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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
癌を有する個体における癌の転移進行の抑制、停止、逆転、遅延又は予防に使用するため
の免疫治療組成物であって、
　ａ）酵母ビヒクル；及び
　ｂ）少なくとも１つのブラキュリ抗原を含む癌抗原
　を含有し、
　前記ブラキュリ抗原が、配列番号６、配列番号６の２～４３５位、配列番号１８、配列
番号１８の２～４３５位、又は、配列番号１８と少なくとも８５％同一であり且つ配列番
号１８の２５４位のロイシンからバリンへの置換に相当する置換部を含むアミノ酸配列を
有する、免疫治療組成物。
【請求項２】
前記組成物を最初に投与する時点で、前記個体の癌にブラキュリ発現が検出されない、請
求項１に記載の免疫治療組成物。
【請求項３】
前記組成物を最初に投与する時点で、前記個体の癌にブラキュリ発現が検出される、請求
項１に記載の免疫治療組成物。
【請求項４】
前記個体が、Ｉ期癌、ＩＩ期癌、ＩＩＩ期癌、又はＩＶ期癌を有する、請求項１に記載の
免疫治療組成物。
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【請求項５】
ブラキュリ発現癌の発症の予防、又は遅延に使用するための免疫治療組成物であって、
　ａ）酵母ビヒクル；及び
　ｂ）少なくとも１つのブラキュリ抗原を含む癌抗原
を含有し、
　前記ブラキュリ抗原が、配列番号６、配列番号６の２～４３５位、配列番号１８、配列
番号１８の２～４３５位、又は、配列番号１８と少なくとも８５％同一であり且つ配列番
号１８の２５４位のロイシンからバリンへの置換に相当する置換部を含むアミノ酸配列を
有する、免疫治療組成物。
【請求項６】
前記個体が、別の癌療法で治療中であるか、又は別の癌療法で治療を受けたことがある、
請求項１～４のいずれか１項に記載の免疫治療組成物。
【請求項７】
前記療法が、化学療法、標的型癌療法、放射線療法、養子Ｔ細胞移入、又は前記個体から
の腫瘍の外科的切除である、請求項６に記載の免疫治療組成物。
【請求項８】
前記療法が、１つ以上の別の免疫治療組成物の投与である、請求項６に記載の免疫治療組
成物。
【請求項９】
前記別の免疫治療組成物が、酵母ビヒクルと、ブラキュリ抗原を含まない第２癌抗原とを
含有する、請求項８に記載の免疫治療組成物。
【請求項１０】
前記第２癌抗原が、以下：突然変異Ｒａｓ、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、ＭＵＣ－１、ＥＧ
ＦＲ、ＢＣＲ－Ａｂｌ、ＭＡＲＴ－１、ＭＡＧＥ－１、ＭＡＧＥ－３、ＧＡＧＥ、ＧＰ－
１００、ＭＵＣ－２、ＰＳＭＡ、チロシナーゼ、ＴＲＰ－１（ｇｐ７５）、ＮＹ－ＥＳＯ
－１、ＴＲＰ－２、ＴＡＧ７２、ＫＳＡ、ＣＡ－１２５、ＰＳＡ、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ／
ｃ－ｅｒｂ／Ｂ２、ｈＴＥＲＴ、ｐ７３、Ｂ－ＲＡＦ、腺腫性結腸ポリープ症（ＡＰＣ）
、Ｍｙｃ、フォン・ヒッペル・リンドウタンパク質（ＶＨＬ）、Ｒｂ－１、Ｒｂ－２、ア
ンドロゲン受容体（ＡＲ）、Ｓｍａｄ４、ＭＤＲ１、Ｆｌｔ－３、ＢＲＣＡ－１、ＢＲＣ
Ａ－２、ｐａｘ３－ｆｋｈｒ、ｅｗｓ－ｆｌｉ－１、ＨＥＲＶ－Ｈ、ＨＥＲＶ－Ｋ、ＴＷ
ＩＳＴ、メソテリン、及びＮＧＥＰからなる群から選択される、請求項９に記載の免疫治
療組成物。
【請求項１１】
前記癌が、乳癌、小腸癌、胃癌、膵臓癌、腎臓癌、膀胱癌、子宮癌、卵巣癌、精巣癌、肺
癌、結腸癌、前立腺癌、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、エプスタイン・バーウイルス形
質転換Ｂ細胞、バーキットリンパ腫、ホジキンリンパ腫、及びこれらの転移性癌からなる
群から選択される、請求項１～１０のいずれか１項に記載の免疫治療組成物。
【請求項１２】
癌患者における腫瘍細胞の化学療法耐性又は放射線療法耐性の軽減又は予防に使用するた
めの免疫治療組成物であって、前記患者は、癌を有し、かつ化学療法及び／又は放射線療
法を受けており、
　ａ）酵母ビヒクル；及び
　ｂ）少なくとも１つのブラキュリ抗原を含む癌抗原
を含有し、
　前記ブラキュリ抗原が、配列番号６、配列番号６の２～４３５位、配列番号１８、配列
番号１８の２～４３５位、又は、配列番号１８と少なくとも８５％同一であり且つ配列番
号１８の２５４位のロイシンからバリンへの置換に相当する置換部を含むアミノ酸配列を
有する、免疫治療組成物。
【請求項１３】
ブラキュリ発現が検出されていない癌を有する個体における癌の治療用の免疫治療組成物
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であって、
　ａ）酵母ビヒクルと、ブラキュリ抗原を含まない第１癌抗原とを含有する第１免疫治療
組成物；及び
　ｂ）酵母ビヒクルと、ブラキュリ抗原を含む第２癌抗原とを含有する第２免疫治療組成
物であって、前記第１免疫治療組成物の投与前、投与と同時に、若しくは連続して、又は
投与後に投与される、第２免疫治療組成物
　を含み、
　前記ブラキュリ抗原が、配列番号６、配列番号６の２～４３５位、配列番号１８、配列
番号１８の２～４３５位、又は、配列番号１８と少なくとも８５％同一であり且つ配列番
号１８の２５４位のロイシンからバリンへの置換に相当する置換部を含むアミノ酸配列を
有する、免疫治療組成物。
【請求項１４】
癌を有する個体における癌の治療用の免疫治療組成物であって、
　ａ）酵母ビヒクルと突然変異Ｒａｓ抗原を含有する第１免疫治療組成物；
　ｂ）酵母ビヒクルと、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）及びムチン－１（ＭＵＣ－１）からなる
群から選択される抗原とを含有する第２免疫治療組成物；並びに
　ｃ）酵母ビヒクルとブラキュリ抗原を含有する第３免疫治療組成物
　を含有し、
　前記ブラキュリ抗原が、配列番号６、配列番号６の２～４３５位、配列番号１８、配列
番号１８の２～４３５位、又は、配列番号１８と少なくとも８５％同一であり且つ配列番
号１８の２５４位のロイシンからバリンへの置換に相当する置換部を含むアミノ酸配列を
有し、
　前記第１免疫治療組成物、前記第２免疫治療組成物、前記第３免疫治療組成物は、同時
、又は順次投与される、免疫治療組成物。
【請求項１５】
　前記癌が、乳癌、小腸癌、胃癌、膵臓癌、腎臓癌、膀胱癌、子宮癌、卵巣癌、精巣癌、
肺癌、結腸癌、前立腺癌、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、エプスタイン・バーウイルス
形質転換Ｂ細胞、バーキットリンパ腫、ホジキンリンパ腫、及びこれらの転移性癌からな
る群から選択される、請求項１３又は１４に記載の免疫治療組成物。
【請求項１６】
前記ブラキュリ抗原が、配列番号１８又は配列番号６の２４６～２５４位を含む、請求項
１～１５のいずれか１項に記載の免疫治療組成物。
【請求項１７】
前記ブラキュリ抗原が、配列番号１８の２４６～２５４位を含む、請求項１～１５のいず
れか１項に記載の免疫治療組成物。
【請求項１８】
前記ブラキュリ抗原が、配列番号１８の２５４位のロイシンからバリンへの置換に相当す
る置換部を含む、請求項１～１５のいずれか１項に記載の免疫治療組成物。
【請求項１９】
癌抗原が、配列番号８又は配列番号２０で示されるアミノ酸配列を有する、融合タンパク
質である、請求項１～１８のいずれか１項に記載の免疫治療組成物。
【請求項２０】
前記融合タンパク質は、ＣＵＰ１プロモータの制御下で発現される、請求項１９に記載の
免疫治療組成物。
【請求項２１】
前記酵母ビヒクルが、死滅している全酵母である、請求項１～２０のいずれか１項に記載
の免疫治療組成物。
【請求項２２】
前記全酵母が、熱不活性化されている、請求項２１に記載の免疫治療組成物。
【請求項２３】
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前記酵母ビヒクルが、前記抗原を発現する、請求項１～２２のいずれか１項に記載の免疫
治療組成物。
【請求項２４】
前記酵母が、サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉ
ｓｉａｅ）からのものである、請求項１～２３のいずれか１項に記載の免疫治療組成物。
【請求項２５】
前記組成物が、被験者への投与に好適な薬学的に許容される賦形剤で製剤化されている、
請求項１～２４のいずれか１項に記載の免疫治療組成物。
【請求項２６】
免疫治療組成物が、
　ａ）酵母ビヒクル；
　ｂ）前記酵母ビヒクルに含まれる組換え抗原であって、少なくとも１つのブラキュリ抗
原を含んでおり、前記ブラキュリ抗原は、配列番号１８と少なくとも８５％同一であるア
ミノ酸配列を含むとともに２５４位のロイシンがバリンに置換されている、抗原；及び
　ｃ）ヒトへの投与に好適な薬学的に許容される賦形剤
を含む、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物。
【請求項２７】
前記ブラキュリ抗原が、配列番号１８と少なくとも９０％同一であるアミノ酸配列を含む
、請求項２６に記載の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物。
【請求項２８】
前記ブラキュリ抗原が、配列番号１８と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む
、請求項２６に記載の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物。
【請求項２９】
前記ブラキュリ抗原が、配列番号１８の２～４３５位を含む、請求項２６に記載の酵母－
ブラキュリ免疫治療組成物。
【請求項３０】
　酵母－ブラキュリ免疫治療組成物であって、
　ａ）不活性化全酵母；及び
　ｂ）配列番号６の２～４３５位のアミノ酸配列を含むブラキュリ融合タンパク質；を含
有し、
　前記ブラキュリ融合タンパク質が、前記酵母に含まれる組換えタンパク質であり；
　該組成物が、ブラキュリ特異的Ｔ細胞応答を誘発する、酵母－ブラキュリ免疫治療組成
物。
【請求項３１】
　酵母－ブラキュリ免疫治療組成物であって、
　ａ）不活性化全酵母；及び
　ｂ）配列番号１８の２～４３５位のアミノ酸配列を含むブラキュリ融合タンパク質；を
含有し、
　前記ブラキュリ融合タンパク質が、前記酵母に含まれる組換えタンパク質であり；
　該組成物が、ブラキュリ特異的Ｔ細胞応答を誘発する、酵母－ブラキュリ免疫治療組成
物。
【請求項３２】
請求項１～２５のいずれか１項に記載の免疫治療組成物又は請求項２６～３１のいずれか
１項に記載の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物を製造する方法であって、
　ａ）酵母が対数増殖期中期に達するまで、ＣｕＳＯ４の非存在下の好適な培地において
、ＣＵＰ１プロモータの制御下で、ブラキュリ抗原をコードする組換え核酸分子で形質転
換した酵母を培養するステップ；
　ｂ）前記培地にＣｕＳＯ４を添加することによって、前記酵母における前記ブラキュリ
抗原の発現を誘導するステップ；
　ｃ）ステップ（ｂ）後の前記酵母を６～８時間以下の時間にわたって培養するステップ
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；及び
　ｄ）前記酵母を回収するステップ
を含む、方法。
【請求項３３】
疾患の治療に使用するための、請求項２６～２９のいずれか１項に記載の酵母－ブラキュ
リ免疫治療組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、概して、酵母ベースの免疫治療組成物、並びにブラキュリの発現若しくは過
剰発現を特徴とする癌の予防及び／又は治療方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　「Ｔ」としても知られるブラキュリ（Ｂｒａｃｈｙｕｒｙ）は、中胚葉転写因子であり
、また、遺伝子のＴボックス複合体のメンバーである。ブラキュリをコードする遺伝子（
ヒトの場合、Ｔ遺伝子又はブラキュリ遺伝子と呼ばれる）は、ヘテロ接合型マウスの尾の
長さ及び仙椎に影響を及ぼしたマウスの突然変異によって、ナディン・ドブロボルスカヤ
－ザバドスカヤ（Ｎａｄｉｎｅ　Ｄｏｂｒｏｖｏｌｓｋａｉｅａ－Ｚａｖａｄｓｋａｉｅ
ａ）により、１９２７年に初めて同定された。ブラキュリ遺伝子は、ハーマン（Ｈｅｒｍ
ａｎｎ）ら（非特許文献１）により１９９０年にマウスで、また、エドワーズ（Ｅｄｗａ
ｒｄｓ）ら（非特許文献２）により、１９９６年、ヒトにおいてクローン化された。エド
ワーズ（Ｅｄｗａｒｄｓ）らは、ヒトブラキュリの推定アミノ酸配列も記載している。
【０００３】
　転写因子のＴボックスファミリーのメンバーとして、ブラキュリは、「Ｔボックス」又
はＴドメインと呼ばれる、高度に保存されたＤＮＡ結合ドメインモチーフを含むが、これ
は、パリンドローム共通配列に結合している。ブラキュリは、他のＴボックスタンパク質
と同様、発生初期に特定の役割を果たすことがわかっており、脊椎動物における後期中胚
葉の形成及び分化及び体軸形成に不可欠である（例えば、（非特許文献３）；（非特許文
献４）；（非特許文献５）；（非特許文献６）；（非特許文献７）を参照）。さらに近年
、パレナ（Ｐａｌｅｎａ）らは、ブラキュリが、様々なヒト腫瘍組織及び癌細胞系に発現
することを証明し、また、ブラキュリのペプチドを用いて、正常なドナー及び癌患者にブ
ラキュリ特異的Ｔ細胞系を産生させることができることを明らかにした（非特許文献８）
。フェルナンド（Ｆｅｒｎａｎｄｏ）らによる研究から、ブラキュリは、ヒト腫瘍細胞に
おいて上皮間葉移行（ＥＭＴ：ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ｔｒａ
ｎｓｉｔｉｏｎ）を促進し、腫瘍細胞に間葉表現型、並びに遊走及び侵入能力を付与する
と共に、腫瘍細胞周期進行を減衰させることがわかっている（非特許文献９）。従って、
ブラキュリは、癌の転移進行に関与している。
【０００４】
　癌は、世界中で主要な死亡原因であり、癌の有効な治療法の開発は、依然として研究及
び臨床開発の最も活発な分野の１つである。癌を治療及び予防する様々な革新的手法が提
案されているが、多くの癌が依然として高い死亡率を有し、治療が困難であったり、又は
従来の治療法に比較的不応性であったりする場合がある。ブラキュリ発現に関連する癌は
、乳房、小腸、胃、腎臓、膀胱、子宮、卵巣、精巣、肺、結腸及び前立腺などの様々な組
織にみいだされることがあり、転移性及び進行期癌も含まれる。さらに、ブラキュリは、
例えば、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ：ｃｈｒｏｎｉｃ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ　ｌｅ
ｕｋｅｍｉａ）、エプスタイン－バーウイルス形質転換Ｂ細胞、バーキット及びホジキン
リンパ腫などのＢ細胞由来の腫瘍にも発現する。従って、ブラキュリは、多種のヒト癌に
おいて特定の役割を果たすようである。ブラキュリは、癌免疫療法の標的とすることが提
案されている（例えば、（非特許文献８）、前掲、（非特許文献９）、前掲、及び特許文
献１を参照）が、これは比較的新しい癌標的であるため、当分野では、ブラキュリ発現又
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は過剰発現に関連する癌を有効に治療及び／又は予防する新規の免疫療法製剤が依然とし
て求められている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第２００８／１０６５５１号
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】ハーマン（Ｈｅｒｒｍａｎｎ）ら著、１９９０年、ネイチャー（Ｎａｔ
ｕｒｅ）、３４３：６１７～６２２
【非特許文献２】エドワーズ（Ｅｄｗａｒｄｓ）ら著、１９９６年、ゲノム・リサーチ（
Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．）、６：２２６～２２３
【非特許文献３】ウィルキンソン（Ｗｉｌｋｉｎｓｏｎ）ら著、１９９０年、ネイチャー
（Ｎａｔｕｒｅ）、３４３（６２５９）：６５７～６５９
【非特許文献４】ベッディントン（Ｂｅｄｄｉｎｇｔｏｎ）ら著、１９９２年、デベロッ
プメント（Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ）（増刊）：１５７～１６５
【非特許文献５】シュルト－マーカ（Ｓｃｈｕｌｔｅ－Ｍｅｒｋｅｒ）ら著、１９９４年
、デベロップメント（Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ）、１２０：１００９～１０１５
【非特許文献６】キスパート（Ｋｉｓｐｅｒｔ）及びハーマン（Ｈｅｒｒｍａｎｎ）著、
１９９４年、ディベロップメンタル・バイオロジー（Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．）１６１：１７
９～１９３
【非特許文献７】ショーウェル（Ｓｈｏｗｅｌｌ）ら著、２００４年、ディベロップメン
タル・ダイナミックス（Ｄｅｖ　Ｄｙｎ）、２２９：２０１～２１８
【非特許文献８】パレナ（Ｐａｌｅｎａ）ら著、２００７年、クリニカル・キャンサー・
リサーチ（Ｃｌｉｎ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．）１３（８）：２４７１～２４７８
【非特許文献９】フェルナンド（Ｆｅｒｎａｎｄｏ）ら著、２０１０年、ジャーナル・オ
ブ・クリニカル・インベスティゲーション（Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．）１２０（２
）：５３３～５４４
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１Ａ】Ｕ２及びＵＬ２培地の両方を用いた、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物におけ
るブラキュリの発現の抗ブラキュリによる検出を示すウエスタンブロットのデジタル化画
像である。
【図１Ｂ】Ｕ２及びＵＬ２培地の両方を用いた、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物におけ
るブラキュリの発現の抗Ｈｉｓによる検出を示すウエスタンブロットのデジタル化画像で
ある。
【図１Ｃ】ブラキュリ融合タンパク質上のヘキサヒスチジンタグを識別するための抗Ｈｉ
ｓを用いた、ＧＩ－６３０５におけるブラキュリアゴニスト抗原の頑健な発現を示す図で
ある。
【図２】酵母－ブラキュリ免疫治療組成物におけるブラキュリの発現を示すウエスタンブ
ロットのデジタル化画像であり、抗原誘導時の細胞密度及び抗原誘導後の回収時点が異な
る。
【図３Ａ】２サイクルの刺激のために酵母－ブラキュリをパルスした後、ブラキュリＣＴ
Ｌペプチドをパルスした、３人の正常なドナーのうち２人からの末梢血液単核細胞（ＰＢ
ＭＣ：ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ｂｌｏｏｄ　ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ　ｃｅｌｌｓ）が、
ＭＣＦ７癌（ＨＬＡ－Ａ２陽性／ブラキュリ低）の最小溶解で、ＳＷ４８０癌細胞（ＨＬ
Ａ－Ａ２陽性／ブラキュリ高）を死滅させることができるＣＤ８＋ＣＴＬを産生できるこ
とを示すグラフである；（図３Ａ、ドナー０７７０６）。
【図３Ｂ】２サイクルの刺激のために酵母－ブラキュリをパルスした後、ブラキュリＣＴ
Ｌペプチドをパルスした、３人の正常なドナーのうち２人からの末梢血液単核細胞（ＰＢ
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ＭＣ：ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ｂｌｏｏｄ　ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ　ｃｅｌｌｓ）が、
ＭＣＦ７癌（ＨＬＡ－Ａ２陽性／ブラキュリ低）の最小溶解で、ＳＷ４８０癌細胞（ＨＬ
Ａ－Ａ２陽性／ブラキュリ高）を死滅させることができるＣＤ８＋ＣＴＬを産生できるこ
とを示すグラフである（図３Ｂ、ドナー１７６６３）。
【図３Ｃ】２サイクルの刺激のために酵母－ブラキュリをパルスした後、ブラキュリＣＴ
Ｌペプチドをパルスした、３人の正常なドナーのうち２人からの末梢血液単核細胞（ＰＢ
ＭＣ：ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ｂｌｏｏｄ　ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ　ｃｅｌｌｓ）が、
ＭＣＦ７癌（ＨＬＡ－Ａ２陽性／ブラキュリ低）の最小溶解で、ＳＷ４８０癌細胞（ＨＬ
Ａ－Ａ２陽性／ブラキュリ高）を死滅させることができるＣＤ８＋ＣＴＬを産生できるこ
とを示すグラフである（図３Ｃ、ドナー２６５３２）。
【図４Ａ】酵母－ブラキュリ免疫治療組成物で刺激した健康なドナーＰＢＭＣ由来のブラ
キュリ特異的Ｔ細胞が、Ｈ２２６癌細胞（ＨＬＡ－Ａ２陰性／ブラキュリ高）に対して、
適切なＭＨＣを有する腫瘍細胞（ＳＷ４８０、ＨＬＡ－Ａ２陽性／ブラキュリ高）を特異
的に溶解することを示すグラフである。
【図４Ｂ】図４Ａに示す実験で用いたＳＷ４８０及びＨ２２６腫瘍細胞において、対照遺
伝子（ＧＡＰＤＨ）の発現に対するブラキュリｍＲＮＡの発現を示すグラフである。
【図５】精製ブラキュリタンパク質又は対照β－ｇａｌタンパク質の表示用量に応答する
、酵母－ブラキュリ（ＧＩ－６３０１、丸）又は対照酵母（酵母対照、三角）を接種した
マウスの膵臓から単離したＣＤ４＋Ｔ細胞の増殖を示すグラフである。
【図６】本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物（ＧＩ－６３０１、丸）の投与が、酵
母のみ（ブラキュリ抗原なし）を受けたマウスと比較して、マウスにおけるブラキュリ発
現腫瘍を低減する傾向を示すことを明らかにするグラフである。
【図７Ａ】ブラキュリ特異的Ｔ細胞系、Ｔ－２－ＢＲ－Ａは、ＨＬＡ－Ａ２四量体と結合
する（図７Ｂ）が、対照四量体とは結合しない（図７Ａ）ことを示す、フローサイトメト
リー分析である。
【図７Ｂ】ブラキュリ特異的Ｔ細胞系、Ｔ－２－ＢＲ－Ａは、ＨＬＡ－Ａ２四量体と結合
する（図７Ｂ）が、対照四量体とは結合しない（図７Ａ）ことを示す、フローサイトメト
リー分析である。
【図８】ブラキュリアゴニストペプチドをパルスしたオートロガスＢ細胞による刺激後、
ブラキュリ特異的Ｔ細胞系、Ｔ－２－ＢＲ－Ａにおけるパーフォリンの発現を示す、フロ
ーサイトメトリー分析である。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
　本発明の一実施形態は、癌を有する個体における癌の転移進行を抑制、停止、逆転、遅
延又は予防する方法に関する。本方法は、転移進行中である癌を有する、転移進行に陥る
危険性がある、又は転移進行の開始が予測される個体に、（ａ）酵母ビヒクル；及び（ｂ
）少なくとも１つのブラキュリ抗原を含む癌抗原を含有する免疫治療組成物を投与するス
テップを含む。本発明の別の実施形態は、癌を有する個体における癌の転移進行の抑制、
停止、逆転、遅延又は予防を目的とする、酵母ビヒクルと、少なくとも１種のブラキュリ
抗原を含む癌抗原とを含有する免疫治療組成物の使用に関する。
【０００９】
　本発明のこれらの実施形態の一態様では、組成物を最初に投与する時点で、個体の癌に
ブラキュリは検出されない。一態様では、組成物を最初に投与する時点で、個体の癌にブ
ラキュリ発現が検出される。個体は、Ｉ期癌、ＩＩ期癌、ＩＩＩ期癌、又はＩＶ期癌を有
しうる。
【００１０】
　本発明の別の実施形態は、ブラキュリ発現癌の発症を予防する、又は遅延させる方法に
関する。本方法は、（ａ）酵母ビヒクル；及び（ｂ）少なくとも１つのブラキュリ抗原を
含む癌抗原を含有する免疫治療組成物を個体に投与するステップを含む。本発明の別の実
施形態は、ブラキュリ発現癌の発症の予防又は遅延を目的とする、酵母ビヒクルと、少な
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くとも１つのブラキュリ抗原を含む癌抗原とを含有する免疫治療組成物の使用に関する。
【００１１】
　本発明の一態様では、個体において癌は検出されていない。一態様において、個体は、
癌を発生するリスクが高い（例えば、遺伝的素因により）。一態様において、個体は、前
癌病変を有する。
【００１２】
　これら実施形態の一態様において、個体は、癌を有するが、ブラキュリ発現癌細胞は、
この癌に検出されていない。一態様では、癌は、まだ転移性ではない。一態様では、癌は
、転移するリスクが高い。一態様では、被験者は、Ｉ期癌を有する。一態様では、被験者
は、ＩＩ期癌を有する。
【００１３】
　本発明の別の実施形態は、癌を有する患者における腫瘍細胞の化学療法耐性又は放射線
耐性を軽減又は予防する方法に関する。本方法は、癌を有し、かつ、化学療法及び／又は
放射線療法を受けている個体に、（ａ）酵母ビヒクル；及び（ｂ）少なくとも１つのブラ
キュリ抗原を含む癌抗原を含有する免疫治療組成物を投与するステップを含む。本発明の
別の実施形態は、癌を有する患者における腫瘍細胞の化学療法耐性又は放射線耐性の軽減
又は予防を目的とする、酵母ビヒクルと、少なくとも１つのブラキュリ抗原を含む癌抗原
とを含有する免疫治療組成物の使用に関する。本発明のこの実施形態の一態様では、組成
物を最初に投与する時点で、個体の癌にブラキュリは検出されない。一態様では、組成物
を最初に投与する時点で、個体の癌にブラキュリ発現が検出される。
【００１４】
　本発明のさらに別の実施形態は、癌を治療する方法に関する。本方法は、（ａ）ブラキ
ュリ発現が検出されていない癌を有する個体に、酵母ビヒクルと、ブラキュリ抗原を含ま
ない第１癌抗原とを含有する第１免疫治療組成物を投与するステップ；及び（ｂ）個体に
、第１免疫治療組成物の投与前、投与と同時に、連続して、又は投与後に、酵母ビヒクル
と、ブラキュリ抗原を含む第２癌抗原とを含有する第２免疫治療組成物を投与するステッ
プを含む。一態様では、本方法は、ステップ（ａ）において、１つ以上の別の免疫治療組
成物を投与することをさらに含み、ここで、１つ以上の別の免疫治療組成物の各々は、別
の癌抗原を含む。前述したいずれかの実施形態の一態様では、癌抗原は、以下のものから
選択される：突然変異Ｒａｓ、癌胎児性抗原（ＣＥＡ：ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉ
ｃ　ａｎｔｉｇｅｎ）、ＭＵＣ－１、ＥＧＦＲ、ＢＣＲ－Ａｂｌ、ＭＡＲＴ－１、ＭＡＧ
Ｅ－１、ＭＡＧＥ－３、ＧＡＧＥ、ＧＰ－１００、ＭＵＣ－２、ＰＳＭＡ、チロシナーゼ
、ＴＲＰ－１（ｇｐ７５）、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＴＲＰ－２、ＴＡＧ７２、ＫＳＡ、ＣＡ
－１２５、ＰＳＡ、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ／ｃ－ｅｒｂ／Ｂ２、ｈＴＥＲＴ、ｐ７３、Ｂ－
ＲＡＦ、腺腫性結腸ポリープ症（ＡＰＣ：ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓ　ｐｏｌｙｐｏｓｉｓ
　ｃｏｌｉ）、Ｍｙｃ、フォン・ヒッペル・リンドウタンパク質（ＶＨＬ：ｖｏｎ　Ｈｉ
ｐｐｅｌ－Ｌｉｎｄａｕ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、Ｒｂ－１、Ｒｂ－２、アンドロゲン受容体
（ＡＲ：ａｎｄｒｏｇｅｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ）、Ｓｍａｄ４、ＭＤＲ１、Ｆｌｔ－３、
ＢＲＣＡ－１、ＢＲＣＡ－２、ｐａｘ３－ｆｋｈｒ、ｅｗｓ－ｆｌｉ－１、ＨＥＲＶ－Ｈ
、ＨＥＲＶ－Ｋ、ＴＷＩＳＴ、メソテリン、及びＮＧＥＰ。一態様では、癌抗原は、突然
変異Ｒａｓ、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、及びＭＵＣ－１からなる群から選択される。本発
明の別の実施形態は、癌の治療を目的とする、免疫治療組成物の組合せの使用に関し、免
疫治療組成物は、（ａ）酵母ビヒクルと、ブラキュリ抗原を含まない第１癌抗原とを含有
する第１免疫治療組成物；及び（ｂ）酵母ビヒクルと、ブラキュリ抗原を含む第２癌抗原
とを含有する第２免疫治療組成物を含む。
【００１５】
　本発明のまた別の実施形態は、癌を治療する方法に関する。本方法は、（ａ）癌を有す
る個体に、酵母ビヒクルと、突然変異Ｒａｓを含有する第１免疫治療組成物を投与するス
テップ；（ｂ）（ａ）の個体に、酵母ビヒクルと癌胎児性抗原（ＣＥＡ）及びムチン－１
（ＭＵＣ－１）からなる群から選択される抗原とを含有する第２免疫治療組成物を投与す
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るステップ；並びに（ｃ）（ａ）及び（ｂ）の個体に、酵母ビヒクルとブラキュリ抗原を
含有する第３免疫治療組成物を投与するステップを含む。一態様において、（ａ）、（ｂ
）及び（ｃ）の投与ステップは同時に行う。本発明の別の実施形態は、癌の治療を目的と
する、免疫治療組成物の組合せの使用に関し、免疫治療組成物は、（ａ）酵母ビヒクルと
突然変異Ｒａｓ抗原を含有する第１免疫治療組成物；（ｂ）酵母ビヒクルと、癌胎児性抗
原（ＣＥＡ）及びムチン－１（ＭＵＣ－１）からなる群から選択される抗原とを含有する
第２免疫治療組成物；並びに（ｃ）酵母ビヒクルとブラキュリ抗原を含有する第３免疫治
療組成物を含む。
【００１６】
　個体が、癌又は前癌病変を有する、上記又は本明細書の他所に記載される本発明の実施
形態若しくは態様のいずれかにおいて、本発明の一態様では、個体は治療中であるか、又
は別の癌療法で治療したことがある。例えば、このような療法としては、限定するもので
はないが、化学療法、標的癌療法、放射線療法、Ｔ細胞移入、及び／又は１種以上の別の
免疫治療組成物の投与が挙げられる。一態様では、別の免疫治療組成物は、酵母ビヒクル
と、ブラキュリ抗原を含まない第２癌抗原とを含有する。第２癌抗原としては、限定する
ものではないが、以下のものを挙げることができる：突然変異Ｒａｓ、癌胎児性抗原（Ｃ
ＥＡ）、ＭＵＣ－１、ＥＧＦＲ、ＢＣＲ－Ａｂｌ、ＭＡＲＴ－１、ＭＡＧＥ－１、ＭＡＧ
Ｅ－３、ＧＡＧＥ、ＧＰ－１００、ＭＵＣ－２、ＰＳＭＡ、チロシナーゼ、ＴＲＰ－１（
ｇｐ７５）、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＴＲＰ－２、ＴＡＧ７２、ＫＳＡ、ＣＡ－１２５、ＰＳ
Ａ、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ／ｃ－ｅｒｂ／Ｂ２、ｈＴＥＲＴ、ｐ７３、Ｂ－ＲＡＦ、腺腫性
結腸ポリープ症（ＡＰＣ）、Ｍｙｃ、フォン・ヒッペル・リンドウタンパク質（ＶＨＬ）
、Ｒｂ－１、Ｒｂ－２、アンドロゲン受容体（ＡＲ）、Ｓｍａｄ４、ＭＤＲ１、Ｆｌｔ－
３、ＢＲＣＡ－１、ＢＲＣＡ－２、ｐａｘ３－ｆｋｈｒ、ｅｗｓ－ｆｌｉ－１、ＨＥＲＶ
－Ｈ、ＨＥＲＶ－Ｋ、ＴＷＩＳＴ、メソテリン、及びＮＧＥＰ。一態様では、第２癌抗原
は、突然変異Ｒａｓ、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、及びＭＵＣ－１から選択される。
【００１７】
　上記又は本明細書の他所に記載される本発明の実施形態若しくは態様のいずれかの一態
