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(57)【要約】
　本発明は、がん患者の治療改善におけるサイクリン D
1 由来ペプチドの使用法、特にワクチンによる併用療法
の形態に関する。他の態様は、ペプチドの使用または診
断ツールとしてのその併用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号 No. 1 から 配列番号 No. 18 のアミノ酸配列から選択されたアミノ酸配列か
らなる若しくはから本質的になるペプチドを含むがん患者の治療剤、又は配列番号 No. 1
 から 配列番号 No. 18 から選択されたアミノ酸配列からなる若しくはから本質的になる
少なくとも 1 つのペプチドを含む組み合わせ、を含むがん患者の治療剤。
【請求項２】
　前記ペプチドは配列番号 No.1、配列番号 No. 4、および／または 配列番号 No. 18 か
ら選択される、請求項１の治療剤。 
【請求項３】
　前記がんは、肺癌、頭頸部癌、乳癌、膵臓癌、前立腺癌、腎臓癌、食道癌、骨癌、睾丸
癌、子宮頸癌、消化器癌、膠芽細胞腫、白血病、リンパ腫、マントル細胞リンパ腫、肺の
前がん病変、大腸癌、メラノーマ、膀胱癌、およびその他のがん疾病から選択される、請
求項１又は２の治療剤。 
【請求項４】
　前記ペプチドまたは組み合わせは、抗がんワクチンの形態、及び／又はGM-CSF のよう
なアジュバントを 1 つ以上含む形態で投与される、請求項１～３のいずれか一に記載の
治療剤。
【請求項５】
　配列番号 No. 19 から 配列番号 No. 26 のいずれかから選択される、サイクリン D1 
に由来しない、別の腫瘍関連ペプチドを 1 つ以上投与することを含むペプチドまたは組
み合わせである、請求項１～４のいずれか一に記載の治療剤。
【請求項６】
　前記 1 つ以上の別の腫瘍関連ペプチドは、前記組み合わせに存在する他のペプチドに
比較した、異なる HLA-分子への結合能力に基づいて選択される、請求項５の治療剤。 
【請求項７】
　前記ペプチドまたは組み合わせは、毎月、毎週、あるいは 1 週間に 2 回、繰り返し投
与される、請求項１～６のいずれか一に記載の治療剤。
【請求項８】
　CD4+ CD25+ 調節 T 細胞によって代表される免疫調節細胞集団を不活性化および／また
は排除する薬剤、又はシクロホスファミドによって代表される化学療法剤を 1 つ以上併
用する請求項１～７のいずれか一に記載の治療剤。
【請求項９】
　1 つ以上の前記化学療法剤と併用する前記治療薬は、前記ペプチトまたは組み合わせの
投与前に投与し、単回投与、又は、投与量 300 mg/m2 のシクロホスファドを単回注入す
る、請求項８の治療剤。 
【請求項１０】
　前記治療剤は、スニチニブまたはソラフェニブで代表される事前の TKI 療法、および
／または、インターフェロンまたはインターロイキンで代表される事前のサイトカイン療
法後の補助療法として投与される、請求項１～９のいずれか一に記載の治療剤。
【請求項１１】
　サイトカイン療法を含み、その後シクロホスファミドを単回投与し、さらにその後、1 
週間ほぼ毎日初回刺激のためワクチンを投与し、その後 6 ヶ月間以上 2 週間毎にワクチ
ンを投与する、請求項１～１０のいずれか一に記載の治療剤。
【請求項１２】
　抗原特異的方法で前記 CTL を活性化するのに十分な期間、適切な抗原提示細胞表面で
発現したヒトクラス I または II MHC 分子が負荷されたペプチドまたは組み合わせと共
に接触 CTL を含む、活性化細胞傷害性 T リンパ球（CTL）を in vitro で生成するため
の、請求項 １～６ のいずれか一に記載のペプチドまたは組み合わせの使用。
【請求項１３】
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　患者の免疫系の活性化または調節を検出および／またはモニターするための診断手段と
しての、請求項１から６のいずれか一に記載のペプチドまたは組み合わせの使用。 
【請求項１４】
　がんの診断における診断手段としての、請求項１から６のいずれか一に記載のペプチド
または組み合わせの使用。
【請求項１５】
　配列番号 No. 5 または 配列番号 No. 6 から選択されたアミノ酸配列からなる、また
はから本質的になる、腫瘍関連ペプチド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、癌患者の治療改善における、特にワクチンによる併用療法の形態でのサイク
リン由来ペプチドの使用に関する。他の態様は、ペプチドの使用または診断ツールとして
のその組み合わせに関する。 
【背景技術】
【０００２】
　免疫応答の刺激は、宿主の免疫システムにより異物であると認識された抗原が存在する
かに依存する。腫瘍関連坑原が存在することが発見され、現在、腫瘍の成長に介入するた
め、宿主の免疫系を利用する可能性が浮上している。体液性免疫応答と細胞性免疫応答の
両方を利用する様々なメカニズムが、現在、がんの免疫療法において研究されつつある。
　
【０００３】
細胞性免疫応答のある種の要素は、腫瘍細胞を特異的に認識し破壊することができる。腫
瘍浸潤細胞群または末梢血から単離した細胞傷害性 T 細胞（CTL）は、これらの細胞がが
んに対する自然の免疫防御で重要な役割を果たしていることを示唆している（Cheever et
 al., Annals N.Y. Acad. Sci. 1993 690:101-112; Zeh HJ, Perry-Lalley D, Dudley ME
, Rosenberg SA, Yang JC; J Immunol.1999, 162(2):989-94; High avidity CTLs for tw
o self-antigens demonstrate superior in vitro and in vivo antitumor efficacy）。
特に、CD 8 陽性 T 細胞（TCD8+）は、タンパク質または不完全なリボゾーム産物（DRIPS
）に由来する、通常 8～10 アミノ酸残基の主要組織適合複合体（MHC）を有するペプチド
である、クラス I 分子を認識し（Schubert U, Anton LC, Gibbs J, Norbury CC, Yewdel
l JW, Bennink JR.; Rapid degradation of a large fraction of newly synthesized pr
oteins by proteasomes; Nature 2000; 404(6779):770-774）、これは細胞質に存在する
が、この応答に重要な役割を果たしている。ヒトの MHC 分子はヒト白血球型抗原（HLA）
とも呼ばれる。
【０００４】
　MHC 分子には 2 つのクラスがあり、MHCクラス I 分子は、核を有する殆どの細胞にみ
られ、内因性タンパク質、DRIPS、より大きなペプチドのタンパク質分解的切断によって
生じたペプチドを提示する。MHCクラス II 分子は、主にプロフェッショナル抗原提示細
胞（APC）に認められ、エンドサイトーシスの過程で APC により取り込まれた後処理され
る、外因性タンパク質のペプチドを与える（Cresswell P. Annu. Rev. Immunol. 1994; 1
2:259-93）。ペプチドと MHC クラス I 分子の複合体は、適切な TCR を持つ CD8 陽性細
胞傷害性 T リンパ球により認識され、ペプチドと MHC クラスII分子の複合体は、適切な
 TCR を持つ CD4 陽性ヘルパー T 細胞により認識される。TCR とペプチドと MHC 分子は
 1:1:1 の化学量論量比で多量に存在することは良く知られている。 
【０００５】
　CD4 陽性ヘルパー T 細胞は、抗腫瘍 T 細胞応答のエフェクター機能を調整するのに重
要な役割を果たしており、このことから、腫瘍関連抗原（TAA）由来 CD4 陽性 T 細胞エ
ピトープの同定は抗腫瘍免疫応答を誘発する薬剤物質の開発に非常に重要である可能性が
ある（Kobayashi,H., R. Omiya, M. Ruiz, E. Huarte, P. Sarobe, J. J. Lasarte, M. H
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erraiz, B. Sangro, J. Prieto, F. Borras-Cuesta, and E. Celis. 2002. Identificati
on of an antigenic epitope for helper T lymphocytes from carcinoembryonic antige
n. Clin. Cancer Res.8:3219-3225., Gnjatic, S., D. Atanackovic, E. Jager, M. Mats
uo, A. Selvakumar, N.K. Altorki, R.G. Maki, B. Dupont, G. Ritter, Y.T. Chen, A. 
