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(57)【要約】
【課題】  腺癌や上皮性の癌、例えば大腸癌や肺癌の患
者の特異的免疫療法に有用な、細胞傷害性Ｔ細胞による
認識性を有する新規な腫瘍抗原を提供すること。
【解決手段】  ＨＬＡ－Ａ２４０２拘束性細胞傷害性Ｔ
細胞により認識される、ＰＩ－９遺伝子がコードするペ
プチド、該ペプチドをコードするポリヌクレオチドまた
はその相補鎖、該ポリヌクレオチドを含有する組換えベ
クター、該ベクターを含む形質転換体、該ペプチドに対
する抗体、これらに相互作用を有する化合物、該ペプチ
ドからなる細胞傷害性Ｔ細胞誘導剤、これらの１種以上
を含む医薬組成物、ならびに該ペプチドの製造方法、該
ペプチドまたは該ポリヌクレオチドと相互作用を有する
化合物のスクリーニング方法、該ペプチドまたは該ポリ
ヌクレオチドを検定することからなる診断手段、該ペプ
チドを用いる細胞傷害性Ｔ細胞の誘導方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  下記の群より選ばれるペプチド；
①配列表の配列番号１、配列番号２、配列番号３または
配列番号４に記載のアミノ酸配列で示されるペプチド、
②前記①のペプチドのアミノ酸配列を含有するペプチ
ド、
③前記①のペプチドのアミノ酸配列と少なくとも約７０
％のアミノ酸配列上の相同性を有するペプチド、および
④前記①から③のペプチドのアミノ酸配列において１な
いし数個のアミノ酸の欠失、置換、付加、挿入などの変
異あるいは誘発変異を有するペプチド。
【請求項２】  下記の群より選ばれるペプチドであっ
て、かつ少なくともＨＬＡ－Ａ２４０２拘束性細胞傷害
性Ｔ細胞による認識性を有するペプチド；
①配列表の配列番号１、配列番号２、配列番号３または
配列番号４に記載のアミノ酸配列で示されるペプチド、
②前記①のペプチドのアミノ酸配列を含有するペプチ
ド、
③前記①のペプチドのアミノ酸配列と少なくとも約７０
％のアミノ酸配列上の相同性を有するペプチド、および
④前記①から③のペプチドのアミノ酸配列において１な
いし数個のアミノ酸の欠失、置換、付加、挿入などの変
異あるいは誘発変異を有するペプチド。
【請求項３】  配列表の配列番号１、配列番号２、配列
番号３または配列番号４に記載のアミノ酸配列の少なく
とも５個のアミノ酸配列を有し、かつ少なくともＨＬＡ
－Ａ２４０２拘束性細胞傷害性Ｔ細胞による認識性を有
するペプチド。
【請求項４】  少なくとも請求項１から３のいずれか１
項に記載のペプチドからなる医薬。
【請求項５】  請求項１から３のいずれか１項に記載の
ペプチドから選ばれる少なくとも１つのペプチドを癌治
療有効量含んでなる癌治療に用いる医薬組成物。
【請求項６】  請求項１から３のいずれか１項に記載の
ペプチドから選ばれる少なくとも１つのペプチドと、公
知の腫瘍抗原ペプチドから選ばれる少なくとも１つの腫
瘍抗原ペプチドとを癌治療有効量含んでなる癌治療に用
いる医薬組成物。
【請求項７】  請求項６に記載の医薬組成物であって、
該医薬組成物に含まれる公知の腫瘍抗原ペプチドが、ｌ
ｃｋ遺伝子およびｓｒｃファミリー遺伝子由来の腫瘍抗
原ペプチド、ＳＡＲＴ－１遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチ
ド、ＳＡＲＴ－３遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチド、およ
びサイクロフィリンＢ遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチドか
ら選ばれる少なくとも１つの腫瘍抗原ペプチドである医
薬組成物。
【請求項８】  請求項７に記載の医薬組成物において、
ｌｃｋ遺伝子およびｓｒｃ遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチ
ドが、ＴＦＤＹＬＲＳＶＬ（ｌｃｋ

４８６－４９４
）、

ＤＹＬＲＳＶＬＥＤＦ（ｌｃｋ
４８８－４９７

）、ＴＦ
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ＥＹＬＱＡＦＬＥＤＹＦ（ｓｒｃ

５１１－５２３
）、Ｔ

ＦＥＹＩＱＳＦＬＥＤＹＦ（ｙｅｓ
５０８－５２０

）、
ＴＦＥＹＩＱＳＶＬＤＤＦＹ（ｈｃ
ｋ
５０３－５１５

）、ＴＦＥＦＬＱＳＶＬＥＤＦＹ（ｂ
ｌｋ

４８２－４９４
）から選ばれるものであり、ＳＡＲ

Ｔ－１遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチドがＥＹＲＧＦＴＱ
ＤＦ（ＳＡＲＴ－１

６９０－６９８
）であり、ＳＡＲＴ

－３遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチドがＶＹＤＹＮＣＨＶ
ＤＬ（ＳＡＲＴ－３

１０９－１１８
）またはＡＹＩＤＦ

ＥＭＫＩ（ＳＡＲＴ－３
３１５－３２３

）であり、サイ
クロフィリンＢ遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチドがＫＦＨ
ＲＶＩＫＤＦ（Ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ  
Ｂ
８４－９２

