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(54)【発明の名称】 ｈｃＧワクチンを用いた癌の処置のための併用アプローチ

(57)【要約】
本発明は、被験体へのヒト抗ｈＣＧモノクローナル抗体
および／またはｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチンの投与
、その後のそれぞれｈＣＧ－ＣＴＧＰ１６、ｈＣＧ－Ｃ
ＴＰ２１およびｈＣＧ－ＣＴＰ３７に対する患者の免疫
応答のモニタリング、およびｈＣＧ免疫原性ペプチドに
対する検出可能な免疫応答に従った予防接種レジメンの
調節による癌の免疫療法のための改良された方法に関す
る。本発明はさらに、ｈＣＧ免疫原性ペプチドのイムノ
アッセイのためのデバイス、方法およびキットに関する
。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ｈＣＧ－ＣＴＰ３７の２１マーのＮ末端フラグメント（ｈＣ

Ｇ－ＣＴＰ２１、配列番号４）と特異的に免疫反応性である、ヒトモノクローナ

ル抗体。

    【請求項２】  請求項１に記載の抗体であって、該抗体が、ヒト患者におけ

る注射に適した形態で溶液中に含まれている、抗体。

    【請求項３】  請求項１に記載の抗体であって、該抗体が、ｈＣＧ－ＣＴＰ

３７の１６マーのＣ末端フラグメント（ｈＣＧ－ＣＴＰ１６、配列番号６）と特

異的に免疫反応性であるヒトモノクローナル抗体と組み合わせられ、そしてヒト

患者における注射に適した溶液中に含まれている、抗体。

    【請求項４】  請求項１に記載の抗体であって、該抗体が、静脈内投与され

る場合に、固形腫瘍部位でのリポソームの壊死巣分離を可能にするに十分にリポ

ソームの血液循環時間を延長するために有効なポリエチレングリコールシェルで

コーティングされたリポソームに包括されている、抗体。

    【請求項５】  ｈＣＧに対する免疫応答を分類するための方法であって、該

方法は、以下の工程：

  （ａ）それぞれ、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（

配列番号４）およびｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２）に対する第一の患者のｈ

ＣＧ抗体レベル、第二の患者のｈＣＧ抗体レベルおよび全体の患者のｈＣＧ抗体

レベルを測定する工程、ならびに

  （ｂ）第一の抗体および第二の抗体の該測定されたレベルに依存して、以下の

４つの群：

  （ｉ）第一の抗体も、第二の抗体も、全体の抗ｈＣＧ－ＣＴＰ３７抗体も検出

不可能である患者（非抗体応答動物）；

  （ｉｉ）全体の抗ｈＣＧ－ＣＴＰ３７抗体は検出可能であるが、一方、第一の

抗体も第二の抗体も検出不可能である患者（弱い抗体応答動物）；

  （ｉｉｉ）第一の抗体の検出可能なレベルを有するが、第二の抗体の検出不可

能なレベルを有する患者（ＣＴＰ１６のみの抗体応答動物）；ならびに

  （ｉｖ）第一の抗体および第二の抗体の両方の検出可能なレベルを有する患者
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（ＣＴＰ１６およびＣＴＰ２１抗体応答動物）

のうちの１つに該患者を分類する工程、

を包含する、方法。

    【請求項６】  ｈＣＧに対する免疫応答をモニターするための診断デバイス

であって、該デバイスが、以下：

  （ａ）ｈＣＧ－ＣＴＰ３７の１６マーのＣ末端フラグメント（ｈＣＧ－ＣＴＰ

１６、配列番号６）；

  （ｂ）ｈＣＧ－ＣＴＰ３７の２１マーのＮ末端フラグメント（ｈＣＧ－ＣＴＰ

２１、配列番号４）；

  （ｃ）ｈＣＧ－ＣＴＰ３７ペプチド（配列番号２）；ならびに

  （ｄ）検出可能なレポーターで、フラグメント（ａ）、（ｂ）および（ｃ）と

免疫反応性であるヒト抗体を標識するための試薬手段、

を備える、デバイス。

    【請求項７】  請求項６に記載のデバイスであって、該デバイスが、フラグ

メント（ａ）、（ｂ）および（ｃ）が付着する固相基板をさらに備え、そして前

記試薬手段が、レポーター標識化抗ヒト免疫グロブリン抗体を含む、デバイス。

    【請求項８】  ｈＣＧに対する免疫応答をモニターする方法であって、該方

法が、以下の工程：

  （ａ）固相に結合した固相試薬である、１６マーのＣ末端フラグメント（ｈＣ

Ｇ－ＣＴＰ１６、配列番号６）、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７の２１マーのＮ末端フラグ

メント（ｈＣＧ－ＣＴＰ２１、配列番号４）、およびｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列

番号２）と体液サンプルとを、該３つのペプチドと特異的に免疫反応性であるレ

ポーター標識化抗体の存在下で、反応させる工程；ならびに

  （ｂ）固体支持体に結合したレポーター標識化抗体の量から、該３つの体液抗

体のレベルを決定する工程、

を包含する、方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、ヒト抗ｈＣＧモノクローナル抗体および／またはｈＣＧ免疫原性ペ

プチドワクチンを投与することにより、ヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣＧ）の

産生に関与する癌のインビボでの免疫療法のための方法に関する。さらに本発明

は、患者の処置レジメンをモニタリングし、そして調節するための方法およびデ

バイスに関する。このことは、ｈＣＧの３７マーのＣ末端フラグメント（ｈＣＧ

－ＣＴＰ３７）およびその免疫原性フラグメントに対する免疫応答の評価の結果

に基づいている。

      【０００２】

  （参考文献）

  Ａｂｂａｓ、ＡＫら編、Ｃｅｌｌｕｌａｒ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｉ

ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第３版、ＷＢ  Ｓａｕｎｄｅｒｓ  Ｃｏ．、３９４－４０

５（１９９７）

  Ａｃｅｖｅｄｏら、Ｃａｎｃｅｒ  ６９：１８２９－１８４２（１９９２）

  Ａｃｅｖｅｄｏら、Ｃａｎｓｅｒ  Ｄｅｔｅｃｔ．Ｐｒｅｖ．１（補遺）：４

４７－２８７（１９８７）

  Ｂｒａｕｎｓｔｅｉｎ，ＧＤ，ＩＭＭＵＮＯＤＡＩＧＮＯＳＩＳ  ＯＦ  ＣＡ

ＮＣＥＲ、Ｈｅｒｂｅｒｍａｎ，ＲＢおよびＭｅｒｃｅｒ，ＤＷ編、Ｍａｒｃｅ

ｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、６７３－７０１頁（１９９０

）

  Ｄｉｒｎｈｏｆｅｒら、Ｈｕｍ  Ｐａｔｈｏｌ  Ａｐｒ；２９（４）：３７７

－８２（１９９８）

  Ｆｉｄｄｅｓ，Ｊ．Ｃ．およびＧｏｏｄｍａｎ，Ｈ．Ｍ．、Ｎａｔｕｒｅ、２

８１：３５１－３５６（１９７９）

  Ｆｉｄｄｅｓ，Ｊ．Ｃ．およびＧｏｏｄｍａｎ，Ｈ．Ｍ．、Ｎａｔｕｒｅ、２

８６：６８４－６８７（１９８０）

  Ｆｉｆｅ，ＫおよびＢｏｗｅｒ，Ｍ，Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ  ７３：１３１
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７－１３２２（１９９６）

  Ｈｕｄｓｏｎ，Ｄ．，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．５３：６１７－６２４（１９８

８）

  Ｌｅｅ，Ａ．Ｃ．Ｊ．ら、Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１７：７４９（１９８

０）

  Ｌｅｅら、Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７：７４９－７５６（１９８０）

  Ｔｒｉｏｚｚｉ  ＰＬおよびＳｔｅｖｅｎｓ  ＶＣ、Ｏｎｃｏｌ  Ｒｅｐ  ６

（１）：７－１７、１９９９

  Ｔｒｉｏｚｚｉ  ＰＬら、Ｃｌｉｎ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ  ３（１２Ｐｔ  

１）：２３５５－６２、１９９７。

      【０００３】

  （発明の背景）

  予防接種は疾患の兆候を減らし、感染性因子の水平伝達を防ぎ、疾患死亡率を

減らすための免疫系を準備させるのための手段である。被験体の免疫系が、外来

抗原に対する免疫応答を産生しているということが周知である。また、他の場所

で作られた抗体を投与することにより、動物に免疫を与えることも公知である（

即ち、受動免疫）。

      【０００４】

  標準的なワクチンは、免疫応答が望まれる炭水化物、ペプチド、ポリぺプチド

およびグリコシル化ポリぺプチドの投与を含む（能動免疫）。ワクチン投与の代

案は、１以上のペプチドまたはポリぺプチドに対する予め形成された抗体の投与

を含んでいる（受動免疫）。ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体は、

慣用的な技術により容易に産生されるが、最近まで、安全な抗体組成物の産生お

よび精製は、比較的コストおよび時間の掛かることであった。

      【０００５】

  歴史的に、ヒトの処置に受動免疫手順を用いることは非常に制限されてきた。

これらの制限は、抗体産生のコストおよびこれらの抗体の長期の投与の必要性の

ために、癌の様な慢性疾患の処置において最も明らかである。免疫原が、その被

験体の免疫系によって通常認識されない可溶性タンパク質または内因性タンパク



(6) 特表２００３－５０２０２５

質である場合には、さらに難しくなってくる。

      【０００６】

  理論的には、宿主は癌に対する免疫応答を増すとしても、ある種の癌は、宿主

の免疫系による攻撃に対して高い抵抗性を示す。この抵抗性は、癌細胞に対する

通常の免疫応答を邪魔するという癌の能力に起因すると考えられている。この能

力により、癌細胞は成長し、増殖する。

      【０００７】

  通常、絨毛性ゴナドトロピン（ＣＧ）（例えば、ヒト絨毛性ゴナドトロピン（

ｈＣＧ）はヒト胎盤および胚盤胞の細胞によって分泌される。しかし、多くのヒ

ト癌は発癌過程の幾つかの時点においてｈＣＧを産生および保持および／または

分泌する。ｈＣＧは様々なヒト癌細胞株の膜中（Ａｃｅｖｅｄｏら、１９９２）

および癌患者の血清中（Ｂｒａｕｓｔｅｉｎ、１９９０）において検出される。

実際に、ｈＣＧのβ－サブユニットのＣ末端ペプチド（ＣＴＰ）は、様々な種類

の癌によって高度に発現されており、この構成物による免疫化は臨床前の研究に

おいて抗腫瘍活性を示す（Ａｃｅｖｅｄｏら、１９９２；Ａｃｅｖｅｄｏら、１

９８７）。

      【０００８】

  例えば、ｈＣＧおよび／またはそのサブユニットが、ヒト肺癌細胞によって作

られることや、ｈＣＧポリぺプチドまたはその一部分が、腫瘍細胞に対するオー

トクリン増殖プロモーターとして働くといったことが示されてきている（例えば

、Ｒｉｖｅｒａら、１９８９を参照のこと）。さらなる参考文献はまた、腫瘍産

生動物における抗ｈＣＧ抗体の活発な産生は、ｈＣＧワクチンの投与によるもの

でありうるということを記載している（例えば、米国特許第５，７６２，９３１

号および米国特許第４，７８０，３１２号を参照のこと）。

      【０００９】

  癌細胞の増殖する能力に関与する幾つかの生物学的な活性は、以下のものを含

むｈＣＧに帰する；（１）腫瘍アネルギー（腫瘍に対する免疫応答の欠如）との

関連、（２）腫瘍血液供給の増強、および、（３）多くの癌細胞にとって、ｈＣ

Ｇは増殖刺激因子として作用するという知見。



(7) 特表２００３－５０２０２５

      【００１０】

  疫学的な調査は、ヒト肺癌が、しばしばホルモン（主に、ヒト絨毛性ゴナドト

ロピン（ｈＣＧ））の合成に関連していることを示している。ｈＣＧおよびその

サブユニットの循環レベルの増加は、しばしば、悪性疾患の生化学的マーカーと

して用いられる。そして、ｈＣＧレベルの減少は、ヒト肺腫瘍における首尾良い

外科手術のためのマーカーとして用いられる。遊離のβ－ｈＣＧおよび／または

腫瘍に結合したβ－ｈＣＧは、生殖細胞腫瘍を有する大部分の患者に加えて、膀

胱癌、膵臓癌、頸部癌、結腸直腸癌、肺癌、膵臓癌、食道癌、乳癌、胃癌、前立

腺癌、卵巣癌、子宮癌、頸部癌、および子宮内膜癌においても検出される（例え

ば、Ｄｉｒｎｈｏｆｅｒら、１９９８；Ｔｒｉｏｚｚｉ  ＰＬおよびＳｔｅｖｅ

ｎｓ  ＶＣ、１９９９）。ｈＣＧおよびその他の性腺刺激ホルモンはまた、カポ

ージ肉腫に関連している（ＫＳ，Ｆｉｆｅ，ＫおよびＢｏｗｅｒ，Ｍ、１９９６

）。

      【００１１】

  結腸直腸癌は、最初の診断から５年以内に罹患した人の約半数を殺傷し、そし

て、約１７人に１人のアメリカ人が、生涯の間に結腸直腸癌を発生する疾患であ

る。転移の進行した結腸直腸癌の大部分の患者にとっては、外科的な介入は選択

可能ではない。フルオロウラシル（５－ＦＵ）およびロイコボリンを用いた初期

段階での化学療法が、第ＩＩＩ期にある結腸癌患者にとって標準的な治療方法に

なる（ＮＩＨ  Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ  Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ．Ａｄｊｕｖａｎｔ

  ｔｈｅｒａｐｙ  ｆｏｒ  ｐａｔｉｅｎｔｓ  ｗｉｔｈ  ｃｏｌｏｎ  ａｎｄ

  ｒｅｃｔａｌ  ｃａｎｃｅｒ．ＪＡＭＡ  ２６４：１４４４－１４５０、１９

９０：Ｇｏｌｄｂｅｒｇ  ＲＭおよびＥｒｌｉｃｈｍａｎ  Ｃ．Ｏｎｃｏｌｏｇ

ｙ  １２：  ５９－６３、１９９８）。５－ＦＵ難治性の進行性結腸直腸癌患者

に対する治療は現在イリノテカン（ｉｒｉｎｏｔｅｃａｎ）である（Ｖａｎ  Ｃ

ｕｔｓｅｍ  ＥおよびＢｌｉｊｈａｍＧＨ．Ｓｅｍｉｎ  Ｏｎｃｏｌ  ２６：１

３－２０、１９９９ならびにＣｕｎｎｉｎｇｈａｍ  Ｄら、Ｌａｎｃｅｔ  ３５

２：１４１３－１４１８、１９９８）。進行した結腸直腸癌の処置法に対する多

くの新しいアプローチは、以下を含む：（ａ）オキサプラチン（ｏｘａｐｌａｔ
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ｉｎ）、カペシタビン（ｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅ）、ウラシル／テガファー（

