
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】トロンボポエチン（ＴＰＯ）は化学療法に起因する血小板減少症の軽減に有用で
あるが、一部患者に逆に血小板減少を来す事がある。その処置および診断に有用な、ＴＰ
Ｏ由来ペプチドを提供する。
【解決手段】ＴＰＯに対する液性および細胞性免疫応答を誘導する、５種のＴＰＯ由来ペ
プチドを見出した。これらのペプチドを認識する抗体の有無を患者血漿において調べるこ
とにより、ＴＰＯ投与の危険性の判断を行う。また、ＴＰＯに対する自己免疫応答を減弱
させるため、そのペプチドを含む医薬組成物を用いる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 免 疫 応 答 を 誘 導 す る ト ロ ン ボ ポ エ チ ン 由 来 ペ プ チ ド ま た は 機 能 的 に 同 等 の 性 質 を 有 す る
そ の 誘 導 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 免 疫 応 答 が 液 性 免 疫 応 答 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド ま た は 機 能 的 に 同 等 の 性 質 を
有 す る そ の 誘 導 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 免 疫 応 答 が 液 性 免 疫 応 答 お よ び 細 胞 性 免 疫 応 答 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド ま た は
機 能 的 に 同 等 の 性 質 を 有 す る そ の 誘 導 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 ： １ か ら ５ の い ず れ か に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド ま た は 機 能 的 に
同 等 の 性 質 を 有 す る そ の 誘 導 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 血 小 板 減 少 症 患 者 に 対 す る Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 の 危 険 性 を 判 断 す る た め の デ ー タ を 収 集 す る 方 法
で あ っ て 、 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 を 認 識 す る 抗 体 の 存
在 を 血 小 板 減 少 症 患 者 か ら 採 取 し た 血 漿 に お い て 調 べ る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 デ ー タ が 、 該 抗 体 が 存 在 す る 場 合 に Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 が 危 険 で あ る と 判 断 す る た め の デ ー タ
と な る 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 自 己 免 疫 応 答 を 減 弱 さ せ る た め の 、 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の
ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 悪 性 腫 瘍 を 処 置 す る た め の 、 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体
を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 を 認 識 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 免 疫 応 答 を 誘 導 す る ト ロ ン ボ ポ エ チ ン 由 来 ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 を 検 出 す る た め の 、
配 列 番 号 ： １ か ら ５ の い ず れ か に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ト ロ ン ボ ポ エ チ ン 由 来 ペ プ
チ ド ま た は 機 能 的 に 同 等 の 性 質 を 有 す る そ の 誘 導 体 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 血 小 板 減 少 症 患 者 に 対 す る Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 の 危 険 性 を 判 断 す る た め の 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の キ
ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 血 小 板 減 少 症 の 治 療 に お い て 有 用 な ト ロ ン ボ ポ エ チ ン 由 来 ペ プ チ ド に 関 す る
。 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る ト ロ ン ボ ポ エ チ ン 由 来 ペ プ チ ド 、 そ の ペ プ チ
ド を 含 む 医 薬 組 成 物 お よ び そ の ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 等 に 関 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ト ロ ン ボ ポ エ チ ン （ Ｔ Ｐ Ｏ ） は 、 血 小 板 産 生 の 重 要 な 調 節 因 子 で あ り 、 血 小 板 を 産 生 す
る 巨 核 球 の 成 長 お よ び 巨 核 球 か ら の 血 小 板 の 産 生 を 刺 激 す る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 Ｔ Ｐ Ｏ は
、 肝 臓 に お い て ３ ５ ３ ア ミ ノ 酸 の 前 駆 タ ン パ ク 質 と し て 合 成 さ れ 、 ２ １ ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ
ル ペ プ チ ド が 切 断 さ れ て 成 熟 分 子 と な る 。 そ の 成 熟 分 子 は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン と 相 同 性 の
高 い ２ つ の ド メ イ ン と 、 そ の タ ン パ ク 質 の 安 定 性 に 重 要 な 高 度 に グ リ コ シ ル 化 さ れ た カ ル
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ボ キ シ 末 端 よ り 構 成 さ れ る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 あ る 種 の 血 小 板 減 少 性 障 害 の 患 者 に お い て
は Ｔ Ｐ Ｏ の 産 生 が 上 昇 す る こ と が 観 察 さ れ て い る が 、 免 疫 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 （ Ｉ Ｔ Ｐ
） の 患 者 で は 上 昇 が み ら れ な い （ 非 特 許 文 献 ３ 、 ４ ） 。 こ れ ま で に 、 ２ 種 類 の 組 換 え Ｔ Ｐ
Ｏ が 大 規 模 な 臨 床 試 験 に 用 い ら れ た 。 １ つ は 、 天 然 の Ｔ Ｐ Ｏ と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
グ リ コ シ ル 化 分 子 で あ る 組 換 え ヒ ト Ｔ Ｐ Ｏ （ ｒ Ｈ ｕ Ｔ Ｐ Ｏ ） で あ り 、 も う １ つ は 、 天 然 の
Ｔ Ｐ Ｏ の 生 物 活 性 ド メ イ ン に 相 当 す る １ － １ ６ ３ ア ミ ノ 酸 を 含 む 非 グ リ コ シ ル 化 分 子 で あ
る ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 結 合 組 換 え ヒ ト 巨 核 球 成 長 お よ び 発 達 因 子 （ Ｐ Ｅ Ｇ
－ ｒ Ｈ ｕ Ｍ Ｇ Ｄ Ｆ ） で あ る （ 非 特 許 文 献 １ 、 ２ 、 ５ ） 。 両 Ｔ Ｐ Ｏ は ヒ ト に お け る 血 小 板 産
生 の 強 力 な 刺 激 物 質 で あ り 、 化 学 療 法 に 起 因 す る 血 小 板 減 少 症 を 軽 減 す る 能 力 を 有 し 、 血
小 板 輸 血 の 必 要 性 を 減 少 さ せ 得 る 点 で 有 益 で あ る （ 非 特 許 文 献 ６ 、 ７ ） 。 し か し な が ら 過
去 １ ０ 年 間 に 行 わ れ た 臨 床 研 究 に お い て 、 Ｐ Ｅ Ｇ － ｒ Ｈ ｕ Ｍ Ｄ Ｇ Ｆ が 内 生 の Ｔ Ｐ Ｏ と 交 差
反 応 す る 抗 体 を 誘 導 し 、 健 常 人 の ４ ％ お よ び 集 中 的 な 化 学 療 法 を 受 け た 癌 患 者 の ０ ． ６ ％
に お い て 血 小 板 減 少 症 を 誘 発 し た （ 非 特 許 文 献 ５ ） 。 注 目 す べ き は 、 健 常 人 が ２ 、 ３ 回 の
Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 後 に 血 小 板 減 少 症 を 示 し た の に 対 し て 、 癌 患 者 は よ り 多 く の 回 数 の 投 与 を 受 け
た 後 に 血 小 板 減 少 症 を 示 し た こ と で あ る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 言 い か え れ ば 、 免 疫 機 能 が 正
常 に 維 持 さ れ て い る 被 験 者 は 、 低 用 量 の Ｔ Ｐ Ｏ に よ り 血 小 板 減 少 症 を 示 す よ う で あ る こ と
で あ る 。 こ の こ と は 、 自 己 免 疫 反 応 が 血 小 板 減 少 症 に 関 与 す る こ と を 示 唆 す る 。 し か し な
が ら 、 被 験 者 の Ｔ 細 胞 に 認 識 さ れ る Ｔ Ｐ Ｏ の 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ は い ま だ 同 定 さ れ て い な
い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Kaushansky K. Thrombopoietin. N Engl J Med 1998; 339:746-754.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Kuter DJ, and Begley CG. Recombinant human thrombopoietin: basic
 biology and evaluation of clinical studies. Blood 2002; 100:3457-3469.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Yang C, Li YC, and Kuter DJ. The physiological response of throm
bopoietin (c-Mpl ligand) to thrombocytopenia in the rat. Br J Haematol 1999; 105
:478-485.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Kappers-Klunne MC, de Haan M, Struijk PC et al. Serum thrombopoi
etin levels in relation to disease status in patients with immune thrombocytopen
ic purpura. Br J Haematol 2001; 115:1004-1006.
