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(57)【要約】
　腫瘍生検の増加した腫瘍免疫原性のＥｘ　ｖｉｖｏ決
定は、患者における腫瘍の免疫療法を同定するためのガ
イドとして用いられる。最も好ましくは、ｅｘ　ｖｉｖ
ｏ試験は、その後、増加した活性化または活性について
免疫コンピテント細胞を用いてアッセイされる、事前に
処理した腫瘍細胞を生み出すストレス状態への生検試料
の曝露を含むであろう。試験状態は、生検試料の免疫刺
激組成物、ネオエピトープに対する抗体および／または
変更された細胞への曝露を含み、免疫原性の増加は、好
ましくはＴ細胞および／またはＮＫ細胞への曝露により
決定される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者の腫瘍からの複数の生検試料をそれぞれのかつ異なる複数のストレス状態にｅｘ　
ｖｉｖｏで曝露してそれぞれの事前に処理した腫瘍細胞を生み出すこと；
事前に処理した腫瘍細胞を複数の免疫コンピテント細胞と接触させること、および事前に
処理した腫瘍細胞に対する免疫コンピテント細胞の応答を定量すること；および
応答が事前に決定された閾値を満たす又は超える場合に治療の選択肢として、ストレス状
態を選択すること
を含む、患者のための治療の選択肢を同定する方法。
【請求項２】
　 ストレス状態は、低用量化学療法、低線量照射への曝露、熱ショック治療、低酸素症
、酸素過剰症、慢性炎症状態への曝露、活性酸素種への曝露、ネイティブな又は変更され
た免疫Ｔ又はＮＫ細胞への曝露、抗体への曝露および環境ストレス状態からなる群より選
択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　低用量化学療法は、メトロノーム低用量化学療法を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　 環境ストレス状態は、ＤＮＡ損傷剤、ＨＳＰ９０阻害剤、ＧＳＫ３阻害剤、およびウ
イルス感染からなる群より選択される、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　 事前に処理した腫瘍細胞は、ストレス状態への曝露をしていない同じ細胞と比較して
、ＮＫＧ２Ｄリガンドを過剰発現する、先行する請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　 複数の生検試料を免疫刺激剤に曝露する工程をさらに含む、先行する請求項のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項７】
　免疫刺激剤は、サイトカインである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　サイトカインは、ＩＬ－１５、ＩＬ－１５スーパーアゴニスト、ＩＬ－２、ＩＬ－７お
よびＩＬ－２１からなる群より選択される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　免疫刺激剤は、ＴＬＲリガンドである、請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
　免疫刺激剤は、チェックポイント阻害剤である、請求項６に記載の方法。
【請求項１１】
　生検試料について、複数のネオエピトープを決定する工程をさらに含む、先行する請求
項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　複数のネオエピトープの少なくとも１つに対する抗体を生み出す工程をさらに含む、請
求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　 複数のネオエピトープの少なくとも１つをコードする組換え核酸を含むウイルスベク
ターを生み出す工程をさらに含み、任意選択でウイルスベクターを有する免疫コンピテン
ト細胞を接触させる、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　事前に処理した腫瘍細胞を複数の免疫コンピテント細胞と接触させる工程の後、事前に
処理した腫瘍細胞について、第二の複数のネオエピトープを決定する工程をさらに含む、
先行する請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　 免疫コンピテント細胞は、ＮＫ細胞である、先行する請求項のいずれか１項に記載の
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方法。
【請求項１６】
　 ＮＫ細胞は、ＮＫ９２細胞、またはａＮＫ細胞、ｈａＮＫ細胞およびｔａＮＫ細胞か
らなる群より選択される遺伝学的に操作されたＮＫ細胞である、請求項１５に記載の方法
。
【請求項１７】
　 免疫コンピテント細胞の応答を定量する工程は、顕微鏡アッセイ、発光アッセイ、蛍
光アッセイまたは放射線学的アッセイを含む、先行する請求項のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項１８】
　 事前に決定された閾値は、事前に処理した腫瘍細胞の溶解またはアポトーシスの、事
前に決定された割合である、先行する請求項のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　（削除）
【請求項２０】
　（削除）
【請求項２１】
　（削除）
【請求項２２】
　複数の生検試料を免疫刺激剤に曝露する工程をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　免疫刺激剤はサイトカインである、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　 サイトカインは、ＩＬ－１５、ＩＬ－１５スーパーアゴニスト、ＩＬ－２、ＩＬ－７
およびＩＬ－２１からなる群より選択される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　免疫刺激剤は、ＴＬＲリガンドである、請求項２２に記載の方法。
【請求項２６】
　免疫刺激剤は、チェックポイント阻害剤である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２７】
　生検試料について、複数のネオエピトープを決定する工程をさらに含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項２８】
　 複数のネオエピトープの少なくとも１つに対する抗体を生み出す工程をさらに含む、
請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　複数のネオエピトープの少なくとも１つをコードする組換え核酸を含むウイルスベクタ
ーを生み出す工程をさらに含み、免疫コンピテント細胞をウイルスベクターと接触させる
、請求項２７に記載の方法。
【請求項３０】
　事前に処理した腫瘍細胞を複数の免疫コンピテント細胞と接触させる工程の後、事前に
処理した腫瘍細胞について、第二の複数のネオエピトープを決定する工程をさらに含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項３１】
　免疫コンピテント細胞は、ＮＫ細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項３２】
　 ＮＫ細胞は、ＮＫ９２細胞、またはａＮＫ細胞、ｈａＮＫ細胞およびｔａＮＫ細胞か
