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(54)【発明の名称】 ｉＣＥ遺伝子のシフトされたＯＲＦ由来のペプチド化合物

(57)【要約】
本発明は、iCE 遺伝子のフレームシフトされた配列に
よりコードされるペプチド配列の少なくとも８つの連続
したアミノ酸の配列を含む、特異的Ｔ応答を引き起こす
ペプチド化合物に関する。本発明は、このペプチド化合
物を含む薬剤組成物、およびこれらの化合物の、がんの
治療用、特に充実性腫瘍の治療用の医薬品の製造のため
の使用にも関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  配列番号１の配列の少なくとも８つの連続したアミノ酸の配

列を含み、特異的Ｔ応答を引き起こすことを特徴とするペプチド化合物。

    【請求項２】  配列SPRWWPTCL(配列番号２) と少なくとも80％の同一性を有

する配列を含むことを特徴とする請求項１記載のペプチド化合物。

    【請求項３】  天然のアミノ酸以外の少なくとも１つの要素を含むことを特

徴とする請求項１または２記載のペプチド化合物。

    【請求項４】  下記工程を含むことを特徴とする、配列番号１の配列の約９

～10の連続したアミノ酸の配列と少なくとも80％の同一性を有する配列を含むペ

プチド化合物を同定する方法：

a)所定の HLA分子に対する固定モチーフを含む約９～10のアミノ酸の配列を有す

る断片を決定する、

b)工程a)で得られたペプチド断片の免疫原性を、好ましくは Elispot検定法を実

施することにより測定する。

    【請求項５】  請求項４記載の方法を用いて得ることができるペプチド化合

物。

    【請求項６】  下記工程を含むことを特徴とする、請求項１～３および５の

いずれかに記載のペプチド化合物の免疫原性を向上させうる人為的な点修飾また

は突然変異を見出す方法：

a)所定の HLA分子に対する固定モチーフを含む約９～10のアミノ酸の配列を有す

る断片を決定する、

b)残基４、５、６、７または８においてさらに点修飾 (例えば、翻訳後修飾) ま

たは突然変異を導入する、

c)工程b)で得られたペプチド断片の免疫原性を、好ましくは Elispot検定法を実

施することにより測定する。

    【請求項７】  配列番号１の配列に関して少なくとも１つの突然変異または

修飾を有する、配列番号１の配列の約９～10のアミノ酸の配列を含み、特異的Ｔ

応答を引き起こすことを特徴とする、請求項６記載の方法を用いて得ることがで

きるペプチド化合物。
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    【請求項８】  配列 SPRWWPTCL (配列番号２) 由来であることを特徴とする

、請求項７記載のペプチド化合物。

    【請求項９】  請求項１～３、５、７および８のいずれかに記載の少なくと

も１つのペプチド断片をコードする DNA断片。

    【請求項10】  配列番号３の配列の少なくとも24の連続したヌクレオチドの

配列と少なくとも50％の同一性を有する配列を含むことを特徴とする、請求項９

記載の DNA断片。

    【請求項11】  真核細胞及び／又は原核細胞、特にヒト細胞において有効な

プロモーターに融合した請求項10記載の DNA断片を含む、請求項１～３、５、７

および８のいずれかに記載のペプチド断片を発現するためのベクター。

    【請求項12】  さらに、１または２以上の選択マーカー、および場合により

、サイトカイン類及び／又はリンホカイン類などの免疫防御を活性化する因子を

コードする１または２以上の配列を含む、請求項11に記載の発現ベクター。

    【請求項13】  ウイルスベクター、プラスミドベクターまたは偽ベクターで

あることを特徴とする、請求項11または12に記載のベクター。

    【請求項14】  請求項１～３、５、７および８のいずれかに記載のペプチド

化合物をローディングした樹状細胞。

    【請求項15】  請求項11～13のいずれかに記載の発現ベクターで形質転換さ

れた樹状細胞。

    【請求項16】  マクロファージの一部を形成することを特徴とする、請求項

14または15記載の樹状細胞。

    【請求項17】  請求項１～３、５、７および８のいずれかに記載のペプチド

化合物またはペプチド化合物混合物、および薬剤的に許容しうるビヒクルを含む

薬剤組成物。

    【請求項18】  請求項11～13のいずれかに記載の発現ベクター、および薬剤

的に許容しうるビヒクルを含む薬剤組成物。

    【請求項19】  特に、請求項９または10に記載の DNA断片、および薬剤的に

許容しうるビヒクルを含む薬剤組成物。

    【請求項20】  請求項14～16のいずれかに記載の細胞、および薬剤的に許容
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しうるビヒクルを含む薬剤組成物。

    【請求項21】  さらに、１または２以上の免疫アジュバント、特に腫瘍に対

して細胞傷害性である薬剤を含むことを特徴とする、請求項17～20のいずれかに

記載の薬剤組成物。

    【請求項22】  静注(IV)、皮下、経口または鼻への投与に適合する薬剤ビヒ

クルを含むことを特徴とする請求項17～21のいずれかに記載の薬剤組成物。

    【請求項23】  正に荷電もしくは負に荷電したリポソーム、ナノ粒子または

脂質エマルジョンから選択される薬剤ビヒクルを含むことを特徴とする請求項17

～22のいずれかに記載の薬剤組成物。

    【請求項24】  医薬品の製造のための、請求項１～３、５、７および８のい

ずれかに記載のペプチド化合物の使用。

    【請求項25】  がんの治療用医薬品の製造のための、請求項１～３、５、７

および８のいずれかに記載のペプチド化合物の使用。

    【請求項26】  特に、in vitroで腫瘍特異的 CTLを誘導し、それらを増殖さ

せ、再注入することからなり、該誘導がローディングした樹状細胞の補助により

行われてもよい、ex vivo 免疫用の医薬品の製造のための、請求項１～３、５、

７および８のいずれかに記載のペプチド化合物の使用。

    【請求項27】  in vivo 免疫用の医薬品の製造のための、請求項１～３、５

、７および８のいずれかに記載のペプチド化合物の使用。

    【請求項28】  がん、特に充実性腫瘍、殊にがん腫、黒色腫、神経芽腫、好

ましくは肝がんおよび結腸もしくは腎臓の腺がんの治療用医薬品の製造のための

、請求項１～３、５、７および８のいずれかに記載のペプチド化合物の使用。

    【請求項29】  培地において腫瘍の CTL集団を増加させる、及び／又は、例

えばIL-2、IFN-γおよびTNF などの細胞傷害性因子の該 CTLによる分泌を誘導す

るための、請求項１～３、５、７および８のいずれかに記載のペプチド化合物の

使用。

    【請求項30】  免疫防御を刺激して、特に腫瘍の CTL集団を増加させる、及

び／又は、例えばIL-2、IFN-γおよびTNF などの細胞傷害性因子の該 CTLによる

分泌を誘導するための医薬品を製造するための、請求項１～３、５、７および８
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のいずれかに記載のペプチド化合物の使用。

    【請求項31】  下記からなる工程を含む、請求項１～３、５、７および８の

いずれかに記載のペプチド化合物を認識する抗体を製造する方法：

a)該ペプチド化合物で哺乳動物を免疫する、

b)免疫学的検定法において該ペプチドに結合するモノクローナル抗体を分離する

。

    【請求項32】  請求項31記載の方法により得ることができるモノクローナル

抗体。

    【請求項33】  下記からなる工程を含む、 iCEの ORF+1によりコードされる

ペプチドまたはポリペプチドを検出する方法：

a)個体から取り出した試料を、請求項32記載のモノクローナル抗体に接触させ、

b)ペプチドもしくはポリペプチド／抗体複合体を形成させ、

c)該複合体中にあるか該複合体に結合する検出可能な標識により、該ペプチドま

たはポリペプチドを検出する。

    【請求項34】  がん検出のための、特に請求項32記載の抗体を含む診断用キ

ット。

    【請求項35】  個体に存在するがんの予後のための、特に請求項32記載の抗

体を含む診断用キット。

    【請求項36】  特に、請求項32記載のモノクローナル抗体、および薬剤的に

許容しうるビヒクルを含む薬剤組成物。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、腫瘍特異的Ｔ応答（Ｔ細胞反応）を生じさせる、 iCE遺伝子のフレ

