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(57)【要約】
本発明は異なるＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子少なくとも１５個に対して無差別（ｐｒｏｍｉｓ
ｃｕｏｕｓ）であるヒト前立腺性酸性ホスファターゼ（ＰＡＰ）蛋白の新規なＴ細胞エピ
トープの発見に関する。本発明は又、新規なエピトープの１つ、又はそのようなエピトー
プと非相同ポリペプチドの融合ペプチドを含有する組成物に関する。更に、エピトープ又
はその融合ペプチドの使用、及び、エピトープ又はその融合ペプチドを含有する組成物を
本明細書において開示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１５～１８アミノ酸よりなり、配列番号１のアミノ酸配列を含む単離されたペプチド。
【請求項２】
　非相同ポリペプチドに融合した請求項１記載のペプチドを含む融合ペプチド。
【請求項３】
　請求項１に記載のペプチドがペプチド結合を介して非相同ポリペプチドに融合されてい
る請求項２記載の融合ペプチド。
【請求項４】
　少なくとも１０個の異なるＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子の抗原提示細胞により提示された場
合にヒト前立腺性酸性ホスファターゼ（ＰＡＰ）蛋白に対して特異的なＴ細胞免疫応答を
誘導する請求項１又は２記載のペプチド。
【請求項５】
　少なくとも１５個の異なるＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子の抗原提示細胞により提示された場
合にＰＡＰ蛋白に対して特異的なＴ細胞免疫応答を誘導する請求項４記載のペプチド。
【請求項６】
　ＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子が０１０１、０１０２、０１０３、１５０３、１６０２０１、
０３０１、０３０２、０４０１、０４０２、０４０３０１、０４０５０１、１１０１、１
１０２、１１０３、１１０４、１１０４０１、１２０１、１３０１、１３０２、１４０１
、１４０２、０７０１、０８０１０１、０８０２０１及び０９０１よりなる群から選択さ
れる請求項４記載のペプチド。
【請求項７】
　配列番号１のアミノ酸配列を有する請求項１記載のペプチド。
【請求項８】
　前記非相同ポリペプチドが顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）で
ある請求項２記載のペプチド。
【請求項９】
　請求項１又は３に記載のペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含む単離された
核酸。
【請求項１０】
　前記ポリヌクレオチド配列が請求項７又は８に記載のペプチドをコードする請求項９記
載の核酸。
【請求項１１】
　請求項９に記載の核酸を含む発現カセット。
【請求項１２】
　組み換えウィルスベクターである請求項１１記載の発現カセット。
【請求項１３】
　請求項７又は８に記載のペプチドの発現を指向する請求項１１記載の発現カセット。
【請求項１４】
　請求項１１又は１２に記載の発現カセットを含む宿主細胞。
【請求項１５】
　請求項１又は２に記載のペプチド及び生理学的に許容しうる賦形剤を含む組成物。
【請求項１６】
　前記ペプチドが配列番号１に記載のアミノ酸配列を有する請求項１５記載の組成物。
【請求項１７】
　非相同ポリペプチドが顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）である
請求項１５記載の組成物。
【請求項１８】
　細胞の表面上の主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）分子と複合体を形成する請求項１記載
のペプチドを有する抗原提示細胞を更に含む請求項１５記載の組成物。
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【請求項１９】
　ヒト前立腺性酸性ホスファターゼ（ＰＡＰ）蛋白に対して特異的なＴ細胞免疫応答を患
者において誘導するための方法であって、該方法が該患者に請求項１５に記載の組成物の
有効量を投与する工程を含む方法。
【請求項２０】
　非相同ポリペプチドが顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）である
請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　ヒト前立腺性酸性ホスファターゼ（ＰＡＰ）蛋白に対して特異的なＴ細胞免疫応答を患
者において検出するための方法であって、該方法は、（ａ）患者から抗原提示細胞及びＴ
細胞を得る工程；（ｂ）該抗原提示細胞及びＴ細胞を請求項１又は２記載のペプチドに接
触させる工程；及び（ｃ）Ｔ細胞応答を検出する工程であって、ここでＴ細胞応答の該検
出は該患者における該ＰＡＰ蛋白に対して特異的なＴ細胞免疫応答の存在を示すものであ
る工程、を含む方法。
【請求項２２】
　工程（ｃ）がＥＬＩＳＰＯＴ、増殖試験、又はフローサイトメトリーにより実施される
請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　前記ペプチドが配列番号１のアミノ酸配列を有する請求項２１記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連する出願
　本願は、２００６年８月１１日に出願された米国仮特許出願第６０／８３７，０５３号
に対する優先権を主張するものであり、米国仮特許出願第６０／８３７，０５３号の内容
はその全体が本明細書中に参考として援用される。
【背景技術】
【０００２】
　ＨＬＡクラスＩＩ制限ＣＤ４＋　Ｔ細胞は細胞性免疫において重要な役割を果たしてお
り、そして抗腫瘍免疫応答の重要な成分である。ＣＤ４＋　Ｔ細胞は腫瘍特異的ＣＴＬに
対して必要な補助を提供し（非特許文献１）、そしてサイトカイン、例えばインターフェ
ロンガンマ（ＩＦＮγ）を生産し、これは抗原提示細胞を活性化し、そして他の免疫学的
作用を媒介することができる（非特許文献２）。数種の系における実験の結果は、ＣＤ４
＋　Ｔ細胞は有効な抗腫瘍免疫応答のためには必須であることを示している。強い免疫応
答を発生させる場合にＣＤ４＋　Ｔ細胞が重要であることを鑑みれば、最適に設計された
癌の免疫療法又は抗腫瘍ワクチンは最大の薬効のために腫瘍特異的ＣＤ４＋　Ｔ細胞及び
ＣＤ８＋　Ｔ細胞の両方を誘導するはずである。
【０００３】
　ヒトの前立腺性酸性ホスファターゼ（ＰＡＰ）は、前立腺において優勢に発現されてい
るホスファターゼである。ＰＡＰの血清レベルの上昇は、しばしば前立腺癌または他の前
立腺の状態の患者において観察され、最も高いレベルのＰＡＰは転移した前立腺癌におい
て見出される。加えて、骨疾患（例えば、パジェット病または副甲状腺機能亢進症）、血
球の疾患（例えば鎌状赤血球症）、多発性骨髄腫、またはリソソーム蓄積症（例えば、ゴ
ーシェ病）が中程度に上昇したＰＡＰのレベルを示す。９５％を超える前立腺癌細胞がＰ
ＡＰを発現することから、ＰＡＰを標的として用いる、前立腺癌のためのいくつかの免疫
治療上の戦略が考案された。例えば、非特許文献３は、患者自身の免疫細胞が収集され、
ＰＡＰに対して免疫反応性となるように刺激され、そして静脈注射により患者にもどされ
る臨床研究からの有望な結果を報告した。これらの新しい免疫学的な方法は、Ｔ細胞媒介
免疫を含むＰＡＰ特異的免疫を効果的に誘導し得る。
【０００４】
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　所定のＴ細胞エピトープの有用性はそのＨＬＡ制限により限定される。ペプチドエピト
ープは典型的にはＨＬＡ対立遺伝子の少数と生産的ペプチド－ＭＨＣ複合体を形成し、こ
れらの対立遺伝子を発現する個体においてのみＴ細胞応答を刺激する。このことは免疫学
的試験及び臨床治験を特定のＨＬＡ型の個体に限定するものであり、それは一般的集団の
２０％未満である場合が多い。ＨＬＡ対立遺伝子の多数により提示され得る、いわゆる無
差別（ｐｒｏｍｉｓｃｕｏｕｓ）Ｔ細胞エピトープが数種の腫瘍抗原に関して報告されて
いる。無差別Ｔ細胞エピトープは複数のＨＬＡ対立遺伝子に結合して抗原特異的Ｔ細胞を
刺激することができ、これにより異なるＨＬＡ型の個体におけるＴ細胞応答の誘導及び試
験を可能にする。更に又、無差別エピトープは、これらのエピトープに基づいた免疫療法
及びワクチンが癌の治療及び予防のために一般的集団に対して広範に適用できるため、価
値あるものである。即ち、ＰＡＰを含む腫瘍抗原の以前は未知であった無差別エピトープ
に関連する新しい情報が必要とされていることは明らかである。
【０００５】
　本発明者等はヒトＰＡＰ蛋白配列における一連の新規無差別Ｔ細胞エピトープを発見し
た。該ＰＡＰ蛋白の２５７～２７１の領域を含むこれらのエピトープは、ＨＬＡ－ＤＲの
関連においてＣＤ４＋　Ｔ細胞クローン（ＰＡＰｃ６６）により認識され、そして少なく
とも１５種の異なるＨＬＡ－ＤＲβ１＊対立遺伝子の抗原提示細胞により提示される場合
、Ｔ細胞活性化を誘導することが可能である。異なるＨＬＡ－ＤＲβ１＊対立遺伝子に対
するこれらのエピトープの無差別性は、これらのエピトープを患者のＨＬＡ型に関係なく
ＰＡＰ特異的免疫応答を評価するための価値ある手段としている。更に又、これらのエピ
トープはＰＡＰ＋前立腺癌の治療のためのペプチド系ワクチン又は免疫療法においてユニ
バーサルなＣＤ４Ｔヘルパー細胞エピトープとして使用できる。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｔｏｐａｌｉａｎ，１９９４．Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　
６：７４１－７４５
【非特許文献２】Ｃｏｒｔｈａｙ等、２００５．Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　２２：３７１－３８
３
【非特許文献３】Ｃａｎｃｅｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ　（ｍａｒｃ
ｈ　２００５，ｖｏｌ．４．ｉｓｓｕｅ　３）
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明はＰＡＰ特異的Ｔ細胞応答を誘導するための多くの異なる種類のＨＬＡ対立遺伝
子の抗原提示細胞により提示することができる新しいＰＡＰエピトープについて記載する
。第１の態様において、本発明はヒトＰＡＰ蛋白配列から得られたセグメント（残基２５
７～２７１、即ち配列番号１）を含む１５～１８アミノ酸の単離されたペプチドを提供す
る。好ましくは、該ペプチドは、ヒトＰＡＰ蛋白配列の２５４～２７４セグメントに対応
する配列番号２の１５～１８の連続したアミノ酸からなる。より好ましくは、該ペプチド
は、配列番号１中に規定された配列を有す。同様に非相同ポリペプチドに融合したＰＡＰ
由来ペプチドを含む融合産物も提供される。一部の場合においては、ペプチドはペプチド
結合を介して非相同ポリペプチドに融合され、これにより融合産物は本質的に組み換え融
合蛋白となる。
【０００８】
　好ましくは、ＰＡＰ配列から得られた単離されたペプチド又はその融合産物は、少なく
とも１０種の異なるＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子、より好ましくは少なくとも１１、１２、１
３、１４、１５、又はそれ以上の異なる種類のＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子の抗原提示細胞に
より提示された場合に、ＰＡＰ蛋白に特異的なＴ細胞免疫応答を誘導することができる。
【０００９】
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　一部の実施形態においては、ＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子は０１０１、０１０２、０１０３
、１５０３、１６０２０１、０３０１、０３０２、０４０１、０４０２、０４０３０１、
０４０５０１、１１０１、１１０２、１１０３、１１０４、１１０４０１、１２０１、１
３０１、１３０２、１４０１、１４０２、０７０１、０８０１０１、０８０２０１及び０
９０１よりなる群から選択される。
【００１０】
　一部の実施形態においては、ＰＡＰ由来ペプチドは配列番号１のアミノ酸配列を有する
。別の実施形態においては、非相同ポリペプチドは顆粒球マクロファージコロニー刺激因
子（ＧＭ－ＣＳＦ）である。
【００１１】
　第２の態様において、本発明は上記したＰＡＰ由来ペプチド又はＰＡＰ由来ペプチドと
非相同ポリペプチドをペプチド結合により連結した融合蛋白をコードするポリヌクレオチ
ド配列を含む単離された核酸、核酸を含む発現カセット、及び発現カセットを含む宿主細
胞を提供する。
【００１２】
　一部の場合においては、ポリヌクレオチド配列は配列番号１のアミノ酸配列を有するペ
プチドをコードする。別の場合においては、ポリヌクレオチド配列は非相同ポリペプチド
がＧＭ－ＣＳＦである融合蛋白をコードする。
【００１３】
　一部の実施形態においては、発現カセットは組み換えウィルスベクターである。他の実
施形態においては、発現カセットは配列番号１のアミノ酸配列を有するペプチド又は非相
同ポリペプチドがＧＭ－ＣＳＦである組み換え融合蛋白の発現を指向する。
【００１４】
　第３の態様において、本発明は上記したＰＡＰ由来ペプチド又は非相同ポリペプチドと
融合させたペプチドの融合産物を、生理学的に許容される賦形剤とともに含む組成物を提
供する。
【００１５】
　一部の実施形態においては、ペプチドは配列番号１のアミノ酸配列を有する。別の実施
形態においては、非相同ポリペプチドは顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－
ＣＳＦ）である。更に別の実施形態においては、組成物は更に抗原提示細胞を含み、これ
は細胞表面上の主要組織適合性複合体（ＭＨＣ）分子と複合体を形成するＰＡＰ由来ペプ
チドを有する。
【００１６】
　第４の態様において、本発明はＰＡＰ蛋白に対して特異的なＴ細胞免疫応答を患者にお
いて誘導するための方法を提供する。この方法は上記したＰＡＰ由来ペプチド又は非相同
ポリペプチドと融合させたペプチドの融合産物、並びに生理学的に許容される賦形剤を含
む組成物の有効量を患者に投与する工程を含む。
【００１７】
　一部の実施形態においては、ペプチドは配列番号１のアミノ酸配列を有する。別の実施
形態においては、非相同ポリペプチドは顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－
ＣＳＦ）である。
【００１８】
　第５の態様において、本発明はＰＡＰ蛋白に対して特異的なＴ細胞免疫応答を患者にお
いて検出するための方法を提供する。この方法は以下の工程、即ち（ａ）患者から抗原提
示細胞及びＴ細胞を得る工程；（ｂ）抗原提示細胞及びＴ細胞をＰＡＰ誘導ペプチド、又
は該ペプチドおよび非相同ポリペプチドを含む融合産物に接触させる工程；及び（ｃ）Ｔ
細胞応答を検出し、ここでＴ細胞応答の検出は患者におけるＰＡＰ蛋白に対して特異的な
Ｔ細胞免疫応答の存在を示すものである工程、を含む。
【００１９】
　一部の実施形態においては、工程（ｃ）はＥＬＩＳＰＯＴ、増殖試験、又はフローサイ
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トメトリーにより実施される。別の実施形態においてはＰＡＰ誘導ペプチドは配列番号１
のアミノ酸配列を有する。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１Ａ】Ｔ細胞クローンＰＡＰｃ６６はＰＡＰから天然にプロセスされたエピトープを
認識する。（Ａ）ＰＡＰ融合蛋白ＰＡ２０２４、ＣＨＯＰＡ２０２４およびｈＰＡＰＧＭ
、ならびにバキュロウィルス発現系（ｉＰＡＰ）および哺乳動物発現系（ＣＨＯＰＡＰ）
由来ＰＡＰを、自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよびＰＡＰｃ６６を用いて滴定した。分析は１０％
ＦＢＳ添加完全ＲＰＭＩ培地中に、１×１０５細胞／ウェルのＰＡＰｃ６６、２×１０５