様では、本方法又は使用によって、個体における腫瘍負荷が軽減し、個体の生存期間が延
び、及び／又は個体における腫瘍増殖が阻害される。
【００１８】
　上記又は本明細書の他所に記載される本発明の実施形態若しくは態様のいずれかの一態
様では、本方法は、個体からの腫瘍の外科的切除をさらに含む。
　上記又は本明細書の他所に記載される本発明の実施形態若しくは態様のいずれかの一態
様では、癌は、上皮細胞に由来する。一態様では、癌として、限定するものではないが、
乳癌、小腸癌、胃癌、膵臓癌、腎臓癌、膀胱癌、子宮癌、卵巣癌、精巣癌、肺癌、結腸癌
、前立腺癌、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、エプスタイン・バーウイルス形質転換Ｂ細
胞、バーキットリンパ腫、ホジキンリンパ腫、又はこれらの転移性癌が挙げられる。
【００１９】
　上記又は本明細書の他所に記載される本発明の実施形態若しくは態様のいずれかの一態
様では、ブラキュリ抗原は、完全長ヒトブラキュリである。一態様では、ブラキュリ抗原
は、完全長ヒトブラキュリではない。一態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号６、配列
番号１８、配列番号２で示されるアミノ酸配列、又は配列番号６、配列番号１８、若しく
は配列番号２と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を有する。一態様では、ブラキ
ュリ抗原は、配列番号６、配列番号１８、若しくは配列番号２の少なくとも１又は２位か
ら、２５５位～Ｃ末端の間までを含む。一態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号６、配
列番号１８、若しくは配列番号２の少なくとも１又は２位から、４３０位～Ｃ末端の間ま
でを含む。一態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号６、配列番号１８、若しくは配列番
号２の２４６位～２５４位を含む。一態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号６、配列番
号６の２～４３５位、又は配列番号６と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む
。一態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号１８、配列番号１８の２～４３５位、又は配
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列番号１８と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む。一態様では、ブラキュリ
抗原は、配列番号２、配列番号２の２～４３５位、又は配列番号２と少なくとも９５％同
一であるアミノ酸配列を含む。一態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号６、配列番号６
の２～４３５位、又は配列番号６と少なくとも９９％同一であるアミノ酸配列を含む。一
態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号１８、配列番号１８の２～４３５位、又は配列番
号１８と少なくとも９９％同一であるアミノ酸配列を含む。一態様では、ブラキュリ抗原
は、配列番号２、配列番号２の２～４３５位、又は配列番号２と少なくとも９９％同一で
あるアミノ酸配列を含む。一態様では、癌抗原は、長さが少なくとも２５アミノ酸である
。一態様では、ブラキュリ抗原は、長さが少なくとも２５アミノ酸である。一態様では、
ブラキュリ抗原は、長さが３０超のアミノ酸である。一態様では、癌抗原は、ブラキュリ
の２つ以上の免疫原性ドメインを含む。
【００２０】
　上記又は本明細書の他所に記載される本発明の実施形態若しくは態様のいずれかの一態
様において、癌抗原は、融合タンパク質である。一態様では、融合タンパク質は、配列番
号８で示されるアミノ酸配列、又は配列番号８と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配
列を有する。一態様では、融合タンパク質は、配列番号２０で示されるアミノ酸配列、又
は配列番号２０と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を有する。
【００２１】
　本発明の別の実施形態は、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物に関し、免疫治療組成物は
、（ａ）酵母ビヒクル；及び（ｂ）酵母ビヒクルによって発現され、少なくとも１つのブ
ラキュリ抗原を含む抗原を含有し、ここで、ブラキュリ抗原は、配列番号６、配列番号１
８若しくは配列番号２で示されるアミノ酸配列の３０超アミノ酸を含む。一態様では、ブ
ラキュリ抗原は、配列番号６、配列番号１８若しくは配列番号２と少なくとも９５％同一
であるアミノ酸配列を有する。一態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号６、配列番号１
８若しくは配列番号２の少なくとも１又は２位から、２５５位とＣ末端との間までを含む
。一態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号６、配列番号１８若しくは配列番号２の少な
くとも１又は２位から、４３０位～Ｃ末端の間までを含む。一態様では、ブラキュリ抗原
は、配列番号６、配列番号１８若しくは配列番号２の２４６～２５４位を含む。一態様で
は、ブラキュリ抗原は、配列番号６、配列番号６の２～４３５位、又は配列番号６と少な
くとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む。一態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号
１８、配列番号１８の２～４３５位、又は配列番号１８と少なくとも９５％同一であるア
ミノ酸配列を含む。一態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号２、配列番号２の２～４３
５位、又は配列番号２と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含む。一態様では、
ブラキュリ抗原は、配列番号６、配列番号６の２～４３５位、又は配列番号６と少なくと
も９９％同一であるアミノ酸配列を含む。一態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号１８
、配列番号１８の２～４３５位、又は配列番号１８と少なくとも９９％同一であるアミノ
酸配列を含む。一態様では、ブラキュリ抗原は、配列番号２、配列番号２の２～４３５位
、又は配列番号２と少なくとも９９％同一であるアミノ酸配列を含む。一態様では、癌抗
原は、融合タンパク質である。一態様では、融合タンパク質は、配列番号８であるアミノ
酸配列、又は配列番号８と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を有する。一態様で
は、融合タンパク質は、配列番号２０のアミノ酸配列、又は配列番号２０と少なくとも９
５％同一であるアミノ酸配列を有する。一態様では、酵母ビヒクルは、全酵母である。一
態様では、全酵母を熱不活性化する。
【００２２】
　本発明の別の実施形態は、（ａ）不活性化全酵母；及び（ｂ）配列番号６の２～４３５
位のアミノ酸配列を含むブラキュリ融合タンパク質を含有する酵母－ブラキュリ免疫治療
組成物に関する。ブラキュリ融合タンパク質の発現は、プロモータＣＵＰ１の制御下にあ
り、ブラキュリ融合タンパク質は、酵母によって発現され、上記組成物は、ブラキュリ特
異的Ｔ細胞応答を誘発する。一態様では、融合タンパク質は、配列番号８のアミノ酸配列
を含む。
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【００２３】
　本発明のさらに別の実施形態は、（ａ）不活性化全酵母；及び（ｂ）配列番号１８の２
～４３５位のアミノ酸配列を含むブラキュリ融合タンパク質を含有する酵母－ブラキュリ
免疫治療組成物に関する。ブラキュリ融合タンパク質の発現は、プロモータＣＵＰ１の制
御下にあり、ブラキュリ融合タンパク質は、酵母によって発現され、上記組成物は、ブラ
キュリ特異的Ｔ細胞応答を誘発する。一態様では、融合タンパク質は、配列番号２０のア
ミノ酸配列を含む。
【００２４】
　上記又は本明細書の他所に記載される本発明の実施形態若しくは態様のいずれかの一態
様において、酵母ビヒクルは、全酵母である。一態様では、全酵母を死滅させる。一態様
では、全酵母を熱不活性化する。一態様では、酵母は、抗原を発現する。一態様では、酵
母は、サッカロミセス属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、カンジダ属（Ｃａｎｄｉｄａ
）、クリプトコッカス属（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、ハンセヌラ属（Ｈａｎｓｅｎｕ
ｌａ）、クルイベロミセス属（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）、ピキア属（Ｐｉｃｈｉａ
）、ロドトルラ属（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ）、シゾサッカロミセス属（Ｓｃｈｉｚｏｓ
ａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）及びヤロウィア属（Ｙａｒｒｏｗｉａ）からなる群から選択
される属からのものである。一態様では、酵母は、サッカロミセス属（Ｓａｃｃｈａｒｏ
ｍｙｃｅｓ）からのものである。一態様では、酵母は、サッカロミセス・セレビシエ（Ｓ
ａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）からのものである。
【００２５】
　上記又は本明細書の他所に記載される本発明の実施形態若しくは態様のいずれかの一態
様において、組成物は、被験者への投与に好適な薬学的に許容される賦形剤で製剤化され
る。
【００２６】
　本発明のさらにまた別の実施形態は、疾患の治療を目的とする、本明細書に記載の酵母
－ブラキュリ免疫治療組成物のいずれかの使用に関する。一態様では、疾患は癌である。
一態様では、疾患は、感染因子に関連する。一態様では、疾患は、ウイルス又はウイルス
感染に関連する。このようなウイルスとして、限定するものではないが、エプスタイン・
バーウイルス（ＥＢＶ：Ｅｐｓｔｅｉｎ　Ｂａｒｒ　Ｖｉｒｕｓ）を挙げることができる
。
【００２７】
　本発明の別の実施形態は、エプスタイン・バーウイルス（ＥＢＶ）感染に関連する疾患
若しくは状態を治療又は予防する方法に関する。本方法は、本明細書に記載する酵母－ブ
ラキュリ免疫治療組成物のいずれかを個体に投与するステップを含む。
【００２８】
　本発明のまた別の実施形態は、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物を製造する方法に関す
る。本方法は、（ａ）酵母が、対数増殖期中期に達するまで、ＣｕＳＯ４の非存在下、好
適な培地において、ＣＵＰ１プロモータの制御下でブラキュリ抗原をコードする組換え核
酸分子で形質転換した酵母を培養するステップ；（ｂ）培地にＣｕＳＯ４を添加すること
によって、酵母においてブラキュリ抗原の発現を誘導するステップ；（ｃ）ステップ（ｂ
）後の酵母を６～８時間以下の時間にわたって培養するステップ；及び（ｄ）酵母を回収
するステップを含む。一態様では、ステップ（ａ）の酵母を、総培養量の１ミリリットル
当たり１．０～２．０　Ｙ．Ｕ．の細胞密度まで培養する。一態様では、ステップ（ａ）
の酵母を、総培養量の１ミリリットル当たり１．０～１．５　Ｙ．Ｕ．の細胞密度まで培
養する。一態様では、ステップ（ａ）～（ｃ）において、ｐＨがｐＨ５．５以上に維持さ
れた培地中で酵母を培養する。一態様では、ステップ（ｄ）後の酵母を熱不活性化するス
テップをさらに含む。例えば、一態様では、約５６℃で約１時間酵母を熱不活性化する。
この実施形態の別の態様では、薬学的に許容される賦形剤を用いて、注射用に酵母を製剤
化することができる。一態様では、酵母は、サッカロミセス属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃ
ｅｓ）からのものである。一態様では、酵母は、サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃ
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ｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）からのものである。
【００２９】
　（発明の詳細な説明）
　本発明は、概して、ブラキュリを発現若しくは過剰発現する癌の予防及び／又は治療を
目的とする、酵母ベースの免疫治療組成物並びに方法に関する。本発明は、酵母ビヒクル
と、ブラキュリ抗原又はその免疫原性ドメインとを含有する酵母ベースの免疫治療組成物
（酵母ベース免疫療法とも呼ぶ）（また、本明細書では、「酵母－ブラキュリ免疫療法」
又は「酵母－ブラキュリ免疫治療組成物」とも呼ぶ）の使用に関する。本発明者らは、本
明細書において、新規の酵母－ブラキュリ免疫治療製剤の構築及び製造について説明し、
酵母－ブラキュリ免疫療法が、正常な個体及び癌患者由来の、ブラキュリ特異的Ｔ細胞（
ＣＤ８＋ＣＴＬなど）を増殖させることを証明する。さらに、酵母－ブラキュリ免疫治療
組成物で免疫したマウスは、ｉｎ　ｖｉｖｏでブラキュリ特異的Ｔ細胞応答を起こし、こ
れらのマウスにおいて、ブラキュリ発現腫瘍の増殖が阻害された。これらを考え合わせる
と、本明細書に提示するデータは、酵母－ブラキュリ免疫療法が、ブラキュリ特異的細胞
性免疫応答（ＣＤ４＋及びＣＤ８＋）の誘発、並びにブラキュリ発現腫瘍の予防及び治療
に有用であり、転移性癌及び関連する状態の予防及び／又は治療のための新規療法を提供
することを示している。
【００３０】
　本発明において有用な酵母－ブラキュリ免疫治療組成物は、複数の理由のために、ブラ
キュリ発現癌を有効にターゲティングするように独自に設計される。第１に、ブラキュリ
は、ＥＭＴプロセスに関与しているため、特定の理論に拘束されるわけではないが、本発
明者らは、これが、進行期腫瘍及び転移プロセスに特定の役割を果たしていると考える。
従って、本発明の一態様では、酵母－ブラキュリ免疫療法は、腫瘍細胞が運動性を獲得し
始め、他の組織に侵入する前、又はその間の時点で、腫瘍細胞をターゲティングし、これ
によって、転移性癌及び／又は癌の進行、特に転移性癌の発症を予防、阻害、停止、逆転
若しくは遅延させるのに有効である。従来の癌療法が失敗すると、治療の選択肢がほとん
どなくなりうる進行期癌、特に転移性癌の有効な治療法が強く求められている。酵母－ブ
ラキュリは、このような癌を治療する、若しくは遅延、阻害、逆転させる、又は完全に予
防する新規の手法を提供する。さらに、酵母－ブラキュリ免疫療法は、早期癌を有する個
体における転移性癌若しくは癌の進行を予防又は遅延させるのに用いることができる。こ
の療法は、一実施形態において、転移進行の速度が高い癌に有用であり、また、癌の進行
を停止させるのに有用となりうる。さらには、酵母－ブラキュリ免疫療法は、前癌（前悪
性）病変又は腫瘍を有する個体、癌（特に転移速度が高いもの）を発生する危険性が高い
個体に有用であり、また、癌の予防のための予防薬として、正常な個体にも有用であり、
これは、本明細書に記載するような他の癌予防療法と併用してもよい。
【００３１】
　酵母－ブラキュリ免疫療法はまた、化学療法及び放射線療法などの他の癌治療を受けて
いる個体にも利益を提供する。より具体的には、転移性癌は、いくつかの症例において、
原発癌より、化学療法及び／又は放射線療法に対して耐性であることがわかっている。従
って、本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物を用いて、癌におけるブラキュリ発現を
阻害する（そして、これによって、抗増殖への影響を阻害する）ことにより、転移性癌に
起こりうる化学療法耐性又は放射線耐性を排除することができるため、本発明の組成物は
、個体における化学療法又は放射線療法の性能を増強しうる。
【００３２】
　酵母－ブラキュリ免疫療法はまた、本来非腫瘍学的である、又は悪性形質転換に先立っ
て起こりうるブラキュリ発現に関連する状態又は疾患を治療するのに用いることもできる
。例えば、感染因子、例えば、エプスタイン・バーウイルス（ＥＢＶ）に感染した細胞に
おいて、ブラキュリを上方制御してもよい。従って、酵母－ブラキュリ免疫治療を用いて
、ブラキュリ発現に関連するあらゆる疾患又は状態、例えば、限定するものではないが、
感染症、例えば、限定するものではないが、ＥＢＶ関連の病状（例えば、単核症）などの
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ウイルス感染症を治療又は予防することができる。
【００３３】
　さらに、酵母－ブラキュリ免疫療法は、同じ酵母組成物内の別の腫瘍抗原の使用、又は
他の腫瘍抗原を（連続的又は同時に）ターゲティングする他の酵母ベース免疫治療薬、若
しくはその他の癌免疫治療薬及び治療／療法との併用に合わせて容易に改変可能である。
従って、酵母－ブラキュリ免疫療法は、癌の種類、癌の段階、癌の悪性度、腫瘍によって
発現される抗原、及び個体の健康状態全般に合わせて（すなわち、この療法は、容易に個
人化される）、並びにすでに癌を有する個体のために、改変することができ、様々な腫瘍
段階で最大の効果をもたらすために、その使用は、個体における癌の進行に応じて変更す
ることができる。酵母－ブラキュリ免疫療法は、多様な癌の広範囲の予防的及び／又は治
療的治療のための、精巧かつ有効な、個人化された手法を設計する機会を提供する。
【００３４】
　本明細書に記載する酵母－ブラキュリ組成物は、先天性免疫応答、並びに標的抗原（ブ
ラキュリ）に対する適応免疫応答、例えば、ＣＤ４依存性ＴＨ１７及びＴＨ１　Ｔ細胞応
答並びに抗原特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞応答（細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答など）を
誘導するが、これらはすべて、外来性アジュバント、サイトカイン、又は他の免疫刺激分
子（これらの多くが毒性の問題を有する）を使わずに行われる。さらに、酵母－ブラキュ
リ免疫治療組成物は、調節Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の数及び／又は機能性を阻害することによ
り、通常、例えば、腫瘍の存在によって抑制される可能性があるエフェクターＴ細胞応答
を増強する。さらにまた、抗体応答を引き起こすことにより免疫する免疫治療組成物と比
較して、酵母－ブラキュリ免疫療法によって誘発される抗原特異的で、広範囲かつ強力な
細胞性免疫応答は、腫瘍細胞をターゲティングするのに特に有効であると考えられる。実
際に、多くの研究から、ＭＨＣクラスＩ分子に関して、腫瘍細胞が、腫瘍ペプチドを認識
するＣＤ８＋ＣＴＬを介してターゲティングされると、免疫治療手法が増強されることが
証明されている。
【００３５】
　酵母－ブラキュリ免疫療法は、抗原提示細胞を活性化することに非常に優れており、免
疫応答をクロスプライミングする特有の能力を有し、他の場合であれば抑制的な環境とな
りうるものであっても、腫瘍に対して一般的に有効なＣＤ８＋ＣＴＬ応答を引き起こす。
このタイプの免疫療法は、関連免疫原を提示する抗原提示細胞の天然の能力を利用するた
め、本発明の有効な免疫治療薬を生産するのに、ブラキュリのＣＴＬエピトープ又はＭＨ
ＣクラスＩＩエピトープの正確なアイデンティティーを知る必要がない。実際、単一の酵
母－ブラキュリ免疫治療組成物において、複数のＣＤ４＋及びＣＤ８＋Ｔ細胞エピトープ
をターゲティングすることができるため、本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療薬は、短い
ペプチドの使用に限定されず、実際に、これらの組成物では、より長いポリペプチド及び
融合タンパク質の使用が効果的である。従って、酵母－ブラキュリ免疫療法を用いること
によって、推定Ｔ細胞エピトープを同定するためのアルゴリズム及び複雑な式を使用する
必要がなくなる。
【００３６】
　さらに、ブラキュリは、ほとんどの正常な（非腫瘍）組織によって発現されず、典型的
に、腫瘍細胞に過剰発現されることから、正常な組織に関する「オフターゲット（ｏｆｆ
－ｔａｒｇｅｔ）」効果の心配がない。前述したように、酵母－ブラキュリは、外来性ア
ジュバント、免疫刺激剤若しくは分子、共刺激分子、又はサイトカインを使用せずに、免
疫プロトコル（予防又は治療）に用いることができるが、必要に応じて、このような薬剤
を含んでもよい。さらに、酵母－ブラキュリ免疫療法は、他のタイプの免疫療法では問題
となるような、効力の喪失なしに、繰返し投与することができる。
【００３７】
　本発明の組成物
　本発明の一実施形態は、ブラキュリ発現又は過剰発現を特徴とする癌（早期には、検出
可能なブラキュリを発現する細胞を含まないこともあるが、癌発生の進行期に、ブラキュ
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リを発現する細胞を含みうる、又は含むことになる癌を含む）を予防及び／又は治療する
ために用いることができる酵母ベースの免疫療法組成物に関する。この組成物は、（ａ）
酵母ビヒクルと；（ｂ）１つ以上のブラキュリ抗原及び／又はその免疫原性ドメインを含
む癌抗原とを含有する酵母－ブラキュリ免疫治療組成物である。ブラキュリ抗原又はその
免疫原性ドメインは、最も一般的には、酵母ビヒクルによって（例えば、インタクトな酵
母又は酵母スフェロプラストにより；尚、これらは、任意選択で、酵母サイトプラスト、
酵母ゴースト、若しくは酵母膜抽出物又はその画分にさらに処理してもよい）、組換えタ
ンパク質として発現されるが、本明細書に記載するように、１つ以上のブラキュリ抗原を
酵母ビヒクルにロードするか、又はそうでなければ酵母ビヒクルと複合体形成する、結合
する、混合若しくは投与して、本発明の組成物を形成することは、本発明の一実施形態で
ある。
【００３８】
　「酵母－ブラキュリ免疫治療組成物」は、少なくとも１つのブラキュリ抗原又はその免
疫原性ドメインを含有する特定のタイプの「酵母ベースの免疫治療組成物」である。「酵
母ベースの免疫治療組成物」というフレーズは、「酵母ベースの免疫療法製剤」、「酵母
ベースの免疫療法組成物」、「酵母ベースの組成物」、「酵母ベースの免疫治療薬」、「
酵母ベースのワクチン」、又はこれらのフレーズの派生語と置換え可能に用いられうる。
「免疫治療組成物」は、被験者において少なくとも１つの治療利益を達成するのに十分な
免疫応答を誘発する組成物である。本明細書で用いる場合、酵母ベースの免疫治療組成物
とは、酵母ビヒクル成分を含み、かつ、被験者において少なくとも１つの治療利益を達成
するのに十分な免疫応答を誘発する組成物を指す。さらに具体的には、酵母ベースの免疫
治療組成物は、酵母ビヒクル成分と、典型的には、抗原成分を含み、かつ、免疫応答、例
えば、限定するものではないが、Ｔ細胞性免疫応答などの細胞性免疫応答を誘発又は誘導
することができる組成物である。一態様では、本発明で有用な酵母ベースの免疫治療組成
物は、ＣＤ８＋及び／又はＣＤ４＋Ｔ細胞性免疫応答を、また一態様では、特に標的抗原
（例えば、癌抗原）に対して、ＣＤ８＋及びＣＤ４＋Ｔ細胞性免疫応答を誘導することが
できる。ＣＤ４＋免疫応答としては、ＴＨ１免疫応答、ＴＨ２免疫応答、ＴＨ１７免疫応
答、又はこれらのいずれかの組合せを挙げることができる。酵母ベースの免疫治療薬は、
特に、ＴＨ１及びＴＨ１７応答を引き起こすことができる。ＣＤ８＋免疫応答としては、
細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答が挙げられ、酵母ベースの免疫治療薬は、このよう
な応答を引き起こすことができる。一態様では、酵母ベースの免疫治療組成物は、被験者
における調節Ｔ細胞（Ｔｒｅｇ）の数及び／又は機能性を調節する。酵母ベースの免疫療
法はまた、例えば、サイトカイン、抗体の添加、及び／又は酵母の製造過程を調節するこ
とにより、１つのタイプの応答を別の応答に対して促進するように改変することもできる
。任意選択で、酵母ベースの免疫治療組成物は、液性免疫応答を誘発することができる。
【００３９】
　本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物は、「予防的」又は「治療的」のいずれであ
ってもよい。予防的に提供される場合、本発明の組成物は、ブラキュリ発現癌の発生前、
又は発生の検出前に、ブラキュリ発現腫瘍の発生を予防、阻害又は遅延させる目的で；並
びに／又は腫瘍の遊走及び／若しくは他の組織の腫瘍侵入（転移）を予防若しくは遅延さ
せる、並びに／又は一般的には、個体における癌の進行を予防若しくは阻害することを目
的として提供する。本明細書に述べるように、ブラキュリは、進行期癌などの複数の癌に
発現され、ＥＭＴプロセスに関与することが明らかにされているが、これは、転移性癌な
どの腫瘍の侵襲性及び遊走に関連する過程である。従って、予防的組成物は、癌がないと
思われる個体（健康、若しくは正常な個体）、又は前癌性（前悪性病変）を有する個体、
及び癌を有するが、ブラキュリはまだ検出されていない（すなわち、癌における腫瘍細胞
によるブラキュリの発現前の）個体に、投与することができる。癌、特に、ブラキュリ発
現及び／又は転移が典型的に関連する癌を発生する危険性が高い個体は、本発明の組成物
で、予防的に治療することができる。治療として提供される場合、免疫療法組成物は、ブ
ラキュリ発現癌を有する個体に、例えば、個体における腫瘍負荷を低減する；個体におけ
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る腫瘍増殖を阻害する；個体の生存期間を延ばす；腫瘍遊走及び／若しくは他の組織の腫
瘍侵入の発生（転移性癌）を予防、阻害、逆転若しくは遅延させる、並びに／又は個体に
おける癌の進行を予防、阻害、逆転若しくは遅延させることによって、癌を改善すること
を目標として提供される。一態様では、酵母－ブラキュリ免疫療法を治療的に用いて、癌
におけるブラキュリ発現を阻害することによって、転移性癌に起こりうる化学療法又は放
射線療法耐性を阻害、軽減若しくは排除する。従って、本発明の組成物は、個体における
化学療法又は放射線療法の性能を増強しうる。
【００４０】
　典型的に、酵母ベースの免疫治療組成物は、酵母ビヒクルと、ブラキュリ抗原又はその
免疫原性ドメインを含む少なくとも１つの癌抗原とを含有し、ここで、癌抗原は、酵母ビ
ヒクルによって発現させるか、これに結合、ロード、又はこれと混合する。いくつかの実
施形態では、癌抗原、ブラキュリ抗原、又はその免疫原性ドメインは、融合タンパク質と
して提供される。本発明の組成物及び方法に使用するのに好適な複数のブラキュリタンパ
ク質及び融合タンパク質を以下に記載する。いくつかの実施形態では、癌抗原及びブラキ
ュリ抗原は、同じエレメントである。いくつかの実施形態では、癌抗原は、ブラキュリ抗
原以外に、他の癌抗原などの別の癌抗原を含む。本発明の一態様では、癌抗原として有用
な融合タンパク質は、２種以上の抗原、例えば、ブラキュリ抗原と、ブラキュリ抗原では
ない別の癌抗原、又は２つの異なるブラキュリ抗原を含んでもよい。一態様では、融合タ
ンパク質は、１種以上の抗原の２つ以上の免疫原性ドメイン、例えば、ブラキュリ抗原の
２つ以上の免疫原性ドメイン、又は１種以上の抗原の２つ以上のエピトープ、例えば、ブ
ラキュリ抗原の２つ以上のエピトープを含んでもよい。
【００４１】
　本発明によれば、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物に用いられる酵母ビヒクルは、任意
の酵母細胞（例えば、全酵母若しくはインタクトな細胞）又はその誘導体（以下を参照）
であり、本発明の組成物（例えば、治療又は予防組成物）において、１種以上の抗原、そ
の免疫原性ドメイン若しくはそのエピトープと一緒に用いことができる。従って、酵母ビ
ヒクルとして、限定するものではないが、以下のものを挙げることができる：生存してい
るインタクトな（全）酵母微生物（すなわち、細胞壁などのその成分をすべて有する酵母
細胞）、死滅（死んだ）若しくは不活性化インタクトな酵母微生物、又はインタクトな酵
母の誘導体、例えば、酵母スフェロプロスト（すなわち、細胞壁のない酵母細胞）、酵母
サイトプラスト（すなわち、細胞壁と核がない酵母細胞）、酵母ゴースト（すなわち、細
胞壁、核、及び細胞質のない酵母細胞）、細胞下（ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ）酵母膜抽出
物又はその画分（酵母膜粒子とも呼ばれ、以前は細胞下酵母粒子と呼ばれていた）、その
他あらゆる酵母粒子、又は酵母細胞壁調製物。
【００４２】
　酵母スフェロプラストは、典型的に、酵母細胞壁の酵素消化によって製造される。この
ような方法は、例えば、フランズソフ（Ｆｒａｎｚｕｓｏｆｆ）ら著、１９９１年、メソ
ッズ・イン・エンザイモロジー（Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．）１９４、６６２～２７４
に記載されており、この文献は、その全文を参照として本明細書に組み込むものとする。
【００４３】
　酵母サイトプラストは、典型的に、酵母細胞の除核によって製造される。このような方
法は、例えば、クーン（Ｃｏｏｎ）著、１９７８年、国立癌研究所モノグラフ、４８、４
５～５５に記載されており、この文献は、その全文を参照として本明細書に組み込むもの
とする。
【００４４】
　酵母ゴーストは、典型的に、透過処理又は溶解した細胞を再封入することによって製造
され、その細胞の細胞小器官の少なくとも一部を含んでもよいが、必ずしも含む必要はな
い。このような方法は、例えば、フランズソフ（Ｆｒａｎｚｕｓｏｆｆ）ら著、１９９３
年、ジャーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー（Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．）２
５８、３６０８～３６１４及びブッセイ（Ｂｕｓｓｅｙ）ら著、１９７９年、バイオキミ
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カ・エトバイオフィジカ・アクタ（Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ）、５５
３、１８５～１９６に記載されており、これらの文献は各々、その全文を参照として本明
細書に組み込むものとする。
【００４５】
　酵母膜粒子（細胞下酵母膜抽出物又はその画分）とは、天然の核又は細胞質が欠失した
酵母膜を指す。粒子は、どんな大きさであってもよく、天然酵母膜の大きさから、音波破
砕又は当業者には公知の他の膜破砕方法に続く再封入によって製造される微粒子までの大
きさが含まれる。細胞下酵母膜抽出物を製造する方法は、例えば、フランズソフ（Ｆｒａ
ｎｚｕｓｏｆｆ）ら著、１９９１年、メソッズ・イン・エンザイモロジー（Ｍｅｔｈ．Ｅ
ｎｚｙｍｏｌ．）１９４、６６２～２７４に記載されている。また、酵母膜部分を含む酵
母膜粒子の画分、さらには、酵母膜粒子の製造前に、抗原又は他のタンパク質を酵母によ
り組換え技法で発現させた場合には、目的の抗原又は他のタンパク質も含む酵母膜粒子の