ームシフトされた配列によりコードされるペプチド配列の少なくとも８つの連続

したアミノ酸の配列を含むペプチド化合物に関する。本発明はまた、このペプチ

ド化合物を含む薬剤組成物、およびこれらの化合物の、がんの治療用、特に充実

性腫瘍 (solid tumor)の治療用の医薬品を製造するための使用にも関する。

      【０００２】

  種々の産物が、腫瘍に関して反応性であるＴ細胞により認識されることが判明

しており、その殆どは黒色腫の患者から分離されている。これらの抗原(Ag)のい

くつかは、正常な成人組織におけるその発現が精巣に限られている非変異遺伝子

 (MAGE-1、MAGE-3、BAGEおよびGAGE) の産物を表す (１～４) 。その他の非変異

遺伝子には、例えば、正常メラノサイトにおいて発現されるが、その他の正常組

織では発現されない分化抗原がある。これらの分化抗原には、メラノサイト系遺

伝子産物MART-1/MelanA(５、６) 、gp100(６) 、チロシナーゼ (７、８) および

gp75 (９) がある。黒色腫に関して反応性であるＴ細胞はまた、α- カテニン (

10) 、MUM1(11)およびCDK-4(12) 遺伝子の突然変異産物を認識することが明かに

なっている。また、腎細胞がん(RCC) に関して反応性であるＴ細胞は、HLA-A2(1

3)またはHSP70-2(14) などの点突然変異した遺伝子の産物を認識することが判明

している。

      【０００３】

  さらに、反応性Ｔ細胞により認識されるいくつかのAgは、MUM-1(11) 、N-アセ

チルグルコサミニルトランスフェラーゼ-V (GnT-V)(15)またはgp100 (16)の場合

のように、イントロン配列を含む、改変された転写産物により産生されるうる。

Ｔ細胞による細胞の完全性の監視は、gp75/TRP-1(17)およびNY-E50-1(18)の場合

のように、本来の ORF内に位置するオルタナティブ (alternative)オープンリー

ディングフレーム (ORF)によりコードされるペプチドに焦点が合わせられるかも

しれない。真核生物におけるオルタナティブ ORFの使用に関する例は文献にはほ

とんどなく、対応する産物の生物学的意義は知られていない。しかし、これらの
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産物は抗原性標的として用いられ、免疫監視の有効性を高めているかもしれない

。具体的には、遺伝子発現の異常な翻訳調節 (c-mys やFGF-2 などについて)(19

～21) とがんの発生の間の関係はますます明白になってきており、従って、腫瘍

における免疫原性ペプチドは、本来の ORFにも、またオルタナティブ ORFに由来

するペプチドから生じるかもしれない。

      【０００４】

  本発明に関連して、HLA-B7拘束 (restricted) 腎細胞がん(RCC) に関して反応

性であり、in vivo でのクローニングにより増幅された腫瘍浸潤リンパ球(TIL) 

由来のＴ細胞クローンでcDNAライブラリーをスクリーニングすると、腸管カルボ

キシルエステラーゼ(iCE) 遺伝子のオルタナティブ (A+1 フレームシフト) オー

プンリーディングフレーム (ORF)によりコードされるノナマーが分離された。こ

のペプチドは、トランスフェクトされたT2細胞を用いる免疫蛍光による結合分析

において測定されるように、 HLA-B* 0702提示分子に結合する。このオルタナテ

ィブ-ORFタンパク質の構成的発現が、細胞傷害性試験においてTIL により認識さ

れる、トランスフォームされたHLA-B7* 腎細胞系のすべてにおいて観察された。

      【０００５】

 iCE遺伝子は、 RCC腫瘍並びに、正常肝臓、腸管および腎臓の組織において転写

される。天然のATG 翻訳開始部位における突然変異は認識を妨げず、これは、関

与する機構がフレームシフト (すなわち、リボソームの前方への移動) および再

コード化 (recoding) ではないことを示唆している。さらに、+1 ORFにおける代

替翻訳開始部位として使用されるうる３つのAUG コドンにおける点突然変異は認

識を妨げず、一方上流ACG コドンの突然変異は認識を消失させる。これは、後者

のコドンがオルタナティブ ORFの翻訳を開始することを示す。予想外にも、この

オルタナティブ ORFはこのように非AUG(ACG)暗号コドンから開始される。

      【０００６】

  従って、本発明は、腫瘍特異的Ｔ細胞反応をもたらす、 iCE遺伝子のフレーム

シフトされた配列 (A+1 またはA+2)によりコードされるペプチド配列の少なくと

も８つの連続したアミノ酸の配列を含むペプチド化合物に関する。 iCE (ホモ・

サピエンスの腸管カルボキシルエステラーゼ；肝臓カルボキシルエステラーゼ-2



(8) 特表２００３－５０３０４２

) のヌクレオチド配列およびペプチド配列は、アクセス番号NM 3869 におけるww

w.ncbi.nlm.nih.govサイトで利用可能である。Schwer,H., Langmann,T., Daig,R

., Becker,A., Aslanidis,C.およびSchmitz,G.「ヒト腸管および肝臓に存在する

新規な推定カルボキシルエステラーゼの分子クローニングおよび特性決定」Bioc

hem.Biophys.Res.Commun. 233(1),117-120(1997)(MEDLINE 97289502)の文献は参

照としてここに援用する。

      【０００７】

  本発明は、より具体的には、下記配列の配列番号１の少なくとも８つの連続し

たアミノ酸の配列を含むことを特徴とする、特異的Ｔ細胞反応を生じさせるペプ

チド化合物に関する：

      【０００８】

【化１】

      【０００９】

  特に、配列SPRWWPTCL(配列番号２) と少なくとも80％の同一性を有するペプチ

ド化合物が挙げられる。

  また本発明は、下記工程を含むことを特徴とする、配列番号１の配列の約９～

10の連続したアミノ酸配列と少なくとも80％の同一性を有する配列を含むペプチ

ド化合物を同定する方法に関する：

a)所定の HLA分子に対する固定(anchoring) モチーフを含む約９～10のアミノ酸

の配列を有する断片を決定する、

b)工程a)で得られたペプチド断片の免疫原性を、好ましくはエリスポット(Elisp

ot) 検定法を実施することにより測定する。

      【００１０】

  本発明の主題は、この方法により得ることができるペプチド化合物である。

  検定するペプチド断片は、この技術分野における一般的知識に基づき化学合成

により容易に得られる。
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      【００１１】

  Elispot 検定法は従来の文献に広く記載されいる。例えば、Herr et al (1998

) は、TNF-αを分泌するCD8+Ｔリンパ球を検出し、定量するためのElispot 法に

関する。要約すると、MultiScreen-HAプレート (Millipore 、マサチューセッツ

州、ベッドフォード) を抗TNF-α抗体 (クローン195 ；Boehringer Mannheim)で

被覆し、CD8+Ｔリンパ球を抗原性ペプチドの存在下で添加する。分泌されたTNF-

αをウサギ抗TNF-α抗体 (Serotec 、英国、オックスフォード) 、ビオチン結合

ウサギ抗IgG 抗体(Boehringer Mannheim) およびビオチン－アビジン－ペルオキ

シダーゼ複合体 (Vector、カリフォルニア州、ベーリンゲーム) により検出する

。サイトカインが存在する領域の番号と表面領域をコンピューターにより自動的

に測定する (Herr et al,1997)。その他の文献、例えば、Herr et al,(1996) 材

料と方法の項第２節132 ～135 頁、およびScheibenbogen et al,(1997)933 頁に

は、この方法が記載されており、これらも参照としてここに援用する。

      【００１２】

  さらに、本発明は、上記ペプチド化合物の免疫原性を向上させうる人為的な点

修飾または突然変異を見出す方法に関し、この方法は、下記工程を含む：

a)所定の HLA分子に対する固定(anchoring) モチーフを含む約９～10のアミノ酸

の配列を有する断片を決定する、

b)残基４、５、６、７または８においてさらに点修飾 (例えば、翻訳後修飾) ま

たは突然変異を導入する、

c)工程b)で得られたペプチド断片の免疫原性を、好ましくはエリスポット(Elisp

ot) 検定法を実施することにより測定する。

      【００１３】

  この方法は当分野の技術者に周知である。特に、下記インターネットアドレス

に見出される技術を参照のためにここに援用することが可能である。

www.bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla-bind/ 

  この方法は、いわゆる「逆免疫」法を用いて、有効成分 (免疫原性変異ペプチ

ド) を改良できると考えられる人為的 (ヒト腫瘍には存在しない) 点修飾または

突然変異を決定することを可能にする。タンパク質のアミノ酸配列の知見に基づ
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き、どのペプチドが、その特異性 (HLA-A2, HLA-A1, HLA-B7等) に関係なく HLA

