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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
異常なポリペプチドまたは異常に上昇した量のポリペプチドを含むまたはそれらと関連し
、且つHLAクラスI分子によってその表面に上記ポリペプチドの少なくとも一部を提示でき
る疾患細胞を含む疾患を有する患者の治療のための、細胞の表面にHLAクラスI分子によっ
て提示される場合、上記ポリペプチドの少なくとも一部を認識する、治療上の有効量の細
胞障害性Tリンパ球(CTL)を含む治療剤であって、該細胞障害性Tリンパ球が、上記患者の
疾患細胞に含まれるまたはそれと関連する、上記異常なポリペプチドまたは異常に上昇し
たポリペプチドの少なくとも一部を患者において提示するHLAクラスI分子タイプを持たな
い健康な個人から由来し、該CTLが前記患者のHLAクラスI分子タイプを有する刺激細胞を
使用してin vitroで刺激されており、上記刺激細胞の表面に存在する上記HLAクラスI分子
の大集団において上記ポリペプチドの少なくとも一部分を提示することを特徴とする治療
剤。
【請求項２】
該CTLがCTLのクローン化集団である請求項1記載の治療剤。
【請求項３】
該CTLが他の細胞タイプから実質的にフリーである請求項1または2記載の治療剤。
【請求項４】
上記ポリペプチドが上記疾患細胞と関連するミュータントポリペプチドである請求項1か
ら3のいずれか一項記載の治療剤。
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【請求項５】
上記ポリペプチドが非疾患細胞と比較して上記疾患細胞においてより高いレベルで存在す
る請求項1から3のいずれか一項記載の治療剤。
【請求項６】
該疾患がガンである請求項1から5のいずれか一項記載の治療剤。
【請求項７】
該ガンが乳ガン;膀胱ガン;肺ガン;前立腺ガン;甲状腺ガン;CML,ALL,AML,PMLのような白血
病及びリンパ腫;大腸ガン;グリオーム;セミノーマ;肝臓ガン;膵臓ガン;膀胱ガン;腎臓ガ
ン;子宮ガン;精巣ガン;頭及び首のガン;卵巣ガン;神経芽腫及びメラノーマのいずれか一
つである請求項6記載の治療剤。
【請求項８】
該疾患が慢性ウイルス感染によって引き起こされる請求項1から5のいずれか一項記載の治
療剤。
【請求項９】
該ウイルスがHIV、パピローマウイルス、エプスタインバーウイルス、HTLV-1、B型肝炎ウ
イルス、C型肝炎ウイルス及びヘルペスウイルスのいずれか一つである請求項8記載の治療
剤。
【請求項１０】
該ウイルスがHIVである請求項9記載の治療剤。
【請求項１１】
該疾患が異常に上昇した量のホルモンと関連する請求項1から5のいずれか一項記載の治療
剤。
【請求項１２】
該疾患が慢性の細菌感染によって引き起こされる細菌疾患である請求項1から5のいずれか
一項記載の治療剤。
【請求項１３】
さらにCTLの投与の前に該患者のHLAクラスI分子タイプを測定する工程を含む請求項1から
12のいずれか一項記載の治療剤。
【請求項１４】
上記タイプがDNAタイピングを用いて測定される請求項13記載の治療剤。
【請求項１５】
該患者がヒトである請求項1から14のいずれか一項記載の治療剤。
【請求項１６】
上記細胞障害性Tリンパ球がCTLクローンのライブラリーから選択され、上記ライブラリー
は異なるHLAクラスI分子タイプを有する個人から由来する複数のCTLクローンを含み、各
上記CTLクローンは上記疾患細胞を認識する請求項13記載の治療剤。
【請求項１７】
各上記CTLクローンは上記疾患細胞に含まれるまたはそれと関連する同じポリペプチドの
少なくとも一部を認識する請求項16記載の治療剤。
【請求項１８】
選択されたポリペプチドに対して反応性の細胞障害性Tリンパ球のクローン化集団を製造
する方法であって、健康な個人由来のCTLまたはその前駆体を含むサンプルを、その表面
にHLAクラスI分子を発現し、刺激細胞の表面に存在する上記HLAクラスI分子の大集団にお
いて選択されたポリペプチドの少なくとも一部分を提示する刺激細胞と共培養する工程(a
)と、上記ポリペプチドの少なくとも一部分が細胞の表面にHLAクラスI分子によって提示
される場合、上記選択されたポリペプチドに対して反応性のCTLクローンを選択する工程(
b)とを含み、該健康な個人が、刺激細胞上で該選択されたポリペプチドの少なくとも一部
を提示するHLAクラスI分子タイプを持たない、方法。
【請求項１９】
上記CTLまたはその前駆体を含むサンプルがPBMCである請求項18記載の方法。
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【請求項２０】
上記選択されたポリペプチドが疾患細胞と関連する異常ポリペプチドであり、または上記
ポリペプチドの異常に上昇した量が上記疾患細胞で存在する疾患細胞と関連するポリペプ
チドである請求項18または19記載の方法。
【請求項２１】
上記選択されたポリペプチドが疾患細胞と関連するミュータントポリペプチド、または非
疾患細胞と比較して上記疾患細胞でより高いレベルで存在するポリペプチドである請求項
20記載の方法。
【請求項２２】
上記疾患細胞がガン細胞、ウイルス感染細胞、細菌感染細胞及び異常に上昇した量のホル
モンを発現する細胞のいずれか一つである請求項20または21記載の方法。
【請求項２３】
該健康な個人がヒトである請求項18から22のいずれか一つの方法。
【請求項２４】
上記選択されたポリペプチドがサイクリンD1,サイクリンE,mdm2,WT1,EGF-R,erb-B2,erb-B
3,FGF-R,インスリン様増殖因子受容体,met,myc,p53,BCL-2,ミュータントRas,ミュータン
トp53,CML及びALLにおけるBCR/ABLトランスロケーションに関連するポリペプチド,ミュー
タントCSF-1受容体,ミュータントAPC,ミュータントRET,ミュータントEGFR,PMLにおけるPM
L/RARAトランスロケーションと関連するポリペプチド,preB白血病及び子供時代の急性白
血病におけるE2A-PBX1トランスロケーションと関連するポリペプチド,ヒトパピローマウ
イルスタンパク質、エプスタインバーウイルスタンパク質、HTLV-1タンパク質、BまたはC
型肝炎ウイルスタンパク質,ヘルペス様ウイルスタンパク質及びHIVコードタンパク質のい
ずれか一つである請求項23記載の方法。
【請求項２５】
さらに健康な個人のHLAクラスIタイプを測定することを含む請求項18から24のいずれか一
項記載の方法。
【請求項２６】
上記HLAクラスIタイプをDNA分析により測定する請求項25記載の方法。
【請求項２７】
上記刺激細胞がHLAクラスI分子をその表面に持ち、該HLAクラスI分子タイプは健康な個人
には存在しない請求項18から26のいずれか一項記載の方法。
【請求項２８】
上記刺激細胞が上記選択されたポリペプチドの少なくとも一部と共に上記HLAクラスI分子
を実質的に搭載できない細胞である請求項18から27のいずれか一項記載の方法。
【請求項２９】
上記細胞がペプチドトランスポーターの発現において欠損のある哺乳動物細胞である請求
項28記載の方法。
【請求項３０】
該哺乳動物細胞がTAPペプチドトランスポーターを欠いているまたはそのレベルが減少し
ている請求項29記載の方法。
【請求項３１】
上記細胞が昆虫細胞である請求項28記載の方法。
【請求項３２】
上記細胞がDrosophila細胞である請求項31記載の方法。
【請求項３３】
該刺激細胞が上記HLAクラスI分子を発現可能な核酸分子を用いてトランスフェクトされた
ホスト細胞である請求項18から32のいずれか一項記載の方法。
【請求項３４】
トランスフェクション前の上記ホスト細胞が実質的に全くHLAクラスI分子を発現しない請
求項33記載の方法。
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【請求項３５】
上記刺激細胞がT細胞共刺激に重要な分子を発現する請求項18から34のいずれか一項記載
の方法。
【請求項３６】
T細胞共刺激に重要な分子がB7.1,B7.2,ICAM-1及びLFA3のいずれかである請求項35記載の
方法。
【請求項３７】
上記刺激細胞の表面で発現される実質的に全ての上記HLAクラスI分子が同じタイプである
請求項18から36のいずれか一項記載の方法。
【請求項３８】
疾患をもつ患者由来の疾患細胞から由来する選択された異常なポリペプチドに対して、ま
たは疾患をもつ患者から由来の疾患細胞から由来する選択されたポリペプチドで、上記ポ
リペプチドの異常に上昇した量が上記疾患細胞に存在するポリペプチドに対して反応性で
ある、健康な個人から由来する細胞障害性Tリンパ球のクローン化集団を含む、疾患をも
つ患者の治療剤であって、上記健康な個人は、前記選択されたポリペプチドの提示に関し
て上記患者に対して異なるHLAタイプを有し、該細胞障害性Tリンパ球が前記患者のHLAク
ラスI分子タイプを有する刺激細胞を使用してin vitroで刺激されており、上記刺激細胞
の表面に存在する上記HLAクラスI分子の大集団において上記ポリペプチドの少なくとも一
部分を提示する、治療剤。
【請求項３９】
患者を治療するのに適した細胞障害性Tリンパ球(CTL)を製造する方法であって、請求項18
から37のいずれか一項記載の方法によってCTLのクローン化集団を作成し;CTLの上記クロ
ーン化集団のT細胞受容体(TCR)、または機能的な同等分子を発現可能な遺伝学的構築物を
調製し;そしてCTLまたはその前駆体内に上記遺伝学的構築物を導入し、CTLまたは前駆体
が上記患者から由来するものであることを含む方法。
【請求項４０】
異常なポリペプチドまたは異常に上昇した量のポリペプチドを含むまたはそれらと関連し
、且つHLAクラスI分子によってその表面に上記ポリペプチドの少なくとも一部を提示でき
る疾患細胞を含む疾患を有する患者の治療のための、細胞の表面にHLAクラスI分子によっ
て提示される場合、上記ポリペプチドの少なくとも一部を認識する、請求項39に記載の方
法によって得られる患者を治療するのに適した細胞障害性Tリンパ球(但し、前記細胞障害
性Tリンパ球は請求項39に記載の方法により得られるものに限定される)を含む治療剤。
【発明の詳細な説明】
本発明は免疫療法に関し、特に細胞障害性Tリンパ球(CTL)を用いた免疫療法に関し、そし
てさらに特には借用の免疫療法に関する。
抗腫瘍CTL及び抗ウイルスCTLが、in vivoで重要な役割を演じている証拠が存在する。腫
瘍反応性CTLは動物モデル(1)及びヒト(2)において腫瘍抑制を介在することが示されてい
る。同様に、ここ十年の研究により、HIV特異的CTLがin vivoでHIVウイルスの広がりを制
限することが示唆されている(3)。
ガンの借用の免疫療法についてin vitroで生産されたCTLを用いることに対しては、多く
の興味が持たれている。in vitroで生産されたCTLの潜在的な重要性は、アデノウイルス
