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(57)【要約】
本発明は、新規の炭酸脱水酵素(CAIX)核酸およびペプチド配列、ならびにCAIX抗原マーカ
ーを発現する癌細胞に特異的に向けられる免疫応答を誘発する免疫原性抗癌剤(例えば、
ワクチンおよびキメラ分子)を含む、関連する方法および組成物を提供する。新規CAIX変
種および関連する組成物は、タンパク質ワクチン接種、DNAワクチン接種、および養子免
疫治療が含まれるが、これらに限定されない多種多様な治療法において有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　SEQ ID NO:1またはその一部を含むポリペプチドであって、該一部が、SEQ ID NO:1の少
なくとも20個の連続したアミノ酸を含み、かつ残基M33、G121、およびS374の1つまたは複
数を含む、ポリペプチド。
【請求項２】
　(a)SEQ ID NO:2;
　(b)SEQ ID NO:1を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列;ならびに
　(c)(a)または(b)の断片を含むポリヌクレオチド配列であって、該断片が、SEQ ID NO:1
の少なくとも20個の連続したアミノ酸をコードし、かつ残基M33、G121、およびS374の1つ
または複数を含む、ポリヌクレオチド配列、
からなる群より選択されるポリヌクレオチド配列を含む、単離されたまたは組換え型の核
酸。
【請求項３】
　癌予後を支援する方法であって、以下の工程を含む方法:
　(a)癌と診断された被験体に由来する1つまたは複数の試料に存在する、発現された新規
CAIX変種がある場合は、発現された新規CAIX変種を定量して、定量された新規CAIX変種の
発現データを作成する工程であって、
　該発現された新規CAIX変種が、
　　SEQ ID NO:1、
　　残基M33、G121、およびS374の1つもしくは複数を含むSEQ ID NO:1の一部、または新
規CAIX変種もしくはその一部をコードする核酸
を含む、工程;ならびに
　(b)定量された新規CAIX変種の発現データと、被験体の癌予後の確率を相関付ける工程
。
【請求項４】
　癌が腎明細胞癌を含む、請求項3記載の方法。
【請求項５】
　癌が子宮頚癌を含む、請求項3記載の方法。
【請求項６】
　癌が膀胱癌を含む、請求項3記載の方法。
【請求項７】
　癌が低酸素誘導性癌を含む、請求項3記載の方法。
【請求項８】
　新規CAIX変種をコードする核酸がmRNAを含む、請求項3記載の方法。
【請求項９】
　発現されたCAIXが免疫組織化学染色によって定量される、請求項3記載の方法。
【請求項１０】
　試料が、腫瘍および/または腫瘍に由来する転移性病巣に由来する、請求項3記載の方法
。
【請求項１１】
　定量されたCAIXの発現データがコンピュータ可読型である、請求項3記載の方法。
【請求項１２】
　(b)が、
　少なくとも1つのデータベースを含むプログラム可能なコンピュータを操作する工程;な
らびに
　コンピュータ可読の定量されたCAIXの発現データとデータベース入力との間のクロウス
ネスオブフィット(closeness-of-fit)を決定するアルゴリズムを実行する工程であって、
該入力が癌患者集団の臨床データおよび/または病理学的データに対応する、工程
を含む、請求項11記載の方法。
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【請求項１３】
　癌予後を支援する方法であって、以下の工程を含む方法:
　(a) CAIXを発現する癌であると診断された被験体に由来する1つまたは複数の試料に存
在する、発現された新規CAIX変種ポリペプチドがある場合は、発現された新規CAIX変種ポ
リペプチドを定量して、定量されたCAIXポリペプチドの発現データを作成する工程であっ
て、該試料が腫瘍および/または腫瘍に由来する転移性病巣に由来する、工程；ならびに
　定量された新規CAIX変種ポリペプチドの発現データと、癌予後の確率を相関付ける工程
であって、85％の定量パーセントが被験体の予後を層別化する、工程。
【請求項１４】
　発現されたCAIXポリペプチドが免疫組織化学染色によって定量され、定量パーセントが
陽性染色パーセントを含む、請求項13記載の方法。
【請求項１５】
　被験体が転移性の腎明細胞癌、子宮頚癌、膀胱癌、または低酸素誘導性癌と診断された
時に、85％よりも高い定量パーセントが、85％またはそれより低い定量パーセントよりも
、良好な被験体予後と相関する、請求項13記載の方法。
【請求項１６】
　定量されたCAIXの発現データがコンピュータ可読型であり、かつ
　(b)が、
　　少なくとも1つのデータベースを含むプログラム可能なコンピュータを操作する工程
、および
　　コンピュータ可読の定量されたCAIXの発現データとデータベース入力との間のクロウ
スネスオブフィットを決定するアルゴリズムを実行して、定量されたCAIXの発現データと
、被験体の癌予後の確率を相関付ける工程であって、該入力が癌患者集団の臨床データお
よび/または病理学的データに対応する、工程
　を含む、
請求項13記載の方法。
【請求項１７】
　顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)と結合された、新規CAIX変種(SEQ ID 
NO:1)の一部を含む構築物であって、新規CAIX変種の一部は残基M33、G121、および/また
はS374の1つまたは複数を含む、構築物。
【請求項１８】
　新規CAIX変種の一部が少なくとも20個の連続したアミノ酸を含む、請求項17記載の構築
物。
【請求項１９】
　GM-CSFがヒトGM-CSFである、請求項17記載の構築物。
【請求項２０】
　新規CAIX変種およびGM-CSFが融合タンパク質の成分である、請求項17記載の構築物。
【請求項２１】
　新規CAIX変種およびGM-CSFが、長さが2～約20アミノ酸のペプチドリンカーによって接
続されている、請求項17記載の構築物。
【請求項２２】
　ペプチドリンカーが-Arg-Arg-または-lys-leu-である、請求項21記載の構築物。
【請求項２３】
　請求項17記載の構築物および薬学的に許容される希釈剤または賦形剤を含む、組成物。
【請求項２４】
　アジュバントをさらに含む、請求項23記載の組成物。
【請求項２５】
　顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)に取り付けられた、残基M33、G121、
およびS374の1つまたは複数を含む新規CAIX変種(SEQ ID NO:1)の一部を含む融合タンパク
質をコードする、核酸。
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【請求項２６】
　発現カセット内に存在する、請求項25記載の核酸。
【請求項２７】
　ベクター内に存在する、請求項25記載の核酸。
【請求項２８】
　請求項25の核酸でトランスフェクトされた、宿主細胞。
【請求項２９】
　抗腫瘍ワクチンを生成する方法であって、以下の工程を含む方法:
　請求項25記載の核酸を含む核酸でトランスフェクトされた細胞がCAIX-GM-CSF融合タン
パク質を発現する条件下で、該細胞を培養する工程、および
　該融合タンパク質を回収する工程。
【請求項３０】
　顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)と結合された、新規CAIX変種(SEQ ID 
NO:1)の一部を含む構築物を用いて、免疫系の細胞を活性化する工程を含む、CAIX抗原に
対する免疫応答を誘導する方法であって、該新規CAIX変種の一部が残基M33、G121、およ
びS374の1つまたは複数を含み、かつそれによる該活性化が新規CAIX変種に対する免疫応
答を生じさせる、方法。
【請求項３１】
　活性化する工程が、抗原提示細胞と構築物とを接触させることを含む、請求項30記載の
方法。
【請求項３２】
　活性化する工程が、構築物を哺乳動物に注射することを含む、請求項31記載の方法。
【請求項３３】
　新規CAIX変種を保有する形質転換細胞の増殖または成長を阻害する方法であって、以下
の工程を含む方法:
　免疫細胞を哺乳動物宿主から取り出す工程;
　該免疫細胞と、SEQ ID NO:1の新規CAIX変種、または残基M33、G121、およびS374の1つ
または複数を含むその断片を含むタンパク質とを接触させることによって、該免疫細胞を
活性化する工程であって、該新規CAIX変種またはその断片が、顆粒球マクロファージコロ
ニー刺激因子(GM-CSF)またはその断片に取り付けられている、工程;
　任意で、活性化された細胞を増やす工程、および
　該活性化された細胞を、新規CAIX変種を保有する形質転換細胞を含有する生物に注入す
る工程。
【請求項３４】
　免疫細胞を取り出す工程が、哺乳動物宿主から末梢血リンパ球(PBL)または腫瘍浸潤性
リンパ球(TIL)を得ることを含む、請求項33記載の方法。
【請求項３５】
　注入する工程が、活性化された細胞を、免疫細胞が取り出された宿主に注入することを
含む、請求項33記載の方法。
【請求項３６】
　免疫細胞が、樹状細胞、抗原提示細胞、Bリンパ球、T細胞、および腫瘍浸潤性リンパ球
からなる群より選択される、請求項33記載の方法。
【請求項３７】
　CAIXの発現変化を特徴とする癌を有する個体を治療する方法であって、以下の工程を含
む方法:
　(a)顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)に取り付けられた新規CAIX変種を
含む、感作に有効な量のキメラ融合タンパク質を用いて、抗原提示細胞をインビトロで感
作させる工程であって、該新規CAIX変種が、SEQ ID NO:1またはSEQ ID NO:1の少なくとも
20個の連続したアミノ酸の断片を含みかつ残基M33、G121、およびS374の1つまたは複数を
含む、工程;ならびに
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　(b)治療的有効量の感作された抗原提示細胞を、該癌または転移を有する個体に投与す
る工程。
【請求項３８】
　抗原提示細胞が、個体にとって自己に由来するものであるか、またはMHCが一致する同
種異系の樹状細胞である、請求項37記載の方法。
【請求項３９】
　感作させる工程が、末梢血リンパ球、単球、線維芽細胞、TIL、および樹状細胞からな
る群より選択される細胞と、キメラ融合タンパク質とを接触させることを含む、請求項37
記載の方法。
【請求項４０】
　感作させる工程が、樹状細胞またはRCCを、キメラ融合タンパク質をコードする核酸で
トランスフェクトすることを含む、請求項37記載の方法。
【請求項４１】
　ポリペプチドリンカーを有するCAIXv-サイトカイン融合タンパク質をコードする核酸を
含む、ベクター遺伝子送達システム。
【請求項４２】
　サイトカインがIL-2、インターフェロンα、またはインターフェロンγである、請求項
41記載のシステム。
【請求項４３】
　サイトカインがGMCSFである、請求項41記載のシステム。
【請求項４４】
　ベクターがウイルスベクターシステムであり、ウイルスベクターが、AAVベクターシス
テム、アデノウイルスベクターシステム、レトロウイルスベクターシステム、レンチウイ
ルスベクターシステム、シミアンウイルス40ベクターシステム、およびバキュロウイルス
ベクターシステムである、請求項41記載のシステム。
【請求項４５】
　ベクターが非ウイルスベクターシステムである、請求項41記載のシステム。
【請求項４６】
　脂質遺伝子送達システムまたはポリマー遺伝子送達システムである、請求項41記載のシ
ステム。　
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、2006年12月22日に出願された米国特許仮出願第60/876,863号に基づいて優先権
恩典を主張する。米国特許仮出願第60/876,863号はその全体が参照により本明細書に組み
入れられる。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、概して、腫瘍学および腫瘍関連抗原に関する。さらに具体的には、本発明は
、新規の炭酸脱水酵素IX(CAIX)の核酸配列およびペプチド配列ならびに関連する組成物お
よび方法を提供する。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　毎年、約39,000人の米国人が腎細胞癌(RCC)に罹患し、推定13,000人が腎細胞癌により
死亡している。RCC患者の約1/3が診察時に進行疾患を有し、局在性疾患を有する患者の1/
3が最終的には転移性疾患に進行する。最近、RCC治療法がかなり進歩し、RCC治療法に研
究の取り組みが集中的になされてきた。転移性RCCは、化学療法および放射線療法などの
従来の治療法に対して耐性があるために治療が難しく、(少なくとも一部は、高い浸潤性
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および転移能のために)残存する癌細胞の根絶に有効な免疫応答を誘発する大きな障害と
なっている。
【０００４】
　最近、RCCの分子病態のより良い理解が進んだことから、免疫療法および遺伝子療法を
含む、いくつかの新規の薬剤および手法が開発されており、RCC患者による臨床試験にお
いて適用されている。しかしながら、この方面でのかなりの研究の取り組みにもかかわら
ず進行期RCC患者の治療は中程度であり、患者の大多数は、最終的には、この疾患のため
に死亡した。転移性RCC患者の長期生存率は依然として10～20％しかない。
【０００５】
　細胞傷害性T細胞が翻訳後修飾エピトープを認識する能力は数年間にわたって認められ
てきたが、治療の利益となる免疫応答を生じさせる標的化手法において、この観察を利用
したものはほとんどなかった。従って、癌免疫療法の成功は腫瘍関連抗原(TAA)の特定に
集中していた。理想的なことに、腫瘍関連抗原(TAA)は癌細胞にだけ発現し、正常成人組
織では発現しない。
【０００６】
　例示的なTAAは、CO2と炭酸水素の相互変換を触媒することによって低酸素の間に細胞内
および細胞外のpHを調節する膜貫通酵素である、炭酸脱水酵素IX(CAIX)である。この細胞
表面タンパク質は腫瘍形成および腫瘍進行にも関与している場合があり、細胞増殖の調節
、恐らく細胞接着の調節において役割を果たしていると考えられている。
【０００７】
　臨床転帰と相関関係のある、または潜在的に侵襲性のある疾患を有する患者を特定する
新たなマーカー、例えば、本明細書において提供される新規CAIX変種は、RCCの診断およ
び管理を劇的に改善することができる。従って、本願は、新規のcDNA配列およびアミノ酸
配列を有するCAIX変種を提供する。これらの配列は、これまでに報告されたCAIX配列(例
えば、NCBI遺伝子/タンパク質データベースおよびUniProtKB/Swiss-Protタンパク質デー
タベースにある配列)とは異なる。さらに、本発明は、この新たに特定されたCAIX変種に
基づく融合/キメラ分子(例えば、GMCSF-CAIXv)および抗体を提供する。CAIXvの核酸、ポ
リペプチド、および関連する構築物は、癌の治療および診断において有用である。
【発明の概要】
【０００８】
　第1の局面において、SEQ ID NO:1またはその一部を含むポリペプチドであって、一部は
、SEQ ID NO:1の少なくとも20個の連続したアミノ酸を含み、残基M33、G121、およびS374
の1つまたは複数を含む、ポリペプチドが提供される。また、(a)SEQ ID NO:2;(b)SEQ ID 
NO:1を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列;および(c)(a)または(b)の断
片を含むポリヌクレオチド配列であって、前記断片が、SEQ ID NO:1の少なくとも20個の
連続したアミノ酸をコードし、かつ残基M33、G121、およびS374の1つまたは複数を含む、
ポリヌクレオチド配列からなる群より選択されるポリヌクレオチド配列を含む、単離され
たまたは組換え型の核酸も提供される。
【０００９】
　本発明のさらなる態様は、癌予後を支援する方法を提供する。この方法は、(a)癌と診
断された被験体に由来する1つまたは複数の試料に存在する、発現された新規CAIX変種が
ある場合は、発現された新規CAIX変種を定量して、定量された新規CAIX変種の発現データ
を作成する工程であって、前記発現された新規CAIX変種が、SEQ ID NO:1、残基M33、G121
、およびS374の1つもしくは複数を含むSEQ ID NO:1の一部、または新規CAIX変種もしくは
その一部をコードする核酸を含む、工程;ならびに(b)定量された新規CAIX変種の発現デー
タと、被験体の癌予後の確率を相関付ける工程を含む。本発明の方法を用いて予後を決定
することができる癌には、腎明細胞癌、子宮頚癌、膀胱癌、および低酸素誘導性癌が含ま
れるが、これらに限定されない。
【００１０】
　本発明のさらなる態様において、癌予後を支援する方法は、(a)CAIXを発現する癌と診
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断された被験体に由来する1つまたは複数の試料に存在する、発現された新規CAIX変種ポ
リペプチドがある場合は、発現された新規CAIX変種ポリペプチドを定量して、定量された
CAIXポリペプチドの発現データを作成する工程であって、前記試料が、腫瘍および/また
は腫瘍に由来する転移性病巣に由来する、工程、ならびに(b)定量された新規CAIX変種ポ
リペプチドの発現データと、癌予後の確率を相関付ける工程であって、85％の定量パーセ
ントが被験体の予後を層別化する、工程を含む。任意で、定量されたCAIXの発現データは
コンピュータ可読型であり、(b)は、少なくとも1つのデータベースを含むプログラム可能
なコンピュータを操作する工程;およびコンピュータ可読の定量されたCAIXの発現データ
とデータベース入力とのクロウスネスオブフィット(closeness-of-fit)を決定するアルゴ
リズムを実行して、定量されたCAIXの発現データと、被験体の癌予後の確率を相関付ける
工程であって、前記入力は、癌患者集団の臨床データおよび/または病理学的データに対
応する、工程を含む。
【００１１】
　本発明はまた、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)または他の免疫エフェ
クターもしくはサイトカインと結合された、新規CAIX変種(SEQ ID NO:1)の一部を含む構
築物であって、前記新規CAIX変種の一部は残基M33、G121および/またはS374の1つまたは
複数を含む、構築物も提供する。任意で、構築物は、薬学的に許容される希釈剤、賦形剤
、および/またはアジュバントを有する組成物の一部である。従って、本発明のCAIXvは、
CAIXタンパク質に関して置換D33M、D121G、またはN364Sを含有する。
【００１２】
　さらなる局面において、本発明は、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)ま
たはサイトカインもしくは免疫エフェクターに取り付けられた、新規CAIX変種(SEQ ID NO
:1)の一部を含む融合タンパク質をコードする核酸を提供する。ここで、新規CAIX変種の
一部は残基M33、G121、およびS374の1つまたは複数を含む。任意で、核酸は、発現カセッ
トとして、またはベクター内に提供される。本発明はまた、前記核酸でトランスフェクト
された宿主細胞も含む。
【００１３】
　さらなる態様において、本発明は、サイトカイン-CAIX融合タンパク質をコードする核
酸でトランスフェクトされた細胞が融合タンパク質を発現する条件下で、前記細胞を培養
する工程、および前記融合タンパク質を回収する工程を含む、抗腫瘍ワクチンを生成する
方法を提供する。
【００１４】
　さらなる局面において、本発明は、CAIX抗原に対する免疫応答を誘導する方法を提供す
る。この方法は、サイトカイン(例えば、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子)または
他の免疫エフェクターと結合された、新規CAIX変種の一部(この一部は、SEQ ID NO:1の残
基M33、G121、およびS374の1つまたは複数を含む)を含む構築物を用いて、免疫系の細胞
を活性化する工程であって、それによる該活性化が新規CAIX変種に対する免疫応答を生じ
させる、工程を含む。活性化する工程は、抗原提示細胞と前記構築物を接触させることを
含んでもよい。または、免疫系細胞の活性化は、構築物を動物(例えば、哺乳動物)に注入
することによって達成されてもよい。
【００１５】
　前記の任意の態様において使用するのに適したサイトカインは、哺乳動物(好ましくは
、ヒト)サイトカインである。哺乳動物サイトカインには、インターフェロン(IFN)(例え
ば、IFN-α、IFN-γ)、インターロイキン1～20(例えば、IL-2、IL-4、IL-6)、ならびにTN
Fからなる群より選択されるサイトカインが含まれるが、これらに限定されない。下記でG
MCSFを用いて大まかに例示されるように、このようなサイトカインは構築物および方法に
おいて使用できることが意図される。
【００１６】
　本発明のさらなる態様において、新規CAIX変種を保有する形質転換細胞の増殖または成
長を阻害する方法が提供される。この方法は、免疫細胞を哺乳動物宿主から取り出す、ま
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たは得る工程;前記免疫細胞と、新規CAIX変種(SEQ ID NO:1、または残基M33、G121、およ
びS374の1つもしくは複数を含むその一部)を含むタンパク質を接触させることによって、
前記免疫細胞を活性化する工程であって、新規CAIX変種またはその断片が、サイトカイン
(例えば、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)またはその断片)に取り付けら
れている、工程;任意で、活性化された細胞を増やす工程;ならびに活性化された細胞を、
新規CAIX変種を保有する形質転換細胞を含有する生物に注入する工程を含み、それによっ
て、形質転換細胞の成長を阻害する。免疫細胞は、例えば、哺乳動物宿主からの末梢血リ
ンパ球(PBL)または腫瘍浸潤性リンパ球(TIL)でもよい。任意で、このように得られ、活性
化された免疫細胞は、供給源である宿主に注入し戻されてもよい。本発明の方法において
使用することができる免疫細胞には、樹状細胞、抗原提示細胞、Bリンパ球、T細胞、およ
び腫瘍浸潤性リンパ球が含まれるが、これらに限定されない。
【００１７】
　本発明のさらなる態様は、CAIXまたはCAIXvの発現変化を特徴とする癌を有する個体を
治療する方法を提供する。この方法は、(a)顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-C
SF)または他のサイトカインに取り付けられた新規CAIX変種を含む、感作に有効な量のキ
メラ融合タンパク質を用いて、抗原提示細胞をインビトロで感作させる工程であって、前
記新規CAIX変種が、SEQ ID NO:1またはSEQ ID NO:1の少なくとも20個の連続したアミノ酸
からなり、かつ残基M33、G121、およびS374の1つもしくは複数を含む断片を含む、工程;
および(b)治療的有効量の感作された抗原提示細胞を、前記癌または転移を有する個体に
投与する工程を含む。抗原提示細胞は、個体にとって自己に由来するものでもよく、また
はMHCが一致する同種異系の樹状細胞である。多数の任意の細胞(例えば、末梢血リンパ球
、単球、線維芽細胞、TIL、および/または樹状細胞)とキメラ融合タンパク質を接触させ
ることによる、前記の細胞。好ましい態様において、感作する工程は、樹状細胞またはRC
Cを、キメラ融合タンパク質をコードする核酸でトランスフェクトすることを含む。CAIXv
細胞表面タンパク質は腫瘍形成および腫瘍進行に関与し、細胞増殖の調節、恐らく細胞接
着の調節に関与していると考えられている。CAIXおよびCAIXvは、多くの癌において見ら
れる状態である低酸素によって誘導され、従って、本発明の方法は全ての腫瘍を標的とす
ることができる。
【００１８】
　CAIXおよびCAIXvは、多くの癌において見られる状態である低酸素によって誘導される
ので、本発明の方法は全ての腫瘍(例えば、全ての固形腫瘍)を標的とすることができる。
前記のいずれかのある態様では、癌は、子宮頚癌、膀胱癌、または腎臓癌である。
【００１９】
　別の局面において、本発明は、CAIXvポリペプチドに特異的な抗体を提供する。これら
の抗体は、典型的には、少なくとも10-5M、より好ましくは、少なくとも10-6Mまたは10-7

