
(57)【要約】
本発明は、 CK-18関連癌および悪性腫瘍の進行を検出、診断、予後診断、およびモニタリ
ングするための方法および組成物、ならびに前記方法において使用するためのキットを提
供する。さらに、 CK-18関連癌および悪性腫瘍に関連する癌抗原のアゴニストおよびアン
タゴニストを同定するためのスクリーニング法が提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
次 の 構 造 を 有 す る 化 合 物 :
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ２ 】
次 の 構 造 を 有 す る 化 合 物 :
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ３ 】
次 の 構 造 を 有 す る 化 合 物 :
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ４ 】
配 列 番 号 ： 1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド で あ っ て 、 ア ミ ノ 酸 213位 、 214位 、 216位 、 21
8位 、 お よ び 220位 が 各 々 L、 D、 A、 M、 お よ び Vで あ る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
配 列 番 号 ： 1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド で あ っ て 、 ア ミ ノ 酸 213位 、 214位 、 216位 、 21
8位 、 219位 、 お よ び 220位 が 各 々 L、 D、 G、 M、 Y、 お よ び Vで あ る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 番 号 ： 1の ア ミ ノ 酸 212～ 221位 か ら な る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 ペ プ チ ド に 結 合 し た 生 物 学 的 に 活 性 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 ド メ イ ン を さ ら に 含 む 、 請
求 項 4～ 6の い ず れ か 1項 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
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前 記 ペ プ チ ド に 共 有 結 合 し た 物 質 を さ ら に 含 み 、 該 物 質 が 該 ペ プ チ ド を 抗 原 提 示 細 胞 に 対
し て 標 的 化 す る こ と が で き る 、 請 求 項 4～ 6の い ず れ か 1項 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
抗 原 提 示 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
MHCク ラ ス II結 合 ヘ ル パ ー ペ プ チ ド を さ ら に 含 有 す る 、 請 求 項 4～ 6記 載 の い ず れ か 1項 の ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
配 列 番 号 ： 3の ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
配 列 番 号 ： 5の ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
配 列 番 号 ： 7の ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 7～ 12の い ず れ か 1項 記 載 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 4～ 6の い ず れ か 1項 記 載 の 化 合 物 を 特 異 的 に 認 識 し て 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
被 験 者 に 、 有 効 量 の 請 求 項 4～ 6の い ず れ か 1項 記 載 の 化 合 物 を 送 達 す る こ と を 含 む 、 被 験
者 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
化 合 物 が MHC分 子 に 関 連 し て 送 達 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
MHC分 子 が 抗 原 提 示 細 胞 の 表 面 上 で 化 合 物 を 提 示 す る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
化 合 物 が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て 送 達 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
有 効 量 の 請 求 項 15記 載 の 抗 体 を 被 験 者 へ 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 免 疫 療 法 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
MHC分 子 に 関 連 す る 請 求 項 4～ 6記 載 の い ず れ か 1項 の 化 合 物 を 提 示 す る 抗 原 提 示 細 胞 の 存 在
下 お よ び 使 用 に よ り 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で 生 じ た 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
有 効 量 の 請 求 項 21記 載 の 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 養 子 免 疫 療 法 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
1つ ま た は 複 数 の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド を 含 む 組 成 物 で あ っ て 、 免 疫 原 性 リ ガ ン ド が 同 一 天 然
リ ガ ン ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 能 力 に よ っ て 個 々 に 特 徴 付 け ら れ て お り 、 該 免 疫 原
性 リ ガ ン ド が 配 列 番 号 ： 3、 5お よ び 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
免 疫 原 性 リ ガ ン ド に 結 合 し た 生 物 学 的 に 活 性 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 ド メ イ ン を さ ら に 含 む
、 請 求 項 23記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
免 疫 原 性 リ ガ ン ド に 結 合 し た MHC分 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 23記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
免 疫 原 性 リ ガ ン ド が 共 有 結 合 す る 、 請 求 項 23記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
免 疫 原 性 リ ガ ン ド に 共 有 結 合 し た 物 質 を さ ら に 含 み 、 該 物 質 が 抗 原 提 示 細 胞 に 対 し て 該 免
疫 原 性 リ ガ ン ド を タ ー ゲ テ ィ ン グ で き る 、 請 求 項 23記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
抗 原 提 示 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 組 成 物 。
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【 請 求 項 ２ ９ 】
MHCク ラ ス II結 合 ヘ ル パ ー ペ プ チ ド を さ ら に 含 む 、 請 求 項 28記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
担 体 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 23記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
担 体 が 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
1つ ま た は 複 数 の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド を 含 む 宿 主 細 胞 で あ っ て 、 該 免 疫 原 性 リ ガ ン ド が 同 一
天 然 リ ガ ン ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 能 力 に よ っ て 個 々 に 特 徴 付 け ら れ て お り 、 該 免
疫 原 性 リ ガ ン ド が 配 列 番 号 ： 3、 5お よ び 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
宿 主 細 胞 が 抗 原 提 示 細 胞 で あ り 、 免 疫 原 性 リ ガ ン ド が 細 胞 の 表 面 上 で 提 示 さ れ る 請 求 項 32
記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
抗 原 提 示 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 33記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 32記 載 の 宿 主 細 胞 お よ び 担 体 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
担 体 が 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
被 験 者 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 方 法 で あ り 、 被 験 者 に 1種 ま た は 複 数 種 の 、 有
効 量 の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド を 含 む 組 成 物 を 送 達 す る 段 階 を 含 む 方 法 で あ っ て 、 該 免 疫 原 性 リ
ガ ン ド の 各 々 が 同 一 天 然 リ ガ ン ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ
、 該 免 疫 原 性 リ ガ ン ド が 配 列 番 号 ： 1、 3、 5お よ び 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
新 生 物 状 態 、 ま た は 動 物 の 細 胞 も し く は 組 織 の 新 生 物 状 態 に 対 す る 感 受 性 の 診 断 に お い て
役 立 つ 方 法 で あ っ て 、
該 細 胞 ま た は 組 織 か ら 単 離 さ れ た 試 験 試 料 中 の CK-18タ ン パ ク 質 の 発 現 量 を 決 定 す る 段 階
、 お よ び
CK-18タ ン パ ク 質 の 発 現 量 に 基 づ い て 、 新 生 物 状 態 ま た は 新 生 物 状 態 へ の 感 受 性 を 診 断 す
る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 、 該 タ ン パ ク 質 を 転 写 す る mRNAの 量 を 検 出 す る こ と に よ っ て 決 定 さ
れ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
検 出 す る 段 階 が 、 試 験 試 料 を 中 等 度 ま た は 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お い て 、 CK
-18mRNAと 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー を 用 い て 試 験 す る こ と
に よ る 、 請 求 項 39記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー が 、 配 列 番 号 ： 1に 挙 げ た 配 列 ま た は そ れ ら の 相 補 体 を コ ー ド
す る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 9個 の 連 続 残 基 を 含 む 、 請 求 項 40
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー が 固 体 支 持 体 上 に 不 動 化 さ れ て い る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 ： 2ま た は 配 列 番 号 ： 8の 少 な く と も 9個 の 連 続 す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び こ れ ら の 配 列 の 相 補 体 か ら な る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 40記 載 の 方
法 。
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【 請 求 項 ４ ５ 】
プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー が 配 列 番 号 ： 1ま た は 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ペ プ チ ド 、 お
よ び 該 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 相 補 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 40記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
発 現 が 、 正 常 ま た は 対 照 試 料 中 よ り 少 な く と も 2倍 高 い 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
検 出 が 、 タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し て 結 合 す る 物 質 を 用 い て 試 料 を 試 験 す る こ と に よ り
決 定 さ れ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
物 質 が 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 を 特 異 的 に 認 識 ま た は 結 合 す る 生 物 学 的 に 活
性 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
物 質 が ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
物 質 が タ ン パ ク 質 へ 結 合 す る 細 胞 で あ る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
細 胞 が 配 列 番 号 ： 1、 3、 5お よ び 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ペ プ チ ド の 存 在 下 お よ び 使 用
に よ り 生 じ た 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 で あ る 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
試 験 試 料 が 乳 房 ま た は 肺 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 ま た は 組 織 の 群 か ら 単 離 さ れ る 、 請 求 項 38記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
検 出 す る 段 階 が イ ン ビ ボ イ メ ー ジ ン グ に よ る 、 請 求 項 52記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 配 列 番 号 ： 1、 3、 5お よ び 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ペ プ チ ド を 用
い て 免 疫 化 さ れ た 動 物 か ら 調 製 さ れ る 、 請 求 項 49記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
物 質 が 、 配 列 番 号 ： 1、 3、 5お よ び 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ペ プ チ ド を 用 い て 免 疫 化 し
た 動 物 か ら 調 製 し た 抗 体 か ら 単 離 さ れ た 、 生 物 学 的 に 活 性 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 ド メ イ ン
を 含 む 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
検 出 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 に よ る 、 請 求 項 40
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
固 体 支 持 体 が チ ッ プ で あ る 、 請 求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
タ ン パ ク 質 の 発 現 が 、 mRNAの 同 一 性 お よ び 発 現 レ ベ ル の 発 現 解 析 に よ り 決 定 さ れ 、 mRNAの
配 列 お よ び 量 を 対 照 試 料 の 発 現 解 析 と 比 較 す る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
CK-18タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し て 結 合 す る 少 な く と も 1種 の 物 質 、 お よ び 試 験 試 料 中 の
CK-18タ ン パ ク 質 と 該 物 質 間 と の 結 合 を 検 出 す る た め の 取 扱 説 明 書 を 含 む 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
物 質 が 固 体 支 持 体 上 で 不 動 化 さ れ て い る 、 請 求 項 59記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ １ 】
固 体 支 持 体 が ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ラ テ ッ ク ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 お よ び チ ッ プ か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 60記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
物 質 が 抗 体 で あ り 、 検 出 試 薬 が 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 タ ン パ ク 質 G、 タ ン パ ク 質 A、 ま た は レ
ク チ ン を 含 む 、 請 求 項 60記 載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ６ ３ 】
検 出 が 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 蛍 光 基 、 発 光 基 、 酵 素 、 ビ オ チ ン 、 お よ び 色 素 粒 子 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 59記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
請 求 項 40記 載 の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー を 含 む 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
CK-18タ ン パ ク 質 が そ の リ ガ ン ド へ 結 合 す る の を 調 節 す る 物 質 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す
る た め の ア ッ セ イ 法 で あ っ て 、 該 タ ン パ ク 質 お よ び 該 リ ガ ン ド を 含 む 試 料 を 幾 つ か の 条 件
下 お よ び 被 験 物 質 の 存 在 下 で 接 触 さ せ る 段 階 、 な ら び に タ ン パ ク 質 と 該 リ ガ ン ド と の 間 の
任 意 の 結 合 、 CK-18の 結 合 を 調 節 す る 物 質 の 指 標 で あ る 該 結 合 に お け る 変 化 を 検 出 す る 段
階 と を 含 む ア ッ セ イ 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
調 節 が 、 物 質 と タ ン パ ク 質 と の 間 の 増 加 し た 結 合 活 性 ま た は 親 和 性 を 含 む 、 請 求 項 65記 載
の ア ッ セ イ 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
(技 術 分 野 )
本 発 明 は 、 ヒ ト の 癌 お よ び 関 連 悪 性 腫 瘍 の た め の 治 療 、 診 断 、 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 法 に
お い て 有 用 な 化 合 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
(発 明 の 背 景 )
年 間 の 癌 が 原 因 で 死 亡 す る 人 数 は 上 昇 し 続 け て い る 。 米 国 内 に お け る 男 女 の 癌 死 の 最 も 一
般 的 な 原 因 は 、 順 に 肺 癌 、 結 腸 癌 、 お よ び 乳 癌 で あ る 。 過 去 数 十 年 間 に わ た っ て こ れ ら の
疾 患 を 有 す る 患 者 の 生 存 に 関 し て 穏 当 な 客 観 的 改 善 は 行 わ れ て 生 き た が 、 発 生 率 の 上 昇 は
こ れ を 上 回 り 、 総 死 亡 数 は 増 加 し 続 け て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
肺 癌 は 、 世 界 中 で 最 も 多 く 見 ら れ る 形 態 の 癌 で あ る 。 典 型 的 な 肺 癌 の 診 断 は 、 喀 痰 細 胞 診
と X線 と を 組 み 合 わ せ る 。 あ い に く な こ と に 、 症 状 が 出 た た め に 患 者 が 医 療 を 求 め よ う と
す る 時 点 に は 、 癌 は 通 例 、 治 癒 不 能 で あ る ほ ど 進 行 し て し ま っ て い る 。 そ の 結 果 と し て 、
癌 は 臨 床 的 に は 明 白 に な っ て い な い が 既 に 局 在 化 し て い て 治 療 に 対 し て 反 応 す る 時 点 で 早
期 に 腫 瘍 マ ー カ ー を 検 出 す る こ と に 研 究 の 焦 点 が 置 か れ て き た 。 Mulshineら 、 「 Applicat
ions of monoclonal antibodies in the treatment of solid tumors」 、 「 BIOLOGIC THE
RAPY OF CANCER」 、 V.T.Devita、 S.Hellman、 お よ び  S.A.Rosenberg編 集 。 フ ィ ラ デ ル フ
ィ ア :J.B.Lippincott, 1991, pp.563～ 588。
【 ０ ０ ０ ４ 】
結 腸 直 腸 癌 は 、 世 界 中 で 3番 目 に 一 般 的 な 悪 性 新 生 物 で あ り 、 米 国 で は 2番 目 に 多 い 癌 死 の
原 因 で あ る 。 Shike, M.、 Winawer, S.J.、 Greenwald, P.H.ら 、 (1990)Primary Preventio
n of Colorectal Cancer:the WHO Collaborating Centre for the Prevention of Colore
ctal Cancer(結 腸 直 腸 癌 の 一 次 予 防 :結 腸 直 腸 癌 を 予 防 す る た め の WHO研 究 協 力 セ ン タ ー );
Bulletin of the WHO 68(3):377-85;Greenlee, R.T.ら 、 (2001)Cancer Statistics,2001.
CA:A Cancer Journal for Clinicians 51(1):15-36を 参 照 。 米 国 で は 、 こ の 疾 患 に 関 連 し
て 135,400例 の 新 規 症 例 お よ び 56,700人 の 死 亡 が 発 生 す る と 推 定 さ れ て い る 。 患 者 の 約 65%
は 進 行 し た 疾 患 を 提 示 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
乳 癌 は 、 30代 か ら 始 ま っ て 生 涯 に 渡 っ て 持 続 す る 女 性 に と っ て 主 要 な 医 学 的 問 題 で あ る 。
現 在 は 、 米 国 内 で は 女 性 は 8人 に 1人 が 一 生 涯 (80歳 ま で )の 間 に こ の 疾 患 を 発 生 し 、 28人 中
1人 が 乳 癌 の た め に 死 亡 す る リ ス ク が あ る と 推 定 さ れ て い る 。 Harrisら 編 集 ,「 DISEASES O
F THE BREAST」 、 1996:pp.159-168を 参 照 。 乳 癌 は 米 国 内 の 女 性 の 癌 死 の 2番 目 に 多 い 原 因
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で あ り 、 15～ 54歳 の 女 性 に つ い て は 癌 関 連 死 の 主 要 原 因 で あ る 。 Forbes(1997)Seminars i
n Oncology 24(1),Suppl.1,S1-20～ S1-35を 参 照 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
前 立 腺 癌 は 、 北 米 の 男 性 に お い て 最 も 一 般 的 な 悪 性 癌 で あ る (皮 膚 癌 を 除 く )。 2001年 に は
、 米 国 内 で お よ そ 198,100例 の 新 規 症 例 お よ び 31,500例 の 前 立 腺 癌 関 連 死 が 発 生 す る と 推
定 さ れ て い る 。 上 記 の Greenlee, R.T.ら を 参 照 。 前 立 腺 癌 は 、 現 在 は 男 性 に お け る 癌 死 の
第 2の 主 要 原 因 で あ り 、 こ れ を 上 回 る の は 肺 癌 だ け で あ る 。 前 立 腺 癌 は 、 全 男 性 の 癌 の 29%
お よ び 男 性 癌 関 連 死 の 11%を 占 め て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
卵 巣 癌 は 、 米 国 内 の 女 性 に お け る 5番 目 に 多 い 癌 死 の 原 因 で あ り 、 全 婦 人 科 癌 の 中 で 最 高
死 亡 率 を 有 し て い る 。 上 記 の Greenlee, R.T.ら 、 (2001)を 参 照 。 2001年 に は 、 23,400例 の
卵 巣 癌 の 新 規 症 例 が 診 断 さ れ 、 13,900人 の 女 性 が こ の 疾 患 の た め に 死 亡 す る と 予 想 さ れ て
い る 。 上 記 の Greenlee, R.T.ら 、 (2001)を 参 照 。 卵 巣 癌 か ら 生 存 し た 場 合 の 予 後 は 、 診 断
時 の 疾 患 の 程 度 に 大 き く 左 右 さ れ る 。 局 所 性 疾 患 で あ る と 診 断 さ れ た 女 性 は 、 遠 隔 性 疾 患
を 有 す る 女 性 に 比 較 し て 5年 間 生 存 率 が 3倍 以 上 高 い 。 し か し な が ら 診 断 時 に 局 所 性 疾 患 を
提 示 す る 女 性 は 4分 の 1に 過 ぎ な い 。 Ries, L.A.ら 、 (1998), SEER Cancer Statistics Rev
iew 1973-1995,ベ テ ス ダ 、 MD:National Cancer Institute(国 立 癌 研 究 所 )を 参 照 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
黒 色 腫 は 全 皮 膚 癌 の 約 3%を 占 め て お り 、 黒 色 腫 に お け る 世 界 的 増 加 率 を 超 え る 新 生 物 は 女
性 に お け る 肺 癌 以 外 に は な い 。 「 CELLULAR AND MOLECULAR IMMUNOLOGY」 (1991)(編 集 )Abb
as, A.K.、 Lechtiman, A.H.、 Pober J.S.:W.B.Saunders Company Philadelphia、 pp.340-
342;Kirkwood お よ び  Agarwala(1993)Principles and Practice of Oncology 7:1-16。 黒
色 腫 が 明 白 に 皮 膚 に 局 在 し て い る 場 合 で さ え 、 患 者 の 最 大 30%ま で は 全 身 性 転 移 を 発 生 し
、 大 多 数 は 死 亡 す る 。 Kirkwood お よ び  Agarwala(1993)Principles and Practice of Onc
ology 7:1-16。
【 ０ ０ ０ ９ 】
癌 免 疫 療 法 の 主 要 な 目 標 の 1つ は 、 確 定 さ れ た 腫 瘍 を 排 除 す る た め に 有 効 で あ ろ う 腫 瘍 特
異 的 Tリ ン パ 球 反 応 の 誘 導 で あ る 。 こ の よ う な 療 法 の 見 通 し は 、 腫 瘍 特 異 的 免 疫 応 答 の 同
定 お よ び 特 性 付 け に 依 存 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 (MHC)の 分 子 に よ っ て 提 示 さ れ た 抗 原 性 エ ピ ト ー プ の 認 識 は 、
哺 乳 動 物 の 免 疫 応 答 の 確 立 、 維 持 、 お よ び 実 行 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た す 。 体 細 胞 お
よ び 白 血 球 を 提 示 す る 抗 原 に よ っ て 発 現 す る 細 胞 表 面 MHC分 子 に よ っ て 提 示 さ れ た ペ プ チ
ド 抗 原 の T細 胞 サ ー ベ イ ラ ン ス お よ び 認 識 は 、 例 え ば ウ イ ル ス 、 細 菌 、 お よ び 寄 生 虫 の よ
う な 感 染 性 微 生 物 に よ る 侵 害 を 制 御 す る た め に 機 能 す る 。 さ ら に 、 現 在 で は 抗 原 特 異 的 細
胞 毒 性 Tリ ン パ 球 (CTL)が 特 定 の 癌 細 胞 抗 原 を 認 識 し て こ れ ら の 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 を 攻 撃
で き る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 こ の T細 胞 活 性 は 、 抗 癌 ワ ク チ ン の た め の 新 規 戦 略 を 開 発
す る た め の 基 礎 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 不 適 切 な T細 胞 活 性 化 は 、 例 え ば 関 節 リ ウ マ チ 、 多
発 性 硬 化 症 、 お よ び 喘 息 の よ う な 特 定 の 衰 弱 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 中 心 的 役 割 を 果 た す 。
従 っ て 、 MHC分 子 に よ っ て 提 示 さ れ た 抗 原 性 エ ピ ト ー プ の 提 示 お よ び 認 識 は 、 複 数 の 病 理
的 状 態 に お い て 免 疫 応 答 を 媒 介 す る 際 に お い て 中 心 的 役 割 を 果 た す 。
【 ０ ０ １ １ 】
癌 患 者 由 来 の 腫 瘍 特 異 的 T細 胞 は 、 腫 瘍 細 胞 に 結 合 し て こ れ を 溶 解 さ せ る 。 こ の 特 異 性 は
、 そ れ ら が MHCク ラ ス I分 子 、 お よ び 一 部 の 細 胞 タ イ プ で は ク ラ ス II分 子 に よ っ て 腫 瘍 細 胞
の 表 面 上 で 提 示 さ れ た 短 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 （ エ ピ ト ー プ ） を 認 識 す る 能 力 に 基 づ い て い る 。
こ れ ら の エ ピ ト ー プ は 、 腫 瘍 ま た は 癌 細 胞 中 で 固 有 に ま た は 異 常 に 発 現 し た 遺 伝 子 に よ っ
て コ ー ド さ れ た 腫 瘍 抗 原 と 呼 ば れ る 細 胞 内 タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 分 解 性 分 解 に 由 来 す る
。
【 ０ ０ １ ２ 】
特 異 的 抗 腫 瘍 T細 胞 が 入 手 可 能 と な っ た た め 、 腫 瘍 抗 原 の 同 定 お よ び 引 き 続 く 抗 腫 瘍 免 疫
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応 答 を 誘 導 す る よ う 設 計 さ れ た 癌 ワ ク チ ン の 生 産 が 可 能 に な っ た 。 抗 腫 瘍 T細 胞 は 、 血 液 (
そ れ ら が 末 梢 血 単 核 細 胞 分 画 内 で 所 見 で き る )中 、 例 え ば 脾 臓 の よ う な 一 次 お よ び 二 次 リ
ン パ 系 組 織 中 、 卵 巣 癌 患 者 (腫 瘍 関 連 リ ン パ 球 ま た は TAL)に お け る 腹 水 中 、 ま た は 腫 瘍 自
体 (腫 瘍 浸 潤 性 リ ン パ 球 ま た は TIL)中 を 含 む 、 癌 患 者 の 体 内 に 局 在 し て い る 。 こ れ ら の う
ち 、 TILが 腫 瘍 抗 原 お よ び T細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る 腫 瘍 抗 原 由 来 ペ プ チ ド の 同 定 に お い て
最 も 有 用 で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
TILを 生 成 す る 従 来 方 法 は 、 腫 瘍 生 検 組 織 を 細 分 化 す る 段 階 お よ び T細 胞 成 長 因 子 イ ン タ ー
ロ イ キ ン -2(IL-2)の 存 在 下 の イ ン ビ ト ロ で 細 胞 懸 濁 液 を 培 養 す る 段 階 を 含 む 。 数 日 間 に 渡
っ て 、 腫 瘍 細 胞 お よ び IL-2の 組 み 合 わ せ は 腫 瘍 細 胞 を 使 用 し て 腫 瘍 特 異 的 T細 胞 の 増 殖 を
刺 激 で き る 。 こ の よ う に し て T細 胞 集 団 は 増 大 し て い く 。 第 1の 増 大 に 由 来 す る T細 胞 は 、
引 き 続 い て マ イ ト マ イ シ ン C処 理 を し た 、 も し く は 照 射 し た 腫 瘍 細 胞 と 混 合 さ れ 、 そ の 後
の 腫 瘍 反 応 性 T細 胞 の さ ら な る 増 殖 お よ び 濃 縮 を 促 進 す る た め に イ ン ビ ト ロ で IL-2と 共 に
培 養 さ れ る 。 数 ラ ウ ン ド の イ ン ビ ト ロ に お け る 増 大 後 に 、 強 力 な 抗 腫 瘍 T細 胞 集 団 を 回 収
し 、 こ れ を 使 用 し て 従 来 型 で あ る が 冗 長 な 発 現 ク ロ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 腫 瘍 抗 原 を 同 定
で き る 。 Kawakani Y.ら (1994)Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91(9):3515-3519。
【 ０ ０ １ ４ 】
現 在 イ ン ビ ト ロ で 腫 瘍 特 異 的 T細 胞 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ て い る こ の 方 法 は 信 頼 性 が
低 く 、 こ の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 抗 原 は 必 ず し も 抗 腫 瘍 免 疫 応 答 を 誘 導 し な い 。 多 数 の
実 験 に よ っ て 、 抗 原 が 成 熟 T細 胞 と 遭 遇 す る と 、 無 知 、 ア ネ ル ギ ー (免 疫 反 応 不 顕 性 )、 ま
た は 物 理 的 欠 失 の た め に 耐 性 の 誘 導 を 生 じ さ せ る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 Pardoll(1998)N
ature Med.4(5):525-531。
【 ０ ０ １ ５ 】
特 定 の ペ プ チ ド が T細 胞 エ ピ ト ー プ と し て 機 能 す る 能 力 は 、 そ れ が MHC分 子 の 抗 原 提 示 ド メ
イ ン に 効 果 的 に 結 合 す る こ と 、 お よ び さ ら に そ れ が T細 胞 受 容 体 分 子 に よ っ て 特 異 的 に 認
識 さ れ 得 る 適 切 な 1組 の ア ミ ノ 酸 を 示 す こ と を 必 要 と す る 。 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る
天 然 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る こ と は 可 能 で あ る が 、 こ れ ら の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ は 必
ず し も 特 定 の 免 疫 応 答 を 誘 導 す る よ う に 最 適 化 さ れ て い る 抗 原 を 意 味 し て い な い 。 実 際 に
、 単 一 ア ミ ノ 酸 ま た は そ れ ら の 配 列 を 変 化 さ せ る 複 数 の 酸 の 置 換 基 を 導 入 す る こ と に よ っ
て 天 然 エ ピ ト ー プ の 有 効 性 を 向 上 さ せ る の が 可 能 で あ る こ と は 証 明 さ れ て い る (Valmoriら
(2000)J.Immunol.164(2):1125-1131)。 従 っ て 、 慎 重 に 最 適 化 さ れ た ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ
の 送 達 は 、 有 用 な 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 改 良 さ れ た 方 法 を 提 供 す る 可 能 性 を 有 し て い
る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
動 物 内 へ の 抗 原 の 導 入 は 、 様 々 な 目 的 で 抗 原 へ の 免 疫 応 答 、 ま た は そ の 欠 如 を 調 節 す る た
め に 広 範 に 使 用 さ れ て き た 。 こ れ ら に は 、 病 原 体 に 対 す る ワ ク チ ン 接 種 、 癌 細 胞 に 対 す る
免 疫 応 答 の 誘 導 、 ア レ ル ギ ー 反 応 の 緩 和 、 自 己 免 疫 障 害 の 結 果 と し て 発 生 す る 自 己 抗 原 へ
の 免 疫 応 答 の 減 少 、 同 種 移 植 拒 絶 の 減 少 、 お よ び 避 妊 を 目 的 と す る 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫
応 答 の 誘 導 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
よ り 近 年 に は 、 特 定 の 病 原 体 お よ び 腫 瘍 関 連 タ ン パ ク 質 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が そ の 病 原 体 ま
た は 腫 瘍 関 連 タ ン パ ク 質 の 既 知 ま た は 推 定 抗 原 決 定 基 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 一 致 す る
ペ プ チ ド を 用 い て 免 疫 学 的 に 模 倣 さ れ て き た 。 こ れ ら の 進 歩 に も か か わ ら ず 、 こ の よ う な
ペ プ チ ド 模 倣 物 は 一 般 に 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と に 関 し て 最 適 に は 機 能 し な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
様 々 な 癌 に 関 連 し て い る こ と が 証 明 さ れ た 単 離 さ れ た 抗 原 お よ び そ の 他 の バ イ オ マ ー カ ー
の 例 は 多 数 あ る に も か か わ ら ず 、 治 療 、 診 断 、 予 後 診 断 、 お よ び そ の 他 の 検 出 用 途 の た め
の こ の よ う な ツ ー ル の 有 用 性 は 、 例 え ば そ れ ら が 非 効 率 的 で あ る 、 信 頼 性 が 低 い 、 感 度 お
よ び /ま た は 予 測 性 が 欠 如 し て い る こ と 等 の 理 由 で 限 定 さ れ て い る 。 従 っ て 、 癌 に 関 連 す
る 抗 原 、 抗 原 性 エ ピ ト ー プ 、 お よ び そ の 他 の バ イ オ マ ー カ ー を 同 定 し 、 関 連 癌 の 早 期 検 出
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、 治 療 、 お よ び モ ニ タ リ ン グ に お い て 役 立 つ 新 規 材 料 お よ び キ ッ ト を 開 発 す る 継 続 的 必 要
性 が 存 在 す る 。 本 発 明 は 、 こ の 必 要 性 を 満 た し 、 同 様 に 上 記 の 長 所 を 提 供 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ９ 】
(発 明 の 開 示 )
本 発 明 は 、 ヒ ト サ イ ト ケ ラ チ ン 18タ ン パ ク 質 (CK18)関 連 癌 お よ び 悪 性 腫 瘍 の 治 療 お よ び 診
断 の た め の 新 規 化 合 物 組 成 お よ び 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
さ ら に 、 本 発 明 の 化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 こ れ ら の 化 合 物 を コ ー ド す る 、
例 え ば 配 列 番 号 ： 4、 6お よ び 8に 提 供 さ れ る よ う な 核 酸 配 列 （ FLDKGHMYV(配 列 番 号 ： 3)、 F
LDKAHMEV(配 列 番 号 ： 5)、 お よ び FMKKNHEEEV(配 列 番 号 ： 7)の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 核 酸 ）
も 提 供 さ れ 、 そ れ ら の 相 補 体 、 お よ び 変 種 も 本 発 明 に 含 ま れ て い る 。 さ ら に ま た 、 こ れ ら
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 、 遺 伝 子 送 達 賦 形 剤 お よ び /ま た は 宿 主 細 胞 も 提 供 さ れ
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
ま た 、 本 発 明 に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 配
列 番 号 ： 3、 5お よ び 7に 提 供 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 が 提 供 さ れ 、 そ れ ら の 相 補 体 お よ び 変 種
も ま た 本 発 明 に 含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
加 え て 、 本 発 明 は 任 意 で MHC分 子 の 状 況 に 応 じ て 本 発 明 の 化 合 物 お よ び 組 成 物 の 送 達 に よ
り 被 験 者 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の 化 合 物 は ま た 、 本 発 明 の 化 合 物 を 特 異 的 に 認 識 し て 結 合 す る 抗 体 を 生 成 す る た め
に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 被 験 者 に 投 与 さ れ た 場 合 は 免 疫 療 法 に お い て さ ら に 有 用
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 は ま た 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 、 お よ び MHC分 子 と 関 連 し て 本 発 明 の ペ プ チ ド 組 成
物 を 提 示 す る 抗 原 提 示 細 胞 の 存 在 下 お よ び 使 用 に よ り イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で 生 じ た
免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 含 有 す る 組 成 物 、 な ら び に 被 験 者 に 有 効 量 の こ れ ら の 免 疫 エ フ ェ
ク タ ー 細 胞 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 養 子 免 疫 療 法 の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
ま た 本 発 明 に よ っ て 少 な く と も 1種 、 ま た は 少 な く と も 2種 、 あ る い は ま た 少 な く と も 3種
の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド を 含 む 組 成 物 が 提 供 さ れ る が 、 こ の と き こ の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド は 、 対
応 す る 天 然 リ ガ ン ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 能 力 に よ り 個 々 に 特 徴 付 け ら れ 、 ま た こ
の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド は 配 列 番 号 ： 1、 3、 5お よ び 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 。
こ れ ら の 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 の よ う な 担 体 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
さ ら に 本 発 明 に よ っ て 少 な く と も 1種 、 ま た は 少 な く と も 2種 、 あ る い は ま た 少 な く と も 3
種 の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド を 含 む 宿 主 細 胞 が 提 供 さ れ る が 、 こ の と き こ の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド は
対 応 す る 天 然 リ ガ ン ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 能 力 に よ り 個 々 に 特 徴 付 け ら れ 、 さ ら
に こ の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド は 配 列 番 号 ： 1、 3、 5お よ び 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含
む 。 あ る 局 面 で は 、 宿 主 細 胞 は 抗 原 提 示 細 胞 、 例 え ば 樹 状 細 胞 で あ る 。 こ の よ う な 宿 主 細
胞 お よ び 担 体 を 含 む 組 成 物 も ま た 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る
担 体 の よ う な 担 体 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
さ ら に 本 発 明 に よ っ て 、 被 験 者 へ 有 効 量 の 少 な く と も 1種 、 ま た は 少 な く と も 2種 、 あ る い
は 少 な く と も 3種 の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド を 含 む 組 成 物 を 送 達 す る こ と に よ っ て そ の 被 験 者 に
免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 が 提 供 さ れ る が 、 こ の と き こ の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド は 各 々 対 応 す る
天 然 リ ガ ン ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 能 力 に よ り 特 徴 付 け ら れ 、 さ ら に こ の と き こ の
免 疫 原 性 リ ガ ン ド は 配 列 番 号 ： 1、 3、 5お よ び 7の 配 列 を 含 む 化 合 物 群 か ら 選 択 さ れ る 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 は さ ら に 、 CK-18関 連 癌 お よ び 悪 性 腫 瘍 の 進 行 を 検 出 、 診 断 、 予 後 診 断 お よ び モ ニ
タ リ ン グ す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 、 な ら び に こ の 方 法 に お い て 使 用 す る た め の キ ッ ト
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
さ ら に ま た CK-18関 連 癌 お よ び 悪 性 腫 瘍 に 関 連 す る 癌 抗 原 の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ
ス ト を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 特 に 自 動 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ シ ス テ ム
に 採 用 す る の に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
(配 列 表 の 説 明 )
配 列 番 号 ： 1。 天 然 ヒ ト サ イ ト ケ ラ チ ン 18タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 。 こ の 配 列 は 、 参 照
番 号 NP000215を 付 し て 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー (「 Nationl Center for Biot
echnology Information: NCBI」 )に 収 蔵 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
配 列 番 号 ： 2。 ヒ ト サ イ ト ケ ラ チ ン 18(「 CK18」 )を コ ー ド す る mRNAの 完 全 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 。 こ の 配 列 は 、 参 照 番 号 NM000224を 付 し て 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー (「 NCB
I」 )に 収 蔵 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
配 列 番 号 ： 3。 化 合 物 1の ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
配 列 番 号 ： 4。 化 合 物 1を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
配 列 番 号 ： 5。 化 合 物 2の ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
配 列 番 号 ： 6。 化 合 物 2を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
配 列 番 号 ： 7。 配 列 番 号 ： 1の ア ミ ノ 酸 212～ 221位 を 含 む CK18の 天 然 エ ピ ト ー プ で あ る 化 合
物 3の ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
配 列 番 号 ： 8。 化 合 物 3を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
(本 発 明 を 実 施 す る 形 態 )
本 開 示 を 通 し て 、 引 用 元 を 明 記 す る こ と に よ り 様 々 な 出 版 物 、 特 許 、 お よ び 公 表 さ れ た 特
許 明 細 書 が 参 考 文 献 と し て 引 用 さ れ る 。 こ れ ら の 出 版 物 、 特 許 、 お よ び 公 表 さ れ た 特 許 明
細 書 の 開 示 は 、 本 発 明 が 関 係 す る 技 術 分 野 の 最 先 端 の 状 態 を よ り 詳 細 に 記 載 す る た め 、 参
照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 の 実 施 で は 、 他 に 指 示 さ れ て い な け れ ば 、 分 子 生 物 学 の 従 来 技 術 (組 換 え 技 術 を 含
む )、 微 生 物 学 、 細 胞 生 物 学 、 生 化 学 、 お よ び 免 疫 学 が 使 用 さ れ る が 、 こ れ ら は 当 技 術 分
野 の 技 術 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な 技 術 は 文 献 に お い て 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。 こ
れ ら の 方 法 は 、 次 の 出 版 物 の 中 で 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Sambrookら 、 「 MOLECULAR CL
ONING:A LABORATORY MANUAL,2nd edition」 (1989);「 CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR B
IOLOGY」 (F.M.Ausubelら 編 集 (1987); シ リ ー ズ 、 「 METHODS IN ENZYMOLOGY」 (Academic P
ress,Inc.);「 PCR:A PRACTICAL APPROACH」 (M.MacPhersonら 、 IRL Press at Oxford Univ
ersity Press(1991);「 PCR2:A PRACTICAL APPROACH」 (M.J.MacPherson,B.D.Hames お よ び
 G.R.Taylor編 集 (1995));「 ANTIBODIES,A LABORATORY MANUAL」 (Harlow お よ び  Lane編 集
(1988));「 USING ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL」 (Harlow お よ び  Lane編 集 (1999));

