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(57)【要約】
　がん又はポリオーマウイルス感染症の処置に有用であるポリオーマウイルスエピトープ
に関する方法及び組成物が本明細書において提供される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　表1～3に列挙されたエピトープのうちの1個以上を含む単離されたタンパク質。
【請求項２】
　1個以上のエピトープが、表1に列挙されたBKウイルス(BKV)エピトープを含む、請求項1
に記載の単離されたタンパク質。
【請求項３】
　1個以上のエピトープが、表2に列挙されたJCウイルス(JCV)エピトープを含む、請求項1
に記載の単離されたタンパク質。
【請求項４】
　1個以上のエピトープが、表3によるハイブリッドエピトープを含む、請求項1に記載の
単離されたタンパク質。
【請求項５】
　ペプチドが表1～3に列挙された複数のエピトープを含む、請求項1～4のいずれか一項に
記載の単離されたタンパク質。
【請求項６】
　複数のエピトープが、表1に列挙された複数のBKVエピトープを含む、請求項5に記載の
単離されたタンパク質。
【請求項７】
　複数のエピトープが、表2に列挙された複数のJCVエピトープを含む、請求項5に記載の
単離されたタンパク質。
【請求項８】
　複数のエピトープが、表1に列挙されたBKVエピトープ及び表2に列挙されたJCVエピトー
プを含む、請求項5に記載の単離されたタンパク質。
【請求項９】
　複数のエピトープのうちの少なくとも2個の間に介在アミノ酸配列をさらに含む、請求
項5～9のいずれか一項に記載の単離されたタンパク質。
【請求項１０】
　タンパク質が、対象への投与時に免疫反応を誘発することができる、請求項1～9のいず
れか一項に記載の単離されたタンパク質。
【請求項１１】
　エピトープが、広範囲のヒト集団を提供するように選択される、請求項1～10のいずれ
か一項に記載の単離されたタンパク質。
【請求項１２】
　エピトープが、HLA-A1、-A2、-A3、-A11、-A23、-A24、-A26、-A29、-A30、-B7、-B8、
-B27、-B35、-B38、-B40、-B41、-B44、-B51、-B56、-B57又は-B58に対するHLAクラスI拘
束性を有する、請求項11に記載の単離されたタンパク質。
【請求項１３】
　エピトープが、HLA-DP、-DM、-DOA、-DOB、-DQ、又は-DRに対するHLAクラスII拘束性を
有する、請求項11に記載の単離されたタンパク質。
【請求項１４】
　エピトープが、HLA-DRB又は-DQBに対するHLAクラスII拘束性を有する、請求項13に記載
の単離されたタンパク質。
【請求項１５】
　単離されたタンパク質が、配列番号5、6、36、41及び42に記載されるエピトープアミノ
酸配列を含む、請求項1～14のいずれか一項に記載の単離されたタンパク質。
【請求項１６】
　単離されたタンパク質が、配列番号5、6、36、41及び42に記載されるエピトープアミノ
酸配列から本質的になる、請求項1～8のいずれか一項に記載の単離されたタンパク質。
【請求項１７】
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　単離されたタンパク質が、配列番号5、6、36、41及び42に記載されるエピトープアミノ
酸配列からなる、請求項1～8のいずれか一項に記載の単離されたタンパク質。
【請求項１８】
　単離されたタンパク質が、メルケル細胞ウイルス(MCV)由来の1個以上のエピトープをさ
らに含む、請求項1～17のいずれか一項に記載の単離されたタンパク質。
【請求項１９】
　非ポリオーマウイルス由来の1個以上のエピトープをさらに含む、請求項1～18のいずれ
か一項に記載の単離されたタンパク質。
【請求項２０】
　非ポリオーマウイルス由来の1個以上のエピトープが、アデノウイルス(ADV)、エプスタ
インバーウイルス(EBV)又はサイトメガロウイルス(CMV)由来の1個以上のエピトープを含
む、請求項19に記載の単離されたタンパク質。
【請求項２１】
　請求項1～20のいずれかに記載の単離されたタンパク質をコードする単離された核酸。
【請求項２２】
　請求項21に記載の単離された核酸を含む発現構築物。
【請求項２３】
　請求項22に記載の発現構築物を含む宿主細胞。
【請求項２４】
　請求項23に記載の宿主細胞中で単離されたタンパク質を発現させること、及び単離され
たタンパク質を少なくとも部分的に精製することを含む、単離されたタンパク質を製造す
る方法。
【請求項２５】
　請求項1～20のいずれか一項に記載の単離されたタンパク質、及び薬学的に許容される
担体を含む医薬組成物。
【請求項２６】
　請求項21に記載の単離された核酸を含む医薬組成物。
【請求項２７】
　請求項1～20のいずれか一項に記載の単離されたタンパク質、及び薬学的に許容される
担体を含むワクチン組成物。
【請求項２８】
　アジュバントをさらに含む、請求項27に記載のワクチン組成物。
【請求項２９】
　請求項25若しくは請求項26に記載の医薬組成物、又は請求項27若しくは請求項28に記載
のワクチン組成物を対象に投与することを含む、対象においてポリオーマウイルス感染症
を処置又は予防する方法。
【請求項３０】
　ポリオーマウイルス感染症がBKウイルス(BKV)感染症である、請求項29に記載の方法。
【請求項３１】
　ポリオーマウイルス感染症がJCウイルス(JCV)感染症である、請求項29に記載の方法。
【請求項３２】
　ポリオーマウイルス感染症がメルケル細胞ウイルス(MCV)感染症である、請求項29に記
載の方法。
【請求項３３】
　請求項25若しくは請求項26に記載の医薬組成物、又は請求項27若しくは請求項28に記載
のワクチン組成物を対象に投与することを含む、対象においてポリオーマウイルス関連が
んを処置又は予防する方法。
【請求項３４】
　ポリオーマウイルス関連がんがBKV関連がんである、請求項33に記載の方法。
【請求項３５】
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　ポリオーマウイルス関連がんがJCV関連がんである、請求項33に記載の方法。
【請求項３６】
　ポリオーマウイルス関連がんがMCV関連がんである、請求項33に記載の方法。
【請求項３７】
　請求項25若しくは請求項26に記載の医薬組成物、又は請求項27若しくは請求項28に記載
のワクチン組成物を対象に投与することを含む、対象においてTリンパ球免疫反応を誘導
する方法。
【請求項３８】
　養子免疫療法のためにBKウイルス特異的Tリンパ球を増殖させる方法であって、
　(i)対象から単離された1つ以上の細胞を請求項1～20のいずれか一項に記載の単離され
たタンパク質と接触させること、及び
　(ii)BKウイルス特異的Tリンパ球が前記1つ以上の細胞から増殖するような条件下で1つ
以上の細胞を培養すること
を含む方法。
【請求項３９】
　養子免疫療法のためにJCウイルス特異的Tリンパ球を増殖させる方法であって、
　(i)対象から単離された1つ以上の細胞を請求項1～20のいずれか一項に記載の単離され
たタンパク質と接触させること、及び
　(ii)JCウイルス特異的Tリンパ球が前記1つ以上の細胞から増殖するような条件下で1つ
以上の細胞を培養すること
を含む方法。
【請求項４０】
　請求項38又は請求項39に記載の増殖させたTリンパ球を対象に投与することを含む、対
象においてポリオーマウイルス感染症又はがんを処置又は予防する方法。
【請求項４１】
　ポリオーマウイルス感染症がBKV感染症である、請求項40に記載の方法。
【請求項４２】
　ポリオーマウイルス感染症がJCV感染症である、請求項40に記載の方法。
【請求項４３】
　ポリオーマウイルス感染症がMCV感染症である、請求項40に記載の方法。
【請求項４４】
　請求項38又は請求項39に記載の増殖させたBKウイルス特異的Tリンパ球を対象に投与す
ることを含む、対象においてポリオーマウイルス関連がんを処置又は予防する方法。
【請求項４５】
　ポリオーマウイルス関連がんがBKV関連がんである、請求項44に記載の方法。
【請求項４６】
　ポリオーマウイルス関連がんがJCV関連がんである、請求項44に記載の方法。
【請求項４７】
　ポリオーマウイルス関連がんがMCV関連がんである、請求項44に記載の方法。
【請求項４８】
　対象から単離されたTリンパ球を請求項1～20のいずれか一項に記載の単離されたタンパ
ク質と接触させることによって、BKV特異的Tリンパ球の存在を検出することを含む、対象
においてBKウイルス感染を検出する方法。
【請求項４９】
　請求項29又は47に記載の方法に従って、対象においてBKウイルス感染症を処置すること
をさらに含む、請求項48に記載の方法。
【請求項５０】
　対象が哺乳動物である、請求項29～49のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５１】
　対象がヒトである、請求項50に記載の方法。
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【請求項５２】
　対象が免疫不全である、請求項29～51のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５３】
　表1～3に列挙された1個以上のエピトープを認識するT細胞受容体(TCR)を含む細胞傷害
性T細胞(CTL)を含む医薬組成物を対象に投与することを含む、対象においてがんを処置又
は予防する方法。
【請求項５４】
　1個以上のエピトープが、表1に列挙されたBKウイルス(BKV)エピトープを含む、請求項5
3に記載の方法。
【請求項５５】
　1個以上のエピトープが、表2に列挙されたJCウイルス(JCV)エピトープを含む、請求項5
3又は請求項54に記載の方法。
【請求項５６】
　1個以上のエピトープが、表3によるハイブリッドエピトープを含む、請求項53～55のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項５７】
　がんがポリオーマウイルス関連がんである、請求項53～56のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項５８】
　ポリオーマウイルスがBKウイルス(BKV)である、請求項57に記載の方法。
【請求項５９】
　ポリオーマウイルスがJCウイルス(JCV)である、請求項57に記載の方法。
【請求項６０】
　ポリオーマウイルスがメルケル細胞ウイルス(MCV)である、請求項57に記載の方法。
【請求項６１】
　表1～3に列挙された1個以上のエピトープを認識するT細胞受容体(TCR)を含む細胞傷害
性T細胞(CTL)を含む医薬組成物を対象に投与することを含む、対象においてポリオーマウ
イルス感染症を処置又は予防する方法。
【請求項６２】
　1個以上のエピトープが、表1に列挙されたBKウイルス(BKV)エピトープを含む、請求項6
1に記載の方法。
【請求項６３】
　1個以上のエピトープが、表2に列挙されたJCウイルス(JCV)エピトープを含む、請求項6
1又は請求項62に記載の方法。
【請求項６４】
　1個以上のエピトープが、表3によるハイブリッドエピトープを含む、請求項61～63のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項６５】
　ポリオーマウイルスがBKウイルス(BKV)である、請求項61～64のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項６６】
　ポリオーマウイルスがJCウイルス(JCV)である、請求項61～64のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項６７】
　ポリオーマウイルスがメルケル細胞ウイルス(MCV)である、請求項61～64のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項６８】
　TCRが、2つ以上のポリオーマウイルスによって共有されるエピトープを認識する、請求
項53～67のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６９】
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　共有されるエピトープが、少なくとも2つのポリオーマウイルス間の配列相同性の領域
を含み、配列相同性の領域がエピトープ配列の全長にわたって少なくとも3つのアミノ酸
である、請求項68に記載の方法。
【請求項７０】
　2つのポリオーマウイルスがBKV及びJCVである、請求項68又は69に記載の方法。
【請求項７１】
　TCRの少なくとも1つがBKV又はJCV由来のVP1エピトープを認識する、請求項53～70のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項７２】
　TCRの少なくとも1つがBKV又はJCV由来のLTAエピトープを認識する、請求項53～71のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項７３】
　TCRの少なくとも1つがBKV又はJCV由来のSTAエピトープを認識する、請求項53～72のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項７４】
　CTLが、表1～3に列挙されたエピトープのうちの少なくとも2個を認識するTCRを集合的
に含む、請求項53～73のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７５】
　CTLが、表1～3に列挙されたエピトープのうちの少なくとも5個を認識するTCRを集合的
に含む、請求項74に記載の方法。
【請求項７６】
　CTLが、表1～3に列挙されたエピトープのうちの少なくとも10個を認識するTCRを集合的
に含む、請求項75に記載の方法。
【請求項７７】
　CTLが、表1～3又は2に列挙されたエピトープのうちの少なくとも15個を認識するTCRを
集合的に含む、請求項76に記載の方法。
【請求項７８】
　CTLが、表1～3に列挙されたエピトープのうちの少なくとも20個を認識するTCRを集合的
に含む、請求項77に記載の方法。
【請求項７９】
　CTLが、表1～3に列挙されたエピトープのうちの少なくとも25個を認識するTCRを集合的
に含む、請求項78に記載の方法。
【請求項８０】
　CTLが、表1～3に列挙されたエピトープのうちの少なくとも30個を認識するTCRを集合的