画分を用いてもよい。目的の抗原又は他のタンパク質は、膜の内側、膜のいずれかの表面
、又はそれらの組合せに担持させることができる（すなわち、タンパク質は、膜の内側及
び外側にあってもよいし、及び／又は酵母膜粒子の膜を貫通していてもよい）。一実施形
態では、酵母膜粒子は、組換え酵母膜粒子であり、これは、膜の表面に、又は膜内に少な
くとも部分的に埋め込まれた状態で、少なくとも１つの所望の抗原若しくは目的とする他
のタンパク質を含む、インタクトな、破砕された、若しくは破砕され、再封入された酵母
膜であってよい。
【００４６】
　酵母細胞壁調製物の一例は、この酵母細胞壁調製物が、動物に投与されると、疾患標的
に対して所望の免疫応答を刺激するように、その表面に、又は細胞壁内に少なくとも部分
的に埋め込まれた状態で、抗原を担持する、単離された酵母細胞壁の調製物である。
【００４７】
　本発明の酵母ビヒクルを製造するのに、あらゆる酵母株を用いることができる。酵母は
、次の３つの綱：子嚢菌（Ａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓ）、担子菌（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅ
ｔｅｓ）及び不完全菌（Ｆｕｎｇｉ　Ｉｍｐｅｒｆｅｃｔｉ）の１つに属する単細胞微生
物である。免疫調節成分として用いる酵母の種類の選択に考慮すべきことの１つは、酵母
の病原性である。一実施形態では、酵母は、サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａ
ｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）などの非病原性株である。非病原性酵母株の選
択により、酵母ビヒクルを投与される個体へのあらゆる有害な作用を最小限にする。しか
し、当業者には公知のいずれかの手段（例えば、突然変異株）によって、酵母の病原性を
無効にすることができれば、病原性酵母を用いてもよい。本発明の一態様では、非病原性
酵母株を用いる。
【００４８】
　本発明で用いることができる酵母株の属としては、限定するものではないが、サッカロ
ミセス属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、カンジダ属（Ｃａｎｄｉｄａ）（病原性であ
りうる）、クリプトコッカス属（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、ハンセヌラ属（Ｈａｎｓ
ｅｎｕｌａ）、クルイベロミセス属（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）、ピキア属（Ｐｉｃ
ｈｉａ）、ロドトルラ属（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ）、シゾサッカロミセス属（Ｓｃｈｉ
ｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）及びヤロウィア属（Ｙａｒｒｏｗｉａ）が挙げられる
。一態様では、酵母属は、サッカロミセス属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）、カンジダ
属（Ｃａｎｄｉｄａ）、ハンセヌラ属（Ｈａｎｓｅｎｕｌａ）、ピキア属（Ｐｉｃｈｉａ
）又はシゾサッカロミセス属（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）から選択され
、一態様では、サッカロミセス属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）が用いられる。本発明
で用いることができる酵母株の種として、限定するものではないが、以下のものが挙げら
れる：サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａ
ｅ）、サッカロミセス・カールスベルゲンシス（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃａｒｌ
ｓｂｅｒｇｅｎｓｉｓ）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ
）、カンジダ・ケフィア（Ｃａｎｄｉｄａ　ｋｅｆｙｒ）、カンジダ・トロピカリス（Ｃ
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ａｎｄｉｄａ　ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）、クリプトコッカス・ラウレンティ（Ｃｒｙｐｔ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｕｒｅｎｔｉｉ）、クリプトコッカス・ネオフォルマンス（Ｃｒｙ
ｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ）、ハンセヌラ・アノマラ（Ｈａｎｓｅｎｕ
ｌａ　ａｎｏｍａｌａ）、ハンセヌラ・ポリモルファ（Ｈａｎｓｅｎｕｌａ　ｐｏｌｙｍ
ｏｒｐｈａ）、クルイベロミセス・フラギリス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｆｒａｇ
ｉｌｉｓ）、クルイベロミセス・ラクチス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓ
）、クルイベロミセス・マルキシアヌス・バー・ラクチス（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ
　ｍａｒｘｉａｎｕｓ　ｖａｒ．ｌａｃｔｉｓ）、ピキア・パストリス（Ｐｉｃｈｉａ　
ｐａｓｔｏｒｉｓ）、ロドトルラ・ルブラ（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ　ｒｕｂｒａ）、シ
ゾサッカロミセス・ポンベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）、
及びヤロウィア・リポリティカ（Ｙａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ）。これら種
の多くが、様々な亜種、タイプ、サブタイプなどを含み、これらは、前述した種に含まれ
ることが意図されることは、理解すべきである。一態様では、本発明で用いられる酵母種
として、サッカロミセス・セレビシエ（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、カンジダ・アルビ
カンス（Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ）、ハンセヌラ・ポリモルファ（Ｈ．ｐｏｌｙｍｏｒｐｈ
ａ）、ピキア・パストリス（Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ）及びシゾサッカロミセス・ポンベ（
Ｓ．ｐｏｍｂｅ）がある。サッカロミセス・セレビシエ（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）は
、処理するのが比較的容易であり、食品添加物としての使用に「一般に安全と認められる
（Ｇｅｎｅｒａｌｌｙ　Ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｄ　Ａｓ　Ｓａｆｅ）」又は「ＧＲＡＳ」（
ＧＲＡＳ；食品医薬品局（ＦＤＡ：Ｆｏｏｄ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａ
ｔｉｏｎ）による提案規定（ＦＤＡ　ｐｒｏｐｓｅｄ　Ｒｕｌｅ）６２ＦＲ１８９３８、
１９９７年４月１７日）であることから、有用である。本発明の一実施形態は、プラスミ
ドを特に高いコピー数に複製することができる酵母株、例えば、サッカロミセス・セレビ
シエ（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）ｃｉｒ○株である。サッカロミセス・セレビシエ（Ｓ
．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）株は、１つ以上の標的抗原及び／又は抗原融合タンパク質及び
／又は他のタンパク質を高レベルで発現させることを可能にする発現ベクターを支持する
ことができる株である。本発明で有用な別の酵母株は、サッカロミセス・セレビシエ（Ｓ
ａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）Ｗ３０３αである。さらに、任意の
突然変異酵母株を本発明に用いることができ、こうした株として、発現した標的抗原又は
他のタンパク質の翻訳後修飾低減を呈示するもの、例えば、Ｎ連結グルコシル化を伸長す
る酵素の突然変異がある。
【００４９】
　本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物は、ブラキュリ抗原を含む少なくとも１種の
癌抗原を含有する。本発明によれば、用語「抗原」を本発明で用いる場合、一般に、タン
パク質のいずれかの部分（例えば、ペプチド、部分的タンパク質、完全長タンパク質）（
ここで、タンパク質は、天然に存在するもの、又は合成により誘導若しくは設計したもの
である）、細胞組成物（全細胞、細胞溶解物若しくは破砕された細胞）、生物（全生物、
溶解物若しくは破砕された細胞）、又は炭水化物、又は他の分子、あるいはこれらの部分
を指す。抗原は、免疫系の要素（例えば、Ｔ細胞、抗体）と遭遇した同一又は類似の抗原
に対する抗原特異的免疫応答（例えば、液性及び／若しくは細胞性免疫応答）を誘発しう
る。
【００５０】
　抗原は、単一エピトープ、単一免疫原性ドメインのように小さくても、それより大きく
てもよく、複数のエピトープ又は免疫原性ドメインを含んでもよい。従って、抗原の大き
さは、約８～１１アミノ酸のように小さくても（すなわち、ペプチド）、完全長タンパク
質、多量体、融合タンパク質、キメラタンパク質、全細胞、全微生物、又はこれらの任意
の部分（例えば、全細胞のタンパク質断片（ポリペプチド）溶解物若しくは微生物の抽出
物）のように大きくてもよい。本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療薬に有用な抗原は、ペ
プチド、ポリペプチド、完全長タンパク質、多量体、融合タンパク質及びキメラタンパク
質である。さらに、抗原は、炭水化物を含んでもよく、これは、酵母ビヒクル、又は本発
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明の組成物中にロードすることができる。いくつかの実施形態では（例えば、組換え核酸
分子から酵母ビヒクルによって抗原を発現させる場合）、抗原は、全細胞又は微生物であ
るよりも、むしろタンパク質、融合タンパク質、キメラタンパク質、又はこれらの断片で
あることは理解されたい。酵母での発現のために、抗原が、酵母により発現させようとす
る全タンパク質である場合には、抗原は、酵母内で組換えにより発現させることができる
最小限の大きさのものであり、典型的には、２５アミノ酸以上の長さ、又は２６アミノ酸
以上、２７アミノ酸以上、２８アミノ酸以上、２９アミノ酸以上、３０アミノ酸以上、３
１アミノ酸以上、３２アミノ酸以上、３３アミノ酸以上、３４アミノ酸以上、３５アミノ
酸以上、３６アミノ酸以上、３７アミノ酸以上、３８アミノ酸以上、３９アミノ酸以上、
４０アミノ酸以上、４１アミノ酸以上、４２アミノ酸以上、４３アミノ酸以上、４４アミ
ノ酸以上、４５アミノ酸以上、４６アミノ酸以上、４７アミノ酸以上、４８アミノ酸以上
、４９アミノ酸以上、５０アミノ酸以上の長さ、又は２５～５０アミノ酸以上の長さ、又
は３０～５０アミノ酸以上の長さ、又は３５～５０アミノ酸以上の長さ、又は４０～５０
アミノ酸以上の長さ、又は４５～５０アミノ酸以上の長さであるが、これより小さいタン
パク質を発現させることも可能であり、また、かなり大きいタンパク質（例えば、数百ア
ミノ酸の長さ、あるいは、数千アミノ酸の長さでも）を発現させることも可能である。一
態様では、完全長タンパク質、又はＮ末端及び／若しくはＣ末端から１～２０アミノ酸が
欠失したタンパク質を発現させてもよい。融合タンパク質及びキメラタンパク質も、本発
明で発現させることができる抗原である。「標的抗原」は、本発明の免疫治療組成物によ
って特異的にターゲティングされる抗原（すなわち、免疫応答の誘発が所望される抗原）
である。「癌抗原」は、抗原のターゲティングが癌もターゲティングするように、腫瘍細
胞によって発現される抗原などの、癌に関連する少なくとも１つの抗原を含む抗原である
。癌抗原は、１つ以上の腫瘍関連タンパク質などの、１つ以上のタンパク質に由来する１
つ以上の抗原を含んでもよい。「ブラキュリ抗原」は、ブラキュリタンパク質から誘導、
設計、又は産生された抗原である。
【００５１】
　免疫応答の刺激について述べるとき、用語「免疫原」は、用語「抗原」のサブセットで
あり、従って、場合によっては、用語「抗原」と置換え可能に用いられうる。本明細書で
用いる場合、免疫原とは、個体への免疫原の投与によって、個体の免疫系と遭遇した同一
又は類似抗原に対する抗原特異的免疫応答が増大するように、液性及び／若しくは細胞性
免疫応答を誘発する（すなわち、免疫原性）抗原を意味する。一実施形態では、免疫原は
、ＣＤ４＋Ｔ細胞応答（例えば、ＴＨ１、ＴＨ２及び／若しくはＴＨ１７）並びに／又は
ＣＤ８＋Ｔ細胞応答（例えば、ＣＴＬ応答）などの細胞性免疫応答を誘発する。
【００５２】
　所与の抗原の「免疫原性ドメイン」は、動物に投与されると、免疫原として作用しうる
少なくとも１つのエピトープを含む抗原の任意の部分、断片若しくはエピトープ（例えば
、ペプチド断片若しくはサブユニット又は抗体エピトープ又は他の構造エピトープ）であ
ってよい。従って、免疫原性ドメインは、単一のアミノ酸より大きく、少なくとも、免疫
原として作用することができる少なくとも１つのエピトープを含むのに十分な大きさであ
る。例えば、単一タンパク質は、複数の異なる免疫原性ドメインを含んでよい。免疫原性
ドメインは、液性免疫応答の場合（この場合、構造ドメインが考慮される）のように、タ
ンパク質内で線状配列である必要はない。
【００５３】
　本明細書において、エピトープは、免疫系に付与されると、適切な共刺激シグナル及び
／又は免疫系の活性化細胞に関して、免疫応答を誘発するのに十分な所与の抗原内の単一
免疫原性部位として定義される。言い換えれば、エピトープは、免疫系の成分によって認
識される抗原の部分であり、抗原決定基と呼ぶこともできる。当業者は、Ｔ細胞エピトー
プは、Ｂ細胞又は抗体エピトープとは、大きさ及び組成が異なること、また、クラスＩ　
ＭＨＣ経路を介して提示されるエピトープは、クラスＩＩ　ＭＨＣ経路を介して提示され
るエピトープとは、大きさ及び構造属性が異なることを認識されよう。例えば、クラスＩ
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　ＭＨＣ分子によって提示されるＴ細胞エピトープは、典型的に、長さが８～１１アミノ
酸であるが、クラスＩＩ　ＭＨＣ分子によって提示されるエピトープは、長さがそれほど
限定的ではなく、２５アミノ酸以下であってもよいし、又はそれより長くてもよい。さら
に、Ｔ細胞エピトープは、エピトープが結合する特定のＭＨＣ分子に応じて異なる推定構
造的特徴を有する。エピトープは、線状配列エピトープ又は構造エピトープ（保存結合領
域）であってよい。ほとんどの抗体は、構造エピトープを認識する。
【００５４】
　ブラキュリ（「Ｔ」とも呼ばれる）は、複数の異なる動物種の間で高度に保存されてお
り、「Ｔボックス」ドメイン又は「Ｔドメイン」、すなわち、複数の異なるタンパク質（
集合的に、Ｔボックスファミリーのタンパク質と呼ばれる）の間で共有されているＤＮＡ
結合ドメインモチーフを含む転写因子である。ヒトブラキュリは、１９９６年に初めてク
ローン化された（エドワーズ（Ｅｄｗａｒｄｓ）ら、前掲）。ヒトブラキュリをコードす
る１つのヌクレオチド配列は、本明細書では配列番号１で示され、これは、ＧＥＮＢＡＮ
Ｋ（登録商標）アクセッション番号ＮＭ＿００３１８１（ＧＩ：１９７４３８１１）から
得られたｍＲＮＡ配列である。配列番号１は、４３５アミノ酸ヒトブラキュリタンパク質
をコードするが、そのアミノ酸配列は、本明細書では、配列番号２（これも、ＧＥＮＢＡ
ＮＫ（登録商標）アクセッション番号ＮＰ＿００３１７２（ＧＩ：４５０７３３９）にみ
いだされる）として表される。
【００５５】
　本明細書に開示する別のヒトブラキュリタンパク質は、配列番号２で示されるヒトブラ
キュリタンパク質の変異型であり、配列番号６のアミノ酸配列を有する。配列番号６（こ
れも、４３５アミノ酸タンパク質である）は、本明細書では配列番号５で示されるヌクレ
オチド配列によってコードされる。配列番号６は、タンパク質の全長にわたって、配列番
号２と約９９％同一である。配列番号６は、配列番号２と、１７７位（それぞれ、Ａｓｐ
及びＧｌｙ）、３６８位（それぞれ、Ｔｈｒ及びＳｅｒ）並びに４０９位（それぞれ、Ａ
ｓｎ及びとＡｓｐ）において異なる。
【００５６】
　本明細書に開示する別のヒトブラキュリタンパク質は、配列番号２又は配列番号６で示
されるヒトブラキュリタンパク質のアゴニストである。本明細書で一般に用いられる場合
、「アゴニスト」は、いずれかの化合物又は物質であり、例えば、限定するものではない
が、受容体又はリガンドに結合して、応答を発生若しくはトリガーする、小分子、タンパ
ク質、ペプチド、抗体、核酸結合物質などが挙げられ、受容体又はリガンドに結合する天
然に存在する物質の作用を模倣若しくは増強する物質を含んでもよい。本発明のブラキュ
リ抗原に関して用いる場合、「アゴニスト」抗原又はタンパク質は、「ミモトープ」とも
呼ばれる、少なくとも１つのＴ細胞アゴニストエピトープを含む抗原又はタンパク質を指
す。ミモトープペプチドは、野生型エピトープの構造を模倣するペプチドであり、アゴニ
ストとして、ミモトープは、天然のエピトープの作用（生物学的機能）を模倣又は増強す
る。例えば、配列番号１２のアミノ酸配列（ＷＬＬＰＧＴＳＴＬ）は、野生型ブラキュリ
タンパク質のＴ細胞エピトープである。配列番号１３のアミノ酸配列（ＷＬＬＰＧＴＳＴ
Ｖ）は、配列番号１２のＴ細胞エピトープのミモトープ又はアゴニストである。
【００５７】
　１つのヒトブラキュリアゴニスト抗原は、本明細書において、配列番号１８で示される
。配列番号１８は、４３５アミノ酸タンパク質であり、本明細書では配列番号１７で示さ
れるヌクレオチド配列によってコードされる。配列番号１８は、配列番号６では２５４位
のロイシンが、配列番号１８においてバリンで置換されている以外は、配列番号６と同じ
である。この置換により、配列番号１８の２４６～２５４位に、Ｔ細胞アゴニストエピト
ープが形成され、これは、特定の理論に拘束されるものではないが、野生型エピトープ（
配列番号６の２４６～２５４位）と比較して、ブラキュリに対する増強されたＴ細胞応答
を誘導すると考えられる。
【００５８】
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　配列番号２、配列番号６又は配列番号１８のいずれかの４１～２２３位は、ヒトブラキ
ュリのＴボックスＤＮＡ結合ドメインを表しており、他の種由来のブラキュリ配列などの
他のブラキュリ配列におけるＴボックスドメインは、これらの配列との比較によって容易
に同定することができる。本明細書で用いる場合、本明細書に記載され、又は当分野では
公知であり、本発明で使用されるブラキュリタンパク質のＴボックスドメインについて述
べるとき、これは、規定ＴボックスドメインのＮ末端及び／又はＣ末端（例えば、配列番
号２、６又は１８の４１～２２３位のいずれかの側）に、ブラキュリ配列の１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１
９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２
、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、又は４０個の連続したアミノ酸をさらに
含みうる。本明細書に記載する２つのヒトブラキュリタンパク質などのヒトブラキュリは
また、様々なＣＤ４＋及びＣＤ８＋Ｔ細胞エピトープも含む。このようなエピトープは、
例えば、国際公開第２００８／１０６５５１号に記載されており、例えば、配列番号２又
は配列番号６の２４６～２５４位における、ＣＤ８＋ＣＴＬエピトープ、ＷＬＬＰＧＴＳ
ＴＬ（本明細書では、Ｔｐ２（配列番号２）とも呼ばれる）がある。前述したように、配
列番号１８は、本明細書では配列番号１３で示される、配列番号１２のアゴニストエピト
ープを含む。
【００５９】
　ヒトブラキュリは、他の動物種由来のブラキュリに対して非常に高い相同性を有してい
るため、特にこれらの配列が同一であり、実質的に相同性で、かつ標的抗原（例えば、腫
瘍細胞によって発現される天然ブラキュリ）に対して有効な免疫応答を誘発する場合には
、本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の製造に、他の生物由来のブラキュリの配列
を用いることができる。例えば、１９９０年に（ハーマン（Ｈｅｒｒｍａｎｎ）ら、前掲
）によって初めてクローン化されたマウスブラキュリは、ヌクレオチドレベルで、ヒトブ
ラキュリと約８５％同一であり、アミノ酸レベルでは約９１％同一である。その他の動物
由来のブラキュリに関して、ヒトブラキュリは、アミノ酸レベルで、チンパンジー（Ｐａ
ｎ　ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ）由来のブラキュリに対して９９．５％同一であり、イエイ
ヌ（Ｃａｎｉｓ　ｌｕｐｕｓ　ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ）由来のブラキュリに対して９０．
１％同一であり、ウシ（Ｂｏｓ　Ｔａｕｒｕｓ）由来のブラキュリに対して８８．５％同
一であり、ドブネズミ（Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）由来のブラキュリに対し
て９２．２％同一であり、また、セキショクヤケイ（Ｇａｌｌｕｓ　ｇａｌｌｕｓ）由来
のブラキュリに対して８０．９％同一である。Ｔボックスドメインを含む、ブラキュリの
アミノ酸１～２２３内で、マウス及びヒトブラキュリは、たった２つのアミノ酸（２６及
び９６位）しか違わない。マウスブラキュリをコードするヌクレオチド配列は、本明細書
では配列番号３で示されるが、これは、ＧＥＮＢＡＮＫ（登録商標）アクセッション番号
ＮＭ＿００９３０９（ＧＩ：１１８１３０３５７）から得られたｍＲＮＡ配列である。配
列番号３は、４３６アミノ酸マウスブラキュリタンパク質をコードし、これは、本明細書
では配列番号４で示されるアミノ酸配列である。配列番号４の４１～２２３位は、マウス
ブラキュリのＴボックスＤＮＡ結合ドメインを表す。
【００６０】
　本発明の一実施形態では、ブラキュリ抗原は、配列番号２、配列番号４、配列番号６、
配列番号１８で示されるアミノ酸配列、又は少なくとも１つのその免疫原性ドメインを含
むか、又はこれから構成される。一実施形態では、ブラキュリ抗原は、ブラキュリの２つ
、３つ、４つ、５つ、若しくは６以上の免疫原性ドメインを含むか、又はこれらから構成
される。本発明の一実施形態では、ブラキュリ抗原は、配列番号２、配列番号４、配列番
号６若しくは配列番号１８の１又は２位から、Ｃ末端の最後の２５アミノ酸の１つまで（
すなわち、配列番号２又は配列番号６又は配列番号１８の４４１～４３５位のいずれか１
つまで、あるいは、配列番号４の４４２～４３６位のいずれか１つまで）のアミノ酸で示
されるアミノ酸配列を含むか、又はこれらから構成される。本発明で有用な別のブラキュ
リ抗原は、少なくとも、ブラキュリの１～２２３位（例えば、配列番号２、配列番号４、
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配列番号６若しくは配列番号１８の１～２２３位）又はブラキュリの４１～２２３位（例
えば、配列番号２、配列番号４、配列番号６若しくは配列番号１８の４１～２２３位）の
アミノ酸も含む。本発明で有用な別のブラキュリ抗原は、少なくとも、配列番号２、配列
番号４、配列番号６又は配列番号１８の１～８５位から、２５５位～Ｃ末端の間までのア
ミノ酸を含む。本発明で有用な別のブラキュリ抗原は、少なくとも、配列番号２、配列番
号４、配列番号６又は配列番号１８の１～８５位から、４３０位～Ｃ末端の間までのアミ
ノ酸を含む。本発明で有用な別のブラキュリ抗原は、少なくとも、配列番号２、配列番号
４、配列番号６又は配列番号１８の１、２、３、４、５、６、７、８、９若しくは１０位
から、２５５位～Ｃ末端の間までのアミノ酸を含む。
【００６１】
　本発明のいずれかの実施形態によれば、「完全長」タンパク質（又は完全長機能性ドメ
イン若しくは完全長免疫学的ドメイン）と言うとき、これは、本明細書に記載する、ある
いは、一般に入手可能な配列において公知である、又は記載されているような、タンパク
質又は機能性ドメイン若しくは免疫学的ドメインの完全長アミノ酸配列を包含する。タン
パク質の１種の相同体でもある、「ほぼ完全長」のタンパク質又はドメインは、完全長タ
ンパク質又はドメインと、このような完全長タンパク質又は完全長ドメインのＮ及び／又
はＣ末端から、１、２、３、４、５、６、７、８、９若しくは１０アミノ酸が付加若しく
は欠失若しくは省略されている点が異なる。例として、本明細書に記載する融合タンパク
質のいくつかは、抗原が、１位のメチオニンを省き、Ｎ末端ペプチドを置換することから
、「ほぼ完全長」ブラキュリ抗原を含む。一般に、タンパク質又はドメイン若しくは抗原
と言うとき、これは、完全長タンパク質及びほぼ完全長タンパク質、並びに他のそれらの
相同体を包含する。
【００６２】
　ブラキュリ抗原に関するいずれかの実施形態の一態様では、癌抗原又はブラキュリ抗原
は、酵母によって抗原を発現させることができる最小限の大きさのものである。酵母での
発現の場合、タンパク質は、典型的に、少なくとも約２５アミノ酸の長さであるが、より
小さいタンパク質を発現させることも可能であるし、これよりかなり大きいタンパク質を
酵母によって発現させることも可能である。例えば、本発明で有用なブラキュリ抗原は、
酵母によって組換えにより発現させることができ、かつ、ブラキュリの１つの免疫原性ド
メインを含むブラキュリタンパク質の断片であり、また、配列番号２、配列番号４、配列
番号６又は配列番号１８のいずれかの少なくとも１つの免疫原性ドメインを含むものであ
ってよい。一態様では、このような抗原は、少なくとも２５アミノ酸の長さであり、ブラ
キュリの少なくとも１つの免疫原性ドメインを含む。一態様では、このような抗原は、３
０アミノ酸を超える長さであり、ブラキュリの少なくとも１つの免疫原性ドメインを含む
。一態様では、このような抗原は、少なくとも２５～５０アミノ酸の長さであり、ブラキ
ュリの少なくとも１つの免疫原性ドメインを含む。一態様では、このような抗原は、少な
くとも３０～５０アミノ酸の長さであり、ブラキュリの少なくとも１つの免疫原性ドメイ
ンを含む。一態様では、このような抗原は、少なくとも３５～５０アミノ酸の長さであり
、ブラキュリの１つの免疫原性ドメインを含む。一態様では、このような抗原は、少なく
とも４０～５０アミノ酸の長さであり、ブラキュリの少なくとも１つの免疫原性ドメイン
を含む。一態様では、このような抗原は、少なくとも４５～５０アミノ酸の長さであり、
ブラキュリの少なくとも１つの免疫原性ドメインを含む。一実施形態では、本発明で有用
なブラキュリ抗原は、少なくとも２５アミノ酸の長さであるか、又は少なくとも３０、３
５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１０
０、１０５、１１０、１１５、１２０、１２５、１３０、１３５、１４０、１４５、１５
０、１５５、１６０、１６５、１７０、１７５、１８０、１８５、１９０、１９５、２０
０、２０５、２１０、２１５、２２０、２２５、２３０、２３５、２４０、２４５、２５
０、２５５、２６０、２６５、２７０、２７５、２８０、２８５、２９０、２９５、３０
０、３０５、３１０、３１５、３２０、３２５、３３０、３３５、３４０、３４５、３５
０、３５５、３６０、３６５、３７０、３７５、３８０、３８５、３９０、３９５、４０
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０、４０５、４１０、４１５、４２０、４２５、又は４３０アミノ酸の長さであり、これ
は、配列番号２、配列番号４、配列番号６又は配列番号１８の上記長さの少なくともいず
れかの任意の断片を含んでよい。
【００６３】
　一態様では、ブラキュリ抗原は、１つ以上のＣＴＬエピトープを含み、これは、本明細
書に記載するＣＴＬエピトープのいずれか１つ、２つ、３つ、若しくは４つ以上の２以上
のコピーを含んでもよい。一態様では、ブラキュリ抗原は、１つ以上のＣＤ４＋Ｔ細胞エ
ピトープを含む。一態様のＴ細胞、ブラキュリ抗原は、１つ以上のＣＴＬエピトープと、
１つ以上のＣＤ４＋Ｔ細胞エピトープを含む。一態様では、Ｔ細胞エピトープは、アゴニ
ストエピトープである。
【００６４】
　一態様では、ブラキュリ抗原は、ＷＬＬＰＧＴＳＴＬのアミノ酸配列（配列番号１２、
また、配列番号２若しくは配列番号６の２４５～２５４位によっても表される）を含む。
一態様では、ブラキュリ抗原は、ＷＬＬＰＧＴＳＴＶのアミノ酸配列（配列番号１３、ま
た、配列番号１８の２４５～２５４位によっても表される）を含む。一態様では、配列番
号１２又は配列番号１３のいずれかの４位のアミノ酸（これらの配列では、プロリン（Ｐ
））は、セリン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）、イソロイシン（Ｉ）、又はバリン（Ｖ）で置
換される。
【００６５】
　一態様では、ブラキュリ抗原は、ＳＱＹＰＳＬＷＳＶ（配列番号１４）のアミノ酸配列
を含む。一態様では、配列番号１４の２位のアミノ酸（この配列では、グルタミン（Ｑ）
）は、ロイシン（Ｌ）で置換される。一態様では、配列番号１４の４位のアミノ酸（この
配列では、プロリン（Ｐ））は、セリン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）、ロイシン（Ｌ）、又
はバリン（Ｖ）で置換される。一態様では、配列番号１４の７位のアミノ酸（この配列で
は、トリプトファン（Ｗ））は、バリン（Ｖ）、ロイシン（Ｌ）、イソロイシン（Ｉ）、
セリン（Ｓ）、又はトレオニン（Ｔ）で置換される。一態様では、配列番号１４の９位の
アミノ酸（この配列では、バリン（Ｖ））は、ロイシン（Ｌ）で置換される。配列番号１
４における上記置換の１つ以上の任意の組合せを有する配列を含む抗原も、本発明によっ
て考慮される。
【００６６】
　一態様では、ブラキュリ抗原は、ＲＬＩＡＳＷＴＰＶ（配列番号１５）のアミノ酸配列
を含む。一態様では、配列番号１５の１位のアミノ酸（この配列では、アルギニン（Ｒ）
）は、チロシン（Ｙ）又はトリプトファン（Ｗ）で置換される。一態様では、配列番号１
５の６位のアミノ酸（この配列では、トリプトファン（Ｗ））は、バリン（Ｖ）、リシン
（Ｌ）、イソロイシン（Ｉ）、セリン（Ｓ）、又はトレオニン（Ｔ）で置換される。配列
番号１５における上記置換の一方又は両方の任意の組合せを有する配列を含む抗原も、本
発明によって考慮される。
【００６７】
　一態様では、ブラキュリ抗原は、ＡＭＹＳＦＬＬＤＦＶ（配列番号１６）のアミノ酸配
列を含む。一態様では、配列番号１６の２位のアミノ酸（この配列では、メチオニン（Ｍ
））は、ロイシン（Ｌ）で置換される。
【００６８】
　本発明の一実施形態では、ブラキュリ抗原は、配列番号８のアミノ酸配列を有する融合
タンパク質を含むか、これから実質的に構成される、又は構成される。配列番号８の融合
