬＲ７、
ＴＬＲ８および／またはＴＬＲ９などのその他のＴＬＲ結合分子もまた、使用されてもよ
い。
【０２１９】
　有用なアジュバントその他の例としては、化学修飾ＣｐＧ（例えば、ＣｐＲ、Ｉｄｅｒ
ａ）；ポリ（Ｉ：Ｃ）などのｄｓＲＮＡアナログおよびそれらの誘導体（例えばＡｍｐｌ
ｉＧｅｎ（登録商標）、Ｈｉｌｔｏｎｏｌ（登録商標）、ポリ（ＩＣＬＣ）、ポリ（ＩＣ
－Ｒ）、ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）、非ＣｐＧ細菌ＤＮＡまたはＲＮＡ；ならびにシクロホス
ファミド、スニチニブ、ベバシズマブ（登録商標）、セレブレックス、ＮＣＸ－４０１６
、シルデナフィル、タダラフィル、バルデナフィル、ソラフェニブ、テモゾロマイド、テ
ムシロリムス、ＸＬ－９９９、ＣＰ－５４７６３２、パゾパニブ、ＶＥＧＦ　Ｔｒａｐ、
ＺＤ２１７１、ＡＺＤ２１７１、抗ＣＴＬＡ４などの免疫活性小型分子および抗体；免疫
系の重要な構造体を標的にするその他の抗体（例えば、抗ＣＤ４０、抗ＴＧＦβ、抗ＴＮ
Ｆα受容体）；ＳＣ５８１７５が挙げられるが、これに限定されるものではなく、これら
は治療的におよび／またはアジュバントとして作用してもよい。本発明の文脈で有用なア
ジュバントおよび添加剤の量と濃度は、過度の実験を実施することなく、当業者によって
容易に判定され得る。
【０２２０】
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　好ましいアジュバントは、抗ＣＤ４０、イミキモド、レシキモド、ＧＭ－ＣＳＦ、シク
ロホスファミド、スニチニブ、ベバシズマブ、インターフェロンα、ＣｐＧオリゴヌクレ
オチドおよび誘導体、ポリ（Ｉ：Ｃ）および誘導体、ＲＮＡ、シルデナフィル、およびＰ
ＬＧまたはビロソーム微粒子調合物である。
【０２２１】
　本発明による薬剤組成物の好ましい実施形態では、アジュバントは、顆粒球マクロファ
ージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ、サルグラモスチム）、シクロホスファミド、イミ
キモド、レシキモド、およびインターフェロンαなどのコロニー刺激因子からなる群から
選択される。
【０２２２】
　本発明による医薬組成物の好ましい実施形態では、アジュバントは、顆粒球マクロファ
ージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ、サルグラモスチム）、シクロホスファミド、イミ
キモド、およびレシキモドなどのコロニー刺激因子からなる群から選択される。本発明に
よる薬剤組成物の好ましい実施形態では、アジュバントは、シクロホスファミド、イミキ
モドまたはレシキモドである。なおもより好ましいアジュバントは、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ
　ＩＭＳ　１３１２、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ　２０、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ
　５０Ｖ、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ－５１、ポリＩＣＬＣ（Ｈｉｌｔｏｎｏｌ（登録
商標））、および抗ＣＤ４０ｍＡＢまたはそれらの組み合わせである。
【０２２３】
　この組成物は、皮下、皮内、筋肉内などの非経口投与、または経口投与のために使用さ
れる。このためには、ペプチドおよび任意選択的にその他の分子が、薬学的に許容可能な
、好ましくは水性担体に溶解され、または懸濁される。さらに組成物は、緩衝液、結合剤
、ブラスチング剤、希釈剤、風味、潤滑剤などの賦形剤を含有し得る。ペプチドはまた、
サイトカインなどの免疫刺激物質と共に投与され得る。このような組成物中で使用され得
る賦形剤の詳細な一覧は、例えば、Ａ．Ｋｉｂｂｅ，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ（Ｋｉｂｂｅ，２０００）から採用され得
る。組成物は、腺腫様またはがん性疾患の阻止、予防法および／または治療法のために使
用され得る。例示的調合物は、例えば、欧州特許第２１１２２５３号明細書にある。
【０２２４】
　本発明によるワクチンによって引き起こされる免疫応答は、異なる細胞分裂期および異
なる発生段階のがんを攻撃することを理解することが重要である。さらに、異なるがん関
連シグナル伝達経路が攻撃される。これは、１つまたは少数の標的のみに対処して、攻撃
に対する腫瘍の容易な適応（腫瘍エスケープ）を引き起こすこともある、ワクチンに優る
利点である。さらに個々の腫瘍の全てが、同一パターンの抗原を発現するとは限らない。
したがって、いくつかの腫瘍関連ペプチドの組み合わせによって、ありとあらゆる腫瘍が
標的の少なくとも一部を有することが確実になる。組成物は、それぞれの腫瘍が抗原のい
くつかを発現することを予期して設計され、腫瘍の増殖と維持に必要ないくつかの独立し
た経路をカバーする。したがって、ワクチンは、より大きな患者集団のために、容易に「
出来合」で使用され得る。これは、ワクチンで治療される患者の予備選択が、ＨＬＡタイ
ピングに限定され得て、抗原発現に関する任意の追加的なバイオマーカーアセスメントを
必要としないことを意味するが、いくつかの標的が誘導免疫応答によって同時に攻撃され
ることはなおも確実であり、これは有効性にとって重要である（Ｂａｎｃｈｅｒｅａｕ　
ｅｔ　ａｌ．，２００１；Ｗａｌｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２）。
【０２２５】
　本明細書の用法では、「スキャフォールド」という用語は、（例えば、抗原性）決定因
子に特異的に結合する分子を指す。一実施形態では、スキャフォールドはまた、それが付
着する実体（例えば、（第２の）抗原結合部分）を例えば、抗原決定基（例えば本出願書
に記載のペプチドとＭＨＣの複合体）を有する特異的腫瘍細胞または腫瘍間質などの型標
的部位に誘導できる。別の実施形態では、キャフォールドは、例えば、Ｔ細胞受容体複合
体抗原などのその標的抗原を通じて、シグナル伝達を活性化できる。スキャフォールドと
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しては、抗体およびそれらのフラグメント、抗体重鎖可変領域および抗体軽鎖可変領域を
含んでなる抗体の抗原結合ドメイン、少なくとも１つのアンキリンリピートモチーフと単
一ドメイン抗原結合（ＳＤＡＢ）分子とを含んでなる結合タンパク質、アプタマー、（可
溶性）ＴＣＲ、および同種異系または自己由来Ｔ細胞などの（改変）細胞が挙げられるが
、これに限定されるものではない。分子が標的に結合するスキャフォールドであるかどう
かを評価するために、結合アッセイが実施され得る。
【０２２６】
　「特異的」結合は、特異的標的を保有する細胞を殺滅できる活性分子を装備したスキャ
フォールドが、特異的標的を有しないがその他のペプチド－ＭＨＣ複合体を提示する別の
細胞を殺滅できない程度に、スキャフォールドがその他の天然ペプチド－ＭＨＣ－複合体
よりもさらに良好に、目的ペプチド－ＭＨＣ－複合体に結合することを意味する。交差反
応性ペプチド－ＭＨＣのペプチドが天然に存在せず、すなわち、ヒトＨＬＡ－ペプチドー
ムに由来しない場合、その他のペプチド－ＭＨＣ複合体への結合は無関係である。標的細
胞死滅を評価する試験は、当該技術分野で周知である。それらは、非改変ペプチド－ＭＨ
Ｃ提示を有する標的細胞（初代細胞または細胞株）、または天然に存在するペプチド－Ｍ
ＨＣレベルに達するようにペプチドを負荷された細胞を使用して、実施されるべきである
。
【０２２７】
　各スキャフォールドは標識を含んでなり得て、それは、標識によって提供されるシグナ
ルの存在または不在を判定することで、結合スキャフォールドが検出され得ることを提供
する。例えば、スキャフォールドは、蛍光染料または任意のその他の適用可能な細胞マー
カー分子で標識され得る。このようなマーカー分子は、当該技術分野で周知である。例え
ば、蛍光染料によって提供される蛍光標識は、蛍光またはレーザー走査顕微鏡またはフロ
ーサイトメトリーによる、結合アプタマーの視覚化を提供し得る。
【０２２８】
　各スキャフォールドは、例えば、ＩＬ－２１、抗－ＣＤ３、抗－ＣＤ２８などの第２の
活性分子にコンジュゲートされ得る。
【０２２９】
　ポリペプチドスキャフォールドに関するさらなる情報については、例えば国際公開第２
０１４／０７１９７８Ａ１号パンフレットの背景セクション、およびその中で引用された
参考文献を参照されたい。
【０２３０】
　本発明は、アプタマーにさらに関する。アプタマー（例えば、国際公開第２０１４／１
９１３５９号パンフレット、およびその中で引用される文献を参照されたい）は、短い一
本鎖核酸分子であり、それは、所定の三次元構造に折り畳まれて、特異的標的構造体を認
識し得る。それらは、標的療法を開発するための適切な代案のようであった。アプタマー
は、高い親和性および特異性で、多様な複合体標的と選択的に結合することが示されてい
る。
【０２３１】
　細胞表面に位置する分子を認識するアプタマーは、過去１０年内に同定されており、診
断および治療的アプローチを開発する手段を提供する。アプタマーは、毒性および免疫原
性がほぼ皆無であることが示されているので、それらは生物医学的用途のための有望な候
補である。確かに、例えば、前立腺特異的膜抗原認識アプタマーなどのアプタマーは、標
的療法のために成功裏に用いられており、異種移植片生体内モデルにおいて機能できるこ
とが示されている。さらに、特異的腫瘍細胞株を認識するアプタマーが同定されている。
【０２３２】
　ＤＮＡアプタマーは、様々ながん細胞、特に固形腫瘍に由来するものに対して広域スペ
クトル認識特性を示す一方で、非腫瘍形成性および主要健常細胞を認識しないように選択
され得る。同定されたアプタマーが、特異的腫瘍サブタイプを認識するだけでなく、むし
ろ一連の腫瘍と相互作用する場合、アプタマーは、いわゆる広域スペクトル診断薬および
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治療薬として応用できるようになる。
【０２３３】
　さらに、フローサイトメトリーによる細胞結合挙動の調査から、アプタマーがナノモル
濃度範囲内の非常に良好な見かけの親和性を見せたことが示された。
【０２３４】
　アプタマーは、診断および治療目的で有用である。さらに、アプタマーの一部は腫瘍細
胞に取り込まれ、したがって腫瘍細胞内へのｓｉＲＮＡなどの抗がん剤の標的化送達のた
めの分子ビヒクルとして、機能し得ることが示され得た。
【０２３５】
　アプタマーは、細胞ＳＥＬＥＸ（試験管内進化法）技術を使用して、細胞および組織な
どの複合体標的に対して、および本発明による配列番号１～配列番号５４９のいずれかに
記載の配列とＭＨＣ分子とを含んでなり、好ましくはそれからなるペプチド複合体などに
対して、選択され得る。
【０２３６】
　本発明のペプチドを使用して、ＭＨＣ／ペプチド複合体に対する特異的抗体が生成され
、開発され得る。これらは、毒素または放射性物質を患部組織に標的化する治療法のため
に、使用され得る。これらの抗体の別の用途は、ＰＥＴなどのイメージング目的の放射性
核種の患部組織への標的化であり得る。この用途は、小規模な転移の検出、または病的組
織の大きさと正確な位置の判定を助け得る。
【０２３７】
　したがってＨＬＡ拘束性抗原と複合体化した、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）ク
ラスＩまたはＩＩと特異的に結合する、組換え抗体を製造する方法を提供することが、本
発明のさらなる態様であり、方法は、前記ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩ
またはＩＩを発現する細胞を含んでなる、遺伝子操作された非ヒト哺乳類を前記ＨＬＡ拘
束性抗原と複合体化した可溶性形態のＭＨＣクラスＩまたはＩＩ分子によって免疫化する
ステップと；ｍＲＮＡ分子を前記非ヒト哺乳類の抗体産生細胞から単離するステップと；
前記ｍＲＮＡ分子によってコードされるタンパク質分子を提示する、ファージディスプレ
イライブラリーを作製するステップと；少なくとも１つのファージを前記ファージディス
プレイライブラリーから単離するステップとを含んでなり、前記少なくとも１つのファー
ジは、前記ＨＬＡ拘束性抗原と複合体化した前記ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）ク
ラスＩまたはＩＩと特異的に結合する、前記抗体を提示する。
【０２３８】
　ＨＬＡ拘束性抗原と複合体化したヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩまたは
ＩＩと特異的に結合する抗体を提供することも、本発明のさらなる態様であり、その中で
抗体は、好ましくは、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、二重特異性抗体および
／またはキメラ抗体である。
【０２３９】
　このような抗体および一本鎖クラスＩ主要組織適合性複合体を製造するそれぞれの方法
、ならびにこれらの抗体を製造するためのその他のツールは、本発明の目的で、その内容
全体が参照により全て明示的に援用される、国際公開第０３／０６８２０１号パンフレッ
ト、国際公開第２００４／０８４７９８号パンフレット、国際公開第０１／７２７６８号
パンフレット、国際公開第０３／０７０７５２号パンフレット、および文献（Ｃｏｈｅｎ
　ｅｔ　ａｌ．，２００３ａ；Ｃｏｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３ｂ；Ｄｅｎｋｂｅｒ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）で開示される。
【０２４０】
　好ましくは、抗体は、２０ナノモル濃度未満、好ましくは１０ナノモル濃度未満の結合
親和性で複合体に結合し、それは本発明の文脈で「特異的」と見なされる。
【０２４１】
　本発明は、配列番号１～配列番号５４９からなる群から選択される配列、または配列番
号１～配列番号５４９と少なくとも８８％相同的な（好ましくは同一の）その変異体を含



