
(57)【要約】
【課題】前立腺特異的抗原 (PSA)に対する免疫応答を発生させるための方法の提供。
【解決手段】前立腺特異的抗原 (PSA)に対する免疫応答を発生させるための方法であって
、第１のポックスウイルスベクターの十分量を宿主に導入して免疫応答を刺激する工程を
包含し、ここで該ポックスウイルスベクターが該宿主において発現し得るプロモーターに
作動可能に連結された PSAをコードする DNAセグメントを含む少なくとも１つの挿入部位を
有する、方法。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
実 施 例 に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 一 般 に 、 哺 乳 動 物 の 前 立 腺 特 異 的 抗 原 (PSA)に 対 す る 細 胞 性 免 疫 応 答 お よ び
体 液 性 免 疫 応 答 の 発 生 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 前 立 腺 の ガ ン は 、 男 性 に お い て 最 も 一 般 に 診 断 さ れ る ガ ン で あ り 、 そ し て 第 ２ の 最 も 一
般 的 な ガ ン 死 因 で あ る (Carterら 、 1990;Armbrusterら 、 1993)。 初 期 段 階 で 検 出 さ れ る 場
合 、 前 立 腺 ガ ン は 潜 在 的 に 治 癒 可 能 で あ る 。 し か し 、 症 例 の 大 部 分 は 、 一 次 腫 瘍 の 転 移 が
既 に 起 き た 、 よ り 後 期 段 階 で 診 断 さ れ る (Wangら 、 1982)。 初 期 診 断 で さ え も 問 題 で あ る 。
な ぜ な ら 、 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 陽 性 の 試 験 結 果 を 示 す 個 体 が 全 て ガ ン を 発 達
さ せ る と は 限 ら な い か ら で あ る 。 前 立 腺 ガ ン の 現 在 の 処 置 と し て 、 根 治 的 な 前 立 腺 切 除 術
、 放 射 線 治 療 、 ま た は ホ ル モ ン 治 療 が 挙 げ ら れ る 。 全 身 性 治 療 は 、 ホ ル モ ン 抵 抗 性 疾 患 の
症 例 に お い て 生 存 を 明 ら か に 改 善 し な か っ た 。 外 科 的 処 置 に よ る 腫 瘍 の 完 全 な 根 絶 は 、 必
ず し も 達 成 さ れ る と は 限 ら ず 、 そ し て 観 察 さ れ る ガ ン の 再 発 (12～ 68％ ） は 、 最 初 の 臨 床
的 腫 瘍 段 階 に 依 存 す る (Zietmanら 、 1993） 。 従 っ て 、 予 防 ま た は 防 止 を 含 む 処 置 の 代 替 法
が 所 望 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 前 立 腺 特 異 的 抗 原 (PSA)は 、 腺 性 カ リ ク レ イ ン 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 240ア ミ ノ 酸 メ ン バ ー
で あ る (Wangら 、 1982； Wangら 、 1979； Bilhartzら 、 1991)。 PSAは 、 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ
で あ り 、 正 常 な 前 立 腺 組 織 に よ り 産 生 さ れ 、 そ し て 前 立 腺 腺 房 お よ び 前 立 腺 管 を 裏 打 ち す
る 上 皮 細 胞 に よ り も っ ぱ ら 分 泌 さ れ る (Wangら 、 1982； Wangら 、 1979； Liljaら 、 1993） 。
前 立 腺 特 異 的 抗 原 は 、 前 立 腺 ガ ン の 臨 床 的 な 証 拠 を 有 さ な い 健 康 な 男 性 の 血 清 に お い て 低
レ ベ ル で 検 出 さ れ 得 る 。 し か し 、 腫 瘍 性 状 態 の 間 、 こ の 抗 原 の 循 環 レ ベ ル は 劇 的 に 増 加 し
、 こ れ は 疾 患 の 臨 床 状 態 と 相 関 す る (Schellhammerら 、 1993； Huangら 、 1993； Kleerら 、 1
993； Oesterlingら 、 1991)。 現 在 、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 は 、 最 も 広 く 使 用 さ れ る 前 立 腺 ガ ン
の マ ー カ ー で あ る 。 こ の 抗 原 の 組 織 特 異 性 は 、 特 に 、 根 治 的 な 前 立 腺 切 除 術 を 受 け た 患 者
に お い て （ こ こ で 、 身 体 の PSAを 発 現 す る 組 織 の み が 転 移 性 沈 着 物 に 存 在 す る は ず で あ る
） 、 PSAを 有 効 な 特 異 的 免 疫 治 療 (Armbrusterら 、 1993； Brawerら 、 1989)の た め の 潜 在 的
な 標 的 抗 原 に す る 。 イ ン ビ ト ロ 免 疫 を 用 い る 最 近 の 研 究 は 、 PSAに 特 異 的 な CD4細 胞 お よ び
CD8細 胞 の 発 生 を 示 し た (Peaceら 、 1994； Correaleら 、 1995） 。 し か し 、 弱 い ナ チ ュ ラ ル
キ ラ ー 細 胞 の 応 答 が 前 立 腺 ガ ン 患 者 に お い て 時 々 示 さ れ た が (Choeら 、 1987） 、 イ ン ビ ボ
で 免 疫 応 答 を 発 生 さ せ る 試 み は 、 限 定 さ れ た 成 功 を 受 け て い る 。 例 え ば 、 BacillusCalmet
te-Guerin(BCG)と 混 合 し た 前 立 腺 ガ ン 細 胞 で 患 者 を 能 動 的 に 免 疫 す る い く つ か の 試 み に よ
り 、 治 療 的 利 益 は 、 ほ と ん ど ま た は 全 く な い こ と が 示 さ れ た (Donovanら 、 1990)。 イ ン ビ
ボ で の PSAに 対 す る 曝 露 の 結 果 と し て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 能 力 は 、 非 常 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス は 、 天 然 痘 の 世 界 的 な 根 絶 に お い て 使 用 さ れ て い る 。 こ の ウ イ ル ス
は 、 い く つ か の 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 p97、 HER-2/neu、 p53お よ び ETA） を 含 む 、 広 範
な 範 囲 の 挿 入 さ れ た 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が 示 さ れ て い る (Paolettiら 、 1993)。 複 数 の 遺
伝 子 の 発 現 に 有 用 で あ る と し て 示 唆 さ れ て い る 他 の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス と し て 、 ニ ワ ト リ ポ
ッ ク ス の よ う な ト リ ポ ッ ク ス が 挙 げ ら れ る 。 組 換 え バ ク テ リ ア ウ イ ル ス に よ っ て 発 現 さ れ
る サ イ ト カ イ ン と し て 、 IL-1、 IL-2、 IL-5、 IL-6、 TNF-α お よ び IFN-γ が 挙 げ ら れ る (Pao
lettiら 、 1993)。 組 換 え ポ ッ ク ス ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ） は 、 ガ ン の 治
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療 に お け る 使 用 に つ い て 考 慮 さ れ て い る 。 な ぜ な ら 、 弱 い 免 疫 原 と 高 い 免 疫 原 性 の ポ ッ ク
ス ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 と の 同 時 提 示 は 、 挿 入 さ れ た 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 強 い 免 疫 応 答 を 誘
発 し 得 る こ と が 、 動 物 モ デ ル に お い て 示 さ れ て い る か ら で あ る (Kaufmanら 、 1991； Paolet
tiら 、 1993； Kantorら 、 1992a； Kantorら 、 1992b； Irvineら 、 1993； Mossら 、 1993） 。 ヒ
ト の ガ ン 胎 児 性 抗 原 遺 伝 子 を 含 む 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス は 、 ガ ン 患 者 に お け る フ ェ ー
ズ I臨 床 試 験 を ち ょ う ど 完 了 し て お り 、 野 生 型 天 然 痘 ワ ク チ ン で 観 察 さ れ た 毒 性 以 外 の 毒
性 の 形 跡 は な か っ た (Kantorら 、 1992b)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 現 在 、 前 立 腺 治 療 薬 の 評 価 の モ デ ル と し て 、 イ ヌ (McEnteeら 、 1987)お よ び Dunningラ ッ
ト (Isaacsら 、 1986)が 挙 げ ら れ る ； し か し 、 こ れ ら の モ デ ル の い ず れ も 、 ヒ ト PSAに 対 す
る ラ ッ ト PSAお よ び イ ヌ PSAの 非 常 に 低 い 相 同 性 の た め に 、 PSA組 換 え ワ ク チ ン の 研 究 に 実
用 的 で な い (Karrら 、 1995;Schroderら 、 1982)。 対 照 的 に 、 ア カ ゲ ザ ル の 前 立 腺 は 、 構 造
的 に お よ び 機 能 的 に ヒ ト 前 立 腺 と 類 似 し て い る (Wakuiら 、 1992)。 分 子 レ ベ ル に お い て 、
ア カ ゲ ザ ル PSAの ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 核 酸 配 列 の い ず れ か (Gauthierら 、 1993） と ヒ ト 前 立
腺 特 異 的 抗 原 の そ れ ら の 配 列 (Karrら 、 1995;Lundwallら 、 1987)と の 間 に は 94％ の 相 同 性
が あ る 。 従 っ て 、 ヒ ト PSAは 、 ア カ ゲ ザ ル に お い て 本 質 的 に 自 己 抗 原 で あ る 。 従 っ て 、 ア
カ ゲ ザ ル は 、 自 己 抗 PSA免 疫 反 応 の モ デ ル と し て 働 き 得 る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 発 明 の 要 旨
　 本 発 明 に よ っ て 、 以 下 が 提 供 さ れ る ：
（ １ ） 前 立 腺 特 異 的 抗 原 (PSA)に 対 す る 免 疫 応 答 を 発 生 さ せ る た め の 方 法 で あ っ て 、 第 １
の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 十 分 量 を 宿 主 に 導 入 し て 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 工 程 を 包 含 し
、 こ こ で 該 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 該 宿 主 に お い て 発 現 し 得 る プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可
能 に 連 結 さ れ た PSAを コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト を 含 む 少 な く と も １ つ の 挿 入 部 位 を 有 す る
、 方 法 。
（ ２ ） 前 記 第 １ の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 導 入 後 、 少 な く と も １ つ の 定 期 的 な 間 隔 で
、 前 記 宿 主 と さ ら な る PSAま た は そ の 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 誘 発 エ ピ ト ー プ と を 接 触 さ せ る 工
程 を さ ら に 包 含 す る 、 項 目 １ に 記 載 の 方 法 。
（ ３ ） 前 記 宿 主 が 、 該 宿 主 に お い て 発 現 し 得 る プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た PSA
を コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト を 含 む 少 な く と も １ つ の 挿 入 部 位 を 有 す る 第 ２ の ポ ッ ク ス ウ
イ ル ス ベ ク タ ー を 該 宿 主 に 導 入 す る こ と に よ り 、 さ ら な る PSAと 接 触 さ れ る 、 項 目 ２ に 記
載 の 方 法 。
（ ４ ） 宿 主 に お い て 前 立 腺 特 異 的 抗 原 (PSA)に 対 す る 免 疫 応 答 を 発 生 さ せ る た め の 方 法 で
あ っ て 、 以 下 の 工 程 ：
　 ａ ） 該 宿 主 と PSAま た は そ の 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 誘 発 エ ピ ト ー プ の 十 分 量 と を 接 触 さ せ る
工 程 ； お よ び
　 ｂ ） そ の 後 少 な く と も １ つ の 定 期 的 な 間 隔 で 、 該 宿 主 と さ ら な る PSAま た は そ の 細 胞 傷
害 性 Ｔ 細 胞 誘 発 エ ピ ト ー プ と を 接 触 さ せ る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
（ ５ ） 前 記 宿 主 が 、 該 宿 主 に お い て 発 現 し 得 る プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た PSA
ま た は そ の 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 誘 発 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト を 含 む 少 な く と
も １ つ の 挿 入 部 位 を 有 す る ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 該 宿 主 に 導 入 す る こ と に よ り 、 さ
ら な る PSAと 接 触 さ れ る 、 項 目 ４ に 記 載 の 方 法 。
（ ６ ） 前 記 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス が ス イ ポ ッ ク ス 、 ト リ ポ ッ ク ス 、 ヤ ギ ポ ッ ク ス 、 お よ び オ ル
ト ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 属 か ら な る ポ ッ ク ス ウ イ ル ス の 群 か ら 選 択 さ れ る 、 項 目 １ ま た は ５ に
記 載 の 方 法 。
（ ７ ） 前 記 オ ル ト ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 属 が ワ ク シ ニ ア で あ る 、 項 目 ６ に 記 載 の 方 法 。
（ ８ ） 前 記 ト リ ポ ッ ク ス が ニ ワ ト リ ポ ッ ク ス 、 カ ナ リ ヤ ポ ッ ク ス 、 お よ び ハ ト ポ ッ ク ス で
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あ る 、 項 目 ７ に 記 載 の 方 法 。
（ ９ ） 前 記 ス イ ポ ッ ク ス が ブ タ ポ ッ ク ス で あ る 、 項 目 ８ に 記 載 の 方 法 。
（ １ ０ ） 第 １ の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー が ワ ク シ ニ ア で あ り 、 そ し て 第 ２ の ポ ッ ク ス ウ
イ ル ス ベ ク タ ー が ス イ ポ ッ ク ス 、 ト リ ポ ッ ク ス 、 ヤ ギ ポ ッ ク ス 、 お よ び オ ル ト ポ ッ ク ス ウ