トランスフォームネズミ腫瘍細胞を用いた実験において示唆されている(1)。ヌードマウ
スを腫瘍細胞を用いて注射し、大きな腫瘍を形成させた。これらのマウスを腫瘍細胞で発
現されるトランスフォーミングE1Aタンパク質に特異的なCTLで治療した場合の、腫瘍抑制
を観察した。同様に、gp100に対して特異的なin vitroで生産されたCTLがメラノーマ患者
に与えられた場合の腫瘍抑制を観察した(2)。それゆえ、限定された特異性を持つTリンパ
球の借用のトランスファーはガン患者に対する促進的な治療を代表すると考えられている
。同様に、サイトメガロウイルスに対して特異的な借用でトランスファーされたCTLは、
骨髄移植を経験している患者においてCMV感染を抑制すると思われる(4)。
WO 93/17095は、患者から得たCTLをin vitroで特異的に活性化するMHCクラスＩ分子の生



(5) JP 4767371 B2 2011.9.7

10

20

30

40

50

産法、装填法、及び使用法、そしてそれから治療形態において患者の活性化CTLの返還法
を記述する。WO 93/17095は、患者の治療のために用いられるべきは患者自身のCTLである
ことを特異的に教示する。
Chung等,(1994)Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91,12654-12658は、機能的な3ドメイン単一鎖T
細胞受容体の生産を記述する。
Moritz等,(1994)Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91,4318-4322は、ERBB2発現腫瘍細胞に対して
接合された認識特異性を持つCTLを記述する。
Roberts等,(1994)Blood 84,2878-2889は、「ユニバーサル」(キメラ)T細胞受容体を装着
したCD8+Tリンパ球によるHIV感染細胞のターゲッティングを記述する。
米国特許第5,359,046号は、「ユニバーサル」(キメラ)T細胞受容体を記述する。
Faber等,(1992)J.Exp.Med.176,1283-1289は、白血病をもつ患者の遺伝子型的にHLA同一な
骨髄ドナーからの白血病反応性CTLクローンの生産を記述する。以前の技術の異質遺伝的
な骨髄移植では、該物質は健康なドナーから直接由来し、そのため混合した集団であり、
クローン化されない。
現在の借用の免疫療法の主要なレートの制限する工程は、それが患者特異的であり、患者
自身のTリンパ球プールから特異的CTLの単離及びin vitroの拡大に依存することである。
それゆえ各患者に対して、入念な時間のかかる効果なin vitro作業が特異的CTLの十分な
数を生産するために必要とされる。さらに患者の中には、免疫系がひどく抑制され、特異
的CTLを単離することが不可能な人も存在しよう。
本発明はこれらの限界を打ち破り、患者、特にガン患者の細胞障害性Tリンパ球(CTL)を用
いた、より有効な及び潜在的により効果的な借用の免疫療法を提供することを目的とする
。
本発明の第一の面として疾患をもつ患者の治療法が提供され、該患者はその細胞が異常な
分子または異常に上昇した量の分子を含む、またはそれらと関連した疾患細胞を含み、そ
して該患者の細胞はHLAクラスＩ(または同等物)分子によってその表面に上記分子の少な
くとも一部を提示させることができる疾患細胞を含み、該方法は該患者に治療上の有効量
の細胞障害性Tリンパ球(CTL)を投与することを含み、細胞の表面にHLAクラスＩ(または同
等物)分子によって提示されている場合、CTLは上記分子の少なくとも一部を認識し、細胞
障害性Tリンパ球が疾患を持つ該患者から由来しないことを特徴とする方法である。
それゆえ本発明は例えば患者のHLAクラスＩ分子によって提示させられる選択されたペプ
チドに対して好ましくは健康な個人からCTLを生産することによって、以前の問題に打ち
勝つ。もしCTLドナーがCTL認識ペプチドを提示していないクラスＩ分子を発現していない
ならば、これらのCTLは異種制限的であろうしあるいは、もしCTLドナーがCTL認識ペプチ
ドを提示しているクラスＩ分子を発現しているのであれば、これらのCTLは自己MHC(HLA)
制限的であろう。
該患者に投与されるためのCTLは、簡便には以下に記述される本発明の第三の面の方法を
用いて作製される。
「HLAクラスＩ(または同等物分子)」なる語によって、我々はいかなるヒト以外の動物、
好ましくは脊椎動物および特に哺乳動物からヒトHLAクラスＩまでと同等であるHLAクラス
Ｉタンパク質またはいかなるタンパク質をも意味する。例えばマウスにおいて、MHCクラ
スＩタンパク質はヒトHLAクラスＩタンパク質と構造において同一であり、及び役割にお
いても同一であることがよく知られている。ヒトHLAクラスＩ分子と同等なタンパク質は
、特に分子生物学的方法を用いて当業者によって他の哺乳動物種において容易に同定され
得る。
「上記分子の少なくとも一部分」なる語によって、我々はHLAクラスＩ(または同等物)分
子によって細胞の表面に提示され得る上記分子のいかなる断片をも含める。
「異常に上昇した量の分子」なる語によって、我々は通常細胞と比較して疾患細胞におい
て、該分子が>1.2倍の濃度で提示する;より好ましくは>2倍で;さらにより好ましくは>5倍
で;そして最も好ましくは>10倍の濃度で存在することを意味する。異常に上昇した量の分
子には、通常(すなわち野生型)分子が該分子を通常発現しない細胞タイプにおいて発現さ
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れる状況も含まれることは明白であろう(すなわち存在v不存在)。また、異常に上昇した
量の分子は、細胞において通常発現されないポリペプチドの発現の異常な活性化のためで
あり、あるいはそれは発現の異常なレベルのためであろうことは明白であろう。
もし患者に投与されるCTLがCTLのクローン化集団であれば特に好ましい。
もし患者に投与されるCTL(好ましくはCTLのクローン化集団)が他の細胞タイプから実質的
にフリーであればまた特に好ましい。
該分子は少なくともその一部がHLAクラスＩ(または同等物)分子によって細胞の表面に提
示させられ得るいかなる分子であってもよい。
好ましくは該分子は、糖タンパク質のような炭水化物含有ポリペプチドを含むポリペプチ
ドであり、あるいはペプチド含有炭水化物を含む炭水化物であり、さらにあるいはペプチ
ド含有素脂質または糖脂質を含む脂質または糖脂質である。
以下により詳細に記述されるように、異常分子または異常に上昇した量の分子は、多くの
疾患及び疾患細胞と関連する。
該方法が自己タンパク質(例えば疾患細胞で過剰発現されているもの、または同じタイプ
の通常細胞では発現されていない一方で疾患細胞では発現されているもの)のターゲッテ
ィングに有効である場合、該方法は特に有利である。
該患者はCTLを受け取った場合、免疫抑制されるまたはされないであろう。もし該患者が
免疫抑制されるならば好ましい。
もし上記物質がポリペプチドであればより好ましい。より長いペプチドまたはポリペプチ
ドから由来するペプチド断片が、細胞、特に疾患細胞の表面でHLAクラスＩ(または同等物
)分子によって提示させられることは、免疫学の分野でよく知られている。
該CTLは患者が疾患に罹患する前に採取されたサンプル由来の患者である個人に由来する
ものであろうが、もし該CTLが該患者以外の個人から由来するものであればもっとも好ま
しい。
もちろん該個人は健康な個人であることが好ましい。「健康な個人」なる語によって、我
々は該個人が一般的によい健康状態であり、好ましくは十分な免疫系を持ち、より好まし
くは容易に試験され得検出され得るいかなる疾患にも苦しんでいないことを意味する。
特に好ましい実施態様においては、該CTLは上記患者の疾患細胞に含まれるまたは関連す
る、上記異常分子または異常に上昇した分子の少なくとも一部が患者において提示するHL
AクラスＩ(または同等物)分子タイプを持たない個人から由来する。
「タイプ」なる語は伝統的な免疫学的感覚で用いられる。
それゆえ該CTLはそのHLAクラスＩ(または同等物)分子が患者のものとミスマッチする個人
から由来する。それゆえもし該CTLが異種制限的であれば好ましい。
この好ましい実施態様においては、上記異常分子または上記異常に上昇した分子の少なく
とも一部で提示するタイプ以外の、HLAクラスＩ(または同等物)分子タイプは、該患者と
該個人の間で同じかまたは異なるであろう。特定の環境の下では、もしそれらが同じであ
れば好ましい。
以下に詳細に記述されるようなミュータントポリペプチドは、しばしば疾患細胞と関連し
、しばしば疾患細胞に対する分子マーカーとして機能する。それゆえもし該ポリペプチド
が上記疾患細胞と関連するミュータントポリペプチドであれば好ましい。
以下に詳細に記述されるような疾患細胞は、しばしば非疾患細胞と比較して上記疾患細胞
においてより高いレベルでポリペプチドの提示と関連する。例えば特定のポリペプチドは
ある腫瘍細胞で過剰発現されることが知られている。それゆえ非ミュータント自己タンパ
ク質をターゲット化することもまた好ましい。
該ポリペプチドが以下のいずれかのものであれば好ましい:
i)腫瘍において異常に高いレベルで発現される通常細胞タンパク質;例えば様々な腫瘍に
おけるサイクリンD1;乳ガンにおけるサイクリンE;様々な腫瘍におけるmdm2;EGF-R,erb-B2
,erb-B3,FGF-R,インスリン様増殖因子受容体,Met,myc,p53及びBCL-2は全て様々な腫瘍で
発現される。
ii)腫瘍でミューテートされる通常細胞タンパク質;例えば様々な腫瘍におけるRasミュー
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テーション;様々な腫瘍におけるp53ミューテーション;CML及びALLにおけるBCR/ABLトラン
スロケーション;AML及びMDSにおけるCSF-1受容体ミューテーション;大腸ガンにおけるAPC
ミューテーション;MEN2A,2B及びFMTCにおけるRETミューテーション;グリオームにおけるE
GFRミューテーション;PMLにおけるPML/RARAトランスロケーション;プレB白血病及び小児
急性白血病におけるE2A-PBX1トランスロケーション。
iii)ウイルス感染と関連した腫瘍におけるウイルスコードタンパク質;例えば子宮頚ガン
におけるヒトパピローマウイルスタンパク質;B細胞リンパ腫及びHodgkin’sリンパ腫にお
けるエプスタインバーウイルスタンパク質;成人T細胞白血病におけるHTLV-1タンパク質;
肝細胞ガンにおけるB型及びC型肝炎ウイルスタンパク質;カポシ肉腫におけるヘルペス様
ウイルスタンパク質。
iV)HIV感染患者におけるHIVコードタンパク質。
それゆえ腫瘍反応性CTLによって認識される抗原は、3の主要なカテゴリーに分けられ得る
:(i)腫瘍細胞で高レベルで発現される通常自己抗原;(ii)腫瘍細胞で発現されるミュータ
ント自己抗原;(iii)ウイルス感染と関連する腫瘍において発現されるウイルス抗原。カテ
ゴリー(i)が好ましい。
