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(57)【要約】
（ａ）式（Ｉ）：Ｘ

１
Ｌ／Ｉ／ＭＸ

２
Ｘ
３
Ｘ
４
Ｘ
５
Ｘ
６

Ｘ
７
Ｖ／Ｌ／Ｉ［式中、Ｘ

１
はＧ、Ｘ

２
はＰ、Ｘ

３
はＶ

、Ｘ
４
はＥ、Ｘ

５
はＹ、Ｘ

６
はＬ、Ｘ

７
はＱであるか、

またはＸ
１
はＫまたはＲ、Ｘ

２
はＩまたはＶ、Ｘ

３
はＡ

、Ｘ
４
はＮ、Ｘ

５
はＮ、Ｘ

６
はＴ、およびＸ

７
はＲであ

る］のエピトープ配列、または（Ｉ）の類似体であって
、（Ｉ）を認識するＣＤ８Ｔ細胞により認識され得るエ
ピトープ配列を含むポリペプチド；あるいは（ｂ）該ポ
リペプチド（ａ）の発現を提供できる調節配列と操作可
能に結合した該ポリペプチド（ａ）をコードするポリヌ
クレオチドを含む発現ベクターの、ＣＤ８Ｔ細胞応答を
刺激することによる、マイコバクテリアによる感染に対
する予防的または治療的ワクチン接種のための医薬の製
造における使用を提供する。さらに、マイコバクテリア
感染症の治療に用いることができるポリペプチド、発現
ベクターおよび細胞；ならびに上記したエピトープを認
識することができるＴ細胞の検出方法も提供される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  

（ａ）式（Ｉ）：

Ｘ１Ｌ／Ｉ／ＭＸ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｖ／Ｌ／Ｉ      （Ｉ）

［式中、Ｘ１はＧであり、Ｘ２はＰであり、Ｘ３はＶであり、Ｘ４はＥであり、

Ｘ５はＹであり、Ｘ６はＬであり、Ｘ７はＱであるか、またはＸ１はＫもしくは

Ｒであり、Ｘ２はＩまたはＶであり、Ｘ３はＡであり、Ｘ４はＮであり、Ｘ５は

Ｎであり、Ｘ６はＴであり、Ｘ７はＲである］

のエピトープ配列、または（Ｉ）の類似体であって、（Ｉ）を認識するＣＤ８Ｔ

細胞により認識され得るエピトープ配列を含むポリペプチド；あるいは

（ｂ）該ポリペプチド（ａ）の発現を提供できる調節配列と操作可能に結合した

該ポリペプチド（ａ）をコードするポリヌクレオチドを含む発現ベクターの、

ＣＤ８Ｔ細胞応答を刺激することによる、マイコバクテリアによる感染に対する

予防的または治療的ワクチン接種のための医薬の製造における使用。

    【請求項２】  ポリペプチドが５０個までの長さのアミノ酸を有し、および

／またはポリペプチドがＡｇ８５Ａの配列の誘導体である配列を含む、請求項１

記載の使用。

    【請求項３】  ポリペプチドが２個またはそれ以上の該エピトープ配列のコ

ピーを含む、請求項１または２記載の使用。

    【請求項４】  ポリペプチドがまた、該エピトープ配列の免疫原性を向上さ

せる配列を含んでいる、上記した請求項のいずれか１つに記載の使用。

    【請求項５】  免疫原性を向上させる配列がＢ型肝炎コア抗原またはストレ

ス蛋白から由来する、請求項４記載の使用。

    【請求項６】  ポリペプチドまたは発現ベクターがＣＤ８Ｔ細胞応答の刺激

能を有するアジュバントまたはデリバリーシステムと関連している、上記した請

求項のいずれか１つに記載の使用。

    【請求項７】  ポリペプチドまたは発現ベクターが細胞中にある、上記した

請求項のいずれか１つに記載の使用。

    【請求項８】  細胞がプロフェッショナル抗原提示細胞である、請求項７記
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載の使用。

    【請求項９】  請求項１ないし８のいずれか１項に記載のポリペプチドまた

は発現ベクターと、ＣＤ８Ｔ細胞応答の刺激能を有するアジュバントまたはデリ

バリーシステムとを含む、ワクチン組成物。

    【請求項１０】  予め選択された宿主をワクチン接種してマイコバクテリア

感染症に対するＣＤ８Ｔ細胞応答を刺激する方法であって、該宿主に有効量の請

求項１ないし８のいずれか１項に記載のポリペプチドまたは発現ベクターあるい

は請求項９に記載のワクチン組成物を投与する、ことを含む方法。

    【請求項１１】  請求項２ないし８のいずれか１項に記載のポリペプチドま

たは発現ベクター、あるいは請求項７または８に記載の細胞。

    【請求項１２】  マイコバクテリアによる感染症に対するワクチン接種にお

いて用いるための請求項１１に記載のポリペプチド、発現ベクターまたは細胞。

    【請求項１３】  請求項１に記載のエピトープ配列を認識するＴ細胞受容体

と選択的に結合する生成物であって、そのペプチド結合グルーブにおいてエピト

ープ配列の配列を有するペプチドを含むＨＬＡ分子またはそのフラグメントを含

む生成物。

    【請求項１４】  請求項１に記載のエピトープ配列を認識するＣＤ８Ｔ細胞

の有無をＴ細胞の集団において検出する方法であって、

（ｉ）ＣＤ８Ｔ細胞を含む細胞の集団を請求項１ないし８のいずれか１項に記載

のポリペプチドまたは請求項１３に記載の生成物と接触させ、

（ｉｉ）ＣＤ８Ｔ細胞が該ポリペプチドまたは生成物を認識するかどうかを決定

し、それにより該エピトープを認識するＣＤ８Ｔ細胞の有無を決定する、ことを

含む方法。

    【請求項１５】  工程（ｉｉ）がＴ細胞による一の物質の発現を検出するこ

とを含み、その物質の発現の検出がＴ細胞が該ポリペプチドを認識したことを示

す、請求項１４記載の方法。

    【請求項１６】  工程（ｉｉ）が該ポリペプチドが細胞表面に存在する細胞

のＴ細胞による溶解を検出することを含み、その溶解の検出がＴ細胞が該ポリペ

プチドを認識したことを示す、請求項１４記載の方法。
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    【請求項１７】  マイコバクテリア感染症を診断する方法またはマイコバク

テリア感染症に対するワクチン接種の有効性を試験する方法であって、ＣＤ８Ｔ

細胞応答の存在が宿主がマイコバクテリアに感染しているかまたはワクチン接種

が有効であることを示す、一の宿主における請求項１に記載のエピトープ配列に

対するＣＤ８Ｔ細胞応答の有無を決定することを含む方法。

    【請求項１８】  ＣＤ８Ｔ細胞応答の有無を、請求項１４ないし１６のいず

れか１項に記載の方法を用いて宿主からの試料中にエピトープ配列を認識するＴ

細胞の有無を同定することで決定する、請求項１７記載の方法。

    【請求項１９】  請求項１に記載のエピトープ配列の認識能を有するＴ細胞

。

    【請求項２０】  請求項１に記載のエピトープ配列との結合能を有するＴ細

胞受容体またはそのフラグメント。

    【請求項２１】  マイコバクテリア感染症の治療法にて用いるための請求項

１９記載のＴ細胞。

    【請求項２２】  予め選択された宿主におけるマイコバクテリア感染症の治

療法であって、該宿主に有効量の請求項１９に記載のＴ細胞を投与することを含

む方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

（技術分野）

  本発明は、マイコバクテリア感染症に対する予防的または治療的ワクチン接種

ならびにかかるワクチン接種に用いることができるポリヌクレオチドおよびポリ

ペプチドに関する。

      【０００２】

（背景技術）

  ヒト結核の病原因子であるマイコバクテリウム・ツベルクローシス（Mycobact

erium tuberculosis）は世界的に主要な公衆衛生の危険要素である。現在、該疾

患に対してヒトに利用できる唯一のワクチンは、エム・ボビスバシラスカルメッ

ト－ゲラン（ＢＣＧ）である。しかしながら、その有効性は変動し、特に肺結核

に限られている。有効であるワクチンについては、エム・ツベルクローシスに対

して強力な免疫応答を生じさせなければならない。

  ＣＤ４Ｔ細胞により媒介される免疫応答の細胞アームはエム・ツベルクローシ

スに対する防御的免疫応答の基本的成分として確立されてきた。しかしながら、

ヒトにより認識されるＣＤ８Ｔ細胞エピトープを有することが証明されているマ

イコバクテリア抗原はほとんどない。

      【０００３】

  本発明者らは、ヒトにおいて強力なＣＤ８Ｔ細胞応答を発生させるマイコバク

テリア抗原８５Ａ（Ａｇ８５Ａ）タンパクにおいてエピトープを見いだした。該

反応のＣＤ８Ｔ細胞は、異常に強力な応答を発生させることが知られている流行

性感冒マトリックスタンパクエピトープに関して得られるものに匹敵する頻度に

おいて存在する。インビトロ分析を用いてＣＤ８Ｔ細胞応答を特徴づけることが

できる前に、これらを抗原（５～７日間インビトロ再刺激）の存在下で通常培養

する必要がある。しかしながら、本発明者らにより見いだされたエピトープに対

するＣＤ８Ｔ細胞応答は，ＥＬＩＳＰＯＴ分析において特徴づけられる前にかか

る再刺激を必要としない。本発明者らは、エピトープを認識するＣＤ８Ｔ細胞は

生エム・ツベルクローシスで感染したマクロファージを溶解させることができる
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ことも見いだした。

      【０００４】

  したがって、本発明は、

（ａ）式（Ｉ）：

Ｘ１Ｌ／Ｉ／ＭＸ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７Ｖ／Ｌ／Ｉ      （Ｉ）

［式中、Ｘ１はＧであり、Ｘ２はＰであり、Ｘ３はＶであり、Ｘ４はＥであり、

Ｘ５はＹであり、Ｘ６はＬであり、Ｘ７はＱであるか、またはＸ１はＫもしくは

Ｒであり、Ｘ２はＩまたはＶであり、Ｘ３はＡであり、Ｘ４はＮであり、Ｘ５は

Ｎであり、Ｘ６はＴであり、Ｘ７はＲである］

のエピトープ配列、または（Ｉ）の類似体であって、（Ｉ）を認識するＣＤ８Ｔ

細胞により認識され得るエピトープ配列を含むポリペプチド；あるいは

（ｂ）該ポリペプチド（ａ）の発現を提供できる調節配列と操作可能に結合した

該ポリペプチド（ａ）をコードするポリヌクレオチドを含む発現ベクターの、

ＣＤ８Ｔ細胞応答を刺激することによる、マイコバクテリアによる感染に対する

予防的または治療的ワクチン接種のための医薬の製造における使用を提供する。

      【０００５】

  本発明はさらに、前記定義のようなポリペプチドまたは発現ベクターおよびＣ

Ｄ８Ｔ細胞応答を刺激できるアジュバントまたはデリバリーシステムを含むワク

チン組成物を提供する。さらに：

  宿主に有効量の前記定義のようなポリペプチド、発現ベクターまたはワクチン

組成物を投与することを含む、マイコバクテリア感染症に対するＣＤ８Ｔ細胞応

答を刺激するために、あらかじめ選択された宿主にワクチン接種する方法；

  マイコバクテリアによる感染症に対するワクチン接種において使用するのに好

適な特異的新規ポリペプチド、発現ベクターおよび細胞；

  式（Ｉ）のエピトープ配列などの前記定義のエピトープ配列を認識するＴ細胞

受容体と選択的に結合する生成物であって、そのペプチド結合グルーブにおいて

エピトープ配列の配列を有するペプチドを含むＨＬＡ分子、またはそのフラグメ

ントを含む生成物；

  式（Ｉ）のエピトープ配列などの前記定義のようなエピトープ配列を認識する
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ＣＤ８Ｔ細胞の存在または不在をＴ細胞の集団において検出する方法であって；

