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(57)【要約】
事前に発癌性であると同定されない腫瘍遺伝子中のフレ
ームシフトミューテイションの存在によって同定された
ノボペプチドに関する組成物が開示される。該開示され
たペプチドを癌の治療のための該開示された方法に用い
ることができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　a. インフォマティクス、ゲノミクス、プロテオミクス、または免疫学的スクリーニン
グによりノボペプチドを同定し;および
　b. 該ノボペプチドが腫瘍細胞と正常細胞を区別する免疫応答を誘導することを決定す
る:
ことを特徴とする、抗癌免疫応答をもたらすノボペプチドを同定する方法。
【請求項２】
　正常細胞に対して腫瘍細胞中で選択的に発現されたノボペプチドを検出するために癌ゲ
ノムおよび発現データベースを用いて、工程a)の該ノボペプチドを同定する、請求項1に
記載の方法。
【請求項３】
　該ノボペプチドをもたらすDNAおよび／またはRNA中の変化を検出するために核酸シーク
エンシング方法を用いて、工程a)の該ノボペプチドを同定する、請求項1に記載の方法。
【請求項４】
　該腫瘍細胞表面上にあるノボペプチドを検出するために質量分析を用いて工程a)の該ノ
ボペプチドを同定する、請求項1に記載の方法。
【請求項５】
　該ノボペプチドに対する反応性を検出するためにヒト癌患者血清または動物腫瘍モデル
血清の免疫アッセイを用いて、工程b)の該ノボペプチドを同定する、請求項1に記載の方
法。
【請求項６】
　該ノボペプチドに対する反応性を検出するためにヒト癌患者末梢血単核細胞(PBMC)また
は動物腫瘍モデル(PBMC)の免疫アッセイを用いて、工程b)の該ノボペプチドを同定する請
求項1に記載の方法。
【請求項７】
　該免疫アッセイが細胞溶解的アッセイである、請求項6に記載の方法。
【請求項８】
　該細胞溶解的アッセイが51Cr遊離アッセイである、請求項7に記載の方法。
【請求項９】
　該免疫アッセイが該ペプチドに対する応答におけるサイトカイン産生を測定する、請求
項6に記載の方法。
【請求項１０】
　該免疫アッセイがELISPOT、ELISA、および細胞内サイトカイン染色からなる群から選択
される、請求項9に記載の方法。
【請求項１１】
　該免疫アッセイがノボペプチド特異的T細胞を同定するために二量体、三量体または四
量体抗体を使用する、請求項6に記載の方法。
【請求項１２】
　予防的または治療的癌モデルにおいて、ヒトノボペプチドの非ヒト動物ホモログを該非
ヒト動物に投与し; および癌の該動物モデルにおいて該ノボペプチドの該抗癌作用を測定
することにより、該ノボペプチドの該抗癌免疫応答をさらに決定する、請求項1に記載の
方法。
【請求項１３】
　ヒト細胞を該ノボペプチドに曝露して、ヒト癌細胞および正常細胞に対する該曝露され
た細胞の反応性を決定し、ここで正常細胞と比較してヒト癌細胞に対してより強い反応性
は癌特異的免疫応答を示す、腫瘍細胞と正常細胞を区別する免疫応答の該誘導をさらに同
定するための、請求項2～10および12のいずれか１つに記載の方法。
【請求項１４】
　請求項1～13のいずれか１つに記載の方法により同定されたノボペプチドまたはノボペ
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プチドをコードする核酸を含む癌ワクチン。
【請求項１５】
　該ワクチンを、遺伝子ワクチン、ウイルスベクターとして、あるいはペプチドもしくは
タンパク質または糖などの別の担体との融合ペプチドとして、遺伝子銃により送達する、
請求項14に記載の予防的癌ワクチン。
【請求項１６】
　イヌ、ネコ、モルモット、マウス、ラット、ウサギ、ブタ、ウマ、ウシ、サル、チンパ
ンジーまたは他の非ヒト霊長類からなる群から選択される非ヒト動物に癌を予防するため
に投与される、請求項14に記載の予防的ワクチン。
【請求項１７】
　治療的癌ワクチンとして投与される、請求項14に記載のワクチン組成物。
【請求項１８】
　非ヒト動物で治療的癌ワクチンとして投与される請求項14に記載のワクチン組成物。
【請求項１９】
　a. インフォマティクスによりノボペプチドを同定し(正常に対する腫瘍のオッズ比); 
　b. 候補DNAまたはRNAをシークエンシングし; 
　c. 腫瘍細胞および正常細胞のMHCIから溶出したペプチドについて質量分析を行い、お
よび腫瘍細胞により発現されるペプチドを検出し; および
　d. 該ノボペプチドペプチドに対して反応性であるT細胞が、MHCIマッチした腫瘍細胞と
反応するが正常細胞とはしないかどうかを決定する：
ことを含む、癌に対する保護的な免疫応答を誘導するノボペプチドを同定する方法。
【請求項２０】
　さらに、腫瘍MHCIから溶出した該ペプチドを該ヒトプロテオームからの全ての可能性あ
るノボペプチドのデータベースと比較することを含む、請求項19に記載の方法。
【請求項２１】
　さらに該ノボペプチドに対して産生された抗体が、該ノボペプチドを発現する腫瘍細胞
と反応するが正常細胞とは反応しないかどうかを決定することを含む、請求項19に記載の
方法。
【請求項２２】
　a. インフォマティクスによりノボペプチドを同定し(正常に対する腫瘍のオッズ比); 
　b. 候補DNAまたはRNAをシークエンシングし; 
　c. 腫瘍細胞および正常細胞のMHCIから溶出したペプチドについて質量分析を行い、お
よび腫瘍細胞により発現されるペプチドを検出し; および
　d. 該ノボペプチドに対して産生された抗体が、該ノボペプチドを発現する腫瘍細胞と
反応するが正常細胞とは反応しないかどうかを決定する：
ことを特徴とする、癌に対する保護的な免疫応答を誘導するノボペプチドを同定する方法
。
【請求項２３】
　腫瘍細胞を入手し、該細胞からRNAを抽出し、およびフレームシフトについてアッセイ
することを特徴とする、腫瘍特異的な抗原についてのスクリーニング方法。
【請求項２４】
　該腫瘍特異的な抗原がペプチドである、請求項1に記載の方法。
【請求項２５】
　該腫瘍特異的な抗原源が腫瘍形成と関係がない遺伝子である、請求項1に記載の方法。
【請求項２６】
　該腫瘍特異的な抗原が、該遺伝子のバイスタンダーフレームシフトに起因する、請求項
25に記載の方法。
【請求項２７】
　該腫瘍細胞が、リンパ腫(ホジキンズおよび非ホジキンズ)、B細胞リンパ腫、T細胞リン
パ腫、白血病、骨髄性白血病、癌、固形組織の癌、扁平上皮癌、該口、咽喉、喉頭、およ
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び肺の扁平上皮癌、腺癌、肉腫、神経膠腫、高悪性度神経膠腫、芽細胞腫、神経芽細胞腫
、形質細胞腫、組織球腫、メラノーマ、アデノーマ、低酸素腫瘍、骨髄腫、AIDS関連リン
パ腫または肉腫、転移性癌、菌状息肉腫、膀胱癌、脳腫瘍、神経系癌、肺癌（たとえば小
細胞肺癌および非小細胞肺癌）、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、肝癌、結腸癌、子宮頚癌、
子宮頚癌、乳房癌、および上皮癌、腎臓の癌、尿生殖器癌、食道癌、頭頸部癌、大腸癌、
造血癌、および精巣癌からなる癌の群から選択された癌細胞に由来する、請求項1に記載
の方法。
【請求項２８】
　ノボペプチドを含み、該ノボペプチドは腫瘍-特異抗原であり、および該抗原は非発癌
性遺伝子のフレームシフトミューテイションに由来する、癌のためのワクチン。
【請求項２９】
　該ノボペプチドが配列番号:2に記載の配列を含む、請求項28に記載のワクチン。
【請求項３０】
　該ノボペプチドが配列番号:4に記載の配列を含む、請求項28に記載のワクチン。
【請求項３１】
　該ノボペプチドが配列番号:6に記載の配列を含む、請求項28に記載のワクチン。
【請求項３２】
　該ノボペプチドが該SMC1遺伝子のフレームシフトを含む、請求項28に記載のワクチン。
【請求項３３】
　該ノボペプチドが配列番号:8に記載の配列を含む、請求項32に記載のワクチン。
【請求項３４】
　該癌がリンパ腫(ホジキンズおよび非ホジキンズ)、B細胞リンパ腫、T細胞リンパ腫、白
血病、骨髄性白血病、癌、固形組織の癌、扁平上皮癌、該口、咽喉、喉頭、および肺の扁
平上皮癌、腺癌、肉腫、神経膠腫、高悪性度神経膠腫、芽細胞腫、神経芽細胞腫、形質細
胞腫、組織球腫、メラノーマ、アデノーマ、低酸素腫瘍、骨髄腫、AIDS関連リンパ腫また
は肉腫、転移性癌、菌状息肉腫、膀胱癌、脳腫瘍、神経系癌、肺癌（たとえば小細胞肺癌
および非小細胞肺癌）、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、肝癌、結腸癌、子宮頚癌、子宮頚癌
、乳房癌、および上皮癌、腎臓の癌、尿生殖器癌、食道癌、頭頸部癌、大腸癌、造血癌、
および精巣癌からなる癌の群から選択される、請求項28に記載のワクチン。
【請求項３５】
　対象に請求項28に記載のワクチンを投与することを特徴とする、癌の治療方法。
【請求項３６】
　該癌が、リンパ腫(ホジキンズおよび非ホジキンズ)、B細胞リンパ腫、T細胞リンパ腫、
白血病、骨髄性白血病、癌、固形組織の癌、扁平上皮癌、該口、咽喉、喉頭、および肺の
扁平上皮癌、腺癌、肉腫、神経膠腫、高悪性度神経膠腫、芽細胞腫、神経芽細胞腫、形質
細胞腫、組織球腫、メラノーマ、アデノーマ、低酸素腫瘍、骨髄腫、AIDS関連リンパ腫ま
たは肉腫、転移性癌、菌状息肉腫、膀胱癌、脳腫瘍、神経系癌、肺癌（たとえば小細胞肺
癌および非小細胞肺癌）、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、肝癌、結腸癌、子宮頚癌、子宮頚
癌、乳房癌、および上皮癌、腎臓の癌、尿生殖器癌、食道癌、頭頸部癌、大腸癌、造血癌
、および精巣癌からなる癌の群から選択される請求項35に記載の方法。
【請求項３７】
　該対象が哺乳類である、請求項35に記載の方法。
【請求項３８】
　該哺乳類がヒト、チンパンジー、サル、ウシ、ウマ、ブタ、イヌ、ネコ、ラット、モル
モット、およびマウスからなる群から選択される、請求項37に記載の方法。
【請求項３９】
　そのリスクのある対象に請求項28に記載のワクチンを投与することを特徴とする、癌の
予防方法。
【請求項４０】
　該癌がリンパ腫(ホジキンズおよび非ホジキンズ)、B細胞リンパ腫、T細胞リンパ腫、白
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血病、骨髄性白血病、癌、固形組織の癌、扁平上皮癌、該口、咽喉、喉頭、および肺の扁
平上皮癌、腺癌、肉腫、神経膠腫、高悪性度神経膠腫、芽細胞腫、神経芽細胞腫、形質細
胞腫、組織球腫、メラノーマ、アデノーマ、低酸素腫瘍、骨髄腫、AIDS関連リンパ腫また
は肉腫、転移性癌、菌状息肉腫、膀胱癌、脳腫瘍、神経系癌、肺癌（たとえば小細胞肺癌
および非小細胞肺癌）、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、肝癌、結腸癌、子宮頚癌、子宮頚癌
、乳房癌、および上皮癌、腎臓の癌、尿生殖器癌、食道癌、頭頸部癌、大腸癌、造血癌、
および精巣癌からなる癌の群から選択される、請求項39に記載の方法。
【請求項４１】
　該対象が哺乳類である、請求項39に記載の方法。
【請求項４２】
　該哺乳類がヒト、チンパンジー、サル、ウシ、ウマ、ブタ、イヌ、ネコ、ラット、モル
モット、およびマウスからなる群から選択される、請求項41に記載の方法。
【請求項４３】
　該抗原が、
　a. インフォマティクス、ゲノミクス、プロテオミクス、または免疫学的スクリーニン
グによりノボペプチドを同定し;および
　b. 該ノボペプチドが腫瘍細胞と正常細胞を区別する免疫応答を誘導することを決定す
る：
ことを含む工程により同定されたノボペプチドである、腫瘍特異的な抗原に対する治療的
抗体。
【請求項４４】
　請求項43に記載の抗体による治療処置。
【請求項４５】
　該ノボペプチドが配列番号:2に記載の配列を含む、請求項43に記載の治療処置。
【請求項４６】
　該ノボペプチドが配列番号:4に記載の配列を含む、請求項43に記載の治療処置。
【請求項４７】
　該ノボペプチドが配列番号:6に記載の配列を含む、請求項43に記載の治療処置。
【請求項４８】
　該ノボペプチドが該SMC1遺伝子のフレームシフトを含む、請求項43に記載の治療処置。
【請求項４９】
　該ノボペプチドが配列番号:8に記載の配列を含む、請求項48に記載の治療処置。
【請求項５０】
　該癌がリンパ腫(ホジキンズおよび非ホジキンズ)、B細胞リンパ腫、T細胞リンパ腫、白
血病、骨髄性白血病、癌、固形組織の癌、扁平上皮癌、該口、咽喉、喉頭、および肺の扁
平上皮癌、腺癌、肉腫、神経膠腫、高悪性度神経膠腫、芽細胞腫、神経芽細胞腫、形質細
胞腫、組織球腫、メラノーマ、アデノーマ、低酸素腫瘍、骨髄腫、AJDS-related リンパ
腫sまたは肉腫、転移性癌、菌状息肉腫、膀胱癌、脳腫瘍、神経系癌、肺癌（たとえば小
細胞肺癌および非小細胞肺癌）、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、肝癌、結腸癌、子宮頚癌、
子宮頚癌、乳房癌、および上皮癌、腎臓の癌、尿生殖器癌、食道癌、頭頸部癌、大腸癌、
造血癌、および精巣癌からなる癌の群から選択される、請求項43に記載の治療処置。
【請求項５１】
　対象に請求項43に記載の抗体を投与するすることを特徴とする癌の治療方法。
【請求項５２】
　該癌がリンパ腫(ホジキンズおよび非ホジキンズ)、B細胞リンパ腫、T細胞リンパ腫、白
血病、骨髄性白血病、癌、固形組織の癌、扁平上皮癌、該口、咽喉、喉頭、および肺の扁
平上皮癌、腺癌、肉腫、神経膠腫、高悪性度神経膠腫、芽細胞腫、神経芽細胞腫、形質細
胞腫、組織球腫、メラノーマ、アデノーマ、低酸素腫瘍、骨髄腫、AIDS関連リンパ腫また
は肉腫、転移性癌、菌状息肉腫、膀胱癌、脳腫瘍、神経系癌、肺癌（たとえば小細胞肺癌
および非小細胞肺癌）、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、肝癌、結腸癌、子宮頚癌、子宮頚癌
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、乳房癌、および上皮癌、腎臓の癌、尿生殖器癌、食道癌、頭頸部癌、大腸癌、造血癌、
および精巣癌からなる癌の群から選択される、請求項51に記載の方法。
【請求項５３】
　該対象が哺乳類である、請求項51に記載の方法。
【請求項５４】
　該哺乳類がヒト、チンパンジー、サル、ウシ、ウマ、ブタ、イヌ、ネコ、ラット、モル
モット、およびマウスからなる群から選択される、請求項53に記載の方法。
【請求項５５】
　その必要がある対象に組成物を投与することを特徴とする癌の治療方法であって、該組
成物は腫瘍特異的な抗原を含み、および該腫瘍特異的な抗原はノボペプチドである方法。
【請求項５６】
　該ノボペプチドが配列番号:2に記載の配列を含む、請求項55に記載の方法。
【請求項５７】
　該ノボペプチドが配列番号:4に記載の配列を含む、請求項55に記載の方法。
【請求項５８】
　該ノボペプチドが配列番号:6に記載の配列を含む、請求項55に記載の方法。
【請求項５９】
　該ノボペプチドが該SMC1遺伝子のフレームシフトを含む、請求項55に記載の方法。
【請求項６０】
　該ノボペプチドが配列番号: 8に記載の配列を含む、請求項55に記載の方法。
【請求項６１】
　該癌がリンパ腫(ホジキンズおよび非ホジキンズ)、B細胞リンパ腫、T細胞リンパ腫、白
血病、骨髄性白血病、癌、固形組織の癌、扁平上皮癌、該口、咽喉、喉頭、および肺の扁
平上皮癌、腺癌、肉腫、神経膠腫、高悪性度神経膠腫、芽細胞腫、神経芽細胞腫、形質細
胞腫、組織球腫、メラノーマ、アデノーマ、低酸素腫瘍、骨髄腫、AIDS関連リンパ腫また
は肉腫、転移性癌、菌状息肉腫、膀胱癌、脳腫瘍、神経系癌、肺癌（たとえば小細胞肺癌
および非小細胞肺癌）、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、肝癌、大腸癌、子宮頚癌、子宮頚癌
、乳房癌、および上皮癌、腎臓癌、尿生殖器癌、食道癌、頭頸部癌、大腸癌、造血癌、お
よび精巣癌からなる癌の群から選択される、請求項55に記載の方法。
【請求項６２】
　該対象が哺乳類である請求項55に記載の方法。
【請求項６３】
　該哺乳類がヒト、チンパンジー、サル、ウシ、ウマ、ブタ、イヌ、ネコ、ラット、モル
モット、およびマウスからなる群から選択される請求項62に記載の方法。
【請求項６４】
　組成物をそのリスクある対象に投与することを特徴とする癌の予防方法であって、該組
成物は腫瘍特異的な抗原を含み、および該腫瘍特異的な抗原はバイスタンダーフレームシ
フトミューテイションである方法。
【請求項６５】
　腫瘍細胞を入手し、該細胞からRNAを抽出し、およびフレームシフトについてアッセイ
することを含み、ここで該フレームシフトの存在は腫瘍が悪性であることを示す、腫瘍-
特異抗原についてのスクリーニングを特徴とする、腫瘍を悪性と診断する方法。
【請求項６６】
　推定上の治療薬をフレームシフトミューテイションを含むノボペプチドと接触させ、そ
の際該ノボペプチドと結合するものが治療薬であると認定することを特徴とする、癌治療
薬のスクリーニングの方法。
【請求項６７】
　組織サンプルを入手して、ノボペプチドに対する免疫応答の存在についてスクリーニン
グし、該ノボペプチドはフレームシフトミューテイションを含むことを特徴とする、癌で
ある個体を診断する方法。