3のサブタイプがカテゴリー(i)に含まれる:
a)過剰発現される通常細胞タンパク質;
b)通常細部では組織特異的に発現され、腫瘍では発現されないタンパク質;及び
c)未発達抗原であり、ほとんどの成人組織では発生しないが、腫瘍においては異常に発現
されるタンパク質。
b)及びc)の例は以下のものがある:
b)GATA-1,IKAROS,SCLのような腫瘍反応性CTLに対するターゲットとして組織特異的分化抗
原(造血系列及び白血病で発現される);及び
免疫グロブリン定常領域(複数ミエローマの治療のため);及び
c)白血病及びWilms腫瘍の治療のためWilm腫瘍抗原1(WT1)、そして肝腫瘍及び小腸腫瘍に
対するガン胚抗原(CEA,胎児タンパク質)。
ヒト腫瘍における原ガン遺伝子コードタンパク質の過剰発現及びヒト腫瘍において発現さ
れるミュータント原ガン遺伝子は、Stauss & Dahl(1995)Tumour Immunology, Dalgleish/
Browning, 第7章に記述されており、参考としてここで取り込まれる。
それゆえもし治療されるべき疾患がガンであれば好ましい;より好ましくは乳ガン;膀胱ガ
ン;肺ガン;前立腺ガン;甲状腺ガン;CML,ALL,AML,PMLのような白血病及びリンパ腫;大腸ガ
ン;グリオーム;セミノーマ;肝臓ガン;膵臓ガン;膀胱ガン;腎臓ガン;子宮頚ガン;精巣ガン
;頭と首のガン;卵巣ガン;神経芽腫及びメラノーマのいずれか一つである。
CMLは慢性骨髄性白血病である;ALLは急性リンパ芽球性白血病である;AMLは急性骨髄性白
血病である;そしてPMLはプロ骨髄性白血病である。
治療される疾患は病原体、特に細菌、酵母、ウイルス、トリパノソーマ等によって引き起
こされるいかなる疾患でもよい。もし該疾患が病原体による慢性的感染によって引き起こ
されるならば好ましい。もし病原体がホスト免疫系によって容易に排除されないものであ
ればまた好ましい。
もし該疾患がウイルス感染であれば好ましい;より好ましくは疾患はHIV,パピローマウイ
ルス,エプスタインバーウイルス,HTLV-1,B型肝炎ウイルス,C型肝炎ウイルス,ヘルペスウ
イルスまたは慢性感染を引き起こすいかなるウイルスのいずれか一つによって引き起こさ
れる。もし該ウイルスがHIVであれば特に好ましい。
ポリペプチドの異常なグリコシレーションが、ある疾患及び疾患細胞で引き起こされるこ
とも知られている。
細胞によって生産される異常に上昇した量のホルモンが、甲状腺疾患の特定のタイプのよ
うなある疾患で生ずる。それゆえ本発明の方法は、上昇した量のホルモンを生産する細胞
を除去するために通常用いられる。ホルモンそれ自身、または少なくともその一部が、HL
AクラスＩ(または同等物)分子によって提示されない場合でさえ、異常なまたは異常に上
昇したのいずれかの細胞において、及びHLAクラスＩ(または同等物)分子によって提示さ



(8) JP 4767371 B2 2011.9.7

10

20

30

40

50

れる細胞において、分子が提示するであろうことは予測されよう。例えば、ホルモンが細
胞によって過剰生産される特定の疾患においては、上記ホルモンの合成に関与する生合成
酵素が細胞によって過剰生産されるであろう。
細菌感染、特に慢性感染を引き起こすものは、本発明の方法によって通常治療されよう。
もし該細菌感染が細胞内感染であれば好ましい。それゆえ該方法は結核を治療するのに有
用であろう。
該方法はまたマラリアを治療するためにも用いられ得る。
もし患者のHLAクラスＩ(または同等物)分子タイプがCTLの投与前に測定されたならば好ま
しい。該CTLがそのHLAクラスＩ(または同等物)分子が該患者のものとミスマッチする患者
以外の個人から由来する場合には、これは特に好ましい。
HLAクラスＩ系の遺伝学の大変多くの研究のため、そのタイプはDNAタイピングを用いて容
易に決定され得る。特にPCRのようなDNA増幅に基づくタイピング系を用いることは簡便で
ある。これらの方法は本分野でよく知られており、唾液サンプルまたは口内上皮細胞を削
ぐことによるような小さな組織サンプルで実施され得る。
本発明の方法はヒト、ネコ、イヌ、ウマ、ウシ、ヒツジまたはブタのようないかなる哺乳
動物にも用いられ得ることは予想されよう。
もし該患者がヒトであれば最も好ましい。
患者及びCTLのドナーが同じ種、例えば両者がヒトであると好ましいが、該方法は患者と
ドナーが異なる種に由来する場合にも有用であることは考えられよう。言い換えると、本
発明の第一の面の方法は、ヒト患者が非ヒトドナーからCTLを与えられ得ることをも含む
。
本発明の方法において使用される細胞障害性Tリンパ球、好ましくはCTLのクローン化集団
は、以下に記述する本発明の第三の面の方法を用いて簡便に調製され得る。
本発明の第一の面の好ましい実施態様は、患者のHLAクラスＩ(または同等物)分子タイプ
をCTLの投与前に測定するものであるが、該CTLは患者において上記異常分子の少なくとも
一部分で提示する、または上記患者の疾患細胞に含まれるまたは関連する以上に上昇した
分子の少なくとも一部分で提示するHLAクラスＩ(または同等物)分子タイプを持たない個
人から由来し、そして該CTLはCTLクローンのライブラリーから選択され、上記ライブラリ
ーは異なるHLAクラスＩ(または同等物)分子タイプを持つ個人からそれぞれ由来するCTLク
ローンの大多数を含み、上記CTLクローンは上記疾患細胞を認識する。
より好ましくは各上記CTLクローンは、上記疾患細胞に含まれるまたはそれと関連する同
じ分子の少なくとも一部を認識する。
もし約108から1011のCTL、より好ましくは109から1010のCTLが該患者に投与されると好ま
しい。該細胞はある他の方法によって疾患を治療されている患者に与えられ得る。それゆ
え該治療方法は単独で用いられ得るが、それを補助的治療として用いることも望ましい。
該CTLは他の治療の前、最中または後に投与し得る。
治療される疾患がガンの場合、もし該ガンが本発明の方法を用いるのと同様に、ありきた
りの治療または手術を用いて治療されている、治療される、または治療される予定であれ
ば好ましい。簡便には、治療に依存して、該ガンは放射線治療または化学療法によって治
療される。
治療される疾患が病原体による感染症である場合、もし該感染症がありきたりの治療また
は手術を用いて治療されている、治療されるまたは治療される予定であるならば好ましい
。
もし治療される患者がHIV感染であるならば、もし本発明の方法がAZTまたは3TCのような
逆転写酵素阻害剤を用いた治療に対する補助的なものとして用いられれば好ましい。
本発明の方法が固い腫瘍に対して用いられた場合、もしCTLが最初の手術後の治療として
投与されれば好ましい。
本発明の方法が白血病を治療するために用いられた場合、もし該CTLが放射線治療または
化学療法の後に投与されれば好ましい。もし白血病患者が骨髄移植と組み合わせて該CTL
を用いて治療されたならばそれも好ましい。
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該CTLはありきたりの経路で投与される。もし該CTLが静脈内に投与されれば好ましい。も
し該CTLが疾患の部位(腫瘍または局所的なウイルスや細菌の感染のような)に局所的に投
与されればまた好ましい。簡便には、該CTLは疾患部位または疾患が局在している組織を
供給する動脈内に投与される。
本発明の第二の面として、疾患を持つ患者を治療するための医薬の製品における細胞障害
性Tリンパ球(CTL)の使用が提供され、そこでは該患者は異常分子または以上に増大した量
の分子を含むまたはそれと関連する疾患細胞、そしてHLAクラスＩ(または同等物)分子に
よってその表面で上記分子の少なくとも一部を提示することができる疾患細胞を含み、そ
こで細胞障害性Tリンパ球は、細胞の表面にHLAクラスＩ(または同等物)分子によって提示
される場合、上記分子の少なくとも一部を認識する。
本発明の第三の面として、選択された分子に対して反応性の細胞障害性Tリンパ球(または
同等物)分子のクローン集団を作成する方法が提供され、該方法は工程(a)その表面にHLA
クラスＩ(または同等物)分子を発現する刺激細胞で、該細胞の表面に提示する占有したHL
AクラスＩ(または同等物)分子の大集団において選択された分子の少なくとも一部を提示
する刺激細胞を用いて、健康な個人由来のCTLまたはその前駆体を含むサンプルの共培養
すること、及び工程(b)上記分子の少なくとも一部が細胞表面にHLAクラスＩ(または同等
物)分子によって提示されている場合、上記選択された分子に対して反応性のCTLクローン
を選択することを含む。
該方法の刺激細胞は、ここで参考として取り込まれるWO 93/17095に記述されている方法
を用いて作製され得ることは予測され、該方法の方法工程は本ケースでは該方法は刺激細
胞と健康な個人由来のCTLまたはその前駆体を含むサンプルを共培養することを含むとい
う、大変重要な点を除いて、WO 93/17095に記述されたものと本質的に同様であることは
予測し得、WO 93/17095の方法は該細胞で治療される患者由来のソースを使用する。加え
てWO 93/17095とは対照的に本発明は、異質遺伝的で共同薬的ではないHLAクラスＩ(また
は同等物)分子によって提示されるペプチドに対してCTLを向かわせることを好む。
特にWO 93/17095の以下の部分は参考として取り込まれる:「発明の詳細な説明」の23頁か
ら52頁11行で、刺激細胞の生産を記述する部分;90頁以後のクラスＩ分子に対する差異的
結合性質を持つペプチドの生産についての部分;そして123頁と124頁に記述されているク
ラスＩ分子バンク。
「大集団」なる語によって、我々は占有されたHLAクラスＩ(または同等物)分子の少なく
とも50%を、より好ましくは70%を、さらにより好ましくは少なくとも90%を、最も好まし
くは99%を意味する。
「CTLまたはその前駆体を含むサンプル」なる語は、いかなる適した該サンプルでもよく
、そして特異的には末梢血液単球細胞(PBMC)、へその緒冷蔵血液(それは分化していないT
細胞のソースである)、T細胞の侵入を含むいかなる組織、そしてT細胞またはその前駆体
を含むいかなる体液をも制限することなく含み、そして胸腺細胞をも含む。
CTLを含むサンプルはin vitroでクローン化されたCTLの培養物でもよく、そうでなくとも
よい。
好ましくはCTLまたはその前駆体を含む上記サンプルはPBMCである。
好ましくは上記分子はポリペプチドである。
適切には上記選択された分子は、疾患細胞と関連した異常分子であり、または上記分子の
異常に上昇した量が上記疾患細胞で存在している疾患細胞と関連した分子である。
「疾患細胞と関連した分子」なる語によって、我々は疾患細胞において異常形態で見出さ
れ、または疾患細胞において異常に上昇したレベルで見出されるいなる分子をも含める。
もちろん、もし上記選択された分子またはより特には刺激細胞上でHLAクラスＩ(または同
等物)分子によって提示されるその部分が、細胞タンパク質(それは細胞内のもの、表面で