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Kuter DJ. Future directions with platelet growth factors. Semin 
Hematol 2000; 37:41-49.
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Vadhan-Raj S, Verschraegen CF, Bueso-Ramos C et al. Recombinant 
human thrombopoietin attenuates carboplatin-induced severe thrombocytopenia and 
the need for platelet transfusions in patients with gynecologic cancer. Ann Inte
rn Med 2000; 132:364-368.
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Vadhan-Raj S, Patel S, Bueso-Ramos C et al. Importance of predos
ing of recombinant human thrombopoietin to reduce chemotherapy-induced early thr
ombocytopenia. J Clin Oncol 2003; 21:3158-3167.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 血 小 板 減 少 症 の 分 子 機 構 を 解 明 し て 血 小 板 減 少 症 の 治 療 に 寄 与 し 得 る Ｔ Ｐ Ｏ
由 来 ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 上 記 目 的 を 達 成 す る た め に 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 抗 原 結 合 モ チ ー フ に 基 づ い て １
８ 個 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド を 作 成 し 、 そ れ ら ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 が 血 小 板 減 少 症 患 者
お よ び 健 常 人 の 血 漿 中 に 存 在 す る か に つ い て 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 液 性 免 疫 応 答 を 誘 導 す
る Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド が 同 定 さ れ た 。 次 に 、 液 性 免 疫 応 答 を 誘 導 す る Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド
が 、 血 小 板 減 少 症 患 者 お よ び 健 常 人 由 来 の 末 梢 血 単 核 球 か ら ペ プ チ ド 特 異 的 な 細 胞 傷 害 性
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Ｔ 細 胞 を 誘 導 し 得 る か に つ い て 検 討 し 、 液 性 免 疫 お よ び 細 胞 性 免 疫 応 答 の 両 方 を 誘 導 す る
５ つ の ペ プ チ ド （ Ｔ Ｐ Ｏ － ８ ９ 、 － １ ０ １ 、 － １ ０ ９ 、 － １ ６ ２ お よ び － １ ６ ４ ） を 同 定
し た 。 更 に 、 こ れ ら の ペ プ チ ド に よ り 誘 導 さ れ た Ｃ Ｔ Ｌ が 、 Ｔ Ｐ Ｏ を 産 生 す る 肝 細 胞 癌 細
胞 株 を 傷 害 す る こ と を 見 出 し た 。 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 血 小 板 減 少 症 患 者 は 健 常 人 と 比 較
し て Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 自 己 抗 体 保 有 率 が 高 く 、 自 己 抗 体 を 有 す る 被 験 者 で は 抗 ペ プ チ ド 抗 体
が 多 く 検 出 さ れ る こ と を 見 出 し た 。 こ れ ら の 結 果 に 基 づ い て 、 本 発 明 が 完 成 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 以 下 の も の を 提 供 す る ；
　 （ １ ） 免 疫 応 答 を 誘 導 す る ト ロ ン ボ ポ エ チ ン 由 来 ペ プ チ ド ま た は 機 能 的 に 同 等 の 性 質 を
有 す る そ の 誘 導 体 ； 特 に 、 免 疫 応 答 が 液 性 免 疫 応 答 で あ る ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 、 あ る い
は 、 免 疫 応 答 が 液 性 免 疫 応 答 お よ び 細 胞 性 免 疫 応 答 で あ る ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 ； 具 体 的
に は 、 配 列 番 号 １ か ら ５ の い ず れ か に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド ま た は 機 能 的
に 同 等 の 性 質 を 有 す る そ の 誘 導 体 ；
　 （ ２ ） 血 小 板 減 少 症 患 者 に 対 す る Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 の 危 険 性 を 判 断 す る た め の デ ー タ を 収 集 す
る 方 法 で あ っ て 、 （ １ ） 記 載 の ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 を 認 識 す る 抗 体 の 存 在 を 血 小 板 減 少
症 患 者 か ら 採 取 し た 血 漿 に お い て 調 べ る こ と を 含 む 方 法 ； 特 に 、 該 デ ー タ が 、 該 抗 体 が 存
在 す る 場 合 に Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 が 危 険 で あ る と 判 断 す る た め の デ ー タ と な る 方 法 ；
　 （ ３ ） Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 自 己 免 疫 応 答 を 減 弱 さ せ る た め の 、 （ １ ） 記 載 の ペ プ チ ド ま た は
誘 導 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 ；
　 （ ４ ） 悪 性 腫 瘍 を 処 置 す る た め の 、 （ １ ） 記 載 の ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 を 含 有 す る 医 薬
組 成 物 ；
　 （ ５ ） （ １ ） 記 載 の ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 を 認 識 す る 抗 体 ； お よ び 、
　 （ ６ ） 免 疫 応 答 を 誘 導 す る ト ロ ン ボ ポ エ チ ン 由 来 ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 を 検 出 す る た
め の 、 配 列 番 号 ： １ か ら ５ の い ず れ か に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ト ロ ン ボ ポ エ チ ン 由
来 ペ プ チ ド ま た は 機 能 的 に 同 等 の 性 質 を 有 す る そ の 誘 導 体 を 含 む キ ッ ト ； 特 に 、 血 小 板 減
少 症 患 者 に 対 す る Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 の 危 険 性 を 判 断 す る た め の キ ッ ト 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 の 有 無 を 血 小 板 減 少 症 患 者 に お い て 調 べ
る こ と に よ り 、 Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 時 に 自 己 免 疫 応 答 に よ り Ｔ Ｐ Ｏ 中 和 抗 体 で あ る 自 己 抗 体 を 産 生
し 血 小 板 減 少 を 来 す 危 険 性 に つ い て 判 断 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ
プ チ ド は 、 減 感 作 療 法 に よ り Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 自 己 免 疫 応 答 を 減 弱 さ せ る こ と が で き る 。 更
に 、 Ｔ Ｐ Ｏ 産 生 癌 細 胞 を 標 的 と す る 悪 性 腫 瘍 を 処 置 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
１ ． ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 に お い て 「 Ｔ Ｐ
Ｏ 由 来 ペ プ チ ド 」 と は 、 Ｔ Ｐ Ｏ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ） の 一 部 で あ る 連 続 し た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 「 Ｔ Ｐ Ｏ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 で あ る 連 続 し た ア
ミ ノ 酸 配 列 」 は 、 Ｈ Ｌ Ａ 抗 原 と の 結 合 モ チ ー フ に 基 づ き 、 例 え ば  Bioinformatics and Mo
lecular Analysis Section（ NIH, Bethesda, MD） 等 の コ ン ピ ュ ー タ ー 解 析 に よ り 決 定 さ
れ る 。 本 発 明 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド は 、 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の Ｈ Ｌ Ａ 抗 原 と 結 合 し て 提 示 さ