Knuth, and L.J. Old. 2003. Survey of naturally occurring CD4+ T-cell responses a
gainst NY-ESO-1 in cancer patients:Correlation with antibody responses. Proc. Na
tl. Acad. Sci.U.S.A .100(15):8862-7）。CD4+ T 細胞は IFN? レベルを局所的に増大に
導くことができる（Qin Z, Schwartzkopff J, Pradera F, Kammertoens T, Seliger B, P
ircher H, Blankenstein T; A critical requirement of interferon gamma-mediated an
giostasis for tumor rejection by CD8+ T cells; Cancer Res.2003 J; 63(14):4095-41
00）。
【０００６】
　MHC クラス II 分子の発現は炎症がない場合、主に免疫応答の細胞、特にプロフェッシ
ョナル抗原提示細胞（APC）、例えば、単核球、単核球由来細胞、マクロファージ、樹状
細胞に限られる。腫瘍患者では、驚くべきことに、腫瘍細胞が MHC クラス II 分子を発
現していることが分かった（Dengjel J, Nastke MD, Gouttefangeas C, Gitsioudis G, S
choor O, Altenberend F, Muller M, Kramer B, Missiou A, Sauter M, Hennenlotter J,
 Wernet D, Stenzl A, Rammensee HG, Klingel K, Stevanovi? S.; Unexpected abundanc
e of HLA class II presented peptides in primary renal cell carcinomas; Clin Canc
er Res. 2006; 12:4163-4170）。
【０００７】
　HLA クラス II 分子の構成的発現は、通常免疫系の細胞に限られているため（Mach, B.
, V. Steimle, E. Martinez-Soria, and W. Reith. 1996. Regulation of MHC class II 
genes:lessons from a disease. Annu. Rev. Immunol. 14:301-331）、原発性腫瘍から直
接クラス II ペプチドを単離することはできないと考えられていた。しかし、Dengjel ら
は最近、腫瘍から直接多数の MCH クラス II エピトープを同定することに成功した（EP 
04 023 546.7, EP 05 019 254.1;; Dengjel J, Nastke MD, Gouttefangeas C, Gitsioudi
s G, Schoor O, Altenberend F, Muller M, Kramer B, Missiou A, Sauter M, Hennenlot
ter J, Wernet D, Stenzl A, Rammensee HG, Klingel K, Stevanovi? S.; Unexpected ab
undance of HLA class II presented peptides in primary renal cell carcinomas; Cli
n Cancer Res. 2006; 12:4163-4170）。
【０００８】
　ペプチドが細胞性免疫応答を始動する（引き起こす）には、MHC 分子へ結合が必要であ
る。この過程は MHC 分子の対立遺伝子およびペプチドのアミノ酸配列の対立遺伝子によ
って決定される。MHC クラス I 結合ペプチドは通常 8 個から 10 個のアミノ酸残基長で
あり、MHC 分子の対応する結合溝と相互作用するペプチドの配列内に通常 2 つの保存さ
れた残基（「アンカー」）を持つ。このようにして、個々の MHC 対立遺伝子は、どのペ
プチドが結合溝に特異的に結合できるかを決定する「結合モチーフ」を有する（Rammense
e H. G., Bachmann J. and Stevanovic, S; MHC Ligands and Peptide Motifs, Chapman 
& Hall 1998）。 
【０００９】
MHC クラス I 依存性免疫反応において、ペプチドは、腫瘍細胞によって発現されるある
種の MHC クラス I 分子と結合可能であることが必要であるだけでなく、特異的 T 細胞
受容体（TCR）を持つ T 細胞によって認識されることも必要である。 
【００１０】
　腫瘍特異的細胞障害性 T リンパ球、つまりそのエピトープによって認識された抗原は
、酵素、受容体、転写因子など、各腫瘍細胞中でアップレギュレートされる、あらゆるタ
ンパク質クラスに由来する分子がなりうる。さらに、腫瘍関連抗原は、例えば、変異遺伝
子の生成物、または代替オープンリーンディングフレーム（ORF）から、またはタンパク
質スプライシングからの生成物として、腫瘍細胞に固有となることもできる（Vigneron N
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, Stroobant V, Chapiro J, Ooms A, Degiovanni G, Morel S, van der Bruggen P, Boon
 T, Van den Eynde BJ.An antigenic peptide produced by peptide splicing in the pr
oteasome, Science 2004 Apr 23; 304 (5670):587-90.）。もう 1 つ重要なクラスの腫瘍
関連抗原は、様々な種類の腫瘍および健常な精巣組織に発現される CT（「cancer testis
（癌・精巣）」）抗原など、組織特異的抗原である。基本的に、MHC 分子に結合できるど
のようなペプチドも、T 細胞エピトープとして機能しうる。in viro または in vivo に
おいて T 細胞応答を誘発するには、対応する TCR を有する T 細胞の存在と、さらにこ
の固有エピトープに対する免疫学的耐性の欠損が必須条件である。
【００１１】
　そのため、TAA は腫瘍ワクチンの開発における出発点である。TAA の同定／特徴決定方
法は、患者または健常被験者から単離される CTL の使用に基づくか、または腫瘍と正常
組織との転写プロフィールおよびペプチド発現の差の発生に基づいている（Lemmel C., W
eik S., Eberle U., Dengjel J., Kratt T., Becker H. D., Rammensee H. G., Stevanov
ic S. Nat. Biotechnol. 2004 Apr.; 22(4):450-4, T. Weinschenk, C. Gouttefangeas, 
M. Schirle, F. Obermayr, S. Walter, O. Schoor, R. Kurek, W. Loeser, K. H. Bichle
r, D. Wernet, S. Stevanovic, and H. G. Rammensee. Integrated functional genomics
 approach for the design of patient-individual antitumor vaccines.Cancer Res.62 
(20):5818-5827, 2002.）。 
【００１２】
　しかしながら、腫瘍組織またはヒト腫瘍細胞株に過剰発現しているか、選択的にそのよ
うな組織や細胞株に発現している遺伝子の同定では、免疫療法でこれらの遺伝子から転写
される抗原を利用することに関して正確な情報は得られない。これは、対応する TCR を
持つ T 細胞の存在が必要であり、また、この特定エピトープに対する免疫耐性の欠損、
または最小化が必要であることから、これらの抗原エピトープの個々の亜集団のみがその
ような用途に適しているからである。それゆえ、機能的 T 細胞が認められる MHC 分子と
結合した状態で存在する、過剰発現または選択的に発現しているタンパクからこれらのペ
プチドのみを選択することが重要となる。そのような機能的 T 細胞は、特異抗原の刺激
によってクローンを増やし、エフェクター機能を行使できる T 細胞として定義される（
「エフェクター T 細胞」）。 
【００１３】
　ヘルパー T 細胞は、抗腫瘍免疫性において、CTL のエフェクター機能を統合する際に
重要な役割を果たす。TH1 タイプのヘルパー T 細胞応答を始動させるヘルパー T 細胞の
エピトープは、腫瘍関連ペプチド／MHC 複合体を細胞表面に提示している腫瘍細胞に対す
る傷害機能など、CD8 陽性キラー T 細胞のエフェクター機能をサポートしている。この
ようにして、腫瘍関連ヘルパー T 細胞のエピトープは、単独で、または他の腫瘍関連ペ
プチドと共に、抗腫瘍免疫応答を刺激するワクチン組成物の薬剤有効成分とすることがで
きる。 
【００１４】
　CD8 および CD4 依存型の 2 つの免疫応答タイプは共に、連携し相乗して抗腫瘍効果に
寄与しているため、CD8 陽性 CTL（リガンド：MDC クラス Ｉ 分子＋ペプチドエピトープ
）または CD4 陽性 CTL（リガンド：MHC クラス II 分子＋ペプチドエピトープ）のいず
れかを利用した腫瘍関連抗原の同定、および特徴づけは腫瘍ワクチンの開発に重要である
。 
【００１５】
　サイクリン D1 は高度に保存されたサイクリンファミリー、さらに具体的にはサイクリ