イ ル ス 属 か ら な る ポ ッ ク ス ウ イ ル ス の 群 よ り 選 択 さ れ る 、 項 目 ３ に 記 載 の 方 法 。
（ １ １ ） 前 記 PSAま た は Ｔ 細 胞 誘 発 エ ピ ト ー プ が ア ジ ュ バ ン ト で 処 方 さ れ る か 、 ま た は リ
ポ ソ ー ム 処 方 物 中 に 処 方 さ れ る 、 項 目 ２ ま た は ４ に 記 載 の 方 法 。
（ １ ２ ） 前 記 ア ジ ュ バ ン ト が RIBI Detox、 QS21、 お よ び 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 項 目 １ １ に 記 載 の 方 法 。
（ １ ３ ） 宿 主 と PSAの 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 誘 発 エ ピ ト ー プ と を 接 触 さ せ る 工 程 を 包 含 す る 、 P
SAに 対 し て 免 疫 応 答 を 発 生 さ せ る た め の 方 法 。
（ １ ４ ） 前 記 Ｔ 細 胞 誘 発 エ ピ ト ー プ が ア ジ ュ バ ン ト で 処 方 さ れ る か 、 ま た は リ ポ ソ ー ム 処
方 物 中 に 処 方 さ れ る 、 項 目 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
（ １ ５ ） 前 記 ア ジ ュ バ ン ト が RIBI Detox、 QS21、 お よ び 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 項 目 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
（ １ ６ ） プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し た PSAを コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト を 含 む 少 な く
と も １ つ の 挿 入 部 位 を 有 す る ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び 薬 学 的 キ ャ リ ア を 含 む 薬 学
的 組 成 物 。
本 発 明 者 ら は 、 宿 主 に お い て 発 現 し 得 る プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し た 、 組 換 え ウ イ
ル ス ベ ク タ ー 、 好 ま し く は 前 立 腺 特 異 的 抗 原 (PSA)ま た は そ の 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 誘 発 エ ピ
ト ー プ を コ ー ド す る DNAセ グ メ ン ト を 含 む 少 な く と も １ つ の 挿 入 部 位 を 有 す る ポ ッ ク ス ウ
イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 PSAに 対 す る 特 異 的 な 体 液 性 免 疫 応 答 お よ び 細 胞
性 免 疫 応 答 を 発 生 し 得 る こ と を 発 見 し た 。 好 ま し く は 、 こ の 方 法 は 、 組 換 え ポ ッ ク ス ウ イ
ル ス ベ ク タ ー の 十 分 量 を 宿 主 に 導 入 し て 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 工 程 、 お よ び そ の 後 定 期 的 な
間 隔 で 、 宿 主 と さ ら な る PSAと を 接 触 さ せ る 工 程 を 包 含 す る 。 さ ら な る PSAま た は そ の 細 胞
傷 害 性 Ｔ 細 胞 誘 発 エ ピ ト ー プ は 、 異 な る ポ ッ ク ス 属 由 来 の 第 ２ の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ
ー を 用 い る こ と に よ り 添 加 さ れ 得 る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 さ ら な る PSAは 、 種 々 の 他
の 方 法 に よ り 宿 主 と PSAと を 接 触 さ せ る こ と に よ り 添 加 さ れ 得 、 こ れ は １ つ の 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て PSAを 添 加 す る 工 程 を 包 含 す る 。 PSAは 、 ア ジ ュ バ ン ト で 処 方 さ れ 得 る か 、
ま た は リ ポ ソ ー ム 処 方 物 中 に 処 方 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 PSAに 対 す る 免 疫 応 答 は 、 最 初 に 宿 主 と PSAま た は そ の 細 胞
傷 害 性 Ｔ 細 胞 誘 発 エ ピ ト ー プ の 十 分 量 と を 接 触 し て 免 疫 応 答 を 刺 激 し 、 そ の 後 定 期 的 な 間
隔 で 、 宿 主 と さ ら な る PSAと を 接 触 さ せ る こ と に よ り 発 生 さ れ 得 る 。 さ ら な る PSAま た は そ
の 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 発 生 フ ラ グ メ ン ト は 、 上 記 の よ う な ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い
て 添 加 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 PSAに 特 異 的 な ヒ ト 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は PSAの 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 誘 発
エ ピ ト ー プ を 用 い て 産 生 さ れ 得 る こ と 、 お よ び こ れ ら の 細 胞 は PSA発 現 ヒ ト 前 立 腺 ガ ン 細
胞 を 溶 解 す る 能 力 を 有 す る こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 用 語 「 前 立 腺 特 異 的 抗 原 」 は 、 天 然 の タ ン パ ク 質 （ 天 然 の 供 給 源
か ら 精 製 さ れ た か 、 ま た は 組 換 え 技 術 に よ り 作 製 さ れ た と し て も ） 、 な ら び に 天 然 の 立 体
配 座 的 に 正 し い PSAに 対 し て 免 疫 応 答 を 発 生 し 得 る 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ム テ イ ン 、 ま た
は そ れ ら か ら 得 ら れ た 部 分 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 天 然 の PSAも 認 識 す る 抗 体 を 産 生 す る 組
換 え 体 を 使 用 す る 能 力 に 有 害 に 影 響 す る こ と な く 、 分 子 中 に 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 作 製 し
得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス は 、 好 ま し く は 、 ス イ ポ ッ ク ス 、 ト リ ポ ッ ク ス 、 ヤ ギ ポ ッ ク ス 、 お よ
び オ ル ト ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 属 か ら な る ポ ッ ク ス ウ イ ル ス の 群 か ら 選 択 さ れ る 。 好 ま し い オ
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ル ト ポ ッ ク ス と し て 、 ワ ク シ ニ ア 、 ウ サ ギ ポ ッ ク ス 、 お よ び ア ラ イ グ マ ポ ッ ク ス を 包 含 す
る 。 好 ま し い ト リ ポ ッ ク ス と し て 、 ニ ワ ト リ ポ ッ ク ス 、 カ ナ リ ヤ ポ ッ ク ス 、 お よ び ハ ト ポ
ッ ク ス を 包 含 す る 。 よ り 好 ま し い ト リ ポ ッ ク ス は 、 ニ ワ ト リ ポ ッ ク ス で あ る 。 好 ま し い ス
イ ポ ッ ク ス は 、 ブ タ ポ ッ ク ス で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 強 力 な 抗 体 応 答 を 誘 発 し 得 る 。 従 っ て 、 ワ ク シ ニ ア ベ
ク タ ー を 用 い た 多 く の 追 加 免 疫 は 可 能 で あ る が 、 そ の 反 復 使 用 は 特 定 の 場 合 に お い て 好 ま
し く な い か も し れ な い 。 本 発 明 者 ら は 、 追 加 免 疫 す る た め に 異 な る 属 由 来 の ポ ッ ク ス を 使
用 す る こ と に よ り 、 こ の 感 受 性 問 題 が 最 小 化 さ れ 得 る こ と を 発 見 し た 。 本 発 明 に よ れ ば 、
こ の よ う な 問 題 を 避 け る た め に 、 好 ま し く は 、 第 １ ま た は 最 初 の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ
ー は ワ ク シ ニ ア で あ る 場 合 、 第 ２ の お よ び そ の 後 の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 異 な る
属 由 来 の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 ス イ ポ ッ ク ス 、 ト リ ポ ッ ク ス 、 ヤ ギ ポ ッ ク ス 、 ま た
は ワ ク シ ニ ア と は 免 疫 原 的 に 異 な る オ ル ト ポ ッ ク ス ） か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト と し て 、 例 え ば 、 RIBI Detox、 QS21、 お よ び 不 完 全 フ ロ イ ン ト （ Freund）
ア ジ ュ バ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 リ ポ ソ ー ム 処 方 物 も ま た 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 産 生 さ れ た 、 PSAに 特 異 的 な ヒ ト 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は 、 ヒ ト 宿 主 か ら 単
離 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 薬 物 ア ッ セ イ （ 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 誘 発 抗 原 エ ピ ト ー プ を マ
ッ ピ ン グ す る た め に 使 用 さ れ る ） に お い て 、 ま た は 養 子 細 胞 治 療 に お い て 使 用 さ れ 得 る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 者 ら は 、 PSA遺 伝 子 を 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 即 ち 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス な ど
の ポ ッ ク ス ベ ク タ ー に 配 置 す る こ と に よ っ て 、 ア カ ゲ ザ ル モ デ ル に お い て PSAに 特 異 的 な
免 疫 応 答 を 誘 導 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 、 PSAに 対 す る 免 疫 応 答 は 、 ま ず 、 宿 主 を 十 分 な 量 の PSAま た は そ の エ ピ ト ー プ を
顕 在 化 さ せ る 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 と 接 触 さ せ 、 免 疫 応 答 を 刺 激 し 、 そ の 後 、 周 期 的 な 間 隔 で
宿 主 を さ ら な る PSAと 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 生 成 さ れ 得 る 。 さ ら な る PSAま た は そ の フ ラ
グ メ ン ト を 生 成 す る 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 添 加 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ヒ ト PSAの オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を コ ー ド す る DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 、 ヒ
ト 転 移 前 立 腺 腺 癌 細 胞 系 LNCaP_FGC（ CRL1740、 American Type Cell Culture（ ATCC） 、 Ro
ckville、 MD） か ら 、 PSA特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 5'TCTAGAAGCCCCAAGCTTACCA
CCTGCA3'（ 配 列 番 号 :1） 、 5'TCTAGATCAGGGGTTGGCCACGATGGTGTCCTTGATCCACT3'（ 配 列 番 号 :
 2） を 用 い る 逆 転 写 酵 素 PCRに よ っ て 抽 出 さ れ る 全 RNAか ら 得 ら れ 得 る 。 PSAcDNAの ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に は 公 開 さ れ て い る （ Lundwallら 、 1987） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 組 換 え ヒ ト PSAは 、 Beiら 、 J.Clin. Lab. Anal., 9:261～ 268（ 1995） の 方 法 に 従 っ て バ
キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 を 用 い て 得 ら れ 得 る 。 こ の 開 示 を 本 願 で は 参 考 の た め に 援 用 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー
　 癌 腫 自 己 関 連 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ を 顕 在 化 す る 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 を コ ー ド す る 異 種 DN
A配 列 を 含 む 組 換 え DNAウ イ ル ス を 調 製 す る た め の 基 本 的 な 技 術 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ り 、
例 え ば 、 ド ナ ー プ ラ ス ミ ド 内 の DNA配 列 の 側 面 に 位 置 す る ウ イ ル ス DNA配 列 と 、 親 ウ イ ル ス
内 に 存 在 す る 相 同 配 列 と の 間 の 相 同 性 組 合 せ を 含 む （ Mackettら 、 Proc.Natl. Acad. Sci.
 USA 79: 7415～ 7419（ 1982） ） 。 例 え ば 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど の 組 換 え ウ イ
ル ス ベ ク タ ー は 、 遺 伝 子 を 送 達 す る の に 用 い ら れ 得 る 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第
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5,093,258号 に 記 載 さ れ る ニ ワ ト リ ウ イ ル ス の 合 成 組 換 え 体 を 形 成 す る 方 法 に 類 似 し た 当
該 技 術 分 野 で 公 知 の 工 程 で 構 築 さ れ 得 る 。 こ の 開 示 を 本 願 で は 参 考 の た め に 援 用 す る 。 他