らなる群より選択される遺伝学的に操作されたＮＫ細胞である、請求項３１に記載の方法
。
【請求項３３】
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　 免疫コンピテント細胞の応答を定量する工程は、顕微鏡アッセイ、発光アッセイ、蛍
光アッセイまたは放射線学的アッセイを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３４】
　事前に決定された閾値は、事前に処理した腫瘍細胞の溶解またはアポトーシスの、事前
に決定された割合である、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　この出願は、２０１６年２月１９日に提出されたＵＳ仮出願シリアル番号６２／２９７
，７５１に対する優先権を主張する。
【０００２】
　本発明の分野
　本発明の分野は、ｉｎ　ｖｉｖｏでがんの免疫原性を増加する患者治療の選択肢を同定
するための、がんのｅｘ　ｖｉｖｏ治療のための組成物および方法である。
【背景技術】
【０００３】
　背景記載は、本発明の理解において有用であり得る情報を含む。本明細書中に提供され
る情報のいずれも、先行技術であるまたは本出願の請求項に記載された発明に関連するこ
とを認めるものではなく、また具体的にもしくは黙示的に言及されたいかなる出版物が先
行技術であることを認めるものではない。
【０００４】
　本明細書中、全ての出版物は、各個別の出版物または特許出願が具体的にかつ個別に参
照により組み込まれることを示すのと同程度に参照により組み込まれる。組み込まれた参
照における用語の定義または使用が本明細書中に提供される用語の定義と矛盾する或いは
反する場合、本明細書中に提供される用語の定義が適用され、参照中の用語の定義は適用
されない。
【０００５】
　疾患組織からのゲノミクスまたはプロテオミクス的洞察に基づくパーソナライズド医薬
は、がん療法において次第に前途有望なツールになってきた。しかしながら比較的少ない
量の疾患組織から得られ得る情報の著しい量にもかかわらず、治療は、典型的には、よく
特性評価された標的を有する、比較的少ない数の実験的または承認された薬に限定される
。例えば、ＨＥＲ２の変異体を標的とする抗体（トラスツズマブ）を用いた乳がんの治療
は、腫瘍がＨＥＲ２タンパク質を過剰発現する場合、結果を改善することができる。同じ
ように、がん増殖は、キナーゼを含む経路により推進される場合、治療は、かかるキナー
ゼ（例えば、アファチニブ、エルロチニブなどを用いたＥＧＦＲの阻害、またはボスチニ
ブ、イマチニブなどを用いたＢｃｒ－Ａｂｌの阻害）を標的とするキナーゼ阻害剤を用い
効果的であり得る。しかしながら、がんは、多くの場合において、特定の薬物に対する抵
抗を発達させるであろうし、増殖はしばしば再開する。
【０００６】
　その代わりに或いはさらに、がん治療は、１つまたは複数の免疫システムの構成要素を
用いた、異常な細胞の根絶を補助する免疫療法を含み得る。例えば、免疫療法は、免疫応
答を刺激するサイトカインおよび／または免疫チェックポイント阻害剤を包含し得るが、
他の例においては、細胞または変更された細胞が治療剤として採用される。さらに他の例
において、がんワクチンは、特定の疾患において少なくとも部分的に効果的であることが
報告されている。多くの場合、患者の免疫システムに提示されるおよび／または利用可能
な特定のエピトープ並びに患者の免疫システムの健康（それは、しばしば、事前の化学療
法治療によりすでに損なわれている）にその有効性が依存するため、残念なことに、免疫
ベースのがん療法は、しばしば全く予測不可能である。さらに多くの腫瘍は、強い免疫回
避を示し、免疫療法は、かかるメカニズムの主要因であるはずであるが、それは一般によ
く理解されていない。
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【０００７】
　ある者は患者－特異的ネオエピトープを同定し、免疫療法にそれらを用いることにより
当該問題を解決しようと試みた。例えば、ＷＯ２０１６／１７２７２２は、がんネオエピ
トープおよびネオエピトープを用いて免疫療法のための合成抗体を生み出す方法を開示す
る。別の例において、ＵＳ２０１６／０３２６５９７は、いくつかのネオエピトープが、
特定のＭＨＣ複合体に対し他より強い結合親和性を有する場合の、患者のがん試料におけ
るネオエピトープの使用を開示する。より強い結合親和性を有するネオエピトープを同定
することにより、それらのネオエピトープが、免疫チェックポイントモジュレーターを投
与することによる治療に応答しやすい個人を同定するために使用され得る。別の者は、抗
原を発現する細胞に向けられたＴ細胞を刺激する、予備刺激するおよび／または増殖させ
るための、個人の腫瘍抗原の発現パターンを標的とする（例えば、ＷＯ２０１４／０８２
７２９を参照のこと）患者特異的腫瘍治療を開発することを試みた。
【０００８】
　さらに他の者は、がん治療、特に免疫療法に対する、個別の患者の感受性を決定するこ
とにより、矛盾する免疫応答の課題を解決することを試みた。例えば、ＷＯ２０１１／１
３１２４６は、ストレス応答マーカーまたはマクロオートファジー応答マーカーの発現を
評価することにより、がん治療に対する腫瘍の感受性を決定するためのｅｘ　ｖｉｖｏ方
法を開示する。
【０００９】
　しかしながら、それらのいずれも、ネオエピトープおよび他のマーカーのがん細胞上の
発現が、がん細胞に与えられたストレス状態に依って変化するかもしれず、そのようにし
てそれらの患者間でのばらつきを認識できないとは考えなかった。従って、たとえ当該分
野で知られている、がんに対する治療の多くの選択肢があっても、それらの全てまたはほ
ぼ全ては、不利益に悩まされていた。その結果としてがん療法のシステムおよび方法の改
善のニーズが残されている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明の主題は、特定の治療を介し腫瘍の免疫原性を増加させる、およびかかる治療を
単独でまたは免疫刺激と組み合わせて使用して腫瘍を根絶し、腫瘍に対する免疫記憶を形
成する、さまざまなシステム、組成物および方法を対象とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明の主題の一態様において、本発明者らは、患者のための治療の選択肢を同定する
方法を考える。ｅｘ　ｖｉｖｏで患者の複数の腫瘍生検試料を、それぞれのかつ異なる複
数のストレス状態に曝露して、それぞれの事前に処理した腫瘍細胞を生み出す工程を含む
。別の工程において、事前に処理した腫瘍細胞は、その後、複数の免疫コンピテント細胞
と接触し、事前に処理した腫瘍細胞に対する免疫コンピテント細胞の応答が定量される。
また別の工程において、応答が、事前に決定された閾値を満たす又は超える場合に、該ス
トレス状態は、治療の選択肢として選択される。
【００１２】
　他の可能性の中で、適したストレス状態は、低用量化学療法（例えば、メトロノームの
ような低用量）、低線量照射への曝露、熱ショック治療、低酸素症、酸素過剰症、慢性炎
症状態への曝露、活性酸素種への曝露、ネイティブなまたは変更された免疫Ｔ細胞または
ＮＫ細胞への曝露、抗体への曝露および／または環境ストレス状態（例えば、ＤＮＡ損傷
剤、ＨＳＰ９０阻害剤、ＧＳＫ３阻害剤、ウイルス感染）を含む。
【００１３】
　ストレス状態は、ＮＫＧ２Ｄリガンドの（ストレス状態への曝露をしていない同じ細胞
と比較した）過剰発現、チェックポイント阻害剤リガンドの発現、ネオエピトープの発現
を含む、ストレスをかけられた細胞上で発現されるさまざまなマーカーをもたらすかもし



