
JP 5728717 B2 2015.6.3

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＨＬＡ－Ａ２４拘束性の細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）誘導能を有する１５アミノ酸
未満の単離されたペプチドであって、
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６、２５、３０、および３１
からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたペプチド。
【請求項２】
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６、２５、３０、および３１からなる群より選択
されるアミノ酸配列からなる、単離されたペプチド。
【請求項３】
　ＨＬＡ－Ａ２４拘束性の細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）誘導能を有する１５アミノ酸
未満の単離されたペプチドであって、１個または２個のアミノ酸が置換された、ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６、２５、３０、および３１からなる群より選択されるアミ
ノ酸配列を含み、前記置換が以下の（ａ）および（ｂ）のいずれかまたは両方である、ペ
プチド：
　（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６、２５、３０、および３１からなる群よ
り選択されるアミノ酸配列におけるＮ末端から２番目のアミノ酸が、フェニルアラニン、
チロシン、メチオニン、およびトリプトファンからなる群より選択されるアミノ酸で置換
されている（ただしＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、１６および３１のアミノ酸配列については
チロシンへの置換を除き、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８のアミノ酸配列についてはフェニルア
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ラニンへの置換を除く）；ならびに
　（ｂ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６、２５、３０、および３１からなる群よ
り選択されるアミノ酸配列におけるＣ末端のアミノ酸が、フェニルアラニン、ロイシン、
イソロイシン、トリプトファン、およびメチオニンからなる群より選択されるアミノ酸で
置換されている 　（ただしＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２および３１のアミノ酸配列について
はフェニルアラニンへの置換を除き、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７、２５、および３０のアミ
ノ酸配列についてはロイシンへの置換を除き、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８および１６のアミ
ノ酸配列についてはイソロイシンへの置換を除く）。
【請求項４】
　ＨＬＡ－Ａ２４拘束性の細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）誘導能を有する単離されたペ
プチドであって、１個または２個のアミノ酸が置換された、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７
、８、１６、２５、３０、および３１からなる群より選択されるアミノ酸配列からなり、
前記置換が以下の（ａ）および（ｂ）のいずれかまたは両方である、ペプチド：
　（ａ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６、２５、３０、および３１からなる群よ
り選択されるアミノ酸配列におけるＮ末端から２番目のアミノ酸が、フェニルアラニン、
チロシン、メチオニン、およびトリプトファンからなる群より選択されるアミノ酸で置換
されている 　（ただしＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、１６および３１のアミノ酸配列につい
てはチロシンへの置換を除き、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８のアミノ酸配列についてはフェニ
ルアラニンへの置換を除く）；ならびに
　（ｂ）ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６、２５、３０、および３１からなる群よ
り選択されるアミノ酸配列におけるＣ末端のアミノ酸が、フェニルアラニン、ロイシン、
イソロイシン、トリプトファン、およびメチオニンからなる群より選択されるアミノ酸で
置換されている 　（ただしＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２および３１のアミノ酸配列について
はフェニルアラニンへの置換を除き、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７、２５、および３０のアミ
ノ酸配列についてはロイシンへの置換を除き、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８および１６のアミ
ノ酸配列についてはイソロイシンへの置換を除く）。
【請求項５】
　ノナペプチドまたはデカペプチドである、請求項１～４のいずれか一項記載の単離され
たペプチド。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか一項記載のペプチドをコードする、単離されたポリヌクレオチ
ド。
【請求項７】
　細胞表面上のＨＬＡ－Ａ２４と請求項１～５いずれか一項記載のペプチドとの間で形成
された複合体を認識し得るＣＴＬを誘導するための組成物であって、請求項１～５のいず
れか一項記載の１種もしくは複数種のペプチド、または請求項６記載の１種もしくは複数
種のポリヌクレオチドを含む組成物。
【請求項８】
　ＨＬＡ－Ａ２４を有する対象においてがんの治療および／もしくは予防のための、なら
びに／または術後のその再発の予防のための薬学的組成物であって、請求項１～５のいず
れか一項記載の１種もしくは複数種のペプチド、または請求項６記載の１種もしくは複数
種のポリヌクレオチドを含む薬学的組成物。
【請求項９】
　がんを治療するために製剤化される、請求項８記載の薬学的組成物。
【請求項１０】
　ＣＴＬ誘導能を有する抗原提示細胞（ＡＰＣ）をインビトロで誘導するための方法であ
って、以下の段階の１つを含む方法：
　（ａ）ＨＬＡ－Ａ２４を有するＡＰＣを、請求項１～５のいずれか一項記載のペプチド
とインビトロで接触させる段階；および
　（ｂ）請求項１～５のいずれか一項記載のペプチドをコードするポリヌクレオチドを、
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ＨＬＡ－Ａ２４を有するＡＰＣに導入する段階。
【請求項１１】
　以下の段階の少なくとも１つを含む方法のいずれかによって、ＣＴＬをインビトロで誘
導するための方法：
　（ａ）ＣＤ８陽性Ｔ細胞を、ＨＬＡ－Ａ２４と請求項１～５のいずれか一項記載のペプ
チドとの複合体をその表面上に提示するＡＰＣと共培養する段階；
　（ｂ）ＣＤ８陽性Ｔ細胞を、ＨＬＡ－Ａ２４と請求項１～５のいずれか一項記載のペプ
チドとの複合体をその表面上に提示するエキソソームと共培養する段階；および
　（ｃ）請求項１～５のいずれか一項記載のペプチドとＨＬＡ－Ａ２４のＨＬＡ分子との
複合体に結合するＴ細胞受容体（ＴＣＲ）サブユニットポリペプチドをコードするポリヌ
クレオチドを含む遺伝子を、Ｔ細胞に導入する段階。
【請求項１２】
　ＨＬＡ－Ａ２４と請求項１～５のいずれか一項記載のペプチドとの複合体をその表面上
に提示する、単離されたＡＰＣ。
【請求項１３】
　請求項１０記載の方法によって誘導される、請求項１２記載のＡＰＣ。
【請求項１４】
　請求項１～５のいずれか一項記載のペプチドを標的とする、単離されたＣＴＬであって
、細胞表面上のＨＬＡ－Ａ２４と請求項１～５のいずれか一項記載のペプチドとの複合体
を認識し得るＣＴＬ。
【請求項１５】
　請求項１１記載の方法によって誘導される、請求項１４記載のＣＴＬ。
【請求項１６】
　ＨＬＡ－Ａ２４を有する対象においてがんに対する免疫応答を誘導するための組成物で
あって、請求項１～５のいずれか一項記載のペプチド、または該ペプチドをコードするポ
リヌクレオチドを含む組成物。
【請求項１７】
　請求項１～５のいずれか一項記載の１種もしくは複数種のペプチド、または請求項６記
載の１種もしくは複数種のポリヌクレオチドを含む、ＨＬＡ－Ａ２４を有する抗原提示細
胞を誘導するための剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
優先権
　本出願は、２００９年２月１８日に出願された米国仮特許出願第６１／１５３,４０８
号の恩典を主張し、その内容の全体は参照により本明細書に組み入れられる。
【０００２】
　本発明は、生物科学の分野、より具体的にはがん治療の分野に関連する。特に本発明は
、がんワクチンとして極めて有効な新規ペプチド、ならびに腫瘍を治療および予防するた
めの薬物に関連する。
【背景技術】
【０００３】
　ＣＤ８陽性ＣＴＬは、主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）クラスＩ分子上の腫瘍関連
抗原（ＴＡＡ）由来のエピトープペプチドを認識し、その後、腫瘍細胞を殺傷することが
実証されている。ＴＡＡの最初の例としてメラノーマ抗原（ＭＡＧＥ）ファミリーが発見
されて以来、他の多くのＴＡＡが、免疫学的アプローチによって発見されており（非特許
文献１:Boon T, Int J Cancer 1993 May 8, 54(2): 177-80;非特許文献２:Boon T & van 
der Bruggen P, J Exp Med 1996 Mar 1, 183(3): 725-9)、このＴＡＡのいくつかは、現
在、免疫療法の標的として臨床開発の過程にある。
【０００４】
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　強力かつ特異的な抗腫瘍免疫応答を誘導する新規ＴＡＡの同定により、様々な種類のが
んにおけるペプチドワクチン接種戦略のさらなる発展および臨床的適用が保証される（非
特許文献３:Harris CC, J Natl Cancer Inst 1996 Oct 16, 88(20): 1442-55;非特許文献
４:Butterfield LH et al., Cancer Res 1999 Jul 1, 59(13): 3134-42;非特許文献５:Vi
ssers JL et al., Cancer Res 1999 Nov 1, 59(21): 5554-9;非特許文献６:van der Burg
 SH et al., J Immunol 1996 May 1, 156(9): 3308-14;非特許文献７:Tanaka F et al., 
Cancer Res 1997 Oct 15, 57(20): 4465-8;非特許文献８:Fujie T et al., Int J Cancer
 1999 Jan 18, 80(2): 169-72;非特許文献９:Kikuchi M et al., Int J Cancer 1999 May
 5, 81(3): 459-66;非特許文献１０:Oiso M et al., Int J Cancer 1999 May 5, 81(3): 
387-94）。これまでに、これらの腫瘍関連抗原由来ペプチドを用いた臨床試験がいくつか
報告されている。残念ながらこれまでのところ、これらのがんワクチン試験では低い客観
的奏功率しか観察できていない（非特許文献１１:Belli F et al., J Clin Oncol 2002 O
ct 15, 20(20): 4169-80;非特許文献１２:Coulie PG et al., Immunol Rev 2002 Oct, 18
8: 33-42;非特許文献１３:Rosenberg SA et al., Nat Med 2004 Sep, 10(9): 909-15）。
【０００５】
　免疫療法の標的としての、好適なＴＡＡは、がん細胞の増殖および生存に不可欠であり
、そのわけは、そのようなＴＡＡを用いることで、治療によって誘発される免疫選択の結
果としてのＴＡＡの欠失、変異、または下方制御に起因し得るがん細胞の免疫回避の詳説
されているリスクが、最小限に抑えられ得るためである。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Boon T, Int J Cancer 1993 May 8, 54(2): 177-80
【非特許文献２】Boon T & van der Bruggen P, J Exp Med 1996 Mar 1, 183(3): 725-9
【非特許文献３】Harris CC, J Natl Cancer Inst 1996 Oct 16, 88(20): 1442-55
【非特許文献４】Butterfield LH et al., Cancer Res 1999 Jul 1, 59(13): 3134-42
【非特許文献５】Vissers JL et al., Cancer Res 1999 Nov 1, 59(21): 5554-9
【非特許文献６】van der Burg SH et al., J Immunol 1996 May 1, 156(9): 3308-14
【非特許文献７】Tanaka F et al., Cancer Res 1997 Oct 15, 57(20): 4465-8
【非特許文献８】Fujie T et al., Int J Cancer 1999 Jan 18, 80(2): 169-72
【非特許文献９】Kikuchi M et al., Int J Cancer 1999 May 5, 81(3): 459-66
【非特許文献１０】Oiso M et al., Int J Cancer 1999 May 5, 81(3): 387-94)
【非特許文献１１】Belli F et al., J Clin Oncol 2002 Oct 15, 20(20): 4169-80
【非特許文献１２】Coulie PG et al., Immunol Rev 2002 Oct, 188: 33-42
【非特許文献１３】Rosenberg SA et al., Nat Med 2004 Sep, 10(9): 909-15)
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は、免疫療法の適切な標的の発見に一部基づいている。ＴＡＡは概して免疫系に
とって「自己」として認識され、したがって免疫原性がない場合が多いため、適切な標的
を発見することは極めて重要である。上記したように、ＦＯＸＭ１（ＧｅｎＢａｎｋアク
セッション番号ＮＭ＿２０２００２．１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３３）の遺伝子によって
コードされるＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３４）が、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、膀胱癌、乳
癌、子宮頸癌、胆管細胞癌、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、結腸直腸癌、食道癌、胃癌、
びまん性胃癌、肝癌、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）、リンパ腫、骨肉腫、卵巣癌、膵癌、
前立腺癌、腎癌、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）、軟部組織腫瘍、および精巣腫瘍などのがん組
織において上方制御されると同定された。したがって、ＦＯＸＭ１は免疫療法の候補標的
である。
【０００８】
　本発明は、ＦＯＸＭ１に特異的な細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）を誘導する能力を有
する、ＦＯＸＭ１の特異的エピトープペプチドの同定に少なくとも一部基づいている。以
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下に詳述するように、健常ドナーから得られた末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、ＦＯＸＭ
１由来のＨＬＡ－Ａ＊２４０２結合候補ペプチドを用いて刺激した。次に、各候補ペプチ
ドをパルスしたＨＬＡ－Ａ２４陽性標的細胞に対する特異的細胞傷害性を有するＣＴＬ株
を樹立した。これらの結果から、これらのペプチドが、ＦＯＸＭ１を発現する細胞に対し
て強力かつ特異的な免疫応答を誘導し得るＨＬＡ－Ａ２４拘束性エピトープペプチドであ
ることが実証される。これらの結果から、ＦＯＸＭ１は免疫原性が強く、そのエピトープ
は腫瘍免疫療法の有効な標的であることが実証される。
【０００９】
　したがって、本発明の目的は、ＦＯＸＭ１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３４）またはその断
片である、ＨＬＡ抗原に結合する単離されたペプチドを提供することである。本発明のペ
プチドは、ＣＴＬ誘導能を有すると予測される。それらは、ＣＴＬをエクスビボで誘導す
るために用いることができ、またはＡＭＬ、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、胆管細胞癌、ＣＭ
Ｌ、結腸直腸癌、食道癌、胃癌、びまん性胃癌、肝癌、ＮＳＣＬＣ、リンパ腫、骨肉腫、
卵巣癌、膵癌、前立腺癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組織腫瘍、および精巣腫瘍などのがんに
対する免疫応答を誘導するために対象に投与することができる。好ましくは、ペプチドは
ノナペプチドまたはデカペプチドであり、より好ましくは、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７
、８、１６、２５、３０、および３１の群より選択されるアミノ酸配列からなり、強力な
ＣＴＬ誘導能を示す。
【００１０】
　本発明は、改変されたペプチドが元のＣＴＬ誘導能を保持する限り、１個、２個、また
はそれ以上のアミノ酸が置換または付加されている、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、
１６、２５、３０、および３１のアミノ酸配列を有する改変ペプチドを意図する。
【００１１】
　さらに本発明は、本発明のペプチドのいずれかをコードする単離されたポリヌクレオチ
ドを提供する。これらのポリヌクレオチドは、本発明のペプチドと同様に、ＣＴＬ誘導能
を有する抗原発現細胞（ＡＰＣ）を誘導または調製するために用いることができ、または
がんに対する免疫応答を誘導するために対象に投与することができる。
【００１２】
　対象に投与した場合、本発明のペプチドはＡＰＣの表面上に提示され、その後、各ペプ
チドを標的とするＣＴＬを誘導する。したがって、本発明の１つの局面は、ＣＴＬを誘導
するための、本発明の任意のペプチドまたはポリヌクレオチドを含む組成物または物質を
提供することである。さらに、該ペプチドまたはポリヌクレオチドのいずれかを含む組成
物または物質は、ＡＭＬ、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、胆管細胞癌、ＣＭＬ、結腸直腸癌、
食道癌、胃癌、びまん性胃癌、肝癌、ＮＳＣＬＣ、リンパ腫、骨肉腫、卵巣癌、膵癌、前
立腺癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組織腫瘍、および精巣腫瘍などのがんを治療および／もし
くは予防するために、ならびに／または術後のその再発を予防するために用いることがで
きる。したがって、本発明のさらに別の目的は、本発明のペプチドまたはポリヌクレオチ
ドのいずれかを含む、がんの治療および／もしくは予防のための、ならびに／または術後
のその再発の予防のための薬学的な組成物または物質を提供することである。本発明の薬
学的な組成物または物質は、有効成分として、本発明のペプチドまたはポリヌクレオチド
の代わりに、またはそれに加えて、本発明のペプチドのいずれかを提示するＡＰＣまたは
エキソソームを含んでもよい。
【００１３】
　本発明のペプチドまたはポリヌクレオチドを用いて、例えば、対象由来のＡＰＣを本発
明のペプチドと接触させるか、または本発明のペプチドをコードするポリヌクレオチドを
ＡＰＣに導入することによって、ＨＬＡ抗原と本発明のペプチドとの複合体をその表面上
に提示するＡＰＣを誘導することができる。そのようなＡＰＣは標的ペプチドに対する高
いＣＴＬ誘導能を有し、がん免疫療法に有用である。したがって、本発明の別の目的は、
ＣＴＬ誘導能を有するＡＰＣを誘導する方法、および該方法によって得られるＡＰＣを提
供することである。
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【００１４】
　本発明のさらなる目的は、ＣＤ８陽性細胞を、本発明のペプチドをその表面上に提示す
るＡＰＣもしくはエキソソームと共培養する段階、または本発明のペプチドに結合するＴ
細胞受容体（ＴＣＲ）サブユニットをコードするポリヌクレオチドを含む遺伝子を導入す
る段階を含む、ＣＴＬを誘導するための方法を提供することである。本発明の方法によっ
て得られ得るＣＴＬは、ＡＭＬ、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、胆管細胞癌、ＣＭＬ、結腸直
腸癌、食道癌、胃癌、びまん性胃癌、肝癌、ＮＳＣＬＣ、リンパ腫、骨肉腫、卵巣癌、膵
癌、前立腺癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組織腫瘍、および精巣腫瘍などのがんの治療および
／または予防においても使用される。したがって、本発明の別の目的は、本発明の方法に
よって得られ得るＣＴＬを提供することである。
【００１５】
　さらに、本発明のさらなる目的は、ＦＯＸＭ１もしくはその断片、ＦＯＸＭ１もしくは
その断片をコードするポリヌクレオチド、またはＦＯＸＭ１もしくはその断片を提示する
エキソソームもしくはＡＰＣを含む物質または組成物を投与する段階を含む、がんに対す
る免疫応答を誘導するための方法を提供することである。
【００１６】
　本発明は、ＡＭＬ、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、胆管細胞癌、ＣＭＬ、結腸直腸癌、食道
癌、胃癌、びまん性胃癌、肝癌、ＮＳＣＬＣ、リンパ腫、骨肉腫、卵巣癌、膵癌、前立腺
癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組織腫瘍、および精巣腫瘍などの癌を含む、ＦＯＸＭ１過剰発
現に関連する任意の疾患に適用することができる。
【００１７】
[本発明1001]
　ＨＬＡ抗原に結合し、かつ細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）誘導能を有する単離された
ペプチドであって、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：34のアミノ酸配列からなるか、またはその免疫
学的活性断片である単離されたペプチド。
[本発明1002]
　ＨＬＡ抗原がＨＬＡ－Ａ24である、本発明1001の単離されたペプチド。
[本発明1003]
　ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：2、7、8、16、25、30、および31からなる群より選択されるアミ
ノ酸配列を含む、本発明1001または1002の単離されたペプチド。
[本発明1004]
　ノナペプチドまたはデカペプチドである、本発明1002または1003の単離されたペプチド
。
[本発明1005]
　1個、2個、または数個のアミノ酸が挿入、置換、欠失、または付加されている、ＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ：2、7、8、16、25、30、および31からなる群より選択されるアミノ酸配列
からなる、本発明1004の単離されたペプチド。
[本発明1006]
　以下の特徴の一方または両方を有する、本発明1004または1005のペプチド：
　（ａ）Ｎ末端から2番目のアミノ酸が、フェニルアラニン、チロシン、メチオニン、お
よびトリプトファンの群より選択される；ならびに
　（ｂ）Ｃ末端のアミノ酸が、フェニルアラニン、ロイシン、イソロイシン、トリプトフ
ァン、およびメチオニンの群より選択される。
[本発明1007]
　本発明1001～1006のいずれかのペプチドをコードする、単離されたポリヌクレオチド。
[本発明1008]
　ＣＴＬを誘導するための組成物であって、本発明1001～1006のいずれかの1種もしくは
複数種のペプチド、または本発明1007の1種もしくは複数種のポリヌクレオチドを含む組
成物。
[本発明1009]
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　がんの治療および／もしくは予防のための、ならびに／または術後のその再発の予防の