に含む、請求項79に記載の方法。
【請求項８１】
　CTLが、MCVエピトープを認識するTCRを集合的に含む、請求項53～80のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項８２】
　TCRが、少なくとも2つの異なるウイルス由来のエピトープを集合的に認識する、請求項
53～81のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８３】
　TCRが、少なくとも3つの異なるウイルス由来のエピトープを集合的に認識する、請求項
82に記載の方法。
【請求項８４】
　TCRが、少なくとも4つの異なるウイルス由来のエピトープを集合的に認識する、請求項
83に記載の方法。
【請求項８５】
　TCRが、少なくとも5つの異なるウイルス由来のエピトープを集合的に認識する、請求項
84に記載の方法。
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【請求項８６】
　TCRが、非ポリオーマウイルス由来の1個以上のエピトープを集合的に認識する、請求項
53～85のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８７】
　非ポリオーマウイルス由来の1個以上のエピトープが、アデノウイルス(ADV)、エプスタ
インバーウイルス(EBV)又はサイトメガロウイルス(CMV)由来の1個以上のエピトープを含
む、請求項86に記載の方法。
【請求項８８】
　対象が、1個以上のエピトープが拘束されているヒト白血球抗原(HLA)を発現する、請求
項53～87のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８９】
　CTLが対象に対して自家である、請求項53～88のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９０】
　CTLが対象に対して自家でない、請求項53～88のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９１】
　CTLがCTLライブラリー又はバンクから得られる、請求項90に記載の方法。
【請求項９２】
　対象が免疫不全である、請求項53～96のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９３】
　表1～3に列挙された1個以上のエピトープを含むポリオーマウイルスペプチドを提示す
る抗原提示細胞(APC)とCTLを接触させることを含む、ポリオーマウイルス特異的細胞傷害
性T細胞(CTL)の増殖を誘導する方法。
【請求項９４】
　1個以上のエピトープが、表1に列挙されたBKウイルス(BKV)エピトープを含む、請求項9
3に記載の方法。
【請求項９５】
　1個以上のエピトープが、表2に列挙されたJCウイルス(JCV)エピトープを含む、請求項9
3又は請求項94記載の方法。
【請求項９６】
　1個以上のエピトープが、表3によるハイブリッドエピトープを含む、請求項93～95のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項９７】
　CTLがインビトロでAPCと接触される、請求項93～96のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９８】
　ポリオーマウイルス特異的CTLが2つ以上のポリオーマウイルスに特異的である、請求項
93～97のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９９】
　2つ以上のポリオーマウイルスが、2つ以上のBKV、JCV及びMKVを含む、請求項98に記載
の方法。
【請求項１００】
　1個以上のエピトープが、非ポリオーマウイルス由来の1個以上のエピトープを含む、請
求項93～99のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０１】
　非ポリオーマウイルス由来の1個以上のエピトープが、アデノウイルス(ADV)、エプスタ
インバーウイルス(EBV)又はサイトメガロウイルス(CMV)由来の1個以上のエピトープを含
む、請求項100に記載の方法。
【請求項１０２】
　CTLが、1つ以上のサイトカインの存在下でAPCに接触される、請求項93～101のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１０３】
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　APCがB細胞を含む、請求項93～102のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０４】
　APCが抗原提示T細胞を含む、請求項93～103のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０５】
　APCが樹状細胞を含む、請求項93～104のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０６】
　APCがaK562細胞を含む、請求項93～105のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０７】
　CTLが、末梢血単核球(PBMC)の試料由来である、請求項93～106のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１０８】
　表1～3に列挙された1個以上のエピトープを含むワクチン組成物を対象に投与すること
を含む、対象においてがんを処置又は予防する方法。
【請求項１０９】
　1個以上のエピトープが、表1に列挙されたBKウイルス(BKV)エピトープを含む、請求項1
08に記載の方法。
【請求項１１０】
　1個以上のエピトープが、表2に列挙されたJCウイルス(JCV)エピトープを含む、請求項1
08又は請求項109に記載の方法。
【請求項１１１】
　1個以上のエピトープが、表3によるハイブリッドエピトープを含む、請求項108～110の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項１１２】
　がんがポリオーマウイルス関連がんである、請求項108～111のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１１３】
　ポリオーマウイルスがBKウイルス(BKV)である、請求項112に記載の方法。
【請求項１１４】
　ポリオーマウイルスがJCウイルス(JCV)である、請求項112に記載の方法。
【請求項１１５】
　ポリオーマウイルスがメルケル細胞ウイルス(MCV)である、請求項112に記載の方法。
【請求項１１６】
　表1～3に列挙された1個以上のエピトープを含むワクチン組成物を対象に投与すること
を含む、対象においてポリオーマウイルス感染症を処置又は予防する方法。
【請求項１１７】
　1個以上のエピトープが、表1に列挙されたBKウイルス(BKV)エピトープを含む、請求項1
16に記載の方法。
【請求項１１８】
　1個以上のエピトープが、表2に列挙されたJCウイルス(JCV)エピトープを含む、請求項1
16又は請求項117に記載の方法。
【請求項１１９】
　1個以上のエピトープが、表3によるハイブリッドエピトープを含む、請求項116～118の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項１２０】
　ポリオーマウイルスがBKウイルス(BKV)である、請求項116～119のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１２１】
　ポリオーマウイルスがJCウイルス(JCV)である、請求項116～119のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１２２】
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　ポリオーマウイルスがメルケル細胞ウイルス(MCV)である、請求項116～119のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１２３】
　1個以上のエピトープが、2つ以上のポリオーマウイルスによって共有されるエピトープ
を含む、請求項108～122のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２４】
　共有されるエピトープが、少なくとも2つのポリオーマウイルス間の配列相同性の領域
を含み、配列相同性の領域がエピトープ配列の全長にわたって少なくとも3つのアミノ酸
である、請求項123に記載の方法。
【請求項１２５】
　2つのポリオーマウイルスがBKV及びJCVである、請求項123又は124に記載の方法。
【請求項１２６】
　ワクチン組成物が、非ポリオーマウイルス由来の1個以上のエピトープをさらに含む、
請求項108～125のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２７】
　非ポリオーマウイルス由来の1個以上のエピトープが、アデノウイルス(ADV)、エプスタ
インバーウイルス(EBV)又はサイトメガロウイルス(CMV)由来の1個以上のエピトープを含
む、請求項126に記載の方法。
【請求項１２８】
　1個以上のエピトープが、表1～3に列挙されたエピトープのうちの少なくとも2個を含む
、請求項108～127のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２９】
　1個以上のエピトープが、表1～3に列挙されたエピトープのうちの少なくとも5個を含む
、請求項128に記載の方法。
【請求項１３０】
　1個以上のエピトープが、表1～3に列挙されたエピトープのうちの少なくとも10個を含
む、請求項129に記載の方法。
【請求項１３１】
　1個以上のエピトープが、表1～3に列挙されたエピトープのうちの少なくとも15個を含
む、請求項130に記載の方法。
【請求項１３２】
　1個以上のエピトープが、表1～3に列挙されたエピトープのうちの少なくとも20個を含
む、請求項131に記載の方法。
【請求項１３３】
　1個以上のエピトープが、表1～3に列挙されたエピトープのうちの少なくとも25個を含
む、請求項132に記載の方法。
【請求項１３４】
　対象が、1個以上のエピトープが拘束されているヒト白血球抗原(HLA)を発現する、請求
項108～133のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３５】
　ワクチン組成物がアジュバントをさらに含む、請求項108～134のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項１３６】
　対象が免疫不全である、請求項108～135のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３７】
　対象がヒトである、請求項53～136のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３８】
　細胞がIL-21の存在下で培養される、請求項38又は39に記載の方法。
【請求項１３９】
　IL-21が約30ng/mlの濃度で存在する、請求項138に記載の方法。
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【請求項１４０】
　IL-21の存在下でCTLを培養することをさらに含む、請求項93～107のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１４１】
　IL-21が約30ng/mlの濃度で存在する、請求項140に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる、2016年9月9日に出願された
米国仮特許出願第62/385456号に対する優先権の利益を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　ポリオーマウイルスは、広範囲の哺乳動物種に感染する遍在性ウイルスである。現在、
BKポリオーマウイルス(BKV)、ジョンカニンガム(John Cunningham)ポリオーマウイルス(J
CV)、及びメルケル(Merkel)細胞ポリオーマウイルス(MCV)を含む、12を超える異なるヒト
ポリオーマウイルス種が同定されている。
【０００３】
　免疫反応性の宿主において臨床的に明らかな疾患は一般に稀であるが、ほとんどのヒト
ポリオーマウイルス疾患は小児期にかかる。BKVウイルス及びJCVウイルスは、典型的には
、リンパ系器官、神経組織、及び腎臓に潜在的な潜伏状態で残る。しかしながら、免疫抑
制の状況下では、JCVとBKVの両方が再活性化するので、重大な臓器疾患に進行する可能性
がある。例えば、BKVは尿路上皮向性(urotheliotorpic)であり、BKVの再活性化はBKポリ
オーマウイルス関連腎症として公知である間質性腎炎の形態を引き起こし、これは典型的
には、早期に認識されない場合、高い移植片喪失と関連する。神経向性JCウイルスは脳に
侵入し、死亡率が高い中枢神経系の脱髄性疾患である進行性の多巣性白質脳症を引き起こ
す可能性がある。種々のポリオーマウイルスがまた、異なる形態のがんと関連している。
例えば、MCVは、稀ではあるが攻撃的な皮膚がんの形態であるメルケル細胞がんと関連し
ている。ポリオーマウイルスの処置に有効な抗ウイルス剤は知られていない。したがって
、ポリオーマウイルス感染症及び/又はポリオーマウイルス関連がんを処置及び予防する
ための新しい治療法が必要とされる。
【発明の概要】
【０００４】
　Tリンパ球(例えば、細胞傷害性Tリンパ球(CTL)及び/又はヘルパーTリンパ球)によって
認識され、ポリオーマウイルス感染症(例えば、BKV、JCV、若しくはMCVウイルス感染症)
、及び/又はがん(例えば、ポリオーマウイルス関連がん、例えば、BKV、JCV、若しくはMC
V関連がん)の予防及び/又は処置に有用であるポリオーマウイルスエピトープ(例えば、表
1、2、3、4及び/又は5に列挙されるエピトープ)に関する組成物及び方法が、本明細書に
おいて提供される。一部の実施形態では、組成物及び方法は、BKVエピトープ(例えば、表
1に列挙されるエピトープ)に関する。一部の実施形態では、本明細書において提供される
