
(57)【要約】

本発明は、所望のタンパク質中の有効なCD8+T細胞エピ

トープを同定するための方法を提供する。本発明は更に

、各種タンパク質のCD8+T細胞エピトープを提供する。

追加的な態様において、本発明は、予防用及び/又は治

療に用いるワクチンに用いるのに適切なエピトープを提

供する。特定の好ましい態様において、本発明は、予防

用及び/又は治療用のワクチンに用いるのに適している

修飾されたエピトープを提供する。幾つかの好ましい態

様において、本発明は、HPVワクチン特に、高リスクHPV

系統に伴う感染を防ぐための多面的ワクチンの発達に対

する手段を提供する。具体的には、本発明は、HVP16及

びHVP18等のHPV系統におけるCD8+T細胞エピトープを同

定する手段を提供する。追加的な態様において、本発明

は、感染した個体において、腫瘍の生成及び/又は悪性

疾患に進展するのを防ぐ、高リスクHVPタイプに対する

治療ワクチンの開発に対する手段を提供する。本発明は

さらに予防及び治療に有効なワクチンに用いる適切なエ

ピトープも提供する。

【選択図】図1
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
CD8+エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
タ ン パ ク 質 中 の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)　 　  単 一 ヒ ト 血 液 よ り 樹 状 細 胞 溶 液 及 び 未 処 置 CD8+T細 胞 溶 液 を 得 る 工 程 と 、
(b)　 　  分 化 し た 樹 状 細 胞 の 溶 液 を 生 産 す る た め に 、 前 記 樹 状 細 胞 溶 液 中 で 、 前 記 樹 状 細
胞 を 分 化 さ せ る 工 程 と 、
(c)　 　  前 記 タ ン パ ク 質 か ら ペ プ チ ド の ペ プ セ ッ ト を 調 製 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 ペ プ セ
ッ ト が 、 前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 工 程 と 、
(d)　 　  T細 胞 及 び 抗 体 溶 液 を 提 供 す る た め に 、 前 記 CD8+T細 胞 の 溶 液 及 び 抗 CD40抗 体 を 混
合 す る 工 程 と 、
(e)　 　  前 記 分 化 し た 樹 状 細 胞 及 び 前 記 ペ プ セ ッ ト を 前 記 T細 胞 及 び 抗 体 溶 液 に 混 合 さ せ
る 工 程 と 、
(f)　 　  前 記 工 程 (e)に お い て 前 記 T細 胞 の 分 化 を 測 定 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 タ ン パ ク 質 が ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 、 バ ク テ リ ア タ ン パ ク 質 、 寄 生 虫 タ ン パ ク 質 、 糸 状
菌 タ ン パ ク 質 、 及 び 腫 瘍 関 連 タ ン パ ク 質 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
タ ン パ ク 質 の ア レ ル ゲ ン 性 を 減 弱 さ せ る 方 法 で あ っ て 、
(a)　 　  請 求 項 1に 記 載 の 前 記 タ ン パ ク 質 中 の T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 工 程 と 、
(b)　 　  前 記 未 処 置 の T細 胞 の ベ ー ス ラ イ ン 分 化 よ り も 少 な い か 又 は 実 質 的 に 同 じ ベ ー ス
ラ イ ン 分 化 を 修 飾 タ ン パ ク 質 が 誘 導 す る よ う に 、 前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 中 和 す る た め に
、 前 記 タ ン パ ク 質 を 修 飾 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ が 、
(a)所 望 の タ ン パ ク 質 の ホ モ ロ グ の 類 似 配 列 に よ る 前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 の
置 換 、 及 び
(b) 前 記 エ ピ ト ー プ の 主 要 な 3次 元 構 造 特 性 に 実 質 的 に 似 て い る 配 列 に よ る 前 記 T細 胞 エ ピ
ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 置 換
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 置 換 に よ り 修 飾 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 4に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ 】
タ ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 を 増 強 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)　 　  請 求 項 1に 記 載 の 前 記 タ ン パ ク 質 に お け る T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 工 程 と 、
(b)　 　  前 記 未 処 理 の T細 胞 の ベ ー ス ラ イ ン 分 化 よ り も 大 き い 分 化 を 修 飾 タ ン パ ク 質 が 誘
導 す る よ う に 前 記 タ ン パ ク 質 を 創 成 す る た め に 作 り 出 す た め に 前 記 タ ン パ ク 質 を 修 飾 す る
工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 、
(a)所 望 の タ ン パ ク 質 の ホ モ ロ グ の 類 似 配 列 に よ る 前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 の
置 換 、 及 び
(b) T細 胞 エ ピ ト ー プ の 主 要 な 3次 元 構 造 特 性 に 実 質 的 に 似 て い る 配 列 に よ る 前 記 T細 胞 エ
ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 置 換
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 置 換 に よ り 修 飾 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 6に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
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請 求 項 1の 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ た ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス の CD4+T細 胞 エ ピ ト ー プ 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 8の ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス の CD4+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
さ ら に 、 変 異 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス を 生 産 す る た め に 前 記 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス を 修
飾 す る 工 程 を 含 み 、 前 記 変 異 体 タ ン パ ク 質 が 、 前 記 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス と 比 較 し て 変
更 さ れ た 免 疫 原 性 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 8の 方 法 に よ り 生 産 さ れ た 変 異 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 9の 変 異 タ ン パ ク 質 を 含 む 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 所 望 の タ ン パ ク 質 中 の 有 効 な CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 手 段 を 提 供 す
る 。 本 発 明 は 更 に 各 種 タ ン パ ク 質 の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 幾 つ か の 好 ま し い
態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ス ル (HPV)の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す
る 。 追 加 的 な 態 様 に お い て 、 予 防 用 及 び /又 は 治 療 用 ワ ク チ ン に 用 い る の に 適 し た エ ピ ト
ー プ を 提 供 す る 。 特 定 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 予 防 用 及 び /又 は 治 療 用 ワ ク チ
ン に 用 い る の に 適 し た 修 飾 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 リ ン パ 球 、 特 に 「 B細 胞 」 及 び 「 T細 胞 」 は ヒ ト 及 び 他 の 動 物 の 免 疫 反 応 に お い て 作 用 す
る 2つ の 主 要 な 細 胞 タ イ プ で あ る 。 B細 胞 は 免 疫 反 応 独 特 の 側 面 に 関 与 し 、 抗 体 生 産 に 関 与
す る 一 方 で 、 T細 胞 は 免 疫 反 応 の 細 胞 が 介 在 す る 側 面 に 関 係 す る 。 こ れ ら の 2タ イ プ の リ ン
パ 球 は 、 認 識 因 子 、 サ イ ト カ イ ン 、 及 び 免 疫 反 応 の 他 の 要 素 等 の 複 雑 な ネ ッ ト ワ ー ク を 介
し て 共 に 作 用 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 T細 胞 に は 、 2の 主 要 な 細 胞 の ク ラ ス が あ る 。 す な わ ち 、 サ イ ト ト キ シ ッ ク T細 胞 (Tc)及
び ヘ ル パ ー T細 胞 (Th)で あ る 。 サ イ ト ト キ シ ッ ク T細 胞 は 感 染 細 胞 を 殺 し 、 一 方 ヘ ル パ ー T
細 胞 は 、 B細 胞 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ の よ う な 他 の 細 胞 を 活 性 化 さ せ る 。 未 処 置 T細 胞 は 、 抗
原 提 示 細 胞 (APC)の 表 面 に 存 在 す る 特 定 の 抗 原 に 曝 さ れ る と 、 活 性 化 さ れ 、 主 要 組 織 適 合
性 複 合 体 (MHC)の 成 分 と 共 同 し て 「 ア ー ム ド 」 (armed)エ フ ェ ク タ ー T細 胞 を 生 産 す る 。 各 T
細 胞 表 面 の レ セ プ タ ー に 基 づ い て 2の 主 要 な T細 胞 の ク ラ ス が 定 義 さ れ る 。 Tc細 胞 は 、 「 CD
8」 細 胞 (CD8+)と 言 わ れ る 。 Th細 胞 は 「 CD4」 細 胞 (CD4+)と 言 わ れ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 機 能
が 異 な る に も 関 わ ら ず 、 互 い に 共 同 し て 作 用 す る 。 す な わ ち 、 CD8+細 胞 は 、 免 疫 原 に 対 す
る 反 応 を 高 め る こ と に つ い て CD4+細 胞 に 依 存 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 感 染
細 胞 を 殺 す こ と に お い て 、 CD8+細 胞 は CD4+の 活 性 化 を 必 要 と す る 。 加 え て 、 幾 つ か の ケ ー
ス に お い て 、 CD8+細 胞 は 感 染 細 胞 を 殺 す こ と に お い て 有 効 で あ る が 、 他 の ケ ー ス で は 無 効
で あ る 。 近 年 、 免 疫 反 応 の 理 解 が 進 ん で い る け れ ど も 、 有 効 で な い CD8+細 胞 エ ピ ト ー プ か
ら 、 有 効 な エ ピ ト ー プ を 分 け る 手 段 だ け で な く 、 有 効 な CD8+細 胞 エ ピ ト ー プ の 信 頼 で き る
同 定 方 法 に 対 す る 要 請 が 未 だ に 存 在 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】