ための薬学的組成物であって、本発明1001～1006のいずれかの1種もしくは複数種のペプ
チド、または本発明1007の1種もしくは複数種のポリヌクレオチドを含む薬学的組成物。
[本発明1010]
　ＨＬＡ抗原がＨＬＡ－Ａ24である対象への投与のために製剤化される、本発明1009の薬
学的組成物。
[本発明1011]
　がんを治療するために製剤化される、本発明1009または1010の薬学的組成物。
[本発明1012]
　ＣＴＬ誘導能を有する抗原提示細胞（ＡＰＣ）を誘導するための方法であって、以下の
段階の1つを含む方法：
　（ａ）ＡＰＣを、本発明1001～1006のいずれかのペプチドとインビトロ、エクスビボ、
またはインビボで接触させる段階；および
　（ｂ）本発明1001～1006のいずれかのペプチドをコードするポリヌクレオチドを、ＡＰ
Ｃに導入する段階。
[本発明1013]
　以下の段階の少なくとも1つを含む方法のいずれかによって、ＣＴＬを誘導するための
方法：
　（ａ）ＣＤ8陽性Ｔ細胞を、ＨＬＡ抗原と本発明1001～1006のいずれかのペプチドとの
複合体をその表面上に提示するＡＰＣと共培養する段階；
　（ｂ）ＣＤ8陽性Ｔ細胞を、ＨＬＡ抗原と本発明1001～1006のいずれかのペプチドとの
複合体をその表面上に提示するエキソソームと共培養する段階；および
　（ｃ）本発明1001～1006のいずれかのペプチドに結合するＴ細胞受容体（ＴＣＲ）サブ
ユニットポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む遺伝子を、Ｔ細胞に導入する
段階。
[本発明1014]
　ＨＬＡ抗原と本発明1001～1006のいずれかのペプチドとの複合体をその表面上に提示す
る、単離されたＡＰＣ。
[本発明1015]
　本発明1012の方法によって誘導される、本発明1014のＡＰＣ。
[本発明1016]
　本発明1001～1006のいずれかのペプチドを標的とする、単離されたＣＴＬ。
[本発明1017]
　本発明1013の方法によって誘導される、本発明1016のＣＴＬ。
[本発明1018]
　対象においてがんに対する免疫応答を誘導する方法であって、本発明1001～1006のいず
れかのペプチド、その免疫学的活性断片、または該ペプチドもしくは該断片をコードする
ポリヌクレオチドを含む組成物を対象に投与する段階を含む方法。
　前述の本発明の概要および以下の詳細な説明はいずれも例示的な態様であり、本発明ま
たは本発明のその他の代替的な態様を限定するものではないことが理解されるべきである
。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
　本発明の様々な局面および適用は、以下の図面の簡単な説明ならびに本発明の詳細な説
明およびその好ましい態様を考慮することで、当業者に明白となるであろう。
【図１－１】図１は、ＦＯＸＭ１由来のペプチドを用いて誘導したＣＴＬにおけるＩＦＮ
－γ　ＥＬＩＳＰＯＴアッセイの結果を示す写真を示す。ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－２６
２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）のペプチドで刺激したウェル番号＃１、４、および＃７中
のＣＴＬ（ａ）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－３５１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７）で刺激し
た＃７中のＣＴＬ（ｂ）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－５７（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８）で



(8) JP 5728717 B2 2015.6.3

10

20

30

40

50

刺激した＃５中のＣＴＬ（ｃ）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２４０（ＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：１６）で刺激した＃３中のＣＴＬ（ｄ）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３１８（ＳＥ
Ｑ　ＩＤ　ＮＯ：２５）で刺激した＃６中のＣＴＬ（ｅ）、およびＦＯＸＭ１－Ａ２４－
１０－３９０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３０）で刺激した＃４中のＣＴＬ（ｆ）は、それぞ
れ対照と比較して強力なＩＦＮ－γ産生を示した。
【図１－２】ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２３８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３１）で刺激し
たウェル番号＃４中のＣＴＬ（ｇ）は、それぞれ対照と比較して強力なＩＦＮ－γ産生を
示した。対照的に、陰性データの典型的な例として、ペプチドをパルスした標的細胞に対
する、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－３１６（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１）のペプチドで刺激し
たＣＴＬからの特異的なＩＦＮ－γ産生は示されなかった（ｈ）。図中、「＋」は、適切
なペプチドをパルスした標的細胞に対するＩＦＮ－γ産生を示し、「－」は、いずれのペ
プチドもパルスしなかった標的細胞に対するＩＦＮ－γ産生を示す。これらの写真のウェ
ル上の四角は、対応するウェルから細胞を増殖させてＣＴＬ株を樹立したことを示す。
【図２】図２は、ＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＡアッセイによって検出された、ＦＯＸＭ１－Ａ
２４－９－２６２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）（ａ）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２４
０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６）（ｂ）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３１８（ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：２５）（ｃ）、およびＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２３８（ＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：３１）（ｄ）のペプチドで刺激したＣＴＬ株のＩＦＮ－γ産生を示す折れ線グラフ
を示す。これにより、各ペプチドによる刺激によって樹立されたＣＴＬ株が、対照と比較
して強力なＩＦＮ－γ産生を示すことが実証された。図中、「＋」は、適切なペプチドを
パルスした標的細胞に対するＩＦＮ－γ産生を示し、「－」は、いずれのペプチドもパル
スしなかった標的細胞に対するＩＦＮ－γ産生を示す。
【図３】図３は、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－２６２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）（ａ）、
ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２４０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６）（ｂ）、およびＦＯＸ
Ｍ１－Ａ２４－１０－２３８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３１）（ｃ）のペプチドで刺激した
ＣＴＬ株から限界希釈により樹立されたＣＴＬクローンのＩＦＮ－γ産生を示す。これに
より、各ペプチドによる刺激によって樹立されたＣＴＬクローンが、対照と比較して強力
なＩＦＮ－γ産生を示すことが実証された。図中、「＋」は、各ペプチドをパルスした標
的細胞に対するＩＦＮ－γ産生を示し、「－」は、いずれのペプチドもパルスしなかった
標的細胞に対するＩＦＮ－γ産生を示す。
【図４】図４は、ＦＯＸＭ１およびＨＬＡ－Ａ＊２４０２を外因的に発現する標的細胞に
対する特異的ＣＴＬ活性を示す折れ線グラフを示す。ＨＬＡ－Ａ＊２４０２または全長Ｆ
ＯＸＭ１遺伝子をトランスフェクトしたＣＯＳ７細胞を対照として調製した。ＦＯＸＭ１
－Ａ２４－９－２６２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）のペプチドを用いて樹立されたＣＴＬ
クローンは、ＦＯＸＭ１およびＨＬＡ－Ａ＊２４０２を両方ともトランスフェクトしたＣ
ＯＳ７細胞に対して特異的ＣＴＬ活性を示した（黒菱形）。対照的に、ＨＬＡ－Ａ＊２４
０２（白三角）またはＦＯＸＭ１（白丸）のいずれかを発現する標的細胞に対して、有意
な特異的ＣＴＬ活性は検出されなかった。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
態様の説明
　本発明の態様を実施または試験するにあたって、本明細書に記載の方法および材料と類
似のまたは同等な任意の方法および材料を用いることができるが、好ましい方法、装置、
および材料をここに記載する。しかしながら、本材料および方法について記載する前に、
本明細書に記載の特定の大きさ、形状、寸法、材料、方法論、プロトコール等は慣行的な
実験法および最適化に従って変更可能であるため、本発明がこれらに限定されないことが
理解されるべきである。本記載に使用する専門用語は特定の型または態様のみを説明する
目的のためのものであり、添付の特許請求の範囲によってのみ限定される本発明の範囲を
限定することは意図されないことも、同様に理解されるべきである。
【００２０】
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　本明細書において言及される各出版物、特許、または特許出願の開示は、その全体が参
照により本明細書に明確に組み入れられる。しかしながら、本明細書中のいかなるものも
、本発明が先の発明によるそのような開示に先行する権利を与えられないことを承認する
ものとしては解釈されるべきではない。
【００２１】
　矛盾する場合には、定義を含め、本明細書が優先される。加えて、材料、方法、および
実施例は単に例示であり、限定することを意図しない。
【００２２】
Ｉ．定義
　本明細書で用いる「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」、および「その（ｔｈｅ）」
という単語は、特に他に具体的に指示がない限り「少なくとも１つ」を意味する。
【００２３】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「タンパク質」という用語は、本明細書で互
換的に用いられ、アミノ酸残基のポリマーを指す。本用語は、１個または複数個のアミノ
酸残基が修飾された残基であるか、または対応する天然アミノ酸の人工的な化学的模倣体
などの非天然残基であるアミノ酸ポリマーと、天然アミノ酸ポリマーとに適用される。
【００２４】
　本明細書で用いる「アミノ酸」という用語は、天然アミノ酸および合成アミノ酸、なら
びに天然アミノ酸と同様に機能するアミノ酸類似体およびアミノ酸模倣体を指す。天然ア
ミノ酸とは、遺伝暗号によってコードされるアミノ酸、および細胞内で翻訳後に修飾され
たアミノ酸（例えば、ヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタミン酸、およびＯ－ホ
スホセリン）である。「アミノ酸類似体」という語句は、天然アミノ酸と同じ基本化学構
造（水素、カルボキシ基、アミノ基、およびＲ基に結合したα炭素）を有するが、修飾さ
れたＲ基または修飾された骨格を有する化合物（例えば、ホモセリン、ノルロイシン、メ
チオニン、スルホキシド、メチオニンメチルスルホニウム）を指す。「アミノ酸模倣体」
という語句は、一般的なアミノ酸とは異なる構造を有するが、同様の機能を有する化合物
を指す。
【００２５】
　アミノ酸は、本明細書において、ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ生化学命名法委員会（Ｂｉｏｃｈ
ｅｍｉｃａｌ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎ）の推奨する、一般に
公知の３文字表記または１文字表記により参照されてもよい。
【００２６】
　「遺伝子」、「ポリヌクレオチド」、「ヌクレオチド」、および「核酸」という用語は
、本明細書において互換的に用いられ、他に特記しない限り、これらは、一般に受け入れ
られている１文字コードにより参照されるアミノ酸と同様である。
【００２７】
　特記しない限り、「がん」という用語はＦＯＸＭ１遺伝子を過剰発現しているがんを指
し、その例には、ＡＭＬ、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、胆管細胞癌、ＣＭＬ、結腸直腸癌、
食道癌、胃癌、びまん性胃癌、肝癌、ＮＳＣＬＣ、リンパ腫、骨肉腫、卵巣癌、膵癌、前
立腺癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組織腫瘍、および精巣腫瘍が含まれるが、これらに限定さ
れない。
【００２８】
　特記しない限り、「細胞傷害性Ｔリンパ球」、「細胞傷害性Ｔ細胞」、および「ＣＴＬ
」という用語は本明細書において互換的に用いられ、特に別段の定めのない限り、非自己
細胞（例えば、腫瘍細胞、ウイルス感染細胞）を認識すること、およびそのような細胞の
死滅を誘導することができるＴリンパ球のサブグループを指す。
【００２９】
　特記しない限り、本明細書で使用する技術用語および科学用語はすべて、本発明が属す
る技術分野の当業者が通常理解している意味と同じ意味を有する。
【００３０】
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ＩＩ．ペプチド
　ＦＯＸＭ１由来のペプチドが、ＣＴＬによって認識される抗原として機能することを実
証するために、ＦＯＸＭ１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３４）由来のペプチドを解析して、そ
れらが、一般的に見られるＨＬＡアリルであるＨＬＡ－Ａ２４によって拘束される抗原エ
ピトープであるかどうかを決定した（Date Y et al., Tissue Antigens 47: 93-101, 199
6;Kondo A et al., J Immunol 155: 4307-12, 1995;Kubo RT et al., J Immunol 152: 39
13-24, 1994）。
【００３１】
　ＦＯＸＭ１由来のＨＬＡ－Ａ２４結合ペプチドの候補を、ＨＬＡ－Ａ２４に対するそれ
らの結合親和性に基づいて同定した。以下のペプチドが候補ペプチドである：
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－３１６　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－２６２　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－４５１　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－４５５　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－４８３　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－４４３　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：６）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－３５１　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－５７　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－１３３　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－７５４　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－４２９　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－４３６　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１２）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－５２４　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－２４１　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１４）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－６２７　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１５）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２４０　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－７７７　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１７）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－４５３　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１８）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３８２　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１９）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－４８３　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２０）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－４３５　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２１）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３９６　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２２）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３２５　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２３）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－４４３　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２４）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３１８　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－７１３　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２６）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－５１３　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２７）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－７　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２８）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３７６　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２９）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３９０　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３０）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２３８　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３１）、および
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２６４　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３２）。
【００３２】
　これらのペプチドを負荷した樹状細胞（ＤＣ）によるＴ細胞のインビトロでの刺激後、
以下の各ペプチドを用いてＣＴＬを樹立することに成功した：
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－２６２　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－３５１　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－５７　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２４０　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６）、
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３１８　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５）、
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　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３９０　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３０）、および
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２３８　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３１）。
【００３３】
　樹立されたこれらのＣＴＬは、それぞれのペプチドをパルスした標的細胞に対して強力
な特異的ＣＴＬ活性を示す。これらの結果から、ＦＯＸＭ１がＣＴＬによって認識される
抗原であること、および試験された該ペプチドがＨＬＡ－Ａ２４拘束性のＦＯＸＭ１のエ
ピトープペプチドであることが実証される。
【００３４】
　ＦＯＸＭ１遺伝子は、ＡＭＬ、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、胆管細胞癌、ＣＭＬ、結腸直
腸癌、食道癌、胃癌、びまん性胃癌、肝癌、ＮＳＣＬＣ、リンパ腫、骨肉腫、卵巣癌、膵
癌、前立腺癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組織腫瘍、および精巣腫瘍などのがん細胞では過剰
発現するが、大部分の正常臓器では発現しないため、これは免疫療法のための優れた標的
である。したがって本発明は、ＣＴＬによって認識されるＦＯＸＭ１のエピトープに相当
するノナペプチド（アミノ酸残基９個からなるペプチド）およびデカペプチド（アミノ酸
残基１０個からなるペプチド）を提供する。あるいは、本発明は、ＨＬＡ抗原に結合し、
かつ細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）を誘導する単離されたペプチドであって、該ペプチ
ドが、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３４のアミノ酸配列からなるか、またはその免疫学的活性断
片である、ペプチドを提供する。本発明のノナペプチドおよびデカペプチドの好ましい例
には、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６、２５、３０、および３１の中より選択さ
れるアミノ酸配列からなるペプチドが含まれる。
【００３５】
　一般的に、Parker KC et al., J Immunol 1994 Jan 1, 152(1): 163-75、Buus et al.
