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(57)【要約】
　本明細書は、免疫療法で使用するためのペプチド、タンパク質、核酸、および細胞に関
する。特に、本明細書は、がんの免疫療法に関する。本明細書は、単独のまたはその他の
腫瘍関連ペプチドと組み合わされた、腫瘍関連Ｔ細胞ペプチドエピトープにさらに関し、
それは、例えば、抗腫瘍免疫応答を刺激しまたは生体外でＴ細胞を刺激して患者に移入す
る、ワクチン組成物の活性医薬品成分の役割を果たし得る。主要組織適合性複合体（ＭＨ
Ｃ）の分子と結合しているペプチド、またはペプチドそれ自体もまた、抗体、可溶性Ｔ細
胞受容体、およびその他の結合分子の標的になり得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１からなるアミノ酸配列および配列番号１と少なくとも８８％相同的なその変
異配列を含んでなるペプチド、およびその薬学的に許容可能な塩であって；前記変異型が
、主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）分子と結合し、および／またはＴ細胞を前記変異型ペ
プチドと交差反応させ；前記ペプチドが完全長ポリペプチドでない、ペプチド。
【請求項２】
　ＭＨＣクラスＩまたはＩＩ分子に結合する能力を有し、前記ＭＨＣに結合した際に、Ｃ
Ｄ４および／またはＣＤ８Ｔ細胞によって認識されることができるようになる、請求項１
に記載のペプチド。
【請求項３】
　そのアミノ酸配列が、配列番号１のいずれか１つに記載の一続きのアミノ酸を含んでな
る、請求項１または２に記載のペプチドまたはその変異型。
【請求項４】
　前記ペプチドまたはその変異型が、８～１００、好ましくは８～３０、より好ましくは
１～１６のアミノ酸の全長を有し、最も好ましくは前記ペプチドが、配列番号１のいずれ
かに記載のアミノ酸配列からなり、またはそれから本質的になる、請求項１～３のいずれ
か一項に記載のペプチドまたはその変異型。
【請求項５】
　前記ペプチドが、修飾され、および／または非ペプチド結合を含む、請求項１～４のい
ずれか一項に記載のペプチドまたはその変異型。
【請求項６】
　前記ペプチドが、特にＨＬＡ－ＤＲ抗原関連不変鎖（Ｉｉ）のＮ末端アミノ酸を含んで
なる融合タンパク質の一部である、請求項１～５のいずれか一項に記載のペプチドまたは
その変異型。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか一項に記載のペプチドまたはその変異型をエンコードして、任
意選択的に異種プロモーター配列に連結する、核酸。
【請求項８】
　請求項７に記載の核酸を発現する能力がある、または発現している、発現ベクター。
【請求項９】
　請求項１～６のいずれか一項に記載のペプチド、請求項７に記載の核酸または請求項８
に記載の発現ベクターを含んでなり、好ましくは樹状細胞などの抗原提示細胞である、組
換え宿主細胞。
【請求項１０】
　請求項１～６に記載のペプチドを提示し、または請求項７に記載の核酸を発現し、また
は請求項８に記載の発現ベクターを含んでなる請求項９に記載の宿主細胞を培養するステ
ップと、前記ペプチドまたはその変異型を前記宿主細胞またはその培養液から単離するス
テップとを含んでなる、請求項１～６のいずれか一項に記載のペプチドまたはその変異型
を生産する方法。
【請求項１１】
　Ｔ細胞を、適切な抗原提示細胞の表面に、または抗原提示細胞を模倣する人工コンスト
ラクトの表面に発現される抗原負荷ヒトクラスＩまたはＩＩ　ＭＨＣ分子に、前記Ｔ細胞
を抗原特異的様式で活性化するのに十分な時間にわたり、生体外で接触させるステップを
含んでなり、前記抗原が、請求項１～４のいずれか一項に記載のペプチドである、活性化
Ｔリンパ球を製造するインビトロ法。
【請求項１２】
　請求項１～４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドを提示す
る細胞を選択的に認識する、請求項１１に記載の方法によって生産される活性化Ｔリンパ
球。
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【請求項１３】
　請求項１２で定義される活性Ｔ細胞の有効数を患者に投与するステップを含んでなる、
その標的細胞が、請求項１～４のいずれか一項に記載のアミノ酸配列を含んでなるポリペ
プチドを提示する患者において、標的細胞を死滅させる方法。
【請求項１４】
　ＭＨＣ分子と結合した際に、好ましくは請求項１～５のいずれか一項に記載のペプチド
またはその変異型である、請求項１～５のいずれか一項に記載のペプチドまたはその変異
型を特異的に認識する、特に可溶性または膜結合抗体である、抗体。
【請求項１５】
　医療で使用される、請求項１～６のいずれか一項に記載のペプチドまたはその変異型、
請求項７に記載の核酸、請求項８に記載の発現ベクター、請求項９に記載の宿主細胞、請
求項１２に記載の活性化Ｔリンパ球または請求項１４に記載の抗体。
【請求項１６】
　がんの診断および／または治療で使用される、またはがんに対する薬剤の製造で使用さ
れる、請求項１～６のいずれか一項に記載のペプチドまたはその変異型、請求項７に記載
の核酸、請求項８に記載の発現ベクター、請求項９に記載の宿主細胞、請求項１２に記載
の活性化Ｔリンパ球または請求項１４に記載の抗体。
【請求項１７】
　前記がんが、ペプチド配列番号１がそれに由来するタンパク質の過剰発現を示す、胃が
ん、前立腺がん、口腔がん、口腔扁平上皮がん（ＯＳＣＣ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ
）、Ｈ．ピロリ（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）誘発性ＭＡＬＴリンパ腫、大腸がん／結腸直腸がん
、神経膠芽腫、非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）、子宮頸がん、ヒト乳がん、前立腺がん、
結腸がん、膵臓がん、膵管腺がん、卵巣がん、肝細胞がん、肝臓がん、異なる表現型の脳
腫瘍、急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）などの白血病、肺がん、ユーイング肉腫、子宮
内膜がん、頭頸部扁上皮がん、喉頭の上皮がん、食道がん、口腔がん、膀胱がん、卵巣が
ん、腎細胞がん、異型髄膜腫、乳頭状甲状腺がん、脳腫瘍、唾液管がん、子宮頸がん、リ
ンパ節外Ｔ／ＮＫ－細胞リンパ腫、非ホジキンリンパ腫、および肺および乳房の悪性固形
腫瘍、およびその他の腫瘍の群から選択され、前記がんが、群から選択される、請求項１
６に従って使用される、請求項１～６のいずれか一項に記載のペプチドまたはその変異型
、請求項７に記載の核酸、請求項８に記載の発現ベクター、請求項９に記載の宿主細胞、
請求項１２に記載の活性化Ｔリンパ球または請求項１４に記載の抗体。
【請求項１８】
　（ａ）請求項１～６のいずれか一項に記載のペプチド変異型、請求項７に記載の核酸、
請求項８に記載の発現ベクター、請求項９に記載の細胞、請求項１２に記載の活性化Ｔリ
ンパ球、または請求項１４に記載の抗体を含有する医薬組成物を溶液または凍結乾燥形態
で含んでなる容器；
　（ｂ）任意選択的に、凍結乾燥製剤のための希釈剤または再構成溶液を含有する第２の
容器；
　（ｃ）任意選択的に、配列番号１～配列番号１０からなる群から選択される少なくとも
もう１つのペプチド、および
　（ｄ）任意選択的に、（ｉ）溶液の使用、または（ｉｉ）凍結乾燥製剤の再構成および
／または使用のための取扱説明書
を含んでなるキット。
【請求項１９】
（ｉｉｉ）緩衝液、（ｉｖ）希釈剤、（ｖ）フィルター、（ｖｉ）針、または（ｖ）シリ
ンジの１つまたは複数をさらに含んでなる、請求項１８に記載のキット。
【請求項２０】
　前記ペプチドが配列番号１から選択される、請求項１８または１９に記載のキット。
【請求項２１】
　ＨＬＡリガンドと反応する、好ましくは可溶性または膜結合性ＴＣＲまたはその機能性
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断片である、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）であって、前記リガンドが、配列番号１からなる群
から選択されるアミノ酸配列と少なくとも８５％の同一性を有する、または前記アミノ酸
配列が配列番号１からなる、Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）。
【請求項２２】
　前記Ｔ細胞受容体が、可溶性分子として提供され、任意選択的に抗体断片、免疫刺激ド
メインおよび／または毒素などのさらなるエフェクター機能を保有する、請求項２１に記
載のＴ細胞受容体。
【請求項２３】
　前記ＴＣＲが、αおよびβ鎖定常ドメイン配列を含んでなるα／βヘテロ二量体ＴＣＲ
であり、前記定常ドメイン配列が、例えば、どちらかのＴＲＡＣのエクソン２のＣｙｓ４
と、ＴＲＢＣ１またはＴＲＢＣ２のエクソン２のＣｙｓ２との間で、天然ジスルフィド結
合によって連結する、請求項２１または２２に記載のＴ細胞受容体。
【請求項２４】
　前記ＴＣＲが、検出可能標識、治療薬、ＰＫ修飾部分またはそれらの任意の組み合わせ
と結合する、請求項２１～２３のいずれか一項に記載のＴ細胞受容体。
【請求項２５】
　前記治療薬が、前記ＴＣＲのα鎖またはβ鎖のＣ末端またはＮ末端に共有結合する抗Ｃ
Ｄ３抗体である、請求項２４に記載のＴ細胞受容体。
【請求項２６】
　請求項２１～２５のいずれか一項に記載のＴ細胞受容体をコードする核酸であって、任
意選択的に、異種プロモーター配列、または前記核酸を発現できる発現ベクターに連結す
る、核酸。
【請求項２７】
　請求項２６に記載の核酸、または請求項１４に記載の抗体をコードする核酸、または請
求項２６に記載の発現ベクターを含んでなる、好ましくはＴ細胞またはＮＫ細胞である、
宿主細胞。
【請求項２８】
　請求項２７に記載の宿主細胞を培養するステップと、前記Ｔ細胞受容体を前記宿主細胞
および／またはその培養液から単離するステップとを含んでなる、請求項２１～２４のい
ずれか一項に記載のＴ細胞受容体を生産する方法。
【請求項２９】
　ａ）前記個々の患者からの腫瘍サンプルによって提示される腫瘍関連ペプチド（ＴＵＭ
ＡＰ）を同定するステップと；
　ｂ）ａ）で同定された前記ペプチドを、正常組織との比較で腫瘍における免疫原性およ
び／または過剰提示について予備選別されたペプチド貯蔵庫と比較するステップと；
　ｃ）少なくとも１つのペプチドを、前記患者において同定されたＴＵＭＡＰと一致する
前記貯蔵庫から選択するステップと；
　ｄ）ステップｃ）に基づいて、個別化ワクチンまたは化合物ベースのまたは細胞療法を
作成および／または処方するステップと
を含んでなる、個々の患者のための化合物ベースのおよび／または細胞療法のための個別
化抗がんワクチンを生産する方法。
【請求項３０】
　前記ＴＵＭＡＰが、
　ａ１）前記腫瘍サンプルからの発現データを前記腫瘍サンプルの組織型に対応する正常
組織サンプルからの発現データと比較して、前記腫瘍サンプルにおいて過剰発現されまた
は異常に発現されるタンパク質を同定するステップと；
　ａ２）前記発現データを、前記腫瘍サンプル中のＭＨＣクラスＩ／またはクラスＩＩ分
子と結合しているＭＨＣリガンドの配列と相関させて、前記腫瘍によって過剰発現されま
たは異常に発現されるタンパク質に由来するＭＨＣリガンドを同定するステップと
によって同定される、請求項２９に記載の方法。
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【請求項３１】
　結合ペプチドを前記腫瘍サンプルから単離されたＭＨＣ分子から溶出させて、前記溶出
したリガンドを配列決定することで、ＭＨＣリガンドの配列が同定される、請求項２９ま
たは３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記腫瘍サンプルの組織型に対応する前記正常組織が、前記同一患者から得られる、請
求項２９～３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　前記貯蔵庫に包含される前記ペプチドが、
　ａａ．正常組織または組織群と比較して悪性組織で過剰発現される遺伝子を同定するス
テップを含んでなる、マイクロアレイまたは配列決定ベース発現プロファイリングなどの
高度並列法によって、ゲノム規模メッセンジャーリボ核酸（ｍＲＮＡ）発現解析を実施す
るステップと；
　ａｂ．ステップａａで検出された、選択的に発現されまたは過剰発現される遺伝子によ
ってコードされる、ペプチドを選択するステップと；
　ａｃ．健常ドナーまたは前記患者からのヒトＴ細胞を使用した生体外免疫原性アッセイ
を含んでなる、前記選択されたペプチドによる生体内Ｔ細胞応答の誘導を判定するステッ
プ；または
　ｂａ．ＨＬＡリガンドを前記腫瘍サンプルから質量分析を使用して同定するステップと
；
　ｂｂ．正常組織または組織群と比較して悪性組織で過剰発現される遺伝子を同定するス
テップを含んでなる、マイクロアレイまたは配列決定ベース発現プロファイリングなどの
高度並列法によって、ゲノム規模メッセンジャーリボ核酸（ｍＲＮＡ）発現解析を実施す
るステップと；
　ｂｃ．前記同定されたＨＬＡリガンドを前記遺伝子発現データと比較するステップと；
　ｂｄ．ステップｂｃで検出された、選択的に発現されまたは過剰発現される遺伝子によ
ってコードされる、ペプチドを選択するステップと；
　ｂｅ．ステップｂｄから選択されたＴＵＭＡＰを腫瘍組織上で再検出し、健常組織上の
検出欠如または希な検出が、ｍＲＮＡレベルにおける過剰発現の関連性を裏付けるステッ
プと；
　ｂｆ．健常ドナーまたは前記患者からのヒトＴ細胞を使用した生体外免疫原性アッセイ
を含んでなる、前記選択されたペプチドによる生体内Ｔ細胞応答の誘導を判定するステッ
プ
に基づいて同定される、請求項２９～３２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記貯蔵庫に包含される前記ペプチドの免疫原性が、生体外免疫原性アッセイ、個々の
ＨＬＡ結合についての患者免疫モニタリング、ＭＨＣ多量体染色、ＥＬＩＳＰＯＴアッセ
イおよび／または細胞内サイトカイン染色を含んでなる方法によって判定される、請求項
２９～３３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３５】
　前記貯蔵庫が、配列番号１～配列番号１０からなる群から選択される複数のペプチドを
含んでなる、請求項２９～３４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３６】
　前記個々の患者からの正常な対応する組織と比較して前記腫瘍サンプルに特有の少なく
とも１つの変異を同定するステップと、前記ワクチンに包含するために、または細胞療法
を作成するために、前記変異に関連があるペプチドを選択するステップとをさらに含んで
なる、請求項２９～３５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３７】
　前記少なくとも１つの変異が、全ゲノム配列決定によって同定される、請求項３６に記
載の方法。
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【請求項３８】
　ａ）配列番号１～配列番号１０からなる群から選択されるペプチド；
　ｂ）ａ）に記載のペプチドおよび／またはペプチドＭＨＣ複合体と反応性のＴ細胞受容
体；
　ｃ）ａ）に記載のペプチドと、ＨＬＡ－ＤＲ抗原関連不変鎖（Ｉｉ）のＮ末端のアミノ
酸１～８０とを含んでなる融合タンパク質；
　ｄ）ａ）～ｃ）のいずれかをコードする核酸、または前記核酸を含んでなる発現ベクタ
ー；
　ｅ）ｄ）の発現ベクターを含んでなる宿主細胞；
　ｆ）Ｔ細胞を、抗原特異的様式でＴ細胞を活性化するのに十分な時間にわたり、適切な
抗原提示細胞の表面に発現されるａ）に記載のペプチドと生体外で接触させるステップを
含んでなる方法、ならびにこれらの活性化Ｔ細胞を自己または他の患者に移入する方法に
よって得られる、活性化Ｔリンパ球；
　ｇ）ａ）に記載のペプチドおよび／またはペプチド－ＭＨＣ複合体および／またはａ）
に記載のペプチドを提示する細胞と反応性であり、例えば、免疫活性化ドメインまたは毒
素との融合によって潜在的に修飾される、抗体、または可溶性Ｔ細胞受容体；
　ｈ）配列番号１から選択されるペプチド、および／または配列番号１とＭＨＣ分子とか
らなるペプチドの複合体を認識するアプタマー；
　ｉ）ａ）～ｈ）のいずれかに記載のコンジュゲートされまたは標識されたペプチドまた
はスキャフォールド
からなる群から選択される、少なくとも１つの活性成分と、薬学的に許容できる担体、お
よび任意選択的に、薬学的に許容可能な賦形剤および／または安定剤と
を含んでなる医薬組成物。
【請求項３９】
　請求項１～５のいずれか一項に記載のペプチドまたはその変異型、好ましくはＭＨＣ分
子と結合している請求項１～５のいずれか一項に記載のペプチドまたはその変異型を特異
的に認識する、アプタマー。
【請求項４０】
　請求項３８に記載の医薬品組成物をそれを必要とする対象に投与するステップを含んで
なる、胃がん、前立腺がん、口腔がん、口腔扁平上皮がん（ＯＳＣＣ）、急性骨髄性白血
病（ＡＭＬ）、Ｈ．ピロリ（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）誘発性ＭＡＬＴリンパ腫、大腸がん／結
腸直腸がん、神経膠芽腫、非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）、子宮頸がん、ヒト乳がん、前
立腺がん、結腸がん、膵臓がん、膵管腺がん、卵巣がん、肝細胞がん、肝臓がん、異なる
表現型の脳腫瘍、急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）などの白血病、肺がん、ユーイング
肉腫、子宮内膜がん、頭頸部扁上皮がん、喉頭の上皮がん、食道がん、口腔がん、膀胱が
ん、卵巣がん、腎細胞がん、異型髄膜腫、乳頭状甲状腺がん、脳腫瘍、唾液管がん、子宮
頸がん、リンパ節外Ｔ／ＮＫ－細胞リンパ腫、非ホジキンリンパ腫、および肺および乳房
の悪性固形腫瘍、およびその他の腫瘍、またはそれらの組み合わせであるがんを治療する
方法。
【請求項４１】
　がんが胃または結腸直腸がんまたは神経膠芽腫である、請求項４１に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本明細書は、免疫療法で使用するためのペプチド、タンパク質、核酸、および細胞に関
する。特に、本明細書は、がんの免疫療法に関する。本明細書は、単独のまたはその他の
腫瘍関連ペプチドと組み合わされた、腫瘍関連Ｔ細胞ペプチドエピトープにさらに関し、
それは、例えば、抗腫瘍免疫応答を刺激しまたは生体外でＴ細胞を刺激して患者に移入す
る、ワクチン組成物の活性医薬品成分の役割を果たし得る。主要組織適合性複合体（ＭＨ
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Ｃ）の分子と結合しているペプチド、またはペプチドそれ自体もまた、抗体、可溶性Ｔ細
胞受容体、およびその他の結合分子の標的になり得る。
【０００２】
　本明細書は、がん細胞を標的とするための腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）に結合する特異的Ｔ
細胞受容体（ＴＣＲ）を生成するための上記ペプチドの使用、それを発現するＴ細胞の生
成、およびそれを使用してがんを治療する方法にさらに関する。ヒト腫瘍細胞のＨＬＡク
ラスＩ分子に由来する、新規ペプチド配列およびそれらの変異型は、抗腫瘍免疫応答を引
き起こすためのワクチン組成物中で、または薬理的／免疫学的活性化合物および細胞の開
発のための標的として、使用され得る。好ましいのは、アミノ酸配列ＫＩＱＥＩＬＴＱＶ
（配列番号１）を有するペプチドである。
【背景技術】
【０００３】
胃がんは、悪性細胞が胃の内層に形成される疾患である。胃がんは胃の任意の部分で発生
して、胃およびその他の臓器全体、特に食道、肺、および肝臓に広がり得る。胃がんは世
界で４番目に一般的ながんであり、２００２年には９３万件の症例が診断された。これは
、高死亡率の疾患であり（年間約８０万人）、肺がんに次いで世界で２番目に頻度の高い
がん死亡原因となっている。これは男性でより一般的であり、アジア諸国および発展途上
国でより頻繁に発生する
【０００４】
　これは米国における全ての毎年の新規がん症例のほぼ２％（２５，５００症例）に相当
するが、その他の国々ではより一般的である。これは韓国の主要ながん型であり、悪性新
生物の２０．８％を占める。日本では、胃がんは依然として男性にとって最も頻度の高い
がんである。米国では、毎年約１３，０００人の男性と８，０００人の女性が胃がんと診
断されている。大多数は７０歳以上である。
【０００５】
　胃がんは、肺がん、乳がん、結腸がん、および直腸がんに次いで、世界で４番目に一般
的ながんである。さらに、胃がんは、依然としてがんによる死亡の２番目に頻度の高い原
因である。米国がん協会は、２００７年に推定で新たに１００万件の新規症例があり、そ
の約７０％が発展途上国にあって、約８０万人が死亡していると推定している
【０００６】
　世界各地で、この疾患の発症率には夥しい地理的変動が存在する。この疾患の比率は、
アジアおよび南米地域で最も高く、北米で最も低い。最も高い死亡率は、チリ、日本、南
米、および旧ソ連で記録されている。
【０００７】
　早期発見が達成されることが多い日本（そして限定的に韓国）を除いて、スクリーニン
グは世界のほとんどで行われていないため、胃がんは進行期において診断されることが多
い。したがって、これは、医療従事者にとって大きな課題であり続ける。胃がんのリスク
因子は、ヘリコバクター・ピロリ（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）（Ｈ．ピ
ロリ（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）感染、喫煙、高塩分摂取、およびその他の食餌因子である。い
くらかの胃がん（１％～３％）は、遺伝性胃がん素因症候群に関連する。Ｅ－カドヘリン
変異は、びまん性胃がんの常染色体優性素因を有する家系の約２５％で生じる。この胃が
んのサブセットは、遺伝性びまん性胃がんと称される。１２生殖細胞系短縮型の若年無無
症候性キャリアにおいて、遺伝カウンセリングを提供すること、および予防的胃切除術を
考慮することが有用であってもよい。
【０００８】
　胃壁は、粘膜（最内側）層、筋肉（中）層、および漿膜（最外側）層の３つの組織層で
構成される。胃がんは、粘膜層を覆う細胞内で始まり、増殖するにつれて外層を通して広
がる。４種類の標準治療法が、使用される。胃がんの治療は、手術、化学療法、放射線療
法または化学放射線療法を伴ってもよい。手術は、胃がんの一次治療法である。手術の目
的は、負のマージン（Ｒ０切除）で完全切除を達成することである。しかし、局所領域胃



