
(57)【要約】

　本発明は、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）のアゴニストエ

ピトープを含んでなる単離されたペプチドに関する。種

々の態様では、本発明は、ＰＳＡ－３細胞傷害性Ｔリン

パ球エピトープのアゴニストエピトープを含んでなるペ

プチド、およびＰＳＡ－３アゴニストエピトープを含ん

でなるペプチドをコードする核酸に関する。また、これ

らの核酸を含んでなるプローブ、プライマー、およびベ

クター、ならびにこれらのベクターを含んでなる宿主細

胞、およびＰＳＡ－３アゴニストペプチドと結合する抗

体に関する。本発明はさらに、開示された核酸または抗

体を用いる診断試薬および方法に関する。本発明はまた

、本発明による核酸、宿主細胞およびペプチドを含んで

なる医薬組成物、ならびにこのような組成物を用いる前

立腺癌の治療方法または予防方法、例えば、ペプチドを

介する、細胞を介する、およびベクターを介する免疫療

法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お よ び
Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と
も 一 つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 お よ び 配 列 番 号 ２ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と
も 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で な る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ベ ク タ ー が 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 お よ び シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ベ ク タ ー が 、 オ ル ソ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア ヴ ィ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス
、 鶏 痘 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 カ プ リ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 お よ び ス イ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ５ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ９ 】
　 宿 主 細 胞 が ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 宿 主 細 胞 が 抗 原 提 示 細 胞 ま た は 腫 瘍 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ８ ま た は ９ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 を 含 ん で な る 、 プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 を 含 ん で な る 、 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お よ び
Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 配 列 を
含 ん で な る 、 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ８ お よ び 配 列 番 号 ３ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 ん
で な る 、 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ に 記 載 の 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 （ ａ ） 請 求 項 １ ２ に 記 載 の プ ロ ー ブ 、 お よ び
　 （ ｂ ） 前 記 プ ロ ー ブ と 核 酸 と の 結 合 を 検 出 す る た め の 少 な く と も １ 種 の 成 分
を 含 ん で な る 、 核 酸 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
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　 （ ａ ） 請 求 項 １ ５ ま た は １ ６ に 記 載 の 抗 体 、 お よ び
　 （ ｂ ） 前 記 抗 体 と ア ミ ノ 酸 配 列 と の 結 合 を 検 出 す る た め の 少 な く と も １ 種 の 成 分
を 含 ん で な る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 核 酸 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 １ ２ に 記 載 の プ ロ ー ブ を 、 核 酸 を 含 ん で な る 生 物 学 的 サ ン プ ル と と も に イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 （ ａ ） で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る
こ と を 含 ん で な り 、 前 記 複 合 体 の 存 在 が 核 酸 の 検 出 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 １ ５ ま た は １ ６ に 記 載 の 抗 体 を 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 生 物 学 的 サ ン プ
ル と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ に よ り 複 合 体 を 形 成 し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 （ ａ ） で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る
こ と を 含 ん で な り 、 前 記 複 合 体 の 存 在 が ア ミ ノ 酸 配 列 の 検 出 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 を 生 産 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ８ ～ １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 前 記 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 の 産 生
に 好 適 な 条 件 下 で 培 養 し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 宿 主 細 胞 ま た は 宿 主 細 胞 培 養 物 か ら 前 記 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 を 回 収 し 、 そ れ に
よ り 前 記 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 を 生 産 す る
こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 を 単 離 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お
よ び Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 配
列 を 含 ん で な る 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル を
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て
（ ｂ ） 複 合 体 か ら 前 記 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 を 回 収 し 、 そ れ に よ り 前 記 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列
を 単 離 す る
こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 立 腺 特 異 抗 原 ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 活 性 を 増 強 す る 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 を 、 請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ に 記 載 の 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 お よ
び 試 験 薬 剤 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 の 増 幅 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と を 含 ん で な り 、 前 記 増 幅 が 前 立 腺 特 異 抗 原 ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 活 性 を 増 強 す る 薬 剤 の
同 定 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 立 腺 特 異 抗 原 ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 活 性 を 増 強 す る 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ８ ～ １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 試 験 薬 剤 と と も に イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 宿 主 細 胞 の 増 幅 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と を 含 ん で な り 、 前 記 増 幅 が 前 立 腺 特 異 抗 原 ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 活 性 を 増 強 す る 薬 剤 の
同 定 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ５ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ベ ク タ ー と 、 生 理 学 上 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 ま
た は 希 釈 剤 と を 含 ん で な る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 ８ ～ １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 宿 主 細 胞 と 、 生 理 学 上 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤
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ま た は 希 釈 剤 と を 含 ん で な る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ に 記 載 の 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 生 理 学 上 許 容 さ れ る 担 体 、
賦 形 剤 ま た は 希 釈 剤 と を 含 ん で な る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 ２ ５ ～ ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 前 立 腺 癌 を 治 療 す る の に 十 分
な 量 で 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 前 立 腺 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 医 薬 組 成 物 が 、 ミ ョ ウ バ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 塩 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 水 酸 化 ア ル ミ
ニ ウ ム 、 珪 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 モ ン タ ニ ド 、 お よ び リ ン 酸 カ ル シ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る ア ジ ュ バ ン ト と と も に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 医 薬 組 成 物 が 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 、 Ｒ Ａ Ｎ Ｔ Ｅ Ｓ 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、
Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ 、 Ｌ Ｆ Ａ － ３ 、 Ｃ Ｄ
７ ２ 、 Ｂ ７ － １ 、 Ｂ ７ － ２ 、 Ｏ Ｘ － ４ ０ Ｌ 、 お よ び ４ １ Ｂ Ｂ Ｌ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
生 物 学 的 ア ジ ュ バ ン ト と と も に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 医 薬 組 成 物 が 抗 原 提 示 細 胞 と と も に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 医 薬 組 成 物 が 樹 状 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞 と と も に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 医 薬 組 成 物 が 、 ホ ル モ ン 療 法 、 化 学 療 法 、 外 科 術 、 凍 結 外 科 術 、 放 射 線 療 法 、 間 質
放 射 線 治 療 、 お よ び 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 免 疫 療 法 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 治 療 法 と 併 せ て 投 与 さ
れ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 立 腺 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お
よ び Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の ア
ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 を 、 単 独 で 、 ま た は 全 Ｐ Ｓ Ａ 遺 伝 子 配 列 も し く は
そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 一 部 と し て 含 ん で な る ベ ク タ ー 、
（ ｂ ） 前 記 （ ａ ） の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 、 な ら び に
（ ｃ ） Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お
よ び Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 配
列 を 含 ん で な る ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 種 の 成 分 を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 を 、 前 立 腺 癌 を
治 療 す る の に 十 分 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 立 腺 癌 の 治 療 方 法 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 被 験 体 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ
Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お よ び Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 と と も に 、 そ
の 単 離 さ れ た 核 酸 と 前 記 サ ン プ ル 中 の 核 酸 と が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 し
得 る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 （ ａ ） で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド の レ ベ ル を 測 定 し 、 そ れ に よ り 前 記 治 療 方 法
を モ ニ タ リ ン グ す る
こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 立 腺 癌 の 治 療 方 法 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
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（ ａ ） 治 療 さ れ る 被 験 体 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３
） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お よ び Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ）
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 結 合 す る 抗 体 と と も に 、 そ の 抗 体 が 前 記 サ ン プ
ル 中 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 結 合 し て 複 合 体 を 形 成 し 得 る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
（ ｂ ） 前 記 （ ａ ） で 形 成 さ れ た 複 合 体 の レ ベ ル を 測 定 し 、 そ れ に よ り 前 記 治 療 方 法 を モ ニ
タ リ ン グ す る 工 程 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お よ び
Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 配 列 を
含 ん で な る 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の ア プ タ マ ー 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
１ ． 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 前 立 腺 特 異 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） の ア ゴ ニ ス ト エ ピ ト ー プ を 含 ん で な る 単 離 さ れ た
ペ プ チ ド に 関 す る 。 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３  Ｃ Ｔ Ｌ （ 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ
球 ） エ ピ ト ー プ の ア ゴ ニ ス ト エ ピ ト ー プ を 含 ん で な る ペ プ チ ド に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、
Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 （ 例 え ば 、 組 換 え ウ イ
ル ス ベ ク タ ー ） 、 な ら び に こ れ ら の 核 酸 を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 、 お よ び こ れ ら の ペ プ チ ド
と 結 合 す る 抗 体 に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 に よ る 核 酸 お よ び ペ プ チ ド を 含 ん で な る 医 薬 組 成
物 、 な ら び に こ の よ う な 組 成 物 を 用 い る 前 立 腺 癌 の 治 療 方 法 、 例 え ば ペ プ チ ド を 介 す る 、
お よ び ベ ク タ ー を 介 す る 免 疫 療 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
２ ． 背 景 の 説 明
　 現 行 の 前 立 腺 癌 の 治 療 に は 、 外 科 術 、 放 射 線 照 射 、 化 学 療 法 、 お よ び ／ ま た は ホ ル モ ン
療 法 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 治 療 法 に も か か わ ら ず 、 ア メ リ カ だ け で も 毎 年 ４ ０ ， ０ ０ ０ 人
を 超 え る 人 が 前 立 腺 癌 で 亡 く な っ て い る (C.C. Boring et al., 1994, CA Cancer J. Clin
. 44:7-26)。 前 立 腺 癌 の 治 療 の た め の 有 望 な 治 療 法 の 一 つ と し て 、 ワ ク チ ン 療 法 が あ る 。
前 立 腺 癌 に お い て 発 現 す る 抗 原 で あ る 前 立 腺 特 異 抗 原 （ Ｐ Ｓ Ａ ） は 、 ワ ク チ ン 療 法 の 重 要
な 標 的 で あ る (K.W. Watt et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:3166-3170)。
Ｐ Ｓ Ａ は 正 常 な 前 立 腺 上 皮 上 で 発 現 す る が 、 そ の 他 の 正 常 な 成 人 組 織 で は 、 感 知 で き る レ
ベ ル で は 発 現 し な い 。 し か し 、 Ｐ Ｓ Ａ は 免 疫 寛 容 を 生 じ さ せ る 「 自 己 抗 原 」 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ 遺 伝 子 を 発 現 す る 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス （ ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ ） を 免 疫 原 と し て 用
い る ２ 種 類 の ワ ク チ ン の 臨 床 試 験 が 実 施 さ れ て い る 。 こ れ ら の 研 究 に よ り 、 ワ ク チ ン 接 種
し た 患 者 に お い て 抗 Ｐ Ｓ Ａ 抗 体 応 答 (M.G. Sanda et al., 1999, Urology 53:260-266)お
よ び Ｐ Ｓ Ａ 特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 (J.P. Eder et al., 2000, Clin. Cancer Res. 6:1632-1638
)の 双 方 が 誘 発 さ れ 得 る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 一 方 の 試 験 で は 、 ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ の ワ ク チ
ン 接 種 後 に 、 ７ 名 の 前 立 腺 癌 患 者 の う ち の ５ 名 に お い て １ ０ － ｍ ｅ ｒ  Ｐ Ｓ Ａ ペ プ チ ド に
対 す る Ｔ 細 胞 応 答 が 誘 発 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 患 者 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 ペ プ チ ド パ ル ス し
た Ａ Ｐ Ｃ （ 抗 原 提 示 細 胞 ） と と も に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ を 用
い て 得 ら れ た も の で あ る 。 Ｔ 細 胞 の in vitroペ プ チ ド 刺 激 サ イ ク ル が 延 び た こ と に よ る 人
為 的 影 響 を 避 け る た め 、 短 い イ ン キ ュ ベ ー ト 期 間 が 用 い ら れ た (J.P. Eder et al., 2000,
 Clin. Cancer Res. 6:1632-1638)。 特 に 、 ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ を 接 種 す る 前 に Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 用 い
た 場 合 に は 、 Ｐ Ｓ Ａ 特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ を 接 種 し た 患 者 に お け る 免 疫 応 答 の モ ニ タ リ ン グ に 用 い た ペ プ チ ド は 、 Ｈ
Ｌ Ａ － Ａ ２ 結 合 １ ０ － ｍ ｅ ｒ ペ プ チ ド で あ り 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ と 呼 ば れ る （ Ｖ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ
Ｑ Ｖ ； 配 列 番 号 １ ； P. Correale et al., 1997, J. Natl. Cancer Inst. 19:293-300; P.
 Correale et al., 1998, J. Immunol. 161:3186-3194） 。 こ の Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 結 合 ペ プ チ
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ド を 用 い て Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 対 立 遺 伝 子 に つ い て 陽 性 の 患 者 を モ ニ タ リ ン グ し た 。 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ
２ 対 立 遺 伝 子 が 北 ア メ リ カ の 人 々 の 中 で 最 も 一 般 的 な Ｈ Ｌ Ａ 対 立 遺 伝 子 で あ り 、 白 色 人 種
集 団 の 約 ５ ０ ％ で 発 現 す る こ と か ら 、 こ れ を 有 す る 患 者 を モ ニ タ リ ン グ 用 に 選 択 し た (J. 
Lee, 1990, "The HLA system: a new approach" Proceedings Of The First Red Cross I
nternational Histocompatibility Workshop SpringerVerlag, New York, p. 154)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 こ れ ま で の 研 究 に よ り 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ エ ピ ト ー プ が 腫 瘍 細 胞 に よ っ て 自 然 に プ ロ セ
ッ シ ン グ さ れ 、 前 立 腺 癌 細 胞 表 面 に あ る Ｍ Ｈ Ｃ － ク ラ ス Ｉ  Ａ ２ 分 子 と 結 合 す る こ と も 証
明 さ れ て い る 。 こ の 結 合 に よ っ て 、 前 立 腺 の 細 胞 は Ｍ Ｈ Ｃ を 制 限 し た 方 法 で の 特 定 の Ｔ 細
胞 に よ る 溶 解 の 影 響 を 受 け や す く な っ た (P. Correale et al., 1998, J. Immunol. 161:3
186-3194)。 さ ら に 、 先 の 研 究 で は 、 コ ン ピ ュ ー タ ・ ア ル ゴ リ ズ ム お よ び Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 陽
性 Ｔ ２ Ａ ２ 細 胞 系 に 対 す る ペ プ チ ド 結 合 実 験 の 双 方 を 用 い て 、 Ｐ Ｓ Ａ 分 子 の ア ミ ノ 酸 配 列
が 分 析 さ れ て い る (K.S. Anderson et al., 1993, J. Immunol. 151:3407-3419)。 ま た 、
複 数 の 研 究 に よ り 、 種 々 の Ｐ Ｓ Ａ ペ プ チ ド が in vitroで Ｃ Ｔ Ｌ 系 を 生 成 し 得 る こ と も 分 析
さ れ た 。 こ の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド が こ れ ら の 特 性 に 最 適 で あ る こ と が 証 明 さ
れ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 次 に 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ に 用 い て 、 ワ ク チ ン 接 種 患 者 に お
け る 免 疫 応 答 が モ ニ タ リ ン グ さ れ た (J.P. Eder et al., 2000, Clin. Cancer Res. 6:163
2-1638; P. Arlen et al., 2000, Cancer Immuno. Immunother. 49:517-529)。 こ れ ら の
研 究 結 果 に よ り 、 ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ を 接 種 し た 結 果 と し て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ イ で 観 察 さ れ
た 前 駆 体 頻 度 の 増 加 が そ れ ほ ど 大 き く な い （ す な わ ち 、 ２ 倍 ～ ４ 倍 ） こ と が 示 さ れ た （ J.
P. Eder et al., 2000, Clin. Cancer Res. 6:1632-1638)。 よ っ て 、 当 技 術 分 野 で は Ｐ Ｓ
Ａ の 免 疫 原 性 を 高 め る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｓ Ａ 免 疫 原 性 を 向 上 さ せ る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 、 な ら び に こ
れ ら の 組 成 物 お よ び 方 法 を 用 い る 治 療 を 開 示 す る も の で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｈ Ｌ Ａ 分
子 と 相 互 作 用 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 修 飾 す る こ と に よ り 、 Ｐ Ｓ Ａ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 が 向 上
す る 。 従 来 の 研 究 で は 、 ペ プ チ ド の ア ン カ ー 残 基 内 の ア ミ ノ 酸 修 飾 の 結 果 と し て Ｍ Ｈ Ｃ と
の 結 合 の 増 強 お よ び Ｔ 細 胞 活 性 化 の 増 強 が 起 こ り 得 る こ と が 示 さ れ て い る が 、 一 方 で 、 そ
の 他 の ア ミ ノ 酸 修 飾 は Ｔ 細 胞 の 活 性 化 に 効 果 を 示 さ な い か 、 ま た は 拮 抗 す る 働 き を す る と
考 え ら れ る (H.M. Grey et al., 1995, Cancer Surv. 22:37-49; M.T. De Magistris et a
l., 1992, Cell 68:625-632; S.C. Jameson et al., 1995, Immunity 2:1-11; S. Zaremb
a et al., 1997, Cancer Res. 57:4570-4577)。 Ｈ Ｌ Ａ － ア ン カ ー 残 基 の 修 飾 に よ る Ｔ 細
胞 活 性 化 の 増 強 は 、 い く つ か の ヒ ト 黒 色 腫 関 連 抗 原 に つ い て 実 証 さ れ て い る (D. Valmori 
et al., 1998, J. Immunol. 160:1750-1758, 1998; Y. Kawakami, Y., Eliyahu et al., 
1995, J. Immunol. 154:3961-3968)が 、 大 部 分 の 固 形 腫 瘍 、 白 血 病 、 ま た は リ ン パ 腫 に 関
連 し た 抗 原 に つ い て は 実 証 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 後 述 す る 本 発 明 に か か る 実 験 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ と 呼 ば れ る 、 Ｐ Ｓ Ａ
－ ３  Ｃ Ｔ Ｌ エ ピ ト ー プ の ア ゴ ニ ス ト の デ ザ イ ン お よ び 分 析 に つ い て 説 明 す る 。 こ れ ら の
実 験 に よ れ ば 、 天 然 型 Ｐ Ｓ Ａ － ３ エ ピ ト ー プ と 比 較 し て 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ エ ピ ト ー プ が Ｍ Ｈ
Ｃ － ク ラ ス Ｉ  Ａ ２ 対 立 遺 伝 子 と の 結 合 の 増 強 を 示 し 、 結 果 と し て ペ プ チ ド Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体
の 安 定 性 を 向 上 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 示 さ れ る よ う に 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ま た
は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド の い ず れ か を 用 い て 生 成 し た Ｔ 細 胞 系 は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で
パ ル ス し た 標 的 よ り も Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス し た 標 的 を 高 レ ベ ル で 溶 解 す る 。 こ
れ は 、 ペ プ チ ド お よ び エ フ ェ ク タ ー 双 方 の 標 的 細 胞 に 対 す る 濃 度 比 率 を 滴 定 し た と き に 観
察 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に か か る 実 験 に よ れ ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス し た 樹 状 細 胞 （
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Ｄ Ｃ ） で 刺 激 し た Ｔ 細 胞 が 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で パ ル ス し た Ｄ Ｃ よ り も 高 レ ベ ル の Ｉ Ｆ
Ｎ － γ を 産 生 し た こ と が 示 さ れ て い る 。 し か し 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ で 刺 激 し た も の と 比 較 し て 、
Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ア ゴ ニ ス ト で 刺 激 し た Ｔ 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス は １ ５ の ま ま で 、 そ の 増
加 は 認 め ら れ な か っ た 。 特 に 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ア ゴ ニ ス ト を 用 い て 生 成 し た ヒ ト Ｔ 細 胞 系 は
、 Ｍ Ｈ Ｃ － Ａ ２ を 制 限 し た 様 式 で 天 然 型 Ｐ Ｓ Ａ を 発 現 す る ヒ ト 前 立 腺 癌 細 胞 を 溶 解 す る 能
力 を 有 し て い た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ エ ピ ト ー プ を 構 成 す る 単 一 の ア ミ ノ 酸 変 化 を 有 す る か 、
ま た は こ れ を 有 さ な い 完 全 Ｐ Ｓ Ａ 導 入 遺 伝 子 を 含 む 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス が 構 築 さ れ
て い る 。 完 全 Ｐ Ｓ Ａ 遺 伝 子 内 の ア ゴ ニ ス ト ア ミ ノ 酸 変 化 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー に 感 染 し た
Ｄ Ｃ （ ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ と 呼 ぶ ） は 、 ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ ベ ク タ ー よ り も 、 Ｔ 細 胞 に よ る Ｉ Ｆ
Ｎ － γ 産 生 の 増 強 に 有 効 で あ っ た 。 さ ら に 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ア ゴ ニ ス ト は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ．
１ ／ Ｋ ｂ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス (A. Vitiello et al., 1991, J. Exp. Med. 173:1007
-1015; V.H. Engelhard et al., 1991, J. Immunol. 6:1226-1232に よ り 報 告 さ れ た 系 統
） を 用 い る in vivoモ デ ル に お い て 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド と 比 較 し て 、 高 レ ベ ル の Ｔ 細 胞
活 性 化 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ た 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ る Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ア ゴ ニ ス ト エ ピ ト
ー プ は 、 ペ プ チ ド を 介 す る 前 立 腺 癌 の 免 疫 療 法 プ ロ ト コ ー ル 、 お よ び ベ ク タ ー を 介 す る 前
立 腺 癌 の 免 疫 療 法 プ ロ ト コ ー ル の 双 方 に お い て 有 用 で あ る 。
【 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ ～ 配
列 番 号 ５ ） 、 な ら び に こ れ ら の ペ プ チ ド の １ 以 上 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Ｐ
Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド ） 、 お よ び そ の 断 片 お よ び 変 異 体 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 こ れ ら の ペ プ チ
ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Ｐ Ｓ
Ａ ポ リ ペ プ チ ド ） 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 （ 例 え ば
、 配 列 番 号 ２ ０ ～ 配 列 番 号 ２ ２ ） が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ ら の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー お よ び ベ ク タ ー 、 な ら び に こ れ ら の ベ ク タ
ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 が 提 供 さ れ る 。 ま た 、 こ れ ら の 核 酸 の 製 造 方 法 、 な ら び に 本 発 明
に よ る プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 の 製 造 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ ～ 配 列 番
号 ５ ） 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド ） 、
ま た は そ の 変 異 体 も し く は 断 片 と 結 合 す る 抗 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が 提 供 さ れ る 。 特
に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド お よ び ポ リ ペ
プ チ ド と 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ら び に 抗 体 フ ラ グ メ ン ト が
提 供 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 こ れ ら の 抗 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 製 造 方 法 も
提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 反 応 性 を さ ら に 増
強 す る 薬 剤 と し て 使 用 可 能 な 試 験 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な 薬 剤 は 、
Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド の ミ メ テ ィ ク ス と し て 作 用 す る も の で あ っ て も 、 あ る い は
ペ プ チ ド － Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体 の 形 成 ま た は 安 定 性 を 増 強 す る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断
片 も し く は 変 異 体 と 結 合 す る 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で な る 診 断 用 試 薬 が 提 供
さ れ る 。 さ ら に 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 診 断 用 試 薬 も 提 供
さ れ る 。 ま た 、 こ れ ら の 試 薬 を 用 い て 、 ベ ク タ ー に 基 づ く 、 細 胞 に 基 づ く 、 お よ び ／ ま た
は ペ プ チ ド に 基 づ く 本 発 明 に よ る 免 疫 療 法 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。
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【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 １ 以 上 の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス
ト 改 変 ベ ク タ ー 、 ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト 改 変 宿 主 細 胞 を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 が 提
供 さ れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 前 立 腺 癌 の 治 療 の た め の こ れ ら の 医 薬 組 成 物 の 投 与
方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な 治 療 と し て は 、 ベ ク タ ー を 介 し た 、 細 胞 を 介 し た 、 お よ び
ペ プ チ ド を 介 し た 免 疫 療 法 、 な ら び に こ れ ら の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 に よ る 治 療 は
、 単 独 で 用 い て も 、 ま た 従 来 の 癌 治 療 、 例 え ば 、 外 科 術 、 放 射 線 療 法 、 お よ び ／ ま た は 化
学 療 法 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 お よ び 利 点 は 、 本 明 細 書 に お い て 後 述 す る 詳 細 な 説 明 お よ び 実 施
例 か ら 明 ら か と な る 。
【 好 ま し い 実 施 形 態 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 配 列 番 号 ３ ～ 配 列 番 号 ５ 」 な ど の 用 語 の 使 用 は 、 便 宜 上 、 各 々 個 別 の 配 列 番 号 を 個 別
に 示 す も の で あ っ て 、 配 列 を 集 合 体 と し て 示 す も の で は な い 。 本 発 明 は 、 そ れ ぞ れ の 配 列
を 個 々 に 包 含 し 、 さ ら に は 、 そ の い ず れ か の 組 合 せ を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 核 酸 」 ま た は 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 ポ リ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド も
し く は ポ リ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 混 合 ポ リ リ ボ － ポ リ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド の い ず れ か の 、 任 意 の 長 さ の プ リ ン お よ び ピ リ ミ ジ ン 含 有 ポ リ マ ー を い う 。 こ の よ う な
も の と し て は 、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 分 子 、 す な わ ち 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ お
よ び Ｒ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 、 な ら び に 塩 基 と ア ミ ノ 酸 主 鎖 と の 結 合 に よ っ て 形 成 さ
れ た 「 タ ン パ ク 質 核 酸 」 （ Ｐ Ｎ Ａ ） が 挙 げ ら れ る 。 こ れ に は ま た 、 修 飾 さ れ た 塩 基 を 含 む
核 酸 も 含 ま れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 天 然 に 存 在
す る 種 、 ま た は 天 然 に 存 在 す る サ ブ ユ ニ ッ ト も し く は そ の 近 縁 ホ モ ロ グ か ら 形 成 さ れ た 合
成 種 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 用 語 は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 様 に 機 能 す る 部 分 も 指 す が 、
天 然 に 存 在 し な い 部 分 も 含 む 。 よ っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 改 変 さ れ た 糖 部 分 ま た は 改
変 さ れ た 糖 間 の 結 合 を 有 す る も の で あ っ て も よ い 。 こ れ ら の 例 と し て は 、 当 技 術 分 野 で 公
知 の ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト お よ び そ の 他 の 硫 黄 含 有 種 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 コ ー ド 配 列 」 ま た は 「 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 」 と は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ 転 写 さ れ 得 る 、 お よ
び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド へ 翻 訳 さ れ 得 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 コ ー ド 配 列 の 境 界
は 、 一 般 に 、 ５ ’ 末 端 の 翻 訳 開 始 コ ド ン と ３ ’ 末 端 の 翻 訳 停 止 コ ド ン に よ っ て 決 ま る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 核 酸 配 列 の 「 相 補 物 」 ま た は 「 相 補 配 列 」 と は 、 オ リ ジ ナ ル 配 列 と の
ワ ト ソ ン － ク リ ッ ク 塩 基 対 形 成 に 関 与 す る ア ン チ セ ン ス 配 列 を い う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 プ ロ ー ブ 」 ま た は 「 プ ラ イ マ ー 」 と は 、 そ の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー 中 の 少 な く と
も 一 つ の 配 列 と 標 的 領 域 中 の あ る 配 列 と の 相 補 性 に よ り 、 標 的 領 域 中 の 配 列 と ハ イ ブ リ ッ
ド 構 造 を 形 成 す る 核 酸 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を い う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 ベ ク タ ー 」 と は 、 そ れ に 連 結 さ れ た 別 の 核 酸 を 複 製 す る こ と の で き
る 核 酸 分 子 を い う 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 組 換 え ウ イ ル ス ま た は ト ラ ン ス ポ
ゾ ン で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 宿 主 」 に は 、 原 核 生 物 お よ び 真 核 生 物 が 含 ま れ る 。 こ の 用 語 に は 、 複 製 可 能 な ベ ク タ
ー の レ シ ピ エ ン ト で あ る 生 物 体 ま た は 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 単 離 さ れ た 」 と は 、 天 然 に お い て そ れ が 会 合 し て い る 他 の 成 分 か ら
少 な く と も ６ ０ ％ 遊 離 し て い る 、 好 ま し く は ７ ５ ％ 遊 離 し て い る 、 そ し て 最 も 好 ま し く は
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９ ０ ％ 遊 離 し て い る 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 を い う 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 タ ン パ ク 質 」 と 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 同 義 で あ る 。 「 ペ プ チ ド 」
と は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 ま た は 部 分 と 定 義 づ け ら れ 、 好 ま し く は 完 全 な ポ リ ペ プ チ ド 配
列 と し て の 少 な く と も 一 つ の 機 能 活 性 （ 例 え ば 、 結 合 活 性 ま た は 抗 原 活 性 ） を 有 す る 断 片
ま た は 部 分 を い う 。 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 は 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 相 当 す る も の で
あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 抗 原 性 」 と は 、 検 出 し 得 る 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 形 成 す る 上 で 十 分 に 高 い 親 和 性 で そ の
特 異 的 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に 結 合 す る 分 子 （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ
ド ） の 能 力 を い う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 サ ン プ ル 」 と は 、 例 え ば 個 体 か ら 単 離 し た 組 織 ま た は 液 体 （ 限 定 さ
れ る も の で は な い が 、 血 漿 、 血 清 、 脳 脊 髄 液 、 リ ン パ 液 、 涙 、 唾 液 、 乳 汁 、 膿 汁 、 な ら び
に 組 織 滲 出 物 お よ び 分 泌 物 を 含 む ） な ど の 生 物 学 的 サ ン プ ル 、 ま た は in vitro細 胞 培 養 構
成 物 か ら 単 離 し た 組 織 ま た は 液 体 、 な ら び に 、 例 え ば 、 実 験 室 で の 操 作 に よ っ て 得 ら れ た
サ ン プ ル を い う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 上 述 の 用 語 そ の 他 の 概 要 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 Roitt et al., 1989, Im
munology, 2 n d  Edition, C.V. Mosby Company, New York; Male et al.,1991, Advanced 
Immunology, 2 n d  Edition, Grower Medical Publishing, New Yorkを 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　
　 本 発 明 は 、 １ 以 上 の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ
Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え
ば 、 配 列 番 号 ２ ０ ～ 配 列 番 号 ２ ２ ） を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 に 関 す る 。 こ の よ う な 核
酸 は 一 本 鎖 で あ っ て も 二 本 鎖 で あ っ て も よ く 、 １ ５ 、 １ ８ 、 ２ １ 、 ２ ４ 、 ３ ０ ま た は そ れ
以 上 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 相 補 配 列 を 含 ん で な る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ま た は Ｒ Ｎ Ａ
分 子 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ） を 含 ん で も よ
い 。 近 縁 の 核 酸 変 異 体 も 本 発 明 の 一 部 に 含 ま れ 、 さ ら に は 、 後 に 詳 述 す る よ う に 、 １ 以 上
の 置 換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 を 含 む Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え 核 酸
も 本 発 明 の 一 部 に 含 ま れ る 。 変 異 型 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 は 所 望 の 機 能 （ 例 え ば 、 発 現 な
ど ） を 維 持 し て い る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ
ニ ス ト ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 少 な く と も ２ ４ の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る も の
と さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 少 な く と も 一 つ の ヌ ク レ オ チ
ド の 欠 失 、 転 位 （ transition） お よ び 転 換 （ transversion） な ど の 置 換 、 挿 入 、 ま た は 改
変 （ 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 類 似 体 に よ る ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 バ リ エ ー シ
ョ ン は 、 対 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ５ ’ ま た は ３ ’ 末 端 位 置 に 生 じ て い て も よ い し 、 あ る い
は 、 対 照 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド の 中 に 個 々 に 点 在 す る か 、 ま た は 対 照 配 列 内 の １ 以 上 の 連
続 す る 群 と し て 点 在 す る 、 そ れ ら 末 端 位 置 の 間 の い か な る 位 置 に 生 じ て い て も よ い 。 Ｐ Ｓ
Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 コ ー