（Tissue Antigens., 62:378-84, 2003）、およびNielsen et al.（Protein Sci., 12:10
07-17, 2003, Bioinformatics, 20(9):1388-97, 2004）に記載されているソフトウェアプ
ログラムなどの、例えばインターネット上で現在利用可能なソフトウェアプログラムを用
いて、種々のペプチドとＨＬＡ抗原との間の結合親和性をインシリコで算出することがで
きる。例えばParker KC et al., J Immunol 1994 Jan 1, 152(1): 163-75；およびKuzush
ima K et al., Blood 2001, 98(6): 1872-81に対する参照において記載されているように
、ＨＬＡ抗原との結合親和性を測定することができる。結合親和性を決定するための方法
は、例えばJournal of Immunological Methods, 1995, 185: 181-190；Protein Science,
 2000, 9: 1838-1846に記載されている。したがって、そのようなソフトウェアプログラ
ムを使用して、ＨＬＡ抗原との高い結合親和性を有するＦＯＸＭ１由来の断片を選択する
ことができる。したがって本発明は、そのような公知のプログラムを用いて同定された、
ＨＬＡ抗原と結合するＦＯＸＭ１由来の任意の断片からなるペプチドを包含する。本発明
のペプチドは、全長ＦＯＸＭ１からなるペプチドであってもよい。
【００３６】
　本発明のペプチドには、結果として生じるペプチドがそのＣＴＬ誘導能を保持する限り
、付加的なアミノ酸残基を隣接させることができる。本発明のペプチドに隣接するアミノ
酸残基は、それらが元のペプチドのＣＴＬ誘導能を損なわない限り、任意の種類のアミノ
酸から構成され得る。したがって本発明は、ＦＯＸＭ１に由来するペプチドを含み、かつ
ＨＬＡ抗原に対する結合親和性を有するペプチドを包含する。そのようなペプチドは、典
型的には約４０アミノ酸未満であり、約２０アミノ酸未満である場合が多く、通常は約１
５アミノ酸未満である。
【００３７】
　一般的に、あるペプチド中の１個、２個、またはそれ以上のアミノ酸の改変は、該ペプ
チドの機能に影響を及ぼさず、場合によっては元のタンパク質の所望の機能を増強するこ
とさえある。実際に、改変ペプチド（すなわち、元の参照配列と比較して、１個、２個、
または数個のアミノ酸残基が改変された（すなわち、置換、欠失、付加、または挿入され
た）アミノ酸配列から構成されるペプチド）は、元のペプチドの生物学的活性を保持する
ことが知られている（Mark et al., Proc Natl Acad Sci USA 1984, 81: 5662-6;Zoller 
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and Smith, Nucleic Acids Res 1982, 10: 6487-500;Dalbadie-McFarland et al., Proc 
Natl Acad Sci USA 1982, 79: 6409-13）。したがって、１つの態様において、本発明の
ペプチドは、ＣＴＬ誘導能、ならびに１個、２個、またはさらにそれ以上のアミノ酸が付
加、挿入、および／または置換されている、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６、２
５、３０、および３１の中より選択されるアミノ酸配列の双方を有してよい。
【００３８】
　当業者は、単一のアミノ酸またはわずかな割合のアミノ酸を変更する、アミノ酸配列に
対する個々の付加または置換が、元のアミノ酸側鎖の特性の保存をもたらす傾向があるこ
とを認識する。したがって、それらはしばしば「保存的置換」または「保存的改変」と称
され、この場合、タンパク質の変化により元のタンパク質と類似の機能を有する改変タン
パク質が生じる。機能的に類似しているアミノ酸を提示する保存的置換の表は、当技術分
野において周知である。保存するのが望ましいアミノ酸側鎖の特性の例には、例えば、疎
水性アミノ酸（Ａ、Ｉ、Ｌ、Ｍ、Ｆ、Ｐ、Ｗ、Ｙ、Ｖ）、親水性アミノ酸（Ｒ、Ｄ、Ｎ、
Ｃ、Ｅ、Ｑ、Ｇ、Ｈ、Ｋ、Ｓ、Ｔ）、ならびに以下の官能基または特徴を共通して有する
側鎖が含まれる：脂肪族側鎖（Ｇ、Ａ、Ｖ、Ｌ、Ｉ、Ｐ）；ヒドロキシル基含有側鎖（Ｓ
、Ｔ、Ｙ）；硫黄原子含有側鎖（Ｃ、Ｍ）；カルボン酸およびアミド含有側鎖（Ｄ、Ｎ、
Ｅ、Ｑ）；塩基含有側鎖（Ｒ、Ｋ、Ｈ）；ならびに芳香族含有側鎖（Ｈ、Ｆ、Ｙ、Ｗ）。
加えて、以下の８群はそれぞれ、相互に保存的置換であるとして当技術分野で認められる
アミノ酸を含む：
１）アラニン（Ａ）、グリシン（Ｇ）；
２）アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；
３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；
４）アルギニン（Ｒ）、リジン（Ｋ）；
５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；
６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）；
７）セリン（Ｓ）、スレオニン（Ｔ）；および
８）システイン（Ｃ）、メチオニン（Ｍ）（例えば、Creighton, Proteins 1984を参照さ
れたい）。
【００３９】
　このような保存的改変ペプチドもまた、本発明のペプチドと見なされる。しかしながら
、本発明のペプチドはこれらに限定されず、改変ペプチドが元のペプチドのＣＴＬ誘導能
を保持する限り、非保存的な改変を含み得る。さらに、改変ペプチドは、ＦＯＸＭ１の多
型バリアント、種間相同体、および対立遺伝子のＣＴＬ誘導可能なペプチドを排除しない
。
【００４０】
　必要なＣＴＬ誘導能を保持するために、少数の（例えば、１個、２個、または数個の）
またはわずかな割合のアミノ酸を改変する（挿入、欠失、付加、および／または置換する
）ことができる。本明細書において、「数個」という用語は、５個またはそれ未満のアミ
ノ酸、例えば４個、３個、またはそれ未満を意味する。改変するアミノ酸の割合は、好ま
しくは２０％もしくはそれ未満、より好ましくは１５％もしくはそれ未満、さらにより好
ましくは１０％もしくはそれ未満、または１～５％である。
【００４１】
　さらに、高い結合親和性を達成するために、本発明のペプチドにおいてアミノ酸残基を
挿入、置換、または付加することができ、またはアミノ酸残基を欠失させてもよい。免疫
療法との関連で用いられた場合、本発明のペプチドは、好ましくはＨＬＡ抗原との複合体
として、細胞またはエキソソームの表面上に提示されるはずである。天然に提示されるペ
プチドに加えて、ＨＬＡ抗原への結合によって提示されるペプチドの配列の規則性は既知
であるため（J Immunol 1994, 152: 3913;Immunogenetics 1995, 41: 178;J Immunol 199
4, 155: 4307）、そのような規則性に基づいた改変を本発明の免疫原性ペプチドに導入す
ることができる。例えば、ＨＬＡ－Ａ２４結合を増大させるためには、Ｎ末端から２番目
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のアミノ酸をフェニルアラニン、チロシン、メチオニン、もしくはトリプトファンで置換
すること、および／またはＣ末端のアミノ酸をフェニルアラニン、ロイシン、イソロイシ
ン、トリプトファン、もしくはメチオニンで置換することが望ましい場合がある。したが
って、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６、２５、３０、および３１のアミノ酸配列
のＮ末端から２番目のアミノ酸がフェニルアラニン、チロシン、メチオニン、もしくはト
リプトファンで置換されている、および／またはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６
、２５、３０、および３１のアミノ酸配列のＣ末端がフェニルアラニン、ロイシン、イソ
ロイシン、トリプトファン、もしくはメチオニンで置換されている、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：２、７、８、１６、２５、３０、および３１からなる群より選択されるアミノ酸配列を
有するペプチドは、本発明によって包含される。
【００４２】
　本発明はまた、記載したペプチドのＮ末端および／またはＣ末端への１個、２個、また
は数個のアミノ酸の付加を意図する。高いＨＬＡ抗原結合親和性を有し、かつＣＴＬ誘導
能を保持するそのような改変ペプチドもまた、本発明に包含される。
【００４３】
　しかしながら、ペプチド配列が、異なる機能を有する内因性または外因性のタンパク質
のアミノ酸配列の一部と同一である場合、自己免疫障害および／または特定の物質に対す
るアレルギー症状などの副作用が誘発される可能性がある。したがって、ペプチドの配列
が別のタンパク質のアミノ酸配列と一致する状況を回避するために、第一に、利用可能な
データベースを用いて相同性検索を行うことが好ましい。相同性検索から、対象ペプチド
と比較して１個または２個のアミノ酸が異なるペプチドさえも存在しないことが明らかに
なった場合には、前記副作用のいかなる危険も伴わずに、ＨＬＡ抗原とのその結合親和性
を増大させるために、および／またはそのＣＴＬ誘導能を増大させるために、該対象ペプ
チドを改変することができる。
【００４４】
　上記のようにＨＬＡ抗原に対する高い結合親和性を有するペプチドは、非常に効果的で
あると予測されるが、指標としての高い結合親和性の存在に従って選択された候補ペプチ
ドを、ＣＴＬ誘導能の存在についてさらに調べる。本明細書において「ＣＴＬ誘導能」と
いう語句は、抗原提示細胞（ＡＰＣ）上に提示された場合にＣＴＬを誘導するペプチドの
能力を示す。さらに、「ＣＴＬ誘導能」は、ＣＴＬ活性化を誘導する、ＣＴＬ増殖を誘導
する、ＣＴＬによる標的細胞の溶解を促進する、およびＣＴＬのＩＦＮ－γ産生を増加さ
せる、ペプチドの能力を含む。
【００４５】
　ＣＴＬ誘導能の確認は、ヒトＭＨＣ抗原を保有するＡＰＣ（例えば、Ｂリンパ球、マク
ロファージ、および樹状細胞（ＤＣ））、またはより具体的にはヒト末梢血単核白血球由
来のＤＣを誘導し、かつペプチドによる刺激後、ＣＤ８陽性細胞と混合し、その後、標的
細胞に対してＣＴＬによって産生および放出されたＩＦＮ－γを測定することにより達成
される。反応システムとして、ヒトＨＬＡ抗原を発現するように作製されたトランスジェ
ニック動物（例えば、BenMohamed L, Krishnan R, Longmate J, Auge C, Low L, Primus 
J, Diamond DJ, Hum Immunol 2000 Aug, 61(8): 764-79, Related Articles, Books, Lin
kout Induction of CTL response by a minimal epitope vaccine in HLA A*0201/DR1 tr
ansgenic mice: dependence on HLA class II restricted T(H) responseに記載されてい
るもの）を用いることができる。例えば、標的細胞を５１Ｃｒ等で放射標識することが可
能であり、標的細胞から放出された放射能から細胞傷害活性を算出することができる。あ
るいは、固定化したペプチドを保有するＡＰＣの存在下で、ＣＴＬによって産生および放
出されたＩＦＮ－γを測定し、抗ＩＦＮ－γモノクローナル抗体を用いて培地上の阻止帯
を可視化することによって、ＣＴＬ誘導能を評価することができる。
【００４６】
　上記のようにペプチドのＣＴＬ誘導能を試験した結果、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、
８、１６、２５、３０、および３１によって示されるアミノ酸配列からなるペプチドより
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選択されるノナペプチドまたはデカペプチドが、ＨＬＡ抗原に対する高い結合親和性に加
えて、特に高いＣＴＬ誘導能を示すことが判明した。したがって、これらのペプチドは本
発明の好ましい態様として例示される。
【００４７】
　さらに、相同性解析の結果から、これらのペプチドが、任意の他の公知のヒト遺伝子産
物に由来するペプチドと有意な相同性を有していないことが示された。このため、免疫療
法に用いた場合の未知または望ましくない免疫応答の可能性は低くなる。したがって、こ
の局面からもまた、これらのペプチドはがん患者においてＦＯＸＭ１に対する免疫を誘発
するのに使用される。よって、本発明のペプチドは、好ましくはＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２
、７、８、１６、２５、３０、および３１からなる群より選択されるアミノ酸配列からな
るペプチドである。
【００４８】
　上記した本発明のペプチドの改変に加えて、記載したペプチドは、それらが元のペプチ
ドのＣＴＬ誘導能を保持する限り、他の物質にさらに連結させることができる。例示的な
物質には、ペプチド、脂質、糖および糖鎖、アセチル基、天然および合成のポリマー等が
含まれる。本発明のペプチドは、修飾によって元のペプチドの生物学的活性が損なわれな
い限り、糖鎖付加、側鎖酸化、および／またはリン酸化などの修飾を含み得る。これらの
種類の修飾は、付加的な機能（例えば、標的化機能および送達機能）を付与し、かつ／ま
たはペプチドを安定化し得る。
【００４９】
　例えば、ポリペプチドのインビボ安定性を高めるために、Ｄ－アミノ酸、アミノ酸模倣
体、または非天然アミノ酸を導入することが当技術分野で公知であり、この概念を本発明
のポリペプチドに用いることもできる。ポリペプチドの安定性は、多数の方法でアッセイ
することができる。例えば、ペプチダーゼ、ならびにヒトの血漿および血清などの様々な
生物学的媒質を用いて、安定性を試験することができる（例えば、Verhoef et al., Eur 
J Drug Metab Pharmacokin 1986, 11: 291-302を参照されたい）。
【００５０】
　さらに、上記したように、１個、２個、または数個のアミノ酸残基が置換、欠失、また
は付加した改変ペプチドの中から、元のペプチドと比較して同じかまたはそれよりも高い
活性を有するものをスクリーニングまたは選択することができる。したがって本発明はま
た、元と比較して同じかまたはそれよりも高い活性を有する改変ペプチドをスクリーニン
グまたは選択する方法を提供する。例えば、本方法は以下の段階を含み得る：
　ａ：本発明のペプチドの少なくとも１つのアミノ酸残基を置換、欠失、または付加する
段階、
　ｂ：該ペプチドの活性を決定する段階、
　ｃ：元と比較して同じかまたはそれよりも高い活性を有するペプチドを選択する段階。
【００５１】
　本明細書において、本発明のペプチドはまた、「ＦＯＸＭ１ペプチド」または「ＦＯＸ
Ｍ１ポリペプチド」とも記載され得る。
【００５２】
ＩＩＩ．ＦＯＸＭ１ペプチドの調製
　周知の技法を用いて、本発明のペプチドを調製することができる。例えば、組換えＤＮ
Ａ技術または化学合成を用いて、ペプチドを合成的に調製することができる。本発明のペ
プチドは、個々に、または２つもしくはそれ以上のペプチドから構成されるより長いポリ
ペプチドとして、合成することができる。その後ペプチドを単離すること、すなわち他の
天然の宿主細胞タンパク質およびそれらの断片、または任意の他の化学物質を実質的に含
まないように、精製または単離することができる。
【００５３】
　本発明のペプチドは、本明細書に記載したペプチドの生物学的活性が修飾によって損な
われない限り、糖鎖付加、側鎖酸化、またはリン酸化などの修飾を含み得る。他の修飾に
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は、例えばペプチドの血清半減期を延長させるために用いることができる、Ｄ－アミノ酸
または他のアミノ酸模倣体の取り込みが含まれる。
【００５４】
　選択されたアミノ酸配列に基づいた化学合成によって、本発明のペプチドを得ることが
できる。該合成に適合させることのできる従来のペプチド合成法の例には、以下のものが
含まれるが、これらに限定されない：
　（ｉ）Peptide Synthesis, Interscience, New York, 1966；
　（ｉｉ）The Proteins, Vol. 2, Academic Press, New York, 1976；
　（ｉｉｉ）Peptide Synthesis （日本語）, Maruzen Co., 1975；
　（ｉｖ）Basics and Experiment of Peptide Synthesis （日本語）, Maruzen Co., 19
85；
　（ｖ）Development of Pharmaceuticals (second volume) （日本語）, Vol. 14 (pept
ide synthesis), Hirokawa, 1991；
　（ｖｉ）ＷＯ９９／６７２８８；および
　（ｖｉｉ）Barany G. & Merrifield R.B., Peptides Vol. 2, 「Solid Phase Peptide 
Synthesis」, Academic Press, New York, 1980, 100-118。
【００５５】
　あるいは、ペプチドを作製するための任意の公知の遺伝子工学的方法（例えば、Morris
on J, J Bacteriology 1977, 132: 349-51;Clark-Curtiss & Curtiss, Methods in Enzym
ology (eds. Wu et al.) 1983, 101: 347-62）を適合させて、本発明のペプチドを得るこ
とができる。例えば、最初に、発現可能な形態で（例えば、プロモーター配列に相当する