発現されるもの、分泌されるものなど)のプロセッシングによって、そして該細胞上でHLA
関連性提示によって生産されるペプチドの同性的な同等物であれば、簡便である。方法に
は特に、より大きいペプチドからペプチド配列を選択するためのペプチドモチーフを用い
るコンピューターベース法が知られており、即では上記ペプチド配列が特にHLAクラスＩ
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分子(または同等物)タイプ二血お具するためのよい候補である。特にもし上記選択された
分子がin vitroで合成されると好ましい。もし選択された分子の部分がペプチドであり、
これが標準的なペプチド合成法で作製されると特に好ましい。ペプチドはLu等,(1981)J.O
rg.Chem.46,3433及びそこでの参考文献に開示されているように固相ペプチド合成のFmoc
ポリアミドモードで合成されよう。一次的なNアミノ基保護は、9-フルオレニルメチルオ
キシカルボニル(Fmoc)基によって与えられる。この高ベース不安定保護基の反復的な切断
は、N,N-ジメチルホルムアミドにおける20%ピペリジンを用いて作用される。側鎖機能性
はそのブチルエーテル(セリン、スレオニン及びチロシンの場合)、ブチルエステル(グル
タミン酸及びアスパラギン酸の場合)、ブチルオキシカルボニル誘導体(リシンおよびヒス
チジンの場合)、トリチル誘導体(システインの場合)、及び4-メトキシ-2,3,6-トリメチル
ベンゼンスルホニル誘導体(アルギニンの場合)のように保護されるであろう。グルタミン
またはアスパラギンがC末端である場合、使用は側鎖アミノ機能性の保護のため4,4’-ジ
メトキシベンズヒドリル基から作製される。固相支持体は3のモノマージメチルアクリル
アミド(バックボーンモノマー)、ビスアクリロイルエチレンジアミド(架橋剤)及びアクイ
ロイルサルコシンメチルエステル(機能性試薬)から構成されるポリジメチル-アクリルア
ミドに基づく。用いられるペプチド-トゥー樹脂切断可能結合試薬は、酸不安定4-ヒドロ
キシメチルフェノキシ酢酸誘導体である。全てのアミノ酸誘導体は、アスパラギンとグル
タミンを除いてその実施される対称無水物誘導体として加えられ、アスパラギンとグルタ
ミンは逆のN,N-ジシクロヘキシル-カルボジイミド/1-ヒドロキシベンゾトリアゾール介在
性カップリング法を用いて加えられる。全てのカップリングと脱保護反応はニンヒドリン
、トリニトロベンゼンスルホン酸またはイソチンテスト法を用いてモニターされる。合成
の完成に際してペプチドを、50%不純物除去剤ミックスを含む95%トリフルオロ酢酸を用い
た処理によって、側鎖保護基の同時除去を用いて、樹脂支持体から切断する。一般的に用
いられる不純物除去剤はエタンジチオール、フェノール、アニソール及び水であり、正確
な選択は合成されるペプチドの構成アミノ酸に依存する。トリフルオロ酢酸は未消化のペ
プチドを提供するジエチルエーテルを用いた後の粉砕で、in vacuoで蒸発によって除去さ
れる。いかなる不純物除去剤を与えても、水相の凍結乾燥により、不純物除去剤のフリー
な未消化のペプチドを与える単純な抽出法によって除去される。ペプチド合成のための試
薬は、一般的にCalbiochem-Novabiochem(UK)Ltd,Nottingham NG7 2QJ,UKより入手可能で
ある。精製はサイズ溶出クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー及び(主と
して)逆相高パフォーマンス液体クロマトグラフィーのような方法のいずれか一つで、ま
たはそれらを組み合わせて実施される。ペプチドの分析は、薄相クロマトグラフィー、逆
相高パフォーマンス液体クロマトグラフィー、酸加水分解の後のアミノ酸分析を用いて実
施され、高速原子衝撃(FAB)マススペクトロメトリー分析によって、またはMALDI(マトリ
ックスアシストレーザー脱着イオン化)マススペクトロメトリーあるいは電子スプレーマ
ススペクトロメトリーによって実施され得る。
簡便には上記選択された分子は、疾患細胞と関連するミュータントポリペプチド、または
非疾患細胞と比較して上記疾患細胞においてより高レベルで提示するポリペプチドである
。
好ましくは上記疾患細胞は、ガン細胞、ウイルス感染細胞、細菌感染細胞及び異常に上昇
した量のホルモンを発現している細胞のいずれか一つである。
さらに好ましくは健康な個人はヒトである。CTLが異質遺伝的で共同薬的ではないHLAクラ
スＩ(または同等物)分子によって提示されるペプチドに対して向けられることも好ましい
。
もし該ポリペプチドが以下のいずれか一つであれば好ましい:
i)腫瘍において異常に高いレベルで発現される通常細胞タンパク質;例えば様々な腫瘍に
おけるサイクリンD1;乳ガンにおけるサイクリンE;様々な腫瘍におけるmdm2;EGF-R,erb-B2
,erb-B3,FGF-R,インスリン様増殖因子受容体,Met,myc,p53及びBCL-2は全て様々な腫瘍で
発現される。
ii)腫瘍でミューテートされる通常細胞タンパク質;例えば様々な腫瘍におけるRasミュー
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テーション;様々な腫瘍におけるp53ミューテーション;CML及びALLにおけるBCR/ABLトラン
スロケーション;AML及びMDSにおけるCSF-1受容体ミューテーション;大腸ガンにおけるAPC
ミューテーション;MEN2A,2B及びFMTCにおけるRETミューテーション;グリオームにおけるE
GFRミューテーション;PMLにおけるPML/RARAトランスロケーション;プレB白血病及び小児
急性白血病におけるE2A-PBX1トランスロケーション。
iii)ウイルス感染と関連した腫瘍におけるウイルスコードタンパク質;例えば子宮頚ガン
におけるヒトパピローマウイルスタンパク質;B細胞リンパ腫及びHodgkin’sリンパ腫にお
けるエプスタインバーウイルスタンパク質;成人T細胞白血病におけるHTLV-1タンパク質;
肝細胞ガンにおけるB型及びC型肝炎ウイルスタンパク質;カポシ肉腫におけるヘルペス様
ウイルスタンパク質。
iV)HIV感染患者におけるHIVコードタンパク質。
3のサブタイプがカテゴリー(i)に含まれる:
a)過剰発現される通常細胞タンパク質;
b)通常細部では組織特異的に発現され、腫瘍では発現されないタンパク質;及び
c)未発達抗原であり、ほとんどの成人組織では発生しないが、腫瘍においては異常に発現
されるタンパク質。
b)及びc)の例は以下のものがある:
b)GATA-1,IKAROS,SCLのような腫瘍反応性CTLに対するターゲットとして組織特異的分化抗
原(造血系列及び白血病で発現される);及び
免疫グロブリン定常領域(複数ミエローマの治療のため);及び
c)白血病及びWilms腫瘍の治療のためWilm腫瘍抗原1(WT1)、そして肝腫瘍及び小腸腫瘍に
対するガン胚抗原(CEA,胎児タンパク質)。
特定の好ましい実施態様において、該方法はガン患者またはHIV患者のHLAクラスＩ分子に
よって提示されるペプチドを認識するCTLクローンの単離を導く。該CTLは好ましくはHLA
ミスマッチの健康な個人から単離される。特に、もし該健康な個人が刺激細胞において選
択された分子の少なくとも一部を提示するHLAクラスＩ(または同等物)分子タイプを持っ
ていなければ好ましい。これは、健康な応答者のCTLレパートリーが患者のHLA分子によっ
て提示される選択された分子の部分に耐性ではないであろうことを確認するであろう。こ
れはT細胞耐性が自己HLA制限的であるためである。これは、健康な応答者個人のCTLがそ
の人自身のHLA分子によって提示されるペプチド断片に対してのみ耐性で、患者のミスマ
ッチHLA分子によって提示されるペプチド断片に対しては耐性ではないことを意味する。
それゆえもし本発明のこの面を用いて作製されるCTLが異種制限的であり、患者に関して
異質遺伝的であれば好ましい。一度単離されると、該CTLは本発明の第一の面の方法に記
述されているように適切なHLAクラスＩを発現する全ての患者の借用の免疫治療に対して
用いられ得る。簡便には本発明のこの第三の面の方法は、異なるHLAクラスＩ分子によっ
て提示される腫瘍関連性タンパク質またはHIVタンパク質に由来するペプチドを認識するC
TLクローンのバンクまたはライブラリーを生産するために用いられる。このCTLクローン
のバンクは、適切なHLAクラスＩ分子を発現する患者から入手可能である。それゆえ借用
の免疫治療は、各患者に対する自己由来のCTLクローンの苦心する生産に依存することは
もはやなく、異種CTLクローンが「準備でき次第」成し遂げられよう。
本発明のこの面の方法は特に、腫瘍において異常に高いレベルで発現される自己タンパク
質に対して、または腫瘍において及び制限された通常細胞(組織特異的分化抗原)において
発現される自己タンパク質に対して、あるいはその発現が腫瘍細胞において活性化される
初期の抗原に対して、CTLの生産に適している。ガン患者は頻繁にこれらのタンパク質か
ら由来する自己ペプチドに耐性であり、CTL応答を装備することができないであろう。こ
れはHLAミスマッチ個人においては異なる。そのT細胞レパートリーは、HLAミスマッチガ
ン患者によって発現されるクラスＩ分子の関係において提示される自己ペプチドに耐性で
はなかろう。それゆえHLAミスマッチの健康な個人を用いて、ガン患者のクラスＩ分子に
よって提示される自己ペプチドを認識するCTLを単離することが可能であろう。本定義に
よって、該CTLは分子特異的で、通常ペプチド特異的であり、異質遺伝的クラスＩ分子に
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よって制限される。これらのCTLはこれらのペプチドを提示する腫瘍細胞を効率的に溶解
することが期待され、一方で通常細胞はこれらのペプチドを提示せず、または提示のレベ
ルはCTL溶解を刺激するにはあまりに低い。
異常に発現された自己ペプチドに加えて、ミューテートされた腫瘍遺伝子から由来するミ
ューテートされた自己ペプチド、またはHIVから由来するウイルスペプチドもまた、借用
の免疫治療に対するターゲットを代表する。これらのCTLはガン患者またはHIV感染患者の
HLAクラスＩ分子によって提示されるミューテートされたまたはウイルスペプチドに対し
て特異的である。クラスＩ対立遺伝子を提示するペプチドは、患者と健康のドナーの間で
共有されており、その場合はin vitro生産CTLが自己HLA制限的であろう。異種制限的CTL
は自己制限的CTLの前駆体頻度及び/または親和力は低い場合には有利であろう。
本発明のこの面の方法は腫瘍関連性タンパク質またはHIVタンパク質から由来する選択さ
れてペプチドに対して異種制限的または自己制限的CTLクローンを生産するのに適してい
る。該CTLはMHCクラスＩ分子の大集団において腫瘍関連性またはHIVペプチド提示する刺
激細胞を用いて健康な個人からPBMCを共培養することによって、in vitroで簡便に生産さ
れる。これは刺激細胞によって発現される選択された分子プラスMHCクラスＩ分子の複合