の 技 術 は 、 天 然 に 存 在 す る ユ ニ ー ク な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 、 ま た は 親 ウ イ ル ス ベ
ク タ ー 内 に 人 工 的 に 挿 入 さ れ 、 異 種 DNAを 挿 入 す る ユ ニ ー ク な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部
位 を 用 い る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る の に 有 用 な ポ ッ ク ス ウ イ ル ス と し て は 、 オ ル ト ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 属 、
ス イ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 属 、 ト リ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 属 、 お よ び ヤ ギ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 属 が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 オ ル ト ポ ッ ク ス と し て は 、 ワ ク シ ニ ア 、 エ ク ト ロ メ リ ア 、 お よ び ア ラ イ グ マ ポ ッ ク ス が
挙 げ ら れ る 。 好 ま し い オ ル ト ポ ッ ク ス は 、 ワ ク シ ニ ア で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ト リ ポ ッ ク ス と し て は 、 ニ ワ ト リ ポ ッ ク ス 、 カ ナ リ ヤ ポ ッ ク ス 、 ハ ト ポ ッ ク ス が 挙 げ ら
れ る 。 好 ま し い ト リ ポ ッ ク ス は ニ ワ ト リ ポ ッ ク ス で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ヤ ギ ポ ッ ク ス と し て は 、 ヤ ギ ポ ッ ク ス (goatpox)お よ び ヒ ツ ジ ポ ッ ク ス が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 好 ま し い ス イ ポ ッ ク ス は 、 ブ タ ポ ッ ク ス で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 使 用 さ れ 得 る 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て は 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス
な ど の 他 の DNAウ イ ル ス 、 な ら び に レ ト ロ ウ イ ル ス お よ び ポ リ オ な ど の RNAウ イ ル ス が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 例 え ば 、 ウ イ ル ス に 挿 入 さ れ る DNA遺 伝 子 配 列 は 、 ド ナ ー プ ラ ス ミ ド 、 例 え ば 、 E.coli
プ ラ ス ミ ド 構 築 物 に 配 置 さ れ 得 る 。 ド ナ ー プ ラ ス ミ ド に は 、 DNAが 挿 入 さ れ る ポ ッ ク ス ウ
イ ル ス の 挿 入 部 位 の DNAセ ク シ ョ ン な ど と 相 同 な DNAが 挿 入 さ れ て い る 。 こ れ と は 個 別 に 、
挿 入 さ れ る DNA遺 伝 子 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ に 連 結 さ れ る 。 プ ロ モ ー タ ー 遺 伝 子 結 合 は 、 プ
ラ ス ミ ド 構 築 物 内 に 位 置 し 、 所 望 の 挿 入 領 域 で あ る ポ ッ ク ス DNAの 領 域 の 側 面 に 位 置 す る D
NA配 列 と 相 同 な DNAが プ ロ モ ー タ ー 遺 伝 子 結 合 の 両 端 部 に 配 置 さ れ る 。 ポ ッ ク ス プ ロ モ ー
タ ー は 、 親 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー と 共 に 用 い ら れ る 。 次 に 、 結 果 と し て 得 ら れ る プ ラ
ス ミ ド 構 築 物 は 、 E.coliバ ク テ リ ア 内 で の 増 殖 に よ っ て 増 幅 さ れ 、 そ し て 単 離 さ れ る 。 好
ま し く は 、 プ ラ ス ミ ド は ま た 、 複 製 の 起 源 （ 例 え ば 、 複 製 の E.coli起 源 ） 、 お よ び E.coli
内 で の 選 択 お よ び 増 殖 用 の 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 な ど の マ ー カ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 第 ２ に 、 挿 入 さ れ る DNA遺 伝 子 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た プ ラ ス ミ ド は 、 親 ウ イ ル ス （ 例 え
ば 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ） と 共 に 細 胞 培 養 物 （ 例 え ば 、 ニ ワ ト リ 胚 線 維 芽 細 胞 ） に ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ る 。 プ ラ ス ミ ド 内 の 相 同 な ポ ッ ク ス DNAと 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム と の 組 換 え に よ
っ て 、 ウ イ ル ス の 生 存 力 に 影 響 を 与 え な い 部 位 で 、 ゲ ノ ム 内 の プ ロ モ ー タ ー 遺 伝 子 構 築 物
の 存 在 に よ っ て 改 変 さ れ る 組 換 え ポ ッ ク ス ウ イ ル ス が そ れ ぞ れ 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 の よ う に 、 遺 伝 子 は 、 結 果 と し て 得 ら れ る 組 換 え ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 生 存 力 に 影 響
を 与 え な い ウ イ ル ス 内 の 領 域 （ 挿 入 領 域 ） に 挿 入 さ れ る 。 当 業 者 は 、 例 え ば 、 組 換 え 体 の
ウ イ ル ス 生 存 力 に 深 刻 な 影 響 を 与 え ず に 組 換 え 体 形 成 を 可 能 に す る 領 域 に つ い て ウ イ ル ス
DNAの セ グ メ ン ト を ラ ン ダ ム に テ ス ト す る こ と に よ っ て 、 ウ イ ル ス に お け る こ の よ う な 領
域 を 容 易 に 同 定 し 得 る 。 容 易 に 用 い ら れ 、 多 く の ウ イ ル ス 内 に 存 在 す る １ つ の 領 域 と し て
は 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ TK） 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 TK遺 伝 子 は 、 調 べ ら れ た す べ
て の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ゲ ノ ム に お い て 見 い だ さ れ て い る [レ ポ リ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ： Upton
ら 、 J. Virology,60:920 (1986)（ シ ョ ー プ 線 維 腫 ウ イ ル ス ） ; ヤ ギ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 属
： Gershonら 、 J.Gen. Virol., 70:525 (1989)（ ケ ニ ア ヒ ツ ジ － １ ） ; オ ル ト ポ ッ ク ス ウ
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イ ル ス 属 ： Weirら 、 J.Virol., 46:530 (1983)(ワ ク シ ニ ア ） ; Espositoら 、 Virology,135
:561 (1984)（ サ ル ポ ッ ク ス ウ イ ル ス お よ び 痘 瘡 ウ イ ル ス ） ; Hrubyら 、 PNAS,80:3411 (19
83)（ ワ ク シ ニ ア ） ; Kilpatrickら 、 Virology, 143:399 (1985)（ ヤ バ サ ル 腫 瘍 ウ イ ル ス
） ; ト リ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 属 ： Binnsら 、 J.Gen. Virol. 69:1275 (1988) (ニ ワ ト リ ポ ッ
ク ス ） ; Boyleら 、 Virology, 156:355 (1987)(ニ ワ ト リ ポ ッ ク ス ） ； Schnitzleinら 、 J. 
Virological Methods, 20:341 (1988) （ ニ ワ ト リ ポ ッ ク ス 、 ウ ズ ラ ポ ッ ク ス ） ; 昆 虫 ポ
ッ ク ス （ Lytvynら 、 J.Gen. Virol. 73:3235～ 3240（ 1992） ]。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ワ ク シ ニ ア に お い て は 、 TK領 域 に 加 え て 、 他 の 挿 入 領 域 は 、 例 え ば 、 HindIII Mフ ラ グ
メ ン ト を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ニ ワ ト リ ポ ッ ク ス に お い て は 、 TK領 域 に 加 え て 、 他 の 挿 入 領 域 は 、 例 え ば 、 BamHI Jフ
ラ グ メ ン ト  [Jenkinsら 、 AIDS Research and HumanRetroviruses 7:991～ 998 (1991)] 、
EPO出 願 第 0 308 220 A1号 に 記 載 さ れ る EcoRI-HindIIIフ ラ グ メ ン ト 、 EcoRV-HindIIIフ ラ
グ メ ン ト 、 BamHIフ ラ グ メ ン ト お よ び HindIIIフ ラ グ メ ン ト [Calvertら 、 J. of Virol. 67:
 3069～ 3076 (1993); Taylorら 、 Vaccine 6:497～ 503 (1988);Spehnerら 、 (1990)お よ び B
oursnellら 、 J. of Gen. Virol. 71:621～ 628 (1990） ]を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ブ タ ポ ッ ク ス に お い て は 、 好 ま し い 挿 入 部 位 は 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 領 域 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 遺 伝 子 を 挿 入 領 域 に 挿 入 す る と い う 要 件 に 加 え て 、 改 変 さ れ た ポ ッ ク ス ウ イ ル ス で 挿 入
遺 伝 子 を う ま く 発 現 さ せ る に は 、 所 望 の 遺 伝 子 に 作 動 可 能 に 結 合 さ れ る （ 即 ち 、 挿 入 さ れ
た 遺 伝 子 と 適 切 な 関 係 に あ る ） プ ロ モ ー タ ー の 存 在 が 必 要 で あ る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 発 現
さ れ る 遺 伝 子 の 上 流 に 位 置 す る よ う に 配 置 さ れ な け れ ば な ら な い 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 当 該
技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 標 的 に し た い 宿 主 お よ び 細 胞 型 に 応 じ て 容 易 に 選 択 さ れ 得 る 。 例
え ば 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス に お い て は 、 ワ ク シ ニ ア 7.5K、 ワ ク シ ニ ア 40K、 ま た は ニ ワ ト リ
ポ ッ ク ス プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 FPV C1A） な ど の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 用 い
る べ き で あ る 。 エ ン ハ ン サ ー 要 素 も ま た 、 発 現 の レ ベ ル を 増 加 さ せ る た め に 組 み 合 わ せ て
用 い ら れ 得 る 。 さ ら に 、 当 該 技 術 分 野 で 周 知 の 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー を い く つ か の 実 施
態 様 に お い て 用 い る こ と は 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 PSAに 対 し て 特 異 的 な 免 疫 応 答 は 、 上 記 の よ う に 構 築 さ れ た 約 10 5 ～ 10 9 pfuの 間 組 換 え ポ
ッ ク ス ウ イ ル ス を 宿 主 に 投 与 す る こ と に よ っ て 発 生 さ れ 得 る 。 よ り 好 ま し く は 、 10 7 pfuの
組 換 え ポ ッ ク ス ウ イ ル ス が 用 い ら れ る 。 好 ま し い 宿 主 は ヒ ト で あ る 。 そ の 後 少 な く と も １
回 の 間 隔 で 、 好 ま し く は １ ヶ 月 か ら ３ ヶ 月 後 に 、 さ ら に 抗 原 を 宿 主 に 投 与 す る こ と に よ っ
て 免 疫 応 答 は 増 加 す る 。 第 １ 回 め の 増 加 後 １ ヶ 月 か ら ３ ヶ 月 後 に 少 な く と も 第 ２ 回 目 の 「
増 加 （ boost)」 を さ せ る の が よ り 好 ま し い 。 抗 原 は 、 同 一 の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー を
用 い て 投 与 さ れ 得 る 。 抗 原 は 、 異 な る ポ ッ ク ス 種 か ら の 第 ２ の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー
を 用 い て 投 与 さ れ 得 る か 、 ま た は 、 例 え ば ア ジ ュ バ ン ト も し く は リ ポ ソ ー ム を 用 い て 直 接
投 与 さ れ 得 る の が 好 ま し い 。 サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 IL-2、 IL-6、 IL-12） ま た は 共 刺 激
性 分 子 （ 例 え ば 、 B7.1、 B7.2） は 、 生 物 学 的 ア ジ ュ バ ン ト と し て 用 い ら れ 得 、 宿 主 に 全 身
投 与 さ れ 得 る か ま た は 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 挿 入 を 介 し て 組 換 え ポ ッ ク ス ベ ク タ ー に
共 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト に は 、 例 え ば 、 RIBI Detox（ Ribi Immunochemical） 、 OS21お よ び 不 完 全
フ ロ イ ト ア ジ ュ バ ン ト が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 の 発 生
　 PSAに 特 異 的 な 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は 、 上 記 の よ う に 免 疫 化 さ れ た 宿 主 か ら 得 ら れ た 末 梢
血 単 核 細 胞 （ PBMC） か ら 確 立 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 PBMCは 、 先 に 記 載 し た よ う に 、 リ ン パ 球