ポケットに結合しうるかを予測し、次いでこれらのペプチドの、検討中の HLA対

立遺伝子に効率的に結合する能力についてin vitroで試験し、そして親和性に重

要なある位置のアミノ酸における点修飾または突然変異を導入することが可能で

ある。BIMAS コンピュータープログラムによりこのような予測を得ることが可能

である。 HLA分子への固定 (結合) に関与するアミノ酸に関する一般的法則は、

Parker et al. (1992 および1994) およびRammensee et al.(1995)において示さ

れた。この情報は参照としてここに援用する。当然、本発明の方法はBIMAS プロ

グラムの使用には限定されず、任意の同等のプログラムを用いて実行できる。

      【００１４】

  別の面において、本発明の主題は、配列番号１に関して少なくとも１つの突然

変異または修飾を有する、配列番号１の配列の約９～10のアミノ酸の配列を含む

こと、および特異的Ｔ反応を引き起こすことを特徴とする、上記方法を用いて得

ることができるペプチド化合物である。かかるペプチド化合物は特に、配列 SPR

WWPTCL (配列番号２) 由来であってよい。

      【００１５】

  本発明に関連して、「ペプチド化合物」なる用語は、 iCEのA+1 またはA+2 の

オルタナティブ ORFによりコードされるポリペプチド由来の最小限の１つのペプ

チド断片または一連のこれらのペプチド断片からなり、天然または非天然のアミ

ノ酸以外の１または２以上のその他の要素を場合により含む実体を意味する。こ

れらの要素の目的は、上記ペプチド断片を化学的もしくは物理的に防御する、及

び／または体内へのその吸収、及び／もしくはその投与、及び／もしくはの生物

学的利用能を促進することである。例えば、この防御により、体内に存在する各

種プロテアーゼの作用を受けることなく、ペプチドをその標的に到達させること

が可能になる。かかる化学的改変はまた、HLA-A2分子に対する抗原性ペプチドの

親和性を増加させ、in vivo でのワクチンの効果を向上させうるかもしれない (

Rosenberg et al., (1998)) 。

      【００１６】

  上記要素は、例えば、
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－当分野の技術者に知られており、ペプチドのNH2 及び／又はCOOH末端と反応す

る保護化学基。この修飾はこのペプチドの免疫原性をあまり低下させない、

－ワクチンのin vivo での有効性を改善する化学基、

－リポペプチドと称されるペプチド化合物を生成するようにペプチド断片に共有

結合的に結合する脂質または脂肪酸。パルミチン酸はその中の１例である、Viti

ello et al., (1995) 、これは参照としてここに援用する。

－制限部位を有し、完全ペプチド断片を体内のその作用部位に運ぶことを可能に

する、該ペプチド断片のための輸送タンパク質。

      【００１７】

  従って、本発明のペプチド化合物は天然のアミノ酸以外に少なくとも１つの要

素を含んでもよい。

  本発明の別の態様は、上に定義した少なくとも１つのペプチド断片をコードす

る DNA断片に関する。この断片は、下記配列番号３の配列の少なくとも24の連続

したヌクレオチドの配列と少なくとも50％の同一性を有する配列を含んでよい。

      【００１８】

【化２】

      【００１９】

  この配列は、腫瘍細胞において発現される iCE遺伝子のA+1 オルタナティブ O

RFに相当する。この ORFの発現産物は、HLA-B7拘束 (restricted)RCCに関して反

応性であるＴ細胞のクローンにより認識される。反応性TIL が腫瘍部位において
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in situ で増幅される。

      【００２０】

  「 DNA断片」なる用語は、一本鎖もしくは二本鎖 DNA、cDNA及び／又はRNA 断

片を意味する。前記ペプチド断片のアミノ酸配列に相当するヌクレオチド配列は

、遺伝暗号の縮重の原則により所定のアミノ酸に対する各種の可能なコドンをす

べて含むように変化しうる。本発明の主題はまた、真核細胞及び／又は原核細胞

、特にヒト細胞において強力であり有効なプロモーターに融合した上記 DNA断片

を含む、ペプチド断片を発現するためのベクターである。このベクターは、ウイ

ルスベクター、プラスミドベクター、または偽ベクターであってよく、選択マー

カーを含んでも、サイトカイン及び／又はリンホカインなどの免疫物質を発現し

てもよい。

      【００２１】

  本発明はまた、ペプチド化合物をローディングした樹状細胞、およびペプチド

断片を発現する発現ベクターで形質転換された樹状細胞にも関する。これらの細

胞はマクロファージであってもよい。Nestle et al., (1998) は、患者から採取

した樹状細胞を抗原性ペプチドでローディングし (in vitro培養) 、それらを同

じ患者のリンパ系に注入することからなるワクチン接種方法を記載している。こ

の刊行物は参照のためにここに援用する。

      【００２２】

  本発明の別の面の主題は、本発明のペプチド化合物またはペプチド化合物混合

物および薬剤的に許容しうるビヒクルを含む薬剤組成物である。この組成物は、

１または２以上の免疫アジュバント、特に腫瘍に対して細胞傷害性である因子を

含んでいてもよい。

      【００２３】

  本発明はまた、上記発現ベクターおよび薬剤的に許容しうるビヒクル、または

本発明の DNA断片あるいは上記細胞および薬剤的に許容しうるビヒクルを含む薬

剤組成物に関する。

      【００２４】

  本発明の薬剤組成物または組み合わせ製品は、１または２以上の免疫アジュバ
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ント、特に腫瘍に対して細胞傷害性である薬剤を含んでもよい。これらの製品は

、静注(IV)、皮下、経口または鼻への投与に適合し、好ましくは正に荷電もしく

は負に荷電したリポソーム、ナノ粒子または脂質エマルジョンから選択される薬

剤ビヒクルを含んていてもよい。

      【００２５】

  本発明の別の面は、がん、特に充実性腫瘍、殊にがん腫、黒色腫、神経芽腫、

好ましくは肝がんおよび結腸もしくは腎臓の腺がんの治療のために特に意図され

た医薬品の製造のための上に定義したペプチド化合物の使用に関する。この医薬

品は、特に、in vitroで腫瘍特異的 CTLを誘導し、増殖させ、再注入することか

らなる、ex vivo 免疫用であり、この誘導はローディングした樹状細胞の助けに

より、またはin vivo での免疫により行ってもよい。本発明はまた、培地におい

て腫瘍の CTL集団を増加させ、及び／又は例えばIL-2、IFN-γおよびTNF などの

細胞傷害性因子の前記 CTLによる分泌を誘導し、及び／又は免疫防御を刺激して

、特に腫瘍の CTL集団を増加させ、及び／又は例えばIL-2、IFN-γおよびTNF な

どの細胞傷害性因子の前記 CTLによる分泌を誘導するための、前記ペプチド化合

物の使用に関する。

      【００２６】

  別の態様において、本発明は、下記からなる工程を含む、前記ペプチド化合物

を認識する抗体を製造する方法に関する：

a)前記ペプチド化合物で哺乳動物を免疫する、

b)免疫学的検定法において前記ペプチドに結合するモノクローナル抗体を分離す

る。

      【００２７】

  本発明はまた、この方法により得ることができるモノクローナル抗体に関する

。

  本発明はまた、下記からなる工程を含む、 iCEのA+1 ORF によりコードされる

ペプチドまたはポリペプチドを検出する方法：

a)個体から取り出した試料を、上記モノクローナル抗体に接触させ、

b)ペプチドもしくはポリペプチド／抗体複合体を形成させ、
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c)この複合体中にあるかこの複合体に結合する検出可能な標識により、このペプ