　 本 発 明 は 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 中 の 有 効 な CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 手 段 を 提 供
す る 。 本 発 明 は 、 更 に 変 異 タ ン パ ク 質 の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 い く つ か の 好
ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス (HPV)の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を
提 供 す る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 予 防 用 及 び /又 は 治 療 用 ワ ク チ ン へ の 使 用 に 適 し た エ ピ ト ー
プ を 提 供 す る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 願 発 明 は 予 防 用 及 び /又 は 治 療 用 ワ ク チ ン
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に 用 い る の に 適 し た 修 飾 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 有 効 な 方 法 で CD8+T細 胞 の 反 応 を 測 定 す る 手 段 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 発 明 は
、 in vivoに お い て T細 胞 の 活 性 を 擬 似 す る 抗 体 の 存 在 下 に お い て 、 CD8+T細 胞 の 反 応 を 評
価 す る た め の in vitroの 手 段 を 提 供 す る 。 幾 つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 所
望 の タ ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 を 同 定 す る 手 段 を 提 供 す る 。 こ の 手 段 は 、 所 望 の タ ン パ ク 質 を
得 る 工 程 と 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 多 数 の ア ミ ノ 酸 フ ラ グ メ ン ト を 調 製 す る 工 程 (こ の フ ラ
グ メ ン ト は 、 お 互 い に 重 複 す る 部 分 を 有 す る よ う に 調 製 さ れ る )と 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 酸 フ ラ グ メ ン ト を 天 然 の ヒ ト CD8+T細 胞 及 び 樹 状 細 胞 を 含 む 溶 液 に 接 触 さ せ る 工 程 (
こ の 工 程 に お い て 樹 状 細 胞 は 分 化 し て お り 細 胞 を 樹 状 細 胞 及 び エ ピ ト ー プ に 接 触 さ せ る の
前 に CD8+T細 胞 を 抗 -CD40に 曝 す )と 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て
エ ピ ト ー プ 領 域 を 同 定 す る 工 程 (こ の 同 定 工 程 は 、 天 然 の ヒ ト CD8+T細 胞 の 分 化 を 刺 激 す る
エ ピ ト ー プ 領 域 の 能 力 を 測 定 す る 工 程 を 含 む )を 含 む 。 幾 つ か の こ の 好 ま し い 態 様 に お い
て 、 前 記 樹 状 細 胞 及 び CD8+細 胞 は 単 一 の 血 液 源 か ら 得 ら れ る 。 追 加 的 な 好 ま し い 態 様 に お
い て 、 前 記 抗 -CD40抗 体 は CD8+T細 胞 、 樹 状 細 胞 及 び エ ピ ト ー プ を 混 合 し た 後 に 、 溶 液 に 添
加 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 を 修 飾 す る 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 所
望 の タ ン パ ク 質 を 得 る 工 程 と 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 複 数 の ア ミ ノ 酸 フ ラ グ メ ン ト を 調 製 す
る 工 程 (こ の 工 程 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 フ ラ グ メ ン ト は フ ラ グ メ ン ト 断 片 が お 互 い に 重 複 す
る 部 分 を 有 す る よ う に 調 製 さ れ る )と 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 フ ラ グ メ ン ト を 天 然
の ヒ ト CD8+T細 胞 及 び 樹 状 細 胞 を 含 む 溶 液 に 接 触 さ せ る 工 程 (こ の 工 程 に お い て 樹 状 細 胞 は
分 化 し て お り 細 胞 を 樹 状 細 胞 及 び エ ピ ト ー プ に 接 触 さ せ る 前 に CD8+T細 胞 を 抗 CD-40に 曝 す
)と 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て エ ピ ト ー プ 領 域 を 同 定 す る 工 程 (
こ の 同 定 工 程 は 、 天 然 の ヒ ト CD8+T細 胞 の 分 化 を 刺 激 す る エ ピ ト ー プ 領 域 の 能 力 を 測 定 す
る 工 程 を 含 む )と 、 こ れ ら の 工 程 の 後 に 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ 領 域
を 修 飾 し 、 該 修 飾 エ ピ ト ー プ の 免 疫 原 性 が 本 来 の 所 望 の タ ン パ ク 質 が 有 す る 免 疫 原 性 よ り
も 高 く あ る い は 低 く な る よ う に 修 飾 す る 工 程 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 複 数 の エ
ピ ト ー プ を 修 飾 す る 。 い く つ か の 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に お い て 、 樹 状 細 胞 及 び CD8+T細
胞 は 、 単 一 の 血 液 源 よ り 得 ら れ る 。 追 加 的 な 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 CD40抗 体 は 、 CD8+
T細 胞 、 樹 状 細 胞 及 び エ ピ ト ー プ を 混 合 し た 後 に 溶 液 に 添 加 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 HPVを 含 む が こ れ に 限 定 さ れ な い 各 種 ウ イ ル ス の 中
の エ ピ ト ー プ を 同 定 す る た め の 手 段 及 び 組 成 物 を 提 供 す る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 HPV
を 含 む 各 種 ウ イ ル ス 中 の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定 す る た め の 、 修 飾 T細 胞 ア ッ セ イ シ ス
テ ム (す な わ ち 、 I-MUNE(登 録 商 標 )ア ッ セ イ )に 用 い る 製 品 を 提 供 す る 。 追 加 的 な 態 様 に お
い て 、 本 発 明 は 、 HPV配 列 に 取 り 込 ま れ た と き に CD8+T細 胞 の 反 応 を 開 始 す る こ と が で き る
ペ プ チ ド を 生 産 す る 方 法 だ け で な く 、 各 種 HPVタ イ プ の 配 列 に あ る HPVエ ピ ト ー プ の 同 定 方
法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 HPV配 列 に お け る CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定 方 法 及
び CD8+T細 胞 反 応 を 開 始 す る こ と が で き る ペ プ チ ド の 生 産 方 法 を 提 供 す る 。 具 体 的 に は 、
本 発 明 は HPVワ ク チ ン 調 製 物 に 用 い る HPVエ ピ ト ー プ の 免 疫 原 性 を 高 め る の に 適 し た 手 段 及
び 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ れ ら の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 所 望 の タ ン パ ク 質 を 含 む 各 種 エ ピ ト ー プ に 対 す る ヒ
ト の T細 胞 反 応 を 検 出 す る 手 段 を 提 供 す る 。 追 加 的 な 態 様 に お い て 、 初 め に 本 明 細 書 で 述
べ る I-MUNE(登 録 商 標 )ア ッ セ イ シ ス テ ム を 用 い て 有 意 エ ピ ト ー プ の 同 定 を 行 い 、 次 い で 、
タ ン パ ク 質 に 対 し て 高 め ら れ た 免 疫 反 応 を 誘 導 す る エ ピ ト ー プ を 生 産 す る た め に 、 こ の 有
意 エ ピ ト ー プ を 修 飾 す る 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 上 で 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ら の 前 駆 体 DNAに よ り コ ー
ド さ れ て い る 天 然 の タ ン パ ク 質 と 比 較 し た 場 合 、 修 飾 さ れ た 免 疫 反 応 (例 え ば 、 修 飾 さ れ
た 抗 原 性 及 び /又 は 免 疫 原 性 )を 示 す 。 例 え ば 、 高 い 免 疫 反 応 を 示 す HPV(例 え ば 、 変 異 HPV
エ ピ ト ー プ )は 予 防 用 及 び 治 療 用 ワ ク チ ン 組 成 物 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 2系 統 の ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ス ル (HPV)由 来 の E7タ ン パ ク 質 に お け る CD8+T細
胞 エ ピ ト ー プ も 提 供 す る 。 幾 つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ハ イ リ ス ク HPV系
統 に よ る 感 染 を 予 防 す る た め の 、 特 定 の 多 様 性 ワ ク チ ン に お け る HPVワ ク チ ン の 開 発 に 対
す る 手 段 を 提 供 す る 。 追 加 的 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 感 染 し た 個 人 に お け る 腫 瘍 の 発
生 及 び /又 は 悪 性 疾 患 を 防 止 す る の に 適 し た 、 ハ イ リ ス ク HPVタ イ プ に 対 す る 治 療 用 ワ ク チ
ン の 開 発 に 対 す る 手 段 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 予 防 用 及 び /又 は 治 療 用 の ワ ク チ ン の
使 用 に 適 し た エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 幾 つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 配 列 番 号
1-25で 定 義 さ れ る エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 予 防
用 及 び /又 は 治 療 用 ワ ク チ ン に 用 い る の に 適 し た 修 飾 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 2の ハ イ リ ス ク HPV系 統 (例 え ば 、 系 統 16及 び 18)の E7タ ン パ ク 質 に 対 す
る ワ ク チ ン 組 成 物 の 開 発 に 対 す る 方 法 を 提 供 す る 。 幾 つ か の 特 定 の 好 ま し い 態 様 に お い て
、 前 記 ワ ク チ ン 組 成 物 は 配 列 番 号 1-25の 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も 1の エ ピ ト ー プ を 含
む 。 幾 つ か の 代 替 的 な 好 ま し い 態 様 に お い て 、 該 ワ ク チ ン 組 成 物 は ハ イ リ ス ク HPV系 統 と
し て 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 系 統 の 少 な く と も 1の エ ピ ト ー プ 、 及 び /又 は 、 中
程 度 の リ ス ク の HPV系 統 と し て 当 該 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 系 統 の 少 な く と も 1の エ
ピ ト ー プ を 含 む 。 し た が っ て 、 本 発 明 の HPVワ ク チ ン は 多 く の HPV系 統 の 治 療 及 び 予 防 に 使
用 で き る こ と が 明 ら か で あ る 。 本 発 明 は 、 特 定 の エ ピ ト ー プ 及 び /又 は 特 定 の エ ピ ト ー プ
を 含 む 組 成 物 に 限 定 さ れ る こ と は 意 図 し て い な い 。 従 っ て 、 本 発 明 の 各 種 ワ ク チ ン の 態 様
に お い て 、 本 発 明 に 使 用 可 能 で あ る と 意 図 さ れ る エ ピ ト ー プ の 組 み 合 わ せ も 本 発 明 の 範 囲
で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 は 任 意 の 所 望 の タ ン パ ク 質 に お け る 有 効 な CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 手 段
を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 各 種 タ ン パ ク 質 の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 幾 つ
か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス (HPV)の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー
プ を 提 供 す る 。 追 加 的 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 予 防 用 及 び /又 は 治 療 用 ワ ク チ ン に 用
い る の に 適 し た エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 幾 つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 予 防
用 及 び /又 は 治 療 用 ワ ク チ ン に 適 し た 修 飾 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 幾 つ か の 具 体 的 な 好 ま
し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 癌 を 予 防 す る だ け で な く 、 ウ イ ル ス を 含 む 各 種 微 生 物 系 統
由 来 の T細 胞 エ ピ ト ー プ に 基 づ く ワ ク チ ン を 開 発 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 1998年 4月 15日 に 提 出 さ れ た US Patent Appln Ser. No.09/060,872、 2000年 2月 2日 に 提
出 さ れ た US Patent Appln Ser. No.09/500,135、 2001年 1月 23日 に 提 出 さ れ た US Patent A
ppln Ser. No.09/768,080及 び こ れ ら に 関 連 す る 出 願 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 I-MUNE(登
録 商 標 )ア ッ セ イ は 任 意 の 所 望 の タ ン パ ク 質 中 の 有 効 な T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る こ と を
目 的 と し て 開 発 さ れ た 。 こ の ア ッ セ イ の 特 徴 の 一 つ は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 に 曝 さ れ た こ と
が な い と 推 定 さ れ る 固 体 を 含 む ド ナ ー 集 団 か ら 得 ら れ た 細 胞 を 使 用 す る こ と で あ る 。 引 用
さ れ る 出 願 及 び 刊 行 物 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 前 記 ア ッ セ イ は 各 種 タ ン パ ク 質 の CD4+T
細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定 に お い て は 大 き な 成 功 を 収 め た 。 し か し な が ら 、 CD8+T細 胞 エ ピ ト
ー プ に つ い て の 研 究 が な さ れ て い な か っ た の で 、 該 ア ッ セ イ は 、 健 常 者 に 対 す る 効 果 が 少
な か っ た 。 文 献 に よ る と 、 CD8+T細 胞 の 反 応 は 、 そ の 反 応 を 「 助 け る 」 CD4+細 胞 に 依 存 し
て い る 。 一 つ に は 、 こ の 「 助 け る 」 作 用 に は 、 抗 原 提 示 細 胞 (APCs)の 活 性 化 が 含 ま れ る 。
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ACPの 活 性 は CD4+T細 胞 が ACPsと 相 互 作 用 す る と き に 起 き る 。 CD4+T細 胞 と APCの 間 の 相 互 作
用 は 、 部 分 的 に CD40リ ガ ン ド /CD40レ セ プ タ ー の 相 互 作 用 に よ り 仲 介 さ れ る 。 従 っ て 、 本
発 明 が 開 発 さ れ る 間 は 、 抗 CD40モ ノ ク ロ ー ナ 抗 体 が 、 CD4+T細 胞 活 性 化 の 存 在 に 対 す る 代
替 物 と し て ア ッ セ イ に 使 用 さ れ て き た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 加 え て 、 幾 つ か の ケ ー ス に お い て 、 あ る 病 気 を 克 服 し た 患 者 は 慢 性 の 病 気 を 患 っ て い る
患 者 よ り も 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 応 す る 免 疫 反 応 を 有 す る こ と が 信 じ ら れ て き た 。 す な わ
ち こ の こ と は 、 自 然 に 感 染 を 克 服 し た HCV罹 患 者  (Wertheimer et al., Hepatol., 37: 57
7-589 [2003]参 照 )及 び ウ イ ス ル に 感 染 し て い る 間 に 強 い CD8+反 応 を 示 し た HIV罹 患 者 (Add
o etal., J.Virol., 77: 2081-2092[2003]参 照 )に お い て 証 明 さ れ て い る 。 従 っ て 、 本 明
細 書 に 記 載 さ れ て い る よ う に 通 常 の 健 康 な ド ナ ー の エ ピ ト ー プ を 同 定 す る と 、 非 機 能 的 な
CD8+エ ピ ト ー プ の 中 に 効 果 を 有 す る 可 能 性 の あ る エ ピ ト ー プ を 同 定 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 で 述 べ る よ う に 、 CD8+T細 胞 の 分 化 反 応 に お け る 効 果 を 評 価 す る た め に 抗 CD40
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を CD8+I-MUNE(登 録 商 標 )を 用 い て 繰 り 返 し 試 験 を 行 っ た 。 実 施 例 に 詳
細 を 記 載 す る が 、 in vitroに お い て 特 定 の 幅 の 濃 度 が 効 果 的 で あ る こ と が わ か っ た 。 本 明
細 書 に 示 す よ う に 、 CD8+増 殖 及 び INF-γ 分 泌 の 両 者 は 、 抗 CD40抗 体 の 使 用 に よ り in vitro
に お い て 増 強 さ れ る 。 本 明 細 書 で 述 べ る よ う に 、 多 く の 他 の 抗 体 に お い て も 同 様 の 実 験 を
行 っ た が 、 CD8+T細 胞 活 性 を 誘 導 し た 抗 体 は な か っ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 有 効 な CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 他 の 方 法 は 、 免 疫 反 応 を 経 験 し た ド ナ ー 由 来 の
細 胞 を 用 い て い る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ で は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMCｓ )を そ の ま ま 用 い る か
、 あ る い は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMCｓ )を 使 用 に 先 立 ち in vitroで 培 養 す る か 、 あ る い は 、
末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMCｓ )を ク ロ ー ン し て 用 い る 。 す な わ ち 、 最 近 の HPV及 び 他 の 主 要 組 織
適 合 性 複 合 体 (MHC)ク ラ ス Iエ ピ ト ー プ ペ プ チ ド を 同 定 す る 方 法 は 、 抗 原 特 異 的 CD8+T細 胞
が 豊 富 で あ る こ と が 検 証 さ れ た ド ナ ー 由 来 の 末 梢 血 管 血 液 を 使 用 し て い る 。 抗 原 特 異 的 CD
8+T細 胞 が 豊 富 な 集 団 に 対 し て 、 テ ト ラ マ ー 染 色 法 及 び 分 化 法 が 使 用 さ れ る 。 す な わ ち 、
ペ プ チ ド の セ ッ ト を 用 い た テ ト ラ マ ー 解 析 は 、 CD8T細 胞 が 機 能 的 で あ る と い う こ と を 確 か
め る た め に 、 エ リ ス ポ ッ ト (Elispot)解 析 と 共 に 反 応 エ ピ ト ー プ を 検 出 す る の に 用 い ら れ
て き た (例 え ば 、  Terajima et al., J.Exp.Med., 197: 927-932 [2003]参 照 )。 し か し な
が ら 、 テ ト ラ マ ー の 使 用 に は 限 界 が あ っ た 。 す な わ ち 、 該 方 法 は 一 握 り の ク ラ ス I構 築 物
し か 利 用 す る こ と が で き な か っ た の で あ る (例 え ば 、  Sato et al., J. Immunol.Meth., 2
71 : 177-184 [2002] ; 及 び Altman et al., Science 274: 94-96 [1996], erratum at S
cience 280: 1821[1998]参 照 )。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 加 え て 、 多 く の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 予 測 す る ア ル ゴ リ ズ ム が 知 ら れ て お り 、 そ れ ら
の い く つ か は 効 果 的 で 即 効 的 で あ っ た (Nussbaum et al., Curr. OpinImmunol., 15: 69-7
4 [2003]参 照 )。 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の コ ン ピ ュ ー タ ー ア ル ゴ リ ズ ム は 、 MHCク
ラ ス I結 合 を 予 測 す る た め に 用 い ら れ る 。 し か し な が ら 、 コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム に 基
づ い て 同 定 さ れ た 予 測 エ ピ ト ー プ は 機 能 的 に 保 証 さ れ な け れ ば な ら な い こ と か ら 、 完 全 な
答 え は 、 こ の 方 法 で 提 供 さ れ る こ と は な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 非 暴 露 細 胞 ド ナ ー を 用 い て 、 か つ 、 エ ピ ト ー プ 及 び 免 疫 反 応 の 間 の 関 係 を コ
ン ピ ュ ー タ ー ア ル ゴ リ ズ ム に 依 存 し な い よ う な 、 近 年 用 い ら れ て い る 方 法 よ り も 有 意 に 有
利 な 方 法 を 提 供 す る 。 重 要 な こ と は 、 本 発 明 は 、 各 エ ピ ト ー プ 及 び サ ン プ ル に 対 し て 得 ら
れ た 結 果 物 を 機 能 的 に 評 価 す た め の 手 段 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 他 の 違 っ た 方 法 で 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 全 て の 技 術 的 及 び 化 学 的 言 語
は 、 本 出 願 に 関 係 す る 技 術 分 野 に お け る 当 業 者 に 通 常 理 解 さ れ て い る も の と 同 じ 意 味 を 有
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す る 。 例 え ば 、 Singleton and Sainsbury, Dictionary of Microbiology and Molecular 
Biology, 2d Ed., JohnWiley and Sons, NY (1994);及 び  Hale and Marham, The Harper 
Collins Dictionary of Biology, Harper Perennial, NY (1991)は 、 本 発 明 の 技 術 分 野 の
当 業 者 が 利 用 す る 、 本 発 明 に お い て 多 く 用 い ら れ て い る 用 語 の 一 般 的 な 辞 書 で あ る 。 本 明
細 書 で 述 べ ら れ て い る の と 同 じ か あ る い は 似 通 っ た 多 く の 方 法 及 び 物 質 は 、 本 発 の 実 施 に
用 い る こ と が で き る け れ ど も 、 本 明 細 書 に は 、 好 ま し い 方 法 及 び 物 質 が 本 明 細 書 で 述 べ ら
れ て い る 。 従 っ て 、 以 下 で 定 義 さ れ る 言 葉 は 、 本 明 細 書 全 体 に わ た り 参 照 す る こ と に よ り
、 十 分 に 説 明 さ れ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 記 号 、 「 一 つ の 」 及 び 「 こ の 」 と い う 語 は 、 他 に
違 っ た 形 で 定 義 さ れ て い な い 限 り 、 複 数 を 示 す 場 合 に も 用 い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 「 HPV」 及 び 「 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ス ル 」 の 語 は 、 感 染 す る こ と に よ っ て ヒ ト に 影 響 す
る パ ピ ロ ー マ ウ イ ス ル 遺 伝 子 の メ ン バ ー を 言 う 。 HPVの 主 要 な 2の 分 類 (す な わ ち 、 性 器 型
又 は 皮 膚 型 )が あ る 。 こ の 各 グ ル ー プ は 、 複 数 の ウ イ ル ス 「 タ イ プ 」 又 は 「 系 統 」 を 含 む (
例 え ば 、 HPV16、 HPV18、 HPV31、 HPV32等 )。 本 発 明 に お い て 具 体 的 に 意 図 さ れ る も の は 生
殖 器 感 染 及 び 悪 性 疾 患 に 関 係 す る HPVタ イ プ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 、 「 予 防 用 」 又 は 「 防 止 用 」 ワ ク チ ン は 、 感 染 、 病 気 及 び /又 は 病 原
菌 、 特 に HPVに 関 連 し て 又 は HPVに よ っ て 引 き 起 こ さ れ る あ ら ゆ る 連 続 的 な 症 状 の 予 防 を 意
図 し て 投 与 さ れ る ワ ク チ ン を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 、 「 治 療 用 」 ワ ク チ ン は 、 1以 上 の HVP系 統 の よ う な 病 原 性 を 有 す る 有
機 体 に す で に 感 染 し て い る 患 者 に 投 与 す る ワ ク チ ン を 意 味 す る 。 治 療 用 ワ ク チ ン (例 え ば
、 治 療 用 HVPワ ク チ ン )は 、 感 染 し て い る 患 者 に お け る 、 腫 瘍 の 発 生 又 は 悪 性 疾 患 へ の 進 展
を 予 防 及 び /又 は 処 置 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 抗 原 提 示 細 胞 (APC)」 の 語 は 、 抗 原 を 表 面 に 有 し て い る 免 疫 シ ス テ ム の 細 胞 を 言 う 。
こ の 抗 原 は T細 胞 の 表 面 に あ る レ セ プ タ ー に よ っ て 認 識 さ れ る 。 抗 原 提 示 細 胞 の 例 は 、 樹
状 細 胞 、 樹 枝 状 細 胞 、 活 性 B細 胞 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 細 胞 系 統 又 は 細 胞 に つ い て 用 い る 「 リ ン パ の 」 と い う 語 は 、 リ ン パ 系 由 来 の 細 胞 系 統 又
は 細 胞 を 言 い 、 B及 び Tリ ン パ 系 統 の 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 Tリ ン パ 球 」 及 び 「 T細 胞 」 の 語 は 、 T細 胞 前 駆 体  (T細 胞 レ セ プ タ ー
(TCR)遺 伝 子 を 再 構 築 し て い な い Thy1陽 性 細 胞 を 含 む )か ら 、 成 熟 T細 胞 (す な わ ち 、 CD4又
は CD8の ど ち ら か 一 方 に 陽 性 で あ る 表 面 TCR陽 性 細 胞 )ま で の 、 Tリ ン パ 系 統 内 の あ ら ゆ る 細
胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 Bリ ン パ 球 」 及 び 「 B細 胞 」 の 語 は 、 B前 駆 細 胞 の よ う な B細 胞 前 駆 体
(Ig重 鎖 遺 伝 子 を 再 構 成 し て い る B220+細 胞 )か ら 、 成 熟 B細 胞 及 び プ ラ ズ マ 細 胞 ま で の B細
胞 系 統 内 の あ ら ゆ る 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 CD4+T細 胞 」 及 び 「 CD4T細 胞 」 の 語 は 、 ヘ ル パ ー T細 胞 を 言 う 。 一 方
、 「 CD8+T細 胞 」 及 び 「 CD8T細 胞 」 の 語 は 、 サ イ ト ト キ シ ッ ク T細 胞 を 言 う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 B細 胞 増 殖 」 と は 、 抗 原 の 存 在 下 あ る い は 非 存 在 下 に お い て 、 抗 原
提 示 細 胞 と 共 に B細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 場 合 に 生 産 さ れ る 、 多 数 の Ｂ 細 胞 を 意 味
す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 B細 胞 増 殖 の ベ ー ス ラ イ ン 」 の 語 は 、 抗 原 ペ プ チ ド 又 は 抗 原 タ ン パ
ク 質 の 非 存 在 下 で 、 B細 胞 を 抗 原 提 示 細 胞 に 曝 し た 時 の 反 応 に お い て 個 人 に 通 常 見 ら れ る
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程 度 の B細 胞 の 増 殖 を 言 う 。 本 明 細 書 に お い て は 、 B細 胞 増 殖 の ベ ー ス ラ イ ン の レ ベ ル は 、
抗 原 の 非 存 在 下 に 、 抗 原 提 示 細 胞 に 反 応 し た B細 胞 の 増 殖 と し て 、 各 個 体 サ ン プ ル ご と に
決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 B細 胞 エ ピ ト ー プ 」 の 語 は 、 抗 原 (す な わ ち 免 疫 原 )を 含 む ペ プ チ ド
に 対 す る 免 疫 反 応 に お い て 、 B細 胞 レ セ プ タ ー に よ り 認 識 さ れ る ペ プ チ ド 又 は 、 プ ロ テ イ
ン の 特 定 の 構 造 を 言 う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 修 飾 さ れ た B細 胞 エ ピ ト ー プ 」 の 語 は 、 対 象 と す る 前 駆 体 ペ プ チ ド
ま た は タ ン パ ク 質 と は 異 な る エ ピ ト ー プ ア ミ ノ 酸 配 列 を 言 う 。 そ の よ う な 、 対 象 と す る 変
異 ペ プ チ ド は 、 ヒ ト あ る い は 、 他 の 動 物 に お い て 、 異 な る (す な わ ち 変 更 さ れ た )免 疫 反 応
を 引 き 起 こ す 。 変 更 さ れ た 免 疫 反 応 は 、 変 更 さ れ た 免 疫 原 性 及 び /又 は ア レ ル ギ ー 性 (す な
わ ち 、 免 疫 反 応 全 体 が 増 強 す る か 、 あ る い は 、 減 弱 す る )を 示 す 。 い く つ か の 好 ま し い 態
様 に お い て 、 修 飾 B細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ 内 の 残 基 か ら 選 択 さ れ る 、
１ の ア ミ ノ 酸 の 置 換 及 び /又 は 欠 失 を 含 ん で い る 。 別 の 態 様 に お い て 、 修 飾 B細 胞 エ ピ ト ー
プ は 、 エ ピ ト ー プ 内 の １ 以 上 の 残 基 の 付 加 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 T細 胞 エ ピ ト ー プ 」 の 語 は 、 抗 原 を 有 す る ペ プ チ ド に 反 応 す る 免 疫
反 応 の 開 始 に お い て 、 T細 胞 レ セ プ タ ー が 、 認 識 す る ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 特 定 の
構 造 を 意 味 す る 。 T細 胞 に よ る T細 胞 エ ピ ト ー プ の 認 識 は 、 通 常 、 T細 胞 が 、 抗 原 提 示 細 胞
上 に 発 現 し て い る ク ラ ス I及 び ク ラ ス IIの 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 (MHC)分 子 に 結 合 す る 抗 原
の ペ プ チ ド 断 片 を 認 識 す る と い う メ カ ニ ズ ム を 介 し て 行 わ れ て い る と 考 え ら れ て い る (例
と し て 、 Moller(ed.), Immunol. Rev., 98; 187[1987]参 照 の こ と )。 本 発 明 の 幾 つ か の 態
様 に お い て 、 エ ピ ト ー プ 又 は エ ピ ト ー プ の 断 片 は 、 該 エ ピ ト ー プ ま た は 断 片 を 結 合 及 び 提
示 す る こ と が で き る MHC分 子 を 有 す る 抗 原 提 示 細 胞 の 検 出 に 用 い ら れ る 。 幾 つ か の 態 様 に
お い て 、 エ ピ ト ー プ /エ ピ ト ー プ 断 片 は 、 対 象 と す る エ ピ ト ー プ /エ ピ ト ー プ 断 片 を 結 合 及
び /又 は 提 示 す る 細 胞 の 同 定 の た め の 検 出 ラ ベ ル (す な わ ち マ ー カ ー )を 更 に 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 T細 胞 増 殖 」 の 語 は 、 抗 原 の 存 在 下 、 あ る い は 、 非 存 在 下 に お い て
、 抗 原 提 示 細 胞 と 共 に T細 胞 を 培 養 す る 間 に 生 産 さ れ る T細 胞 の 数 を 言 う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 ベ ー ス ラ イ ン T細 胞 増 殖 」 の 語 は 、 ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 抗 原 の
非 存 在 下 に お い て 、 抗 原 提 示 細 胞 の 作 用 を 受 け て 反 応 し た 固 体 に お い て 見 ら れ る T細 胞 の
増 殖 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 で は 、 ベ ー ス ラ イ ン T細 胞 増 殖 の レ ベ ル は 、 抗 原 の 非 存 在 下 に
抗 原 提 示 細 胞 に 反 応 し た T細 胞 の 増 殖 と し て 個 々 の サ ン プ ル ご と に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い て い る 「 免 疫 反 応 の 変 化 」 と は 、 免 疫 反 応 の 増 強 ま た は 低 下 を 意 味 す る
。 タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ )お よ び ペ プ チ ド は 、 こ れ ら が 引 き 起 こ す T細 胞 反 応
が 親 の (例 え ば 、 前 駆 体 )タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド (例 え ば 、 対 象 と す る プ ロ テ ア ー ゼ )
に よ り 引 き 起 こ さ れ る 反 応 よ り も 強 い 場 合 、 「 免 疫 反 応 の 増 強 」 を 示 す 。 こ の 反 応 増 強 の
正 味 の 増 強 分 が 、 こ の 変 異 タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド を 標 的 と す る 抗 体 反 応 の 増 強 分 で
あ る 。 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド は 、 こ れ ら が 引 き 起 こ す T細 胞 反 応 が 親 の (例 え ば 、 前 駆
体 )タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド に よ り 引 き 起 こ さ れ る 反 応 よ り も 弱 い 場 合 、 「 免 疫 反 応
の 低 下 」 を 示 す 。 こ の 反 応 低 下 の 正 味 の 低 下 分 が 、 こ の 変 異 タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド
を 標 的 と す る 抗 体 反 応 の 低 下 分 で あ る 。 一 部 の 実 施 態 様 と し て 、 こ の 親 タ ン パ ク 質 は 、 野
性 型 タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 係 す る 「 エ ピ ト ー プ 」 は 、 特 定 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ り 認 識 さ
れ る ア ミ ノ 酸 残 基 の セ ッ ト で あ る 、 T細 胞 に 関 し て は 、 こ れ ら の 残 基 は 、 T細 胞 レ セ プ タ ー
タ ン パ ク 質 及 び /又 は 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 (MHC)レ セ プ タ ー に よ る 認 識 に 必 要 で あ る 。 In
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 vitro又 は in vivoに お け る 免 疫 シ ス テ ム の 設 定 に お い て 、 エ ピ ト ー プ は 一 次 、 二 次 、 及
び 三 次 ペ プ チ ド 構 造 の よ う な 分 子 の 集 合 体 の 特 徴 を 有 し 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 T細 胞 又 は HLA
分 子 の 認 識 部 位 を 形 成 す る た め に 集 合 す る 。 本 明 細 書 全 体 を 通 じ て 、 「 エ ピ ト ー プ 」 又 は
「 ペ プ チ ド 」 の 語 は し ば し ば 互 換 的 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 主 要 (メ ジ ャ ー )エ ピ ト ー プ 」 の 語 は 、 試 験 さ れ る ド ナ ー プ ー ル 内 の
反 応 割 合 が 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り も 少 な く と も 3標 準 偏 差 高 い こ と を 特 徴 と す る エ ピ ト
ー プ (す な わ ち 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ 及 び /又 は B細 胞 エ ピ ト ー プ )を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 中 程 度 (モ デ レ ー ト )エ ピ ト ー プ 」 の 語 は 、 試 験 さ れ る ド ナ ー プ ー ル
内 の 反 応 割 合 が 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り も 少 な く と も 2標 準 偏 差 高 い こ と を 特 徴 と す る エ
ピ ト ー プ (す な わ ち 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ 及 び /又 は B細 胞 エ ピ ト ー プ )を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 マ イ ナ ー エ ピ ト ー プ 」 の 語 は 、 試 験 さ れ る ド ナ ー プ ー ル 内 の 反 応 割
合 が 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 2倍 で あ る こ と を 特 徴 と す る エ ピ ト ー プ (す な わ ち 、 T細 胞 エ ピ
ト ー プ 及 び /又 は B細 胞 エ ピ ト ー プ )を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 、 「 有 意 エ ピ ト ー プ 」 の 語 は 、 テ ス ト ド ナ ー プ ー ル 内 の 反 応 割 合 が 、
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ス ポ ン ス の 反 応 速 度 の 3倍 以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る エ ピ ト ー プ (す
な わ ち T細 胞 及 び /又 は Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ )を 言 う 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 弱 有 意 エ ピ ト ー プ 」 の 語 は 、 テ ス ト ド ナ ー プ ー ル 内 の 反 応 割 合 が 、
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 反 応 割 合 よ り 大 き い が 、 3倍 未 満 で あ る こ と を 特 徴 と す る エ ピ ト ー プ (
す な わ ち 、 T細 胞 及 び /又 は Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ )を 言 う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル 」 及 び 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 」 の 語 は
任 意 の 試 験 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 す る デ ー タ セ ッ ト に お け る 反 応 す る 任 意 の 所 与 の ペ プ チ
ド の ％ を 言 う 。 こ の 値 は 、 試 験 さ れ た 全 ド ナ ー を 含 む セ ッ ト の 中 の 全 ペ プ チ ド に 対 す る 反
応 ％ を 平 均 し て 求 め る 。 例 と し て 、 3％ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 は 、 テ ス ト さ れ た ド ナ ー
が 100で あ る 場 合 に デ ー タ セ ッ ト の 中 の 任 意 の ペ プ チ ド に 対 す る 陽 性 反 応 が 3で あ る こ と を
示 し て い る (SIは 2.95以 上 )。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 サ ン プ ル 」 の 語 は 、 最 も 幅 広 い 意 味 に 用 い る 。 好 ま し い 態 様 に お い
て 、 こ の 語 は 、 解 析 、 同 定 、 修 飾 及 び /又 は 他 の ペ プ チ ド と 比 較 さ れ る ペ プ チ ド (す な わ ち
、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 配 列 を 含 む ペ プ セ ッ ト の 中 の ペ プ チ ド )を 含 む サ ン プ ル (例 え ば 、 分
割 サ ン プ ル )を 意 味 す る 。 従 っ て 、 大 部 分 の ケ ー ス に お い て 、 こ の 語 は 所 望 の タ ン パ ク 質
又 は ペ プ チ ド を 含 む 物 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 所 望 の タ ン パ ク 質 」 の 語 は 、 解 析 、 同 定 及 び /又 は 修 飾 さ れ る タ ン
パ ク 質 を 意 味 す る 。 本 発 明 に 使 用 さ れ る 全 て の 組 換 え タ ン パ ク 質 、 合 成 タ ン パ ク 質 、 変 異
体 及 び そ の 誘 導 体 だ け で な く 、 自 然 発 生 タ ン パ ク 質 も 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 タ ン パ ク 質 」 の 語 は 、 ア ミ ノ 酸 及 び 当 業 者 に よ り タ ン パ ク 質 と 認 め
ら れ て い る あ ら ゆ る 物 質 を 意 味 す る 。 「 タ ン パ ク 質 」 「 ペ プ チ ド 」 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 語
は 互 換 的 に 使 用 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 は 、 完 全 な 名 称 (例 え ば 、 ア ラ ニ ン )、 又 は 一 文 字 表 記 (
例 え ば 、 A)又 三 文 字 の 略 語 (例 え ば 、 ala)で 表 記 す る 。 ペ プ チ ド が 所 望 の タ ン パ ク 質 で あ
る 場 合 、 当 業 者 は 文 脈 上 で 用 い る 語 に よ り 理 解 す る こ と が で き る 。 「 タ ン パ ク 質 」 の 語 は
、 関 連 タ ン パ ク 質 の 「 プ レ 」 又 は 「 プ レ プ ロ 」 型 の ほ か 、 タ ン パ ク 質 の 成 熟 型 も 意 味 す る
。 タ ン パ ク 質 の プ レ プ ロ 型 は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 に 作 動 可 能 に 結 合 し て い る プ ロ シ
ー ク エ ン ス と 該 プ ロ シ ー ク エ ン ス の ア ミ ノ 末 端 に 作 動 可 能 に 結 合 し て い る 「 プ レ 」 又 は 「
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シ グ ナ ル 」 配 列 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 成 熟 型 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る よ う に 、 似 た 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 、 「 関 連 タ ン パ ク 質 」 と 言 わ
れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 異 な る 有 機 体 の 異 な る 遺 伝 子 及 び
/又 は 異 な る 種 由 来 で あ る (例 え ば 、 バ ク テ リ ア タ ン パ ク 質 及 び 糸 状 菌 タ ン パ ク 質 )。 い く
つ か の 態 様 に お い て 、 関 連 タ ン パ ク 質 は 同 じ 種 か ら 提 供 さ れ る 。 本 発 明 は 、 特 定 の 源 由 来
の 関 連 タ ン パ ク 質 に 制 限 す る こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い て い る 「 誘 導 体 」 と い う 用 語 は 、 前 駆 体 タ ン パ ク 質 に 対 し 、 C末 端 と N末
端 の う ち の 一 方 も し く は 両 方 に １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 付 加 し 、 あ る い は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配
列 内 の １ つ 又 は 異 な る い く つ か の 部 位 に お い て 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 置 換 し 、 あ る い は 、
こ の タ ン パ ク 質 の 一 端 も し く は 両 端 ま た は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 内 の １ 個 所 以 上 の 部 位 に お い
て 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 欠 損 さ せ る か 、 又 は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 内 の １ 個 所 以 上 の 部 位 に お
い て 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 プ ロ テ
ア ー ゼ 誘 導 体 は 、 未 修 飾 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 を 修 飾 し 、 得 ら れ た DNA配 列 を 適
当 な 宿 主 細 胞 中 で 形 質 転 換 し 、 修 飾 DNA配 列 を 発 現 さ せ る こ と に よ り 調 製 す る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 関 連 (及 び 誘 導 体 )タ ン パ ク 質 は 、 「 変 異 タ ン パ ク 質 」 も 含 む 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、
変 異 タ ン パ ク 質 は 、 一 方 の 親 タ ン パ ク 質 及 び 他 方 の 親 タ ン パ ク 質 と 比 較 す る と 、 小 数 の ア
ミ ノ 酸 残 基 が 異 な る 。 異 な る ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 は 、 1以 上 で あ り 、 好 ま し く は 、 1、 2、 3、
4、 5、 10、 15、 20、 30、 40、 50ま た は 、 そ れ 以 上 で あ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 変 異 体 間 で
異 な る ア ミ ノ 酸 の 数 は 、 1か ら 10の 間 で あ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 関 連 タ ン パ ク
質 及 び 特 定 の 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も 、 10％ 、 60％ 、 65％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85
％ 、 90％ 、 95％ 、 97％ 、 98％ 、 及 び 、 99％ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 を 有 す る 。 加 え て 、 本
明 細 書 で 用 い ら れ る 関 連 タ ン パ ク 質 又 は 変 異 体 タ ン パ ク 質 は 、 プ ロ ミ ネ ン ト 領 域 の 数 が 、
他 の 関 連 タ ン パ ク 質 又 は 親 タ ン パ ク 質 と は 異 な る 。 例 え ば 、 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 変 異
タ ン パ ク 質 は 、 親 タ ン パ ク 質 と は 異 な る 1、 2、 3、 4、 5、 又 は 10の 対 応 す る プ ロ ミ ネ ン ト
領 域 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 変 異 体 の プ ロ ミ ネ ン ト 対 応 領 域 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル の 免 疫
反 応 の み を 生 産 す る 。 置 換 、 挿 入 又 は 欠 失 に 関 係 す る い く つ か の 残 基 は 、 保 存 残 基 で あ る
が 、 保 存 さ れ な い 残 基 も あ る 。 保 存 さ れ な い 残 基 の 場 合 、 1以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 自
然 界 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 変 異 体 を 生 産 す る 置 換 に 限 定 さ れ る 。 保 存 さ れ る
残 基 の 場 合 、 そ の よ う な 置 換 は 自 然 発 生 す る 配 列 と は な ら な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 他 の 方 法 も 用 い る こ と が で き る が 、 以 下 で 説 明 す る カ セ ッ ト 変
異 誘 発 方 法 は 、 本 発 明 の ア ミ ラ ー ゼ 変 異 体 を 構 築 す る の に 用 い ら れ る 。 第 一 に 、 タ ン パ ク
質 を コ ー ド し て い る 自 然 発 生 遺 伝 子 を 入 手 し 、 全 体 あ る い は 一 部 の 配 列 を 決 定 す る 。 そ れ
か ら 、 コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 中 に 1以 上 の ア ミ ノ 酸 の 変 異 (欠 失 、 挿 入 ま た は 置 換 )
を 作 成 す る た め に 適 し た 場 所 を ス キ ャ ン す る 。 こ の 場 所 に フ ラ ン キ ン グ し て い る 配 列 は 、
発 現 し た と き に 各 種 変 異 体 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ー ル を 用 い て 、 遺 伝 子 短 断
片 を 置 換 す る た め の 制 限 部 位 が あ る か ど う か 評 価 さ れ る 。 そ の よ う な 制 限 部 位 は 、 好 ま し
く は 、 遺 伝 子 セ グ メ ン ト の 置 換 を 促 進 す る た め の タ ン パ ク 遺 伝 子 内 の 特 徴 的 な 部 位 で あ る
。 し か し な が ら 、 ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 中 に あ ま り 多 く 存 在 し な い 任 意 の 制 限 部 位 を 用 い る こ
と も で き る 。 制 限 消 化 に よ っ て 、 生 成 す る 遺 伝 子 断 片 は 、 所 望 の 配 列 中 で 再 構 築 す る こ と
も で き る 。 も し 、 制 限 部 位 が 、 選 択 さ れ た ポ イ ン ト か ら 便 利 な 距 離 (10か ら 15ヌ ク レ オ チ