ン D サブファミリーに属している（Lew DJ, Dulic V, Reed SI (1991).Isolation of th
ree novel human cyclins by rescue of G1 cyclin (Cln) function in yeast.Cell 66, 
1197-1206; Xiong Y, Connolly T, Futcher B, Beach D (1991).Human D-type cyclin.Ce
ll 65, 691-699)）。サイクリンはサイクリン依存キナーゼ（CDK）の調節因子として働く
。異なるサイクリンは、細胞サイクルにおける各イベントの一時的な調整に寄与する、独
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特な発現および分解パターンを呈する（Deshpande A, Sicinski P, Hinds PW (2005).Cyc
lins and cdks in development and cancer:a perspective.Oncogene 24, 2909-2915.）
。サイクリン D1 は CDK4 または CDK6 の調節サブユニットと複合体を形成し、調節サブ
ユニットとして働き、その活動は細胞周期で G1/S 相の移行に必要である。CCND1 は、そ
の複合体へ基質特異性を与える CDK4 および CDK6 と、セリン／スレオニンキナーゼのホ
ロ酵素複合体を形成する（Bates S, Bonetta L, MacAllan D, Parry D, Holder A, Dicks
on C, Peters G (1994).CDK6 (PLSTIRE) and CDK4 (PSK-J3) are a distinct subset of 
the cyclin-dependent kinases that associate with cyclin D1.Oncogene 9, 71-79）。
細胞周期の進行を変化させる、この遺伝子の突然変異、増殖、および過剰発現は、様々な
腫瘍で頻繁に観察され、腫瘍発生に寄与している可能性がある（Hedberg Y, Davoodi E, 
Roos G, Ljungberg B, Landberg G (1999).Cyclin-D1 expression in human renal-cell 
carcinoma. Int. J. Cancer 84, 268-272;Vasef MA, Brynes RK, Sturm M, Bromley C, R
obinson RA (1999).Expression of cyclin D1 in parathyroid carcinomas, adenomas, a
nd hyperplasias:a paraffin immunohistochemical study. Mod. Pathol. 12, 412-416; 
Troussard X, vet-Loiseau H, Macro M, Mellerin MP, Malet M, Roussel M, Sola B (20
00).Cyclin D1 expression in patients with multiple myeloma. Hematol. J. 1, 181-1
85）。サイクリン D1 は、結腸直腸癌、胃癌、食道癌、肺癌、および乳癌、さらに白血病
とリンパ腫で過剰発現し、正常組織には殆ど発現しない。サイクリン D1 は、染色体 11q
13 のがん原遺伝子 CCND1 を染色体 14q32の Ig 重鎖遺伝子と並列にする、t(11;14)(q13
;q32) 転座によって特徴づけられる、マントル細胞リンパ腫においても通常過剰発現する
（Wang et al., 2009; Kondo et al., 2008）。
【００１６】
　共通の A/G 単一ヌクレオチド多型（A870G）の結果、サイクリン D1 中に 2 つの異な
る mRNA アイソフォーム a と c が形成される。交互にスプライスされたアイソフォーム
 b は、突発性 RCC、肺癌、大腸癌、および他のがん種など腫瘍発生率の高さと関連性が
ある短縮型タンパク質をコード化する。（Fu M, Wang C, LI Z, Sakamaki T, Pestell RG
 (2004).　Minireview:Cyclin D1:normal and abnormal functions.Endocrinology 145, 
5439-5447;Yu J, Habuchi T, Tsuchiya N, Nakamura E, Kakinuma H, Horikawa Y, Inoue
 T, Ogawa O, Kato T (2004). Association of the cyclin D1 gene G870A polymorphism
 with susceptibility to sporadic renal cell carcinoma. J Urol.172, 2410-2413）。
CCND1 発現の亢進は、腫瘍悪性度の上昇、転移、生存率の低下と関連していた（Maeda K,
 Chung Y, Kang S, Ogawa M, Onoda N, Nishiguchi Y, Ikehara T, Nakata B, Okuno M, 
Sowa M (1998). Cyclin D1 overexpression and prognosis in colorectal adenocarcino
ma. Oncology 55, 145-151; McKay JA, Douglas JJ, Ross VG, Curran S, Murray GI, Ca
ssidy J, McLeod HL (2000). Cyclin D1 protein expression and gene polymorphism in
 colorectal cancer. Aberdeen Colorectal Initiative. Int. J Cancer 88, 77-81; Bah
nassy AA, Zekri AR, El-Houssini S, El-Shehaby AM, Mahmoud MR, Abdallah S, El-Ser
afi M (2004). Cyclin A and cyclin D1 as significant prognostic markers in colore
ctal cancer patients. BMC. Gastroenterol. 4, 22; Balcerczak E, Pasz-Walczak G, K
umor P, Panczyk M, Kordek R, Wierzbicki R, Mirowski M (2005). Cyclin D1 protein 
and CCND1 gene expression in colorectal cancer. Eur. J Surg. Oncol. 31, 721-726)
。
【００１７】
　大腸癌では、mRNA とタンパク質レベルで CCND1 の過剰発現が頻繁に報告されてきた。
このことは、CCND1 が大腸癌でアップレギュレートされることが多い s-カテキン-TCF/LE
F 経路のターゲット遺伝子であるという定着した事実によって説明できる（Shtutman M, 
Zhurinsky J, Simcha I, Albanese C, D'Amico M, Pestell R, Ben-Ze'ev A (1999).The 
cyclin D1 gene is a target of the beta-catenin/LEF-1 pathway. Proc. Natl. Acad. 
Sci. U. S. A 96, 5522-5527; Tetsu O, McCormick F (1999). Beta-catenin regulates 
expression of cyclin D1 in colon carcinoma cells. Nature 398, 422-426）。サイク
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リン D1 遺伝子は、s-カテキン/LEF-1 経路のターゲットである（Proc. Natl. Acad. Sci
. U. S. A 96, 5522-5527; Tetsu O, McCormick F (1999). Beta-catenin regulates exp
ression of cyclin D1 in colon carcinoma cells. Nature 398, 422-426）。
【００１８】
　サイクリンペプチド CCN-001（LLGATCMFV）は Sadovnikova らによって同定された（Sa
dovnikova E, Jopling LA, Soo KS, Stauss HJ (1998).Generation of human tumor-reac
tive cytotoxic T cells against peptides presented by non-self HLA class I molecu
les. Eur. J. Immunol. 28, 193-200）。数種のサイクリン D1 由来 HLA-A*02 結合ペプ
チドに対するアロ制限 T 細胞（すなわち、HLA-A2 陰性ドナー）の誘導後、CCN-001 を認
識する T 細胞クローンはサイクリン D1 を内因的に発現する HLA-A*02 陽性腫瘍細胞を
溶解するが、サイクリン D1 に陰性な HLA-A*02 陽性細胞は溶解しない可能性があること
が示された。そのため、CCN-001 は間接的な証拠によってのみ自然に処理され存在するこ
とが示された。 
【００１９】
　しばらくの間、サイクリン D1 由来エピトープを認識する T 細胞は、サイクリン D1 