れ う る 長 さ 、 好 ま し く は ８ か ら １ １ 残 基 、 よ り 好 ま し く は ９ か ら １ ０ 残 基 で あ る 。 ま た 、
本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 細 胞 内 の プ ロ テ ア ソ ー ム で 分 解 さ れ て 抗 原 提 示 細 胞 表 面 の Ｈ Ｌ Ａ 抗
原 と 結 合 し て 提 示 さ れ う る 長 さ と な る よ り 長 い ペ プ チ ド 、 例 え ば ８ か ら ５ ０ 残 基 、 好 ま し
く は ８ か ら ３ ０ 残 基 、 よ り 好 ま し く は ８ か ら １ ５ 残 基 の 長 さ の ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。
本 発 明 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 配 列 番 号 ： １ か ら ５ の い ず れ か に 示 さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド で あ り 、 よ り 好 ま し く は 配 列 番 号 ： １ か ら ５ の い ず れ か に 示 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 本 発 明 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド が 誘 導 す る 免 疫 応 答 に は 、 液 性 免 疫 応 答 お よ び 細 胞 性 免 疫
応 答 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド は 液 性 免 疫 応 答 を
誘 導 し 、 よ り 好 ま し く は 、 液 性 免 疫 応 答 お よ び 細 胞 性 免 疫 応 答 の 両 方 を 誘 導 す る 。 本 発 明
に お い て 、 「 液 性 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 」 か 否 か は 、 被 験 者 の 血 漿 中 に そ の ペ プ チ ド に 特 異
的 な Ｉ ｇ Ｇ が 存 在 す る か 否 か に よ り 判 断 す る こ と が で き る 。 血 漿 中 の Ｉ ｇ Ｇ は 、 常 套 的 Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 「 細 胞 性 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 」 か 否 か は 、 そ の
ペ プ チ ド が 末 梢 血 単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） か ら ペ プ チ ド 特 異 的 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 （ Ｃ Ｔ Ｌ ） を
誘 導 す る か 否 か に よ り 判 断 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 候 補 ペ プ チ ド
で 刺 激 し た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ が ペ プ チ ド 提 示 標 的 細 胞 に 反 応 し て 産 生 す る 種 々 の サ イ ト カ イ ン （ 例
え ば Ｉ Ｆ Ｎ － γ ） を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 等 で 検 出 す る こ と に よ り Ｃ Ｔ Ｌ の 誘 導 を 調 べ 、 さ ら に そ
の Ｃ Ｔ Ｌ の 細 胞 傷 害 性 を ５ １ Ｃ ｒ 放 出 ア ッ セ イ に よ り 検 討 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド の 「 誘 導 体 」 と は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て １ ま た
は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 お よ び ／ ま た は 付 加 な ど を 含 む 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 し 、 か つ そ の ペ プ チ ド の 有 す る 免 疫 応 答 誘 導 能 を 備 え る ペ プ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド お よ び 誘 導 体 は 、 通 常 の ペ プ チ ド 合 成 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
そ の よ う な 方 法 と し て 、 例 え ば 、 Peptide Synthesis, Interscience, New York， 1966；  
The Proteins, Vol2, Academic Press Inc.,New York, 1976； ペ プ チ ド 合 成 、 丸 善 （ 株 ）
、 1975； ペ プ チ ド 合 成 の 基 礎 と 実 験 、 丸 善 （ 株 ） 、 1985； 医 薬 品 の 開 発 続  第 十 四 巻 ・ ペ
プ チ ド 合 成 、 広 川 書 店 、 1991） な ど に 記 載 さ れ て い る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 が 観 察 さ れ る 被 験 者 は 、 既 に 内 因 性 の Ｔ
Ｐ Ｏ の 抗 原 性 部 分 で 感 作 さ れ て い る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド お よ び 誘 導
体 は 、 被 験 者 が Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 を 受 け た 場 合 に Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 自 己 抗 体 を 産 生 し 血 小 板 減 少 を
来 す 危 険 性 、 即 ち Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 の 危 険 性 を 判 断 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本
発 明 の ペ プ チ ド お よ び 誘 導 体 は 、 以 下 に 記 載 す る 医 薬 組 成 物 の 製 造 に 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ １ ３ 】
２ ． デ ー タ 収 集 方 法
　 本 発 明 は 、 血 小 板 減 少 症 患 者 に 対 す る Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 の 危 険 性 を 判 断 す る た め の デ ー タ を 収
集 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 血 小 板 減 少 症 患 者 か ら 採 取 し た 血 漿 に 存 在 す る 、 本 発
明 の ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 を 認 識 す る 抗 体 を 調 べ る こ と を 含 む 。 本 発 明 の 方 法 に は 、 本 発
明 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド お よ び 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る １ つ 、 ２ つ 、 ３ つ 、 ４ つ 、 ５ つ 、 ま
た は そ れ 以 上 の ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は 誘 導 体 に つ い て 抗 体 の 存 在 を 調 べ る こ と が 包 含 さ
れ る 。 特 に 、 配 列 番 号 ： １ か ら ５ に 示 さ れ る ５ つ の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド ま た は そ の 誘 導 体
を 認 識 す る 抗 体 の 存 在 を 調 べ る こ と が 好 ま し い 。 抗 体 の 存 在 は 、 常 套 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ
り 調 べ る こ と が で き る 。 上 記 抗 体 が １ つ で も 存 在 す れ ば 既 に 内 因 性 の Ｔ Ｐ Ｏ の 抗 原 性 部 分
に 感 作 さ れ て い る と 考 え ら れ 、 Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 が 危 険 で あ る と 判 断 で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
３ ． 医 薬 組 成 物
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 の
医 薬 組 成 物 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 を １ つ 、 ２ つ ま た は そ れ 以 上 含 む こ と が で
き 、 更 に 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 等 の 添 加 剤 を 含 む こ と が で き
る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 通 常 の 製 剤 化 技 術 に よ り 製 造 す る こ と が で き 、 そ の 剤 型 に は 、
リ ポ ソ ー ム 製 剤 、 直 径 数 μ ｍ の ビ ー ズ に 結 合 さ せ た 粒 子 状 の 製 剤 、 リ ピ ッ ド を 結 合 さ せ た
製 剤 な ど 、 外 因 性 の ペ プ チ ド を Ｈ Ｌ Ａ 抗 原 へ 効 率 良 く 抗 原 提 示 さ せ 得 る 製 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 減 感 作 療 法 に よ り Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 自 己 免 疫 応 答 を 減 弱 さ せ る こ