ド )に 存 在 し な い と き は 、 最 終 的 な 構 築 物 中 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム ま た は ア ミ ノ 酸 の い
ず れ も 変 化 さ せ ず に 、 遺 伝 子 中 の 核 酸 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 に よ っ て 、 そ の よ う な 部
位 を 生 成 す る こ と が で き る 。 対 象 と す る 配 列 を 確 認 す る た め に 、 そ の 配 列 を 変 化 さ せ る た
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め の 遺 伝 子 の 変 異 は 、 既 知 の 方 法 で あ る M13プ ラ イ マ ー を 伸 長 さ せ る こ と に よ っ て 行 う こ
と が で き る 。 適 切 な フ ラ ン キ ン グ 領 域 の 位 置 決 め 、 及 び 、 2の 簡 便 な 制 限 部 位 配 列 で 必 要
な 変 異 を 発 現 さ せ る た め の 評 価 の 作 業 は 、 遺 伝 子 コ ー ド の 余 剰 量 (redundancy)、 遺 伝 子 の
制 限 酵 素 マ ッ プ 、 及 び 、 多 く の 異 な る 制 限 酵 素 を 用 い た 、 ル ー チ ン 作 業 で 行 う こ と が で き
る 。 も し 、 簡 便 な 制 限 フ ラ ン キ ン グ 部 位 が 使 用 可 能 で あ る な ら ば 、 上 記 方 法 は 、 サ イ ト を
含 ま な い フ ラ ン キ ン グ 領 域 の 結 合 に の み 用 い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 一 旦 自 然 発 生 DNA又 は 、 合 成 DNAが ク ロ ー ン 化 さ れ る と 、 変 異 位 置 に 隣 接 し て い る 制 限 部
位 が 同 じ 起 源 の 制 限 酵 素 を 用 い て 消 化 さ れ 、 エ ン ド 末 端 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
複 数 の カ セ ッ ト が 、 遺 伝 子 の 中 に 結 合 さ れ る 。 変 異 誘 発 は こ の 方 法 に よ っ て 簡 素 化 さ れ る
、 な ぜ な ら ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 全 て は 、 同 じ 制 限 部 位 を 有 す る よ う に 合 成 す る こ と
が で き 、 該 制 限 部 位 を つ く る た め の 合 成 リ ン カ ー が 必 要 な い か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い て い る 「 対 応 す る 」 残 基 と は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 内 に 列 挙 さ れ
た 位 置 に あ る 各 残 基 、 あ る い は タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 内 に 列 挙 さ れ た 各 残 基 と 類 似 、
相 同 も し く は 同 等 で あ る 残 基 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 対 応 す る 領 域 」 の 語 は 、 通 常 、 関 連 タ ン パ ク 質 又 は 親 タ ン パ ク 質 中
の 類 似 す る 位 置 を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 類 似 の (ア ナ ロ ガ ス )配 列 」 は 所 望 の タ ン パ ク 質 と 、 (す な わ ち 、 対
象 と す る タ ン パ ク 質 と 同 じ 起 源 の )、 同 じ 機 能 、 三 次 構 造 及 び /又 は 、 保 存 残 基 を 有 す る タ
ン パ ク 質 内 の 配 列 を 言 う 。 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に お い て 、 類 似 の 配 列 は 、 エ ピ ト ー プ 又
は エ ピ ト ー プ の 近 く に あ る 配 列 を 含 む 。 例 え ば 、 ア ル フ ァ ヘ リ ッ ク ス 又 は ベ ー タ シ ー ト 構
造 を 含 む エ ピ ト ー プ 領 域 内 で 、 類 似 配 列 内 で 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 同 じ 特 定 の 構 造 を 維
持 し て い る こ と が 好 ま し い 。 こ の 語 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 他 に 核 酸 配 列 に つ い て も 用 い る 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 ア ナ ロ グ 配 列 は 、 置 換 ア ミ ノ 酸 が 、 エ ピ ト ー プ 又 は エ ピ ト ー プ
に 近 い と こ ろ の タ ン パ ク 質 中 の ア ミ ノ 酸 と 、 同 じ 機 能 、 三 次 構 造 及 び /又 保 存 さ れ る 残 基
を 示 す よ う に 、 構 築 さ れ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 ア ル フ ァ ヘ リ ッ ク ス 又 は ベ ー タ シ ー ト 構 造
の よ う な エ ピ ト ー プ 領 域 を 含 む と こ ろ で は 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 特 定 の 構 造 を 維 持 し て い
る こ と が 、 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 相 同 (ホ モ ロ グ )タ ン パ ク 質 」 と は 、 所 望 の タ ン パ ク 質 と 同 様 な 作 用
、 構 造 、 抗 原 性 反 応 /ま た は 免 疫 原 性 反 応 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 相 同 タ ン パ ク
質 と 対 象 タ ン パ ク 質 と は 、 必 ず し も 進 化 の 上 で 関 係 が な く て も よ い 。 従 っ て 、 こ の 用 語 は
、 異 な る 種 か ら 得 ら れ る 機 能 的 に 同 じ タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ )を 含 む と 考 え ら
れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 と し て は 、 所 望 の タ ン パ ク 質 内 の エ ピ ト ー プ を 相 同 タ ン パ ク 質 か
ら の 類 似 の セ グ メ ン ト で 置 換 す れ ば 、 変 化 に よ る 混 乱 を 少 な く す る こ と が で き る の で 、 所
望 の タ ン パ ク 質 と 同 様 な 三 次 お よ び /ま た は 一 次 構 造 を 有 す る 相 同 タ ン パ ク 質 を 用 い る こ
と が 望 ま し い 。 従 っ て 、 多 く の 場 合 、 相 同 性 の 高 い タ ン パ ク 質 は 、 エ ピ ト ー プ の 置 換 の 最
も 好 ま し い 供 給 源 と な る 。 あ る い は 、 所 与 の タ ン パ ク 質 の ヒ ト に お け る 類 似 体 に 関 心 を 向
け る こ と も 有 利 で あ る 。 例 え ば 、 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 あ る ヒ ト HPVタ イ プ の 中 の 特 定
の エ ピ ト ー プ を 他 の HPV又 は 他 の 種 の パ ピ ロ ー マ ウ イ ス ル で 置 換 す る と 、 ワ ク チ ン 組 成 物
と し て 適 し た レ ベ ル の 免 役 原 性 を 有 す る HPVタ イ プ が 生 産 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ こ で 用 い る 「 相 同 遺 伝 子 」 と は 、 異 な る 種 由 来 の 、 ま た は 通 常 は 関 連 種 由 来 の 一 組 の
遺 伝 子 対 を い い 、 そ れ ぞ れ が 対 応 し 、 そ れ ぞ れ 同 一 ま た は 非 常 に 類 似 し て い る も の を い う
。 当 該 用 語 は 種 形 成 (す な わ ち 、 新 し い 種 の 進 化 )に よ り 分 離 し た 遺 伝 子 (例 え ば オ ー ソ ロ
ガ ス 遺 伝 子 )、 及 び 遺 伝 子 重 複 に よ り 分 離 し た 遺 伝 子 (例 え ば パ ラ ロ ガ ス 遺 伝 子 )を 包 含 す
る 。
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【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ こ で 用 い る 「 オ ー ソ ロ グ 」 及 び 「 オ ー ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 」 と は 種 形 成 に よ り 共 通 祖 先 の
遺 伝 子 (す な わ ち 相 同 遺 伝 子 )か ら 進 化 し た 異 な る 種 の 遺 伝 子 を い う 。 通 常 、 オ ー ソ ロ ガ ス
は 進 化 の 過 程 に お い て 同 じ 機 能 を 保 持 す る 。 新 し く 配 列 決 定 さ れ た ゲ ノ ム の オ ー ソ ロ ガ ス
を 同 定 す る こ と で 、 信 頼 性 の 高 い 遺 伝 子 機 能 の 推 測 が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ こ で 用 い る 「 パ ラ ロ グ 」 及 び 「 パ ラ ロ ガ ス 遺 伝 子 」 と は ゲ ノ ム 内 で 重 複 し て い る こ と
に よ り 関 連 し た 遺 伝 子 を い う 。 オ ー ソ ロ グ は 進 化 の 過 程 を 通 し て 同 じ 機 能 を 維 持 す る が 、
パ ラ ロ グ は い く つ か の 機 能 は 最 初 の 機 能 に 関 連 す る が 、 そ れ に 加 え て 新 し い 機 能 も 有 し て
い る 。 パ ラ ロ グ 遺 伝 子 の 例 と し て は 、 限 定 さ れ な い が 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 エ
ラ ス タ ー ゼ 及 び ト ロ ン ビ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は 全 て セ リ ン プ ロ テ イ
ナ ー ゼ で あ り 、 同 じ 種 内 で 一 緒 に 発 生 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 野 生 型 」 及 び 「 天 然 の 」 タ ン パ ク 質 は 、 自 然 界 に お い て 通 常 見 ら れ
る タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 明 細 書 に て 、 互 換 的 に 用 い る 、 「 野 生 型 配 列 」 及 び 「 野 生 型 遺 伝
子 」 の 語 は 、 宿 主 細 胞 内 で 、 天 然 に 、 ま た は 、 自 然 発 生 的 に 生 じ る 配 列 を 言 う 。 い く つ か
の 態 様 に お い て 、 野 生 型 配 列 は 、 タ ン パ ク 質 工 学 的 手 法 に よ り 利 用 さ れ る タ ン パ ク 質 の 開
始 点 と な る 所 望 の 配 列 を 言 う 。 こ の 自 然 発 生 (す な わ ち 、 前 駆 体 )タ ン パ ク 質 を エ ン コ ー ド
し て い る 遺 伝 子 は 、 当 該 技 術 分 野 の 当 業 者 に 既 知 の 方 法 に 従 っ て 得 る こ と が で き る 。 こ の
方 法 は 、 通 常 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 領 域 を エ ン コ ー ド す る 成 熟 配 列 を 有 す る ラ ベ ル プ ロ ー
ブ の 合 成 、 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 有 機 体 の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 、 及 び 、 対 象
と す る 遺 伝 子 に 対 す る ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む 。 陽 性 ハ イ ブ リ ダ イ ズ ク ロ ー
ン は そ の 後 、 マ ッ ピ ン グ さ れ 、 配 列 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 組 換 え DNA分 子 」 の 語 は 、 分 子 生 物 学 的 手 法 に よ っ て 、 互 い に 結 合
さ れ た DNAセ グ メ ン ト を 含 む DNA分 子 を 言 う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 配 列 間 の 相 同 性 の 程 度 は 、 本 発 明 の 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 適 切 な 方 法 で 決 定 す る こ と
が で き る (Smith and Waterman, Adv. Appl. Math.,2: 482 [1981]; Needleman and Wunsc
h, J. Mol.Biol., 48: 443[1970] ; Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
85: 2444 [1988]; programs such as GAP, BESTFIT, FASTA, and TFASTA in the Wiscons
in Genetics Software Package (Genetics Computer Group, Madison, WI) ; 及 び  Dever
eux et al., Nucl. Acid Res., 12: 387-395 [1984] 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 例 え ば 、 PILEUPは 、 配 列 の ホ モ ロ ジ ー の レ ベ ル を 決 定 す る の に 有 用 な プ ロ グ ラ ム で あ る
。 PILEUPは 、 累 進 的 で 対 合 的 な 配 列 法 を 用 い て 関 係 す る 配 列 の 群 か ら 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ
ン ト を 作 り 出 す 。 ア ラ イ ン メ ン ト を 作 る た め の 関 係 性 の 集 積 を 示 す 系 統 樹 (tree)も プ ロ ッ
ト す る こ と が で き る 。 PILEUPは 、 Feng 及 び Doolittleの 累 進 的 ア ラ イ ン メ ン ト 方 法 を 簡 素
化 し た も の で あ る (Feng and Doolittle, J. Mol. Evol., 35: 351-360 [1987])。 こ の 方
法 は 、 Higgins及 び Sharpに よ っ て 述 べ ら れ た 方 法 と 同 じ で あ る (Higgins and Sharp, CABI
OS 5: 151-153 [1989])。 有 用 な PILEUPパ ラ メ ー タ ー は 、 3.00の デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ ウ エ
イ ト 、 0.10の デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ レ ン グ ス 、 及 び 、 ウ エ イ ト エ ン ド ギ ャ ッ プ を 含 ん で い る
。 他 の 有 用 な ア ル ゴ リ ズ ム の 例 は 、 Altschulら に よ っ て 述 べ ら れ た ブ ラ ス ト ア ル ゴ リ ズ ム
で あ る (Altschulet al., J. Mol.Biol., 215: 403-410, [1990]; and Karlin etal., Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787 [1993])。 あ る 具 体 的 な BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 WU
-BLAST-2プ ロ グ ラ ム で あ る (Altschulet al., Meth.Enzymol.266 : 460-480 [1996] 参 照
の こ と )。 「 W」 、 「 T」 及 び 「 X」 の パ ラ メ ー タ ー は 、 ア ラ イ ン メ ン ト の 速 度 及 び 感 度 を 決
定 す る 。 BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 デ フ ォ ル ト と し て 、 ワ ー ド 長 (W)11、 BLOSUM62得 点 マ ト リ ッ
ク ス (Henikoff、 Henikoff、 Proc. Nat’ l Acad. Sci. USA、 89:p10915(1989)参 照 )ア ラ イ
ン メ ン ト (B)50、 期 待 値 (E)10、 M’ 5、 N’ -4、 お よ び 両 ス ト ラ ン ド の 比 較 を 用 い る 。
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【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 同 性 の 割 合 (％ )」 は 、 候 補 配 列 中 に あ る 、 配
列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 同 一 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の 割 合 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 、 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 の 語 は 、 本 発 明 の 技 術 分 野 で 知 ら れ て
い る よ う に 、 塩 基 の ペ ア リ ン グ を 通 じ て 、 核 酸 の ス ト ラ ン ド に 相 補 的 な ス ト ラ ン ド が 結 合
す る プ ロ セ ス で あ る と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 の 語 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が
行 わ れ る 条 件 を 言 う 。 こ れ ら の 条 件 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 観 測 さ れ る 条 件 の 「 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 の 程 度 に よ っ て 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 例 え ば 、 「 最 大 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 は 通 常 約 Tm-5℃ (プ ロ ー ブ の Tmよ り 5℃ 低 い )で 起
こ り 、 「 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 は Tmよ り 約 5～ 10℃ 低 く 、 「 中 間 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」
は プ ロ ー ブ の Tmよ り 約 10～ 20℃ 低 く 、 そ し て 「 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 は Tmよ り 約 20～ 25
℃ 低 い 。 機 能 上 、 最 大 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と 同 一
な 配 列 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き 、 中 か ら 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー な ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン は 相 同 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る こ と は
当 業 者 に 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 2の 核 酸 分 子 ま た は ペ プ チ ド を 示 す 文 脈 中 に お け る 、 「 実 質 的 に 似 て い る 」 及 び 「 実 質
的 に 同 一 な 」 の 語 は 、 参 照 さ れ る 配 列 (す な わ ち 野 生 型 配 列 )と 比 較 し て 、 少 な く と も 60％
の 同 一 性 、 好 ま し く は 、 少 な く と も 75％ の 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80％ の 同 一
性 、 更 に 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 90％ の 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 95
％ の 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 97％ の 同 一 性 、 時 に は 、 98％ 及 び 99％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列
を 含 む 。 配 列 同 一 性 は 、 標 準 パ ラ メ ー タ ー を 使 用 し た 、 BLAST、 ALIGEN及 び CLUSTAL等 の 既
知 の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 決 定 さ れ る (Altschul et al., J. Mol.Biol. 215: 403-410 [199
0]; Henikoff eta/., Proc. Natl. Acad Sci. USA 89: 10915 [1989]; Karin et al, Pro
c. Natl Acad. Sci USA 90: 5873 [1993]; 及 び  Higgins et al., Gene 73: 237-244 [19
88]参 照 の こ と )。 BLAST解 析 を 行 う ソ フ ト ウ エ ア は 、 National Center for Biotechnology
 Information　 を 通 じ て 利 用 可 能 で あ る 。 ま た 、 デ ー タ ベ ー ス も FASTAを 用 い て 検 索 す る
こ と が で き る (Pearson et al., Proc.Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444-2448 [1988] )。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 等 し い 残 基 」 の 語 は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 共 有 す る タ ン パ ク 質 を
言 う 。 例 え ば 、 等 し い 残 基 は 、 X線 結 晶 化 学 に よ っ て 同 定 さ れ る 三 次 構 造 を 有 す る あ る タ
ン パ ク 質 (例 え ば INF-β )の 三 次 構 造 の ホ モ ロ ジ ー レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ
る 。 等 し い 残 基 は 、 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 2個 以 上 の 主 鎖 原 子 の 原 子
座 標 (N対 N、 CA対 CA、 C対 Ｃ お よ び O対 O)が 位 置 合 わ せ 後 に 0.13nm、 好 ま し く は 0.1nm以 内 で
あ る も の と 定 義 さ れ る 。 位 置 合 わ せ は 、 対 象 と す る 非 水 素 タ ン パ ク 質 原 子 の 原 子 座 標 に つ
い て 最 大 の 重 複 を 生 じ る よ う に 最 良 の モ デ ル が 配 向 、 配 置 さ れ た 後 に 達 成 さ れ る 。 こ の 最
良 の モ デ ル は 、 結 晶 学 及 び タ ン パ ク 質 の 特 徴 付 け /解 析 の 分 野 に お い て 当 業 者 に 知 ら れ て
い る 方 法 を 用 い て 検 出 さ れ 、 利 用 で き る 最 高 の 解 像 度 に お い て 回 折 実 験 デ ー タ の 最 低 の R
フ ァ ク タ ー が 得 ら れ る 結 晶 学 的 な モ デ ル で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 修 飾 に は 、 好 ま し く は 、 前 駆 体 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド
す る 「 前 駆 体 DNA配 列 」 を 用 い る が 、 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 操 作 に よ っ て で も 行 う こ と が で
き る 。 保 存 さ れ な い 残 基 の 場 合 に は 、 1以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 自 然 界 に 見 ら れ る も の
に 対 応 し な い ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 変 異 体 を 生 産 す る 置 換 に 限 定 さ れ る 。 保 存 残 基 の 場 合
、 そ の よ う な 置 換 は 自 然 発 生 的 す る 配 列 に は な ら な い 。 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 誘 導 体
は 、 更 に 、 ア ミ ラ ー ゼ の 特 徴 を 変 え る 化 学 修 飾 も 含 む 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 一 部 の 好 ま し い 態 様 と し て 、 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 は 、 適 切 な 発 現 プ ラ ス ミ ド に 結 合 さ れ る
。 次 い で 、 こ の ク ロ ー ン 化 し た タ ン パ ク 質 遺 伝 子 は 、 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 発 現 す る た め の
形 質 転 換 ま た は 形 質 移 入 に 用 い ら れ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 プ ラ ス ミ ド 複 製 に 必 要 な よ く
知 ら れ た エ レ メ ン ト を 含 有 す る よ う に 宿 主 内 で 複 製 可 能 な よ う に 設 計 さ れ る か 又 は 宿 主 染
色 体 中 に 組 み 込 ま れ る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 必 要 な エ レ メ ン ト は 、 効 率 的 な 遺 伝
子 発 現 の た め に 提 供 さ れ る (例 え ば 、 目 的 の 遺 伝 子 に 作 動 可 能 な よ う に 結 合 し た プ ロ モ ー
タ )。 い く つ か の 実 施 態 様 と し て 、 必 要 な エ レ メ ン ト は 、 も し そ れ が 、 外 因 性 で あ る 又 は
タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 内 性 タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 に よ り 提 供 さ れ る 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー (真 核
宿 主 細 胞 の ポ リ ア デ ニ ル 化 領 域 )を 認 識 す る な ら ば 遺 伝 子 自 身 の 相 同 プ ロ モ ー タ ー  (即 ち
、 そ の 宿 主 細 胞 に よ り 転 写 さ れ る )と し て 与 え ら れ る 。 い く つ か の 態 様 と し て 、 プ ラ ス ミ
ド 感 染 宿 主 細 胞 の 連 続 的 な 培 養 維 持 を 可 能 に す る 抗 生 物 質 抵 抗 性 遺 伝 子 の よ う な 選 択 遺 伝
子 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 原 性 を 等 し く 変 更 し た タ ン パ ク 質 も 包 含 す る 。 「 等 し い 」 の 語 は 、 本 明
細 書 で 開 示 す る い ず れ か 1の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 、 中 か ら 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー
条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 か つ 、 ヒ ト T細 胞 に 反 応 す る よ う に 修 飾 さ れ た 免
疫 原 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 「 等 し い 」 の 語
は 、 タ ン パ ク 質 が 少 な く と も 55％ 、 少 な く と も 65％ 、 少 な く と も 70％ 、 少 な く と も 75％ 、
少 な く と も 80％ 、 少 な く と も 85％ 、 少 な く と も 90％ 、 少 な く と も 95％ 、 少 な く と も 97％ 、
少 な く と も 98％ 、 少 な く と も 99％ エ ピ ト ー プ 配 列 に 相 同 で あ り 、 か つ 、 そ の よ う な エ ピ ト
ー プ (例 え ば 、 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る エ ピ ト ー プ )を 有 す る 変 異 プ ロ テ ア ー ゼ で
あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 、 「 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 」 及 び 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 の 語 は 、 少 な
く と も 2の 異 な る 「 親 」 タ ン パ ク 質 か ら 改 造 さ れ た タ ン パ ク 質 を 言 う 。 好 ま し い 態 様 に お
い て 、 こ れ ら の 親 タ ン パ ク 質 は 、 お 互 い に 相 同 で あ る 。 例 え ば 、 い く つ か の 態 様 に お い て
、 好 ま し い ハ イ ブ リ ッ ド ア ミ ラ ー ゼ 、 又 は 、 融 合 ア ミ ラ ー ゼ は 、 タ ン パ ク 質 の N末 端 及 び
タ ン パ ク 質 の 相 同 体 の C末 端 を 含 む 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 2の タ ー ミ ナ ル エ
ン ド は 、 全 長 活 性 タ ン パ ク 質 に 対 応 す る よ う に 結 合 す る 。 代 替 的 な 好 ま し い 態 様 に お い て
、 こ の 相 同 体 は T細 胞 エ ピ ト ー プ と は 同 一 で は な い が 、 実 質 的 類 似 性 を 有 す る 。 そ れ ゆ え
、 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ が 少 な い か 、 あ る い は 、 ま っ た く T細 胞
エ ピ ト ー プ を 有 し な い 相 同 性 と 置 き 換 え る こ と が で き る １ 以 上 の T細 胞 エ ピ ト ー プ を C末 端
に 有 し て い る ア ミ ラ ー ゼ を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 当 業 者 は 、 相 同 体 中 の T細 胞 エ ピ ト ー
プ を 同 定 す る こ と に よ り 、 異 な る 免 疫 反 応 を 生 産 す る 、 各 種 変 異 体 を 形 成 す る こ と が で き
る 。 更 に 、 内 部 タ ン パ ク 質 及 び 1以 上 の 相 同 体 も 本 発 明 の 変 異 体 を 生 産 す る た め に 用 い る
こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 「 作 動 可 能 に 結 合 」 及 び 「 作 動 可 能 な 組 み 合 わ せ 」 の 語 は 、 少 な く と も 2の DNA配 列 の 関
連 に つ い て 述 べ る と き は 、 単 に そ れ ら が お 互 い に 機 能 的 な 位 置 に あ る こ と を 意 味 す る 。 例
え ば 、 配 列 は 、 大 部 分 の シ グ ナ ル 配 列 の 分 割 を 含 む 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 の 分 泌 に 関 係 す る
シ グ ナ ル 配 列 と し て 機 能 す る な ら ば ペ プ チ ド に 作 動 可 能 に 結 合 し て い る 。 プ ロ モ ー タ は 配
列 の 転 写 を 制 御 す る な ら ば コ ー ド 領 域 に 作 動 可 能 に 結 合 し て い る 。 リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 は
転 写 を さ せ る よ う な 位 置 に あ る な ら ば 、 コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 5’ ペ ン ト ー ス 環 の モ ノ ヌ ク レ オ チ ド の 一 つ が 、 リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 を 介 し て 一 方 向
に そ の 隣 の 3’ 酸 素 に 付 着 さ れ る よ う な 方 法 で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 る た め に 反 応 す
る こ と か ら 、 DNA分 子 は 「 5’ 末 端 」 及 び 「 3’ 末 端 」 と 言 わ れ る 末 端 を 有 す る 。 そ れ ゆ え
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 末 端 は 、 5’ リ ン 酸 が モ ノ ヌ ク レ オ チ ド ペ ン ト ー ス 環 の 3’ 酸 素 に
結 合 し て い な い 場 合 に は 、 5’ 末 端 と い わ れ 、 3’ 酸 素 が モ ノ ヌ ク レ オ チ ド の ペ ン ト ー ス 環
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の 5‘ リ ン 酸 に 結 合 し て い な い 場 合 に は 、 3’ 末 端 と 言 わ れ る 。 本 明 細 書 の よ う に 、 よ り 大
き な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 内 部 に あ る 核 酸 配 列 で さ え 、 5’ 及 び 3’ 末 端 を 有 す る 。 直 線 及
び 環 状 DNA分 子 の い ず れ か に お い て 、 分 離 し て い る エ レ メ ン ト は 「 下 流 」 又 は 3’ エ レ メ ン
ト の 「 上 流 」 又 は 「 5’ 」 に あ る と 言 い 表 さ れ る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 DNAス ト ラ ン ド に 沿 っ
て 5’ か ら 3’ に む か っ て 転 写 が 起 こ る こ と を 意 味 す る 。 結 合 し て い る 遺 伝 子 の 転 写 に 関 係
す る プ ロ モ ー タ 及 び エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト は 、 通 常 、 コ ー ド 配 列 の 5’ 又 は 上 流 に 位 置
す る (エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト は プ ロ モ ー タ エ レ メ ン ト 及 び コ ー ド 領 域 の 3’ に 位 置 す る と
き で も 効 果 を 有 す る )。 転 写 の 終 了 及 び ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン シ グ ナ ル は 、 コ ー ド 領 域 の 3
‘ 又 は 下 流 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 「 遺 伝 子 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 語 は 、 遺 伝 子
の コ ー ド 領 域 を 含 む DNA配 列 あ る い は 他 言 す れ ば 、 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る DNA配 列 を 意 味
す る 。 コ ー ド 領 域 は cDNA又 は ゲ ノ ム DNA形 態 で 存 在 す る 。 エ ン ハ ン サ ー /プ ロ モ ー タ 、 ス プ
ラ イ ス ジ ャ ン ク シ ョ ン 、 ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン シ グ ナ ル 等 の 適 切 な 調 節 エ レ メ ン ト は 、 も
し 、 転 写 の 開 始 及 び /又 は 一 次 RNA転 写 の 修 正 に 必 要 で あ る な ら ば 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 の 近
い と こ ろ に 位 置 す る 。 代 替 的 に 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー に 用 い ら れ る コ ー ド 領 域 は 、 内 性 の
エ ン ハ ン サ ー /プ ロ モ ー タ 、 ス プ ラ イ ス ジ ャ ン ク シ ョ ン 、 介 在 配 列 、 ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ
ン シ グ ナ ル 等 を 含 む か 、 あ る い は 、 内 性 及 び 外 因 性 の 両 方 の 制 御 エ レ メ ン ト の 組 み 合 わ せ
を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 「 組 換 え オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 制 限 酵 素 消 化 に よ り 生
成 さ れ た 2以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 結 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 (例 え ば 、 プ ラ
イ マ ー 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 )及 び 同 種 の も の を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 分
子 生 物 学 的 手 順 を 用 い て 作 ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 言 う 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 　 「 転 写 単 位 」 の 語 は 、 転 写 の 開 始 及 び 終 わ り の 部 位 の 間 の DNAセ グ メ ン ト 及 び 効 果 的
な 開 始 及 び 終 了 に 必 要 な エ レ メ ン ト を 意 味 す る 。 例 え ば 、 エ ン ハ ン サ ー /プ ロ モ ー タ ー 、
コ ー ド 領 域 、 及 び 転 写 及 び ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン 配 列 を 含 む DNAセ グ メ ン ト は 転 写 単 位 を
含 む 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 　 「 調 節 エ レ メ ン ト 」 の 語 は 、 核 酸 配 列 の 発 現 の い く つ か の 側 面 を 制 御 す る 遺 伝 的 エ レ
メ ン ト を 意 味 す る 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ は 、 作 動 可 能 に 結 合 し て い る コ ー ド 領 域 の 転 写 の
開 始 を 促 進 す る 調 節 領 域 で あ る 。 他 の 調 節 エ レ メ ン ト は 、 ス プ ラ イ ス シ グ ナ ル 、 ポ リ ア デ
ニ レ ー シ ョ ン シ グ ナ ル 、 タ ー ミ ネ ー シ ョ ン シ グ ナ ル 等 (下 で 定 義 す る )で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 　 「 発 現 ベ ク タ ー 」 の 語 は 、 所 望 の コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え DNA分 子 及 び 特 定 の 宿 主 微
生 物 中 で 作 動 可 能 に 結 合 す る コ ー ド 領 域 の 発 現 に 必 要 な 核 酸 配 列 を 含 む 組 換 え DNA分 子 を
意 味 す る 。 原 核 生 物 の 中 で 発 現 す る の に 必 要 な 核 酸 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ 、 任 意 の オ ペ レ ー
タ 配 列 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 及 び 可 能 な 他 の 配 列 を 含 む 。 真 核 生 物 の 細 胞 は プ ロ モ ー タ 、
エ ン ハ ン サ ー 、 及 び タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 及 び ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン シ グ ナ ル に 用 い る こ と が
で き る こ と は 知 ら れ て い る 。 本 明 細 書 に お い て 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 及 び 「 ベ ク タ ー 」 の 語 は
、 プ ラ ス ミ ド が 、 最 も 一 般 的 に ベ ク タ ー と し て 用 い ら れ て い る こ と か ら 、 互 換 的 に 使 用 す
る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 は 、 同 等 の 機 能 を 提 供 す る 他 の 発 現 ベ ク タ ー 形 態 及 び プ ラ ス ミ
ド 、 フ ァ ー ジ 粒 子 、 ウ イ ス ル ベ ク タ ー 及 び /又 は 単 な る ゲ ノ ム 挿 入 を 含 む が こ れ ら に 限 定
さ れ な い 、 本 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 又 は 知 ら れ つ つ あ る も の も 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 　 本 発 明 で 用 い る 「 宿 主 細 胞 」 の 語 は 、 発 現 ベ ク タ ー 又 は 所 望 の 遺 伝 子 を 含 む 原 核 又 は
真 核 宿 主 細 胞 で あ る 。 宿 主 細 胞 は 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 構 築 さ れ た ベ ク タ ー で 形 質 転 換
、 又 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 そ の よ う な 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 は タ ン パ ク 質
変 異 体 を コ ー ド す る 複 製 ベ ク タ ー 又 は 所 望 の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 複 製 ベ ク タ ー の い ず れ
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か で あ る 。 こ の よ う な 変 異 タ ン パ ク 質 の プ レ -又 は プ レ プ ロ － 型 を エ ン コ ー ド す る ベ ク タ
ー の 場 合 、 発 現 し た と き に 宿 主 細 胞 培 地 の 中 で 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 　 「 プ ロ モ ー タ /エ ン ハ ン サ ー 」 の 語 は 、 プ ロ モ ー タ 及 び エ ン ハ ン サ ー 機 能 (例 え ば 、 プ
ロ モ ー タ 及 び エ ン ハ ン サ ー 機 能 の 両 方 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス の ロ ン グ タ ー ミ ナ ル リ ピ ー ト
)の 両 方 を 提 供 す る こ と が で き る 配 列 を 含 む DNAセ グ メ ン ト を 意 味 す る 。 こ の プ ロ モ ー タ /
エ ン ハ ン サ ー は 「 内 性 」 又 は 「 外 因 性 」 ま た は 「 異 種 の 」 も の で あ る 。 内 性 の エ ン ハ ン サ
ー /プ ロ モ ー タ は 、 ゲ ノ ム 内 の 所 与 の 遺 伝 子 で 自 然 に 結 合 さ れ て い る も の で あ る 。 外 因 性 (
異 種 の )エ ン ハ ン サ ー /プ ロ モ ー タ は 、 遺 伝 的 操 作 (例 え ば 、 分 子 生 物 学 的 手 法 )に よ り 遺 伝
子 の ジ ュ ク ス タ ー ポ ジ シ ョ ン に 置 か れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 　 発 現 ベ ク タ ー 上 の 「 ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル 」 の 存 在 は 、 組 み 替 え ら れ た 転 写 の 発 現
の レ ベ ル を 高 め る 。 ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル は 、 一 次 RNA転 写 か ら イ ン ト ロ ン の 除 去 を 仲
介 す る も の で あ り 、 ス プ ラ イ ス ド ナ ー 及 び ア ク セ プ タ ー 部 位 を 含 む (Sambrook et al., Mo
lecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Pre
ss, New York [1989], pp.16.7-16.8)。 通 常 用 い ら れ る ス プ ラ イ ス ド ナ ー 及 び ア ク セ プ タ
ー 部 位 は SV40の 16S RNA由 来 の ス プ ラ イ ス ジ ャ ン ク シ ョ ン で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 　 原 核 細 胞 の 中 で 組 換 え DNAの 効 果 的 な 発 現 に は 、 得 ら れ た 転 写 の 効 果 的 な 終 了 及 び ポ
リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン に 関 係 す る シ グ ナ ル が 必 要 で あ る 。 転 写 終 了 シ グ ナ ル は 通 常 ポ リ ア デ
ニ レ ー シ ョ ン シ グ ナ ル の 下 流 に 見 ら れ 、 数 百 ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ で あ る 。 「 ポ リ A部 位 」
又 は 「 ポ リ A配 列 」 の 語 は 初 期 の RNA転 写 の 終 了 及 び ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン に 関 係 す る DNA
配 列 を 意 味 す る 。 組 換 え 転 写 の 効 果 的 な ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン は ポ リ A部 位 が 不 安 定 で あ
り 、 急 速 に 分 解 さ れ る こ と に よ り 、 ポ リ A部 位 を 欠 い て い る 転 写 と し て 知 ら れ て い る 。 発
現 ベ ク タ ー に 用 い ら れ る 内 性 ポ リ Aシ グ ナ ル は 、 ゲ ノ ム の 中 の 所 与 の コ ー ド 領 域 の 3’ 末 端
に 見 ら れ る 。 異 種 の ポ リ Aシ グ ナ ル は 他 の 遺 伝 子 の 3’ に 位 置 す る 遺 伝 子 か ら 単 離 さ れ た も
の で あ る 。 通 常 用 い ら れ る 異 種 の ポ リ Aシ グ ナ ル は 、 SV40ポ リ Aシ グ ナ ル で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 　 「 安 定 な 転 写 」 及 び 「 安 定 に 転 写 さ れ た 」 の 語 は 、 形 質 転 換 さ せ る 細 胞 の ゲ ノ ム 内 へ
外 来 DNAを 導 入 及 び 挿 入 す る こ と を 意 味 す る 。 「 安 定 な 形 質 転 換 体 」 の 語 は 、 ゲ ノ ム DNA内
に 外 来 DNAを 安 定 に 挿 入 し た 細 胞 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 選 択 マ ー カ ー 」 ま た は 、 「 選 択 遺 伝 子 プ ロ ダ ク ト 」 の 語 は 、 選 択 マ
ー カ ー が 発 現 さ れ た と こ ろ で 、 細 胞 の 抗 生 物 質 ま た は 薬 物 体 制 を 確 定 す る 酵 素 活 性 を コ ー
ド し て い る 遺 伝 子 を 言 う 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ こ で 用 い る 、 「 増 幅 」 及 び 「 遺 伝 子 増 幅 」 の 語 は 特 定 DNAの 増 幅 遺 伝 子 が 初 期 ゲ ノ ム
に 存 在 し た 数 よ り 多 い コ ピ ー 数 で 存 在 す る よ う に 偏 っ て 複 製 さ れ る プ ロ セ ス を 言 う 。 い く
つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 薬 物 存 在 下 (例 え ば 、 阻 害 可 能 酵 素 の イ ン ヒ ビ タ ー )で の 増 殖 に
よ る 細 胞 選 択 は 、 薬 物 存 在 下 で の 増 殖 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 内 性 遺 伝 子 の 増 幅
、 ま た は こ の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 外 来 (す な わ ち 、 入 来 )配 列 の 増 幅 ま た は 両 方 を も た
ら す 。 遺 伝 子 増 幅 は 、 例 え ば 、 両 生 類 の 卵 母 細 胞 に お け る リ ボ ゾ ー ム の 遺 伝 子 の 増 幅 の よ
う に 特 定 の 遺 伝 子 内 で 自 然 に 起 こ る 。 遺 伝 子 増 幅 は 、 培 養 さ れ た 細 胞 を 薬 物 で 処 置 す る こ
と に よ っ て 、 誘 発 さ れ る 。 薬 物 誘 発 増 幅 の 例 は 、 哺 乳 類 細 胞 の 内 性 dhfr遺 伝 子 の メ ト ト レ
キ サ ー ト 誘 発 増 幅 で あ る (Schmike et al., Science 202: 1051[1978])。 あ る 薬 物 の 存 在
下 で 、 細 胞 の 成 長 に よ り 、 対 象 遺 伝 子 (例 え ば 、 あ る 酵 素 の 抑 制 因 子 )を 選 択 す る と 、 薬 物
存 在 下 の 成 長 に 対 し て 必 要 な 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド し て い る 内 性 遺 伝 子 の 配 列 の 増 幅 さ せ る
か 、 あ る い は 、 こ の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド し て い る 外 因 性 (す な わ ち イ ン プ ッ ト )配 列 の 増 幅
さ せ る か の 一 方 を 達 成 す る こ と が で き る 。 も し く は 、 両 者 に 帰 結 す る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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　 「 増 幅 」 は テ ン プ レ ー ト 特 異 性 に 関 す る 核 酸 複 製 の 特 殊 な ケ ー ス で あ る 。 こ れ は 非 特 異
性 テ ン プ レ ー ト 複 製 (す な わ ち 、 テ ン プ レ ー ト 依 存 性 で あ る が 特 定 テ ン プ レ ー ト に 依 存 し
な い 複 製 )と 対 比 さ れ る 。 テ ン プ レ ー ト 特 異 性 は 複 製 の 正 確 さ (す な わ ち 、 適 正 な ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 合 成 )及 び ヌ ク レ オ チ ド (リ ボ － ま た は デ オ キ シ リ ボ － )特 異 性 と は こ こ で
は 区 別 さ れ る 。 テ ン プ レ ー ト 特 異 性 は 「 標 的 」 配 列 に 対 す る 特 異 性 に 関 し て 説 明 さ れ る こ
と が 多 い 。 標 的 配 列 は 、 そ れ ら が そ の 他 の 核 酸 か ら 選 別 す る た め に 探 さ れ る と い う 意 味 に
お い て 「 標 的 」 で あ る 。 増 幅 技 術 は こ の 選 別 を 第 一 に 考 え て 発 達 し て き た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ こ で 用 い る 「 共 増 幅 」 の 語 は 、 そ の 他 の 遺 伝 子 配 列 と 共 に 導 入 さ れ る 増 幅 マ ー カ ー を
1の 細 胞 内 へ 導 入 す る こ と (す な わ ち 、 発 現 ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ る 遺 伝 子 の よ う な 1以 上 の
非 選 択 遺 伝 子 を 含 む )及 び 細 胞 が 増 幅 マ ー カ ー と そ の 他 の 非 選 択 遺 伝 子 配 列 の 両 方 を 増 幅
す る よ う な 適 当 な 選 択 圧 力 を 適 用 す る こ と を 言 う 。 増 幅 マ ー カ ー は そ の 他 の 遺 伝 子 配 列 に
物 理 的 に 結 合 し て い て も よ く 、 ま た は DNAが 2つ の 別 個 の 断 片 、 す な わ ち 一 方 が 増 幅 マ ー カ
ー を 含 み 、 及 び も う 一 方 が 非 選 択 マ ー カ ー を 含 む も の が 同 じ 細 胞 内 に 導 入 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 こ こ で 用 い る 、 「 増 幅 可 能 マ ー カ ー 」 、 「 増 幅 可 能 遺 伝 子 」 及 び 「 増 幅 ベ ク タ ー 」 の 語
は 適 当 な 増 殖 条 件 下 で 遺 伝 子 の 増 幅 を 可 能 に す る 遺 伝 子 を エ ン コ ー ド す る 遺 伝 子 ま た は ベ
ク タ ー を い う 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 増 幅 可 能 な 核 酸 」 の 語 は 、 任 意 の 増 幅 方 法 で 増 幅 さ れ た 核 酸 を 言 う
。 「 増 幅 可 能 な 核 酸 」 は 通 常 「 サ ン プ ル テ ン プ レ ー ト 」 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 サ ン プ ル テ ン プ レ ー ト 」 の 語 は 、 「 標 的 」 (下 記 に 定 義 )の 存 在 に つ
い て 分 析 さ れ る サ ン プ ル か ら 生 じ る 核 酸 を い う 。 一 方 、 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド テ ン プ レ ー ト
」 は サ ン プ ル テ ン プ レ ー ト 以 外 の 核 酸 に 関 し て 用 い ら れ 、 サ ン プ ル 内 に 存 在 し て い て も い
な く て も よ い 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド テ ン プ レ ー ト は ほ と ん ど の 場 合 、 不 慮 も も の で あ る 。 前
駆 体 か ら の 影 響 を 受 け て い る か 、 ま た は 、 サ ン プ ル か ら 精 製 す べ き 核 酸 汚 染 物 質 の 存 在 に
よ る も の で あ る 。 例 え ば 、 検 出 す べ き 微 生 物 以 外 の 生 物 由 来 の 核 酸 は 試 験 サ ン プ ル 内 で バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド と し て 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 「 テ ン プ レ ー ト 特 異 性 」 は ほ と ん ど の 増 幅 技 術 に お い て 酵 素 の 選 択 に よ り 達 成 さ れ る 。