が胸腺で発現するため、T 細胞のレパートリーには存在しないと示唆されていた。これを
仮定すると、サイクリン D1 への自己 CTL の発生は不可能ということになる。 
【００２０】
　しかし、Kondo ら（Kondo E, Maecker B, Weihrauch MR, Wickenhauser C, Zeng W, Na
dler LM, Schultze JL, von Bergwelt-Baildon MS (2008).Cyclin D1-specific cytotoxi
c T lymphocytes are present in the repertoire of cancer patients:implications fo
r cancer immunotherapy.Clin Cancer Res 14, 6574-6579）は、エピトープ CCN-001（LL
GATCMFV）に特異的な CTL は HLA-A2+ ドナーからも同様に発生する可能性があることを
示した。大腸癌患者およびマントル細胞リンパ腫患者と同様に、健常ドナーについてもこ
のことを証明した。APC として、自己 CD40 活性化 B 細胞が使用された。 
【００２１】
　Wang ら（Wang M, Sun L, Qian J, Han X, Zhang L, Lin P, Cai Z, Yi Q (2009).Cycl
in D1 as a universally expressed mantle cell lymphoma-associated tumor antigen f
or immunotherapy.Leukemia 23, 1320-1328）は、APC としてマントル細胞リンパ腫の患
者の T 細胞と自己成熟単球由来 DC を使って CCN-001 に対するサイクリン D1 特異的 C
TL を生成した。彼らは、元のペプチドは使用せず、最初のアミノ酸（L）が MHC 結合を
強める Y で置換された、ヘテロ環ペプチドを使用した。得られた CTL は HLA-A2+ マン
トル細胞リンパ腫の患者の原発性リンパ腫細胞など、サイクリン D1+ 発現細胞を殺傷す
る可能性がある。このペプチドはまた他の研究でも使われ（Kondo E, Gryschok L, Klein
-Gonzalez N, Rademacher S, Weihrauch MR, Liebig T, Shimabukuro-Vornhagen A, Koch
anek M, Draube A, von Bergwelt-Baildon MS (2009a).CD40-activated B cells can be 
generated in high number and purity in cancer patients:analysis of immunogenicit
y and homing potential.Clin Exp.Immunol.155, 249-256; Kondo E, Gryschok L, Schul
tze JL, von Bergwelt-Baildon MS (2009b).Using CD40-activated B cells to efficien
tly identify epitopes of tumor antigens.J Immunother.32, 157-160）、CD40 活性化 
B 細胞の APC としての有用性を証明した。Buchner らは（Buchner et al. Phase 1 Tria
l of Allogeneic Gene-Modified Tumor Cell Vaccine RCC-26/CD80/IL-2 in Patients wi
th Metastatic Renal Cell Carcinoma.Human Gene Therapy. March 2010, 21(3):285-297
)）、臨床試験における CCN-001 ペプチドについて言及している。
【００２２】
　WO 2005/035714 では、腫瘍関連 HLA 制限抗原と、特に HLA-A2 制限抗原を含む、がん
の治療または予防ワクチンについて述べている。特定な態様において、サイクリン D ペ
プチドが提供される。このようなペプチドは、選択的に腫瘍細胞を攻撃する特異的 CTL 
を誘発するのに使うことができる。サイクリン D ペプチドは、LLGATCMFV の配列または
そのフラグメントを含むことがある。さらに、ペプチドを含むワクチンの治療に有効な量
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。その方法はさらに、二次療法用抗がん剤投与を受けている患者の治療を含み、ここで、
二次療法用抗がん剤は、例えばシクロホスファミドなどの化学療法剤など、多数の薬剤か
ら選択される。二次療法用抗がん剤はワクチンと同時に投与されるか、またはワクチンと
異なる時間に投与してもよい。にもかかわらず、 WO 2005/035714 では サイクリン D1 
ペプチドによる併用治療の利点について述べていない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２３】
　上述の観点において、がんに対する効果的な免疫療法におけるサイクリン D1 由来ペプ
チドの有効な使用について殆ど知られていない。それ故、本発明の目的は、サイクリン D
1 由来ペプチドに基づき、がんのより効果的な免疫治療法を目的とした新規アプローチを
提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００２４】
　その第 1 の態様において、本発明の目的は、がん患者の治療における使用で、SEQ ID 
No. 1～SEQ ID No. 18 から選択されたアミノ酸配列から構成されるか、または基本的に
構成されるペプチドによって、あるいはがん患者の治療における使用で、SEQ ID No. 1～
SEQ ID No. 18 から選択されたアミノ酸配列から構成されるか、または基本的に構成され
るペプチドを 1 つ以上含む組み合わせによって、解決される。 
【００２５】
　本発明に従うと、がんは、肺癌、頭頸部癌、乳癌、膵臓癌、前立腺癌、腎臓癌、食道癌
、骨癌、睾丸癌、子宮頸癌、消化器癌、膠芽細胞腫、白血病、リンパ腫、マントル細胞リ
ンパ腫、肺の前がん病変、大腸癌、メラノーマ、膀胱癌、およびその他のがん疾病から選
択できる。好ましくは、腎臓癌、大腸癌、および膠芽細胞腫である。 
【００２６】
　本発明との関連で、ペプチドは、好ましくは SEQ ID No. 1 から SEQ ID No. 18 のい
ずれかに従うアミノ酸配列から構成される。 
【００２７】
　「基本的に構成される」とは、ペプチドが、SEQ ID No. 1 から SEQ ID No. 3 のいず
れの配列に加え、さらに結合モチーフを含むププチドの中心配列として、および免疫原性
ヘルパー T 細胞エピトープとして機能するペプチドの形成に不要な、別の N 末端および
／または C 末端に位置するアミノ酸伸長部を含むことを意味する。にもかかわらず、こ
れらの伸長は、ペプチドの細胞内への効率の良い導入を提供するために重要である。 
【００２８】
下表に、本発明との関連で使用されるサイクリン D1 由来ペプチドを挙げる。
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【表１】

【００２９】
　本発明の 1 つの実施形態において、本発明で使用するペプチドは融合タンパク質であ
り、NCBI の GenBank 受入番号 X00497 に由来するような HLA-DR 抗原関連インバリアン
ト鎖 80 残基の N 末端アミノ酸（p33、以下「Ii」）を含む（Strubin, M., Mach, B. an
d Long, E.O. The complete sequence of the mRNA for the HLA-DR-associated invaria
nt chain reveals a polypeptide with an unusual transmembrane polarity EMBO J. 3 
(4), 869-872 (1984)）。
【００３０】
　本発明に使用するペプチドが、約 12 個のアミノ酸残基より長いペプチドで、MHC 分子
との結合に直接使用われる場合、コア HLA 結合部位に隣接するアミノ酸残基は、MHC 分
子の結合溝に特異的に結合する、あるいは、CTL にペプチドを提示する、ペプチドの能力
に実質上影響しない残基であることが好ましい。しかし、すでに上述した通り、より大き
なペプチドは適当な抗体提示細胞によって断片化されるため、特に、ポリペプチドによっ
てコード化される場合は、このようなより大きなペプチドが利用可能であることは理解さ
れる。
【００３１】
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　MHC リガンド、モチーフ、変異体のペプチド例、および N および／または C 末端伸長
の特定例は、http://syfpeithi.bmi-heidelberg.com/ にあるデータベース SYFPEITHI（R
ammensee H, Bachmann J, Emmerich NP, Bachor OA, Stevanovic S. SYFPEITHI:database
 for MHC ligands and peptide motifs.Immunogenetics.1999 Nov; 50(3-4):213-9）およ
びその引用文献から得られる。 
【００３２】
　本発明で使用される好ましい MHC クラス I 特異的ペプチドは、全長は 9～16 個のア
ミノ酸であり、好ましくは 9 ～12 個のアミノ酸である。これらのペプチドは、（例えば