と が で き る 。 減 感 作 療 法 と は 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 物 質 を は じ め は 少 量 、 低 濃 度 で 投 与 し
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、 徐 々 に 大 量 、 高 濃 度 に 変 化 さ せ て そ の 物 質 に 対 す る 過 敏 性 を 減 弱 さ せ る こ と を 目 的 と し
た 治 療 法 で あ る 。 本 発 明 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド は 、 Ｔ Ｐ Ｏ の 抗 原 性 を 決 定 し て い る 部 分 の
一 部 で あ る 可 能 性 が あ る 。 従 っ て 、 内 因 性 の Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 自 己 免 疫 応 答 を 示 す 被 験 者 で
は 、 上 記 の 「 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 物 質 」 と し て 本 発 明 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド を 用 い て 、 Ｔ
Ｐ Ｏ に 対 す る 免 疫 応 答 を 減 弱 で き る 可 能 性 が あ る 。 医 薬 組 成 物 の 投 与 方 法 と し て は 、 皮 内
投 与 、 皮 下 投 与 ま た は 静 脈 注 射 が 挙 げ ら れ る 。 そ の 投 与 量 は 、 処 置 対 象 の 疾 患 の 状 態 、 個
々 の 患 者 の 年 齢 、 体 重 等 に よ り 適 宜 調 整 す る こ と が で き る が 、 医 薬 組 成 物 中 の 本 発 明 の ペ
プ チ ド ま た は 誘 導 体 の 量 と し て 通 常 ０ ． ０ ０ ０ １ ｍ ｇ ～ １ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 好 ま し く は ０ ． ０
０ ０ １ ｍ ｇ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ 、 よ り 好 ま し く は ０ ． ０ ０ １ ｍ ｇ ～ １ ０ ｍ ｇ の 範 囲 内 で 投 与 量 を
変 化 さ せ 、 数 日 、 数 週 ま た は 数 ヶ 月 に １ 回 の 投 与 を １ ～ ３ 年 継 続 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 癌 ワ ク チ ン と し て 、 Ｔ Ｐ Ｏ 産 生 癌 細 胞 を 標 的 と し
た 悪 性 腫 瘍 の 処 置 に 用 い る こ と が で き る 。 Ｔ Ｐ Ｏ 産 生 癌 細 胞 と し て は 、 肝 癌 細 胞 、 腎 癌 細
胞 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 液 性 免 疫 応 答 お よ び ／ ま た は 細 胞 性 免 疫 応 答 を
効 率 的 に 誘 導 す る よ う に 、 ア ジ ュ バ ン ト と と も に 投 与 す る こ と が で き る 。 そ の 投 与 方 法 と
し て は 、 皮 内 投 与 、 皮 下 投 与 ま た は 静 脈 注 射 が 挙 げ ら れ る 。 医 薬 組 成 物 の 投 与 量 は 、 処 置
対 象 の 疾 患 の 状 態 、 個 々 の 患 者 の 年 齢 、 体 重 等 に よ り 適 宜 調 整 す る こ と が で き る が 、 医 薬
組 成 物 中 の 本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 の 量 で 通 常 ０ ． ０ ０ ０ １ ｍ ｇ ～ １ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、
好 ま し く は ０ ． ０ ０ １ ｍ ｇ ～ １ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 よ り 好 ま し く は ０ ． １ ｍ ｇ ～ １ ０ ｍ ｇ で あ り
、 こ れ を 数 日 な い し 数 週 に １ 回 投 与 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
４ ． 抗 体
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 を 認 識 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 抗 体 に
は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 含 ま れ る 。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の
ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 を 認 識 す る Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 お よ び Ｆ ｖ の よ う な 抗 体 断 片
を も 包 含 す る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 例 え ば ” Antibodies: A Laboratory Manual” , Lane, H
. D. et al. eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York, 1989 に 記 載 さ れ
る 方 法 に 従 い 容 易 に 調 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は 誘
導 体 の 精 製 に 使 用 す る こ と が で き 、 本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 を 認 識 す る 抗 体 の 検 出
に お い て 、 標 準 品 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
５ ． キ ッ ト
　 本 発 明 は 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 を 検 出 す る の に 用 い
る 、 配 列 番 号 ： １ か ら ５ の い ず れ か に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド ま
た は 機 能 的 に 同 等 の 性 質 を 有 す る そ の 誘 導 体 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 本 発 明 の キ ッ ト は
ま た 、 適 当 な 緩 衝 液 、 発 色 剤 、 反 応 停 止 剤 等 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 血
小 板 減 少 症 患 者 か ら 採 取 し た 血 漿 を 試 料 と し て 、 Ｔ Ｐ Ｏ 投 与 の 危 険 性 を 判 断 す る た め に 用
い る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ り さ ら に 説 明 す る が 、 本 発 明 は い か な る 意 味 に お い て も こ れ
ら 実 施 例 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
１ ． 方 法
１ ． １ 　 ペ プ チ ド 合 成
　 コ ン ピ ュ ー タ ー 解 析 （ Bioinformatics and Molecular Analysis Section, NIH, Bethes
da, MD） に よ り 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ０ ２ ０ １ 分 子 に 結 合 す る 能 力 に 基 づ い て １ ８ 個 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来
ペ プ チ ド を 合 成 し た （ 株 式 会 社 バ イ オ ロ ジ カ 、 名 古 屋 、 日 本 ） 。 こ れ ら ペ プ チ ド を 表 ２ に
示 す 。 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 結 合 モ チ ー フ を 有 す る Ｈ Ｉ Ｖ ペ プ チ ド （ Ｓ Ｌ Ｙ Ｎ Ｔ Ｖ Ａ Ｔ Ｌ ） を 陰 性
対 照 と し て 使 用 し た （ １ １ ） 。 ペ プ チ ド は 全 て 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド に 濃 度 １ ０ ｍ ｇ ／
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ｍ ｌ で 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
１ ． ２ 　 被 験 者
　 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ ィ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） 感 染 が 陰 性 で あ る 血 小 板 減 少 症 患 者 ２ ４ 人 お よ び 健 常
人 （ Ｈ Ｄ ） ２ ４ 人 が 本 研 究 に 参 加 し た 。 血 小 板 減 少 症 患 者 お よ び Ｈ Ｄ の 特 性 を 表 １ に 示 す
。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 血 小 板 減 少 症 患 者 は 、 特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 （ Ｉ Ｔ Ｐ ） 患 者 １ ４ 人 、 再 生 不 良 性 貧
血 患 者 （ Ａ Ａ ） ６ 人 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 患 者 （ Ｍ Ｄ Ｓ ） ２ 人 、 前 立 腺 癌 関 連 骨 転 移 患 者 １
人 お よ び 原 発 性 脾 腫 患 者 １ 人 で あ り （ 表 １ ） 、 平 均 年 齢 は ５ ７ ． ４ 歳 で あ っ た 。 血 小 板 数
お よ び 疾 患 分 類 に 関 し て 有 意 な 差 異 は 存 在 し な か っ た 。 Ｉ Ｔ Ｐ お よ び Ａ Ａ の 群 で は 通 常 通
り 女 性 の 割 合 が 大 き か っ た 。 Ａ Ａ 患 者 で は 他 の 患 者 お よ び 健 常 人 と 比 較 し て 血 清 Ｔ Ｐ Ｏ レ