増 幅 酵 素 は 使 用 さ れ る 条 件 下 に お い て 、 核 酸 の 外 来 混 合 物 に お い て 核 酸 の 特 定 配 列 の み 処
理 す る 酵 素 で あ る 。 例 え ば 、 Qβ レ プ リ カ ー ゼ の 場 合 、 MDV-1 RNAは レ プ リ カ ー ゼ の 特 異 テ
ン プ レ ー ト で あ る (例 え ば 、 Kacian et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA 69:3038[1972]を 参
照 )。 そ の 他 の 核 酸 は こ の 増 幅 酵 素 に よ っ て は 複 製 さ れ な い 。 同 様 に 、 T7 RNAポ リ メ ラ ー
ゼ の 場 合 、 こ の 増 幅 酵 素 は そ れ 自 身 の プ ロ モ ー タ ー に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 特 異 性 を 有 す る
(Chamberlin et al., Nature 228:227[1970]を 参 照 )。 T4 DNAリ ガ ー ゼ の 場 合 、 当 該 酵 素
は 2つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 連 結 せ ず 、 こ こ で 連 結 接 合 部 分 に
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 基 質 と テ ン プ レ ー ト 間 の 不 整 合 が 存 在 す る (W
u　 and Wallace, Genomics 4:560[1989]を 参 照 )。 最 後 に 、 Taq及 び Pfuポ リ メ ラ ー ゼ は 、
高 温 で 機 能 す る 能 力 を 有 す る た め 、 配 列 結 合 の 高 い 特 異 性 を 示 し 、 従 っ て 、 プ ラ イ マ ー に
よ り 確 定 さ れ 、 高 温 が 標 的 配 列 と の プ ラ イ マ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 有 利 に 働 き 、 非
標 的 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に は 有 利 で な い 熱 力 学 的 条 件 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 、 「 プ ラ イ マ ー 」 の 語 は 、 精 製 制 限 消 化 な ど に お い て 自 然 に 生 じ る ま
た は 合 成 的 に 生 成 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を い い 、 核 酸 鎖 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー 伸 長 生
成 物 の 合 成 が 導 入 さ れ る 条 件 下 に 置 か れ た 場 合 (す な わ ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 及 び DNAポ リ メ ラ
ー ゼ な ど の 誘 発 剤 の 存 在 下 、 及 び 適 し た 温 度 及 び pHで )、 合 成 開 始 点 と し て 作 用 す る も の
を 言 う 。 当 該 プ ラ イ マ ー は 好 ま し く は 増 幅 効 率 を 最 大 に す る 1本 鎖 で あ る が 、 2本 鎖 で あ っ
て も よ い 。 2本 鎖 の 場 合 、 プ ラ イ マ ー は 伸 長 生 成 物 の 準 備 の た め に 用 い る 前 に そ の ス ト ラ
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ン ド を 分 離 処 理 す る 。 好 ま し く は 、 プ ラ イ マ ー は オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
。 プ ラ イ マ ー は 誘 発 剤 の 存 在 下 、 伸 長 生 成 物 の 合 成 開 始 の た め 十 分 に 長 く な け れ ば な ら な
い 。 プ ラ イ マ ー の 正 確 な 長 さ は 、 誘 発 温 度 、 プ ラ イ マ ー の 供 給 源 及 び 使 用 す る 方 法 な ど 多
く の 因 子 に 左 右 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 プ ロ ー ブ 」 の 語 は 、 精 製 制 限 消 化 な ど に お い て 自 然 に 生 じ る 、 ま た
は 合 成 、 組 換 え ま た は PCR増 幅 に よ り 生 成 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (す な わ ち ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 )を い い 、 別 の 目 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る も の で あ る 。 プ ロ
ー ブ は 1本 鎖 ま た は 2本 鎖 で あ る 。 プ ロ ー ブ は 特 定 遺 伝 子 配 列 の 検 出 、 同 定 及 び 単 離 に 有 用
で あ る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る い か な る プ ロ ー ブ も 任 意 の 「 リ ポ ー タ ー 分 子 」 で 標 識 す る の
で 、 任 意 の 検 出 シ ス テ ム に お い て 検 出 可 能 で あ り 、 限 定 さ れ な い が 、 酵 素 (例 え ば 、 ELISA
及 び 酵 素 ベ ー ス の 組 織 化 学 的 分 析 )、 蛍 光 、 放 射 性 及 び 発 光 性 シ ス テ ム な ど が あ る 。 本 発
明 は い か な る 特 定 の 検 出 シ ス テ ム ま た は 標 識 に も 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 標 的 」 の 語 は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 関 し て 用 い る 場 合 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 に 用 い る プ ラ イ マ ー が 結 合 す る 核 酸 領 域 を い う 。 従 っ て 、 「 標 的 」 は 他 の 核
酸 配 列 か ら 選 別 さ れ た 所 定 の 核 酸 を 言 う 。 「 断 片 」 は 標 的 配 列 内 の 核 酸 領 域 と し て 定 義 さ
れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 」 (「 PCR」 )の 語 は こ こ に 引 用 す る U.S. Pate
nt Nos.4,683,195、 4,683,202及 び 4,965,188に 記 載 の 方 法 を い い 、 ク ロ ー ニ ン グ ま た は 精
製 す る こ と な く ゲ ノ ム DNAの 混 合 物 中 に あ る 標 的 配 列 の 断 片 濃 度 を 増 加 さ せ る 方 法 を 含 む
。 標 的 配 列 を 増 幅 す る こ の 方 法 は 、 対 象 と す る 標 的 配 列 を 含 む DNA混 合 物 に 過 剰 な 2つ の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 導 入 し 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 下 、 サ ー モ サ イ ク ル の 正
確 な 繰 り 返 し を 行 う こ と か ら な る 。 2つ の プ ラ イ マ ー は 2本 鎖 標 的 配 列 の そ れ ぞ れ の 鎖 に 相
補 的 で あ る 。 増 幅 を も た ら す た め に 、 混 合 物 を 変 性 さ せ 、 そ れ か ら プ ラ イ マ ー を 標 的 分 子
内 の そ れ ら の 相 補 配 列 に ア ニ ー ル す る 。 ア ニ ー リ ン グ に 続 い て 、 プ ラ イ マ ー は 新 し い 相 補
鎖 ペ ア を 形 成 す る た め に ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 伸 長 す る 。 変 性 、 プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ
及 び ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 工 程 は 何 回 も 繰 り 返 す こ と が で き (す な わ ち 変 性 、 ア ニ ー リ ン グ 、
及 び 伸 長 は １ の 「 サ イ ク ル 」 を 構 成 し 、 多 数 の 「 サ イ ク ル 」 を 行 う こ と が で き る )、 対 象
と す る 標 的 配 列 の 増 幅 断 片 を 高 濃 度 で 得 る こ と が で き る 。 対 象 と す る 標 的 配 列 の 増 幅 断 片
の 長 さ は お 互 い の プ ラ イ マ ー の 相 対 位 置 に よ り 決 定 さ れ 、 従 っ て 、 こ の 長 さ は 制 御 可 能 な
パ ラ メ ー タ ー で あ る 。 当 該 プ ロ セ ス の 繰 返 し 側 面 の た め 、 当 該 方 法 は 「 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 」 (以 下 「 PCR」 と す る )と 呼 ば れ る 。 標 的 配 列 の 対 象 と す る 増 幅 断 片 は 混 合 物 中 で 主
要 な 配 列 (濃 度 に 関 し て )と な る の で 、 そ れ ら は 「 PCR増 幅 さ れ た 」 と い う 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 増 幅 試 薬 」 の 語 は 、 プ ラ イ マ ー 、 核 酸 テ ン プ レ ー ト 及 び 増 幅 酵 素 以
外 の 増 幅 に 必 要 な 試 薬 を い う (デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 3リ ン 酸 、 バ ッ フ ァ ー 等 )。 通 常
、 増 幅 試 薬 は そ の 他 の 反 応 成 分 と 一 緒 に 反 応 容 器 (試 験 管 、 マ イ ク ロ ウ ェ ル 等 )内 に 含 ま れ
て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 PCRを 用 い て 、 ゲ ノ ム DNA中 の 特 定 の 標 的 配 列 の 1の コ ピ ー を い く つ か の 異 な る 方 法 で 検
出 可 能 な レ ベ ル ま で 増 幅 す る こ と が 可 能 で あ る (例 え ば 、 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い る ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン ； ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー の 混 合 、 続 い て ア ビ ジ ン － 酵 素 結 合 検 出 ； dCTPま
た は dATPな ど の 3 2 P標 識 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 3リ ン 酸 の 増 幅 断 片 へ の 混 合 )。 ゲ ノ ム DNAに
加 え て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 適 当 な プ ラ イ マ ー 分 子 の セ ッ
ト を 用 い て 増 幅 で き る 。 特 に 、 PCRプ ロ セ ス に よ り 作 成 さ れ た 増 幅 断 片 は そ れ 自 身 が 後 に
続 く PCR増 幅 の 有 効 な テ ン プ レ ー ト と な る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 PCR生 成 物 」 「 PCR断 片 」 及 び 「 増 幅 生 成 物 」 の 語 は 変 性 、 ア ニ ー リ
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ン グ 及 び 伸 長 が 完 結 す る 2以 上 の サ イ ク ル の PCR工 程 後 の 化 合 物 の 最 終 混 合 物 を い う 。 こ れ
ら の 語 は １ 以 上 の 標 的 配 列 の １ 以 上 の 断 片 の 増 幅 が 行 わ れ る 場 合 を 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 」 及 び 「 制 限 酵 素 」 の 語 は そ れ ぞ れ 特 定 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で 、 ま た は そ の 近 く で 2本 鎖 DNAを 切 断 す る 細 菌 性 酵 素 を い う 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 「 コ ー ド す る 核 酸 分 子 」 及 び 「 コ ー ド し て い る DNA配 列 」 及 び 「 コ ー ド す る DNA」 の 語 は
、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 の ス ト ラ ン ド に 沿 っ た デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 順 序 又 は 配 列 を 意
味 す る 。 こ れ ら の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 順 序 は 、 ポ リ ペ プ チ ド (タ ン パ ク 質 )の 鎖 に
沿 っ た ア ミ ノ 酸 の 順 序 を 検 出 す る 。 こ の DNA配 列 は 従 っ て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び 医 薬 品 及 び ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 HPV感 染 の 治 療 及 び /又 は 予 防 の た
め に 動 物 特 に ヒ ト に 投 与 す る の が 有 効 で あ る 。 本 明 細 書 で 述 べ る よ う に 免 疫 学 的 に 有 効 な
量 の 1以 上 の ペ プ チ ド を 含 む ワ ク チ ン は 、 本 発 明 の 実 施 態 様 で 詳 述 す る 。 一 旦 、 適 切 な 免
疫 学 的 エ ピ ト ー プ が 同 定 さ れ る と 、 本 明 細 書 に お い て 「 ワ ク チ ン 組 成 物 」 と さ れ る 各 種 手
段 に よ り そ れ ら を 提 供 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ワ ク チ ン 組 成 物 は 例 え ば 、 リ ポ ペ プ
チ ド (例 え ば 、 Vitiello et al., J Clin. Invest., 95: 341 [1995]及 び PCTUSOO/17842 ;
 peptide compositions encapsulated in poly(DL-lactide-co-glycolide参 照 ) ("TLG") 
ミ ク ロ ス フ ィ ア (microspheres)(例 え ば  Eldridge et al., Molec.Immunol., 28 : 287-29
4[1991] : Alonso et al., Vaccine 12: 299-306 [1994];Jones et al., Vaccine 13: 67
5-681 [1995]参 照 )、 免 疫 刺 激 複 合 体 に 含 ま れ る ペ プ チ ド  (ISCOMS) (例 え ば  Takahashi e
t al., Nature 344: 873-875[1990] ; Hu et al., Clin. Exp. Immunol., 113:235-243 [
1998]参 照 )、 多 重 抗 原 ペ プ チ ド シ ス テ ム (multiple antigen peptide systems)(MAPs) (例
え ば  Tam, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 85: 5409-5413[1988] ; Tam, J. Immunol.
 Meth., 196: 17-32 [1996]参 照 )、 ウ イ ル ス 輸 送 ベ ク タ ー (viral delivery vectors) (Pe
rkus et al., In :Concent in Vaccine Develonment, Kaufinann (ed.), p.379[1996] ; 
Chakrabarti et al., Nature 320: 535[1986] ; Hu et al., Nature 320: 537 [
　 1986]; Kieny et al., AIDS BiolTechnol., 4: 790[1986] ; Top et al., J Infect. D
is.,124 : 148 [1971]; Chanda et al., Virol., 175 : 535[1990]参 照 )、 ウ イ ス ル 又 は
合 成 複 製 起 点 の 粒 子 (particles of viral or synthetic origin) (例 え ば  Kofler et al.
, J Immunol., Meth.,192 : 25 [1996]; Eldridge et al., Sem. Hematol., 30: 16 [199
3]; Falo et al., NatureMed., 7: 649 [1995]参 照 )、 ア ジ ュ バ ン ド (Warren et al., Ann
. Rev. Immunol., 4: 369 [1986]; Gupta et al., Vaccine 11 :293 [1993] )、 リ ポ ソ ー
ム  (Reddy et al., J Immunol., 148: 1585[1992] ; Rock, Immunol. Today 17: 131 [19
96])、 む き 出 し 又 は 粒 子 に 併 合 さ れ た ｃ DNA(naked or particle absorbed cDNA) (Ulmer 
et al., Science 259 : 1745 [1993]; Robinson et al., Vaccine 11: 957 [1993]; Shiv
er et al., In : Concepts in Vaccine Development, Kaufinann (ed), p.423 [1996]; C
ease and Berzofsky, Ann. Rev. Immunol., 12:923 [1994] 及 び Eldridge et al., Sem. 
Hematol., 30: 16 [1993]参 照 )。 Avant Immunotherapeutics, Inc等 の レ セ プ タ ー 仲 介 標
的 法 と し て 知 ら れ て い る 、 ト キ シ ン 標 的 輸 送 技 術 も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 核 酸 仲 介 様 式 を 含 む 。 本 発 明 の 1以 上 の エ ピ ト ー プ を エ ン
コ ー ド す る DNA又 は RNAも 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 例 え ば 、 Wolff 
et. al., Science 247 :1465 (1990) 及 び  U. S. Patent Nos. 5,580,859 ; 5,589, 466;
5,804, 566; 5,739, 118; 5,736, 524; 5,679, 647; WO98/04720 に 記 載 さ れ て い る 。 DNA
塩 基 輸 送 技 術 の 例 は 、 「 ネ イ キ ッ ド DNA」 、 促 進  (バ ビ ピ カ イ ン (bupivicaine))、 ポ リ マ
ー 、  ペ プ チ ド 仲 介 )輸 送 、 カ チ オ ン 脂 質 複 合 体 及 び 粒 子 仲 介 (遺 伝 子 ガ ン )又 は 圧 力 仲 介 輸
送 (U.S. Patent No. 5,922,687参 照 ) を 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 治 療 又 は 予 防 を 目 的 と す る 免 疫 化 の た め に 、 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 ウ イ ス ル 又 は バ ク テ
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リ ア ベ ク タ ー を 用 い て 発 現 す る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー の 例 は 、 痘 疹 又 は 鶏 痘 の よ う
な 弱 毒 化 し た ウ イ ル ス 宿 主 を 含 む 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 弱 毒 化 さ れ た ウ イ ス ル の 使 用 、 例
え ば 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 発 現 す る た め の ベ ク タ ー と し て の 使 用 を
含 む 。 急 激 に 又 は 慢 性 的 に 感 染 さ せ た 宿 主 細 胞 又 は 非 感 染 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 上 で 、 組 換
え 痘 疹 ウ イ ル ス は 、 免 疫 性 を 有 す る ペ プ チ ド を 発 現 し 、 そ れ に よ り 、 宿 主 に CTL及 び /又 は
HTL反 応 を 起 こ さ せ る 。 痘 疹 ベ ク タ ー 及 び 免 疫 化 プ ロ ト コ ル に お い て 有 用 な 方 法 は 、 U.S. 
Patent No.4,722,848に 記 載 さ れ て い る 。 他 の ベ ク タ ー は 、 BCGで あ る 。 BCGベ ク タ ー は 、 S
tover et al., Nature 351:456-460(1991)に 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド の 治 療 的
投 与 又 は 免 疫 化 に 有 用 な 他 の ベ ク タ ー の 種 類 は 、 例 え ば 、 ア デ ノ 及 び ア デ ノ -関 連 ウ イ ス
ル ベ ク タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 サ ル モ ネ ラ タ イ プ ベ ク タ ー 、 解 毒 さ れ た 炭 疽 毒 素
ベ ク タ ー 及 び 同 種 の も の は 、 当 業 者 に よ り 本 明 細 書 に 記 載 か ら 当 業 者 が 調 製 さ れ る で あ ろ
う 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に 関 す る ワ ク チ ン は 本 発 明 の ペ プ チ ド の 1以 上 を 含 む 。 こ れ ら の ペ プ チ
ド は ワ ク チ ン の 中 で 別 々 に 存 在 す る 。 代 替 的 に 、 該 ペ プ チ ド を 別 々 の 担 体 に 結 合 す る こ と
も で き 、 該 ペ プ チ ド は 同 じ ペ プ チ ド の 複 数 の コ ピ ー を 含 む ホ モ ポ リ マ ー 又 は 、 各 種 ペ プ チ
ド の ヘ テ ロ ポ リ マ ー と し て 存 在 す る こ と も で き る 。 ポ リ マ ー は 、 免 疫 反 応 を 高 め る と い う
利 益 を 有 し 、 異 な る ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ が こ の ポ リ マ ー を 作 る た め に 用 い ら れ る と き は 、
免 疫 反 応 を 標 的 と す る 病 原 性 有 機 体 の 異 な る 抗 原 病 原 因 子 と 反 応 す る 抗 体 及 び /又 は CTLを
誘 発 す る 付 加 的 な 能 力 を 有 す る こ と と な る 。 こ の 組 成 物 は 抗 原 の 自 然 発 生 領 域 又 は 例 え ば
組 み 換 え 的 又 は 化 学 合 成 等 に よ り 調 製 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン に 用 い る こ と が で き る 担 体 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て お り 、 サ イ ロ グ
ロ ブ リ ン 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン の よ う な ア ル ブ ミ ン 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 、 L-リ ジ ン 、 ポ リ
L-グ ル タ ミ ン 酸 等 の ポ リ ア ミ ノ 酸 、 イ ン フ ル エ ン ザ 、 B型 肝 炎 ウ イ ス ル 核 タ ン パ ク 及 び 同
種 の も の で あ る 。 ワ ク チ ン は 、 生 理 的 に 耐 え う る (す な わ ち 、 許 容 さ れ る )水 、 又 は 生 理 食
塩 水 、 好 ま し く は 、 リ ン 酸 緩 衝 液 の 生 理 食 塩 水 等 の 希 釈 剤 を 含 む こ と が で き る 。 ワ ク チ ン
に は ア ジ ュ バ ン ト も 含 む こ と が で き る 。 イ ン コ ン プ リ ー ト Freund’ sア ジ ュ バ ン ド (incomp
lete Freund’ s adjuvant)、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 又 は ミ ョ ウ バ ン は
当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 物 質 で あ る 。 加 え て 、 CTL反 応 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を チ パ ル
ミ ト イ ル -S-グ リ セ リ ル シ ス テ イ ン イ ル セ リ ン イ ル -セ リ ン (tripalmitoyl-S-glycerylcyst
einylseryl-serine)(PCSS)等 の 脂 質 に 結 合 す る こ と に よ り 調 製 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド 組 成 物 を も ち い た 免 疫 で は 、 注 射 、 エ ア ロ ゾ ル 、 経 口 、 経 皮 、 径 粘 膜
的 、 腹 腔 内 、 髄 腔 内 、 又 は 他 の 適 切 な 経 路 に お い て 、 宿 主 細 胞 の 免 疫 シ ス テ ム が CD8+T細
胞 反 応 を 開 始 す る 。 引 き 続 き 、 該 宿 主 細 胞 は 、 感 染 を 遅 ら せ る た め に 部 分 的 に 免 疫 に な る
か 、 あ る い は 、 少 な く と も 長 期 に わ た る 感 染 の た め に 耐 性 体 と な る 、 あ る い は 、 抗 原 が 腫
瘍 関 連 物 で あ る 場 合 に は 、 少 な く と も 1の 治 療 効 果 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 T細 胞 反 応 を 誘 発 す る 組 成 物 は 、 所 望 の 標 的 抗 原 に 反 応 す る 抗 体
を 誘 発 す る 成 分 と 組 み 合 わ せ ら れ る 。 そ の よ う な 組 成 物 の 好 ま し い 例 は 、 ク ラ ス I及 び ク
ラ ス IIエ ピ ト ー プ を 含 む 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 医 薬 品 組 成 物 に つ い て 、 本 願 発 明 の 免 疫 エ ピ ト ー プ は HIVに 感 染 し て い る 個 人 に 投 与 さ
れ る 。 感 染 の 潜 伏 期 間 又 は 顕 在 期 間 の 患 者 は 、 別 々 の 免 疫 ペ プ チ ド 及 び 適 切 な 他 の 処 置 と
一 緒 に 治 療 さ れ る 。 治 療 製 品 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 ウ イ ス ル に 反 応 す る CD8+T細
胞 の 有 効 的 な 反 応 を 引 き 出 し て 、 症 状 及 び 合 併 症 を 治 す 又 は 部 分 的 に 阻 害 す る た め に 患 者
に 投 与 さ れ る 。 こ の こ と に 適 し た 量 を 「 治 療 的 有 用 投 与 量 」 と 定 義 す る 。 こ の 有 効 投 与 量
は 、 ペ プ チ ド 組 成 物 、 投 与 方 法 、 治 療 さ れ る 症 状 の 段 階 及 び 重 症 度 、 患 者 の 健 康 状 態 及 び
体 重 、 処 方 す る 医 師 の 判 断 等  (こ れ ら に 限 定 さ れ な い ) の 各 種 因 子 に 依 存 し て い る 。 し か
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し な が ら 、 初 期 の 免 疫 (治 療 又 は 予 防 の た め の 投 与 )に は 、 70kgの 患 者 に 対 し て 約 10μ gか
ら 約 50,000μ gの ペ プ チ ド が 用 い ら れ る 。 引 き 続 き 、 患 者 の 反 応 及 び 患 者 の 血 液 中 の CD8+T
細 胞 活 性 の 測 定 値 に も と づ い た 数 週 間 か ら 数 ヶ 月 の 投 与 計 画 に よ り 、 投 与 量 が 約 10μ gか
ら 約 10,000μ gペ プ チ ド に 上 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 確 定 し た イ ン タ ー バ ル で (例 え ば 、 1週 間 に 一 度 )の 高 い 投 与 量 で 免 疫 化 の た め の 投 与 を
続 け る こ と は 、 好 ま し く は 個 人 を 免 疫 す る た め に 必 要 な 期 間 続 け ら れ る 。 慢 性 的 な 感 染 の
場 合 、 投 与 は 、 以 降 の 期 間 に お い て 、 ウ イ ス ル の 感 染 が 排 除 さ れ る か あ る い は 実 質 的 に 減
少 す る と い う 、 臨 床 に お け る 見 解 又 は 試 験 デ ー タ が 得 ら れ る ま で 続 け ら れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 治 療 用 の 医 薬 品 組 成 物 は 、 非 経 口 的 に 、 局 所 的 に 、 経 口 的 に 又 は 局 所 的 に 投 与 さ れ る 。
好 ま し く は 、 医 薬 品 組 成 物 は 、 非 経 口 に 投 与 さ れ る (例 え ば 、 静 脈 内 投 与 、 皮 下 投 与 、 腹
腔 内 、 経 粘 膜 )。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 医 薬 品 上 許 容 さ れ る 担 体 、 好 ま し く は 水 溶 性 の 担 体
に 、 溶 解 又 は 懸 濁 さ れ て い る 免 疫 性 ペ プ チ ド 溶 液 を 含 む 非 経 口 投 与 さ れ る 組 成 物 を 提 供 す
る 。 用 い ら れ る 水 溶 性 担 体 の 種 類 は 、 例 え ば 、 水 、 緩 衝 液 、 0.9％ 生 理 食 塩 水 、 0.3％ グ リ
シ ン 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 及 び 同 種 の も の で あ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 従 来 技 術 に よ り 滅 菌 さ れ
る か 、 又 は フ ィ ル タ ー ろ 過 に よ り 滅 菌 さ れ る 。 得 ら れ た 水 溶 性 溶 液 は 、 そ の ま ま で 用 い ら
れ る か 又 は 凍 結 乾 燥 さ れ 、 投 与 の 前 に 滅 菌 溶 液 に 融 解 し て 使 用 す る 。 こ の 組 成 物 は 、 pH調
製 剤 、 緩 衝 剤 、 張 力 調 製 剤 、 湿 剤 、 及 び 同 種 の も の の よ う な 医 薬 品 上 許 容 さ れ る 補 助 物 質
の 他 に 、 ヒ ト の 生 理 状 態 に 応 じ て 必 要 と な る 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 ナ
ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト 、 オ レ イ ン 酸 ト リ
エ タ ノ ー ル ア ミ ン 等 を 含 む 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 変 異 体 HPVの 中 の HPVエ ピ ト ー プ 配 列 の 同 定 方 法 の 他 に 、 HPV配 列 に 導 入 し た
と き に 、 CD8+T細 胞 反 応 を 開 始 す る こ と が で き る ペ プ チ ド の 生 産 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 本 願 発 明 は HPV配 列 の 中 の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定 方 法 及 び
CD8+T細 胞 反 応 を 開 始 す る こ と が で き る エ ピ ト ー プ の 生 産 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 発 明
は HPVワ ク チ ン の 調 製 に 用 い る た め の HPVエ ピ ト ー プ の 免 疫 原 性 を 高 め る の に 適 し た 手 段 及
び 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ れ ら の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 所 望 の タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 各 種 エ ピ ト ー プ に 対 す る
ヒ ト の CD8+T細 胞 反 応 を 検 出 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。 追 加 的 な 態 様 に お い て 、 修 飾 I-M
UNE(登 録 商 標 )ア ッ セ イ シ ス テ ム を 用 い て 一 旦 有 意 エ ピ ト ー プ が 同 定 さ れ る と 、 該 有 意 エ
ピ ト ー プ は 所 定 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 高 め ら れ た 免 疫 反 応 を 誘 発 す る エ ピ ト ー プ を 生 産 す
る た め に 修 飾 さ れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 従 っ て 、 上 で 示 し た よ う に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 そ の 前 駆 体 DNAに よ り エ ン コ ー ド
さ れ る 天 然 の タ ン パ ク 質 と 比 較 し た 時 に 、 修 飾 さ れ た 免 疫 反 応 を 示 す (例 え ば 、 抗 原 性 及
び /又 は 免 疫 原 性 )。 例 え ば 、 高 め ら れ た 免 疫 反 応 を 示 す HPVs(例 え ば 、 変 異 体 HPVエ ピ ト ー
プ )は 、 治 療 及 び 予 防 用 の ワ ク チ ン 組 成 物 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 本 発 明 は 、 所 望 の タ ン パ ク 質 中 の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 手 段 を 提 供 す る 。 本
発 明 は さ ら に 各 種 タ ン パ ク 質 の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 幾 つ か の 好 ま し い 態 様
に お い て 、 本 発 明 は ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス (HPV)の CD8+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 追
加 的 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 予 防 用 及 び /又 は 治 療 用 ワ ク チ ン に 適 し た エ ピ ト ー プ を 提
供 す る 。 特 定 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 予 防 用 及 び /又 は 治 療 用 ワ ク チ ン に 用
い る の に 適 し た 修 飾 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
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　 本 発 明 が 開 発 さ れ る 間 に 、 テ ス ト シ ス テ ム へ 抗 CD40抗 体 を 添 加 す る こ と が 各 種 ペ プ チ ド
に 反 応 す る CD8+T細 胞 を 評 価 す る た め 手 段 で あ っ た 。 本 発 明 を 特 定 の 作 用 機 構 に 限 定 す る
こ と は 意 図 し て い な い け れ ど も 、 抗 -CD40抗 体 の 含 有 物 は 活 性 化 さ れ た CD4+T細 胞 の 上 の CD
40リ ガ ン ド に 似 て い る こ と が 信 じ ら れ て い る 。 こ の 含 有 物 は 、 APCs(例 え ば 、 樹 状 細 胞 )の
表 面 に 存 在 す る CD40レ セ プ タ ー へ 結 合 し 、 MHC及 び B7発 現 を 高 め る こ と に よ り 、 CD8+T細 胞
の 相 対 的 な 活 性 を 刺 激 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 予 備 実 験 に お い て 、 抗 -CD40抗 体 は 、 HLA-A2ペ プ チ ド と 共 に I-MUNE(登 録 商 標 )ア ッ セ イ
シ ス テ ム で 試 験 さ れ た 。 抗 -CD40抗 体 を 用 い な い 場 合 に は 反 応 は 認 め ら れ な か っ た 。 対 照
的 に 、 抗 CD40を 添 加 す る と 有 意 に 改 善 さ れ た 反 応 が 観 察 さ れ た 。 こ れ ら の 初 期 の 実 験 に お
い て 、 抗 CD40の 5つ の 濃 度 が 試 験 さ れ た (10μ g/ml、 5 μ g/ml、 2 μ g/ml、 1 μ g/ml、 及 び
0.5 μ g/ml)。 10 μ g/mlの 濃 度 で は 濃 度 が 高 す ぎ 細 胞 が 死 滅 し た 。 0.5μ g/mlの 濃 度 で は
反 応 を 引 き 起 こ す に は 低 い よ う で あ っ た が 、 細 胞 の ド ナ ー が 、 通 常 か ら 高 い バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド 値 を 有 し て い る と き に は 作 用 し た 。 し た が っ て 、 5 μ g/ml、 2 μ g/ml、 及 び 1 μ g/ml
の 濃 度 を 用 い た 6の 比 較 が 行 わ れ た 。 Stat-Ease DX6.1ソ フ ト ウ ェ ア (State-Ease Inc.,　 M
inneapolis, MN)を 用 い て こ の 結 果 の 統 計 解 析 を 行 っ た 。 こ れ ら の 結 果 に 基 づ い て 、 バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド と 比 較 し て 最 も 高 い 分 化 反 応 を 示 し た 、 1 μ g/ml濃 度 が 選 択 さ れ た 。 1 μ g/
mlの 濃 度 は 、 2.5μ g/ml及 び 5μ g/mlと 比 較 し て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 低 く 保 つ の に 役 立 っ た
。 し か し な が ら 、 他 の ア ッ セ イ シ ス テ ム に お い て 、 異 な る 抗 体 濃 度 が 用 い ら れ る こ と も 本
発 明 で は 意 図 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ス ル (HPV)の 2系 統 由 来 の E7タ ン パ ク 質 中 の CD8+T
細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 幾 つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ の 発 明 は 、 高 リ ス ク HPV
の 感 染 を 避 け る た め の 複 合 ワ ク チ ン に お け る HPVワ ク チ ン の 開 発 に 関 す る 手 段 を 提 供 す る
。 追 加 的 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 感 染 し た 個 人 お い て 、 腫 瘍 の 開 始 及 び /又 は 悪 性 化
へ の 進 展 を 避 け る た め 用 い る の に 適 し た 高 リ ス ク HPVタ イ プ に 対 す る 治 療 用 ワ ク チ ン の 開
発 の 手 段 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 予 防 用 及 び /又 は 治 療 用 ワ ク チ ン に 用 い る の に 適
し た エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 特 定 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 予 防 用 及 び /又 は
治 療 用 ワ ク チ ン に 用 い る の に 適 し た 修 飾 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 HPV由 来 の E7オ ン コ プ ロ テ イ ン は 、 子 宮 頚 癌 に お い て ユ ビ キ タ ス を 発 現 す る こ と か ら DNA
ワ ク チ ン に つ い て の 特 に 魅 力 的 な 標 的 で あ る 。 E7タ ン パ ク 質 及 び E6タ ン パ ク 質 は HPVの 発
ガ ン の 特 性 に 関 与 し て い る (Finzer et al., Cancer Lett., 188 :15-24 [2002])。 こ れ ら
の 2の タ ン パ ク 質 の 連 続 的 な 発 現 は 、 子 宮 頚 癌 細 胞 の 分 化 及 び 生 存 に 必 要 で あ る (von Kneb
el-Doeberitz et al., Cancer Res., 48: 3780-6[1988])。 E6及 び E7は 、 子 宮 頚 部 領 域 の
形 質 転 換 及 び ア ポ ト ー シ ス の 抑 制 に 関 与 す る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 反 応 は 子
宮 頚 癌 に 対 し て 予 防 し う る こ と を 幾 つ か の 研 究 が 示 し て い る 。 E6及 び E7に 反 応 す る 天 然 の
CTLは 、 SILを 伴 う HPV16陽 性 の 女 性 よ り も 偏 平 上 皮 乳 頭 腫 に お け る 上 皮 内 部 の 新 し い 組 織
形 成 (SIL)を 伴 わ な い HPV16陽 性 の 女 性 に よ り 多 く 見 受 け ら れ る (Nakagawa et al., J. Inf
ect. Dis. , 175: 927-931[1997])。 加 え て 、 E6及 び E7の 特 定 の 防 御 タ ン パ ク 質 に 反 応 す
る 細 胞 が 仲 介 す る 免 疫 反 応 は 病 気 の 回 復 及 び ウ イ ル ス 性 感 染 の 解 消 に 関 係 が あ る (Kadish 
et al., Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 11: 483-488 [2002] )。 さ ら に 、 E7DNA
を 用 い た ワ ク チ ン 接 種 は 細 胞 障 害 性 の T細 胞 反 応 の 誘 発 に お い て 効 果 が 高 い こ と が 知 ら れ
て い る (Osen etal., Vaccine 19: 4276- 4286 [2001])。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 完 全 長 ワ ク チ ン で は な く エ ピ ト ー プ ワ ク チ ン を 用 い る 本 願 発 明 は 、 発 ガ ン 物 質 を 投 与 す
る と い う 問 題 を 排 除 で き る 利 点 を 有 す る 。 DNAワ ク チ ン は 制 限 さ れ た サ イ ズ を 有 す る こ と
か ら 、 E7領 域 の み の 含 有 物 は よ り 高 い リ ス ク の 系 統 に つ い て も 適 用 す る こ と が で き る 。 HP
V感 染 患 者 は 、 し ば し ば 1以 上 の HPVの キ ャ リ ア ー で も あ る 。 さ ら に 1系 統 の HPV感 染 を 克 服
し た 患 者 は 、 第 二 の 系 統 に よ り 再 感 染 す る こ と が あ る 。 CTLエ ピ ト ー プ は 通 常 抗 ウ イ ス ル
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ワ ク チ ン に 関 係 す る け れ ど も 、 本 発 明 の 幾 つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 CD8+エ ピ ト ー プ
に 結 合 さ せ て CD4+エ ピ ト ー プ を 包 含 す る こ と に は 理 由 が あ る 。 例 え ば 、 抗 原 特 異 的 、 CD4+
の 補 助 は 、 通 常 、 抗 原 提 示 細 胞 の ク ロ ス プ ラ イ ミ ン グ を 通 じ て 、 CD8+細 胞 毒 性 活 性 の 活 性
化 に 必 要 で あ る (Bennett etal., Nature 393: 478-480[1998] ; Schoenberger etal., Na
ture 393: 480-483[1998] ; 及 び Ridge et al., Nature 393: 474-478[1998]参 照 の こ と )
 。 さ ら に 動 物 モ デ ル の 研 究 に お い て 、 同 じ 抗 原 か ら 提 供 さ れ る CD4及 び CD8エ ピ ト ー プ を
含 む ワ ク チ ン は 強 い 防 御 反 応 を 誘 発 す る こ と が 証 明 さ れ て い る (Ossendrop et al., J.Exp
. Med., 187: 693-702[1998] ;De Veermann et al., J. Immunol., 162: 144-151 [1999]
; 及 び  Zwaveling et al., J. Immunol., 169:350-8[2002]参 照 の こ と )。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 幾 つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 HPV系 統 、 特 に 悪 性 疾 患 の リ ス ク と 関 係 す
る 系 統 に 対 し て の ワ ク チ ン 組 成 物 を 開 発 す る た め の 組 成 物 と 方 法 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 特
定 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 2の 高 リ ス ク HPV系 統 (す な わ ち 、 16系 統 及 び 18系
統 )の E7タ ン パ ク 質 に 対 す る ワ ク チ ン 組 成 物 の 発 達 の た め の 組 成 物 と 方 法 を 提 供 す る 。 重
要 な こ と に 、 こ れ ら の HPV系 統 か ら DNAの 存 在 は 子 宮 頚 部 障 害 及 び 子 宮 頚 部 癌 に 関 係 す る (L
orincz et al., Obstet Gynecol., 79: 328-337. [1992] )。 2003年 4月 28日 に 提 出 さ れ た
U.S. Patent No. 60/460,235の よ う に 各 種 高 リ ス ク 及 び 中 リ ス ク HPV系 統 の E6及 び E7タ ン
パ ク 質 の 中 の MHCク ラ ス IIヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ が 同 定 さ れ て い る 。 従 っ て 、 既 知 の 補 助 エ
ピ ト ー プ に 加 え て 、 本 発 明 の CD8+エ ピ ト ー プ を 含 む 組 成 物 及 び 方 法 は 、 治 療 用 及 び /又 は
予 防 用 ワ ク チ ン 組 成 物 に 用 い ら れ る こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 以 下 の 実 施 例 は 、 特 定 の 好 ま し い 態 様 及 び 本 発 明 の 側 面 を 説 明 す る 。 説 明 さ れ る 実 施 例
に 本 発 明 を 限 定 す る こ と は 意 図 し な い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 以 下 の 実 験 に 関 す る 開 示 に お い て は 、 次 の 略 語 が 適 用 さ れ る ： M(モ ル 濃 度 の )； mM(ミ リ
モ ル 濃 度 の )； μ M(マ イ ク ロ モ ル 濃 度 の )； nM(ナ ノ モ ル 濃 度 の )； mol(モ ル )； mmol(ミ リ モ
ル )； μ mol(マ イ ク ロ モ ル )； nmol(ナ ノ モ ル )； gm(グ ラ ム )； mg(ミ リ グ ラ ム )； μ g(マ イ ク
ロ グ ラ ム )； pg(ピ コ グ ラ ム )； L(リ ッ ト ル )； ml(ミ リ リ ッ ト ル )； μ l(マ イ ク ロ リ ッ ト ル )
； cm(セ ン チ メ ー ト ル )； mm(ミ リ メ ー ト ル )； μ m(マ イ ク ロ メ ー ト ル )； nm(ナ ノ メ ー ト ル )
； ℃ (摂 氏 温 度 )； cDNA(複 製 又 は 相 補 的 DNA)； DNA(デ オ キ シ リ ボ 核 酸 )； ssDNA(一 本 鎖 DNA)
； dsDNA(二 本 鎖 DNA)； dNTP(デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 )； RNA(リ ボ 核 酸 )； HRP(
ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ )； AEC基 質 (酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ
ド 、 メ タ ノ ー ル 及 び 尿 酸 過 酸 化 物 の 溶 液 )； AECク ロ モ ゲ ン (3-ア ミ ノ -9-エ チ ル カ ル バ ゾ ー
ル (2％ w/v)及 び N,N-ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド の 溶 液 )； PBS(リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 )； g(比 重
)； DC(樹 状 細 胞 )； PHA(フ ィ ト ヘ ム ア グ ル チ ニ ン )； OD(光 学 密 度 )； ダ ル ベ ッ コ (Dulbecco
’ s)リ ン 酸 緩 衝 溶 液 (DPBS)； HEPES(N-[2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ]ピ ペ ラ ジ ン -N-［ 2－ エ タ ン ス
ル ホ ン 酸 ］ )； HBS(HEPES緩 衝 生 理 食 塩 液 )； SDS(ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム )； ト リ ス -HCl(
ト リ ス ［ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ］ ア ミ ノ メ タ ン -塩 酸 )； DMSO(ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド )； EGTA(
エ チ レ ン グ リ コ ー ル -ビ ス (β － ア ミ ノ エ チ ル エ ー テ ル )N,N,N,N’ -四 酢 酸 )； EDTA(エ チ レ
ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 )； DPBS(ダ ル ベ ッ コ リ ン 緩 衝 生 理 食 塩 水 )； bla(β -ラ ク タ マ ー ゼ 又 は ア
ン ピ リ シ ン 耐 性 遺 伝 子 )； エ ン ド ー ゲ ン (エ ン ド ー ゲ ン (Endogen)、 ウ ォ ー バ ン 、 マ サ チ ュ
ー セ ッ ツ 州 )； サ イ ト バ ッ ク ス (CytoVax) (サ イ ト バ ッ ク ス (CytoVax), エ ド モ ン ト (Edmont
on), カ ナ ダ ); ワ イ ス ・ エ ア ス ト (Wyeth-Ayerst) (ワ イ ス ・ エ ア ス ト (Wyeth-Ayerst), フ
ィ ラ デ ル フ ィ ア , ペ ン シ ル バ ニ ア 州 ); NEN (NEFラ イ フ サ イ エ ン ス プ ロ ダ ク ト (NEN Life S
cience Products), ボ ス ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ); ワ レ ス オ イ (Wallace Oy)(ワ レ ス オ
イ (Wallace Oy)、 ト ゥ ル ク 、 フ ィ ン ラ ン ド ); フ ァ ル マ AS(Pharma AS) (フ ァ ル マ Ａ Ｓ (Pha
rma AS)、 オ ス ロ 、 ノ ル ウ ェ イ ); ダ イ ナ ル (Dynal) (ダ イ ナ ル (Dynal)、 オ ス ロ , ノ ル ウ ェ
イ ) ; バ イ オ シ ン セ シ ス (Bio-Synthesis) (バ イ オ シ ン セ シ ス (Bio-Synthesis)、 ル イ ス ビ
ル , テ キ サ ス 州 ) ; ミ モ ト ペ ス (Mimotopes) (ミ モ ト ペ ス 社 (Mimotopes, Inc.)、 サ ン デ ィ
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エ ゴ 、 カ ナ ダ );ATCC(ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン (American Type Cu
lture Collection)、 ロ ッ ク ビ ル 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ); ギ ブ コ (Gibco)/BRL(ギ ブ コ (Gibco)/
BRL、 グ ラ ン ド ア イ ラ ン ド (Grand Island)、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 )； シ グ マ (Sigma)(シ グ マ ・ ケ
ミ カ ル 社 (Sigma Chemical　 Co.)、 セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 州 )； フ ァ ル マ シ ア (Pharmacia
)(フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ク 社 (Pharmacia Biotech)、 イ ン ビ チ ロ ジ ェ ン  (イ ン ビ ト ロ ジ
ェ ン 社 (Invitrogen, Inc.), グ ラ ン ド ア イ ラ ン ド ,ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ) ; ア ボ ッ ト (Abbott) 
(ア ボ ッ ト ラ ボ ラ ト リ ー ズ (Abbott Laboratories), ア ボ ッ ト パ ー ク , イ リ ノ イ 州 ) ; リ ス
ト (List) (リ ス ト バ イ オ ロ ジ カ ル ラ ボ ラ ト リ ー ズ 社 (List Biological Laboratories Inc.
)、 キ ャ ン ベ ル 、 カ ナ ダ ); パ ー キ ン エ ル マ ー (Perkin Elmer)(パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ
イ エ ン ス (PerkinElmer Life Sciences), ボ ス ト ン  マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ) ; eバ イ オ サ イ
エ ン ス (eBioscience)(eバ イ オ サ イ エ ン ス (eBioscience)サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ ナ ダ ); BDバ イ
オ サ イ エ ン ス (BD Bioscience) (BDバ イ オ サ イ エ ン ス (BD Bioscience); セ ル ラ ー テ ク ロ ノ
ジ ー (Cellular Technology )(セ ル ラ ー テ ク ノ ロ ジ ー (Cellular Technology), ク リ ー ブ ラ
ン ド , オ ハ イ オ 州 );お よ び ス ト ラ タ ジ ー ン (Stratagene)(ス ト ラ タ ジ ー ン 社 (Stratagene)
、 ラ ・ ホ ー ヤ 、 カ ナ ダ )。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ２ ６ 】

