
(57)【要約】
【課題】本発明は、抗原ペプチドの同定法を提供することを課題とする。
【解決手段】本発明は、哺乳類生物体由来の限定量の細胞または体液から、それらの配列
および同一性を決定するのに十分な量の抗原ペプチドを単離するのに有用な方法を提供す
る。従って本発明は、診断または治療の目的で利用される新規の疾患関連抗原、例えば腫
瘍抗原および自己免疫疾患関連抗原を同定する方法を提供する。本発明の方法を、ワクチ
ンの品質を管理するために利用することもできる。より具体的には、本発明の方法を、生
体の最も重要な抗原提示細胞およびワクチン接種用の有用な道具である樹状細胞のペプチ
ド受容体を介して提示された抗原ペプチドの配列を決定するために使用することができる
。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 フ ェ ム ト モ ル 量 の 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
(a)　 哺 乳 類 生 物 体 か ら 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド と MHC II分 子 と の 複 合 体 を 0.1μ g～ 5μ g
の 量 で 提 供 す る 段 階 ；
(b)　 会 合 し た 抗 原 ペ プ チ ド を MHC II分 子 か ら 溶 離 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 哺 乳 類 生 物 体 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 か ら 、 抗 原 ペ プ チ ド と MHC II分 子 と の 複 合 体 を 0.1μ g
～ 5μ gの 量 で 単 離 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 MHC II分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 が 、 界 面 活 性 剤 に よ り 細 胞 を 可 溶 化 す る 段 階 、 及
び 免 疫 沈 降 ま た は 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る MHC II分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複
合 体 の 分 離 す る 段 階 を 含 む 方 法 に よ り 細 胞 か ら 単 離 さ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 哺 乳 類 生 物 体 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 2ま た は 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 MHC II分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 分 離 さ れ た 複 合 体 が 、 ペ プ チ ド の 溶 離 前 に 、 限 外 濾 過 チ
ュ ー ブ 中 で 水 に よ り 洗 浄 さ れ る 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド が 、 希 酸 に よ り MHC II分 子 か ら 溶 離 さ れ る 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 一 項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド が 、 分 画 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ て 、 同 定 さ れ る 、 請 求 項 1～ 6の い
ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド が 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 質 量 分 析 を 含 む 方 法 に よ り
、 分 画 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ て 、 同 定 さ れ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド が 、 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド で あ る か 、 ま た は 生 物 体 に 投 与
さ れ た 非 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 1～ 8の い ず れ か 一 項 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 哺 乳 類 生 物 体 が ヒ ト 生 物 体 で あ る 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 フ ェ ム ト モ ル 量 の 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
(a)　 哺 乳 類 生 物 体 の 細 胞 、 組 織 ま た は 体 液 か ら 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド と MHC II分 子 と
の 複 合 体 を 0.1μ g～ 5μ gの 量 で 提 供 す る 段 階 ；
(b)　 分 離 さ れ た MHC II分 子 の 複 合 体 を 、 限 外 濾 過 チ ュ ー ブ 中 で 水 に よ り 洗 浄 す る 段 階 ；
(c)　 希 釈 し た ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 用 い て 、 会 合 し た 抗 原 ペ プ チ ド を MHC II分 子 か ら 37℃
で 溶 離 す る 段 階 ； お よ び
(d)　 単 離 さ れ た ペ プ チ ド を 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 質 量 分 析 に よ り 、 配 列 決 定
お よ び 同 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 フ ェ ム ト モ ル 量 の 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
(a)　 0.1μ g～ 5μ gの MHC II分 子 を 提 供 す る 数 の MHC発 現 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ；
(b)　 段 階 (a)の 細 胞 を 、 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 と 接 触 さ せ る 段 階 ；
(c)　  MHC II分 子 -抗 原 ペ プ チ ド 複 合 体 を 、 細 胞 か ら 単 離 す る 段 階 ； お よ び
(d)　 会 合 し た ペ プ チ ド を MHC II分 子 か ら 溶 離 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 MHC II発 現 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
　 樹 状 細 胞 が 、 未 成 熟 樹 状 細 胞 と し て 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 に 曝 露 さ れ 、 同 時 に 樹 状 細 胞 へ
の 成 熟 が 誘 導 さ れ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 が 、 腫 瘍 細 胞 、 腫 瘍 細 胞 株 、 病 原 体 、 な ら び に ウ イ ル ス 性 、 細 菌 性
お よ び 寄 生 体 性 の 抗 原 、 自 己 抗 原 、 な ら び に 、 例 え ば 血 清 、 滑 液 、 腹 水 な ど の 体 液 を 含 む
群 に 属 す る 、 請 求 項 12～ 14の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 MHC II分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 が 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 に よ り 細 胞 か ら 単 離 さ
れ て い る 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 ：
界 面 活 性 剤 に よ り 細 胞 を 可 溶 化 す る 段 階 、 お よ び 免 疫 沈 降 ま た は 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 抗 原 ペ プ チ ド と MHC II分 子 と の 複 合 体 を 分 離 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 MHC II分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 分 離 さ れ た 複 合 体 が 、 ペ プ チ ド の 溶 離 前 に 、 限 外 濾 過 チ
ュ ー ブ 内 で 水 に よ り 洗 浄 さ れ る 、 請 求 項 12～ 16の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド が 、 希 酸 に よ り MHC II分 子 か ら 溶 離 さ れ る 、 請 求 項 12～ 17の い ず れ か 一 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド が 、 分 画 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ て 、 同 定 さ れ る 、 請 求 項 12～ 18の
い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド が 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 質 量 分 析 を 含 む 方 法 に よ り
、 分 画 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ て 、 同 定 さ れ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 と 接 触 し て い る 細 胞 か ら 同 定 さ れ た ペ プ チ ド を 、 抗 原 の 潜 在 的 供 給
源 と 接 触 し て い な い 細 胞 か ら 同 定 さ れ た ペ プ チ ド と 比 較 す る こ と に よ り 、 抗 原 の 潜 在 的 供
給 源 に 由 来 す る 抗 原 ペ プ チ ド が 同 定 さ れ る 、 請 求 項 19ま た は 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド が 、 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 12～ 21の い ず れ
か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 フ ェ ム ト モ ル 量 の 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 す る 方 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
(a)　 0.1μ g～ 5μ gの MHC II分 子 を 提 供 す る 数 の 未 成 熟 樹 状 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ；
(b)　 段 階 (a)の 細 胞 を 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 と 接 触 さ せ る 段 階 お よ び 、 TNFα の 添 加 に よ り
樹 状 細 胞 の 成 熟 を 誘 導 す る 段 階 ；
(c)　 界 面 活 性 剤 TX-100に よ る 細 胞 の 可 溶 化 、 お よ び 、 免 疫 沈 降 ま た は 免 疫 親 和 性 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に よ る MHC II分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 の 分 離 を 含 む 方 法 に よ り 、 MHC 
II分 子 -抗 原 ペ プ チ ド 複 合 体 を 、 細 胞 か ら 単 離 す る 段 階 ；
(d)　 分 離 さ れ た MHC II分 子 の 複 合 体 を 、 限 外 濾 過 チ ュ ー ブ 中 で 水 に よ り 洗 浄 す る 段 階 ；
(e)　 会 合 し た 抗 原 ペ プ チ ド を 、 希 釈 し た ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 に よ り 37℃ で MHC II分 子 か ら
溶 離 す る 段 階 ； な ら び に
(f)　 単 離 さ れ た ペ プ チ ド を 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 質 量 分 析 に よ り 、 配 列 決 定
お よ び 同 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ワ ク チ ン の 品 質 管 理 の た め の 、 請 求 項 12～ 23の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 疾 患 の 免 疫 モ ニ タ リ ン グ の た め の 、 請 求 項 1～ 23の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 治 療 的 処 置 の 効 果 を 制 御 す る た め の 、 請 求 項 1～ 23の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 の 使 用 。
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【 請 求 項 ２ ７ 】
　 疾 患 治 療 用 に 個 別 化 さ れ た ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 設 計 の た め の 、 請 求 項 1～ 23の い ず れ か
一 項 記 載 の 方 法 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 薬 学 的 組 成 物 の 製 造 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
請 求 項 7～ 11の い ず れ か 一 項 ま た は 請 求 項 19～ 23の い ず れ か 一 項 記 載 の 段 階 ；
同 定 さ れ た ペ プ チ ド を 作 製 す る 段 階 お よ び 任 意 に そ れ ら を 修 飾 す る 段 階 ； な ら び に
得 ら れ た 生 成 物 を 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 共 に 製 剤 化 す る 段 階 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 生 物 体 由 来 の 限 定 量 の 細 胞 ま た は 体 液 か ら 、 そ れ ら の 配 列 お よ び 同 一
性 を 決 定 す る の に 十 分 な 量 の 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 す る の に 有 用 な 方 法 に 関 す る 。 従 っ て 本
発 明 は 、 診 断 ま た は 治 療 の 目 的 で 利 用 さ れ る 新 規 の 疾 患 関 連 抗 原 、 例 え ば 腫 瘍 抗 原 お よ び
自 己 免 疫 疾 患 関 連 抗 原 を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の 方 法 を 、 ワ ク チ ン の 品 質 を 管 理
す る た め に 利 用 す る こ と も で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 の 方 法 を 、 生 体 の 最 も 重 要 な
抗 原 提 示 細 胞 お よ び ワ ク チ ン 接 種 用 の 有 用 な 道 具 で あ る 樹 状 細 胞 の ペ プ チ ド 受 容 体 を 介 し
て 提 示 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド の 配 列 を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 感 染 症 、 自 己 免 疫 疾 患 ま た は 癌 の よ う な 病 態 は 、 疾 患 特 異 的 分 子 の 発 現 に よ り 、 健 康 な
状 態 か ら 区 別 さ れ う る 。 特 に 、 新 た に 発 現 し た 、 変 異 し た 、 ま た は 異 常 発 現 し た タ ン パ ク
質 は 、 各 々 の 悪 性 度 マ ー カ ー と し て 利 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 （ MHC） 分 子 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 断 片 ま た は ペ プ チ ド は 、 診 断
用 お よ び 治 療 用 の 道 具 と し て は た ら く 種 類 の 有 力 な マ ー カ ー で あ る 。 ヒ ト に お い て 、 MHC
分 子 は 、 ヒ ト 白 血 球 抗 原 （ HLA） と 呼 ば れ て い る 。 HLA会 合 ペ プ チ ド は 短 く 、 9個 ～ 25個 の
ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い る （ 非 特 許 文 献 1を 参 照 さ れ た い ） 。 一 方 で 、 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、
自 己 寛 容 を 確 立 す る た め に 、 自 家 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 。 他 方 で 、 HLA会 合 ペ プ チ ド は 、
外 部 か ら の 侵 入 者 と 闘 う た め に 、 ウ イ ル ス 、 真 菌 、 ま た は 細 菌 起 源 の 外 来 タ ン パ ク 質 に 由
来 す る 。 Tリ ン パ 球 （ 略 称 ： T細 胞 ） と 呼 ば れ る 特 殊 化 し た 免 疫 細 胞 の 活 性 化 を 通 し て 、 細
胞 性 ま た は 体 液 性 の 免 疫 応 答 を 行 う た め に 、 HLA-ペ プ チ ド 複 合 体 は 不 可 欠 で あ る 。 自 己 抗
原 ペ プ チ ド で あ る 特 定 の 自 家 ペ プ チ ド は 、 自 己 攻 撃 性 の T細 胞 に よ り 誤 っ て 認 識 さ れ 、 自
己 免 疫 疾 患 を 引 き 起 す 。 逆 に 、 腫 瘍 特 異 的 抗 原 に 由 来 す る 自 家 ペ プ チ ド の T細 胞 認 識 の 欠
如 は 、 免 疫 回 避 お よ び 腫 瘍 の 進 行 性 増 殖 に 寄 与 し て い る （ 非 特 許 文 献 2を 参 照 さ れ た い ）
。 従 っ て 、 疾 患 関 連 マ ー カ ー ペ プ チ ド に 関 す る 研 究 者 ら の 知 識 の 増 加 は 、 腫 瘍 免 疫 学 お よ
び 自 己 免 疫 に お い て 相 当 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 2種 類 の MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 を 、 そ れ ら の 機 能 に 関 し て 区 別 す る こ と が で き る （ 非 特 許
文 献 3を 参 照 さ れ た い ） ： （ i） I型 MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 は 、 感 染 細 胞 ま た は 腫 瘍 細 胞 を 溶
解 す る CD8+細 胞 傷 害 性 T細 胞 を 誘 引 す る た め に 、 ほ と ん ど 全 て の 有 核 細 胞 に よ り 発 現 さ れ
る ； （ ii） II型 MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 は 、 Bリ ン パ 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ま た は 樹 状 細 胞 （ D
C） の よ う な 、 い わ ゆ る 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） の み に お い て 構 成 的 に 発 現 さ れ る 。 特 に DCは
、 CD4+ Tヘ ル パ ー 細 胞 を プ ラ イ ミ ン グ す る 能 力 を 有 す る （ 非 特 許 文 献 4を 参 照 さ れ た い ）
。 更 に DCは 、 細 胞 傷 害 性 CD8+ T細 胞 を 最 適 に 活 性 化 す る こ と が 許 可 さ れ て お り 、 こ れ は 、
そ れ ら の II型 MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 と 、 CD4+ Tヘ ル パ ー 細 胞 と の 事 前 相 互 作 用 を 通 じ て 達 成
さ れ る （ 非 特 許 文 献 5を 参 照 さ れ た い ） 。 従 っ て 、 II型 MHC分 子 に よ り DCに 提 示 さ れ た ペ プ
チ ド は 、 T細 胞 駆 動 性 免 疫 応 答 に 関 連 し て い る 疾 患 の 病 因 に お い て 優 れ た 役 割 を 果 た す 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 免 疫 応 答 の 開 始 に お い て DCが 明 ら か な 役 割 を 有 す る こ と に 刺 激 さ れ て 、 特 に 癌 に 対 し て
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、 DCを ワ ク チ ン と し て 活 用 す る 試 み が 行 わ れ て い る （ 非 特 許 文 献 6を 参 照 さ れ た い ） 。 末
梢 血 、 例 え ば 粘 着 単 球 、 ま た は 骨 髄 由 来 の CD34+幹 細 胞 前 駆 体 を 含 む 様 々 な 供 給 源 か ら の
、 イ ン ビ ト ロ に お け る DC分 化 に 関 す る 本 発 明 の 技 術 は 、 重 要 な 進 歩 と な る 。 イ ン ビ ト ロ に
お い て 分 化 お よ び 活 性 化 さ れ た DCを 、 腫 瘍 細 胞 由 来 抗 原 と の 共 培 養 の 後 に 、 ま た は 、 同 様
の 技 術 の 利 用 に よ り 、 癌 患 者 の ワ ク チ ン 接 種 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 樹 状 細 胞 ワ
ク チ ン 接 種 の 予 備 的 試 験 は 、 臨 床 反 応 を 含 む 特 異 的 抗 癌 反 応 の 誘 導 に 成 功 し て い る （ 非 特
許 文 献 7お よ び 8を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 DCに 基 づ く 癌 細 胞 ワ ク チ ン は 、 通 常 の も し く は 遺 伝 子 修 飾 さ れ た 癌 細 胞 で パ ル ス さ れ た
DC、 癌 細 胞 溶 解 液 、 DCに 融 合 し た 癌 細 胞 、 ま た は 癌 細 胞 由 来 の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 （ Hs
p） -ペ プ チ ド 複 合 体 を 含 有 し て い る 。 後 者 の 技 術 の 背 景 理 論 と は 、 腫 瘍 細 胞 由 来 の Hspは
、 DCの MHC分 子 に 効 率 的 に 転 移 さ れ る 腫 瘍 特 異 的 ペ プ チ ド を 有 す る と い う こ と で あ る 。 こ
れ ら の DCは 最 終 的 に 、 マ ウ ス に お け る 腫 瘍 の 根 絶 に つ な が る よ う な 抗 腫 瘍 反 応 性 を 持 つ 細
胞 傷 害 性 T細 胞 を プ ラ イ ミ ン グ す る （ 非 特 許 文 献 9～ 11を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ れ ら の 全 て の 方 法 の 利 点 は 、 腫 瘍 抗 原 同 一 性 に 関 す る 知 識 が 必 要 で な い 点 で あ る 。 欠
点 は 、 腫 瘍 マ ー カ ー の 同 一 性 が 依 然 不 明 で あ り 、 か つ 個 々 の HLA結 合 腫 瘍 ペ プ チ ド の コ ピ
ー 数 が 、 持 続 性 抗 腫 瘍 T細 胞 応 答 を 誘 導 す る に は 低 す ぎ る こ と が 多 い と い う こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 癌 抗 原 の 同 一 性 に 基 づ く ワ ク チ ン は 、 裸 の DNA、 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス も し く は ワ ク シ
ニ ア ウ イ ル ス 、 各 腫 瘍 細 胞 か ら 精 製 さ れ た 天 然 タ ン パ ク 質 も し く は 組 換 え タ ン パ ク 質 、 ま
た は 腫 瘍 ペ プ チ ド の 合 成 類 似 体 に よ り プ ラ イ ミ ン グ さ れ た DCを 含 有 し て い る 。 遺 伝 子 前 駆
体 ま た は タ ン パ ク 質 前 駆 体 よ り も む し ろ 抗 原 性 腫 瘍 ペ プ チ ド で DCを パ ル ス す る 利 点 と は 、
更 な る プ ロ セ シ ン グ な し で 、 DCの MHC分 子 上 に ペ プ チ ド を 直 接 負 荷 で き る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 過 去 十 年 間 に 、 腫 瘍 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 に 由 来 し か つ I型 MHC分 子 に よ り 拘 束 さ れ た 多 く
の ペ プ チ ド が 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら は 、 4種 の カ テ ゴ リ ー に 分 類 さ れ て い る ： 癌 -精 巣 抗
原 、 メ ラ ノ ー マ -メ ラ ノ サ イ ト 分 化 抗 原 、 変 異 型 抗 原 お よ び 、 腫 瘍 に お い て 過 剰 発 現 し た
非 変 異 型 共 有 抗 原 。 い く つ か の 臨 床 的 予 備 ワ ク チ ン 接 種 試 験 に お い て 、 メ ラ ノ ー マ 患 者 由
来 の DCは 、 今 の と こ ろ は 独 占 的 に I型 HLAで 拘 束 さ れ て い る メ ラ ノ ー マ ペ プ チ ド の カ ク テ ル
で パ ル ス さ れ た （ 非 特 許 文 献 12お よ び 13を 参 照 さ れ た い ） 。 し か し 、 腫 瘍 に 対 す る 細 胞 傷
害 性 T細 胞 応 答 の 効 力 お よ び 寿 命 が 、 II型 MHC拘 束 型 ヘ ル パ ー T細 胞 の 関 与 に よ り 増 大 し 得
る こ と を 示 す 証 拠 は 増 加 し て い る 。 従 っ て 、 改 善 さ れ た ワ ク チ ン 接 種 法 は 、 I型 MHC抗 原 に
加 え 、 II型 MHCに 会 合 し た 腫 瘍 ペ プ チ ド の 併 用 を 予 見 し た も の で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 CD4+ Tヘ ル パ ー 細 胞 に よ り 認 識 さ れ た II型 MHC拘 束 型 癌 抗 原 に つ い て の 知 識 は 、 I型 MHC
拘 束 型 抗 原 の 同 定 に 大 き く 立 ち 遅 れ て い る （ 非 特 許 文 献 14を 参 照 さ れ た い ） 。 一 つ の 理 由
は 、 腫 瘍 細 胞 由 来 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 標 的 細 胞 へ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 お よ び そ の
後 の 適 当 な ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト お よ び 抗 原 性 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る た め の 抗 腫 瘍 T細 胞
の 使 用 （ I型 MHC分 子 を 用 い て 成 功 し た 方 法 ） が 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 が APC内 の II型 M
HC経 路 に 移 動 し な い た め に 有 効 で は な い か ら で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 革 新 的 代 替 法 は 、 腫 瘍 細 胞 ま た は 特 定 の 腫 瘍 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 で パ ル ス さ れ た 自 家 DC
、 並 び に DC上 の MHC分 子 ま た は Hsp分 子 に 会 合 し た ペ プ チ ド の 配 列 の 使 用 で あ る 。 し か し 、
DCは イ ン ビ ト ロ に お い て 分 裂 せ ず 、 か つ 末 梢 血 ま た は 骨 髄 か ら は 非 常 に 少 量 の み し か 入 手
可 能 で な い た め 、 本 方 法 は こ れ ま で 利 用 さ れ て い な い 。 更 に 、 ペ プ チ ド の 精 製 お よ び 配 列
決 定 技 術 は 、 今 の と こ ろ 、 本 方 法 ま た は 他 の 方 法 で 疾 患 関 連 ペ プ チ ド を 直 接 同 定 す る に は
、 余 り に も 感 度 が 悪 い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 同 じ 制 限 が 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 （ RA） の よ う な 自 己 免 疫 疾 患 に 関 し て も 明 ら か で あ る 。
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RA患 者 は 、 全 身 的 な 関 節 組 織 の 崩 壊 を 患 っ て お り 、 こ れ は 自 己 攻 撃 性 Tリ ン パ 球 お よ び 自
己 抗 体 に よ り 媒 介 さ れ る 。 自 己 反 応 性 T細 胞 お よ び 抗 体 の 両 方 の 存 在 は 、 II型 MHC拘 束 型 ペ
プ チ ド 抗 原 の 提 示 に 依 拠 し て い る 。 そ れ に 従 っ て 、 HLA-DR分 子 、 特 に ヨ ー ロ ッ パ 家 系 の 人
々 の DRB1 * 0401遺 伝 子 お よ び DRB1 * 0404遺 伝 子 は 重 大 な リ ス ク 因 子 で あ り 、 か つ RAに 対 す る
易 罹 患 性 の 増 大 を も た ら す こ と が 明 ら か に さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 15を 参 照 さ れ た い ） 。
い く つ か の 自 己 抗 原 候 補 、 例 え ば II型 コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ア グ リ ン 、 IgGお よ び 軟 骨 糖 タ ン
パ ク 質 gp39な ど が 提 唱 さ れ て い る 。 対 応 す る 自 己 抗 原 ペ プ チ ド は 、 例 え ば RA患 者 の 血 清 ま
た は 滑 液 中 に 存 在 す る T細 胞 ク ロ ー ン を 活 性 化 す る 能 力 の よ う な 間 接 的 手 段 に よ っ て の み
、 解 明 さ れ て い る 。 近 年 、 RA患 者 関 節 の 炎 症 滑 液 中 に 蓄 積 し た 主 要 な CD4+ T細 胞 ク ロ ー ン
は 、 各 々 の エ ピ ト ー プ を 認 識 し な い こ と が 明 ら か に な り つ つ あ る （ 非 特 許 文 献 16を 参 照 さ
れ た い ） 。 こ れ に 関 す る 有 力 な 理 論 的 根 拠 と は 、 RAに お け る 滑 液 組 織 由 来 の HLA-DR会 合 ペ
プ チ ド の 配 列 を 決 定 す る こ と が 今 の と こ ろ 不 可 能 で あ り 、 そ の 結 果 自 己 抗 原 ペ プ チ ド の 直
接 の 同 一 性 が 依 然 見 い だ せ な い ま ま で あ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 従 っ て 、 腫 瘍 分 野 と 同 様 、 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ た MHCお よ び Hspに 会 合 し た フ ェ ム ト モ
ル 範 囲 の ペ プ チ ド の 配 列 決 定 を 可 能 に す る 方 法 論 の 確 立 が 、 大 い に 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Kropshofer, H.お よ び Vogt, A.B.、 「 Immunol Today」 、 Vol.18、 p.77-
82（ 1997)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Boon, T.ら 、 「 Ann Rev Immunol.」 、 Vol.12、 p.337-265（ 1994)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Germain, R.、 「 Cell」 、 Vol.76、 p.287-299（ 1994)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Banchereau, J. & Steinman, R.M.、 「 Nature」 、 Vol.392、 p.245-254
（ 1998)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Ridge, T.ら 、 「 Nature」 、 Vol.393、 p.474-478（ 1998)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Dallal, R.M.お よ び Lotze, M.T.、 「 Curr Opinion Immunol」 、 Vol.12
、 p.583-588（ 2000)
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Timmermann, J.M.お よ び Levy, R.、 「 Ann Rev Medicine」 、 Vol.50、 p.