ｔｅｇａｆｕｒ）（ＵＦＴ）のような新薬（Ｐｕｎｔ  ＣＪ．、Ｃａｎｃｅｒ  

１９９８；１５：６７９－６８９、１９９８）；（ｂ）モノクローナル抗体１７

－１Ａを用いた受動免疫療法（Ｐｕｎｔ  ＣＪ．、１９９８）；および（ｃ）１

以上の癌関連抗原を用いた能動特異的免疫療法（ＡＳＩ）に対する幾つかのアプ

ローチ（Ｇｏｙｄｏｓ  ＪＳら、Ｊ  Ｓｕｒ  Ｒｅｓ  １９９６；６３：２９８

－３０４およびＶｅｒｍｏｒｋｅｎ、ＪＢら、Ｌａｎｃｅｔ  １９９９；３５３

：３４５－３５０）。

      【００１２】

  Ｓｔｅｖｅｎｓに対するオハイオ州の幾つかの特許（例えば、米国特許第４，

７６７，８４２号、同第４，８５５，２８５号、同第５，８１７，７５３号およ

び同第５，６９８，２０１号）は、特に本明細書中で参考として援用されている

ように、宿主によるｈＣＧ抗体に対する産生に基づいた抗癌戦略としてのβ－ｈ

ＣＧ／破傷風トキソイド改変ペプチドの使用を開示する。

      【００１３】

  様々な研究努力がｈＣＧを発現する癌の処置方法の改良に払われているが、Ｃ

Ｇ発現性腫瘍を有する癌患者において、循環するＣＧおよび細胞結合性ＣＧレベ

ルを減らすか、または排除するための効率良いかつ安全な方法が必要とされてい

る。

      【００１４】

  （発明の要旨）

  従って、ヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣＧ）またはその免疫原性エピトープ

を発現する癌の免疫療法のための方法を供給することが、本発明の一般的な目的

である。

      【００１５】

  本発明は、被験体（特に、ヒト癌患者）に対して、癌の広がりおよび／または

進行を減らし、広がるのを防ぐための手段として、ｈＣＧ免疫原性ペプチドワク

チン組成物を投与することによって、ｈＣＧに対する免疫応答を誘発するための

方法に関連している。
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      【００１６】

  本発明はまた、単独またはｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＣ末端の１６マーのフラグメ

ント（ｈＣＧ－ＣＴＰ１６、配列番号６）と特異的に免疫反応性である、ヒトモ

ノクローナル抗体との組み合わせて、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＮ末端の２１マーの

フラグメント（ｈＣＧ－ＣＴＰ２１、配列番号４）と特異的に免疫反応性である

ヒトモノクローナル抗体組成物に関する。

      【００１７】

  そのようなヒトモノクローナル抗体組成物は、ヒト患者における注射に適した

溶液中で調製されうるし、そして、受動免疫療法（特に癌の免疫療法）において

有用でありうる。

      【００１８】

  １つの局面において、本発明は、少なくとも４～６週間、約２５～５００ｍｇ

の用量で、１週間あたり１～２回、ヒトモノクローナル抗体組成物を投与するこ

とによる、癌の免疫療法のための方法を提供している。

      【００１９】

  関連する局面において、ヒトモノクローナル抗体組成物は、適切なキャリアタ

ンパク質へと誘導体化されたｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチンと共にまたは連続

して投与される。あるアプローチにおいて、ペプチドワクチンはｈＣＧ－ＣＴＰ

３７（配列番号２）であり、これは単独あるいはｈＣＧ「ループ」ペプチド（配

列番号９）と組み合わせて用いられる。

      【００２０】

  別の局面において、本発明は、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）、ｈＣＧ－

ＣＴＰ２１（配列番号４）およびｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２）に特異的な

、患者の抗ｈＣＧ抗体のレベルをそれぞれ測定することにより、患者におけるｈ

ＣＧへの免疫応答を分類し、そして、相対的な抗体レベルに依存して、次に述べ

る４つの群のうちの１つに患者を分類するための方法を提供している。：（１）

抗ＣＴＰ１６も抗ＣＴＰ２１抗体も全体の抗ｈＣＧ－ＣＴＰ３７抗体のいずれも

検出不可能である患者（非抗体応答動物）；（２）全体の抗ｈＣＧ－ＣＴＰ３７

抗体は検出可能であるが、第一の抗体も第二の抗体も検出不可能である患者（弱
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い抗体応答動物）；（３）第一の抗体の検出可能なレベルを有するが、第二の抗

体の検出不可能なレベルを有する患者（ＣＴＰ１６のみの抗体応答動物）；なら

びに（４）第一の抗体および第二の抗体の両方の検出可能なレベルを有する患者

（ＣＴＰ１６およびＣＴＰ２１抗体応答動物）。

      【００２１】

  本発明は、さらに、患者の状態の無視できる改善によって証拠付けられている

ように、１回の投与につき少なくとも１ｍｇのペプチドのｈＣＧ－ＣＴＰ３７ワ

クチン用量に対して応答できない癌患者集団の処置方法の改良をも提供する。ア

ッセイは、典型的には、始めの予防接種後９と１５週の間で行われる。そして、

もし、患者の測定された抗ｈＣＧ－ＣＴＰ２１抗体のレベルが検出不可能である

か、あるいは、抗ｈＣＧ－ＣＴＰ２１抗体のレベルより本質的に低い場合には、

さらに次のうちの１つ以上から選択されるの予防接種レジメンによって患者を処

置する：（ｉ）始めの投与時よりも多い用量でのｈＣＧ－ＣＴＰ３７を連続的か

つ間隔をあけた投与；（ｉｉ）患者あたり、投与につき１ｍｇ未満のＣＴＰ３７

ペプチドに対応する用量でのｈＣＧ－ＣＴＰ３７の連続的かつ間隔をあけた投与

；（ｉｉｉ）ｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２）ワクチンと組み合わせた適切な

キャリアへと誘導体化されたｈＣＧループペプチド（配列番号９）から構成され

るプロモーターワクチンの連続的かつ間隔をあけた投与；（ｉＶ）適切なキャリ

アへと誘導体化されたｈＣＧループペプチド（配列番号９）から構成されるプロ

モーターワクチンの連続的かつ間隔をあけた投与、その後の患者あたり、投与に

つき１ｍｇ未満のＣＴＰ３７ペプチドの後者のワクチンの用量でのｈＣＧ－ＣＴ

Ｐ３７（配列番号２）の連続的かつ間隔をあけた投与；（ｖ）適切なキャリアへ

と誘導体化されたｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）から構成されるＣＴＰ３７

Ｎ末端ペプチドワクチンの連続的かつ間隔をあけた投与；（ｖｉ）少なくとも１

～２週間に一度の、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）に対し特異的に免疫反応

性を示すヒトモノクローナル抗体の連続的かつ間隔をあけた投与；（ｖｉｉ）少

なくとも１～２週に一度、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）に特異的な免疫反

応性を持つヒトモノクローナル抗体と共に、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）

に特異的な免疫反応性を持つヒトモノクローナル抗体の、連続的かつ間隔をあけ
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た投与；ならびに（ｖｉｉｉ）ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）に特異的な免

疫反応性を持つヒトモノクローナル抗体と組み合わせたｈＣＧ－ＣＴＰ３７ワク

チンの、連続的かつ間隔をあけた投与。

      【００２２】

  この実施形態の関連する局面において、本発明は、ペプチドおよび検出可能な

レポーターに対して免疫反応性であるヒト抗体をラベルする試薬手段と共に、ｈ

ＣＧ－ＣＴＰ１６ペプチド、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１ペプチドおよびｈＣＧ－ＣＴＰ

３７ペプチドを含むｈＣＧに対する免疫応答モニタリングのための診断デバイス

および方法を提供する。

      【００２３】

  本発明のこれらおよび他の目的ならびに特徴は、本発明の以下の詳細な説明を

添付の図面と組み合わせて読むと、より完全に理解される。

      【００２４】

  （発明の詳細な説明）

  Ｉ．定義

  「ｈＣＧペプチド」、「ｈＣＧ免疫原性ペプチド」または「ｈＣＧエピトープ

」という術語は、全体のｈＣＧタンパク質のアミノ酸配列の一部分（しかし、す

べてではない）と同じアミノ酸配列をもつｈＣＧペプチドを意味しており、そし

て、このペプチドは全体のｈＣＧタンパク質の持つ生物学的機能または活性のう

ちの少なくとも一つ、例えば、全長ｈＣＧタンパク質の免疫学的活性を保持した

フラグメントを持っている。

      【００２５】

  「ｈＣＧ免疫原性ペプチド」または「ｈＣＧ免疫原性β－サブユニットペプチ

ド」あるいは「そのフラグメント」という術語は、本明細書中で用いられる場合

、それぞれ、ｈＣＧまたはｈＣＧのβ－サブユニット由来のアミノ酸配列のこと

であり、これらは、被験体に投与されたときに細胞性免疫応答および／または体

液性免疫応答を誘発することができる。

      【００２６】

  ｈＣＧ免疫原性ペプチドに関連する「抗原性前駆体」または「前駆体」という
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術語は、本明細書中で使用される場合、被験体によりｈＣＧ免疫原性ペプチドへ

とプロセスされうるｈＣＧペプチドのことである。

      【００２７】

  本明細書中で使用される場合、「ｈＣＧ  Ｃ末端ペプチド」または「ｈＣＧ  

ＣＴＰ３７」は、ｈＣＧのβ－サブユニットのＣ末端の３７アミノ酸のことであ

り（「ＣＴＰ３７マー」、図２Ａ、配列番号２）、ネイティブの配列、あるいは

その改変体またはアナログ（これは、等価な生物学的活性を有する）として示さ

れている。

      【００２８】

  幾つかの場合、ｈＣＧ  ＣＴＰはＮ末端に付加的なメチオニンを持つ（「ＣＴ

Ｐ３８マー」と言われる、図２Ｂ、配列番号３）。

      【００２９】

  「ループ」ペプチドという術語は、本明細書中でｈＣＧに参照して用いられて

いるように、ｈＣＧのβ－サブユニットの３８～５７アミノ酸（図２Ｈ、配列番

号９）のことを意味する。ここで、この３８～５７アミノ酸は、ネイティブ配列

、あるいはその改変体またはアナログ（これは、等価な生物学的活性を有する）

の形においては、ジスルフィド架橋によって連結されている。

      【００３０】

  「１６マー」または「Ｃ末端エピトープ」という術語は、本明細書中でｈＣＧ

に参照して用いられているように、ｈＣＧのβ－サブユニットの１３０～１４５

アミノ酸（図２Ｅ、配列番号６）のことを意味しており、ネイティブの配列、あ

るいはその改変体またはアナログ（これは、等価な生物学的活性を有する）とし

て示されている。

      【００３１】

  「１７マー」という術語は、本明細書中でｈＣＧに参照して用いられているよ

うに、ｈＣＧのβ－サブユニットの１３０～１４５アミノ酸（図２Ｆ、配列番号

７）を意味しており、キャリアタンパク質への誘導体化の目的のために、付加さ

れたＣ末端システインを有する。

      【００３２】
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  「２１マー」または「Ｎ末端エピトープ」という術語は、本明細書中でｈＣＧ

に参照して用いられているように、ｈＣＧのβ－サブユニットの１１０～１３０

アミノ酸（図２Ｃ、配列番号４）のことを意味しており、ネイティブの配列、あ

るいはその改変体またはアナログ（これは、等価な生物学的活性を有する）とし

て示されている。

      【００３３】

  本明細書中でｈＣＧ免疫原性ペプチドまたはエピトープに関連して用いられて

いるように、「非ネイティブ」という術語は、エピトープのアミノ酸配列が、ネ

イティブのものに見られるのと同じｈＣＧ免疫原性エピトープのアミノ酸配列と

一つ以上のアミノ酸まで異なることを意味する。

      【００３４】

  「非ネイティブ」のアミノ酸配列は、一つ以上の「保存的な」もしくは「非保

存的な」アミノ酸置換、アミノ酸挿入または欠失を含むか、あるいは、ある場合

には、ペプチドのＮ末端またはＣ末端に付加アミノ酸を有し得る、改変体のアミ

ノ酸配列を有するｈＣＧ免疫原性エピトープを含み得る。そのような「非ネイテ

ィブの」ｈＣＧ免疫原性ペプチドは、それが由来したネイティブのペプチドの生

物学的活性（免疫原性）を保持している。

      【００３５】

  「ペプチドキャリアータンパク質結合体」という術語は、「キャリアータンパ

ク質へと誘導体化されたペプチド」という術語と互換的に用いられており、そし

て、免疫原性を高めるためのキャリアータンパク質に連結しているｈＣＧ免疫原

性ペプチドをいう。

      【００３６】

  本明細書中において用いられているような「ｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチン

」または「ｈＣＧペプチドワクチン」という術語は、本明細書中でｈＣＧ－ＣＴ

Ｐ１６（配列番号６）およびｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）で例証されてい

るように、適切なキャリアー分子へと誘導体化されたｈＣＧ免疫原性ペプチドを

いう。

      【００３７】
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  本明細書中において用いられているような「ｈＣＧワクチン」または「ワクチ

ン」という術語は、適切なキャリアー分子、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２）

および／または１つ以上のより受動的に投与された抗ｈＣＧヒトモノクローナル

抗体へと誘導体化されたｈＣＧ免疫原性ペプチド、をいう。

      【００３８】

  本明細書中において用いられているような「免疫応答」という術語は、ｈＣＧ

免疫原性エピトープまたは細胞傷害性Ｔ細胞応答のような細胞性免疫応答に対す

る抗体の産生のような体液性免疫応答をいう。

      【００３９】

  本明細書中において用いられているような「免疫担当（ｉｍｍｕｎｏｃｏｍｐ

ｅｔｅｎｔ）被験体」という術語は、免疫原性エピトープにさらされた免疫応答

細胞を有する被験体をいい、これは、免疫原性エピトープに対する細胞性免疫応

答および／または体液性免疫応答をマウントすることが可能である。

      【００４０】

  本明細書中においてｈＣＧペプチドに関連して用いられているような免疫原性

「エピトープ」あるいは「抗原決定基」という術語は、Ｂ細胞媒介性および／ま

たはＴ細胞媒介性のｈＣＧに対する免疫応答を産生するｈＣＧアミノ酸配列の一

部をいう。エピトープは独特であることが好ましい；すなわち、特異的ｈＣＧエ

ピトープに対して生じる免疫応答は、他の抗原との交叉反応性をほとんどまたは

まったく示さない。

      【００４１】

  「機能的に等価」という術語は、本明細書中に記載されており、そして配列番

号２、４、６および９で表される、ネイティブ配列のｈＣＧ免疫原性ペプチドと

等価な生物学的活性を有する、ｈＣＧ免疫原性ペプチドについてのアミノ酸配列

を意味する。関連する生物学的活性は、免疫学的活性、すなわちｈＣＧ免疫原性

ペプチドワクチンを投与された被験体における免疫応答を誘発する能力である。

      【００４２】

  アミノ酸残基は、本明細書中で、標準的な一文字表記で表される：Ａ、アラニ

ン；Ｃ、システイン；Ｄ、アスパラギン酸；Ｅ、グルタミン酸；Ｆ、フェニルア
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ラニン；Ｇ、グリシン；Ｈ、ヒスチジン；Ｉ、イソロイシン；Ｋ、リシン；Ｌ、

ロイシン；Ｍ、メチオニン；Ｎ、アスパラギン；Ｐ、プロリン；Ｑ、グルタミン

；Ｒ、アルギニン；Ｓ、セリン；Ｔ、スレオニン；Ｖ、バリン；Ｗ、トリプトフ

ァン；Ｙ、チロシン。

      【００４３】

  本明細書中で用いられているような「能動免疫」という術語は、被験体の免疫

応答細胞による免疫応答を誘導するためのｈＣＧペプチドワクチンの使用を意味

している。

      【００４４】

  本明細書中で用いられているような「投与」という術語は、ｈＣＧ免疫原性ペ

プチドワクチンと接触して、被験体の免疫応答細胞を生み出すことを意味してい

る。たいていの場合、そのような「投与」は、ｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチン

組成物の、被験体への皮下注射または筋肉内注射のいずれかにより行われる。

      【００４５】

  本明細書中で用いられているような「受動免疫」という術語は免疫アプローチ

のように抗体を被験体に直接投与することを意味している。

      【００４６】

  本明細書中で用いられているような「アジュバント」という術語は、ワクチン

が投与された被験体の全免疫応答を上昇しうる物質のことである（すなわち、非

特異的な免疫刺激物質として作用することによる）。アジュバントはまた、より

迅速に免疫応答を誘発するために用いられうる。

      【００４７】

  本明細書中において用いられているような「連続的に間隔をあけた投与」とい

う術語は、初期投与、それに続く初期投与に従う、様々な時間間隔における１以

上の「ブースター」投与を含むｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチン処置レジメンを

いう。「ブースター」投与は、規則的に間隔をあけたものであることもあるし、

そうでないこともありうる。

      【００４８】

  本明細書中で用いられているような「ヒト患者における注射に適した溶液」「
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ヒト患者における注射に適切な形態で」および「薬学的に受容可能」という術語