調節配列の下流に）目的のペプチドをコードするポリヌクレオチドを有する適切なベクタ
ーを調製し、適切な宿主細胞に入れて形質転換する。次いで、該宿主細胞を培養して、関
心対象のペプチドを産生させる。インビトロ翻訳システムを適合させて、ペプチドをイン
ビトロで作製することもできる。
【００５６】
ＩＶ．ポリヌクレオチド
　本発明はまた、前述の本発明のペプチドのいずれかをコードするポリヌクレオチドを提
供する。これらは、天然ＦＯＸＭ１遺伝子（ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＮＭ_２
０２００２．１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３３））由来のポリヌクレオチド、およびその保
存的に改変されたヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドを含む。本明細書において
「保存的に改変されたヌクレオチド配列」という語句は、同一のまたは本質的に同一のア
ミノ酸配列をコードする配列を指す。遺伝暗号の縮重のため、数多くの機能的に同一な核
酸が任意の特定のタンパク質をコードする。例えば、コドンＧＣＡ、ＧＣＣ、ＧＣＧ、お
よびＧＣＵはすべて、アミノ酸のアラニンをコードする。したがって、あるコドンによっ
てアラニンが指定されるあらゆる位置において、コードされるポリペプチドを変化させる
ことなく、該コドンを記載された対応するコドンのいずれかに変更することができる。こ
のような核酸の変異は「サイレント変異」であり、保存的に改変された変異の一種である
。ペプチドをコードする本明細書中のあらゆる核酸配列は、該核酸の可能性のあるあらゆ
るサイレント変異をも表す。核酸中の各コドン（通常メチオニンに対する唯一のコドンで
あるＡＵＧ、および通常トリプトファンに対する唯一のコドンであるＴＧＧを除く）を改
変して、機能的に同一な分子を得ることができることを、当業者は認識するであろう。し
たがって、ペプチドをコードする核酸の各サイレント変異は、公開した各配列において非
明示的に記載されている。
【００５７】
　本発明のポリヌクレオチドは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、およびそれらの誘導体から構成され得
る。当技術分野において周知の通り、ＤＮＡ分子は塩基、例えば天然の塩基Ａ、Ｔ、Ｃ、
およびＧなどから構成され、ＲＮＡではＴはＵに置き換えられる。非天然の塩基もまたポ
リヌクレオチドに含まれることを、当業者は認識するであろう。
【００５８】
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　本発明のポリヌクレオチドは、介在するアミノ酸配列を伴って、または伴わずに、本発
明の複数のペプチドをコードし得る。例えば、介在するアミノ酸配列は、ポリヌクレオチ
ドまたは翻訳されたペプチドの切断部位（例えば、酵素認識配列）を提供し得る。さらに
、ポリヌクレオチドは、本発明のペプチドをコードするコード配列に対する任意の付加的
配列を含み得る。例えば、ポリヌクレオチドは、ペプチドの発現に必要な調節配列を含む
組換えポリヌクレオチドであってよく、またはマーカー遺伝子等を有する発現ベクター（
プラスミド）であってもよい。一般に、例えばポリメラーゼおよびエンドヌクレアーゼを
用いる従来の組換え技法によりポリヌクレオチドを操作することによって、そのような組
換えポリヌクレオチドを調製することができる。
【００５９】
　組換え技法および化学合成技法の両方を用いて、本発明のポリヌクレオチドを作製する
ことができる。例えば、適切なベクター内に挿入することによってポリヌクレオチドを作
製することができ、これはコンピテント細胞にトランスフェクトした場合に発現され得る
。あるいは、ＰＣＲ技法または適切な宿主内での発現を用いて、ポリヌクレオチドを増幅
することができる（例えば、Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manua
l, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1989を参照されたい）。あるいは、Beau
cage SL & Iyer RP, Tetrahedron 1992, 48: 2223-311;Matthes et al., EMBO J 1984, 3
: 801-5に記載されているような固相技法を用いて、ポリヌクレオチドを合成することが
できる。
【００６０】
Ｖ．エキソソーム
　本発明は、本発明のペプチドとＨＬＡ抗原との間で形成される複合体を自身の表面上に
提示する、エキソソームと称される細胞内小胞をさらに提供する。エキソソームは、例え
ば公表特許公報特表平１１－５１０５０７号およびＷＯ９９／０３４９９に詳述されてい
る方法を用いることによって調製することができ、治療および／または予防の対象となる
患者から得られたＡＰＣを用いて調製することができる。本発明のエキソソームは、本発
明のペプチドと同様の様式で、ワクチンとして接種することができる。
【００６１】
　前記複合体中に含まれるＨＬＡ抗原の型は、治療および／または予防を必要とする対象
のものと一致しなければならない。例えば日本人集団では、ＨＬＡ－Ａ２４（特にＡ*２
４０２）がよく見られ、したがって日本人患者の治療に適していると考えられる。日本人
および白人の間で高発現しているＡ２４型の使用は、有効な結果を得るのに好ましい。典
型的には、臨床では、治療を必要とする患者のＨＬＡ抗原の型があらかじめ調べられ、こ
れにより、特定の抗原に対して高レベルの結合親和性を有する、または抗原提示によるＣ
ＴＬ誘導能を有するペプチドの適切な選択が可能となる。さらに、高い結合親和性および
ＣＴＬ誘導能の両方を有するペプチドを取得するために、天然のＦＯＸＭ１の部分ペプチ
ドのアミノ酸配列に基づいて、１個、２個、または数個のアミノ酸の置換、挿入、および
／または付加を行うことができる。
【００６２】
　本発明のエキソソームに対してＡ２４型ＨＬＡ抗原を用いる場合、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：２、７、８、１６、２５、３０、および３１のいずれか１つの配列を有するペプチドが
使用される。
【００６３】
ＶＩ．抗原提示細胞（ＡＰＣ）
　本発明はまた、ＨＬＡ抗原と本発明のペプチドとの間に形成される複合体を自身の表面
上に提示する単離されたＡＰＣを提供する。ＡＰＣは、治療および／または予防の対象と
なる患者に由来していてもよく、かつ、単独で、または本発明のペプチド、エキソソーム
、もしくはＣＴＬを含む他の薬物と組み合わせて、ワクチンとして投与することができる
。
【００６４】
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　前記ＡＰＣは、特定の種類の細胞に限定されず、リンパ球によって認識されるように自
身の細胞表面上にタンパク質性抗原を提示することが知られているＤＣ、ランゲルハンス
細胞、マクロファージ、Ｂ細胞、および活性化Ｔ細胞を含む。ＤＣは、ＡＰＣの中で最も
強力なＣＴＬ誘導作用を有する代表的なＡＰＣであるため、ＤＣは本発明のＡＰＣとして
使用される。
【００６５】
　例えば、本発明のＡＰＣは、末梢血単球からＤＣを誘導し、次にそれらをインビトロ、
エクスビボ、またはインビボで本発明のペプチドと接触させる（で刺激する）ことによっ
て得ることができる。本発明のペプチドを対象に投与した場合、本発明のペプチドを提示
するＡＰＣが該対象の体内で誘導される。したがって、本発明のＡＰＣは、本発明のペプ
チドを対象に投与した後、該対象からＡＰＣを回収することによって得ることができる。
あるいは、本発明のＡＰＣは、対象から回収されたＡＰＣを本発明のペプチドと接触させ
ることによって得ることもできる。
【００６６】
　対象においてがんに対する免疫応答を誘導するために、本発明のＡＰＣを単独で、また
は本発明のペプチド、エキソソーム、もしくはＣＴＬを含む他の薬物と組み合わせて対象
に投与することができる。例えば、エクスビボ投与は、以下の段階を含み得る：
　ａ：第１の対象からＡＰＣを回収する段階、
　ｂ：段階ａのＡＰＣをペプチドと接触させる段階、および
　ｃ：段階ｂのＡＰＣを第２の対象に投与する段階。
【００６７】
　第１の対象と第２の対象は同一の個体であってもよく、または異なる個体であってもよ
い。段階ｂによって得られたＡＰＣを、ＡＭＬ、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、胆管細胞癌、
ＣＭＬ、結腸直腸癌、食道癌、胃癌、びまん性胃癌、肝癌、ＮＳＣＬＣ、リンパ腫、骨肉
腫、卵巣癌、膵癌、前立腺癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組織腫瘍、および精巣腫瘍を含むが
んを治療および／または予防するためのワクチンとして投与することができる。
【００６８】
　本発明はまた、本発明のペプチドを薬学的に許容される担体と共に混合または製剤化す
る段階を含む方法である、ＡＰＣを誘導する薬学的組成物を製造するための方法または工
程を提供する。
【００６９】
　本発明の１つの局面によると、ＡＰＣは高レベルのＣＴＬ誘導能を有する。「高レベル
のＣＴＬ誘導能」という用語において、高レベルとは、ペプチドと接触させていないＡＰ
Ｃ、またはＣＴＬを誘導することができないペプチドと接触させたＡＰＣによるＣＴＬ誘
導能のレベルと比較したものである。高レベルのＣＴＬ誘導能を有するそのようなＡＰＣ
は、上記の方法に加え、本発明のペプチドをコードするポリヌクレオチドをインビトロで
ＡＰＣに導入する段階を含む方法によって、調製することができる。導入する遺伝子は、
ＤＮＡまたはＲＮＡの形態であってよい。導入のための方法の例には、特に制限されるこ
となく、リポフェクション、エレクトロポレーション、およびリン酸カルシウム法などの
、当技術分野において従来より実施される様々な方法が含まれる。より具体的には、Canc
er Res 1996, 56: 5672-7；J Immunol 1998, 161: 5607-13；J Exp Med 1996, 184: 465-
72；公表特許公報第２０００－５０９２８１号に記載されているように、それを実施する
ことができる。遺伝子をＡＰＣに導入することによって、該遺伝子は細胞内で転写、翻訳
等を受け、次いで、得られたタンパク質はＭＨＣクラスＩまたはクラスＩＩによってプロ
セシングされて、提示経路を経てペプチドが提示される。
【００７０】
ＶＩＩ．細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）
　本発明のペプチドのいずれかに対して誘導されたＣＴＬは、インビボでがん細胞を標的
とする免疫応答を増強させるため、ペプチド自体と同様の様式でワクチンとして用いるこ
とができる。したがって本発明はまた、本発明のペプチドのいずれかによって特異的に誘
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導または活性化された、単離されたＣＴＬを提供する。
【００７１】
　そのようなＣＴＬは、（１）本発明のペプチドを対象に投与し、該対象からＣＴＬを回
収すること；または（２）対象由来のＡＰＣおよびＣＤ８陽性細胞もしくは末梢血単核白
血球をインビトロで本発明のペプチドと接触させ（で刺激し）、次いでＣＴＬを単離する
こと；または（３）ＣＤ８陽性細胞もしくは末梢血単核白血球を、ＨＬＡ抗原と本発明の
ペプチドとの複合体をその表面上に提示するＡＰＣもしくはエキソソームとインビトロで
接触させ、次いでＣＴＬを単離すること；または（４）本発明のペプチドに結合するＴ細
胞受容体（ＴＣＲ）サブユニットをコードするポリヌクレオチドを含む遺伝子をＣＴＬに
導入することによって、得ることができる。前述のＡＰＣおよびエキソソームは上記の方
法によって調製することができ、（４）の方法は下記「ＶＩＩＩ．Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ
）」の章において詳述する。
【００７２】
　本発明のＣＴＬは、治療および／または予防の対象となる患者に由来してよく、かつ、
単独で投与すること、または効果を調節する目的で本発明のペプチドもしくはエキソソー
ムを含む他の薬物と組み合わせて投与することができる。得られたＣＴＬは、本発明のペ
プチド、例えば誘導に用いた同一のペプチドを提示する標的細胞に対して特異的に作用す
る。標的細胞は、がん細胞などの、ＦＯＸＭ１を内因的に発現する細胞、またはＦＯＸＭ
１遺伝子をトランスフェクトされた細胞であってよく、かつ、本発明のペプチドによる刺
激によって該ペプチドを細胞表面上に提示する細胞もまた、活性化されたＣＴＬの攻撃の
標的となり得る。
【００７３】
ＶＩＩＩ．Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）
　本発明はまた、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）のサブユニットを形成し得るポリペプチドをコ
ードする核酸を含む組成物、およびそれを用いる方法を提供する。ＴＣＲサブユニットは
、ＦＯＸＭ１を発現する腫瘍細胞に対する特異性をＴ細胞に付与するＴＣＲを形成する能
力を有する。当技術分野における公知の方法を用いることにより、本発明の１つまたは複
数のペプチドを用いて誘導されたＣＴＬのＴＣＲサブユニットとしてのα鎖およびβ鎖の
核酸を同定することができる（ＷＯ２００７／０３２２５５、およびMorgan et al., J I
mmunol, 171, 3288 (2003)）。例えば、ＴＣＲを解析するためにはＰＣＲ法が好ましい。
解析のためのＰＣＲプライマーは、例えば、５’側プライマーとしての５’－Ｒプライマ
ー（５’－ｇｔｃｔａｃｃａｇｇｃａｔｔｃｇｃｔｔｃａｔ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：３５）、および３’側プライマーとしての、ＴＣＲα鎖Ｃ領域に特異的な３－ＴＲａ
－Ｃプライマー（５’－ｔｃａｇｃｔｇｇａｃｃａｃａｇｃｃｇｃａｇｃｇｔ－３’）（
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３６）、ＴＣＲβ鎖Ｃ１領域に特異的な３－ＴＲｂ－Ｃ１プライマ
ー（５’－ｔｃａｇａａａｔｃｃｔｔｔｃｔｃｔｔｇａｃ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：３７）、またはＴＣＲβ鎖Ｃ２領域に特異的な３－ＴＲβ－Ｃ２プライマー（５’－ｃ
ｔａｇｃｃｔｃｔｇｇａａｔｃｃｔｔｔｃｔｃｔｔ－３’）（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３８
）であり得るが、限定されない。ＴＣＲ誘導体は、ＦＯＸＭ１ペプチドを提示する標的細
胞と高い結合力で結合することができ、かつ任意で、ＦＯＸＭ１ペプチドを提示する標的
細胞の効率的な殺傷をインビボおよびインビトロで媒介することができる。
【００７４】
　ＴＣＲサブユニットをコードする核酸を、適切なベクター、例えばレトロウイルスベク
ターに組み込むことができる。これらのベクターは、当技術分野において周知である。該
核酸またはそれらを有用に含むベクターを、Ｔ細胞、例えば患者由来のＴ細胞に導入する
ことができる。有利には、本発明は、患者自身のＴ細胞（または別の哺乳動物のＴ細胞）
の迅速な改変により、優れたがん細胞殺傷特性を有する改変Ｔ細胞を迅速かつ容易に作製
することを可能にする、既製の組成物を提供する。
【００７５】
　特異的ＴＣＲとは、本発明のペプチドとＨＬＡ分子との複合体を特異的に認識すること
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ができ、Ｔ細胞の表面上に該ＴＣＲが存在する場合に、標的細胞に対するＴ細胞特異的活
性をもたらすることができる受容体である。上記複合体の特異的認識は任意の公知の方法
によって確認することができ、好ましい方法には、例えば、ＨＬＡ分子および本発明のペ
プチドを用いた四量体解析、ならびにＥＬＩＳＰＯＴアッセイが含まれる。ＥＬＩＳＰＯ
Ｔアッセイを行うことにより、細胞表面上にＴＣＲを発現しているＴ細胞が細胞をＴＣＲ
によって認識すること、およびシグナルが細胞内で伝達されることを確認することができ
る。Ｔ細胞表面上に上記の複合体が存在する場合に該複合体がＴ細胞の細胞傷害活性をも
たらし得るという確認もまた、公知の方法によって行うことができる。好ましい方法には
、例えば、クロム放出アッセイなどの、ＨＬＡ陽性標的細胞に対する細胞傷害活性の決定
が含まれる。
【００７６】
　また本発明は、ＨＬＡ－Ａ２４との関連で、例えばＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、
１６、２５、３０、および３１のＦＯＸＭ１ペプチドに結合するＴＣＲサブユニットポリ
ペプチドをコードする核酸を形質導入することによって調製されるＣＴＬを提供する。形
質導入されたＣＴＬは、インビボでがん細胞にホーミングすることができ、かつ周知のイ
ンビトロ培養法によって増殖させることができる（例えば、Kawakami et al., J Immunol
., 142, 3452-3461 (1989)）。本発明のＣＴＬは、治療または防御を必要としている患者
におけるがんの治療または予防に有用な免疫原性組成物を形成するために使用することが
できる（ＷＯ２００６／０３１２２１）。
【００７７】
ＩＸ．薬学的な物質または組成物
　予防（ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎおよびｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ）は、疾患による死亡率ま
たは罹患率の負荷を軽減させる任意の行為を含む。予防（ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎおよびｐ
ｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ）は、「第一次、第二次、および第三次の予防レベルで」行われ得
る。第一次の予防（ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎおよびｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ）は、疾患の発
生を回避するのに対し、第二次および第三次レベルの予防（ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎおよび
ｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ）は、疾患の進行および症状の出現を予防（ｐｒｅｖｅｎｔｉｏ
ｎおよびｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ）することに加え、機能を回復させ、かつ疾患関連の合
併症を減少させることによって、既存の疾患の悪影響を低下させることを目的とした行為
を包含する。あるいは、予防（ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎおよびｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ）は
、特定の障害の重症度を軽減すること、例えば腫瘍の増殖および転移を減少させること、
血管形成を減少させることを目的とした広範囲の予防的治療を含む。
【００７８】
　がんの治療および／もしくは予防、ならびに／または術後のその再発の予防は、以下の
段階、例えばがん細胞の外科的除去、がん性細胞の成長の阻害、腫瘍の退行または退縮、
寛解の誘導およびがんの発生の抑制、腫瘍の退縮、ならびに転移の低減または阻害などの
段階のいずれかを含む。がんの効果的な治療および／または予防は、死亡率を減少させ、
がんを有する個体の予後を改善し、血中の腫瘍マーカーのレベルを低下させ、かつがんに
伴う検出可能な症状を軽減する。例えば、症状の軽減または改善は効果的な治療を構成し
、および／または予防は１０％、２０％、３０％、もしくはそれ以上の軽減または安定し
た疾患を含む。
【００７９】
　ＦＯＸＭ１の発現は、正常組織と比較して、ＡＭＬ、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、胆管細
胞癌、ＣＭＬ、結腸直腸癌、食道癌、胃癌、びまん性胃癌、肝癌、ＮＳＣＬＣ、リンパ腫
、骨肉腫、卵巣癌、膵癌、前立腺癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組織腫瘍、および精巣腫瘍を
含むがんにおいて特異的に上昇するため、本発明のペプチドまたはそのようなペプチドを
コードするポリヌクレオチドを、がんもしくは腫瘍の治療および／もしくは予防のために
、ならびに／または術後のその再発の予防のために用いることができる。したがって本発
明は、本発明のペプチドの１種または複数種、または該ペプチドをコードするポリヌクレ
オチドを有効成分として含む、がんもしくは腫瘍を治療および／もしくは予防するための
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、ならびに／または術後のその再発を予防するための薬学的な物質または組成物を提供す
る。あるいは、薬学的な物質または組成物として用いるために、本発明のペプチドを、前
述のエキソソームまたはＡＰＣなどの細胞のいずれかの表面上に発現させることができる
。加えて、本発明のペプチドのいずれかを標的とする前述のＣＴＬもまた、本発明の薬学
的な物質または組成物の有効成分として用いることができる。
【００８０】
　別の態様において、本発明はまた、がんまたは腫瘍を治療するための薬学的な組成物ま
たは物質の製造における、以下の中より選択される有効成分の使用を提供する：
　（ａ）本発明のペプチド；
　（ｂ）本明細書に開示するようなペプチドを発現可能な形態でコードする核酸；
　（ｃ）本発明のペプチドをその表面上に提示するＡＰＣまたはエキソソーム；および
　（ｄ）本発明の細胞傷害性Ｔ細胞。
【００８１】
　あるいは、本発明はさらに、がんまたは腫瘍の治療において用いるための、以下の中よ
り選択される有効成分を提供する：
　（ａ）本発明のペプチド；
　（ｂ）本明細書に開示するようなペプチドを発現可能な形態でコードする核酸；
　（ｃ）本発明のペプチドをその表面上に提示するＡＰＣまたはエキソソーム；および
　（ｄ）本発明の細胞傷害性Ｔ細胞。
【００８２】
　あるいは、本発明はさらに、がんまたは腫瘍を治療するための薬学的な組成物または物
質を製造するための方法または工程であって、有効成分として以下の中より選択される有
効成分と共に、薬学的にまたは生理学的に許容される担体を製剤化する段階を含む、方法
または工程を提供する：
　（ａ）本発明のペプチド；
　（ｂ）本明細書に開示するようなペプチドを発現可能な形態でコードする核酸；
　（ｃ）本発明のペプチドをその表面上に提示するＡＰＣまたはエキソソーム；および
　（ｄ）本発明の細胞傷害性Ｔ細胞。
【００８３】
　別の態様において、本発明はまた、がんまたは腫瘍を治療するための薬学的な組成物ま
たは物質を製造するための方法または工程であって、以下の中より選択される有効成分を
薬学的にまたは生理学的に許容される担体と混合する段階を含む、方法または工程を提供
する：
　（ａ）本発明のペプチド；
　（ｂ）本明細書に開示するようなペプチドを発現可能な形態でコードする核酸；
　（ｃ）本発明のペプチドをその表面上に提示するＡＰＣまたはエキソソーム；および
　（ｄ）本発明の細胞傷害性Ｔ細胞。
【００８４】
　あるいは、本発明の薬学的な組成物または物質は、がんまたは腫瘍の予防、および術後
のその再発の予防のいずれかまたは双方に用いることができる。
【００８５】
　本発明の薬学的な物質または組成物は、ワクチンとして使用される。本発明の文脈にお
いて、「ワクチン」（「免疫原性組成物」とも称される）という語句は、動物に接種した
際に、抗腫瘍免疫を誘導する機能を有する物質を指す。
【００８６】
　本発明の薬学的な物質または組成物は、ヒト、ならびに非限定的にマウス、ラット、モ
ルモット、ウサギ、ネコ、イヌ、ヒツジ、ヤギ、ブタ、ウシ、ウマ、サル、ヒヒ、および
チンパンジー、特に商業的に重要な動物または家畜を含む任意の他の哺乳動物を含む対象
または患者において、がんもしくは腫瘍を治療および／もしくは予防するために、ならび
に／または術後のその再発を予防するために用いることができる。
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【００８７】
　本発明により、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６、２５、３０、および３１のい
ずれか１つのアミノ酸配列を有するペプチドは、強力かつ特異的な免疫応答を誘導し得る
ＨＬＡ－Ａ２４拘束性エピトープペプチドまたはその候補であることが判明した。したが
って、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２、７、８、１６、２５、３０、および３１のアミノ酸配列
を有するこれらのペプチドのいずれかを含む本発明の薬学的な物質または組成物は、ＨＬ
Ａ抗原がＨＬＡ－Ａ２４である対象への投与に特に適している。同じことが、これらのペ
プチドのいずれかをコードするポリヌクレオチド（すなわち、本発明のポリヌクレオチド
）を含む薬学的な物質および組成物にも当てはまる。
【００８８】
　本発明の薬学的な物質または組成物によって治療されるがんまたは腫瘍は限定されず、
これには、例えばＡＭＬ、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、胆管細胞癌、ＣＭＬ、結腸直腸癌、
食道癌、胃癌、びまん性胃癌、肝癌、ＮＳＣＬＣ、リンパ腫、骨肉腫、卵巣癌、膵癌、前
立腺癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組織腫瘍、および精巣腫瘍を含む、ＦＯＸＭ１が関与する
（例えば、過剰発現する）任意のがんまたは腫瘍が含まれる。
【００８９】
　本発明の薬学的な物質または組成物は、前述の有効成分に加えて、がん性細胞に対する
ＣＴＬを誘導する能力を有するその他のペプチド、該その他のペプチドをコードするその
他のポリヌクレオチド、該その他のペプチドを提示するその他の細胞等を含み得る。本明
細書において、がん性細胞に対するＣＴＬを誘導する能力を有するその他のペプチドは、
がん特異的抗原（例えば、同定されたＴＡＡ）によって例示されるが、これに限定されな
い。
【００９０】
　必要であれば、本発明の薬学的な物質または組成物は、例えば本発明のペプチドのいず
れかといった有効成分の抗腫瘍効果をその他の治療物質が阻害しない限り、有効成分とし
て該治療物質を任意に含み得る。例えば、製剤は、抗炎症物質、鎮痛剤、化学療法剤等を
含み得る。薬剤自体に他の治療物質を含めることに加えて、本発明の薬剤を、１つまたは
複数の他の薬理学的な物質と連続してまたは同時に投与することもできる。薬剤および薬
理学的な物質の量は、例えば、使用される薬理学的な物質の種類、治療する疾患、ならび
に投与のスケジュールおよび投与経路に依存する。
【００９１】
　本明細書において特に言及される成分に加えて、本発明の薬学的な物質または組成物は
、問題の製剤の種類を考慮して、当技術分野において慣例的な他の組成物も含み得ること
が理解されるべきである。
【００９２】
　本発明の１つの態様において、本発明の薬学的な物質または組成物を、例えばがんのよ
うな治療されるべき疾患の病態を治療するのに有用な材料を含む製品およびキットに含め
ることができる。該製品は、ラベルを有する本発明の薬学的な物質または組成物のいずれ
かの容器を含み得る。適切な容器には、ボトル、バイアル、および試験管が含まれる。該
容器は、ガラスまたはプラスチックなどの様々な材料から形成され得る。容器上のラベル
には、組成物が、疾患の１つまたは複数の状態の治療または予防のために用いられること
が示されるべきである。ラベルはまた、投与等に関する指示も示し得る。
【００９３】
　上記の容器に加えて、本発明の薬学的な物質または組成物を含むキットは、任意で、薬
学的に許容される希釈剤を収容した第２の容器をさらに含み得る。それは、使用のための
指示書と共に、他の緩衝液、希釈剤、フィルター、注射針、シリンジ、および添付文書を
含む、商業上および使用者の立場から見て望ましい他の材料をさらに含み得る。
【００９４】
　必要に応じて、有効成分を含む１つまたは複数の単位剤形を含み得るパックまたはディ
スペンサー装置にて、薬学的な物質または組成物を提供することができる。該パックは、
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例えば、ブリスターパックのように金属またはプラスチックホイルを含み得る。パックま
たはディスペンサー装置には、投与に関する指示書が添付され得る。
【００９５】
（１）有効成分としてペプチドを含む薬学的な物質または組成物
　本発明のペプチドは、薬学的な物質もしくは組成物として直接投与することができ、ま
たは必要であれば、従来の製剤方法によって製剤化される。後者の場合、本発明のペプチ
ドに加えて、薬物に通常用いられる担体、賦形剤等が特に制限なく適宜含まれ得る。その
ような担体の例は、滅菌水、生理食塩水、リン酸緩衝液、培養液等である。さらに、薬学
的な物質または組成物は、必要に応じて、安定剤、懸濁液、保存剤、界面活性剤等を含み
得る。本発明の薬学的な物質または組成物は、抗がん目的に用いることができる。
【００９６】
　インビボでＣＴＬを誘導するために、本発明のペプチドを、本発明のペプチドの２種ま
たはそれ以上から構成される組み合わせとして調製することができる。ペプチドの組み合
わせはカクテルの形態をとってよく、または標準的な技法を用いて互いにコンジュゲート
してもよい。例えば、該ペプチドを化学的に結合させても、または単一の融合ポリペプチ
ド配列として発現させてもよい。組み合わせにおけるペプチドは、同一であっても異なっ
ていてもよい。本発明のペプチドを投与することによって、該ペプチドはＨＬＡ抗原によ
ってＡＰＣ上に高密度で提示され、次いで、提示されたペプチドと該ＨＬＡ抗原との間に
形成された複合体に対して特異的に反応するＣＴＬが誘導される。あるいは、ＡＰＣ（例
えば、ＤＣ）を対象から取り出し、次にこれを本発明のペプチドにより刺激して、本発明
のペプチドのいずれかをそれらの細胞表面上に提示するＡＰＣを得る。これらのＡＰＣを
対象に再び投与して、対象においてＣＴＬを誘導し、その結果、腫瘍関連内皮に対する攻
撃性を増大させることができる。
【００９７】
　有効成分として本発明のペプチドを含む、がんまたは腫瘍の治療および／または予防の
ための薬学的な物質または組成物は、細胞性免疫を効率的に誘導することが知られている
アジュバントもまた含み得る。あるいは、薬学的な物質または組成物は、他の有効成分と
共に投与することができ、または顆粒内への製剤化によって投与することもできる。アジ
ュバントとは、免疫学的活性を有するタンパク質と共に（または連続して）投与した場合
に、該タンパク質に対する免疫応答を増強させる化合物を指す。本明細書において意図さ
れるアジュバントには、文献（Clin Microbiol Rev 1994, 7: 277-89）に記載されている
ものが含まれる。適切なアジュバントの例には、リン酸アルミニウム、水酸化アルミニウ
ム、ミョウバン、コレラ毒素、サルモネラ毒素等が含まれるが、これらに限定されない。
【００９８】
　さらに、リポソーム製剤、直径数マイクロメートルのビーズにペプチドが結合している
顆粒製剤、およびペプチドに脂質が結合している製剤が好都合に用いられ得る。
【００９９】
　本発明の別の態様において、本発明のペプチドは、薬学的に許容される塩の形態で投与
してもよい。塩の好ましい例には、アルカリ金属との塩、金属との塩、有機塩基との塩、
有機酸との塩、および無機酸との塩が含まれる。
【０１００】
　いくつかの態様において、本発明の薬学的な物質または組成物は、ＣＴＬを刺激する（
ｐｒｉｍｅ）成分をさらに含み得る。脂質は、ウイルス抗原に対してインビボでＣＴＬを
刺激し得る物質として同定された。例えば、パルミチン酸残基をリジン残基のεアミノ基
およびαアミノ基に付着させ、次に本発明のペプチドに連結させることができる。次いで
、脂質付加したペプチドを、ミセルもしくは粒子の状態で直接投与すること、リポソーム
中に取り込ませること、またはアジュバント中に乳化させることができる。ＣＴＬ応答の
脂質による刺激の別の例として、トリパルミトイル－Ｓ－グリセリルシステイニル－セリ
ル－セリン（Ｐ３ＣＳＳ）などの大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）リポタンパク質を、適切なペプ
チドに共有結合させて、ＣＴＬを刺激するために用いることができる（例えば、Deres et
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 al., Nature 1989, 342: 561-4を参照されたい）。
【０１０１】
　投与方法は、経口、皮内、皮下、静脈内注射等、および全身投与または標的部位の近傍
への局所投与であってよい。投与は、単回投与によって行うこともできるし、または複数
回投与によって強化することもできる。本発明のペプチドの用量を、治療する疾患、患者
の年齢、体重、投与方法等に従って適切に調節することができ、これは通常０.００１ｍ
ｇ～１０００ｍｇ、例えば０.００１ｍｇ～１０００ｍｇ、例えば０.１ｍｇ～１０ｍｇで
あり、数日から数ヶ月に１度投与することができる。当業者は、適切な用量を適切に選択
することができる。
【０１０２】
（２）有効成分としてポリヌクレオチドを含む薬学的な物質または組成物
　本発明の薬学的な物質または組成物はまた、本明細書に開示するペプチドをコードする
核酸を発現可能な形態で含み得る。本明細書において、「発現可能な形態で」という語句
は、ポリヌクレオチドが、細胞内に導入された場合に抗腫瘍免疫を誘導するポリペプチド
としてインビボで発現され得ることを意味する。例示的な態様において、関心対象のポリ
ヌクレオチドの核酸配列は、該ポリヌクレオチドの発現に必要な調節エレメントを含む。
ポリヌクレオチドには、標的細胞のゲノム中への安定的な組み込みが達成されるように、
必要なものを備えさせることができる（相同組換えカセットベクターの説明に関しては、
例えばThomas KR & Capecchi MR, Cell 1987, 51: 503-12を参照されたい）。例えば、Wo
lff et al., Science 1990, 247: 1465-8；米国特許第５,５８０,８５９号；第５,５８９
,４６６号；第５,８０４,５６６号；第５,７３９,１１８号；第５,７３６,５２４号；第
５,６７９,６４７号；およびＷＯ ９８／０４７２０を参照されたい。ＤＮＡに基づく送
達技術の例には、「裸のＤＮＡ」、促進された（ブピバカイン、ポリマー、ペプチド媒介
性）送達、カチオン性脂質複合体、および粒子媒介性（「遺伝子銃」）または圧力媒介性
の送達が含まれる（例えば、米国特許第５,９２２,６８７号を参照されたい）。
【０１０３】
　ウイルスベクターまたは細菌ベクターによって、本発明のペプチドを発現させることも
できる。発現ベクターの例には、ワクシニアウイルスまたは鶏痘ウイルスなどの弱毒化ウ
イルス宿主が含まれる。このアプローチは、例えば、ペプチドをコードするヌクレオチド
配列を発現させるためのベクターとして、ワクシニアウイルスの使用を伴う。宿主内に導
入すると、組換えワクシニアウイルスは免疫原性ペプチドを発現し、それによって免疫応
答を誘発する。免疫化プロトコールに有用なワクシニアベクターおよび方法は、例えば米
国特許第４,７２２,８４８号に記載されている。別のベクターはＢＣＧ（カルメット・ゲ