(7) JP 2009-532664 A 2009.9.10

10

20

30

40

50

【請求項６８】
　該免疫応答は抗体応答である、請求項67に記載の方法。
【請求項６９】
　該免疫応答がT細胞応答である、請求項67に記載の方法。
【請求項７０】
　該T細胞応答がCD8 T細胞応答である、請求項69に記載の方法。
【請求項７１】
　該T細胞応答がCD4 T細胞応答である、請求項69に記載の方法。
【請求項７２】
　該T細胞応答がT制御性細胞応答である、請求項69に記載の方法。
【請求項７３】
　該フレームシフトミューテイションが配列番号:2に記載の配列を含むことを特徴とする
、請求項67に記載の方法。
【請求項７４】
　該フレームシフトミューテイションが配列番号:4に記載の配列を含むことを特徴とする
、請求項67に記載の方法。
【請求項７５】
　該フレームシフトミューテイションが配列番号:6に記載の配列を含むことを特徴とする
、請求項67に記載の方法。
【請求項７６】
　該フレームシフトミューテイションが該SMC1遺伝子のフレームシフトである、請求項67
に記載の方法。
【請求項７７】
　該フレームシフトミューテイションが配列番号:8に記載の配列を含むことを特徴とする
、請求項67に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、米国仮出願第60/777,534号（2006年2月27日出願、参照することによりその
すべては本明細書に組み込まれる）の利益を主張する。
【背景技術】
【０００２】
背景技術
　米国で2004年においては2.4百万以上の新しい癌ケースが診断され、1百万以上が皮膚癌
であると見通しが見積もられている。それらの皮膚癌患者の、～96,000が、最も致死性の
皮膚癌、メラノーマ (新たに診断された癌の4％)と診断される。その上、メラノーマの発
生率は他のどの癌よりも速く増加を続けている。全癌の90～95％という確率的性質は、誰
でも癌が発生するリスクがあること意味する。米国において、男性の癌発生の生涯リスク
は50％であり、一方、女性は33％の可能性である(ACS、2004)。年間死亡率～563,700／年
である癌は、米国において２番目に多い死亡原因である。
【０００３】
　癌に対するワクチン接種は癌の治療、時には予防のために提案され、また多数の研究努
力が様々な癌ワクチン接種法の調査に捧げられてきた。確実におよび予想通りに、寛容を
克服し、かつ自己免疫を誘導することなしに腫瘍細胞に対する免疫応答を発動させること
ができるワクチン組成物および治療方法を見つけるという目的は、いまだとらえどころの
ないままであった。それにもかかわらず、癌細胞が該免疫システムにより認識されること
ができるタンパク質を発現することは明らかであり、さまざまな種類の腫瘍細胞調製物を
ワクチン接種したマウスは腫瘍攻撃から保護を示すということが実証されている。腫瘍細
胞中でまたは腫瘍細胞によって発現される抗原は、「腫瘍関連抗原」 (「TAA」)と称され
る。特定のTAAは非癌性細胞で発現しうるかまたは発現せず；非癌性細胞で発現されない
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か、またはまれにしか発現されないTAA、または非癌性細胞におけるその発現が、癌細胞
におけるものと比べて充分に減少するものは、そのワクチン接種により誘導される免疫応
答が、癌細胞に対して合理的に特異的であって、それは、「腫瘍特異抗原」 (「TSA」)と
称される。
【０００４】
　該過去２０年に渡り、多くの研究室が先在する腫瘍に対する患者の免疫システムを変え
ることを目標とした多くの技術を発明してきた(Berzofsky et al., 2004)。これらは全細
胞、ペプチド、遺伝子操作された腫瘍細胞、熱ショックタンパク質またはアポトーシス腫
瘍細胞の使用を含み、該ホストの免疫システムを刺激して癌細胞の特徴的な抗原に応答さ
せる。ほぼ間違いなく、癌ワクチン接種に対する最も的確なアプローチは、既知かつ定義
ずみのTAAを含むワクチン製剤を使用することである。なぜならこれは特異性を最大限に
生かすものだからである。機能的にTAAを自己および非自己に分類することができる。自
己TAAは、その発現は選択された正常組織または過剰発現したタンパク質に限られる、非
変異遺伝子に由来する。今までに同定されたTAAのほとんどはこの自己クラスに属するが
、このような抗原に関連する2つの大きい潜在的な問題: 自己免疫および寛容がある。非
自己TAAは、癌細胞により独占的に発現され、および腫瘍特異的な抗原(TSA)と考えること
ができる。TSAは、外因的に (例えばウイルス関連腫瘍のウイルスタンパク質に由来する
もの)または内因的に由来することができる。ミューテイション由来TSAは、点変異、転座
、およびエキソンのスプライシング誤りから生じうる。自己TAAとは違って、TSAは自己免
疫および寛容のリスクをもたらさない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題と課題を解決するための手段】
【０００５】
要旨
　予防的および／または治療的癌ワクチンの含有物のための候補抗原を同定し免疫学的に
スクリーニングするための方法が開示される。さらに抗原の全般的なクラス（本明細書に
おいてノボペプチドと称される）ならびにその2個の特定のサブセット、非MSノボペプチ
ドおよびFS-ノボペプチドが開示される。癌の診断、予防および治療において使用するた
めの、ノボペプチド、腫瘍に特有の独自のナンセンスタンパク質（nonsense protein）に
関連する、方法および組成物が開示される。また、癌に対する免疫応答を誘発するために
ノボペプチドを使用する方法が開示される。1個以上のノボペプチド構成成分を有するワ
クチンが開示され、これは予防的にまたは既存の癌細胞に対する治療処置に使用される。
【０００６】
　詳細な説明
　本発明の化合物、組成物、記事、装置、および／または方法が開示され記載される前に
、それらは、特に断りがない限り特定の合成方法または特定の組み換えバイオテクノロジ
ー方法に限定されるものでなく、または特に断りがない限り特定の試薬に限定されるもの
でなくは、当然ならがら変えることができるものと理解される。また本明細書で使用され
る専門用語は特定の実施態様のみを記載することを目的とし、限定することを意図するも
のではないと理解される。 
【０００７】
　A. 定義
　本明細書および添付の特許請求の範囲に使用される、単数形「a」「an」および「the」
は、文脈から明確な指示がない限り複数形の指示対象を含む。従って、例えば、「医薬担
体」との言及は、2個以上のそのような担体の混合などを含む。
【０００８】
　本明細書において、範囲は「約」１つの特定の値から、および／または「約」別の特定
の値までとして表される。そのような範囲が表されているとき、別の実施態様は、該1つ
の特定の値からおよび／またはもう１つの特定の値までを含む。同様に、先に「約」を使
用することにより値が近似として表されている場合、それは該特定の値は別の実施態様を
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構成することが理解される。各範囲の端点は他方の端点に関して共に重要であり、および
もう１つの端点から独立することがさらに理解される。本明細書で開示される多くの値が
あり、および各値は該値自体に加えて、その特定の値の「約」としてまた本明細書におい
て開示されることがまた理解される。例えば、該値 「10」が開示されたならば、その時
「約10」もまた開示される。値が開示されたとき、「該値以下」、「該値以上」および値
の間の可能な範囲もまた、当業者によって適切に理解されるように開示されたとまた理解
される。 例えば、該値 「10」が開示されたならば、 「10以下」ならびに「10以上」も
また開示される。本出願を通してデータが多くの異なる形式で提供され、このデータは、
終点と始点を示し、および該データ点のいずれかの組み合わせについて及ぶとまた理解さ
れる。例えば、特定のデータ点「10」と特定のデータ点15が開示された場合、と理解され
る。10と15に、より大きい、以上、より小さい、以下、および等しい、ならびに10と15の
間も開示されたとみなされる。
【０００９】
本明細書および続く請求項において、多くの用語への言及がなされ、それらは以下の意味
を持つと定義される: 
【００１０】
　「任意の」または「任意に」 は、その後に記載される事象または環境は起こっても起
こらなくてもよく、および該説明は該事象または環境が起こった場合とそれが起こらなか
った場合を含むことを意味する。
【００１１】
　本出願を通して、さまざまな刊行物が参照される。これらの刊行物に開示されるそのす
べては、参照することにより、これに関連する技術の状況をより十分に記載するために、
本出願に組み込まれる。開示された引例はまた、該引例に依存している文章に論じられて
いるそれらに含まれる資料について、個々におよび特に参照することによって本明細書に
組み込まれる。
【００１２】
　B. ノボペプチドおよびノボペプチド関連ミューテイションおよびバリエーションのス
クリーニング方法
　本明細書で開示される方法および組成物は、本明細書においてノボペプチドと称され、
癌ワクチンの候補として有用である、TSAのクラスに部分的に関連し、これを含む。本明
細書において、「ノボペプチド」は、少なくとも8個で40個を超えないアミノ酸を有する
ポリペプチドを含み、そのアミノ酸配列はノボペプチド核酸配列の全てまたは一部により
コード化されるTSAを意味する。従って、例えば、「ノボペプチド」は8、9、10、11、12
、13、14、15、16、17、18、19、20、25、30、35もしくは40アミノ酸またはその間いずれ
かの数のアミノ酸残基数を有するTSAを含むことができる。「ノボペプチド核酸配列」は
、ノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーションよって、非癌性の参照配列か
ら作られることができる核酸配列を意味する。「ノボペプチド」は、生成または入手され
た方法、天然に存在するか、操作され、インビトロ翻訳により生成され、合成されまたは
当該技術分野における当業者に既知のポリペプチドを生成する多くの他の方法で生成され
たかどうかに関わらず、いずれのそのようなポリペプチドを含む。「ノボペプチド関連ミ
ューテイションまたはバリエーション」は1個以上の点変異、フレームシフトミューテイ
ション、イン-フレーム挿入もしくは欠失、転座、不適当なスプライシング、転写後の事
象、バリエーション、または非癌性の参照配列からの核酸配列の他の変化の１つまたはの
組み合わせを意味し、遺伝性かどうかに関わらず、その影響は、該非癌性の参照配列のそ
れとは異なるために、したがってコードされたアミノ酸配列またはポリペプチドの組成物
を引き起こすことである;「ノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーション」
は、これらに制限されないが、翻訳誤り、スプライシング誤りまたはRNAレベルで起こる
ほかの事象の結果として生じる非癌性の参照配列からの逸脱を明確に含む。「非癌性の参
照配列」は、目的の生物の非癌性細胞で生じる核酸配列を意味しかつ含み、そこで発現さ
れるかどうかに関わらない。用語「癌性細胞」および「癌細胞」は、癌性、前癌性、ディ
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スプラジック（dysplagic）、または正常細胞を腫瘍細胞に形質変換する特徴の他の変化
を示すいずれかの細胞を意味しかつ含み、悪性か否か、直ちに発癌性であるか否かに関わ
らない。癌の個体発生は概して、細胞的事象の遷移を伴い、予防的であれまたは治療的で
あれ、その治療は、その遷移の可能な限り早い段階で適用されることが最適であることが
認識されるであろう。本明細書で開示される方法および組成物は、それらが癌として診断
可能である時点まで進行した状態だけでなく、免疫学的に正常細胞と区別できるように細
胞によるノボペプチドの発現に関連するありとあらゆる状態に適用することを意図する。
「腫瘍細胞」は腫瘍から得られた、または腫瘍に関連する細胞を意味する。「非癌性細胞
」は、癌細胞または腫瘍細胞でない、いずれの細胞を意味して含む。概して、ノボペプチ
ドは天然に存在するアミノ酸を含む直鎖ポリペプチド配列である; しかし、「ノボペプチ
ド」はまた、非癌性の参照配列のノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーショ
ンの結果として、癌細胞によって発現されることができる他のポリペプチドを含み、これ
は、DNAまたはRNA中で発生し、天然に存在するアミノ酸と異なる1個以上のアミノ酸を含
むか否か、翻訳後的に改変されたか否か、および1個以上の他の部分に結合または関連す
るか否かに関わらない。「FS-ノボペプチド」は、その配列は非癌性の参照配列のそれと
は、1個以上のノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーション（ここで該ミュ
ーテイションまたはバリエーションはフレームシフトミューテイションまたはバリエーシ
ョンである）に起因する点で異なる、ノボペプチドである。非MSノボペプチドは、ノボペ
プチド関連ミューテイションまたはバリエーションによってマイクロサテライト配列では
ない非癌性の参照配列から生成されたノボペプチド核酸配列によりコードされたノボペプ
チドである。
【００１３】
　遺伝子の配列を決定する必要なくフレームシフトを同定するために開発されたある興味
ある技術は、ハイスループット固相タンパク質トランケーションテスト (HTS-PTT)である
 (Gite et al., 2003)。しかしながら、この方法の問題は、使用者は1または2、3個の候
補タンパク質を最初に念頭に置く必要があり、遺伝子機能またはメカニズムについての知
識を必要とする問題を再びもたらす。代わりに、本発明方法においては、ハイスループッ
トシークエンシング能力およびバイオインフォマティクスを使用して、FS癌ワクチン候補
を同定した。先の方法論と対照的に、本明細書で開示される方法は、1)遺伝子機能または
免疫学的メカニズムについての知識を必要としない、2) 系統的で、ハイスループットに
従う、および3) 全ての型の癌に汎用できる。これら3個の特性の全てを有する他の方法は
ない。その上、メラノーママウスモデルにおける試験により、これらのノボペプチドが効
果的な治療的ワクチンおよび予防的ワクチンであることを確認する。
【００１４】
最も調査が少なくかつ潜在的に最も有用なTSAのサブクラスは、ほぼ間違いなくフレーム
シフト(FS)によってもたらされるそれである。正常細胞から癌細胞への形質転換への結果
の1つは、DNA複製およびRNAプロセッシングは間違いが起こしやすくなる一方、DNA修復が
堅固さか低下することである。これは、1または2個 (または３の倍数でない他のもの) の
新しい塩基が遺伝子に挿入されたまたは遺伝子から除去されたFSミューテイションまたは
変異体の頻度の増加を引き起こす。このようなミューテイションがタンパク質のコード領
域に発生すると、読み枠中に生じたシフトは、それらの機能を失った不完全な（truncate
d）遺伝子の合成を引き起こす。平均して少なくともFS変異体の20％は、9個以上のアミノ
酸の新しいペプチドをコードする。T細胞への提示のためにMHC Iポケットに結合するため
には～9アミノ酸は必要とされるため(例えば、8、9、10または11残基)、該FS変異体の多
くが提示されることができるであろう。短いFS変異体でさえ、野生型とFS配列の融合によ
って、新しい9-残基ペプチドを呈することと見なされるであろう。その上、これらのナン
センスタンパク質は、非常に免疫原性である傾向があり、腫瘍細胞で支配的に (独占的で
ないとしても) 発現する傾向があるので、FS-由来抗原は理想的なワクチン候補である。
フレームシフトに加えて、3個の倍数である核酸配列の挿入または欠失は、インフレーム
欠失または挿入を生み出すであろう。これらはまた、該接合点は新しいペプチド配列であ
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るので、ノボペプチドの生成をもたらす。
【００１５】
　腫瘍形成に関して、フレームシフトによって生み出されるかあるいは他のメカニズムに
よるかを考慮して変異タンパク質の2個のクラスがあり、: 第一のクラス「発癌性-関連変
異体」は腫瘍形成または進行を生じるかまたはこれらに寄与するものである。第二のクラ
ス「バイスタンダー変異体」は、腫瘍形成に関与しないが、該細胞の機構が非効率的に作
動しているために単にたまたま変化したものである。ワクチン開発の観点から、両者はワ
クチン候補として有望である。これまでの研究は特定のケースにおけるFSを探し、「バイ
スタンダー変異体」を無視してきた。例えば、FSは遺伝性非腺腫性大腸癌 (HNPCC)におい
て探され見つけられた。これらの癌は、遺伝性または後天性のDNAミスマッチ修復機構に
おける欠陥により引き起こされる。 従って、ヌクレオチド反復配列を持つ遺伝子におけ
るFSを探すことは、潜在的に豊富なFS抗原源であることを示す (Linnebacher et al., 20
01; Saeterdal et al., 2001)。しかしながら、これは、癌の特定の型に適応する非常に
特定的なのケースであり、従って、癌ワクチン発見に対して汎用できる方法ではない。別
の例では、研究者は思いがけなくも、正常gp75 タンパク質の別の読み枠の翻訳に由来す
る腫瘍特異的な九量体ペプチド抗原を発見した (Wang et al., 1996)。この九量体は腫瘍
浸潤性リンパ球細胞系、TIL586によって認識され、それが実際に抗原性であることを示さ
れた。しかしながら、該ペプチドが生物学的にワクチンとして有用かどうかを示す後の試
験は無い。いずれにしても、癌ワクチン候補を同定するための真剣な努力はなく、幸運に
頼っている。最近になって、２つの特定のフレームシフトペプチドが、T細胞アッセイの
使用において特許され(米国特許第6/759,046号)、いくつかの他の可能性あるマイクロサ
テライト関連FSペプチドが開示された。しかしながら、特許第6/759,046号では、該ペプ
チドは、既知の癌遺伝子内のフレームシフトと腫瘍との間の因果関係の仮定に基づいた発
癌性タンパク質に由来した。さらに、該マイクロサテライトの下流に生じる同定されたフ
レームシフトがインフォマティクス的に発見されており、それは、腫瘍中の該特定のFSで
同定されたヒトのためのワクチン治療に有用であり、また大腸癌に大変成り易いおよびこ
れらのFSを産生しやすい遺伝性疾患の患者において予防的に（prophylacally）有用であ
ると記載されている。この技術は、癌遺伝子中で反復する特定のマイクロサテライトの下
流のフレームシフト変異体を予測するために公開されたヒトゲノム配列を使用することか
ら成り、DNA修復欠陥を有すると知られる遺伝性癌を有するヒトにおいてこれらを予防的
に使用する可能性を提案してはいるが、教示はしていない。これらのペプチドが有効なワ
クチン構成成分であることを決定する方法を評価するための開示された方法は無かった。
特定の有効性の測定セット無しに予測されたペプチドからワクチン構成成分へと進むこと
ができない。想定される該ペプチド抗原はフレームシフトのみであり、およびマイクロサ
テライトで生じるフレームシフトに限られた。対照的に、ノボペプチドを発見しおよび検
証するための方法が本明細書で開示され、これらは、フレームシフトペプチドに限られず
、またマイクロサテライトに限られない。
【００１６】
　本明細書で、腫瘍特異的な抗原についてのスクリーニングの方法が開示され、これは腫
瘍細胞を入手し、該細胞からRNAを抽出し、およびフレームシフトについてアッセイする
ことを含む。該腫瘍特異的な抗原はペプチドまたはタンパク質であることができることが
理解され、本明細書において意図される。
【００１７】
　予防的癌ワクチンのための構成成分を同定する方法が開示され、これは、: インフォマ
ティクス、ゲノミクス、プロテオミクス または免疫学的スクリーニングによりノボペプ
チド同定し; 腫瘍と正常細胞を区別する該ノボペプチドに対する免疫応答を検出すること
を含む。そのように同定された該ノボペプチドを、一次免疫応答を誘発するために用いる
ことができる。
【００１８】
　抗癌免疫応答をもたらすノボペプチドを同定する方法が本明細書で開示され、これはイ
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ンフォマティクス、ゲノミクス、プロテオミクス、または免疫学的スクリーニングにより
ノボペプチドを同定し;および該ノボペプチドが腫瘍細胞と正常細胞を区別する免疫応答
を誘導することを決定することを含む。該方法の該ノボペプチドは、本明細書で開示され
るいずれかの方法によって同定することができると理解される。従って、例えば、正常細
胞に対して腫瘍細胞中で選択的に発現されたノボペプチドを検出するために癌ゲノムおよ
び発現データベースを用いて該ノボペプチドを同定する方法が本明細書で開示される。別
法として、該ノボペプチドをもたらすDNAおよび／またはRNA中の変化を検出するために核
酸シークエンシング方法用いて、該ノボペプチドを同定する方法が開示される。また、該
腫瘍細胞表面上にあるノボペプチドを検出するために質量分析を用いて該ノボペプチドを
同定する方法が開示される。
【００１９】
　T細胞応答を測定することができる免疫測定法が、該開示された方法に用いることがで
きることが本明細書において理解され意図される。従って、例えば、抗癌免疫応答をもた
らすノボペプチドを同定する方法が本明細書に開示され、これは免疫応答を誘導するノボ
ペプチドを決定することを含み、該ノボペプチドを、該ノボペプチドに対する反応性を検
出するためにヒト癌患者血清または動物腫瘍モデル血清の免疫アッセイを用いて同定する
。また、該ノボペプチドに対する反応性を検出するためにヒト癌患者末梢血単核細胞(PBM
C)または動物腫瘍モデル (PBMC)の免疫アッセイを用いて該ノボペプチドを同定する、mar
e方法が開示される。上記のように、該免疫アッセイは、T細胞活性を測定する当該技術分
野において既知のいずれのアッセイであることもできる。従って、例えば、該免疫アッセ
イは、細胞溶解的アッセイ（例えば51Cr遊離アッセイ）または該ペプチドに対する応答に
おけるをサイトカイン産生測定することができるアッセイ（例えばELISPOT、ELISA、およ
び細胞内サイトカイン染色）であることができる。従って、該免疫アッセイがELISPOT、E
LISA、および細胞内サイトカイン染色からなる群から選択される方法が本明細書で開示さ
れる。またノボペプチドに対して特異的なT細胞に結合することによってT細胞活性を同定
するために、抗体を用いることができる。例えば、MHCクラスIおよびII 四量体、二量体
、および三量体を用いて、ノボペプチド特異的T細胞をマークすることができる。
【００２０】
　また、癌に対する保護的な免疫応答を誘導するノボペプチドを同定する方法が開示され
、これはインフォマティクスによってノボペプチドを同定し(正常に対する腫瘍のオッズ
比); 候補DNAまたはRNAをシークエンシングし; 腫瘍細胞および正常細胞のMHCIから溶出
したペプチドについて質量分析を行い、および腫瘍細胞により発現されるペプチドを検出
し;および該ノボペプチドペプチドに対して反応性であるT細胞が、MHCIマッチした腫瘍細
胞と反応するが正常細胞とは反応しないかどうかを決定することからなる。更なる工程が
ノボペプチドを同定するために必要とされうることが理解される。従って、さらに腫瘍MH
CIから溶出した該ペプチドを該ヒトプロテオームからの全ての可能性あるノボペプチドの
データベースと比較することを含む方法が本明細書で開示される。ノボペプチドに対する
抗体応答はまた、治療的方法においても望ましいものであることがまた理解される。従っ
て、癌に対する保護的な免疫応答を誘導する該ノボペプチドを同定する方法が本明細書で
開示され、これはさらに、該ノボペプチドに対して産生された抗体が、該ノボペプチドを
発現する腫瘍細胞と反応するが正常細胞とは反応しないかどうかを決定することを含む。
また、癌に対する保護的な免疫応答を誘導する該ノボペプチド同定する方法が開示され、
これはインフォマティクスによりノボペプチドを同定し(正常に対する腫瘍のオッズ比)、
; 候補DNAまたはRNAをシークエンシングし; 腫瘍細胞および正常細胞のMHCIから溶出した
ペプチドについて質量分析を行い、および腫瘍細胞により発現されるペプチドを検出し;
および該ノボペプチドに対して産生された抗体が、該ノボペプチドを発現する腫瘍細胞と
反応するが正常細胞とは反応しないかどうかを決定することを含む。
【００２１】
　抗癌免疫応答を生じるノボペプチドを同定する該開示された方法は、癌に対する免疫応
答を生じるのに有用であるペプチドを生成するであろうことが理解され、本明細書におい
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て意図される。従って、該本明細書で開示される方法より同定されたノボペプチドおよび
具体的に解明されたそれらを、単独でまたは他のペプチドまたは既知の抗癌剤と組み合わ
せて、癌を治療または予防するための治療的または予防的薬剤として用いることができる
。従って、例えば、該開示された方法は、抗癌ワクチンを開発するために使用されること
ができるノボペプチドを同定することができる。従って、癌ワクチンが本明細書で開示さ
れ、これは、本明細書で開示されるノボペプチドを同定する方法いずれかによって同定さ
れたノボペプチドまたはノボペプチドをコードする核酸を含む。そのようなワクチンは、
当該技術分野において既知の方法によって、例えば、これらに限定されないが、遺伝子銃
によって、遺伝子ワクチン、ウイルスベクターとして、またはペプチドもしくは別の担体
（例えばタンパク質、糖またはオイル:水エマルション）とのペプチド融合として、送達
されることができることが理解され、本明細書において意図される。
【００２２】
　該開示された予防的および治療的ワクチンは、ヒトおよび非ヒト対象への投与に適する
。従って、癌を予防するために、イヌ、ネコ、モルモット、マウス、ラット、ウサギ、ブ
タ、ウマ、ウシ、サル、チンパンジーまたは他の非ヒト霊長類から成る群から選択される
非ヒト動物に投与される予防的ワクチンが本明細書で開示される。
【００２３】
　従って、癌に対する保護的な免疫応答を誘導する該ノボペプチドを同定する方法が本明
細書で開示され、これはノボペプチドをインフォマティクスによって同定し(正常に対す
る腫瘍のオッズ比); 候補DNAまたはRNAをシークエンシングし; 腫瘍細胞および正常細胞
のMHCIから溶出したペプチドについて質量分析を行い、および腫瘍細胞により発現される
ペプチドを検出し;および該ノボペプチドペプチドに対して反応性であるT細胞が、MHCIマ
ッチした腫瘍細胞と反応するが正常細胞とは反応しないかどうかを決定することを含む。
更なる工程がノボペプチドを同定するために必要とされうると理解される。従って、さら
に腫瘍MHCIから溶出した該ペプチドを該ヒトプロテオームからの全ての可能性あるノボペ
プチドのデータベースと比較することを含む方法が本明細書で開示される。ノボペプチド
に対する抗体応答も治療的方法において望まれうることであることとまた理解される。従
って、癌に対する保護的な免疫応答を誘導する該ノボペプチドを同定する方法が本明細書
で開示され、これはさらに、該ノボペプチドに対して産生された抗体が、該ノボペプチド
を発現する腫瘍細胞と反応するが正常細胞とは反応しないかどうかを決定することを含む
。また、癌に対する保護的な免疫応答を誘導するノボペプチドを同定する方法が開示され
、これはインフォマティクスによりノボペプチドを同定し(正常に対する腫瘍のオッズ比)
、; 候補DNAまたはRNAをシークエンシングし; 腫瘍細胞および正常細胞のMHCIから溶出し
たペプチドについて質量分析を行い、および腫瘍細胞により発現される該ペプチドを検出
し;および該ノボペプチドに対して産生された抗体が、該ノボペプチドを発現する腫瘍細
胞と反応するが正常細胞とは反応しないかどうかを決定することを含む。
【００２４】
　該開示された方法はまた動物モデルと併せて用いることができる。従って、抗癌免疫応
答をもたらすノボペプチドを同定する方法が本明細書で開示され、これは、インフォマテ
ィクス、ゲノミクス、プロテオミクス、または免疫学的スクリーニングによりノボペプチ
ドを同定し;および該ノボペプチドが腫瘍細胞と正常細胞を区別する免疫応答を誘導する
ことを決定し、ここで該ノボペプチドの該抗癌免疫応答は予防的または治療的癌モデルに
おいて非ヒト動物にヒトノボペプチドの該非ヒト動物ホモログを投与することによってさ
らに決定され;および癌の該動物モデルにおいて該ノボペプチドの該抗癌作用を測定する
ことを含む。
【００２５】
　該開示されたいずれの方法も、腫瘍細胞に限られる(すなわち、正常細胞に存在しない
、または低レベルのみ存在する)免疫応答の見分けおよび同定によって、利益を受けるこ
とが理解され、本明細書において意図される。従って、腫瘍細胞と正常細胞を区別する免
疫応答の該誘導をさらに同定するための方法が本明細書で開示され、ここでヒト細胞を該
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ノボペプチドに曝露して、そしてヒト癌細胞および正常細胞に対する、該曝露された細胞
の反応性を決定する（正常細胞と比較してヒト癌細胞に対してより強い反応性は癌特異的
免疫応答を示す）。
【００２６】
　腫瘍特異抗原は多くの入手源から由来することができる。これまでの方法を超えた本発
明の方法の利点は、腫瘍形成(すなわち癌)を伴う前に、遺伝子において腫瘍特異的な抗原
を同定することである。例えば、1つの腫瘍特異的な抗原源は、遺伝子のフレームシフト
である。該遺伝子は発癌性または非発癌性であることができる。癌遺伝子が起源であるフ
レームシフトは、「発癌性-関連フレームシフト」であり、対して、非発癌性腫瘍遺伝子
に由来するフレームシフトは、「バイスタンダーフレームシフト」である。従って、例え
ば、腫瘍特異的な抗原であって、該抗原が該遺伝子源内のバイスタンダーフレームシフト
の結果であることが本明細書において特に意図される。
【００２７】
ノボペプチドワクチン抗原を同定するための該方法は、2個の主な作業課題を含む。第１
は、下記で「ノボペプチド同定スクリーニング」と称され、1個以上の癌細胞型で発現さ
れる可能性がありおよび／または発現されることが実験的に決定されたノボペプチドおよ
び／またはノボペプチド核酸配列を同定することを伴う。第２の作業課題は、下記で「ノ
ボペプチド免疫学的スクリーニング」と称され、ワクチンの構成成分としての適合性につ
いて各候補ノボペプチドを評価するために、そのように同定された該ノボペプチド、また
はそのように同定された該ノボペプチド核酸配列によってコードされたノボペプチドの免
疫学的スクリーニングを伴う。
【００２８】
　本明細書に開示されおよび下記の試験により検証された本発明の根底にある重要で新規
な見識は、癌細胞で発現されおよび非癌性細胞では最小限に発現されるかまたは発現され
ない抗原は癌遺伝子、特にまたは独占的にマイクロサテライト配列を含むそれらに由来す
るという、広く抱かれてきた仮定は精査に耐えられないことである。実際は、癌細胞は多
くのノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーションを受けた遺伝子を発現する
ことができ、該細胞による1個以上の非MSノボペプチドまたは他の非癌性遺伝子関連ノボ
ペプチドの該発現をもたらす。
【００２９】
　１つの態様において該ノボペプチド同定スクリーニングは、癌細胞において発現される
かまたは発現されることが予測されるノボペプチドの同定に関連する。これは多くの方法
、例えば本明細書で開示される実施例に記載の方法によって達成することができる。該方
法は本明細書に記載の該アプローチ（これは例としてのみ提供され本発明の範囲を制限す
るものでない）に及び、さらに実験的に既定の細胞型で発現されると決定され、または発
現されると予測され、および／または既定の特性を示す、ペプチド、ペプチド配列、およ
び／またはペプチドをコードする核酸配列を同定するための当該技術分野において当業者
に既知の他の方法にまで及ぶ。
【００３０】
　該ノボペプチド同定スクリーニングを行うための１つの方法には、候補ノボペプチド配
列、および／またはノボペプチド核酸配列のライブラリーを、既知のゲノム配列もしくは
サブシーケンスから、またはcDNA、mRNA、EST、タンパク質もしくはペプチド配列、核酸
もしくはペプチドマイクロアレイデータ、またはいずれの非癌性の参照配列もコードする
配列が決定または推測されうるいずれの他のデータからバイオインフォマティクス的に作
成することも含まれる。少なくとも１つの非癌性の参照配列をそのようなデータから抽出
する。上記の一般性を制限することなく単なる例として、そのようなデータから非癌性の
参照配列を抽出する１つの方法は、利用可能な配列データから既知の遺伝子またはオープ
ンリーディングフレームに対応する該DNAまたはRNA配列を抽出することである。多くのノ
ボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーションはRNAプロセッシングおよび／ま
たは翻訳のレベルで生じる事象の結果であるため、RNA配列は候補ノボペプチドの同定の
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ための別の重要な配列データ源である。理想的には、そのように抽出された非癌性の参照
配列は、変異および断片化および／または組み替えられてノボペプチド核酸配列を形成す
るとき、癌細胞で発現する可能性がある配列である; しかしながら、ノボペプチド同定は
ある程度は試行錯誤であり、そのように抽出された非癌性の参照配列の全てが理想的とは
限らない。それにもかかわらず、非癌性の参照配列選択は、適当な状況で、配列の発現の
可能性を評価するための当該技術分野の当業者に既知のいずれかの方法により、例えば単
なる例としては、既知のプロモーターおよび／または他の調節エレメントに関して問題の
配列の位置（locus）を考慮すること、および／または問題の配列とワクチンが望まれて
いる型の癌細胞で発現することが知られている遺伝子との関係を考慮することによって、
最適化されることができる。該配列データから抽出された各非癌性の参照配列から、ノボ
ペプチド関連ミューテイションまたはバリエーションを適用し、該ノボペプチド関連ミュ
ーテイションまたはバリエーションよって影響され、かつ該所望の長さのノボペプチドに
対応する長さを有する1個以上のサブシーケンスを抽出することによって、1個以上のノボ
ペプチド核酸配列を作成する。ゲノミック、プロテオミクスまたは他の同様のデータから
候補ノボペプチド配列を同定する多くの他の方法は、当該技術分野の当業者に明らかであ
ろう。候補ノボペプチド配列のライブラリーをいったん作成すれば、物理的なノボペプチ
ドを、特定の配列から物理的なポリペプチドを合成しまたは生成するための当該技術分野
の当業者に既知の多くの方法（単なる例としてFMOC合成、インビトロ翻訳、および遺伝的
に操作された細菌性、ファージまたは酵母発現系を含むがこれに限定されるものではない
）のいずれかによってそこから容易に作成することができる。
【００３１】
　様々な腫瘍サンプルおよび正常組織からのDNAまたはcDNAの配列を含む巨大な公共のデ
ータベースが存在する。該NCI ESTデータベースは現在のところ、41百万エントリーより
多くを含む。The Cancer Genome Atlas Projectは、別の腫瘍細胞配列データ源である。
腫瘍データベースの配列と非癌性の参照配列オープンリーディングフレームとの比較のよ
り、推定上の挿入、欠失、スプライシング誤り、およびノボペプチドの翻訳および発現を
引き起こすことができる他のバリエーションが明らかになる。
【００３２】
　１つの態様における本発明は、フレームシフトミューテイションまたはバリエーション
から生じる配列を同定するために腫瘍データベースからのEST配列を非腫瘍関連ESTデータ
ベースからのEST配列と比較することによって達成される、癌細胞で発現する可能性があ
り、非癌性細胞では無いノボペプチドを同定する作業課題に関連している。EST配列は特
に有用であり、なぜならそれらは発現されると知られている配列を示し、RNAレベルで生
じるバリエーション（これは対応するDNA配列では明らかにならない）をとらえるためで
ある。この実施態様において、可能性あるフレームシフトした配列の全ては該非腫瘍EST
データベースから作成され、ついで該腫瘍ESTデータベースを、そのように作成した該フ
レームシフトした配列とマッチする配列について検索した。次いで、該シフトしていない
非癌性の参照配列が該非腫瘍ＥＳＴデータベースに現れる回数と比較して、フレームシフ
トした配列の各々が該腫瘍ＥＳＴデータベースに現れる回数を考慮して、該腫瘍ＥＳＴデ
ータベースで見つかったマッチする配列を選択するためにランク付けした。両データベー
スは多くの研究者による多くの試験からのデータについての貯蔵であるため極めて重複し
ていて、それぞれ腫瘍および非腫瘍細胞での妥当な発現サンプルを示す。考慮すべき別の
ファクターは、該腫瘍ESTデータベースで見つけられたフレームシフトをもたらす挿入ま
たは欠失のサイズである。3個以下のヌクレオチドの挿入または欠失は、配列決定の誤り
に起因する有意な可能性を有するが、より長い挿入または欠失、特に複数の源から蓄積さ
れた複数のESTに現れるそれらは、腫瘍細胞で実際に発現される真のノボペプチドを示す
可能性が高い。ここで記載されるバイオインフォマティクスアプローチはまた、複数の腫
瘍型で発現されるノボペプチドを選択するのに有用な情報を提供することが留意される。
【００３３】
　腫瘍細胞で発現されるノボペプチドを同定するための別の方法は、細胞からRNA抽出し
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て精製するための、および該RNAの配列を決定するための当該技術分野の当業者によく知
られたいずれかの該方法を用いて、腫瘍細胞からRNAを抽出し、そのように抽出したRNAを
シークエンシングすることを伴う。本明細書記載の該バイオインフォマティクス予測方法
に基づいて発生すると予測されたフレームシフト変異体について、ヒト腫瘍細胞系におけ
る遺伝子のシークエンシングにおいての興味深い知見は、大抵のフレームシフトした配列
は統計的に予期されたよりも短い長さで終わることである。3個の終止コドンがあるため
、終止コドンは平均して3/20アミノ酸毎に約１回発生することが予期されるが、多くの即
時終止が認められ、20アミノ酸より長いフレームシフト変異体は、まれにしか遭遇しなか
った。
【００３４】
　また、既知のまたは疑わしい癌細胞を含むサンプルから物理的な形でノボペプチドを抽
出し、そのように抽出したノボペプチドを同定することを含む、ノボペプチド同定スクリ
ーニングを行う方法が本明細書で開示される。1個以上の細胞内または細胞上に存在する
することができるノボペプチドを抽出することができる様々な方法が存在する(概してし
かし必ずしも限らないが、他の細胞タンパク質およびペプチドを含む該サンプルに存在す
ることができる他の物質と共に)。いくつかのそのような方法が当該技術分野の当業者に
知られていて、選択された溶媒またはバッファーでの洗浄、酸溶出、超音波処理、および
MHCに対する親和性を有する他の化学物質との拮抗によるMHCからの溶出を単なる例として
含むがこれらに限定されない。選択された該方法により該サンプルの細胞の表面にある抗
原を抽出することができる。癌細胞によって発現されたノボペプチドはそのように表示さ
