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(57)【要約】
腫瘍関連抗原、それに由来する免疫原性ペプチド及びそ
れをコードしているDNA分子、並びに癌の免疫療法に
おけるそれらの使用である。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  配列番号：2で定義されたアミノ酸配列を含むことを特徴と

するC42と称される腫瘍関連抗原。

    【請求項２】  請求項１記載の腫瘍関連抗原に由来することを特徴とする免

疫原性タンパク質断片又はペプチド。

    【請求項３】  体液性免疫応答を惹起する、請求項１又は２記載の免疫原性

(ポリ)ペプチド。

    【請求項４】  MHC分子により提示されかつ細胞性免疫応答を惹起するもの

又はその分解産物である請求項１又は２記載の免疫原性(ポリ)ペプチド。

    【請求項５】  配列番号：40から89のペプチドの群より選択される請求項４

記載の免疫原性ペプチド。

    【請求項６】  (ポリ)ペプチドが、C42を発現している患者の腫瘍細胞に対

する免疫応答を誘導する、in vivo又はex vivoにおける癌の免疫療法のための請

求項１～５のいずれか１項記載の免疫原性(ポリ)ペプチド。

    【請求項７】  1種以上の腫瘍特異的突然変異を示す、腫瘍に発現された腫

瘍関連抗原C42の一部に由来した免疫原性(ポリ)ペプチド。

    【請求項８】  有効成分として1種以上の請求項１～７のいずれか１項記載

の免疫原性(ポリ)ペプチドを含有することを特徴とする、非経口的、外用、経口

的又は局所的投与のための医薬組成物。

    【請求項９】  C42由来の様々な免疫原性ペプチドを含有することを特徴と

する請求項８記載の医薬組成物。

    【請求項１０】  1種以上のC42由来のペプチドを、他の腫瘍関連抗原由来の

ペプチドと混合して含有することを特徴とする請求項９記載の医薬組成物。

    【請求項１１】  ペプチドが、少なくとも2種の異なるHLA型に結合すること

を特徴とする請求項８～10記載の医薬組成物。

    【請求項１２】  請求項１記載の腫瘍関連抗原の免疫原性を有するタンパク

質又はその断片をコードしている単離されたDNA分子。

    【請求項１３】  配列番号：2のアミノ酸配列を有するC42と称される免疫原

性ポリペプチド、又はそれに由来するタンパク質断片もしくはペプチドをコード
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している請求項12記載のDNA分子。

    【請求項１４】  配列番号：1に示された配列を有するポリヌクレオチドで

あるか、もしくはこのようなポリヌクレオチドを含むか、又は、ストリンジェン

トな条件下で配列番号：1に示された配列を含むポリヌクレオチドとハイブリダ

イズするポリヌクレオチドであるか、もしくはこのようなポリヌクレオチドを含

むことを特徴とする請求項13記載のDNA分子。

    【請求項１５】  請求項12～14のいずれか１記載のDNA分子を含む組換えDNA

分子。

    【請求項１６】  DNA分子により発現されたC42(ポリ)ペプチドが、C42を発

現する患者の腫瘍細胞に対する免疫応答を誘導する、癌の免疫療法のための請求

項12～15のいずれか１記載のDNA分子。

    【請求項１７】  癌ワクチン調製のための請求項１記載の抗原を発現する細

胞の使用。

    【請求項１８】  請求項１～５のいずれか１項記載の(ポリ)ペプチドに対す

る抗体。

    【請求項１９】  モノクローナル性であることを特徴とする請求項18記載の

抗体。

    【請求項２０】  C42発現に関連した癌を治療及び診断するための請求項18

又は19記載の抗体。



(4) 特表２００３－５０１０２５

【発明の詳細な説明】

【０００１】

  本発明は、腫瘍疾患の免疫療法に関する。

  免疫系は、多くの様々な微生物から生体を防御しかつこれらの微生物と積極的

に戦うという課題を有する。無傷の免疫系の重要性は、特に先天性又は後天性免

疫不全症症例において明らかである。予防のためのワクチンプログラムの採用は

、多くの症例において、ウイルス又は細菌感染症の撃退において、極めて効果が

ありかつ結果が良好な免疫介入であることが証明されている。更に免疫系が腫瘍

細胞の排除にかなり関与していることも分かってきている。腫瘍関連抗原(TAA)

の免疫系成分による認識は、重要な役割を果たしている。最も広範な意味におい

て、免疫系のエレメントにより認識され、かつ免疫応答の刺激につながるような

腫瘍細胞のあらゆる(ペプチド性又は非-ペプチド性)成分は、免疫原性の腫瘍抗

原として作用し得る。免疫反応を惹起するのみではなく腫瘍の拒絶も引き起こす

、このような腫瘍抗原は、特に重要である。この種の免疫反応を惹起することが

できる特異抗原の同定は、分子的に定義された腫瘍ワクチンの開発の主要な段階

を成している。免疫系のどのエレメントが腫瘍の拒絶に寄与するかはまだ明らか

ではないが、それにもかかわらずCD8を発現している細胞傷害性T-リンパ球(CTL)

が主要な役割を果たしている(Coulie, 1997)ことは了承されている。特に比較的

高いの自然寛解率を有するような腫瘍の型の場合(例えば、悪性黒色腫及び腎臓

癌)、臨床的進行とCD8+-及びCD4+-T-細胞出現の増大の間に相関関係が認められ

た(Schendelら、1993；Mackensenら、1993；Hallidayら、1995；Kawakamiら、19

95；Kawakamiら、1996；Wang、1997；Celluzzi及びFalo、1998)。特異的CTLクロ

ーンは、一般に腫瘍浸潤性リンパ球(TIL)又は末梢血単核細胞(PBMC)のいずれか

から、in vitroにおける自己の腫瘍細胞及びサイトカイン刺激との同時培養後に

得られる。動物モデル及びin vitroで培養されたヒト細胞培養システムの両方に

おいて、腫瘍細胞に対するT-細胞の応答は、腫瘍細胞のサイトカインによるトラ

ンスフェクションにより増大した(van Elsasら、1997；Gansbacherら、1990；Te

pperら、1989；Fearonら、1990；Dranoffら、1993)。

【０００２】
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  寛解(remission)とCD8+-T細胞関与の間の相関関係の観点から、CD8-陽性CTLに

より認識される腫瘍関連抗原(TAA)の同定は、腫瘍ワクチンの開発にとって特に

重要な目的である(Pardoll、1998；Robbins及びKawakami、1996)。例えばCD4+-T

-ヘルパー細胞のような免疫系の他の細胞種が重要な役割を果たすかどうかは未

だ明らかではないが；悪性黒色腫患者におけるMAGE-3/HLA-A1ペプチドに関する

多くの研究がこのことを示している(Marchandら、1995；Boonら、1998)。ここ数

年間に、CTLにより認識されるTAAが数多く同定されている(Boonら、1994；van d

en Eynde及びvan der Bruggen、1997)。

【０００３】

  T-細胞は、抗原を、MHC分子の細胞表面に存在するペプチド断片として認識す

る。(主要組織適合遺伝子複合体、ヒトにおいては「HLA」＝「ヒト白血球抗原」

)。MHC分子には2種類ある：MHC-I分子は、ほとんどの有核細胞において出現し、

かつ内在性タンパク質のタンパク質分解酵素による分解により生じるペプチドを

提示する(通常8～10-員)(いわゆる抗原プロセシング)。ペプチド：MHC-I複合体

は、CD8-陽性CTLにより認識される。MHC-II分子は、いわゆる「プロフェッショ

ナル抗原提示細胞」(APC)上にのみ出現し、かつAPCによる食作用の過程において

吸収されかつプロセシングされた外来性タンパク質のペプチドを提示する。ペプ

チド：MHC-II複合体は、CD4-ヘルパー-T細胞により認識される。T-細胞受容体と

ペプチド：MHC複合体の間の相互作用により、CTLの場合標的細胞のアポトーシス

へとつながる様々なエフェクター機構の引き金となり得る。これは、MHC(例えば

、移植拒絶の場合)又はペプチド(例えば、細胞内病原体の場合)のいずれかが異

物として認識された場合に生じる。いずれの場合においても、提示されたペプチ

ドの全てが、T-細胞との効果的相互作用に関する構造的及び機能的要件に合致す

るわけではない(Rammenseeら、1995及び以下に記載)。

【０００４】

  原則的には、腫瘍ワクチン中のTAAを使用する多くの投与法が可能であり：こ

の抗原は、適当なアジュバント又は担体システムと共に組換えタンパク質として

投与するか、もしくはプラスミド(DNAワクチン；Tigheら、1998)又はウイルスベ

クター(Restifo、1997)の中の該抗原をコードしているcDNAとして投与され得る
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かのいずれかであることができる。別の可能性は、ヒト抗原を組換えにより発現