体に特異的なCTLクローンの単離を容易にする。該CTLクローンは、それを向かわせている
MHCクラスＩ対立遺伝子を発現する全ての患者の借用の免疫治療に対して有用であろう。
CTL特異的異種制限的ペプチドの概念が現在議論されている。
高リガンド密度モデルは異種反応性CTLが異質遺伝的MHC分子密度を認識することを仮定す
るが、現在ではそれの支持する決定的な実験証拠は存在しない。対照的に異種反応性CTL
クローンが異質遺伝的MHC分子の溝を結合するペプチドにおいて提示される特異的ペプチ
ドを認識するというすばらしい証拠が存在する(8,9)。それゆえこれらのCTLクローンは分
子特異的、通常はペプチド特異的であり、認識は異質遺伝的クラスＩ分子によって制限さ
れる。にもかかわらず、異質遺伝的MHCクラスＩ分子に対して誘導される主要なCTL応答の
確固たる特異性は通常未知である。これは様々な細胞タンパク質から由来する非常にたく
さんのペプチドがMHCクラスＩ分子の溝を結合するペプチドにおいて提示されるためであ
る。それゆえ主要な異種制限的CTL応答は本来的にポリ特異的であり、未知の配列の非常
にたくさんのMHC結合ペプチドに対して向けられる。これは以前では、望ましいペプチド
特異性の異種制限的CTLを誘導することを困難にしていた。この方法的な困難性に加えて
、ペプチド特異的、異種制限的CTLを誘導する可能性は以前には、基本的な免疫学的概念
に反するため、まじめに研究されていなかった。T細胞レパートリーの選択は、2の鍵とな
る事象が生じる胸腺で起こっている(10)。ネガティブ選択の間、自己ペプチドを提示する
高アフィニティーMHC分子で認識するT細胞受容体(TCR)を発現するT細胞は、レパートリー
から脱落される。対照的に、低アフィニティーでMHC/ペプチド複合体を認識するTCRは選
択される可能性が存在し、成熟T細胞として末梢に放出される。ポジティブ選択の結果と
して、成熟T細胞は自己MHC制限的であると考えられる。それゆえ成熟T細胞は、自己MHC分
子によって提示されている場合にのみ、免疫原性ペプチドを効率的に認識することが考え
られるが、それらが異質遺伝的MHC分子によって提示されている場合にはそうではないと
考えられる。
ここで、借用の免疫治療のための健康な個人由来の自己制限的CTLと同様に異種制限的なC
TLを用いることが提案される。該CTL認識ペプチドは、その発現が腫瘍において活性化さ
れるタンパク質から、腫瘍において過剰発現されるタンパク質から、腫瘍において発現さ
れる組織特異的タンパク質から、ミューテートされたタンパク質から、またはウイルスタ
ンパク質から由来するであろう。以下に記述された実験において、我々はペプチド特異的
、異種制限的CTLを単離し得ることを見出した。異種制限的CTLクローンのあるものは、大
変低濃度のペプチド(フェムトモル濃度)を認識し得、それはそれらが典型的には認識のた
めピコモルペプチド濃度を必要とする自己制限的CTLより少なくとも感受性である(おそら
くずっと感受性である)ことを示す。我々はまたこれらのCTLがいかなる免疫学的反応(例
えばアナフィラキシーまたは過敏感受性)を引き起こすことなく、免疫学的に許容される
ホスト内に3回注射し得ることを見出した。該異種制限的CTLクローンは、免疫学的に許容
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される患者の短期間的治療により有効であろう。これらのCTLは機能的なホスト免疫応答
によって結局除去されるであろうことから、いかなる長期的な副作用をも持たないであろ
う。
異種制限的CTLは、白血病の治療において特に有用であろう。白血病患者、特にCML患者は
、骨髄移植によって頻繁に治療され、該疾患の予測はドナーCTLが受容者の白血病細胞に
対して免疫応答を装備し得る場合に改良されるという強い証拠が存在する。骨髄移植受容
者においてドナーCTLは、受容者のMHC分子に対して免疫応答を装備し得ることが知られて
おり、それは移植物対ホストの疾患(graft versus host disease(GvH))の臨床上の状態を
導く。白血病患者においては、低レベルのGvHが長期的な白血病のフリーである生存に相
関するので、臨床上好ましい。移植物対白血病(GvL)の影響は、受容者白血病細胞を認識
し殺傷し得るドナーCTLのためと最もいえそうである(6,7)。GvH及びGvLを介在する異種反
応性CTLは、同じCTL集団または異なるCTL集団を表すかどうかは、論争上の争点のままで
ある。これは、GvH及びGvLに関与するCTLのペプチド特異性が一般的に未知であるためで
ある。
ここで記述されるプロトコールはGvHを引き起こさずにGvLを介在するCTLクローンの単離
を導き得る。白血病に対して特異性を持つCTLは、白血病細胞において発現され、造血系
列の外の細胞においては発現されないペプチドに対して生産され得る。該CTLクローンは
白血病患者の借用の免疫治療に対して用いられ得、そこでは該CTLクローンは、白血病細
胞、そしておそらくある通常の骨髄由来細胞をも除去するであろう。通常骨髄細胞の欠損
の可能性は、これらの患者が健康なドナーから骨髄移植で頻繁に治療されるため、いかな
る問題をも引き起こさないと期待される。以下のタンパク質は高白血病CTLクローンに対
するターゲットのいくつかである:GATA-1,IKAROS,SCL,WT1。GATA-1及びIKAROSは造血細胞
でのみ発現されるジンクフィンガー含有DNA結合タンパク質である。SCLは造血細胞で発現
されるが内皮細胞及び脳では発現されないヘリックス-ループ-ヘリックス転写因子である
。Wilms腫瘍1(WT1)タンパク質は、急性及び慢性白血病を除いては成人組織では通常発現
されない肺分化抗原である。
SCLを除いて、これらのタンパク質は白血病始源細胞では発現されるが、成人において造
血系列の外の細胞では発現されない。HLAクラスＩ分子によって提示されるこれらのタン
パク質から由来するペプチドは、ミスマッチHLAクラスＩ対立遺伝子を発現するドナーか
ら(CTL耐性を回避するため)、またはマッチクラスＩ対立遺伝子を発現するドナーから(耐
性が問題ではない場合には)CTLを得るために用いられる。CTLクローンは単離され、その
特異性が白血病細胞及びin vitroの非白血病コントロールに対して分析される。適切な特
異性を持つクローンが、CTL制限要素であるHLAクラスＩ対立遺伝子を発現する全ての白血
病患者の治療のために用いられる。
同様に異種制限的CTLクローンは複数のミエローマをもつ患者の治療に対して有用である
と考えられる。複数ミエローマ特異的CTLに対する適したターゲットには、免疫グロブリ
ンH鎖およびL鎖の定常領域が含まれる。ペプチドはHLAクラスＩ分子に結合するH鎖および
L鎖定常領域から選択される。これらのペプチドに対するCTLは、CTL耐性を回避するため
にHLAミスマッチドナーから単離される。これらの異種制限的CTLは、借用の免疫治療によ
って治療される患者におけるミエローマ細胞を溶解するが、通常B細胞は溶解しない。除
去されるB細胞は、患者の骨髄において発達する新たなB細胞によって置換されるが、一方
でミエローマ細胞の除去は永久的であろう。
特に好ましい実施態様は、HIVタンパク質及び腫瘍関連性タンパク質において周知のエピ
トープに対する異種制限的CTLの生産である。数多くのCTL認識ペプチドが様々なHIVタン
パク質及び腫瘍関連性ペプチドにおいて同定されている。特に、CTLエピトープはHIV env
,gag,pol,vif及びnefタンパク質において同定されている(12,13)。また、CTLエピトープ
は、腫瘍関連性メラノーマタンパク質トリプシナーゼ、mart1/melanA,gp100/pre117,mage
及びbageにおいて同定されている(14-21)。これらのCTLエピトープに相当するペプチドの
使用は、それらが天然の抗原プロセッシングによって生産されることが知られているとい
う利点を持つ。この方法で生産されたCTLは、内因性で関連したタンパク質を発現するタ
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ーゲット細胞を認識する。周知のCTLエピトープの開発は、数多くのテストペプチドのス
クリーニング及び天然で生産されるペプチドの同定を避けるため、かなりの手間を省く。
しかしながら、周知のペプチドはイムノドミナントペプチドを表すであろう。本発明の第
三の面の方法は、新たなペプチドを同定するために用いられ得、該新たなペプチドはサブ
ドミナントペプチドであろうことから好ましい。サブドミナントペプチドは患者のCTL応
答によって免疫学的に選択されることが少ないであろうことから、それらは借用の免疫治
療に対するよりよいターゲットを表すであろう。にもかかわらず、周知のCTLエピトープ
を表すペプチドはin vitroで異種制限的または自己制限的CTLを生産するため、及びin vi
voでその抗ウイルスそして抗腫瘍効果を試験するため典型的に活用され得る。
本発明の第三の面の方法は、腫瘍細胞で生産されるペプチドに対して、そしてHIV感染細
胞で生産されるペプチドに対して特異的なHLAクラスＩ制限的CTLクローンの単離を許容す
る。簡便には、SCIDマウスがこれらのCTLのin vivoでの抗腫瘍及び抗HIV効果を測定する
ために用いられる。これらのCTLクローンは借用の免疫治療、特にヒトにおいて有用であ
る。
もし本発明の第三の面の方法が、さらに健康な個人のHLAクラスＩ(または同等物)分子タ
イプを測定することを含むのであれば好ましい。簡便にはこれは上記開示されているよう
なDNA分析によってなされる。
もし刺激細胞がHLAクラスＩ(または同等物)分子タイプが健康な個人において提示されて
いないその表面でHLAクラスＩ(または同等物)分子を持つのであれば特に好ましい。
もし上記刺激細胞が、上記選択された分子の少なくとも一部と上記HLAクラスＩ(または同
等物)分子をそれ自身が実質的に装填できない細胞であれば特に好ましい。以下に詳細に
記述されるように、該HLAクラスＩ(または同等物)分子は、in vitroで上記選択された細
胞の少なくとも一部と容易に装填されるであろう。
簡便には上記細胞は、上記選択された分子の少なくとも一部がペプチドであれば、上記HL
AクラスＩ(または同等物)分子内に装填されないように、ペプチドトランスポーターの発
現において欠失した哺乳動物細胞である。
好ましくは該哺乳動物細胞は、TAPペプチドトランスポーターを欠失しているか、そのレ
ベルが減少しているか、またはその機能が減少している。TAPペプチドトランスポーター
が欠失している適した細胞には、T2,RMA-S及びDrosophila細胞が含まれる。TAPはTranspo
rter Associated with antigen Processingである。
それゆえ簡便には該細胞は、Drosophila細胞のような昆虫細胞である。
欠失細胞系T2を搭載したヒトペプチドは、カタログ番号CRL 1992の下でAmerican Type Cu