（ｉ）ＣＤ８Ｔ細胞を含む細胞の集団をポリペプチドまたは生成物と接触させ、

（ｉｉ）ＣＤ８Ｔ細胞が前記ポリペプチドまたは生成物を認識するかどうかを決

定し、それによりＴ細胞の存在または不在を決定することを含む方法；

  マイコバクテリア感染症を診断する方法またはマイコバクテリア感染症に対す

るワクチン接種の有効性を試験する方法であって、宿主において、ＣＤ８細胞応

答の存在が宿主がマイコバクテリアに感染しているかまたはワクチン接種が有効

であることを示す、式（Ｉ）のエピトープ配列などの前記定義のようなエピトー

プ配列に対するＣＤ８Ｔ細胞応答の存在または不在を決定することを含む方法；

  マイコバクテリア感染症の治療法において使用するのに好適な、式（Ｉ）のエ

ピトープ配列などの前記定義のようなエピトープ配列を認識できるＴ細胞；

  式（Ｉ）のエピトープ配列などの前記定義のようなエピトープ配列を結合でき

るＴ細胞受容体、またはそのフラグメント；および

  宿主に有効量の前記定義のようなＴ細胞を投与することを含む、あらかじめ選

択された宿主におけるマイコバクテリア感染症を治療する方法も提供される。

      【０００６】

  図１は、合成２０ｍｅｒＡｇ８５Ａ８ペプチド（完全Ａｇ８５Ａ配列におよぶ

１０ａａが重複）での再刺激に反応したエム・ボビスＢＣＧ反応性ＣＤ８＋Ｔ細

胞によるＩＦＮ―γの分泌を示す。（Ａ）は試験したすべてのドナーについて１

０５ＣＤ８＋Ｔ細胞あたりのｓｆｃ（スポット形成細胞）の数の平均を示し、（

Ｂ）は各ペプチドに対して正の反応、すなわち、≧５０ｓｆｃ／１０５ＣＤ８＋

Ｔ細胞（ｎ＝１２）を示すドナーの割合（％）。

  図２は、ＦＭＰ  Ｍ１５８－６６、Ｐ４８－５６、Ｐ２４２－２５０とともに

、またはペプチドなしのいずれかで一夜ＰＢＭＣ刺激することによるＩＦＮ－γ

産生を示す。結果を５×１０５ＰＢＭＣあたりのｓｆｃの数の平均として表す。

  図３はＨＬＡ－Ａ＊２０１ドナーからの短期細胞系（ＳＴＣＬ）のＡｇ８５Ａ

ペプチドＰ４８－５６（Ａ）およびＰ２４２－２５０（Ｂ）特異性細胞溶解活性

を示す。

  図４は、Ａｇ８５Ａ、エム・ボビスＢＣＧまたはエム・ツベルクローシスを発
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現する組み換えワクシニアウイルスで感染したオートローガスなマクロファージ

に対して測定されたペプチド特異性ＣＤ８＋Ｔ細胞のＣＴＬ活性を示す。

      【０００７】

  配列番号：１はＡｇ８５Ａ４８－５６のアミノ酸配列を示す。

  配列番号：２はＡｇ８５Ａ２４２－２５０のアミノ酸配列を示す。

  配列番号：３はＡｇ８５ＡのＤＮＡとアミノ酸配列を示す。

  配列番号：４はＡｇ８５Ａのアミノ酸配列を示す。

      【０００８】

  本発明は、本質的に式（Ｉ）：

Ｘ１Ｌ／Ｉ／ＭＸ２Ｘ３Ｘ４Ｘ５Ｘ６Ｘ７ＶＬ／Ｉ      （Ｉ）

（式中、Ｘ１はＧであり、Ｘ２はＰであり、Ｘ３はＶであり、Ｘ４はＥであり、

Ｘ５はＹであり、Ｘ６はＬであり、Ｘ７はＱであるか、あるいはＸ１はＫまたは

Ｒであり、Ｘ２はＩまたはＶであり、Ｘ３はＡであり、Ｘ４はＮであり、Ｘ５は

Ｎであり、Ｘ６はＴであり、Ｘ７はＲである）のエピトープ配列に関する。

  別法として、ポリペプチドは本質的に式（Ｉ）の類似体であり、（Ｉ）を認識

するＣＤ８Ｔ細胞により認識できるエピトープ配列からなる。本発明はまた、か

かるポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む発現ベクターにも関し、

該ポリヌクレオチドはポリペプチドを発現できる調節配列と操作可能に結合する

。ポリペプチドおよび発現ベクターはマイコバクテリアによる感染に対して宿主

をワクチン接種するのに有用である。かかるワクチン接種は、（マイコバクテリ

アに感染していない宿主の）予防であってもよいし、（マイコバクテリアに感染

した宿主の）治療であってもよい。

      【０００９】

  ワクチン接種される宿主は、一般に哺乳動物、例えば、ヒトまたは動物、典型

的にはマイコバクテリアに自然または人工的に感染しうるものである。宿主は、

霊長類、ウシまたはアナグマであってもよい。宿主は、栄養不良または他の病原

体、例えばＨＩＶによる感染のためにマイコバクテリア感染症にかかりやすい。

  宿主がこれに対してワクチン接種されるマイコバクテリアは、Ａｇ８５Ａタン

パク、またはエピトープ配列を含む蛋白（配列番号：４として示されるＡｇ８５
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Ａ配列の相同体など）を発現する。マイコバクテリアは典型的には病原性であり

、哺乳動物、例えば、前記のような哺乳動物に感染できる。マイコバクテリアは

、典型的にはエム・ツベルクローシス(M. tuberculosis)、エム・マリヌム(M. m

arinum)、エム・カンサス(M. kansasii)、エム・ボビス(M. bovis)またはエム・

アビウム(M. avium)である。

      【００１０】

  ワクチン接種はエピトープに対するＣＤ８Ｔ細胞応答（（Ｉ）または（Ｉ）の

類似体により定義される本発明の異なるエピトープに対する応答を含んでもよい

）を刺激する。ワクチン接種はＡｇ８５Ａにおける１またはそれ以上のエピトー

プ、または他のマイコバクテリアタンパクにおける１またはそれ以上のエピトー

プに対するＣＤ８Ｔ細胞に至るかまたはそうではない。ワクチン接種はＡｇ８５

Ａあるいは１、２、３またはそれ以上の他のマイコバクテリアタンパクにおける

エピトープを認識する抗体応答にいたるかまたはそうではない。

  エピトープ配列は式（Ｉ）の配列を有する。好ましくは、エピトープはＧＬＰ

ＶＥＹＬＱＶ（配列番号：１）またはＫＬＩＡＮＮＴＲＶ（配列番号：２）の配

列を有する。エピトープは、（Ｉ）を認識するＴ細胞により認識される（Ｉ）の

類似体（配列番号：１または２の類似体を包含する）である配列を有する。かか

るＴ細胞認識は、Ｔ細胞受容体の類似体に対する結合を包含し、典型的にはＴ細

胞の抗原特異的機能的活性化も包含する。

      【００１１】

  したがって、典型的には、類似体の配列を有するペプチド（本明細書において

は類似ペプチドと称する）は、Ｔ細胞受容体に対する配列（Ｉ）のペプチド（本

明細書においてはペプチド（Ｉ）と称する）の結合を抑制できる。したがって、

一般に類似ペプチドの存在下でＴ細胞受容体と結合できるペプチド（Ｉ）の量は

減少する。これは、類似ペプチドがＴ細胞受容体と結合でき、したがって、Ｔ細

胞受容体との結合についてエピトープと競合するためである。類似ペプチドのＴ

細胞受容体に対する結合は特異的結合である。一般に前記結合中に、ペプチド（

Ｉ）および類似ペプチドはＭＨＣクラスＩ分子、例えば、ＨＬＡ－Ａ＊０２０１

と結合する。
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      【００１２】

  結合の抑制は、当該分野において一般的な技術あるいは本明細書において記載

する任意の技術または条件を用いて定量することができる。用いられるＴ細胞受

容体はペプチド（Ｉ）と特異的に結合する。かかる受容体を有するＴ細胞は、抗

原ナイーブＴ細胞をインビトロまたはインビボで、適当なＨＬＡ分子によりＴ細

胞に対して一般に提示されるペプチド（Ｉ）で刺激することにより産生すること

ができる。

  類似ペプチドによるＴ細胞の抗原特異的機能活性化は、本明細書において記載

する適当な技術を用いて測定することができる。一般に、類似ペプチドは、ＨＬ

Ａ－Ａ＊０２０１などのＭＨＣクラスＩ分子と関連するＴ細胞に対して提示され

る場合にかかる活性化を引き起こす。

      【００１３】

  類似ペプチド（またはより大きなペプチド内の類似配列）は、典型的には、例

えばヒトまたは動物に（例えば、本明細書において言及される任意の形態におい

て、または任意のアジュバントと共に）投与される場合に、ペプチド（Ｉ）に向

けられるＣＤ８Ｔ細胞応答を刺激することができる。かかる応答は動物モデルに

おいてツベルクローシスに対して防御的であってもよいし、ヒト患者において治

療的効果を有するものであってもよい。

  類似ペプチドは典型的にはペプチド（Ｉ）と実質的に類似した形状、大きさ、

柔軟性または電子配置を有する。典型的にはペプチド（Ｉ）の誘導体である。

      【００１４】

  前記のようにＴ細胞受容体を結合するのと同様に、類似ペプチドはペプチド（

Ｉ）と結合する他の特異的結合物質とも結合できる。かかる物質はＨＬＡ－Ａ＊

０２０１である。類似ペプチドは、典型的にはペプチド（Ｉ）に対して特異的な

抗体と結合し、したがってペプチド（Ｉ）のかかる抗体に対する結合を抑制する

。類似ペプチドであってもよいし、ペプチドでなくてもよく、あるいはペプチド

部分と非ペプチド部分の両方を含んでもよい。かかるペプチドまたはペプチド部

分はペプチド（Ｉ）と相同性（例えば、配列番号：１または２との相同性）を有

する。
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      【００１５】

  類似配列は、１、２、３、４またはそれ以上の非天然アミノ酸、例えば、天然

のアミノ酸と異なる側鎖を有するアミノ酸を含んでもよい。一般に、非天然アミ

ノ酸は、Ｎ末端および／またはＣ末端を有する。非天然アミノ酸はＬ－またはＤ

－アミノ酸である。

  典型的には、類似配列は１またはそれ以上の修飾を含むペプチド配列である。

修飾は、本発明のポリペプチド上に存在できる本明細書において記載されたいず

れのものであってもよい。修飾は、類似配列のアミノ酸のいずれか、例えばＭＨ

Ｃ分子の結合の原因であるかまたはＴ細胞による認識中にＴ細胞受容体と接触す

る任意のアミノ酸上に存在し得る。

      【００１６】

  類似配列は典型的にはコンピューター手段により設計または選択され、その後

、当該分野において一般的な方法を用いて合成される。別法として、類似体は化

合物のライブラリーから選択することができる。類似配列が選択されるライブラ

リーは、典型的にはペプチド、例えばＨＬＡ－Ａ＊０２０１結合モチーフを有す

るペプチドを含むライブラリーである。

  ライブラリーはコンビナトリアルラブラリーであってもよいし、または微生物

ディスプレーライブラリー、例えばファージディスプレーライブラリーであって

もよい。化合物のライブラリーはディスプレーライブラリーにおいてＭＨＣクラ

スＩ分子、例えばＨＬＡ－Ａ＊０２０１と結合した形態において発現することが

できる。

      【００１７】

  類似ペプチドまたは配列は前記の特徴のいずれか、例えばペプチド（Ｉ）の結

合特性を模倣する能力、例えば、Ｔ細胞受容体、ＨＬＡ－Ａ＊０２０１またはペ

プチド（Ｉ）を認識する抗体を結合させる能力に基づいてライブラリーから選択

することができる。類似体はペプチド（Ｉ）を認識するＴ細胞の抗原特異性機能

活性を引き起こす能力に基づいて選択することができる（例えば、前記の適当な

技術を用いて）。

      【００１８】
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  ポリペプチドは一般に８～２０００アミノ酸の長さ、例えば９～１０００、１