ベ ル が 高 か っ た が 、 こ れ も 既 報 の 観 察 結 果 か ら 予 想 さ れ る こ と で あ っ た （ Emmons RV, Rei
d DM, Cohen RL et al. Human thrombopoietin levels are high when thrombocytopenia
 is due to megakaryocyte deficiency and low when due to increased platelet destr
uction. Blood 1996; 87:4068-4071） 。 患 者 お よ び Ｈ Ｄ か ら 血 液 を 採 取 し 、 ヘ パ リ ン 処 理
し た 血 液 ２ ０ ｍ ｌ か ら Ｆ ｉ ｃ ｏ ｌ ｌ － Ｃ ｏ ｎ ｒ ａ ｙ 密 度 勾 配 遠 心 法 に よ り 血 漿 お よ び 末 梢
血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） を 得 た 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 上 の Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 分 子 の 発 現 は 、 既 報 の よ う に
（ Matsueda S, Kobayashi K, Nonaka Y et al. Identification of new prostate stem c
ell antigen-derived peptides immunogenic in HLA-A2(+) patients with hormone-refr
actory prostate cancer. Cancer Immunol Immunother 2004; 53:479-489） フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
１ ． ３ 　 抗 ペ プ チ ド 抗 体 の 検 出
　 血 漿 中 の 抗 ペ プ チ ド 抗 体 （ Ｉ ｇ Ｇ ） は 、 既 報 の よ う に （ Ohkouchi S, Yamada A, Imai N
 et al. Non-mutated tumor-rejection antigen peptides elicit type-I allergy in th
e majority of healthy individuals. Tissue Antigens 2002; 59:259-272） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
に よ り 測 定 し た 。 具 体 的 に は 、 ペ プ チ ド （ ２ ０ μ ｇ ／ ウ ェ ル ） を 固 定 化 し た プ レ ー ト を ブ
ロ ッ ク エ ー ス （ 雪 印 、 東 京 、 日 本 ） に よ り ブ ロ ッ ク し 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ － Ｐ Ｂ
Ｓ に よ り 洗 浄 し た 。 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ － ブ ロ ッ ク エ ー ス で 希 釈 し た 血 漿 を 、 １ ０
０ μ ｌ ／ ウ ェ ル に て そ の プ レ ー ト に 添 加 し た 。 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 プ
レ ー ト を 洗 浄 し 、 さ ら に １ ： １ ０ ０ ０ 希 釈 ウ サ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ γ 鎖 特 異 的 ： DAKO, 
Glostrup, Denmark） と ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の プ レ ー ト を 再 び 洗 浄 し 、 １ ： １
０ ０ 希 釈 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ 抗 体 （ Ｄ Ａ Ｋ Ｏ ） １
０ ０ μ ｌ を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 プ レ ー ト を ４ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 再 び
洗 浄 し 、 テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ン 基 質 溶 液 （ KPL, Guildford, UK） を １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル で
プ レ ー ト に 添 加 し 、 そ の 後 １ Ｍ リ ン 酸 を 添 加 し て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 抗 ペ プ チ ド 抗 体 の レ
ベ ル を 評 価 す る た め 、 各 試 料 の 吸 光 度 （ Ｏ Ｄ ） を 段 階 希 釈 し た 標 準 試 料 と 比 較 し た 。 そ の
値 を Ｏ Ｄ ユ ニ ッ ト で 示 す 。 カ ッ ト オ フ 値 は 、 Ｈ Ｄ の 抗 Ｈ Ｉ Ｖ ペ プ チ ド Ｉ ｇ Ｇ の 平 均 ＋ ２ Ｓ
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Ｄ が ０ ． ０ ２ ＋ ０ ． ０ ４ で あ る こ と に 基 づ き 、 血 漿 希 釈 １ ： １ ０ ０ で Ｏ Ｄ 値 ０ ． ０ ６ （ 平
均 ＋ ２ 標 準 偏 差 ） と し た 。 抗 ペ プ チ ド 抗 体 の ペ プ チ ド 特 異 性 を 確 認 す る た め 、 ペ プ チ ド を
コ ー ト し た ウ ェ ル 中 で 試 料 １ ０ ０ μ ｌ を イ ン キ ュ ベ ー ト し て ペ プ チ ド 特 異 的 な 抗 ペ プ チ ド
Ｉ ｇ Ｇ を 吸 収 し 、 得 ら れ た 試 料 中 の 抗 ペ プ チ ド Ｉ ｇ Ｇ の レ ベ ル を 測 定 し た 。 抗 ペ プ チ ド 抗
体 が 完 全 長 の Ｔ Ｐ Ｏ を 認 識 す る か 否 か に つ い て は 、 組 換 え ヒ ト Ｔ Ｐ Ｏ （ ｒ ｈ Ｔ Ｐ Ｏ ） お よ
び ヒ ト ア ル ブ ミ ン （ 陰 性 対 照 ） を 用 い て 吸 収 試 験 に よ り 検 討 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
１ ． ４ 　 Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド に よ る ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ の 誘 導
　 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ １ ｘ １ ０ ５ 細 胞 ／ ウ ェ ル ） を 各 ペ プ チ ド （ １ ０ μ Ｍ ） と Ｕ 底 ９ ６ ウ ェ ル マ イ
ク ロ カ ル チ ャ ー プ レ ー ト （ Nunc, Roskilde, Denmark） に て 培 養 培 地 ２ ０ ０ μ ｌ 中 で イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 培 地 は 、 ４ ５ ％ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 、 ４ ５ ％ Ａ Ｉ Ｍ － Ｖ （ Invitrogen, 
Carlsbad, California） 、 １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ 　 Ｉ Ｌ － ２ お よ び ０ ． １ ｍ Ｍ 　
Ｍ Ｅ Ｍ 非 必 須 ア ミ ノ 酸 溶 液 （ Invitrogen） よ り 構 成 さ れ た 。 第 ３ 、 ６ お よ び ９ 日 目 に 、 培
地 の 半 分 を 除 去 し 、 同 じ ペ プ チ ド （ ２ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 含 有 す る 新 し い 培 地 と 置 き 換 え た
。 培 養 第 １ ２ 日 目 に 細 胞 を 回 収 し 、 対 応 ペ プ チ ド ま た は 陰 性 対 照 の Ｈ Ｉ Ｖ ペ プ チ ド の い ず
れ か を 事 前 に ロ ー ド し た Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 発 現 Ｔ ２ 細 胞 に 応 答 し て Ｉ Ｆ Ｎ － γ を 産 生 す る 能 力
に つ い て 試 験 し た 。 各 ペ プ チ ド に つ き ４ つ の ウ ェ ル を 準 備 し 、 デ ュ プ リ ケ ー ト で ア ッ セ イ
を 行 っ た 。 デ ー タ で は 、 得 ら れ た 値 か ら Ｈ Ｉ Ｖ ペ プ チ ド に 対 す る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の Ｉ Ｆ
Ｎ － γ 産 生 を 差 し 引 い た 。 ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ の 誘 導 は 、 対 応 ペ プ チ ド に 応 答 し て ペ プ
チ ド 刺 激 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ よ り 産 生 さ れ た Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 平 均 値 が 、 Ｈ Ｉ Ｖ ペ プ チ ド に 応 答 し て 産 生
さ れ た も の よ り 有 意 に （ Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ ） 高 か っ た 場 合 に 、 Ｃ Ｔ Ｌ の 誘 導 が 陽 性 と し た 。 Ｉ
Ｆ Ｎ － γ の 産 生 は 、 既 報 の よ う に （ Matsueda S, Kobayashi K, Nonaka Y et al. Identif
ication of new prostate stem cell antigen-derived peptides immunogenic in HLA-A2
(+) patients with hormone-refractory prostate cancer. Cancer Immunol Immunother 
2004; 53:479-489） Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 検 討 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