(6) JP 2019-511903 A 2019.5.9

10

20

30

40

50

れず、または、シグナル経路（例えば、アポトーシス経路、細胞分裂経路）などの活性化
または不活性化をもたらすかもしれない。
【００１４】
　さらに、複数の生検試料は、免疫刺激剤に曝露されてもよいと考えられ、特に、免疫刺
激剤はサイトカイン（例えば、ＩＬ－１５、ＩＬ－１５スーパーアゴニスト、ＩＬ－２、
ＩＬ－７、ＩＬ－２１）、ＴＬＲリガンド（例えば、ＰＡＭＰｓＤＡＭＰｓ）および／ま
たはチェックポイント阻害剤を含むと考えられる。
【００１５】
　望まれる場合、適した方法は、それに対し抗体または他の結合分子が生み出されてもよ
い、生検試料上の１つまたは複数のネオエピトープを決定する工程を含んでもよいことも
考慮される。さらに、１つまたは複数のネオエピトープをコードする組換え核酸を含むウ
イルスベクターまたは組換えウイルスが、生み出されてもよく、免疫コンピテント細胞は
、ウイルスベクターまたは組換えウイルスでトランスフォームされるであろうことが特に
好ましい。さらに事前に処理した腫瘍細胞を免疫コンピテント細胞に接触させた後の、事
前に処理した腫瘍細胞について、１つまたは複数のさらなるネオエピトープが、決定され
てもよい。最も典型的には、免疫コンピテント細胞は、Ｔ細胞および／またはＮＫ細胞（
および特にＮＫ９２細胞、またはａＮＫ細胞、ｈａＮＫ細胞もしくはｔａＮＫ細胞などの
遺伝学的に操作されたＮＫ細胞）である。
【００１６】
　免疫コンピテント細胞の応答を定量する工程に関し、顕微鏡アッセイ、発光アッセイ、
蛍光アッセイ、および放射線学的アッセイの１つまたは複数が、特に考えられる。従って
、事前に決定された閾値は、事前に処理した腫瘍細胞の、事前に決定された溶解またはア
ポトーシスの割合であるかもしれず、しかし、また比色分析または蛍光分析シグナルであ
るかもしれない。
【００１７】
　本発明の主題のさまざまな目的、特徴、態様および利点は、以下の好ましい実施形態の
詳細な説明と、それにおいて同じ数字は同じ構成要素を表す添付図面を併せてより明らか
になるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は、例となる、さまざまなストレス状態を用いて、がん細胞の免疫原性を詮
索することにより、患者のための治療を同定する方法を説明する。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
詳細な説明
　本発明の主題は、特に特定の治療を介して腫瘍の免疫原性を増加させる状態の同定によ
り、患者のための治療の選択肢を同定するシステムおよび方法、ならびにかかる治療を単
独でまたは免疫刺激と組合わせて用いるシステムおよび方法を提供する。
【００２０】
　本発明の主題は、さまざまな変更および代替的実施形態が可能であるが、それらの特定
の説明された実施形態は、図面において示され、以下に詳細に説明されるであろう。しか
しながら、本発明を特定の開示された形態に限定する意図はないことが理解されるべきで
あり、しかし、それどころか、本発明は、特許請求の範囲に含まれる、すべての変更、代
替的実施形態および均等物を対象とするものである。以下の議論は、本発明の主題の多く
の例を提供する。それぞれの実施形態は、発明の要素の単一の組み合わせを表すが、本発
明の主題は、開示された要素のすべての可能な組み合わせを含むことが考慮される。従っ
て、一実施形態が、要素Ａ、ＢおよびＣを含み、第二の実施形態が要素ＢおよびＤを含む
場合、そのとき、明示的に開示されていない場合であっても、本発明の主題は、Ａ、Ｂ、
ＣまたはＤの他の残りの組み合わせを含むことが考慮される。
【００２１】
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　本発明者は、一連の腫瘍生検を用いたｅｘ　ｖｉｖｏ治療において、患者における腫瘍
が、事前に同定された介入を用いて、腫瘍をより免疫原性であると表すことにより、より
効果的に治療され得ることを発見した。本明細書で使用する場合、用語「免疫原性」は、
免疫応答を生み出すもしくは容易にする、または、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ、ｅｘ　ｖｉｖｏ、
またはｉｎ　ｖｉｖｏで「免疫原性」細胞と接触する免疫細胞の活性化を導く、細胞の特
性を意味する。従って、本発明の主題の一態様において、本発明者は、腫瘍またはがん細
胞を誘導してより免疫原性にすることにより、患者のための治療の選択肢を同定する方法
を考える。図１は、一例となる考えられる方法の説明を示す。ここで、一工程は、患者の
腫瘍からの複数の生検試料を、それぞれのかつ異なる複数のストレス状態にｅｘ　ｖｉｖ
ｏで曝露することを含む。
【００２２】
　好ましい実施形態において、患者の腫瘍生検からの生組織は、それぞれの試料が異なる
タイプ／状態のストレス状態に曝露され得るように、複数の試料に分けられる。例えば、
腫瘍生検は、小細胞肺がんと診断された患者から採取され、生検は、複数の試料（例えば
、少なくとも２、少なくとも４、少なくとも１０、少なくとも２０または少なくとも５０
など）に分けられる。当然ながら、生検は固形腫瘍に限定される必要がなく、しかし循環
腫瘍細胞および血液感染性がん（例えば、さまざまなＣＭＬ、ＡＭＬ、ＡＬＬなどのリン
パ腫）も、本明細書において使用に適していると明示的に扱われることが理解されるべき
である。
【００２３】
　本明細書で使用する場合、異なるストレス状態は、腫瘍細胞において独立にかつ分離し
て（例えば、異なる時点に行われる処理により、異なる化学物質を用いた処理によりなど
）誘導され得るストレス状態である。例えば、いくつかの実施形態において、ストレス状
態は、ストレスの単一の原因により（例えば、熱のみ、単一の化学物質のみなど）誘導さ
れ得る。他の実施形態において、ストレス状態は、ストレスの複数の原因により誘導され
得る。例えば、ストレス状態は、Ａの原因となる一のストレスおよびＢの原因となる別の
ストレスの同時の処理により誘導され得る。別の例として、ストレス状態は、Ａの原因と
なる一のストレスおよびＢの原因となる別のストレスの連続した処理により誘導され得る
。また、Ａの原因となる一のストレスの複数回の処理（例えば、１分の時間間隔を伴う３
回の１分間の熱ショック）、およびＡの原因となる一のストレスの単回の処理（例えば、
１分または３分間の単回の熱ショック）は、二つの異なる区別可能なストレス状態である
とも考えられる。
【００２４】
　さらなる考えられる例において、ストレス状態は、メトロノームのような低用量化学療
法を含み得る。最も典型的には、低用量治療は、ＬＤ５０またはＩＣ５０が７０％以下、
５０％以下、４０％以下、３０％以下、２０％以下、１０％以下または５％以下での化学
治療剤についての曝露であるだろう。さらに、有利な場合、かかる低用量レジメンは、例
えば、ＵＳ７７５８８９１、ＵＳ７７７１７５１、ＵＳ７７８０９８４、ＵＳ７９８１４
４５およびＵＳ８０３４３７５において記載される、メトロノームのような方法で行われ
てもよい。かかる低用量レジメンにおいて使用される特定の薬物に関し、すべての化学治
療剤が適しているとみなされると考えられる。他の適した薬物の中で、キナーゼ阻害剤、
受容体アゴニストおよびアンタゴニスト、代謝拮抗、細胞増殖抑制および細胞傷害性薬物
はすべて本明細書中で考慮される。しかしながら、特に好ましい剤は、腫瘍の増殖または
発達を推進する経路の構成要素を干渉または阻害すると同定されるものが挙げられる。か
かる薬物は、例えばＷＯ２０１１／１３９３４５およびＷＯ２０１３／０６２５０５に記
載されるオミックスデータについての経路分析を用いて同定され得る。
【００２５】
　いくつかの実施形態において、ストレス状態は、１つまたは複数の環境ストレス状態を
含んでもよいと考えられる。例えば、生検試料からのがん細胞の一部分は、放射線、好ま
しくは低用量放射線に曝露され得る。この例において、がん細胞は、さまざまな線量の放
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射線を受けることができ、典型的な線量は０．０１－０．１Ｇｙ、０．１－１Ｇｙ、１－
１０Ｇｙ、１０－１００Ｇｙの範囲であるだろうし、いくつかの場合においてより高くさ
えあるであろう。放射線は、さまざまな線源からもたらされてよく、ガンマ放射線、アル
ファ粒子曝露および／またはベータ放射体が採用されてもよい。しかしながら、ガンマ放
射線またはＸ線曝露が典型的には好ましい。最も典型的には、かつ放射線がストレス状態
として採用された場合、さらなる化学治療剤は二本鎖ＤＮＡ修復および相同鎖交換修復を
干渉する薬物を含むであろう。
【００２６】
　別の例として、環境ストレス状態は、さまざまな時間幅（例えば、１０秒、１分、５分
、１０分間など）で、がん細胞の熱（例えば、典型的には少なくとも４０℃、少なくとも
４２℃、少なくとも４５℃または少なくとも４７℃）への曝露を含んでもよく、望ましい
場合、環境ストレス状態（例えば、単回の曝露、１分間間隔での複数回の曝露、さまざま
な時間間隔での複数回の曝露など）へのそれぞれの曝露の間にさまざまな休止を伴っても
よい。
【００２７】
　さらに別の例としては、環境ストレス状態は、腫瘍低酸素症を模倣するため、酸素の欠
乏を含んでもよい。ここで、少なくともがん細胞の一部分は、低酸素症（例えば、１５％
未満、１０％未満、５％未満、３％未満、１％未満Ｏ２）で、事前に決定された時間（例
えば、少なくとも１時間、少なくとも２４時間、少なくとも３日、少なくとも１週間、少
なくとも３週間など）の間、維持され得る。同じように、酸素過剰状態は、含まれ得ると
考えられる。例えば、少なくともがん細胞の一部分は、酸素過剰状態（例えば、２２％よ
り多い、２５％より多い、３０％より多い、３５％より多いＯ２）で、一定時間（例えば
、少なくとも１時間、少なくとも２４時間、少なくとも３日、少なくとも１週間、少なく
とも３週間など）の間、維持され得る。
【００２８】
　いくつかの実施形態において、環境ストレス状態は、生理的な量の炎症関連試薬を投与
することによる模倣慢性炎症を含んでもよい。これらの実施形態において、炎症関連試薬
は、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ－α）、インターロイキン６（ＩＬ－６）、インターロイキン
１０（ＩＬ－１０）、形質転換成長因子（ＴＧＦ－β）を含む、腫瘍発達と関連するサイ
トカインを含んでもよい。加えてまたはその代わりに、環境ストレス状態は、がん細胞の
、慢性酸化ストレスへの曝露および／またはラジカルへの曝露を含んでもよい。例えば、
生検試料は、活性酸素種（ＲＯＳ）源として外来の過酸化水素（Ｈ２Ｏ２）に、低投与量
で（例えば、１０μＭ－２０μＭ、２０μＭから３０μＭ、３０μＭから４０μＭの間な
ど）、急性期について（例えば、１２時間、２４時間、４８時間、７日など）、または高
投与量で（例えば、１００μＭ－２００μＭ、２００μＭから３００μＭ、３００μＭか
ら４００μＭの間など）慢性期について（例えば、１か月、３か月、６か月など）曝露さ
れ得る。
【００２９】
　さらに別の例において、環境ストレス状態は、がん細胞の、さまざまなＤＮＡ損傷剤（
例えば、ＤＮＡ挿入剤、メチル化剤、鎖切断剤、ダイマー（ｄｉｍｍｅｒ）を誘導するた
めのＵＶ照射など）、細胞の小胞体（ＥＲ）ストレス誘導性アポトーシスを誘導し得るペ
プチドまたは試薬（例えば、熱ショックタンパク質（ＨＳＰ）９０阻害剤、グリコーゲン
合成酵素キナーゼ３（ＧＳＫ３）阻害剤、タンパク質Ｎ－グリコシル化阻害剤（例えば、
ツニカマイシンなど）、タンパク質輸送遮断薬（例えば、ブレフェルジンＡなど）、ＥＲ
へのカルシウム取り込み阻害剤（例えば、タプシガルギンなど））を含む、１つまたは複
数の化学物質または状態への曝露を含んでもよい。
【００３０】
　いくつかの実施形態において、環境ストレス状態は、さまざまなタイプのがんに関連す
る、１つまたは複数のタイプのウイルスへの、がん細胞の曝露を含んでもよい。例えば、
かかるウイルスは、ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）、エプスタインーバーウイルス（