ド 配 列 中 に 、 ナ ン セ ン ス 、 ミ ス セ ン ス 、 ま た は フ レ ー ム シ フ ト 変 異 を 作 り 出 し 、 そ れ に よ
り コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド を 変 更 し 得 る 。 し か し 、 バ リ エ ー シ ョ ン は コ ー ド 配 列 中 に サ イ レ
ン ト 変 異 を 作 り だ し 、 コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド を 変 化 さ せ ず に お く こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 コ ー ド 配 列 中 の サ イ レ ン ト 変 異 は 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 （ す な わ ち 、 重 複 性 ） に 起 因 す る も
の で あ り 、 こ れ に よ り 、 １ 以 上 の コ ド ン が 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド し 得 る 。 特 に 、 ア ゴ
ニ ス ト ペ プ チ ド Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号
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４ ） 、 お よ び Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） に 関 し て は 、 バ リ ン は Ｇ Ｔ Ｔ 、 Ｇ Ｔ Ｃ
、 Ｇ Ｔ Ａ 、 ま た は Ｇ Ｔ Ｇ に よ っ て コ ー ド 可 能 で あ り 、 ロ イ シ ン は Ｃ Ｔ Ｔ 、 Ｃ Ｔ Ｃ 、 Ｃ Ｔ Ａ
、 Ｃ Ｔ Ｇ 、 Ｔ Ｔ Ａ 、 ま た は Ｔ Ｔ Ｇ に よ っ て コ ー ド 可 能 で あ り 、 セ リ ン は Ｔ Ｃ Ｔ 、 Ｔ Ｃ Ｃ 、
Ｔ Ｃ Ａ 、 Ｔ Ｃ Ｇ 、 Ａ Ｇ Ｔ 、 ま た は Ａ Ｇ Ｃ に よ っ て コ ー ド 可 能 で あ り 、 ア ス パ ラ ギ ン は Ａ Ａ
Ｔ ま た は Ａ Ａ Ｃ に よ っ て コ ー ド 可 能 で あ り 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 は Ｇ Ａ Ｔ ま た は Ｇ Ａ Ｃ に よ っ
て コ ー ド 可 能 で あ り 、 シ ス テ イ ン は Ｔ Ｇ Ｔ ま た は Ｔ Ｇ Ｃ に よ っ て コ ー ド 可 能 で あ り 、 ア ラ
ニ ン は Ｇ Ｃ Ｔ 、 Ｇ Ｃ Ｃ 、 Ｇ Ｃ Ａ 、 ま た は Ｇ Ｃ Ｇ に よ っ て コ ー ド 可 能 で あ り 、 グ ル タ ミ ン は
Ｃ Ａ Ａ ま た は Ｃ Ａ Ｇ に よ っ て コ ー ド 可 能 で あ り 、 チ ロ シ ン は Ｔ Ａ Ｔ ま た は Ｔ Ａ Ｃ に よ っ て
コ ー ド 可 能 で あ り 、 イ ソ ロ イ シ ン は Ａ Ｔ Ｔ 、 Ａ Ｔ Ｃ ま た は Ａ Ｔ Ａ に よ っ て コ ー ド 可 能 で あ
る 。 標 準 の 遺 伝 コ ー ド を 示 し た 表 は 種 々 の 情 報 源 に 見 出 す こ と が で き る （ 例 え ば 、 L. Str
yer, 1988, Biochemistry, 3r d  Edition, W.H. 5 Freeman and Co., NY)。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ な ど の 変 異 核 酸 は 、 例 え ば 非 相 補 配 列 を 有 す る 核 酸 が ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し な い よ う に 選 択 さ れ る 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 ま た は 中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件
下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 検 出 お よ び 単 離 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン に 関 す る 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」 と は 、 特 定 の 核 酸 の 別 の 核 酸 と の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る 温 度 お よ び バ ッ フ ァ ー 濃 度 の 条 件 を 指 す 技 術 用 語 で あ り 、
こ こ で 、 第 一 の 核 酸 は 第 二 の 核 酸 と 完 全 に 相 補 的 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 、 第 一 お よ び
第 二 の 核 酸 は 、 完 全 よ り は 劣 る も の の 、 あ る 程 度 の 相 補 性 を 共 有 す る も の で あ っ て も よ い
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 例 え ば 、 特 定 の 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 用 い て 、 完 全 に 相 補 的 な 核 酸 と 相 補 性 の 低
い も の と を 区 別 す る こ と が で き る 。 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 高 、 中 、 お よ び 低 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 引 用 す る こ と に よ り そ の 開 示 内 容 を 本 明 細 書 の 一 部 と す る F.M. A
usubel et al. (eds), 1995, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley an
d Sons,Inc., New York, NYに 説 明 さ れ て い る 。 特 に 、 ２ ． １ ０ ． １ ～ ２ ． １ ０ ． １ ６ 頁
（ 特 に ２ ． １ ０ ． ８ ～ ２ ． １ ０ ． １ １ 頁 ） お よ び ６ ． ３ ． １ ～ ６ ． ３ ． ６ 頁 を 参 照 さ れ た
い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 決 定 す る 厳 密 な 条 件 は 、 イ オ ン 強 度
、 温 度 お よ び ホ ル ム ア ミ ド な ど の 脱 安 定 化 剤 の 濃 度 だ け で な く 、 核 酸 配 列 の 長 さ 、 塩 基 組
成 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 間 の ミ ス マ ッ チ 率 、 お よ び 他 の 非 同 一 配 列 内 に あ る そ の 配 列
サ ブ セ ッ ト の 出 現 頻 度 な ど の 要 因 に よ っ て 異 な る 。 こ の よ う に 、 高 ま た は 中 ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー 条 件 は 経 験 的 に 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 一 般 的 に は 、 ６ ５ ～ ６ ８ ℃ で ０
． １ × Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ に て 実 施 さ れ る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 約 ９
５ ～ １ ０ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 分 子 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る 。 中
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 一 般 的 に は 、 ５ ０ ～ ６ ５ ℃ で １ × Ｓ
Ｓ Ｃ お よ び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ に て 実 施 さ れ る 。 中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 少 な く と も ８
０ ～ ９ ５ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す
る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 一 般 的 に は 、 ４ ０ ～ ５ ０ ℃ で
６ × Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ に て 実 施 さ れ る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 条 件 は 、 少 な く と も ５ ０ ～ ８ ０ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 分 子 の
特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 を 可 能 に す る 。 高 、 中 、 お よ び 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー 条 件 の 例 は 、 Sambrook et al., 1989に 見 出 す こ と が で き る 。 条 件 の 例 は 、 M.H. Krause
 and S.A. Aaronson, 1991, Methods in Enzymology, 200:546556; Ausubel et al., 199
5に も 記 載 さ れ て い る 。 低 、 中 、 お よ び 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ／
洗 浄 条 件 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 当 業 者 が 通 常 用 い る 種 々 の 成 分 、 バ ッ フ ァ ー 、 お よ び
温 度 を 用 い て 変 更 し 得 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 核 酸 配 列 は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 、 合 成 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は
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そ の 組 合 せ を は じ め と す る 種 々 の 起 源 に 由 来 す る も の で あ っ て よ い 。 配 列 は 、 い く つ か の
方 法 の う ち の い ず れ に よ っ て 取 得 し て も よ い 。 例 え ば 、 鋳 型 と し て Ｒ Ｎ Ａ （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ ま た は 合 成 Ｒ Ｎ Ａ ） ま た は Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ま た は 合 成 Ｄ Ｎ Ａ ） の い ず
れ か を 用 い て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 法 を 用 い て 本 発 明 に よ る 核 酸 を 作 出 す る
こ と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー は 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る 配 列 情 報 を 用 い
て 合 成 す る こ と が で き 、 さ ら に 、 所 望 に よ り 、 組 換 え 発 現 の た め の 所 定 の ベ ク タ ー へ の 組
み 込 み を 容 易 に す る た め に 、 適 当 な 新 た な 制 限 部 位 を 導 入 す る よ う に デ ザ イ ン す る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 核 酸 は 、 細 胞 、 組 織 、 ま た は 生 物 体 へ の 導 入 （ 例 え ば 、 形 質 転 換 、 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は 組 み 込 み ） を 通 じ て タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 産 生 す る た
め の 本 発 明 に よ る 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア
ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 の 全 て も し く は 一 部 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 断 片 が 、 好 適
な 宿 主 細 胞 内 で コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る た め の ベ ク タ ー へ
組 み 込 ま れ る 。 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド は 、 抗 原 活 性 ま た は 結 合 活 性 な
ど の 正 常 な 活 性 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ る 核 酸 に つ い て は 、 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 の
分 析 、 ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ベ ク タ ー も し く は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ で 改 変 さ れ た 宿 主 細 胞 で 治 療 を
受 け て い る 患 者 の モ ニ タ リ ン グ の た め の プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ と し て の 用 途 も 見 出 さ
れ る 。 例 と し て 、 プ ロ ー ブ は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 に 用 い る こ と が で き 、 一 方
で 、 プ ラ イ マ ー は Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く 実 験 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る プ ロ ー ブ は Ｄ
Ｎ Ａ で あ っ て も Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て も よ い 。 本 発 明 に よ る プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 Ｐ Ｓ
Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト 核 酸 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ０ ～ 配 列 番 号 ２ ２ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全
て も し く は 一 部 ま た は そ の 相 補 配 列 を 含 む も の と す る こ と が で き 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ
ン サ ー エ レ メ ン ト 、 お よ び さ ら な る Ｐ Ｓ Ａ コ ー ド 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　
　 種 々 の 実 施 形 態 に お い て 、 １ 以 上 の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号
３ ～ 配 列 番 号 ５ ） 、 ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、
配 列 番 号 ２ ５ ～ 配 列 番 号 ３ ０ ） は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て
コ ー ド さ れ て よ い 。 ポ リ オ ー マ 、 す な わ ち Ｓ Ｖ ４ ０ (Madzak et al.,1992, J. Gen. Virol
, 73:15331536)、 ア デ ノ ウ イ ル ス (Berkner, 1992, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 15
8:39-6; Berkner et al., 1988, Bio Techniques, 6:616-629; Gorziglia et al., 1992,
 J. Virol., 66:4407-4412; Quantin et al., 1992, Proc. Nad. Acad. Sci. USA, 89:25
81-2584; Rosenfeld et al., 1992, Cell, 68:143-155; Wilkinson et al., 1992, Nucl.
 Acids Res., 20:2233-2239; Stratford-Perricaudet et al., 1990, Hum. Gene Ther., 
1:241-256)、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス (Mackett et al., 1992, Biotechnology, 24:495-499)
、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス (Muzyczka, 1992, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158:91-123;
 ON et al., 1990, Gene, 89:279-282)、 Ｈ Ｓ Ｖ お よ び Ｅ Ｂ Ｖ な ど の ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス (Ma
rgolskee, 1992, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158:67-90; Johnson et al., 1992,
 J. Virol., 66:29522965; Fink et al., 1992, Hum. Gene Ther. 3:11-19; Breakfield 
et al., 1987, Mol. Neurobiol., 1:337-371; Fresse et al., 1990, Biochem. Pharmaco
l., 40:2189-2199)、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス (H. Herweijer et al., 1995, Human Gene Ther
apy 6:1161-1167； 米 国 特 許 第 ５ ， ０ ９ １ ， ３ ０ ９ 号 明 細 書 お よ び 同 第 ５ ， ２ ２ １ ７ ， ８
７ ９ 号 明 細 書 )、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス (S. Schlesinger, 1993, Trends Biotechnol. 11:18-2
2; I. Frolov et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:11371-11377)、 な ら び に
鳥 類 レ ト ロ ウ イ ル ス (Brandyopadhyay et al., 1984, Mol. Cell Biol., 4:749-754; Petr
opouplous et al., 1992, J. Virol., 66:3391-3397)、 マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス (Miller, 1
992, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158:1-24: Miller et al., 1985, Mol. Cell Bi
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ol., 5:431-437; Sorge et al., 1984, Mol. Cell Biol., 4:1730-1737; Mann et al.,19
85, J. Virol., 54:401-407)お よ び ヒ ト 起 源 の レ ト ロ ウ イ ル ス (Page et al., 1990, J. V
irol., 64:5370-5276; Buchschalcher et al., 1992, J. Virol., 66:2731-2739)を は じ
め と す る 多 数 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 構 築 さ れ て い る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス （ オ ー ト グ ラ フ ァ
・ カ リ フ ォ ル カ 核 多 角 体 病 ウ イ ル ス ， Ａ ｃ Ｍ Ｎ Ｐ Ｖ ） ベ ク タ ー も 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り
、 販 売 業 者 （ 例 え ば 、 PharMingen, San Diego, CA; Protein Sciences Corp., Meriden, 
CT; Stratagene, La Jolla, CA)か ら 入 手 で き る 。 多 く の ヒ ト 遺 伝 子 治 療 プ ロ ト コ ー ル は
、 機 能 不 全 型 マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス に 基 づ い た も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 法 (Grahamet al., 1973, Virology, 52:456-467; Pelli
cer et al., 1980, Science, 209:1414-1422)な ど の 化 学 的 技 法 、 機 械 的 技 術 、 例 え ば マ
イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 (Anderson et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5
399-5403; Gordon et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:7380-7384; Brinste
r et al., 1981, Cell 27:223-231; Constantini et al., 1981, Nature, 294-92-94)、
リ ポ ソ ー ム を 介 す る 膜 融 合 媒 介 導 入 法 (Leeら に 対 す る 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ０ ８ ， ７ ７ ７ 号 ；
 Felgner et al., 1987, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 84:7413-7417;Wang et al., 1989
, Biochemistry, 28:9508-9514; Kaneda et al., 1989, J. Biol. Chem., 264:12126-121
29; Stewart et al., 1992, Hum. Gene Ther., 3:267-275; Nabel et al., 1990, Scienc
e, 249:1285-1288; Lim et al., 1992, Circulation, 83:2007-2011)、 な ら び に Ｄ Ｎ Ａ の
直 接 取 り 込 み お よ び 受 容 体 を 介 す る Ｄ Ｎ Ａ 導 入 (Wolff et al., 1990, Science, 247:1465
1468; Wu et al., 1991, BioTechniques, 11:474-485; Zenke et al., 1990,Proc. Nat. 
Acad. Sci. USA, 87:3655-3659; Wu et al., 1989,J. Biol. Chem., 264:16985-16987; W
olff et al., 1991, BioTechniques, 11:474-485; Wagner et al., 1991, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 88:4255-4259; Cotten et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 8
7:4033-4037; Curiel et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8850-8854; Curi
el et al., 1991, Hum. Gene Ther. 3:147154)を は じ め と す る 十 分 に 確 立 さ れ た 方 法 で 非
ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 宿 主 ま た は 宿 主 細 胞 へ 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド ま た は こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 異 種 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス の 作 製 の た め の 基 本 技 術 は 当 業
者 に 公 知 で あ る 。 こ の よ う な 技 術 と し て は 、 例 え ば 、 ド ナ ー プ ラ ス ミ ド 中 の 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 に 隣 接 す る ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 親 ウ イ ル ス 中 に 存 在 す る 同 種 配 列 と の 間 の 相 同 組 換 え
(Mackett et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:7415-7419)が 挙 げ ら れ る 。 特
に 、 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 が 遺 伝 子 送 達 に 使 用 で き る
。 こ の ベ ク タ ー は 、 例 え ば 当 技 術 分 野 で 公 知 の 工 程 、 例 え ば 、 引 用 す る こ と に よ り そ の 開
示 内 容 を 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 米 国 特 許 第 ５ ， ０ ９ ３ ， ２ ５ ８ 号 明 細 書 に 記 載 の 鶏 痘 ウ
イ ル ス の 合 成 組 換 え の 作 出 方 法 と 同 様 の 工 程 に よ っ て 構 築 す る こ と が で き る 。 そ の 他 の 技
術 と し て は 、 天 然 に 存 在 す る 、 ま た は 人 工 的 に 親 ウ イ ル ス ベ ク タ ー へ 挿 入 し た 特 有 の 制 限
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 使 用 し て 、 異 種 Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な ポ ッ ク ス ウ イ ル ス と し て は 、 オ ル ソ ポ ッ ク ス 、 ス イ ポ ッ ク ス 、 ア
ヴ ィ ポ ッ ク ス 、 お よ び カ プ リ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス が 挙 げ ら れ る 。 オ ル ソ 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 ソ
ポ ッ ク ス は ワ ク シ ニ ア で あ る 。 ア ヴ ィ ポ ッ ク ス と し て は 、 鶏 痘 、 カ ナ リ ア 痘 お よ び 鳩 痘 が
挙 げ ら れ る 。 好 ま し い ア ヴ ィ ポ ッ ク ス は 鶏 痘 で あ る 。 カ プ リ ポ ッ ク ス と し て は 、 ヤ ギ 痘 お
よ び ヒ ツ ジ 痘 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い ス イ ポ ッ ク ス は 豚 痘 で あ る 。 Ｐ Ｓ Ａ 発 現 の た め の ポ
ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 例 は 、 例 え ば 、 Schlom et al.に 対 す る 米 国 特 許 第 ６ ， １ ６ ５
， ４ ６ ０ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 使 用 可 能 な そ の 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 そ の 他 の Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 な ら び に レ ト ロ ウ イ ル ス
お よ び ポ リ オ な ど の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が 挙 げ ら れ る 。 場 合 に よ っ て 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ
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ク タ ー が 強 い 抗 体 応 答 を 誘 発 す る 可 能 性 が あ る 。 よ っ て 、 ワ ク シ ニ ア ベ ク タ ー で 何 回 も 追
加 免 疫 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 そ の 反 復 使 用 は あ る 場 合 に は 好 ま し く な い 。 し か し 、 こ
の 感 受 性 の 問 題 は 、 異 な る 属 由 来 の ポ ッ ク ス を 追 加 免 疫 に 用 い る こ と に よ っ て 最 小 限 に と
ど め る こ と が で き る 。 第 一 ま た は 初 回 の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー が ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス
で あ る 場 合 、 第 二 ま た は そ の 後 の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 免 疫 原 性 上 ワ ク シ ニ ア と
は 異 な る ス イ ポ ッ ク ス 、 ア ヴ ィ ポ ッ ク ス 、 カ プ リ ポ ッ ク ス ま た は オ ル ソ ポ ッ ク ス な ど の 異
な る 属 由 来 の ポ ッ ク ス か ら 選 択 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 般 に 、 Ｄ Ｎ Ａ ド ナ ー ベ ク タ ー は 次 の 要 素 を 含 む ： （ ｉ ） 原 核 生 物 の 複 製 起 点 （ こ れ に
よ り 、 ベ ク タ ー は 原 核 生 物 宿 主 で 増 幅 し 得 る ） 、 （ ii） ベ ク タ ー を 含 む 原 核 生 物 宿 主 細 胞
の 選 択 を 可 能 に す る マ ー カ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 抗 生 物 質 耐 性 を コ ー ド す る 遺
伝 子 ） 、 （ iii） 配 列 の 発 現 を 指 令 す る こ と の で き る 転 写 プ ロ モ ー タ ー に 隣 接 し て 位 置 す
る 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド ま た は こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 少 な く と も 一 つ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 お よ び （ iv） 要 素 （ iii） の 構 築 物 に 隣 接 す
る 、 外 来 遺 伝 子 を 挿 入 す る 親 ウ イ ル ス ゲ ノ ム 領 域 に 相 同 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。 複 数 の 外 来 遺 伝 子
を ポ ッ ク ス ウ イ ル ス へ 導 入 す る た め の ド ナ ー プ ラ ス ミ ド を 構 築 す る 方 法 は 、 引 用 す る こ と
に よ り そ の 技 術 を 本 明 細 書 の 一 部 と す る Ｗ Ｏ ９ １ ／ １ ９ ８ ０ ３ に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 一 般 に 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 断 片 お よ び 外 来 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 挿 入 さ れ る 親 ウ イ ル ス ゲ
ノ ム の 領 域 に 相 同 な 配 列 を 含 む 断 片 を は じ め と す る 、 ド ナ ー ベ ク タ ー の 構 築 の た め の Ｄ Ｎ
Ａ 断 片 は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ま た は ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ 断 片 か ら 得 る こ と が で き 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 以 上 の 挿 入 外 来 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を
含 み 得 る ） 。 ド ナ ー ベ ク タ ー は 、 挿 入 さ れ た 外 来 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 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 さ ら な る 遺 伝 子 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 数 種 類 の マ ー カ ー
遺 伝 子 を 用 い て 組 換 え ウ イ ル ス の 同 定 お よ び 単 離 を 可 能 に す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 抗
生 物 質 耐 性 ま た は 化 学 薬 品 耐 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Spyropoulos et al., 1988
, J. Virol. 62:1046; Falkner and Moss, 1988, J. Virol. 62:1849; Franke et al., 1
985, Mol. Cell. Biol. 5:1918参 照 )、 な ら び に 比 色 ア ッ セ イ に よ り 組 換 え ウ イ ル ス の プ
ラ ー ク の 同 定 を 可 能 に す る 大 腸 菌 (E.coli) ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 な ど の 遺 伝 子 (Panicali et al
., 1986, Gene 47:193-199） を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 確 立 さ れ た 方 法 に よ れ ば 、 ウ イ ル ス に 挿 入 す る Ｄ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 、 Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ
る ポ ッ ク ス ウ イ ル ス の 挿 入 部 位 の も の な ど 、 Ｄ Ｎ Ａ の あ る セ ク シ ョ ン に 相 同 な Ｄ Ｎ Ａ が 挿
入 さ れ た ド ナ ー プ ラ ス ミ ド 、 例 え ば 、 大 腸 菌 プ ラ ス ミ ド 構 築 物 へ 配 置 す る こ と が で き る 。
挿 入 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 は 個 別 に プ ロ モ ー タ ー と 連 結 さ れ る 。 こ の プ ロ モ ー タ ー と 遺
伝 子 の 連 結 は 、 所 望 の 挿 入 領 域 で あ る ポ ッ ク ス Ｄ Ｎ Ａ の 領 域 に 隣 接 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 相 同
な Ｄ Ｎ Ａ が そ の 両 端 に 隣 接 す る よ う に 、 プ ラ ス ミ ド 構 築 物 中 に 配 置 す る 。 親 ポ ッ ク ス ウ イ
ル ス ベ ク タ ー と と も に 、 ポ ッ ク ス プ ロ モ ー タ ー が 用 い ら れ る 。 次 い で 、 得 ら れ た プ ラ ス ミ
ド 構 築 物 を 大 腸 菌 内 で の 増 殖 に よ り 増 幅 さ せ て 単 離 す る 。 次 に 、 挿 入 す る Ｄ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配
列 を 含 む 単 離 プ ラ ス ミ ド を 、 細 胞 培 養 物 、 例 え ば 、 ニ ワ ト リ 胚 繊 維 芽 細 胞 へ 、 親 ウ イ ル ス
、 例 え ば 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス と と も に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 プ ラ ス ミ ド 中 の 相 同 な ポ ッ
ク ス Ｄ Ｎ Ａ と ウ イ ル ス ゲ ノ ム と の 間 の 個 々 の 組 換 え の 結 果 、 ウ イ ル ス の 生 存 能 に 影 響 し な
い 部 位 に お け る そ の 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 た 組
換 え ポ ッ ク ス ウ イ ル ス が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 上 述 の よ う に 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 得 ら れ る 組 換 え ウ イ ル ス の ウ イ ル ス 生 存 能 に 影 響 し な い
ウ イ ル ス の 領 域 （ 挿 入 領 域 ） へ 挿 入 す る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 例 え ば 、 組 換 え 体 の ウ イ ル ス
生 存 能 に 重 大 な 影 響 を 与 え ず に 組 換 え 体 形 成 が 可 能 な 領 域 に つ い て ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ の セ グ
メ ン ト を ラ ン ダ ム に 試 験 す る こ と に よ っ て 、 容 易 に ウ イ ル ス 中 の こ の よ う な 領 域 を 同 定 す
る こ と が で き る 。 容 易 に 使 用 で き 、 多 く の ウ イ ル ス に 存 在 す る 一 つ の 領 域 と し て 、 チ ミ ジ
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ン キ ナ ー ゼ （ Ｔ Ｋ ） 遺 伝 子 が あ る 。 こ の Ｔ Ｋ 遺 伝 子 は 、 レ ポ リ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス (Upton e
t al., 1986, J. Virology 60:920)； シ ョ ー プ 線 維 腫 ウ イ ル ス ； カ プ リ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス
 (Gershon et al., 1989, J. Gen. Virol.70:525)Ｋ ｅ ｎ ｙ ａ  ｓ ｈ ｅ ｅ ｐ － １ ； オ ル ソ ポ
ッ ク ス ウ イ ル ス  (Weir et al., 1983, J. Virol. 46:530)ワ ク シ ニ ア (Esposito et al., 
1984, Virology 135:561);サ ル 痘 お よ び 天 然 痘 ウ イ ル ス (Hruby et al., 1983, PNAS 80:3
411)ワ ク シ ニ ア (Kilpatrick et al., 1985, Virology 143:399)； ヤ バ サ ル 腫 瘍 ウ イ ル ス
； ア ヴ ィ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス (Binns et al., 1988, J. Gen. Virol. 69:1275)； フ ォ ウ イ ポ
ッ ク ス (fowipox)； (Boyle et al., 1987, Virology 156:355)； ニ ワ ト リ 痘 (Schnitzlein 
et al., 1988, J.Virological Methods 20:341)； 鶏 痘 、 ウ ズ ラ 痘 ； 昆 虫 痘 (Lytvyn et al
., 1992, J. Gen.Virol. 73:3235-3240)を は じ め と す る 、 試 験 さ れ た 全 て の ポ ッ ク ス ウ イ
ル ス ゲ ノ ム 中 に 見 つ か っ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ワ ク シ ニ ア で は 、 Ｔ Ｋ 領 域 に 加 え 、 他 の 挿 入 領 域 と し て 、 例 え ば 、 Ｈ ｉ ｎ ｄ III Ｍ 断 片
が 挙 げ ら れ る 。 鶏 痘 で は 、 Ｔ Ｋ 領 域 に 加 え 、 他 の 挿 入 領 域 と し て 、 例 え ば 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ  
Ｊ 断 片 (Jenkins et al., 1991, AIDS Research and Human Retroviruses 7:991-998)、 欧
州 特 許 出 願 番 号 第 ０ ３ ０ ８ ２ ２ ０ Ａ １ 号 公 報 に 記 載 の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ III断 片 、 Ｅ
ｃ ｏ Ｒ Ｖ － Ｈ ｉ ｎ ｄ III断 片 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 断 片 お よ び Ｈ ｉ ｎ ｄ III断 片 が 挙 げ ら れ る （ Calv
ert et al., 1993, J. Virol. 67:3069-3076; Taylor et al., 1988, Vaccine 6:497-503
; Spehner et al., 1990; Boursnell et al., 1990, J. Gen. Virol. 71:621-628も 参 照
） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 豚 痘 で は 、 好 ま し い 挿 入 部 位 と し て は 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 領 域 が 挙 げ ら れ る 。 遺
伝 子 が 挿 入 領 域 へ 挿 入 さ れ る 要 件 に 加 え て 、 改 変 さ れ た ポ ッ ク ス ウ イ ル ス に よ る 挿 入 遺 伝
子 の 発 現 を 成 功 さ せ る に は 、 所 望 の 遺 伝 子 と 作 動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ た 、 す な わ ち 、 挿
入 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
せ る 遺 伝 子 か ら 上 流 に 位 置 す る よ う に 配 置 し な け れ ば な ら な い 。 プ ロ モ ー タ ー は 当 技 術 分
野 で 周 知 で あ り 、 宿 主 お よ び 標 的 に し よ う と す る 細 胞 種 に 応 じ て 容 易 に 選 択 で き る 。 ポ ッ
ク ス ウ イ ル ス で は 、 ワ ク シ ニ ア ７ ． ５ Ｋ 、 ４ ０ Ｋ な ど の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、
ま た は Ｆ Ｐ Ｖ  Ｃ １ Ａ な ど の 鶏 痘 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 発 現 レ ベ ル を 高
め る た め に エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト を 併 用 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 こ れ も 当 技 術 分 野
で 周 知 で あ る 誘 導 プ ロ モ ー タ ー の 使 用 も 有 利 な 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 感 染 細 胞 に お け る ド ナ ー プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ と ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ と の 間 の 相 同 組 換 え の 結 果
と し て 、 所 望 の エ レ メ ン ト を 組 み 込 ん だ 組 換 え ウ イ ル ス が 形 成 さ れ る 。 in vivo組 換 え に
適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 一 般 に 、 ウ イ ル ス に 感 染 し 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に よ っ て ト ラ ン ス フ
ェ ク ト 可 能 な 真 核 細 胞 で あ る 。 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス と と も に 使 用 す る の に 好 適 な こ の よ う な
細 胞 の 例 と し て は 、 ニ ワ ト リ 胚 繊 維 芽 細 胞 、 Ｈ ｕ Ｔ Ｋ １ ４ ３ （ ヒ ト ） 細 胞 、 な ら び に Ｃ Ｖ
－ １ お よ び Ｂ Ｓ Ｃ － ４ ０ （ 双 方 と も サ ル 腎 臓 ） 細 胞 が 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 を 用 い る こ れ ら の 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 当 技 術
分 野 に お い て 標 準 的 な 手 法 に よ っ て 達 成 さ れ る （ Panicaliお よ び Paoletti、 米 国 特 許 第 ４
， ６ ０ ３ ， １ １ ２ 号 明 細 書 、 Ｗ ０ ８ ９ ／ ０ ３ ４ ２ ９ ） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 in vivo組 換 え の 後 、 組 換 え ウ イ ル ス の 子 孫 を 、 い く つ か の 技 術 の う ち の 一 つ に よ っ て
同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ド ナ ー ベ ク タ ー が 外 来 遺 伝 子 を 親 ウ イ ル ス の チ ミ
ジ ン キ ナ ー ゼ （ Ｔ Ｋ ） 遺 伝 子 へ 挿 入 す る よ う デ ザ イ ン さ れ て い る な ら ば 、 組 み 込 ま れ た Ｄ
Ｎ Ａ を 含 む ウ イ ル ス は Ｔ Ｋ － で あ り 、 こ れ を 基 準 に 選 択 す る こ と が で き る (Mackett et al
., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:7415)。 あ る い は 、 上 記 の よ う に 、 マ ー カ ー ま
た は 指 標 遺 伝 子 を 目 的 の 外 来 遺 伝 子 と と も に コ ー ド す る 遺 伝 子 の 同 時 組 み 込 み を 用 い て 組
換 え 子 孫 を 同 定 す る こ と も で き る 。 好 ま し い 指 標 遺 伝 子 の 一 つ と し て 、 大 腸 菌 ｌ ａ ｃ Ｚ 遺
伝 子 が あ る 。 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 発 現 す る 組 換 え ウ イ ル ス は 、 酵 素 に 対 す る 発 色 基 質
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を 用 い て 選 択 す る こ と が で き る (Panicali et al., 1986, Gene 47:193)。 一 旦 組 換 え ウ イ
ル ス が 同 定 さ れ れ ば 、 種 々 の 周 知 の 方 法 を 用 い て 挿 入 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 に コ ー ド さ れ る Ｐ Ｓ Ａ 配
列 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ） の 発 現 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 と し て は
、 ブ ラ ッ ク プ ラ ー ク ア ッ セ イ （ ウ イ ル ス プ ラ ー ク 上 で 実 施 さ れ る in situ酵 素 免 疫 測 定 法
） 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 放 射 免 疫 沈 降 法 （ Ｒ Ｉ Ｐ Ａ ） 、 お よ び 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ
Ｉ Ａ ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番
号 ３ ～ 配 列 番 号 ５ ） 、 お よ び こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば
、 配 列 番 号 ２ ５ ～ 配 列 番 号 ３ ０ ） に 関 す る も の で あ る 。 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド お よ び ポ リ
ペ プ チ ド は 、 単 離 物 、 合 成 物 、 ま た は 組 換 え 体 と す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 Ｐ Ｓ Ａ －
３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド お よ び こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び
に そ の 断 片 お よ び 機 能 的 同 等 物 を 包 含 す る 。 「 機 能 的 同 等 物 」 と は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 本 発
明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド と は 異 な る が 、 こ の よ う な 違 い の 結 果 と し て 、 ポ リ
ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 つ の 特 徴 的 な 機 能 （ 例 え ば 、 結 合 ま た は 抗 原 活 性
） を 果 た す 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 を 生 じ る タ ン パ ク 質 を 含 む も の と す る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ
プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 機 能 的 同 等 物 は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 機 能 に 直 接
関 与 し な い ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 、 付 加 、 欠 失 、 ま た は 修 飾 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 化 、 標 識 な ど
） な ど の バ リ エ ー シ ョ ン を 有 す る も の と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 可 溶 性 の 向 上 、 分 子 の 活 性 、 抗 原 性 、 ま た は 安 定 性 の 増 強 （ 例 え ば 、 ex vivoで の 保 存
期 間 お よ び in vivoで の タ ン パ ク 質 加 水 分 解 耐 性 ） な ど の 目 的 の た め に は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア
ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド ま た は こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 を 変 化 さ せ
る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 本 明 細 書 で 定 義 し た よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド お
よ び ペ プ チ ド の 機 能 的 同 等 物 と さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド は 、 活 性 を 保 持 す る
よ う に 修 飾 さ れ る の が 好 ま し い 。 活 性 に 必 須 で あ る こ と が 分 か っ て い る 残 基 は 、 必 須 ア ミ
ノ 酸 を 別 の も の 、 好 ま し く は そ の 存 在 が 機 能 を 増 強 、 低 下 さ せ る が 、 こ れ を 除 去 し な い 、
ま た は 機 能 に 変 化 を も た ら さ な い こ と が 分 か っ て い る 類 似 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 す る （ 保
存 的 置 換 ） こ と に よ っ て 変 更 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 結 合 活 性 ま た は そ の 他 の 活 性 に
必 須 で な い ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 そ の 組 み 込 み に よ っ て 反 応 性 を 増 強 、 低 下 さ せ る か 、 ま た は
変 化 を も た ら さ な い 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と に よ っ て 変 更 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド 変 異 体 と し て は 、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 付 加 、 欠 失 、 ま
た は 置 換 に よ っ て 異 な る 突 然 変 異 体 が 挙 げ ら れ る 。 １ 以 上 の 残 基 が 修 飾 さ れ た 修 飾 ポ リ ペ
プ チ ド お よ び ペ プ チ ド 、 お よ び １ 以 上 の 修 飾 残 基 を 含 ん で な る 突 然 変 異 体 も 含 ま れ る 。 有
用 な 修 飾 と し て は 、 リ ン 酸 化 、 硫 酸 化 、 還 元 ／ ア ル キ ル 化 (Tarr, 1986, Methods of Prot
ein Microcharacterization, J. E. Silver, Ed., Humana Press, Clifton, NJ, pp. 155
-194)； ア シ ル 化 （ Tarr,上 記 ） ； 化 学 結 合 （ Mishell and Shiigi (Eds), 1980, Selected
 Methods in Cellular Immunology, W H Freeman, San Francisco, CA； 米 国 特 許 第 ４ ，
９ ３ ９ ， ２ ３ ９ 号 明 細 書 ） ； お よ び 弱 い ホ ル マ リ ン 処 理 （ Marsh, 1971, Int. Arch. of A
llergy and Appl. Immunol. 41:199-215） が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 、 非 天 然
ア ミ ノ 酸 、 ま た は 非 ア ミ ノ 酸 類 似 体 を 置 換 ま た は 付 加 し て 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を 作 出 す る こ
と も で き る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 、 公 知 の 方 法 （ S. I. Wie et
 al., 1981, Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 64(1):8499） に 従 い 、 ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） を 用 い て 修 飾 し て 、 Ｐ Ｅ Ｇ と 共 役 し た タ ン パ ク 質 を 作 出 す る こ と も で
き る 。 さ ら に 、 Ｐ Ｅ Ｇ を タ ン パ ク 質 の 化 学 合 成 中 に 付 加 す る こ と が で き る 。 修 飾 ま た は 配
列 の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 対 照 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の ア ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 位 置 、 あ る
い は 対 照 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 の 中 に 個 々 に 散 在 し 、 ま た は 対 照 配 列 の 中 の １ 以 上 の 連 続 し た
群 に 散 在 す る 、 末 端 位 置 の 間 の い ず れ の 位 置 に お い て 生 じ て も よ い 。
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【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド は 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 、 限 定 さ れ る も の で は な
い が 、 放 射 性 同 位 元 素 標 識 、 蛍 光 標 識 お よ び 酵 素 標 識 な ど の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 し