507-529（ 1999)
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Nestle, F.O.ら 、 「 Nature Medicine」 、 Vol.7、 p.761-765（ 2001)
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Srivastava, P.K.ら 、 「 PNAS」 、 Vol.83、 p.3407-3411（ 1986)
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Suto, R.ら 、 「 Science」 、 Vol.269、 p.1585-1588（ 1995)
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Binder, R.J.ら 、 「 Nature Immunol.」 、 Vol.1、 p.151-162（ 2000)
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Nestle, F.O.ら 、 「 Nature Medicine」 、 Vol.4、 p.328-332（ 1998)
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Thurner, B.ら 、 「 J Exp Med」 、 Vol.190、 p.1669-1678（ 1999)
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Wang, R.-F.、 「 Trends in Immunol」 、 Vol.22、 p.269-276（ 2001)
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Marrack Pら 、 「 Nat. Med.」 、 Vol.7、 p.899-905:2002
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Kotzin BLら 、 「 PNAS」 、 Vol.97、 p.291-296（ 2000)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 抗 原 ペ プ チ ド の 同 定 法 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 体 か ら ま た は 生 物 体 由 来 の 細 胞 か ら 単 離 さ れ た MHC分 子 ま た は Hsp受 容 体
0.1μ g～ 5μ gに よ り 提 示 さ れ た フ ェ ム ト モ ル 量 の ペ プ チ ド 抗 原 を 、 単 離 お よ び 同 定 す る 方
法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 な ど の 疾 患 の 免 疫 モ ニ タ リ ン グ 、 例 え ば 癌
な ど の 疾 患 の 治 療 の た め の 個 別 化 さ れ た ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 設 計 、 お よ び 、 例 え ば 樹 状 細
胞 に 基 づ く ワ ク チ ン な ど の ワ ク チ ン の 品 質 管 理 に 関 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 結 合 し た お よ
び /ま た は 提 示 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド の 同 一 性 を 、 哺 乳 類 生 物 体 か ら 単 離 さ れ た 非 常 に 少 量
の 体 液 ま た は 細 胞 か ら 解 明 で き る と い う 利 点 を 有 す る 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
　 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 、 単 離 お よ び 同 定 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド が 、 イ ン ビ ボ に お い て ペ プ
チ ド 受 容 体 に よ り 結 合 お よ び /も し く は 提 示 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド 、 ま た は イ ン ビ ト ロ に お
い て APC、 好 ま し く は DCに よ り 、 天 然 プ ロ セ シ ン グ お よ び 提 示 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド で あ る
こ と が 確 実 と な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ １ ） フ ェ ム ト モ ル 量 の 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 す る 方 法 で
あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る ：
（ a） 哺 乳 類 生 物 体 か ら 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド と ペ プ チ ド 受 容 体 と の 複 合 体 を 0.1μ g～ 5
μ gの 量 で 提 供 す る 段 階 ； お よ び
（ b） 会 合 し た 抗 原 ペ プ チ ド を ペ プ チ ド 受 容 体 か ら 溶 離 す る 段 階 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ２ ） 哺 乳 類 生 物 体 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 か ら 、 抗
原 ペ プ チ ド と ペ プ チ ド 受 容 体 と の 複 合 体 を 0.1μ g～ 5μ gの 量 で 単 離 す る 段 階 を 含 む 、 上 記
(1)記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ３ ） ペ プ チ ド 受 容 体 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体
が 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 に よ り 細 胞 か ら 単 離 さ れ る 、 上 記 (2)記 載 の 方 法 で あ る こ と を
特 徴 と す る ：
界 面 活 性 剤 に よ り 細 胞 を 可 溶 化 す る 段 階 、 お よ び 免 疫 沈 降 ま た は 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り ペ プ チ ド 受 容 体 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 を 隔 離 す る 段 階 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ４ ） 哺 乳 類 生 物 体 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 が 樹 状 細
胞 で あ る 、 上 記 (2)ま た は (3)記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ５ ） ペ プ チ ド 受 容 体 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 隔 離 さ
れ た 複 合 体 が 、 ペ プ チ ド の 溶 離 前 に 、 限 外 濾 過 チ ュ ー ブ 中 で 水 に よ り 洗 浄 さ れ る 、 上 記 (1
)～ (4)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ６ ） 抗 原 ペ プ チ ド が 、 希 酸 に よ り ペ プ チ ド 受 容
体 か ら 溶 離 さ れ る 、 上 記 (1)～ (5)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ７ ） 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド が 、 分 画 さ れ 、 配
列 決 定 さ れ て 、 同 定 さ れ る 、 上 記 (1)～ (6)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ８ ） 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド が 、 液 体 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー お よ び 質 量 分 析 を 含 む 方 法 に よ り 、 分 画 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ て 、 同 定 さ れ る 、
上 記 (7)記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ９ ） 抗 原 ペ プ チ ド が 、 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ た
抗 原 ペ プ チ ド で あ る か 、 ま た は 生 物 体 に 投 与 さ れ た 非 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ た 抗 原 ペ プ チ
ド で あ る 、 上 記 (1)～ (8)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ １ ０ ） ペ プ チ ド 受 容 体 が 、 Hsp分 子 、 MHC I分 子
お よ び MHC II分 子 を 含 む 、 上 記 (1)～ (9)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ １ １ ） 細 胞 が 、 MHC I、 MHC IIお よ び Hsp分 子 を
含 む 群 に 属 す る ペ プ チ ド 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 で あ る 、 上 記 (2)～ (10)の い ず れ か 一 つ 記
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載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ １ ２ ） 哺 乳 類 生 物 体 が ヒ ト 生 物 体 で あ る 、 上 記
(1)～ (11)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ １ ３ ） フ ェ ム ト モ ル 量 の 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 す
る 方 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る ：
（ a） 哺 乳 類 生 物 体 の 細 胞 、 組 織 ま た は 体 液 か ら 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド と ペ プ チ ド 受 容
体 と の 複 合 体 を 0.1μ g～ 5μ gの 量 で 提 供 す る 段 階 ；
（ b） 抗 原 ペ プ チ ド と ペ プ チ ド 受 容 体 と の 隔 離 さ れ た 複 合 体 を 、 限 外 濾 過 チ ュ ー ブ 中 で 水
に よ り 洗 浄 す る 段 階 ；
（ c） 希 釈 し た ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 用 い て 、 会 合 し た 抗 原 ペ プ チ ド を ペ プ チ ド 受 容 体 か ら 3
7℃ で 溶 離 す る 段 階 ； お よ び
（ d） 単 離 さ れ た ペ プ チ ド を 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 質 量 分 析 に よ り 、 配 列 決 定
お よ び 同 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ １ ４ ） フ ェ ム ト モ ル 量 の 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 す
る 方 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る ：
（ a） 0.1μ g～ 5μ gの MHC分 子 を 提 供 す る 数 の MHC発 現 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ；
（ b） 段 階 （ a） の 細 胞 を 、 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 と 接 触 さ せ る 段 階 ；
（ c） MHC分 子 -抗 原 ペ プ チ ド 複 合 体 を 、 細 胞 か ら 単 離 す る 段 階 ； お よ び
（ d） 会 合 し た ペ プ チ ド を MHC分 子 か ら 溶 離 す る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ １ ５ ） MHC発 現 細 胞 が 、 MHC I発 現 細 胞 で あ る 、
上 記 (14)記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ １ ６ ） MHC発 現 細 胞 が 、 MHC II発 現 細 胞 で あ る
、 上 記 (14)記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ １ ７ ） MHC II発 現 細 胞 が 樹 状 細 胞 で あ る 、 上 記
(16)記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ １ ８ ） 樹 状 細 胞 が 、 未 成 熟 樹 状 細 胞 と し て 抗 原
の 潜 在 的 供 給 源 に 曝 露 さ れ 、 同 時 に 樹 状 細 胞 へ の 成 熟 が 誘 導 さ れ る 、 上 記 (17)記 載 の 方 法
で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ １ ９ ） 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 が 、 腫 瘍 細 胞 、 腫 瘍
細 胞 株 、 病 原 体 、 な ら び に ウ イ ル ス 性 、 細 菌 性 お よ び 寄 生 体 性 の 抗 原 、 自 己 抗 原 、 な ら び
に 、 例 え ば 血 清 、 滑 液 、 腹 水 な ど の 体 液 を 含 む 群 に 属 す る 、 上 記 (14)～ (18)の い ず れ か 一
つ 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ２ ０ ） ペ プ チ ド 受 容 体 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合
体 が 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 に よ り 細 胞 か ら 単 離 さ れ て い る 、 上 記 (14)～ (19)の い ず れ か
一 つ 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る ：
界 面 活 性 剤 に よ り 細 胞 を 可 溶 化 す る 段 階 、 お よ び 免 疫 沈 降 ま た は 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 抗 原 ペ プ チ ド と ペ プ チ ド 受 容 体 と の 複 合 体 を 隔 離 す る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ２ １ ） ペ プ チ ド 受 容 体 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 隔 離
さ れ た 複 合 体 が 、 ペ プ チ ド の 溶 離 前 に 、 限 外 濾 過 チ ュ ー ブ 内 で 水 に よ り 洗 浄 さ れ る 、 上 記
(14)～ (20)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
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【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ２ ２ ） 抗 原 ペ プ チ ド が 、 希 酸 に よ り ペ プ チ ド 受
容 体 か ら 溶 離 さ れ る 、 上 記 (14)～ (21)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る
。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ２ ３ ） 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド が 、 分 画 さ れ 、
配 列 決 定 さ れ て 、 同 定 さ れ る 、 上 記 (14)～ (22)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特
徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ２ ４ ） 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド が 、 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー お よ び 質 量 分 析 を 含 む 方 法 に よ り 、 分 画 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ て 、 同 定 さ れ る
、 上 記 (23)記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ２ ５ ） 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 と 接 触 し て い る 細 胞
か ら 同 定 さ れ た ペ プ チ ド を 、 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 と 接 触 し て い な い 細 胞 か ら 同 定 さ れ た ペ
プ チ ド と 比 較 す る こ と に よ り 、 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 に 由 来 す る 抗 原 ペ プ チ ド が 同 定 さ れ る
、 上 記 (23)ま た は (24)記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ２ ６ ） 抗 原 ペ プ チ ド が 、 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ
た 抗 原 ペ プ チ ド で あ る 、 上 記 (14)～ (25)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ２ ７ ） フ ェ ム ト モ ル 量 の 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 す
る 方 法 で あ り 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る ：
（ a） 0.1μ g～ 5μ gの MHC II分 子 を 提 供 す る 数 の 未 成 熟 樹 状 細 胞 を 提 供 す る 段 階 ；
（ b） 段 階 （ a） の 細 胞 を 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 と 接 触 さ せ る 段 階 お よ び 、 TNFα の 添 加 に よ
り 樹 状 細 胞 の 成 熟 を 誘 導 す る 段 階 ；
（ c） 界 面 活 性 剤 TX-100に よ る 細 胞 の 可 溶 化 、 お よ び 、 免 疫 沈 降 ま た は 免 疫 親 和 性 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に よ る MHC II分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 の 隔 離 を 含 む 方 法 に よ り 、 MHC 
II分 子 -抗 原 ペ プ チ ド 複 合 体 を 、 細 胞 か ら 単 離 す る 段 階 ；
（ d） MHC II分 子 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 隔 離 さ れ た 複 合 体 を 、 限 外 濾 過 チ ュ ー ブ 中 で 水 に よ
り 洗 浄 す る 段 階 ；
（ e） 会 合 し た 抗 原 ペ プ チ ド を 、 希 釈 し た ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 に よ り 37℃ で MHC II分 子 か ら
溶 離 す る 段 階 ； な ら び に
（ f） 単 離 さ れ た ペ プ チ ド を 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 質 量 分 析 に よ り 、 配 列 決 定
お よ び 同 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 使 用 に お い て は 、 （ ２ ８ ） ワ ク チ ン の 品 質 管 理 の た め の 、 上 記 (14)
～ (27)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 の 使 用 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 使 用 に お い て は 、 （ ２ ９ ） 疾 患 の 免 疫 モ ニ タ リ ン グ の た め の 、 上 記
(1)～ (27)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 の 使 用 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 使 用 に お い て は 、 （ ３ ０ ） 治 療 的 処 置 の 効 果 を 制 御 す る た め の 、 上
記 (1)～ (27)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 の 使 用 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 使 用 に お い て は 、 （ ３ １ ） 疾 患 治 療 用 に 個 別 化 さ れ た ペ プ チ ド ワ ク
チ ン の 設 計 の た め の 、 上 記 (1)～ (27)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 方 法 の 使 用 で あ る こ と を 特 徴
と す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 に お い て は 、 （ ３ ２ ） 薬 学 的 組 成 物 の 製 造 法 で あ り 、 以 下 の 段
階 を 含 む 方 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る ：
上 記 (7)～ (13)の い ず れ か 一 つ ま た は 上 記 (23)～ (27)の い ず れ か 一 つ 記 載 の 段 階 ；
同 定 さ れ た ペ プ チ ド を 作 製 す る 段 階 お よ び 任 意 に そ れ ら を 修 飾 す る 段 階 ； な ら び に
得 ら れ た 生 成 物 を 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 共 に 製 剤 化 す る 段 階 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 方 法 お よ び 使 用 に お い て は 、 （ ３ ３ ） 特 に 下 記 実 施 例 を 参 照 し て 、
以 下 の 本 明 細 書 に お い て 実 質 的 に 説 明 さ れ る 、 方 法 お よ び 使 用 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 に よ り 、 抗 原 ペ プ チ ド の 同 定 法 が 提 供 さ れ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
方 法
　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 生 物 体 由 来 の 抗 原 ペ プ チ ド と ペ プ チ ド 受 容 体 と の 複 合 体 を 0.1μ g～ 5