(49) JP 6862411 B2 2021.4.21

10

20

30

40

50

んでなるペプチド、またはＴ細胞を前記ペプチドと交差反応させるその変異体に関し、前
記ペプチドは、基礎となる完全長ポリペプチドでない。
【０２４２】
　本発明は、配列番号１～配列番号５４９からなる群から選択される配列、または、配列
番号１～配列番号５４９と少なくとも８８％相同的な（好ましくは同一の）その変異体を
含んでなるペプチドにさらに関し、前記ペプチドまたは変異体は、８～１００、好ましく
は８～３０、最も好ましくは８～１４アミノ酸の全長を有する。
【０２４３】
　本発明は、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩまたはＩＩの分子に結合する
能力を有する、本発明によるペプチドにさらに関する。
【０２４４】
　本発明は、ペプチドが、配列番号１～配列番号５４９に記載のアミノ酸配列からなり、
またはそれから本質的になる、本発明によるペプチドにさらに関する。
【０２４５】
　本発明は、ペプチドが（化学的に）修飾された、および／または非ペプチド結合を含む
、本発明によるペプチドにさらに関する。
【０２４６】
　本発明は、本発明によるペプチドにさらに関し、ペプチドは、融合タンパク質の一部で
あり、特にＨＬＡ－ＤＲ抗原関連不変鎖（Ｉｉ）のＮ末端アミノ酸を含んでなり、または
ペプチドは、例えば樹状細胞特異的抗体などの抗体に（またその中に）融合する。
【０２４７】
　本発明の別の実施形態は、非天然ペプチドに関し、前記ペプチドは、配列番号１～配列
番号４８に記載のアミノ酸配列からなり、またはそれから本質的になり、薬学的に許容可
能な塩として合成的に生産される（例えば、合成される）。ペプチドを合成的に生産する
方法は、当該技術分野で周知である。生体内で生成されるペプチドは塩でないため、本発
明によるペプチドの塩は、ペプチドの生体内での状態と実質的に異なる。ペプチドの非天
然塩形態は、特に、ペプチドを含んでなる医薬組成物、例えば、本明細書で開示されるペ
プチドワクチンなどの文脈で、ペプチドの溶解性を媒介する。治療される対象にペプチド
を効率的に提供するためには、ペプチドの十分で少なくとも実質的な溶解性が必要である
。好ましくは、塩はペプチドの薬学的に許容可能な塩である。本発明によるこれらの塩と
しては、アニオンＰＯ４

３－、ＳＯ４
２－、ＣＨ３ＣＯＯ－、Ｃｌ－、Ｂｒ－、ＮＯ３

－

、ＣｌＯ４
－、Ｉ－、ＳＣＮ－ａｎｄａｓｃａｔｉｏｎｓＮＨ４

＋、Ｒｂ＋、Ｋ＋、Ｎａ
＋、Ｃｓ＋、Ｌｉ＋、Ｚｎ２＋、Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｕ２＋およびＢａ２

＋としてのホフマイスター系列の塩などのアルカリ塩およびアルカリ土類塩が挙げられる
。特に、塩は、（ＮＨ４）３ＰＯ４、（ＮＨ４）２ＨＰＯ４、（ＮＨ４）Ｈ２ＰＯ４、（
ＮＨ４）２ＳＯ４、ＮＨ４ＣＨ３ＣＯＯ、ＮＨ４Ｃｌ、ＮＨ４Ｂｒ、ＮＨ４ＮＯ３、ＮＨ

４ＣＩＯ４、ＮＨ４Ｉ、ＮＨ４ＳＣＮ、Ｒｂ３ＰＯ４、Ｒｂ２ＨＰＯ４、ＲｂＨ２ＰＯ４

、Ｒｂ２ＳＯ４、Ｒｂ４ＣＨ３ＣＯＯ、Ｒｂ４Ｃｌ、Ｒｂ４Ｂｒ、Ｒｂ４ＮＯ３、Ｒｂ４

ＣＩＯ４、Ｒｂ４Ｉ、Ｒｂ４ＳＣＮ、Ｋ３ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４、Ｋ２Ｓ
Ｏ４、ＫＣＨ３ＣＯＯ、ＫＣｌ、ＫＢｒ、ＫＮＯ３、ＫＣｌＯ４、ＫＩ、ＫＳＣＮ、Ｎａ

３ＰＯ４、Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４、Ｎａ２ＳＯ４、ＮａＣＨ３ＣＯＯ、ＮａＣ
ｌ、ＮａＢｒ、ＮａＮＯ３、ＮａＣＩＯ４、ＮａＩ、ＮａＳＣＮ、ＺｎＣＩ２Ｃｓ３ＰＯ

４、Ｃｓ２ＨＰＯ４、ＣｓＨ２ＰＯ４、Ｃｓ２ＳＯ４、ＣｓＣＨ３ＣＯＯ、ＣｓＣｌ、Ｃ
ｓＢｒ、ＣｓＮＯ３、ＣｓＣＩＯ４、ＣｓＩ、ＣｓＳＣＮ、Ｌｉ３ＰＯ４、Ｌｉ２ＨＰＯ

４、ＬｉＨ２ＰＯ４、Ｌｉ２ＳＯ４、ＬｉＣＨ３ＣＯＯ、ＬｉＣｌ、ＬｉＢｒ、ＬｉＮＯ

３、ＬｉＣｌＯ４、ＬｉＩ、ＬｉＳＣＮ、Ｃｕ２ＳＯ４、Ｍｇ３（ＰＯ４）２、Ｍｇ２Ｈ
ＰＯ４、Ｍｇ（Ｈ２ＰＯ４）２、Ｍｇ２ＳＯ４、Ｍｇ（ＣＨ３ＣＯＯ）２、ＭｇＣｌ２、
ＭｇＢｒ２、Ｍｇ（ＮＯ３）２、Ｍｇ（ＣｌＯ４）２、ＭｇＩ２、Ｍｇ（ＳＣＮ）２、Ｍ
ｎＣｌ２、Ｃａ３（ＰＯ４），、Ｃａ２ＨＰＯ４、Ｃａ（Ｈ２ＰＯ４）２、ＣａＳＯ４、
Ｃａ（ＣＨ３ＣＯＯ）２、ＣａＣｌ２、ＣａＢｒ２、Ｃａ（ＮＯ３）２、Ｃａ（ＣｌＯ４
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）２、ＣａＩ２、Ｃａ（ＳＣＮ）２、Ｂａ３（ＰＯ４）２、Ｂａ２ＨＰＯ４、Ｂａ（Ｈ２