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-500812 A 2005.1.13



お よ び 「 ANIMAL CELL CULTURE」 (R.I.Freshney編 集 (1987))を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ １ 】

本 明 細 書 に お け る 特 定 の 用 語 は 、 下 記 に 定 義 さ れ た 意 味 を 有 す る こ と が あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
明 細 書 お よ び 請 求 項 で 使 用 す る 、 単 数 形 の 「 a」 、 「 an」 、 お よ び 「 the」 は 、 文 脈 が 明 白
に 他 の 意 味 を 指 示 し て い な い 限 り 、 複 数 の 言 及 を 含 む 。 例 え ば 、 「 細 胞 (a cell)」 は そ の
混 合 物 を 含 む 、 複 数 の 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 、 「 含 ん で い る 」 と い う 用 語 は 組 成 物 お よ び 方 法 が 列 挙 さ れ た 要 素 を
含 む が 、 そ の 他 の 要 素 も 排 除 し て い な い こ と を 意 味 す る と 意 図 さ れ て い る 。 組 成 物 お よ び
方 法 を 定 義 す る と き に 使 用 し た 「 ～ か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る 」 は 、 そ の 組 成 物 に 本 質 的 に
重 要 で あ る 、 他 の い か な る 要 素 を も 除 外 す る こ と を 意 味 す る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 で 定 義 し
た 要 素 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る 組 成 物 は 、 単 離 お よ び 精 製 方 法 か ら の 微 量 汚 染 物 質 な ら び
に 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 、 保 存 剤 等 の よ う な 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 除 外 し な い
。 「 ～ か ら 構 成 さ れ る 」 は 、 微 量 の 他 の 成 分 お よ び 本 発 明 の 組 成 物 を 投 与 す る た め の 実 質
的 方 法 段 階 以 外 の 要 素 を 除 外 す る こ と を 意 味 す る 。 こ れ ら の 過 渡 的 用 語 の 各 々 に よ っ て 定
義 さ れ た 態 様 は 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
「 天 然 」 、 「 自 然 」 、 ま た は 「 野 生 型 」 抗 原 は 、 自 然 生 物 学 的 起 源 か ら 単 離 さ れ て お り 、
被 験 者 に お い て 抗 原 受 容 体 、 特 に T細 胞 抗 原 受 容 体 (TCR)に 特 異 的 に 結 合 で き る エ ピ ト ー プ
を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
用 語 「 抗 原 」 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 明 確 に 理 解 さ れ て お り 、 免 疫 原 性 で あ る 物 質 、 即 ち
免 疫 源 、 お よ び 免 疫 学 的 不 応 性 ま た は ア ネ ル ギ ー を 誘 導 す る 物 質 、 即 ち ア ネ ル ゲ ン を 含 む
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
「 変 化 し た 、 ま た は 修 飾 さ れ た 抗 原 」 は 、 対 応 す る 野 生 型 抗 原 の 一 次 配 列 と は 相 違 す る 一
次 配 列 を 有 す る 抗 原 で あ る 。 変 化 し た 抗 原 は 、 合 成 ま た は 組 換 え 方 法 に よ っ て 作 製 で き 、
翻 訳 中 ま た は 翻 訳 後 に 、 例 え ば リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 架 橋 、 ア シ ル 化 、 タ ン パ ク 質 分
解 性 開 裂 、 抗 体 分 子 、 膜 分 子 ま た は 他 の リ ガ ン ド へ の 結 合 に よ っ て 異 な っ て 修 飾 さ れ た 抗
原 性 ペ プ チ ド を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 (Fergusonら (1988),Ann.Rev.Biochem.57:2
85-320)。 本 発 明 の 修 飾 さ れ た 、 ま た は 変 化 し た 抗 原 性 エ ピ ト ー プ は 、 天 然 ま た は 野 生 型
エ ピ ト ー プ と 同 一 TCRに 結 合 す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 明 細 書 で 天 然 抗 原 ま た は 野 生 型 抗 原 と も 称 さ れ る 「 自 己 抗 原 」 と い う 用 語 は 、 抗 原 に 対
す る 自 己 免 疫 寛 容 に 起 因 し て 被 験 者 に お い て 免 疫 応 答 を ほ と ん ど ま た は 全 く 誘 導 し な い 抗
原 性 ペ プ チ ド で あ る 。 自 己 抗 原 の 1つ の 例 は 、 黒 色 腫 特 異 的 抗 原 gp100で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
用 語 「 腫 瘍 関 連 抗 原 」 ま た は 「 TAA」 は 、 腫 瘍 に 関 連 す る 、 ま た は 特 異 的 で あ る 抗 原 を 意
味 す る 。 既 知 の TAAsの 例 に は 、 gp100、 MARTお よ び MAGEが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
用 語 「 主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 」 ま た は 「 MHC」 は 、 T細 胞 へ の 抗 原 提 示 お よ び 急 速 な 移
植 片 拒 絶 の た め に 必 要 と さ れ る 細 胞 表 面 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 複 合 体 を 意 味 す る 。 ヒ
ト で は 、 MHCは 「 ヒ ト 白 血 球 抗 原 」 ま た は 「 HLA」 複 合 体 と し て も 知 ら れ て い る 。 MHCに よ
っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 「 MHC分 子 」 と し て 知 ら れ て お り 、 ク ラ ス Iお よ び ク ラ ス
II MHC分 子 に 分 類 さ れ る 。 ク ラ ス I MHC分 子 は 、 β 2 -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン と 非 共 有 結 合 的 に
結 合 し た MHC内 で コ ー ド さ れ た α 鎖 か ら で き て い る 膜 ヘ テ ロ ダ イ マ ー タ ン パ ク 質 を 含 む 。
ク ラ ス I MHC分 子 は ほ ぼ す べ て の 有 核 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ 、 CD8 + T細 胞 へ の 抗 原 提 示 に お
い て 機 能 す る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 ク ラ ス I分 子 は 、 ヒ ト で は HLA-A、 B、 お よ び Cを 含 む