１ ． ５ 　 細 胞 傷 害 性 ア ッ セ イ
　 ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ を 上 記 培 地 中 で ペ プ チ ド な し で さ ら に 培 養 し 、 細 胞 傷 害 性 ア ッ セ
イ を 行 う の に 十 分 な 数 の 細 胞 を 得 た 。 こ れ ら 細 胞 の 細 胞 傷 害 性 に つ い て 、 既 報 の よ う に （
Matsueda S, Kobayashi K, Nonaka Y et al. Identification of new prostate stem cel
l antigen-derived peptides immunogenic in HLA-A2(+) patients with hormone-refrac
tory prostate cancer. Cancer Immunol Immunother 2004; 53:479-489） 標 準 的 ５ １ Ｃ ｒ
放 出 ア ッ セ イ に よ り 試 験 し た 。 ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ の 細 胞 傷 害 性 を 調 べ る た め 、 標 的 細
胞 と し て 事 前 に 対 応 ペ プ チ ド ま た は Ｈ Ｉ Ｖ ペ プ チ ド を ロ ー ド し た Ｔ ２ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号
： Ｃ Ｒ Ｌ － １ ９ ９ ２ ） を 使 用 し た 。 ま た 、 細 胞 内 機 構 に よ り 分 解 さ れ Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 分 子
に 提 示 さ れ た 内 因 性 の Ｔ Ｐ Ｏ に 由 来 す る ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性 を 検 討 す る た め 、 ２ 種 類
の Ｔ Ｐ Ｏ 産 生 肝 細 胞 癌 細 胞 株 、 Ｈ ｅ ｐ － Ｇ ２ 細 胞 （ Ｈ Ｌ Ａ － Ａ 　 ０ ２ ０ １ ／ ２ ４ ０ ２ 、 Ｂ
　 ３ ５ ／ ５ １ ０ ５ 、 Ｃ 　 ０ ４ ０ １ ／ １ ６ ０ ２ 、 Ｄ Ｒ 　 １ ３ ０ ２ ／ １ ６ ０ ２ 、 Ｄ Ｑ Ａ １ 　 ０
１ ０ ２ 、 Ｄ Ｑ Ｂ １ 　 ０ ６ ０ ４ ／ ０ ５ ０ ２ ） （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 ： Ｈ Ｂ － ８ ０ ６ ５ ） お よ び Ｋ Ｙ
Ｎ － １ 細 胞 （ Ｈ Ｌ Ａ － Ａ 　 ２ ４ ０ ２ 、 Ｂ 　 ５ ４ ０ １ 、 Ｃ 　 ０ １ ０ ２ 、 Ｄ Ｒ Ｂ １ 　 ０ ４ ０ ５
、 Ｄ Ｑ Ａ １ 　 ０ ３ ０ １ 、 Ｄ Ｑ Ｂ １ 　 ０ ４ ０ １ ） 、 お よ び 陰 性 対 照 と し て Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ０ ２ ０
１ 陽 性 Ｈ Ｄ 由 来 の Ｐ Ｈ Ａ 刺 激 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ Ｐ Ｈ Ａ 幼 若 化 Ｔ 細 胞 ） を 使 用 し た 。 既 報 の よ う に
（ Sasaki Y, Takahashi T, Miyazaki H et al., Production of thrombopoietin by huma
n carcinomas and its novel isoforms. Blood 1999; 94:1952-1960） 、 培 養 細 胞 の 上 清
を 回 収 し 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り Ｔ Ｐ Ｏ レ ベ ル （ Ｆ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ ｌ ） を 調 べ た 。 Ｔ Ｐ Ｏ 産 生 肝 細
胞 癌 細 胞 株 の Ｔ Ｐ Ｏ レ ベ ル は 、 Ｈ ｅ ｐ － Ｇ ２ 細 胞 お よ び Ｋ Ｙ Ｎ － １ 細 胞 で そ れ ぞ れ １ ． ３
６ お よ び ０ ． ８ ３ Ｆ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。 ま た 、 ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ に よ る 細 胞 傷 害
性 の 機 構 を 検 討 す る た め 、 Ｈ ｅ ｐ － Ｇ ２ 細 胞 を 標 的 細 胞 と し て 使 用 し て 、 既 報 の よ う に （
Matsueda S, Kobayashi K, Nonaka Y et al. Identification of new prostate stem cel
l antigen-derived peptides immunogenic in HLA-A2(+) patients with hormone-refrac
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tory prostate cancer. Cancer Immunol Immunother 2004; 53:479-489） 遮 断 試 験 お よ び
非 放 射 性 阻 害 試 験 （ cold inhibition assay） を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
１ ． ６ 　 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗 体 の 検 出
　 血 小 板 減 少 症 患 者 お よ び Ｈ Ｄ の 血 漿 中 に 存 在 す る Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 自 己 抗 体 を Ｄ ｏ ｔ 　 ｐ
ｌ ｏ ｔ 法 に よ り 検 出 し た 。 既 報 の 結 果 （ 非 特 許 文 献 １ 、 ２ お よ び ５ ） に 基 づ き 、 Ｔ Ｐ Ｏ １
－ １ ６ ３ を 認 識 す る 抗 体 を 検 出 し た 。 は じ め に 、 Ｐ Ｄ Ｖ Ｆ メ ン ブ ラ ン （ Miliipore, MA, U
SA） を １ ０ ０ ％ メ タ ノ ー ル に １ ５ 秒 間 浸 し た 。 そ の メ ン ブ ラ ン を 超 純 水 で 洗 浄 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ
中 で １ ５ 分 間 平 衡 化 し た 。 メ ン ブ ラ ン を Ｐ Ｂ Ｓ で 湿 ら し た ３ Ｍ Ｍ 紙 上 に 置 き 、 組 換 え ヒ ト
Ｔ Ｐ Ｏ （ ｒ ｈ Ｔ Ｐ Ｏ 　 Ｋ ｉ ｒ ｉ ｎ 、 ０ ． ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） を ２ μ ｌ ず つ ド ッ ト プ ロ ッ ト し た
。 メ ン ブ ラ ン を 乾 い た ３ Ｍ Ｍ 紙 上 に 置 き 、 ２ 時 間 乾 燥 さ せ た 。 メ タ ノ ー ル で １ ５ 秒 間 再 び
湿 ら し 、 超 純 水 で す す ぎ 、 そ し て Ｂ ｌ ｏ ｃ ｋ Ａ ｃ ｅ （ 雪 印 、 東 京 、 日 本 ） で 一 晩 ブ ロ ッ キ
ン グ し た 。 そ の 後 ブ ロ ッ ク 溶 液 を 吸 引 し 、 血 清 試 料 １ ０ ０ μ ｌ （ 洗 浄 液 ６ ｍ ｌ お よ び Ｂ ｌ
ｏ ｃ ｋ Ａ ｃ ｅ ４ ｍ ｌ 中 ） を 加 え 、 振 盪 し な が ら ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 メ ン ブ ラ ン を
Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ で 簡 単 に ２ 回 す す ぎ 、 洗 浄 パ ッ ト に 入 れ 、 パ ッ ト 中 で Ｐ Ｂ Ｓ － Ｔ ３ ０ ｍ ｌ に よ
り ３ 回 洗 浄 し た （ １ ５ 分 － ５ 分 － ５ 分 ） 。 ウ サ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 １ ０ μ ｌ （ 洗 浄 液 ６ ｍ
ｌ お よ び Ｂ ｌ ｏ ｃ ｋ Ａ ｃ ｅ ４ ｍ ｌ 中 ） を 加 え 、 振 盪 し な が ら ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
そ の 後 上 記 と 同 様 に し て ４ 回 （ １ ５ 分 － ５ 分 － ５ 分 － ５ 分 ） 洗 浄 し た 。 Ｅ Ｃ Ｌ プ ラ ス （ Ｒ
Ｐ Ｎ ２ １ ３ ２ 、 Amersham Biosciences） の 検 出 液 （ Ａ 液 ５ ｍ ｌ ＋ Ｂ 液 １ ２ ５ μ ｌ ／ メ ン ブ
ラ ン ） を 調 製 し 、 メ ン ブ ラ ン に の せ て １ 分 間 放 置 し た 。 メ ン ブ ラ ン を ラ ッ プ で 包 み 、 ３ ０
秒 か ら １ 分 間 露 出 し 、 写 真 を 撮 影 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
１ ． ７ 　 統 計 学 的 解 析
　 両 測 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 検 定 を 使 用 し 、 抗 体 レ ベ ル 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 お よ び 標 的 細 胞 の 溶
解 （ ％ ） を 比 較 し た 。 ０ ． ０ ５ 未 満 の Ｐ 値 を 有 意 と 判 断 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
２ ． 結 果
２ ． １ 　 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド 抗 体 の 検 出
　 １ ８ 種 類 の Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド に 反 応 す る 抗 体 （ Ｉ ｇ Ｇ ） の レ ベ ル を 患 者 お よ び Ｈ Ｄ に
お い て 検 討 し た 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Ｔ Ｐ Ｏ － １ ０ １ （ ア ミ ノ 酸 位 置 １ ０ １ － １ １ ０ ） に 反 応 す る Ｉ ｇ Ｇ が 、 患 者 ８ 人 （ ３ ３
％ ） お よ び Ｈ Ｄ ７ 人 （ ２ ９ ％ ） に お い て 有 意 な レ ベ ル で 検 出 さ れ た 。 Ｔ Ｐ Ｏ － ８ ９ （ 同 ８