細胞／ウェルのＥＢＶ－ＬｃＬ、ならびに５０μｇ／ｍＬ（黒のバー）、２５μｇ／ｍＬ
（ストライプのバー）、および１２．５μｇ／ｍＬ（点のバー）の抗原を有す９６ウェル
丸底プレートにおいて設定した。分析は５％ＣＯ２下３７℃において４８時間インキュベ
ートし、上澄みを採取してＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについて試験した。（Ｂ）特定のＰ
ＡＰペプチドをマッピングするため、ＰＡＰ配列から化学的に合成したペプチドを用いた
。これらの９４ペプチドは１５アミノ酸の長さであって、１１アミノ酸が重複しており、
自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよび分析において２μｇ／ｍＬの各ペプチドを用いてＰＡＰｃ６６
を刺激する能力について個々に試験された。分析は（Ａ）におけるように設定され、そし
て上澄みがＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについて試験された。（Ｃ）ペプチド＃６５である
ＰＡＰ２５７－２７１が、（Ａ）におけるような分析設定で自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよびＰ
ＡＰｃ６６を用いて滴定された。上澄みが、ＩＦＮγ産生に特異的なペプチドついてＥＬ
ＩＳＡにより試験された。
【図１Ｂ】Ｔ細胞クローンＰＡＰｃ６６はＰＡＰから天然にプロセスされたエピトープを
認識する。（Ａ）ＰＡＰ融合蛋白ＰＡ２０２４、ＣＨＯＰＡ２０２４およびｈＰＡＰＧＭ
、ならびにバキュロウィルス発現系（ｉＰＡＰ）および哺乳動物発現系（ＣＨＯＰＡＰ）
由来ＰＡＰを、自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよびＰＡＰｃ６６を用いて滴定した。分析は１０％
ＦＢＳ添加完全ＲＰＭＩ培地中に、１×１０５細胞／ウェルのＰＡＰｃ６６、２×１０５

細胞／ウェルのＥＢＶ－ＬｃＬ、ならびに５０μｇ／ｍＬ（黒のバー）、２５μｇ／ｍＬ
（ストライプのバー）、および１２．５μｇ／ｍＬ（点のバー）の抗原を有す９６ウェル
丸底プレートにおいて設定した。分析は５％ＣＯ２下３７℃において４８時間インキュベ
ートし、上澄みを採取してＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについて試験した。（Ｂ）特定のＰ
ＡＰペプチドをマッピングするため、ＰＡＰ配列から化学的に合成したペプチドを用いた
。これらの９４ペプチドは１５アミノ酸の長さであって、１１アミノ酸が重複しており、
自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよび分析において２μｇ／ｍＬの各ペプチドを用いてＰＡＰｃ６６
を刺激する能力について個々に試験された。分析は（Ａ）におけるように設定され、そし
て上澄みがＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについて試験された。（Ｃ）ペプチド＃６５である
ＰＡＰ２５７－２７１が、（Ａ）におけるような分析設定で自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよびＰ
ＡＰｃ６６を用いて滴定された。上澄みが、ＩＦＮγ産生に特異的なペプチドついてＥＬ
ＩＳＡにより試験された。
【図１Ｃ】Ｔ細胞クローンＰＡＰｃ６６はＰＡＰから天然にプロセスされたエピトープを
認識する。（Ａ）ＰＡＰ融合蛋白ＰＡ２０２４、ＣＨＯＰＡ２０２４およびｈＰＡＰＧＭ
、ならびにバキュロウィルス発現系（ｉＰＡＰ）および哺乳動物発現系（ＣＨＯＰＡＰ）
由来ＰＡＰを、自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよびＰＡＰｃ６６を用いて滴定した。分析は１０％
ＦＢＳ添加完全ＲＰＭＩ培地中に、１×１０５細胞／ウェルのＰＡＰｃ６６、２×１０５

細胞／ウェルのＥＢＶ－ＬｃＬ、ならびに５０μｇ／ｍＬ（黒のバー）、２５μｇ／ｍＬ
（ストライプのバー）、および１２．５μｇ／ｍＬ（点のバー）の抗原を有す９６ウェル
丸底プレートにおいて設定した。分析は５％ＣＯ２下３７℃において４８時間インキュベ
ートし、上澄みを採取してＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについて試験した。（Ｂ）特定のＰ
ＡＰペプチドをマッピングするため、ＰＡＰ配列から化学的に合成したペプチドを用いた
。これらの９４ペプチドは１５アミノ酸の長さであって、１１アミノ酸が重複しており、
自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよび分析において２μｇ／ｍＬの各ペプチドを用いてＰＡＰｃ６６
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を刺激する能力について個々に試験された。分析は（Ａ）におけるように設定され、そし
て上澄みがＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについて試験された。（Ｃ）ペプチド＃６５である
ＰＡＰ２５７－２７１が、（Ａ）におけるような分析設定で自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよびＰ
ＡＰｃ６６を用いて滴定された。上澄みが、ＩＦＮγ産生に特異的なペプチドついてＥＬ
ＩＳＡにより試験された。
【図２】ＰＡＰｃ６６１は、ＭＨＣクラスＩＩ制限されている。ＰＡＰｃ６６は、ＭＨＣ
クラスＩＩブロッキング抗体の存在下で、２×１０５細胞／ｍＬの自己ＥＢＶ－ＬｃＬお
よび２μｇ／ｍＬのＰＡＰ２５７－２７１で刺激された。分析は１０％ＦＢＳ添加完全Ｒ
ＰＭＩ培地中９６ウェル丸底プレートにおいて、表示した濃度の抗ＨＬＡ－ＤＲ◆（Ｄｅ
ｎｄｒｅｏｎ）および抗ＨＬＡ－ＤＰ■または抗ＨＬＡ－ＤＱ▲（Ｌｅｉｎｃｏ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＩ）を用いて設定した。抗ＨＬＡ
－Ａ２抗体（○）を陰性対照として用いた。ＰＡＰｃ６６は、１×１０５細胞／ウェルで
全てのウェルに加えられ、そして分析は５％ＣＯ２下３７℃において４８時間インキュベ
ートされた。インキュベーション後、上澄みを採取してＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについ
て試験した。ＩＦＮγは、ペプチドなしの条件では検出されなかった。これらの結果は、
ＰＡＰ２５７－２７１がＨＬＡ－ＤＲおよびＨＬＡ－ＤＱの両方と関連して存在すること
を示す。
【図３】ＰＡＰ２５７－２７１は、Ｔ細胞クローンＰＡＰｃ６６により認識される無差別
ＭＨＣクラスＩＩ　ＰＡＰエピトープである。（Ａ）エピトープであるＰＡＰ２５７－２