MのCAIXvに対する親和性を有する。一部のさらなる態様において、これらの抗体は、残基
M33、G121、およびS374の1個、2個、または3個を含む、SEQ ID NO:1の一部に結合する。
好ましくは、これらの抗体は、SEQ ID NO:3のヒトCAIXタンパク質またはBuiらへの米国特
許出願第10/511,465号および関連するPCT出願PCT/US2003/11561に開示されたものと比較
して、残基M33、G121、およびS374の1つまたは複数を含むCAIXvへの結合において選択的
である。例えば、抗体は、SEQ ID NO:3のSEQを有するCAIXタンパク質または特定の位置に
ある別のアミノ酸配列と比較して、残基M33、G121、およびS374の1つまたは複数を含むCA
IXvへの結合において選択的でもよい。選択的な抗体の相対的な結合親和性は、少なくと
も5倍または10倍異なってもよい。これらの抗体はまた、本発明の方法において用いられ
ることが意図される。
【００２０】
　本発明のこれらの特徴および様々なさらなる特徴は、以下の開示を検討すれば明らかに
なると考えられる。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
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【図１】本発明のCAIXv構築物の模式図。この図は、N末端CAIXvとカルボキシ末端GMCSFポ
リペプチドがリンカーを介して連結していることを示す。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
発明の詳細な説明
　従って、本願は、新規のcDNA配列およびアミノ酸配列を有するCAIX変種を提供する。こ
れらの配列は、これまでに報告されたCAIX配列(例えば、NCBI遺伝子/タンパク質データベ
ースおよびUniProtKB/Swiss-Protタンパク質データベースにある配列)とは異なる。これ
らの配列は、ヒト患者から得られた新鮮な腎臓細胞に由来する。さらに、本発明は、この
新たに特定されたCAIX変種に基づく融合/キメラ分子(例えば、GMCSF-CAIXv)を提供する。
本発明はまた、癌の治療および診断において有用な、CAIXvの核酸、ポリペプチド、およ
び関連する構築物も提供する。
【００２３】
　本発明は、腎細胞癌、子宮頚癌、および膀胱癌を治療する新規の手法を提供する。特に
、本発明は、CAIXv腎臓癌特異的抗原に取り付けられた顆粒球マクロファージコロニー刺
激因子(GM-CSF)を含むキメラ分子が、腎臓細胞癌に対する免疫応答を惹起する極めて有効
な「ワクチン」を提供するという発見に関係している。このキメラ分子は、従来のワクチ
ンとして、または養子免疫療法において使用することができる。GM-CSF-CAIXv融合タンパ
ク質をコードする核酸は、裸のDNAワクチンとして、または養子免疫療法において細胞を
トランスフェクトするために使用することができる。
【００２４】
　従って、1つの態様において、本発明は、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-C
SF)または他のサイトカインもしくは免疫エフェクターに取り付けられたCAIXvポリペプチ
ドを含む構築物を提供する。GM-CSFは、好ましくは、ヒトGM-CSF、またはその生物学的に
活性な断片および/もしくは変異体である。同様に、CAIXvポリペプチドは、好ましくは、
ヒトCAIXvポリペプチドである。特に好ましい態様において、CAIXvポリペプチドは、GM-C
SFに(直接、またはリンカーを介して)共有結合により取り付けられている。適切なリンカ
ーは、-Lys-Leu-をコードするヌクレオチド配列AAGCTTによってコードされる。特に好ま
しい態様において、CAIXvおよびGM-CSFは、(化学的に構築された、または組換えにより発
現された)融合タンパク質の成分である。このような融合タンパク質において、CAIXvポリ
ペプチドおよびGM-CSFは直接接続しているか、またはより好ましくは、長さが2～約50、
より好ましくは、約2～約20、最も好ましくは、約2～約10アミノ酸のペプチドリンカーに
よって接続されている。好ましいペプチドリンカーの1つが-Lys-Leu-である。特に好まし
い構築物は、SEQ ID NO:1のCAIXvを有する。
【００２５】
　前記の任意の態様において使用するのに適したサイトカインは、哺乳動物(好ましくは
、ヒト)サイトカインである。哺乳動物サイトカインには、インターフェロン(IFN)(例え
ば、IFN-α、IFN-γ)、インターロイキン1～20(例えば、IL-2、IL-4、IL-6)、およびTNF
からなる群より選択されるサイトカインが含まれるが、これらに限定されない。下記でGM
CSFを用いて大まかに例示されるように、このようなサイトカインは構築物および方法に
おいて使用できることが意図される。従って、ある態様において、下記の構築物のGM-CSF
は、インターフェロン(IFN)(例えば、IFN-α、IFN-γ)、インターロイキン1～20(例えば
、IL-2、IL-4、IL-6)、およびTNFからなる群より選択されるサイトカインと取り替えられ
る。ある態様において、1つまたは複数のサイトカインがCAIXvと融合される。
【００２６】
　別の態様において、本発明は、本明細書に記載のキメラ分子および薬学的に許容される
希釈剤または賦形剤を含む組成物を提供する。
【００２７】
　本発明はまた、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)に取り付けられたCAIX
v腎臓癌特異的ポリペプチドまたは抗原を含む融合タンパク質をコードする核酸(例えば、
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DNAまたはRNA)も提供する。CAIXvは、CAIXvの抗原性断片または癌特異的エピトープでも
よい。同様に、GM-CSFは、好ましくは、ヒトGM-CSFまたはその生物学的に活性な断片であ
る。1つの好ましい態様において、核酸は、CAIXvおよびGM-CSFが直接接続しているか、ま
たはより好ましくは、長さが2～約50、より好ましくは、約2～約20、最も好ましくは、約
2～約10アミノ酸のペプチドリンカーによって接続された融合タンパク質をコードする。
ある態様では、核酸は、好ましくは、-Arg-Arg-のリンカーをコードする。好ましい核酸
の1つは、SEQ ID NO:2の核酸である。ある好ましい態様では、核酸は、SEQ ID NO:1のポ
リペプチドをコードする核酸である。核酸は、好ましくは、発現カセット内にあり、ある
態様では、核酸はベクター(例えば、バキュロウイルスベクター)に存在する。
【００２８】
　本発明はまた、本明細書に記載の核酸の1つまたは複数でトランスフェクトされた宿主
細胞も提供する。宿主細胞は、好ましくは、真核細胞、最も好ましくは、昆虫細胞である
。
【００２９】
　本発明はまた、抗腫瘍ワクチンを生成する方法も提供する。この方法は、好ましくは、
キメラGM-CSF-CAIXvキメラ分子をコードする核酸がCAIXv-GM-CSF融合タンパク質を発現す
る条件下で、前記核酸でトランスフェクトされた細胞を培養する工程、および前記融合タ
ンパク質を回収する工程を伴う。また、細胞は、好ましくは、真核細胞であり、より好ま
しくは、昆虫(例えば、SF9)細胞である。
【００３０】
　別の態様において、本発明は、CAIXv腎臓癌特異的抗原、および/またはCAIXv腎臓癌特
異的抗原を示す細胞、および/またはCAIXv抗原を発現する任意の癌細胞、および/またはC
AIXv抗原と交差反応する抗原に対する免疫応答を誘導する方法を提供する。この方法は、
顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)に取り付けられた腎臓癌特異的抗原(CAI
Xv)を含む構築物を用いて、免疫系の細胞を活性化する工程であって、それによる該活性
化がCAIXv抗原に対する免疫応答を生じさせる、工程を伴う。ある態様において、活性化
する工程は、抗原提示細胞(例えば、単球または樹状細胞)と構築物(キメラ分子)を接触さ
せることを含む。ある特定の態様において、活性化される細胞は、細胞傷害性Tリンパ球(
CTL)または腫瘍浸潤性リンパ球などである。活性化する工程はまた、末梢血リンパ球(PBL
)または腫瘍浸潤性リンパ球(TIL)と構築物を接触させることを伴ってもよい。前記接触は
インビボで行われてもよく、エクスビボ(例えば、インビトロ)で行われてもよい。様々な
態様において、活性化する工程は、抗原提示細胞(APC)に、CAIXvを含むポリペプチドを添
加することを含む。活性化はまた、細胞(例えば、PBL、APC、TIL、腎細胞癌腫瘍細胞など
)を、GM-CSF-CAIXv融合タンパク質をコードする核酸でトランスフェクトすることを含ん
でもよい。この方法は、細胞(例えば、細胞傷害性Tリンパ球)を哺乳動物に注入し戻すこ
とをさらに含んでもよい。
【００３１】
　さらに別の態様において、本発明は、形質転換(例えば、新生)腎臓細胞の増殖または成
長を阻害する方法を提供する。この方法は、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-
CSF)に取り付けられた腎臓癌特異的抗原(CAIXv)を含む構築物を用いて、免疫系の細胞を
活性化する工程であって、それによる該活性化がCAIXv抗原に対する免疫応答を生じさせ
、免疫応答が形質転換腎臓癌細胞の成長または増殖を阻害する、工程を伴う。好ましい態
様において、形質転換腎臓癌細胞は、腎細胞癌細胞(例えば、固形腫瘍、分散した腫瘍、
または転移腫瘍の中にある腎細胞癌細胞)である。活性化する工程は、抗原提示細胞(例え
ば、樹状細胞)と構築物を接触させることを含んでもよい。活性化される細胞には、細胞
傷害性Tリンパ球(CTL)、腫瘍浸潤性リンパ球(TIL)などが含まれてもよいが、これらに限
定されない。ある特定の態様において、活性化する工程は、以下:GM-CSF-CAIXv融合タン
パク質を含むポリペプチド、GM-CSF-CAIXv融合タンパク質でパルスされた(pulsed)樹状細
胞、GM-CSF-CAIXv融合タンパク質をコードする核酸を含む遺伝子療法構築物(例えば、ア
デノウイルス、ガットレス(gutless)-アデノウイルス、レトロウイルス、レンチウイルス
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、アデノ随伴ウイルス、ワクシニアウイルス、シミアンウイルス40など)、GM-CSF-CAIXv
融合タンパク質を発現する樹状細胞、GM-CSF-CAIXv融合タンパク質を発現する腫瘍細胞(
例えば、RCC)、GM-CSF-CAIXv融合タンパク質を発現する線維芽細胞、GM-CSF-CAIXvの裸の
DNA、GM-CSF-CAIXvポリペプチドをコードする核酸を含有する、またはGM-CSF-CAIXvポリ
ペプチドをコードする核酸と複合体化したトランスフェクション試薬(例えば、カチオン
性脂質、デンドリマー、リポソームなど)の1つまたは複数を、哺乳動物に注入する工程(
または他の方法で投与する工程)を含んでもよい。特に好ましい態様において、活性化す
る工程は、単離された樹状細胞/PMBCを活性化する工程を含む。別の態様において、活性
化する工程は、(インビボまたはエクスビボで)末梢血リンパ球(PBL)または腫瘍浸潤性リ
ンパ球(TIL)と前記構築物とを接触させることを含む。末梢血細胞および/または樹状細胞
および/または単球は、好ましくは、被験体に注入される。
【００３２】
　本発明はまた、CAIXv抗原を保有する形質転換腎癌細胞(RCC)の増殖または成長を阻害す
る方法を提供する。この方法は、免疫細胞を哺乳動物宿主から取り出す工程、免疫細胞と
、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)またはその断片に取り付けられた腎細
胞癌特異的抗原(CAIXv)を含むタンパク質とを接触させることによって、免疫細胞を活性
化する工程、任意で、活性化された細胞を増やす工程、および活性化された細胞を、CAIX
vを保有する形質転換腎細胞癌を含有する生物に注入する工程を伴う。ある特定の態様に
おいて、活性化する工程は、細胞と、以下:GM-CSF-CAIXv融合タンパク質を含むポリペプ
チド、GM-CSF-CAIXv融合タンパク質でパルスされた樹状細胞、GM-CSF-CAIXv融合タンパク
質をコードする核酸を含む遺伝子療法構築物(例えば、アデノウイルス、ガットレス-アデ
ノウイルス、レトロウイルス、ランチウイルス(lantivirus)、アデノ随伴ウイルス、ワク
シニアウイルス、シミアンウイルス40など)、GM-CSF-CAIXv融合タンパク質を発現する樹
状細胞、GM-CSF-CAIXv融合タンパク質を発現する腫瘍細胞(例えば、RCC)、GM-CSF-CAIXv
融合タンパク質を発現する線維芽細胞、GM-CSF-CAIXvの裸のDNA、GM-CSF-CAIXvポリペプ
チドをコードする核酸を含有するかまたはGM-CSF-CAIXvポリペプチドをコードする核酸と
複合体化したトランスフェクション試薬(例えば、カチオン性脂質、デンドリマー、リポ
ソームなど)、の1つまたは複数を接触させることを含む。特に好ましい態様において、活
性化する工程は、単離された樹状細胞/PMBCを活性化する工程を含む。別の態様において
、活性化する工程は、(インビボまたはエクスビボで)末梢血リンパ球(PBL)または腫瘍浸
潤性リンパ球(TIL)と前記構築物とを接触させることを含む。末梢血細胞および/または樹
状細胞および/または単球は、好ましくは、被験体に注入される。取り出す工程は、哺乳
動物宿主から末梢血リンパ球、および/または単球、および/または樹状細胞を単離および
培養する工程を含んでもよい。注入する工程は、培養細胞または培養細胞を用いて作製さ
れた活性化された細胞を、免疫細胞が取り出された宿主に注入する工程を伴ってもよい。
【００３３】
　さらに別の態様において、本発明は、腎臓細胞癌を有する個体を治療する方法を提供す
る。この方法は、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)に取り付けられた腎細
胞癌特異的抗原(CAIXv)を含む、感作に有効な量のキメラ融合タンパク質を用いて、抗原
提示細胞(例えば、PBMC、樹状細胞など)をインビトロで感作させる工程、および治療的有
効量の感作された抗原提示細胞を、前記腎臓細胞癌または転移を有する個体に投与する工
程を伴う。特に好ましい態様において、抗原提示細胞は、個体にとって自己に由来する抗
原提示細胞であるか、MHCが一致する同種異系の抗原提示細胞である。ある特定の態様に
おいて、感作させる工程は、末梢血リンパ球または単球または樹状細胞と、CAIXv-GM-CSF
融合タンパク質とを接触させることを伴う。ある特定の態様において、感作させる工程は
、PBL、TIL、単球、樹状細胞とCAIXv-GM-CSFポリペプチドを接触させること、および/ま
たは樹状細胞、APC、RCC、線維芽細胞を、キメラ融合タンパク質をコードする核酸でトラ
ンスフェクトすることを伴う。
【００３４】
　本発明のある態様において、患者または被験体は、ヒト、非ヒト霊長類、げっ歯類、ブ
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タ、ウサギ、イヌ、ネコ、ウマ、ブタ、およびウシからなる群より選択される哺乳動物で
ある。
【００３５】
定義
　特に定めのない限り、本明細書において使用する全ての技術用語および科学用語は、本
発明の属する技術分野の当業者により一般に理解されているものと同じ意味を有する。本
明細書に記載の方法および材料に類似する、または均等な任意の方法および材料を本発明
の試験のための実施において使用することができるが、好ましい材料および方法を本明細
書において説明する。本発明を説明およびクレームする際に、以下の専門用語が下記の定
義に従って用いられる。
【００３６】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において使用する「a」、「an」、および「the」
の単数形は、特に文脈によってはっきりと規定されていない限り複数の指示物を含む。従
って、例えば、「1つの表面」についての言及は2つまたはそれ以上の表面の組み合わせを
含み、「細菌」についての言及は細菌の混合物を含む。
【００３７】
　「炭酸脱水酵素IX」および「CAIX」という用語は、本明細書において、「CA9」、「MN
」、および「G250」と同義であるとみなされる。G250抗原は配列決定されており、HeLa細
胞において最初に特定された腫瘍関連抗原であるMN/CAIX抗原と相同であることがデータ
ベース分析によって明らかにされている(Pastorek et al. (1994)「Cloning and charact
erization of MN, a human tumor associated protein with a domain homologous to ca
rbonic anhydrase and a putative helix-loop-helix DNA binding segment」, Oncogene
 9:2877-2888、およびOosterwijk et al. (1996) 「Molecular characterization of the
 renal cell carcinoma associated antigen G250」, Proc Amer Assoc Cancer Res 37:4
61)。この抗原(MN/CAIX/CA9/G250)は、見かけの分子量が54/58kDaの原形質膜糖タンパク
質であり、いくつかのタイプの悪性腫瘍、例えば、子宮頚癌および卵巣癌(Liao et al. e
t al. (1994)「Identification of the MN antigen as a diagnostic biomarker of cerv
ical intraepithelial squamous and glandular neoplasia and cervical carcinomas」,
 Am J Pathol 145:598-609)、腎臓癌(Oosterwijk et al. (1986) 「Immunohistochemical
 analysis of monoclonal antibodies to renal antigens」, Am J Pathol 123:301-309)
、結腸直腸癌(Saamio et al. (1997) 「Immunohistochemical study of colorectal tumo
rs for expression of a novel transmembrane carbonic anhydrase, MN/CA IX, with po
tential value as a marker of cell proliferation」, Am J Pathol 153:279-285)、食
道癌(Turner et al. (1997) 「MN antigen expression in normal, preneoplastic, and 
neoplastic esophagus: a clinicopathological study of a new cancer-associated bio
marker」, Human Pathol 28:740-744)、膀胱癌(Uemura et al. (1997) 「Expression of 
tumor-associated antigen MN/G250 in urologic carcinoma: potential therapeutic ta
rget」, J Urol (Suppl) 157:377)において検出可能であるが、消化管以外の正常組織で
は検出されない。このことから、CAIXタンパク質が腫瘍形成能と関連していることが分か
る。配列分析から、この遺伝子(MN/CAIX/CA9/G250)は炭酸脱水酵素(CA)ファミリーの新規
のメンバーであることが証明されており、MN/CADUG250は唯一の腫瘍関連CAアイソザイム
であるとみなされている。例えば、2001年10月2日にZavadaらに発行された、「MN遺伝子
およびタンパク質(MN GENE AND PROTEIN)」という発明の名称の米国特許第6,297,051号を
参照されたい。米国特許第6,297,051号は、全ての目的のためにその全体が参照により組
み入れられる。
【００３８】
　炭酸脱水酵素IX(CAIX)は、ほとんどのRCCの分子署名(molecular signature)として用い
られる、高発現の細胞表面腫瘍関連抗原である。従って、CAIXは、CAIXを標的とする治療
介入および診断法を開発するための魅力的なバイオマーカーである。Buiらへの米国特許
出願第10/511,465号および関連するPCT出願PCT/US2003/11561は、その全体が参照により
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本明細書に組み入れられ、RCC疾患の進行および生存に関連する分子マーカーとしてCAIX
を使用する方法を提供する。この分子バイオマーカーの発現レベルは、その免疫化学的染
色特性によって反映され、治療に対する応答、臨床要因、病理学的特徴、および生存と相
関関係があった。さらに、Belldegrunらへの米国特許出願第09/783,708号もまたその全体
が参照により本明細書に組み入れられ、CAIXまたはCAIXと交差反応する抗原を発現する癌
を治療する(例えば、症状の緩和)方法について述べている。
【００３９】
　NCBI遺伝子/タンパク質データベースにおいて報告されている(および世界中の研究室で
用いられている)CAIXのcDNA配列およびアミノ酸配列は、細胞培養系において増殖させた
癌細胞株から得られた。対照的に、本明細書において提供される新規CAIX変種は、RT-PCR
および配列分析を介して、RCC腫瘍患者の組織から直接特定された。驚いたことに、組織
から得られたCAIX配列は、細胞培養系から得られ、他の研究室において報告されたCAIX配
列とは異なる。特に、本発明者らは、NCBI遺伝子/タンパク質データベースおよびUniProt
KB/Swiss-Protタンパク質配列データベースそれぞれに報告された全てのCAIXアミノ酸配
列とは異なるアミノ酸が2個または3個あることを見出した。従って、本明細書において提
供される新規のCAIX配列は、インサイチューで存在する(例えば、CAIXを発現する癌組織
に存在する)タンパク質を反映しており、CAIX発現癌を有する患者、例えば、転移性RCC患
者における治療転帰の特定、改善、および管理に使用することができる新規のバイオマー
カーを提供する。
【００４０】
　新規のCAIXv配列は以下の通りである。
　（表１）CAIXタンパク質配列(SEQ ID NO:1):