ＰＯ４）２、ＢａＳＯ４、Ｂａ（ＣＨ３ＣＯＯ）２、ＢａＣｌ２、ＢａＢｒ２、Ｂａ（Ｎ
Ｏ３）２、Ｂａ（ＣｌＯ４）２、ＢａＩ２、およびＢａ（ＳＣＮ）２から選択される。特
に好ましいのは、例えば、塩化物塩または酢酸塩（トリフルオロ酢酸塩）などのＮＨ酢酸
塩、ＭｇＣｌ２、ＫＨ２ＰＯ４、Ｎａ２ＳＯ４、ＫＣｌ、ＮａＣｌ、およびＣａＣｌ２で
ある。
【０２４８】
　一般に、ペプチドおよび変異体（少なくともアミノ酸残基間にペプチド結合を含有する
もの）は、Ｌｕｋａｓ　ｅｔ　ａｌ．（Ｌｕｋａｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９８１）によって
、そしてその中で引用される参考文献によって開示される、Ｆｍｏｃ－ポリアミド様式の
固相ペプチド合成によって合成されてもよい。一時的なＮ－アミノ基保護は、９－フルオ
レニルメチルオキシカルボニル（Ｆｍｏｃ）基によってもたらされる。この高度に塩基不
安定性の保護基の反復性切断は、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド中の２０％ピペリジンを
使用して実施される。側鎖官能基は、それらのブチルエーテル（セリン、スレオニン、お
よびチロシンの場合）、ブチルエステル（グルタミン酸およびアスパラギン酸の場合）、
ブチルオキシカルボニル誘導体（リジンおよびヒスチジンの場合）、トリチル誘導体（シ
ステインの場合）、および４－メトキシ－２，３，６－トリメチルベンゼンスルホニル誘
導体（アルギニンの場合）として保護されてもよい。グルタミンまたはアスパラギンがＣ
末端残基である場合、側鎖アミド官能基を保護するために、４，４’－ジメトキシベンズ
ヒドリル基が活用される。固相担体は、ジメチルアクリルアミド（主鎖単量体）、ビスア
クリロイルエチレンジアミン（架橋剤）、およびアクリロイルサルコシンメチルエステル
（機能化因子）の３つの単量体から構成される、ポリジメチル－アクリルアミドポリマー
をベースとする。使用されるペプチド－対－樹脂の切断可能な結合因子は、酸不安定性４
－ヒドロキシメチル－フェノキシ酢酸誘導体である。逆転Ｎ，Ｎ－ジシクロヘキシル－カ
ルボジイミド／１ヒドロキシベンゾトリアゾール媒介共役手順を使用して付加されるアス
パラギンおよびグルタミンを除いて、全てのアミノ酸誘導体は、それらのあらかじめ形成
された対称的な無水物誘導体として付加される。全ての共役および脱保護反応は、ニンヒ
ドリン、トリニトロベンゼンスルホン酸またはイサチン（ｉｓｏｔｉｎ）試験手順を使用
してモニターされる。合成完了時に、ペプチドは樹脂担体から切断され、同時に、５０％
スカベンジャー混合物を含有する９５％トリフルオロ酢酸での処理によって、側鎖保護基
が除去される。一般に使用されるスカベンジャーとしては、エタンジチオール、フェノー
ル、アニソール、および水が挙げられ、正確な選択は、合成されるペプチドの構成アミノ
酸に左右される。ペプチドの合成のための固相法と溶液相法の組み合わせもまた、可能で
ある（例えば、（Ｂｒｕｃｋｄｏｒｆｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）、およびその中で
引用される参考文献を参照されたい）。
【０２４９】
　トリフルオロ酢酸は、真空蒸発によって除去され、引き続くジエチルエーテルを用いた
磨砕は、粗製ペプチドをもたらす。存在するあらゆるスカベンジャーは、単純な抽出手順
によって除去され、それは水相の凍結乾燥に際して、スカベンジャーを含まない粗製ペプ
チドを与える。ペプチド合成のための試薬は、通常、例えば、Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ－Ｎ
ｏｖａｂｉｏｃｈｅｍ（Ｎｏｔｔｉｎｇｈａｍ，ＵＫ）から入手できる。
【０２５０】
　精製は、再結晶化、サイズ排除クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、
疎水性相互作用クロマトグラフィー、および（通常は）例えばアセトニトリル／水勾配分
離を使用した逆相高速液体クロマトグラフィーなどの技術の任意の１つまたは組み合わせ
によって、実施されてもよい。
【０２５１】
　本発明は、本発明によるペプチドをエンコードする核酸にさらに関するが、ただしペプ
チドは完全（完全長）ヒトタンパク質でない。
【０２５２】
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　本発明は、ＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＰＮＡ、ＲＮＡまたはそれらの組み合わせである、本発
明による核酸にさらに関する。
【０２５３】
　本発明は、本発明による核酸を発現できる、発現ベクターにさらに関する。
【０２５４】
　本発明は、医療、特に卵巣がんの治療で使用するための、本発明によるペプチド、本発
明による核酸、または本発明による発現ベクターにさらに関する。
【０２５５】
　本発明は、本発明による核酸または本発明による発現ベクターを含んでなる、宿主細胞
にさらに関する。
【０２５６】
　本発明は、抗原提示細胞、好ましくは樹状細胞である、本発明による宿主細胞にさらに
関する。
【０２５７】
　本発明は、本発明による宿主細胞を培養するステップと、宿主細胞またはその培養液か
らペプチドを単離するステップとを含んでなる、本発明によるペプチドを製造する方法に
さらに関する。
【０２５８】
　本発明は、十分な量の抗原を抗原提示細胞に接触させることで、適切な抗原提示細胞の
表面に発現されるクラスＩまたはＩＩ　ＭＨＣ分子上に、抗原が負荷される、本発明によ
る方法にさらに関する。
【０２５９】
　本発明は、抗原提示細胞が、配列番号１～配列番号５４９または前記異アミノ酸配列を
含有する、前記ペプチドを発現できる、発現ベクターを含んでなる、本発明による方法に
さらに関する。
【０２６０】
　本発明は、本発明による方法によって製造される活性化Ｔ細胞にさらに関し、前記Ｔ細
胞は、本発明によるアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドを異常に発現する細胞を選択
的に認識する。
【０２６１】
　本発明は、本発明によるＴ細胞の有効数を患者に投与するステップを含んでなる、患者
において、本発明による任意のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドを異常に発現する
標的細胞を死滅させる方法にさらに関する。
【０２６２】
　本発明は、記載される任意のペプチド、本発明による核酸、本発明による発現ベクター
、本発明による細胞、または本発明による活性化細胞傷害性Ｔリンパ球の、薬剤としての
、または薬剤の製造における、使用にさらに関する。本発明は、薬剤ががんに対して有効
である、本発明による使用にさらに関する。
【０２６３】
　本発明は、薬剤がワクチンである、本発明による使用にさらに関する。本発明は、薬剤
ががんに対して有効である、本発明による使用にさらに関する。
【０２６４】
　本発明は、前記がん細胞が、卵巣がん細胞であり、または膵臓がん、脳がん、腎がん、
結腸または直腸がん、白血病などのその他の固形または血液学的腫瘍細胞である、本発明
による使用にさらに関する。
【０２６５】
　本発明は、卵巣がんの診断および／または予後診断において使用され得る、本明細書で
「標的」と称される、本発明によるペプチドベースの特定の標識タンパク質およびバイオ
マーカーにさらに関する。本発明はまた、がん治療のためのこれらの新規標的の使用に関
する。
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【０２６６】
　「抗体（単数）」または「抗体（複数）」という用語は、本明細書では広義に使用され
、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体の双方を含む。無処理または「完全」免疫グ
ロブリン分子に加えて、「抗体」という用語には、本発明による所望の特性（例えば、卵
巣がんマーカーポリペプチドの特異的結合、がんマーカー遺伝子を増大レベルで発現する
卵巣がん細胞への毒素の送達、および／または卵巣がんマーカーポリペプチドの活性阻害
）のいずれかを示しさえすれば、フラグメント（例えば、ＣＤＲｓ、Ｆｖ、Ｆａｂ、およ
びＦｃフラグメント）、またはこれらの免疫グロブリン分子のポリマー、および免疫グロ
ブリン分子のヒト化バージョンもまた含まれる。
【０２６７】
　可能な場合は常に、本発明の抗体は、商業的供給元から購入されてもよい。また本発明
の抗体は、周知の方法を使用して生成されてもよい。当業者は、本発明の抗体を生成する
ために、完全長卵巣がんマーカーポリペプチドまたはそのフラグメントのどちらを使用し
てもよいことを理解するであろう。本発明の抗体を製造するために使用されるポリペプチ
ドは、天然原料から部分的にまたは完全に精製されてもよく、または組換えＤＮＡ技術を
使用して製造されてもよい。
【０２６８】
　例えば、配列番号１～配列番号５４９に記載のペプチドなどの本発明によるペプチドを
コードするｃＤＮＡ、またはその変異体またはフラグメントが、原核細胞（例えば、細菌
）または真核細胞（例えば、酵母、昆虫、または哺乳類細胞）で発現され得て、その後、
組換えタンパク質が精製されて、本発明による抗体を生成するために使用される、卵巣が
んマーカーポリペプチドに特異的に結合する、モノクローナルまたはポリクローナル抗体
製剤を生成するために使用され得る。
【０２６９】
　当業者は、モノクローナルまたはポリクローナル抗体の２つ以上の異なるセットの生成
が、その目的の用途（例えば、ＥＬＩＳＡ、免疫組織化学的検査、生体内イメージング、
免疫毒素療法）に必要な特異性および親和性を有する抗体を得る可能性を最大化すること
を理解するであろう。抗体は、それに対して抗体が使用される目的に従って、既知の方法
によりそれらの所望の活性について試験される（例えば、ＥＬＩＳＡ、免疫組織化学的検
査、免疫療法など；抗体の生成および試験のさらなるガイダンスについては、例えば、Ｇ
ｒｅｅｎｆｉｅｌｄ，２０１４（Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄ，２０１４）を参照されたい）。
例えば、抗体は、ホルマリン固定肺がんまたは冷凍組織切片のＥＬＩＳＡアッセイ、ウエ
スタンブロット、免疫組織化学染色で試験されてもよい。それらの最初の生体外特性解析
後、治療または生体内診断用途を意図した抗体が、既知の臨床試験法によって試験される
。
【０２７０】
　「モノクローナル抗体」という用語は、本明細書の用法では、実質的に均質な抗体集団
から得られる抗体を指し；すなわち、集団を構成する個々の抗体は、微量で存在してもよ
い可能な自然発生突然変異以外は同一である。本明細書では、「モノクローナル抗体」は
、それらが所望の拮抗活性を示しさえすれば、その中で重鎖および／または軽鎖の一部が
、特定の種に由来しまたは特定の抗体クラスまたはサブクラスに属する抗体中の対応する
配列と同一または相同的である一方、鎖の残部は、別の種に由来しまたは別の抗体クラス
またはサブクラスに属する抗体中の対応する配列と同一または相同的である、「キメラ」
抗体、ならびにこのような抗体のフラグメントを特に含む（その内容全体が本明細書に援
用される、米国特許第４，８１６，５６７号明細書）。
【０２７１】
　本発明のモノクローナル抗体は、ハイブリドーマ法を使用して調製されてもよい。ハイ
ブリドーマ法においては、マウスまたはその他の適切な宿主動物が免疫剤によって典型的
に免疫化されて、免疫剤と特異的に結合する抗体を産生するまたは産生できるリンパ球を
生じさせる。代案としては、リンパ球は、生体外で免疫化されてもよい。
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【０２７２】
　モノクローナル抗体はまた、米国特許第４，８１６，５６７号明細書に記載されるもの
などの組換えＤＮＡ法によって製造されるものであってもよい。本発明のモノクローナル
抗体をコードするＤＮＡは、従来の手順を使用して、容易に単離および配列決定され得る
（例えば、マウス抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子と特異的に結合できる、オリ
ゴヌクレオチドプローブの使用によって）。
【０２７３】
　インビトロ法もまた、一価の抗体を調製するのに適する。抗体フラグメント、特にＦａ
ｂフラグメントを生成するための抗体の消化は、当該技術分野で既知の通例の技術を使用
して達成され得る。例えば、消化は、パパインを使用して実施され得る。パパイン消化の
例は、国際公開第９４／２９３４８号パンフレットおよび米国特許第４，３４２，５６６
号明細書に記載される。抗体のパパイン消化は、それぞれ単一抗原結合部位を有するＦａ
ｂフラグメントと称される２つの同一の抗原結合フラグメントと、残りのＦｃフラグメン
トとを典型的に生じる。ペプシン処理は、Ｆ（ａｂ’）２フラグメントおよびｐＦｃ’フ
ラグメントをもたらす。
【０２７４】
　抗体フラグメントは、その他の配列に付着するかどうかに関わりなく、フラグメントの
活性が非修飾抗体または抗体フラグメントと比較して顕著に変化せずまたは損なわれない
という条件で、特定領域または特定アミノ酸残基の挿入、欠失、置換、またはその他の選
択された修飾もまた含み得る。これらの修飾は、ジスルフィド結合できるアミノ酸の除去
／付加、そのバイオ寿命増大、その分泌特性改変などのいくつかの追加的な特性を提供し
得る。いずれにしても、抗体フラグメントは、結合活性、結合領域における結合調節など
の生理活性特性を有しなくてはならない。抗体の機能性または活性領域は、タンパク質の
特定領域の変異誘発とそれに続く発現、および発現したポリペプチドの試験によって同定
されてもよい。このような方法は、当該技術分野の熟練した実務家には容易に分かり、抗
体フラグメントをエンコードする核酸の部位特異的変異誘発を含み得る。
【０２７５】
　本発明の抗体は、ヒト化抗体またはヒト抗体をさらに含んでなってもよい。非ヒト（例
えば、マウスなどの）抗体のヒト化形態は、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖ま
たはそのフラグメント（抗体のＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’またはその他の抗原結合部分配列
など）であり、それらは非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含有する。ヒト化抗
体としては、その中でレシピエントの相補性決定領域（ＣＤＲ）からの残基が、所望の特
異性、親和性、および能力を有する、マウス、ラットまたはウサギなどの非ヒト生物種（
ドナー抗体）のＣＤＲからの残基によって置換される、ヒト免疫グロブリン（レシピエン
ト抗体）が挙げられる。場合によっては、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク（Ｆ
Ｒ）残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。ヒト化抗体はまた、レシピエント
抗体または移入ＣＤＲまたはフレームワーク配列のどちらにも見いだされない、残基を含
んでなってもよい。一般に、ヒト化抗体は、少なくとも１つおよび典型的に２つの可変領
域の実質的に全てを含んでなり、その中では、ＣＤＲ領域の全てまたは実質的に全てが、
非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、ＦＲ領域の全てまたは実質的に全てが、ヒト免疫
グロブリン共通配列のものである。ヒト化抗体は、至適には、免疫グロブリン定常領域（
Ｆｃ）、典型的にヒト免疫グロブリン定常領域の少なくとも一部もまた含んでなる。
【０２７６】
　非ヒト抗体をヒト化する方法は、当該技術分野で周知である。通常、ヒト化抗体は、非
ヒト起源から導入された、１つまたは複数のアミノ酸残基を有する。これらの非ヒトアミ
ノ酸残基は、しばしば「移入」残基と称され、それは典型的に「移入」可変領域から得ら
れる。ヒト化は、齧歯類ＣＤＲ（複数）またはＣＤＲ（単数）配列を、対応するヒト抗体
配列によって置換することで、基本的に実施され得る。したがって、このような「ヒト化
」抗体は、キメラ抗体（米国特許第４，８１６，５６７号明細書）であり、その中では、
実質的に非損傷ヒト可変領域未満が、非ヒト生物種からの対応する配列によって置換され
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ている。実際には、ヒト化抗体は典型的にヒト抗体であり、その中ではいくつかのＣＤＲ
残基と、おそらくはいくつかのＦＲ残基とが、齧歯類抗体中の類似部位からの残基によっ
て置換されている。
【０２７７】
　免疫化に際して、内因性免疫グロブリン生成不在下で、ヒト抗体の完全レパートリーを
産生できる遺伝子組換え動物（例えばマウス）が用いられ得る。例えば、キメラおよび生
殖細胞系変異マウスにおける、抗体重鎖連結領域遺伝子のホモ接合型欠失は、内因性抗体
生成の完全阻害をもたらすことが記載されている。このような生殖細胞系変異マウスにお
けるヒト生殖細胞系免疫グロブリン遺伝子アレイの転写は、抗原チャレンジに際してヒト
抗体の産生をもたらす。ヒト抗体はまた、ファージディスプレイライブラリー中でも産生
され得る。
【０２７８】
　本発明の抗体は、好ましくは薬学的に許容できる担体中で、対象に投与される。典型的
に、製剤中で適当量の薬学的に許容可能な塩が使用されて、製剤を等張にする。薬学的に
許容可能な担体の例としては、生理食塩水、リンゲル液、およびデキストロース溶液が挙
げられる。溶液のｐＨは、好ましくは約５～約８、より好ましくは約７～約７．５である
。さらなる担体としては、抗体を含有する固体疎水性ポリマーの半透性マトリックス徐放
性製剤が挙げられ、そのマトリックスは、例えば、フィルム、リポソームまたは微粒子な
どの造形品の形態である。当業者には、例えば、投与される抗体の投与経路と濃度次第で
、特定の担体がより好ましくあってもよいことが明らかであろう。
【０２７９】
　抗体は、注射（例えば、静脈内、腹腔内、皮下、筋肉内）によって、または有効形態で
の血流への送達を確実にする輸液などのその他の方法によって、対象、患者、または細胞
に投与され得る。抗体はまた、腫瘍内または腫瘍周囲経路によって投与されて、局所性な
らびに全身性の治療効果を発揮してもよい。局所注射または静脈内注射が好ましい。
【０２８０】
　抗体を投与するための有効投与量およびスケジュールは、経験的に判定されてもよく、
このような測定の実施は、当該技術分野の技術範囲内である。当業者は、投与しなくては
ならない抗体用量が、例えば、抗体を投与される対象、投与経路、使用される特定の抗体
型、および投与されるその他の薬剤次第で変動することを理解するであろう。単独使用さ
れる抗体の典型的な１日量は、上述の要素次第で、１日あたり約１（μｇ／ｋｇ～最大１
００ｍｇ／ｋｇ体重またはそれ以上の範囲に及ぶかもしれない。好ましくは卵巣がんを治
療するための抗体投与に続いて、治療用抗体の効力が、熟練した実務家に良く知られてい
る様々な方法で評価され得る。例えば、標準腫瘍イメージング技術を使用して、治療を受
ける対象における肺がんのサイズ、数、および／または分布がモニターされてもよい。抗
体投与不在下で起こるであろう疾患経過と比較して、腫瘍成長を停止させ、腫瘍収縮をも
たらし、および／または新規腫瘍の発症を予防する、治療的に投与された抗体は、肺がん
治療のための有効な抗体である。
【０２８１】
　特異的ペプチド－ＭＨＣ複合体を認識する可溶性Ｔ細胞受容体（ｓＴＣＲ）を製造する
方法を提供することもまた、本発明のさらなる態様である。このような可溶性Ｔ細胞受容
体は、特異的Ｔ細胞クローンから生成され得て、それらの親和性は、相補性決定領域を標
的とする変異誘発によって増加させ得る。Ｔ細胞受容体の選択目的で、ファージディスプ
レイが利用され得る（米国特許第２０１０／０１１３３００号明細書、（Ｌｉｄｄｙ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２０１２））。ファージディスプレイ中に、そして薬剤として実用する際に
、Ｔ細胞受容体を安定化させる目的で、例えば、非天然ジスルフィド結合、その他の共有
結合（一本鎖Ｔ細胞受容体）、または二量体化ドメインによって、αおよびβ鎖を連結さ
せ得る（Ｂｏｕｌｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｃａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，２００４
；Ｗｉｌｌｃｏｘ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９）。Ｔ細胞受容体は、標的細胞上で特定機能
を発揮させるために、毒素、薬剤、サイトカイン（例えば、米国特許第２０１３／０１１
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５１９１号明細書を参照されたい）、抗ＣＤ３ドメインのようなエフェクター細胞動員ド
メインなどに、連結させ得る。さらにそれは、養子免疫伝達のために使用されるＴ細胞に
おいて発現され得た。さらなる情報は、国際公開第２００４／０３３６８５Ａ１号パンフ
レットおよび国際公開第２００４／０７４３２２Ａ１号パンフレットにある。ＴＣＲの組
み合わせは、国際公開第２０１２／０５６４０７Ａ１号パンフレットに記載される。さら
なる製造法は、国際公開第２０１３／０５７５８６Ａ１号パンフレットで開示される。
【０２８２】
　さらに本発明のペプチドおよび／またはＴＣＲまたは抗体またはその他の結合分子を使
用して、病理学者の生検サンプルに基づくがん診断を確認し得る。
【０２８３】
　抗体またはＴＣＲはまた、生体内診断アッセイのために使用されてもよい。通常、抗体
は、腫瘍が位置確認され得るように、免疫シンチグラフィー（ｉｍｍｕｎｏｓｃｉｎｔｉ
ｏｇｒａｐｈｙ）を使用して、放射性ヌクレオチド（１１１Ｉｎ、９９Ｔｃ、１４Ｃ、１