）またはＤＦＭＩＱＧＧＤＦ（Ｃｙｃｌｏ
ｐｈｉｌｉｎ  Ｂ

９１－９９
）である医薬組成物。

【請求項９】  前記医薬組成物が癌ワクチンである請求
項５から８のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項１０】  少なくとも請求項２または３に記載の
ペプチドからなる細胞傷害性Ｔ細胞の誘導剤。
【請求項１１】  請求項２または３に記載のペプチドを
用いた細胞傷害性Ｔ細胞の誘導方法。
【請求項１２】  請求項１から３のいずれか１項に記載
のペプチドをコードするポリヌクレオチドもしくはその
相補鎖、または該ポリヌクレオチドもしくはその相補鎖
とストリンジェントな条件下でハイブリダイゼーション
するポリヌクレオチドから選ばれるポリヌクレオチド。
【請求項１３】  請求項１２に記載のポリヌクレオチド
の少なくとも１５個の塩基配列で示され、転写によって
発現されるペプチドが少なくともＨＬＡ－Ａ２４０２拘
束性細胞傷害性Ｔ細胞による認識性を有する、ポリヌク
レオチド。
【請求項１４】  請求項１２または１３のいずれか１項
に記載のポリヌクレオチドを含有する組換えベクター。
【請求項１５】  請求項１４に記載の組換えベクターで
形質転換された形質転換体。
【請求項１６】  請求項１５に記載の形質転換体を培養
する工程を含む、請求項１から３のいずれか１項に記載
のペプチドの製造方法。
【請求項１７】  請求項１から３のいずれか１項に記載
のペプチドを免疫学的に認識する抗体。
【請求項１８】  請求項１から３のいずれか１項に記載
のペプチドと相互作用して少なくともＨＬＡ－Ａ２４０
２拘束性細胞傷害性Ｔ細胞による認識性を増強する化合
物および／または請求項１２または１３に記載のポリヌ
クレオチドと相互作用してその発現を増強する化合物の
スクリーニング方法であって、請求項１から３のいずれ
か１項に記載のペプチド、請求項１２または１３に記載
のポリヌクレオチド、請求項１４に記載のベクター、請
求項１５に記載の形質転換体、または請求項１７に記載
の抗体のうちの少なくとも１つを用いることを特徴とす
るスクリーニング方法。
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【請求項１９】  請求項１８に記載のスクリーニング方
法により得られた化合物。
【請求項２０】  請求項１から３のいずれか１項に記載
のペプチドの少なくともＨＬＡ－Ａ２４０２拘束性細胞
傷害性Ｔ細胞による認識性を増強する化合物、または請
求項１２または１３に記載のポリヌクレオチドと相互作
用してその発現を増強する化合物。
【請求項２１】  請求項１から３のいずれか１項に記載
のペプチド、請求項１２または１３に記載のポリヌクレ
オチド、請求項１４に記載のベクター、請求項１５に記
載の形質転換体、請求項１７に記載の抗体、および請求
項１９または２０に記載の化合物のうちの少なくとも１
つを癌治療有効量含有することを特徴とする癌治療に用
いる医薬組成物。
【請求項２２】  個体における請求項１から３のいずれ
か１項に記載のペプチドの発現または活性に関連した疾
病の診断手段であって、（ａ）該ペプチドをコードして
いるポリヌクレオチド、および／または（ｂ）個体由来
の試料中の該ペプチドをマーカーとして分析することを
含む診断手段。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【産業上の利用分野】本発明は、新規な腫瘍抗原に関
し、さらに詳しくは腫瘍特異的細胞傷害性Ｔ細胞による
認識性を有するペプチド、該ペプチドをコードするポリ
ヌクレオチドまたはその相補鎖であるポリヌクレオチ
ド、該ポリヌクレオチドを含有する組換えベクター、該
組換えベクターを含む形質転換体、該ペプチドに対する
抗体、該ペプチドまたは該ポリヌクレオチドと相互作用
を有する化合物、該ペプチドからなる細胞傷害性Ｔ細胞
誘導剤、これらの１種以上を含む医薬組成物、ならびに
該ペプチドまたは該ポリヌクレオチドを検定することか
らなる診断手段、該ペプチドの製造方法、該ペプチドま
たは該ポリヌクレオチドと相互作用を有する化合物のス
クリーニング方法、および該ペプチドを用いる細胞傷害
性Ｔ細胞の誘導方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】生体における癌の排除には免疫系、特に
細胞傷害性Ｔ細胞が重要な役割を果たしている。癌患者
の腫瘍局所には癌細胞に対して傷害活性を示す細胞傷害
性Ｔ細胞の浸潤が認められている（Ａｒｃｈ．Ｓｕｒ
ｇ．，１２６：２００－２０５，１９９０）。この腫瘍
特異的な細胞傷害性Ｔ細胞の標的分子（腫瘍抗原）の発
見は、メラノーマにおいて初めてなされた。腫瘍細胞内
で生成された腫瘍抗原は、細胞内で分解されて８～１１
個のアミノ酸からなるペプチド（腫瘍抗原ペプチド）に
なり、主要組織適合性抗原であるヒト白血球抗原（ＨＬ
Ａ）分子と結合して腫瘍細胞表面上に提示される。
【０００３】ＨＬＡは細胞膜抗原であり、ほとんど全て
の有核細胞上に発現している。ＨＬＡはクラスＩ抗原と
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クラスＩＩ抗原に大別されるが、細胞傷害性Ｔ細胞によ
り抗原ペプチドとともに認識されるＨＬＡはクラスＩ抗
原である。ＨＬＡクラスＩ抗原はさらにＨＬＡ－Ａ、
Ｂ、Ｃなどに分類され、その遺伝子には多型が存在する
ことが報告されている。ＨＬＡ－Ａ２４対立遺伝子（ａ
ｌｌｅｌｅ）は、日本人の人口の約６０％（多くは、そ
の９５％の遺伝型がＡ２４０２である）、コーカサス人
の２０％、アフリカ人の１２％でみられる。
【０００４】このＨＬＡに結合可能な腫瘍抗原ペプチド
には、ＨＬＡの型（ｔｙｐｅ）ごとにその配列にモチー
フ（規則的配列）があることが知られている。細胞傷害
性Ｔ細胞はこの腫瘍抗原ペプチドとＨＬＡとの複合体を
認識して腫瘍細胞を傷害する。ここにおいて、腫瘍抗原
とは腫瘍特異的な細胞傷害性Ｔ細胞を誘導および／また
は活性化しうる、腫瘍細胞が有する蛋白質またはペプチ
ドを意味する。また腫瘍抗原ペプチドとは、該腫瘍抗原
が腫瘍細胞内で分解されて生じるペプチドであり、ＨＬ
Ａ分子と結合して細胞表面上に提示されることにより腫
瘍特異的細胞傷害性Ｔ細胞を誘導および／または活性化
しうるペプチドを意味する。さらに、腫瘍抗原が有する
腫瘍特異的な細胞傷害性Ｔ細胞を誘導および／または活
性化しうるアミノ酸配列の部位を腫瘍抗原エピトープ
（腫瘍抗原決定基）という。
【０００５】腫瘍抗原ペプチドとＨＬＡの複合体を認識
することにより活性化された細胞傷害性Ｔ細胞の腫瘍細
胞を傷害するメカニズムには２つの経路が存在すること
が知られている。一つは当該細胞傷害性Ｔ細胞表面上に
Ｆａｓリガンドが発現され、腫瘍細胞表面上に存在する
Ｆａｓ抗原と結合することによりＦａｓ抗原を介して腫
瘍細胞のアポトーシス（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）を誘導し
て細胞死に至らしめる経路である。他の一つは、当該細
胞傷害性Ｔ細胞が、保有する細胞傷害性顆粒を放出し、
該顆粒中に含まれるパーフォリンにより腫瘍細胞の膜に
孔（Ｐｏｒｅ）を形成し、該顆粒中のグランザイム等の
化学物質を腫瘍細胞内に送達することによりアポトーシ
ス（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）を誘導する経路である。
【０００６】近年、細胞傷害性Ｔ細胞による認識性を有
する腫瘍抗原をコードする多くの遺伝子が、ヒトの癌細
胞のｃＤＮＡから同定されている（Ｓｃｉｅｎｃｅ，２
５４：１６４３～１６４７，１９９１）（Ｊ．Ｅｘｐ．
Ｍｅｄ．，１８３：１１８５～１１９２，１９９６）
（Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６３：４９９４～５００
４，１９９９）。これらは、ＨＥＲ／ｎｅｕ（Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９２：４３
２～４３６，１９９５）、変異ｃｄｋ（Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ，２６９：１２８１～１２８４，１９９５）、そして
変異ＣＡＳＰ－８（Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１８６：７
８５～７９３，１９９７）等を含み、増殖性細胞および
悪性形質転換体中に含まれる。
【０００７】腫瘍抗原の中でＭＡＧＥ（メラノーマ抗
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原）ファミリー（Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．，５５：３４
７８～３４８２，１９９５）とＳＡＲＴ１（Ｊ．Ｅｘ
ｐ．Ｍｅｄ．，１８７：２７７～２８８，１９９８）
（Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，８１：４５９～４６６，
１９９９）等のいくつかの遺伝子産物は、悪性細胞にほ
ぼ選択的に発現しており、正常細胞や正常組織における
発現はほとんど認められない。しかし、多くのメラノー
マ特異的な腫瘍抗原、例えばＭＡＲＴ－１／ｍｅｌａｎ
Ａ、ｇｐ１００、およびチロシナ－ゼ等は、正常メラニ
ン細胞にも共通に存在する（Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  Ｒｅ
ｓ．，１：３５７～３７４，１９８７）。それゆえ、腫
瘍抗原の多くは、真に腫瘍特異的な腫瘍抗原というので
はなく、むしろそれらはいくつかの正常細胞や組織で発
現する自己抗原と言える。
【０００８】現在欧米では、腫瘍抗原ペプチドを投与す
ることにより癌患者の体内の細胞傷害性Ｔ細胞を活性化
させる癌ワクチン療法の開発がなされており、メラノー
マ特異的腫瘍抗原については臨床試験における成果が報
告されている。例えば、メラノーマ抗原ｇｐ１００ペプ
チドをメラノーマ患者に皮下投与し、インターロイキン
－２（ＩＬ－２）を静脈注射投与すると、４２％の患者
で腫瘍の縮小が認められている（Ｎａｔｕｒｅ  Ｍｅｄ
ｉｃｉｎｅ，４：３２１，１９９８）。このように腫瘍
抗原は、ワクチンとして利用することにより、有効な癌
治療効果を期待できる。
【０００９】しかしながら、同定されている腫瘍抗原は
そのほとんどがメラノーマ由来であり、発病頻度の高い
上皮性の癌や腺癌由来の腫瘍抗原についての報告は少な
い。既存の三大癌治療（手術療法、化学療法、および放
射線治療）での１９９８年における５年生存率は全癌で
４１％であるが、これ以上生存率を増加させることは現
状では難しく、上記三大治療法に加え新たな治療法の開
発が望まれている。
【００１０】本発明者は、既にｌｃｋ遺伝子のコードす
るペプチドが大腸癌細胞と小細胞性肺癌細胞において異
常に発現しており、腫瘍抗原としてＨＬＡ－Ａ２４０２
拘束性細胞傷害性Ｔ細胞により認識されることを見出
し、該ペプチドの癌治療における有用性を見出している
（特願平１１－２２２１０１号）。
【００１１】一方、ＰＩ－９（ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ  
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ  ９）は、ヒトセリンプロテアーゼ
阻害剤（ｓｅｒｉｎｅ  ｐｒｏｔｅａｓｅ  ｉｎｈｉｂ
ｉｔｏｒ）の１つとして報告されており（Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．，２７１：２７８０２～２７８０９，１
９９６）、細胞傷害性Ｔ細胞が標的腫瘍細胞を特異的に
認識し細胞傷害活性を示す時に、細胞傷害性Ｔ細胞から
放出されるセリンプロテアーゼであるグランザイムＢ
（ｇｒａｎｚｙｍｅＢ）に対する阻害剤として働くこと
が知られている。従って、腫瘍細胞においてＰＩ－９は
細胞傷害性Ｔ細胞による生体防御システムを回避するた
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めに作用すると考えられる（Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏ
ｌ．，１８：６３８７－６３９８，１９９８）。しか
し、腫瘍細胞におけるＰＩ－９の腫瘍抗原としての機能
については、全く報告されていない。
【００１２】
【発明が解決しようとする課題】腫瘍抗原として作用す
る可能性のあるペプチドについてはいくつか報告がなさ
れているものの、癌の多様性を考えた場合、全ての癌細
胞において同一の腫瘍抗原が同程度発現されているとは
考えられない。もちろん、単一の腫瘍抗原を用いて細胞
傷害性Ｔ細胞を活性化させる癌ワクチン療法によって
も、該腫瘍抗原を有する癌の治療効果は得られる。しか
し、癌の治療において特異的な細胞傷害性Ｔ細胞を惹起
し、かつ癌の多様性に対応して高い治療効果を得るため
には、新たな腫瘍抗原を発見し利用することが重要であ
る。すなわち本発明が解決しようとする課題は、腺癌、
および上皮性の癌、例えば大腸癌や肺癌の患者の特異的
免疫療法に有用な、細胞傷害性Ｔ細胞による認識性を有
する新規な腫瘍抗原を見出し提供することである。
【００１３】具体的には、少なくともＨＬＡ－Ａ２４０
２拘束性細胞傷害性Ｔ細胞により認識されるペプチドを
見出すことである。詳しくは、ＨＬＡ－Ａ２４０２拘束
性細胞傷害性Ｔ細胞による認識性を有するペプチド、該
ペプチドをコードするポリヌクレオチドまたはその相補
鎖であるポリヌクレオチド、該ポリヌクレオチドを含有
する組換えベクター、該組換えベクターを含む形質転換
体、該ペプチドに対する抗体、該ペプチドまたは該ポリ
ヌクレオチドと相互作用を有する化合物、該ペプチドか
らなる細胞傷害性Ｔ細胞誘導剤、これらの１種以上を含
む医薬組成物、ならびに該ペプチドまたは該ポリヌクレ
オチドを検定することからなる診断手段、該ペプチドの
製造方法、該ペプチドまたは該ポリヌクレオチドと相互
作用を有する化合物のスクリーニング方法、および該ペ
プチドを用いる細胞傷害性Ｔ細胞の誘導方法、を提供す
ることである。
【００１４】
【解決のための手段】課題解決のため本発明者は、食道
癌患者から確立したＨＬＡ－Ａ２４と腫瘍抗原ペプチド
とを認識して活性化されるＨＬＡ－Ａ２４０２拘束性腫
瘍特異的細胞傷害性Ｔ細胞（ＫＥ４－ＣＴＬ）を用い、
この腫瘍特異的細胞傷害性Ｔ細胞を活性化しうる腫瘍抗
原を、遺伝子発現クローニング法を用いて、ＫＥ４腫瘍
細胞株のｃＤＮＡライブラリーから同定し、さらにＨＬ
Ａ－Ａ２４０２拘束性細胞障害性Ｔ細胞により認識され
る、該腫瘍抗原のエピトープ（抗原決定基）を有するペ
プチドを見出し、該ペプチドをコードするポリヌクレオ
チドを同定することにより、本発明を完成した。
【００１５】すなわち、本発明は、（１）下記の群より
選ばれるペプチド；①配列表の配列番号１、配列番号
２、配列番号３または配列番号４に記載のアミノ酸配列
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7
で示されるペプチド、②前記①のペプチドのアミノ酸配
列を含有するペプチド、③前記①のペプチドのアミノ酸
配列と少なくとも約７０％のアミノ酸配列上の相同性を
有するペプチド、および④前記①から③のペプチドのア
ミノ酸配列において１ないし数個のアミノ酸の欠失、置
換、付加、挿入などの変異あるいは誘発変異を有するペ
プチド；（２）下記の群より選ばれるペプチドであっ
て、かつ少なくともＨＬＡ－Ａ２４０２拘束性細胞傷害
性Ｔ細胞による認識性を有するペプチド；①配列表の配
列番号１、配列番号２、配列番号３または配列番号４に
記載のアミノ酸配列で示されるペプチド、②前記①のペ
プチドのアミノ酸配列を含有するペプチド、③前記①の
ペプチドのアミノ酸配列と少なくとも約７０％のアミノ
酸配列上の相同性を有するペプチド、および④前記①か
ら③のペプチドのアミノ酸配列において１ないし数個の
アミノ酸の欠失、置換、付加、挿入などの変異あるいは
誘発変異を有するペプチド；（３）配列表の配列番号
１、配列番号２、配列番号３または配列番号４に記載の
アミノ酸配列の少なくとも５個のアミノ酸配列を有し、
かつ少なくともＨＬＡ－Ａ２４０２拘束性細胞傷害性Ｔ
細胞による認識性を有するペプチド；（４）少なくとも
前記（１）から（３）のいずれかのペプチドからなる医
薬；（５）前記（１）から（３）のいずれかのペプチド
から選ばれる少なくとも１つのペプチドを癌治療有効量
含んでなる癌治療に用いる医薬組成物；（６）前記
（１）から（３）のいずれかのペプチドから選ばれる少
なくとも１つのペプチドと、公知の腫瘍抗原ペプチドか
ら選ばれる少なくとも１つの腫瘍抗原ペプチドとを癌治
療有効量含んでなる癌治療に用いる医薬組成物；（７）
前記（６）の医薬組成物であって、該医薬組成物に含ま
れる公知の腫瘍抗原ペプチドが、ｌｃｋ遺伝子およびｓ
ｒｃファミリー遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチド、ＳＡＲ
Ｔ－１遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチド、ＳＡＲＴ－３遺
伝子由来の腫瘍抗原ペプチド、およびサイクロフィリン
Ｂ遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチドから選ばれる少なくと
も１つの腫瘍抗原ペプチドである医薬組成物；（８）前
記（７）の医薬組成物において、ｌｃｋ遺伝子およびｓ
ｒｃ遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチドが、ＴＦＤＹＬＲＳ
ＶＬ（ｌｃｋ