しかつその追加成分の結果としてアジュバント作用を有するような組換え細菌(

例えば、リステリア、サルモネラ)の使用である(Paterson、1996；Pardoll、199

8)。これら全ての場合において、この抗原は、いわゆる「プロフェッショナル抗

原提示細胞」(APC)によりプロセシングされかつ提示される。別の可能性は、該

抗原と同等のT-細胞エピトープに相当し、かつ外部からAPCへ負荷されるか(Busc

hleら、1997；Schmidtら、1997)、もしくはAPCにより吸収されるかのいずれかで

あり、かつMHC I分子へ細胞内で転移されるような合成ペプチドの使用(Meliefら

、1996)である。特定化された抗原の投与の最も治療効果のある方法は、一般に

臨床試験により決定される。

【０００５】

  腫瘍特異性CTLにより認識されるそれらの抗原又はエピトープは、いずれかの

タンパク質クラス(例えば、転写因子、受容体、酵素；概観については、Rammens

eeら、1995；Robbins及びKawakami、1996を参照のこと)に由来することができる

分子を含む。これらのタンパク質は、抗体による認識に必要なように、細胞表面

に必ずしも局在化されなければならないものではない。CTLによる認識のための

腫瘍特異抗原として作用するため、もしくは治療に使用するためには、これらの

タンパク質は、特定の条件に合致しなければならない：第一に、該抗原は、専ら

腫瘍細胞により発現されるか、もしくは、単に腫瘍よりも濃度が低いようないわ

ゆる「発症臨界(critical)」正常組織に発生しなければならない。発症臨界正常

組織は、必須の組織であり；それらに対する免疫反応は重篤であり、一部の症例

においては致命的結果を招く。第二に、該抗原は、原発性腫瘍のみではなく、転

移部においても存在しなければならない。更に、該抗原の広範な臨床用途の観点

から、いくつかの種類の腫瘍において、これが高濃度で存在することが望ましい

。ワクチンの有効成分としてのTAAの適性に関するひとつの更なる前提条件は、

抗原のアミノ酸配列にT-細胞エピトープが存在することであり；TAA由来のペプ

チドは、in vitro/in vivoでのT-細胞応答に繋がらなければならない(「免疫原

性」ペプチド)。臨床的に広範に適用可能な免疫原性ペプチド選択の別の基準は

、所定の患者集団において該抗原に遭遇する頻度である。
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【０００６】

  既にT-細胞エピトープを有することが多く示されている免疫原性腫瘍関連抗原

(TAA)は多くの範疇に分けることができ、これはウイルスタンパク質、変異タン

パク質、過剰発現されたタンパク質、染色体転座により作出された融合タンパク

質、分化抗原、胎児性癌抗原を含む(Van den Eynde及びBrichard、1995；van de

n Eynde及びvan der Bruggen、1997)。

【０００７】

  腫瘍ワクチン開発の出発点を形作っているTAAを同定しかつ特徴決定する方法

は、患者(細胞性免疫応答)又は抗体(体液性免疫応答)において既に誘導されてい

るCTLの使用を一方で基にするか、もしくは腫瘍組織と正常組織の間のディファ

レンシャル転写プロフィールの作成を基にしている。免疫学的な方法である前者

の場合、患者CTLは、MHC-I分子を介しCTL-エピトープを提示する真核細胞の腫瘍

-cDNA発現ライブラリーのスクリーニングに使用される(Boonら、1994)のに対し

、高親和性患者抗血清原核細胞cDNA発現ライブラリーを用いると、TAAの存在を

、個々のプラーク(plaque)の免疫ブロット分析により直接調べることができる(S

ahinら、1995)。CTL反応性とタンパク質-化学的プロセシングの組合せは、患者C

TLとの反応性により予め選択されている腫瘍細胞由来のMHC-Iから単離されたペ

プチドの単離を生じる。これらのペプチドは、MHC-I複合体が洗浄除去され、か

つ質量分析法により同定される(Falkら、1991；Woelfelら、1994；Coxら、1994)

。抗原を特徴付けるためにCTLを使用する方法は、CTLの培養及び活性化が必要な

ために、相当な経費を要し、かつ常に成功を収めるとは限らない。

【０００８】

  正常及び腫瘍組織の転写プロフィールを比較することを基にしたTAAの同定法

は、多種多様であり；これらは、ディファレンシャルハイブリダイゼーション、

サブトラクションcDNAバンクの確立(「RDA法：representational difference an

alysis」；Hubank及びSchatz、1994；Diatchenkoら、1996)、及びDNAチップ法又

はSAGE法の使用(Velculescuら、1995)を含む。前述の患者CTLを使用する免疫学

的方法とは対照的に、分子生物学的方法を使用する場合、この方法で発見された

可能性のある抗原候補が、腫瘍-特異性(腫瘍-関連)でありかつ実際に細胞傷害性
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T-細胞反応を誘導することが可能であるT-細胞エピトープを有することを示す必

要がある。少なくとも一つの場合(NY-ESO/LAGE-1)、抗原は、患者血清の使用及

びRDA法(Chenら、1997；Letheら、1998)の両方により同定され、かつ更にはこの

抗原のCTL-エピトープ及び同時の自然発生的体液性応答及びT-細胞応答が、患者

1名において説明されている(Jagerら、1998)。

【０００９】

  本発明の目的は、新規腫瘍関連抗原(TAA)を提供することである。

  この目的は、最初に様々な肺の平板上皮腫瘍(plate epithelial carcinoma)の

プールと11種の異なる正常組織のプールの間でのRDA法によりcDNAサブトラクシ

ョンライブラリーを確立することにより実現された。サブストラクションハイブ

リダイゼーションに必要な「テスト」及び「ドライバー(driver)」 のcDNA断片

を作出するために、原法(Diatchenkoら、1996)から外れる、6種の異なる制限酵

素の混合物が使用された。認識配列として6塩基対を必要とするような様々な制

限酵素の混合物の使用は、原法(Diatchenkoら、1996)に勝る下記の利点がある：

a)2種の制限酵素で6 種の塩基の組合せA/T(例えば、Ssp I：AATATT)又はC/G (例

えば、Nae I：GCCGGC)又はA/C/G/T(例えば、EcoR V：GATATC)の組合せで示され

るような認識配列を選択することにより、遺伝子のGC-及びAT-豊富な両領域を同

じ方法で切断し、その結果制限断片としての全遺伝子領域の均一な提示を可能に

する；b)加えてこれは、統計学的平均(約800bp)で、候補遺伝子の比較的大きいc

DNA断片を得ることを可能にし、このことは次に「完全長」cDNAの引き続きの分

析(配列決定及び注解(annotation))及びクローニングにおいて大きい利点となる

。原法(Diatchenkoら、1996)においては、わずかに4塩基のみを認識する制限酵

素(Rsa I)が使用され、これは平均断片長256bpをもたらし、かつCG-又はAT-豊富

領域を特異的プロセシングすることはできない。より長いcDNA導入断片により変

更されるハイブリダイゼーション速度論の正当化のために、PCR法が、実施例1に

説明されたように改変される。

【００１０】

  腫瘍において過剰発現した抗原を選択するために、得られたcDNAクローンを最

初に分離しかつ塩基性グリセロール培養し、プラスミド調製及びPCR断片の挿入-
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提示コレクション(insert-representing collection)を、そこから96-ウェル皿