９ － ９ ８ ） 、 Ｔ Ｐ Ｏ － １ ０ ９ （ １ ０ ９ － １ １ ８ ） 、 Ｔ Ｐ Ｏ － １ ６ ２ （ １ ６ ２ － １ ７ １ ） お
よ び Ｔ Ｐ Ｏ － １ ６ ４ （ １ ６ ４ － １ ７ ３ ） に 反 応 す る Ｉ ｇ Ｇ は 、 そ れ ぞ れ ５ 、 ６ 、 ５ お よ び
７ 人 の 患 者 に お い て 検 出 さ れ 、 Ｈ Ｄ で は そ れ ぞ れ １ 、 ０ 、 ２ お よ び ２ 人 で 見 ら れ た 。 他 の
ペ プ チ ド に 反 応 す る Ｉ ｇ Ｇ も ま た 、 数 人 の 患 者 に お い て Ｈ Ｄ よ り も 高 い 頻 度 で 検 出 さ れ た
。 Ｔ Ｐ Ｏ － ３ ５ に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ は Ｈ Ｄ に お い て の み 検 出 さ れ 、 患 者 で は 検 出 さ れ な か っ た
。 Ｉ ｇ Ｇ が 検 出 さ れ た Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド の 患 者 あ た り の 平 均 数 は 、 Ｉ Ｔ Ｐ 患 者 で ２ ． ２
、 Ａ Ａ 患 者 で １ ． ０ 、 他 の 血 小 板 減 少 性 障 害 の 患 者 で ３ ． ８ お よ び Ｈ Ｄ で ０ ． ８ で あ っ た
。 代 表 的 結 果 を 図 １ に 示 す 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 吸 光 度 （ Ｏ Ｄ ） と 血 漿 希 釈 と の 間 に 直 線 性 相 関
が 観 察 さ れ 、 結 果 が 妥 当 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ の 結 果 に 基 づ き 、 以 下 の 実 験 で は 、 Ｔ
Ｐ Ｏ － ３ ５ 、 － ８ ９ 、 １ ０ １ 、 － １ ０ ９ 、 － １ ６ ２ お よ び － １ ６ ４ の ６ つ の ペ プ チ ド に つ
い て 検 討 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 ２ は 、 抗 ペ プ チ ド 抗 体 の 特 異 性 を 検 討 し た 代 表 的 結 果 を 示 す 。 ６ つ の ペ プ チ ド （ Ｔ Ｐ
Ｏ － ３ ５ 、 － ８ ９ 、 － １ ０ １ 、 － １ ０ ９ 、 － １ ６ ２ お よ び － １ ６ ４ ） に 反 応 す る Ｉ ｇ Ｇ は
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対 応 ペ プ チ ド で 吸 収 さ れ た が 、 無 関 係 な 対 照 ペ プ チ ド （ Ｈ Ｉ Ｖ ペ プ チ ド ） で は 吸 収 さ れ な
か っ た 。 他 の ペ プ チ ド （ Ｔ Ｐ Ｏ － ６ ０ 、 － ９ ４ 、 － １ １ ９ 、 － １ ９ １ お よ び － ２ ０ １ ） に
反 応 す る Ｉ ｇ Ｇ も 、 対 応 ペ プ チ ド に よ り 吸 収 さ れ た が 対 照 ペ プ チ ド で は 吸 収 さ れ な か っ た
（ デ ー タ 非 提 示 ） 。 こ れ に よ り 抗 ペ プ チ ド 抗 体 の ペ プ チ ド 特 異 性 が 確 認 さ れ た
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 図 ３ は 、 上 記 の 抗 ペ プ チ ド 抗 体 が 親 タ ン パ ク 質 で あ る Ｔ Ｐ Ｏ を 認 識 す る か 否 か に つ い て
検 討 し た 結 果 を 示 す 。 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗 体 は ｒ ｈ Ｔ Ｐ Ｏ に よ り 吸 収 さ れ 、 陰 性 対 照 で あ る ヒ ト ア
ル ブ ミ ン に よ っ て は 吸 収 さ れ な か っ た （ 図 ３ Ａ ） 。 一 方 、 抗 ペ プ チ ド 抗 体 は 、 未 変 性 の ｒ
ｈ Ｔ Ｐ Ｏ （ Ｄ ｏ ｔ 　 ｐ ｌ ｏ ｔ 法 ） お よ び 変 性 し た ｒ ｈ Ｔ Ｐ Ｏ （ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ） の
い ず れ と も 反 応 せ ず （ デ ー タ 非 提 示 ） 、 さ ら に 吸 収 試 験 に お い て は 、 対 応 ペ プ チ ド に よ っ
て は 吸 収 さ れ た が 、 ｒ ｈ Ｔ Ｐ Ｏ に よ っ て は 吸 収 さ れ な か っ た 。 ６ つ の ペ プ チ ド （ Ｔ Ｐ Ｏ －
３ ５ 、 － ８ ９ 、 － １ ０ １ 、 － １ ０ ９ 、 － １ ６ ２ お よ び － １ ６ ４ ） を 認 識 す る Ｉ ｇ Ｇ の 代 表
的 結 果 を 図 ３ Ｂ に 示 す 。 以 上 の よ う に 、 本 研 究 に お い て は 、 抗 ペ プ チ ド 抗 体 は 完 全 長 の Ｔ
Ｐ Ｏ を 認 識 し な か っ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
２ ． ２ 　 Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド に よ る ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ の 誘 導
　 ６ つ の ペ プ チ ド （ Ｔ Ｐ Ｏ － ３ ５ 、 － ８ ９ 、 － １ ０ １ 、 － １ ０ ９ 、 － １ ６ ２ お よ び － １ ６
４ ） の ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ 誘 導 能 を 、 血 小 板 減 少 症 患 者 お よ び Ｈ Ｄ に お い て 検 討 し た 結
果 を 表 ３ お よ び ４ に 示 す 。
【 表 ３ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 Ｔ Ｐ Ｏ － ８ ９ 、 － １ ０ １ 、 － １ ０ ９ 、 － １ ６ ２ お よ び － １ ６ ４ ペ プ チ ド は 、 ６ 人 の 血 小
板 減 少 症 患 者 の う ち ０ 人 ま た は １ 人 に お い て 、 お よ び １ ０ 人 の Ｈ Ｄ の う ち １ か ら ３ 人 に お
い て ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ を 誘 導 し た 。 一 方 、 Ｔ Ｐ Ｏ － ３ ５ ペ プ チ ド は 、 い ず れ の 血 小 板
減 少 症 患 者 お よ び Ｈ Ｄ か ら も Ｃ Ｔ Ｌ を 誘 導 し な か っ た 。 Ｈ Ｉ Ｖ ペ プ チ ド に 反 応 し た 患 者 お
よ び Ｈ Ｄ は い な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ れ ら ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ の 細 胞 傷 害 性 に つ い て 調 べ た 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 ペ プ チ ド
反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ は 、 対 応 ペ プ チ ド を パ ル ス し た Ｔ ２ 細 胞 に 対 し て 、 Ｈ Ｉ Ｖ ペ プ チ ド を パ ル ス
し た Ｔ ２ 細 胞 に 対 し て よ り も 高 レ ベ ル の 細 胞 傷 害 性 を 示 し た （ 図 ４ Ａ ） 。 ま た 、 Ｈ ｅ ｐ －
Ｇ ２ 細 胞 （ Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ＋ 、 Ｔ Ｐ Ｏ ＋ ） に 対 し て 強 い 細 胞 傷 害 性 を 示 し た が 、 Ｋ Ｙ Ｎ － １
細 胞 （ Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ － 、 Ｔ Ｐ Ｏ ＋ ） に 対 し て は 細 胞 傷 害 性 は 見 ら れ な い か ま た は 弱 か っ た
（ 図 ４ Ｂ ） 。 図 ５ は 、 ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ の 細 胞 傷 害 性 の 機 構 に つ い て 、 遮 断 試 験 お よ
び 非 放 射 性 阻 害 試 験 に よ り 検 討 し た 結 果 を 示 す 。 Ｈ ｅ ｐ － Ｇ ２ 細 胞 （ Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ＋ 、 Ｔ
Ｐ Ｏ ＋ ） に 対 す る 細 胞 傷 害 性 は 、 抗 Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 抗 Ｃ Ｄ ８ モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 添 加 に よ っ て 有 意 に 遮 断 さ れ た が 、 試 験 し た 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（ 抗 Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ Ｉ 、 抗 Ｃ Ｄ ４ お よ び 抗 Ｃ Ｄ １ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） に よ っ て は 遮 断
さ れ な か っ た （ 図 ５ Ａ ） 。 ま た 、 そ の 細 胞 傷 害 性 は 、 対 応 ペ プ チ ド を ロ ー ド し た 非 標 識 Ｔ
２ 細 胞 に よ っ て 有 意 に 遮 断 さ れ た が 、 Ｈ Ｉ Ｖ ペ プ チ ド を ロ ー ド し た 非 標 識 Ｔ ２ 細 胞 （ 陰 性
対 照 ） に よ っ て は 遮 断 さ れ な か っ た （ 図 ５ Ｂ ） 。 以 上 の 結 果 は 、 ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ の
細 胞 傷 害 性 は ペ プ チ ド 特 異 的 で あ り 、 主 と し て Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 拘 束 性 に Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 に よ
っ て 仲 介 さ れ た こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