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-500812 A 2005.1.13

定 義



。 ク ラ ス II MHC分 子 も ま た 非 共 有 結 合 的 に 結 合 し た α お よ び β 鎖 か ら 構 成 さ れ る 膜 ヘ テ ロ
ダ イ マ ー タ ン パ ク 質 を 含 む 。 ク ラ ス II MHC分 子 は 、 CD4 + T細 胞 内 で 機 能 す る こ と が 知 ら れ
て お り 、 ヒ ト で は HLA-DP、 -DQ、 お よ び DRを 含 む 。 あ る 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 の 組 成
物 お よ び リ ガ ン ド は 、 任 意 の HLAタ イ プ の MHC分 子 と 複 合 で き る 。 当 業 者 は 、 HLAの 血 清 型
お よ び 遺 伝 子 型 に 習 熟 し て い る 。 例 え ば 、 bimas.dcrt.nih.gov/cgi-bin/molbio/hla coef
ficient viewingの ペ ー ジ を 参 照 。  Rammensee H.G.、 Bachmann J.、 お よ び  Stevanovic S
.、 「 MHC Ligands　 and　 Peptide　 Motifs」 、 (1997), Chapman & Hall Publishers;Schr
euder G.M.Th.ら 、 「 The　 HLA　 dictionary」 、 (1999)Tissue Antigens 54:409-437。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 抗 原 提 示 マ ト リ ッ ク ス 」 は 、 T細 胞 の 表 面 上 で 抗 原 が T細 胞 抗 原
受 容 体 に 結 合 さ れ 得 る よ う な 方 法 で 抗 原 を 提 示 で き る 1個 ま た は 複 数 の 分 子 を 意 味 す る 。
抗 原 提 示 マ ト リ ッ ク ス は 抗 原 提 示 細 胞 (APC)の 表 面 上 、 APCの 小 胞 調 製 物 上 に あ っ て よ く 、
ま た は 例 え ば ビ ー ズ も し く は プ レ ー ト の よ う な 固 相 支 持 体 上 の 合 成 マ ト リ ッ ク ス の 形 状 で
あ っ て よ い 。 合 成 抗 原 提 示 マ ト リ ッ ク ス の 1つ の 例 は 、 β 2 -ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン に 複 合 さ れ
た 精 製 MHCク ラ ス I分 子 、 こ の よ う な 精 製 MHCク ラ ス I分 子 の 多 量 体 、 精 製 MHCク ラ ス II分 子
、 ま た は 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ た そ の 機 能 的 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
用 語 「 抗 原 提 示 細 胞 (APC)」 は 、 免 疫 系 の 特 異 的 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ っ て 認 識 で き る 抗
原 MHC複 合 体 の 形 状 で 1つ ま た は 複 数 の 抗 原 を 提 示 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 提 示 さ れ
て い る 1つ ま た は 複 数 の 抗 原 に 対 す る 有 効 な 細 胞 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と の で き る 細 胞 ク
ラ ス を 意 味 す る 。 多 数 の タ イ プ の 細 胞 が T細 胞 認 識 の た め に そ れ ら の 細 胞 表 面 上 で 抗 原 を
提 示 で き る が 、 有 効 量 で 抗 原 を 提 示 し 、 さ ら に 細 胞 毒 性 Tリ ン パ 球 (CTL)応 答 の た め に T細
胞 を 活 性 化 す る 能 力 を 有 し て い る の は プ ロ フ ェ ッ シ ョ ナ ル APCだ け で あ る 。 APCは 、 例 え ば
マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 B細 胞 、 お よ び 樹 状 細 胞 の よ う な 無 傷 全 細 胞 ;ま た は 例 え ば β 2 -ミ ク ロ グ
ロ ブ リ ン に 複 合 し た 精 製 MHCク ラ ス I分 子 の よ う な 他 の 天 然 型 も し く は 合 成 分 子 で あ っ て よ
い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
用 語 「 樹 状 細 胞 (DC)」 は 、 様 々 な リ ン パ お よ び 非 リ ン パ 組 織 に お い て 所 見 さ れ る 形 態 学 的
に 類 似 の 細 胞 タ イ プ の 様 々 な 集 団 を 意 味 す る (Steinman(1991),Ann.Rev.Immunol.9:271-29
6)。 樹 状 細 胞 は 、 生 体 内 で 最 も 強 力 か つ 好 ま し い APCを 構 成 す る 。 全 部 で は な い が 樹 状 細
胞 の サ ブ セ ッ ト は 骨 髄 前 駆 細 胞 に 由 来 し 、 末 梢 血 中 を 少 数 で 循 環 し 、 未 熟 ラ ン ゲ ル ハ ン ス
細 胞 と し て 、 ま た は 最 終 分 化 成 熟 細 胞 の ど ち ら か と し て 出 現 す る 。 樹 状 細 胞 は 単 球 か ら 分
化 で き る が 、 そ れ ら は 別 個 の 表 現 型 を 有 し て い る 。 例 え ば 特 定 分 化 マ ー カ ー で あ る CD14抗
原 は 、 樹 状 細 胞 中 で は 所 見 さ れ な い が 、 単 球 に よ っ て 保 有 さ れ て い る 。 ま た 、 成 熟 樹 状 細
胞 は 食 作 用 性 で は な い が 、 単 球 は 強 度 に 食 作 用 性 で あ る 細 胞 で あ る 。 DCが T細 胞 活 性 化 お
よ び 増 殖 に 必 要 な 全 て の シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と は 証 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
用 語 「 抗 原 提 示 細 胞 補 充 因 子 」 ま た は 「 APC補 充 因 子 」 は 、 無 傷 の 全 細 胞 お よ び 抗 原 提 示
細 胞 を 補 充 で き る 他 の 分 子 の 両 方 を 含 む 。 適 切 な APC補 充 因 子 の 例 に は 、 例 え ば イ ン タ ー
ロ イ キ ン 4(IL-4)、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (GM-CSF)、 セ プ ラ ゲ ル (Seprag
el)お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 性 タ ン パ ク 質 3α (MIP3α )の よ う な 分 子 が 含 ま れ る 。 こ れ ら
は イ ミ ュ ネ ッ ク ス (Immunex)社 、 シ ェ ー リ ン グ ・ プ ラ ウ (Schering-Plough)社 、 お よ び R&D
シ ス テ ム ズ (R&B Systems)社 (ミ ネ ア ポ リ ス 、 MN)か ら 入 手 で き る 。 こ れ ら は さ ら に ま た 「 C
URRENT　 PROTOCOLS　 IN　 MOLECULAR　 BIOLOGY」 (F.M.Ausubelら 編 集 (1987)の 中 で 開 示 さ
れ た 方 法 を 使 用 し て 組 換 え 技 術 に よ り 作 製 す る こ と も で き る 。 上 記 の 因 子 と 同 一 の 生 物 学
的 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 お よ び 化 合 物 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
用 語 「 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 」 は 、 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き 、 免 疫 応 答 を 媒 介 す る 細 胞
を 意 味 す る 。 こ れ ら の 細 胞 に は 、 T細 胞 、 B細 胞 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 NK細 胞 な ら び に
、 例 え ば CTL系 、 CTLク ロ ー ン 、 お よ び 腫 瘍 、 炎 症 ま た は そ の 他 の 浸 潤 液 か ら の CTLの よ う
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な 細 胞 毒 性 Tリ ン パ 球 (CTL)が 含 ま れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 特 定 の 疾 患 組 織 は 特 異
的 抗 原 を 発 現 し 、 こ れ ら の 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な CTLは 同 定 さ れ て い る 。 例 え ば 黒 色 腫 の
約 80%は gp100と し て 知 ら れ る 抗 原 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 分 子 」 は 、 抗 原 特 異 的 に 結 合 で き る 分 子 を 意
味 し 、 こ れ に は 抗 体 、 T細 胞 抗 原 受 容 体 、 な ら び に MHCク ラ ス Iお よ び ク ラ ス II分 子 が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
「 未 処 理 」 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 そ の 細 胞 を 活 性 化 で き る 抗 原 へ 一 度 も 曝 露 さ れ た こ
と の な い 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 で あ る 。 未 処 理 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 活 性 化 は 、 抗 原 特
異 的 武 装 化 エ フ ェ ク タ ー T細 胞 内 へ 増 殖 お よ び 分 化 さ せ る た め に 、 ペ プ チ ド :MHC複 合 体 の
認 識 お よ び プ ロ フ ェ ッ シ ョ ナ ル APCに よ る 共 刺 激 シ グ ナ ル の 同 時 送 達 の 両 方 を 必 要 と す る
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
「 免 疫 応 答 」 は 広 範 に リ ン パ 球 の 異 種 物 質 へ の 抗 原 特 異 的 応 答 を 意 味 す る 。 免 疫 応 答 を 誘
発 す る こ と の で き る あ ら ゆ る 物 質 は 「 免 疫 原 性 」 で あ る と 言 わ れ 、 「 免 疫 原 」 と 称 さ れ て
い る 。 免 疫 原 は す べ て 抗 原 で あ る が 、 し か し な が ら 抗 原 が す べ て 免 疫 原 で あ る わ け で は な
い 。 本 発 明 の 免 疫 応 答 は 、 体 液 性 (抗 体 活 性 を 介 す )ま た は 細 胞 媒 介 性 (T細 胞 活 性 化 を 介 す
)で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 リ ガ ン ド 」 は 、 他 の 分 子 上 の 特 異 的 部 位 へ 結 合 す る 任 意 の 分 子
を 意 味 す る 。 こ れ を 言 い 換 え る と 、 リ ガ ン ド は 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と 反 応 し て タ ン パ ク
質 の 特 異 性 を 付 与 す る 。 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 上 の 相 補 的 結 合 部 位 と 直 接 に 結 合 す る の が
タ ン パ ク 質 内 の リ ガ ン ド 部 位 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
あ る 態 様 で は 、 本 発 明 の リ ガ ン ド は 例 え ば 抗 体 ま た は T細 胞 受 容 体 (TCR)の よ う な 免 疫 エ フ
ェ ク タ ー 細 胞 上 の 抗 原 決 定 基 ま た は エ ピ ト ー プ へ 結 合 す る 。 リ ガ ン ド は 、 本 発 明 の 抗 原 、
ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は エ ピ ト ー プ で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 の リ ガ ン ド は 抗 体 上 の 受 容 体 へ 結 合 し う る 。 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 の リ ガ ン ド は 長
さ が 約 4～ 約 8ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 の リ ガ ン ド は 、 MHCク ラ ス I分 子 上 の 受 容 体 へ 結 合 し う る 。 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 の
リ ガ ン ド は 長 さ が 約 7～ 約 11ア ミ ノ 酸 、 ま た は 9も し く は 10ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 の リ ガ ン ド は 、 MHCク ラ ス II分 子 上 の 受 容 体 へ 結 合 し う る 。 あ る 態 様 で は 、 本 発 明
の リ ガ ン ド は 長 さ が 約 10～ 約 20ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 抗 原 感 作 さ れ た 抗 原 特 異 的 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 」 は 、 以 前 に
抗 原 に 遭 遇 し た 上 記 の よ う な 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 で あ る 。 そ の 未 処 理 対 応 物 と は 対 照 的
に 、 抗 原 感 作 さ れ た 抗 原 特 異 的 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 活 性 化 に は 共 刺 激 シ グ ナ ル を 必 要
と し な い 。 ペ プ チ ド :MHC複 合 体 は 十 分 に 認 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
T細 胞 に 関 連 し て 使 用 し た 場 合 の 「 活 性 化 」 は 、 そ の 細 胞 が も は や G 0 期 に は な く 、 細 胞 タ
イ プ (例 、 CD8 + ま た は CD4 + )に 特 徴 的 な 1つ ま た は 複 数 の 細 胞 毒 素 、 サ イ ト カ イ ン 、 お よ び
そ の 他 の 関 連 す る 膜 関 連 タ ン パ ク 質 を 産 生 し 始 め 、 そ の 表 面 上 で 特 定 抗 原 を 表 示 す る 任 意
の 標 的 細 胞 を 認 識 し て 結 合 し 、 そ の エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 放 出 で き る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の 状 況 で は 、 用 語 「 認 識 さ れ た 」 は 、 1つ ま た は 複 数 の リ ガ ン ド を 含 む 本 発 明 の 組
成 物 が 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ て 結 合 さ れ る こ と を 意 味 し て い る が 、 こ の
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と き こ の よ う な 結 合 は 効 果 的 な 免 疫 応 答 を 開 始 す る 。 リ ガ ン ド が 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に
よ っ て 認 識 さ れ る か ど う か を 判 定 す る ア ッ セ イ 法 は 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て お り 、 本 明 細 書
に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
用 語 「 優 先 的 に 認 識 さ れ た 」 は 、 本 発 明 の 組 成 物 ま た は リ ガ ン ド の 特 異 性 が 天 然 リ ガ ン ド
を 認 識 し て 結 合 す る 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 限 定 さ れ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
用 語 「 交 差 反 応 性 」 は 、 機 能 的 に 重 複 し て い る 本 発 明 の 化 合 物 の 特 定 の 免 疫 原 性 特 性 を 説
明 す る た め に 使 用 さ れ る 。 よ り 詳 細 に は 、 そ れ ら に よ っ て 活 性 化 さ れ る 天 然 リ ガ ン ド お よ
び /ま た は 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 免 疫 原 性 特 性 は 、 変 化 し た リ ガ ン ド が そ れ に よ っ て 活
性 化 さ れ る 天 然 リ ガ ン ド お よ び /ま た は 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と 「 交 差 反 応 性 」 で あ る よ
う に 、 あ る 程 度 は 変 化 し た リ ガ ン ド に 共 有 さ れ る 。 本 発 明 の 目 的 の た め に は 、 交 差 反 応 性
は 複 数 の レ ベ ル で 明 示 さ れ る ： (i)リ ガ ン ド レ ベ ル で は 、 例 え ば 変 化 し た リ ガ ン ド は 天 然
リ ガ ン ド CTLの TCRに 結 合 し て 天 然 リ ガ ン ド CTLを 活 性 化 で き る ;(ii)T細 胞 レ ベ ル で は 、 即
ち 変 化 し た 本 発 明 の リ ガ ン ド は 天 然 リ ガ ン ド を 表 示 す る 細 胞 を 効 果 的 に 標 的 と し て 溶 解 さ
せ る こ と の で き る T細 胞 集 団 (天 然 リ ガ ン ド CTLの 集 団 と は 別 個 )の TCRに 結 合 し て T細 胞 集 団
を 活 性 化 す る ;お よ び (iii)抗 体 レ ベ ル で は 、 例 え ば 「 抗 」 変 化 し た リ ガ ン ド 抗 体 は 天 然 リ
ガ ン ド を 検 出 、 認 識 、 結 合 し 、 さ ら に 最 終 的 に は 宿 主 か ら 天 然 リ ガ ン ド 除 去 す る 免 疫 応 答
に お け る エ フ ェ ク タ ー メ カ ニ ズ ム を 開 始 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 被 験 者 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 」 は 、 当 技 術 分 野 に お い て
明 確 に 理 解 さ れ た 用 語 で あ り 、 抗 原 (ま た は エ ピ ト ー プ )を 被 験 者 内 に 導 入 し た 後 の 、 抗 原
(ま た は エ ピ ト ー プ )を そ の 被 験 者 内 に 導 入 す る 前 の 免 疫 応 答 (も し あ れ ば )と 比 較 し た 、 抗
原 (ま た は エ ピ ト ー プ )に 対 す る 免 疫 応 答 に お い て 少 な く と も 約 2倍 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 約 5倍 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 10倍 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 100倍 、 さ
ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 500倍 、 さ ら に い っ そ う よ り 好 ま し く は 少 な く と も 1,000
倍 ま た は そ れ よ り 多 く の 増 加 を 検 出 ま た は 測 定 で き る こ と を 意 味 す る 。 抗 原 (ま た は エ ピ
ト ー プ )に 対 す る 免 疫 応 答 に は 、 抗 原 特 異 的 (ま た は エ ピ ト ー プ 特 異 的 )抗 体 の 産 生 、 お よ
び そ の 分 子 が 特 異 的 に 抗 原 (ま た は エ ピ ト ー プ )に 結 合 す る そ の 表 面 上 で 発 現 す る 免 疫 細 胞
の 産 生 が 含 ま れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 所 与 の 抗 原 (ま た は エ ピ ト ー プ )に 対 す る 免
疫 応 答 が 誘 導 さ れ た か ど う か を 決 定 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 抗 原 特
異 的 抗 体 は 、 例 え ば 試 料 中 の 抗 体 の 不 動 化 抗 原 (ま た は エ ピ ト ー プ )へ の 結 合 が 検 出 可 能 な
標 識 第 二 抗 体 (例 、 酵 素 標 識 マ ウ ス 抗 体 ヒ ト Ig抗 体 )を 用 い て 検 出 さ れ る ELISAを 含 む が そ
れ に 限 定 さ れ な い 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 様 々 な イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て
検 出 で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
「 共 刺 激 分 子 」 は 、 抗 原 提 示 細 胞 お よ び T細 胞 表 面 上 で 発 現 す る 受 容 体 -リ ガ ン ド 対 間 の 相
互 作 用 に 含 ま れ て い る 。 過 去 数 年 間 に 渡 っ て 蓄 積 さ れ て き た 研 究 は 、 静 止 T細 胞 が サ イ ト
カ イ ン 遺 伝 子 の 発 現 お よ び 増 殖 を 誘 導 す る た め に 少 な く と も 2種 の シ グ ナ ル を 必 要 と す る
こ と を 証 明 し 確 認 し た (Schwartz R.H.(1990)Science 248:1349-1356 お よ び  Jenkins M.K
.(1992)Immunol.Today 13:69-73)。 特 異 性 を 付 与 す る シ グ ナ ル で あ る 1種 の シ グ ナ ル は 、 T
CR/CD3複 合 体 と 適 切 な MHC/ペ プ チ ド 複 合 体 と の 相 互 作 用 に よ っ て 発 生 さ せ る こ と が で き る
。 第 2の シ グ ナ ル は 抗 原 特 異 的 で は な く 、 「 共 刺 激 」 シ グ ナ ル と 称 さ れ て い る 。 こ の シ グ
ナ ル は 、 最 初 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 樹 状 細 胞 の よ う な 骨 髄 由 来 ア ク セ サ リ ー 細 胞 、 い
わ ゆ る 「 プ ロ フ ェ ッ シ ョ ナ ル 」 APCに よ っ て 提 供 さ れ る 活 性 と し て 定 義 さ れ て い た 。 数 種
の 分 子 は 共 刺 激 活 性 を 増 強 す る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 こ れ ら は 熱 安 定 性 抗 原 (HSA)(Liu
　 Y.ら (1992)J.Exp.Med.175:437-445)、 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 修 飾 MHC不 変 鎖 (Ii-CS)(Naujo
kas, M.F.ら (1993)Cell 74:257-268)、 細 胞 内 接 着 分 子 1(ICAM-1)(Van Seventer G.A.(199
0)J.Immunol.144:4579-4586)、 B7-1、 お よ び B7-2/B70(Schwartz, R.H.(1992)Cell 71:106
5-1068)で あ る 。 こ れ ら の 分 子 は 各 々 T細 胞 上 で そ れ ら の 同 族 リ ガ ン ド と 相 互 作 用 す る こ と
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に よ っ て 共 刺 激 を 補 助 す る と 思 わ れ る 。 共 刺 激 分 子 は 、 正 常 生 理 的 条 件 下 で 未 処 理 T細 胞
の 完 全 活 性 化 を 達 成 す る た め に 必 要 な 共 刺 激 シ グ ナ ル を 媒 介 す る 。 代 表 的 な 1種 の 受 容 体 -
リ ガ ン ド 対 は 、 APCの 表 面 上 の B7共 刺 激 分 子 お よ び T細 胞 上 の そ の 対 応 受 容 体 CD28ま た は CT
LA-4で あ る (Freemanら (1993)Science 262:909-911;Youngら (1992)J.Clin.Invest.90:229
お よ び Nabaviら (1992)Nature 360:266-268)。 そ の 他 の 重 要 な 共 刺 激 分 子 は 、 CD40、 CD54
、 CD80、 お よ び CD86で あ る 。 用 語 「 共 刺 激 分 子 」 は 任 意 の 単 一 分 子 ま た は 分 子 の 組 み 合 わ
せ を 含 み 、 こ れ ら は T細 胞 の 表 面 上 で TCRに よ っ て 結 合 さ れ た ペ プ チ ド /MHC複 合 体 と 共 に 作
用 す る と 、 そ の ペ プ チ ド に 結 合 す る T細 胞 の 活 性 化 を 達 成 す る 共 刺 激 効 果 を 提 供 す る 。 従
っ て こ の 用 語 に は 、 B7、 ま た は T細 胞 の 表 面 上 の TCRが そ の ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 し た と
き に ペ プ チ ド /MHC複 合 体 と 共 に 同 族 リ ガ ン ド に 結 合 し て T細 胞 の 活 性 化 を 生 じ さ せ る 、 APC
、 そ の 断 片 (単 独 、 他 の 分 子 と 複 合 し た 、 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 と し て )の よ う な 抗
原 提 示 マ ト リ ッ ク ス 上 の 他 の 共 刺 激 分 子 が 含 ま れ て い る 。 共 刺 激 分 子 は 、 例 え ば ベ ッ ク マ
ン ・ ク ー ル タ ー 社 (Beckman　 Coulter,Inc.、 フ ラ ー ト ン 、 CA)を 含 む 様 々 な 供 給 元 か ら 市
販 で 入 手 可 能 で あ る 。 必 ず し も 明 記 さ れ て は い な い が 、 野 生 型 ま た は 精 製 共 刺 激 分 子 と 類
似 の 生 物 学 活 性 を 有 す る 分 子 (例 、 組 換 え 生 成 さ れ た 、 ま た は そ の 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 )は
、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 内 で 使 用 す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 、 互 換 的 に 使 用 さ れ る 「 固 相 支 持 体 」 ま た は 「 固 体 支 持 体 」 は 、 特 定
タ イ プ の 支 持 体 に 限 定 さ れ て い な い 。 相 当 に 多 数 の 支 持 体 を 利 用 で き 、 そ れ ら は 当 業 者 に
は 周 知 で あ る 。 固 相 支 持 体 に は 、 シ リ カ ゲ ル 、 樹 脂 、 誘 導 体 化 プ ラ ス チ ッ ク フ ィ ル ム 、 ガ
ラ ス ビ ー ズ 、 綿 、 プ ラ ス チ ッ ク ビ ー ズ 、 ア ル ミ ナ ゲ ル が 含 ま れ て い る 。 本 明 細 書 で 使 用 す
る 「 固 体 支 持 体 」 に は さ ら に 、 合 成 抗 原 提 示 マ ト リ ッ ク ス 、 細 胞 、 お よ び リ ポ ソ ー ム が 含
ま れ て い る 。 適 切 な 固 相 支 持 体 は 、 所 望 の 最 終 使 用 お よ び 様 々 な プ ロ ト コ ル に 対 す る 適 合
性 に 基 づ い て 選 択 さ れ て よ い 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド 合 成 の た め に は 、 固 相 支 持 体 は 例 え ば ポ
リ ス チ レ ン (例 、 PAM樹 脂 （ バ ッ ケ ム 社 (Bachem　 Inc.)） 、 ペ ニ ン シ ュ ラ ・ ラ ボ ラ ト リ ー ズ
社 (Peninsula　 Laboratories)等 か ら 入 手 さ れ る ） 、 POLYHIPE(登 録 商 標 )樹 脂 (ア ミ ノ テ ッ
ク 社 (Aminotech)、 カ ナ ダ )か ら 入 手 さ れ る )、 ポ リ ア ミ ド 樹 脂 (ペ ニ ン シ ュ ラ ・ ラ ボ ラ ト リ
ー ズ 社 か ら 入 手 さ れ る )、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て グ ラ フ ト 化 さ れ た ポ リ ス チ レ
ン 樹 脂 TentaGel(登 録 商 標 )、 （ ラ ッ プ ・ ポ リ マ ー 社 (Rapp　 Polymere)、 チ ュ ー ビ ン ゲ ン 、
ド イ ツ )、 ま た は ポ リ ジ メ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド 樹 脂 (ミ リ ゲ ン /バ イ オ サ ー チ 社 (Milligen/B
iosearch、 カ リ フ ォ ル ニ ア )か ら 入 手 さ れ る )の よ う な 樹 脂 類 を 挙 げ る こ と が で き る 。 固 体
支 持 体 は さ ら に ま た 、 そ の 上 で cDNA、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 、 ま た は そ の
他 の 分 子 が ア レ イ 内 に 固 定 さ れ て い る マ イ ク ロ チ ッ プ お よ び グ リ ッ ド を 含 む 。 グ リ ッ ド の
表 面 は ガ ラ ス 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 シ リ コ ン 、 金 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た は ナ イ ロ ン を 含 む 多 種 多 様
な 物 質 か ら 構 成 さ れ て よ い 。 Lockhart(2000)Nature,405:827-836;Srinivas(2001)Clin.Ch
em.、 47:1901-1911。 例 え ば 、 い わ ゆ る SELDI-MS法 (表 面 強 化 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 &質 量
分 析 法 )の 使 用 で は 、 試 料 を 生 化 学 的 に 特 徴 付 け ら れ た 表 面 (抗 体 や 受 容 体 の よ う な 分 子 を
含 有 す る )を 備 え る チ ッ プ に 曝 露 さ せ 、 そ の 後 に 質 量 分 析 法 に よ っ て 結 合 タ ン パ ク 質 を 可
視 化 お よ び 同 定 す る 。 最 近 利 用 で き る 技 術 を 検 討 す る た め に は 、 Srivinas, P.ら (2001) C
linical Chemistry 47(10):1901-1911、 お よ び そ こ に 引 用 さ れ る 参 照 （ De　 Wildt,R.M.T.
ら (2000)Nat.Biotech 18:989-94、 Arenkov,P.ら (2000)Anal.Biochem.278:123-31、 Haab, 
B.B.ら (2001)Genome Biol.2:1-13、 お よ び Cahill, D.J.(2001)J Immunol.Methods 250:81
-91） を 参 照 さ れ た い 。 さ ら に 固 体 支 持 体 の 範 囲 内 に 含 ま れ る の は 、 何 千 個 と い う 個 別 腫
瘍 標 本 (試 験 さ れ る 数 百 の 個 体 の 相 違 す る 組 織 か ら )か ら 小 さ な 円 筒 形 の 組 織 が 打 ち 抜 か れ
、 そ の 後 抗 体 、 RNA等 を 用 い て 試 験 さ れ る 組 織 マ イ ク ロ ア レ イ で あ る 。 Hoos, A.ら (2001)A
m J.Pathol.158:1245-51。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 免 疫 調 節 物 質 」 は 、 免 疫 応 答 を 調 節 し 、 本 発 明 の 抗 原 性 ペ プ チ
ド を 単 独 で 、 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 す る 任 意 の 様 々 な 処 方 物 の い ず れ か 中 に 含 ん で い る 分
子 、 巨 大 分 子 複 合 体 、 ま た は 細 胞 で あ る ； 本 発 明 の 抗 原 性 ペ プ チ ド を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ;
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本 発 明 の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ;APCお よ び 合 成 抗 原
提 示 マ ト リ ッ ク ス (共 刺 激 分 子 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で )を 含 む 、 抗 原 提 示 マ ト リ ッ ク ス 上
で ク ラ ス Iま た は ク ラ ス II MHC分 子 に 結 合 し て い る 本 発 明 の 抗 原 性 ペ プ チ ド ;別 の 分 子 ま た
は 巨 大 分 子 構 造 に 共 有 結 合 的 ま た は 非 共 有 結 合 的 に 複 合 し た 本 発 明 の 抗 原 性 ペ プ チ ド ;な
ら び に 本 発 明 の ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 で あ る 抗 原 感 作 さ れ た 抗 原 特 異 的 免 疫 エ フ ェ ク タ
ー 細 胞 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
用 語 「 免 疫 応 答 を 調 節 す る 」 は 、 免 疫 応 答 を 誘 導 す る (増 加 さ せ る 、 誘 発 す る )段 階 ;お よ
び 免 疫 応 答 を 低 下 さ せ る (抑 制 す る )段 階 を 含 む 。 免 疫 調 節 方 法 (ま た は プ ロ ト コ ー ル )は 、
被 験 者 に お い て 免 疫 応 答 を 調 節 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 サ イ ト カ イ ン 」 は 、 細 胞 に 例 え ば 成 長 ま た は 増 殖 を 誘 導 す る よ
う な 様 々 な 効 果 を 発 揮 す る 多 数 の 因 子 の う ち の 任 意 の 因 子 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 実 施 に お
い て 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ て 使 用 で き る サ イ ト カ イ ン の 非 限 定 的 例 に は 、 イ ン タ ー ロ イ キ
ン -2(IL-2)、 幹 細 胞 因 子 (SCF)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -3(IL-3)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6(IL-6)
、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -12(IL-12)、 G-CSF、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (GM-CSF
)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -1α (IL-1α )、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -11(IL-11)、 MIP-11、 白 血 病 抑 制
因 子 (LIF)、 c-kitリ ガ ン ド 、 ト ロ ン ボ ポ イ エ チ ン (TPO)、 お よ び flt3リ ガ ン ド が 含 ま れ る
。 本 発 明 は さ ら に ま た 、 1つ ま た は 複 数 の サ イ ト カ イ ン が 培 地 か ら 特 異 的 に 除 外 さ れ て い
る 培 養 条 件 を 含 む 。 サ イ ト カ イ ン は 、 例 え ば ジ ェ ン ザ イ ム 社 (Genzyme、 フ ラ ミ ン ガ ム 、 MA
)、 ジ ー ン テ ク 社 (Genetech、 サ ウ ス サ ン フ ラ ン シ ス コ 、 CA)、 ア ム ゲ ン 社 (Amgen、 サ ウ ザ
ン ド オ ー ク ス 、 CA)、 R&Dシ ス テ ム ズ 社 (ミ ニ ア ポ リ ス 、 MN)お よ び イ ミ ュ ネ ッ ク ス 社 (シ ア
ト ル 、 WA)の よ う な 数 社 の 製 造 供 給 元 か ら 市 販 で 入 手 で き る 。 必 ず し も 明 記 さ れ て は い な
い が 、 野 生 型 ま た は 精 製 サ イ ト カ イ ン (例 、 組 換 え 技 術 に よ り 製 造 さ れ た 、 ま た は そ の 突
然 変 異 タ ン パ ク 質 )と 類 似 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 分 子 は 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 内 で 使
用 す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 核 酸 分 子 」 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 任 意 の 長 さ の ポ リ マ ー
形 を 意 味 す る た め に 互 換 的 に 使 用 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び /ま た は そ れ ら の 類 似 体 を 含 ん で い て よ い 。 ヌ ク レ オ チ ド
は 任 意 の 三 次 元 構 造 を 有 し て い て よ く 、 さ ら に 既 知 ま た は 未 知 の い ず れ か の 機 能 を 実 施 で
き る 。 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 に は 、 例 え ば 一 本 鎖 、 二 本 鎖 、 お よ び 三 重 の ら せ ん 状 分
子 、 遺 伝 子 も し く は 遺 伝 子 断 片 、 エ キ ソ ン 、 イ ン ト ロ ン 、 mRNA、 tRNA、 rRNA、 リ ボ ザ イ ム
、 cDNA、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 分 枝 状 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 プ ラ ス ミ ド 、 ベ ク タ ー 、 任
意 の 配 列 の 単 離 DNA、 任 意 の 配 列 の 単 離 RNA、 核 酸 プ ロ ー ブ 、 な ら び に プ ラ イ マ ー が 含 ま れ
て い る 。 天 然 核 酸 分 子 に 加 え て 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は ま た 修 飾 核 酸 分 子 を 含 ん で い て よ い
。
【 ０ ０ ７ ５ 】
用 語 「 ペ プ チ ド 」 は 、 2個 ま た は よ り 多 く の サ ブ ユ ニ ッ ト ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 類 似 体 、 ま
た は ペ プ チ ド 模 倣 物 の 化 合 物 を 意 味 す る た め 広 意 味 に 使 用 さ れ る 。 サ ブ ユ ニ ッ ト は ペ プ チ
ド 結 合 に よ っ て 結 合 さ れ て い て よ い 。 別 の 態 様 で は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト は 例 え ば エ ス テ ル 、 エ
ー テ ル 等 の 他 の 結 合 に よ っ て 結 合 さ れ て い て よ い 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 ア ミ ノ 酸 」
は 、 グ リ シ ン お よ び Dも し く は L光 学 異 性 体 の 両 方 を 含 む 天 然 お よ び /ま た は 非 天 然 ま た は
合 成 ア ミ ノ 酸 、 な ら び に ア ミ ノ 酸 類 似 体 お よ び ペ プ チ ド 模 倣 物 を 意 味 す る 。 3個 ま た は よ
り 多 く の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド は 、 そ の ペ プ チ ド 鎖 が 短 い 場 合 は 一 般 に は オ リ ゴ ペ プ チ ド と
呼 ば れ て い る 。 ペ プ チ ド 鎖 が 長 い 場 合 は 、 そ の ペ プ チ ド は 一 般 に ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン
パ ク 質 と 呼 ば れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
用 語 「 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ た 」 は 、 外 来 遺 伝 子 ま た は 核 酸 配 列 を 含 有 お よ び /ま た は 発 現 し
、 順 に 細 胞 ま た は そ の 子 孫 の 遺 伝 子 型 ま た は 表 現 型 を 修 飾 す る こ と を 意 味 す る 。 こ れ を 言
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い 換 え る と 、 細 胞 の 内 因 性 ヌ ク レ オ チ ド へ の い か な る 付 加 、 欠 失 、 ま た は 崩 壊 を も 意 味 す
る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 発 現 」 は 、 そ れ に よ っ て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が mRNA内 に 転 写 さ れ 、 ペ
プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 内 に 翻 訳 さ れ る 工 程 を 意 味 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が ゲ ノ ム DNAに 由 来 す る 場 合 は 、 発 現 は 、 適 切 な 真 核 細 胞 宿 主 が 選 択 さ れ れ ば mRNAの
ス プ ラ イ シ ン グ を 含 ん で い て よ い 。 発 現 の た め に 必 要 な 調 節 エ レ メ ン ト に は 、 RNAポ リ メ
ラ ー ゼ に 結 合 す る た め の プ ロ モ ー タ ー 配 列 お よ び リ ボ ソ ー ム 結 合 の た め の 転 写 開 始 配 列 が
含 ま れ る 。 例 え ば 、 細 菌 発 現 ベ ク タ ー は lacプ ロ モ ー タ ー の よ う な プ ロ モ ー タ ー な ら び に
転 写 開 始 の た め の シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ル ノ (Shine-Dalgarno)配 列 お よ び 開 始 コ ド ン AUGを 含
む (Sambrookら (1989)前 記 )。 同 様 に 、 真 核 細 胞 発 現 ベ ク タ ー に は 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ IIに
対 す る 異 種 ま た は 同 種 プ ロ モ ー タ ー 、 下 流 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 開 始 コ ド ン AUG、 お
よ び リ ボ ソ ー ム を 剥 離 さ せ る た め の 停 止 コ ド ン が 含 ま れ て い る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 市
販 で 入 手 、 ま た は 例 え ば 一 般 に ベ ク タ ー を 構 築 す る た め の 下 記 に 記 載 す る 方 法 の よ う な 当
技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に 記 載 さ れ た 配 列 に よ っ て 構 築 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
「 転 写 制 御 下 で 」 は 当 技 術 分 野 に お い て 明 確 に 理 解 さ れ た 用 語 で あ り 、 通 例 は DNA配 列 で
あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 転 写 が 、 転 写 の 開 始 に 寄 与 す る 、 ま た は 転 写 を 促 進 す る エ レ
メ ン ト に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る こ と に 依 存 す る こ と を 示 し て い る 。 「 機 能 的 に 連 結 さ れ
た 」 は 、 エ レ メ ン ト が そ れ ら が 機 能 す る こ と を 許 容 す る 配 列 内 に あ る 並 置 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
「 遺 伝 子 送 達 賦 形 剤 」 は 、 宿 主 細 胞 内 に 挿 入 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 運 ぶ こ と の で き る
任 意 の 分 子 で あ る と 定 義 さ れ て い る 。 遺 伝 子 送 達 賦 形 剤 の 例 は 、 リ ポ ソ ー ム 、 天 然 ポ リ マ
ー 、 お よ び 合 成 ポ リ マ ー ;リ ポ タ ン パ ク 質 ;ポ リ ペ プ チ ド ;多 糖 類 ;リ ポ 多 糖 類 ;合 成 ウ イ ル
ス 外 被 ;金 属 粒 子 ;な ら び に 細 菌 、 ま た は 例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 お よ
び レ ト ロ ウ イ ル ス の よ う な ウ イ ル ス 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 コ ス ミ ド 、 プ ラ ス ミ ド 、 真 菌
ベ ク タ ー を 含 む 生 体 適 合 性 ポ リ マ ー 、 な ら び に 多 種 多 様 な 真 核 細 胞 お よ び 原 核 細 胞 宿 主 に
お け る 発 現 に 関 し て 記 載 さ れ て い て 、 遺 伝 子 療 法 お よ び 単 純 タ ン パ ク 質 発 現 の た め に 使 用
で き る 当 技 術 分 野 に お い て 典 型 的 に 使 用 さ れ る そ の 他 の 組 換 え 賦 形 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 遺 伝 子 送 達 」 、 「 遺 伝 子 導 入 」 等 は 、 導 入 の た め に 使 用 さ れ る 方 法
と は 無 関 係 に 、 宿 主 細 胞 内 へ の 外 因 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (し ば し ば 「 導 入 遺 伝 子 」 と 呼 ば
れ る )の 導 入 を 意 味 す る 用 語 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 に は 、 例 え ば ベ ク タ ー 媒 介 性 遺 伝 子
導 入 (例 え ば ウ イ ル ス 感 染 /ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は 様 々 な 他 の タ ン パ ク 質 も し く は
脂 質 に 基 づ く 遺 伝 子 送 達 複 合 体 に よ っ て )の よ う な 様 々 な 周 知 の 技 術 、 お よ び 「 裸 の 」 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド (エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 「 遺 伝 子 銃 」 送 達 、 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 導 入 す る た め に 使 用 さ れ る 様 々 な 他 の 技 術 )の 送 達 を 容 易 に す る 技 術 が 含 ま れ て い る 。
導 入 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 宿 主 細 胞 中 で 安 定 的 ま た は 一 過 性 的 に 維 持 さ れ う る 。 安
定 的 維 持 は 、 典 型 的 に は 導 入 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 宿 主 細 胞 と 適 合 す る 複 製 起 源 を 含
有 し て い る か 、 ま た は 染 色 体 外 レ プ リ コ ン (例 、 プ ラ ス ミ ド )の よ う な 宿 主 細 胞 の レ プ リ コ
ン も し く は 核 も し く は ミ ト コ ン ド リ ア 染 色 体 内 へ 組 み 込 む こ と を 必 要 と す る 。 多 数 の ベ ク
タ ー が 哺 乳 動 物 細 胞 へ の 遺 伝 子 送 達 を 媒 介 で き る こ と が 、 当 技 術 分 野 お よ び 本 明 細 書 に 記
載 す る よ う に 既 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
「 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 」 は 、 イ ン ビ ボ 、 エ ク ス ビ ボ 、 ま た は イ ン ビ ト ロ の い ず れ か に お い て
宿 主 細 胞 内 へ 送 達 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 換 え 産 生 ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス 粒 子
で あ る と 定 義 さ れ て い る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 例 に は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 α ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 が 含 ま れ て い る
。 例 え ば セ ム リ キ 森 林 ウ イ ル ス に 基 づ く ベ ク タ ー お よ び シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス に 基 づ く ベ ク
タ ー で あ る α ウ イ ル ス ベ ク タ ー も ま た 遺 伝 子 療 法 お よ び 免 疫 療 法 に 使 用 す る た め に 開 発 さ
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れ て き た 。 Schlesinger お よ び  Dubensky(1999)Curr Opin Biotechnol.5:434-439 お よ び
 Zaksら (1999)Nat.Med.7:823-827を 参 照 。 遺 伝 子 導 入 が レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て
媒 介 さ れ る 局 面 で は 、 ベ ク タ ー 構 築 体 は レ ト ロ ウ イ ル ス ゲ ノ ム ま た は そ の 一 部 、 お よ び 治
療 用 遺 伝 子 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 レ ト ロ ウ イ ル ス 媒
介 性 遺 伝 子 導 入 」 ま た は 「 レ ト ロ ウ イ ル ス 形 質 導 入 」 は 、 同 一 の 意 味 を 有 し て お り 、 細 胞
に 侵 入 し 、 そ の ゲ ノ ム を 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 む ウ イ ル ス に よ っ て 遺 伝 子 ま た は 核 酸
配 列 が 宿 主 細 胞 内 へ 安 定 的 に 運 搬 さ れ る 工 程 を 意 味 す る 。 ウ イ ル ス は 、 そ の 通 常 の 感 染 メ
カ ニ ズ ム を 通 し て 宿 主 細 胞 内 に 侵 入 、 ま た は 細 胞 内 に 侵 入 す る た め に 異 な る 宿 主 細 胞 表 面
受 容 体 も し く は リ ガ ン ド へ 結 合 す る よ う に 修 飾 さ れ 得 る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る レ ト ロ ウ イ
ル ス ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス ま た は ウ イ ル ス 様 侵 入 メ カ ニ ズ ム を 通 し て 外 因 性 核 酸 を 細 胞 内
へ 導 入 で き る ウ イ ル ス 粒 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 そ れ ら の 遺 伝 情 報 を RNAの 形 状 で 運 ぶ こ と が で き る ;し か し ウ イ ル ス が
い っ た ん 細 胞 に 感 染 す る と 、 RNAは 感 染 細 胞 の ゲ ノ ム DNA内 に 組 み 込 ま れ る DNAの 形 態 へ 逆
転 写 さ れ る 。 組 み 込 ま れ た DNAの 形 態 は プ ロ ウ イ ル ス と 呼 ば れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
遺 伝 子 導 入 が 例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス (Ad)、 偽 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ま た は ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス
(AAV)の よ う な DNAウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て 媒 介 さ れ る 局 面 で は 、 ベ ク タ ー 構 築 体 は ウ イ
ル ス ゲ ノ ム ま た は そ の 一 部 、 お よ び 導 入 遺 伝 子 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 ア デ
ノ ウ イ ル ス (Ad)は 、 比 較 的 明 確 に 特 徴 付 け ら れ た 、 50種 を 超 え る 血 清 型 を 含 む 同 種 ウ イ ル
ス 群 で あ る 。 例 え ば 国 際 公 開 広 報 第 95/27071号 を 参 照 。 Adは 容 易 に 増 殖 す る の で 、 宿 主 細
胞 ゲ ノ ム 内 へ 組 み 込 む 必 要 が な い 。 組 換 え Ad由 来 ベ ク タ ー 、 特 に 野 生 型 ウ イ ル ス の 組 換 え
お よ び 生 成 の 能 力 を 低 下 さ せ る 組 換 え Ad由 来 ベ ク タ ー も ま た 構 築 さ れ て い る 。 国 際 公 開 広
報 第 95/00655号 お よ び 国 際 公 開 広 報 第 95/11984号 を 参 照 。 野 生 型 AAVは 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 内
へ 組 み 込 む 高 い 感 染 性 お よ び 特 異 性 を 有 し て い る 。 Hermonat　 and　 Muzyczka(1984)Proc.
Natl.Acad.Sci.USA 81:6466-6470お よ び Lebkowskiら (1988)Mol.Cell.Biol.8:3988-3996を
参 照 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
プ ロ モ ー タ ー お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 機 能 的 に 連 結 さ せ る こ と の で き る ク ロ ー ニ ン グ 部
位 の 両 方 を 含 む ベ ク タ ー は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は イ ン ビ
ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で RNAを 転 写 す る こ と が で き 、 例 え ば ス ト ラ タ ジ ー ン 社 (Stratagene、
ラ ホ ー ヤ 、 CA)お よ び プ ロ メ ガ ・ バ イ オ テ ッ ク 社 (Promega　 Biotech、 マ ジ ソ ン 、 WI)の よ
う な 供 給 元 か ら 市 販 で 入 手 で き る 。 発 現 お よ び /ま た は イ ン ビ ト ロ 転 写 を 最 適 化 す る た め
に 、 ク ロ ー ン の 5'お よ び /ま た は 3'未 翻 訳 部 分 の 除 去 、 付 加 、 ま た は 変 化 さ せ 、 転 写 ま た
は 翻 訳 の い ず れ か の レ ベ ル で 、 余 分 な 潜 在 的 に 不 適 切 な 代 替 翻 訳 開 始 コ ド ン ま た は そ の 他
の 発 現 を 妨 害 も し く は 減 少 さ せ る 可 能 性 の あ る 他 の 配 列 を 除 去 す る こ と が 必 要 な 場 合 が あ
る 。 あ る い は ま た 、 発 現 を 増 強 さ せ る た め に コ ン セ ン サ ス リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 開 始 コ ド
ン の 5'の 直 後 に 挿 入 で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
遺 伝 子 送 達 賦 形 剤 に は 、 さ ら に DNA/リ ポ ソ ー ム 複 合 体 、 お よ び 標 的 と さ れ た ウ イ ル ス タ ン
パ ク 質 DNA複 合 体 を 含 む 数 種 の 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 含 ま れ て い る 。 本 発 明 の 方 法 に お い
て さ ら に 標 的 と す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 も 含 む リ ポ ソ ー ム を 使 用 で き る 。 細 胞 へ の 送 達 を
強 化 す る た め に 、 本 発 明 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば TCR、 CD3、 ま た は CD4の よ う
な 細 胞 表 面 抗 原 へ 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の 結 合 断 片 へ 共 役 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 反 応 し て ヌ ク レ オ
チ ド 残 基 の 塩 基 間 の 水 素 結 合 を 通 し て 安 定 化 さ れ て い る 複 合 体 を 形 成 す る 反 応 を 意 味 す る
。 水 素 結 合 は 、 ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク (Watson-Crick)塩 基 対 合 、 フ ー グ シ ュ タ イ ン (Hoogstei
n)結 合 、 ま た は 任 意 の 他 の 配 列 特 異 的 方 法 に よ っ て 発 生 し う る 。 こ の 複 合 体 は 、 二 重 鎖 構
造 を 形 成 す る 二 本 鎖 、 複 数 鎖 複 合 体 を 形 成 す る 3本 ま た は よ り 多 く の 鎖 、 単 一 自 己 ハ イ ブ
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リ ダ イ ジ ン グ 鎖 、 ま た は こ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 含 ん で い て よ い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 反 応 は 、 例 え ば PCR反 応 の 開 始 、 ま た は リ ボ ザ イ ム に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 酵 素
開 裂 の よ う な よ り 広 範 な 工 程 に お い て 段 階 を 構 成 で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 例 に は 次 が 含 ま れ る 。 約 25℃ ～ 約 37℃
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温 度 ;約 6XSSC～ 約 10× SSCの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 濃
度 ;約 0%～ 約 25%の ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 ;お よ び 約 6× SSCの 洗 浄 溶 液 。 中 等 度 の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 例 に は 次 が 含 ま れ る 。 約 40℃ ～ 約 50℃ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温 度 ;約 9×
SSC～ 約 2× SSCの バ ッ フ ァ ー 濃 度 ;約 30%～ 約 50%の ホ ル ム ア ミ ド 濃 度 ;お よ び 約 5× SSC～ 約 2
× SSCの 洗 浄 溶 液 。 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 例 に は 次 が 含 ま れ る 。 約 55℃ ～ 約 68
℃ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 温 度 ;約 1× SSC～ 約 0.1× SSCの バ ッ フ ァ ー 濃 度 ;約 55%～ 約 75%の ホ
ル ム ア ミ ド 濃 度 ;お よ び 約 1× SSC、 0.1X　 SSC、 ま た は 脱 イ オ ン 水 の 洗 浄 溶 液 。 一 般 に 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 5分 間 ～ 24時 間 、 1、 2、 ま た は 3回 以 上 の
洗 浄 段 階 、 お よ び 洗 浄 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 約 1、 2、 ま た は 15分 間 で あ る 。 SSCは 0.1
5M NaClお よ び 15mMク エ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー で あ る 。 他 の バ ッ フ ァ ー 系 を 使 用 す る SSCの 等 価
物 を 使 用 で き る と 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 領 域 (ま た は ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド
領 域 )は 、 整 列 さ せ て 2つ の 配 列 を 比 較 し た 場 合 塩 基 (ま た は ア ミ ノ 酸 )の パ ー セ ン テ ー ジ が
同 一 で あ る こ と を 意 味 す る 他 の 配 列 と の 一 定 の パ ー セ ン テ ー ジ (例 え ば 、 80%、 85%、 90%、
ま た は 95%)の 「 配 列 同 一 性 」 を 有 し て い る 。 こ の 整 列 お よ び 相 同 性 率 も し く は 配 列 同 一 性
は 、 例 え ば 「 CURRENT　 PROTOCOLS　 IN　 MOLECULAR　 BIOLOGY」 (F.M.Ausubelら 編 集 、 1987
)補 遺 30、 第 7.7.18章 、 表 7.7.1に 記 載 さ れ て い る よ う に 当 技 術 分 野 で 周 知 の ソ フ ト ウ エ ア
プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 決 定 で き る 。 好 ま し く は 、 整 列 に は デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ ー を 使
用 す る 。 好 ま し い 整 列 プ ロ グ ラ ム は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 す る BLASTで あ る 。
特 に 、 好 ま し い プ ロ グ ラ ム は 、 次 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 す る BLASTNお よ び BLAS
TPで あ る 。 遺 伝 コ ー ド =標 準 ; フ ィ ル タ ー =な し ; 鎖 =両 方 ; カ ッ ト オ フ （ cutoff） =60; 予
想 =10; マ ト リ ッ ク ス =BLOSUM62; 記 述 =50；  配 列 ; HIGH SCOREに よ る ソ ー ト ; デ ー タ ベ ー
ス =非 冗 長 性 、 GenBank+EMBL+DDBJ+PDB+GenBank CDS翻 訳 +SwissProtein+SPupdate+PIL。 こ
れ ら の プ ロ グ ラ ム の 詳 細 は 次 の イ ン タ ー ネ ッ ト ア ド レ ス で 見 出 す こ と が で き る 。 www.ncbi
.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST。
【 ０ ０ ８ ９ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 イ ン ビ ボ 」 遺 伝 子 送 達 、 遺 伝 子 導 入 、 遺 伝 子 療 法 等 は 、 外 因 性 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー の 例 え ば ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の よ う な 生 体 の 身 体 内 へ
の 直 接 的 導 入 を 意 味 す る 用 語 で あ り 、 そ れ に よ り 外 因 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は そ の よ う な 生
体 の 細 胞 へ イ ン ビ ボ で 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
用 語 「 単 離 さ れ た 」 は 、 細 胞 お よ び さ も な け れ ば ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ
チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 ま た は そ の 断 片 が 通 常 は 結 び 付 い て い る 、 構 成 要 素 か ら 分 離 さ
れ た こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て は 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 通 常 は 染 色 体 内 で 結 び 付 い て い る 5'お よ び 3'配 列 か ら 分 離 さ れ て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で あ る 。 当 業 者 に は 明 白 で あ る よ う に 、 非 天 然 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ
プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 ま た は そ の 断 片 は そ の 天 然 型 対 応 物 か ら 区 別 す る た め に 「 単
離 」 を 必 要 と し な い 。 さ ら に 、 「 濃 縮 さ れ た 」 、 「 分 離 さ れ た 」 ま た は 「 希 釈 さ れ た 」 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 ま た は そ の 断 片 は 、 1容
積 当 た り の 濃 度 ま た は 分 子 数 が そ の 天 然 型 対 応 物 と 比 較 し て 「 濃 縮 さ れ た 」 よ り 大 き い 、
ま た は 「 分 離 さ れ た 」 よ り 小 さ い こ と で そ の 天 然 型 対 応 物 か ら 区 別 で き る 。 天 然 型 対 応 物
と そ の 一 次 配 列 に お い て 、 ま た は 例 え ば そ の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン に よ っ て 相 違 す る 、 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 ま た は そ の 断 片 は 、 そ の
一 次 配 列 に よ っ て 、 あ る い は 例 え ば グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の よ う な 他 の 特 徴 に よ っ て 天 然
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型 対 応 物 か ら 区 別 で き る の で 、 そ の 単 離 し た 形 態 で 存 在 す る 必 要 は な い 。 本 明 細 書 に 開 示
す る 発 明 の 各 々 に つ い て 明 示 的 に は 言 及 し な い が 、 下 記 に 開 示 す る 適 切 な 条 件 下 で の 組 成
物 各 々 に つ い て の 上 記 の 態 様 全 て が 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る と 理 解 さ れ な け れ ば な ら
な い 。 従 っ て 、 非 天 然 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 単 離 さ れ た 天 然 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と は 別 個
の 態 様 と し て 提 供 さ れ る 。 細 菌 細 胞 内 で 産 生 す る タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 中 で タ ン パ ク 質 を 自