(9) JP 2019-511903 A 2019.5.9

10

20

30

40

50

ＥＢＶ）、肝炎Ｂウイルス（ＨＢＶ）および／または肝炎Ｃウイルス（ＨＣＶ）、ヒト免
疫欠損ウイルス（ＨＩＶ）、ヒトヘルペスウイルス８（ＨＨＶ－８）、ヒトＴリンパ球向
性ウイルス－１（ＨＴＬＶ－１）、メルケル細胞ポリオーマウイルス（ＭＣＶ）および／
またはシミアンウイルス４０（ＳＶ４０）を含む。容易に理解されるように、感染投与量
および曝露時間は、ウイルス休止および活動、がん細胞のタイプおよび他の個別の患者の
状態に依って異なり得る。
【００３１】
　上記に議論されたストレス状態の状態（例えば、期間、頻度、時間、用量、濃度など）
は、腫瘍細胞を直接的にまたは間接的に誘導して事前に処理した腫瘍細胞を生み出すのに
効果的であることが考慮される。本明細書で使用する場合、事前に処理した腫瘍細胞は、
ストレス状態での処理前の腫瘍細胞と異なる少なくとも１つの特徴を発現する腫瘍細胞で
ある。例えば、いくつかの実施形態において、ストレス状態は、タンパク質発現、細胞周
期および／またはアポトーシスに対する感受性に影響を与えるのに効果的である。例えば
、事前に処理した腫瘍細胞は、１つまたは複数の細胞タンパク質（例えば、細胞表面受容
体タンパク質、核受容体タンパク質、並びに損傷関連分子パターンと関連するタンパク質
（ＤＡＭＰＳ）、インターフェロンおよびサイトカインを含む分泌タンパク質など）、お
よび／またはヌクレオチド（例えば、ｍＲＮＡ、ｍｉｃｒｏＲＮＡなど）の、発現レベル
が変化し得る。別の例として、事前に処理した腫瘍細胞は、その形態または環境との相互
作用（例えば、細胞の形状、他の細胞または細胞外マトリクスとの接着のレベルなど）が
変化し得る。別の例として、事前に処理した腫瘍細胞は、細胞のタンパク質および特にシ
グナリングおよび細胞周期と関連するタンパク質（例えば、キナーゼ、ホスファターゼ、
熱ショックタンパク質、グリコシラーゼなど）の活性が変化し得る。
【００３２】
　特定の理論または仮説に縛られることを望まないが、本発明者は、また、ストレス状態
に曝露された生検試料由来の事前に処理した腫瘍細胞の少なくとも一部分（例えば、少な
くとも２０％、好ましくは少なくとも４０％、より好ましくは少なくとも６０％）は、Ｎ
Ｋ細胞および／またはＴ細胞（ＣＤ４＋および／またはＣＤ８＋）活性化のトリガーをひ
くのに十分な量で、１つまたは複数の抗原性エピトープまたは他のシグナルを曝露するか
提示するであろうことも考慮する。好ましい一実施形態において、生検試料由来の事前に
処理したがん細胞の少なくとも一部分（例えば、少なくとも２０％、好ましくは少なくと
も４０％、より好ましくは少なくとも６０％）は、同じストレス状態へ曝露していない同
じ生検試料由来の腫瘍細胞と比較して、特にＮＫＧ２Ｄリガンド（例えば、ＭＩＣＡ、Ｍ
ＩＣＢ、ＲＡＥＴ１Ｅ／ＵＬＢＰ４、ＲＡＥＴ１Ｇ／ＵＬＢＰ５、ＲＡＥＴ１Ｈ／ＵＬＢ
Ｐ２、ＲＡＥＴ１／ＵＬＢＰ１、ＲＡＥＴ１Ｌ／ＵＬＢＰ６、ＲＡＥＴ１Ｎ／ＵＬＢＰ３
など）といったストレスマーカーの、より高い発現レベル（例えば、少なくとも２０％よ
り高い、少なくとも３０％より高い、少なくとも５０％より高いなど）またはより高い細
胞表面発現レベルを示す。同じように、生検試料由来の事前に処理したがん細胞の少なく
とも一部分は、ストレス状態に応答して１つまたは複数のネオエピトープも発現し得るか
および／またはその表面上に存在し得る。
【００３３】
　ストレス状態の特定のタイプに関わらず、一般に、ストレス状態およびがん細胞へのス
トレス状態を提供する状態は、即時の細胞死を避けるように選択されると考えられる。好
ましい実施形態において、ストレス状態を提供する、最適なまたは望ましい状態は、事前
に決定された閾値に基づいて決定され得る。例えば、事前に決定された閾値は、事前に処
理した腫瘍細胞の、事前に決定された溶解またはアポトーシスの割合であってもよい。従
って、状態は、組織におけるすべての細胞の典型的には５０％未満、より典型的には３０
％未満、さらにより典型的には１０％未満および最も典型的には５％未満の殺細胞効果を
有するように調節される。従って、事前に処理した腫瘍細胞は、治療後に生存可能であろ
うし（しかし低下した増殖率を有するかもしれない）、もっとも好ましくは、実質的に変
化した遺伝子発現プロファイル（それは続くオミックス分析において確立されてもよく、
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特にトランスクリプトミクスおよび／またはプロテオミクス分析を介してもよい）を示す
。ストレス状態および重症度の特定のタイプに応じて、数秒から数日を超える事前処理が
行われてもよい。適切である場合、免疫コンピテント細胞と接触させる前に、事前に処理
した細胞を数時間から数日間回復させることができる。
【００３４】
　特に好ましい実施形態において、事前に処理したがん細胞は、その後、免疫コンピテン
ト細胞に曝露または接触させる。本明細書で使用する場合、用語「免疫コンピテント細胞
」は、免疫応答の生成、増殖または維持と関連する任意の細胞を含み、そのため特に自然
免疫および／または適応免疫に寄与する細胞を含む。従って、特に免疫コンピテント細胞
は、特に樹状細胞、Ｔ細胞、ＮＫ細胞などといった抗原提示細胞を含むことが考慮される
。特に好ましい態様において、免疫コンピテント細胞は、ＮＫ９２細胞、構成的に活性で
あるかもしくはネオエピトープに対する特異性を有するよう変更されたアロジェニックＮ
Ｋ９２細胞、または遺伝学的に操作されたＮＫ細胞（例えば、ａＮＫ細胞、ｈａＮＫ細胞
またはｔａＮＫ細胞）を含む。或いは、免疫コンピテント細胞は、患者に対しナイーブで
あり得るか、アロジェニックであり得るＣＤ４＋および／またはＣＤ８＋Ｔ細胞（任意選
択で構成的に活性であるかもしくは、キメラＴ細胞／抗原受容体を介するなどのネオエピ
トープに対する特異性を有するように変更された）もまた含む。さらなる実施形態におい
て、免疫コンピテント細胞は、特に当該生検が得られた患者からの免疫コンピテント細胞
といった、細胞の混合物であってもよい。例えば、かかる混合物は、未精製であってもよ
く、（例えば、全血）、部分的に精製されていてもよく（例えば、軟膜）または単離され
た細胞タイプ（例えば、樹状細胞またはマクロファージまたはＴ細胞）であってもよい。
【００３５】
　典型的には、用いられる免疫コンピテント細胞がＮＫ細胞である場合、処理された腫瘍
細胞のＮＫ細胞に対する割合は、１０，０００：１から１：１０，０００の間であり、よ
り典型的には１，０００：１から１：１，０００の間であり、最も典型的には１０：１か
ら１：１０の間である。本明細書中での使用に適した多くのＮＫ細胞が存在するが、特に
、ＮＫ細胞はＮａｎｔＫｗｅｓｔ，Ｉｎｃ．（９９２０　Ｊｅｆｆｅｒｓｏｎ　Ｂｌｖｄ
．，Ｃｕｌｖｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ　９０２３２；ｈｔｔｐ：／／ｎａｎｔｋｗｅｓｔ．
ｃｏｍ／ｐｌａｔｆｏｒｍ／を参照のこと）により記載されるような、ａＮＫ細胞、ｈａ
ＮＫ細胞およびｔａＮＫ細胞を含むことが考慮される。細胞がエピトープに対する親和性
を有するよう遺伝学的に変更された場合、かかるエピトープは強い免疫応答を引き出しや
すいネオエピトープ（すなわち、ＨＬＡマッチした患者および腫瘍特異的なネオエピトー
プ）であることが特に好ましい。
【００３６】
　さらに考えられる態様において、ストレス状態を受けている生検試料からの少なくとも
いくつかのがん細胞は、免疫コンピテント細胞の応答を効果的に活性化または増加させ得