７１（ＲＬＱＧＧＶＬＶＮＥＩＬＮＨＭ）は、ＣＤ４＋　Ｔ細胞クローン（ＰＡＰｃ６６
）によりＭＨＣクラスＩＩと関連して認識され、１５を超える異なるＨＬＡ－ＤＲβ１対
立遺伝子を有する９つの異なるＨＬＡ－ＤＲ血清学的ファミリー（β鎖；ＤＲ１、ＤＲ４
、ＤＲ７、ＤＲ８、ＤＲ１１、ＤＲ１２、ＤＲ１３、ＤＲ１４、ＤＲ１５）を示すリンパ
芽球細胞系統により提示される場合、Ｔ細胞活性化を誘導することができる。図２におい
て示されるように、該ペプチドは、ＨＬＡ－ＤＲまたはＨＬＡ－ＤＱと関連して提示され
得る。分析は、１０％ＦＢＳ添加完全ＲＰＭＩ培地中に、１×１０５細胞／ウェルのＰＡ
Ｐｃ６６、２μｇ／ｍＬのＰＡＰ２５７－２７１、およびウェル当たり２×１０５　ＥＢ
Ｖ－ＬｃＬを有す９６ウェル丸底プレートにおいて設定した。表示されたＨＬＡ－ＤＲβ
１対立遺伝子にホモ接合である各ＨＬＡ－ＤＲＥＢＶ－ＬｃＬ系統が、ＰＡＰｃ６６に対
してＰＡＰ２５７－２７１を提示する能力について試験された。無関係なＰＡＰペプチド
およびペプチド無しの対照もまた含まれた。５％ＣＯ２下３７℃において４８時間インキ
ュベート後、上澄みが、ＥＬＩＳＡによりＩＦＮγおよびグランザイムＢ（Ｂ）について
試験された。結果は、各ＥＢＶ－ＬｃＬ系統についてのバックグラウンド（ペプチド無し
）とともに示され、そしてＰＡＰｃ６６が差し引かれる。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
（定義）
　「単離された」という用語は、核酸又は蛋白に適用する場合、核酸又は蛋白が、それが
天然の状態で会合している他の細胞成分を本質的に含有しないことを指す。それは乾燥又
は水溶液の何れかであることもできるが、好ましくは均質な状態である。純度及び均質性
は典型的には分析化学の手法、例えばポリアクリルアミドゲル電気泳動又は高速液体クロ
マトグラフィーを用いて測定する。調製品中に存在する主な物質種である蛋白は実質的に
精製されている。特に、単離された遺伝子は該遺伝子の側面に位置し目的の遺伝子以外の
蛋白をコードするオープンリーディングフレームから分離されている。「精製された」と
いう用語は核酸又は蛋白が電気泳動ゲルにおいて本質的に１つのバンドを生じさせること
を指す。特にこのことは核酸又は蛋白が少なくとも８５％純粋、より好ましくは少なくと
も９５％純粋、そして最も好ましくは少なくとも９９％純粋であることを意味する。
【００２２】
　本出願において、「アミノ酸」という用語は天然に存在する、及び合成のアミノ酸、並
びに天然に存在するアミノ酸と同様の態様において機能するアミノ酸類縁体及びアミノ酸
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ミメティックを指す。天然に存在するアミノ酸は遺伝子コードによりコードされているも
の、並びに、後に修飾されているアミノ酸、例えばヒドロキシプロリン、γ－カルボキシ
グルタミン酸、及びＯ－ホスホセリンである。アミノ酸類縁体とは天然に存在するアミノ
酸と同じ基本的化学構造、即ち水素、カルボキシル基、アミノ基、及びＲ基に結合してい
るα炭素を有する化合物、例えばホモセリン、ノルロイシン、メチオニンスルホキシド、
メチオニンメチルスルホニウムを指す。そのような類縁体は修飾されたＲ基（例えばノル
ロイシン）又は修飾されたペプチド骨格を有するが、天然に存在するアミノ酸と同じ基本
的化学構造を保持している。アミノ酸ミメティックはアミノ酸の一般的化学構造とは異な
る構造を有するが天然に存在するアミノ酸と同様の態様において機能することができる化
合物を指す。
【００２３】
　「核酸」又は「ポリヌクレオチド」という用語は１本鎖又は２本鎖の形態の何れかにお
けるデオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチド及びそれらの重合体を指す。特段の
制約が無い限り、用語は参照核酸と同様の結合特性を有し、そして天然に存在するヌクレ
オチドと同様の態様において代謝される天然のヌクレオチドの既知類縁体を含有する核酸
を包含する。特段の記載が無い限り、特定の核酸配列は保存的に修飾されたその変異体（
例えば縮重コドン置換）及び相補配列並びに明示された配列をすべて包含する。特に、縮
重コドン置換は１つ以上の選択された（又は全ての）コドンの第３位が混合塩基及び／又
はデオキシイノシン残基により置換されている配列を形成することにより達成してよい（
Ｂａｔｚｅｒ等、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１９：５０８１（１９９１）；Ｏ
ｈｔｓｕｋａ等、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６０：２６０５－２６０８（１９８５）；
及びＲｏｓｓｏｌｉｎｉ等、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｐｒｏｂｅｓ　８：９１－９８（１９９
４））。核酸という用語は遺伝子、ｃＤＮＡ、又は遺伝子によりコードされたｍＲＮＡと
互換的に使用する。
【００２４】
　ポリヌクレオチド配列におけるエレメントの相対的位置が関わる場合、「下流の」位置
とは参照点の３’側にあるものであり、「上流の」位置とは参照点の５’側にあるもので
ある。
【００２５】
　「ポリペプチド」、「ペプチド」及び「蛋白」という用語はアミノ酸残基の重合体を指
すために本明細書において互換的に使用する。用語はアミノ酸残基１つ以上が相当する天
然に存在するアミノ酸の人工的化学的ミメティックであるアミノ酸重合体に対して、並び
に、天然に存在するアミノ酸重合体及び天然に存在するものではないアミノ酸の重合体に
対して適用する。本明細書において、用語はアミノ酸残基が共有結合によるペプチド結合
により連結されている完全長の蛋白（即ち抗原）を包含する何れかの長さのアミノ酸鎖を
包含する。本出願においては、ポリペプチドのアミノ酸配列はＮ末端からＣ末端に向けて
示す。換言すれば、ペプチドのアミノ酸配列を記載する場合、Ｎ末端から最初のアミノ酸
を「第１のアミノ酸」と称する。
【００２６】
　融合蛋白の相手を記載する際に使用する場合、「非相同」という用語は１つのペプチド
融合相手のもう１つのペプチド融合相手に対する関連性を指し：融合相手が融合ペプチド
内に存在する態様が天然に存在する蛋白に観察できるものではない。例えば、前立腺性酸
性ホスファターゼ（ＰＡＰ）エピトープと融合して融合ペプチドを形成している「非相同
ポリペプチド」は顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）のようなＰＡ
Ｐ蛋白以外の蛋白を起源とするものであってよい。一方、「非相同ポリペプチド」が無差
別エピトープに直ぐ隣接しないＰＡＰ蛋白の別の部分から誘導されたものであってよい。
「非相同ポリペプチド」は天然に存在する蛋白配列又はその一部分の修飾、例えばアミノ
酸残基１つ以上の欠失、付加、又は置換を含有してよい。「非相同ポリペプチド」の起源
（即ちそれがＰＡＰ蛋白又は別の蛋白からの何れから誘導されているか）には関わりなく
、融合ペプチドは配列番号１のアミノ酸配列を包含するＰＡＰ蛋白のサブ配列を含有して
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はならず、それは１８アミノ酸長より大きい。一部の例示される実施形態においては、本
発明において使用する「非相同ポリペプチド」は１５～２０アミノ酸長以下を有し；別の
実施形態においては「非相同ポリペプチド」は少なくとも１００アミノ酸長を有する。
【００２７】
　「融合」又は「融合した」という単語は非相同ポリペプチドに連結した無差別ＰＡＰエ
ピトープを含む本発明のペプチドを説明する際に使用する場合は、ペプチド結合を包含す
る何れかの共有結合によるエピトープと非相同ポリペプチドの間の連結を指す。
【００２８】
　「～をコードする核酸配列」という表現はｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、又は特定の蛋白又はペ
プチドの第１アミノ酸配列又はトランス作用性の調節剤に関する結合部位のような構造Ｒ
ＮＡに関する配列情報を含有する核酸を指す。この表現は特に、ネイティブの配列又は特
定の宿主細胞におけるコドンの優勢性に合致するように導入してよい配列の縮重コドン（
即ち単一のアミノ酸をコードする異なるコドン）を包含する。
【００２９】
　「発現カセット」とは宿主細胞における特定のポリヌクレオチド配列の転写を可能にす
る、特定された核酸エレメントのシリーズを有する組み換え又は合成により形成された核
酸構築物である。発現カセットはプラスミド、ウィルスゲノム、又は核酸フラグメントの
部分であってよい。典型的には発現カセットはプロモーターに作動可能に連結した転写さ
れるべきポリヌクレオチドを包含する。
【００３０】
　「組み換え」という用語は、例えば細胞又は核酸、蛋白、又はベクターに関して使用す
る場合は、細胞、核酸、蛋白又はベクターが、外部原料からの核酸又は蛋白の導入、又は
ネイティブの核酸又は蛋白の改変により修飾されていること、又は細胞がそのように修飾
された細胞から誘導されることを表す。即ち、例えば組み換え細胞は細胞のネイティブ（
非組み換え）型内部には存在しない遺伝子を発現するか、又は、別様には異常に発現され
るか、過少発現されるか、又は全く発現されないネイティブの遺伝子を発現する。
【００３１】
　「投与」又は「投与する」という用語は哺乳類、特にヒトに物質を接触させる種々の方
法を指す。投与の様式は例えば限定しないが、物質を静脈内、腹腔内、鼻内、経皮、局所
、皮下、非経口、筋肉内、経口、又は全身投与により、そして任意の他の手段による注射
、摂取、吸入、移植、又は吸収を介して接触させることを含む方法を包含する。本発明の
無差別ＰＡＰペプチド又は該ＰＡＰペプチドと非相同ポリペプチドを含む融合ペプチドの
投与の１つの例示的な手段は、静脈内送達を介するものであり、その場合ペプチド又は融
合ペプチドは水溶液、懸濁液、又はエマルジョン等のような静脈内注射のために適当な形
態の医薬組成物として製剤できる。本発明の無差別ＰＡＰペプチド又は融合ペプチドを送
達するための別の手段は皮内注射、皮下注射、筋肉内注射、又はパッチ等を用いる経皮適
用を包含する。
【００３２】
　特定の物質の「有効量」とは所望の結果をもたらすために十分である物質の量を指す。
例えば、抗ＰＡＰ免疫を誘導することを意図される本発明のペプチドを含む組成物の有効
量は、被験体に投与された場合に免疫を誘導するという目標を達成するために十分な量で
ある。達成すべき作用は検出可能な程度までの、疾患／状態及び関連する合併症の症状の
進行の防止、是正、又は抑制を包含する。「有効量」の厳密な量は投与の目的に依存し、
周知の手法を用いながら当業者により確認できる（例えばＬｉｅｂｅｒｍａｎ，Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ（ｖｏｌｓ．１－３，１９９２）；Ｌ
ｌｏｙｄ，Ｔｈｅ　Ａｒｔ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｐ
ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｉｎｇ（１９９９）；及びＰｉｃｋａｒ
，Ｄｏｓａｇｅ　Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｓ（１９９９）を参照）。
【００３３】
　「生理学的に許容される賦形剤」とは本発明の組成物の製剤中に使用される不活性な成
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分であり、これは無差別ＰＡＰペプチド、又は該ＰＡＰペプチドと非相同ポリペプチドを
含む融合ペプチドの活性成分を含有し、そして、例えばそれを必要とする患者への注射に
よる使用のために適している。この不活性成分は、本発明の組成物中に包含された場合に
組成物の所望のｐＨ、コンシステンシー、色、におい、又はフレーバーを与える物質であ
ってよい。
【００３４】
　本明細書においては、「Ｔ細胞免疫応答」という用語は細胞表面上の分子の増殖、又は
発現、又はサイトカインのような蛋白の分泌により測定した場合の抗原特異的Ｔ細胞の活
性化を指す。
Ｉ．序論
　本発明者等はヒトの前立腺性酸性ホスファターゼ（ＰＡＰ）蛋白に由来する新規な無差
別性のＴ細胞エピトープを発見した。これらのペプチドエピトープは、それらが少なくと
も９種の異なるＨＬＡ－ＤＲ血清学的ファミリーおよび少なくとも１５種の異なるＨＬＡ
－ＤＲβ１対立遺伝子に関して提示され得ることから、顕著なＨＬＡ無差別性を呈してい
る。そのような広範なＨＬＡ－ＤＲβ１対立遺伝子によるこれらのエピトープの提示のた
め、これらのエピトープは、一般的なヒトの集団におけるＰＡＰ蛋白を過剰発現する前立
腺癌の治療のためのワクチン製造又は免疫療法におけるユニバーサルＣＤ４　ヘルパーＴ
細胞エピトープとして極めて価値あるものとなっている。
ＩＩ．ペプチドの化学合成
　本発明のペプチド、特に比較的短鎖のもの（例えば５０～１００アミノ酸以下）は従来
のペプチド合成又は当該分野で良く知られている他のプロトコルを用いて化学合成してよ
い。
【００３５】
　ペプチドはＭｅｒｒｉｆｉｅｌｄ等、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９－
２１５６（１９６３）；Ｂａｒａｎｙ　ａｎｄ　Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｓｏｌｉｄ－Ｐ
ｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｉｎ　Ｔｈｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ａ
ｎａｌｙｓｉｓ，Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｇｒｏｓｓ　ａｎｄ　Ｍｅｉｅ
ｎｈｏｆｅｒ（ｅｄｓ．），Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．，ｖｏｌ．２，ｐ
ｐ．３－２８４（１９８０）；及びＳｔｅｗａｒｔ等、Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐ
ｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　２ｎｄ　ｅｄ．，Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍ．Ｃｏ．，Ｒ
ｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＩＩ．（１９８４）により記載されているものと同様の操作法を用い
ながら固相ペプチド合成法により合成してよい。合成の間、保護された側鎖を有するＮ－
α－保護アミノ酸を、自身のＣ末端により連結されている成長中のポリペプチド鎖に対し
、そして、固体支持体、即ちポリスチレンビーズに対して段階的に添加する。ペプチドは
ジシクロヘキシルカルボジイミドのような試薬と反応させることにより活性化されている
Ｎ－α－保護アミノ酸のα－カルボキシ基にＮ－α－脱保護アミノ酸のアミノ基を連結す