然 に 産 生 す る 真 核 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 天 然 型 タ ン パ ク 質 と は 別 個 の 態 様 と し て 提 供 さ れ る
。
【 ０ ０ ９ １ 】
「 宿 主 細 胞 」 、 「 標 的 細 胞 」 、 ま た は 「 レ シ ピ エ ン ト 細 胞 」 は 、 ベ ク タ ー ま た は 外 因 性 核
酸 分 子 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び /も し く は タ ン パ ク 質 取 込 み の た め の レ シ ピ エ ン ト で あ
り 得 る か 、 ま た は レ シ ピ エ ン ト で あ っ た こ と が あ る 、 任 意 の 個 々 の 細 胞 ま た は 細 胞 培 養 を
含 有 す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。 ま た 、 単 一 細 胞 の 子 孫 を 含 有 す る こ と も 意 図 さ れ て お り
、 そ の 子 孫 は 、 自 然 の 、 偶 発 的 、 ま た は 意 図 的 な 変 異 を 原 因 と し て 、 元 の 親 細 胞 と (形 態
学 的 、 ま た は ゲ ノ ム も し く は 全 DNA相 補 性 で )必 ず し も 完 全 に 同 一 で な く と も よ い 。 細 胞 は
、 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 で あ っ て よ く 、 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 動 物 細 胞 、 お よ び 例 え ば
ネ ズ ミ 、 ラ ッ ト 、 サ ル 、 ま た は ヒ ト の よ う な 哺 乳 動 物 細 胞 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
「 被 験 者 」 は 、 脊 椎 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト で あ る 。 哺 乳 動 物 は
、 マ ウ ス 、 サ ル 、 ヒ ト 、 家 畜 、 競 技 用 動 物 、 お よ び 愛 玩 動 物 を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
「 対 照 」 は 、 比 較 す る 目 的 の 実 験 に お い て 使 用 さ れ る 代 替 被 験 者 ま た は 試 料 で あ る 。 対 照
は 、 「 陽 性 」 ま た は 「 陰 性 」 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 実 験 の 目 的 が 遺 伝 子 の 変 化 し た 発 現 レ
ベ ル と 特 定 タ イ プ の 癌 と の 相 関 を 判 定 す る こ と で あ る 場 合 は 、 一 般 に は 陽 性 対 照 (そ の よ
う な 変 化 を 有 し 、 そ の 疾 患 に 特 徴 的 な 症 状 を 呈 し て い る 被 験 者 ま た は 被 験 者 か ら の 試 料 )
、 お よ び 陰 性 対 照 (変 化 し た 発 現 お よ び そ の 疾 患 の 臨 床 症 状 が 欠 如 し て い る 被 験 者 ま た は
被 験 者 か ら の 試 料 )を 使 用 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
互 換 的 に 使 用 さ れ 、 単 数 形 お よ び 複 数 形 の い ず れ も あ る 用 語 「 癌 」 、 「 新 生 物 」 、 お よ び
「 腫 瘍 」 は 、 宿 主 生 体 に 対 し て 病 理 的 に な る 悪 性 形 質 転 換 を 受 け た 細 胞 を 意 味 す る 。 一 次
癌 細 胞 (即 ち 、 悪 性 形 質 転 換 部 位 の 近 く か ら 入 手 さ れ た 細 胞 )は 、 明 確 に 確 立 さ れ た 技 術 、
特 に 組 織 学 検 査 に よ っ て 非 癌 細 胞 か ら 容 易 に 区 別 で き る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 癌 細 胞 の 定
義 に は 、 一 次 癌 細 胞 だ け で は な く 、 癌 細 胞 祖 先 に 由 来 す る 任 意 の 細 胞 も 含 ま れ て い る 。 こ
れ に は 転 移 癌 細 胞 、 な ら び に 癌 細 胞 に 由 来 す る イ ン ビ ト ロ 培 養 物 お よ び 細 胞 株 が 含 ま れ て
い る 。 通 常 は 固 形 腫 瘍 と し て 顕 在 化 す る タ イ プ の 癌 に つ い て 言 及 す る 場 合 、 「 臨 床 的 に 検
出 可 能 な 」 腫 瘍 は 、 例 え ば CATス キ ャ ン 、 磁 気 共 鳴 イ メ ー ジ ン グ (MRI)、 X線 、 超 音 波 、 ま
た は 触 診 の よ う な 方 法 に よ っ て 腫 瘍 塊 に 基 づ い て 検 出 で き る 腫 瘍 で あ る 。 生 化 学 的 ま た は
免 疫 学 的 所 見 単 独 で は 、 こ の 定 義 を 満 た す に は 不 十 分 な こ と が あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
新 生 物 は 、 組 織 の 比 較 的 に 自 律 的 な 新 規 増 殖 に よ っ て 産 生 し た 異 常 な 塊 ま た は 細 胞 コ ロ ニ
ー で あ る 。 ほ と ん ど の 新 生 物 は 、 悪 性 形 質 転 換 を 受 け た 単 一 細 胞 の ク ロ ー ン 性 増 殖 か ら 発
生 す る 。 正 常 細 胞 か ら 新 生 細 胞 へ の 形 質 転 換 は 、 細 胞 ゲ ノ ム を 直 接 的 か つ 不 可 逆 性 に 変 化
さ せ る 化 学 的 、 物 理 的 、 ま た は 生 物 学 的 物 質 (も し く は 事 象 )に よ っ て 誘 発 さ れ 得 る 。 新 生
細 胞 は 、 一 部 の 特 殊 機 能 の 消 失 、 お よ び 新 規 生 物 学 的 特 性 、 最 も 重 要 に は 比 較 的 に 自 律 的
な (制 御 さ れ な い )増 殖 の 特 性 の 獲 得 を 特 徴 と す る 。 新 生 細 胞 は そ れ ら の 遺 伝 性 生 物 学 的 特
徴 を 子 孫 細 胞 へ 伝 え る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
新 生 物 の 過 去 、 現 在 、 お よ び 将 来 予 測 さ れ る 生 物 学 的 挙 動 、 ま た は 臨 床 経 過 は さ ら に 良 性
ま た は 悪 性 と 分 類 さ れ る が 、 こ れ は 診 断 、 治 療 、 お よ び 予 後 に お い て 極 め て 重 要 な 区 別 で
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あ る 。 悪 性 新 生 物 は 極 め て 高 度 の 自 律 性 を 明 示 し 、 侵 襲 お よ び 転 移 性 に 広 が る こ と が で き
、 治 療 に 抵 抗 性 で 、 さ ら に 死 を 誘 発 す る こ と が あ る 。 良 性 新 生 物 は 程 度 の よ り 低 い 自 律 性
を 有 し 、 通 例 は 侵 襲 性 で は な く 、 転 移 せ ず 、 さ ら に 一 般 的 に は 適 切 に 治 療 さ れ れ ば 大 き な
傷 害 を 生 じ さ せ な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
癌 は 、 悪 性 新 生 物 に 対 す る 一 般 的 用 語 で あ る 。 退 形 成 は 、 癌 細 胞 に 特 徴 的 な 特 性 で あ り 、
正 常 な 構 造 的 お よ び 機 能 的 特 徴 の 欠 如 を 意 味 す る (未 分 化 )。
【 ０ ０ ９ ８ 】
腫 瘍 は 、 例 え ば 炎 症 性 ま た は 他 の 膨 潤 の よ う な 文 字 通 り あ ら ゆ る タ イ プ の 膨 潤 で あ る が 、
現 代 の 用 法 で は 一 般 に 新 生 物 を 意 味 す る 。 接 尾 辞 「 -oma(-腫 瘍 )」 は 腫 瘍 を 意 味 し 、 通 常
は 線 維 腫 、 脂 肪 腫 、 そ の 他 に お け る よ う な 良 性 新 生 物 を 意 味 す る が 、 と き に は い わ ゆ る 黒
色 腫 、 肝 腫 、 お よ び 精 上 皮 腫 に お け る よ う な 悪 性 新 生 物 、 ま た は 例 え ば 血 腫 、 肉 芽 腫 、 も
し く は 過 誤 腫 の よ う な 非 新 生 物 病 変 を も 表 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
接 尾 辞 「 -blastoma(-芽 細 胞 腫 )」 は 、 例 え ば 副 腎 の 神 経 芽 細 胞 腫 ま た は 眼 の 網 膜 芽 細 胞 種
の よ う な 胚 細 胞 の 新 生 物 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
組 織 発 生 と は 、 組 織 の 起 源 で あ り 、 起 源 の 組 織 細 胞 に 基 づ い て 新 生 物 を 分 類 す る 方 法 で あ
る 。 腺 腫 は 腺 上 皮 の 良 性 新 生 物 で あ る 。 癌 腫 は 上 皮 の 悪 性 腫 瘍 で あ る 。 肉 腫 は 間 充 組 織 の
悪 性 腫 瘍 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
新 形 成 を 分 類 す る 1つ の シ ス テ ム は 、 良 性 ま た は 悪 性 い ず れ で あ る か の 生 物 学 的 (臨 床 的 )
挙 動 、 な ら び に 組 織 学 的 お よ び 細 胞 学 的 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る よ う な 新 生 物 の 起 源 の 組
織 ま た は 細 胞 で あ る 組 織 発 生 を 利 用 す る 。 新 生 物 は 、 有 糸 分 裂 で き る 細 胞 を 含 有 す る ほ と
ん ど 任 意 の 組 織 か ら 発 生 す る 可 能 性 が あ る 。 新 生 物 の 組 織 発 生 分 類 は 、 組 織 学 的 お よ び 細
胞 学 的 検 査 に よ っ て 決 定 さ れ る よ う な 起 源 の 組 織 (ま た は 細 胞 )に 基 づ い て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
「 抑 制 性 」 腫 瘍 増 殖 と は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 原 感 作 さ れ た 抗 原 特 異 的 免 疫 エ フ ェ ク タ
ー 細 胞 に 接 触 し て い な い 場 合 の 増 殖 と 比 較 し て 縮 小 し た 増 殖 状 態 を 示 し て い る 。 腫 瘍 細 胞
増 殖 は 、 腫 瘍 サ イ ズ の 測 定 、 腫 瘍 細 胞 が 3 H-チ ミ ジ ン 取 り 込 み ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 増 殖
す る か ど う か の 測 定 、 ま た は 腫 瘍 細 胞 の 計 数 を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 当 技 術 分 野 で
周 知 の 任 意 の 手 段 に よ っ て 評 価 で き る 。 「 抑 制 性 」 腫 瘍 細 胞 増 殖 と は 、 緩 徐 化 、 遅 延 化 の
い ず れ か ま た は 全 部 を 意 味 し 、 「 抑 制 性 」 腫 瘍 増 殖 は 腫 瘍 増 殖 を 停 止 さ せ た 場 合 の 縮 小 し
て い る 増 殖 状 態 お よ び 腫 瘍 収 縮 を 意 味 し て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
用 語 「 培 養 す る 」 は 、 様 々 な 種 類 の 培 地 上 ま た は 培 地 中 で の 細 胞 ま た は 生 体 の イ ン ビ ト ロ
繁 殖 を 意 味 す る 。 培 養 中 の 細 胞 増 殖 の 子 孫 は 、 親 細 胞 と 完 全 に (形 態 学 的 、 遺 伝 学 的 、 ま
た は 表 現 型 的 に )同 一 で は な く て も よ い と 理 解 さ れ て い る 。 「 伸 長 さ れ た 」 は 、 細 胞 の 任
意 の 増 殖 ま た は 分 割 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
「 組 成 物 」 は 、 活 性 物 質 と 例 え ば ア ジ ュ バ ン ト の よ う な 不 活 性 (例 え ば 検 出 可 能 な 物 質 ま
た は 標 識 )ま た は 活 性 で あ る 、 そ の 他 の 化 合 物 ま た は 組 成 物 と の 組 み 合 わ せ を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
「 薬 学 的 組 成 物 」 は 、 活 性 物 質 と 、 組 成 物 を イ ン ビ ト ロ 、 イ ン ビ ボ 、 ま た は エ ク ス ビ ボ で
の 診 断 的 ま た は 治 療 的 使 用 に 適 合 さ せ る 不 活 性 ま た は 活 性 の 担 体 と の 組 み 合 わ せ を 含 む こ
と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 は 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 食 塩 液 、 水 、
お よ び 例 え ば 油 /水 型 も し く は 水 /油 型 エ マ ル ジ ョ ン の よ う な エ マ ル ジ ョ ン 、 お よ び 様 々 な
タ イ プ の 湿 潤 剤 の よ う な 標 準 医 薬 用 担 体 の い ず れ か を 含 む 。 組 成 物 は さ ら に ま た 安 定 剤 お
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よ び 保 存 料 を 含 む こ と が で き る 。 担 体 、 安 定 剤 、 お よ び ア ジ ュ バ ン ト の 例 に つ い て は 、 Ma
rtin,「 REMINGTON'S PHARM.SCI.,15th Ed.」 (Mack Publ.Co.,イ ー ス ト ン (1975))を 参 照 さ
れ た い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
「 有 効 量 」 は 、 有 益 ま た は 所 望 の 結 果 を 達 成 す る た め に 十 分 な 量 で あ る 。 有 効 量 は 1つ ま
た は 複 数 の 投 与 、 適 用 、 ま た は 用 量 で 投 与 で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
ペ プ チ ド リ ガ ン ド 化 合 物 お よ び 組 成 物
本 発 明 は 次 の 構 造 を 有 す る 化 合 物 を 提 供 す る 。
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ま た は
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ま た は
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 MHC分 子 に 結 合 し 、 同 族 天 然 抗 原 性 エ ピ ト ー プ お よ び そ れ ら の 対 応 す る 天
然 タ ン パ ク 質 へ の 免 疫 応 答 を 調 節 す る た め に 有 用 で あ る 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 発 明 は 、 さ ら に 抗 癌 ワ ク チ ン の 構 成 要 素 と し て 、 お よ び 差 別 的 な 、 即 ち 異 常 な 抗 原 CK-1
8の 発 現 を 特 徴 と す る 細 胞 に 対 し て 特 異 的 で あ る 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 増 大 さ せ る た め
に 有 用 で あ る 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
「 CK-18関 連 癌 ま た は 悪 性 腫 瘍 」 は 、 抗 原 タ ン パ ク 質 の 分 化 的 発 現 が 新 生 物 表 現 型 に 対 す
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る マ ー カ ー と し て 機 能 す る 癌 ま た は 悪 性 腫 瘍 で あ る 。 CK-18抗 原 の 分 化 的 発 現 を 示 す 癌 の
タ イ プ の 例 に は 乳 癌 お よ び 肺 癌 が 含 ま れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ２ 】
あ る 態 様 で は 、 本 発 明 の リ ガ ン ド は 天 然 抗 原 性 エ ピ ト ー プ へ の MHC結 合 に 対 し て 匹 敵 す る
、 ま た は 増 強 し た 親 和 性 を 有 す る 。 ペ プ チ ド :MHCク ラ ス I結 合 特 性 が 免 疫 原 性 と 相 関 す る
こ と は 証 明 さ れ て い る (Sette, A.ら (1994)Immunol.153:5586;van der Burg,S.H.ら (1996)
J.Immunol.156:3308)。 本 発 明 の リ ガ ン ド の MHCク ラ ス I分 子 へ の 匹 敵 す る 結 合 は 当 技 術 分
野 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て 測 定 で き 、 ア ル ゴ リ ズ ム に 基 づ い て 親 和 性 を 計 算 す
る 方 法 (例 え ば 、 Parkerら (1992)J.Immunol.149:3580-3587を 参 照 )お よ び 実 験 的 に 結 合 親
和 性 を 決 定 す る 方 法 (例 え ば 、 Tanら (1997)J.Immunol.Meth.209(1):25-36を 参 照 )が 含 ま れ
る が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 ク ラ ス I分 子 へ の ペ プ チ ド の 相 対 結 合 は 、 様 々 な 濃
度 の 被 験 ペ プ チ ド (例 、 100mM～ 1nMの 範 囲 内 )を 使 用 し て 、 界 面 活 性 剤 溶 解 MHC分 子 へ の 放
射 標 識 標 準 ペ プ チ ド の 結 合 に 基 づ い て 測 定 で き る 。 MHCク ラ ス I重 鎖 お よ び β 2 -ミ ク ロ グ ロ
ブ リ ン が 固 定 濃 度 (例 、 5nM)の 放 射 標 識 標 準 (対 照 )ペ プ チ ド お よ び 様 々 な 濃 度 の 被 験 ペ プ
チ ド と 共 に 適 切 な 時 間 (例 、 2時 間 ～ 72時 間 )室 温 で プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 混 合 物 の 存 在 下
で 共 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 対 照 チ ュ ー ブ は 標 準 ペ プ チ ド お よ び MHC分 子 を 含 む が 、 被 験
ペ プ チ ド を 含 ん で い な い 。 MHC結 合 放 射 能 が ゲ ル 濾 過 に よ っ て 測 定 さ れ る 。 IC 5 0 (対 照 ペ プ
チ ド の 結 合 の 50%阻 害 を 生 じ さ せ る 被 験 ペ プ チ ド の 濃 度 )が 各 ペ プ チ ド に つ い て 計 算 さ れ る
。 結 合 親 和 性 を 決 定 す る さ ら な る 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、
本 発 明 の リ ガ ン ド は 天 然 抗 原 性 エ ピ ト ー プ に 匹 敵 す る ま た は 増 強 さ れ た 抗 原 特 異 的 T細 胞
活 性 化 を 誘 発 す る 。 本 発 明 の リ ガ ン ド の 免 疫 原 性 を 決 定 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 知
ら れ て お り 、 al-Ramadiら (1992)J.Immunol.155(2):662-673;お よ び Zuegelら (1998)J.Immu
nol.161(4):1705-1709に 記 載 さ れ て い る 方 法 が 含 ま れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
あ る 態 様 で は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 少 な く と も 1種 、 あ る い は 少 な く と も 2種 、 あ る い は 少 な
く と も 3種 の 本 発 明 の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド を 含 む 。 あ る 局 面 で は 、 そ の よ う な 組 成 物 は 単 一
リ ガ ン ド の 2個 ま た は よ り 多 く の コ ピ ー を 含 ん で い て よ い 。 ま た 別 の 局 面 で は 、 そ の よ う
な 組 成 物 は 2個 ま た は よ り 多 く の リ ガ ン ド を 含 ん で い て よ い が 、 こ の と き 前 記 2個 ま た は よ
り 多 く の リ ガ ン ド の 各 リ ガ ン ド は 前 記 組 成 物 中 の す べ て の 他 の リ ガ ン ド と は 別 個 で あ る 。
あ る 態 様 で は 、 2個 ま た は よ り 多 く の 免 疫 原 性 リ ガ ン ド が 共 有 結 合 し て い る 。
【 ０ １ １ ４ 】
本 発 明 は 、 新 規 の 抗 原 性 ペ プ チ ド 配 列 を 提 供 し 、 こ れ ら は 抗 癌 ワ ク チ ン の 構 成 要 素 と し て
、 お よ び ヒ ト 癌 抗 原 CK-18の 分 化 的 な 発 現 を 特 徴 と す る 細 胞 お よ び 癌 細 胞 に 対 し て 特 異 的
で あ る 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 増 大 さ せ る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
さ ら に 用 語 「 抗 原 性 ペ プ チ ド 」 に 含 ま れ る の は 、 任 意 で 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 ま た は 7の 配
列 を 含 む 介 在 ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 本 発 明 の 抗 原 性 ペ プ チ ド の 多 量 体 (
鎖 状 体 )で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 こ れ ら の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る が 、 こ の と
き こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は ヒ ト 癌 抗 原 CK-18細 胞 毒 性 Tリ ン パ 球 に よ っ て 優 先 的 に 認 識 さ れ
る 。
【 ０ １ １ ６ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 ヒ ト CK-18ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 で き る 。 こ れ は 、 当 業 者 に は
周 知 の 組 換 え DNA技 術 の 方 法 に よ っ て 遂 行 さ れ る 。 例 え ば 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 は 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 変 化 を 導 入 す る た め に 天 然 ヒ ト 癌 抗 原 CK-18(配 列 番 号 ： 2)ま た は エ ピ
ト ー プ (配 列 番 号 ： 8)を コ ー ド す る 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 上 で 実 施 さ れ て よ い 。
【 ０ １ １ ７ 】
本 発 明 の タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば パ ー キ ン ・ エ ル マ ー /ア プ ラ イ ド ・ バ
イ オ シ ス テ ム ズ (Perkin Elmer/Applied Biosystems,Inc.,フ ォ ス タ ー シ テ ィ 、 CA、 USA)製
の 430A型 ま た は 431A型 の よ う な 市 販 で 入 手 で き る 自 動 ペ プ チ ド 合 成 装 置 を 使 用 し た 化 学 合
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成 に よ っ て 入 手 で き る 。 合 成 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 沈 降 さ せ て 、 さ ら に
例 え ば 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)に よ っ て 精 製 で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に
ま た 例 え ば ア ミ ノ 酸 お よ び 酵 素 の よ う な タ ン パ ク 質 お よ び 試 薬 の 配 列 を 提 供 し 、 適 切 な 方
向 お よ び 直 鎖 状 配 列 に あ る ア ミ ノ 酸 と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 化
学 的 に 合 成 す る 工 程 も 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
あ る い は 、 タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 宿 主 細 胞 お よ び 下 記 で 説 明 す る ベ ク タ ー 系 を
使 用 し た 本 明 細 書 で 説 明 す る よ う な 周 知 の 組 換 え 技 術 に よ っ て 入 手 す る こ と も で き る
【 ０ １ １ ９ 】
ペ プ チ ド 類 似 体
当 業 者 に は 、 変 化 し た 特 性 を 提 供 す る た め に 任 意 の ペ プ チ ド に 修 飾 を 加 え る こ と が で き る
こ と は 周 知 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 ア ミ ノ 酸 」 は グ リ シ ン お よ び Dも し く は L光
学 異 性 体 両 方 を 含 む 天 然 お よ び /ま た は 非 天 然 ま た は 合 成 ア ミ ノ 酸 、 な ら び に ア ミ ノ 酸 類
似 体 お よ び ペ プ チ ド 模 倣 物 の い ず れ を も 意 味 す る 。 3個 ま た は よ り 多 く の ア ミ ノ 酸 か ら な
る ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 鎖 が 短 い 場 合 は 一 般 に オ リ ゴ ペ プ チ ド と 呼 ば れ る 。 ペ プ チ ド 鎖 が
長 い 場 合 、 そ の ペ プ チ ド は 一 般 に ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド は 非 天 然 ア ミ ノ 酸 を 含 む よ う に 修 飾 で き る 。 従 っ て 、 ペ プ チ ド は 、 ペ プ
チ ド へ 特 別 な 特 性 を 伝 達 す る た め に D-ア ミ ノ 酸 、 D-お よ び L-ア ミ ノ 酸 の 組 み 合 わ せ 、 な ら
び に 様 々 な 「 デ ザ イ ナ ー 」 ア ミ ノ 酸 (例 、 β メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 C-α メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 お よ
び N-α メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 等 )を 含 ん で い て よ い 。 さ ら に 、 特 異 的 結 合 段 階 で 特 異 的 ア ミ ノ
酸 を 指 定 す る こ と に よ っ て 、 α へ リ ッ ク ス β タ ー ン 、 β シ ー ト 、 γ タ ー ン を 備 え る ペ プ チ
ド お よ び 環 状 ペ プ チ ド を 生 成 で き る 。 一 般 に 、 α ら せ ん 二 次 構 造 ま た は ラ ン ダ ム 二 次 構 造
が 好 ま し い と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
ま た 別 の 態 様 で は 、 有 用 な 化 学 的 お よ び 構 造 的 特 性 を 付 与 す る ペ プ チ ド の サ ブ ユ ニ ッ ト が
選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 D-ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド は 、 イ ン ビ ボ で L-ア ミ ノ 酸 特 異 的 プ ロ テ
ア ー ゼ に 耐 性 で あ る 。 D-ア ミ ノ 酸 を 用 い て 修 飾 さ れ た 化 合 物 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を レ ト
ロ イ ン バ ー ソ （ retro-inverso） ペ プ チ ド と し て 作 製 す る た め 逆 の 順 序 に 整 列 さ れ た ア ミ
ノ 酸 を 用 い て 合 成 で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 は よ り 明 確 に 定 義 さ れ た 構 造 特 性 を 有 す る ペ プ
チ ド の 調 製 、 な ら び に 新 規 特 性 を 備 え た ペ プ チ ド を 調 製 す る た め の ペ プ チ ド 模 倣 物 お よ び
例 え ば エ ス テ ル 結 合 の よ う な ペ プ チ ド 模 倣 結 合 の 使 用 を 想 定 し て い る 。 別 の 態 様 は 、 減 少
さ せ た ペ プ チ ド 結 合 、 即 ち R 1 -CH 2 NH-R 2 (式 中 、 R 1 お よ び R 2 は ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は 配 列 で あ
る )を 組 み 込 ん だ ペ プ チ ド が 生 成 さ れ て よ い 。 減 少 さ せ た ペ プ チ ド 結 合 は 、 ジ ペ プ チ ド サ
ブ ユ ニ ッ ト と し て 導 入 さ れ て よ い 。 こ の よ う な 分 子 は ペ プ チ ド 結 合 加 水 分 解 、 例 え ば プ ロ
テ ア ー ゼ 活 性 に 対 し て 耐 性 で あ る と 思 わ れ る 。 こ の よ う な 分 子 は 、 例 え ば 代 謝 性 崩 壊 に 対
す る 耐 性 を 原 因 と す る イ ン ビ ボ で の 延 長 さ れ た 半 減 期 、 ま た は プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の よ う な
独 特 の 機 能 お よ び 活 性 を 備 え た リ ガ ン ド を 提 供 す る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 特 定 の 系 で は 拘
束 ペ プ チ ド が 機 能 活 性 の 強 化 を 示 す こ と が 周 知 で あ る 。 (Hruby(1982)Life Sciences 31:1
89-199お よ び Hrubyら (1990)Biochem J.268:249-262);本 発 明 は す べ て の 他 の 位 置 に お い て
ラ ン ダ ム 配 列 を 組 み 込 む 拘 束 ペ プ チ ド を 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
高 次 構 造 的 な 拘 束 を 誘 導 す る 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸
下 記 の 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 は 、 特 定 高 次 構 造 的 モ チ ー フ を 導 入 す る た め に 本 発 明 の ペ プ チ ド
内 に 組 み 込 ま れ て よ い :1,2,3,4-テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ キ シ レ ー ト (Kazrnie
rskiら (1991)、 J.Am.Chem.Soc.113:2275-2283);(2S,3S)-メ チ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 (2S,
3R)-メ チ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 (2R,3S)-メ チ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び (2R,3R)-メ チ ル
-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (Kazmierski お よ び  Hruby(1991)Tetrahedron Lett.32(41):5769-5772
);2-ア ミ ノ テ ト ラ ヒ ド ロ ナ フ タ レ ン -2-カ ル ボ ン 酸 (Landis(1989)博 士 論 文 、 ア リ ゾ ナ 大 学
);ヒ ド ロ キ シ -1,2,3,4-テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ キ シ レ ー ト (Miyakeら (1989)J
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.Takeda Res.Labs.43:53-76);ヒ ス チ ジ ン イ ソ キ ノ リ ン カ ル ボ ン 酸 (Zechelら (1991)Int.J.
Pep.Protein Res.38(2):131-138);な ら び に HIC(ヒ ス チ ジ ン 環 状 ウ レ ア )、 (Dharanipragad
aら (1993)Int.J.Pep.Protein Res.42(1):68-77お よ び ((1992)Acta.Cryst.,Crystal Struc
.Comm.48(IV):1239-1241)。
【 ０ １ ２ ３ 】
下 記 の ア ミ ノ 酸 類 似 体 お よ び ペ プ チ ド 模 倣 物 は 、 特 異 的 二 次 構 造 を 誘 導 す る ま た は 有 利 に
す る た め に ペ プ チ ド 内 へ 取 り 込 ま れ て よ い :LL-Acp(LL-3-ア ミ ノ -2-プ ロ ペ ニ ド ン -6-カ ル
ボ ン 酸 )、 β タ ー ン 誘 導 ジ ペ プ チ ド 類 似 体 (Kempら (1985)J.Org.Chem.50:5834-5838);β シ
ー ト 誘 導 類 似 体 (Kempら (1988)Tetrahedron Lett.29:5081-5082);β タ ー ン 誘 導 類 似 体 (Kem
pら (1988)Tetrahedron Lett.29:5057-5060);α ヘ リ ッ ク ス 誘 導 類 似 体 (Kempら (1988)Tetra
hedron Lett.29:4935-4938);γ タ ー ン 誘 導 類 似 体 (Kempら (1989)J.Org.Chem.54:109:115);
次 の 参 考 文 献 に よ っ て 提 供 さ れ た 類 似 体 :Nagai お よ び  Sato(1985)Tetrahedron Lett.26:
647-650;お よ び DiMaioら (1989)J.Chem.Soc.Perkin Trans.p.1687;Gly-Alaタ ー ン 類 似 体 (K
ahnら (1989)Tetrahedron Lett.30:2317);ア ミ ド 結 合 同 配 体 (Clonesら (1988)Tetrahedron 
Lett.29:38S3-38S6);テ ト ラ ゾ ー ル (Zabrockiら (1988)J.Am.Chem.Soc.110:587S-5880);DTC
(Samanenら (1990)Int.J.Protein Pep.Res.35:501:509); お よ び Olsonら (1990)J.Am.Chem.
Sci.112:323-333お よ び Garveyら (1990)J.Org.Chem.56:436の 中 で 教 示 さ れ た 類 似 体 。 高 次
構 造 的 に 拘 束 さ れ た β タ ー ン お よ び β バ ル ジ の 模 倣 物 な ら び に そ れ ら を 含 有 す る ペ プ チ ド
は 、 Kahnへ 1995年 8月 8日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 5,440,013号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
抗 原 性 ペ プ チ ド
本 発 明 の 抗 原 性 ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ は 様 々 な 処 方 物 に お い て 使 用 で き る が 、 そ れ は 使 用 目
的 に 依 存 し て 相 違 し て よ い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
本 発 明 の 抗 原 性 ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ は 、 様 々 な 他 の 分 子 へ 共 有 結 合 的 ま た は 非 共 有 結 合 的
に 結 合 (複 合 )さ れ て よ く 、 そ の 性 質 は 特 定 の 目 的 に 依 存 し て 相 違 し て よ い 。 例 え ば 、 本 発
明 の ペ プ チ ド は 、 天 然 お よ び 合 成 ポ リ マ ー 、 タ ン パ ク 質 、 多 糖 類 、 ポ リ ペ プ チ ド (ア ミ ノ
酸 )、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 お よ び 脂 質 を 含 む が そ れ ら に 限 定
さ れ な い 巨 大 分 子 担 体 へ 共 有 結 合 的 ま た は 非 共 有 結 合 的 に 複 合 さ れ る こ と が で き る 。 ペ プ
チ ド は 、 リ ポ ソ ー ム 内 へ 導 入 す る た め に 脂 肪 酸 へ 抱 合 さ れ て よ い 。 米 国 特 許 第 5,837,249
号 。 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 固 体 支 持 体 と 共 に 共 有 結 合 的 ま た は 非 共 有 結 合 的 に 複 合 さ れ て
よ く 、 様 々 な 固 体 支 持 体 が 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 本 発 明 の 抗 原 性 ペ プ チ ド エ ピ
ト ー プ は 、 下 記 で よ り 詳 細 に 説 明 す る よ う に 共 刺 激 分 子 を 含 む 、 ま た は 含 ま な い 抗 原 提 示
マ ト リ ッ ク ス と 結 び 付 け ら れ て よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
タ ン パ ク 質 担 体 の 例 は 、 ス ー パ ー 抗 原 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 、 オ ブ ア ル ブ
ミ ン 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 ミ オ グ ロ ブ リ ン 、 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
ペ プ チ ド -タ ン パ ク 質 担 体 ポ リ マ ー は 、 例 え ば カ ル ボ ジ ミ ド の よ う な 従 来 型 架 橋 剤 を 使 用
し て 形 成 し う る 。 カ ル ボ ジ ミ ド の 例 は 、 1-シ ク ロ ヘ キ シ ル -3-(2-モ ル ホ リ ニ ル -(4-エ チ ル
)カ ル ボ ジ イ ミ ド (CMC)、 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド (EDC)お よ
び 1-エ チ ル -3-(4-ア ゾ ニ ア -44-ジ メ チ ル ペ ン チ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
そ の 他 の 適 切 な 架 橋 剤 の 例 は 、 臭 化 シ ア ン 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 お よ び 無 水 コ ハ ク 酸 で
あ る 。 一 般 に 、 ホ モ 二 官 能 性 ア ル デ ヒ ド 、 ホ モ 二 官 能 性 エ ポ キ シ ド 、 ホ モ 二 官 能 性 イ ミ ド
エ ス テ ル 、 ホ モ 二 官 能 性 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ホ モ 二 官 能 性 マ レ イ ミ ド
、 ホ モ 二 官 能 性 ハ ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル 、 ホ モ 二 官 能 性 二 硫 化 ピ リ ジ ル 、 ホ モ 二 官 能 性 ハ ロ ゲ
ン 化 ア リ ー ル 、 ホ モ 二 官 能 性 ヒ ド ラ ジ ド 、 ホ モ 二 官 能 性 ジ ア ゾ ニ ウ ム 誘 導 体 、 お よ び ホ モ
二 官 能 性 光 反 応 性 化 合 物 を 含 む 多 数 の ホ モ 二 官 能 性 物 質 の い ず れ か を 使 用 で き る 。 さ ら に
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、 例 え ば ア ミ ン 反 応 性 お よ び ス ル フ ヒ ド リ ル 反 応 性 基 を 有 す る 化 合 物 、 ア ミ ン 反 応 性 お よ
び 光 反 応 性 基 を 有 す る 化 合 物 、 な ら び に カ ル ボ ニ ル 反 応 性 お よ び ス ル フ ヒ ド リ ル 反 応 性 基
を 有 す る 化 合 物 の よ う な ヘ テ ロ 二 官 能 性 化 合 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
こ の よ う な ホ モ 二 官 能 性 架 橋 剤 の 特 別 な 例 に は 、 二 官 能 性 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ
ス テ ル で あ る ジ チ オ ビ ス (ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ネ ー ト )、 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ベ レ
ー ト 、 お よ び ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル タ ル タ レ ー ト ;二 官 能 性 イ ミ ド エ ス テ ル で あ る ジ メ チ ル
ア ジ ピ ミ デ ー ト 、 ジ メ チ ル ピ メ リ ミ デ ー ト 、 お よ び ジ メ チ ル ス ベ リ ミ デ ー ト ;二 官 能 性 ス
ル フ ヒ ド リ ル 反 応 性 架 橋 剤 で あ る 1,4-ジ -［ 3'(2'-ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ン ア ミ ド ］ ブ
タ ン 、 ビ ス マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン 、 お よ び ビ ス -N-マ レ イ ミ ド -1,8-オ ク タ ン ;二 官 能 性 ハ ロ
ゲ ン 化 ア リ ー ル で あ る 1,5-ジ フ ル オ ロ -2,4-ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン お よ び 4,4'-ジ フ ル オ ロ -3,3
'-ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ス ル ホ ン ;例 え ば ビ ス -［ b-(4-ア ジ ド サ リ チ ル ア ミ ド )エ チ ル ］ ジ ス ル
フ ィ ド の よ う な 二 官 能 性 光 反 応 性 物 質 ;二 官 能 性 ア ル デ ヒ ド で あ る ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 マ
ロ ン ジ ア ル デ ヒ ド 、 ス ク シ ン ア ル デ ヒ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド お よ び ア ジ プ ア ル デ ヒ ド ;
例 え ば 1,4-ブ タ ン ジ オ ー ル ジ グ リ シ ジ ル エ ー テ ル の よ う な 二 官 能 性 エ ポ キ シ ド ;二 官 能 性
ヒ ド ラ ジ ド で あ る ア ジ ピ ン 酸 ジ ヒ ド ラ ジ ド 、 カ ル ボ ヒ ド ラ ジ ド 、 お よ び コ ハ ク 酸 ジ ヒ ド ラ
ジ ド ;二 官 能 性 ジ ア ゾ ニ ウ ム で あ る o-ト リ ジ ン 、 ジ ア ゾ 化 お よ び ビ ス -ジ ア ゾ 化 ベ ン ジ ジ ン
;二 官 能 性 ハ ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル で あ る N1N'-エ チ レ ン -ビ ス (ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド )、 N1N'-ヘ
キ サ メ チ レ ン -ビ ス (ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド )、 N1N'-ウ ン デ カ メ チ レ ン -ビ ス (ヨ ー ド ア セ ト ア
ミ ド )、 な ら び に 例 え ば 各 々 a1a'-ジ ヨ ー ド -p-キ シ レ ン ス ル ホ ン 酸 お よ び ト リ (2-ク ロ ロ エ
チ ル )ア ミ ン の よ う な ハ ロ ゲ ン 化 ベ ン ジ ル お よ び ハ ロ マ ス タ ー ド が 含 ま れ て い る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
ペ プ チ ド へ の タ ン パ ク 質 の 抱 合 を 達 成 す る た め に 使 用 で き る 一 般 的 な ヘ テ ロ 二 官 能 性 架 橋
剤 の 例 に は 、 SMCC(ス ク シ ン イ ミ ジ ル -4-(N-マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ
キ シ レ ー ト )、 MBS(m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル )、 SIA
B(N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル （ 4-ヨ ー ド ア セ チ ル )ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト )、 SMPB(ス ク シ ン イ ミ ジ
ル -4-(p-マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル )ブ チ レ ー ト )、 GMBS(N-(γ -マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ )ス ク
シ ン イ ミ ド エ ス テ ル )、 MPBH(4-(4-N-マ レ イ ミ ド ポ フ ェ ニ ル )ブ チ ル 酸 ヒ ド ラ ジ ド 、 M2C2H(
4-(N-マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ ル -ヒ ド ラ ジ ド )、 SMPT(ス ク シ ン イ
ミ ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -a-メ チ ル -a-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )ト ル エ ン )、 お よ び SPDP(N-ス ク
シ ン イ ミ ジ ル 3-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ネ ー ト )が 含 ま れ る が そ れ ら に 限 定 さ れ な い
。
【 ０ １ ３ １ 】
架 橋 は 、 カ ル ボ ニ ル 基 を 還 元 ア ミ ノ 化 に よ っ て ア ミ ン 基 ま た は ヒ ド ラ ジ ド 基 へ 結 合 さ せ る
こ と に よ っ て 遂 行 さ れ て よ い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 さ ら に ま た イ オ ン 性 、 吸 着 性 、 ま た は 生 体 特 異 的 相 互 作 用 を 通 し て
の モ ノ マ ー の 非 共 有 結 合 的 付 加 と し て 処 方 さ れ て よ い 。 ペ プ チ ド と 高 度 に 正 電 荷 ま た は 負
電 荷 分 子 と の 複 合 は 、 例 え ば 脱 イ オ ン 水 中 の よ う な 低 イ オ ン 強 度 環 境 下 で の 塩 橋 形 成 を 通
し て 実 施 さ れ て よ い 。 大 き な 複 合 体 は 、 各 々 多 数 の 負 電 荷 お よ び 正 電 荷 を 含 有 す る 例 え ば
ポ リ -(L-グ ル タ ミ ン 酸 )ま た は ポ リ -(L-リ シ ン )の よ う な 電 荷 ポ リ マ ー を 使 用 し て 作 製 で き
る 。 ペ プ チ ド の 吸 着 は 、 架 橋 ま た は 化 学 重 合 タ ン パ ク 質 を 効 果 的 に 模 倣 す る 非 共 有 結 合 的
関 連 ペ プ チ ド ス ー パ ー 抗 原 複 合 体 を 形 成 す る 、 例 え ば 微 粒 子 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の よ う な 表
面 ま た は 他 の 疎 水 性 ポ リ マ ー へ 実 施 さ れ て よ い 。 最 終 的 に 、 ペ プ チ ド は 他 の 分 子 間 の 生 体
特 異 的 相 互 作 用 の 使 用 を 通 し て 非 共 有 結 合 さ れ て よ い 。 例 え ば 、 ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン ま た は そ れ ら の 誘 導 体 の よ う な タ ン パ ク 質 に 対 す る ビ オ チ ン の 強 力 な 親 和 性 を
利 用 す る と ペ プ チ ド 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ビ オ チ ン 結 合 タ ン パ ク 質 は
、 溶 液 中 の ビ オ チ ン と 相 互 作 用 で き る 、 ま た は 別 の 分 子 へ 共 有 結 合 的 に 付 加 で き る 4つ の
結 合 部 位 を 含 む 。 Wilchek(1988)Anal.Biochem.171:1-32。 ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 上 で 利
用 で き る ア ミ ン 基 と 反 応 す る 例 え ば D-ビ オ チ ン の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル
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(NHS-ビ オ チ ン )の よ う な 一 般 的 ビ オ チ ン 化 試 薬 を 使 用 し て ビ オ チ ン 基 を 有 す る よ う に 修 飾
で き る 。 ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド は 、 そ の 後 大 き な 複 合 体 を 作 製 す る た め に ア ビ ジ ン ま た は ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト で き る 。 こ の よ う な ポ リ マ ー の 分 子 量 は 、 ア ビ ジ
ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 対 す る ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド の モ ル 比 を 慎 重 に 制 御 す る こ と
を 通 し て 調 節 で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
さ ら に 本 出 願 に よ っ て 、 診 断 方 法 に お い て 使 用 す る た め に 検 出 可 能 な 物 質 へ 抱 合 さ れ た 本
明 細 書 に 記 載 す る ペ プ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 検 出 可 能 に 標 識 さ
れ た ペ プ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド は カ ラ ム に 結 合 す る こ と が で き 、 抗 体 の 検 出 お よ び 精 製
の た め に 使 用 で き る 。 こ れ ら は ま た 下 記 で 説 明 す る 抗 体 を 産 生 す る た め の 免 疫 原 と し て 有
用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド は ま た 、 例 え ば 無 菌 ま た は 水 性 溶 液 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 懸 濁 液
、 な ら び に エ マ ル ジ ョ ン の よ う な 様 々 な 液 相 担 体 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 非 水 性 溶
剤 の 例 は 、 プ ロ ピ ル エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び 植 物 油 を 含 む
。 抗 体 を 調 製 す る た め に 使 用 し た 場 合 、 担 体 は 特 異 的 免 疫 応 答 を 非 特 異 的 に 増 強 す る た め
に 有 用 で あ る ア ジ ュ バ ン ト を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 ア ジ ュ バ ン ト が
必 要 で あ る か ど う か を 容 易 に 決 定 し て 1種 を 選 択 で き る 。 し か し 、 例 示 す る 目 的 で の み 、
適 切 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 フ ロ イ ン ト (Freund)の 完 全 お よ び 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 鉱 物 塩 、
な ら び に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
抗 原 性 ペ プ チ ド リ ガ ン ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 ま た は 7の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す
る 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 に は 、 DNA、 RNA、 お よ び 核 酸 模 倣 物 が 含 ま れ て い る 。 こ れ ら
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 相 補 体 に 加 え て 、 本 発 明 は 、 例 え ば 配 列 ま た は そ れ
ら の 相 補 体 へ の ア ン チ セ ン ス RNAの よ う な ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を さ ら に 提 供
す る 。 配 列 番 号 ： 2、 4、 6ま た は 8に 提 供 さ れ た 配 列 を 使 用 す る と ア ン チ セ ン ス RNAを 入 手
で き 、 そ の 方 法 は Van der Krolら (1988)BioTechniques 6:958に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は PCRを 使 用 し て 複 製 で き る 。 PCRテ ク ノ ロ ジ ー は 、 米 国 特 許 第
4,683,195号 ;第 4,800,159号 ;第 4,754,065号 ;お よ び 第 4,683,202号 の 主 題 で あ り 、 「 PCR:T
HE　 POLYMERASE　 CHAIN　 REACTION」 (Mullisら 編 集 、 Birkhauser Press,ボ ス ト ン (1994))
お よ び そ こ に 言 及 さ れ る 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
あ る い は 、 当 業 者 で あ れ ば 本 明 細 書 に 提 供 さ れ た 配 列 お よ び 市 販 の DNA合 成 装 置 を 使 用 し
て DNAを 複 製 で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は ま た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 直 鎖 状 配 列 、 適 切 な プ ラ
イ マ ー 分 子 、 酵 素 の よ う な 化 学 物 質 、 お よ び そ れ ら の 複 製 に つ い て の 説 明 書 を 提 供 す る 段
階 、 な ら び に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 入 手 す る た め に ヌ ク レ オ チ ド を 適 切 な 方 向 で 化 学 的 に 複
製 ま た は 結 合 さ せ る 段 階 に よ っ て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 入 手 す る た め の 工 程 を 提 供
す る 。 別 の 態 様 で は 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は さ ら に 単 離 さ れ る 。 さ ら に ま た 、 当 業
者 で あ れ ば 複 製 お よ び 増 幅 の た め に そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 適 切 な 複 製 ベ ク タ ー 内 へ 挿 入
し 、 そ の ベ ク タ ー を 適 切 な 宿 主 細 胞 (原 核 ま た は 真 核 )内 へ 挿 入 で き る 。 こ の よ う に 増 幅 さ
せ た DNAは 、 当 業 者 に は 周 知 の 方 法 に よ っ て 細 胞 か ら 単 離 で き る 。 こ の 方 法 に よ っ て ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 入 手 す る た め の 工 程 も ま た 本 明 細 書 に 提 供 さ れ 、 同 様 に し て ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド も 入 手 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
RNAは ま ず 最 初 に DNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 適 切 な 宿 主 細 胞 内 へ 挿 入 す る こ と に よ っ て 入 手 で
き る 。 DNAは 例 え ば 適 切 な 遺 伝 子 送 達 賦 形 剤 (例 、 リ ポ ソ ー ム 、 プ ラ ス ミ ド 、 ま た は ベ ク タ
ー )の 使 用 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ る よ う な 任 意 の 適 切 な 方 法 に よ っ て 挿 入 で
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き る 。 細 胞 が 複 製 し 、 DNAが RNA内 に 転 写 さ れ る と 、 RNAは そ の 後 、 例 え ば 上 記 の Sambrook
ら (1989)に 記 載 さ れ て い る よ う な 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 単 離 で き る 。 例 え ば 、 mRNA
は Sambrookら (1989)上 記 参 照 に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 様 々 な 溶 菌 酵 素 も し く は 化 学
薬 品 溶 液 を 使 用 し て 単 離 、 ま た は 製 造 業 者 に よ っ て 提 供 さ れ る 添 付 の 取 扱 説 明 書 に 従 い 核
酸 結 合 樹 脂 に よ っ て 抽 出 で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
少 な く と も 4個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び よ り 好 ま し く は 少 な く と も 5個 ま た は 6個
の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 10個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド
を 有 し 、 配 列 番 号 ： 1ま た は 7の ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 相 補 性 ま
た は 相 同 性 で あ る 配 列 を 示 す ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 プ ロ ー ブ と し
て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
当 技 術 分 野 で は 、 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に は 「 完 全 マ ッ チ 」 プ ロ ー ブ は 必
要 と さ れ な い こ と が 知 ら れ て い る 。 少 数 の 塩 基 の 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 に よ っ て 達 成 さ
れ る プ ロ ー ブ 配 列 に お け る 小 さ な 変 化 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特 異 性 に 影 響 を 及 ぼ さ
な い 。 一 般 に 、 20%塩 基 対 ミ ス マ ッ チ (最 適 に 整 列 さ せ た と き )は 許 容 さ れ 得 る 。 好 ま し く
は 、 上 記 の mRNAを 検 出 す る た め の 有 用 な プ ロ ー ブ は 、 事 前 に 特 徴 付 け ら れ た 遺 伝 子 に 対 応
す る 以 前 に 同 定 さ れ た 配 列 に 含 ま れ る 匹 敵 す る サ イ ズ の 相 同 領 域 と 少 な く と も 約 80%同 一
で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 プ ロ ー ブ は 相 同 領 域 の 整 列 後 に 対 応 す る 遺 伝 子 配 列 と 85%同 一
で あ る ;い っ そ う よ り 好 ま し く は 、 プ ロ ー ブ は 90%の 同 一 性 を 示 す 。
【 ０ １ ４ １ 】
こ れ ら の プ ロ ー ブ は 、 こ れ ら の 細 胞 を 含 有 す る 様 々 な 細 胞 ま た は 組 織 を 検 出 ま た は モ ニ タ
リ ン グ す る た め に 放 射 標 識 測 定 法 (例 、 サ ー ザ ン お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 )に お い て 使
用 で き る 。 プ ロ ー ブ は ま た 、 例 え ば 本 発 明 の 1つ ま た は 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す
る 遺 伝 子 発 現 を 検 出 す る た め に ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に お い て 使 用
す る チ ッ プ の よ う な 固 体 支 持 体 ま た は ア レ イ へ 付 着 さ せ る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明
は さ ら に 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 使 用 す る た め の 固 体 支 持 体 へ 付 着 さ
せ た 、 上 記 に 定 義 し た よ う な 少 な く と も 1種 の プ ロ ー ブ お よ び /ま た は こ れ ら の 配 列 の 1つ
の 相 補 体 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 例 え ば 宿 主 細 胞 内 へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 形 質 導 入 を
確 認 す る た め に 、 APCに お い て 発 現 し て い る 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 転 写 体 を 検 出 す る た め の
プ ラ イ マ ー と し て 機 能 で き る 。 こ の 状 況 で は 、 増 幅 は 合 理 的 忠 実 度 で 標 的 配 列 を 複 製 で き
る プ ラ イ マ ー 依 存 性 ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る 任 意 の 方 法 を 意 味 す る 。 増 幅 は 、 例 え ば T7 D
NAポ リ メ ラ ー ゼ 、 大 腸 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の ク レ ノ ウ 断 片 、 お よ び 逆 転 写 酵 素 の よ う な 天
然 ま た は 組 換 え DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ っ て 実 施 で き る 。 プ ラ イ マ ー の 好 ま し い 長 さ は 、 上
記 の プ ロ ー ブ に 対 し て 同 定 さ れ た 長 さ と 同 一 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
本 発 明 は さ ら に 、 DNAま た は RNAの 複 製 お よ び /ま た は 一 過 性 も し く は 安 定 性 発 現 の た め の R
NAの 転 写 プ ロ モ ー タ ー お よ び 他 の 調 節 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 機 能 的 に 連 結 さ れ た 」 は 、 プ ロ モ ー タ ー が RN
A転 写 を DNA分 子 の 外 へ 方 向 付 け る よ う な 方 法 で 配 置 さ れ た こ と を 意 味 す る 。 こ の よ う な プ
ロ モ ー タ ー の 例 は 、 SP6、 T4お よ び T7で あ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 挿 入 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 細 胞 特 異 的 発 現 の た め に は 細 胞 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー が 使 用 さ れ る 。 停 止 コ ド ン お よ
び 選 択 可 能 な マ ー カ ー 配 列 、 な ら び に 挿 入 さ れ た DNAの 破 片 が プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連
結 さ れ る こ と が で き る ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 含 む 、 プ ロ モ ー タ ー ま た は プ ロ モ ー タ ー /エ ン
ハ ン サ ー を 含 有 す る ベ ク タ ー は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 市 販 で 入 手 で き る 。 一 般 的 方 法
お よ び ク ロ ー ニ ン グ 戦 略 に つ い て は 、 「 GENE　 EXPRESSION　 TECHNOLOGY」 (Goeddel編 集 、
Academic Press,Inc.(1991))お よ び そ の 中 で 言 及 さ れ た 参 考 文 献 、 な ら び に マ ッ プ 、 機 能
的 特 性 、 商 業 的 供 給 業 者 、 お よ び 様 々 な 適 切 な ベ ク タ ー に つ い て の GenEMBL登 録 番 号 の 資
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料 を 含 む 「 VECTORS:ESSENTIAL DATA SERIES(Gacesa お よ び  Ramji編 集 ,John Wiley & Son
s,N.Y.(1994)を 参 照 さ れ た い 。 好 ま し く は 、 こ れ ら の ベ ク タ ー は イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ
ボ の RNAを 転 写 で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
こ れ ら の 核 酸 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー は 、 タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る た め
の 宿 主 ベ ク タ ー 系 を 入 手 す る た め に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 発 現 ベ ク タ ー は 、 染 色 体 DNAの
エ ピ ソ ー ム ま た は 不 可 欠 な 部 分 の い ず れ か と し て 宿 主 生 体 内 で 複 製 可 能 で な け れ ば な ら な
い こ と を 意 味 し て い る 。 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随
伴 ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス を 含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 コ ス ミ ド 等 を 含 む 。 ア デ ノ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー は 、 遺 伝 子 を イ ン ビ ボ で 組 織 内 に 導 入 す る た め に 特 に 有 用 で あ る が 、 そ れ は イ
ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ 両 方 に お け る の そ れ ら の 高 レ ベ ル の 発 現 お よ び 細 胞 の 効 率 的 な 形
質 転 換 の た め で あ る 。 核 酸 が 適 切 な 宿 主 細 胞 、 例 え ば 原 核 ま た は 真 核 細 胞 お よ び 宿 主 細 胞
複 製 物 内 に 挿 入 さ れ る と 、 タ ン パ ク 質 を 組 換 え 的 に 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 適 切 な 宿 主