ることは留意されるべきであろう。いくつかの実施形態において、免疫コンピテント細胞
および／またはストレスを受けた細胞の応答を免疫毒性試験により評価することができる
。例えば、免疫コンピテント細胞がＮＫ細胞である場合、ＮＫ細胞の殺効果は、顕微鏡ア
ッセイ（例えば、形状の欠失の変形を検出するために）、発光アッセイ（例えば、発光剤
の漏れを検出するために）、蛍光アッセイ（例えば、溶解剤の輸送または配達を検出する
ために）、または放射線学的アッセイ（例えば、アイソトープの漏れを検出するために）
を用いて評価してもよい。異なる視点から見ると、ＮＫまたは他の免疫コンピテント細胞
による殺効果は、そのように事前に処理した腫瘍細胞の免疫原性の尺度であり得る。同じ
ように、予想される増加した免疫原性は、腫瘍細胞の物理的パラメータ（例えば、サイズ
、密度における増加または減少、形状もしくは基質への接着の変化）の変化によっても証
明され得る。免疫コンピテント細胞の殺効果を検出する、任意の適した方法は、考慮され
る。例えば、そのように処理された細胞の免疫原性を、（５１）Ｃｒ放出アッセイによる
標的腫瘍細胞に対する細胞溶解活性を決定することにより決定してもよく、あるいは、フ
ローサイトメトリー（例えば、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ．２０１０；５９８：
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２０７－１９；Ｓｃａｎｄ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２０１２　Ａｐｒ；７５（４）：４５
５－６２；またはＡｃｅａＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＩｎｃによるｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ
システムを参照のこと）を用いてパーフォリン、グランザイムおよびグラニュライシンの
細胞内のレベルを決定することにより決定してもよい。
【００３７】
　他の実施形態において、免疫コンピテント細胞の応答は、細胞表面受容体タンパク質の
相対的発現レベルを含む。例えば、ＮＫ細胞活性化は、阻害性（例えば、キラー細胞イム
ノグロブリン様受容体（ＫＩＲ）、ＬＩＲ（白血球阻害性受容体）、Ｌｙ４９の阻害性ア
イソフォーム）ならびに活性化受容体（ＮＣＲ（天然細胞傷害性受容体）、ＣＤ９４：Ｎ
ＫＧ２ヘテロダイマー、ＣＤ１６（ＦｃγＩＩＩＡ）、Ｌｙ４９の活性化アイソフォーム
など）刺激のバランスにより決定される。従って、これらの実施形態において、タンパク
質の差分および相対的発現は、たとえばＦＡＣＳアッセイ、顕微鏡アッセイ、発光アッセ
イ、蛍光アッセイ、放射線学的アッセイ、ウエスタンブロットなどといった、タンパク質
発現および／または局在を検出する、任意の適した方法により定量され得る。
【００３８】
　免疫コンピテント細胞のより強い応答（例えば、より高いサイトカインおよび／または
ケモカインの放出、いくつかの細胞表面受容体タンパク質より高い発現レベル、より強い
細胞溶解活性など）は、事前に処理したがん細胞のより高い免疫原性を反映しやすいと考
えられる。いくつかの実施形態において、免疫コンピテント細胞応答の定量は、統計学的
に評価され、他のストレス状態と比較して、どのストレス状態がより効果的に応答を誘導
するかを決定することができる。より効果的なストレス状態が免疫細胞応答を引き出すの
に使用される場合、かかる免疫コンピテント細胞が、患者が当該免疫コンピテント細胞で
治療された場合に、ｉｎ　ｖｉｖｏでがん細胞に対する免疫応答をより効率よくかつより
効果的に引き出しやすい。従って、それらのアッセイにおける、免疫細胞（例えば、ＮＫ
細胞など）応答は、おそらく治療成功の予測指標として、使用され得ると理解されるべき
である。
【００３９】
　がん細胞に対して提供される全てのストレス状態が、おそらくがん細胞を接触させる免
疫コンピテント細胞に対して、同じ免疫応答を引き出すわけではないこともまた考慮され
る。言い換えれば、がん細胞の免疫原性は、ストレス状態に依って異なるかもしれない。
いくつかのストレス状態の有効性は、がんのタイプに依って異なるかもしれない。例えば
、ストレス状態Ａは、非小細胞肺がんのがん細胞の免疫原性を誘導するのに効果的であり
得るが、大細胞神経内分泌腫瘍のがん細胞の免疫原性を誘導するのには効果的ではないか
もしれない。いくつかのストレス状態の有効性は、同じタイプのがんに罹患する患者間で
さえ異なるかもしれない。他の例としては、ストレス状態Ａは、患者Ｘの乳がんのがん細
胞の免疫原性を誘導するのに効果的であり得るが、ストレス状態Ｂは、患者Ｙの乳がんの
がん細胞の免疫原性を誘導するのに効果的でないかもしれない。従って、効果的な治療方
法を同定するのに使用され得るこの方法は、患者特異的腫瘍に対する患者の特定の免疫シ
ステムの応答を最大にするであろうパーソナライズド免疫療法についてのプラットフォー
ムを提供することが理解されるべきである。
【００４０】
　ストレス状態を提供することは、ストレス状態に曝露されたがん細胞の免疫原性を引き
出すのに効果的であるかもしれないが、ストレス状態と同時の免疫刺激剤の同時治療また
は同時投与は、さらにがん細胞の免疫原性を増強し得ると考えられる。がん細胞の免疫原
性を増加または調節し得る、任意の適したタイプの免疫刺激剤が考慮される。例えば、免
疫刺激剤は、刺激性サイトカイン（例えば、インターロイキン（ＩＬ）－１５、ＩＬ－１
５スーパーアゴニスト、ＩＬ－２、ＩＬ－７、ＩＬ－２１など）および１つまたは複数の
Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）リガンド（例えば、フィブリノゲン、ヘパラン硫酸断片、ヒ
アルロン酸断片、ＨＳＰ７０など）を含んでもよい。いくつかの実施形態において、免疫
刺激剤は、がん細胞への免疫システム攻撃を促進する１つまたは複数のチェックポイント
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阻害剤（例えば、イピリムマブ（Ｙｅｒｖｏｙ（登録商標））、ペンブロリズマブ（Ｋｅ
ｙｔｒｕｄａ（登録商標））、およびニボルマブ（Ｏｐｄｉｖｏ（登録商標）））もまた
含んでもよい。
【００４１】
　いくつかの実施形態において、２又は複数の異なる免疫刺激剤は、ストレス状態を伴い
提供され得る。これらの実施形態において、２又は複数の異なる免疫刺激剤間の割合は、
がんのタイプおよびステージならびに患者の特性（例えば、年齢、性別、健康状態など）
、ストレス状態のタイプ、および免疫刺激剤の同時治療のタイミングに依って異なり得る
。例えば、免疫刺激剤は、ストレス状態と同時に、ストレス状態の処理の後、（例えば、
ストレス状態の完了１分後、１時間後、１日後など）に処理され得る。またさらなる実施
形態において、免疫刺激剤は、生検がストレス状態を受ける前（例えば、ストレス状態の
開始１分前、１時間前、１日前など）に投与され得る。
【００４２】
　がん細胞の免疫原性は、がん細胞における少なくともいくつかのネオエピトープの発現
と強く関連しあうかもしれないことが考慮される。従って、ネオエピトープは、その後に
処理された生検細胞を標的とするのに使用される抗体を生み出すのに使用され得るし、お
よび／またはそれは複数のネオエピトープの少なくとも１つをコードする組換え核酸を含
むウイルスベクターを生み出すのに使用してもよい（生検試料または事前に処理した細胞
は、その後ウイルスベクターに曝露されてもよい）。
【００４３】