は互換的に用いられ得、そして生理学的な悪影響を産生せずにヒト被験体に投与

され得るキャリアー、希釈剤および試薬を含む組成物をいう。

      【００４９】

  本明細書中で用いられているような「処置する」「処置」および「治療」とい

う術語は、治療法、予防療法（ｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ  ｔｈｅｒａｐｙ）お

よび予防療法（ｐｒｅｖｅｎｔａｔｉｖｅ  ｔｈｅｒａｐｙ）をいう。

      【００５０】

  本明細書中で用いられているような「用量」という術語は、患者に投与された

抗ｈＣＧヒトモノクローナル抗体またはｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチンの量を

いう。以下に記載のように、この量は、被験体、免疫原およびアジュバントの存

在により変化する。

      【００５１】

  癌の処置と関連して、本明細書中で用いられるような「処置効力の可能性」と

いう術語は、ｈＣＧ免疫原性ペプチドに対する免疫応答、腫瘍の大きさ、および

患者の生存時間を含む様々な臨床の終点の評価により決定されたような、所定の

処置戦略の潜在的な有効性をいう。

      【００５２】

  本明細書中で用いられているように、「ワクチン応答に失敗する」という術語

は、一般的に、患者がｈＣＧ  ＣＴＰ３７またはその免疫原性エピトープに対し

て、検出された免疫応答を有さないことを意味している。

      【００５３】

  本明細書中で用いられているように、「体液」という術語は、尿、唾液、血漿

、血液、髄液および他の生物学的起源のサンプルを含む被験体から得られた様々

な種類のサンプル型をいう。

      【００５４】

  本明細書中で用いられているように、ｈＣＧ免疫原性ペプチドに対する免疫応

答のイムノアッセイに関連して、「分析」という術語は、定性的（ポジティブ／

ネガティブ）または定量的のいずれかである評価でありうる。
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      【００５５】

  （ＩＩ．癌およびｈＣＧ）

  悪性腫瘍は、被験体によって外来物として認識されるような蛋白抗原を発現し

得、そして、免疫サーベイランスは、腫瘍のいくつかの型の増殖および広がりを

制限し得るが、免疫系は、被験体を、致死性のヒト癌から効果的に保護しない。

      【００５６】

  このような腫瘍は、迅速な増殖および広がりのために、免疫系を壊し得、およ

び／または腫瘍細胞は、免疫破壊を回避しうる。提唱されたこのような回避機構

は、以下を含むがこれらに限定されない：（１）細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ

）による認識に必要とされる、クラスＩＭＨＣを伴うプロセスされた腫瘍ぺプチ

ド抗原のわずかな複合体、あるいは複合体形成に至らない腫瘍細胞の表面上のク

ラスＩＭＨＣ抗原の下方調節、（２）腫瘍細胞によるクラスＩＩＭＨＣ分子のほ

とんどない発現あるいはまったくない発現に起因して、ＣＴＬの活性化が欠如す

ること、（３）ＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞の活性化のための二次シグナルを供給す

る、同時刺激性細胞表面マーカーの欠如、ならびに（４）ｆａｓ－リガンドのよ

うに、抗腫瘍応答を抑制する、腫瘍細胞により産生される因子（Ａｂｂａｓ，Ａ

ｋら、１９９７）。

      【００５７】

  研究者らはまた、ある種のポリペプチドは、ヒトおよびその他の哺乳動物の両

方の補助因子であり、および／またはヒトおよびその他の哺乳動物の両方におけ

る新生物形成細胞により分泌されると決定した。そのような補助因子は、ホルモ

ン、特に絨毛性ゴナドトロピン（ＣＧ）に対する、生化学的、生物学的、および

免疫学的な類似性を持っている。その表面において、ある癌腫は、ＣＧあるいは

免疫学的類似物質を発散している。それによって、表面的に被験体に内在する物

質から形成されているらしく、従って比較的非免疫原性である表面を、被験体の

免疫系に提示する。

      【００５８】

  遊離のβ―ｈＣＧ（１００μｇ／ｍｌを超える）は、生殖細胞腫瘍を有する大

部分の患者に加えて、膀胱癌患者（４７％）、膵臓癌患者（３２％）および頸部
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癌患者（３０％）において検出されてきている。腫瘍結合性β―ｈＣＧは結腸直

腸癌（５２％）、肺癌（３４％）、膵臓癌（３１％）食道癌（２８％）、乳癌（

２４％）および膀胱癌（２１％）において検出されてきている（Ｂｒａｕｎｓｔ

ｅｉｎ，１９９０）。さらに、免疫組織化学的な検出は、およそ８～１９％の胃

癌、前立腺癌、卵巣癌、子宮癌、頸部癌および子宮内膜癌が報告されている（Ｂ

ｒａｕｎｓｔｅｉｎ，１９９０）。

      【００５９】

  悪性癌の効果的な処置は、新生物形成細胞のさらなる広がりを防ぎ、死亡率を

減らすことを妨げているに違いない。すなわち、疾患を患っている患者の生存時

間を、増加させているのである。現在の処置方法は、免疫系の非特異的な刺激、

受動免疫療法、ならびに単独または化学療法および／または放射線療法と組み合

わせた、殺された腫瘍細胞または腫瘍細胞抗原、ポリペプチドまたはそのフラグ

メントを用いたワクチン投与を含む。

      【００６０】

  活性免疫研究は、β―ｈＣＧ／破傷風トキソイド改変ポリペプチドは、ラット

に、ＣＧ様の物質に結合する毒性の強いラット乳腺癌腫Ｒ３２３０ＡＣの腫瘍細

胞の注射に対する保護を与えていることを示してきている。受動免疫はまた、Ｌ

ｅｗｉｓ肺癌腫腫瘍、マウスにおけるウイルス誘導性白血病および肉腫腫瘍に対

する保護を生じる（例えば、米国特許第５，６９８，２０１号を参照のこと）。

      【００６１】

  アジュバントとして、ＣＲＬ１００５（Ｏｐｔｉｖａｘ；Ｖａｘｅｌ  Ｉｎｃ

，Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ）と共に、筋肉内注射される、単独あるいはｈＣＧ「

ループ」ペプチドと組み合わせたｈＣＧのＣ末端ペプチドは、転移性癌患者にお

ける早いフェーズの臨床試験において評価されてきた。測定可能な抗ｈＣＧ抗体

産生は研究に帰着した。しかし、抗癌活性の評価は、研究の構成要素ではなかっ

た（Ｔｒｉｏｚｚｉ  ＰＬおよびＳｔｅｖｅｎｓ  ＶＣ，Ｏｎｃｏｌ  Ｒｅｐ６

（１）：７－１７，１９９９；Ｔｒｉｏｚｚｉ  ＰＬら、Ｃｌｉｎ  Ｃａｎｃｅ

ｒ  Ｒｅｓ  ３（１２Ｐｔｌ）２３５５－６２，１９９７）。

      【００６２】
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  （ＩＩＩ．受動免疫療法のためのヒトモノクローナル抗体）

  Ａ．ヒトモノクローナル抗体の産生

  インビボ治療のための抗体の価値および能力は、当該分野で長い間認識されつ

づけてきた。ひとつのアプローチが、抗抗体免疫応答を避けるために患者により

簡単には外来物質であると「認識されない」、ヒトあるいは「ヒト化された」モ

ノクローナル抗体の発展を経験してきた。いくつかの場合において、ヒトＢ細胞

ハイブリドーマが産生するモノクローナル抗体の使用は、様々な疾患状態の処置

において潜在能力を秘めている。しかし、多くのネイティブヒト腫瘍抗原は、ヒ

トにおいては免疫原性ではなく、従って、ヒト抗原に対する抗体を産生するヒト

Ｂ細胞を単離するのはむずかしいことでありうる。

      【００６３】

  キメラの、あるいは「ヒト化された」抗体は、マウスおよびヒト抗体遺伝子フ

ラグメントの位置から遺伝子操作され、そしてアセンブルされている。そのよう

なキメラおよびヒト化された抗体は、変わりつつある量のマウス抗体タンパク質

配列を保持している。したがって、これは、患者に投与されたとき、ヒト抗マウ

ス免疫応答を引き起こしうる。

      【００６４】

  組換えＤＮＡアプローチは、ヒトＣ［Ｈ］領域および非ヒト（例えば、マウス

）抗原結合領域（可変領域）を持つキメラ抗体の産生に焦点を当てている。これ

らのキメラ抗体は、一般的に所望の抗体の可変領域および／または定常領域をク

ローニングし、所望の可変および定常領域を持つ、機能的なキメラ抗体のすべて

あるいは一部をコードしている単一の構築物にクローニングされた配列を結合さ

せ、構築物を抗体を発現できる細胞に導入し、そしてキメラ抗体を安定して発現

している細胞を選択する事により産生される。

      【００６５】

  ヒト化された形の非ヒト（例えば、マウス）抗体は、キメラ免疫グロブリン、

免疫グロブリン鎖またはそのフラグメントである（例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ、Ｆａ

ｂ’、Ｆ（ａｂ’）2あるいは他の抗原結合配列領域）。ヒト化された抗体は、

ヒト抗体の相補的決定領域（ＣＤＲ）由来の残基が、マウス、ラットまたはウサ
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ギのような非ヒト種のＣＤＲ由来の残基と置換されるヒト抗体を含む。たいてい

の場合、ヒト化抗体は、すべてあるいは本質的に全てのＣＤＲ領域が非ヒト起源

であるような可変領域ドメインを含む。いくつかの例として、ヒト免疫グロブリ

ンのＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、対応する非ヒト残基で置換されて

いる。非ヒト抗体をヒト化するための方法は、当該分野で周知である（例えば、

Ｊｏｎｅｓら、１９８６；Ｒｉｅｃｈｍａｎら、１９８８；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ

ら、１９８８を参照のこと）。本発明の方法における有用性を見出すために、ヒ

ト化された抗体は、ペプチド抗原に対する高い親和性、および他の有利な生物学

的性質を維持していなければならない。

      【００６６】

  ヒト抗体はまた、ファージディスプレイライブラリーを用いて産生され得る（

ＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍおよびＷｉｎｔｅｒ、１９９１；Ｍａｒｋｓら、１９９１

）。

      【００６７】

  繊維状のファージディスプレイベクターあるいは「ファージミド」は、種々の

新しい免疫学的特性を持つモノクローナル抗体のラージライブラリーの効率良い

調製を可能にするということが繰り返し示されてきている。繊維状ファージのコ

ートタンパク質の膜アンカードメインは、ファージ複製のアセンブリ段階の間の

遺伝子産物および遺伝子と関連している。そして、コンビナトリアルライブラリ

からの抗体のクローニングおよび発現に用いられてきている（例えば、Ｋａｎｇ

ら、１９９１を参照のこと）。この技術は、相補的なヒト抗体を提供し、この抗

体は、「ヒト化」抗体において見出されるような齧歯類起源のフレームワークま

たはＣＤＲ残基を有さない。

      【００６８】

  ヒトモノクローナル抗体を産生するための方法は、一般に、（１）抗体Ｖドメ

イン遺伝子を、線維状バクテリオファージの大コートタンパク質遺伝子または小

コートタンパク質遺伝子のいずれかにインフレームでクローニングする工程、（

２）アセンブルしたヘテロダイマー抗体分子を発現させる工程であって、その結

果、機能的抗体フラグメントを、ファージ粒子の表面上に提示させる、工程、（
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３）免疫アフィニティー技術を使用してその表面発現ファージ粒子を単離する工

程を包含し、これらの特性を示す抗体をコードする遺伝子を選択をする（例えば

、Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ、ＨＲら、１９９８；米国特許第５，８０４，４４０号

を参照のこと）。

      【００６９】

  免疫されていないヒトドナー由来のＶ遺伝子のレパートリーを構築し得、そし

て異なるアレイの抗原（自己抗原を含む）に対する抗体を、ファージディスプレ

イを使用して単離し得る（Ｍａｒｋｓ、１９９１；Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓら、１９

９３）。

      【００７０】

  ファージディスプレイによって得られたヒト抗体の親和性は、より高い親和性

の抗体を選択するために、この重鎖および軽鎖のＶ領域遺伝子を、免疫されてい

ないドナーから得たＶドメイン遺伝子の天然に存在する改変体のレパートリーで

連続的に置換することによって改善され得る（例えば、Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓおよ

びＤｕｎｃａｎ、１９９８；Ａｕｊａｍｅら、１９９７）。ファージディスプレ

イによって得られたヒト抗体の多様性もまた、重鎖遺伝子および軽鎖遺伝子をシ

ャッフリングすることによって（Ｋａｎｇら、１９９１）、クローン化した重鎖

遺伝子のＣＤＲ３領域を変更することによって（Ｂａｒｂａｓら、１９９２）、

ならびにポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によってライブラリー内にランダム変

異を導入することによって（Ｇｒａｍら、１９９２）、増加され得る。

      【００７１】

  あるいは、免疫に際して、内因性免疫グロブリン産生の非存在下でヒト抗体の

完全なレパートリーを産生し得るトランスジェニック動物（例えば、異種マウス

（ｘｅｎｏｍｉｃｅ）を生成することが、現在可能である。このアプローチにお

いて、ヒト重鎖Ｉｇ遺伝子および軽鎖Ｉｇ遺伝子の両方の大きいフラグメントを

、マウス生殖系列に挿入し、抗原特異的な完全なヒト抗体の広範なレパートリー

を産生し得るマウス株を作製されている。

      【００７２】

  この異種マウスは、ヒト重鎖（ｈ  ｍｕ）およびヒトＫ軽鎖（ｈ  Ｋ）を発現
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するＢ細胞、またはｈ  ｍｕおよびマウスλ（ｍ  λ）軽鎖を発現するＢ細胞を

産生する。これらのマウスは、多様な成体様レパートリーを有する有意なレベル

の完全ヒト抗体を産生し、抗原での免疫に際して、抗原特異的な完全ヒトモノク

ローナル抗体を生成する（例えば、Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、１９９５；Ｊａｋ

ｏｂｏｖｉｔｓ、１９９５を参照のこと）。

      【００７３】

  このような異種マウス由来のヒトモノクローナル抗体は、ヒトにおける補体結

合のための正確なＩｇ重鎖（ＩｇＧ１）を有していないかもしれない。このよう

な場合、異種マウスハイブリドーマ由来のこの抗体をコードするｍＲＮＡを使用

して、ＩｇＧ１重鎖のｃＤＮＡが挿入されているｃＤＮＡを獲得し得る。次いで

、このカセットを、当業者によって慣用的に使用されている手順を使用して、発

現ベクターに挿入し得、そして続いて、トランスジェニックヤギの作製に使用す

る。トランスジェニックヤギを作製し、ここで、誘導性プロモーターが、このコ

ードされるタンパク質がヤギの乳汁に分泌されるように、このタンパク質の発現

を誘発し得る。この手順は、大量のヒトモノクローナル抗体の比較的低費用での

産生を可能にする。

      【００７４】

  好ましいアプローチにおいて、本発明の抗ｈＣＧ免疫原性ペプチド抗体は、ヒ

ト抗体を含み、これは、上記のように、異種マウス技術、およびその後のＩｇＧ

重鎖置換を使用して産生され、クローン化されて、そしてトランスジェニックヤ

ギ中で発現される。

      【００７５】

  （Ｂ．ヒトモノクローナル抗体を含む治療組成物）

  従って、本発明は、癌の免疫治療を実施するために有用な治療組成物を意図す

る。

      【００７６】

  ｈＣＧ  ＣＴＰ３７のエピトープと特異的に免疫反応性である１以上の異なる

ヒトモノクローナル抗体を含む治療組成物、および本発明の免疫治療方法におい

てのその組成物の使用を、本明細書中に記載する。好ましいヒトモノクローナル
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抗体としては、抗ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）および抗ｈＣＧ－ＣＴＰ２