方式で確立した。特異的腫瘍抗原又は腫瘍/精巣型の抗原を選択するために、肺

のサブトラクティブ平板上皮腫瘍cDNA ライブラリーのクローン4748種のcDNA断

片を、3つ組でフィルター上に置き、かつ精巣-特異性cDNAライブラリー、15種の

正常組織由来のcDNA又は腫瘍患者(肺の平板上皮腫瘍)のプールした試料由来のcD

NAの混合物でハイブリダイズした。精巣-特異性又は腫瘍特異性ハイブリダイゼ

ーションプローブの一方とのみ又はその両方とシグナルを形成するが、正常組織

ハイブリダイゼーションプローブとはシグナルを形成しないような234種のクロ

ーンを選び、更に分析した。配列決定及びデータバンクから入手できる配列との

注解の後、データバンクにいくつかのESTエントリー(発現配列タグ)があるよう

な 36種の未知の遺伝子を入手した。これらの遺伝子の中で、そのESTが発症臨界

正常組織に由来しないような10種を更に研究した。ひとつのクローン(C42)が、

腫瘍及び精巣において明らかな過剰発現を示したが、その他の調べた正常組織に

おいては示さなかったことが、半-定量的RT-PCRにより確証された。それに続く

様々な正常組織及び腫瘍組織のノーザンブロット分析から、C42が、調べた正常

組織においては転写を示さなかった－食道の弱いバンドを例外として－が、肺及

び食道の平板上皮腫瘍においては強力なシグナルが検出されたことが確認された

。更にノーザンブロット実験により得られたデータは、C42転写物が長さ約4.4kb

であるという結論を導いた。

【００１１】

  ヒトC42 cDNAを、クローニングし；得られた配列を、配列番号：1に示した。C

42の配列は、ヌクレオチド及びタンパク質の両レベルで、様々な種において発現

される(一部の場合は高度に組織特異的に) Ca2+-依存性Cl-チャネルタンパク質

遺伝子ファミリーと、明らかな相同性を示している。現在までに、このファミリ

ーの代表的5種が既にクローニングされかつ一部特徴決定されている：2種のウシ

遺伝子bCLCA1(ウシCa2+-依存性Cl-チャネル-１；Cunninghamら、1995)及びLu-EC

AM-1(ウシ肺-上皮細胞接着分子-1；Elbleら、1997)、マウス遺伝子mCLCA1(マウ

スCa2+-依存性Cl-チャネル-１；Gandhiら、1998)及び2種のヒト遺伝子hCLCA1(ヒ

トCa2+-依存性Cl-チャネル-１；Gruberら、1998)及びhCLCA3(ヒトCa2+-依存性Cl
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-チャネル-3；Gruberら、1999)である。このタンパク質ファミリーのメンバーは

全て、典型的膜貫通領域を有し、かつ現時点の知識によると、翻訳後切断され、

ヘテロ二量体を形成し、そのC-末端はグリコシル化されている(Elbleら、1997)

が、但し、より短い形であるhCLCA3は除く(Gruberら、1999)。bCLCA1遺伝子は、

ウシ(cattle)の気管上皮細胞においてのみ検出される。同じくウシから単離され

る、密接に関連したLu-ECAM-1は、肺静脈の血管上皮細胞において組織-特異的な

形で発現される。Zhuら(1992)は、Lu-ECAM-1が、マウス悪性黒色腫のB16F1O肺転

移部を上皮細胞に結合させることを示した。C42は、このタンパク質ファミリー

の新たなヒトに関係するメンバーである。

【００１２】

  本発明の範囲において得られたcDNAは、C42のC-末端部分を表している943個の

アミノ酸をコードしている連続するオープンリーディングフレームを有する。こ

のC-42配列は、このタンパク質ファミリーの典型である5個の疎水性膜貫通領域

を有する(位置は、配列番号：2の222-252、416-445、553-574、746-766及び900-

926)が、他のメンバーとは異なり、強力に帯電されたアミノ酸で形成されるC末

端を有する。

【００１３】

  本発明の範囲内であるクローニングされたC42-cDNAは、4077bpを有する一方で

、この配列の3'末端のポリA尾部の存在は、この領域のcDNAの完全性の指標であ

る。

  本発明の範囲の単離されたcDNAは、配列番号：1で示されたヌクレオチド配列

を有し、C42と称される腫瘍関連抗原(TAA)をコードしている。

  5'-末端に向かう連続するオープンリーディングフレームを持つ単離されたcDN

Aにより発現されたタンパク質は、配列番号：2に示したアミノ酸配列を有する。

  従って、第一の態様に従い、本発明は、配列番号： 2のアミノ酸配列を含む、

C42と称される腫瘍関連抗原に関する。

【００１４】

  配列番号：2に示されたアミノ酸配列は、サイズ約4.4kbの転写物により翻訳さ

れるか、又はこの遺伝子相同体の転写物からの4.4kb転写物のスプライシング変
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種に由来している、サイズ約3.5kbの転写物により翻訳されるタンパク質を表し

ている。

  配列番号：2に示されたアミノ酸配列は、いくつかの差異を有し、これは例え

ばC42誘導体が腫瘍ワクチンにおける使用にとって望ましい免疫原性を有する場

合に、アミノ酸の交換により生じたものである。

【００１５】

  C42の天然のアミノ酸配列は、任意に、C42ペプチドのMHC-I分子への親和性を

天然のC42 CTL-エピトープと比べて増大するために、C42 CTL-エピトープの個々

のアミノ酸の置換により修飾することができ、かつその結果、腫瘍に対する増大

された免疫原性及び最終的により大きい反応性を引き起こす。C42エピトープ領

域の修飾は、全C42タンパク質において(これはAPCによりプロセシングされ、対

応するペプチドを形成する)又は比較的大きいC42タンパク質断片もしくはC42ペ

プチドにおいて(下記で比較)行うことができる。

【００１６】

  別の態様において、本発明は、C42に由来した免疫原性の断片及びペプチドに

関する。以後後者をC42ペプチドと称する。最初のグループは、体液性免疫応答

を惹起するC42ペプチドである(抗体の誘導)。このようなペプチドは、例えば表

面可能性ブロット(surface probability blot)(Eminiら、1985)、疎水性ブロッ

ト(Kyte及びDoolittle、1982)並びに抗原性インデックス(antigen index)(James

on及びWolf、1988)のような、いわゆる予測アルゴリズムで決定することができ

るような、C42の選択された一部(少なくとも12～15個のアミノ酸)である。更に

、腫瘍組織と正常組織の間の免疫学的識別に寄与する全てのペプチドが含まれる

。

【００１７】

  腫瘍関連抗原が、腫瘍-特異性突然変異を有し得ることは公知であり、これは

腫瘍組織と正常組織の間の免疫学的識別に寄与している(Mandruzzatoら、1997、

Hoganら、1998、Gaudiら、1999、Wolfelら、1995)。腫瘍-特異性C42突然変異の

存在を決定するために、C42 cDNAを、1種以上の様々な腫瘍から、好ましくは本

発明の単離されたC42 cDNAのプローブによりクローニングし、かつ得られた配列
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を、正常組織のC42 cDNAと比較する。正常組織と比べて変異された配列セクショ

ン由来の腫瘍C42ペプチドは、正常組織由来の対応する配列セクションからのC42

ペプチドと比べ、増大した免疫原性を有するであろうということが予想される。

【００１８】

  従って本発明は更なる態様において、腫瘍-特異性突然変異を有する、腫瘍で

発現されたC42由来のC42ペプチドに関する。

  突然変異のいずれかが腫瘍特異性であることを確認するために、これらの領域

に対する抗体を作出し、かつ腫瘍細胞を可能性のある変異の発現について調べる

ことができる。

  C42ペプチドは、直接又は修飾された形状(例えば、KLH =キーホールリムペッ

トヘモシアニンと組合せて)で投与され、かつこの抗体の形成は例えばELISAのよ

うな通常の免疫学的アッセイにより決定される。

【００１９】

  本発明の範囲内であることが好ましいその他のC42ペプチドは、MHC-分子によ

り提示され、かつ細胞性免疫応答を生じるようなものである。2種類のMHC-分子

があり、すなわちCD8-陽性CTLにより認識されるMHC-I分子及びCD4-陽性T-ヘルパ

ー細胞により認識されるMHC-II分子である。

  ペプチドが細胞性免疫応答を引き起こすためには、これはMHC-分子に結合しな

ければならない一方で、治療される患者は自身のレパトアにMHC分子を有さなけ

ればならない。従って患者のMHC-サブタイプを決定することは、細胞性免疫応答

を惹起するという観点から、この患者におけるペプチドの有効使用に関する必須

の前提条件である。

  治療で使用されるC42ペプチドの配列は、アンカーアミノ酸及び長さに関し、

問題のMHC-分子により決定される。規定されたアンカーの位置及び長さは、ペプ

チドが、問題の患者のMHC-分子のペプチド結合溝(peptide binding groove)に合

致することを保証するものである。その結果、腫瘍抗原由来のペプチドが使用さ

れるならば、免疫系が刺激され、かつ患者の腫瘍細胞に対して示される細胞性免

疫反応が生じる。

【００２０】
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  免疫原性C42ペプチドは、公知の方法で同定することができ；基本的条件のひ