　従って、最も効果的な療法を同定する腫瘍生検のｅｘ　ｖｉｖｏ治療はまた、腫瘍細胞
に存在するネオエピトープの同定を増補してもよい。ネオエピトープは、独自の腫瘍特異
的抗原を生成するランダム変異を腫瘍細胞において発現するとして特徴付けられ得る。従
って、異なる観点からみると、ネオエピトープは、変異のタイプ（例えば、欠失、挿入、
トランスバージョン、トランジション、トランスロケーション）および変異の影響（例え
ば、ナンセンス、ミスセンス、フレームシフトなど）を考慮することにより同定してもよ
く、それは、それ自体を介してサイレントであり、他の無関係な（例えば、発現されない
）変異が除去されている第一のコンテントフィルターとして機能するかもしれない。ネオ
エピトープ配列は、比較的短い長さ（例えば、７－１１マー）を有する配列ストレッチで
あって、かかるストレッチはアミノ酸配列における変化を含むであろうとして定義され得
ることはさらに理解されるべきである。最も典型的には、変化したアミノ酸は、中央のア
ミノ酸位置でまたはその近くにあるだろう。例えば、典型的なネオエピトープは、Ａ４－
Ｎ－Ａ４またはＡ３－Ｎ－Ａ５またはＡ２－Ｎ－Ａ７またはＡ５－Ｎ－Ａ３またはＡ７－
Ｎ－Ａ２の構造であって、Ａは、タンパク質原性アミノ酸であり、Ｎは変化したアミノ酸
（野生型と比較してまたはマッチした健常人と比較して）であるものを有してもよい。例
えば、本明細書中で考慮されるネオエピトープ配列は、比較的短い長さ（例えば、５－３
０マー、より典型的には７－１１マー、または１２－２５マー）を有する配列ストレッチ
であって、かかるストレッチはアミノ酸配列における変化を含むものを含む。
【００４４】
従って、変化したアミノ酸の位置に依り、変化されたアミノ酸を含む多くのネオエピトー
プ配列において、単一のアミノ酸変化が存在し得ることは理解されるべきである。有利に
は、かかる配列のばらつきは、ネオエピトープの複数回の選択を可能とし、潜在的に有用
な標的を増加させる。その後、１つまたは複数の望ましい特性（例えば、患者ＨＬＡ型へ
の最も高い親和性、最も高い構造的安定性など）に基づいて選択され得る。最も典型的に
は、ネオエピトープは、変化したアミノ酸を、好ましくは中央に位置、あるいは主要組織
適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）へのその結合を改善するような位置に有する、２－５０アミ
ノ酸の間の長さ、より典型的には５－３０アミノ酸の間、最も典型的には９－１５アミノ
酸の間の長さを有するように計算されるであろう。例えば、エピトープがＭＨＣ－Ｉ複合
体により提示されるものである場合、典型的なネオエピトープ長は、約８－１１アミノ酸
であろうし、ＭＨＣ－ＩＩ複合体を介した提示のための典型的なネオエピトープ長は、約
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１３－１７アミノ酸の長さを有するであろう。容易に理解されるように、ネオエピトープ
における変化したアミノ酸の位置は、中央以外であってもよいため、ネオエピトープの実
際のペプチド配列およびその実際のトポロジーは、かなり異なる可能性がある。
【００４５】
　好ましくは、ネオエピトープは、がん細胞が１つまたは複数のストレス状態に曝露され
た時に、ｄｅ　ｎｏｖｏ発現または増強された発現を示す。従って、発現するまたは増強
された発現を示すネオエピトープの同定は、核酸シークエンシング、特にＤＮＡ上を操作
するＮＧＳ方法（例えば、Ｉｌｌｕｍｉｎａシークエンシング、ｉｏｎｔｏｒｒｅｎｔシ
ークエンシング、ピロシークエンシング、ナノポアシークエンシングなど）、ＲＮＡシー
クエンシング（例えば、ＲＮＡｓｅｑ、逆転写ベースのシークエンシングなど）ならびに
タンパク質シークエンシングまたは質量分析ベースのシークエンシング（例えば、ＳＲＭ
、ＭＲＭ、ＣＲＭなど）を含む、さまざまなオミクス分析により同定され得る。ＤＮＡシ
ークエンシング、ＲＮＡシークエンシング、タンパク質シークエンシングおよびそれらの
シークエンシング結果のコンピューター分析のさらに詳細な方法は、国際特許出願番号Ｐ
ＣＴ／ＵＳ１６／６５４１２において詳細に記載され、それは、その全体において本明細
書中に組み込まれる。
【００４６】
　効果的ストレス状態への曝露後に、増強された免疫原性を示す多くのがん細胞は、ネオ
エピトープの異なる発現を示してもよいことが考慮される。例えば、がん細胞は、効果的
なストレス状態への曝露後に、異なるタイプのネオエピトープを発現してもよい。他の例
としては、がん細胞は、複数のネオエピトープを異なる割合で発現してもよい。さらに別
の例としては、がん細胞は、複数のネオエピトープを発現してもよく、かかる複数のネオ
エピトープは、異なる半減期または細胞表面安定性（例えば、細胞表面の輸送のため、エ
ンドサイトーシスのためなど）を示してもよい。従って、またさらに適した方法は、スト
レス状態および／または免疫刺激剤への曝露前の生検試料についてネオエピトープのタイ
プおよび／または発現を決定する工程、ならびに事前に処理した腫瘍細胞を複数の免疫コ
ンピテント細胞と接触させる工程後の事前に処理した腫瘍細胞についてネオエピトープの
タイプおよび／または発現を決定する工程をさらに含むであろうことが考慮される。
【００４７】
　さらに、またいくつかのネオエピトープは、患者のがん細胞および非がん細胞間で共通
するとも考えられる。この状況において、それらのエピトープを標的とする治療方法は、
望ましくないであろう自己免疫症状を誘導し得る。従って、方法は、好ましくはがん細胞
における生検試料についてネオエピトープのタイプ／発現を決定する工程および同じ患者
の非がん細胞についてネオエピトープのタイプ／発現を決定する工程、（または同じ生検
試料からの）ならびに、それらのエピトープ発現を比較する工程を含む。例えば、患者の
腫瘍生検の一部分およびマッチした正常試料（同じ患者の非腫瘍試料、例えば、末梢血単
核細胞（ＰＢＭＣ）試料）もまた、オミックス分析に付す。特に好ましい態様において、
オミックス分析は、全ゲノムシークエンシング、エクソームシークエンシング、ＲＮＡシ
ークエンシング（好ましくは転写レベル決定を伴う定量的）および／またはプロテオミク
ス分析（核酸からの予測、より好ましくは組織切片またはホルマリン固定したパラフィン
包埋（ＦＦＰＥ）試料からの分析的）を含む。
【００４８】
　そのように得られたオミックス分析は、その後、腫瘍ネオエピトープを同定するのに用
いられ、それらは、さらに転写レベル（すなわち、転写されるかどうか、およびどの程度
されるか）および患者のＨＬＡタイプとのＨＬＡマッチについて分析される。同定および
ネオエピトープの使用のための適した方法は、２０１６年１０月１２日に提出された同時
係属中の我々のＵＳ出願番号１５／２９２０２１および２０１６年１０月１２日に提出さ
れた１５／２９２０２１において開示されており、オミックスデータに基づくＨＬＡ予測
は、２０１６年８月２５日に提出された、同時係属中の我々の国際特許出願ＰＣＴ／ＵＳ
１６／４８７６８において記載されている。ネオエピトープは、その後、２０１６年１２
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月７日に提出された同時係属の国際特許出願ＰＣＴ／ＵＳ１６／６５４１２において記載
されるように、治療のためのがんワクチンにおいて用いることができる。これらすべての
参照は、本明細書においてその全体が組み込まれる。
【００４９】
　１つまたは複数のネオエピトープが一度がん細胞の免疫原性に寄与しやすいまたは原因
となりやすいと同定されると、それらのネオエピトープは、当該がん細胞において過剰発