、ワクチン中で）MHC クラス II ペプチドに似た、より長いペプチドとして使用されるこ
とも稀にあることを知っておくとよい。HLA クラス I 分子に対する、ある種の HLA 特異
的アミノ酸モチーフを有する、MHC クラス I に特異な「コア配列」を同定する方法は、
当業者には既知であり、これらの配列は、例えば、コンピュタープログラム PAProC （ht
tp://www.uni-tuebingen.de/uni/kxi/）および SYFPEITHI（http://www.syfpeithi.de）
によって予測できる。
【００３３】
　発明者は「ペプチド」には、アミノ酸残基がペプチド（-CO-NH-）結合によって繋がる
分子だけでなく、ペプチド結合が反転する分子も含めている。該レトロインバーソ型ペプ
チド模倣薬は当該分野で既知の方法、例えば、本明細書で引用した参考文献（Meziere et
 al (1997) J. Immunol. 159, 3230-3237）で記載されている方法で作成してもよい。こ
の方法では、骨格の変化はあるが側鎖方向は変化させずに擬ペプチドを作成する。Mezier
e ら（1997）は、これらの擬ペプチドが、少なくとも MHC クラス II とヘルパー T 細胞
応答に有用であることを示している。NH-CO 結合の代わりに CO-NH 結合を含むレトロイ
ンバーソ型ペプチドは、タンパク質分解にかなり耐性がある。
【００３４】
　特に好ましい実施形態において、本発明で使用されるペプチドは、明示されたアミノ酸
配列と少なくともさらに 1 つの T 細胞エピトープを含むものであり、さらなる該 T 細
胞エピトープは、腫瘍関連抗原を異常に発現する腫瘍タイプに向いた T 細胞応答の提示
を促進できる。そのため、本発明のペプチドは、ワクチンとしても使用可能ないわゆる「
一続きのビーズ」ポリペプチドを含む。
【００３５】
　一部の適用では、本発明で使用するペプチドは直接使用してもよく（すなわち、それら
のペプチドチドは、患者細胞または患者に与えられた細胞内のポリヌクレオチドの発現に
よって生成されない）、そのような適用では 100 または 50 残基未満のペプチドが好ま
しいということが、以下の説明から理解される。本発明の好ましいペプチドは、全長 9～
30 個のアミノ酸を呈する。
【００３６】
　本発明との関連で、「組み合わせ」とは、本発明で使用される平均 2、3、4、5、6、7
、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17 または 18 個の異なるペプチドまたはそれを
超えるペプチドを意味する。適切なワクチンは好ましくは 4、5、6 または 7 個の異なる
ペプチド、および好ましくは 6 個の異なるペプチドを含むことになる。組み合わせは、
治療を受ける患者が罹患している具体的ながんのタイプ、およびそのがんの状態、早期治
療法、患者の免疫状態、また当然ながら、患者の HLA 遺伝子型にも左右される可能性が
ある。好ましい組み合わせは、SEQ ID No. 1 から SEQ ID No. 18 から選択される 1 つ
以上のペプチドから選択され、非サイクリン由来の第 2 の腫瘍関連ペプチド、例えば SE
Q ID No. 19 から SEQ ID No. 26 のようなペプチドも共に選択される。 
【００３７】
　組み合わせは、ペプチドが本明細書で記載した治療との関連で、併用効果、特に治療効
果を呈する限り、ペプチドを別々または一緒の容器／剤型の両形態におき、同時または別
々に投与できる。
【００３８】
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　本発明で使用されるペプチドまたは組み合わせは、サイクリン D1 を発現または異常発
現するがん細胞を、効率よくターゲットとし殺傷する免疫療法において特に有用である。
【００３９】
　次に、本発明の別の重要な態様は、本発明に使用されるペプチドまたはその組み合わせ
に関するものであり、前記ペプチドまたは組み合わせは、抗がんワクチンの形態で投与さ
れる。好ましくはワクチンは、（合成）ペプチドまたは上記のペプチドまたはその組み合
わせを含む。その組成ワクチンは、治療を受ける患者が罹患している具体的ながんのタイ
プ、およびがんの状態、早期治療法、患者の免疫状態、また当然ながら、患者の HLA 遺
伝子型にも左右される可能性がある。
【００４０】
　好ましくは本発明に従って使用される組み合わせであり、その組み合わせはさらにサイ
クリン D1 に由来しない １ つ以上の別の腫瘍関連ペプチド、例えば、次の表 2 に従う 
SEQ ID No. 19 から SEQ ID No. 26 のいずれかから選択されるペプチドの投与を含む。
【００４１】

【表２】

【００４２】
　好ましくは、本発明に従って使用される組み合わせであって、前記 1 つ以上の別の腫
瘍関連ペプチドは、前記組み合わせで提示されるような他のペプチドと比較し、異なる H
LA 分子への結合能力に基づいて選択される。
【００４３】
　上記の観点において、本発明で使用される好ましい組み合わせは、以下の 1 つから選
択される。
SEQ ID No. 1 と SEQ ID No. 19、または SEQ ID No. 1 と SEQ ID No. 20、または SEQ 
ID No. 1、SEQ ID No. 19、および SEQ ID No. 20 を含む組み合わせ。
SEQ ID No. 1 と、SEQ ID No. 22、SEQ ID No. 23 および SEQ ID No. 24 から選択した1
つのペプチドを含む組み合わせ。 
SEQ ID No. 1と、SEQ ID No. 22、SEQ ID No. 23 および SEQ ID No. 24 から選択した 1
 つのペプチド、さらに SEQ ID No. 25 を含む組み合わせ。
SEQ ID No. 1 と、SEQ ID No. 22、SEQ ID No. 23, および SEQ ID No. 24 から選択した
1つのペプチド、さらに SEQ ID No. 19 を含む組み合わせ。 
SEQ ID No. 1、および SEQ ID No. 2 から SEQ ID No. 14 から選択した 1 つ以上のペプ
チドを含む組み合わせ。
SEQ ID No. 1 および SEQ ID No. 26 を含む組み合わせ
【００４４】
　本発明は、SEQ ID No. 6 と SEQ ID No. 1 から 5 および 7 から 14 から選択した 1 
つ以上のペプチドを含む組み合わせ、さらに SEQ ID No. 5 と SEQ ID No. 1 から 4 お
よび SEQ ID No. 6 から 14 から選択した １ つ以上のペプチドを含む組み合わせも提供
する。 
【００４５】
　本発明は、明記したペプチドから構成される上述の組み合わせも提供する。
【００４６】
　本発明に従って使用されるペプチドまたは組み合わせは、好ましくは腫瘍またはがんワ
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クチンの構成要素となる。本ワクチンは患者、患部の器官、または全身に直接投与するか
、または、その後患者に投与される患者またはヒト細胞株に由来の細胞に ex vivo で適
用するか、あるいは in vivo で使用して、その後患者に再投与される患者由来の免疫細
胞の亜集団を選択する。ペプチドは実質的に純粋であるか、デトックス（Detox）のよう
な免疫刺激アジュバントと併用されるか、または免疫刺激的サイトカインと併用される、
あるいはリポソームなど適当な送達システムを用いて投与される。前記ペプチドは、また
、キーホールリンペットヘモシアニン（HLH）またはマンナンなど、適切な担体に接合さ
せることもできる（WO 95/18145およびLongenecker et al (1993) Ann. NY Acad. Sci. 6
90, 276-291参照）。前記ペプチドは、標識するか、融合タンパク質とするか、ハイブリ
ッド分子であってもよい。 
【００４７】
　配列が本発明で与えられた一部のペプチドは、CD8 CTL を刺激することが期待される。
ただし、CD4 に陽性の T 細胞による助けがあると、刺激はより効率的となる。ハイブリ
ッド分子の融合パートナーまたはセクションは、CD4+ T 細胞を刺激するエピトープを適
切に提供する。CD4+ T 細胞刺激エピトープは、該分野でよく知られており、破傷風トキ
ソイドで確認されたものを含む。
【００４８】
　がんワクチンに使用するペプチドは、いかなる適切なペプチドであってもよい。特に、
適切な 9mer のペプチド、または適切な 7mer または 8mer または 10mer または 11mer 
のペプチド 、または 12merであってよい。より長いペプチドも、適切である可能性があ
るが、本明細書の表 1 に記載されている 9-mer または 10-mer ペプチドが HLA クラス 
I ペプチドに好ましい。
【００４９】
　これらのペプチドは、筋注、皮内、腹腔内、静注、または皮下で投与してよい。前記ワ
クチンが筋肉に投与されることは好ましい。前記ワクチンが皮膚、すなわち皮内に投与さ
れることも好ましい。本発明のさらなる態様では、静脈内注射（i.v.）、皮下注射（s.c.
）、皮内注射（i.d.）、腹腔内注射（i.p.）または筋肉内注射（i.m.）として本発明で使
用されるペプチドを提供する。ペプチド注射の好ましい方法は、s.c.、i.d.、i.p.、i.m.
、および i.v.である。 
【００５０】
　ペプチドまたは DNA は 100 μg～100 mg 間の投与量を与えてもよく、好ましくは、20
0 μg ～800 μgであり、さらにより好ましくは、200 μg～600 μg の範囲であり、さら
により好ましくは、400 μg～500 μg の範囲であり、最も好ましくは、約 413 μg であ