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-197938 A 2006.8.3



分 離 培 地 勾 配 （ OrganonTeknika、 Durham、 NC、 USA)を 用 い て 分 離 さ れ 得 る ［ Boyumら 、 Sca
nd J. Clin Lab Invest 21:77-80(1968)］ 。 洗 浄 さ れ た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ は 、 完 全 培 地 （ 例 え ば 、
10％ の プ ー ル ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 （ Pel-Freeze Clinical System、 BrownDear、 WI、 USA） 、 ２ mM
の グ ル タ ミ ン 、 100U/mlの ペ ニ シ リ ン お よ び 100μ g/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ GIBCO） で
補 充 さ れ た RPMI1640(GIBCO)） 中 で 再 懸 濁 さ れ る 。 例 え ば 100μ lの 容 量 の 完 全 培 地 中 の 濃
度 約 ２ × 10５ 細 胞 の PBMCが 、 96ウ ェ ル の 平 底 ア ッ セ イ プ レ ー ト （ Costar、 Cambridge、 MA
、 USA） の 各 ウ ェ ル に 添 加 さ れ る 。 抗 原 ま た は ペ プ チ ド は 、 約 50μ g/mlの 最 終 濃 度 で 、 培
養 物 に 添 加 さ れ 、 そ し て ５ ％ の CO２ を 含 有 す る 加 湿 雰 囲 気 中 で 37℃ で ５ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト さ れ る 。 培 地 を 含 有 す る ペ プ チ ド を 取 り 除 い た 後 、 培 養 物 に 、 ５ 日 後 に 新 鮮 な ヒ ト IL-2
(10U/ml)を 与 え 、 そ し て ３ 日 毎 に 培 地 を 含 有 す る IL-2を 補 給 す る 。 初 代 培 養 物 を 、 16日 目
に 同 じ ペ プ チ ド (50μ g/ml)で 再 刺 激 す る 。 ５ × 10５ の 照 射 さ れ た （ 4,000rad） オ ー ト ロ ガ
ス PBMCを 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） と し て 、 約 50μ lの 容 量 の 完 全 培 地 に 添 加 す る 。 約 ５ 日 後
、 培 養 物 に 、 上 述 の よ う に 培 地 を 含 有 す る ヒ ト IL-2を 加 え る 。 細 胞 は 、 16日 の 間 隔 で ５ 日
間 再 刺 激 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ
　 本 発 明 の 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 を 誘 発 す る PSAの エ ピ ト ー プ の 決 定 に
使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 PSAを 多 数 の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に 切 断 し 得 る 。 あ る い は 、 フ
ラ グ メ ン ト は 、 化 学 的 に 合 成 さ れ 得 る 。 次 に 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は プ レ ー ト さ れ 得 、 異 な
る フ ラ グ メ ン ト が 異 な る ウ ェ ル に 添 加 さ れ 得 る 。 事 前 に 選 択 さ れ た ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト
の １ つ を エ ピ ト ー プ と し て 認 識 す る Ｔ 細 胞 の み が 増 殖 し 続 け 、 そ れ に よ っ て 、 即 座 の 識 別
が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 次 に 、 全 タ ン パ ク 質 を 用 い る 代 わ り に 、 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト が 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 を
誘 発 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 他 の フ ラ グ メ ン ト を 調 製 し
、 そ れ に よ っ て 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 応 答 を 誘 発 す る 能 力 が 向 上 さ れ 得 る 。 こ れ ら の フ ラ グ
メ ン ト に 対 す る 改 変 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 接 合 体 、 シ ス チ ン 等 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 残
基 の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 薬 物 ア ッ セ イ
　 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 応 答 を 生 じ さ せ る 抗 原 の 能 力 を 向 上 さ せ る 化 合
物 の ス ク リ ー ニ ン グ に も 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト で 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 得 る 。 検 査 さ れ る 化
合 物 、 例 え ば 薬 物 は 、 次 に ウ ェ ル に 添 加 さ れ 、 Ｔ 細 胞 の 増 殖 が 測 定 さ れ る 。 Ｔ 細 胞 の 増 殖
は 、 検 査 の 化 合 物 が Ｔ 細 胞 応 答 を 向 上 さ せ る こ と を 示 す 。 こ の よ う な 化 合 物 は 、 さ ら に 評
価 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 治 療
　 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は 、 そ の 数 を 増 幅 さ せ る た め に 培 養 さ れ 得 、 次 に 、 様 々 な 手 段 を 用 い
て 、 宿 主 に 注 入 し 戻 さ れ 得 る 。 一 般 的 に 、 １ 回 の 注 入 に つ き 、 １ × 10５ と ２ × 10１ １ と の
間 の 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 が 、 例 え ば 、 200か ら 250mlの １ 回 か ら ３ 回 の 注 入 で 、 各 注 入 ご と に
30分 か ら 60分 の 期 間 に わ た っ て 、 投 与 さ れ 得 る 。 注 入 が 完 了 し た 後 、 患 者 は 、 体 重 １ キ ロ
グ ラ ム に つ き 720,000IUの 用 量 で 静 脈 内 に ８ 時 間 ご と に 組 換 え イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ で 処
置 さ れ 得 る ； 薬 物 に 対 す る 患 者 の 耐 性 に 応 じ て 、 一 部 の 用 量 は 抜 か れ 得 る 。 加 え て 、 注 入
後 、 エ ピ ト ー プ を 誘 発 す る Ｔ 細 胞 を 含 有 す る 追 加 的 抗 原 ま た は フ ラ グ メ ン ト が 患 者 に 投 与
さ れ て 、 Ｔ 細 胞 の 数 が さ ら に 増 加 し 得 る 。 抗 原 ま た は エ ピ ト ー プ は 、 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い
て 製 剤 さ れ 得 る 、 お よ び ／ ま た は 、 リ ポ ソ ー ム 製 剤 中 に 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は ま た 、 TNFを コ ー ド す る DNAを 含 有 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 導 入 に よ
っ て も 改 変 さ れ 得 、 そ し て 細 胞 の 抗 腫 瘍 活 性 を 向 上 さ せ る 目 的 で 、 宿 主 に 再 導 入 さ れ 得 る
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。 他 の サ イ ト カ イ ン も ま た 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 組 換 え ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 皮 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 ま た は 腹 腔 内 で の 、 例 え ば
乱 切 お よ び 注 射 を 含 む 任 意 の 受 容 可 能 な 経 路 を 用 い て 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 非 経 口 投 与 の 場 合 、 組 換 え ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 無 菌 の 水 溶 液 ま た は 非 水 溶 液 、 懸
濁 液 ま た は 乳 濁 液 中 で 、 生 理 食 塩 水 等 の 薬 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア と 共 に 注 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 参 照 実 施 例 １

　 多 数 の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス が 、 生 ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て 異 種 タ ン パ ク 質 の 発 現 用 に 開 発
さ れ て い る （ Cepkoら 、 Cell 37:1053-1062 (1984)； Morinら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA84:4626-4630 (1987)； Loweら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 84:3896-3900 (1987)；
Panicaliお よ び Paoletti、 Proc.Natl. Acad. Sci. USA、 79:4927-4931 (1982)； Mackett
ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 79:7415-7419(1982)） 。 代 表 的 な ニ ワ ト リ ポ ッ ク ス ウ
イ ル ス お よ び ブ タ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス は 、 そ れ ぞ れ 、 受 託 番 号 VR-229お よ び VR-363下 で ATCC
よ り 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　
　 所 望 の 癌 腫 関 連 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 そ れ ら が 親 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 正 常 な 相
補 物 の 発 現 を 伴 っ て ポ ッ ク ス ウ イ ル ス に よ り 発 現 さ れ 得 る 様 式 で 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス の ゲ
ノ ム 中 に 挿 入 す る 。 こ れ は 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス で の イ ン ビ ボ 組 換 え の た め の DNAド ナ ー ベ
ク タ ー の 最 初 の 構 築 に よ り 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 一 般 に 、 DNAド ナ ー ベ ク タ ー は 、 以 下 の エ レ メ ン ト を 含 有 す る ：
(i)原 核 生 物 性 の 複 製 起 点 、 こ れ に よ り 、 ベ ク タ ー は 原 核 生 物 宿 主 中 で 増 幅 さ れ 得 る
(ii)マ ー カ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 こ れ は ベ ク タ ー を 含 有 す る 原 核 生 物 宿 主 細 胞 の 選 択 を
可 能 に す る （ 例 え ば 、 抗 生 物 質 耐 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 ） 。
(iii)転 写 プ ロ モ ー タ ー に 近 接 し た 所 望 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 少 な く と も １ つ の 遺 伝
子 。 転 写 プ ロ モ ー タ ー は こ の 遺 伝 子 の 発 現 を 指 向 し 得 る ； お よ び
(iv)外 来 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ る 親 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 領 域 に 相 同 な DNA配 列 、 こ れ は エ レ メ ン
ト (iii)の 構 築 物 に 隣 接 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 複 数 の 外 来 遺 伝 子 を ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 導 入 す る た め の ド ナ ー プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る 方 法
が WO91/19803に 記 載 さ れ 、 こ の 技 術 は 本 明 細 書 中 で 参 考 と し て 援 用 さ れ る 。 一 般 に 、 ド ナ
ー ベ ク タ ー の 構 築 の た め の 全 て の DNAフ ラ グ メ ン ト （ 転 写 プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る フ ラ グ
メ ン ト 、 お よ び 外 来 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ る べ き 親 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 領 域 に 相 同 な 配 列 を 含 有
す る フ ラ グ メ ン ト を 含 む ） は 、 ゲ ノ ム DNAま た は ク ロ ー ン 化 DNAフ ラ グ メ ン ト か ら 得 ら れ 得
る 。 ド ナ ー プ ラ ス ミ ド は 、 一 価 、 二 価 、 ま た は 多 価 で あ り 得 る （ す な わ ち 、 １ つ 以 上 の 挿
入 さ れ た 外 来 遺 伝 子 配 列 を 含 み 得 る ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ド ナ ー ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 、 さ ら な る 遺 伝 子 を 含 有 す る 。 こ の 遺 伝 子 は 、 挿 入 さ れ
た 外 来 DNAを 含 有 す る 組 換 え ウ イ ル ス の 同 定 を 可 能 に す る マ ー カ ー を コ ー ド す る 。 い く つ
か の タ イ プ の マ ー カ ー 遺 伝 子 が 使 用 さ れ て 、 組 換 え ウ イ ル ス の 同 定 お よ び 単 離 を 可 能 に し
得 る 。 こ れ ら は 、 抗 生 物 質 ま た は 化 学 薬 品 耐 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Spyropoulo
sら 、 J.Virol.、 62:1046 (1988)； Falknerお よ び Moss.、 J. Virol.、 62:1849 (1988)； Fr
ankeら 、 Mol.Cell. Biol.、 ５ ;1918 (1985)を 参 照 の こ と ） 、 な ら び に 比 色 定 量 ア ッ セ イ
に よ り 組 換 え ウ イ ル ス プ ラ ー ク の 同 定 を 可 能 に す る E. colilacZ遺 伝 子 （ Panicaliら 、 Gen
e、 47： 193-199 (1986)） の よ う な 遺 伝 子 を 包 含 す る 。
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親 ウ イ ル ス で の イ ン ビ ボ 組 換 え の た め の DNAベ ク タ ー