得 る 標 識 で 修 飾 し て も よ い 。 蛍 光 標 識 と し て は 、 例 え ば 、 Ｃ ｙ Ｔ Ｍ ３ 、 Ｃ ｙ Ｔ Ｍ ５ 、 Ａ ｌ
ｅ ｘ ａ 、 Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ 、 フ ル オ レ セ イ ン （ 例 え ば 、 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ Ｘ 、 Ｄ Ｔ Ａ Ｆ 、 お よ び Ｆ Ｉ
Ｔ Ｃ ） 、 ロ ー ダ ミ ン （ 例 え ば 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ ） 、 オ ー ラ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 Ａ Ｍ Ｃ Ａ ブ
ル ー 、 お よ び ル シ フ ァ ー イ エ ロ ー が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 同 位 元 素 標 識 と し て は 、 ３ Ｈ 、
１ ４ Ｃ 、 ３ ２ Ｐ 、 ３ ５ Ｓ 、 ３ ６ Ｃ ｌ 、 ５ １ Ｃ ｒ 、 ５ ７ Ｃ ｏ 、 ５ ８ Ｃ ｏ 、 ５ ９ Ｆ ｅ 、 ９ ０ Ｙ
、 １ ２ ５ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 お よ び １ ８ ６ Ｒ ｅ が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 酵 素 標 識 と し て は 、 ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 β － Ｄ － グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 β － Ｄ － ガ ラ ク ト シ
ダ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ ＋ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 お よ び ア ル カ リ 性 ホ
ス フ ァ タ ー ゼ （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ３ ， ６ ５ ４ ， ０ ９ ０ 号 明 細 書 、 同 第 ３ ， ８ ５ ０ ， ７ ５
２ 号 明 細 書 お よ び 同 第 ４ ， ０ １ ６ ， ０ ４ ３ 号 明 細 書 参 照 ） が 挙 げ ら れ る 。 酵 素 は 、 カ ル ボ
ジ イ ミ ド 、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド な ど の 架 橋 分 子 と の 反 応 に よ っ て コ ン
ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と が で き る 。 酵 素 標 識 は 、 視 覚 的 に 検 出 で き る か 、 あ る い は 熱 量 測 定
、 分 光 光 度 、 蛍 光 分 光 光 度 、 電 流 滴 定 、 ま た は ガ ス 定 量 技 術 に よ っ て 測 定 で き る 。 ア ビ ジ
ン ／ ビ オ チ ン 、 チ ラ ミ ド シ グ ナ ル 増 幅 （ Ｔ Ｓ Ａ Ｔ Ｍ ） な ど の そ の 他 の 標 識 系 も 当 技 術 分 野
で 公 知 で あ り 、 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 ABC kit, Vector Laboratories, Inc., Burlin
game, CA;NEN（ 登 録 商 標 ）  Life Science Products, Inc., Boston, MA） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 配 列 は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド
ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 で あ っ て よ く 、 ま た 、 特
定 の 整 数 ま で の ア ミ ノ 酸 変 異 を 含 む こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 変 異 は 、 少 な く と も 一 つ の ア
ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 （ 保 存 的 置 換 お よ び 非 保 存 的 置 換 を 含 む ） 、 ま た は 挿 入 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 。 よ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド 変 異 体 は 、 置 換 ア ミ ノ 酸 が 類 似 の 構
造 ま た は 化 学 特 性 を 持 つ よ う な 、 例 え ば 、 ロ イ シ ン の イ ソ ロ イ シ ン で の 置 換 な ど 、 保 存 的
変 異 を 有 し て も よ い 。 ま れ に で は あ る が 、 変 異 体 が 非 保 存 的 変 異 、 例 え ば 、 グ リ シ ン の ト
リ プ ト フ ァ ン で の 置 換 な ど を 有 し て も よ い 場 合 が あ る 。 ど の ア ミ ノ 酸 残 基 が 生 物 活 性 ま た
は 免 疫 学 的 活 性 を 失 わ ず に 置 換 、 挿 入 、 ま た は 欠 失 さ せ る こ と が で き る か を 判 定 す る 指 針
は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ Ｓ Ｔ Ａ Ｒ ソ フ ト ウ ェ
ア （ DNASTAR, Inc., Madison, WI） を 用 い て 決 定 で き る 。 非 限 定 的 な 例 と し て 、 Ｐ Ｓ Ａ －
３ ア ゴ ニ ス ト ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 保 存 的 置 換 は 次 の 表 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ ～ 配 列 番 号 ５ ） は 、 １ 番 目 に Ｖ ま
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た は Ｙ ； ２ 番 目 に Ｌ ま た は Ｍ ： お よ び １ ０ 番 目 に Ｖ ま た は Ｉ を 含 む の が 好 ま し い 。 好 ま し
い 実 施 形 態 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド は 、 １ 番 目 に Ｄ 、 Ｅ 、 ま た は Ｐ ； ３ 番 目
に Ｄ ま た は Ｅ ； ４ 番 目 に Ｒ 、 Ｋ 、 Ｈ ま た は Ａ ； ５ 番 目 に Ｐ ； ７ 番 目 に Ｒ 、 Ｋ ま た は Ｈ ； ８
番 目 に Ｄ 、 Ｅ 、 Ｒ 、 Ｋ ま た は Ｈ ； ９ 番 目 に Ｒ 、 Ｋ ま た は Ｈ ； ま た は １ ０ 番 目 に Ｌ を 含 ま な
い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 機 能 ま た は 免 疫 原 性 に お け る 実 質 的 変 化 は 、 上 記 の 表 に 示 し た も の よ り も 保 存 性 の 低 い
置 換 を 選 択 す る こ と に よ っ て 作 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 改 変 領 域 に お け る ポ リ ペ プ
チ ド の 構 造 、 例 え ば 、 α － へ リ ッ ク ス 構 造 ま た は β － シ ー ト 構 造 、 標 的 部 位 に お け る 分 子
の 電 荷 ま た は 疎 水 性 、 ま た は 側 鎖 の か さ 、 に 有 意 に 影 響 す る 非 保 存 的 置 換 を 作 出 す る こ と
が で き る 。 一 般 に ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 に 最 大 の 変 化 を も た ら す こ と が 予 想 さ れ る 置 換 は 、
１ ） 親 水 性 残 基 （ 例 え ば 、 セ リ ル ま た は ト レ オ ニ ル ） の 、 疎 水 性 残 基 （ 例 え ば 、 ロ イ シ ル
、 イ ソ ロ イ シ ル 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ル 、 バ リ ル 、 ま た は ア ラ ニ ル ） に よ る 置 換 、 ま た は そ の
逆 の 置 換 、 ２ ） シ ス テ イ ン ま た は プ ロ リ ン の 、 他 の い ず れ か の 残 基 に よ る 置 換 、 ま た は そ
の 逆 の 置 換 、 ３ ） 正 電 荷 側 鎖 を 有 す る 残 基 （ 例 え ば 、 リ シ ル 、 ア ル ギ ニ ル 、 ま た は ヒ ス チ
ジ ル ） の 、 負 電 荷 残 基 （ 例 え ば 、 グ ル タ ミ ル ま た は ア ス パ ル チ ル ） に よ る 置 換 、 ま た は そ
の 逆 の 置 換 、 あ る い は ４ ） か さ の 高 い 側 鎖 を 有 す る 残 基 （ 例 え ば 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ） の
、 側 鎖 を 持 た な い 残 基 （ 例 え ば 、 グ リ シ ン ） に よ る 置 換 、 ま た は そ の 逆 の 置 換 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 配 列 タ グ （ 例 え ば 、 エ ピ ト ー プ ま た は タ ン パ ク 質 タ グ ） ま た は １ 以 上 の リ シ ン な ど の ア
ミ ノ 酸 を 、 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド 配 列 へ （ 例 え ば 、 Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 に お い て ） 付 加 す
る こ と が で き る 。 エ ピ ト ー プ タ グ の 非 限 定 的 な 例 と し て は 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ 、 赤 血 球 凝 集 素 （
Ｈ Ａ ） 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン （ ６ Ｘ － Ｈ Ｉ Ｓ ） （ 配 列 番 号 １ ６ ） 、 Ｇ Ｌ Ｕ － Ｇ Ｌ Ｕ 、 お よ び Ｄ
Ｙ Ｋ Ｄ Ｄ Ｄ Ｄ Ｋ （ 配 列 番 号 １ ７ ； Ｆ Ｌ Ａ Ｇ （ 登 録 商 標 ） ） タ グ が 挙 げ ら れ る 。 タ ン パ ク 質
タ グ の 非 限 定 的 な 例 と し て は 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） 、 緑 色
蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 、 お よ び マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） が 挙 げ ら れ る 。
配 列 タ グ は 、 ペ プ チ ド 精 製 ま た は 局 在 化 に 使 用 で き る 。 リ シ ン は 、 ペ プ チ ド の 可 溶 性 を 高
め る た め 、 ま た は ビ オ チ ニ ル 化 を 可 能 に す る た め に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド の ア プ タ マ ー が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 好
ま し い 実 施 形 態 に よ れ ば 、 配 列 番 号 ３ ～ 配 列 番 号 ５ な ど の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド
の ア プ タ マ ー が 提 供 さ れ る 。 本 ア プ タ マ ー は 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 他 の 分 子 と 結 合 可 能
な ペ プ チ ド ま た は 核 酸 分 子 で あ る か 、 あ る い は 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド の 活 性 部 分 の 三 次 元
構 造 を 模 倣 す る も の で あ る 。 ア プ タ マ ー は 、 合 成 法 、 組 換 え 法 、 お よ び 精 製 法 を は じ め と
す る い ず れ の 公 知 の 方 法 に よ っ て 作 製 し て も よ い （ Nature 1996 Apr 11;380(6574):548-5
0） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　
　 分 子 生 物 学 、 タ ン パ ク 質 生 化 学 お よ び 免 疫 学 に お け る 多 く の 従 来 技 術 を 用 い て 、 本 発 明
に つ い て 用 い る た め の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ ～ 配 列 番 号 ５
） ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ５ ～ 配
列 番 号 ３ ０ ） を 生 産 お よ び 単 離 す る こ と が で き る 。 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド を
得 る た め に は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り （ Sambrook et al., 1989） 、 本 明 細 書 で 記 載 す
る 方 法 に よ り 、 完 全 な 宿 主 細 胞 ま た は 細 胞 フ リ ー 翻 訳 系 に お け る 発 現 の た め に 、 コ ー ド 配
列 を 好 適 な い ず れ か の ベ ク タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ す れ ば よ い 。 あ る い は 、 市 販 の 自 動 化 さ れ
た 方 法 に よ り 、 ペ プ チ ド を 化 学 的 に 合 成 し て も よ い 。 生 産 の 後 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ
ド お よ び ペ プ チ ド （ 機 能 的 同 等 物 を 含 む ） は 、 コ ー ド 配 列 が 導 入 お よ び 発 現 さ れ た 野 生 型
も し く は 突 然 変 異 細 胞 （ 例 え ば 、 ヒ ト 細 胞 ま た は 細 胞 系 ） か ら 、 ま た は 異 種 生 物 体 も し く
は 細 胞 （ 例 え ば 、 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 、 植 物 お よ び 哺 乳 類 細 胞 ） か ら 、 ま た は 細 胞 フ リ ー 翻
訳 系 （ 例 え ば 、 小 麦 胚 芽 、 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 、 ま た は 細 菌 抽 出 物 ） か ら 単 離 す る こ と が で き
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る 。 ま た 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド は 、 合 成 化 学 法 の 後 に 単 離 す る こ と も で
き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ ～ 配 列
番 号 ５ の う ち の １ 以 上 ） も し く は こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 変 異
体 に 関 す る コ ー ド 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ が 、 コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 好
適 な 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 の た め の ベ ク タ ー へ 導 入 さ れ る 。 こ れ ら の コ ー ド さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 機 能 的 同 等 物 は 、 活 性 （ 例 え ば 、 結 合 活 性 ま た は 抗 原 活
性 ） を 持 ち 得 る こ と が 好 ま し い 。 細 菌 、 酵 母 お よ び 哺 乳 類 ベ ク タ ー を は じ め と す る 多 数 の
ベ ク タ ー が 、 種 々 の 宿 主 細 胞 ま た は 細 胞 フ リ ー 系 で の 複 製 お よ び ／ ま た は 発 現 用 と し て 文
献 に 記 載 さ れ て お り 、 ベ ク タ ー に 基 づ く 療 法 な ら び に 単 に ク ロ ー ニ ン グ ま た は タ ン パ ク 質
発 現 の た め に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 一 例 と し て 、 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー ） は 、 少 な く と も 一 つ の 調 節 配 列 と 作 動
可 能 な よ う に 連 結 さ れ た 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う な Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド ま た は
こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む こ と が で き る 。 調
節 配 列 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 適 当 な 宿 主 細 胞 に お い て 目 的 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 指
令 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 よ っ て 、 調 節 配 列 と い う 用 語 に は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ
ー 、 お よ び そ の 他 の 発 現 制 御 エ レ メ ン ト が 含 ま れ る （ 例 え ば 、  D.V. Goeddel, 1990, Met
hods Enzyniol. 185:3-7参 照 ） 。 エ ン ハ ン サ ー お よ び そ の 他 の 発 現 制 御 配 列 は 、 Enhancer
s and Eukaryotic Gene Expression, 1983, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Ha
rbor, NYに 記 載 さ れ て い る 。 ベ ク タ ー の 設 計 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 宿 主 細 胞 の 選 択 お
よ び ／ ま た は 発 現 さ せ る ポ リ ペ プ チ ド も し く は ペ プ チ ド の 種 類 な ど の 要 因 に よ っ て 異 な る
も の と 理 解 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 い く つ か の 調 節 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー ） が 単 離 さ れ 、 種 々 の 宿 主 内 で 異 種
タ ン パ ク 質 の 転 写 お よ び 翻 訳 に 効 果 的 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の よ う な 調 節 領 域 、
単 離 方 法 、 操 作 方 法 な ど は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。 細 菌 プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 限
定 さ れ る も の で は な い が 、 β － ラ ク タ マ ー ゼ （ ペ ニ シ リ ナ ー ゼ ） プ ロ モ ー タ ー 、 ラ ク ト ー
ス プ ロ モ ー タ ー 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ ｔ ｒ ｐ ） プ ロ モ ー タ ー 、 ａ ｒ ａ Ｂ Ａ Ｄ （ ア ラ ビ ノ ー ス
） オ ペ ロ ン プ ロ モ ー タ ー 、 λ 由 来 Ｐ １ プ ロ モ ー タ ー お よ び Ｎ 遺 伝 子 リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 、
な ら び に ｔ ｒ ｐ お よ び ｌ ａ ｃ  Ｕ Ｖ ５ プ ロ モ ー タ ー の 配 列 に 由 来 す る ハ イ ブ リ ッ ド ｔ ａ ｃ
プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 酵 母 プ ロ モ ー タ ー の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が
、 ３ ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド － ３ － リ ン 酸 デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ） プ ロ モ ー タ ー 、 ガ ラ ク ト キ ナ ー ゼ （ Ｇ Ａ Ｌ １ ） プ ロ モ ー タ ー 、
ガ ラ ク ト エ ピ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ Ａ Ｄ Ｈ １ ） プ
ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 哺 乳 類 細 胞 に 関 し て 好 適 な プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 さ れ る
も の で は な い が 、 シ ミ ア ン ウ イ ル ス ４ ０ （ Ｓ Ｖ ４ ０ ） 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） 、
ア デ ノ ウ イ ル ス （ Ａ Ｄ Ｖ ） 、 お よ び ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス （ Ｂ Ｐ Ｖ ） な ど の ウ イ ル ス プ
ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 複 製 お よ び 遺 伝 系 と し て は 、 Ｍ １ ３ 、 Ｃ ｏ ｌ Ｅ １ 、 Ｓ
Ｖ ４ ０ 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 λ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ｃ Ｅ Ｎ 　 Ａ Ｉ Ｒ Ｓ 、 ２ μ ｍ 　 Ａ Ｉ Ｒ Ｓ
な ど が 挙 げ ら れ る 。 ベ ク タ ー は 自 立 的 に 複 製 す る も の も あ る が 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法
に よ り 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 挿 入 す る こ と に よ り 複 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 所 望 に よ り 、 所 定 の 宿 主 生 物 ま た は 発 現 系 で よ り 効 率 的 に 発 現 さ れ る よ
う に 最 適 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 十 分 に 確 立 さ れ た 技 術 を 用 い て 所 定 の 宿 主 細 胞 ま
た は 細 胞 フ リ ー 翻 訳 系 に お い て 好 ま し い コ ド ン 使 用 を 付 与 す る よ う に コ ド ン を 変 更 す る こ
と が で き る 。 コ ド ン 使 用 デ ー タ は 、 例 え ば 、 Codon Usage Database(hftp://www. kazusa.
or.jp/codon/)な ど の 一 般 に 利 用 で き る 情 報 源 か ら 入 手 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ア ミ
ノ 酸 配 列 情 報 を コ ド ン 選 択 に 従 っ て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 情 報 へ 翻 訳 す る コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ
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グ ラ ム （ す な わ ち 、 バ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン プ ロ グ ラ ム ） が 広 く 利 用 可 能 で あ る 。 例 え
ば 、 Backtranslate program from Genetics Computer Group (GCG), Accelrys, Inc., Ma
dison, WI;お よ び Backtranslation Applet from Entelechon GmbH, Regensburg, Germany
を 参 照 さ れ た い 。 こ の よ う に 、 当 業 者 な ら ば 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド お よ び
ペ プ チ ド を 用 い 、 選 択 し た 翻 訳 系 ま た は 宿 主 細 胞 に お い て 最 適 な 発 現 レ ベ ル が 得 ら れ る よ
う に 核 酸 を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 真 核 細 胞 で 発 現 を 得 る た め に は 、 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 、 ポ リ ア デ
ニ ル 化 配 列 お よ び エ ン ハ ン サ ー 配 列 が 必 要 と な る 。 ま た 、 遺 伝 子 の 増 幅 を 引 き 起 こ す 配 列
も 望 ま し い こ と が あ る 。 こ れ ら の 配 列 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 さ ら に 、 限 定 さ れ る も
の で は な い が 、 細 菌 、 酵 母 お よ び 動 物 細 胞 を は じ め と す る 細 胞 か ら 組 換 え 産 物 の 分 泌 を 促
進 す る 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 お よ び ／ ま た は プ レ タ ン パ ク 質 も し く は プ ロ タ ン パ ク 質 配 列 な ど
の 配 列 を 含 め て も よ い 。 こ の よ う な 配 列 は 当 技 術 分 野 で 十 分 に 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 発 現 ベ ク タ ー お よ び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 生
存 ま た は 増 殖 に 必 要 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 選 択 マ ー カ ー を 含 ん で も よ い
。 こ の 遺 伝 子 が 存 在 す る と 、 挿 入 配 列 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 の み の 増 殖 が 確 保 さ れ る 。 典 型
的 な 選 択 遺 伝 子 は 、 １ ） 抗 生 物 質 ま た は そ の 他 の 有 毒 物 質 （ 例 え ば ア ン ピ シ リ ン 、 ネ オ マ
イ シ ン 、 メ ト ト レ キ サ ー ト な ど ） に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る タ ン パ ク 質 、 ２ ） 栄 養 要 求 性 欠
損 を 補 足 す る タ ン パ ク 質 、 ま た は ３ ） 複 合 培 地 か ら は 得 ら れ な い 重 要 な 栄 養 素 を 供 給 す る
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の （ 例 え ば 、 バ チ ル ス で は Ｄ － ア ラ ニ ン ラ セ マ ー ゼ を コ ー ド す
る 遺 伝 子 ） で あ る 。 マ ー カ ー は 、 誘 導 性 遺 伝 子 で あ っ て も 非 誘 導 性 遺 伝 子 で あ っ て も よ く
、 ま た 、 一 般 に は 陽 性 選 択 を 可 能 と す る も の と さ れ る 。 マ ー カ ー の 例 と し て は 、 限 定 さ れ
る も の で は な い が 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 マ ー カ ー （ す な わ ち 、 β ラ ク タ マ ー ゼ ） 、 テ ト ラ サ
イ ク リ ン 耐 性 マ ー カ ー 、 ネ オ マ イ シ ン ／ カ ナ マ イ シ ン 耐 性 マ ー カ ー （ す な わ り 、 ネ オ マ イ
シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ 、 グ ル タ ミ ン シ ン セ タ ー ゼ
な ど が 挙 げ ら れ る 。 適 切 な 選 択 マ ー カ ー の 選 択 は 、 当 業 者 が 理 解 し て い る よ う に 、 宿 主 細
胞 お よ び 種 々 の 宿 主 に 適 当 な マ ー カ ー に よ っ て 異 な る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 に 関 し て 用 い る た め に 好 適 な ベ ク タ ー と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ｐ
Ｕ Ｃ 、 ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ (Stratagene)、 ｐ Ｅ Ｔ (Novagen, Inc., Madison,WI)お よ
び ｐ Ｒ Ｅ Ｐ (Invitrogen)プ ラ ス ミ ド が 挙 げ ら れ る 。 ベ ク タ ー は 、 ク ロ ー ニ ン グ ま た は 発 現
の た め の １ 以 上 の 複 製 お よ び 遺 伝 系 、 宿 主 に お け る 選 択 の た め の １ 以 上 の マ ー カ ー （ 例 え
ば 、 抗 生 物 質 耐 性 ） 、 お よ び １ 以 上 の 発 現 カ セ ッ ト を 含 む こ と が で き る 。 挿 入 す る コ ー ド
配 列 は 、 標 準 的 な 方 法 に よ り 合 成 で き る か 、 天 然 源 か ら 単 離 で き る か 、 ま た は ハ イ ブ リ ッ
ド と し て 調 製 で き る 。 コ ー ド 配 列 の 、 転 写 調 節 配 列 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ
ー お よ び ／ ま た は イ ン ス レ ー タ ー ） へ の 、 お よ び ／ ま た は 他 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 配 列
へ の 連 結 は 、 確 立 さ れ た 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 に 関 し て 用 い る た め に 好
適 な 細 胞 フ リ ー 発 現 系 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 溶 解 物 、
小 麦 胚 芽 抽 出 物 、 イ ヌ 膵 臓 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 、 大 腸 菌 (E. coli)Ｓ ３ ０ 抽 出 物 、 お よ び 転 写
／ 翻 訳 複 合 系 (Promega Corp. , Madison, WI)が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 系 は 、 タ ン パ ク 質
コ ー ド 領 域 と 適 当 な プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト を 含 む ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 ま
た は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 付 加 し た 際 に 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 と す る
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 好 適 な 宿 主 細 胞 の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 細 菌 、 始 原 細 菌 、 昆 虫 、 真
菌 （ 例 え ば 、 酵 母 ） 、 植 物 、 お よ び 動 物 細 胞 （ 例 え ば 、 哺 乳 類 、 特 に ヒ ト ） が 挙 げ ら れ る
。 特 に 注 目 さ れ る も の と し て は 、 大 腸 菌 (Escherichia coli)、 枯 草 菌 (Bacillus subtilis
)、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ (Saccharomyces cerevisiae)、 Ｓ Ｆ ９ 細 胞 、 Ｃ １ ２ ９ 細
胞 、 ２ ９ ３ 細 胞 、 な ら び に 不 死 化 し た 哺 乳 類 骨 髄 細 胞 系 お よ び リ ン パ 細 胞 系 が あ る 。 哺 乳
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類 細 胞 の 培 養 系 で の 増 殖 方 法 は 周 知 で あ る (Jakoby and Pastan (eds), 1979, Cell Cultu
re. Methods in Enzymology, volume 58, Academic Press, Inc., Harcourt Brace Jovan
ovich, NY参 照 )。 一 般 に 用 い ら れ る 哺 乳 類 宿 主 細 胞 系 の 例 と し て は 、 Ｖ Ｅ Ｒ Ｏ お よ び Ｈ ｅ
Ｌ ａ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 な ら び に Ｗ Ｉ ３ ８ 、 Ｂ Ｈ Ｋ お よ び Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 系 が あ る が 、 当 業 者
な ら ば 、 例 え ば 目 的 の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン ま た は そ の 他 の 特 徴 の よ り 高 い 発 現 を 得 る た
め に 他 の 細 胞 系 を 用 い 得 る こ と が 分 か る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 宿 主 細 胞 は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 塩 化 リ チ ウ ム 、 酢 酸 リ チ ウ ム
／ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ デ キ ス ト ラ ン リ ポ ソ ー ム を 介 し
た Ｄ Ｎ Ａ 取 り 込 み 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 化 、 注 入 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 微 粒 子 衝 撃
、 フ ァ ー ジ 感 染 、 ウ イ ル ス 感 染 、 ま た は そ の 他 の 確 立 さ れ た 方 法 を は じ め と す る い ず れ の
好 適 な 方 法 に よ っ て 適 宜 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ま た は 感 染 さ せ て も よ い 。 あ る い は
、 本 発 明 に よ る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー は 、 in vitroで 転 写 し 、 得 ら れ た Ｒ Ｎ Ａ を 周 知 の 方 法
に よ り 、 例 え ば 注 入 に よ り 宿 主 細 胞 へ 導 入 す る こ と も で き る (Kubo et al., 1988, FEBS L
etts. 241:119参 照 )。 上 記 の 核 酸 を 導 入 し た 細 胞 は 、 こ の よ う な 細 胞 の 子 孫 を も 含 む も の
と す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は
そ の 変 異 体 も し く は 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 好 適 な 宿 主 細 胞 中 で 複 製 さ せ る こ と に よ り
大 量 に 生 産 す る こ と が で き る 。 目 的 の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と
も １ ５ の 連 続 す る 塩 基 を 含 ん で な る 合 成 核 酸 断 片 を 、 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 へ 導 入 し て
そ こ で 複 製 す る こ と の で き る 組 換 え 核 酸 構 築 物 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 に 組 み 込 ん で も よ い
。 最 も よ く 用 い ら れ る 原 核 宿 主 は 大 腸 菌 株 で あ る が 、 枯 草 菌 ま た は シ ュ ー ド モ ナ ス な ど の
他 の 原 核 生 物 を 用 い て も よ い 。 哺 乳 類 、 ま た は 酵 母 、 糸 状 真 菌 、 植 物 、 昆 虫 ま た は 両 生 類
も し く は 鳥 類 種 な ど の そ の 他 の 真 核 宿 主 細 胞 も 有 用 で あ り 、 本 発 明 に よ る 核 酸 の 単 離 に 有
用 で あ り 得 る 。 本 発 明 に よ る 方 法 に よ っ て 生 産 さ れ た 核 酸 の 精 製 は 、 例 え ば 、 Sambrook e
t al., 1989; F.M. Ausubel et al., 1992, Current Protocols in Molecular Biology, 
J. Wiley and Sons, New York, NYに 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 、 化 学 合 成 法 、 例
え ば 、 Beaucage et al., 1981, Tetra. Letts. 22:1859-1862に 記 載 さ れ て い る ホ ス ホ ル
ア ミ ダ イ ト 法 、 ま た は Matteucci et al., 1981, J. Am. Chem. Soc., 103:3185に 従 う ト
リ エ ス テ ル 法 に よ り 生 産 す る こ と も で き 、 市 販 の 自 動 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 装 置 を 用 い
て 製 造 す る こ と も で き る 。 二 本 鎖 断 片 は 、 相 補 鎖 を 合 成 し 、 適 当 な 条 件 下 で 両 鎖 を ア ニ ー
リ ン グ す る こ と に よ る か 、 あ る い は Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 適 当 な プ ラ イ マ ー 配 列 と と も に
用 い て 相 補 鎖 を 付 加 す る こ と に よ り 、 化 学 合 成 し た 一 本 鎖 産 物 か ら 得 て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が
、 排 他 的 固 相 合 成 、 部 分 的 固 相 法 、 断 片 の 縮 合 、 従 来 の 液 相 合 成 を は じ め と す る 市 販 の 自
動 化 さ れ た 方 法 に よ り 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ペ プ チ ド 生 産 の 組 換 え 法
お よ び 合 成 法 を 組 み 合 わ せ て 半 合 性 ペ プ チ ド を 生 産 す る こ と も で き る 。 本 発 明 に よ る ペ プ
チ ド は 、 好 ま し く は Merrifield, 1963, J. Am. Chem. Soc. 85:2149; 1997に 記 載 さ れ て
い る よ う な 固 相 ペ プ チ ド 合 成 に よ り 製 造 さ れ る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 α ア ミ ノ 末 端 が 保 護
さ れ た ア ミ ノ 酸 を 用 い て 合 成 を 行 う 。 易 変 側 鎖 を 有 す る 三 官 能 性 ア ミ ノ 酸 も 、 ペ プ チ ド 構
築 の 際 に 起 こ る 望 ま し く な い 化 学 反 応 を 避 け る た め に 好 適 な 基 で 保 護 す る 。 こ の α ア ミ ノ
保 護 基 は 、 ア ミ ノ 末 端 で 次 の 反 応 を 起 こ す よ う に 選 択 的 に 除 去 す る 。 α ア ミ ノ 保 護 基 を 除
去 す る た め の 条 件 は 、 側 鎖 保 護 基 を 除 去 し な い も の と す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ れ ら の α ア ミ ノ 保 護 基 は 、 段 階 的 ペ プ チ ド 合 成 の 分 野 で 有 用 で あ る こ と が 知 ら れ て い
る も の で あ る 。 こ れ ら の も の と し て 、 ア シ ル 型 保 護 基 （ 例 え ば 、 ホ ル ミ ル 、 ト リ フ ル オ ロ
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ア セ チ ル 、 ア セ チ ル ） 、 芳 香 族 ウ レ タ ン 型 保 護 基 （ 例 え ば 、 ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル （
Ｃ ｂ ｚ ） 、 置 換 ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル お よ び ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ
ル （ Ｆ ｍ ｏ ｃ ） ） 、 脂 肪 族 ウ レ タ ン 保 護 基 （ 例 え ば 、 ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル （ Ｂ ｏ
ｃ ） 、 イ ソ プ ロ ピ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ） 、 お よ び ア ル
キ ル 型 保 護 基 （ 例 え ば 、 ベ ン ジ ル 、 ト リ フ ェ ニ ル メ チ ル ） が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 保 護 基
は Ｂ ｏ ｃ で あ る 。 Ｔ ｙ ｒ の 側 鎖 保 護 基 と し て は 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ ニ ル 、 tert-ブ チ ル 、
ト リ チ ル 、 ベ ン ジ ル 、 Ｃ ｂ ｚ 、 ４ － Ｂ ｒ － Ｃ ｂ ｚ お よ び ２ ， ６ － ジ ク ロ ロ ベ ン ジ ル が 挙 げ
ら れ る 。 Ｔ ｙ ｒ の 好 ま し い 側 鎖 保 護 基 は ２ ， ６ － ジ ク ロ ロ ベ ン ジ ル で あ る 。 Ａ ｓ ｐ の 側 鎖
保 護 基 と し て は 、 ベ ン ジ ル 、 ２ ， ６ － ジ ク ロ ロ ベ ン ジ ル 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 お よ び シ ク ロ
ヘ キ シ ル が 挙 げ ら れ る 。 Ａ ｓ ｐ の 好 ま し い 側 鎖 保 護 基 は シ ク ロ ヘ キ シ ル で あ る 。 Ｔ ｈ ｒ お
よ び Ｓ ｅ ｒ の 側 鎖 保 護 基 と し て は 、 ア セ チ ル 、 ベ ン ゾ イ ル 、 ト リ チ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ
ニ ル 、 ベ ン ジ ル 、 ２ ， ６ － ジ ク ロ ロ ベ ン ジ ル 、 お よ び Ｃ ｂ ｚ が 挙 げ ら れ る 。 Ｔ ｈ ｒ お よ び
Ｓ ｅ ｒ の 好 ま し い 保 護 基 は ベ ン ジ ル で あ る 。 Ａ ｒ ｇ の 側 鎖 保 護 基 と し て は 、 ニ ト ロ 、 Ｔ ｏ
ｓ 、 Ｃ ｂ ｚ 、 ア ダ マ ン チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 お よ び Ｂ ｏ ｃ が 挙 げ ら れ る 。 Ａ ｒ ｇ の 好 ま
し い 保 護 基 は Ｔ ｏ ｓ で あ る 。 Ｌ ｙ ｓ の 側 鎖 ア ミ ノ 基 は Ｃ ｂ ｚ 、 ２ － Ｃ ｌ － Ｃ ｂ ｚ 、 Ｔ ｏ ｓ
、 ま た は Ｂ ｏ ｃ で 保 護 す る こ と が で き る 。 ２ － Ｃ １ － Ｃ ｂ ｚ 基 が Ｌ ｙ ｓ の 好 ま し い 保 護 基
で あ る 。 選 択 し た 側 鎖 保 護 基 は 、 カ ッ プ リ ン グ 中 に 完 全 に 留 ま っ て い な け れ ば な ら ず 、 ア
ミ ノ 末 端 保 護 基 の 脱 保 護 中 ま た は カ ッ プ リ ン グ 条 件 中 に 除 去 さ れ て は な ら な い 。 ま た 、 側
鎖 保 護 基 は 、 最 終 的 な ペ プ チ ド を 変 化 さ せ な い 反 応 条 件 を 用 い て 合 成 の 終 了 時 に 除 去 で き
る も の で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 固 相 合 成 は 、 通 常 、 α ア ミ ノ 保 護 し た （ 側 鎖 保 護 し た ） ア ミ ノ 酸 を 好 適 な 固 相 支 持 体 に
結 合 す る こ と に よ り 、 カ ル ボ キ シ 末 端 か ら 行 う 。 ク ロ ロ メ チ ル ま た は ヒ ド ロ キ シ メ チ ル 樹
脂 に 結 合 さ せ た 場 合 に は エ ス テ ル 結 合 が 形 成 さ れ 、 得 ら れ る ペ プ チ ド は Ｃ 末 端 に フ リ ー の
カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 持 つ こ と に な る 。 あ る い は 、 ベ ン ズ ヒ ド リ ル ア ミ ン ま た は ｐ － メ チ ル
ベ ン ズ ヒ ド リ ル ア ミ ン 樹 脂 を 用 い る 場 合 に は 、 ア ミ ド 結 合 が 形 成 さ れ 、 得 ら れ る ペ プ チ ド
は Ｃ 末 端 に カ ル ボ キ シ ア ミ ド 基 を 持 つ こ と に な る 。 こ れ ら の 樹 脂 は 市 販 さ れ て お り 、 そ れ
ら の 製 造 方 法 は 、 Stewart et al., 1984, Solid Phase Peptide Synthesis (2nd Edition
), Pierce Chemical Co., Rockford, ILに 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 α ア ミ ノ 基 お よ び 必 要 に 応 じ て 側 鎖 を 保 護 し た Ｃ 末 端 ア ミ ノ 酸 を 、 ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ
ル ボ ジ イ ミ ド （ Ｄ Ｃ Ｃ ） 、 Ｎ ， Ｎ ’ － ジ イ ソ プ ロ ピ ル － カ ル ボ ジ イ ミ ド お よ び カ ル ボ ニ ル
ジ イ ミ ダ ゾ ー ル を は じ め と す る 種 々 の 活 性 化 剤 を 用 い て ベ ン ズ ヒ ド リ ル ア ミ ン 樹 脂 へ 結 合
さ せ る 。 樹 脂 支 持 体 へ 結 合 さ せ た 後 、 α ア ミ ノ 保 護 基 を 、 ０ ℃ ～ ２ ５ ℃ の 間 の 温 度 で 、 ジ
オ キ サ ン 中 の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｆ Ａ ） ま た は Ｈ Ｃ ｌ を 用 い て 除 去 す る 。 メ チ オ ニ ン （
Ｍ ｅ ｔ ） を 導 入 し て 可 能 性 の あ る Ｓ － ア ル キ ル 化 を 抑 制 し た 後 、 こ の Ｔ Ｆ Ａ に ジ メ チ ル ス
ル フ ィ ド を 加 え る 。 α ア ミ ノ 保 護 基 を 除 去 し た 後 、 残 り の 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 必 要 な 順
序 で 段 階 的 に カ ッ プ リ ン グ さ せ て 目 的 の 配 列 を 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 カ ッ プ リ ン グ 反 応 に は 、 Ｄ Ｃ Ｃ 、 Ｎ ， Ｎ ’ － ジ イ ソ プ ロ ピ ル － カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 ベ ン ゾ
ト リ ア ゾ ー ル － １ － イ ル － オ キ シ － ト リ ス － （ ジ メ チ ル ア ミ ノ ） ホ ス ホ ニ ウ ム ヘ キ サ － フ
ル オ ロ ホ ス フ ェ ー ト （ Ｂ Ｏ Ｐ ） お よ び Ｄ Ｃ Ｃ － ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル （ Ｈ Ｏ Ｂ ｔ
） を は じ め と す る 種 々 の 活 性 化 剤 を 用 い る こ と が で き る 。 各 保 護 ア ミ ノ 酸 は 過 剰 量 （ ＞ ２
． ０ 当 量 ） で 用 い 、 カ ッ プ リ ン グ は 通 常 、 Ｎ － メ チ ル ピ ロ リ ド ン （ Ｎ Ｍ Ｐ ） 中 、 ま た は Ｄ
Ｍ Ｆ 、 Ｃ Ｈ ２ Ｃ ｌ ２ も し く は そ の 混 合 物 中 で 行 う 。 カ ッ プ リ ン グ 反 応 の 完 了 度 は 、 各 段 階
に お い て 、 例 え ば Kaiser et al., 1970, Anal. Biochem. 34:595に 記 載 の ニ ン ヒ ド リ ン 反
応 に よ っ て モ ニ タ リ ン グ す る 。 完 全 な カ ッ プ リ ン グ が 見 ら れ た ら 、 カ ッ プ リ ン グ 反 応 を 繰
り 返 す 。 こ の よ う な カ ッ プ リ ン グ 反 応 は 、 市 販 の 装 置 を 用 い て 自 動 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 目 的 の ペ プ チ ド が 完 全 に 構 築 さ れ た 後 、 そ の ペ プ チ ド 樹 脂 を 、 液 体 Ｈ Ｆ な ど の 試 薬 を 用
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い て ０ ℃ で １ ～ ２ 時 間 切 断 す る が 、 こ れ に よ り ペ プ チ ド が 樹 脂 か ら 切 断 さ れ 、 総 て の 側 鎖
保 護 基 が 除 去 さ れ る 。 通 常 、 液 体 Ｈ Ｆ と と も に ア ニ ソ ー ル な ど の ス カ ベ ン ジ ャ ー を 用 い 、
切 断 中 に 生 じ た カ チ オ ン が ペ プ チ ド 内 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を ア ル キ ル 化 し な い よ う に
す る 。 所 望 に よ り 、 切 断 前 に こ の ペ プ チ ド － 樹 脂 を ５ Ｔ Ｆ Ａ ／ ジ チ オ エ タ ン で 脱 保 護 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 固 相 支 持 体 上 で の 側 鎖 と 側 鎖 の 環 化 に は 、 酸 性 ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば Ａ ｓ ｐ ） と 塩 基 性 ア ミ
ノ 酸 （ 例 え ば Ｌ ｙ ｓ ） の 側 鎖 官 能 基 の 選 択 的 切 断 を 可 能 と す る 直 交 保 護 ス キ ー ム を 使 用 す
る 必 要 が あ る 。 こ の 目 的 で 、 Ａ ｓ ｐ の 側 鎖 の た め に は ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル （ Ｆ ｍ ） 保
護 基 を 、 そ し て Ｌ ｙ ｓ の 側 鎖 の た め に は ９ － フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル （ Ｆ ｍ
ｏ ｃ ） 保 護 基 を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 場 合 、 Ｂ ｏ ｃ 保 護 ペ プ チ ド － 樹 脂 の 側 鎖 保
護 基 は Ｄ Ｍ Ｆ 中 の ピ ペ リ ジ ン で 選 択 的 に 除 去 さ れ る 。 固 相 支 持 体 上 で の 環 化 は 、 Ｄ Ｃ Ｃ 、
Ｄ Ｃ Ｃ ／ Ｈ Ｏ Ｂ ｔ 、 ま た は Ｂ Ｏ Ｐ を は じ め と す る 種 々 の 活 性 化 剤 を 用 い て 行 う 。 上 記 の よ
う に 、 環 化 し た ペ プ チ ド － 樹 脂 上 で Ｈ Ｆ 反 応 を 行 う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド の 精 製 の た め の 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 限 定 さ れ
る も の で は な い が 、 分 取 用 デ ィ ス ク ゲ ル 電 気 泳 動 、 等 電 点 電 気 泳 動 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 逆 相 Ｈ Ｐ
Ｌ Ｃ 、 ゲ ル 濾 過 、 イ オ ン 交 換 お よ び 分 配 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び 向 流 分 配 が 挙 げ ら れ
る 。 目 的 に よ っ て は 、 タ ン パ ク 質 が 精 製 を 助 け る さ ら な る 配 列 （ 例 え ば エ ピ ト ー プ ま た は
タ ン パ ク 質 ） タ グ を 含 む よ う な 組 換 え 系 で ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 生 産 す る こ と が
好 ま し い （ 上 記 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 あ る ア プ ロ ー チ で は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 を 、 対 象 と す る 配 列 タ
グ を 有 す る 融 合 物 を 作 り 出 す ベ ク タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 好 適 な ベ ク タ ー
と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ｐ Ｒ Ｓ Ｅ Ｔ （ Invitrogen Corp., San Diego, CA)
、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ (Amersham-Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ)、 ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ (CLONTEC
H Laboratories, Inc., Palo Alto, CA)、 お よ び ｐ Ｍ Ａ Ｌ Ｔ Ｍ (New England BioLabs (NE
B), Inc., Beverly, MA)プ ラ ス ミ ド が 挙 げ ら れ る 。 発 現 後 、 エ ピ ト ー プ ま た は タ ン パ ク 質
タ グ の 付 い た ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 、 適 当 な 固 相 マ ト リ ッ ク ス で の ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 、 翻 訳 系 ま た は 宿 主 細 胞 の 粗 溶 解 液 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 場 合 に よ っ
て は 、 精 製 後 に エ ピ ト ー プ ま た は タ ン パ ク 質 タ グ を 除 去 （ す な わ ち 、 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 に
よ る ） す る こ と が 好 ま し い 。 他 の ア プ ロ ー チ と し て は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 対 し
て 作 製 し た 抗 体 を 精 製 試 薬 と し て 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 そ の 他 の 精 製 法 も 利 用 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ ～ 配 列 番 号
５ ） 、 こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 に
対 す る 抗 体 に 関 す る 。 本 発 明 に よ り 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 提
供 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 疾 患 に 関 連 す る 免 疫 原 性 成 分 で 免 疫 化 す る こ と に よ り 、 動 物
宿 主 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス ま た は そ の 他 の 非 ヒ ト 哺 乳 類 ） に お い て 誘 導 す る こ
と が で き る 。 ま た 、 抗 体 は 、 免 疫 細 胞 の in vitroに お け る 免 疫 化 （ 感 作 ） に よ っ て も 誘 導
す る こ と が で き る 。 抗 体 の 生 産 を 誘 導 す る た め に 用 い ら れ る 免 疫 原 性 成 分 は 、 細 胞 か ら 単
離 し て も よ い し 、 化 学 的 に 合 成 し て も よ い 。 ま た 、 抗 体 は 、 適 当 な 抗 体 コ ー ド Ｄ Ｎ Ａ を 用
い て プ ロ グ ラ ム さ れ た 組 換 え 系 に お い て も 生 産 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 精 製 し た 重
鎖 お よ び 軽 鎖 の 生 化 学 的 再 構 成 に よ っ て 抗 体 を 構 築 し て も よ い 。 抗 体 に は 、 ハ イ ブ リ ッ ド
抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 お よ び 一 価 抗 体 が 含 ま れ る 。 ま た 、 Ｆ ａ ｂ １ お よ び Ｆ ａ ｂ （ ａ ｂ ） ２