る。
【００５１】
　ペプチドワクチンは、アジュバントなしで投与してもよい。好ましくは、有効薬剤成分
としてのペプチドを、例えば、IL-2、IL-12、GM-CSF のようなアジュバント、または完全
フロイントアジュバントと併用して投与する。最も好ましいアジュバントは、例えば、論
文 Brinkman JA, Fausch SC, Weber JS, Kast WM.Peptide-based vaccines for cancer i
mmunotherapy.Expert Opin Biol Ther.2004 Feb;4(2):181-98 に見出される。ペプチドワ
クチンは、BCG またはミョウバンのようなアジュバントと共に投与してもよい。他の適切
なアジュバントには、サポニン、マイコバクテリア抽出物、および合成バクテリア細胞壁
模倣物由来の Aquila 社の QS21 stimulon（Aquila Biotech、米国マサチューセッツ州ウ
ースター、）、および Ribi 社の Detox のような専売特許アジュバントがある。別のサ
ポニン由来アジュバント、Quil A も使用可能である（Superfos、デンマーク）。CpG オ
リゴヌクレオチド、安定化 RNA、イミキモド（商品名 AldaraR として米国 3M Pharma か
ら市販）、不完全フロイントアジュバント（Montanide ISA-51 としてフランス、パリ、S
eppic S.A. から市販）、またはリポゾーム製剤のような他のアジュバントも有用である
。キーホールリンペットホモシアニンに共役したペプチドを、好ましくはアジュバントと
共に与えることも有用な可能性がある。
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【００５２】
　ワクチンは 2 回以上投与してもよい。治療に有効な量は、ペプチドまたはその組み合
わせで、0.20 mg～5.0 mg、または 0.025 mg～1.0 mg、または 2.0 mg～5.0 mg の範囲の
可能性がある。好ましくは、前記ペプチドまたは組み合わせは、例えば、毎月、毎週、あ
るいは 2 週間毎に繰り返して投与される。
【００５３】
　ワクチン接種により、細胞傷害性 T リンパ球（CTL）の応答がプロフェッショナル抗原
提示細胞により刺激される。つまり、一旦 CTL が初回刺激されると、腫瘍細胞中で MHC 
発現が高まるという利点の可能性がある。注射部位で、標的化ベクターおよび送達系を利
用することにより、または患者のそのような細胞群の選択的精製およびペプチドの ex vi
vo 投与により、前記ワクチンの標的を特定の細胞群、例えば、抗原提示細胞とすること
も有用である（例えば、樹状細胞は、Zhou et al (1995) Blood 86, 3295-3301; Roth et
 al (1996) Scand. J. Immunology 43, 646-651に報告される通り分類することができる
）。 
【００５４】
　本発明の別の重要な態様において、本発明に使用されるペプチドまたはその組み合わせ
（例えば、ワクチン）は、単独または他のがん治療法と併用して、好ましくは腫瘍形成を
阻害または抑制するために宿主に投与される。 
【００５５】
　本発明で使用されるペプチドと組み合わせは、肺癌、頭頸部癌、乳癌、膵臓癌、前立腺
癌、腎臓癌、食道癌、骨癌、睾丸癌、子宮頸癌、消化器癌、膠芽細胞腫、白血病、リンパ
腫、マントル細胞リンパ腫、肺の前がん病変、大腸癌、メラノーマ、膀胱癌、およびその
他のがん疾病を含む、がんとの関連で使用される可能性がある。好ましくは、腎臓癌、大
腸癌、または膠芽細胞腫である。
【００５６】
　本発明で使用されるペプチドと組み合わせによる治療の有効性を高めるために、これら
の組成を上記疾患および病状の治療に効果的な他の薬剤と併用することが好ましいことも
ある。例えば、がんの治療は、本発明に使用されるペプチドと組み合わせ、および抗がん
剤など他の抗がん治療法によって実施されることもある。
【００５７】
　それ故、本発明の使用は、二次療法用抗がん剤による患者の治療を含むものであり、該
二次療法用抗がん剤は、治療用ポリペプチド、治療用ポリペプチドをコード化する核酸、
化学療法剤、免疫療法剤、または放射線治療薬である。二次療法用抗がん剤にはワクチン
と同時に投与するか、またはワクチンと異なる時間、好ましくはワクチン投与前に投与し
てもよい。 
【００５８】
　特に好ましくは、本発明に従うペプチドまたは組み合わせを使用するものであり、それ
らにはさらに、例えば前記患者で好ましくは CD4+ CD25hi FOXP3+ CD127lo T 細胞のよう
な CD4+CD25+ T 細胞を不活性化および／または除去する薬剤、例えばシクロホスファミ
ドのような 1 つ以上の化学療法剤の投与が含まれる。 
【００５９】
　さらに好ましくは、本発明に従うペプチドまたは組み合わせを使用するものであり、1 
つ以上の前記薬剤と併用する前記治療薬は、前記ペプチトまたは組み合わせの投与前に投
与し、好ましくは単回投与とする。 
【００６０】
　特に好ましくは、本発明に従うペプチドまたは組み合わせを使用するものであり、1 つ
以上の前記化学療法剤と併用する前記治療薬は、前記ペプチトまたは組み合わせの投与前
に投与し、好ましくは単回投与、例えば、投与量300 mg/m2を好ましくは単回注入とする
。 
【００６１】
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　また、好ましくは本発明に従うペプチドまたは組み合わせを使用するものであり、前記
治療法は、例えば、スニチニブまたはソラフェニブのような事前の TKI 療法、および／
または、例えばインターフェロンまたはインターロイキンのような事前のサイトカイン療
法後の補助療法である。
【００６２】
　最も好ましくは、本発明に従うペプチドまたは組み合わせを使用するものであり、前記
治療はサイトカイン療法であり、その後シクロホスファミドを単回投与し、さらにその後
、第 1 週目の初回刺激として第 1、2、3、7 日目にワクチンを投与し、その後 6 ヶ月以
上 2 週間毎にワクチンを投与する。
【００６３】
　「抗がん」剤は、例えば、がん細胞の殺傷、がん細胞へのアポトーシスの導入、がん細
胞増殖速度の低減、転移頻度または転移数の減少、腫瘍サイズの減少、腫瘍増殖の阻害、
腫瘍またはがん細胞への血液供給の低減、がん細胞または腫瘍に対する免疫応答の促進、
がん進行の予防または阻害、またはがん患者への延命作用など、被験者のがんに負の影響
を与えることができる。好ましい抗がん剤には化学療法剤が含まれる。本発明との関連で
、使用するペプチドまたは組み合わせに基づく腫瘍関連 HLA 制限ペプチド療法は、化学
療法剤の介入と併せて同様に使用される可能性もある。
【００６４】
　免疫療法剤は、GM-CSF、CD40 リガンド、抗-CD 28 mAb、抗 CTL-4 mAb、抗 4-1BB (CD1
37) mAb、およびオリゴヌクレオチドであってよい。化学療法剤は、ドキソフビジン、ダ
ウノルビジン、ダクチノマイシン、ミトキサントロン、シスプラチン、プロカルバジン、
マイトマイシン、カルボプラチン、ブレオマイシン、エトポジド、テニポシド、メクロエ
タミン、シクロホスファミド、イフォソファミド、メルファラン、クロラムブシル、イフ
ォスファミド、メルファラン、ヘキサメチルメラミン、チオペタ、ブスルファン、カルム
スチン、ロムスチン、セムスチン、ストレプトゾシン、ダカルバジン、アドリアマイシン
、5-フルオロウラシル（5FU）、カムプトテシン、アクチノマイシン-D、過酸化水素、ニ
トロソ尿素、プリコマイシン、タモキシフェン、タキソール、トランス白金、ビンクリス
チン、ビンブラスチン、TRAIL Rl および R2 受容体抗体またはアゴニスト、ドラスタチ
ン10、ブリョスタチン、アナマイシン、MylotargR、フェニル酢酸ナトリウム、酪酸ナト
リウム、メトトレキサート、ダチタビン、メシル酸イマチニブ（GleevecR）、インターフ
ェロンα、ベバシズマブ、セツキシマブ、サリドマイド、ボルテゾミブ、ゲフィチニブ、
エロチニブ、アザシチジン、5-AZA-2’ デオキシシチジン、レブリミド、2 C4、抗血管新
生因子、シグナルトランスデューサー標的剤、インターフェロンу、IL-2 および IL-12 
である。
【００６５】
　様々な組み合わせを採用してもよく、例えば、ペプチドまたは組み合わせ、すなわち各
ワクチンは「A」であり、二次療法は「B」、つまりA/B/A、B/A/B、B/B/A、A/A/B、A/B/B
、B/A/A、A/B/B/B、B/A/B/B、B/B/B/A、B/B/A/B、A/A/B/B、A/B/A/B、A/B/B/A、B/B/A/A
、B/A/B/A、B/A/A/B、A/A/A/B、B/A/A/A、A/B/A/A、A/A/B/A である。 
【００６６】
　本発明で使用するペプチドまたは組み合わせの患者への投与は、もしあれば腫瘍関連 H
LA 制限ペプチド療法の毒性を考慮しながら、該特定二次療法剤の投与について一般的プ
ロトコールに従うことになる。治療サイクルは必要に応じて繰り返されることが予想され
る。様々な標準的療法と手術の介入が、上述のがん細胞と併用して適用される可能性も意
図される。しかしながら、好ましくは次にさらに述べるような単回投与による治療である
。
【００６７】
　好ましくは、ヒトモノクローナル抗体が、患者への副作用が殆どまたは全くないことか
ら、受動的免疫療法としてさらに使用される。 
【００６８】



(15) JP 2013-536157 A 2013.9.19

10

20

30

40

50

　ペプチド（少なくともアミノ酸残基間にペプチド結合を持つ）は、Lu et al (1981) J.