【 ０ ０ ４ ７ 】
　
　 感 染 細 胞 に お け る ド ナ ー プ ラ ス ミ ド DNAと ウ イ ル ス DNAと の 間 の 相 同 組 換 え は 、 所 望 の エ
レ メ ン ト を 組 み 込 む 組 換 え ウ イ ル ス の 形 成 を も た ら す 。 イ ン ビ ボ 組 換 え の た め の 適 切 な 宿
主 細 胞 は 、 一 般 に 、 ウ イ ル ス で 感 染 さ れ 得 る 真 核 生 物 細 胞 お よ び プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 得 る 真 核 生 物 細 胞 で あ る 。 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス と の 使 用 に 適 切 な こ の よ
う な 細 胞 の 例 は 、 ニ ワ ト リ 胚 線 維 芽 細 胞 、 HuTK143(ヒ ト )細 胞 、 な ら び に CV-1お よ び BSC-4
0（ 共 に サ ル の 腎 臓 ） 細 胞 で あ る 。 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス で の 細 胞 の 感 染 お よ び プ ラ ス ミ ド ベ
ク タ ー で の こ れ ら の 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 当 該 分 野 で 標 準 的 な 技 術 に よ り 達 成
さ れ る （ Panicaliお よ び Paoletti、 米 国 特 許 第 4,603,112号 、 WO89/03429） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 イ ン ビ ボ 組 換 え に 続 い て 、 組 換 え ウ イ ル ス 後 代 を 、 い く つ か の 技 術 の う ち の １ つ に よ り
同 定 し 得 る 。 例 え ば 、 DNAド ナ ー ベ ク タ ー を 設 計 し て 、 外 来 遺 伝 子 を 親 ウ イ ル ス チ ミ ジ ン
キ ナ ー ゼ （ TK） 遺 伝 子 中 に 挿 入 す る 場 合 、 組 み 込 ま れ た DNAを 含 有 す る ウ イ ル ス は TK - で あ
り 、 そ し て こ れ に 基 づ い て 選 択 さ れ 得 る （ Mackettら 、 Proc.Natl. Acad. Sci. USA、 79:7
415(1982)） 。 あ る い は 、 マ ー カ ー ま た は 指 標 遺 伝 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 目 的 の 外 来 遺
伝 子 と の 同 時 組 み 込 み を 使 用 し て 、 上 記 の よ う に 、 組 換 え 後 代 を 同 定 し 得 る 。 １ つ の 好 ま
し い 指 標 遺 伝 子 は 、 E.coli lacZ遺 伝 子 で あ る ： β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 発 現 す る 組 換 え ウ
イ ル ス を 、 そ の 酵 素 の 色 素 生 産 性 基 質 を 用 い て 選 択 し 得 る （ Panicaliら 、 Gene、 47： 193(
1986)） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　
　 一 旦 組 換 え ウ イ ル ス が 同 定 さ れ る と 、 種 々 の 方 法 を 用 い て 挿 入 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を ア ッ セ イ し 得 る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 ブ ラ ッ ク プ ラ ー ク ア ッ セ イ （
ウ イ ル ス 性 プ ラ ー ク 上 で 行 わ れ る イ ン サ イ チ ュ 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ ） 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
解 析 、 放 射 性 免 疫 沈 降 法 （ RIPA） 、 お よ び 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ EIA） を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 実 施 例 １

材 料 お よ び 方 法
　 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス
　 ヒ ト 前 立 腺 特 異 的 抗 原 の 全 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を コ ー ド す る 786bpの DNAフ ラ
グ メ ン ト を 、 ヒ ト 転 移 性 前 立 腺 ガ ン 細 胞 株 で あ る LNCaP.FGC（ CRL 1740,ア メ リ カ ン タ イ プ
カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン (ATCC),Rockville, MD） か ら 抽 出 し た 全 RNAか ら 逆 転 写 酵 素 PCR（
GeneAmp RNA PCR Kit, Perkin Elmer, Norwalk,CT） に よ り 増 幅 し た 。 PSAコ ー ド 配 列 か ら
誘 導 さ れ る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 公 開 さ れ た 配 列 （ Lundwallら 、 1987） と ほ と ん ど 同 一 （
220位 で の ア ス パ ラ ギ ン か ら チ ロ シ ン へ の 変 化 に 関 し て の み 異 な る ） で あ る こ と が 示 さ れ
た 。 PSAの 全 コ ー ド 配 列 、 5'非 翻 訳 領 域 の 41ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 3'非 翻 訳 領 域 の 520ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む PSADNAフ ラ グ メ ン ト を 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 移 入 ベ ク タ ー pT116の XbaI制
限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 切 断 部 位 に 挿 入 し た 。 得 ら れ る プ ラ ス ミ ド （ pT1001と 命 名 す る ） は
、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 40Kプ ロ モ ー タ ー (Gritzら 、 1990)の 制 御 下 で PSA遺 伝 子 を 、 そ し て
ニ ワ ト リ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス C1プ ロ モ ー タ ー （ Jenkinsら 、 1991） の 制 御 下 で E.colilacZ遺
伝 子 を 含 む 。 外 来 の 遺 伝 子 に 、 ワ ク シ ニ ア ゲ ノ ム の HindIII M領 域 由 来 の DNA配 列 が 隣 接 す
る 。 ワ ク シ ニ ア の Wyeth(New York CityBoard of Health)株 か ら プ ラ ー ク 精 製 さ れ た 単 離
物 を 、 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス の 構 築 に お い て 親 ウ イ ル ス と し て 用 い た 。 組 換 え ワ ク シ
ニ ア ウ イ ル ス の 作 製 を 、 Wyethワ ク シ ニ ア ゲ ノ ム の ワ ク シ ニ ア 配 列 と 、 pT1001で ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ た ワ ク シ ニ ア 感 染 RK 1 3 細 胞 （ CCL37, ATCC） 中 の pT1001の 対 応 す る 配 列 と の
間 の 相 同 組 換 え に よ り 達 成 し た 。 組 換 え ウ イ ル ス を 、 イ ン サ イ チ ュ で ウ イ ル ス プ ラ ー ク に
対 し て 行 っ た 色 素 産 生 性 ア ッ セ イ 用 い て 同 定 し た 。 こ の ア ッ セ イ は 、 以 前 に 記 載 さ れ た よ
う に （ Panacaliら 、 1986)、 ハ ロ ゲ ン 化 さ れ た イ ン ド リ ル -β -Ｄ -ガ ラ ク ト シ ド （ Blue gal
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組 換 え ウ イ ル ス に よ り 発 現 さ れ る ウ イ ル ス 抗 原 の 特 徴 付 け