タンパク質は、Ｎ末端からＣ末端までのフレーム内に、融合した以下の配列要素を含む単
一ポリペプチドである：（１）プロテオソーム分解に対する耐性を付与すると共に、酵素
内での発現を安定化させるためのＮ末端ペプチド（配列番号８の１～６位）；（２）配列
番号６の２～４３５位から構成されるヒトブラキュリ抗原（配列番号８の７～４４０位）
；及び（３）ヘキサヒスチジンタグ（配列番号８の４４１～４４６位）。配列番号８のア
ミノ酸配列は、配列番号７のポリヌクレオチド配列によってコードされる。
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【００６９】
　本発明の別の実施形態では、ブラキュリ抗原は、配列番号１０のアミノ酸配列を有する
融合タンパク質を含むか、これから実質的に構成される、又は構成される。配列番号１０
の融合タンパク質は、Ｎ末端からＣ末端までのフレーム内に、融合した以下の配列要素を
含む単一ポリペプチドである：（１）プロテオソーム分解に対する耐性を付与すると共に
、酵素内での発現を安定化させるためのＮ末端ペプチド（配列番号１０の１～６位）；（
２）配列番号４の２～４３６位から構成されるマウスブラキュリ抗原（配列番号１０の７
～４４１位）；及び（３）ヘキサヒスチジンタグ（配列番号１０の４４２～４４７位）。
配列番号１０のアミノ酸配列は、配列番号９のポリヌクレオチド配列によってコードされ
る。
【００７０】
　別の実施形態では、ブラキュリ抗原は、配列番号２０のアミノ酸配列を有する融合タン
パク質を含むか、これから実質的に構成される、又は構成される。配列番号２０の融合タ
ンパク質は、Ｎ末端からＣ末端までのフレーム内に、融合した以下の配列要素を含む単一
ポリペプチドである：（１）プロテオソーム分解に対する耐性を付与すると共に、発現を
安定化させるためのＮ末端ペプチド（配列番号２０の１～６位、本明細書では配列番号１
１によっても示されるペプチド配列）；２）配列番号１８のアミノ酸２～４３５（配列番
号２０の７～４４０位）、完全長ヒトブラキュリアゴニストタンパク質を表す配列番号１
８；及び（３）ヘキサヒスチジンタグ（配列番号２０の４４１～４４６位）。アゴニスト
エピトープ（配列番号１３）は、配列番号２０の２５１～２５９位（配列番号１８の２４
６～２５４位）に位置する。配列番号２０のアミノ酸配列は、配列番号１９のポリヌクレ
オチド配列によってコードされる。
【００７１】
　本発明で有用なブラキュリ抗原は、本明細書に記載するブラキュリタンパク質若しくは
抗原のいずれかのアミノ酸配列と、タンパク質の全長にわたって、又はこのタンパク質の
一部を形成する規定断片若しくはそのドメイン（例えば、免疫学的ドメイン若しくは機能
性ドメイン（少なくとも１つの生物活性を有するドメイン））に対して、少なくとも８５
％、８６％、８７％、８８％、８９％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５
％、９６％、９７％、９８％、又は９９％同一であるアミノ酸配列を有するタンパク質も
含む。例えば、本明細書に記載するブラキュリタンパク質のドメインは、Ｔボックスドメ
インを含む。免疫学的ドメインについては、上に詳しく記載している。
【００７２】
　本発明のいくつかの態様では、アミノ酸挿入、欠失、及び／又は置換を、野生型又は基
準ブラキュリタンパク質の１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、若しくは１１以
上のアミノ酸について実施することができる。ただし、ここで、得られるブラキュリタン
パク質は、本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物で抗原として用いられると、野生型
又は基準ブラキュリタンパク質と同様に天然ブラキュリタンパク質に対して免疫応答を誘
発するものとし、この応答には、増強された免疫応答、低減された免疫応答、又は実質的
に同等の免疫応答が含まれる。例えば、本発明は、ブラキュリアゴニスト抗原の使用を含
むが、これは、例えば、ＭＨＣ分子に対する、又はＭＨＣ提示に関してエピトープを認識
するＴ細胞受容体に対するエピトープの結合活性若しくは親和性を改善することにより、
ブラキュリアゴニストに対するＴ細胞応答を増強するように突然変異させた１つ以上のＴ
細胞エピトープを含んでもよい。従って、ブラキュリアゴニストは、腫瘍細胞によって発
現される天然ブラキュリに対するＴ細胞応答の効力又は効率を改善しうる。配列番号１８
のアミノ酸配列を有するブラキュリ抗原は、ブラキュリアゴニスト（又はアゴニストエピ
トープを含むブラキュリ抗原）の非制限的例である。
【００７３】
　さらに、配列番号８、配列番号１０、又は配列番号２０の融合タンパク質に関して、前
述したものなどのＮ末端発現配列及びＣ末端タグは任意選択であるが、タンパク質の発現
、安定性を改善若しくは促進する、及び／又はタンパク質の同定及び／若しくは精製を可
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能にするために、本明細書の他所に記載した複数の異なる配列から選択してもよい。また
、酵母での使用に適した多数の異なるプロモータが当分野では公知である。さらに、様々
な理由で（例えば、クローン化を促進するための制限酵素部位の導入、宿主食胞プロテア
ーゼのための切断部位として、タンパク質若しくは抗原プロセシングを加速するため、並
びに構築物の将来の操作のために）、ブラキュリ抗原を含む融合タンパク質の部分同士の
間に、短い介在リンカー配列（例えば、１、２、３、４、又は５アミノ酸ペプチド）を導
入してもよい。
【００７４】
　任意選択で、本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の成分として用いられるタンパ
ク質（融合タンパク質など）は、酵母において異種抗原の発現を改善又は安定化するのに
特に有用な抗原構築物を用いて作製する。一実施形態では、所望の抗原タンパク質又はペ
プチドを、それらのアミノ末端で、以下と融合させる：（ａ）酵母ビヒクルにおける融合
タンパク質の発現を安定化するか、又は発現した融合タンパク質の翻訳後修飾を阻止する
特定の合成ペプチド（このようなペプチドは、例えば、２００４年８月１２日に公開され
た米国特許出願公開第２００４－０１５６８５８Ａ１号明細書に詳しく記載されている；
尚、この文献は、参照としてその全文を本明細書に組み込む）；（ｂ）いずれかの融合相
手が、酵母内でのタンパク質の発現の安定性改善をもたらす、及び／又は酵母細胞による
タンパク質の翻訳後修飾を阻止する、内在性酵母タンパク質、例えば、限定するものでは
ないが、酵母α因子リーダー配列（このようなタンパク質も、例えば米国特許出願公開第
２００４－０１５６８５８Ａ１号明細書（前掲）に詳しく記載されている）；及び／又は
（ｃ）酵母の表面に融合タンパク質を発現させる酵母タンパク質の少なくとも一部（例え
ば、本明細書にさらに詳しく記載されるＡｇａタンパク質）。さらに、本発明は、任意選
択で、特に、タンパク質の選択及び同定に用いるための、抗原コード構築物のＣ末端に融
合したペプチドの使用を含む。このようなペプチドとして、限定するものではないが、ペ
プチドタグ（例えば、６ＸＨｉｓ若しくはヘキサペプチド）又は他のいずれかの短いエピ
トープタグなどの任意の合成若しくは天然ペプチドが挙げられる。本発明の抗原のＣ末端
に結合したペプチドは、前述したＮ末端ペプチドを付加して、又は付加せずに用いること
ができ、また、その逆も可能である。
【００７５】
　一実施形態では、酵母内に発現させようとする融合タンパク質に有用な合成ペプチドを
抗原のＮ末端に結合させるが、このペプチドは、抗原に対し異種である少なくとも２つの
アミノ酸位置から構成されており、このペプチドは、酵母ビヒクルにおける融合タンパク
質の発現を安定化させるか、又は発現した融合タンパク質の翻訳後修飾を阻止する。合成
ペプチドと、抗原のＮ末端部分は一緒に、以下の要件を有する融合タンパク質を形成する
：（１）融合タンパク質の１位のアミノ酸残基は、メチオニンである（すなわち、合成ペ
プチドの最初のアミノ酸はメチオニンである）；（２）融合タンパク質の２位のアミノ酸
残基は、グリシンでもプロリンでもない（すなわち、合成ペプチドの２番目のアミノ酸は
、グリシンでもプロリンでもない）；（３）融合タンパク質の２～６位のアミノ酸位置の
いずれも、メチオニンではない（すなわち、合成ペプチドが６アミノ酸より短い場合、合
成ペプチド又はタンパク質の部分のいずれであっても、２～６位のアミノ酸は、メチオニ
ンを含まない）；並びに（４）融合タンパク質の２～６位のアミノ酸のいずれも、リシン
でもアルギニンでもない（すなわち、合成ペプチドが５アミノ酸より短い場合、合成ペプ
チド又はタンパク質の部分のいずれであっても、２～６位のアミノ酸は、リシンもアルギ
ニンも含まない）。合成ペプチドは、２アミノ酸のように短くてもよいが、一態様では、
２～６アミノ酸（３、４、５アミノ酸を含む）であり、整数で、６アミノ酸より長く、約
２００アミノ酸、３００アミノ酸、４００アミノ酸、５００アミノ酸まで、又はそれ以上
であってもよい。
【００７６】
　一実施形態では、融合タンパク質は、Ｍ－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－Ｘ５－Ｘ６のアミノ酸配
列を含み、ここで、Ｍは、メチオニンであり；Ｘ２は、グリシン、プロリン、リシン若し
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くはアルギニン以外のいずれかのアミノ酸であり；Ｘ３は、メチオニン、リシン若しくは
アルギニン以外のいずれかのアミノ酸であり；Ｘ４は、メチオニン、リシン若しくはアル
ギニン以外のいずれかのアミノ酸であり；Ｘ５は、メチオニン、リシン若しくはアルギニ
ン以外のいずれかのアミノ酸であり；Ｘ６は、メチオニン、リシン若しくはアルギニン以
外のいずれかのアミノ酸である）。一実施形態では、Ｘ６残基は、プロリンである。酵母
細胞における抗原の発現の安定性を増加する、及び／又は酵母におけるタンパク質の翻訳
後修飾を阻止する合成配列の１例は、配列Ｍ－Ａ－Ｄ－Ｅ－Ａ－Ｐ（本明細書では配列番
号１１で示される）を含む。発現産物の安定性増加に加えて、この融合相手は、構築物に
おける免疫抗原に対する免疫応答に負の影響を与えないようである。さらに、合成融合ペ
プチドは、抗体などの選択因子によって認識されうるエピトープを付与するように設計す
ることもできる。
【００７７】
　本発明の一態様では、酵母ビヒクルは、酵母ビヒクルの表面上で、部分的若しくは全体
的に、抗原が発現されるか、又は発現したタンパク質産物の輸送若しくは転位によっても
たらされる（細胞外発現）ように操作する。本発明のこの態様を達成する一方法は、酵母
ビヒクルの表面に、１つ以上のタンパク質を配置するためのスペーサアームを用いること
である。例えば、スペーサアームを用いて、目的の抗原又は他のタンパク質と、目的の抗
原又は他のタンパク質を酵母細胞壁にターゲティングするタンパク質との融合タンパク質
を形成することができる。例えば、他のタンパク質をターゲティングするのに用いること
ができるこのようなタンパク質の１つは、抗原又は他のタンパク質が、酵母の表面に位置
するように、抗原又は他のタンパク質を酵母細胞壁にターゲティングすることを可能にす
る酵母タンパク質（例えば、細胞壁タンパク質２（ｃｗｐ２）、Ａｇａ２、Ｐｉｒ４若し
くはＦｌｏ１タンパク質）である。酵母タンパク質以外のタンパク質をスペーサアームに
用いてもよいが、いずれのスペーサアームの場合も、スペーサアームタンパク質ではなく
、標的抗原に対して免疫原性応答を向かわせることが最も望ましい。従って、スペーサア
ームに他のタンパク質を用いる場合には、用いられるスペーサアームタンパク質は、スペ
ーサアームタンパク質自体にそうした大きな免疫応答を引き起こさず、標的抗原に対する
免疫応答が優るようにしなければならない。当業者は、標的抗原の免疫応答と比較して、
スペーサアームタンパク質に対しては小さな免疫応答を目標とすべきである。スペーサア
ームは、必要に応じて、抗原を酵母から容易に除去、若しくはプロセシングすることを可
能にする切断部位（例えば、プロテアーゼ切断部位）を有するように構築することができ
る。免疫応答の大きさを決定する任意の公知の方法（例えば、抗体生産、溶菌アッセイな
ど）を用いることができ、これらは当業者には容易に分かる。
【００７８】
　酵母表面に露出するように標的抗原又は他のタンパク質を配置する別の方法は、グリコ
シルホスファチジルイノシトール（ＧＰＩ）のようなシグナル配列を用いて、酵母細胞壁
に標的を固定するものである。あるいは、配置は、抗原が、細胞壁に結合したタンパク質
（例えば、ｃｗｐ）と結合するように、小胞体（ＥＲ）への転位により、分泌経路へと目
的の抗原又は他のタンパク質をターゲティングするシグナル配列を付加することによって
達成することができる。
【００７９】
　一態様では、スペーサアームタンパク質は、酵母タンパク質である。酵母タンパク質は
、酵母タンパク質の約２～約８００アミノ酸からなりうる。一実施形態では、酵母タンパ
ク質は、約１０～７００アミノ酸である。別の実施形態では、酵母タンパク質は、約４０
～６００アミノ酸である。本発明の別の実施形態は、少なくとも２５０アミノ酸、少なく
とも３００アミノ酸、少なくとも３５０アミノ酸、少なくとも４００アミノ酸、少なくと
も４５０アミノ酸、少なくとも５００アミノ酸、少なくとも５５０アミノ酸、少なくとも
６００アミノ酸、又は少なくとも６５０アミノ酸である酵母タンパク質を含む。一実施形
態では、酵母タンパク質は、少なくとも４５０アミノ酸の長さである。必要に応じて、抗
原表面発現を最適化するための別の考慮事項は、抗原とスペーサアームの組合せを、モノ
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マー若しくは二量体若しくは三量体、又は互いに結合したそれより大きいユニットとして
発現させるべきか否かである。単量体、二量体、三量体などの使用によって、全部ではな
いにしろ、抗原の一部が、それをより免疫原性にするような様式で、酵母ビヒクルの表面
に展示されるように、抗原の適切なスペーシング又はフォールディングが可能になる。
【００８０】
　酵母タンパク質の使用により、酵母ビヒクルにおける融合タンパク質の発現を安定化す
ることができ、発現した融合タンパク質の翻訳後修飾を阻止し、及び／又は融合タンパク
質を酵母内の特定のコンパートメントにターゲティングする（例えば、酵母細胞壁表面に
発現させるために）。酵母分泌経路への送達のために、用いる酵母タンパク質の例として
、限定するものではないが、Ａｇａ（限定しないが、Ａｇａ１及び／又はＡｇａ２）；Ｓ
ＵＣ２（酵母インベルターゼ）；α因子シグナルリーダー配列；ＣＰＹ；細胞壁における
局在化及び保持のためのＣｗｐ２ｐ；娘細胞形成の初期段階での酵母細胞芽への局在化の
ためのＢＵＤ遺伝子；Ｆｌｏ１ｐ；Ｐｉｒ２ｐ；及びＰｉｒ４ｐが挙げられる。
【００８１】
　他の配列を用いて、タンパク質を酵母ビヒクルの他の部分、例えば、細胞質ゾル又はミ
トコンドリア又は小胞体又は核内に、ターゲティング、保持及び／若しくは安定化するこ
とができる。前述した実施形態のいずれにも用いることができる好適な酵母タンパク質の
例として、限定するものではないが、以下のものが挙げられる：ＴＫ、ＡＦ、ＳＥＣ７；
グルコース及び細胞質ゾル局在化におけるその抑制発現を目的とする、ホスホエノールピ
ルビン酸カルボキシナーゼＰＣＫ１、ホスホグリセロキナーゼＰＧＫ及びトリオースリン
酸イソメラーゼＴＰＩ遺伝子産物；熱ショックタンパク質ＳＳＡ１、ＳＳＡ３、ＳＳＡ４
、ＳＳＣ１（その発現は誘導され、そのタンパク質は、熱処理に細胞を暴露する際、より
熱安定的である）；ミトコンドリアへの移入のためのミトコンドリアタンパク質ＣＹＣ１
；ＡＣＴ１。
【００８２】
　酵母ビヒクルを作製し、目的の抗原並びに／又は他のタンパク質及び／若しくは物質を
発現させ、これらと酵母ビヒクルを組み合わせ、並びに／又は結合させて、酵母ベースの
免疫治療組成物を製造する方法が本発明によって考慮される。
【００８３】
　本発明によれば、「酵母ビヒクル－抗原複合体」又は「酵母－抗原複合体」という用語
は、酵母ビヒクルと抗原の任意の結合を表すために一般的に用いられ、このような組成物
が、前述したように、免疫応答を誘発するために用いられる場合、「酵母ベースの免疫治
療組成物」と置換え可能に用いることができる。このような結合は、例えば、バッファー
又はその他の溶液若しくは製剤中での、酵母（組換え酵母）による抗原の発現、酵母への
抗原の導入、抗原と酵母の物理的結合、並びに酵母と抗原の混合を含む。これらのタイプ
の複合体については、以下に詳しく記載する。
【００８４】
　一実施形態では、酵母ビヒクルを作製するのに用いられる酵母細胞は、タンパク質が酵
母細胞によって発現されるように、タンパク質（例えば、抗原）をコードする異種核酸分
子でトランスフェクトする。このような酵母は、本明細書において、組換え酵母又は組換
え酵母ビヒクルとも呼ばれる。次に、酵母細胞を薬学的に許容される賦形剤で製剤化し、
患者に直接投与する、後の投与のために貯蔵する、又はインタクトな細胞として樹状細胞
にロードすることができる。酵母細胞はまた、死滅させてもよいし、あるいは、例えば、
酵母スフェロプラスト、サイトプラスト、ゴースト、又は細胞下粒子の形成などにより、
誘導体化することができ、これらのいずれかに続いて、誘導体を貯蔵、投与するか、又は
樹状細胞にロードしてよい。酵母スフェロプラストはまた、抗原を発現する組換えスフェ
ロプラストを生産するために、組換え核酸分子で直接トランスフェクトすることができる
（例えば、全酵母からスフェロプラストを生産した後、これらをトランスフェクトする）
。抗原を組換えにより発現する酵母細胞又は酵母スフェロプラストを用いて、酵母サイト
プラスト、酵母ゴースト、又は酵母膜粒子若しくは酵母細胞壁粒子、又はこれらの画分を
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含む酵母ビヒクルを作製することも可能である。
【００８５】
　一般に、酵母ビヒクルと抗原及び／又は他の物質は、本明細書に記載するいずれの技術
によっても結合することができる。一態様では、酵母ビヒクルに、抗原及び／又は物質を
細胞内ロードする。別の態様では、抗原及び／又は物質を酵母ビヒクルと、共有又は非共
有結合させた。また別の態様では、酵母ビヒクルと抗原及び／又は物質を混合によって結
合させた。別の態様では、また一実施形態において、抗原及び／又は物質を、組換えによ
り、酵母ビヒクル、又は酵母ビヒクルを誘導した酵母細胞若しくは酵母スフェロプラスト
によって発現させる。
【００８６】
　本発明の酵母ビヒクルによって産生させようとする抗原及び／又は他のタンパク質の数
は、酵母ビヒクルが妥当に産生することができる任意の数の抗原及び／又は他のタンパク
質であり、典型的には、少なくとも１から少なくとも約６以上の範囲であり、約２～約６
の抗原及び／又は他のタンパク質を含む。
【００８７】
　本発明の酵母ビヒクルにおける抗原又は他のタンパク質の発現は、当業者には公知の技
術を用いて達成される。簡潔に述べると、少なくとも１つの所望の抗原又は他のタンパク
質をコードする核酸分子を発現ベクターに挿入することにより、核酸分子が、転写制御配
列と機能的に連結して、宿主酵母細胞に形質転換されると、核酸分子の構成的又は調節さ
れた発現のいずれかを実施することができるようにする。抗原及び／又は他のタンパク質
をコードする核酸分子は、１つ以上の発現制御配列と機能的に連結した１つ以上の発現ベ
クター上にあってもよい。特に重要な発現制御配列は、転写開始を制御するもの、例えば
、プロモータ及び上流活性化配列である。任意の好適な酵母プロモータを本発明で用いる
ことができ、このようなプロモータは多種が当業者には公知である。サッカロミセス・セ
レビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）での発現用のプロモー
タとして、限定するものではないが、以下の酵母タンパク質：アルコールデヒドロゲナー
ゼＩ（ＡＤＨ１）又はＩＩ（ＡＤＨ２）、ＣＵＰ１、ホスホグリセリン酸キナーゼ（ＰＧ
Ｋ）、トリオースリン酸イソメラーゼ（ＴＰＩ）、翻訳伸長因子ＥＦ－１α（ＴＥＦ２）
、グリセラルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ；トリオースリン酸デヒ
ドロゲナーゼについては、ＴＤＨ３とも呼ばれる）、ガラクトキナーゼ（ＧＡＬ１）、ガ
ラクトース－１－リン酸ウリジルトランスフェラーゼ（ＧＡＬ７）、ＵＤＰ－ガラクトー
スエピメラーゼ（ＧＡＬ１０）、シトクロムｃ１（ＣＹＣ１）、Ｓｅｃ７タンパク質（Ｓ
ＥＣ７）及び酸性ホスファターゼ（ＰＨＯ５）をコードする遺伝子のプロモータが挙げら
れ、このようなものとして、例えば、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨ及びＣＹＣ１／ＧＡＬ１０プ
ロモータなどのハイブリッドプロモータ、細胞中のグルコース濃度が低い（例えば、約０
．１～約０．２％）とき誘導されるＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモータ、並びにＣＵＰ１プ
ロモータ及びＴＥＦ２プロモータがある。同様に、いくつかの上流活性化配列（ＵＡＳ：
ｕｐｓｔｒｅａｍ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）（エンハンサーとも呼ば
れる）が公知である。サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅ
ｒｅｖｉｓｉａｅ）での発現用の上流活性化配列として、限定するものではないが、以下
のタンパク質：ＰＣＫ１、ＴＰＩ、ＴＤＨ３、ＣＹＣ１、ＡＤＨ１、ＡＤＨ２、ＳＵＣ２
、ＧＡＬ１、ＧＡＬ７及びＧＡＬ１０をコードする遺伝子のＵＡＳ、並びにＧＡＬ４遺伝
子産物によって活性化される他のＵＡＳが挙げられ、一態様では、ＡＤＨ２　ＵＡＳが用
いられる。ＡＤＨ２　ＵＡＳは、ＡＤＲ１遺伝子産物によって活性化されることから、異
種遺伝子がＡＤＨ２　ＵＡＳに機能的に連結されるとき、ＡＤＲ１遺伝子を過剰発現する
のが好ましいであろう。サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃ
ｅｒｅｖｉｓｉａｅ）における発現のための転写終結配列には、α因子、ＧＡＰＤＨ、及
びＣＹＣ１遺伝子の終結配列がある。
【００８８】
　メチルトローフ酵母において遺伝子を発現する転写制御配列として、アルコールオキシ
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ダーゼ及びギ酸デヒドロゲナーゼをコードする遺伝子の転写制御領域がある。
　本発明の酵母細胞への核酸分子のトランスフェクションは、核酸分子を細胞に導入する
ことができるいずれの方法によっても達成することができ、そのような方法として、限定
するものではないが、拡散、能動輸送、音波破砕浴、エレクトロポレーション、マイクロ
インジェクション、リポフェクション、吸着、及び原形質体融合などがある。トランスフ
ェクトされた核酸分子は、当業者には公知の技術を用いて、酵母染色体に組み込むか、又
は染色体外ベクター上に維持することができる。このような核酸分子を担持する酵母ビヒ
クルの例は、本明細書に詳しく開示されている。前述したように、酵母細胞質体、酵母ゴ
ースト、並びに酵母膜粒子若しくは細胞壁調製物は、インタクトな酵母微生物又は酵母ス
フェロプラストを所望の核酸分子でトランスフェクトし、そこに抗原を産生させた後、所
望の抗原又は他のタンパク質を含有する細胞質体、ゴースト若しくは細胞下酵母膜抽出物
又はこれらの画分を生産するのに当業者には公知の技術を用い、上記微生物又はスフェロ
プラストを操作することによって、組換えにより作製することもできる。
【００８９】
　組換え酵母ビヒクルの作製並びに酵母ビヒクルによる抗原及び／又は他のタンパク質の
発現のために効果的な条件として、酵母株を培養することができる有効培地が挙げられる
。有効培地は、典型的に、同化可能な炭水化物、窒素及びリン酸供給源、並びに適切な塩
、ミネラル類、金属及びその他の栄養素、例えば、ビタミン及び増殖因子を含む水性培地
である。培地は、複合栄養素を含んでもよいし、又は規定最少培地であってもよい。本発
明の酵母株は、様々な容器内で培養することができ、こうした容器として、限定するもの
ではないが、バイオリアクター、三角フラスコ（Ｅｒｌｅｎｍｅｙｅｒ　ｆｌａｓｋ）、
試験管、マイクロタイタープレート、及びペトリプレートなどがある。培養は、酵母に適
切な温度、ｐＨ及び酸素濃度で実施する。こうした培養条件は、当業者には周知のもので
ある（例えば、グスリー（Ｇｕｔｈｒｉｅ）ら（編）、１９９１年、メソッズ・イン・エ
ンザイモロジー（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ）」、第１９４巻、アカ
デミックプレス（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）、サンディエゴ）。例えば、一プロト
コルによれば、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の接種プレート及び／又は接種培養物か
ら得られた培養物を用いて、好適な培地を含む液体培養物を接種し、２５０回転毎分（ｒ
ｐｍ）で撹拌しながら、３０℃で約２０時間増殖させる。次に、必要に応じて、初代培養
物をより大きな培養物に増殖させてもよい。酵母を形質転換するのに用いたベクターから
のタンパク質発現（例えば、ブラキュリ発現）は、使用したプロモータが構成プロモータ
であれば、構成性となる可能性があり、又は使用したプロモータが、誘導プロモータであ
れば、プロモータに適した誘導条件（例えば、ＣＵＰ１プロモータの場合には、硫酸銅）
の付加により、誘導することができる。誘導プロモータの場合には、タンパク質発現の誘
導は、培養物を好適な細胞密度（約０．２Ｙ．Ｕ．／ｍｌ）以上まで増殖させた後、開始
してよい。
【００９０】
　本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の培養に好適な培地の非制限的例の１つは、
Ｕ２培地である。Ｕ２培地は、以下の成分：２０ｇ／Ｌのグルコース、６．７ｇ／Ｌの硫
酸アンモニウム含有酵母窒素原礎培地、並びに各々０．０４ｍｇ／ｍＬのヒスチジン、ロ
イシン、トリプトファン、及びアデニンを含む。本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成
物の培養に好適な培地の別の非制限的例は、ＵＬ２培地である。ＵＬ２培地は、以下の成
分：２０ｇ／Ｌのグルコース、硫酸アンモニウム含有の６．７ｇ／Ｌの酵母窒素原礎培地
、並びに各々０．０４ｍｇ／ｍＬのヒスチジン、トリプトファン、及びアデニンを含む。
【００９１】
　本発明の一実施形態では、本発明の酵母ビヒクルにおいてブラキュリタンパク質を発現
させるのに、誘導プロモータ（例えば、ＣＵＰ１プロモータ）を用いる場合、タンパク質
発現の誘導は、このようなプロモータを用いて酵母により発現されるほとんどのタンパク
質に好適な細胞密度に比べて、高い細胞密度で開始する。さらに具体的には、本発明者ら
は、酵母内でのブラキュリ抗原の発現前に、少なくとも０．５Ｙ．Ｕ．／ｍｌ～約２．０
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Ｙ．Ｕ．／ｍｌ、一態様では、０．５Ｙ．Ｕ．／ｍｌ～約１．５Ｙ．Ｕ．／ｍｌ、一態様
では、少なくとも１．０Ｙ．Ｕ．／ｍｌ～約２．０Ｙ．Ｕ．／ｍｌ、及び別の態様では、
少なくとも１．０Ｙ．Ｕ．／ｍｌの細胞密度まで、ブラキュリを発現する酵母を増殖させ
ることができるとき、ＣＵＰ１プロモータによって駆動される最適なブラキュリ抗原発現
が起こることをみいだした。本発明は、ブラキュリ発現の誘導後、酵母は、約１Ｘ～１．
５Ｘしか倍加しないことをみいだした。さらに、ブラキュリ発現の誘導後、本発明者らは
、約２．０Ｙ．Ｕ．／ｍｌより高い細胞密度までの酵母の増殖、又は約６～８時間を超え
る時間にわたる増殖によって、培養物の生存能力低下が起こり、酵母内の抗原蓄積が実質
的に改善されないことをみいだした。従って、本発明の一実施形態では、ＣＵＰ１プロモ
ータなどの誘導プロモータの制御下での抗原発現を有する酵母－ブラキュリ免疫治療組成
物は、対数増殖期中期まで増殖させた後、抗原発現を誘導する。一態様では、約１～２Ｙ
．Ｕ．／ｍｌまで細胞を増殖させた後、抗原発現を誘導する。一態様では、抗原発現を誘
導し（例えば、硫酸銅の添加により）、６、６．５、７、７．５、又は８時間まで継続す
る。一態様では、誘導は、温度約３０℃及び撹拌速度２５０ｒｐｍで行う。
【００９２】
　本発明のいくつかの実施形態では、酵母は、中性ｐＨ条件下で増殖させる。本明細書で
用いる場合、用語「中性ｐＨ」を一般的に用いるとき、ｐＨ約５．５～ｐＨ約８、一態様
では、ｐＨ約６～ｐＨ約８のｐＨ範囲を指す。当業者であれば、ｐＨメータで測定する際
、微細な変動（例えば、１／１０又は１／１００）が起こりうることは理解されよう。従
って、酵母細胞を増殖させるための中性ｐＨの使用とは、酵母細胞を培養している大部分
の時間にわたって、これら酵母細胞を中性ｐＨで増殖させることを意味する。一実施形態
では、少なくとも５．５のｐＨレベルに維持した培地（すなわち、培地のｐＨは、ｐＨ５
．５を下回らないようにする）中で酵母を増殖させる。別の態様では、約６、６．５、７
、７．５、又は８に維持したｐＨレベルで酵母を増殖させる。酵母を培養する中性ｐＨの
使用は、免疫調節用のビヒクルとして酵母を用いるのに望ましい特性である複数の生物学
的効果を促進する。例えば、中性ｐＨでの酵母の培養により、細胞産生時間に負の作用（
例えば、倍加時間の減速）をもたらすことなく、酵母の良好な増殖を可能にする。酵母は
、その細胞壁柔軟性を失うことなく、高い密度まで増殖し続けることができる。中性ｐＨ
の使用により、柔軟な細胞壁を有する酵母及び／又は細胞壁消化酵素（例えば、グルカナ
ーゼ）に対してより感受性の高い酵母の生産が、すべての回収密度で可能になる。柔軟な
細胞壁を有する酵母は、より酸性の条件下で増殖させた酵母と比較して、例えば、酵母を
貪食した抗原提示細胞によるサイトカイン（例えば、限定するものではないが、ＩＦＮ－
γ、インターロイキン－１２（ＩＬ－１２）、及びＩＬ－２などのＴＨ１型サイトカイン
、並びにＩＬ－６などの炎症誘発性サイトカイン）の分泌を促進することにより、異なる
又は改善された免疫応答を誘導することができるため、上記の特徴は望ましい。さらに、
このような培養方法により、細胞壁内に位置する抗原との高い接触性がもたらされる。別
の態様では、いくつかの抗原についての中性ｐＨの使用は、ジチオトレイトール（ＤＴＴ
）での処理により、ジスルフィドの放出を可能にするが、これは、このような抗原－発現
酵母をより低いｐＨ（例えば、ｐＨ５）の培地で培養した場合、不可能である。
【００９３】
　一実施形態では、酵母グリコシル化の量の制御を用いて、特に表面での、酵母による抗
原の発現を制御する。酵母グリコシル化の量は、糖部分が嵩高になりやすいため、抗原の
免疫原性及び抗原性、特に、表面に発現したものに影響を及ぼしうる。従って、酵母表面
上の糖部分の存在、及び標的抗原周辺の３次元空間へのその影響を本発明の酵母の調節に
おいて考慮すべきである。任意の方法を用いて、酵母のグリコシル化の量を低減（又は、
所望であれば、増加）することができる。例えば、低グリコシル化をもたらすように選択
された酵母突然変異株（例えば、ｍｎｎｌ、ｏｃｈ１及びｍｎｎ９突然変異体）を用いる
こともできるし、又は、標的抗原へのグリコシル化アクセプター配列を突然変異により排
除することもできる。あるいは、短縮グリコシル化パターンを有する酵母、例えば、ピキ
ア（Ｐｉｃｈｉａ）を用いることもできる。また、グリコシル化を低減又は改変する方法