フ ラ グ メ ン ト を は じ め と す る 抗 体 の Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 単 離 さ れ た Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ

10

20

30

40

50

(22) JP 2005-511037 A 2005.4.28

抗 体



チ ド 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 を 免 疫 原 と し て 使 用 し 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 造 の 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 全 長 Ｐ Ｓ Ａ ポ
リ ペ プ チ ド が 使 用 で き 、 あ る い は ま た 、 本 発 明 に よ り 、 免 疫 原 と し て 用 い る た め の こ れ ら
ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 ペ プ チ ド 部 分 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 に よ る 抗 原 ペ プ チ ド は 、 そ の ペ プ
チ ド に 対 し て 生 じ た 抗 体 が そ の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 免 疫 複 合 体 を 形 成 す
る よ う に Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ を 包 含 す る よ う 、 十 分 な 数 の 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ま
た は そ の 変 異 体 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 典 型 的 に は 、 エ ピ ト ー プ を 規 定 す る に は
少 な く と も ５ 個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 で 十 分 で あ る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ
ス ト エ ピ ト ー プ は 、 少 な く と も ８ 個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 適 当 な 免 疫 原 性 調 製 物 と し て は 、 例 え ば 、 １ ） 組 換 え 生 産 さ れ た Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト
ペ プ チ ド 、 ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 、 ２ ） 化 学 的 に 合 成
さ れ た Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ
ペ プ チ ド 、 ま た は ３ ） （ １ ） ～ （ ２ ） の 断 片 も し く は 変 異 体 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 調
製 物 は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ま た は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト な ど の ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は 同 様 の
免 疫 刺 激 剤 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 多 く の ア ジ ュ バ ン ト が 知 ら れ て お り 、 当 業 者 に 用
い ら れ て い る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 フ ロ イ ン ト の 不
完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 な ら び に リ ソ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ
プ チ ド 、 オ イ ル エ マ ル シ ョ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン お よ び ジ ニ ト ロ フ ェ
ノ ー ル な ど の 界 面 活 性 物 質 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら な る ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て は 、 ス テ ア リ
ル チ ロ シ ン (A. Nixon-George et al., 1990, J. Immunol. 144:4798-4802; Paoletti, et
 al., 1997, J. Infect. Diseases 175:1237-9; Moloney et al.に 対 す る 米 国 特 許 第 ４ ，
２ ５ ８ ， ０ ２ ９ 号 ; Jennings, et al.に 対 す る 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ８ ３ ， ６ ９ ９ 号 )、 Ｎ －
ア セ チ ル － ム ラ ミ ル － Ｌ － ト レ オ ニ ル － Ｄ － イ ソ グ ル タ ミ ン （ ｔ ｈ ｒ － Ｍ Ｄ Ｐ ） 、 Ｎ － ア
セ チ ル － ム ラ ミ ル － Ｌ － ア ラ ニ ル － Ｄ － イ ソ グ ル タ ミ ン （ Ｃ Ｇ Ｐ 　 １ １ ６ ３ ７ ， ｎ ｏ ｒ －
Ｍ Ｄ Ｐ と 呼 ば れ る ） 、 お よ び Ｎ － ア セ チ ル ム ラ ミ ル － Ｌ － ア ラ ニ ル － Ｄ － イ ソ グ ル タ ミ ル
－ Ｌ － ア ラ ニ ン － ２ － （ １ ’ － 　 ２ ’ － ジ パ ル ミ ト イ ル － ｓ ｎ － グ リ セ ロ － ３ － ヒ ド ロ キ
シ ホ ス ホ リ ル － オ キ シ ） － エ チ ル ア ミ ン （ Ｃ Ｇ Ｐ 　 １ ９ ８ ３ ５ Ａ ， Ｍ Ｔ Ｐ － Ｐ Ｅ と 呼 ば れ
る ） が 挙 げ ら れ る 。 あ る 特 定 の ア ジ ュ バ ン ト は 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 中 に ５ ％ （ ｗ ｔ ／
ｖ ｏ ｌ ） ス ク ワ レ ン 、 ２ ． ５ ％ プ ル ロ ニ ッ ク Ｌ １ ２ １ ポ リ マ ー お よ び ０ ． ２ ％ ポ リ ソ ル ベ
ー ト を 含 ん で な る (Kwak et al., 1992, New Eng. J. Med. 327:1209-1215)。 さ ら な る ア
ジ ュ バ ン ト の 例 は 、 本 明 細 書 に お い て 後 述 す る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 有 効 性 は 、 免 疫 原 性 ペ プ
チ ド に 対 す る 抗 体 の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 免 疫 原 は 、 所 望 に よ り 、 特 に 小 さ な ペ プ チ ド を 用 い る 場 合 に は 免 疫 原 性 を 高 め る た め に
担 体 タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド と の 化 学 的 結 合 に 通 常 用 い ら れ る 、
一 般 に 使 用 さ れ る 担 体 と し て は 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 例 え ば ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ ま た は 魚 血
清 ア ル ブ ミ ン 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン お よ び キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン が 挙 げ ら れ る
。 結 合 さ せ た 免 疫 原 担 体 は 、 次 に 、 レ シ ピ エ ン ト 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヒ ツ ジ
、 ヤ ギ ま た は ウ サ ギ ） を 免 疫 化 す る た め に 使 用 す る 。 免 疫 化 動 物 の 抗 体 力 価 は 、 固 定 化 し
た Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 ま た は こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド
を 用 い た 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） に よ る も の な ど 、 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 経
時 的 に モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 所 望 に よ り 、 抗 体 分 子 を 哺 乳 類 か ら （ 例 え ば 血 液
か ら ） 単 離 し 、 さ ら に Ｉ ｇ Ｇ 画 分 を 得 る た め の Ａ タ ン パ ク 質 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 周
知 の 技 術 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 免 疫 化 後 の 適 当 な 時 点 、 例 え ば 抗 体 力 価 が 最 高 に な っ た 時 に 、 抗 体 産 生 細 胞 を 動 物 被 験
体 か ら 得 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kohler and Milstein, 1975, Nature 256:495-497; Brow
n et al., 1981, J. Immunol. 127:539-46; Brown et al., 1980, J. Biol. Chem. 255:4
980-83; Yeh et al., 1976, PNAS 76:2927-31;お よ び Yeh et al., 1982, Int. J. Cancer
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 29:269-75参 照 )、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kozbor et al., 1983, Immunol. Toda
y 4:72)、 Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies and
 Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96)、 ま た は ト リ オ ー マ 技 術 な ど の 標 準
的 な 技 術 に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド
ー マ を 作 出 す る 技 術 は 周 知 で あ る (一 般 に R.H. Kenneth, 1980, Monoclonal Antibodies: 
A New Dimension In Biological Analyses, Plenum Publishing Corp., New York, NY; E
.A. Lerner, 1981, Yale J. Biol. Med., 54:387-402; M.L. Gefter et al., 1977, Soma
tic Cell Genet. 3:231-36参 照 )。 一 般 に 不 死 細 胞 系 （ 典 型 的 に は ミ エ ロ ー マ ） を 、 上 記
の よ う に Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト 免 疫 原 （ 例 え ば ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド ） で 免 疫 化 し
た 哺 乳 類 由 来 の リ ン パ 球 （ 典 型 的 に は 脾 細 胞 ） と 融 合 さ せ 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞
の 培 養 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 ま た は こ の ペ プ チ ド
を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ を 同 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド ま た は こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｓ Ｐ Ａ ポ リ ペ プ チ ド に
対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 目 的 で は 、 リ ン パ 球 と 不 死 化 細 胞 系 を 融 合 さ せ る の
に 用 い ら れ る 多 く の 公 知 の 方 法 の う ち の い ず れ を 適 用 し て も よ い (例 え ば 、 G. Gafter et 
al., 1977, Nature 266:55052; Gefter et al., 1977; Lerner, 1981; Kenneth, 1980)。
さ ら に 、 当 業 者 な ら ば 、 こ の よ う な 方 法 の 多 く の バ リ エ ー シ ョ ン が あ る こ と が 分 か る で あ
ろ う 。 典 型 的 に は 、 こ の 不 死 細 胞 系 （ 例 え ば 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 ） は 、 リ ン パ 球 と 同 じ 哺
乳 類 種 に 由 来 す る 。 例 え ば 、 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 本 発 明 に よ る 免 疫 原 性 調 製 物 で 免
疫 化 し た マ ウ ス 由 来 の リ ン パ 球 を 不 死 化 マ ウ ス 細 胞 系 と 融 合 さ せ る こ と に よ り 作 製 す る こ
と が で き る 。 好 ま し い 不 死 細 胞 系 と し て は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ
ジ ン を 含 有 す る 培 養 培 地 （ Ｈ Ａ Ｔ 培 地 ） に 感 受 性 の あ る マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 が あ る 。
例 え ば 、 Ｐ ３ － Ｎ Ｓ １ ／ １ － Ａ ｇ ｏ － １ 、 Ｐ ３ － ｘ ６ ３ － Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３ 、 ま た は Ｓ ｐ ２
／ ０ － Ａ ｇ １ な ど 、 多 く の ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 の う ち の い ず れ を 標 準 的 な 技 術 に 従 っ て 融 合
相 手 と し て 用 い て も よ い 。 こ れ ら の ミ エ ロ ー マ 系 は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ (American Type Culture Col
lection, Manassas, VA)か ら 入 手 で き る 。 典 型 的 に は 、 Ｈ Ａ Ｔ 感 受 性 マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細
胞 は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） を 用 い て マ ウ ス 脾 細 胞 と 融 合 さ せ る 。 次 に 、 融
合 か ら 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 融 合 し て い な い 、 ま た は 生 産 的 に 融 合 し て い な い
ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 死 滅 さ せ る （ 融 合 し て い な い 脾 細 胞 は 形 質 転 換 さ れ て い な い の で 、 数 日
後 に 死 滅 す る ） Ｈ Ａ Ｔ 培 地 を 用 い て 選 択 す る 。 本 発 明 に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 例 え ば 標 準 的 な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ
ニ ス ト ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 に 関 し て ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と に よ っ て 検 出 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る 代 わ り に 、 対 応 す る Ｐ Ｓ Ａ －
３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド を 用 い て 組 換 え コ ン ビ ナ ト リ ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー （ 例
え ば 、 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー ） を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ れ に よ り こ れ ら
の 分 子 と 結 合 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 単 離 す る こ と に よ り 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 同 定 お よ び 単 離 す る こ と も で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 作
製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト は 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 the Pharmacia Re
combinant Phage Antibody System, Catalog No. 279400-01;お よ び the Stratagene Surf
ZAPTM Phage Display Kit, Catalog No. 240612)。 抗 体 デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製
お よ び ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 に 用 い る の に 特 に 適 切 な 方 法 お よ び 試 薬 の 例 は 、 例 え ば 、 A.
 Blume 米 国 特 許 第 6,010,861号 、 Ladner et al. 米 国 特 許 第 5,223,409号 ; Kang et al. 
国 際 公 開 番 号 WO92/18619; Dower et al. 国 際 公 開 番 号 WO91/17271; Winter et al. 国 際
公 開 番 号 WO92/20791; Markland et al. 国 際 公 開 番 号 WO92/15679; Breitling et al. 国
際 公 開 番 号 WO93/01288; McCafferty et al. 国 際 公 開 番 号 WO92/01047; Garrard et al. 
国 際 公 開 番 号 WO92/09690; Ladner et al. 国 際 公 開 番 号 WO90/02809; Fuchs et al., 1991
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, BiolTechnology 9:1370-1372; Hay et al., 1992, Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85
; Huse et al., 1989, Science 246:1275-1281; Griffiths et al., 1993, EMBO J 12:72
5-734; Hawkins et al., 1992, J. Mol. Biol. 226:889-896; Clarkson et al., 1991, N
ature 352:624-628; Gram et al., 1992, PNAS 89:3576-3580; Garrad et al., 1991, Bi
o/Technology 9:1373-1377; Hoogenboom et al., 1991, Nuc. Acid Res. 19:4133-4137; 
Barbas et al., 1991, PNAS 88:7978-7982;お よ び McCafferty et al., 1990, Nature 348
:552-55に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 さ ら に 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド ま た は こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る 組 換 え 抗 体 は 、 標 準 的 な 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 ヒ ト 部 分 と 非 ヒ ト 部 分 の 双 方 を 含 ん で な る キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 の
例 は 、 例 え ば 、 Robinson et al. 国 際 出 願 番 号 PCT/US86/02269; Akira, et al. 欧 州 特 許
出 願 184,187; Taniguchi, M., 欧 州 特 許 出 願 171,496; Morrison et al. 欧 州 特 許 出 願 173
,494; Neuberger et al. PCT国 際 公 開 番 号 WO86/01533; Cabilly et al. 米 国 特 許 第 4,816
,567号 ; Cabilly et al. 欧 州 特 許 出 願 125,023; Better et al., 1988, Science 240:104
1-1043; Liu et al., 1987, PNAS 84:3439-3443; Liu et al., 1987, J. Immunol. 139:3
521-3526; Sun et al., 1987, PNAS 84:214-218; Nishimura et al., 1987, Canc. Res. 
47:999-1005; Wood et al., 1985, Nature 314:446-449;お よ び Shaw et al., 1988, J. N
atl. Cancer Inst. 80:1553-1559; S.L. Morrison, 1985, Science 229:1202-1207; Oi e
t al., 1986, BioTechniques 4:214; Winter 米 国 特 許 第 5,225,539号 ; Jones et al., 19
86, Nature 321:552-525; Verhoeyan et al., 1988, Science 239:1534;お よ び Bcidler e
t al., 1988, J. Immunol. 141:4053-4060に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド ま た は こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｓ Ｐ Ａ ポ リ ペ プ チ ド に
対 す る 抗 体 （ 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た
は 免 疫 沈 降 な ど の 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 対 応 す る 分 子 を 単 離 す る た め に 使 用 で き る 。 例 え
ば 、 抗 体 は 、 組 換 え 生 産 さ れ た Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド
の 宿 主 細 胞 か ら の 精 製 に 役 立 つ 。 さ ら に 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体
は 、 タ ン パ ク 質 発 現 の パ タ ー ン ま た は レ ベ ル を 評 価 す る た め に 、 対 応 す る ペ プ チ ド ま た は
こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｓ Ｐ Ａ ポ リ ペ プ チ ド を （ 例 え ば 、 細 胞 溶 解 液 ま た は 細 胞 上 清 に
お い て ） 検 出 す る た め に 使 用 で き る 。 ま た 、 こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 本 明 細 書 で 詳 細 に
記 載 さ れ て い る よ う な 所 定 の 治 療 計 画 の 有 効 性 を 決 定 す る た め の 臨 床 試 験 法 の 一 部 と し て
、 組 織 内 の Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド レ ベ ル を モ ニ タ リ ン
グ す る た め の 診 断 薬 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　
　 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ ～ 配 列 番 号 ５ ）
、 こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ５ ～ 配 列 番 号 ３ ０ ）
、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 を 用 い て 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に 従 い 、 競 合 的 結 合
ア ッ セ イ に お い て 薬 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ
ニ ス ト ペ プ チ ド と Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 分 子 を 含 ん で な る 複 合 体 を 用 い 、 ペ プ チ ド － Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体
を 妨 害 、 増 強 、 ま た は そ の 他 の 様 式 で 変 更 す る 試 験 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 競 合 的 薬 物
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 利 用 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド － Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体 を 妨 害 す る 薬
剤 は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド の 機 能 を 模 倣 す る 類 似 体 （ す な わ ち 、 ミ メ テ ィ ク ス
） と し て 働 き 得 る 。 ペ プ チ ド － Ｈ Ｌ Ａ 複 合 体 の 形 成 ま た は 安 定 性 を 増 強 す る 薬 剤 は 、 Ｐ Ｓ
Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド の 免 疫 反 応 性 を 増 強 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 試 験 薬 剤 は 多 く の 化 学 種 を 包 含 し 得 る が 、 典 型 的 に は 有 機 分 子 、 例 え ば 小 分 子 で あ る 。
好 ま し く は 、 試 験 薬 剤 の 分 子 量 は ５ ０ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 試 験 薬
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剤 の 分 子 量 は ５ ０ ダ ル ト ン を 超 え 、 ２ ， ５ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 で あ る 。 こ の よ う な 試 験 薬 剤
は 、 タ ン パ ク 質 と の 構 造 的 相 互 作 用 に 必 要 な 官 能 基 、 特 に 水 素 結 合 を 含 ん で も よ く 、 典 型
的 に は 少 な く と も 一 つ の ア ミ ン 、 カ ル ボ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ル ま た は カ ル ボ キ シ ル 基 、 好 ま
し く は 少 な く と も 二 つ の 官 能 化 学 基 を 含 む 。 有 用 な 試 験 薬 剤 は 、 上 記 の 官 能 基 の １ 以 上 で
置 換 さ れ て い る 環 状 炭 素 も し く は 複 素 環 構 造 お よ び ／ ま た は 芳 香 族 も し く は 多 芳 香 族 構 造
を 含 む こ と が 多 い 。 ま た 、 こ の よ う な 試 験 薬 剤 は 、 ペ プ チ ド 、 糖 類 、 脂 肪 酸 類 、 ス テ ロ イ
ド 類 、 プ リ ン 類 、 ピ リ ミ ジ ン 類 、 誘 導 体 、 構 造 類 似 体 ま た は そ れ ら の 組 合 せ を は じ め と す
る 生 体 分 子 を も 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 試 験 薬 剤 と し て は 、 例 え ば 、 １ ） Ｉ ｇ テ ー ル を 有 す る 融 合 ペ プ チ ド を は じ め と す る 可 溶
性 ペ プ チ ド 、 な ら び に ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 Lam et al., 1991, Natu
re 354:82-84; Houghten et al., 1991, Nature 354:84-86参 照 ） お よ び Ｄ － お よ び ／ ま
た は Ｌ － 配 置 ア ミ ノ 酸 か ら な る コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 か ら の 分 子 ５ ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ
ー な ど の ペ プ チ ド 、 ２ ） ホ ス ホ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 ラ ン ダ ム お よ び 部 分 的 縮 重 、 指 定 ホ ス
ホ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー 、 例 え ば 、 Songyang et al, 1993, Cell 72:767-778
参 照 ） 、 ３ ） 抗 体 （ 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 抗 イ デ ィ オ タ イ
プ 、 キ メ ラ 、 お よ び 一 本 鎖 抗 体 、 な ら び に 抗 体 の Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 、 Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ
イ ブ ラ リ ー フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び エ ピ ト ー プ 結 合 フ ラ グ メ ン ト ） 、 お よ び ４ ） 有 機 お よ び
無 機 小 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 試 験 薬 剤 は 、 合 成 化 合 物 ま た は 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を は じ め と す る 多 様 な ソ ー ス
か ら 得 る こ と が で き る 。 合 成 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 Maybridge Chemical Co. (
Trevillet, Cornwall, UK), Comgenex (Princeton, NJ), Brandon Associates (Merrimac
k, NH)、 お よ び Microsource (New Milford, CT)か ら 市 販 さ れ て い る 。 希 少 な 化 学 ラ イ ブ
ラ リ ー が Aldrich Chemical Company, Inc.(Milwaukee, WI)か ら 市 販 さ れ て い る 。  細 菌 、
真 菌 、 植 物 ま た は 動 物 抽 出 物 を 含 む 天 然 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 Pan Laboratori
es (Bothell, WA)か ら 市 販 さ れ て い る 。 さ ら に 、 ラ ン ダ ム オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を は
じ め 、 多 様 な 有 機 化 合 物 お よ び 生 体 分 子 の ラ ン ダ ム お よ び 指 定 合 成 の た め に 、 多 く の 手 段
が 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 あ る い は 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 お よ び 動 物 抽 出 物 の 形 態 の 天 然 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 容
易 に 作 製 す る こ と が で き る 。 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 合 成 方 法 も 容 易 に 利 用 可 能 で あ る （ 例 え
ば 、 DeWitt et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6909; Erb et al., 1994, P
roc. Natl.Acad. Sci. USA 91:11422; Zuckermann et al., 1994, J. Med. Chem. 37:267
8; Cho et al., 1993, Science 261:1303; Carell et al., 1994, Angew. Chem. Int. Ed
. Engl. 33:2059; Carell et al., 1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2061;お よ び
Gallop et al., 1994, J. Med.Chem. 37:1233参 照 )。 さ ら に 、 天 然 化 合 物 ま た は 合 成 化 合
物 ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 化 合 物 は 、 通 常 の 化 学 的 、 物 理 的 お よ び 生 化 学 的 手 段 に よ っ て 容 易
に 修 飾 す る こ と が で き （ 例 え ば 、 Blondelle et al., 1996, Trends in Biotech. 14:60参
照 ） 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 他 の ア プ ロ
ー チ で は 、 従 前 に 同 定 さ れ て い る 薬 理 作 用 剤 に ア シ ル 化 、 ア ル キ ル 化 、 エ ス テ ル 化 、 ア ミ
ド 化 な ど の 指 定 ま た は ラ ン ダ ム 化 学 修 飾 を 施 す こ と が で き 、 こ れ ら の 類 似 体 を 、 Ｐ Ｓ Ａ －
３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 反 応 性 の さ ら な る 増 強 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の 多 く の 方 法 が 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て お
り 、 例 え ば 、 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー を 含 む も の 、 空 間 的 に ア ド レ ス 可 能 な パ ラ レ ル 固 相 ま
た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー 、 デ コ ン ヴ ォ ル ー シ ョ ン を 要 す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 、 「 １ ビ ー ズ
１ 化 合 物 」 ラ イ ブ ラ リ ー 法 、 お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択 を 用 い る 合 成
ラ イ ブ ラ リ ー 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー の ア プ ロ ー チ は ポ リ ペ プ チ ド ラ イ
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ブ ラ リ ー に 限 定 さ れ る が 、 他 の ４ つ の ア プ ロ ー チ は 、 化 合 物 の ポ リ ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド
オ リ ゴ マ ー ま た は 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー に 適 用 可 能 で あ る (K. S. Lam,1997, Anticancer Dr
ug Des. 12:145)。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 小 分 子 、 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 非 限 定 的 な 例 、 お よ び
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 B. Seligmann, 1995,"Synthesis, Screening, Identification o
f Positive Compounds and Optimization of Leads from Combinatorial Libraries: Val
idation of Success" p. 69-70. Symposium: Exploiting Molecular Diversity: Small M
olecule Libraries for Drug Discovery, Jolla, CA, Jan. 23-25, 1995 (Wendy Warr & 
Associates, 6 Berwick Court, Cheshire, UK CW4 7HZか ら 入 手 で き る 会 議 要 旨 ); E. Mar
tin et al., 1995, J. Med. Chem. 38:1431-1436; E. Martin et al., 1995, "Measuring
 diversity: Experimental design of combinatorial libraries for drug discovery" A
bstract, ACS Meeting, Anaheim, CA, COMP 32;お よ び E. Martin, 1995,"Measuring Chem
ical Diversity: Random Screening or Rationale Library Design"　 p.27-30, Symposiu
m: Exploiting Molecular Diversity: Small Molecule Libraries for Drug Discovery, 
La Jolla, Calif. Jan. 23-25, 1995(Wendy Warr & Associates, 6 Berwick Court, Ches
hire, UK CW4 7HZか ら 入 手 で き る 会 議 要 旨 )に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 溶 液 中 （ 例 え ば 、 Houghten, 1992, Biotechniques 
13:412-421） 、 ま た は ビ ー ズ 上 (Lam, 1991, Nature 354:82-84） 、 チ ッ プ 上 (Fodor, 1993
, Nature 364:555-556)、 細 菌 も し く は 胞 子 上 (Ladner 米 国 特 許 第 5,223,409号 )、 プ ラ ス
ミ ド 上 (Cull et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1865-1869)、 も し く は フ ァ
ー ジ 上 (Scott and Smith, 1990, Science 249:386-390; Devlin, 1990, Science 249:404
-406; Cwirla et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97:6378-6382; Felici, 1991
, J. Mol. Biol. 222:301-310; Ladner,上 記 )で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ が 結 合 ア ッ セ イ で あ る 場 合 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、
こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 変 異 体 も し く は 断 片 を ラ ベ ル
に 連 結 し て も よ く 、 こ こ で 、 こ の ラ ベ ル は 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提
供 す る も の で あ る 。 種 々 の ラ ベ ル と し て 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 、 酵 素 、
特 異 的 結 合 分 子 、 粒 子 （ 例 え ば 、 磁 気 粒 子 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 特 異 的 結 合 分 子 と し て は
、 ビ オ チ ン と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ジ ゴ キ シ ン と 抗 ジ ゴ キ シ ン な ど の 対 が 挙 げ ら れ る 。 特
異 的 結 合 メ ン バ ー に 関 し て は 、 通 常 、 相 補 的 メ ン バ ー を 、 公 知 の 手 順 に 従 っ て 、 検 出 可 能
な 分 子 で 標 識 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 他 の 種 々 の 試 薬 を ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 含 め て も よ い 。 こ れ ら の も の と し て は 、 塩
、 中 性 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば ア ル ブ ミ ン ） 、 界 面 活 性 剤 な ど 、 最 適 な タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク
質 結 合 を 促 進 す る 、 か つ ／ ま た は 非 特 異 的 も し く は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 相 互 作 用 を 軽 減 す る
た め に 用 い ら れ る 試 薬 が 含 ま れ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 抗 微 生 物
剤 な ど の よ う な 、 ア ッ セ イ の 効 率 を 向 上 さ せ る 試 薬 を 用 い て も よ い 。 こ れ ら の 成 分 は 、 必
要 な 結 合 を も た ら す い ず れ の 順 序 で 加 え て も よ い 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 最 適 な 活 性 を 促
進 す る い ず れ の 温 度 で 行 っ て も よ く 、 典 型 的 に は ４ ～ ４ ０ ℃ の 間 で 行 わ れ る 。 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 時 間 は 最 適 な 活 性 化 が 得 ら れ る よ う に 選 択 さ れ る が 、 ラ ピ ッ ド ・ ハ イ ス ル ー プ ッ
ト ス ク リ ー ニ ン グ を 促 進 す る た め に 最 適 化 し て も よ い 。 通 常 、 ０ ． １ ～ １ 時 間 の 間 で 十 分
で あ る 。 一 般 に 、 複 数 の ア ッ セ イ 混 合 物 を 異 な る 薬 剤 濃 度 で 並 行 し て 実 施 し 、 こ れ ら の 濃
度 に 対 す る 示 差 的 応 答 を 得 る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の 濃 度 の う ち の 一 つ を 陰 性 対 照 と し 、
す な わ ち 、 濃 度 ０ と す る か 、 ま た は 検 出 レ ベ ル 未 満 と す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 細 胞 フ リ ー リ ガ ン ド ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 行 う た め に は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ
プ チ ド 、 こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体
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を 、 こ れ ら の 分 子 と 結 合 す る 試 験 薬 剤 の 同 定 を 助 け る と と も に ア ッ セ イ の 自 動 化 に 適 応 さ
せ る た め に 、 表 面 に 固 定 化 す る の が 望 ま し い 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト
ペ プ チ ド と ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ を 含 ん で な る 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る こ と が で き る 。 あ
る 実 施 形 態 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド と Ｆ Ｌ Ａ Ｇ Ｓ タ グ を 含 ん で な る 融 合 タ ン
パ ク 質 を 、 抗 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ （ 登 録 商 標 ） タ グ を 結 合 さ せ た ビ ー ズ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト に 吸 着 さ せ る 。 標 識 （ 例 え ば 放 射 性 標 識 ） し た 試 験 薬 剤 を 、 複 合 体 を 形 成 し 得 る 条 件
下 （ 例 え ば 、 塩 お よ び ｐ Ｈ に 関 し て 生 理 学 的 条 件 下 ） で コ ー テ ィ ン グ ビ ー ズ に 加 え る 。 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 コ ー テ ィ ン グ ビ ー ズ を 洗 浄 し て 結 合 し て い な い 試 験 薬 剤 を 除 去 し 、
固 定 化 さ れ た 放 射 性 標 識 の 量 を 測 定 す る 。 あ る い は 、 こ の 複 合 体 を 解 離 さ せ て 、 上 清 中 に
存 在 す る 放 射 性 標 識 を 測 定 す る 。 別 の ア プ ロ ー チ で は 、 ビ ー ズ を Ｓ Ｉ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ
り 分 析 し て 、 結 合 し た 薬 剤 を 同 定 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で
な る ポ リ ペ プ チ ド 、 こ れ ら の ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 、 ま た は そ の 一 部 も し く は 機 能 的 同
等 物 を 用 い た 合 理 的 な 薬 剤 デ ザ イ ン の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 合 理 的 薬 剤 デ ザ イ ン の 目 的 は 、
対 象 と す る 生 物 学 的 に 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ が 相 互 作 用 す る 小 分 子 の 構 造 類 似 体
、 例 え ば ミ メ テ ィ ク ス 、 を 作 製 す る こ と で あ る 。 次 に 、 こ れ ら の 類 似 体 を 用 い て 、 例 え ば
Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド の よ り 活 性 な 、 ま た は よ り 安 定 な 形 態 で あ る 薬 剤 、 あ る い
は in vivoで こ の ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 反 応 性 を 増 強 す る 薬 剤 を 形 作 る こ と が で き る (例 え
ば 、 Hodgson, 1991, Bio/Technology 9:19-21参 照 )。 合 理 的 薬 剤 デ ザ イ ン の 例 と し て は 、
Ｈ Ｉ Ｖ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 開 発 が あ る (Erickson et al., 1990, Science, 249:527-533
)。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 一 つ の ア プ ロ ー チ で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド ま た は こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な
る ポ リ ペ プ チ ド の 三 次 元 構 造 は 、 Ｘ 線 結 晶 学 、 コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ ま た は そ の 組 合
せ に よ っ て 決 定 さ れ る 。 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 に 関 す る 有 用 な 情 報 は 、 相 同
タ ン パ ク 質 の 構 造 に 基 づ く コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ に よ っ て 得 る こ と も で き る 。 さ ら に
、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は
そ の 断 片 は 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン に よ っ て 分 析 す る こ と が で き る (Wells, 1991, Methods in
 Enzymol., 202:390-4.11)。 こ の 技 術 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド の 各 ア ミ ノ 酸 残
基 が ア ラ ニ ン で 置 換 さ れ 、 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 対 す る そ の 作 用 が 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 別 の ア プ ロ ー チ で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 単 離 し 、 機 能 ア
ッ セ イ に よ り 選 択 し 、 そ の 後 、 そ の 結 晶 構 造 を 解 明 す る た め に 解 析 す る こ と が で き る 。 原
則 と し て 、 こ の ア プ ロ ー チ に よ れ ば 、 次 に 行 う 薬 物 デ ザ イ ン の 基 礎 と す る こ と の で き る フ
ァ ル マ コ ア を 得 る こ と が で き る 。 あ る い は 、 機 能 的 、 薬 理 学 的 に 活 性 な 抗 体 に 対 す る 抗 イ
デ ィ オ タ イ プ 抗 体 （ ａ ｎ ｔ ｉ － ｉ ｄ ） を 作 製 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 結 晶 学 を 完 全 に
迂 回 す る こ と も で き る 。 鏡 像 の 鏡 像 と し て 、 ａ ｎ ｔ ｉ － ｉ ｄ の 結 合 部 位 は 対 応 す る Ｐ Ｓ Ａ
－ ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド の 類 似 体 で あ る と 推 定 さ れ る 。 次 に 、 こ の ａ ｎ ｔ ｉ － ｉ ｄ を 用 い
て 、 化 学 的 ま た は 生 物 学 的 に 作 製 さ れ た ペ プ チ ド の バ ン ク か ら ペ プ チ ド を 同 定 お よ び 単 離
す る こ と が で き る 。 選 択 さ れ た ペ プ チ ド は 、 次 に 、 フ ァ ル マ コ ア と し て 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 薬 物 デ ザ イ ン の た め の 方 法 お よ び コ ン ピ ュ ー タ ー ツ ー ル の
例 は 、 R. Cramer et al., 1974, J. Med. Chem. 17:533; H.Kubinyi (ed) 1993, 3D QSAR
 in Drug Design, Theory, Methods, and Applications, ESCOM, Leiden, Holland; P. D
ean (ed) 1995, Molecular Similarity in Drug Design, K. Kim "Comparative molecula
r field analysis (ComFA)" p. 291-324, Chapman & Hill, London, UK; Y. et al., 199
3, J. Comp.-Aid. Mol. Des. 7:83102; G. Lauri and P.A. Bartlett, 1994, J. Comp.-A
id. Mol. Des. 8:51-66; P.J. Gane and P.M. Dean, 2000, Curr. Opin. Struct. Biol. 
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10(4):401-4; H.O. Kim and M. Kahn, 2000, Comb. Chem. High Throughput Screen. 3(3
):167-83; G.K. Farber, 1999, Pharmacol Ther. 84(3):327-32;お よ び  H. van de Water
beemd (Ed.) 1996, Structure-Property Correlations in Drug Research, Academic Pre
ss, San Diego, CA.に 記 載 さ れ て い る 。 　
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る
Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 を 有 す る 細 胞 お よ び 動 物 を 、 治 療 化
合 物 と し て の 可 能 性 を 有 す る 薬 剤 に 関 し て 研 究 お よ び 試 験 す る た め の モ デ ル 系 と し て 用 い
る こ と が で き る 。 試 験 薬 剤 を 動 物 に 投 与 す る か 、 細 胞 に 適 用 し た 後 に 、 動 物 ／ 細 胞 の 表 現
型 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 応 答 を 生 み
出 す Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド の 能 力 を 増 強 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に
使 用 で き る 。 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 と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 試 験 す る 薬 剤 、 例 え ば 薬 物 を ウ ェ ル に 加 え 、
Ｔ 細 胞 の 増 殖 を 測 定 す る 。 Ｔ 細 胞 の 増 幅 は 、 そ の 試 験 薬 剤 が Ｔ 細 胞 応 答 を 増 強 す る こ と を
示 す 。 次 に 、 Ｔ 細 胞 応 答 を 増 強 す る 試 験 薬 剤 に つ い て さ ら な る 評 価 を 行 う 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 こ れ ら の 方 法 に よ れ ば 、 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ａ に 対 す る 免 疫 反 応 性 の 増 強 を も た ら す 薬 物 を デ
ザ イ ン す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 利 用 で き る こ と に よ り 、 Ｘ 線 結 晶 学 な ど の 解 析 研 究 を 行 う た め に 十 分 な 量 の こ れ ら ペ プ
チ ド ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に
、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 配 列 の 知 見 は 、 Ｘ 線 結 晶 学 の 代 わ り に 、 あ る い は そ れ に
加 え て 、 コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ 技 術 の 使 用 が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ ～ 配
列 番 号 ５ ） 、 こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｓ Ｐ Ａ ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ５ ～ 配
列 番 号 ３ ０ ） 、 ま た は そ の 変 異 体 も し く は 断 片 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を ア ッ セ イ に 用 い
て 、 本 明 細 書 に 記 載 の ベ ク タ ー 、 細 胞 ま た は ペ プ チ ド に 基 づ く 治 療 薬 で 処 置 さ れ て い る 被
験 体 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の 診 断 目 的 に 有 用 な 抗 体 は 、 上 述 の も の と 同 じ
よ う に 作 製 す る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 全 長 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド に 対 し て 作 製
し て も 、 ま た は こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｓ Ｐ Ａ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 作 製 し て も よ い 。
あ る い は 、 抗 体 は 、 こ の ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 ま た は 変 異 体 に 対 し て 作 製 し
て も よ い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ
ド に 関 す る 診 断 ア ッ セ イ は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル （ 例 え ば ヒ ト 体 液 、 細 胞 、 組 織 、 ま た は 細