ることにより合成される。活性化されたカルボキシルへの遊離のアミノ基の結合はペプチ
ド結合の形成をもたらす。もっとも一般的に使用されているＮ－α－保護基は酸不安定性
のＢｏｃ、及び塩基不安定性のＦｍｏｃを包含する。
【００３６】
　固体支持体としての使用のために適する材料は当業者に良く知られており、例えば限定
しないが、以下のもの、即ち：ハロメチル樹脂、例えばクロロメチル樹脂又はブロモメチ
ル樹脂；ヒドロキシメチル樹脂；フェノール樹脂、例えば４－（α－［２，４－ジメトキ
シフェニル］－Ｆｍｏｃ－アミノメチル）フェノキシ樹脂；ｔｅｒｔ－アルキルオキシカ
ルボニルヒドラジド化樹脂等を包含する。このような樹脂は市販されており、それらの製
造方法は当業者に周知である。
【００３７】
　慨すれば、Ｃ末端Ｎ－α－保護アミノ酸をまず固体支持体に結合させる。次にＮ－α－
保護基を除去する。脱保護されたα－アミノ基を次のＮ－α－保護アミノ酸の活性化され
たα－カルボキシレート基にカップリングさせる。所望のペプチドが合成されるまでプロ
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セスを反復する。次に得られたペプチドを不溶性重合体支持体から切断し、アミノ酸側鎖
を脱保護する。より長いペプチドは保護されたペプチドフラグメントの縮合により誘導で
きる。適切な化学的手法、樹脂、保護基、保護されたアミノ酸及び試薬の詳細は当該分野
で良く知られており、本明細書において詳細に考察しない（例えばＡｔｈｅｒｔｏｎ等、
Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａ
ｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ（１９８９）及びＢｏｄａｎｓｚｋｙ，Ｐｅ
ｐｔｉｄｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｔｅｘｔｂｏｏｋ，２ｎｄ
　Ｅｄ．，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ（１９９３）を参照）。
ＩＩＩ．ペプチドの組み換え生産
Ａ．一般的な組み換え技術
　組み換え遺伝子学の分野における一般的な方法及び手法を開示している基礎的なテキス
トはＳａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（３ｒｄ　ｅｄ．２００１）；Ｋｒｉｅｇｌ
ｅｒ，Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　ａｎｄ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ：Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９９０）；及びＡｕｓｕｂｅｌ等編、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（１９９４）を包含する。
【００３８】
　核酸に関しては、サイズはキロ塩基（ｋｂ）か塩基対（ｂｐ）の何れかで表示される。
これらはアガロース又はアクリルアミドゲル電気泳動から、配列決定された核酸から、又
は公開されたＤＮＡ配列から誘導される推定値である。蛋白に関しては、サイズはキロダ
ルトン（ｋＤａ）又はアミノ酸残基数で表示される。蛋白サイズはゲル電気泳動から、配
列決定された蛋白から、誘導されたアミノ酸配列から、又は公開された蛋白配列から推定
される。
【００３９】
　市販されていないオリゴヌクレオチドは例えばＶａｎ　Ｄｅｖａｎｔｅｒ等、Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１２：６１５９－６１６８（１９８４）に記載の通り自動
合成装置を用いながら、Ｂｅａｕｃａｇｅ　＆　Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ，Ｔｅｔｒａｈｅｄ
ｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．２２：１８５９－１８６２（１９８１）において最初に報告された固
相ホスホロアミダイトトリエステル法に従って化学合成することができる。オリゴヌクレ
オチドの精製は何れかの当該分野で認識されている方策、例えばネイティブのアクリルア
ミドゲル電気泳動又はアニオン交換ＨＰＬＣを用いながら、Ｐｅａｒｓｏｎ　＆　Ｒｅａ
ｎｉｅｒ，Ｊ．Ｃｈｒｏｍ．２５５：１３７－１４９（１９８３）に記載の通り実施する
。
【００４０】
　組み換え生産は本発明のペプチド、特に比較的大きい分子量のもの、例えば無差別ＰＡ
ＰエピトープとＧＭ－ＣＳＦの融合ペプチドを得るための有効な手段である。本発明のペ
プチドをコードするポリヌクレオチド及び合成オリゴヌクレオチドの配列は、例えばＷａ
ｌｌａｃｅ等、Ｇｅｎｅ１６：２１－２６（１９８１）の２本鎖鋳型を配列決定するため
の鎖停止法を用いながらクローニング又はサブクローニングした後に確認できる。
Ｂ．発現カセットの構築
本発明のペプチドをコードするポリヌクレオチド配列の獲得
　本発明のペプチドをコードするポリヌクレオチド配列は化学合成により得ることができ
、あるいは、市販元より購入することができ、そしてこれを次に分子クローニングの標準
的な手法を用いながらさらに操作してよい。
宿主生物における好ましいコドン使用のための核酸の修飾
　本発明のペプチドをコードするポリヌクレオチド配列は場合により特定の宿主における
好ましいコドンの使用に合致するように任意に改変することができる。例えば、細菌細胞
の１つの系統における好ましいコドンの使用は、本発明のペプチドをコードし、この系統
により好まれるコドンを包含するポリヌクレオチドを誘導するために使用できる。宿主細
胞により示される好ましいコドンの使用の頻度は、宿主細胞により発現される遺伝子の大
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多数における好ましいコドンの使用の頻度を平均することにより計算できる（計算サービ
スはＫａｚｕｓａ　ＤＮＡ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，Ｊａｐａｎのウエ
ブサイトから利用できる）。この分析は好ましくは宿主細胞により高度に発現される遺伝
子に限定される。
【００４１】
　修飾終了時に、コーディング配列を配列決定により確認し、次に本発明のペプチドの組
み換え製造のための適切な発現ベクターにサブクローニングする。
【００４２】
　コーディング配列の確認の後、組み換え遺伝子学の分野の定型的手法を用いて本発明の
ペプチドを製造できる。
Ｃ．発現系
　本発明のペプチドをコードする核酸の高レベルの発現を実現するためには、典型的には
、転写を指向する強力なプロモーター、転写／翻訳ターミネーター、及び翻訳開始のため
のリボソーム結合部位を含有する発現ベクター内にペプチドをコードするポリヌクレオチ
ドをサブクローニングする。適当な細菌プロモーターは当該分野で周知であり、上記した
Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ及び上記したＡｕｓｕｂｅｌ等において説明
されている。本発明のペプチドを発現させるための細菌の発現系は例えばＥ．ｃｏｌｉ、
バチルス種、サルモネラ及びカウロバクターにおいて入手できる。そのような発現系のた
めのキットは市販されている。哺乳動物細胞、酵母及び昆虫細胞に対する真核生物の発現
系は当該分野で周知であり、やはり市販されている。１つの実施形態において、真核生物
発現ベクターはアデノウィルスベクター、アデノ関連ベクター、又はレトロウィルスベク
ターである。
【００４３】
　相同核酸の発現を指向するために使用されるプロモーターは、特定の用途に依存する。
プロモーターは任意に、その天然の設定における転写開始部位からの距離と概ね同じ非相
同転写開始部位からの距離に位置づけられる。しかしながら、当該分野で公知の通りこの
距離におけるある程度の変動は、プロモーター機能を喪失することなく順応され得る。
【００４４】
　プロモーターの他に、発現ベクターは典型的には宿主細胞内の本発明のペプチドの発現
のために必要な追加的エレメントの全てを含有する転写ユニット又は発現カセットを包含
する。即ち典型的な発現カセットはペプチドをコードするポリヌクレオチド配列に作動可
能に連結したプロモーター、及び、効率的な転写物のポリアデニル化、リボソーム結合部
位、及び翻訳停止に必要なシグナルを含有する。ペプチドをコードする核酸配列は典型的
には形質転換された細胞によるペプチドの分泌を促進するように切断可能なシグナルペプ
チド配列に連結される。そのようなシグナルペプチドは、特に、組織プラスミノーゲン活
性化物質、インスリン、及びニューロン成長因子、及びニセアメリカタバコガ（Ｈｅｌｉ
ｏｔｈｉｓ　ｖｉｒｅｓｃｅｎｓ）の幼若ホルモンエステラーゼ由来のシグナルペプチド
を包含する。カセットの追加的エレメントはエンハンサーを、そして、ゲノムＤＮＡを構
造遺伝子（例えば非相同ポリペプチドをコードするもの）として使用する場合は機能的ス
プライスドナーを有するイントロン及びアクセプター部位を包含してよい。
【００４５】
　プロモーター配列に加えて、発現カセットは効率的な終止を可能とするために構造遺伝
子の下流に転写終止領域を含有しなければならない。終止領域はプロモーター配列と同じ
遺伝子から得てよく、或いは、異なる遺伝子から得てよい。
【００４６】
　細胞内に遺伝子情報を輸送するために使用される特定の発現ベクターは特に重要ではな
い。真核生物又は原核生物の細胞における発現のために使用されている従来のベクターの
何れかを使用してよい。標準的な細菌の発現ベクターはプラスミド、例えばｐＢＲ３２２
系のプラスミド、ｐＳＫＦ、ｐＥＴ２３Ｄ、及び融合発現系、例えばＧＳＴ及びＬａｃＺ
を包含する。エピトープタグも組み換え蛋白に添加することにより単離の好都合な方法と
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してよく、例えばｃ－ｍｙｃが挙げられる。
【００４７】
　真核生物ウィルス由来の調節エレメントを含有する発現ベクターが典型的には真核生物
発現ベクターにおいて使用され、例えばＳＶ４０ベクター、乳頭腫ウィルスベクター、及
びエプスタイン・バーウィルス由来のベクターが挙げられる。他の例示的な真核生物ベク
ターはｐＭＳＧ、ｐＡＶ００９／Ａ＋、ｐＭＴＯ１０／Ａ＋、ｐＭＡＭｎｅｏ－５、バキ
ュロウィルスｐＤＳＶＥ、及び、ＳＶ４０初期プロモーター、ＳＶ４０後期プロモーター
、メタロチオネインプロモーター、ネズミ乳房腫瘍ウィルスプロモーター、ラウス肉腫ウ
ィルスプロモーター、多核体プロモーター、又は真核生物細胞における発現のために効果
的であることがわかっている他のプロモーターの指向下に蛋白の発現を可能とする何れか
の他のベクターを包含する。
【００４８】
　一部の発現系はチミジンキナーゼ、ハイグロマイシンＢホスホトランスフェラーゼ、及
びジヒドロ葉酸還元酵素のような遺伝子増幅をもたらすマーカーを有する。或いは、遺伝
子増幅をおこなわない高収率の発現系、例えば多核体プロモーター又は他の強力なバキュ
ロウィルスプロモーターの指向下に本発明のペプチドをコードするポリヌクレオチド配列
を有する昆虫細胞におけるバキュロウィルスベクターもまた適当である。
【００４９】
　発現ベクター内に典型的に包含されるエレメントは又、Ｅ．ｃｏｌｉ中で機能するレプ
リコン、組み換えプラスミドを保有している細菌の選択を可能にする抗生物質耐性をコー
ドしている遺伝子、及び真核生物の配列の挿入を可能にするプラスミドの非必須領域のユ
ニークな制限部位も包含する。選択される特定の抗生物質耐性遺伝子は重要ではなく当該
分野で公知の多くの耐性遺伝子の何れも適当である。原核生物配列は任意に、必要に応じ
て真核生物細胞におけるＤＮＡの複製を妨害しないようなものが選択される。抗生物質耐
性選択マーカーと同様、既知の代謝経路に基づいた代謝選択マーカーも又形質転換された
宿主細胞を選択するための手段として使用してよい。
【００５０】
　組み換え蛋白（例えば本発明のペプチド）のペリプラズムの発現が望まれる場合は、発
現ベクターは更に、発現されるべき蛋白のコーディング配列の５’に直接連結されたＥ．
ｃｏｌｉ　ＯｐｐＡ（ペリプラズムオリゴペプチド結合蛋白）分泌シグナル、又はその修
飾された型のような分泌シグナルをコードする配列を含む。このシグナル配列は細胞質中
に生産された組み換え蛋白を細胞膜通過によりペリプラズム空間内に指向させる。発現ベ
クターはさらにシグナルペプチダーゼ１に関するコーディング配列を含んでよく、これは
組み換え蛋白のペリプラズム空間内への進入時にシグナル配列を酵素的に切断することが
できる。組み換え蛋白のペリプラズム生産に関するより詳細な説明は、例えばＧｒａｙ等
、Ｇｅｎｅ３９：２４７－２５４（１９８５）、米国特許第６，１６０，０８９号明細書
及び同第６，４３６，６７４号明細書に記載されている。
Ｃ．トランスフェクション法
　標準的なトランスフェクション法を用いて本発明のペプチドを大量に発現する細菌、哺
乳類、酵母、昆虫、又は植物の細胞系統を作成し、それを次に標準的な手法で精製する（
例えばＣｏｌｌｅｙ等、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６４：１７６１９－１７６２２（１
９８９）；Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｉｎ　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，ｖｏｌ．１８２（Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒ，ｅｄ
．，１９９０）参照）。真核生物及び原核生物の細胞の形質転換は標準的手法に従って実
施する（例えばＭｏｒｒｉｓｏｎ，Ｊ．Ｂａｃｔ．１３２：３４９－３５１（１９７７）
；Ｃｌａｒｋ－Ｃｕｒｔｉｓｓ　＆　Ｃｕｒｔｉｓｓ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ　１０１：３４７－３６２（Ｗｕ等編、１９８３）参照）。
【００５１】
　宿主細胞内に外来ヌクレオチド配列を導入するための周知の操作法のいずれかを使用し
てよい。これらにはリン酸カルシウムトランスフェクション、ポリブレン、プロトプラス
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ト融合、エレクトロポレーション、リポソーム、マイクロインジェクション、プラズマベ
クター、ウィルスベクターの使用、及び宿主細胞内にクローニングされたゲノムＤＮＡ、
ｃＤＮＡ、合成ＤＮＡ、又は他の外来性の遺伝子材料を導入するための他の周知の方法が
包含される（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，上出参照）。使用す
る特定の遺伝子操作法は、本発明のペプチドを発現できる宿主細胞内に少なくとも１つの
遺伝子を良好に導入することができることのみが必要である。
Ｄ．宿主細胞内のペプチドの組み換え発現の検出
　適切な宿主細胞内に発現ベクターを導入した後、トランスフェクトした細胞を本発明の