チドまたはポリペプチドを検出する、

および、がん検出のための、特に個体に存在するがんの予後のための、特に上記

抗体を含む診断キットに関する。

      【００２８】

  特に上記モノクローナル抗体をおよび薬剤的に許容しうるビヒクルを含む組成

物は、がん治療に関しても有用であるかもしれない。

  iCE cDNAはもともと本来ヒト小腸cDNAライブラリー(31)から単離された。これ

は、各種哺乳動物種の他のカルボキシルエステラーゼと65％の相同性を示す。こ

れはヒト腸管、肝臓および腎臓において発現され、生体内異物の制御および腸管

粘膜の解毒(31)において重要な役割を果たすようである。正常 iCE ORFの最小ヌ

クレオチド領域においてコードされる一連の多数のＴ細胞エピトープを試験する

と、クラスＩ HLA-B* 0702拘束要素に関してはそのいずれも認識されない。逆に

、+1フレームシフト後のこの領域においてコードされる453-nt ORFは、２、３お

よび９位に HLA-B7 固定用残基を有するノナマー (SPRWWPTCL 、配列番号２) を

コードすることが判明した。標的感作検定において10-6M 以下のノナペプチドに

より半－最大溶解が得られた。このノナペプチドの HLA-B* 0702でトランスフェ

クトされたT2細胞への結合は経時的に安定であり、これは、in vitroでのＴ細胞

認識、および後者の場合には、対応するTIL 副次集団の腫瘍部位におけるin sit

u 増幅により示されるようなin vivo でのＴ細胞増殖には、このオルタナティブ

 ORFの少量の発現で十分であることを示唆する。

      【００２９】

  本発明に関して得られる結果から、Ｔ細胞エピトープ生成には新規な機構が関

与していることが明かになる。+1翻訳リーディングフレームを生じる非AUG 暗号

コドンにより誘導されるオルタナティブ ORFは、TIL により認識される腫瘍Agを

コードすることが判明した。その他の２つの例、gp75/TRP-1(17)およびNY-E50-1

(18)において、TIL により認識されるペプチドは、本来の ORF内に位置するオル

タナティブ ORFによりコードされる。オルタナティブ ORFが翻訳される機構が、

gp75/TRP-1(17)について、それに対する認識はエピトープの前の内部AUG の存在
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に影響されることが示唆された。このリボソームによるスクリーニング機構に加

え、Ｔ細胞エピトープ(41)の産生についてはリボソームのフレームシフト(39 、

40) が示唆されたが、 iCE遺伝子の場合、天然のATG 翻訳開始部位を変異させて

もペプチド認識には影響しないことから、この可能性は排除される。事実、 iCE

の+1オルタナティブ ORFにおける暗号に関する第一の内部翻訳開始部位 (440 位

におけるACG コドン) の存在は、in vitroおよびin vivo におけるＴ細胞の活性

化 (すなわち、in situ でのＴ細胞のクローン性増殖を生じさせる) のための十

分な量の iCEペプチドの発現を指示するのに十分である。リボソームが、通常の

Kozak 共通配列を有する第一のAUG を時々避けて、下流のAUG で翻訳を開始する

漏出性のスクリーニングモデルは、プリンの代わりに+4位にピリミジンが存在す

るために iCEに適用されるかもしれない。

      【００３０】

  我々の知る限り、これは、ヒトの疾患において、非ATG 規定オルタナティブ O

RFによりコードされ、組織反応性を有するＴ細胞により認識されるエピトープの

最初の例である。in vitroで樹立された、非トランスフォーム HLA-B7+腎細胞系

は、細胞傷害性試験においてTIL 由来クローン3B8 により認識された。 ATGに規

定されない繊維芽細胞増殖因子２分子のオルタナティブ翻訳開始は、ATG に規定

されるもの(20)に比べて、ストレスがかかった、もしくはトランスフォームされ

た細胞において誘導される。同様に、 iCEの非 ATG開始型の発現は、腫瘍におい

て正に調節され、対応するTIL のin situ クローン性増殖を生じうる。従って、

この iCEのオルタナティブ ORFは、免疫治療における、特に肝がんまたは結腸も

しくは腎臓の腺がんをもつ患者における使用に有利である、新規腫瘍Agを発現す

る。より一般的には、得られた結果は、３つの翻訳リーディングフレームにおい

て非AUG コドンにより誘導されるオルタナティブ ORFが、がんや自己免疫疾患な

どのある種のヒトの疾患においてＴ細胞エピトープをコードする可能性を示す。

      【００３１】

  本明細書の残部については、以下に示す図の説明が参照されるであろう。

説明

  図１：
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(A) CTL クローン3B8 による自己RCC-1 細胞系の特異的溶解

  自己RCC-1 細胞系およびK562細胞に関して、クローン3B8 の細胞傷害性を、各

種E:T 比において標準クロム遊離試験で試験した。mAb W6.32 による溶解の阻止

も示す。

(B) 各種の同種細胞系に関する 3B8の細胞傷害性

  自己RCC-1 系および各種の同種RCC 細胞系 (RCC-3 、RCC-4 およびRCC-5)を用

いて18:1の E:T比で標準的クロム試験により3B8 を試験した。対照としてW6.32 

を使用して、抗原提示に関与するクラスI HLA分子を阻害した。

  図２：選択したプライマーTCRBV(A)およびTCRBJ(B)を用いた、TIL およびクロ

ーン3B8 におけるCDR3のサイズの分析

   RNAを逆転写、およびプライマーTCRBV5およびBCを用いた40サイクル以上の増

幅にかけた。得られた DNAをネステッド蛍光プライマーTCRBC(A)またはTCRBJ152

(B) ( 13のBJプライマーを試験、BJ1S1-BJ1S7 、BJ2S1-BJ2S6)を用いて伸長反応

において５サイクル以上コピーした。増幅産物を自動シークエンサーで分析した

。得られたプロフィールは、増幅産物のntでのサイズ(x軸) および蛍光強度 (y 

軸) を示す。優性なピークについて得られた絶対FU値を示す。

      【００３２】

  図３：2C2 または3G7 cDNAクローンおよび自己 HLA-B* 0702 cDNA を含む発現

ベクターpcDNAIで一過性にコトランスフェクトされたCOS-7 細胞による CTLクロ

ーン3B8 の刺激

  対照刺激細胞は、陽性対照として用いられるRCC-1 細胞系、および陰性対照と

して用いられる HLA-B* 0702 cDNA のみでトランスフェクトされたCOS-7 細胞を

含む。iCE cDNAを、HLA-B * 0702 cDNA と共にCOS-7 細胞中に一過性にコトラン

スフェクトし、48時間後クローン3B8 を添加した。18時間後に TNFの産生を、WE

HI細胞に対するその細胞傷害作用により測定した。対照刺激細胞は、陽性対照と

して用いられるRCC-1 細胞系、および陰性対照として用いられる HLA-B* 0702の

みでトランスフェクトされたCOS-7 細胞を含む。

      【００３３】

  図４：3B8 により認識される抗原性ペプチドをコードするiCE cDNA配列の位置
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  これは、cDNA 2C2クローンの全長iCE cDNA配列、および各種短縮 (truncated)