(30) JP 6068368 B2 2017.1.25

10

20

30

40

50

を用いて、酵母を処理することも可能である。
【００９４】
　本発明の一実施形態では、酵母ビヒクルでの組換えによる抗原又は他のタンパク質の発
現に代わるものとして、タンパク質若しくはペプチド、又は抗原として作用する、及び／
又は本発明の免疫調節物質若しくは生体応答調節物質として有用な炭水化物若しくは他の
分子を、酵母ビヒクルに細胞内ロードする。続いて、今、細胞内に抗原及び／又は他のタ
ンパク質を含有する酵母ビヒクルを個体に投与するか、あるいは、樹状細胞などの担体に
ロードすることができる。ペプチド及びタンパク質は、拡散、能動輸送、リポソーム融合
、エレクトロポレーション、食作用、凍結解凍サイクル及び音波破砕浴など、当業者には
公知の技術によって、本発明の酵母ビヒクルに直接挿入することができる。ペプチド、タ
ンパク質、炭水化物、又は他の分子を直接ロードすることができる酵母ビヒクルとして、
インタクトな酵母、並びにスフェロプラスト、ゴースト若しくは細胞質体などがあり、こ
れらに、作製後、抗原及び他の物質をロードすることができる。あるいは、インタクトな
酵母に、抗原及び／又は物質をロードした後、これらから、スフェロプラスト、ゴースト
、細胞質体、又は細胞下粒子を調製することもできる。この実施形態では、いくつの抗原
及び／又は他の物質を酵母ビヒクルにロードしてもよく、例えば、微生物又はその部分の
ローディングによって提供されるものなど、少なくとも１、２、３、４、又は数百若しく
は数千までの整数の抗原及び／又は他の物質をロードすることができる。
【００９５】
　本発明の別の実施形態では、抗原及び／又は他の物質を酵母ビヒクルに物理的に結合さ
せる。酵母ビヒクルへの抗原及び／又は他の物質の物理的結合は、当分野において好適な
どの方法によっても達成することができ、こうした方法として、限定するものではないが
、酵母ビヒクルの外側表面への抗原及び／又は他の物質の化学的架橋、又は酵母ビヒクル
の外側表面への抗原及び／又は他の物質の生物学的連結（例えば、抗体若しくは他の結合
相手を用いて）などの共有及び非共有結合方法がある。化学的架橋は、例えばグルタルア
ルデヒド結合、光親和性標識、カルボジイミドによる処理、ジスルフィド結合が可能な化
学物質による処理、並びに当分野で標準的な他の架橋化学物質による処理などの方法によ
って達成することができる。あるいは、酵母の外側表面が、特定の電荷特性を有する抗原
及び／又は他のタンパク質と融合若しくは結合しやすくなるように、酵母膜の脂質二層の
電荷又は細胞壁の組成を改変する化学物質を酵母ビヒクルと接触させることができる。抗
体、結合ペプチド、可溶性受容体、及び他のリガンドなどのターゲティング物質を、融合
タンパク質として抗原に組み込んでもよいし、あるいは、抗原と酵母ビヒクルとの結合の
ために抗原と結合させてもよい。
【００９６】
　抗原又は他のタンパク質を酵母の表面に発現させるか、又は物理的に結合させる場合、
一態様では、表面上の抗原若しくは他のタンパク質発現又は含量を最適化するように、ス
ペーサアームを注意深く選択することができる。スペーサアームの大きさは、どのくらい
の抗原又は他のタンパク質を、酵母の表面への結合のために露出させるかに影響を及ぼし
うる。従って、どの抗原又は他のタンパク質が用いられているかに応じて、当業者は、酵
母表面上の抗原又は他のタンパク質の適切なスペーシングを達成するスペーサアームを選
択する。一実施形態では、スペーサアームは、少なくとも４５０アミノ酸の酵母タンパク
質である。スペーサアームについては、上に詳しく述べている。
【００９７】
　また別の実施形態では、より受動的、非特異的若しくは非共有結合機構、例えば、バッ
ファー又は他の好適な製剤（例えば、混合物）中で、酵母ビヒクルと抗原又は他のタンパ
ク質を穏やかに混合することなどによって、酵母ビヒクルと抗原又は他のタンパク質を互
いに結合させる。
【００９８】
　一実施形態では、酵母細胞壁断片、酵母膜粒子若しくは酵母断片（すなわち、インタク
トではない）を製造するような様式で、インタクトな酵母（異種抗原又は他のタンパク質
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の発現を含む、又は含まない）を粉砕するか、又は処理することができ、酵母断片は、い
くつかの実施形態では、免疫応答を増強するための抗原（例えば、ＤＮＡワクチン、タン
パク質サブユニットワクチン、死滅若しくは不活性化病原体、ウイルスベクターワクチン
）を含む他の組成物と一緒に、提供若しくは投与することができる。例えば、酵素処理、
化学処理又は物理的力（例えば、機械的せん断若しくは音波破砕）を用いて、酵母を小片
に粉砕してもよく、これをアジュバントとして用いる。
【００９９】
　一実施形態では、本発明において有用な酵母ビヒクルには、死滅又は不活性化した酵母
ビヒクルが含まれる。酵母の死滅又は不活性化は、当分野では公知の様々な好適な方法の
どれを用いても達成することができる。例えば、酵母の熱不活性化は、酵母を不活性化す
る標準的方法であり、当業者は、必要に応じて、当分野では公知の標準的方法により、標
的抗原の構造変化をモニターすることができる。あるいは、酵素を不活性化する別の方法
、例えば、化学、電気、放射性若しくはＵＶ方法などを用いることもできる。例えば、メ
ソッズ・オブ・エンザイモロジー（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ）、第
１９４巻、コールド・スプリング・ハーバー出版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ）（１９９０年）などの標準的酵母培養テキストに開示されて
いる方法を参照されたい。用いられる不活性化方法のいずれも、標的抗原の二次、三次、
若しくは四次構造を考慮に入れて、その免疫原性を最適化するような構造を保存すべきで
ある。
【０１００】
　当業者には公知のいくつかの方法を用いて、酵母ビヒクルを本発明の酵母ベース免疫治
療組成物又は製品に製剤化することができる。例えば、酵母ビヒクルを凍結乾燥により乾
燥させることができる。酵母ビヒクルを含む製剤は、ベーキング又は醸造処理に用いられ
る酵母についてなされるものなど、ケーキ若しくは錠剤に酵母を充填することによっても
製造することができる。さらに、酵母ビヒクルを薬学的に許容される賦形剤、例えば、宿
主若しくは宿主細胞に許容される等張バッファーなどと混合してもよい。このような賦形
剤の例として、水、塩水、リンガー液（Ｒｉｎｇｅｒ’ｓ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）、デキス
トロース溶液、ハンクス液（Ｈａｎｋ’ｓ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）、及びその他の水性生理
的平衡食塩水が挙げられる。また、不揮発性油、ゴマ油、オレイン酸エチル、若しくはト
リグリセリドなどの非水性ビヒクルを用いてもよい。他の有用な製剤として、ナトリウム
カルボキシメチルセルロース、ソルビトール、グリセロール若しくはデキストランなどの
増粘剤を含有する懸濁液がある。賦形剤はまた、等張力及び化学的安定性を高める物質の
ような添加剤を少量含んでもよい。バッファーの例として、リン酸バッファー、重炭酸バ
ッファー及びトリス（Ｔｒｉｓ）バッファーがあり、保存料の例としては、チメロサール
、ｍ－又はｏ－クレゾール、ホルマリン及びベンジルアルコールが挙げられる。標準的製
剤は、注射液、又は注射用の懸濁液若しくは溶液として好適な液体に溶解させることがで
きる固体のいずれであってもよい。従って、非液体製剤の場合、賦形剤は、例えば、デキ
ストロース、ヒト血清アルブミン、及び／又は保存料を含んでよく、投与前に、これらに
滅菌水又は塩水を添加することができる。
【０１０１】
　本発明の一実施形態では、組成物は、別の物質（これらは、生体応答調節化合物とも呼
ぶこともできる）、又はこのような物質／調節剤を生成する能力を含んでもよい。例えば
、酵母ビヒクルを少なくとも１つの抗原及び少なくとも１つの抗原／生体応答調節化合物
でトランスフェクトするか、又はこれらを酵母ビヒクルにロードしてもよいし、あるいは
、本発明の組成物を少なくとも１つの抗原／生体応答調節剤と一緒に投与してもよい。生
体応答調節剤としては、免疫応答を調節することができるアジュバント及び他の化合物（
免疫調節化合物と呼ばれる）、並びに酵母ベース免疫治療薬などの別の化合物若しくは物
質の生物活性を改変する化合物（生物活性は免疫系作用に限定されない）を挙げることが
できる。防御免疫応答を刺激することができる免疫調節化合物もあれば、有害な免疫応答
を抑制することができるものもあり、免疫調節剤が、所与の酵母ベース免疫治療薬と併用
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して有用であるか否かは、少なくとも部分的に、治療若しくは予防しようとする病態若し
くは状態、及び／又は治療しようとする個体に左右されうる。特定の生体応答調節剤は、
細胞性免疫応答を優先的に増強し、他のものは、体液性免疫応答を優先的に増強する（す
なわち、体液性免疫に比べて、高いレベルの細胞性免疫が存在する免疫応答を刺激するこ
とができ、その逆も可能である）。特定の生体応答調節剤は、酵母ベース免疫治療薬の生
物学的特性と共通する一つ以上の特性を有するか、又は酵母ベース免疫治療薬の生物学的
特性を増強又は補足する。免疫応答の刺激又は抑制を測定するために、並びに体液性免疫
応答から細胞性免疫応答を識別するために、及び細胞性免疫応答の１タイプを別のタイプ
から識別する（例えば、ＴＨ１７応答とＴＨ１応答）ための、当業者には公知の多数の方
法がある。
【０１０２】
　本発明で有用な物質／生体応答調節剤としては、限定するものではないが、サイトカイ
ン、ケモカイン、ホルモン、脂質誘導体、ペプチド、タンパク質、多糖、小分子薬剤、抗
体及びその抗原結合断片（限定するものではないが、抗サイトカイン抗体、抗サイトカイ
ン受容体抗体、抗ケモカイン抗体）、ビタミン、ポリヌクレオチド、核酸結合部分、アプ
タマー、及び増殖調節剤などが挙げられる。いくつかの好適な物質として、限定するもの
ではないが、以下のものが挙げられる：ＩＬ－１又はＩＬ－１若しくはＩＬ－１Ｒのアゴ
ニスト、抗ＩＬ－１若しくは他のＩＬ－１アンタゴニスト；ＩＬ－６又はＩＬ－６若しく
はＩＬ－６Ｒのアゴニスト、抗ＩＬ－６若しくは他のＩＬ－６アンタゴニスト；ＩＬ－１
２又はＩＬ－１２若しくはＩＬ－１２Ｒのアゴニスト、抗ＩＬ－１２若しくは他のＩＬ－
１２アンタゴニスト；ＩＬ－１７又はＩＬ－１７若しくはＩＬ－１７Ｒのアゴニスト、抗
ＩＬ－１７若しくは他のＩＬ－１７アンタゴニスト；ＩＬ－２１又はＩＬ－２１若しくは
ＩＬ－２１Ｒのアゴニスト、抗ＩＬ－２１若しくは他のＩＬ－２１アンタゴニスト；ＩＬ
－２２又はＩＬ－２２若しくはＩＬ－２２Ｒのアゴニスト、抗ＩＬ－２２若しくは他のＩ
Ｌ－２２アンタゴニスト；ＩＬ－２３又はＩＬ－２３若しくはＩＬ－２３Ｒのアゴニスト
、抗ＩＬ－２３若しくは他のＩＬ－２３アンタゴニスト；ＩＬ－２５又はＩＬ－２５若し
くはＩＬ－２５Ｒのアゴニスト、抗ＩＬ－２５若しくは他のＩＬ－２５アンタゴニスト；
ＩＬ－２７又はＩＬ－２７若しくはＩＬ－２７Ｒのアゴニスト、抗ＩＬ－２７若しくは他
のＩＬ－２７アンタゴニスト；Ｉ型インターフェロン（ＩＦＮ－αなど）又はＩ型インタ
ーフェロンのアゴニスト若しくはアンタゴニスト又はその受容体；ＩＩ型インターフェロ
ン（ＩＦＮ－γ）又はＩＩ型インターフェロンのアゴニスト若しくはアンタゴニスト又は
その受容体；抗ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、リンパ球活性化遺伝子３（ＬＡＧ３）タンパク質
及び／又はＩＭＰ３２１（ＬＡＧ３の可溶型に由来するＴ細胞免疫刺激因子）、抗ＣＴＬ
Ａ－４抗体（例えば、抗原Ｔ細胞を放出するため）；Ｔ細胞共刺激因子（例えば、抗ＣＤ
１３７、抗ＣＤ２８、抗ＣＤ４０）；アレムツマブ（例えば、ＣａｍＰａｔｈ（登録商標
））、デニロイキン・ディフティトックス（例えば、ＯＮＴＡＫ（登録商標））；抗ＣＤ
４；抗ＣＤ２５；抗ＰＤ－１、抗ＰＤ－Ｌ１、抗ＰＤ－Ｌ２；ＦＯＸＰ３をブロックする
物質（例えば、ＣＤ４＋／ＣＤ２５＋Ｔ調節細胞の活性を無効にする／これらを死滅させ
るために）；Ｆｌｔ３リガンド、イミキモド（アルダラ（Ａｌｄａｒａ）（商標））、顆
粒球－マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）；顆粒球－コロニー刺激因子（
Ｇ－ＣＳＦ）、サルグラモスチム（ロイキン（Ｌｅｕｋｉｎｅ）（登録商標））；限定す
るものではないが、プロラクチン及び成長ホルモンなどのホルモン；Ｔｏｌｌ様受容体（
ＴＬＲ）アゴニスト、例えば、限定するものではないが、ＴＬＲ－２アゴニスト、ＴＬＲ
－４アゴニスト、ＴＬＲ－７アゴニスト、及びＴＬＲ－９アゴニスト；ＴＬＲアンタゴニ
スト、例えば、限定するものではないが、ＴＬＲ－２アンタゴニスト、ＴＬＲ－４アンタ
ゴニスト、ＴＬＲ－７アンタゴニスト、及びＴＬＲ－９アンタゴニスト；抗炎症剤及び免
疫調節剤、例えば、限定するものではないが、ＣＯＸ－２阻害剤（例えば、セレコキシブ
、ＮＳＡＩＤＳ）、グルココルチコイド、スタチン、並びにタリドミド及びその類似体、
例えば、ＩＭｉＤ（商標）（これらは、タリドミド（例えば、ＲＥＶＬＩＭＩＤ（登録商
標）（レナリドミド）、ＡＣＴＩＭＩＤ（登録商標）（ポマリドミド）の構造的かつ機能
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的類似体である）；真菌若しくは細菌成分などの炎症誘発性物質、又はいずれかの炎症誘
発性サイトカイン若しくはケモカイン；免疫治療ワクチン、例えば、限定するものではな
いが、ウイルスベースのワクチン、細菌ベースのワクチン、又は抗体ベースのワクチン；
並びにその他いずれかの免疫調節剤、免疫増強剤、抗炎症剤、炎症誘発性物質、並びに、
抗原提示細胞又はＴＨ１７、ＴＨ１、及び／又はＴｒｅｇ細胞の数を調節する、その活性
化状態を調節する、及び／又は生存期間を調節するいずれかの物質。このような物質のあ
らゆる組合せが本発明によって考慮され、酵母ベース免疫治療薬と併用される上記物質、
又は酵母ベース免疫治療薬を含む（例えば、これと同時に、順次、若しくはその他のフォ
ーマットで）プロトコルで投与される上記物質のいずれも、本発明に包含される組成物で
ある。このような物質は当分野では公知である。これらの物質は、単独で用いても、又は
本明細書に記載の他の物質と併用してもよい。
【０１０３】
　薬剤は、所与のタンパク質若しくはペプチド又はそのドメインのアゴニスト及びアンタ
ゴニストを含んでよい。本明細書で用いる場合、「アゴニスト」は、受容体又はリガンド
に結合して、応答を発生若しくはトリガーする、任意の化合物若しくは物質であり、例え
ば、限定するものではないが、小分子、タンパク質、ペプチド、抗体、核酸結合物質など
が挙げられ、受容体又はリガンドに結合する天然に存在する物質の作用を模倣若しくは増
強する物質を含みうる。「アンタゴニスト」は、アゴニストの作用をブロック若しくは阻
害若しくは抑制する、任意の化合物若しくは物質であり、限定するものではないが、小分
子、タンパク質、ペプチド、抗体、核酸結合物質などが挙げられる。
【０１０４】
　本発明の組成物は、癌を予防若しくは治療するのに有用ないずれか他の薬剤若しくは組
成物若しくはプロトコル、又は癌、特にブラキュリ発現若しくは過剰発現に関連する癌の
あらゆる症状を治療若しくは軽減するあらゆる化合物をさらに含む、あるいは、これらと
一緒に（同時に、順次、若しくは断続的に）投与することができる。さらに、本発明の組
成物は、他の免疫治療組成物（予防的及び／又は治療的免疫療法を含む）と一緒に用いる
ことができる。実際、本発明の組成物は、癌におけるブラキュリ発現を阻害する（従って
、抗増殖への影響を阻害する）ことによって、転移性癌に起こりうる化学療法耐性若しく
は放射線耐性を阻害若しくは低減するのに用いることができ、あるいは、本発明の組成物
は、個体における化学療法又は放射線療法の性能を高めることができる。癌の治療に有用
な別の薬剤、組成物若しくはプロトコル（例えば、治療プロトコル）としては、限定する
ものではないが、以下のものが挙げられる：化学療法、腫瘍の外科的切除、放射線療法、
同種若しくはオートロガス幹細胞移植、及び／又は標的型癌療法（例えば、小分子薬剤、
生物製剤、又は腫瘍増殖及び進行に関与する分子を特異的にターゲティングするモノクロ
ーナル抗体療法、例えば、限定するものではないが、選択的エストロゲン受容体モジュレ
ーター（ＳＥＲＭ）、アロマターゼ阻害剤、チロシンキナーゼ阻害剤、セリン／トレオニ
ンキナーゼ阻害剤、ヒストンデアセチラーゼ（ＨＤＡＣ）阻害剤、レチノイド受容体活性
化物質、アポトーシス刺激剤、血管新生阻害剤、ポリ（ＡＤＰ－リボース＿）ポリメラー
ゼ（ＰＡＲＰ）阻害剤、若しくは免疫賦活剤）。これら別の治療薬及び／又は治療プロト
コルはいずれも、本発明の免疫療法組成物の前に、これと同時に、交互に、若しくはその
後に、又は異なる時点で投与してよい。例えば、化学療法又は標的癌療法と同時に個体に
投与する場合、免疫療法組成物の効果を最大限にするために、化学療法又は標的癌療法の
投与の間の「休薬期間（ｈｏｌｉｄａｙ）」中に酵母－ブラキュリ免疫療法組成物を投与
するのが望ましいであろう。腫瘍の外科的切除は、酵母－ブラキュリ免疫療法組成物の投
与前に行われることが多いが、酵母－ブラキュリ免疫療法組成物を投与中又は投与後に、
追加的手術若しくは初回手術を行ってもよい。
【０１０５】
　本発明はまた、本明細書に記載する組成物のいずれか、又は本明細書に記載する組成物
の個々の成分のいずれかを含むキットも含む。キットは、別の試薬、並びにブラキュリ発
現若しくは過剰発現に関連する癌を予防又は治療するために本発明の組成物のいずれかを
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用いる上での説明書又は使用書を含んでいてもよい。
【０１０６】
　本発明の組成物の投与又は使用方法
　本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物は、ブラキュリ発現若しくは過剰発現に関連
する、又はこれを特徴とする癌を、例えば、このような癌の出現を予防し、癌の進行を停
止する、又は癌を排除することなどによって、予防又は治療するための使用を目的として
設計される。より具体的には、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物は、個体におけるブラキ
ュリ発現腫瘍の発生を予防、阻害若しくは遅延させるために、並びに／又は腫瘍遊走及び
／若しくは他の組織の腫瘍侵入（転移）を予防、阻害若しくは遅延させるために、並びに
／又は癌の進行を一般的に予防若しくは阻害するために、用いることができる。酵母－ブ
ラキュリ免疫治療組成物はまた、例えば、個体における腫瘍負荷を低減する；個体におけ
る腫瘍増殖を阻害する；個体の生存期間を延ばす；腫瘍の遊走の発生及び／若しくは他の
組織の腫瘍侵入（転移性癌）を予防、阻害、逆転若しくは遅延させる、並びに／又は個体
における癌の進行を予防、阻害、逆転若しくは遅延させることなどによって、癌の少なく
とも１つの症状を軽減するために用いることができる。また、癌におけるブラキュリ発現
を阻害することによって、転移性癌に起こりうる化学療法又は放射線療法耐性を阻害、軽
減若しくは排除するために、酵母－ブラキュリ免疫療法を治療として用いることができ、
本発明の組成物は、個体における化学療法又は放射線療法の性能を増強しうる。
【０１０７】
　本発明の組成物及び方法に関連する癌は、ブラキュリを発現する、若しくは発現する可
能性があるあらゆる癌、又はブラキュリを発現する、若しくは発現する可能性がある癌の
近傍にある癌であり、そのようなものとして、限定するものではないが、乳房、小腸、胃
、腎臓、膀胱、子宮、卵巣、精巣、肺、結腸、膵臓、若しくは前立腺の癌が挙げられ、転
移性及び進行期癌を含む。さらに、ブラキュリは、例えば、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ
）、エプスタイン－バーウイルス形質転換Ｂ細胞、バーキット及びホジキンリンパ腫など
のＢ細胞由来の腫瘍、並びにそれらの転移性癌にも発現する。
【０１０８】
　本発明の一実施形態は、癌を有する個体における腫瘍遊走を阻害する、及び／又は癌の
転移進行を抑制、停止（停止）、逆転若しくは予防する方法、あるいは、癌における転移
イベントの発生を逆転する方法に関する。前述したように、ブラキュリは、ヒト腫瘍細胞
において上皮間葉移行（ＥＭＴ）を促進し、腫瘍細胞に間葉表現型、並びに遊走及び侵入
能力を付与すると共に、腫瘍細胞周期進行を減衰する。従って、進行過程へのブラキュリ
の関与は、前転移期での癌の停止を含む転移プロセスの予防又は阻害のための理想的な標
的となる。本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の使用は、化学療法又は放射線療法
などの伝統的治療法からの癌の逃避（又は逃避の試み）にもかかわらず、転移性癌を予防
若しくは治療（癌の進行の停止など）する上で有効となりうる。本方法は、癌を有する個
体に、本明細書に記載する本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物を投与するステップ
を含み、この組成物は、限定するものではないが、（ａ）酵母ビヒクルと；（ｂ）少なく
とも１つのブラキュリ抗原を含む癌抗原を含有する。
【０１０９】
　一態様では、組成物を最初に投与する時点で、ブラキュリは個体の癌に検出されていな
い。一般に、個体の癌にブラキュリが検出されないとき、個体は、ブラキュリ発現がまだ
現れていない早期癌（例えば、Ｉ期又はＩＩ期）、又はブラキュリ発現が、いずれのイベ
ントにおいてもまだ検出可能ではない（すなわち、ブラキュリは、低レベルで若しくは少
数の腫瘍細胞において発現しているか、又はしていない可能性があるが、標準的検出方法
を用いて、まだ容易に検出可能でない）早期癌を有しうる。本発明のこの態様では、酵母
－ブラキュリ免疫治療組成物の使用により、ブラキュリ発現腫瘍細胞の発生が予防、遅延
若しくは阻害される。その結果、腫瘍遊走及び／又は腫瘍の転移進行を招くその他の転移
プロセスが、予防、遅延若しくは阻害され、及び／又は個体において腫瘍進行の全体的停
止が起こる。
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【０１１０】
　別の態様では、組成物を最初に投与する時点で、個体の癌にブラキュリ発現が検出され
るか、又は検出することができる。本発明のこの態様では、個体は、Ｉ期、ＩＩ期、ＩＩ
Ｉ期、若しくはＩＶ期の癌を有しうる。この態様では、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物
の使用により、ブラキュリを発現する腫瘍の増殖が抑制、排除若しくは緩慢化又は停止さ
れ、その結果、個体における腫瘍負荷の軽減、ブラキュリ発現腫瘍増殖の阻害、及び／又
は個体の生存期間の延長を達成することができる。個体は、転移プロセスの停止、緩慢化
若しくは逆転を被ることができ、患者の生存期間及び健康を改善し、さらには、他の治療
プロトコルによって癌を治療することも可能になる。
【０１１１】
　実際に、転移癌は、化学療法、放射線、若しくは標的癌療法などの癌治療法に対する耐
性、又は耐性増加と関連する可能性があり、癌は、上記治療法から「逃避」するか、又は
単純に、治療法による作用を受けにくくなり、進行する。従って、治療法の効力を改善若
しくは増強して、患者の健康及び生存期間を改善するためには、こうした治療法に対する
耐性を低減又は排除する必要がある。従って、本発明の一実施形態は、癌患者における化
学療法耐性、標的癌療法耐性、又は放射線耐性を低減又は予防する方法に関する、本方法
は、癌を有し、その癌のための化学療法及び／又は放射線療法を受けている個体に、本発
明に記載する酵母－ブラキュリ免疫治療組成物を投与するステップを含み、この組成物は
、（ａ）酵母ビヒクルと；（ｂ）少なくとも１つのブラキュリ抗原を含む癌抗原を含有す
る組成物を含んでいてよい。また、本方法は、限定するものではないが、標的癌療法など
の癌の他の治療的治療に関連する耐性を治療するために用いてもよい。
【０１１２】
　本発明の一態様では、組成物を最初に投与する時点で、ブラキュリは個体の癌に検出さ
れていない。この態様では、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の投与は、癌におけるブラ
キュリ発現腫瘍細胞の発生を阻害することにより、化学療法若しくは放射線に対する耐性
の開始を予防若しくは阻害する。別の態様では、組成物を最初に投与する時点で、ブラキ
ュリ発現が個体の癌に検出される。この態様では、個体は、化学療法若しくは放射線に対
する耐性をすでに有していても、有していなくてもよい。いずれの場合も、本発明の酵母
－ブラキュリ免疫治療組成物の投与は、患者におけるブラキュリ発現腫瘍細胞を低減又は
排除することにより、化学療法若しくは放射線療法に対する耐性を予防若しくは阻害する
か、又は個体を治療する化学療法若しくは放射線療法の能力を増強する。
【０１１３】
　本発明の別の実施形態は、癌、特に、ブラキュリ発現癌を治療する方法に関する。本方
法は、ブラキュリ発現癌を有する個体に、本発明に記載する酵母－ブラキュリ免疫治療組
成物を投与するステップを含み、この組成物は、（ａ）酵母ビヒクルと；（ｂ）少なくと
も１つのブラキュリ抗原を含む癌抗原を含有する組成物を含んでよい。一態様では、本方
法は、患者における腫瘍負荷を軽減する。一態様では、本方法は、患者の生存期間を延ば
す。一態様では、本方法は、個体における腫瘍増殖を阻害する。一態様では、本方法は、
腫瘍の転移進行を予防、停止又は逆転する。
【０１１４】
　ブラキュリ発現は、癌が、より高い段階（例えば、具体的癌に応じて、Ｉ期からＩＩ期
、ＩＩＩ期、ＩＶ期へ）増進又は進行するにつれて、優勢になると考えられ、進行過程と
関連していることから、本発明の一実施形態では、ブラキュリ発現癌の発症を予防若しく
は遅延させる、又は前転移又は前悪性段階にある癌を停止する方法を提供する。このよう
な方法は、ブラキュリ発現癌が検出されていない個体に、本発明に記載する酵母－ブラキ
ュリ免疫治療組成物を投与するステップを含み、この組成物は、（ａ）酵母ビヒクルと；
（ｂ）少なくとも１つのブラキュリ抗原を含む癌抗原を含有する組成物を含んでよい。こ
の実施形態の一態様では、癌は、癌を有する個体の少なくともサブセットにおいて、癌の
いずれかの段階で、ブラキュリを発現するか、又は発現しやすいことがわかっている。こ
の実施形態の一態様では、個体は、すでに癌を有するが、組成物を最初に投与する時点で
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、ブラキュリは癌に検出されていないが、これは、個体が、ブラキュリ発現がまだ現れて
いない早期癌、又はブラキュリ発現が、いずれのイベントにおいてもまだ検出可能ではな
い（すなわち、ブラキュリは、低レベルで若しくは少数の腫瘍細胞において発現している
か、又はしていない可能性があるが、標準的検出方法を用いて、まだ容易に検出可能でな
い）早期癌を有しうることを意味する。いくつかの症例では、このタイプの癌が、高い転
移進行速度を有することがわかっている場合もある。この態様では、酵母－ブラキュリ免
疫治療組成物の投与によって、患者の癌におけるブラキュリ発現腫瘍細胞の発生が予防、
遅延又は阻害されるため、ブラキュリ発現を伴う転移プロセスが予防、停止、遅延又は阻
害される。別の態様では、個体は、組成物を投与する際、癌を有していない。このような
個体は、恐らく、家族病歴若しくは遺伝子マーカのために、又は前癌性細胞若しくは病変
の徴候を示しているか、前癌性（前悪性）細胞若しくは病変を有するために、癌を発生す
る「素因がある」か、又は癌を発生しやすいと考えられる。
【０１１５】
　一態様では、癌の治療に有用な、少なくとも１つの他の治療化合物若しくは治療プロト
コルで、個体をさらに治療する。このような治療薬及びプロトコルについては、本明細書
の他所で詳述している。例えば、本明細書に記載する本発明の方法に関する実施形態のい
ずれかにおいて、一態様では、個体が癌を有する（腫瘍細胞における検出可能なブラキュ
リ発現の状態とは関係なく）場合、個体は、癌の別の治療法で治療中であるか、治療を受
けたことがある。このような治療法は、本明細書ですでに記載した治療プロトコルのいず
れか又はあらゆる治療化合物若しくは物質の使用を含んでいてもよく、限定するものでは
ないが、化学療法、放射線療法、標的型癌療法、腫瘍の外科的切除、幹細胞移入、サイト
カイン療法、Ｔ細胞移入、及び／又は第２免疫治療組成物の投与が挙げられる。第２免疫
治療組成物を投与する場合、このような組成物として、限定するものではないが、別の酵
母ベース免疫療法、組換えウイルスベース免疫療法（ウイルスベクター）、サイトカイン
療法、免疫刺激剤療法（免疫刺激特性を有する化学療法など）、ＤＮＡワクチン、並びに
その他の免疫治療組成物が挙げられる。
【０１１６】
　一態様では、第２免疫治療組成物は、ブラキュリ抗原を含まない第２癌抗原を含有する
。例えば、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物との併用に有用な第２免疫治療組成物は、別
の癌抗原を含む酵母－免疫治療組成物である。このような癌抗原として、限定するもので
はないが、以下のものが挙げられる：癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、点突然変異Ｒａｓ腫瘍性
タンパク質、ＭＵＣ－１、ＥＧＦＲ、ＢＣＲ－Ａｂｌ、ＭＡＲＴ－１、ＭＡＧＥ－１、Ｍ
ＡＧＥ－３、ＧＡＧＥ、ＧＰ－１００、ＭＵＣ－２、正常及び点突然変異ｐ５３腫瘍性タ
ンパク質、ＰＳＭＡ、チロシナーゼ、ＴＲＰ－１（ｇｐ７５）、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＴＲ
Ｐ－２、ＴＡＧ７２、ＫＳＡ、ＣＡ－１２５、ＰＳＡ、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ／ｃ－ｅｒｂ
／Ｂ２、ｈＴＥＲＴ、ｐ７３、Ｂ－ＲＡＦ、腺腫様多発性結腸ポリープ（ＡＰＣ）、Ｍｙ
ｃ、フォン・ヒッペル・リンドウタンパク質（ＶＨＬ）、Ｒｂ－１、Ｒｂ－２、アンドロ
ゲン受容体（ＡＲ）、Ｓｍａｄ４、ＭＤＲ１、Ｆｌｔ－３、ＢＲＣＡ－１、ＢＲＣＡ－２
、ｐａｘ３－ｆｋｈｒ，ｅｗｓ－ｆｌｉ－１、ＨＥＲＶ－Ｈ、ＨＥＲＶ－Ｋ、ＴＷＩＳＴ
、メソテリン、ＮＧＥＰ、このような抗原の修飾物、このような抗原のスプライス変異体
、及びこのような抗原のエピトープアゴニスト、並びにこのような抗原の組合せ、及び／
又はそれらの免疫原性ドメイン、それらの修飾物、それらの変異体、及び／又はそれらの
エピトープアゴニスト。
【０１１７】
　本明細書で用いる場合、癌を「治療する」、又はそのあらゆる変化形（例えば、「癌の
ために治療される」など）とは、概して、少なくとも１つの治療目標（その治療の非存在
と比較して）のために、癌が発生した（例えば、癌と診断された、又は個体に検出された
）とき、本発明の組成物を投与することを意味し、治療目標としては、以下のものが挙げ
られる：腫瘍負荷の軽減、腫瘍増殖の阻害、個体の生存の増加、転移性癌の発症又は発生
の遅延、阻害、停止若しくは予防（例えば、腫瘍遊走及び／又は原発癌の外部組織の腫瘍
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侵入及び／又は癌の転移進行に関連する過程の発生開始の遅延、阻害、停止若しくは予防
などにより）、癌進行の遅延若しくは停止、腫瘍に対する免疫応答の改善、腫瘍抗原に対
する長期記憶免疫応答の改善、並びに／又は個体の健康全般の改善。癌を「予防する」若
しくは癌から「防御する」又はそのあらゆる変化形（例えば、「癌の予防」など）とは、
概して、少なくとも１つの治療目標（その治療の非存在と比較して）のために、癌が発生
する前、又は特定段階の癌、若しくは癌における腫瘍抗原の発現が起こる前（例えば、癌
にブラキュリ発現が検出される前）に、本発明の組成物を投与することを意味し、治療目
標としては、以下のものが挙げられる：癌の発症又は発生の予防又は遅延、あるいは、万
一治療後に癌が発生した場合には、少なくとも癌の重症度の軽減（例えば、腫瘍増殖レベ
ルの低減、癌進行の停止、癌に対する免疫応答の改善、転移プロセスの阻害）又は個体の
転帰の改善（例えば、生存期間の延長）。
【０１１８】
　本発明は、本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の被験者若しくは個体への送達（
投与、免疫）を含む。投与は、ｅｘ　ｖｉｖｏ又はｉｎ　ｖｉｖｏで実施することができ
るが、典型的には、ｉｎ　ｖｉｖｏで実施する。ｅｘ　ｖｉｖｏ投与とは、調節ステップ
の一部を患者の外部で行うことを指し、例えば、酵母ビヒクル、抗原及びいずれか他の物
質若しくは組成物が細胞にロードされるような条件下で、患者から採取した細胞（樹状細
胞）の集団に本発明の組成物を投与して、これらの細胞を患者に戻すことを意味する。本
発明の治療組成物は、いずれか好適な投与方法によって、患者に戻す、又は投与すること
ができる。
【０１１９】
　組成物の投与は、全身、粘膜及び／又は標的部位の位置の近位（例えば、腫瘍部位付近
）に行うことができる。投与の好適な経路は、当業者には明らかであり、予防若しくは治
療しようとする癌のタイプ及び／又は標的細胞集団若しくは組織に応じて異なる。許容さ
れる様々な投与方法としては、限定するものではないが、静脈内投与、腹腔内投与、筋内
投与、結節内投与、冠内投与、動脈内投与（例えば、頚動脈内）、皮下投与、経皮送達、
気管内投与、関節内投与、脳室内投与、吸入（例えば、エアロゾル）、頭蓋内、脊髄内、
眼内、耳、鼻内、経口、肺投与、カテーテルの含浸、並びに組織への直接注射が挙げられ
る。一態様では、投与経路には、静脈内、腹腔内、皮下、皮内、結節内、筋内、経皮、吸
入、鼻内、経口、眼内、関節内、頭蓋内及び脊髄内がある。非経口的送達としては、皮内
、筋内、腹腔内、胸膜内、肺内、静脈内、皮下、動脈カテーテル及び静脈カテーテル経路
を挙げることができる。耳送達としては、点耳薬があり、鼻内送達としては、点鼻薬若し
くは鼻内注射があり、また眼内送達としては、点眼薬が挙げられる。エアロゾル（吸入）
送達は、当分野では標準的な方法（例えば、ストリブリング（Ｓｔｒｉｂｌｉｎｇ）ら著
、米国科学アカデミー紀要（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．）米国、１８９：
１１２７７～１１２８１、１９９２年）を用いて実施することができる。一態様では、本