(8) JP 2019-515653 A 2019.6.13

10

20

30

40

50

がんを有する患者のおよそ５０％は、Ｒ０切除を受けることができない。Ｒ１は顕微鏡的
残存がん（正のマージン）を指し；Ｒ２は肉眼的（巨視的）残存がんを指すが、遠隔疾患
は指さない。患者の転帰は、診断時のがんの初期段階に左右される（ＮＣＣＮ　Ｃｌｉｎ
ｉｃａｌ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ　ｉｎ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ（商標）
）。
【０００９】
　治癒的外科的切除の５年生存率は、第ＩＩ病期の患者では３０～５０％であり、第ＩＩ
Ｉ病期の患者では１０～２５％である。これらの患者は、局所および全身性の再発の可能
性が高い。転移は胃がんを有する個人の８０～９０％で発生し、６ヶ月生存率は、早期診
断された患者では６５％、後期に診断された患者では１５％未満である。
【００１０】
　神経膠腫は、神経系のグリア細胞から生じる脳腫瘍である。通常、神経膠または単にグ
リアと称されるグリア細胞は、支持および栄養を提供して恒常性を維持し、ミエリンを形
成して神経系内の信号伝達に関与する、非神経細胞である。神経膠腫の２つの最も重要な
サブグループは、それらが由来する正常なグリア細胞型（それぞれ星状細胞または希突起
膠細胞）に基づいて命名された、星状細胞腫および乏突起膠腫である。星細胞腫の下位集
団に属する多形性神経膠芽細胞腫（以下神経膠芽腫と称する）は、成人で最も頻度の高い
悪性脳腫瘍であり、全ての悪性脳腫瘍のおよそ４０％、そして神経膠腫のおよそ５０％を
占める。（ＣＢＴＲＵＳ，２００６、ｗｗｗ．ｃｂｔｒｕｓ．ｏｒｇ）。それは中枢神経
系に攻撃的に侵入して、全ての神経膠腫中で最も高い悪性病変レベル（ＩＶ等級）に格付
けされる。神経画像検査、顕微鏡下手術、テモゾロマイドまたは放射線などの多様な治療
法の選択肢における進歩のために、膠芽細胞腫の治療には着実な進歩があるが、それは未
だに不治である。（Ｂｕｒｔｏｎ　ａｎｄ　Ｐｒａｄｏｓ，２０００）。この脳腫瘍の致
死率は非常に高く、平均余命は、最初の診断後９～１２ヶ月である。１９８６～１９９０
年の観察期間中の５年間生存率は、８．０％であった。これまでのところ、肉眼的腫瘍切
除術をはじめとする積極的治療に続く５年間生存率は、依然として１０％に満たない。（
Ｂｕｒｔｏｎ　ａｎｄ　Ｐｒａｄｏｓ，２０００）。
【００１１】
　結腸直腸がんの発症は、遺伝因子と環境因子との相互作用の結果である。ほとんどの場
合、腺腫様ポリープは、結腸直腸腫瘍の前駆体のようである；しかし転換には、長年かか
ることもある。結腸直腸がんの主要なリスク因子は年齢であり、症例の９０％は５０歳以
上で診断される。米国がん協会による結腸直腸がんのその他のリスク因子としては、アル
コール摂取、脂肪および／または赤身肉の多い食餌、および果物と野菜の不十分な摂取が
挙げられる。発症率は上昇し続けており、特に日本のような地域では、脂肪や肉の過剰摂
取と繊維摂取量の減少を伴う西洋化食の採用が非難されてもよい。しかし発生率の上昇は
以前ほど速くなく、これはスクリーニングとポリープの除去が増加し、ひいてはポリープ
のがんへの進行が予防されることに起因するかもしれない。
【００１２】
　ほとんどの固形腫瘍と同様に第一選択治療は手術であるが、その利点は初期段階の患者
に限定されており、なおもかなりの割合の患者が疾患の進行段階で診断される。進行した
結腸直腸がんでは、フルオロウラシルベースのレジメンに基づく化学療法レジメンが標準
的治療である。これらのレジメンの大多数は、いわゆるＦＯＬＦＯＸ（静注５－ＦＵ／ロ
イコボリン＋オキサリプラチン）、およびＦＯＬＦＩＲＩ（イリノテカン、ロイコボリン
、ボーラスおよび持続静注５－ＦＵ）プロトコルである。
【００１３】
　イリノテカンやオキサリプラチンなどの第３世代の細胞傷害性薬物の導入は、有効性を
大幅に改善する希望を高めたが、予後は依然として比較的不良であり、生存率は一般に転
移性疾患で約２０ヶ月にとどまり、その結果、この疾患における満たされていない要求は
高いままである。
【００１４】
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　がんの免疫療法は、がん細胞を特異的に標的化しながら副作用を最小化する選択肢に相
当する。がん免疫療法は、腫瘍関連抗原の存在を利用する。
【００１５】
　腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）の現在の分類は、以下の群に分類され得る：
ａ）がん精巣抗原：Ｔ細胞によって認識され得る、最初に同定されたＴＡＡはこのクラス
に属し、元々はがん精巣（ＣＴ）抗原と称されたが、それは、そのメンバーが組織学的に
異なるヒト腫瘍において発現し、正常組織では精巣の精母細胞／精原細胞のみに存在し、
時として胎盤に存在するためであった。精巣の細胞は、クラスＩおよびＩＩ　ＨＬＡ分子
を発現しないので、これらの抗原は正常組織のＴ細胞によって認識され得ず、したがって
免疫学的に腫瘍特異的と見なされる。ＣＴ抗原の周知の例は、ＭＡＧＥファミリーメンバ
ーおよびＮＹ－ＥＳＯ－１である。
ｂ）分化抗原：これらのＴＡＡは、腫瘍と、それから腫瘍が生じる正常組織との間で共有
される。既知の分化抗原のほとんどは、黒色腫および正常メラノサイトに見いだされる。
これらのメラノサイト系関連タンパク質の多くは、メラニン生合成に関与し、したがって
腫瘍特異的でないが、それでもなおがん免疫療法のために広く利用されている。例として
は、黒色腫に対するチロシナーゼとＭｅｌａｎ－Ａ／ＭＡＲＴ－１、または前立腺がんに
対するＰＳＡが挙げられるが、これに限定されるものではない。
ｃ）過剰発現ＴＡＡ：広範に発現されるＴＡＡをエンコードする遺伝子は、組織学的に異
なる型の腫瘍において検出され、多数の正常組織においても概してより低い発現レベルで
検出されている。正常組織によってプロセスされて潜在的に提示されるエピトープの多く
は、Ｔ細胞認識の閾値レベル未満であり得る一方で、腫瘍細胞におけるそれらの過剰発現
は、以前確立された免疫寛容を破壊することにより、抗がん応答を始動し得る。このクラ
スのＴＡＡの顕著な例は、Ｈｅｒ－２／ｎｅｕ、サバイビン、テロメラーゼまたはＷＴ１
である。
ｄ）腫瘍特異的抗原：これらのユニークなＴＡＡは、正常な遺伝子（β－カテニン、ＣＤ
Ｋ４など）の変異から生じる。これらの分子変化のいくつかは、腫瘍性形質転換および／
または進行に関連する。腫瘍特異的抗原は、通常、正常組織に対する自己免疫反応のリス
クなしに、強力な免疫応答を誘導できる。他方、これらのＴＡＡは、ほとんどの場合、そ
の上でそれらが同定されたまさにその腫瘍のみと関係があり、通常は、多くの個々の腫瘍
間で共有されない。腫瘍特異的（関連）イソ型を有するタンパク質では、ペプチドの腫瘍
特異性（または関連性）はまた、ペプチドが腫瘍（関連）エクソンに由来する場合に生じ
てもよい。
ｅ）異常な翻訳後修飾から生じるＴＡＡ：このようなＴＡＡは、特異的でなく腫瘍におい
て過剰発現もされないタンパク質から生じてもよいが、それでもなお、腫瘍において主に
活性である翻訳後プロセスによって腫瘍関連になる。このクラスの例は、腫瘍にＭＵＣ１
のような新規エピトープをもたらす改変グリコシル化パターン、または腫瘍特異的であっ
てもなくてもよい分解中のタンパク質スプライシングのような事象から生じる。
ｆ）オンコウイルスタンパク質：これらのＴＡＡはウイルスタンパク質であり、それらは
発がん過程において重要な役割を果たしてもよく、外来性である（ヒト由来でない）ため
、それらはＴ細胞応答を誘起し得る。このようなタンパク質の例は、子宮頸がんにおいて
発現される、ヒト乳頭腫１６型ウイルスタンパク質Ｅ６およびＥ７である。
【００１６】
　Ｔ細胞ベースの免疫療法は、主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）の分子によって提示され
る、腫瘍関連または腫瘍特異的タンパク質由来ペプチドエピトープを標的化する。腫瘍特
異的Ｔリンパ球によって認識される抗原、すなわちそれらのエピトープは、酵素、受容体
、転写因子などの全てのタンパク質クラスに由来する分子であり得て、それはそれぞれの
腫瘍細胞において発現されて、同一起源の非改変細胞と比較して、通常、上方制御される
。
【００１７】
　ＭＨＣ分子には、ＭＨＣクラスＩおよびＭＨＣクラスＩＩの２つのクラスがある。ＭＨ
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ＣクラスＩ分子はα重鎖およびβ２ミクログロブリンから構成され、ＭＨＣクラスＩＩ分
子はαおよびβ鎖から構成される。それらの三次元立体構造は、ペプチドとの非共有結合
相互作用のために使用される結合溝をもたらす。ＭＨＣクラスＩ分子は、ほとんどの有核
細胞上に見いだされる。それらは、主に、内因性タンパク質、欠陥リボソーム産物（ＤＲ
ＩＰ）、およびより大型のペプチドのタンパク質切断から得られる、ペプチドを提示する
。しかし、エンドソームコンパートメントまたは外因性起源に由来するペプチドもまた、
ＭＨＣクラスＩ分子上に頻繁に見いだされる。この非古典的様式のクラスＩ提示は、文献
中で交差提示と称される（Ｂｒｏｓｓａｒｔ　ａｎｄ　Ｂｅｖａｎ，１９９７）。ＭＨＣ
クラスＩＩ分子は、プロフェッショナル抗原提示細胞（ＡＰＣ）上に主に見いだされ、例
えば、エンドサイトーシス中にＡＰＣによって取り込まれ、続いてプロセシングされる、
外因性タンパク質または膜貫通タンパク質のペプチドを主に提示する。
【００１８】
　ペプチドとＭＨＣクラスＩの複合体が、適切なＴ細胞受容体（ＴＣＲ）を有するＣＤ８
陽性Ｔ細胞によって認識される一方で、ペプチドとＭＨＣクラスＩＩ分子の複合体は、適
切なＴＣＲを有するＣＤ４陽性ヘルパーＴ細胞によって認識される。その結果、ＴＣＲ、
ペプチド、およびＭＨＣは、化学量論的に１：１：１の量で存在することが良く知られて
いる。
【００１９】
　ＣＤ４陽性ヘルパーＴ細胞は、ＣＤ８陽性細胞傷害性Ｔ細胞による、効果的な応答を誘
導し維持する上で重要な役割を果たす。腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）に由来するＣＤ４陽性Ｔ
細胞エピトープの同定は、抗腫瘍免疫応答を始動させる医薬品の開発に非常に重要である
（Ｇｎｊａｔｉｃ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。腫瘍部位では、Ｔヘルパー細胞が、細胞
傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）親和性サイトカイン環境を維持して（Ｍｏｒｔａｒａ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２００６）、例えば、ＣＴＬ、ナチュラル、キラー（ＮＫ）細胞、マクロファージ
、および顆粒球などのエフェクター細胞を引きつける。
【００２０】
　炎症不在下では、ＭＨＣクラスＩＩ分子の発現は、免疫系の細胞、特に、例えば、単球
、単球由来細胞、マクロファージ、樹状細胞などのプロフェショナル抗原提示細胞（ＡＰ
Ｃ）に主に限定される。がん患者においては、腫瘍細胞がＭＨＣクラスＩＩ分子を発現す
ることが判明している（Ｄｅｎｇｊｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）。伸長された（より
長い）本明細書のペプチドは、ＭＨＣクラスＩＩ活性エピトープとして作用し得る。
【００２１】
　ＭＨＣクラスＩＩエピトープによって活性化されたＴヘルパー細胞は、抗腫瘍免疫にお
けるＣＴＬのエフェクター機能を統合するのに重要な役割を果たす。ＴＨ１型のＴヘルパ
ー細胞応答を始動するＴヘルパー細胞エピトープは、それらの細胞表面に腫瘍関連ペプチ
ド／ＭＨＣ複合体を提示する腫瘍細胞に向けられた細胞傷害機能をはじめとする、ＣＤ８
陽性キラーＴ細胞のエフェクター機能を支持する。このようにして腫瘍関連Ｔヘルパー細
胞ペプチドエピトープは、単独で、またはその他の腫瘍関連ペプチドとの組み合わせで、
抗腫瘍免疫応答を刺激するワクチン組成物の活性医薬品成分の役割を果たし得る。
【００２２】
　例えば、マウスなどの哺乳類動物モデルにおいて、ＣＤ８陽性Ｔリンパ球の不在下であ
ってさえも、インターフェロンγ（ＩＦＮγ）の分泌による血管新生阻害を通じて腫瘍発
現を阻害するには、ＣＤ４陽性Ｔ細胞で十分であることが示された。ＣＤ４　Ｔ細胞が、
直接抗腫瘍エフェクターであるという証拠がある（Ｔｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４）
。
【００２３】
　ＨＬＡクラスＩＩ分子の構成的発現は、通常、免疫細胞に限定されるので、原発性腫瘍
からクラスＩＩペプチドを直接単離する可能性があり得るとは、これまで考えられなかっ
た。しかし、Ｄｅｎｇｊｅｌ　ｅｔ　ａｌ．は、いくつかのＭＨＣクラスＩＩエピトープ
を腫瘍から直接、成功裏に同定した（国際公開第２００７／０２８５７４号パンフレット
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、欧州特許第１７６００８８Ｂ１号明細書）。
【００２４】
　ＣＤ８およびＣＤ４依存性の双方のタイプの応答は、抗腫瘍効果に共同して相乗的に寄
与するので、ＣＤ８＋Ｔ細胞（リガンド：ＭＨＣクラスＩ分子＋ペプチドエピトープ）、
またはＣＤ４陽性Ｔヘルパー細胞（リガンド：ＭＨＣクラスＩＩ分子＋ペプチドエピトー
プ）のどちらかによって認識される、腫瘍関連抗原の同定および特性解析は、腫瘍ワクチ
ンの開発にとって重要である。
【００２５】
　ＭＨＣクラスＩペプチドが、細胞性免疫応答を始動（惹起）するためには、それはまた
、ＭＨＣ分子に結合しなくてはならない。この過程は、ＭＨＣ分子の対立遺伝子と、ペプ
チドのアミノ酸配列の特定の多型性とに依存する。ＭＨＣクラスＩ結合ペプチドは、通常
は８～１２アミノ酸残基長であり、通常は、ＭＨＣ分子の対応する結合溝と相互作用する
それらの配列中に、２つの保存残基（「アンカー」）を含有する。このようにして、各Ｍ
ＨＣ対立遺伝子は、どのペプチドが結合溝と特異的に結合し得るかを決定する、「結合モ
チーフ」を有する。
【００２６】
　ＭＨＣクラスＩ依存免疫反応において、ペプチドは腫瘍細胞によって発現される特定の
ＭＨＣクラスＩ分子に結合できるだけでなく、それらはまた、引き続いて特異的Ｔ細胞受
容体（ＴＣＲ）を有するＴ細胞によって認識されなくてはならない。
【００２７】
　タンパク質が、Ｔリンパ球によって腫瘍特異的または腫瘍関連抗原として認識され、治
療で利用されるためには、特定の必要条件が満たされなくてはならない。抗原は、主に腫
瘍細胞によって発現され、健常組織によって発現されず、または比較的少量発現されるべ
きである。好ましい実施形態では、ペプチドは、健常組織と比較して、腫瘍細胞によって
過剰提示されるべきである。それぞれの抗原は、ある種の腫瘍に存在するだけでなく、高
い濃度（すなわち、それぞれのペプチド細胞当たりのコピー数）で存在することもさらに
望ましい。腫瘍特異的および腫瘍関連抗原は、例えば、細胞周期調節またはアポトーシス
抑制における機能のために、正常細胞から腫瘍細胞への形質転換に直接関与するタンパク
質に由来することが多い。さらに、形質転換の直接原因となるタンパク質の下流標的が、
上方制御されてもよく、したがって間接的に腫瘍関連であってもよい。このような間接的
腫瘍関連抗原もまた、ワクチン接種アプローチの標的であってもよい（Ｓｉｎｇｈ－Ｊａ
ｓｕｊａ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。このようなペプチド（「免疫原性ペプチド」）が
、腫瘍関連抗原に由来して、生体外または生体内Ｔ細胞応答をもたらすことを確実にする
ためには、抗原のアミノ酸配列内にエピトープが存在することが必須である。
【００２８】
　したがって、ＴＡＡは、腫瘍ワクチンをはじめとするが、これに限定されるものではな
い、Ｔ細胞ベースの治療法開発の出発点である。ＴＡＡを同定し特性決定する方法は、通
常は、患者または健常人から単離され得るＴ細胞の使用に基づき、またはそれらは、腫瘍
と正常組織との間の示差的転写プロファイル、またはペプチド発現パターンの生成に基づ
く。しかし、腫瘍組織またはヒト腫瘍細胞株において過剰発現され、またはこのような組
織または細胞株において選択的に発現される遺伝子の同定は、免疫療法においてこれらの
遺伝子から転写される抗原の使用に関する、正確な情報を提供しない。それは、これらの
抗原のエピトープの個々の亜集団のみが、このような用途に適するためであり、その理由
は、対応するＴＣＲを有するＴ細胞が存在しなくてはならず、この特定のエピトープに対
する免疫寛容が不在または最小でなくてはならないからである。したがって本明細書の非
常に好ましい実施形態では、それに対する機能性および／または増殖性Ｔ細胞が見いださ
れる、過剰にまたは選択的に提示されるペプチドのみを選択することが、重要である。こ
のような機能性Ｔ細胞は、特異的抗原による刺激時にクローン増殖され得て、エフェクタ
ー機能を果たすことができるＴ細胞（「エフェクターＴ細胞」）と定義される。
【００２９】
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　本明細書による特異的ＴＣＲ（例えば可溶性ＴＣＲ）および抗体またはその他の結合分
子（スキャフォールド）によってペプチドＭＨＣを標的化する場合、基礎となるペプチド
の免疫原性は二次的である。これらの場合には、提示が決定要因である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００３０】
　したがって、上記および他のがんにおける類似の状況を考慮して、胃がん、前立腺がん
、口腔がん、口腔扁平上皮がん（ＯＳＣＣ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、Ｈ．ピロリ
（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）誘発性ＭＡＬＴリンパ腫、大腸がん／結腸直腸がん、神経膠芽腫、
非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）、子宮頸がん、ヒト乳がん、前立腺がん、結腸がん、膵臓
がん、膵管腺がん、卵巣がん、肝細胞がん、肝臓がん、異なる表現型の脳腫瘍、急性リン
パ芽球性白血病（ＡＬＬ）などの白血病、肺がん、ユーイング肉腫、子宮内膜がん、頭頸
部扁上皮がん、喉頭の上皮がん、食道がん、口腔がん、膀胱がん、卵巣がん、腎細胞がん
、異型髄膜腫、乳頭状甲状腺がん、脳腫瘍、唾液管がん、子宮頸がん、リンパ節外Ｔ／Ｎ
Ｋ－細胞リンパ腫、非ホジキンリンパ腫、および肺および乳房の悪性固形腫瘍、およびそ
の他の腫瘍のための新しい有効かつ安全な治療選択肢、重度の副作用をもたらすこともあ
る化学療法剤またはその他の薬剤を使用することなく、患者の健康を最適に増強すること
に対する必要性が依然として存在する。
【課題を解決するための手段】
【００３１】
　国際公開第２０１５／１８７０４０号パンフレットは、アミノスフィンゴ糖脂質類似体
およびそのペプチド誘導体、これらの化合物を含んでなる組成物、このような化合物を使
用して、疾患または病状、特にがん、感染症、アトピー性疾患、自己免疫疾患または糖尿
病に関連する疾患または病状を治療または予防する方法に関する。ＫＩＱＥＩＬＴＱＶは
配列番号３７７であり、その配列内に、ＭＨＣ分子と結合してＴ細胞応答を誘導する１つ
または複数のエピトープを含有するペプチドとして開示される。
【００３２】
　米国特許第２０１２－０３０８５９０号明細書は、肺がんおよび食道がん治療のための
ＩＭＰ－３５５２－５６０（インスリン様成長因子ＩＩｍＲＮＡ結合タンパク質３）に属
する、ＫＩＱＥＩＬＴＱＶ（配列番号３）を開示する。同様に、Ｔｏｍｉｔａ，Ｙ．ｅｔ
　ａｌ．は、ＩＭＰ－３に由来するペプチドを開示している。
【００３３】
　米国特許第２０１１０１４２９１９号明細書は、推定ＲＮＡ結合タンパク質ＫＯＣに由
来し、ＭＳによって同定されるＫＩＱＥＩＬＴＱＶ（配列番号４０９）を開示する。
【００３４】
　Ｄｕｔｏｉｔ　ｅｔ　ａｌ．（２０１２）は、神経膠芽腫治療のためのＫＩＱＥＩＬＴ
ＱＶ（ＮＰ＿００６５３８）を開示する。
【００３５】
　国際公開第２００７／１５００７７号パンフレットは、卵巣がんサンプルから単離され
た免疫原性ペプチドを開示する。ペプチドＩＧＦ２ＢＰ３－００１は、配列番号１５８で
ある。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
　一態様では、本明細書は、配列番号１からなるアミノ酸配列、または配列番号１と少な
くとも６５％、好ましくは少なくとも７７％、およびより好ましくは少なくとも８５％相
同的な（好ましくは少なくとも７５％または少なくとも８５％同一の）その変異配列を含
んでなるペプチドに関する。前記変異型は、ＭＨＣと結合し、および／またはＴ細胞と前
記ペプチドまたはその薬学的に許容可能な塩との交差反応を誘導し、前記ペプチドは、基
礎となる完全長ポリペプチドでない。さらに、前記ペプチドは、ＩＭＰ－３および／また
はＫＯＣ由来抗原でない。
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【００３７】
　本明細書は、配列番号１、または配列番号１と少なくとも６５％、好ましくは少なくと
も７５％、およびより好ましくは少なくとも８５％相同的な（好ましくは少なくとも７５
％または少なくとも８５％同一の）その変異型からなる配列を含んでなる本明細書のペプ
チドにさらに関し、前記ペプチドまたはその変異型は、８～１００、好ましくは８～３０
、最も好ましくは８～１４アミノ酸の全長を有し、前記ペプチドまたは変異型は、ＭＨＣ
に結合し、および／またはＴ細胞と前記ペプチドまたはその薬学的に許容可能な塩との交
差反応を誘導する。
【００３８】
　本明細書によるペプチドは、配列番号１、ＫＩＱＥＩＬＴＱＶに記載のペプチドならび
に本明細書に記載されるようなその変異型である。
【００３９】
　本明細書は、さらに、胃がん、前立腺がん、口腔がん、口腔扁平上皮がん（ＯＳＣＣ）
、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、Ｈ．ピロリ（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）誘発性ＭＡＬＴリンパ
腫、大腸がん／結腸直腸がん、神経膠芽腫、非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）、子宮頸がん
、ヒト乳がん、前立腺がん、結腸がん、膵臓がん、膵管腺がん、卵巣がん、肝細胞がん、
肝臓がん、異なる表現型の脳腫瘍、急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）などの白血病、肺
がん、ユーイング肉腫、子宮内膜がん、頭頸部扁上皮がん、喉頭の上皮がん、食道がん、
口腔がん、膀胱がん、卵巣がん、腎細胞がん、異型髄膜腫、乳頭状甲状腺がん、脳腫瘍、
唾液管がん、子宮頸がん、リンパ節外Ｔ／ＮＫ－細胞リンパ腫、非ホジキンリンパ腫、お
よび肺および乳房の悪性固形腫瘍、およびその他の腫瘍などの増殖性疾患の治療で使用す
るための本明細書によるペプチドに一般に関する。
【００４０】
　好ましいのは、非小細胞肺がん、小細胞肺がん、腎細胞、脳がん（例えば、神経膠芽腫
、神経芽腫）、胃がん、結腸直腸がん、肝細胞がん、頭頸部がん、膵臓がん、前立腺がん
、白血病、乳がん、メルケル細胞がん、黒色腫、卵巣がん、膀胱がん、子宮がん、胆嚢お
よび胆管がん、および食道がんにおける使用である。より好ましいのは、膵臓がん、肝細
胞がん、胃がん、および／または結腸直腸がんにおける使用である。
【００４１】
　特に好ましいのは、本明細書による、配列番号１からなる単独または組み合わせのペプ
チドである。より好ましいのは、配列番号１からなる単独または組み合わせのペプチドの
胃がん、前立腺がん、口腔がん、口腔扁平上皮がん（ＯＳＣＣ）、急性骨髄性白血病（Ａ
ＭＬ）、Ｈ．ピロリ（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）誘発性ＭＡＬＴリンパ腫、大腸がん／結腸直腸
がん、神経膠芽腫、非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）、子宮頸がん、ヒト乳がん、前立腺が
ん、結腸がん、膵臓がん、膵管腺がん、卵巣がん、肝細胞がん、肝臓がん、異なる表現型
の脳腫瘍、急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）などの白血病、肺がん、ユーイング肉腫、
子宮内膜がん、頭頸部扁上皮がん、喉頭の上皮がん、食道がん、口腔がん、膀胱がん、卵
巣がん、腎細胞がん、異型髄膜腫、乳頭状甲状腺がん、脳腫瘍、唾液管がん、子宮頸がん
、リンパ節外Ｔ／ＮＫ－細胞リンパ腫、非ホジキンリンパ腫、および肺および乳房の悪性
固形腫瘍、およびその他の腫瘍の免疫療法におけるそれらの使用である。
【００４２】
　ＩＧＦ２ＢＰ１遺伝子は、インスリン様成長因子２ｍＲＮＡ結合タンパク質ファミリー
のメンバーをコードする。この遺伝子によってコードされるタンパク質は、４つのＫ相同
性ドメインおよび２つのＲＮＡ認識モチーフを含有する。それはインスリン様成長因子２
、βアクチン、およびβトランスデューシンリピート含有タンパク質をはじめとする特定
遺伝子のｍＲＮＡに結合し、それらの翻訳を調節することによって機能する。この遺伝子
について、異なるイソ型をコードする２つの転写変異体が判明している。ＩＧＦ２ＢＰ１
遺伝子は、染色体１７ｑ２１．３２にマッピングされる。この遺伝子座の５８０ｋｂ微小
欠失は、精神遅滞、小頭症、口蓋裂、および心奇形に関連する（Ｒｏｏｒｙｃｋ　ｅｔ　
ａｌ．，２００８）。
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【００４３】
　ＩＧＦ２ＢＰ１は、多岐にわたる様々ながん実体において過剰発現される。乳がんでは
、中度（３０％）および高度（５％）のＩＧＦ２ＢＰ１遺伝子増幅、ならびにＩＧＦ２Ｂ
Ｐ１の増幅非依存性過剰発現が検出されている（Ｄｏｙｌｅ　ｅｔ　ａｌ．，２０００；
Ｉｏａｎｎｉｄｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。Ｒｏｓｓらが行った結腸直腸がん研究
では、結腸直腸がん標本の大部分（８１％）で過剰発現していたＩＧＦ２ＢＰ１が、正常
結腸組織ではわずかであるか不在であった（Ｒｏｓｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００１）。Ｉｏ
ａｎｎｉｄｉｓらは、結腸がん（１／１）、前立腺がん（１／４）、乳がん（３／４）、
異なる肉腫（２４／３３）、単球性白血病（１／２）、１２／２４悪性神経上皮腫瘍、２
／５良性神経上皮腫瘍、および４／１５非小細胞細胞肺がんなどのがん型パネルにおける
ＩＧＦ２ＢＰ１発現の証拠を提供する（Ｉｏａｎｎｉｄｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００１；
Ｉｏａｎｎｉｄｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）。さらに、ＩＧＦ２ＢＰ１は、卵巣の腺
がんおよび低悪性潜在的腫瘍（Ｇｕ　ｅｔ　ａｌ．，２００４）および卵巣漿液がん滲出
液（Ｄａｖｉｄｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４）ならびに肝細胞がん（２／７患者）（
Ｈｉｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００５；Ｇｕｔｓｃｈｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４
）、絨毛がん（Ｈｓｉｅｈ　ｅｔ　ａｌ．，２０１３）、神経芽腫（Ｂｅｌｌ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２０１５）、および横紋筋肉腫（Ｆａｙｅ　ｅｔ　ａｌ．，２０１５）において過
剰発現されることが示された。ＩＧＦ２ＢＰ１発現の上方制御は、前浸潤性精巣上皮内が
ん、古典的および精母細胞セミノーマ、および未分化胚性がんのような異なる精巣新生物
でさらに記載されている（Ｈａｍｍｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）。急性リンパ芽球性
白血病では、ＩＧＦ２ＢＰ１の過剰発現は、ＥＴＣ６／ＲＵＮＸ１－陽性腫瘍のサブグル
ープに特徴的なようである（Ｓｔｏｓｋｕｓ　ｅｔ　ａｌ．，２０１１）。悪性黒色腫で
は、ＩＧＦ２ＢＰ１の発現増加が、Ｗｎｔ／βカテニンシグナル伝達経路の過剰活性に関
連することが示された（Ｅｌｃｈｅｖａ　ｅｔ　ａｌ．，２００８）。基底細胞がんにお
けるＩＧＦ２ＢＰ２の過剰発現は、Ｗｎｔの活性化ならびにヘッジホッグシグナル伝達と
相関する（Ｎｏｕｂｉｓｓｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０１４）。
【００４４】
　高いＩＧＦ２ＢＰ１レベルは、様々ながん実体における予後不良に関連しているように
見える。ＩＧＦ２ＢＰ１の過剰発現は、卵巣がん患者における再発のない生存および全生
存の減少と有意に相関することが示された（Ｇｕ　ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｋｏｂｅｌ
　ｅｔ　ａｌ．，２００７）。さらに、ＩＧＦ２ＢＰ１の陽性免疫染色は、肺がんを有す
る患者における腫瘍の大きさ、非高分化型腫瘍グレード、および予後不良と相関する（Ｋ
ａｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，２００７）。結腸直腸がんでは、ＩＧＦ２ＢＰ１発現は、転移形
成および再発の増加ならびにより短い生存時間に関連することが見いだされた。（Ｄｉｍ
ｉｔｒｉａｄｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００７）。ＩＧＦ２ＢＰ１の過剰発現は、肝細胞が
んにおける予後不良（Ｚｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，２０１５ｂ）神経芽腫における全体的な
患者生存率の低下（Ｂｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，２０１５）に関連する。ＩＧＦ２ＢＰ１の
過剰メチル化は、髄膜腫における侵襲性疾患表現型に関連することが示された（Ｖｅｎｇ
ｏｅｃｈｅａ　ｅｔ　ａｌ．，２０１３）。ＩＧＦ２ＢＰ１発現は、卵巣がん、結腸直腸
がん、および神経芽腫における進行した病期に関連することが示された。Ｋｏｅｂｅｌら
は、高悪性度および後期の卵巣がん検体における、高いＩＧＦ２ＢＰ１発現レベルの優先
的な検出を報告する（Ｋｏｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００７）。結腸直腸がんでは、ＩＧ
Ｆ２ＢＰ１染色の出現頻度および強度が、リンパ節転移への疾患進行と共に高まることが
示された。高レベルのＩＧＦ２ＢＰ１タンパク質は、結腸直腸がんリンパ節転移の９７％
で検出され、原発性がんにおける発現レベルは、リンパ節転移の存在とはっきりと相関す
る（Ｖａｉｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００８）。神経芽腫では、ＩＧＦ２ＢＰ１発現は第
４病期のがんと関連していた（Ｂｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，２０１５）。
【００４５】
　本明細書は、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩの分子に結合する能力を有
し、または長さ変異型などの伸長（より長い）形態では、ＭＨＣクラスＩＩに結合する能
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力を有する、本明細書によるペプチドにさらに関する。
【００４６】
　本明細書は、本明細書によるペプチドにさらに関し、前記ペプチドは（それぞれ）配列
番号１に記載のアミノ酸配列を含んでなり、それからなり、またはそれから本質的になる
。
【００４７】
　本明細書は、本明細書によるペプチドにさらに関し、前記ペプチドは、修飾され、およ
び／または非ペプチド結合を含む。
【００４８】
　本明細書は、本明細書によるペプチドにさらに関し、前記ペプチドは、特にＨＬＡ－Ｄ
Ｒ抗原関連不変鎖（Ｉｉ）のＮ末端アミノ酸に融合した、または例えば樹状細胞に対して
特異的な抗体などの抗体（またはその配列中）に融合した、融合タンパク質の一部である
。
【００４９】
　本明細書は、本明細書によるペプチドをエンコードする核酸にさらに関する。本明細書
は、ＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＰＮＡ、ＲＮＡまたはそれらの組み合わせである、本明細書によ
る核酸にさらに関する。
【００５０】
　本明細書は、本明細書による核酸を発現でき、および／または発現する、発現ベクター
にさらに関する。
【００５１】
　本明細書は、疾患の治療および医療で、特にがんの治療で使用するための本明細書にる
ペプチド、本明細書による核酸、または本明細書による発現ベクターにさらに関する。
【００５２】
　本明細書は、本明細書によるペプチドに対して、または前記本発明によるペプチドとＭ
ＨＣの複合体に対して特異的な対抗と、それらを生産する方法とにさらに関する。
【００５３】
　本明細書は、前述のような本明細書による核酸または発現ベクターを含んでなる、宿主
細胞にさらに関する。
【００５４】
　本明細書は、抗原提示細胞であり、好ましくは樹状細胞である、本明細書による宿主細
胞にさらに関する。
【００５５】
　本明細書は、本明細書による宿主細胞を培養するステップと、前記宿主細胞またはその
培養液からペプチドを単離するステップとを含んでなる、本明細書によるペプチドを生産
する方法にさらに関する。
【００５６】
　本明細書は、十分な量の抗原を抗原提示細胞に接触させることで、適切な抗原提示細胞
または人工抗原提示細胞の表面に発現されるクラスＩまたはＩＩ　ＭＨＣ分子上に抗原が
負荷される、本明細書による方法にさらに関する。
【００５７】
　本明細書は、抗原提示細胞が、配列番号１を含有する前記ペプチドを発現できおよび／
または発現する発現ベクターを含んでなり、好ましくは配列番号１、または変異アミノ酸
配列を含有する、本明細書による方法にさらに関する。
【００５８】
　本明細書は、本明細書による方法によって生産される活性化Ｔ細胞にさらに関し、前記
Ｔ細胞は、本明細書によるアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドを発現する細胞を選択
的に認識する。
【００５９】
　本明細書は、本明細書によって生産されるＴ細胞の有効数を患者に投与するステップを
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含んでなる、患者において、本明細書による任意のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチ
ドを異常に発現する標的細胞を死滅させる方法にさらに関する。
【００６０】
　本明細書は、薬剤としてのまたは薬剤の製造における、記載される任意のペプチド、本
明細書による核酸、本明細書による発現ベクター、本明細書による細胞、本明細書による
活性化Ｔリンパ球、Ｔ細胞受容体または抗体またはその他のペプチド結合分子および／ま
たはペプチド－ＭＨＣ結合分子の使用にさらに関する。好ましくは、前記薬剤は、がんに
対して有効である。
【００６１】
　好ましくは、前記薬剤は、可溶性ＴＣＲまたは抗体に基づく、細胞療法、ワクチンまた
はタンパク質である。
【００６２】
　本明細書はさらに、本明細書による使用に関し、前記がん細胞は、胃がん、前立腺がん
、口腔がん、口腔扁平上皮がん（ＯＳＣＣ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、Ｈ．ピロリ
（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）誘発性ＭＡＬＴリンパ腫、大腸がん／結腸直腸がん、神経膠芽腫、
非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ）、子宮頸がん、ヒト乳がん、前立腺がん、結腸がん、膵臓
がん、膵管腺がん、卵巣がん、肝細胞がん、肝臓がん、異なる表現型の脳腫瘍、急性リン
パ芽球性白血病（ＡＬＬ）などの白血病、肺がん、ユーイング肉腫、子宮内膜がん、頭頸
部扁上皮がん、喉頭の上皮がん、食道がん、口腔がん、膀胱がん、卵巣がん、腎細胞がん
、異型髄膜腫、乳頭状甲状腺がん、脳腫瘍、唾液管がん、子宮頸がん、リンパ節外Ｔ／Ｎ
Ｋ－細胞リンパ腫、非ホジキンリンパ腫、および肺および乳房の悪性固形腫瘍、およびそ
の他の腫瘍に由来する。
【００６３】
　本明細書は、がん、好ましくは非小細胞肺がんの診断において使用され得る、本明細書
で「標的」と称される、本明細書によるペプチドをベースとするバイオマーカーにさらに
関する。マーカーは、ペプチドそれ自体の過剰提示、または対応遺伝子の過剰発現であり
得る。マーカーはまた、好ましくは免疫療法、最も好ましくはバイオマーカーによって同
定されるのと同じ標的を標的化する免疫療法である、治療の成功確率を予測するために使
用されてもよい。例えば、抗体または可溶性ＴＣＲを使用して腫瘍切片が染色され、ＭＨ
Ｃと複合体形成した目的ペプチドの存在が検出され得る。任意選択的に、抗体は、免疫刺
激ドメインまたは毒素などのさらなるエフェクター機能を保有する。
【００６４】
　本明細書は、前記標的の少なくとも１つを認識するＴＣＲを同定するための、好ましく
はＴ細胞を活性化する前記ＴＣＲを同定するための、これらの新規標的の使用にさらに関
する。
【００６５】
　本明細書はまた、がん治療の文脈におけるこれらの新規標的の使用に関する。
【００６６】
　本発明はさらに、ＴＣＲ、個々のＴＣＲサブユニット（単独または組み合わせ）、およ
びそのサブドメイン、特に可溶性ＴＣＲ（ｓＴＣＲ）およびクローニングされたＴＣＲを
生産するための本発明のペプチドの使用にさらに関し；前記ＴＣＲは自己由来または同種
異系Ｔ細胞に組み込まれ、同ＴＣＲ、ならびに前記ＴＣＲを保有しまたは前記ＴＣＲと交
差反応するその他の細胞を生産する方法にさらに関する。
【００６７】
　本明細書は、ＴＣＲタンパク質、個々のＴＣＲサブユニット（単独または組み合わせ）
、およびそのサブドメインにさらに関し、特に、ＴＣＲα鎖可変ドメインおよびＴＣＲβ
鎖可変ドメインを含んでなるＫＩＱＥＩＬＴＱＶ（配列番号１）－ＨＬＡ－Ａ＊０２複合
体と結合する、可溶性ＴＣＲ（ｓＴＣＲ）およびクローン化ＴＣＲＰにさらに関する。
【００６８】
　本明細書は、本明細書のＴＣＲをコードするヌクレオチド配列を含んでなる、単離核酸
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にさらに関する。本明細書はさらに、ＴＣＲα鎖、β鎖、またはその双方をコードする核
酸を含む組換え発現ベクターに関する。本明細書は、本明細書に従って生産されたＴＣＲ
α鎖、β鎖、またはその双方をコードする核酸を含んでなる組換え発現ベクターにさらに
関する。
【００６９】
　本明細書はさらに、本明細書のＴＣＲα鎖、β鎖、またはその双方をコードする核酸を
発現する組換え発現ベクターを含んでなる、単離された宿主細胞に関する。
【００７０】
　本明細書は、本明細書の組換え発現ベクターを含んでなる単離された宿主細胞にさらに
関し、好ましくはその中で細胞は末梢血リンパ球（ＰＢＬ）である。
【００７１】
　本明細書は、本明細書の組換え発現ベクターを含んでなる単離されたＰＢＬにさらに関
し、ＰＢＬは、ＣＤ８＋Ｔ細胞またはＣＤ４＋Ｔ細胞である。
【００７２】
　本明細書は、本明細書の少なくとも１つの宿主細胞を含んでなる細胞集団にさらに関す
る。
【００７３】
　本明細書は、非小細胞肺がん、小細胞肺がん、腎細胞、脳がん、胃がん、結腸直腸がん
、肝細胞がん、膵臓がん、前立腺がん、白血病、乳がん、メルケル細胞がん、黒色腫、卵
巣がん、膀胱がん、子宮がん、胆嚢および胆管がん、および食道がんなどの増殖性疾患の
治療で使用するための本明細書のＴＣＲタンパク質にさらに関する。
【００７４】
　免疫応答の刺激は、宿主免疫系によって外来性として認識された抗原の存在に依存する
。腫瘍関連抗原の存在の発見は、宿主の免疫系を用いて腫瘍増殖に介入する可能性を高め
た。免疫系の体液性および細胞性アームの双方を活用する様々な機構が、がん免疫療法の
ために目下探求されている。
【００７５】
　細胞性免疫応答の特異的要素は、腫瘍細胞を特異的に認識して破壊できる。腫瘍浸潤性
細胞集団からの、または末梢血からのＴ細胞の単離は、がんに対する自然免疫防御におい
て、このような細胞が重要な役割を果たすことを示唆する。特に、細胞質ゾル内に位置す
るタンパク質または欠陥リボソーム産物（ＤＲＩＰＳ）に由来する、通常は８～１０アミ
ノ酸残基の主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）保有ペプチドのクラスＩ分子を認識するＣＤ
８陽性Ｔ細胞が、この応答において重要な役割を果たす。ヒトのＭＨＣ分子はまた、ヒト
白血球抗原（ＨＬＡ）とも称される。
【００７６】
　「Ｔ細胞応答」という用語は、生体外または生体内でペプチドによって誘導される、エ
フェクター機能の特異的増殖および活性化を意味する。ＭＨＣクラスＩ拘束性細胞傷害性
Ｔ細胞では、エフェクター機能は、ペプチドパルスされた、ペプチド前駆体パルスされた
、または天然のペプチド提示標的細胞の溶解；好ましくはペプチドによって誘導されるイ
ンターフェロン－γ、ＴＮＦ－α、またはＩＬ－２であるサイトカインの分泌；好ましく
はペプチドによって誘導されるグランザイムまたはパーフォリンであるエフェクター分子
の分泌；または脱顆粒であってもよい。
【００７７】
　「ペプチド」という用語は、典型的に、隣接するアミノ酸のαアミノ基とカルボニル基
との間のペプチド結合によって互いに連結される、一連のアミノ酸残基を命名するために
、本明細書で使用される。ペプチドは、好ましくは９アミノ酸長であるが、８アミノ酸長
程度に短くあり得て、１０、１１、または１２以上に長くあり得て、ＭＨＣクラスＩＩペ
プチド（本明細書のペプチドの伸長された変異型）の場合、それらは１３、１４、１５、
１６、１７、１８、１９または２０アミノ酸長以上に長くあり得る。
【００７８】
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　さらに「ペプチド」という用語は、典型的に、隣接するアミノ酸のαアミノ基とカルボ
ニル基との間のペプチド結合によって互いに連結される、一連のアミノ酸残基の塩を含む
ものとする。好ましくは、塩は、例えば、塩化物塩または酢酸塩（トリフルオロ酢酸塩）
などの、ペプチドの薬学的に許容可能な塩である。ペプチドは生体内で塩ではないので、
本明細書によるペプチドの塩は、それらの生体内の状態がペプチドと実質的に異なること
に留意すべきである。
【００７９】
　「ペプチド」という用語は、「オリゴペプチド」もまた含むものとする。「オリゴペプ
チド」という用語は、典型的に、隣接するアミノ酸のαアミノ基とカルボニル基との間の
ペプチド結合によって互いに連結される、一連のアミノ酸残基を命名するために、本明細
書で使用される。オリゴペプチドの長さは、その中で正しいエピトープまたはエピトープ
群が保持されれば、本明細書にとって重要でない。オリゴペプチドは、典型的に、約３０
アミノ酸残基長未満であり、約１５アミノ酸長を超える。
【００８０】
　「ポリペプチド」という用語は、典型的に、隣接するアミノ酸のαアミノ基とカルボニ
ル基との間のペプチド結合によって互いに連結される、一連のアミノ酸残基を指す。正し
いエピトープが保持されれば、ポリペプチドの長さは本明細書にとって重要でない。ペプ
チドまたはオリゴペプチドという用語とは対照的に、ポリペプチドという用語は、約３０
を超えるアミノ酸残基を含有する分子を指すことが意図される。
【００８１】
　ペプチド、オリゴペプチド、タンパク質またはこのような分子をコードするポリヌクレ
オチドは、免疫応答を誘導できれば「免疫原性」である（したがって本明細書における「
免疫原」である）。本明細書では、免疫原性は、より具体的には、Ｔ細胞応答を誘導する
能力と定義される。したがって「免疫原」は、免疫応答を誘導できる分子であり、本明細
書では、Ｔ細胞応答を誘導できる分子である。別の態様では、免疫原は、それに対する特
異的抗体またはＴＣＲを生じさせるのに使用される、ペプチド、ペプチドとＭＨＣの複合
体、オリゴペプチド、および／またはタンパク質であり得る。
【００８２】
　クラスＩ　Ｔ細胞「エピトープ」は、クラスＩ　ＭＨＣ受容体に結合している短いペプ
チドを必要とし、三成分複合体（ＭＨＣクラスＩα鎖、β－２－ミクログロブリン、およ
びペプチド）を形成し、それは、適切な親和性でＭＨＣ／ペプチド複合体に結合する適合
Ｔ細胞受容体を保有するＴ細胞によって、認識され得る。ＭＨＣクラスＩ分子に結合する
ペプチドは、典型的に８～１４アミノ酸長であり、最も典型的には９アミノ酸長である。
【００８３】
　ヒトにおいては、ＭＨＣクラスＩ分子（ヒト白血球抗原（ＨＬＡ）ともまた称されるヒ
トのＭＨＣ分子）をコードする、３つの異なる遺伝子座、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ、およ
びＨＬＡ－Ｃがある。ＨＬＡ－Ａ＊０１、ＨＬＡ－Ａ＊０２、およびＨＬＡ－Ｂ＊０７は
、これらの遺伝子座から発現され得る、異なるＭＨＣクラスＩ対立遺伝子の例である。
【００８４】
表1：HLA-A*02およびHLA-A*24の発現頻度F、および最も高頻度のHLA-DR血清型。頻度は、
ハーディ・ワインベルグの式 F = 1 - (1-Gf)&sup2;を用いて、Mori et al. (Mori et al
., 1997)から適応された米国人集団内のハプロタイプ頻度Gfから推定された。連鎖不均衡
のために、A*02またはA*24と特定のHLA-DR対立遺伝子との組み合わせは、それらの単一頻
度から予測されるよりも、豊富でありまたは低頻度であるかもしれない。詳細については
、Chanock et al.(Chanocket al,2004)を参照されたい。
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【表１－１】
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【表１－２】