胞 も し く は 組 織 の 抽 出 物 ） に お い て ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 、 抗 体
お よ び 標 識 を 利 用 す る 方 法 を 含 む 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 修 飾 し て も 、 修 飾 し な く て も よ く 、
リ ポ ー タ ー 分 子 と 共 有 結 合 的 ま た は 非 共 有 結 合 的 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 標 識 し て も よ い
。 当 技 術 分 野 で 公 知 の 多 様 な リ ポ ー タ ー 分 子 を 使 用 す る こ と が で き 、 そ の い く つ か を 本 明
細 書 に 記 載 し て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 多 く の 免 疫 ア ッ セ イ 形 式 が 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 用 い る 特 定 の 形 式 は ア ッ セ イ の 目
的 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 免 疫 ア ッ セ イ で は 、 例 え ば 、 単 一 の 疾 病 関 連 エ ピ ト ー プ に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 単 一 の 疾 病 関 連 抗 原 成 分 の 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 異 な る 疾 病 関 連 抗 原 の エ ピ ト ー プ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 同 じ 疾 病 関 連 抗
原 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 異 な る 疾 病 関 連 抗 原 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 プ ロ ト コ ー ル は 、 例 え ば 、 固 相 支 持 体 を 使 用 で き る か 、
あ る い は 免 疫 沈 降 を 含 み 得 る 。 典 型 的 に は 、 免 疫 ア ッ セ イ で は 、 標 識 抗 体 と 標 識 抗 原 成 分
（ す な わ ち 、 抗 体 と の 結 合 に 関 し て サ ン プ ル 中 の 抗 原 と 競 合 さ せ る た め ） の い ず れ か を 用
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い る 。 標 識 の 例 は 上 記 の 節 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 「 競 合 」 （ 米 国 特 許 第 ３ ， ６ ５ ４ ， ０ ９ ０ 号 明 細 書 お よ び 同 第 ３ ， ８
５ ０ ， ７ ５ ２ 号 明 細 書 ） 、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 （ 米 国 特 許 第 ４ ， ０ １ ６ ， ０ ４ ３ 号 明 細 書 ）
、 お よ び 「 二 重 抗 体 」 ま た は 「 Ｄ Ａ Ｓ Ｐ 」 ア ッ セ イ を 用 い 得 る 。 当 技 術 分 野 で は 、 サ ン プ
ル 中 の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 ま た は こ の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｓ Ｐ Ａ ポ リ ペ プ
チ ド の 量 を 測 定 す る い く つ か の 方 法 （ 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 Ｒ Ｉ Ａ 、 お よ び Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） が
知 ら れ て お り 、 診 断 の 基 礎 と な る 。 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 の 陰 性 対 照 値
は 、 処 置 前 被 験 体 、 好 ま し く は ヒ ト か ら 採 取 し た 生 物 学 的 サ ン プ ル を 会 合 に 好 適 な 条 件 下
で ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 確
立 す る 。 抗 体 － 抗 原 の 会 合 量 は 種 々 の 方 法 に よ り 定 量 で き る が 、 光 度 測 定 手 段 が 好 ま し い
。 処 置 後 サ ン プ ル 中 、 お よ び 処 置 前 （ 陰 性 対 照 ） サ ン プ ル 中 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ
ド の レ ベ ル を 比 較 す る 。 処 置 前 と 処 置 後 の 値 の 差 に よ り 、 処 置 プ ロ ト コ ー ル 中 の レ ベ ル を
モ ニ タ リ ン グ す る た め の パ ラ メ ー タ ー が 確 立 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 抗 体 に 基 づ く 診 断 用 途 に 好 適 な キ ッ ト は 、 典 型 的 に は 次 の 成 分 の １ 以 上 を 含 む ：
（ １ ） 抗 体 ： 抗 体 は 予 め 標 識 さ れ て い て も よ い 。 あ る い は 、 抗 体 を 標 識 せ ず に 、 標 識 用 の
成 分 を 別 の 容 器 で キ ッ ト に 含 め て も よ く 、 ま た は 二 次 標 識 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 抗 体 は モ ノ
ク ロ ー ナ ル で あ っ て も ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ っ て も よ く 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、
ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 変 異 体 も し く は 断
片 に 対 す る も の と す る こ と が で き る ；
（ ２ ） 反 応 成 分 ： キ ッ ト は ま た 、 他 の 適 宜 パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ た 試 薬 、 お よ び 、 適 用 可 能
で あ れ ば 、 固 相 マ ト リ ッ ク ス お よ び 標 品 を は じ め と す る 、 特 定 の 免 疫 ア ッ セ イ プ ロ ト コ ー
ル に 必 要 な 材 料 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 上 述 の キ ッ ト は 、 試 験 を 実 施 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 ん で も よ い 。 さ ら に ま た 、 好 ま
し い 実 施 形 態 で は 、 診 断 キ ッ ト は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト お よ び ／ ま た は 自 動 操 作 に 適 合 可 能
な も の と さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト 核 酸 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ０ ～ 配 列
番 号 ２ ２ ） 、 ま た は そ の 変 異 体 も し く は 断 片 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の ベ ク タ ー ま た は 細 胞 に
基 づ く 治 療 薬 で 処 置 さ れ る 被 験 体 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の ア ッ セ イ で 用 い る こ と が で き
る 。 よ っ て 、 本 発 明 に よ れ ば 、 生 物 学 的 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 ヒ ト 体 液 、 細 胞 、 組 織 、 ま た
は 細 胞 も し く は 組 織 の 抽 出 物 ） な ど の サ ン プ ル 中 の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト 核 酸 の レ ベ ル ま
た は 配 列 を 検 出 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 存 在 は 、 開 示 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ れ と 相 補 的 な 配 列 の 少 な く と も 一 部
を 含 ん で な る プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー を 用 い た 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ
Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 増 幅 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ マ ー 、 す な わ
ち プ ラ イ マ ー は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 細 胞 ま た は そ の 他 の 生
物 学 的 サ ン プ ル を 検 出 す る た め 、 核 酸 増 幅 に 基 づ く ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ ア ッ セ イ ）
に お い て 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は 、 Ｐ Ｓ Ａ オ リ ゴ マ ー （ す な わ ち 、 プ ロ ー ブ ） は 、
Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 細 胞 ま た は そ の 他 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を
検 出 す る た め 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト
、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト ま た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト ） に お い て 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、
診 断 法 に お け る プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て 有 用 な 核 酸 と し て は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ
ス ト 核 酸 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 少 な く と も １ ５ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 長 、 好 ま
し く は 少 な く と も １ ８ 、 ２ １ 、 ２ ４ 、 ま た は ３ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 長 の オ リ ゴ ヌ ク
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レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 作 製 す る た め に は
、 い く つ か の 方 法 が 使 用 で き る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ 標 識 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 末 端
標 識 、 ま た は 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り 、 標 識 プ ロ ー ブ を 作 製 す る こ と
が で き る 。 あ る い は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ の 一 部 も し
く は 断 片 を 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 生 産 の た め の ベ ク タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 こ の
よ う な ベ ク タ ー は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 市 販 さ れ て お り 、 Ｔ ７ 、 Ｔ ３ 、 ま た は Ｓ Ｐ （
６ ） な ど の 適 当 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ と 標 識 ヌ ク レ オ チ ド と を 加 え る こ と に よ り 、 in vit
roで Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 合 成 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 手 順 は 、 種 々 の 市
販 の キ ッ ト （ 例 え ば 、 Amersham-Pharmacia; Promega Corp.;お よ び  U.S. Biochemical Co
rp., Cleveland, OH製 ） を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 使 用 可 能 な 好 適 な レ ポ ー タ ー 分 子 ま
た は 標 識 と し て は 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 ３ ２ Ｐ 、 ３ Ｈ 、 お よ び ３ ５ Ｓ ） 、 酵 素
、 蛍 光 剤 （ 例 え ば 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 お よ び Ｃ ｙ Ｔ Ｍ ３ 、 Ｃ ｙ Ｔ Ｍ ５ ） 、 化
学 発 光 剤 、 ま た は 発 色 剤 、 な ら び に 基 質 、 補 因 子 、 阻 害 剤 、 磁 気 粒 子 な ど の よ う な そ の 他
の 標 識 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ｐ 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン お よ び ビ オ チ ン ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 例 え ば 組 織 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 毛 髪 ま た は 頬 内 ） ま た は 体 液 サ ン プ ル （ 例 え ば 、 血 液 、
唾 液 ま た は 尿 ） な ど の 分 析 サ ン プ ル は 、 核 酸 プ ロ ー ブ と 直 接 接 触 さ せ れ ば よ い 。 あ る い は
、 サ ン プ ル を 処 理 し て そ こ に 含 ま れ る 核 酸 を 抽 出 し て も よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 す る の に 用 い
る 特 定 の 方 法 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル の 性 質 に よ っ て 異 な る と こ と が 分 か る で あ ろ う 。 サ ン
プ ル か ら 得 ら れ た 核 酸 に ゲ ル 濾 過 ま た は そ の 他 の サ イ ズ 分 画 技 術 を 適 用 し て も よ く 、 あ る
い は 、 核 酸 サ ン プ ル を 、 サ イ ズ 分 画 せ ず に 、 適 当 な 固 相 マ ト リ ッ ク ス に 固 定 化 し て も よ い
。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 診 断 ア ッ セ イ は 、 治 療 処 置 ま た は 治 療 介 入 中 の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル を モ ニ タ リ ン グ す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｓ Ａ
－ ３ ア ゴ ニ ス ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 相 補 配 列 は 、 例 え ば Ｐ Ｓ
Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト 発 現 レ ベ ル の 状 態 を 検 出 す る た め に 、 患 者 生 検 由 来 の 体 液 ま た は 組 織 を
用 い る サ ザ ン ま た は ノ ー ザ ン 解 析 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト ま た は そ の 他 の 膜 に 基 づ く 技 術 ； Ｐ Ｃ
Ｒ 技 術 ； ま た は デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク 、 ピ ン 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ま た は バ イ オ チ ッ プ ア ッ セ イ に お
い て 使 用 で き る 。 こ の よ う な 定 性 ・ 定 量 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る (G.H. Keller and M
.M. Manak, 1993, DNA pROBES, 2nd Ed, Macmillan Publishers Ltd., England; D.W. Di
effenbach and G.S. Dveksler, 1995, PCR Primer. A Laboratory Manual, Cold　 Spring
 Harbor Press, Plainview, NY; B.D. Hames and S.J. Higgins, 1985, Gene Probes 1, 
2, IRL Press at Oxford University Press, Oxford, England)。
【 ０ １ １ ９ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト 核 酸 の 発 現 を 定 量 す る の に 好 適 な 方 法 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 放 射
性 標 識 化 ま た は ビ オ チ ニ ル 化 、 対 照 核 酸 の 同 時 増 幅 、 お よ び 実 験 結 果 を 推 定 す る 標 準 曲 線
が 含 ま れ る (P.C. Melby et al., 1993, J. Immunol. Methods 159:235-244;お よ び C. Dup
laa et al., 1993, Anal. Biochem. 212(1):229-36)。 複 数 の サ ン プ ル を 定 量 す る 速 さ は
、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 形 式 （ 対 象 オ リ ゴ マ ー を 種 々 の 希 釈 率 で 提 供 し 、 分 光 光 度 測 定 ま た は 比 色 定
量 的 応 答 に よ り 迅 速 な 定 量 が 得 ら れ る ） で の ア ッ セ イ を 行 う こ と に よ り 加 速 化 す る こ と が
で き る 。 確 立 さ れ て い る 方 法 に よ れ ば 、 マ イ ク ロ ア レ イ 形 式 （ す な わ ち 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ ま
た は バ イ オ チ ッ プ ） を 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば 、 D.A. Rew DA, 2001, Eur. J. Surg.
 Oncol. 27(5):5048; P.J. Planet et al., 2001, Genome Res. 11(7):1149-55; J. Quac
kenbush, 2001, Nat. Rev. Genet. 2(6):418-27; O.P. Kallioniemi et al., 2001, Hum.
 Mol. Genet. 10(7):657-62;P. Lal et al.に 対 す る 米 国 特 許 第 6,015,702号 明 細 書 ; M. S
chena (Ed.), 2000, Microarray Biochip Technology, Eaton Publishing参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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　 核 酸 に 基 づ く 診 断 用 途 に 好 適 な キ ッ ト は 、 典 型 的 に は 次 の 成 分 を 含 む ：
（ １ ） プ ロ ー ブ Ｄ Ｎ Ａ ： プ ロ ー ブ Ｄ Ｎ Ａ は 予 め 標 識 さ れ て い て も よ い 。 あ る い は 、 プ ロ ー
ブ Ｄ Ｎ Ａ を 標 識 せ ず に 、 標 識 用 の 成 分 を 別 の 容 器 で キ ッ ト に 含 め て も よ い 。 プ ロ ー ブ は 、
Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト 核 酸 、 ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト 核 酸 を 含 ん で な る よ り 長 い Ｐ Ｓ
Ａ 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る も の で あ る ；
（ ２ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 ： キ ッ ト は ま た 、 他 の 適 宜 パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ た 試 薬
、 な ら び に 、 適 用 可 能 で あ れ ば 固 相 マ ト リ ッ ク ス 、 お よ び 標 品 を は じ め と す る 、 特 定 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ト コ ー ル に 必 要 な 材 料 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　
　 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 で は 、 １ 以 上 の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番
号 ３ ～ 配 列 番 号 ５ ） 、 ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば
、 配 列 番 号 ２ ５ ～ 配 列 番 号 ３ ０ ） 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 を 、 ベ ク タ ー （ 例 え ば
、 プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） を 介 し て 宿 主 に 投 与 す る 。 好 ま し い 宿 主 は ヒ ト で
あ る 。 Ｐ Ｓ Ａ に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 は 、 上 記 の よ う に 構 築 さ れ た 組 換 え ポ ッ ク ス ウ イ ル
ス 約 １ ０ ５ ～ １ ０ ９ ｐ ｆ ｕ の 間 、 よ り 好 ま し く は １ ０ ７ ｐ ｆ ｕ を 宿 主 に 投 与 す る こ と に よ
り 生 起 す る こ と が で き る 。 そ の 後 の 少 な く と も 一 期 間 で 、 好 ま し く は １ ～ ３ ヶ 月 後 に 、 宿
主 に 追 加 の 抗 原 投 与 を 行 う こ と に よ り 免 疫 応 答 を ブ ー ス ト す る 。 よ り 好 ま し く は 、 少 な く
と も ２ 回 目 の 「 ブ ー ス ト 」 を 、 好 ま し く は 最 初 の ブ ー ス ト の １ ～ ３ ヶ 月 後 に 行 う 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 所 望 に よ り １ 以 上 の サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 、 Ｒ Ａ Ｎ
Ｔ Ｅ Ｓ 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 ま た は Ｉ Ｆ Ｎ － γ ） 、 増 殖 因 子 （ 例 え ば 、 Ｇ Ｍ － Ｃ
Ｓ Ｆ ま た は Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 ま た は 同 時 刺 激 分 子 （ 例 え ば 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ 、 Ｌ Ｆ Ａ － ３ 、 Ｃ
Ｄ ７ ２ 、 Ｂ ７ － １ 、 Ｂ ７ － ２ 、 ま た は そ の 他 の Ｂ ７ 関 連 分 子 ） ； ま た は Ｏ Ｘ － ４ ０ Ｌ も し
く は ４ １ Ｂ Ｂ Ｌ ； ま た は そ れ ら の 組 合 せ を 生 物 学 的 ア ジ ュ バ ン ト と し て 使 用 し て も よ く （
例 え ば 、 M.L. Salgaller et al., 1998, J. Surg. Oncol. 68(2):122-38; M.T. Lotze et
 al., 2000, Cancer J. Sci. Am. 6(Suppl 1): S61-6; L. Cao et al., 1998, Stem Cell
s 16(Suppl 1): 251-60; M. Kuiper et al., 2000, Adv. Exp. Med. Biol. 465:381-90参
照 )、 宿 主 に 全 身 投 与 し て も よ い し 、 あ る い は ベ ク タ ー 、 例 え ば 組 換 え ポ ッ ク ス ベ ク タ ー
中 へ こ れ ら の 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 挿 入 す る こ と に よ り 同 時 に 投 与 し て も よ い （ 例 え
ば 、 Schlom et al.に 対 す る 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ４ ５ ， ８ ０ ２ 号 参 照 ） 。 種 々 の 実 施 形 態 で
は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 は Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト コ ー ド 配 列 と 同 じ ベ ク タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ し
て も よ く 、 あ る い は 同 時 投 与 用 の １ 以 上 の 個 別 の ベ ク タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 さ
ら に 、 カ ル メ ッ ト － ゲ ラ ン 結 核 菌 (BacillusCalmette-Guerin (BCG))お よ び レ バ ミ ソ ー ル
な ど の 非 特 異 的 免 疫 調 節 因 子 を 同 時 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 被 験 体 内 で 免 疫 応 答 を さ ら に 増 強 す る た め に 、 ア ジ ュ バ ン ト を 投 与 す
る こ と が 望 ま し い こ と が あ る 。 い く つ か の ア ジ ュ バ ン ト が 公 知 で あ り 、 当 業 者 に 用 い ら れ
て い る 。 ヒ ト へ の 使 用 に 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、
ミ ョ ウ バ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 塩 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 珪 酸 ア ル ミ ニ
ウ ム 、 モ ン タ ニ ド （ Montanide） （ 例 え ば 、 Ｉ Ｓ Ａ ５ ０ 、 Ｉ Ｓ Ａ ５ １ 、 Ｉ Ｓ Ａ ８ ０ 、 Ｉ Ｓ
Ａ ２ ０ ６ 、 Ｉ Ｓ Ａ ７ ２ ０ 、 Ｉ Ｓ Ａ ７ ４ ０ ） 、 お よ び リ ン 酸 カ ル シ ウ ム （ 例 え ば 、 ナ ノ 粒 子
； BioSante Phannaceuticals, Inc., Lincolnshire, IL） が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い ア ジ ュ
バ ン ト は 、 Ｒ Ｉ Ｂ Ｉ ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え ば 、 Ｄ ｅ ｔ ｏ ｘ （ 登 録 商 標 ） , Corixa Corp., Se
attle WA） で あ る 。 Ｄ ｅ ｔ ｏ ｘ （ 登 録 商 標 ） は 、 ２ ％ ス ク ア ラ ン ／ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ８ ０ エ マ ル
シ ョ ン 中 に 、 細 菌 か ら 抽 出 さ れ た ３ 種 類 の 成 分 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Ａ 、 ト レ ハ ロ ー ス ジ
ミ コ レ ー ト お よ び 細 胞 壁 骨 格 （ Ｔ Ｄ Ｍ ＋ Ｃ Ｗ Ｓ ＋ Ｍ Ｐ Ｌ （ 登 録 商 標 ); Corixa Corp.） を
含 有 す る 。 他 の 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 Ｂ Ｃ Ｇ 、 Ｉ Ｓ Ｃ Ｏ Ｍ （ 登 録 商 標 ） お よ び
Ｉ Ｓ Ｃ Ｏ Ｍ Ａ Ｔ Ｒ Ｉ Ｘ （ 登 録 商 標 ） (CSL Limited, Parkville, Australia)お よ び 水 酸 化
ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト (Superphos, Biosector)が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ １ ２ ４ 】
　 組 換 え ベ ク タ ー は 、 例 え ば 乱 刺 法 お よ び 注 射 、 例 え ば 、 皮 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 ま
た は 腹 腔 内 投 与 を は じ め と す る い ず れ か の 許 容 さ れ る 経 路 を 用 い て 投 与 す る こ と が で き る
。 非 経 口 投 与 の た め に は 、 組 換 え ベ ク タ ー を 、 典 型 的 に は 、 生 理 食 塩 水 な ど の 医 薬 上 許 容
さ れ る 担 体 と と も に 、 無 菌 の 水 性 ま た は 非 水 性 溶 液 、 懸 濁 液 ま た は エ マ ル シ ョ ン に て 注 射
す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 で は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド を 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 、 Ｃ Ｔ
Ｌ ） を 介 し て 宿 主 に 投 与 す る 。 あ る い は 、 本 発 明 に よ る Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド ま
た は 組 成 物 を 、 樹 状 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞 な ど の 抗 原 提 示 細 胞 と と も に 同 時 投 与 す る こ と が で
き る 。 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド に 特 異 的 な 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は 、 上 述 の よ う に 免 疫
化 し た 宿 主 か ら 得 ら れ た 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） か ら 確 立 す る こ と が で き る 。 細 胞 傷
害 性 Ｔ 細 胞 は 、 培 養 し て そ の 数 を 増 幅 す る こ と が で き 、 次 に 種 々 の 手 段 に よ っ て 宿 主 へ 注
射 し て 戻 す こ と が で き る 。 一 般 に 、 点 滴 ５ 回 当 た り １ × １ ０ ５ ～ ２ × １ ０ １ １ 個 の 間 の 細
胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 を 、 例 え ば ３ ０ ～ ６ ０ 分 か け て 各 ２ ０ ０ ～ ２ ５ ０ ｍ ｌ ず つ ３ 回 点 滴 し て 投
与 す る 。 点 滴 が 完 了 し た 後 、 患 者 を 用 量 ７ ２ ０ ， ０ ０ ０ Ｉ Ｕ ／ 体 重 キ ロ グ ラ ム の 組 換 え イ
ン タ ー ロ イ キ ン － ２ を ８ 時 間 毎 に 静 脈 内 投 与 し て 処 置 す れ ば よ く 、 一 部 用 量 は 患 者 の 薬 物
許 容 量 に 応 じ て 省 く こ と が で き る 。 さ ら に 、 点 滴 後 、 Ｔ 細 胞 誘 発 エ ピ ト ー プ を 含 む さ ら な
る 抗 原 ま た は 断 片 を 患 者 に 投 与 し て 、 Ｔ 細 胞 の 数 を さ ら に 拡 大 し て も よ い 。 抗 原 ま た は エ
ピ ト ー プ は 、 ア ジ ュ バ ン ト と と も に 調 剤 し て も よ く 、 か つ ／ ま た は リ ボ ソ ー ム 製 剤 と し て
も よ い 。 ま た 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 は 、 １ 以 上 の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 、 こ れ ら の
ペ プ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び ／ ま た は Ｔ Ｎ Ｆ － α を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含
む ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 導 入 す る こ と に よ り 改 変 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 改 変 細 胞 は 、
細 胞 の 抗 腫 瘍 活 性 を 高 め る た め に 宿 主 に 再 導 入 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 詳 細 に 記 載
さ れ る よ う に 、 そ の 他 の サ イ ト カ イ ン ま た は モ ジ ュ レ ー タ ー を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　
　 本 発 明 は 、 １ 以 上 の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ３ ～ 配 列 番 号 ５
） 、 ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ５ ～
配 列 番 号 ３ ０ ） 、 ま た は そ の 断 片 も し く は 変 異 体 と 、 生 理 学 上 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 ま
た は 希 釈 剤 と を 含 ん で な る 組 成 物 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る 治 療 方 法 を
実 施 す る 上 で 有 用 な 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 医 薬 組 成 物 は 、 医 薬 上 許 容 さ れ る
賦 形 剤 （ 担 体 ） と 、 有 効 成 分 と し て 本 明 細 書 に 記 載 の よ う な １ 以 上 の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス
ト ペ プ チ ド 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 断 片 も し く は 変
異 体 と を 混 合 し て 含 む 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 有 効 成 分 と し て ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 含 む 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 は 、 当 技 術 分
野 で 十 分 に 理 解 さ れ て い る 。 典 型 的 に は 、 こ の よ う な 組 成 物 は 、 溶 液 ま た は 懸 濁 液 の い ず
れ か の 注 射 可 能 な も の と し て 調 製 さ れ る が 、 注 射 前 に 液 体 中 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と す る の
に 好 適 な 固 形 物 を 調 製 し て も よ い 。 ま た 、 こ の 製 剤 は 乳 化 さ せ る こ と も で き る 。 有 効 治 療
成 分 は 、 多 く の 場 合 、 医 薬 上 許 容 さ れ 、 か つ 、 有 効 成 分 に 適 合 す る 賦 形 剤 と 混 合 さ れ る 。
好 適 な 賦 形 剤 と し て は 、 例 え ば 、 水 、 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ
ノ ー ル な ど が 挙 げ ら れ 、 さ ら に は そ れ ら の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 所 望 に よ り 、 有
効 成 分 の 有 効 性 を 高 め る 湿 潤 剤 ま た は 乳 化 剤 、 ｐ Ｈ 緩 衝 剤 な ど 、 微 量 の 補 助 物 質 を 含 ん で
も よ い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ
ド は 、 中 和 さ れ た 生 理 学 上 許 容 さ れ る 塩 の 形 態 と し て 医 薬 組 成 物 に 配 合 す る こ と が で き る
。 好 適 な 塩 と し て は 酸 付 加 塩 （ す な わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 体 分 子 の 遊 離 ア ミ ノ 基 に
よ り 形 成 さ れ る ） が あ り 、 こ れ ら は 、 例 え ば 、 塩 酸 ま た は リ ン 酸 な ど の 無 機 酸 、 あ る い は
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酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 、 マ ン デ ル 酸 な ど の 有 機 酸 と と も に 形 成 さ れ る 。 ま た 、 遊 離 カ ル
ボ キ シ ル 基 か ら 形 成 さ れ る 塩 も 、 例 え ば 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 水 酸 化 カ リ ウ ム 、 水 酸 化 ア
ン モ ニ ウ ム 、 水 酸 化 カ ル シ ウ ム ま た は 水 酸 化 鉄 な ど の 無 機 塩 基 、 お よ び イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ
ン 、 ト ル メ チ ル ア ミ ン 、 ２ － エ チ ル ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど の 有
機 塩 基 か ら 誘 導 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 中 性 ま た は 塩 の 形 態 と し て 製 造 さ れ 得 る 。 塩 は 、 限 定 さ れ る も の で は な
い が 、 塩 酸 、 硫 酸 、 酢 酸 、 乳 酸 、 酒 石 酸 、 リ ン ゴ 酸 お よ び コ ハ ク 酸 を は じ め と す る 多 く の
酸 と と も に 形 成 し 得 る 。 組 成 物 は 、 液 剤 、 懸 濁 剤 、 坐 剤 、 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 徐 放
性 剤 ま た は 散 剤 の 形 態 を と り 得 る 。 こ の よ う な 製 剤 は 、 有 効 成 分 １ ０ ％ ～ ９ ５ ％ （ ｗ ／ ｗ
） 、 好 ま し く は ２ ５ ％ ～ ７ ０ ％ （ ｗ ／ ｗ ） を 含 み 得 る 。 ま た 、 医 薬 製 剤 お よ び 組 成 物 は 、
１ 以 上 の 生 理 学 上 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 、 希 釈 剤 、 崩 壊 剤 、 滑 沢 剤 、 可 塑 剤 、 増 量 剤 、
着 色 剤 、 投 与 ビ ヒ ク ル 、 吸 収 促 進 剤 、 安 定 剤 、 ま た は 殺 菌 剤 を 含 み 得 る 。 こ の よ う な 組 成
物 お よ び 製 剤 の 製 造 お よ び 調 剤 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 実 用 化 さ れ て い る 方 法 に よ っ
て 行 う 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 医 薬 組 成 物 を 調 製 し た 後 は 、 そ れ ら を 適 当 な 容 器 に 入 れ 、 適 応 症 の 処 置 に 関 す る ラ ベ ル
を 付 け れ ば よ い 。 こ の よ う な ラ ベ ル は 、 量 、 頻 度 、 お よ び 投 与 方 法 を 含 み 得 る 。 製 剤 は 、
経 口 ま た は 非 経 口 経 路 に よ り 全 身 投 与 す る こ と が で き る 。 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 非
経 口 投 与 経 路 と し て は 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 経 皮 、 吸 入 、 鼻 腔 内 、 動 脈 内 、
腸 内 、 舌 下 ま た は 直 腸 が 挙 げ ら れ る 。 静 脈 内 投 与 は 、 例 え ば 、 単 位 用 量 を 注 射 す る こ と に
よ っ て 実 施 で き る 。 「 単 位 用 量 」 と は 、 本 発 明 に よ る 医 薬 組 成 物 に 関 し て 用 い る 場 合 、 ヒ
ト へ の 単 回 投 与 と し て 好 適 な 物 理 的 に 別 個 の 単 位 を 指 し 、 各 単 位 は 、 所 望 の 治 療 作 用 を 得
る た め に 計 算 さ れ た 所 定 量 の 有 効 物 質 を 、 必 要 と さ れ る 希 釈 剤 、 す な わ ち 担 体 ま た は ビ ヒ
ク ル と と も に 含 有 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 そ の 投 与 製 剤 に 適 合 す る 様 式 お よ び 治 療 上 有 効 な 量 で 投 与 す る 。 投 与 量
は 、 処 置 す る 被 験 体 、 被 験 体 の 免 疫 系 の 有 効 成 分 利 用 能 、 お よ び 所 望 の 免 疫 刺 激 度 に よ っ
て 異 な る 。 投 与 す る 必 要 が あ る 有 効 成 分 の 厳 密 な 量 は 、 医 師 の 判 断 に 委 ね ら れ 、 各 個 体 に
対 し て 特 異 的 な も の で あ る 。 し か し 、 好 適 な 用 量 は 、 投 与 経 路 に も よ る が 、 １ 日 あ た り 、
個 体 の 体 重 １ ｋ ｇ あ た り 、 有 効 成 分 約 ０ ． １ ｍ ｇ ～ ２ ０ ｍ ｇ 、 好 ま し く は 約 ０ ． ５ ｍ ｇ ～
約 １ ０ ｍ ｇ 、 よ り 好 ま し く は １ ｍ ｇ ～ 数 ｍ ｇ の 範 囲 で あ り 得 る 。 初 回 投 与 に 好 適 な 用 量 計
画 と 追 加 投 与 も 異 な る が 、 典 型 的 に は 、 初 回 投 与 の 後 、 次 の 注 射 ま た は そ の 他 の 投 与 ま で
１ 時 間 以 上 お い て 反 復 投 与 す る 。 あ る い は 、 １ ０ ｎ Ｍ ～ １ ０ μ Ｍ の 血 中 濃 度 を 維 持 す る の
に 十 分 な 静 脈 内 点 滴 も 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 医 薬 製 剤 の 例 と し て は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ ５ ． ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） ； 重 亜 硫
酸 ナ ト リ ウ ム Ｕ Ｓ Ｐ （ ３ ． ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） ； エ デ ト 酸 二 ナ ト リ ウ ム Ｕ Ｓ Ｐ （ ０ ． １ ｍ ｇ ／
ｍ ｌ ） ； お よ び 注 射 用 水 q.s.a.d.（ １ ． ０ ｍ ｌ ） を 含 ん で な る 。 医 薬 製 剤 を 調 製 す る さ ら
な る 指 針 は 、 例 え ば 、 Gilman et al. (eds), 1990, Goodman and Gilman's: The Pharmac
ological Basis of Therapeutics, 8th ed., Pergamon Press;お よ び Remingtoh's Pharma
ceutical Sciences, 17th ed., 1990, Mack Publishing Co., Easton, PA; Avis et al.(
eds), 1993, Pharmaceutical Dosage Forms: Parenteral Medications, Dekker, New Yor
k; Lieberman et al. (eds), 1990, Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Systems, 
Dekker, New Yorkに 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 被 験 体 内 で 免 疫 応 答 を さ ら に 増 強 す る た め に 、 ア ジ ュ バ ン ト を 投 与 す
る こ と が 望 ま し い こ と が あ る 。 い く つ か の ア ジ ュ バ ン ト が 公 知 で あ り 、 当 業 者 に 用 い ら れ
て い る 。 ヒ ト へ の 使 用 に 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、
ミ ョ ウ バ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 塩 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 珪 酸 ア ル ミ ニ
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ウ ム 、 モ ン タ ニ ド Ｉ Ｓ Ａ ７ ２ ０ 、 お よ び リ ン 酸 カ ル シ ウ ム （ 例 え ば 、 ナ ノ 粒 子 ； BioSante
 Phannaceuticals, Inc., Lincolnshire, IL） が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト は 、
２ ％ ス ク ア ラ ン ／ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ８ ０ エ マ ル シ ョ ン 中 に 、 細 菌 か ら 抽 出 さ れ た ３ 種 類 の 成 分 、
モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Ａ 、 ト レ ハ ロ ー ス ジ ミ コ レ ー ト お よ び 細 胞 壁 骨 格 （ Ｔ Ｄ Ｍ ＋ Ｃ Ｗ Ｓ ＋
Ｍ Ｐ Ｌ （ 登 録 商 標 ); Corixa Corp.） を 含 有 す る Ｒ Ｉ Ｂ Ｉ ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え ば 、 Ｄ ｅ ｔ
ｏ ｘ （ 登 録 商 標 ） , Corixa Corp., Seattle WA） で あ る 。 他 の 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト と し
て は 、 Ｂ Ｃ Ｇ 、 Ｉ Ｓ Ｃ Ｏ Ｍ （ 登 録 商 標 ） お よ び Ｉ Ｓ Ｃ Ｏ Ｍ Ａ Ｔ Ｒ Ｉ Ｘ （ 登 録 商 標 ） (CSL L
imited, Parkville, Australia)お よ び 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト (Superphos, Bio
sector)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 種 々 の 実 施 形 態 で は 、 １ 以 上 の サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － １
２ 、 Ｒ Ａ Ｎ Ｔ Ｅ Ｓ 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 ま た は Ｉ Ｆ Ｎ － γ ） 、 増 殖 因 子 （ 例 え ば
、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ま た は Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 ま た は 同 時 刺 激 分 子 （ 例 え ば 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ 、 Ｌ Ｆ
Ａ － ３ 、 Ｃ Ｄ ７ ２ 、 Ｂ ７ － １ 、 １ ３ ７ ２ 、 ま た は そ の 他 の Ｂ ７ 関 連 分 子 ） ； ま た は Ｏ Ｘ －
４ ０ Ｌ も し く は ４ １ Ｂ Ｂ Ｌ ； ま た は そ れ ら の 組 合 せ を 生 物 学 的 ア ジ ュ バ ン ト と し て 使 用 し
て も よ く （ 例 え ば 、 M.L. Salgaller et al., 1998, J. Surg. Oncol. 68(2):122-38; M.T
. Lotze et al., 2000, Cancer J. Sci. Am. 6(Suppl 1): S61-6; L. Cao et al., 1998,
 Stem Cells 16(Suppl 1): 251-60; M. Kuiper et al., 2000, Adv. Exp. Med. Biol. 46
5:381-90参 照 )、 宿 主 に 全 身 投 与 し て も よ い し 、 あ る い は ベ ク タ ー 、 例 え ば 組 換 え ポ ッ ク
ス ベ ク タ ー 中 へ こ れ ら の 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 挿 入 す る こ と に よ り 同 時 に 投 与 し て も
よ い （ Schlom et al.に 対 す る 米 国 特 許 第 ６ ， ０ ４ ５ ， ８ ０ ２ 号 参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 １ 以 上 の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド ま た は こ れ ら の ペ プ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を 含 有
す る 医 薬 組 成 物 の 治 療 上 有 効 量 は 、 前 立 腺 癌 を 軽 減 、 緩 和 ま た は 除 去 す る の に 十 分 な 量 で
あ る 。 有 効 量 は 、 治 療 す る 個 体 に １ 回 の 投 与 で 導 入 す る こ と も で き る し 、 あ る い は 繰 り 返
し 投 与 で 導 入 す る こ と も で き る 。 治 療 的 投 与 に 続 き 、 疾 病 の 治 療 後 に 予 防 的 投 与 を 行 う こ
と も で き る 。 予 防 上 有 効 な 量 は 疾 病 の 予 防 に 有 効 な 量 で あ り 、 具 体 的 な 疾 病 お よ び 被 験 体
に よ っ て 異 な る 。 治 療 上 有 効 な 用 量 は 、 ま ず 、 例 え ば 細 胞 培 養 ア ッ セ イ と 動 物 モ デ ル （ 通
常 は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ ま た は 非 ヒ ト 霊 長 類 ） の い ず れ
か を 用 い て 評 価 し 得 る 。 ま た 、 動 物 モ デ ル を 用 い て 最 大 許 容 用 量 お よ び 適 当 な 投 与 経 路 を
決 定 し 得 る 。 次 に 、 こ の よ う な 情 報 を 用 い て 、 ヒ ト に お い て 有 用 な 用 量 お よ び 投 与 経 路 を
決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 特 に 、 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド に 基 づ く 、 ベ ク タ ー に 基 づ く 、 お よ び 細 胞 に 基 づ く 治 療 法
は 、 個 々 に 使 用 す る こ と も で き る し 、 い ず れ か の 組 合 せ で 使 用 す る こ と も で き る 。 さ ら に
、 こ れ ら の 処 置 を 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ホ ル モ ン 療 法 、 化 学 療 法 、 外 科 術 （ 例 え
ば 、 根 治 的 前 立 腺 切 除 ） 、 凍 結 外 科 術 、 放 射 線 療 法 （ 例 え ば 、 体 外 ビ ー ム ま た は シ ー ド イ
ン プ ラ ン ト ） 、 間 質 放 射 線 治 療 、 お よ び 免 疫 療 法 （ 例 え ば 、 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 抗 体 ； Ｈ ｅ ｒ ｃ ｅ
ｐ ｔ ｉ ｎ （ 登 録 商 標 ） ） を は じ め と す る 前 立 腺 癌 の そ の 他 の 治 療 法 と 併 用 す る こ と が で き
る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る も の で あ っ て 、 本 発 明 を 何 ら 制 限
す る も の で は な い 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 細 胞 培 養 物 ： ヒ ト 前 立 腺 癌 細 胞 系 統 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ （ M.G. Sanda et al., 1995, J. Natl. 
Cancer Inst. 87:280-285) (Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 陽 性 お よ び Ｐ Ｓ Ａ 陽 性 ） お よ び Ｓ Ｋ － Ｍ Ｅ Ｌ －
２ ４ （ T.E. Carey et al., 1976, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73:3278-3282） 、 ヒ ト 黒
色 腫 細 胞 系 統 （ Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 陽 性 お よ び Ｐ Ｓ Ａ 陰 性 ） を American Type Culture Collecti
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on（ Manassas, VA） よ り 入 手 し た 。 培 養 物 は マ イ コ プ ラ ズ マ を 含 ま ず 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血
清 、 ２ ｍ Ｍ グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ 単 位 ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ
ト マ イ シ ン （ Life Technologies,Inc.） を 補 充 し た 完 全 培 地 （ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ ; Life T
echnologies, Inc., Grand Island, NY） で 維 持 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 Ｃ １ Ｒ 細 胞 系 統 は 、 内 因 性 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ま た は Ｂ 抗 原 を 発 現 し な い ヒ ト 血 漿 白 血 病 細 胞 系
統 で あ る （ K.S. Anderson et al., 1993, J. Immunol. 151:3407-3419） 。 Ｃ １ Ｒ － Ａ ２
細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ の ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 発 現 す る Ｃ １ Ｒ 細
胞 で あ る （ W.J. Storkus et al., 1987, J. Immunol., 138:16571659） 。 こ れ ら の 細 胞 は
William E. Biddison博 士 （ National Institute of Neurological Disorders and Stroke
, NIH, Bethesda, MD） よ り 入 手 し た 。 １ ７ ４ Ｃ Ｅ Ｍ － Ｔ ２ 細 胞 系 統 （ Ｔ ２ ） 輸 送 欠 失 突
然 変 異 体 （ K.T. Hogan et al., 1988, J. Exp. Med. 168:725-736） は Peter Cresswell博
士 （ Yale University School of Medicine, New Haven, CT） か ら の 提 供 を 受 け た 。 Ｃ １
Ｒ － Ａ ２ 細 胞 お よ び Ｔ ２ 細 胞 は マ イ コ プ ラ ズ マ を 含 ま ず 、 そ れ ぞ れ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 完 全
培 地 お よ び イ ス コ フ の 改 変 ダ ル ベ ッ コ 完 全 培 地 （ Life Technologies） で 維 持 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 癌 胎 児 性 抗 原 （ Ｃ Ｅ Ａ ） Ｃ Ａ Ｐ － １ エ ピ ト ー プ に 対 す る 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 （ Ｃ Ｔ Ｌ
） 系 統 で あ る Ｖ ８ Ｔ 細 胞 系 統 は 、 免 疫 原 と し て ｒ Ｖ － Ｃ Ｅ Ａ を 用 い て 、 第 １ 相 試 験 に 登 録
さ れ て い る 転 移 性 結 腸 癌 の 患 者 か ら 確 立 し た （ K.Y. Tsang et al., 1997, Clin. Cancer 
Res. 3:2439-2449） 。 Ｖ ８ Ｔ 細 胞 を 、 １ ０ ％ ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 お よ び Ｉ Ｌ － ２ （ National Can
cer Institute, Surgery Branchが 供 給 、 ２ ０ 単 位 ／ ｍ ｌ ） を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 完 全
培 地 で 培 養 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Ｖ ８ Ｔ 細 胞 を 、 エ フ ェ ク タ ー ： Ａ Ｐ Ｃ の 比 １ ： ３ に て 、 先 の 再 刺 激 か ら １ ６ 日 後 に Ｃ Ａ
Ｐ － １ ペ プ チ ド （ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で 再 び 刺 激 し た 。 照 射 し た （ ２ ３ ， ０ ０ ０ ラ ッ ド ） 自
己 Ｅ Ｂ Ｖ 形 質 転 換 Ｂ 細 胞 を Ａ Ｐ Ｃ と し て 用 い た 。
【 ０ １ ４ ２ 】