３１Ｉ、３Ｈ、３２Ｐまたは３５Ｓなど）で標識される。一実施形態では、抗体またはそ
れらのフラグメントは、上述のタンパク質からなる群から選択されるタンパク質の２つ以
上の標的の細胞外ドメインに結合し、親和性（Ｋｄ）は１×１０μＭ未満である。
【０２８４】
　診断用の抗体は、様々なイメージング法による検出に適するプローブで標識されてもよ
い。プローブの検出方法としては、蛍光、光学、共焦点および電子顕微鏡検査；磁気共鳴
画像法および分光法；蛍光透視法、コンピュータ断層撮影および陽電子放射型断層撮影法
が挙げられるが、これに限定されるものではない。適切なプローブとしては、フルオレセ
イン、ローダミン、エオジンおよびその他のフルオロフォア、放射性同位体、金、ガドリ
ニウムおよびその他のランタニド、常磁性鉄、フッ素１８およびその他の陽電子放出放射
性核種が挙げられるが、これに限定されるものではない。さらに、プローブは二官能価ま
たは多官能価であってもよく、列挙される方法の２つ以上によって検出可能であってもよ
い。これらの抗体は、前記プローブで直接または間接的に標識されてもよい。特に十分に
技術分野で承認されている、プローブの抗体への付着としては、プローブの共有結合、プ
ローブの抗体への組み込み、およびプローブ結合のためのキレート化合物の共有結合が挙
げられる。免疫組織化学的検査では、疾患組織サンプルは、新鮮または冷凍であってもよ
く、またはパラフィン包埋されてホルマリンなどの保存料で固定されてもよい。サンプル
を含有する固定または包埋切片は、標識一次抗体および二次抗体と接触されて、抗体を使
用して原位置タンパク質発現が検出される。
【０２８５】
　本発明の別の態様は、活性化Ｔ細胞を製造するインビトロ法を含み、方法は、生体外Ｔ
細胞を、適切な抗原提示細胞の表面に発現される抗原負荷ヒトＭＨＣ分子に、Ｔ細胞を抗
原特異的様式で活性化するのに十分な時間にわたり接触させるステップを含んでなり、抗
原は本発明によるペプチドである。好ましくは、抗原提示細胞と共に、十分な量の抗原が
使用される。
【０２８６】
　好ましくは、哺乳類細胞は、ＴＡＰペプチド輸送体のレベルまたは機能が皆無でありま
たは低下している。ＴＡＰペプチド輸送体が欠如している適切な細胞としては、Ｔ２、Ｒ
ＭＡ－Ｓ、およびショウジョウバエ細胞が挙げられる。ＴＡＰは、抗原プロセシングに関
連している輸送体である。
【０２８７】
　ヒトペプチド負荷欠乏細胞系Ｔ２は、カタログ番号ＣＲＬ１９９２の下に、米国微生物
系統保存機関、１２３０１　Ｐａｒｋｌａｗｎ　Ｄｒｉｖｅ，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，Ｍａ
ｒｙｌａｎｄ　２０８５２，ＵＳＡから入手でき；ショウジョウバエ細胞系Ｓｃｈｎｅｉ
ｄｅｒ系統２は、カタログ番号ＣＲＬ１９８６３の下にＡＴＣＣから入手でき；マウスＲ
ＭＡ－Ｓ細胞系は、Ｌｊｕｎｇｇｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ｌｊｕｎｇｇｒｅｎ　ａｎｄ　
Ｋａｒｒｅ，１９８５）に記載される。
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【０２８８】
　好ましくは、宿主細胞は、移入前にＭＨＣクラスＩ分子を実質的に発現しない。刺激因
子細胞が、Ｂ７．１、Ｂ７．２、ＩＣＡＭ－１、およびＬＦＡ３のいずれかなどのＴ細胞
のための共刺激シグナルを提供するのに重要な分子を発現することもまた好ましい。多数
のＭＨＣクラスＩ分子および共刺激因子分子の核酸配列は、ＧｅｎＢａｎｋおよびＥＭＢ
Ｌデータベースから公的に入手可能である。
【０２８９】
　ＭＨＣクラスＩエピトープが抗原として使用される場合、Ｔ細胞はＣＤ８陽性Ｔ細胞で
ある。
【０２９０】
　抗原提示細胞が、このようなエピトープを発現するために形質移入される場合、好まし
くは、細胞は、配列番号１～配列番号５４９、またはその変異アミノ酸配列を含有するペ
プチドを発現できる発現ベクターを含んでなる。
【０２９１】
　生体外でＴ細胞を製造するために、その他のいくつかの方法が使用されてもよい。例え
ば、自己由来腫瘍浸潤性リンパ球が、ＣＴＬを生成するために使用され得る。Ｐｌｅｂａ
ｎｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．（Ｐｌｅｂａｎｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５）は、Ｔ細胞の
調製において、自己由来末梢血リンパ球（ＰＬＢ）を利用した。さらに、樹状細胞をペプ
チドまたはポリペプチドでパルス処理する、または組換えウイルスで感染させることによ
る、自己由来Ｔ細胞の製造も可能である。Ｂ細胞もまた、自己由来Ｔ細胞の製造において
使用され得る。さらに、ペプチドまたはポリペプチドでパルス処理された、または組換え
ウイルスで感染されたマクロファージが、自己ＣＴＬの調製において使用されてもよい。
Ｓ．Ｗａｌｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（Ｗａｌｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）は、人工抗
原提示細胞（ａＡＰＣ）を使用したＴ細胞の生体外プライミングを記載し、それはまた、
選択されたペプチドに対するＴ細胞を製造するための適切な方法でもある。本発明では、
ビオチン：ストレプトアビジン生化学によって、あらかじめ形成されたＭＨＣ：ペプチド
複合体を表面ポリスチレン粒子（ミクロビーズ）に共役させることで、ａＡＰＣが生成さ
れた。このシステムは、ａＡＰＣ上のＭＨＣ密度の正確な調節を可能にし、それは、血液
サンプルから高効率で、高または低結合活性の抗原特異的Ｔ細胞応答を選択的に引き起こ
すことを可能にする。ＭＨＣ：ペプチド複合体の他に、ａＡＰＣは、それらの表面に共役
する、抗ＣＤ２８抗体のような共刺激活性を有するその他のタンパク質を保有すべきであ
る。さらにこのようなａＡＰＣベースのシステムは、例えばサイトカイン様インターロイ
キン１２などの適切な可溶性因子の付加を要することが多い。
【０２９２】
　同種異系細胞はまた、Ｔ細胞の調製において使用されてもよく、方法は、参照により本
明細書に援用される、国際公開第９７／２６３２８号パンフレットで詳述される。例えば
、ショウジョウバエ細胞およびＴ２細胞に加えて、その他の細胞を使用して、ＣＨＯ細胞
、バキュロウイルス感染昆虫細胞、細菌、酵母、ワクシニア感染標的細胞などの抗原を提
示してもよい。さらに植物ウイルスが使用されてもよい（例えば、外来性ペプチド提示の
ための高収率システムとしてのササゲモザイクウイルス開発を記載するＰｏｒｔａ　ｅｔ
　ａｌ．（Ｐｏｒｔａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４）を参照されたい）。
【０２９３】
　本発明のペプチドに向けられた活性化Ｔ細胞は、治療法において有用である。したがっ
て、本発明のさらなる態様は、前述の本発明の方法によって入手可能な活性化Ｔ細胞を提
供する。
【０２９４】
　上記方法によって製造される活性化Ｔ細胞は、配列番号１～配列番号５４９のアミノ酸
配列を含んでなるポリペプチドを異常に発現する細胞を選択的に認識する。
【０２９５】
　好ましくは、Ｔ細胞は、そのＴＣＲを通じた、ＨＬＡ／ペプチド複合体（例えば結合）
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との相互作用によって、細胞を認識する。Ｔ細胞は、その標的細胞が、本発明のアミノ酸
配列を含んでなるポリペプチドを異常に発現する患者において、標的細胞を死滅させる方
法で有用であり、患者には有効数の活性化Ｔ細胞が投与される。患者に投与されるＴ細胞
は、患者に由来して、上述のように活性化されてもよい（すなわち、それらは自己Ｔ細胞
である）。代案としては、Ｔ細胞は、患者でなく別の個人に由来する。もちろん、個人が
健常人であれば、それが好ましい。「健常人」によって、本発明者らは、個人が概して健
康良好であり、好ましくは有能な免疫系を有して、より好ましくは容易に検査され検出さ
れ得るいかなる疾患にも罹患していないことを意味する。
【０２９６】
　生体内で、本発明によるＣＤ８陽性Ｔ細胞の標的細胞は、（時にＭＨＣクラスＩＩを発
現する）腫瘍細胞であり得て、および／または（時にＭＨＣクラスＩＩもまた発現する；
（Ｄｅｎｇｊｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００６））腫瘍（腫瘍細胞）周囲の間質細胞であり
得る。
【０２９７】
　本発明のＴ細胞は、治療用組成物の活性成分として使用されてもよい。したがって、本
発明は、その標的細胞が、本発明のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドを異常に発現
する患者において、標的細胞を死滅させる方法もまた提供し、方法は、上で定義されるよ
うなＴ細胞の有効数を患者に投与するステップを含んでなる。
【０２９８】
　「異常に発現される」によって、本発明者らは、正常な発現レベルと比較して、ポリペ
プチドが過剰発現されること、または腫瘍がそれに由来する組織においては遺伝子がサイ
レントであるが、腫瘍においてはそれが発現されることもまた意味する。「過剰発現」に
よって、本発明者らは、ポリペプチドが、正常組織に存在するレベルの少なくとも１．２
倍のレベルで；好ましくは正常組織に存在するレベルの少なくとも２倍、より好ましくは
少なくとも５倍または１０倍のレベルで存在することを意味する。
【０２９９】
　Ｔ細胞は、例えば上で記載されるものなどの当該技術分野で公知の方法によって得られ
てもよい。
【０３００】
　Ｔ細胞のこのいわゆる養子免疫伝達のためのプロトコルは、当該技術分野で周知である
。概説は、Ｇａｔｔｉｏｎｉ　ｅｔ　ａｌ．ａｎｄ　Ｍｏｒｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ｇａ
ｔｔｉｎｏｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００６；Ｍｏｒｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）に
ある。
【０３０１】
　本発明の別の態様は、その核酸がクローン化されて、好ましくはＴ細胞である宿主細胞
に導入されるＴ細胞受容体を生成するための、ＭＨＣと複合体形成するペプチドの使用を
含む。次に、この遺伝子操作Ｔ細胞は、がん治療のために患者に移入され得る。
【０３０２】
　本発明の任意の分子、すなわちペプチド、核酸、抗体、発現ベクター、細胞、活性化Ｔ
細胞、Ｔ細胞受容体またはそれをエンコードする核酸は、免疫応答を逃れた細胞によって
特徴付けられる障害の治療に有用である。したがって本発明の任意の分子は、薬剤として
、または薬剤の製造において使用されてもよい。分子は、単独で、または本発明のその他
の分子または既知の分子との組み合わせで、使用されてもよい。
【０３０３】
　上記の表で言及される本発明のペプチドの基礎となるポリペプチドは、卵巣がんにおい
て高度に発現され、正常細胞では極めて低いレベルで発現されるので、以下の遺伝子のタ
ンパク質産物由来のペプチドを標的化することが、好ましくは、治療ストラテジーに組み
込まれてもよい：
本発明は、がん、特に卵巣がんおよびその他の悪性腫瘍を治療するのに有用な薬剤をさら
に提供する。
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【０３０４】
　本発明は、
（ａ）溶液中のまたは凍結乾燥形態の上述の医薬組成物を含有する容器；
（ｂ）任意選択的に、凍結乾燥製剤のための希釈剤または再構成溶液を含有する第２の容
器；および
（ｃ）任意選択的に、（ｉ）溶液の使用、または（ｉｉ）凍結乾燥製剤の再構成および／
または使用のための取扱説明書
を含んでなるキットをさらに目的とする。
【０３０５】
　キットは、（ｉｉｉ）緩衝液、（ｉｖ）希釈剤、（Ｖ）濾過、（ｖｉ）針、または（Ｖ
）シリンジの１つまたは複数をさらに含んでなってもよい。容器は、好ましくは、ボトル
、バイアル、シリンジまたは試験管であり；それは、多回使用容器であってもよい。医薬
組成物は、好ましくは凍結乾燥される。
【０３０６】
　本発明のキットは、好ましくは、適切な容器内の本発明の凍結乾燥製剤と、その再構成
および／または使用のための取扱説明書とを含んでなる。適切な容器としては、例えば、
ボトル、バイアル（例えば二重チャンバーバイアル）、シリンジ（二重チャンバーシリン
ジなど）、および試験管が挙げられる。容器は、ガラスまたはプラスチックなどの多様な
材料から形成されてもよい。好ましくは、キットおよび／または容器は、容器上の、また
は容器に付随する、取扱説明を含み、それは再構成および／または使用上の指示を示す。
例えば、ラベルは、凍結乾燥製剤が、上述されるようなペプチド濃度に再構成されること
を表示してもよい。ラベルは、製剤が皮下投与に有用であり、または皮下投与用であるこ
とをさらに表示してもよい。
【０３０７】
　製剤を収容する容器は、多回使用バイアルであってもよく、それは再構成製剤の反復投
与（例えば２～６回の投与）を可能にする。キットは、適切な希釈剤（例えば、炭酸水素
ナトリウム溶液）を含んでなる、第２の容器をさらに含んでなってもよい。
【０３０８】
　希釈剤と凍結乾燥製剤の混合時に、再構成製剤中の最終ペプチド濃度は、好ましくは少
なくとも０．１５ｍｇ／ｍＬ／ペプチド（＝７５μｇ）であり、好ましくは３ｍｇ／ｍＬ
／ペプチド（＝１５００μｇ）以下である。キットは、その他の緩衝液、希釈剤、フィル
ター、針、シリンジ、および取扱説明が掲載されるパッケージインサートをはじめとする
商業的および使用者観点から望ましい、その他の物品をさらに含んでもよい。
【０３０９】
　本発明のキットは、その他の構成要素（例えば、その他の化合物またはこれらのその他
の化合物の医薬組成物）が添加されたまたは添加されない、本発明による医薬組成物製剤
を含有する単回容器を有してもよく、または各構成要素のための別個の容器を有してもよ
い。
【０３１０】
　好ましくは、本発明のキットは、第２の化合物（アジュバント（例えばＧＭ－ＣＳＦ）
、化学療法剤、天然物、ホルモンまたは拮抗薬、抗血管新生因子または阻害剤、アポトー
シス誘導剤またはキレート剤など）またはその医薬組成物の同時投与と合わせて使用する
ためにパッケージされた、本発明の製剤を含む。キットの構成要素は、あらかじめ混合さ
れてもよく、または各構成要素は、患者への投与前に別個の異なる容器内にあってもよい
。キットの構成要素は、１つまたは複数の液体溶液、好ましくは水溶液、より好ましくは
無菌水溶液中で、提供されてもよい。またキットの構成要素は、固体として提供されても
よく、それは、好ましくは別の異なる容器内に提供される、適切な溶媒の添加によって液
体に変換されてもよい。
【０３１１】
　治療用キットの容器は、バイアル、試験管、フラスコ、ボトル、シリンジ、または固体
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または液体を封入するその他のあらゆる手段であってもよい。通常、２つ以上の構成要素
がある場合、キットは、第２のバイアルまたはその他の容器を含有して、別々の投薬を可
能にする。キットは、薬学的に許容可能な液体のための別の容器もまた、含有してもよい
。好ましくは、治療用キットは、装置（例えば、１本または複数本の針、シリンジ、点眼
器、ピペットなど）を含有して、本キットの構成要素である本発明の作用物質の投与を可
能にする。
【０３１２】
　本製剤は、経口（腸内）、経鼻、眼、皮下、皮内、筋肉内、静脈内または経皮などの任
意の許容できる手段によるペプチド投与に適するものである。好ましくは、投与はｓ．ｃ
．であり、最も好ましくはｉ．ｄ．投与であり、輸液ポンプによってもよい。
【０３１３】
　本発明のペプチドは卵巣がんから単離されるので、本発明の薬剤は、好ましくは卵巣が
んを治療するために使用される。
【０３１４】
　本発明は、予備スクリーニングＴＵＭＡＰの貯蔵庫から選択される少なくとも１つのペ
プチドを含んでなる、医薬組成物を製造するステップを含んでなる、個々の患者のための
個別化医薬品を製造する方法をさらに含み、医薬組成物中で使用される少なくとも１つの
ペプチドは、個々の患者における適切さについて選択される。一実施形態では、医薬組成
物はワクチンである。方法はまた、ＴＣＲ単離などの下流用途、または可溶性抗体、およ
びその他の治療選択肢のためのＴ細胞クローンを製造するためにも適応され得る。
【０３１５】
　「個別化医薬品」は、積極的個別化がんワクチンおよび自己由来患者組織を使用した養
子細胞療法をはじめとするこのような個々の患者の治療のためにのみ使用される、一個人
の患者のために特に調整された治療法を意味するものとする。
【０３１６】
　本明細書の用法では、「貯蔵庫」という用語は、特定の腫瘍型における免疫原性および
／または過剰提示について予備スクリーニングされている、一群のまたは一組のペプチド
を指すものとする。「貯蔵庫」という用語は、ワクチンに含まれる特定のペプチドが、予
備製造されて物理的設備内で貯蔵されることを暗示することは意図されないが、その可能
性も検討される。ペプチドは、製造される各個別化ワクチンのために新規に製造されても
よく、または予備製造されて貯蔵されてもよいことが、明示的に検討される。貯蔵庫（例
えば、データベースの形態）は、多様なＨＬＡ－ＡＨＬＡ－ＢおよびＨＬＡ－Ｃ対立遺伝
子を有する卵巣がん患者の腫瘍組織において高度に過剰発現される、腫瘍関連ペプチドか
ら構成される。それは、ＭＨＣクラスＩおよびＭＨＣクラスＩＩペプチドまたは伸長ＭＨ
ＣクラスＩペプチドを含有してもよい。いくつかの卵巣がん組織から収集された腫瘍関連
ペプチドに加えて、貯蔵庫は、ＨＬＡ－Ａ＊０２およびＨＬＡ－Ａ＊２４、ならびにより
少ない存在量のマーカーペプチドがあるＨＬＡを含有してもよい。これらのペプチドは、
ＴＵＭＡＰによって誘導されるＴ細胞免疫の規模を定量的に比較できるようにし、したが
って抗腫瘍応答を引き起こすワクチンの能力について、重要な結論が導かれるようにする
。第２に、それらは、患者において、「自己」抗原に由来するＴＵＭＡＰに対するいかな
るワクチン誘導Ｔ細胞応答も観察されない症例において、「非自己」抗原に由来する重要
な陽性対照ペプチドとして機能する。第３に、それは、患者の免疫能力状態に関する結論
が導かれるようにしてもよい。
【０３１７】
　貯蔵庫のためのＴＵＭＡＰは、遺伝子発現解析、質量分析、およびＴ細胞免疫学を組み
合わせた、統合ゲノム機能解析アプローチ（ＸＰｒｅｓｉｄｅｎｔ（登録商標））を使用
して同定される。アプローチは、高い割合の腫瘍上に真に存在するが、正常組織上では発
現されず、または最小限にのみ発現されるＴＵＭＡＰだけが、さらなる分析のために選択
されることを保証する。最初のペプチド選択のために、患者に由来する卵巣がんサンプル
および健常ドナーに由来する血液を段階的アプローチで分析した：
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１．悪性物質からのＨＬＡリガンドを質量分析法によって同定した
２．ゲノム規模メッセンジャーリボ核酸（ｍＲＮＡ）発現解析を使用して、一連の正常器
官および組織と比較して悪性組織（卵巣がん）中の遺伝子過剰発現を同定した
３．同定されたＨＬＡリガンドを遺伝子発現データと比較した。好ましくは、ステップ２
で検出されたような選択的に発現されまたは過剰発現される遺伝子によってコードされる
、腫瘍組織上で過剰提示されまたは選択的に提示されるペプチドが、多重ペプチドワクチ
ンのための適切なＴＵＭＡＰ候補と見なされた。
４．同定されたペプチドのＴＵＭＡＰとしての妥当性を支持する追加的な証拠を同定する
ために、文献調査を実施した
５．ｍＲＮＡレベルでの過剰発現の関連性をステップ３からの選択されたＴＵＭＡＰの腫
瘍組織上における再検出と、健常組織における検出の欠如（またはまれな）検出によって
確認した。
６．選択されたペプチドによる生体内Ｔ細胞応答の誘導が可能かどうかを評価するために
、健常ドナーならびに卵巣がん患者からのヒトＴ細胞を使用して、生体外免疫原性アッセ
イを実施した。
【０３１８】
　一態様では、貯蔵庫に含める前に、ペプチドが免疫原性について予備スクリーニングさ
れる。制限を意図しない一例として、貯蔵庫に包含されるペプチドの免疫原性は、ペプチ
ド／ＭＨＣ複合体および抗ＣＤ２８抗体が負荷された人工抗原提示細胞による、健常ドナ
ーからのＣＤ８＋Ｔ細胞の反復刺激を通じた、生体外Ｔ細胞プライミングを含んでなる方
法によって判定される。
【０３１９】
　この方法は、稀ながんに、そして稀な発現プロファイルを有する患者にとって、好まし
い。一定組成を有する多重ペプチド混合物とは対照的に、現在開発されている貯蔵庫は、
腫瘍における抗原の実際の発現とワクチンとの顕著により高いマッチングを可能にする。
多標的アプローチでは、各患者のために、選択された単一のまたは組み合わされた数種の
「既製」ペプチドが利用される。理論上は、例えば５０個の抗原性ペプチドのライブラリ
ーからの５個の異なる抗原性ペプチドの選択に基づくアプローチは、それだけでおよそ１
７００万個の可能な医薬品（ＤＰ）組成物をもたらす。
【０３２０】
　一態様では、ペプチドは、本明細書に記載される、または以下のような本発明による方
法に基づく、個々の患者に対するそれらの適切さに基づいて、ワクチンへの包含のために
選択される。
【０３２１】
　ＨＬＡ表現型、トランスクリプトミクスおよびペプチドミクスデータが、患者の腫瘍材
料および血液サンプルから収集されて、「貯蔵庫」および患者に特有の（すなわち変異）
ＴＵＭＡＰを含有する、各患者に対して最も適切なペプチドが同定される。患者の腫瘍に
おいて選択的にまたは過剰発現されて、可能であれば、患者の個々のＰＢＭＣと共に試験
すると、強力な生体外免疫原性を示すペプチドが選択される。
【０３２２】
　好ましくは、ワクチンに含まれるペプチドは、（ａ）個々の患者からの腫瘍サンプルに
よって提示される腫瘍関連ペプチド（ＴＵＭＡＰ）を同定するステップと；（ｂ）（ａ）
で同定されたペプチドを上述のペプチド貯蔵庫と比較するステップと；（ｃ）少なくとも
１つのペプチドを患者において同定された腫瘍関連ペプチドに関連がある貯蔵庫（データ
ベース）から選択するステップとを含んでなる方法によって同定される。例えば、腫瘍サ
ンプルによって提示されるＴＵＭＡＰは、（ａ１）前記腫瘍サンプルからの発現データを
前記腫瘍サンプルの組織型に対応する正常組織サンプルからの発現データと比較して、前
記腫瘍サンプルにおいて過剰発現されまたは異常に発現されるタンパク質を同定するステ
ップと；（ａ２）発現データを腫瘍サンプル中のＭＨＣクラスＩおよび／またはクラスＩ
Ｉ分子と結合しているＭＨＣリガンドの配列と相関させて、腫瘍によって過剰発現されま
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たは異常に発現されるタンパク質に由来するＭＨＣリガンドを同定するステップとによっ
て同定される。好ましくは、ＭＨＣリガンドの配列は、腫瘍サンプルから単離されたＭＨ
Ｃ分子から結合ペプチドを溶出させて、溶出したリガンドを配列決定することで同定され
る。好ましくは、腫瘍サンプルおよび正常組織は、同一患者から入手される。
【０３２３】
　貯蔵庫（データベース）モデルを使用してペプチドを選択するのに加えて、またはその
代案として、ＴＵＭＡＰを患者において新規に同定し、次に、ワクチンに含めてもよい。
一実施例として、（ａ１）前記腫瘍サンプルからの発現データを前記腫瘍サンプルの組織
型に対応する正常組織サンプルからの発現データと比較して、前記腫瘍サンプルにおいて
過剰発現されまたは異常に発現されるタンパク質を同定するステップと；（ａ２）発現デ
ータを腫瘍サンプル中のＭＨＣクラスＩおよび／またはクラスＩＩ分子と結合しているＭ
ＨＣリガンドの配列と相関させて、腫瘍によって過剰発現されまたは異常に発現されるタ
ンパク質に由来するＭＨＣリガンドを同定するステップとによって、候補ＴＵＭＡＰが患
者において同定されてもよい。別の実施例として、個々の患者からの正常な対応組織と比
較して、腫瘍サンプルに特有の変異を含有するタンパク質が同定されてもよく、特異的に
変異を標的とするＴＵＭＡＰが同定され得る。例えば、腫瘍のゲノム、および対応する正
常組織のゲノムは、全ゲノム配列決定によって配列決定され得る。遺伝子のタンパク質コ
ード領域における非同義の変異を発見するために、ゲノムＤＮＡおよびＲＮＡが腫瘍組織
から抽出され、正常な非変異ゲノム生殖細胞系ＤＮＡが末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）から
抽出される。適用されたＮＧＳアプローチは、タンパク質コード領域の再配列決定（エク
ソーム再配列決定）に限定される。この目的で、供給業者が提供する標的濃縮キットを使
用して、ヒトサンプルからのエクソンＤＮＡが捕捉され、例えばＨｉＳｅｑ２０００（Ｉ
ｌｌｕｍｉｎａ）による配列決定がそれに続く。それに加えて、遺伝子発現の直接定量化
と、変異遺伝子が患者の腫瘍において発現されることの妥当性評価とのために、腫瘍ｍＲ
ＮＡが配列決定される。結果として得られる数百万の配列読み取りは、ソフトウェアアル
ゴリズムを通じて処理される。出力一覧は、変異および遺伝子発現を含有する。ＰＢＭＣ
由来生殖細胞系の多様性と比較することで腫瘍特異的体細胞変異が判定され、優先順位が
つけられる。次に、新規に同定されたペプチドは、貯蔵庫について上述した免疫原性につ
いて試験され得て、適切な免疫原性を保持する候補ＴＵＭＡＰが、ワクチンへの包含のた
めに選択される。
【０３２４】
　例示的一実施形態では、ワクチンに包含されるペプチドは、（ａ）個々の患者からの腫
瘍サンプルによって提示される腫瘍関連ペプチド（ＴＵＭＡＰ）を上述の方法（方法）に
よって同定するステップと；（ｂ）ａ）で同定されたペプチドを対応する正常組織との比
較で腫瘍における免疫原性および過剰提示について予備選別されたペプチドの貯蔵庫と比
較するステップと；（ｃ）少なくとも１つのペプチドを患者において同定された腫瘍関連
ペプチドに関連がある貯蔵庫から選択するステップと；（ｄ）任意選択的に、（ａ）で新
規に同定された少なくとも１つのペプチドを選択して、その免疫原性を確認するステップ
とによって同定される。
【０３２５】
　例示的一実施形態では、ワクチンに包含されるペプチドは、（ａ）個々の患者からの腫
瘍サンプルによって提示される腫瘍関連ペプチド（ＴＵＭＡＰ）を同定するステップと；
（ｂ）（ａ）で新規に同定された少なくとも１つのペプチドを選択して、その免疫原性を
確認するステップとによって同定される。
【０３２６】
　ひとたび個別化ペプチドベースのワクチンのためのペプチドを選択したら、ワクチンを
製造する。ワクチンは、好ましくは、約３３％ＤＭＳＯなどの２０～４０％ＤＭＳＯ、好
ましくは約３０～３５％ＤＭＳＯに溶解された、個々のペプチドからなる液体製剤である
。
【０３２７】
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　製品に包含される各ペプチドをＤＭＳＯに溶解する。単一ペプチド溶液の濃度は、製品
に包含されるペプチド数に応じて選択しなくてはならない。単一ペプチドＤＭＳＯ溶液を
等量で混合し、ペプチドあたり約２．５ｍｇ／ｍｌの濃度で、製品に包含される全てのペ
プチドを含有する溶液を得る。次に、混合溶液を注射用水で１：３に希釈して、３３％Ｄ
ＭＳＯ中でペプチドあたり０．８２６ｍｇ／ｍｌの濃度を得る。希釈溶液を０．２２μｍ
の無菌フィルターを通して濾過する。最終バルク溶液を得る。
【０３２８】
　最終バルク溶液をバイアルに充填して、使用時まで－２０℃で保存する。１本のバイア
ルは、０．５７８ｍｇの各ペプチドを含有する７００μＬの溶液を含有する。この内、５
００μＬ（ペプチドあたりおよそ４００μｇ）を皮内注射のために適用する。
【０３２９】
　がんを治療するために有用であるのに加えて、本発明のペプチドは、診断法としてもま
た有用である。ペプチドは卵巣がん細胞から生成されたので、そしてこれらのペプチドは
正常組織には存在せずまたはより低レベルで存在すると判定されたので、これらのペプチ
ドを利用してがんの存在を診断し得る。
【０３３０】
　特許請求されるペプチドの血液サンプル中の組織生検上の存在は、がん診断において病
理学者を補佐し得る。抗体、質量分析法またはその他の当該技術分野で公知の方法の手段
による特定のペプチドの検出は、組織サンプルが悪性または炎症性または概して病的であ
ることを病理学者に告げ得て、または卵巣がんのためのバイオマーカーとして利用され得
る。ペプチド基の存在は、病的組織の分類または下位分類を可能にし得る。
【０３３１】
　患部組織検体上のペプチドの検出は、特にＴリンパ球が作用機序に関与することが知ら
れておりまたは予測される場合に、免疫系が関与する治療法の利点を判定できるようにす
る。ＭＨＣ発現の喪失は、それによって感染悪性細胞が免疫監視を逃れる、十分に説明さ
れた機序である。したがってペプチドの存在は、この機序が、分析した細胞によって活用
されていないことを示す。
【０３３２】
　本発明のペプチドは、ペプチドまたはＭＨＣ分子と複合体化したペプチドに対するＴ細
胞応答または抗体応答などの、これらのペプチドに対するリンパ球応答を分析するのに使
用されるかもしれない。これらのリンパ球応答は、さらなる治療段階を決定するための予
後マーカーとして使用され得る。これらの応答はまた、例えば、タンパク質、核酸、自己
材料のワクチン接種や、リンパ球の養子免疫伝達などの異なる手段によるリンパ球応答の
誘導を目指す、免疫療法アプローチにおける代理応答マーカーとして使用され得る。遺伝
子治療の設定では、副作用の評価において、ペプチドに対するリンパ球応答が考慮され得
る。リンパ球応答のモニタリングはまた、例えば移植片対宿主病および宿主対移植片病の
検出など、移植治療の経過観察検査のための有益な手段かもしれない。
【０３３３】
　ここで好ましい実施形態を記載する以下の実施例中で本発明を説明するが、それでもな
お、これらには限定されないのものとする。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、その内容全体が参照により援用される。
【図面の簡単な説明】