細 胞 は ベ ク タ ー に 依 存 し 、 周 知 の 方 法 を 使 用 し て 構 築 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 、 動 物 細 胞 、 ヒ
ト 細 胞 、 サ ル 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 お よ び 細 菌 細 胞 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 上
記 の Sambrookら (1989)を 参 照 さ れ た い 。 外 因 性 核 酸 を 細 胞 内 へ 挿 入 す る た め の ウ イ ル ス ベ
ク タ ー の 使 用 に 加 え て 、 例 え ば 細 菌 細 胞 に 対 す る 形 質 転 換 ;哺 乳 動 物 細 胞 に 対 す る リ ン 酸
カ ル シ ウ ム 沈 降 法 を 使 用 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ;DEAE-デ キ ス ト ラ ン ;エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン ;ま た は マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン の よ う な 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 核
酸 を 宿 主 細 胞 内 へ 挿 入 で き る 。 こ の 方 法 に つ い て は 上 記 の Sambrookら (1989)を 参 照 さ れ た
い 。 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し て い る 宿 主 細 胞 、 例 え ば 哺 乳 動 物 細 胞 、 動 物 細 胞 (ラ ッ ト ま た は マ
ウ ス )、 ヒ ト 細 胞 、 ま た は 例 え ば 細 菌 細 胞 の よ う な 原 核 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 内 へ 送 達 す る (イ ン ビ ボ 、 エ ク ス ビ ボ ま
た は イ ン ビ ト ロ の い ず れ か で あ っ て も )た め に 適 切 な 送 達 賦 形 剤 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ク ロ ー ニ ン グ ま た は 発 現 ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ て い て よ い 。 こ れ ら の ベ
ク タ ー (特 に 発 現 ベ ク タ ー )は 、 例 え ば 細 胞 内 へ の 送 達 お よ び /ま た は 侵 入 を 促 進 で き る 多
数 の 形 態 の い ず れ か を と る た め に 順 に 操 作 さ れ て よ い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
ベ ク タ ー が イ ン ビ ボ ま た は エ ク ス ビ ボ に お け る 遺 伝 子 療 法 の た め に 使 用 さ れ る 場 合 は 、 例
え ば 複 製 不 能 レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の よ う な 薬 学 的 に 許 容 さ れ る
ベ ク タ ー が 好 ま し い 。 本 発 明 の 核 酸 を 含 有 す る 薬 学 的 に 許 容 さ れ る ベ ク タ ー は 、 さ ら に 挿
入 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 過 性 ま た は 安 定 性 発 現 の た め に 修 飾 で き る 。 本 明 細 書 で 使
用 す る 用 語 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る ベ ク タ ー 」 は 、 分 化 し た 細 胞 内 へ 核 酸 を 選 択 的 に 標 的 と
し て 導 入 す る 能 力 を 有 す る ベ ク タ ー ま た は 送 達 賦 形 剤 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
そ の よ う な ベ ク タ ー の 例 は 、 感 染 し た 宿 主 細 胞 内 で の ベ ク タ ー の 広 が り を 妨 げ る ウ イ ル ス
タ ン パ ク 質 の 産 生 不 能 に よ っ て 定 義 さ れ た 「 複 製 不 能 」 ベ ク タ ー で あ る 。 複 製 不 能 レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 例 は LNL6(Miller, A.D.ら (1989)BioTechniques 7:980-990)で あ る 。
遺 伝 子 マ ー カ ー の レ ト ロ ウ イ ル ス 媒 介 性 遺 伝 子 導 入 の た め に 複 製 不 能 レ ト ロ ウ イ ル ス を 使
用 す る 方 法 は 明 確 に 確 立 さ れ て い る (Correllら (1989)Proc.Natl.Acad.Sci.USA　 86:8912;
Bordignon(1989)Proc.Natl.Acad.Sci.USA 86:8912-52;Culver K.(1991)Proc.Natl.Acad.S
ci.USA 88:3155;お よ び Rill D.R.(1991)Blood 79(10):2694-2700)。
【 ０ １ ４ ７ 】
宿 主 細 胞
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る こ れ ら の 単 離 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 組 換 え 複 製 お よ び ペ プ チ ド の 組 換 え 産 生 の た め に 有 用 で あ る 。 あ る い は 、 細 胞 を 使 用 し
て 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 で 被 験 者 に お け る 免 疫 応 答 を 誘 導 で き る 。 宿 主 細 胞 が 抗 原 提 示
細 胞 で あ る 場 合 、 そ れ ら を 使 用 に よ り 、 次 い で 養 子 免 疫 療 法 に お い て 有 用 と な る 腫 瘍 浸 潤
リ ン パ 球 の よ う な 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 集 団 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ４ ８ 】
抗 体
本 発 明 に よ っ て 、 さ ら に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 共 に 特 異 的 に 複 合 体 を 形 成 で き る 抗 体 も
提 供 さ れ る 。 用 語 「 抗 体 」 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 含 ま れ
て い る 。 抗 体 は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 お よ び ウ サ ギ ま た は ヒ ト 抗 体 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定
さ れ な い 。 抗 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る APCを 同 定
お よ び 精 製 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 、 な ら び に そ れ ら の 対 応 す る 核 酸 配
列 を 推 定 す る 実 験 方 法 に つ い て は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 上 記 の Harlow お よ び  Lane
(1988)お よ び (1999)な ら び に 上 記 の Sambrookら (1989)を 参 照 さ れ た い 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 例 え ば マ ウ ス ま た は ウ サ ギ の よ う な 動 物 内 へ
導 入 す る こ と に よ っ て 生 物 学 的 に 産 生 で き る 。 動 物 内 で 細 胞 を 産 生 す る 抗 体 が 単 離 さ れ 、
骨 髄 腫 細 胞 ま た は ヘ テ ロ 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ ら れ る と 、 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 ま た は ハ イ ブ
リ ド ー マ が 産 生 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 も ま た 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
従 っ て タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 、 お よ び 周 知 の 方 法 を 使 用 す れ ば 、 当 業 者 は タ ン パ ク 質
ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 能 力 を 有 す る 抗 体 に つ い て 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 お
よ び 抗 体 を 産 生 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
試 験 さ れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 場 合 、 試
験 さ れ て い る 抗 体 と 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ て 提 供 さ れ た 抗 体 と は 等 価 で あ る 。 さ
ら に 過 剰 な 実 験 を 行 わ ず に 、 試 験 さ れ て い る 抗 体 が 、 通 常 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 反 応 性 で
あ る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る の を 防 止 す
る か ど う か を 判 定 す る こ と に よ り 、 抗 体 が 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 一 特 異 性 を 有
し て い る か ど う か を 判 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。 試 験 さ れ て い る 抗 体 が 本 発 明 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 に よ る 結 合 の 減 少 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 競 合
す る 場 合 は 、 こ れ ら 2種 の 抗 体 が 同 一 ま た は 密 接 に 関 連 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る と 思 わ
れ る 。 あ る い は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を そ れ と 通 常 は 反 応 性 で あ る タ ン パ ク 質 と
を 事 前 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 試 験 さ れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 に 結 合 す る 能 力 が
阻 害 さ れ る か ど う か を 判 定 で き る 。 試 験 さ れ て い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 阻 害 さ れ た 場 合
は 、 ほ ぼ 確 実 に そ れ が 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 同 一 、 ま た は 密 接 に 関 連 す る エ ピ ト
ー プ 特 異 性 を 有 し て い る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
用 語 「 抗 体 」 は ま た 、 す べ て の ア イ ソ タ イ プ の 抗 体 を 含 む こ と が 意 図 さ れ て い る 。 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 定 ア イ ソ タ イ プ は 、 初 期 融 合 か ら 直 接 選 択 す る こ と に よ っ て 調 製 す る か
、 ま た は Steplewskiら (1985),Proc.Natl.Acad.Sci.USA 82:8653ま た は Spiraら (1984)J.Im
munol.Meth.74:307に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 使 用 し た 、 ク ラ ス ス イ ッ チ 変 種 を 単 離 す る た
め の 同 胞 選 択 技 術 を 使 用 す る こ と に よ っ て 相 違 す る ア イ ソ タ イ プ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
分 泌 す る 親 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 二 次 的 に 調 製 で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
本 発 明 は ま た 、 上 記 に 記 載 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 物 学 的 活 性
断 片 も 提 供 す る 。 こ れ ら の 「 抗 体 断 片 」 は そ の 抗 原 ま た は 免 疫 原 と 選 択 的 に 結 合 す る 一 部
の 能 力 を 保 持 し て い る 。 こ の よ う な 抗 体 断 片 は 下 記 を 含 む こ と が で き る が 、 そ れ ら に 限 定
さ れ な い 。
(1)　 Fab、
(2)　 Fab'、
(3)　 F(ab') 2 、
(4)　 Fv、 お よ び
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(5)　 SCA
【 ０ １ ５ ４ 】
「 生 物 学 的 活 性 抗 体 断 片 」 の 特 別 な 例 は 、 抗 体 の CDR領 域 で あ る 。 こ れ ら の 断 片 を 作 製 す
る 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て お り 、 例 え ば 上 記 の Harlow お よ び  Lane(1988)を 参
照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 化 抗 体 を 作 製 す る た め に 修 飾 で き る (Oiら (19
86)BioTechniques 4(3):214)。 キ メ ラ 抗 体 は 、 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 様 々 な ド メ イ ン が
複 数 の 種 か ら の DNAに よ っ て コ ー ド さ れ て い る 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性 を 備 え た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 他 の ハ イ ブ
リ ド ー マ の 単 離 も ま た 、 当 業 者 で あ れ ば 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 産 生 す る こ と に よ っ て 遂
行 で き る (Herlynら (1986)Science 232:100)。 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、 対 象 と す る ハ イ
ブ リ ド ー マ に よ っ て 産 生 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 上 に 存 在 す る 固 有 の 決 定 基 を 認 識 す る 抗
体 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
2種 の ハ イ ブ リ ド ー マ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 間 の イ デ ィ オ タ イ プ 同 一 性 は 、 2種 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 が 同 一 エ ピ ト ー プ 決 定 基 の 認 識 に 関 し て 同 一 で あ る こ と を 証 明 す る 。 従 っ て 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 上 の エ ピ ト ー プ 決 定 基 に 対 す る 抗 体 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 同 一 エ
ピ ト ー プ 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 す る 他 の ハ イ ブ リ ド ー マ を 同 定 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
さ ら に ま た 、 エ ピ ト ー プ を 模 倣 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め に 抗 イ デ ィ オ タ イ
プ テ ク ノ ロ ジ ー を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 第 1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 し て
作 ら れ た 抗 イ デ ィ オ タ イ プ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 第 1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 結 合
さ れ た エ ピ ト ー プ の 鏡 像 で あ る 超 可 変 領 域 中 に 結 合 ド メ イ ン を 有 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、
こ の 例 で は 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は こ れ ら の 抗 体 を 産 生 さ せ る た め の 免
疫 の た め に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
本 発 明 で 使 用 す る 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 す る 特 異 的 親
和 性 を 有 す る 任 意 の 決 定 基 を 含 む こ と が 意 図 さ れ て い る 。 エ ピ ト ー プ 決 定 基 は 、 通 常 は 例
え ば ア ミ ノ 酸 ま た は 糖 側 鎖 の よ う な 化 学 的 に 活 性 な 分 子 の 表 面 分 類 か ら 構 成 さ れ 、 通 常 は
特 異 的 三 次 元 構 造 特 性 お よ び 特 異 的 電 荷 特 性 を 有 し て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 物 質 ま た は 標 識 へ 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 当 業 者 に は 周 知
の 極 め て 様 々 な 異 な る 標 識 お よ び 標 識 方 法 が あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
低 分 子 量 ハ プ テ ン へ の 抗 体 の 結 合 は 、 ア ッ セ イ 法 の 感 受 性 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 ハ
プ テ ン は 、 そ の 後 第 2反 応 に よ っ て 特 異 的 に 検 出 で き る 。 例 え ば 、 一 般 に は 例 え ば ア ビ ジ
ン と 反 応 す る ビ オ チ ン 、 ま た は 特 異 的 抗 ハ プ テ ン 抗 体 と 反 応 で き る ジ ニ ト ロ フ ェ リ ル 、 ピ
リ ド キ サ ル 、 お よ び フ ル オ レ セ イ ン の よ う な ハ プ テ ン を 使 用 す る 。 例 え ば 、 上 記 の Harlow
 お よ び  Lane(1988)お よ び (1999)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 多 数 の 相 違 す る 担 体 へ 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 従
っ て 、 本 発 明 は さ ら に 抗 体 お よ び 活 性 ま た は 不 活 性 で あ る 他 の 物 質 を 含 有 す る 組 成 物 を 提
供 す る 。 周 知 の 担 体 の 例 は 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 デ
キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 天 然 お よ び 改 質 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、
ア ガ ロ ー ス 、 な ら び に マ グ ネ タ イ ト を 含 む 。 担 体 の 性 質 は 本 発 明 の 目 的 の た め に は 可 溶 性
で あ っ て も 不 溶 性 で あ っ て も よ い 。 当 業 者 で あ れ ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 さ せ る た め
の 他 の 適 切 な 担 体 を 知 っ て い る 、 ま た は 日 常 的 実 験 を 使 用 し て そ の よ う な 担 体 を 突 き 止 め
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る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
抗 体 、 そ の 断 片 、 ま た は 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 株 を 含 有 す る 組 成 物 は 、 本 発 明 に 含 ま れ て い
る 。 こ れ ら の 組 成 物 を 薬 学 的 に 使 用 し な け れ ば な ら な い 場 合 は 、 そ れ ら は 薬 学 的 に 許 容 さ
れ る 担 体 と 併 用 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
治 療 方 法
ま た 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は MHC分 子 に 関 連 す る 本 発 明 の ペ プ チ ド 、 化 合 物 、 お よ び 組 成
物 を 送 達 す る 段 階 を 含 む 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド は 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 を 使 用 し て 抗 原 提 示 細 胞 内 へ パ ル ス （ puls） で き る 。 抗 原
提 示 細 胞 は 、 必 要 な MHC/共 刺 激 分 子 を 発 現 す る 樹 状 細 胞 (DC)、 単 球 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Bリ
ン パ 球 、 ま た は 他 の 細 胞 タ イ プ を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 下 記 で 説 明 す る 方 法 は
、 主 と し て 最 も 強 力 で あ る DC、 好 ま し く は APCに 焦 点 を 当 て る 。 さ ら に ポ リ ペ プ チ ド ま た
は タ ン パ ク 質 を 含 有 す る こ れ ら の 宿 主 細 胞 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
MHC分 子 関 連 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 提 示 す る 単 離 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 抗 原 感 作 さ れ
た 抗 原 特 異 的 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 集 団 を 増 大 お よ び 単 離 す る た め に さ ら に 有 用 で あ る
。 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 、 例 え ば 細 胞 毒 性 Tリ ン パ 球 は 、 未 処 理 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を A
PCの 表 面 上 の MHC分 子 と 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド を 提 示 す る 抗 原 提 示 細 胞 と 共 に 培 養 す る こ
と に よ っ て 産 生 す る 。 こ の 集 団 は 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 、 例 え ば FACS解 析
ま た は フ ィ コ ー ル 勾 配 法 を 使 用 し て 精 製 で き る 。 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 お よ び そ れ に よ り
産 生 し た 集 団 を 生 成 お よ び 培 養 す る た め の 方 法 は 本 発 明 者 の 寄 与 お よ び 発 明 で あ る 。 細 胞
お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 は 、 養 子 免 疫 療 法 に お い て 有 用 で あ る
。 イ ン ビ ボ に お け る 投 与 の 前 に 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は そ れ ら の CK-18を 発 現 す る 細 胞
を 溶 解 さ せ る 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
あ る 態 様 で は 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 お よ び /ま た は APCは 遺 伝 的 に 修 飾 さ れ る 。 標 準 の 遺
伝 子 導 入 法 を 用 い て 、 共 刺 激 分 子 お よ び /ま た は 刺 激 サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 は
、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 伸 長 の 前 、 同 時 、 ま た は 後 に 挿 入 で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
本 発 明 は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 条 件 下 で 被 験 者 に 有 効 量 の ポ リ
ペ プ チ ド ま た は そ の 免 疫 原 性 部 分 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 被 験 者 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す
る 方 法 を 提 供 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 処 方 物 中 で 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド と し て 投 与 で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 遺 伝 子 送 達 賦 形 剤 中 で 、 ま た は 順
に コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 順 に 組 換 え 的 に 転 写 、 翻 訳 、 お よ び プ ロ セ シ ン グ す る 宿 主
細 胞 内 へ 挿 入 す る こ と に よ っ て 投 与 で き る 。 こ の た め 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 に 本 発 明
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 単 離 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 有 効 な ワ ク チ ン 療 法 の た め に 適 切
か つ 有 効 量 の ア ジ ュ バ ン ト 、 サ イ ト カ イ ン 、 ま た は 共 刺 激 分 子 と 併 用 で き る 。 あ る 態 様 で
は 、 宿 主 細 胞 は 例 え ば 樹 状 細 胞 の よ う な APCで あ る 。 宿 主 細 胞 は 、 有 効 量 の サ イ ト カ イ ン
お よ び /ま た は 共 刺 激 分 子 の い ず れ か ま た は 両 方 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 す
る こ と に よ っ て さ ら に 修 飾 で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 有 効 量 の サ イ ト カ イ ン ま た は 共 刺 激 分 子 を 被 験 者 へ 同 時 投 与 す る こ と に
よ っ て さ ら に 修 飾 で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
CK-18タ ン パ ク 質 の 「 免 疫 原 性 部 分 」 は T細 胞 を 抗 原 感 作 し 、 天 然 CK-18タ ン パ ク 質 ま た は
血 清 内 に 存 在 す る CK-18特 異 的 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 さ せ る こ と の で き る 部 分 で あ る 。 本 明
細 書 に 記 載 し た タ ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 部 分 は 、 抗 体 結 合 ア ッ セ イ 法 に お い て 同 定 で き る 。
こ の よ う な ア ッ セ イ 法 は 、 当 業 者 に 公 知 の 例 え ば 上 記 の Harlow お よ び  Lane、 (1988)お よ
び (1999)に 記 載 さ れ て い る よ う な 多 種 多 様 な 手 段 の い ず れ か を 使 用 し て 一 般 的 に 実 施 さ れ
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る 。 例 え ば 、 免 疫 原 性 部 分 は 血 清 内 の 抗 体 が 不 動 化 ポ リ ペ プ チ ド へ 結 合 す る の を 許 容 す る
た め に 固 体 支 持 体 (下 記 に 説 明 す る よ う に )上 で 不 動 化 さ せ 、 動 物 血 清 と 接 触 さ せ る こ と が
で き る 。 結 合 し て い な い 血 清 は 除 去 さ れ 、 結 合 し た 抗 体 は 、 例 え ば 1 2 5 I-標 識 タ ン パ ク 質 A
を 使 用 し て 検 出 さ れ る 。 あ る い は 、 免 疫 原 性 部 分 は 血 液 、 そ の 他 の 試 料 液 、 細 胞 、 ま た は
組 織 中 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 際 に 使 用 す る た め に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
本 明 細 書 に 定 義 し た CK-18タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド リ ガ ン ド 、 ま た は 免 疫 原 性 部 分 は 、 さ ら
に 配 列 番 号 ： 1ま た は 7に 示 し た 配 列 の 変 種 も 含 ん で い る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る ポ リ ペ プ チ
ド 「 変 種 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 特 性 お よ び /ま た は 免 疫 原 性 特 性 が 保 持 さ れ る よ う
に 、 配 列 番 号 ： 1ま た は 7と 保 存 置 換 お よ び /ま た は 修 飾 に お い て の み 相 違 す る ポ リ ペ プ チ
ド で あ る 。 配 列 番 号 ： 1ま た は 7の 変 種 は 、 さ ら に ま た 配 列 番 号 ： 1ま た は 7の ア ミ ノ 酸 配 列
を 修 飾 し 、 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 応 答 性 を 評 価 す る こ と に よ っ て 同 定 で き る 。 診 断 用 結
合 物 質 を 生 成 す る た め に 有 用 で あ る タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド に 対 し 、 変 種 は 新 生 物
細 胞 ま た は 組 織 、 よ り 詳 細 に は 卵 巣 お よ び 肺 の 存 在 ま た は 不 在 を 検 出 す る 抗 体 を 生 成 す る
能 力 に つ い て 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 評 価 す る こ と に よ っ て 同 定 で き る 。 こ の よ う な 修 飾 配 列
は 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 し た 代 表 的 方 法 を 使 用 し て 調 製 お よ び 試 験 で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
本 明 細 書 で 使 用 す る 「 保 存 的 置 換 」 は 、 ペ プ チ ド 化 学 の 分 野 に お け る 当 業 者 で あ れ ば 実 質
的 に は 変 化 し て い な い ポ リ ペ プ チ ド の 二 次 構 造 お よ び 疎 水 性 親 水 性 指 標 性 質 を 予 想 す る よ
う に 、 ア ミ ノ 酸 が 類 似 特 性 を 有 す る 他 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ て い る 置 換 で あ る 。 一 般 に 、
下 記 の 群 の ア ミ ノ 酸 は 保 存 的 変 化 を 示 す ： (1)ala(ア ラ ニ ン )、 pro(プ ロ リ ン )、 gly(グ リ
シ ン )、 glu(グ ル タ ミ ン 酸 )、 asp(ア ス パ ラ ギ ン 酸 )、 gln(グ ル タ ミ ン )、 asn(ア ス パ ラ ギ ン
)、 ser(セ リ ン )、 thr(ト レ オ ニ ン );(2)cys(シ ス テ イ ン )、 ser、 tyr(チ ロ シ ン )、 thr;(3)v
al(バ リ ン )、 ile(イ ソ ロ イ シ ン )、 leu(ロ イ シ ン )、 met(メ チ オ ニ ン )、 ala、 phe(フ ェ ニ ル
ア ラ ニ ン );(4)lys(リ シ ン )、 arg(ア ル ギ ニ ン )、 his(ヒ ス チ ジ ン );お よ び (5)phe、 tyr、 tr
p(ト リ プ ト フ ァ ン )、 his。 変 種 は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 特 性 、 二 次 構 造 、 お よ び 疎
水 性 親 水 性 指 標 性 質 に 最 小 の 影 響 し か 及 ぼ さ な い ア ミ ノ 酸 の 欠 失 ま た は 付 加 を 含 む 他 の 修
飾 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 共 翻 訳 的 ま た は 後 翻 訳 的 に タ ン パ ク 質 の
移 動 を 指 令 す る タ ン パ ク 質 の N末 端 に お い て シ グ ナ ル (ま た は リ ー ダ ー )配 列 へ 抱 合 さ せ る
こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 、 精 製 、 も し く は 同 定 を 容 易 に
す る た め に （ 例 え ば ポ リ -His） 、 ま た は 固 体 支 持 体 へ の ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 強 化 す る た
め に リ ン カ ー ま た は 他 の 配 列 へ 抱 合 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン Fc領 域 へ 抱 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 、 核 酸 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 「 変 種 」 は 、 配 列 番 号 ： 2も し く
は 8、 ま た は 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 欠 失 、 置 換 、 も し く は 付 加 を 有 す る そ の 1部 分
と 相 違 す る 配 列 で あ る 。 こ の よ う な 修 飾 は 、 例 え ば Adelmanら (1983)DNA 2:183に よ っ て 教
示 さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 の よ う な 標 準 突 然 変 異
誘 発 技 術 を 使 用 し て 導 入 で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド 変 種 は 、 天 然 型 対 立 遺 伝 子 変 種 、 ま た は 非
天 然 型 変 種 で あ っ て よ い 。 変 種 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 配 列 番 号 ： 2ま た は 8と 好 ま し く は 少
な く と も 約 70%、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 80%、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 90
%の 同 一 性 を 示 す 。 変 種 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 一 般 に 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で
列 挙 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 へ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ３ 】
診 断 方 法
さ ら に 本 発 明 に よ っ て 、 罹 患 し た 被 験 者 に お け る CK-18関 連 癌 ま た は 悪 性 腫 瘍 の 進 行 、 経
過 、 ま た は 病 期 を 検 出 、 診 断 、 予 後 診 断 、 お よ び モ ニ タ リ ン グ す る 際 に 役 立 つ 方 法 が 提 供
さ れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 用 語 「 診 断 す る 」 は 罹 患 し た 被 験 者 に お け る CK-18関 連 癌 ま
た は 悪 性 腫 瘍 の 進 行 、 経 過 、 ま た は 病 期 を 検 出 、 診 断 、 予 後 診 断 、 お よ び モ ニ タ リ ン グ す
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る こ と を 意 味 し て い る 。 あ る 局 面 で は 、 方 法 は 細 胞 ま た は 組 織 か ら 単 離 さ れ た 試 料 中 の CK
-18タ ン パ ク 質 ま た は 抗 体 の 分 化 発 現 を 検 出 す る 段 階 を 含 み 、 こ の と き タ ン パ ク 質 ま た は
抗 体 の 存 在 お よ び /ま た は 量 は 細 胞 ま た は 組 織 の 新 生 物 性 状 態 の 指 標 で あ る 。 CK-18関 連 新
形 成 は 、 発 現 ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 が 新 生 物 性 表 現 型 の マ ー カ ー と し て 機 能 す る 新 形 成
で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
あ る 局 面 で は 、 CK-18タ ン パ ク 質 ま た は 抗 体 の 量 は 全 身 腫 瘍 組 織 量 と 相 関 す る 、 即 ち 、 発
現 し た CK-18の 量 は 疾 患 進 行 に 伴 っ て 増 加 す る 、 全 身 腫 瘍 組 織 量 に お け る 減 少 に 伴 っ て 減
少 す る 。 対 照 試 料 中 で 観 察 さ れ る レ ベ ル の 少 な く と も 2倍 の レ ベ ル で CK-18タ ン パ ク 質 の 発
現 を 示 す 試 験 試 料 は 癌 を 指 示 し て い る と 考 え ら れ る 。 細 胞 ま た は 組 織 の 試 料 は 、 遊 離 形 で
、 ま た は 固 体 支 持 体 へ 付 着 さ せ て 提 供 す る こ と が で き 、 組 織 培 養 物 、 市 販 で 入 手 で き る 細
胞 株 、 患 者 生 検 試 料 か ら 、 ま た は 組 織 イ メ ー ジ ン グ の た め の 方 法 を 使 用 し た 場 合 に は イ ン
ビ ボ で 単 離 で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
あ る 局 面 で は 、 こ の 方 法 は 、 CK-18タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る mRNAま た は そ の タ ン パ ク 質 自
体 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は PCRに よ っ て 検 出 お よ び /ま た は 定 量 す る こ と に よ っ て
実 施 さ れ る 。 最 新 テ ク ノ ロ ジ ー の 向 上 は こ の 方 法 を 可 能 に し 、 例 え ば 検 出 は 前 記 試 料 を 前
記 CK-18mRNAを 含 む 中 等 度 ま た は 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー を 用 い て 試 験 す る こ と に よ っ て 行 う 。 あ る 局 面 で は 、
プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー は 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 。 適 切 な プ ロ ー ブ の 例 は 、 配 列 番
号 ： 2ま た は 8か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 、 お よ び そ れ ら の 相 補 体 ; 配 列 番 号 ： 1ま た
は 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 お よ び そ れ ら の 相 補 体 ; 
な ら び に 配 列 番 号 ： 1ま た は 7に 記 載 さ れ た 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た タ
ン パ ク 質 の 少 な く と も 9個 の 連 続 す る 残 基 、 お よ び そ れ ら の 相 補 体 を 含 む プ ロ ー ブ ま た は
プ ラ イ マ ー を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
別 の 局 面 で は 、 CK-18発 現 は 、 CK-18タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し て 結 合 す る 物 質 を 用 い て
試 料 を 試 験 す る こ と に よ っ て 検 出 お よ び /ま た は 定 量 さ れ る 。 物 質 の 例 は 、 CK-18タ ン パ ク
質 を 特 異 的 に 認 識 ま た は 結 合 す る 抗 体 お よ び そ の 抗 原 結 合 断 片 で あ る 。 本 発 明 に お い て 、
抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 こ れ ら は 検 出 可 能 に 標 識 さ
れ て い て も い な く て も よ い 。 抗 体 お よ び 抗 原 結 合 断 片 へ の 様 々 な 修 飾 は 当 技 術 分 野 に お い
て 知 ら れ て お り 、 本 発 明 の 目 的 に 含 ま れ て い る 。 本 明 細 書 で は 実 施 例 を 記 載 す る 。 こ の 局
面 で 使 用 す る た め に 適 切 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 配 列 番 号 ： 1ま た は 7か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る ペ プ チ ド を 用 い て 免 疫 さ れ た 動 物 か ら 調 製 す る 。 抗 原 結 合 断 片 の 例 に は 、 配 列 番
号 ： 1ま た は 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ペ プ チ ド を 用 い て 免 疫 さ れ た 動 物 か ら 調 製 さ れ た
抗 体 か ら 単 離 さ れ た 生 物 学 的 活 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 ド メ イ ン が 含 ま れ て い る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
抗 体 を 利 用 す る 方 法 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 周 知 の 方 法 を 適 用 し て 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ
ン ビ ボ で 実 践 で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
別 の 局 面 で は 、 物 質 は 例 え ば 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 ま た は 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ペ プ
チ ド の 存 在 下 で そ れ を 使 用 し て 生 じ さ せ た 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の よ う な CK-18タ ン パ ク
質 へ 結 合 す る 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
あ る い は 、 異 な る CK-18発 現 は 、 発 現 解 析 に よ っ て mRNAの 同 一 性 お よ び 発 現 レ ベ ル を 決 定
し 、 例 え ば SAGE(米 国 特 許 第 5,866,330号 お よ び 第 5,695,937号 )の よ う な 発 現 解 析 の よ う な
方 法 を 使 用 し て 、 mRNAの 配 列 お よ び 量 を 正 常 対 照 細 胞 ま た は 組 織 中 の 発 現 の 配 列 お よ び 量
と 比 較 す る こ と に よ っ て 検 出 お よ び /ま た は 定 量 で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
さ ら に 別 の 局 面 で は 、 試 料 中 の CK-18の 存 在 お よ び 量 は 前 記 タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し
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て 結 合 す る 抗 体 に よ っ て 決 定 お よ び /ま た は 定 量 で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な 抗 体
結 合 パ ー ト ナ ー は 、 こ の 方 法 の 局 面 に お い て 、 お よ び 例 え ば ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の よ う な
当 技 術 分 野 に 周 知 の 方 法 を 改 良 す る こ と に よ っ て 使 用 す る た め に 適 切 で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
別 の 態 様 で は 、 試 料 中 に 存 在 す る CK-18の 量 の 検 出 お よ び 解 析 が 、 被 験 者 に お け る 疾 患 の
進 行 、 治 療 法 へ の 応 答 、 ま た は 疾 患 再 発 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 繰 り 返 さ れ る 。 こ の 局
面 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な 検 出 /モ ニ タ リ ン グ 方 法 は 先 行 (対 照 )試 料 に 引 き 続 い
て 1回 ま た は 複 数 回 の 時 点 に 単 離 さ れ た 1つ ま た は 複 数 の 試 料 に つ い て 実 施 さ れ 、 引 き 続 く
時 点 に 検 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の 量 と 先 行 (対 照 )試 料 で 以 前 に 検 出 さ れ た 量 と が 比 較 さ れ る
。
【 ０ １ ８ ２ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 本 発 明 の 組 成 物 の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 あ る 局 面 で は 、 本 発 明 は 複 数 の 条 件 下 お よ び 被 験 物 質 の
存 在 下 で タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 試 料 お よ び リ ガ ン ド を 接 触 さ せ 、 タ ン パ ク 質 と リ ガ ン ド と
の 間 の 何 ら か の 結 合 を 検 出 す る こ と に よ っ て CK-18タ ン パ ク 質 と そ の リ ガ ン ド と の 結 合 を
阻 害 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ア ッ セ イ 法 を 提 供 し 、 結 合 の 欠 如 は CK-18の 結 合 を 調
節 す る 物 質 の 存 在 を 示 し て い る 。 あ る い は 、 本 発 明 は 複 数 の 条 件 下 お よ び 被 験 物 質 の 存 在
下 で タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 試 料 と リ ガ ン ド と を 接 触 さ せ 、 ま た タ ン パ ク 質 と リ ガ ン ド と の
間 の 何 ら か の 結 合 を 検 出 し 、 被 験 物 質 を 含 有 し て い な い 対 照 試 料 と 比 較 す る こ と に よ っ て
、 CK-18タ ン パ ク 質 と そ の リ ガ ン ド と の 結 合 を 増 強 さ せ る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
に 有 用 で あ る 。 対 照 試 料 を 超 え る 結 合 の 増 強 は 、 被 験 物 質 が CK-18と そ の リ ガ ン ド と の 結
合 を 増 強 す る 陽 性 指 標 で あ る 。 結 合 の 調 節 (増 加 ま た は 阻 害 )は 、 結 合 活 性 お よ び 親 和 性 に
お け る 変 化 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ３ 】
例 え ば 、 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 の 1つ は 、 哺 乳 動 物 細 胞 が 正 常 に 増 殖 す る 条 件 下 で 哺 乳 動
物 細 胞 を 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 「 試 験 化 合 物 」 お よ び ［ 3 H］ チ ミ ジ ン と 接 触 さ せ る 段 階 を
含 む 。 対 照 ア ッ セ イ 法 は 、 「 試 験 化 合 物 」 を 含 ま ず に 実 施 し 、 「 試 験 化 合 物 」 の 存 在 下 で
細 胞 増 殖 の 量 と 比 較 す る こ と に よ り 、 そ の 化 合 物 が 増 殖 を 刺 激 ま た は 阻 害 す る か ど う か を
決 定 す る こ と が で き る 。 ［ 3 H］ チ ミ ジ ン の 取 り 込 み は 、 標 識 の 取 り 込 み を 測 定 す る 液 体 シ
ン チ レ ー シ ョ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 測 定 で き る 。 こ の ア ッ セ イ 法 を 使 用 す る こ と
に よ り ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 を 同 定 で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
ま た 別 の 実 施 例 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 部 位 ま た は 決 定
基 を 発 現 す る 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は 膜 調 製 物 が 、 「 試 験 化 合 物 」 の 存 在 下 で 本 発 明 の 標 識 ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 「 試 験 化 合 物 」 の 、 ポ リ ペ プ チ
ド ま た は ペ プ チ ド と そ の 結 合 部 位 と の 相 互 作 用 を 増 強 ま た は 遮 断 す る 能 力 を 測 定 す る こ と
が で き る 。 さ ら に 、 「 試 験 化 合 物 」 と 結 合 部 位 と の 相 互 作 用 に 続 く 既 知 の 第 2メ ッ セ ン ジ
ャ ー 系 の 応 答 を 測 定 し 、 「 試 験 化 合 物 」 の 部 位 ま た は 決 定 基 に 結 合 し て 第 2メ ッ セ ン ジ ャ
ー 応 答 を 誘 発 す る 能 力 が 測 定 で き 、 そ れ に よ り 「 試 験 化 合 物 」 が 潜 在 的 ア ゴ ニ ス ト ま た は
ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
こ れ ら の ア ッ セ イ 法 は 診 断 ま た は 予 後 マ ー カ ー と し て 使 用 で き る 。 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン
グ ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 発 見 さ れ た 分 子 の 使 用 に よ り 疾 患 を 治 療 で き る 、 ま た は ポ リ ペ プ
チ ド ま た は 分 子 を 活 性 化 ま た は 阻 害 す る こ と に よ り 患 者 に 特 定 の 結 果 を 引 き 起 こ す こ と が
で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 変 種 、 ま た は 類 似 体 に 結 合 す る 化 合
物 を 同 定 す る 、 次 の 段 階 を 含 む 方 法 を 含 む 。 (a)候 補 試 験 化 合 物 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
、 ペ プ チ ド 、 変 種 ま た は 類 似 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ;お よ び (b)結 合 が 発 生 し た
か ど う か を 決 定 す る 段 階 。 本 発 明 は さ ら に 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び /ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト を
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同 定 す る 、 次 の 段 階 を 含 む 方 法 を 含 む 。 (a)候 補 試 験 化 合 物 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ
プ チ ド 、 変 種 、 ま た は 類 似 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ;(b)生 物 学 的 活 性 を ア ッ セ イ
す る 段 階 ;お よ び (c)前 記 生 物 学 的 活 性 が 変 化 し た か ど う か を 決 定 す る 段 階 。
【 ０ １ ８ ７ 】
本 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 を 実 行 す る た め の 診 断 キ ッ ト も ま た 提 供 さ れ る 。 あ る 局 面 で は 、
こ の キ ッ ト は CK-18タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 し て 結 合 す る 少 な く と も 1種 の 物 質 お よ び レ
ポ ー タ ー 基 を 支 持 で き る 検 出 試 薬 と を 含 む 。 こ の 物 質 と し て 抗 体 を 使 用 す る と き は 、 そ れ
ら は 溶 液 中 に あ っ て も 、 ま た は 例 え ば ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ラ テ ッ ク ス 、 ま た は プ ラ ス チ ッ
ク の よ う な 固 体 支 持 体 上 で 不 動 化 さ れ て い て も よ い 。 検 出 試 薬 の 例 に は 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 、 タ ン パ ク 質 G、 タ ン パ ク 質 A、 ま た は レ ク チ ン が 含 ま れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
レ ポ ー タ ー 基 は キ ッ ト 内 に 提 供 さ れ て よ い が 、 必 ず し も 提 供 さ れ な く て も よ い 。 本 方 法 に
お い て 使 用 す る た め に 適 切 な レ ポ ー タ ー 基 の 例 に は 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 蛍 光 基 、 発 光
基 、 酵 素 、 ビ オ チ ン 、 お よ び 色 素 粒 子 が 含 ま れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
こ れ ら の キ ッ ト は 、 例 え ば プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 CK-18特 異 的 抗 体 、 も し く は 免 疫 エ フ
ェ ク タ ー 細 胞 の よ う な 上 記 で 説 明 し た 1つ ま た は 複 数 の 結 合 物 質 、 ま た は 例 え ば 配 列 番 号
： 1、 3、 5、 も し く は 7か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 し て 結 合 す る よ
う に 生 じ さ せ 単 離 し た 抗 体 の よ う な 、 CK-18特 異 的 抗 体 を 特 異 的 に 認 識 し 、 結 合 す る 物 質
を 含 む 。 取 扱 説 明 書 も ま た 提 供 で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
例 え ば 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 ま た は 7の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 新 生 物 性 細 胞 ま た
は 組 織 を 検 出 で き る 抗 体 ま た は そ の 断 片 の よ う な 結 合 物 質 を 生 成 す る た め に 、 あ る い は 例
え ば 乳 癌 ま た は 肺 癌 の よ う な CK-18タ ン パ ク 質 の 発 現 に 関 連 す る 新 生 物 状 態 を 有 す る 動 物
ま た は 患 者 に お け る 疾 患 進 行 を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 使 用 で き る 。 本 発 明 の 結 合 物 質 は
、 本 明 細 書 に 記 載 し た 代 表 的 方 法 を 含 む 、 一 般 に 当 技 術 分 野 の 当 業 者 に 既 知 の 方 法 を 使 用
し て 調 製 で き る 。 結 合 物 質 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 代 表 的 ア ッ セ イ 法 を 使 用 し て 、 CK-18
タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び /ま た は 過 剰 発 現 に 関 連 す る 新 生 物 状 態 を 伴 う 、 ま た は 伴 わ な い
患 者 を 区 別 で き る 。 こ れ を 言 い 換 え る と 、 CK-18タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 に 対 し て 生 じ
た 抗 体 ま た は そ の 他 の 結 合 物 質 は 、 そ の 疾 患 に 罹 患 し た 患 者 に お け る 原 発 性 ま た は 転 移 性
癌 の 存 在 を 示 す シ グ ナ ル を 生 じ さ せ 、 原 発 性 ま た は 転 移 性 疾 患 を 有 し て い な い 個 体 に お け
る 疾 患 の 欠 如 を 示 す 陰 性 シ グ ナ ル を 生 じ さ せ る と 思 わ れ る 。 CK-18(配 列 番 号 ： 1)お よ び 配
列 番 号 ： 3、 5、 ま た は 7に 示 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド の 適 切 な 部 分 は 、 そ の よ う な 新 形 成
が 指 示 さ れ る で あ ろ う 患 者 の 実 質 的 に す べ て (即 ち 、 少 な く と も 80%、 お よ び 好 ま し く は 少
な く と も 約 90%)に お い て CK-18関 連 新 形 成 の 存 在 を 示 し 、 さ ら に 全 長 タ ン パ ク 質 を 用 い て
試 験 し た と き に 陰 性 と な る そ れ ら の 試 料 の 実 質 的 に す べ て に お い て CK-18関 連 新 形 成 の 欠
如 を 示 す 結 合 物 質 を 生 成 で き る 。 例 え ば 2抗 体 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 の よ う な 下 記 に 記
載 す る 代 表 的 ア ッ セ イ 法 を 使 用 に よ り 、 結 合 物 質 の CK-18関 連 新 形 成 を 検 出 す る 能 力 を 評
価 で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
本 明 細 書 に 記 載 し た よ う に CK-18関 連 新 形 成 を 検 出 で き る 抗 体 を 生 成 す る た め に 調 製 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 1つ ま た は 複 数 の 抗 体 を 生 じ さ せ 、 こ の
よ う な 抗 体 が 動 物 ま た は 患 者 に お け る 新 形 成 を 検 出 す る 能 力 を 決 定 す る こ と に よ っ て 評 価
で き る 。 あ る 局 面 で は 、 こ の 決 定 は 原 発 性 ま た は 転 移 性 CK-18関 連 新 形 成 を 有 し て い る 、
お よ び 有 し て い な い 動 物 ま た は 患 者 か ら の 生 物 学 的 試 料 を 、 生 成 さ れ た 抗 体 へ 結 合 す る ポ
リ ペ プ チ ド の 存 在 に つ い て ア ッ セ イ す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 こ の よ う な 試 験 ア ッ セ イ
法 は 、 例 え ば 下 記 に 記 載 す る 代 表 的 方 法 を 使 用 し て 実 施 で き る 。 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 ま
た は 7に 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 も し く は ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 じ た ポ リ ペ プ チ ド 特 異 的
抗 体 、 ま た は そ の 断 片 を 単 独 で 、 ま た は 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と に よ り 、 感 受 性 を 向 上
さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
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CK-18関 連 新 形 成 を 検 出 で き る ポ リ ペ プ チ ド は 、 動 物 ま た は 患 者 に お け る 癌 を 診 断 す る た
め の 、 ま た は 疾 患 進 行 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 有 用 な マ ー カ ー で あ る 。 あ る 態 様 で は 、
こ れ ら の 新 形 成 は 動 物 ま た は 患 者 か ら 得 た 生 物 学 的 試 料 を 評 価 し 、 規 定 の カ ッ ト オ フ 値 と
比 較 し た 1つ ま た は 複 数 の 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 決 定 す る こ と に よ っ て 診 断 さ れ
る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る よ う な 、 適 切 な 「 生 物 学 的 試 料 」 は 血 液 、 血 清 、 尿 、 お よ び /ま
た は 分 泌 物 を 含 む 。
【 ０ １ ９ ２ 】
1つ ま た は 複 数 の 本 発 明 の CK-18タ ン パ ク 質 の レ ベ ル は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な 任
意 の 結 合 物 質 を 使 用 し て 評 価 で き る 。 本 発 明 に 関 連 す る 「 結 合 物 質 」 は 上 記 の よ う に ポ リ
ペ プ チ ド へ 結 合 す る 任 意 の 物 質 (例 え ば 化 合 物 ま た は 細 胞 )で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「
結 合 」 は 、 「 複 合 体 」 が 形 成 さ れ る よ う な 、 2つ の 別 個 の 分 子 (そ れ ら の 各 々 が 遊 離 (即 ち
溶 液 中 に あ る )し て い て も 細 胞 ま た は 固 体 支 持 体 の 表 面 上 に 存 在 し て い て も よ い )間 の 非 共
有 結 合 的 つ な が り を 意 味 す る 。 複 合 体 は 支 持 材 料 上 で 自 由 で あ っ て も 不 動 化 (共 有 結 合 的
ま た は 非 共 有 結 合 的 の い ず れ か で )さ れ て い て も よ い 。 結 合 す る 能 力 は 、 複 合 体 を 形 成 す
る た め の 結 合 定 数 を 決 定 す る こ と に よ っ て 評 価 で き る 。 結 合 定 数 は 、 複 合 体 の 濃 度 を 構 成
要 素 の 濃 度 の 積 で 除 す る こ と に よ り 得 ら れ る 値 で あ る 。 結 合 定 数 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法
を 使 用 し て 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
上 記 の 要 件 を 満 た す 任 意 の 物 質 は 結 合 物 質 で あ り う る 。 例 え ば 、 結 合 物 質 は ペ プ チ ド 成 分
を 含 む も し く は 含 ま な い リ ボ ソ ー ム 、 RNA分 子 、 宿 主 細 胞 発 現 エ ピ ト ー プ 、 本 明 細 書 に 記
載 し た よ う な 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 、 ま た は ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。 あ る 好 ま し い 態 様 で
は 、 結 合 パ ー ト ナ ー は 抗 体 ま た は そ の 断 片 で あ る 。 抗 体 は 、 一 本 鎖 、 キ メ ラ 、 CDRグ ラ フ
ト 化 、 ま た は ヒ ト 化 を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で あ っ て よ い 。 こ れ ら の 抗 体 を 生 成 す る 方 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
本 発 明 は ま た 、 上 記 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー 、 細 胞 、
抗 体 、 お よ び そ の 断 片 、 な ら び に 許 容 さ れ る 固 体 も し く は 液 体 担 体 の い ず れ か を 含 有 す る
組 成 物 を 提 供 す る 。 組 成 物 が 薬 学 的 に 使 用 さ れ る 場 合 は 、 そ れ ら は 診 断 的 お よ び 治 療 的 使
用 の た め に 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 と 組 み 合 わ さ れ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は さ ら に 、 例
え ば 癌 の よ う な 疾 患 の 診 断 お よ び 治 療 の た め の 薬 剤 を 調 製 す る た め に も 使 用 で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
下 記 の 材 料 お よ び 方 法 は 、 限 定 す る こ と な く 本 発 明 を 例 示 す る こ と 、 な ら び に 上 記 の 発 明
を 作 製 お よ び 使 用 す る 方 法 を 例 示 す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ６ 】