2C2 cDNAの概略図である。非翻訳5'および3'領域は輪郭のみの四角で表される。

ヒト iCEの翻訳配列は、塗りつぶした四角で表され、cDNAクローン2C2 は点を付

けた四角で、短縮2C2 cDNAは線を引いた四角で表される。ヌクレオチドは、天然

のATG ナンセンスコドンから始まるように番号を付けられている。矢の付いた小

さい黒い枠は、P1プライマーおよびP2プライマーの位置を示す。移行RNA をハイ

ブリダイズするためのプローブとして使用されるcDNAは、２つの先端のある矢に

よって示される。制限部位 (B: Bam HI; Bs: BstX I; E: EcoR I; S: Sma I; X:

 Xba I) 。自己HLA-B * 0702 cDNA および各種短縮cDNAで一過性にトランスフェ

クトしたCOS-7 細胞の、 CTLクローン3B8 による認識を示す。トランスフェクト

された細胞を5000の 3B8細胞と共に保温し、上清中のTNF の量をWEHI-13 細胞に

対する細胞傷害効果により測定した。

      【００３４】

  図５： iCEコード化ペプチドと共に保温した自己EBV-トランスフォーム細胞系

の、 CTLクローン3B8 による溶解

  2000のEBV-トランスフォーム細胞を、HLA-B7- 拘束 iCEペプチドまたは別の対

照HLA-B7- 拘束ペプチドの存在下で１時間の間51クロムと共に保温し標識した。

次いで、クローン3B8 をエフェクターとして30：1 に設定した比で添加した。ク

ロム遊離を４時間後に測定した。

      【００３５】

  図６： iCEペプチドによるT2細胞上でのHLA-B7発現の誘導

  T2細胞を、50μM 濃度でペプチドを含む無血清培地において26℃で16時間保温

した。次いで、ペプチドを再び添加し、細胞を37℃で保温した。30分または１時

間間隔で、細胞の画分を回収し、HLA-B7発現における変化を、抗 HLA-B7 mAb (H

B59)を用いたフローサイトメトリーにより監視した。対照として、HLA-A2拘束HS

P70 ペプチドを用いた。

      【００３６】

  図７：各種細胞系(A) および各種腫瘍断片(B) におけるiCE RNA 転写産物の分

析
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  ポリ(A)+RNA (A) 5 μｇおよび全RNA(B) 10 μｇを、１％アガロースを含む変

性ホルムアミドゲル上にローディングした。RNA を膜上に移し、移行RNA を、プ

ローブとして使用したcDNAクローン2C2 の32P-標識断片とハイブリダイズさせた

。ハイブリダイゼーションは、分析用の等量のRNA をローディングするための内

部対照としての、グリセルアルアルデヒド-3- ホスフェートデヒドロゲナーゼ (

GAPDH)プローブを用いて行った (図示せず) 。

      【００３７】

  図８： iCEの非-ATG- 規定オープンリーディングフレームは CTLクローン3B8 

により認識される

(A) 本来のおよびオルタナティブ (a+1 シフト) オープンリーディングフレーム

を有する iCE cDNA コード領域の配列。変異したヌクレオチド (nt) の位置は大

文字の太字で表され、相当するコドンは下線を付し、試験された突然変異体A-F 

の位置 (Ｂ) は変異体コドン上に示される。+1 ORFによりコードされる抗原性ペ

プチドの配列は下線を付す。

(B) COS-7 細胞中HLA-B * 0702でコトランスフェクション後にクローン3B8 から

のTNF 遊離を刺激する、点変異体(A-F) の能力を試験した。陰性対照は、HLA-B 

* 0702もしくはiCE cDNA単独で刺激されたトランスフェクション、またはHLA-B 

* 0702およびpcDNAI対照プラスミドでのコトランスフェクションを含む。

      【００３８】

    【実施例】

      【００３９】

  【実施例１】材料および方法

  細胞系 (cell line)

  K562細胞を培養し、200mM L-グルタミン１％、200mM ピルビン酸ナトリウム１

％、ヘペス１％、ウシ胎仔血清(FCS) ５％およびペニシリン (Gibco-BRL 、英国

、ペイスリー)50IU/mlを添加したRPMI (Gibco-BRL 、英国、ペイスリー) からな

る培地中で EBVによりトランスフォームされた患者１由来のＢ細胞系を得た。WE

HI-164クローン13(W13) およびCOS-7 細胞を、200mM L-グルタミン１％、200mM 

ピルビン酸ナトリウム１％、ヘペス１％、ウシ胎仔血清(FCS) ５％およびペニシ
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リン 50IU/mlを添加したRPMI (Seromed, Biochrom KG、ベルリン) において培養

した。

      【００４０】

  患者およびRCC 細胞系の樹立

  RCC 細胞系を既報(22)のようにして樹立した。原発性腫瘍を、根治的腎摘出を

受けた未処置の患者から得た。RCC-1 細胞系を患者１ (HLA A1, A32, B7, B12-4

4, Cw5, Cw7)から樹立した。この患者は透明な顆粒腎細胞がんを有し、転移のな

い56歳の男性である。外科手術後、断片を酵素切断により処理し、腫瘍細胞懸濁

液を完全RCC 培地(22)中で培養した。それぞれ患者２、３、４、５、６、７およ

び８の原発性腫瘍に由来するRCC-2 (HLA A1, A3, B7, B8, Cw7, Cw7)、RCC-3 (H

LA A1, A29, B22, B15-62/63, Cw1, Cw7-17)、RCC-4 (HLA A3, A19-29, B7, B12

-44, Cw7, Cw16) 、RCC-5 (HLA A1, A3, B6, B22-56, Cw1, Cw7)、RCC-6 (HLA A

9-24, A32, B12-44, B18, Cw5, Cw5) 、RCC-7 (HLA A1, A28-68, B8, B40-60, C

w3, Cw7)およびRCC-8 (HLA A2, A10-25, B18, B13, Cw8, Cw6)腫瘍細胞系を完全

RCC 培地中に維持した。

      【００４１】

  患者１のTIL からの CTL作製

  自己TIL を、解離させた腫瘍細胞の解凍懸濁液から作製した。自己の混合リン

パ球／腫瘍細胞培養物 (MLTC) を次のようにして調製した：１日目に、解離させ

た腫瘍細胞を、6-ウェルの平底プレート中、200mM L-グルタミン１％、200mM ピ

ルビン酸ナトリウム１％、ヒトAB血清 (Institut Jacques Boy, S.A.、フランス

、ランス) ８％およびペニシリン50IU/ml を含み、Ｔ細胞増殖因子 (TCGF) ５％

およびヒトインターロイキン-2(rIL-2) (Roussel Uclaf、フランス、ロマンブィ

ル) を添加したRPMI1640 (Gibco-BRL 、英国、ペイスリー) ( 以後、「MLTC」完

全培地と称する) に、２×106 TIL の割合で接種した。MLTC完全培地を必要に応

じ、３日毎に捨て、新鮮なMLTC完全培地で置換した。７、15および21日目に、２

×106 TIL を、MLTC完全培地を有する6-ウェル平底プレートに接種した２×105 

の照射 (100 Gray) 自己腫瘍細胞で再刺激した。15日目に、TIL の細胞傷害活性

を自己RCC-1 およびK562細胞系に対して試験し、表面表現型を直接免疫蛍光によ
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り特性決定し、細胞を限界希釈によりクローン化した。TIL を、合計200 μｌの

MLTC完全培地中に、刺激剤としての照射した自己腫瘍細胞 (１×104 ／ウェル) 