【００８５】
　一実施形態では、「ヌクレオチド配列」という用語は、デオキシリボヌクレオチドのヘ
テロ重合体を指す。
【００８６】
　特定のペプチド、オリゴペプチド、またはポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
は、天然起源であってもよく、またはそれらは合成的に構築されてもよい。一般に、本明
細書のペプチド、ポリペプチド、およびタンパク質をエンコードするＤＮＡセグメントは
、ｃＤＮＡ断片と短いオリゴヌクレオチドリンカーとから構築され、またはひと続きのオ
リゴヌクレオチドから構築されて、微生物またはウイルスオペロンに由来する調節因子を
含んでなる、組換え転写単位で発現できる合成遺伝子が提供される。
【００８７】
　本明細書の用法では「ペプチドをコーディング（またはコード）するヌクレオチド」と
いう用語は、配列が、例えば、ＴＣＲの生産に有用な樹状細胞または別の細胞株によって
発現される生体系と適合性である、人工（人造）開始および停止コドンを含むペプチドを
コードする、ヌクレオチド配列を指す。
【００８８】
　本明細書の用法では「ＴＣＲタンパク質をコーディング（またはコード）するヌクレオ
チド」という用語は、配列が、例えば、ＴＣＲの生産に有用なＴ細胞または別の細胞株に
よって発現される生体系と適合性である、人工（人造）開始および停止コドンを含むＴＣ
Ｒタンパク質をコードする、ヌクレオチド配列を指す。
【００８９】
　本明細書の用法では、核酸配列への言及は、一本鎖および二本鎖の核酸の双方を含む。
したがって、例えば、特異的配列は、文脈上明らかに別の意味が示唆されない限り、この
ような配列の一本鎖ＤＮＡ、このような配列とその補体との二本鎖（二本鎖ＤＮＡ）、お
よびこのような配列の補体を指す。
【００９０】
　「コード領域」という用語は、その天然ゲノム環境内で、遺伝子の発現産物を天然にま
たは正常にコードする遺伝子の部分、すなわち、遺伝子の天然発現産物を生体内でコード
する領域を指す。
【００９１】
　コード領域は、非変異（「正常」）、変異または改変遺伝子に由来し得て、またはＤＮ
Ａ合成技術の当業者に周知の方法を使用して実験室で完全に合成された、ＤＮＡ配列また
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は遺伝子にさえ由来し得る。
【００９２】
　「発現産物」という用語は、遺伝子の、そして遺伝コード縮重に起因する同等物をコー
ドし、したがって同一アミノ酸をコードする任意の核酸配列の、天然翻訳産物である、ポ
リペプチドまたはタンパク質を意味する。
【００９３】
　コード配列に言及する場合、「断片」という用語は、その発現産物が、完全コード領域
の発現産物と本質的に同一の生物学的機能または活性を保つ、完全未満のコード領域を含
んでなるＤＮＡの部分を意味する。
【００９４】
　「ＤＮＡセグメント」という用語は、別々の断片の形態の、またはより大型のＤＮＡコ
ンストラクトの構成要素としての、ＤＮＡポリマーを指し、それは、実質的に純粋な、す
なわち、混入内因性物質を含まない形態で、例えばクローニングベクターを使用した標準
生化学的方法によって、セグメントおよびその構成ヌクレオチド配列が、同定、操作、お
よび回収できる量または濃度で、少なくとも１回単離されたＤＮＡに由来する。このよう
なセグメントは、典型的に真核生物遺伝子内に存在する内部非翻訳配列またはイントロン
によって中断されていない、読み取り枠の形態で提供される。非翻訳ＤＮＡ配列は、それ
がコード領域の操作または発現を妨げない、読み取り枠下流に存在してもよい。
【００９５】
　「プライマー」という用語は、短い核酸配列を意味し、それはＤＮＡの１本鎖と対合し
得て、ＤＮＡポリメラーゼがそこでデオキシリボヌクレオチド鎖合成を開始する、遊離３
’－ＯＨ末端を提供する。
【００９６】
　「プロモーター」という用語は、転写を開始するためのＲＮＡポリメラーゼ結合に関与
する、ＤＮＡの領域を意味する。
【００９７】
　「単離」という用語は、物質が、その元の環境（例えば、それが天然起源であれば天然
環境）から取り出されていることを意味する。例えば、生きている動物に存在する天然ポ
リヌクレオチドまたはポリペプチドは単離されていないが、天然システムで共存する物質
の一部または全部から分離された同じポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、単離され
ている。一態様では、このようなポリヌクレオチドはベクターの一部であり、および／ま
たはこのようなポリヌクレオチドまたはポリペプチドは組成物の一部であり、このような
ベクターまたは組成物はその天然環境の一部ではないという点において、依然として単離
されている。
【００９８】
　本明細書によって開示されるポリヌクレオチド、および組換えまたは免疫原性ポリペプ
チドは、「精製」形態であってもよい。「精製」という用語は、完全に純粋である必要は
なく；むしろ、それは相対的定義であることが意図され、これらの用語が当業者によって
理解されるように、高度に精製された調製物、または部分的にのみ精製された調製物を含
み得る。例えば、ｃＤＮＡライブラリーから単離された個々のクローンは、電気泳動的に
均一に、従来法で精製されている。少なくとも１桁、好ましくは２または３桁、より好ま
しくは４または５桁までの、出発原料または天然物質の精製が明示的に検討される。さら
に、重量基準で、好ましくは９９．９９９％、または少なくとも９９．９９％または９９
．９％；さらに望ましくは９９％以上の純度を有する、特許請求されるポリペプチドが明
示的に包含される。
【００９９】
　本明細書によって開示される核酸およびポリペプチド発現産物、ならびにこのような核
酸および／またはこのようなポリペプチドを含有する発現ベクターは、「富化形態」であ
ってもよい。本明細書の用法では、「富化」という用語は、物質濃度が、（例えば）その
天然濃度の少なくとも約２、５、１０、１００、または１０００倍であることを意味し、
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有利には重量基準で０．０１％、好ましくは重量基準で少なくとも約０．１％である。重
量基準で約０．５％、１％、５％、１０％、および２０％の富化調製物もまた、検討され
る。本明細書を構成する、配列、コンストラクト、ベクター、クローン、およびその他の
物質は、有利には、富化または単離形態であり得る。「活性断片」という用語は、通常は
、単独で、または任意選択的に適切なアジュバントと共に、またはベクター中で、例えば
、ウサギまたはマウスなどのそしてまたヒトをはじめとする哺乳類などの動物に投与され
ると免疫応答を生じる（すなわち、免疫原性を有する）ペプチド、ポリペプチドまたは核
酸配列の断片を意味し、このような免疫応答は、ヒトなどのレシピエント動物内でＴ細胞
応答を刺激する形態を取る。代案としては、「活性断片」はまた、生体外Ｔ細胞応答を誘
導するのに使用されてもよい。
【０１００】
　本明細書の用法では、ポリペプチドとの関連で使用される場合、「部分」、「セグメン
ト」、および「断片」という用語は、アミノ酸残基などの連続する残基の配列を指し、そ
の配列はより大型の配列のサブセットを形成する。例えば、ポリペプチドが、トリプシン
またはキモトリプシンなどの一般的エンドペプチダーゼのいずれかによって処理されれば
、このような処理から得られるオリゴペプチドは、出発ポリペプチドの部分、セグメント
または断片に相当するであろう。ポリヌクレオチドに関して使用される場合、これらの用
語は、いずれかのエンドヌクレアーゼによる前記ポリヌクレオチドの処理によって生じる
生成物を指す。
【０１０１】
　本明細書によると、配列に言及する場合、「同一性百分率」または「パーセント同一」
という用語は、比較される配列（「比較配列」）と、記載されまたは特許請求される配列
（「参照配列」）とのアライメント後に、配列が、特許請求されまたは記載される配列と
比較されることを意味する。次に同一性百分率は、次式に従って判定される：
同一性百分率＝１００［１－（Ｃ／Ｒ）］
式中、Ｃは、参照配列と比較される配列との間のアライメント長にわたる、参照配列と比
較配列の間の差異の数であり、
（ｉ）比較配列中に対応する整列塩基またはアミノ酸を有しない、参照配列中の各塩基ま
たはアミノ酸、および
（ｉｉ）参照配列中の各ギャップ、および
（ｉｉｉ）比較配列中の整列塩基またはアミノ酸と異なる、参照配列中の各整列塩基また
はアミノ酸が差異を構成して、
（ｉｖ）アライメントは、整合配列の１位から開始しなくてはならず；
Ｒは、比較配列とのアライメント長にわたる参照配列中の塩基またはアミノ酸の数であり
、参照配列中に生じる任意のギャップもまた、塩基またはアミノ酸として数えられる。
【０１０２】
　比較配列と、それに対して同一性百分率が上のように計算される参照配列との間に、特
定の最小同一性百分率とほぼ同じまたはそれを上回るアライメントが存在すれば、その中
に、上記のように計算された同一性百分率が特定の同一性百分率未満であるアライメント
が存在したとしても、比較配列は、参照配列との特定の最小同一性百分率を有する。
【０１０３】
　したがって上述したように、本明細書は、配列番号１～配列番号１０、または配列番号
１～配列番号１０と８５％相同的であるその変異型、またはＴ細胞を前記ペプチドと交差
反応させるその変異型からなる群から選択される配列を含んでなる、ペプチドを提供する
。本明細書のペプチドは、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩ分子または前記
ペプチドの伸長バージョンをクラスＩＩに結合する能力を有する。
【０１０４】
　本明細書では、「相同的」という用語は、２つのアミノ酸配列、すなわちペプチドまた
はポリペプチド配列の配列間の同一性の程度を指す（上の同一性百分率を参照されたい）
。前述の「相同性」は、比較される配列にわたり、最適条件下でアライメントされた２つ
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の配列を比較することで判定される。このような配列相同性は、例えばＣｌｕｓｔａｌＷ
アルゴリズムを使用してアライメントを作成することで、計算され得る。一般に利用でき
る配列解析ソフトウェア、より具体的には、Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ、ＧＥＮＥＴＹＸまた
はその他のツールが、公共データベースによって提供される。
【０１０５】
　当業者は、特定のペプチドの変異型によって誘導されるＴ細胞が、ペプチドそれ自体と
交差反応できるかどうかを評価できるであろう（Ａｐｐａｙ　ｅｔ　ａｌ．，２００６；
Ｃｏｌｏｍｂｅｔｔｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）。
【０１０６】
　所与のアミノ酸配列の「変異型」によって、本発明者らは、ペプチドが、配列番号１か
らなる所与のアミノ酸配列からなるペプチドと実質的に同様にＨＬＡ分子となおも結合で
きるように、（例えば、それらを別の天然アミノ酸残基の側鎖で、またはその他の側鎖で
置換することにより）例えば、アミノ酸の１つまたは２つの残基の側鎖が変化することを
意味する。好ましいのは、ＫＩＱＥＩＬＴＱＶ（配列番号１）である。例えば、ペプチド
は、それがＨＬＡ－Ａ＊０２または－ＤＲなどの適切なＭＨＣ分子の結合溝と相互作用し
て結合する能力を改善せずとも、少なくとも維持するように修飾されてもよく、このよう
にしてそれは、活性化Ｔ細胞のＴＣＲに結合する能力を改善せずとも、少なくとも維持す
る。同様に、ＴＣＲタンパク質は、ＨＬＡ－Ａ＊０２またはＨＬＡ－ＤＲなどの適切なＭ
ＨＣ分子／ＫＩＱＥＩＬＴＱＶ（配列番号１）複合体と相互作用して結合する能力を改善
せずとも、少なくとも維持するように修飾されてもよく、このようにしてそれは、Ｔ細胞
を活性化する能力を改善せずとも、少なくとも維持する。
【０１０７】
　これらのＴ細胞は、本明細書の態様で定義されているように、引き続いて細胞と交差反
応して、ＫＩＱＥＩＬＴＱＶ（配列番号１）などの同族ペプチドの天然アミノ酸配列を含
有するポリペプチドを発現する細胞を死滅させ得る学術文献およびデータベース（Ｒａｍ
ｍｅｎｓｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９；Ｇｏｄｋｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７）から
演繹され得るように、ＨＬＡ結合ペプチドの特定の位置は、典型的にアンカー残基であり
、結合溝を構成するポリペプチド鎖の極性、電気物理的、疎水性、および空間特性によっ
て画定されるＨＬＡ受容体の結合モチーフと適合する、コア配列を形成する。したがって
、当業者は、既知のアンカー残基を保つことで、配列番号１に記載されるアミノ酸配列を
修飾でき、このような変異型がＭＨＣクラスＩまたはＩＩ分子／ＫＩＱＥＩＬＴＱＶ（配
列番号１）複合体に結合する能力を維持するかどうかを判定できるであろう。本明細書の
変異型は、ＭＨＣクラスＩまたはＩＩ分子／ＫＩＱＥＩＬＴＱＶ（配列番号１）複合体に
結合する能力を維持する。本明細書の変異型を発現するＴ細胞は、引き続いて、ＫＩＱＥ
ＩＬＴＱＶ（配列番号１）などの同族ペプチドの天然アミノ酸配列を含有するポリペプチ
ドを発現する細胞を滅殺し得る。
【０１０８】
　本明細書で開示される元の（未修飾）ペプチドまたはＴＣＲタンパク質は、特に明記さ
れない場合は、ペプチド鎖内の異なる、おそらくは選択的な部位における、１つまたは複
数の残基の置換によって修飾され得る。好ましくはこれらの置換は、前記ペプチドのアミ
ノ酸鎖の末端に位置する。ＴＣＲタンパク質では、好ましくは、これらの置換は、ＴＣＲ
α鎖およびＴＣＲβ鎖の可変領域に位置する。このような置換は、保存的性質であっても
よく、例えば、疎水性アミノ酸が別の疎水性アミノ酸によって置換されるなど、構造およ
び特徴の類似したアミノ酸によってアミノ酸が置換される。さらにより保存的な置換は、
ロイシンのイソロイシンによる置換などの、同一または類似サイズおよび化学的性質のア
ミノ酸の置換である。天然起源相同タンパク質ファミリーの配列多様性の研究では、特定
のアミノ酸置換は、他よりも耐容されることが多く、これらは、元のアミノ酸とその置換
物との間のサイズ、電荷、極性、および疎水性の類似性との相関を示すことが多く、これ
が「保存的置換」の定義の基礎である。
【０１０９】
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　保存的置換は、本明細書では、以下の５つのグループの１つの中の交換として定義され
る：グループ１－小型脂肪族、非極性またはわずかに極性の残基（Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｔｈ
ｒ、Ｐｒｏ、Ｇｌｙ）；グループ２－極性の負に帯電した残基とそれらのアミド（Ａｓｐ
、Ａｓｎ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ）；グループ３－極性の正に帯電した残基（Ｈｉｓ、Ａｒｇ、
Ｌｙｓ）；グループ４－大型脂肪族非極性残基（Ｍｅｔ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｖａｌ、Ｃｙ
ｓ）；およびグループ５－大型芳香族残基（Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔｒｐ）。
【０１１０】
　より保存的でない置換は、アラニンのイソロイシン残基による置換などの、類似した特
徴を有するが、サイズがいくらか異なる別のアミノ酸による置換を伴うかもしれない。高
度に非保存的な置換は、極性アミノ酸の、または塩基性アミノ酸の酸性アミノ酸による置
換を伴うかもしれない。しかし化学効果は完全に予測可能でなく、過激な置換は単純な化
学的原理からは予測できない偶然の効果を生じさせる可能性があるので、このような「過
激な」置換は、潜在的に無効であるとして却下され得ない。
【０１１１】
　もちろんこのような置換には、通常のＬ－アミノ酸以外の構造体が関与してもよい。し
たがってＤ－アミノ酸が、本明細書の抗原性ペプチドに通常見いだされるＬ－アミノ酸を
置換するかもしれず、依然として本明細書の開示に包含される。さらに、非標準アミノ酸
（すなわち、一般的な天然タンパク質新生アミノ酸以外）もまた置換目的で使用されて、
本明細書による免疫原および免疫原性ポリペプチドが生産されてもよい
【０１１２】
　２つ以上の位置における置換が、以下に定義されるように実質的に同等のまたはそれを
超える抗原活性のあるペプチドをもたらすことが判明した場合、これらの置換の組み合わ
せを試験して、置換の組み合わせが、ペプチドの抗原性に相加または相乗効果をもたらす
かどうかが判定される。最大でも、ペプチド内の４つを超える位置が、同時に置換される
ことはない。
【０１１３】
　本明細書で示されるようなアミノ酸配列から本質的になるペプチドは、非修飾ペプチド
と比較すると、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩまたはＩＩ分子に結合する
能力が実質的に変化したり悪影響を受けたりすることなく交換される、１つまたは２つの
非アンカーアミノ酸を有し得る（アンカーモチーフについては下記を参照されたい）。別
の実施形態では、本明細書で示されるようなアミノ酸配列から本質的になるペプチドにお
いては、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩまたはＩＩ分子に結合する能力が
非修飾ペプチドと比較して実質的に変化したり悪影響を受けることなく、１つまたは２つ
のアミノ酸が、それらの保存的交換パートナー（以下を参照されたい）で交換され得る。
【０１１４】
　ＴＣＲとの相互作用に実質的に寄与しないアミノ酸残基は、その組み込みが、Ｔ細胞反
応性に実質的に影響を及ぼさず、関連ＭＨＣとの結合を排除しない、その他のアミノ酸で
の置換によって修飾され得る。したがって与えられた但し書きを除いて、本発明のペプチ
ドは、与えられたようなアミノ酸配列またはそれらの部分または変異型を含む、任意のペ
プチド（本発明者らは、その用語にオリゴペプチドまたはポリペプチドを含める）であっ
てもよい。
【０１１５】
表2：本発明のペプチドの変異型
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【表２】