１（配列番号４）が挙げられる。

      【００７７】

  ヒトモノクローナル抗体の治療有効量は、所望の効果を達成するように、すな

わち、患者の血清中または腫瘍細胞上に存在するｈＣＧを中和して、それによっ

て、患者の血清中または腫瘍細胞上の検出可能なｈＣＧの量を減少するか、また

はｈＣＧを取り除くように算出される量である。このような減少は、患者の生存

時間の増加と相関する。

      【００７８】

  本発明の治療組成物は、ｈＣＧ  ＣＴＰ３７のエピトープと特異的に免疫反応

性である少なくとも１種のヒトモノクローナル抗体と一緒に、生理学的に受容可

能なキャリア、賦形剤または希釈剤を含み、これらの抗体は、活性成分として溶

解または分散され、従来の慣行に従って処方される。

      【００７９】

  注射または注入のための治療組成物は、油性ビヒクルまたは水性ビヒクル中の

抗体の懸濁液、溶液またはエマルジョンのような形態を取り得、そして懸濁剤、

安定化剤および／または分散剤のような成分を含み得る。あるいは、組成物は、

乾燥形態であり得、適切な滅菌液体で使用前に再構成される。

      【００８０】

  本発明のヒトモノクローナル抗体は、注射または経時的な緩やかな注入によっ

て、非経口的に投与され得る。多くの場合、本発明のヒトモノクローナル抗体を

含む治療組成物は、静脈内投与されるが、しかし、他の送達手段も意図される。

例えば、本発明のヒトモノクローナル抗体は、静脈内、腹腔内、筋内、皮下、腫

瘍内に注射され得るか；または経皮的または蠕動手段によって投与され得る。

      【００８１】

  抗体投与のための適切なレジメンは可変性であるが、初回投与、それに続く引

き続く投与による１回以上の間隔を置いた繰返し用量によって代表される。本発

明の処置方法において、抗ｈＣＧ抗体は、ｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチンと一

緒にまたは連続的に投与され得る。
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      【００８２】

  本発明の方法における使用のための抗体の治療有効量は、代表的に、患者にお

いて検出可能なｈＣＧの量を減少するに十分な薬学的に受容可能な組成物中の抗

体の量である。

      【００８３】

  投薬量は、約２５ｍｇ／患者／投与～約５００ｍｇ患者／投与で変化し得、こ

こで、平均的患者は７０ｋｇである。一般に、抗ｈＣＧ抗体は、４～６週間の期

間で１週間あたり１～２回投与される。しかし、いくつかの場合において、この

ような抗体の投与は、不定期で継続され得る。抗体処置の期間は、さらに以下に

議論されるように、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１およびｈＣＧ－Ｃ

ＴＰ３７に対する患者の免疫応答に基づいて、ｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチン

投与と共に評価される。

      【００８４】

  本発明の免疫治療方法が、ｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチンと共にでの、ｈＣ

Ｇと特異的に免疫反応性であるヒトモノクローナル抗体の投与を含む場合、ヒト

モノクローナル抗体の用量は、ｈＣＧ免疫原性ペプチドの免疫アッセイの結果に

基づいて調整され得ることが理解され、この免疫アッセイは、初回のｈＣＧワク

チン投与の約９～１５週間後に開始して行われる。

      【００８５】

  より詳細には、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７の１６マーのＣ末端フラグメント（ｈＣＧ

－ＣＴＰ１６、配列番号６）、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７の２１マーのＮ末端フラグメ

ント（ｈＣＧ－ＣＴＰ２１、配列番号４）およびｈＣＧ－ＣＴＰ３７ペプチド全

体（配列番号２）に対する患者抗体のレベルを、種々の時間でモニターする。ｈ

ＣＧ－ＣＴＰ３７ヒトモノクローナル抗体の受動投与のための投薬レジメンは、

必要とされる場合、ｈＣＧペプチドワクチン投薬レジメンと組み合わせて調整さ

れ、患者の体液中のｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）およびｈＣＧ－ＣＴＰ２

１（配列番号４）の両方に対する、検出される抗体を生じる。

      【００８６】

  好ましくは、ｈＣＧワクチンの投与は、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２）、
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ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）およびｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）に

対するあるレベルの検出される抗体を生じる。さらにより好ましくは、このｈＣ

Ｇペプチドワクチン投与は、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）およびｈＣＧ－

ＣＴＰ２１（配列番号４）の両方に対するあるレベルの検出される抗体を生じ、

ここで、この両ペプチドに対する免疫応答は、類似の程度である。

      【００８７】

  （ＩＶ．ワクチンとしてのｈＣＧ免疫原性ポリペプチド）

  （Ａ．ｈＣＧ免疫原性エピトープ）

  「ｈＣＧ免疫原性エピトープ」または「ｈＣＧ抗原性エピトープ」は、ｈＣＧ

に対する免疫応答を誘発する、任意のアミノ酸配列またはアミノ酸配列の組み合

わせである。

      【００８８】

  １つの好ましい実施形態において、ｈＣＧワクチンは、ｈＣＧのβサブユニッ

トのＣ末端ペプチド（ＣＴＰ３７、配列番号２）を含み、これは、単独で、また

は１以上のさらなる免疫原性ｈＣＧペプチドと組み合わせて、および／あるいは

１以上の抗ｈＣＧ抗体の受動投与と一緒に、被験体に投与される。

      【００８９】

  本発明の方法における使用のための好ましい免疫原性エピトープは、ｈＣＧの

βサブユニットのＣ末端３７アミノ酸（ＣＴＰ３７）、およびそれから誘導され

るペプチドであり、これらは、単独であるか、またはｈＣＧのβサブユニットの

アミノ酸３８～５７（「ループ」ペプチド）と組み合わされる。

      【００９０】

  ｈＣＧのβサブユニットの「ループ」ペプチドは、ヒト黄体化ホルモン（ＬＨ

）、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）および甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）のその対

応する領域に実質的に類似する。従って、「ループ」ペプチドまたはこれらのア

ナログは、ＣＴＰ３７ペプチド、それらのアナログ、またはＣＴＰ３７ペプチド

から誘導されるペプチドと組み合わせて投与される。

      【００９１】

  「ループ」ペプチドおよびＣＴＰ３７ペプチドの組み合わせ投与は、以下のよ
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うに達成され得る：（１）この２つのペプチドを、化学連結するかまたは直列に

合成し、その後、適切なキャリアタンパク質への誘導体化し得るか；（２）両方

のペプチドを、最初に互いに化学連結することなく、同じキャリアに化学的に誘

導体化し得るか；（３）この２つのペプチドを別々のキャリアに誘導体化し得、

そして２つの得られた結合体の混合物を、処置する被験体に投与し得るか；ある

いは（４）この２つのペプチドを別々のキャリアに誘導体化し得、そしてこの２

つの得られた結合体を、処置される被験体に別々に投与し得る。

      【００９２】

  本明細書中に記載のｈＣＧワクチンは、本発明の方法において使用され、ｈＣ

Ｇ－ＣＴＰ３７の２以上のエピトープに対して免疫応答を生じ得る、ｈＣＧワク

チンの型の代表である。一般に、このペプチド抗原のサイズは、少なくともｈＣ

Ｇの１以上の免疫原性エピトープを含むに十分大きくあるべきである。本発明の

開示によって予測される最も小さい有用な免疫原性エピトープまたはフラグメン

トは、一般に、ほぼ約８個連続するアミノ酸残基長であり、約８～約４０以上の

アミノ酸程度が好ましい。

      【００９３】

  ｈＣＧのカルボキシ末端３７アミノ酸内の２つの主要なエピトープである、Ｎ

末端２１アミノ酸エピトープ（ＣＴＰ２１）およびＣ末端１６アミノ酸エピトー

プ（ＣＴＰ１６）が存在する（ＣＴＰ１６；Ｂｅｒｇｅｒ  Ｐら、Ｍｏｌ  ａｎ

ｄ  Ｃｅｌｌ  Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ  １２５：３３－４３，１９９６）。図２

Ａ、２Ｃおよび２Ｅは、それぞれ、ＣＴＰ３７、ＣＴＰ２１およびＣＴＰ１６の

アミノ酸配列を示す。ｈＣＧ予防接種ストラテジーは、ＣＴＰ３７、ＣＴＰ２１

およびＣＴＰ１６の１以上の投与を包含し得る。しかし、研究によって、ＣＴＰ

１６エピトープに対する免疫応答が免疫優性であることが示されており、従って

、ＣＴＰ３７の単独またはＣＴＰ２１と組み合わせでの投与が好ましい。

      【００９４】

  一般に、ｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチンの初回投与は、少なくとも１ｍｇの

ｈＣＧ－ＣＴＰ３７からなる。ｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチンまたは受動投与

される抗ｈＣＧ抗体の追加すなわち「ブースター」投与は、通常、以下の１以上
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の継続的な間隔を空けた投与で、癌患者に提供される：（ｉ）初回投与において

提供されるよりも多い用量のＣＴＰ３７ワクチン（配列番号２）；（ｉｉ）１．

０ｍｇ／患者／投与未満のＣＴＰ３７ペプチドに対応する用量のＣＴＰ３７ワク

チン；（ｉｉｉ）ｈＣＧ－ＣＴＰ３７ワクチンとの組み合わせでの、適切なキャ

リアに誘導体化されたｈＣＧループペプチド（配列番号９）から構成されるプロ

モーターワクチン；（ｉｖ）適切なキャリアに誘導体化されたｈＣＧループペプ

チド（配列番号９）から構成されるプロモーターワクチン、その後の１．０ｍｇ

／患者／投与未満のＣＴＰ３７ペプチドのワクチン用量での、ｈＣＧ－ＣＴＰ３

７ワクチンの継続的な間隔を空けた投与；（ｖ）適切なキャリアタンパク質に誘

導体化されたｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）から構成されるペプチドワクチ

ン；（ｖｉ）ｈＣＧ－ＣＴＰ３７の２１マーのＮ末端フラグメント（ｈＣＧ－Ｃ

ＴＰ２１、配列番号４）と特異的に免疫反応性であるヒトモノクローナル抗体の

、１～２週間毎に少なくとも１用量の受動投与；（ｖｉｉ）ｈＣＧ－ＣＴＰ１６

（配列番号６）と特異的に免疫反応性であるヒトモノクローナル抗体との組合せ

でのｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）と特異的に免疫反応性であるヒトモノク

ローナル抗体の、１～２週間毎に少なくとも１用量の受動投与；および（ｖｉｉ

ｉ）ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）と特異的に免疫反応性であるヒトモノク

ローナル抗体との組合せでの、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７ワクチン（配列番号２）の継

続的な間隔を空けた投与。

      【００９５】

  １つのアプローチにおいて、ｈＣＧワクチンのＣＴＰ３７成分の量は、１．０

ｍｇ未満であり、好ましくは、０．５ｍｇである。関連する局面において、ＣＴ

Ｐ３７ワクチンが「ループ」ワクチンと一緒に患者に投与される場合、ｈＣＧワ

クチンのＣＴＰ３７成分の量は、１．０ｍｇ未満であり、好ましくは、０．５ｍ

ｇであり、そして「ループ」ワクチンの量は、ＣＴＰ３７ペプチドの量と等しい

か、またはそれより多い。

      【００９６】

  全ての場合において、ｈＣＧ免疫原性ペプチドは、キャリア分子（例えば、タ

ンパク質）に結合体化される。一般的に、各ｈＣＧ免疫原性ペプチドは、キャリ
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アタンパク質に別々に結合体化される。１より多い結合体化ｈＣＧ免疫原性ペプ

チドが、所定の患者に対する処置レジメンに含まれる場合、このｈＣＧペプチド

ワクチンは、同じ時点または異なる時点で患者に投与され得る。多くの場合にお

いて、結合体化ｈＣＧ免疫原性ペプチドは、継続的な間隔を空けた投与で一緒に

投与される。

      【００９７】

  （Ｂ．ｈＣＧペプチドワクチンの調製）

  種々のｈＣＧポリペプチド鎖は、組換えＤＮＡ技術を介して、宿主細胞（例え

ば、細菌、酵母および培養哺乳動物細胞）において発現されている（例えば、Ｆ

ｉｄｄｅｓ，Ｊ．Ｃ．およびＧｏｏｄｍａｎ，Ｈ．Ｍ．１９７９、ならびにＦｉ

ｄｄｅｓ，Ｊ．Ｃ．およびＧｏｏｄｍａｎ，Ｈ．Ｍ．１９８０を参照のこと；こ

れらの文献は、それぞれ、ヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣＧ）のαサブユニッ

トおよびβサブユニットのクローニングを記載する）。

      【００９８】

  ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸配列は、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号１８０４

３７として入手可能であり、そして本明細書中で配列番号１として示され、この

配列を使用して、本発明の方法における使用のためのペプチドを選択した。

      【００９９】

  ｈＣＧ免疫原性ペプチドは、Ｆｍｏｃ（９－フルオレニルメチルオキシカルボ

ニル）化学（本質的には、Ｄ．Ｈｕｄｓｏｎ，１９８８に記載される）またはＢ

ｏｃ（ｔｅｒｔ－ブチルオキシカルボノイル）化学のいずれかを使用して化学合

成された。アミノ酸合成のための技術は、現在入手可能な実験装置（例えば、Ａ

ｐｐｌｉｅｄ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ，Ｃ

Ａ）を用いて、当業者に慣用的に使用される。合成後、ペプチドは、一般に、Ｈ

ＰＣＬによって精製され、そしてペプチドの完全性および確実性は、エドマン分

解、その後の従来の配列決定分析または質量分光分析（例えば、インタクトなペ

プチドのＮＭＲ分析）によって決定される。各々の合成ペプチドの免疫原性は、

ｈＣＧ  ＣＴＰ３７抗体を有することが既知の被験体から採取した体液（例えば

、血清または血漿）中の抗体との免疫反応性を決定するための、種々のインビト
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ロ免疫アッセイによって個々に決定される。

      【０１００】

  （Ｃ．改変体すなわち改変されたｈＣＧ免疫原性ペプチド）

  多くの場合において、本発明の方法において使用されるｈＣＧ免疫原性ペプチ

ドは、ネイティブｈＣＧ免疫原性ペプチドと同じ配列を有する。しかし、いくつ

かの場合において、ｈＣＧ免疫原性ペプチドは、改変体ｈＣＧペプチドである。

      【０１０１】

  アミノ酸のいくつかの置換は、そのフラグメントの免疫原性特性に影響を及ぼ

すことなく可能である。

      【０１０２】

  標準的な置換クラスは、共通の側鎖特性および天然中の相同タンパク質におけ

る最も高い頻度の置換に基づく６つのクラスであり、例えば、標準Ｄａｙｈｏｆ

ｆ頻度交換マトリクス（Ｄａｙｈｏｆｆ）によって決定される。これらのクラス

は、クラスＩ：Ｃｙｓ；クラスＩＩ：Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｐｒｏ、Ｈｙｐ、Ａｒａ