lture Collection,12301 Parklawn Drive,Rockville,Maryland 20852,USAから入手可能で
ある;Drosophila細胞系Schneider系2は、からログ番号CRL 19863のものとでATCCから入手
可能である;マウスRMA-S細胞系は、Karre及びLjunggren(1985)J.Exp.Med.162,1745に記述
されており、参考としてここで取り込まれる。
好ましい実施態様においては、該刺激細胞は上記HLAクラスＩ(または同等物)分子を発現
可能な核酸分子でトランスフェクトされたホスト細胞(T2,RMA-SまたはDrosophila細胞)で
ある。T2及びRMA-s細胞はトランスフェクションの前はHLAクラスＩ分子を発現していない
が、それらはペプチドで搭載されていない。
哺乳動物細胞は本分野でよく知られた方法によってトランスフェクトし得る。Drosophila
細胞はJackson等(1992)Proc.Natl.Acad.Sci.USA89,12117に記述されているようにトラン
スフェクトし得、参考としてここで取り込まれる。
簡便にはトランスフェクションの前に上記ホスト細胞は実質的に全くHLAクラスＩ(または
同等物)を発現していない。
もし該刺激細胞がB7.1,B7.2,ICAM-1及びLFA3のいずれかのようなT細胞共刺激に対して重
要な分子を発現しているならばそれもまた好ましい。
多数のHLAクラスＩ(及び同等物)分子、及び共刺激分子の核酸配列が、GenBank及びEMBLデ
ータベースから公に入手可能である。
もし上記刺激細胞の表面で発現される実施的にすべての上記HLAクラスＩ(または同等物)
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分子が、同じタイプであれば特に好ましい。
ヒトにおけるHLAクラスＩ、及び他の動物における同等な系は遺伝学的に大変複雑である
。例えばHLA-Bローカスには少なくとも110の対立遺伝子が存在し、HLA-Aローカスには少
なくとも90の対立遺伝子が存在する。いかなるHLAクラスＩ(または同等物)分子でも本発
明のこの面において有用であるが、もし該刺激細胞がヒトの集団においてかなり高頻度で
生ずるHLAクラスＩ分子において選択された分子の少なくとも一部を提示すれば好ましい
。HLAクラスＩ対立遺伝子の頻度はCaucasian,African,Chinese等のような異なる人種の分
類の間で変化することはよく知られている。少なくともCaucasian集団に限っては、HLAク
ラスＩ分子はHLA-0201対立遺伝子、またはHLA-A1対立遺伝子、またはHLA-A3対立遺伝子ま
たはKLA-B7対立遺伝子によってコードされる。HLA-A0201は特に好ましい。
本発明の第三の面の方法がCTLのライブラリーを作製するために用いられた場合、もし該C
TLクローンによる認識を制限するHLA対立遺伝子が特定の人種の分類における頻度の基本
に選択されたならば簡便である。
その表面にHLAクラスＩ(または同等物)分子を発現し、上記刺激細胞の表面に提示される
占められた上記HLAクラスＩ(または同等物)分子の大集団において選択された分子の少な
くとも一部を提示する刺激細胞が、本発明のさらなる面を形成することは予測されよう。
好ましくは選択された分子は異常分子であるか、その量が異常に上昇した分子である。
本発明の第四の面として、本発明の第三の面の方法によって得られ得る選択された分子に
対して反応性の細胞障害性Tリンパ球のクローン集団が提供される。
本発明の第五の面として、選択された分子に対して反応性の細胞障害性Tリンパ球のクロ
ーン集団が提供され、上記CTLは細胞に対して高親和性である。
少なくとも異常に上昇した自己分子に対して、および特に高レベルで発現される自己ポリ
ペプチドに対して、本発明の第三の面の方法は、他の方法によって生産されるものよりも
ずっと高い親和性と感受性のCTLの生産を許容することは予測されよう。該刺激細胞が、H
LAクラスＩ(または同等物)分子タイプが健康な個人において提示されないその表面におけ
るHLAクラスＩ(または同等物)分子のタイプを持つ場合に、特に当てはまる。
それゆえ本発明の第三の面の方法は、ガン患者及びヒト免疫不全ウイルスに感染した患者
の借用の免疫治療のために用いられ得る、健康な個人由来の細胞障害性Tリンパ球(CTL)を
生産するために好ましくは用いられる。該CTLは完全にin vitroで生産され、静脈内に患
者に投与され得る。借用の免疫治療のこの形態は、機能的ホスト免疫系に依存しないので
、例えばHIV感染の結果として、またはガンの場合には放射線療法及び化学療法の結果と
して、免疫抑制された患者に特に適していると考えられる。好ましくは全てのペプチド特
異的CTLが、健康なドナーから単離され、そして患者由来の血液サンプルは全く必要とさ
れない。
ここで記述される異種制限的CTLクローンのホールマークは、それらがMHCクラスＩ分子に
よって細胞表面に提示される通常細胞タンパク質から由来するペプチドを認識し得ること
である。最も重要なことには、異種制限的CTLクローンのMHC遺伝子型と患者の認識される
ターゲット細胞(または他の細胞)のMHC遺伝子型は異なる。遺伝学的相違はゲノムのMHC領
域に適用されるだけではなく、他の多形遺伝子にも適用される。それゆえCTLクローン及
びターゲット細胞のTCRα及びβローカスの遺伝子部分に多形が存在するであろう可能性
がある。しかしながらこれらの細胞におけるTCR遺伝子は、もしCTL及びターゲット細胞が
異なる遺伝学的起源であったとしても同定されるであろう。
本発明の第六の面として、医薬への使用のための本発明の第四または第五の面にしたがっ
た細胞障害性Tリンパ球のクローン集団が提供される。
本発明の第七の面として、本発明の第四または第五の面にしたがった細胞障害性Tリンパ
球のクローン集団と、製薬学的に許容されるキャリアーを含む製薬学的組成物が提供され
る。
前述した本発明のCTLまたはその処方は、非経口的(例えば皮下のまたは筋肉内の)注射に
よることを含むいかなる簡便な方法によっても投与され得る。該治療は単一の投与または
一定期間の複数の投与より成るであろう。
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本発明のCTLを単独で投与することが可能である一方で、一つ以上の許容されるキャリア
ーと共に製薬学的処方としてそれを投与することも可能である。キャリアー(類)は、本発
明の化合物と両立可能であるという意味で「許容可能で」なければならず、そしてそれら
が受容者に心身に有害であってはならない。典型的には該キャリアーは、滅菌してあり発
熱物質のフリーである水または生理食塩水であろう。
本発明の第八の面として、健康な個人から由来し、疾患をもつ患者由来の疾患細胞から由
来する選択された異常分子に対して反応性であるか、または異常に上昇した量の上記分子
が上記疾患細胞において提示されている疾患をもつ患者由来の疾患細胞から由来する選択
された分子に対して反応性である細胞障害性Tリンパ球の、上記健康な個人が上記患者と
異なるHLAタイプを持つ場合の該疾患をもつ患者の治療のための医薬の製品における使用
を提供する。
本発明の第九の面として、CTLクローンのライブラリーが提供され、上記ライブラリーに
は個人由来の複数のCTLクローンが含まれ、そして各上記CTLクローンは異なるHLAクラス
Ｉ対立遺伝子によって制限され、選択された疾患に関連する分子を認識する。
該ライブラリーは各CTLクローンが生存力を維持している形態で簡便には貯蔵される。簡
便には該ライブラリーは凍結して貯蔵される。
好ましくは該ライブラリーは本発明の第三の面の方法によって作製されているCTLの選択
を含む。該ライブラリーは疾患または疾患細胞特異的であり、それはHLAクラスＩ(または
同等物)分子タイプ特異的であろう。好ましい疾患またはHLAクラスＩ(または同等物)分子
タイプは上述されている。
有利には、該ライブラリーは異なる疾患に対するCTL、及び/または同じ疾患に対する異な
る分子(例えばエピトープ)に対するCTLを含み、それぞれのCTLのクローンは異なるHLAク
ラスＩ対立遺伝子によって制限される。個々の患者に対して適切なCTLクローンは、適切
なペプチドを参考にして(すなわちその疾患細胞に提示されるもの)、及びCTLが患者のも
のとは異なるHLAクラスＩ対立遺伝子を持つようにCTLのHLAクラスＩ対立遺伝子を参考に
して選択される。
本発明の第十の面として、(a)治療される患者のHLAクラスＩ(または同等物)タイプを測定
する手段、及び(b)CTLクローンのライブラリーを含む治療上の系を提供し、上記ライブラ
リーにはHLAクラスＩ(または同等物)分子タイプを異ならせる個人由来の複数のCTLクロー
ンを含み、各上記CTLクローンは選択された疾患と関連する分子を認識する。
本発明の第一の面の特定の実施態様にしたがった患者を治療する方法は、認識される抗原
が自己抗原である場合、借用の免疫治療での使用に特に適した異質遺伝的CTLを使用する
。
しかしながらその異質遺伝的性質のため、受容者(患者)はある情況においてトランスファ
ーされたCTLに対する免疫応答を生ずることが期待され、そのことは受容者ホスト(患者)
におけるその半減期及びその抗腫瘍活性を制限するであろう。しかしながら受容者(患者)
の免疫抑制は、該ホストの免疫応答を抑制する一つの方法であり、本発明の第一の面の方
法が有用である。
ここで記述される他の可能性は、オリジナルのホストに戻されてトランスファーされた場
合非免疫原性である自己CTLを使用することがである。これらの自己CTLは、異種制限的CT
Lクローンから単離されたTCRを発現するためにin vitroで操作される。
本発明の第十一の面として、患者の治療に適した細胞障害性Tリンパ球(CTL)を作成する方
法が提供され、該方法は(a)本発明の第三の方法によってCTLのクローン化集団を作製する
こと;(b)CTLまたは機能的に同等な分子の上記クローン化集団のT細胞受容体(TCR)を発現
可能な遺伝学的構築物を調製すること;及び(c)CTLまたは前駆体が上記患者から由来するC
TLまたは前駆体内に上記遺伝学的構築物を導入することを含む。
本発明の第三の面の好ましい実施態様の全てが、この方法の工程(a)でCTLのクローン化集
団を作製する場合、本発明のこの面で調製される。特に工程(a)で単離されたCTLは、(治
療される患者と比較して)HLAミスマッチな健康な個人から好ましく単離される。それゆえ
もし工程(A)で単離されるCTLが、異種制限的であり、治療される患者の点で異質遺伝的で
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あれば、特に好ましい。
異質遺伝性は同種の異なる個人における同じタンパク質の2以上の異なる対立遺伝子の場
合である。
「T細胞受容体と機能的に同等な分子」なる語によって、我々はT細胞受容体と同じ機能を
実施し得るいかなる分子をも意味する。特に該分子には、Chung等(1994)Proc.Natl.Acad.