　 HPV16及 び 18由 来 の E7タ ン パ ク 質 の 完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 9-merの ペ プ チ ド セ ッ ト
作 成 し た 。 SwissProt.P03129は 、 HPV16E7に 対 応 す る 。 SwissProt.P06788は 、 HPV18E7に 対
応 す る 。 こ れ ら の 変 異 体 ペ プ チ ド を 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る マ ル チ ピ ン (multi-pin
)合 成 技 術 を 用 い た 、 ミ モ ト ペ ス (Mimotopes)(例 え ば 、 Maeji et al. ; J. Immunol. Meth
., 134: 23-33 [1990] 参 照 の こ と )で 合 成 し た 。 9-merの ペ プ チ ド を 、 8ア ミ ノ 酸 を 共 有 す
る 隣 接 ペ プ チ ド を 有 す る 配 列 に な る よ う に 調 製 し た (す な わ ち 、 各 ペ プ チ ド は 1の ア ミ ノ 酸
が そ れ ぞ れ 異 な る )。 約 2mg/mlの ス ト ッ ク 濃 縮 溶 液 を 提 供 す る た め に DMSOで ペ プ チ ド を 希
釈 し た 。 各 ア ッ セ イ に 用 い る ペ プ チ ド の 最 終 濃 度 は 、 5μ g/mlで あ っ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ２ ７ 】