０～５００、１１～２００、１２～１００または１５～５０個のアミノ酸の長さ

である。典型的には、ポリペプチドは５０個のアミノ酸までの長さを有する。ポ

リペプチドは典型的には天然に存在しない蛋白、例えば、同一または異なる蛋白

由来の配列を含む融合蛋白である。好ましい融合蛋白は下記のＡｇ８５Ａの配列

の誘導体を含む。

      【００１９】

  ポリペプチドはＡｇ８５Ａの配列の誘導体である配列（例えば、配列番号：３

において示すようなもの）を含んでもよい。ポリペプチドが誘導体配列以外の配

列を含む場合、かかる配列は典型的にはＡｇ８５Ａの配列の誘導体（本明細書に

記載する任意の方法に従って定義される誘導体）ではない。誘導体配列は、典型

的にはエピトープ配列を含む。かかる誘導体はＡｇ８５Ａのフラグメントであっ

てもよい。一例において、フラグメントはエピトープ配列の近くにあるＡｇ８５

Ａ配列だけ、例えば４３～６１、３８～６６、２８～７６、２３６～２５４，２

３１～２５９または２２１～２６９からなるかまたはこの位置に含まれる配列の

みを含む。一例において、フラグメントはエピトープ配列のみを含む。

      【００２０】

  Ａｇ８５Ａ配列の誘導体は前記Ａ８５Ａ配列の全体またはそのフラグメントと

相同性であってもよい。

  ポリペプチドは典型的には１、２、３、４、または５～１０、あるいはそれ以

上のエピトープ配列を含み、これらは同一であってもよいし、異なっていてもよ

い。典型的には、ポリペプチドにおいて、リンカー配列はエピトープ配列を分離

してもよいし、またはしなくてもよく、および／またはペプチドのＮ末端または

Ｃ末端に追加の（非エピトープ）配列が存在してもよいし、しなくてもよい。典

型的には、ペプチドは、１、２、３またはそれ以上のリンカーを含む。該リンカ

ーは典型的には１、２、３、４またはそれ以上のアミノ酸の長さである。したが

って、ペプチドにおいて、エピトープ配列のうちの１、２またはそれ以上、ある

いは全部は互いに連続していてもよいし、あるいは互いに分離されていてもよい

。
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      【００２１】

  ポリペプチドは、エピトープ配列の免疫原性を向上させる配列を含んでもよい

。かかる配列は以下に記載する。

  ポリペプチドは、１、２、３、４または５～１０、あるいはそれ以上の他のエ

ピトープ配列、たとえば他のＣＤ８Ｔ細胞エピトープ配列（異なるＴ細胞により

認識される）、ＣＤ４Ｔ細胞エピトープまたは抗体エピトープを含んでもよい。

ポリペプチドまたは発現ベクターを宿主に投与する場合、免疫応答もこれらのエ

ピトープに対して生じる。他のエピトープはマイコバクテリアエピトープ（例え

ば、Ａｇ８５Ａ以外のマイコバクテリアタンパク由来のエピトープ）であっても

よい。他のエピトープは、別の病原体、例えば、ウイルス性病原体（例えばＨＩ

Ｖ）のものであってもよい。他のエピトープは、クロストリジウム（例えば、ク

ロストリジウム・テタニ（Clostridium tetani）神経毒フラグメントＣ由来のも

の）、Ｂ型肝炎（例えば、コアまたは表面タンパク由来のもの）のものであって

もよい。他のエピトープは、人工またはコンセンサスエピトープ（例えば、ＰＡ

ＤＲＥ）、例えば、Guercioら（１９９７）Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 11

786-91に記載されているものであってもよい。

      【００２２】

  一例において、ポリペプチドは例えば天然の翻訳後修飾（例えば、グリコシル

化）または人為的修飾により修飾される。ペプチドは、それが真核生物（例えば

ヒト）または原核生物（例えば、イー・コリ）細胞において発現された場合に起

こる修飾を含んでもよい。一例において、ペプチドはグリコシル化が欠失してい

る。修飾は、化学的部分（典型的には水素、例えばＣ－Ｈ結合水素の置換による

）、例えば、アミノ、アセチル、ヒドロキシまたはハロゲン（例えばフッ素）基

または炭水化物基を提供する。典型的には修飾はＮまたはＣ末端上に存在する。

      【００２３】

  ポリペプチドは典型的にはペプチド（ペプチド（Ｉ）または類似のペプチド）

を細胞結合ＭＨＣクラスＩ分子の表面上に提供するために細胞のクラスＩ抗原提

示経路により加工できる。典型的にはかかる細胞はＴ細胞に対してペプチドを提

示できる。
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  ポリペプチドは合成により産生できるか、または組み換え系において発現する

ことができる。固相または液相合成法を用いることができる。固相合成において

、所望のペプチドのアミノ酸配列は不溶性樹脂に結合したＣ末端アミノ酸配列か

ら連続して構築される。所望のペプチドが産生されたら、これを樹脂から開裂さ

せる。液相合成において、所望のペプチドを再びＣ末端アミノ酸から構築する。

このアミノ酸のカルボキシ基は、適当な保護基により終始ブロックされ、該保護

基は合成の最後に除去される。

    【００２４】

  固相合成および液相合成のいずれにおいても、反応系に添加される各アミノ酸

は典型的には保護されたアミノ酸および活性化されたカルボキシ基を有する。官

能性側鎖も保護される。合成の各段階の後に、アミノ保護基は除去される。側鎖

官能基は一般に合成の最後に除去される。

  ポリペプチドを発現できる発現ベクターは、ポリヌクレオチド、典型的にはＤ

ＮＡまたはＲＮＡであり、典型的には一本鎖または二本鎖である。ポリヌクレオ

チドは直鎖状であってもよいし、または環状（例えば、プラスミド）であっても

よい。一般に、発現ベクターがＲＮＡである場合、これはポリペプチドを提供す

るために直接翻訳することができる（典型的には転写を助ける下記の配列を含ま

ない）。該ベクターはポリペプチドをコードする配列を含み、これは典型的には

コーディング配列の発現を提供できる調節配列と操作可能に結合される。したが

って、典型的には、ベクターは、コーディング配列の転写および／または翻訳を

助けるなど発現を助けるコーディング配列の５’および３’を含む。典型的には

、ベクターはプロモーター、エンハンサー、転写ターミネーター、ポリアデニル

化シグナル、ｐｏｌｙＡテール、イントロン、翻訳開始コドンまたは翻訳停止コ

ドンを含む。

      【００２５】

  発現ベクターはポリペプチドを発現できる。一例において、ベクターは宿主の

細胞においてポリペプチドを発現できる（宿主細胞転写および翻訳メカニズムを

用いて）。もう一つの例において、発現ベクターは細胞ベクター（下記）内にあ

り、したがって、細胞ベクターにおいてポリペプチドを発現できる（細胞ベクタ
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ーの転写および翻訳メカニズムを用いて）。

  ベクターはポリペプチドの免疫原性を向上させる物質（例えば、本明細書にお

いて記載する任意のかかる物質）も発現できる。一例において、ベクターは２ま

たはそれ以上のコーディング配列を含み、２またはそれ以上の本発明の異なるポ

リペプチドを発現できる。

      【００２６】

  ベクターは、ベクターの送達または発現を助ける部分と関連する（例えば、含

まれる）。好ましくは、かかる部分はベクターにより発現されるポリペプチドを

クラスＩプロセッシングおよび提示経路へ送達するのを助ける。かかる部分はウ

イルスであってもよいし、細胞であってもよい。したがって、一例において、ベ

クターはウイルスベクター（すなわち、ウイルス性ベクター）、例えばＣＤ８Ｔ

細胞応答を刺激できるウイルス（例えば、ワクシニアウイルス）中に存在する。

ウイルスは典型的にはその野生型が宿主に感染できるものである。ベクターが存

在し得る細胞は原核細胞（例えば細菌）であってもよいし、真核細胞であっても

よい。典型的には、宿主に感染できる病原体の細胞である。かかる病原体はその

野生型形態において有毒である。一例において、細胞はマイコバクテリア属（例

えば、エム・ボビスバシラスカルメット－ゲランを包含する本明細書において記

載する任意のもの）である。細胞は宿主の種のものであってもよいし、あらかじ

め宿主から抽出された（そして所望によりインビトロで培養および／または複製

された）細胞であってもよい。かかる細胞は本明細書において記載する任意の種

類のものであってもよく、典型的にはプロフェッショナル抗原提示細胞である。

      【００２７】

  本発明のポリペプチドをコードする配列を含む組み換え複製可能なポリヌクレ

オチドベクターも記載する。一例において、これは本発明の発現ベクターと同一

である。ベクターは適合性細胞中に複製することができる。したがってもう一つ

の例において、本発明は、本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド

配列を複製可能なベクター中に導入し、該ベクターを適合性細胞中に導入し、ベ

クターを複製する条件下で細胞を成長させることにより本発明のベクターを産生

する方法を提供する。ベクターは細胞から回収することができる。適当な細胞を
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以下に記載する。

  好ましくは、ポリペプチドをコードする配列は細胞によりコーディング配列を

発現することができる調節配列と操作可能に結合する。

      【００２８】

  「操作可能に結合する」なる用語は、並列を意味し、ここに、記載した成分は

意図する方法においてそれらが機能できる関係にある。コーディング配列と「操

作可能に結合した」調節配列を、コーディング配列の発現が調節配列と適合する

条件下で達成されるようなやり方で結紮する。

  かかるベクターを適当な細胞中に形質転換して、本発明のポリペプチドを発現

することができる。したがって、本発明のポリペプチドは、ポリペプチドが発現

される条件下で前記のベクターで形質転換またはトランスフェクションされた細

胞を培養し、発現されたポリペプチドを回収することにより得ることができる。

      【００２９】

  ベクターは、例えば、複製の起源、所望によりコーディング配列の発現のプロ

モーターおよび所望によりプロモーターのレギュレーターを備えたプラスミド、

ウイルスまたはファージベクターである。ベクターは１またはそれ以上の選択可

能なマーカー遺伝子、例えば、バクテリアプラスミドの場合はアンピシリン耐性

遺伝子を含んでもよい。プロモーターおよび他の発現調節シグナルは、ベクター

が設計された細胞と適合するように選択することができる。

  該ベクターで形質転換（またはトランスフェクション）された細胞は前記ベク

ターと適合するように選択され、好ましくはイー・コリなどのバクテリアである

。別法として、これらはヒトまたは動物細胞系、例えば、ＣＨＯまたはＣＯＳ細

胞、あるいは酵母または昆虫細胞であってもよい。細胞はヒト以外の動物、例え

ば、ヒツジまたはウサギあるいは植物細胞であってもよい。

      【００３０】

  前記のように、ポリペプチドはエピトープの免疫原性を向上させる配列を含ん

でもよい。ポリペプチドまたは発現ベクターは、ある物質（ペプチドであっても

よいし、ペプチド以外の物質であってもよい）と関連してもよく、あるいはエピ

トープの免疫原性を向上させることができる形態であってもよい。一般に、これ
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はエピトープに対するＣＤ８Ｔ細胞応答の速度および／または大きさを向上させ