Sci.USA91,12654-12658に記述された方法によって作製される一般的に加工された3ドメイ
ン単一鎖T細胞受容体が含まれ、参考としてここで取り込まれる。
「T細胞受容体または機能的に同等な分子を発現可能な遺伝学的構築物」なる語によって
、我々は患者由来のCTLまたは上記細胞の前駆体内に挿入された場合、T細胞受容体または
機能的に同等な分子を発現し得るRNAまたはDNAのいずれかのような、いかなる遺伝学的構
築物をも含める。レトロウイルスを含むプラスミドまたはウイルスのようないかなる適し
たベクターでも、用いられ得るであろう。
遺伝学的構築物は、Sambrook等(1989)”Molecular cloning,a laboratory manual”.第2
版,Cold Spring Harbor Laboratory Press,Cold Spring Harbor,New Yorkに記述されてい
るような本分野でよく知られた方法を用いて作製し得、参考としてここで取り込まれる。
TCRまたは機能的に同等な分子をコードするDNAは、適切なホスト内への導入のための広い
バラエティーの他のDNA配列に結合し得る(それは患者から由来するCTL、またはその前駆
体、あるいはもう一つのホスト細胞であろう)。コンパニオンDNAはホストの性質、ホスト
内へのDNAの導入方法、そして細胞質内での維持かインテグレーションが望まれるかに依
存するであろう。
一般的に該DNAは、発現のための正しい配向と正しいリーディングフレームで、プラスミ
ド、またはウイルスあるいはレトロウイルスのような発現ベクター内へ挿入される。必要
であれば、該DNAは望ましいホストによって認識される適切な転写及び翻訳調節コントロ
ールヌクレオチド配列にリンクされるが、該コントロールは一般的に発現ベクターにおい
て入手可能である。それから該ベクターを周知の方法によってホスト内へ導入する。一般
的にホストの全てが該ベクターでトランスフォームされるわけではない。そのためトラン
スフォームされたホスト細胞を選択する必要が存在する。一つの選択法には、抗生物質耐
性のようなトランスフォームされた細胞において選択可能な特性に対してコードするいか
なる必要なコントロールエレメントを持つDNA配列でも、発現ベクター内へ取り込ませる
ことが含まれる。代わりに該選択可能な特性に対する遺伝子をもう一つのベクターに乗せ
得、それを望ましいホスト細胞をコトランスフォームするために用いる。しかしながら患
者のCTL、またはその前駆体内に遺伝学的構築物を導入する場合には、もし少なくとも50%
のCTLが遺伝学的構築物でトランスフォームまたはトランスフェクトされれば好ましい。
より好ましくは少なくとも70%がそのようにトランスフォームまたはトランスフェクトさ
れ、さらにより好ましくは少なくとも90%または少なくとも95%がそれをなされる。
相補的な付着末端を介してベクターにDNAを実施可能にリンクさせる様々な方法が開発さ
れている。例えば相補的なホモポリマー管を、ベクターDNAに挿入すべきDNA部分に加える
ことができる。それから該ベクター及びDNA部分を、組換えDNA分子を形成するために、相
補的ホモポリマーテールの間の水素結合によって結合させる。
一つ以上の制限部位を含む合成リンカーが、ベクターに対してDNA部分を結合する代わり
の方法を提供する。上述のようなエンドヌクレアーゼ制限切断によって生産されるDNA部
分は、バクテリオファージT4DNAポリメラーゼまたは大腸菌DNAポリメラーゼＩを用いて処
理され、該酵素はその3’-5’-エクソヌクレアーゼ活性で突き出した3’-シングルストラ
ンド末端を除去し、そしてポリメラーゼ活性でへこんだ3’-末端をうめる。
それゆえこれらの活性の組み合わせにより、平滑末端DNA部分が生じる。それから該平滑
末端部分を、バクテリオファージT4DNAリガーゼのような平滑末端DNA分子のライゲーショ
ンを触媒し得る酵素の存在下で、大モル過剰のリンカー分子と共にインキュベーションす
る。それゆえ該反応の生産物は、その末端にポリマー性リンカー配列を運ぶDNA部分であ
る。それからこれらのDNA部分を、適切な制限酵素を用いて切断し、DNA部分のものと両立
可能な末端を生ずる酵素を用いて切断されている発現ベクターとライゲートする。
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様々な制限エンドヌクレアーゼ部位を含む合成リンカーは、International Biotechnolog
ies Inc,New Haven,CN,USAを含む数多くの業者から商業的に入手可能である。
該DNAを修飾する望ましい方法は、Saiki等(1988)Science239,487-491に開示されているポ
リメラーゼ連鎖反応を用いることである。
この方法においては、酵素学的に増幅されるDNAを、それら自身が増幅されるDNA内に取り
込まれるようになる2の特異的なオリゴヌクレオチドプライマーが位置する。上記特異的
プライマーは、本分野で周知の方法を用いて発現ベクター内でクローニングのために用い
られ得る制限エンドヌクレアーゼ認識部位を含むであろう。
特に好ましい方法をここで記述する。
腫瘍において上昇したレベルで提示される自己ペプチドに対して特異的な異種制限的CTL
クローンのTCRをクローン化する。異種制限的クローンにおけるTCRの使用は、(i)TCR可変
領域特異的モノクローナル抗体及び(ii)Vα及びVβ遺伝子ファミリーに特異的なプライマ
ーを用いたRT-PCRを用いて決定される。cDNAライブラリーを、異種制限的CTLクローンか
ら抽出したポリAmRNAから調製する。TCRα及びβ鎖のC末端部分、及び同定されたVα及び
β部分のN末端部分に特異的なプライマーを使用する。TCRα及びβ鎖に対する完全なcDNA
を、高適合DNAポリメラーゼを用いて増幅し、増幅された産物を適したクローニングベク
ター内でクローン化する。該クローン化α及びβ鎖遺伝子を、Chung等(1994)Proc.Natl.A
cad.Sci.USA91,12654-12658に記述されているような方法によって、単一鎖TCR内に集積す
る。この単一鎖構築物においては、VαJ部分にVβDJ部分が続き、CD3ζ鎖の膜貫通及び細
胞質部分が引き続くCβ部分が引き続く。それからこの単一鎖TCRを、レトロウイルス発現
ベクター内に挿入する(ベクターのパネルは、成熟ヒトCD8+Tリンパ球に感染し、遺伝子発
現を介在できる能力に基づいて用いる:レトロウイルスベクター系Katは、一つの好ましい
可能性を持つ(Finer等(1994)Blood83,43参照))。高力価アンフォトロフィック(amphotrop
hic)レトロウイルスが、Roberts等(1994)Blood84,2878-2889に印刷されたプロトコールに
したがって腫瘍患者の末梢血液から単離された精製CD8+Tリンパ球を感染するために用い
られ、該書類は参考としてここで取り込まれる。抗CD3抗体が精製CD8+T細胞の増殖を引き
起こすために用いられ、それはレトロウイルスのインテグレーションと単一鎖TCRの安定
な発現を容易にする。レトロウイルストランスダクションの効率は、単一鎖TCRに対して
特異的な抗体を用いた感染CD8+T細胞の染色により測定される。トランスデュースされたC
D8+T細胞のin vitro分析により、それらが、TCR鎖がもともとクローン化されたもの由来
の異種制限的CTLクローンで見られるものと同様な、腫瘍特異的殺傷を示すことが確認さ
れる。期待される特異性を持つトランスデュースされたCD8+T細胞の集団は、腫瘍患者の
借用の免疫治療のため用いられるであろう。患者は108から1011の間(最も好ましくは109-
1010)で自己のトランスデュースされたCTLで治療されよう。
CTL内に遺伝子を導入するための他の適した系は、Moritz等(1994)Proc.Natl.Acad.Sci.US
A91,4318-4322に記述されており、参考としてここで取り込まれる。Eshhar等(1993)Proc.
Natl.Acad.Sci,USA90,720-724及びHwu等(1993)J.Exp.Med.178,361-366もまた、CTLのトラ
ンスフェクションを記述する。
それゆえ、本発明の第十二の面として、本発明の第十一の面の方法によって得られ得る患
者を治療するための適した細胞障害性Tリンパ球が提供される。
本発明の第十三の面として、疾患をもつ患者の治療方法が提供され、そこでは該患者は疾
患細胞を含み、該細胞は異常分子または異常に上昇した量の分子を含む、またはそれに関
連しており、また該細胞はHLAクラスＩ(または同等物)分子によりその細胞表面に上記分
子の少なくとも一部を提示することができる。そして該方法は、HLAクラスＩ(または同等
物)分子により細胞の表面に提示されている場合には上記分子の少なくとも一部を認識す
る治療上有効量の細胞障害性Tリンパ球(CTL)を患者に投与することを含み、該CTLは本発
明の第十二の面にしたがったCTLである。
本発明の第十四の面として、疾患をもつ患者を治療するための医薬の製品における細胞障
害性Tリンパ球の使用が提供され、そこでは該患者は疾患細胞を含み、該細胞は異常分子
または異常に上昇した量の分子を含む、またはそれに関連しており、また該細胞はHLAク
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ラスＩ(または同等物)分子によりその細胞表面に上記分子の少なくとも一部を提示するこ
とができ、そして該細胞障害性Tリンパ球は、HLAクラスＩ(または同等物)分子により細胞
の表面に提示されている場合には上記分子の少なくとも一部を認識し、該CTLは本発明の
第十二の面にしたがったCTLである。
投与の好ましい方法、好ましい疾患、及び治療のために投与されるCTLの好ましい量は、
本発明の第一の面に対するもののように、本発明の第十三の面に対するものと同様である
。
それぞれ特異的なTCR、または機能的に同等な分子を発現可能な遺伝学的構築物及び遺伝
学的構築物のライブラリーが、本発明の第三の面の方法によってCTLのクローン化集団を
作製し、CTLまたは上述の機能的に同等な分子の上記クローン化集団のT細胞レパートリー
を発現しうる遺伝学的構築物を調製することによって、調製し得ることは予測されよう。
もしそれぞれの遺伝学的構築物が周知のHLA遺伝子型の健康な個人由来の特定のCTL由来の
TCRに相当するTCR(TCRまたは機能的に同等な分子として)を表し、該CTLがその表面に周知
のHLAクラスＩ(または同等物)分子を発現する刺激細胞と共培養され、該HLAクラスＩまた
は同等物分子がその表面に与えられた分子の少なくとも一部を結合するのであれば特に好
ましい。
この方法においては、患者のCTLまたは前駆体内に取り込まれ得る遺伝学的構築物のライ
ブラリーを生産することが可能であり、TCRまたは機能的な同等物を発現し得る該遺伝学
的構築物は、患者のHLA遺伝子型及び治療される疾患に基づいて選択し得る。TCRを表す特
定の遺伝学的構築物は、T細胞クローンの特異性に基づいて(すなわち患者の疾患細胞、特
に腫瘍細胞で発現されるものにしたがって)選択される。
好ましくは、患者のHLA遺伝子型と、該遺伝学的構築物によって発現されるTCRまたは機能
的な同等物分子が由来するCTLのHLA遺伝子型は、ミスマッチする。
一般的には、オリジナルのCTLクローンで発現される限りで、TCRを異種制限的であると定