およびフィーダー細胞としての照射同種PBL(８×104 ／ウェル) および照射EBV-

トランスフォームＢ細胞 (２×104 ／ウェル) を予め接種しておいた、Ｖ型96- 

マイクロウェルプレート (Nunc、デンマーク) に0.6 ～600 細胞／ウェルの割合

で、接種した。３日毎に上清60μｌを各ウェルより除去し、新鮮培地60μｌで置

換した。クローンの細胞傷害性を、4-h 標準クロム遊離試験において測定した。

７～10日毎に CTLクローンを、上記のように同種フィーダー細胞系および自己腫

瘍細胞系で再刺激した。

      【００４２】

  細胞傷害性検定法

   CTLの細胞傷害性を、既報(22)のようにして標準51Cr遊離試験において測定し

た。標的細胞 (RCC およびK562細胞系) を37℃において50μCi～100 μCiの51Cr

(Du pont, NEN,マサチーセッツ州、ボストン) で１時間標識して、２×103 の細

胞を96- マイクロウェルプレートにおいて５％FCS 加RPMI 100μｌに接種した。

エフェクター細胞を40：１～0.1 ：１の範囲の各種E:T 比でウェルに添加した。

mAb による溶解阻止のために、標的細胞を、エフェクター細胞を加える前に、飽

和濃度のmAb の存在下で２時間予備保温した。96- マイクロウェルプレートを37

℃で４時間保温し、51Cr遊離を回収した上清において測定した。細胞傷害性また

はTNF の産生の阻害ために、次のmAb を用いた：pan-class I MHC mAb であるW6

/32 およびHLA-B/C 特異的mAb であるB1.23.2(ME1)。

      【００４３】

 COS-7  細胞のトランスフェクションおよびトランスフェクション産物のスクリ

ーニング

  トランスフェクション実験をDEAE／デキストラン／クロロキン (chloroquin) 

法 (5,7,23) を用いてCOS-7 細胞で行った。トランスフェクションの３日前に、

COS-7 細胞を96- マイクロウェル平底プレートにおいて５×103 ／ウェルの割合

で、FES 20％を含むRPMI 150μｌ中に接種した。トランスフェクション実験は、

２つの異なるマイクロウェルプレートにおいて二重に行った。トランスフェクシ
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ョンのために培地を捨て、次いでDEAE／デキストラン (Sigma)35μｇおよびクロ

ロキン (Sigma)0.1 mMを含み、cDNAライブラリー由来の約200 の組換えクローン

の一群を発現するプラスミド DNA 100ngおよび自己 HLA-B* 0702プラスミド100n

g を有するトランスフェクション混合物30μｌで置き換えた。COS-7 細胞を37℃

で４時間保温し、次いで培地を除去し、細胞をジメチルスルフォキシド溶液10％

を含む１×PBS 緩衝液中で２時間保温した。細胞を１×PBS 緩衝液中で１回洗浄

し、FCS 10％を含むRPMIで２日間保温した。２日後、トランスフェクトされたCO

S-7 細胞のクローン3B8 によるTNF 産生の刺激能を、WEHI検定法により測定して

試験した。

      【００４４】

  トランスフェクトされたCOS-7 細胞のTNF 産生の刺激能を試験した(24)。２×

103  CTL (クローン3B8)をFCS 10％を含むRPMI 100μｌ中で一過性にトランスフ

ェクトされたCOS-7 細胞を含む96- マイクロウェル平底プレートに加えた。18時

間後、各上清を回収し、そのTNF 含量を臭化3-[4,5- ジメチルチオゾール]-2,5-

ジフェニルテトラゾリウム (MTT)を用いた比色検定法においてWEHI-164クローン

13細胞(25)に対する細胞傷害効果を分析することによって測定した。

      【００４５】

  CDR3  のサイズ分析

   CTLクローン3B8 により発現されるか、血液もしくは腫瘍断片において見出さ

れるTCRBV 遺伝子セグメントのCDR3のサイズの分析を、既報(22)のようにして行

った。CDR3のサイズ分析に用いる操作は、TCRBV-BC断片(26)の独立RT-PCR増幅、

次いで、TCRBC またはTCRBJ 蛍光ネステッドプライマー(27)を用いる PCR産物の

「フロー」およびImmunoscope プログラム(28)を用いるABI 373 自動 DNAシーク

エンサー (Applied Biosystems Inc. 、カリフォルニア州、フォスター市) での

電気泳動による蛍光フロー産物の大きさの測定を含む。5'および3'プライマー位

置は固定されているため、フロー産物のサイズの変化は、CDR3領域の長さにおけ

る違いにのみ基づく。各ピークをその位置 (CDR3のサイズ) および蛍光強度 (任

意の蛍光単位またはFU) により特性決定する。CDR3のサイズモチーフを表す図を

最も高いピークについて100 ％として目盛りを定める。健康な供給者由来の血液



(22) 特表２００３－５０３０４２

において、所定のＶβ亜科におけるCDR3のサイズの変化を反映するプロフィール

のほとんどは、ほぼガウス分布(21)を有する３ヌクレオチド離れた５～８のピー

クを示す。優勢なピークは非常に強いシグナルとして定義され、その他のCDR3シ

グナルにおいてはかなりの減少が見られる。

      【００４６】

  cDNA  ライブラリーの作製

  ポリ(A)+RNA を、Maxi Message Marker TMキット (R&D Systems 、英国、アビ

ンドン) を製造者の指示に従って用いて、RCC-1 細胞系より抽出した。第一鎖の

cDNAを、5'末端にNot I 部位を含むオリゴ-dT プライマーを用いてSuperscript 

Choice SystemsTM  Gibco BRL 、メリーランド州、ゲーサーズバーグ) により合

成し、次いで第二鎖のcDNAを合成した。Semi-Bst XI リンカー (InVitrogen) を

cDNAの平滑末端に連結し、次いでNot I で切断し、そしてSephacryl S-500 HRカ

ラムでのクロマトグラフィーにより分画した。cDNA画分を発現ベクターpcDNAIの

Bst XIおよびNot I 部位にサブクローン化した。組換えプラスミドを、E.coliMC

 1061/P3中で電気泳動にかけ、この細菌を、アンピシリン50μｇ/ml およびテト

ラサイクリン10μｇ/ml を有するLB寒天プレート上で選択した。スクリーニング

実験において、RCC-1 cDNAライブラリーを400 グループの200 のDNA クローンに

分けた。各グループの細菌を増殖させ、プラスミド DNAをアルカリ溶解法(29)を

用いて抽出した。

      【００４７】

  完全長iCE cDNAおよび点突然変異により変異または短縮されたiCE cDNAの単離

  グアニジンイソチオシアネート／塩化セシウム遠心操作(30)を用いてRCC 細胞

系から全RNA を抽出した。cDNA CycleTMキットを製造者の指示に従って用い、20

μｌの反応量中の全RNA ５μｇに逆転写を行った。cDNA反応混合物１μｌをTaq 

DNA ポリメラーゼ (Perkin Elmer) を用いる PCR反応に用いた。ヒトiCE cDNA(3

1)を増幅するために以下のプライマーを用いた：

－プライマー P1 、5'- CCCAAGCTTGGTGAATAGCAGCGTGTCCGC-3' 

 (ヌクレオチド28～48、センス鎖、配列番号４) 

－プライマー P2 、5'- TGCTCTAGAAGGGAGCTACAGCTCTGTGTG-3' 
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 (ヌクレオチド1666～1687、アンチセンス鎖、配列番号５) 

   PCRの条件は次の通りである：95℃で10分、次いで30増幅サイクル (94℃で１

分、60℃で２分、72℃で３分、最後の伸長72℃で10分) 

  こうして得られた PCR産物を、次に、Hind IIIおよびXba I で切断し、配列決

定のために発現ベクターpcDNAIのHind IIIおよびXba I 部位中にサブクローン化

する。iCE cDNAの公開された配列はアクセス番号Y09616を有する。 iCEの突然変

異体を、重複するオリゴヌクレオチドプライマー中の所望の点突然変異をコード

し、 PCRにより変異体を作製することによる位置指定突然変異誘発(32)により得

た。 PCR産物の配列決定をABI PRISM DNA 配列決定キット (PE Applied Biosyst

ems)で行った。

      【００４８】

  ノーザンブロット分析

  全RNA を、グアニジンイソチオシアネート／塩化セシウム遠心分離法(30)を用

いて、各種原発性腫瘍から抽出した。ポリ(A+)RNA を、RCC 細胞系および非トラ

ンスフォーム腎細胞系から上記のようにして調製した。ポリ(A)+RNA ５μｇまた

は全RNA 10μｇを1.2 ％アガロースを含むホルムアルデヒドゲル中で電気泳動に

かけ、Hybond-N+ ナイロン膜 (Amersham、英国) に移した。移行されたRNA を、

プローブとしての、公開されたヒトiCE cDNA配列(31)のヌクレオチド1033～2009

に相当する2C2 cDNA断片およびグリセルアルデヒド-3- ホスフェートデヒドロゲ

ナーゼ (GAPDH)cDNAの両者とハイブリッド形成させた。プローブはすべてPrime-

ITTMIIランダムプライマー標識キット (Stratagene、カフォルニア州ラホーヤ) 