ペプチドの発現に好都合な条件下で培養する。次に組み換えペプチドの発現に関して細胞
をスクリーニングし、これはその後、標準的方法を用いて培地から回収する（例えばＳｃ
ｏｐｅｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ
　Ｐｒａｃｔｉｃｅ（１９８２）；米国特許第４，６７３，６４１号明細書；Ａｕｓｕｂ
ｅｌ等、上出；及びＳａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，上出参照）。
【００５２】
　遺伝子発現をスクリーニングするための数種の一般的方法は当業者の間で周知である。
第１に、遺伝子発現は核酸レベルにおいて検出できる。核酸ハイブリダイゼーション手法
を用いた特定のＤＮＡ及びＲＮＡの測定の種々の方法が一般的に使用されている（例えば
Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，上出）。一部の方法では電気泳動による分
離を行うが（例えばＤＮＡを検出するためのサザンブロット及びＲＮＡを検出するための
ノーザンブロット）、ＤＮＡ又はＲＮＡの検出は電気泳動を使用することなく実施するこ
ともできる（例えばドットブロットによる）。トランスフェクトされた細胞における本発
明のペプチドをコードする核酸の存在は配列特異的プライマーを用いたＰＣＲ又はＲＴ－
ＰＣＲにより検出することもできる。
【００５３】
　第２に、遺伝子発現はポリペプチドレベルにおいて検出できる。特に、本発明のペプチ
ド、特に十分大きい非相同ポリペプチドを含有するものと特異的に反応するポリクローナ
ル又はモノクローナル抗体を用いながら遺伝子産物のレベルを計測するために、種々の免
疫学的試験が当業者により類型的に使用されている（例えばＨａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａ
ｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｈａｐｔｅ
ｒ　１４，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，１９８８；Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　
Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５－４９７（１９７５））。このような
手法はペプチド又はその抗原性部分に対して高い特異性を有する抗体を選択することによ
る抗体製造を必要とする。ポリクローナル及びモノクローナル抗体を形成する方法は十分
確立されており、それらの説明は文献、例えばＨａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，上出；
Ｋｏｈｌｅｒ　ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，６：５１１
－５１９（１９７６）に記載されている。
ＩＶ．ペプチドの精製
Ａ．化学的に合成されたペプチドの精製
　合成ペプチドの精製はクロマトグラフィーの種々の方法、例えば逆相ＨＰＬＣ、ゲル透
過、イオン交換、サイズエクスクルージョン、アフィニティー、分配、又は向流分配を用
いて実施される。適切なマトリックス及び緩衝物質の選択は当該分野で周知である。
Ｂ．組み換え生産されたペプチドの精製
１．細菌封入体からのペプチドの精製
　発現は構成的なものとなるが、典型的にはプロモーター導入後に大量の形質転換された
細菌から本発明のペプチドを組み換えにより製造する場合、ペプチドは不溶性の凝集塊を
形成する場合がある。蛋白封入体の精製のために適当である数種のプロトコルが存在する
。例えば凝集塊蛋白（以下、封入体と称する）の精製では典型的には例えば約１００～１
５０μｇ／ｍｌリゾチーム及び０．１％　Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ４０（非イオン系界面活性
剤）の緩衝液中のインキュベーションによる細菌細胞の破壊により、封入体の抽出、分離
及び／又は精製を行う。細胞懸濁液はポリトロン粉砕機（Ｂｒｉｎｋｍａｎ　Ｉｎｓｔｒ
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ｕｍｅｎｔｓ，Ｗｅｓｔｂｕｒｙ，ＮＹ）を用いて粉砕できる。或いは、細胞は氷上で超
音波処理できる。細菌を溶解する代替方法はともに上出のＡｕｓｕｂｅｌ等、及びＳａｍ
ｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌに記載されており、当業者に明らかである。
【００５４】
　細胞懸濁液は一般的に遠心分離し、そして封入体を含有するペレットを、封入体を溶解
しないが洗浄する緩衝液、例えば２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．２）、１ｍＭ　
ＥＤＴＡ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ及び２％　Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００（非イオン系界面活
性剤）中に再懸濁させる。可能な限り細胞破砕物を除去するために洗浄工程を反復するこ
とが必要な場合がある。封入体の残存ペレットを適切な緩衝液（例えば２０ｍＭリン酸ナ
トリウム、ｐＨ６．８，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ）中に再懸濁してよい。他の適切な緩衝液
は当業者に明らかである。
【００５５】
　洗浄工程の後、強力な水素受容体および強力な水素供与体の両方である溶媒（又はこの
ような特性の一方を各々が有する溶媒の組み合わせ）を添加することにより封入体を可溶
化する。次に封入体を形成した蛋白を適合する緩衝液を用いた希釈又は透析により復元し
てよい。適当な溶媒は、限定しないが尿素（約４Ｍ～約８Ｍ）、ホルムアミド（少なくと
も約８０％、体積／体積に基づく）、及び塩酸グアニジン（約４Ｍ～約８Ｍ）を包含する
。凝集塊形成蛋白を可溶化させることができる一部の溶媒、例えばＳＤＳ（ドデシル硫酸
ナトリウム）及び７０％ギ酸は、免疫原性及び／又は活性の欠如を伴った蛋白の不可逆的
変性の可能性のために、この操作法における使用のためには不適切である場合がある。塩
酸グアニジン及び同様の試薬は変性剤であるが、この変性は不可逆ではなく、そして変性
剤の除去（例えば透析による）又は希釈時に復元がおこる場合があり、これにより目的の
免疫学的及び／又は生物学的に活性な蛋白の再形成が可能となる。可溶化の後、蛋白は標
準的分離手法により他の細菌蛋白から分離できる。細菌封入体から組み換えポリペプチド
を精製することに関する説明は更に、例えばＰａｔｒａ等、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｘｐｒｅ
ｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　１８：１８２－１９０（２０００）に
記載されている。
【００５６】
　或いは、組み換えポリペプチド、例えば本発明のペプチドを細菌のペリプラズムから精
製することが可能である。細菌のペリプラズム内に組み換えポリペプチドをエクスポート
する場合、細菌のペリプラズム画分は、当業者に周知の他の方法に加えて冷温浸透圧ショ
ックにより単離できる（例えばＡｕｓｕｂｅｌ等，上出参照）。ペリプラズムから組み換
えペプチドを単離するためには、細菌細胞を遠心分離してペレットを生じさせる。ペレッ
トを２０％スクロース含有緩衝液に再懸濁する。細胞を溶解するために、細菌を遠心分離
し、ペレットを氷冷５ｍＭ　ＭｇＳＯ４中に再懸濁し、そして約１０分間アイスバス中に
保持する。細胞懸濁液を遠心分離し、上澄みを傾瀉して保存する。上澄み中に存在する組
み換えペプチドは当業者に周知の標準的な分離手法により宿主蛋白から分離することがで
きる。
２．精製のための標準的な蛋白分離手法
　組み換えポリペプチド、例えば本発明のペプチドを可溶性形態で宿主細胞内に発現させ
る場合、その精製は以下に記載する標準的な蛋白精製操作法に従うことができる。この標
準的精製操作法は又、化学合成により得られたペプチドを精製するためにも適している。
ｉ．溶解度分画
　多くの場合初期工程として、そして蛋白混合物が複合体である場合、初期の塩分画は目
的の組み換え蛋白、例えば本発明のペプチドから望ましくない宿主細胞蛋白（又は細胞培
養用の培地から誘導される蛋白）の多くを分離することができる。好ましい塩は硫酸アン
モニウムである。硫酸アンモニウムは蛋白混合物中の水の量を効果的に低減することによ
り蛋白を沈殿させる。次に蛋白がその溶解度に基づいて沈殿する。蛋白が疎水性であるほ
ど、より低い硫酸アンモニウム濃度において沈殿する可能性が高まる。典型的なプロトコ
ルは結果として生じる硫酸アンモニウム濃度が２０～３０％となるように蛋白溶液に飽和
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硫酸アンモニウムを添加することである。これにより大部分の疎水性蛋白が沈殿すること
になる。沈殿を廃棄（目的の蛋白が疎水性でない限り）し、目的蛋白を沈殿させることが
分かっている濃度となるまで硫酸アンモニウムを上澄みに添加する。次に沈殿を緩衝液中
に可溶化し、必要に応じて過剰な塩を透析又は透析濾過により除去する。蛋白の溶解度に
依存している他の方法、例えば低温エタノール沈殿等は当業者に周知であり、複合体蛋白
混合物を分画するために使用できる。
ｉｉ．サイズ示差濾過
　計算された分子量に応じて、より大きい及び小さいサイズの蛋白を異なる孔径の膜（例
えばＡｍｉｃｏｎ又はＭｉｌｌｉｐｏｒｅメンブレン）を通過させる限外濾過を用いて単
離できる。第１の工程として、目的の蛋白、例えば本発明のペプチドの分子量より低値の
分子量カットオフを有する孔径の膜を通過させて蛋白混合物を限外濾過する。次に限外濾
過の保持物を、目的のペプチドの分子量より大きい分子カットオフを有する膜に対して限
外濾過する。組み換え蛋白は膜を通過して濾液中に入ることになる。次に濾液を後述する
通りクロマトグラフィーに付すことができる。
ｉｉｉ．カラムクロマトグラフィー
　目的の蛋白（例えば本発明のペプチド）は又そのサイズ、実質的表面電荷、疎水性、又
はリガンドに対する親和性に基づいて他の蛋白から分離できる。更に又、本発明のペプチ
ドに対して作成された抗体をカラムマトリックスに結合し、ペプチドを免疫精製すること
もできる。これらの方法は全て当該分野で周知である。
【００５７】
　クロマトグラフィー手法は何れかの規模において、多くの異なる製造元から得た機材を
用いながら実施できることは当業者に明らかである（例えばＰｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈ）。
Ｃ．ペプチド配列の確認
　本発明のペプチドのアミノ酸配列は多くの十分に確立された方法により確認できる。例
えばＥｄｍａｎ分解の従来法を用いてペプチドのアミノ酸配列を決定できる。Ｅｄｍａｎ
分解に基づく配列決定法の数種の変形例、例えばマイクロ配列決定、及び質量分析に基づ
く方法がこの目的のために頻繁に使用されている。
Ｄ．ペプチドの修飾
　本発明のペプチドはより望ましい特性を達成するために修飾できる。化学修飾されたペ
プチド及び蛋白分解酵素による分解に対して抵抗性であるか向上した溶解性又は結合能力
を有するペプチド模倣体の設計はよく知られている。
【００５８】
　本発明の無差別ＰＡＰペプチド又は融合ペプチドの修飾されたアミノ酸又は化学的誘導
体は通常はＰＡＰ蛋白の一部ではない修飾されたアミノ酸の追加的化学特徴部分を含有し
てよい。ペプチドの共有結合修飾は本発明の範囲に含まれる。そのような修飾は選択され
た側鎖又は末端残基と反応することができる有機誘導体形成剤にペプチドのターゲティン
グされたアミノ酸残基を反応させることによりペプチド内に導入してよい。化学誘導体の
以下の例は例示として示すのみであり、限定するものではない。
【００５９】
　蛋白分解性酵素による分解に耐性であるペプチド模倣体の設計は当業者の知る通りであ
る。例えばＳａｗｙｅｒ，Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－Ｂａｓｅｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ，
Ｐ．Ｖｅｒａｐａｎｄｉａ，Ｅｄ．，Ｎ．Ｙ．（１９９７）；米国特許第５，５５２，５
３４号明細書及び同第５，５５０，２５１号明細書を参照。ペプチド骨格及び側鎖の修飾
の両方を二次構造模倣の設計において使用してよい。可能な修飾はＤ－アミノ酸、Ｎα－
Ｍｅ－アミノ酸、Ｃα－Ｍｅ－アミノ酸、及びデヒドロアミノ酸の置換を包含する。今日
まで、種々の二次構造ミメティックが設計されており、そしてペプチド又はペプチドミメ
ティックに組み込まれている。
【００６０】
　他の修飾には天然のアミノ酸の非天然のヒドロキシル化アミノ酸による置換、酸性アミ
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ノ酸のカルボキシ基のニトリル誘導体による置換、塩基性アミノ酸のヒドロキシル基のア
ルキル基による置換、又はメチオニンのメチオニンスルホキシドによる置換が包含される
。更に又、本発明の無差別ＰＡＰペプチド又は融合ペプチドのアミノ酸は同じアミノ酸で
あるが逆のキラリティーのもので置き換えることができ、即ち、天然に存在するＬ－アミ
ノ酸はそのＤ配置により置き換えられてよい。
Ｖ．非相同ポリペプチドとのＰＡＰエピトープの融合
　本発明の１つの態様において、無差別ＰＡＰエピトープに相当するペプチドは、Ｔ細胞
応答を誘導するＰＡＰエピトープの能力が増強されるように共有結合を介して非相同ポリ
ペプチドに結合させることにより、融合ペプチドを形成する。頻繁にはこの共有結合はペ
プチド結合であり、そしてＰＡＰエピトープ及び非相同ポリペプチドは新しいポリペプチ
ドを形成する。このペプチド結合はＰＡＰエピトープと非相同ポリペプチドの間の直接の
ペプチド結合であってよく、或いはそれはＰＡＰエピトープと非相同ポリペプチドの間の
ペプチドリンカーを用いて与えられる間接のペプチド結合であってよい。
【００６１】
　他の共有結合もまた非相同ポリペプチドにＰＡＰペプチドを融合させる目的のために適
している。例えば、あるペプチドの官能基（例えば非末端アミン基、非末端カルボキシル
酸基、ヒドロキシル基、及びスルフヒドリル基）は別のペプチドの官能基と容易に反応し
、そして２つのペプチドを結合するペプチド結合以外の共有結合を確立する場合がある。
無差別ＰＡＰエピトープのペプチドと非相同ポリペプチドの間の共有結合による連結は又
、適当な官能基を有するリンカー分子を用いることにより得ることもできる。そのような
リンカー分子はペプチドリンカー又は非ペプチドリンカーであることができる。リンカー
を結合の前に誘導体化することにより露出させるか、又は追加的な反応性官能基を結合さ
せてよい。誘導体化においてはＰｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｒｏ
ｃｋｆｏｒｄ，Ｉｌｌｉｎｏｉｓから入手可能なもののような多くの分子のいずれかの取
り付けを行ってよい。
ＶＩ．機能的試験
　本発明の無差別ＰＡＰエピトープ（又はＰＡＰペプチドと非相同ポリペプチドを含む融
合ペプチド）は、少なくとも１０種の異なるＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子、より好ましくは少
なくとも１２、１３、１４又は１５種の異なるＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子の１つを有する場
合がある抗原提示細胞によりエピトープが提示される場合に、ＰＡＰ蛋白に特異的なＴ細
胞免疫応答を誘導するその能力のために有用である。種々の機能的試験を用いることによ
り、種々の異なるＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子の抗原提示細胞に関して無差別性の態様におけ
るそのようなＰＡＰ特異的Ｔ細胞免疫応答を誘導する無差別ＰＡＰエピトープの能力を確
認することができ、例えば増殖試験及びフローサイトメトリー試験によりＴ細胞受容体と
ペプチドエピトープの間の結合又はＴ細胞によるサイトカインの生産を検出する方法など
が挙げられる。
【００６２】
　本出願の実施例において使用する機能的試験の系はこの目的のために特に適している。
慨すれば異なるＨＬＡ－ＤＲ対立遺伝子に対して各々ホモ接合である少なくとも１０種、
好ましくは少なくとも１２、１３、１４、１５又はそれより多くの抗原提示細胞系統のパ
ネルを用いて、ＰＡＰ蛋白に対して特異的に応答（例えばＩＦＮγ又はグランザイムＢの
ようなサイトカインの生産による）するＣＤ４＋　Ｔ細胞のクローン（例えばクローンＰ
ＡＰｃ６６）に対してＰＡＰ由来ペプチドを提示する。ヒトＰＡＰ蛋白の残基２５７～２
７１（すなわち配列番号１）に対応するペプチドが陽性対照として使用された。そして非
関連のＰＡＰ由来ペプチド、無ペプチド、及び各抗原提示細胞系統単独を試験の陰性対照
として使用する。試験は各ウェル中抗原提示細胞及びＣＤ４＋　Ｔ細胞を含有する適切な
培地中におけるマルチウェル細胞培養プレートとして設定する。ペプチドは適当な濃度ま
で希釈し、そして各ウェルに添加する。適切な時間インキュベートした後、上澄みをウェ
ルから収集し、そして４９２ｎｍにおける吸光度に基づいてＥＬＩＳＡにより計測できる
サイトカインの生産に関して分析する。典型的には、ＰＡＰ特異的ＣＤ４＋　Ｔ細胞応答
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を誘導する場合の本発明のＰＡＰクラスＩＩ無差別エピトープの作用は同じ試験条件下に
おいて、例えば同じモル濃度において、ＰＡＰエピトープ２５７～２７１（配列番号１に
示すアミノ酸配列を有する）の作用の少なくとも２５％であり、同じ個別のＨＬＡ－ＤＲ
対立遺伝子の抗原提示細胞により提示される。より好ましくはそのような作用は同じ条件
下でＰＡＰエピトープ２５７～２７１により示されるものよりも少なくとも３０％、４０
％、５０％、６０％、７０％、８０％、又はそれより高値である。
ＶＩＩ．組成物及び投与
　本発明は更に有効量の（１）無差別ＰＡＰペプチド；又は（２）ＰＡＰペプチドと非相
同ポリペプチドを含む融合ペプチド；又は（３）予防及び治療の両方の用途におけるＰＡ
Ｐ蛋白に対して特異的なＴ細胞免疫応答を誘導するための細胞表面上のＭＨＣ分子との複
合体を形成する（１）又は（２）のペプチドを伴った抗原提示細胞（ＡＰＣ）を含む組成
物を提供する。本発明の医薬組成物は種々の薬物送達系における使用に適している。本発
明で使用するための適当な製剤はＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｐｈｉｌａ
ｄｅｌｐｈｉａ，ＰＡ，１７ｔｈ　ｅｄ．（１９８５）に記載されている。薬物送達方法
に関する簡単な考察については、Ｌａｎｇｅｒ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：１５２７－１
５３３（１９９０）を参照されたい。
【００６３】
　抗原提示細胞（ＡＰＣ）は種々の方法によりペプチド負荷のために形成できる。出発原
料は末梢血または、可動化をともなうかもしくはともなわない白血球除去物である。ＡＰ
Ｃは多数の方法、例えば浮力密度遠心分離、水簸、磁気ビーズ及びプラスチック接着等を
単独又は組み合わせて使用することにより単離できる。単離後、ＡＰＣをサイトカイン、
成長因子、活性化剤、及び成熟化剤の存在下又は非存在下に１～１４日間培養する。６～
４８時間１μｇ～１ｍｇ／ｍｌの濃度において培地にペプチドを添加することによりＡＰ
Ｃにペプチドを負荷させる。ＡＰＣを採取し、洗浄し、そして注入のための適当な製剤中
に再懸濁する。ＡＰＣは新鮮時に送達することができ、或いは、後の時期における送達の
ために凍結保存することができる。
【００６４】
　本発明の医薬組成物は種々の経路で、例えば皮下、皮内、経皮、筋肉内、静脈内、又は
腹腔内に投与できる。医薬組成物を投与する好ましい経路は、体重７０ｋｇの成人に対し
て本発明のペプチド約１μｇ～１０ｍｇ、好ましくは５０μｇ～１ｍｇの２週毎用量にお
いて皮下又は皮内によるものである。適切な用量は１週毎、２週毎、又は１月毎の間隔に
おいて投与してよい。
【００６５】
　ペプチドパルスＡＰＣは種々の経路で、例えば皮下、皮内、静脈内、又は腹腔内に投与
できる。ペプチドパルスＡＰＣは１週毎、２週毎、又は１月毎の間隔において細胞１００
万個～１００億個の用量で送達される。
【００６６】
　本発明のペプチドを含有する医薬組成物を製造するためには、不活性及び製薬上許容し
うる賦形剤又は担体を使用する。液体の医薬組成物は例えば皮内、皮下、非経口、又は静
脈内投与に適する溶液、懸濁液、及びエマルジョンを包含する。活性成分（例えば無差別
ＰＡＰペプチド又は融合ペプチド）の滅菌された水溶液、又は水、緩衝された水、食塩水
、ＰＢＳ、エタノール、又はプロピレングリコールを含む溶媒中の活性成分の滅菌溶液が
非経口投与に適する液体組成物の例である。組成物は生理学的状態に近似するために必要
な製薬上許容しうる補助物質、例えばｐＨ調節剤及び緩衝剤、張度調節剤、湿潤剤、界面
活性剤などを含有してよい。
【００６７】
　滅菌溶液は所望の溶媒系中に活性成分（例えば無差別ＰＡＰペプチド又は融合ペプチド
）を溶解し、そして次に得られた溶液をメンブレンフィルター通過により滅菌することに
より、或いは、滅菌条件下で予め滅菌された溶媒に滅菌化合物を溶解することにより、製
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造できる。得られた水溶液はそのまま使用するためにパッケージングしてよく、又は、凍
結乾燥し、凍結乾燥された製剤を投与前に滅菌水性担体と混合してよい。調製品のｐＨは
典型的には３と１１の間、より好ましくは５～９、そして最も好ましくは７～８となる。
【００６８】
　ＰＡＰペプチド又は融合ペプチドを含有する医薬組成物は予防及び／又は治療の処置の
ために投与できる。治療用途においては、組成物は、状態及びその合併症の症状を防止、
治癒、退行、又は少なくとも部分的に緩徐化又は停止させるために十分な量において、Ｐ
ＡＰ蛋白を過剰発現している腫瘍細胞の増殖により悪化する可能性がある状態にすでに罹
患している患者に投与する。これを達成するために適当な量は「治療有効用量」と定義さ
れる。この使用のために有効な量は疾患又は状態の重症度及び患者の体重及び全身状態に
依存するが、一般的には７０ｋｇの患者に対して２週毎にＰＡＰペプチド又は融合ペプチ
ド約１μｇ～約１０ｍｇの範囲となり、７０ｋｇの患者に対して２週毎にペプチド約５０
μｇ～約１ｍｇの用量がより一般的に使用される。適切な用量は１週毎、２週毎、又は１
月毎の間隔において投与してよい。
【００６９】
　組成物の単回又は多数回の投与は担当医により選択される用量レベル及びパターンで実
施できる。何れの場合においても、医薬組成物は治療目的のために患者においてＰＡＰ発
現腫瘍細胞の増殖を効果的に抑制するために十分な本発明のＰＡＰペプチド又は融合ペプ
チドの量を備えなければならない。
ＶＩＩＩ．ＰＡＰに対して特異的なＴ細胞応答を検出するための方法
　本発明は更にＰＡＰ蛋白に対して特異的なＴ細胞免疫応答が患者に存在するかどうかを
検出するための方法を提供する。この方法は以下の工程を含む：第１に、リンパ球、例え
ば少なくともＴ細胞、及び抗原提示細胞を患者から入手する。そのようなリンパ球が得ら
れる適当な試料は血液、腫瘍浸潤液、及びリンパ節又はリンパ液を包含する。第２にＴ細
胞に対する抗原提示細胞によってＴ細胞エピトープの適切な提示を可能とする条件下で、
本発明の無差別ＰＡＰペプチド（又はＰＡＰペプチドと非相同ペプチドを含む融合ペプチ
ド）にＴ細胞及び抗原提示細胞を曝露する。第３に、Ｔ細胞応答のサインを、当該分野で
周知の手段、例えばＥＬＩＳＰＯＴ、増殖試験、又はフローサイトメトリーによりインビ
トロで計測する。Ｔ細胞応答がこれらの方法の何れかにより検出される場合、患者におい
てＰＡＰ蛋白に対して特異的なＴ細胞免疫応答が存在すると結論付けることができる。
【実施例】
【００７０】
　以下の実施例は限定としてではなく説明としてのみ提示する。本質的に同様の結果を得
るために変更又は改変することができる種々の非重要なパラメーターは当業者が容易に認
識することになる。
（実施例１）
材料及び方法　
　組み換え蛋白及び合成ペプチド。ＰＡ２０２４は、治験細胞免疫療法ｓｉｐｕｌｅｕｃ
ｅｌ－ＴのためにＤｅｎｄｒｅｏｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎにより製造された、ＰＡＰ
およびＧＭ－ＣＳＦ配列を含むＤｅｎｄｒｅｏｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎが所有する組
換え融合蛋白である。ＰＡ２０２４は、バキュロウイルスの系において発現させた。ＣＨ
ＯＰＡ２０２４およびｈＰＡＰＧＭは、ＰＡ２０２４に同一の配列であるが、チャイニー
ズハムスター卵巣由来細胞（ＣＨＯ）および２９３Ｅｂｎａをそれぞれ用いる哺乳動物系
において発現させた。ｉＰＡＰはバキュロウイルス発現系において生成される組換え蛋白
であり、そしてＣＨＯＰＡＰは哺乳動物細胞において生成される組換え蛋白であり、両者
をＤｅｎｄｒｅｏｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎが生成、そして精製した。インビトロにお
けるＰＡＰ特異的免疫応答を定義するために、ＰＡＰ蛋白配列から９４ペプチドを作成し
た。これらのペプチドは１５アミノ酸長であり、１１アミノ酸分オーバーラップしている
（Ｇｅｎｅｍｅｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，Ｃ
Ａ）。全てのＰＡＰペプチドを配列決定し、そして分析用ＨＰＬＣおよび質量スペクトル
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分析により＞９５％純度であることが測定された。
【００７１】
　被験体及び健常者ドナー試料収集。全ての被験体及び健常者ドナーの標本を適切なＩｎ
ｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　Ｂｏａｒｄにより認可されている治験責任
者依頼プロトコルに従って収集した。インフォームドコンセントに続いて、ヘパリン処理
したバキュテナチューブ又はシリンジ中に静脈穿刺により全血試料を収集し、輸送及び／
又はプロセシングのために準備した。本発明者等の実験室で血液試料を受領した後、末梢
血液単核細胞（ＰＢＭＣ）を密度勾配遠心分離により滅菌条件下で収集し、そして特定の
試験における使用のために準備した。
【００７２】
　細胞系統。ＨＬＡ－ＤＲβ１　ＥＢＶ－ＬｃＬ系統は、フランスのストラスブールで開
かれた第１２回国際組織適合性ワークショップ（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｈｉｓｔ
ｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　Ｗｏｒｋｓｈｏｐ）（ＩＨＷ）に源を発する英国細胞バ
ンク（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ）
から購入した。ＨＬＡ－ＤＲ　ＥＢＶ形質転換リンパ芽球細胞は、ＨＬＡ－ＤＲβ１対立
遺伝子（表１）にホモ接合である。ＥＢＶ－ＬｃＬは、自己Ｔ細胞クローンの拡張および
試験のためにＢ９５－８細胞系統（ＡＴＣＣ、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）由来の上澄みを
用いて多様な被験体ＰＢＭＣから作成した。
【００７３】
　ＰＡＰ特異的Ｔ細胞クローンのインビトロ作成。治験中の治療薬であるｓｉｐｕｌｅｕ
ｃｅｌ－Ｔを受けた被験体のＰＢＭＣを２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、５０Ｕ／ｍＬペニシリ
ン、５０μｇ／ｍＬストレプトマイシン、及び２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ緩衝液＋１０％ヒト
ＡＢ血清（Ｇｅｍｉｎｉ　ＢｉｏＰｒｏｄｕｃｔｓ，Ｃａｌａｂａｓａｓ，ＣＡ）を添加
したＲＰＭＩ１６４０（ｃＲＰＭＩ＋１０％ＨＳ）中で、一晩ＣＨＯＰＡ２０２４を１０
μｇ／ｍｌ含有するＴ－２５組織培養フラスコ中で刺激した。翌日、ＩＦＮγ分泌細胞を
ＩＦＮγ分泌試験細胞富化検出キット（ＩＮＦγ　Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙ　Ｃ
ｅｌｌ　Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ａｎｄ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｋｉｔ）（Ｍｉｌｔｅｎ
ｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ａｕｂｕｒｎ，ＣＡ）を用いてＰＢＭＣ培養物から単離した。Ｉ
ＦＮγ富化集団は、クローニングのために、１０Ｕ／ｍＬ組み換えヒトＩＬ－２（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて、おおよそ１～５０細胞／ウェルで９６ウェル丸底プレート内
に播種した。非ＩＦＮγ分泌細胞を放射線照射し（３０００ｒａｄ）、そして支持細胞と
して用いた。プレートを３７℃５％ＣＯ２において７日間インキュベートした。クローニ
ング第７日に、ＩＦＮγ分泌細胞を前に記載したとおり９６ウェルプレート中で非特異的
に増殖させた（Ｙｅｅ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９９：１６
１６８－１６１７３）。慨すれば、各ウェルに対し、２５Ｕ／ｍＬ組み換えヒトＩＬ－２
及び１０ｎｇ／ｍＬ抗ヒトＣＤ３抗体を添加したｃＲＰＭＩ＋１０％ＨＳ培地（ＢＤ　Ｐ
ｈａｒｍｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）１００μＬを各ウェルに、１×１０４