　（表２）CAIXv cDNA配列(SEQ ID NO:2):
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【００４１】
　「CAIX変種」または「CAIXv」という用語は、SEQ ID NO:1のポリペプチド、または前記
ポリペプチドの一部、またはその一部を指す。ここで、一部は、SEQ ID NO:1の少なくと
も20個の連続したアミノ酸を含み、残基M33、G121、およびS374の1つまたは複数を含む。
ある態様において、前記ポリペプチドは、SEQ ID NO:1の完全ポリペプチド配列を含む。
他の態様において、一部は、少なくとも20個、30個、40個、50個、60個、70個、100個、2
00個、または300個の連続したアミノ酸を含む。ある態様において、一部は、残基M33、G1
21、およびS374を含む。
【００４２】
　CAIXv-GM-CSF構築物またはGM-CSF-CAIXv構築物は、顆粒球-マクロファージコロニー刺
激因子に取り付けられたCAIX変種を含むキメラ分子を指す。この取り付けは、(直接的な
またはリンカーを介した)化学結合でもよく、キメラ分子は、(組換えにより発現された、
または2個の本分子の縮合によって組み立てられた)融合タンパク質でもよい。従って、「
CAIXv-GM-CSF」または「GM-CSF-CAIXv」という表記は、CAIXvおよびGM-CSFが末端または
内部に取り付けられている態様を含み、CAIXvがGM-CSFのアミノ末端またはカルボキシル
末端のいずれかに取り付けられていることを意図する。さらに、CAIXv-GMCSFという用語
は、CAIXvタンパク質または抗原を保有する腎細胞癌を特異的標的とする抗体によって認
識されるエピトープを保持しているCAIXv断片を含むキメラ分子を含んでもよい。同様に
、この用語は、GM-CSFの断片を含むキメラ分子を含んでもよい。ここで、GM-CSFは、ネイ
ティブGM-CSFの生物学的活性を保持している(例えば、ネイティブGM-CSFを認識する受容
体によって認識される、および/または同様の分裂促進活性を示すなど)。ある態様におい
て、GM-CSFはヒトGM-CSFである。前記のCAIXvポリペプチドは、本発明の方法および構築
物において使用することができる。
【００４３】
　「CAIXv核酸」という用語は、CAIXvポリペプチドをコードする核酸を指す。1つの態様
において、CAIXv核酸配列はSEQ ID NO:2である。CAIXv核酸は、(a)SEQ ID NO:2、(b)SEQ 
ID NO:1を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列、および(c)(a)または(b)
の断片であって、SEQ ID NO:1の少なくとも20個の連続したアミノ酸をコードし、かつ残
基M33、G121、およびS374の1つまたは複数を含む断片を含むポリヌクレオチド配列からな
る群より選択されるポリヌクレオチド配列でもよく、(a)SEQ ID NO:2、(b)SEQ ID NO:1を
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含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列、および(c)(a)または(b)の断片で
あって、SEQ ID NO:1の少なくとも20個の連続したアミノ酸をコードし、かつ残基M33、G1
21、およびS374の1つまたは複数を含む断片を含むポリヌクレオチド配列からなる群より
選択されるポリヌクレオチド配列を含んでもよい。前記のCAIXv核酸は、本発明の方法お
よび構築物において使用するのに適している。
【００４４】
　「腎細胞癌」または「RCC」は腎実質の癌腫を指す。RCCはまた、しばしば、腎臓癌、「
副腎腫」、または腎腺癌とも特定される。4つの主なタイプの腎細胞癌、すなわち、明細
胞型、顆粒細胞型、顆粒細胞型と明細胞型の混合型、および紡錘細胞型がある。
【００４５】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「タンパク質」という用語は、ペプチド結合
によって共有結合したアミノ酸重合体を指すために本明細書において同義に用いられる。
「ポリペプチド」、「ペプチド」、および「タンパク質」という用語は、糖タンパク質な
らびに非糖タンパク質を含む。
【００４６】
　「核酸」または「オリゴヌクレオチド」という用語または本明細書における文法上の相
当語句は、共有結合している少なくとも2個のヌクレオチドを指す。本発明の核酸は、好
ましくは、一本鎖または二本鎖であり、一般的に、ホスホジエステル結合を含有するが、
下記で概要を述べたように、場合によっては、他の骨格を有することのある核酸類似体が
含まれる。他の骨格は、例えば、ホスホルアミド(Beaucage et al. (1993) Tetrahedron 
49(10)：1925)およびその中の参考文献;Letsinger (1970) J. Org. Chem. 35: 3800; Spr
inzl et al. (1977) Eur. J. Biochem. 81: 579; Letsinger et al. (1986) Nucl. Acids
 Res. 14: 3487; Sawai et al. (1984) Chem. Lett. 805, Letsinger et al. (1988) J. 
Am. Chem. Soc. 110: 4470、およびPauwels et al. (1986) Chemica Scripta 26: 1419)
、ホスホロチオエート(Mag et al. (1991) Nucleic Acids Res. 19: 1437および米国特許
第5,644,048号)、ホスホロジチオエート(Briu et al. (1989) J. Am. Chem. Soc. 111: 2
321)、O-メチルホホロアミダイト結合(Eckstein, Oligonucleotides and Analogues: A P
ractical Approach, Oxford University Pressを参照されたい)、ならびにペプチド核酸
の骨格および結合(Egholm (1992) J. Am. Chem. Soc. 114: 1895, Meier et al. (1992) 
Chem. Int. Ed. Engl. 31: 1008; Nielsen (1993) Nature, 365: 566; Carlsson et al. 
(1996) Nature 380: 207を参照されたい)を含む。他の類似体核酸には、正の骨格(positi
ve backbone)を有する核酸(Denpcy et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 609
7;非イオン骨格を有する核酸(米国特許第5,386,023号、同第5,637,684号、同第5,602,240
号、同第 5,216,141号、および同第4,469,863号; Angew. (1991) Chem. Intl. Ed. Engli
sh 30: 423; Letsinger et al. (1988) J. Am. Chem. Soc. 110: 4470; Letsinger et al
. (1994) Nucleoside ＆ Nucleotide 13: 1597; Chapters 2 and 3, ASC Symposium Seri
es 580, 「Carbohydrate Modifications in Antisense Research」, Ed. Y. S. Sanghui 
and P. Dan Cook; Mesmaeker et al. (1994), Bioorganic ＆ Medicinal Chem. Lett. 4:
 395; Jeffs et al. (1994) J. Biomolecular NMR 34: 17； Tetrahedron Lett. 37: 743
 (1996))、ならびに米国特許第5,235,033号および同第5,034,506号、ならびにChapters 6
 and 7, ASC Symposium Series 580, Carbohydrate Modifications in Antisense Resear
ch, Ed. Y. S. Sanghui and P. Dan Cookに記載の核酸を含む、非リボース骨格を有する
核酸が含まれる。1つまたは複数の炭素環式糖を含有する核酸も核酸の定義に含まれる(Je
nkins et al. (1995), Chem. Soc. Rev. pp169-176を参照されたい)。いくつかの核酸類
似体は、Rawls, C ＆ E News Jun. 2, 1997 35頁に記載されている。リボース-リン酸骨
格のこれらの改変は、標識などの付加部分の付加を容易にするために、または生理学的環
境におけるこのような分子の安定性を高め、半減期を延ばすために行われてもよい。
【００４７】
　「免疫細胞」という用語は、免疫応答に直接または間接的に関与することができる細胞
を指す。免疫細胞には、T細胞、B細胞、樹状細胞、細胞傷害性T細胞、腫瘍浸潤性リンパ
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球などが含まれるが、これらに限定されない。
【００４８】
　本明細書で使用する、(例えば、細胞を活性化する、または免疫応答を活性化するとい
うように)「活性化する」という用語は、構築物との接触によるような直接的な活性化、
または抗原提示細胞(例えば、樹状細胞)を介した構築物もしくは抗原性断片との接触によ
るような間接的な活性化を含む。
【００４９】
　「融合タンパク質」は、2つまたはそれ以上のポリペプチドを、あるポリペプチドのア
ミノ末端と別のポリペプチドのカルボキシル末端との間に形成されるペプチド結合を介し
て接続することによって形成されるポリペプチドを指す。融合タンパク質は、構成ポリペ
プチドの化学結合によって形成されてもよく、1本の連続した融合タンパク質をコードす
る核酸配列から1本のポリペプチドとして発現されてもよい。単鎖融合タンパク質は、1本
の連続したポリペプチド骨格を有する融合タンパク質である。
【００５０】
　融合タンパク質に関して用いられる「スペーサー」または「リンカー」は、融合タンパ
ク質を構成するタンパク質を接続するペプチドを指す。一般的に、スペーサーは、タンパ
ク質を接続する、またはタンパク質間のある程度の最小距離もしくは他の空間関係を保つ
以外は、特定の生物学的活性を有さない。しかしながら、スペーサーの構成アミノ酸は、
分子のフォールディング、実効電荷、または疎水性などの分子の何らかの特性に影響を及
ぼすように選択されてもよい。
【００５１】
　化学的に結合されたキメラ分子に関して用いられる「スペーサー」または「リンカー」
は、化学的に結合されたキメラ分子の構成分子を連結/接続する任意の分子を指す。
【００５２】
　「抗体」は、リガンドとの特異的結合に関与することができる、少なくとも1つの免疫
グロブリン遺伝子または少なくとも1つの免疫グロブリン遺伝子の断片によって実質的に
コードされるポリペプチドを指す。この用語は天然型ならびに断片および誘導体を含む。
本明細書で使用する用語の範囲内にある断片は、標的分子、例えば、宿主細胞タンパク質
に特異的に結合することができる限り、様々なペプチダーゼによる消化によって生成され
る断片、例えば、Fab、Fab'、およびF(ab)'2断片、化学的解離、化学的切断、および組換
えによって生成される断片を含む。例えば、ファージディスプレイによって生成される組
換え断片のように、代表的な組換え断片には、単鎖FabおよびscFv(「単鎖可変領域」)断
片が含まれる。この用語の範囲内にある誘導体は、種間キメラおよびヒト化抗体を含む、
配列が改変されているが標的分子と特異的に結合することができる抗体(またはその断片)
を含む。本明細書で使用するように、抗体は、ネイティブBリンパ球、ハイブリドーマ、
組換え発現システムの細胞培養物からの採取、ファージディスプレイなどを含む任意の公
知の技法によって生成することができる。
【００５３】
　従って、抗体は、免疫グロブリン遺伝子からのフレームワーク領域、または抗原を特異
的に結合し、認識するその断片を含む。認められている免疫グロブリン遺伝子には、κ、
λ、α、γ、δ、ε、およびμ定常領域遺伝子、ならびに無数の免疫グロブリン可変領域
遺伝子が含まれる。軽鎖は、κまたはλのいずれかとして分類される。重鎖は、γ、μ、
α、δ、またはεとして分類され、これらは順に、それぞれ、免疫グロブリンクラスIgG
、IgM、IgA、IgD、およびIgEを規定する。典型的には、抗体の抗原結合領域は、結合の特
異性および親和性において最も重要である。
【００５４】
　例示的な免疫グロブリン(抗体)の構造単位は四量体を構成する。それぞれの四量体は同
じ2対のポリペプチド鎖から構成され、それぞれの対には1本の「軽」鎖(約25kD)および1
本の「重」鎖(約50～70kD)がある。それぞれの鎖のN末端は、主に抗原認識を担う約100～
110またはそれ以上のアミノ酸からなる可変領域を規定する。可変領域軽鎖(VL)および可
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変領域重鎖(VH)という用語は、それぞれ、これらの軽鎖および重鎖を指す。
【００５５】
　抗体は、例えば、インタクトな免疫グロブリン、または様々なペプチダーゼによる消化
によって生成された多数の十分に特徴付けられた断片として存在する。従って、例えば、
ペプシンは、抗体を、ヒンジ領域にあるジスルフィド結合より下で消化して、Fabの二量
体であるF(ab)'2を生じさせる。Fabそれ自体は、ジスルフィド結合によって軽鎖がVH-CH1
と結合したものである。ヒンジ領域にあるジスルフィド結合を分解する穏やかな条件下で
F(ab)'2を還元し、それによって、F(ab)'2二量体をFab'単量体に変えることができる。Fa
b'単量体は本質的にFabであり、ヒンジ領域の一部を有する(Fundamental Immunology, Pa
ul ed., 3d ed., 1993を参照されたい)。インタクトな抗体の消化の点から様々な抗体断
片が定義されているが、当業者であれば、このような断片は化学的にまたは組換えDNA法
を用いて新規合成できることを理解すると考えられる。従って、本明細書で使用する抗体
という用語は、抗体全体を改変することによって生成された抗体断片、または組換えDNA
法を用いて新規合成された抗体断片(例えば、単鎖Fv)もしくはファージディスプレイライ
ブラリーを用いて特定された抗体断片も含む(例えば、McCafferty et al., Nature 348:5
52-554 (1990)を参照されたい)。
【００５６】
　従って、抗体という用語は、ミニボディ(minibody)、ダイアボディ(diabody)、および
トリアボディ(triabody)なども含む。ダイアボディは、高い結合力および特異性を有する
、生体分子特異的な二価の小さな抗体断片である。優れた特異性および迅速な血液クリア
ランスのために、ダイアボディの高い信号雑音比は典型的に良好であり、このために、特
異的抗原の診断的および治療的な標的化の潜在能力が高い(Sundaresan et al., J Nucl M
ed 44:1962-9 (2003)。さらに、これらの抗体は、必要に応じて、小さな単鎖Fvから、様
々なアイソフォームを有するインタクトなIgGまで異なるタイプの抗体断片として操作す
ることができるので有利である(Wu ＆ Senter, Nat. Biotechnol. 23:1137-1146 (2005))
。ある態様において、抗体断片はダイアボディの一部である。本発明による使用のための
例示的なダイアボディには、本明細書においてKS41、KS49、KS83、KS89と指定されるもの
が含まれる。
【００５７】
　抗体、例えば、組換え抗体、モノクローナル抗体、またはポリクローナル抗体を調製す
るためには、当技術分野において公知の多くの技法を使用することができる(例えば、Koh
ler ＆ Milstein, Nature 256:495-497 (1975); Kozbor et al., Immunology Today 4: 7
2 (1983); Cole et al., pp. 77-96 in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Al
an R. Liss, Inc. (1985); Coligan, Current Protocols in Immunology (1991); Harlow
 ＆ Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (1988);およびGoding, Monoclonal Antibo
dies: Principles and Practice (2d ed. 1986)を参照されたい)。関心対象の抗体の重鎖
および軽鎖をコードする遺伝子は細胞からクローニングすることができる。例えば、モノ
クローナル抗体をコードする遺伝子をハイブリドーマからクローニングし、組換えモノク
ローナル抗体を生成するのに使用することができる。モノクローナル抗体の重鎖および軽
鎖をコードする遺伝子もハイブリドーマまたはプラズマ細胞から作製することができる。
重鎖遺伝子産物および軽鎖遺伝子産物をランダムに組み合わせることによって、抗原特異
性の異なる抗体の大きなプールが作製される(例えば、Kuby, Immunology (3rd ed. 1997)
を参照されたい)。単鎖抗体または組換え抗体を生成するための技法(米国特許第4,946,77
8号、米国特許第4,816,567号)を、本発明のポリペプチドに対する抗体を生成するように
適合させることができる。また、ヒト化抗体またはヒト抗体を発現させるために、トラン
スジェニックマウスまたは他の生物、例えば、他の哺乳動物を使用することができる(例
えば、米国特許第5,545,807号;同第5,545,806号;同第5,569,825号;同第5,625,126号;同第
5,633,425号;同第5,661,016号, Marks et al., Bio/Technology 10:779-783 (1992); Lon
berg et al., Nature 368:856-859 (1994); Morrison, Nature 368:812-13 (1994); Fish
wild et al., Nature Biotechnology 14:845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnol
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ogy 14:826 (1996);およびLonberg ＆ Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13:65-93 (1995)
を参照されたい)。または、選択された抗原に特異的に結合する抗体およびヘテロマーFab
 断片を特定するために、ファージディスプレイ技術を使用することができる(例えば、 M
cCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990); Marks et al., Biotechnology 10:779-
783 (1992)を参照されたい)。抗体はまた、二重特異性、すなわち、2種類の抗原を認識で
きるようにすることができる(例えば、WO93/08829, Traunecker et al., EMBO J. 10:365
5-3659 (1991);およびSuresh et al., Methods in Enzymology 121:210 (1986)を参照さ
れたい)。抗体はまた、ヘテロ結合体(heteroconjugate)、例えば、共有結合した2つの抗
体でもよく、免疫毒素(例えば、米国特許第4,676,980号、WO91/00360;WO92/200373;およ
びEP03089)を参照されたい)でもよい。
【００５８】
　非ヒト抗体をヒト化または霊長類化(primatizing)する方法は当技術分野において周知
である。一般的に、ヒト化抗体には、非ヒトの供給源から1つまたは複数のアミノ酸残基
が導入されている。これらの非ヒトアミノ酸残基は、輸入(import)残基と呼ばれることが
多い。輸入残基は、典型的には、輸入可変ドメインから選ばれる。ヒト化は、本質的には
、Winterおよび共同研究者の方法(例えば、Jones et al., Nature 321: 522-525(1986); 
Riechmann et al., Nature 332: 323-327(1988); Verhoeyen et al., Science 239: 1534
-1536(1988);およびPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596(1992)を参照されたい
)に従って、ヒト抗体の対応する配列に対してげっ歯類のCDRまたはCDR配列を置換するこ
とによって行うことができる。従って、このようなヒト化免疫グロブリンは、インタクト
なヒト可変ドメインより実質的に小さな配列が非ヒト種に由来する対応する配列で置換さ
れているキメラ抗体である(米国特許第4,816,567号)。実際には、ヒト化抗体は、典型的
には、一部のCDR残基、場合によっては一部のFR残基がげっ歯類抗体の類似部位に由来す
る残基で置換されているヒト抗体である。
【００５９】
　「キメラ抗体」は、(a)抗原結合部位(可変領域)が、異なるかまたは変化したクラス、
エフェクター機能、および/もしくは種の定常領域、またはキメラ抗体に新たな特性を付
与する完全に異なる分子、例えば、酵素、毒素、ホルモン、増殖因子、薬物などに連結す
るように、定常領域またはその一部が変化、置換、または交換されている、抗体分子、あ
るいは(b)可変領域またはその一部が、抗原特異性が異なるまたは変化した可変領域を用
いて変化、置換、または交換されている、抗体分子である。
【００６０】
　抗体に「特異的に(もしくは選択的に)結合する」または「特異的に(もしくは選択的に)
免疫反応する」という句は、タンパク質またはペプチドについて言及している場合、タン
パク質が存在すること、多くの場合、タンパク質および他の生物学的因子の不均一集団の
中にタンパク質が存在することを決定する結合反応を指す。従って、指定されたイムノア
ッセイ条件下で、明記された抗体は、ある特定のタンパク質に、バックグラウンドの少な
くとも2倍、より典型的にはバックグラウンドの10～100倍超で結合する。このような条件
下で抗体に特異的に結合するには、ある特定のタンパク質に対する特異性について選択さ
れた抗体が必要である。例えば、ポリクローナル抗体は、選択された抗原と特異的に免疫
反応し、他のタンパク質とは免疫反応しないポリクローナル抗体のみを得るように選択す
ることができる。この選択は、他の分子と交差反応する抗体を差し引くことによって達成
することができる。ある特定のタンパク質と特異的に免疫反応する抗体を選択するために
、様々なイムノアッセイ形式を使用することができる。例えば、タンパク質と特異的に免
疫反応する抗体を選択するために、固相ELISAイムノアッセイが日常的に用いられる(特異
免疫反応性を求めるのに使用することができるイムノアッセイ形式および条件の説明につ
いては、例えば、Harlow ＆ Lane, Using Antibodies, A Laboratory Manual (1998)を参
照されたい)。
【００６１】
　「予後」は、疾患状態の起こりそうな転帰に関する予測、症例の内容および症状、患者