【０１１６】
　より長い（伸長された）ペプチドもまた、適切であってもよい。ＭＨＣクラスＩエピト
ープは、通常は実際のエピトープであるが、プロセシング中に実際のエピトープを曝露す
るのに必要なタンパク質分解性切断に実質的に影響を及ぼさない残基である可能性もある
。
【０１１７】
　記載のペプチドは、４つまでのアミノ酸によって伸長され得て、すなわち、１、２、３
または４つのアミノ酸が、８～１１アミノ酸長の任意の組み合わせで、どちらかの末端に
付加され得て、実際のエピトープを含むより長いペプチドまたはタンパク質からのペプチ
ドプロセシングによって生成される。４：０～０：４の間の側面に位置する残基が好まし
い。本明細書による伸長の組み合わせは、表３にある。
【０１１８】
表3：記述のペプチドの伸長の組み合わせ

【表３】

【０１１９】
　伸長／延長のためのアミノ酸は、元のタンパク質配列のペプチドまたは任意のその他の
アミノ酸であり得る。伸長を利用して、ペプチドの安定性または溶解度を高め得る。
【０１２０】
　したがって本明細書のエピトープは、天然起源腫瘍関連または腫瘍特異的エピトープと
同一であってもよく、またはそれらが実質的に同一の抗原活性を有しさえすれば、４つ以
下の残基が参照ペプチドと異なるエピトープを含んでもよい。
【０１２１】
　代案の実施形態では、ペプチドは、４つを超えるアミノ酸で、好ましくは最大３０アミ
ノ酸の全長まで、片側または両側で伸長される。これは、ＭＨＣクラスＩＩ結合ペプチド
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をもたらしてもよい。ＭＨＣクラスＩＩへの結合は、当該技術分野で公知の方法によって
試験される得る。
【０１２２】
　したがって、本明細書は、ＭＨＣクラスＩエピトープのペプチドおよび変異型を提供し
、ペプチドまたは変異型は、８～１００、好ましくは８～３０、最も好ましくは８～１４
、すなわち８、９、１０、１１、１２、１３、１４アミノ酸の全長を有し、伸長されたク
ラスＩＩ結合ペプチドの場合、長さはまた、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１
または２２アミノ酸であり得る。
【０１２３】
　もちろん、本明細書によるペプチドまたは変異型は、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨ
Ｃ）クラスＩまたはＩＩの分子に結合する能力を有する。ペプチドまたは変異型のＭＨＣ
複合体への結合は、当該技術分野で既知の方法によって試験されてもよい。
【０１２４】
　好ましくは、本明細書によるペプチドに特異的なＴ細胞を置換ペプチドについて試験す
る場合、置換ペプチドが背景に対して最大溶解増加の半分を達成するペプチド濃度は、約
１ｍＭ以下、好ましくは約１μＭ以下、より好ましくは約１ｎＭ以下、さらにより好まし
くは約１００ｐＭ以下、最も好ましくは約１０ｐＭ以下である。置換ペプチドが、２人以
上、少なくとも２人、より好ましくは３人の個人からのＴ細胞によって認識されることも
また好ましい。
【０１２５】
　腫瘍特異的ＴＣＲの親和性増強とその利用は、最適ＴＣＲ親和性のウィンドウの存在に
依存する。このようなウィンドウの存在は、ＨＬＡ－Ａ２拘束性病原体に対して特異的な
ＴＣＲが、ＨＬＡ－Ａ２拘束性腫瘍関連自己抗原に対して特異的なＴＣＲと比較して、一
般に約１０分の１のＫＤ値を有するという観察に基づく（Ａｌｅｋｓｉｃ　ｅｔ　ａｌ．
２０１２；Ｋｕｎｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．２０１３）。腫瘍抗原は免疫原性である可能性を
有するが、腫瘍は個人自身の細胞から生じるので、改変された翻訳プロセッシングのある
変異タンパク質またはタンパク質のみが、免疫系によって異質と見なされることが今や知
られている。上方制御されまたは過剰発現される抗原（いわゆる自己抗原）は、腫瘍に対
する機能性免疫応答を必ずしも誘導しない。これらの抗原に対して高度に反応性であるＴ
ＣＲを発現するＴ細胞は、中枢性免疫寛容として知られているプロセスにおいて胸腺内で
負に選択され（Ｘｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．２０１２；Ｒｕｅｌｌａ　ｅｔ　ａｌ．２０１４
；Ｓｈａｒｐｅ　ｅｔ　ａｌ．２０１５）、すなわち、自己抗原に対する低親和性ＴＣＲ
を有するＴ細胞のみが残留する。したがって、ＭＡＧ－００３に対する本明細書のＴＣＲ
または変異型の親和性は、以下に記載されるように、当該技術分野で周知の方法によって
増強された。
【０１２６】
　「医薬組成物」は、医学的状況においてヒトへの投与に適する組成物である。好ましく
は、医薬組成物は無菌であり、ＧＭＰガイドラインに準拠して製造される。
【０１２７】
　医薬組成物は、遊離形態または薬学的に許容可能な塩の形態のどちらかのペプチドまた
はＴＣＲタンパク質を含んでなる（上記もまた参照されたい）。本明細書の用法では、「
薬学的に許容可能な塩」は、開示されたペプチドの誘導体を指し、ペプチドは、薬剤の酸
性塩または塩基性塩を生成することで修飾される。例えば、適切な酸との反応を伴って、
遊離塩基（典型的には中性形態の薬物が中性の－ＮＨ２基を有する）から酸性塩が調製さ
れる。酸性塩を調製するための適切な酸としては、例えば、酢酸、プロピオン酸、グリコ
ール酸、ピルビン酸、シュウ酸、リンゴ酸、マロン酸、コハク酸、マレイン酸、フマル酸
、酒石酸、クエン酸、安息香酸、ケイ皮酸、マンデル酸、メタンスルホン酸、エタンスル
ホン酸、ｐ－トルエンスルホン酸、サリチル酸などの有機酸、ならびに例えば、塩酸、臭
化水素酸、硫酸、硝酸リン酸などの無機酸の双方が挙げられる。逆に、ペプチド上に存在
してもよい酸部分の塩基性塩の調製物は、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化ア
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ンモニウム、水酸化カルシウム、トリメチルアミンなどの薬学的に許容可能な塩基を使用
して調製される。
【０１２８】
　本発明の別の実施形態は、非天然ペプチドに関し、前記ペプチドは、配列番号１～配列
番号１０に記載のアミノ酸配列からなり、またはそれから本質的になり、薬学的に許容可
能な塩として合成的に生産される（例えば、合成される）。ペプチドを合成的に生産する
方法は、当該技術分野で周知である。生体内で産生されるペプチドは塩でないため、本発
明によるペプチドの塩は、ペプチドの生体内での状態と実質的に異なる。ペプチドの非天
然塩形態は、特に、ペプチドを含んでなる医薬組成物、例えば、本明細書で開示されるペ
プチドワクチンなどの文脈で、ペプチドの溶解性を媒介する。治療される対象にペプチド
を効率的に提供するためには、ペプチドの十分で少なくとも実質的な溶解性が必要である
。好ましくは、塩は、ペプチドの薬学的に許容可能な塩である。本発明によるこれらの塩
としては、ア二オンとしてのＰＯ４