／ウェルの照射自己ＥＢＶ－ＬｃＬ及び１×１０５／ウェルの照射同種異系ＰＢＭＣとと
もに添加した。プレートを５％ＣＯ２下３７℃で１４日間インキュベートし、次にウェル
を目視により検査することにより、陽性の増殖を調べた。増殖陽性のクローンを２４ウェ
ルプレートに移し、そしてｒＩＬ－２、抗－ＣＤ３、及びアクセサリー細胞を用いながら
上記した通り増殖させ、細胞数は増加量に合せた。
【００７４】
　Ｔ細胞クローンの抗原特異性。全ての分析は、ｃＲＰＭＩ＋１０％ＦＢＳ（ウシ胎児血
清（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））中の抗原またはペプチド、１×
１０５細胞／ウェルのＴ細胞クローン、および２×１０５細胞／ウェルの抗原提示細胞を
有す９６ウェル丸底プレートにおいて３連で設定した。自己ＥＢＶ－ＬｃＬを特異性分析
において抗原提示細胞のために用い、そしてＨＬＡ－ＤＲＢ１　ＥＢＶ－ＬｃＬを用いて
ペプチドの無差別性を示すために分析を行った。全ての分析は５％ＣＯ２下３７℃におい
て４８時間インキュベートした。４８時間後、上澄みを採取してサイトカイン生成につい
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て分析した。ＭＨＣクラスＩＩブロッキング分析は、上述のように自己ＥＢＶ－ＬｃＬを
用い、そして以下の抗体：抗ＨＬＡ－ＤＲ　ｍＡｂ（Ｄｅｎｄｒｅｏｎ　Ｃｏｒｐｏｒａ
ｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．Ｆｌａｎｄｅ
ｒｓ、ＮＪ）、ＨＬＡ－ＤＱ　ｍＡｂ　１ａ３、およびＨＬＡ－ＤＰ　ｍＡｂ　Ｂ７／２
１（Ｌｅｉｎｃｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＳ）を分析に加え
て（２５μｇ／ｍＬ～０．１μｇ／ｍＬ）設定した。抗ＨＬＡ－Ａ２　ｍＡｂ（ＨＢ－８
２、ＡＴＣＣ、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）をブロッキング分析において対照として用いた
。
【００７５】
　ＩＮＦγおよびグランザイムＢのＥＬＩＳＡ。ＩＮＦγ生産は、ＥＬＩＳＡ用の抗ヒト
ＩＦＮγ抗体対（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）を用いて計
測した。慨すれば、イムロン４プレート（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ／ＶＷＲ
，Ｂｒｉｓｂａｎｅ，ＣＡ）を３μｇ／ｍｌの抗ヒトＩＦＮγ抗体、１００μＬで一晩コ
ーティングした。プレートは、ＰＢＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中４％ウシ血清アルブミ
ン（ＢＳＡ）（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）で３７℃で２時間ブロックした。
プレートをＰＢＳ＋０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０で洗浄し、抗原特異的刺激に由来する上澄
み試料１００μＬをウェルに添加し、そして１．２５～２時間室温でインキュベートした
。プレートを洗浄し、ビオチニル化抗ヒトＩＦＮγ抗体をＰＢＳ中１％ＢＳＡ中に希釈（
１μｇ／ｍｌ）し、そして室温で１時間プレートに１００μＬを添加した。洗浄した後、
ストレプ－アビジンＨＲＰ（Ｓｔｒｅｐ－Ａｖｉｄｉｎ　ＨＲＰ）（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉ
ｎｇｅｎ）をＰＢＳＴ中１：１０００に希釈し、室温で３０分間ウェルに添加した。プレ
ートを洗浄し、Ｓｉｇｍａ　Ｆａｓｔ　ＯＰＤと暗所で１５分間インキュベートした。２
Ｍ　ＨＣｌを添加することにより反応を停止させ、分光光度計においてプレートの４９２
ｎｍの吸光度を読み取った。グランザイムＢ生成を測定するために、グランザイムＢ　Ｅ
ＬＩＳＡキット（カタログ番号３４８５－１Ｈ－２０、Ｍａｂｔｅｃｈ、Ｎａｃｋａ　Ｓ
ｔｒａｎｄ、Ｓｗｅｄｅｎ）を用いた。被覆抗体（ＧＢ１０）、ビオチン化検出抗体（Ｇ
Ｂ１１）、およびストレプ－アビジンＨＲＰ（Ｓｔｒｅｐ－Ａｖｉｄｉｎ－ＨＲＰ）を、
先に記載したプロトコルのもと製造者の推奨にしたがって使用した。
【００７６】
　結果
　図１～３に示した実験結果は、ペプチドＰＡＰ２５７－２７１が、前立腺性酸性ホスフ
ァターゼ（ＰＡＰ）の、天然にプロセスされたＭＨＣクラスＩＩ制限無差別エピトープで
あることを示した。このペプチドは、配列番号１に示したアミノ酸配列（ＲＬＱＧＧＶＬ
ＶＮＥＩＬＮＨＭ）を有し、１５を超える異なるＨＬＡ－ＤＲβ１対立遺伝子を有する９
つの異なるＨＬＡ－ＤＲ血清学的ファミリー（β鎖；ＤＲ１、ＤＲ４、ＤＲ７、ＤＲ８、
ＤＲ１１、ＤＲ１２、ＤＲ１３、ＤＲ１４、およびＤＲ１５）を示すリンパ芽球細胞系統
により提示される場合、Ｔ細胞活性化を誘導することができる。
【００７７】
　ＣＤ４＋　Ｔ細胞クローンであるＰＡＰｃ６６は、ヒトＰＡＰに対するＴ細胞免疫応答
を刺激するように設計された、治験中の自己活性状態の細胞性免疫療法製品であるｓｉｐ
ｕｌｅｕｃｅｌ－Ｔを用いる前立腺癌の処置のための継続中の第３相臨床試験に関与して
いる被験体から単離した。被験体の末梢血単球を、ＰＡＰとヒト顆粒細胞マクロファージ
コロニー刺激因子の融合蛋白（ＰＡ２０２４）で一晩刺激後、ＩＦＮγ分泌を選択のため
のマーカーとして用いて、ＰＡＰｃ６６を単離した。このクローンを単離した治験中の被
験体は、ＨＬＡ－ＤＲＢＩ＊０４０４，１５０１として分類した。このクローンはまた、
適切に提示されたＰＡＰ２５７－２７１による活性化において、ＩＦＮγおよびグランザ
イムＢを生成することが示された。
【００７８】
　本発明の新規の無差別エピトープは、ＰＡＰ特異的な活性状態の細胞性免疫療法での処
置の結果として生じる可能性のある免疫機構を調べるための道具を提供する。さらに、本
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する。
【００７９】
【表１Ａ】