発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物を皮下投与する。一態様では、本発明の酵母－ブ
ラキュリ免疫治療組成物を腫瘍環境（ｔｕｍｏｒ　ｍｉｌｉｅｕ）中に直接投与する。
【０１２０】
　一般に、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の好適な単一用量は、好適な期間にわたって
１回以上投与すると、１つ以上のブラキュリ抗原若しくはエピトープに対する抗原特異的
免疫応答を誘発するのに有効な量で、患者身体の所与の細胞型、組織、若しくは領域に、
酵母ビヒクル及びブラキュリ抗原を有効にもたらすことができる用量である。例えば、一
実施形態では、本発明の酵母－ブラキュリの単一用量は、組成物が投与される生物の体重
１ｋｇ当たり約１ｘ１０５～５ｘ１０７酵母細胞当量である。一態様では、本発明の酵母
ビヒクルの単一用量は、用量当たり（すなわち１生物につき）、約０．１酵母単位（Ｙ．
Ｕ．、これは１ｘ１０６酵母細胞若しくは酵母細胞当量である）～約１００Ｙ．Ｕ．（１
ｘ１０９細胞）であり、０．１ｘ１０６細胞の増分（すなわち、１．１ｘ１０６、１．２
ｘ１０６、１．３ｘ１０６．．．）毎に、これらの間の用量を含む。一実施形態では、好
適な用量は、１Ｙ．Ｕ．～４０Ｙ．Ｕ．の用量を含み、一態様では、１０Ｙ．Ｕ．～４０
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Ｙ．Ｕ．の用量を含む。一実施形態では、個体の様々な部位に用量を投与するが、同じ投
薬期間中に行う。例えば、１投薬期間中、個体の４つの異なる部位に１０Ｙ．Ｕ．の用量
を注射することにより、４０Ｙ．Ｕ．の用量を投与する。本発明は、個体の１、２、３、
４、５、６、７、８、９、１０若しくは１１以上の異なる部位に、単一用量を形成する量
の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物（例えば、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０Ｙ．Ｕ．以上）を投
与することを含む。１酵母単位（Ｙ．Ｕ．：Ｙｅａｓｔ　Ｕｎｉｔ）は、１ｘ１０７酵母
細胞若しくは酵母細胞当量である。
【０１２１】
　例えば、抗原に対する免疫応答が衰えたとき、又は特定の１つ若しくは複数の抗原に対
する免疫応答又は記憶応答を付与する必要に応じて、治療組成物の「ブースター」若しく
は「ブースト」を投与する。ブースターは、治療しようとする個体の状態及び投与時点の
治療の目標（例えば、予防、能動治療、維持）に応じて、初回投与から、約１、２、３、
４、５、６、７、若しくは８週間の間隔で、又は毎月、２ヵ月毎、３ヵ月毎、毎年、及び
／又は２、３年若しくは数年毎に投与することができる。一実施形態では、投与スケジュ
ールは、数週間から、数か月、数年の期間にわたり、少なくとも１、２、３、４、５、６
、７、８、９、１０、若しくは１１回以上酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の用量を投与
するものである。一実施形態では、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０若しくは
１１回以上の用量を毎週又は２週間毎に投与した後、所望する癌の予防的若しくは治療的
治療を達成する必要に応じて、２週間毎若しくは毎月投与する。その後、必要に応じて、
維持若しくは寛解療法として、同等若しくはより長い間隔（数ヵ月又は数年毎）で、追加
のブースターを投与することができる。
【０１２２】
　本発明の一態様では、酵母－ブラキュリ免疫療法組成物の投与と連続して、及び／又は
同時に、１つ以上の別の治療薬若しくは治療プロトコルを投与若しくは実施する（例えば
、腫瘍の外科的切除、化学療法の投与、放射線療法の投与、別の免疫療法組成物若しくは
プロトコルの投与、サイトカイン療法、Ｔ細胞移入、又は幹細胞移植）。例えば、初回用
量の酵母－ブラキュリ免疫療法組成物の前、又は初回用量を投与後に、１つ以上の療法を
投与若しくは実施することができる。一実施形態では、１つ以上の療法の投与若しくは実
施は、例えば、化学療法若しくは他の療法の１以上の用量の連続した投与の間に、処方さ
れた間隔で酵母－ブラキュリ組成物を投与するプロトコルで、酵母－ブラキュリ免疫療法
組成物の投与と交互に行うことができる。一実施形態では、酵母－ブラキュリ免疫療法組
成物は、別の療法の開始前に、一定期間にわたって１以上の用量を投与する。言い換えれ
ば、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物を一定期間にわたり単剤療法として投与した後、酵
母－ブラキュリ免疫療法の新しい用量と同時に、又は酵母－ブラキュリ免疫療法と交互に
、別の療法（例えば、化学療法）を追加する。あるいは、又はこれに加えて、酵母－ブラ
キュリ免疫治療組成物の投与開始前の一定期間にわたり別の療法を投与してもよく、これ
らのコンセプトを組み合わせてもよい（例えば、腫瘍の外科的切除後、数週間にわたり酵
母－ブラキュリ免疫療法での単剤療法を行い、次に、化学療法と酵母－ブラキュリ免疫療
法の用量を数週間又は数ヵ月間交互に投与し、続いて、任意選択で、酵母－ブラキュリ免
疫療法若しくは別の療法を用いた単剤療法を行うか、又は併用療法の新しいプロトコルで
、各療法を順次、同時、若しくは交互に行う）。酵母－ブラキュリ免疫療法を用いた癌の
治療のための様々なプロトコルが本発明によって考慮され、これらの例は、考えられる各
種プロトコルの非制限的例であると考慮すべきである。
【０１２３】
　本発明の一態様では、酵母－ブラキュリ免疫療法を用いて、ブラキュリのターゲティン
グに加え、ブラキュリ以外の別の抗原もターゲティングする。このような別の標的抗原は
、治療しようとする個体、当該タイプの癌若しくは個体の特定の腫瘍によって発現される
抗原に応じて、及び／又は個体における癌の段階、若しくは個体の治療の段階に応じて、
所望のように、ブラキュリ抗原として同じ酵母ビヒクル内に含有させてもよいし、異なる
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抗原をターゲティングする別の酵母ベース免疫療法組成物を製造した後、併用してもよい
。例えば、以下を包含する抗原の組合せを選択してもよい：（１）突然変異Ｒａｓなどの
癌発生における重要なイベントに関与する抗原、ＣＥＡなどの細胞プロセスの異常調節に
関与する、若しくは関連する抗原、及び（３）転移プロセスに関与するブラキュリ。例え
ば、１つ以上の他の酵素ベース免疫療法組成物は、限定するものではないが、以下に挙げ
る１つ以上の抗原を発現してもよい：癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、点突然変異Ｒａｓ腫瘍性
タンパク質、ＭＵＣ－１、ＥＧＦＲ、ＢＣＲ－Ａｂｌ、ＭＡＲＴ－１、ＭＡＧＥ－１、Ｍ
ＡＧＥ－３、ＧＡＧＥ、ＧＰ－１００、ＭＵＣ－２、正常及び点突然変異ｐ５３腫瘍性タ
ンパク質、ＰＳＭＡ、チロシナーゼ、ＴＲＰ－１（ｇｐ７５）、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＴＲ
Ｐ－２、ＴＡＧ７２、ＫＳＡ、ＣＡ－１２５、ＰＳＡ、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ／ｃ－ｅｒｂ
／Ｂ２、ｈＴＥＲＴ、ｐ７３、Ｂ－ＲＡＦ、腺腫様多発性結腸ポリープ（ＡＰＣ）、Ｍｙ
ｃ、フォン・ヒッペル・リンドウタンパク質（ＶＨＬ）、Ｒｂ－１、Ｒｂ－２、アンドロ
ゲン受容体（ＡＲ）、Ｓｍａｄ４、ＭＤＲ１、Ｆｌｔ－３、ＢＲＣＡ－１、ＢＲＣＡ－２
、ｐａｘ３－ｆｋｈｒ、ｅｗｓ－ｆｌｉ－１、ＨＥＲＶ－Ｈ、ＨＥＲＶ－Ｋ、ＴＷＩＳＴ
、メソテリン、ＮＧＥＰ、このような抗原の修飾物、このような抗原のスプライス変異体
、及びこのような抗原のエピトープアゴニスト、並びにこのような抗原の組合せ、及び／
又はそれらの免疫原性ドメイン、それらの修飾物、それらの変異体、及び／又はそれらの
エピトープアゴニスト。個体の腫瘍における抗原のターゲティングを最適化するために、
これら酵素ベース免疫療法組成物の１、２、３、若しくは４つ以上を酵母－ブラキュリ免
疫療法組成物の投与の前、これと同時若しくは交互に、及び／又はその投与後に投与して
もよい。前述のように、このようなプロトコルに、別の療法（腫瘍の外科的切除、化学療
法、標的癌療法、放射線療法など）を用いることもできる。
【０１２４】
　本発明の一実施形態では、癌を治療する方法が提供される。本方法は、（ａ）ブラキュ
リ発現が検出されていない癌を有する個体に、酵母ビヒクルとブラキュリ抗原を含まない
第１癌抗原とを含有する第１免疫治療組成物を投与するステップ；及び（ｂ）第１免疫治
療組成物の投与の前、同時、若しくはその後に、酵母ビヒクルと、ブラキュリ抗原を含む
第２癌抗原とを含有する第２免疫治療組成物を上記個体に投与するステップを含む。別の
実施形態では、本方法は、１つ以上の別の免疫治療組成物を投与するステップを含み、こ
こで、１つ以上の別の免疫治療組成物の各々は、別の癌抗原を含む。別の抗原は、当分野
では公知の、又は本明細書に記載のいずれであってもよく、限定するものではないが、突
然変異Ｒａｓ、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、及びＭＵＣ－１が挙げられる。
【０１２５】
　本発明の別の実施形態では、癌を治療する方法は、以下：（ａ）癌を有する個体に、酵
母ビヒクルと突然変異Ｒａｓ抗原とを含有する第１免疫治療組成物を投与するステップ；
（ｂ）酵母ビヒクルと、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）及びムチン－１（ＭＵＣ－１）からなる
群から選択される抗原を含有する第２免疫治療組成物を（ａ）の個体に投与するステップ
；並びに（ｃ）酵母ビヒクルとブラキュリ抗原とを含有する第３免疫治療組成物を（ａ）
及び（ｂ）の個体に投与するステップを含む。（ａ）、（ｂ）及び（ｃ）の投与ステップ
の１つ以上を同時、又は順次実施することができる。特定の個体の癌を治療する必要に応
じて、ステップを反復してもよく、また、特定の個体の癌に特異的に取り組む治療の前又
は治療中に、癌抗原を修飾することもできる。
【０１２６】
　本発明の方法において、組成物及び治療組成物は、あらゆる脊椎動物を含む動物、特に
、脊椎動物種、哺乳動物のあらゆるメンバー（限定するものではないが、霊長類、げっ歯
類、家畜及び家庭用ペットなど）に投与することができる。家畜には、消費される哺乳動
物又は有用な製品を生産する哺乳動物（例えば、羊毛生産のためのヒツジ）が含まれる。
本発明を用いて治療又は保護する哺乳動物として、ヒト、ヒト以外の霊長類、イヌ、ネコ
、マウス、ラット、ヤギ、ヒツジ、畜牛、ウマ及びブタが挙げられる。
【０１２７】
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　「個体」は、哺乳動物などの脊椎動物であり、限定するものではないが、ヒトが挙げら
れる。哺乳動物としては、限定するものではないが、家畜、スポーツ用動物、ペット、霊
長類、マウス及びラットが挙げられる。用語「個体」は、用語「動物」、「被験者」又は
「患者」と置換え可能に用いられうる。
【０１２８】
　本発明に有用な一般的方法
　本発明の実施には、別途記載のない限り、当業者には公知の分子生物学（組換え技術な
ど）、微生物学、細胞生物学、生化学、核酸化学、及び免疫学の従来の技術を使用する。
こうした技術は、例えば、以下に挙げるような文献に十分に説明されている：「メソッズ
・オブ・エンザイモロジー（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ）」、第１９
４巻、グスリー（Ｇｕｔｈｒｉｅ）ら編、コールド・スプリング・ハーバー研究所プレス
（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）（１９
９０年）；「酵母の生物学及び活性（Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ　
ｏｆ　ｙｅａｓｔｓ）」、スキナー（Ｓｋｉｎｎｅｒ）ら編、アカデミックプレス（Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）（１９８０年）；「酵母遺伝学の方法：実験手順マニュアル
（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　ｙｅａｓｔ　ｇｅｎｅｔｉｃｓ：ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
ｃｏｕｒｓｅ　ｍａｎｕａｌ）」、ローズ（Ｒｏｓｅ）ら著、コールド・スプリング・ハ
ーバー研究所プレス（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｐｒｅｓｓ）（１９９０年）；「酵母サッカロミセス：細胞周期と細胞生物学（Ｔｈｅ　
Ｙｅａｓｔ　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ：Ｃｅｌｌ　Ｃｙｃｌｅ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ）」、プリングル（Ｐｒｉｎｇｌｅ）ら編、コールド・スプリング・ハー
バー研究所プレス（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ）（１９９７年）；「酵母サッカロミセス：遺伝子発現（Ｔｈｅ　Ｙｅａｓｔ　
Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ：Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）」、ジョーンズ（Ｊｏ
ｎｅｓ）ら編、コールド・スプリング・ハーバー研究所プレス（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）（１９９３年）；「酵母サッカロ
ミセス：ゲノムダイナミクス、タンパク質合成、及びエネルギー論（Ｔｈｅ　Ｙｅａｓｔ
　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ：Ｇｅｎｏｍｅ　Ｄｙｎａｍｉｃｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓ
ｙｎｔｈｅｓｉｓ，ａｎｄ　Ｅｎｅｒｇｅｔｉｃｓ）」、ブローチ（Ｂｒｏａｃｈ）ら編
、コールド・スプリング・ハーバー研究所プレス（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）（１９９２年）；「分子クローン化：実験マニ
ュアル（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａ
ｌ）」、第２版（サンブルック（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）ら著、１９８９年）及び「分子クロ
ーン化：実験マニュアル（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｍａｎｕａｌ）」、第３版（サンブルック（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）及びラッセル（Ｒ
ｕｓｓｅｌ）著、２００１年）、（本明細書では、これらを合わせて「サンブルック（Ｓ
ａｍｂｒｏｏｋ）」として示す）；「分子生物学の最新プロトコル（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）」（Ｆ．Ｍ．オースベ
ル（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌ）ら編、１９８７年、２００１年までの増補版を含む）；「
ＰＣＲ：ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ：Ｔｈｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　
Ｒｅａｃｔｉｏｎ）」（ムリス（Ｍｕｌｌｉｓ）ら著、１９９４年）；ハーロウ（Ｈａｒ
ｌｏｗ）及びレーン（Ｌａｎｅ）（１９８８年）、「抗体、実験マニュアル（Ａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ）」、コールド・スプリング・ハ
ーバー出版（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ）、ニ
ューヨーク；ハーロウ（Ｈａｒｌｏｗ）及びレーン（Ｌａｎｅ）（１９９９年）、「抗体
の使用：実験マニュアル（Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ）」、コールド・スプリング・ハーバー研究所プレス（Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）、コールド・スプリング
・ハーバー（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ）、ニューヨーク（ＮＹ）（本明細
書では、これらを合わせて「ハーロウ（Ｈａｒｌｏｗ）及びレーン（Ｌａｎｅ）」として
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示す）、ボーケージ（Ｂｅａｕｃａｇｅ）ら編、「核酸化学の最新プロトコル（Ｃｕｒｒ
ｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）
」、ジョン・ウィリー＆サンズ社（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．）、
ニューヨーク、２０００年）；カサレット（Ｃａｓａｒｅｔｔ）及びドウル（Ｄｏｕｌｌ
）の「毒物学、毒物の基礎化学（Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ　Ｔｈｅ　Ｂａｓｉｃ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　ｏｆ　Ｐｏｉｓｏｎｓ）」、Ｃ．クラッセン（Ｋｌａａｓｓｅｎ）編、第６版（
２００１年）、並びに「ワクチン（Ｖａｃｃｉｎｅｓ）」、Ｓ．プロトキン（Ｓ．Ｐｌｏ
ｔｋｉｎ）、Ｗ．オエンステイン（Ｗ．Ｏｒｅｎｓｔｅｉｎ）、及びＰ．オフィット（Ｐ
．Ｏｆｆｉｔ）編、第５版（２００８年）。
【０１２９】
　一般的定義
　「タルモゲン（ＴＡＲＭＯＧＥＮ）（登録商標）」（グローブイミューン社（Ｇｌｏｂ
ｅＩｍｍｕｎｅ，Ｉｎｃ．）、ルイスビル、コロラド）は、一般に、細胞外（その表面）
に、細胞内（内部若しくは細胞質体）に、又は細胞外及び細胞内の両方に、１つ以上の異
種抗原を発現する酵母ビヒクルを指す。タルモゲン（ＴＡＲＭＯＧＥＮ）（登録商標）に
ついては、概要が記載されている（例えば、米国特許第５，８３０，４６３号明細書を参
照）。いくつかの酵母ベース免疫療法組成物、並びにその製造方法及び一般的使用方法に
ついても、例えば、米国特許第５，８３０，４６３号明細書、米国特許第７，０８３，７
８７号明細書、米国特許第７，７３６，６４２号明細書、スタッブス（Ｓｔｕｂｂｓ）ら
著、ネイチャー・メディスン（Ｎａｔ．Ｍｅｄ．）７：６２５～６２９（２００１年）、
ルー（Ｌｕ）ら、「癌研究（Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）」、６４：５０８４～５
０８８（２００４年）、並びにバーンステイン（Ｂｅｒｎｓｔｅｉｎ）ら著、「ワクチン
（Ｖａｃｃｉｎｅ）」、２００８年、１月２４日；２６（４）：５０９～２１（これらの
各々は、その全文を参照として本明細書に組み込むものとする）に詳しく記載されている
。
【０１３０】
　本明細書で用いる場合、用語「類似体」とは、別の化合物と構造的に類似しているが、
組成が若干異なる（例えば、異なる元素の原子による１原子の置換、又は特定の官能基の
存在、又は別の官能基による１官能基の置換のように）化学化合物を指す。従って、類似
体は、機能及び外観が類似、若しくは同等であるが、基準化合物に対して、異なる構造若
しくは由来を有する化合物である。
【０１３１】
　化合物を表すのに用いる場合、用語「置換された」、「置換誘導体」及び「誘導体」と
は、非置換化合物に結合した少なくとも１つの水素を、異なる原子若しくは化学部分で置
換することを意味する。
【０１３２】
　誘導体は、親化合物と類似した物理的構造を有するが、誘導体は、親化合物とは異なる
化学的及び／又は生物学的特性を有しうる。このような特性として、限定するものではな
いが、親化合物の活性増大若しくは低減、親化合物と比較して新しい活性、生物利用能の
増大若しくは低減、効力の増強若しくは低減、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及び／若しくはｉｎ　ｖ
ｉｖｏでの安定性の増大若しくは低減、並びに／又は吸収性の増大若しくは低減が挙げら
れる。
【０１３３】
　一般に、用語「生物学的に活性の」とは、化合物（タンパク質若しくはペプチドを含む
）が、ｉｎ　ｖｉｖｏ（すなわち、天然の生理学的環境）又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ（すなわ
ち、実験室条件下）で測定若しくは観察される、細胞、組織、若しくは生物の代謝、生理
学的、化学的プロセス、若しくはその他のプロセスに対する作用を有する少なくとも１つ
の検出可能な活性を有することを意味する。
【０１３４】
　本発明によれば、用語「調節する（ｍｏｄｕｌａｔｅ）」は、「調節する（ｒｅｇｕｌ
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ａｔｅ）」と置換え可能に用いることができ、一般に、特定の活性の上方制御若しくは下
方制御を指す。本明細書で用いる場合、用語「上方制御する」は、一般に、特定の活性に
対して、誘発、開始、増加、増大、増進、改善、増強、増幅、促進、若しくは付与のいず
れかを表すのに用いることができる。同様に、用語「下方制御する」は、一般に、特定の
活性に対して、減少、抑制、阻害、緩和、縮小、低下、ブロッキング、若しくは阻止のい
ずれかを表すのに用いることができる。
【０１３５】
　本発明の一実施形態では、本明細書に記載するアミノ酸配列のいずれも、指定アミノ酸
配列のＣ及び／又はＮ末端の各々にフランキングする少なくとも１個～約２０個までの別
の異種アミノ酸から作製することができる。得られたタンパク質若しくはポリペプチドは
、指定アミノ酸配列から「実質的に構成される」と言うことができる。本発明によれば、
異種アミノ酸は、指定アミノ酸配列にフランキングする、天然に存在しない（すなわち、
ｉｎ　ｖｉｖｏでは、本来存在しない）、又は指定アミノ酸配列の機能とは関係ない、又
は、天然に存在する配列のヌクレオチドが、所与のアミノ酸配列が由来する生物の標準コ
ドン使用頻度を用いて翻訳された場合に、遺伝子で起こるように、指定アミノ酸配列をコ
ードする天然に存在する核酸配列にフランキングするヌクレオチドによってコードされな
いアミノ酸の配列である。同様に、本明細書で核酸配列に関して用いる場合、「～から実
質的に構成される」というフレーズは、指定アミノ酸配列をコードする核酸配列の５’及
び／又は３’末端の各々で、少なくとも１個～多くとも約６０個までの別の異種ヌクレオ
チドによってフランキングされうる指定アミノ酸配列をコードする核酸配列を指す。異種
ヌクレオチドは、天然の遺伝子で起こるように、指定アミノ酸配列をコードする天然に存
在する核酸配列にフランキングした状態で天然に存在しない（すなわち、ｉｎ　ｖｉｖｏ
では、本来存在しない）か、又はタンパク質にいずれか別の機能を付与する、若しくは指
定アミノ酸配列を有するタンパク質の機能を変更するタンパク質をコードしない。
【０１３６】
　本発明によれば、「～に選択的に結合する」というフレーズは、指定タンパク質に優先
的に結合する、本発明の抗体、抗原結合フラグメント若しくは結合相手の能力を指す。さ
らに具体的には、「～に選択的に結合する」というフレーズは、１つのタンパク質と別の
タンパク質（例えば、抗体、そのフラグメント、若しくは抗原との結合相手）の特異的結
合を指し、ここで、任意の標準的アッセイ（例えば、免疫検定）によって測定される結合
のレベルは、アッセイのバックグラウンド対照より統計的に優位に高い。例えば、免疫検
定を実施する場合、対照は、典型的に、抗体若しくは抗原結合フラグメントのみを含む（
すなわち、抗原の非存在下で）反応ウェル／管を包含し、この場合、抗原の非存在下での
、抗体若しくはその抗原結合フラグメントによる反応性の量（例えば、ウェルとの非特異
的結合）が、バックグラウンドであるとみなされる。結合は、酵素免疫検定（例えば、Ｅ
ＬＩＳＡ、免疫ブロットアッセイなど）などの、当分野では標準的な様々な方法を用いて
、測定することができる。
【０１３７】
　本発明で用いるタンパク質若しくはポリペプチドと一般的に言うとき、これは、完全長
タンパク質、ほぼ完全長タンパク質（上に定義）、又はいずれかの断片、ドメイン（構造
、機能、若しくは免疫原性）、構造エピトープ、又は所与のタンパク質の相同体若しくは
変異体を包含する。また、融合タンパク質は、一般にタンパク質若しくはポリペプチドと
呼ぶこともある。本発明の単離されたタンパク質は、天然の環境から取り出された（すな
わち、人為的操作を受けた）タンパク質（ポリペプチド若しくはペプチドを含む）であり
、例えば、精製タンパク質、部分的精製タンパク質、組換えにより作製されたタンパク質
、並びに合成により作製されたタンパク質などを挙げることができる。従って、「単離さ
れた」は、タンパク質が精製された程度を表すわけではない。好ましくは、本発明の単離
されたタンパク質は、組換えにより作製される。本発明によれば、「修飾」及び「突然変
異」という用語は、特に、本明細書に記載するタンパク質若しくはその部分のアミノ酸配
列（又は核酸配列）に対する修飾／突然変異に関して、置換え可能に用いることができる
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。
【０１３８】
　本明細書で用いる場合、用語「相同体」又は「変異体」は、基準タンパク質若しくはペ
プチドに対する軽微な修飾によって、基準タンパク質若しくはペプチド（すなわち、「始
原型」若しくは「野生型」タンパク質）と異なるが、天然に存在する形態の基本的なタン
パク質及び側鎖構造を維持するタンパク質若しくはペプチドを指すのに用いられる。この
ような変化としては、限定するものではないが、１個又は数個のアミノ酸側鎖の変化；欠
失（例えば、タンパク質若しくはペプチドの切断型）、挿入及び／若しくは置換などの、
１個又は数個のアミノ酸側鎖の変化；１個又は数個の原子の立体配位の変化；並びに／又
は限定するものではないが、メチル化、グリコシル化、リン酸化、アセチル化、ミリスト
イル化、プレニル化、パルミチン酸化、アミド化、及び／若しくはグリコシルホスファチ
ジルイノシトールの付加など、軽微な誘導体化などがある。相同体又は変異体は、基準タ
ンパク質若しくはペプチドと比較して、増強、低減した特性、若しくは実質的に同等の特
性を有していてよい。相同体若しくは変異体は、タンパク質のアゴニスト又はタンパク質
のアンタゴニストを含みうる。相同体又は変異体は、タンパク質を作製するための当分野
では公知の技術を用いて作製することができ、こうした方法として、限定するものではな
いが、単離された基準タンパク質の直接修飾、タンパク質の直接合成、又は、例えば、ラ
ンダム若しくは標的型突然変異誘発を実施するための古典的ＤＮＡ技術若しくは組換えＤ
ＮＡ技術を用いたタンパク質をコードする核酸配列の修飾により、タンパク質変異体をコ
ードすることが挙げられる。さらに、基準タンパク質の天然に存在する変異体（例えば、
イソ型、対立遺伝子変異体、又は、個体から個体に起こりうるその他の天然の変異体）も
存在しうるが、これらを単離、作製及び／又は本発明で使用してもよい。
【０１３９】
　所与のタンパク質の相同体又は変異体は、基準タンパク質のアミノ酸配列（例えば、本
明細書で指定するアミノ酸配列、又は指定タンパク質のアミノ酸配列）に対して、少なく
とも約４５％、又は少なくとも約５０％、又は少なくとも約５５％、又は少なくとも約６
０％、又は少なくとも約６５％、又は少なくとも約７０％、又は少なくとも約７５％、又
は少なくとも約８０％、又は少なくとも約８５％、又は少なくとも約８６％同一、又は少
なくとも約８７％同一、又は少なくとも約８８％同一、又は少なくとも約８９％同一、又
は少なくとも約９０％同一、又は少なくとも約９１％同一、又は少なくとも約９２％同一
、又は少なくとも約９３％同一、又は少なくとも約９４％同一、又は少なくとも約９５％
同一、又は少なくとも約９６％同一、又は少なくとも約９７％同一、又は少なくとも約９
８％同一、又は少なくとも約９９％同一（すなわち、４５％から９９％までの任意の整数
のパーセントで同一）であるアミノ酸配列を含む、から実質的になる、又はから構成され
る。一実施形態では、相同体又は変異体は、基準タンパク質のアミノ酸配列に対して、１
００％未満同一、約９９％未満同一、約９８％未満同一、約９７％未満同一、約９６％未
満同一、約９５％未満同一などであり、同様に、１％刻みで約７０％未満まで同一である
、アミノ酸配列を含む、このアミノ酸配列から実質的に構成される、若しくは構成される
。
【０１４０】
　本明細書で用いる場合、別途記載のない限り、パーセント（％）同一性と言うとき、こ
れは、以下を用いて実施される相同性の評価を指す：（１）標準デフォルトパラメーター
と共に、アミノ酸検索にはｂｌａｓｔｐを、また核酸検索にはｂｌａｓｔｎを用いた、ベ
ーシック・ローカル・アラインメント検索ツール（ＢＬＡＳＴ：Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ
　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ）基本相同性検索、ここで、問合せ配列
は、デフォルトにより低複雑性領域についてフィルタリングされる（例えば、アルシュー
ル，Ｓ．Ｆ．（Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｓ．Ｆ．）、マッデン，Ｔ．Ｌ．（Ｍａｄｄｅｎ，Ｔ
．Ｌ．）、シェーファ，Ａ．Ａ．（Ｓｈａｅａｅｆｆｅｒ，Ａ．Ａ．）、チャン，Ｊ．（
Ｚｈａｎｇ，Ｊ．）、チャン，Ｚ．（Ｚｈａｎｇ，Ｚ．）、ミラー，Ｗ．（Ｍｉｌｌｅｒ
，Ｗ．）及びリップマン，Ｄ．Ｊ．（Ｌｉｐｍａｎ，Ｄ．Ｊ．）（１９９７年）「ギャッ
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プ有りＢＬＡＳＴ及びＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ：新世代のタンパク質データベース検索プログ
ラム（Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ　ａｎｄ　ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ：ａ　ｎｅｗ　ｇｅｎｅ
ｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄａｔａｂａｓｅ　ｓｅａｒｃｈ　ｐｒｏｇｒａ
ｍｓ）」、ニュークレイック・アシッド・リサーチ（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓ．）２５：３３８９～３４０２に記載のものなど（これらの文献は、その全文を参照と
して本明細書に組み込むものとする））；（２）２つの配列のＢＬＡＳＴアラインメント
（例えば、以下に記載するパラメーターを用いて）；（３）及び／又は標準デフォルトパ
ラメーターを有するＰＳＩ－ＢＬＡＳＴ（部位特異的反復ＢＬＡＳＴ（Ｐｏｓｉｔｉｏｎ
－Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｉｔｅｒａｔｅｄ　ＢＬＡＳＴ）。２つの配列についてのベーシッ
クＢＬＡＳＴ（Ｂａｓｉｃ　ＢＬＡＳＴ）とＢＬＡＳＴとの間の標準パラメーターのいく
つかの相違のために、ＢＬＡＳＴプログラムを用いると、２つの特定の配列は、有意な相
同性を有するものとして認識されうるが、配列の一方を問合せ配列として用いるベーシッ
クＢＬＡＳＴ（Ｂａｓｉｃ　ＢＬＡＳＴ）で実施される検索は、他方の配列を上位マッチ
で識別しない場合があることに留意されたい。さらに、ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴは、「プロフ
ィール」検索の自動化された、使用しやすいバージョンを提供し、これは、配列相同体を
検索する高感度の方法である。プログラムは初めにギャップ有りＢＬＡＳＴデータベース
検索を実施する。ＰＳＩ－ＢＬＡＳＴプログラムは、部位特異的スコアマトリックスを構
築するために戻される任意の有意なアラインメントからの情報を使用し、これが、データ
ベース検索の次のラウンドの問合せ配列に代わって用いられる。従って、これらのプログ
ラムのどれを用いても、同一性（％）を決定できることを理解すべきである。
【０１４１】
　タツソバ（Ｔａｔｕｓｏｖａ）及びマッデン（Ｍａｄｄｅｎ）、（１９９９年）、「Ｂ
ｌａｓｔ２配列－タンパク質及びヌクレオチド配列を比較する新たなツール（Ｂｌａｓｔ
　２　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　－　ａ　ｎｅｗ　ｔｏｏｌ　ｆｏｒ　ｃｏｍｐａｒｉｎｇ　
ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ）」、ＦＥＭＳマ
イクロバイオロジー・レターズ（ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ．）１７４：
２４７～２５０（この文献は、その全文を参照として本明細書に組み込むものとする）に
記載されているように、ＢＬＡＳＴを用いて、２つの特定の配列を互いにアラインメント
することができる。このような配列アラインメントは、ＢＬＡＳＴ２．０アルゴリズムを
用いて、ｂｌａｓｔｐ又はｂｌａｓｔｎで実施することにより、２つの配列同士のギャッ
プ有りＢＬＡＳＴ（Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ）検索（ＢＬＡＳＴ２．０）を実施し、得
られるアラインメントにギャップ（欠失及び挿入）の導入を可能にする。本明細書では、
明瞭にするために、２つの配列のＢＬＡＳＴ配列アラインメントは、以下のような標準デ
フォルトパラメーターを用いて実施する。
【０１４２】
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【表１】