組成物及び方法は、JCVエピトープ(例えば、表2に列挙されるエピトープ)に関する。一部
の実施形態では、組成物及び方法は、ウイルス株内及び/又は関連ウイルス株にわたって
見出される配列変異を組み込んだハイブリッドエピトープ(例えば、表3に列挙されるエピ
トープ)に関する。
【０００５】
　特定の態様では、1つ以上のBKV抗原由来の1個以上のエピトープ(例えば、LTA、STA若し
くはVP1ウイルス抗原由来のエピトープ、例えば、表1に列挙されるエピトープ)、1つ以上
のJCV抗原由来の1個以上のエピトープ(例えば、LTA、STA若しくはVP1ウイルス抗原由来の
エピトープ、例えば、表2に列挙されるエピトープ)、及び/又は1個以上のハイブリッドエ
ピトープ(例えば、表3に列挙されるエピトープ)を含むタンパク質(例えば、単離されたタ
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ンパク質)である。一部の実施形態では、ポリペプチドは、複数のこのようなエピトープ
を含む。一部の実施形態では、ポリペプチドは、複数のエピトープのうちの少なくとも2
個の間に介在アミノ酸配列をさらに含む。一部の実施形態では、タンパク質は、対象(例
えば、哺乳動物対象、例えば、ヒト対象)への投与時に免疫反応を誘発することができる
。
【０００６】
　一部の実施形態では、エピトープは、広範囲のヒト集団を提供するように選択される。
一部の実施形態では、エピトープは、HLA-A1、-A2、-A3、-A11、-A23、-A24、-A26、-A29
、-A30、-B7、-B8、-B27、-B35、-B38、-B40、-B41、-B44、-B51、-B56、-B57又は-B58に
対するHLAクラスI拘束性を有する。一部の実施形態では、エピトープは、HLA-DP、-DM、-
DOA、-DOB、-DQ、又は-DRに対するHLAクラスII拘束性を有する。一部の実施形態では、エ
ピトープは、HLA-DRB又は-DQBに対するHLAクラスII拘束性を有する。一部の実施形態では
、タンパク質は、配列番号5、6、36、41及び42に記載されるエピトープアミノ酸配列を含
む、それから本質的になる又はそれからなる。一部の実施形態では、本明細書において提
供されるタンパク質を含む医薬組成物が本明細書において提供される。
【０００７】
　特定の態様では、本明細書に開示されるタンパク質をコードする核酸(例えば、単離さ
れた核酸)が本明細書において提供される。一部の実施形態では、このような核酸を含む
発現構築物が本明細書において提供される。一部の実施形態では、このような発現構築物
を含む宿主細胞が本明細書において提供される。特定の態様では、本明細書において提供
される宿主細胞中で単離されたタンパク質を発現させること、及び単離されたタンパク質
を少なくとも部分的に精製することを含む、単離されたタンパク質を製造する方法が、本
明細書において提供される。一部の実施形態では、本明細書において提供される核酸を含
む医薬組成物が本明細書において提供される。
【０００８】
　特定の態様では、HLA(例えば、クラスI HLA、クラスII HLA)上に提示された本明細書に
記載されるエピトープに特異的に結合するT細胞受容体(TCR)を含むTリンパ球(例えば、単
離されたTリンパ球、CD4+Tリンパ球、CD8+Tリンパ球)が、本明細書において提供される。
特定の実施形態では、養子免疫療法のためにBKウイルス特異的Tリンパ球を増殖させる方
法であって、(i)1つ以上の細胞がTリンパ球を含む、対象から単離された1つ以上の細胞を
、本明細書において提供されるエピトープを提示する抗原提示抗原と接触させること、及
び(ii)BKウイルス特異的Tリンパ球が前記1つ以上の細胞から増殖するような条件下で1つ
以上の細胞を培養することを含む方法が、本明細書において提供される。特定の実施形態
では、1つ以上の細胞を培養することは、IL-21の存在下で行われる。一部の実施形態では
、細胞は、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、1
8、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29又は30ng/mlのIL-21の存在下で培養さ
れる。一部の実施形態では、細胞は、30、35、40、45、50、60、70、80、90又は100ng/ml
以下のIL-21中で培養される。一部の実施形態では、細胞は、10～50、20～40、25～35、
又は約30ng/mlのIL-21中で培養される。一部の実施形態では、細胞は、30ng/mlのIL-21中
で培養される。特定の実施形態では、IL-21の非存在下での増殖と比較して、IL-21の存在
下での増殖は、増殖させたTリンパ球集団において、ポリオーマウイルス特異的CD4 T細胞
の絶対数に対するポリオーマウイルス特異的CD8 T細胞の絶対数の比の増加をもたらす。
【０００９】
　特定の実施形態では、本明細書において提供されるタンパク質、核酸、T細胞又は医薬
組成物を対象に投与することを含む、ポリオーマウイルス感染症(例えば、BKV、JCV若し
くはMCV感染症)を処置又は予防する方法、及び/或いはポリオーマウイルス関連がん(例え
ば、BKV関連がん、JCV関連がん若しくはMCV関連がん)を処置する方法、及び/或いは対象
においてTリンパ球免疫反応を誘導する方法が、本明細書において提供される。一部の実
施形態では、対象は哺乳動物である。一部の実施形態では、対象はヒトである。一部の実
施形態では、対象は免疫不全である。
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【００１０】
　特定の態様では、対象から単離されたTリンパ球を本明細書において提供される単離さ
れたタンパク質と接触させることによって、BKV特異的Tリンパ球の存在を検出することを
含む、対象においてBKウイルス感染を検出する方法が提供される。一部の実施形態では、
本方法は、本明細書に記載される方法に従って、対象においてBKウイルス感染症を処置す
ることをさらに含む。一部の実施形態では、対象は哺乳動物である。一部の実施形態では
、対象はヒトである。一部の実施形態では、対象は免疫不全である。
【００１１】
　特定の態様では、対象においてがん(例えば、ポリオーマウイルス関連がん、例えば、B
KV、JCV、又はMCV関連がん)を処置する方法が、本明細書において提供される。一部の実
施形態では、本方法は、表1、表2及び/又は表3に列挙された1個以上(例えば、少なくとも
1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、2
3、24、25、26、27、28、29、30個以上)のエピトープを認識するT細胞受容体(TCR)を含む
細胞障害性T細胞(CTL)を含む医薬組成物を対象に投与することを含む。一部の実施形態で
は、対象は、1個以上のエピトープが拘束されているヒト白血球抗原(HLA)を発現する。一
部の実施形態では、CTLは対象に対して自家である。一部の実施形態では、CTLは対象に対
して自家でない。一部の実施形態では、CTLはCTLライブラリー又はバンクから得られる。
一部の実施形態では、本方法は、表1、表2及び/又は表3に列挙された1個以上(例えば、少
なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、2
1、22、23、24、25、26、27、28、29、30個以上)のエピトープを含むワクチン組成物を対
象に投与することを含む。一部の実施形態では、本方法は、表1、表2及び/又は表3に列挙
された1個以上(例えば、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、1
5、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30個以上)のエピトープ
を提示する医薬組成物抗原提示細胞(APC)を対象に投与することを含む。一部の実施形態
では、対象は、1個以上のエピトープが拘束されているヒト白血球抗原(HLA)を発現する。
【００１２】
　特定の態様では、対象においてポリオーマウイルス感染症(例えば、BKV、MCV、又はJCV
感染症)を処置する方法が本明細書において提供される。一部の実施形態では、対象は免
疫不全である。一部の実施形態では、この方法は、表1、表2及び/又は表3に列挙された1
個以上(例えば、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、
17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30個以上)のエピトープを認識
するTCRを含むCTLを含む医薬組成物を対象に投与することを含む。一部の実施形態では、
対象は、1個以上のエピトープが拘束されているHLAを発現する。一部の実施形態では、CT
Lは対象に対して自家である。一部の実施形態では、CTLは対象に対して自家でない。一部
の実施形態では、CTLはCTLライブラリー又はバンクから得られる。一部の実施形態では、
本方法は、表1、表2及び/又は表3に列挙された1個以上(例えば、少なくとも1、2、3、4、
5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、2
6、27、28、29、30個以上)のエピトープを含むワクチン組成物を対象に投与することを含
む。一部の実施形態では、本方法は、表1、表2及び/又は表3に列挙された1個以上(例えば
、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、2
0、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30個以上)のエピトープを提示する医薬組成物
抗原提示細胞(APC)を対象に投与することを含む。一部の実施形態では、対象は、1個以上
のエピトープが拘束されているヒト白血球抗原(HLA)を発現する。
【００１３】
　一部の態様では、表1、表2及び/又は表3に列挙された1個以上(例えば、少なくとも1、2
、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、2
4、25、26、27、28、29、30個以上)のエピトープを認識するT細胞受容体(TCR)を含むCTL
の集団が、本明細書において提供される。
【００１４】
　一部の態様では、表1、表2及び/又は表3に列挙された1個以上(例えば、少なくとも1、2
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、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、2
4、25、26、27、28、29、30個以上)のエピトープを提示するAPCの集団が、本明細書にお
いて提供される。一部の実施形態では、APCは、B細胞、抗原提示T細胞、樹状細胞、及び/
又は人工抗原提示細胞、例えば、aK562細胞を含む。一部の態様では、抗原提示細胞(例え
ば、aK562細胞)は、CD80、CD83、41BB-L、及び/又はCD86を発現する。一部の実施形態で
は、本明細書に記載されるAPCを対象に投与することを含む、対象においてがん(例えば、
ポリオーマウイルス関連がん、例えば、BKV、JCV、若しくはMCV関連がん)及び/又はポリ
オーマウイルス(例えば、BKV、JVK、若しくはMCV)感染症を処置又は予防する方法が、本
明細書において提供される。
【００１５】
　一部の態様では、表1、表2及び/又は表3に列挙された1個以上(例えば、少なくとも1、2
、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、2
4、25、26、27、28、29、30個以上)のエピトープを含むポリペプチドが本明細書において
提供される。特定の態様では、表1、表2及び/又は表3に列挙された1個以上(例えば、少な
くとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21
、22、23、24、25、26、27、28、29、30個以上)のエピトープを含むポリペプチドをコー
ドする核酸分子(例えば、DNA分子又はRNA分子)が、本明細書において提供される。一部の
実施形態では、核酸分子はベクター(例えば、アデノウイルスベクター)である。一部の実
施形態では、本明細書に記載されるポリペプチド及び/又は核酸分子を含むワクチン組成
物が、本明細書において提供される。
【００１６】
　一部の実施形態では、表1、表2及び/又は表3に列挙された1個以上(例えば、少なくとも
1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、2
3、24、25、26、27、28、29、30個若しくはそれを超える)のエピトープを提示するAPCとC
TLとを接触させることを含む、ポリオーマウイルス特異的CTL(例えば、BKV特異的又はJCV
特異的CTL)を生成、活性化及び/又はその増殖を誘導する方法が、本明細書において提供
される。一部の実施形態では、CTLはインビトロでAPCと接触される。一部の実施形態では
、APCは、B細胞、抗原提示T細胞、樹状細胞及び/又は人工抗原提示細胞、例えば、aK562
細胞を含む。一部の態様では、抗原提示細胞(例えば、aK562細胞)は、CD80、CD83、41BB-
L、及び/又はCD86を発現する。一部の実施形態では、CTLは、1つ以上のサイトカインの存
在下でAPCに接触される。
【００１７】
　一部の実施形態では、表1、表2及び/若しくは表3に列挙された1個以上(例えば、少なく
とも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、2
2、23、24、25、26、27、28、29、30個若しくはそれを超える)のエピトープを含むポリペ
プチド、及び/又は表1、表2及び/若しくは表3に列挙された1個以上(例えば、少なくとも1
、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23
、24、25、26、27、28、29、30個若しくはそれを超える)のエピトープを含むポリペプチ
ドをコードする核酸とAPCを接触させることを含む、本明細書において提供されるエピト
ープを提示するAPCを生成する方法が、本明細書において提供される。一部の実施形態で
は、APCは、1個以上のエピトープが拘束されているHLAを発現する。
【００１８】