現され、がん細胞の免疫原性がさらに増補され得ることもまた考慮される。例えば、ネオ
エピトープＡが、１つまたは複数のストレス状態を提供する際に、がん細胞において、特
異的にかつ高く上方制御され／発現される。この状況において、ネオエピトープＡの全体
または断片は、ウイルスベクターまたは哺乳動物のトランスフェクションのためのベクタ
ー（例えば、蛍光または抗生物質抵抗などのマーカーを有する）にクローニングされ得る
し、免疫応答を生み出すのを補助するために、免疫コンピテント細胞、および特に樹状細
胞へ配達され得る。さらに、またはその代わりに、経路分析が１つまたは複数の代替のネ
オエピトープＡの過剰発現を導くであろう非ストレス状態を同定するために行われ得る。
他の適した経路分析ツールの中で、ＰＡＲＡＤＩＧＭは、特に好ましい（例えば、ＷＯ２
０１１／１３９３４５またはＷＯ２０１３／０６２５０５を参照のこと）。
【００５０】
　さらに、同定されるネオエピトープの少なくともいくつかは、それらのネオエピトープ
に対する１つまたは複数の抗体（例えば、モノクローナル、ポリクローナル）を生み出す
のにも使用され得る。その後、処理された細胞は、さらに、それらのネオエピトープに対
する抗体に曝露されてもよい。他の利点の中で、かかる抗体の添加は、組織生検（および
患者）においてＡＤＣＣを増加するのに効果的であるであろうことが考慮される。
【００５１】
　腫瘍細胞の増強された免疫原性は、免疫細胞応答を増強するのに有益であり得るが、免
疫原性は、非腫瘍細胞に著しい影響を与えるべきではない。従って、免疫原性を最適にす
る腫瘍細胞の最も良い適した処理に関して、対照を超える、かつより典型的には対照を少
なくとも２０％または少なくとも４０％または少なくとも６０％超える、任意の治療が適
していることが考慮される。最も好ましくは、かかる処理はまた、組織において非腫瘍細
胞に対するより低い細胞傷害性であり、当業者は、免疫原性を最大にし、細胞傷害性を最
小にする、最適な治療を容易に決定することができるであろう。例えば、免疫原性に適し
た結果は、事前に処理した腫瘍細胞の溶解またはアポトーシスを含み、非腫瘍細胞の溶解
またはアポトーシスを欠く。
【００５２】
　一度適した処理が同定されると、患者は、急性（かつ好ましくは耐久性のある）免疫応
答を生み出す可能性を増加させるような剤およびプロトコルを用いて治療され得る。さら
に患者の治療は、上記議論されたネオエピトープ（および任意選択で共刺激分子およびチ
ェックポイント阻害剤を含む他の分子）をコードする遺伝子を含む組換え核酸を配達する
であろう免疫療法的ウイルス組成物を用いてさらに増補してもよいことは理解されるべき
である。免疫応答をさらに増加させるために、治療戦略を調節又は変更して免疫原性を増
加させるために、本明細書中に記載される基本原則に従い、次の腫瘍生検を採取してもよ
い。この文脈において、さらなるオミックス情報は、治療上効果的な免疫応答を引き出す
のに重要である（ネオ）エピトープへの洞察を提供するかもしれないことは理解されるべ
きである。実際に、本発明者は、複数回のかかる処理の同定および処理は、腫瘍エピトー
プおよびネオエピトープに対する有利に「より広いネットを投じる」かもしれないエピト
ープスプレッドまたは抗原カスケードを導くであろうことを考慮する。最後に、チェック
ポイント阻害剤が用いられる場合に、かかる阻害剤は、制御できない（自己）免疫応答に
ついての可能性のある問題を減少させるために、局所的に腫瘍に投与されるかもしれない
ことが考慮される。
【００５３】
　いくつかの実施形態において、本発明の特定の実施形態を記載するおよび請求するため
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に使用される量または範囲を表す数字は、いくつかの場合においては「約」という用語に
よって修飾されるものとして理解されるべきである。従って、いくつかの実施形態におい
て、明細書および添付の特許請求の範囲において記載された数値パラメータは、特定の実
施形態により得られることが求められる所望の特性に応じて異なり得る近似値である。い
くつかの実施形態において、数値パラメータは、報告された有効数字の数に照らしかつ通
常の丸め技法を適用することにより解釈されるべきである。本発明のいくつかの実施形態
の広い範囲を示す数値範囲およびパラメータは近似値であるにもかかわらず、特定の例に
おいて表された数値は、実施可能な限り正確に報告される。本発明のいくつかの実施形態
において提示される数値は、それぞれの試験測定値に見られる標準偏差から必然的に生じ
る特定の誤差を含んでもよい。文脈が反対に指示しない限り、本明細書に記載された全て
の範囲は、それらの端点を含むものとして解釈されるべきであり、オープンエンド範囲は
、商業的に実用的な値のみを含むと解釈されるべきである。同様に、文脈が反対に指示し
ない限り、値のすべてのリストは中間値を含むものとして考慮されるべきである。
【００５４】
　本明細書の記載および以下の特許請求の範囲を通して使用される場合、「ａ」、「ａｎ
」および「ｔｈｅ」の意味は、文脈が他に明確に示さない限り、複数の言及を含む。また
、本明細書の記載において使用される場合、「ｉｎ」の意味は、文脈が他に明確に示さな
い限り、「ｉｎ」および「ｏｎ」を含む。
【００５５】
　本明細書中に記載される全ての方法は、本明細書中で他に示されない限り、または文脈
によって明らかに矛盾しない限り、任意の適切な順序で実施され得る。本明細書中の特定
の実施形態に関して提供される任意のおよびすべての実施例、または例示的な用語（例え
ば、「など」）の使用は、単に本発明をより良く説明することを意図しており、他に主張
しない限り、本発明の範囲の限定をもたらさない。本明細書中のいかなる用語も、本発明
を実施するのに必須である、任意の請求されていない要素を示すものとして解釈されるべ
きではない。
【００５６】
　本明細書中で開示された本発明の代替的要素または実施形態のグループ分けは、限定と
して解釈されるべきではない。各グループメンバーは、個別に、または本明細書中に見出
されるグループの他のメンバーもしくは他の要素との任意の組み合わせで参照および要求
することができる。利便性および／または特許性の理由から、１つまたは複数のグループ
のメンバーをグループに含めることができ、またはグループから削除することができる。
かかる包含または削除が生じる場合、明細書は、本明細書中、変更されたグループを含む
とみなされ、従って、添付の特許請求の範囲で使用されるすべてのマーカッシュグループ
の記述を満たす。
【００５７】
　本明細書中の発明概念から逸脱することなく、既に説明した以外の多くの変更が可能で
あることは、当業者には明らかである。従って、本発明の主題は、添付の特許請求の範囲
を除いて限定されるものではない。さらに、明細書および特許請求の範囲の両方を解釈す
るにあたり、すべての用語は、文脈と一致する最も広い可能な方法で解釈されるべきであ
る。特に、用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」および「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）
」は、要素、構成要素または工程を非排他的な方法で参照するものと解釈され、言及され
た要素、構成要素または工程は、存在してもよく、利用されてもよく、または明示的に言
及されていない他の要素、構成要素または工程に組み合わせてもよい。
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【図１】