、したがって一般にワクチン接種後、エピトープについて特異的な多数のＣＤ８

Ｔ細胞が宿主中（例えば、末梢血中）に存在する。

  物質（ポリペプチド中に存在する配列を含む）はアジュバントとして作用する

か、またはペプチドを抗原提示細胞（ＡＰＣ）または抗原プロセッシング経路に

おけるコンパートメントに向かわせ、例えば、キャリアタンパクとして作用する

。配列はＴヘルパー応答、例えばＣＤ８Ｔ細胞応答に有利な応答を刺激し、した

がってＴヘルパー（例えばＴｈｌ）細胞エピトープを含んでもよい。

      【００３１】

  免疫原性を向上させる好ましい物質は、Ｂ型肝炎コア抗原から得られる配列、

ストレス蛋白から得られる配列またはクロストリジウム・テタニ神経毒フラグメ

ントＣから得られる配列を含む。ストレス蛋白は、典型的にはバクテリア（例え

ば、マイコバクテリア）熱ショック蛋白（ＨＳＰ）またはかかる蛋白、例えば、

ＨＳＰ６０およびＨＳＰ７０科のマイコバクテリアまたはイー・コリ蛋白（例え

ば、マイコバクテリアのＨＳＰ６５またはＨＳＰ７１）と相同性を有する蛋白ま

たは哺乳動物の相同体（例えば、マウスまたはヒトのｇｐ９６、Anthonyら(1999

) Vaccine 17,373-83）である。

      【００３２】

  該物質はポリペプチドまたはベクターを粒子形態にすることができる。該物質

はウイルスまたはウイルス様粒子である（例えば、酵母Ｔｙ粒子、例えば、Alls

opp et al (1996) Eur. J. Immunol. 26, 1951-9に記載されているようなもの）

。該物質はサイトカイン、例えば、ＭＨＣクラスＩ限定Ｔ細胞応答を刺激するか

、またはＭＨＣクラスＩＩ限定Ｔ細胞応答に有利なサイトカイン（例えば、ＩＬ

２、ＩＬ－７、ＩＬ－１２、ＩＦＮ－γまたはＧＭＣＳＦ）であってもよい。該

物質は、例えば、ＣＦＡ、ムラミルジペプチド（例えば、マイコバクテリア細胞

壁の）、モノホスホリルリピッドＡ、リポポリサッカライド（例えば、ビー・ア

ボータス（B. abortus）から得られるもの）、リポソーム、ＳＡＦ－１、サポニ

ン（例えば，ＱＵｉｌＡ）、キーホールリンペットヘモシアニン、β２－ミクロ

グロブリン、マンナン（例えば、酸化マンナン）、アクリル系ミクロビーズ、ま
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たはエマルジョン（例えば、水中油または油中水）、例えば、大豆エマルジョン

（例えば、Hioe et al(1996) Vaccine 14, 412-8に記載）であってもよい。

      【００３３】

  用いられる特定の投与経路は、ＣＤ８Ｔ細胞応答の刺激を助け、したがってポ

リペプチドベクターはかかる経路により投与されるのに好適な形態において提供

することができる。筋肉内経路またはバイオリスティック（biolistic）手段に

よる送達が好ましい。

  一般に、低用量の抗原はＣＤ８Ｔ細胞応答の発生に有利である。したがって、

適当な低用量のポリペプチドまたはベクターを投与することができる。ポリペプ

チドまたはベクターはしたがって適当な低用量を提供するための投与に適した量

および濃度である。好ましい例において、ベクターは「裸のＤＮＡ（naked DNA

）」の形態において投与される。

      【００３４】

  本発明の生成物は、本発明のＴ細胞のＴ細胞受容体と、典型的には可逆的方法

において選択的に結合する。かかる生成物は一般的にＴ細胞受容体に対するエピ

トープペプチド（例えば、ＭＨＣ分子と結合）の結合を抑制する。

  前記のように、該生成物は、そのペプチド結合グルーブにおいてエピトープ配

列の配列を有するペプチドを含むＨＬＡ分子、またはそのフラグメントを含む。

ＨＬＡ分子は一般にＭＨＣクラスＩ分子（例えば、ＨＬＡ－Ａ＊０２０１）であ

る。かかる分子は、α鎖およびβ鎖を含む。フラグメントはＨＬＡ分子の細胞外

領域のみを含んでもよい。フラグメントは細胞膜と結合できても、できなくても

よい。ＨＬＡ分子の一例において、天然に存在しないα鎖およびβ鎖は典型的に

は天然に存在する鎖（例えば、ＨＬＡ－Ａ＊０２０１）と相同性を有する。

      【００３５】

  一例において、２、３、４またはそれ以上の生成物は、マルチマーにおいて結

合する。マルチマーにおける生成物は、共有結合または非共有手段により結合さ

せることができる。好ましい例において、生成物はストレプタビジン－ビオチン

相互作用（streptavidin-biotin interaction）により結合し、したがって典型

的には該生成物は（典型的には該産物と化学的に結合しているかまたは該産物と
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の融合蛋白中の）ビオチン部分を含み、これにより該生成物はストレプタビジン

により結合することが許容される。

  マルチマーは一般に該生成物よりも本発明のＴ細胞受容体に対して高い親和性

を有する。マルチマーは検出可能な標識、例えば放射活性または光検出可能な（

例えば蛍光）標識を含んでもよい。標識によりマルチマーはフローサイトメトリ

ー（例えば、マルチマーが本発明のＴ細胞上に存在するＴ細胞受容体と結合して

いる場合）により分類できる。

      【００３６】

  マルチマーは可溶性マルチマーであってもよいし、あるいは細胞膜と結合でき

るものであってもよい。一例において、マルチマーは固体支持体、例えば、マイ

クロタイタープレートに結合されている。

  前記のように、本発明はエピトープ配列を認識するＣＤ８Ｔ細胞（前記の生成

物の形態であってもよい）の存在または不在を検出する方法を提供する。一例に

おいて、Ｔ細胞がエピトープ配列を認識するかどうかの決定は、エピトープ配列

の存在下でＴ細胞の状態の変化を検出するかまたはＴ細胞がエピトープ配位列と

結合するかどうかを決定することにより行われる。状態の変化は一般に、Ｔ細胞

受容体がエピトープ配列と結合した後に細胞の抗原特異性機能活性により引き起

こされる。一般に、エピトープ配列と結合する場合に、エピトープ配列はＭＨＣ

クラスＩ分子と結合し、これは典型的にはＡＰＣ（抗原提示細胞）の表面上に存

在し、典型的には適当なＨＬＡ分子により提示される。

      【００３７】

  Ｔ細胞の状態における変化はＴ細胞における物質の発現および／またはサイト

カイン（例えば、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２またはＴＮＦ－α）などのＴ細胞からの

物質の分泌の始まりであるかまたはその増加である。ＩＦＮ－γ発現または分泌

の定量は特に好ましい。物質は典型的には、これを特異的結合物質と結合させ、

次に特異的結合物質／物質複合体の存在を測定することにより検出される。特異

的結合物質は、典型的には抗体、例えばポリクローナル抗体またはモノクローナ

ル抗体である。サイトカインに対する抗体は商業的に入手可能であるか、または

標準的技術を用いて調製できる。
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      【００３８】

  典型的には、特異的結合物質は固体支持体上に固定される（したがって、該方

法は物質の分泌を検出するためのＥＬＩＳＰＯＴ分析に基づく）。物質を結合さ

せた後、固体支持体は所望により洗浄して、該物質と特異的に結合しない物質を

除去することができる。物質／物質複合体は、複合体と結合する第二の結合物質

を用いて検出することができる。典型的には第二の物質は第一の物質が結合する

部位と異なる部位で物質と結合する。第二の物質は、好ましくは抗体であり、検

出可能な標識により直接または間接的に標識される。

  したがって、第二の物質は典型的には検出可能な標識により直接または間接的

に標識される第三の物質により検出できる。例えば、第二の物質はビオチン部分

を含み、検出可能な標識としてストレプタビジン部分および典型的にはアルカリ

ホスファターゼを含む第三の物質により検出できる。

      【００３９】

  別法として、測定できるＴ細胞の状態における変化はＴ細胞による物質の取り

込み、例えばチミジンの取り込みの増加である。状態における変化はＴ細胞の大

きさの増加、またはＴ細胞の増殖、またはＴ細胞上の細胞表面マーカーにおける

変化である。

  状態における変化はエピトープ配列を提示する細胞を（Ｔ細胞により）殺すこ

とであってもよい。したがって、Ｔ細胞がペプチドを認識するかどうかの決定は

、ＣＴＬ分析を用いて行うことができる。

      【００４０】

  一例において、該方法において接触されるＴ細胞は血液サンプルにおいて宿主

から採取されるが、Ｔ細胞を含有する他のタイプのサンプルも用いることができ

る。サンプルを分析に直接添加してもよいし、まず処理してもよい。典型的には

、処理は、サンプルを培地または緩衝液で希釈することを含む。典型的には、サ

ンプルは１．５～１００倍、例えば２～５０または５～１０倍に希釈される。

  処理は、サンプルの成分を分離することを含む。典型的には、単核細胞（ＭＣ

）をサンプルから分離する。ＭＣは、Ｔ細胞およびＡＰＣを含む。したがって、

この方法において、分離されたＭＣにおいて存在するＡＰＣは、Ｔ細胞に対して
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ペプチドを提示することができる。もう一つの例において、Ｔ細胞だけ（一例に

おいてはＣＤ８Ｔ細胞のみ）をサンプルから精製することができる。ＰＢＭＣ（

末梢血単核細胞）、ＭＣおよびＴ細胞は当該分野において一般的な技術を用いて

サンプルから分離することができる。

      【００４１】

  分析において用いられるＴ細胞は、未処理の形態または希釈されたサンプルで

あってよく、あるいは新たに単離されたＴ細胞（例えば、新たに単離されたＭＣ

またはＰＢＭＣの形態）であり、これは直接エキソビボで用いられる。すなわち

、これらは該方法において用いられる前に培養されない。しかしながら、より典

型的には、Ｔ細胞は使用前に、例えばエピトープ配列、および一般に外因性成長

促進サイトカインの存在下で培養される。培養中、エピトープ配列は典型的には

該方法において用いられるＡＰＣなどのＡＰＣの表面上に存在する。Ｔ細胞の予

備培養は方法の感度を増大させる。

      【００４２】

  該方法において典型的に用いられるＡＰＣは、Ｔ細胞と同じ宿主から得られる

ものであるか、または異なる宿主から得られるものである。ＡＰＣは非プロフェ

ッショナルＡＰＣであり得るが、典型的にはプロフェッショナルＡＰＣ、例えば

本明細書において記載する任意のＡＰＣである。ＡＰＣは人工的ＡＰＣであって

、もよい。ＡＰＣはＴ細胞に対してペプチドを提示できる細胞である。典型的に

は、Ｔ細胞と同じサンプルから分離され、典型的にはＴ細胞と同時に精製される

。したがって、ＡＰＣはＭＣまたはＰＢＭＣにおいて存在する。ＡＰＣは典型的

には新たに単離されたエキソビボ細胞または培養された細胞である。これは細胞

系、例えば、短期または固定化細胞系の形態であってもよい。ＡＰＣはエンプテ

ィーＭＨＣクラスＩ分子をその表面上に発現できる。

      【００４３】

  一例において、ポリペプチドはＴ細胞およびＡＰＣを含む分析に本質的に直接

添加される。これは直接ＡＰＣの表面上に吸収される（特に、ＡＰＣがエンプテ

ィーＭＨＣクラスＩ分子をその表面上に発現する場合）。一例において、ポリペ

プチドはＴ細胞の不在下でＡＰＣに提供される。ＡＰＣはその後、典型的にはエ
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ピトープ配列をその表面上に提示させた後にＴ細胞に提供される。