ラン桿菌）である。ＢＣＧベクターは、Stover et al., Nature 1991, 351: 456-60に記
載されている。治療的投与または免疫化に有用である多種多様な他のベクター、例えばア
デノウイルスベクターおよびアデノ随伴ウイルスベクター、レトロウイルスベクター、チ
フス菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉ）ベクター、無毒化炭疽毒素ベクター等が明
らかである。例えば、Shata et al., Mol Med Today 2000, 6: 66-71;Shedlock et al., 
J Leukoc Biol 2000, 68: 793-806;Hipp et al., In Vivo 2000, 14: 571-85を参照され
たい。
【０１０４】
　ポリヌクレオチドの対象内への送達は、直接的であってもよいし（この場合、ポリヌク
レオチドを保有するベクターに対象を直接曝露する）、または間接的であってもよい（こ
の場合、まずインビトロで細胞を関心対象のポリヌクレオチドで形質転換し、次いで該細
胞を対象内に移植する）。これら２つのアプローチはそれぞれ、インビボおよびエクスビ
ボの遺伝子治療として公知である。
【０１０５】
　遺伝子治療の方法の一般的な総説に関しては、Goldspiel et al., Clinical Pharmacy 
1993, 12: 488-505;Wu and Wu, Biotherapy 1991, 3: 87-95;Tolstoshev, Ann Rev Pharm
acol Toxicol 1993, 33: 573-96;Mulligan, Science 1993, 260: 926-32;Morgan & Ander
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son, Ann Rev Biochem 1993, 62: 191-217;Trends in Biotechnology 1993, 11(5): 155-
215を参照されたい。本発明にも用いることのできる、組換えＤＮＡ技術の分野において
一般に公知の方法は、eds. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology,
 John Wiley & Sons, NY, 1993;およびKrieger, Gene Transfer and Expression, A Labo
ratory Manual, Stockton Press, NY, 1990に記載されている。
【０１０６】
　投与方法は、経口、皮内、皮下、静脈内注射等であってよく、全身投与または標的部位
の近傍への局所投与が用いられる。投与は、単回投与によって行うこともできるし、また
は複数回投与によって強化することもできる。適切な担体中のポリヌクレオチドの用量、
または本発明のペプチドをコードするポリヌクレオチドで形質転換した細胞の用量を、治
療する疾患、患者の年齢、体重、投与方法等に従って適切に調節することができ、これは
通常０.００１ｍｇ～１０００ｍｇ、例えば０.００１ｍｇ～１０００ｍｇ、例えば０.１
ｍｇ～１０ｍｇであり、数日に１度～数ヶ月に１度投与することができる。当業者は、適
切な用量を適切に選択することができる。
【０１０７】
Ｘ．ペプチド、エキソソーム、ＡＰＣ、およびＣＴＬを用いる方法
　ＡＰＣおよびＣＴＬを誘導するために、本発明のペプチドおよびポリヌクレオチドを用
いることができる。ＣＴＬを誘導するために、本発明のエキソソームおよびＡＰＣを用い
ることもできる。ペプチド、ポリヌクレオチド、エキソソーム、およびＡＰＣは、任意の
他の化合物がそれらのＣＴＬ誘導能を阻害しない限り、該化合物と組み合わせて用いるこ
とができる。したがって、前述の本発明の薬学的な物質または組成物のいずれかをＣＴＬ
を誘導するために用いることができ、それに加えて、前記ペプチドおよびポリヌクレオチ
ドを含むものを、以下に説明されるように、ＡＰＣを誘導するために用いることもできる
。
【０１０８】
（１）抗原提示細胞（ＡＰＣ）を誘導する方法
　本発明は、本発明のペプチドまたはポリヌクレオチドを用いた、高いＣＴＬ誘導能を有
するＡＰＣを誘導または調製する方法を提供する。
【０１０９】
　本発明の方法は、ＡＰＣを本発明のペプチドとインビトロ、エクスビボ、またはインビ
ボで接触させる段階を含む。例えば、ＡＰＣを該ペプチドとエクスビボで接触させる方法
は、以下の段階を含み得る：
　ａ：対象からＡＰＣを回収する段階、および
　ｂ：段階ａのＡＰＣをペプチドと接触させる段階。
【０１１０】
　前記ＡＰＣは特定の種類の細胞に限定されず、リンパ球によって認識されるように自身
の細胞表面上にタンパク質性抗原を提示することが知られているＤＣ、ランゲルハンス細
胞、マクロファージ、Ｂ細胞、および活性化Ｔ細胞を含む。ＤＣは、ＡＰＣの中でもその
ＣＴＬ誘導能が最も強力であるために、好ましく用いられ得る。本発明の任意のペプチド
を、段階ｂのペプチドとして単独で、または本発明の他のペプチドと組み合わせて用いる
ことができる。
【０１１１】
　あるいは、本発明のペプチドをＡＰＣとインビボで接触させるように該ペプチドを対象
に投与してもよい。結果的に、高いＣＴＬ誘導能を有するＡＰＣが対象の体内で誘導され
得る。したがって本発明はまた、ＡＰＣをインビボで誘導するために、本発明のペプチド
を対象に投与する方法を意図する。本発明のペプチドをコードするポリヌクレオチドを発
現可能な形態で対象に投与して、本発明のペプチドを発現させてＡＰＣとインビボで接触
させるようにし、結果的に高いＣＴＬ誘導能を有するＡＰＣを対象の体内で誘導すること
も可能である。したがって本発明はまた、ＡＰＣをインビボで誘導するために、本発明の
ポリヌクレオチドを対象に投与する方法を意図する。「発現可能な形態」という語句は、
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上記「ＩＸ．薬学的な物質または組成物」の章において定義されている。
【０１１２】
（２）有効成分としてポリヌクレオチドを含む薬学的な物質または組成物
　さらに本発明は、ＣＴＬ誘導能を有するＡＰＣを誘導または調製するために、本発明の
ポリヌクレオチドをＡＰＣに導入することを含む。例えば、本方法は以下の段階を含み得
る：
　ａ：対象からＡＰＣを回収する段階、および
　ｂ：本発明のペプチドをコードするポリヌクレオチドを導入する段階。
【０１１３】
　段階ｂは、上記「ＶＩ．抗原提示細胞」の章に記述した通りに行うことができる。
【０１１４】
　あるいは、本発明は、ＦＯＸＭ１に対するＣＴＬ活性を特異的に誘導する抗原提示細胞
（ＡＰＣ）を調製するための方法であって、以下の段階の１つを含む方法を提供する：
　（ａ）ＡＰＣを本発明のペプチドとインビトロ、エクスビボ、またはインビボで接触さ
せる段階；および
　（ｂ）本発明のペプチドをコードするポリヌクレオチドをＡＰＣに導入する段階。
【０１１５】
（２）ＣＴＬを誘導する方法
　さらに本発明は、本発明のペプチド、ポリヌクレオチド、またはエキソソームもしくは
ＡＰＣを用いてＣＴＬを誘導するための方法を提供する。
【０１１６】
　本発明はまた、本発明のペプチドとＨＬＡ抗原との複合体を認識するＴ細胞受容体（Ｔ
ＣＲ）サブユニットを形成し得るポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを用いて、
ＣＴＬを誘導するための方法を提供する。好ましくは、ＣＴＬを誘導するための方法は、
以下からなる群より選択される少なくとも１つの段階を含む：
　ａ）ＣＤ８陽性Ｔ細胞を、ＨＬＡ抗原と本発明のペプチドとの複合体をその表面上に提
示する抗原提示細胞および／またはエキソソームと接触させる段階；ならびに
　ｂ）本発明のペプチドとＨＬＡ抗原との複合体を認識するＴＣＲサブユニットを形成し
得るポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、ＣＤ８陽性細胞に導入する段階。
【０１１７】
　本発明のペプチド、ポリヌクレオチド、ＡＰＣ、またはエキソソームを対象に投与した
場合、該対象の体内でＣＴＬが誘導され、がん細胞を標的とする免疫応答の強度が増強さ
れる。したがって本発明はまた、ＣＴＬを誘導するために、本発明のペプチド、ポリヌク
レオチド、ＡＰＣ、またはエキソソームを対象に投与する段階を含む方法を意図する。
【０１１８】
　あるいは、エクスビボでの使用によってＣＴＬを誘導することもできる。そのような場
合には、ＣＴＬを誘導した後、活性化したＣＴＬを対象に戻す。例えば、ＣＴＬを誘導す
るための本発明の方法は、以下の段階を含み得る：
　ａ）対象からＡＰＣを回収する段階；
　ｂ）段階ａ）のＡＰＣをペプチドと接触させる段階；および
　ｃ）段階ｂのＡＰＣをＣＤ８陽性細胞と共培養する段階。
【０１１９】
　上記の段階ｃにおいてＣＤ８陽性細胞と共培養するＡＰＣは、上記「ＶＩ．抗原提示細
胞」の章に記述した通りに、本発明のポリヌクレオチドを含む遺伝子をＡＰＣに導入する
ことによって調製することもできるが、これに限定されず、ＨＬＡ抗原と本発明のペプチ
ドとの複合体をその表面上に効率的に提示する任意のＡＰＣを本方法に用いることができ
る。
【０１２０】
　そのようなＡＰＣの代わりに、ＨＬＡ抗原と本発明のペプチドとの複合体をその表面上
に提示するエキソソームを用いることもできる。すなわち、本発明はまた、ＨＬＡ抗原と
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本発明のペプチドとの複合体をその表面上に提示するエキソソームを、ＣＤ８陽性細胞と
共培養する方法を意図する。そのようなエキソソームは、上記「Ｖ．エキソソーム」の章
に記述した方法によって調製することができる。
【０１２１】
　さらに、本発明のペプチドに結合するＴＣＲサブユニットをコードするポリヌクレオチ
ドを含む遺伝子をＣＤ８陽性細胞に導入することによって、ＣＴＬを誘導することができ
る。そのような形質導入は、上記「ＶＩＩＩ．Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）」の章に記述した
通りに行うことができる。
【０１２２】
　加えて、本発明は、本発明のペプチドを薬学的に許容される担体と共に混合または製剤
化する段階を含む方法である、ＣＴＬを誘導する薬学的な物質または組成物を製造するた
めの方法または工程を提供する。
【０１２３】
（３）免疫応答を誘導する方法
　さらに本発明は、ＦＯＸＭ１に関連する疾患に対する免疫応答を誘導する方法を提供す
る。適切な疾患にはがんが含まれ、その例には、ＡＭＬ、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、胆管
細胞癌、ＣＭＬ、結腸直腸癌、食道癌、胃癌、びまん性胃癌、肝癌、ＮＳＣＬＣ、リンパ
腫、骨肉腫、卵巣癌、膵癌、前立腺癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組織腫瘍、および精巣腫瘍
が含まれる。
【０１２４】
　本方法は、本発明のペプチドまたはそれらをコードするポリヌクレオチドのいずれかを
含む物質または組成物を投与する段階を含む。本発明の方法はまた、本発明のペプチドの
いずれかを提示するエキソソームまたはＡＰＣの投与を意図する。詳細については、「Ｉ
Ｘ．薬学的な物質または組成物」の項目、特にワクチンとしての本発明の薬学的な物質ま
たは組成物の使用について記載している部分を参照されたい。加えて、免疫応答を誘導す
るための本発明の方法に用いることができるエキソソームおよびＡＰＣは、上記「Ｖ．エ
キソソーム」、「ＶＩ．抗原提示細胞（ＡＰＣ）」、ならびに「Ｘ．ペプチド、エキソソ
ーム、ＡＰＣ、およびＣＴＬを用いる方法」の（１）および（２）の項目において詳述さ
れている。
【０１２５】
　本発明はまた、本発明のペプチドを薬学的に許容される担体と共に混合または製剤化す
る段階を含む方法である、免疫応答を誘導する薬学的な物質または組成物を製造するため
の方法または工程を提供する。
【０１２６】
　あるいは、本発明の方法は、以下を含むワクチンまたは薬学的組成物を投与する段階を
含み得る：
　（ａ）本発明のペプチド；
　（ｂ）本明細書に開示するようなペプチドを発現可能な形態でコードする核酸；
　（ｃ）本発明のペプチドをその表面上に提示するＡＰＣまたはエキソソーム；および
　（ｄ）本発明の細胞傷害性Ｔ細胞。
【０１２７】
　本発明において、ＦＯＸＭ１を過剰発現するがんをこれらの有効成分を用いて治療する
ことができる。がんには、ＡＭＬ、膀胱癌、乳癌、子宮頸癌、胆管細胞癌、ＣＭＬ、結腸
直腸癌、食道癌、胃癌、びまん性胃癌、肝癌、ＮＳＣＬＣ、リンパ腫、骨肉腫、卵巣癌、
膵癌、前立腺癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組織腫瘍、および精巣腫瘍が含まれるが、これら
に限定されない。したがって、有効成分を含むワクチンまたは薬学的組成物を投与する前
に、治療すべきがん細胞またはがん組織におけるＦＯＸＭ１の発現レベルが、同じ臓器の
正常細胞と比較して増強されているかどうかを確認することが好ましい。したがって１つ
の態様において、本発明は、以下の段階を含み得る、ＦＯＸＭ１を（過剰）発現するがん
を治療するための方法を提供する：
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　ｉ）治療すべきがんを有する対象から得られたがん細胞またはがん組織において、ＦＯ
ＸＭ１の発現レベルを決定する段階；
　ｉｉ）ＦＯＸＭ１の発現レベルを正常対照と比較する段階；および
　ｉｉｉ）上記の（ａ）～（ｄ）からなる群より選択される少なくとも１つの成分を、正
常対照と比較してＦＯＸＭ１を過剰発現するがんを有する対象に投与する段階。
あるいは、本発明はまた、ＦＯＸＭ１を過剰発現するがんを有する対象への投与において
用いるための、上記の（ａ）～（ｄ）からなる群より選択される少なくとも１つの成分を
含むワクチンまたは薬学的組成物を提供する。換言すれば、本発明はさらに、本発明のＦ
ＯＸＭ１ポリペプチドで治療すべき対象を、同定するための方法を提供し、該方法は、対
象由来のがん細胞またはがん組織におけるＦＯＸＭ１の発現レベルを決定する段階を含ん
でよく、ここで、該レベルが、該遺伝子の正常対照レベルと比較して上昇していることに
より、対象が、本発明のＦＯＸＭ１ポリペプチドで治療され得るがんを有することが示さ
れる。本発明のがんを治療する方法を、以下により詳細に説明する。
【０１２８】
　本発明の方法によって治療される対象は、好ましくは哺乳動物である。例示的な哺乳動
物には、例えばヒト、非ヒト霊長類、マウス、ラット、イヌ、ネコ、ウマ、および雌ウシ
が含まれるが、これらに限定されない。
【０１２９】
　本発明に従って、対象から得られたがん細胞またはがん組織におけるＦＯＸＭ１の発現
レベルを決定する。発現レベルは、当技術分野で公知の方法を用いて、転写（核酸）産物
レベルで決定することができる。例えば、ＦＯＸＭ１のｍＲＮＡは、ハイブリダイゼーシ
ョン法（例えば、ノーザンハイブリダイゼーション）により、プローブを用いて定量して
もよい。検出は、チップまたはアレイ上で実施してもよい。アレイの使用は、ＦＯＸＭ１
の発現レベルを検出するのに好ましい。当業者は、ＦＯＸＭ１の配列情報を使用して、こ
のようなプローブを調製することができる。例えば、ＦＯＸＭ１のｃＤＮＡをプローブと
して用いてもよい。必要であれば、色素、蛍光物質、および同位体などの適切な標識でプ
ローブを標識することができ、ハイブリダイズした標識の強度として、遺伝子の発現レベ
ルを検出することができる。
【０１３０】
　さらに、ＦＯＸＭ１（例えば、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３４）の転写産物は、増幅に基づ
く検出法（例えば、ＲＴ－ＰＣＲ）により、プライマーを用いて定量することができる。
このようなプライマーもまた、該遺伝子の入手可能な配列情報に基づいて調製することが
できる。
【０１３１】
　具体的には、本発明の方法のために用いられるプローブまたはプライマーは、ストリン
ジェントな条件、中程度にストリンジェントな条件、または低ストリンジェントな条件の
下で、ＦＯＸＭ１のｍＲＮＡにハイブリダイズする。本明細書において使用する場合、「
ストリンジェントな（ハイブリダイゼーション）条件」という語句は、プローブまたはプ
ライマーがその標的配列にハイブリダイズするが、他の配列にはハイブリダイズしない条
件を指す。ストリンジェントな条件は、配列依存性であり、異なる状況下では異なる。よ
り長い配列の特異的ハイブリダイゼーションは、より短い配列よりも高い温度で観察され
る。一般に、ストリンジェントな条件の温度は、規定のイオン強度およびｐＨにおける特
定の配列の融解温度（Ｔｍ）よりも約５℃低くなるように選択される。Ｔｍとは、平衡時
に、標的配列に相補的なプローブの５０％が標的配列とハイブリダイズする（規定のイオ
ン強度、ｐＨ、および核酸濃度における）温度である。標的配列は一般に過剰に存在する
ため、Ｔｍでは、平衡時に、プローブの５０％が占有される。典型的には、ストリンジェ
ントな条件とは、ｐＨ７．０～８．３において、塩濃度が約１．０　Ｍ未満のナトリウム
イオン、典型的には約０．０１～１．０　Ｍのナトリウムイオン（または他の塩）であり
、かつ温度が、短いプローブまたはプライマー（例えば、１０～５０ヌクレオチド）の場
合は少なくとも約３０℃であり、より長いプローブまたはプライマーの場合は少なくとも
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約６０℃である条件である。ストリンジェントな条件はまた、ホルムアミドなどの脱安定
化物質を添加することによって達成してもよい。
【０１３２】
　あるいは、本発明の診断のために翻訳産物を検出することもできる。例えば、ＦＯＸＭ
１タンパク質（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３４）の量を決定することができる。翻訳産物とし