　一部の実施形態では、1個以上のエピトープは、2つ以上のポリオーマウイルスによって
共有されるエピトープを含む。一部の実施形態では、共有されるエピトープは、少なくと
も2つのポリオーマウイルス間の配列相同性の領域を含み、配列相同性の領域は、エピト
ープ配列の全長にわたる少なくとも3、4、5、6又は7つのアミノ酸である。一部の実施形
態では、2つのポリオーマウイルスは、BKV及びJCVである。一部の実施形態では、少なく
とも3つのアミノ酸はLLLである。
【００１９】
　他の態様では、対象由来の試料(例えば、血液又は腫瘍試料)を単離すること、本明細書



(14) JP 2019-536429 A 2019.12.19

10

20

30

40

50

において提供されるエピトープ又は本明細書において提供されるエピトープをコードする
核酸の存在を検出することを含む、本明細書において提供される処置方法(例えば、本明
細書において提供されるCTL、APC、又はワクチン組成物の投与)に適した対象を同定する
方法が本明細書において提供される。特定の実施形態では、対象が、本明細書に記載され
る1個以上のエピトープが拘束されているHLAを発現する場合、対象は、本明細書において
提供される処置方法に適しているものとして同定される。一部の実施形態では、本明細書
において提供される処置方法に適しているものとして同定された対象は、その処置方法を
用いて処置される。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】BKV特異的T細胞のインビトロでの増殖を示す図である。ドットブロットは、BKV
抗原を有するPBMCを増殖させた後、BKV特異的T細胞によるIFN-γの検出可能な発現を示し
、CMVは陽性対照として示される。
【図２】BKV抗原に対するT細胞応答を示す図である。グラフは、健康な個体におけるBKV
抗原に対する全体的なT細胞応答を示す。
【図３】ラージT抗原(LTA)のためのペプチドマトリックス、並びにマトリックスフォーマ
ットに従うペプチドプールの組成を示す表である。
【図４】本明細書に記載されるエピトープマッピングのプロセスを示すフローチャートで
ある。
【図５】5つのパネルによって、HLA B*39エピトープのエピトープマッピングを示すデー
タである。パネルAは、STA OPPに対するCD8+T細胞応答についてのFACSブロットを示す。
パネルBは、マトリックス上に重ねたときに応答したSTApepプール4及び10が、STA22ペプ
チドがプール間で共通のペプチドであることを示したことを示す。ST22刺激によるICSア
ッセイは、マトリックスの隣のFACSブロットに示される応答を示した。パネルCは、ST22
ペプチドのいずれかの側からアミノ酸をトリミングすることによる細かいエピトープマッ
ピングを示す。パネルDは、VHCPCMLCQLがエピトープ配列であることを示したペプチドの
最も免疫原性のある部分を見るために、トリミングプロセスから応答性ペプチドが力価測
定されることを示す。パネルEは、エピトープがHLA B*39拘束性であることを示すペプチ
ド負荷されたHLA拘束性LCLを用いた抗原提示アッセイを示す。
【図６】BKV及びCMV特異的T細胞における転写調節因子を示すグラフである。ヒストグラ
ムは、T bet、Eomes、グランザイムB及びパーフォリンの発現についてのCMV及びBKV特異
的T細胞の比較を示す。ヒストグラム線は、図示されるようにCMV特異的T細胞及びBKV特異
的T細胞における発現を示す。
【図７－１】プールされたBKVエピトープによる刺激後のBKV特異的T細胞のインビトロで
の増殖を示す図である(表1参照)。健康な志願者からのPBMCは、合成BKVペプチドで1時間
刺激され、次に異なるサイトカインの組み合わせの存在下で12～14日間培養された。これ
らには、IL-2(10ng/ml)、IL-21(30ng/ml)、IL7(10ng/ml)、IL12(10ng/ml)及び/又はIL15(
10ng/ml)が含まれた。これらのT細胞のBKV特異性は、標準的な細胞内サイトカインアッセ
イを用いて評価された。
【図７－２】図７－１の続き。
【図８－１】BKVとJCVのLTA、STA及びVP1アミノ酸配列間のコンセンサス配列アライメン
トを示す図である。
【図８－２】図８－１の続き。
【図９－１】BKVとMCVのLTA、STA及びVP1アミノ酸配列間のコンセンサス配列アライメン
トを示す図である。
【図９－２】図９－１の続き。
【図１０】IL2、又はIL2とIL21の存在下で増殖させたBKV特異的T細胞の転写因子及びエフ
ェクター分子のプロフィールを示すグラフである。グランザイムハイ（高）細胞及びT be
tハイ（高）細胞の頻度は、IL-2とIL-21の存在下で増殖させた細胞においてより高かった
。
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【図１１】IL-2、又はIL-2とIL-21の存在下で増殖させ、BKVエピトープを用いて特異性に
ついて分析したCD4及びCD8 T細胞のIFN-γ発現を示すグラフである。
【図１２】IL-2、又はIL-2とIL-21の存在下で培養した後のCD4及びCD8細胞の数を示すグ
ラフである。IL-2とIL-21の存在下で増殖させた培養物では、IL-2単独で増殖させた培養
物と比較して、BKV特異的CD4+T細胞の総数が減少した。
【図１３】CD8+とCD4+T細胞集団の両方におけるCD25+細胞の割合が、IL-2とIL-21の存在
下で増殖させた細胞と比較して、IL-2単独の存在下で増殖させたT細胞において高かった
ことを示すグラフである。
【図１４】CD4+CD25hiCD127low細胞(Treg細胞)上のニューロピリン1発現を示す図である
。
【図１５】BKV/JCV交差反応性を示す例示的なエピトープからの代表的なIFN-γ発現デー
タを示す図である。
【図１６】JCVエピトープを用いて増殖させ、様々な濃度のJCVエピトープ又は対応するBK
Vエピトープを用いて回収した細胞からの代表的なIFN-γ発現データを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
一般
　Tリンパ球(例えば、細胞傷害性Tリンパ球(CTL)及び/又はヘルパーTリンパ球)によって
認識され、ポリオーマウイルス感染症(例えば、BKV、JCV、若しくはMCVウイルス感染症)
、及び/又はがん(例えば、ポリオーマウイルス関連がん、例えば、BKV、JCV、若しくはMC
V関連がん)の予防及び/又は処置に有用である、ポリオーマウイルスエピトープ(例えば、
表1、2、3、4及び/又は5に列挙されたエピトープ)に関する組成物及び方法が本明細書に
おいて提供される。一部の実施形態では、組成物及び方法は、BKVエピトープ(例えば、表
1に列挙されたエピトープ)に関する。一部の実施形態では、本明細書において提供される
組成物及び方法は、JCVエピトープ(例えば、表2に列挙されたエピトープ)に関する。一部
の実施形態では、組成物及び方法は、BKV及びJCVエピトープ(例えば、表3に列挙されたエ
ピトープ)内又はそれをわたって見出される変異を包含するハイブリッドエピトープに関
する。
【００２２】
定義
　便宜上、本明細書、実施例及び添付の特許請求の範囲で使用される特定の用語をここに
集める。
【００２３】
　冠詞「1つの(a)」及び「1つの(an)」は、本明細書において、その冠詞の文法的目的語
の1つ又は1つ超(すなわち、少なくとも1つ)を指すために使用される。例として、「1つの
要素」とは、1つの要素又は1を超える要素を意味する。
【００２４】
　本明細書で使用するとき、用語「投与する」とは、医薬品又は組成物を対象に提供する
ことを意味し、限定されないが、医療従事者による投与及び自己投与が含まれる。このよ
うな薬剤には、例えば、本明細書に記載のペプチド、本明細書において提供される抗原提
示細胞及び/又は本明細書において提供されるCTLが含有され得る。
【００２５】
　用語「アミノ酸」とは、アミノ官能基と酸官能基の両方を含み、天然アミノ酸のポリマ
ーに含まれることができる天然又は合成のすべての分子を包含するものとする。例示的な
アミノ酸としては、天然アミノ酸、その類似体、誘導体及び同族体、変異体側鎖を有する
アミノ酸類似体、並びに上記のいずれかのすべての立体異性体が挙げられる。
【００２６】
　「結合する」又は「相互作用する」という用語は、例えば生理学的条件下での静電相互
作用、疎水性相互作用、イオン性相互作用及び/又は水素結合相互作用による、2つの分子
間、例えば、TCRとペプチド/HLAとの間の、安定な会合(association)であり得る、会合を
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指す。TCRは、T細胞エピトープが適当なHLA上に提示されたときに結合することができるT
細胞エピトープを「認識する」。
【００２７】
　「生物学的試料」、「組織試料」、又は単に「試料」という用語は、それぞれ、対象の
組織から得られた細胞の集合物を指す。組織試料の供給源は、新鮮な、凍結された及び/
又は保存された臓器、組織試料、生検又は吸引物からのような固体組織、血液又は任意の
血液成分、血清、血液、体液、例えば、脊髄液、羊水、腹水又は間質液、尿、唾液、糞便
、涙液、又は対象の妊娠若しくは発生の任意の時点からの細胞であり得る。
【００２８】
　本明細書で使用するとき、用語「がん」には、限定されないが、固形腫瘍及び血液由来
腫瘍が含まれる。がんという用語は、皮膚、組織、臓器、骨、軟骨、血液及び血管の疾患
を含む。用語「がん」は、原発性がん及び転移性がんをさらに包含する。
【００２９】
　本明細書で使用するとき、用語「相同」とは、同じ配列鎖の2つの領域間又は2つの異な
る配列鎖の領域間の配列類似性（例えば、核酸又はアミノ酸配列）を指す。用語「相同」
は、同じ配列鎖の2つの領域間又は2つの異なる配列鎖の領域間の配列類似性を指すために
も用いられる。例えば、両方の領域におけるアミノ酸残基の位置が同じアミノ酸残基で占
められている場合、これらの領域はその位置において相同である。第1の領域は、各領域
の少なくとも1つのヌクレオチド残基位置が同じ残基で占められている場合に、第2の領域
と相同である。2つの領域間の相同性は、同じヌクレオチド又はアミノ酸残基で占められ
た2つの領域のヌクレオチド又はアミノ酸残基位置の割合（比率）に関して表される。例
えば、ヌクレオチド配列5'-ATTGCC-3'を有する領域と、配列5'-TATGGC-3'を有する領域は
、50％の相同性を有する。好ましくは、第1の領域は第1の部分を含み、第2の領域は第2の
部分を含み、それによりこれらの部分のそれぞれの少なくとも約50％、好ましくは少なく
とも約75％、少なくとも約90％、又は少なくとも約95％のヌクレオチド残基位置が同じヌ
クレオチド残基で占められる。より好ましくは、これらの部分のそれぞれの全てのヌクレ
オチド残基位置が同じヌクレオチド残基で占められる。
【００３０】
　用語「単離された」とは、その天然状態から取り出された又はそうでなければヒトの操
作に供された材料を指す。単離された材料は、その天然状態では通常それが付随する成分
を実質的に又は本質的に含まない、あるいはその天然状態では通常それが付随する成分と
共に人工状態となるように操作され得る。
【００３１】
　用語「ペプチド」とは、特定の実施形態において、組換えDNA若しくはRNAから調製され
るペプチド若しくはポリペプチド、又は合成起源のペプチド若しくはポリペプチド、又は
それらの何らかの組み合わせを指し、(1)天然に通常見られるタンパク質とは会合しない
、(2)それが通常存在する細胞から単離されている、(3)同じ細胞供給源からの他のタンパ
ク質を含まずに単離されている、(4)異なる種由来の細胞によって発現される、又は(5)天
然には生じないものである。
【００３２】
　用語「エピトープ」とは、抗体又はTCRに特異的に結合することができるタンパク質決
定基を意味する。エピトープは、通常、分子の化学的に活性な表面基、例えば、アミノ酸
又は糖側鎖からなる。特定のエピトープは、抗体が結合することができるアミノ酸の特定
の配列によって規定することができる。
【００３３】
　本明細書で使用するとき、「薬学的に許容される」という語句は、健全な医学的判断の
範囲内で、過剰な毒性、刺激、アレルギー反応、又は他の問題若しくは合併症を伴わない
で、合理的な利益/リスク比に見合った、ヒト及び動物の組織と接触して使用するのに適
した薬剤、化合物、材料、組成物、及び/又は剤形を指す。
【００３４】
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　本明細書で使用するとき、「薬学的に許容される担体」という語句は、薬剤を1つの臓
器若しくは生体の部分から別の臓器若しくは生体の部分に運ぶか又は輸送することに関与
する、薬学的に許容される材料、組成物又はビヒクル、例えば、液体若しくは固体の充填
剤、希釈剤、賦形剤、又は溶媒をカプセル化している材料などを意味する。それぞれの担
体は、製剤の他の成分と相溶性を有し、患者に有害でないという意味で「許容される」も
のでなければならない。薬学的に許容される担体として役立ち得る材料の一部の例として
は、以下が挙げられる:(1)糖、例えば、ラクトース、グルコース及びスクロース、(2)デ
ンプン、例えば、トウモロコシデンプン及びジャガイモデンプン、(3)セルロース及びそ
の誘導体、例えば、カルボキシメチルセルロースナトリウム、エチルセルロース及び酢酸
セルロース、(4)粉末状トラガカント、(5)麦芽、(6)ゼラチン、(7)タルク、(8)賦形剤、
例えば、カカオバター及び坐薬ワックス、(9)油、例えば、ピーナッツ油、綿実油、サフ
ラワー油、ゴマ油、オリーブ油、コーン油及び大豆油、(10)グリコール、例えば、プロピ
レングリコール、(11)ポリオール、例えば、グリセリン、ソルビトール、マンニトール及
びポリエチレングリコール、(12)エステル、例えば、オレイン酸エチル及びラウリン酸エ
チル、(13)寒天、(14)緩衝化剤、例えば、水酸化マグネシウム及び水酸化アルミニウム、
(15)アルギン酸、(16)発熱物質不含水、(17)等張性生理食塩水、(18)リンゲル液、(19)エ
チルアルコール、(20)pH緩衝化溶液、(21)ポリエステル、ポリカーボネート及び/又はポ
リ無水物、及び(22)医薬製剤に使用される他の非毒性適合物質。
【００３５】
　「ポリヌクレオチド」及び「核酸」なる語は互換的に用いられる。それらは、デオキシ
リボヌクレオチド、リボヌクレオチド又はそれらの類似体のいずれであれ、任意の長さの
ヌクレオチドの重合形態を指す。ポリヌクレオチドは任意の三次元構造を有してもよく、