れる可能性があるため、MHCで表示された抗原を選択的に抽出する方法は特に有用である
。ノボペプチドを含む抽出物がいったん得られたら、不均質なサンプルからのペプチドを
抽出しシークエンシングするための当該技術分野の当業者に既知の該方法よって、そこに
含まれる該ノボペプチドを特徴づけることができ、それらの配列を決定することができる
。一般に用いられる方法には、クロマトグラフおよび／または電気泳動の方法によるサン
プル分離、続いてそのように分離した画分の特徴づけ（これはエドマン分解などのシーク
エンシング方法または質量分析によるものであり得る）があるがこれに制限されるもので
はない。抗体または他のプローブを用いる特定の配列の同定のための他の方法が存在し、
ELISAおよびマイクロアレイ分析があるがこれに限定されるものではない。本発明により
可能にされた特に有用でこれまで実行不可能であったアプローチは、液体クロマトグラフ
ィーおよび質量分析 (LC-MS/MS)によるノボペプチドの分離および同定である。ノボペプ
チドがワクチンのための標的として最も効果的であるためには、それは該腫瘍細胞の外側
に提示されるべきである。該腫瘍のT細胞死滅のために、該ペプチドはMHC分子との関連で
提示される必要がある。抗腫瘍抗体結合のために、該ノボペプチドは何らかの形で該表面
上で利用可能である必要がある。質量分析は、ペプチドの特定の配列の直接的な検出を可
能とする。MSよるノボペプチドの同定はこれまで可能でなかった。１つにはノボペプチド
に対応するピークを分離（resolve）するのに十分な分解（resolution）を有する質量分
析計は最近になってやっと利用可能となったためであり、さらに、より重要なことには、
MSによるノボペプチドの同定はノボペプチド配列のデータベースおよび対応する質量を必
要とし、本発明の目的のために本発明者の指示において作られるまでそのようなデータベ
ースは存在しなかったためである。このようなデータベースは、本明細書で開示されたこ
とを行うための、または当業者に公知のいずれかの方法によって候補ノボペプチド核酸配
列のセットを集め、ノボペプチドが溶出されている腫瘍細胞に存在しているMHC型に配列
が結合する能力またはそれにおいて配列が掲示される能力を予測するためのソフトウェア
（例えば、単なる例として、BIMASおよび／またはSYFPEITHI）を用いて各配列を解析して
、これらのMHC型において掲示されることが可能な好ましい９-マー配列またはサブシーク
エンスを同定することによって作成されうる。そのように決定された各好ましい9-マー配
列に対応するスペクトルを、ペプチド配列からスペクトルを作成し、そのように作成した
該スペクトルを実測のスペクトルと比較して、そのよう比較からペプチド配列がいずれの
該実測スペクトルに対応するかどうかを評価するのに適したソフトウェア (例えば単なる
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例として、Spectrum Mill) を用いて作成し、LC-MS/MSによって測定したスペクトルと比
較した。ノボペプチドは低レベルで存在し、提示される配列は１つのみであり得るので、
最近まで質量分析の感度は、それらを検出するのに充分高くはなかった。ここに記載され
る方法は、候補ノボペプチドの同定のために、および記載される別の方法の１つによる同
定を裏付けまたは検証するためのスクリーンとしての両方で使用されることができること
は、留意すべきことである。
【００３５】
　ヒトは非近交系である一方実験室マウスはそうではないため、特にヒト癌に関しては、
有望なHLA適合性について、候補ノボペプチドのバイオインフォマティクススクリーニン
グを行うことは有用である。ヒト使用用のワクチンとしての特定のノボペプチドの有効性
は、ある程度はそれを投与された該ヒト患者に存在する該HLA型によって表示される該ノ
ボペプチドの能力に依存することが理解され本明細書において意図される。ワクチン候補
ノボペプチドが所定のHLA型によって表示される可能性ある能力について、当該技術分野
の当業者に知られたアルゴリズム、例えば記載されるものを用いて評価することができる
。特定のヒト患者のワクチン接種のために、該ワクチンは、好ましくは、該患者の細胞内
で発現されるHLA型の少なくとも１つと結合する高い可能性有すると予測される1個以上の
ノボペプチドを含むべきである。ヒトにおける非個別的使用を意図したワクチンのために
、１つのペプチドが2個以上のMHC分子によって提示されることは珍しくなく、それによっ
て、所望レベルの集団適用範囲（population coverage）に要される異なるノボペプチド
の数は減ることに留意して、該ワクチンは、該標的集団中の高いパーセンテージの個体が
該ワクチンで示された少なくとも１つの該HLA型を有するのに十分な多くの選択されたHLA
型の毎に1個以上のノボペプチドを含むべきである。特定のノボペプチドが発現されるま
たは発現されることが予測される該特定の腫瘍型、それらの腫瘍型が該標的集団で現れる
頻度、それらの腫瘍型のための効果的な治療または予防の発見の緊急性 (いくつかの癌に
ついては効果的な治療が存在すること、および癌型は診断後の平均余命および影響の重症
度に関して異なることに留意する)、およびワクチンの設計に重要であると見なされる他
のクライテリアを考慮することはまた、有用である。これは、複数の腫瘍で発現され、よ
り一般に生じ、効果的なワクチンの必要性がより緊急であり、または他のクライテリアを
満たす、さらなる試験をするノボペプチドについての優先的な選択を可能にする。
【００３６】
　また、ノボペプチド同定スクリーニングを行う方法が開示され、これは、標的とされる
型の腫瘍細胞中の特定のノボペプチドの該RNA発現レベルを、1個以上の非癌性細胞型中の
同一のノボペプチドの該RNA発現レベルと比較することを含む。これはRNA発現レベルにつ
いて評価するための当該技術分野の当業者に既知の方法（例えばこれらに制限されず単な
る例として、マイクロアレイ発現分析、逆転写酵素PCR、およびSAGE分析）によって達成
することができる。ワクチン中の含有物のためには、腫瘍細胞においては高度に発現され
、非癌性細胞では最小限に発現されるか発現されないノボペプチドが好ましい。効果的な
ワクチンのためには、該ノボペプチドは標的とされた腫瘍で発現されなければならず、理
想的には非癌性細胞では発現せず、さらに非癌性細胞中に対して腫瘍中で極めて異なって
発現されるノボペプチドもあれば、そうでないものもあるので、RNA発現レベルスクリー
ニングはワクチン製剤中の含有物のためのノボペプチドの選択を最適化するのに有用であ
る。
【００３７】
　ノボペプチド免疫学的スクリーニングを行う方法が本明細書で開示される。例えば、特
定のノボペプチドに対するB細胞応答の存在についての免疫学的にスクリーニングするた
めの方法が本明細書で開示され、その方法は、ノボペプチドを発現すると予測されるタイ
プの癌細胞を有する個体からの血清サンプル中のノボペプチドに対して反応性を有する抗
体が存在するかどうか、そして、そのような癌を有さない1個以上の個体から得られた血
清中にそのような反応性抗体が存在しないかあるいは所定の力価以下で存在するのかにつ
いてアッセイすることからなる。所定のノボペプチドに対する抗体反応性の血清中の存在
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を、該ノボペプチドを固体表面に吸着し、血清を適用し、洗浄した後、該ノボペプチドに
結合したままの抗体を検出するELISAアッセイによって検出して定量化する。天然に存在
する腫瘍上に表示された変異体抗原に対する最初の免疫応答は、抑圧と免疫応答の開始に
必要とされる該共制御（co-regulatory）シグナルの欠如に起因する寛容化である; これ
は動物モデルにおいて明らかに実証され、おそらくヒトにおけるケースである。しかしな
がら、少なくともいくつか個体において、腫瘍進行過程の終わりに強い免疫応答が生じた
。従って、候補ノボペプチドに対する血清抗体反応性は、たとえ問題の癌型を有する１ま
たは２、３の個体のみの該血清で検出されたとしても、該ノボペプチドがその癌型中で発
現される有力な証拠である。
【００３８】
　従って、１つの態様において、特定のノボペプチドに対するT細胞応答についての免疫
学的なスクリーニング方法が本明細書で開示され、これは、MHCまたはHLA中で表示される
該ノボペプチドに対して特異的なT細胞レセプターを有する細胞傷害性Tリンパ球 (「CTL
」)を最初に準備することを含む。ついでこれらのCTLを、(1)癌細胞、および(2)非癌性細
胞に対する各々の反応性について試験し、各々該CTLが特異的である該MHCまたはHLAのそ
れにマッチするMHCまたはHLA型を有する。
【００３９】
　ノボペプチドのスクリーニングのための別の方法は、評価される該ノボペプチドで免疫
化し、腫瘍細胞による攻撃において、または腫瘍を持っているまたは持つ傾向にある動物
において、該免疫化が予防的にまたは治療的に効果的な免疫応答を生成するのに効果的で
あるかどうかを観察することによって、適当な動物モデルにおいて試験することを伴う。
該応答を、例えば、非免疫化したコントロールと比較して、長期に渡って腫瘍体積を測定
すること、または生存率を評価するによって評価することができる。実施例1にこれらの
方法を説明する。
【００４０】
　先の議論において記載された該スクリーニング方法のいずれか1個以上を用いて、非癌
性細胞中と比較して腫瘍中に広まっているノボペプチドを同定することができる。腫瘍お
よび非癌性細胞のパネルのスクリーニングによって、特定の腫瘍型ならびに全ての腫瘍中
のノボペプチドの頻度を確立することが可能である。さらに、該既知の頻度のHLA型に対
するノボペプチドをスクリーニングすることによって、該抗原に対して応答する集団（po
pulation）のパーセンテージを確立することができる。
【００４１】
　すでに記載したように、本発明が対象とする第２の作業課題は、該ノボペプチド同定ス
クリーニングまたは別法によって同定された該候補ノボペプチドのノボペプチド免疫学的
スクリーニングを行うことである。該ノボペプチド免疫学的スクリーニングの該目的は、
治療的または予防的ワクチン中の含有物のための所定の候補ノボペプチドの適合性を決定
することである。先の段落で開示された方法を用いることによって、またはワクチン構成
成分としての生体分子の有望な有効性および安全性を決定しまたは評価するための該当該
技術分野の当業者に既知の方法のいずれかによって、単独でまたは組み合わせて、および
いずれかの適当な順番で、該ノボペプチド免疫学的スクリーニングを行うことができる。
１つの実施態様において、該ノボペプチド免疫学的スクリーニングは、該ノボペプチドに
対するT細胞マダー（madder）反応性は、独占的にまたは偏って癌細胞と反応するが、正
常細胞とは反応しないかどうかを決定することを伴う。B-細胞応答に関しては、ノボペプ
チド免疫学的スクリーニングは、該ノボペプチドに対する抗体が特異的に腫瘍細胞に対し
て反応しおよび正常細胞に対しては反応しないかどうかを決定することを伴いうる。ノボ
ペプチドは変化された核酸配列に由来するため、ノボペプチドは本質的に相対的に非癌性
細胞で発現しそうにない。ノボペプチドワクチン抗原は非癌性細胞で発現されないことが
明らかに好ましい。なぜならそのような発現は既存の寛容の可能性を暗示するためであり
、およびワクチンは非癌性細胞に対する免疫応答を生じないことが好ましいためである。
しかし、望ましくない副作用を生じる治療でさえ治療的に有用であり得るので、非癌性細
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胞において非発現であることの優先性は厳格でない。
【００４２】
　腫瘍細胞に対する免疫応答を上昇させるために投与すべき予防的および／または治療的
ワクチンの製剤化に有用な方法および組成物が本明細書で開示される。本発明は、ノボペ
プチドに基づくワクチンの組成物およびその投与方法まで及ぶ。ノボペプチドに基づくワ
クチンは、当該技術分野の当業者に知られたいずれかの方法で調製することができ投与す
ることができ、適当な担体に溶解または懸濁したノボペプチドを含むワクチンを調製し、
それを１回または既定の間隔でワクチン接種すべき該動物またはヒト患者に投与する、非
常に単純な方法が含まれる。しかしながら、より良い成功は他の方法によって行われるこ
とができ、および特定のアプローチは遺伝子銃法を用いた遺伝的免疫化を伴い、これは、
下記の実施例で説明されるように、該ワクチンを、該所望のノボペプチドをコードする直
鎖発現エレメントの形態で投与する。ワクチンの該組成物は、ノボペプチドおよび他の構
成成分の両方を含むことができる。複数の異なるノボペプチドの含有物は与えられる免疫
保護のレベルを改善することができ、更なる腫瘍型に対する免疫保護を与えることによっ
てである; 単一ノボペプチドは、複数の腫瘍型に対して免疫保護を与えること認められう
るが、標的腫瘍型のレパートリーは、更なるノボペプチドの含有によって広げることがで
きる。複数のノボペプチドの該含有物は、ヒトにおける投与を対象としたワクチンにおい
て特に有用である。該ワクチン中の少なくとも１つのノボペプチドは、既定の該標的集団
のパーセンテージの各個体に存在する少なくとも１つのHLA型によって表示されることが
できることを保証するのに十分な多くの選択されたノボペプチドを含む必要があるからで
ある。例えば、２個以上のノボペプチドを単一物に融合することができる。ノボペプチド
に基づくワクチンは、与えられる該免疫保護を改善するまたは他の該ワクチン製剤の有効
性および／または安全性を改善するための、当該技術分野の当業者によく知られた他の構
成成分（単なる例としてアジュバントおよびハプテン担体を含むがこれに限定されるもの
ではない）を含むことができる。
【００４３】
　実験を、一般的な予防的癌ワクチンおよび治療的癌ワクチンを創る実行可能性を直接に
評価するために行った。既存のドグマとは対照的に、これらの実験の結果は、異なる腫瘍
型に渡っておよび異なるMHC背景において交差防御（cross-protect）するノボペプチドワ
クチンで予防的に免疫化することができることを示す。これらの結果は、癌ワクチンは個
別化される必要はなく; ヒトMHCの大部分をカバーする、定義づけられた一連の腫瘍特異
抗原 (ノボペプチド)を含むことができ;そして薬物またはワクチンの製剤化を可能とする
のに十分な個別化サンプルを得ることができるように個体で腫瘍が進行する(この時点で
戦いはほとんど失われている)まで治療を遅らせる必要性を避けることを示す。
【００４４】
　本発明の腫瘍特異的な抗原 (ノボペプチド)は、いずれかの既知の腫瘍細胞に由来する
ことができる。従って、腫瘍特異抗原のためのスクリーニング方法が本明細書において意
図され、ここで該腫瘍細胞は、リンパ腫(ホジキンズおよび非ホジキンズ)、B細胞リンパ
腫、T細胞リンパ腫、白血病、骨髄性白血病、癌、固形組織の癌、扁平上皮癌、該口、咽
喉、喉頭、および肺の扁平上皮癌、腺癌、肉腫、神経膠腫、高悪性度神経膠腫、芽細胞腫
、神経芽細胞腫、形質細胞腫、組織球腫、メラノーマ、アデノーマ、低酸素腫瘍、骨髄腫
、AIDS関連リンパ腫または肉腫、転移性癌、菌状息肉腫、膀胱癌、脳腫瘍、神経系癌、肺
癌（たとえば小細胞肺癌および非小細胞肺癌）、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、肝癌、結腸
癌、子宮頚癌、子宮頚癌、乳房癌、および上皮癌、腎臓の癌、尿生殖器癌、食道癌、頭頸
部癌、大腸癌、造血癌、および精巣癌からなる癌の群から選択された癌細胞に由来する。
ノボペプチド源はいずれかの腫瘍型からであることができ、いくつかのノボペプチドは多
種多様の腫瘍に適用できる;プールされた場合は、そのようなノボペプチドの適当な選択
は、一般的な予防的ワクチンを生じさせることができる。
【００４５】
　該開示されたアプローチの長所は、それが癌への見識を提供したことである。例えば、
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単離された11マーフレームシフトペプチドの１つ(FS6-21mut)は、ハンチンチン相互作用
タンパク質 (HIP1)の領域とホモロジーを有することが認められ、そのレベルはハンチン
トン病患者の疾病進行と確実に関連がある(Kerr, 2002)。興味深いことに、この疾患は有
意に低い癌の発生率と関連することを示す多くの研究がある (Sorenson et al., 1999)。
【００４６】
　C. 組成物
　癌細胞に関連するノボペプチドが提供される。該開示された構成成分を使用して、該開
示された組成物ならびに本明細書で開示される該方法内で用いるための該組成物自体を調
製することができる。これらのおよび他の物質は本明細書で開示され、これらの物質の組
み合わせ、サブセット、相互作用、群などが開示されるとき、これらの化合物の様々な個
々のおよび集合的な組み合わせならびに置換の各々について特定して記載はしていないが
、各々は明確に意図され、本明細書に記載されると理解される。例えば、特定のノボペプ
チドまたはノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーション (例えば、FSl-78mu
t、FS6-21mut、およびFS SMC1) SMC1 が開示され議論され、および多くの分子（該FSl-78
mut、FS6-21mut、およびFS SMC1を含む）にすることができる多くの改変が議論されてい
るならば、特にそれとは反対に指示がされていない限り、FSl-78mut、FS6-21mut、および
FS SMC1の各々および全ての組み合わせおよび置換、および可能な改変が明確に意図され
る。従って、一組の分子A、B、およびC、ならびに一組の分子D、E、およびFが開示され、
さらにそれらの組み合わせ分子の例A-Dは開示されるならば、たとえ各々が個別に列挙さ
れていない場合であっても、各々の個別および集団的な組み合わせA-E、A-F、B-D、B-E、
B-F、C-D、C-E、およびC-Fが開示されれいると判断される。同様に、いずれかのサブセッ
トまたはこれらの組み合わせもまた開示される。従って、例えば、A-E、B-F、およびC-E
のサブグループは開示されていると判断される。これらに制限されないが該開示された組
成物を作成する方法および使用する方法の工程を含む、本出願のすべての態様にこの概念
を適応する。従って、行われることができる様々な更なる工程がある場合、これらの更な
る工程の各々は、該開示された方法のいずれか特定の実施態様または実施態様の組み合わ
せと共に行うことができると理解される。
【００４７】
　該開示されたスクリーニング方法を癌に関連するノボペプチド関連ミューテイションま
たはバリエーションを同定するために用いることができる。該開示されたノボペプチド関
連ミューテイションまたはバリエーションは癌細胞で非癌性細胞と比較して異なって発現
される。ノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーションは試験した癌の全てで
発生するため、該ノボペプチドは治療的ワクチンのための基礎を提供する。従って、1個
以上のノボペプチドを含む癌のためのワクチンが本明細書で開示され、該ノボペプチドは
ノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーションに由来し、かつ該ノボペプチド
を該開示されたスクリーニング方法を介してまたは他の方法によって同定する。特にノボ
ペプチドが本明細書で開示され、該ノボペプチドは該SMC1遺伝子のフレームシフトに関連
する。癌性組織のみに存在することが同定されたフレームシフトミューテイションペプチ
ドが本明細書で開示される。例えば該配列リスト中のペプチドのリストを参照。特に腫瘍
特異的な抗原が本明細書で開示され、該抗原は配列番号: 2、4、6、および8に記載のペプ
チドである。本明細書で開示される該ペプチドをコードすることができる多くのヌクレオ
チド配列が存在することが理解される。例えば、配列番号: 2、4、および6 に記載の該ペ
プチドをコードするヌクレオチドの１つの例は、それぞれ配列番号: 1、3、および5の該
ヌクレオチド配列である。該開示されたペプチドをコードする各々および全てのヌクレオ
チド配列が理解され本明細書において意図される。
【００４８】
　該配列リストの該ノボペプチドは本発明のスクリーニング方法によって非正常(例えば
、癌性)組織にのみ存在することが示されたため、開示されたノボペプチドの各々を、対
象における抗ノボペプチド抗体の存在を検出するための試薬として用いることができる。
従って、さらに下記に記載するように、該ノボペプチドは対象における非正常(例えば、
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癌性)組織の存在を検出する方法に有用性を有する。
【００４９】
　該ノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーションは、正常または非癌性組織
と比較して癌性組織でより高いレベルで存在しおよび／または発現されるため、該ノボペ
プチド関連ミューテイションまたはバリエーション自体を、薬物または抗体治療のための
標的、ならびに該ノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーションの存在を理由
に、癌のリスクある対象を同定する方法の基礎として用いることができる。従って、これ
に関する開示は、ノボペプチドまたはFS-ノボペプチドまたは非MSノボペプチドに対する
抗体にまで及ぶ。該抗体は本明細書で開示されるノボペプチドのいずれかに対して特異的
であることができると理解される。例えば、該抗体は該SMC1遺伝子のフレームシフトミュ
ータントを対象にすることができる。該開示は、これに関して、単なる例としてだが、配
列番号: 2、4、6または8に記載の該配列を含むノボペプチドに対する抗体にまで及ぶ。該
抗体を、単独でまたは別の組成物の構成成分として投与することができると理解される。
従って、本明細書で開示される該腫瘍特異抗原に対して特異的な抗体を含む組成物が本明
細書で開示される。腫瘍細胞における該ノボペプチドまたはノボペプチド関連ミューテイ
ションまたはバリエーションの存在に起因して、癌を治療または予防するために本発明の
ワクチンを用いることができる。別法として、該ミューテイションは正常細胞では発生し
ないため、それはまた予防的ワクチンとして用いることができる。従って、該腫瘍中の該
ペプチドの該頻度に該集団（population)の該MHCIの該頻度をかけることによって、それ
らが該集団の10％以上に特定の腫瘍または腫瘍の群に対する保護を提供すると予測される
ように、該上記構成成分で作られた予防的ワクチンを含む組成物が本明細書で開示される
。
【００５０】
　従って、その必要がある対象に本明細書で開示される該ワクチンを投与することを含む
、癌を治療する方法が本明細書で開示される。また、そのリスクある対象に本明細書で開
示される該ワクチンを投与することを含む、癌を予防する方法が本明細書で開示される。
該開示されたワクチンは、全ての癌中の開示された腫瘍特異的な抗原の存在に起因して、
癌を治療するために用いることができる。癌を治療または予防するためのワクチン接種が
理解されおよび本明細書において意図され、該癌はリンパ腫(ホジキンズおよび非ホジキ
ンズ)、B細胞リンパ腫、T細胞リンパ腫、白血病、骨髄性白血病、癌、固形組織の癌、扁
平上皮癌、該口、咽喉、喉頭、および肺の扁平上皮癌、腺癌、肉腫、神経膠腫、高悪性度
神経膠腫、芽細胞腫、神経芽細胞腫、形質細胞腫、組織球腫、メラノーマ、アデノーマ、
低酸素腫瘍、骨髄腫、AIDS関連リンパ腫または肉腫、転移性癌、菌状息肉腫、膀胱癌、脳
腫瘍、神経系癌、肺癌（たとえば小細胞肺癌および非小細胞肺癌）、卵巣癌、膵臓癌、前
立腺癌、肝癌、結腸癌、子宮頚癌、子宮頚癌、乳房癌、および上皮癌、腎臓の癌、尿生殖
器癌、食道癌、頭頸部癌、大腸癌、造血癌、および精巣癌からなる癌の群から選択される
。
【００５１】
　本明細書で開示される該抗体を、結合を増大し、更なる免疫応答を誘発し、または該標
的抗原の近くに（例えば該フレームシフトミューテイションを発現する細胞に）毒性作用
を送達するために、他の薬剤、分子または化合物と組み合わせることができる。そのよう
な組み合わせは、該融合コンストラクトの形成、免疫抱合体または当該技術分野において
知られた他の組み合わせ基盤（platform）から生じることができると理解される。従って
、本明細書で開示される該抗体は、毒素（例えばジフテリア毒素、リシン毒素、破傷風ト
キソイド、ボツリヌス毒素または他の毒素）と、抗体-毒素融合を形成する融合コンスト
ラクトとして、組み合わせることができる。例えば、該抗体-毒素融合コンストラクトは
ジフテリア毒素に融合した該開示された抗体を含むことができる。該開示された毒素（例
えば破傷風およびジフテリア）は、以前の該毒素への曝露からの該抗体応答を避けるため
にトランケーションミュータントを含むことができることが、本明細書において理解され
る。例えば、ジフテリア毒素はトランケーションミュータントジフテリア毒素を含むこと
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ができ、ここで該毒素は該ジフテリア毒素の該C末端の145-152アミノ酸トランケーション
を含むと理解される。
【００５２】
　1.配列シミラリティー
　本明細書において議論される用語ホモロジー、シミラリティー、および同一性は互いに
交換できると理解される。従って、例えば、該単語ホモロジーの使用が2個の非天然配列
の間で使用される場合、これは必ずしもこれらの2個の配列の間の進化的関係を示してい
るのではなく、むしろ、それらの核酸配列の間の該シミラリティーまたは関連性を見てい
ると理解される。2個の進化的に関連した分子の間のホモロジーを決定するための多くの
方法は、配列シミラリティーを測定する目的で、いずれか2個以上の核酸またはタンパク
質に、それらが進化的に関連するかしないかに関わらず、日常的に適用されている。
【００５３】
　概して、本明細書で該開示される遺伝子およびタンパク質の、既知の変異体および誘導
体または現れうるそれらを定義する１つの方法は、該変異体および誘導体を特定の既知の
配列の対するホモロジーに関して定義することを介すると理解される。本明細書で開示さ
れる特定の配列のこの同一性はまた、本明細書の他の箇所でも議論される。概して、本明
細書で開示される遺伝子およびタンパク質の変異体は、該規定の配列または該天然（nati
ve）配列に対して、概して少なくとも、約70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、80
、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98または99
％ホモロジーを有する。当該技術分野の当業者は、2個のタンパク質または核酸（例えば
遺伝子）の該ホモロジーを決定する方法を容易に理解する。例えば、2個の配列を該ホモ
ロジーが最高値であるように並べた後に該ホモロジーを算出することができる。
【００５４】
　ホモロジーを算出する別の方法は、公開されたアルゴリズムによって行うことができる
。比較についての最適な配列のアラインメントを、Smith and Waterman Adv. Appl. Math
. 2: 482 (1981)のローカルホモロジーアルゴリズムによって、Needleman and Wunsch, J
. MoL Biol. 48: 443 (1970)の該ホモロジーアラインメントアルゴリズムによって、Pear
son and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 2444 (1988)のシミラリティーに
ついての検索方法によって、これらのアルゴリズムのコンピュータ化された実行によって
 (GAP, BESTFIT, FASTA, およびTFASTA (Wisconsin Genetics Software Package, Geneti
cs Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI))、または検査によって、行うこと
ができる。
【００５５】
　核酸についてホモロジーは、当該技術分野の当業者に既知の該方法（例えばZuker, M. 
Science 244:48-52, 1989, Jaeger et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:7706-7710, 
1989, Jaeger et al. Methods Enzymol. 183:281-306, 1989、少なくとも核酸アラインメ
ントに関連する資料については、引用することで本明細書に組み込まれる、に開示される
アルゴリズムを含むがこれに限定されない）によって決定することができる。いずれの該
方法も概して用いることができ、場合によってはこれらの様々な方法の結果は異なりうる
が、該当業者は同一性がこれらの方法の少なくとも１つで認められれば該配列は、該規定
の同一性を有すると言え、および本明細書で開示されることを理解することが理解される
。
【００５６】
　例えば、本明細書で使用されるとき、別の配列に対して特定のホモロジー％を有すると
列挙された配列は、上記のいずれか1個以上の計算方法によって算出した該列挙されたホ
モロジーを有する配列を意味する。例えば、第１配列が該Zuker計算方法を用いて第２配
列に対して80％ホモロジーを有すると算出された場合、たとえもう１つの計算方法によっ
て算出したとき第１配列が第２配列に対して80％ホモロジーを有さなくても、本明細書で
定義されるとおり第１配列は第２配列に対して80％ホモロジーを有する。別の例として、
該Zuker計算方法および該PearsonおよびLipman計算方法の両方を用いて、第１配列が第２
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配列に対して80％ホモロジーを有すると算出された場合、たとえ該SmithおよびWaterman
計算方法、該NeedlemanおよびWunsch計算方法、該Jaeger計算方法またはいずれか別の計
算方法によって算出したときに、第１配列が第２配列に対して80％ホモロジーを有さない
場合であっても、本明細書で定義されるとおり第１配列は第２配列に対して80％ホモロジ
ーを有する。さらに別の例として、計算方法のそれぞれを用いて第１配列が第２配列に対
して80％ホモロジーを有すると算出されたとき(実際には異なる計算方法はしばしば異な
る算出ホモロジーパーセンテージを生じるが)、本明細書で定義されるとおり、第１配列
は第２配列に対して80％ホモロジーを有する。
【００５７】
　2. 核酸
　本明細書で開示される様々な核酸に基づく分子が存在し、例えばFSl-78mut、FS6-21mut
、FS SMC1、またはそのフラグメントをコードする核酸、ならびに様々な機能的な核酸が
ある。該開示された核酸は、例えば、ヌクレオチド、ヌクレオチド類縁体またはヌクレオ
チド置換体（substitute）で構成される。これらのおよび他の分子の非限定的な例が本明
細書において議論される。例えばベクターが細胞内で発現されるとき、該発現されたmRNA
は、概してA、C、G、およびUから構成されることが理解される。該開示はこれに関して、
本明細書に記載の該核酸配列、およびそれによく似たまたは相同の、ありとあらゆる他の
核酸にまで及び、ヌクレオチド、ヌクレオチド類縁体またはヌクレオチド置換体またはそ
の組み合わせの全体または一部に含まれるかに関わらず、および複合体（conjugate）ま
たは他の分子もしくは部分に結合しているか否かに関わらない。ヌクレオチドおよび関連
分子。同様に例えば、アンチセンス分子が細胞または細胞環境に例えば外因性の送達を介
して導入される場合、アンチセンス分子は細胞の環境内でのアンチセンス分子の該分解を
減らすヌクレオチド類縁体で構成されることが有利であることが理解される。
【００５８】
　a) ヌクレオチドおよび関連分子 
　ヌクレオチドは塩基部分、糖部分およびリン酸部分を含む分子である。ヌクレオチドは
それらのリン酸部分と糖部分を介してインターヌクレオシド結合を形成して結合すること
ができる。ヌクレオチドの塩基部分は、アデニン-9-イル (A)、シトシン-1-イル (C)、グ
アニン-9-イル (G)、ウラシル-1-イル (U)、およびチミン-1-イル (T)であることが出来
る。ヌクレオチドの糖部分は、リボースまたはデオキシリボースである。ヌクレオチドの
リン酸部分は五価のリン酸である。ヌクレオチドの非制限的な例は、3'-AMP (3'-アデノ
シン モノリン酸)または5'-GMP (5'-グアノシン モノリン酸)である。当該技術分野にお
いて利用可能で、本明細書において利用可能な多種類のこれらのタイプの分子がある。
【００５９】
　ヌクレオチド類縁体は塩基、糖またはリン酸部分にいくつかのタイプの改変を含むヌク
レオチドである。ヌクレオチドの改変は当該技術分野においてよく知られていて、例えば
、5-メチルシトシン (5-me-C)、5-ヒドロキシメチル シトシン、キサンチン、ヒポキサン
チン、および2-アミノアデニン、ならびに糖またはリン酸部分での改変が含まれる。当該
技術分野において利用可能で本明細書において利用可能な多種のこれらのタイプの分子が
ある。
【００６０】
　ヌクレオチド置換体はヌクレオチドと同様の機能的な特性を有する分子であるが、リン
酸部分を含まない、例えばペプチド核酸 (PNA)である。ヌクレオチド置換体はワトソン-
クリックまたはフーグスティーンの様式で核酸を認識する分子であるが、それはリン酸部
分以外の部分を介して結合する。適当な標的核酸と相互作用するとき、ヌクレオチド置換
体は二重らせん型構造に適合することが出来る。当該技術分野において利用可能で本明細
書において利用可能な多種のこれらのタイプの分子がある。
【００６１】
例えば細胞の取り込みを強化するために、他のタイプの分子 (複合体)をヌクレオチドま
たはヌクレオチド類縁体に結合することもまた可能である。複合体は該ヌクレオチドまた
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はヌクレオチド類縁体と化学的に結合することが出来る。そのような複合体には、これら
に限定されないが、脂質部分（例えばコレステロール部分）が含まれる (Letsinger et a
l., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6553-6556) 。当該技術分野において利用
可能で本明細書において利用可能な多種のこれらのタイプの分子がある。
【００６２】
　ワトソン-クリック相互作用は、ヌクレオチド、ヌクレオチド類縁体またはヌクレオチ
ド置換体の該ワトソン-クリック面（face）との少なくとも１つの相互作用である。ヌク
レオチド、ヌクレオチド類縁体またはヌクレオチド置換体の該ワトソン-クリック面には
、プリンベースのヌクレオチド、ヌクレオチド類縁体またはヌクレオチド置換体の該C2、
Nl、およびC6位置、およびピリミジンベースのヌクレオチド、ヌクレオチド類縁体または
ヌクレオチド置換体の該C2、N3、C4位置が含まれる。
【００６３】
　フーグスティーン相互作用は、ヌクレオチドまたはヌクレオチド類縁体の該フーグステ
ィーン面（face）で起こる該相互作用であり、それは二本鎖 DNAの該主溝で曝されている
。該フーグスティーン面には、プリンヌクレオチドの該N7位置および該C6位置で反応性基
 (NH2またはO)が含まれる。
【００６４】
　b)配列
　本明細書で開示される該タンパク質および／またはペプチド分子（単なる例としてFSl-
78mut、FS6-21mut、およびFS SMC1を含むがこれに限定されるものではない）または本明
細書で開示されるいずれかの該核酸（単なる例としてFSl-78mut、FS6-21mut、およびFS S
MC1の全てまたは一部をコードするそれらを含むがこれに限定されるものではない）に関
連する様々な配列が存在する。該開示はこれに関して、ヒトにおけるおよび特異免疫を示
す他の種（哺乳類、魚、および鳥を含むがこれに限定されるものではない）における、こ
れらの遺伝子類縁体、ならびに他のこれらの遺伝子のアレル、およびスプライス変異体お
よび他のタイプの変異体にまで及ぶ。様々な先行の該配列は、現在のところ知られている
範囲で、様々なタンパク質および遺伝子データベース（ジェンバンクを含め）にて利用可
能である。本出願時にジェンバンクで利用可能なそのような配列は、それらの全てならび
にそこに含まれる個体サブシーケンスに関して、引用することで本明細書に組み入れられ
る。ジェンバンクにはhttp://www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi でアクセスすること
ができる。当該技術分野の当業者は配列不一致および相違を解決するため、および特定の
配列に関する該組成物および方法を他の関連配列に調整するための方法を理解する。プラ
イマーおよび／またはプローブを、本明細書で開示され及び当該技術分野において知られ
た該情報を与えられた所定の配列のために設計することができる。
【００６５】
　3. ペプチド
　a) タンパク質変異体
　本明細書において議論されるように、該FSl-78mut、FS6-21mutおよびFS SMC1タンパク
質の多くの変異体が存在することが既知であり、本発明に含まれる。該既知の機能的なFS
l-78mut、FS6-21mut、およびFS SMC1変異体に加えて、また、該開示された方法および組
成物において機能する該FSl-78mut、FS6-21mut、およびFS SMC1 タンパク質の誘導体が存
在する。タンパク質およびペプチド変異体および誘導体は十分に当該技術分野の当業者理
解され、およびアミノ酸配列改変を伴うことができる。例えば、アミノ酸配列改変は、概
して3個のクラス: 置換の、挿入のまたは欠失の変異体の1個以上に分類される。挿入には
アミノおよび／またはカルボキシル末端融合、ならびに単一または複数のアミノ酸残基の
配列内（intrasequence）挿入が含まれる。挿入は通常はアミノまたはカルボキシル末端
融合のそれらと比較してより小さい挿入で、例えばおおよそ１～１０残基である。欠失は
該タンパク質配列から1個以上のアミノ酸残基を除去することが特徴である。該タンパク
質をコードする該DNA中のヌクレオチドの部位特異的変異によって該変異体をコードするD
NAを生成し、およびその後組み換え細胞培養で該DNAを発現することによって、または特
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当業者に既知のいずれかの方法によって、これらの変異体を調製することができる。既知
の配列を有するDNA中の既定の部位で置換ミューテイションを作成するための技術はよく
知られており、例えばM13プライマー突然変異生成およびPCR突然変異生成である。アミノ
酸置換は概して単一残基であるが、一度に多くの異なる位置で発生することができ; 挿入
は通常おおよそ1～10アミノ酸残基であり;および欠失は約1 ～30残基に及ぶ。置換、欠失
、挿入またはその組み合わせを、最終コンストラクトに達するために、組み合わせること
ができる。該変異体をコードするDNAへのミューテイションは、読み枠の外に該配列を配
置してはならならず、２次mRNA構造を生じうる相補領域を創らないことが好ましい。置換
型の変異体は、少なくとも１つの残基を除去し、および異なる残基をその場所に挿入した
それらである。そのような置換は概して該下記のテーブル6および7に従って生じ、および
同類置換と称される。
【００６６】
　テーブル6:アミノ酸略語