PSA特 異 的 免 疫 応 答 の 発 生



） の 存 在 下 で 、 lacZ遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 検 出 す る 。 適 切 な 青 色 組 換 え ウ イ ル ス を 、 ４ 回 の
プ ラ ー ク 精 製 に よ り 精 製 し た 。 感 染 RK 1 3 細 胞 溶 解 物 を 澄 明 化 し 、 そ の 後 36％ ス ク ロ ー ス ク
ッ シ ョ ン を 通 し て 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 、 ウ イ ル ス ス ト ッ ク を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 組 換 え ウ イ ス ル の 特 徴 付 け
DNA組 換 え の サ ザ ン 分 析
　 組 換 え ワ ク シ ニ ア ゲ ノ ム を 、 ウ イ ル ス DNA抽 出 、 HindIIIで の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消
化 、 お よ び サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 以 前 に 記 載 の よ う に 分 析 し た （ Kaufmanら 、 199
1)。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 発 現 の ウ エ ス タ ン 分 析
　 コ ン フ ル エ ン ト な BSC-40細 胞 を 、 ２ ％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む Dulbecco'sModified Eagle's
 Medium中 で MOI１ に お い て 、 親 野 生 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス （ V-Wyethと 命 名 ） ま た は 組 換
え ワ ク シ ニ ア -PSA（ rV-PSAと 命 名 ） の い ず れ か で 感 染 さ せ た 。 一 晩 の 感 染 の 後 、 培 地 を 細
胞 か ら 取 り 出 し 、 そ し て ア リ コ ー ト を メ タ ノ ー ル 沈 澱 し 、 分 泌 さ れ た PSAの 存 在 に つ い て
ア ッ セ イ し た 。 感 染 し た 細 胞 を 、 低 張 溶 解 緩 衝 液 （ 150mMNaCl, 0.05％  EDTA, 10mM KCl, 
1mM PMSF） 中 で 溶 解 し 、 次 い で 超 音 波 処 理 し た 。 細 胞 溶 解 物 お よ び 培 養 培 地 を SDS-10％ ア
ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し た 。 タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス へ ト ラ ン ス ブ ロ ッ ト
（ transblot)し 、 そ し て こ の ブ ロ ッ ト を PSAに 特 異 的 な ウ サ ギ 抗 体 （ PO798,Sigma Chemica
l Co., St. Louis, MO） と 共 に 室 温 で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し 、 次 い で ヤ ギ 抗 ウ
サ ギ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 二 次 抗 体 （ AP,Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithersburg
, MD） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 製 造 者 の 説 明 書 に 従 い 発 色 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 Ｂ 細 胞 株 の 生 成
　 サ ル 自 己 Ｂ リ ン パ 芽 球 細 胞 株 (BLCL)を 、 1× 10 5 個 の 新 た に 単 離 し た PBMCを L-グ ル タ ミ ン
、 ゲ ン タ マ イ シ ン 、 お よ び 10％ FCS（ Biofluids,Rockville, MD） で 補 充 し た 100mlの RPMI 
1640中 で 、 S594細 胞 （ M.D. Miller博 士 , Harvard MedicalSchool, New England Regional
 Primate Research Center, Southborough, MAに よ り 好 意 で 提 供 さ れ た ） 由 来 の 100mlの
上 清 （ こ れ は 、 ヒ ヒ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス で あ る Herpespapioを 含 む ） で 、 96ウ ェ ル 平 底 プ レ
ー ト （ Costar, Cambridge, MA） 中 で 感 染 さ せ る こ と に よ り 樹 立 し た 。 形 質 転 換 の 後 、 細
胞 を 拡 大 し 、 そ し て 週 に 一 度 培 地 を 取 り 替 え た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 サ ル の 免 疫 化
　 年 齢 が １ か ら ２ 歳 の 12頭 の 若 年 の 雄 性 ア カ ゲ ザ ル （ Macaca mulatta） を 、 各 ４ 頭 の 動 物
を 含 む ３ つ の ワ ク チ ン 接 種 群 に 割 り 当 て た 。 各 群 か ら １ 頭 の 動 物 を 前 立 腺 切 除 し た 。 動 物
を 、 １ 日 目 、 29日 目 、 そ し て 57日 目 に ３ 回 免 疫 化 し た 。 1× 10 7 PFUま た は 1× 10 8 PFUい ず れ
か の 用 量 の rV-PSAを 、 ４ 頭 の 動 物 に 皮 膚 乱 切 に よ り 投 与 し た 。 V-Wyeth(1× 10 8 PFU)を コ ン
ト ロ ー ル と し て ４ 頭 の 動 物 に 投 与 し た 。 こ れ ら の 動 物 を 、 ToxicologyResearch Laborator
y, University of Illinois at Chicago (TRL/UIC)で 、 NationalCancer Institute Anima
l Care and Use Committeeの ガ イ ド ラ イ ン 、 な ら び に Guide for the Careand Use of Lab
oratory Animals（ Department of Health and Human ServicesPublication NIH 85-23、 F
DA Center for Biologics Evaluation and Research Officeof Biological Product Revi
ew, Division of Product Quality Control, Pathologyand Primatology Laboratory, Be
thesda, MDに よ り 1985年 に 改 訂 )に 従 い 飼 育 し 、 そ し て 維 持 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 毒 物 学
　 身 体 試 験 を 、 ケ タ ミ ン （ ケ タ ミ ン ( R ) HCl、 10mg/kg I.M.)で 鎮 静 し た 動 物 に つ い て 行 っ
た 。 直 腸 温 度 お よ び 体 重 を 、 各 サ ル に つ い て 毎 週 記 録 し た 。 ワ ク チ ン 接 種 部 位 を 観 察 し 、
紅 斑 お よ び 腫 大 を ノ ギ ス で 測 定 し た 。 各 動 物 を 局 所 リ ン パ 節 腫 大 、 肝 腫 、 お よ び 脾 腫 に つ
い て 検 査 し た 。 他 の い か な る 大 き な 異 常 も ま た 記 録 し た 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 血 液 を 、 そ れ ぞ れ の 免 疫 化 の 前 後 に 、 ケ タ ミ ン で 鎮 静 し た 動 物 の 大 腿 静 脈 か ら 静 脈 穿 刺
に よ り 得 た 。 全 血 球 算 定 、 分 画 、 な ら び に 肝 臓 お よ び 腎 臓 の 化 学 的 性 質 の 評 価 を 、 各 サ ル
に つ い て TRL/UICに よ っ て 行 っ た 。 結 果 を 、 正 常 な 霊 長 類 の 値 （ Kantorら 、 1992b)と 比 較
し た 。 免 疫 化 の 前 後 の PSAの 循 環 レ ベ ル を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Tandem T M ,Hybritech,
 San Diego, CA) に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 抗 体 力 価 の 測 定
　 各 免 疫 化 の 前 お よ び 各 免 疫 化 の ２ 週 間 後 に 、 抗 PSA抗 体 を ELISAに よ り 定 量 化 し た 。 マ イ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 、 PBS中 の 精 製 PSA(100ng/ウ ェ ル 、 Calbiochem,La Jolla, CA)、
オ ボ ア ル ブ ミ ン （ 100ng/ウ ェ ル 、 Sigma)、 ま た は 1× 10 7 PFU/ウ ェ ル の UV不 活 性 化 V-Wyeth
で コ ー ト し た 。 プ レ ー ト を PBS中 の ２ ％ BSAで ブ ロ ッ ク し 、 乾 燥 し 、 そ し て -20℃ で 使 用 す
る ま で 貯 蔵 し た 。 プ レ ー ト を １ ： ５ に 希 釈 し た 血 清 、 な ら び に 標 準 コ ン ト ロ ー ル と し て の
PSAに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ DAKOM750、 Denmark） と 共 に 、 24時 間 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 プ レ ー ト を 、 １ ％ BSAを 含 む PBSで 数 回 洗 浄 し 、 そ し て 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ タ
ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgGま た は IgM重 鎖 特 異 的 抗 血 清 （ 1:8000） (SouthernBiotechnology A
ssociates, Birmingham, AL） と 共 に 37℃ で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 抗 体 を 、 製
造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 、 HRP基 質 系 （ Kirkegaard& Perry Laboratories, Gaithersburg, M
D） に よ り 検 出 し た 。 各 ウ ェ ル の 吸 光 度 を 、 Bio-Tek EL310マ イ ク ロ プ レ ー ト ELISAリ ー ダ
ー (Winooski,VT） を 用 い て 405nmで 読 ん だ 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 リ ン パ 球 増 殖 ア ッ セ イ
　 自 己 サ ル BLCLを 、 3× 10 6 細 胞 /ウ ェ ル の 密 度 で 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 、 160mg/ウ ェ ル の 精
製 PSA（ Fitzgerald,Concord, MA)ま た は 160mg/ウ ェ ル の オ ボ ア ル ブ ミ ン (Sigma)と 共 に 、 3
7℃ で 24時 間 播 種 し た 。 次 い で 、 細 胞 を γ 照 射 し （ 14000rad)、 収 集 し 、 洗 浄 し 、 そ し て 最
終 濃 度 1× 10 7 個 /mlで 懸 濁 し た 。 最 後 の 免 疫 化 か ら ６ 週 間 ～ ７ ヶ 月 後 に 、 ヘ パ リ ン 処 理 し
た 血 液 由 来 の 新 た な サ ル PBMCを 、 リ ン パ 球 分 離 培 地 （ OrganonTeknika, West Chester, PA
) で 単 離 し た 。 リ ン パ 球 増 殖 応 答 を 、 1.5× 10 5 個 の 細 胞 を 、 10％ 熱 不 活 性 化 仔 ウ シ 血 清 で
補 充 し た RPMI16400.2ml中 の 5× 10 5 細 胞 /ウ ェ ル の 自 己 BLCLと 、 平 底 96ウ ェ ル プ レ ー ト （ Co
star） 中 で ５ 日 間 同 時 培 養 す る こ と に よ り 評 価 し た 。 PBMCを 、 リ コ ー ル (recall)抗 原 と し
て の 2× 10 7 PFU/mlの UV不 活 性 化 V-Wyethま た は 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て の ２ mg/mlの Con-A
と 共 に 培 養 し た 。 細 胞 を 、 1mCi/ウ ェ ル の [ 3 H]チ ミ ジ ン （ NewEngland Nuclear, Wilmingto
n, DE） で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 最 後 の 12～ 18時 間 に 標 識 し 、 そ し て PHDセ ル ハ ー ベ ス タ ー
（ CambridgeTechnology, Cambridge, MA） で 収 集 し た 。 取 り 込 ま れ た 放 射 活 性 を 液 体 シ ン
チ レ ー シ ョ ン 計 数 （ LS 6000IC; Beckman,Duarte, CA) に よ り 測 定 し た 。 ３ 連 の ウ ェ ル か
ら の 結 果 を 、 平 均 化 し 、 そ し て 平 均 値 ± 標 準 偏 差 と し て 記 録 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 結 果
組 換 え ウ イ ル ス の 作 製 お よ び 特 徴 付 け
　 ヒ ト PSAの オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を コ ー ド す る cDNAフ ラ グ メ ン ト を 、 PSA特 異 的
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 5'TCTAGAAGCCCCAAGCTTACCACCTGCA 3'(配 列 番 号 １ ） 、 5'TC
TAGATCAGGGGTTGGCCACGATGGTGTCCTTGATCCACT 3'（ 配 列 番 号 ２ ） を 用 い た 逆 転 写 酵 素 PCRに
よ り 得 、 そ し て ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 移 入 ベ ク タ ー pT106へ 連 結 し た 。 こ の ベ ク タ ー は 、 挿
入 さ れ た 遺 伝 子 産 物 の 合 成 を 駆 動 す る た め に 、 マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の 上 流 に 、 強 力 な
ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 初 期 /後 期 プ ロ モ ー タ ー （ P40と 命 名 ） を 含 む 。 PSADNAフ ラ グ メ ン ト の
結 合 お よ び 配 向 、 な ら び に プ ロ モ ー タ ー の 位 置 を 、 PCRお よ び 配 列 決 定 に よ り 確 認 し た 。
キ メ ラ ベ ク タ ー 構 築 物 を 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ゲ ノ ム HindIIIM部 位 に 、 以 前 報 告 さ れ た よ
う に （ Kaufmanら 、 (1991)） 相 同 組 換 え に よ り 挿 入 し 、 そ し て PSA配 列 お よ び Hind III M領
域 の ワ ク シ ニ ア 配 列 に 対 応 す る 3 2 P放 射 標 識 DNAで プ ロ ー ブ す る サ ザ ン 分 析 に よ り 確 認 し た
（ デ ー タ 示 さ ず )。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ク ロ ー ン 中 の PSAの 全 cDNA配 列 は 、 公 開 さ れ た 配 列
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（ Lundwallら 、 1987） と ほ と ん ど 同 一 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 、 rV-PSA感 染 BSC-40細 胞 由 来 の 上 清 液 お よ び タ ン パ ク 質 抽 出
物 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 確 認 し た 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 組 換 え ワ ク シ ニ ア 産 物 の 評 価
の た め に 日 常 的 に 用 い ら れ る （ Mossら 、 1993)。 ウ サ ギ 抗 PSA抗 体 と の rV-PSA感 染 細 胞 由 来
の 細 胞 上 清 ブ ロ ッ ト の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 単 一 の 約 33,000ダ ル ト ン の 免 疫 反 応 性 ポ リ
ぺ プ チ ド を 明 ら か に し た （ 図 １ 、 レ ー ン ２ ～ ４ )。 同 様 に 、 rV-PSA感 染 細 胞 由 来 の タ ン パ
ク 質 抽 出 物 ブ ロ ッ ト の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 同 一 の 分 子 量 の 単 一 バ ン ド を 明 ら か に し た
（ 図 １ 、 レ ー ン ７ ～ ９ )。 こ れ は 、 PSA分 子 の 予 想 さ れ る サ イ ズ （ Armbrusterら 、 1993;Wan
gら 、 1982） と 一 致 す る 。 親 株 V-Wyethで 感 染 さ せ た 細 胞 由 来 の 細 胞 上 清 ブ ロ ッ ト （ レ ー ン
１ ） ま た は タ ン パ ク 質 抽 出 物 ブ ロ ッ ト （ レ ー ン ６ ） は 、 PSAの 発 現 に 関 し て 陰 性 の ま ま で
あ っ た 。 従 っ て 、 こ れ ら の 結 果 は 、 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス が 、 ヒ ト PSA遺 伝 子 産 物 を
忠 実 に 発 現 し 得 る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ア カ ゲ ザ ル モ デ ル
　 ア カ ゲ ザ ル の 前 立 腺 は 、 ヒ ト 前 立 腺 と 構 造 的 お よ び 機 能 的 に 類 似 し て い る （ Wakuiら 、 1
992)。 分 子 レ ベ ル に お い て 、 ア カ ゲ ザ ル PSA（ Gauthierら 、 1993） お よ び ヒ ト 前 立 腺 特 異
的 抗 原 （ Karrら 、 1995;Lundwallら 、 1987） の ア ミ ノ 酸 配 列 間 お よ び 核 酸 配 列 間 の 両 方 に 9
4％ の 相 同 性 が あ る 。 ヒ ト PSAは 、 ア カ ゲ ザ ル 中 で 本 質 的 に 自 己 抗 原 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 実 験 設 計
　 表 １ は 、 12頭 の ア カ ゲ ザ ル の 、 rV-PSAま た は コ ン ト ロ ー ル V-Wyethの い ず れ か を 用 い た
皮 膚 乱 切 に よ る 免 疫 化 に お い て 用 い た プ ロ ト コ ル を 概 説 す る 。 ４ 頭 の 動 物 の ３ つ の 群 を 、