およびＧｌｙ（小さい脂肪族側鎖およびＯＨ基側鎖を提示する）；クラスＩＩＩ

：Ａｓｎ、Ａｓｐ、ＧｌｕおよびＧｌｎ（水素結合を形成し得る中性側鎖および

負に荷電した側鎖を提示する）；クラスＩＶ：Ｈｉｓ、ＡｒｇおよびＬｙｓ（塩

基性の極性側鎖を提示する）；クラスＶ：Ｉｌｅ、ＶａｌおよびＬｅｕ（分枝脂

肪族側鎖を提示する）ならびにＭｅｔ；およびクラスＶＩ；Ｐｈｅ、Ｔｙｒおよ

びＴｒｐ（芳香族側鎖を提示する）である。さらに、各グループは、関連するア

ミノ酸アナログ（例えば、クラスＩＶのオルニチン、ホモアルギニン、Ｎメチル

リジン、ジメチルリジンまたはトリメチルリジン、ならびにグループＶＩのハロ

ゲン化チロシン）を含み得る。さらに、これらのクラスは、Ｌ型およびＤ型の立

体異性体を含み得るが、Ｌアミノ酸が置換に好ましい。

      【０１０３】

  一旦アミノ酸の置換または改変が作製されると、この改変体ｈＣＧ免疫原性ペ

プチドは、インビトロ免疫アッセイにおいて免疫原性についてスクリーニングさ

れる。

      【０１０４】
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  本明細書中に記載のｈＣＧ免疫原性ペプチドのアミノ酸配列は、このペプチド

またはポリペプチドが、適切な生物学的活性（例えば、免疫原性）を維持する限

り、さらなる残基（例えば、さらなるＮ末端アミノ酸またはＣ末端アミノ酸）を

含み得、そしてなお依然として、本明細書中に開示される配列のうちの１つと本

質的に同じである。

      【０１０５】

  ｈＣＧ免疫原性ペプチドのアミノ酸は、等価的分子またはさらに改善された分

子を作製するような様式で変化され得る。この生物学的活性を規定するものは、

このｈＣＧペプチドの免疫原性である。特定のアミノ酸配列置換が、アミノ酸配

列およびそれをコードする核酸配列において作製され得、より大きな生物学的有

用性または活性（免疫原性）を有するｈＣＧペプチドの発現を生じる。いくつか

の場合において、このような変化は、等価な生物学的有用性および活性を維持し

ながら他の利点（例えば、安定性またはより所望の薬理学的特性）を提供する。

      【０１０６】

  このような変化の作製において、アミノ酸の疎水性親水性（ｈｙｄｒｏｐａｔ

ｈｉｃ）指数が考慮され得る。特定のアミノ酸は、類似の疎水性親水性の指数ま

たはスコアを有する他のアミノ酸によって置換され得、そして生物学的機能的に

等価なタンパク質をなお獲得し得る（ＫｙｔｅおよびＤｏｏｌｉｔｔｌｅ、１９

８２）。このようは変化の作製において、疎水性親水性指数が＋／－２のアミノ

酸置換が好ましく、疎水性親水性指数が＋／－１のアミノ酸置換が特に好ましく

、そして疎水性親水性指数が＋／－０．５のアミノ酸置換がより特に好ましい。

類似のアミノ酸の置換は、疎水性に基づいて効果的に作製され得ることもまた、

当該分野において理解される（米国特許第４，５５４，１０１号）。このような

変化において、疎水性値が＋／－２のアミノ酸置換が好ましく、疎水性値が＋／

－１のアミノ酸置換が特に好ましく、そして疎水性値が＋／－０．５のアミノ酸

置換がさらにより特に好ましい。

      【０１０７】

  本発明の方法における使用のための改変体ｈＣＧ免疫原性ペプチドは、患者に

対する投与のために改良された性質を有し得るが、このようなペプチドは、本明
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細書中に記載されるネイティブな配列のｈＣＧ免疫原性ペプチドの免疫原性を保

持する。

      【０１０８】

  （Ｖ．抗ｈＣＧ免疫応答を産生するための処置レジメン）

  （Ａ．インビボ投与）

  ｈＣＧワクチンのインビボ投与は、アジュバントまたは接種部位に免疫系細胞

を補充する能力を有する他の物質の存在下での接種によって達成され得る。ｈＣ

Ｇ免疫原性ワクチンは、単独またはｈＣＧ－ＣＴＰ３７の１６マーのＣ末端フラ

グメントと特異的に免疫反応性である、受動投与されるヒトモノクローナル抗体

（例えば、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６、配列番号６；および／またはｈＣＧ－ＣＴＰ２

１、配列番号４）と組み合わせて投与され得る。

      【０１０９】

  本発明の方法において、防御免疫が所望される被験体の免疫応答細胞が、単独

、またはｈＣＧ  ＣＴＰ３７のエピトープと特異的に免疫反応性である、１つ以

上のヒトモノクローナル抗体と組み合わせて、ｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチン

に暴露される。防御免疫は、被験体における循環ｈＣＧまたはまたは腫瘍関連ｈ

ＣＧの量の減少をもたらすことによって、このような暴露後に達成され得る。抗

体媒介性免疫応答および細胞媒介性免疫応答の両方は、ｈＣＧワクチンの抗癌活

性に寄与し得る。

      【０１１０】

  本発明の方法において、ｈＣＧ免疫原性ペプチドワクチンおよび／またはヒト

モノクローナル抗体は、投薬処方に適合する様式および免疫原性であり、そして

治療的に有効な量で投与される。投与されるべき量は、処置されるべき被験体に

依存する（例えば、ペプチドワクチンに応答するための個々の免疫系の能力を含

む）。

      【０１１１】

  一般的に、本発明の免疫療法の方法は、すでに癌を有する被験体に適用可能で

ある。これは、被験体が、癌の関連型を診断する、当業者に利用される１つ以上

の基準によって、癌を有すると診断されていることを意味する。このような基準
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のうちの１つは、癌が、癌細胞の表面上のｈＣＧの発現によって特徴付けられ、

いくつかの場合においては、患者の血漿および／または他の体液における循環ｈ

ＣＧの存在によってさらに特徴付けられることである。癌の例示的な型としては

、シスプラチンを用いた処置に無反応性である（ｒｅｆｒａｃｔｉｌｅ）、結腸

直腸癌、膵臓癌、乳癌、肺癌および精巣癌が挙げられる。

      【０１１２】

  いくつかの場合において、本発明の免疫療法の方法は、癌を発生するか、また

は１つ以上の診断基準が癌を発症し得ることを示す高い危険性にある被験体に適

用可能である。

      【０１１３】

  手術、放射線療法および化学療法は、現在、癌の処置のための主な方法である

。抗ｈＣＧ  ＣＴＰ３７ヒトモノクローナル抗体を用いた受動免疫および／また

はｈＣＧペプチドワクチンベースの処置が、このような他の癌治療と組み合わせ

られ得ることが意図される。本明細書中に記載される方法が、手術、放射線療法

および化学療法のいずれか１つを用いた共同的かつ付加的な様式で相互作用する

ことが認識される。いくつかの場合において、癌を処置するための改良された方

法が、従来の癌処置（例えば、抗ｈＣＧ  ＣＴＰ３７ヒトモノクローナル抗体の

投与および／またはｈＣＧペプチドワクチンの投与による受動免疫と一緒の化学

療法または放射線療法）を組み合わせる。

      【０１１４】

  （Ｂ．ｈＣＧペプチドワクチン組成物）

  本発明は、ｈＣＧのβサブユニットのＣ末端ペプチド（これ自体では、実質的

に非免疫原性であるペプチド）に対する免疫応答を誘導する方法を提供する。こ

れは、被験体への投与の前に、ペプチドをキャリア分子に結合体化することによ

って果たされる。

      【０１１５】

  本発明の方法において、適切なキャリア分子（例えば、タンパク質）に誘導体

化される１つ以上のｈＣＧ免疫原性ペプチドの免疫学的に有効な量が、ｈＣＧ免

疫原性ペプチドまたは患者の状態において改善を生じるに効果的な様式でキャリ
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ア分子に結合体化されたペプチドから構成されるワクチンの、首尾良い、時間を

おいた投与によって、癌患者に投与される。

      【０１１６】

  好ましい実施形態において、ｈＣＧ免疫原性ペプチドは、当業者に公知の多く

のキャリア分子のうちの１つに結合される。キャリアタンパク質は、被験体の免

疫系に十分な大きさでなければならず、外来性質を認識し、そしてそれに対する

抗体を発生するために投与される。

      【０１１７】

  いくつかの場合において、キャリア分子は、ｈＣＧ免疫原性ペプチドに直接結

合される。他の場合においては、キャリア分子とｈＣＧ免疫原性ペプチドとの間

に挿入されたリンカー分子が存在する。

      【０１１８】

  １つの例示的な実施形態において、結合反応は、ペプチドの遊離のスルフヒド

リル基を必要とする。このような場合において、Ｎ末端システイン残基が、ペプ

チドが合成される場合に、ペプチドに付加される。例えば、ＣＴＰ１７（配列番

号７）は、ｈＣＧβサブユニットペプチド（ＣＴＰ１６（配列番号６））と同じ

配列、およびキャリア分子に対するＣＴＰ１６の結合を容易にする、付加された

Ｎ末端システイン残基を有する。

      【０１１９】

  例示的な実施形態において、伝統的なスクシンイミド化学が使用されて、キャ

リアタンパク質にペプチドを連結する。このようなペプチド：キャリアタンパク

質結合体を調製するための方法は、一般的に、当業者に公知であり、そしてこの

ような方法のための試薬は、市販されている（例えば、Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉ

ｃａｌ  Ｃｏ．から）。一般的に、約５～３０のペプチド分子が、１つのキャリ

アタンパク質分子につき結合体化される。

      【０１２０】

  例示的なキャリアタンパク質としては、例えば、キーホールリンペットヘモシ

アニン（ＫＬＨ）、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、フラゲリン、インフルエン

ザサブユニットタンパク質、破傷風トキソイド（ＴＴ）、ジフテリアトキソイド
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（ＤＴ）、コレラトキソイド（ＣＴ）、種々の細菌性熱ショックタンパク質、グ

ルタチオンレダクターゼ（ＧＳＴ）または天然のタンパク質（例えば、チログロ

ブリンなど）のようなタンパク質が挙げられる。当業者は、適切なキャリア分子

を容易に選択し得る。

      【０１２１】

  好ましい実施形態において、ｈＣＧ免疫原性ペプチドは、ジフテリア毒素（Ｄ

Ｔ）に結合体化される。

      【０１２２】

  いくつかの場合において、キャリア分子は、Ｆｉｃｏｌｌ７０またはＦｉｃｏ

ｌｌ４００（スクロースおよびエピクロロヒドリンの合成コポリマー）のような

非タンパク質、Ｄｅｘｔｒａｎ  Ｔ７０のようなポリグルコースである。

      【０１２３】

  結合体化の程度は、患者の状態に関連した、いくつかまたはすべてのｈＣＧ効

果を中和するに十分なレベルで、癌患者による免疫応答を誘導するに十分でなけ

ればならない。これが、ペプチド、キャリア分子および患者に依存して変化する

ことが認識される。

      【０１２４】

  本発明は、上記のようなｈＣＧワクチン組成物を提供し、ここで、各々のｈＣ

Ｇ免疫原性ペプチドは、同じまたは異なるキャリアタンパク質に結合される。

      【０１２５】

  ｈＣＧワクチン組成物は、選択されたキャリア分子に結合された、同じまたは

異なるｈＣＧ免疫原性ペプチドの、単一または複数のコピーを含み得る。本実施

形態の１つの局面において、ｈＣＧワクチン組成物は、ポリペプチドに連続して

組み合わせられ、そして同じキャリアに結合された隣接配列を有するか、または

有さない、異なるｈＣＧ免疫原性ペプチドを含み得る。あるいは、ｈＣＧ免疫原

性ペプチドは、ペプチドとして、同じまたは異なるキャリアに個別に結合され得

、そして得られたｈＣＧ免疫原性ペプチド－キャリア結合体は、共に混合されて

１つの組成物を形成し得るか、または同時もしくは異なって、個々に投与され得

る。
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      【０１２６】

  例えば、ｈＣＧ免疫原性ペプチドは、Ｌｅｅ  Ａ．Ｃ．Ｊ．，ら、１９８０の

方法によって、ジフテリアトキソイド（ＤＴ）１分子あたり約１５～２０のペプ

チド分子を使用して、システインの（ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ）側鎖を介して、ジフ

テリアトキソイド（ＤＴ）キャリアタンパク質に共有結合され得る。

      【０１２７】

  一般に、誘導体化ｈＣＧペプチドワクチン組成物は、ビヒクルとともに投与さ

れる。ビヒクルの目的は、ワクチン調製物を乳化することである。多数のビヒク

ルが、当業者に公知であり、そして効果的な乳化剤として機能する任意のビヒク

ルは、本発明の方法における有用性を見出す。投与のための好ましい１つのビヒ

クルは、スクアランおよび／またはスクアレンとのマンニドモノオレアート（ｍ

ａｎｎｉｄｅ  ｍｏｎｏｏｌｅａｔｅ）の混合物を含む。スクアレンは、本発明

のワクチンにおける使用のためのスクアランに好ましく、そして好ましくは、マ

ンニドモノオレアートの容積によって、部分あたりのスクアレンおよび／または

スクアランの比は、約４：１～約２０：１である。

      【０１２８】

  ｈＣＧワクチンの投与から生じた免疫応答の規模をさらに増加させるために、

免疫学的アジュバントが、ワクチン処方物に含まれる。当業者に公知の例示的な

アジュバントとしては、水／油乳濁液、非イオン性コポリマーアジュバント（例

えば、ＣＲＬ  １００５（Ｏｐｔｉｖａｘ；Ｖａｘｃｅｌ  Ｉｎｃ．，Ｎｏｒｃ

ｒｏｓｓ，ＧＡ）、リン酸アルミニウム、水酸化アルミニウム、アルミニウムの

水性懸濁液、および水酸化マグネシウム、細菌性内毒素、ポリヌクレオチド、高

分子電解質、脂肪親和性アジュバント、ならびに合成ムラミルジペプチド（ｎｏ

ｒＭＤＰ）アナログが挙げられる。患者への投与のためのｈＣＧワクチン組成物

への含有のための好ましいアジュバントは、ｎｏｒＭＤＰアナログ（例えば、Ｎ

－アセチル－ｎｏｒ－ムラミル（ｍｕｒａｎｙｌ）－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグ

ルタミン、Ｎ－アセチル－ムラミル（ｍｕｒａｎｙｌ）－（６－０－ステアロイ

ル）－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミン、およびＮ－グリコール－ムラミル（

ｍｕｒａｎｙｌ）－ＬαＡｂｕ－Ｄ－イソグルタミン（Ｃｉｂａ－Ｇｅｉｇｙ  
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Ｌｔｄ．））である。たいていの場合、ペプチド結合体に関連したアジュバント