任意の機能を果たしうる。以下のものはポリヌクレオチドの非限定的な例である:遺伝子
又は遺伝子断片のコード又は非コード領域、連鎖解析から定められる遺伝子座、エクソン
、イントロン、メッセンジャーRNA（mRNA）、トランスファーRNA、リボソームRNA、リボ
ザイム、cDNA、組換えポリヌクレオチド、分岐ポリヌクレオチド、プラスミド、ベクター
、任意の配列の単離DNA、任意の配列の単離RNA、核酸プローブ及びプライマー。ポリヌク
レオチドは修飾ヌクレオチド、例えばメチル化ヌクレオチド及びヌクレオチド類似体を含
みうる。ヌクレオチド構造に対する修飾は、存在する場合には、重合体の構築の前又は後
で施されうる。ポリヌクレオチドは、例えば標識成分との結合（コンジュゲート化）によ
って、さらに修飾されうる。本明細書で提供されている全ての核酸配列において、Uヌク
レオチドはTヌクレオチドと交換可能である。
【００３６】
　本明細書で使用するとき、状態を「予防する」治療薬は、障害又は状態の発症前に統計
試料（statistical sample）に投与された場合、処置されていない対照試料と比較して、
処置された試料における障害若しくは状態の発生を低下させ、又は処置されていない対照
試料と比較して、障害若しくは状態の1つ以上の症状の発症を遅延させるか若しくはその
重症度を低下させる化合物を指す。
【００３７】
　本明細書で使用するとき、「特異的結合」とは、抗体が所定の抗原に結合する能力又は
ペプチドがその所定の結合パートナーに結合する能力を指す。典型的には、抗体又はペプ
チドは、約10-7M以下のKDに相当するアフィニティでその所定の抗原又は結合パートナー
に特異的に結合し、そして非特異的かつ無関係の抗原/結合パートナー（例えば、BSA、カ
ゼイン）への結合に対するアフィニティよりも少なくとも10倍小さい、少なくとも100倍
小さい、又は少なくとも1000倍小さいアフィニティ（KDにより表されるようなもの）で所
定の抗原/結合パートナーに結合する。
【００３８】
　本明細書で使用するとき、用語「対象」は、処置又は治療のために選択されたヒト又は
非ヒト動物を意味する。
【００３９】
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　本明細書で使用される「治療有効量」及び「有効量」という語句は、任意の医学的処置
に適用可能な合理的な利益/リスク比で、対象の少なくとも、細胞の部分集団において所
望の治療効果を生じさせるのに有効な薬剤の量を意味する。
【００４０】
　対象において疾患を「処置（治療）する」又は疾患を有する対象を「処置（治療）する
」とは、疾患の少なくとも1つの症状が減少する又は悪化するのを妨げるように、対象に
医薬的処置、例えば薬物の投与を施すことを指す。
【００４１】
　用語「ベクター」とは、それによって生物、細胞又は細胞成分間で核酸を増殖及び/又
は移動させることができる手段を指す。ベクターとしては、プラスミド、ウイルス、バク
テリオファージ、プロウイルス、ファージミド、トランスポゾン、及び人工染色体などが
挙げられ、これらは自律的に複製することができてもできなくてもよく、又は宿主細胞の
染色体に組み込まれてもよい。
【００４２】
エピトープ
　いくつかの実施形態において、HLA上に提示された場合にCTLにより認識される、BKVエ
ピトープ、JCVエピトープ、MCVエピトープ、及び/又はBKV、JCV及び/若しくはMCVエピト
ープ間で相同である配列を含むエピトープに関連する方法及び組成物が本明細書において
提供される。いくつかの実施形態において、本明細書に記載のエピトープは、ポリオーマ
ウイルス感染（例えば、BKV、JCV若しくはMCVウイルス感染）及び/又はがん（例えば、本
明細書に提供されるエピトープを発現するポリオーマウイルス関連がん）の予防及び/又
は処置において有用、並びに/あるいはポリオーマウイルス感染（例えば、BKV、JCV若し
くはMCVウイルス感染）及び/又はがん（例えば、本明細書に提供されるエピトープを発現
するポリオーマウイルス関連がん）の予防及び/又は処置に有用な医薬剤（例えばCTL及び
/又はAPC）の生成のために有用である。いくつかの実施形態において、エピトープは、表
1に列挙されるBKVエピトープ、及び/又は表2に列挙されるJCVエピトープである。一部の
実施形態において、エピトープは、BKVエピトープと相同JCVエピトープ由来のアミノ酸、
並びに/又は異なるBKV若しくはJCV（ここに適当な名称を挿入）内で見出されるアミノ酸
変異体を含むハイブリッドエピトープである。例示的なハイブリッドエピトープは表3に
列挙される。一部の実施形態において、本明細書において提供される組成物及び方法は、
さらにMCVエピトープ（例えば、表1～3に列挙されたエピトープに相同なMCVエピトープ）
を含む。一部の実施形態において、本明細書において提供される組成物及び方法は、さら
に別のウイルス（例えばEBV、CMV、若しくはADV）からのエピトープに関する。一部の実
施形態において、エピトープはHLAクラスI拘束性T細胞エピトープである。他の実施形態
において、エピトープはHLAクラスII拘束性T細胞エピトープである。
【００４３】
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【表３】

【００４６】
　一部の実施形態において、表1、表2及び/又は表3からのエピトープの1以上を含むペプ
チドが本明細書において提供される。一部の実施形態では、本明細書に開示のペプチドは
全長ウイルスタンパク質（例えば、全長BKV、JCV及び/又はMCVタンパク質）である。一部
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の実施形態では、ペプチドは全長ウイルスタンパク質ではない（例えば、全長BKV、JCV及
び/又はMCVタンパク質ではない）。一部の実施形態では、本明細書に開示のペプチドは、
配列相同性を有するBKV及びJCVエピトープ（例えば、表1～3に列挙されたエピトープ）を
含む。一部の実施形態では、本明細書に開示のペプチドは、ウイルスタンパク質の100、9
0、80、70、60、50、40、30、25、20、15又は10個未満の連続したアミノ酸を含む。一部
の実施形態では、本明細書に開示のペプチドは、表1、表2及び/又は表3に列挙されたエピ
トープの2つ以上を含む。例えば、一部の実施形態では、本明細書において開示されるペ
プチドは、ポリペプチドリンカーによって接続された、表1、表2及び/若しくは表3に列挙
される2以上のエピトープを含む。一部の実施形態では、本明細書において提供されるペ
プチドは、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、1
8、19、20、21、22、23、24、25、26、又は27個のエピトープ（例えば、表1、表2及び/又
は表3に列挙される少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16
、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、又は27個のペプチド）を含む。
【００４７】
　いくつかの態様において、1種以上のBKV又はJCV抗原に由来する複数のエピトープ（例
えば、LTA、STA又はVP1ウイルス抗原に由来するエピトープ、例えば表1、2又は3に列挙さ
れたエピトープなど）を含むポリペプチド及び/又はタンパク質（例えば、単離されたポ
リペプチド又はタンパク質）が本明細書において提供される。一部の実施形態において、
ポリペプチド又はタンパク質はさらに、複数のエピトープの少なくとも2つの間に介在ア
ミノ酸配列を含む。一部の実施形態において、介在アミノ酸又はアミノ酸配列は、プロテ
アソーム解離（liberation）アミノ酸又はアミノ酸配列である。プロテアソーム解離アミ
ノ酸又はアミノ酸配列の非限定的な例は、AD、K若しくはRである又はこれを含む。一部の
実施形態において、介在アミノ酸又はアミノ酸配列は、TAP認識モチーフである。典型的
には、TAP認識モチーフは、以下の式：(R/N:I/Q:W/Y)n（式中、nは任意の1以上の整数で
ある）に従い得る。TAP認識モチーフの非限定的な例には、RIW、RQW、NIW及びNQYが含ま
れる。一部の実施形態において、本明細書に提供されるエピトープは、プロテアソーム解
離アミノ酸配列、場合によりTAP認識モチーフによって、各エピトープのカルボキシル末
端において連結又は会合される。
【００４８】
　一部の実施形態において、本明細書に提供されるポリペプチドは、少なくとも1種のさ
らなるウイルス（例えば、エプスタインバーウイルス（EBV）、サイトメガロウイルス（C
MV）、及び/又はアデノウイルス（ADV)）に由来するエピトープをさらに含む。一部の実
施形態において、ペプチドは2種以上のウイルスのエピトープを含む。一部の実施形態に
おいて、ペプチドは3種以上のウイルスのエピトープを含む。一部の実施形態において、
ペプチドは4種以上のウイルスのエピトープを含む。一部の実施形態において、ペプチド
は5種以上のウイルスのエピトープを含む。例えば、一部の実施形態において、ペプチド
は、JCV、BKV、MCV、EBV、CMV及び/又はADVの少なくとも2種、3種、4種又は5種に由来す
る配列を含む。
【００４９】
　一部の実施形態において、本明細書に記載の2つ以上のエピトープを含むポリエピトー
プタンパク質（すなわち、天然には連結されていない複数のT細胞エピトープを含むアミ
ノ酸残基の単一鎖）が本明細書において提供される。一部の実施形態において、ポリエピ
トープタンパク質中のT細胞エピトープは、アミノ酸リンカーを介して接続される。一部
の実施形態において、ポリエピトープタンパク質中のT細胞エピトープは、介在アミノ酸
なく直接連結される。ポリエピトープタンパク質、ポリエピトープタンパク質の生成方法
、及びポリエピトープタンパク質をコードするベクターの例は、Dasari et al., Molecul
ar Therapy - Methods & Clinical Development (2016) 3, 16058（参照によりその全体
を本明細書に組み入れる）に見ることができる。
【００５０】
　一部の実施形態では、本明細書において提供される組成物及び方法は、表1及び/又は2
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に列挙されるエピトープの天然変異体を含む又はそれに関する。例えば、一部の実施形態
では、表1及び/又は表2に列挙されたエピトープの2種以上（例えば少なくとも3、4、5、6
、7、8、9又は10個）の天然変異体を含むポリエピトープタンパク質が本明細書において
提供される。
【００５１】
　一部の実施形態では、本明細書に提供されるエピトープの配列は、1つ以上（例えば、1
、2、3、4、5、6、7、8、9、10個又はそれ以上）の保存的配列修飾を除いて本明細書に開
示される配列を有する。本明細書で使用するとき、用語「保存的配列修飾」は、TCRとHLA
上に提示されるアミノ酸配列を含有するペプチドの間の相互作用に有意に影響しないか又
はそれを変更しないアミノ酸修飾を指すことが意図される。このような保存的修飾には、
アミノ酸の置換、付加（例えば、ペプチドのN末端又はC末端へのアミノ酸の付加）及び欠
失（例えば、ペプチドのN末端又はC末端からのアミノ酸の欠失）が含まれる。保存的アミ
ノ酸置換は、アミノ酸残基が、類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置換されるものである
。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、当該技術分野において定義されてい
る。これらのファミリーには、塩基性側鎖を有するアミノ酸（例えば、リジン、アルギニ
ン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有するアミノ酸（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸
）、非荷電極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン、
セリン、スレオニン、チロシン、システイン、トリプトファン）、非極性側鎖を有するア
ミノ酸（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラ
ニン、メチオニン）、ベータ分岐側鎖を有するアミノ酸（例えば、スレオニン、バリン、
イソロイシン）及び芳香族側鎖を有するアミノ酸（例えば、チロシン、フェニルアラニン
、トリプトファン、ヒスチジン）が含まれる。したがって、本明細書に記載されているペ
プチドの1つ以上のアミノ酸残基は、同じ側鎖ファミリーからの他のアミノ酸残基で置換
することができ、変更されたペプチドは、当該技術分野において公知である方法を使用し
てTCR結合の保持について試験することができる。修飾は、当該技術分野において公知で
ある標準的な技術、例えば、部位特異的突然変異誘発及びPCR媒介性突然変異誘発によっ
て抗体に導入することができる。
【００５２】
　一部の態様では、本明細書に記載されている1以上のペプチド(例えば、表1、表2及び/
又は表3に列挙されたエピトープを含むペプチド)を提示する細胞が本明細書において提供
される。一部の実施形態では、細胞は哺乳動物細胞である。一部の実施形態では、細胞は
、抗原提示細胞（APC）(例えば、抗原提示T細胞、樹状細胞、B細胞、マクロファージ、又
は人工抗原提示細胞、例えばaK562細胞等)である。本明細書に記載されているペプチドを
提示する細胞は、当該技術分野において公知である標準的な技術によって産生することが
できる。例えば、細胞にパルスを与えてペプチド取り込みを促進し得る。一部の実施形態
では、細胞は、本明細書において提供されるペプチドをコードする核酸をトランスフェク
トされる。一部の態様において、本明細書に記載されているペプチドで細胞をパルスする
ステップを含む、抗原提示細胞(APC)を産生する方法が本明細書において提供される。抗
原提示細胞を産生する例示的な例は、WO2013088114号に見ることができ、その全体が本明
細書に組み込まれる。
【００５３】
　本明細書において提供されるペプチドは、標準的なタンパク質精製技術を使用して適切
な精製スキームによって細胞又は組織源から単離することができ、組換えDNA技術によっ
て産生することができ、且つ/又は標準的なペプチド合成技術を使用して化学的に合成す