μ g、 好 ま し く は 0.2μ g～ 3μ g提 供 す る 段 階 を 含 む 、 同 定 が 可 能 な フ ェ ム ト モ ル 量 の 疾 患
関 連 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 量 は 、 患 者 ま た は 健 常 ド ナ ー の 生 検 標
本 ま た は 体 液 か ら 通 常 入 手 で き る 材 料 の 量 に 等 し い 。 先 行 技 術 に お い て 必 要 な 材 料 の 最 低
量 は 、 非 限 定 供 給 源 （ 近 交 系 マ ウ ス ） に 由 来 す る II型 MHC分 子 約 200μ gで あ る （ Dongre AR
ら 、 EJI、 31:1485-94（ 2001)） 。 こ れ は 、 ヒ ト 患 者 材 料 か ら 入 手 可 能 な 材 料 よ り も ほ ぼ 二
桁 多 い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 例 え ば 100ngの II型 MHC分 子 を 得 る た め に 必 要 な 組 織 ま た は 体 液 の 量 は 、 II型 MHC発 現 細
胞 の 数 お よ び II型 MHC分 子 の 発 現 率 に 依 存 し て お り 、 例 え ば 、 100ngの II型 MHCは 、 血 液 約 5
0mlか ら 得 る こ と が で き る 、 約 2× 10 5 個 の 成 熟 DCま た は 5～ 10× 10 6 個 の 末 梢 血 単 球 ま た は
約 5× 10 7 個 の 末 梢 血 単 核 細 胞 と 同 等 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 MHCま た は Hsp会 合 ペ プ チ ド の 同 定 に 必 要 な 感 度 の 高 さ は 、 例 え ば ヒ ト II型 MHC遺 伝 子 産
物 HLA-DR1な ど の 各 種 ペ プ チ ド 受 容 体 が 、 約 500個 ～ 1000個 の 別 々 の 抗 原 ペ プ チ ド を 保 持 す
る と い う 事 実 に よ り 説 明 さ れ る （ Chicz RMら 、 J Exp. Med.、 178:27-47（ 1993)； Chicz R
Mお よ び Urban RG、 Immunol. Today、 15:155-160（ 1993)） 。 し か し 、 500個 ～ 1000個 の 別
々 の ペ プ チ ド の コ ピ ー 数 は 、 ほ と ん ど が 非 常 に 少 な く 、 従 っ て こ れ ら が 生 理 的 役 割 を 果 た
す 可 能 性 は 非 常 に 低 い 。 特 に II型 MHCの 分 野 に お い て 、 例 え ば ヘ ル パ ー T細 胞 を 活 性 化 す る
も の な ど 、 免 疫 学 的 関 連 性 を 有 す る こ れ ら の ペ プ チ ド の コ ピ ー 数 は 、 中 程 度 ～ 大 量 で あ る
（ Latek RRお よ び Unanue ER、 Immunol. Rev.、 172:209-228（ 1999)） 。 こ れ ら の ペ プ チ ド
は 、 II型 MHC分 子 か ら 溶 離 さ れ た ペ プ チ ド 材 料 の 総 量 の 約 40％ ～ 50％ に 相 当 し 、 か つ 約 10
種 ～ 200種 の 個 別 の ペ プ チ ド と 同 等 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 II型 MHC会 合 ペ プ チ ド の 多 く が 、 T細 胞 受 容 体 に よ る 認 識 に 必 須 の 約 10個 ～ 13個 の ア ミ ノ
酸 の 共 通 コ ア 配 列 を 共 有 し て い る 、 2個 ～ 5個 の C末 端 切 断 型 変 種 お よ び N末 端 切 断 型 変 種 の
セ ッ ト と し て 表 わ さ れ る （ Rudensky AYら 、 Nature、 359:429-431（ 1992)； Chiczら 、 Natu
re、 358:764-768（ 1992)） 。 こ れ ら の 切 断 型 /伸 長 型 変 種 は 、 同 じ T細 胞 エ ピ ト ー プ を 構 築
し て い る 。 こ の こ と は 、 別 々 の 重 要 な エ ピ ト ー プ の 数 は 、 実 際 に は 比 較 的 小 さ く 、 約 5個
～ 70個 の 範 囲 の 別 々 の エ ピ ト ー プ で あ る こ と を 意 味 す る 。 従 っ て 、 免 疫 学 的 に 関 連 す る エ
ピ ト ー プ の 存 在 比 は 、 0.2％ ～ 5％ の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 （ a） 哺 乳 類 生 物 体 か ら 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド と ペ
プ チ ド 受 容 体 と の 複 合 体 0.1μ g～ 5μ gを 提 供 す る 段 階 、 お よ び （ b） 会 合 し た 抗 原 ペ プ チ
ド を ペ プ チ ド 受 容 体 か ら 溶 離 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
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ペ プ チ ド の 起 源
　 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド は 、 哺 乳 類 生 物 体 の 組 織 も し く は 体 液 も し く は 細 胞 由 来 の 、 ま た
は 哺 乳 類 生 物 体 由 来 抗 原 提 示 細 胞 由 来 の 、 ペ プ チ ド 受 容 体 に 会 合 し た ペ プ チ ド で あ る 。 こ
れ ら は 、 免 疫 系 の T細 胞 に 対 す る 抗 原 ペ プ チ ド を 細 胞 表 面 に お い て 提 示 す る MHC I分 子 お よ
び MHC II分 子 を 含 む 膜 貫 通 ペ プ チ ド 受 容 体 に 結 合 す る こ と が で き る 。 抗 原 ペ プ チ ド は ま た
、 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 の MHC分 子 に 結 合 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド は ま た 、 熱 シ ョ ッ ク
タ ン パ ク 質 （ Hsp） フ ァ ミ リ ー に 関 連 す る 細 胞 内 ペ プ チ ド 受 容 体 に 結 合 す る こ と も で き る
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド は 、 自 家 抗 原 、 腫 瘍 抗 原 、 自 己 抗 原 、 な ら び に ウ イ ル ス 性 、 細 菌 性 お よ び
寄 生 体 性 の 抗 原 を 含 む 。 一 部 の 抗 原 ペ プ チ ド は 、 寛 容 を 誘 導 し う る 。 そ の 他 の 抗 原 ペ プ チ
ド は 、 免 疫 応 答 を 惹 起 し う り 、 従 っ て こ れ ら は 免 疫 原 性 ペ プ チ ド で あ る 。 本 発 明 の 抗 原 ペ
プ チ ド は 、 こ れ ら が 各 細 胞 の タ ン パ ク 質 分 解 系 に よ り 抗 原 性 タ ン パ ク 質 か ら 作 製 さ れ て ペ
プ チ ド 受 容 体 に 負 荷 さ れ た こ と を 意 味 す る 、 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド で あ っ
て も よ い 。 本 抗 原 ペ プ チ ド は 、 生 物 体 に 投 与 さ れ 得 る 、 非 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ た 合 成 抗
原 ペ プ チ ド ま た は 組 換 え 抗 原 ペ プ チ ド で あ っ て も よ く 、 こ こ で こ れ ら は 、 更 な る プ ロ セ シ
ン グ な し に ペ プ チ ド 受 容 体 上 に 負 荷 さ れ て い る か 、 ま た は 細 胞 培 養 物 中 で ペ プ チ ド 受 容 体
を 発 現 す る 細 胞 も し く は イ ン ビ ト ロ に お い て 単 離 さ れ た ペ プ チ ド 受 容 体 と 接 触 し て も よ い
。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 従 っ て 本 発 明 の 方 法 は 、 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド に 加 え て 、 合 成 抗 原 ペ プ
チ ド ま た は 組 換 え 抗 原 ペ プ チ ド も 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ れ ら の ペ プ チ ド 受 容 体 は 全 て 多 種 多 様 な ペ プ チ ド リ ガ ン ド （ 前 記 参 照 ） に 対 応 で き る
の で 、 そ の 配 列 が 決 定 さ れ る べ き 単 独 ペ プ チ ド は そ れ ぞ れ 、 わ ず か に フ ェ ム ト モ ル 量 で 提
示 さ れ る 。 1μ g II型 MHC（ 16pmol） は 、 優 性 ペ プ チ ド 種 を 保 持 す る こ と が で き る が 、 各 単
独 ペ プ チ ド の 占 有 率 は 0.1％ ～ 2％ で あ り 、 こ れ は 約 16フ ェ ム ト モ ル ～ 320フ ェ ム ト モ ル に
等 し い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 ペ プ チ ド に 負 荷 さ れ た ペ プ チ ド 受 容 体 0.1μ g～ 5μ gに 由 来 す る
、 フ ェ ム ト モ ル 量 の こ れ ら 抗 原 ペ プ チ ド の 単 離 、 お よ び そ の 後 の そ れ ら の 配 列 決 定 を 可 能
に す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
ペ プ チ ド 受 容 体 の 起 源
　 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 II型 MHC分 子 、 I型 MHC分 子 お よ び Hspタ ン パ ク 質
を 含 む 、 抗 原 ペ プ チ ド に 結 合 す る 全 て の タ ン パ ク 質 を 含 む ペ プ チ ド 受 容 体 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 更 に ペ プ チ ド 受 容 体 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 は 、 例 え ば 血 液 、 血 清 、 腹 水 、 滑 液 な ど
の 生 物 体 の 多 様 な 体 液 か ら 、 例 え ば 腫 瘍 生 検 標 本 な ど の 生 物 体 の 組 織 試 料 か ら 、 ま た は 生
物 体 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 か ら 、 単 離 さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ペ プ チ ド 受 容 体 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 は 、 哺 乳 類 生 物 体 、 好 ま し く は ヒ ト 生 物 体 か
ら 単 離 さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ペ プ チ ド 受 容 体 は 、 0.1μ g～ 5μ gの 量 で 生 物 体 か ら 単 離 さ れ る 。 好 ま し く は 、 ペ プ チ ド
受 容 体 は 、 0.2μ g～ 3μ gの 量 で 生 物 体 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
細 胞 材 料 の 起 源
　 本 発 明 の 方 法 は 、 ペ プ チ ド 受 容 体 を 発 現 す る 全 細 胞 、 例 え ば 、 抗 原 に 会 合 し た Hsp分 子
を 含 む 全 細 胞 、 抗 原 に 会 合 し た MHC分 子 を 含 む 全 細 胞 を 包 含 し て お り 、 MHC Iま た は Hsp分
子 を 発 現 す る 細 胞 は 、 ほ ぼ 全 て の 有 核 細 胞 を 含 み 、 MHC II分 子 を 発 現 す る 細 胞 は 、 B細 胞
、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 、 単 球 、 胸 腺 上 皮 細 胞 、 小 膠 細 胞 、 活 性 化 T細 胞 、 並 び に 、 I
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FNγ な ど 炎 症 誘 発 性 サ イ ト カ イ ン に よ る 誘 導 後 の 内 皮 細 胞 お よ び 上 皮 細 胞 を 含 む 。 MHC II
分 子 を 発 現 す る 細 胞 は 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） と も 呼 ば れ る （ Unanue, ER.、 Macrophages,
 antigen presenting cells and the phenomena of antigen handling and presentation
.、 Fundamental Immunology、 第 2版 （ Paul, W.E編 ） 、 New York, Raven Press社 、 1989年
） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
細 胞 由 来 の ペ プ チ ド 受 容 体 の 可 溶 化
　 細 胞 ま た は 組 織 由 来 の ペ プ チ ド 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 の 精 製 の た め に 、 細 胞 膜 ま た は
組 織 は 可 溶 化 さ れ な け れ ば な ら な い 。 細 胞 溶 解 は 、 例 え ば 凍 結 融 解 サ イ ク ル お よ び 界 面 活
性 剤 の 使 用 、 並 び に そ れ ら の 組 合 せ な ど 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ り 行 わ れ う
る 。 好 ま し い 溶 解 法 は 、 界 面 活 性 剤 、 好 ま し く は TX-100、 NP4O、 n-オ ク チ ル グ ル コ シ ド 、
Zwittergent、 Lubrol、 CHAPS、 最 も 好 ま し く は TX-100ま た は Zwittergent3-12を 用 い た 可
溶 化 で あ る 。 細 胞 デ ブ リ お よ び 核 は 、 可 溶 化 さ れ た 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 を 含 有 す る 細
胞 溶 解 液 か ら 、 遠 心 分 離 に よ り 除 去 さ れ な け れ ば な ら な い 。 従 っ て 本 発 明 の 更 な る 態 様 に
お い て 、 ペ プ チ ド 受 容 体 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 は 、 界 面 活 性 剤 に よ る 可 溶 化 を 含 む 方
法 に よ り 、 細 胞 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 の ナ ノ ス ケ ー ル 精 製
　 更 に 本 発 明 は 、 免 疫 沈 降 ま た は 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 方 法 に よ る 、 細 胞
溶 解 液 由 来 の MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 の 精 製 を 提 供 す る 。 免 疫 沈 降 ま た は 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に 関 し て 、 I型 MHC分 子 ま た は II型 MHC分 子 に 特 異 的 な 抗 体 お よ び こ れ ら の 方 法
に 適 し た 抗 体 が 使 用 さ れ る 。 特 異 的 抗 体 は 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 例 え ば
プ ロ テ イ ン Aを 介 し て 共 有 的 ま た は 非 共 有 的 に 、 例 え ば セ フ ァ ロ ー ス ま た は ア ガ ロ ー ス ビ
ー ズ な ど の ビ ー ズ に 結 合 さ れ て い る 。 先 行 技 術 に お い て 使 用 さ れ た 、 広 範 な パ ネ ル の 抗 HL
A抗 体 の 選 択 に は 以 下 が 含 ま れ る ：
抗 HLA-DR抗 体 :L243、 TU36、 DA6.147、 好 ま し く は L243； 抗 HLA-DQ抗 体 :SPVL3、 TU22、 TU16
9、 好 ま し く は TU22お よ び TU169； 抗 HLA-DP抗 体 B7/21な ら び に 抗 HLA-A,B,C抗 体 W6/32お よ
び B9.12。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 様 々 な I型 MHC分 子 お よ び II型 MHC分 子 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 購 入 し て も よ く
（ 例 え ば 、 Pharmingn, Dianova） 、 ま た は 、 プ ロ テ イ ン A親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た
は プ ロ テ イ ン G親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 、 各 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 上 清 か ら 精
製 し て も よ い 。 精 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な 方 法
に よ り 、 好 ま し く は CNBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス へ の 抗 体 ア ミ ノ 基 の 共 有 結 合 に よ り 結 合 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 数 時 間 回 転 さ せ な が ら 細 胞 溶 解 液 と 抗 体 ビ ー ズ を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、
ま た は マ イ ク ロ カ ラ ム を 通 じ て 細 胞 溶 解 液 を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 的 に ポ ン プ 流 出 す る こ と
に よ り 、 MHC分 子 の 免 疫 単 離 を 行 う こ と が で き る 。 抗 体 ビ ー ズ の 洗 浄 は 、 エ ッ ペ ン ド ル フ
チ ュ ー ブ ま た は マ イ ク ロ カ ラ ム 中 で 行 う こ と が で き る 。 免 疫 沈 降 の 効 率 は 、 SDS-PAGEお よ
び 、 変 性 さ れ た MHC分 子 を 認 識 す る 抗 体 （ 抗 HLA-DRα :1B5； 抗 I型 HLA:HC10ま た は HCA2） を
用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
Hsp-ペ プ チ ド 複 合 体 の 精 製
　 Hsp-ペ プ チ ド 複 合 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ り 精 製 さ れ う る （ Binder, 
R.ら 、 J. Immunol.、 165:2582-2587（ 2000)） 。 簡 単 に 述 べ る と 、 細 胞 を 低 張 緩 衝 液 中 で
ホ モ ジ ナ イ ズ し て 、 そ の 後 硫 安 塩 析 に よ り 分 画 す る こ と が で き る 。 Hsp7O-ペ プ チ ド 複 合 体
を 精 製 す る た め に 、 50％ 沈 殿 物 を ADP親 和 性 ビ ー ズ に に 適 用 し 、 そ の 後 続 い て DEAEア ニ オ
ン 交 換 ビ ー ズ に 適 用 で き る 。 前 述 の 硫 安 塩 析 の 80％ 沈 殿 物 を 用 い て 、 コ ン カ ナ バ リ ン A親
和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び DEAEア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 併 用 に よ り 、 Hsp9
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Oフ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 -ペ プ チ ド 複 合 体 を 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
ペ プ チ ド 受 容 体 会 合 ペ プ チ ド の 溶 離 お よ び 分 画
　 受 容 体 分 子 か ら ペ プ チ ド を 溶 離 す る こ と に よ り 、 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 由 来 の お よ び 細 胞
内 ま た は 細 胞 外 の ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ た ペ プ チ ド の 複 合 体 混 合 物 が
得 ら れ る 。 溶 離 が 終 了 し て 初 め て 、 ペ プ チ ド を 分 画 し て 配 列 解 析 に 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お け る 抗 原 ペ プ チ ド は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な 方 法 、 好 ま し
く は 、 例 え ば 希 釈 ア セ ト ニ ト リ ル （ Jardetzky TSら 、 Nature、 353:326-329（ 1991)） 、 希
釈 酢 酸 お よ び 加 熱 （ Rudensky AYら 、 Nature、 353:622-626（ 1991)； Chicz RMら 、 Nature
、 358:764-768（ 1992)） 、 ま た は 37℃ の 希 釈 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Kropshofer Hら 、 J Exp 
Med、 175:1799-1803（ 1992)） な ど の 希 酸 の 使 用 に よ り 溶 離 さ れ う る 。 希 釈 ト リ フ ル オ ロ
酢 酸 に よ り 37℃ に お い て ペ プ チ ド を 溶 離 す る の が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 更 な る 態 様 に お い て 、 残 留 界 面 活 性 剤 混 入 物 を 除 去 す る た め に 、 隔 離 さ れ た ペ プ チ ド 受
容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 を 水 ま た は 低 塩 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 そ の 後 溶 離 す る 。 低 塩 緩 衝 液 は 、
濃 度 0.5mM～ 10mMの 範 囲 内 の 、 好 ま し く は 濃 度 0.5mMの 、 Tris、 リ ン 酸 ま た は 酢 酸 の 緩 衝 液
で あ り う る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 は 、 通 常 HPLC
分 析 に 使 用 さ れ る 超 純 水 （ 配 列 決 定 等 級 ） 、 好 ま し く は MERCK社 の 超 純 水 （ 配 列 決 定 等 級
） に よ り 洗 浄 さ れ る 。 洗 浄 段 階 は 、 限 外 濾 過 に よ り 行 わ れ う る 。 限 外 濾 過 は 、 カ ッ ト オ フ
値 が 30kD、 20kD、 10kDま た は 5kDで あ る 、 好 ま し く は カ ッ ト オ フ 値 30kDお よ び チ ュ ー ブ 容
量 が 0.5ml～ 1.0mlで あ る （ 「 ウ ル ト ラ フ リ ー 」 チ ュ ー ブ ； Millipore社 ） 限 外 濾 過 チ ュ ー
ブ 中 で 行 わ れ う る 。 限 外 濾 過 チ ュ ー ブ の 洗 浄 は 、 受 容 体 -ペ プ チ ド 複 合 体 を 保 持 し て い る