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の疾患状態のモニタリング、疾患の再発についての患者のモニタリングにより示される疾
患からの回復に関する見通しの決定、ならびに/または患者に好ましい治療法の決定を指
す。
【００６２】
　「定量パーセント」は、CAIX発現が陽性の試料(例えば、標的組織または細胞試料、例
えば、腎臓腫瘍に由来する試料、転移性病巣に由来する転移性病巣からの試料および/ま
たはなど)のパーセントを含む、CAIX発現スコアを指す。好ましい態様において、試料の
定量パーセントは、染色の程度または染色パーセント(例えば、試料中の、CAIXなどの染
色が陽性の細胞のパーセント)を含むCAIX発現スコアを指す。ある特定の態様では、染色
強度および最大染色強度の染色のパーセントなどの他の要因も特定の試料のCAIX発現スコ
アに含まれる。例えば、下記の実施例に例示されるように、分析された組織アレイからの
CAIXスコア情報のサバイバルツリー(survival tree)分析から、85％の染色パーセントが
、患者生存を層別化するのに理想的なカットオフであることが特定された。強度に関係な
く、＞85％の染色パーセントを高CAIX染色とみなしたのに対して、≦85％の染色パーセン
トを低CAIX染色とみなした。
【００６３】
　前記のように、本発明者らは、RCC患者組織からの試料に対するポリメラーゼ連鎖反応(
PCR)、クローニング法、および配列分析を用いて、新規のcDNA配列およびアミノ酸配列を
有するCAIX変種を特定した。新規CAIX変種(または本明細書において「変異体CAIX」と呼
ばれる)の核酸配列およびタンパク質配列は、これまでに報告されたCAIX配列(例えば、NC
BI遺伝子/タンパク質データベースおよびUniProtKB/Swiss-Protタンパク質データベース
にある配列)とは異なる。さらに、この新たに特定されたCAIX変種に基づいて、融合/キメ
ラ分子(GMCSF-CAIX)が構築された。この構築物は、初期の実験結果に基づいて、ならびに
GMCSF遺伝子/ワクチン療法がRCCにおいて臨床抗腫瘍活性を有すると示されたことに基づ
いて、腎臓癌を標的とするワクチン療法に少なくとも最初は用いられるはずである。
【００６４】
癌を標的とするワクチン療法
　前記のように、RCC患者組織からの新規のcDNA配列およびアミノ酸配列(ならびに以前に
報告された配列とは完全に異なる配列)を有するCAIX変種が本発明において提供される。
数ある利点の中でも、新規のCAIX配列は、細胞表面上にCAIXを発現する様々な癌を標的と
する、より効果的なワクチンを作製するのに使用することができる。
【００６５】
　例えば、腎臓癌を標的とするワクチン療法の研究プログラムの一環として、新たに特定
されたCAIX変種に基づく融合/キメラ分子(GMCSF-CAIX)が構築された。この手法の原理は
、初期の実験結果、ならびにサイトカイン-遺伝子療法/ワクチン療法が臨床試験において
抗腫瘍活性を有すると以前に示されたことに基づいている。新規のヒトRCC CAIX変種は、
CAIXに基づくワクチンの抗癌効力を大幅に高めるために、強力なサイトカインであるGMCS
Fと組み合わされた。
【００６６】
　本発明は、GMCSF-CAIXv融合分子ならびにGMCSF-CAIXvアデノウイルスベクター遺伝子送
達システムを提供する。好ましい態様では、本発明者らの研究室において以前に報告され
たGFP含有padTrack-CMVシャトルベクターと交換するために、GMCSF-CAIXvの本構築におい
てpAd-CMVシャトルベクターが用いられた。さらに、持効/徐放技術と組み合わせたナノテ
クノロジープラットフォームを用いて、GMCSF-CAIXv融合分子を、例えば、樹状細胞にお
いて、さらに長期間発現させることができる。
【００６７】
腎細胞癌の治療
　RCC生物学におけるCAIXのよく認識された重要性を考慮すれば、本明細書において提供
される新規のcDNA配列/アミノ酸配列を有するCAIX変種は、抗癌効力を増強する新しく特
異的な戦略を開発するための、ならびにRCC疾患進行および生存に対する、新たな標的を
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提供する。新規のCAIXvタンパク質およびこれに対するモノクローナル抗体は両方とも、C
AIXv発現癌の治療剤および診断剤として開発されてもよい。新規CAIX変種はまた、CAIXに
よって調節されるシグナル伝達経路を標的とする戦略においても使用することができる。
【００６８】
予後の方法
　新規CAIX変種はまた、癌組織におけるCAIXの相対的な発現レベルを評価するための予後
バイオマーカーおよび経路署名(pathway signature)としても有用である。例えば、CAIX
は、免疫組織化学的分析、RT-PCR、およびウエスタンブロットからのデータの収集を介し
て、RCC患者の評価において用いられている。前記のデータは、自己由来の正常腎臓組織
において測定された発現レベルまたは対照組織の正常発現レベルと比較された。本発明の
新規CAIX変種は改善された予後バイオマーカーを提供し、腎細胞癌(RCC)に加えて様々なC
AIX発現癌に罹患した患者の予後情報を得るために、Buiらへの米国特許出願第10/511,465
号および関連するPCT出願PCT/US2003/11561に記載の方法において使用することが可能で
ある。前記方法は、CAIXを定量する工程を含む。本発明の方法はまた、臨床転帰を確実に
予測することに加えて、数ある治療コースの中でもアジュバント免疫療法および/またはC
AIX標的化療法を必要とする高リスク患者をより良く特定するのに使用することが可能で
ある。
【００６９】
キメラ構築物
　前記のように、本発明は、新規CAIX変種またはCAIXvもしくはCAIXと交差反応する抗原
を発現する任意のタイプの癌(例えば、腎細胞癌、子宮頚癌、膀胱癌、低酸素誘導性癌な
ど)を治療する(例えば、症状の緩和)新規の手法を提供する。本発明の1つの態様において
、顆粒球-マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)に取り付けられた新規CAIX変種を含
むキメラ分子が提供される。キメラ分子は(例えば、ワクチン接種によって)患者に投与さ
れてもよく、これにより抗原提示細胞(例えば、樹状細胞)が活性化される。次いで、CAIX
v抗原がHLAクラスI上に提示されることで、CAIX特異的細胞傷害性T細胞が活性化され、次
いで、CAIX陽性癌細胞を溶解することができる。さらに、またはその代わりに、CAIXvペ
プチドはHLAクラスII細胞上に提示され、これによりCAIX特異的Tヘルパー細胞が活性化さ
れ、次いで、CTLの殺傷活性を活性化または維持する。
【００７０】
　キメラ構築物の調製および投与に関する詳細は、例えば、Belldegrunらへの米国特許出
願第09/783,708号において見つけることができる。米国特許出願第09/783,708号の内容は
その全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【００７１】
　本発明は、腎細胞癌または特にCAIXvを含むCAIXを発現する任意のタイプの癌を治療す
る(例えば、症状の緩和)新規の手法を提供する。特に、本発明は、顆粒球-マクロファー
ジコロニー刺激因子(GM-CSF)に取り付けられたCAIXvを含むキメラ分子を利用する。1つの
態様において、GM-CSFはSEQ ID NO:4の配列を有する。特定の理論に拘束されるつもりは
ないが、このキメラ分子は2つの形式の活性をもたらすと考えられている。キメラCAIXv-G
M-CSF分子を用いた進行腎細胞癌患者へのワクチン接種は、患者の最も強力な抗原提示細
胞である樹状細胞(DC)の活性化をもたらす。樹状細胞は、例えば、GM-CSF受容体を介して
、GM-CSFを取り込み、取り付けられているCAIXvは、GM-CSFに取り付けられていることで
共輸送される。樹状細胞はCAIXvnを処理し、HLAクラスI上でCAIXvペプチドを提示し、次
いで、HLAクラスIはCAIXv特異的細胞傷害性T細胞(CD3+CD8+)を活性化し、次いで、CAIXv
特異的細胞傷害性T細胞(CD3+CD8+)はCAIXv陽性腎臓癌細胞を溶解することができる。さら
に、またはその代わりに、CAIXvペプチドはHLAクラスII細胞上で提示され、HLAクラスII
細胞はCAIXv特異的Tヘルパー細胞を活性化し、次いで、CAIXv特異的Tヘルパー細胞はCTL
の殺傷活性を活性化または維持する。
【００７２】
　ある特定の態様では、CAIXv-GM-CSF構築物をコードする核酸を「裸のDNA」ワクチンと
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して投与することができる。この手法では、生物/患者には、CAIXv-GM-CSF融合タンパク
質をコードする核酸が注射、例えば、筋肉内注射される。核酸は、CAIXv-GM-CSF融合タン
パク質の生成につながる生物内で発現され、次いで、CAIXv-GM-CSF融合タンパク質は、前
記のように抗腎細胞癌免疫応答を誘発する。
【００７３】
　別の態様において、キメラCAIXv-GM-CSF分子は養子免疫治療において使用することがで
きる。この場合、キメラ分子(融合タンパク質)またはキメラ分子をコードする核酸は、エ
クスビボでリンパ球(例えば、T細胞)を活性化するのに用いられる。活性化されたリンパ
球は、任意で、エクスビボで増やされ、次いで、被験体(患者)に再注入される。被験体(
患者)において、活性化されたリンパ球は、CAIXv陽性腫瘍細胞(例えば、腎臓細胞腫瘍ま
たは子宮頚癌細胞)を特異的に攻撃し、溶解する。
【００７４】
　特に好ましい態様において、本発明は、以下の製剤の1つまたは複数を利用する：
1.GM-CSF(例えば、SEQ ID NO:4のGM-CSFポリペプチド)およびCAIXvポリペプチドの融合タ
ンパク質を含むポリペプチド、
2.融合タンパク質としてGM-CSFおよびCAIXvを含むポリペプチドでパルスされた樹状細胞
または他の細胞、
3. GM-CSFおよびCAIXvの融合タンパク質をコードする核酸を含む、「遺伝子療法」ベクタ
ー(例えば、アデノウイルス、ガットレス-アデノウイルス、レトロウイルス、ランチウイ
ルス、アデノ随伴ウイルス、ワクシニアウイルス、シミアンウイルス40など)、
4.GM-CSFおよびCAIXvの融合タンパク質をコードする核酸でトランスフェクトされた樹状
細胞(例えば、組換えウイルス、プラスミドDNAトランスフェクションなどを介して)、
5.GM-CSFおよびCAIXvの融合タンパク質をコードする核酸を含む腫瘍細胞(例えば、RCC細
胞)、
6.GM-CSFおよびCAIXvの融合タンパク質をコードする核酸(例えば「裸のDNA」)、ならびに
7.トランスフェクション剤(例えば、DMRIE/DOPE脂質、デンドリマーなど)と複合体化した
、GM-CSFおよびCAIXvの融合タンパク質をコードする核酸。
【００７５】
　これらの製剤はそれぞれ、生物(例えば、CAIXv、またはCAIXv抗原と交差反応性の抗原
を発現する癌を有する哺乳動物)に直接投与されてもよく、養子免疫治療の状況において
使用されてもよい。後者の手法では、養子免疫治療は、好ましくは、末梢血に由来する細
胞(例えば、末梢血リンパ球(PBL))または腫瘍に由来する細胞(例えば、腫瘍浸潤性リンパ
球(TIL))を利用する。製剤が投与されると、PBMCまたはTILの培養物の中にある、CAIXvを
標的とする細胞傷害性T細胞が活性化および増殖される。CAIXvを標的とするCTLが患者に
注入されると、CAIXvに対する免疫応答が発生し、維持される。
【００７６】
　前記で特定された製剤はまた、「インビボ」ワクチン接種のために哺乳動物に直接投与
することもできる。従って、例えば、GM-CSF-CAIXvポリペプチドまたはこのようなポリペ
プチドをコードする核酸は「従来の」ワクチンとして生物に投与することができる。しか
しながら、前記で特定された他の免疫原性製剤もまたインビボで高い活性があり、「ワク
チン」として生物に「直接」投与することもできる。従って、例えば、GM-CSF-CAIXv融合
タンパク質でパルスされた樹状細胞、GM-CSF-CAIXv融合タンパク質をコードする核酸でト
ランスフェクトされた樹状細胞または他の細胞、GM-CSF-CAIXvポリペプチドをコードする
遺伝子療法ベクターは全て、CAIXvに対する細胞傷害性T細胞の集団を誘導および維持する
生物に投与することができる。
【００７７】
　CAIXv-GM-CSFキメラ分子は、例えば、インビボでワクチンとしてまたは養子免疫療法に
おいて用いられた場合、腎細胞癌に特異的に向けられた非常に力強い免疫応答を誘導する
ことができる。この手法は、腎臓新生細胞が拡散していても(例えば、運動性の転移細胞)
、(例えば、固形腫瘍のように)凝集していても、腎臓新生細胞の死または阻害をもたらす
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。これらの方法は、他の薬剤(例えば、サイトカインまたは薬物などの免疫調節剤または
細胞傷害剤)の投与を伴ってもよい。
【００７８】
　本発明の方法は、完全な腫瘍消失(例えば、「治癒」)が価値のあることを示す必要がな
いと認められる。腫瘍の成長速度および/または転移細胞もしくは他の新生細胞の増殖の
わずかな減少でも、生活の質および/または生存期間の改善と臨床的に関連し得る。もち
ろん、高い効力が観察されれば、本発明の方法は、特に、他の治療法(例えば、外科手術
、化学療法、インターロイキン療法、TGFβまたはIL-10アンチセンス療法など)と併用さ
れた時には、かなりの程度または完全な程度の寛解を提供し得ると予想される。
【００７９】
I.CAIXv-GMCSFキメラ分子およびその発現
　本発明は、腎臓腫瘍細胞に標的化された細胞性免疫応答を誘導するために、顆粒球-マ
クロファージコロニー刺激因子(GM-CSF/GMCSF)に取り付けられたCAIXv腎臓癌特異的抗原
を含むキメラ分子を利用する。キメラ分子において、自然の状態で別々に存在する2種類
またはそれ以上の分子が一緒に接続されて、その構成分子全ての望ましい機能を有する1
つの分子を形成する。この場合、構成分子はそれぞれCAIXvおよびGM-CSFである。CAIXvは
、(例えば、T細胞に)提示され、それにより細胞を活性化および増殖し、CAIXvまたはCAIX
v抗原を保有する腫瘍細胞に対する細胞傷害性細胞(例えば、細胞傷害性Tリンパ球、腫瘍
浸潤性リンパ球(TIL)など)を形成するエピトープを提供する。GM-CSFは、免疫系の成分(
例えば、単球、樹状細胞、NK、PMN、PBMCなど)を刺激するように働き、かつ結合されてい
るCAIXvまたはCAIXv抗原の樹状細胞による取り込みを媒介するように働く。さらに、特に
、養子免疫療法では、GM-CSFはアジュバントとしても働くことができる。
【００８０】
　GM-CSFへのCAIXvの取り付けは直接的(例えば、共有結合)でもよく、間接的(例えば、リ
ンカーを介した取り付け)でもよい。さらに、CAIXvおよびGM-CSFタンパク質はタンパク質
の化学修飾によって取り付けられてもよく、組換え融合タンパク質として発現されてもよ
い。個々の成分およびキメラ分を生成する詳細な方法は下記で提供される。
【００８１】
　CAIXvの核酸配列は本明細書において開示される。GM-CSF(例えば、ヒトGM-CSF)の核酸
配列は当業者に周知である(例えば、GenBankアクセッション番号E02287を参照されたい)
。
【００８２】
　この配列情報を使用すると、当業者に周知の標準的な方法を用いて、CAIXv、GM-CSF、
またはキメラCAIXv-GM-CSFをコードする核酸を生成することができる。例えば、核酸は、
ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、リガーゼ連鎖反応(LCR)、転写に基づく増幅システム(trans
cription-based amplification system)(TAS)、自己維持配列複製システム(self-sustain
ed sequence replication system)(SSR)などのインビトロ方法によってクローニングまた
は増幅させてもよい。多種多様なクローニング法およびインビトロ増幅法が当業者に周知
である。
【００８３】
　当業者を多くのクローニング演習に導くのに十分なこれらの技法および説明書の例が、
Berger and Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology 
152 Academic Press, Inc., San Diego, Calif. (Berger); Sambrook et al (1989) Mole
cular Cloning--A Laboratory Manual (2nd ed.) Vol.1-3, Cold Spring Harbor Laborat
ory, Cold Spring Harbor Press, NY, (Sambrook et al.); Current Protocols in Molec
ular Biology, F. M. Ausubel et al., eds., Current Protocols, Greene Publishing A
ssociates, Inc.とJohn Wiley ＆ Sons, Inc.の合弁事業, (1994 Supplement) (Ausubel)
; Cashion et al., 米国特許第5,017,478号、およびCarr, 欧州特許第0,246,864号におい
て見られる。
【００８４】
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　当業者をインビトロ増幅法に導くのに十分な技法の例が、Berger, Sambrook, and Ausu
bel, as well as Mullis et al., (1987) 米国特許第4,683,202号; PCR Protocols A Gui
de to Methods and Applications (Innis et al. eds) Academic Press Inc. San Diego,
 Calif. (1990) (Innis); Arnheim ＆ Levinson (Oct. 1, 1990) C＆EN 36-47; The Jour
nal Of NIH Research (1991) 3: 81-94; (Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 86: 1173; Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 1874; Lomell
 et al. (1989) J. Clin. Chem., 35: 1826; Landegren et al., (1988) Science, 241. 
1077-1080; Van Brunt (1990) Biotechnology, 8: 291-294; Wu and Wallace, (1989) Ge
ne, 4: 560;およびBarringer et al. (1990) Gene, 89: 117において見られる。
【００８５】
　CAIXv-GMCSF構築物のCAIXv分子およびGM-CSF分子を任意の順番で一緒に接続してもよい
。従って、CAIXvを、GM-CSFのアミノ末端またはカルボキシ末端のいずれかに接続するこ
とができる。これらの分子が化学的に結合される場合、末端と末端をくっつけて接続され
る必要はなく、任意の便利な末端部位または内部部位に取り付けることができる。
【００８６】
　CAIXvおよびGM-CSFは、当業者に周知の多数の手段のいずれでも取り付けられてもよい
。典型的には、CAIXvおよびGM-CSFは、直接またはリンカー(スペーサー)を介して結合さ
れる。両分子はポリペプチドであるので、1つの態様では、GM-CSFとCAIXvの間にペプチド
スペーサーを任意で含有する単鎖融合タンパク質として、キメラ分子を組換え発現させる
ことが好ましい。
【００８７】
　分子を化学的に結合させる手段は当業者に周知である。ポリペプチドは、典型的には、
様々な官能基、例えば、カルボン酸(COOH)基または遊離アミン(-NH2)基を含有し、これら
の官能基は、エフェクター分子上の適切な官能基がエフェクターに結合する反応に利用可
能である。
【００８８】
　本明細書で使用する「リンカー」は、CAIXvをGM-CSFに接続するのに用いられる分子で
ある。好ましい態様において、リンカーは、CAIXvおよびGM-CSFの両方と共有結合を形成
することができる。適切なリンカーは当業者に周知であり、直鎖もしくは分岐鎖の炭素リ
ンカー、複素環式炭素リンカー、またはペプチドリンカーを含むが、これらに限定されな
い。ある特定の態様において、リンカーは、CAIXvおよび/またはGM-CSFを構成するアミノ
酸に、その側鎖を介して(例えば、システインとのジスルフィド結合を介して)接続されて
もよい。しかしながら、好ましい態様において、リンカーは、末端アミノ酸のα炭素アミ
ノ基およびカルボキシル基に接続される。リンカーは、一方の官能基がCAIXv上の置換基
と反応し、別の官能基がGM-CSF上の置換基と反応する、二官能性でもよい。または、CAIX
vおよび/またはGM-CSFは「単官能性」リンカーと反応するように誘導体化されてもよい(
ペプチド上に反応基を作る手順については、例えば、米国特許第4,671,958号および同第4
,659,839号を参照されたい)。
【００８９】
　特に好ましい態様において、本発明のキメラ分子は融合タンパク質である。融合タンパ
ク質は、標準的な化学ペプチド合成技術を用いて化学合成されてもよく、より好ましくは
、組換え発現されてもよい。両分子が比較的短い場合、キメラ分子は1本の連続したポリ
ペプチドとして合成することができる。配列のC末端アミノ酸が不溶性支持体に取り付け
られ、その後に、配列中の残りのアミノ酸が連続して付加される固相合成が、本発明のポ
リペプチドを化学合成するのに好ましい方法である。固相合成のための技法は、Barany a
nd Merrifield, Solid-Phase Peptide Synthesis; pp. 3-284 in The Peptides: Analysi
s, Synthesis, Biology Vol. 2: Special Methods in Peptide Synthesis, Part A., Mer
rifield, et al. J. Am. Chem. Soc., 85: 2149-2156 (1963)、およびStewart et al., S
olid Phase Peptide Synthesis, 2nd ed. Pierce Chem. Co., Rockford, 111 (1984)に記
載されている。
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【００９０】
　最も好ましい態様において、本発明のキメラ融合タンパク質は組換えDNA法を用いて合
成される。一般的に、これは、融合タンパク質をコードするDNA配列を作り、このDNAを発
現カセットの特定のプロモーターの制御下に配置し、宿主内でタンパク質を発現させ、発
現されたタンパク質を単離し、必要に応じて、タンパク質を再生することを伴う。
【００９１】
　従って、1つの態様において、本発明は、以下の配列のhGMCSFとhCAIXvの融合をコード
する核酸を提供する。
(hGMCSF)-(リンカー)-(CAIXv):