  エピトープ配列がＴ細胞と接触する期間は、ペプチドの認識を測定するために

用いられる方法によって変わる。典型的には、用いられるＴ細胞の濃度は１０３

／ｍｌ～１０９／ｍｌであり、好ましくは１０５／ｍｌ～１０７／ｍｌである。

ポリペプチドが分析に直接添加される場合、その濃度は典型的には０．１～１０

００μｇ／ｍｌ、好ましくは１０～１００μｇ／ｍｌである。典型的には、Ｔ細

胞が分析においてインキュベートされる時間の長さは４～２４時間であり、好ま

しくは６～１６時間、一例においては少なくとも４０、１２０または１８０時間

である。

      【００４４】

  Ｔ細胞によるエピトープ配列の認識の測定は、エピトープ配列とＴ細胞との結

合を測定することにより行うことができる。典型的には、ペプチドと結合するＴ

細胞を計数し、例えばＦＡＣＳマシンを用いてこの結合に基づいて分類すること

ができる。ペプチドを用いて同定される細胞の度数が「対照」値を越える（すな

わち、エピトープ配列を認識する抗原ナイーブＴ細胞の度数を越える）ならばペ

プチドを認識するＴ細胞が存在すると考えられる。病気中の特定のエピトープに

ついて特異的な抗原経験Ｔ細胞は全ＣＤ８Ｔ細胞の５～６０％の間であると予想

される。

      【００４５】

  前記のように、本発明はマイコバクテリア感染症を診断する方法またはマイコ

バクテリア感染症に対するワクチン接種の有効性を試験する方法を提供する。マ

イコバクテリア感染症による、またはワクチン接種によるエピトープに対するＣ

Ｄ８Ｔ細胞応答を有する宿主を区別することは不可能である。エピトープに対し

てＣＤ８Ｔ細胞応答（または免疫防御／無効化のために十分でないＣＤ８Ｔ細胞

応答のレベル）を有さないことが判明している宿主を、かかるＴ細胞応答を刺激

するため（例えば、本明細書に記載されるワクチン接種法による）のワクチン接

種のために選択することができる。

  本発明の診断法またはワクチン接種の有効性を試験する方法において、ＣＤ８

Ｔ細胞応答の存在または不在は、典型的には前記のＣＤ８Ｔ細胞応答を同定する



(23) 特表２００３－５２２１５０

方法により定量される。

      【００４６】

  本発明はさらに、エピトープ配列を認識するＣＤ８Ｔ細胞も提供する。すなわ

ち、Ｔ細胞のＴＣＲはエピトープ配列のペプチドと結合できる（典型的には、ペ

プチドが適当なＨＬＡ分子と結合し、細胞上に提示される場合）。一般に、Ｔ細

胞はエピトープ配列の結合に際して抗原特異的機能活性化を受けることができる

。Ｔ細胞は典型的にはＩＦＮ－γを産生し、典型的にはＩＬ－４、ＩＬ－１０ま

たはＴＧＦ－βを産生しない。Ｔ細胞は細胞毒性であり、典型的にはパーフォリ

ン、グランザイムおよびグラニュリシンを含む細胞障害性顆粒細胞を含む。好ま

しくは、Ｔ細胞は、マイコバクテリア（例えば、本明細書に記載される任意のマ

イコバクテリア）に感染したオートローガスなマクロファージに対して細胞障害

性である。一般に、Ｔ細胞は免疫抑制性でない。

      【００４７】

  典型的には、Ｔ細胞はあらかじめ同じ宿主から抽出され、インビトロで複製さ

れている。かかる複製は、エピトープ配列（典型的には、細胞の表面上に提示さ

れる）の存在下で培養することを含む。該細胞はマイコバクテリア感染症を治療

する方法において用いることができる。

  本発明はＴ細胞受容体（ＴＣＲ）、またはそのフラグメントを提供し、これは

エピトープ配列と結合できる。ＴＣＲは本発明のＴ細胞上に存在するＴＣＲの任

意の特性を有する。したがって、エピトープ配列は一般にＴＣＲとの結合中にＭ

ＨＣ分子と結合する。

      【００４８】

  本発明のポリペプチド、発現ベクター、細胞（Ｔ細胞を含む）、生成物および

ＴＣＲ（またはそのフラグメント）は実質的に精製された形態であってもよい。

これらは実質的に単離された形態であってもよく、この場合、これらは一般に調

製物中少なくとも８０％、例えば少なくとも９０、９５、９７または９９％のポ

リペプチド、ポリヌクレオチド、細胞または乾燥物質を含む。ポリペプチド、発

現ベクター、生成物またはＴＣＲ（またはそのフラグメント）は典型的には実質

的に他の細胞成分を含まないか、または他のマイコバクテリア成分を含まないか
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、または（他の）ポリペプチドまたはポリヌクレオチドを含まない。ポリペプチ

ド、発現ベクター、細胞または生成物は本明細書において記載される本発明の任

意の態様において前記形態のいずれかにおいて用いられる。

      【００４９】

  任意の形態または他の薬剤と結合した前記のポリペプチドおよび発現ベクター

は下記の「ワクチン接種剤（vaccination agent）」なる用語に含まれる。有効

な非毒性量のかかるワクチン接種剤を、あらかじめ選択された宿主、例えばヒト

またはヒト以外に投与することができる。ワクチン接種剤は、個体がマイコバク

テリア感染症を発症するのを防止するために予防的にマイコバクテリア感染を有

さない宿主に投与することができる。ワクチン接種剤は、感染を治療するために

（疾患の症状の改善を含む）、マイコバクテリア感染を有する宿主に治療的に投

与することができる。本発明のＴ細胞は、有効な非毒性量において、それを必要

とする患者、例えばマイコバクテリア感染症にかかった患者に投与することがで

きる。

      【００５０】

  したがって、本発明は、ヒトまたは動物を療法により治療する方法、およびマ

イコバクテリア感染症の治療用医薬の製造において用いられるワクチン接種剤お

よびＴ細胞を提供する。

  ワクチン接種剤またはＴ細胞は、宿主に１回またはそれ以上の投与において投

与することができる。典型的には、初期投与の後に、「追加免疫（booster）」

をすることができる。典型的には、宿主に１、２、３またはそれ以上の独立した

投与を行い、そのそれぞれは少なくとも１２時間、１日、２日、７日、１４日、

１ヶ月またはそれ以上間隔をあける。

      【００５１】

  ワクチン接種剤またはＴ細胞は、ワクチン接種剤またはＴ細胞および医薬的に

許容される担体または希釈剤を含む医薬組成物の形態であってもよい。好適な担

体および希釈剤は、等張塩溶液、例えばリン酸塩緩衝塩溶液を含む。典型的には

、投与は非経口、静脈内、筋肉内、皮下、経皮、皮内、経口、鼻内、膣内、また

は直腸内投与である（したがって、組成物はそのために処方される）。
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  ワクチン接種剤（特に発現ベクターの場合）を送達するための好ましい方法は

、バイオリスティック手段（粒子媒介法）による。かかる技術において、薬剤は

典型的には当該分野において一般的なさまざまな技術を用いて担体粒子上にコー

トされる。遺伝子ガン装置(gene gun device)からの（例えば、細胞内）送達に

典型的に用いられる粒子サイズの範囲において適当な密度を有する物質から担体

粒子が選択される。最適な担体粒子サイズは、もちろん所望の標的に依存する（

例えば標的細胞の直径）。

      【００５２】

  本発明の目的に関して、タングステン、金、白金およびイリジウム担体粒子を

用いることができる。タングステンおよび金粒子が好ましい。タングステン粒子

は直径０．５～２．０μｍの平均サイズにおいて容易に利用可能である。かかる

粒子は粒子加速デリバリー法(particle acceleration delivery methods)におい

て使用するのに最適な密度を有し、ＤＮＡで非常に有効なコーティングが可能に

なる。金粒子または微結晶金（例えば、金粉Ａ１５７０、Engelhard Corp., Eas

t Newark, NJから入手可能）は均一なサイズを提供し（粒子サイズ１～３μｍで

Alpha Chemicalsから入手可能、または粒子サイズ０．９５μｍを含む範囲でDeg

ussa, South Plainfield, NJから入手可能）、タングステンよりも毒性が低い。

微結晶金は多様な、典型的には０．５～５μｍの範囲の粒子サイズ分布を提供す

る。

      【００５３】

  薬剤を粒子上にコーティングすることおよび沈殿させることについて多くの方

法が公知であり、記載されている（例えば、所定の量の金またはタングステンを

プラスミドＤＮＡ、ＣａＣｌ２およびスペルミジンと組み合わせる）。結果とし

て得られる溶液をコーティング工程中連続して撹拌して、反応混合物を確実に均

一にする。薬剤が沈殿した後、コートされた粒子を適当な膜に移すことができ、

使用前に乾燥させ、サンプルモジュールまたはカセットの表面上にコートするか

、または特定の遺伝子ガン装置において使用するためのデリバリーカセット中に

入れる。

      【００５４】
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  形成後、粒子媒介デリバリー技術を用いて薬剤でコートされた粒子を送達する

。好適な粒子加速装置は当該分野において公知である。典型的には、標的に向け

てコートされた粒子を推進するために、かかる装置は爆発性放電、放電またはガ

ス放電を用いる。コートされた粒子はそれ自体取り外し可能に可動性キャリアシ

ートに取り付けることができるか、または気体流がそれに沿って流れる表面に取

り外し可能に取り付けることができ、該粒子が表面から浮き上がり、これらは標

的に向かって加速される。ガス放電装置の一例は、米国特許第５２０４２５３号

に記載されている。爆発型装置は、米国特許第４９４５０５０号に記載されてい

る。放電型粒子加速装置の一例は、ACCELL装置（Geniva, Madison, WI）であり

、この装置は、米国特許第５１２０６５７号に記載されている。本発明における

使用に好適なもう一つの放電装置は、米国特許第５１４９６５５号に記載されて

いる。

      【００５５】

  一回の投与は、１以上の遺伝子ガン用量、例えば２～６遺伝子ガン用量を含む

。

  投与されるワクチン接種剤の量は、さまざまなパラメータにより、特に用いら

れる物質；治療される患者の年齢、体重および症状；投与経路；および必要な養

生法にしたがって決定することができる。医師は特定の患者に必要な投与経路お

よび用量を決めることができる。しかしながら、好適な用量は、１０μｇ～１０

ｇ、例えば、１００μｇ～１ｇのワクチン接種剤およびＴ細胞である。これらの

値は全体的な治療法において投与される合計量を表すか、または養生法における

独立した投与のそれぞれを表すものであってもよい。

      【００５６】

  本発明のポリペプチドは中性または塩形態としてワクチン中に処方することが

できる。医薬的に許容される塩は、酸付加塩（ペプチドの遊離アミノ基と形成さ

れる）および塩酸またはリン酸などの無機酸、または酢酸、シュウ酸、酒石酸お

よびマレイン酸などの有機酸と形成されるものを包含する。遊離カルボキシル基

と形成される塩は、例えば水酸化ナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシ

ウム、または第二鉄などの無機塩基、およびイソプロピルアミン、トリメチルア
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ミン、２－エチルアミノエタノール、ヒスチジンおよびプロカインなどの有機塩