４８６－４９４
）、ＤＹＬＲＳＶＬＥＤＦ

（ｌｃｋ
４８８－４９７

）、ＴＦＥＹＬＱＡＦＬＥＤＹ
Ｆ（ｓｒｃ

５１１－５２３
）、ＴＦＥＹＩＱＳＦＬＥＤ

ＹＦ（ｙｅｓ
５０８－５２０

）、ＴＦＥＹＩＱＳＶＬＤ
ＤＦＹ（ｈｃｋ

５０３－５１５
）、ＴＦＥＦＬＱＳＶＬ

ＥＤＦＹ（ｂｌｋ
４８２－４９４

）から選ばれるもので
あり、ＳＡＲＴ－１遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチドがＥ
ＹＲＧＦＴＱＤＦ（ＳＡＲＴ－１

６９０－６９８
）であ

り、ＳＡＲＴ－３遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチドがＶＹ
ＤＹＮＣＨＶＤＬ（ＳＡＲＴ－３

１０９－１１８
）また

はＡＹＩＤＦＥＭＫＩ（ＳＡＲＴ－３
３１５－３２３

）
であり、サイクロフィリンＢ遺伝子由来の腫瘍抗原ペプ
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チドがＫＦＨＲＶＩＫＤＦ（Ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ  
Ｂ
８４－９２