 Org. Chem. 46, 3433 およびその参考文献で公表されているように、固相ペプチド合成
の Fmoc ポリアミド法によって合成される。一時的な N-アミノ基の保護には 9-フルオレ
ニルメチルオキシカルボニル（Fmoc）基が使われる。塩基に非常に不安定なこの保護基の
反復開裂は、20 % ピペリジンの N, N-ジメチルホルムアミド溶液を使うと達成される。
側鎖の官能基は、ブチルエーテル（セリンスレオニンとチロシンの場合）、ブチルエステ
ル（グルタミン酸とアスパラギン酸の場合）、ブチルオキシカルボニル誘導体（リジンと
ヒスチジンの場合）、トリチル誘導体（システインの場合）、そして 4-メトキシ-2,3,6-
トリメチルベンゼンスルホニル誘導体（アルギニンの場合）として保護される。グルタミ
ンまたはアスパラギンが C 末端残基の場合、側鎖アミド官能性の保護に 4,4'-ジメトキ
シベンズヒドリル基を用いる。固相の支持体は、ジメチルアクリルアミド（骨格モノマー
）、ビスアクリロイルエチレンジアミン（架橋剤）およびアクリロイルサルコシンメチル
エステル（官能基化剤）の 3 つのモノマーから成るポリジメチルアクリルアミドポリマ
ーに基づいている。ペプチド－樹脂を開裂可能な連結剤には、酸に不安定な 4-ヒドロキ
シメチル－フェノキシ酢酸誘導体を使う。全てのアミノ酸誘導体は予め作られた対称の無
水物誘導体として付加されるが、アスパラギンおよびグルタミンは例外であり、これらは
 N、N-ジシクロヘキシル－カルボジイミド/ヒドロキシベンゾトリアゾールで媒介される
逆カップリング反応により付加される。全てのカップリングと脱保護反応は、ニンヒドリ
ン、トリニトロベンゼンスルホン酸もしくはイソチン（isotin）テストでモニターされる
。合成が終了すると、ペプチドは、50% 捕捉剤を含む 95% トリフルオロ酢酸の処理によ
る側鎖保護基の除去と同時に樹脂支持体から開裂する。捕捉剤には一般的にエタンジチオ
ール、フェノール、アニソールおよび水が使われるが、適格な選択は合成されるペプチド
の構成アミノ酸に依存する。また、ペプチド合成では固相法および液相法を組み合わせる
ことも可能である（例えば、Bruckdorfer T, Marder O, Albericio F. From production 
of peptides in milligram amounts for research to multi-tons quantities for drugs
 of the future.Curr Pharm Biotechnol.2004 Feb;5(1):29-43 およびその参考文献など
を参照）。
【００６９】
　真空で蒸発しトリフルオロ酢酸を除去し、続いてジエチルエーテルで粉末とし、粗ペプ
チドを得る。捕捉剤はすべて単純な抽出作業で除去され、液相の凍結乾燥で捕捉剤不含の
粗ペプチドが得られる。ペプチド合成の試薬は Calbiochem-Novabiochem (UK) Ltd（Nott
ingham NG7 2QJ、英国）から入手できる。
【００７０】
　精製は、サイズ排除クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフフィー、疎水性相
互作用クロマトグラフィー、およびアセトニトリル／水の勾配分離による（通常）逆相高
速液体クロマトグラフィーの 1 つあるいはその組み合わせにより達成される。
【００７１】
　ペプチド解析は、薄層クロマトグラフィー、逆相高速液体クロマトグラフィー、酸加水
分解と高速原子衝撃（FAB）質量分析法によるアミノ酸分析、また、MALDI および ESI 質
量分析法によって実施してもよい。
【００７２】
　特定な宿主細胞は、例えば細菌、酵母、昆虫細胞などが、本発明のペプチドの調製に有
用であることは理解される。しかしながら、特定な治療方法においては他の宿主細胞も有
用なこともある。例えば、樹状細胞などの抗原提示細胞は、ペプチドが適切な MHC 分子
に負荷されるように、本発明で使用されるペプチドを発現するのに有用に使用されること
もある。
【００７３】
　発明のさらなる態様は、続いて、抗原特異的方法で前記 CTL を活性化するのに十分な
期間、適切な抗原提示細胞表面で発現し、ペプチドまたは組み合わせが負荷されたヒトク
ラス Iまたは II MHC 分子と共に接触 CTL を含む、活性化細胞傷害性 T 細胞（CTL）を 
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in vitro で生成するため、本発明に従うペプチドまたは組み合わせの使用について提供
している。
【００７４】
　続いて本発明のさらなる態様は、ターゲット細胞が本発明のアミノ酸配列を含むポリペ
プチドを異常に発現する、患者のターゲット細胞を死滅させる方法、つまり、本発明に従
うペプチドの有効量、または前記ペプチドをコード化するポリヌクレオチドあるいは発現
ベクターの有効量を患者に投与することを含む方法を提供するものであり、前記ペプチド
の量、または前記ポリヌクレオチドまたは発現ベクターの量は、前記患者の抗ターゲット
細胞免疫応答を引き起こすのに有効である。ターゲット細胞は、通常腫瘍またはがん細胞
である。
【００７５】
　患者のターゲット細胞の殺傷方法に関して、該ターゲット細胞は、上述のようながん細
胞であり、さらに好ましくは腎臓または大腸癌細胞であることが特に好ましいことが、理
解されよう。
【００７６】
　本発明のさらなる態様は、特に以下を目的とした積極的な in vivo ワクチン接種のた
めに、本発明のペプチドを使用することを含む。その目的とは、in vitro で自己樹状細
胞の操作後、CTL 応答の活性化のため in vivo でそのように操作された樹状細胞を導入
するため、in vitro で自己 CTL を活性化した後、養子療法（すなわち、そのように操作
した CTL が患者に導入される）を実施するため、そして、in vitro で健康ドナー（MHC 
マッチまたはミスマッチ）の CTL を活性化し、養子療法を実施するためである。
【００７７】
　続いて本発明のさらなる態様は、患者の免疫系の活性化または調節を検出および／また
はモニターするための診断ツールとして、本発明に従うペプチドまたは組み合わせを使用
することに関する。この態様で該ペプチドは、抗がん治療、特に非ペプチド系治療、また
は結果として免疫系を活性化または調節する他の適切な治療への奏効を検出するために使
用できる。診断ではペプチドは標識化できる。さらに、ペプチド（または組み合わせ）に
対する抗体も使用できる。診断は in vivo または in vitro で実施できる。
【００７８】
　続いて本発明のさらなる態様は、がんの診断における診断ツールとして、本発明に従う
ペプチドまたは組み合わせを使用することに関する。基本的に、患者にペプチドまたはそ
の組み合わせがあることはがんを意味する。例えば、CCN-001 および CEA-004 に対する
ワクチン接種前の奏効が特定がん患者で見出された。この場合も、診断ではペプチドは標
識化できる。さらに、ペプチド（または組み合わせ）に対する抗体も使用できる。診断は
 in vivo または in vitro で実施できる。
【００７９】
　「単離された」という表現は、自然状態で見出される時、通常その物質に共存する成分
を実質的または本質的に含んでいない物質を意味する。そのため、本発明に従う単離ペプ
チドは好ましくは、本来の環境でペプチドと通常結合する物質を含まない。
【００８０】
　続いて本発明のさらなる態様は、SEQ ID No. 5 または SEQ ID No. 6 のグループか、S
EQ ID No. 5 または SEQ ID No. 6と少なくとも 80% 相同であるその変異体か、Ｔ細胞の
前記変異体ペプチドとの交差反応を誘発するその変異体から選択された配列を含むペプチ
ドであって、各々の（基本的な）完全な長さのポリペプチドではない前記ペプチドに関す
る。好ましくは、前記ペプチドは、HLA-A*02 のような特異的 HLA サブタイプを有するペ
プチドから選択される。
【００８１】
　続いて本発明のさらなる態様は、SEQ ID No. 5 または SEQ ID No. 6 に従うペプチド
、あるいは本発明に従うその変異体をコード化する核酸、または前記核酸を発現する能力
のある発現ベクターに関する。別の態様において、本発明は、本発明に従う核酸または発
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現ベクターを含む宿主細胞に関連し、ここで前記宿主細胞は好ましくは抗原提示細胞であ
り、特に樹状細胞すなわち抗原提示細胞である。
【００８２】
　別の態様において、本発明は、活性化細胞傷害性 T リンパ球（CTL）を生成する in vi
tro 方法であって、in vitro で CTL を、適当な抗原提示細胞表面上で発現された抗原負
荷ヒトクラス I または II MHC 分子と接触させるか、または抗原特異的方法で前記 CTL 
を活性化するのに十分な期間、抗原提示細胞を模倣する人工構築物と接触させることを含
む方法に関連し、ここで前記抗原は本発明の SEQ ID No. 5 または SEQ ID No. 6 に従う
ペプチドである。
【００８３】
　さらに別の態様において、本発明は、（a）本発明の SEQ ID No. 5 または SEQ ID No.