とつは、MHC-結合及びCTL-誘導の間の相関である。

  従って、免疫原性ペプチドの配列は、そのペプチド結合モチーフを基に予測す

ることができるので、CTL-エピトープを構成するC42ペプチドは、C42タンパク質

配列を基に同定及び合成することができる。これを行うために、公知のタンパク

質抗原のCTL-エピトープを同定するために使用される様々な方法を利用すること

ができ；例えば、ヒトパピローマウイルスにおけるT-細胞エピトープを同定する

ために、Staussら(1992)により説明された方法がある。

【００２１】

  MHC-分子に結合しかつこれにより提示されるペプチドに関する各々のMHC-I対

立遺伝子産物の対立遺伝子-特異的要件は、モチーフとして集成されている(例え

ば、Falkら、1991)。現時点まで、多数のMHC-ペプチドモチーフ及びMHC-リガン

ドの両方が分かっている。特異的MHC-I分子に合致する公知のタンパク質のエピ

トープを調べるための本発明の範囲内の適当な方法は、Rammenseeら(1995)の研

究に説明されている。これは下記の工程を含む：最初に、タンパク質配列が、ア

ンカーモチーフに相当する断片について調べられる一方で、ペプチド長さ及びア

ンカー占領に関する特定の変異が可能である。例えばモチーフがその末端にIle

又はLeuを伴う9-員(mer)を指定するならば、対応するC-末端を伴う10-員は、C-

末端にVal又はMetのような別の脂肪族基を伴うペプチドであるものとしてみなす

こともできる。この方法で多くのペプチド候補を得ることができる。これらを公

知のリガンドと共通のできる限り多くのアンカー基の存在について検索し、及び

／又はこれらが様々なMHC-分子に「好ましい」基を有することができるかどうか

を調べることができる(Rammenseeら、1995の表に従う)。弱く結合したペプチド

を排除するために、結合アッセイが実施されることが好ましい。特異的MHC-分子

についてのペプチド結合の要件がわかっているならば、ペプチド候補を、結合に

対して陰性又は陽性の作用を有する、もしくは実際には全くその可能性のないよ

うな非-アンカー基についても検索することもできる(Ruppertら、1993)。しかし

この方法において、天然リガンドを検索する場合には、ペプチド結合モチーフは

、単独の決定因子ではないことに注意しておかなければならない；MHC-結合の特
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異性に加え、他の態様、例えば抗原プロセシング時の酵素特異性も、このリガン

ドの同定に寄与する。これらの態様を考慮しかつ本発明の範囲内において免疫原

性C42ペプチドの同定に適しているようなひとつの方法は、特に公知のHLA-A*O2O

1モチーフを基にしたgp100エピトープを同定するためのKawakamiら(1995)の方法

を使用した。

【００２２】

  これらのペプチドは、それらのMHC-II分子への結合能について選択することも

できる。

  9個のアミノ酸にわたって広がるMHC-II結合モチーフは、MHC-I結合モチーフよ

りもアンカー位置により高度の縮重を有する。最近、MHC-II分子のX-線構造解析

を基にした方法が開発され、これは、MHC-II結合モチーフの正確な分析及びそれ

を基にしたペプチド配列の変更を分析することが可能である(Rammenseeら、1995

、及びこの文献に引用されたオリジナル文献)。MHC-II分子に結合するペプチド

は、典型的には、樹状細胞、マクロファージ又はB-細胞によりCD4-T細胞に提示

される。次にCD4-T-細胞は、例えばサイトカインの放出により、配列中の CTLを

直接活性化し、かつAPC(樹状細胞、マクロファージ及びB-細胞)による抗原提示

効率を増加する。

【００２３】

  最近、特異的MHC分子に結合するペプチドエピトープのより信頼できる予測を

可能にするデータバンク及び予測アルゴリズムが利用できるようになってきた。

  本発明の範囲において、Parkerら(1994)及びRammenseeら(1995)が説明したア

ルゴリズムを用いて、対応するHLA分子に結合しその結果免疫原性CTL-エピトー

プに寄与すると考えられる、C42の候補ペプチドが、最も重要なHLA-型、特にHLA

-A1、-A*O2O1、-A3、-B7、-B14及び-B*44O3について同定されている；発見され

たペプチドを表1に列記している。同様に、恐らくペプチドの様々な特徴 (疎水

性、電荷、サイズ)又はHLA-分子の3D構造のようなペプチドによる要件を考慮す

る他のアルゴリズムの使用は、潜在的ペプチドエピトープを見つけることを可能

にし；これは更に、他のHLA型のペプチドエピトープにも適用される。

【００２４】
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  前述の方法を使用しC42-ペプチド候補を選択した後、それらのMHC-結合が、ペ

プチド結合アッセイにより試験される。第一に、良好な結合特性を伴うペプチド

の免疫原性が決定される(ペプチド-MHC相互作用の安定性は、殆どの場合免疫原

性と相関している；van der Burgら、1996)。選択されたペプチド又はペプチド

等価物の免疫原性を決定するために、例えばSetteら(1994)に記された方法を、

定量的MHC-結合アッセイと併用することができる。あるいは、選択されたペプチ

ドの免疫原性は、公知の方法を用いるin vitro CTL-誘導(以後、ex vivo CTL-誘

導と記す)により試験することができる。細胞性免疫応答を惹起することが可能

であるペプチドの選択のための方法の原理が、いくつかの工程により実行され、

これは、その内容が本願明細書に参照として組入れられている国際公開公報第97

/30721号に開示されている。同じく本発明の範囲内で適した有効な免疫原性ペプ

チドを得る一般戦略は、Schweighoffer(1997)により説明されている。

【００２５】

  MHC-I又はMHC-II分子の結合溝に合致する当初のペプチド、すなわち、未変更

のC42に由来したペプチドを使用する代わりに、当初のペプチド配列を基に特定

化されたアンカーの位置及び長さに関する最小要件を固守しながら、変種を行う

ことができるが、但しこれらの変種は、MHC-分子へのその結合親和性及びそのT-

細胞受容体刺激能に起因したペプチドの効果的免疫原性を損なわないのみならず

、好ましくは、それを増強しさえもする。この場合、MHC-分子への結合能に関す

る必要要件に相当するようにデザインされた人工ペプチド又はペプチド等価物が

使用される。

【００２６】

  この方法で修飾されたペプチドは、以後「不規則変化(heteroclitic)ペプチド

」と称する。これらは下記の方法により得ることができる：

  まず最初に、MHC-I又はMHC-IIリガンドもしくはそれらの変種のエピトープが

、例えば、Rammenseeら(1995)の論文に説明された原理を用いて採取される。こ

のペプチドの長さは、該ペプチドがMHC-I分子に対応しているならば、必要なア

ンカーアミノ酸を伴う8～10個のアミノ酸の最小配列に相当していることが好ま

しい。
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【００２７】

  望ましいならば、該ペプチドはC-及び／又はN-末端で延長することもできるが

、但しこの延長がMHC-分子に結合する能力に影響せずかつ延長されたペプチドが

最小配列へと細胞上においてプロセシングされ得るという条件下である。

  その後修飾されたペプチドが、TIL(腫瘍浸潤性リンパ球)によるそれらの認識

、CTL-誘導、並びに増大したMHC-結合性及び免疫原性について、Parkhurstら(19

96)及びBeckerら(1997)の論文に記されたように調べられる。

【００２８】

  本発明の目的に適している、天然のC42ペプチドの免疫原性よりも大きい免疫

原性を有するペプチドを見つける別の方法は、Blakeら(1996)の論文に記された

ような、腫瘍上に天然に生じるC42ペプチドを認識するCTLによるペプチドライブ

ラリーのスクリーニングからなり；これに関連して、MHC-I-制限された(restric

ted)CTLにより認識される腫瘍エピトープを模倣した分子をデザインするための

、コンビナトリアルペプチドライブラリーの使用が提唱されている。

【００２９】

  本発明のC42ポリペプチド又はそれに由来した免疫原性断片もしくはペプチド

を、その内容が本明細書に参照として組入れられている、国際公開公報第96/104

13号に開示されたように、組換え又はペプチド合成により作出することができる

。組換えによる作出について、対応するDNA分子は、標準の技法により発現ベク

ターに挿入され、適当な宿主細胞にトランスフェクションされ、該宿主は適当な

発現条件下で培養され、かつタンパク質が精製される。例えば市販されている自

動ペプチド合成装置のような従来の方法を、C42ペプチドの化学合成のために使

用することができる。

【００３０】

  天然のC42ペプチド又は不規則変化ペプチドの代わりに、このようなペプチド

を模倣している物質、例えば「ペプチド擬態」又は「レトロインバースペプチド

(retro inverse peptide)」を使用することも可能である。これらの分子を腫瘍

ワクチンにおけるそれらの治療的用途に関して試験するために、前述のものと同

じ方法を、天然のC42ペプチド又はC42ペプチド等価物について使用することがで
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きる。