【００９２】
　別の態様において、本発明は、ポリペプチドリンカー(例えば、-lys-leu-)によって接
続された、ヒトGMCSFタンパク質配列およびCAIXvタンパク質配列の融合タンパク質をコー
ドする核酸配列を提供する。
hGMCSF
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リンカー(例えば、-lys-leu-)
CAIXvタンパク質

【００９３】
　本発明の融合タンパク質(GM-CSF-CAIXv)をコードするDNAは、例えば、適切な配列のク
ローニングおよび制限、またはNarang et al Meth. Enzymol.68: 90-99 (1979)のホスホ
トリエステル法;Brown et al., Meth. Enzymol.68: 109-151 (1979)のホスホジエステル
法;Beaucage et al., Tetra. Lett., 22: 1859-1862 (1981)のジエチルホスホルアミダイ
ト法;および米国特許第4,458,066号の固体支持体法などの方法による直接化学合成を含む
、任意の適切な方法によって調製されてもよい。
【００９４】
　化学合成によって一本鎖オリゴヌクレオチドが生成される。これは、相補配列とのハイ
ブリダイゼーションによって、または一本鎖を鋳型として用いるDNAポリメラーゼによる
重合によって、二本鎖DNAに変換されてもよい。当業者であれば、DNAの化学合成は約100
塩基の配列に限定されるが、さらに長い配列は短い配列を連結することによって入手でき
ることを認めるだろう。
【００９５】
　または、部分配列がクローニングされてもよく、適切な制限酵素を用いて適切な部分配
列が切断されてもよい。次いで、望ましいDNA配列を生成するために断片が連結されても
よい。
【００９６】
　好ましい態様において、本発明の融合タンパク質をコードするDNAは、ポリメラーゼ連
鎖反応(PCR)などのDNA増幅法を使用している。
【００９７】
　核酸構築物は、CAIXvをコードする核酸とGM-CSFをコードする核酸との間にリンカー(gc
ggcg)を有してもよい。リンカー配列は、GM-CSFおよびCAIXvを、好ましい態様では各ドメ
インが二次構造および三次構造に適切に折り畳まれるのを確実にするのに十分な距離分だ
け分離するのに用いられる。好ましいペプチドリンカー配列は柔軟性のある伸びたコンホ
メーションをとり、機能的なGM-CSFドメインおよびCAIXvドメインと相互作用することが
できる秩序正しい二次構造を生じる性質を示さない。柔軟性のあるタンパク質領域にある
代表的なアミノ酸には、Gly、Asn、およびSerが含まれる。Gly、Asn、およびSerを含有す
るアミノ酸配列の実質的に任意の順列が、リンカー配列の上記の基準を満たすと予想され
る。リンカー配列には、ThrおよびAlaなどの他のほぼ中性のアミノ酸も使用することがで
きる。従って、GM-CSFおよびCAIXvのリンカーとして有用なアミノ酸配列には、米国特許
第5,108,910号において用いられるGly4SerGly5Serリンカー(SEQ ID NO:5)、または(Ala G
ly Ser)残基が4回連続したもの(SEQ ID NO:6)などが含まれる。リンカーとして使用する
ことができるさらに他のアミノ酸配列は、Maratea et al. (1985), Gene 40: 39-46; Mur
phy et al. (1986) Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 83: 8258-62;米国特許第4,935,233号;
および米国特許第4,751,180号において開示される。
【００９８】
　ペプチドリンカー配列の長さは、融合タンパク質の生物学的活性に大きな影響を及ぼさ
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なければ変化してもよい。本発明の好ましい態様の1つでは、機能的タンパク質ドメイン
を適切に分離するために、約2アミノ酸のペプチドリンカー配列長が用いられるが、それ
より長いリンカー配列も使用することができる。リンカー配列は長さが1～50アミノ酸で
もよい。本発明の最も好ましい局面において、リンカー配列は長さが約1～20アミノ酸で
ある。本明細書において開示される特定の態様において、リンカー配列は約2～約15アミ
ノ酸であり、有利には、約2～約10アミノ酸である。本発明の融合タンパク質において、
ペプチドリンカー配列は必ずしも必要であるとは限らない。
【００９９】
　一般的に、スペーサーは、タンパク質を接続するかまたはタンパク質間のある程度の最
小距離もしくは他の空間関係を保つ以外は、特定の生物学的活性を有さない。しかしなが
ら、スペーサーの構成アミノ酸は、フォールディング、実効電荷、または疎水性などの分
子の何らかの特性に影響を及ぼすように選択されてもよい。
【０１００】
　CAIXv、GM-CSF、またはCAIXv-GM-CSF融合タンパク質を組換え発現させることが望まし
い場合、望ましいタンパク質をコードする核酸配列は、典型的には、適切な転写調節エレ
メントまたは翻訳調節エレメントに機能的に連結される。調節エレメントには、典型的に
は、転写プロモーター、転写を制御する任意のオペレーター配列、適切なmRNAリボソーム
結合部位をコードする配列、ならびに転写および翻訳の終結を制御する配列が含まれる。
複製起点によって通常付与される宿主内での複製能力、および形質転換体の認識を容易に
する選択遺伝子が、さらに組み込まれてもよい。
【０１０１】
　融合タンパク質をコードする核酸配列は、大腸菌(E.coli)および他の細菌宿主を含む様
々な宿主細胞、ならびに真核宿主細胞において発現させることができる。真核宿主細胞に
は、酵母、昆虫細胞(例えば、SF9細胞)、ならびに他の様々な真核細胞、例えば、COS、CH
O、およびHeLa細胞株、ならびに骨髄腫細胞株が含まれるが、これらに限定されない。組
換えタンパク質遺伝子は、各宿主に適した発現制御配列に機能的に連結される。大腸菌の
場合、これは、T7、trp、またはλプロモーターなどのプロモーター、リボソーム結合部
位、好ましくは、転写終結シグナルを含む。真核細胞の場合、制御配列は、プロモーター
、好ましくは、免疫グロブリン遺伝子、SV40、サイトメガロウイルスなどに由来するエン
ハンサー、およびポリアデニル化配列を含み、スプライスドナー配列およびスプライスア
クセプター配列を含んでもよい。特に好ましい態様の1つでは、GM-CSF-CAIXv融合遺伝子
は、ポリヘドリン遺伝子座に基づくバキュロウイルス導入ベクター(例えば、PharMingen
から入手可能なpVL1393)に挿入され、昆虫細胞(例えば、SF9細胞)において発現される。
【０１０２】
　遺伝暗号の重複性(redundancy)を考慮すれば、本発明の核酸を用いる任意の態様におい
て、タンパク質をコードする核酸の配列は、当業者に公知のように、細菌、ヒト細胞、哺
乳動物細胞、昆虫細胞における発現、またはインビトロ翻訳のために、任意で、最適化す
ることが可能である。
【０１０３】
　本発明のプラスミドは、大腸菌の場合、塩化カルシウム形質転換、哺乳動物細胞の場合
、リン酸カルシウム処理またはエレクトロポレーションなどの周知の方法によって、選択
された宿主細胞に導入させることが可能である。プラスミドにより形質転換された細胞は
、プラスミドが含有する遺伝子、例えば、amp、gpt、neo、およびhyg遺伝子によって付与
される抗生物質耐性によって選択することが可能である。
【０１０４】
　組換え融合タンパク質は、発現されると、硫安沈殿、hisタグ捕捉、アフィニティカラ
ム、カラムクロマトグラフィー、ゲル電気泳動などを含む当該技術分野の標準的な手順に
従って精製することが可能である(概要については、R. Scopes, Protein Purification, 
Springer-Verlag, N. Y. (1982), Deutscher, Methods in Enzymology Vol. 182: Guide 
to Protein Purification, Academic Press, Inc. N. Y. (1990)を参照されたい)。薬学
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的に使用するためには、均一性が少なくとも約90～95％の実質的に純粋な組成物が好まし
く、98～99％またはそれ以上の均一性が最も好ましい。所望に応じて部分的に精製または
均一になるまで精製すれば、その後ポリペプチドを治療に使用してもよい。
【０１０５】
　当業者であれば、化学合成、生物学的発現、または精製の後に、CAIXv、GM-CSF、また
はGM-CSF-CAIXvタンパク質は、ポリペプチドのネイティブなコンホメーションとは異なる
コンホメーションを有し得ることを認めるだろう。この場合、ポリペプチドを変性および
還元し、次いで、ポリペプチドを好ましいコンホメーションに再び折り畳む必要があり得
る。タンパク質を変性および還元し、再折り畳みを誘導する方法は当業者に周知である(D
ebinski et al. (1993) J. Biol. Chem., 268: 14065-14070; Kreitman and Pastan, (19
93) Bioconjug. Chem., 4: 581-585;およびBuchner, et al., (1992) Anal. Biochem., 2
05: 263-270を参照されたい)。Debinskiらは、例えば、グアニジン-DTE中での封入体タン
パク質の変性および還元について述べている。次いで、タンパク質は、酸化型グルタチオ
ンおよびL-アルギニンを含有する酸化還元緩衝液中で再び折り畳まれる。
【０１０６】
　当業者であれば、生物学的活性を減らすことなく、GM-CSF、CAIXv、またはGM-CSF-CAIX
vタンパク質に改変を加えることができることを認めるだろう。クローニング、発現、ま
たは融合タンパク質への構成分子の組み込みを容易にするために、いくつかの改変が加え
られることがある。このような改変は当業者に周知であり、例えば、開始部位を設けるた
めにアミノ末端に付加されるメチオニン、あるいは都合のよい位置にある制限部位もしく
は終結コドンを作るために一方の末端に配置される付加アミノ酸、または精製を簡単にす
るために一方の末端に配置される付加アミノ酸、例えば、ポリヒスチジンタグ配列を含む
。
【０１０７】
II.インビボでのタンパク質ワクチン接種
　免疫原性組成物(例えば、ワクチン)が、好ましくは、本発明のCAIXv-GM-CSF融合タンパ
ク質から調製される。ワクチンを含む免疫原性組成物は、注射液、液体の溶液、懸濁液、
またはエマルジョンとして調製されてもよい。活性のある免疫原性成分は、免疫原性成分
と適合する薬学的に許容される賦形剤と混合することができる。このような賦形剤は当業
者に周知であり、水、食塩水、デキストロース、グリセロール、エタノール、およびその
組み合わせを含むが、これらに限定されない。免疫原性組成物およびワクチンは、補助物
質、例えば、湿潤剤もしくは乳化剤、pH緩衝剤、または免疫原性組成物およびワクチンの
有効性を増強するアジュバントをさらに含有してもよい。
【０１０８】
　免疫原性CAIXv-GM-CSF組成物は、皮下注射、静脈内注射、皮内注射、腫瘍内注射、また
は筋肉内注射によって非経口投与されてもよい。または、本発明に従って形成された免疫
原性組成物は、粘膜表面で免疫応答を惹起するようなやり方で処方および送達されてもよ
い。従って、免疫原性組成物は、例えば、鼻経路もしくは経口(胃内)経路によって、粘膜
表面に投与されてもよい。または、坐剤および経口製剤を含む他の投与形式が望ましい場
合がある。坐剤の場合、結合剤および担体には、例えば、ポリアルカレングリコールまた
はトリグリセリドが含まれてもよい。このような坐剤を、約0.5～約10％、好ましくは約1
～2％の活性免疫原性成分を含有する混合物から形成してもよい。経口製剤は、薬学的グ
レードのサッカリン、セルロース、および炭酸マグネシウムなどの通常用いられる担体を
含んでもよい。これらの組成物は、溶液、懸濁液、錠剤、丸剤、カプセル、持効性製剤ま
たは散剤の形をとってもよく、約1～95％の活性成分、好ましくは、約20～約75％を含有
する。
【０１０９】
　免疫原性調製物およびワクチンは、投与製剤と適合するやり方で、および治療において
有効であり、免疫原性があり、かつ防御をする量で投与される。投与される量は、例えば
、個体の免疫系が抗体を合成する能力、必要に応じて、細胞性免疫応答を生じさせる能力