）またはＤＦＭＩＱＧＧＤＦ（Ｃｙｃｌｏ
ｐｈｉｌｉｎ  Ｂ

９１－９９
）である医薬組成物；

（９）前記医薬組成物が癌ワクチンである前記（５）か
ら（８）のいずれかの医薬組成物；（１０）少なくとも
前記（２）または（３）のペプチドからなる細胞傷害性
Ｔ細胞の誘導剤；（１１）前記（２）または（３）のペ
プチドを用いた細胞傷害性Ｔ細胞の誘導方法；（１２）
前記（１）から（３）のいずれかのペプチドをコードす
るポリヌクレオチドもしくはその相補鎖、または該ポリ
ヌクレオチドもしくはその相補鎖とストリンジェントな
条件下でハイブリダイゼーションするポリヌクレオチド
から選ばれるポリヌクレオチド；（１３）前記（１２）
のポリヌクレオチドの塩基配列の少なくとも１５個の塩
基配列で示され、転写によって発現されるペプチドが少
なくともＨＬＡ－Ａ２４０２拘束性細胞傷害性Ｔ細胞に
よる認識性を有する、ポリヌクレオチド；（１４）前記
（１２）または（１３）のポリヌクレオチドを含有する
組換えベクター；（１５）前記（１４）の組換えベクタ
ーで形質転換された形質転換体；（１６）前記（１５）
の形質転換体を培養する工程を含む、前記（１）から
（３）のいずれかのペプチドの製造方法；（１７）前記
（１）から（３）のいずれかのペプチドを免疫学的に認
識する抗体；（１８）前記（１）から（３）のいずれか
のペプチドと相互作用して少なくともＨＬＡ－Ａ２４０
２拘束性細胞傷害性Ｔ細胞による認識性を増強する化合
物および／または前記（１２）もしくは（１３）のポリ
ヌクレオチドポリヌクレオチドと相互作用してその発現
を増強する化合物のスクリーニング方法であって、前記
（１）から（３）のいずれかのペプチド、前記（１２）
または（１３）のポリヌクレオチド、前記（１４）のベ
クター、前記（１５）の形質転換体、または前記（１
７）の抗体のうちの少なくとも１つを用いることを特徴
とするスクリーニング方法；（１９）前記（１８）のス
クリーニング方法により得られた化合物；（２０）前記
（１）から（３）のいずれかのペプチドの少なくともＨ
ＬＡ－Ａ２４０２拘束性細胞傷害性Ｔ細胞による認識性
を増強する化合物、または、前記（１２）または（１
３）のポリヌクレオチドと相互作用してその発現を増強
する化合物；（２１）前記（１）から（３）のいずれか
のペプチド、前記（１２）または（１３）のポリヌクレ
オチド、前記（１４）のベクター、前記（１５）の形質
転換体、前記（１７）の抗体、および前記（１９）また
は（２０）の化合物のうちの少なくとも１つを癌治療有
効量含有することを特徴とする癌治療に用いる医薬組成
物；（２２）個体における前記（１）から（３）のいず
れかのペプチドの発現または活性に関連した疾病の診断
手段であって、（ａ）該ペプチドをコードしているポリ
ヌクレオチド、および／または（ｂ）個体由来の試料中
の該ペプチドをマーカーとして分析することを含む診断
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手段；を提供する。
【００１６】
【発明の実施の形態】（ＰＩ－９遺伝子の同定）本発明
者は、日本人の多数においてみられるＨＬＡ－Ａ分子の
型であるＨＬＡ－Ａ２４に着目し、このＨＬＡ－Ａ２４
と腫瘍抗原ペプチドとを認識して活性化されるＨＬＡ－
Ａ２４０２拘束性腫瘍特異的細胞傷害性Ｔ細胞（ＫＥ４
－ＣＴＬ）を食道癌患者から確立した（Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃ
ａｎｃｅｒ、８１：４５９－４６６、１９９９）。この
細胞傷害性Ｔ細胞をエフェクターとして使用し、この細
胞を活性化しうる腫瘍抗原を、遺伝子発現クローニング
法を用いて、ＫＥ４腫瘍細胞株のｃＤＮＡライブラリー
から同定した。細胞傷害性Ｔ細胞（Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ
  Ｔ  Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ；以下、ＣＴＬと略すこと
もある）の活性化の判定は、ＥＬＩＳＡキットを用い
て、該ＣＴＬから産生されるインターフェロン－γ（Ｉ
ＦＮ－γ）を測定することにより行った。
【００１７】その結果、ＨＬＡ－Ａ２４拘束性ＫＥ４－
ＣＴＬによって認識されるｃＤＮＡクローンの１つの塩
基配列が２７９２塩基（ｂｐ）長であり、かつＰＩ－９
蛋白質のアミノ酸配列に対応するＰＩ－９遺伝子の塩基
配列であるポジション１１４－１２４４と１００％相同
性を有することを見出した。すなわち、ＰＩ－９遺伝子
が、食道癌患者から得られたＨＬＡ－Ａ２４０２拘束性
の腫瘍特異的ＣＴＬにより認識される腫瘍エピトープを
コードすることを見出した。
【００１８】（ペプチドと分析）ＨＬＡ－Ａ２４０２分
子への結合能を有するＰＩ－９由来ペプチドを得るため
に、ＨＬＡ－Ａ２４に結合しうるモチーフ（規則的配
列）を有するペプチドについて文献検索し、得られたモ
チーフに基づいてＰＩ－９遺伝子産物のアミノ酸配列
（Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７１：２７８０２～２
７８０９，１９９６）から、１３種の異なる８～１０ｍ
ｅｒのペプチドを設計し合成した。
【００１９】各ペプチドのＣＴＬ活性化作用は、ＣＴＬ
が産生するＩＦＮ－γを指標として測定することにより
行った。これらのペプチドは全てＣＴＬのＩＦＮ－γ産
生を増強した（図１参照）。特に４つのペプチド、ＰＩ
９－３（ＲＦＣＡＤＨＰＦＬ；配列番号１）、ＰＩ９－
４（ＡＦＱＱＧＫＡＤＬ；配列番号２）、ＰＩ９－８
（ＱＹＬＬＲＴＡＮＲＬ；配列番号３）およびＰＩ９－
１１（ＴＦＡＩＲＬＬＫＩＬ；配列番号４）は、検討に
用いた複数のＣＴＬ亜株（ｓｕｂｌｉｎｅ）において、
強いＣＴＬ活性化作用を示した。用いたＣＴＬ亜株は、
ＫＥ４－ＣＴＬを親株として限界希釈培養によって得た
ＣＴＬである。一方、陰性対照として用いたＨＩＶ（Ｈ
ｕｍａｎ  Ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ  Ｖｉｒ
ｕｓ）由来のＨＬＡ－Ａ２４結合モチーフを有するペプ
チドでは、ＩＦＮ－γ産生は全く見られなかった。この
ことから、上記１３種類のペプチドは、いずれもＨＬＡ
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－Ａ２４拘束性にＣＴＬを活性化する腫瘍抗原としての
作用を有するものであることが確認できた。また、ＰＩ
９－３およびＰＩ９－４のＣＴＬ活性化作用は、濃度依
存的であり、それぞれ１０ｎＭ、１μＭ程度で認められ
た（図２参照）。
【００２０】また、ＣＴＬの亜株の種類により、ペプチ
ドによる活性化の程度が異なることが判明した。例え
ば、ＰＩ９－３は亜株＃２および亜株＃３を活性化して
各亜株からのＩＦＮ－γ産生を増強したが、亜株＃１は
活性化しなかった。ＰＩ９－４は亜株＃１および亜株＃
２を強く活性化したが、亜株＃３の活性化の程度は弱か
った。すなわち、癌患者のＣＴＬは複数の腫瘍抗原を認
識する細胞の集団であり、この複数の腫瘍抗原を認識す
る細胞の集団である癌患者のＣＴＬを活性化するには、
１種類の腫瘍抗原ペプチドの刺激でもよいが、複数の腫
瘍抗原ペプチドを組合せて用いて刺激すれば、より高い
効果が得られると考えられる。
【００２１】（ＰＩ－９ｍＲＮＡの検出）種々の癌細胞
におけるｍＲＮＡレベルでのＰＩ－９の発現をノザンブ
ロッティング法またはＲＴ－ＰＣＲ法により分析した。
食道癌、胃癌、卵巣癌、口腔癌の細胞株でｍＲＮＡが検
出された。特に、食道癌では分析に用いた５例のすべて
にＰＩ－９ｍＲＮＡが検出された。
【００２２】（ペプチドによる細胞傷害性Ｔ細胞の誘
導）本発明のペプチド、ＰＩ９－３（配列番号１）また
はＰＩ９－４（配列番号２）を用いて、大腸癌患者から
得た末梢血単核球（ＰＢＭＣ）から、ＰＩ－９蛋白質を
発現させた腫瘍細胞株（ＫＥ４、ＳＷ４８０およびＣＯ
ＬＯ２０１）に対するＨＬＡ－Ａ２４拘束性のＣＴＬを
誘導する活性について試験した。
【００２３】放射線照射した自己のＰＢＭＣを抗原提示
細胞（Ａｎｔｉｇｅｎ  Ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ  Ｃｅｌ
ｌ；以下、ＡＰＣと略称することもある）として用い、
ペプチドＰＩ９－３（配列番号１）またはＰＩ９－４
（配列番号２）で３回ｉｎ  ｖｉｔｒｏにおいて刺激し
た大腸癌患者由来のＰＢＭＣは、ＨＬＡ－Ａ２４－腫瘍
細胞（ＣＯＬＯ２０１）には反応せず、ＨＬＡ－Ａ２４
＋腫瘍細胞（ＫＥ４およびＳＷ４８０）に反応し、その
結果ＩＦＮ－γの産生が増強された（図３参照）。すな
わち、これら２つのペプチドは、ＨＬＡ－Ａ２４拘束性
のＣＴＬを活性化しうることが判明した。
【００２４】また、ＰＩ９－８（配列番号３）およびＰ
Ｉ９－１１（配列番号４）についても、上記同様の検討
を行ったところ、大腸癌患者から得たＰＢＭＣから、Ｐ
Ｉ－９蛋白質を発現させた腫瘍細胞株に対するＨＬＡ－
Ａ２４拘束性のＣＴＬを誘導することができた。
【００２５】さらに、これらのペプチドのＣＴＬ活性化
作用を、５１Ｃｒ遊離試験により標的細胞に対する傷害
性を指標として、直接的に確認した。これらＰＩ－９由
来のペプチドで刺激した大腸癌患者から得たＰＢＭＣ
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は、ＨＬＡ－Ａ２４＋腫瘍細胞を溶解（ｌｙｓｉｓ）し
た。また、食道癌患者から得たＰＢＭＣについても、上
記同様の結果が得られた。従って、本発明のペプチド
は、腫瘍特異的細胞傷害性Ｔ細胞の誘導方法に使用可能
である。また、本発明のペプチドは、該ペプチドを有効
量含む腫瘍特異的細胞傷害性Ｔ細胞の誘導剤に使用して
もよい。
【００２６】ＰＩ－９由来のペプチドが癌患者のＰＢＭ
ＣにおいてＣＴＬを誘導することができたことから、Ｐ
Ｉ－９由来のペプチドは腫瘍部位においてＣＴＬにより
認識される標的分子の一つであると言える。
【００２７】本発明の４つのＰＩ－９ペプチドは、癌患
者のＰＢＭＣ中のＨＬＡ－Ａ２４拘束性ＣＴＬを活性化
することができ、ＰＩ－９ｍＲＮＡは食道、胃、卵巣お
よび口腔などの癌細胞株で検出できることが判明した。
ＨＬＡ－Ａ２４対立遺伝子（ａｌｌｅｌｅ）は日本人の
人口の約６０％（多くは、その９５％の遺伝型がＡ２４
０２である）、コーカサス人の２０％、アフリカ人の１
２％（ＨＬＡ  １９９１，Ｖｏｌ．１：１０６５～１２
２０，Ｏｘｆｏｒｄ：Ｏｘｆｏｒｄ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ  Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ，１９９２）で認めら
れる。従って、本発明のペプチドは比較的多数の癌患者
における特異的免疫治療に適用しうる。
【００２８】（ペプチド）本発明のペプチドは、配列番
号１、配列番号２、配列番号３または配列番号４に記載
のアミノ酸配列で示されるペプチドである。また、配列
番号１、配列番号２、配列番号３または配列番号４に記
載のアミノ酸配列を含有するペプチドも、本発明のペプ
チドに含まれる。上記本発明のペプチドは、ＨＬＡ－Ａ
２４０２拘束性ＣＴＬにより認識され、該ＣＴＬを活性
化することができ、腫瘍抗原としての機能を有する。さ
らに本発明のペプチドは、この配列番号１、配列番号
２、配列番号３または配列番号４に記載のペプチドと、
好ましくは約７０％以上、より好ましくは約８０％以
上、さらに好ましくは約９０％をこえる相同性を有する
ペプチドであってもよい。この相同性をもつペプチド
は、少なくともＨＬＡ－Ａ２４０２拘束性ＣＴＬによる
認識性の強さを指標にして選択することができる。ま
た、配列番号１、配列番号２、配列番号３または配列番
号４に記載のペプチドと好ましくは約７０％以上、より
好ましくは約８０％以上、さらに好ましくは約９０％を
こえる相同性を有するペプチドのアミノ酸数は、ＨＬＡ
－Ａ２４０２と結合して抗原提示細胞表面上に提示され
うる数であり、かつＣＴＬにより認識される腫瘍エピト
ープとしての性質を有する数であればよく、少なくとも