1× 10 7 PFU/用 量 で の rV-PSA、 1× 10 8 PFU/用 量 で の rV-PSA、 ま た は 10 8 PFU/用 量 で の V-Wyeth
の い ず れ か で 、 ４ 週 間 間 隔 で ３ 回 免 疫 化 し た 。 こ れ ら の 用 量 を 、 安 全 性 の た め の 最 大 の 許
容 用 量 を 確 認 す る た め 、 な ら び に PSAに 対 す る 最 大 の 体 液 性 お よ び 細 胞 媒 介 性 応 答 を 得 る
た め に 選 択 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ア カ ゲ ザ ル を 、 ３ つ の 群 に 分 け た ： 高 用 量 V-Wyeth、 低 用 量 rV-PSA、 お よ び 高 用 量 rV-PS
A。 各 群 の 動 物 の １ 頭 を 、 外 科 的 に 前 立 腺 切 除 し 、 ヒ ト に お け る 可 能 な 治 療 に 関 し て の 以
下 の ２ つ の 状 況 を 平 行 さ せ た ： (a)前 立 腺 無 傷 で 、 原 発 性 お よ び /ま た は 転 移 性 の 疾 患 を 有
す る ； あ る い は 、 (b)前 立 腺 ガ ン 転 移 性 沈 着 を 有 す る 前 立 腺 切 除 さ れ た 患 者 。 無 傷 の 前 立
腺 の 存 在 は 、 お そ ら く 抗 原 「 巣 （ sink)」 と し て 働 き 得 、 抗 原 の 持 続 を 通 し て ア ネ ル ギ ー
を 誘 導 す る か 、 ま た は 反 応 性 の 細 胞 ま た は 抗 体 を 隔 絶 す る こ と に よ っ て 免 疫 学 的 効 果 を マ
ス ク す る か の い ず れ か で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 免 疫 化 の 身 体 的 結 果
　 rV-PSAま た は V-Wyethに よ り 誘 導 さ れ た 病 変 の 領 域 を 、 各 接 種 後 ７ 日 目 に 分 析 し た 。 一
般 的 に 、 ２ 回 目 の 接 種 に 比 較 し て 、 よ り 多 く の 硬 化 が 最 初 の 接 種 の 後 に 見 ら れ た （ 図 2A)
。 ３ 回 目 の 接 種 の 後 、 ワ ク チ ン 接 種 部 位 の 腫 大 は 存 在 し な か っ た 。 各 免 疫 化 後 の 病 変 の 持
続 期 間 は 、 接 種 に 度 に よ り 短 く な っ た （ 図 2B)。 ワ ク チ ン 接 種 後 の 局 所 的 リ ン パ 節 の 腫 大
は 、 １ 回 目 の 免 疫 化 の 後 が 、 ２ 回 目 、 ま た は ３ 回 目 の 免 疫 化 に 比 較 し て 、 ほ と ん ど の サ ル
に お い て 大 き か っ た （ 図 2C)。 一 般 的 に 、 rV-PSAま た は V-Wyethを 用 い た 場 合 、 こ れ ら の パ
ラ メ ー タ ー に は 何 の 差 異 も 見 ら れ な か っ た 。 V-Wyethを 受 け た サ ル を 、 rV-PSAを 受 け た サ
ル と 、 体 質 的 な 徴 候 に 関 し て 比 較 し た 。 わ ず か な 体 温 の 上 昇 が 、 ワ ク チ ン 接 種 の 後 、 全 て
の 動 物 に お い て 見 ら れ た 。 体 重 の 減 少 、 肝 腫 ま た は 脾 腫 の 証 拠 は い ず れ の 動 物 に お い て も
存 在 し な か っ た 。 そ し て 、 V-Wyethま た は rV-PSAで 処 置 し た 動 物 の 間 に 何 ら 差 異 は な か っ
た （ デ ー タ 示 さ ず )。 動 物 を 、 全 血 球 算 定 、 分 画 、 な ら び に 肝 臓 お よ び 腎 臓 の 化 学 的 性 質
に つ い て 試 験 し た 。 全 血 球 算 定 は 、 V-Wyethお よ び rV-PSAで 免 疫 化 し た 動 物 の 両 方 に つ い
て 研 究 を 通 し て 、 正 常 な 限 度 内 の ま ま で あ っ た （ 表 ２ )。 肝 臓 お よ び 腎 臓 の 機 能 を 、 免 疫
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化 の 前 お よ び 最 初 の 免 疫 化 の 12週 間 後 に 評 価 し た （ 表 ３ )。 分 析 し た パ ラ メ ー タ ー に は 、
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 血 中 尿 素 窒 素 、 ア ラ ニ ン ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ス パ ラ
ギ ン 酸 ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 乳 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 な ら び に ク レ ア チ ン お よ び ク
レ ア チ ン キ ナ ー ゼ の レ ベ ル が 含 ま れ た 。 V-Wyethま た は rV-PSAを 受 け た 動 物 の 間 で 有 意 な
差 異 は な か っ た 。 い か な る 免 疫 化 の 後 に も 、 こ れ ら い ず れ の サ ル の 循 環 中 に は 検 出 可 能 な
PSAは 存 在 し な か っ た （ 検 出 限 界 は 、 0.1ng/mlで あ っ た )。 現 在 の 時 点 （ こ れ は 、 全 て の 免
疫 化 の 54週 間 後 ） で 、 い か な る 群 の サ ル （ 前 立 腺 切 除 さ れ た サ ル を 含 む ） に も 毒 性 は 観 察
さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 PSA特 異 的 体 液 性 応 答
　 表 １ に 示 す よ う に 、 サ ル １ ～ ４ に は 、 V-Wyethを 投 与 し 、 サ ル ５ ～ 12に は rV-PSAを 投 与
し た 。 こ れ ら の サ ル の 各 々 由 来 の 血 清 を 、 PSAま た は UV-不 活 性 化 V-Wyeth、 お よ び コ ン ト
ロ ー ル 抗 原 と し て の オ ボ ア ル ブ ミ ン に 対 す る 免 疫 反 応 性 に 関 し て ELISAに よ っ て 分 析 し た
。 ワ ク チ ン 接 種 の 前 に サ ル か ら 得 た 血 清 は 、 PSAに 対 す る 反 応 性 に 関 し て 陰 性 で あ っ た （
表 ４ 、 PI)。 最 初 の 免 疫 化 の 15日 後 に 、 1× 10 8 用 量 お よ び 1× 10 7 用 量 の rV-PSA群 の 両 方 の
サ ル が 、 PSAに 特 異 的 な 低 力 価 IgM抗 体 を 発 達 さ せ た （ 力 価 は １ ： ５ 血 清 希 釈 で 測 定 し た )
。 抗 体 の 他 の ア イ ソ タ イ プ （ isotope） （ IgG、 IgA、 IgM） を 分 析 し た が 、 270日 の 観 察 期
間 を 通 し て 、 IgMだ け が rV-PSAに よ っ て 誘 導 さ れ た 。 抗 体 力 価 は 、 次 の 接 種 前 に ４ 週 間 に
わ た っ て 減 少 し た 。 29日 目 の ２ 回 目 の ワ ク チ ン 接 種 前 に 、 1× 10 7 rV-PSA群 の 動 物 に お い て
は ４ 頭 の う ち の ３ 頭 が PSA抗 体 に 関 し て 陽 性 の ま ま で あ っ た が 、 1× 10 8 rV-PSA群 の 動 物 に
お い て は ４ 頭 の う ち の ４ 頭 が 陽 性 の ま ま で あ っ た 。 抗 PSA抗 体 力 価 は 、 29日 目 の ２ 回 目 の
ワ ク チ ン 接 種 後 に 増 加 し た が 、 57日 目 の ３ 回 目 の ワ ク チ ン 接 種 後 に は 静 止 し た ま ま で あ っ
た 。 最 初 の 免 疫 化 の 270日 後 ま で 、 全 て の 動 物 は PSAIgM抗 体 に 関 し て 陰 性 の ま ま で あ っ た
。 サ ル は 、 観 察 期 間 を 通 し 、 PSAに 特 異 的 な IgGに つ い て 陰 性 で あ っ た （ デ ー タ 示 さ ず )。 r
V-PSA用 量 と 抗 PSAIgM力 価 と の 間 に は 何 の 相 関 も な く 、 ま た い か な る 見 か け の 前 立 腺 切 除
の 効 果 も な か っ た 。 全 て の サ ル 血 清 が 、 す べ て の 時 点 で オ ボ ア ル ブ ミ ン に 対 す る IgGに つ
い て も IgMに つ い て も 陰 性 で あ っ た ； し か し 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 ３ つ す べ て の 処
置 群 の お け る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 対 す る IgG力 価 は 、 早 く も 最 初 の 免 疫 化 後 の 29日 目 で
１ ： 2000よ り も 高 か っ た （ デ ー タ 示 さ ず )。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 一 般 的 に 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス は 、 弱 い ヒ ト 病 原 体 で あ る （ Paolettiら 、 1993)。 ワ ク
チ ン 接 種 後 に お い て 、 局 所 的 な 紅 斑 、 硬 化 、 低 程 度 発 熱 、 お よ び 局 所 リ ン パ 節 腫 大 は 一 般
的 で あ る 。 ウ イ ル ス は 、 皮 膚 の 上 皮 細 胞 で 複 製 し 、 そ し て こ の ウ イ ル ス は 通 常 14日 以 内 に
消 滅 す る 。 全 て の サ ル は （ V-Wyethま た は rV-PSAの い ず れ が 与 え ら れ よ う と ） 、 ワ ク シ ニ
ア ウ イ ル ス 感 染 の 通 常 の 低 程 度 の 体 質 的 な 徴 候 を 呈 し た （ 図 ２ )。 血 球 算 定 、 分 画 、 肝 臓
お よ び 腎 臓 の 化 学 的 性 質 に お け る 変 化 に 示 さ れ る よ う に 、 い か な る 有 害 な 効 果 の 証 拠 も な
か っ た （ 表 ２ ～ ３ )。 サ ル は 、 54週 間 の 観 察 を 通 し て 健 康 に 見 え 、 毒 性 の 身 体 的 な 徴 候 は
無 か っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 rV-PSA構 築 物 は 、 抗 PSAIgG応 答 を 誘 発 し 得 な か っ た が 、 PSA特 異 的 IgM応 答 は 、 用 量 レ ベ
ル に 関 わ ら ず 全 て の rV-PSA免 疫 化 サ ル に お い て 認 め ら れ た （ 表 ４ )。 こ れ ら の 抗 体 応 答 は
、 低 力 価 で 、 短 期 間 で あ り 、 そ し て 追 加 免 疫 さ れ 得 な か っ た 。 こ の こ と は 、 記 憶 Ｂ 細 胞 ま
た は 親 和 性 成 熟 の 誘 導 で は な く 一 次 応 答 の 誘 導 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 PSA特 異 的 リ ン パ 球 増 殖 ア ッ セ イ
　 rV-PSAま た は V-Wyethで 免 疫 化 し た サ ル の PSA特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 を 、 リ ン パ 球 増 殖 ア ッ セ
イ を 用 い て 分 析 し た 。 表 ５ に 見 ら れ る よ う に 、 分 析 し た 全 て の サ ル 由 来 の PBMCが 、 そ れ ら
が rV-PSAま た は V-Wyethを 受 け た か ど う か に 関 わ ら ず 、 リ ン パ 球 マ イ ト ジ ェ ン で あ る コ ン
カ ナ バ リ ン Ａ 、 な ら び に リ コ ー ル 抗 原 で あ る UV不 活 性 化 V-Wyethに 応 答 し た 。 培 地 単 独 ま
た は オ ボ ア ル ブ ミ ン へ の 応 答 に 対 す る PSAへ の 応 答 の 差 異 が 、 1× 10 7 PFUの rV-PSA群 の １ 頭
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の 動 物 （ ６ 番 ） に お い て 見 ら れ た 。 し か し 、 1× 10 8 PFUの rV-PSA群 の 動 物 由 来 の 全 て の PBM
Cが 、 こ の ア ッ セ イ に お い て PSAに 応 答 し た 。 こ の 実 験 を 、 ５ 回 繰 り 返 し 、 類 似 の 結 果 を 得
た 。 表 ５ に 示 す デ ー タ は 、 最 初 の 免 疫 化 の 270日 後 に サ ル か ら 単 離 し た PBMCか ら の も の で
あ る 。 前 立 腺 切 除 し た サ ル に お い て 、 PSA特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 に は 何 ら 違 い は 見 ら れ な か っ
た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 rV-PSAの 投 与 に 対 す る 細 胞 媒 介 応 答 を 調 べ る た め に 、 組 換 え ワ ク チ ン を 受 け た 動 物 由 来
の PBMCを 用 い て 、 リ ン パ 球 増 殖 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 リ ン パ 球 増 殖 ア ッ セ イ に よ り 示 さ れ る
よ う に 、 低 用 量 の rV-PSA(1× 10 7 PFU)を 受 け た ４ 頭 の サ ル の う ち １ 頭 、 お よ び よ り 高 い 用
量 （ 1× 10 8 PFU） を 受 け た ４ 頭 の う ち ４ 頭 が 、 PSAタ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 を
、 最 初 の 免 疫 化 の 270日 後 ま で 維 持 し た （ 表 ５ )。 前 立 腺 切 除 は 、 rV-PSAを 受 け た サ ル の 体
液 性 ま た は 細 胞 内 の 応 答 の い ず れ に 対 し て も 影 響 を 及 ぼ さ な い よ う で あ っ た 。 成 熟 抗 体 ア
イ ソ タ イ プ （ isotope） を 有 さ な い サ ル に お け る PSA特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 の 証 拠 は 、 rV-PSAで
の ワ ク チ ン 接 種 後 の 以 下 の ２ つ の 異 な る 事 象 に 起 因 し 得 る ： IgM産 生 を 導 く Ｔ 細 胞 非 依 存
性 事 象 、 お よ び 特 異 的 リ ン パ 球 増 殖 応 答 を 導 く Ｔ 細 胞 依 存 性 事 象 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ＊ 全 て の 動 物 が ４ 週 間 の 間 隔 で ３ 回 の 免 疫 化 を 受 け た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
a 全 て の サ ル の 血 清 が 全 て の 時 点 で PSAに 対 す る IgGに 関 し て 陰 性 で あ っ た ；
71日 目 に お い て 全 て の 血 清 が ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に 対 す る IgGに 関 し て 陽 性 で あ っ た （ >1:
2000)。
b サ ル は 、 １ 、 29、 お よ び 57日 目 に ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 。 血 清 （ １ ： ５ ） を ELISAに よ っ
て 試 験 し た 。 力 価 を 、 0.4の O.D.を 用 い て 計 算 し た 。
c 動 物 を 前 立 腺 切 除 し た 。
d PI、 免 疫 前
e 追 加 免 疫 前 に 動 物 を 放 血 し た 。
f ND、 検 出 不 可 能 ； 検 出 限 界 は 、 ＜ １ ： ５ 希 釈 で あ っ た 。
g NT、 試 験 せ ず 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
a 抗 原 の 濃 度 は 以 下 の 通 り で あ っ た ： Con a(2μ g/ml); オ ボ ア ル ブ ミ ン (100μ g/ml);UV-Wy
eth(2× 10 7 pfu/ml);お よ び PSA(100μ g/ml)。 各 値 は 、 ３ 連 の サ ン プ ル の 平 均 CPMを 表 す 。
標 準 偏 差 は 、 10％ を 決 し て 越 え な か っ た 。
b NT、 試 験 せ ず 。 Ｂ 細 胞 は 、 こ の 動 物 に つ い て は 形 質 転 換 さ れ な か っ た 。
c 動 物 を 前 立 腺 切 除 し た 。
d 太 字 の 値 は 、 そ れ ら の そ れ ぞ れ の 培 地 コ ン ト ロ ー ル 値 と 比 較 し た 場 合 、 有 意 で あ る （ p<0
.001） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 実 施 例 II
潜 在 的 な 前 立 腺 特 異 的 抗 原 （ PSA） 特 異 的 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定
　 ヒ ト PSAの 全 ア ミ ノ 酸 配 列 が 公 知 で あ り 、 そ し て ヒ ト ク ラ ス １ HLA A2コ ン セ ン サ ス モ チ
ー フ が 記 載 さ れ て い る の で 、 ク ラ ス １  A2分 子 に 潜 在 的 に 結 合 す る 一 連 の ペ プ チ ド を 同 定
す る た め の 研 究 を 行 っ た 。 A2を 選 択 し た の は 、 A2は 、 北 ア メ リ カ 系 カ フ カ ス 人 の 約 50％ お
よ び ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 の 34％ に 代 表 さ れ る 最 も 一 般 的 な HLAク ラ ス １ 分 子 で あ る か ら
で あ る 。 従 っ て 、 PSAの ペ プ チ ド 配 列 を 、 HLAA2結 合 ペ プ チ ド の コ ン セ ン サ ス モ チ ー フ と の
適 合 に つ い て 試 験 し た 。 ペ プ チ ド を 、 そ れ ら の 配 列 が 、 PSA関 連 ヒ ト 腺 性 カ リ ク レ イ ン （ H
GK） 遺 伝 子 お よ び 膵 臓 性 カ リ ク レ イ ン 抗 原 （ PKA） 配 列 と 十 分 に 異 な る 場 合 に の み 選 択 し
た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ヒ ト PSAの ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 ア ン カ ー 残 基 に つ い て の 検 索 と 全 て の 位 置 で の 全 て の 残 基
に 対 す る 数 の 割 り 当 て (numericalassignment)と を 組 み 合 わ せ る 予 測 的 な ア ル ゴ リ ズ ム を
用 い て 細 か く 調 べ た 。 次 い で 、 T2細 胞 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 、 ど の ペ プ チ ド が ヒ ト HLA A2
分 子 と 結 合 し た か 決 定 し た 。 表 ６ か ら 理 解 さ れ 得 る よ う に 、 PSAペ プ チ ド 141-150、 154-16
3、 お よ び 146-154が こ の ア ッ セ イ に お い て 陽 性 を 獲 得 し た （ Nijman,H.W.ら 、 Eur. J. Imm
unol. 23:1215-1219、 1993） 。 表 ７ は こ れ ら の ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 提 供 し 、 そ し て