本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造
最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た ペ プ チ ド は 適 切 な 固 体 状 合 成 方 法 を 使 用 し て 合 成 で
き る 。 Steward お よ び  Young,「 SOLID　 PHASE　 PEPTIDE　 SYNTHESIS」 、 フ リ ー マ ン ト ル
、 サ ン フ ラ ン シ ス コ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 (1968)。 1つ の 好 ま し い 方 法 は 、 メ リ フ ィ ー ル ド (
Merrifield)工 程 で あ る 。 Merrifield(1967)Recent Progress in Hormone Res.23:451を 参
照 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の 抗 原 活 性 は 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う な ア ッ セ イ 法 を 使 用
し て 便 宜 的 に 試 験 で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
１ 度 本 発 明 の 単 離 さ れ た ペ プ チ ド が 得 ら れ る と 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (例 、 イ オ ン 交 換 、
親 和 性 、 お よ び サ イ ジ ン グ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー )、 遠 心 分 離 、 差 次 的 可 溶 性 、 ま た
は タ ン パ ク 質 生 成 の た め の 任 意 の 他 の 標 準 技 術 を 含 む 標 準 方 法 に よ っ て 精 製 で き る 。 免 疫
親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 場 合 は 、 エ ピ ト ー プ は ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の 関 連 ペ プ チ
ド に 対 し て 生 じ た 、 固 定 支 持 体 へ 付 着 さ せ た 抗 体 を 含 む 親 和 性 カ ラ ム へ 結 合 さ せ る こ と に
よ っ て 単 離 で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
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あ る い は 、 例 え ば ヘ キ サ -His(イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） 製 )、 マ ル ト ー ス 結 合 ド メ イ
ン (ニ ュ ー ・ イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ブ ズ （ New England Biolabs） 製 )、 イ ン フ ル エ ン ザ
外 被 配 列 (Kolodziejら (1991)Meth.Enzymol.194:508-509)、 お よ び グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ の よ う な 親 和 性 タ グ を 本 発 明 の ペ プ チ ド へ 付 着 さ せ 、 適 切 な ア フ ィ ニ テ ィ カ
ラ ム を 超 え て 通 過 さ せ る こ と に よ っ て 容 易 な 精 製 が 可 能 に な る 。 単 離 さ れ た ペ プ チ ド は ま
た 、 例 え ば タ ン パ ク 質 分 解 、 核 磁 気 共 鳴 、 お よ び X線 結 晶 学 の よ う な 技 術 を 使 用 し て 物 理
的 に 特 徴 付 け る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
さ ら に 本 発 明 の 範 囲 に は 、 例 え ば リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 架 橋 、 ア シ ル 化 、 タ ン パ ク 質
分 解 性 開 裂 、 抗 体 分 子 、 膜 分 子 、 ま た は 他 の リ ガ ン ド へ の 結 合 に よ っ て 翻 訳 中 ま た は 翻 訳
後 に 差 次 的 に 修 飾 さ れ る 抗 原 性 ペ プ チ ド が 含 ま れ る (Fergusonら (1988),Ann.Rev.Biochem.
57:285-320)。
【 ０ ２ ０ ０ 】
樹 状 細 胞 を 含 む APCの 単 離 、 培 養 、 お よ び 増 大
下 記 は APCの 単 離 に つ い て の 2種 の 基 本 的 ア プ ロ ー チ に つ い て の 簡 単 な 説 明 で あ る 。 こ れ ら
の ア プ ロ ー チ は 、 (1)血 液 か ら 骨 髄 前 駆 細 胞 (CD34＋ )を 単 離 し 、 そ れ ら を 刺 激 し て APCへ 分
化 さ せ る 段 階 ;ま た は (2)末 梢 血 か ら 前 も っ て 分 化 が 決 定 付 け ら れ た (precommitted)APCを
収 集 す る 段 階 を 含 む 。 第 1ア プ ロ ー チ で は 、 患 者 は 末 梢 血 中 に 多 数 の 循 環 CD34＋ 幹 細 胞 を
追 加 免 疫 す る た め に 例 え ば GM-CSFの よ う な サ イ ト カ イ ン を 用 い て 治 療 さ れ な け れ ば な ら な
い 。
【 ０ ２ ０ １ 】
APCを 単 離 す る た め の 第 2ア プ ロ ー チ は 、 血 液 中 で 既 に 循 環 し て い る 比 較 的 大 量 の 前 も っ て
分 化 が 決 定 付 け ら れ た APCを 収 集 す る こ と で あ る 。 ヒ ト 末 梢 血 か ら 分 化 が 決 定 付 け ら れ た A
PCを 単 離 す る た め の 以 前 の 方 法 は メ ト リ ザ ミ ド 勾 配 お よ び 粘 着 /非 粘 着 段 階 (Freudenthal
　 P.S.ら (1990),Proc.Natl.Acad.Sci.USA 87:7698-7702);パ ー コ ー ル 勾 配 分 離 (Mehta-Dam
aniら (1994)J.Immunol.153:996-1003);お よ び 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 法 (Thomas R.ら (1993)J
.Immunol.151:6840-6852)の よ う な 物 理 的 方 法 に 組 み 合 わ せ を 含 ん で い た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
大 量 の 細 胞 を 相 互 に 分 離 さ せ る 1つ の 技 術 は 、 向 流 遠 心 分 離 水 簸 法 (CCE:countercurrent c
entrifugal elutriation)と し て 知 ら れ て い る 。 こ の 方 法 で は 、 細 胞 は 遠 心 分 離 と 流 速 が
持 続 的 に 上 昇 す る バ ッ フ ァ ー の 洗 浄 流 と に 同 時 に 曝 さ れ る 。 持 続 的 に 上 昇 す る バ ッ フ ァ ー
の 向 流 は 、 主 と し て 細 胞 サ イ ズ に 基 づ く 分 画 細 胞 分 離 を も た ら す 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
本 発 明 の あ る 局 面 で は 、 APCは 、 例 え ば マ ウ ス 、 サ ル 、 ま た は ヒ ト の よ う な 哺 乳 動 物 の 白
血 球 分 画 か ら 単 離 で き る 、 前 も っ て 分 化 が 決 定 付 け ら れ た 、 ま た は 成 熟 し た 樹 状 細 胞 で あ
る (例 え ば 、 国 際 公 開 広 報 第 96/23060号 を 参 照 )。 白 血 球 分 画 は 、 哺 乳 動 物 の 末 梢 血 由 来 で
よ い 。 こ の 方 法 は 次 の 段 階 を 含 む 。 (a)例 え ば 白 血 球 泳 動 (leukophoresis)の よ う な 当 技 術
分 野 に 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て 哺 乳 動 物 起 源 か ら 入 手 さ れ た 白 血 球 分 画 を 提 供 す る 段 階
;(b)交 流 遠 心 分 離 水 簸 法 に よ っ て 段 階 (a)の 白 血 球 分 画 を 4つ ま た は よ り 多 く の サ ブ フ ラ ク
シ ョ ン へ 分 離 す る 段 階 ;(c)細 胞 を カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア 、 GM-CSFお よ び IL-13、 ま た は G
M-CSFお よ び IL-4と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 段 階 (b)か ら の 1つ ま た は 複 数 の 分 画 に お け る
単 球 の 、 樹 状 細 胞 へ の 転 換 を 刺 激 す る 段 階 ;(d)段 階 (c)か ら の 樹 状 細 胞 濃 縮 分 画 を 同 定 す
る 段 階 ;な ら び に (e)好 ま し く は 約 4℃ で 段 階 (d)の 濃 縮 分 画 を 収 集 す る 段 階 。 樹 状 細 胞 濃 縮
分 画 を 同 定 す る 1つ の 方 法 は 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 に よ る 。 白 血 球 分 画 は 、 例 え ば 組 換 え (
rh)rhIL-12、 rhGM-CSF、 ま た は rhIL-4の よ う な 他 の サ イ ト カ イ ン の 存 在 下 で カ ル シ ウ ム イ
オ ノ フ ォ ア を 用 い て 処 理 で き る 。 白 血 球 分 画 の 細 胞 は バ ッ フ ァ ー 中 で 洗 浄 し 、 分 離 段 階 前
に Ca＋ ＋ /Mg＋ ＋ 非 含 有 培 地 中 に 懸 濁 さ せ る こ と が で き る 。 白 血 球 分 画 は 、 白 血 球 分 離 採
血 法 に よ っ て 得 ら れ る 。 樹 状 細 胞 は 次 の マ ー カ ー :HLA-DR、 HLA-DQ、 ま た は B7.2の う ち の
少 な く と も 1種 の 存 在 、 お よ び 次 の マ ー カ ー :CD3、 CD14、 CD16、 56、 57、 お よ び CD19、 20
の 同 時 不 在 に よ っ て 同 定 で き る 。 こ れ ら の 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
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体 は 市 販 で 入 手 で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
よ り 詳 細 に は 、 本 方 法 は 白 血 球 分 離 採 血 法 か ら の 白 血 球 お よ び 血 小 板 の 濃 縮 捕 集 物 を 収 集
し 、 こ れ を 次 い で 向 流 遠 心 分 離 水 簸 (CCE)に よ っ て さ ら に 分 画 化 す る 段 階 を 必 要 と す る (Ab
rahamsen, T.G.ら (1991)J.Clin.Apheresis.6:48-53)。 細 胞 試 料 は 特 殊 水 簸 ロ ー タ ー 内 に
入 れ ら れ る 。 ロ ー タ ー は そ の 後 、 例 え ば 3,000rpmの よ う な 一 定 速 度 で 回 転 さ せ る 。 ロ ー タ
ー が 所 望 速 度 に 到 達 す る と 、 加 圧 空 気 を 使 用 し て 細 胞 の 流 速 が 制 御 さ れ る 。 水 簸 機 中 の 細
胞 は 、 遠 心 分 離 お よ び 流 速 が 持 続 的 に 上 昇 す る バ ッ フ ァ ー の 洗 浄 流 と に 同 時 に 曝 さ れ る 。
こ れ は 、 排 他 的 で は な い が 主 と し て 細 胞 サ イ ズ の 相 違 に 基 づ く 分 画 別 細 胞 分 離 を 生 じ さ せ
る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
APCお よ び よ り 詳 細 に は DC収 集 の 品 質 管 理 、 な ら び に 培 養 中 の そ れ ら の 良 好 な 活 性 化 の 確
証 は 、 単 球 お よ び 樹 状 細 胞 小 集 団 な ら び に 汚 染 し て い る 可 能 性 が あ る Tリ ン パ 球 の 両 方 を
モ ニ タ リ ン グ す る 同 時 多 色 FACS解 析 技 術 に 依 存 す る 。 こ れ は DCが 次 の マ ー カ ー を 発 現 し な
い と い う 事 実 に 基 づ い て い る ：  CD3(T細 胞 ); CD14(単 球 ); CD16、 56、 57(NK/LAK細 胞 ); C
D19、 20(B細 胞 )。 同 時 に 、 DCは 、 そ れ ら が 血 液 中 で 循 環 し て い る 時 点 に 大 量 の HLA-DR、 有
意 な HLA-DQ、 お よ び B7.2(し か し B7.1は 小 量 ま た は 全 く 発 現 し な い )を 発 現 す る (さ ら に 、
そ れ ら は 単 球 お よ び 好 中 球 に よ っ て も 発 現 す る 脊 髄 マ ー カ ー で あ る 、 Leu M7お よ び M9を 発
現 す る )。
【 ０ ２ ０ ６ 】
死 細 胞 を 解 析 す る た め の 第 3呈 色 試 薬 で あ る ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム (PI)と 組 み 合 わ せ る と 、
全 細 胞 小 集 団 を 陽 性 同 定 で き る こ と が 可 能 に な る (表 1参 照 )。
（ 表 1）
新 鮮 末 梢 細 胞 小 集 団 の FACS解 析
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ７ 】
追 加 の 解 析 の た め に 追 加 の マ ー カ ー を 置 換 で き る 。
色 #1:CD3単 独 、 CD14単 独 等 ;Leu M7ま た は Leu M9;抗 ク ラ ス 1等 。
色 #2:HLA-DQ、 B7.1、 B7.2、 CD25(IL2r)、 ICAM、 LFA-3等 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
収 集 時 の FACS解 析 の 目 的 は 、 好 中 球 汚 染 を モ ニ タ リ ン グ す る た め 、 お よ び 適 切 な マ ー カ ー
が 発 現 さ れ る こ と を 確 認 す る た め に 、 予 想 さ れ る 分 画 中 で DCが 濃 縮 さ れ て い る こ と 確 証 す
る こ と で あ る 。 臨 床 適 用 に 適 切 な ヒ ト 末 梢 血 か ら の 濃 縮 DCの こ の 迅 速 な バ ル ク 収 集 は 、 絶
対 的 に 上 記 の 品 質 管 理 の た め の 解 析 FACS法 に 依 存 す る 。 必 要 で あ れ ば 、 成 熟 DCは こ の 時 点
に 「 カ ク テ ル 陰 性 」 細 胞 に つ い て の 蛍 光 選 別 に よ っ て 単 球 か ら 直 ち に 分 離 で き る 。 下 記 で
説 明 す る よ う に 、 単 球 自 体 は ま だ 培 養 物 中 で DCま た は 機 能 的 DC様 細 胞 に 分 化 で き る の で 、
単 球 か ら DCを 常 に 分 離 す る こ と は 必 要 で は な い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
収 集 さ れ る と 、 DC濃 縮 /単 球 APC分 画 (通 常 は 150～ 190)は 将 来 使 用 す る た め に プ ー ル お よ び
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凍 結 保 存 す る 、 ま た は 直 ち に 短 期 培 養 中 に 配 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
あ る い は 、 他 の 研 究 者 ら は 樹 状 細 胞 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト (活 性 化 )し 単 球 を 活 性 化 樹 状 細
胞 表 現 型 へ 転 換 す る た め の 方 法 を 報 告 し て い る 。 こ の 方 法 は 、 単 球 を 活 性 化 樹 状 細 胞 へ 転
換 す る 、 培 地 へ の カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア の 添 加 を 含 む 。 例 え ば 24～ 48時 間 の 培 養 期 間 の
開 始 時 に お け る カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア A23187の 添 加 は 、 プ ー ル さ れ た 「 単 球 +DC」 分 画
の 一 様 な 活 性 化 お よ び 樹 状 細 胞 表 現 型 転 換 を 生 じ さ せ た 。 特 徴 的 に 、 活 性 化 集 団 は 一 様 に
CD14(Leu M3)陰 性 に な り 、 HLA-DR、 HLA-DQ、 ICAM-1、 B7.1、 お よ び B7.2を ア ッ プ レ ギ ュ レ
ー ト す る 。 さ ら に 、 こ の 活 性 化 バ ル ク 集 団 は 、 そ の 後 さ ら に 精 製 さ れ る 少 数 基 礎 集 団 と 同
様 に 機 能 す る 。
【 ０ ２ １ １ 】
サ イ ト カ イ ン 類 の 特 異 的 な 組 合 せ は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア を 用 い て 達 成 さ れ た 活 性 化
/転 換 の た め に 増 幅 (ま た は 部 分 的 に 置 換 )さ せ る た め に 有 効 に 使 用 さ れ て き た 。 こ れ ら の
サ イ ト カ イ ン は 精 製 ま た は 組 換 え (「 rh」 )rhGM-CSF、 rhIL-2、 お よ び rhIL-4を 含 む が そ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。 各 サ イ ト カ イ ン を 単 独 で 加 え る の は 、 最 適 な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
の た め に は 不 適 切 で あ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
APCへ の 抗 原 の 提 示
免 疫 の た め に は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド (配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 お よ び 7)は 抗 原 提 示 細 胞 へ タ ン パ
ク 質 /ペ プ チ ド と し て 、 ま た は タ ン パ ク 質 /ペ プ チ ド を コ ー ド す る cDNAの 形 態 で 送 達 で き る
。 抗 原 提 示 細 胞 (APC)は 、 必 要 な MHC/共 刺 激 分 子 を 発 現 す る 樹 状 細 胞 (DC)、 単 球 /マ ク ロ フ
ァ ー ジ 、 Bリ ン パ 球 、 ま た は そ の 他 の 細 胞 タ イ プ か ら 構 成 で き る 。 下 記 に 記 載 す る 方 法 は
、 最 も 強 力 で あ る DC、 好 ま し く は APCに 主 に 焦 点 を 当 て る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
パ ル シ ン グ （ pulsing） は 、 APCを 本 発 明 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド へ 曝 露 さ せ る
こ と に よ っ て イ ン ビ ト ロ /エ ク ス ビ ボ で 遂 行 す る 。 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド は 、 1～ 10μ
mの 濃 度 で 約 3時 間 に 渡 り APCへ 添 加 す る 。 パ ル ス さ れ た APCは 、 引 き 続 い て 静 脈 内 、 皮 下 、
鼻 腔 内 、 筋 肉 内 、 ま た は 腹 腔 内 送 達 経 路 を 通 し て 宿 主 へ 投 与 で き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
タ ン パ ク 質 /ペ プ チ ド 抗 原 も ま た ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 静 脈 内 、 皮 下 、 鼻 腔 内 、 筋 肉 内 、 ま
た は 腹 腔 内 送 達 経 路 を 通 し て イ ン ビ ボ で 送 達 で き る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
Pagliaら (1996)J.Exp.Med.183:317-322は 、 イ ン ビ ト ロ で 全 タ ン パ ク 質 と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー ト さ れ た APCが MHCク ラ ス I制 限 CTLに よ っ て 認 識 さ れ る こ と 、 お よ び こ れ ら の APCを 用 い
て の 動 物 の 免 疫 が イ ン ビ ボ で 抗 原 特 異 的 CTLの 発 達 を も た ら す こ と を 証 明 し た 。 加 え て 、
例 え ば DCの よ う な APCの サ イ ト ゾ ル 中 で の 抗 原 の 発 現 を も た ら し た 数 種 の 異 な る 技 術 が 記
載 さ れ て い る 。 こ れ ら は 、 (1)腫 瘍 細 胞 か ら 単 離 さ れ た RNAの APC内 へ の 導 入 、 (2)抗 原 の 内
因 性 発 現 を 誘 導 す る た め に 組 換 え ベ ク タ ー を 用 い た APCの 感 染 、 お よ び (3)リ ポ ソ ー ム を 使
用 し た DCサ イ ト ゾ ル 内 へ の 腫 瘍 抗 原 の 導 入 を 含 む 。 (Boczkowski, Dら (1996)J.Exp.Med.18
4:465-472;Rouseら (1994),J.Virol.68:5685-5689;お よ び Nairら (1992)J.Exp.Med.175:609
-612を 参 照 )。
【 ０ ２ １ ６ 】
フ ォ ス タ ー （ foster） 抗 原 提 示 細 胞
フ ォ ス タ ー 抗 原 提 示 細 胞 は 、 標 的 細 胞 と し て 特 に 有 用 で あ る 。 フ ォ ス タ ー APCは 、 内 因 性
ペ プ チ ド と 細 胞 表 面 MHCク ラ ス I分 子 と の 関 連 を 制 限 す る 抗 原 処 理 経 路 に お け る 変 異 を 含 む
、 T2と 称 さ れ る ヒ ト 細 胞 株 174xCEM.T2に 由 来 す る (Zweerinkら (1993)J.Immunol.150:1763-
1771)。 こ れ は MHCク ラ ス I制 限 CD8+CTLへ の 抗 原 提 示 の た め に 必 要 で あ る 遺 伝 子 TAP1、 TAP2
、 LMP1、 お よ び LMP2を 含 む MHCク ラ ス II領 域 に お け る 大 き な ホ モ 接 合 体 欠 失 に 起 因 す る 。
事 実 上 、 こ れ ら の 細 胞 の 表 面 上 に は 「 空 の 」 MHCク ラ ス I分 子 の み が 提 示 さ れ る 。 培 地 へ 付
加 さ れ た 外 因 性 ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド が 対 立 遺 伝 子 特 異 的 結 合 モ チ ー フ を 含 む こ と を 条 件
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に こ れ ら の MHC分 子 へ 結 合 す る 。 こ れ ら の T2細 胞 は 本 明 細 書 で は 「 フ ォ ス タ ー 」 APCと 称 さ
れ る 。 そ れ ら は 抗 原 を 提 示 す る た め に 本 発 明 と 併 せ て 使 用 で き る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
特 異 的 組 換 え MHC対 立 遺 伝 子 を 用 い た T2細 胞 の 形 質 導 入 は 、 MHC制 限 プ ロ フ ィ ー ル の 方 向 変
更 を 可 能 に す る 。 組 換 え 対 立 遺 伝 子 に 合 わ せ て 調 整 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ア ン カ ー 残 基
は 内 因 性 対 立 遺 伝 子 へ の 効 率 的 な 結 合 を 阻 害 す る の で 、 そ れ ら に よ っ て 優 先 的 に 提 示 さ れ
る で あ ろ う 。
【 ０ ２ １ ８ 】
MHC分 子 の 高 レ ベ ル 発 現 は 、 APCを CTLに 対 し て よ り 高 度 に 可 視 化 す る 。 強 力 な 転 写 プ ロ モ
ー タ ー (例 、 CMVプ ロ モ ー タ ー )を 使 用 し た T2細 胞 中 の 対 象 と す る MHC対 立 遺 伝 子 の 発 現 は よ
り 反 応 性 の 強 い APCを 生 じ さ せ る (お そ ら く 細 胞 表 面 上 の 反 応 性 MHCペ プ チ ド 複 合 体 が 高 濃
度 で あ る た め に )。
【 ０ ２ １ ９ 】
免 疫 原 性 ア ッ セ イ 法
本 発 明 の リ ガ ン ド の 免 疫 原 性 は 、 下 記 に 例 示 す る も の を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 周 知
の 方 法 に よ っ て 決 定 で き る 。 あ る 態 様 で は 、 こ の よ う な 方 法 を 使 用 す る と 本 発 明 の リ ガ ン
ド を 対 応 す る 天 然 抗 原 性 エ ピ ト ー プ と 比 較 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】