【表１】
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【表２】

【００６７】
　免疫原性の融合タンパク質誘導体（例えば該実施例に記載のそれら）は、該標的配列に
免疫原性を与えるために、インビトロでの架橋結合によって、または該融合をコードする
DNAで形質転換した組み換え細胞培養によって、十分に大きいポリペプチドを融合するこ
とによって調製される。例えば、該FSノボペプチドを担体 （例えばタンパク質または糖
）と融合することができる。ハプテンまたは他の担体と融合、複合（conjugating）また
は別のそれを結合する方法による、ペプチドの該免疫原性の特性を改善するための方法は
、免疫学の技術分野において当業者に充分知られている。
【００６８】
　１つのアミノ酸残基を生物学的におよび／または化学的に同様であるもう一つのもので
置き換えることは、当該技術分野の当業者に同類置換として知られている。上記の一般性
を制限することなく、例のみとして、テーブル2に示される該置換は、同類置換である。
同類置換には、当該技術分野における当業者によって同類と見なされる置換が含まれ、お
よびこれらに制限されないが、該BLOSUM 62行列においてゼロ以上のログオッズスコアを
有するか、または一般的な用法で他の置換行列において相対的に高いログオッズスコアを
有する置換が含まれる。例えば、同類置換は１つの疎水性残基をもう一つものに、または
１つの極性残基をもう一つのものに置き換えることを伴うる。該置換には、例えば、Gly
、Ala; Val、Ile、Leu; Asp、Glu; Asn、Gln; Ser、Thr; Lys、Arg;およびPhe、Tyrのよ
うな組み合わせが含まれる。明確に開示された各々の配列のそのような同類置換された（
conservatively substituted）バリエーションは、本明細書で開示される該ポリペプチド
の範囲内に含まれる。
【００６９】
　機能または免疫学的同一性における実質的な変化は、テーブル7のものよりも同類性（c
onservative）が低い置換を選択すること、すなわち、(a) 置換のエリアにおけるポリペ
プチド骨格の構造（例えばシートまたはヘリックス構造のような）(b) 標的部位の分子の
電荷または疎水性、または(c)側鎖のかさを維持することへのそれらの影響においてより
有意に異なる残基を選択することによって作り出される。一般的に該タンパク質特性に最
も大きな変化を生み出すことが期待される置換は、以下のものである；(a) 親水性残基、
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例えばセリルまたはトレオニルを、疎水性残基、例えばロイシル、イソロイシル、フェニ
ルアラニル、バリルまたはアラニルに代わって(またはこれらによって)置換する; (b) シ
ステインまたはプロリンを、いずれかの他の残基に代わって(またはこれらによって)置換
する; (c) 陽性側鎖を有する残基、例えば、リシル、アルギニルまたはヒスチジルを、陰
性残基、例えばグルタミルまたはアスパルチルに代わって(またはこれらによって)置換す
る;または(d) かさ高い側鎖を有する残基、例えばフェニルアラニンを、側鎖を有さない
もの、例えばグリシンに代わって(またはこれらによって)置換し、この場合(e)硫酸化お
よび／またはグリコシル化のための部位数を増加することによる。
【００７０】
　例えば、１つのアミノ酸残基を生物学的におよび／または化学的に同様であるもう一つ
もので置き換えることは、同類置換として当該技術分野の当業者に知られている。例えば
、同類置換は、１つの疎水性残基をもう一つもので、または１つの極性残基をもう一つも
ので置き換えることである。該置換には、組み合わせ（例えばGly、Ala; Val、Ile、Leu;
 Asp、Glu; Asn、Gln; Ser、Thr; Lys、Arg;およびPhe、Tyrなど）が含まれる。各々明確
に開示された配列のそのように同類置換されたバリエーションは本明細書において提供さ
れるモザイクポリペプチドの範囲内に含まれる。
【００７１】
　置換型または欠失型突然変異生成を用いて、N-グリコシル化 (Asn-X-Thr/Ser)またはO-
グリコシル化 (SerまたはThr)のための部位を挿入することができる。システインまたは
他の不安定な残基の欠失もまた望ましい。可能性あるタンパク質分解部位（例えばArg）
の欠失または置換は、例えば該塩基性残基の１つの除去、または１つをグルタミニルまた
はヒスチジル残基での置換によって、達成される。
【００７２】
　特定の翻訳後の誘導体化は、該発現されたポリペプチドに対する組み換え宿主細胞の作
用の結果である。グルタミニルおよびアスパラギニル残基は、しばしば翻訳後に該対応す
るグルタミルおよびアスパルチル残基に脱アミド化される。別法として、これらの残基は
弱酸性条件下で脱アミド化される。他の翻訳後の改変には、プロリンおよびリジンのヒド
ロキシル化、セリルまたはトレオニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リジン、アルギ
ニン、およびヒスチジン側鎖の該o-アミノ基のメチル化(T.E. Creighton, Proteins: Str
ucture and Molecular Properties, W. H. Freeman ＆ Co., San Francisco pp 79-86 [1
983])、N-末端アミンのアセチル化、および、場合によっては、C末端カルボキシルのアミ
ド化が含まれる。
【００７３】
　本明細書において該開示されたタンパク質の変異体および導体を定義するための１つの
方法は、特定の既知の配列に対するホモロジー/同一性に関して該変異体および誘導体を
定義することによると理解される。。例えば、配列番号: 1は、FSl-78mutの特定の配列を
説明し、および配列番号:2は、FSl-78mut ペプチドの特定の配列を説明する。該規定の配
列に対して、少なくとも70％または75％または80％または85％または90％または95％ホモ
ロジーを有する、これらのおよび本明細書において開示された他のタンパク質の変異体が
特に開示される。当該技術分野の当業者は、容易に2個のタンパク質の該ホモロジーを決
定する方法を理解する。例えば、該ホモロジーがその最高値になるように2個の配列を並
べた後、該ホモロジーを算出することができる。
【００７４】
　ホモロジーを算出する別の方法を公開されたアルゴリズムによって行うことができる。
比較のための配列の最適なアラインメントは、Smith and Waterman Adv. Appl. Math. 2:
 482 (1981)の該ローカルホモロジーアルゴリズムによって、Needleman and Wunsch, J. 
MoL Biol. 48: 443 (1970)の該ホモロジーアラインメントアルゴリズムによって、
Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sd. U.S.A. 85: 2444 (1988)のシミラリティー
についての検索方法によって、これらのアルゴリズムのコンピュータ化された実行によっ
て(GAP, BESTFIT, FASTA, および TFASTA (Wisconsin Genetics Software Package, Gene
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tics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI))、または検査によって行いうる
。
【００７５】
　同一のタイプのホモロジーは核酸について例えばZuker, M. Science 244:48-52, 1989,
 Jaeger et al. Proc. Natl. Acad. Sci USA 86:7706-7710, 1989, Jaeger et al. Metho
ds Enzymol. 183:281-306, 1989（これは、少なくとも核酸アラインメントに関する資料
について引用することで本明細書に組み込まれる）において開示された該アルゴリズムに
よって得ることができる。
【００７６】
　同類（conservative）ミューテイションおよびホモロジーの記載は、いずれかの組み合
わせを含むことができると理解され、例えば該変異体が同類ミューテイションである特定
の配列に対して少なくとも70％ホモロジーを有する実施態様である。
【００７７】
　本明細書がさまざまなタンパク質およびタンパク質配列について論じるとき、それらの
タンパク質配列をコードすることができる核酸もまた開示されると理解される。これは特
定のタンパク質配列に関連する全ての同義（degenerate）配列、すなわち1つの特定のタ
ンパク質配列をコードする配列を有する全ての核酸、ならびに該開示された該タンパク質
配列の変異体および誘導体をコードする全ての核酸（同義核酸を含め）を含む。従って、
特定の核酸配列の各々が本明細書において記載されていなくとも、各および全ての配列は
、該開示されたタンパク質配列を介して、事実上、本明細書において開示され記載される
と理解される。例えば、配列番号:2に記載のタンパク質配列をコードすることができる多
くの核酸配列の１つが配列番号:1に記載される。さらに、配列番号:1の開示された同類誘
導体もまた開示される。特定のDNA配列が生物内でそのタンパク質をコードすることを表
すアミノ酸配列は無くても、開示されたタンパク質の特定の変異体が本明細書で開示され
るならば、そのタンパク質をコードする該既知の核酸配列もまた既知であり、本明細書に
おいて開示され、記載されているものと理解される。
【００７８】
　該開示された組成物に組み込むことができる多くのアミノ酸およびペプチド類縁体が存
在することが理解される。例えば、多くのD アミノ酸または異なる機能的な置換基を有す
るアミノ酸が存在し、テーブル6およびテーブル7に示される該アミノ酸がある。天然に存
在するペプチドの逆の立体異性体は開示され、ならびにペプチド類縁体の立体異性体も開
示される。選択した該アミノ酸を持ったtRNA分子をチャージすることによって、また、例
えばアンバーコドンを利用してペプチド鎖に該類縁体アミノ酸を部位特異的な方法で挿入
する遺伝子コンストラクトを操作することによって、これらのアミノ酸は容易にポリペプ
チド鎖に組み込むことができる(Thorson et al., Methods in Molec. Biol. 77:43-73 (1
991), Zoller, Current Opinion in Biotechnology, 3:348-354 (1992); Ibba, Biotechn
ology ＆ Genetic Enginerring Reviews 13:197-216 (1995), Cahill et al., TIBS, 14(
10):400-403 (1989); Benner, TIB Tech, 12:158-163 (1994); Ibba and Hennecke, Biot
echnology, 12:678-682 (1994) 少なくともアミノ酸類縁体に関する資料について引用す
ることでその全ては本明細書に組み込まれる)。
【００７９】
　ペプチドに似ているが、天然のペプチド結合によって結合しない、分子を生成すること
ができる。例えば、アミノ酸またはアミノ酸類縁体のための結合には、CH2NH--、--CH2S-
-、--CH2--CH2--、-CH=CH-(シスおよびトランス)、--COCH2--、--CH(OH)CH2--、および--
CHH2SO- (これらおよび他のものは、Spatola, A. F. in Chemistry and Biochemistry of
 Amino Acids, Peptides, and Proteins, B. Weinstein, eds., Marcel Dekker, New Yor
k, p. 267 (1983); Spatola, A. F., Vega Data (March 1983), Vol. 1, Issue 3, Pepti
de Backbone Modifications (general review); Morley, Trends Pharm Sci (1980) pp. 
463-468; Hudson, D. et al., Int J Pept Prot Res 14:177-185 (1979) (--CH2NH--, CH