３－、ＳＯ４
２－、ＣＨ３ＣＯＯ－、Ｃｌ－、Ｂｒ－

、ＮＯ３
－、ＣｌＯ４

－、Ｉ－、ＳＣＮ－、およびカチオンとしてのＮＨ４
＋、Ｒｂ＋、

Ｋ＋、Ｎａ＋、Ｃｓ＋、Ｌｉ＋、Ｚｎ２＋、Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｕ２＋お
よびＢａ２＋を含んでなるホフマイスター系列の塩類などのアルカリ塩およびアルカリ土
類塩類が挙げられる。特に塩類は、（ＮＨ４）３ＰＯ４、（ＮＨ４）２ＨＰＯ４、（ＮＨ

４）Ｈ２ＰＯ４、（ＮＨ４）２ＳＯ４、ＮＨ４ＣＨ３ＣＯＯ、ＮＨ４Ｃｌ、ＮＨ４Ｂｒ、
ＮＨ４ＮＯ３、ＮＨ４ＣＩＯ４、ＮＨ４Ｉ、ＮＨ４ＳＣＮ、Ｒｂ３ＰＯ４、Ｒｂ２ＨＰＯ

４、ＲｂＨ２ＰＯ４、Ｒｂ２ＳＯ４、Ｒｂ４ＣＨ３ＣＯＯ、Ｒｂ４Ｃｌ、Ｒｂ４Ｂｒ、Ｒ
ｂ４ＮＯ３、Ｒｂ４ＣＩＯ４、Ｒｂ４Ｉ、Ｒｂ４ＳＣＮ、Ｋ３ＰＯ４、Ｋ２ＨＰＯ４、Ｋ
Ｈ２ＰＯ４、Ｋ２ＳＯ４、ＫＣＨ３ＣＯＯ、ＫＣｌ、ＫＢｒ、ＫＮＯ３、ＫＣｌＯ４、Ｋ
Ｉ、ＫＳＣＮ、Ｎａ３ＰＯ４、Ｎａ２ＨＰＯ４、ＮａＨ２ＰＯ４、Ｎａ２ＳＯ４、ＮａＣ
Ｈ３ＣＯＯ、ＮａＣｌ、ＮａＢｒ、ＮａＮＯ３、ＮａＣＩＯ４、ＮａＩ、ＮａＳＣＮ、Ｚ
ｎＣＩ２Ｃｓ３ＰＯ４、Ｃｓ２ＨＰＯ４、ＣｓＨ２ＰＯ４、Ｃｓ２ＳＯ４、ＣｓＣＨ３Ｃ
ＯＯ、ＣｓＣｌ、ＣｓＢｒ、ＣｓＮＯ３、ＣｓＣＩＯ４、ＣｓＩ、ＣｓＳＣＮ、Ｌｉ３Ｐ
Ｏ４、Ｌｉ２ＨＰＯ４、ＬｉＨ２ＰＯ４、Ｌｉ２ＳＯ４、ＬｉＣＨ３ＣＯＯ、ＬｉＣｌ、
ＬｉＢｒ、ＬｉＮＯ３、ＬｉＣｌＯ４、ＬｉＩ、ＬｉＳＣＮ、Ｃｕ２ＳＯ４、Ｍｇ３（Ｐ
Ｏ４）２、Ｍｇ２ＨＰＯ４、Ｍｇ（Ｈ２ＰＯ４）２、Ｍｇ２ＳＯ４、Ｍｇ（ＣＨ３ＣＯＯ
）２、ＭｇＣｌ２、ＭｇＢｒ２、Ｍｇ（ＮＯ３）２、Ｍｇ（ＣｌＯ４）２、ＭｇＩ２、Ｍ
ｇ（ＳＣＮ）２、ＭｎＣｌ２、Ｃａ３（ＰＯ４）、Ｃａ２ＨＰＯ４、Ｃａ（Ｈ２ＰＯ４）

２、ＣａＳＯ４、Ｃａ（ＣＨ３ＣＯＯ）２、ＣａＣｌ２、ＣａＢｒ２、Ｃａ（ＮＯ３）２

、Ｃａ（ＣｌＯ４）２、ＣａＩ２、Ｃａ（ＳＣＮ）２、Ｂａ３（ＰＯ４）２、Ｂａ２ＨＰ
Ｏ４、Ｂａ（Ｈ２ＰＯ４）２、ＢａＳＯ４、Ｂａ（ＣＨ３ＣＯＯ）２、ＢａＣｌ２、Ｂａ
Ｂｒ２、Ｂａ（ＮＯ３）２、Ｂａ（ＣｌＯ４）２、ＢａＩ２、ａｎｄＢａ（ＳＣＮ）２か
ら選択される。特に好ましいのは、例えば、塩化物塩または酢酸塩（トリフルオロ酢酸塩
）などのＮＨ酢酸塩、ＭｇＣｌ２、ＫＨ２ＰＯ４、Ｎａ２ＳＯ４、ＫＣｌ、ＮａＣｌ、お
よびＣａＣｌ２である。
【０１２９】
　特に好ましい一実施形態では、医薬組成物は、酢酸（酢酸塩）、トリフルオロ酢酸また
は塩酸（塩化物）の塩としてのペプチドまたはＴＣＲタンパク質を含んでなる。
【０１３０】
　本明細書のさらなる態様は、本明細書のペプチドまたはペプチド変異型をコードする核
酸（例えばポリヌクレオチド）、およびＴＣＲタンパク質およびＴＣＲ変異型を提供する
。ポリヌクレオチドは、それがペプチドをコードしさえすれば、例えば、一本鎖および／
または二本鎖のいずれかのＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＰＮＡ、ＲＮＡまたはそれらの組み合わせ
であってもよく、または例えばホスホロチオエート主鎖を有するポリヌクレオチドなどの
ポリヌクレオチドの未変性または安定化形態であってもよく、それはイントロンを含有し
てもまたはしなくてもよい。もちろん、天然起源ペプチド結合によって連結する天然アミ
ノ酸残基を含有するペプチドのみが、ポリヌクレオチドによってエンコードされ得る。本
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明細書のなおもさらなる態様は、本明細書によるポリペプチドを発現できる発現ベクター
を提供する。
【０１３１】
　例えば相補的付着端を通じて、ポリヌクレオチド、特にＤＮＡをベクターに連結する、
多様な方法が開発されている。例えば、ベクターＤＮＡに挿入されるＤＮＡセグメントに
、相補的ホモポリマー配列が付加され得る。次に、相補的ホモポリマー尾部間の水素結合
によって、ベクターおよびＤＮＡセグメントが連結されて、組換えＤＮＡ分子が形成する
。
【０１３２】
　１つまたは複数の制限部位を含有する合成リンカーは、ＤＮＡセグメントをベクターに
連結する代替え方法を提供する。多様な制限エンドヌクレアーゼ部位を含有する合成リン
カーは、米国コネチカット州ニューヘイブンのＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．をはじめとするいくつかの供給元から商業的に入手でき
る。
【０１３３】
　本明細書のポリペプチドをコードするＤＮＡを修飾する望ましい方法は、Ｓａｉｋｉ　
ＲＫ，ｅｔ　ａｌ．（Ｓａｉｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８）で開示されるようなポリメ
ラーゼ連鎖反応を用いる。この方法は、例えば、適切な制限部位を遺伝子操作することで
、ＤＮＡを適切なベクターに導入するために使用されてもよく、またはそれは、当該技術
分野で既知のその他の有用な様式でＤＮＡを修飾するために使用されてもよい。ウイルス
ベクターを使用するのであれば、ポックスウイルスまたはアデノウイルスベクターが好ま
しい。
【０１３４】
　次に、ＤＮＡ（またはレトロウイルスベクターの場合はＲＮＡ）が適切な宿主において
発現され、本明細書のペプチドまたは変異型を含んでなるポリペプチドが生産されてもよ
い。このようにして、本明細書に含まれる教示を考慮して適切に修正された既知の技術に
従って、本明細書のペプチドまたは変異型をコードするＤＮＡを使用して、発現ベクター
が構築されてもよく、次にそれを使用して、本明細書のポリペプチドの発現および生産の
ために、適切な宿主細胞が形質転換される。このような技術としては、例えば、米国特許
第４，４４０，８５９号明細書、米国特許第４，５３０，９０１号明細書、米国特許第４
，５８２，８００号明細書、米国特許第４，６７７，０６３号明細書、米国特許第４，６
７８，７５１号明細書、米国特許第４，７０４，３６２号明細書、米国特許第４，７１０
，４６３号明細書、米国特許第４，７５７，００６号明細書、米国特許第４，７６６，０
７５号明細書、および米国特許第４，８１０，６４８号明細書で開示されるものが挙げら
れる。
【０１３５】
　本発明明細書の化合物を構成するポリペプチドをエンコードするＤＮＡ（またはレトロ
ウイルスベクターの場合はＲＮＡ）は、適切な宿主への導入のために、多種多様なその他
のＤＮＡ配列に連結されてもよい。コンパニオンＤＮＡは、宿主の性質、ＤＮＡの宿主へ
の導入様式、およびエピソームの維持または組み込みが所望されるかどうかに左右される
。
【０１３６】
　一般に、ＤＮＡは、発現のための適切な方向および正しい読み枠で、プラスミドなどの
発現ベクターに挿入される。必要ならば、ＤＮＡは、所望の宿主によって認識される適切
な転写および翻訳調節制御ヌクレオチド配列に連結されてもよいが、このような制御は、
一般に発現ベクター中で利用できる。次に、標準的な技術を通じて、ベクターが宿主に導
入される。一般に、全ての宿主がベクターによって形質転換されるわけではない。したが
って、形質転換された宿主細胞を選択することが必要になる。一選択技術は、抗生物質耐
性などの形質転換細胞内で選択可能な形質をコードする、任意の必要な制御因子を有する
ＤＮＡ配列を発現ベクター内に組み込むことを伴う。
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【０１３７】
　代案としては、このような選択可能な形質の遺伝子は、所望の宿主細胞を同時形質転換
するのに使用される、別のベクター上にあり得る。
【０１３８】
　次に、本明細書で開示される教示を考慮して、当業者に知られている適切な条件下で十
分な時間にわたり、本発明の組換えＤＮＡによって形質転換された宿主細胞が培養されて
ポリペプチドが発現され、次にそれが回収され得る。
【０１３９】
　細菌（例えば大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）およびバチルス・サブチリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、酵母（例えばサッカロミセス・セレビシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍ
ｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、糸状菌（例えばアスペルギルス属（Ａｓｐｅｒｇｉ
ｌｌｕｓ））、植物細胞、動物細胞、および昆虫細胞をはじめとする多数の発現系が知ら
れている。好ましくは、発現系は、ＡＴＣＣ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｃｏｌｌｅｃ
ｔｉｏｎから入手できるＣＨＯ細胞などの哺乳類細胞であり得る。
【０１４０】
　構成的発現のための典型的な哺乳類細胞ベクタープラスミドは、適切なポリＡ尾部を有
するＣＭＶまたはＳＶ４０プロモーター、およびネオマイシンなどの耐性マーカーを含ん
でなる。一例は、米国ニュージャージー州ピスカタウェイのＰｈａｒｍａｃｉａから入手
できるｐＳＶＬである。誘導性哺乳類発現ベクターの一例であるｐＭＳＧもまた、Ｐｈａ
ｒｍａｃｉａから入手できる。有用な酵母プラスミドベクターは、ｐＲＳ４０３－４０６
およびｐＲＳ４１３－４１６であり、通常、米国郵便番号９２０３７カリフォルニア州ラ
ホヤのＳｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓから入手できる。プラス
ミドｐＲＳ４０３、ｐＲＳ４０４、ｐＲＳ４０５、およびｐＲＳ４０６は、酵母組み込み
プラスミド（ＹＩｐｓ）であり、酵母の選択可能なマーカーＨＩＳ３、ＴＲＰ１、ＬＥＵ
２、およびＵＲＡ３が組み込まれている。プラスミドｐＲＳ４１３－４１６は、酵母セン
トロメアプラスミド（Ｙｃｐｓ）である。ＣＭＶプロモーターベースのベクター（例えば
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ製）は、一過性または安定性発現、細胞質内発現または分泌
、およびＦＲＡＧ、３ｘＦＬＡＧ、ｃ－ｍｙｃまたはＭＡＴの様々な組み合わせでのＮ末
端またはＣ末端標識付けを提供する。これらの融合タンパク質は、組換えタンパク質を検
出、精製、および分析できるようにする。二重標識融合物は、検出に融通性を与える。
【０１４１】
　強力なヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーター調節領域は、ＣＯＳ細胞内で
、構成タンパク質発現レベルを１ｍｇ／Ｌ程度の高さに駆動する。効力がより低い細胞株
では、タンパク質レベルは、典型的に約０．１ｍｇ／Ｌである。ＳＶ４０複製起点の存在
は、ＳＶ４０複製許容ＣＯＳ細胞内で高レベルのＤＮＡ複製をもたらす。ＣＭＶベクター
は、例えば、細菌細胞内のｐＭＢ１（ｐＢＲ３２２の誘導体）複製起点、細菌におけるア
ンピシリン耐性選択のためのｂ－ラクタマーゼ遺伝子、ｈＧＨポリＡ、およびｆ１起点を
含有し得る。プレプロトリプシンリーダー（ＰＰＴ）配列を含有するベクターは、抗ＦＲ
ＡＧ抗体、樹脂、およびプレートを使用した精製のために、培養液中へのＦＲＡＧ融合タ
ンパク質分泌を誘導し得る。多様な宿主細胞と共に使用するためのその他のベクターおよ
び発現系が、当該技術分野で周知である。
【０１４２】
　別の実施形態では、本明細書の２つ以上のペプチドまたはペプチド変異型がコードされ
、したがって順次発現される（「数珠玉構造」コンストラクトと同様）。その際に、ペプ
チドまたはペプチド変異型は、例えばＬＬＬＬＬＬなどの一続きのリンカーアミノ酸によ
って、共に連結または融合されてもよく、またはそれらの間のいかなる追加的なペプチド
もなしに連結されてもよい。これらのコンストラクトはまた、がん療法のために使用され
得て、ＭＨＣ　ＩとＭＨＣ　ＩＩの双方が関与する免疫応答を誘導してもよい。
【０１４３】
　本明細書はまた、本明細書のポリヌクレオチドベクターコンストラクトで形質転換され