基由来のものであってもよい。

      【００５７】

  発現ベクターの場合、細胞による発現ベクターの吸収を向上させるためにトラ

ンスフェクション剤を投与することができる。好適なトランスフェクション剤の

例としては、カチオン性薬剤（例えば、リン酸カルシウムおよびＤＥＡＥ－デキ

ストラン）およびリポフェクタント（例えば、リポフェクタムおよびトランスフ

ェクタム）が挙げられる。

  ワクチン接種剤がウイルスベクターの形態である場合、投与されるウイルスの

量は１０４～１０１２ｐｆｕ、好ましくは１０７～１０１０ｐｆｕ（例えば、ア

デノウイルスベクターについて）、より好ましくはヘルペスウイルスベクターに

ついては約１０８ｐｆｕである。ポックスウイルス（例えば、ワクシニアウイル

ス）も典型的には前記用量の任意のもので用いることができる。注射される場合

、医薬的に許容される適当な担体または希釈剤中典型的には１～２ｍｌのウイル

スが投与される。細胞は典型的には１０５～１０１３個、好ましくは１０８～１

０１１個が投与される。

      【００５８】

  ホモローガスな配列

  （ポリペプチドまたはポリペプチド内の）ホモローガスな配列を記載する。か

かる配列は、典型的には関連する配列と、例えば少なくとも１５、２０、４０、

１００またはそれ以上の連続した（ホモローガスな配列の）アミノ酸の領域にわ

たって少なくとも７０％の相同性、好ましくは少なくとも８０％、９０％、９５

％、９７％、９９％の相同性を有する。蛋白相同性を測定する方法は当該分野に

おいて一般的であり、本明細書において相同性はアミノ酸同一性（「ハードホモ

ロジー（hard homology）」という場合もある）に基づいて計算されることは当

業者により理解されるであろう。

      【００５９】

  例えば、ＵＷＧＣＧパッケージは、相同性を計算するために用いることができ

る（例えば、デフォルトセッティングに関して用いられる）ＢＥＳＴＦＩＴプロ
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グラムを提供する（Devereux et al (1984) Nucleic Acids Research 12, p387-

395）。ＰＩＬＥＵＰおよびＢＬＡＳＴアルゴリズムを、例えば、Altschul S.F.

 (1993) J Mol Evol 36:290-300; Altschul, S, F et al (1990) J Mol Biol 21

5: 403-10に記載されているように相同性またはラインアップ配列を計算するた

めに用いることができる（典型的にはそのデフォルトセッティングに関して）。

      【００６０】

  ＢＬＡＳＴ分析を行うためのソフトウェアはNational Center for Biotechnol

ogy Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)から公的に入手可能である。

このアルゴリズムは、まず、データベース配列において同じ長さのワードと並べ

た場合に正の値の閾値スコアと適合するかまたは満足する問い合わせ配列におけ

る長さＷの短ワードを同定することにより高スコアの配列対（ＨＳＰ）を同定す

る。Ｔは隣接ワードスコア閾値と称する（Altschul et al、前出）。これらの初

期隣接ワードヒットはこれらを含むＨＳＰを見いだすための検索を開始するため

のシード（seed）として機能する。ワードヒットは各配列に沿って両方向に、累

積配列スコアが増大するまで延長される。各方向におけるワードヒットの伸長は

、累積配列スコアがその最大値からＸだけ減少する場合に停止し；累積スコアは

、１またはそれ以上の負の残留配列の累積のために０またはそれ以下になり；ど

ちらかの配列の末端に達する。ＢＬＡＳＴアルゴリズムパラメータＷ、Ｔおよび

Ｘは、配列の感度および速度を決定する。ＢＬＡＳＴプログラムはデフォルトと

してワード長さ（Ｗ）１１、ＢＬＯＳＵＭ６２スコアリングマトリックス（Hein

koff and Heinkoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919）配

列（Ｂ）５０、期待値（Ｅ）１０、Ｍ＝５、Ｎ＝４、および両鎖の比較を用いる

。

      【００６１】

  ＢＬＡＳＴアルゴリズムは２つの配列間の類似性の統計的分析を行う。例えば

、Karlin and Altshul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787参照

。ＢＬＡＳＴアルゴリズムにより提供される類似性の尺度のひとつは、最小の確

率合計（Ｐ（Ｎ））であり、これは２つのヌクレオチドまたはアミノ酸配列間の

適合が偶然起こる確率の指標を提供する。例えば、第一の配列の第二の配列との
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比較における最小合計確率が約１より小さい場合、好ましくは約０．１未満、よ

り好ましくは約０．０１未満、最も好ましくは約０．００１未満である場合に配

列は互いに類似していると考えられる。

      【００６２】

  ホモローガスな配列は典型的には少なくとも２、５、１０、１５、２０（また

はそれ以下）の突然変異（置換、欠失または挿入）により関連する配列と異なる

。これらの突然変異は相同性の計算に関連してすでに記載した領域にわたって計

算することができる。置換は好ましくは「保存的」である。これらは下記の表に

したがって定義される。第二段の同じブロックの、好ましくは第三段の同じ列の

アミノ酸は互いに置換することができる。

      【００６３】

【表１】

      【００６４】

  類似配列の場合において、これは典型的にはエピトープ配列（例えば、配列番

号：１または２）と少なくとも１、２、３、４またはそれ以上の突然変異（挿入

、欠失または置換（例えば、保存的置換））により異なる。

  本明細書において記載されるホモローガスな配列は、関連するポリペプチドを

コードするポリヌクレオチドとハイブリッド形成するポリヌクレオチドによりコ

ードすることができ、典型的にはバックグラウンドよりも有意に高いレベルで選

択的にハイブリッド形成する。選択的ハイブリダイゼーションは典型的には高い
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厳密性の培地条件（例えば、０．０３Ｍ塩化ナトリウムおよび０．００３Ｍクエ

ン酸ナトリウム、約５０℃～約６０℃）を用いて達成される。しかしながら、か

かるハイブリダイゼーションは当該分野において一般的な任意の好適な条件下で

行うことができる（例えば、Sambrook et al (1989), Molecular Cloning: A La

boratory Manual）。例えば、高い厳密性が必要とされるならば、好適な条件は

、６０℃で０．２×ＳＳＣを含む。低い厳密性が必要とされるならば、好適な条

件は６０℃で２×ＳＳＣを含む。

      【００６５】

  次の実施例で本発明を説明する。

実施例１

手法

M. bovis BCG およびM. tuberculosis の培養

  Middlebrookes ADCエンリッチメント（Difco）および０．０５％ Bacto-Glyce

rol（Difco）を補足したMiddlebrookes 7H9培地（Detroit, Michigan, USA）中

でM. bovis BCG（Glaxo Evans株；Evans Medical, Leatherhead, UK）およびM. 

tuberclosis（Ｈ３７Ｒｖ）を増殖させて対数期に至らしめた。細菌を集め、－

７０℃で凍結した。ＯＡＤＣエンリッチメント（Difco）を補足したMiddlebrook

es ７Ｈ１０寒天上またはＡＤＣエンリッチメント（Difco）を補足した液状７Ｈ

９寒天中のいずれかで増殖させてＣＦＵｓをカウントすることにより細菌カウン

ト数を調べた。バイアル内容物を融解させ、ＲＰＭＩ－１６４０（Gibco-BRL, P

aisely, UK）で１回洗浄し、ウォーターバスソニケーター（Grant XB2; Fisions

, Leicester, UK）中で１０秒間超音波処理して固まりを破壊してから使用した

。

      【００６６】

組み換えワクシニアウイルスの構築

  Ａｇ８５Ａ蛋白を発現するM. tuberclosis由来の組み換えワクシニアウイルス

はHarboe et al (1998) Infect. Immun. 66, 717-23に記載されている。トラン

スファープラスミドｐ１１０８を用いて野生型ワクシニアウイルスの非必須チミ

ジンキナーゼ遺伝子座中にＡｇ８５Ａ蛋白のコーディング配列をクローン化し；
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無関係なコーディング配列を有するｐ１１０８プラスミドを用いることにより陰

性対照組み換えワクシニアウイルスを構築した。チミジンキナーゼ欠損骨肉種細

胞系１４３（ＴＫ１４３）中に、野生型ワクシニアウイルスとともにプラスミド

を同時トランスフェクションすることにより組み換えワクシニアウイルスを得て

、次いで、組み換えウイルスに関して選択を行った。得られた組み換えウイルス

をプラーク精製し、感染ＴＫ１４３細胞のＰＣＲおよびウェスタンブロットによ

り蛋白発現を確認した。

      【００６７】

ＴＨＰ－１細胞培養

  ヒト単球細胞系ＴＨＰ－１をＴ７５組織培養フラスコ（Nunclon, Roskilde, D

enmark）中で維持した。使用した増殖培地は２ｍＭ Ｌ－グルタミン（Gibco-BRL

）および１０％ 熱不活性化ＦＣＳ（Gibco-BRL）を補足したＲＰＭＩ－１６４０

であった。

      【００６８】

ＰＢＭＣの分離

  Ficoll-Histopaque（Sigma Chemical Co., Poole, Dorset, UK）上での密度勾

配遠心分離によりヘパリン処理した静脈血からＰＢＭＣを単離した。プラスチッ

クへの付着により非付着性細胞（ＮＡＣ）および単球を分離した。１ｘ１０６個

／ｍｌの密度でＰＢＭＣをＲＰＭＩ－１６４０に再懸濁し、９６ウェル丸底組織

培養プレートに２００μl／ウェルで撒いた。細胞を３７℃で１時間インキュベ

ーションし、次いで、上清をピペッティングすることによりＮＡＣを除去した。

次いで、付着性単球を培地（ＣＭ）に再懸濁し、５％ ＣＯ２下、３７℃でイン

キュベーションし、ＣＴＬアッセイにおける標的細胞として用いた。ＣＭは、２

ｍＭ Ｌ－グルタミン（Gibco-BRL）、５０μｇ／ｍｌアンピシリン（Sigma）お

よび１０％自己由来血漿を補足したＲＰＭＩ－１６４０からなっていた。ペプチ

ド特異的短期細胞系（ＳＴＣＬ）を得るためにＮＡＣを使用した。

      【００６９】

ＣＤ８＋Ｔ細胞系の取得

  ＮＡＣ単独の細胞ペレットに５０μＭのペプチドを１時間プレパルスし、次い
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で、２５ｎｇ／ｍｌのｒｈＩＬ－７（R&D Systems, Abingdon, UK）を補足した