　 ペ プ チ ド ： Ｐ Ｓ Ａ ペ プ チ ド Ｐ Ｓ Ａ － ３ の Ｐ １ 、 Ｐ ２ お よ び Ｐ １ ０ の 位 置 に 単 一 ま た は 二
重 ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 類 似 体 パ ネ ル （ P. Correale et al. , 1997, J.Nat. CancerLeas
t. 19: 293-300） （ 図 １ ） 、 お よ び Ｃ Ｅ Ａ ペ プ チ ド Ｃ Ａ Ｐ １ － ６ Ｄ （ S. Zaremba et al. 
, 1997, Cancer Res. 57: 45704577） は 、 ９ ６ ％ を 超 え る 純 度 で あ っ た 。 ペ プ チ ド は Mult
iple Peptide Systems（ San Diego, CA） に よ り 作 製 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 単 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 ： 単 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 法 は こ れ ま で に 記 載 さ
れ て い る （ F. Guadagni et al., 1990, Cancer Res. 50:6248-6255） 。 要 す る に 、 細 胞 を
Ｃ ａ ２ ＋ お よ び Ｍ ｇ ２ ＋ を 含 ま な い 冷 Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 ｍ Ａ ｂ を 用 い て １ 時 間
、 １ ０ ６ 細 胞 あ た り １ ０ μ ｇ の １ × 実 行 希 釈 を 用 い て Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ （ A2, 69, One Lambda
, Inc., Canoga Park, CA） に 対 し て 染 色 し た 。 鉱 油 形 質 細 胞 腫 － １ ０ ４ Ｅ （ Cappel/Orga
non Teknika Corp., West Chester, PA） を イ ソ 型 対 照 と し て 用 い た 。 こ の 細 胞 を ３ 回 洗
浄 し 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） で 標 識 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ
ブ リ ン （ Ｉ ｇ Ｇ ） （ Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD） の １ ： １
０ ０ 希 釈 液 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 、 直 ち に 、 ブ ル ー レ ー ザ ー を 備 え た Ｂ ｅ
ｃ ｔ ｏ ｎ 　 Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ  Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ に て 、 ４ ８ ８ ｎ ｍ 、 励 起 １ ５ ｎ Ｗ で 分 析
し た 。 １ ０ ， ０ ０ ０ の 生 細 胞 か ら デ ー タ を 採 取 し 、 保 存 し 、 こ れ を 用 い て 結 果 を 得 た 。
【 ０ １ ４ ４ 】

　 二 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 ： 二 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の 手 順 は 、 以 下 の 点 を
除 い て 単 色 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の 手 順 と 同 様 で あ っ た 。 使 用 し た 抗 体 は 、 抗 Ｃ Ｄ ４
　 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ／ 抗 Ｃ Ｄ ８ 　 Ｐ Ｅ 、 抗 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ ０ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ／ 抗 － Ｃ Ｄ ４ ９ ｄ 　 Ｐ Ｅ 、 抗 Ｃ
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Ｄ ２ ８ 　 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ／ 抗 Ｃ Ｄ ５ ６ 　 Ｐ Ｅ 、 抗 Ｃ Ｄ ８ ６ 　 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ／ 抗 Ｃ Ｄ ８ ０ 　 Ｐ Ｅ 、 抗 Ｃ
Ｄ ５ ８ 　 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ／ 抗 Ｃ Ｄ ５ ４ 　 Ｐ Ｅ 、 抗 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 　 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ／ 抗 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ
Ｉ 　 Ｐ Ｅ 、 お よ び 抗 Ｉ ｇ Ｇ ｌ 　 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ／ 抗 Ｉ ｇ Ｇ ２ ａ 　 Ｐ Ｅ （ イ ソ 型 対 照 ） で あ っ た 。
Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ 、 Ｃ Ｄ ２ ８ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ ０ 、 Ｃ Ｄ ５ ６ 、 Ｃ Ｄ ４ ９ ｄ 、 Ｃ Ｄ ５ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ ０
、 Ｃ Ｄ ８ ６ 、 お よ び Ｃ Ｄ ５ ８ に 対 す る 抗 体 は Becton Dickinsonよ り 購 入 し た 。 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ
ス Ｉ お よ び Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ Ｉ に 対 す る 抗 体 は Serotec, UKよ り 購 入 し た 。 Ｃ Ｄ １ ４ お よ び
Ｃ Ｄ ５ ４ に 対 す る 抗 体 は 、 Becton Dickinsonよ り 購 入 し た 。 染 色 は 同 時 に １ 時 間 行 い 、 そ
の 後 細 胞 を ３ 回 洗 浄 し 、 上 記 の よ う に 再 懸 濁 し 、 直 ち に 、 ブ ル ー レ ー ザ ー を 備 え た Ｂ ｅ ｃ
ｔ ｏ ｎ  Ｄ ｉ ｃ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ  Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ を 用 い 、 Ｃ Ｅ Ｌ Ｌ Ｑ ｕ ｅ ｓ ｔ プ ロ グ ラ ム （ Be
cton Dickinson, San Jose, CA） を 用 い て ４ ８ ８ ｎ ｍ 、 励 起 １ ５ ｎ Ｗ で 分 析 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と の ペ プ チ ド 結 合 ： Ｐ Ｓ Ａ － ３ 類 似 体 と Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 分 子 と の 結 合 を 、 フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 示 さ れ る よ う な Ｔ ２ Ａ ２ 細 胞 と の 結 合 で 評 価 し た （ H.W. Nijman et
 al., 1993, Eur. J. Immunol. 23:1215-1219） 。 要 す る に 、 血 清 を 含 ま な い イ ス コ フ の
改 変 ダ ル ベ ッ コ 完 全 培 地 中 の １ × １ ０ ６ の 細 胞 を 、 ５ ％ Ｃ ０ ２ 中 ３ ７ ℃ 、 ２ ４ ウ ェ ル 培 養
プ レ ー ト 中 で 、 濃 度 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ペ プ チ ド と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ペ プ チ ド 結
合 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 、 Ｔ ２ 細 胞 お よ び 単 色 分 析 を 用 い て 実 施 し た 。 細 胞 を Ｄ Ｐ Ｂ
Ｓ 中 で ３ 回 洗 浄 し た 後 、 上 記 の よ う に 、 １ ０ ６ 細 胞 あ た り １ ０ μ ｇ の １ × 実 行 希 釈 を 用 い
て Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 特 異 的 Ｍ Ａ ｂ （ One Lambda,Inc.） と と も に １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
Ｕ Ｐ Ｃ － １ ０ （ Cappel/Organon Teknika） を イ ソ 型 対 照 と し て 用 い た 。 こ の 細 胞 を ３ 回 洗
浄 し 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 し た 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ Becton Dickinson） の １ ： １ ０ ０ 希 釈 液 と と も
に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 記 の よ う に 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ｃ ａ ｎ で 分 析 を 実 施 し た 。 細 胞 調 製 お よ
び 染 色 中 は 総 て 、 細 胞 は 氷 上 で 維 持 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】

　 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 由 来 の Ｄ Ｃ の 培 養 ： Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 正 常 ド ナ ー Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ （ 末 梢 血 単 核 細 胞 ） を ヘ
パ リ ン 添 加 血 液 か ら 得 た 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 文 献 に 記 載 の よ う に リ ン パ 球 分 離 培 地 勾 配 （ Orga
non Teknika, Durham, NC） を 用 い て 分 離 し た （ A. Boyum et al., 1968, Scand. J. Clin
. Lab. Invest. Suppl. 97:51-76） 。 Sallustoら が 記 載 し た 手 順 （ F. Sallusto et al., 
1994, J. Exp. Med. 179:1109-1118） の 改 変 法 を 用 い て 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） を 調 製 し た 。 Ｐ
Ｂ Ｍ Ｃ （ １ ． ５ × １ ０ ８ ） を 、 ２ ｍ Ｍ グ ル タ ミ ン 、 ５ ０ Ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン お
よ び １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ゲ ン タ マ イ シ ン を 含 む Ａ Ｉ Ｍ － Ｖ 培 地 （ Life Technologies,Inc.） 中
に 再 懸 濁 し 、 Ｔ － １ ５ ０ フ ラ ス コ （ Corning Costar Corp., Cambridge, MA） に 付 着 さ せ
て お い た 。 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 後 、 付 着 し な か っ た 細 胞 を 穏 や か に す す い で 取 り 除 い た 。 付 着
細 胞 を 、 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 組 換 え ヒ ト Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ （ ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） お よ び ２ ０ ｎ
ｇ ／ ｍ ｌ の 組 換 え ヒ ト Ｉ Ｌ － ４ （ ｒ ｈ Ｉ Ｌ － ４ ） お よ び ２ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｔ Ｎ Ｆ － α を 含
む Ａ Ｉ Ｍ － Ｖ 培 地 で ６ ～ ７ 日 間 培 養 し た 。 培 地 は ３ 日 毎 に 補 充 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】

　 組 換 え ウ イ ル ス お よ び Ｐ Ｓ Ａ （ ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ ） ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ （ ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ － ３
Ａ ） を 含 む ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で の Ｄ Ｃ の 感 染 ： Ｐ Ｓ Ａ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 ワ ク シ ニ ア ４ ０ Ｋ プ
ロ モ ー タ ー （ L. Gritz et al., 1990, J. Virol. 64:5948-5957） の 制 御 下 、 ワ ク シ ニ ア
ウ イ ル ス の Ｗ ｙ ｅ ｔ ｈ 株 の Ｈ ｉ ｎ ｄ III　 Ｍ ゲ ノ ム 領 域 へ 挿 入 し た 。 大 腸 菌 ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝
子 を 、 鶏 痘 Ｃ １ プ ロ モ ー タ ー （ S. Jenkins et al., 1991, AIDS Res. Hum. Retroviruses
 7:991-998） の 制 御 下 、 組 換 え ウ イ ル ス の 比 色 マ ー カ ー と し て 含 め た 。 文 献 に 記 載 さ れ て
い る よ う に （ D. Panicali et al., 1986, Gene 47:193-199） 、 ｌ ａ ｃ Ｚ 遺 伝 子 産 物 に つ
い て の 発 色 ア ッ セ イ を 用 い て 組 換 え ウ イ ル ス を 同 定 し た 。 ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ の 構 築 の た
め 、 in vitro突 然 変 異 誘 発 に よ っ て Ｐ Ｓ Ａ 配 列 中 の コ ド ン １ ５ ５ を Ａ Ｔ Ｔ （ イ ソ ロ イ シ ン
） か ら Ｃ Ｔ Ｇ （ ロ イ シ ン ） へ 変 更 し た （ G. Mazzara et al., 1993, Methods Enzymol. 21
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7:557-581, K. Smith et al., 1993, Vaccine 11:43-53） 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 得 ら れ た Ｐ Ｓ Ａ 配 列 を Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ と 称 し 、 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に （ G. Mazzara
 et al., 1993, Meth. Enzymol. 217:557-581; K. Smith et al., 1993, Vaccine 11:43-
53,1993） 、 こ れ を ワ ク シ ニ ア ４ ０ Ｋ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 、 宿 主 域 選 択 系 を 用 い て ワ ク
シ ニ ア ウ イ ル ス の Ｗ ｙ ｅ ｔ ｈ 株 の 誘 導 体 の Ｈ ｉ ｎ ｄ III　 Ｍ ゲ ノ ム 領 域 へ 挿 入 し た 。 Ｄ Ｃ
（ １ × １ ０ ６ ） を 、 １ ｍ ｌ の Ｏ ｐ ｔ ｉ － Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 （ Life Technologies, Inc.） 中 、 ３
７ ℃ で ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ 、 ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ま た は 対 照 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー と と も
に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 滴 定 実 験 は 、 １ 時 間 で の 感 染 多 重 度 （ Ｍ Ｏ Ｉ ） １ ０ と 同 等 に 相 当
す る １ × １ ０ ７ プ ラ ー ク 形 成 単 位 ／ ｍ ｌ が 一 貫 し て Ｐ Ｓ Ａ の 産 生 を 誘 導 す る こ と が で き た
こ と を 示 し た 。 感 染 し た Ｄ Ｃ を 、 ２ ４ 時 間 培 養 し た １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の ｒ ｈ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ
、 ２ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の ｒ ｈ Ｉ Ｌ － ４ 、 お よ び ２ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｔ Ｎ Ｆ － α を 含 む １ ０ ｍ ｌ の
新 鮮 な 、 温 か い Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 完 全 培 地 中 に 懸 濁 し 、 そ の 後 、 Ａ Ｐ Ｃ と し て 用 い た 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　 Ｔ 細 胞 系 統 の 作 製 ： Tsangら が 記 載 し て い る プ ロ ト コ ー ル （ K. Y. Tsang et al. , 1997
, Clin.Cancer Res. 3: 2439-2449） の 改 変 法 を 用 い て Ｐ Ｓ Ａ 特 異 的 Ｃ Ｔ Ｌ を 作 製 し た 。
Ｄ Ｃ を Ａ Ｐ Ｃ と し て 用 い 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ か ら 単 離 し た 非 付 着 細 胞 を エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 供 給 源
と し て 用 い た 。 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド を 最 終 濃 度 ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で Ｄ Ｃ
に 加 え た 。 次 い で 、 自 己 非 付 着 細 胞 を Ａ Ｐ Ｃ ： エ フ ェ ク タ ー 比 １ ： １ ０ で Ａ Ｐ Ｃ に 加 え た
。 培 養 物 を 、 ５ ％ Ｃ ０ ２ を 含 む 加 湿 雰 囲 気 下 、 ３ ７ ℃ で ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ペ プ
チ ド を 含 む 培 地 を 取 り 出 し た 後 、 次 い で 培 養 物 に 濃 度 ２ ０ 単 位 ／ ｍ ｌ の 組 換 え ヒ ト Ｉ Ｌ －
２ を ７ 日 間 添 加 し た 。 Ｉ Ｌ － ２ を 含 む 培 地 は ３ 日 ご と に 補 充 し た 。 ３ 日 間 の ペ プ チ ド に よ
る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び ７ 日 間 の Ｉ Ｌ － ２ 補 充 を １ サ イ ク ル の in vitro刺 激 （ Ｉ Ｖ Ｓ
） と し た 。 一 次 培 養 物 を 、 １ １ 日 目 に Ｐ Ｓ Ａ ペ プ チ ド （ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で 再 び 刺 激 し て
次 の Ｉ Ｖ Ｓ サ イ ク ル を 開 始 し た 。 照 射 し た 自 己 Ｄ Ｃ を ３ サ イ ク ル の Ｉ Ｖ Ｓ に Ａ Ｐ Ｃ と し て
用 い た 。 照 射 し た （ ２ ３ ， ０ ０ ０ ラ ッ ド ） 自 己 Ｅ Ｂ Ｖ 形 質 転 換 Ｂ 細 胞 を 、 ３ 回 目 の Ｉ Ｖ Ｓ
サ イ ク ル の 後 に Ａ Ｐ Ｃ と し て 用 い た 。
【 ０ １ ５ ０ 】

　 細 胞 傷 害 性 ア ッ セ イ ： 標 的 細 胞 （ Ｃ １ Ｒ － Ａ ２ ま た は 腫 瘍 細 胞 ） を 、 室 温 で １ ５ 分 間 、
５ ０ μ Ｃ ｉ の １ １ １ イ ン ジ ウ ム 標 識 し た オ キ シ キ ノ リ ン （ Medi-Physics Inc., Arlington
, IL） で 標 識 し た 。 １ ０ ０ μ ｌ の Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 完 全 培 地 中 の 標 的 細 胞 （ ０ ． ３ × １
０ ４ ） を 、 平 底 の ア ッ セ イ プ レ ー ト （ Corning Costar Corp.） 中 の ９ ６ ウ ェ ル の 各 々 に 加
え た 。 標 識 し た Ｃ １ Ｒ － Ａ ２ 標 的 細 胞 を 、 ５ ％ Ｃ ０ ２ 中 で ６ ０ 分 間 、 ３ ７ ℃ で 示 し た 濃 度
の ペ プ チ ド と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 加 え た 。 癌 細 胞 系 統 を 標
的 と し て 用 い る 場 合 に は 、 ペ プ チ ド は 用 い な か っ た 。 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 、 １ ０ ％ ヒ ト Ａ
Ｂ プ ー ル 血 清 を 添 加 し た １ ０ ０ μ ｌ の Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 完 全 培 地 中 に 懸 濁 し 、 標 的 細 胞
に 加 え た 。 次 い で 、 細 胞 を 、 ４ ま た は １ ６ 時 間 、 ５ ％ Ｃ ０ ２ 中 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 γ 計 数 の た め 、 回 収 フ レ ー ム （ Skatron, Inc., Sterling, VA） を 使 用 し て 上 清 を 回
収 し た 。 測 定 は ３ 回 行 い 、 標 準 偏 差 を 計 算 し た 。 次 式 を 用 い て 特 異 的 溶 解 を 算 出 し た （ 全
て の 値 は ｃ ｐ ｍ ） 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 溶 解 （ ％ ） ＝ （ 観 察 さ れ た 放 出 量 － 自 発 放 出 量 ） ／ （ 総 放 出 量 － 自 発 放 出 量 ） × １ ０ ０
【 ０ １ ５ ２ 】
　 自 発 放 出 量 は 、 １ ０ ０ μ ｌ の Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 完 全 培 地 を 加 え た ウ ェ ル か ら 測 定 し た
。 標 的 を ２ ． ５ ％ の Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 ｘ － １ ０ ０ で 処 理 し た 後 、 総 放 出 可 能 放 射 能 を 得 た 。
【 ０ １ ５ ３ 】

　 ア ポ ト ー シ ス ア ッ セ イ ： Ｔ 細 胞 を 、 上 記 Ｉ Ｖ Ｓ 手 順 に 記 載 し た よ う に ペ プ チ ド を 加 え た
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自 系 Ｂ 細 胞 の 存 在 下 で ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト へ ２ ４ 時 間 再 び プ
レ ー テ ィ ン グ し た 。 タ ー ミ ナ ル デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 介 す る ニ ッ
ク 末 端 ラ ベ リ ン グ （ Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ ） ア ッ セ イ を 用 い て ア ポ ト ー シ ス を 分 析 し た （ Y. Gavriel
i et al., 1992, J. Cell Biol. 119:493-501） 。
【 ０ １ ５ ４ 】

　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ： Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ ／ Ｋ ｂ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は L. S
herman博 士 （ Scripps Laboratories, San Diego, CA） か ら 提 供 さ れ た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス は 、 重 鎖 の α － ３ ド メ イ ン が マ ウ ス Ｈ － ２ ／ Ｋ ｂ ド メ イ ン に よ っ て 置 換 さ れ て
い る が 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ 　 α － ｌ お よ び α － ２ ド メ イ ン は 変 更 さ れ て い な い Ｈ Ｌ Ａ － Ａ
２ ． １ ／ Ｋ ｂ キ メ ラ 遺 伝 子 の 産 物 を 発 現 す る （ A. Vitiello et al., 1991, J. Exp. Med.
 173:1007-1015; V. H. Engelhard et al., 1991, J. Immunol. 46:1226-1232） 。
【 ０ １ ５ ５ 】

　 in vivo免 疫 化 お よ び マ ウ ス Ｔ 細 胞 培 養 物 ： ３ 群 の Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ ／ Ｋ ｂ ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス （ １ 群 に つ き マ ウ ス ３ 個 体 ） を 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド を 加 え た Ｈ Ｌ Ａ － Ａ
２ ． １ ／ Ｋ ｂ Ｄ Ｃ 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド を 加 え た Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ ／ Ｋ ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス 由 来 の Ｄ Ｃ 、 ま た は Ｄ Ｃ の み を 用 い て 、 基 本 的 に 尾 の 皮 下 注 射 に よ っ て 感 作 さ
せ た 。 ペ プ チ ド は 濃 度 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 用 い 、 Ｄ Ｃ は １ × １ ０ ６ 細 胞 ／ マ ウ ス ／ 注 入 で 用
い た 。 合 計 ３ 回 の 注 射 を 、 ２ 週 間 離 し て 各 動 物 に 行 っ た 。 Ｄ Ｃ の み を 注 射 さ れ た マ ウ ス を
対 照 と し て 用 い た 。 最 後 の 注 射 後 ７ 日 に マ ウ ス を 屠 殺 し 、 照 射 し た 同 系 の 脾 細 胞 を 用 い て
２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｐ Ｓ Ａ － ３ ま た は Ｐ Ｓ Ａ ３ Ａ ペ プ チ ド で 脾 臓 細 胞 を ６ 日 間 in vitroで 再
び 刺 激 し た 。 こ れ ら の 大 量 の 培 養 物 の サ イ ト カ イ ン 産 生 量 を 試 験 し た 。 ペ プ チ ド で パ ル ス
し た Ｊ ｕ ｒ ｋ ａ ｔ  Ａ ２ （ Ｊ Ａ ２ Ｋ ｂ ） 細 胞 を 刺 激 細 胞 と し て 用 い た 。 Ｊ ｕ ｒ ｋ ａ ｔ  ０ ２
０ １ Ｋ ｂ 細 胞 は ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 系 統 Ｊ ｕ ｒ ｋ ａ ｔ の 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト で あ
り 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ０ ２ ０ １ Ｋ ｂ キ メ ラ 遺 伝 子 の 産 物 を 発 現 す る （ L.A. Sherman et al., 199
2, Science 258:815-818） 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 サ イ ト カ イ ン の 検 出 ： Ｉ Ｌ － ２ フ リ ー 培 地 で 種 々 の 応 答 物 ： 刺 激 剤 比 に て ２ ４ 時 間 、 ペ
プ チ ド パ ル ス し た 非 感 染 Ｄ Ｃ 、 ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ 感 染 Ｄ Ｃ 、 ま た は ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ 感 染 Ｄ
Ｃ に 曝 し た Ｔ 細 胞 の 上 清 を 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト (R & D Systems, Minneapolis, MN)を 用 い
て Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 分 泌 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 結 果 は ｐ ｇ ／ ｍ ｌ と し て 算 出 し た 。 ま
た 、 Ｃ ｙ ｔ ｏ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｃ  Ｂ ｅ ａ ｄ  Ａ ｒ ｒ ａ ｙ （ Ｃ Ｂ Ａ ） シ ス テ ム (BD PharMingen, Sa
n Diego, CA)も 用 い 、 特 定 の Ｔ 細 胞 系 統 に よ っ て 複 数 の サ イ ト カ イ ン が 分 泌 さ れ る こ と を
判 定 し た 。 Ｃ Ｂ Ａ 系 は 粒 子 に 基 づ く 免 疫 ア ッ セ イ で 可 溶 性 ア ナ ラ イ ト を 測 定 す る た め に フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 蛍 光 検 出 を 用 い る 。 Ｂ Ｄ ヒ ト Ｔ ｈ １ ／ Ｔ ｈ ２ サ イ ト カ イ ン Ｃ Ｂ
Ａ キ ッ ト を 用 い て 単 一 サ ン プ ル 中 の Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － ５ 、 Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｔ Ｎ Ｆ
－ α 、 お よ び Ｉ Ｆ Ｎ － γ タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 測 定 し た 。 サ イ ト カ イ ン 補 足 ビ ー ズ を Ｐ Ｅ 結
合 検 出 抗 体 と 混 合 し た 後 、 組 換 え サ イ ト カ イ ン 標 品 ま た は 試 験 サ ン プ ル と と も に イ ン キ ュ
ベ ー ト し て サ ン ド イ ッ チ 複 合 体 を 形 成 さ せ た 。 サ ン プ ル の 結 果 は Ｂ Ｄ  Ｃ Ｂ Ａ 分 析 ソ フ ト
ウ エ ア を 用 い て グ ラ フ お よ び 表 形 式 で 示 し た 。 結 果 は ｐ ｇ ／ ｍ ｌ と し て 算 出 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 統 計 分 析 ： 平 均 値 間 の 差 の 統 計 分 析 は 両 側 ｔ 検 定 （ two-tailed paired t test） を 用 い
て 行 っ た (Stat View statistical software, Abacus Concepts, Berkeley, CA)。
【 ０ １ ５ ８ 】

　 １ ０ － ｍ ｅ ｒ 　 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 １ 、 ２ 、 お よ び １ ０ 番 の 第 一 お よ び 第 二
の Ｌ Ａ － Ａ ２ ア ン カ ー 残 基 の 分 析 か ら 、 い く つ か の 修 飾 が Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ に 対 す る 結 合 を 増
強 し 得 る こ と が 明 ら か と な っ た 。 従 っ て 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ の ４ つ の 異 な る 類 似 体 を 合 成 し た （
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表 １ ） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 １ ： Ｐ Ｓ Ａ 類 似 体 。 親 ノ ナ マ ー Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド （ Ｐ Ｓ Ａ の ア ミ ノ 酸 １ ５ ４ ～ １ ６ ３
番 ） お よ び 類 似 体 ノ ナ マ ー 。 ア ミ ノ 酸 は 一 文 字 コ ー ド で 示 し て い る 。 置 換 ア ミ ノ 酸 は ボ ー
ル ド 体 で 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 下 の 表 に 示 す 。 置 換 コ ド ン は ボ ー ル ド 体 で 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ １ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ２ 】
　 次 に こ れ ら ４ つ の 類 似 体 を 実 施 例 の 節 に 記 載 し た よ う に 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 陽 性 Ｔ ２ Ａ ２ 細
胞 と の 結 合 に 関 し て 試 験 し た 。 Ｎ Ｃ Ａ ペ プ チ ド は Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と は 結 合 し な い こ と が 従 前
に 示 さ れ て お り 、 陰 性 ５ 対 照 と し て 用 い た 。 ペ プ チ ド を Ｔ ２ Ａ ２ 細 胞 に ０ ～ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ
ｌ の 濃 度 で 加 え た 。 図 １ Ａ は ４ つ の う ち ３ つ の 類 似 体 が Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と 結 合 し た こ と を 示
し て い る 。 ２ つ の 類 似 体 （ Ｌ － １ ５ ５ と Ｙ １ ５ ４ ） は 種 々 の ペ プ チ ド 濃 度 で Ｐ Ｓ Ａ － ３ よ
り も 高 い レ ベ ル で Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と 結 合 し た 。 ペ プ チ ド 類 似 体 １ － １ ６ ３ は Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と
の 結 合 は 全 く 示 さ な か っ た （ 図 １ Ａ ） 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 さ ら に 低 い ペ プ チ ド 濃 度 で Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と 結 合 す る ペ プ チ ド を 分 析 し た と こ ろ 、 類 似 体
１ － １ ５ ５ は 明 ら か に Ｐ Ｓ Ａ － ３ よ り も 高 い レ ベ ル の Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と 結 合 し た こ と が 明 ら
か に な っ た （ 図 １ Ｂ ） 。 こ の デ ー タ は 、 第 一 の ア ン カ ー 位 置 ２ （ Ｐ Ｓ Ａ 分 子 の １ ５ ５ 番 目
） に 修 飾 を 有 す る １ － １ ５ ５ ペ プ チ ド が ペ プ チ ド Ｐ Ｓ Ａ － ３ の 可 能 性 の あ る ア ゴ ニ ス ト で
あ る こ と を 示 し 、 こ れ を Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ と 呼 ん だ 。 従 っ て 、 こ の Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド を 天
然 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド と の さ ら な る 競 合 研 究 の た め に 選 択 し た 。 １ ５ ５ 番 目 に （ Ｐ Ｓ Ａ ３
Ａ で 見 ら れ た も の と ） 同 一 の 変 異 な ら び に 二 次 ア ン カ ー 残 基 （ １ ５ ４ 番 目 ） に 付 加 的 変 異
を 含 む ペ プ チ ド は 、 実 際 に 天 然 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド よ り も 低 い レ ベ ル で Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と 結