(30) JP 2019-515653 A 2019.6.13

10

20

30

40

50

た宿主細胞にも関する。宿主細胞は、原核または真核生物のどちらかであり得る。細菌細
胞は、いくつかの状況では、好ましい原核宿主細胞であってもよく、典型的には、例えば
、米国メリーランド州ベセスダのＢｅｔｈｅｓｄａ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ　Ｉｎｃ．，から入手できる大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＤＨ５株、および米国メ
リーランド州ロックビルの米国微生物系統保存機関（ＡＴＣＣ）から入手できるＲＲ１（
ＡＴＣＣ番号３１３４３）などの大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）株である。好ましい真核宿主細
胞としては、酵母、昆虫、および哺乳類細胞、好ましくはマウス、ラット、サルまたはヒ
トの線維芽細胞株および結腸細胞株に由来するものなどの脊椎動物細胞が挙げられる。酵
母宿主細胞としては、米国郵便番号９２０３７カリフォルニア州ラホヤのＳｔｒａｔａｇ
ｅｎｅ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓから一般に入手できる、ＹＰＨ４９９、ＹＰＨ
５００、およびＹＰＨ５０１が挙げられる。好ましい哺乳類宿主細胞としては、ＡＴＣＣ
からＣＣＬ６１として入手できるチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ＡＴＣＣ
からＣＲＬ１６５８として入手できるＮＩＨ　Ｓｗｉｓｓマウス胚細胞ＮＩＨ／３Ｔ３、
ＡＴＣＣからＣＲＬ１６５０として入手できるサル腎臓由来ＣＯＳ－１細胞、およびヒト
胎児由来腎細胞である２９３細胞が挙げられる。好ましい昆虫細胞は、バキュロウイルス
発現ベクターで形質移入され得るＳｆ９細胞である。発現のための適切な宿主細胞の選択
に関する概説は、例えば、Ｐａｕｌｉｎａ　ＢａｌｂａｓおよびＡｒｇｅｌｉａ　Ｌｏｒ
ｅｎｃｅの教科書、”Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｒ
ｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，Ｒｅｖｉｅｗｓ　ａｎｄ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ，”Ｐａｒｔ　Ｏｎｅ，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，ＩＳＢＮ　９
７８－１－５８８２９－２６２－９，および当業者に知られているその他の文献にある。
【０１４４】
　本明細書のＤＮＡコンストラクトによる適切な細胞宿主の形質転換は、典型的に使用さ
れるベクターのタイプに依存する周知の方法によって達成される。原核宿主細胞の形質転
換に関しては、例えば、Ｃｏｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ｃｏｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９７
２）および（Ｇｒｅｅｎ　ａｎｄ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ，２０１２）を参照されたい。酵母
細胞の形質転換は、Ｓｈｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ｓｈｅｒｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１
９８６）に記載される。Ｂｅｇｇｓ（Ｂｅｇｇｓ，１９７８）の方法もまた有用である。
脊椎動物細胞に関しては、このような細胞を形質移入するのに有用な、例えば、リン酸カ
ルシウムおよびＤＥＡＥ－デキストランまたはリポソーム製剤などの試薬が、米国郵便番
号２０８７７メリーランド州ゲイザースバーグのＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　
Ｉｎｃ．，から入手できる。電気穿孔もまた、細胞を形質転換および／または形質移入す
るのに有用であり、酵母細胞、細菌細胞、昆虫細胞、および脊椎動物細胞を形質転換する
技術分野で周知である。
【０１４５】
　成功裏に形質転換細胞、すなわち本明細書のＤＮＡコンストラクトを含有する細胞は、
ＰＣＲなどの周知の技術によって同定され得る。代案としては、抗体を使用して、上清中
のタンパク質の存在が検出され得る。
【０１４６】
　例えば、細菌、酵母、および昆虫細胞などの本発明の特定の宿主細胞が、本発明のペプ
チドの調製において有用であることが理解されるであろう。しかしその他の宿主細胞が、
特定の治療法において有用であってもよい。例えば、樹状細胞などの抗原提示細胞は、そ
れらが適切なＭＨＣ分子中に負荷されてもよいように、本明細書のペプチドを発現するた
めに有用に使用されてもよい。したがって、本明細書は、本明細書による核酸または発現
ベクターを含んでなる宿主細胞を提供する。
【０１４７】
　好ましい実施形態では、宿主細胞は、抗原提示細胞、特に樹状細胞または抗原提示細胞
である。前立腺酸性ホスファターゼ（ＰＡＰ）を含有する組換え融合タンパク質が負荷さ
れたＡＰＣは、無症候性または微小症候性転移性ＨＲＰＣを治療するために、米国食品医
薬品局（ＦＤＡ）によって２０１０年４月２０日に認可された（シプロイセルＴ）（Ｒｉ
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ｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２００６；Ｓｍａｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００６）。
【０１４８】
　本明細書のさらなる態様は、宿主細胞を培養するステップと、宿主細胞またはその培養
液からペプチドを単離するステップとを含んでなる、ペプチドまたはその変異型を生産す
る方法を提供する。
【０１４９】
　別の実施形態では、本明細書のＴＣＲタンパク質、核酸または発現ベクターは、医療に
おいて使用される。例えば、ペプチドまたはその変異型は、静脈内（ｉ．ｖ．）注射、皮
下（ｓ．ｃ．）注射、皮内（ｉ．ｄ．）注射、腹腔内（ｉ．ｐ．）注射、筋肉内（ｉ．ｍ
．）注射のために調合されてもよい。ペプチド注射の好ましい方法としては、ｓ．ｃ、ｉ
．ｄ、ｉ．ｐ、ｉ．ｍ、およびｉ．ｖ．が挙げられる。ＤＮＡ注射の好ましい方法として
は、ｉ．ｄ、ｉ．ｍ、ｓ．ｃ、ｉ．ｐ、およびｉ．ｖ．が挙げられる。例えば、５０μｇ
～１．５ｍｇ、好ましくは１２５μｇ～５００μｇのペプチドまたはＤＮＡの用量が投与
されてもよく、それぞれのペプチドまたはＤＮＡに左右される。この範囲の用量は、以前
の治験で成功裏に使用された（Ｗａｌｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２）。
【０１５０】
　活性ワクチン接種のために使用されるポリヌクレオチドは、実質的に純粋であってもよ
く、または適切なベクターまたは送達系に含有されてもよい。核酸は、ＤＮＡ、ｃＤＮＡ
、ＰＮＡ、ＲＮＡまたはそれらの組み合わせであってもよい。このような核酸をデザイン
して導入する方法は、当該技術分野で周知である。概説は、例えば、Ｔｅｕｆｅｌ　ｅｔ
　ａｌ．（Ｔｅｕｆｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，２００５）によって提供される。ポリヌクレオ
チドワクチンは調製が容易であるが、免疫応答誘導におけるこれらのベクターの作用機序
は、完全には分かっていない。適切なベクターおよび送達系としては、アデノウイルス、
ワクシニアウイルス、レトロウイルス、ヘルペスウイルス、アデノ随伴ウイルス、または
２つ以上のウイルスの構成要素を含有するハイブリッドベースのシステムなどのウイルス
ＤＮＡおよび／またはＲＮＡが挙げられる。非ウイルス送達系としては、カチオン性脂質
およびカチオン性ポリマーが挙げられ、ＤＮＡ送達技術分野において周知である。「遺伝
子銃」などを介した、物理的送達もまた使用されてもよい。核酸によってコードされるペ
プチド（単数）またはペプチド（複数）は、例えば、上述のように、それぞれの逆ＣＤＲ
のＴ細胞を刺激する、エピトープとの融合タンパク質であってもよい。
【０１５１】
　本明細書の薬剤は、１つまたは複数のアジュバントもまた含んでもよい。アジュバント
は、免疫応答（例えば、ＣＤ８陽性Ｔ細胞およびヘルパーＴ（ＴＨ）細胞によって媒介さ
れる抗原に対する免疫応答を非特異的に促進または増強する物質であり、したがって本明
細書の薬剤で有用であると見なされる。適切なアジュバントとしては、１０１８　ＩＳＳ
、アルミニウム塩、ＡＭＰＬＩＶＡＸ（登録商標）、ＡＳ１５、ＢＣＧ、ＣＰ－８７０，
８９３、ＣｐＧ７９０９、ＣｙａＡ、ｄＳＬＩＭ、フラジェリンまたはフラジェリン由来
ＴＬＲ５リガンド、ＦＬＴ３リガンド、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＣ３０、ＩＣ３１、イミキモド
（ＡＬＤＡＲＡ（登録商標））、レシキモド、ＩｍｕＦａｃｔ　ＩＭＰ３２１、ＩＬ－２
やＬ－１３やＩＬ－２１などのインターロイキン、インターフェロン－αまたは－βまた
はそれらのＰＥＧ化誘導体、ＩＳパッチ、ＩＳＳ、ＩＳＣＯＭＡＴＲＩＸ、ＩＳＣＯＭ、
ＪｕｖＩｍｍｕｎｅ（登録商標）、ＬｉｐｏＶａｃ、ＭＡＬＰ２、ＭＦ５９、モノホスホ
リルリピドＡ、モンタニドＩＭＳ１３１２、モンタニドＩＳＡ２０６、モンタニドＩＳＡ
５０Ｖ、モンタニドＩＳＡ－５１、油中水型および水中油型エマルション、ＯＫ－４３２
、ＯＭ－１７４、ＯＭ－１９７－ＭＰ－ＥＣ、ＯＮＴＡＫ、ＯｓｐＡ、ＰｅｐＴｅｌ（登
録商標）ベクター系、ポリ（ラクチドコグリコリド）［ＰＬＧ］ベースおよびデキストラ
ン微粒子、タラクトフェリンＳＲＬ１７２、ビロソームおよびその他のウイルス様粒子、
ＹＦ－１７Ｄ、ＶＥＧＦトラップ、Ｒ８４８、β－グルカン、Ｐａｍ３Ｃｙｓ、サポニン
に由来するＡｑｕｉｌａ’ｓ　ＱＳ２１　ｓｔｉｍｕｌｏｎ、マイコバクテリア抽出物お
よび合成細菌細胞壁模倣体、およびＲｉｂｉ’ｓ　ＤｅｔｏｘまたはＱｕｉｌまたはＳｕ
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ｐｅｒｆｏｓなどのその他の独自仕様の補助剤が挙げられるが、これに限定されるもので
はない。フロイントまたはＧＭ－ＣＳＦなどのアジュバントが好ましい。樹状細胞および
それらの調製物に対して特異的な、いくつかの免疫学的アジュバント（例えばＭＦ５９）
が、以前記載されている（Ａｌｌｉｓｏｎ　ａｎｄ　Ｋｒｕｍｍｅｌ，１９９５）。サイ
トカインもまた使用されてもよい。数種のサイトカインは、樹状細胞のリンパ組織（例え
ばＴＮＦ－）への移動に影響を与えること、Ｔリンパ球（例えば、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－
１、およびＩＬ－４）のための効率的な抗原提示細胞への樹状細胞の成熟を加速すること
（その内容全体が参照により本明細書に具体的に援用される、米国特許第５，８４９，５
８９号明細書）、および免疫増強剤（例えば、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、ＩＬ－２３、Ｉ
Ｌ－７、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β）として作用することと、直接関連付けられている（Ｇ
ａｂｒｉｌｏｖｉｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６）。
【０１５２】
　ＣｐＧ免疫賦活性オリゴヌクレオチドもまた、ワクチン環境において、アジュバント効
果を増強することが報告されている。理論により拘束されることなく、ＣｐＧオリゴヌク
レオチドは、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）、主にＴＬＲ９を通じた、内在的（非適応性）
免疫系の活性化によって作用する。ＣｐＧ誘導性ＴＬＲ９活性化は、ペプチドまたはタン
パク質抗原、生きたまたは死滅ウイルス、樹状細胞ワクチン、自己細胞ワクチン、そして
予防的および治療的ワクチンの双方における多糖コンジュゲートをはじめとする多種多様
な抗原に対する、抗原特異的体液性および細胞性応答を増強する。より重要なことには、
それは樹状細胞の成熟と分化を増強し、ＣＤ４　Ｔ細胞援助の不在下であってさえも、Ｔ
Ｈ１細胞の活性化の促進、および強力な細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）生成をもたらす
。ＴＬＲ９刺激によって誘導されるＴＨ１バイアスは、通常はＴＨ２バイアスを促進する
ミョウバンまたは不完全フロイントアジュバント（ＩＦＡ）などのワクチンアジュバント
存在下であってさえも、維持される。ＣｐＧオリゴヌクレオチドは、その他のアジュバン
トと調合されまたは同時投与された際に、または微粒子、ナノ粒子、脂質エマルションな
どの配合物または類似配合物中で、なおもより高いアジュバント活性を示し、それは、抗
原が比較的弱い場合、強力な応答を誘導するのに特に必要である。それらは免疫応答もま
た加速し、いくつかの実験では、ＣｐＧなしのワクチン総量と同等の抗体応答で、抗原用
量のほぼ２桁分の低減を可能にする（Ｋｒｉｅｇ，２００６）。米国特許第６，４０６，
７０５Ｂ１号明細書は、抗原特異的免疫応答を誘導するためのＣｐＧオリゴヌクレオチド
、非核酸アジュバント、および抗原の併用を記載する。ＣｐＧ　ＴＬＲ９拮抗薬は、本明
細書の医薬組成物の好ましい構成要素である、Ｍｏｌｏｇｅｎ（独国ベルリン）製のｄＳ
ＬＩＭ（二重ステムループ免疫調節剤）である。ＲＮＡ結合ＴＬＲ７、ＴＬＲ８および／
またはＴＬＲ９などのその他のＴＬＲ結合分子もまた、使用されてもよい。
【０１５３】
　有用なアジュバントその他の例としては、化学修飾ＣｐＧ（例えば、ＣｐＲ、Ｉｄｅｒ
ａ）；ポリ（Ｉ：Ｃ）などのｄｓＲＮＡアナログおよびそれらの誘導体（例えばＡｍｐｌ
ｉＧｅｎ（登録商標）、Ｈｉｌｔｏｎｏｌ（登録商標）、ポリ（ＩＣＬＣ）、ポリ（ＩＣ
－Ｒ）、ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）、非ＣｐＧ細菌ＤＮＡまたはＲＮＡ；ならびにシクロホス
ファミド、スニチニブ、ベバシズマブ（登録商標）、セレブレックス、ＮＣＸ－４０１６
、シルデナフィル、タダラフィル、バルデナフィル、ソラフェニブ、テモゾロマイド、テ
ムシロリムス、ＸＬ－９９９、ＣＰ－５４７６３２、パゾパニブ、ＶＥＧＦ　Ｔｒａｐ、
ＺＤ２１７１、ＡＺＤ２１７１、抗ＣＴＬＡ４などの免疫活性小型分子および抗体；免疫
系の重要な構造体を標的にするその他の抗体（例えば、抗ＣＤ４０、抗ＴＧＦβ、抗ＴＮ
Ｆα受容体）；ＳＣ５８１７５が挙げられるが、これに限定されるものではなく、これら
は治療的におよび／またはアジュバントとして作用してもよい。本発明の文脈で有用なア
ジュバントおよび添加剤の量と濃度は、過度の実験を実施することなく、当業者によって
容易に判定され得る。
【０１５４】
　好ましいアジュバントは、抗ＣＤ４０、イミキモド、レシキモド、ＧＭ－ＣＳＦ、シク
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ロホスファミド、スニチニブ、ベバシズマブ、インターフェロンα、ＣｐＧオリゴヌクレ
オチドおよび誘導体、ポリ（Ｉ：Ｃ）および誘導体、ＲＮＡ、シルデナフィル、およびＰ
ＬＧまたはビロソーム微粒子調合物である。
【０１５５】
　本明細書による薬剤組成物の好ましい実施形態では、アジュバントは、顆粒球マクロフ
ァージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ、サルグラモスチム）、シクロホスファミド、イ
ミキモド、レシキモド、およびインターフェロンαなどのコロニー刺激因子からなる群か
ら選択される。
【０１５６】
　本明細書による医薬組成物の好ましい実施形態では、アジュバントは、顆粒球マクロフ
ァージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ、サルグラモスチム）、シクロホスファミド、イ
ミキモド、およびレシキモドなどのコロニー刺激因子からなる群から選択される。本発明
明細書による薬剤組成物の好ましい実施形態では、アジュバントは、シクロホスファミド
、イミキモドまたはレシキモドである。なおもより好ましいアジュバントは、Ｍｏｎｔａ
ｎｉｄｅ　ＩＭＳ　１３１２、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ　２０、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ
　ＩＳＡ　５０Ｖ、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ－５１、ｐｏｌｙ－ＩＣＬＣ（Ｈｉｌｔ
ｏｎｏｌ（登録商標））、および抗ＣＤ４０ｍＡＢまたはそれらの組み合わせである。
【０１５７】
　この組成物は、皮下、皮内、筋肉内などの非経口投与、または経口投与のために使用さ
れる。このためには、ペプチドおよび任意選択的にその他の分子が、薬学的に許容可能な
、好ましくは水性担体に溶解され、または懸濁される。さらに組成物は、緩衝液、結合剤
、ブラスチング剤、希釈剤、香料、潤滑剤などの賦形剤を含有し得る。ペプチドはまた、
サイトカインなどの免疫刺激物質と共に投与され得る。このような組成物中で使用され得
る賦形剤の詳細な一覧は、例えば、Ａ．Ｋｉｂｂｅ，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ（Ｋｉｂｂｅ，２０００）から採用され得
る。組成物は、腺腫様またはがん性疾患の阻止、予防法および／または治療法のために使
用され得る。例示的調合物は、例えば、欧州特許第２１１２２５３号明細書にある。
【０１５８】
　本明細書によるワクチンによって引き起こされる免疫応答は、異なる細胞分裂期および
異なる発生段階のがんを攻撃することを理解することが重要である。さらに、異なるがん
関連シグナル伝達経路が攻撃される。これは、１つまたは少数の標的のみに対処して、攻
撃に対する腫瘍の容易な適応（腫瘍エスケープ）を引き起こすこともある、ワクチンに優
る利点である。さらに個々の腫瘍の全てが、同一パターンの抗原を発現するとは限らない
。したがって、いくつかの腫瘍関連ペプチドの組み合わせによって、ありとあらゆる腫瘍
が標的の少なくとも一部を有することが確実になる。組成物は、それぞれの腫瘍が抗原の
いくつかを発現することを予期して設計され、腫瘍の増殖と維持に必要ないくつかの独立
した経路をカバーする。したがって、ワクチンは、より大きな患者集団のために、容易に
「出来合」で使用され得る。これは、ワクチンで治療される患者の予備選択が、ＨＬＡタ
イピングに限定され得て、抗原発現に関する任意の追加的なバイオマーカーアセスメント
を必要としないことを意味するが、いくつかの標的が誘導免疫応答によって同時に攻撃さ
れることはなおも確実であり、これは有効性にとって重要である（Ｂａｎｃｈｅｒｅａｕ
　ｅｔ　ａｌ．，２００１；Ｗａｌｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２０１２）。
【０１５９】
　本明細書の用法では、「スキャフォールド」という用語は、（例えば、抗原性）決定因
子に特異的に結合する分子を指す。一実施形態では、スキャフォールドはまた、それが付
着する実体（例えば、（第２の）抗原結合部分）を例えば、抗原決定基（例えば本出願書
に記載のペプチドとＭＨＣの複合体）を有する特異的腫瘍細胞または腫瘍間質などの型標
的部位に誘導できる。別の実施形態では、キャフォールドは、例えば、Ｔ細胞受容体複合
体抗原などのその標的抗原を通じて、シグナル伝達を活性化できる。スキャフォールドと
しては、抗体およびそれらの断片、抗体重鎖可変領域および抗体軽鎖可変領域を含んでな
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る抗体の抗原結合ドメイン、少なくとも１つのアンキリンリピートモチーフと単一ドメイ
ン抗原結合（ＳＤＡＢ）分子とを含んでなる結合タンパク質、アプタマー、（可溶性）Ｔ
ＣＲ、および同種または自己由来Ｔ細胞などの（改変）細胞が挙げられるが、これに限定
されるものではない。分子が標的に結合するスキャフォールドであるかどうかを評価する
ために、結合アッセイが実施され得る。
【０１６０】
　「特異的」結合は、特異的標的を保有する細胞を殺滅できる活性分子を装備したスキャ
フォールドが、特異的標的は有しないがその他のペプチド－ＭＨＣ複合体を提示する別の
細胞を殺滅できない程度に、スキャフォールドがその他の天然ペプチド－ＭＨＣ－複合体
よりもさらに良好に、目的ペプチド－ＭＨＣ－複合体に結合することを意味する。交差反
応性ペプチド－ＭＨＣのペプチドが天然に存在せず、すなわち、ヒトＨＬＡ－ペプチドー
ムに由来しない場合、その他のペプチド－ＭＨＣ複合体への結合は無関係である。標的細
胞死滅を評価する試験は、当該技術分野で周知である。それらは、非改変ペプチド－ＭＨ
Ｃ提示を有する標的細胞（初代細胞または細胞株）、または天然に存在するペプチド－Ｍ
ＨＣレベルに達するようにペプチドを負荷された細胞を使用して、実施されるべきである
。
【０１６１】
　各スキャフォールドは標識を含んでなり得て、それは、標識によって提供されるシグナ
ルの存在または不在を判定することで、結合スキャフォールドが検出され得ることを提供
する。例えば、スキャフォールドは、蛍光染料または任意のその他の適用可能な細胞マー
カー分子で標識され得る。このようなマーカー分子は、当該技術分野で周知である。例え
ば、蛍光染料によって提供される蛍光標識は、蛍光またはレーザー走査顕微鏡またはフロ
ーサイトメトリーによる、結合アプタマーの視覚化を提供し得る。
【０１６２】
　各スキャフォールドは、例えば、ＩＬ－２１、抗－ＣＤ３、および抗－ＣＤ２８などの
第２の活性分子にコンジュゲートされ得る。
【０１６３】
　ポリペプチドスキャフォールドに関するさらなる情報については、例えば国際公開第２
０１４／０７１９７８Ａ１号パンフレットの背景セクション、およびその中で引用される
参考文献を参照されたい。
【０１６４】
　本明細書は、アプタマーにさらに関する。アプタマー（例えば、国際公開第２０１４／
１９１３５９号パンフレット、およびその中で引用される文献を参照されたい）は、短い
一本鎖核酸分子であり、それは、所定の三次元構造に折り畳まれて、特異的標的構造体を
認識し得る。それらは、標的療法を開発するための適切な代案のようであった。アプタマ
ーは、高い親和性および特異性で、多様な複合体標的と選択的に結合することが示されて
いる。
【０１６５】
　細胞表面に位置する分子を認識するアプタマーは、過去１０年内に同定されており、診
断および治療的アプローチを開発する手段を提供する。アプタマーは、毒性および免疫原
性がほぼ皆無であることが示されているので、それらは生物医学的用途のための有望な候
補である。確かに、例えば、前立腺特異的膜抗原認識アプタマーなどのアプタマーは、標
的療法のために成功裏に用いられており、異種移植片生体内モデルにおいて機能できるこ
とが示されている。さらに、特異的腫瘍細胞株を認識するアプタマーが同定されている。
【０１６６】
　ＤＮＡアプタマーは、様々ながん細胞、特に固形腫瘍に由来するものに対して広域スペ
クトル認識特性を示す一方で、非腫瘍発生性および主要健常細胞を認識しないように選択
され得る。同定されたアプタマーが、特異的腫瘍サブタイプを認識するだけでなく、むし
ろ一連の腫瘍と相互作用する場合、これは、アプタマーをいわゆる広域スペクトル診断薬
および治療薬として応用可能にする。
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【０１６７】
　さらに、フローサイトメトリーによる細胞結合挙動の調査は、アプタマーがナノモル濃
度範囲内の非常に良好な見かけの親和性を見せたことを示した。
【０１６８】
　アプタマーは、診断および治療目的で有用である。一態様では、少なくとも１つまたは
それ以上のアプタマーが腫瘍細胞に取り込まれ、したがってｓｉＲＮＡなどの抗がん剤の
腫瘍細胞への標的化送達のための分子ビヒクルとして機能し得る。
【０１６９】
　アプタマーは、細胞ＳＥＬＥＸ（試験管内進化法）技術を用いて、本明細書のＭＨＣ分
子の記述に従って、細胞および組織などの複雑な標的、そしてペプチド複合体に対して選
択され得る。
【０１７０】
　本明細書のペプチドを使用して、ＭＨＣ／ペプチド複合体に対する特異的抗体が生成さ
れ、開発され得る。これらは、毒素または放射性物質を患部組織に標的化する治療法のた
めに、使用され得る。これらの抗体の別の用途は、ＰＥＴなどのイメージング目的の放射
性核種の患部組織への標的化であり得る。この用途は、小規模な転移の検出、または病的
組織の大きさと正確な位置確認の判定を助け得る。
【０１７１】
　したがってＨＬＡ拘束性抗原と複合体化した、ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）ク
ラスＩまたはＩＩと特異的に結合する、組換え抗体を生産する方法を提供することが、本
明細書のさらなる態様であり、方法は、前記ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラス
ＩまたはＩＩを発現する細胞を含んでなる遺伝子操作された非ヒト哺乳類を、前記ＨＬＡ
拘束性抗原と複合体化した可溶性形態のＭＨＣクラスＩまたはＩＩ分子によって免疫化す
るステップと；ｍＲＮＡ分子を前記非ヒト哺乳類の抗体産生細胞から単離するステップと
；前記ｍＲＮＡ分子によってコードされるタンパク質分子を提示する、ファージディスプ
レイライブラリーを作成するステップと；少なくとも１つのファージを前記ファージディ