6 に従うペプチド、本発明に従う核酸または発現ベクター、本発明に従う細胞、または本
発明に従って生成された活性化細胞傷害性 T リンパ球を含む薬剤組成物を溶液または凍
結乾燥物として含んでいる容器、（b）選択的に、希釈剤もしくは、該凍結乾燥製剤用の
再溶解溶液を含む第二の容器、（c）選択的に、SEQ ID NO 1～4 および 7～26 に従うペ
プチトから成る基から選択された少なくとも 1 つのペプチド、（d）選択的に、溶液およ
び／または再溶解溶液の使用、および／または凍結乾燥製剤についての指示を含むキット
に関する。
【００８４】
　別の態様において、本発明は、本発明に従う SEQ ID No. 5 または SEQ ID No. 6 の H
LA 制限抗原と複合体を形成しているヒト主要組織適合複合体（MHC）クラス I に特異的
に結合する抗体に関するものであって、その抗体は好ましくはポリクロナール抗体、モノ
クロナール抗体および／またはキメラ抗体である。
【００８５】
　続いて本発明のさらなる態様は、上述のようなペプチドまたは組み合わせまたはワクチ
ンの使用に基づく、がん疾病の治療方法に関する。
【００８６】
　本発明の他の目的、特徴および有益性は、以下の例で明らかになろう。特定例は、本発
明の好ましい実施形態を示す一方、図でのみ描かれている。その理由は、本発明の精神と
範囲内の様々な変更や改変は、当業者にとって本明細書の詳細な記述から明確となるから
である。本発明の目的のため、本明細書で引用されている全ての参考文献が、その全体の
参照として組み込まれている。
【図面の簡単な説明】
【００８７】
【図１】図 1 は、本発明で使用される腫瘍関連ペプチドの位置を太字で表した、SEQ ID 
No. 27に従うサイクリン D1 のアミノ酸配列を示す。
【図２－１】図 2 は、正常組織（図 2A）の平均的発現に対する腎臓癌細胞（ccRCC）に
おける CCND1 の平均的過剰発現が 3 倍であることを示し（データセット 1 の発現デー
タ）、原発性腫瘍では 5.7 倍、転移では 5.4 倍と個別に解析した（図 2B：独立したデ
ータセット 2 の発現データ）。原発性腫瘍の 60% が、正常腎臓に対し過剰発現を示した
（図 2A：バーの上に「増大」を示す「I」と記された黒いバー）。
【図２－２】同上
【図３】図 3 は、事前に TKI 療法を受けた患者と比較した、事前にサイトカイン療法を
受け、IMA901ワクチンを接種した患者の無増悪生存期間（Progress Free Survival：PFS
）および全生存期間（Overall Survival：OS）（B）の改善を示す。
【図４】図 4 はサイトカイン治療後の二次療法として、ワクチン IMA901を含む（例えば
、本明細書に引用文献として掲載されている EP1760089に記載されている）CCN-001 の全
生存期間（OS）を、SutentR（A）および NexavarR（B）と比較した結果を示す。
【図５】図 5 は、シクロホスファミド（+CY）で前治療した患者群における調節 T 細胞
の減少を示す。絶対測定数を（A）に、ベースラインからの変化の割合を（B）に示す。
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【図６】図 6 は、CCN-001 に奏効する患者は奏効しない患者に比べ、有意に長く生存す
ることを示している（A）。 CCN-001 に対する T 細胞応答のこの好ましい作用は、シク
ロホスファミドで前治療した患者内でさらに明らかであった（B）。
【図７】図 7 は、ワクチンで誘発された CCN-001 に対する応答を示す。 患者は、GM-CS
F （コホート 1）または GM-CSF + イミキモド（コホート2）の投与下、様々な時点で IM
A910 ペプチドカクテル（例えば、文献として本明細書で引用しているWO2009/015841 に
記載さている）で免疫化された。HLA-A*0201 結合ペプチドへの免疫応答は、マルチマー
アッセイによる免疫モニタリング解析内で検討された。その後、患者の PBMC が in vitr
o で感作され、フロサイトメトリー分析とマルチマー染色により分析された。A）全患者
（黒）、イミキモド非投与（明灰色）、イミキモド投与（暗灰色）患者の CCN-001 への
免疫応答率。バーは、ワクチンの誘発により CCN-001 ペプチドに奏効した患者の頻度を
示す。B）ワクチン接種前（左）および後（右）の典型的な患者 1 名の CCN-001 へ免疫
応答。
【００８８】
　SEQ ID No. 1～26は本発明との関連で使用されるペプチドを示す。SEQ ID No. 5 およ
び SEQ ID No. 6 は本発明に従うサイクリンペプチドを示す。
【００８９】
　SEQ ID No. 27 は、サイクリン D1 のアミノ酸配列を示す。
【発明を実施するための形態】
【００９０】
実施例
【００９１】
本発明に従って使用されるペプチドの同定と特徴決定
　一般的に、本発明に従って使用されるペプチドは、腎臓癌細胞に基づいて報告されるよ
うな（例えば、Weinschenk et al.Integrated Functional Genomics Approach for the D
esign of Patient-individual Antitumor Vaccines, CANCER RESEARCH 62, 5818?5827, O
ctober 15, 2002 を参照）XPRESIDENTR 法によって同定された。正常組織中の平均的発現
に対する ccRCC 中のサイクリン D1（CCND1）の平均的過剰発現は 3.0 倍、原発性腫瘍で
は 5.7倍、転移状態では 5.4 倍であった。原発性腫瘍の 55% が正常腎臓に対して過剰発
現を示した。
【００９２】
同定時のペプチドの HLA 制限 
　CCN-001 および CCN-002 の HLA A*02 との良好な結合が、所定の SYFPEITHI 法から予
測された（Rammensee et al., 1997; Rammensee et al., 1999）。HLA A*0201 への CCN-
001 の良好な結合は、ELISA に基づく方法で確認された（Sylvester-Hvid et al., 2002
）。CCN-004 では HLA-A*26 との高い結合性は認められたが、HLA-A*02 との結合は事実
上見出されなかった。 
【００９３】
　ペプチド CCN-006 の HLA-A*02 との結合性はわずかしか予測されなかった。実際、CCN
-006 は HLA-A*68 との結合因子であるようにみえる。新規ペプチド CCN-007 は、HLA A*

02 とは中等度に結合し、CCN-003 は HLA クラス II と結合し、そのため DRB1*0401 が
制限されるように見える。
【００９４】
　以下の臨床試験では、ペプチド CCN-001 が選ばれた。しかしながら、当業者は、本明
細書に記述されている他のすべてのペプチドまたは組み合わせも使用できること、さらに
例は、本明細書に記述されているようなこれらのペプチドまたは組み合わせに従って、必
要に応じて簡単に調整できることに、気がつくであろう。 
【００９５】
本発明のペプチドおよび組み合わせを使用した臨床試験
　一部の患者は、スニチニブまたはソラフェニブによる事前の TKI 療法を受け、その他
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た。そこで、患者を 2 群に分け、1 群は、サイクリン D1ペプチドの1つを含むワクチン
によるワクチン接種前に、シクロホスファミド（300 mg/m2）を単回注入し（この症例で
は、CCN-001含有 immatics Biotechnologiesのワクチン IMA901 を9ヶ月のコースで17回
投与）、他群には、サイクリン D1ペプチドの1つを含むワクチンによるワクチン接種前に
、シクロホスファミドを単回注入しなかった（同じく IMA901を9ヶ月のコースで17回投与
）
【００９６】
　両患者群とも、無増悪生存期間（PFS）と全生存期間（OS）が追跡された。 
【００９７】
試験の結果
　ワクチンは全体として安全であり、患者への忍容性が非常に高いことが分かった。唯一
共通の有害作用は、局所的な注射部位の反応であった。 
【００９８】
　6ヶ月目の病勢コントロール率（DCR）は期待に応えた（すなわち、プロトコールではサ
イトカイン治療後の患者における臨床的に関連する効果を、6ヶ月のDCR が > 30%と定め
た）。
【００９９】
　サイクリンペプチド含有ワクチンは、サイトカイン治療後の他の二次療法（SutentR ま
たは NexavarR）よりも、良好な OS を示した。 
【０１００】
　事前にサイトカイン療法を受けた患者では、事前に TKI 療法を受けた患者よりも良好
な PFAとOSが認められた。無増悪生存（PFS）解析は、別の治験におけるプラセボ群と比
べると、遅延型のポジティブ効果を示している。全生存期間（OS）は、TKI のデータと比
較してより長く現れた（すなわち、二次療法 mRCC に置けるソラフィニブとスニチニブ）
。
【０１０１】
　複数ペプチドによる免疫応答と全集団の OS には有意な相関があった。 
【０１０２】
　さらに驚いたことに、低用量による事前のシクロホスファミド療法は、ワクチン療法に
よる転帰をさらに有意に改善した。期待通りに、低用量のシクロホスファミドは調節 T 
細胞の数を減少させた。
【０１０３】
　CCN-001 に奏効する患者と CCN-001 に奏効しない患者の生存を比較すると、ワクチン
接種によって CCN-001 への奏効が誘発された患者の生存期間は有意に長くなることが示
された。CCN-001に対する T 細胞応答のこの好ましい作用は、シクロホスファミドで前治
療した患者ではさらに明らかであった。 
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