。 抗 原 特 異 的 T細 胞 に よ る ペ プ チ ド パ ル ス 5 1 Cr標 識 タ ー ゲ ッ ト の
溶 解 は 、 本 発 明 の リ ガ ン ド を 用 い て パ ル ス さ れ た 標 的 細 胞 に 対 し て 比 較 で き る 。 「 よ り 活
性 」 で あ る リ ガ ン ド は 、 時 間 の 関 数 と し て の 標 的 の よ り 高 度 の 溶 解 を 示 す と 考 え ら れ る 。
固 定 時 点 (例 、 4時 間 )で の 溶 解 お よ び 総 合 的 標 的 溶 解 の 動 態 学 は 、 リ ガ ン ド 性 能 の 評 価 に
利 用 で き う る (Ware, C.F.ら (1983)J.Immunol.131:1312)。
【 ０ ２ ２ １ 】

。 リ ガ ン ド パ ル ス 標 的 に 接 触 し て T細 胞 が 分 泌 す る サ イ ト カ
イ ン の タ イ プ お よ び 量 の 解 析 は 、 機 能 的 活 性 の 尺 度 と す る こ と が で き る 。 サ イ ト カ イ ン は
、 ELISAま た は ELISPOTア ッ セ イ 法 に よ っ て 測 定 し 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 速 度 お よ び 総 量 を
決 定 す る こ と が で き る 。 (Fujihashi, K.ら (1993)J.Immunol.Meth.160:181; Tanquay, S. 
お よ び  Killion, J.J.(1994)Lymphokine Cytokine Res.13:259)。
【 ０ ２ ２ ２ 】