の質量比は、約１：２～１：２０である。好ましい実施形態において、ペプチド

結合体に関連したアジュバントの質量比は、約１：１０である。ｈＣＧワクチン

のアジュバント成分が、その結合体でｈＣＧ免疫原性エピトープに対する免疫応

答を最適化するために変化され得ることが認識される。

      【０１２９】

  投与の直前に、ｈＣＧ免疫原性ペプチドキャリアタンパク質結合体およびアジ

ュバントが、適切な溶媒に溶解され、そして乳化剤またはビヒクルが添加される

。例えば、ｈＣＧ免疫原性ペプチドキャリアタンパク質の結合体組成物が、ｎｏ

ｒＭＤＰと共に、そしてスクアレン／マンニドモノオレアート乳化剤をさらに含

むリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）に溶解されたＤＴに結合体化したＣＴＰ３

７ペプチドを含み得る。

      【０１３０】

  本発明の免疫原性プロテイナーゼ組成物における使用のための、適切な薬学的

に受容可能なキャリアは、当業者に周知である。このようなキャリアとしては、

例えば、リン酸緩衝化生理食塩水、または被験体へのｈＣＧワクチン導入に適し

た任意の生理学的に適合性の媒体が挙げられる。

      【０１３１】

  当業者に公知の多数の薬物送達機構が利用されて、本発明のｈＣＧ免疫原性ペ

プチドを投与し得る。徐放性調製物は、ポリマーの使用によって達成されて、本

発明の方法においてペプチドまたは抗体を複合体化するか、または吸収し得る。

制御された送達は、高分子（例えば、ポリエステル、ポリアミノ酸、ポリビニル

ピロリドン、エチレンビニルアセテート、メチルセルロース、カルボキシメチル

セルロースまたはプロタミンスルフェート）を使用して果たされ得、その濃度は

、ペプチドワクチンの放出速度を変更し得る。

      【０１３２】

  いくつかの場合において、ｈＣＧペプチドは、例えば、ポリステル、ポリアミ

ノ酸、ヒドロゲル、ポリ乳酸またはエチレンビニルアセテートコポリマーから構

成されるポリマー粒子に取り込まれ得る。あるいは、ｈＣＧペプチドワクチンは
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、当業者に一般的に公知の方法を使用して、マイクロカプセル、リポソーム、ア

ルブミンミクロスフェア、マイクロエマルジョン、ナノ粒子、ナノカプセルまた

はマクロエマルジョンに包括され得る。

      【０１３３】

  （Ｃ．処置レジメン）

  本発明のｈＣＧワクチンは、皮内（ＩＤ）注射、筋肉内（ＩＭ）注射、皮下（

ＳＣ）注射、静脈内（ＩＶ）注射、腹腔内（ＩＰ）注射および腫瘍周囲（ｐｅｒ

ｉｔｕｍｏｒａｌ）注射を含むがこれらに限定されない経路によって投与され得

る。投与の好ましい経路は、皮下（ＳＣ）注射である。

      【０１３４】

  本発明の癌の処置方法において、患者は、薬学的に受容可能な組成物中の適切

なキャリア分子に誘導体化された、２．０ｍｇ未満のｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列

番号２）、そして好ましくは、１．０ｍｇ未満のｈＣＧ－ＣＴＰ３７の初期投与

を受ける。いくつかの場合において、初期ワクチンは、２．０ｍｇ未満のｈＣＧ

－「ループ」ペプチド（配列番号９）とともに、２．０ｍｇ未満のｈＣＧ－ＣＴ

Ｐ３７（配列番号２）の組み合わせを含む。ここで、各々のｈＣＧ免疫原性ペプ

チドは、適切なキャリア分子に別々に誘導体化される。１つの好ましい実施形態

において、患者は、０．５ｍｇのｈＣＧ「ループ」ペプチド（配列番号９）とと

もに、０．５ｍｇのｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２）の組み合わせから構成さ

れる初期ワクチンを受ける。

      【０１３５】

  初期ワクチン後の９週と１５週との間の期間の後、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７の１６

マーのＣ末端フラグメント、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７の２１マーのＮ末端フラグメン

トおよびｈＣＧ－ＣＴＰ３７に対する患者の抗体レベルは、イムノアッセイにお

いて評価される。このイムノアッセイは、抗癌処置の前、抗癌処置の間および抗

癌処置の後に、一定の間隔をおいて繰り返され得る。

      【０１３６】

  イムノアッセイの結果に依存して、ｈＣＧワクチンの処置レジメンは、ｈＣＧ

に対する免疫応答を最適化するために調整され得る。好ましい投薬レジメンは、
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ｈＣＧ－ＣＴＰ３７の１６マーのＣ末端ペプチドフラグメントおよびｈＣＧ－Ｃ

ＴＰ３７の２１マーのＮ末端ペプチドフラグメントの両方に対する患者の免疫応

答は、両方のペプチドに対する免疫応答の類似の規模で生じ、これは、初期ワク

チン投与後９週始めから１５週に検出可能である。

      【０１３７】

  ＣＴＰ２１（配列番号４）に対する免疫応答が検出可能であり、そしてより好

ましくは、ＣＴＰ２１に対する検出された免疫応答が、ＣＴＰ１６（配列番号６

）に対する免疫応答と類似の規模であることが好ましい。「類似の規模」とは、

ＣＴＰ２１およびＣＴＰ１６に対する検出された免疫応答が、５０％より多く異

ならず、好ましくは、２０％より多く異ならないことを意味する。換言すれば、

ＣＴＰ２１（配列番号４）に対する免疫応答は、ＣＴＰ１６（配列番号６）に対

する免疫応答よりも実質的に低くない。

      【０１３８】

  ｈＣＧに対する患者の免疫応答は、以下のように分類され得る：

  （１）血漿中に検出可能な抗ＣＴＰ３７抗体を有さない患者（非抗体応答動物

）；（２）全体の抗ｈＣＧ－ＣＴＰ３７抗体は検出可能であるが、抗ＣＴＰ１６

抗体も抗ＣＴＰ２１抗体も検出不可能である患者（弱い抗体応答動物）；（３）

血漿中に、検出可能な抗ＣＴＰ３７抗体および抗ＣＴＰ１６抗体を有するが、検

出可能な抗ＣＴＰ２１抗体を有さない患者（ＣＴＰ１６のみの抗体応答動物）；

ならびに（４）血漿中に、検出可能な抗ＣＴＰ３７抗体、抗ＣＴＰ１６抗体およ

び抗ＣＴＰ２１抗体を有する患者（ＣＴＰ１６およびＣＴＰ２１抗体応答動物）

。

      【０１３９】

  イムノアッセイ後、群（１）、（２）、（３）における患者、および群（４）

における患者（ここでＣＴＰ２１のＮ末端フラグメントに特異的な抗体レベルが

、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＣＴＰ１６のＣ末端フラグメントに特異的な抗体レベル

よりも実質的に低い）は、１つ以上の以下：（ｉ）初期投与において提供される

用量よりも多い用量での、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２）ワクチンの連続的

な間隔をあけた投与；（ｉｉ）１ｍｇ未満のＣＴＰ３７ペプチド／患者／投与に
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対応する用量での、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２）ワクチンの連続的な間隔

をあけた投与；（ｉｉｉ）ｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２）ワクチンと組み合

わせた、適切なキャリアに誘導体化されたｈＣＧループペプチド（配列番号９）

から構成されるプロモーターワクチンの連続的な間隔をあけた投与；（ｉｖ）  

適切なキャリアに誘導体化されたｈＣＧループペプチド（配列番号９）から構成

されるプロモーターワクチンの連続的な間隔をあけた投与、続いて１ｍｇ未満の

ＣＴＰ３７ペプチド／患者／投与の後半のワクチンの用量での、ｈＣＧ－ＣＴＰ

３７（配列番号２）ワクチンの連続的な間隔をあけた投与；（ｖ）適切なキャリ

アタンパク質に誘導体化されたｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）から構成され

るＣＴＰ３７のＮ末端ペプチドワクチンの連続的な間隔をあけた投与；（ｖｉ）

１～２週間毎に少なくとも１度の、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）と特異的

に免疫反応性であるヒトモノクローナル抗体の連続的な間隔をあけた投与（ｖｉ

ｉ）１～２週間毎に少なくとも１度の、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）と特

異的に免疫反応性であるヒトモノクローナル抗体と一緒の、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１

（配列番号４）と特異的に免疫反応性であるヒトモノクローナル抗体の連続的な

間隔をあけた投与；ならびに（ｖｉｉｉ）ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）と

特異的に免疫反応性であるヒトモノクローナル抗体と組み合わせた、ｈＣＧ－Ｃ

ＴＰ３７ワクチンの連続的な間隔をあけた投与、から選択される予防接種レジメ

ンで処置され得る。

      【０１４０】

  イムノアッセイ後、群（４）における患者（ここでＣＴＰ２１のＮ末端フラグ

メントに特異的な抗体レベルが、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＣＴＰ１６のＣ末端フラ

グメントに特異的な抗体レベルと規模が類似する）は、上記の（ｉ）～（ｖｉｉ

ｉ）の１つ以上から選択される予防接種レジメンでまた処置され得る。

      【０１４１】

  好ましくは、ｈＣＧワクチンの投与は、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２）、

ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）およびｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）に

対する検出された抗体のレベルを生じる。さらにより好ましくは、ｈＣＧペプチ

ドワクチン投与は、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）およびｈＣＧ－ＣＴＰ２



(40) 特表２００３－５０２０２５

１（配列番号４）の両方に対する検出された抗体のレベルを生じ、ここで、両方

のペプチドに対する免疫応答は、規模が類似する。

      【０１４２】

  上記の処置レジメンが、例示的な目的のために示され、そして処置レジメンが

、上記のように、ｈＣＧに対する患者の免疫応答に依存して、必要に応じて調整

され得ることが理解される。本発明の１つの局面は、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７、ｈＣ

Ｇ－ＣＴＰ２１およびｈＣＧ－ＣＴＰ１６に対する免疫応答の間欠性のモニタリ

ング、ならびにこのようなモニタリングの結果に基づいた処置レジメンにおける

対応する調整に関する。

      【０１４３】

  （Ｄ．用量範囲）

  本発明の前に、癌の処置のためのｈＣＧ免疫原性ペプチド結合体の初期投与は

、一般的に、適切なキャリアタンパク質に誘導体化された少なくとも１．０ｍｇ

のｈＣＧ免疫原性ペプチドを含んだ。実施例１に示された研究結果は、このよう

な用量が、処置の下で大多数の患者において、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＣ末端エピ

トープ（ＣＴＰ１６、配列番号６）およびｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＮ末端エピトー

プ（ＣＴＰ２１、配列番号４）の両方に対する免疫応答を生じず、従って、結腸

直腸癌のための有効な処置レジメンではないかもしれないことを示唆する。

      【０１４４】

  実施例１にさらに示されるように、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＣ末端エピトープ（

ＣＴＰ１６、配列番号６）およびｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＮ末端エピトープ（ＣＴ

Ｐ２１、配列番号４）の両方に対する免疫応答を示した、フェーズＩＩの臨床試

験における患者は、有意に増加した生存時間を有した。

      【０１４５】

  本発明は、ＣＴＰ３７のＣ末端エピトープ（ＣＴＰ１６、配列番号６）および

ＣＴＰ３７のＮ末端エピトープ（ＣＴＰ２１、配列番号４）の両方に対する免疫

応答を生じる癌の処置のための方法に関する。これは、（１）単独または「ルー

プ」ペプチド（配列番号９）の量と組み合わせた、１．０ｍｇ未満のｈＣＧ－Ｃ

ＴＰ３７（配列番号２）ペプチド／患者／投与（各々は、適切なキャリア分子に
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誘導体化される）；（２）適切なキャリアに誘導体化されたｈＣＧループペプチ

ド（配列番号９）、その後の１．０ｍｇ未満のｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２

）ペプチド／患者／投与；（３）適切なキャリアタンパク質に誘導体化されたｈ

ＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）ペプチドワクチン；（４）１～２週間毎に少な

くとも１度投与される、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）と特異的に免疫反応

性であるヒトモノクローナル抗体；（５）１～２週間毎に少なくとも１度投与さ

れる、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）と特異的に免疫反応性であるヒトモノ

クローナル抗体と一緒に、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）と特異的に免疫反

応性であるヒトモノクローナル抗体；ならびに（６）ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列

番号４）と特異的に免疫反応性であるヒトモノクローナル抗体と組み合わせた、

ｈＣＧ－ＣＴＰ３７ワクチン（配列番号２）の１つ以上の投与によって果たされ

得る。

      【０１４６】

  １つの好ましい実施形態において、適切なキャリア分子に誘導体化された０．

５ｍｇのＣＴＰ３７（配列番号２）は、単独または「ループ」ペプチド（配列番

号９）の量と組み合わせて投与される。代表的には、所定の患者に投与される「

ループ」ペプチド（配列番号９）の量は、ＣＴＰ３７（配列番号２）の量に等し

いか、またはＣＴＰ３７（配列番号２）の量よりも多い。例えば、ＣＴＰ３７ワ

クチンが、「ループ」ワクチンとともに投与される場合、ワクチンのＣＴＰ３７

成分の量は、一般的に、１．０ｍｇ未満、好ましくは、０．５ｍｇであり、そし

て患者に投与される「ループ」ワクチンの量は、ＣＴＰ３７（配列番号２）の量

に等しいか、またはＣＴＰ３７（配列番号２）の量よりも多い。本実施形態のさ

らなる局面において、２５～５００ｍｇの抗ｈＣＧ  ＣＴＰ２１ヒトモノクロー

ナル抗体および／または抗ｈＣＧ  ＣＴＰ１６ヒトモノクローナル抗体はまた、

好ましくは１週間あたり約１～２回患者に投与される。

      【０１４７】

  抗ｈＣＧ  ＣＴＰ２１ヒトモノクローナル抗体および／または抗ｈＣＧ  ＣＴ

Ｐ１６ヒトモノクローナル抗体の、処置レジメンおよび／または量における、Ｃ

ＴＰ３７（配列番号２）＋「ループ」ペプチド（配列番号９）の量またはＣＴＰ
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３７（配列番号２）－「ループ」ペプチド（配列番号９）の量は、処置の下での

患者の体液における抗ＣＴＰ３７抗体、抗ＣＴＰ１６抗体および抗ＣＴＰ２１抗

体についてのイムノアッセイの結果に基づいて、連続的投与の前に改変され得る

。

      【０１４８】

  好ましい処置レジメンは、ＣＴＰ３７、ＣＴＰ１６およびＣＴＰ２１に対する

検出可能な免疫応答を生じ、この応答は、実施例１においてさらに詳述されるよ

うに、結腸直腸癌患者における増加した生存時間と相関する。

      【０１４９】

  （ＶＩ．ｈＣＧに対する免疫応答の評価）

  ｈＣＧワクチンの投与の有効性の決定に有用な臨床の終点は、以下への免疫応

答の評価：ｈＣＧ－ＣＴ３７（配列番号２）、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号１

６）、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）、腫瘍のサイズの決定および患者の生

存時間（例えば、週単位で）の決定を含む。

      【０１５０】

  １つの局面において、本発明は、例えば、ｈＣＧワクチンの投与後の９～１５

週間の、癌患者におけるｈＣＧに対する免疫応答の分類手段を提供する。この分

類手段は、以下に対する抗体のレベルを測定することによる：ＣＴＰ３７のＣ末

端フラグメント、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）、ＣＴＰ３７のＮ末端フラ

グメント、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）、およびＣＴＰ３７。続いて患者

を、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１およびｈＣＧ－ＣＴＰ３７に対す

る免疫応答に基づいて、以下の４つの群の１群に分類する：（１）血漿中に検出

可能な抗ＣＴＰ３７抗体を有さない患者（非抗体応答動物）；（２）抗ｈＣＧ－

ＣＴＰ３７抗体の総計は検出可能であるが、抗ＣＴＰ１６抗体も抗ＣＴＰ２１抗

体も、検出可能でない患者（弱い応答動物）；（３）血漿中に検出可能な抗ＣＴ

Ｐ３７抗体および抗ＣＴＰ１６抗体を有するが、抗ＣＴＰ２１抗体は検出可能で

ない患者（ＣＴＰ１６のみの抗体応答動物）；および（４）血漿中に検出可能な

抗ＣＴＰ３７抗体、抗ＣＴＰ１６抗体および抗ＣＴＰ２１抗体を有する患者（Ｃ

ＴＰ１６およびＣＴＰ２１抗体応答動物）。
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      【０１５１】