(28) JP 2010-514422 A 2010.5.6

10

20

30

40

50

を含む、治療しようとする被験体によって決まる。投与に必要とされる厳密な活性成分量
は医師の判断によって決まる。しかしながら、適切な投与量範囲は当業者によって容易に
決定することが可能であり、ワクチン接種1回あたり活性成分がマイクログラム～ミリグ
ラムのオーダーでもよい。本発明の抗原性調製物は、有効量を1回または複数回投与する
ことによって投与することができる。本発明の組成物の有効量は、投与1回あたり0.01～1
,000マイクログラム/ml、より好ましくは、投与1回あたり0.1～500マイクログラム/ml、
最も好ましくは、投与1回あたり10～300マイクログラム/mlでもよい。
【０１１０】
　初回投与および追加免疫投与に適したレジメも変更可能であるが、初回投与とそれに続
く追加免疫投与を含んでもよい。投与量は投与経路にも依存し、宿主の大きさによって異
なる。
【０１１１】
　本発明による免疫原性組成物中の活性成分(キメラタンパク質)の濃度は、一般的に、約
1～95％である。
【０１１２】
　抗原をアジュバントと同時に投与すれば、免疫原性を大幅に改善することができる。キ
メラ分子のGM-CSF成分はそれ自体がアジュバントとして働くことができるが、他のアジュ
バントも使用することができる。アジュバントは抗原の免疫原性を増強するが、それ自体
で免疫原性があるとは限らない。アジュバントは、抗原を投与部位の位置的に近い場所に
保って、抗原が免疫系細胞にゆっくりと持続的に放出されるのを容易にするデポー作用を
生じさせることによって働いてもよい。アジュバントはまた、免疫系細胞を抗原デポーに
引きつけ、免疫応答を誘発するように、このような細胞を刺激してもよい。
【０１１３】
　免疫賦活剤またはアジュバントは、宿主免疫応答、例えば、ワクチンに対する宿主免疫
応答を改善するために何年も用いられてきた。通常、リポ多糖などの内因性アジュバント
は、ワクチンとして用いられる死菌または弱毒化細菌の成分である。外因性アジュバント
は、宿主免疫応答を増強するために処方される免疫調節剤である。従って、非経口送達さ
れた抗原に対する免疫応答を増強するアジュバントが特定されてきた。しかしながら、こ
れらのアジュバントの一部は毒性があり、望ましくない副作用の原因となることがあり、
このためにヒトおよび多くの動物において使用するのに適していない。実際には、水酸化
アルミニウムおよびリン酸アルミニウム(ひとまとめにしてアラムと一般に呼ばれている)
だけがヒト用および獣医学用ワクチンのアジュバントとして日常的に用いられている。ア
ラムがジフテリア破傷風トキソイドに対する抗体応答を高める効力は確立しており、HBsA
gワクチンのアジュバントとしてアラムが用いられている。
【０１１４】
　多種多様な外因性アジュバントが抗原に対する強力な免疫応答を誘発することができる
。これらには、膜タンパク質抗原と複合体化したサポニン(免疫刺激複合体)、pluronicポ
リマーと鉱油、不活化マイコバクテリアを含む鉱油、フロイント不完全アジュバント、ム
ラミルジペプチド(MDP)およびリポ多糖(LPS)ならびにリピドAなどの細菌産物、およびリ
ポソームが含まれる。
【０１１５】
　体液性免疫応答(HIR)および細胞性免疫(CMI)を効率的に誘導するために、免疫原はアジ
ュバントに溶解して乳化されることが多い。多くのアジュバントは毒性があり、肉芽腫、
急性炎症および慢性炎症(フロイント完全アジュバント、FCA)、細胞溶解(サポニンおよび
Pluronicポリマー)、ならびに発熱、関節炎および前部ブドウ膜炎(LPSおよびMDP)を誘導
する。FCAは優れたアジュバントであり、研究において広く用いられているが、毒性のた
めにヒト用および獣医学用ワクチンにおいて使用するのに許可されていない。
【０１１６】
III.インビボでのDNAワクチン接種
　ある好ましい態様では、CAIXv-GM-CSF融合タンパク質をコードする核酸がDNAワクチン
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に組み込まれる。抗原性タンパク質をコードする、直接注射されたDNAが防御免疫応答を
誘発する能力は、非常に多くの実験系において証明されている(例えば、Conry et al. (1
994) Cancer Res., 54 1164-1168; Cox et al. (1993) Virol, 67: 5664-5667; Davis et
 al. (1993) Hum. Mole. Genet., 2: 1847-1851; Sedegah et al. (1994) Proc. Natl. A
cad. Sci., USA, 91 : 9866-9870; Montgomery et al. (1993) DNA Cell Bio., 12: 777-
783; Ulmer et al. (1993) Science, 259: 1745-1749; Wang et al. (1993) Proc. Natl.
 Acad. Sci., USA, 90: 4156-4160; Xiang et al. (1994) Virology, 199: 132-140など
を参照されたい)。
【０１１７】
　抗原性タンパク質をコードするDNAを直接注射して防御免疫応答を誘発するワクチン接
種は、細胞性応答および体液性応答の両方を生じることが多い。さらに、マウスでは、様
々な抗原をコードするDNAに対する、再現性のある免疫応答が、本質的に動物が生きてい
る間続くと報告されている(例えば、Yankauckas et al. (1993) DNA Cell Biol., 12: 77
1-776を参照されたい)。
【０１１８】
　前記のように、DNAワクチンは当業者に公知である(米国特許第5,589,466号および同第5
,593,971号、PCT/US90/01515、PCT/US93/02338、PCT/US93/048131、PCT/US94/00899、お
よびこれらの中で引用されている優先権出願を参照されたい)。これらの出願に記載の送
達プロトコールに加えて、代替のDNA送達法が米国特許第4,945,050号および同第5,036,00
6号に記載されている。
【０１１９】
　DNAワクチン技術を使用すると、遺伝子発現に必要とされる調節エレメントに機能的に
連結されたCAIXv-GM-CSF融合タンパク質をコードする配列を含むプラスミド(または他の
ベクター)DNAが、個体(例えば、ヒト患者、非ヒト哺乳動物など)に投与される。個体の細
胞は、投与されたDNAを取り込み、コード配列は発現される。このように生成された抗原
は免疫応答の標的になる。本発明の場合、キメラ分子の抗原成分に向けられる免疫応答は
、個体の腎臓細胞癌に予防上または治療上の利益を提供する。
【０１２０】
　本発明のワクチンは、物質を組織に投与する数種類の装置を含む様々な技法によって投
与されてもよい。公表された文献には、DNAワクチン技術の局面について述べたいくつか
の総論が載っており、この技術を用いて得られた多くの結果報告の一部が引用されている
(例えば、McDonnel and Askari (1996) New Engl. J. Med. 334(1): 42-45; Robinson (1
995) Can. Med. Assoc. J. 152(10): 1629-1632; Fynan et al. (1995) Int. J. Immunop
harmac. 17(2): 79-83; Pardoll and Beckerleg (1995) Immunity 3: 165-169;およびSpo
oner et al. (1995) Gene Therapy 2: 173-180を参照されたい)。
【０１２１】
　本発明によれば、CAIXv-GM-CSFコード配列はプラスミド(または他のベクター)に挿入さ
れ、次いで、プラスミド(または他のベクター)はワクチン組成物において用いられる。好
ましい態様において、CAIXv-GM-CSFコード配列は、真核細胞における構築物の発現に必要
とされる調節エレメントに機能的に連結される。DNA発現用の調節エレメントには、プロ
モーターおよびポリアデニル化シグナルが含まれるが、これらに限定されない。さらに、
Kozak領域などの他のエレメントもまた遺伝子構築物に含まれてもよい。開始シグナルお
よび終結シグナルは調節エレメントであり、コード配列の一部とみなされることが多いが
、必ずしもコード配列の一部とみなされるとは限らない。好ましい態様において、本発明
の遺伝子構築物のコード配列は、機能的な開始シグナルおよび終結シグナルを含む。
【０１２２】
　本発明を実施するのに有用な、特に、ヒト用遺伝子ワクチンの生成において有用なプロ
モーターの例には、シミアンウイルス40(SV40)プロモーター、マウス乳癌ウイルス(MMTV)
プロモーター、ヒト免疫不全症ウイルス(HIV)プロモーター、例えば、HIV長末端反復配列
(LTR)プロモーター、モロニーウイルスプロモーター、ALVプロモーター、サイトメガロウ
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イルス(CMV)プロモーター、例えば、CMV前初期(immediate early)プロモーター、エプス
タイン バーウイルス(EBV)プロモーター、ラウス肉腫ウイルス(RSV)プロモーター、なら
びにヒト遺伝子、例えば、ヒトアクチン、ヒトミオシン、ヒトヘモグロビン、ヒト筋肉ク
レアチン、およびヒトメタロチオネイン(metalothionein)に由来するプロモーターが含ま
れるが、これらに限定されない。
【０１２３】
　本発明を実施するのに有用な、特に、ヒト用遺伝子ワクチンの生成において有用なポリ
アデニル化シグナルの例には、SV40ポリアデニル化シグナルおよびLTRポリアデニル化シ
グナルが含まれるが、これらに限定されない。特に、SV40ポリアデニル化シグナルと呼ば
れる、pCEP4プラスミド(Invitrogen, San Diego, Calif.)内のSV40ポリアデニル化シグナ
ルを使用することができる。
【０１２４】
　DNA発現に必要とされる調節エレメントに加えて、他のエレメントもDNA分子に含めるこ
とができる。このようなさらなるエレメントにはエンハンサーが含まれる。エンハンサー
は、ヒトアクチン、ヒトミオシン、ヒトヘモグロビン、ヒト筋肉クレアチン、ならびにウ
イルスエンハンサー、例えば、CMV、RSV、およびEBVに由来するエンハンサーを含むが、
これらに限定されない群より選択されてもよい。
【０１２５】
　本発明は、腎臓細胞癌に対する免疫応答を誘導するために、個体の細胞に遺伝物質を導
入する方法に関する。この方法は、発現に必要とされる調節エレメントに機能的に連結さ
れたCAIXv-GM-CSF融合タンパク質コード配列を含むDNAを、前記個体の組織に投与する工
程を含む。DNAは、アジュバント、またはDNAの取り込みを促進する能力を有するかもしく
は免疫系細胞を接種部位に動員する能力を有する他の物質の存在下で、投与することがで
きる。好ましい態様において、DNA転写単位それ自体は、宿主細胞によって提供される転
写因子またはDNA転写単位によって提供される転写因子によって宿主細胞内で発現される
ことが理解されるはずである。DNA転写単位は、免疫応答を刺激するのに役立つタンパク
質、例えば、サイトカイン、アジュバントとして役立つタンパク質、および受容体として
働くタンパク質をコードする核酸を含んでもよい。
【０１２６】
　本発明の核酸に基づくワクチンを含有するベクターは、当技術分野において公知の方法
、例えば、トランスフェクション、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション
、形質導入、細胞融合、DEAEデキストラン、リン酸カルシウム沈殿、リポフェクション(
リソソーム融合)、遺伝子銃の使用、またはDNAベクター輸送体によって望ましい宿主に導
入することができる(例えば、Wu et al. (1992) J. Biol. Chem. 267: 963-967; Wu and 
Wu (1988) J. Biol. Chem. 263: 14621-14624を参照されたい)。被験体は、筋肉内に、鼻
腔内に、腹腔内に、皮下に、皮内に、局所に接種されてもよく、遺伝子銃によって接種さ
れてもよい。
【０１２７】
　被験体はまた粘膜経路によって接種されてもよい。DNA転写単位は、洗浄、DNAを含有す
る点鼻薬、吸入剤、坐剤を含む様々な方法によって、またはマイクロスフェアに包まれた
DNAによって粘膜表面に投与することが可能である。例えば、DNA転写単位は呼吸器粘膜表
面、例えば、気管に投与されてもよく、舌または粘膜を含む任意の表面上に投与されても
よい。
【０１２８】
　DNA転写単位は、好ましくは、DNAの取り込みおよび発現を促進するように働く媒体、す
なわち、アジュバントの中に入れて投与される。好ましくは、薬学的に許容される不活性
媒体が、DNA転写単位を被験体に導入するためのアジュバントとして適している。適切な
アジュバントの一例がアラム(アルミナゲル)であるが、食塩水でも許容される。可能性の
ある他のアジュバントには、有機分子、例えば、スクアリン(squaline)、イスコム(iscom
)、有機油および有機脂肪が含まれる。
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【０１２９】
　本発明のCAIXv-GM-CSF核酸と共に免疫エフェクターを同時発現させ、それによって、免
疫エフェクターは、抗原に対する免疫応答を増強させることができる。免疫エフェクター
をコードする核酸は、適切なDNAプロモーターに機能的に連結された別々のDNA転写単位で
投与されてもよい。または、免疫エフェクターは、1つまたは複数のDNAプロモーターに機
能的に連結された、CAIXv-GM-CSF構築物をコードする核酸を含むDNA転写単位に含まれて
もよい。他の態様は、1つまたは複数のプロモーターに機能的に連結された、このような2
つまたはそれ以上の免疫エフェクターを含有する。核酸は、キメラタンパク質および免疫
エフェクターの両方をコードする1本の連続した重合体からなってもよく、キメラ分子お
よび免疫エフェクターをそれぞれ個々にコードする独立した核酸セグメントからなっても
よい。後者の場合、核酸は1つのベクターに挿入されてもよく、独立した核酸セグメント
が別々のベクターに配置されてもよい。免疫エフェクターをコードする核酸およびキメラ
分子をコードする核酸は同じDNAプロモーターに機能的に連結されてもよく、別々のDNAプ
ロモーターに機能的に連結されてもよい。このような免疫エフェクターを加えることは当
技術分野において公知である。または、可溶性免疫エフェクタータンパク質(サイトカイ
ン、モノカイン、インターフェロンなど)がCAIXv-GM-CSF DNAと共に被験体に直接投与さ
れてもよい。
【０１３０】
　免疫エフェクターの例には、インターフェロン-α、インターフェロン-γ、インターフ
ェロン-β、インターフェロン-T、インターフェロン-θ、腫瘍壊死因子-α、腫瘍壊死因
子-β、インターロイキン-2、インターロイキン-6、インターロイキン-7、インターロイ
キン-12、インターロイキン-15、B7-1 T細胞補助刺激分子、B7-2 T細胞補助刺激分子、免
疫細胞接着分子(ICAM)-1、T細胞補助刺激分子、顆粒球コロニー刺激因子、顆粒球-マクロ
ファージコロニー刺激因子、およびその組み合わせが含まれるが、これらに限定されない
。
【０１３１】
　遺伝子構築物は細胞に取り込まれた時に、機能的な染色体外分子として細胞に残っても
よく、および/または細胞の染色体DNAに組み込まれてもよい。DNAは、別々の遺伝物質と
して残る細胞、例えば、プラスミドの形で残る細胞に導入されてもよい。または、染色体
に組み込むことができる線状DNAが細胞に導入されてもよい。DNAを細胞に導入する時に、
染色体へのDNA組み込みを促進する試薬が添加されてもよい。組み込みを促進するのに有
用なDNA配列もまたDNA分子に含まれてもよい。または、RNAが細胞に投与されてもよい。
セントロメア、テロメア、および複製起点を含む線状ミニ染色体として遺伝子構築物を提
供することも意図される。遺伝子構築物は、細胞内で存在する、弱毒化した生きた微生物
または組換え微生物ベクターの中の遺伝物質の一部のままでもよい。遺伝子構築物は、遺
伝物質が細胞染色体に組み込まれるか、または染色体外に残る、組換えウイルスワクチン
ゲノムの一部でもよい。
【０１３２】
　遺伝子構築物を染色体外に維持し、細胞内で複数の構築物コピーを生成するために、遺
伝子構築物には哺乳動物複製起点が設けられてもよい。従って、例えば、Invitrogen(San
 Diego, Calif.)のプラスミドpCEP4およびpREP4は、エプスタイン-バーウイルス複製起点
、および組み込みを起こすことなく高コピーエピソーム複製を生じさせる核抗原EBNA-1コ
ード領域を含有する。
【０１３３】
　何らかの理由で、遺伝子構築物を受け取った細胞を排除することが望ましい場合、細胞
破壊の標的として役立つさらなるエレメントを付加することができる。発現可能な形のヘ
ルペスチミジンキナーゼ(tk)遺伝子が遺伝子構築物に含まれてもよい。薬物ガンシクロビ
ル(gangcyclovir)が個体に投与されてもよく、この薬物は、tkを産生する任意の細胞の選
択的死滅を引き起こし、従って、CAIXv-GM-CSF核酸構築物を有する細胞を選択的に破壊す
る手段を提供する。
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【０１３４】
　タンパク質産生を最大にするために、構築物が投与される細胞内での遺伝子発現に適し
た調節配列が選択されてもよい。さらに、細胞内で最も効率的に転写されるコドンが選択
されてもよい。当業者であれば、細胞内で機能するDNA構築物を生成することができる。
【０１３５】
　投薬の濃度は、好ましくは、有効な免疫応答を提供するのに十分な濃度である。投与さ
れる組換えベクターの投与量は、当業者に周知のように、使用される製剤の特性、例えば
、そのインビボ血漿半減期、製剤中の組換えベクターの濃度、投与経路、投薬の部位およ
び速度、被験体の臨床耐性などよって決まる。一連の接種において異なる投与量が用いら
れてもよい。医師は初回接種を投与し、次いで、比較的少ない用量の組換えベクターまた
は他の追加抗原を用いて追加免疫を行ってもよい。
【０１３６】
　好ましい用量範囲は、約30マイクログラム～約1mg DNAであり、より好ましくは、約50
マイクログラム～500マイクログラムである。プラスミド発現および接種が最適化される
ように、さらに低い用量が用いられてもよい。青少年または小児とは対照的に、成人の投
与量が異なってもよい。好ましくは、接種の後に追加免疫が行われる。
【０１３７】
IV.養子免疫治療
　養子免疫治療は、免疫細胞が、腫瘍細胞に対する特異免疫を直接的または間接的に媒介
することを目的として(すなわち、腫瘍細胞に対する免疫応答を開始することを目的とし
て)宿主に投与される、癌または感染症を治療する治療手法を指す。好ましい態様におい
て、免疫応答は、腫瘍および/または転移性細胞の成長および/または増殖の阻害をもたら
し、最も好ましくは、新生細胞の死および/または吸収をもたらす。免疫細胞は異なる生
物/宿主に由来してもよく(外因性免疫細胞)、被験体生物から得られた細胞(自己免疫細胞
)でもよい。
【０１３８】
　免疫細胞は、典型的には、ある特定の抗原(この場合ではCAIXv)によってインビトロで
活性化され、任意で、増やされ、次いで、供給源である生物(例えば、患者)に再注入され
る。養子免疫治療を行う方法は当業者に周知である(例えば、米国特許第5,081,029号、同
第5,985,270号、同第5,830,464号、同第5,776,451号、同第5,229,115号、同第690,915号
などを参照されたい)。
【０１３９】
　好ましい態様において、本発明は、例えば、前記のような、非常に多くの養子免疫治療
法を意図する。1つの態様において、樹状細胞(例えば、患者から単離された樹状細胞また
は自己樹状細胞)がCAIXvまたはCAIXv-GM-CSFキメラ分子でパルスされ、次いで、被験体に
注射し戻され、被験体においてインビボで免疫細胞に提示し、免疫細胞を活性化する。さ
らに、またはその代わりに、樹状細胞は、CAIXv-GM-CSF融合タンパク質をコードする核酸
でトランスフェクトされ、次いで、患者に再導入されてもよい。
【０１４０】
　別の態様において、改変されたマクロファージまたは樹状細胞(抗原提示細胞)が、CAIX
v-GM-CSF融合タンパク質でパルスされるかまたはCAIXv-GM-CSF融合タンパク質をコードす
る核酸でトランスフェクトされ、次いで、培養されている末梢血リンパ球またはTILを刺
激してCAIXv標的化CTLを活性化するのに用いられ、その後CAIXv標的化CTLは患者に注入さ
れる。
【０１４１】
　同様に、線維芽細胞および他のAPCまたは腫瘍細胞(例えば、RCC)が、CAIXv-GM-CSFを発
現する核酸でトランスフェクトされ、腫瘍細胞またはPBLをエクスビボで活性化してCAIXv
に対するCTLを生成するのに用いられ、その後CAIXvに対するCTLを患者に注入することが
できる。
【０１４２】
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　同様に、CAIXvに対するCTLを生成するために、CAIXv-GM-CSF融合タンパク質をコードす
る核酸を含有するかまたはCAIXv-GM-CSF融合タンパク質をコードする核酸と複合体化した
、遺伝子療法ベクター(例えば、アデノウイルス、ガットレス-アデノウイルス、レトロウ
イルス、ランチウイルス、アデノ随伴ウイルス、ワクシニアウイルスなど)、カチオン性
脂質、リポソーム、デンドリマーなどを含むが、これらに限定されない、様々な「トラン
スフェクション剤」が、PBLまたは腫瘍細胞(例えば、RCC)にエクスビボ投与される。
【０１４３】
　特に好ましい態様の1つでは、CAIXv抗原またはCAIXvと交差反応する抗原を発現する腫
瘍に対して有効な市販ワクチンを提供するために、CAIXv-GM-CSFタンパク質を発現するよ
うにトランスフェクトされた腫瘍細胞(例えば、RCC細胞)が用いられる。
【０１４４】
　本明細書において提供される開示を使用すると、CAIXv-GM-CSFポリペプチドまたはCAIX
v-GM-CSF核酸を利用する他の治療法を容易に開発することができる。
【０１４５】
　前記のように、1つの態様において、免疫細胞は、末梢血リンパ球またはTIL(例えば、
腫瘍/腫瘍懸濁液に由来する)から得られる。インビトロ活性化に用いられるリンパ球には
、Tリンパ球、様々な抗原提示細胞(例えば、単球、樹状細胞、B細胞など)などが含まれる
が、これらに限定されない。活性化は、CAIXv抗原(またはその断片)を、例えば、HLAクラ
スI分子上および/またはHLAクラスII分子上に提示する抗原提示細胞と本発明のキメラ分
子とを接触させることを伴い得り、かつ/または細胞(例えば、Tリンパ球)とキメラ分子と
を直接接触させることを伴い得る。抗原提示細胞(APC)にはマクロファージ、樹状細胞、
およびB細胞が含まれるが、これに限定されず、好ましくは、Inaba et al., (1992) J. E
xp. Med. 176: 1693-1702に記載のように、ヒト末梢血または骨髄に由来する幹細胞およ
び前駆細胞からインビトロで生成することによって得られる。
【０１４６】
　免疫細胞の活性化は多くの形をとってもよい。これらには、培養されている末梢血リン
パ球(PBL)または腫瘍浸潤性リンパ球(TIL)にキメラ分子を直接添加すること、培養されて
いる抗原提示細胞(例えば、単球、樹状細胞など)にキメラ分子を添加すること、抗原提示
細胞またはPBLをGM-CSF-CAIXvキメラ融合タンパク質コード核酸でトランスフェクトする
ことなどが含まれるが、これらに限定されない。
【０１４７】
　APCは、当該技術分野において公知の様々な方法のいずれでも得ることができる。好ま
しい局面において、ヒト血液ドナーから得られたヒトマクロファージおよび/または樹状
細胞が用いられる。一例として、以下のようにPBL(例えば、T細胞)を得ることができるが
、これに限定されるわけではない。
【０１４８】
　約200mlのヘパリン添加静脈血を静脈穿刺によって採取し、PBLをFicoll-hypaque勾配遠
心分離法によって単離し、ドナーのリンパ球数に応じて約1～5×108 PBLを得る。PBLをリ
ン酸緩衝食塩水で洗浄し、プールした熱失活正常ヒト血清を10％含有するRPMI1640培地に
溶解して約2×105/mlで懸濁する。この培地は「完全培地」と呼ばれる。
【０１４９】
　同様に、他の細胞(例えば、単核細胞)を、Ficoll-Hypaque勾配遠心分離法によって患者
(好ましくは、治療しようとする患者)の末梢血から単離し、患者自身の血清または他のAB
+ヒト血清で予めコーティングした組織培養皿に播種する。細胞を37℃で1時間インキュベ
ートし、次いで、ピペッティングによって非付着細胞を取り除く。皿に残っている付着細
胞に、1mM EDTAを含む冷(4℃)リン酸緩衝食塩水を添加し、皿を室温で15分間放置する。
細胞を採取し、RPMI緩衝液で洗浄し、RPMI緩衝液に懸濁する。マクロファージ-コロニー
刺激因子(M-CSF)と37℃でインキュベートすることによって、多数のマクロファージを得
ることができる。Inaba et al. (1992) J. Exp. Med. 176: 1693-1702に詳述されるよう
に、顆粒球-マクロファージ-コロニー刺激因子(GM-CSF)とインキュベートすることによっ
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て、より好ましくは、本発明のCAIXv-GM-CSFキメラ分子と、任意で、IL-4とインキュベー
トすることによって、多数の樹状細胞を得ることができる。
【０１５０】
　細胞(例えば、APC)とキメラ分子を接触させる/インキュベートすることによって、細胞
が感作される。ある態様において、感作は、APCと、キメラ分子に非共有結合している熱
ショックタンパク質(hsp)を接触させることによって強めることができる。養子免疫療法
の分野において、抗原性分子に非共有結合しているhspがAPC感作を強めることができると
証明されている(例えば、米国特許第5,885,270号を参照されたい)。
【０１５１】
　1つの好ましい態様において、例えば、本明細書の実施例に記載のように、CAIXv-GM-CS
F融合タンパク質(と任意のIL-4)が患者PBMCにエクスビボで添加され、次いで、37℃で7日
間培養される。培養物は、例えば、CAIXvを示す自己腎臓腫瘍細胞に対して抗腫瘍活性を
示すまで4～5サイクル、IL-2および融合タンパク質で毎週、再刺激される。次いで、CTL
は患者に再注入される。
【０１５２】
　再注入のために、細胞は3回洗浄され、患者への注射に便利な濃度(例えば、1×107/ml)
で、生理学的培地、好ましくは、滅菌した生理学的培地に再懸濁される。次いで、細胞懸
濁液は、例えば、滅菌した110メッシュに通して濾過され、Fenwallトランスファーパック
(transfer pack)に入れられる。細胞試料は、菌類、好気性細菌および嫌気性細菌、なら
びにマイコプラズマを含む微生物が存在するかどうか試験される。特異免疫の誘導を証明
するために、細胞試料は任意で免疫学的試験用に残される。