。 本 発 明 の リ ガ ン ド は 、 正 常 ド ナ ー ま た は 患 者 由 来 PBMCか ら リ
ガ ン ド 反 応 性 T細 胞 集 団 を 誘 発 す る 能 力 に つ い て ア ッ セ イ で き る 。 こ の シ ス テ ム で は 、 誘
発 さ れ た T細 胞 を 溶 解 活 性 、 サ イ ト カ イ ン 遊 離 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 性 、 お よ び 天 然 抗 原 性 エ
ピ ト ー プ に 対 す る 交 差 反 応 性 に つ い て 試 験 で き る 。 (Parkhurst, M.R.ら (1996)J.Immunol.
157:2539)。
【 ０ ２ ２ ３ 】

。 免 疫 原 性 は 、 HLA遺 伝 子 組 換 え マ ウ ス に 本 発 明 の リ ガ ン
ド を 用 い て ワ ク チ ン 接 種 し 、 誘 導 さ れ た 免 疫 応 答 の 性 質 お よ び 大 き さ を 決 定 す る こ と に よ
っ て イ ン ビ ボ で 評 価 で き る 。 あ る い は 、 hu-PBL-SCIDマ ウ ス モ デ ル は 、 ヒ ト PBLの 養 子 移 入
に よ る マ ウ ス に お け る ヒ ト 免 疫 系 の 再 構 成 を 可 能 に す る 。 こ れ ら の 動 物 に リ ガ ン ド を 用 い
て ワ ク チ ン 接 種 し 、 上 記 の よ う に 免 疫 応 答 に つ い て 解 析 で き る 。 (Shirai, M.ら (1995)J.I
mmunol.154:2733; Mosier D.E.ら (1993)Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90:2443)。
【 ０ ２ ２ ４ 】

。 T細 胞 は 反 応 性 リ ガ ン ド に 反 応 し て 増 殖 す る と 考 え ら れ る 。 増 殖 は 、 例 え ば 3 H-チ ミ
ジ ン の 取 り 込 み を 測 定 す る こ と に よ っ て 定 量 的 に モ ニ タ リ ン グ で き る (Caruso, A.ら (1997
)Cytometry 27:71)。
【 ０ ２ ２ ５ 】

。 MHC4量 体 に 個 々 の リ ガ ン ド を ロ ー デ ィ ン グ し 、 そ れ ら の 適 切 な エ フ ェ ク タ ー T
細 胞 集 団 へ 結 合 す る 相 対 能 力 に つ い て 試 験 で き る (Altman, J.D.ら (1996)Science 274:528
4)。
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【 ０ ２ ２ ６ 】
。 T2細 胞 の よ う な 特 定 細 胞 株 を HLA結 合 リ ガ ン ド へ 曝 露 さ せ る と 細 胞 表 面 上 の MH

C複 合 体 の 安 定 化 が 生 じ る 。 細 胞 表 面 上 の MHC複 合 体 の 定 量 は 、 安 定 化 さ れ て い る HLA対 立
遺 伝 子 に 対 す る リ ガ ン ド の 親 和 性 と 相 関 し て い た 。 従 っ て 、 こ の 方 法 を 使 用 に よ り リ ガ ン
ド エ ピ ト ー プ の 相 対 HLA親 和 性 を 決 定 で き る 。 (Stuber, G.ら (1995)Int.Immunol.7:653)。
【 ０ ２ ２ ７ 】

。 リ ガ ン ド の 、 参 照 リ ガ ン ド お よ び そ の 同 族 T細 胞 エ フ ェ ク タ ー の 機 能 的 活 性 を 妨
害 す る 能 力 は 、 リ ガ ン ド が MHC結 合 に 対 し て ど の 程 度 良 好 に 競 合 で き る か に つ い て の 尺 度
で あ る 。 阻 害 の 相 対 レ ベ ル を 測 定 す る こ と は 、 MHC親 和 性 の 指 標 で あ る (Feltkamp, M.C.ら
(1995)Immunol.Lett.47:1)。
【 ０ ２ ２ ８ 】

。 近 年 報 告 さ れ た 非 ヒ ト 霊 長 類 (チ ン パ ン ジ ー )モ デ ル 系 の 利 用 に よ り 、 HLA
制 限 リ ガ ン ド の イ ン ビ ボ 免 疫 原 性 を モ ニ タ リ ン グ で き る 。 チ ン パ ン ジ ー は ヒ ト MHC分 子 と
重 複 す る MHCリ ガ ン ド 特 異 性 を 共 有 し て い る の で 、 従 っ て 相 対 イ ン ビ ボ 免 疫 原 性 に つ い て H
LA制 限 リ ガ ン ド を 試 験 す る こ と を 可 能 に す る こ と が 証 明 さ れ て い る (Bertoni, R.ら (1998)
J.Immunol.161:4447)。
【 ０ ２ ２ ９ 】

。 い く つ か の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 事 象 (例 、 リ ン 酸 化
)に は 、 MHCリ ガ ン ド 複 合 体 に よ る 良 好 な TCRエ ン ゲ ー ジ メ ン ト が 関 連 し て い る 。 こ れ ら の
事 象 の 定 性 的 お よ び 定 量 的 解 析 は 、 TCR会 合 を 通 し て エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 活 性 化 す る リ ガ
ン ド の 相 対 能 力 と 関 連 付 け ら れ て き た (Salazar E.ら (2000)Int.J.Cancer 85:829;Isakov 
N.ら (1995)J.Exp.Med.181:375)。
【 ０ ２ ３ ０ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 そ れ ら の 変 種 、 お よ び 類 似 体 の 活 性 を 決 定 す る た め の
追 加 の ア ッ セ イ 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 変 種 ま た は 類 似 体 が 抗 体 へ の 結 合 に つ い て 他 の ペ プ チ
ド と 競 合 す る 能 力 を 決 定 す る た め に 、 例 え ば 放 射 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 ELISA、 免 疫 放 射 定 量
測 定 法 、 ゲ ル 拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 法 、 イ ン サ イ チ ュ ー 免 疫 ア ッ セ イ 法 、 ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 沈 降 反 応 、 凝 集 ア ッ セ イ 法 、 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ 法 、 タ ン パ ク 質 Aア ッ セ
イ 法 、 電 気 泳 動 ア ッ セ イ 法 そ の 他 の よ う な 技 術 を 使 用 す る 競 合 的 お よ び 非 競 合 的 ア ッ セ イ
シ ス テ ム を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 様 々 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 を 使 用 で き る 。 結 合 は 、 抗
体 捕 捉 ア ッ セ イ 、 抗 原 捕 捉 ア ッ セ イ 法 、 お よ び 複 数 抗 体 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 法 を 使 用 し
て 検 出 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 に お い て 結 合 を 検 出 す る 方 法 は 当 技 術 分
野 に お い て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 増 大
本 発 明 は 、 こ れ ら の APCを 利 用 し て 抗 原 特 異 的 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 濃 縮 集 団 の 産 生 を
刺 激 す る 。 抗 原 特 異 的 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 培 養 中 で 死 ぬ APCを 使 用 し て 増 大 さ れ る
。 そ れ に よ っ て 未 処 理 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 が 他 の 細 胞 に よ っ て 抗 原 感 作 さ れ る 工 程 は 、
本 質 的 に は Coulie(1997)Molec.Med.Today 3:261-268に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
上 記 の 通 り に 調 製 さ れ た APCは 、 未 処 理 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と 混 合 さ れ る 。 好 ま し く は
、 細 胞 は IL-2の よ う な サ イ ト カ イ ン の 存 在 下 で 培 養 さ れ て よ い 。 樹 状 細 胞 は 例 え ば IL12の
よ う な 強 力 な 免 疫 刺 激 性 サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る の で 、 第 1の お よ び 次 に 続 く 増 大 ラ ウ ン
ド 中 に 追 加 的 サ イ ト カ イ ン の 添 加 は 不 要 と な る こ と が あ る 。 任 意 の 事 象 に お い て 、 培 養 条
件 は 抗 原 特 異 的 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 が APCよ り は る か に 高 速 に 増 大 す る (即 ち 、 増 殖 す る
)条 件 で あ る 。 APCお よ び 任 意 の サ イ ト カ イ ン の 、 複 数 回 注 入 の 実 施 に よ り 、 抗 原 特 異 的 細
胞 の 集 団 を さ ら に 増 大 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
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あ る 態 様 で は 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は T細 胞 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー
細 胞 は 例 え ば IL-2、 IL-11、 ま た は IL-13を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 用 い た 形 質 導 入 に よ っ
て 遺 伝 的 に 修 飾 で き る 。 イ ン ビ ト ロ 、 エ ク ス ビ ボ 、 お よ び イ ン ビ ボ で 導 入 遺 伝 子 を 導 入 す
る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 上 記 の Sambrookら (1989)を 参 照 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
遺 伝 子 組 換 え に お い て 有 用 な ベ ク タ ー
一 般 に 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る 細 胞 の 遺 伝 子 組 換 え は 、 異 種 ま た は 変 化 し た 抗 原 を コ ー ド す
る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る ベ ク タ ー を 導 入 す る こ と に よ っ て 遂 行 さ れ る
。 ウ イ ル ス 系 お よ び 非 ウ イ ル ス 系 を 含 有 す る 多 様 な 異 な る 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー を 使 用 で き
る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 組 換 え に お い て 有 用 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ
随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 お よ び ア デ ノ -レ ト ロ ウ イ ル ス キ メ ラ
ベ ク タ ー を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 APCお よ び 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 下 記 に 記
載 す る 方 法 を 使 用 し て 、 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 他 の 任 意 の 適 切 な 方 法 に よ っ て
修 飾 で き る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 構 築
本 発 明 の 遺 伝 子 組 換 え に お い て 有 用 な ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー
は 当 技 術 分 野 に お い て 既 に 教 示 さ れ た 方 法 に 従 っ て 産 生 で き る 。 例 え ば 、 Karlssonら (198
6)EMBO J.5:2377;Carter(1992)Curr.Op.Biotechnol.3:533-539;Muzcyzka(1992)Current T
op.Microbiol.Immunol.158:97-129;「 GENE　 TARGETING:A　 PRACTICAL　 APPROACH」 (1992)
編 集  A.L.Joyner、 オ ッ ク ス フ ォ ー ド 大 学 出 版 、 NY)を 参 照 さ れ た い 。 数 種 の ア プ ロ ー チ は
実 現 可 能 で あ る 。 好 ま し い の は ヘ ル パ ー 非 依 存 性 複 製 欠 損 ヒ ト ア デ ノ ウ イ ル ス 系 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
ヒ ト ア デ ノ ウ イ ル ス 2ま た は 5に 基 づ く 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Virology 163:614-
617(1988))に は ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム (通 常 は E1A/E1B)由 来 の 必 須 初 期 遺 伝 子 が 含 ま れ て
い な い の で 、 こ の た め イ ン ト ラ ン ス （ in trans） で 欠 損 遺 伝 子 生 成 物 を 提 供 す る 許 容 細 胞
株 に お い て 増 殖 さ せ な け れ ば 複 製 す る こ と が で き な い 。 欠 損 ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム 配 列 の
代 わ り に 、 対 象 と す る 導 入 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し て 、 複 製 欠 損 ア デ ノ ウ イ ル ス を 用 い て
感 染 さ せ た 細 胞 中 で 発 現 さ せ て も よ い 。 ア デ ノ ウ イ ル ス に 基 づ く 遺 伝 子 導 入 は 宿 主 ゲ ノ ム
内 へ の 導 入 遺 伝 子 の 組 み 込 み を 生 じ さ せ ず (0.1%未 満 の ア デ ノ ウ イ ル ス 媒 介 性 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン が 宿 主 DNA内 へ の 導 入 遺 伝 子 組 み 込 み を 生 じ さ せ る )、 こ の た め 安 定 性 で は な い
の で 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 高 力 価 で 伝 播 さ せ て 非 複 製 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト で き
る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス E1A/E1B遺 伝 子 を 用 い て 形 質 転 換 さ れ た ヒ ト 胚 腎 細 胞 で あ る ヒ ト 293細
胞 は 、 有 用 な 許 容 細 胞 株 を 類 型 化 す る 。 し か し な が ら 、 複 製 欠 損 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
が そ の 中 に 伝 播 す る の を 可 能 に す る 、 HeLa細 胞 を 含 む 他 の 細 胞 株 を 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 で き る ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び そ の 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ
ー に つ い て 記 載 し た 追 加 の 参 考 文 献 に は 、 次 が 含 ま れ る ： Horwitz M.S.「 ADENOVIRIDAE A
ND THEIR REPLICATION,in Fields」  B.ら (編 集 )、 VIROLOGY,Vol.2、 Raven Press New Yor
k、 pp.1679-1721(1990); Graham F.ら 、 「 METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY,Vol.7:GENE TR
ANSFER AND EXPRESSION PROTOCOLS」 、 Murray E.(編 集 )Humana Press,Clifton,N.J.(1991
)、 pp.109-128; Miller, N.ら (1995)FASEB J.9:190-199; Schreier H.(1994)Pharmaceuti
ca Acta Helvetiae 68:145-159; Schneider お よ び  French(1993)Circulation 88:1937-1
942;Curiel, D.T.ら (1992)Hum.Gene Ther.3:147-154;Graham F.L.ら の 国 際 公 開 広 報 第 95/
00655号 (1995年 1月 5日 ); Falck-Pedersen, E.S.の 国 際 公 開 広 報 第 95/16772(1995年 6月 22
日 ); Denefle, P.ら の 国 際 公 開 広 報 第 95/23867号 (1995年 9月 8日 );Haddada, H.ら の 国 際 公
開 広 報 第 94/26914号 (1994年 11月 24日 ); Perricaudet, M.ら の 国 際 公 開 広 報 第 95/02697号 (
1995年 1月 26日 ); Zhang, W.ら 国 際 公 開 広 報 第 95/25071号 (1995年 10月 12日 )。 様 々 な ア デ
ノ ウ イ ル ス プ ラ ス ミ ド も ま た 、 例 え ば オ ン タ リ オ 州 ト ロ ン ト 所 在 の ミ ク ロ ビ ッ ク ス バ イ オ
シ ス テ ム ズ (Microbix Biosystems)社 (例 え ば ミ ク ロ ビ ッ ク ス 製 品 情 報 シ ー ト :ア デ ノ ウ イ
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ル ス ベ ク タ ー 構 築 用 プ ラ ス ミ ド 、 1996年 を 参 照 さ れ た い )を 含 む 商 業 的 供 給 元 か ら 入 手 で
き る 。 さ ら に 遺 伝 子 組 換 え に 使 用 で き る ア デ ノ -レ ト ロ ウ イ ル ス キ メ ラ ベ ク タ ー の 構 築 お
よ び 使 用 を 記 載 し て い る Vileら (1997)Nature Biotechnology 15:840-841; お よ び Fengら (
1997)Nature Biotechnology 15:866-870に よ る 論 文 も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 で き る AAVベ ク タ ー を 記 載 し て い る 追 加 の 参 考 文 献 に は 次 の も
の が 含 ま れ て い る ：  Carter B. 「 HANDBOOK OF PARVOVIRUSES」 、 Vol.I、 pp.169-228、 19
90; Berns、 「 VIROLOGY」 、 pp.1743-1764(Raven Press 1990); Carter B.(1992)Curr.Opi
n.Biotechnol.3:533-539;Muzyczka, N.(1992)Current Topics in Micro.and Immunol.、 1
58:92-129;Flotte, T.R.ら (1992)Am.J.Respir.Cell Mol.Biol.7:349-356;Chatterjeeら (1
995) Ann.NY Acad.Sci.770:79-90; Flotte, T.R.ら の 国 際 公 開 広 報 第 95/13365号 (1995年 5
月 18日 ); Trempe, J.P.ら の 国 際 公 開 広 報 第 95/13392号 (1995年 5月 18日 ); Kotin, R.(1994
)Hum.Gene Ther.5:793-801; Flotte, T.R.ら (1995)Gene Therapy 2:357-362;Allen J.M.
の 国 際 公 開 広 報 第 96/17947号 (1996年 6月 13日 ); お よ び Duら (1996),Gene Therapy 3:254-2
61。
【 ０ ２ ４ ０ 】
APCは 、 関 連 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 導 入 で き る 。 最 も
一 般 的 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー に は 、 ワ ク シ ニ ア お よ び 鶏 痘 ウ イ ル ス (Bronteら (1997)Proc.Na
tl.Acad.Sci.USA 94:3183-3188; Kimら (1997)J.Immunother.20:276-286)の よ う な 組 換 え
ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 お よ び 優 先 的 に は ア デ ノ ウ イ ル ス (Arthurら (1997)J.Immunol.159:139
3-1403;Wanら (1997)Human Gene Therapy 8:1355-1363;Huangら (1995)J.Virol.69:2257-22
63)が 含 ま れ る 。 ヒ ト APCの 形 質 導 入 の た め に は レ ト ロ ウ イ ル ス も ま た 使 用 で き る (Marinら
(1996)J.Virol.70:2957-2962)。
【 ０ ２ ４ １ 】
イ ン ビ ト ロ /エ ク ス ビ ボ で は 、 最 小 量 の 無 血 清 培 地 内 で 16～ 24時 間 に 渡 る 感 染 多 重 度 (MOI)
500で の ヒ ト DCの ア デ ノ ウ イ ル ス (Ad)ベ ク タ ー へ の 曝 露 は 、 90～ 100%の DCに お い て 導 入 遺
伝 子 発 現 を 確 実 に 発 生 さ せ る 。 DCま た は そ の 他 の APCの 形 質 導 入 の 効 率 は 、 発 現 し て い る
腫 瘍 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な 蛍 光 抗 体 を 使 用 す る 免 疫 蛍 光 法 に よ っ て 評 価 で き る (Kimら (199
7)J.Immunother.20:276-286)。 あ る い は 、 こ の 抗 体 は 、 基 質 と の 反 応 に お い て 呈 色 生 成 物
を 発 生 さ せ る 酵 素 (例 、 HRP)へ 抱 合 さ せ る こ と が で き る 。 APCに よ っ て 発 現 さ れ て い る 抗 原
性 ポ リ ペ プ チ ド の 実 際 量 は ELISAに よ っ て 評 価 で き る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
形 質 導 入 さ れ た APCは 、 引 き 続 い て 静 脈 内 、 皮 下 、 鼻 腔 内 、 筋 肉 内 、 ま た は 腹 腔 内 送 達 経
路 を 通 し て 宿 主 へ 投 与 で き る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
DC、 ま た は そ の 他 の APCの イ ン ビ ボ 形 質 導 入 は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 鼻 腔 内 、 腹 腔 内 、 ま た
は 皮 膚 送 達 を 含 む 異 な る 経 路 を 介 し た Ad(ま た は そ の 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー )の 投 与 に よ っ
て 遂 行 で き る 。 好 ま し い 方 法 は 、 約 1× 10 1 0 ～ 1× 10 1 2 i.u.の 総 用 量 を 使 用 し た 複 数 の 部 位
で の Adベ ク タ ー の 皮 膚 送 達 で あ る 。 イ ン ビ ボ 形 質 導 入 の レ ベ ル は 、 APCマ ー カ ー お よ び 発
現 し て い る TAAに 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 を 用 い た 共 染 色 に よ っ て 大 ま か に 評 価 で き る 。 こ
の 染 色 方 法 は 、 投 与 部 位 か ら の 生 検 試 料 に 対 し て 、 ま た は 排 液 し て い る リ ン パ 節 も し く は
APC(特 に DC)が 移 動 し た 可 能 性 が あ る そ の 他 の 器 官 か ら の 細 胞 上 に 対 し て 実 施 で き る (Cond
onら (1996)Nature Med.2:1122-1128お よ び Wanら (1997)Hum.Gene Ther.8:1355-1363)。 注
射 部 位 ま た は 形 質 導 入 さ れ た APCが 移 動 し た 可 能 性 が あ る 他 の 器 官 で 発 現 し て い る 抗 原 の
量 は 、 組 織 ホ モ ジ ネ ー ト 上 で ELISAに よ っ て 評 価 で き る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
ウ イ ル ス 遺 伝 子 送 達 は よ り 効 率 的 で あ る が 、 DCは ま た イ ン ビ ト ロ /エ ク ス ビ ボ で 例 え ば エ
レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 、 ま た は カ チ オ ン 性 脂 質 /プ ラ ス ミ ド DNA複
合 体 の よ う な 非 ウ イ ル ス 遺 伝 子 送 達 法 に よ っ て も 形 質 導 入 で き る (Arthurら (1997),Cancer
　 Gene　 Ther.4:17-25)。 形 質 導 入 さ れ た APCは 、 引 き 続 い て 静 脈 内 、 皮 下 、 鼻 腔 内 、 筋 肉
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内 、 ま た は 腹 腔 内 送 達 経 路 を 通 し て 宿 主 へ 投 与 で き る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
DC、 ま た は そ の 他 の APCの イ ン ビ ボ 形 質 導 入 は 、 潜 在 的 に 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 鼻 腔 内 、 腹 腔
内 、 ま た は 皮 膚 投 与 経 路 を 通 し て 送 達 さ れ た カ チ オ ン 性 脂 質 /プ ラ ス ミ ド DNA複 合 体 の 投 与
に よ っ て 遂 行 で き る 。 裸 の プ ラ ス ミ ド DNAの 、 皮 膚 内 へ の 遺 伝 子 銃 送 達 ま た は 注 射 も ま た D
Cの 形 質 導 入 を も た ら す (Condonら (1996)Nature Med.2:1122-1128;Razら (1994)Proc.Natl.
Acad.Sci.USA 91:9519-9523)。 プ ラ ス ミ ド DNAの 筋 肉 内 送 達 は 、 免 疫 の た め に も 使 用 で き
う る (Rosatoら (1997)Hum.Gene Ther.8:1451-1458)。
【 ０ ２ ４ ６ 】
形 質 導 入 効 率 お よ び 導 入 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に つ い て 上 記 で 記 載 し
た よ う に 評 価 で き る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
養 子 免 疫 療 法 お よ び ワ ク チ ン
本 発 明 の 抗 原 特 異 的 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 増 大 し た 集 団 は 、 養 子 免 疫 療 法 お よ び ワ ク チ
ン と し て 利 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
養 子 免 疫 療 法 の 方 法 は 、 あ る 局 面 で は 、 上 記 の よ う に 未 処 理 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を APC
と 共 に 培 養 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ た 、 抗 原 感 作 さ れ た 抗 原 特 異 的 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細
胞 の 実 質 的 に 純 粋 な 集 団 を 被 験 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 。 好 ま し く は 、 APCは 樹 状 細 胞 で
あ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
あ る 態 様 で は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 養 子 免 疫 療 法 は 自 家 療 法 で あ る 。 こ の 場 合 、 APCは 単
一 被 験 者 か ら 単 離 さ れ た 親 細 胞 を 使 用 し て 作 製 さ れ る 。 増 大 し た 集 団 は ま た 、 被 験 者 か ら
単 離 さ れ た T細 胞 も 使 用 す る 。 最 後 に 、 抗 原 特 異 的 細 胞 の 増 大 し た 集 団 が 同 一 患 者 に 投 与
さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
ま た 別 の 態 様 で は 、 APCま た は 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 例 え ば IL-2ま た は 共 刺 激 分 子 の よ
う な 有 効 量 の 刺 激 性 サ イ ト カ イ ン と 共 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
本 明 細 書 で そ れ ら の 使 用 目 的 の た め に 有 効 で あ る と 同 定 さ れ た 物 質 は 、 CK-18を 発 現 す る
腫 瘍 を 有 す る 被 験 者 へ 、 お よ び 、 ま た は 追 加 と し て こ の よ う な 腫 瘍 を 発 生 す る こ と に 感 受
性 で あ る 、 ま た は 危 険 性 の あ る 個 体 へ 投 与 で き る 。 こ の 物 質 を 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ま
た は ヒ ト 患 者 の よ う な 被 験 者 へ 投 与 す る 場 合 に は 、 こ の 物 質 は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 へ
添 加 し 、 全 身 性 ま た は 局 所 性 で そ の 被 験 者 へ 投 与 で き る 。 有 益 に 治 療 さ れ 得 る 患 者 を 決 定
す る た め に 、 腫 瘍 退 行 を ア ッ セ イ で き る 。 治 療 量 は 、 経 験 的 に 決 定 す る こ と が で き 、 治 療
中 の 病 理 、 治 療 中 の 被 験 者 、 な ら び に 治 療 の 有 効 性 お よ び 毒 性 に 伴 っ て 変 化 す る で あ ろ う
。
【 ０ ２ ５ ２ 】
イ ン ビ ボ 投 与 は 、 治 療 の 経 過 を 通 し て 単 回 投 与 で も 、 持 続 的 ま た は 間 欠 的 に で も 達 成 で き
る 。 投 与 の 最 も 有 効 な 手 段 お よ び 用 量 を 決 定 す る 方 法 は 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 治 療 に 使
用 さ れ る 組 成 物 、 治 療 の 目 的 、 治 療 中 の 標 的 細 胞 、 お よ び 治 療 中 の 被 験 者 に 伴 っ て 変 化 す
る で あ ろ う 。 単 回 投 与 ま た は 複 数 回 投 与 は 、 治 療 担 当 医 師 に よ っ て 選 択 さ れ る 用 量 レ ベ ル
お よ び パ タ ー ン を 用 い て 実 施 で き る 。 適 切 な 投 薬 量 の 処 方 物 お よ び こ の 物 質 を 投 与 す る 方
法 は 下 記 に 記 す 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
本 発 明 の 物 質 お よ び 組 成 物 は 、 薬 剤 の 製 造 な ら び に 例 え ば 薬 学 的 組 成 物 中 の 有 効 成 分 の よ
う な 従 来 型 方 法 に 従 っ た 投 与 に よ る ヒ ト お よ び そ の 他 の 動 物 の 治 療 に お い て 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
よ り 詳 細 に は 、 本 明 細 書 で は 有 効 成 分 と も 呼 ば れ る 本 発 明 の 物 質 は 、 鼻 腔 、 局 所 的 (経 皮
的 、 エ ア ロ ゾ ル 、 口 腔 内 、 お よ び 舌 下 を 含 む )、 非 経 口 (皮 下 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 お よ び 皮
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内 を 含 む )お よ び 肺 を 含 む 任 意 の 適 切 な 経 路 に よ っ て 治 療 の た め に 投 与 で き る 。 さ ら に ま
た 、 好 ま し い 経 路 が 受 容 者 の 状 態 お よ び 年 齢 、 な ら び に 治 療 さ れ る 疾 患 に 伴 っ て 変 動 す る
こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
上 記 の 考 察 お よ び 例 は 、 単 に 技 術 を 例 示 す る こ と が 意 図 さ れ て い る 。 当 業 者 に は 明 白 で あ
る よ う に 、 上 記 に 対 し て は 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 せ ず に 様 々 な 変 更 を 加 え る こ
と が で き る 。
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