ビ ー ズ 容 量 の 10倍 ～ 20倍 の 容 量 で 、 好 ま し く は ビ ー ズ の 15倍 の 容 量 で 、 4回 ～ 12回 、 好 ま
し く は 6回 ～ 10回 行 う こ と が で き る 。 溶 離 さ れ た ペ プ チ ド を 、 同 じ 限 外 濾 過 チ ュ ー ブ を 用
い て 、 残 留 す る ペ プ チ ド 受 容 体 分 子 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 溶 離 さ れ た ペ プ チ ド を そ
の 後 凍 結 乾 燥 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー -質 量 分 析 （ LC-MS） に よ る ペ プ チ ド 配 列 解 析
　 本 発 明 の 更 な る 態 様 に お い て 、 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド は 、 分 画 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ て
、 同 定 さ れ る 。 配 列 決 定 に よ り 、 単 離 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド 混 合 物 中 の 個 々 の ペ プ チ ド の ア
ミ ノ 酸 配 列 が 、 フ ェ ム ト モ ル 量 の ペ プ チ ド の 配 列 決 定 に 適 し た 方 法 に よ り 解 明 さ れ た こ と
が 理 解 さ れ る 。 同 定 に よ り 、 抗 原 ペ プ チ ド が ど の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 し
、 か つ 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 内 に お い て ど の 配 列 が 構 成 さ れ て い る か
が 確 立 さ れ る と い う こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 第 一 の 段 階 に お い て 、 例 え ば 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア ニ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は そ れ ら の 組 合 せ な ど 種 々 の 可 能 な ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 法 の 一 つ に よ り 、 溶 離 さ れ た ペ プ チ ド の 複 合 体 混 合 物 が 分 画 さ れ う る 。 好 ま し く
は 、 C18逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 ま た は MudPitと 呼 ば れ る 逆 相 /カ チ オ ン 交 換 二 次
元 HPLC（ Washburn MPら 、 Nat Biotechnol.、 19:242-247（ 2001)） に よ り 分 離 が 行 わ れ る
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 分 画 は 、 質 量 分 析 装 置 の ナ ノ フ ロ ー エ レ ク ト ロ ス プ レ ー 源 、 ま た は MALDI解 析 の た め に
プ レ ー ト 上 に 画 分 を ス ポ ッ テ ィ ン グ す る マ イ ク ロ 分 画 装 置 の い ず れ か に 連 結 さ れ た 、 融 解
石 英 マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ ー カ ラ ム を 用 い て 、 HPLC様 式 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 様 々 な 質 量 分 析 技 術 が 適 し て お り 、 好 ま し く は MALDIポ ス ト ソ ー ス 分 解 （ post source d
ecay； PSD） MSま た は エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 タ ン デ ム 型 質 量 分 析 （ ESI-MS） が 、 最
も 好 ま し く は イ オ ン ト ラ ッ プ ESI-MSが 適 し て い る 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
　 個 々 の ペ プ チ ド の 配 列 を 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 手 段 に よ り 決 定 す る こ と が で き る
。 好 ま し く は 、 配 列 解 析 は 、 ペ プ チ ド の 断 片 化 、 お よ び 、 例 え ば MASCOTま た は SEQUESTの
よ う な ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い た 、 断 片 化 ス ペ ク ト ル の コ ン ピ ュ ー タ 支 援 翻 訳 に よ り 行 わ れ る
。 コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム は 両 方 と も 、 タ ン パ ク 質 お よ び ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 デ ー タ ベ
ー ス を 用 い て 、 実 験 的 お よ び 理 論 的 に 作 製 し た タ ン デ ム 型 質 量 ス ペ ク ト ル の 相 互 相 関 解 析
を 行 う 。 こ れ に よ り 、 高 処 理 自 動 配 列 解 析 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
MALDI質 量 分 析 に よ る 定 性 的 ペ プ チ ド 分 析
　 溶 離 時 に 得 ら れ た 全 ペ プ チ ド レ パ ー ト リ ー の 定 性 分 析 の た め に 、 マ ト リ ク ス 支 援 レ ー ザ
ー 脱 離 お よ び イ オ ン 化 飛 行 時 間 （ MALDI-TOF） 型 質 量 分 析 を 行 う こ と が で き る 。 ペ プ チ ド
を 断 片 化 し な い 設 定 を 用 い る と 、 MALDI-TOF分 析 に よ り 、 ペ プ チ ド 混 合 物 の 複 雑 性 お よ び
優 性 ペ プ チ ド の 存 在 に 関 す る お お よ そ の 概 略 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
定 量 的 ペ プ チ ド 分 析
　 ペ プ チ ド 受 容 体 か ら 溶 離 し た 単 独 ペ プ チ ド の 量 を 推 定 す る た め に 、 マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ
ー カ ラ ム を 通 る 流 れ を 、 検 出 波 長 214nmで 操 作 さ れ る フ ロ ー ス ル ー UV検 出 器 に よ り 分 析 す
る こ と が で き る 。 定 量 の た め に 、 分 析 対 象 の ペ プ チ ド の ピ ー ク 面 積 を 、 段 階 量 の 合 成 標 準
ペ プ チ ド の ピ ー ク 面 積 と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
戦 略 1（ エ ク ス ビ ボ 法 ）
　 本 発 明 の 戦 略 1は 、 生 物 体 内 の ペ プ チ ド 受 容 体 に 負 荷 さ れ た 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 す る た
め に 使 用 さ れ る （ エ ク ス ビ ボ 法 、 図 1A） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 は 、 フ ェ ム ト モ ル 量 の MHCま た は Hsp会 合 ペ プ チ ド を 単 離 お よ び 同 定 す る 方 法 に 関
し 、 本 方 法 は 、 哺 乳 類 生 物 体 か ら 、 0.1μ g～ 5μ gの MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 ま た は Hsp-ペ プ チ
ド 複 合 体 を 提 供 す る 段 階 を 含 む 。 こ の ペ プ チ ド 受 容 体 の 量 は 、 患 者 ま た は 健 常 ド ナ ー の 生
検 標 本 ま た は 体 液 か ら 通 常 入 手 で き る 材 料 の 量 と 等 し く 、 例 え ば 、 100ngの II型 MHC-ペ プ
チ ド 複 合 体 を 、 約 50mlの 血 液 か ら 単 離 さ れ た 約 5× 10 7 個 の 末 梢 血 単 核 細 胞 か ら 精 製 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 ま た は Hsp-ペ プ チ ド 複 合 体 を 、 例 え ば 血 液 単 球 な ど の 単 離 細 胞 か ら
、 例 え ば 末 梢 血 単 核 細 胞 な ど の 細 胞 混 合 物 か ら 、 例 え ば 腫 瘍 生 検 標 本 な ど の 組 織 か ら 、 ま
た は 、 例 え ば 腹 水 も し く は 滑 液 な ど の 体 液 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 体 液 は 、 例 え ば 滑 液 な ど の 体 液 中 に 存 在 す る 細 胞 に 結 合 し た 、 ま た は 、 例 え ば 細 胞 由 来
の ア ポ ト ー シ ス 性 小 胞 も し く は エ キ ソ ソ ー ム な ど 、 体 液 中 に 存 在 す る 小 胞 に 結 合 し た 、 MH
C-ペ プ チ ド 複 合 体 ま た は Hsp-ペ プ チ ド 複 合 体 を 含 ん で も よ い （ Denzer Kら 、 J Cell Scien
ce、 113:3365-3374（ 2000)） 。 ま た は 、 MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 は 、 例 え ば 可 溶 性 の I型 MHC分
子 お よ び II型 MHC分 子 の よ う に 、 形 質 膜 か ら の 放 出 に よ り 可 溶 性 型 で 存 在 し て も よ い （ Aul
tman Dら 、 Human Immunol.、 60:239-244（ 1999)） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 例 え ば 、 血 液 、 血 清 、 腹 水 、 滑 液 な ど 生 物 体 の 多 様 な 体 液 か ら 、 ま た は 、 例 え ば 生 検 標
本 、 摘 出 し た 原 発 性 も し く は 続 発 性 の 腫 瘍 な ど 生 物 体 の 組 織 試 料 か ら 、 ま た は 生 物 体 か ら
単 離 し た 細 胞 か ら 、 MHC-ペ プ チ ド 複 合 体 ま た は Hsp-ペ プ チ ド 複 合 体 を 単 離 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ペ プ チ ド 受 容 体 と 抗 原 ペ プ チ ド と の 複 合 体 を 、 哺 乳 類 生 物 体 由 来 、 好 ま し く は ヒ ト 生 物
体 由 来 の 細 胞 、 組 織 ま た は 体 液 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
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戦 略 2（ イ ン ビ ト ロ 法 ）  
　 本 発 明 の 戦 略 2は 、 例 え ば 細 胞 培 養 物 中 な ど 、 生 物 体 外 の ペ プ チ ド 受 容 体 上 に 負 荷 さ れ
た 抗 原 ペ プ チ ド の 単 離 を 見 越 し た も の で あ る （ イ ン ビ ト ロ 法 、 図 1B） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 （ a） 0.1μ g～ 5μ gの MHC分 子 を 提 供 す る 数 の MHC発 現
細 胞 を 提 供 す る 段 階 、 （ b） 細 胞 を 、 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 と 接 触 さ せ る 段 階 、 （ c） 細 胞 か
ら MHC分 子 -抗 原 ペ プ チ ド 複 合 体 を 単 離 す る 段 階 、 お よ び （ d） MHC分 子 か ら 会 合 し た ペ プ チ
ド を 溶 離 す る 段 階 を 含 む 、 フ ェ ム ト モ ル 量 の 抗 原 ペ プ チ ド を 単 離 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 MHC発 現 細 胞 は 、 MHC I発 現 細 胞 ま た は MHC II発 現 細 胞 （ APC） で あ っ て よ い 。 好 ま し く
は 、 APCは 樹 状 細 胞 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 APCは 未 成 熟 な 樹 状 細 胞 で あ り 、 最 も 好 ま し
く は 、 APCは 末 梢 血 単 球 か ら 作 製 さ れ た 未 成 熟 な 樹 状 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 樹 状 細 胞 は 、 末 梢 血 単 球 か ら 、 ま た は 骨 髄 由 来 の CD34+幹 細 胞 前 駆 体 か ら 作 製 さ れ 得 る
。 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） は 、 密 度 勾 配 遠 心 分 離 に よ り 、 血 液 試 料 か ら 単 離 さ れ う る 。 そ
の 後 単 球 は 、 例 え ば 磁 気 ビ ー ズ に よ る 選 別 な ど 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ り 、
PBMCか ら 単 離 さ れ 得 る 。 樹 状 細 胞 の 供 給 源 は 、 哺 乳 類 種 、 好 ま し く は ヒ ト で あ る こ と が で
き る 。 そ の 後 単 球 は 、 細 胞 培 養 中 で 分 化 さ れ 、 未 成 熟 樹 状 細 胞 と な る 。 分 化 状 態 は 、 例 え
ば 上 方 制 御 細 胞 表 面 マ ー カ ー CD83、 CD80、 CD86、 HLA-DRを 用 い る 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
分 析 に よ り モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 例 え ば 100ngの II型 MHC分 子 を 得 る の に 必 要 な 組 織 ま た は 体 液 の 量 は 、 II型 MHC発 現 細 胞
の 数 、 お よ び II型 MHC分 子 の 発 現 率 に 依 存 し 、 例 え ば 、 100ngの II型 MHCは 、 約 50mlの 血 液
か ら 得 る こ と が で き る 、 約 2× 10 5 個 の 成 熟 DCま た は 5～ 10× 10 6 個 の 末 梢 血 単 球 ま た は 約 5
× 10 7 個 の 末 梢 血 単 核 細 胞 と 等 し い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 そ の 後 APCを 、 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 と 接 触 さ せ る 。 同 時 に 、 例 え ば 、 TNFα ま た は TNFα
、 IL-6、 IL1β  PGE2の 混 合 物 の よ う な 炎 症 サ イ ト カ イ ン と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン な ど 当 技
術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ り 、 APC、 好 ま し く は 未 成 熟 樹 状 細 胞 の 成 熟 が 誘 発 さ れ る
。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 APCに 提 供 さ れ る 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 は 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ う る ：
腫 瘍 組 織 、 腫 瘍 細 胞 、 腫 瘍 細 胞 株 、 遺 伝 子 修 飾 し た 腫 瘍 細 胞 株 、 こ れ ら の 細 胞 ま た は 細 胞
株 の 粗 細 胞 溶 解 液 、 腫 瘍 細 胞 由 来 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 、 病 原 体 、 公 知 の ウ イ ル ス 性 、 細
菌 性 お よ び 寄 生 体 性 の 抗 原 、 免 疫 攻 撃 対 象 の 組 織 、 公 知 の 自 己 抗 原 、 自 家 抗 原 、 な ら び に
、 腫 瘍 、 自 己 免 疫 ま た は 感 染 性 疾 患 を 持 つ 患 者 由 来 の 体 液 ま た は 組 織 生 検 標 本 、 な ら び に
、 参 照 対 照 と し て の 健 常 個 体 由 来 の 体 液 ま た は 組 織 生 検 標 本 。 対 照 APCは 、 抗 原 の 潜 在 的
供 給 源 に 曝 露 さ れ な い こ と 以 外 は 、 同 等 に 処 理 さ れ る 。 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 は 、 様 々 な 哺
乳 類 種 、 好 ま し く は ヒ ト に 由 来 し う る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 APCは 、 受 容 体 媒 介 性 取 込 み に よ り ま た は 液 相 取 込 み お よ び 内 在 化 に よ り APCに 取 込 ま れ
る 、 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 と 接 触 し て も よ い 。 細 胞 は 、 例 え ば ウ イ ル ス な ど 抗 原 の 潜 在 的 供
給 源 に 感 染 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 MHC分 子 か ら ペ プ チ ド を 溶 離 す る こ と に よ り 、 抗 原 の 潜 在 的 供 給 源 、 お よ び 細 胞 内 起 源
ま た は 細 胞 外 起 源 の ポ リ ペ プ チ ド に 由 来 す る 、 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ た ペ プ チ ド の セ ッ ト
が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
MHC会 合 ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ 証 明
　 本 発 明 の 方 法 で 同 定 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 は 、 MHC結 合 モ チ ー フ 、 MHC結 合 能 お よ び T細 胞
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認 識 を 含 む 、 数 種 類 の 判 定 基 準 の 一 つ に よ り 証 明 さ れ う る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 MHC結 合 モ チ ー フ は 、 MHC分 子 と の 安 定 し た 複 合 体 を 形 成 す る た め に 必 要 な 特 定 の MHC分
子 （ 対 立 遺 伝 子 変 種 ） に 会 合 し た ペ プ チ ド に 共 通 の 構 造 的 特 性 で あ る 。 I型 MHC分 子 か ら 溶
離 さ れ た ペ プ チ ド リ ガ ン ド は 比 較 的 短 く 、 8個 ～ 11個 の 範 囲 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。 更 に 、 ペ
プ チ ド の 2個 ま た は 3個 の 側 鎖 が 結 合 に 関 連 し て い る 。 各 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 位 置 は HLA対 立 遺
伝 子 に よ っ て 変 動 す る が 、 こ れ ら の い わ ゆ る 「 ア ン カ ー 」 残 基 と 呼 ば れ る も の の う ち 2つ
が 2位 お よ び 9位 に 位 置 し て い る こ と が 最 も 多 い 。 特 定 の ア ン カ ー 位 置 に 関 し て 、 通 常 は 1
種 ま た は 2種 の ア ミ ノ 酸 の み が 、 例 え ば 、 HLA-A2の 場 合 は 2位 に お け る ロ イ シ ン ま た は バ リ
ン Vな ど が 、 ア ン カ ー ア ミ ノ 酸 と し て 通 常 機 能 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 II型 MHC分 子 の 場 合 、 ペ プ チ ド は 、 12ア ミ ノ 酸 長 ～ 18ア ミ ノ 酸 長 の 間 を 変 動 す る が 、 ペ
プ チ ド 結 合 溝 の 両 端 は 開 放 さ れ て い る の で 、 そ れ よ り 長 い ペ プ チ ド で あ っ て も 結 合 す る こ
と が で き る 。 ほ と ん ど の II型 HLA分 子 は 、 九 量 体 コ ア 領 域 内 に 含 ま れ る 相 対 位 置 P1、 P4、 P
6お よ び P9に 、 最 大 4個 の ア ン カ ー 残 基 を 収 容 し て い る 。 し か し 、 ペ プ チ ド の N末 端 か ら こ
の コ ア 領 域 ま で の 距 離 は 変 動 可 能 で あ る 。 大 半 の 場 合 、 2個 ～ 4個 の N末 端 残 基 は 、 コ ア 領
域 に 先 行 し て い る 。 従 っ て 、 P1ア ン カ ー 残 基 は 、 ほ と ん ど の II型 HLA会 合 ペ プ チ ド に お い
て 、 3位 、 4位 ま た は 5位 に 位 置 し て い る 。 II型 HLA-DR分 子 か ら 溶 離 さ れ た ペ プ チ ド は 、 巨
大 な 疎 水 性 P1ア ン カ ー を 共 有 し て お り 、 こ れ は チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ
ァ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ま た は バ リ ン に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ア ン カ ー 残 基 の 位 置 お よ び 正 確 な 種 類 は 、 II型 HLA対 立 遺 伝 子 産 物 を 最 も 頻 繁 に 生 じ る
こ と が 知 ら れ て い る ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ の 構 成 要 素 と な る 。 ペ プ チ ド 配 列 中 の モ チ ー フ
証 明 を 可 能 に す る コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Vaccinome（ www.vaccinome.com） に よ り
市 販 さ れ て い る 「 Tepitope」 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た ペ プ チ ド の MHC結 合 能 を 、 例 え ば 、 単 離 さ れ た II型 MHC分
子 お よ び 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た も の と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 合 成 ペ プ チ
ド を 使 用 す る 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ り 試 験 す る こ と が で き る （ Kropshofer
 Hら 、 J. Exp. Med.、 175:1799-1803（ 1992)； Vogt ABら 、 J. Immunol.、 153:1665-1673
（ 1994)； Sloan VSら 、 Nature、 375:802-806（ 1995)） 。 ま た は 、 II型 MHC発 現 細 胞 株 お よ
び ビ オ チ ン 化 さ れ た ペ プ チ ド を 用 い る 細 胞 結 合 ア ッ セ イ 法 は 、 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ を 確