約５個以上、好ましくは約７個以上、さらに好ましくは
９個ないし１０個である。
【００２９】アミノ酸配列の相同性を決定する技術は自
体公知であり、例えばアミノ酸配列を直接決定する方
法、推定される塩基配列を決定後に該塩基配列基づいて
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これにコードされるアミノ酸配列を推定する方法等を用
いることができる。
【００３０】また、このように特定されたペプチドを元
にして、少なくともＨＬＡ－Ａ２４０２拘束性ＣＴＬに
よる認識性の強さを指標とすることにより、１ないし数
個のアミノ酸の欠失、置換、付加、挿入などの変異ある
いは誘発変異を有するアミノ酸配列からなるペプチドも
提供される。欠失、置換、付加、挿入などの変異あるい
は誘発変異を導入する手段は自体公知であり、例えばウ
ルマーの技術（Ｓｃｉｅｎｃｅ，２１９：６６６，１９
８３）を利用することができる。さらに、これら利用で
きるペプチドは、その構成アミノ基もしくはカルボキシ
ル基などを修飾するなど、機能の著しい変更を伴わない
程度に改変が可能である。
【００３１】（ポリヌクレオチド）本発明のポリヌクレ
オチドおよびその相補鎖は、配列番号１、配列番号２、
配列番号３または配列番号４に記載のペプチド、これら
のペプチドのアミノ酸配列を含有するペプチド、これら
のペプチドのアミノ酸配列と少なくとも約７０％のアミ
ノ酸配列上の相同性を有するペプチド、および前記のペ
プチドのアミノ酸配列において１ないし数個のアミノ酸
の欠失、置換、付加、挿入等の変異あるいは誘発変異を
有するペプチド、ならびに配列番号１、配列番号２、配
列番号３または配列番号４に記載のアミノ酸配列の少な
くとも５個のアミノ酸配列を有するペプチドのアミノ酸
配列をコードするポリヌクレオチドおよび該ポリヌクレ
オチドに対する相補鎖である。これらのポリヌクレオチ
ドがコードするアミノ酸配列を有するペプチドは、ＨＬ
Ａ－Ａ２４０２拘束性ＣＴＬにより認識され、該ＣＴＬ
を活性化することができ、腫瘍抗原としての機能を有す
る。さらに、本発明のポリヌクレオチドには、これらの
ポリヌクレオチドにストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズするポリヌクレオチドも包含される。ポリヌク
レオチド分子としてＤＮＡ分子を代表例にとると、「Ｄ
ＮＡ分子にストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
するＤＮＡ分子」は、例えばＭｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ
（コールドスプリングハーバーラボラトリー，１９８
９）等に記載の方法によって得ることができる。ここ
で、「ストリンジェントな条件下でハイブリタイズす
る」とは、例えば、６×ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳおよび
５０％ホルムアミドの溶液中で４２℃にて加温した後、
０．１×ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳの溶液中で６８℃にて
洗浄する条件でも依然として陽性のハイブリタイズのシ
グナルが観察されることを表す。本発明のポリヌクレオ
チドは、いずれも本発明のペプチドの製造に有用な遺伝
子情報を提供するものであり、あるいは核酸に関する試
薬・標準品としても利用できる。
【００３２】また、本発明のポリヌクレオチドは、本発
明のペプチドをコードする領域に対応する少なくとも約
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１５個以上、好ましくは約２１～３０個以上の塩基配列
からなるポリヌクレオチドおよびその相補鎖であっても
よい。この有用なポリヌクレオチドの選択および塩基配
列の決定は、例えば公知の蛋白質発現系を利用して、発
現ペプチドの確認を行うことにより可能である。
【００３３】（形質転換体）本発明は、大腸菌、酵母、
枯草菌、昆虫細胞、動物細胞、レトロウイルス等の自体
公知の宿主を利用した遺伝子組換え技術によって、本発
明からなる新規腫瘍抗原およびその由来物からなるペプ
チドが提供可能である。本発明の新規腫瘍抗原およびそ
の由来物からなるペプチドは、単純蛋白の状態でＣＴＬ
によって認識されることが確認されており、遺伝子組換
え技術による製造方法も、糖による影響を無視できるた
め、宿主の選択は生産性のみを考慮し容易にできる。本
発明の具体例においては、動物細胞系を利用したが、無
論これに限定されるものではない。
【００３４】形質転換は、自体公知の手段が応用され、
例えばレプリコンとして、プラスミド、染色体、ウイル
ス等を利用して宿主の形質転換が行われる。より好まし
い系としては、遺伝子の安定性を考慮するならば、染色
体内へのインテグレート法があるが、簡便には核外遺伝
子を利用した自律複製系が利用できる。ベクターは、選
択した宿主の種類により選別され、発現目的の遺伝子配
列と複製そして制御に関する情報を担持した遺伝子配列
とを構成要素とする。組合せは原核細胞、真核細胞によ
って分別され、プロモーター、リボソーム結合部位、タ
ーミネーター、シグナル配列、エンハンサー等を自体公
知の方法によって組合せて利用できる。
【００３５】形質転換体は、自体公知の各宿主の培養条
件に最適な条件を選択して培養される。培養は、発現産
生される新規腫瘍抗原およびその由来物からなるペプチ
ドの生理活性、特にＣＴＬによる認識性を指標にして行
ってもよいが、培地中の形質転換体量を指標にして継代
培養またはバッチ培養によって、生産される。
【００３６】（化学合成）本発明のペプチドは、通常の
ペプチド化学において知られる方法でも製造できる。例
えば、ペプチド合成（丸善）１９７５年、“Ｐｅｐｔｉ
ｄｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃ
ｅ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９９６”が例示されるが、無
論既知の方法が広く利用可能である。
【００３７】（新規腫瘍抗原およびその由来物からなる
ペプチドの回収）新規腫瘍抗原およびその由来物からな
るペプチドの回収は、ＣＴＬによる認識性を指標にし
て、分子篩、イオンカラムクロマトグラフィー、アフィ
ニティークロマトグラフィー等を組合せるか、溶解度差
に基づく硫安、アルコール等の分画手段によっても精製
回収できる。より好ましくは、アミノ酸配列の情報に基
づき、該アミノ酸配列に対する抗体を作製し、ポリクロ
ーナル抗体またはモノクロ－ナル抗体によって、特異的
に吸着回収する方法を用いる。
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【００３８】（抗体）抗体は、本発明の新規腫瘍抗原お
よびその由来物からなるペプチドの抗原決定基を選別し
て用いて作製する。抗原決定基は、少なくとも５個、よ
り好ましくは少なくとも８～１０個のアミノ酸で構成さ
れる。このアミノ酸配列は、配列番号１、配列番号２、
配列番号３または配列番号４に記載のアミノ酸配列と完
全に相同である必要はないが、少なくともこのアミノ酸
配列からなるペプチドが、ＣＴＬによる認識性を有する
ものであることが必要である。
【００３９】抗体を産生するためには、新規腫瘍抗原お
よびその由来物からなるペプチドを、アジュバントの存
在または非存在下で、単独または担体に結合して、動物
に対して体液性応答および／または細胞性応答等の免疫
誘導を行うことによって行われる。担体は、それ自体が
宿主に対して有害作用をおこさなければ、特に限定され
ず例えばセルロース、重合アミノ酸、アルブミン等が例
示される。免疫される動物は、マウス、ラット、ウサ
ギ、ヤギ、ウマ等が好適に用いられる。ポリクローナル
抗体は、自体公知の血清からの抗体回収法によって取得
される。好ましい手段としては、免疫アフィニティーク
ロマトグラフィー法である。
【００４０】モノクロ－ナル抗体を生産するためには、
上記の免疫手段が施された動物から抗体産生細胞を回収
し、自体公知の永久増殖性細胞への形質転換手段を導入
することによって行われる。
【００４１】かくして得られたポリクローナル抗体また
はモノクローナル抗体は、精製用抗体、試薬、標識マー
カー等として利用できる。
【００４２】（スクリーニング）本発明の新規腫瘍抗原
およびその由来物からなるペプチド、これらをコードす
るポリヌクレオチドおよびその相補鎖、これらのアミノ
酸配列および塩基配列の情報に基づき形質転換させた細
胞、またはこれらを免疫学的に認識する抗体は、単独ま
たは複数手段を組合せることによってＣＴＬを活性化し
うる物質のスクリーニングに有効な手段を提供する。ス
クリーニング方法は、自体公知の医薬品スクリーニング
システムを利用して構築可能である。本発明のスクリー
ニング方法により、本発明のペプチドのＣＴＬによる認
識性を増強する化合物、本発明のポリヌクレオチドと相
互作用してその発現を増強する化合物等を得ることがで
きる。
【００４３】（医薬組成物）本発明の新規腫瘍抗原およ
びその由来物からなるペプチド、これらをコードするポ
リヌクレオチドおよびその相補鎖、該ポリヌクレオチド
およびその相補鎖とストリンジェントな条件下でハイブ
リダイゼーションしうるポリヌクレオチド、これらのア
ミノ酸配列および塩基配列の情報に基づき作製したベク
ター、該ベクターにより形質転換させた細胞、または本
発明の新規腫瘍抗原およびその由来物からなるペプチド
を免疫学的に認識する抗体、ＣＴＬによる認識性を増強
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する化合物、本発明のポリヌクレオチドと相互作用して
その発現を増強する化合物、または該ペプチドからなる
細胞傷害性Ｔ細胞誘導剤を、単独または複数組合せて利
用することによって、これらを含有する医薬組成物を提
供する。
【００４４】具体的には、例えば本発明の新規腫瘍抗原
ペプチドおよびその由来物からなるペプチドは、いわゆ
る癌ワクチンとして使用される。癌ワクチンとして本発
明の新規腫瘍抗原およびその由来物からなるペプチドを
使用する場合、１つの腫瘍ペプチドのみでも癌ワクチン
として有効であるが、好ましくは複数の種類の腫瘍抗原
ペプチドを組合せて使用することがよい。癌患者のＣＴ
Ｌは複数の腫瘍抗原を認識する細胞の集団であるため、
１種類の腫瘍抗原ペプチドを癌ワクチンとして使用する
より複数の腫瘍抗原を組合せて癌ワクチンとして使用す
る方が、より高い効果が得られる。腫瘍抗原を組合せて
使用する場合、本発明の腫瘍抗原ペプチドから選ばれる
ペプチドを組み合わて使用してもよいが、これらから選
ばれる少なくとも１つのペプチドに、公知の腫瘍抗原ペ
プチドから選ばれる少なくとも１つの腫瘍抗原ペプチド
を組合せて使用してもよい。公知の腫瘍抗原ペプチドと
しては、特願平１１－２２２１０１号記載のｌｃｋ遺伝
子およびｓｒｃ遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチド、ＳＡＲ
Ｔ－１遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチド（Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃ
ａｎｃｅｒ，８１：４５９～４６６，１９９９）、ＳＡ
ＲＴ－３遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチド（Ｃａｎｃｅｒ
  Ｒｅｓｅａｒｃｈ，５９：４０５６～４０６３，１９
９９）、およびサイクロフィリンＢ遺伝子由来の腫瘍抗
原ペプチド（Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６３：４９９４
～５００４，１９９９）などが例示されるが、これらに
限定されない。好ましくは、ｌｃｋ遺伝子およびｓｒｃ
遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチドは、ＴＦＤＹＬＲＳＶＬ
（ｌｃｋ