ることができる。本明細書に記載されているペプチドは、本発明のペプチド(複数可)をコ
ードするヌクレオチドの発現によって、原核宿主細胞又は真核宿主細胞において産生する
ことができる。あるいは、このようなペプチドは、化学的方法によって合成することがで
きる。組換え宿主における異種ペプチドの発現、ペプチドの化学合成、及びインビトロ翻
訳の方法は、当該技術分野において周知であり、さらに、参照により本明細書に組み込ま
れるManiatisら、Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1989)、第2版、Cold Sprin
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g Harbor, N. Y.、Berger及びKimmel、Methods in Enzymology、152巻、Guide to Molecu
lar Cloning Techniques (1987)、Academic Press, Inc.、San Diego、Calif.、Merrifie
ld, J. (1969) J. Am. Chem. Soc. 91:501、Chaiken I. M. (1981) CRC Crit. Rev. Bioc
hem. 11:255、 Kaiserら(1989) Science 243:187、Merrifield, B. (1986) Science 232:
342、Kent, S. B. H. (1988) Annu. Rev. Biochem. 57:957、Offord, R. E. (1980) Semi
synthetic Proteins、Wiley Publishingに記載されている。
【００５４】
核酸分子
　本明細書に記載されているエピトープ及びペプチドをコードする核酸分子が本明細書に
おいて提供される。核酸は、例えば細胞全体において、細胞溶解物中に、又は部分的に精
製された若しくは実質的に純粋な形態で存在し得る。本明細書に記載する核酸分子は、標
準的な分子生物学的技法及び本明細書に提供する配列情報を用いて単離することができる
。例えば、表1、2又は3に列挙されたエピトープの1つ以上のヌクレオチド配列に対応する
オリゴヌクレオチドは、標準的な合成技法により、すなわち自動DNAシンセサイザーを用
いて調製することができる。
【００５５】
　一部の実施形態では、本明細書に記載されている核酸分子を含むベクター（例えば、ウ
イルスベクター、例えば、アデノウイルスベースの発現ベクター等）が本明細書において
提供される。ウイルスベクターは、ウイルスゲノムにライゲートされ得る追加のDNAセグ
メントを含み得る。特定のベクターは、それらが導入される宿主細胞(例えば、細菌の複
製起点を有する細菌ベクター、エピソーム哺乳動物ベクター)において自律的複製するこ
とができる。他のベクター(例えば、非エピソーム哺乳動物ベクター)は、宿主細胞への導
入時に宿主細胞のゲノムに組み込まれ、それにより宿主ゲノムとともに複製することがで
きる。さらに、特定のベクターは、遺伝子の発現を指示することができる。このようなベ
クターは、本明細書において「組換え発現ベクター」(又は単に「発現ベクター」)と呼ば
れる。一部の実施形態では、発現ベクター中で1つ以上の調節配列(例えば、プロモーター
)に機能的に連結された核酸が、本明細書において提供される。一部の実施形態では、細
胞は、本明細書において提供される核酸を転写し、それにより本明細書に記載されている
抗体、その抗原結合フラグメント又はペプチドを発現する。核酸分子は、細胞のゲノムに
組み込まれ得、又はそれは染色体外にあり得る。
【００５６】
　一部の実施形態において、本明細書に提供される核酸ベクター又は組換えアデノウイル
スは、表1、2及び/又は3に列挙されたエピトープの1つ以上をコードする。例えば、核酸
ベクター又は組換えアデノウイルスは、同じ表からの1つ以上のエピトープ（例えば、表1
からの1つ以上のエピトープ、表2からの1つ以上のエピトープ、又は表3からの1つ以上の
エピトープ）からなり得る。あるいは、核酸ベクター又は組換えアデノウイルスは、同じ
表（例えば表1）からの1つ以上のエピトープと、異なる表（例えば表2）からの1つ以上の
エピトープからなってもよい。一部の実施形態において、本明細書において提供する核酸
ベクター又は組換えアデノウイルスは、表1、2又は3に列挙されたエピトープに加えて、2
0、19、18、17、16、15、14、13、12、11、10、9、8、7、6、5、4、3、2又は1個以下のア
ミノ酸をコードする。
【００５７】
　一部の実施形態において、核酸ベクターは、コドン最適化を受けた核酸配列を含む。か
かる実施形態において、コード配列は、そのコード配列をアセンブルするために使用され
る各核酸におけるコドンを変更することによって構築される。一般的には、ペプチドの製
造のためのコドン用法を最適化するヌクレオチド配列を同定するための方法は、少なくと
も以下のステップ（a）から（e）を含む。ステップ（a）において、その一部にコードさ
れるアミノ酸について縮重形態のコドンを含む、ポリペプチドの一部をコードするオリゴ
マーを、重複配列を有する隣接コード配列をもたらすように伸長されたオリゴマーと共に
提供する。ステップ（b）において、ペプチドのコード配列のアセンブルが起こるように
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オリゴマーを処理する。再アセンブルされたペプチドを、制御配列と機能的に連結された
発現系に含めてその発現を実行する。ステップ（c）において、発現系を適合性の宿主細
胞の培養物にトランスフェクトする。ステップ（d）において、形質転換された宿主細胞
から得られたコロニーを、ポリペプチドの製造レベルについて試験する。ステップ（e）
において、最大の又は満足できるポリペプチドの生産を示す少なくとも1つのコロニーを
発現系から得る。そのタンパク質をコードする発現系の部分の配列を決定する。コドン最
適化のさらなる説明は、米国特許出願公開US2010/035768に提供されており、この全体を
参照により本明細書に組み入れる。
【００５８】
抗原提示細胞
　一部の態様では、本明細書に提供される1つ以上のT細胞エピトープ（例えば、表1、表2
、及び/又は表3に列挙された1つ以上のT細胞エピトープ）を（例えばHLA上に）提示するA
PCが本明細書において提供される。一部の実施形態では、HLAはクラスI HLAである。一部
の実施形態では、HLAはクラスII HLAである。一部の実施形態では、クラスI HLAは、HLA-
A、HLA-B、HLA-C、HLA-E、HLA-F、HLA-g、HLA-K又はHLA-Lであるα鎖ポリペプチドを有す
る。一部の実施形態では、クラスII HLAは、HLA-DMA、HLA-DOA、HLA-DPA、HLA-DQA又はHL
A-DRAであるα鎖ポリペプチドを有する。一部の実施形態では、クラスII HLAは、HLA-DMB
、HLA-DOB、HLA-DPB、HLA-DQB又はHLA-DRBであるβ鎖ポリペプチドを有する。一部の実施
形態では、APCは、少なくとも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16
、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36
、37又は38個のT細胞エピトープ（例えば、表1、表2、及び/又は表3に列挙された少なく
とも1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、2
2、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、又は38、39個のT細
胞エピトープ）を提示する。
【００５９】
　一部の実施形態では、APCは、B細胞、抗原提示T細胞、樹状細胞、又は人工抗原提示細
胞（例えば、aK562細胞）である。本プロセスで使用するための樹状細胞は、患者試料か
らPBMCを採取し、それらをプラスチックに付着させることによって調製することができる
。一般的に、単球集団は留まり、他の全ての細胞を洗い流すことができる。次に、付着細
胞集団をIL-4及びGM-CSFで分化させ、単球由来の樹状細胞を産生させる。これらの細胞は
、IL-1β、IL-6、PGE-1及びTNF-α（樹状細胞の表面上の重要な共刺激分子をアップレギ
ュレートする）の添加によって成熟され得、その後、本明細書に記載の組換えアデノウイ
ルスと接触される。
【００６０】
　いくつかの実施形態では、APCは、人工抗原提示細胞、例えばaK562細胞などである。い
くつかの実施形態では、人工抗原提示細胞は、CD80、CD83、41BB-L及び/又はCD86を発現
するように操作されている。aK562細胞などの人工抗原提示細胞の例は、米国特許出願公
開第2003/0147869号（参照により本明細書に組み入れられる）に記載されている。
【００６１】
　特定の態様において、本明細書に記載のT細胞エピトープをコードする核酸ベクター及
び/若しくは組換えアデノウイルス並びに/又は本明細書に記載の核酸ベクター若しくは組
換えアデノウイルスにより生成されるポリエピトープとAPCとを接触させることを含む、
本明細書に記載の2つ以上のT細胞エピトープを提示するAPCの生成方法が本明細書に提供
される。いくつかの実施形態では、APCは照射される。
【００６２】
T細胞
　特定の態様において、HLA上に提示された本明細書に記載のペプチド（例えば、表1、表
2及び/又は表3に列挙されるエピトープ）を認識するTCR（例えば、αβTCR又はγδTCR）
を発現するT細胞及びT細胞集団（例えば、CD4 T細胞及び/又はCD8 T細胞）が本明細書に
提供される。いくつかの実施形態では、T細胞は、クラスI HLA上に提示される本明細書に
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記載のペプチドを認識するTCRを発現するCD8 T細胞（CTL）である。いくつかの実施形態
では、T細胞は、クラスII HLA上に提示される本明細書に記載のペプチドを認識するCD4 T
細胞（ヘルパーT細胞）である。
【００６３】
　一部の態様では、本明細書に記載のエピトープの1つ以上を認識するT細胞（例えば、CT
L）を生成する、活性化する及び/又は増殖を誘導する方法が本明細書において提供される
。一部の実施形態では、CTLを含む試料（すなわちPBMC試料）は、本明細書において提供
されるAPC（例えば、クラスI HLA複合体上に本明細書に記載のBKV及び/又はJCVエピトー
プを含むペプチドを提示するAPC）とともに培養物中でインキュベートされる。一部の実
施形態では、T細胞を含有する試料は、本明細書において提供されるAPCとともに2回以上
インキュベートされる。一部の実施形態では、T細胞は、少なくとも1つのサイトカインの
存在下でAPCとともにインキュベートされる。一部の実施形態では、サイトカインは、IL-
4、IL-7及び/又はIL-15である。APCを使用してT細胞の増殖を誘導するための例示的な方
法は、例えば、米国特許出願公開第2015/0017723号に提供され、これは、参照により本明
細書に組み込まれる。
【００６４】
　一部の態様では、1つ以上のT細胞エピトープ（例えば、表1、表2及び/又は表3に列挙さ
れたT細胞エピトープの1つ以上）を認識するT細胞受容体を集合的に含むCTLの集団が本明
細書において提供される。一部の実施形態では、CTLは、表1、表2及び/又は表3からのT細
胞エピトープの2以上を認識する。一部の実施形態では、CTLの集団は、JCV、BKV、MCV、E
BV、CMV、ADVの任意の組合せ由来及び/又は他のウイルス由来のT細胞エピトープを認識す
るT細胞受容体を集合的に含む。一部の実施形態では、CTLの集団は、少なくとも1、2、3
、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、
25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37又は38個のT細胞エピトープ（例
えば、表1からのT細胞エピトープの少なくとも1、2、3、4、5、6、若しくは7個、及び/又
は表1、表2及び/若しくは表3に列挙されたエピトープの少なくとも1、2、3、4、5、6、7
、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、
28、29若しくは30個）を認識するT細胞受容体を集合的に含む。
【００６５】
　一部の態様では、本明細書に記載の核酸ベクター、本明細書に記載の核酸ベクターによ
り生成されるペプチド、本明細書において提供されるCTL及び/又はAPC（例えば、本明細
書に記載の核酸ベクターを含む）と、薬学的に許容される担体とを含む組成物（例えば治
療用組成物）を対象に投与することを含む、対象においてポリオーマウイルス感染（例え
ば、BKV、JCV若しくはMCV感染）又はがん（例えば、ポリオーマウイルス関連がん、例え
ばBKV、JVC若しくはMCV関連がん）を予防又は処置する方法が、本明細書において提供さ
れる。一部の実施形態では、CTL及び/又はAPCは対象に対して自家ではない。一部の実施
形態では、T細胞及び/又はAPCは対象に対して自家である。一部の実施形態では、T細胞及
び/又はAPCは、対象に投与される前に細胞バンクに保存される。
【００６６】
医薬組成物
　いくつかの態様では、薬学的に許容される担体と共に製剤化された、本明細書に記載の
ペプチド（例えば表1からのエピトープを含むペプチド）、核酸、核酸ベクター、組換え
アデノウイルス、抗体、CTL、又はAPCを含有する組成物（例えば、ワクチン組成物などの
医薬組成物）、並びにかかる医薬組成物を使用して、がん（例えばポリオーマウイルス関
連がん、例えばBKV、JVC若しくはMCV関連がん）又はポリオーマウイルス感染（例えばBKV
、JCV、MCV、CMV、EBV若しくはADV感染）を処置する方法が本明細書で提供される。いく
つかの実施形態において、組成物は、本明細書に提供されている複数の（例えば、2つ以
上の）薬剤の組み合わせを含む。
【００６７】
　一部の実施形態では、医薬組成物は、アジュバントをさらに含む。本明細書で使用する
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とき、用語「アジュバント」は、患者又は対象において免疫学的又は生理学的応答に影響
を及ぼす物質を広く指す。例えば、アジュバントは、経時的に又は腫瘍のような関心があ