認 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る （ Arndt SOら 、 EMBO J.、 19:1241-1251（ 2000)） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 両 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 標 識 さ れ た レ ポ ー タ ー ペ プ チ ド の 結 合 を 50％ 減 少 さ せ る の に 必
要 な 濃 度 （ IC50） を 決 定 す る こ と に よ り 、 ペ プ チ ド の 相 対 結 合 能 が 測 定 さ れ る 。 関 連 す る
II型 HLA分 子 と 妥 当 な 親 和 力 で 結 合 す る ペ プ チ ド の IC50値 は 、 確 立 さ れ た 参 照 ペ プ チ ド の I
C50値 の 10倍 を 超 え な い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 同 じ 結 合 ア ッ セ イ 法 を 、 別 の II型 MHC分 子 、 す な わ ち 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 溶 離 さ れ た
も の 以 外 の II型 MHC分 子 と の ペ プ チ ド の 結 合 能 を 試 験 す る た め に も 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 T細 胞 認 識 に よ り 、 CD4+ま た は CD8+ T細 胞 集 団 を 活 性 化 す る 能 力 に つ い て の 、 本 発 明 の
方 法 に よ り 同 定 さ れ た ペ プ チ ド の 試 験 を 伴 う 別 の エ ピ ト ー プ 証 明 法 を 示 す こ と が で き る 。
CD4+ T細 胞 は 、 II型 MHC分 子 へ の ペ プ チ ド 結 合 に よ り 活 性 化 さ れ る の に 対 し 、 CD8+ T細 胞
は 、 I型 MHC分 子 へ の ペ プ チ ド 結 合 に よ り 活 性 化 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た も
の と 同 一 の ア ミ ノ 酸 か 、 ま た は 本 発 明 の 方 法 で 同 定 さ れ た ペ プ チ ド の 入 れ 子 型 基 （ nested
 group） に 由 来 す る コ ア 配 列 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 の い ず れ か を 有 す る ペ プ チ ド が 合 成 さ れ
る 。 次 に 合 成 ペ プ チ ド は 、 （ a） 関 心 対 象 の II型 MHC（ ま た は 、 I型 MHC） 分 子 を 発 現 し か つ
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少 な く と も 1種 の 疾 患 症 状 を 有 す る 被 験 対 象 ； お よ び 、 （ b） 関 心 対 象 の II型 MHC（ ま た は
、 I型 MHC） 分 子 を 発 現 す る が 疾 患 症 状 を 有 さ な い 対 照 に 由 来 す る CD4+（ ま た は CD8+） T細
胞 を 活 性 化 す る 能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 。 疾 患 の 症 状 を 有 す る が 、 関 心 対 象 の II型 MHC（
ま た は I型 MHC） 分 子 を 発 現 し な い も の を 、 追 加 の 対 照 と す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 一 部 の 疾 患 （ 例 え ば 、 自 己 免 疫 成 分 を 有 す る 疾 患 ） に お い て 、 被 験 対 象 の CD4+ T細 胞 に
お い て は 反 応 す る が 、 （ b） に も 記 載 さ れ た 対 照 の CD4+ T細 胞 に お い て は 反 応 し な い こ と
は 、 関 連 す る ペ プ チ ド は 、 関 連 疾 患 を 開 始 し 、 促 進 し ま た は 増 悪 す る よ う な CD4+ T細 胞 を
活 性 化 す る エ ピ ト ー プ で あ る こ と を 確 認 す る 上 で の 証 拠 を 提 供 す る 。 別 の 疾 患 （ 例 え ば 、
自 己 免 疫 成 分 を 伴 わ な い 癌 ま た は 感 染 症 ） に お い て 、 先 の 文 脈 に 記 載 さ れ た の と 同 様 の 反
応 性 お よ び 非 反 応 性 の パ タ ー ン に よ り 、 関 連 ペ プ チ ド は 、 疾 患 に 対 す る 免 疫 を 媒 介 、 ま た
は 少 な く と も 疾 患 症 状 を 軽 減 で き る CD4+ T細 胞 を 活 性 化 す る エ ピ ト ー プ で あ る こ と が 示 さ
れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 CD4+（ ま た は CD8+） T細 胞 反 応 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な イ ン ビ ト ロ 法 に よ
り 測 定 さ れ う る 。 例 え ば 、 全 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） を 、 候 補 合 成 ペ プ チ ド の 存 在 下 ま た
は 非 存 在 下 で 培 養 し 、 増 幅 反 応 を 、 例 え ば そ れ ら の DNAへ の [3H]-チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ
り 測 定 で き る 。 増 殖 T細 胞 が 、 CD4+（ ま た は CD8+） T細 胞 で あ る か ど う か は 、 ア ッ セ イ 前 に
PBMCか ら CD4+（ ま た は CD8+） T細 胞 を 除 去 す る こ と 、 ま た は T細 胞 上 の CD4+（ ま た は CD8+）
分 子 に 結 合 し て 、 そ れ に よ り 後 者 の 増 殖 を 阻 害 す る 阻 害 抗 体 を 添 加 す る こ と の い ず れ か に
よ り 試 験 さ れ う る 。 両 方 の 場 合 に お い て 、 増 殖 反 応 は 、 CD4+（ ま た は CD8+） T細 胞 が 増 殖
細 胞 で あ る 場 合 に の み 、 阻 害 さ れ る と 考 え ら れ る 。 あ る い は 、 CD4+（ ま た は CD8+） T細 胞
を PBMCか ら 精 製 し 、 か つ 適 当 な II型 MHC（ ま た は I型 MHC） 分 子 を 発 現 し て い る APC存 在 下 で
の ペ プ チ ド へ の 増 殖 反 応 に つ い て 試 験 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な APCは 、 Bリ ン パ 球 、
単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ま た は 樹 状 細 胞 、 も し く は 全 PBMCで あ る こ と が で き る 。 APCは 更
に 、 Bリ ン パ 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ま た は 樹 状 細 胞 由 来 の 不 死 化 細 胞 株 で あ る こ と
も で き る 。 APCは 、 関 心 対 象 の II型 MHC（ ま た は I型 MHC） 分 子 を 内 因 性 発 現 さ せ る こ と が で
き 、 ま た は こ れ ら は 、 こ の よ う な 分 子 を コ ー ド し て い る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る こ と が で き る 。 全 て の 場 合 に お い て 、 ア ッ セ イ 前 に 、 例 え ば 電 離
放 射 線 ま た は マ イ ト マ イ シ ン Cな ど に よ る 処 理 に よ り 、 APCを 非 増 殖 性 と す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 細 胞 増 殖 の 測 定 の 代 わ り に 、 CD4+ T細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 を 、 当 技 術 分 野 に お い
て 公 知 の 手 法 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 サ イ ト カ イ ン は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2（ IL-2
） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ （ IFN-γ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -4（ IL-4） 、 TNF-α 、 イ ン タ ー ロ
イ キ ン -6（ IL-6） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -10（ IL-10） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -12（ IL-12） ま た
は TGFβ を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 そ れ ら を 測 定 す る ア ッ セ イ 法 は 、 E
LISA、 お よ び 、 被 験 試 料 の 存 在 下 で 関 連 サ イ ト カ イ ン に 反 応 す る 細 胞 を 反 応 性 （ 例 え ば 増
殖 ） に つ い て 試 験 す る バ イ オ ア ッ セ イ 法 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 あ る い は 、 CD4+リ ン パ 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 を 、 細 胞 内 免 疫 蛍 光 染 色 お よ び フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー に よ り 、 直 接 可 視 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
用 途
　 本 発 明 の 方 法 を 適 用 し て 、 広 範 な 疾 患 の 病 因 に 関 連 す る ペ プ チ ド を 、 特 に 易 罹 患 性 が 1
種 も し く は 数 種 の 特 定 の MHC対 立 遺 伝 子 の 発 現 に 関 連 し て い る ペ プ チ ド ま た は MHCで 拘 束 さ
れ た T細 胞 反 応 が 欠 け て い る ペ プ チ ド を 同 定 で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 候 補 疾 患 は 、 自 己 免 疫 疾 患 （ 例 え ば 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 （ RA） 、 I型 糖 尿 病 、 多 発 性 硬
化 症 （ MS） 、 セ リ ア ッ ク 病 、 重 症 筋 無 力 症 （ MG） お よ び 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ SLE)）
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、 癌 （ 例 え ば 、 メ ラ ノ ー マ 、 乳 癌 、 B細 胞 リ ン パ 腫 、 前 立 腺 癌 、 直 腸 癌 ） ま た は 感 染 症 （
例 え ば 、 HIV、 C型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 麻 疹 ウ イ ル ス 、 ミ コ バ ク テ リ ア に よ り 引 き 起 さ れ た 疾 患
） を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 局 面 と は 治 療 目 的 で あ り 、 こ こ で 、 1種 ま た は 複 数 の 同 定 さ れ た ペ プ チ
ド が 、 癌 ま た は 感 染 症 に 対 し て 患 者 を ワ ク チ ン 接 種 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 目 的 の た
め に 、 MHC分 子 に 結 合 す る の に 十 分 な 量 の 関 連 ペ プ チ ド が 患 者 に 直 接 投 与 さ れ う り 、 T細 胞
の 活 性 化 、 そ れ に 続 く 感 染 細 胞 ま た は 癌 細 胞 の T細 胞 媒 介 性 溶 解 が 惹 起 さ れ う る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 あ る い は 、 関 連 す る ペ プ チ ド を 、 DCに 基 づ く ワ ク チ ン 産 生 に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ
の 場 合 、 患 者 の 単 球 由 来 の 自 家 DCを 、 関 連 ペ プ チ ド ま た は 、 関 連 ペ プ チ ド 配 列 を 含 む 組 換
え タ ン パ ク 質 で パ ル ス す る こ と が で き る 。 特 に 、 腫 瘍 に 対 す る ワ ク チ ン 接 種 に お い て 、 I
型 MHCに 会 合 し た 腫 瘍 抗 原 ペ プ チ ド お よ び II型 MHCに 会 合 し た 腫 瘍 抗 原 ペ プ チ ド の 組 合 せ を
用 い て 、 DCを パ ル ス す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 腫 瘍 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る た
め に 、 関 連 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を ベ ク タ ー に 組 込 む こ と が で き る 。 こ れ ら の ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 腫 瘍 細 胞 は 、 DCと 融 合 し て も よ い 。 こ れ ら の い ず れ の 場 合 に お
い て も 、 適 当 な MHC分 子 に つ い て 関 連 ペ プ チ ド を 提 示 し て い る DCは 、 T細 胞 反 応 を 引 き 起 す
た め に 患 者 に 投 与 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ペ プ チ ド の 更 な る 治 療 的 適 用 は 、 同 定 さ れ た ペ プ チ ド が 自 己 免 疫 疾 患 に お け る 自 己 抗 原
で あ る よ う な 状 況 に 関 連 す る 。 こ の 場 合 、 各 々 の 自 己 抗 原 ペ プ チ ド と そ れ を 拘 束 す る II型
MHC分 子 と の 複 合 体 を 、 キ メ ラ 抗 体 ま た は ヒ ト 化 抗 体 に よ り 標 的 化 す る こ と が で き る 。 本
方 法 は 、 自 己 抗 原 性 II型 MHCペ プ チ ド 複 合 体 の 減 少 、 お よ び し た が っ て 、 自 己 免 疫 に お け
る 駆 動 力 の 一 つ に 属 す る 自 己 攻 撃 性 CD4+ Tヘ ル パ ー 細 胞 の 数 の 減 少 に つ な が り 得 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 疾 患 、 好 ま し く は 癌 を 治 療 す る た め の 個 々 の ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 設 計
に 関 し て 記 載 さ れ た 方 法 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 そ れ 以 外 に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 い く つ か の 診 断 目 的 で 活 用 さ れ う る 。 第 一 に 、 本 発 明 の
ペ プ チ ド を 、 治 療 様 式 の 効 果 を 追 跡 す る 応 答 マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 質
的 に は 、 例 え ば リ ウ マ チ 様 関 節 炎 患 者 の 滑 液 中 の 自 己 抗 原 ペ プ チ ド な ど の 関 連 ペ プ チ ド の
基 底 値 を 、 本 発 明 の 戦 略 1を 用 い て 決 定 し 、 所 定 の 治 療 薬 を 投 与 し て 、 そ の 後 、 治 療 効 果
の 指 標 と し て の ペ プ チ ド レ ベ ル の 変 化 を 観 察 す る こ と に よ り 、 そ れ 以 降 の 自 己 抗 原 ペ プ チ
ド の レ ベ ル を モ ニ タ リ ン グ で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 治 療 的 処 置 の 効 果 の 制 御 に 関 し て 記 載 さ れ た 方 法 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 同 じ 様 式 で 、 自 己 免 疫 疾 患 （ 例 え ば 、 RA、 I型 糖 尿 病 、 MS、 セ リ ア ッ ク 病 、 MGま た は SLE
） に 罹 患 し た 患 者 の 血 液 に 由 来 す る MHC会 合 ペ プ チ ド を 、 自 己 免 疫 疾 患 に 対 す る 治 療 薬 の
た め の 反 応 マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 同 様 に 、 自 己 免 疫 疾 患 の あ る 病 期 ま た は 病 相 に お い て の み 認 め ら れ る 自 己 抗 原 ペ プ チ ド
を 、 病 期 特 異 的 マ ー カ ー と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 疾 患 、 好 ま し く は 自 己 免 疫 疾 患 の 免 疫 モ ニ タ リ ン グ に 関 し て 記 載 さ
れ た 方 法 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の 更 な る 局 面 は 、 DCに 基 づ く ワ ク チ ン の 品 質 を 管 理 す る 方 法 で あ る 。 腫 瘍 に 対 す
る ワ ク チ ン と し て 使 用 さ れ る 自 家 DCは 、 適 当 な 腫 瘍 抗 原 ペ プ チ ド を 有 す る DCの MHC分 子 を
負 荷 す る た め に 、 腫 瘍 抗 原 に 供 さ れ る 。 高 品 質 DCワ ク チ ン の 前 提 条 件 と は 、 高 コ ピ ー 数 の
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腫 瘍 抗 原 ペ プ チ ド が 関 連 MHC分 子 に 結 合 す る こ と で あ る 。 本 発 明 の 戦 略 2の 適 用 に よ り 、 関
連 ペ プ チ ド の 有 無 を 、 ワ ク チ ン 接 種 の た め に 各 DC調 製 物 を 利 用 す る 前 に 試 験 す る こ と が で
き る 。 同 様 に 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ ま た は B細 胞 な ど の 、 他 の APCに 基 づ く ワ ク チ ン の 品
質 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 ワ ク チ ン の 品 質 管 理 に 関 し て 記 載 さ れ た 方 法 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 MHCま た は Hspに 会 合 し た ペ プ チ ド の 同 定 を 可 能 に す る の み で
は な く 、 同 時 に 、 そ の ペ プ チ ド が 由 来 す る タ ン パ ク 質 も 同 定 す る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を
、 対 応 す る ペ プ チ ド に 関 し て 以 前 に 記 載 さ れ た も の と 非 常 に 類 似 し た 様 式 に よ り 、 診 断 用
マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 更 な る 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 を 製 造 す る 方 法 を 提 供
す る ：
本 発 明 の 方 法 の 段 階 で あ る 、 同 定 さ れ た ペ プ チ ド を 作 製 し て 任 意 に そ れ ら を 修 飾 す る 段 階
、 お よ び 、 得 ら れ た 生 成 物 を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 共 に 製 剤 化 す る 段
階 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 組 成 物 の 意 図 さ れ た 用 途 に 応 じ て 、 適 当 な 担 体 ま た は 希 釈 剤 が 添 加 さ れ ね ば な ら な い 。
こ の よ う な 担 体 お よ び 、 薬 学 的 組 成 物 を 製 剤 化 す る 方 法 の 例 は 、 "Remington's Pharmaceu
tical Sciences"に お い て 見 出 さ れ う る 。 有 効 な 投 与 に 適 し た 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 組 成 物
を 形 成 す る た め に 、 こ の よ う な 組 成 物 は 、 同 定 さ れ た 物 質 を 有 効 量 含 む と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 抗 原 ペ プ チ ド は 、 純 粋 な ま た は 実 質 的 に 純 粋 な 形 状 で 投 与 さ れ る こ と が 可 能 で あ る が 、
薬 学 的 組 成 物 、 製 剤 ま た は 調 製 物 と し て 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 獣 医 学 用 途 お よ び ヒ ト 臨 床 用 途 の 両 方 に 関 す る 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 1種 ま た は 複
数 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 共 に 、 お よ び 任 意 で そ の 他 の 治 療 的 成 分 と 共 に 、 前 述 の 抗
原 ペ プ チ ド を 含 有 す る 。 担 体 は 、 製 剤 の そ の 他 の 成 分 と 適 合 性 を 有 し 、 か つ そ の レ シ ピ エ
ン ト に と っ て 有 害 で な い と い う 意 味 で 「 許 容 可 能 」 で な く て は な ら な い 。 薬 学 的 組 成 物 は
通 常 単 位 剤 形 で 存 在 し て も よ く 、 か つ 薬 学 的 分 野 に お い て 周 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 調 製 さ
れ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 全 て の 方 法 は 、 1種 ま た は 複 数 の 付 属 成 分 を 構 成 す る 担 体 と 活 性 成 分 を 会 合 さ せ る 段 階
を 含 む 。 一 般 に 、 活 性 成 分 と 、 液 体 担 体 も し く は 超 微 粒 子 状 固 形 担 体 ま た は こ れ ら 両 方 と
を 均 等 か つ 均 質 に 会 合 さ せ る こ と 、 お よ び そ の 後 必 要 な ら ば 、 生 成 物 を 所 望 の 製 剤 に 成 形
す る こ と に よ り 、 製 剤 が 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 ま た は 腹 腔 内 投 与 に 適 し た 製 剤 は 、 好 ま し く は レ シ ピ エ ン ト の 血
液 と 等 張 で あ る 溶 液 に よ る 、 活 性 成 分 の 無 菌 水 溶 液 を 、 都 合 の 良 い こ と に 含 有 し て い る 。
こ の よ う な 製 剤 は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム （ 例 え ば 、 0.1M～ 2.OM） 、 グ リ シ ン な ど の 生 理 的 適 合