　 ヒ ト の 新 鮮 末 梢 血 液 細 胞 を HPVに 曝 さ れ て い な い ヒ ト か ら 収 集 し た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、
実 施 例 3で 示 す よ う に 、 HPV16及 び 18の 抗 原 エ ピ ト ー プ を 検 出 す る た め に 試 験 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 末 梢 単 核 血 液 細 胞 (室 温 放 置 24時 間 未 満 の も の )を 以 下 の よ う に 調 製 し た 。 PBMC’ sは 、 3
0分 間 の 1000 x gに よ る Lymphorepの 下 敷 き と す る 遠 心 分 離 に よ り 緩 衝 剤 (buffy coat mate
rial)よ り 単 離 し た 。 中 間 層 を 収 集 、 洗 浄 し 、 Cell-Dyn 3700System(ア ボ ッ ト (Abbott))を
用 い て カ ウ ン ト し た 。 そ の 後 、 30ml の AIM-V(イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )に 再 懸 濁 し た 10 8 PBMC’ s
を 含 む 懸 濁 液 を 調 製 し 、 そ の 後 プ ラ ス チ ッ ク の T-75培 養 フ ラ ス コ に 2時 間 付 着 さ せ た 。 残
り の 細 胞 を 45％ FCS(ギ ブ コ /BRL)、 45％ PBS(w/o)Ca＆ Mg(メ デ ィ ア テ ッ ク (Mediatech))及 び
10％ CMSO(シ グ マ )の 中 で 5ｘ 10 7 細 胞 /mlの 濃 度 で 凍 結 し た 。 2時 間 の PBMCで の イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン の 後 、 非 付 着 細 胞 を フ ラ ス コ か ら 除 去 し た 。 付 着 細 胞 は 、 800単 位 /mlの 組 換 え ヒ ト
GM-CSF(R&Dシ ス テ ム ズ )及 び 100単 位 /mlの 組 換 え ヒ ト IL-4(Endogen)と 共 に フ ラ ス コ 内 で 、
37℃ 、 5％ CO 2 で 培 養 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 5日 目 に 50単 位 /mlの 組 換 え ヒ ト Il-1a(En
dogen)及 び 0.2単 位 /mlの 組 換 え ヒ ト TNF-α を 培 地 に 添 加 し た 。 付 着 及 び 非 付 着 樹 状 細 胞 を
収 穫 、 洗 浄 し 、 7日 目 に カ ウ ン ト を 行 い 、 マ イ ト マ イ シ ン C(シ グ マ )及 び 10mMEDTAで 1時 間
処 置 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 自 系 の CD8+T細 胞 を PBMCsの 凍 結 保 存 の 分 割 サ ン プ ル か ら 調 製 し た 。 DPBS中 で 解 凍 及 び 洗
浄 し た 後 、 市 販 さ れ て い る CD8陰 性 選 択 キ ッ ト (ダ イ ナ ル )を 用 い て 、 製 造 元 の 指 示 に 従 っ
て CD8+T細 胞 を 単 離 し た 。 細 胞 を 、 Abbott Cell-Dyn 3700シ ス テ ム を 用 い て カ ウ ン ト し た
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。 こ れ ら の 方 法 を 用 い て 得 ら れ た 生 成 物 は 90％ 以 上 精 製 さ れ て い る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ３ ０ 】