2CH2--); Spatola et al. Life Sci 38:1243-1249 (1986) (--CH H2--S); Hann J. Chem.
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 Soc Perkin Trans. I307-314 (1982) (--CH--CH--, シスおよびトランス); Almquist et
 al. J. Med. Chem. 23:1392-1398 (1980) (--COCH2--); Jennings-White et al. Tetrah
edron Lett 23:2533 (1982) (--COCH2--); Szelke et al. European Appln, EP 45665 CA
 (1982): 97:39405 (1982) (--CH(OH)CH2--); Holladay et al. Tetrahedron. Lett 24:4
401-4404 (1983) (--C(OH)CH2--); および Hruby Life Sci 31 :189-199 (1982) (--CH2-
-S--)に見られ; これらの各々は、引用されることで本明細書に組み込まれる。）が含ま
れうる。特に好ましい非ペプチド結合は、--CH2NH--である。ペプチド類縁体は該結合原
子間に複数の原子を有することができ、例えばb-アラニン、g-アミノ酪酸などが理解され
る。
【００８０】
　アミノ酸類縁体および類縁体およびペプチド類縁体は、しばしば強化されたまたは所望
の特性、例えば、より経済的な生成、より優れた化学安定性）強化された薬理学的特性 (
半減期、吸収、作用強度、有効性など)、変化した特異性 (例えば生物活性の広域性)、減
少した抗原性などを有する。
【００８１】
　より安定なペプチドを生成するためにD-アミノ酸を用いることができる。なぜならD ア
ミノ酸はペプチダーゼなどによって認識されないからである。コンセンサス配列の1個以
上のアミノ酸を同一タイプのD-アミノ酸で系統的に置換すること(例えばL-リジンの代わ
りにD-リジン)は、より安定なペプチドを生成するために用いることができる。システイ
ン残基を用いて、環化させ、または2個以上のペプチドを共に結合させることができる。
これはペプチドを特定のコンフォメーションに拘束するのに有益であり得る(Rizo and Gi
erasch Ann. Rev. Biochem. 61 :387 (1992)、参照することによって本明細書に組み込ま
れる)。
【００８２】
　D. 該組成物を用いる方法
　1. 癌を予防または治療する方法
　該開示された組成物を制御できない細胞増殖が生じるいずれかの疾病（例えば癌）に対
する治療または予防のために用いることができる。該ノボペプチド関連ミューテイション
またはバリエーションは、本明細書で開示されるいずれかのノボペプチド関連ミューテイ
ションまたはバリエーションであることができることが理解され、本明細書において意図
される。従って、癌を治療する方法が本明細書で開示され、これはその必要がある対象に
組成物を投与することを含み、ここで該組成物はノボペプチド、FS-ノボペプチド、非MS
ノボペプチド、FS-ノボペプチドでもある非MSノボペプチド、および／または前記のいず
れかの組み合わせを含む。従って、例えば、該ノボペプチド関連ミューテイションまたは
バリエーションは該SMC1遺伝子のフレームシフトであることができる。該フレームシフト
はペプチドであることができることがまた理解される。従って、単なる例としておよび上
記の一般性を制限することなく、癌を治療する方法が本明細書で開示され、これはその必
要がある対象にノボペプチドを含む組成物投与することを含み、該ノボペプチドは、配列
番号: 2、4、6または8に記載の該配列を含む。
【００８３】
　１つの態様において本発明は、例えば、本明細書においてノボペプチドワクチン抗原と
称されるノボペプチドを含め、予防的または治療的癌ワクチン中の含有物に適するノボペ
プチドの同定に関する。「ノボペプチドワクチン抗原」は、適当に構成された予防的また
は治療的ワクチンで投与されたとき、少なくとも１つの個体における少なくとも１つの癌
細胞型に対して、液性、細胞性または両方であり得るかなりの免疫応答を促進する能力が
あるノボペプチドである。
【００８４】
　試験を行い、一般的な予防的癌ワクチンおよび治療的癌ワクチンを作る実行可能性を直
接に評価した。既存のドグマと対照的に、これらの試験の結果は、異なる腫瘍型に渡って
および異なるMHC背景中で交差防御するノボペプチドワクチンによって予防的に免疫化す
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ることができることを示す。これらの結果は、癌ワクチンは個別化される必要はなく; ヒ
トMHCの大部分をカバーする、定義づけられた一連の腫瘍特異抗原 (ノボペプチド) を含
むことができ; および薬物またはワクチンの製剤化を可能とするのに十分な個別化サンプ
ルを得ることができるように個体で腫瘍が進行する(この時点で戦いはほとんど失われて
いる)まで治療を遅らせるという必要性を避けることを示す。
【００８５】
　本発明の該有用性は、説得力をもって動物モデルにて実証され、本明細書で開示され、
およびヒト臨床試験の必要なしに実証されることができる選択された本発明の態様は、他
の本明細書で開示される試験において実験的に確認された。本発明は、ヒトおよびマウス
癌、および同様に、特異免疫のメカニズムを有する他の全ての生物（特に全ての哺乳類、
ならびに 鳥および魚を含む）の癌に適用できる。本発明は、ヒト癌に予防的および治療
的介入を提供するだけでなく、癌が死亡の主要原因である、その獣医学的適用、特にコン
パニオンアニマル（例えばイヌおよびネコ）にも、高い潜在的な意義がある。該イヌゲノ
ム配列決定は完了しているため、本明細書で開示される本発明は、イヌ癌に容易に適用す
ることができる。
【００８６】
　癌の基礎にある該基礎的な免疫学の理解において、有意な進化が過去10年であったが、
今までのところ、誰も確実におよび一貫して、腫瘍破壊を誘導し、または患者生存を改善
することができる癌ワクチンを生成した者はいない(Lewis, 2004; Leaf, 2004)。該科学
文献は、他者により調査された様々な癌ワクチン接種方法を開示し、各々理想的でないこ
とを証明する。今日までの個別化癌ワクチン研究の大部分は、患者自身の腫瘍から調製し
た不明確な全腫瘍-細胞抽出物の使用に集中してきた。メラノーマにおける自己ワクチン
を用いた試験は、原理上は、免疫的な介入は特定の抗腫瘍免疫応答を強化することができ
、いくつかのケースでは退行を媒介さえすることができることを示したが、このアプロー
チは下記を含む困難な問題を示す (1)自己免疫を生じる可能性; (2) TAAの希釈（抗原の
大部分は「正常」であるため）; (3) 特異性の弱化 (免疫療法の最も興味そそる独自の特
徴の１つ); (4) 該ワクチンを作るために十分な大きさの腫瘍を持つ患者への依存性（初
期の治療を不可能にする）;および(5) 各患者のための個別化ワクチンの特注調製の必要
性。
【００８７】
　癌ワクチン接種への別のアプローチは、既知で定義づけされたTAAからなるワクチン製
剤を使用することである。これは特異性を最大化し、抗原希釈の該問題を取り除くためで
ある。今まで、様々な手段を用いて数百のヒトTAAが同定され、および免疫療法に適するT
AAを選択するためのクライテリアが存在する。機能的には、TAAは自己および非自己に分
類されうる。自己TAAは非変異型遺伝子に由来し、その発現は特定の組織にまたは過剰発
現されたタンパク質に限られる。今まで同定され試験されたほとんどのTAAは自己抗原で
ある。そのような抗原に関連する潜在的な問題には、自己免疫および寛容がある。実際的
には、これは自己TAAの使用を非重要臓器(例えば生殖器)に制限する。先在する自己抗原
に対する免疫寛容はまた問題である。なぜなら、それが所望の抗腫瘍免疫応答を抑制する
だけでなく、起こりうる免疫回避のメカニズムとして最近になって現れてきたためである
。
【００８８】
　全てのまたは大抵のTSAは非自己抗原であり、および外因的に (例えば、ウイルス関連
腫瘍のウイルスタンパク質に由来するもの、egヒトパピローマウイルス)または内因的に
由来することができる。該後者のサブクラスには、以前に該免疫システムに提示されえな
かった非変異タンパク質(いくつかの胚抗原または免疫学的特権抗原)、ならびに腫瘍のミ
ューテイションの結果として生じる変異タンパク質が含まれる。ミューテイション由来TS
Aは点変異、フレームシフトミューテイション、転座、不適当なスプライシング、および
転写後の事象などの事象から生じうる。TSAは癌ワクチンとして自己TAAに勝る優れた利点
を有する。なぜなら、それらは自己免疫および全身性（systemic）寛容の該問題を避ける
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からである。マウスモデルにおいて、TSAは、自己TAAと比較してより容易に高い結合力の
T細胞応答を生じることを示した。
【００８９】
　原理上は、ワクチン接種を予防的にまたは治療的に用いることができる。実際問題とし
て、治療的ワクチン接種手法はいくつかの困難な問題に直面し、概して、それら早期の見
込みを実現することができなかった。確定された腫瘍中で細胞により提示された多くのま
たは大抵の抗原は、該免疫システムによって自己として認識される。腫瘍増殖が診断を可
能にするのに十分に進行するまでに、腫瘍細胞が該免疫システムが非自己として認識する
ことができる変異型抗原を表示する限りで、免疫応答に必要な該共制御危険シグナル（co
-regulatory danger signal）を欠くときは、該変異型抗原に対する免疫寛容が、該免疫
システムへのそれらの段階的な曝露のために起こる。最近の研究のより、共刺激（co-sti
mulatory）シグナルを欠くときは、寛容は腫瘍によって発現された異種抗原に対してさえ
誘導されうることが示された。MHC発現はしばしば、確定された腫瘍細胞において下方制
御されまたは損なわれていて、非自己抗原の表示は減り、および該減少したMHC発現は、
治療的免疫化手法がMHC中に認識できる非自己抗原を表示する細胞を殺すのに効果的であ
るの限りでは当然ながら選択される。(用語「MHC」は、一般的な意味で本明細書において
使用され、MHC、HLA、および機能の少なくとも１つが、細胞の表面上に内因性または外因
性の抗原またはそのフラグメントを表示することである他のものを含むことを意図する。
特定のMHCクラスへの言及がなされている場合、その言及は、HLAまたは他のそのようなも
のの対応するクラスを含む)。最終に、照射腫瘍細胞、腫瘍細胞溶解物または腫瘍-由来熱
ショックタンパク質 (HSP)での免疫化は、同一の腫瘍による攻撃のみに対して保護し、; 
それは異なる腫瘍による攻撃に対しては保護せず; １つの腫瘍に由来するワクチンは、別
ものに対して保護しなかったことが複数のグループによって示された。これらの知見は、
癌免疫学の分野でほとんど一般的に支持された仮定を導いたが、本明細書で開示される実
験的証拠によって、癌ワクチン個別化される必要があることは反証された。患者から腫瘍
を受け、その腫瘍からHSPまたは抽出物を単離し、腫瘍由来HSPまたは抽出物を患者-特定
のワクチンとして戻す技術に基づく会社が存在する。このアプローチの実行する早期臨床
試験は見込みを示したが、それは高額で、および全ての癌患者がワクチンを作るのに十分
な腫瘍を有するとは限らない。この手法を用いたAntigenics, Inc.による最近の第3相試
験は、有効性の欠如から終了した。
【００９０】
　癌の予防的な治療としての予防的ワクチン接種についての基本的な問題は、各生物の各
腫瘍は独自の免疫学的特性を示すという仮定、および複数の腫瘍型に対してまたは単一腫
瘍型の複数の変異体に対してすら、実施可能な幅の保護を提供することができる予防的ワ
クチンはないという該当然の前提である。該問題はワクチンはそれを受ける該生物に対し
て個別化される必要性あるとの仮定により悪化される。一方、基礎的な論点は、これに関
して、2個以上の型の癌の間に共通して作られるノボペプチドが存在し、およびこれらを
、予防的ワクチンの製剤化のために用いることができることである。該挑戦はそのような
ノボペプチドを見つける系統的な方法を開発することであり; このような方法が本明細書
で開示される。
【００９１】
　本明細書で開示される該ペプチドを、ペプチドとしてまたは核酸によってコードされて
対象に投与することができる。従って、例えば、癌を治療する方法が本明細書で開示され
、これはその必要がある対象に組成物を投与することを含み、ここで該組成物は腫瘍特異
的な抗原を含み、および該腫瘍特異的な抗原はノボペプチド、FS-ノボペプチド、非MSノ
ボペプチド、FS-ノボペプチドでもある非MSノボペプチド、および／または前記のいずれ
かの組み合わせであり、および該腫瘍特異的な抗原が配列番号: 1、3または5に記載の核
酸によりコードされたペプチドである。本明細書で開示される該ノボペプチドをコードす
る該核酸を本明細書で開示されるいずれかの遺伝子送達システム（例えば遺伝子銃、ウイ
ルスベクターまたはプラスミド）によって供与することができる。
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【００９２】
　「治療」は疾病または病気の影響を減らす方法を意味する。治療はまた、該疾病または
病気自体を現在の症状よりも減少させる方法を意味しうる。該治療は自然なレベルからの
減少であり、これに限られないが、該疾病、病気または該疾病もしくは病気の症状の完全
な除去でありうる。例えば、癌の影響を減少するための開示された方法は、同一の対象の
自然なレベルまたはコントロール対象と比較して該疾病を有する対象における該疾病 (例
えば腫瘍サイズ) の1個以上の症状に10％の減少がある場合、治療であると見なされる。
従って、該減少は、自然なまたはコントロールレベルと比較した、10、20、30、40、50、
60、70、80、90、100％またはその間のいずれかの量の減少であることができる。治療は
疾病または癌の進行のいずれかの減少を意味しうることもまた本明細書において理解され
および意図される。従って、例えば、コントロール対象または該治療前の同一の対象の腫
瘍増殖速度に対して、該腫瘍増殖速度に10％の減少があった場合、癌の影響を減少する方
法は治療であると見なされる。該減少は、自然のまたはコントロールレベルと比較した、
10、20、30、40、50、60、70、80、90、100％またはその間のいずれかの量の減少である
ことができると理解される。
【００９３】
　「阻害する」、「阻害している」および「阻害」は、活性、応答、病気、疾病または他
の生物学的なパラメーターを減少することを意味する。これは、これらに限られないが該
活性、応答、病気または疾病の完全な除去を含むことができる。これはまた、例えば、該
自然のまたはコントロールレベルと比較して該活性、応答、病気または疾病における10％
の減少を含みうる。従って、該減少は、自然のまたはコントロールレベルと比較して10、
20、30、40、50、60、70、80、90、100％またはその間のいずれかの量の減少であること
ができる。
【００９４】
　該開示された方法をいずれかの癌の治療または阻害のために用いることができる。従っ
て、癌を治療、予防または阻害する方法が本明細書で開示され、該癌は、リンパ腫(ホジ
キンズおよび非ホジキンズ)、B細胞リンパ腫、T細胞リンパ腫、白血病、骨髄性白血病、
癌、固形組織の癌、扁平上皮癌、該口、咽喉、喉頭、および肺の扁平上皮癌、腺癌、肉腫
、神経膠腫、高悪性度神経膠腫、芽細胞腫、神経芽細胞腫、形質細胞腫、組織球腫、メラ
ノーマ、アデノーマ、低酸素腫瘍、骨髄腫、AIDS関連リンパ腫または肉腫、転移性癌、菌
状息肉腫、膀胱癌、脳腫瘍、神経系癌、肺癌（たとえば小細胞肺癌および非小細胞肺癌）
、卵巣癌、膵臓癌、前立腺癌、肝癌、結腸癌、子宮頚癌、子宮頚癌、乳房癌、および上皮
癌、腎臓の癌、尿生殖器癌、食道癌、頭頸部癌、大腸癌、造血癌、および精巣癌からなる
癌の群から選択される。
【００９５】
　癌を発生するリスクのある対象を同定する本発明の方法に加えて、癌を発生するリスク
のある対象の同定を、当該技術分野において既知のいずれかの方法によって達成すること
ができることが理解される。従って、例えば、既知の発癌物質への曝露、癌に関連する行
動の活動(例えば肺癌についての喫煙)または所定の癌に対する遺伝学的素因によって、リ
スクある対象を同定することができる。特にそのリスクある対象において癌を予防する方
法が本明細書で開示され、該対象は遺伝学的スクリーニングによって同定される。本明細
書で開示される該フレームシフトペプチドは癌に関連するため、該フレームシフトの存在
を、癌を発生するリスクのある対象を同定するために用いることができる。従って、癌を
発生するリスクある対象を同定する方法が本明細書で開示され、これは該対象から組織サ
ンプルを入手し、該抗体を該組織サンプルと接触させることを含み、ここで、抗体結合は
該対象が癌のリスクがあることを表す。
【００９６】
　本明細書で開示される化合物はまた、前癌状態（たとえは子宮頚および肛門異形成、他
の異形成、重度の異形成、過形成、異型過形成、および新生物）の該治療のために使用さ
れうる。
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【００９７】
　該開示された方法を、その必要があるまたは本明細書で開示されるいずれかの疾病にな
るリスクある対象を治療または保護するために用いることができる。本明細書で開示され
る「対象」は特異免疫を表示することができるいずれかの動物（例えば鳥、魚、および哺
乳類）を意味しうる。従って、例えば、いずれかの該開示された方法での使用についての
対象は、ヒト、チンパンジー (または他の非ヒト霊長類)、サル、ウシ、ウマ、ブタ、イ
ヌ、ネコ、ラット、モルモット、およびマウスであることができる。
【００９８】
　本発明の重要な利点は、本明細書で開示される実施例よって実証されるように、単一ノ
ボペプチドによるワクチン接種は、複数の腫瘍型に対しておよび無関係の個体において免
疫保護を与えることができることが示されたことである。特に、これまでの全細胞ワクチ
ン研究は１つの腫瘍細胞系での免疫化は別のものに対して交差防御しないことを言及して
おり、それ基づいて広く支持されてきたドグマをふまえると、これは極めて新規な結果で
ある。ここで示される結果は、腫瘍は共通の抗原を有するが、MHCにおける交差防御的な
ペプチドの濃度は、全細胞ワクチン中ではT細胞を活性化するほと十分高くない; 言い換
えれば、抗原希釈のために全細胞ワクチン手法は失敗するという理由から、細胞溶解物ま
たは照射腫瘍による免疫化は交差防御を示さないことを認めることによって、該全細胞ワ
クチン研究と調和しうる。１または２、３個のノボペプチドによるプレワクチン接種は、
該免疫システムをこれらの抗原に集中させて、保護を与える。この実験的知見は、複数の
腫瘍型によって共通して発現されるノボペプチドは、それらの腫瘍型に対する免疫保護を
与える予防的ワクチン接種を支えことができるという、大変重要な結果を導く。これは重
要な概念的、実験的、および実用的なブレークスルーである。本発明は一般に複数の腫瘍
型間に発現されるノボペプチドを発見し評価するための効果的で系統的な方法を提供する
ことが留意される。
【００９９】
　ある場合では、ヒト腫瘍で作られたノボペプチドは、動物腫瘍モデル（例えばマウスま
たはイヌ）で作られたそれと同一であるまたは非常に似ている。例えば、下記の1-78およ
び6-21ノボペプチドは、そこに記載されるようにマウス腫瘍で見つけられたが、所定のヒ
ト腫瘍中でもまた同定された。下記のSMC1ノボペプチドは、もともとはヒトデータベース
の検索によって発見されたが、マウス腫瘍中でもまた発現される。ノボペプチドがヒトお
よびマウス腫瘍の両方で認められる場合、ヒトでの腫瘍ワクチン抗原としての該ノボペプ
チドの該潜在的な有効性の重要な証拠は、マウスを免疫化して、適当な腫瘍系で攻撃する
ことによって得ることができる。別法として、高発癌マウスを該ノボペプチドによりワク
チン接種して、腫瘍化および／または腫瘍進行が減少するかまたは排除されるかを決定す
ることができる。
【０１００】
　腫瘍特異的な抗原に対する治療的抗体が本明細書で開示され、ここで該抗原は、インフ
ォマティクス、ゲノミクス、プロテオミクス、または免疫学的スクリーニングによりノボ
ペプチドを同定し;および該ノボペプチドが腫瘍細胞と正常細胞を区別する免疫応答を誘
導することを決定することを含む該工程によって同定されたノボペプチドである。該ノボ
ペプチドは腫瘍特異的な抗原であることができることが理解され本明細書において意図さ
れる。従って、例えば、該ノボペプチドは、配列番号: 2、3、6に記載の該配列を含むこ
とができる。同様に、該ノボペプチドは、該SMC1遺伝子のフレームシフトを含むことがで
きる。従って、例えば、該ノボペプチドは配列番号: 8に記載の該配列を含むことができ
る。該開示された治療的抗体を単独でまたは別の薬剤と組み合わせて、治療処置として用
いることができることがまた理解される。本明細書で開示される該治療処置を癌を治療す
るために用いることができることもまた本明細書において意図される。言い換えれば、癌
を治療する方法が本明細書で開示され、これは対象に本明細書で開示されたまたは本明細
書で開示された方法によって同定された治療的抗体を投与することを含む。従って、例え
ば、治療処置の方法が本明細書で開示され、該癌は、リンパ腫(ホジキンズおよび非ホジ
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キンズ)、B細胞リンパ腫、T細胞リンパ腫、白血病、骨髄性白血病、癌、固形組織の癌、
扁平上皮癌、該口、咽喉、喉頭、および肺の扁平上皮癌、腺癌、肉腫、神経膠腫、高悪性
度神経膠腫、芽細胞腫、神経芽細胞腫、形質細胞腫、組織球腫、メラノーマ、アデノーマ
、低酸素腫瘍、骨髄腫、AIDS関連リンパ腫または肉腫、転移性癌、菌状息肉腫、膀胱癌、
脳腫瘍、神経系癌、肺癌（たとえば小細胞肺癌および非小細胞肺癌）、卵巣癌、膵臓癌、
前立腺癌、肝癌、結腸癌、子宮頚癌、子宮頚癌、乳房癌、および上皮癌、腎臓の癌、尿生
殖器癌、食道癌、頭頸部癌、大腸癌、造血癌、および精巣癌からなる癌の群から選択され
る。
【０１０１】
　2.該組成物を試験ツールとして用いる方法
　該組成物を、例えばコンビナトリアルケミストリープロトコルまたは他のスクリーニン
グプロトコルの標的として、腫瘍増殖の阻害および癌の治療に関連する所望の機能的な特
性を有する分子を単離するために用いることができる。従って、癌治療剤または予防剤の
ためのスクリーニング方法が本明細書で開示され、これは該候補治療剤または予防剤をノ
ボペプチドと接触させることからなり、該ノボペプチドに結合する候補治療または予防の
候補物質が治療剤または予防剤として更に評価するために選択される。
【０１０２】
　該開示された組成物はまた、癌などの疾病に関する診断ツールとして用いることができ
る。例えば、該開示された方法は、細胞増殖が癌性であるかを決定するためにを用いるこ
とができる。従って、腫瘍または他の増殖を癌性または前癌性と診断する方法が本明細書
で開示され、これは腫瘍細胞を入手し、該細胞からRNAを抽出し、およびノボペプチド関
連ミューテイションまたはバリエーションについてアッセイすることを含む、ノボペプチ
ドについてのスクリーニングを含み、ここで、ノボペプチド関連ミューテイションまたは
バリエーションの存在は、該腫瘍が癌性または潜在的に癌性であることを表す。また、癌
である個体を診断する方法が開示され、これは、組織サンプルを入手し、ノボペプチド関
連ミューテイションまたはバリエーションの存在についてスクリーニングすることを含む
。該組織は該対象に存在するいずれかの組織であることができると理解される。例えば、
該組織は、血液、唾液、皮膚、または組織生検からの細胞であることができる。該開示さ
れた組織は、当該技術分野において既知の方法（例えば、肺洗浄、静脈出血、組織生検ま
たは粘膜組織の拭き取り）によって入手することができることとまた理解される。従って
、例えば、該サンプルが血液である診断する方法が本明細書で開示される。該方法は、癌
に関連すると同定されたノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーションの存在
を決定するを含むことができる。別法として、該方法は、ノボペプチドに対する免疫応答
の存在についのスクリーニングを含むことができる。該免疫応答は抗体または細胞媒介性
応答であり得ると理解される。従って、例えば、該免疫応答は、T細胞応答、例えばCD8 T
細胞応答 (例えば、細胞溶解的殺傷またはサイトカイン分泌)またはCD4 T細胞応答 (サイ
トカイン分泌)であり得る。該免疫応答の存在を決定するために、既知の免疫学的手段を
用いることができることが本明細書において特に意図される。例えば、抗体応答は、ELIS
A、ELISPOTまたは凝集アッセイによって測定することができる。T細胞応答は、例えば、E
LISA、ELISPOT、四量体染色、細胞内サイトカイン染色またはクロム遊離アッセイによっ
て、検出することができる。
【０１０３】
　本明細書で開示される方法よって同定された該ノボペプチド関連ミューテイションまた
はバリエーションは、発癌性となる他の非発癌性遺伝子をもたらすと理解される。例えば
、該SMC1遺伝子は発癌性でない; しかしながら、本明細書で開示するように該SMC1遺伝子
のフレームシフトは発癌性である。本明細書で開示される腫瘍細胞中のノボペプチド関連
ミューテイションまたはバリエーションを検出する該方法は該SMC1遺伝子中のフレームシ
フトを示し、フレームシフトミュータントは発癌性である。従って、癌遺伝子を同定する
方法が本明細書で開示されることが理解され、これはこれまでは癌に関連しなかった遺伝
子においてノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーション検出することを含む
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。
【０１０４】
Ｅ．組成物の製造方法
　本明細書で開示される組成物および開示された方法を実行するのに必要な組成物は、特
に断りがなければ、その特定の試薬または化合物について当業者に公知のいずれの方法を
用いても製造されうる。
【０１０５】
１．核酸の合成
　例えば、プライマーとして用いられるべきオリゴヌクレオチドのような核酸は、標準的
な化学合成法を用いて製造されうるか、または酵素法もしくはいずれの他の公知の方法を
用いても製造されうる。このような方法は、標準的な酵素消化に続くヌクレオチド断片の
単離（例えば、Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Editi
on (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989) Chapte
rs 5, 6を参照せよ）から、例えば、ミリゲン(Milligen)またはベックマンシステムｌプ
ラスＤＮＡ合成装置(Beckman System 1Plus DNA synthesizer)（例えば、ミリゲン－バイ
オサーチ、バーリントン、ＭＡのモデル８７００自動合成装置またはＡＢＩモデル３８０
Ｂ）を用いたシアノエチルホスホラミダイト法による純粋な合成法までの範囲にわたって
もよい。オリゴヌクレオチドの製造に有用な合成法はまた、Ikuta et al., Ann. Rev. Bi
ochem. 53:323-356 (1984)（ホスホトリエステルおよび亜リン酸－トリエステル法）、お
よびNarang et al., Methods EnzymoL, 65:610-620 (1980)（ホスホトリエステル法）に
も記載されている。タンパク質核酸分子は、例えば、Nielsen et al., Bioconjug. Chem.
 5:3-7 (1994)に記載されている公知の方法を用いて製造されうる。
【０１０６】
２．ペプチド合成
　開示されたタンパク質、例えばＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２３を製造する一つの方法は、タン
パク質化学の技術によって２つ以上のペプチドまたはポリペプチドを連結することである
。例えば、ペプチドまたはポリペプチドは、Ｆｍｏｃ（９－フルオレニルメチルオキシカ
ルボニル）またはＢｏｃ（ｔｅｒｔ－ブチルオキシカルボニル）（アプライドバイオシス
テムズ社、フォスターシティ、ＣＡ）化学を用いた現在利用可能な実験装置を用いて化学
的に合成されうる。当業者は、開示されたタンパク質に対応するペプチドまたはポリペプ
チドが、例えば、標準的な化学反応によって合成されうることを容易に認識しうる。例え
ば、ペプチドまたはポリペプチドは合成され、その合成樹脂から開裂され得ないが、ペプ
チドまたはタンパク質の他の断片は合成され、続いて樹脂から開裂され、それによって、
他の断片において機能的にブロックされた末端基を露出しうる。ペプチド縮合反応によっ
て、これらの２つの断片は、それぞれそのカルボキシルおよびアミノ末端でペプチド結合
によって共有結合して、抗体またはその断片を形成しうる（Grant GA (1992) Synthetic 
Peptides: A User Guide. W.H. Freeman and Co., N.Y. (1992); Bodansky M and Trost 
B., Ed. (1993) Principles of Peptide Synthesis. Springer-Verlag Inc., NY）（これ
は、少なくともペプチド合成に関する物質について本明細書で引用される）。あるいは、
ペプチドまたはポリペプチドは、本明細書に記載されるように、独立してインビボで合成
される。一旦単離されると、これらの独立したペプチドまたはポリペプチドは、類似のペ
プチド縮合反応によって結合されて、ペプチドまたはその断片を形成しうる。
【０１０７】
　例えば、クローン化または合成ペプチドセグメントの酵素的連結は、比較的短いペプチ
ド断片を結合させて、より大きなペプチド断片、ポリペプチドまたは全タンパク質ドメイ
ンを生成する（Abrahmsen L et al., Biochemistry, 30:4151 (1991)）。あるいは、合成
ペプチドの天然の化学的連結を利用して、より短いペプチド断片から大きなペプチドまた
はポリペプチドを合成的に構築しうる。この方法は、２つの段階の化学反応からなる（Da
wson et al. Synthesis of Proteins by Native Chemical Ligation. Science, 266:776-
779 (1994)）。第一段階は、非保護合成ペプチド－チオエステルを、アミノ末端Ｃｙｓ残
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基を含む別の非保護ペプチドセグメントと化学選択的に反応させて、最初の共有結合生成
物としてチオエステル連結中間体を得る。反応条件における変化なしに、この中間体は、
自発的で急速な分子内反応を受けて、連結部位で天然のペプチド結合を形成する（Baggio
lini M et al. (1992) FEBS Lett. 307:97-101; Clark-Lewis I et al., J.Biol.Chem., 
269:16075 (1994); Clark-Lewis I et al., Biochemistry, 30:3128 (1991); Rajarathna
m K et al., Biochemistry 33:6623-30 (1994)）。
【０１０８】
　あるいは、化学的連結の結果としてペプチドセグメント間で形成された結合が非天然（
非ペプチド）結合である場合、非保護ペプチドセグメントは化学的に連結される（Schnol
zer, M et al. Science, 256:221 (1992)）。この技術は、タンパク質ドメインの類縁体
、並びに十分な生物学的活性を有する大量の比較的純粋なタンパク質を合成するのに用い
られてきた（deLisle Milton RC et al., Techniques in Protein Chemistry IV. Academ
ic Press, New York, pp. 257-267 (1992)）。
【０１０９】
Ｆ．抗体
１．抗体の概略
　用語「抗体」は広義で本明細書に用いられ、ポリクローナルおよびモノクローナル抗体
を含む。インタクト免疫グロブリン分子(intact immunoglobulin molecule)に加えて、用
語「抗体」には、腫瘍増殖が阻害されるようにＦＳ１－７８ｍｕｔ、ＦＳ６－２１ｍｕｔ
、およびＦＳ ＳＭＣ１と相互作用する能力が選択される限り、これらの免疫グロブリン
分子の断片またはポリマー、並びにヒト免疫グロブリン分子もしくはヒト化免疫グロブリ
ン分子またはその断片もまた含まれる。抗体は、本明細書に記載されるインビトロアッセ
イを用いて、または類似の方法によってその目的の活性について試験され、その後、その
インビボ治療活性および／または予防活性は、公知の臨床試験法に従って試験されうる。
【０１１０】
　本明細書に用いられるように、用語「抗体」には、これらに限らないが、いずれのクラ
スの全免疫グロブリン（すなわち、インタクト抗体）も含まれる。天然の抗体は、通常、
２つの同一の軽（Ｌ）鎖および２つの同一の重（Ｈ）鎖を含むヘテロ四量体の糖タンパク
質である。典型的には、各軽鎖は、一つの共有ジスルフィド結合によって重鎖に連結して
いるが、ジスルフィド結合の数は、異なる免疫グロブリンアイソタイプの重鎖間で変化す
る。各々の重鎖および軽鎖はまた、規則的間隔の鎖内ジスルフィド架橋も有する。各重鎖
は一方の端に可変領域（Ｖ（Ｈ））を有し、続いて多数の定常ドメインを有する。各軽鎖
は、一方の端に可変領域（Ｖ（Ｌ））、他方の端に定常ドメインを有し；軽鎖の定常ドメ
インは重鎖の第一定常ドメインと並んでおり、軽鎖可変領域は重鎖の可変領域と並んでい
る。特定のアミノ酸残基は、軽鎖および重鎖可変領域間で界面を形成すると考えられる。
いずれの脊椎動物種からの抗体の軽鎖も、その定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、
２つの明らかに別個の型（カッパ（ｋ）およびラムダ（ｌ）と呼ばれる）のうちの一つに
割り当てられうる。その重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列により、免疫グロブリンは異
なるクラスに割り当てられうる。５つの主要なクラスのヒト免疫グロブリン：ＩｇＡ、Ｉ
ｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭが存在し、これらの中にはサブクラス（アイソタイプ
）、例えば、ＩｇＧ－Ｉ、ＩｇＧ－２、ＩｇＧ－３、およびＩｇＧ－４；ＩｇＡ－１およ
びＩｇＡ－２にさらに分割されるものもありうる。当業者は、マウスについての比較可能
なクラスを認識している。異なるクラスの免疫グロブリンに対応する重鎖定常ドメインは
、それぞれアルファ、デルタ、イプシロン、ガンマ、およびミューと呼ばれる。
【０１１１】
　用語「可変」は、抗体間で配列が異なる可変領域の特定部分を記載するのに本明細書で
用いられ、その特定の抗原についての各々の特定の抗体の結合および特異性に用いられる
。しかしながら、可変性は通常、抗体の可変領域を通して均等に分布していない。それは
、典型的には、軽鎖および重鎖可変領域における相補性決定領域（ＣＤＲ）または超可変
領域と呼ばれる３つのセグメントに集中している。可変領域のより高度に保存された部分
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は、フレームワーク（ＦＲ）と呼ばれる。天然の重鎖および軽鎖の可変領域の各々には、
３つのＣＤＲにつながったｂ－シート配置を主として取り入れる４つのＦＲ領域が含まれ
、それはｂ－シート構造につながったループを形成し、ある場合にはｂ－シート構造の一
部を形成する。各鎖におけるＣＤＲはＦＲ領域にごく接近してまとめられ、他の鎖からの
ＣＤＲとともに、抗体の抗原結合部位の形成に寄与する（Kabat E. A. et al.、「Sequen
ces of Proteins of Immunological Interest」、国立衛生研究所、ベテスダ、Ｍｄ．(19
87)を参照せよ）。定常ドメインは抗体の抗原への結合に直接関与していないが、様々な
エフェクター機能、例えば抗体依存性の細胞傷害性における抗体の関与を示す。
【０１１２】
　本明細書で用いられるように、用語「抗体またはその断片」には、二重抗原(dual anti
gen)もしくは多重抗原(multiple antigen)またはエピトープ特異性を有するキメラ抗体お
よびハイブリッド抗体、並びに断片、例えばＦ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、ｓＦｖ
、ｓｃＦｖなど、例えばハイブリッド断片が含まれる。したがって、その特異的な抗原に
結合する能力を保持する抗体の断片が提供される。例えば、ＦＳ１－７８ｍｕｔ、ＦＳ６
－２１ｍｕｔ、ＦＳ ＳＭＣ１結合活性を維持する抗体の断片が、用語「抗体またはその
断片」の意味の中に含まれる。このような抗体および断片は当該技術分野で公知の技術に
よって製造されてもよく、実施例で説明された方法、並びに一般的な抗体の製造方法、お
よび特異性と活性についての一般的な抗体のスクリーニング方法に従って、特異性および
活性についてスクリーニングされてもよい（Harlow and Lane. Antibodies, A Laborator
y Manual. Cold Spring Harbor Publications, New York, (1988)を参照せよ）。
【０１１３】
　また「抗体またはその断片」の意味の中には、例えば、米国特許番号４，７０４，６９
２（本明細書によってその内容が引用される）に記載されているように、抗体断片および
抗原結合タンパク質（単鎖の抗体）の複合体(conjugate)も含まれる。
【０１１４】
　抗体または抗体断片の活性が、改変されていない抗体または抗体断片と比べて著しく変
更されまたは損なわれていないのであれば、他の配列に結合していようといまいと、断片
にはまた、挿入、欠失、置換、または特定の領域もしくは特定のアミノ酸残基の他の選択
された改変も含まれうる。これらの改変によって、いくつかの追加の特性、例えばジスル
フィド結合することができるアミノ酸の除去／付加、その生物寿命(bio-longevity)の増
大、その分泌特性の変更などが提供されうる。いずれの場合においても、抗体または抗体
断片は、生理活性特性、例えばその同族の抗原への特異的結合を有していなければならな
い。抗体または抗体断片の機能領域または活性領域は、タンパク質の特定領域の変異生成
に続いて、発現および発現ポリペプチドの試験によって同定されうる。このような方法は
当業者に容易に理解され、抗体または抗体断片をコードする核酸の部位特異的変異が含ま
れうる（Zoller, MJ. Curr. Opin. Biotechnol. 3:348-354, 1992）。
【０１１５】
　本明細書で用いられる用語「モノクローナル抗体」とは、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体をいい、すなわち、抗体分子の小さなサブセットにおいて存在しうる天然
に生じうる突然変異を除いては、該集団の中の個々の抗体は同一である。本明細書のモノ
クローナル抗体には、特に「キメラ」抗体が含まれ、目的のアンタゴニスト活性を示すの
であれば、重鎖および／または軽鎖の部分は、特定の種に由来するか、または特定の抗体
クラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応の配列と同一または相同であるが、
該鎖の残りの部分は、別の種に由来するか、または別の抗体クラスもしくはサブクラスに
属する抗体、並びにこのような抗体の断片における対応の配列と同一または相同である（
米国特許番号４，８１６，５６７およびMorrison et al., Proc. Natl. Acad. Sd. USA, 
81:6851-6855 (1984)を参照せよ）。
【０１１６】
　開示されたモノクローナル抗体は、モノクローナル抗体を製造するいずれの方法を用い
ても製造されうる。例えば、開示されたモノクローナル抗体は、Kohler and Milstein, N
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ature, 256:495 (1975)に記載されているように、ハイブリドーマ法を用いて製造されう
る。ハイブリドーマ法において、マウスまたは他の適当な宿主動物は、典型的には、免疫
剤(immunizing agent)に特異的に結合する抗体を生成するかまたは生成することができる
リンパ球を誘発する免疫剤で免疫化される。あるいは、リンパ球は、例えば、本明細書に
記載されるＨＩＶ Ｅｎｖ－ＣＤ４－共受容体複合体を用いて、インビトロで免疫化され
うる。
【０１１７】
　モノクローナル抗体はまた、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許番号４，８１６，５６７
（Cabilly et al.）に記載されているものによっても製造されうる。開示されたモノクロ
ーナル抗体をコードするＤＮＡは、通常の方法を用いて（例えば、マウス抗体の重鎖およ
び軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合することができるオリゴヌクレオチドプローブ
を用いることによって）容易に単離および配列決定されうる。抗体または活性な抗体断片
のライブラリはまた、例えば、バートンらへの米国特許番号５，８０４，４４０およびバ
ルバス(Barbas)らへの米国特許番号６，０９６，４４１に記載されているように、ファー
ジディスプレイ法を用いても生成およびスクリーニングされうる。
【０１１８】
　インビトロ法はまた、一価抗体の製造にも適している。抗体を消化して、その断片、特
に、Ｆａｂ断片を製造することは、当該技術分野で公知の通常の技術を用いて達成されう
る。例えば、消化はパパインを用いて行われうる。パパイン消化の例は、１９９４年１２
月２２日に公開されたＷＯ ９４／２９３４８および米国特許番号４，３４２，５６６に
記載されている。抗体のパパイン消化は、典型的には、単一の抗原結合部位、および残り
のＦｃ断片をそれぞれ有する、Ｆａｂ断片と呼ばれる２つの同一の抗原結合断片を生じる
。ペプシン処理は、２つの抗原結合部位を有する断片を生じ、さらに抗原を架橋結合する
ことができる。
【０１１９】
　本明細書で用いられるように、用語「抗体」とは、ヒト抗体および／またはヒト化抗体
をもいう。多くの非ヒト抗体（例えば、マウス、ラット、またはウサギ由来のもの）は、
本来、ヒトにおいて抗原性を示し、そのため、ヒトに投与された場合に望ましくない免疫
応答を起こしうる。したがって、本方法におけるヒト抗体またはヒト化抗体の使用は、ヒ
トに投与された抗体が望ましくない免疫応答を引き起こす可能性を減らすのに役立つ。
【０１２０】
２．ヒト抗体
　開示されたヒト抗体は、いずれの技術を用いても製造されうる。ヒトモノクローナル抗
体の製造についての技術の例には、コールら（Monoclonal Antibodies and Cancer Thera
py, Alan R. Liss, p. 77, 1985）およびベルナー(Boerner)ら（J. Immunol., 147(l):86
-95, 1991）によって記載されたものが含まれる。ヒト抗体（およびその断片）はまた、
ファージディスプレイライブラリを用いても製造されうる（Hoogenboom et al., J. MoI.
 Biol, 227:381, 1991; Marks et al., J MoI. Biol, 222:581, 1991）。
【０１２１】
　開示されたヒト抗体はまた、遺伝子組換え動物からも得られうる。例えば、免疫化に応
答して、十分な量のヒト抗体を生じることができる遺伝子導入変異マウスが記載されてい
る（例えば、Jakobovits et al., Proc. Natl Acad. ScL USA, 90:2551-255 (1993); Jak
obovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggermann et al., Year in Immunol.
, 7:33 (1993)を参照せよ）。具体的には、これらのキメラおよび生殖細胞系列変異マウ
スにおける抗体重鎖連結領域（Ｊ（Ｈ））遺伝子のホモ接合型欠失によって、内在的な抗
体産生の完全な阻害がもたらされ、ヒト生殖系列抗体遺伝子アレイのこのような生殖細胞
系列変異マウスへの導入の成功によって、抗原チャレンジ(antigen challenge)における
ヒト抗体の産生がもたらされる。目的の活性を有する抗体は、本明細書に記載されるＥｎ
ｖ－ＣＤ４－共受容体複合体を用いて選択される。
【０１２２】
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３．ヒト化抗体
　抗体ヒト化技術は、一般に、抗体分子の一つ以上のポリペプチド鎖をコードするＤＮＡ
配列を操作する組換えＤＮＡ技術の使用に関わる。したがって、ヒト化型の非ヒト抗体（
またはその断片）は、ヒト（レシピエント）抗体のフレームワークの中に組み込まれた非
ヒト（ドナー）抗体からの抗原結合部位の一部を含む、キメラ抗体もしくは抗体鎖（また
はその断片、例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、もしくは抗体の他の抗原結合部分）である
。
【０１２３】
　ヒト化抗体を製造するため、レシピエント（ヒト）抗体分子の一つ以上の相補性決定領
域（ＣＤＲ）からの残基は、目的の抗原結合特性（例えば、標的抗原についての特定のレ
ベルの特異性および親和性）を有することが知られているドナー（非ヒト）抗体分子の一
つ以上のＣＤＲからの残基によって置換される。いくつかの例において、ヒト抗体のＦｖ
フレームワーク（ＦＲ）残基は、対応の非ヒト残基によって置換される。ヒト化抗体はま
た、レシピエント抗体にも、移入されたＣＤＲまたはフレームワーク配列にも見られない
残基も含みうる。一般に、ヒト化抗体は、非ヒトである供給源からその中に導入された一
つ以上のアミノ酸残基を有する。実際、ヒト化抗体は、典型的には、いくつかのＣＤＲ残
基あるいはいくつかのＦＲ残基が、げっ歯類抗体における類似部位からの残基によって置
換されているヒト抗体である。ヒト化抗体は、一般に、抗体定常部（Ｆｃ）の少なくとも
一部、典型的にはヒト抗体のものを含む（Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986), 
Reichmann et al., Nature, 332:323-327 (1988), and Presta, Curr. Opin. Struct. Bi
ol, 2:593-596 (1992)）。
【０１２４】
　非ヒト抗体をヒト化する方法は、当該技術分野で周知である。例えば、ヒト化抗体は、
ヒト抗体の対応の配列をげっ歯類ＣＤＲもしくはＣＤＲ配列に置換することによって、ウ
ィンターおよび共同研究者の方法に従って製造されうる（Jones et al., Nature, 321 :5
22-525 (1986), Riechmann et al., Nature, 332:323-327 (1988), Verhoeyen et al., S
cience, 239:1534-1536 (1988)）。ヒト化抗体を製造するために用いられうる方法は、米
国特許番号４，８１６，５６７（キャビリー(Cabilly)ら）、米国特許番号５，５６５，
３３２（ホーゲンボーム(Hoogenboom)ら）、米国特許番号５，７２１，３６７（ケイら）
、米国特許番号５，８３７，２４３（デオら）、米国特許番号５，９３９，５９８（クチ
ャラパティ(Kucherlapati)ら）、米国特許番号６，１３０，３６４（ヤコボビッツ(Jakob
ovits)ら）、および米国特許番号６，１８０，３７７（モーガンら）にもまた記載されて
いる。
【０１２５】
４．抗体の投与
　抗体の投与は、本明細書に開示されるようになされうる。抗体送達(antibody delivery
)のための核酸アプローチもまた存在する。患者または対象自身の細胞が核酸を取り入れ
、コードされた抗体または抗体断片を生じ、分泌するように、広くは中和抗体(neutraliz
ing antibody)および抗体断片もまた、抗体または抗体断片をコードする核酸製剤（例え
ば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）として、患者または対象に投与されうる。核酸の送達は、例え
ば、本明細書に開示されるいずれの手段によってもなされうる。
【０１２６】
Ｇ．開示された組成物を用いたスクリーニング／コンビナトリアルケミストリーによって
同定された組成物
　開示された組成物は、いずれのコンビナトリアル技術についての標的としても用いられ
て、目的の方法で開示された組成物と相互作用する分子または巨大分子を同定しうる。Ｓ
ＥＱ ＩＤ ＮＯ：２、４、６、および８あるいはその部分に開示された組成物がコンビナ
トリアルまたはスクリーニングプロトコールにおける標的として用いられる、コンビナト
リアル技術またはスクリーニング技術を通して同定される組成物もまた開示される。
【０１２７】
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　コンビナトリアル技術またはスクリーニング法において開示された組成物を用いた場合
に、標的分子の機能の阻害または刺激のような特定の望ましい特性を有する分子（例えば
巨大分子）が同定されることが理解される。開示された組成物を用いた場合に同定および
単離された分子もまた開示される。
【０１２８】
　コンビナトリアルケミストリーには、これらに限らないが、典型的には反復工程におい
て、小分子または別の巨大分子と結合することができる小分子または巨大分子を単離する
すべての方法が含まれる。タンパク質、オリゴヌクレオチド、および糖は、巨大分子の例
である。例えば、所定の機能、触媒作用またはリガンド結合を有するオリゴヌクレオチド
分子は、いわゆる「インビトロジェネティクス」において、ランダムなオリゴヌクレオチ
ドの複合体混合物から単離されうる（Szostak, TIBS 19:89, 1992）。ランダムおよび限
定された配列を有する分子の大きなプールを合成し、その複合体混合物、例えば、１００
ヌクレオチドＲＮＡ（１００μｇ）における約１０１５個の個々の配列を、いくつかの選
択および濃縮工程に付す。カラムにおけるリガンドに結合した分子のアフィニティークロ
マトグラフィーおよびＰＣＲ増幅の反復サイクルを通して、エリントンおよびスゾスタッ
ク(Szostak)（１９９０）は、１０１０個中、１個のＲＮＡ分子が小分子色素に結合する
ようにフォールドすると推定した。このようなリガンド結合の性質を有するＤＮＡ分子が
、同様に単離されている（Ellington and Szostak, 1992; Bock et al, 1992）。類似の
目的に向けた技術が、当業者に公知の小さな有機分子、タンパク質、抗体および他の巨大
分子のために存在する。小さな有機ライブラリ、オリゴヌクレオチド、または抗体に基づ
くかどうかにかかわらず、目的の活性のための分子セットのスクリーニングは、広くコン
ビナトリアルケミストリーと呼ばれる。コンビナトリアル技術は、分子間の結合相互作用
を限定し、特定の結合活性を有する分子（巨大分子が核酸である場合はしばしばアプタマ
ーと呼ばれる）を単離するのに特に適している。
【０１２９】
　新規活性(de novo activity)または改変された活性を有するタンパク質を単離するため
の多数の方法が存在する。例えば、ファージディスプレイライブラリは、特定の標的に相
互作用する多数のペプチドを単離するのに用いられている。（例えば、少なくともファー
ジディスプレイに関する物質およびコンビナトリアルケミストリーに関する方法について
本明細書で引用される米国特許番号６，０３１，０７１；５，８２４，５２０；５，５９
６，０７９；および５，５６５，３３２を参照せよ）
【０１３０】
　所定の機能を有するタンパク質の単離方法が、ロバーツおよびスゾスタックによって記
載されている（Roberts R. W. and Szostak J.W. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94(23)1
2997-302 (1997)）。このコンビナトリアルケミストリー法は、タンパク質の機能的な力
および核酸の遺伝的な力とつながっている。ピューロマイシン分子がＲＮＡ分子の３’末
端に共有結合するＲＮＡ分子が生成される。この改変されたＲＮＡ分子のインビトロ翻訳
によって、翻訳されるべきＲＮＡによってコードされる正しいタンパク質がもたらされる
。また、ピューロマイシン（伸長されることができないペプチジルアクセプター）の結合
のため、伸長しているペプチド鎖は、ＲＮＡに結合したピューロマイシンに結合している
。したがって、該タンパク質分子は、それをコードする遺伝物質に結合している。現在、
機能性ペプチドを単離するために、標準のインビトロ選択手順がなされうる。一旦ペプチ
ド機能についての選択手順が完了すると、選択された機能性ペプチドをコードする核酸を
増幅するために、従来の核酸の操作方法が遂行される。遺伝物質の増幅後、新たなＲＮＡ
が３’末端でのピューロマイシンとともに転写され、新たなペプチドが翻訳され、別の機
能の選択ラウンドが行われる。したがって、核酸の選択技術と同様に、タンパク質の選択
が反復して行われうる。翻訳されるペプチドは、ピューロマイシンに結合したＲＮＡの配
列によって制御される。この配列は、最適な翻訳（すなわち、終始コドンがないなど）の
ために改変されたランダム配列からのいずれであってもよく、または、それは公知のペプ
チドの改善もしくは変更された機能を探すための公知のＲＮＡ分子の変性配列(degenerat
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e sequence)であってもよい。核酸の増幅およびインビトロ翻訳についての条件は当業者
に周知であり、好ましくは、ロバーツおよびスゾスタック（Roberts R.W. and Szostak J
.W. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94(23)12997-302 (1997)）のように行われる。
【０１３１】
　ペプチドを単離するためにデザインされたコンビナトリアル法についての別の方法は、
コーエンら（Cohen B.A.,et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95(24): 14272-7 (1998)
）に記載されている。この方法は、ツーハイブリッド法を利用および修正している。酵母
ツーハイブリッドシステムは、タンパク質間相互作用の検出および分析に有用である。最
初に出芽酵母において記載されたツーハイブリッドシステムは、興味深いタンパク質に特
異的な新たな調節分子を同定するための強力な分子遺伝学の技術である（Fields and Son
g, Nature 340:245-6 (1989)）。コーエンらは、選択の分子を結合する合成または改変さ
れたペプチド配列間の新規相互作用が同定されうるように、この技術を修正した。この型
の技術の利点は、細胞内環境において選択がなされることである。該方法は、酸性活性化
ドメインに結合したペプチド分子のライブラリを利用する。選択のペプチドは、例えば、
Ｇａｌ４のような転写活性化タンパク質のＤＮＡ結合ドメインに結合したＦＳ１－７８ｍ
ｕｔである。この型のシステムにおいてツーハイブリッド法を行うことによって、ＦＳ１
－７８ｍｕｔを結合する分子が同定されうる。
【０１３２】
　様々なコンビナトリアルライブラリと併用して、当業者に周知の方法を用いて、目的の
標的と結合または相互作用する小分子または巨大分子を単離および評価しうる。これらの
化合物の相対的な結合親和性が比較され、当業者に周知である競合的結合の調査を用いて
最適な化合物が同定されうる。
【０１３３】
　コンビナトリアルライブラリを作成し、コンビナトリアルライブラリをスクリーニング
して、目的の標的を結合する分子を単離する技術は、当業者に周知である。代表的な技術
および方法は、これらに限らないが、米国特許５，０８４，８２４、５，２８８，５１４
、５，４４９，７５４、５，５０６，３３７、５，５３９，０８３、５，５４５，５６８
、５，５５６，７６２、５，５６５，３２４、５，５６５，３３２、５，５７３，９０５
、５，６１８，８２５、５，６１９，６８０、５，６２７，２１０、５，６４６，２８５
、５，６６３，０４６、５，６７０，３２６、５，６７７，１９５、５，６８３，８９９
、５，６８８，６９６、５，６８８，９９７、５，６９８，６８５、５，７１２，１４６
、５，７２１，０９９、５，７２３，５９８、５，７４１，７１３、５，７９２，４３１
、５，８０７，６８３、５，８０７，７５４、５，８２１，１３０、５，８３１，０１４
、５，８３４，１９５、５，８３４，３１８、５，８３４，５８８、５，８４０，５００
、５，８４７，１５０、５，８５６，１０７、５，８５６，４９６、５，８５９，１９０
、５，８６４，０１０、５，８７４，４４３、５，８７７，２１４、５，８８０，９７２
、５，８８６，１２６、５，８８６，１２７、５，８９１，７３７、５，９１６，８９９
、５，９１９，９５５、５，９２５，５２７、５，９３９，２６８、５，９４２，３８７
、５，９４５，０７０、５，９４８，６９６、５，９５８，７０２、５，９５８，７９２
、５，９６２，３３７、５，９６５，７１９、５，９７２，７１９、５，９７６，８９４
、５，９８０，７０４、５，９８５，３５６、５，９９９，０８６、６，００１，５７９
、６，００４，６１７、６，００８，３２１、６，０１７，７６８、６，０２５，３７１
、６，０３０，９１７、６，０４０，１９３、６，０４５，６７１、６，０４５，７５５
、６，０６０，５９６、および６，０６１，６３６において見つけることができる。
【０１３４】
　コンビナトリアルライブラリは、多数の異なる合成技術を用いて、様々な分子から作成
されうる。例えば、ライブラリには、縮合２，４－ピリミジンジオン類（米国特許６，０
２５，３７１）、ジヒドロベンゾピラン類（米国特許６，０１７，７６８および５，８２
１，１３０）、アミドアルコール類（米国特許５，９７６，８９４）、ヒドロキシ－アミ
ノ酸アミド類（米国特許５，９７２，７１９）、糖類（米国特許５，９６５，７１９）、
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１，４－ベンゾジアゼピン－２，５－ジオン類（米国特許５，９６２，３３７）、環状化
合物類（米国特許５，９５８，７９２）、ビアリールアミノ酸アミド類（米国特許５，９
４８，６９６）、チオフェン類（米国特許５，９４２，３８７）、三環系テトラヒドロキ
ノリン類（米国特許５，９２５，５２７）、ベンゾフラン類（米国特許５，９１９，９５
５）、イソキノリン類（米国特許５，９１６，８９９）、ヒダントインおよびチオヒダン
トイン（米国特許５，８５９，１９０）、インドール類（米国特許５，８５６，４９６）
、イミダゾール－ピリド－インドールおよびイミダゾール－ピリド－ベンゾチオフェン類
（米国特許５，８５６，１０７）、置換２－メチレン－２、３－ジヒドロチアゾール類（
米国特許５，８４７，１５０）、キノリン類（米国特許５，８４０，５００）、ＰＮＡ（
米国特許５，８３１，０１４）、タグ含有(containing tag)（米国特許５，７２１，０９
９）、ポリケチド類（米国特許５，７１２、１４６）、モルホリノ－サブユニット類（米
国特許５，６９８，６８５および５，５０６，３３７）、スルファミド類（米国特許５，
６１８，８２５）、並びにベンゾジアゼピン類（米国特許５，２８８，５１４）が含まれ
る。
【０１３５】
Ｈ．細胞への組成物の送達
　本発明の成果は、腫瘍細胞に対する免疫応答を上昇させるために投与されるべき予防お
よび／または治療ワクチンの製剤化に有用な方法および組成物を供給することである。本
発明は、ノボペプチドベースのワクチンの組成物およびその投与方法に及ぶ。ノボペプチ
ドベースのワクチンは、当業者によく知られているいずれの方法、例えば適当な担体中で
溶解または懸濁されたノボペプチド(novopeptide)を含むワクチンを製造し、それを一度
または所定の間隔で、ワクチン接種されるべき動物またはヒトの患者に投与する非常に簡
単なアプローチで製造および投与されうる。しかしながら、他の方法によっても成功する
ことができ、特定のアプローチは遺伝子銃の技術を用いた遺伝子免疫(genetic immunizat
ion)を必要とし、この場合、以下の実験２および３において説明されるように、目的のノ
ボペプチドをコードする直鎖発現エレメントの形態でワクチンが投与される。ワクチンの
組成物には、ノボペプチドおよび他の成分が含まれうる。可能であれば、以下の実験４に
よって説明されるように与えられる免疫保護のレベルを改善する際、および別の腫瘍型に
対する免疫保護を与えることによって、多数の別個のノボペプチドの含有が有用であるこ
とが分かり；実験３で説明されるように、単一のノボペプチドが一つより多くの腫瘍型に
対して免疫保護を与えることが分かりうるが、追加のノボペプチドの含有によって、標的
腫瘍型のレパートリーが拡張されうる。多数のノボペプチドの含有は、ヒトにおける投与
が意図されるワクチンにおいて特に有用である。なぜなら、ワクチンにおける少なくとも
一つのノボペプチドが、所定の割合の標的集団で各々に存在している少なくとも一つのＨ
ＬＡ型によって掲示されることができるようにするのに十分なノボペプチドの数および選
択を含める必要があるからである。２つ以上のノボペプチドは単一の存在物の中に融合さ
れてもよく；これはワクチンデザインの領域における標準的な慣行である。ノボペプチド
ベースのワクチンには、与えられる免疫保護を改善するか、またはワクチン製剤の有効性
および／または安全性を改善するために、当業者によく知られている他の成分、例えば、
これらに限らないが、ほんの一例として、添加剤およびハプテン担体が含まれうる。
【０１３６】
　インビトロまたはインビボで、核酸を細胞に送達するのに用いられうる多数の組成物お
よび方法が存在する。これらの方法および組成物は、主として２つの種類：ウイルスベー
スの送達系および非ウイルスベースの送達系に分類されうる。例えば、核酸は、多数の直
接的な送達系、例えば、電気穿孔、リポフェクション、リン酸カルシウム沈殿、プラスミ
ド、ウイルスベクター、ウイルス核酸、ファージ核酸、ファージ、コスミドを通して、ま
たは細胞もしくは担体（例えばカチオン性リポソーム）中の遺伝物質の伝達によって送達
されうる。形質移入に適した方法、例えばウイルスベクター、化学的な形質移入体、また
は物理的力学的方法、例えば電気穿孔およびＤＮＡの直接拡散は、例えば、Wolff, J. A.
, et al., Science, 247, 1465-1468, (1990); and Wolff, J. A. Nature, 352, 815-818