【００３１】

  本発明のTAAと指定されたC42及びタンパク質断片、ペプチド又はペプチド等価

物もしくはそれに由来したペプチド擬態は、例えば、対応する抗原決定基を発現

する腫瘍細胞への免疫応答を惹起するために、癌治療において使用することがで

きる。好ましくはこれらは、C42-陽性腫瘍、特に肺、乳房及び食道の癌の治療に

使用される。

【００３２】

  CTL誘導の形の免疫応答は、in vivo又はex vivoにおいて実現することができ

る。

  CTLをin vivo誘導するために、有効成分としてTAA C42又は断片もしくはペプ

チド又はそれに由来するペプチドを含有する医薬組成物が、TAAに関連した腫瘍

疾患に罹患した患者に投与されるが、同時にTAA (ペプチド)の量は、抗原を生じ

る腫瘍に効果的に反応するCTLを得るのに十分でなければならない。

【００３３】

  従って別の態様において、本発明は、非経口的、外用、経口的又は局所的投与

のための医薬組成物に関する。好ましくは、この組成物は非経口的に、例えば皮

下、皮内又は筋肉内に適用される。C42-TAA/ペプチドは、医薬として許容できる

担体、好ましくは水性担体中に溶解又は懸濁される。この組成物は、更に緩衝液

のような従来の佐剤を含有することもできる。C42-TAA/ペプチドは、それ自身で

、又はフロイント不完全アジュバント、サポニン、アルミニウム塩、又は好まし

い実施態様においては、ポリアルギニンもしくはポリリシンのようなポリカチオ

ンなどの、アジュバントと複合して使用することができる。これらのペプチドは

、CTL誘導又はCTL活性化を補助するような成分、例えばT-ヘルパーペプチド、脂

質又はリポソームなどに結合することも、もしくはペプチドを、これらの物質及

び／又はサイトカイン(IL-2、IFN-γ)などの免疫刺激性物質と同時投与すること

もできる。本発明の医薬組成物の調製及び投与に適した方法及び製剤は、国際公

開公報第95/04542号及び国際公開公報第97/30721号に開示されており、これらの

内容は本願明細書に参照として組入れられている。
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【００３４】

  C42断片又はC42ペプチドは、ex vivoにおけるCTL反応の引き金としても使用す

ることができる。C42を発現する腫瘍に対するex vivoにおけるCTLの反応は、CTL

-前駆細胞を、APC及びC42ペプチド又はC42タンパク質と一緒にインキュベーショ

ンすることにより誘導される。その後活性化されたCTLは、患者にこれらが再投

与された場合は常に、増殖することが可能である。あるいは、APCは、C42ペプチ

ドを負荷されることができ、これは、C42陽性腫瘍に対する細胞性免疫反応の効

果的な活性化につながる(Mayordomoら、1995；Zitvogelら、1996)。ペプチドを

細胞、例えば樹状細胞に負荷するひとつの適法は、国際公開公報第97/19169号に

開示されている。

【００３５】

  ある本発明の実施態様において、いくつかの異なるC42ペプチド又はC42ペプチ

ド等価物の組合せが使用される。別の実施態様において、C42ペプチドは、他のT

AAに由来するペプチドと組合される。このような組合せのためのペプチドの選択

は、最も広範な可能性のある患者集団を対象とするために様々なMHC-型の検出の

観点から行われ、及び／又はこれは、いくつかの異なる腫瘍抗原由来のペプチド

を組合せることにより、最も広範な可能性のある適応症スペクトルを目指してい

る。医薬組成物中のペプチドの数は、広範に変動することができるが、典型的に

は臨床的に有用なワクチンは、1～15種、好ましくは3～10種の異なるペプチドを

含有する。

【００３６】

  本発明のペプチドは、更に診断薬として使用することもできる。例えば、これ

らのペプチドは、免疫原性ペプチドにより惹起された体液性又は細胞性の免疫応

答に対する患者の反応を試験するために使用することができる。これは、治療法

改善の可能性を提供する。例えば、TAAの投与形態に応じて(ペプチド、総タンパ

ク質又はDNAワクチン)、定義されたペプチドエピトープに対する反応性を示すPB

L中のT-細胞前駆体の増加を調べることができる(Robbins及びKawakami、1996及

びその中に引用された文献)。更に、TAAに対して示されたペプチド又は総タンパ

ク質又は抗体は、C42-関連腫瘍を患う患者リスクを予測しかつC42-陽性腫瘍の進
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行を特徴付けるために使用することができる(例えば、原発性腫瘍及び転移部の

免疫組織化学的分析)。この種の戦略は、既に多くの症例において成功すること

が証明されており、例えば乳癌における内分泌療法の決定の基となるエストロゲ

ン受容体の検出；乳癌の予後及び治療経過における関連マーカーとしてのc-erbB

-2(Ravaioliら、1998；Revillionら、1998)；血清中の前立腺癌の上皮細胞マー

カーとしての、及び前立腺癌の免疫シンチグラフィーにおけるPSMAに対する111I

n-標識したモノクローナル抗体を使用することによるマーカーとしての、PSMA(

前立腺特異性膜抗原)(Murphyら、1998、及びその中に引用された文献)；直腸結

腸癌に罹患した患者の予後及び進行の血清学的マーカーとしてのCEA (癌胎児性

抗原) (Jessup及びLoda、1998)がある。

【００３７】

  別の態様において、本発明は、C42又はその断片の免疫原性を伴うタンパク質

をコードしている単離されたDNA分子に関する。

  別の態様において、本発明は、配列番号：1に示された配列を有するポリヌク

レオチドを含む、もしくはストリンジェントな条件下で、配列番号：1に示され

た配列のポリヌクレオチドとハイブリダイズするポリヌクレオチドを含む、単離

されたDNA分子に関する。

【００３８】

  本願明細書において使用される「ストリンジェントなハイブリダイゼーション

条件」とは、50％ホルムアミド、5x SSC (1X SSC＝150mM NaCl、15mMクエン酸三

ナトリウム)、50mMリン酸ナトリウム(pH7.6)、5x Denhardt溶液、10％硫酸デキ

ストラン、及び20μg/ml変性し剪断したサケ精液DNAを含有する溶液中での、42

℃、一晩のインキュベーション、それに続く、0.1 x SSC中での約65℃でのフィ

ルター洗浄、又はこれと同等の条件を意味する。

【００３９】

  本発明のDNA分子又はそれらの断片は、配列番号：2に示されたアミノ酸配列を

有するC42と称される(ポリ)ペプチドもしくはそれに由来するタンパク質断片又

はペプチドをコードしている；これは、遺伝暗号の縮重の結果として配列番号：

1に示された配列からの誘導体を示すDNA分子を含む。
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  本発明は、これらが、腫瘍ワクチンとしてのそれらの使用にとって望ましい免