　 こ の 実 施 例 は 本 発 明 に 用 い る ア ッ セ イ シ ス テ ム に つ い て 述 べ る 。 基 本 的 な テ ス ト シ ス テ
ム は 、 「 I-MUNE(登 録 商 標 )」 ア ッ セ イ シ ス テ ム に 基 づ い て い る 。 基 本 的 な I-MUNE(登 録 商
標 )は 、 CD8+T細 胞 反 応 の 解 析 を 促 進 す る た め に こ こ で 述 べ ら れ て い る よ う に 修 飾 さ れ て い
る 。 以 下 で 詳 細 に 述 べ る よ う に 、 本 発 明 の 開 発 の た め の 修 飾 (変 更 )は 、 PBMCに 基 づ く CD8(
す な わ ち 、 CD4の 代 わ り に )陰 性 選 択 に 基 づ い て い る 。 更 に 、 プ レ ー ト の 中 に CDs及 び エ ピ
ト ー プ を 導 入 す る 前 に (抗 -CD40の 最 終 濃 度 は 1μ g/ml)CD8細 胞 の 再 懸 濁 の 際 に 、 2μ g/mlの
抗 CD40溶 液 の 1.5ｘ 10 5 mlか ら 2.5ｘ 10 5 mlを 添 加 し た 。 そ し て 、 1μ lの 1μ g/mlPHAを 、 破 傷
風 ト キ ソ イ ド の 変 わ り に 陽 性 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 丸 底 の 96ウ ェ ル の 中 で 、 自 系 樹 状 細 胞 及 び CD8+T細 胞 を 試 験 す る ペ プ チ ド と 混 合 し た 。
よ り 具 体 的 に は 、 100μ l/ウ ェ ル の 容 量 の 、 AIMVの 中 の 2× 10 4 の 樹 状 細 胞 を 各 ペ プ チ ド と
混 合 し た (ペ プ チ ド の 最 終 濃 度 は 、 5μ ｇ /ml及 び DMSOの 最 終 濃 度 は 0.25％ )。 5％ CO 2 、 37℃
で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 CD8+T細 胞 と 2μ g/mlの 抗 CD40(eバ イ オ サ イ エ ン ス (e
バ イ オ サ イ エ ン ス )； Clone 5C3マ ウ ス IgG1、 Kappa)を 全 容 量 が 200μ lに 成 る よ う に 培 地 の
中 に 添 加 し 、 抗 CD40の 最 終 濃 度 は ウ ェ ル 当 た り 1μ g/mlと し た 。 陰 性 対 照 ウ ェ ル は 樹 状 細
胞 、 CD8+T細 胞 及 び 0.25％ DMSOを 含 ん で い た 。 陽 性 対 照 ウ ェ ル は 樹 状 細 胞 、 CD8+T細 胞 (テ
ス ト ウ ェ ル と 同 じ 濃 度 で )、 及 び 0.25％ DMSOを 、 5μ g/ml PHA(シ グ マ )と 共 に 含 ん で い た 。
幾 つ か の 実 験 に お い て 、 1μ g/mlの 抗 IgG1(eバ イ オ サ イ エ ン ス ； Clone P3マ ウ ス IgG1、 Kap
pa)は 比 較 の 目 的 で 、 ア イ ソ タ イ プ の 対 照 と し て 用 い ら れ た 。 試 験 ペ プ チ ド は 各 ド ナ ー に
対 し て 、 2又 は 3回 の 繰 り 返 し 試 験 を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 5％ CO 2 、 37℃ で 5日 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 培 地 の 0.25μ Ci/ウ ェ ル に ト リ チ ウ ム
化 し た チ ミ ジ ン (パ ー キ ン エ ル マ ー )を 添 加 し た 。 つ づ い て 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た
後 、 プ レ ー ト を 収 穫 し 、 Wallac Microbeta TriLux Liquid scintillation counter (パ ー
キ ン エ ル マ ー )を 用 い て ト リ チ ウ ム 化 し た チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 評 価 し た (す な わ ち 、 T細
分 化 )。 反 応 体 は 、 各 試 験 試 料 に 対 す る 2回 の 試 験 の 平 均 で 評 価 さ れ た 。 陽 性 反 応 は 、 バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド の 少 な く と も 2.95倍 を 有 す る も の で あ る と 定 義 さ れ る 。 抗 CD40抗 体 及 び 抗 Ig
G1ア イ ソ タ イ プ 抗 体 で 得 ら れ た 結 果 に 基 づ い て 、 抗 CD40の 効 果 が 特 異 的 で あ る と い う こ と
が わ か っ た (図 3を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 少 な く と も 45ド ナ ー で 両 方 の タ ン パ ク 質 を 試 験 し た デ ー タ の セ ッ ト を 計 算 し た 。 各 ペ プ
チ ド に 対 す る 反 応 (体 の )パ ー セ ン ト は 、 ド ナ ー の 全 体 を 母 集 団 と し て 決 定 さ れ た 。 こ の ア
ッ セ イ シ ス テ ム に お い て 、 「 ド ナ ー の 母 集 団 に 対 す る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 割 合 の 平 均 」
は 、 一 の セ ッ ト の 中 の す べ て の ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 割 合 の 平 均 パ ー セ ン ト で あ る と 定 義
さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ シ ス テ ム に お い て 、 「 主 要 エ ピ ト ー プ 」 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 反
応 割 合 の 平 均 値 よ り も 少 な く と も 3標 準 偏 差 高 い 反 応 割 合 を 有 す る も の と 定 義 さ れ る 。 「
中 程 度 の エ ピ ト ー プ 」 は 、 少 な く と も 平 均 値 よ り も 2標 準 偏 差 高 い 又 は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
の 3倍 の 結 果 を 生 産 す る も の で あ る 。 「 マ イ ナ ー エ ピ ト ー プ 」 は 、 背 景 値 の 少 な く と も 2倍
の 反 応 割 合 を 有 す る も の で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 こ の ア ッ セ イ は 試 験 さ れ た HPVの 両
系 統 に お い て い つ か の エ ピ ト ー プ を 同 定 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
A. HPVE7.16
　 抗 原 に つ い て 、 45ド ナ ー が 、 HPV E7.16に 対 す る エ ピ ト ー プ を 決 定 す る た め に 、 I-MUNE(
登 録 商 標 )ア ッ セ イ シ ス テ ム に お い て 試 験 さ れ た 。 図 1は 、 各 エ ピ ト ー プ に 対 す る 反 応 体 を
示 す グ ラ フ で あ る 。 表 1に 示 し た よ う に 、 こ の 抗 原 で 、 19の 所 望 の エ ピ ト ー プ が 検 出 さ れ
た 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
B. HPV E7.18
　 抗 原 に つ い て 、 58ド ナ ー が HPV E7.18に 対 す る 所 望 の エ ピ ト ー プ を 検 出 す る た め に I-MUN
E(登 録 商 標 )ア ッ セ イ で 試 験 さ れ た 。 図 2は 、 各 エ ピ ト ー プ 対 す る 反 応 体 を 示 し た グ ラ フ で
あ る 。 表 2に 示 す よ う に 、 抗 原 に お い て 、 6の 所 望 の エ ピ ト ー プ が 検 出 さ れ た 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 上 で 示 し た 結 果 は 、 HPV16及 び HPV18 E7タ ン パ ク 質 に お い て 所 望 の エ ピ ト ー プ を 提 供 す
る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ に 反 応 す る CD8+T細 胞 を 評 価 す る
方 法 だ け で な く 、 修 飾 に 適 切 で あ り 、 ワ ク チ ン と し て の 組 成 物 に 用 い る エ ピ ト ー プ も 提 供
す る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ３ ５ 】