を用いてα[32P]dCTP (3000Ci mmol-1) で標識した。ハイブリダイゼーションを

48℃において16時間行った。

      【００４９】

  膜を52℃の２×SSC で２回、0.2 SSC/0.1 ％SDS で15分間を１回洗浄し、次い

でオートラジオグラフィーにかけるか、Phosphor-Imager (Molecular Dynamics 

、米国カフォルニア州サニーベル) で分析した。

      【００５０】

  【実施例２】RCC-特異的 CTLクローンをTIL より単離した
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  患者１由来のTIL を、少量のIL-2およびTCGF(22)の存在下で照射自己腫瘍細胞

で刺激した。MLTC 15 日後に、自己腫瘍細胞に対する特異的細胞溶解活性 (40/1

のE:T 比において31％の溶解) が検出され、TIL を自己腫瘍細胞、EBV-トランス

フォームＢ細胞および同種PBL の存在下で、IL-2およびTCGFを添加して限界希釈

法によりクローン化した。3B8 と命名したTCR α/ β+ CF8 + クローンを単離し

た。これは自己RCC 細胞系を溶解するが、NK- 感受性K562標的細胞は溶解しない

。クローン3B8 の自己RCC-1 細胞系に対する細胞傷害性は、mAb W6/32 により阻

害された (図1A) 。細胞傷害性 (図1B) およびTNF 産生試験の両方において、全

ての同種HLA-B7* RCC 細胞系 (図1BのRCC-2 、RCC-4 およびRCC-5)は3B8 により

認識されるが、HLA-B7- RCC 細胞系 (RCC-7 、RCC-6 、RCC-7 およびRCC-8)はい

ずれも認識されない。従って、3B8 により認識される抗原は、HLA-B7分子により

提示され、RCC 細胞系において共通に発現することが分かる。６つのクラスI HL

A 分子がRCC-1 よりRT-PCR(33)により単離され、pcDNAIにクローン化され配列決

定された。自己 HLA-B7 cDNAのヌクレオチド配列により、関与する対立遺伝子を

HLA-B7* 0702と同定することができた。この HLA対立遺伝子のHLA-B7- 同種RCC 

細胞系へのトランスフェクションは、 CTLクローン3B8 による認識 (TNF 分泌) 

を誘導するのに十分であることが判明し、このことは、このクローンがすべての

RCC により発現される共通 (shared) 抗原の同定を導くという事実を確認するも

のである。

      【００５１】

  【実施例３】RCC-特異的 CTLクローン3B8 に対して類似したTCRVB-BCおよびTC

RVB-BJ CDR3 長での TIL副次集団のin situ クローン増殖

  クローン3B8 については、試験した24のＶβ亜科プライマーのただ１つ(TCRVB

5)および13のTCRBJ プライマーのただ１つ(TCRBJ1S2)でシグナルが得られた。CD

R3サイズ分布の分析により、3B8 のTCRBV5J1S2が腫瘍において優性であることが

示され (図2AにおけるTCRBV5-BC プライマーにより、および図2Bにおけるより正

確な分析のためのTCRBV5-BJ12 プライマーにより示されるように) 、一方かかる

クロノタイプはPBMCには見出されなかった (TCRBV-BCプライマーでのCDR3長の実

質的なガウス分布、図2A参照) 。この結果は、cDNA配列決定によりいくつかの場
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合において以前に示された (14、34～36) ように、クローン3B8 が腫瘍部位にお

いて特異的に増殖されることを強く示唆する。

      【００５２】

  【実施例４】抗原をコードするcDNAの同定

  RCC-1 細胞系から抽出したRNA 由来のcDNAライブラリーを発現ベクターpcDNAI

において作製した。このcDNAライブラリーを400 グループの200 組換えプラスミ

ドに分け、各グループを２重に、自己HLA-B7* 0702をコードするcDNAを含む発現

ベクターpcDNAIと共にCOS-7 細胞にコトランスフェクトした。COS-7 細胞の、3B

8 によるTNF 産生の刺激能を試験した。48時間後、コトランスフェクトされたCO

S-7 細胞を3B8 と共に24時間保温し、培養上清中のTNF 濃度を、WEHI細胞に対す

る細胞傷害効果により測定した。上清中に見出されたTNF の量は、より多い量 (

14および15pg/ml)の２重の２つの対を除き、８～11pg/ml の範囲にわたる。これ

らの候補ウェルに相当する各グループの細菌については、プラスミド DNAを抽出

し、サブクローン化した。第２のスクリーニングを、陽性の２重の試料から抽出

した50グループの50組換えプラスミドでCOS-7 細胞をトランスフェクトすること

により行った。最後に、COS-7 細胞における第３のスクリーニングにより、抗原

の発現をHLA-B7+ COS-7 細胞に導入する２つの同一のcDNAクローン (cDNAクロー

ン2C2 および3G7)を分離した。

      【００５３】

  2C2 cDNAの配列は、1250ntの長さであり、最近同定された、推定腸管カルボキ

シルエステラーゼをコードするcDNA(31)と、nt763 から2009 (ntはナンセンスコ

ドンからの番号である) にわたって100 ％の相同性を有する。公開された配列に

相当する完全長のiCE cDNAを同定するために、RT-PCRを、RCC 細胞系から抽出し

た全RNA から始め、対応する1.6kb の PCR産物をベクターpcDNAIにサブクローン

化し、次いで配列を決定した。ヌクレオチド配列は、公開された iCEの配列と同

一である。COS-7 細胞でのコトランスフェクション実験は、完全長iCE cDNAが3B

8 による認識を与えうることを示した。

      【００５４】

  【実施例５】抗原性ペプチドの同定
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  抗原性ペプチドをコードする最小ヌクレオチド領域の範囲を定めるために、 i

CEコード領域に対応する各種短縮cDNAを、2C2 cDNAクローンから得た (図４) 。

これらのcDNA断片は、発現ベクターpcDNAIにサブクローン化しておき、自己HLA-

B7* 0702cDNAを含むpcDNAIと共にCOS-7 細胞にコトランスフェクトした。最小ヌ

クレオチドコード領域はヌクレオチド763 および1033の間に存在する。

      【００５５】

  抗原をコードするヌクレオチド配列を減少させるために、数種の短縮cDNAを P

CR増幅により得た。これらの短縮cDNAをHLA-B7* 対立遺伝子と共にCOS-7 細胞に

コトランスフェクトした。ヌクレオチド763 から855 の範囲の断片でトランスフ

ェクトしたCOS-7 細胞は、 CTLクローン3B8 により認識されるが、ヌクレオチド

763 から834 の範囲の断片でトランスフェクトしたCOS-7 細胞は認識されず (図

４) 、これは、ペプチドコード領域がヌクレオチド763 から855 の範囲に位置す

ることを示す。対応するアミノ酸配列を調べた後、可能なノナマーおよびデカマ

ーをすべて合成し、自己EBV-トランスフォームＢ細胞を3B8 による溶解に感受性

にするそれらの能力を評価した。10-4または10-5Ｍにおいて陽性であると判明し

たものはなかった。

      【００５６】

  最後に、nt768-855 の最小領域においてノナマー (SPRWWPTCL)をコードする、

nt476 、479 および803 位に３つのATG を有するオルタナティブ ORF (453-nt O

RFへ導く+1翻訳オープンリーディングフレーム) が見出された。このノナマーの

配列は２、３および９位にHLA-B7- 固定用残基を含む。EBV-トランスフォームＢ

細胞の半－最大溶解が、10-6M 以下のこのノナペプチドによって得られた（図５

）。  

      【００５７】

  【実施例６】 iCEペプチドのHLA-B7への結合

   HLA-A2-結合ペプチド抗原は、T2細胞上の HLA-A2 分子(37)の発現を正に調節

 (upregulate) する。同様に、HLA-B7* 0702でトランスフェクトしたT2細胞(38)