10

20

30

40

50

(19) JP 2006-197938 A 2006.8.3



そ れ ら を HGKお よ び PKAの 対 応 す る 配 列 と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
　 　 　  ペ プ チ ド を 50μ g/mlの 濃 度 で 使 用 し た
　 　 　  a 平 均 チ ャ ン ネ ル 蛍 光 強 度 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 　 　  CIRA2細 胞 株 を 、 抗 A2染 色 の た め の ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た [99.4(
241.15)]。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 表 ７
PSAペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列
【 ０ ０ ８ ４ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 実 施 例 III

　 HLA A2ク ラ ス １ 対 立 遺 伝 子 を 発 現 す る 正 常 な 健 康 ド ナ ー 由 来 の PBMCを 、 PSA特 異 的 ペ プ
チ ド が ヒ ト に 対 し て 免 疫 原 性 で あ る か ど う か を 決 定 す る た め の 試 み に お い て 使 用 し た 。 ペ
プ チ ド 141-150お よ び 154-163を こ の 研 究 で 使 用 し た 。 こ れ ら の 細 胞 株 の 樹 立 の た め に 使 用
し た 方 法 論 は 、 前 記 の よ う に 、 PBMCと ペ プ チ ド お よ び IL-2と を パ ル ス す る こ と を 包 含 す る
（ Tsang,K.Y.ら 、 JNCI、 印 刷 中 、 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 08/396,385号 、 こ れ ら の 開 示 は 本
明 細 書 中 で 参 考 と し て 援 用 さ れ る ） 。 Ｔ 細 胞 株 を 、 PSAペ プ チ ド 141-150を 用 い て 5/6正 常
ド ナ ー か ら 、 お よ び PSAペ プ チ ド 154-163を 用 い て 6/6通 常 ド ナ ー か ら 樹 立 し 得 る 。 さ ら に
、 PBMCを ２ 人 の 前 立 腺 ガ ン 患 者 か ら 得 た 。 Ｔ 細 胞 株 を 、 こ れ ら の PBMC培 養 物 か ら ペ プ チ ド
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154-163を 用 い て 樹 立 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ れ ら の Ｔ 細 胞 株 の い く つ か に つ い て 表 現 型 を 決 定 し た 。 表 ８ に 示 す よ う に 、 T-866と
称 さ れ る １ つ の 細 胞 株 （ こ れ は ペ プ チ ド 141-150で パ ル ス す る こ と に よ り 得 ら れ た ） は 、
か な り の 量 の CD4+/CD8+二 重 陽 性 細 胞 を 含 み 、 そ し て ペ プ チ ド 154-163で パ ル ス す る こ と に
よ り 得 ら れ た T-1538と 称 さ れ る 別 の 細 胞 株 は 、 同 様 の 表 現 型 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 次 い で 、 ３ 人 の 異 な る 個 体 か ら 得 ら れ た Ｔ 細 胞 株 の う ち の ４ つ を 、 そ れ ら の ヒ ト 細 胞 を
溶 解 す る 能 力 に つ い て ア ッ セ イ し た （ 表 ９ ） 。 表 ９ に 示 す よ う に 、 ペ プ チ ド 141-150か ら
得 ら れ た T-866と 称 さ れ る Ｔ 細 胞 株 は 、 適 切 な ペ プ チ ド （ 141-150） で パ ル ス し た 場 合 、 T2
細 胞 を 溶 解 し 得 た 。 PSA陰 性 ヒ ト 結 腸 ガ ン 細 胞 株 COLO-205を 用 い た 場 合 、 溶 解 は 観 察 さ れ
な か っ た 。 一 方 、 ヒ ト 前 立 腺 ガ ン 細 胞 株 を 含 む LNCAPPSAを 用 い た 場 合 、 80％ の 溶 解 が 観 察
さ れ た 。 NK標 的 K562を 用 い た 場 合 （ こ れ は NK細 胞 活 性 に よ る 非 特 異 的 溶 解 を 測 定 す る ） 、
わ ず か 23％ の 溶 解 が 得 ら れ た 。 PSAペ プ チ ド 154-163で パ ル ス す る こ と に よ り 得 ら れ た 、 同
じ 患 者 か ら 得 ら れ る 異 な る Ｔ 細 胞 株 を 用 い た 場 合 、 同 様 の 結 果 が 観 察 さ れ た 。 ペ プ チ ド 15
4-163か ら 得 ら れ た ２ つ の さ ら な る Ｔ 細 胞 株 も ま た 解 析 し た 。 １ つ は 正 常 ド ナ ー 由 来 で あ
り （ T-1538） 、 そ し て １ つ は 前 立 腺 ガ ン 患 者 由 来 で あ っ た （ T-PC2） 。 表 ９ か ら 理 解 し 得
る よ う に 、 こ れ ら の Ｔ 細 胞 株 の 両 方 を 用 い た 場 合 、 T2細 胞 株 を ペ プ チ ド 154-163で パ ル ス
し た 場 合 に 増 大 し た 溶 解 が 観 察 さ れ 、 そ し て PSAを 発 現 す る 前 立 腺 特 異 的 細 胞 株 LNCAPを 用
い た 場 合 、 COLO-205ま た は K562と 比 較 し て 、 増 大 し た 溶 解 が 観 察 さ れ た 。 こ れ ら の 研 究 は
、 本 明 細 書 に よ り も た ら さ れ る ペ プ チ ド お よ び プ ロ ト コ ル を 用 い て 、 PSAを 発 現 す る ヒ ト
プ ロ テ ア ー ゼ 癌 腫 細 胞 を 溶 解 す る 能 力 を 有 す る Ｔ 細 胞 株 を 樹 立 し 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ９ 】
【 表 ９ － １ 】
　
　
　
【 ０ ０ ９ ０ 】
【 表 ９ － ２ 】
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【 ０ ０ ９ １ 】
a  1 1 1 In特 異 的 放 出 の パ ー セ ン ト
24時 間 の 細 胞 傷 害 性 ア ッ セ イ （ E:T比 、 25:1） （ SD＜ 2.5％ ）
【 ０ ０ ９ ２ 】
【 数 １ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ３ 】
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【 数 １ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ４ 】
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【 数 １ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ５ 】
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【 数 １ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ６ 】
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【 数 １ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は 、 詳 細 に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 好 ま し い 実 施 態 様 を 包 含 す る 。 し か し 、 当 業 者
は 、 本 発 明 の 開 示 を 考 慮 す れ ば 、 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ る 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 を 逸 脱
す る こ と な く 、 そ の 改 変 お よ び 改 良 を な し 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 rV-PSA感 染 BSC-40細 胞 か ら の PSAの ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 。 レ ー ン
２ ～ ４ は 、 1の MOIで rV-PSAに 一 晩 感 染 さ せ た 細 胞 の 上 清 液 か ら の 抽 出 物 で あ り 、 一 方 レ ー
ン ７ ～ ９ は 対 応 す る 感 染 細 胞 か ら の 抽 出 物 で あ る 。 レ ー ン １ お よ び ７ は 、 V-Wyeth感 染 細
胞 か ら の 上 清 抽 出 物 お よ び 細 胞 抽 出 物 で あ る 。 ブ ロ ッ ト を 、 ヒ ト PSAに 特 異 的 な MAbを 用 い
て 発 色 さ せ た 。 こ の ブ ロ ッ ト は 、 rV-PSAに 感 染 し た 細 胞 が 33kDPSAタ ン パ ク 質 を 確 実 に 発
現 し 、 そ し て 分 泌 す る こ と を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2A、 2Bお よ び 2Cは 、 rV-PSA免 疫 の 発 現 を 示 す 。 図 2Aに お い て 、 病 変 の 領 域 を 、
V-Wyeth（ 白 丸 ） ま た は rV-PSA（ 黒 丸 ） の い ず れ か で の ア カ ゲ ザ ル の 各 接 種 の ７ 日 後 に 測
定 し た 。 図 2Bに お い て 、 病 変 の 持 続 時 間 を 、 瘡 蓋 の 消 失 の 時 間 と し て モ ニ タ ー し た 。 図 2C
に お い て 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で 接 種 し た ７ 日 後 に 、 リ ン パ 節 の 腫 大 の 程 度 を 記 録 し 、 そ
し て 非 常 な 腫 大 （ 3+)、 す な わ ち ２ つ よ り 多 く の 腋 窩 節 が 腫 大 し て い る ； 腫 大 （ 2+） 、 す
な わ ち １ ま た は ２ つ の 節 が 容 易 に わ か る ； わ ず か な 腫 大 （ 1+)、 す な わ ち １ つ の 節 が か ろ
う じ て わ か る ； ま た は 腫 大 な し (０ )と し て 特 徴 づ け た 。 各 記 号 は １ 匹 の サ ル を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
（ 配 列 表 ）
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【 数 ２ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
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【 数 ２ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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