  本発明は、ｈＣＧに対する免疫応答のモニタリング用の診断デバイスを含む。

このデバイスは、以下を含み：ｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＣ末端フラグメントのアミ

ノ酸配列を有するペプチド（ｈＣＧ－ＣＴＰ、配列番号６）、ｈＣＧ－ＣＴＰ３

７のＮ末端フラグメントのアミノ酸配列を有するペプチド（ｈＣＧ－ＣＴＰ２１

、配列番号４）およびヒト抗体を標識するのに有効な試薬（例えば、レポーター

標識抗ヒト免疫グロブリン抗体）、ペプチドに免疫反応性であるヒト抗体を検出

する。

      【０１５２】

  このような診断デバイスは、免疫学の当業者に一般的に公知であり、そして種

々の被験体の体液中の抗体を分析するために、日常的に使用される。

      【０１５３】

  いくつかの場合、このデバイスは、ｈＣＧペプチドが付着される固相基板を含

む。

      【０１５４】

  本発明はさらに、以下の工程を行うことによるｈＣＧに対する免疫応答のモニ

タリング方法を含む：以下の（１）（２）および（３）のアミノ酸配列を有する

ペプチドと体液サンプルを反応させる工程；（１）ｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＣ末端

フラグメント（ｈＣＧ－ＣＴＰ１６、配列番号６）、（２）ｈＣＧ－ＣＴＰ３７

のＮ末端フラグメント（ｈＣＧ－ＣＴＰ２１、配列番号４）および（３）ｈＣＧ

－ＣＴＰ３７（配列番号２）、および各ペプチドと免疫反応性であるサンプルに

おける抗体を検出する工程。このアッセイは定量的であり、従って、各抗体のレ

ベルを比較し、各ペプチドに対する免疫応答の相対的な大きさを決定するために

使用されることが好ましい。

      【０１５５】

  本発明の方法は、イムノアッセイ（例えば、酵素結合イムノソルベント検定法

（ＥＬＩＳＡ）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、免疫沈降、ウエスタンブロ

ット、ドットブロット、ＦＡＣＡＳ分析および当該分野で公知の他の方法に、一

般的に適用可能である。
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      【０１５６】

  １つの好ましい実施形態において、イムノアッセイは、固体支持体上に固定化

されたｈＣＧペプチド抗原、例えば、ＥＬＩＳＡアッセイを含む。

      【０１５７】

  イムノアッセイは、キットによって例示されたキットフォーマットに容易に適

用され得ることが理解される。このキットは、以下を含む：（Ａ）固体支持体に

結合した以下の（１）、（２）、および（３）のアミノ酸配列を有する１以上の

ペプチド：（１）ｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＣ末端フラグメント（ｈＣＧ－ＣＴＰ１

６、配列番号６）；（２）ｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＮ末端フラグメント（ｈＣＧ－

ＣＴＰ２１、配列番号４）；および（３）ｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２）；

（Ｂ）被験体からサンプルを収集する手段；および（Ｃ）アッセイが行われる反

応容器。このキットはまた、標識手段、指標反応酵素および基質、ならびに任意

の溶液、緩衝液、またはイムノアッセイに必要な他の要素を含み得る。

      【０１５８】

  本明細書中に列挙されたすべての刊行物および特許出願は、各個々の刊行物ま

たは特許出願が具体的に、かつ個別に参考として援用されることを示すように、

本明細書中で参考として援用される。

      【０１５９】

  明確な理解のための例示および例の目的で、先の発明をある程度まで記載した

が、添付の請求項の精神および範囲から逸脱することなく、特定の変化および改

変がなされ得ることが、本発明の教示の点から当業者に容易に理解される。

      【０１６０】

  以下の実施例は、本発明を例示するが、本発明を決して限定することを意図し

ない。

      【０１６１】

  （実施例１）

  無作為化フェーズＩＩ臨床試験において、７７人の患者に、低用量または高低

用量のワクチンレジメンのいずれかを割り当てた。原発性腫瘍の治療的切除術を

受けた適切な患者は、任意の人種、いずれかの性別、１８歳の年齢より上である
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患者であり、そして、転移性の結腸または直腸の腺癌の組織学的診断を受けた。

試験の設計は、付随する化学療法を除いた。プロトコルは、皮内皮膚試験（ｉｎ

ｔｒａｄｅｒｍａｌ  ｓｋｉｎ  ｔｅｓｔｓ）によって測定される１以上の共通

のリコール抗原（破傷風トキソイド、ジフテリアトキソイド、ストレプトキナー

ゼ（Ｓｔｒｅｐｔｏｋｉｎａｓｅ）、ツベルクリン、カンジダ（Ｃａｎｄｉｄａ

）、トリコフィトン（ｔｒｉｃｈｏｐｈｙｔｏｎ））に対する遅延性型過敏症に

ついてのポジティブな試験を必要とする。ジフテリアトキソイドに対する即時型

過敏性についてネガティブであると試験されたすべての患者は、予防接種の前に

皮内皮膚試験によって抗原をリコールした。すべての患者は、０、１または２の

ＳＷＯＧ（Ｓｏｕｔｈｗｅｓｔ  Ｏｎｃｏｌｏｇｙ  Ｇｒｏｕｐ）パフォーマン

ススコアを示した。

      【０１６２】

  ワクチンは、４：１（ｖ：ｖ）の比でスクアレン：マンニッド（ｍａｎｎｉｄ

ｅ）オレイン酸塩ビヒクルのハンドメイドエマルジョンとして調製された。この

エマルジョンは、滅菌生理食塩水に溶解した２０：１（ｗ：ｗ）の比のＣＴＰ３

７ジフテリアトキソイド結合物（ＤＴの２５分子合成ＣＴＰ３７ペプチド／１０

5ＤａのＤＴ）対ノルムラニルジペプチドアジュバントを用いて処方される。イ

ンキュベーション容積は、０．５ｍｇ用量については０．４ｍｌ、１．０ｍｇ用

量については０．８ｍｌ、そして２．０ｇｍ用量については１．６ｍｌであった

（結合体重量に基づいて）。３６人の患者を、０日、２８日、７０日、および１

６週目で、０．５ｍｇのワクチンからなる低用量レジメンに入れた。高用量レジ

メンの４１人の患者は、２．０ｍｇのワクチンを、０日目に、続いて、２８日、

７０日、および１６週目に１．０ｍｇを受容する。ワクチンを筋内に投与した。

      【０１６３】

  ｈＣＧ－ＣＴＰ３７（配列番号２、図２Ａ）は、少なくとも以下の２つのエピ

トープを含むことが公知である：エピトープ（配列番号５、図２Ｄ）を含むＮ末

端領域（ＣＴＰ２１、配列番号４、図２Ｃ）およびエピトープ（配列番号８、図

２Ｇ）を含むＣ末端領域（ＣＴＰ１６、配列番号６、図２Ｅ）。

      【０１６４】
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  評価された臨床的な終点としては、ｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＮ末端フラグメント

、ｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）；ｈＣＧ－ＣＴＰ３７のＣ末端フラグメン

ト、ｈＣＨ－ＣＴＰ１６（配列番号６）；および完全ＣＴＰ３７ペプチド（配列

番号２）に対する免疫応答、腫瘍サイズおよび患者の生存時間の決定が挙げられ

た。

      【０１６５】

  抗ｈＣＧ抗体のレベルを、上記（Ｊｏｎｅｓ  Ｗら、Ｌａｎｃｅｔ  １：１２

９５－１２９８、１９９８）のように、免疫後に一定の間隔をおいて収集された

血清の異なる希釈に対する125Ｉ標識ｈＣＧの結合を決定することによって測定

した。希釈されていない血清に結合したβ－ｈＣＧの量（ナノモル／リットルで

）として結果を報告する。

      【０１６６】

  抗ＤＴ抗体についての患者血清の分析のために、標準的な固相での間接的な酵

素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ）を用いた。簡単には、９６ウェル

のマイクロタイタープレートを、リン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）中１μｇ／

ｍｌの濃度で、精製ＤＴ（Ｐａｓｔｅｕｒ  Ｍｅｒｉｅｕｘ  Ｃｏｎｎａｕｇｈ

ｔ、Ｔｒｏｎｔｏ，Ｏｎｔａｒｉｏ，Ｃａｎａｄａ）でコーティングした。患者

の抗血清の連続する２倍希釈物を、ＰＢＳ／１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）

および０．１％  Ｔｗｅｅｎ－２０中でウェルに添加し、そして１時間室温でイ

ンキュベートした。ＰＢＳ／１％  Ｔｗｅｅｎ－２０でウェルを洗浄した後、ヤ

ギ抗ヒトＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＭ－西洋ワサビペルオキシダーゼ結合物（ＨＲＰ

結合物、Ｋｉｅｒｋｅｇａａｒ  ａｎｄ  Ｐｅｒｒｙ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅ

ｓ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）の４５分間の添加が続いた。ＰＢＳ／１

％  Ｔｗｅｅｎ－２０（２度）および滅菌水（２度）を用いたウェルの洗浄後に

、プレートを発色団（ＡＢＴＳ，Ｋｉｅｒｋｅｇａａｄ  ａｎｄ  Ｐｅｒｒｙ  

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ）の添加によって

、１５分間展開し、続いて４０５ｎｍ吸光度を分析した。すべての患者のサンプ

ルからの結果を、直線の滴定範囲内で生じる選択された希釈（１／３２０００）

の光学密度として報告する。
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      【０１６７】

  ｈＣＧ－ＣＴＰ１６（配列番号６）およびｈＣＧ－ＣＴＰ２１（配列番号４）

を高速液体クロマトグラフィーによる精製によって、９５％より高い純度で合成

した（Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｅｘｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｏｒａｄｏ  Ｓｔａｔｅ  Ｕｎ

ｉｖｅｒｓｉｔｙ、Ｆｏｒｔ  Ｃｏｌｌｉｎｇｓ、ＣＯ、ＵＳＡ）。ＧＭＰ産生

によりｈＣＧ－ＣＴＰ３７を得た（Ｐｅｎｉｎｓｈｕｌａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒ

ｉｅｓ、Ｉｎｃ．Ｂｅｌｍｏｎｔ，ＣＡ，ＵＳＡ）。十分な抗ｈＣＧ抗体力価を

有する患者抗血清を、競合ＥＬＩＳＡを使用してＣＴＰ３７、ＣＴＰ２１および

ＣＴＰ１６への結合についてアッセイした。競合ＥＬＩＳＡの前に、競合ＥＬＩ

ＳＡのための最適な抗原コーティング濃度および最適な抗血清希釈を、間接的Ｅ

ＬＩＳＡによって各抗血清について決定した。１．０、０．５０、０．２５およ

び０．１０μｇ／ｍｌのＣＴＰ３７でコーティングされたＥＬＩＳＡプレートを

、ＰＢＳ中１％ＢＳＡでブロックした。１／１０００～１／６０，０００の範囲

のいくつかの抗血清希釈物をプレートに添加した。結合した抗体を、抗ヒトＨＲ

Ｐ結合体で検出した。抗血清濃度に対する光学密度の直線状の応答を産生した抗

原コーティング濃度を、競合ＥＬＩＳＡに使用した。競合ＥＬＩＳＡを、変更を

有して他の箇所に記載の方法に従っておこなった（Ｃｈａｎｇ  ＳＰら、Ｊ  Ｉ

ｍｍｕｎｏｌ．１２８：７０２－７０５、１９８２）。簡単には、各抗血清につ

いて予め決定された濃度で、プレートをＰＢＳ中で一晩、ＣＴＰ３７と共にイン

キュベートし、次いで１％ＢＳＡ／ＰＢＳでブロックした。次に、予め決定され

た希釈で抗血清を、種々の濃度のＣＴＰ３７、ＣＴＰ２１またはＣＴＰ１６と共

にプレインキュベートし、次いで６０μｌの各抗血清－ペプチド混合物を、ＣＴ

Ｐ３７でコーティングされたプレートの各ウェルに添加した。ＨＲＰ結合化ヒト

免疫グロブリンを使用し、プレートに結合した遊離の（競合しない（ｎｏｔ  ｃ

ｏｍｐｅｔｅｄ  ａｗａｙ））抗体の量を決定した。結合した割合を、同じプレ

ート上での抗血清標準シリーズ（競合するペプチドを含まない）に対する４０５

ｎｍでのサンプルの光学密度を比較することによって算出した。各ペプチド濃度

についての２度の反復値を平均し、そして結合％対Ｌｏｇ10［ペプチド競合物（

ｃｏｍｐｅｔｉｔｏｒ）］としてプロットし、次いでＧｒａｐｈＰａｄ  ＰＲＩ



(48) 特表２００３－５０２０２５

ＳＭTMソフトウェア（ＧｒａｐｈＰａｄ  Ｓｏｆｔｗａｒｅ、Ｉｎｃ．Ｓａｎ  

Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を使用して、１位置の競合方程式にフィットした。Ｍｉｃｒ

ｏｓｏｆｔ  ＥｘｅｃｅｌおよびＧｒａｐｈＰａｄ  ＰＲＩＳＭTMソフトウェア

を、統計分析（Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ曲線を含む）に使用し、生存を比較す

るために生存およびログランク（ｌｏｇ－ｒａｎｋ）試験を示した。０．０５以

下のＰ値を有意であると見なした。

      【０１６８】

  ｈＣＧに対する免疫応答を、予防接種の開始後０～２４週間の患者の血清にお

いて測定した。有意なｈＣＧ抗体産生を、予防接種プロトコルの１２週目までに

観察した（図３）。

      【０１６９】

  抗ｈＣＧ  ＣＴＰ３７抗体力価は用量に依存した（２．０ｍｇの最初の用量の

ワクチンが０．５ｍｇ用量のレジメンよりも、より大きな力価を生じたように（

図３））。最も大きな腫瘍面積は、低用量を受けた患者において顕著に増大しな

かったが、高用量レジメンにおいて腫瘍の増大を観察し、そして２つの用量レジ

メンの間で平均腫瘍面積は顕著に異なった（ｐ＜０．０５、図４）。従って、Ｃ

ＴＰ３７に対する免疫応答は、平均の最も大きな腫瘍サイズに相関しなかった。

さらに、患者の中間の生存時間は、低用量の群については３９．９週間であり、

そして高用量の群については３２．４週間であった。抗体／最も大きい腫瘍面積

比は、指数関数的に時間に伴い増加した（図５）。

      【０１７０】

  ワクチンはまた、種々の抗原（ＰＨＡ、ＣＴＰ－３７、ＣＴＰ－３７－ＫＩ、

ＣＴおよびβ－ｈＣＧ）に対するＰＢＭＣ増殖応答によって決定されるような細

胞媒介性免疫応答を産生することが示された。１、０．１または０．０１μｇ／

ウェルでマイトジェンを添加した（図６に示されるデータは、１μｇ／ｍｌの濃

度からのデータである）。ＰＨＡ刺激指標は、４より大きかった。従って、図６

は、これらのデータポイントを補正しない。ＰＨＡについての補正値は、正常で

７９；患者１で１４７；および患者２で２８１９であった。この方法はさらに、

Ｔｒｉｏｚｚｉら、１９９７に記載される。
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      【０１７１】