【手続補正書】
【提出日】平成30年10月11日(2018.10.11)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者の腫瘍からの複数の生検試料をそれぞれのかつ異なる複数のストレス状態にｅｘ　
ｖｉｖｏで曝露してそれぞれの事前に処理した腫瘍細胞を生み出すこと；
事前に処理した腫瘍細胞を複数の免疫コンピテント細胞と接触させること、および事前に
処理した腫瘍細胞に対する免疫コンピテント細胞の応答を定量すること；および
応答が事前に決定された閾値を満たす又は超える場合に治療の選択肢として、ストレス状
態を選択すること
を含む、患者のための治療の選択肢を同定する方法。
【請求項２】
　 ストレス状態は、低用量化学療法、低線量照射への曝露、熱ショック治療、低酸素症
、酸素過剰症、慢性炎症状態への曝露、活性酸素種への曝露、ネイティブな又は変更され
た免疫Ｔ又はＮＫ細胞への曝露、抗体への曝露および環境ストレス状態からなる群より選
択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　低用量化学療法は、メトロノーム低用量化学療法を含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　 環境ストレス状態は、ＤＮＡ損傷剤、ＨＳＰ９０阻害剤、ＧＳＫ３阻害剤、およびウ
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イルス感染からなる群より選択される、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　 事前に処理した腫瘍細胞は、ストレス状態への曝露をしていない同じ細胞と比較して
、ＮＫＧ２Ｄリガンドを過剰発現する、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　 複数の生検試料を免疫刺激剤に曝露する工程をさらに含む、請求項１～５のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項７】
　免疫刺激剤は、サイトカインである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　サイトカインは、ＩＬ－１５、ＩＬ－１５スーパーアゴニスト、ＩＬ－２、ＩＬ－７お
よびＩＬ－２１からなる群より選択される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　免疫刺激剤は、ＴＬＲリガンドである、請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
　免疫刺激剤は、チェックポイント阻害剤である、請求項６に記載の方法。
【請求項１１】
　生検試料について、複数のネオエピトープを決定する工程をさらに含む、請求項１～１
０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　複数のネオエピトープの少なくとも１つに対する抗体を生み出す工程をさらに含む、請
求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　 複数のネオエピトープの少なくとも１つをコードする組換え核酸を含むウイルスベク
ターを生み出す工程をさらに含み、任意選択でウイルスベクターを有する免疫コンピテン
ト細胞を接触させる、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　事前に処理した腫瘍細胞を複数の免疫コンピテント細胞と接触させる工程の後、事前に
処理した腫瘍細胞について、第二の複数のネオエピトープを決定する工程をさらに含む、
請求項１～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　 免疫コンピテント細胞は、ＮＫ細胞である、請求項１～１４のいずれか１項に記載の
方法。
【請求項１６】
　 ＮＫ細胞は、ＮＫ９２細胞、またはａＮＫ細胞、ｈａＮＫ細胞およびｔａＮＫ細胞か
らなる群より選択される遺伝学的に操作されたＮＫ細胞である、請求項１５に記載の方法
。
【請求項１７】
　 免疫コンピテント細胞の応答を定量する工程は、顕微鏡アッセイ、発光アッセイ、蛍
光アッセイまたは放射線学的アッセイを含む、請求項１～１６のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項１８】
　 事前に決定された閾値は、事前に処理した腫瘍細胞の溶解またはアポトーシスの、事
前に決定された割合である、請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　複数の生検試料を免疫刺激剤に曝露する工程をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　免疫刺激剤はサイトカインである、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　 サイトカインは、ＩＬ－１５、ＩＬ－１５スーパーアゴニスト、ＩＬ－２、ＩＬ－７
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およびＩＬ－２１からなる群より選択される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　免疫刺激剤は、ＴＬＲリガンドである、請求項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　免疫刺激剤は、チェックポイント阻害剤である、請求項１９に記載の方法。
【請求項２４】
　生検試料について、複数のネオエピトープを決定する工程をさらに含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項２５】
　 複数のネオエピトープの少なくとも１つに対する抗体を生み出す工程をさらに含む、
請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　複数のネオエピトープの少なくとも１つをコードする組換え核酸を含むウイルスベクタ
ーを生み出す工程をさらに含み、免疫コンピテント細胞をウイルスベクターと接触させる
、請求項２４に記載の方法。
【請求項２７】
　事前に処理した腫瘍細胞を複数の免疫コンピテント細胞と接触させる工程の後、事前に
処理した腫瘍細胞について、第二の複数のネオエピトープを決定する工程をさらに含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
　免疫コンピテント細胞は、ＮＫ細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
　 ＮＫ細胞は、ＮＫ９２細胞、またはａＮＫ細胞、ｈａＮＫ細胞およびｔａＮＫ細胞か
らなる群より選択される遺伝学的に操作されたＮＫ細胞である、請求項２８に記載の方法
。
【請求項３０】
　 免疫コンピテント細胞の応答を定量する工程は、顕微鏡アッセイ、発光アッセイ、蛍
光アッセイまたは放射線学的アッセイを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３１】
　事前に決定された閾値は、事前に処理した腫瘍細胞の溶解またはアポトーシスの、事前
に決定された割合である、請求項１に記載の方法。
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