疫原性を伴うC42誘導体又は断片又はペプチドをコードしているならば、突然変

異による配列番号：2に示されたタンパク質配列中のアミノ酸の交換につながる

ようなDNA分子にも関する。

  本発明のC42 DNA分子又は同じく本発明の対象である対応するRNAは、それらで

コードされた(ポリ)ペプチド同様に、癌疾患の免疫療法に使用することができる

。

【００４０】

  本発明のある実施態様において、天然のC42ポリペプチドをコードするDNA分子

が使用される。天然のC42 cDNA又はそれらの断片の代わりに、修飾された誘導体

の使用が可能である。これらは、より大きい免疫原性を伴うタンパク質(断片)又

はペプチドをコードしている修飾を有する配列を含む一方で、前述のペプチドに

適用されるものと同じ考察を、DNAレベルでの修飾に適用することができる。別

の種類の修飾は、ビーズ紐のように免疫学的に関連のあるペプチドをコードして

いる多くの配列を一列に並べることである(Toesら、1997)。この配列は同じく、

補助的要素、例えば免疫原のより効果的な放出及びプロセシングを確実にする機

能の追加により修飾される(Wuら、1995)。例えば、小胞体中の局在化配列(locat

ing sequence) (「ER標的化配列」)を追加することにより、この抗原のプロセシ

ング及びその結果としての抗原提示及び最終的には免疫原性を増加することがで

きる。

【００４１】

  別の態様において、本発明は、C42-DNAを含む組換えDNA分子に関する。 

  本発明のC42 DNA分子は、好ましくはプラスミドとしての組換え形で直接、又

は、組換えウイルス又は細菌の一部として、投与することができる。理論的には

、in vivo及びex vivoの両方におけるC42-DNAに対するDNAを基にした癌の免疫療

法(「DNAワクチン」)に関する遺伝子治療のあらゆる方法を用いることができる

。

【００４２】

  In vivo投与の例は、筋肉内経路又は遺伝子銃の使用のいずれかによる、「裸
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の」DNAの直接注射であり、これは腫瘍抗原に対するCTLの形成につながることが

示されている。組換え生物の例は、ワクシニアウイルス、アデノウイルス又はリ

ステリア・モノサイトゲネスである(概要はCoulie、1997が提供)。更にカチオン

性脂質、ミクロスフェア、ミクロペレット又はリポソームのような核酸のための

合成担体を、C42ペプチドをコードしている核酸分子のin vivo投与のために使用

することができる。ペプチドのように、免疫応答を増強する様々なアジュバント

、例えばサイトカイン類も、これらをコードしているタンパク質又はプラスミド

のいずれかの形状で、投与することができる。この適用は任意に、物理的方法、

例えば電気穿孔と組合せることができる。

【００４３】

  Ex vivo投与の例は、Tuting(1997)の論文に記されたような樹状細胞のトラン

スフェクション、又は細胞性癌ワクチンとして使用されるような他のAPCのトラ

ンスフェクションである。従って、別の態様において、本発明は、それ自身、又

は任意に修飾された形で、対応するコード配列のトランスフェクション後に、C4

2を発現する細胞を使用し、癌ワクチンを作成することに関する。

【００４４】

  別の態様において、本発明は、C42又はそれらの断片に対する抗体に関する。

通常ポリクローナル抗体が、動物、特にウサギの免疫処置、抗原又はその断片の

注射、及びそれに続く免疫グロブリンの精製により得られる。

  モノクローナル抗-C42-抗体は、Kohler及びMilstein(1975)が説明した原理に

従う標準の操作、動物、特にマウスの免疫処置、その後の免疫処置した動物から

の抗体産生細胞の、例えば骨髄腫細胞との融合による、不死化、及びモノクロー

ナル抗-C42抗体についての免疫学的標準アッセイによる得られたハイブリドーマ

上清のスクリーニングにより得られる。ヒトにおける治療又は診断のための用途

は、これらの動物の抗体を、常法により任意にキメラ化するか(Neubergerら、19

84、Boulianneら、1984)、又はヒト化する(Riechmannら、1988、Grazianoら、19

95)。

【００４５】

  ヒトモノクローナル抗-C42-抗体(又はそれらの断片)は、いわゆるタンパク質
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展示ファージライブラリーから(Winterら、1994、Griffithsら、1994、Kruifら

、1995、Mc Guinessら、1996)、及びトランスジェニック動物を用いて(Bruggema

nnら、1996、Jakobovitsら、1995)得ることもできる。

  本発明の抗-C42-抗体は、診断目的の免疫組織化学的分析においても使用する

ことができる。

【００４６】

  別の態様において、本発明は、C42を発現する腫瘍に対する又は腫瘍への、い

ずれか所望の物質の選択的作出のための、C42-特異抗体の使用に関連している。

このような物質の例は、その活性が腫瘍にin situで損傷を与えるような、細胞

傷害性物質又は放射性核種である。C42の腫瘍特異的発現のために、副作用は予

想されないかもしくは極わずかである。別の態様において、C42を発現する腫瘍

を明らかにする物質を、C42抗体の助けを借りて、使用することができる。これ

は、診断及び治療の評価において有用である。抗-C42抗体に適用される抗体の治

療的及び診断的用途は、国際公開公報第95/33771号に開示されている。

【００４７】

  本発明でTAAと示されたC42、及びそれに由来したタンパク質断片、ペプチドも

しくはペプチド等価物又はペプチド擬態を、例えば、対応する抗原決定基を発現

している腫瘍細胞に対する免疫応答を誘導するためなどの、癌治療に使用するこ

とができる。これらは好ましくは、C42-陽性腫瘍、特に肺、乳房及び食道の癌の

治療のために使用される。

【００４８】

実施例1：

様々な肺平板上皮腫瘍プールの11種の正常組織プールと比較したRDA法

  SCC型(鱗状細胞腫瘍(Squamous Cell Carcinoma)、平板上皮腫瘍)の様々なヒト

肺癌の生検標本を、外科的に採取した後直ちに、液体窒素でフラッシュ凍結し、

-80°で貯蔵した。RNAを単離するために、一連の20μm切片を、-20°のクリオミ

クロトーム(Jung CM1800、Leica社)で調製し、かつ4Mグアニジンチオシアネート

／1％β-メルカプトエタノール中に直接溶解し、RNAを単離した。これらの試料

を、CsCl勾配上で超遠心した(Sambrook、1989)。
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【００４９】

  数種類の代表的組織断片(5 m)を、組織学的検査のために、スライド上に固定

し、かつHarrisヘマトキシリン(Sigma社)及びエオシンにより染色した。これを

利用し、RNAを得るための出発材料として可能な限り最も均質な腫瘍組織を提供

した。SCCと分類された試料のみを更にプロセシングした。

【００５０】

  5種の異なる肺の平板上皮腫瘍に由来する全RNA  110μｇから、PolyAtract Ki

t (Promega社)を製造業者の指示に従い用いて、ポリ-A(+)RNAを単離した(SCCプ

ール)。このSCCプール並びに11種の正常組織－骨髄、心臓、腎、肝、肺、膵、骨

格筋、脾臓、胸腺、小腸及び胃－由来のポリ-A(-4-) RNA(Clontech社)の2.5μg

のプールから出発し、PCR-se1ect(登録商標)キット(Clontech社、パロアルト)を

製造業者の指示に従い用い、RDA法を行い(Diatchenkoら；Hubank及びSchatz)：S

CCプール由来のRNA(テスター)及び正常組織由来のRNA(ドライバー)を製造業者の

指示に従い用いた。当初の方法と異なり、オリゴ-dTを使用し二本鎖cDNAを合成

した後、このcDNAを6種の制限酵素で切断した：ECoRV、NaeI、NruI、ScaI(Prome

ga社)、SspI、StuI(TaKaRa社)を用い、Promega社の緩衝液A中で37℃2時間で切断

し、かつNaCl濃度を150mMまで上昇した後、更に2 時間37℃で切断した。この6種

の異なる制限酵素の混合液の使用は、約800bp長のcDNA断片の作出を可能にし、

この断片をRDA法に使用した。

【００５１】

  テスターcDNA の等量部を、アダプターA又はBのいずれかと連結し、その後個

別に過剰量のドライバー-cDNAと、68℃でハイブリダイズした。その後、2種の混

合液を一緒にし、新たな変性したドライバーcDNAと第二のハイブリダイゼーショ

ンを施した。濃縮されたテスター-cDNAを、次に、アダプターA又はBに特異的な

キットのプライマーを用い、伸長時間72℃2分、27サイクル以上(94℃で10秒、66

℃で30秒、72℃で2分)のPCRにより指数関数的に増幅した。更に濃縮するために

、この反応液の1アリコートに、該キットの特異的入れ子式プライマーを用い、

伸長時間72℃2分で、27サイクル以上(94℃で10秒、66℃で30秒、72℃で2分)の第

二のPCRを施した。この反応から得られる産物を、pCR2.1ベクター(Invitrogen社
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)に連結し、かつその後コンピテントE. coil(OneShot(登録商標)、Invitrogen社