る領域に対する抗原の存在を増加させ、抗原提示細胞抗原を吸収するのを助け、マクロフ
ァージ及びリンパ球を活性化し、並びにサイトカインの産生を支持し得る。免疫反応を変
化させることによって、アジュバントは、より少ない用量の免疫相互作用剤が、特定の用
量の免疫相互作用剤の有効性又は安全性を増加させることを可能にし得る。例えば、アジ
ュバントは、T細胞の枯渇を防止し、したがって、特定の免疫相互作用剤の有効性又は安
全性を増加させ得る。アジュバントの例には、限定されないが、免疫調節タンパク質、ア
ジュバント65、α-GalCer、リン酸アルミニウム、水酸化アルミニウム、リン酸カルシウ
ム、β-グルカンペプチド、CpG DNA、GPI-0100、リピドA、リポ多糖類、リポバント(Lipo
vant)、モンタニド(Montanide)、N-アセチル-ムラミル-L-アラニル-D-イソグルタミン、P
am3CSK4、キイルA(quil A)及びジミコール酸トレハロースが含まれる。
【００６８】
　これらの製剤又は組成物を調製する方法は、本明細書に記載の薬剤を担体及び場合によ
り1つ以上の補助成分と合わせることを含む。一般に、製剤は、本明細書に記載の薬剤を
、液体担体、若しくは微細固体担体、又はその両方と均一かつ密接に会合させ、次いで必
要に応じて生成物を成形することによって調製される。
【００６９】
　非経口投与に適した本発明の医薬組成物は、1種以上の薬学的に許容される無菌等張水
溶液若しくは非水溶液、分散液、懸濁液若しくはエマルション、又は使用直前に無菌注射
液若しくは無菌注射分散液に再構成され得る無菌粉末と組み合わせて本明細書に記載の1
種以上の薬剤を含み、また糖、アルコール、酸化防止剤、緩衝剤、静菌剤、製剤を意図す
るレシピエントの血液と等張にする溶質、又は懸濁化剤若しくは増粘剤を含み得る。本発
明の医薬組成物に用いることができる適切な水性及び非水性担体の例には、水、エタノー
ル、ポリオール（グリセロール、プロピレングリコール、ポリエチレングリコールなど）
、及びそれらの適切な混合物、植物油（オリーブ油など）、及び注射用有機エステル（オ
レイン酸エチルなど）が挙げられる。適切な流動性は、例えばレシチンなどのコーティン
グ材料の使用によって、分散液の場合には必要な粒径の維持によって、及び界面活性剤の
使用によって、維持することができる。
【００７０】
　選択された投与経路にかかわらず、適切な水和形態で使用することができる本発明の薬
剤、及び/又は本発明の医薬組成物は、当業者に公知の慣用的な方法によって薬学的に許
容される剤形に製剤化される。
【００７１】
処置方法
　特定の態様において、がん（例えば、ポリオーマウイルス関連がん、例えばBKV、JCV若
しくはMCV関連がん）又はポリオーマウイルス感染（例えば、BKV、JCV若しくはMCV感染）
を処置及び/又は予防する方法が、本明細書において提供される。一部の実施形態におい
て、本方法は、本明細書に記載のCTL、APC、ポリペプチド及び/又は核酸分子を含む医薬
組成物を対象に投与することを含む。
【００７２】
　いくつかの実施形態では、処置される対象は免疫不全である。例えば、いくつかの実施
形態では、対象はT細胞欠損症を有する。いくつかの実施形態では、対象は、白血病、リ
ンパ腫又は多発性骨髄腫を有する。いくつかの実施形態では、対象は、HIVに感染してい
る、及び/又はAIDSを有する。いくつかの実施形態では、対象は、組織、臓器及び/又は骨
髄移植を受けている。いくつかの実施形態において、対象は免疫抑制剤を投与されている
。いくつかの実施形態において、対象は化学療法を受けた及び/又は受けている。いくつ
かの実施形態では、対象は放射線療法を受けた及び/又は受けている。
【００７３】
　一部の実施形態では、対象はがんを有する。一部の実施形態では、本明細書に記載され
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ている方法は、任意の癌性又は前癌性腫瘍を処置するために使用され得る。一部の実施形
態では、がんは、本明細書において提供されるBKV、MCV又はJCVエピトープ（例えば表1、
2若しくは3に列挙されたBKV若しくはJCVエピトープ）の1つ以上を発現する。一部の実施
形態では、がんはメルケル細胞がんである。一部の実施形態では、がんは固形腫瘍を含む
。本明細書において提供される方法及び組成物によって処置され得るがんには、限定され
ないが、膀胱、血液、骨、骨髄、脳、乳房、結腸、食道、胃腸管、歯肉、頭部、腎臓、肝
臓、肺、鼻咽頭、頚部、卵巣、前立腺、皮膚、胃、精巣、舌又は子宮由来のがん細胞が含
まれる。加えて、がんは、特に、以下の組織学的タイプであり得るが、これらに限定され
ない:新生物、悪性;癌腫;癌腫、未分化;巨細胞癌及び紡錘細胞癌、小細胞癌、乳頭癌、扁
平上皮癌、リンパ上皮癌、基底細胞癌、毛母癌、移行上皮癌、乳頭状移行上皮癌、腺癌、
ガストリン産生腫瘍、悪性;胆管癌、肝細胞癌、肝細胞癌及び胆管癌の合併、索状腺癌、
腺様嚢胞癌、腺腫性ポリープにおける腺癌、腺癌、家族性結腸ポリポーシス、固形癌、カ
ルチノイド腫瘍、悪性;細気管支肺胞腺癌、乳頭状腺癌、色素嫌性癌、好酸性癌、好酸性
腺癌、好塩基性癌、明細胞腺癌、顆粒細胞癌、濾胞腺癌、乳頭腺癌及び濾胞腺癌、非被包
性硬化性癌、副腎皮質癌、類内膜癌、皮膚付属器癌、アポクリン腺癌、皮脂腺癌、耳垢腺
癌、粘膜表皮癌、嚢胞腺癌、乳頭嚢胞腺癌、乳頭漿液性嚢胞腺癌、粘液性嚢胞腺癌、粘液
性腺癌、印環細胞癌、浸潤性導管癌、髄様癌、小葉癌、炎症性癌、乳房のパジェット病、
腺房細胞癌、腺扁平上皮癌、扁平上皮化生を伴う腺癌、悪性胸腺腫、悪性の卵巣間質腫、
悪性莢膜細胞腫、悪性顆粒膜細胞腫、悪性男性ホルモン産生細胞腫、セルトリ細胞腫、悪
性ライディッヒ細胞腫、悪性脂質細胞腫瘍、悪性傍神経節腫、悪性乳房外傍神経節腫、褐
色細胞腫、血管球血管肉腫、悪性黒色腫、無色素性黒色腫、表在拡大型黒色腫、巨大色素
性母斑における悪性黒色腫、類上皮細胞黒色腫、悪性青色母斑、肉腫、線維肉腫、悪性線
維性組織球腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、胎児性横紋筋肉腫、胞巣
状横紋筋肉腫、間質肉腫、悪性混合腫瘍、ミュラー管混合腫瘍、腎芽腫、肝芽腫、癌肉腫
、悪性間葉腫、悪性ブレンナー腫瘍、悪性葉状腫瘍、滑膜肉腫、悪性中皮腫、未分化胚細
胞腫、胎児性癌、悪性奇形腫、悪性卵巣甲状腺腫、絨毛癌、悪性中腎腫、血管肉腫、悪性
血管内皮腫、カポジ肉腫、悪性血管外皮腫、リンパ管肉腫、骨肉腫、傍骨性骨肉腫、軟骨
肉腫、悪性軟骨芽細胞腫、間葉性軟骨肉腫、骨巨細胞腫、ユーイング肉腫、悪性歯原性腫
瘍、エナメル芽細胞歯牙肉腫、悪性エナメル上皮腫、エナメル芽細胞線維肉腫、悪性松果
体腫、脊索腫、悪性神経膠腫、上衣腫、星状細胞腫、原形質性星状細胞腫、線維性星細胞
腫、星状芽細胞腫、神経膠芽腫、乏突起細胞腫、乏突起膠芽細胞腫、原始神経外胚葉性、
小脳肉腫、神経節芽細胞腫、神経芽細胞腫、網膜芽細胞腫、嗅神経原性腫瘍、悪性髄膜腫
、神経線維肉腫、悪性神経鞘腫、悪性顆粒細胞腫、悪性リンパ腫、ホジキン病、ホジキン
リンパ腫、側肉芽腫、小リンパ球性悪性リンパ腫、びまん性大細胞悪性リンパ腫、濾胞性
悪性リンパ腫、菌状息肉腫、他の指定される非ホジキンリンパ腫、悪性組織球増殖症、多
発性骨髄腫、肥満細胞肉腫、免疫増殖性小腸疾患、白血病、リンパ性白血病、形質細胞白
血病、赤白血病、リンパ肉腫細胞性白血病、骨髄性白血病、好塩基球性白血病、好酸球性
白血病、単球性白血病、肥満細胞性白血病、巨核芽球性白血病、骨髄肉腫、並びにヘアリ
ー細胞白血病。
【００７４】
　一部の実施形態において、対象には、BKV又はJCVの複製を阻害する抗ウイルス薬も投与
してもよい。例えば、一部の実施形態において、対象には、ガンシクロビル、バルガンシ
クロビル、ホスカルネット、シドフォビル、アシクロビル、ホルミビルセン、マリバビル
、BAY 38-4766又はGW275175Xが投与される。
【００７５】
　いくつかの実施形態において、対象には免疫チェックポイント阻害剤も投与される。免
疫チェックポイント阻害は、がん細胞が免疫反応を防止する又は下方調節するために生成
することができるチェックポイントを阻害することを広く指す。免疫チェックポイントタ
ンパク質の例としては、限定されるものではないが、CTLA-4、PD-1、PD-L1、PD-L2、A2AR
、B7-H3、B7-H4、BTLA、KIR、LAG3、TIM-3又はVISTAが挙げられる。免疫チェックポイン
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ト阻害剤は、免疫チェックポイントタンパク質に結合し、これを阻害する抗体又はその抗
原結合フラグメントであってもよい。免疫チェックポイント阻害剤の例としては、限定さ
れるものではないが、ニボルマブ、ペンブロリズマブ、ピジリズマブ、AMP-224、AMP-514
、STI-A1110、TSR-042、RG-7446、BMS-936559、MEDI-4736、MSB-0020718C、AUR-012及びS
TI-A1010が挙げられる。
【００７６】
　いくつかの実施形態において、本明細書に提供される組成物は、がん及び/又はBKV、MC
V若しくはJCV感染を予防するために予防的に投与される。いくつかの実施形態では、組成
物は、対象におけるがん細胞又はBKV、MCV若しくはJCV感染細胞の検出の前又は後に投与
することができる。いくつかの実施形態において、本明細書に記載のペプチド、核酸、CT
L及び/又はAPCを含む組成物の投与後に、炎症誘発性応答が誘導される。炎症誘発性免疫
反応は、炎症誘発性サイトカイン及び/又はケモカイン、例えばインターフェロンガンマ
（IFN-γ）及び/又はインターロイキン2（IL-2）の産生を含む。
【００７７】
　併用(conjunctive)療法は、投与された第1の薬剤の治療効果がその後の治療が投与され
たときに完全に消失しないような方法での、活性化合物の逐次的、同時及び別々、並びに
/又は共投与を含む。いくつかの実施形態では、第2の薬剤は第1の薬剤と共製剤化されて
もよく、又は別々の医薬組成物に製剤化されてもよい。
【００７８】
　いくつかの態様において、本明細書で提供される治療(例えば、本明細書において提供
される医薬組成物を対象に投与することを含む、対象においてBKV、JCV若しくはMCV感染
及び/又はがんを処置する方法)に適した対象を同定する方法が本明細書において提供され
る。一部の実施形態では、本方法は、対象から試料(例えば、血液試料、組織試料、腫瘍
試料)を単離すること、及び試料中において、表1又は2に列挙されたエピトープの存在を
検出することを含む。いくつかの実施形態において、エピトープは、ELISAアッセイ、ウ
ェスタンブロットアッセイ、FACSアッセイ、蛍光顕微鏡アッセイ、エドマン分解アッセイ
及び/又は質量分析アッセイ(例えば、タンパク質配列決定)を使用して検出される。いく
つかの実施形態において、BKV又はJCVエピトープの存在は、BKV、MCV又はJCVエピトープ
をコードする核酸を検出することによって検出される。一部の実施形態では、BKV、MCV又
はJCVエピトープをコードする核酸は、核酸プローブ、核酸増幅アッセイ及び/又は配列決
定アッセイを使用して検出される。
【００７９】
　一部の実施形態において、方法は、対象のHLA型を決定することを含む。一部の実施形
態において、対象は、対象が本明細書に提供されるエピトープに拘束されたHLAを発現す
る場合に、本明細書で提供される方法による処置に適していると同定される。いくつかの
実施形態において、本明細書で提供される方法はさらに、本明細書で提供される治療方法
を使用して上記同定された対象を処置すること（例えば、本明細書に提供される医薬組成
物を対象に投与することによる）を含む。一部の実施形態において、対象には、本明細書
に記載のCTLを含む組成物が投与され、該CTLは、対象により発現されるHLAに拘束されたH
LAである本明細書に提供されるエピトープを認識するTCRを含む。一部の実施形態におい
て、対象には、対象により発現されるHLAに拘束されたHLAである本明細書において提供さ
れるエピトープを含むポリペプチドを含む組成物が投与される。一部の実施形態において
、対象には、対象により発現されるHLAに拘束されたHLAである本明細書において提供され
るエピトープを含むポリペプチドを提示するAPCを含む組成物が投与される。一部の実施
形態において、対象には、対象により発現されるHLAに拘束されたHLAである本明細書にお
いて提供されるエピトープを含むポリペプチドをコードする核酸を含む組成物が投与され
る。
【００８０】
[実施例]
[実施例1]
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CD8+T細胞応答はLTA及びSTAに指向され、一方、CD4+T細胞応答はLTA、VP1及びSTAに指向
される
　健康な志願者からのPBMCをBKV OPPとともにインキュベートし、これらの細胞をIL-2及
びT細胞増殖因子(TCGF)の存在下で14日間培養した。14日目に、これらのT細胞培養物をIC
Sアッセイを用いてBKV特異性について評価した。図1は、14日間のBKVペプチドとのT細胞
のインビトロ培養がウイルス特異的T細胞の増殖をもたらしたことを示す。一部の場合で
は、これらの増殖はCMV特異的T細胞と同等であった。インビトロで増殖させたT細胞に基
づくT細胞アッセイの詳細な要約を図2に示す。これらの初期分析は、CD8+T細胞応答が主
にLTA及びSTAに指向され、一方、CD4+T細胞応答がLTA、VP1及びSTAに指向されることを明
確に示した。これらの観察を検証するために、T細胞アッセイを50人の志願者(最初の組の
アッセイからの多数の志願者を含む)において繰り返したが、この分析の要約を図2に示す
。図2において示されるデータと一致して、優性CD8+及びCD4+T細胞応答は、LTA、STA及び
VP1抗原に対して検出された。
【００８１】
[実施例2]
T細胞応答のさらなる特徴付け
　これらの抗原に対するT細胞応答を特徴付け、HLAクラスI及びクラスII拘束性T細胞応答
を正確にマッピングするために、T細胞エピトープマッピングについてLTA、STA及びVP1タ
ンパク質に関して、個々の重複ペプチド(15アミノ酸長で10アミノ酸重複)を調達した。二
次元ペプチドマトリックスを使用して、全ての個々のペプチドを小さな重複ペプチドプー
ルに分配した。マトリックスは、各ペプチドが縦座標上で1回出現するように設定されて
いる(図3)。これらのペプチドプールをICSアッセイに使用した。ICS分析後、ペプチドプ
ールに対するT細胞応答をマトリックスと比較して、個々のペプチドを同定した。これら