10

20

30

40

50

(40) JP 2005-511037 A 2005.4.28



合 す る こ と に 着 目 す べ き で あ る （ 図 １ Ａ ～ １ Ｂ ） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 次 に 、 ペ プ チ ド Ｐ Ｓ Ａ － ３ お よ び Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ に 関 す る ペ プ チ ド Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 の 安 定 性
を 検 討 す る た め に 研 究 を 行 っ た 。 ペ プ チ ド を Ｔ ２ Ａ ２ 細 胞 と と も に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 遊 離 の 非 結 合 ペ プ チ ド を 洗 い 流 し 、 細 胞 表 面 へ の 新 た な ク ラ ス Ｉ 分 子 の 送 達 を 遮 断 す る
た め に ベ レ フ ェ ル ジ ン － Ａ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 種 々 の 時 点 で 、 細 胞 を ペ プ チ ド
－ Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 複 合 体 の 存 在 に 関 し て 分 析 し た 。 図 ２ は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ － Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 複 合
体 が ８ 時 間 の 観 察 時 間 に わ た っ て Ｐ Ｓ Ａ － ３ 複 合 体 よ り も 安 定 で あ っ た こ と を 示 し て い る
。 従 っ て 、 ペ プ チ ド の Ｍ Ｈ Ｃ と の 結 合 能 （ 図 １ Ａ ～ １ Ｂ ） お よ び 安 定 性 （ 図 ２ ） 、 す な わ
ち ペ プ チ ド － Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 の 親 和 性 は 、 天 然 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド よ り も Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ
チ ド の ほ う が 高 い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 次 に 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド お よ び Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス し た Ａ Ｐ Ｃ を 用 い て 、
ヒ ト Ｔ 細 胞 系 統 を 確 立 し 、 こ れ ら を 比 較 す る た め に 研 究 を 行 っ た 。 明 ら か に 健 康 な ド ナ ー
か ら の Ｄ Ｃ を Ａ Ｐ Ｃ と し て い ず れ か の ペ プ チ ド で パ ル ス し 、 自 己 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を エ フ ェ ク タ ー
細 胞 の 供 給 源 と し て 用 い た 。 実 施 例 の 節 で 記 載 し た よ う に 、 Ｉ Ｌ － ２ の 存 在 下 に お い て 各
ペ プ チ ド で パ ル ス す る こ と に よ り 培 養 細 胞 を 確 立 し た 。 Ｉ Ｖ Ｓ サ イ ク ル ３ （ Ｉ Ｖ Ｓ － ３ ）
に お い て 、 ペ プ チ ド パ ル ス さ れ た 標 的 を 溶 解 す る Ｔ 細 胞 の 能 力 を 分 析 し た 。 ペ プ チ ド Ｐ Ｓ
Ａ － ３ Ａ を 用 い て 確 立 さ れ た 、 Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ と 呼 ば れ る 系 統 は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド
で パ ル ス さ れ た 細 胞 よ り も 高 い 程 度 で 、 ペ プ チ ド Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ で パ ル ス さ れ た Ｃ １ Ｒ － Ａ
２ 細 胞 を 溶 解 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 ３ Ａ ） 。 し か し 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド を 用 い て 確 立
し た 細 胞 も 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た も の よ り も 高 い 程 度 で 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ
ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た 標 的 細 胞 を 溶 解 し た （ 図 ３ Ｂ ） 。 こ の こ と は ２ つ の 異 な る エ フ ェ
ク タ ー ／ 標 的 細 胞 比 に お い て 見 ら れ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 こ の 現 象 を さ ら に 分 析 す る た め 、 次 に Ｃ １  Ｒ － Ａ ２ 細 胞 を 種 々 の 濃 度 の 天 然 お よ び ア
ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド で パ ル ス し 、 ２ つ の Ｔ 細 胞 系 統 の 標 的 と し て 用 い た 。 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ
チ ド を 用 い て 形 成 し た Ｔ 細 胞 は 、 各 ペ プ チ ド 濃 度 で Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た 細
胞 よ り も Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た 標 的 細 胞 の 高 い 溶 解 ％ を 示 し 、 溶 解 に は Ｐ
Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド よ り 約 ８ 倍 少 な い Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド し か 必 要 と し な か っ た （ 図 ４ Ａ
） 。 さ ら に 、 天 然 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で 確 立 さ れ た Ｔ 細 胞 を 用 い た 場 合 に も こ の 現 象 が 見
ら れ た 。 こ の よ う に 、 こ れ ら の Ｔ 細 胞 は 各 ペ プ チ ド 濃 度 で 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で パ ル ス
さ れ た 標 的 細 胞 よ り も 高 い レ ベ ル ま で 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た Ｃ １ Ｒ － Ａ
２ 標 的 細 胞 を 溶 解 し 、 同 レ ベ ル の 溶 解 を 達 成 す る の に 約 ８ 倍 少 な い Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド
し か 必 要 と し な か っ た 。 こ れ ら の 研 究 か ら 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド 由 来 の 細 胞 系 統 が 天 然
Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 を 認 識 し 、 こ の よ う な 複 合 体 を 提 示 す る こ の よ う な 細 胞
を 溶 解 し 得 る と い う 第 一 の 示 唆 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ペ プ チ ド Ｐ Ｓ Ａ － ３ を 用 い て 確 立 さ れ た Ｔ 細 胞 系 統 （ Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ と 呼 ば れ る ） お よ
び ペ プ チ ド Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ を 用 い て 確 立 さ れ た Ｔ 細 胞 系 統 （ Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ と 呼 ば れ る ）
は 双 方 と も 、 ＞ ９ ５ ％ が Ｃ Ｄ ４ ９ ｄ 陽 性 で あ り 、 ＞ ６ ７ ％ が Ｃ Ｄ ８ ＋ 陽 性 で あ り 、 ＜ ３ ．
０ ％ が Ｃ Ｄ ５ ６ ＋ 陽 性 で あ り 、 ＞ ８ ８ ％ が Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ ０ ＋ 陽 性 の 細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ
た 。 い ず れ か の ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た 自 己 Ｂ 細 胞 で 刺 激 さ れ た 細 胞 は 、 Ｉ Ｖ Ｓ － ５ に お
い て 、 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ ア ッ セ イ に よ り Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン に つ い て 分 析 し た 。 図 ５ は
、 ペ プ チ ド の 不 在 下 で は ２ ． ９ ％ の ア ポ ト ー シ ス Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 が 見 ら れ （ 図 ５ Ａ ） 、 Ｐ Ｓ
Ａ － ３ ペ プ チ ド で 刺 激 さ れ た 細 胞 で は ４ ． ９ ％ の ア ポ ト ー シ ス Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 が 見 ら れ （ 図
５ Ｂ ） 、 細 胞 が Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で 刺 激 さ れ た 場 合 に は ４ ． ５ ％ の ア ポ ト ー シ ス Ｃ Ｄ ８
＋ 細 胞 が 見 ら れ た （ 図 ５ Ｃ ） こ と を 示 す 。 従 っ て 、 ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド で 刺 激 さ れ た Ｃ Ｄ
８ ＋ Ｔ 細 胞 と 天 然 ペ プ チ ド で 刺 激 さ れ た Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 と を 比 較 す る と 、 ア ポ ト ー シ ス に
差 は 見 ら れ な か っ た 。
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【 ０ １ ６ ８ 】
　 次 に 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド の い ず れ か で パ ル ス さ れ た Ａ Ｐ Ｃ で 刺 激
さ れ た Ｔ 細 胞 の サ イ ト カ イ ン プ ロ フ ィ ー ル を 分 析 し た 。 こ れ ら の 試 験 に は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ
プ チ ド を 用 い て 誘 導 し た 細 胞 系 統 を 使 用 し 、 用 い た Ａ Ｐ Ｃ は 自 己 Ｂ 細 胞 で あ っ た 。 刺 激 後
２ ４ 時 間 で 得 ら れ た 上 清 を 用 い る 分 析 に は 、 Ｃ ｙ ｔ ｏ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｃ 　 Ｂ ｅ ａ ｄ 　 Ａ ｒ ｒ ａ
ｙ （ Ｃ Ｂ Ａ ） ア ッ セ イ を 用 い た （ 実 施 例 の 節 参 照 ） 。 図 ６ Ａ ～ ６ Ｃ は 、 こ の ア ッ セ イ で 得
ら れ た 結 果 の 較 正 に 用 い た １ ０ の 内 部 標 準 の う ち の ４ つ を 示 す 。 図 ６ Ｄ ～ ６ Ｆ は 、 そ れ ぞ
れ ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ て い な い Ａ Ｐ Ｃ 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た Ａ Ｐ Ｃ 、
お よ び Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た Ａ Ｐ Ｃ で 刺 激 さ れ た Ｔ 細 胞 が 産 生 し た ６ 種 の サ
イ ト カ イ ン の 各 々 の レ ベ ル を 示 し て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド よ り も Ｐ
Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で 刺 激 さ れ た Ｔ 細 胞 に よ る Ｉ 型 サ イ ト カ イ ン Ｉ Ｌ － ２ お よ び Ｉ Ｆ Ｎ －
γ の 産 生 が よ り 大 き い こ と を 示 し て い る 。 い ず れ の ペ プ チ ド を 用 い て も 、 ２ 型 サ イ ト カ イ
ン Ｉ Ｌ － ４ お よ び Ｉ Ｌ － １ ０ の レ ベ ル は 低 い か 、 ま た は 検 出 で き な い レ ベ ル で あ っ た 。 ２
４ 時 間 の 時 点 で は 、 上 清 に お い て Ｔ Ｎ Ｆ － α は 検 出 で き な か っ た 。 Ｉ Ｌ － ５ に 関 し て 得 ら
れ た 結 果 は 以 下 で 考 察 す る （ 結 論 の 節 ） 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ － ３ お よ び Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス し た Ｄ Ｃ で 刺 激 し た 場 合 の 、 も と も と
Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド を 用 い て 形 成 さ れ た Ｔ 細 胞 に よ る Ｉ Ｎ Ｆ － γ 産 生 の レ ベ ル を 求 め る
た め の 研 究 も 行 っ た 。 以 下 の 表 ２ は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た Ｄ Ｃ で 刺 激 さ
れ た Ｔ 細 胞 が 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た Ｄ Ｃ で 刺 激 さ れ た も の よ り も 多 く の Ｉ
Ｆ Ｎ － γ を 産 生 す る こ と を 示 し て い る 。 ペ プ チ ド 、 Ｄ Ｃ ま た は Ｔ 細 胞 を 含 ま な い 培 養 物 に
よ り 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 の 特 異 性 （ 表 ２ ） と 非 特 異 的 抗 同 種 異 系 反 応 性 が 存 在 し な い こ と が
示 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 ２ ： Ｐ Ｓ Ａ － ３ ま た は ア ゴ ニ ス ト Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で 刺 激 さ れ た Ｔ 細 胞 系 統 に よ る
Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 産 生 。 Ｐ Ｓ Ａ 特 異 的 Ｔ 細 胞 系 統 Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ を Ｉ Ｖ Ｓ － ３ に て エ フ ェ ク
タ ー 細 胞 と し て 用 い た 。 Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ 細 胞 を 、 濃 度 ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び エ フ ェ ク タ
ー ／ Ａ Ｐ Ｃ 比 １ ０ ： １ で Ｐ Ｓ Ａ － ３ ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド の い ず れ か で パ ル ス し た
照 射 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 陽 性 同 種 異 系 Ｄ Ｃ で 刺 激 し た 。 ２ ４ 時 間 培 養 し た 後 、 上 清 を 回 収 し 、 Ｉ
Ｆ Ｎ － γ の 分 泌 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 Ａ Ｐ Ｃ ＝ 抗 原 産 生 細 胞 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 ペ プ チ ド パ ル ス し た Ｄ Ｃ に よ る Ｔ 細 胞 の 活 性 化 は Ｄ Ｃ に よ る Ｉ Ｌ － １ ２ 産 生 の レ ベ ル と
関 連 し て い る こ と が 従 前 に 示 さ れ て い る 。 よ っ て 、 Ｔ 細 胞 の 存 在 下 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ お よ び Ｐ
Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た Ｄ Ｃ に よ る Ｉ Ｌ － １ ２ 産 生 の レ ベ ル を 求 め る た め 試 験
を 行 っ た 。 下 記 の 表 ３ は 、 ペ プ チ ド の 不 在 下 の Ｄ Ｃ 、 Ｔ 細 胞 単 独 、 お よ び Ｄ Ｃ の 不 在 下 の
ペ プ チ ド パ ル ス し た Ｔ 細 胞 の 総 て が 、 検 出 可 能 な レ ベ ル の Ｉ Ｌ － １ ２ を 産 生 で き な か っ た
こ と を 示 し て い る 。 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で パ ル ス し た Ｄ Ｃ を Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ か Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ
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－ ３ Ａ  Ｔ 細 胞 系 統 の い ず れ か と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 、 Ｄ Ｃ は Ｉ Ｌ － １ ２ を 産
生 す る こ と が 示 さ れ 、 Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ 系 統 と と も に 培 養 さ れ た ペ プ チ ド パ ル ス Ｄ Ｃ に よ
り 、 よ り 多 く の Ｉ Ｌ － １ ２ が 産 生 さ れ た （ 表 ３ ） 。 Ｐ Ｓ Ａ ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス し た Ｄ Ｃ
を 両 Ｔ 細 胞 系 統 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 、 Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ 系 統 と と も に イ ン キ
ュ ベ ー ト さ れ た Ｄ Ｃ は こ こ で も 、 Ｔ 細 胞 系 統 Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ
た ペ プ チ ド パ ル ス Ｄ Ｃ よ り も 高 い レ ベ ル の Ｉ Ｌ － １ ２ を 産 生 し た （ 表 ３ ） 。
【 ０ １ ７ ２ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 ３ ： ペ プ チ ド Ｐ Ｓ Ａ － ３ ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ア ゴ ニ ス ト で パ ル ス さ れ た Ｄ Ｃ の Ｉ Ｌ － １
２ 産 生 能 。 Ｐ Ｓ Ａ 特 異 的 Ｔ 細 胞 系 統 Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ （ Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ
を パ ル ス す る こ と に よ り 誘 導 ） お よ び Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ （ Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を
パ ル ス す る こ と に よ り 誘 導 ） を Ｉ Ｖ Ｓ － ４ に て エ フ ェ ク タ ー 細 胞 と し て 用 い た 。 Ｔ 細 胞 １
５ を 濃 度 ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び エ フ ェ ク タ ー ／ Ａ Ｐ Ｃ 比 １ ０ ： １ で Ｐ Ｓ Ａ － ３ ま た は Ｐ Ｓ
Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド の い ず れ か で パ ル ス し た Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 陽 性 同 種 異 系 Ｄ Ｃ で 刺 激 し た 。 ２
４ 時 間 培 養 し た 後 、 上 清 を 回 収 し 、 Ｉ Ｌ － １ ２ の 分 泌 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 Ｉ Ｌ
－ １ ２ 産 生 は ｐ ｇ ／ ｍ ｌ ／ ５ × １ ０ ５ Ｄ Ｃ と し て 表 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 次 に 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド を 用 い て 形 成 し た Ｔ 細 胞 が 天 然 Ｐ Ｓ Ａ を 内 在 発 現 す る 腫 瘍
細 胞 を 溶 解 す る こ と が で き る か ど う か を 調 べ る た め に 、 試 験 を 行 っ た 。 下 記 の 表 ４ は 、 Ｔ
－ Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ 系 統 が 天 然 Ｐ Ｓ Ａ を 発 現 す る Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ ヒ ト 前 立 腺 癌 細 胞 系 統 を 溶 解 し 得
る こ と 、 お よ び Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 陽 性 で あ っ た こ と を 示 し て い る 。 Ｐ Ｓ Ａ を 発 現 し な い Ｈ Ｌ Ａ
－ Ａ ２ 陽 性 Ｓ Ｋ － ｍ ｅ ｌ ヒ ト 黒 色 腫 系 統 は 溶 解 し な い こ と が 示 さ れ た 。 Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ 系
統 （ 天 然 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド を 用 い て 形 成 ） も Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 系 統 を 溶 解 し た が 、 各 エ フ ェ
ク タ ー ／ 標 的 細 胞 比 に お い て Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ 系 統 で 見 ら れ た も の よ り も 低 い レ ベ ル で あ
っ た （ 表 ４ ） 。 こ の 溶 解 が Ｍ Ｈ Ｃ に よ り 制 限 さ れ る か ど う か を 調 べ る た め 、 抗 体 遮 断 実 験
を 行 っ た 。 表 ４ は 、 Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ 系 統 に よ る Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 枝 の 溶 解 が 抗 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 抗
体 に よ り 遮 断 さ れ た が 、 イ ソ 型 の 一 致 す る 対 照 抗 体 Ｕ Ｐ Ｃ － １ ０ に よ っ て は 遮 断 さ れ な か
っ た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ７ ４ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 ４ ： ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド （ Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ） を 用 い て 形 成 さ れ た Ｔ 細 胞 の 、 天 然 Ｐ Ｓ Ａ を
発 現 す る 前 立 腺 癌 細 胞 を 溶 解 す る 能 力 。 １ ８ 時 間 １ １ １ Ｉ ｎ 放 出 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 Ｌ Ｎ
Ｃ ａ Ｐ （ ヒ ト 前 立 腺 癌 ） 細 胞 は Ｐ Ｓ Ａ 陽 性 か つ Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 陽 性 で あ る 。 Ｓ Ｋ － ｍ ｅ ｌ （
黒 色 腫 ） 細 胞 は Ｐ Ｓ Ａ 陰 性 で Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 陽 性 で あ る 。 実 験 １ お よ び ２ を そ れ ぞ れ Ｉ Ｖ Ｓ
３ お よ び ４ で 行 っ た 。 実 験 ２ の Ｅ ： Ｔ 比 は ２ ５ ： １ で あ っ た 。 括 弧 の 中 の 数 字 は 標 準 偏 差
で あ る 。 実 験 ２ で は 、 Ｌ Ｎ Ｃ ａ Ｐ 細 胞 （ １ × １ ０ ６ ） を １ １ １ Ｉ ｎ で 標 識 し 、 抗 体 、 対 照
抗 体 Ｕ Ｐ Ｃ － １ ０ （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ま た は 抗 Ｈ Ｌ Ａ Ａ ２ ， ２ ８ 抗 体 （ １ ： １ ０ ０ 希 釈
） を 含 有 す る 培 地 の 存 在 下 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 細 胞 を １ ８ 時 間 細 胞 傷 害 ア
ッ セ イ で 標 的 と し て 用 い た 。 ＊ 統 計 学 的 に 有 意 （ Ｐ ＜ ０ ． ０ １ ， 両 側 ｔ 検 定 ） 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ／ Ｋ ｂ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は こ れ ま で に 、 ヒ ト に 対 す る Ｈ Ｌ Ａ － Ａ
２ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 の 決 定 の 助 け と な る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 よ っ て こ の in vitro系
を 用 い て さ ら に 分 析 を 行 い 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 を 天 然 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド
と 比 べ た 。 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ／ Ｋ ｂ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 由 来 の Ｄ Ｃ を Ｐ Ｓ Ａ － ３ ま た は
Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド の い ず れ か で パ ル ス し 、 こ れ を 用 い て Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ／ Ｋ ｂ マ ウ ス に
ワ ク チ ン 接 種 し た 。 Ｄ Ｃ 単 独 （ ペ プ チ ド な し ） も 対 照 ワ ク チ ン と し て 用 い た 。 ２ 週 間 間 隔
で ３ 回 の ワ ク チ ン 接 種 後 、 最 後 の ワ ク チ ン 接 種 か ら ２ 週 間 後 に 得 ら れ た 脾 細 胞 か ら Ｔ 細 胞
を 単 離 し た 。 次 に こ の Ｔ 細 胞 を Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド 、 ま た は ペ プ
チ ド な し で パ ル ス し た Ｊ ｕ ｒ ｋ ａ ｔ 　 Ａ ２ ／ Ｋ ｂ 細 胞 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ２ ４ 時
間 後 の 上 清 か ら Ｉ Ｎ Ｆ － γ の 産 生 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 下 記 の 表 ５ は 、 ペ プ チ ド を 伴 わ な い Ｄ Ｃ 単 独 を 免 疫 原 と し て 用 い て も Ｔ 細 胞 に よ り Ｉ Ｎ
Ｆ － γ は 産 生 さ れ な い こ と を 示 し て い る 。 こ れ に 対 し 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で パ ル ス し た
Ｄ Ｃ を ワ ク チ ン 接 種 し た マ ウ ス か ら 得 ら れ た Ｔ 細 胞 は 、 Ａ Ｐ Ｃ を ペ プ チ ド Ｐ Ｓ Ａ － ３ ま た
は Ｐ Ｓ Ａ ３ Ａ の い ず れ か で パ ル ス し た 場 合 、 Ｉ Ｎ Ｆ － γ を 産 生 し た （ 表 ５ ） 。 し か し 、 天
然 ま た は ア ゴ ニ ス ト Ｐ Ｓ Ａ ペ プ チ ド の い ず れ か で パ ル ス し た Ｊ ｕ ｒ ｋ ａ ｔ Ａ ２ ／ Ｋ ｂ 細 胞
で 刺 激 し た 場 合 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス し た Ｄ Ｃ を ワ ク チ ン 接 種 し た マ ウ ス の Ｔ
細 胞 か ら は ず っ と 高 い レ ベ ル の Ｉ Ｎ Ｆ － γ が 得 ら れ た （ 表 ５ ） 。 こ れ ら の 研 究 か ら 、 Ｐ Ｓ
Ａ － ３ Ａ エ ピ ト ー プ が Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 対 立 遺 伝 子 に 関 し て Ｐ Ｓ Ａ － ３ エ ピ ト ー プ よ り も 免 疫
原 性 が 高 い と い う さ ら な る 証 拠 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 ５ ： Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ／ Ｋ ｂ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る Ｐ Ｓ Ａ － ３ 対 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ
ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 。 Ｄ Ｃ 単 独 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ で パ ル ス し た Ｄ Ｃ ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ で パ ル
ス し た Ｄ Ｃ で 免 疫 化 し た マ ウ ス か ら Ｔ 細 胞 を 得 た 。 各 群 ３ 個 体 の マ ウ ス を 用 い た 。 各 動 物
に ２ 週 間 間 隔 で ３ 回 注 射 （ １ × １ ０ ６ Ｄ Ｃ ／ マ ウ ス ／ 注 射 ） を 行 っ た 。 ペ プ チ ド は ５ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 用 い た 。 Ｉ Ｎ Ｆ － γ 産 生 ア ッ セ イ に お い て は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ／ Ｋ ｂ ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス か ら 得 ら れ た 細 胞 を Ｐ Ｓ Ａ － ３ ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド （ ２ ５
μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で パ ル ス し た Ｊ ｕ ｒ ｋ ａ ｔ Ａ ２ ／ Ｋ ｂ 細 胞 で 刺 激 し た 。 ２ ４ 時 間 目 の 培 養 上
清 を 回 収 し 、 Ｉ Ｎ Ｆ － γ の 分 泌 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 実 験 は 、 ペ プ チ ド に 基 づ く ワ ク チ ン ま た は ペ プ チ ド で パ ル ス し た Ｄ Ｃ ワ ク チ ン
の い ず れ に お い て も Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ エ ピ ト ー プ の 使 用 の 利 点 を 示 す 。 ま た 、 Ｐ Ｓ Ａ の 全 遺 伝
子 を 含 む が 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ エ ピ ト ー プ の 変 異 型 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー を 構 築 す る
た め の 実 験 も 行 っ た 。 こ の よ う に 、 １ ５ ５ 番 目 に お い て イ ソ ロ イ シ ン か ら ロ イ シ ン へ の ア
ミ ノ 酸 変 異 を 持 た な い 、 ま た は こ れ を 持 つ 全 Ｐ Ｓ Ａ 導 入 遺 伝 子 で 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル
ス を 構 築 し た 。 こ れ ら の 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス は 、 そ れ ぞ れ ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ お よ び ｒ Ｖ
－ Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ と 称 す る 。 初 期 の 研 究 に よ り 、 両 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス の ヒ ト Ｄ Ｃ に
対 す る 至 適 感 染 多 重 度 は １ ０ ｐ ｆ ｕ ／ 細 胞 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 い ず れ か の 組 換 え ベ ク
タ ー に 感 染 し た ヒ ト Ｄ Ｃ は 、 上 清 の 免 疫 ア ッ セ イ に よ っ て 求 め た 場 合 に 約 ６ ３ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ
で Ｐ Ｓ Ａ タ ン パ ク 質 産 生 を 示 し た 。 な お 、 ヒ ト Ｄ Ｃ の ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ 、 ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ
、 お よ び 野 生 型 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス に よ る 感 染 は 、 Ｄ Ｃ の 表 面 表 現 型 マ ー カ ー Ｃ Ｄ ８ ０ 、
Ｃ Ｄ ８ ６ 、 Ｃ Ｄ ５ ４ 、 Ｃ Ｄ ５ ８ 、 ク ラ ス Ｉ お よ び ク ラ ス IIを 変 化 さ せ な か っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ ま た は ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ の い ず れ か に 感 染 さ せ た Ｄ Ｃ を 用 い て 、 も と も と
Ａ Ｐ Ｃ を 天 然 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で パ ル ス す る こ と に よ っ て 誘 導 し た Ｔ 細 胞 を 刺 激 し た 。
下 記 の 表 ６ は 、 ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ 組 換 え 体 に 感 染 さ せ た Ｄ Ｃ は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 産 生
に よ っ て 測 定 し た 場 合 、 ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ に 感 染 さ せ た Ｄ Ｃ を 用 い た 場 合 よ り も Ｐ Ｓ Ａ 特 異 的
Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る 上 で 効 果 が 高 か っ た こ と を 示 し て い る 。 比 較 の た め 、 ２ ５ μ ｇ の Ｐ Ｓ
Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス し た 非 感 染 Ｄ Ｃ も 用 い て Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ｔ 細 胞 を 活 性 化 し た 。
特 異 性 対 照 と し て 、 Ｃ Ｅ Ａ 特 異 的 Ｔ 細 胞 系 統 （ Ｖ ８ Ｔ ） の 活 性 化 は Ｐ Ｓ Ａ 組 換 え ベ ク タ ー
に よ っ て は 見 ら れ な か っ た 。 さ ら な る 対 照 と し て 、 野 生 型 ワ ク シ ニ ア ベ ク タ ー に 感 染 さ せ
た Ｄ Ｃ を 用 い た 。 こ れ ら の 研 究 か ら 、 変 異 型 Ｐ Ｓ Ａ エ ピ ト ー プ も ヒ ト Ｄ Ｃ に よ り プ ロ セ シ
ン グ 可 能 で あ り 、 特 異 的 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 に 対 し て 提 示 さ れ 得 る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 ６ ： ワ ク シ ニ ア Ｐ Ｓ Ａ 組 換 え 体 に 感 染 さ せ た Ｄ Ｃ の 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ア ゴ ニ ス ト エ ピ ト ー
プ を プ ロ セ シ ン グ し て Ｐ Ｓ Ａ 特 異 的 Ｔ 細 胞 を 活 性 化 さ せ る 能 力 。 Ｐ Ｓ Ａ 特 異 的 Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ
－ ３ 細 胞 お よ び Ｃ Ｅ Ａ 特 異 的 Ｖ ８ Ｔ 細 胞 を 、 感 染 さ せ て い な い か 、 ま た は ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ 、
ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ （ Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ） 、 ま た は Ｖ － Ｗ Ｔ （ 野 生 型 ） に 感 染 さ せ た 照 射 同 種 異 系 Ｄ
Ｃ で 刺 激 し た 。 比 較 の た め 、 非 感 染 Ｄ Ｃ ま た は Ｖ － Ｗ Ｔ に 感 染 さ せ た Ｄ Ｃ を Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ
ペ プ チ ド ま た は Ｃ Ａ Ｐ １ － ６ Ｄ ペ プ チ ド で パ ル ス し た 。 ペ プ チ ド は ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度
で 用 い た 。 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー 感 染 は 、 １ 時 間 、 Ｍ Ｏ Ｉ １ ０ と し た 。 次 に 、 感 染
細 胞 を ３ ７ ℃ 、 完 全 培 地 中 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 こ れ を Ａ Ｐ Ｃ と し て 用 い た 。 ４ ８ 時
間 目 の 培 養 上 清 を 回 収 し 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 分 泌 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 Ｃ Ａ Ｐ １ － ６
Ｄ ペ プ チ ド は Ｃ Ｅ Ａ ペ プ チ ド Ｃ Ａ Ｐ － １ の Ｔ Ｃ Ｒ ア ゴ ニ ス ト で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 明 細 書 に 示 さ れ る 結 果 は 、 ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ エ ピ ト ー プ が 、 Ｍ Ｈ Ｃ と
の 結 合 親 和 性 、 ペ プ チ ド Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 の 親 和 性 （ ア ビ デ ィ テ ィ ー ） 、 お よ び in vitroで Ｃ
Ｔ Ｌ を 活 性 化 す る 能 力 の 点 で 、 天 然 Ｐ Ｓ Ａ － ３ エ ピ ト ー プ よ り 優 れ て い る こ と を 示 す 。 こ
の ア ゴ ニ ス ト エ ピ ト ー プ は ま た 、 in vivoＨ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ １ Ｋ ｂ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス モ デ ル (P. Correale et al., 1998, J. Immunol. 161:3186-3194)に お け る Ｔ 細 胞 の
活 性 化 に お い て 天 然 エ ピ ト ー プ よ り 有 効 で あ っ た 。 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド に よ り 活 性 化 さ
れ た Ｔ 細 胞 は 、 天 然 ペ プ チ ド で パ ル ス し た Ａ Ｐ Ｃ と 天 然 Ｐ Ｓ Ａ を 発 現 す る ヒ ト 前 立 腺 癌 細
胞 の 双 方 を Ｍ Ｈ Ｃ に 制 限 さ れ る 様 式 で 溶 解 す る 能 力 を 示 し た 。 ワ ク シ ニ ア 組 換 え 体 を 用 い
た こ れ ら の 研 究 か ら 、 ア ゴ ニ ス ト エ ピ ト ー プ が 、 Ｐ Ｓ Ａ 分 子 全 体 に 関 し て 、 Ｔ 細 胞 の 活 性
化 に 関 し て Ａ Ｐ Ｃ に よ り プ ロ セ シ ン グ さ れ 提 示 さ れ 得 る こ と も 示 し た 。 な お 、 ア ゴ ニ ス ト
ペ プ チ ド に よ っ て 刺 激 さ れ た Ｔ 細 胞 は 、 天 然 ペ プ チ ド と 比 較 し た 場 合 、 高 レ ベ ル の Ｉ 型 サ
イ ト カ イ ン を 産 生 す る が 、 高 い ア ポ ト ー シ ス を 受 け な い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 １ ０ － ｍ ｅ ｒ 　 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ リ ガ ン ド の 分 析 に よ り 、 良 好 な Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ 結 合
に 強 く 関 連 す る 残 基 は 、 ２ 番 目 の 第 一 の ア ン カ ー に つ い て は Ｌ と Ｍ で あ り 、 １ ０ 番 目 で は
Ｖ 、 Ｌ お よ び Ｉ で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る (J. Ruppert et al., 1993, Cell 74:929-93
)。 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド の ２ 番 目 （ １ ５ ５ 番 目 の ア ミ ノ 酸 ） に お い て Ｉ が Ｌ に 置 換 さ れ る
と 、 該 ペ プ チ ド の Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ 分 子 と の 結 合 効 率 が 向 上 し た 。 こ の 現 象 は 、 ２ 番 目 の
残 基 Ｉ が Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ と の ペ プ チ ド 結 合 親 和 性 な ら び に 残 り の ペ プ チ ド － Ｍ Ｈ Ｃ 複 合
体 の 安 定 性 を 低 下 さ せ 得 る と い う こ と に よ り 説 明 す る こ と が で き る (J. Ruppert et al., 
1993, Cell 74:929-937; M. Bouvier and D.C. Wiley, 1994, Science 265:398-402)。 ｇ
ｐ １ ０ ０  １ ５ ４ － １ ６ ２ の Ｎ 末 端 ア ン カ ー 位 置 ２ に お い て Ｔ を Ｌ ま た は Ｉ に 置 換 す る と
、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 分 子 と の 結 合 が 著 し く 高 ま っ た 。 し か し 、 Ｌ ま た は Ｉ へ の 置 換 の 間 で 、 ペ
プ チ ド 結 合 親 和 性 ま た は 抗 原 性 に 差 は な か っ た (A.B.H. Bakker et al., 1997, Int. J. C
ancer 70:302-309)。 他 方 、 ノ ナ ペ プ チ ド Ｍ ｅ ｌ ａ ｎ － Ａ  ２ ７ － ３ ５ の ２ 番 目 に お い て Ａ
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を Ｌ に 置 換 し た 場 合 に は 、 ペ プ チ ド の Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と の 結 合 は 増 強 さ れ た が 、 抗 原 活 性 に
５ ０ 倍 を 超 え る 低 下 が あ っ た (D. Valmori et al., 1998,J. Immunol. 160:1750-1758)。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 １ ０ 番 目 の Ｖ を Ｌ で 置 換 す る と 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド の Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ 分 子 へ の 結 合
が 低 下 し た 。 こ れ は 、 一 つ に は 、 ９ 番 目 で の Ｖ に 代 わ る Ｌ が ペ プ チ ド － Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １
の 親 和 性 な ら び に そ の 複 合 体 の 安 定 性 を 低 下 さ せ る と い う こ と に よ り 説 明 し 得 る (J. Rupp
ert et al., 1993, Cell 74:929-937; D.R. Madden, 1995, Ann. Rev. Immunol. 13:387-
622)。 Ｆ ｌ ｕ 　 Ａ マ ト リ ッ ク ス Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ 結 合 ペ プ チ ド ５ ８ － ６ ６ （ Ｇ Ｉ Ｌ Ｇ Ｆ Ｖ
Ｆ Ｔ Ｌ ； 配 列 番 号 ６ ） お よ び ５ ８ － ６ ８ （ Ｇ Ｉ Ｌ Ｇ Ｆ Ｖ Ｔ Ｌ Ｖ Ｌ ； 配 列 番 号 ７ ） の 場 合 、
Ｌ の 代 わ り に Ｖ と い う 置 換 が Ｃ 末 端 で あ っ た 場 合 に は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と の 結 合 に 低 下 は 検
出 さ れ な か っ た こ と が 示 さ れ て い る (H.W. Nijman et al., 1993, Eur. J. Immunol. 23:1
215-1219)。 こ の こ と は 、 Ｃ 末 端 に Ｖ を 含 む １ ０ ｍ ｅ ｒ ペ プ チ ド の Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － １ ５ ７
－ １ ６ ６ （ Ｓ Ｌ Ｌ Ｍ Ｗ Ｉ Ｔ Ｑ Ｃ Ｖ ； 配 列 番 号 ８ ） が 、 野 生 型 ペ プ チ ド （ Ｓ Ｌ Ｌ Ｍ Ｗ Ｉ Ｔ Ｑ
Ｃ Ｆ ； 配 列 番 号 ９ ） お よ び Ｃ 末 端 に Ｌ を 含 む Ｎ Ｙ － Ｅ Ｓ Ｏ － １ ５ ７ － １ ６ ６ ペ プ チ ド （ Ｓ
Ｌ Ｌ Ｍ Ｗ Ｉ Ｔ Ｑ Ａ Ｌ ； 配 列 番 号 １ ０ ） よ り も 効 率 的 に Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ を 認 識 し た と い う Chen
ら の 報 告 (J.L. Chen et al., 2000, J. Immunol. 165:948-955)に 一 致 し て い る 。 他 方 、
Ｃ 末 端 に お い て Ｖ ｉ ｎ 　 Ｆ ｌ ｕ 　 Ａ カ ト リ ッ ク ス ペ プ チ ド ２ － １ １ （ Ｓ Ｌ Ｌ Ｔ Ｅ Ｖ Ｅ Ｔ Ｙ
Ｖ ； 配 列 番 号 １ １ ） お よ び ２ － １ ２ （ Ｓ Ｌ Ｌ Ｔ Ｅ Ｖ Ｅ Ｔ Ｙ Ｖ Ｌ ； 配 列 番 号 １ ２ ） に お い て
Ｖ の 代 わ り に Ｌ が あ る 場 合 に は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と の 結 合 の 増 強 が 見 ら れ た (H.W. Nijman e
t al., Eur. J. Immunol. 23:1215-1219)。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 発 明 者 ら の 研 究 で は 、 １ 番 目 に お け る Ｙ へ の 置 換 は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド の Ｈ Ｌ Ａ － Ａ
２ ． １ へ の 結 合 を 増 強 し た 。 こ の こ と は 、 １ 番 の 位 置 で の 芳 香 族 残 基 の 置 換 は １ ０ － ｍ ｅ
ｒ の Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ へ の 結 合 を 好 む と い う 知 見 (J. Ruppert et al., 1993, Cell 74:92
9-937)と 一 致 す る 。 Ｍ ｅ ｌ ａ ｎ － Ａ ペ プ チ ド ２ ６ － ３ ５ （ Ｅ Ａ Ａ Ｇ Ｉ Ｇ Ｉ Ｌ Ｔ Ｖ ； 配 列 番
号 １ ３ ） に 関 し て 同 じ 結 果 が Valmoriら (D. Valmori et al., 1998, J. Immunol. 160:175
0-1758)に よ っ て 報 告 さ れ て お り 、 そ こ で は １ 番 に お け る Ｅ か ら Ｙ へ の 置 換 （ Ｙ Ａ Ａ Ｇ Ｉ
Ｇ Ｉ Ｌ Ｔ Ｖ ； 配 列 番 号 １ ４ ） が ペ プ チ ド の 結 合 親 和 性 を 増 強 し た 。 他 方 、 １ 番 に Ｙ を 含 む
ｇ ｐ １ ０ ０ ペ プ チ ド ２ ８ ０ － ２ ８ ８ （ Ｙ Ｌ Ｅ Ｐ Ｇ Ｐ Ｖ Ｔ Ａ ； 配 列 番 号 １ ５ ） は Ｈ Ｌ Ａ － Ａ
２ 分 子 と 十 分 結 合 し な か っ た (Y. Kawakami et al., 1995, J. Immunol.154:3961-3968)。
第 二 の ア ン カ ー 位 置 に お け る Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ 結 合 が 弱 い こ と と 強 い 関 連 の あ る 残 基 は 、
１ 番 目 で は Ｄ 、 Ｅ 、 Ｐ ； ３ 番 目 で は Ｄ ， Ｅ ； ４ 番 目 で は Ｒ 、 Ｋ 、 Ｈ 、 Ａ ； ５ 番 目 で は Ｐ ；
７ 番 目 で は Ｒ 、 Ｋ 、 Ｈ ； ８ 番 目 で は Ｄ 、 Ｅ 、 Ｒ 、 Ｋ 、 Ｈ ； ま た 、 ９ 番 目 で は Ｒ 、 Ｋ 、 Ｈ で
あ る (H.G. Rammensee et al., 1995, Immunogenetics 41:178-228)。 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド
で は 、 第 二 の ア ン カ ー 位 置 に お け る Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ 結 合 が 弱 い こ と と 関 連 の あ る 残 基 は
存 在 し な い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 ２ 番 目 （ １ ５ ５ 番 目 の ア ミ ノ 酸 ） に お け る Ｌ 、 お よ び １ 番 目 （ １ ５ ４
番 目 の ア ミ ノ 酸 ） に お け る Ｙ へ の ア ミ ノ 酸 置 換 に よ っ て 作 出 さ れ た 類 似 体 ペ プ チ ド は 、 Ｔ
２ Ａ ２ 細 胞 へ の 結 合 に よ っ て ア ッ セ イ し た 場 合 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ 分 子 へ の 結 合 に お い て
天 然 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド ほ ど 有 効 で な か っ た 。 こ れ は 、 コ ン ホ メ ー シ ョ ン 変 異 、 立 体 障 害
、 ま た は 反 発 性 の 静 電 気 作 用 の よ う な 負 の 作 用 に よ る も の で あ り 得 る 。 ｇ ａ ｐ １ ０ ０ ペ プ
チ ド ２ ８ ０ － ２ ８ ８ （ Ｙ Ｌ Ｅ Ｐ Ｇ Ｐ Ｖ Ｔ Ａ ； 配 列 番 号 １ ５ ） は 、 １ 番 に お け る 推 定 モ チ ー
フ 残 基 Ｙ 、 ２ 番 に お け る Ｌ 、 お よ び ９ 番 に お け る Ａ を 含 む こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の
残 基 は Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ 分 子 と の 良 好 な 結 合 を 助 け る も の と 推 定 さ れ る が 、 こ の ペ プ チ ド
の 実 際 の 結 合 親 和 性 は 高 く な か っ た 。 ペ プ チ ド の 親 和 性 の 低 下 は 、 ３ 番 に お け る 負 に 帯 電
し た Ｅ な ど 、 ペ プ チ ド の 他 の 位 置 に お け る 残 基 に よ る も の で あ り 得 る (Y. Kawakami et al
., 1995, J. Immunol. 154:3961-3968; A.L. Cox et al., 1994, Science 264:716-719)
。
【 ０ １ ８ ６ 】
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　 ワ ク チ ン 療 法 に お け る ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド の 使 用 は 、 最 近 の ２ つ の 臨 床 試 験 で 実 証 さ れ
て い る 。 一 つ の 臨 床 試 験 で は 、 変 異 型 ア ン カ ー 残 基 を 有 す る 黒 色 腫 ｇ ｐ １ ０ ０ ペ プ チ ド を
Ｉ Ｌ － ２ と 併 用 し た 場 合 、 天 然 ｇ ｐ １ ０ ０ ペ プ チ ド を Ｉ Ｌ － ２ と 併 用 し た 場 合 よ り も 黒 色
腫 患 者 で よ り 高 い 臨 床 応 答 を も た ら し た (S.A. Rosenberg et al., 1999, J. Immunol. 16
3:1690-1695)。 も う 一 つ の 臨 床 試 験 で は 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 （ Ｔ Ｃ Ｒ ） と 相 互 作 用 す る Ｃ Ｅ Ａ
ペ プ チ ド Ｃ Ａ Ｐ １ の ア ミ ノ 酸 の 一 つ を 改 変 し て Ｃ Ａ Ｐ １ － ６ Ｄ  Ｔ Ｃ Ｒ エ ン ハ ン サ ー ア ゴ
ニ ス ト エ ピ ト ー プ (S. Zaremba et al., 1997, Cancer Res. 57:4570-4577)を 作 製 し た 。
こ の Ｃ Ａ Ｐ １ － ６ Ｄ ア ゴ ニ ス ト で パ ル ス し た Ｄ Ｃ を 進 行 型 の Ｃ Ｅ Ａ 発 現 癌 腫 を 有 す る 患 者
に お い て ワ ク チ ン と し て 用 い た (L.H. Fong et al., Amer. Assoc. for Cancer Res. Ann.
 Mtg. April 1-5, 2000 Proceedings #1387, 41:217)。 ワ ク チ ン 接 種 し た 最 初 の ６ 名 の 患
者 の 同 齢 集 団 で は 、 患 者 の 部 分 集 団 で 血 清 Ｃ Ｅ Ａ の 安 定 化 が 見 ら れ 、 肺 転 移 の 退 縮 が 見 ら
れ た 。 ア ゴ ニ ス ト エ ピ ト ー プ を 用 い た 場 合 に は 、 患 者 に お い て Ｃ Ｅ Ａ 特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 も
生 じ た (L.H. Fong et al., Amer. Assoc. for Cancer Res. Ann. Mtg. April 1-5, 2000 
Proceedings #1387, 41:217)。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 重 要 な こ と に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ア ゴ ニ ス ト Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド は 、 Ｈ Ｌ Ａ － Ａ
２ 対 立 遺 伝 子 陽 性 の 前 立 腺 癌 患 者 の た め の ワ ク チ ン 療 法 に お け る ア ジ ュ バ ン ト 中 の 、 ま た
は ペ プ チ ド パ ル ス さ れ た Ｄ Ｃ を 介 し て の ペ プ チ ド ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 。 Ｆ ｌ ｔ － ３
Ｌ (E. Maraskovsky et al., 1996, J. Exp. Med. 184:1953-1962; S.D. Lyman, 1995, In
t. J. Hematol. 62:63-73)ま た は Ｔ Ｒ Ｉ Ｃ Ｏ Ｍ ベ ク タ ー 、 す な わ ち ３ つ の 同 時 刺 激 分 子 を
含 む ベ ク タ ー (J.W. Hodge et al., 2000, J. Natl. Cancer Inst. 92:1228-1239)な ど の
分 子 を 用 い た 場 合 に 高 い ペ プ チ ド パ ル ス Ｃ Ｄ 活 性 を 示 す と い う 最 近 の 研 究 に よ り 、 研 究 者
は Ｄ Ｃ ワ ク チ ン プ ロ ト コ ー ル を 首 尾 よ く 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 に 示 さ れ て い る 結 果 に よ れ ば 、 天 然 Ｐ Ｓ Ａ － ３ エ ピ ト ー プ ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ
ア ゴ ニ ス ト の い ず れ か を 用 い て 形 成 さ れ た Ｐ Ｓ Ａ 特 異 的 Ｔ 細 胞 が 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド よ
り も Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ に 応 答 し て よ り 多 く の Ｉ Ｆ Ｎ － γ を 産 生 す る こ と が 実 証 さ れ て い る 。 Ｉ
Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － ５ 、 Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 お よ び Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 産 生 は 、 実
施 例 の 節 に 記 載 さ れ た よ う に 、 Ｃ Ｂ Ａ ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｐ
Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド と 比 較 し た 場 合 に お け る Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ で 刺 激 し た Ｔ 細 胞 由 来 の Ｉ Ｌ － ２
、 Ｉ Ｌ － ５ 、 お よ び Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 産 生 の 増 強 を 示 し た が 、 Ｉ Ｌ － ４ お よ び Ｉ Ｌ － １ ０ の 増
強 は 示 さ な い 。 活 性 化 さ れ た Ｔ 細 胞 に よ り Ｉ Ｌ － ５ の 産 生 が 増 強 さ れ る と 、 次 に 好 酸 球 、
好 塩 基 球 、 Ｂ 細 胞 お よ び 胸 腺 細 胞 を 活 性 化 し 得 る 。 Ｉ Ｌ － ５ は 好 酸 球 の 走 化 性 お よ び 活 性
化 因 子 で あ る 。 Ｉ Ｌ － ５ は ま た 、 刺 激 細 胞 お よ び Ｉ Ｌ － ２ の 存 在 下 で 落 花 生 凝 集 素 結 合 胸
腺 に 対 す る キ ラ ー － ヘ ル パ ー 因 子 活 性 を 示 す こ と が 示 さ れ て い る 。 胸 腺 集 団 間 か ら の Ｃ Ｔ
Ｌ の 補 充 に お け る こ の 結 果 は 、 標 的 胸 腺 細 胞 に 対 し て Ｉ Ｌ － ２ 受 容 体 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー
ト す る Ｉ Ｌ － ５ の 能 力 に よ る も の で あ る (K. Takatsu et al., 1987, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 84:4234-4238; S.C. Bischoff et al., 1990, J. Exp. Med., 172:1577-1582)
。 こ れ は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド が ま た 、 Ｐ Ｓ Ａ ワ ク チ ン 臨 床 試 験 に 関 与 す る 患 者 の 免 疫
応 答 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の よ り 感 受 性 の 高 い 免 疫 ア ッ セ イ に お い て 用 い 得 る こ と を 示
唆 し て い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 Ｐ Ｓ Ａ に 基 づ く ワ ク チ ン を 用 い た い く つ か の 臨 床 試 験 が 完 了 し て お り 、 あ る い は ま た 、
前 立 腺 癌 患 者 に お い て 進 行 中 で あ る 。 進 行 型 の 前 立 腺 癌 を 有 す る 患 者 に お け る 最 近 の 試 験
で は 、 ｒ Ｖ Ｐ Ｓ Ａ ワ ク チ ン が ワ ク チ ン 接 種 さ れ た ７ 名 の Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ ． １ 患 者 の う ち の ５
名 に お い て 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 を 誘 導 し た こ と が 示 さ れ た (J
.P. Eder et al., 2000, Clin. Cancer Res. 6:1632-1638)。 ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ ワ ク チ ン は 安
全 で あ る こ と が 示 さ れ 、 あ る 患 者 で は 、 少 な く と も ２ １ ヶ 月 の 間 、 臨 床 的 進 行 の 所 見 が な
い ま ま で あ っ た (J.P. Eder et al., 2000, Clin. Cancer Res. 6:1632-1638)。 進 行 中 の
臨 床 試 験 で は 、 初 回 ワ ク チ ン 接 種 と し て ｒ Ｖ － Ｐ Ｓ Ａ が 用 い ら れ 、 そ の 後 、 組 換 え 型 鶏 痘
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Ｐ Ｓ Ａ ワ ク チ ン で 複 数 回 追 加 ワ ク チ ン 接 種 が 行 わ れ る 。 こ の 多 角 的 な 初 回 お よ び 追 加 ワ ク
チ ン 戦 略 は 、 組 換 え Ｃ Ｅ Ａ ベ ク タ ー ワ ク チ ン を 用 い た 動 物 モ デ ル で も (J.W. Hodge et al.
, 1997, Vaccine 15:759-768, 1997)、 臨 床 試 験 で も (J.L. Marshall et al., 2000, J. C
lin. Oracol. 18:3964-3973)有 利 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 で 報 告 さ れ た 実 験 か ら 、 Ｐ Ｓ Ａ 分 子 に お け る 単 一 の ア ミ ノ 酸 変 異 も ま た 、 組 換
え Ｐ Ｓ Ａ ワ ク シ ニ ア も し く は 鶏 痘 ベ ク タ ー 、 ま た は い ず れ か の Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー 中 に お け る
使 用 に よ り 、 天 然 Ｐ Ｓ Ａ 遺 伝 子 を 含 む 同 ベ ク タ ー の 使 用 よ り も 有 効 に Ｔ 細 胞 を 活 性 化 さ せ
る こ と が で き る こ と が 実 証 さ れ る 。 こ の ア ゴ ニ ス ト エ ピ ト ー プ は Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 対 立 遺 伝 子
を 有 す る 患 者 に の み 利 益 が あ り 得 る が 、 こ れ は ま だ 白 色 人 種 の お よ そ 半 分 で あ り 、 同 様 に
そ の 他 の 集 団 で も さ ら に 低 い 程 度 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 に お け る 実 験 は 、 Ｐ Ｓ Ａ の よ う
な 比 較 的 弱 い 免 疫 原 性 自 己 抗 原 の Ｃ Ｔ Ｌ エ ピ ト ー プ の 組 成 に お け る 単 一 の ア ミ ノ 酸 変 異 を
用 い て 、 天 然 遺 伝 子 産 物 を 発 現 す る 腫 瘍 を 溶 解 し 得 る 特 異 的 Ｔ 細 胞 集 団 を よ り 有 効 に 活 性
化 す る こ と が で き る と い う コ ン セ プ ト を 支 持 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ９ １ 】