　単離された核酸分子は、その天然の環境（すなわち、人為的操作を受けた可能性のある
もの）から取り出された核酸分子であり、その天然の環境は、核酸分子が天然に存在する
ゲノム若しくは染色体である。従って、「単離された」とは、核酸分子が精製された程度
を必ずしも表すわけではなく、この分子が、核酸分子が天然に存在する全ゲノム又は全染
色体又は２以上の遺伝子を含むゲノムのセグメントを含まないことを意味する。単離され
た核酸分子は完全な遺伝子を含みうる。１遺伝子を含む単離された核酸分子は、このよう
な遺伝子を含む染色体の断片ではなく、むしろ、この遺伝子に関連するコード領域及び調
節領域を含むが、同じ染色体に天然に存在する別の遺伝子に関連するものは含まない。単
離された核酸分子は、遺伝子の部分を含んでもよい。また、単離された核酸分子は、天然
では指定核酸配列に通常フランキングしない別の核酸分子によってフランキングされる（
すなわち、配列の５’及び／又は３’末端で）指定核酸配列（すなわち、異種配列）も含
んでよい。単離された核酸分子は、ＤＮＡ、ＲＮＡ（例えば、ｍＲＮＡ）、又はＤＮＡ若
しくはＲＮＡのいずれかの誘導体（例えば、ｃＤＮＡ）を含みうる。「核酸分子」という
フレーズは、主として物理的核酸分子を指し、また「核酸配列」というフレーズは、主と
して核酸分子のヌクレオチドの配列を指すが、２つのフレーズは、特に、タンパク質若し
くはタンパク質のドメインをコードすることができる核酸分子、又は核酸配列に関して、
置換え可能に用いることができる。
【０１４３】
　組換え核酸分子は、トランスフェクトしようとする細胞において核酸分子の発現を有効
に調節することができるあらゆる転写制御配列の少なくとも１つと機能的に連結した、本
明細書に記載するいずれか１つ以上のタンパク質をコードするあらゆる核酸配列の少なく
とも１つを含みうる分子である。「核酸分子」というフレーズは、主として物理的核酸分
子を指し、また、「核酸配列」というフレーズは、主として核酸分子のヌクレオチドの配
列を指すが、２つのフレーズは、特に、タンパク質をコードすることができる核酸分子、
又は核酸配列に関して、置換え可能に用いることができる。さらに、「組換え核酸分子」
というフレーズは、主として転写制御配列と機能的に連結した核酸分子を指すが、動物に
投与される「核酸分子」というフレーズと置換え可能に用いることができる。
【０１４４】
　組換え核酸分子は、組換えベクターを含むが、これは、本発明の融合タンパク質をコー
ドする単離された核酸分子に機能的に連結され、融合タンパク質の組換え生産を可能にす
ることができ、また、本発明に従い、核酸分子を宿主細胞に送達することができる、いず
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れかの核酸配列、典型的には異種配列である。このようなベクターは、ベクターに挿入し
ようとする単離された核酸分子に連接して、天然に存在しない核酸配列を含んでよい。こ
のベクターは、原核若しくは真核いずれのＲＮＡ若しくはＤＮＡのいずれであってもよく
、好ましくは、本発明では、酵母をトランスフェクトするのに有用なプラスミドである。
組換えベクターは、クローン化、配列決定、及び／又はさもなければ核酸分子の操作に用
いることができ、このような分子の送達（例えば、ＤＮＡ組成物若しくはウイルスベクタ
ーベースの組成物として）にも用いることができる。組換えベクターは、好ましくは、核
酸分子の発現に用いられ、発現ベクターとも呼ぶことができる。好ましい組換えベクター
は、酵母などのトランスフェクトされた宿主細胞に発現させることができる。
【０１４５】
　本発明の組換え分子において、核酸分子は、転写制御配列、翻訳制御配列、複製起点、
並びに宿主細胞と適合性で、かつ本発明の核酸分子の発現を制御する他の調節配列などの
調節配列を含む発現ベクターと機能的に連結している。特に、本発明の組換え分子は、１
つ以上の発現制御配列と機能的に連結した核酸分子を含む。「機能的に連結した」という
フレーズは、宿主細胞にトランスフェクトされた（すなわち、形質転換、形質導入、若し
くはトランスフェクトされた）とき、核酸分子が発現されるように、核酸分子を発現制御
配列に連結することを意味する。
【０１４６】
　本発明によれば、用語「トランスフェクション」は、外来性の核酸分子（すなわち、組
換え核酸分子）を細胞に挿入することができる任意の方法を指すのに用いられる。用語「
形質転換」は、藻類、細菌及び酵母などの微生物細胞への核酸分子の導入を指すのに用い
られる場合、用語「トランスフェクション」と置換え可能に用いることができる。微生物
系では、用語「形質転換」は、微生物による外来性核酸の獲得による遺伝性変化を表すの
に用いられ、用語「トランスフェクション」と実質的に同義である。従って、トランスフ
ェクション技術には、限定するものではないが、形質転換、細胞の化学処理、バーティク
ル・ガン、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、リポフェクション、吸
着、感染及び原形質体融合などが含まれる。
【０１４７】
　以下の実験結果は、例示の目的で提供されるものであり、本発明の範囲を限定する意図
はない。
　（実施例）
　実施例１
　以下の実施例により、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の作製を説明する。
【０１４８】
　本実施例では、酵母（サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃ
ｅｒｅｖｉｓｉａｅ））を銅誘導プロモータ、ＣＵＰ１、又は構成性プロモータ、ＴＥＦ
２の制御下で、ヒトブラキュリを発現するように操作して、酵母－ブラキュリ免疫療法組
成物を生産した。いずれの場合も、ブラキュリ抗原を含む融合タンパク質は、配列番号８
で示される、ＮからＣ末端のフレーム内で融合した以下の配列要素との単一のポリペプチ
ドとして作製した：（１）プロテアソーム分解に対する耐性を付与して、発現を安定化さ
せるためのＮ末端ペプチド（配列番号８の１～６位、このペプチド配列は、本明細書では
、配列番号１１によっても表される）；２）配列番号６のアミノ酸２～４３５、ここで、
配列番号６は、ほぼ完全長のヒトブラキュリタンパク質を表す（配列番号８の７～４４０
位）；並びに（３）ヘキサヒスチジンタグ（配列番号８の４４１～４４６位）。この融合
タンパク質に用いられるアミノ酸配列は、必要に応じて、ブラキュリ抗原のいずれかの末
端にフランキングする追加若しくは交互のアミノ酸の使用により修飾することができ、ま
た、ブラキュリ抗原のより短い部分を使用してもよい。配列番号８の融合タンパク質をコ
ードする核酸配列（酵母発現のために最適化されたコドン）は、本明細書では配列番号７
で示される。
【０１４９】
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　簡潔に述べると、国立癌研究所（ジェフリー・シュロム博士（Ｄｒ．Ｊｅｆｆｒｅｙ　
Ｓｃｈｌｏｍ））により提供されたブラキュリ－ＰＣＲＩＩプラスミド由来の完全長ヒト
ブラキュリタンパク質をコードするＤＮＡを、ＰＣＲを用いて増幅し、次に、酵母２μｍ
発現ベクター内のＣＵＰ１プロモータ（ベクターｐＧＩ－１００）又はＴＥＦ２プロモー
タ（ベクターｐｌｕ０１１若しくはｐＧＩ－１７２）の後ろのＥｃｏＲＩ及びＳｐｅＩク
ローン化部位に挿入した。Ｎ末端安定化ペプチド、ＭＡＤＥＡＰ（配列番号１１）及びＣ
末端ヘキサヒスチジンペプチドをコードするヌクレオチド配列をプラスミドベクターに付
加して、配列番号８で示される完全融合タンパク質をコードした。得られたプラスミドを
、プラスミド保存のためにＤＨ５αに、また、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の作製の
ためにサッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａ
ｅ）Ｗ３０３αに、形質転換した。
【０１５０】
　サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）
への形質転換は、酢酸リチウム／ポリエチレングリコールトランスフェクションによって
実施し、一次トランスフェクタントをウラシル欠失固形最少プレート（ＵＤＭ：ｕｒｉｄ
ｉｎｅ　ｄｒｏｐｏｕｔ　ｍｅｄｉｕｍ；ウリジンドロップアウト培地）上で選択した。
Ｕ２（ウリジンドロップアウト培地）又はＵＬ２（ウリジン及びロイシンドロップアウト
培地）培地において３０℃で増殖させることにより、コロニーを選択した。
【０１５１】
　ＣＵＰ１プロモータの制御下、配列番号８で示されるヒトブラキュリ融合タンパク質を
コードするポリヌクレオチドを含む酵母－ブラキュリ免疫療法組成物は、本明細書におい
て、ＧＩ－６３０１とも呼ばれる。ＴＥＦ２プロモータ（ベクターｐｌｕ０１１内）の制
御下、配列番号８で示されるヒトブラキュリ融合タンパク質をコードするポリヌクレオチ
ドを含む酵母－ブラキュリ免疫療法組成物は、本明細書において、ＧＩ－６３０２とも呼
ばれる。ＴＥＦ２プロモータ（ベクターｐＧＩ－１７２内）の制御下、配列番号８で示さ
れるヒトブラキュリ融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含む酵母－ブラキュ
リ免疫療法組成物は、本明細書において、ＧＩ－６３０３とも呼ばれる。
【０１５２】
　前述したプレート及び接種菌を用いて、ウリジン欠失の液体培養物（Ｕ２）若しくはウ
リジン及びロイシン欠失の液体培養物（ＵＬ２）に接種し、３０℃、２５０ｒｐｍで２０
時間増殖させた。４．２ｇ／ＬのＢｉｓ－Ｔｒｉｓを含有するｐＨ緩衝培地にも接種して
（ＢＴ－Ｕ２；ＢＴ－ＵＬ２）、中性ｐＨ製造条件下で生産された酵母－ブラキュリ免疫
治療薬を評価した（データは示していない）。一次培養物を用いて、同じ配合の最終培養
物に接種した。
【０１５３】
　Ｕ２液体培地の配合：
　・１５ｇ／Ｌのグルコース
　・６．７ｇ／Ｌの硫酸アンモニウム含有酵母窒素原礎培地
　・各々０．０４ｇ／Ｌのヒスチジン、トリプトファン、アデニン、及び０．０６ｇ／Ｌ
のロイシン
　ＵＬ２液体培地の配合：
　・１５ｇ／Ｌのグルコース
　・６．７ｇ／Ｌの硫酸アンモニウム含有酵母窒素原礎培地
　・各々０．０４ｇ／Ｌのヒスチジン、トリプトファン、及びアデニン。
【０１５４】
　様々なプロモータの制御下での酵母－ブラキュリ免疫治療組成物を比較する初期実験に
おいて、酵母－ブラキュリ培養物が約０．２Ｙ．Ｕ．／ｍｌの密度に達した後、０．５ｍ
Ｍ硫酸銅の添加により、ＣＵＰ１駆動（誘導性発現）酵母－ブラキュリ発現を開始し、培
養物が０．５～１．５Ｙ．Ｕ．の密度に達するまで継続した（酵母－ブラキュリは、硫酸
銅の添加後、約１～１．５しか倍加しなかったが、細胞によって多量のブラキュリタンパ
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ク質が産生された）。ＴＥＦ２駆動酵母－ブラキュリ発現は構成性であり、これらの細胞
の増殖は、培養物が、１．１～４．０Ｙ．Ｕ．／ｍｌの密度に達するまで継続した。次に
、各培養物からの細胞を回収し、洗浄した後、ＰＢＳ中で１時間５６℃にて熱により死滅
させた。また、各培養物からの生存細胞も比較のために処理した。
【０１５５】
　熱による培養物の死滅後、細胞をＰＢＳで３回洗浄した。ＴＣＡ沈殿／ニトロセルロー
ス結合アッセイ、並びに抗ｈｉｓタグモノクロナール抗体及び抗ブラキュリ抗体（アブカ
ム（Ａｂｃａｍ）、ケンブリッジ、ＭＡ）を用いたウエスタンブロットにより、全タンパ
ク質発現を測定した。半定量デジタル画像化方法を用いて、タンパク質含量を定量した。
【０１５６】
　初期発現実験の結果（データは示していない）から、本発明の酵母－ブラキュリ免疫治
療組成物の各々が、ブラキュリ融合タンパク質を発現し（つまり、ＣＵＰ１プロモータ又
はＴＥＦ２プロモータのどちらを用いても）、また、いずれの培地（Ｕ２及びＵＬ２）を
用いても発現が検出されたことが明らかにされた。さらに、抗原発現は、熱死滅及び生存
酵母細胞のいずれにおいても検出可能であった（データは示していない）。ブラキュリ発
現は、ＣＵＰ１プロモータ（ＧＩ－６３０１）を含む酵母－ブラキュリ免疫治療組成物に
おいて有意に高かったことから、この組成物を、発現最適化などのさらなる研究、並びに
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏ実験のために選択した（以下の実施例を参照のこと
）。
【０１５７】
　図１Ａは、検出用の抗ブラキュリ抗体を用いるＵ２及びＵＬ２培地の両方を用いたＧＩ
－６３０１におけるブラキュリの発現を示す。非ブラキュリ抗原を発現する対照酵母は、
抗体で染色されなかった。図１Ｂは、ブラキュリ融合タンパク質上のヘキサヒスチジンタ
グを識別するための抗Ｈｉｓを用いた、同じＧＩ－６３０１調製物におけるブラキュリの
発現を示す。非ブラキュリ抗原を発現するが、ヘキサヒスチジンを有する対照酵母も示す
。これらの結果は、いずれの培地を用いても良好なブラキュリ発現を示したが、ＵＬ２培
地での発現が有意に高かった。
【０１５８】
　実施例２
　以下の実施例は、抗原発現及び酵母－ブラキュリ免疫治療組成物ＧＩ－６３０１の生産
のための条件の決定について説明する。
【０１５９】
　ＧＩ－６３０１抗原発現の銅誘導についての最適密度を決定するために、上記実施例１
に記載したＵＬ２培地における標準的増殖条件を用いて、ＧＩ－６３０１の出発及び中間
培養物を調製した。次に、培養物のアリコートを０．５Ｙ．Ｕ．／ｍｌ、１．０Ｙ．Ｕ．
／ｍｌ及び１．５Ｙ．Ｕ．／ｍｌに希釈し、３０℃で１時間インキュベートした。０．５
ｍＭ　ＣｕＳＯ４を培養物に添加して、ブラキュリ発現を誘導し、培養を続けた。６時間
及び１４時間の時点で、細胞を収集及び計数して、細胞密度を測定した。各条件から得ら
れた２０Ｙ．Ｕ．の熱死滅酵母を溶解させ、全タンパク質を測定し、抗Ｈｉｓを用いて、
ウエスタンブロットを生成した。
【０１６０】
【表２】
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　テーブル１に示すように、銅誘導後に酵母は約１倍しか倍加せず（他の実験では、１．
５Ｘまでの倍加を示した）、細胞密度及び生存能力（示していない）は、銅誘導の６時間
後に減少した。図２は、３つの誘導濃度すべてが、ブラキュリの有意な発現をもたらし、
誘導密度が高いほどブラキュリ発現も高くなる傾向があることを示している。しかし、２
．１Ｙ．Ｕ．／ｍｌ及び２．８Ｙ．Ｕ．／ｍｌの誘導開始密度及び３７５μＭ　ＣｕＳＯ

４を用いた別の実験からは、銅誘導の開始時の培養物の密度が増加するにつれ、タンパク
質発現は低下し始め、約６～８時間後も有意に改善しないことがわかった（データは示し
ていない）。
【０１６１】
　次に、ブラキュリ発現に対するＣｕＳＯ４の量の影響を調べた。実施例１に記載のよう
に、ＵＬ２培地においてＧＩ－６３０１を出発及び中間培養物から増殖させた。その後、
培養物のアリコートを１．０Ｙ．Ｕ．／ｍｌまで希釈し、３０℃で１時間インキュベート
した。ＣｕＳＯ４を３７５μＭ又は５００μＭのいずれかの濃度で各培養物に添加して、
タンパク質発現の誘導を様々な時点（２時間、４時間、６時間、８時間、２４時間）まで
進行させ、これらの時点で細胞を回収し、熱死滅させた後、前述のように抗Ｈｉｓウエス
タンブロットを用いたタンパク質発現の評価のために処理した。いずれの濃度のＣｕＳＯ