物 質 を 含 有 し 、 か つ 生 理 的 条 件 と 適 合 性 の あ る 緩 衝 pHを 有 す る 水 中 に 固 形 活 性 成 分 を 溶 解
し 、 水 溶 液 を 作 製 し て 、 そ の 溶 液 を 滅 菌 す る こ と に よ り 、 都 合 良 く 調 製 さ れ う る 。 こ れ ら
は 、 例 え ば 密 封 し た ア ン プ ル ま た は バ イ ア ル な ど の 、 単 位 用 量 容 器 ま た は 多 用 量 容 器 内 に
存 在 し う る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 製 剤 に 、 安 定 化 剤 を 導 入 し て も よ い 。 例 と な る 安 定 化 剤 は 、 そ れ ら 自 身 ま た は
混 合 物 と し て の い ず れ か で 使 用 さ れ う る 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 タ ン パ ク 質 、 糖 質 、
ア ミ ノ 酸 、 無 機 酸 お よ び 有 機 酸 で あ る 。 こ れ ら の 安 定 化 剤 を 、 免 疫 原 1質 量 部 に つ き 、 約 0
.11質 量 部 ～ 約 10,000質 量 部 の 量 で 組 み 込 む こ と が 好 ま し い 。 2種 ま た は そ れ 以 上 の 安 定 化
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剤 が 使 用 さ れ る 場 合 、 そ れ ら の 総 量 は 、 上 記 で 規 定 し た 範 囲 内 で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ
れ ら の 安 定 化 剤 は 、 適 当 な 濃 度 お よ び pHで 水 溶 液 中 で 使 用 さ れ る 。 こ の よ う な 水 溶 液 の 特
定 の 浸 透 圧 は 、 一 般 に 、 約 0.1オ ス モ ル ～ 約 3.0オ ス モ ル の 範 囲 で あ り 、 好 ま し く は 約 0.8
オ ス モ ル ～ 約 1.2オ ス モ ル の 範 囲 で あ る 。 水 溶 液 の pHは 、 約 5.0～ 約 9.0の 範 囲 内 に 、 好 ま
し く は 6～ 8の 範 囲 内 に 調 節 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド の 製 剤 化 に お い て 、 吸 着 防 止 剤
を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 以 上 ま で 本 発 明 を 全 般 的 に 説 明 し た が 、 こ れ は 、 添 付 の 図 面 に 関 連 し 、 単 に 例 証 の み の
目 的 で 本 明 細 書 に 含 ま れ か つ 特 記 し な い 限 り 限 定 を 意 図 し な い よ う な 、 具 体 的 実 施 例 を 参
照 す る こ と に よ り さ ら に 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例
　 下 記 実 施 例 は 添 付 の 図 面 に 関 連 し て お り 、 図 1Aお よ び 図 1Bで 概 説 さ れ か つ 以 下 で 詳 細 に
説 明 さ れ る 方 法 論 に 基 づ く も の で あ る 。 実 施 例 に お い て 言 及 さ れ た 市 販 の 試 薬 は 、 特 記 し
な い 限 り は 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
発 明 の 方 法 論
細 胞 株 お よ び 培 養
　 本 試 験 は 、 以 下 に 説 明 す る よ う に 、 単 球 か ら 分 化 し た ヒ ト 樹 状 細 胞 を 用 い て 行 っ た 。 単
球 は 、 ヒ ト 末 梢 血 か ら 精 製 し た 。 加 え て 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 UKRV-Mel-15aお よ び UKRV-Mel
-20c（ Eichmueller Sら 、 Exp Dermatol、 11:292-31（ 2002)） を 用 い た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 全 て の 細 胞 を 、 1mMピ ル ビ ン 酸 、 2mMグ ル タ ミ ン お よ び 10％ の 熱 失 活 ウ シ 胎 仔 血 清 （ Gibc
o BRL社 、 Rockville、 MD） を 添 加 し た RPMI 1640培 地 （ 略 称 ： RPMI） に お い て 培 養 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） の 単 離
　 末 梢 血 を 、 健 常 ド ナ ー 由 来 の 標 準 バ ッ フ ィ ー コ ー ト （ buffy coat） 調 製 物 と し て 、 地 域
の 血 液 バ ン ク か ら 入 手 し た 。 ヘ パ リ ン （ 200I.U./ml血 液 、 Liquemine、 Roche社 ） を 用 い 、
凝 血 を 防 い だ 。 LSM（ 登 録 商 標 )(1.077g/ml～ 1.080g/ml； ICN社 、 Aurora、 OH） に お い て 80
0g（ 室 温 ） で 30分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） を 単 離 し た 。 PBMC
を 中 間 相 か ら 収 集 し 、 20mM Hepesを 含 有 す る RPMI中 で 2回 洗 浄 し た （ 500gで 15分 間 、 300g
で 5分 間 ） 。 赤 血 球 を 除 去 す る た め に 、 PBMCを 、 ALT緩 衝 液 （ 140mM塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 20m
M Tris、 pH7.2） で 3分 間 、 37℃ で 処 理 し た 。 PBMCを 、 20mM Hepesを 含 有 す る RPMIで 2回 洗
浄 し た （ 200gで 5分 間 ） 。
【 ０ １ ３ ４ 】
末 梢 血 単 球 か ら の 樹 状 細 胞 の 作 製
　 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 抗 CD14磁 気 ビ ー ズ （ Miltenyi Biotech社 、 Auburn、 CA
） を 用 い た 陽 性 選 別 に よ り 、 単 球 を PBMCか ら 単 離 し た 。 1％ 非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ Gibco, BRL
社 、 Rockville、 MD） 、 50ng/ml組 換 え ヒ ト 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM-C
SF； S.A. 1.1× 10 7 U/mg)(Leucomax； Novartis社 、 Basel、 ス イ ス ） お よ び 3ng/ml組 換 え ヒ
ト IL-4（ S.A. 2.9× 10 4 U/mg)(R&D Systems社 、 Minneapolis、 MN） を 添 加 し た RPMI中 で 、
単 球 を 培 養 し た 。 単 球 を 、 6ウ ェ ル プ レ ー ト （ Costar社 ） 上 に 0.3× 10 6 /mlで 5日 間 播 種 し
、 未 成 熟 樹 状 細 胞 を 得 た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 単 球 由 来 の 未 成 熟 樹 状 細 胞 の 質 は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 に よ り 日 常 的 に モ ニ タ リ
ン グ さ れ 、 下 記 の 表 現 型 が 確 認 さ れ た ： CD1a（ 高 ） 、 CD3（ 陰 性 ） 、 CD14（ 低 ） 、 CD19（
陰 性 ） 、 CD56（ 陰 性 ） 、 CD8O（ 低 ） 、 CD83（ 陰 性 ） 、 CD86（ 低 ） お よ び HLA-DR（ 高 ） 。 対
照 的 に 、 成 熟 樹 状 細 胞 （ 下 記 参 照 ） は 、 以 下 の 表 現 型 を 示 し て い る ： CD1a（ 低 ） 、 CD80（
高 ） 、 CD83（ 高 ） 、 CD86（ 高 ） お よ び HLA-DR（ 高 ） 。 CD1a、 CD3、 CD14、 CD19、 CD56、 CD8
0、 CD83、 CD86に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 加 え 、 各 々 の ア イ ソ タ イ プ 対 照 を 、 Pharmin
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gen社 （ San Diego、 CA） か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
壊 死 性 メ ラ ノ ー マ 細 胞 へ の 樹 状 細 胞 の 曝 露
　 メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 を 、 液 体 窒 素 中 で の 凍 結 お よ び そ の 後 の 室 温 解 凍 を 4サ イ ク ル 行 う こ
と に よ り 壊 死 さ せ た 。 壊 死 性 細 胞 の 割 合 は 、 光 学 顕 微 鏡 で モ ニ タ リ ン グ さ れ た 。 樹 状 細 胞
に メ ラ ノ ー マ 細 胞 由 来 抗 原 を 供 給 す る た め に 、 6× 10 6 個 の 未 成 熟 樹 状 細 胞 を 、 1.8× 10 7 個
壊 死 性 細 胞 （ 比 3:1） に 曝 露 し た 。 同 時 に 、 樹 状 細 胞 の 成 熟 を 、 10ng/ml組 換 え ヒ ト 腫 瘍 壊
死 因 子 （ TNFα ； S.A. 1.1× 10 5 U/mg） の 添 加 に よ り 誘 導 し た 。 対 照 と し て 、 6× 10 6 個 の 樹
状 細 胞 を 、 TNFα 単 独 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 24時 間 ～ 48時 間 共 培 養 し た 後 、 成 熟 樹 状 細 胞 を 、 300gの 遠 心 分 離 10分 間 に よ り 収 集 し た
。 細 胞 を 、 10％ FCSを 含 有 す る RPMIで 洗 浄 し 、 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し た 。 400gで 3
分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 上 清 を 完 全 に 取 り 除 き 、 細 胞 を -70℃ で 凍 結 さ せ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
抗 II型 HLAビ ー ズ の 作 製
　 抗 HLA-DRモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mAb） L243（ ATCC、 Manassas、 VA） を 、 各 マ ウ ス ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 株 の 培 養 に よ り 作 製 し た 。 mAb L243を 、 プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ス （ Pharmac
ia社 、 Uppsala、 ス ウ ェ ー デ ン ） を 用 い て 精 製 し 、 最 終 濃 度 2.5mg/mlの CNBr活 性 化 セ フ ァ
ロ ー ス ビ ー ズ （ Pharmacia社 ） に 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 固 定 し た 。 L243ビ ー
ズ は 、 0.1％ Zwittegent3-12（ Calbiochem社 、 La Jolla、 CA） を 含 有 す る PBS中 に 保 存 さ れ
た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
HLA-DR-ペ プ チ ド 複 合 体 の ナ ノ ス ケ ー ル 精 製
　 凍 結 し た 樹 状 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 10倍 容 量 の 氷 冷 溶 解 緩 衝 液 （ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 キ モ ス
タ チ ン 、 ペ プ ス タ チ ン 、 PMSFお よ び ロ イ ペ プ チ ン が 添 加 さ れ た 、 1％ Triton-X-100、 20mM 
Tris、 pH7.8、 5mM MgCl 2 （ Roche社 、 Manheim、 ド イ ツ )） 中 に 再 懸 濁 し 、 か つ 1000rpmの 水
平 振 盪 機 に お い て 4℃ で 1時 間 溶 解 し た 。 細 胞 溶 解 液 を 、 2000g、 4℃ で 10分 間 の 遠 心 分 離 に
よ り 細 胞 デ ブ リ お よ び 核 か ら 清 澄 化 し た 。 溶 解 液 を 、 L243ビ ー ズ （ 5μ l～ 10μ l L243ビ ー
ズ /100μ l細 胞 溶 解 液 ） と 共 に 、 水 平 振 盪 機 中 で 、 1000rpm、 4℃ で 2時 間 、 共 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た 。 L243ビ ー ズ に 結 合 し た 免 疫 沈 降 HLA-DR-ペ プ チ ド 複 合 体 を 、 2000g、 4℃ で 5分
間 の 遠 心 分 離 に よ り 遠 沈 し 、 0.1％ Zwittegent3-12（ Calbiochem社 ） の PBS溶 液 300μ lで 3
回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 HLA-DR-ペ プ チ ド 複 合 体 の 枯 渇 効 率 は 、 免 疫 沈 降 前 後 の 、 各 細 胞 溶 解 液 の 分 析 に よ り モ
ニ タ リ ン グ し た 。 並 行 し て 、 ビ ー ズ の ア リ コ ー ト を 、 抗 HLA-DRa特 異 的 mAb 1B5を 用 い る ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 し た （ Adams, T.E.ら 、 Immunology、 50:613-624（ 1983)） 。
【 ０ １ ４ １ 】
HLA-DR会 合 ペ プ チ ド の 溶 離
　 L243ビ ー ズ に 結 合 し た HLA-DR-ペ プ チ ド 複 合 体 を 、 400μ lの H 2 O（ HPLC等 級 ； Merck社 、 D
armstadt、 ド イ ツ ） 中 に 再 懸 濁 し 、 カ ッ ト オ フ 値 30kDの 限 外 濾 過 チ ュ ー ブ Ultrafree MC（
Millipore社 、 Bedford、 MA） に 移 し て 、 400μ l H 2 O（ HPLC等 級 ） と 共 に 14000rpm、 4℃ で 2
分 間 ～ 4分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 10回 洗 浄 し た 。 結 合 し た ペ プ チ ド を 溶 離 す る た め に
、 0.1％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Fluka社 、 Buchs、 ス イ ス ） 50μ lの H 2 O（ HPLC等 級 ） 溶 液 を 添
加 し 、 か つ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 37℃ で 30分 間 行 っ た 。 溶 離 し た ペ プ チ ド を 、 新 た な エ ッ
ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 収 集 し 、 Ultrafree unitで 、 14000rpm、 3分 間 室 温 で 遠 心 分 離 し 、
か つ 即 座 に Speed-Vac（ 商 標 ） 真 空 遠 心 分 離 装 置 に お い て 凍 結 乾 燥 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
ナ ノ HPLCに よ る ペ プ チ ド 分 画
　 HLA-DR分 子 か ら 溶 離 し た 凍 結 乾 燥 ペ プ チ ド を 、 0.05％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 、 5％ ア セ ト ニ
ト リ ル （ Merck社 、 Darmstadt、 ド イ ツ ） の H 2 O（ HPLC等 級 ） 溶 液 に 溶 解 し 、 FAMOS（ 商 標 ）
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自 動 試 料 採 取 装 置 お よ び ULTIMATE（ 商 標 ） ナ ノ フ ロ ー HPLC（ Dionex社 、 Olten、 ス イ ス ）
に 連 結 し た 75μ m× 15cm C18 PepMapキ ャ ピ ラ リ ー （ C18； 3μ m； 100Å )(LC-Packings社 、 A
msterdam、 オ ラ ン ダ ） 上 で 分 離 し た 。 そ の 後 の 定 常 流 速 200nl/分 に お け る 非 線 形 勾 配 で は
、 以 下 を 使 用 し た ： 0分 か ら 40分 、 5％ か ら 50％ シ ス テ ム B； 40分 か ら 50分 、 50％ ～ 90％ シ
ス テ ム B。 シ ス テ ム Aは 、 0.05％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 、 5％ ア セ ト ニ ト リ ル /H 2 Oで あ り 、 シ ス
テ ム Bは 、 0.04％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 、 80％ ア セ ト ニ ト リ ル /H 2 Oで あ っ た 。 分 離 を 、 214nmお
よ び 280nmで の デ ュ ア ル UV吸 収 に よ り モ ニ タ リ ン グ し た 。 画 分 （ 400nl） を 、 自 動 分 取 装 置
PROBOT（ 商 標 )(BAI社 、 Weiterstadt、 ド イ ツ ） を 用 い て 収 集 し 、 AnchorChip 600/384 MAL
DI-MS標 的 （ Bruker社 、 Bremen、 ド イ ツ ） 上 に ス ポ ッ ト し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
質 量 分 析 に よ る ペ プ チ ド の 配 列 解 析
MALDI-TOF質 量 分 析
　 AnchorChipプ レ ー ト 上 に ス ポ ッ ト し た ペ プ チ ド を 、 マ ト リ ク ス （ 10mg/ml； a-シ ア ノ -4-
ヒ ド ロ キ シ -ケ イ ヒ 酸 （ Merck社 、 Darmstadt、 ド イ ツ ） 、 50％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 0.1％ ト リ
フ ル オ ロ 酢 酸 ） と 共 に 、 同 時 結 晶 化 し た 。 全 ペ プ チ ド レ パ ー ト リ ー の 定 性 分 析 の た め に 、
製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 Ultraflex（ 商 標 ） MALDI-TOF質 量 分 析 装 置 （ Bruker社 、
Bremen、 ド イ ツ ） に お い て 試 料 を 分 析 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
イ オ ン ト ラ ッ プ MS/MS質 量 分 析
　 複 合 体 ペ プ チ ド 混 合 物 の 高 処 理 配 列 決 定 を 行 う た め に 、 MudPIT（ 多 次 元 タ ン パ ク 質 同 定
技 術 ） を 用 い た （ Washburn MPら 、 Nat Biotechnol、 19:242-247（ 2001)） が 、 こ れ は 液 体
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 画 、 お よ び そ の 後 の 質 量 分 析 配 列 決 定 を 基 本 と し て い る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 こ の 目 的 の た め に 、 HLA分 子 か ら 溶 離 し た 凍 結 乾 燥 ペ プ チ ド を 、 5％ （ v/v） ア セ ト ニ ト
リ ル 、 0.5％ （ v/v） 酢 酸 、 0.012％ （ v/v） ヘ プ タ フ ル オ ロ 酪 酸 （ HFBA） お よ び 5％ （ v/v）
ギ 酸 を 含 有 す る 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 し た 。 試 料 を 、 Model P-2000レ ー ザ ー パ ル サ ー （ Sutter
 Instrument社 、 Novato、 CA） に よ り 作 製 さ れ た 融 合 シ リ カ マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ ー カ ラ ム
（ 内 径 100μ m× 365μ m） 上 で 分 離 し た 。 マ イ ク ロ カ ラ ム に は 、 3μ m/C18逆 相 材 料 （ C18-AC
E 3μ m[ProntoSIL 120-3-C18 ACE-EPS、 Leonberg、 ド イ ツ ]） を 充 填 し 、 そ の 後 5μ mカ チ
オ ン 交 換 材 （ Partisphere SCX； Whatman社 、 Clifton、 NJ） を 3cm充 填 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 Agilent 1100シ リ ー ズ HPLC（ Agilent Technologies社 、 Waldbronn、 ド イ ツ ） で 、 下 記
の 緩 衝 液 を 用 い て 完 全 自 動 化 8段 階 勾 配 分 離 を 行 っ た ： 5％  ACN/0.02％  HFBA/0.5％ 酢 酸 （
緩 衝 液 A） 、 80％  ACN/0.02％  HFBA/0.5％ 酢 酸 （ 緩 衝 液 B） 、 250mM酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム /5％  
ACN/0.02％  HFBA/0.5％ 酢 酸 （ 緩 衝 液 C） 、 お よ び 1.5M酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム /5％  ACN/0.02％  
HFBA/0.5％ 酢 酸 （ 緩 衝 液 D） 。 第 一 段 階 の 106分 間 は 、 0％ か ら 80％ 緩 衝 液 Bま で の 勾 配 100
分 間 、 お よ び 80％ 緩 衝 液 Bで の 維 持 6分 間 か ら な る 。 次 の 6つ の 段 階 （ 各 106分 間 ） は 、 下 記
の プ ロ フ ァ イ ル に よ り 特 徴 付 け ら れ る ： 100％ 緩 衝 液 Aで 5分 間 、 x％ 緩 衝 液 Cで 2分 間 、 100
％ 緩 衝 液 Aで 5分 間 、 0％ か ら 10％ 緩 衝 液 Bま で の 勾 配 3分 間 、 10％ か ら 35％ 緩 衝 液 Bま で の 勾
配 55分 間 、 35％ か ら 50％ 緩 衝 液 Bま で の 勾 配 20分 間 、 50％ か ら 80％ 緩 衝 液 Bま で の 勾 配 16分
間 。 段 階 2～ 段 階 7に お け る 2分 間 の 緩 衝 液 Cの 割 合 （ x） は 、 下 記 の よ う で あ っ た ： 10％ 、 2
0％ 、 30％ 、 40％ 、 70％ 、 90％ 、 お よ び 100％ 。 段 階 8は 、 下 記 の プ ロ フ ァ イ ル か ら な る ： 1
00％ 緩 衝 液 Aで 洗 浄 5分 間 、 100％ 緩 衝 液 Dで 塩 洗 浄 20分 間 、 お よ び 0％ か ら 80％ 緩 衝 液 Bま で
の 勾 配 100分 間 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 HPLCカ ラ ム を 、 ナ ノ LCエ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 供 給 源 を 装 着 し た 、 Finnigan LCQイ
オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 装 置 （ Finnigan社 、 Bremen、 ド イ ツ ） に 直 接 連 結 し た 。 MS-MSモ ー
ド で の 質 量 分 析 を 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 っ た 。 ペ プ チ ド の 同 定 は 、 swiss.