(43) JP 2009-532664 A 2009.9.10

10

20

30

40

50

, (1991)に記載されている。このような方法は当該技術分野で周知であり、本明細書に記
載された組成物および方法とともに使用するのに容易に適応可能である。特定の場合にお
いて、該方法は、大きなＤＮＡ分子を用いて特異的に機能するために修正される。さらに
、これらの方法は、担体のターゲティング特性を用いることによって、特定の疾患および
細胞集団を標的とするのに用いられうる。
【０１３７】
１．核酸ベースの送達系
　移入ベクターは、遺伝子を細胞内に運搬するのに用いられるいずれのヌクレオチド構造
（例えば、プラスミド）であってもよく、または遺伝子を運搬する一般的な戦略の一部と
して、例えば、組換えレトロウイルスもしくはアデノウイルスの一部としてでもよい（Ra
m et al. Cancer Res. 53:83-88, (1993)）。
【０１３８】
　本明細書で用いられるように、プラスミドまたはウイルスベクターは、開示された核酸
、例えばＦＳ１－７８ｍｕｔを分解せずに細胞内に輸送し、それが送達される細胞におい
て遺伝子の発現を生じるプロモーターを含む薬剤である。ウイルスベクターは、例えば、
アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルス、ポリオ
ウイルス、エイズウイルス、神経栄養性ウイルス(neuronal trophic virus)、シンドビス
および他のＲＮＡウイルス、例えばＨＩＶ骨格を有するこれらのウイルスである。ベクタ
ーとしての使用に適合させるこれらのウイルスの特性を共有するいずれのウイルスファミ
リーもまた好ましい。レトロウイルスには、マウスのマロニー白血病ウイルス(Maloney L
eukemia virus)，ＭＭＬＶ、およびベクターとしてＭＭＬＶの目的の特性を発現するレト
ロウイルスが含まれる。レトロウイルスベクターは、より大きな遺伝的負荷量(genetic p
ayload)、すなわち導入遺伝子またはマーカー遺伝子を、他のウイルスベクターよりも運
ぶことができ、このため、これは通常用いられるベクターである。しかしながら、これら
は非増殖性細胞においては有用でない。アデノウイルスベクターは比較的安定でかつ作用
しやすく、高力価を有し、エアゾール製剤において送達され、非分裂細胞に移入しうる。
ポックスウイルスベクターは大きく、遺伝子を挿入するためのいくつかの部位を有し、こ
れらは熱安定性で、室温で保存されうる。好ましい態様は、宿主生物の免疫応答を抑制す
るように組換えられており、ウイルス抗原によって誘発されるウイルスベクターである。
この型の好ましいベクターは、インターロイキン８または１０についてのコード領域を運
ぶ。
【０１３９】
　ウイルスベクターは、遺伝子を細胞内に導入する化学的または物理的手法よりも、高い
処理能力（遺伝子を導入する能力）を有することができる。典型的には、ウイルスベクタ
ーには、非構造性初期遺伝子、構造性後期遺伝子、ＲＮＡポリメラーゼIII転写産物、複
製およびキャプシド形成に必要な末端逆位配列、並びにウイルスゲノムの転写および複製
を制御するプロモーターが含まれる。ベクターとして組換えられる場合、ウイルスは、典
型的には、除去される一つ以上の初期遺伝子を有しており、その除去されるウイルスＤＮ
Ａの代わりに、遺伝子または遺伝子／プロモーター カセットがウイルスゲノムの中に挿
入される。この型のコンストラクト(construct)は、約８ｋｂの外来遺伝物質まで運ぶこ
とができる。除去される初期遺伝子の必要な機能は、典型的には、トランスで(in trans)
初期遺伝子の遺伝子産物を発現するために改変されている細胞株によって供給される。
【０１４０】
ａ）レトロウイルスベクター
　レトロウイルスは、いずれの型、亜科、属、または親和性も含む、レトロウイルス科の
ウイルスファミリーに属する動物ウイルスである。レトロウイルスベクターは、一般に、
本明細書に引用されるVerma, I.M., Retroviral vectors for gene transfer. In Microb
iology-1985, American Society for Microbiology, pp. 229-232, Washington, (1985)
に記載されている。遺伝子治療用レトロウイルスベクターを用いるための方法の例は、米
国特許番号４，８６８，１１６および４，９８０，２８６；ＰＣＴ出願ＷＯ ９０／０２
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８０６およびＷＯ ８９／０７１３６；並びにマリガン（Science 260:926-932 (1993)）
に記載されており；それらの記載は本明細書に引用される。
【０１４１】
　レトロウイルスは、本質的には、その中に核酸の積荷を詰めているパッケージである。
核酸の積荷はそれと一緒にパッケージングシグナルを運び、それによって、複製された娘
分子がパッケージコート(package coat)の中に効率良く詰められるようになる。パッケー
ジシグナルに加えて、複製、および複製されたウイルスのパッケージングのために、シス
で(in cis)必要な多数の分子が存在する。典型的には、レトロウイルスのゲノムには、タ
ンパク質コートの生成に関与するｇａｇ、ｐｏｌ、およびｅｎｖ遺伝子が含まれる。標的
細胞に移されるべきなのは、典型的には外来ＤＮＡに置き換えられる、ｇａｇ、ｐｏｌ、
およびｅｎｖ遺伝子である。レトロウイルスベクターには、典型的には、パッケージコー
トの中に組み込まれるためのパッケージングシグナル、ｇａｇ転写単位の開始のシグナル
を伝達する配列、逆転写に必要な要素（例えば逆転写のｔＲＮＡプライマーを結合するプ
ライマー結合部位）、ＤＮＡ合成の間にＲＮＡ鎖のスイッチ(switch)を導く末端反復配列
、ＤＮＡ合成の第二鎖の合成のためのプライミング部位として役立つプリンに富む配列５
’から３’ＬＴＲ、および挿入するためのＤＮＡ状態のレトロウイルスを宿主ゲノムに挿
入することができるＬＴＲの末端近くの特定配列が含まれる。ｇａｇ、ｐｏｌ、およびｅ
ｎｖ遺伝子の除去によって、約８ｋｂの外来配列をウイルスゲノムに挿入することが可能
となり、逆転写されるようになり、複製されると、新たなレトロウイルス粒子の中に詰め
られる。この量の核酸は、各転写物の大きさにもよるが、１個から多数個の遺伝子を送達
するのに十分である。挿入時に、他の遺伝子とともに陽性(positive)または陰性(negativ
e)が選択できるマーカーが含まれるのが好ましい。
【０１４２】
　大部分のレトロウイルスベクターにおいて、複製機構およびパッケージングタンパク質
は除去されているので（ｇａｇ、ｐｏｌ、およびｅｎｖ）、ベクターは、典型的には、そ
れらをパッケージング細胞株の中に入れることによって生成される。パッケージング細胞
株は、複製およびパッケージング機構を含むが、いずれのパッケージングシグナルも欠け
ているレトロウイルスで形質移入または形質転換されている細胞株である。選択のＤＮＡ
を運ぶベクターがこれらの細胞株の中に形質移入される場合、ヘルパー細胞によってシス
で与えられる機構によって、興味深い遺伝子を含むベクターは複製され、新たなレトロウ
イルス粒子の中に詰められる。必要なシグナルが欠けているので、該機構のためのゲノム
は詰められていない。
【０１４３】
ｂ）アデノウイルスベクター
　複製欠損アデノウイルスの構造が記載されている（Berkner et al., J. Virology 61:1
213-1220 (1987); Massie et al., MoI. Cell. Biol. 6:2872- 2883 (1986); Haj-Ahmad 
et al., J. Virology 51:261-21 A (1986); Davidson et al., J. Virology 61:1226-123
9 (1987); Zhang 「Generation and identification of recombinant adenovirus by lip
osome-mediated transfection and PCR analysis」 BioTechniques 15:868-872 (1993)）
。ベクターとしてのこれらのウイルスの使用の利点は、これらが他の細胞株に広がること
ができる程度に限定されていることである。なぜなら、これらは最初の感染細胞の中で複
製しうるが、新たな感染性ウイルス粒子を形成し得ないからである。組換えアデノウイル
スは、気道上皮、肝細胞、血管内皮、ＣＮＳ実質(CNS parenchyma)および多数の他の組織
部位への直接的なインビボ送達の後に、高効率の遺伝子導入を達成することが示されてい
る（Morsy, J. Clin. Invest. 92:1580-1586 (1993); Kirshenbaum, J. CHn. Invest. 92
:381-387 (1993); Roessler, J Clin. Invest. 92:1085-1092 (1993); Moullier, Nature
 Genetics 4:154-159 (1993); La Salle, Science 259:988-990 (1993); Gomez-Foix, J 
Biol. Chem. 267:25129-25134 (1992); Rich, Human Gene Therapy 4:461-476 (1993); Z
abner, Nature Genetics 6:75-83 (1994); Guzman, Circulation Research 73:1201-1207
 (1993); Bout, Human Gene Therapy 5:3-10 (1994); Zabner, Cell 75:207-216 (1993);