４によっても、ブラキュリの良好な発現が得られたが、特に、後の時点になるほど、３７
５μＭを用いたタンパク質発現がやや優れているようであった（データは示していない）
。
【０１６２】
　従って、ＣＵＰ１駆動の酵母－ブラキュリ（誘導性発現）について、本発明者らは、酵
母の対数増殖期中期での抗原発現の誘導が抗原生産に最適であることをみいだした。以下
の実施例で用いる酵母－ブラキュリ免疫治療組成物（ＧＩ－６３０１）の生産のために、
実施例１に記載したように、１～２Ｙ．Ｕ．／ｍｌまで細胞をＵＬ２培地中で増殖させた
後、３０℃、２５０ｒｐｍで、６～８時間以下の時間にわたって、０．３７５～０．５ｍ
Ｍ硫酸銅の添加によって誘導した。細胞を回収し、洗浄した後、ＰＢＳ中で１時間５６℃
にて熱死滅させた。
【０１６３】
　実施例３
　以下の実施例は、ブラキュリ抗原がＴ細胞アゴニストエピトープを含む、別の酵母－ブ
ラキュリ免疫治療組成物の構築及び生産について記載する。
【０１６４】
　この実験では、酵母（サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃ
ｅｒｅｖｉｓｉａｅ））を、アゴニストエピトープであるＴ細胞エピトープＷＬＬＰＧＴ
ＳＴＶ（配列番号１３）を含むほぼ完全長ブラキュリタンパク質であるヒトブラキュリ抗
原を発現するように操作した。例えば、配列番号６又は８に存在するネイティブブラキュ
リＴ細胞エピトープは、ＷＬＬＰＧＴＳＴＬ（配列番号１２）である。ヒトブラキュリア
ゴニスト抗原を、銅誘導性プロモータであるＣＵＰ１の制御下で発現させて、酵母－ブラ
キュリ免疫治療組成物を生産した。より具体的には、ブラキュリアゴニスト抗原（すなわ
ち、少なくとも１つのアゴニストエピトープを含むブラキュリ抗原）を含む融合タンパク
質を、Ｎ末端からＣ末端までのフレーム内で融合した以下の配列要素を含む単一ポリペプ
チド（配列番号２０で示される）として生産した：（１）プロテオソーム分解に対する耐
性を付与すると共に、発現を安定化させるためのＮ末端ペプチド（配列番号２０の１～６
位、本明細書では配列番号１１でも示されるペプチド配列）；２）配列番号１８のアミノ
酸２～４３５（配列番号２０の７～４４０位で示される；配列番号１８は、野生型ブラキ
ュリタンパク質と比較して２５４位に単一のアミノ酸置換を有する完全長ヒトブラキュリ
アゴニストタンパク質を表す）；及び（３）ヘキサヒスチジンタグ（配列番号２０の配列
４４１～４４６位）。アゴニストエピトープ（配列番号１３）は、配列番号２０の２５１
～２５９位（配列番号１８の２４６～２５４位）に位置する。この融合タンパク質に用い
るアミノ酸配列は、必要に応じて、ブラキュリ抗原のいずれかの末端にフランキングする
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追加若しくは交互のアミノ酸の使用により修飾することができ、また、ブラキュリ抗原の
より短い部分を使用してもよい。配列番号２０の融合タンパク質をコードする核酸配列（
酵母発現のために最適化されたコドン）は、本明細書では配列番号１９で示される。
【０１６５】
　簡潔に述べると、実施例１に記載のほぼ完全長ヒトブラキュリタンパク質（すなわち、
完全長ブラキュリからＮ末端メチオニンが欠失している）コードするＤＮＡを、完全長ブ
ラキュリタンパク質に対し、２５４位のロイシンのバリンによる置換を導入する部位指定
突然変異誘発によって修飾し、このＤＮＡをＰＣＲで増幅した後、酵母２μｍ発現ベクタ
ー内のＣＵＰ１プロモータ（ベクターｐＧＩ－１００）の後ろのＥｃｏＲＩ及びＳｐｅＩ
クローン化部位に挿入した。Ｎ末端安定化ペプチド、ＭＡＤＥＡＰ（配列番号１１）及び
Ｃ末端ヘキサヒスチジンペプチドをコードするヌクレオチド配列をプラスミドベクターに
付加することにより、配列番号２０で示される完全融合タンパク質をコードした。得られ
たプラスミドを、プラスミド保存のためにＤＨ５αに、また、酵母－ブラキュリ免疫治療
組成物の生産のためにサッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅ
ｒｅｖｉｓｉａｅ）Ｗ３０３αに、形質転換した。
【０１６６】
　サッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）
への形質転換は、酢酸リチウム／ポリエチレングリコールトランスフェクションによって
実施し、一次トランスフェクタントをウラシル欠失固形最少プレート（ＵＤＭ；ウリジン
ドロップアウト培地）上で選択した。ＵＬ２（ウリジン及びロイシンドロップアウト培地
）培地において３０℃で増殖させることにより、コロニーを選択した。
【０１６７】
　ＣＵＰ１プロモータの制御下、配列番号２０で示されるヒトブラキュリアゴニスト融合
タンパク質をコードするポリヌクレオチドを含む酵母－ブラキュリ免疫療法組成物は、本
明細書において、ＧＩ－６３０５とも呼ばれる。
【０１６８】
　実施例１に記載のように、ＵＬ２培地においてＧＩ－６３０５を１～２Ｙ．Ｕ．／ｍｌ
まで増殖させた後、実施例２に記載のように、ＧＩ－６３０１について本発明者らが開発
した条件を用いて、３０℃、２５０ｒｐｍで６～８時間以下の時間にわたって、０．３７
５～０．５ｍＭ硫酸銅の添加により誘導した。細胞を回収し、洗浄した後、ＰＢＳ中で１
時間５６℃にて熱死滅させた。
【０１６９】
　培養物の熱死滅後、細胞をＰＢＳで３回洗浄した。ＴＣＡ沈殿／ニトロセルロース結合
アッセイ、並びに抗ｈｉｓタグモノクロナール抗体及び抗ブラキュリ抗体（アブカム（Ａ
ｂｃａｍ）、ケンブリッジ、ＭＡ）を用いたウエスタンブロットにより、全タンパク質発
現を測定した。タンパク質含量は、半定量的デジタル画像化方法を用いて定量した。
【０１７０】
　図１Ｃは、ブラキュリ融合タンパク質上のヘキサヒスチジンタグを識別するための抗Ｈ
ｉｓを用いた、ＧＩ－６３０５におけるブラキュリアゴニスト抗原の頑健な発現を示す。
この実験でのＵＬ２培地において増殖したＧＩ－６３０５の抗原近似含有率は、＞２２６
１５ｎｇ／Ｙ．Ｕ．であった。
【０１７１】
　実施例４
　以下の実施例では、本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物を用いたブラキュリ特異
的Ｔ細胞の増殖を証明する。
【０１７２】
　正常なドナー由来のＴ細胞が、ブラキュリ抗原に特異的なＴ細胞を産生することができ
るか否かを決定するために、２人の正常なドナーの末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）から樹
状細胞（ＤＣ：ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ）を調製した。簡潔に述べると、単離した
ＰＢＭＣを、ＧＭ－ＣＳＦ及びＩＬ－４の存在下で５日間培養し、続いて、対照酵母（「



(51) JP 6068368 B2 2017.1.25

10

20

30

40

50

ＹＶＥＣ」とも称し、空のベクター、すなわち、抗原コード挿入片を含まないベクターで
形質転換したサッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉ
ｓｉａｅ）酵母である）又はブラキュリ酵母（ＧＩ－６３０１、上の実施例１及び２に記
載）と一緒に、酵母：ＤＣ比＝１：１でインキュベートした。４８時間の共培養後、オー
トロガスＴ細胞の刺激のためのＡＰＣとしてＤＣを用いた。刺激の各サイクルは、ＩＶＳ
（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激）と称し、ＩＬ－２の非存在下で３日間の培養、続いて、組換え
ＩＬ－２（２０Ｕ／ｍｌ）の存在下でさらに４日間の培養から構成される。ＩＶＳ２の終
了時に、対照四量体又はブラキュリペプチドＴｐ２（ＷＬＬＰＧＴＳＴＬ、配列番号２又
は配列番号６の２４６～２５４位）に特異的な四量体で、Ｔ細胞を染色した。テーブル２
は、各四量体で陽染されたＣＤ８＋Ｔ細胞のパーセンテージを示す。
【０１７３】
【表３】

　第２の実験では、前述したように、ＧＭ－ＣＳＦ及びＩＬ－４の存在下で５日間の培養
を用いて、９人の正常なドナーのＰＢＭＣから樹状細胞（ＤＣ）を作製した後、ブラキュ
リ酵母（ＧＩ－６３０１）と一緒に、酵母：ＤＣ比＝１：１でインキュベートした。４８
時間の共培養後、オートロガスＴ細胞の刺激のためのＡＰＣとしてＤＣを用いた。ＩＶＳ
の各サイクルは、前述したものと同様に実施した。ＩＶＳ２の終了時に、対照四量体又は
ブラキュリペプチドＴｐ２に特異的な四量体で、Ｔ細胞を染色した。テーブル３は、各四
量体で陽染されたＣＤ８＋Ｔ細胞のパーセンテージを示す。
【０１７４】
【表４】

　テーブル２及び３に示す結果から、本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療薬を用いた正常
なドナーＴ細胞の刺激によって、対照と比較して、ほとんどの正常なドナーで、四量体陽
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性ＣＤ８＋Ｔ細胞のパーセンテージが増加することがわかるが、これは、正常なヒトＴ細
胞が、ブラキュリを免疫原として認識する能力を有することを示している。
【０１７５】
　実施例５
　以下の実施例では、ブラキュリ発現標的を溶解する正常なドナーのＰＢＭＣからブラキ
ュリ特異的ＣＴＬを産生する酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の能力を証明する。
【０１７６】
　この実験では、ブラキュリ酵母（ＧＩ－６３０１）と一緒にインキュベートしたＤＣを
用いて、上のテーブル２の正常なドナーのうち３人からのブラキュリ特異的Ｔ細胞を、２
周期のＩＶＳ（実施例４に記載の通り）にわたり、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで増殖させた。ＣＤ
４０Ｌの存在下で成熟させ、ブラキュリ特異的Ｔｐ２ペプチド（ＷＬＬＰＧＴＳＴＬ、配
列番号２又は配列番号６の２４６～２５４位）でパルスしたＤＣを用いて、第３のＩＶＳ
を実施した。５日目に、ＣＤ８＋Ｔ細胞を単離し、表示のエフェクター：標的（ＥＴ）比
（図３参照）で、ＳＷ４８０（ＨＬＡ－Ａ２－／ブラキュリ高）及びＭＣＦ７（ＨＬＡ－
Ａ２＋／ブラキュリ低）腫瘍細胞標的に対する一晩の細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）ア
ッセイに用いた。テーブル４には、対照四量体対ブラキュリ特異的Ｔｐ２四量体で陽染さ
れたＣＤ８＋Ｔ細胞のパーセンテージを示す。
【０１７７】
【表５】

　図３Ａ（ドナー０７７０６）、３Ｂ（ドナー１７６６３）及び３Ｃ（ドナー２６５３２
）は、３人の正常なドナーのうち２人からのＰＢＭＣが、ブラキュリを発現する標的を死
滅させることができるＣＤ８＋Ｔ細胞を産生することができたことを示している。以上を
考え合わせると、これらのデータは、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物が、ブラキュリ発
現腫瘍細胞を死滅させることができるブラキュリ特異的ＣＴＬを産生することができるこ
とを証明している。
【０１７８】
　酵母－ブラキュリ免疫療法が、特定のペプチドによるパルスの非存在下で（すなわち、
潜在的に複数の異なるＣＴＬエピトープに対してＣＴＬを産生することにより）ブラキュ
リ特異的ＣＴＬを誘導することができることを証明するために、酵母－ブラキュリ免疫治
療組成物、ＧＩ－６３０１のみを用いて（すなわち、ペプチドパルスなしで）、ｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏで増殖させた正常なドナーのＴ細胞を用いて、別の実験を実施した。簡潔に述べ
ると、ＧＩ－６３０１と一緒にインキュベートしたＤＣを用いることにより、正常なドナ
ーのＰＢＭＣ（ドナー１９０６３）由来のブラキュリ特異的Ｔ細胞を、２周期のＩＶＳ（
実施例４に記載の通り）にわたり、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで増殖させた。５日目に、ＣＤ８＋

Ｔ細胞を単離し、１５：１のエフェクター：標的（ＥＴ）比で、ＳＷ４８０（ＨＬＡ－Ａ
２陽性／ブラキュリ高）及びＨ２２６（ＨＬＡ－Ａ２陰性／ブラキュリ高）腫瘍細胞に対
する一晩のＣＴＬアッセイに用いた。図４Ａは、ＳＷ４８０及びＨ２２６腫瘍細胞の特異
的溶解のパーセンテージを示す。図４Ｂは、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲによる、ＳＷ４８
０及びＨ２２６腫瘍細胞におけるＧＡＰＤＨの発現に対する、ブラキュリｍＲＮＡの発現
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を示す。これらの実験もまた、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物が、ブラキュリ発現腫瘍
細胞を死滅させることができるブラキュリ特異的ＣＴＬを産生することができることを証
明している。
【０１７９】
　実施例６
　以下の実施例では、本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物が、癌患者由来のブラキ
ュリ特異的Ｔ細胞を増殖することができることを証明する。
【０１８０】
　この実験では、ＣＥＡ及びＭＵＣ－１抗原を含むウイルスベクターワクチンによるワク
チン接種後に、２人の乳癌患者のＰＢＭＣからＤＣを作製した。実施例４に記載のように
、ＧＭ－ＣＳＦ及びＩＬ－４の存在下で５日培養してＤＣを作製した後、酵母：ＤＣ比＝
１：１のブラキュリ酵母（ＧＩ－６３０１）の存在下でインキュベーションを行った。４
８時間の共培養後、ＤＣをオートロガスＴ細胞の刺激のためのＡＰＣとしてＤＣを用いた
。ＩＶＳの各サイクルは、ＩＬ－２の非存在下で３日、続いて、２０Ｕ／ｍｌの組換えＩ
Ｌ－２の存在下でさらに４日から構成された。テーブル５に、対照四量体又はブラキュリ
ペプチドＴｐ２特異的四量体で陽染されたＣＤ８＋Ｔ細胞（ＩＶＳ１）のパーセンテージ
を示す。
【０１８１】
【表６】

　テーブル５の結果から、本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療薬を用いた、乳癌ドナー由
来のＴ細胞の刺激が、対照と比較して、ほとんどのドナーで、四量体陽性ＣＤ８＋Ｔ細胞
のパーセンテージが増加することがわかるが、これは、進行中の癌を有するドナー由来の
Ｔ細胞が、ブラキュリを免疫原として認識する能力を有することを示している。
【０１８２】
　実施例７
　以下の実施例では、酵母－ブラキュリ免疫療法を用いた、ｉｎ　ｖｉｖｏでのブラキュ
リ特異的なＣＤ４＋Ｔ細胞応答の発生を証明する。
【０１８３】
　この実験では、Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、４ＹＵの酵母－ｈブラキュリ（ＧＩ－６３０
１）を合計４回毎週接種したが、これは、１部位につき１ＹＵで４つの個別の注射部位に
投与した）。最後のブーストから２週間後、マウスを死なせ、ＣＤ４＋Ｔ細胞を精製し、
様々な濃度のブラキュリ精製タンパク質（昆虫細胞から得た）の存在下での増殖について
アッセイした。対照として、β－Ｇａｌを４０μｇ／ｍｌで用いた。
【０１８４】
　酵母対照（ＹＶＥＣ、実施例４を参照）及び酵母－ｈブラキュリ（ＧＩ－６３０１）を
予防接種した動物の膵臓から単離したＣＤ４＋Ｔ細胞の増殖を表す結果を図５に示す。図
５は、酵母－ブラキュリ（ＧＩ－６３０１）での免疫によって、ブラキュリ特異的ＣＤ４
＋Ｔ細胞が産生されることを示している。
【０１８５】
　実施例８
　以下の実施例では、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物を用いた免疫によって、ブラキュ
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【０１８６】
　この実験では、Ｃ５７ＢＬ／６マウスに、尾静脈から１×１０６個のＭＣ３８－ｐｈブ
ラキュリ細胞（組換えヒトブラキュリを発現するＭＣ３８腫瘍細胞）を投与した（第０日
）。腫瘍移植から４日後、マウスに、酵母対照（ＹＶＥＣ、実施例４を参照）及び酵母－
ｈブラキュリ（ＧＩ－６３０１）による毎週のワクチン接種を開始したが、これは、１部
位につき１ＹＵの用量で４つの異なる注射部位に投与した（用量当たり合計４ＹＵ）。腫
瘍移植から４０日後にマウスを死なせ、肺腫瘍結節の数を評価した。２つの実験を合わせ
た結果を図６に示す。テーブル６は、平均肺腫瘍数（±ＳＥＭ）と、５つ以下の肺結節を
有するマウスの数（及びパーセンテージ）を示す。
【０１８７】
【表７】

　図６及びテーブル６の結果から、本発明の酵母－ブラキュリ免疫治療組成物の投与によ
り、酵母のみを受けたマウス（ブラキュリ抗原なし）と比較して、マウスにおけるブラキ
ュリ発現腫瘍を抑制することができることを証明している。
【０１８８】
　実施例９
　以下の実施例では、健康なドナーから得たヒト末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）において
、酵母－ブラキュリ免疫療法を用いて、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのブラキュリ特異的ＣＤ４＋

Ｔ細胞応答の発生を証明する。
【０１８９】
　以下の実験では、バキュロウイルス発現を介して昆虫細胞に完全長ヒトブラキュリタン
パク質を発現させた後、精製した。
　ＧＭ－ＣＳＦ及びＩＬ－４と一緒に５日培養することにより、健康なドナーのＰＢＭＣ
から樹状細胞（ＤＣ）を作製した後、酵母対照（ＹＶＥＣ、実施例４を参照）又は酵母－
ブラキュリ（ＧＩ－６３０１、実施例１及び２を参照）（酵母：ＤＣ比＝１：１）を用い
て、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで処理した。４８時間後、ＤＣを回収し、照射（３０Ｇｙ）した後
、オートロガスＰＢＭＣの刺激のために、ＤＣ：ＰＢＭＣ比＝１：１０で用いた。３日目
に、ＩＬ－２（１０Ｕ／ｍｌ）を培養物に添加した。７日目に、刺激したＴ細胞を回収し
た後、オートロガスの照射済ＰＢＭＣ（Ｔ細胞：ＰＢＭＣ比＝１：３）に単独で、又は１
０μｇ／ｍｌの精製ブラキュリタンパク質若しくは対照ヒト血清アルブミンタンパク質の
存在下で、応答するＩＦＮ－γ産生について試験した。９６時間の刺激後、上澄みを収集
し、ＥＬＩＳＡアッセイによってＩＦＮ－γレベルについて評価した。合計９人の健康な
ドナーを評価したところ、９分の３のドナーが、酵母－ブラキュリ処理ＤＣによるｉｎ　
ｖｉｔｒｏでの刺激後、ブラキュリ特異的ＣＤ４＋Ｔ細胞応答を示した。３人の陽性ケー
スについての結果をテーブル７に示す（値は、対照ヒト血清アルブミンタンパク質での刺
激により誘導されたバックグラウンドレベルを差し引いた後の、ブラキュリタンパク質に
応答するＩＦＮ－γレベルを示す；ドナー３については、２サイクルの刺激を実施した後
、ブラキュリタンパク質に対する応答を評価した）。
【０１９０】
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【表８】

　ＣＤ４＋Ｔ細胞中のＩＦＮ－γの細胞内サイトカイン染色により、酵母－ブラキュリ（
ＧＩ－６３０１）処理ＤＣでのｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激後のブラキュリタンパク質に対する
ＣＤ４＋Ｔ細胞応答について、さらに６人の別の健康なドナーを評価した。ＧＭＣＳＦ及
びＩＬ－４と一緒に５日培養することにより、健康なドナーのＰＢＭＣから樹状細胞を作
製した後、酵母対照（ＹＶＥＣ）又は酵母－ブラキュリ（ＧＩ－６３０１）（酵母：ＤＣ
比＝１：１）を用いて、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで処理した。４８時間後、ＤＣを回収し、照射
（３０Ｇｙ）した後、オートロガスＰＢＭＣの刺激のために、ＤＣ：ＰＢＭＣ比＝１：１
０で用いた。３日目に、ＩＬ－２（１０Ｕ／ｍｌ）を培養物に添加した。７日目に、刺激
したＴ細胞を回収した後、オートロガスＰＢＭＣ（Ｔ細胞：ＰＢＭＣ比＝１：３）に単独
で、又は１０μｇ／ｍｌの精製ブラキュリタンパク質若しくは対照ヒト血清アルブミンタ
ンパク質の存在下で、応答するＩＦＮ－γ産生について試験した。２時間の刺激後、ＢＤ
　ＧＯＬＧＩＳＴＯＰ（商標）タンパク質輸送阻害剤（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｔｒａｎｓｐｏ
ｒｔ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）（ＢＤバイオサイエンス（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）
）を培養物に添加した。４時間の刺激後、細胞を回収し、透過処理してから、抗ＣＤ４　
ＰｅｒＣＰ－Ｃｙ５．５及び抗ＩＦＮ－γＦＩＴＣ抗体（ＢＤ　バイオサイエンス（ＢＤ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ））を用いて、ＣＤ４及びＩＦＮ－γについて染色した。合計
６人の健康なドナーを評価し、６人のうち２人が、酵母－ブラキュリ処理ＤＣによるｉｎ
　ｖｉｔｒｏでの刺激後にブラキュリ特異的ＣＤ４＋Ｔ細胞応答を示した。陽性のケース
についての結果をテーブル８に示す（値は、ＰＢＭＣ単独の刺激により誘導されたバック
グラウンドレベルを差し引いた後の、対照ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）又はブラキュリ
タンパク質に応答するＣＤ４及び細胞内ＩＦＮ－γについて同時に陽性であったＴ細胞の
パーセンテージを示す）。
【０１９１】
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【表９】

　実施例１０
　以下の実施例では、ブラキュリアゴニスト抗原を発現する酵母－ブラキュリ免疫療法組
成物が、前立腺癌患者からブラキュリ特異的Ｔ細胞を産生することを証明する。
【０１９２】
　ブラキュリ特異的Ｔ細胞系を作製するために、未成熟オートロガス樹状細胞（ＤＣ）を
、ＧＩ－６３０５（実施例３参照）として知られる酵母－ブラキュリ免疫治療組成物に、
ＤＣ：ＧＩ－６３０５比＝１：１で４８時間暴露した後、オートロガス非接着性細胞を刺
激するために、１０：１のエフェクター：ＡＰＣ比で、抗原提示細胞（ＡＰＣ）として用
いた。培養物を、５％ＣＯ２含有加湿雰囲気において、３７℃で３日間インキュベートし
た後、さらに７日にわたり、２０Ｕ／ｍｌの濃度で、組換えヒトＩＬ－２を補充した。１
０日間の培養は、１回のｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激（ＩＶＳ）サイクルに相当した。１１日目
に、Ｔ細胞を前述のＧＩ－６３０５暴露オートロガスＤＣで再刺激して、次のＩＶＳサイ
クルを開始した。ＧＩ－６３０５暴露オートロガスＤＣを３回のＩＶＳサイクルのＡＰＣ
として用いた。３回目のＩＶＳの後、アゴニストブラキュリペプチド、ＷＬＬＰＧＴＳＴ
Ｖ（配列番号１３）でパルスした照射済（２３，０００ラド）オートロガスＥＢＶ－形質
転換Ｂ細胞をＡＰＣとして用いた。Ｔ－２－ＢＲ－Ａと称するブラキュリ特異的Ｔ細胞系
を樹立した。このＴ細胞系を以下に記載する免疫検定に用いた。
【０１９３】
　テーブル９は、ブラキュリ特異的Ｔ細胞（Ｔ－２－ＢＲ－Ａ）が、ＧＩ－６３０５で処
理した同種異系ＤＣによる刺激後に、有意なレベルのＩＦＮ－γを放出するが、対照酵母
（ＹＶＥＣ、実施例４を参照）は、Ｔ－２－ＢＲ－Ａ細胞によるＩＦＮ－γの放出を刺激
しなかったことを示している。結果をｐｇ／ｍｌ／１０５Ｔ細胞で表す。簡潔に述べると
、正常なドナー由来の同種異系ＨＬＡ－Ａ２陽性ＤＣを、様々な酵母：ＤＣ比（テーブル
９に示す）で、４８時間にわたってＧＩ－６３０５で処理した後、ブラキュリアゴニスト
エピトープ特異的Ｔ細胞（Ｔ－２－ＢＲ－Ａ）を刺激するのに用いた。この実験では、Ｄ
Ｃ：Ｔ細胞比は、１：１０であった。
【０１９４】
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【表１０】

　テーブル１０は、ＧＩ－６３０５処理ＤＣを用いて樹立したブラキュリ特異的Ｔ細胞が
、ＨＬＡ－Ａ２陽性／ブラキュリ陽性であるＭＤＡ－ＭＢ－２３１乳癌細胞を有効に溶解
することができるが、ＨＬＡ－Ａ２陰性／ブラキュリ陽性であるＡＳＰＣ－１膵臓癌細胞
は溶解しないことを示している。簡潔に述べると、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１（ＨＬＡ－Ａ２
＋／ブラキュリ＋）及びＡＳＰＣ－１（ＨＬＡ－Ａ２－／ブラキュリ＋）腫瘍細胞標的に
対する一晩の細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）アッセイにおいて、ＩＶＳ－６にて、表示
のエフェクター：標的（ＥＴ）比（テーブル１０参照）で、ブラキュリ特異的Ｔ細胞系Ｔ
－２－ＢＲ－Ａを用いた。結果は、特定の溶解のパーセンテージとして表す。
【０１９５】
【表１１】

　別の実験では、ブラキュリ特異的ＨＬＡ－Ａ２四量体に結合するＴ－２－ＢＲ－Ａ細胞
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系の能力を評価した。簡潔に述べると、Ｔ－２－ＢＲ－Ａ（ＩＶＳ－４で用いられる）を
対照四量体又はブラキュリアゴニストペプチドに特異的な四量体で染色した。図７Ａ及び
７Ｂは、ＧＩ－６３０５処理ＤＣで作製したＴ－２－ＢＲ－Ａ細胞系におけるＣＤ８＋Ｔ
細胞の１０．８％が、ブラキュリ－ＨＬＡ－Ａ２四量体に特異的に結合し（図７Ｂ）、対
照四量体には結合しない（図７Ａ）ことを示している。
【０１９６】
　Ｔ－２－ＢＲ－Ａ　Ｔ細胞系のパーフォリン発現をフローサイトメトリーによって分析
した（パーフォリンは、細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）の細胞傷害活性の媒介因子であ
る）。簡潔に述べると、ブラキュリアゴニストペプチドをパルスしたオートロガスＥＢＶ
形質転換Ｂ細胞による再刺激から５日後に、Ｔ細胞を試験した。図８は、ブラキュリアゴ
ニストペプチドをパルスしたオートロガスＢ細胞による刺激後のＴ－２－ＢＲ－Ａ細胞系
におけるパーフォリンの発現を示し、さらに、ＧＩ－６３０５処理ＤＣで作製したブラキ
ュリ特異的Ｔ細胞系の細胞傷害能力を証明している。
【０１９７】
　実施例１１
　以下の実施例では、ブラキュリ陽性癌を有する被験者における第１相臨床試験を説明す
る。
【０１９８】
　実施例１、２、及び４～９に記載のＧＩ－６３０１として既知の酵母－ブラキュリ免疫
治療組成物を用いて、非盲検の連続用量漸増第１相臨床試験を開始した。この臨床試験プ
ロトコルに従い、９～１８人の癌患者（用量コホートにつき３～６患者）に、皮下投与で
、４Ｙ．Ｕ．（１Ｙ．Ｕ．ｘ４部位、これは、来院毎に、患者の身体の４つの異なる部位
に１Ｙ．Ｕ．のＧＩ－６３０１を投与することを意味する）、１６Ｙ．Ｕ．（４Ｙ．Ｕ．
ｘ４部位）及び４０Ｙ．Ｕ．（１０Ｙ．Ｕ．ｘ４部位）の用量範囲を用いる連続用量コホ
ート漸増プロトコルにおいて、ＧＩ－６３０１として既知の酵母－ブラキュリ免疫療法組
成物を投与した。ＧＩ－６３０１は、計７回の来院（約３ヵ月）で２週間毎に投与した後
、患者がオフスタディー（ｏｆｆ－ｓｔｕｄｙ）基準を満たすまで、毎月投与した。追加
試験のために、最大耐用量（ＭＴＤ）又は観測された最適用量の患者の展開コホート（ｎ
＝１０）を選択した。結果は、主要エンドポイントとして、安全性及び忍容性のモニタリ
ングであり、展開コホートでは、Ｔ細胞前駆体の有意な変化が検出可能であるか否かであ
り、これは、ＥＬＩＳｐｏｔアッセイにおけるブラキュリ特異的Ｔ細胞の増加及びブラキ
ュリタンパク質に応答する増殖（例えば、治療による、ブラキュリ特異的ＴＣＤ８＋若し
くはＣＤ４＋細胞の出現又は増殖）によって測定される。副次エンドポイントである臨床
的有用性、例えば、無増悪生存期間、臨床Ｘ線撮影による応答、血清マーカの減少、及び
／又は循環腫瘍細胞の減少などを測定し、さらには、末梢血液中の免疫細胞サブセットの
頻度（ＣＤ８＋記憶／エフェクターＴ細胞、ＣＤ４＋記憶／エフェクターＴ細胞、Ｔｒｅ
ｇｓ、ＮＫ細胞、ＤＣ）及びサイトカイン（例えば、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１０、ＩＬ－１
２、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＴＧＦ－βなど）の血清レベルの変化などの一般的免疫活性化
のパラメーターも測定する。
【０１９９】
　ＧＩ－６３０１は、有意な毒性なしに、安全で、十分に忍容されると思われる。さらに
、ＧＩ－６３０１は、治療下で発生するブラキュリ特異的Ｔ細胞応答を生み出す、又は少
なくとも一部又は大部分の患者において既存のブラキュリ特異的ベースラインＴ細胞応答
の改善をもたらすと思われる。また、一部の患者が、安定化した病状を有することも予想
される。
【０２００】
　本試験の追加試験又は展開試験では、上で決定した最大耐用量又は実測の最適用量を用
いて、別の患者コホートに、ＧＩ－６３０５（実施例３を参照）として既知の酵母－ブラ
キュリ免疫治療組成物を投与し、同じ主要及び副次エンドポイントを測定した。ＧＩ－６
３０５もまた、有意な毒性なしに、安全で、十分に忍容されること、並びに、治療下で発
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おいて既存のブラキュリ特異的ベースラインＴ細胞応答の改善をもたらすと思われる。ま
た、一部の患者が、安定化した病状を有することも予想される。
【０２０１】
　実施例１２
　以下の実施例では、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物を用いた第２相臨床試験を説明す
る。
【０２０２】
　実施例１及び２（例えば、ＧＩ－６３０１）又は実施例３（ＧＩ－６３０５）に記載の
酵母－ブラキュリ免疫治療組成物を用いて、乳癌を有する患者に対するランダム化第２相
臨床試験を実施した。Ｉ期、ＩＩ期若しくはＩＩＩ期ブラキュリ陽性乳癌を有する少なく
とも１００人以上の被験者を参加させる。被験者選択基準は、悪性度１、２若しくは３癌
を有する被験者を含んでよい。被験者選択基準はまた、「トリプルネガティブ」乳癌（エ
ストロゲン受容体（ＥＲ）、プロゲステロン受容体（ＰＲ）及びＨＥＲ２の各々が陰性の
癌）を有する被験者を含んでもよい。被験者選択基準は、リンパ節陰性癌を有する被験者
を含んでもよい。
【０２０３】
　試験は、二重盲検若しくは非盲検、プラセボ対照、多施設試験として実施した。患者全
員が標準的治療を受けており、治療群の患者は、治療中に、酵母－ブラキュリ免疫治療組
成物の連続注射を数回受けている。主要エンドポイントは、再発のない生存期間又は全生
存期間である。別のエンドポイントは、抗原特異的Ｔ細胞応答（例えば、治療下で発生又
は増殖するブラキュリ特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞）、リンパ節陰性の維持、転移への進行、腫
瘍細胞におけるブラキュリ発現を含んでもよい。
【０２０４】
　酵母－ブラキュリ免疫治療組成物は、有意な毒性なしに、安全で、十分に忍容されると
思われる。さらに、酵母－ブラキュリ免疫治療組成物は、治療下で発生するブラキュリ特
異的Ｔ細胞応答を生み出す、及び／又は少なくとも一部若しくは大部分の患者における既
存のブラキュリ特異的ベースラインＴ細胞応答の改善をもたらすと思われる。また、一部
若しくは大部分の患患者が、安定化した病状を有し、リンパ節陰性を維持し、及び／又は
転移性進行を予防、抑制若しくは停止することも予想される。
【０２０５】
　本発明の様々な実施形態について詳しく説明してきたが、これら実施形態の変更及び改
変を、当業者が為しうることは明らかである。しかし、このような変更形態及び改変形態
が、例として示す以下の請求項に記載するように、本発明の範囲に含まれることは、明確
に理解されるべきである。
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