【０１５３】
　好ましい態様では、免疫療法において使用する前に、刺激されたリンパ球は、CAIXvを
保有する腫瘍細胞に対する細胞性免疫反応性について試験される。PBL/TILは、本発明の
キメラ分子で刺激された後に、T細胞マーカーおよびB細胞マーカーの細胞表面発現につい
て、T細胞抗原およびB細胞抗原に対するフルオレセイン結合モノクローナル抗体を用いた
免疫蛍光分析によって試験することが可能である。CD4抗原およびCD8抗原などの公知のT
細胞マーカーが発現していると、活性化されたリンパ球がT細胞と同一であることが確か
められる。
【０１５４】
　次いで、活性化された細胞(例えば、活性化T細胞)は、任意で、CAIXvに対する反応性に
ついて試験される。これは、特異的な細胞性免疫をアッセイする、当技術分野において公
知のいくつかの技法のいずれでも達成することができる。例えば、細胞傷害性アッセイは
、刺激されたT細胞が、CAIXvまたはCAIXv抗原を保有する腫瘍細胞を死滅させる能力をイ
ンビトロで測定し、マーカーを含有するCAIXv保有腫瘍細胞(例えば、51Cr標識細胞)をリ
ンパ球とインキュベートし、溶解の際の51Crの放出を測定することによって達成すること
ができる。このようなアッセイは記載されている(例えば、Zarling et al. (1986) J. Im
munol. 136: 4669を参照されたい)。活性化PBLはまた、刺激後の3H-チミジンの取り込み
によって示されるような増殖能力を測定することによって、および/または外因性IL-2の
非存在下で、刺激の際にIL-2もしくはインターフェロンなどのリンホカインを生成する能
力を測定することによって、Tヘルパー細胞活性についても試験することが可能である。
白血球接着阻害アッセイ(Thomson, D. M. P. (ed.), 1982, Assessment of Immune Statu
s by the Leukocyte Adherence Inhibition Test, Academic Press, New York)などの当
該技術分野において公知の特異的細胞性免疫の他のアッセイも使用することができる。
【０１５５】
　活性化細胞の接種は、好ましくは、全身投与によるものである。細胞は、中心静脈カテ
ーテルを介して、または大きな末梢静脈に入れて静脈内投与することが可能である。他の
投与方法(例えば、動脈への直接注入)は本発明の範囲内である。最初に、約1×108個の細
胞が注入され、その後の数時間にわたって残りが注入される。あるレジメでは、患者には
、任意で、適切な投与量の生物学的応答調節物質が追加投与されてもよい。生物学的応答
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調節物質には、サイトカインIFN-α、IFN-γ、IL-2、IL-4、IL-6、TNFまたは他のサイト
カイン増殖因子、アンチセンスTGFβ、アンチセンスIL-10などが含まれるが、これらに限
定されない。従って、一部の患者では、組換えヒトIL-2が用いられることがあり、T細胞
注入から8時間ごとに静脈内に注入される。IL-2の注射は、好ましくは、癌患者において
以前に用いられたように(Rosenberg et al. (1985) N. Engl. J. Med. 313: 1485)、10,0
00～100,000単位/kg体重の用量で行われる。IL-2注入は、患者が忍容性を示すのであれば
、活性化T細胞の注入後、数日間続けられてもよい。
【０１５６】
　接種による治療、例えば、活性化T細胞の接種による治療は、単独で、または他の治療
法と共に使用することが可能である。他の治療法には、(前記に記載のように)IL-2の投与
、他の化学療法(例えば、ドキシルビシン(doxirubicin)、ビンブラスチン、ビンクリスチ
ンなど)の投与、放射線療法、外科手術などが含まれるが、これらに限定されない。
【０１５７】
　前記のように、細胞は、任意で、培養で増やされてもよい。この増殖は、本発明のCAIX
v-GM-CSF構築物とIL-2を用いてかもしくは用いずに、または本発明のCAIXv-GM-CSF構築物
を用いて、T細胞を繰り返し刺激することによって達成されてもよく、IL-2のみを含有す
る培地中で増殖させることによって達成されてもよい。T細胞を培養する他の方法(例えば
、他のリンホカイン、増殖因子、または他の生理活性分子を用いて)もまた本発明の範囲
内である。例えば、T細胞上のTp67抗原またはTp44抗原を認識する抗体またはその誘導体
分子は、活性化T細胞の増殖を増強することが示されおり(Ledbetter et al. (1985) J. I
mmunol. 135: 2331)、インビトロ活性化の間に増殖を高めるのに使用されてもよい。イン
ターフェロンは、細胞傷害性T細胞の発生を増強することが見出されており(Zarling et a
l. (1978) Immunol. 121: 2002)、インビトロ活性化の間に、CAIXvを保有する癌細胞に対
する細胞傷害性T細胞の発生を増強するのに使用されてもよい。
【０１５８】
　前記で提供された説明は、PBLの単離、活性化、増殖のための様々な方法について詳述
している。しかしながら、本発明は、様々な形をしたCAIXv-GM-CSF構築物の使用、ならび
にこれらのバリエーションを適応させるための前記の方法への変更および順応を提供する
。従って、CAIXv-GM-CSF構築物を利用する様々な養子免疫治療手法の変更は本発明の範囲
内である。
【０１５９】
V.全身療法または養子免疫治療のための遺伝子導入
　養子免疫治療における活性化のためにキメラGM-CSF-CAIXvキメラタンパク質を使用する
ことに加えて、細胞(例えば、APC、PBL、線維芽細胞、TIL、またはRCC腫瘍細胞)を、キメ
ラ分子を発現するベクターでトランスフェクトし、養子免疫治療および/またはワクチン
療法に使用することができる。
【０１６０】
　1つの好ましい態様において、GM-CSF-CAIXvキメラ融合タンパク質をコードする核酸は
、インビトロおよび/またはインビボで細胞(例えば、ヒト細胞または他の哺乳動物細胞)
をトランスフェクトする能力のある遺伝子療法ベクターにクローニングされる。
【０１６１】
　インビボ、エクスビボ、およびインビトロで核酸を細胞に導入するために、いくつかの
手法が用いられている。これらには、脂質またはリポソームに基づく遺伝子送達(WO96/18
372;WO93/24640;Mannino and Gould-Fogerite (1988) BioTechniques 6(7): 682-691;Ros
e 米国特許第5,279,833号;WO91/06309;およびFelgner et al. (1987) Proc. Natl. Acad.
 Sci .USA 84 7413-7414)、ならびにレトロウイルスゲノムの一部として治療用ポリヌク
レオチド配列を有する複製欠損レトロウイルスベクターが含まれる(例えば、Miller et a
l. (1990) Mol. Cell. Biol. 10:4239 (1990); Kolberg (1992) J. NIH Res. 4: 43、お
よびCornetta et al. (1991) Hum. Gene Ther. 2: 215を参照されたい)。
【０１６２】
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　遺伝子療法手順の概説については、例えば、Anderson, Science (1992) 256: 808-813;
 Nabel and Felgner (1993) TIBTECH 11: 211-217; Mitani and Caskey (1993) TIBTECH 
11: 162-166; Mulligan (1993) Science, 926-932; Dillon (1993) TIBTECH 11: 167-175
; Miller (1992) Nature 357: 455-460; Van Brunt (1988) Biotechnology 6(10): 1149-
1154; Vigne (1995) Restorative Neurology and Neuroscience 8: 35-36; Kremer and P
erricaudet (1995) British Medical Bulletin 51(1) 31-44; Haddada et al. (1995) in
 Current Topics in Microbiology and Immunology, Doerfler and Bohm (eds) Springer
-Verlag, Heidelberg Germany;およびYu et al., (1994) Gene Therapy, 1: 13-26を参照
されたい。
【０１６３】
　広く用いられているレトロウイルスベクターには、マウス白血病ウイルス(MuLV)、テナ
ガザル白血病ウイルス(GaLV)、サル免疫不全症ウイルス(SIV)、ヒト免疫不全症ウイルス(
HIV)、アルファウイルス、およびその組み合わせに基づくレトロウイルスベクターが含ま
れる(例えば、Buchscher et al. (1992) J. Virol. 66(5)2731-2739; Johann et al. (19
92) J. Virol. 66 (5): 1635-1640 (1992); Sommerfelt et al., (1990) Virol. 176:58-
59; Wilson et al (1989) J. Virol. 63:2374-2378; Miller et al., J. Virol. 65:2220
-2224 (1991); Wong-Staal et al., PCT/US94/05700、ならびにRosenburg and Fauci (19
93) in Fundamental Immunology, Third Edition Paul (ed) Raven Press, Ltd., New Yo
rkおよびその中の参考文献、ならびにYu et al. (1994) Gene Therapy, 前記;米国特許第
6,008,535号などを参照されたい)。
【０１６４】
　ベクターは、任意で、ベクター宿主域を、ベクターに対応するレトロウイルスが感染し
ない細胞まで拡大するようにシュードタイピングされる。例えば、造血幹細胞に感染する
ことができるVSV-GシュードタイピングHIVベクターを構築するために、水疱性口内炎ウイ
ルスエンベロープ糖タンパク質(VSV-G)が用いられている(Naldini et al. (1996) Scienc
e 272:263、およびAkkina et al. (1996) J. Virol 70:2581)。
【０１６５】
　例えば、核酸およびペプチドのインビトロ生成において、ならびにインビボおよびエク
スビボでの遺伝子療法手順において、細胞を標的核酸によって形質導入するためにアデノ
随伴ウイルス(AAV)に基づくベクターも用いられる。AAVベクターの概要については、West
 et al. (1987) Virology 160:38-47; Carter et al. (1989) 米国特許第4,797,368号; C
arter et al. WO 93/24641 (1993); Kotin (1994) Human Gene Therapy 5:793-801 ; Muz
yczka(1994) J. Clin. Invst. 94: 1351を参照されたい。組換えAAVベクターの構築は、L
ebkowski, 米国特許第5,173,414号; Tratschin et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5(11):
3251-3260; Tratschin, et al. (1984) Mol. Cell. Biol., 4: 2072-2081 ; Hermonat an
d Muzyczka (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81 : 6466-6470; McLaughlin et al. 
(1988) and Samulski et al. (1989) J. Virol., 63:03822-3828を含む、多くの刊行物に
記載されている。rAAVによって形質転換することができる細胞株には、Lebkowski et al.
 (1988) Mol. Cell. Biol., 8:3988-3996に記載の細胞株が含まれる。他の適切なウイル
スベクターには、ヘルペスウイルス、レンチウイルス、およびワクシニアウイルスが含ま
れる。
【０１６６】
　ウイルスベクターに加えて、多数の非ウイルストランスフェクション法を利用すること
ができる。このような方法には、エレクトロポレーション法、リン酸カルシウムトランス
フェクション、リポソーム、カチオン性脂質複合体、水-油エマルジョン、ポリエチレン
イミン、およびデンドリマーが含まれるが、これらに限定されない。
【０１６７】
　リポソームは1965年に細胞膜のモデルとして初めて述べられ、物質を細胞に送達するの
に急速に適用された。リポソームは、カチオン性リポソームまたはpH感受性リポソームと
して分類される元となった2つの機構のうちの1つによってDNAを捕捉する。カチオン性リ
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ポソームは、負に荷電したDNAと相互作用して、安定した複合体を形成する正に荷電した
リポソームである。カチオン性リポソームは、典型的には、正に荷電した脂質およびコリ
ピド(co-lipid)からなる。一般に用いられるコリピドには、ジオレオイルホスファチジル
エタノールアミン(DOPE)またはジオレオイルホスファチジルコリン(DOPC)が含まれる。コ
リピドはヘルパー脂質とも呼ばれ、ほとんどの場合、リポソーム複合体の安定化に必要と
される。様々な正に荷電した脂質製剤が市販されており、多くの他の正に荷電した脂質製
剤が開発中である。一番よく挙げられるカチオン性脂質のうちの2つがリポフェクタミン
およびリポフェクチンである。リポフェクチンは、培養細胞に遺伝子を送達することが19
87年にPhil Felgnerによって最初に報告された市販のカチオン性脂質である。リポフェク
チンは、N-[1-(2,3-ジオレイルオキシ)プロピル]--N-N-N-トリメチルアンモニウムクロラ
イド(DOTMA)およびDOPEの混合物である。
【０１６８】
　DNAとリポフェクチンまたはリポフェクタミンは自発的に相互作用して、充填効率(load
ing efficiency)が100％の複合体を形成する。言い換えると、十分な脂質が利用可能であ
れば、DNAの本質的に全てが脂質と複合体を形成する。DNA分子の負電荷はDOTMAの正電荷
基と相互作用すると想定されている。これらの複合体の形成において用いられる脂質:DNA
の比および脂質総濃度は効率的な遺伝子導入に極めて重要であり、用途によって異なる。
リポフェクチンは、線状DNA、プラスミドDNA、およびRNAを様々な培養細胞に送達するの
に用いられてきた。リポフェクチンは導入直後に、インビボで遺伝子を送達するのに使用
できることが示された。リポフェクチン-DNA複合体が静脈内投与された後に、肺および肝
臓は両方とも、これらの複合体を取り込む著しい親和性、およびトランスジーンの発現を
示した。これらの複合体の他の組織への注射は様々な結果を出し、大部分は、肺または肝
臓へのリポフェクチンを介した遺伝子導入より非常に効率が低かった。
【０１６９】
　pH感受性の、すなわち負に荷電したリポソームはDNAと複合体化するのではなく、DNAを
捕捉する。DNAと脂質は両方とも同じ電荷を持つので、複合体形成ではなく反発が起こる
。それにもかかわらず、一部のDNAは、これらのリポソームの水性内部になんとか入ろう
とする。ある場合では、これらのリポソームは低pHによって不安定になり、それゆえpH感
受性と名付けられた。今まで、カチオン性リポソームは、インビボおよびインビトロでの
遺伝子送達において、pH感受性リポソームより非常に効率が高かった。pH感受性リポソー
ムは、インビボDNA送達においてカチオン性対応物より効率が非常に高くなる可能性があ
り、毒性を下げ、血清タンパク質からの妨害を減らすことで、効率を高めることができる
はずである。
【０１７０】
　別の手法では、DNAと複合体化したデンドリマーが、細胞をトランスフェクトするのに
用いられてきた。このようなデンドリマーには、「スターバースト(starburst)」デンド
リマーおよび様々なデンドリマーポリカチオンが含まれるが、これらに限定されない。
【０１７１】
　デンドリマーポリカチオンは、三次元の非常に規則正しいオリゴマー化合物および/ま
たはポリマー化合物である。典型的には、これらのオリゴマー化合物および/またはポリ
マー化合物は、オリゴマーおよび/またはポリマーを付加し、正に荷電した外面を設ける
反復反応シークエンスによって、コア分子上または指定の開始剤上に形成される。これら
のデンドリマーは、PCT/US83/02052、および米国特許第4,507,466号、同第4,558,120号、
同第4,568,737号、同第4,587,329号、同第4,631,337号、同第4,694,064号、同第4,713,97
5号、同第4,737,550号、同第4,871,779号、同第4,857,599号に開示されるように調製され
てもよい。
【０１７２】
　典型的には、デンドリマーポリカチオンは、ポリマーが付加されたコア分子を含む。ポ
リマーは、正電荷を獲得することができる末端基を含むオリゴマーでもよく、正電荷を獲
得することができる末端基を含むポリマーでもよい。適切なコア分子は、コア分子とオリ
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ゴマーおよび/またはポリマーの結合に利用することができる少なくとも2つの反応残基を
含む。反応残基の例は、特に、ヒドロキシル、エステル、アミノ、イミノ、イミド、ハラ
イド、カルボキシル、カルボキシハライド、マレイミド、ジチオピリジル、およびスルフ
ヒドリルである。好ましいコア分子は、特に、アンモニア、tris-(2-アミノエチル)アミ
ン、リジン、オルニチン、ペンタエリスリトール、およびエチレンジアミンである。これ
らの残基の組み合わせもまた他の反応残基と同様に適している。
【０１７３】
　本発明のデンドリマーポリカチオンの調製に適したオリゴマーおよびポリマーは、身体
によく受け入れられる、薬学的に許容されるオリゴマーおよび/またはポリマーである。
これらの例は、特に、α,β-エチレン性不飽和カルボン酸のアルキルエステルまたはα,
β-エチレン性不飽和アミドと、アルキレンポリアミンまたはポリアルキレンポリアミン
の反応から得られるポリアミドアミンである。メチルアクリレートおよびエチレンジアミ
ンが好ましい。ポリマーは、好ましくは、コア分子に共有結合している。
【０１７４】
　オリゴマーおよび/またはポリマーに取り付けられ得る末端基は、正電荷を獲得できる
はずである。これらの例は、アゾール、ならびに第1級、第2級、第3級、および第4級の脂
肪族および芳香族のアミンおよびアゾールであり、これらは、SまたはO、グアニジウム、
およびその組み合わせで置換されてもよい。末端カチオン基は、好ましくは、オリゴマー
および/またはポリマーに共有結合することによって取り付けられる。好ましい末端カチ
オン基はアミンおよびグアニジウムである。しかしながら、他の末端カチオン基も利用す
ることができる。末端カチオン基は、オリゴマーおよび/またはポリマーの全ての末端基
のうち約10～100％の割合で、より好ましくは約50～100％の割合で存在してもよい。
【０１７５】
　デンドリマーポリカチオンはまた、カチオン性基以外に0～約90％の末端反応残基を含
んでもよい。末端カチオン基以外の適切な末端反応残基は、特に、ヒドロキシル、シアノ
、カルボキシル、スルフヒドリル、アミド、およびチオエーテル、およびその組み合わせ
である。しかしながら、他の末端反応残基も利用することができる。
【０１７６】
　デンドリマーポリカチオンは、一般的におよび好ましくは、ポリヌクレオチドと非共有
結合する。これにより、組成物は細胞に送達されたら、容易に解離または解体することが
可能になる。本明細書における使用に適した代表的なデンドリマーポリカチオンの分子量
は、約2,000～1,000,000Da、より好ましくは、約5,000～500,000Daである。しかしながら
、他の分子量も適している。好ましいデンドリマーポリカチオンの流体力学的半径(hydro
dynamic radius)は約11～60Åであり、より好ましくは、約15～55Åである。しかしなが
ら、他のサイズも適している。デンドリマーの調製方法および遺伝子療法におけるデンド
リマーの使用方法は当業者に周知であり、例えば、米国特許第5,661,025号に詳述されて
いる。
【０１７７】
　適宜、2つまたはそれ以上のタイプのベクターを一緒に使用することができる。例えば
、プラスミドベクターがリポソームと共に用いられてもよい。非ウイルスベクターの場合
、核酸を、当技術分野において公知の任意の適切な手段によって非ウイルスベクターに組
み込んでもよい。プラスミドの場合、これは、典型的には、構築物を適切な制限部位に連
結することを伴う。リポソーム、水-油エマルジョン、ポリエチレンアミン、およびデン
ドリマーなどのベクターの場合、ベクターおよび構築物を、当技術分野において公知の適
切な条件下で混合することによって結合してもよい。
【０１７８】
VI.GM-CSF-CAIXvと他の薬剤の投与
　様々な態様において、GM-CSF-CAIXv融合タンパク質またはGM-CSF-CAIXv融合タンパク質
をコードする核酸は、他の薬剤と共に投与することが可能である。このような薬剤には、
様々な化学療法剤(例えば、ドキシルビシンおよび誘導体、タキソールおよび誘導体、ビ
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ンブラスチン、ビンクリスチン、カンプトテシン誘導体など)、様々なサイトカイン(例え
ば、IL-2、IL-7、IL-12、IFNなど)、様々な細胞毒(例えば、シュードモナス属(Pseudomon
as)エキソトキシンおよび誘導体、ジフテリア毒素および誘導体、リシンおよび誘導体、
アブリンおよび誘導体、チミジンキナーゼおよび誘導体)、アンチセンス分子(例えば、ア
ンチセンスIL-10、TGF-βなど)、様々な増殖因子/受容体に対する抗体(例えば、抗VEGF、
抗EGFR、抗IL-8、抗FGFなど)などが含まれるが、これらに限定されない。本発明の方法は
また外科手術および/または放射線療法の補助として使用することも可能である。
【０１７９】
VII.キット
　ポリペプチド抗原(GM-CSF-CAIXvポリペプチド)を用いたワクチン接種、および/またはD
NAワクチン接種、および/または養子免疫治療に有用な材料/試薬を備える、本発明のキッ
トが提供される。GM-CSF-CAIXvポリペプチドワクチン接種に最適なキットは、好ましくは
、GM-CSF-CAIXvキメラ分子を含有する容器を備える。この分子は、溶液の状態で、懸濁液
の状態で、または散剤(例えば、凍結乾燥された散剤)として提供されてもよい。GM-CSF-C
AIXvは、適切な薬学的に許容される賦形剤および/またはアジュバントと共に、例えば、
単位剤形の中に入れられてもよい。
【０１８０】
　同様に、GM-CSF-CAIXvポリペプチドをコードする構築物のDNAワクチン接種に最適なキ
ットは、好ましくは、GM-CSF-CAIXv核酸(例えば、DNA)を含有する容器を備える。ポリペ
プチドと同様に、核酸は、溶液の状態で、懸濁液の状態で、または散剤(例えば、凍結乾
燥された散剤)として提供されてもよい。GM-CSF-CAIXv核酸は、適切な薬学的に許容され
る賦形剤および/または促進剤(facilitating agent)と共に、例えば、単位剤形の中に入
れられてもよい。キットは、被験体(例えば、ヒトまたは非ヒト哺乳動物)への核酸の送達
を容易にする試薬および/または装置をさらに含んでもよい。
【０１８１】
　養子免疫治療に最適なキットは、典型的には、前記のキメラGM-CSF-CAIXポリペプチド
を含有する容器を備える。キットは、任意で、細胞のエクスビボトランスフェクション用
の、GM-CSF-CAIXv融合タンパク質をコードする核酸(例えば、ベクター)を備えてもよい。
このようなキットはまた、任意で、様々な細胞株(例えば、RCC)および/または活性化細胞
の増殖を容易にする試薬(例えば、IL-2)を備えてもよい。
【０１８２】
　キットは、任意で、本発明の方法を実施するためのさらなる試薬(例えば、緩衝液、薬
物、サイトカイン、細胞/細胞株、細胞培地など)および/または装置(例えば、注射器、バ
イオリスティック装置など)を備えてもよい。
【０１８３】
　さらに、キットは、本発明の方法を実施するための指示(すなわち、プロトコール)を収
めた説明書を備えてもよい。従って、代表的な説明書は、腎臓細胞癌治療におけるワクチ
ン、DNAワクチン、または養子免疫療法薬剤としての、GM-CSF-CAIXvキメラ分子(またはこ
れをコードする核酸)の使用を開示する。説明書は、典型的には、筆記または印刷された
ものを含むが、これらに限定されない。このような指示を保存し、エンドユーザーに伝え
ることができる任意の媒体が本発明によって意図される。このような媒体には、電子保存
媒体(例えば、磁気ディスク、テープ、カートリッジ、チップ)、光学媒体(例えば、CDROM
)などが含まれるが、これらに限定されない。このような媒体は、このような説明書を提
供するインターネットサイトへのアドレスを含んでもよい。
【０１８４】
さらなる特徴
　本明細書において提供される新規CAIX変種はまた、さらなる研究、診断、および治療の
目的に使用することができる。CAIXvの特異的ブロッカーおよび/またはCAIXvの高親和性
アゴニストを新規治療剤として開発することができる。さらに、ナノテクノロジープラッ
トフォームを用いて、さらに強力かつ特異的な、GMCSF-CAIXvに基づく療法(例えば、RCC
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を標的とする療法)を実現することができる。
【０１８５】
　以前に報告されていない新規のCAIXv cDNA配列/アミノ酸配列は、RCCの新規の機構およ
びシグナル伝達経路に、大きな予後能力および治療能力、ならびにRCCおよび他のCAIXv発
現癌を標的とする新しい薬理学的薬剤および戦略の開発に関する有望な可能性を与える。
【０１８６】
　明瞭さおよび理解のために、前述の発明はある程度詳細に説明されたが、本開示を読め
ば、本発明の真の範囲から逸脱することなく、形および詳細に様々な変化を加えることが
できることは当業者に明らかであると考えられる。例えば、前記の技法および器具は全て
様々な組み合わせで使用することができる。本願において引用された刊行物、特許、特許
出願、および/または他の文書は全てその全体が、それぞれ個々の刊行物、特許、特許出
願、および/または他の文書が全ての目的のために参照により組み入れられるように個々
に示されるのと同じ程度で、全ての目的のために本開示と矛盾しない程度に、参照により
組み入れられる。
【０１８７】
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【図１】