てタンパク質の量を決定するための方法には、該タンパク質を特異的に認識する抗体を使
用するイムノアッセイ法が含まれる。抗体は、モノクローナルであってもよく、またはポ
リクローナルであってもよい。さらに、抗体の任意の断片または改変体（例えば、キメラ
抗体、ｓｃＦｖ、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ等）も、その断片または改変抗体がＦＯ
ＸＭ１タンパク質への結合能を保持している限り、検出のために用いることができる。タ
ンパク質を検出するためのこれらの種類の抗体を調製する方法は、当技術分野において周
知であり、本発明においては、任意の方法を使用して、そのような抗体およびそれらの等
価物を調製することができる。
【０１３３】
　ＦＯＸＭ１遺伝子の発現レベルをその翻訳産物に基づいて検出する別の方法として、Ｆ
ＯＸＭ１タンパク質に対する抗体を用いた免疫組織化学的解析により、染色強度を観察し
てもよい。すなわちこの測定では、強い染色により、タンパク質の存在／レベルの上昇が
示され、それと同時にＦＯＸＭ１遺伝子の高い発現レベルが示される。
【０１３４】
　がん細胞における、例えばＦＯＸＭ１遺伝子を含む標的遺伝子の発現レベルは、そのレ
ベルが、対応する標的遺伝子の対照レベル（例えば、正常細胞におけるレベル）よりも例
えば１０％、２５％、もしくは５０％上昇しているか、または１．１倍超、１．５倍超、
２．０倍超、５．０倍超、１０．０倍超、もしくはそれ以上に上昇している場合に、上昇
していると決定することができる。
【０１３５】
　対照レベルは、疾患状態（がん性または非がん性）が既知である対象から予め回収し保
存しておいた試料を用いることにより、がん細胞と同時に決定することができる。加えて
、治療すべきがんを有する臓器の非がん性領域から得られた正常細胞を、正常対照として
用いてもよい。あるいは、対照レベルは、疾患状態が既知である対象由来の試料中のＦＯ
ＸＭ１遺伝子の予め決定された発現レベルを解析することによって得られた結果に基づい
て、統計的方法により決定してもよい。さらに、対照レベルは、予め試験された細胞由来
の発現パターンのデータベースに由来し得る。さらに、本発明の１つの局面に従って、生
物学的試料中のＦＯＸＭ１遺伝子の発現レベルは、複数の参照試料から決定された複数の
対照レベルと比較してもよい。対象由来の生物学的試料の組織型と類似の組織型に由来す
る参照試料から決定された対照レベルを用いることが好ましい。さらに、疾患状態が既知
である集団におけるＦＯＸＭ１遺伝子の発現レベルの標準値を用いることが好ましい。標
準値は、当技術分野において公知の任意の方法によって得ることができる。例えば、平均
値±２Ｓ．Ｄ．または平均値±３Ｓ．Ｄ．の範囲を、標準値として用いることができる。
【０１３６】
　本発明との関連において、がん性ではないことが既知である生物学的試料から決定され
た対照レベルは、「正常対照レベル」と称される。一方、がん性の生物学的試料から対照
レベルが決定された場合、これは「がん性対照レベル」と称される。
【０１３７】
　ＦＯＸＭ１遺伝子の発現レベルが正常対照レベルと比較して上昇しているか、またはが
ん性対照レベルと類似している／同等である場合、対象は、治療すべきがんを有すると診
断され得る。より具体的には、本発明は、（ｉ）対象が、治療すべきがんを有するかどう
かを診断する、および／または（ｉｉ）がん治療のための対象を選択する方法であって、
以下の段階を含む方法を提供する：
　ａ）治療すべきがんを有する疑いのある対象から得られたがん細胞またはがん組織にお
けるＦＯＸＭ１の発現レベルを決定する段階；
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　ｂ）ＦＯＸＭ１の発現レベルを正常対照レベルと比較する段階；
　ｃ）ＦＯＸＭ１の発現レベルが正常対照レベルと比較して上昇している場合に、該対象
を、治療すべきがんを有すると診断する段階；および
　ｄ）段階ｃ）において、対象が、治療すべきがんを有すると診断された場合に、がん治
療のために該対象を選択する段階。
【０１３８】
　あるいは、そのような方法は以下の段階を含む：
　ａ）治療すべきがんを有する疑いのある対象から得られたがん細胞またはがん組織にお
けるＦＯＸＭ１の発現レベルを決定する段階；
　ｂ）ＦＯＸＭ１の発現レベルをがん性対照レベルと比較する段階；
　ｃ）ＦＯＸＭ１の発現レベルががん性対照レベルと比較して類似しているか、または同
等である場合に、該対象を、治療すべきがんを有すると診断する段階；および
　ｄ）段階ｃ）において、対象が、治療すべきがんを有すると診断された場合に、がん治
療のために該対象を選択する段階。
【０１３９】
　本発明はまた、本発明のＦＯＸＭ１ポリペプチドで治療され得るがんに罹患している対
象を決定するためのキットを提供し、該キットはまた、がん免疫療法の有効性を評価およ
び／またはモニターするのにも有用であり得る。好ましくは、がんには、ＡＭＬ、膀胱癌
、乳癌、子宮頸癌、胆管細胞癌、ＣＭＬ、結腸直腸癌、食道癌、胃癌、びまん性胃癌、肝
癌、ＮＳＣＬＣ、リンパ腫、骨肉腫、卵巣癌、膵癌、前立腺癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組
織腫瘍、および精巣腫瘍が含まれるが、これらに限定されない。より具体的には、キット
は、対象由来のがん細胞におけるＦＯＸＭ１遺伝子の発現を検出するための少なくとも１
つの試薬を含むことが好ましく、試薬は以下の群より選択され得る：
　（ａ）ＦＯＸＭ１遺伝子のｍＲＮＡを検出するための試薬；
　（ｂ）ＦＯＸＭ１タンパク質を検出するための試薬；および
　（ｃ）ＦＯＸＭ１タンパク質の生物学的活性を検出するための試薬。
【０１４０】
　ＦＯＸＭ１遺伝子のｍＲＮＡを検出するのに適した試薬には、ＦＯＸＭ１　ｍＲＮＡの
一部に相補的な配列を有するオリゴヌクレオチドなどの、ＦＯＸＭ１　ｍＲＮＡに特異的
に結合するかまたはＦＯＸＭ１　ｍＲＮＡを同定する核酸が含まれる。これらの種類のオ
リゴヌクレオチドの例は、ＦＯＸＭ１　ｍＲＮＡに特異的なプライマーおよびプローブで
ある。これらの種類のオリゴヌクレオチドは、当技術分野において周知の方法に基づいて
調製することができる。必要であれば、ＦＯＸＭ１　ｍＲＮＡを検出するための試薬を固
体マトリックス上に固定化してもよい。さらに、ＦＯＸＭ１　ｍＲＮＡを検出するための
２つ以上の試薬をキットに含めることができる。
【０１４１】
　一方、ＦＯＸＭ１タンパク質を検出するのに適した試薬には、ＦＯＸＭ１タンパク質に
対する抗体が含まれる。抗体は、モノクローナルであってもよく、またはポリクローナル
であってもよい。さらに、抗体の任意の断片または改変体（例えば、キメラ抗体、ｓｃＦ
ｖ、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ等）も、その断片または改変抗体がＦＯＸＭ１タンパ
ク質への結合能を保持している限り、試薬として用いることもできる。タンパク質を検出
するためのこれらの種類の抗体を調製する方法は、当技術分野において周知であり、本発
明においては、任意の方法を使用して、そのような抗体およびそれらの等価物を調製する
ことができる。さらに、直接連結または間接標識技術により、抗体をシグナル生成分子で
標識することができる。標識、および抗体を標識してそれらの標的に対する抗体の結合を
検出するための方法は、当技術分野において周知であり、任意の標識および方法を本発明
のために使用することができる。さらに、ＦＯＸＭ１タンパク質を検出するための２つ以
上の試薬をキットに含めることができる。
【０１４２】
　キットは、前述の試薬のうち２つ以上を含有していてもよい。例えば、がんに罹患して
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いないまたはがんに罹患している対象から得られた組織試料は、有用な対照試薬として役
立ち得る。本発明のキットは、緩衝液、希釈剤、フィルター、針、シリンジ、および使用
のための説明を含む添付文書（例えば、文書、テープ、ＣＤ－ＲＯＭ等）を含む、商業上
の観点および使用者の観点から望ましいその他の材料をさらに含んでもよい。これらの試
薬等は、ラベルを有する容器中に保持され得る。適切な容器には、瓶、バイアル、および
試験管が含まれる。容器は、ガラスまたはプラスチックなどの種々の材料から形成され得
る。
【０１４３】
　本発明の１つの態様において、試薬がＦＯＸＭ１のｍＲＮＡに対するプローブである場
合、少なくとも１つの検出部位が形成されるよう、該試薬を多孔質ストリップなどの固体
マトリックスの上に固定化することができる。多孔質ストリップの測定領域または検出領
域は、各々が１つの核酸（プローブ）を含有している複数の部位を含んでいてもよい。テ
ストストリップはまた、陰性対照および／または陽性対照のための部位を含んでいてもよ
い。あるいは、対照部位は、テストストリップとは別のストリップ上に配置されてもよい
。任意で、異なる検出部位は、固定化された核酸を、異なる量含有していてもよく、すな
わち、第１の検出部位ではより多い量を含有し、以降の部位ではより少ない量を含有して
いてもよい。試験試料を添加すると、検出可能なシグナルを示す部位の数により、試料中
に存在するＦＯＸＭ１　ｍＲＮＡの量の定量的な指標が提供される。検出部位は、適切に
検出可能な任意の形状で構成することができ、典型的には、テストストリップの幅にわた
るバーまたはドットの形状である。
【０１４４】
　本発明のキットは、陽性対照試料またはＦＯＸＭ１標準試料をさらに含み得る。本発明
の陽性対照試料は、ＦＯＸＭ１陽性試料を回収し、次にそれらのＦＯＸＭ１レベルをアッ
セイすることによって調製することができる。あるいは、精製ＦＯＸＭ１タンパク質また
はポリヌクレオチドを、ＦＯＸＭ１を発現しない細胞に添加して、陽性試料またはＦＯＸ
Ｍ１試料を形成してもよい。本発明において、精製ＦＯＸＭ１は組換えタンパク質であっ
てよい。陽性対照試料のＦＯＸＭ１レベルは、例えばカットオフ値よりも高い。
【０１４５】
　以下の実施例は、本発明を説明するために、ならびに本発明の作製および使用において
当業者を支援するために提示される。本実施例は、本発明の範囲を他の形で限定すること
を意図するものでは決してない。
【実施例】
【０１４６】
材料および方法
細胞株
　ＴＩＳＩ、ＨＬＡ－Ａ＊２４０２陽性Ｂリンパ芽球様細胞株は、ＩＨＷＧ　Ｃｅｌｌ　
ａｎｄ　Ｇｅｎｅ　Ｂａｎｋ（Ｓｅａｔｔｌｅ，　ＷＡ）から購入した。ＣＯＳ７、アフ
リカミドリザル腎細胞株は、ＡＴＣＣから購入した。
【０１４７】
ＦＯＸＭ１由来のペプチドの候補選択
　ＨＬＡ－Ａ＊２４０２分子に結合するＦＯＸＭ１由来の９ｍｅｒおよび１０ｍｅｒのペ
プチドを、結合予測ソフトウェア「ＢＩＭＡＳ」（ｗｗｗ－ｂｉｍａｓ．ｃｉｔ．ｎｉｈ
．ｇｏｖ／ｍｏｌｂｉｏ／ｈｌａ＿ｂｉｎｄ）（Parker et al.(J Immunol 1994, 152(1)
: 163-75)、Kuzushima et al.(Blood 2001, 98(6): 1872-81)）、および「ＮｅｔＭＨＣ
　３．０」（ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＭＨＣ／）（Bu
us et al.(Tissue Antigens., 62:378-84, 2003）、Nielsen et al.(Protein Sci., 12:1
007-17, 2003、Bioinformatics, 20(9):1388-97, 2004)）を用いて予測した。これらのペ
プチドは、標準的な固相合成法に従ってＢｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｌｅｗｉｓｖｉｌｌ
ｅ，　Ｔｅｘａｓ）によって合成し、逆相高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）によ
って精製した。ペプチドの純度（＞９０％）および同一性を、それぞれ分析用ＨＰＬＣお
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よび質量分析によって決定した。ペプチドをジメチルスルホキシドに２０　ｍｇ／ｍｌで
溶解し、－８０℃で保存した。
【０１４８】
インビトロでのＣＴＬ誘導
　単球由来の樹状細胞（ＤＣ）を抗原提示細胞として用いて、ヒト白血球抗原（ＨＬＡ）
上に提示されたペプチドに対する細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答を誘導した。他所
に記載されているように、ＤＣをインビトロで作製した（Nakahara S et al., Cancer Re
s 2003 Jul 15, 63(14): 4112-8）。具体的には、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｐｌａｑｕｅ（Ｐｈａ
ｒｍａｃｉａ）溶液によって健常なボランティア（ＨＬＡ－Ａ*２４０２陽性）から単離
した末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、プラスチック製の組織培養ディッシュ（Ｂｅｃｔｏ
ｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）へ付着させることによって分離し、それらを単球画分として濃
縮した。２％の加熱非働化した自己血清（ＡＳ）を含むＡＩＭ－Ｖ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）中で、１０００Ｕ／ｍｌの顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（Ｒ＆Ｄ　Ｓ
ｙｓｔｅｍ）および１０００Ｕ／ｍｌのインターロイキン（ＩＬ）－４（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ）の存在下で、単球が濃縮した集団を培養した。培養７日後、サイトカインで誘導
したＤＣに、ＡＩＭ－Ｖ培地中で３時間、３７℃にて、３μｇ／ｍｌのβ２－ミクログロ
ブリンの存在下で２０μｇ／ｍｌの各合成ペプチドをパルスした。作製した細胞は、その
細胞表面上に、ＣＤ８０、ＣＤ８３、ＣＤ８６、およびＨＬＡクラスＩＩなどのＤＣ関連
分子を発現しているようであった（データは示さず）。次いで、ペプチドをパルスしたこ
れらのＤＣを、Ｘ線照射（２０Ｇｙ）によって不活化し、ＣＤ８　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　Ｉ
ｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｄｙｎａｌ）を用いた陽性選択によって得られた自己ＣＤ８
＋Ｔ細胞と１：２０の比率で混合した。これらの培養物を４８ウェルプレート（Ｃｏｒｎ
ｉｎｇ）中に準備し；各ウェルは、０．５ｍｌのＡＩＭ－Ｖ／２％ＡＳ培地中に、１．５
×１０４個のペプチドパルスしたＤＣ、３×１０５個のＣＤ８＋Ｔ細胞、および１０ｎｇ
／ｍｌのＩＬ－７（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ）を含んだ。３日後、これらの培養物に、ＩＬ
－２（ＣＨＩＲＯＮ）を最終濃度２０ＩＵ／ｍｌまで補充した。７日目および１４日目に
、ペプチドパルスした自己ＤＣでＴ細胞をさらに刺激した。該ＤＣは上記と同じ方法によ
って毎回調製した。２１日目に、３回目のペプチド刺激後、ペプチドパルスしたＴＩＳＩ
細胞に対してＣＴＬを試験した（Tanaka H et al., Br J Cancer 2001 Jan 5, 84(1): 94
-9; Umano Y et al., Br J Cancer 2001 Apr 20, 84(8): 1052-7; Uchida N et al., Cli
n Cancer Res 2004 Dec 15, 10(24): 8577-86; Watanabe T et al., Cancer Sci 2005 Au
g, 96(8): 498-506; Suda T et al., Cancer Sci 2006 May, 97(5): 411-9）。
【０１４９】
ＣＴＬ増殖手順
　Riddellら(Walter EA et al., N Engl J Med 1995 Oct 19, 333(16): 1038-44;Riddell
 SR et al., Nat Med 1996 Feb, 2(2): 216-23)によって記載されている方法と類似の方
法を用いて、ＣＴＬを培養下で増殖させた。４０ｎｇ／ｍｌの抗ＣＤ３モノクローナル抗
体（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）の存在下で、マイトマイシンＣによって不活化した２種類の
ヒトＢリンパ芽球様細胞株と共に、合計５×１０４個のＣＴＬを２５ｍｌのＡＩＭ－Ｖ／
５％ＡＳ培地中に懸濁した。培養開始１日後に、１２０ＩＵ／ｍｌのＩＬ－２を該培養物
に添加した。５、８、および１１日目に、３０ＩＵ／ｍｌのＩＬ－２を含む新たなＡＩＭ
－Ｖ／５％ＡＳ培地を、該培養物に供給した（Tanaka H et al., Br J Cancer 2001 Jan 
5, 84(1): 94-9; Umano Y et al., Br J Cancer 2001 Apr 20, 84(8): 1052-7; Uchida N
 et al., Clin Cancer Res 2004 Dec 15, 10(24): 8577-86; Watanabe T et al., Cancer
 Sci 2005 Aug, 96(8): 498-506; Suda T et al., Cancer Sci 2006 May, 97(5): 411-9
）。
【０１５０】
ＣＴＬクローンの樹立
　９６丸底マイクロタイタープレート（Ｎａｌｇｅ　Ｎｕｎｃ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎ
ａｌ）において０．３個、１個、および３個のＣＴＬ／ウェルとなるように、希釈を行っ