　 こ の 実 施 例 に お い て 、 ELISPOT(BD バ イ オ サ イ エ ン ス )ア ッ セ イ を 、 そ れ ぞ れ の 実 施 例 に
お い て 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ が 効 果 的 な エ ピ ト ー プ で あ る か ど う か に つ い て 評 価 す る た め
に 用 い た 。 こ の 実 施 例 に お い て 、 INF-γ ELISPOTア ッ セ イ を 、 HPV18E7ペ プ セ ッ ト か ら 低 い
及 び 非 反 応 ペ プ チ ド と と も に 、 上 で 述 べ た よ う に 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ を 用 い て 行 っ た 。
20の ド ナ ー に 対 し て CD8+I-MUNE(登 録 商 標 )エ ピ ト ー プ を 用 い て 同 時 に 試 験 を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 こ の 実 施 例 に お い て 、 丸 底 の 96ウ ェ ル の プ レ ー ト 内 で 、 1ウ ェ ル 当 た り 各 細 胞 100μ Lの C
D8+T細 胞 及 び 樹 状 細 胞 を 混 合 し た 。 所 望 の 各 ペ プ チ ド を 、 0.25％ DMSO中 の 最 終 濃 度 が 5μ g
/mlに な る よ う に 添 加 し た 。 対 照 ウ ェ ル は DMSOを 含 む が ペ プ チ ド を 含 ん で い な い 。 抗 ヒ ト C
D40Ab(eバ イ オ サ イ エ ン ス )を 、 1ウ ェ ル 当 た り 1μ g/ml添 加 し た 。 各 ペ プ チ ド は 2回 試 験 を
行 っ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 37℃ 、 5％ CO 2 で 5日 間 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 5日 目 に 、 細 胞 を ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 再 懸 濁 し 、 細 胞 の 懸 濁 液
を 精 製 さ れ た α -ヒ ト INF-γ 補 足 抗 体 で コ ー ト さ れ て い る ELISPOT(BDバ イ オ サ イ エ ン ス )プ
レ ー ト 内 に 移 し た 。 プ レ ー ト を 、 37度 、 5％ CO 2 で 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の プ レ ー
ト を 洗 浄 し 、 ビ オ チ ン 標 識 し た α -ヒ ト INF-γ 検 出 抗 体 と 共 に 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
た 。 ア ビ ジ ン -HRP及 び AEC基 質 及 び 色 原 体 (ク ロ モ ゲ ン )は 、 ス ポ ッ ト の 発 色 に 用 い た 。 ス
ポ ッ ト は 、 ImmunoSpot(登 録 商 標 )解 析 装 置 (Cellular Technology)を 用 い て 、 製 造 元 の 取
り 扱 い 説 明 書 に 従 っ て 定 量 し た 。 陽 性 反 応 は 背 景 レ ベ ル よ り 少 な く と も 3倍 高 い も の で あ
る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 全 て の 結 果 を 図 4に 示 す 。 こ の 図 に 示 す よ う に 、 INF-γ プ ロ ダ ク シ ョ ン と エ ピ ト ー プ の
分 化 の 間 に は 強 い 関 係 が 見 ら れ る (r=0.67； p=0.0019)。 INF-γ 及 び CD8+T細 胞 分 化 と の 間
の 相 関 は 、 分 化 し て い る CD8+T細 胞 が 実 は エ フ ェ ク タ ー 細 胞 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
CD8+分 化 と INF-γ 生 産 の 比 較 よ り 、 発 現 し た エ ピ ト ー プ は 、 エ フ ェ ク タ ー エ ピ ト ー プ で あ
る こ と が わ か る 。 そ れ ゆ え 、 I-MUNE(登 録 商 標 )ア ッ セ イ に お け る CD8+分 化 は 、 ア レ ル ギ ー
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性 細 胞 で は な く エ フ ェ ク タ ー 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 分 化 よ り も INF-γ に 対 し て よ り 強 い 陽 性 反 応 を 示 す 幾 つ か の エ ピ ト ー プ が あ る 。 特 に メ
モ リ 細 胞 反 応 の よ う に 、 分 化 を 伴 わ な い サ イ ト カ イ ン 生 産 は 珍 し い 現 象 で は な い 。 こ の ケ
ー ス で は 、 INF-γ 生 産 を 伴 わ な い 分 化 が 見 ら れ た 。 INF-γ は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル の 2
倍 で あ っ た が 、 本 発 明 に お け る 「 陽 性 」 の 基 準 は 満 た し て い な か っ た 。 し か し な が ら 、 こ
の こ と は 、 多 く の 他 の 研 究 か ら 陽 性 で あ る と 考 え ら れ る 。 要 す る に 、 こ こ に 示 す 結 果 は 、
I-MUNE(登 録 商 標 )で 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ は 、 INF-γ ELISPOTア ッ セ イ 等 の 市 販 の ア ッ セ
イ シ ス テ ム を 用 い て CTL活 性 を 検 証 す る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ １ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 試 験 さ れ た HPV E7.16の 各 エ ピ ト ー プ に 対 す る 反 応 を 示 し た グ ラ フ で あ る
。
【 図 ２ 】 図 2は 、 試 験 さ れ た HPV E7.18の 各 エ ピ ト ー プ に 対 す る 反 応 を 示 し た グ ラ フ で あ る
。
【 図 ３ 】 図 3は 、 抗 CD40抗 体 及 び 抗 LgG1イ ソ タ イ プ 抗 体 の 存 在 下 に お け る HPV E7.18に 対 す
る 反 応 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 20の 無 作 為 抽 出 ド ナ ー に お い て HPV E7.18エ ピ ト ー プ を 用 い て 、 ELISPOT 
INF-γ ア ッ セ イ 及 び CD8 I-MUNE(登 録 商 標 )ア ッ セ イ を 平 行 し て 実 施 し て と き の 反 応 を 示 し
た 図 で あ る 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明提供了鉴定所需蛋白质中有效CD8 + T细胞表位的方法。本发明还
提供各种蛋白质的CD8 + T细胞表位。在另外的实施方案中，本发明提供
适用于预防和/或治疗性疫苗的表位。在某些优选的实施方案中，本发明
提供了适用于预防和/或治疗性疫苗的修饰的表位。在一些优选的实施方
案中，本发明提供了开发多效疫苗以预防与HPV疫苗，特别是高风险
HPV毒株相关的感染的方法。具体地，本发明提供了鉴定HPV毒株如
HVP16和HVP18中的CD8 + T细胞表位的方法。另一方面，本发明提供
了开发针对高风险HVP类型的治疗性疫苗的方法，其防止感染个体中肿
瘤和/或恶性肿瘤的发展。本发明还提供了适用于有效预防和治疗的疫苗
的表位。 点域1
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