fastaデ ー タ ベ ー ス に 対 す る 分 離 ア ル ゴ リ ズ ム （ sequest algorithm） に よ り 行 っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
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MALDI-PSD質 量 分 析
　 上 述 し た よ う な イ オ ン ト ラ ッ プ MS/MSに よ る 配 列 分 析 を 行 う 代 わ り と し て 、 Bruker Ultr
aflex TOF/TOF質 量 分 析 装 置 （ Bruker社 、 Bremen、 ド イ ツ ） に お い て 、 デ ー タ 捕 捉 用 ソ フ
ト ウ ェ ア FLEXControl 1.1 Alphaを 用 い て MALDI-PSD分 析 を 行 っ た 。 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン （
Merck社 、 Darmstadt、 ド イ ツ ） の ト リ プ シ ン 消 化 を 用 い て 、 キ ャ リ ブ レ ー シ ョ ン を 行 っ た
。 ま ず ペ プ チ ド 混 合 物 を 、 リ フ レ ク ト ロ ン （ reflectron） モ ー ド で 走 査 し た 。 次 に 関 心 対
象 の ペ プ チ ド を 、 リ フ ト モ ー ド で 選 択 し た （ MALDI-PSD分 析 ） 。 得 ら れ た ペ プ チ ド 断 片 化
ス ペ ク ト ル を 、 Xmas 5.1.2お よ び Biotools 2.1 Software（ Bruker社 ） を 用 い て 自 動 的 に
評 価 し 、 MASCOTア ル ゴ リ ズ ム （ http://www.matrixscience.com） を 用 っ て 、 少 数 （ non-re
dundant） タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス に お け る 配 列 同 定 の た め に 使 用 し た 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ４ ９ 】
　 戦 略 1（ 図 1A） を 用 い 、 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） 表 面 に 発 現 さ れ た HLA-DR分 子 に 会 合 し
た ペ プ チ ド を 同 定 し た 。 PBMCを 、 Ficoll密 度 勾 配 遠 心 分 離 法 に よ り 、 末 梢 血 か ら 単 離 し た
。 50mlの 血 液 か ら 、 5.3× 10 7 個 の PBMCが 回 収 さ れ た 。 典 型 的 に は PBMC中 に 存 在 す る こ れ ら
の 細 胞 型 は 、 Tリ ン パ 球 （ 約 50％ ） 、 Bリ ン パ 球 （ 5％ ～ 10％ ） 、 単 球 （ 15％ ～ 25％ ） お よ
び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 （ 約 6％ ） で あ っ た 。 末 梢 血 樹 状 細 胞 も 存 在 す る が 、 非 常 に 少 量
の み で あ っ た （ ＜ 0.5％ ） 。 B細 胞 お よ び 単 球 両 方 が 相 当 の 量 の HLA-DR分 子 を 発 現 し て い る
が 、 一 方 で ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 お よ び T細 胞 染 色 は 陰 性 で あ る こ と が 、 フ ロ ー サ イ ト メ
ト リ ー に よ る PBMCの 分 析 に よ り 明 ら か に な っ た 。 PBMC中 の 少 量 の 樹 状 細 胞 を 、 FACSに よ り
可 視 化 す る こ と は で き な い 。 ヒ ト T細 胞 は 、 活 性 化 時 に HLA-DRを 上 方 制 御 す る こ と が で き
る が 、 活 性 化 T細 胞 は 通 常 末 梢 血 に は 存 在 し な い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 PBMC中 に 存 在 す る B細 胞 の 数 は 単 球 と 比 べ て 2倍 ～ 3倍 少 な い が 、 そ れ ら の HLA-DR発 現 レ
ベ ル は 約 2倍 高 い 。 こ の こ と は 、 PBMC由 来 の 溶 解 液 中 に お い て 、 B細 胞 を 起 源 と す る HLA-DR
分 子 の 数 が 単 球 由 来 の HLA-DR分 子 の 数 に 匹 敵 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 PBMCを TX-100中 で 溶 解 さ せ 、 HLA-DR分 子 を 、 抗 DR mAb L243を 用 い て 沈 降 さ せ た 。 沈 降
は 、 抗 DRα mAb 1B5を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 制 御 さ れ た 。 参 照 と し て の 精
製 HLA-DR分 子 を 使 用 す る 定 量 的 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 5.3× 10 7 個 の 細 胞 か ら 約
200ngの HLA-DRが 精 製 さ れ た こ と が 明 ら か に な っ た 。 HLA-DR会 合 ペ プ チ ド を 0.1％ TFAで 溶
出 し 、 ペ プ チ ド 混 合 物 を 、 2次 元 カ チ オ ン 交 換 /逆 相 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ MudPit） を
用 い て 分 画 し た 。 配 列 決 定 は 、 高 処 理 イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 に よ り 行 い 、 デ ー タ ベ ー ス
検 索 は 、 ヒ ト デ ー タ バ ン ク 「 humangp」 を 用 い て 行 っ た 。 相 互 相 関 ＞ 2.0に よ り 同 定 さ れ た
ペ プ チ ド を 、 表 1に 示 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 以 下 の よ う な 27個 の ペ プ チ ド を 同 定 し た ： 8個 の ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン に 由
来 し て お り 、 II型 MHC会 合 ペ プ チ ド に 典 型 的 な 入 れ 子 型 セ ッ ト の ペ プ チ ド を 構 成 し て い る
（ 同 じ エ ピ ト ー プ の N末 端 お よ び C末 端 伸 長 /切 断 変 種 )； 3個 の ペ プ チ ド は 、 ア ポ リ ポ タ ン
パ ク 質 AIIに 由 来 し て お り 、 こ れ も ま た た っ た 一 種 類 の エ ピ ト ー プ を 示 し て い る ； 3個 の ペ
プ チ ド は 、 α 1ア ン チ ト リ プ シ ン に 由 来 し 、 一 種 類 の エ ピ ト ー プ を 表 わ し て い る ； 4個 の ペ
プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 ジ ス ル フ ィ ド イ ソ メ ラ ー ゼ 関 連 タ ン パ ク 質 ERp72に 由 来 す る （ 一 種
類 の エ ピ ト ー プ ） 。 残 り の 9個 の ペ プ チ ド は 異 な る タ ン パ ク 質 に 由 来 し 、 従 っ て 、 九 種 類
の 異 な る エ ピ ト ー プ を 表 わ し て い る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 15個 の ペ プ チ ド （ 四 種 類 の エ ピ ト ー プ ） は 、 以 下 の よ う な ヒ ト 血 清 の 主 要 構 成 要 素 で あ
る 細 胞 外 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ： 血 清 ア ル ブ ミ ン は 、 血 清 中 で 最 も 豊 富 な タ ン パ ク 質 で あ
り 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 AIIは 、 高 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ HDL） の 構 成 要 素 で あ り 、 α 1ア
ン チ ト リ プ シ ン は 、 公 知 の 血 清 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 で あ る 。 フ ェ リ チ ン 軽 鎖 （ ペ プ チ ド 番
号 10の ド ナ ー ） は 実 際 に 全 細 胞 に 存 在 し て お り 、 か つ 血 漿 中 で は 低 濃 度 で あ る 。 お そ ら く
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、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 液 相 取 り 込 み に よ っ て 内 在 化 さ れ 、 か つ タ ン パ ク 質 分 解 性 プ ロ セ
シ ン グ の 後 、 各 ペ プ チ ド は 、 APC（ 単 球 ま た は B細 胞 ） 内 の HLA-DR分 子 上 に 負 荷 さ れ た の で
あ ろ う 。 あ る い は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 ま た は 各 タ ン パ ク 質 の 断 片 は 、 細 胞 表 面 HLA-DR分
子 に 結 合 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 リ ソ ソ ー ム 会 合 型 複 数 回 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 （ lam5） は 、 ペ プ チ ド 番 号 4の ド ナ ー で あ り
、 造 血 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 。 lam5は リ ソ ソ ー ム に 細 胞 下 局 在 し て い る た め 、 HLA-DR分
子 が 負 荷 さ れ て い る 区 画 に 既 に 存 在 し て お り 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 の 前 後 に 、 こ こ に 結
合 す る こ と が で き る 。 I型 HLA分 子 （ ペ プ チ ド 番 号 19を 生 じ る ） は 、 ほ ぼ 全 て の 有 核 細 胞 に
存 在 し 、 従 っ て 、 こ れ は APC自 身 に 由 来 す る 可 能 性 が 高 い 。 あ る い は 、 I型 HLA分 子 が 流 れ
出 た と 説 明 さ れ て い る 血 清 か ら 、 I型 HLAを 採 取 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 PDI ERp72は 、 筋 肉 お よ び 肺 に お い て だ け で な く 、 リ ン パ 芽 球 細 胞 株 に お い て も 発 現 さ
れ る こ と が 説 明 さ れ て い る ER常 在 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ERp72は ペ プ チ ド 番 号 20～ 23を 生 じ
る 。 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ は 細 胞 質 タ ン パ ク 質 で あ り 、 数 種 類 の ア イ ソ フ ォ ー ム と し て 存 在
す る が 、 ア イ ソ フ ォ ー ム M1は 、 筋 肉 、 心 臓 お よ び 脳 に お い て 発 現 さ れ 、 ア イ ソ フ ォ ー ム M2
は 、 胎 児 組 織 に 関 し て 記 載 さ れ て い る 。 エ ピ ト ー プ （ ペ プ チ ド 20～ 23） は 、 両 方 の ア イ ソ
フ ォ ー ム と し て 存 在 す る 。 ペ プ チ ド 番 号 24は 、 骨 格 筋 に お い て 高 度 に 発 現 さ れ た 細 胞 質 タ
ン パ ク 質 で あ る ア ク チ ン α 1に 由 来 す る 。 従 っ て 、 3種 類 の エ ピ ト ー プ は 全 て 、 微 小 な 組 織
の 外 傷 ま た は 損 傷 の た め に そ れ ら の 細 胞 タ ン パ ク 質 を 血 清 中 に 放 出 し 得 る 、 筋 肉 細 胞 に 由
来 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ペ プ チ ド 番 号 5は 、 F-boxヘ リ カ ー ゼ 1に 由 来 す る が 、 こ の タ ン パ ク 質 の 組 織 発 現 に つ い
て は ま だ ほ と ん ど わ か っ て い な い 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ペ プ チ ド 番 号 25、 26、 お よ び 27は 、 第 17染 色 体 、 第 6染 色 体 お よ び 第 4染 色 体 に 割 当 て ら
れ た タ ン パ ク 質 に 各 々 由 来 す る が 、 各 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 機 能 、 組 織 発 現 も し く は
細 胞 下 局 在 性 に 関 す る 情 報 は な い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 血 清 ア ル ブ ミ ン エ ピ ト ー プ （ ペ プ チ ド 番 号 11～ 18） の ウ シ 類 似 体
　
は 、 DR対 立 遺 伝 子 DRB1 * 1101/DRB1 * 1104に 関 連 し て 、 HLA-DR会 合 エ ピ ト ー プ と し て 説 明 さ
れ て い る （ Verreck FAら 、 Immunogenetics、 43:392-397（ 1996)） 。 こ れ は 、 培 養 EBV形 質
転 換 B細 胞 に 由 来 す る 自 己 ペ プ チ ド の Edman配 列 決 定 に よ り 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の 両 対
立 遺 伝 子 の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ は 、 P1位 置 に 芳 香 族 残 基 ま た は 脂 肪 族 残 基 を 、 P4に 脂 肪
族 残 基 を 、 お よ び P6に 塩 基 性 残 基 を 必 要 と す る （ Verreck FAら 、 Immunogenetics、 43:392
-397（ 1996)） 。 こ れ ら の 必 要 条 件 は PBMCに 由 来 し 、 か つ 本 明 細 書 に お い て 同 定 さ れ た ヒ
ト 血 清 ア ル ブ ミ ン エ ピ ト ー プ に お い て も ま た 満 た さ れ て い る （ P1=L、 P4=V、 P6=R)(ペ プ チ
ド 11～ 18） が 、 ペ プ チ ド 1～ 4、 6～ 10、 20～ 23お よ び 27に お い て も 同 様 で あ る （ 表 1） 。 更
に 、 こ こ で 見 出 さ れ た α 1ア ン チ ト リ プ シ ン ペ プ チ ド と 重 複 し て い る エ ピ ト ー プ は 、 DRB1 *

04O2に 関 連 し て EBV B細 胞 に お い て 説 明 さ れ て い る （ Friede Tら 、 Biochim Biophys Acta
、 1316:85-101（ 1996)） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 DRB1 * 1101と 同 時 発 現 し た DR対 立 遺 伝 子 と は DRB3 * 02O2で あ り 、 こ れ が ペ プ チ ド 結 合 す る
た め の 必 要 条 件 は 以 下 で あ る ： P1位 置 に 芳 香 族 残 基 ま た は 脂 肪 族 残 基 、 P4に ア ス パ ラ ギ ン
、 お よ び P6に 極 性 残 基 （ Verreck FAら 、 Immunogenetics、 43:392-397（ 1996)） 。 こ れ ら
の 必 要 条 件 は 、 ペ プ チ ド 5お よ び 19に よ り 満 た さ れ て い る 。 従 っ て 同 定 さ れ た ペ プ チ ド の
ほ と ん ど （ n=21） が 同 じ モ チ ー フ を 有 し て お り 、 こ の こ と は 、 こ れ ら が 同 じ HLA-DRア ロ タ
イ プ に 由 来 す る か 、 ま た は 共 通 モ チ ー フ を 共 有 し て い る HLA-DRア ロ タ イ プ だ け で な く そ の
他 に 由 来 す る こ と を 示 し て い る 。
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【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ６ ０ 】
　 戦 略 2（ 図 1B） を 用 い 、 潜 在 的 抗 原 に 曝 露 さ れ て い る 樹 状 細 胞 表 面 上 に 発 現 さ れ た HLA-D
R分 子 に 会 合 し た 新 規 ペ プ チ ド を 同 定 し た 。 こ の 場 合 に お い て 、 抗 原 供 給 源 は 、 INFLEXAL 
Berna V（ Berna社 、 Bern、 ス イ ス ） と 呼 ば れ る 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 市 販 の
ワ ク チ ン で あ っ た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 樹 状 細 胞 は 末 梢 血 単 球 か ら 分 化 し 、 か つ 濃 度 0.5× 10 6 細 胞 /mlで 培 養 さ れ た 。 ワ ク チ ン I
NFLEXAL Berna V（ Berna社 、 Bern、 ス イ ス ） を 濃 度 100μ l/ml（ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
由 来 の ヘ マ グ ル チ ニ ン 3μ g/mlに 相 当 ） で 添 加 す る こ と に よ り 、 6× 10 6 個 の 樹 状 細 胞 を INF
LEXAL Berna Vに 24時 間 曝 露 し た 。 同 時 に 、 TNFα （ 10ng/ml） の 添 加 に よ り 、 樹 状 細 胞 の
成 熟 を 誘 導 し た 。 対 照 と し て 、 同 量 の 樹 状 細 胞 （ 6× 10 6 ） を 、 抗 原 非 存 在 下 か つ TNFα （ 1
0ng/ml） の 存 在 下 で 培 養 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 樹 状 細 胞 の 両 セ ッ ト を 界 面 活 性 剤 TX-100で 溶 解 し 、 HLA-DR分 子 を 、 セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ
に 固 定 し た 抗 DR mAb L243を 用 い て 沈 降 し た 。 HLA-DR会 合 ペ プ チ ド を 0.1％ TFAで 溶 離 し 、 M
ALDI-MSに よ り 分 析 し た （ 図 2A） 。 上 側 パ ネ ル は 、 パ ル ス し て い な い DC由 来 の HLA-DR会 合
自 家 ペ プ チ ド の 複 合 体 混 合 物 を 示 し て い る 。 質 量 電 荷 比 m/z=2334、 m/z=2545お よ び m/z=26
76を 示 す 3種 類 の 優 性 ペ プ チ ド は 、 成 熟 樹 状 細 胞 中 の 、 CLIPの 変 種 、 II型 会 合 イ ン バ リ ア
ン ト 鎖 ペ プ チ ド （ Riberdy JMら 、 Nature、 360:474-477（ 1992)） 、 優 性 自 家 ペ プ チ ド に 相
当 す る 。 下 側 パ ネ ル は 、 INFLEXALで パ ル ス さ れ た DCの ペ プ チ ド レ パ ー ト リ ー を 示 し て い る
。 両 方 の MSス ペ ク ト ル の 比 較 に よ り 、 3種 類 の 新 規 シ グ ナ ル が 、 INFLEXALワ ク チ ン と の 接
触 時 に 、 DCの MALDI-MSペ プ チ ド プ ロ フ ァ イ ル に お い て 優 性 と な っ て い る こ と が 示 さ れ た 。
こ れ ら 3種 類 の 新 規 シ グ ナ ル は 、 m/z=1969.4、 m/z=2097.6お よ び m/z=2196.6に お い て 出 現
し た （ 図 2A） 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 INFLEXAL Berna Vに 含 ま れ る ヘ マ グ ル チ ニ ン タ ン パ ク 質 は 、 以 下 の 3種 類 の 異 な る イ ン
フ ル エ ン ザ 株 に 由 来 す る ： 菌 株 A/New Caledonia/20/99； 菌 株 A/Panama/2007/99； 菌 株 B/Y
amanashi/166/98（ 循 環 ウ イ ル ス の 遺 伝 的 多 様 性 を 考 慮 し WHOの 推 奨 に 準 ず る （ Lindstrom 
SEら 、 J. Virol.、 73:4413-4426（ 1999)） ） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 前 述 の イ ン フ ル エ ン ザ 株 の 3種 類 の 異 な る ヘ マ グ ル チ ニ ン 配 列 に お い て 同 定 さ れ た 質 量
を 検 索 す る こ と に よ り 、 3種 類 全 て の ペ プ チ ド が 、 菌 株 B/Yamanashi/166/98（ 図 2B； 配 列
番 号 :90） の イ ン フ ル エ ン ザ ヘ マ グ ル チ ニ ン に 位 置 す る 一 つ の エ ピ ト ー プ の 長 さ の 変 種 （
配 列 番 号 :86、 87、 88、 89） を 表 わ す こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 こ の エ ピ ト ー プ HA（ 253-271）
　
（ 配 列 番 号 :88） は 、 I-260を 、 Q-264を 、 お よ び L-269を そ れ ぞ れ P1、 P4、 P9の ア ン カ ー 残
基 と し て 使 用 す る 、 DRB1 * 0101お よ び DRB5 * 01O1に 対 す る MHCペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ を 含 む
（ ア ン カ ー 残 基 に 下 線 を 付 し た ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列
　
を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た MHCペ プ チ ド 結 合 試 験 に よ り 、 対 立 遺 伝 子 DRB1 * 0101お よ び
DRB5 * 01O1の 結 合 能 が 確 認 さ れ 、 か つ DRB1 * 0401と 同 じ で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 従 っ