)にトランスフェクションした。4748個の形質転換体を得、LB-Amp培地中の 96-

ウェルブロック中で37℃で48時間培養した。その後E. coil浮遊液の5μlアリコ

ートを、500μ1のTE緩衝液中で、100℃で10分間加熱し、かつその1.5μ1を、PCR

の基本として使用し、ベクターの挿入断片は、フランキングプライマー(配列番

号：9及び10)で35サイクル以上(94℃1分、55℃で1分、72℃で2分)で増幅した。

このPCR産物を、アガロースゲル電気泳動及び臭化エチジウム染色により明らか

にした。PCR産物17μlを、6xSSCに最終容量252μlとなるように採取し、平衡化

したナイロン膜(Hybond-N、Amersham社)上に、DNA-Dot-Blots(Sambrook、1989)

を作成する標準技法に従い3コピーで固定した。残りの細菌培養物は、グリセロ

ールストック培養物として-80℃で保存した。

【００５２】

  4748個の個々のクローンのcDNAサブトラクションライブラリーを、 E. coilグ

リセロールストック培養物の形で得、その固定されたPCR産物を、ナイロン膜に

塗布し、かつその挿入断片の長さをアガロース電気泳動から調べた。予想された

ように、挿入されたcDNA断片は、平均長約800bpを有することがわかった。

【００５３】

実施例2：

cDNAサブトラクションライブラリーのディファレンシャルハイブリダイゼーショ

ンによる腫瘍遺伝子及び腫瘍-精巣遺伝子の選択

  ヒト精巣-特異性cDNAライブラリー(Human Testis Specific PCR-Select(登録

商標)cDNA；Clontech社、パロアルト)を、製造業者の指示に従い(94℃で10秒、6

6℃で30秒、72℃で1.5分)の11サイクルのPCRで増幅した。アリコートを、RTS Ra

dPrime DNA Labeling System (GibcoBRL社)により、[α-32P]dCTP (NEN社、ボス

トン)を製造業者の指示に従い用い標識し、かつ常法(Sambrook、1989)を使用し

、実施例1に記されたDNA-Dot-Blotsにより、ストリンジェントな条件下(68℃)で

ハイブリダイゼーションした。Human Testis Specific PCR-Select(登録商標)cD

NAでハイブリダイズされたクローンを、オートラジオグラフィーにより可視化し

た(Xomat DRフィルム、Kodak社)。第二のDNA-Dot-Blotsセットは、前述のように
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、cDNA SCCプールの標識されたプローブによりハイブリダイズした。第三のDNA-

Dot-Blotsセットは、同じ方法で、15種の正常組織(骨髄、心臓、腎、肝、肺、膵

、骨格筋、脾臓、胸腺、小腸、胃、リンパ節、乳腺、前立腺及び気管)のcDNA正

常組織プールのプローブによりハイブリダイズした。

【００５４】

  画像及びオートラジオグラフィー又はセットのディファレンシャルハイブリダ

イゼーションされたスポットの正味の数を比較することにより、正常組織と比べ

て腫瘍においてのみmRNAが過剰発現されたクローンを選択することが可能である

か、もしくは腫瘍及び精巣(免疫特権化された(immunoprivileged)組織の例とし

て)の両方において転写した。前者は腫瘍抗原クラスの、後者は腫瘍-精巣抗原ク

ラスの候補である。

【００５５】

実施例3：

腫瘍及び腫瘍-精巣抗原候補のDNA配列決定及び注解

  実施例2で得られた結果を基に選択した234種のクローン由来のプラスミド-DNA

を、製造業者(QIAgen社)の指示に従い単離し、かつサンガー法により、ABI-Pris

m装置で配列決定した。このようにして認められた配列は、BLAST-Search (Natio

nal Center for Biotechnology Information)により注解され、かつESTデータバ

ンクとの比較を行った。これは、198種の公知の遺伝子及び36種の未知の遺伝子

を同定することを可能にした。後者に関しては、EST入力のみを行う。36種の未

知の遺伝子について、その発現プロフィールを推定した：対応するcDNAライブラ

リーのための出発組織は、実験により決定した配列と＞95％の同一性(BLAST)を

有するデータバンクのEST全てについてチェックした。これらは、i)発症臨界正

常組織、ii)胎児の「ディスポーザブル(disposal)」及び免疫特権化された組織

、並びにiii)腫瘍及び腫瘍細胞株に、細分した。この「仮想mRNAプロフィール」

を基に、10種のクローンを更なる実験分析のために選択した。

【００５６】

実施例4：

腫瘍組織及び正常組織における候補クローンの転写分析
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  腫瘍組織又は正常組織からの全RNAの2～5μgを、SuperScriptII (GibcoBRL社)

又はAMV-RT (Promega社)を製造業者の推奨するように使用し逆転写した。各々個

々のRNAプローブについて、第二試験を、逆転写酵素なしに行い、染色体DNAの混

入に関する対照とした。これらのcDNAの性質及び量を、β-アクチン-特異性プラ

イマー(配列番号：3及び4)及びGAPDH 特異性プライマー(配列番号：5及び6)を用

い、30及び35サイクル(95℃で1分、55℃で1分、72℃で1分)によるPCRにより調べ

た。10種の候補遺伝子を、特異的プライマーにより、類似性について分析した。

これらのPCR産物は、アガロースゲル電気泳動及び臭化エチジウム染色で検出し

た。「C42」と称される候補は、C42-特異的プライマー(配列番号：7及び8)によ

る30サイクル後、比較的特異的な腫瘍／精巣転写物プロフィールを示し；乳癌、

肺腺腫、肺の平板上皮腫瘍、腎臓癌、結腸癌、心臓、肺、肝、腎、結腸、脾臓及

び精巣からのRNAの半定量的RT-PCRを、図1に示した。このクローンC42は549bpの

挿入断片を含むが、これについて引き続き詳細な分析を行った。

【００５７】

実施例5：

腫瘍組織及び正常組織中のC42の転写プロフィール

  ノーザンブロット分析のために、Human Multiple Tissue Northern Blots (MT

N; Clontech社、パロアルト)及び(Invitrogen社)で、[α-32P]dCTP (NEN、ボス

トン)で標識した長さ549bpのC42 PCR産物を、68°で2時間ハイブリダイズした。

標準のオートラジオグラフィー(Hyperfilm, Amersham社)で可視化した。図2は、

この分析の結果を示している：20種の正常組織(膵、副腎髄質、甲状腺、副腎皮

質、精巣、胸腺、小腸、胃、脳、心臓、骨格筋、結腸、脾臓、腎臓、肝臓、胎盤

、肺、白血球、胆嚢、食道)及び4種の腫瘍組織(胆嚢及び胃の腺腫、並びに食道

及び肺の平板上皮腫瘍)に由来。C42について、長さ4.4kbの顕著な転写物が、食

道及び肺由来の平板上皮腫瘍の腫瘍組織中に認められた。正常組織において、長

さ4.4kbの弱い転写物が、食道においてのみ認められた。低い強度のシグナルは

、起こりそうもない様に思われる、免疫学的に関係のある発現を生じている。別

の3.5kb転写物は、恐らく4.4 kb転写物のスプライシング変種であるか、又は相

同遺伝子に由来するが、これは、両腫瘍組織においては同定されたが、正常組織
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においては同定されなかった(図2)。肺及び食道の平板上皮腫瘍内におけるTAA「