を、 iCEペプチドの結合能および安定性の解析に用いた (図６) 。HLA-A2- 拘束

HSP70 ペプチド(14)である対照と異なり、 iCEペプチドの結合は50mMにおいて少
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なくとも４時間にわたり安定である。

      【００５８】

  【実施例７】iCE mRNAの組織分布

   iCEメッセンジャーの組織分布を測定するために、50のヒト組織に由来するポ

リ(A)+RNA を個々の点に固定したナイロン膜からなるヒトRNA Master blot TM (

Clontech、米国、パロアルト) を、プローブとして使用されるクローン2C2 の32

P 標識cDNAとハイブリダイゼーションさせた。iCE mRNAは肝臓、腎臓、小腸、結

腸および心臓において検出され、脳下垂体、副腎、前立腺および胃において弱い

発現が見られた。胎児性組織、骨髄、末梢白血球、肺および脳においてはシグナ

ルは見出されなかった。mRNAの種類を同定するために、ノーザンブロットを、各

種RCC 細胞系およびトランスフォームされていない腎細胞系由来のポリ(A)+RNA(

図7A) 、および各種原発性腫瘍、すなわち腎腫瘍、黒色腫、膀胱腫瘍、神経芽腫

および結腸腫瘍、から抽出した全RNA(図7B) で作製した。RNA ブロットを、2C2 

配列のヌクレオチド1033-2009 に相当するcDNAプローブとハイブリダイゼーショ

ンを行わせた。図7Aに示すように、Schwer et al.(31) により既報の、２種類の

mRNA (4.5kb および3.5kb)がRCC がん細胞系、およびトランスフォームしていな

い腎細胞において検出された。原発性の腎腫瘍においては、単一のmRNA転写産物

 (3.5kb)が検出可能であり、一方異なる組織型を有する原発性腫瘍においては i

CE転写産物は何ら検出されなかった (図7B) 。別の2.2kb の転写産物が、小腸お

よび肝臓において示されており(31)、試験した各種細胞系または原発性腫瘍にお

いてはかかる転写産物は検出されなかった。従って、RCC 腫瘍においては、 iCE

タンパク質は、主に発現される単一のmRNA種 (3.5kb)からコードされる。

      【００５９】

  【実施例８】非-AUG暗号コドンはオルタナティブオープンリーディングフレー

ム開始する

  細胞傷害性試験において認識されるペプチドが、COS-7 トランスフェクション

試験において対応する配列によりコードされることを確認するために、まず、終

止コドンを全長iCE cDNAの、ノナマーのコード配列の直前の807 位に導入した。

この点突然変異 (変異体Ａ) は、COS 細胞におけるHLA-B7 * 0702 でのコトラン
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スフェクション後、 CTLクローン3B8 認識を消失させる。天然のAUG 翻訳開始部

位を３位において突然変異させると、この点突然変異 (変異体Ｂ) は依然として

認識されることが判明した (図８) 。このことは、 iCEの天然のアミノ酸配列も

、プログラムされた翻訳フレームシフト (すなわち、コドンから iCEにおけるリ

ボソームの前方への移動) による、および下流配列の再コード化（39、40) によ

るキメラ配列のいずれも認識されたペプチドをコードしないことを意味する。

      【００６０】

  リボソームのフレームシフト(41)に加え、下流ATG で翻訳を開始するリボソー

ムの走査機構が、Ｔ細胞により認識されるオルタナティブリーディングフレーム

の生成(42)を生じることが判明した。対応する変異iCE pcDNAIハイブリッドが、

COS 細胞においてHLA-B7 * 0702 でコトランスフェクトされた場合にも、依然と

してTNF-遊離試験において CTLクローン3B8 による認識を与えうるかどうかを試

験するために、完全長iCE cDNAの点突然変異を、ノナマーペプチドの上流の+1 O

RFにおいて見出される３つのATG 部位のそれぞれ (変異体Ｃは 476位および 479

位、変異体Ｄは 803位) に導入した。図8Bに示されるように、これらの変異のい

ずれも CTLクローン3B8 による認識を消失させない。これらの結果は、非-AUG暗

号コドンがiCE cDNAにおいて代替翻訳開始部位として用いられることを実証する

。

      【００６１】

  この非-AUG暗号コドンをコードする最小ヌクレオチド領域の範囲を定めるため

に、+1 ORFを妨げるはずの終止コドンを抗原性ペプチドの上流の各種位置 (428 

および809 位の間) に、全長iCE cDNAの466 位 (変異体Ｅ）、519 、666 および

786 位における点突然変異により導入した (図8A) 。これらの４種の変異体はす

べて、コトランスフェクション後の CTLクローン3B8 認識を消失させる (図8Aに

おいて、446 位に対する変異体Ｅの結果を参照) 。次いで、最小ヌクレオチド領

域がnt428 および466 の間に置かれた。次に、この短い配列において可能な非-A

TGコドン (CTG,ACG)を探し、440 位におけるACG コドンを見出した。このコドン

のACT への突然変異 (変異体Ｅ）は CTLクローン3B8 認識を消失させる（図8B) 

。従って、+1 ORFにおける最初の非-AUGコドンは翻訳工程を開始するために用い
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られる。

      【００６２】
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【図面の簡単な説明】
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    【図１】

  (A) CTL クローン3B8 による自己RCC-1 細胞系の特異的溶解を示す図である。

(B) 各種の同種細胞系に関する 3B8の細胞傷害性を示す図である。

    【図２】

  選択したプライマーTCRBV(A)およびTCRBJ(B)を用いた、TIL およびクローン3B

8 におけるCDR3のサイズの分析を示す図である。

    【図３】

  2C2 または3G7 cDNAクローンおよび自己 HLA-B* 0702 cDNA を含む発現ベクタ

ーpcDNAIで一過性にコトランスフェクトされたCOS-7 細胞による CTLクローン3B

8 の刺激を示す図である。

    【図４】

  3B8 により認識される抗原性ペプチドをコードするiCE cDNA配列の位置を示す

図である。

    【図５】

   iCEコード化ペプチドと共に保温した自己EBV-トランスフォーム細胞系の、 C

TLクローン3B8 による溶解を示す図である。

    【図６】

   iCEペプチドによるT2細胞上でのHLA-B7発現の誘導を示す図である。

    【図７】

  各種細胞系(A) および各種腫瘍断片(B) におけるiCE RNA 転写産物の分析を示

す図である。

    【図８】

  (A) 本来のおよびオルタナティブ (a+1 シフト) オープンリーディングフレー

ムを有する iCE cDNA コード領域の配列を示す図、(B) COS-7 細胞中HLA-B * 07

02でコトランスフェクション後にクローン3B8 からのTNF 遊離を刺激する、点変

異体(A-F) の能力を試験した結果を示す図である。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図５】

【図６】
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【図７】
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【図８Ａ】
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【図８Ａ】
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【図８Ａ】
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【図８Ｂ】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１３年８月１３日（２００１．８．１３）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】請求項７

【補正方法】変更

【補正の内容】

    【請求項７】  配列番号１の配列に関して１つの突然変異または修飾を有す

る、配列番号１の配列の約９～10のアミノ酸の配列を含み、特異的Ｔ応答を引き

起こすことを特徴とする、請求項６記載の方法を用いて得ることができるペプチ

ド化合物。
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【国際調査報告】
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