【００８０】
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【００８１】
　細胞系統は英国細胞バンク（ＥＣＡＣＣ　Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　
ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ）より入手し、それらはＩＭＧＴ／ＨＬＡ細胞要覧に
記載されている（ウエブサイト：ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｉｍｇｔ／ｈｌａ／ｃｅｌｌ　ｑ
ｕｅｒｙ．ｈｔｍｌ）。
【００８２】
　本出願において引用した全ての特許、特許出願、及び他の公開物は、公開されたアミノ
酸又はポリヌクレオチドの配列も含めて、あらゆる目的のために、参照としてその全体が
援用される。
【００８３】
 
配列表
 
配列番号１　（ヒトＰＡＰ蛋白の残基２５７－２７１）
ＲＬＱＧＧＶＬＶＮＥＩＬＮＨＭ
 
配列番号２　（ヒトＰＡＰ蛋白の残基２５４－２７４）
ＥＫＳＲＬＱＧＧＶＬＶＮＥＩＬＮＨＭＫＲＡ
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【図１Ｂ】

【図１Ｃ】

【図２】

【図３】
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【手続補正書】
【提出日】平成21年7月27日(2009.7.27)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２０】
【図１Ａ】Ｔ細胞クローンＰＡＰｃ６６はＰＡＰから天然にプロセスされたエピトープを
認識する。（Ａ）ＰＡＰ融合蛋白ＰＡ２０２４、ＣＨＯＰＡ２０２４およびｈＰＡＰＧＭ
、ならびにバキュロウィルス発現系（ｉＰＡＰ）および哺乳動物発現系（ＣＨＯＰＡＰ）
由来ＰＡＰを、自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよびＰＡＰｃ６６を用いて滴定した。分析は１０％
ＦＢＳ添加完全ＲＰＭＩ培地中に、１×１０５細胞／ウェルのＰＡＰｃ６６、２×１０５

細胞／ウェルのＥＢＶ－ＬｃＬ、ならびに５０μｇ／ｍＬ（黒のバー）、２５μｇ／ｍＬ
（ストライプのバー）、および１２．５μｇ／ｍＬ（点のバー）の抗原を有す９６ウェル
丸底プレートにおいて設定した。分析は５％ＣＯ２下３７℃において４８時間インキュベ
ートし、上澄みを採取してＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについて試験した。（Ｂ）特定のＰ
ＡＰペプチドをマッピングするため、ＰＡＰ配列から化学的に合成したペプチドを用いた
。これらの９４ペプチドは１５アミノ酸の長さであって、１１アミノ酸が重複しており、
自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよび分析において２μｇ／ｍＬの各ペプチドを用いてＰＡＰｃ６６
を刺激する能力について個々に試験された。分析は（Ａ）におけるように設定され、そし
て上澄みがＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについて試験された。（Ｃ）ペプチド＃６５である
ＰＡＰ２５７－２７１が、（Ａ）におけるような分析設定で自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよびＰ
ＡＰｃ６６を用いて滴定された。上澄みが、ＩＦＮγ産生に特異的なペプチドついてＥＬ
ＩＳＡにより試験された。
【図１Ｂ】Ｔ細胞クローンＰＡＰｃ６６はＰＡＰから天然にプロセスされたエピトープを
認識する。（Ａ）ＰＡＰ融合蛋白ＰＡ２０２４、ＣＨＯＰＡ２０２４およびｈＰＡＰＧＭ
、ならびにバキュロウィルス発現系（ｉＰＡＰ）および哺乳動物発現系（ＣＨＯＰＡＰ）
由来ＰＡＰを、自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよびＰＡＰｃ６６を用いて滴定した。分析は１０％
ＦＢＳ添加完全ＲＰＭＩ培地中に、１×１０５細胞／ウェルのＰＡＰｃ６６、２×１０５

細胞／ウェルのＥＢＶ－ＬｃＬ、ならびに５０μｇ／ｍＬ（黒のバー）、２５μｇ／ｍＬ
（ストライプのバー）、および１２．５μｇ／ｍＬ（点のバー）の抗原を有す９６ウェル
丸底プレートにおいて設定した。分析は５％ＣＯ２下３７℃において４８時間インキュベ
ートし、上澄みを採取してＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについて試験した。（Ｂ）特定のＰ
ＡＰペプチドをマッピングするため、ＰＡＰ配列から化学的に合成したペプチドを用いた
。これらの９４ペプチドは１５アミノ酸の長さであって、１１アミノ酸が重複しており、
自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよび分析において２μｇ／ｍＬの各ペプチドを用いてＰＡＰｃ６６
を刺激する能力について個々に試験された。分析は（Ａ）におけるように設定され、そし
て上澄みがＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについて試験された。（Ｃ）ペプチド＃６５である
ＰＡＰ２５７－２７１が、（Ａ）におけるような分析設定で自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよびＰ
ＡＰｃ６６を用いて滴定された。上澄みが、ＩＦＮγ産生に特異的なペプチドついてＥＬ
ＩＳＡにより試験された。
【図１Ｃ】Ｔ細胞クローンＰＡＰｃ６６はＰＡＰから天然にプロセスされたエピトープを
認識する。（Ａ）ＰＡＰ融合蛋白ＰＡ２０２４、ＣＨＯＰＡ２０２４およびｈＰＡＰＧＭ
、ならびにバキュロウィルス発現系（ｉＰＡＰ）および哺乳動物発現系（ＣＨＯＰＡＰ）
由来ＰＡＰを、自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよびＰＡＰｃ６６を用いて滴定した。分析は１０％
ＦＢＳ添加完全ＲＰＭＩ培地中に、１×１０５細胞／ウェルのＰＡＰｃ６６、２×１０５

細胞／ウェルのＥＢＶ－ＬｃＬ、ならびに５０μｇ／ｍＬ（黒のバー）、２５μｇ／ｍＬ
（ストライプのバー）、および１２．５μｇ／ｍＬ（点のバー）の抗原を有す９６ウェル
丸底プレートにおいて設定した。分析は５％ＣＯ２下３７℃において４８時間インキュベ
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ートし、上澄みを採取してＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについて試験した。（Ｂ）特定のＰ
ＡＰペプチドをマッピングするため、ＰＡＰ配列から化学的に合成したペプチドを用いた
。これらの９４ペプチドは１５アミノ酸の長さであって、１１アミノ酸が重複しており、
自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよび分析において２μｇ／ｍＬの各ペプチドを用いてＰＡＰｃ６６
を刺激する能力について個々に試験された。分析は（Ａ）におけるように設定され、そし
て上澄みがＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについて試験された。（Ｃ）ペプチド＃６５である
ＰＡＰ２５７－２７１が、（Ａ）におけるような分析設定で自己ＥＢＶ－ＬｃＬおよびＰ
ＡＰｃ６６を用いて滴定された。上澄みが、ＩＦＮγ産生に特異的なペプチドついてＥＬ
ＩＳＡにより試験された。
【図２】ＰＡＰｃ６６１は、ＭＨＣクラスＩＩ制限されている。ＰＡＰｃ６６は、ＭＨＣ
クラスＩＩブロッキング抗体の存在下で、２×１０５細胞／ｍＬの自己ＥＢＶ－ＬｃＬお
よび２μｇ／ｍＬのＰＡＰ２５７－２７１で刺激された。分析は１０％ＦＢＳ添加完全Ｒ
ＰＭＩ培地中９６ウェル丸底プレートにおいて、表示した濃度の抗ＨＬＡ－ＤＲ◆（Ｄｅ
ｎｄｒｅｏｎ）および抗ＨＬＡ－ＤＰ■または抗ＨＬＡ－ＤＱ▲（Ｌｅｉｎｃｏ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＩ）を用いて設定した。抗ＨＬＡ
－Ａ２抗体（○）を陰性対照として用いた。ＰＡＰｃ６６は、１×１０５細胞／ウェルで
全てのウェルに加えられ、そして分析は５％ＣＯ２下３７℃において４８時間インキュベ
ートされた。インキュベーション後、上澄みを採取してＥＬＩＳＡによりＩＦＮγについ
て試験した。ＩＦＮγは、ペプチドなしの条件では検出されなかった。これらの結果は、
ＰＡＰ２５７－２７１がＨＬＡ－ＤＲおよびＨＬＡ－ＤＱの両方と関連して存在すること
を示す。
【図３】ＰＡＰ２５７－２７１は、Ｔ細胞クローンＰＡＰｃ６６により認識される無差別
ＭＨＣクラスＩＩ　ＰＡＰエピトープである。（Ａ）エピトープであるＰＡＰ２５７－２

７１（ＲＬＱＧＧＶＬＶＮＥＩＬＮＨＭ；配列番号１）は、ＣＤ４＋　Ｔ細胞クローン（
ＰＡＰｃ６６）によりＭＨＣクラスＩＩと関連して認識され、１５を超える異なるＨＬＡ
－ＤＲβ１対立遺伝子を有する９つの異なるＨＬＡ－ＤＲ血清学的ファミリー（β鎖；Ｄ
Ｒ１、ＤＲ４、ＤＲ７、ＤＲ８、ＤＲ１１、ＤＲ１２、ＤＲ１３、ＤＲ１４、ＤＲ１５）
を示すリンパ芽球細胞系統により提示される場合、Ｔ細胞活性化を誘導することができる
。図２において示されるように、該ペプチドは、ＨＬＡ－ＤＲまたはＨＬＡ－ＤＱと関連
して提示され得る。分析は、１０％ＦＢＳ添加完全ＲＰＭＩ培地中に、１×１０５細胞／
ウェルのＰＡＰｃ６６、２μｇ／ｍＬのＰＡＰ２５７－２７１、およびウェル当たり２×
１０５　ＥＢＶ－ＬｃＬを有す９６ウェル丸底プレートにおいて設定した。表示されたＨ
ＬＡ－ＤＲβ１対立遺伝子にホモ接合である各ＨＬＡ－ＤＲＥＢＶ－ＬｃＬ系統が、ＰＡ
Ｐｃ６６に対してＰＡＰ２５７－２７１を提示する能力について試験された。無関係なＰ
ＡＰペプチドおよびペプチド無しの対照もまた含まれた。５％ＣＯ２下３７℃において４
８時間インキュベート後、上澄みが、ＥＬＩＳＡによりＩＦＮγおよびグランザイムＢ（
Ｂ）について試験された。結果は、各ＥＢＶ－ＬｃＬ系統についてのバックグラウンド（
ペプチド無し）とともに示され、そしてＰＡＰｃ６６が差し引かれる。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2010500037000001.app
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