C42」の存在は、最初にRDA法に使用された出発物質(肺の平板上皮腫瘍の個別の

患者5名からのプール)に高度に対応し、かつ出現するTAAがこの種の癌に特異的

であることを示している。

【００５８】

実施例6：

C42 cDNAのクローニング

  以下の手順を用いて、ヒトC42 cDNAをクローニングした：BLAST検索から、実

施例4で得た長さ549bpのC42 cDNA挿入断片(「当初の断片」)と重複する下記のES

Tを得た：AA429919；AA430055；AA446075；AA430264；AA160879。配列AA430055

から出発し、クローンC42重複しているコンティグが、TigemNet (http://gcg.ti

gem.it/cgi-bin/uniestass.pl)のEstExtractorにより認められた。このコンティ

グ及び実施例4で得られた当初の断片の長さ549bpの配列(配列番号：19) の重複

部分は、C42-特異的プライマー及び肺腫瘍cDNAのコンティグ(配列番号：11及び1

2)の3'末端に位置したプライマーによる、PCR増幅により証明された。C42の当初

の断片と重複する配列AA430246及びAA446075を用いて、5'方向への伸長を得た。

第一のPCRのためにはプライマー対(配列番号：13及び14)を、かつ「入れ子式」P

CRのためにはプライマー対(配列番号：15及び16)を用いる、2種の連続PCRにより

、C42に属する他の断片を、Advantage cDNA PCR Kit (Clontech社)及び続けてそ

こに記された常法を用い、SuperScript(登録商標) Testis cDNA Library (Gibco

BRL社)から増幅した。この新規配列から出発し、C42に属する更に3種のEST入力

を見つけた： A1493356；AA443218；AA443258。次にこれらの新たな配列に関す

る知識は、第一のPCRのためにはプライマー対(配列番号：13及び17)を及び内側

に相殺(offset)された「入れ子式」PCRのためにはプライマー対(配列番号：15及

び18)を用い、更に上流に、2種の連続PCRを行うことを可能にした。この方法で

他のC42断片をクローニングした。

【００５９】

  配列分析のために、PCR調製物のアリコートを、pCR2.1ベクター (Invitrogen

社)に直接連結し、その後コンピテントE. coil (OneShot(登録商標)、Invitroge



(28) 特表２００３－５０１０２５

n社)に形質転換し、かつ前述のように配列決定した。第一のPCRのためにはプラ

イマー対配列番号：13及び配列番号：3及び「入れ子式」PCRのためにはプライマ

ー対配列番号：15による、2種の連続PCRを用いて、SuperScript(登録商標)ヒト

精巣cDNAライブラリー(Gibco BRL社)からの別のC42断片を、Advantage cDNA PCR

 kit (Clontech社)を用いて増幅した。追加の上流プライマーにより、新たなC42

断片は同定されなかった。従って、長さ4077ヌクレオチドの C42(配列番号：1の

cDNA 配列)の完全長mRNAが同定されたと推定される。この結果は、図2に示したM

TN上のおよそ4.4kbのC42バンドの認識と一致する。(配列決定されたポリヌクレ

オチド鎖の長さとMTNにより認識されたC42配列の間の差異は、ポリA尾部及びmRN

Aの分画の不正確さに起因するであろう)。このmRNAは、長さ943アミノ酸のポリ

ペプチドをコードしている3392番ヌクレオチドまでの連続オープンリーディング

フレームの開始を示す開始コドンをヌクレオチド564-566に有する(配列番号：2)

。

【００６０】

  C42の配列は、様々な種において発現される(場合によっては、高度の組織特異

性)Ca2+-依存性Cl--チャネルタンパク質の遺伝子ファミリーと、ヌクレオチド及

びタンパク質の両レベルで明確な相同性を示す。今までに、このファミリーの5

種のメンバーがクローニングされ、かつ部分的に特徴付けられている：2種のウ

シ遺伝子bCLCAl (ウシCa2+-依存性Cl--チャネル-1；Cunninghamら、1995)及びLu

-ECAM-1(ウシ肺上皮細胞接着分子-1；Elbleら、1997)、マウス遺伝子mCLCA1(マ

ウスCa2+-依存性Cl--チャネル-1；Gandhiら、1998)及び2種のヒト遺伝子hCLCA1 

(ヒトCa2+-依存性Cl--チャネル；Gruberら、1998)及びhCLCA3 (ヒトCa2+-依存性

Cl--チャネル-3；Gruberら、1999)。このタンパク質ファミリーのメンバーは全

て、典型的膜貫通領域を有し、かつ現時点でわかっていることは、hCLCA3以外は

、翻訳後に切断され、ヘテロ二量体を形成し、そのC-末端部分はグリコシル化さ

れる(Elbleら、1997)。例えばウシLu-ECAM-1は、マウス悪性黒色腫のB16F1O肺転

移を生じ、上皮細胞に結合させる(Zhuら、1992)。

【００６１】

  ヌクレオチド配列の正確さをチェックするために、肺鱗状細胞腫瘍及び精巣か
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らのC42断片の重複部分を、プライマー対配列番号：5及び6、配列番号：7及び8

、配列番号：9及び10、配列番号：11及び12、配列番号：13及び14、配列番号：1

5及び16、配列番号：17及び18、配列番号：19及び20で増幅し、かつ配列決定し

た。両方の配列を並置したところ、2399番のサイレント突然変異位(G→A)以外は

、差異はなかった。

【００６２】

  このC42配列は、タンパク質ファミリーの典型の5個の疎水性膜貫通領域を有す

る(配列番号：2の位置222-252、416-445、553-574、746-766及び900-92)が、他

のメンバーとは異なり、強帯電したアミノ酸により形成されるC-末端を有した。

【００６３】

実施例7：

C42のC-末端部分をコードしている領域の可能性のあるMHC-結合ペプチド

  C42(配列番号：2)のC-末端断片のコード領域内の可能性のあるペプチドエピト

ープは、公知のモチーフ(Rammnenseeら、1995)を基に、Parkerら、1994により説

明されたアルゴリズムを用いて行った。対応するHLA分子に結合し、従って免疫

原性CTL-エピトープを構成することが予想される9-員の候補ペプチドは、最も重

要なHLA-型、特にHLA-A1、-A*0201、-A3、-B7、-B14及び-B*4403について同定し

た；発見されたペプチドを、表1に列記した。同様の方法により、他の可能性の

あるペプチドエピトープを、他のHLA型又は8-もしくは10-員ペプチドについて認

めることができる。

【００６４】

表1：C42(742個のアミノ酸)の C-末端断片の免疫原性ペプチド候補
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【００６５】

実施例8：

T2-A2ペプチド負荷アッセイ

  このアッセイを利用し、HLA-A2分子に結合し、その結果T-細胞を提示する可能

性のあるペプチドを同定する。可能性のあるC42エピトープは、実施例7に示した

予測アルゴリズムにより同定し、かつこれらのペプチドを合成した(配列番号：9

0-101)。陽性対照として、チロシナーゼのHLA-A2ペプチドエピトープ(配列番号

：102)を用い、陰性対照として、MAGE3のHLA-A1 エピトープ(配列番号：103)を
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使用した。これらのペプチドは、DMSO(Sigma社)に、濃度40mg/mlで溶解し、かつ

PBSで希釈した。T2-細胞(ATCC寄託番号：CRL-1992)を、RPMI 1640中に濃度2.5 x

 106個で再浮遊し、かつ10μg/ml β2-ミクログロブリン(ICN社)を添加した。こ

れらの細胞を、96ウェル微量力価決定プレート上に、200μl/ウェルで播種し、

かつ0～320μgの一連のペプチド希釈液を負荷した。37℃で16時間インキュベー

ションした後、安定したペプチド-HLA-β2-ミクログロブリンの量を、第二の抗

体R0480 (DAKO社)により認識される抗-HLA抗体を用いて、蛍光活性化セルソータ

ー(FACS)(Becton Dickinson社)で測定した(図3)。蛍光のシフトは、細胞表面上

の安定化されたペプチドHLA-β2-ミクログロブリン複合体の量を反映している。

前述の試験に従い12種のC42-CTLにより選択された5種のC42-CTLペプチドの反応

を、図3に示した。ペプチドC42-5、C42-6、C42-8及びC42-11(配列番号：94、95

、97及び100)は、HLA-A 0201への結合を示している。従って、これらはT-細胞-

特異性ペプチドエピトープの良好な候補である。

【００６６】
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【図面の簡単な説明】

  【図１】  腫瘍組織及び正常組織におけるC42のトランスフェクション：様々

な組織由来のRNAの半-定量的RT-PCR。

  【図２】  腫瘍組織及び正常組織のC42のノーザンブロット分析。

  【図３】  5種の選択されたC42 CTLペプチドのHLA-A*0201への結合アッセイ。
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【国際調査報告】
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