【０３３４】
【図１】卵巣がんおよび良性卵巣組織内の異なる細胞サブセットのＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃ（
Ａ）およびＨＬＡ－ＤＲ（Ｂ）の発現を示す。図１では、２つの比較群の間の不等分散の
ために、ウェルチの修正を加えた両側独立スチューデントｔ検定が用いられた。特徴的な
細胞表面マーカー（白血球区画：ＣＤ４５＋、腫瘍細胞／上皮細胞区画：ＣＤ４５－Ｅｐ
Ｃａｍ＋、内皮細胞区画：ＣＤ４５－ＣＤ３１＋）によって特徴付けられる、酵素的解離
後における、ＥＯＣおよび良性卵巣組織内の異なる細胞型上のＨＬＡクラスＩ（Ａ）およ
びＨＬＡ－ＤＲ（Ｂ）発現。各データ点は、各サンプルについて実施された三連の実験の
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平均を表す。両側ｔ検定を用いて、有意性が試験された（＊ｐ＜０．０５；＊＊ｐ＜０．
０１）。
【図２】良性組織と対比したＥＯＣの免疫ペプチドームの比較プロファイリングを示す。
（Ａ）ＥＯＣ（ｎ＝３４）および良性組織で表示される、ＨＬＡクラスＩリガンド起源タ
ンパク質の比較プロファイリング。起源タンパク質のＨＬＡ拘束性提示頻度は、ＥＯＣ（
ｘ軸の上）および良性起源（ｘ軸の下）について別々にｙ軸上に示される。起源タンパク
質は、それらのＥＯＣ特異的提示の頻度に従って格付けされた（左から右）。左側のボッ
クスは、ＥＯＣによって排他的に提示される、ＴＯＰ１００　ＨＬＡリガンド起源タンパ
ク質を強調表示する。（Ｂ）ＴＯＰ１００　ＥＯＣ特異的ＨＬＡクラスＩリガンド起源タ
ンパク質（ｕｎｉｐｒｏｔ推奨遺伝子名）のワードクラウド。フォントサイズ（５～２６
）は、各起源タンパク質のＨＬＡリガンドを提示する、がん患者の絶対数と相関する。（
Ｃ）ＥＯＣ（ｎ＝２２）および良性組織で表示される、ＨＬＡクラスＩＩリガンド起源タ
ンパク質の比較プロファイリング。（Ｂ）ＴＯＰ　１００　ＥＯＣ特異的ＨＬＡクラスＩ
Ｉリガンド起源タンパク質（ｕｎｉｐｒｏｔ推奨遺伝子名）のワードクラウド。フォント
サイズ（３～１１）は、各起源タンパク質のＨＬＡリガンドを提示する、がん患者の絶対
数と相関する。
【図３】ＴＯＰ１００　ＥＯＣ関連ＨＬＡクラスＩリガンドの細胞起源を示す。非標識定
量法によって分析された、ＯｖＣａ　８４の濃縮細胞集団のクラスＩ免疫ペプチドーム内
のＨＬＡリガンドの相対存在量の火山型プロット。左側パネルは、（Ａ）腫瘍細胞（ＣＤ
４５－Ｅｐｃａｍ＋）と対比した腫瘍浸潤白血球（ＣＤ４５＋）であり、右側パネルは、
（Ｂ）腫瘍細胞と対比した間質細胞（ＣＤ４５－ＥｐＣａｍ－）を示す。水平破線は、有
意性閾値を示す（ｐ＜０．０５）。ＴＯＰ１００　ＥＯＣ排他的リガンド（ＭＵＣ１６（
赤）、ＤＤＲ１、ＥＹＡ２、ＳＯＸ９、ＴＬＲ７、ＯＡＳＬ）、ならびに白血球関連抗原
（ＣＤ１３２、ＣＤ８、ＬＳＰ１）および間質（内皮細胞）関連抗原（ｖＷＦ）由来のリ
ガンドが、強調表示される。
【図４】リガンド提示のための代理マーカーとしての免疫組織化学染色および血清レベル
を示す。低（ＩＲＳ４）、中（ＩＲＳ６）、および高（ＩＲＳ１２）免疫反応性スコアを
有するＭＵＣ１６（ＣＡ－１２５）に対する、高悪性度漿液性卵巣がんの免疫組織化学染
色（Ａ）。メソテリン（右、ＩＲＳ８）およびＩＤＯ１（左、ＩＲＳ１２；全て２００×
倍率）に対する免疫組織化学染色（Ｂ）。選択されたＴＯＰ１００　ＥＯＣ関連抗原のＨ
ＬＡリガンド提示と、起源タンパク質発現との相関。ＭＵＣ１６（ｎ＝２３）、ＩＤＯ１
（ｎ＝２３）、およびＭＳＬＮ（ｎ＝１６）の発現は、手術当日に、ＣＡ－１２５（ｎ＝
３０）の免疫組織化学染色（Ｃ）または血清マーカー分析（Ｄ）によって分析された。Ｍ
ＳＬＮについては、ＨＬＡクラスＩＩ免疫ペプチドームデータが利用可能であった場合の
みが含まれた。非パラメトリックマンホイットニー検定を用いて、統計的有意性が試験さ
れた（ｐ＜０．０５が有意と見なされた）。
【図５】ＭＵＣ１６およびＭＳＬＮの予後の関連性を示す。免疫組織化学的染色は、文書
化された最適な腫瘍減量を有する患者からの７１個の高悪性度漿液性ＥＯＣサンプルを使
用して、ＴＭＡ上で実施された。（Ａ）ＭＵＣ１６発現（左側パネル、低発現スコア＜７
、ｎ＝４１；高発現スコア&#8805;　７、ｎ＝３０）、およびＭＳＬＮ発現（右側パネル
、低発現＜６、ｎ＝１５；高発現&#8805;６、ｎ＝５２）が、全生存期間に及ぼす影響を
描写する、カプラン・マイヤープロット。（Ｂ）上皮内区画（左側パネルＣＤ３Ｅ、低浸
潤＜７細胞／ＨＰＦ、ｎ＝１３；高浸潤&#8805;７、ｎ＝５７）内へのまたは線維血管間
質（右側パネル、ＣＤ３Ｓ、低浸潤＜７細胞／ＨＰＦ、ｎ＝４０；高浸潤&#8805;７、ｎ
＝３０）内へのＣＤ３　Ｔ細胞浸潤が、患者の全生存期間に及ぼす影響。（Ｃ）上皮内Ｃ
Ｄ３Ｔ細胞（上側パネル、低ＭＳＬＮ／高ＣＤ３Ｅ、ｎ＝１１；低ＭＳＬＮ／低ＣＤ３Ｅ
、ｎ＝４０；高ＭＳＬＮ／低ＣＤ３Ｅ、ｎ＝１４；高ＭＳＬＮ／高ＣＤ３Ｅ、ｎ＝１）、
または線維血管性ＣＤ３　Ｔ細胞（下側パネル、低ＭＳＬＮ／高ＣＤ３Ｓ、ｎ＝３０；高
ＭＳＬＮ／低ＣＤ３Ｓ、ｎ＝７；低ＭＳＬＮ／低ＣＤ３Ｓ、ｎ＝２１；高ＭＳＬＮ／高Ｃ
Ｄ３Ｓ、ｎ＝８）ＣＤ３およびＭＬＮ染色組み合わせ（全てのスコアのカットオフは上記
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の通り）のサブグループ分析。
【図６】ＥＯＣおよび良性卵巣組織のフローサイトメトリー分析を示す。ＣＤ４５＋白血
球、ＣＤ４５－ＣＤ３１＋内皮細胞、およびＣＤ４５－ＥｐＣａｍ＋腫瘍または上皮細胞
の選択を示す、ＯｖＣａ　４８のゲーティングストラテジーの例示的な提示。
【図７】ＥＯＣのＨＬＡリガンド起源タンパク質同定の飽和分析を示す。起源タンパク質
の同定の飽和分析は、ＨＬＡクラスＩ（Ａ）およびＨＬＡクラスＩＩ（Ｂ）リガンドタン
パク質について別々に示される。ユニークな起源タンパク質の平均数は、各起源数につい
て、３４のＥＯＣ起源からの１０００回の無作為抽出によって計算されている。指数回帰
を用いて、ＥＯＣの起源タンパク質受託（点線）の最大到達可能範囲が判定された。
【図８】ＥＯＣサンプル間のＨＬＡリガンド提示の頻度および数を示す。クラスＩ（上部
）およびクラスＩＩ（下部）抗原の双方について、選択されたＥＯＣ関連抗原のＨＬＡ提
示ならびに異なるＨＬＡ提示ペプチドの数（色分け）が、個々のＥＯＣ（患者番号は各列
の上部にある）について視覚化される。
【実施例】
【０３３５】
材料と方法
組織サンプル
　全ての組織サンプルは、ヘルシンキ宣言の原則に従って患者の告知に基づく同意を得た
後に、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　ｏｆ　Ｔｕｂｉｎｇｅｎで採取された
。全ての研究プロトコルは、地域の施設内審査委員会によって承認された。特に明記され
ない場合は、サンプルは、さらなる使用まで－８０℃で保存された。Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ
ｙ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　ｏｆ　ＴｕｂｉｎｇｅｎのＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｔｒａ
ｎｓｆｕｓｉｏｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅにおいて、ＨＬＡ－Ｒｅａｄｙ　Ｇｅｎｅ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ（Ｉｎｎｏｔｒａｉｎ，Ｋｒｏｎｂｅｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を使用して、配列特
異的プライマー（ＳＳＰ）ＰＣＲによって２桁ＨＬＡタイピングが実施され、ソフトウエ
ア（Ｏｌｅｒｕｐ，Ｓｔｏｃｋｈｏｌｍ，Ｓｗｅｄｅｎ）によって評価された。高分解能
４桁ＨＬＡタイピングは、ＧＳＧＴｙｐｅ　ＨＬＡ　Ｐｒｉｍｅｒ　Ｓｅｔを使用して、
ＧＳ　Ｊｕｎｉｏｒ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒ（どちらもＲｏｃｈｅ，Ｂａｓｅｌ、Ｓｗｉｔ
ｚｅｒｌａｎｄ）上で次世代配列決定により実施された。正常組織は、Ｂｉｏ－Ｏｐｔｉ
ｏｎｓ　Ｉｎｃ，ＣＡ，ＵＳＡ；ＢｉｏＳｅｒｖｅ，Ｂｅｌｔｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ，ＵＳ
Ａ；Ｃａｐｉｔａｌ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅＩｎｃ，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ，ＵＳＡ
；ＧｅｎｅｔｉｃｉｓｔＩｎｃ．，Ｇｌｅｎｄａｌｅ，ＣＡ，ＵＳＡ；Ｕｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｖａ；Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｈｏｓｐｉｔａ
ｌ　ｏｆ　Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ；Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　Ｍｕｎｉ
ｃｈ；ＰｒｏｔｅｏＧｅｎｅｘ　Ｉｎｃ．，Ｃｕｌｖｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ、ＵＳＡ；Ｕ
ｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　ｏｆ　Ｔｕｂｉｎｇｅｎから入手された。全て
の患者の告知に基づく同意書は、外科手術または検死解剖前に得られた。組織は切除の直
後に衝撃凍結されて、ＴＵＭＡＰの単離まで－７０℃未満で保存された。
【０３３６】
組織解離
　ＥＯＣならびに良性卵巣および卵管の組織は、腫瘍切除／減量術または卵管摘出術卵管
卵巣摘出術を受ける患者から新鮮に採取した。組織を＜２ｍｍ３に細かく刻んで、１０％
ウシ胎仔血清（Ｌｏｎｚａ、Ｂａｓｅｌ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）を含むＤＭＥＭ（Ｌ
ｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）中の４００Ｕ／ｍｌコラゲナーゼＩＶ型、５Ｕ／ｍ
ｌディスパーゼ（どちらもＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，Ｃ
Ａ）、および０．１ｍｇ／ｍｌ　ＤＮＡｓｅ（Ｒｏｃｈｅ，Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒ
ｌａｎｄ）を含有する、酵素解離溶液に移した。解離は、回転振盪機（Ｉｎｆｏｒｓ　Ｈ
Ｔ，Ｂａｓｅｌ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）上で３７℃で３時間実施した。残りの組織断
片（典型的に最初の重量の＜１％）は、１００μｍの細胞ストレーナー（ＢＤ，Ｆｒａｎ
ｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ）を用いて、除去した。単一細胞懸濁液をＰＢＳで２回洗浄
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し、塩化アンモニウム溶解緩衝液を使用して赤血球を溶解した。
【０３３７】
ＨＬＡ表面分子定量
　ＨＬＡ表面発現は、ＱＩＦＩＫＩＴ定量フローサイトメトリーアッセイ（Ｄａｋｏ，Ｇ
ｌｏｓｔｒｕｐ，Ｄｅｎｍａｒｋ）を用いて、製造会社の使用説明書に従って判定した。
細胞は、汎ＨＬＡクラスＩ特異的モノクローナル抗体Ｗ６／３２、ＨＬＡ－ＤＲ特異的Ｌ
２４３またはそれぞれのアイソタイプ対照のいずれかで染色した。細胞型の識別は、ＣＤ
４５（ＡｍＣｙａｎクローン２Ｄ１、ＢＤ）、ＣＤ３１（ＰｅＣｙ７、クローンＷＭ５９
、Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ）、ＥｐＣａｍ（ＡＰＣ、クローンＨＥ
Ａ１２５、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ，Ｂｅｒｇｉｓｃｈ－Ｇｌａｄｂａｃｈ，Ｇｅｒｍａｎｙ）
およびＣＤ３４（ＡＰＣＣｙ７、クローン５８１、Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）に対する蛍光標
識抗体による表面マーカー染色に基づいた。ＬＳＲ　ＳＯＲＰ　Ｆｏｒｔｅｓｓａ装置（
ＢＤ）上での分析の直前に、７－ＡＡＤ（ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ）を生存マーカーとして添
加した。蛍光強度中央値を表面分子発現の計算のために使用して、各サンプルについて三
重反復試験を記録した。
【０３３８】
細胞分離：
　細胞分離は、２つの連続的な磁気活性化細胞分離（ＭＡＣＳ）プロトコルを用いて、製
造会社の使用説明書（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ）に従って実施した。分離は、ＸＳカラムおよび
ｓｕｐｅｒＭＡＣＳ分離器（どちらもＭｉｌｔｅｎｙｉ）を用いて実施した。最初の分離
は、ＣＤ４５＋白血球の陽性選択を目的とした。引き続いて、負の画分をＥｐＣａｍ＋腫
瘍細胞について濃縮した。残りのＣＤ４５ＣＤ４５－ＥｐＣａｍ－画分は、間質細胞画分
に相当すると想定された。
【０３３９】
ＨＬＡリガンド単離
　ＨＬＡクラスＩおよびＩＩ分子は、以前記載されたように４２、標準イムノアフィニテ
ィー精製によって単離した。汎ＨＬＡクラスＩ特異的ｍＡｂ　Ｗ６／３２をＨＬＡクラス
Ｉ単離のために使用し、ｐａｎ－ＨＬＡクラスＩＩ　ｍＡｂ　Ｔｕ３９ならびにＨＬＡ－
ＤＲ特異的ｍＡｂ　Ｌ２４３をＨＬＡクラスＩＩ単離のために使用した。
【０３４０】
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳによる免疫ペプチドーム分析
　免疫ペプチドーム分析は、ナノエレクトロンスプレーイオン源を備え、Ｕｌｔｉｍａｔ
ｅ　３０００　ＲＳＬＣナノＵＨＰＬＣシステム（Ｄｉｏｎｅｘ，Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，
ＣＡ）に連結された、ＬＴＱ　ＯｒｂｉｔｒａｐＸＬ質量分光計（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓ
ｈｅｒ，Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ）上で実施した。ペプチドサンプルは、４μＬ／分の流速
で１０分間にわたり、２ｃｍ　ＰｅｐＭａｐ　１００　Ｃ１８　Ｎａｎｏｔｒａｐカラム
（Ｄｉｏｎｅｘ）上に、３％の溶媒Ｂ（２０％Ｈ２Ｏ、８０％アセトニトリル、および０
．０４％ギ酸）と共に充填された。分離は、５０℃で作動するカラムオーブン内に取り付
けられた、粒度２μｍの５０ｃｍ　ＰｅｐＭａｐ　Ｃ１８カラム（Ｄｉｏｎｅｘ）上で行
った。適用された勾配は、１７５ｎｉｌ／分（ｎｉｌ／ｍｉｎ）の流速で１４０分以内に
３から３０％の溶媒Ｂの範囲であった。（溶媒Ａ：９９％Ｈ２Ｏ、１％ＡＣＮ、および０
．１％ギ酸；溶媒Ｂ：２０％Ｈ２Ｏ、８０％ＡＣＮ、および０．１％ギ酸）。質量分析は
、データ依存性獲得モードで、トップ５法を用いて実施した（すなわち、各調査スキャン
の間に、５つの最も豊富な前駆イオンがフラグメンテーションのために選択された）。調
査スキャンは、Ｏｒｂｉｔｒａｐ内で６０，０００の分解能で記録した。ＭＳ／ＭＳ分析
は、衝突誘起解離（ＣＩＤ、正規化衝突エネルギー３５％、活性化時間３０ｍｓ、分離幅
１．３ｍ／ｚ）と、引き続くリニアトラップ四重極（ＬＴＱ）内での分析によって実施し
た。ＨＬＡクラスＩリガンドの質量範囲は４００&#12316;６５０ｍ／ｚに制限され、可能
な荷電状態２＋および３＋がフラグメンテーションのために選択された。ＨＬＡクラスＩ
Ｉでは、陽性荷電状態&#8805;２を有するフラグメンテーションを考慮に入れて、質量範
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囲を３００～１５００ｍ／ｚに設定した。
【０３４１】
　ＨＬＡクラスＩサンプルを５回の技術的複製中で分析した一方で、ＨＬＡクラスＩＩサ
ンプルについては、典型的に３回の技術的複製を得た。最初の試験は動的除外なしで実行
されたのに対して、引き続く試験では５秒間の動的除外を有効にした。
【０３４２】
質量分析データ処理および解析
　ＭＳデータ解析は、Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ　１．３（Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ）を用いて実施した。ピークリストは、Ｍａｓｃｏｔ検索エンジン（Ｍａｓ
ｃｏｔ　２．２．０４、Ｍａｔｒｉｘ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ）を用いて
、Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔデータベース（ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ、２０１３年９
月２７日公開、２０，２７９件の審査済みタンパク質配列を含む）に含まれるヒトプロテ
オームに対して検索した。処理のための質量許容差は、前駆イオンでは５ｐｐｍ、断片イ
オンでは０．５Ｄａであった。切断特異性は選択されず、許容される唯一の動的修飾は酸
化されたメチオニンであった。ｑ&#8804;０．０５（５％ＦＤＲ）の目標値で、パーコレ
ーターアルゴリズムを用いて、ペプチド信頼度を判定した。追加的な処理後フィルターは
、Ｍａｓｃｏｔ　Ｉｏｎｓｃｏｒｅ&#8805;２０、検索エンジン順位＝１、およびＨＬＡ
クラスＩリガンドでは８～１２アミノ酸のペプチド長、ＨＬＡクラスＩＩリガンドでは１
２～２５アミノ酸のペプチド長であった。保存が原因で配列が複数のタンパク質にマッピ
ングされる場合、タンパク質の分類を無効にして、ペプチドの複数のアノテーションを保
証した。ＨＬＡアノテーションは、ＳＹＦＰＥＩＴＨＩで（ｗｗｗ．ｓｙｆｐｅｉｔｈｉ
．ｄｅ）およびＮＥＴＭＨＣ　３．４（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＭＨＣ／）ホストされるＨＬＡ予測アルゴリズムを用いて実施
した。結果があいまいな場合、複数の対立遺伝子に言及された。比較プロファイリングで
は、「一発屋」、すなわち、１つの起源のみで提示されてＰＳＭカウント&#8804;　５を
有するペプチドは、双方のデータセットから除去した。
【０３４３】
　腫瘍と対比したＣＤ４５＋、および腫瘍と対比した間質細胞のペプチドの非標識定量法
は、Ｓｉｅｖｅ　２．１（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ）を用いて実施した。各細胞濃縮画
分について少なくとも３つのＭＳ生ファイルの複製、ならびに組織全体ＭＨＣ沈殿からの
結果を、２．５分の最大保持時間（ＲＴ）移行で全体的に整列した。フレームは、最大Ｒ
Ｔ幅３．５分および質量許容差５ｐｐｍのＭＳ２スキャン事象に基づいて生成した。同定
は、Ｍａｓｃｏｔ検索結果を用いて、Ｐｒｏｔｅｏｍｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒから移入
した（上記参照）。全イオン電流クロマトグラム正規化を用いて、サンプル強度の差異に
対応した。
【０３４４】
ＨＬＡクラスＩリガンドの免疫原性解析
　ペプチド特異的細胞傷害性リンパ球（ＣＴＬ）のプライミングは、人工抗原提示細胞（
ａＡＰＣ）が関与する確立されたプロトコールを用いて行った（３０）。ａＡＰＣは、ス
トレプトアビジン被覆ポリスチレンビーズ（直径５．６μｍ；Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ，Ｆｉｓｈｅｒｓ，ＩＮ）からなった。ビーズを１ｍｌあたり２×１０６個
の粒子に再懸濁し、それぞれ１０ｎＭのビオチン化ペプチド－ＭＨＣ複合体および１０ｎ
Ｍの刺激性抗ＣＤ２８抗体（ＡＴＣＣ，Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡから得られたクローン９
．３）と共に、室温で３０分間インキュベートした。Ｔ細胞は、ＣＤ８磁気細胞単離キッ
ト（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ）を用いて、健常ドナーの全血から単離した。ウェルあたり１００
万個のＴ細胞を９６ウェルプレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ，Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＮＹ，ＵＳＡ）
内で培養し、５ｎｇ／ｍｌのＩＬ－１２（ＰｒｏｍｏＣｅｌｌ，Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）の存在下において、同数の負荷されたａＡＰＣで刺激した。Ｔ細胞は、
毎週の刺激間隔で合計３回刺激した。各刺激に引き続いて２日後に、４０Ｕ／ｍｌのＩＬ
－２を添加した。Ｔ細胞プライミングは、最後の刺激ラウンドの１週間後に、ＭＨＣ多量
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体染色によって評価した。
【０３４５】
組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）の構築
　少なくともＦＩＧＯ病期分類ＩＩ～ＩＩＩの卵巣または卵管の高悪性度漿液性がん（Ｅ
ＯＣ）を有して、１９９９年から２００８年の間にＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｗｏｍｅｎ’
ｓ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　ｉｎ　Ｔｕｂｉｎｇｅｎで手術された患者の連続パラフィン包埋
腫瘍サンプルが、Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙのアーカイブから検索
された。公表された基準（４３）に従って組織学的サブタイプおよびグレーディングを確
認した後、最初に１５４例を研究に含めた。組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）は、以前記載
されたように（４４）構築した。本発明者らは、各患者の直径０．６ｍｍの６つのコア（
原発腫瘍の２つの異なる部位からのそれぞれ最大３つのコア－少なくとも２つの別個のコ
ア）を使用した。さらに、本発明者らは、リガンド分析のために、前向きに収集された症
例の原発腫瘍からのパラフィン包埋組織を使用して、ＴＭＡを構築した。３μｍ厚さの切
片を切断して再水和し、免疫組織化学検査のための特定の前処理に供した。全部で２３の
症例が、免疫スコアリング、および免疫ペプチドームデータとの相関について、評価可能
であった。
【０３４６】
免疫組織化学検査
　以下の一次抗体および希釈を免疫組織化学検査のために使用した：ＣＤ３（１：１００
、ラットモノクローナルＳＰ７、ＤＣＳ，Ｈａｍｂｕｒｇ，Ｇｅｒｍａｎｙ）、ＣＤ８（
１：２００、マウスモノクローナルＣ８／１４４Ｂ、ＤＡＫＯ）、ＭＵＣ１６（１：４５
０、マウスモノクローナルＭ１１、ＤＡＫＯ，Ｇｌｏｓｔｒｕｐ，Ｄｅｎｍａｒｋ）、Ｉ
ＤＯ１（１：２５、マウスモノクローナル、ＡＢＣＡＭ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ）、
およびＭＳＬＮ（１：１００、マウスモノクローナルＳＰＭ１４３、ＧｅｎｅＴｅｘ，Ｉ
ｒｖｉｎｅ，ＣＡ，ＵＳＡ）。組織切片は、９５℃で３６分間にわたりＥＤＴＡ緩衝液（
ｐＨ８．６）で前処理した。免疫組織化学的染色は、自動免疫染色装置上でｉＶｉｅｗ　
ＤＡＢ検出キット（どちらもＶｅｎｔａｎａ，Ｔｕｃｓｏｎ，ＡＺ，ＵＳＡ）を使用して
、製造会社の使用説明書に従って実施した。
【０３４７】
免疫スコアリング
　ＴＩＬの定量は、最初に、各コアについて少なくとも２つのＨＰＦをカウントすること
で、高倍率視野（ＨＰＦ＝４００×）あたりの免疫染色細胞の平均数を評価することで実
施した。第２のステップでは、左右の三重コアセットのＨＰＦあたりのリンパ球の平均数
を計算し、全てのコアを合わせて計算した。この両側性平均のカウントを、さらなる計算
に使用した。線維血管腫瘍間質（ＣＤ３ＳおよびＣＤ８Ｓ）および腫瘍の上皮内区画（Ｃ
Ｄ３ＥおよびＣＤ８Ｅ）は、別々に評価した。
【０３４８】
　ＣＡ１２５の発現については、ＩＤＯ１およびＭＳＬＮ染色強度を０&#12316;３で等級
付けし、腫瘍細胞の百分率（１：０～１０％；２：１０～５０％；３：５０～８０％；４
：８０～１００％）に関する１～４のスコアを乗じた。全てのパラメーターについて、症
例を四分位で分割し、２つの四分位間の最良の分離を高発現と低発現との間のカットオフ
値として定義した。１５４例のＴＭＡ患者のうち、７１人の患者が文書化された最適な腫
瘍減量（＜１ｃｍの残存腫瘍量）を経験しており、ＴＩＬ、およびタンパク質発現につい
て、成功裏に評価された。免疫染色および臨床データ分析は、独立した研究者によって実
施された。
【０３４９】
統計解析／可視化
　特に言及されない場合は、Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｐｒｉｓｍ　６．０（Ｇｒａｐｈｐａｄ
　ｓｏｆｔｗａｒｅ，Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，ＣＡ，ＵＳＡ）またはＭｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｏ
ｆｆｉｃｅ　２０１０（Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ）を用いて、全ての数値および統計解析を生
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成した。ワードクラウドは、オンラインアプレット（ｗｗｗ．ｗｏｒｄｌｅ．ｎｅｔ）を
用いて作成した。カプラン・マイヤー分析は、ＳＰＳＳ統計ソフトウエア（バージョン２
１、ＩＢＭ　Ｃｏｒｐ．，Ａｒｍｏｎｋ，ＮＹ，ＵＳＡ）を用いて実施した。別段の指定
がない限り、両側独立スチューデントｔ検定を実施した。０．０５未満のＰ値は、統計学
的に有意と見なされた。ダゴスティーノ・ピアソンオムニバス検定を用いて正規性を検証
し、Ｆ検定を用いて等分散を検証した。図１では、２つの比較群の間の不等分散のために
、ウェルチの修正を加えた両側独立スチューデントｔ検定が用いられた。図４では非パラ
メトリックマン・ホイットニー検定を用いたが、これは、サンプルサイズが小さかったた
め全例で正規分布が評価され得なかったためである。データセットが正規分布を示さなか
ったため、スピアマン相関を用いてＭＳＬＮおよびＭＵＣ１６のＩＨＣスコアを相関させ
た。図５の２つのカプラン・マイヤー生存曲線を比較するＰ値は、Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｐ
ｒｉｓｍの対数ランク（Ｍａｎｔｅｌ－Ｃｏｘ）検定を用いて計算した。
【０３５０】
実施例１：細胞表面のＨＬＡカウントおよびＨＬＡタイピング
　Ｔ細胞媒介性免疫療法の開発のための主要な必要条件は、腫瘍細胞表面のＭＨＣ分子の
発現である。したがって、本発明者らは、酵素的解離によって得られた、卵巣腫瘍の異な
る細胞サブセット（ｎ＝１１）ならびに卵巣および卵管からの良性組織（ｎ＝８）上のフ
ローサイトメトリーによって、ＨＬＡ－Ａ、Ｂ、ＣならびにＨＬＡ－ＤＲ分子の数を分析
および定量した。分析は、白血球（ＣＤ４５＋）、腫瘍／上皮細胞（Ｅｐｃａｍ＋）、お
よび内皮細胞（ＣＤ３１＋；後者は７つの卵巣腫瘍のサブセットのみ）の細胞型特異的Ｈ
ＬＡ発現の別個の定量を目的とした。完全なゲーティングストラテジーについては、図６
を参照されたい。細胞あたりのＨＬＡ分子の中央値は、異なる細胞型および個々の患者の
双方において不均一であり、約５，０００～１５０，０００個のＨＬＡクラスＩおよび約
５００～３３０，０００個のＨＬＡ－ＤＲ分子に及んだ。ＨＬＡ－Ａ、Ｂ、およびＣ分子
の数は、良性組織と対比して、腫瘍から単離された白血球上で有意に高く（ｐ＝０．０２
０５）、腫瘍内で進行中の炎症反応が示唆がされた。良性組織由来の上皮細胞と腫瘍細胞
を比較すると、ＨＬＡクラスＩ発現の強い差異もまた見られた。ＨＬＡクラスＩ分子発現
は、腫瘍細胞（約７５，０００子／細胞）上で有意に（ｐ＝０．００２１）高かったが、
内皮細胞（約９５，０００分子／細胞）などのその他の間質細胞の範囲内にとどまった。
驚くことに、本発明者らは、ＥＯＣ細胞上のＨＬＡ－ＤＲの強い発現（約１０５，０００
分子／細胞）からある程度桁外れに強い発現（＞３００，０００分子／細胞）を証明した
のに対して、良性上皮細胞はＨＬＡ－ＤＲに対して実質的に陰性であった（ｐ＝０．０１
０８）。全体として、本発明者らは、腫瘍内のＭＨＣクラスＩおよびクラスＩＩ発現の増
加を観察し得た。
【０３５１】
　ＨＬＡリガンドーム解析および比較プロファイリングは、ＥＯＣ特異的抗原提示を明ら
かにする。ＥＯＣのＨＬＡリガンドレパートリーをマッピングするために、発明者らは、
バルク腫瘍組織からＨＬＡ分子を単離し、合計３４のＥＯＣについて質量分析を実施して
、ＨＬＡリガンドームを特性決定した（患者特性およびＨＬＡタイピングについては表７
を参照されたい）。
【０３５２】
【表７－１】
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【表７－３】
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【表７－４】