(45) JP 2009-532664 A 2009.9.10

10

20

30

40

50

 Caillaud, Eur. J. Neuroscience 5:1287-1291 (1993); and Ragot, J. Gen. Virology 
74:501-507 (1993)）。組換えアデノウイルスは、特定の細胞表面受容体に結合すること
によって遺伝子導入を達成し、その後、該ウイルスは、野生型または複製欠損アデノウイ
ルスと同じ方法で、受容体依存性エンドサイトーシスによって内部移行される（Chardonn
et and Dales, Virology 40:462-477 (1970); Brown and Burlingham, J. Virology 12:3
86-396 (1973); Svensson and Persson, J. Virology 55:442-449 (1985); Seth, et al.
, J. Virol. 51 :650-655 (1984); Seth, et al., MoI. Cell. Biol. 4:1528-1533 (1984
); Varga et al., J. Virology 65:6061-6070 (1991); Wickham et al., Cell 73:309-31
9 (1993)）。
【０１４４】
　ウイルスベクターは、除去されるＥ１遺伝子を有しているアデノウイルスに基づくもの
であってもよく、これらのバイロンは、ヒト２９３細胞株のような細胞株において生成さ
れる。別の好ましい態様において、Ｅ１およびＥ３遺伝子は、アデノウイルスゲノムから
除去される。
【０１４５】
ｃ）アデノ随伴ウイルスベクター
　別の型のウイルスベクターは、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）に基づいている。この不
完全パルボウイルスは、多くの細胞型に感染することができ、ヒトに対して非病原性であ
るので、好ましいベクターである。ＡＡＶ型ベクターは、約４～５ｋｂを運ぶことができ
、野生型ＡＡＶは１９番染色体の中に安定して挿入されることが知られている。この部位
特異的な組み込み特性を含むベクターが好ましい。この型のベクターの特に好ましい態様
は、アビジェン(Avigen)（サンフランシスコ、ＣＡ）によって製造されるＰ４．１ Ｃ ベ
クターであり、これはヘルペスシンプレックスウイルスチミジンキナーゼ遺伝子，ＨＳＶ
－ｔｋ、および／またはマーカー遺伝子、例えば緑色蛍光タンパク質，ＧＦＰをコードす
る遺伝子を含みうる。
【０１４６】
　別の型のＡＡＶウイルスにおいて、ＡＡＶは、異種遺伝子に動作的に(operably)リンク
した細胞特異的発現を誘導するプロモーターを含む少なくとも一つのカセットに隣接して
いる一対の末端逆位配列（ＩＴＲ）を含む。この文脈において、異種とは、ＡＡＶまたは
Ｂ１９パルボウイルス由来でないいずれのヌクレオチド配列または遺伝子もいう。
【０１４７】
　典型的には、ＡＡＶおよびＢ１９コード領域は欠失されており、それによって安全な非
細胞傷害性ベクターがもたらされる。ＡＡＶ ＩＴＲまたはその改変は、感染性および部
位特異的な組み込みを与えるが、細胞傷害性を与えず、プロモーターは細胞特異的発現を
誘導する。米国特許番号６，２６１，８３４は、ＡＡＶベクターに関する物質について、
本明細書で引用される。
【０１４８】
　したがって、開示されたベクターは、実質的な毒性なしに哺乳類染色体の中への組み込
みが可能なＤＮＡ分子を提供する。
【０１４９】
　ウイルスおよびレトロウイルスに挿入された遺伝子は、通常、目的の遺伝子産物の発現
を制御するのに役立つプロモーター、および／またはエンハンサーを含む。プロモーター
は、一般に、転写開始部位についての位置が比較的固定されている場合に機能するＤＮＡ
の配列である。プロモーターには、ＲＮＡポリメラーゼと転写因子の基本的な相互作用に
必要な中核的要素が含まれ、上流要素および応答要素が含まれうる。
【０１５０】
ｄ）大きな負荷量(payload)のウイルスベクター
　大きなヒトヘルペスウイルスを用いた分子遺伝学実験によって、ヘルペスウイルスへの
感染が可能な細胞において、大きな異種ＤＮＡ断片がクローン化され、増殖され、確立さ
れうる方法が提供されている（Sun et al., Nature Genetics 8: 33-41, 1994; Cotter a
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nd Robertson,. Curr Opin MoI Ther 5: 633-644, 1999）。これらの大きなＤＮＡウイル
ス（ヘルペスシンプレックスウイルス（ＨＳＶ）およびエプスタイン・バーウイルス（Ｅ
ＢＶ））は、＞１５０ｋｂのヒト異種ＤＮＡの断片を特定の細胞に送達する潜在能力を有
する。ＥＢＶ組換え体は、エピソームＤＮＡとして、感染されたＢ細胞において大きなＤ
ＮＡ断片を維持しうる。個々のクローンは遺伝的に安定に見える３３０ｋｂまでヒトゲノ
ム挿入物を運び、これらのエピソームの維持は、ＥＢＶの感染の間、構成的に発現される
特定のＥＢＶ核タンパク質，ＥＢＮＡ１を必要とする。また、これらのベクターは、形質
移入のために用いられてもよく、この場合、大量のタンパク質がインビトロで一時的に生
成されうる。ヘルペスウイルス単位複製配列システムもまた、＞２２０ｋｂのＤＮＡ断片
を詰め、エピソームとしてＤＮＡを安定に維持しうる細胞に感染するのに用いられている
。
【０１５１】
　他の有用なシステムには、例えば、複製および宿主限定非複製ワクシニアウイルスベク
ター(host-restricted non-replicating vaccinia virus vector)が含まれる。
【０１５２】
２．非核酸ベースのシステム
　開示された組成物は、様々な方法で標的細胞に送達されうる。例えば、該組成物は、電
気穿孔法を通して、またはリポフェクションを通して、またはリン酸カルシウム沈殿を通
して送達されうる。選択される送達機序は、標的とする細胞の型に一部依存し、送達が、
例えばインビボまたはインビトロで起こるかどうかに一部依存する。
【０１５３】
　したがって、該組成物には、開示されたＦＳ１－７８ｍｕｔ、ＦＳ６－２１ｍｕｔ、Ｆ
Ｓ ＳＭＣ１に加えて、ベクター、例えば、リポソームのような脂質、例えばカチオン性
リポソーム（例えば、ＤＯＴＭＡ、ＤＯＰＥ、ＤＣ－コレステロール）またはアニオン性
リポソームが含まれうる。必要であれば、リポソームにはさらに、特定細胞のターゲティ
ングを促進するタンパク質が含まれうる。化合物およびカチオン性リポソームを含む組成
物の投与は、標的器官への求心性血管(blood afferent)に投与されるか、または気道の標
的細胞への気道に吸入されうる。リポソームに関しては、例えば、Brigham et al. Am. J
. Resp. Cell. MoI. Biol. 1 :95-100 (1989); Feigner et al. Proc. Natl. Acad. Sci 
USA 84:7413-7417 (1987); U.S. Pat. No.4,897,355を参照せよ。さらに、該化合物は、
特定の細胞型、例えばマクロファージを標的としうるマイクロカプセルの成分として投与
されうるか、あるいは、マイクロカプセルからの化合物の拡散または化合物の送達が、特
定の速度または用量についてデザインされる。
【０１５４】
　対象の細胞への外来性ＤＮＡの投与および取り込み（すなわち、遺伝子の導入または移
入）が含まれる上記の方法において、細胞への該組成物の送達は、様々なメカニズムを通
して行われうる。一例として、市販品として入手可能なリポソーム製剤、例えばリポフェ
クチン、リポフェクタミン（ギブコＢＲＬ社(GIBCO-BRL, Inc.)、ゲーサーズバーグ、Ｍ
Ｄ）、スーパーフェクト(SUPERFECT)（キアゲン社、ヒルデン、ドイツ）およびトランス
フェクタム(TRANSFECTAM)（プロメガバイオテック社(Promega Biotec, Inc.)、マディソ
ン、ＷＩ）、並びに当該技術分野で標準的な方法に従って開発された他のリポソームを用
いて、リポソーム経由で送達されうる。また、開示された核酸またはベクターは、電気穿
孔法によってインビボで送達され、そのための技術は、ジェネトロニクス社(Genetronics
, Inc.)（サンディエゴ、ＣＡ）から利用でき、並びにソノポレーション装置(SONOPORATI
ON machine)（ＩｍａＲｘ ファーマシューティカル社、トゥーソン、ＡＺ）が用いられて
もよい。
【０１５５】
　該物質は、溶液、懸濁液中にあってもよい（例えば、微粒子、リポソーム、または細胞
に取り込まれていてもよい）。これらは、抗体、受容体、または受容体リガンドによって
、特定の細胞型を標的としうる。以下の引用文献は、腫瘍組織のための特定のタンパク質
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を標的とするこの技術の使用の例である（Senter, et al., Bioconjugate Chem., 2:447-
451, (1991); Bagshawe, K.D., Br. J. Cancer, 60:275-281, (1989); Bagshawe, et al.
, Br. J. Cancer, 58:700-703, (1988); Senter, et al., Bioconjugate Chem,., 4:3-9,
 (1993); Battelli, et al., Cancer Immunol. Immunother., 35:421-425, (1992); Piet
ersz and McKenzie, Immunolog. Reviews, 129:57-80, (1992);および Roffler, et al.,
 Biochem. Pharmacol, 42:2062-2065, (1991)）。これらの技術は様々な他の特定の細胞
型について用いられうる。「ステルス(stealth)」のようなベヒクルおよび他の抗体複合
リポソーム(antibody conjugated liposome)（例えば、大腸癌を標的とする脂質媒介薬物
(lipid mediated drug)）、細胞特異的リガンドを通したＤＮＡの受容体媒介ターゲティ
ング(receptor mediated targeting)、リンパ球誘導性腫瘍ターゲティング(lymphocyte d
irected tumor targeting)、並びにインビボでのマウス神経膠腫細胞の高度に特異的な治
療上のレトロウイルスターゲティング。以下の引用文献は、腫瘍組織のための特定のタン
パク質を標的とするこの技術の使用の例である（Hughes et al., Cancer Research, 49:6
214-6220, (1989); and Litzinger and Huang, Biochimica et Biophysica Acta, 1104:1
79-187, (1992)）。一般に、受容体は、構成性またはリガンド誘導性のエンドサイトーシ
スの経路に関与している。クラスリン被覆ピットにおけるこれらの受容体クラスターは、
クラスリン被覆小胞によって細胞に入り、受容体が仕分けされている酸性化したエンドソ
ームを通過し、次いで細胞表面へ再利用されて細胞内部に蓄えられるようになるか、また
はリソソームで分解される。内部移行の経路は、様々な機能、例えば栄養摂取、活性化タ
ンパク質の除去、巨大分子のクリアランス、ウイルスおよび毒素の日和見性の侵入(oppor
tunistic entry)、リガンドの解離および分解、並びに受容体レベルの制御に役立つ。多
くの受容体は、細胞型、受容体濃度、リガンドの型、リガンドの価数(ligand valency)、
およびリガンド濃度に応じて、一つより多くの細胞内経路に従う。受容体依存性エンドサ
イトーシスの分子機構および細胞機構が概説されている（Brown and Greene, DNA and Ce
ll Biology 10:6, 399-409 (1991)）。
【０１５６】
　宿主細胞ゲノムに組み込まれるべきである、細胞に送達される核酸は、典型的には、組
み込み配列(integration sequence)を含む。特にウイルスベースのシステムが用いられる
場合、これらの配列はしばしばウイルス関連配列である。送達系に含まれる核酸が宿主ゲ
ノムに組み込まれうるように、これらのウイルスの組み込みシステムもまた、送達の非核
酸ベースのシステム、例えばリポソームを用いて、送達されるべき核酸に取り込まれうる
。
【０１５７】
　宿主ゲノムへの組み込みのための他の一般的な技術には、例えば、宿主ゲノムとの相同
性組換えを促進するためにデザインされたシステムが含まれる。典型的には、宿主細胞ゲ
ノムの中で標的配列と十分な相同性を有する（ベクター核酸と標的核酸の間で組換えが起
こる）配列であって、発現されるべき核酸に隣接する配列にこれらのシステムは依存し、
それによって、核酸が送達されて宿主ゲノムに組み込まれることとなる。相同性組換えを
促進するために必要なこれらのシステムおよび方法は、当業者に公知である。
【０１５８】
３．インビボ／エキソビボ
　上記のように、該組成物は、医薬的に許容される担体中で投与され、当該技術分野で周
知の様々なメカニズム（例えば、ネイキッドＤＮＡ(naked DNA)の取り込み、リポソーム
融合、遺伝子銃によるＤＮＡの筋肉内注射、エンドサイトーシスなど）によって、インビ
ボおよび／またはエキソビボで対象の細胞に送達されうる。
【０１５９】
　エキソビボ法が用いられる場合、当該技術分野で周知の標準プロトコールに従って、細
胞または組織は除去され、生体外で維持されうる。該組成物は、いずれの遺伝子導入機構
、例えば、リン酸カルシウム媒介遺伝子送達(calcium phosphate mediated gene deliver
y)、電気穿孔法、微量注入法またはタンパク質リポソームによっても、細胞内に導入され
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うる。次いで、該遺伝子導入細胞を（例えば、医薬的に許容される担体中で）注入するか
、または細胞もしくは組織型についての標準的な方法により、対象にホモトピー的に(hom
otopically)移植して戻してもよい。様々な細胞の対象への移植または注入についての標
準的な方法は公知である。
【０１６０】
Ｉ．発現系
　細胞に送達される核酸には、典型的には、発現制御系が含まれる。例えば、ウイルスお
よびレトロウイルスシステムにおける挿入遺伝子には、通常、目的の遺伝子産物の発現を
制御するのに役立つプロモーター、および／またはエンハンサーが含まれる。プロモータ
ーは、一般に、転写開始部位についての位置が比較的固定されている場合に機能するＤＮ
Ａの配列である。プロモーターには、ＲＮＡポリメラーゼと転写因子の基本的な相互作用
に必要な中核的要素が含まれ、上流要素および応答要素が含まれうる。
【０１６１】
１．ウイルスのプロモーターおよびエンハンサー
　哺乳類宿主細胞におけるベクターからの転写を制御する好ましいプロモーターは、様々
な供給源、例えば、ポリオーマ、サルウイルス４０（ＳＶ４０）、アデノウイルス、レト
ロウイルス、Ｂ型肝炎ウイルスおよび最も好ましくはサイトメガロウイルスのようなウイ
ルスのゲノムから、または異種哺乳類プロモーター、例えばβアクチンプロモーターから
得られうる。ＳＶ４０ウイルスの初期および後期プロモーターは、通常、ＳＶ４０制限酵
素断片として得られ、それはまたＳＶ４０ウイルスの複製起点も含む（Fiers et al., Na
ture, 273: 113 (1978)）。ヒトサイトメガロウイルスの最初期プロモーターは、通常、
ＨｉｎｄIII Ｅ 制限酵素断片として得られる（Greenway, PJ. et al., Gene 18: 355-36
0 (1982)）。もちろん、宿主細胞または近縁種からのプロモーターもまた、本明細書で有
用である。
【０１６２】
　一般に、エンハンサーとは、転写開始部位からの距離が固定されずに機能し、５’（La
imins, L. et al., Proc. Natl. Acad. ScL 78: 993 (1981)）または３’（Lusky, M.L.,
 et al., MoI. Cell Bio. 3: 1108 (1983)）から転写単位までにありうるＤＮＡの配列を
いう。さらに、エンハンサーはイントロンの中（Banerji, J.L. et al., Cell 33: 729 (
1983)）並びにコード配列自身の中（Osborne, T.F., et al., MoI. Cell Bio. 4: 1293 (
1984)）にありうる。これらは通常、１０から３００ｂｐの間の長さであり、シスで機能
する。エンハンサーは、近くのプロモーターから転写を増大させるために機能する。エン
ハンサーはまた、転写の制御を媒介する応答要素もしばしば含む。プロモーターはまた、
転写の制御を媒介する応答要素も含みうる。エンハンサーは、しばしば遺伝子発現の制御
を決定する。現在、多くのエンハンサー配列が哺乳類遺伝子から知られているが（グロビ
ン、エラスターゼ、アルブミン、－胎児タンパク質およびインスリン）、典型的には、一
般的な発現については真核細胞ウイルスからのエンハンサーが用いられる。好ましい例は
、複製起点の外側(late side)上のＳＶ４０エンハンサー（ｂｐ１００～２７０）、サイ
トメガロウイルス初期プロモーターエンハンサー、複製起点の外側上のポリオーマエンハ
ンサー、およびアデノウイルスエンハンサーである。
【０１６３】
　プロモーターおよび／またはエンハンサーは、光またはその機能を引き起こす特定の化
学的事象によって特異的に活性化されうる。システムは、試薬、例えばテトラサイクリン
およびデキサメタゾンによって制御されうる。照射、例えばガンマ照射への暴露、または
アルキル化化学療法薬によって、ウイルスベクター遺伝子発現を亢進させる方法もまた存
在する。
【０１６４】
　特定の態様において、プロモーターおよび／またはエンハンサー領域は、構成的プロモ
ーターおよび／またはエンハンサーとして作用して、転写されるべき転写単位の領域の発
現を最大にしうる。たとえ特定の時間に特定の型の細胞においてのみ発現されるとしても
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、特定のコンストラクトにおいて、プロモーターおよび／またはエンハンサー領域はすべ
ての真核細胞型において活性化している。この型の好ましいプロモーターは、ＣＭＶプロ
モーターである（６５０塩基）。他の好ましいプロモーターは、ＳＶ４０プロモーター、
サイトメガロウイルス（完全長プロモーター）、およびレトロウイルスベクターＬＴＦで
ある。
【０１６５】
　すべての特定の調節エレメントがクローン化され、特定の細胞型、例えばメラノーマ細
胞において選択的に発現される発現ベクターを構築するのに用いられうることが示されて
いる。グリア線維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）プロモーターは、グリア細胞由来の細胞に
おいて遺伝子を選択的に発現するのに用いられている。
【０１６６】
　真核生物の宿主細胞（酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒトまたは有核細胞）において
用いられる発現ベクターはまた、ｍＲＮＡ発現に影響を及ぼしうる転写の終結に必要な特
定の配列も含みうる。これらの領域は、組織因子タンパク質をコードするｍＲＮＡの非翻
訳部分において、ポリアデニル化セグメントとして転写される。３’非翻訳領域はまた、
転写終結部位も含みうる。また転写単位が、ポリアデニル化領域も含むのが好ましい。こ
の領域の一つの利点は、転写された単位がｍＲＮＡのようにプロセシングおよび輸送され
る可能性を増大させることである。発現コンストラクトにおけるポリアデニル化シグナル
の同定および使用は、十分に確立されている。相同なポリアデニル化シグナルが導入遺伝
子のコンストラクトにおいて用いられるのが好ましい。特定の転写単位において、ポリア
デニル化領域は、ＳＶ４０初期ポリアデニル化シグナル由来であり、約４００塩基からな
る。転写された単位が他の標準的な配列のみを含むか、または上記の配列と組み合わされ
ることが、コンストラクトからの発現を改善するか、またはコンストラクトの安定性を改
善するのもまた好ましい。
【０１６７】
２．マーカー
　ウイルスベクターには、マーカー生成物(marker product)をコードする核酸配列が含ま
れうる。このマーカー生成物は、遺伝子が細胞に送達され、一旦送達されると遺伝子が発
現されているかどうかを決定するのに用いられる。好ましいマーカー遺伝子は、大腸菌ｌ
ａｃＺ遺伝子であり、それはβ－ガラクトシダーゼ、および緑色蛍光タンパク質をコード
する。
【０１６８】
　いくつかの態様において、マーカーは選択可能なマーカーでありうる。哺乳類細胞のた
めの適当な選択可能なマーカーの例は、ジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）、チミジンキ
ナーゼ、ネオマイシン、ネオマイシン類似体Ｇ４１８、ハイグロマイシン(hydromycin)、
およびピューロマイシンである。このような選択可能なマーカーが哺乳類宿主細胞の中に
成功して導入された場合、選択圧下に置かれれば、形質転換された哺乳類宿主細胞は生存
しうる。２つの広く用いられる別個のカテゴリーの選択的な型(selective regime)が存在
する。第一のカテゴリーは、細胞の代謝、および栄養添加培地(supplemented media)から
独立して成長する能力が欠けている変異細胞株の使用に基づいている。２つの例は：ＣＨ
Ｏ ＤＨＦＲ細胞およびマウスＬＴＫ細胞である。これらの細胞は、チミジンまたはヒポ
キサンチンのような栄養の添加なしに成長する能力が欠けている。これらの細胞は、完全
なヌクレオチド合成経路に必要な特定の遺伝子が欠けているので、栄養添加培地中で不足
しているヌクレオチドが提供されなければ、これらは生存し得ない。培地を補う別法は、
インタクトなＤＨＦＲまたはＴＫ遺伝子を、それぞれの遺伝子が欠けている細胞に導入す
ることであり、そのため、その成長要件(growth requirement)を変化させる。ＤＨＦＲま
たはＴＫ遺伝子で形質転換されなかった個々の細胞は、非栄養添加培地中で生存すること
はできない。
【０１６９】
　第二のカテゴリーは、いずれの細胞型でも用いられる選択スキームを指す優性選択(dom
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inant selection)であり、変異細胞株の使用を必要としない。これらのスキームは、典型
的には、宿主細胞の成長を抑える薬物を使用する。新規遺伝子を有するこれらの細胞は、
薬物耐性を伝えるタンパク質を発現し、選択から生き延びる。このような優性選択の例は
、薬物ネオマイシン（Southern P. and Berg, P., J. Molec. Appl. Genet. 1: 327 (198
2)）、ミコフェノール酸（Mulligan, R.C. and Berg, P. Science 209: 1422 (1980)）ま
たはハイグロマイシン（Sugden, B. et al., MoI. Cell. Biol. 5: 410-413 (1985)）を
使用する。その３つの例は、それぞれ適当な薬物Ｇ４１８もしくはネオマイシン（ジェネ
テシン）、ｘｇｐｔ（ミコフェノール酸）またはハイグロマイシンへの抵抗性を伝える真
核生物制御下で、細菌遺伝子を用いる。他には、ネオマイシン類似体Ｇ４１８およびピュ
ーロマイシン(puramycin)が含まれる。
【０１７０】
Ｊ．医薬担体／医薬品の送達
　上記のように、該組成物はまた、医薬的に許容される担体中、インビボでも投与されう
る。「医薬的に許容される」とは、生物学的にまたは他の点で望ましくない物質ではない
物質を意味し、すなわち、該物質は、いずれの望ましくない生物学的効果を引き起こさず
、またはそれが含まれる医薬組成物のいずれの他の成分とも有害な形で相互作用せず、核
酸またはベクターとともに対象に投与されうる。担体は、当業者に周知であるように、本
来、活性成分のいずれの分解も最小化し、対象におけるいずれの有害な副作用も最小化す
るために選択される。
【０１７１】
　該組成物は、経口、非経口（例えば、静脈内）、筋肉内注射、腹腔内注射、経皮、体外
、局所など、例えば局所的な鼻腔内投与または吸入薬による投与によって投与されうる。
本明細書で用いられるように、「局所的な鼻腔内投与」とは、一つまたは両方の鼻孔を通
して鼻および鼻腔に該組成物を送達することを意味し、噴霧機構もしくは液滴機構による
送達、または核酸もしくはベクターのエアゾール化を通した送達が含まれうる。吸入薬に
よる該組成物の投与は、噴霧または液滴機構による送達を経て、鼻または口を通して行わ
れうる。送達はまた、挿管により呼吸器系（例えば、肺）のいずれの領域にも直接行われ
うる。必要な該組成物の正確な量は、患者の種、年齢、体重および全身状態、治療される
べきアレルギー性障害の重症度、用いられる特定の核酸またはベクター、その投与方法な
どに応じて、患者ごとに変化する。したがって、組成物ごとに正確な量を特定することは
不可能である。しかしながら、適当な量は、本明細書の記載から与えられる通常の実験法
のみを用いて、当業者によって決定されうる。
【０１７２】
　該組成物の非経口投与は、用いられる場合、一般に、注射の特徴を有する。注射液は、
溶液もしくは懸濁液として、注射前に液体中の懸濁溶液を調製するための固形、または乳
濁液として、通常の形態で調製されうる。つい最近修正された非経口投与のためのアプロ
ーチは、一定の投与量が維持されるように、徐放または持続放出システムの使用を伴う。
例えば、本明細書に引用される米国特許番号３，６１０，７９５を参照せよ。
【０１７３】
　該物質は、溶液、懸濁液中にあってもよい（例えば、微粒子、リポソーム、または細胞
に取り込まれていてもよい）。これらは、抗体、受容体、または受容体リガンドによって
特定の細胞型を標的としうる。以下の引用文献は、腫瘍組織のための特定のタンパク質を
標的とするこの技術の使用の例である（Senter, et al., Bioconjugate Chem., 2:447-45
1, (1991); Bagshawe, K.D., Br. J. Cancer, 60:275-281, (1989); Bagshawe, et al., 
Br. J. Cancer, 58:700-703, (1988); Senter, et al., Bioconjugate Chem., 4:3-9, (1
993); Battelli, et al., Cancer Immunol. Immunother., 35:421-425, (1992); Pieters
z and McKenzie, Immunolog. Reviews, 129:57-80, (1992);および Roffler, et al., Bi
ochem. Pharmacol, 42:2062- 2065, (1991)）。「ステルス」のようなベヒクルおよび他
の抗体複合リポソーム（例えば、大腸癌を標的とする脂質媒介薬物）、細胞特異的リガン
ドを通したＤＮＡの受容体媒介ターゲティング、リンパ球誘導性腫瘍ターゲティング、並
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びにインビボでのマウスの神経膠腫細胞の高度に特異的な治療上のレトロウイルスターゲ
ティング。以下の引用文献は、腫瘍組織のための特定のタンパク質を標的とするこの技術
の使用の例である（Hughes et al., Cancer Research, 49:6214-6220, (1989); and Litz
inger and Huang, Biochimica et Biophysica Acta, 1104:179-187, (1992)）。一般に、
受容体は、構成性またはリガンド誘導性のエンドサイトーシスの経路に関与している。ク
ラスリン被覆ピットにおけるこれらの受容体クラスターは、クラスリン被覆小胞によって
細胞に入り、受容体が仕分けされている酸性化したエンドソームを通過し、次いで細胞表
面へ再利用されて細胞内部に蓄えられるようになるか、またはリソソームで分解される。
内部移行の経路は、様々な機能、例えば栄養摂取、活性化タンパク質の除去、巨大分子の
クリアランス、ウイルスおよび毒素の日和見性の侵入、リガンドの解離および分解、並び
に受容体レベルの制御に役立つ。多くの受容体は、細胞型、受容体濃度、リガンドの型、
リガンドの価数、およびリガンド濃度に応じて、一つより多くの細胞内経路に従う。受容
体依存性エンドサイトーシスの分子機構および細胞機構が概説されている（Brown and Gr
eene, DNA and Cell Biology 10:6, 399-409 (1991)）。
【０１７４】
１．医薬的に許容される担体
　該組成物、例えば抗体は、医薬的に許容される担体と併用して治療的に用いられうる。
【０１７５】
　適当な担体およびその製剤は、Remington: The Science and Practice of Pharmacy (1
9th ed.) ed. A.R. Gennaro, Mack Publishing Company, Easton, PA 1995に記載されて
いる。典型的には、製剤を等張にするために、適当な量の医薬的に許容される塩が製剤中
で用いられる。医薬的に許容される担体の例には、これらに限らないが、生理食塩水、リ
ンゲル液およびデキストロース溶液が含まれる。溶液のｐＨは、好ましくは約５～約８、
より好ましくは約７～約７．５である。さらなる担体には、持続放出製剤、例えば該抗体
を含む固体の疎水性ポリマーの半透性マトリックス(semipermeable matrix)が含まれ、そ
のマトリックスは、成形品(shaped article)、例えば、膜、リポソームまたは微粒子の形
態である。例えば、投与経路および投与されるべき組成物の濃度に依存している特定の担
体がより好ましいことは、当業者にとって明らかである。
【０１７６】
　医薬担体は、当業者にとって公知である。これらは、最も典型的には、ヒトへの薬物の
投与のための標準的な担体、例えば、無菌水、生理食塩水、および生理学的ｐＨでの緩衝
液のような溶液である。該組成物は、筋肉内または皮下に投与されうる。他の化合物は、
当業者に用いられる標準的な方法に従って投与される。
【０１７７】
　医薬組成物には、選択の分子に加えて、担体、増粘剤、希釈剤、緩衝液、防腐剤、界面
活性剤などが含まれうる。また医薬組成物には、一つ以上の活性成分、例えば抗菌剤、抗
炎症剤、麻酔薬なども含まれうる。
【０１７８】
　医薬組成物は、局所または全身的治療が望まれるかどうかによって、および治療される
べき領域によって、多数の方法で投与されうる。投与は、局所（例えば眼、膣、直腸、鼻
腔内）、経口、吸入、または非経口、例えば静脈内点滴、皮下、腹腔内または筋肉内注射
にしてもよい。ここで開示された抗体は、静脈内、腹腔内、筋肉内、皮下、腔内、または
経皮に投与されうる。
【０１７９】
　非経口投与のための製剤には、無菌水溶液もしくは無菌非水溶液、懸濁液、および乳濁
液が含まれる。非水溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、植物
油（例えばオリーブ油）、および注射用有機エステル類（例えばオレイン酸エチル）であ
る。水性担体には、水、アルコール溶液／水溶液、乳濁液または懸濁液、例えば生理食塩
水および緩衝液(buffered media)が含まれる。非経口ベヒクルには、塩化ナトリウム溶液
、リンガーのデキストロース(Ringer's dextrose)、デキストロースおよび塩化ナトリウ
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ム、乳酸加リンガー液(lactated Ringer's)、または固定油が含まれる。静脈内ベヒクル
には、液および栄養補給液、電解質補給液（例えばリンガーのデキストロースに基づくも
の）などが含まれる。また防腐剤および他の添加剤、例えば、抗菌剤、抗酸化剤、キレー
ト化剤、および不活性ガスなども存在しうる。
【０１８０】
　局所投与のための製剤には、軟膏剤、ローション、クリーム、ゲル、液滴、坐剤、スプ
レー、液体および散剤が含まれうる。通常の医薬担体、水性、粉末もしくは油性基剤、増
粘剤などは、必要でありうるかまたは望ましい。
【０１８１】
　経口投与のための組成物には、散剤もしくは顆粒剤、水溶媒もしくは非水溶媒中の懸濁
液もしくは溶液、カプセル剤、サシェット（小袋）、または錠剤が含まれる。増粘剤、香
料、希釈剤、乳化剤、分散助剤または結合剤は望ましい。
【０１８２】
　該組成物のいくつかは、無機酸類、例えば塩酸、臭化水素酸、過塩素酸、硝酸、チオシ
アン酸、硫酸、およびリン酸、並びに有機酸類、例えばギ酸、酢酸、プロピオン酸、グリ
コール酸、乳酸、ピルビン酸、シュウ酸、マロン酸、コハク酸、マレイン酸、およびフマ
ル酸との反応によって、あるいは無機塩基類、例えば水酸化ナトリウム、水酸化アンモニ
ウム、水酸化カリウム、および有機塩基類、例えばモノ、ジ、トリアルキルおよびアリー
ルアミン類および置換エタノールアミン類との反応によって形成される、医薬的に許容さ
れる酸もしくは塩基付加塩として投与される可能性がある。
【０１８３】
２．治療上および予防的使用
　該組成物を投与するための有効な用量および計画は経験的に決定され、このような決定
をすることは当該技術分野の技術の範囲内である。該組成物の投与のための用量範囲は、
症状／障害にもたらされる目的の効果を生じるのに十分大きなものである。投与量は、有
害な副作用、例えば望ましくない交差反応、アナフィラキシー反応などを引き起こすほど
多いべきではない。一般に、投与量は、患者における年齢、症状、性別および疾患の程度
、投与経路、あるいは投与計画に他の薬物が含まれるかどうかで変化し、当業者によって
決定されうる。投与量は、いずれの反対指示(counterindication)の場合であっても、そ
れぞれの医師によって調整されうる。投与量は変化してもよく、１日または数日間、１日
１回以上の用量の投与で投与されうる。所定の種類の医薬品の適当な投与量については、
文献で手引きを見つけることができる。例えば、抗体についての適当な用量を選択する際
の手引きは、抗体の治療上の使用についての文献、例えば、Handbook of Monoclonal Ant
ibodies, Ferrone et al., eds., Noges Publications, Park Ridge, N.J., (1985) ch. 
22 and pp. 303-357; Smith et al., Antibodies in Human Diagnosis and Therapy, Hab
er et al., eds., Raven Press, New York (1977) pp. 365-389で見つけることができる
。単独で用いられる抗体の典型的な毎日の用量は、上述の要因に応じて、１日あたり約１
μｇ／ｋｇ～１００ｍｇ／ｋｇ（体重）までの範囲またはそれ以上にわたってもよい。
【０１８４】
　癌を治療、阻害、または予防するために、開示された組成物、例えばワクチンまたは抗
体を投与した後、その効果は、当業者に周知の様々な方法で評価されうる。例えば、該組
成物が腫瘍増殖を減少させるか、または腫瘍の大きさがさらに増大するのを予防すること
を見れば、当業者は、本明細書で開示された組成物、例えばワクチンまたは抗体が、患者
における癌の治療、阻害、または予防に有効であることを理解する。
【０１８５】
Ｋ．キット
　本明細書で開示された方法を実施するのに用いられうる試薬を引き出すキットが本明細
書で開示される。本明細書で論じられるか、または開示された方法の慣行において必要も
しくは有益であると理解されるいずれの試薬もしくは試薬の組合せも、該キットに含まれ
うる。例えば、該キットには、本方法の特定の態様において論じられた増幅反応を行うた
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めのプライマー、並びに意図されるプライマーを使用するのに必要な緩衝液および酵素が
含まれうる。例えば、ＳＥＱ ＩＤ Ｎｏ：２、４、および８に示されるペプチドを含む、
患者の後天性前立腺癌(acquiring prostate cancer)の危険性を評価するためのキットを
開示する。
【０１８６】
　本願を通じて、様々な刊行物が引用される。本発明の属する最先端技術をさらに十分に
記載するために、これらの刊行物の開示は、その全体が本明細書によって本願に引用され
る。開示された引用文献もまた、引用文献が依拠される本文中で論じられたそれらに含ま
れる物質について、個別的かつ具体的に本明細書で引用される。
【０１８７】
　本発明の範囲または精神からはずれることなく、本発明において様々な修正および変化
がなされうることは、当業者にとって明らかである。本発明の他の態様は、本明細書に開
示された発明の明細書および慣行を考察すれば、当業者にとって明らかである。上記の特
許請求の範囲に示されている本発明の真の範囲内および精神で、本明細書および実施例が
単なる例として考慮されることが意図される。
【実施例】
【０１８８】
　　L. 実施例
下記の実施例は、当該技術分野の当業者に、本明細書において主張される化合物、組成物
、記事、装置および／または方法を行いおよび評価する方法の完全な開示および説明を提
供するために示され、これは単に典型例であることが意図され、該開示を制限することを
意図するものではない。数(例えば量、温度など)に関して正確さを確保する努力がなされ
たが、いくつかの誤りおよび異常は説明されるべきである。別に断らない限り、割合は重
量による割合であり、温度は℃であるかまたは大気温度であり、および圧力は大気または
その近くである。
【０１８９】
　1. 実施例1: ノボペプチドの同定
　a) フレームシフトの頻度
　癌ワクチンを構成するために、腫瘍細胞で発現するが非癌性細胞では発現しない十分な
数のノボペプチドを同定するために配列決定されなければならないコード配列の量を決定
するためには、腫瘍中のノボペプチド関連ミューテイションまたはバリエーションの頻度
を決定することが最初に必要である。この頻度を評価するために、マウスメラノーマ細胞
系、B16-F10で発現される550個の遺伝子のC末端600bpを配列決定した。インビトロ-由来F
Sがインビボで発現されることを確認するために、全身的に細胞を注入した後のBl6肺転移
からRNAを抽出し、cDNAを生成し、RT-PCRシークエンシングにより該FSを確認した(図1)。
【０１９０】
　３個のFSを単離し、FSはおおよそ遺伝子の600bpの183セグメントにつき１個の頻度で発
生することを示している(図2)。FS 1-78を該正常参照配列に対するフレームシフトとして
同定した。別のフレームシフトペプチド6-21もまた同定され、また3個のアミノ酸挿入で
あった。FS 1-78の親タンパク質はジンクフィンガータンパク質であるが、396bpの欠失の
結果、終止までの代替したフレームにおいて11個のアミノ酸ノボペプチドの発現を生じた
。テーブル1に同定した配列が示される。下線のアミノ酸は、H-2 Db (C57BL6 マウス)お
よびH-2 Kd (Balb/c マウス) により提示されると予想されるペプチドを含む。大文字の
アミノ酸はプライマリーフレーム（primary frame）を示し、小文字のアミノ酸はフレー
ムシフト残基を示す。プライマリーおよび代替したフレームの融合は、しばしば抗原性ペ
プチドを形成する(例えばbcr-abl 融合)。図2aにFS l-78のPCR増幅が示される。矢印はFS
 1-78のバンドを示し; 他のバンドは、野生型アレルである。
レーン1 : B 16/Fl 腫瘍細胞; レーン2: B16/F10 腫瘍細胞; レーン3: 正常心臓; レーン
4: 正常腸; レーン5: 正常腎臓; レーン6: 正常肝臓; レーン7: 正常肺; レーン8: 正常
骨格筋; レーン9: 正常皮膚; レーン10: 正常脾臓; レーンM: 分子量マーカー。図2bに正
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常組織からのRNAに対する、マウス腫瘍における6-21フレームシフトの発生の分析が示さ
れる。矢印は6-21 FSのバンドを示す。レーンは、図2aの通りである。FS 1-78 発現は腫
瘍細胞にて検出されるが、試験した非癌性細胞のいずれにおいても検出されないことは注
目される。
【表３】