４８６－４９４
）、ＤＹＬＲＳＶＬＥＤＦ（ｌ

ｃｋ
４８８－４９７

）、ＴＦＥＹＬＱＡＦＬＥＤＹＦ
（ｓｒｃ

５１１－５２３
）、ＴＦＥＹＩＱＳＦＬＥＤＹ

Ｆ（ｙｅｓ
５０８－５２０

）、ＴＦＥＹＩＱＳＶＬＤＤ
ＦＹ（ｈｃｋ

５０３－５１５
）、ＴＦＥＦＬＱＳＶＬＥ

ＤＦＹ（ｂｌｋ
４８２－４９４

）から選ばれるものであ
り、ＳＡＲＴ－１遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチドはＥＹ
ＲＧＦＴＱＤＦ（ＳＡＲＴ－１

６９０－６９８
）であ

り、ＳＡＲＴ－３遺伝子由来の腫瘍抗原ペプチドはＶＹ
ＤＹＮＣＨＶＤＬ（ＳＡＲＴ－３

１０９－１１８
）また

はＡＹＩＤＦＥＭＫＩ（ＳＡＲＴ－３
３１５－３２３

）
であり、サイクロフィリンＢ遺伝子由来の腫瘍抗原ペプ
チドはＫＦＨＲＶＩＫＤＦ（Ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ  
Ｂ