【０３５３】
　ＭＨＣクラスＩについて、本発明者らは、９，１３６種の異なる供給源タンパク質（平
均１，２３９個／サンプル）から出現する２２，９２０種のユニークなペプチド（平均１
，２６３個／サンプル）を同定し得て、これは、推定された最大到達可能範囲の＞９０％
に達する（図７ａを参照されたい）。
【０３５４】
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実施例２、（Ｅｘａｍｐｌｅ　２，）関連ＨＬＡリガンドのトップの同定
　この膨大なデータのカタログから、ＥＯＣの最も特異的なＨＬＡリガンドを抽出するこ
とを目指して、本発明者らは、ＨＬＡリガンド起源タンパク質を、ＰＢＭＣ（ｎ＝３０）
、骨髄（ｎ＝１０）、肝臓（ｎ＝１５）、結腸（ｎ＝１２）、卵巣（ｎ＝４）、および腎
臓（ｎ＝１６）からのサンプルからなる、良性起源の社内データベース（「ＨＬＡ良性リ
ガンドデータベース」）と比較した。ＨＬＡ良性リガンドデータベースは、１０，０１２
個の起源タンパク質に相当する３１，０３２個のペプチドを含有し、健常ドナーからの血
液または骨髄、ならびに組織病理学的に評価された正常組織を使用して確立され、全てＥ
ＯＣで使用されるのと全く同じパイプラインで分析された。比較プロファイリングでは、
「一発屋」（すなわち、１つの起源のみで提示されて低いＰＳＭカウントを有するペプチ
ド）を双方のデータセットから除去して、偽陽性ヒットに対応した。２つのそれぞれのデ
ータセットの比較解析（図２Ａを参照されたい）から、試験された患者のうち少なくとも
３人においてＥＯＣによって排他的に提示される、３７９個のＭＨＣクラスＩ起源タンパ
ク質が明らかにされ、ＥＯＣ特異的ＨＬＡペプチドのレパートリーが強調された。それら
の提示頻度に従って格付けされたＴＯＰ１００　ＥＯＣ特異的起源タンパク質が、図２Ｂ
に視覚化される。この分析によってもたらされた最も重要なＥＯＣ特異的ＨＬＡリガンド
起源タンパク質は、がん抗原１２５（ＣＡ－１２５）としてもまた知られているムチン１
６（ＭＵＣ１６）であった。全体で８０種を超える異なるＭＵＣ１６由来ＨＬＡリガンド
（表８を参照されたい）が、患者のほぼ８０％（２６／３４）において提示された。
【０３５５】
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【表８－２】
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【表８－３】