ＣＭで１ｘ１０６個／ｍｌまで希釈し、９６ウェル丸底組織培養プレートに１０

０μl／ウェルで撒いた。１０％ Lymphocult-T（Biotest, Soilhull, UK）を含

有する培地を３～４日間隔で各ウェルに添加した。M. bovis BCG細胞系を得るた

めに、ＰＢＭＣの一部を１００μl／ウェルの割合で取り、ウェル１個あたり２

ｘ１０４個のbacilliに感染させた。ペプチド特異的細胞系に関して細胞を培養

した。

      【００７０】

ＣＤ８＋Ｔ細胞の分離

  ＭＡＣＳシステム（Miltenyi Biotech, Bergish-Gladbach, Germany）を用い

るポジティブエンリッチメントにより抗原特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞を調製した。簡

単に説明すると、４℃のインキュベーションバッファー（ＰＢＳ／０．５％ Ｂ

ＳＡ／２ｍＭ ＥＤＴＡ；８０μl／細胞１０７個）中でＰＢＭＣをＣＤ８マイク

ロビーズ（Miltenyi Biotech, Bergish-Gladbach, Germany）で１５分間標識し

た。細胞を１回洗浄した後、インキュベーションバッファー（１ｍｌバッファー

／細胞１０７個）中に再懸濁し、製造者の指示に従ってＬＳ＋カラムおよびMidi

MACS磁石を用いてエンリッチメントを行なった。表面マーカーαβＴＣＲ、ＣＤ

３、ＣＤ８に関するフローサイトメトリー分析により調べたところ、得られたＣ

Ｄ８＋Ｔ細胞集団は９５％よりも純粋であり、ＣＤ４およびＣＤ５６がコンタミ

ネーションしていた。

      【００７１】

ＩＦＮ－γに関するＥＬＩＳＰＯＴアッセイ

  ９６ウェルフッ化ポリビニリデン（ＰＶＤＦ）内部処理プレート（MAIP S45; 

Millipore, Bedford, UK）を１５μｌの抗－ＩＦＮ－γ ｍＡｂ（1-D1K; Mabtec

h, Stokholm, Sweden）にて４℃で一晩プレコートした。次いで、プレートをＲ

ＰＭＩ－１６４０で６回洗浄し、１０％熱不活性化ＦＣＳを補足したＲＰＭＩ－

１６４０にて３７℃で１時間ブロックした。

      【００７２】

  短期細胞系から精製されたＣＤ８＋Ｔ細胞をＲＰＭＩ－１６４０で２回洗浄し
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、Ｌ－グルタミンおよび１０％自己由来血漿を補足したＲＰＭＩ－１６４０に再

懸濁し、次いで、２系の同じウェルに既知数のインプット細胞を分注した。ペプ

チドを上清に直接添加して最終濃度２μＭとし、プレートを３７℃で１８時間イ

ンキュベーションした。次いで、細胞を振盪して脱落させ、ＰＢＳ ０．０５％ 

Ｔｗｅｅｎ ２０（Sigma）で６回洗浄した。次いで、第２のビオチン化抗－ＩＦ

Ｎ－γ ｍＡｂ（7-B6-1-ビオチン １μｇ／ｍｌ；Mabtech）とともにプレートを

３７℃で３時間インキュベーションした。ＰＢＳ ０．０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０

でのさらなる洗浄を行ない、次いでストレプトアビジン－アルカリ性ホスファタ

ーゼ抱合体（Mabtech）の１：１０００希釈物を２時間添加した。

      【００７３】

  ウェルをさらに６回洗浄し、１００μｌの発色性アルカリ性ホスファターゼ基

質（Bio-Rad, Hemel Henpstead, Hertfordshire, UK）を各ウェルに添加した。

３０分後、水道水で洗浄することにより発色反応を終了させ、プレートを風乾し

た。乾燥スポットをカウントした。

      【００７４】

５１Ｃｒ放出細胞毒性アッセイ

  自己由来の単球由来マクロファージまたは細胞系ＴＨＰ－１を、９６ウェル丸

底プレートに１００００個／ウェルの割合で撒き、細胞毒性アッセイにおける標

的細胞として使用した。ＣＭ（マクロファージに関してはＬ－グルタミンおよび

１０％自己由来血漿を補足、あるいはＴＨＰ－１細胞系に関しては１０％熱不活

性化されプールされたヒトＡＢ血清を補足）中で標的細胞を３７℃でインキュベ

ーションし、抗原（１０μｇ／ｍｌペプチド；１０：１（ＣＦＵ／マクロファー

ジ）M. bovis BCGまたはM. tuberclosis；２５：１（ｐｆｕ／マクロファージ）

Ａｇ８５Ａ発現ｒＶＶ；または抗原なし）をロードし、次いで、２μＣｉの５１

Ｃｒをパルスした。

      【００７５】

  標的細胞をＲＰＭＩで３回洗浄し、細胞毒性アッセイ使用する前に５μｇ／ｍ

ｌのｗ６／３２ ｍＡｂ（Sigma）で処理するか、あるいはＣＭのみの中に再懸濁

した。精製ＣＤ８＋Ｔ細胞をエフェクター細胞として種々のＥ：Ｔ比（５０：１
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、５：１、０：１）で９６ウェルプレートに添加して、最終体積１００μｌ／ウ

ェルとし、３７℃で６時間インキュベーションした。上清（５０μｌ）を取り、

ガンマカウンターを用いて５１Ｃｒ放出を測定した。残りの上清を除去し、１０

０μｌ／ウェルの５％ ＳＤＳ（Sigma）にて３７℃で１時間置換し、残った細胞

を溶解させた。

      【００７６】

  標的細胞のみが入ったウェルにおける自発的放出を測定した。下式に従って特

異的溶解のパーセント値を計算した：

％アイソトープ放出

＝［ｃｐｍ上清／（ｃｐｍ上清＋ｃｐｍペレット）］ｘ１００

％特異的溶解

＝％アイソトープ放出試験ウェル－％アイソトープ放出対照ウェル

      【００７７】

実施例２

ＣＤ８＋Ｔ細胞反応性ペプチドの同定

  M. bovis bacillus Calmette-Guerin（ＢＣＧ）接種をすでに受けている１０

人の健康なドナーからのＰＢＭＣを、ＩＬ－２およびＩＬ－７の存在下において

M. bovis BCG（Glaxo Evans Strain; Evans Medical, Leatherhead, UK）で１４

日間刺激してＢＣＧ反応性ＳＴＣＬを得た。ＭＡＣＳポジティブ選択によりＣＤ

８＋Ｔ細胞をラインから精製し、センシティブＩＦＮ－γ ＥＬＩＳＰＯＴアッ

セイに使用して単一細胞サイトカインの産生を検出した。Ａｇ８５Ａ由来の３３

種の２０量体重複ペプチド（１種につき２μＭ）を用いてＣＤ８＋Ｔ細胞を一晩

刺激して、いずれのペプチドがＣＤ８＋Ｔ細胞反応性エピトープを含むのかを調

べた。

      【００７８】

  ３３種のペプチドのうち５種（ペプチド５、１５、１６、２４および２５）に

応答したＩＦＮ－γ産生が観察された（図１）。ｐ５およびｐ２５に対して最強

の応答が観察され、１０５個のＣＤ８＋Ｔ細胞あたりのスポット形成細胞の平均

数（ｓｆｃ’ｓ）は、ペプチド５については１３５、ペプチド２５については１
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２７であった。これら２つのペプチドのより精密な配列分析により、これらのペ

プチド中のＨＬＡ－Ａ＊２０１結合モチーフが明らかとなった。これらのペプチ

ドに対する反応性を示したドナーの組織タイピングにより、これらの対象がＨＬ

Ａ－Ａ＊２０１であることが明らかとなった。

      【００７９】

実施例３

M. tuberclosis由来のペプチドに応答したＩＦＮ－γ放出

  ２つのＣＤ８＋Ｔ細胞エピトープがｐ５およびｐ２４／２５中において同定さ

れた。各ペプチドに対して反応性のある循環しているＣＤ８＋Ｔ細胞の存在頻度

を調べるために、新鮮ＰＢＭＣｓをＥＬＩＳＰＯＴによりスクリーニングした。

M. bovis BCG STCLsがペプチド５および２５に応答したＨＬＡ－２ドナーからの

未培養ＰＢＭＣｓは、Ａｇ８５Ａ中の２種の９量体（Ｐ４８－５６およびＰ２４

２－２５０）に応答したＩＦＮ－γを分泌した。５ｘ１０５個のＰＢＭＣｓから

数えたＩＦＮ－γ ｓｆｃ’ｓの平均数は、Ｐ４８－５６に関しては２７、Ｐ２

４２－２５０に関しては２２であり、対照ウェルにおいては３であった。Ｐ４８

－５６およびＰ２４２－２５０に特異的なＩＦＮ‐γ ｓｆｃ’ｓの出現頻度は

ＨＬＡ－Ａ＊２０１－制限インフルエンザマトリックスエピトープＦＭＰ Ｍ１

に関するＳＦＣｓと同じオーダーの大きさであった（図２）。

      【００８０】

実施例４

M.tuberclosis由来のペプチドに対するＣＴＬ応答

  これら２種のエピトープの組織制限を確認するために、９量体ペプチド（Ｐ４

８－５６およびＰ２４２－２５０）を用いて、５人のＨＬＡ－Ａ２ドナーからの

ＳＴＣＬを増殖させた。陽性選択されたＣＤ８＋Ｔ細胞を、ペプチドをパルスさ

れたヒトＨＬＡ－Ａ２制限単球細胞系ＴＨＰ－１に対するその細胞毒性活性に関

して分析した。刺激から２週間後、両方の細胞系において対応ペプチドに対する

ＣＴＬ活性が検出された。

      【００８１】

  図３Ａに示すように、Ｐ４８－５６により刺激されたＣＤ８＋Ｔ細胞は、Ｐ４
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８－５６をパルスされたＴＨＰ－１細胞に対して強いＣＴＬ活性（５０：１のＥ

：Ｔ比において７６％の特異的溶解）を示したが、ＦＭＰ Ｍ１５８－６６また

はＰ２４２－２５０をパルスした標的のいずれに対しても有意な溶解を示さなか

った（５０：１のＥ：Ｔ比において＜１０％の特異的溶解）。逆に、Ｐ２４２－

２５０反応性ＣＤ８＋Ｔ細胞は、Ｐ２４２－２５０をパルスされたＴＨＰ－１細

胞に対して強力なＣＴＬ活性（５０：１のＥ：Ｔ比において７９％の特異的溶解

）を示したが、ＦＭＰ Ｍ１５８－６６またはＰ４８－５６をパルスした標的に

対しては有意な溶解を示さなかった。これらのＡｇ－特異的ＣＤ８＋ＣＴＬｓの

細胞毒性活性は、抗－ＭＨＣクラスＩ ｍＡｂの添加により完全に阻害された（

図３Ａおよび３Ｂ）。このｍＡｂでのブロッキングにより、未感染標的に対して

観察されたレベルよりも溶解レベルが低下した。これらの結果は、ペプチド特異

的ＣＤ８＋Ｔ細胞がＨＬＡ－Ａ２制限であることを示す。

      【００８２】

実施例５

ペプチド特異的ＣＤ８＋ＣＴＬｓは内因性の合成されたＡｇを認識する

  ペプチド特異的ＣＴＬｓの内因性エピトープ認識能を調べるために、自己由来

の単球由来マクロファージをM. bovis BCG、M. tuberclosis bacilli、またはＡ

ｇ８５Ａ蛋白全体を発現するｒＶＶに急性感染させた。図４は、Ｐ４８－５６お

よびＰ２４０－２５０特異的ＣＴＬが、ペプチドをパルスされた標的のほかにM.