て イ ン フ ル エ ン ザ ヘ マ グ ル チ ニ ン （ 菌 株 B/Yamanashi/166/98） に 由 来 す る 新 た に 同 定 さ れ
た エ ピ ト ー プ は 、 無 差 別 な （ promiscuous） 結 合 能 を 有 す る エ ピ ト ー プ で あ る こ と が 明 ら
か と な っ た 。
【 実 施 例 ３ 】
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【 ０ １ ６ ７ 】
　 更 に 、 戦 略 2（ 図 1B） を 用 い て 、 新 規 HLA-DR会 合 腫 瘍 ペ プ チ ド を 同 定 し た 。 以 下 の よ う
に 樹 状 細 胞 は 、 壊 死 性 メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 UKRV-Mel-15aに 曝 露 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 3× 10 6 個 の 樹 状 細 胞 を 、 メ ラ ノ ー マ 株 UKRV-Mel-15aの 壊 死 性 細 胞 9× 10 6 個 と 同 時 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し 、 TNFα （ 10ng/ml） の 存 在 下 で 24時 間 培 養 し た 。 対 照 と し て 、 3× 10 6 個 の
樹 状 細 胞 を 、 TNFα （ 10ng/ml） の み の 存 在 下 で 培 養 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 樹 状 細 胞 の 両 セ ッ ト を 界 面 活 性 剤 TX-100に よ り 溶 解 し 、 抗 DR mAb L243を 用 い て HLA-DR
分 子 を 沈 降 さ せ た 。 HLA-DR会 合 ペ プ チ ド を 0.1％ TFAで 溶 離 し 、 MALDI-MSに よ り 分 析 し た （
図 3A） 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 実 施 例 に お い て 、 両 方 の DC培 養 物 由 来 の HLA-DR会 合 ペ プ チ ド を MALDI-MSス ペ ク ト ル に
よ り 比 較 し 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 で パ ル ス さ れ た DCの プ ロ フ ァ イ ル に 含 ま れ る ペ プ チ ド シ グ ナ
ル の み を 用 い て 、 連 続 配 列 決 定 に よ り 新 規 エ ピ ト ー プ を 同 定 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 MALDI-MS分 析 に よ り 、 パ ル ス さ れ な い DCと 比 べ 、 パ ル ス さ れ た DCの ス ペ ク ト ル に お い て
観 察 さ れ た 質 量 が m/z=1820.6で あ る 一 つ の 優 性 シ グ ナ ル が 明 ら か に な っ た （ 図 3A） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 MALDI-PSD断 片 化 に よ る 配 列 決 定 に よ り 、 ア ミ ノ 酸 配 列
　
（ 図 3B） を 有 す る ビ メ ン チ ン （ 202-217） で あ る 腫 瘍 抗 原 ビ メ ン チ ン 由 来 の 新 規 エ ピ ト ー
プ が も た ら さ れ た 。 イ オ ン ト ラ ッ プ MS-MSに よ る 配 列 分 析 は 、 こ の 配 列 を 確 認 し た （ 図 3C
） 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ビ メ ン チ ン （ 202-217） お よ び そ の 他 い く つ か の 公 知 の メ ラ ノ ー マ 抗 原 は 、 HLA-DR4 B1 *

0401分 子 へ の 結 合 に 適 し た 共 通 モ チ ー フ を 共 有 し て い る （ 表 2） 。 自 家 抗 原 ペ プ チ ド お よ
び 外 因 性 抗 原 ペ プ チ ド に 由 来 す る 典 型 的 DRB1 * 0401ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ と は 対 照 的 に 、 m
elanA、 CDC27、 チ ロ シ ナ ー ゼ お よ び ビ メ ン チ ン に 由 来 す る ペ プ チ ド は 、 ア ン カ ー P6位 に お
い て 、 ト レ オ ニ ン （ T） ま た は セ リ ン （ S） の 代 わ り に ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ D） を 提 示 し て い
る 。 こ の 特 性 の 関 連 に つ い て は 、 依 然 研 究 の 余 地 が あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ビ メ ン チ ン は 、 様 々 な 良 性 腫 瘍 お よ び 悪 性 腫 瘍 の マ ー カ ー タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 知 ら
れ て い る 。 melanA/MART-1、 チ ロ シ ナ ー ゼ お よ び S100と 共 に 、 ビ メ ン チ ン は 日 常 的 に 、 メ
ラ ノ ー マ 患 者 由 来 の 臨 床 検 体 中 の メ ラ ノ ー マ 細 胞 の 追 跡 に 使 用 さ れ て い る 。 興 味 深 い こ と
に 、 侵 襲 能 が 低 い メ ラ ノ ー マ ク ロ ー ン は ビ メ ン チ ン 発 現 が 多 い の に に 対 し 、 高 度 に 侵 襲 性
の メ ラ ノ ー マ 細 胞 ク ロ ー ン に お い て ビ メ ン チ ン は 下 方 制 御 さ れ て い る （ Gutgemann Aら 、 A
rch Dermatol Research、 293:283-290（ 2001)） 。 対 照 的 に 、 ビ メ ン チ ン の 発 現 増 強 は 、
分 化 不 良 か つ 転 移 性 の 前 立 腺 腫 瘍 に お い て 認 め ら れ る （ Lang SHら 、 Prostate、 52:253-26
3（ 2002)） 。 更 に ビ メ ン チ ン は 、 正 常 腎 組 織 と 比 べ て 、 ヒ ト 腎 細 胞 腫 瘍 に お い て 過 剰 発 現
さ れ る （ Stassar MJら 、 Br. J. Cancer、 85:1372-1382（ 2001)） 。 同 様 に 、 典 型 的 な ホ ジ
キ ン リ ン パ 腫 に お け る 95％ を 上 回 る 腫 瘍 細 胞 が ビ メ ン チ ン 陽 性 で あ る の に 対 し 、 T細 胞 に
富 む B細 胞 リ ン パ 腫 は 、 ビ メ ン チ ン 陰 性 で あ る （ Rudiger Tら 、 Am J Surg Path、 22:1184-
91（ 1998)） 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た ビ メ ン チ ン （ 202-217） ペ プ チ ド は 、 一 番 初 め に 説 明 さ
れ た ビ メ ン チ ン 由 来 II型 HLA拘 束 型 エ ピ ト ー プ で あ る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ７ ６ 】
　 本 実 施 例 に お い て 、 戦 略 2（ 図 1B） を 使 用 し て 、 TNFα 誘 導 性 成 熟 お よ び 潜 在 的 抗 原 へ の
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曝 露 後 に 、 樹 状 細 胞 （ DC） の HLA-DR分 子 に 結 合 し た ペ プ チ ド を で き る 限 り 多 く 同 定 し た 。
高 処 理 イ オ ン ト ラ ッ プ MS/MS技 術 に よ り 、 配 列 決 定 を 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 従 っ て 、 5× 10 6 個 の 樹 状 細 胞 を 、 メ ラ ノ ー マ 株 UKRV-Mel-20cの 壊 死 性 細 胞 1.5× 10 7 個 と
同 時 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 TNFα （ 10ng/ml） の 存 在 下 で 24時 間 培 養 し た 。 対 照 と し て 、
5× 10 6 個 の 樹 状 細 胞 を 、 TNFα （ 10ng/ml） の み の 存 在 下 で 培 養 し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 樹 状 細 胞 の 両 セ ッ ト を 界 面 活 性 剤 TX-100に よ り 溶 解 し 、 HLA-DR分 子 を 、 抗 DR mAb L243
を 用 い て 沈 降 し た 。 HLA-DR会 合 ペ プ チ ド を 0.1％ TFAで 溶 離 し 、 LC高 処 理 イ オ ン ト ラ ッ プ MS
/MS技 術 に よ り 分 析 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 パ ル ス し て い な い DC（ 対 照 ） か ら 同 定 し た ペ プ チ ド 配 列 を 表 3に 示 し 、 壊 死 性 メ ラ ノ ー
マ 細 胞 に よ り パ ル ス し た DCか ら 同 定 し た ペ プ チ ド 配 列 を 表 4に 示 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 DCの HLA-DR分 子 由 来 の 35個 の 個 別 の ペ プ チ ド 配 列 を メ ラ ノ ー マ 細 胞 非 存 在 下 で 同 定 し 、
40個 の ペ プ チ ド 配 列 を 、 UKRV-Mel20cメ ラ ノ ー マ 細 胞 存 在 下 で 見 出 し た 。 ペ プ チ ド 配 列 の
比 較 に よ り 、 21個 の ペ プ チ ド が 同 一 （ 番 号 1～ 21） で あ り 、 14個 の 配 列 （ 11種 類 の エ ピ ト
ー プ ） が 、 パ ル ス し て い な い DCに 特 異 的 で あ り 、 17個 の 配 列 （ 9種 類 の エ ピ ト ー プ ） が メ
ラ ノ ー マ 細 胞 パ ル ス 後 に の み 提 示 さ れ た こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 メ ラ ノ ー マ 細 胞 に よ り 誘 導 さ れ た ペ プ チ ド 9個 の う ち 7個 は 、 DRB1 * 0405の 結 合 モ チ ー フ
を 共 有 し て い た （ 表 5） 。 重 要 な こ と に 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 誘 導 性 エ ピ ト ー プ 9種 類 の う ち 3
種 類 は 、 公 知 の 腫 瘍 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 翻 訳 因 子 IF-4A1、 翻 訳 因 子 EF-1α お よ
び イ ン タ ー フ ェ ロ ン -γ （ IFNγ ） 誘 導 性 P78に 由 来 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 翻 訳 因 子 IF-4A1は 、 正 常 な ヒ ト メ ラ ニ ン 細 胞 に 対 し て 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 に お い て 定 常
的 に 過 剰 発 現 さ れ て い る 。 IF-4A1の 過 剰 発 現 は 、 メ ラ ノ ー マ 細 胞 の 重 要 な 特 徴 で あ る と 考
え ら れ 、 そ れ ら の 悪 性 転 換 に 寄 与 す る 可 能 性 が あ る （ Eberle Jら 、 Int. J. Cancer、 71:3
96-401（ 1997)） 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 様 々 な 証 拠 に よ り 、 発 癌 時 に お け る リ ボ ソ ー ム 伸 長 因 子 （ EF） の 関 与 が 示 唆 さ れ て い る
。 い く つ か の 研 究 に お い て 、 タ ン パ ク 質 合 成 の コ ア 成 分 で あ る EF-1α の 発 現 の 変 化 は 、 形
質 転 換 さ れ た 表 現 型 に 関 連 し て い る 。 EF-1α  mRNAの 過 剰 発 現 は 、 哺 乳 類 腺 癌 に お け る 転
移 可 能 性 の 増 大 に 相 関 し て お り 、 EF-1α は 、 前 立 腺 癌 遺 伝 子 PTI-1と 相 当 程 度 の 相 同 性 を
有 す る （ Gopalkrishnan RVら 、 Int J Biochem Cell Biol、 31:151-162（ 1999)； Edmonds 
BTら 、 J Cell Sci、 109:2705-2714（ 1996)） 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 ペ プ チ ド 番 号 42お よ び 43（ 表 4） と 同 じ エ ピ ト ー プ を 含 む EF-1α に 由 来 す る 天 然 プ ロ セ
シ ン グ さ れ た 自 家 ペ プ チ ド も ま た 、 EBV形 質 転 換 B細 胞 株 か ら 精 製 さ れ た HLA-DR分 子 か ら 溶
離 さ れ て い る （ Verreck FAら 、 Immunogenetics、 43:392-397（ 1996)） 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 前 立 腺 癌 の ホ ル モ ン 依 存 段 階 か ら ホ ル モ ン 非 依 存 段 階 へ の 進 行 は 、 癌 遺 伝 子 活 性 化 お よ
び /ま た は 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 失 活 に よ り 引 き 起 さ れ る 遺 伝 的 変 化 の カ ス ケ ー ド を 含 む 。 ア ン
ド ロ ゲ ン 依 存 型 癌 細 胞 株 に お い て 高 度 に 過 剰 発 現 さ れ て い る い く つ か の 遺 伝 子 が 同 定 さ れ
た 。 と り わ け 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 性 遺 伝 子 1-8Uお よ び p78が 同 定 さ れ た （ Markku Hら
、 Lab Invest.、 80:1259-1268（ 2000)） 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 翻 訳 因 子 IF-4A1、 翻 訳 因 子 EF1α お よ び IFNγ 誘
導 性 P78由 来 の ペ プ チ ド は 、 診 断 用 マ ー カ ー ま た は 治 療 用 ワ ク チ ン と し て 使 用 さ れ う る 新
規 腫 瘍 抗 原 候 補 で あ る 。
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【 ０ １ ８ ７ 】
（ 表 １ ） 末 梢 血 単 核 細 胞 由 来 の HLA-DR結 合 ペ プ チ ド
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a 各 ペ プ チ ド の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ を 含 む 9merコ ア 領 域 に 下 線 を 付 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
（ 表 ２ ） HLA-DR4（ B1 * 0401） 関 連 メ ラ ノ ー マ 抗 原
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a ペ プ チ ド 配 列 を 、 HLA-DR4の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ （ DRB1 * 0401） に 従 っ て 整 列 化 し た ： P
1ア ン カ ー ： W、 Y、 F； P4ア ン カ ー ： D、 E、 L。 ア ン カ ー 6位 に お け る 特 殊 な 「 D」 （ T、 S、
ま た は Nの 代 わ り ） は 、 太 字 で 示 し た 。
b R.F. Wang、 Trends in Immunology、 22:269-276（ 2001）
【 ０ １ ８ ９ 】
（ 表 ３ ） 成 熟 樹 状 細 胞 由 来 の HLA-DR結 合 ペ プ チ ド
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a HLA-DR結 合 ペ プ チ ド の P1ア ン カ ー に 下 線 を 付 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
（ 表 ４ ） メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 UKRV-Mel-20cで パ ル ス し た 成 熟 樹 状 細 胞 由 来 の HLA-DR結 合 ペ プ
チ ド
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a HLA-DR結 合 ペ プ チ ド の P1ア ン カ ー に 下 線 を 付 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
（ 表 ５ ） メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 UKRV-Mel-20cに よ り 誘 導 さ れ か つ DRB1 * 0405の 結 合 モ チ ー フ を
共 有 し て い る HLA-DR結 合 ペ プ チ ド
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
a ペ プ チ ド 配 列 を 、 HLA-DR4の ペ プ チ ド 結 合 モ チ ー フ （ DRB1 * 0405） に 従 っ て 整 列 化 し た ： P
1ア ン カ ー ： Y、 F、 I、 L、 V； P4ア ン カ ー ： M、 I、 V； P9ア ン カ ー ： E、 D。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ２ 】
【 図 １ Ａ 】 戦 略 1（ 直 接 法 ） に 従 う 方 法 の 概 略 を 示 す 図 で あ る 。 II型 MHC-ペ プ チ ド 複 合 体
ま た は Hsp-ペ プ チ ド 複 合 体 は 、 組 織 ま た は 体 液 か ら 直 接 単 離 さ れ 、 こ れ に よ り 、 イ ン ビ ボ
に お い て 提 示 さ れ た 天 然 プ ロ セ シ ン グ さ れ た II型 MHCま た は Hsp会 合 抗 原 の 同 一 性 が も た ら
さ れ る 。
【 図 １ Ｂ 】 戦 略 2（ 間 接 法 ） に 従 う 方 法 の 概 略 を 示 す 図 で あ る 。 特 殊 化 さ れ た 抗 原 提 示 細
胞 （ APC） で あ る 樹 状 細 胞 （ DC） は 、 抗 原 取 り 込 み お よ び 抗 原 プ ロ セ シ ン グ に 最 適 な 条 件
下 で 、 抗 原 供 給 源 （ 例 え ば 体 液 ） と 接 触 さ れ る 。 対 照 と し て DCが 、 抗 原 と 接 触 す る こ と な
く 、 同 じ 条 件 下 で 培 養 さ れ る 。 DCの 成 熟 後 、 抗 原 負 荷 し た II型 MHC分 子 は 精 製 さ れ 、 か つ
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各 II型 MHC会 合 抗 原 ペ プ チ ド は 単 離 お よ び 同 定 さ れ る 。
【 図 ２ Ａ 】 戦 略 2が 例 示 さ れ て お り 、 こ れ は 、 偽 処 理 さ れ た 成 熟 樹 状 細 胞 （ 上 側 パ ネ ル ）
、 ま た は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 由 来 の ビ ロ ソ ー ム （ virosome） 封 入 組 換 え ヘ マ グ ル チ
ニ ン を 含 有 す る イ ン フ ル エ ン ザ ワ ク チ ン Inflexal Berna V（ 商 標 ） で パ ル ス さ れ た 成 熟 樹
状 細 胞 （ 下 側 パ ネ ル ） か ら 単 離 さ れ た HLA-DR結 合 ペ プ チ ド の 質 量 分 析 で あ る 。 Inflexal B
erna V（ 商 標 ） に よ る 処 理 に よ り 誘 導 さ れ た 3つ の 主 要 な シ グ ナ ル に は 、 矢 印 お よ び 番 号
で 印 を つ け た 。
【 図 ２ Ｂ 】 菌 株 B/Yamanashi/166/98由 来 の イ ン フ ル エ ン ザ ヘ マ グ ル チ ニ ン タ ン パ ク 質 の タ
ン パ ク 質 配 列 （ 一 文 字 コ ー ド ） を 示 す 。 新 た に 同 定 さ れ た HLA-DRエ ピ ト ー プ （ 図 2Aと 比 較
） に は 下 線 を 付 し て い る 。
【 図 ３ Ａ 】 偽 処 理 さ れ た 成 熟 樹 状 細 胞 （ 上 側 パ ネ ル ） 、 ま た は 壊 死 性 メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 UK
RV-Mel-15aに よ り パ ル ス さ れ た 成 熟 樹 状 細 胞 （ 下 側 パ ネ ル ） か ら 単 離 さ れ た HLA-DR結 合 ペ
プ チ ド の レ パ ー ト リ ー の 代 表 的 質 量 分 析 を 含 む 。 メ ラ ノ ー マ 細 胞 と の 接 触 時 の プ ロ フ ァ イ
ル に お い て 優 性 と な る ペ プ チ ド ピ ー ク （ M+H + ） =1820.6に 印 を つ け た 。
【 図 ３ Ｂ 】 実 験 質 量 （ M+H + ） =1820.6を 持 つ ペ プ チ ド の 対 応 す る MALDI-PSD断 片 化 ス ペ ク ト
ル を 示 し て い る 。 こ の ペ プ チ ド は 、 壊 死 性 メ ラ ノ ー マ 細 胞 に よ り 誘 導 さ れ た （ 図 3A） 。 デ
ー タ ベ ー ス 検 索 に よ り 、 ビ メ ン チ ン エ ピ ト ー プ ビ メ ン チ ン （ 202-217） が 同 定 さ れ た （ 表 2
と 比 較 ） 。
【 図 ３ Ｃ 】 実 験 質 量 （ M+H + ） =1820.6を 持 つ ペ プ チ ド の イ オ ン ト ラ ッ プ MS-MSス ペ ク ト ル を
示 す 。 こ の ペ プ チ ド は 、 壊 死 性 メ ラ ノ ー マ 細 胞 に よ り 誘 導 さ れ た （ 図 3A） 。 デ ー タ ベ ー ス
に よ り 、 ビ メ ン チ ン エ ピ ト ー プ ビ メ ン チ ン （ 202-217） が 同 定 さ れ た （ 表 2と 比 較 ） 。
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【 図 ２ Ａ 】 【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】

(36) JP 2007-211020 A 2007.8.23



【 図 ３ Ｃ 】

【 配 列 表 】
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