【０３５６】
　これらのデータは、多数の異なるＨＬＡアロタイプによるＭＵＣ１６の頻繁なプロセシ
ングおよび提示を強調し、それはいかなるその他のＥＯＣ特異的抗原にも並ぶものがなく
、βアクチン（全体で１４９種の異なるペプチドが同定されている）などの頻繁に（＞９
５％）提示されるハウスキーピングタンパク質によってのみ反映される。ＴＯＰ１００　
ＥＯＣ特異的起源タンパク質の中で、ＭＵＣ１またはＫＬＫ１０のようなその他のよく確
立された腫瘍関連抗原、ならびにインドールアミン－２，３－ジオキシゲナーゼ（ＩＤＯ
１）またはガレクチン１（ＬＧＡＬＳ１）のような免疫回避機能が文献で十分に立証され
ている抗原が、同定された。
【０３５７】
　抗腫瘍免疫応答の支持または駆動における、ＣＤ４　Ｔ細胞の能力のために、本発明者
らは、同じアプローチを用いて、ＥＯＣ（ｎ＝２２）におけるＭＨＣクラスＩＩ提示ペプ
チドをさらに分析し、２，３３０個の起源タンパク質（平均３１９個／サンプル）に相当
する９，１６２個のペプチド（平均５９８個／サンプル）を得て、これは達成可能範囲の
＞８０％に達する（図７Ｂを参照されたい）。ＭＨＣクラスＩＩのＨＬＡ良性リガンドデ
ータセットは、骨髄（ｎ＝５）、ＰＢＭＣ（ｎ＝１３）、結腸（ｎ＝２）、肝臓（ｎ＝７
）、および腎臓（ｎ＝１７）に由来する、１，７１９個の起源タンパク質に相当する、７
，２６７個のペプチドを含有した。ＴＯＰ１００　ＭＨＣクラスＩＩ提示抗原の解析によ
り、より不均一で複雑な状況が明らかにされた（図２Ｃ）。注目すべきことに、ＭＨＣは
、ＭＵＣ１６の確立されたリガンドであるメソテリン（ＭＳＬＮ）のペプチドを提示して
、ほぼ５０％の患者で同定され得た（１０／２２；図２Ｄ）。ＭＵＣ１６それ自体は、Ｔ
ＯＰ１００クラスＩＩ抗原の中には存在しなかったが、それでもなお、それぞれのリガン
ドが４人の患者において検出され得た。
【０３５８】
　ＴＯＰ１００　ＥＯＣＨＬＡリガンド起源タンパク質以外に、本発明者らは、それらの
豊富さを検証する臨床応用のためにこれまで使用されてきた、確立されたがん精巣および
腫瘍関連抗原（Ｈｅｒ２ｎｅｕ、ＷＴ１、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ｈＴｅｒｔ、およびｐ５３
）をさらに探した。本発明者らは、ＮＹ－ＥＳＯ－１を除く全ての抗原についてＨＬＡ提
示ペプチドを同定し得たが、それらのいずれもＥＯＣ上で排他的に提示されなかった（表
９）。低頻度（３／３４）ではあるが、ＥＯＣ特異的提示を示す唯一のリガンドは、Ｈｅ
ｒ２ｎｅｕ由来のＨＬＡクラスＩリガンドであった（ただし、ＨＬＡクラスＩＩではない
）。
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【０３５９】
【表９】