　 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 の 作 製 ： 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に (Boyum et al., 1968, Scand. 
J. Clin. Lab. Invest. 21:77-80)、 Lymphocyte Separation Medium gradient (Organon 
Teknika, Durham, NC)を 用 い て Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 分 離 す る こ と が で き る 。 洗 浄 し た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、
１ ０ ％ プ ー ル ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 (Pel-Freeze Clinical System, Brown Dear, Wis.)、 ２ ｍ Ｍ グ
ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ス ト レ プ ト マ イ シ ン (GIB
CO)を 添 加 し た 完 全 培 地 、 例 え ば Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ (GIBCO)に 再 懸 濁 さ せ る 。 完 全 培 地 中 、
約 ２ × １ ０ ５ 細 胞 の 濃 度 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 例 え ば １ ０ ０ μ ｌ の 容 量 で ９ ６ ウ ェ ル 平 底 ア ッ セ
イ プ レ ー ト (Costar, Cambridge, Mass., USA)の 各 ウ ェ ル に 加 え る 。 こ れ ら の 培 養 物 中 に
抗 原 ま た は ペ プ チ ド を 最 終 濃 度 約 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 加 え 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ を 含 む 加 湿 雰 囲 気 下
、 ３ ７ ℃ で ５ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ５ 日 後 、 ペ プ チ ド を 含 む 培 地 を 取 り 出 し た 後 に 培
養 物 に 新 鮮 ヒ ト Ｉ Ｌ － ２ （ １ ０ Ｕ ／ ｍ ｌ ） を 供 給 し 、 ３ 日 毎 に Ｉ Ｌ － ２ を 含 む 培 地 を 補 給
す る 。 １ ６ 日 目 に 一 次 培 養 物 を 同 ペ プ チ ド （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で 再 刺 激 す る 。 こ の 後 、 ５
× １ ０ ５ の 照 射 （ ４ ， ０ ０ ０ ｒ ａ ｄ ） 自 己 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 、 抗 原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ ） と し て 、
約 ５ ０ μ ｌ 完 全 培 地 の 容 量 で 加 え る 。 約 ５ 日 後 、 文 献 に 記 載 の よ う に 、 培 養 物 に ヒ ト Ｉ Ｌ
－ ２ 含 有 培 地 を 供 給 す る 。 細 胞 を １ ６ 日 間 お い て ５ 日 間 再 刺 激 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 に 挙 げ た 総 て の 特 許 出 願 、 特 許 、 テ キ ス ト 、 お よ び 参 照 文 献 は 、 本 発 明 が 属 す
る 技 術 分 野 を よ り 十 分 に 説 明 す る た め 、 引 用 す る こ と に よ り 本 明 細 書 の 開 示 の 一 部 と す る
。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 上 述 の よ う な 本 発 明 の 範 囲 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 上 記 の 方 法 お よ び 組 成 物 に
お い て 種 々 の 変 更 が で き る こ と か ら 、 上 記 の 記 述 に 含 ま れ 、 付 属 の 図 面 に 示 さ れ 、 あ る い
は 上 記 の 実 施 形 態 に 示 さ れ る 総 て の 主 題 は 例 示 と し て 示 さ れ る も の で あ っ て 、 制 限 を 意 味
す る も の で は な い と 考 え ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ４ 】
【 図 １ 】 Ｐ Ｓ Ａ ペ プ チ ド と Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と の 結 合 。 実 施 例 の 節 で 記 載 し た よ う に 、 ペ プ チ
ド を Ｔ ２ Ａ ２ 細 胞 系 と の 結 合 に つ い て 分 析 し た 。 ペ プ チ ド を 、 ０ ～ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ 図 １
Ａ ） お よ び そ れ よ り 低 い 濃 度 （ 図 １ Ｂ ） で 用 い た 。 Ｐ Ｓ Ａ － ３ は 親 Ｐ Ｓ Ａ ペ プ チ ド で あ る
（ 白 三 角 ） 。 Ｐ Ｓ Ａ － ３ （ Ｌ － １ ５ ５ ； Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ と も 呼 ば れ る ） （ 黒 四 角 ） 、 Ｐ Ｓ Ａ
－ ３ （ Ｙ １ ５ ４ ） （ 黒 丸 ） 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ （ Ｙ １ ５ ４ ／ Ｌ １ ５ ５ ） （ 黒 三 角 ） 、 お よ び Ｐ Ｓ
Ａ － ３ （ Ｌ １ ６ ３ ） （ 白 四 角 ） は 、 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド で あ る 。 Ｎ Ｃ Ａ ペ プ チ
ド （ 白 丸 ） は 陰 性 対 照 で あ る 。 結 果 は 相 対 蛍 光 値 （ Ｍ Ｆ Ｉ ） で 表 す 。
【 図 ２ 】 Ｐ Ｓ Ａ － ３ ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド と Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ と の 複 合 体 の 安 定 性 の 比
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較 。 Ｔ ２ Ａ ２ 細 胞 を Ｐ Ｓ Ａ － ３ （ 白 四 角 ） ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ （ 黒 四 角 ） ペ プ チ ド と と も
に ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 結 合 し な か っ た ペ プ チ ド を 洗 い 流
し 、 ブ レ フ ェ ル ジ ン Ａ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 新 た な ク ラ ス Ｉ 分 子 の 細 胞 表 面 へ の 送
達 を 遮 断 し た 。 示 さ れ た 時 間 に 、 表 面 ペ プ チ ド － Ｈ Ｌ Ａ － Ａ ２ 複 合 体 の 存 在 に 関 し て 細 胞
を 染 色 し た 。 結 果 は 、 ０ 時 を １ ０ ０ ％ 結 合 と し て 比 較 し た 相 対 結 合 ％ で 表 す 。
【 図 ３ 】 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ ド で パ ル ス す る こ と に よ っ て 誘 導 し た Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ
－ ３ Ａ  Ｔ 細 胞 系 の 細 胞 傷 害 性 （ 図 ３ Ａ ） 、 お よ び Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ プ チ ド で パ ル
ス す る こ と に よ っ て 誘 導 し た Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３  Ｔ 細 胞 系 の 細 胞 傷 害 性 （ 図 ３ Ｂ ） 。 標 的 細
胞 は 、 種 々 の Ｅ ： Ｔ （ エ フ ェ ク タ ー ： 標 的 ） 比 で の in vitro刺 激 （ Ｉ Ｖ Ｓ － ３ ） の た め に
、 濃 度 ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ （ 黒 四 角 ） ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ （ 黒 丸 ） ペ プ チ ド の い
ず れ か で パ ル ス し た Ｃ １  Ｒ － Ａ ２ 細 胞 と し た 。 ペ プ チ ド を 含 ま な い Ｃ １  Ｒ － Ａ ２ 細 胞 （
白 四 角 ） も 試 験 し た 。 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 （ Ｃ Ｔ Ｌ ） 活 性 は 、 １ ８ 時 間 １ １ １ Ｉ ｎ 放 出
ア ッ セ イ で 測 定 し た 。
【 図 ４ 】 Ｉ Ｖ Ｓ － ３ で Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ （ 黒 四 角 ） 、 ま た は Ｐ Ｓ Ａ － ３ （ 白 丸 ） ペ プ チ ド の 濃
度 を 増 加 さ せ な が ら パ ル ス し た Ｃ １  Ｒ － Ａ ２ 細 胞 に 対 す る 、 Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ  Ｔ 細 胞 系
の 細 胞 傷 害 性 （ 図 ４ Ａ ） 、 お よ び Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３  Ｔ 細 胞 系 の 細 胞 傷 害 性 （ 図 ４ Ｂ ） 。 Ｅ
： Ｔ 比 ＝ ２ ５ ： １ 。 Ｃ Ｔ Ｌ 活 性 は １ ８ 時 間 １ １ １ Ｉ ｎ 放 出 ア ッ セ イ で 測 定 し た 。
【 図 ５ 】 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ ア ッ セ イ を 用 い た ペ プ チ ド 刺 激 Ｔ 細 胞 に お け る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 化 。 Ｐ Ｓ Ａ
ペ プ チ ド で パ ル ス さ れ た 自 己 Ｂ 細 胞 に よ っ て 活 性 化 し た Ｃ Ｄ ８ ＋ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 。 図
５ Ａ ： ペ プ チ ド を 含 ま な い Ｂ 細 胞 で 刺 激 し た Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ 細 胞 ； 図 ５ Ｂ ： Ｐ Ｓ Ａ － ３ ペ
プ チ ド で パ ル ス し た Ｂ 細 胞 で 刺 激 し た Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ 細 胞 ； 図 ５ Ｃ ： Ｐ Ｓ Ａ － ３ Ａ ペ プ チ
ド で パ ル ス し た Ｂ 細 胞 で 刺 激 し た Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ 細 胞 。 実 施 例 の 節 に 記 載 の よ う に 、 各 ヒ
ス ト グ ラ ム の 中 の 数 字 は ア ポ ト ー シ ス 細 胞 （ ラ イ ン よ り 上 の 細 胞 ） の 百 分 率 を 示 す 。
【 図 ６ 】 ペ プ チ ド 刺 激 さ れ た Ｔ 細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン の 産 生 に つ い て の サ イ ト メ ト リ ッ
ク ビ ー ズ ア レ イ (Cytometric Bead Array)ア ッ セ イ 。 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － ５ 、 Ｉ
Ｌ － １ ０ 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 お よ び Ｉ Ｆ Ｎ － γ （ 各 図 の 上 か ら 下 へ ） の 産 生 を 分 析 し た 。 ０ ｐ
ｇ ／ ｍ ｌ （ 図 ６ Ａ ） 、 ３ １ ２ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ （ 図 ６ Ｂ ） 、 お よ び ５ ０ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ （ 図 ６ Ｃ
） の 各 サ イ ト カ イ ン 濃 度 の 標 品 を 用 い て 、 サ ン プ ル 中 の こ れ ら ６ 種 の サ イ ト カ イ ン の 濃 度
を 測 定 し た 。 ペ プ チ ド を 含 ま な い Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ 細 胞 ＋ Ａ Ｐ Ｃ （ 自 己 Ｂ 細 胞 ） か ら 得 た 上
清 （ 図 ６ Ｄ ） 。 Ｔ － Ｐ Ｓ Ａ － ３ ＋ Ａ Ｐ Ｃ ＋ Ｐ Ｓ Ａ ３ Ａ か ら 得 た 上 清 （ 図 ６ Ｅ ） 。 Ｔ － Ｐ Ｓ
Ａ － ３ ＋ Ａ Ｐ Ｃ ＋ Ｐ Ｓ Ａ － ３ か ら 得 た 上 清 （ 図 ６ Ｆ ） 。
【 図 ７ 】 Ｐ Ｓ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 。 図 ７ Ａ － ７ Ｂ ： 前 駆 体 （ 配 列 番 号 ２ ３ ） お よ び 成 熟 型 （ 配
列 番 号 ２ ４ ） の Ｐ Ｓ Ａ 配 列 。 図 ７ Ｃ － ７ Ｄ ： Ｐ Ｓ Ａ － ３ （ １ － １ ５ ５ ） ペ プ チ ド を 含 ん で
な る 前 駆 体 （ 配 列 番 号 ２ ５ ） お よ び 成 熟 型 （ 配 列 番 号 ２ ６ ） の Ｐ Ｓ Ａ 配 列 。 図 ７ Ｅ － ７ Ｆ
： Ｐ Ｓ Ａ － ３ （ Ｙ １ ５ ４ ） ペ プ チ ド を 含 ん で な る 前 駆 体 （ 配 列 番 号 ２ ７ ） お よ び 成 熟 型 （
配 列 番 号 ２ ８ ） の Ｐ Ｓ Ａ 配 列 。 図 ７ Ｇ － ７ Ｈ ： Ｐ Ｓ Ａ － ３ （ Ｌ １ ５ ５ ／ Ｙ １ ５ ４ ） ペ プ チ
ド を 含 ん で な る 前 駆 体 （ 配 列 番 号 ２ ９ ） お よ び 成 熟 型 （ 配 列 番 号 ３ ０ ） の Ｐ Ｓ Ａ 配 列 。 Ｐ
Ｓ Ａ － ３ お よ び Ｐ Ｓ Ａ － ３ ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 配 列 に 下 線 が 施 し て あ る 。 ア ミ ノ 酸 変 化 は
斜 体 で 示 す 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

(65) JP 2005-511037 A 2005.4.28



【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ Ａ 】 【 図 ７ Ｂ 】
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【 図 ７ Ｃ 】 【 図 ７ Ｄ 】

【 図 ７ Ｅ 】 【 図 ７ Ｆ 】
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【 図 ７ Ｇ 】 【 図 ７ Ｈ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 8月 3日 (2004.8.3)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お よ び
Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 お よ び 配 列 番 号 ３ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と
も 一 つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 お よ び 配 列 番 号 ２ ２ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と
も 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で な る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ベ ク タ ー が 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
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、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 ア ル フ ァ ウ イ ル ス 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 お よ び シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ベ ク タ ー が 、 オ ル ソ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア ヴ ィ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス
、 鶏 痘 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 カ プ リ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 お よ び ス イ ポ ッ ク ス ウ イ ル ス か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ５ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 、 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ９ 】
　 宿 主 細 胞 が ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 宿 主 細 胞 が 抗 原 提 示 細 胞 ま た は 腫 瘍 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ８ ま た は ９ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 を 含 ん で な る 、 プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 を 含 ん で な る 、 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お よ び
Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 配 列 を
含 ん で な る 、 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ８ お よ び 配 列 番 号 ３ ０ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 ん
で な る 、 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ に 記 載 の 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 （ ａ ） 請 求 項 １ ２ に 記 載 の プ ロ ー ブ 、 お よ び
　 （ ｂ ） 前 記 プ ロ ー ブ と 核 酸 と の 結 合 を 検 出 す る た め の 少 な く と も １ 種 の 成 分
を 含 ん で な る 、 核 酸 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 （ ａ ） 請 求 項 １ ５ ま た は １ ６ に 記 載 の 抗 体 、 お よ び
　 （ ｂ ） 前 記 抗 体 と ア ミ ノ 酸 配 列 と の 結 合 を 検 出 す る た め の 少 な く と も １ 種 の 成 分
を 含 ん で な る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 核 酸 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 １ ２ に 記 載 の プ ロ ー ブ を 、 核 酸 を 含 ん で な る 生 物 学 的 サ ン プ ル と と も に イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 （ ａ ） で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る
こ と を 含 ん で な り 、 前 記 複 合 体 の 存 在 が 核 酸 の 検 出 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 １ ５ ま た は １ ６ に 記 載 の 抗 体 を 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 生 物 学 的 サ ン プ
ル と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ に よ り 複 合 体 を 形 成 し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 （ ａ ） で 形 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る
こ と を 含 ん で な り 、 前 記 複 合 体 の 存 在 が ア ミ ノ 酸 配 列 の 検 出 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 を 生 産 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ８ ～ １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 前 記 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 の 産 生
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に 好 適 な 条 件 下 で 培 養 し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 宿 主 細 胞 ま た は 宿 主 細 胞 培 養 物 か ら 前 記 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 を 回 収 し 、 そ れ に
よ り 前 記 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 を 生 産 す る
こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 を 単 離 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お
よ び Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 配
列 を 含 ん で な る 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル を
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て
（ ｂ ） 複 合 体 か ら 前 記 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列 を 回 収 し 、 そ れ に よ り 前 記 組 換 え ア ミ ノ 酸 配 列
を 単 離 す る
こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 立 腺 特 異 抗 原 ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 活 性 を 増 強 す る 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 を 、 請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ に 記 載 の 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 お よ
び 試 験 薬 剤 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 の 増 幅 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と を 含 ん で な り 、 前 記 増 幅 が 前 立 腺 特 異 抗 原 ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 活 性 を 増 強 す る 薬 剤 の
同 定 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 立 腺 特 異 抗 原 ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 活 性 を 増 強 す る 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ８ ～ １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 試 験 薬 剤 と と も に イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 宿 主 細 胞 の 増 幅 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と を 含 ん で な り 、 前 記 増 幅 が 前 立 腺 特 異 抗 原 ア ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド 活 性 を 増 強 す る 薬 剤 の
同 定 を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ５ ～ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ベ ク タ ー と 、 生 理 学 上 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 ま
た は 希 釈 剤 と を 含 ん で な る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 ８ ～ １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 宿 主 細 胞 と 、 生 理 学 上 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤
ま た は 希 釈 剤 と を 含 ん で な る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ に 記 載 の 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 生 理 学 上 許 容 さ れ る 担 体 、
賦 形 剤 ま た は 希 釈 剤 と を 含 ん で な る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 ２ ５ ～ ２ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 、 前 立 腺 癌 を 治 療 す る の に 十 分
な 量 で 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 前 立 腺 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 医 薬 組 成 物 が 、 ミ ョ ウ バ ン 、 ア ル ミ ニ ウ ム 塩 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 水 酸 化 ア ル ミ
ニ ウ ム 、 珪 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 モ ン タ ニ ド 、 お よ び リ ン 酸 カ ル シ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る ア ジ ュ バ ン ト と と も に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 医 薬 組 成 物 が 、 Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 、 Ｒ Ａ Ｎ Ｔ Ｅ Ｓ 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、
Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ 、 Ｌ Ｆ Ａ － ３ 、 Ｃ Ｄ
７ ２ 、 Ｂ ７ － １ 、 Ｂ ７ － ２ 、 Ｏ Ｘ － ４ ０ Ｌ 、 お よ び ４ １ Ｂ Ｂ Ｌ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
生 物 学 的 ア ジ ュ バ ン ト と と も に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 医 薬 組 成 物 が 抗 原 提 示 細 胞 と と も に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 医 薬 組 成 物 が 樹 状 細 胞 ま た は Ｂ 細 胞 と と も に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 医 薬 組 成 物 が 、 ホ ル モ ン 療 法 、 化 学 療 法 、 外 科 術 、 凍 結 外 科 術 、 放 射 線 療 法 、 間 質
放 射 線 治 療 、 お よ び 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 免 疫 療 法 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 治 療 法 と 併 せ て 投 与 さ
れ る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 立 腺 癌 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お
よ び Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の ア
ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 を 、 単 独 で 、 ま た は 全 Ｐ Ｓ Ａ 遺 伝 子 配 列 も し く は
そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 一 部 と し て 含 ん で な る ベ ク タ ー 、
（ ｂ ） 前 記 （ ａ ） の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 、 な ら び に
（ ｃ ） Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お
よ び Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 配
列 を 含 ん で な る ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 種 の 成 分 を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 を 、 前 立 腺 癌 を
治 療 す る の に 十 分 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 立 腺 癌 の 治 療 方 法 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 被 験 体 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ
Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お よ び Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 と と も に 、 そ
の 単 離 さ れ た 核 酸 と 前 記 サ ン プ ル 中 の 核 酸 と が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 し
得 る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 （ ａ ） で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ッ ド の レ ベ ル を 測 定 し 、 そ れ に よ り 前 記 治 療 方 法
を モ ニ タ リ ン グ す る
こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 立 腺 癌 の 治 療 方 法 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 治 療 さ れ る 被 験 体 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 、 Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３
） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お よ び Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ）
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 結 合 す る 抗 体 と と も に 、 そ の 抗 体 が 前 記 サ ン プ
ル 中 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 結 合 し て 複 合 体 を 形 成 し 得 る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て
（ ｂ ） 前 記 （ ａ ） で 形 成 さ れ た 複 合 体 の レ ベ ル を 測 定 し 、 そ れ に よ り 前 記 治 療 方 法 を モ ニ
タ リ ン グ す る
こ と を 含 ん で な る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 Ｖ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ３ ） 、 Ｙ Ｉ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ４ ） 、 お よ び
Ｙ Ｌ Ｓ Ｎ Ｄ Ｖ Ｃ Ａ Ｑ Ｖ （ 配 列 番 号 ５ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 配 列 を
含 ん で な る 単 離 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の ア プ タ マ ー 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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　　　　 　　  4C085 AA38  DD86  FF01  FF02  GG01  GG08  GG10 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  AA03  EA16  MA01  MA04  ZA81  ZB26 
　　　　 　　  4C087 AA01  AA02  BB37  BB63  BB65  BC83  CA12  NA13  NA14  ZA81 
　　　　 　　        ZB26 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  BA10  BA15  DA76  DA86  EA28  EA51 
　　　　 　　        FA72  FA74 
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摘要(译)

本发明涉及包含前列腺特异性抗原（PSA）激动剂表位的分离的肽。 在各个方面，本发明涉及包含PSA-3细胞毒性T淋巴细胞表位
的激动剂表位的肽，以及编码包含PSA-3激动剂表位的肽的核酸。 还涉及包含这些核酸的探针，引物和载体，以及包含这些载体的
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宿主细胞，以及与PSA-3激动剂肽结合的抗体。 本发明进一步涉及利用
所公开的核酸或抗体的诊断试剂和方法。 本发明还涉及包含本发明的核
酸，宿主细胞和肽的药物组合物，以及使用这种组合物治疗或预防前列
腺癌的方法，例如，用于肽介导的，细胞介导的和载体 介导的免疫疗
法。