２ ． ３ 　 Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 自 己 抗 体 と 抗 ペ プ チ ド 抗 体 と の 相 関
　 血 小 板 減 少 症 患 者 お よ び Ｈ Ｄ の 血 漿 中 に 存 在 す る Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 自 己 抗 体 （ 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗
体 ） を Ｄ ｏ ｔ 　 ｐ ｌ ｏ ｔ 法 に よ り 調 べ た 結 果 を 図 ６ に 示 す 。 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗 体 を 有 す る Ｈ Ｄ は
２ ３ 人 中 １ 人 （ ４ ％ ） で あ っ た の に 対 し て 、 血 小 板 減 少 症 患 者 で は ２ ３ 人 中 ６ 人 （ ２ ６ ％
） が 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗 体 陽 性 で あ り 、 血 小 板 減 少 症 患 者 は Ｈ Ｄ と 比 較 し て 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗 体 陽 性 率 が
高 か っ た 。 ま た 、 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗 体 陽 性 お よ び 陰 性 被 験 者 そ れ ぞ れ の 、 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド
抗 体 数 を 表 ５ － １ お よ び ２ に 示 す 。
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【 表 ５ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 表 ５ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗 体 陰 性 被 験 者 に お け る 抗 ペ プ チ ド 抗 体 の 平 均 数 は １ ． ２ ６ で あ っ た の に 対 し
て 、 陽 性 被 験 者 で は 平 均 数 は ３ ． ２ ９ で あ っ た 。 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗 体 を 有 す る 被 験 者 は よ り 多 く
の 抗 ペ プ チ ド 抗 体 を 有 す る こ と か ら 、 Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド は Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 自 己 抗 体 の 産
生 と 何 ら か の 関 係 が あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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３ ． 　 結 論
　 本 研 究 に よ り 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド が 同 定 さ れ た 。 Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ
チ ド に よ り Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 誘 導 さ れ た ペ プ チ ド 特 異 的 Ｃ Ｔ Ｌ は 、 Ｔ Ｐ Ｏ 産 生 癌 細 胞 株 を 傷 害
し た 。 ま た 、 Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド と Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 自 己 抗 体 と の 関 係 が 示 唆 さ れ た 。 こ れ
ら ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 示 す 被 験 者 は 、 既 に 内 因 性 Ｔ Ｐ Ｏ の 抗 原 性 部 分 に 感 作 さ れ
て い る と い う こ と が で き る 。 従 っ て 、 Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 は 、 Ｔ Ｐ Ｏ に
対 す る 自 己 免 疫 応 答 を 示 唆 し う る 。 ま た 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド は Ｔ Ｐ
Ｏ の 抗 原 性 を 決 定 す る 部 分 の 一 部 で あ る 可 能 性 が あ り 、 減 感 作 療 法 に よ る Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る
免 疫 応 答 の 減 弱 に 用 い る こ と で 、 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗 体 を 有 す る 患 者 ま た は ペ プ チ ド 抗 体 を 有 し 自
己 免 疫 応 答 誘 導 の 可 能 性 の あ る 患 者 の 治 療 に 役 立 つ と 考 え ら れ る 。 ま た 、 本 発 明 者 ら は 以
前 に 、 あ る 種 の Ｃ Ｔ Ｌ エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド が 液 性 免 疫 応 答 お よ び 細 胞 性 免 疫 応 答 の 両 方 を
ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 誘 導 す る 能 力 を 有 し 、 ペ プ チ ド ワ ク チ ン 投 与 後 の 癌 患 者 の 血 漿 中 の ペ プ
チ ド 特 異 的 Ｉ ｇ Ｇ の レ ベ ル が 患 者 の 全 体 的 生 存 率 と よ く 一 致 す る こ と を 報 告 し た （ Mine T
, Sato Y, Noguchi M et al. Humoral responses to peptides correlate with overall 
survival in advanced cancer patients vaccinated with peptides based on pre-exist
ing, peptide-specific cellular responses. Clin Cancer Res 2004; 10:929-937） 。 よ
っ て 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド は 、 癌 ワ ク チ ン と し て Ｔ Ｐ Ｏ 産 生 癌 細 胞 を
処 置 し う る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 血 小 板 減 少 症 患 者 お よ び Ｈ Ｄ 由 来 の 血 漿 中 の 抗 ペ プ チ ド 抗 体 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ に よ り 検 討 し た 結 果 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 吸 収 試 験 に よ り 、 抗 ペ プ チ ド 抗 体 の 特 異 性 を 検 討 し た 結 果 を 示 す 。 抗 ペ
プ チ ド 抗 体 は 、 対 応 ペ プ チ ド で は 吸 収 さ れ た が 、 陰 性 対 照 で あ る Ｈ Ｉ Ｖ ペ プ チ ド で は 吸 収
さ れ な か っ た 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 完 全 長 の Ｔ Ｐ Ｏ に 対 す る 抗 ペ プ チ ド 抗 体 の 反 応 性 に つ い て 検 討 し た 結 果
を 示 す 。 抗 ペ プ チ ド 抗 体 は 対 応 ペ プ チ ド で は 吸 収 さ れ た が 、 ｒ ｈ Ｔ Ｐ Ｏ で は 吸 収 さ れ な か
っ た 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 Ｔ Ｐ Ｏ 由 来 ペ プ チ ド に よ り Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 誘 導 さ れ た ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ
Ｌ の 細 胞 傷 害 性 に つ い て 検 討 し た 結 果 を 示 す 。 ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ は 、 対 応 ペ プ チ ド を
パ ル ス し た Ｔ ２ 細 胞 （ Ａ ） お よ び Ｈ Ｌ Ａ 適 合 Ｔ Ｐ Ｏ 産 生 癌 細 胞 株 （ Ｂ ） に 対 し て 細 胞 傷 害
性 を 示 し た 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ に よ る 細 胞 傷 害 性 の 機 構 に つ い て 、 遮 断 試 験 （ Ａ
） お よ び 非 放 射 性 阻 害 試 験 （ Ｂ ） を 用 い て 検 討 し た 結 果 を 示 す 。 ペ プ チ ド 反 応 性 Ｃ Ｔ Ｌ の
細 胞 傷 害 性 は 、 ペ プ チ ド 特 異 的 に 、 Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス Ｉ 拘 束 性 に Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 に よ り 仲 介 さ
れ て い る こ と が わ か っ た 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 血 小 板 減 少 症 患 者 お よ び Ｈ Ｄ の 血 漿 中 の 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗 体 を Ｄ ｏ ｔ 　 ｐ ｌ ｏ
ｔ 法 に よ り 調 べ た 結 果 を 示 す 図 面 代 用 写 真 で あ る 。 矢 印 は 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗 体 が 検 出 さ れ た こ と
を 表 す 。 血 小 板 減 少 症 患 者 は 、 Ｈ Ｄ と 比 較 し て 抗 Ｔ Ｐ Ｏ 抗 体 陽 性 率 が 高 か っ た 。
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