８４－９２
）またはＤＦＭＩＱＧＧＤＦ（Ｃｙｃｌｏ

ｐｈｉｌｉｎ  Ｂ
９１－９９

）である。
【００４５】本発明の新規腫瘍抗原ペプチドおよびその
由来物からなるペプチドを癌ワクチンとして使用する場
合、細胞性免疫の賦活のために、適当なアジュバントの
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存在または非存在下で、単独で用いるかまたは担体に結
合して用いる。担体は、それ自体が人体に対して有害作
用をおこさなければ、特に限定されず例えばセルロー
ス、重合アミノ酸、アルブミン等が例示される。剤形
は、自体公知のペプチド製剤の手段を応用して適宜選択
できる。その投与量は、ＣＴＬによる認識性により変化
するが、一般的には活性本体として０．０１ｍｇ～１０
０ｍｇ／日／成人ヒト、好ましくは０．１ｍｇ～１０ｍ
ｇ／日／成人ヒトである。これを数日ないし数月に１回
投与する。
【００４６】本発明の新規腫瘍抗原およびその由来物か
らなるペプチドをコードするポリヌクレオチドおよびそ
の相補鎖は、癌の遺伝子治療のために有用である。これ
らポリヌクレオチドをベクターに担持させ、直接体内に
導入する方法またはヒトから細胞を採取したのち体外で
導入する方法があるが、いずれも利用できる。ベクター
としては、レトロウイルス、アデノウイルス、ワクシニ
アウイルス等が知られているが、レトロウイルス系が推
奨される。無論これらウイルスは複製欠陥性である。そ
の投与量は、ＣＴＬによる認識性により変化するが、一
般的には本発明の腫瘍抗原ペプチドをコードするＤＮＡ
含量として０．１μｇ～１００ｍｇ／日／成人ヒト、好
ましくは１μｇ～５０ｍｇ／日／成人ヒトである。これ
を数日ないし数月に１回投与する。
【００４７】（診断手段）診断手段としては、本発明の
新規腫瘍抗原およびその由来物からなるペプチドの発現
に関連した疾患（特に消化器系癌）の診断手段として有
用であり、例えば当該ペプチドをコードしている核酸配
列との相互作用および／または反応性を利用して、相応
する核酸配列の存在量を決定すること、当該ペプチドに
ついて個体中の生体内分布を決定すること、当該ペプチ
ドの存在を検出すること、および／または個体由来の試
料中の存在量を決定すること、によって行われる。詳し
くは、新規腫瘍抗原およびその由来物からなるペプチド
を診断マーカーとして検定するのである。その測定法
は、自体公知の抗原抗体反応系、酵素反応系、ＰＣＲ反
応系等を利用すればよい。なお、ここでいう手段とは、
目的達成のために使用する方法および／または媒体を意
味する。すなわち、手段には、診断のための方法、診断
に用いる試薬キットなどが含まれる。
【００４８】
【実施例】以下、本発明を実施例に基づき具体的に説明
するが、本発明は下記の実施例に限定されない。
実施例１
（ＰＩ－９遺伝子の同定）ＫＥ４腫瘍細胞のｃＤＮＡラ
イブラリーから作製した合計１０５個のクローンについ
て、ＶＡ１３細胞にＨＬＡ－Ａ２４０２と共にトランス
フェクションし、ＣＴＬによるＩＦＮ－γの産生を増強
する能力について試験した。この方法により、腫瘍抗原
をコードする遺伝子の同定が可能である（Ｊ．Ｅｘｐ．
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Ｍｅｄ．，１８７：２７７～２８８，１９９８）。
【００４９】具体的には、エフェクターとしてのＣＴＬ
として、ＨＬＡ－Ａ２４０２拘束性腫瘍特異的細胞傷害
性Ｔ細胞（ＫＥ４－ＣＴＬ）を用いた。この細胞は食道
癌患者から確立した（Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ，８
１：４５７－４６６，１９９９）。また、腫瘍抗原を取
得するため、ＫＥ４腫瘍細胞を用い、そのポリ（Ａ）＋

ＲＮＡをｃＤＮＡに変換してＳａｌＩアダプターと結合
し、発現ベクターｐＳＶ－ＳＰＯＲＴ－１（ＧＩＢＣＯ
  ＢＲＬ）中に挿入した。ＨＬＡ－Ａ２４０２または対
照であるＨＬＡ－Ａ０２０１のｃＤＮＡを、逆転写ポリ
メラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）によって得て、真核
生物発現ベクターｐＣＲ３（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中
にクローン化した。プラスミドＤＮＡプールまたはＫＥ
４ｃＤＮＡライブラリーのクローン２００ｎｇと、ＨＬ
Ａ－Ａ２４０２またはＨＬＡ－Ａ０２０１ｃＤＮＡ２０
０ｎｇとを、ＯＰＴＩ－ＭＥＭ（ＧＩＢＣＯ  ＢＲＬ）
７０μｌ中でリポフェクチン１μｌと１５分間混合し
た。
【００５０】混合物の３０μｌを、ついで、ＶＡ１３細
胞（１×１０４個）に添加し、５時間インキュべーショ
ンした。次に、１０％のＦＣＳを含むＲＰＭＩ－１６４
０培地２００μｌを加え、２日間培養した。その後、Ｋ
Ｅ４－ＣＴＬ（１０４細胞／ウエル）を添加した。１８ *

18
*時間インキュべーション後、上清の１００μｌを回収
し、既に報告した（Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１８７：２
７７～２８８，１９９８）ように、ＥＬＩＳＡキットを
用いてＩＦＮ－γを測定した。
【００５１】１つのクローンが、ＨＬＡ－Ａ２４拘束性
ＫＥ４－ＣＴＬにより認識されることを見いだした。こ
のｃＤＮＡクローンの塩基配列は２７９２塩基（ｂｐ）
長であり、かつＰＩ－９蛋白質のアミノ酸配列に対応す
るＰＩ－９遺伝子の塩基配列であるポジション１１４－
１２４４と１００％相同性を有することが判明した。
【００５２】実施例２
（ＣＴＬにより認識される腫瘍抗原ペプチドの確認）Ｈ
ＬＡ－Ａ２４分子に結合しうる、ＰＩ－９蛋白質由来の
１３種の異なったペプチドをＣ１Ｒ／Ａ２４０２細胞に
導入し、ＫＥ４－ＣＴＬによるＩＦＮ－γ産生を増強す
る能力について試験した。
【００５３】ＨＬＡ－Ａ２４０２分子への結合能をもつ
１３種の異なるＰＩ－９由来ペプチドは、ＨＬＡ－Ａ２
４に結合しうるペプチドのモチーフを文献検索により
得、該モチーフに基づいて、ＰＩ－９遺伝子産物の３７
６アミノ酸配列から、設計して合成した。合成したペプ
チドのアミノ酸配列を表１に示す。
【００５４】
【表１】

【００５５】腫瘍抗原性を有するペプチドの検出のため
に、ＨＬＡ－Ａ２４０２をトランスフェクトしたＣ１Ｒ
／Ａ２４０２細胞（１×１０４個）を、終濃度１０μＭ
の各ペプチドと２時間パルスした。ついで、ＣＴＬ（１
×１０４個）を加え、１８時間インキュべーションし
た。上清の１００μｌを回収し、ＥＬＩＳＡによりＩＦ
Ｎ－γを測定した。用いたＣＴＬは、親株であるＨＬＡ
－Ａ２４０２拘束性ＫＥ４－ＣＴＬから、１または１０
細胞／ウエルで限定希釈培養（ｌｉｍｉｔｉｎｇｄｉｌ

ｕｔｉｏｎ  ｃｕｌｔｕｒｅ）して確立した（Ｊ．Ｅｘ
ｐ．Ｍｅｄ．，１８７：２７７～２８８，１９９８）３
種類の亜株（ｓｕｂｌｉｎｅ）である。結果を図１に示
す。
【００５６】１３種類のペプチドはいずれも、３種類の
ＫＥ４－ＣＴＬ亜株の少なくともいずれか１種類からの
ＩＦＮ－γ産生を増強した。特に４つのペプチド、ＰＩ
９－３（ＲＦＣＡＤＨＰＦＬ；配列番号１）、ＰＩ９－
４（ＡＦＱＱＧＫＡＤＬ；配列番号２）、ＰＩ９－８
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（ＱＹＬＬＲＴＡＮＲＬ；配列番号３）およびＰＩ９－
１１（ＴＦＡＩＲＬＬＫＩＬ；配列番号４）は、検討に
用いた複数のＣＴＬ亜株において、強いＣＴＬ活性化作
用を示した。一方、陰性対照として用いたＨＩＶ由来の
ＨＬＡ－Ａ２４結合モチーフを有するペプチドでは、Ｉ
ＦＮ－γ産生は全く見られなかった。また、これら４つ
のペプチドのうちＰＩ９－３およびＰＩ９－４のＣＴＬ
活性化作用は、濃度依存的であり、それぞれ１０ｎＭ、
１μＭ程度で認められた（図２）。
【００５７】実施例３
（ペプチドによる細胞傷害性Ｔ細胞の誘導）ＰＩ９－３
（配列番号１）およびＰＩ９－４（配列番号２）につい
て、ＰＩ－９蛋白質を発現している腫瘍細胞株（ＫＥ４
（ＨＬＡ－Ａ２４＋）、ＳＷ４８０（ＨＬＡ－Ａ２
４＋）およびＣＯＬＯ２０１（ＨＬＡ－Ａ２４－））を
用いて、大腸癌患者由来のＰＢＭＣからＨＬＡ－Ａ２４
拘束性ＣＴＬを誘導しうるか試験した。
【００５８】ＨＬＡ－Ａ２４＋大腸癌患者ＰＢＭＣ（２
×１０６個）を、培養培地（４５％ＲＰＭＩ－１６４０
培地、４５％ＡＩＭ－ＶＲ（登録商標）培地／ＧＩＢＣ
ＯＢＲＬ、１００Ｕ／ｍｌのＩＬ－２、０．１ｍＭのＭ
ＥＭノンエッセンシャルアミノ酸溶液／ＧＩＢＣＯ  Ｂ
ＲＬ、および１０％ＦＣＳを含む）２ｍｌを含む２４ウ
ェルプレートの各ウエル中で、各ペプチド１０μＭとイ
ンキュベーションした。
【００５９】培養７日目と１４日目に細胞を回収して洗
浄し、放射線照射（５０グレイ）した自己由来ＰＢＭＣ
をペプチドでパルスして得られる抗原提示細胞（ＡＰ
Ｃ）で、該回収した細胞を刺激した。細胞は培養２１日
目に採取し、直ちに種々の標的細胞と反応させ、ＩＦＮ
－γの産生量をＥＬＩＳＡ法で調べた。
【００６０】大腸癌患者から得たＰＢＭＣは、ＰＩ９－
３（配列番号１）およびＰＩ９－４（配列番号２）を用
いて刺激した場合、ＨＬＡ－Ａ２４＋腫瘍細胞（ＫＥ４
およびＳＷ４８０）と反応させるとＩＦＮ－γ産生が増
強されるが、ＨＬＡ－Ａ２４－腫瘍細胞（ＣＯＬＯ２０
１）と反応させてもＩＦＮ－γ産生は増強されなかった
（図３）。
【００６１】
【発明の効果】本発明の新規腫瘍抗原およびその由来物
からなるペプチドは、癌患者由来のＰＢＭＣにおいてＨ
ＬＡ－Ａ２４拘束性のＣＴＬを活性化することができ
る。また、新規腫瘍抗原ＰＩ－９ｍＲＮＡは食道癌など
の細胞株で検出された。ＨＬＡ－Ａ２４対立遺伝子（ａ
ｌｌｅｌｅ）は日本人の人口の約６０％（多くは、その
９５％の遺伝型がＡ２４０２である）、コーカサス人の
２０％、アフリカ人の１２％で見られる。従って、新規
腫瘍抗原およびその由来物からなるペプチドは比較的多
数の癌患者における特異的免疫治療に適用しうる。かく
して本発明で提供されるペプチド、これをコードするポ