 bovis BCG、M. tuberclosis、およびｒＶＶ８５Ａに感染したマクロファージを

認識し、溶解する能力があることを示す。さらに、Ｔ細胞は、ＳＴＣＬを生じさ

せるために用いたペプチドに特異的であることが示され、ＦＭＰ Ｍ１５８－６

６に対する認識はなかった。M. bovis BCGおよびM. tuberclosis bacilliに対し

て観察された溶解は、ｍＡｂ ｗ６／３２を用いたブロッキングにより、ＭＨＣ

クラスＩ制限であることが示された。これらの結果は、ペプチド特異的ＣＴＬｓ

はＭＨＣクラスＩ制限様式で内因性のペプチドを認識しうることを示す。

      【００８３】

実施例６

トランスジェニックマウスモデルにおいてＨＬＡ－Ａ２制限ペプチド特異的ＣＤ
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８＋Ｔ細胞を誘導するための粒子により媒介されるＤＮＡデリバリーの使用

  ＨＬＡ－Ａ２トランスジェニックＣ５７Ｂ１／６マウスに下記接種スケジュー

ルに従って接種した：

（ａ）遺伝子銃－非重複部位におけるM. tuberclosisのＡｇ８５Ａをコードする

約０．５μｇのＤＮＡをそれぞれ含む２つのカートリッジ（すなわち合計１μｇ

のＤＮＡ）を遺伝子銃で投与する前にマウス腹部を剃毛した；

（ｂ）筋肉内投与－M. tuberclosisのＡｇ８５Ａをコードする１００μｇのＤＮ

Ａを含む５０μｌのＰＢＳを大腿四頭筋に投与した；あるいは

（ｃ）皮内ＢＣＧ－１０４ｃｆｕを含有する５０μｌを尾の付け根に投与した；

あるいは

（ｄ）皮下ペプチド－０．２ｍｌの不完全フロイントのアジュバント（ＩＦＡ）

／ペプチドエマルジョンを２つの部位（左右の横腹）間に分けた。ペプチドを１

００μｇ／１００μｌの濃度で処方し、接種直前にボルテックスミキサーを用い

てＩＦＡ中１：１の割合で乳化させた。使用ペプチドは：

Ｐ４８－５６およびＰ２４２－２５０であった。

      【００８４】

  タイムゼロにおいて１回だけ接種したＢＣＧ群を除き、２週間間隔で３回マウ

スに接種した。２回目および３回目の接種から７日後のＥＬＩＳｐｏｔ分析（脾

臓）のために１群あたり３匹のマウスをサンプリングした。さらなる分析のため

にリンパ節もマウスから集めた。

      【００８５】

  セルストレイナーによる物理的破壊により脾臓およびリンパ節細胞を単離した

。１μＭの上記ペプチドおよび１０ｎｇ／ｍｌのＩＬ－２の存在下においてそれ

らの細胞をインビトロで７日間刺激した。ペプチドをパルスした１ｘ１０５個の

照射された自己由来フィーダー（feeders）の存在下において、抗－ＩＦＮγ抗

体で被覆したＥＬＩＳｐｏｔプレートに４ｘ１０５個／ウェルの細胞を添加した

。ｃｏｎＡの場合、フィーダーをペプチドでプレパルスせず、ｃｏｎＡを１μｇ

／ｍｌとして添加した。陰性対照は刺激不存在下のものであった。プレートを一

晩インキュベーションし、標準的方法に従ってスポットを発達させた。画像分析
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ソフトウェアを用いてスポットをカウントした。

      【００８６】

  第１の時点（１回目のブーストから７日後）において、いずれの接種動物にお

いても脾臓においてＩＦＮγ産生細胞は観察されなかった。しかしながら、ＩＦ

Ａ中のペプチドを接種した動物のリンパ節においてＰ２４２－２５０に対する応

答が見られた。野生型Ｃ５７Ｂ１／６マウス由来のフィーダー細胞を用いた場合

にはペプチドが認識されなかったので、この応答はＨＬＡ－Ａ２制限であった。

      【００８７】

  ２回目のブーストから７日後に、リンパ節中にはＩＦＮγ産生細胞は観察され

なかった。しかしながら、ＩＦＮγ産生Ｔ細胞が脾臓において観察された。筋肉

内および粒子により媒介されるデリバリーの両方によるＤＮＡ接種により、有意

なペプチド特異的応答が生じた。ペプチド特異的応答を誘発する場合、ＢＣＧ接

種はＤＮＡ接種よりも有効ではなかった。この時点でのペプチド接種によりＰ４

８－５６応答が生じた。

      【００８８】

議論

  ＥＬＩＳＰＯＴにより確認されたように、M. bovis BCG反応性ＣＤ８＋Ｔ細胞

は、Ａｇ８５Ａ中の５種のペプチドに応答して防御的な１型サイトカインＩＮＦ

γを認識し、産生することが示された。ペプチド５および２５に対して最強の応

答が観察され、これらのペプチドのそれぞれに応答するＴ細胞応答性の非競争的

増殖が存在するように思われた。異なったエピトープに反応性のＴ細胞の類似の

非競争的増殖がマウスのListeria monocytogenes感染に関して見られた。これら

のペプチドそれぞれに対して反応性を有するＣＤ８＋Ｔ細胞の存在頻度は、M. b

ovis BCG刺激から１４日後に約１：５００であった。M. bovis BCGにより産生さ

れる分泌蛋白数が大きいため、この数は著しく大きいものである。実際、ペプチ

ド５および２５に対して反応性のＣＤ８＋Ｔ細胞が比較的高頻度で循環ＰＢＭＣ

集団中に観察された。

      【００８９】

  反応性ペプチド中にＨＬＡ－Ａ２モチーフが認められ、それらを用いて推定エ
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ピトープのみの９量体ペプチド（Ｐ４８－５６およびＰ２４２－２５０）を構築

した。これらの９量体ペプチドを、各ペプチドに対して強い応答を示したドナー

由来のＰＢＭＣを用いたエクスビボ実験に使用して、ＢＣＧ接種ドナー中にミコ

バクテリアの分泌抗原を認識しうる循環ＣＤ８＋Ｔ細胞が存在することを示した

。約１：１８０００の循環ＣＤ８＋Ｔ細胞が各エピトープに特異的であることが

わかり、これらのドナーが２０年前またはそれ以内にＢＣＧ接種されていたとい

う事実にもかかわらず、その数はＨＬＡ－Ａ＊２０１制限インフルエンザウイル

ス蛋白ＦＭＰ Ｍ１５８－６６に特異的なＰＢＭＣ（出現頻度約１：１２０００

）に匹敵するものであった。同定された２つのエピトープのうち、Ｐ２４２－２

５０はＡｇ８５Ａに特異的であるように思われ、Ｐ４８－５６はＡｇ８５Ａ、Ｂ

およびＣ間に共通であり、結果として、強力なワクチン候補である。

      【００９０】

  ＨＬＡ－Ａ２単球細胞系ＴＨＰ－１を慣用的な５１Ｃｒ放出アッセイにおいて

ＡＣＰｓとして使用して、同定されたエピトープのＨＬＡ－制限を確認した。Ｐ

４８－５６およびＰ２４２－２５０に特異的なＣＤ８＋Ｔ細胞系は、対応エピト

ープをパルスされたＴＨＰ－１細胞を認識したが、無関係なペプチドを認識せず

（すなわち、Ｐ４８－５６特異的細胞系はＰ４８－５６をパルスされた標的を認

識したが、Ｐ２４２－２５０をパルスされた標的を認識しなかったし、その逆も

成り立った）、あるいはインフルエンザＨＬＡ－Ａ２特異的ペプチドＦＭＰ Ｍ

１５８－６６を認識しなかった。このことは、ＣＤ８Ｔ細胞は抗原特異的であり

、ＨＬＡ－Ａ＊２０１制限であることを示す。このことは、ＩＦＮγ分泌に加え

て、ペプチド特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞が強力なＣＴＬエフェクター細胞であること

も示す。

      【００９１】

  これらのペプチド特異的ＣＤ８＋細胞系が内因性のエピトープを認識できたか

どうかの問題については、自己由来の単球由来マクロファージを生きた細菌M. b

ovis BCG／M. Tuberclosis、あるいはＡｇ８５Ａ蛋白全体を発現する組み換えワ

クシニアウイルス（ｒＶＶ）感染させることにより解答が得られた。Ｐ４８－５

６およびＰ２４２－２５０に特異的なＣＴＬ細胞系がＡｇ８５Ａを発現するｒＶ
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Ｖ、M. bovis BCGまたはM. tuberclosisのいずれに感染した自己由来のマクロフ

ァージであっても認識するという観察結果は、この抗原がＭＨＣクラスＩ提示経

路を経て内因性のプロセッシングを受け、かくしてＨＬＡ－Ａ２によるエピトー

プＰ４８－５６およびＰ２４２－２５０の提示が起こるということを示すもので

ある。

      【００９２】

  まとめると、我々は、２種のＣＤ８＋Ｔ細胞のＨＬＡ－Ａ＊２０１制限エピト

ープをM. tuberclosisの主要分泌蛋白であるＡｇ８５Ａ中に同定した。健康なＢ

ＣＧ接種されたドナー由来の循環ＰＢＭＣｓはこれらのエピトープを認識し、イ

ンフルエンザマトリックス蛋白の場合と同様の頻度で防御的サイトカインＩＦＮ

－γを産生する。ペプチド特異的細胞系は、ペプチドをパルスされた標的細胞に

対して強力なＣＴＬ活性を有する。

      【００９３】

  さらにそのうえ、これらのペプチド特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞は、内因性のプロセ

ッシングを受け、M. bovis BCGおよびM. tuberclosisに感染したマクロファージ

から提示された抗原を認識することができる。これらの結果は、これらのＡｇ８

５Ａエピトープがワクチン中に使用することに特に適したペプチドであることを

示す。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】  合成２０ｍｅｒＡｇ８５Ａ８ペプチド（完全Ａｇ８５Ａ配列にお

よぶ１０ａａが重複）での再刺激に反応したエム・ボビスＢＣＧ反応性ＣＤ８＋

Ｔ細胞によるＩＦＮ―γの分泌を示す。

    【図２】  ＦＭＰ  Ｍ１５８－６６、Ｐ４８－５６、Ｐ２４２－２５０とと

もに、またはペプチドなしのいずれかで一夜ＰＢＭＣ刺激することによるＩＦＮ

－γ産生を示す。

    【図３】  ＨＬＡ－Ａ＊２０１ドナーからの短期細胞系（ＳＴＣＬ）のＡｇ

８５ＡペプチドＰ４８－５６（Ａ）およびＰ２４２－２５０（Ｂ）特異性細胞溶

解活性を示す。

    【図４】  Ａｇ８５Ａ、エム・ボビスＢＣＧまたはエム・ツベルクローシス

を発現する組み換えワクシニアウイルスで感染したオートローガスなマクロファ

ージに対して測定されたペプチド特異性ＣＤ８＋Ｔ細胞のＣＴＬ活性を示す。
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【図１Ａ】

【図１Ｂ】
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【図２】

【図３Ａ】



(47) 特表２００３－５２２１５０

【図３Ｂ】

【図４】
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【国際調査報告】
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分枝杆菌感染的疫苗 用于制造药物。 还提供了可用于治疗分枝杆菌感染
的多肽，表达载体和细胞；以及检测可识别上述表位的T细胞的方法。
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