の個々のペプチドをT細胞増殖及びICS分析についてさらに評価して、潜在的なBKを同定し
た。15マーペプチドが同定されると、エピトープ配列のさらなる最小化を行い、最適なT
細胞エピトープ配列を同定した。15マーのペプチド配列は、N末端とC末端の両方から最短
で9アミノ酸長のペプチドにトリミングされた。最小ペプチド配列が同定されると、限界
用量力価測定ICSアッセイを用いてさらなる確認を行った。最小エピトープ配列をマッピ
ングした後、エピトープのHLA拘束性を、ペプチド負荷されたHLA適合及びミスマッチLCL
を用いて、T細胞を刺激することによって同定した。エピトープマッピングの完全なプロ
セスは、図4において提供されるフローチャートに示される。
【００８２】
　BKVエピトープマッピングプロセスの1つからの代表的なデータを図5に示す。図5のパネ
ルAに示されるデータは、健康な志願者H26からのBKV特異的T細胞がSTA OPPを認識したこ
とを示す。T細胞エピトープをマッピングするために、さらなる分析を、図3に示される二
次元マトリックスに基づいて設計されたSTAペプチドのサブプール(12プール)を用いて行
った。STAペプチドに基づく細胞内サイトカイン分析は、プール4及び10が、マトリックス
レイアウト上に重ね合わせたときに、応答プールの間で共通のペプチド配列としてSTA22
ペプチドを示したCD8+T細胞によって効率的に認識されたことを示した(図5、パネルB)。
ペプチドトリミングプロセスは、VHCPCMLCQLがT細胞エピトープであることを示した(図5
、パネルC及びD)。HLA適合LCLを用いたHLA拘束性分析は、VHCPCMLCQLがHLA B*39拘束エピ
トープであることを示した(図5、パネルE)。同様のエピトープマッピングプロセスを、他
のCD4+及びCD8+T細胞エピトープについて実施した。この研究中にマッピングされたCD8+

及びCD4+BKVエピトープのリストを、それぞれ表4及び5に列挙する。
【００８３】
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【００８４】
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【表５】

【００８５】
[実施例3]
健康な個体及び移植レシピエントにおけるBKV特異的T細胞の機能的及び表現型的特徴のプ
ロファイリング
　近年、Tボックス転写因子(T-bet)及びEomesodermin(Eomes)が感染中のCD8+T細胞の運命
決定に重要な役割を果たすことが示されている。高レベルのT-betは、細胞傷害性T細胞の
分化並びに抗原特異的細胞におけるパーフォリン及びグランザイムBの上方制御と関連し
ている。高レベルのEomesは長期記憶形成に関連している。様々な研究において、それら
の協調的発現が感染制御にとって重要であることが分かっている。マウス研究では、いず
れかの転写因子の欠失が結果として感染の抑制に失敗したことも示されている。したがっ
て、急性と慢性の両方のウイルス感染の間のT細胞の表現型特徴付け及びT細胞分化の理解
を助けることができるこれらの転写因子の発現を研究することが重要である。BKV特異的T
細胞におけるT-bet及びEomesの発現パターンはまだ分かっておらず、これらのT細胞上の
転写因子の分析は、BKV特異的T細胞の分化についてのより深い理解を可能にし得る。T細
胞の機能的特徴に関する詳細な研究はまた、BKV関連疾患に対する効果的な免疫療法の開
発をもたらす可能性がある。実験の初期セットは、T細胞の分化を調節するT細胞上の転写
因子を研究するため開始された。T-bet、Eomes、パーフォリン及びグランザイムBの発現
は、ICSを用いてBKV特異的T細胞及びCMV特異的T細胞についてアッセイした。初期の分析
は、BKV特異的T細胞において中程度から低レベルのT bet発現を示したが、一方、高レベ
ルのT-betがCMV特異的T細胞において見られた(図6)。また、CMV特異的T細胞と比較して、
非常に低いEomes発現がBKV特異的T細胞において見出された。低レベルのパーフォリン及
びグランザイムBもまたBKV特異的T細胞で見られた。この予備的データは、BKV特異的T細
胞がエフェクター機能において機能的に低い可能性があることを示唆している。したがっ
て、BKV特異的CTLのエフェクター機能を駆動することは、効果的な養子T細胞免疫療法の
開発に役立つ可能性がある本研究の焦点となろう。
【００８６】
[実施例4]
BKV特異的T細胞増殖
　BKV特異的T細胞を、プールしたBKVエピトープで刺激した後にインビトロで増殖させた
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。具体的には、健康な志願者からのPBMCを、合成BKVペプチド(表1)で1時間刺激し、次に
、IL-2(10ng/ml)、IL-21(30ng/ml)、IL7(10ng/ml)、IL12(10ng/ml)及び/又はIL15(10ng/m
l)を含む異なるサイトカインの組み合わせの存在下で12～14日間培養した。増殖させたT
細胞のBKV特異性は、標準的な細胞内サイトカインアッセイを用いて評価した(図7)。
【００８７】
[実施例5]
コンセンサスアライメントの生成
　本明細書に記載されるBKVエピトープと相同なJCウイルスエピトープを同定するために
、NCBI Blastp配列アライメントプログラムを用いて、BKV及びJCVラージT抗原(LTA)タン
パク質、スモールT抗原タンパク質(STA)、及びVP1タンパク質のアミノ酸配列をそれぞれ
整列し、相同な配列を同定した(図8、エピトープが強調されている)。NCBI Blastp配列ア
ライメントプログラムをまた用いて、相同な配列を同定するためにBKV及びMCV VP1タンパ
ク質のアミノ酸配列をアライメントした(図9)。
【００８８】
[実施例6]
IL-21の存在下でのCTLの増殖
　健康なドナーからのPBMCを使用してBKV特異的T細胞を生成した。PBMCを、1μg/ml濃度
のそれぞれのBKVペプチドプールでインビトロで刺激し、37℃、6.5%CO2で1時間インキュ
ベートした。次に、細胞を洗浄し、2つに分けて、2つの条件で培養した。細胞の一部は、
37℃、6.5%CO2でインキュベートして、24ウェルプレート中で30ng/mlのIL21(Milteyni Bi
otech Ltd)を含有するR10培地(RPMI+10%FCS)中で増殖した。細胞のもう1つの部分は、IL-
21を含まないR10培地とともにインキュベートした。両方の条件で増殖させた培養物を、2
日目に20IU/mlの組換えインターロイキン-2(Charles River Laboratory, NIH, USA)を含
有するR10培地で補足し、次に、その後3日ごとに20日目までIL-2を含有する培地で補足し
た。
【００８９】
　培養物中のT細胞を計数し、必要量の細胞をIFN-γ細胞内サイトカイン(ICS)アッセイに
使用し、残りの細胞を液体窒素中で凍結保存した。約2×105個のCTLを96ウェルV底プレー
トに添加した。細胞は、Golgiplug Brefeldin A(BD Pharmingen, San Diego, CA)を含有
するR10培地中、1μg/ml濃度のそれぞれのペプチドで刺激し、37℃、6.5%CO2で4時間イン
キュベートした。BKV特異的T細胞を、BKVペプチドとそのそれぞれのJCV変異体の両方で回
収し、JCV特異的T細胞についてはその逆であった。インキュベーション後、細胞を2%FBS
を含有するPBS(洗浄緩衝液)で洗浄し、ペレットをFITC結合した抗CD4抗体及びPerCP-Cy5.
5結合した抗CD8抗体を含有する50μLの洗浄緩衝液中に再懸濁し、4℃で30分間インキュベ
ートした。次に、細胞をPBSで2回洗浄し、固定し、Cytofix/Cytoperm溶液(BD Pharmingen
)で20分間透過処理した。続いて、細胞を洗浄し、Permwash緩衝液中に希釈したPE-抗IFN-
γ抗体とともに4℃で30分間インキュベートした。染色した細胞をPermwash緩衝液で2回洗
浄し、1%パラホルムアルデヒドを含有するPBS中に再懸濁し、BD LSR Fortessaを使用して
取得した。取得後の分析は、FlowJoソフトウェア(TreeStar)を用いて行った。細胞集団の
IFN-γ発現を図11に提供し、一方、増殖させた培養物中のCD4及びCD8細胞の数を図12に提
供する。
【００９０】
　転写因子及びエフェクター分子の発現における培養物中のIL-21の存在の効果を試験し
た。両方の条件で増殖させた約2×105個のCTLを96ウェルV底プレートに添加した。細胞を
2%FBSを含有するPBS(洗浄緩衝液)で洗浄し、ペレットを1μLのそれぞれのAPC結合したBKV
特異的デキストラマーを含有する50μLのPBS中に再懸濁し、4℃で20分間インキュベート
した。次に、細胞にPE-Cy7 CD4及びV500 CD8抗体を添加し、4℃で30分間インキュベート
した。インキュベーション後、細胞をPBSで2回洗浄し、固定し、転写因子Cytofix/Cytope
rm溶液(BD Pharmingen)で1時間透過処理した。次に、細胞を洗浄し、Permwash緩衝液中に
希釈したeflour710-抗Eomes抗体、AF100結合した抗グランザイムB、BV421結合した抗パー
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フォリン、及びPE結合した抗Tbet抗体とともに4℃で30分間インキュベートした。染色し
た細胞をPermwash緩衝液で2回洗浄し、1%パラホルムアルデヒドを含有するPBS中に再懸濁
し、BD LSR Fortessaを使用して取得した。取得後の分析は、FlowJoソフトウェア(TreeSt
ar)を用いて行った。細胞集団における転写因子及びエフェクター分子の発現を図10に示
す。
【００９１】
　制御性T細胞の増殖におけるIL-21の存在の効果もまた試験した。両方の条件で増殖させ
た約2×105個のCTLを96ウェルV底プレートに添加した。細胞を2%FBSを含有するPBS(洗浄
緩衝液)で洗浄し、ペレットをFITC結合した抗CD3、パシフィックブルー結合した抗CD4、P
Ecy7結合した抗CD25、PE結合した抗ニューロピリン1、及びBV786結合した抗CD127抗体を
含有する50μLのPBS中に再懸濁し、4℃で30分間インキュベートした。次に、細胞をPE-Cy
7 CD4及びV500 CD8抗体と混合し、4℃で30分間インキュベートした。インキュベーション
後、細胞をPBSで2回洗浄し、固定し、FoxP3 Cytofix/Cytoperm溶液(eBiosciences Ltd)で
1時間透過処理した。続いて、細胞を洗浄し、Permwash緩衝液で希釈されたAPC結合した抗
FoxP3抗体とともに4℃で30分間インキュベートした。染色した細胞をPermwash緩衝液で2
回洗浄し、1%パラホルムアルデヒドを含有するPBS中に再懸濁し、BD LSR Fortessaを使用
して取得した。取得後の分析は、FlowJoソフトウェア(TreeStar)を用いて行った。細胞集
団中の制御性T細胞の存在を図13及び14に示す。
【００９２】
[実施例7]
T細胞交差反応性
　マッピングされたBKVエピトープに対するJCV変異体を合成した。健康なドナーからのPB
MCを用いて、BKV及びJCV特異的T細胞を生成した。PBMCを洗浄し、R10(RPMI+10%FCS)中に
再懸濁した。次に、細胞を、別々に1μg/ml濃度のBKV及びJCVペプチドでそれぞれインビ
トロで刺激し、37℃、6.5%CO2で1時間インキュベートした。続いて、細胞を洗浄し、37℃
、6.5%CO2でインキュベートして、24ウェルプレート中で14日間増殖させた。培養物を、2
日目に20IU/mlで組換えインターロイキン-2(Charles River Laboratory, NIH, USA)を含
有するR10培地を補充し、次に、その後3日ごとに14日目までIL-2を含有するR10培地を補
充した。14日目に、培養物中のT細胞をトリパンブルー排除法を用いて計数し、必要量の
細胞をIFN-γ細胞内サイトカイン(ICS)アッセイに使用し、残りの細胞を液体窒素中に凍
結保存した。
【００９３】
　T細胞交差反応性は、BKV又はJCVエピトープを用いたT細胞再刺激後のIFN-γ発現を測定
することによって決定した。約2×105個のCTLを96ウェルV底プレートに添加した。細胞は
、Golgiplug Brefeldin A(BD Pharmingen, San Diego, CA)を含有するR10培地中、1μg/m
lの濃度のそれぞれのペプチドで刺激し、37℃、6.5%CO2で4時間インキュベートした。BKV
特異的T細胞を、BKVペプチドとそのそれぞれのJCV変異体の両方で回収し、JCV特異的T細
胞についてはその逆であった。インキュベーション後、細胞を2%FBSを含有するPBS(洗浄
緩衝液)で洗浄し、ペレットをFITC結合させた抗CD4抗体及びPerCP-Cy5.5結合させた抗CD8
抗体を含有する50μLの洗浄緩衝液中に再懸濁し、4℃で30分間インキュベートした。次に
、細胞をPBSで2回洗浄し、固定し、Cytofix/Cytoperm溶液(BD Pharmingen)で20分間透過
処理した。続いて、細胞を洗浄し、Permwash緩衝液中に希釈したPE-抗IFN-γ抗体ととも
に4℃で30分間インキュベートした。染色した細胞をPermwash緩衝液で2回洗浄し、1%パラ
ホルムアルデヒドを含有するPBS中に再懸濁し、BD LSR Fortessaを使用して取得した。取
得後の分析は、FlowJoソフトウェア(TreeStar)を用いて行った。代表的なIFN-γ発現デー
タを図15に示す。
【００９４】
　BKV特異的T細胞とJCV特異的T細胞の両方において応答したペプチドは、限界用量力価測
定アッセイを用いて結合活性についてさらに分析した。ペプチドは、1μg/mlから開始し
て、最大10-5μg/mlの濃度まで10倍力価測定した。次に、これらの力価測定したペプチド
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特異的CTLを回収した。代表的な力価測定アッセイデータを図16に示す。
【００９５】
　エピトープ交差反応性を表6(CD8エピトープについて)及び表7(CD4エピトープについて)
に提供する。
【００９６】
【表６】

【００９７】
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