下線のアミノ酸は、H-2 Db (C57BL6 マウス)およびH-2 Kd (Balb/c マウス) により提示
されると予想されるペプチドを含む。大文字で表示されるアミノ酸は、プライマリーフレ
ームを示し、小文字で表示されるアミノ酸はFSを示す。
【０１９１】
　b) 腫瘍進行に対する免疫保護
　上記の同定したFS 1-78ノボペプチドを遺伝子リニア発現エレメント（genetic linear 
expression element）(LEE)として、図3に示されるように、(Sykes, K. F., and S. A. J
ohnston (1999) Nat Biotechnol 17:355)に記載の方法に従って、化学的に合成した。各L
EEは、哺乳類のプロモーター、強い細胞内プロセッシングのためのユビキチン遺伝子(Ub)
を含むフラグメント、および転写および翻訳のターミネーターを含むフラグメントを含む
。該２つのフラグメントをフレームシフト配列、ここではFS 1-78を介して結合する。つ
いでC57BL6マウスを遺伝子銃法を用いてFS 1-78 LEEコンストラクトおよびプラスミド発
現GM-CSFで遺伝学的に免疫化した (lμgのpGM-CSF)。マウスを2週間後に同一のFS 1-78LE
EおよびpGM-CSFで追加免疫し、ついで追加免疫１週間後にl×l05 B16 F10メラノーマ腫瘍
細胞で曝露した。図4に示されるように、コントロールの空（empty）LEEを投与したマウ
スと比較して、および免疫化を受けなかったそれらと比較して、腫瘍増殖は顕著に遅延し
、最高投与量(3.2 ng)にて、すでに遅延が生じた後に、腫瘍体積が減少した。
【０１９２】
　c) 単一FS-ノボペプチドによる交差防御（Cross-protection）
　１つの腫瘍型に基づいて同定した単一FS-ノボペプチドによる免疫化は、異なるマウス
系における異なる腫瘍型に対して免疫保護であり、このような免疫化のための手順を開示
する。本明細書で開示される、複数の腫瘍型に共通するノボペプチドによる免疫化は、交
差防御を生じることができ、個別化ワクチンが処方化され、調製されおよび投与されるよ
り前に、患者が腫瘍を発生する必要を除去する。Balb/c マウスを上記のC57BL6 マウスと
同一の方法により、FS 1-78 LEE（3.2ng）＋pGM-CSF（lμg）で免疫化し、2週間後に同一
の該遺伝子ワクチンで追加免疫した。追加免疫1週間後に、マウスを1×1044T1乳房腫瘍細
胞で曝露した。4T1曝露から17日後に腫瘍は増殖し始めた。図5に示されるように、FS 1-7
8ネオペプチドで予防的免疫化したBalb/cマウスは、pGM-CSFプラスミド単独で免疫化した
コントロールと4T1腫瘍では認められない別のノボペプチド(6-21 Mut)で免疫化したコン
トロールの両方と比較して、4T1腫瘍増殖を有意に遅延し減少した。
【０１９３】
　d) 複数のノボペプチドを組み合わせることにより、癌に対する免疫保護を与えること
ができる。
　複数のノボペプチドを組み合わせたワクチンは、癌に対する免疫保護を与えることに大
変有効であることができる。本明細書において、マウスを、1-78と6-21ノボペプチドの組
み合わせを含むワクチンを用いてワクチン接種した。B16腫瘍細胞による曝露において、
大抵のワクチン接種したマウスは腫瘍増殖から完全に保護された。図6は1-78および6-21
ペプチドの、それら単独で、および単一ワクチンとしてプールした場合での相対的な保護
を比較する。組み合わせワクチンを受けた群のマウスの80％が15日で生存しており、その
後も試験終了まで生存しており見かけは健康そうであった。この試験により、ノボペプチ
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ドのプーリング（pooling）が単一ペプチドによる免疫化以上の増加した保護を提供する
ことができることが実証される。
【０１９４】
　e) ノボペプチドのバイオインフォマティクス分析と同定
　候補ノボペプチド核酸配列（癌細胞により発現されるが非癌性細胞によってされない）
を、腫瘍データベースデータをゲノムデータと比較するバイオインフォマティクス分析に
より同定し予測することができ、これを行った方法を開示する。腫瘍から得られた配列と
正常ESTライブラリーデータベースの比較によるフレームシフトのバイオインフォマティ
クス分析によって、FS-ノボペプチド候補を同定した。ついで、正確なFSペプチド配列を
、フレームシフト領域のDNAシークエンシング、および非癌性の参照配列との比較によっ
て確認した。数個の腫瘍特異的な変異体は、DNAレベルでコードされないが、該腫瘍で主
であるRNAスプライシング変異体を含むことは注目に値する。テーブル2aにバイオインフ
ォマティクス比較により予測され、DNA配列分析により検証されたフレームシフト配列が
示され、これらの配列は表示の番号の腫瘍ESTに存在していているが非癌性ESTには存在し
ないことが示される。可能性あるノボペプチドのバイオインフォマティクス同定を以下の
ように行った: NCBI ESTデータベースを、NCI ESTデータベースから得られた情報を用い
てスクリーニングし、各NCBI ESTを3セット（腫瘍EST、正常EST、および腫瘍もしくは正
常に分類するための情報が不十分なEST）の1つに分類した。後者を廃棄した。ついで、BL
ASTを用いて、NCBIデータベース中の各ヒト参照配列を、正常ESTセットと腫瘍ESTセット
の両方とアラインメントし、少なくとも100塩基対のフレームシフトしたおよびフレーム
シフトしないヒットの数と85％配列同一性をカウントした。更なるスクリーニングのため
に候補を同定するために、少なくとも10塩基対のインデル（挿入欠失）に起因する各FS変
異体配列について、オッズ比を計算した。該オッズ比は、腫瘍および正常細胞における非
変異体野生型配列の発現と比較した、腫瘍および正常細胞におけるFS変異体の相対発現の
指標を提供する。腫瘍細胞における野生型に対するFS変異体の比(「腫瘍細胞変異体比」)
を、野生型配列についての腫瘍ESTデータベースの検索において得られた配列マッチ数に
対する、FS変異体配列についての腫瘍ESTデータベースの検索において得られた配列マッ
チ数の比として、計算した。正常細胞における野生型に対するFS変異体の比(「正常細胞
変異体比」)を、野生型配列についての正常ESTデータベースの検索において得られた配列
マッチ数に対する、FS変異体配列についての正常ESTデータベースの検索において得られ
た配列マッチ数の比として、計算した。この比の計算において、オッズ比の計算において
ゼロ除算を避けるために、マッチ数がゼロであるならば、前者の数を任意に1に設定した;
 ゼロと1の差は配列アラインメントおよびアラインメントパラメーターの設定に伴う不確
定性の範囲内にあると思われるので、この近似は妥当と考えられた。オッズ比を正常細胞
変異体比に対する腫瘍細胞変異体比の比として計算し、比が2.0を上回るFS変異体配列を
更なる試験のために選定した。テーブル2bに、腫瘍細胞対正常細胞におけるFS変異体のRN
A発現比を測定して、発現差違を確認した、6つのFS変異体配列が示される。テーブル2cに
上記のように計算され高オッズ比を有するFS変異体が示され; CIAPIN1およびSTYXL1につ
いて、RNA発現比は2.6Xおよび2.0Xであるとそれぞれ測定され ; BCL2L12およびDNPEPにお
いて、腫瘍細胞におけるRNA発現は正常細胞おけるそれを超えることを、PCRおよび電気泳
動ゲルバンド強度の検査によって確認し; ならびにBCL2L12、DNPEP、およびSTYXL1につい
て腫瘍細胞における発現をRNA抽出とシークエンシングによって検証した。テーブル2dに
、FS変異体または親野生型配列についての配列マッチは該腫瘍ESTデータベースにおいて
認められたが、該正常ESTデータベースにおいては、配列マッチは認められなかった、FS
変異体配列が示され; これによってオッズ比の計算ができなくなったが、正常細胞におけ
る明らかな非発現は所望の特性である。発現した時に、非常に短いFS変異体配列は結果と
してFS変異体と近接するシフトしない配列との融合を示すペプチドを生じるため、それは
それでもなお有意であることに留意せよ。テーブル2eに正常ESTデータベースに対するFS
変異体配列についての配列マッチの数がゼロであったFS変異体配列が示され; オッズ比を
計算するためにこの数は任意に1に設定した。配列C7orf24およびZWILCHについて測定され
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たRNA発現比はそれぞれ、3.6Xおよび10.4Xであり; DYRK4、HNRPUL1、MAP3K10、PPP4C、お
よびRIPK2において、腫瘍細胞におけるRNA発現が正常細胞におけるそれを超えることをPC
Rおよび電気泳動ゲルバンド強度の検査によって確認し; ならびにDYRK4、HNRPUL1、RIPK2
、およびZWILCHについて、腫瘍細胞におけるFS変異体の発現をRNA抽出およびシークエン
シングによって確認した。テーブル2fに計算されたオッズ比が2.0未満であるが、腫瘍化
に関与する可能性があるFS変異体配列が示され; 腫瘍細胞におけるBCL2L13およびDTYMKの
RNA発現が正常細胞におけるそれを超えることPCRおよび電気泳動ゲルバンド強度の検査に
よって確認し、ならびに腫瘍細胞におけるDTYMKの発現をRNA抽出およびシークエンシング
により確認した。FS変異体が予測され、オッズ比が示されるように計算されたが、その変
異体は10bp未満のインデルから生じ、その差が配列決定の誤りに起因する可能性が高まっ
た遺伝子が、テーブル2gに示される。
【表４】

【表５】
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【表６】

【表７】
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【表１４】

【表１５】

【０１９５】
f) RNA発現
　図7に、腫瘍細胞におけるノボペプチドのRNA発現レベルと非癌性細胞におけるそれを比
較することによる、癌ワクチン構成成分として予測された候補ノボペプチドの有用性の可
能性を評価するための方法の実施例が示される。図7aに3つの異なるヒト腫瘍細胞系から
のBCL2L13 cDNAのFS変異体の増幅が実証され、正常組織から得られたcDNAにはない。PCR 
プライマーをそれらがBCL2L13 FS領域に隣接するように設計し、矢印によって示された25
3bpのFSを増幅した。該図の左半分は、3個の異なるヒト腫瘍cDNA調製の増幅である。図7
のレーンラベルは以下のとおりである。レーンM、lOObp 分子量マーカー; レーン1、MCF-
7 ヒト乳房癌細胞系; SW480 ヒト大腸癌細胞系; DU-145、ヒト前立腺癌細胞系; レーンTA
 SW480細胞系からのベータアクチン。ゲルの右側: レーンNA、正常大腸からのベータアク
チン; レーンNL、正常肺; NB、正常乳房; NC 正常大腸。
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　図7bおよび7cに、さらに、STYXL1およびHNRPUL1と称されるフレームシフトした遺伝子
からのcDNAの増幅の2個の実施例が示される。該アガロースゲルは腫瘍細胞に存在するが
正常肺、乳房および大腸からのcDNAには存在しない、ノボペプチドをコードするフレーム
シフト示す。PCRを、7aのように、しかし予測される該フレームシフトに隣接するプライ
マーにより行った。矢印は各図のFSバンドを示す。レーンは図7aと同一である。
【０１９７】
　定量的PCR測定により、別のフレームシフト変異体、SMC-1の過剰発現が示された。SMC-
1遺伝子中のFSに対して特異的なPCRプライマーを用いて、SMC-1 FSの相対発現について、
4個の新鮮なヒト膵臓腫瘍サンプルからのcDNAを試験した。SMC-1 FS cDNAのレベルを、同
一患者の正常膵臓から増幅したSMC-1 cDNAと比較した。テーブル3により、4個中3個の膵
臓腫瘍は該正常野生型配列と比較してFS SMC-1を過剰発現することが示される。
テーブル3

【０１９８】
g) 質量分析によるノボペプチドの同定およびMHCに表示される可能性があるサブシーケン
スの同定
　本明細書において、腫瘍細胞によって実際に発現されたノボペプチドを質量分析により
同定することができることが示され、そのようにするための方法を開示し、さらにMHCに
表示される可能性のあるサブシーケンスを同定するするための方法を説明し開示する。ペ
プチドを、10OmMのクエン酸に30秒間、またはリン酸緩衝生理食塩水に4時間に曝露するこ
とによって、腫瘍細胞の表面から溶出し、あるいはペプチドを、細胞表面HLA分子から、
目的のHLA分子に対する高い親和性を有するビオチン化ペプチドと競争させる。フレーム
シフトしたペプチド配列のデータベースを、上記のようにバイオインフォマティクス的に
予測した配列から作成して、LC-MS/MSを使用して、溶出したサンプルに実際に存在するノ
ボペプチドを分析使用によって同定できるようにした。該ペプチド配列データベースを使
用して、MCF-7乳房腫瘍細胞HLA-A*0201、-B*18/44および-Cw*05から溶出したペプチドに
ついて、Spectrum Millを用いて、LC-MS/MSから得られたスペクトルを検索した。該HLA型
を、目的の腫瘍細胞について上記のように決定した。思いがけなく、FSデータベースのい
くつかの配列にマッチした溶出のLC-MS/MS分析から、8-10アミノ酸より長いペプチドを同
定した。これらのより長いペプチドをMHCクラスI結合アルゴリズム、BIMASおよびSYFPEIT
HIを用いて分析し、下記のテーブル4a-4eに示されるように、複数のHLAクラスI分子と結
合することができる好ましい9-マー配列を同定した。該アルゴリズムは結合についてのペ
プチドをスコア化する異なる方法を使用する。該アルゴリズムは相補的であることもある
が、そうでないこともしばしばある。150を超えるBIMAS値および20を超えるSYFPEITHI値
は、ペプチドがMHCと細胞内に結合する、および細胞表面に輸送される最高の機会である
。
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【表１６】

【０１９９】
　関連LC-MS/MS試験として、BCL2L13遺伝子のFSであるとバイオインフォマティクス的に
予測された9-マーペプチドを、上記の方法を用いるMCF-7乳房腫瘍細胞溶出試験からのLC-
MS/MS スペクトルで同定した。このペプチドの配列はCLWFCYDKCであり、該HLA-A*0201結
合モチーフに適合する。
【０２００】
h) ノボペプチドに対する抗体反応性
　特定の腫瘍細胞型に関連するFSデータベースのノボペプチドを同定することができる。
該FSデータベースのFS配列にマッチした8-10 アミノ酸より長いペプチド (MHC 溶出につ
いて予期されるサイズ)が得られたことが認められた。概して8-10アミノ酸より長いペプ
チドは抗体についてのエピトープを形成する。防御的または治療的抗体はFSに対してワク
チン接種後に生成されうるという現在の教示に従って、異なる腫瘍型を持つ患者から採取
した血清を、予測されたノボペプチドとの反応性について標準的なELISA法よりアッセイ
した。図8にFSペプチド配列に対する血清中の抗体反応性を有する23中1名の癌患者が示さ
れる。この知見は該ノボペプチドによるワクチン接種における抗腫瘍抗体応答を誘発する
ノボペプチドを明らかにする。反応性の血清は矢印より示される。
【０２０１】
　i) CTLを介する免疫学的スクリーニング
　図9に予測されたノボペプチドの有望な免疫保護性をCTLアッセイを介する免疫学的スク
リーニングによりアッセイすることができることが示され、それをするための１つの方法
が開示される。四角印で示されるように、上記のノボペプチド6-21に対して活性化された
CTLは6-21ペプチドをパルスしたMHC一致腫瘍細胞を殺すことができたが、パルスしなかっ
たSW480腫瘍細胞ではなかった。SW480腫瘍細胞は6-21ノボペプチドを内因的に発現しない
ため、該細胞はペプチドパルシングを必要とした。これは、当該技術分野の当業者がする
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ことができるであろう標準的な51Cr遊離アッセイである。
【０２０２】
　j)抗体応答
　予測されたノボペプチドは、遺伝子ワクチン接種による強い抗体応答を誘発する。この
応答のアッセイのための方法が示される。マウスを、6-21ノボペプチドをコードする遺伝
子ワクチンで上記のように免疫化した。血清を該マウスから入手し、B16腫瘍細胞と共に
インキュベートした。ノボペプチド6-21に対して特異的な抗体は、特異的にB16マウス腫
瘍細胞を結合したが、免疫前血清は結合しなかったことが示された。
【０２０３】
　k) 治療的保護
　ノボペプチドはまた治療的および予防的保護を与えることができる。マウスに該B16腫
瘍細胞を注入し、ついで1日後に遺伝子ワクチンとして該1-78＋6-21ノボペプチドで免疫
化した。図11に示されるように、両ペプチドを受けた該動物は、該コントロール動物と比
較して保護されたが、この保護は、より低い生存率により示されるように(該マウスの3分
の1が生存した（三角印）、図6に示される予防的免疫化の80％生存と比較して)、予防的
ワクチン接種のように強くない。
【０２０４】
　1) 腫瘍細胞のHLA-分類
　該標的集団であまり表されない1個または少数のHLA型でのみ表示されることができる候
補ノボペプチドは、該標的集団のより大きい部分で共有される複数のHLA型に表示される
ことができるそれらに比べて、あまり好ましくない。ここで、目的の腫瘍標的をHLA分類
し、結果はテーブル5に示されるとおりであり、その後、バイオインフォマティクス的に
同定した候補ノボペプチドを、MHCクラスI結合アルゴリズム、BIMASおよびSYFPEITHIを用
いてスクリーニングして、該目的の該腫瘍に存在するMHC 型上に最も表示されることがで
きる該ノボペプチド配列を決定することができる。上記のLC-MS/MS同定およびシークエン
シングのために、この情報を使用して該HLA型を決定した。
テーブル5: ヒト腫瘍細胞系のMHCクラスI 同一性

2. 実施例2
【０２０５】
　該公共のデータベースで同定されたヒトおよびマウスの全腫瘍で生じたノボペプチド関
連ミューテイションを同定した。これはフレームシフト含み、および該フレームシフトし
た遺伝子は該SMC1遺伝子をコードし、正常野生型配列: NGSGKSNVMDALSFVMGEKIAN (配列番
号: 7) と比較して、該配列NGSGCSGVYCHEEPQGEDSSV (配列番号: 8)を有する。ヒト癌cDNA
配列の正常組織と比較したインフォマティクス分析により、該フレームシフトが認められ
た。公共のデータベースを使用した。該SMC1遺伝子のホモログにおいて、該同一FSの存在
をマウス乳房およびメラノーマ腫瘍系において、これらの腫瘍系からのcDNAのシークエン
シングによって決定した。該FSの存在について、31のヒト腫瘍ライブラリーを試験した。
配列決定された全30において、SMC1における該FSは、全ての肺、乳房およびメラノーマサ
ンプルに現れるが正常サンプルにはないとして同定された。この相関関係は、このミュー
テイションが発癌性であることを示す。このフレームシフトミューテイションは、単独で
または組み合わせて、治療的または予防的な癌に対するワクチンの構成成分または全部と
して使用することができる。それはまた、初期の癌を検出するために診断的に用いること
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ができる。このミューテイションは新しい抗癌剤標的である癌遺伝子を作り出す。該FSを
該マウス腫瘍モデルにおけるワクチンとしての治療的価値について試験した。該B16メラ
ノーマ系をマウスに接種した。1日後、該マウスを該FSをコードする遺伝子ワクチンでワ
クチン接種した。治療的効果は認められなかった。しかしながら、該17aa FSは、マウスB
16 MHCクラスI 分子 (MHCI) との結合は乏しいと予測される。従って、エピトープ-強化
変異体を、MHCI結合の改善のために公共のプログラムに基づいて作成した。これらのマウ
スが治療的にワクチン接種されたとき、好ましい効果があった。従って、該FSはヒトおよ
びマウス腫瘍に特異的に存在し、エピトープがマウスについて強化されたときは、治療的
である。エピトープ強化はヒト腫瘍に必須でない。
【０２０６】
　本明細書で開示するワクチン構成成分を製造するための方法の実施例は、下記の通りで
ある:
　(a) 該NCIデータベースおよび／またはCancer Genome Atlasからのデータを検索し、分
析して、腫瘍の該cDNA (RNA)において、または腫瘍の該ゲノムDNAにおいて、正常配列のc
DNA (RNA)またはDNAでは希であるかまたは存在しない変異体を検出する。
　(b) cDNA中の変異体またはDNA中のミューテイションの存在を、腫瘍細胞および正常細
胞の該cDNAまたは該DNAのシークエンシング、および該２つの比較により確認する。腫瘍
および正常細胞cDNAおよびDNAのパネルを使用して、正常細胞中に対する腫瘍中での該ミ
ューテイションまたはバリエーションの頻度の最初の見積もりを得る。
　(c) RNAを腫瘍および正常細胞から抽出し、該ノボペプチドをコードする該RNAに対する
該正常メッセンジャーRNAの相対発現をPCRによりを測定する。該DNAで認められたミュー
テイションについては、そのミューテイションのmRNAが該腫瘍に存在しない場合、該対応
するノボペプチドは追跡しない。RNA中の変異体については、該変異体RNAが、腫瘍中で正
常細胞とほとんど同一のレベルで存在する場合、該対応するノボペプチドは追跡しない。
　(d) この時点で残っている候補を、該腫瘍細胞の表面上のノボペプチドとして存在する
が正常細胞ではないことについて、質量分析によりスクリーニングする。好ましくは、酸
溶出または該培地（medium）を集めるためのバッファー中でのインキュベーションにより
ペプチドを溶出することである。該MHCIを結合しているペプチドは、より特異的なプロト
コルにより溶出することができる一方、これらは該ワクチンにより生成された抗腫瘍抗体
の標的でありうる非MHCI ペプチドを失いうる。該質量分析からのクロマトグラフを本明
細書に記載する可能性あるフレームシフトノボペプチドの該独自のデータベースと比較す
る。候補ノボペプチドを質量分析シークエンシングより確認する。9アミノ酸より長いノ
ボペプチドを発見した場合は、該MHCI溶出ペプチドを、該特定の腫瘍細胞の該HLAを結合
すると予測されるネステッドペプチド配列の存在について、特に分析する。
　(e) 該候補ノボペプチド配列またはそのネステッドサブシーケンスを予測されたヒトMH
CI分子への結合についてスクリーニングする。共通のMHCIに堅固に結合すると予測された
それらは、希なMHCIに弱く結合するまたは強く結合すると予測されたそれらと比べて、相
対的により高いスコアを受ける。
　(f) 相対的に高スコアを受けたそれらのペプチドについて、マウス腫瘍細胞を、該ノボ
ペプチドをコードする該RNAの存在についてのPCRまたはシークエンシングにより、アッセ
イする。マウス腫瘍に存在する場合、マウスを該ノボペプチドでワクチン接種し、ついで
、腫瘍細胞で曝露し、該ペプチドが保護的であるかどうかを決定する。
　(g) 並行して、該高スコア化の候補を、ヒト腫瘍におけるそれらの存在についてスクリ
ーニングする。多くの同一の型の腫瘍ならびに多くの異なる腫瘍を、RNAのPCRまたはシー
クエンシングによってスクリーニングし、患者における全体的な頻度を決定した。並行し
て、多くの細胞型および多くの正常対象からの細胞型を、RNAをコードする該ノボペプチ
ドの存在について、同一の方法で、スクリーニングした。正常RNAにおいて大変希である
か、または大変低レベルであり、かつ、1つの型の腫瘍の少なくとも10％において、また
は全ての腫瘍型の10％において、高レベルで存在するノボペプチド変異体は該最終スクリ
ーニングに進む。
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　(h) 最後のスクリーニング定義は、該候補が予防的ワクチンに有用かどうかを決定する
ことである。ヒト対象のワクチンテストが許可されまたは妥当となる前に、この工程はほ
とんど確実に必要とされる。該最初のスクリーニングはT細胞反応性についてである。該
関連性あるMHCIを持つヒトからのT細胞は該試験ノボペプチドにより活性化される。その
ようなT細胞集団を作成したら、それらを該対応するMHCI型を有するヒト腫瘍細胞と反応
させる。これらの腫瘍細胞が殺されるかまたは増殖が阻害されたとき、それは、これらの
腫瘍細胞は該ノボペプチドを提示していて、該ワクチンの影響を受けやすいことを確認す
る。この同一のT細胞プレパレーションをまた、該同一のMHCIの正常細胞のパネルに対し
て反応させる。該ノボペプチド活性化したT細胞によりこれらの細胞が殺されずまたは増
殖を阻害されなかったときは、それは、このノボペプチドが癌ワクチンのための検証され
た候補であることを確認する。
　(i)抗体スクリーニングについて、該方法はより簡便である。抗体は、該試験ノボペプ
チドに対して生成されるであろう。この抗体を腫瘍細胞に対して反応させ、それが該表面
に結合するかどうか決定する。それが結合したならば、これは、該腫瘍が該抗体の影響を
受け易いことを示す。上記の通り、該同一の抗体はヒト正常細胞のパネルに対して反応さ
れるであろう。抗体特異結合を誘発するノボペプチドは予防的癌ワクチンの構成成分とし
て検証される。
【０２０７】
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【０２０８】
　図面の簡単な説明
　添付の図面は組み込まれ本明細書の一部を構成し、いくつかの実施態様を説明し、そし
てその説明と共に開示された組成物および方法を説明する。
【図面の簡単な説明】
【０２０９】
【図１】図1はマウスメラノーマモデル Bl6F10を用いた腫瘍細胞におけるフレームシフト
頻度を決定する方法を示す。　A. cDNAを、培養細胞からのRNAより生成した。それを、RT
-PCRシークエンシングよって直接的に配列決定した。　B. インビトロ由来FSミューテイ
ションのインビボ確認。該FSがインビボで発現したことを確認するために、細胞全身的注
入の後、B16肺転移からRNAを抽出した。cDNAを生成して、該FSをRT-PCRシークエンシング
により確認した。
【０２１０】
【図２】図2aおよび2bはそれぞれ、FS1-78およびFS6-21のPCR増幅を示す。矢印はFSバン
ドを表す; 他のバンドは野生型アレルである。レーン1 : B16/F1 腫瘍細胞; レーン2: B1
6/F10 腫瘍細胞; レーン3: 正常心臓; レーン4: 正常腸; レーン5: 正常腎臓; レーン6: 
正常肝臓; レーン7: 正常肺; レーン8: 正常骨格筋; レーン9: 正常皮膚; レーン10: 正
常脾臓; レーンM: 分子量マーカー.
【０２１１】
【図３】図3は直鎖発現エレメント（linear expression element）作成 (LEE) を示す。
各LEEは哺乳類のプロモーター (青)、良好な細胞内プロセッシングのためのユビキチン遺
伝子(黄色)を含むフラグメント、転写および翻訳のターミネーターを含むフラグメント (
赤)からなる。該２つのフラグメントはフレームシフト配列(緑)を介して結合する。
【０２１２】
【図４】図4は、C57B6マウスのFS 1-78 ネオペプチドによる予防的免疫化がB16F10腫瘍増
殖を遅らせることを示す。C57B6マウスを、該増加量のLEE発現FS 1-78 ペプチドおよびpG
M-CSF（lμg）で免疫化した。一次免疫化したマウスを2週間後に追加免疫した。該追加免
疫1週間後、マウスを0日(矢印)に、1×105 Bl6F10メラノーマ腫瘍細胞で曝露した。
【０２１３】
【図５】図5は、Balb/c マウスのFS 1-78 ネオペプチドによる予防的免疫化は、4T1腫瘍
増殖を遅らせることを示す。Balb/c マウスをFS 1-78 LEE（3.2ng）＋pGM-CSF（lug）で
免疫化し、2週間後に同一の遺伝子ワクチンで追加免疫した。該追加免疫1週間後、マウス
を5×104 4T1乳房腫瘍細胞で曝露した。4T1暴露17日後に、腫瘍は増殖を始めた。コント
ロールはpGM-CSF プラスミド単独である。6-21-Mutは、4T1腫瘍では認められない別のフ
レームシフトである。
【０２１４】
【図６】図6はフレームシフトペプチド-コード遺伝子ワクチンでの予防的ワクチン接種に
対する応答の該生存率曲線を示す。 8日に、マウスを、FS6-21mut ペプチド配列(四角)、
FSl-78mut ペプチド配列(十字)、両者の組み合わせ (三角)、または無関係なペプチド配
列(菱形)で免疫化した。腫瘍細胞を0日に注入した。
【０２１５】
【図７】図7a、7bおよび7cは、予測された候補ノボペプチドの癌ワクチン構成成分として
の見込みある有用性を評価するための方法の実施例を示し、これは、腫瘍細胞における該
ノボペプチドのRNA発現レベルと非癌性細胞におけるそれとを比較することによる。図7a
は3個の異なるヒト腫瘍細胞系からのBCL2L13 cDNAにおけるFSの増幅を示し、これは正常
組織から得られたcDNAにはない。PCRプライマーをそれらが該BCL2L13 FS領域に隣接して
、該矢印より示される253bpのFSを増幅するように設計した。該図の左半分は、3個の異な
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、100bp 分子量マーカー; レーン1、MCF-7 ヒト乳房癌細胞系; SW480 ヒト大腸癌細胞系;
 DU-145、ヒト前立腺癌細胞系; レーンTA SW480 細胞系からのベータアクチン。ゲルの右
側: レーンNA、正常大腸からのベータアクチン; レーンNL、正常肺; NB、正常乳房; NC 
正常大腸。図7bおよび7cは更に2つの実施例、STYXL1およびHNRPUL1と称されるフレームシ
フトした遺伝子からのcDNAの増幅を示す。該アガロースゲルは、ノボペプチドをコードす
るフレームシフトは腫瘍細胞に存在するが、正常肺、乳房および大腸からのcDNAには存在
しないことを示す。7aと同様にPCRを行ったが、予測されるフレームシフトに隣接するプ
ライマーを伴った。矢印は各図中の該FSバンドを示す。レーンは図7aと同一である。
【０２１６】
【図８】図8は、ワクチン接種後にFSに対する防御的または治療的抗体が作られうること
を示し、異なる腫瘍型を持つ患者から採取した血清を予測されたノボペプチドとの反応性
について標準的なELISA法によりアッセイした。図8の棒グラフは、血清中にFSノボペプチ
ド配列に対する抗体反応性を持つ23の内の１人の癌患者を示す。反応性の血清が矢印によ
って示される。
【０２１７】
【図９】図9は予測されたノボペプチドの有望な免疫保護を、CTLアッセイを介する免疫学
的スクリーニングにより、アッセイすることができることを示し、およびそのようにする
ための１つの方法を開示する。上記のノボペプチド6-21に対して活性化されたCTLは、6-2
1ノボペプチドでパルスされたMHC一致腫瘍細胞を殺すことができたが、該四角印で示され
るように、パルスされなかったSW480 腫瘍細胞を殺さなかった。SW480 腫瘍細胞は6-21ノ
ボペプチドを内因的に発現しないため、該細胞はペプチドパルシングを必要とした。
【０２１８】
【図１０】図10は免疫蛍光法を示し、これは、B16腫瘍系は該FS6-21mutおよびFSl-78mut 
フレームシフトペプチドを提示していて、4T1乳房腫瘍系は該1-78 ペプチドを提示してい
ることを示す。
【０２１９】
【図１１】図11は、フレームシフトペプチド-コード配列による治療的ワクチン接種に対
する応答の動物生存率曲線を示す。0日に、マウスに105腫瘍細胞を注入した。 1日後、マ
ウスを、FS6-21mutペプチド配列(四角)、FSl-78mut ペプチド配列(十字)、両者の組み合
わせ (三角)または無関係なペプチド配列(菱形)でワクチン接種した。
【０２２０】
【図１２】図12aおよび12bは、SMC-1におけるフレームシフトミューテイションまたはバ
リエーションに関連するノボペプチドで治療的ワクチン接種を受けているマウスにおける
腫瘍攻撃後にわたる、腫瘍進行および生存を示す。
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