  ＣＴＰ－３７に対する抗体応答は、患者の生存と相関したが、しかしＤＴ抗体

力価は、高用量の群および低用量の群のいずれについても患者の生存と相関しな

かった。

      【０１７２】

  発見の根底にあるメカニズムは、特許請求される発明の一部ではないが、特定

のｈＣＧ  β  サブユニットエピトープに対する抗体応答は、薬物動力学的メカ

ニズム（ｈＣＧの増強された除去）および／または薬力学的メカニズム（レセプ

ターに結合するｈＣＧとの干渉）を介して作用し得ることを、この結果は示唆す

る。ＣＴＰ３７のＣＴＰ１６ペプチドまたはＣＴＰ２１ペプチドのいずれかを用

いた競合アッセイにおいて、ＣＴＰ３７で免疫された患者から採取された血清サ

ンプルの評価は、ＣＴＰ２１に対する免疫応答に比較して、ＣＴＰ１６に対する

より大きな免疫応答を示し、このことは、ＣＴＰ１６がヒトにおいて免疫優性で

あることを示唆する。

      【０１７３】

  ＣＴＰ３７－ＤＴの筋内注入を受けた患者の免疫応答は、以下の４群に分かれ

た：（１）第１抗体および第１抗体がない患者であって、そしてまた総抗ｈＣＧ

－ＣＴＰ３７抗体も検出可能でない（非抗体応答動物）；（２）総抗ｈＣＧ－Ｃ

ＴＰ３７抗体は検出可能であるが、その第１抗体および第２抗体が検出可能でな

い患者（弱い抗体応答動物）；（３）検出可能なレベルの第１抗体を有するが、

検出不可能なレベルの第２抗体を有する患者（ＣＴＰ１６のみの抗体応答動物）

；および（４）検出可能なレベルの第１抗体および第２抗体の両方を有する患者

（ＣＴＰ１６およびＣＴＰ２１抗体応答動物）（表１）。

      【０１７４】

  （表１．４つの抗体応答部分集団の患者の特徴）

      【０１７５】

【表１】
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  ４つの抗体応答群の各々における患者の生存曲線は、図７に示される。これら

の生存曲線は、互いに有意に異なることが見出された（ｐ＝０．００１９）。抗

ｈＣＧ抗体を有さない２１人の患者についての中間生存時間は１６．４週間であ

り、弱い抗体力価応答群を含む２０人の患者においては、２９．６週間であり、

ＣＴＰ１６エピトープのみを認識する２０人の患者においては３４．８週間であ

り、そしてＣＴＰ１６およびＣＴＰ２１の両方に対して応答する１５人の患者に

おいては６４．６週間であった。以下に、表２に要約する。

      【０１７６】

  （表２．フェーズＩＩの臨床試験におけるＣＴＰ３７に対する免疫応答）

      【０１７７】

【表２】

  さらに、ＣＴＰ１６およびＣＴＰ２１の両方に対する検出された免疫応答を有

する患者についての増加した生存時間は、高用量および低用量処置群の両方につ

いての増加した生存時間に予言的である。

      【０１７８】

  ＣＴＰワクチン３７におけるＣＴＰ１６およびＣＴＰ２１エピトープの両方を

認識する抗体を有する（「２つのエピトープ応答」）患者についての生存利益は
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、患者の全体の免疫状態の一般的な測定に関連しない。表１に示されるように、

４つの群の間の、平均血清ＩｇＧレベルにおける有意な差は存在しなかった。さ

らに、ＣＴＰ３７ペプチドワクチンの投与の前の皮膚試験において、応答したリ

コール抗体の数もリコール抗原の応答の大きさにおける差は存在しなかった。さ

らに、平均抗ｈＣＧ抗体力価における有意な差は、ＣＴＰ１６のみの応答動物群

、とＣＴＰ１６およびＣＴＰ２１応答動物群との比較において観察されなかった

。

      【０１７９】

  患者が２つのエピトープ応答を発達する場合に生存時間が増加することを、本

明細書中で示される結果は実証する。２つのエピトープ応答動物の中間の生存時

間は６５週間であり、それはイリノテカン（ｉｒｉｎｏｔｅｃａｎ）で処置した

患者と比較して、より長い生存の持続を表す。両方のＣＴＰ３７エピトープに対

する抗体を発達し得る患者における全体の抗ｈＣＧ力価は、ＣＴＰ１６エピトー

プに対する応答のみを発達し得る患者の力価に比較して有意に異ならなかった（

表１）。しかし、中間の生存時間は、１つのエピトープ群に比較した場合、２つ

のエピトープ応答動物において、ほぼ２倍の長さであった。β－ｈＣＧに対する

免疫応答の定性的性質は、ワクチンの効果を決定する際に役割を果たし得ること

を、これらの結果は示す。さらに、β－ｈＣＧに対する抗体応答が、患者の生存

と直接関連するという仮説を、これらの結果は指示する。

      【０１８０】

  （実施例２）

  ウサギをＣＴＰ３７で免疫し、そしてＣＴＰ１６およびＣＴＰ２１に対する免

疫応答を測定した。競合イムノアッセイにおいてＣＴＰ２１に対する免疫応答に

比較して、ＣＴＰ１６に対するより大きな応答を検出した。ヒトと同様に、ＣＴ

Ｐ１６はウサギにおいて免疫優性であることを、このことは示唆する（表３）。

      【０１８１】

  ウサギが、ｈＣＧ「ループ」ペプチド単独で免疫された場合、競合アッセイに

おいてＣＴＰ１６に対する免疫応答を検出したが、ＣＴＰに対する応答は検出し

なかった。そしてウサギをＣＴＰ３７およびループペプチドで免疫した場合、競
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合アッセイにおいてＣＴＰ１６およびＣＴＰ２１の両方に対する免疫応答を検出

した。ＣＴＰ３７およびｈＣＧ「ループ」ペプチドワクチンの組み合わされた投

与後、ＣＴＰ１６に対する免疫応答は、免疫優性であるようではなかった。

      【０１８２】

  （表３．エピトープマッピングおよび生体中和（ｂｉｏｎｅｕｔｒａｌｉｚａ

ｔｉｏｎ1））

      【０１８３】

【表３】

  ＣＴＰ３７および「ループ」ペプチドの同時投与が（ＣＴＰ３７単独での投与

よりも）、ＣＴＰ２１に対する増強された免疫応答およびＣＴＰ１６およびＣＴ

Ｐ２１の両方に対する類似の大きさの免疫応答を生じることを、ＣＴＰ３７ペプ

チドワクチンおよびｈＣＧ「ループ」ワクチンの組み合わされた投与についての

これらの免疫化研究からの結果は示す。「ループ」ペプチドは、ブースターワク

チンとして効率的であり得、ｈＣＧ－ＣＴＰ１６およびｈＣＧ  ＣＴＰ２１に対

する１以上のより釣り合いのとれた免疫応答を生じ得ることを、このことは示唆

する。

1＋＝ＥＤ５０＞１０００ｎｇ；＋＋＝ＥＤ５０＝＜２５０ｎｇ；＋＋＋ＥＤ５

０＜１０ｎｇ
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2プロ効果＝非抗血清コントロールよりも大きいｈＣＧ応答

3Ｎ．Ｄ．＝行っていない

  （表４．配列の表）

      【０１８４】

【表４】

【図面の簡単な説明】

    【図１】

    図１は、配列番号１で表されるＧｅｎＢａｎｋ登録番号１８０４３７で提供

されるようなヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣＧ）のβサブユニットのアミノ酸

配列を示している。

    【図２Ａ】

  図２Ａは、ｈＣＧのβサブユニットの残基１０９～１４５（Ｃ末端ペプチド、

ＣＴＰ、配列番号２）を示す。

    【図２Ｂ】

  図２Ｂは、付加されたＮ末端メチオニンを有するｈＣＧのＣ末端ペプチド（Ｃ
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ＴＰ、配列番号３）を示す。

    【図２Ｃ】

  図２Ｃは、ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸配列の残基１１０～１３０（Ｃ

末端エピトープ、ＣＴＰ－２１、配列番号４）を示す。

    【図２Ｄ】

  図２Ｄは、ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸配列の残基１１１～１１８（Ｃ

ＴＰ２１内部のエピトープ、配列番号５）を示す。

    【図２Ｅ】

  図２Ｅは、ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸配列の残基１３０～１４５（Ｎ

末端エピトープ、ＣＴＰ－１６、配列番号６）を示す。

    【図２Ｆ】

  図２Ｆは、ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸配列の残基１３０～１４５（付

加されたＮ末端のＣを有するＮ末端エピトープ、ＣＴＰ－１７、配列番号７）

    【図２Ｇ】

  図２Ｇは、ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸配列の残基１３３～１４５（Ｃ

ＴＰ－１６内部のエピトープ、配列番号８）を示す。

    【図２Ｈ】

  図２Ｈは、ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸３８～５７（「ループ」ペプチ

ド（配列番号９））を示す。

    【図３】

    図３は、ｈＣＧのＣ末端ペプチドを持つ予防接種の開始後０～２４週を超え

たフェーズＩＩの臨床試験の結腸直腸癌患者の血清中に検出された抗β－ｈＣＧ

抗体のレベルの平均値を示している。患者は、「高い」または「少ない」用量の

ｈＣＧのいずれかを受けた。高い用量群（白丸）は、はじめに２．０ｍｇのＣＴ

Ｐ３７－ＤＴの注射、および３あるいは４週目のいずれかに１．０ｍｇのＣＴＰ

３７－ＤＴのブースター注射、そして、その後３ヶ月ごとに１．０ｍｇのＣＴＰ

３７－ＤＴのブースターを受けた。その後、低い用量群（黒丸）は、はじめに０

．５ｍｇのＣＴＰ３７－ＤＴ注射、および３あるいは４週目のいずれかに０．５

ｍｇのＣＴＰ３７－ＤＴのブースター注射、そしてその後３ヶ月ごとにＣＴＰ３
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７－ＤＴのブースターを受けた。

    【図４】

  図４は、上記図３に記載されるような、フェーズＩＩ臨床試験の、低い用量群

（黒丸）および高い用量群（白丸）における結腸直腸癌患者について、ＣＴＰ３

７を用いた予防接種の開始後０～２４週を超えた、最も広い腫瘍領域（ｃｍ2）

を示す。

    【図５】

  図５は、上記図３に記載されるような、ＣＴＰ３７を用いた予防接種の開始後

、０～２４週を超えたフェーズＩＩ臨床試験における結腸直腸癌患者についての

、血清抗ＣＴＰ３７抗体レベルと腫瘍領域（ｃｍ2）との間の関係を示す。

    【図６】

  図６は、正常な非免疫被験体の場合に比べ、（上述の図３に記載されたフェー

ズＩＩ臨床試験の拡張されたプロトコールにおける）ＣＴＰ３７で免疫された二

人の結腸直腸癌患者の細胞仲介性免疫応答を示している。様々な抗原（ＰＨＡ、

ＣＴＰ－３７、ＣＴＰ－３７－ＫＩ、ＤＴおよびβ－ｈＣＧ）に対するＰＢＭＣ

増殖応答が示されている。

    【図７】

  図７は、ＣＴＰ３７で免疫された結腸直腸癌患者の、生存時間に対する生存の

割合を示しており、（図３に上述されたフェーズＩＩ臨床試験の拡張されたプロ

トコールにおける）、そして、次のように特徴付けられている：（１）血漿中に

検出可能な抗ＣＴＰ３７抗体を有さない患者（黒菱形）；（２）血漿中に低いレ

ベルの検出可能な抗ＣＴＰ３７抗体を有する患者であって、その結果、ＣＴＰ１

６対ＣＴＰ２１に対する抗体の相対的レベルが、決定されない患者（白三角）；

（３）検出可能な抗ＣＴＰ３７抗体および抗ＣＴＰ１６抗体を有するが、血漿中

に検出可能な抗ＣＴＰ２１抗体を有さない患者（黒四角）；ならびに（４）血漿

中に、検出可能な抗ＣＴＰ３７、抗ＣＴＰ１６および抗ＣＴＰ２１抗体を有する

患者（白丸）。
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【図１】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図２Ｃ】

【図２Ｄ】

【図２Ｅ】

【図２Ｆ】

【図２Ｇ】

【図２Ｈ】
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【図３】

【図４】
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【図５】

【図６】



(59) 特表２００３－５０２０２５

【図７】
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【手続補正書】

【提出日】平成１３年１２月６日（２００１．１２．６）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００２９

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【００２９】

  「ループ」ペプチドという術語は、本明細書中でｈＣＧに参照して用いられて

いるように、ｈＣＧのβ－サブユニットの５８～７７アミノ酸（図２Ｈ、配列番

号９）のことを意味する。ここで、このアミノ酸５８および７７は、ネイティブ

配列、あるいはその改変体またはアナログ（これは、等価な生物学的活性を有す

る）の形においては、ジスルフィド架橋によって連結されている。

【手続補正２】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００３０

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【００３０】

  「１６マー」または「Ｃ末端エピトープ」という術語は、本明細書中でｈＣＧ

に参照して用いられているように、ｈＣＧのβ－サブユニットの１５０～１６５

アミノ酸（図２Ｅ、配列番号６）のことを意味しており、ネイティブの配列、あ

るいはその改変体またはアナログ（これは、等価な生物学的活性を有する）とし

て示されている。

【手続補正３】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００３１

【補正方法】変更

【補正の内容】
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      【００３１】

  「１７マー」という術語は、本明細書中でｈＣＧに参照して用いられているよ

うに、ｈＣＧのβ－サブユニットの１５０～１６５アミノ酸（図２Ｆ、配列番号

７）を意味しており、キャリアタンパク質への誘導体化の目的のために、付加さ

れたＣ末端システインを有する。

【手続補正４】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００３２

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【００３２】

  「２１マー」または「Ｎ末端エピトープ」という術語は、本明細書中でｈＣＧ

に参照して用いられているように、ｈＣＧのβ－サブユニットの１３０～１５０

アミノ酸（図２Ｃ、配列番号４）のことを意味しており、ネイティブの配列、あ

るいはその改変体またはアナログ（これは、等価な生物学的活性を有する）とし

て示されている。

【手続補正５】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】０１８４

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【０１８４】

【表４】
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【手続補正６】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】図２Ａ

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【図２Ａ】

  図２Ａは、ｈＣＧのβサブユニットの残基１２９～１６５（Ｃ末端ペプチド、

ＣＴＰ、配列番号２）を示す。

【手続補正７】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】図２Ｃ

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【図２Ｃ】

  図２Ｃは、ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸配列の残基１３０～１５０（Ｃ

末端エピトープ、ＣＴＰ－２１、配列番号４）を示す。
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【手続補正８】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】図２Ｄ

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【図２Ｄ】

  図２Ｄは、ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸配列の残基１３１～１３８（Ｃ

ＴＰ２１内部のエピトープ、配列番号５）を示す。

【手続補正９】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】図２Ｅ

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【図２Ｅ】

  図２Ｅは、ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸配列の残基１５０～１６５（Ｎ

末端エピトープ、ＣＴＰ－１６、配列番号６）を示す。

【手続補正１０】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】図２Ｆ

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【図２Ｆ】

  図２Ｆは、ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸配列の残基１５０～１６５（付

加されたＮ末端のＣを有するＮ末端エピトープ、ＣＴＰ－１７、配列番号７）を

示す。

【手続補正１１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】図２Ｇ

【補正方法】変更
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【補正の内容】

      【図２Ｇ】

  図２Ｇは、ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸配列の残基１５３～１６５（Ｃ

ＴＰ－１６内部のエピトープ、配列番号８）を示す。

【手続補正１２】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】図２Ｈ

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【図２Ｈ】

  図２Ｈは、ｈＣＧのβサブユニットのアミノ酸５８～７７（「ループ」ペプチ

ド（配列番号９））を示す。

【手続補正１３】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図１

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図１】

【手続補正１４】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図２Ａ

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図２Ａ】

【手続補正１５】
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【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図２Ｂ

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図２Ｂ】

【手続補正１６】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図２Ｃ

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図２Ｃ】

【手続補正１７】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図２Ｄ

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図２Ｄ】

【手続補正１８】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図２Ｅ

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図２Ｅ】

【手続補正１９】

【補正対象書類名】図面
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【補正対象項目名】図２Ｆ

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図２Ｆ】

【手続補正２０】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図２Ｇ

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図２Ｇ】

【手続補正２１】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図２Ｈ

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図２Ｈ】

【手続補正２２】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図３

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図３】

【手続補正２３】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図４

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図４】

【手続補正２４】
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【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図５

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図５】

【手続補正２５】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図６

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図６】

【手続補正２６】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図７

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図７】
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