スプレイライブラリーから単離するステップとを含んでなり、前記少なくとも１つのファ
ージは、前記ＨＬＡ拘束性抗原と複合体化した前記ヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）
クラスＩまたはＩＩと特異的に結合する、前記抗体を提示する。
【０１７２】
　ＨＬＡ拘束性抗原と複合体化したヒト主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）クラスＩまたは
ＩＩと特異的に結合する抗体を提供することも、本明細書のさらなる態様であり、その中
で抗体は、好ましくは、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、二重特異性抗体およ
び／またはキメラ抗体である。
【０１７３】
　このような抗体および一本鎖クラスＩ主要組織適合性複合体を生産するそれぞれの方法
、ならびにこれらの抗体を生産するためのその他のツールは、本明細書の目的で、その内
容全体が参照により全て明示的に援用される、国際公開第０３／０６８２０１号パンフレ
ット、国際公開第２００４／０８４７９８号パンフレット、国際公開第０１／７２７６８
号パンフレット、国際公開第０３／０７０７５２号パンフレット、および文献（Ｃｏｈｅ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３ａ；Ｃｏｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００３ｂ；Ｄｅｎｋｂｅ
ｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）で開示される。
【０１７４】
　好ましくは、抗体は、２０ナノモル濃度未満、好ましくは１０ナノモル濃度未満の結合
親和性で複合体に結合し、それは本明細書の文脈で「特異的」とも見なされる。
【０１７５】
　本明細書は、配列番号１に特異的に結合する、ＴＣＲタンパク質またはその変異型また
は機能性断片に関する。
【０１７６】
　本明細書は、本明細書よるＴＣＲタンパク質にさらに関し、その中でＴＣＲタンパク質
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は（化学的に）修飾されおよび／または非ペプチド結合を含む。
【０１７７】
　本発明は、ＴＣＲタンパク質が完全な（全）ヒトタンパク質でないという条件で、本明
細書によるＴＣＲタンパク質をコードする核酸にさらに関する。
【０１７８】
　本明細書は、ＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＰＮＡ、ＲＮＡまたはそれらの組み合わせである、本
明細書による核酸にさらに関する。
【０１７９】
　本明細書は、本明細書による核酸を発現できる、発現ベクターにさらに関する。
【０１８０】
　本明細書は、医療において、特に（改善された）胃がん、結腸直腸がんおよび／または
神経膠芽腫の治療において使用するための、本明細書によるＴＣＲタンパク質、本明細書
による核酸、または本明細書による発現ベクターにさらに関する。
【０１８１】
　本明細書は、本明細書による核酸または本明細書による発現ベクターを含んでなる、宿
主細胞にさらに関する。
【０１８２】
　本明細書は、Ｔ細胞、好ましくはＣＤ８陽性Ｔ細胞またはＣＤ４陽性Ｔ細胞である、本
明細書による宿主細胞にさらに関する。
【０１８３】
　本明細書は、本明細書によるＴＣＲタンパク質を生産する方法にさらに関し、前記方法
は、ＨＬＡ－Ａ＊０２陰性健常ドナーに由来するＰＢＭＣをＡ２／ＩＧＦ２ＢＰ３－００
１（配列番号１）モノマーと共に培養するステップと、ＰＢＭＣを四量体フィコエリトリ
ン（ＰＥ）と共に培養するステップと、高結合活性Ｔ細胞を蛍光活性化細胞分類（ＦＡＣ
Ｓ）－Ｃａｌｉｂｕｒ分析によって単離するステップとを含んでなる。
【０１８４】
　本明細書は、本明細書によるＴＣＲタンパク質を生産する方法にさらに関し、前記方法
は、ＨＬＡ－Ａ＊０２陰性健常ドナーに由来するＰＢＭＣをＡ２／ｐ２８６－１Ｙ２Ｌモ
ノマーと共に培養するステップと、ＰＢＭＣを四量体フィコエリトリン（ＰＥ）と共に培
養するステップと、高結合活性Ｔ細胞を蛍光活性化細胞分類（ＦＡＣＳ）－Ｃａｌｉｂｕ
ｒ分析によって単離するステップとを含んでなる。
【０１８５】
　本明細書は、本明細書によるＴＣＲタンパク質を生産する方法にさらに関し、前記方法
は、ＨＬＡ－Ａ＊０２陰性健常ドナーに由来するＰＢＭＣＡ２／ｐ２８６－１Ｙ２Ｌ９Ｌ
モノマーと共に培養するステップと、ＰＢＭＣを四量体フィコエリトリン（ＰＥ）と共に
培養するステップと、高結合活性Ｔ細胞を蛍光活性化細胞分類（ＦＡＣＳ）－Ｃａｌｉｂ
ｕｒ分析によって単離するステップとを含んでなる。
【０１８６】
　本明細書は、本明細書によるＴＣＲタンパク質を生産する方法にさらに関し、前記方法
は、そのＴ細胞がマウスＴＣＲ欠損を補償する多様なヒトＴＣＲレパートリーを発現する
、全ヒトＴＣＲαβ遺伝子遺伝子座（１．１および０．７Ｍｂ）を有する遺伝子組換えマ
ウスを得るステップと、マウスをＩＧＦ２ＢＰ３－００１で免疫化するステップと、四量
体フィコエリトリン（ＰＥ）を有する遺伝子組換えマウスから得られたＰＢＭＣをインキ
ュベートするステップと、高結合活性Ｔ細胞を蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）Ｃａｌｉ
ｂｕｒ分析によって単離するステップとを含んでなる。
【０１８７】
　本明細書は、本明細書によるＴＣＲタンパク質を生産する方法にさらに関し、前記方法
は、そのＴ細胞がマウスＴＣＲ欠損を補償する多様なヒトＴＣＲレパートリーを発現する
、全ヒトＴＣＲαβ遺伝子遺伝子座（１．１および０．７Ｍｂ）を有する遺伝子組換えマ
ウスを得るステップと、マウスをｐ２８６－１Ｙ２Ｌで免疫化するステップと、四量体フ
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ィコエリトリン（ＰＥ）を有する遺伝子組換えマウスから得られたＰＢＭＣをインキュベ
ートするステップと、高結合活性Ｔ細胞を蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）Ｃａｌｉｂｕ
ｒ分析によって単離するステップとを含んでなる。
【０１８８】
　本明細書は、本明細書によるＴＣＲタンパク質を生産する方法にさらに関し、前記方法
は、そのＴ細胞がマウスＴＣＲ欠損を補償する多様なヒトＴＣＲレパートリーを発現する
、全ヒトＴＣＲαβ遺伝子遺伝子座（１．１および０．７Ｍｂ）を有する遺伝子組換えマ
ウスを得るステップと、マウスをｐ２８６－１Ｙ２Ｌ９Ｌで免疫化するステップと、四量
体フィコエリトリン（ＰＥ）を有する遺伝子組換えマウスから得られたＰＢＭＣをインキ
ュベートするステップと、高結合活性Ｔ細胞を蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）Ｃａｌｉ
ｂｕｒ分析によって単離するステップとを含んでなる。
【０１８９】
　本明細書は、本明細書による有効数のＴ細胞を患者に投与するステップを含んでなる、
その標的細胞がＩＧＦ２ＢＰ３－００１を異常に発現する患者において、標的細胞を死滅
させる方法にさらに関する。
【０１９０】
　本明細書は、記載される任意のＴＣＲタンパク質、本明細書による核酸、本明細書によ
る発現ベクター、本明細書による細胞、または本明細書による活性化細胞傷害性Ｔリンパ
球の、薬剤としての、または薬剤の製造における、使用にさらに関する。本明細書は、薬
剤ががんに対して有効である、本明細書による使用にさらに関する。
【０１９１】
　本明細書はさらに、前記がん細胞が、胃がん、前立腺がん、口腔がん、口腔扁平上皮が
ん（ＯＳＣＣ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、Ｈ．ピロリ（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）誘発性
ＭＡＬＴリンパ腫、大腸がん／結腸直腸がん、神経膠芽腫、非小細胞肺がん（ＮＳＣＬＣ
）、子宮頸がん、ヒト乳がん、前立腺がん、結腸がん、膵臓がん、膵管腺がん、卵巣がん
、肝細胞がん、肝臓がん、異なる表現型の脳腫瘍、急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）な
どの白血病、肺がん、ユーイング肉腫、子宮内膜がん、頭頸部扁上皮がん、喉頭の上皮が
ん、食道がん、口腔がん、膀胱がん、卵巣がん、腎細胞がん、異型髄膜腫、乳頭状甲状腺
がん、脳腫瘍、唾液管がん、子宮頸がん、リンパ節外Ｔ／ＮＫ－細胞リンパ腫、非ホジキ
ンリンパ腫、および肺および乳房の悪性固形腫瘍、およびその他の腫瘍から選択される、
本明細書による使用に関する。
【０１９２】
　本発明はさらに、上記のがん、特に胃がん、結腸直腸がん、および神経膠芽腫の診断お
よび／または予後で使用され得る、本明細書で「標的」と称される、本明細書によるペプ
チドに基づく特定のマーカータンパク質およびバイオマーカーに関する。本明細書はまた
、がん治療のためのこれらの新規標的の好ましい使用に関する。
【０１９３】
　「抗体（単数）」または「抗体（複数）」という用語は、本明細書では広義に使用され
、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体の双方を含む。無傷のまたは「完全」免疫グ
ロブリン分子に加えて、「抗体」という用語には、それらが、本明細書による所望の特性
のいずれか（例えば、胃がん、結腸直腸がん、および神経膠芽腫マーカー（ポリ）ペプチ
ドの特異的結合；増加したレベルでがんマーカー遺伝子を発現する胃がん、結腸直腸がん
、および神経膠芽腫がん細胞への毒素の送達；および／または胃がん、結腸直腸がん、お
よび神経膠芽腫がんマーカーポリペプチド活性の阻害）を示す限り、断片（例えば、ＣＤ
Ｒ、Ｆｖ、Ｆａｂ、およびＦｃ断片）またはこれらの免疫グロブリン分子のポリマー、お
よび免疫グロブリン分子のヒト化バージョンもまた含まれる。
【０１９４】
　可能な場合は常に、本明細書の抗体は、商業的供給元から購入されてもよい。また本明
細書の抗体は、周知の方法を使用して生成されてもよい。当業者は、本明細書の抗体を生
成するために、完全長非小細胞肺がんマーカーポリペプチドまたはその断片のどちらを使
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用してもよいことを理解するであろう。本明細書の抗体を作製するために使用されるポリ
ペプチドは、天然原料から部分的にまたは完全に精製されてもよく、または組換えＤＮＡ
技術を使用して生成されてもよい。
【０１９５】
　当業者は、モノクローナルまたはポリクローナル抗体の２つ以上の異なるセットの作製
が、その目的の用途（例えば、ＥＬＩＳＡ、免疫組織化学的検査、生体内イメージング、
免疫毒素療法）に必要な特異性および親和性を有する抗体を得る可能性を最大化すること
を理解するであろう。抗体は、それに対して抗体が使用される目的に従って、既知の方法
によりそれらの所望の活性について試験される（例えば、ＥＬＩＳＡ、免疫組織化学的検
査、免疫療法など；抗体の作製および試験のさらなるガイダンスについては、例えば、Ｇ
ｒｅｅｎｆｉｅｌｄ，２０１４（Ｇｒｅｅｎｆｉｅｌｄ，２０１４）を参照されたい）。
例えば、抗体は、ＥＬＩＳＡアッセイ、またはウエスタンブロット、ホルマリン固定がん
または冷凍組織切片の免疫組織化学染色で試験されてもよい。それらの最初の生体外特性
解析後、治療または生体内診断用途を意図した抗体が、既知の臨床試験法によって試験さ
れる。
【０１９６】
　「モノクローナル抗体」という用語は、本明細書の用法では、実質的に均質な抗体集団
から得られる抗体を指し；すなわち、集団を構成する個々の抗体は、微量で存在してもよ
い可能な自然発生変異以外は同一である。本明細書では、「モノクローナル抗体」は、そ
れらが所望の拮抗活性を示しさえすれば、その中で重鎖および／または軽鎖の一部が、特
定の種に由来しまたは特定の抗体クラスまたはサブクラスに属する抗体中の対応する配列
と同一または相同的である一方、鎖の残部は、別の種に由来しまたは別の抗体クラスまた
はサブクラスに属する抗体中の対応する配列と同一または相同的である、「キメラ」抗体
、ならびにこのような抗体の断片を特に含む（その内容全体が本明細書に援用される、米
国特許第４，８１６，５６７号明細書）。
【０１９７】
　本明細書のモノクローナル抗体は、ハイブリドーマ法を使用して調製されてもよい。ハ
イブリドーマ法においては、マウスまたはその他の適切な宿主動物が免疫剤によって典型
的に免疫化されて、免疫剤と特異的に結合する抗体を産生するまたは産生できるリンパ球
を生じさせる。代案としては、リンパ球は、生体外で免疫化されてもよい。
【０１９８】
　モノクローナル抗体はまた、米国特許第４，８１６，５６７号明細書に記載されるもの
などの組換えＤＮＡ法によって生産されるものであってもよい。本明細書のモノクローナ
ル抗体をコードするＤＮＡは、従来の手順を使用して、容易に単離および配列決定され得
る（例えば、マウス抗体の重鎖および軽鎖をコードする遺伝子と特異的に結合できる、オ
リゴヌクレオチドプローブの使用によって）。
【０１９９】
　インビトロ法もまた、一価の抗体を調製するのに適する。抗体断片、特にＦａｂ断片を
作製するための抗体の消化は、当該技術分野で既知の通例の技術を使用して達成され得る
。例えば、消化は、パパインを使用して実施され得る。パパイン消化の例は、国際公開第
９４／２９３４８号パンフレットおよび米国特許第４，３４２，５６６号明細書に記載さ
れる。抗体のパパイン消化は、それぞれ単一抗原結合部位を有するＦａｂ断片と称される
２つの同一の抗原結合断片と、残りのＦｃ断片とを典型的に生じる。ペプシン処理は、Ｆ
（ａｂ’）２断片およびｐＦｃ’断片をもたらす。
【０２００】
　抗体断片は、その他の配列に付着するかどうかに関わりなく、断片の活性が非修飾抗体
または抗体断片と比較して顕著に変化せずまたは損なわれないという条件で、特定領域ま
たは特定アミノ酸残基の挿入、欠失、置換、またはその他の選択された修飾もまた含み得
る。これらの修飾は、ジスルフィド結合できるアミノ酸の除去／付加、そのバイオ寿命増
大、その分泌特性改変などのいくつかの追加的な特性を提供し得る。いずれにしても、抗
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体断片は、結合活性、結合領域における結合調節などの生理活性特性を有しなくてはなら
ない。抗体の機能性または活性領域は、タンパク質の特定領域の変異誘発と、それに続く
発現と、発現したポリペプチドの試験によって同定されてもよい。このような方法は、当
該技術分野の熟練した実務家には容易に分かり、抗体断片をエンコードする核酸の部位特
異的変異誘発を含み得る。
【０２０１】
　本明細書の抗体は、ヒト化抗体またはヒト抗体をさらに含んでなってもよい。非ヒト（
例えばマウス）抗体などのヒト化形態は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含
有する、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖またはその断片（抗体のＦｖ、Ｆａｂ
、Ｆａｂ’またはその他の抗原結合部分配列など）である。ヒト化抗体としては、その中
でレシピエントの相補性決定領域（ＣＤＲ）からの残基が、所望の特異性、親和性、およ
び能力を有する、マウス、ラットまたはウサギなどの非ヒト生物種（ドナー抗体）のＣＤ
Ｒからの残基によって置換されている、ヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）が挙げ
られる。場合によっては、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク（ＦＲ）残基が、対
応する非ヒト残基によって置換される。ヒト化抗体はまた、レシピエント抗体または移入
ＣＤＲまたはフレームワーク配列のどちらにも見いだされない、残基を含んでなってもよ
い。一般に、ヒト化抗体は、少なくとも１つおよび典型的に２つの可変領域の実質的に全
てを含んでなり、その中ではＣＤＲ領域の全てまたは実質的に全てが、非ヒト免疫グロブ
リンのものに対応し、ＦＲ領域の全てまたは実質的に全てが、ヒト免疫グロブリン共通配
列のものである。ヒト化抗体は、至適には、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）、典型的に
ヒト免疫グロブリン定常領域の少なくとも一部もまた含んでなる。
【０２０２】
　非ヒト抗体をヒト化する方法は、当該技術分野で周知である。通常、ヒト化抗体は、非
ヒト起源から導入された、１つまたは複数のアミノ酸残基を有する。これらの非ヒトアミ
ノ酸残基は、しばしば「移入」残基と称され、それは典型的に「移入」可変ドメインから
得られる。ヒト化は、齧歯類ＣＤＲ（複数）またはＣＤＲ（単数）配列を対応するヒト抗
体配列によって置換することで、基本的に実施され得る。したがって、このような「ヒト
化」抗体は、キメラ抗体（米国特許第４，８１６，５６７号明細書）であり、その中では
実質的に完全でないヒト可変ドメインが、非ヒト生物種からの対応する配列によって置換
されている。実際には、ヒト化抗体は典型的にヒト抗体であり、その中ではいくつかのＣ
ＤＲ残基と、おそらくはいくつかのＦＲ残基とが、齧歯類抗体中の類似部位からの残基に
よって置換される。
【０２０３】
　免疫化に際して、内因性免疫グロブリン生成不在下で、ヒト抗体の完全レパートリーを
産生できる遺伝子組換え動物（例えばマウス）を用い得る。例えば、キメラおよび生殖細
胞系変異マウスにおける、抗体重鎖連結領域遺伝子のホモ接合型欠失が、内因性抗体生成
の完全阻害をもたらすことが記載されている。このような生殖細胞系変異マウスにおける
ヒト生殖細胞系免疫グロブリン遺伝子アレイの転写は、抗原チャレンジに際してヒト抗体
の産生をもたらす。ヒト抗体はまた、ファージディスプレイライブラリー中でも産生され
得る。
【０２０４】
　本明細書の抗体は、好ましくは薬学的に許容できる担体中で、対象に投与される。典型
的に、製剤中で適当量の薬理的に許容可能な塩が使用されて、製剤を等張にする。薬理的
に許容可能な担体の例としては、生理食塩水、リンゲル液、およびデキストロース溶液が
挙げられる。溶液のｐＨは、好ましくは約５～約８、より好ましくは約７～約７．５であ
る。さらなる担体としては、抗体を含有する固体疎水性ポリマーの半透性マトリックス徐
放性製剤が挙げられ、そのマトリックスは、例えば、フィルム、リポソームまたは微粒子
などの造形品の形態である。当業者には、例えば、投与される抗体の投与経路と濃度次第
で、特定の担体がより好ましくあってもよいことが明らかであろう。
【０２０５】
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　抗体は、注射（例えば、静脈内、腹腔内、皮下、筋肉内）によって、またはその有効形
態での血流への送達を確実にする輸液などのその他の方法によって、対象、患者、または
細胞に投与され得る。抗体はまた、腫瘍内または腫瘍周囲経路によって投与されて、局所
性ならびに全身性の治療効果を発揮してもよい。局所注射または静脈注射が好ましい。
【０２０６】
　抗体を投与するための有効投与量およびスケジュールは、経験的に判定されてもよく、
このような判定をすることは、当該技術分野の技術範囲内である。当業者は、投与しなく
てはならない抗体用量が、例えば、抗体を投与される対象、投与経路、使用される特定の
抗体型、および投与されるその他の薬剤次第で変動することを理解するであろう。単独使
用される抗体の典型的な１日量は、上述の要素次第で、１日当たり約１（μｇ／ｋｇ～最
大１００ｍｇ／ｋｇ体重またはそれ以上の範囲に及ぶかもしれない。好ましくは非小細胞
肺がんを治療するための抗体投与に続いて、治療用抗体の効力が、熟練した実務家に良く
知られている様々な方法で評価され得る。例えば、標準腫瘍イメージング技術を使用して
、治療を受ける対象におけるがんの大きさ、数、および／または分布がモニターされても
よい。抗体投与不在下で起こるであろう疾患経過と比較して、腫瘍成長を停止させ、腫瘍
収縮をもたらし、および／または新規腫瘍の発生を予防する、治療的に投与された抗体は
、がん治療のための有効な抗体である。
【０２０７】
　特異的ペプチド－ＭＨＣ複合体を認識する可溶性Ｔ細胞受容体（ｓＴＣＲ）を生産する
方法を提供することもまた、本明細書のさらなる態様である。このような可溶性Ｔ細胞受
容体は、特異的Ｔ細胞クローンから生成され得て、それらの親和性は、相補性決定領域を
標的化する変異誘発によって増加され得る。Ｔ細胞受容体の選択目的で、ファージディス
プレイが利用され得る（米国特許第２０１０／０１１３３００号明細書、（Ｌｉｄｄｙ　
ｅｔ　ａｌ．，２０１２））。ファージディスプレイ中に、そして薬剤として実用する際
に、Ｔ細胞受容体を安定化させる目的で、例えば、非天然ジスルフィド結合、その他の共
有結合（一本鎖Ｔ細胞受容体）、または二量体化ドメインによって、αおよびβ鎖を連結
させ得る（Ｂｏｕｌｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｃａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，２００
４；Ｗｉｌｌｃｏｘ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９）。Ｔ細胞受容体は、標的細胞上で特定機
能を発揮させるために、毒素、薬剤、サイトカイン（例えば、米国特許第２０１３／０１
１５１９１号明細書を参照されたい）、抗ＣＤ３ドメインのようなエフェクター細胞動員
ドメインなどに、連結させ得る。別の態様では、それは養子免疫伝達のために使用される
Ｔ細胞内で発現される。例えば、その内容全体が参照により援用される、国際公開第２０
０４／０３３６８５Ａ１号パンフレット、国際公開第２００４／０７４３２２Ａ１号パン
フレット、および国際公開第２０１３／０５７５８６Ａ１号パンフレットを参照されたい
。
【０２０８】
　さらに本明細書のペプチドおよび／またはＴＣＲまたは抗体またはその他の結合分子を
使用して、病理学者の生検サンプルに基づくがん診断を確認し得る。
【０２０９】
　抗体またはＴＣＲはまた、生体内診断アッセイのために使用されてもよい。通常、抗体
は、腫瘍が位置確認され得るように、免疫シンチグラフィーを使用して、放射性ヌクレオ
チド（１１１Ｉｎ、９９Ｔｃ、１４Ｃ、１３１Ｉ、３Ｈ、３２Ｐまたは３５Ｓなど）で標
識される。一実施形態では、抗体またはそれらの断片は、上述のタンパク質からなる群か
ら選択されるタンパク質の２つ以上の標的の細胞外ドメインに結合し、親和性（Ｋｄ）は
１×１０μＭ未満である。
【０２１０】
　診断用の抗体は、様々なイメージング法による検出に適するプローブで標識されてもよ
い。プローブの検出方法としては、蛍光、光学、共焦点および電子顕微鏡検査；磁気共鳴
画像法および分光法；蛍光透視法、コンピュータ断層撮影および陽電子放射型断層撮影法
が挙げられるが、これに限定されるものではない。適切なプローブとしては、フルオレセ
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ニウムおよびその他のランタニド、常磁性鉄、フッ素１８およびその他の陽電子放出放射
性核種が挙げられるが、これに限定されるものではない。さらに、プローブは二官能価ま
たは多官能価であってもよく、列挙される方法の２つ以上によって検出可能であってもよ
い。これらの抗体は、前記プローブで直接または間接的に標識されてもよい。特に十分に
技術分野で承認されている、プローブの抗体への付着としては、プローブの共有結合、プ
ローブの抗体への組み込み、およびプローブ結合のためのキレート化合物の共有結合が挙
げられる。免疫組織化学的検査では、疾患組織サンプルは、新鮮または冷凍であってもよ
く、またはパラフィン包埋されてホルマリンなどの保存料で固定されてもよい。サンプル
を含有する固定または包埋切片は、標識一次抗体および二次抗体と接触されて、抗体を使
用して原位置タンパク質発現が検出される。
【図面の簡単な説明】
【０２１１】
　本発明を以下の実施例で、それでもなお非限定的にさらに説明する。本発明の目的で、
本明細書で引用される全ての参考文献は、その内容全体が参照により援用される。
【図１】正常組織およびがんにおける、ＩＧＦ２ＢＰ３－００１ペプチド提示を示す。
【図２】がんおよび正常組織における、ＩＧＦ２ＢＰ３－００１発現を示す。
【図３】同上
【図４】同上
【図５】ＨＬＡ－Ａ＊０２：０１に対するＩＧＦ２ＢＰ３の親和性を示すＩＧＦ２ＢＰ３
および対照ペプチドＭＵＣ－００１（中度結合体）およびＭＥＴ－００１（強力結合体）
の解離定数（ＫＤ）は、ＥＬＩＳＡ－ベースのアッセイによって測定された。
【図６】実施例６のように、ＩＧＦ２ＢＰ３　ｍＲＮＡが全ての評価されたがん検体にお
いて検出可能であることを示す。発現レベルは、結腸直腸がん、頭頸部がん、非小細胞肺
がん、卵巣がん、および食道がん標本（ＣＣＡ００１Ｔ、ＣＣＡ００６Ｔ、ＨＮＳＣＣ０
１７Ｔ１、ＮＳＣＬＣ００４Ｔ１、ＮＳＣＬＣ００５Ｔ１、ＯＣ０３８Ｔ、ＯＳＣＡＲ０
５２Ｔ１、およびＯＳＣＡＲ０５５Ｔ１）におけるかなりの発現から、膵臓がん標本（Ｐ
Ｃ００２Ｔ）におけるかなり低い発現までの範囲をカバーする。
【実施例】
【０２１２】
ＨＬＡ結合
　ＳＹＦＰＥＩＴＨＩルーチン（Ｒａｍｍｅｎｓｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｒａｍ
ｍｅｎｓｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９９）は、絶対スコア２７および相対スコア０．７４
でのＡ＊０２：０１へのＫＩＱＥＩＬＴＱＶ（配列番号１）の結合を予測する。ペプチド
ＩＧＦ２ＢＰ３－００１は、次のようにがん細胞上で提示される：
【０２１３】
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【表４】