20
リヌクレオチド、抗体は、癌の治療および診断の分野
で、極めて有用な手段を提供する。また、本発明の腫瘍
抗原ペプチドは、既に報告されている腫瘍抗原ペプチド
と組合せて使用することにより、複数の腫瘍抗原を認識
する細胞集団である癌患者のＣＴＬの活性化、ならびに
癌の多様性に対応することができるため、その有用性は
高い。
【００６２】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】

22
【図１】  ＨＬＡ－Ａ２４結合モチーフを有するＰＩ－
９由来ペプチドが、ＫＥ４－ＣＴＬの３種類の亜株を活
性化することを示す図である。該活性化の指標としてＩ
ＦＮ－γの産生量を測定した。図中、ＨＩＶは、陰性対
照であるＨＩＶ（Ｈｕｍａｎ  Ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃ
ｉｅｎｃｙ  Ｖｉｒｕｓ）由来のペプチドを表す。図
中、ＰＩ９－１～ＰＩ９－１３は、ＰＩ９由来の各ペプ
チドを表す。
【図２】  ＨＬＡ－Ａ２４結合モチーフを有するＰＩ－
９由来ペプチドが、ＫＥ４－ＣＴＬを濃度依存的に活性
化することを示す図である。図中、－●－はＰＩ９－
３、－▲－はＰＩ９－４、－□－はＰＩ９－１１、－×
－はＰＩ９－１２を表す。
【図３】  ＨＬＡ－Ａ２４結合モチーフを有するＰＩ－
９由来ペプチドが、大腸癌患者由来の末梢血単核球（Ｐ
ＢＭＣ）のＨＬＡ－Ａ２４拘束性ＣＴＬを活性化するこ
とを示す図である。図中、ＡはＫＥ４（ＨＬＡ－Ａ２４
＋）細胞、ＢはＳＷ４８０（ＨＬＡ－Ａ２４＋）細胞、
ＣはＣＯＬＯ２０１（ＨＬＡ－Ａ２４－）細胞、ＤはＶ
Ａ１３細胞を表す。



(13) 特開２００１－２４５６７５

【図１】

【図２】 【図３】

  
─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ａ６１Ｋ  48/00                                       Ａ６１Ｐ  43/00           １０５    
   Ａ６１Ｐ  35/00                                       Ｃ０７Ｋ  14/47                     
             43/00         １０５                                  16/18                     
   Ｃ０７Ｋ  14/47                                       Ｃ１２Ｎ   1/15                     
             16/18                                                  1/19                     
   Ｃ１２Ｎ   1/15                                                  1/21                     
              1/19                                       Ｃ１２Ｐ  21/02                 Ｃ  
              1/21                                       Ｃ１２Ｑ   1/02                     
              5/10                                                  1/68                 Ａ  



(14) 特開２００１－２４５６７５

   Ｃ１２Ｐ  21/02                                       Ｇ０１Ｎ  33/15                 Ｚ  
   Ｃ１２Ｑ   1/02                                                 33/50                 Ｋ  
              1/68                                                                       Ｔ  
   Ｇ０１Ｎ  33/15                                                                       Ｚ  
             33/50                                                 33/53                 Ｄ  
                                                                   33/574                Ａ  
                                                         Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ  
             33/53                                       Ａ６１Ｋ  37/02                     
             33/574                                      Ｃ１２Ｎ   5/00                 Ａ  



专利名称(译) 肿瘤抗原

公开(公告)号 JP2001245675A 公开(公告)日 2001-09-11

申请号 JP2000393047 申请日 2000-12-25

[标]申请(专利权)人(译) 伊东恭悟

申请(专利权)人(译) 伊藤KyoSatoru

[标]发明人 伊東恭悟

发明人 伊東 恭悟

IPC分类号 G01N33/50 A61K35/12 A61K35/36 A61K35/37 A61K35/42 A61K38/00 A61K38/02 A61K38/03 A61K39
/00 A61K39/395 A61K48/00 A61P35/00 A61P43/00 C07K14/47 C07K16/18 C12N1/15 C12N1/19 
C12N1/21 C12N5/10 C12N15/09 C12P21/02 C12Q1/02 C12Q1/68 G01N33/15 G01N33/53 G01N33
/574

FI分类号 A61K35/12 A61K39/00.H A61K39/395.E A61K48/00 A61P35/00 A61P43/00.105 C07K14/47 C07K16
/18 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12P21/02.C C12Q1/02 C12Q1/68.A G01N33/15.Z G01N33/50.K 
G01N33/50.T G01N33/50.Z G01N33/53.D G01N33/574.A C12N15/00.ZNA.A A61K37/02 C12N5/00.A 
A61K35/36 A61K35/37 A61K35/42 A61K38/00 A61K38/02 A61K38/03 C12N15/00.A C12N15/00.AZN.A 
C12N5/00.101 C12N5/10

F-TERM分类号 2G045/AA25 2G045/AA26 2G045/AA34 2G045/AA35 2G045/AA40 2G045/BB20 2G045/CA18 2G045
/CB01 2G045/DA12 2G045/DA13 2G045/DA14 2G045/DA36 2G045/DA78 2G045/FB02 2G045/FB03 
4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/BA44 4B024/BA54 4B024/CA01 4B024/HA11 4B063/QA01 4B063
/QA19 4B063/QQ42 4B063/QQ79 4B063/QQ96 4B063/QR32 4B063/QR48 4B063/QR55 4B063/QS33 
4B063/QS34 4B063/QX02 4B064/AG27 4B064/AG31 4B064/CA19 4B064/CC24 4B064/DA01 4B064
/DA13 4B065/AA93Y 4B065/AB01 4B065/BA02 4B065/CA24 4B065/CA25 4B065/CA44 4B065/CA46 
4C084/AA02 4C084/AA13 4C084/AA19 4C084/BA01 4C084/BA02 4C084/BA08 4C084/BA17 4C084
/BA23 4C084/CA53 4C084/CA62 4C084/DA08 4C084/ZB212 4C084/ZB262 4C085/AA03 4C085/AA13 
4C085/BB11 4C085/EE01 4C085/EE03 4C087/BB33 4C087/CA16 4C087/NA14 4C087/ZB26 4H045
/AA11 4H045/BA10 4H045/CA40 4H045/DA86 4H045/EA28 4H045/FA74

优先权 1999374322 1999-12-28 JP

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供一种新型的肿瘤抗原，该抗原可用于腺癌或上皮癌
（例如结肠癌或肺癌）患者的特异性免疫治疗，并且可以被细胞毒性T细
胞识别。 SOLUTION：由PI-9基因编码的肽，可被HLA-A2402限制性细
胞毒性T细胞识别，编码该肽或其互补链的多核苷酸，以及含有该多核苷
酸的重组载体， 包含载体的转化体，针对该肽的抗体，与其相互作用的
化合物，包含该肽的细胞毒性T细胞诱导剂，包含一种或多种这些的药物
组合物以及该肽的制备方法 筛选与肽或多核苷酸具有相互作用的化合物
的方法，包括测定该肽或多核苷酸的诊断手段，使用该肽诱导细胞毒性T
细胞的方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/1b153825-d914-4a7b-ad4b-496141f8f26f
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/026582578/publication/JP2001245675A?q=JP2001245675A