【０３６０】
実施例３：ＥＯＣ関連ＨＬＡ提示ペプチドの細胞起源
　ＥＯＣはがん細胞を具現するだけでなく、むしろ異なる細胞型の異種起源混合物に相当
するので、本発明者らは、ＭＨＣクラスＩ　ＴＯＰ１００抗原が、確かに元来がん細胞に
よって提示されたかどうかを尋ねた。この目的のために、本発明者らは、ＥＯＣおよび分
離されたＣＤ４５＋白血球、ＥｐＣａｍ＋腫瘍細胞、ならびに２つのマーカーについて陰
性の間質細胞を消化し（濃縮効率については表１０を参照されたい）、引き続いて本発明
者らは、各サブセットについて個別にＨＬＡリガンドミクス（ｌｉｇａｎｄｏｍｉｃｓ）
を実施した。
【０３６１】
表10: 細胞濃縮効率:
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【表１０】

【０３６２】
　本発明者らは、非標識定量法を用いて、合計５個のＥＯＣ中の各同定されたＨＬＡリガ
ンドの供給源を判定した（代表的な例については図３を参照されたい）。予期されたよう
に、（４／５）ＥＯＣサンプル上で同定されたＭＵＣ１６由来ＨＬＡリガンドは、濃縮の
効率次第で中央値が５倍の過剰発現（１．８&#12316;１３５倍の範囲）で、濃縮がん細胞
上で常に過剰発現された。同じことが、ＤＤＲ１、ＳＯＸ９、ＣＲＡＢＰ１／２、ＥＹＡ
２、ＬＡＭＣ２、ＭＵＣ１またはＫＬＫ１０のようなその他の頻繁に提示されたいくつか
のＴＯＰ１００抗原についても当てはまった。しかし、その他のいくつかの抗原、特に、
Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ３、ＴＬＲ７）または２’－５’－オリゴアデニル酸シンター
ゼ様タンパク質シンターゼ（ＯＡＳＬ）などのインターフェロンによって上方制御される
ことが知られているものは、腫瘍細胞によって提示されることが明白に示され得ず、むし
ろＣＤ４５＋白血球および／または間質細胞上で強い過剰発現を示した。腫瘍関連抗原の
他に、本発明者らは、細胞型特異的発現を有する起源タンパク質からのリガンドもまた認
識した。例えば、ＣＤ８、ＣＤ１３２またはリンパ球特異的タンパク質１（ＬＳＰ１）に
由来するリガンドは、ＣＤ４５＋細胞上で高度に過剰発現することが見出され、間質の内
皮細胞によって発現される可能性が高いフォン・ウィルブランド（ｖａｎ　Ｗｉｌｌｅｂ
ｒａｎｄ）因子（ｖＷＦ）は、間質サブセット内で高度に過剰発現することが見いだされ
、この細胞型特異的アプローチの強みが強調された。
【０３６３】
実施例４：ＭＵＣ１６誘導リガンドの免疫原性解析
　ペプチドワクチンの応用性にとって、免疫原性は必須である。同定されたＨＬＡリガン
ドの免疫原性を評価するために、本発明者らは、人工抗原提示細胞と健常ドナーの血液か
ら単離されたＴ細胞とが関与する、Ｔ細胞プライミングプロトコルを用いた。トップのＥ
ＯＣ関連抗原ＭＵＣ１６に関するこの分析の結果が、表１１に提示される。これまでに試
験された２３種の異なるペプチドのうち、１８種が少なくとも１／３のドナーにおいて免
疫原性であることが示された。このほぼ８０％の認識率は、ヒト集団におけるＴ細胞を認
識する未感作ＭＵＣ１６の存在を確認する。その他のＴＯＰ１００抗原（例えば、ＩＤＯ
１、ＬＧＡＬＳ１）でも、同様の結果が得られている。
【０３６４】
表11: MUC16 / CA-125からのHLAリガンドを提示したEOCの免疫原性分析
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【表１１】

【０３６５】
実施例５：ＨＬＡリガンド提示のためのバイオマーカー
　抗原特異的がん免疫療法（例えば、ペプチドワクチン接種、養子Ｔ細胞移入）は、短い
時間枠で候補抗原の厳密な選択を必要とする。しかし、ＨＬＡリガンドーム解析は、適切
な材料の欠如のために、常に可能であるとは限らない。実現可能な代案は、腫瘍細胞上の
ＨＬＡリガンドの存在を予測するためのバイオマーカーの使用であろう。免疫組織化学検
査によって分析されたタンパク質発現（免疫反応性スコア、ＩＲＳ）が、ＨＬＡリガンド
提示の代理マーカーの役割を果たすかどうかを評価するために、本発明者らは、免疫組織
化学検査によって、ＴＯＰ１００　ＭＨＣクラスＩ抗原ＭＵＣ１６およびＩＤＯ１ならび
にＴＯＰ１００　ＭＨＣクラスＩＩ抗原ＭＳＬＮを分析し、染色強度（図４Ａ）を同一腫
瘍上のＨＬＡリガンドの存在または非存在と相関させた。ＭＵＣ１６およびＭＳＬＮの双



(79) JP 6862411 B2 2021.4.21

10

20

30

40

50

方について、染色スコアは、各起源タンパク質のＨＬＡリガンドを提示する腫瘍上で有意
に高かった（図４Ｃ）。手術日に判定されたＣＡ－１２５血清レベルについても同様であ
り（図４Ｄ）、ペプチドワクチン接種の候補抗原の適切な選択のために、これらのパラメ
ーターを使用し得ることが示唆される。対照的に、ＩＤＯ１はリガンド提示との有意な関
連性を示さなかった。
【０３６６】
実施例６：ＭＵＣ１６／ＭＳＬＮ軸の予後関連性
　免疫療法の標的としてのそれらの重要性のために、本発明者らは、ＭＳＬＮおよびＭＵ
Ｃ１６もまた、本発明者らの免疫ペプチドーム集団と類似した患者における予後関連性を
有するかどうかを評価することを希望した。この目的のために、本発明者らは、高悪性度
漿液性卵巣がん（ＦＩＧＯ病期分類ＩＩ～ＩＩＩ）の組織マイクロアレイ（ＴＭＡ）中の
免疫組織化学検査によって、双方の抗原の発現ならびにＴ細胞浸潤の程度を分析した。予
後に関連する交絡因子を回避するために、本発明者らは、至適に減量されたがん（＜１ｃ
ｍ未満の残留塊）を有する７１人の患者に、本発明者らの分析を限定した。
【０３６７】
　本発明者らはＭＵＣ１６染色の予後効果を観察しなかった一方で、強いＭＳＬＮ染色は
、顕著な境界有意性（ｐ＝０．０５７２）で、全生存期間中央値の５０ヶ月から２８ヶ月
への減少と関連していた（図５Ａ）。それらの予後の関連性が異なるにもかかわらず、Ｍ
ＵＣ１６およびＭＳＬＮの染色スコアは、直接的かつ非常に有意な相関を示した（スピア
マン相関係数ｒ＝０．５２３７；９５％ｃｉ＝０．３１５９－０．６８３５、両側有意性
ｐ＜０．００１）。
【０３６８】
　Ｔ細胞浸潤の評価のために、本発明者らは、腫瘍（ＣＤ３Ｅ）および線維血管間質（Ｃ
Ｄ３Ｓ）の上皮内区画におけるＣＤ３　Ｔ細胞の数を別々に評価した。注目すべきことに
、上皮内Ｔ細胞の数が有意な（ｐ＜０．００６３）予後の影響を示したのに対して、周囲
の間質の浸潤のみでは、予後の関連性はなかった（図５Ｂ）。ＭＳＬＮとＣＤ３染色を組
み合わせたサブグループ解析においてのみ、ＣＤ３Ｅ（ｐ＜０．００１）およびＣＤ３Ｓ
（ｐ＜０．００４９）の双方について、低ＭＳＬＮおよび高Ｔ細胞浸潤を有する腫瘍に対
する有意な予後の利点が観察された（図５Ｃ）。最も顕著なことに、高い腫瘍内Ｔ細胞浸
潤（ＣＤ３Ｅ）と低いＭＳＬＮ染色の組み合わせは、長期のがん生存者（３年を超えて生
存が確認された１０／１１人の患者）のサブセットを画定した。
【０３６９】
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