【手続補正書】
【提出日】平成21年9月2日(2009.9.2)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2010514422000001.app
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１９】
　別の局面において、本発明は、CAIXvポリペプチドに特異的な抗体を提供する。これら
の抗体は、典型的には、少なくとも10-5M、より好ましくは、少なくとも10-6Mまたは10-7

MのCAIXvに対する親和性を有する。一部のさらなる態様において、これらの抗体は、残基
M33、G121、およびS374の1個、2個、または3個を含む、SEQ ID NO:1の一部に結合する。
好ましくは、これらの抗体は、SEQ ID NO:3のヒトCAIXタンパク質またはBuiらへの米国特
許出願第10/511,465号および関連するPCT出願PCT/US2003/11561に開示されたものと比較
して、残基M33、G121、およびS374の1つまたは複数を含むCAIXvへの結合において選択的
である。例えば、抗体は、SEQ ID NO:3の配列を有するCAIXタンパク質または特定の位置
にある別のアミノ酸配列と比較して、残基M33、G121、およびS374の1つまたは複数を含む
CAIXvへの結合において選択的でもよい。選択的な抗体の相対的な結合親和性は、少なく
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とも5倍または10倍異なってもよい。これらの抗体はまた、本発明の方法において用いら
れることが意図される。
　
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００９１】
　従って、1つの態様において、本発明は、以下の配列(SEQ ID NO：7)のhGMCSFとhCAIXv
の融合をコードする核酸を提供する。
(hGMCSF)-(リンカー)-(CAIXv):

　
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００９２
【補正方法】変更
【補正の内容】
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【００９２】
　別の態様において、本発明は、ポリペプチドリンカー(例えば、-Lys-Leu-)によって接
続された、ヒトGMCSFタンパク質配列およびCAIXvタンパク質配列の融合タンパク質をコー
ドする核酸配列(SEQ ID NO：8)を提供する。
hGMCSF

リンカー(例えば、-Lys-Leu-)
CAIXvタンパク質
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本发明提供了新的碳酸酐酶（CAIX）核酸和肽序列以及免疫原性抗癌剂
（例如疫苗和嵌合分子），其引发特异性针对表达CAIX抗原标记物的癌
细胞的免疫应答。包括相关的方法和组成。新型CAIX变体和相关组合物
可用于多种治疗方式，包括但不限于蛋白质疫苗接种，DNA疫苗接种和
过继免疫疗法。