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ｎｇ／ｍｌの抗ＣＤ３抗体、および１２５Ｕ／ｍｌのＩＬ－２と共に、合計１５０μｌ／
ウェルの５％ＡＳ含有ＡＩＭ－Ｖ培地中で培養した。１０日後、５０μｌ／ウェルのＩＬ
－２を、１２５Ｕ／ｍｌのＩＬ－２の最終濃度に到達するように培地に添加した。１４日
目にＣＴＬ活性を試験し、上記と同じ方法を用いてＣＴＬクローンを増殖させた(Uchida 
N et al., Clin Cancer Res 2004 Dec 15, 10(24): 8577-86；Suda T et al., Cancer Sc
i 2006 May, 97(5): 411-9；Watanabe T et al., Cancer Sci 2005 Aug, 96(8): 498-506
)。
【０１５１】
特異的ＣＴＬ活性
　特異的ＣＴＬ活性を調べるために、インターフェロン（ＩＦＮ）－γ酵素結合免疫スポ
ット（ＥＬＩＳＰＯＴ）アッセイおよびＩＦＮ－γ酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳ
Ａ）を行った。具体的には、ペプチドパルスしたＴＩＳＩ（１×１０４個の細胞／ウェル
）を刺激細胞として調製した。４８ウェル中の培養細胞を応答細胞として使用した。ＩＦ
Ｎ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴアッセイおよびＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＡアッセイは、製造業者の
手順に従って行った。
【０１５２】
プラスミドのトランスフェクション
　標的遺伝子またはＨＬＡ－Ａ＊２４０２のオープンリーディングフレームをコードする
ｃＤＮＡをＰＣＲによって増幅した。ＰＣＲ増幅産物をｐＣＡＧＧＳベクターにクローニ
ングした。製造業者の推奨手順に従ってリポフェクタミン２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）を用いて、標的遺伝子陰性およびＨＬＡ－Ａ２４陰性細胞株であるＣＯＳ７にプラス
ミドをトランスフェクトした。トランスフェクションから２日後、トランスフェクトした
細胞をｖｅｒｓｅｎｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて回収し、ＣＴＬ活性アッセイの
ための標的細胞（５×１０４個の細胞／ウェル）として使用した。
【０１５３】
結果
ＦＯＸＭ１由来のＨＬＡ－Ａ２４結合ペプチドの予測
　表１ａおよび１ｂは、ＦＯＸＭ１の９ｍｅｒおよび１０ｍｅｒのＨＬＡ－Ａ２４結合ペ
プチドを、結合親和性の高い順に示す。ＢＩＭＡＳにより２９種のペプチド（ＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ：１～１２およびＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１５～３１）が予測され、ＮｅｔＭＨＣ
　３．０により３種のペプチド（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３～１４およびＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：３２）が予測された。潜在的なＨＬＡ－Ａ２４結合能を有する合計３２種のペプチ
ドを選択して、エピトープペプチドを決定するために試験した。
【０１５４】
　（表１ａ）ＦＯＸＭ１に由来する９ｍｅｒのＨＬＡ－Ａ２４結合ペプチド
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　（表１ｂ）ＦＯＸＭ１に由来する１０ｍｅｒのＨＬＡ－Ａ２４結合ペプチド
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開始位置は、ＦＯＸＭ１のＮ末端からのアミノ酸残基の数を示す。
結合スコアおよび解離定数［Ｋｄ　（ｎＭ）］は、「ＢＩＭＡＳ」および「ＮｅｔＭＨＣ
　３．０」から導き出している。
【０１５６】
ＨＬＡ－Ａ＊２４０２拘束性のＦＯＸＭ１由来予測ペプチドを用いたＣＴＬの誘導、およ
びＦＯＸＭ１由来ペプチドで刺激したＣＴＬ株の樹立
　ＦＯＸＭ１由来のペプチドに対するＣＴＬを、「材料および方法」に記載したプロトコ
ールに従って作製した。ＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴアッセイによって、ペプチド特異的
なＣＴＬ活性を決定した（図１ａ～ｇ）。それにより、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－２６２
（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）で刺激したウェル番号＃１、＃４、および＃７（ａ）、ＦＯ
ＸＭ１－Ａ２４－９－３５１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７）で刺激した＃７（ｂ）、ＦＯＸ
Ｍ１－Ａ２４－９－５７（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８）で刺激した＃５（ｃ）、ＦＯＸＭ１
－Ａ２４－１０－２４０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６）で刺激した＃３（ｄ）、ＦＯＸＭ
１－Ａ２４－１０－３１８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５）で刺激した＃６（ｅ）、ＦＯＸ
Ｍ１－Ａ２４－１０－３９０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３０）で刺激した＃４（ｆ）、およ
びＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２３８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３１）で刺激した＃５（ｇ
）が、対照ウェルと比較して強力なＩＦＮ－γ産生を示すことが示された。一方、表１ａ
および１ｂに示した他のペプチドはＨＬＡ－Ａ＊２４０２との結合活性を有する可能性が
あったにもかかわらず、それらのペプチドを用いた刺激では強力なＩＦＮ－γ産生は検出
できなかった。例えば、ペプチドをパルスした標的細胞に対する、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－
９－３１６（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１）で刺激したＣＴＬ応答の典型的な陰性データ（ｈ
）。その結果、ＦＯＸＭ１由来の７種のペプチドが、強力なＣＴＬを誘導し得るペプチド
としてスクリーニングされたことが示された。
【０１５７】
ＦＯＸＭ１由来ペプチドに対するＣＴＬ株およびＣＴＬクローンの樹立
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－２６２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）で刺激したウェル番号＃
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４（ａ）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２４０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６）で刺激した
＃３（ｂ）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３１８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５）で刺激し
た＃６（ｃ）、およびＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２３８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３１）
で刺激した＃５（ｄ）中の、ＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＰＯＴアッセイによって検出されるペ
プチド特異的なＣＴＬ活性を示した細胞を増殖させて、ＣＴＬ株を樹立した。これらのＣ
ＴＬ株のＣＴＬ活性を、ＩＦＮ－γ　ＥＬＩＳＡアッセイによって決定した（図２ａ～ｄ
）。それにより、すべてのＣＴＬ株が、ペプチドをパルスしなかった標的細胞と比較して
、対応するペプチドをパルスした標的細胞に対して強力なＩＦＮ－γ産生を示すことが示
された。さらに、ＣＴＬ株から限界希釈することによりＣＴＬクローンを樹立し、ペプチ
ドをパルスした標的細胞に対するＣＴＬクローンからのＩＦＮ－γ産生を、ＩＦＮ－γ　
ＥＬＩＳＡアッセイによって決定した。図３において、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－２６２
（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）（ａ）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２４０（ＳＥＱ　ＩＤ
　ＮＯ：１６）（ｂ）、およびＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２３８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：３１）（ｃ）で刺激したＣＴＬクローンから強力なＩＦＮ－γ　産生が測定された。
【０１５８】
ＦＯＸＭ１およびＨＬＡ－Ａ＊２４０２を外因的に発現する標的細胞に対する特異的ＣＴ
Ｌ活性
　これらのペプチドに対して産生された樹立ＣＴＬ株およびＣＴＬクローンを、ＦＯＸＭ
１およびＨＬＡ－Ａ＊２４０２遺伝子を内因的に発現する標的細胞を認識する能力につい
て試験した。全長ＦＯＸＭ１およびＨＬＡ－Ａ＊２４０２遺伝子の両方をトランスフェク
トしたＣＯＳ７細胞（ＦＯＸＭ１およびＨＬＡ－Ａ＊２４０２遺伝子を外因的に発現する
標的細胞の特定のモデル）に対する特異的ＣＴＬ活性を、対応するペプチドによって産生
されたＣＴＬ株およびＣＴＬクローンをエフェクター細胞として用いて試験した。全長Ｆ
ＯＸＭ１遺伝子またはＨＬＡ－Ａ＊２４０２のいずれかをトランスフェクトしたＣＯＳ７
細胞を、対照として調製した。図４において、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－２６２（ＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ：２）で刺激したＣＴＬは、ＦＯＸＭ１およびＨＬＡ－Ａ＊２４０２の両方
を発現するＣＯＳ７細胞に対する強力なＣＴＬ活性を示した。一方、対照に対する有意な
特異的ＣＴＬ活性は検出されなかった。したがってこれらのデータにより、ＦＯＸＭ１－
Ａ２４－９－２６２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）は、内因的にプロセシングされて、ＨＬ
Ａ－Ａ＊２４０２分子と共に標的細胞上に発現し、ＣＴＬによって認識されることが明確
に実証された。これらの結果から、ＦＯＸＭ１に由来するこのペプチドが、ＦＯＸＭ１を
発現する腫瘍を有する患者に対してがんワクチンを適用するために利用可能であり得るこ
とが示された。
【０１５９】
抗原ペプチドの相同性解析
　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－２６２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－
９－３５１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－５７（ＳＥＱ　ＩＤ
　ＮＯ：８）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２４０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６）、ＦＯ
ＸＭ１－Ａ２４－１０－３１８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１
０－３９０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３０）、およびＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２３８（
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３１）で刺激したＣＴＬは、有意でかつ特異的なＣＴＬ活性を示し
た。この結果は、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－２６２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２）、ＦＯＸ
Ｍ１－Ａ２４－９－３５１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－５７
（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２４０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ
：１６）　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３１８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５）　ＦＯＸＭ
１－Ａ２４－１０－３９０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３０）、およびＦＯＸＭ１－Ａ２４－
１０－２３８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３１）の配列が、ヒト免疫系を感作することが知ら
れている他の分子に由来するペプチドと相同的であるという事実に起因する可能性がある
。この可能性を排除するため、ＢＬＡＳＴアルゴリズム（ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎ
ｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）を用いて、クエリーとしてのこれらの
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ペプチド配列に対して相同性解析を行ったが、有意な相同性を有する配列は認められなか
った。相同性解析の結果から、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－２６２（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：
２）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－９－３５１（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：７）、ＦＯＸＭ１－Ａ２
４－９－５７（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８）、ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－２４０（ＳＥＱ
　ＩＤ　ＮＯ：１６）　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３１８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２５
）　ＦＯＸＭ１－Ａ２４－１０－３９０（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３０）、およびＦＯＸＭ
１－Ａ２４－１０－２３８（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：３１）の配列は固有のものであり、し
たがって、本発明者らの知る限りでは、これらの分子が、ある非関連分子に対して意図し
ない免疫応答を引き起こす可能性はほとんどないことが示される。
【０１６０】
　結論として、ＦＯＸＭ１由来の新規なＨＬＡ－Ａ２４エピトープペプチドが同定された
。さらに、ＦＯＸＭ１のエピトープペプチドが、がん免疫療法に適用可能であり得ること
が実証された。
【０１６１】
産業上の利用可能性
　本発明は、新規ＴＡＡ、特に強力かつ特異的な抗腫瘍免疫応答を誘導し、幅広いがんの
タイプに対する適用性を有する、ＦＯＸＭ１由来の新規ＴＡＡを提供する。このようなＴ
ＡＡは、ＦＯＸＭ１に関連した疾患、例えばがん、より具体的にはＡＭＬ、膀胱癌、乳癌
、子宮頸癌、胆管細胞癌、ＣＭＬ、結腸直腸癌、食道癌、胃癌、びまん性胃癌、肝癌、Ｎ
ＳＣＬＣ、リンパ腫、骨肉腫、卵巣癌、膵癌、前立腺癌、腎癌、ＳＣＬＣ、軟部組織腫瘍
、および精巣腫瘍に対するペプチドワクチンとして有用である。
【０１６２】
　本発明はその特定の態様に関して本明細書において詳細に記載されるが、前述の説明は
本質的に例示的かつ説明的なものであって、本発明およびその好ましい態様を説明するこ
とを意図していることが理解されるべきである。当業者は、日常的な実験を通して、その
境域および境界が添付の特許請求の範囲によって規定される本発明の精神および範囲から
逸脱することなく、様々な変更および修正がなされ得ることを容易に理解するであろう。
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