【０２１４】
【表５】

【０２１５】
　ＩＧＦ２ＢＰ３－００１は、１６の様々ながん型をはじめとする３８０個を超えるＨＬ
Ａ－Ａ＊０２陽性腫瘍サンプルにおいて、そして高および中リスク臓器に重点を置いて全
てのリスクカテゴリーをカバーする異なる起源の２４０個を超える正常組織サンプルにお
いて、定量化された（２０１５年８月時点）。図１は、これらの組織におけるＩＧＦ２Ｂ
Ｐ３－００１の相対的ペプチド提示レベルを示す。ＩＧＦ２ＢＰ３－００１は、しばしば
排他的に、異なる実体の原発性腫瘍サンプルで見いだされ、正常組織では見いだされなか
った。したがって、ＩＧＦ２ＢＰ３－００１標的は、高度に腫瘍特異的な様式でＨＬＡ－
Ａ＊０２の文脈で提示される。
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【０２１６】
　図５に示されるデータは、ＩＧＦ２ＢＰ３－００１がＨＬＡ－Ａ＊０２：０１に対する
非常に良好な結合を有するペプチドであるという証拠をさらに提供する。
【０２１７】
　アロ反応性設定を使用して自己免疫寛容を回避し、自己由来設定、すなわち、患者に由
来するＴ細胞と比較してより高い結合活性を有する、Ｔ細胞もをたらし得る。このような
設定の例としては、アロＨＬＡ反応性ペプチド特異的Ｔ細胞の生体外生成（Ｓａｄｏｖｎ
ｉｋｏｖａ　ｅｔ　ａｌ．１９９８；Ｓａｖａｇｅ　ｅｔ　ａｌ．２００４；Ｗｉｌｄｅ
　ｅｔ　ａｌ．２０１２）、およびヒトＭＨＣまたはヒトＴＣＲについて遺伝子組換えで
あるマウスの免疫化（Ｓｔａｎｉｓｌａｗｓｋｉ　ｅｔ　ａｌ．２００１；Ｌｉ　ｅｔ　
ａｌ．２０１０）が挙げられる。
【０２１８】
実施例１
　アロＨＬＡ反応性ペプチド特異的Ｔ細胞の生体外生成（Ｓａｖａｇｅ　ｅｔ　ａｌ．２
００４）告知に基づく同意を得た後、ＨＬＡ－Ａ＊０２陽性およびＨＬＡ－Ａ＊０２陰性
の健常ドナーからのＰＢＭＣを使用した。組換えビオチン化ＨＬＡ－Ａ２クラスＩモノマ
ーと、ＩＧＦ２ＢＰ３－００１を含有するＡ２蛍光性四量体をＭＢＬＩ（マサチューセッ
ツ州ウーバン）から得た。リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で希釈した抗ＣＤ２０ＳＡと共に
、ＰＢＭＣを室温で１時間培養し、洗浄して、ビオチン化Ａ２／ＩＩＧＦ２ＢＰ３－００
１モノマーと共に室温で３０分間培養し、洗浄して、２４ウェルプレート内の００１％ヒ
トＡＢ血清添加ＲＰＭＩに、３×１０６細胞／ウェルで播種した。インターロイキン７（
ＩＬ－７；Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ、ミネソタ州ミネアポリス）を１日目に１０ｎｇ／ｍ
Ｌで添加し、ＩＬ－２（英国ヘアフィールドのＣｈｉｒｏｎ）を４日目に１０Ｕ／ｍＬで
添加した。５週間にわたり、細胞を新鮮なＰＢＭＣで毎週再刺激し、応答性細胞と１：１
の比で混合して、２４ウェルプレートに３×１０６／ウェルで播種した。
【０２１９】
　高結合活性Ｔ細胞を得るために、およそ１０６のＰＢＭＣをＨＬＡ－Ａ２／ＩＧＦ２Ｂ
Ｐ３－００１四量体フィコエリトリン（ＰＥ）（ＭＢＬＩから得た）と共に、３７℃で０
０１分間培養し、それに続いて抗ＣＤ８イソチオシアン酸フルオレセイン（ＦＩＴＣ）／
アロフィコシアニン（ＡＰＣ）と共に４℃で２０分間培養し、蛍光活性化細胞分類（ＦＡ
ＣＳ）－Ｃａｌｉｂｕｒ分析がそれに続いた。選別は、ＦＡＣＳ－Ｖａｎｔａｇｅ（英国
オックスフォード市カウリーのＢｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）を用いて実施した。
ウェル当たり、２×１０５の選別された細胞、フィーダーとしての２×１０６照射Ａ２陰
性ＰＢＭＣ、２×１０４のＣＤ３／ＣＤ２８ビーズ／ｍＬ（ノルウェイ国オスロのＤｙｎ
ａｌ）、およびＩＬ－２（１０００Ｕ／ｍＬ）を使用して、選別された四量体陽性細胞を
２４ウェルプレート内で増殖させた。次に、このようにして得られた高結合活性Ｔ細胞を
使用して、単細胞５’ＲＡＣＥ（ｃＤＮＡ末端の迅速増幅）などの当該技術分野で公知の
技術を用いてＴＣＲを同定し単離した。次に、非重複ＴＣＲ　ＤＮＡをアミノ酸／ＤＮＡ
配列決定について分析し、当該技術分野で周知の方法を用いて発現ベクターにクローニン
グした。
【０２２０】
実施例２：ＴＣＲのクローニング
　ＴＣＲのクローニング法は、例えば、前記方法に関してその内容全体が参照により本明
細書に援用される、米国特許第８，５１９，１００号明細書に記載されるように、当該技
術分野で公知である。制限部位ＮｄｅＩをコードするα鎖可変領域配列特異的オリゴヌク
レオチドＡ１（ｇｇａａｔｔｃｃａｔａｔｇａｇｔｃａａｃａａｇｇａｇａａｇａａｇａ
ｔｃｃ配列番号１１）、細菌における発現の効率的な開始のために導入されたメチオニン
、および制限部位ＳａｌＩをコードするα鎖定常領域配列特異的オリゴヌクレオチドＡ２
（ｔｔｇｔｃａｇｔｃｇａｃｔｔａｇａｇｔｃｔｃｔｃａｇｃｔｇｇｔａｃａｃｇ配列番
号１２）を使用して、α鎖可変領域を増幅する。β鎖の場合、制限部位ＮｄｅＩをコード
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するβ鎖可変領域配列特異的オリゴヌクレオチドＢ１（ｔｃｔｃｔｃａｔａｔｇｇａｔｇ
ｇｔｇｇａａｔｔａｃｔｃａａｔｃｃｃｃａａ配列番号１３）、細菌における発現の効率
的な開始のために導入されたメチオニン、および制限部位ＡｇｅＩをコードするβ鎖定常
領域配列特異的オリゴヌクレオチドＢ２（ｔａｇａａａｃｃｇｇｔｇｇｃｃａｇｇｃａｃ
ａｃｃａｇｔｇｔｇｇｃ配列番号１４）を使用して、β鎖可変領域を増幅する。
【０２２１】
　それぞれ腫瘍特異的ＴＣＲ－αおよびＴＣＲ－β鎖をコードする３つのＴＣＲ（Ｒ１０
Ｐ１Ａ７、Ｒ１３Ｐ１Ｃ６、およびＲ１８Ｐ１Ｃ１２）を３人の健常ドナーのＴ細胞から
単離して、クローン化した。ＴＣＲ　Ｒ１８Ｐ１Ｃ１２は、ＨＬＡ－Ａ２陽性ドナーに由
来し、ＴＣＲ　Ｒ１０Ｐ１Ａ７およびＴＣＲ　Ｒ１３Ｐ１Ｃ６は、ＨＬＡ－Ａ２陰性ドナ
ーに由来した。
【０２２２】
　ＴＣＲのαおよびβ可変領域を配列決定した。次にＴＣＲ　αおよびβ可変領域は、（
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｔｈ
ｉｒｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ　ｂｙ　Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ）で記載さ
れる標準的な方法によって、（それぞれ）ＣαまたはＣβのどちらかを含有する、ｐＧＭ
Ｔ７ベースの発現プラスミドにクローン化した。プラスミドは、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ　３７３０×１　ＤＮＡ分析装置を用いて配列決定した。
【０２２３】
　ＴＣＲα鎖をコードするＤＮＡ配列をＮｄｅＩおよびＳａｌＩで切断し、ｐＧＭＴ７＋
Ｃαベクターにライゲートし、それをＮｄｅＩおよびＸｈｏＩで切断した。ＴＣＲβ鎖を
コードするＤＮＡ配列をＮｄｅＩおよびＡｇｅＩで切断し、別個のｐＧＭＴ７＋Ｃβベク
ターにライゲートし、それもまたＮｄｅＩおよびＡｇｅＩで切断した。ライゲートされた
プラスミドをコンピテント大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）株ＸＬ１－ｂｌ
ｕｅ細胞に形質転換し、１００μｇ／ｍｌのアンピシリンを含有するＬＢ／寒天プレート
上に播種する。３７℃で一晩インキュベートした後、単一コロニーを選択し、１００μｇ
／ｍｌのアンピシリンを含有する１０ｍｌのＬＢ中で一晩３７℃で振盪しながら増殖させ
る。クローン化プラスミドをＭｉｎｉｐｒｅｐキット（Ｑｉａｇｅｎ）を用いて精製し、
挿入断片を自動ＤＮＡ配列決定装置（Ｌａｒｋ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を用いて配
列決定する。
【０２２４】
　ファージディスプレイを用いてＴＣＲ変異型のライブラリーを作成し、高親和性変異体
を同定し得る。（Ｌｉ　ｅｔ　ａｌ，（２００５）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　２３
（３）：３４９－３５４）に記載されるＴＣＲファージディスプレイおよびスクリーニン
グ法が、参照ＴＣＲに用いられ得る。
【０２２５】
　例えば、α鎖配列の全ての３つのＣＤＲ領域と、β鎖配列の全ての３つのＣＤＲ領域が
変異誘発によって標的化され、各ＣＤＲライブラリーが別々にパニングおよびスクリーニ
ングされ得る。
【０２２６】
　したがって、参照ＴＣＲの少なくとも２倍の（したがって、天然ＴＣＲの少なくとも２
倍であることが暗示される）親和性および／または結合半減期を有するＴＣＲが同定され
得る。
【０２２７】
　定常領域に導入されたシステインをはじめとする方法を用いて、ＴＣＲヘテロ二量体を
再折りたたみし、人工鎖間ジスルフィド結合を提供する。このようにして、（ａ）変異α
鎖と共に参照ＴＣＲβ鎖；（ｂ）変異β鎖と共に参照ＴＣＲα鎖；および（ｃ）変異可変
ドメインを含むβ鎖およびα鎖の様々な組み合わせからなるＴＣＲを調製する。
【０２２８】
　高親和性の可溶性ジスルフィド結合ＴＣＲと、ＴＣＲ変異型、および天然ペプチドＫＩ
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ＱＥＩＬＴＱＶ（配列番号１）ＨＬＡ－Ａ＊０２複合体との間の相互作用は、ＢＩＡｃｏ
ｒｅ法を用いて分析され得る。
【０２２９】
　高親和性ＴＣＲ変異型はまた、酵母、またはＴ細胞ディスプレイによって、ＣＤＲ変異
体のライブラリーから選択され得る（Ｈｏｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．２００３；Ｃｈｅｒｖ
ｉｎ　ｅｔ　ａｌ．２００８）。したがって、候補ＴＣＲ変異型は、ＴＣＲのＣＤＲの変
異をデザインして、高結合活性のＴＣＲ変異型を得るための指針を提供する（Ｒｏｂｂｉ
ｎｓ　ｅｔ　ａｌ．２００８；Ｚｏｅｔｅ　ｅｔ　ａｌ．２００７）。
【０２３０】
実施例３：自己Ｔ細胞の遺伝子操作
　Ｔ細胞は、高結合活性ＴＣＲ（いわゆるＴＣＲ療法）、またはＭＨＣＩ／ＩＧＦ２ＢＰ
３－００１複合体またはＭＨＣＩＩ／ＩＧＦ２ＢＰ３－００１複合体に対する抗原特異性
が増強されたタンパク質融合由来キメラ抗原受容体（ＣＡＲ）を発現するように、遺伝子
操作され得る。一態様では、このアプローチは、中枢および末梢寛容に関連するいくつか
の制限を克服し、患者における新生Ｔ細胞活性化の必要なしに、腫瘍の標的化においてよ
り効率的なＴ細胞を生じる。
【０２３１】
　一態様では、本明細書のＴＣＲを発現するＴ細胞を得るために、実施例１～２に記載さ
れるように同定され単離された腫瘍特異的ＴＣＲ－αおよび／またはＴＣＲ－β鎖をコー
ドする核酸を、γ－レトロウイルスまたはレンチウイルスなどの発現ベクターにクローン
化する。組換えウイルスを生成し、次に、抗原特異性および機能的結合活性などの機能に
ついて試験する。次に、最終生成物のアリコートを使用して、標的Ｔ細胞集団（一般に患
者のＰＢＭＣから精製される）を形質導入し、それを患者への輸液前に増殖させる。
【０２３２】
　別の態様では、本明細書のＴＣＲを発現するＴ細胞を得るために、例えば、生体外転写
システムなどの当該技術分野で公知の技術によってＴＣＲ　ＲＮＡを合成した。次に生体
外で合成されたＴＣＲ　ＲＮＡを、健常ドナーから得られた原発性ＣＤ８＋Ｔ細胞内に電
気穿孔によって導入し、腫瘍特異的ＴＣＲ－αおよび／またはＴＣＲ－β鎖を再発現させ
た。
【０２３３】
　外因性ＴＣＲが形質転換Ｔ細胞の細胞表面で機能的に発現しているかどうかを試験する
ために、四量体染色技術を用いてＭＨＣ／ＩＧＦ２ＢＰ３－００１結合Ｔ細胞を検出した
。図５および表６に示されるように、例えば１．５３％であるＭＨＣ／無関係のペプチド
（例えば、ＮＹＥＳＯ１－００１）四量体、または例えば１．７３％である模擬対照より
も、蛍光標識ＭＨＣ／ＩＧＦ２ＢＰ３－００１四量体染色によって、ＣＤ３陽性特異的Ｔ
細胞集団のより高い百分率、すなわち、６．７８％（ＴＣＲ　Ｒ１０Ｐ１Ａ７）および１
６．５４％（ＴＣＲ　Ｒ１３Ｐ１Ｃ６）が、ＴＣＲ発現ＣＤ８＋Ｔ細胞において観察され
た。対照として、ＭＨＣ／ＮＹＥＳＯ１－００１複合体と特異的に結合することが知られ
ている１Ｇ４　ＴＣＲなどの無関係ＴＣＲで形質転換された初代ＣＤ８＋Ｔ細胞は、ＭＨ
Ｃ／ＮＹＥＳＯ１－００１四量体によって容易に検出され、すなわち、１７．６９％であ
った。これらの結果は、ＴＣＲ　Ｒ１０Ｐ１Ａ７およびＴＣＲ　Ｒ１３Ｐ１Ｃ６がＴ細胞
表面上で発現され、ＭＨＣ／ＩＧＦ２ＢＰ３－００１複合体に特異的に結合し得ることを
示す。
【０２３４】
　ＴＣＲがＭＨＣ／ＩＧＦ２ＢＰ３－００１特異的細胞傷害活性を誘導するかどうかを判
定するために、形質転換ＣＤ８＋Ｔ細胞をＩＧＦ２ＢＰ３－００１が負荷された標的細胞
と、または類似しているが無関係のペプチドが負荷された標的細胞と、または例えば未負
荷標的細胞およびＣＤ８＋Ｔ細胞単独などの対照と共インキュベートして、ＩＦＮ－γ放
出アッセイがそれに続いた。ＣＤ８＋Ｔ細胞からのＩＦＮ－γ分泌は、細胞傷害活性を有
するＴ細胞活性化の指標となる。
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【０２３５】
【表６】

【０２３６】
　本開示のＴＣＲで形質転換された全ての初代ＣＤ８＋Ｔ細胞は、ＩＧＦ２ＢＰ３－００
１負荷標的細胞との共インキュベート後に、無関係のペプチドが負荷された標的細胞で刺
激されたもの、および対照よりも、はるかに高レベルのＩＦＮ－γを放出したことが分か
った。標的ペプチド滴定分析は、約１ｎＭ（ＴＣＲ　Ｒ１０Ｐ１Ａ７）および約０．８ｎ
Ｍ（ＴＣＲ　Ｒ１３Ｐ１Ｃ６）のＥＣ５０を示した。これらの結果は、本発明のＴＣＲが
、ＭＨＣ／ＩＧＦ２ＢＰ３－００１複合体との特異的相互作用を通じて、例えばＩＦＮ－
γ放出などの細胞傷害性Ｔ細胞活性を活性化し得ることを示唆する。
【０２３７】
　ＭＨＣ／ＩＧＦ２ＢＰ３－００１複合体に対するＴＣＲの結合モチーフを判定するため
に、ＩＧＦ２ＢＰ３－００１ペプチドの９個のアミノ酸のそれぞれでポジショナルアラニ
ンスキャニング分析を実施した。アラニン置換ＩＧＦ２ＢＰ３－００１ペプチドは、表７
に示される。
【０２３８】

【表７】

【０２３９】
　簡潔に述べると、各ＴＣＲで形質転換されたＴ細胞を、ＩＧＦ２ＢＰ３－００１、ＩＧ
Ｆ２ＢＰ３－００１－Ａ１～ＩＧＦ２ＢＰ３－００１－Ａ９、または無関係のＮＹＥＳＯ
１－００１ペプチドが負荷された標的細胞と共インキュベートし、上記のようなＩＦＮγ
放出アッセイがそれに続いた。
【０２４０】
　ＴＣＲ　Ｒ１０Ｐ１Ａ７およびＴＣＲ　Ｒ１３Ｐ１Ｃ６のポジショナルアラニンスキャ
ニング分析の結果は、表８に要約される。
【０２４１】
【表８】

【０２４２】
　同一モチーフを有するＡ＊０２結合ペプチドのゲノムワイドスクリーニングは、潜在的
に交差反応性のペプチドがないことを明らかにした。これらの結果は、ｔｈａｔＩＧＦ２
ＢＰ３－００１の３～６位が、ＴＣＲ　Ｒ１０Ｐ１Ａ７およびＴＣＲ　Ｒ１３Ｐ１Ｃ６結
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合にとって重要であってもよいことを示唆する。
【０２４３】
　本明細書に記載のＴＣＲを発現するＴ細胞の有効性を判定するために、ＴＣＲ　Ｒ１０
Ｐ１Ａ７で形質転換された初代ＣＤ８＋Ｔ細胞を、例えば、ＨＬＡ－Ａ２陽性およびＩＧ
Ｆ２ＢＰ３－００１（標的）陽性のＡ－３７５（ヒト黒色腫細胞）およびＴ９８Ｇ（ヒト
神経膠芽腫細胞株）などのヒトがん細胞株、そしてＨＬＡ－Ａ２陰性およびＩＧＦ２ＢＰ
３－００１陰性のＳＫ－ＢＲ－３（ヒト乳がん細胞株）と共インキュベートし、ＩＦＮγ
放出アッセイがそれに続いた。
【０２４４】
　ＩＦＮγ放出は、ＨＬＡ－Ａ２陽性およびＩＧＦ００１ＢＰ３－００１陽性のＡ－３７
５およびＴ９８Ｇ細胞の双方で観察されたが、エフェクター細胞単独対照と同等の基礎レ
ベルのＩＦＮγ放出を有するＳＫ－ＢＲ－３細胞では観察されなかった。これらの結果は
、ＴＣＲ　Ｒ１０Ｐ１Ａ７を発現するＴ細胞が、ＨＬＡ－Ａ２／ＩＧＦ２ＢＰ３－００１
特異的様式で、がん細胞を標的化する細胞傷害活性を特異的に誘導し得ることを示唆する
。
【０２４５】
　本明細書は、ＩＧＦ２ＢＰ３－００１を過剰にまたは排他的に提示する、がん／腫瘍、
好ましくは黒色腫および神経膠芽腫を治療するのに有用なＴＣＲを提供する。
【０２４６】
実施例５：同種異系Ｔ細胞の遺伝子操作
　病原体に対する防御の第一線に関与する非従来的なＴリンパ球エフェクターであるガン
マデルタ（γδ）Τ細胞は、受容体、特に、ＴＣＲ－γおよびＴＣＲ－δ鎖を活性化する
ことで、ＭＨＣ非依存的様式で腫瘍細胞と相互作用して、腫瘍細胞を根絶し得る。これら
のγδＴ細胞は、活性化に際して、迅速なサイトカイン産生（ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α）
および強力な細胞傷害性応答を可能にする前活性化表現型を示す。これらのＴ細胞は多く
のがんに対して抗腫瘍活性を有し、γδＴ細胞媒介免疫療法が実行可能であり、客観的な
腫瘍応答を誘導し得ることが示唆される。（Ｂｒａｚａ　ｅｔ　ａｌ．２０１３）。
【０２４７】
　固定化抗原、作動性モノクローナル抗体（ｍＡｂ）、腫瘍由来人工抗原提示細胞（ａＡ
ＰＣ）、または活性化ｍＡｂとａＡＰＣの組み合わせを用いる近年の進歩は、オリゴクロ
ーナルまたはポリクローナルＴＣＲレパートリーありまたはなしで、γδＴ細胞を増殖さ
せるのに成功している。例えば、固定化主要組織適合性複合体クラスＩ鎖関連Ａは、ＴＣ
Ｒδ１アイソタイプを発現するγδＴ細胞に対する刺激であり、プレート結合活性化抗体
は、生体外でＶδ１およびＶδ２細胞を増殖させた。臨床的に十分な量のＴＣＲδ１、Ｔ
ＣＲδ２、およびＴＣＲδ１ｎｅｇＴＣＲδ２ｎｅｇがａＡＰＣ上の共培養後に生成し、
これらのサブセットは、生体外および生体内で、記憶表現型および腫瘍に対する反応性に
差を示した。（Ｄｅｎｉｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．２０１４）。
【０２４８】
　さらに、γδＴ細胞は、ＴＣＲ－α鎖およびＴＣＲ－β鎖の導入によって証明されるよ
うに、遺伝子修飾に適している。（Ｈｉａｓａ　ｅｔ　ａｌ．２００９）。本明細書の別
の態様は、ＩＧＦ２ＢＰ３－００１に結合するＴＣＲ－αおよびＴＣＲ－βを発現するγ
δＴ細胞の生成に関する。これを行うために、γδＴ細胞をＤｅｎｉｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．２０１４によって記載される方法によって増殖させ、（実施例３に記載されるような）
ＩＧＦ２ＢＰ３－００１に結合するＴＣＲを発現する組換えウイルスを、増殖させたγδ
Ｔ細胞に形質導入することがそれに続いた。次に、ウイルス形質導入γδＴ細胞を患者に
輸液する。
【０２４９】
実施例６：ｍＲＮＡ発現
　原位置ハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）を用いて、ホルマリン固定または凍結組織切
片において直接、ｍＲＮＡ発現を検出した。その高い感度とその空間分解能のために、そ
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のに適した方法である。
【０２５０】
　ＩＧＦ２ＢＰ３　ｍＲＮＡを検出するために、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｃｅｌｌ　Ｄｉａｇ
ｎｏｓｔｉｃｓ（ＡＣＤ）によって開発されたＲＮＡｓｃｏｐｅ（登録商標）技術を用い
てＩＳＨが実施されている。ＲＮＡｓｃｏｐｅ（登録商標）技術は、約２０対のＺ型オリ
ゴヌクレオチドプローブの標的配列へのハイブリダイゼーションに基づいている。シグナ
ル増幅は、オリゴヌクレオチドの複数のハイブリダイゼーション過程に基づく分枝ＤＮＡ
増幅によって達成され、最終的に分枝ＤＮＡ（ｂＤＮＡ）ツリーが構築される。最後に、
多数の標識プローブがｂＤＮＡツリーの分枝にハイブリダイズし、増強されたシグナルが
検出され得る。発色性ＲＮＡｓｃｏｐｅ（登録商標）検出キット（ＲＥＤ）は、酵素（ア
ルカリホスファターゼ）に連結した標識プローブを含む。シグナル検出は、元のシグナル
をさらに増幅させる、発色基質ＦａｓｔＲｅｄの酵素的変換に依存する。ＲＮＡｓｃｏｐ
ｅ（登録商標）は非常に感度の高い技術であるが、それはたとえ部分的に架橋または分解
されていたとしても、標的ｍＲＮＡへのＺプローブ対の感度および堅固な結合と対になっ
た、シグナル増幅の効率的な過程のためである。ＡＣＤによれば、２０個のプローブ対の
うちの３個の各単一ＲＮＡ分子に対する結合が、検出可能なＩＳＨシグナルを生成するの
に十分である。
【０２５１】
　各ＩＳＨ実験は、１）標的検索のための組織前処理と、２）標的ハイブリダイゼーショ
ン、シグナル増幅および検出との２つの方法論的プロセスに細分される。最適な前処理条
件は、ＦＦＰＥ組織切片における成功裏の標的検出のために重要である。固定化過程は、
細胞および組織中のタンパク質、ＤＮＡ、およびＲＮＡの架橋を誘導し、それによってハ
イブリダイゼーション部位をマスクする。したがって、標的ｍＲＮＡのアクセスしやすさ
およびプローブセットの適切な結合を保証するためには、標的ハイブリダイゼーションの
前に、これらの架橋を除去しなければならない。組織の前処理には、１）過酸化水素処理
による内因性アルカリホスファターゼのブロック、２）標的検索試薬中で煮沸することに
よる標的検索、および３）プロテアーゼ消化による標的検索の３つの別個のステップが含
まれる。異なるＦＦＰＥブロック間では、固定化および架橋の程度が変動してもよいので
、最適な標的検索条件は個々のＦＦＰＥブロックについて実験的に決定しなければならな
い。したがって、組織切片は異なる沸騰およびプロテアーゼ消化時間に曝露され、陽性対
照セットおよび陰性対照プローブセットとのハイブリダイゼーションがそれに続いた。最
適条件は、陽性対照における特異的シグナル強度と、陰性対照における非特異的背景と、
組織形態との顕微鏡評価によって判定した。組織の前処理は、製造業者のプロトコルに従
って行った実施した。前処理試薬は、ＲＮＡｓｃｏｐｅ（登録商標）試薬キットに含まれ
る。様々な前処理過程の完了後、特異的プローブセットの目的ｍＲＮＡへのハイブリダイ
ゼーションと、引き続く分岐ＤＮＡシグナル増幅および発色または蛍光シグナル検出によ
って、標的発現を評価した。全てのアッセイは、製造業者のプロトコルに従って実施した
。
【０２５２】
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