義することは容易である。しかしながら、一度TCR遺伝子を単離し患者のCTL内にトランス
フェクトすると、それらを異種制限的であると定義することは困難になる。トランスフェ
クトされたTCRと内因性TCR遺伝子の配列間の配列比較は、TCR遺伝子において多形が存在
する場合に非自己TCR遺伝子としてそれらを同定することを可能にする。しかしながら、
非自己TCRは、異種制限的CTLクローンからは必ずしも由来しない。
本発明は以下の実施例及び図面を参考として、より詳細に記述されるであろう。
図1はマウスを5×105RMA腫瘍細胞単独と、腫瘍細胞及び5×105CTLとで注射した実験の結
果を示す。腫瘍容量を毎日測定した。11日後、腫瘍細胞単独を受け取ったマウスを、腫瘍
潰瘍形成のため、または大きな腫瘍の負担のため殺傷した。CTLを受け取ったマウスは全
て、11日目で腫瘍が検出されなかった。
図2はマウスを-7日目(マイナス7)で5×105RMA腫瘍細胞で注射し、107抗mdm100CTLで静脈
内で治療した実験の結果を示す。腫瘍容量を0日目と引き続く各日で測定した。腫瘍容量
における相対的な増大が示されている。腫瘍が容量において3cm3より大きく潰瘍形成また
は届いたときに、マウスを殺傷した。
図3はmdm100ペプチドに対して特異的な異種制限的CTLクローンの特性を示す。
(A)mdm100ペプチドに対して特異的な6CTLクローンによるペプチドコートされたT2-Kb細胞
の認識。全部で33のCTLクローンを分析し、16に対するペプチド滴定曲線はクローン3F3F,
1F1H及び3F10Aのものと同様である一方で、17クローンはクローン3B11C,6A6G及び6A6Dの
ものと同様な滴定曲線を示した。(B)及び(C)は代表的な低「親和性」CTLクローン6A6G(B)
または代表的な高「親和性」クローン3F3F(C)による、RMA細胞(塗りつぶしていない四角
印)、及びmdm100ペプチド(塗りつぶした丸印)またはクラスＩ結合コントロールペプチド(
塗りつぶしていない丸印)のそれぞれでコートされたRMA-A細胞の溶解を示す。(D)高親和
性クローン3F11Aによるmdm100ペプチド(塗りつぶした四角印)またはクラスＩ結合コント
ロールペプチド(塗りつぶしていない四角印)のそれぞれでコートされた樹状細胞の溶解。
図4は高「親和性」mdm100特異的CTLによるB16メラノーマ細胞の認識を示す。
代表的な高親和性CTLクローン(1F7E)を、mdm100ペプチド(塗りつぶしていない印)で、ま
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たはMHCクラスＩ結合コントロールペプチド(塗りつぶした印)のそれぞれでコートされた
、非転移性B16-F1メラノーマ変異体(A)及び転移性変異体B16-FF1及びB10-F16細胞に対す
る、4時間の51Cr放出アッセイで分析した。染色実験により、B16-F1はH-2Kbネガティブで
あり、B16-F10細胞は低レベルのH-2Kbを発現することが明らかにされた(示されていない)
。
図5はRMAリンパ腫細胞から抽出された天然で生産されるペプチドのCTL認識を示す。
(A)1μgの合成ペプチドmdm100のHPLC溶出プロフィール。(B)RMA細胞から抽出された天然
で生じるペプチドを含むHPLC画分のCTL認識プロフィール。ペプチドはRMAリンパ腫細胞か
ら実施例1のMaterials and Methodsに記述されているように調製し、(A)と同じ条件を用
いてHPLCにより分別した。
図6は高親和性、mdm100特異的CTLによる腫瘍成長のコントロールを示す。(A)8のC57BL/10
マウスを、105RMAリンパ腫細胞(塗りつぶしていない四角印)または106CTLと共に105リン
パ腫細胞(塗りつぶしていない丸印)を用いて皮下に注射した。(B)8のC57BL/10マウスを、
5×105RMAリンパ腫細胞(塗りつぶしていない四角印)または5×105CTLと共に5×105リンパ
腫細胞(塗りつぶしていない丸印)を用いて同様に皮下に注射した。(C)10のC57BL/10マウ
スを、105B16-F10メラノーマ細胞(塗りつぶしていない四角印)、または106CTLと共に105B
16-F10細胞(塗りつぶしていない丸印)のそれぞれを用いて注射した。個々の高親和性CTL
クローンまたはクローンの混合物のそれぞれをこれらの実験で用いた場合にも、同様の結
果が得られた。マウスを毎日モニターし、それぞれの個々のマウスに対する腫瘍成長が示
されている。+印はマウスが死亡したこと、または大きな腫瘍の負担のため犠牲にしたこ
とを示す。
図7(A)はHLA-A0201-結合サイクリンD1ペプチド(101-110)に対して特異的なCTLクローンに
よる溶解を示す。該CTLクローンはHLA-A2ネガティブPBMCから得られた。図7(B)はHLA-A02
01-結合サイクリンD1ペプチド(228-234)に対して特異的なCTLクローンによる溶解を示す
。該CTLクローンはHLA-A2ネガティブPBMCから得られた。
実施例1:マウスにおけるCTLを用いた借用の免疫治療
要約
ネズミモデル系において、我々は腫瘍において頻繁に過剰発現される通常自己タンパク質
mdm2由来のペプチドに対する異種制限的CTLクローンを生産した。該CTLはin vitroで腫瘍
細胞を殺傷する一方で、通常細胞は認識しない。マウスに借用してトランスファーした場
合、これらのCTLはin vivoで抗腫瘍効果を示す。
2のマウス株、C57BL/10(H-2b)及びBALB/c(H-2d)はMHCミスマッチであり、それゆえ別々の
クラスＩ分子を発現する。このミスマッチは、それがヒトの場合、すなわちガン患者と健
康なT細胞ドナーの間の差異で見出されるHLAミスマッチをまねるため選択された。我々は
これら2のマウス株を、ネズミmdm2タンパク質に対する異種制限的CTLを検出できるかどう
かを試験するために用いた。該mdm2タンパク質はp53と関連し得、その生物学的活性を調
節し得る。それはヒトのガンで頻繁に過剰発現され、後に借用の免疫治療に対する可能性
のあるターゲットを代表する。
上述のネズミモデル系において、我々は以下の問題を検査した:
(i)mdm2ペプチド特異的、H-2Kb制限的CTLをBALB/cマウス(H-2dハプロタイプ)から単離す
ることが可能か?
(ii)BALB/c由来ペプチド特異的、異種制限的CTLは、KbクラスＩ分子を発現する腫瘍細胞
を認識できるか?
(iii)BALB/c由来ペプチド特異的、異種制限的CTLは、C57BL/10マウス(H-2bハプロタイプ)
における借用の腫瘍免疫治療に対して用いることができるか?
我々は以下の結果を得た。
(i)異質遺伝的H-2KbクラスＩ分子によって提示されるmdm2ペプチドに対して特異的なCTL
が単離された。
(ii)CTLクローンは確立され、H-2bオリジンのRMA胸腺腫細胞を殺傷することを示した。RM
A細胞はC57BL/10マウス(H-2b)において高く発癌性であり、我々はBALB/c由来CTLがC57BL/
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10ホストにおいて抗腫瘍効果を持つかどうかを試験可能であった。
(iii)一つの実験において、8のマウスを5×105RMA細胞を用いて皮下に注射した。これら
のマウスの4は5×105CTLをも注射した。11日後、RMA細胞のみを注射された4のマウスは大
きな腫瘍をもち、それゆえ殺傷した一方、RMA及びCTLを受け取った4のマウスは腫瘍が存
在しなかった(図1)。もう一つの実験では、8のマウスを5×105腫瘍細胞を用いて皮下に注
射した。7日後、全てのマウスが注射部位で腫瘍を形成し、それらの2が107BALB/c由来CTL
を用いて治療された。非治療マウスでは腫瘍の容量が急速に増大した一方で、CTLを受け
取ったものは腫瘍成長は遅れた(図2)。
これらの結果は、細胞障害性T細胞を用いたこの借用の免疫治療が効果的であることを示
す。
以下のものがさらに詳細を提供する:
方法
動物:C57BL/6マウス(H-2b)及びBALB/c(H-2d)マウスを、Royal Postgraduate Medical Sch
ool,Hammersmith Hospital,Londonのブリーディングコロニーから供されたが、このタイ
プのマウスは様々な商業的な業者から容易に入手可能である。マウスは8から10週齢のも
のを用いた。
ペプチド:mdm100ペプチドは、ネズミmdm-2タンパク質のアミノ酸100-107(YAMIYRNL;SEQ I
D No1)に相当する。このペプチドはH-2KbクラスＩ分子に効率よく結合することが示され
ている。H-2KbまたはDbクラスＩ分子に結合することが見出されているmdm2またはサイク
リンD1由来の他のペプチドは、コントロールとして機能した。この研究で用いられる全て
のペプチドが、Imperial Cancer Research Fund,London,によって、fmoc化学を用いて合
成された。ペプチドの質をHPLC分析で評価し、期待される分子量をMALDIマススペクトロ
メトリーを用いて観察した。該ペプチドを2mMの濃度を与えるためにリン酸緩衝生理食塩
水(pH7.4)に溶解し、-20℃で貯蔵した。
細胞系:RMA細胞(H-2b)は、Rauscherウイルス誘導C57BL/6N Tリンパ腫から生じた。RMA-S
細胞は、エチルメタンスルホン酸を用いたミュータジェネシスの後にRMA細胞から由来し
、それにMHCクラスＩ発現の減少したレベルを持つ細胞を得るために5周の抗H-2異種抗血
清を用いた選択と、ウサギの完全な処置が引き続いた(Ljunggren & Karre(1985)J.Exp.Me
d.162,1745-1759)。RMA-S細胞は、TAP2遺伝子のヌクレオチド97でポイントミューテーシ
ョンを持つことが見出され、それは未成熟ストップコドンを生ずる(Yang等(1992)J.Immun
ol.267,11669-11672)。B16-F1及びB16-F10は、それぞれ低及び高転移能力を持つ、C57BL/
6由来メラノーマ細胞系B16の変異体である)Fidler & Nicolson(1976)J.Natl.Cancer Inst
.57,1199-1202)。ヒト細胞系T2は、Bリンパ芽球腫細胞系及びTリンパ芽球腫細胞の融合ハ
イブリッドである。これらの細胞はTAPトランスポーター遺伝子を全く持たず、減少した
レベルのHLA-A2を発現し、内因性HLA-B5は検出できないレベルのみ発現する(Alexander等
(1989)Immunogonetics29,380-388)。ネズミH-2KbでトランスフェクトされたT2細胞は、HL
A-A2のレベルと同様なレベルでKbクラスＩ分子を発現した。該T2-Kb細胞は、Dr T Elliot
tからの贈呈であった(John Radcliffe Hospital,Oxford)。
CTL誘導:異種制限的CTLを、ペプチドコートRMA-S及びT2-Kb刺激細胞を用いた天然のBALB/
c脾臓細胞のin vitro刺激によって生産した。4×106BALB/c脾臓細胞を、10%FCS及び500nM
ペプチドを含む完全RPMI培地でmdm100ペプチドでコートした4×105RMA-S細胞を用いて24
穴プレートで刺激した。5日後、CTLを10,100及び1000応答CTL/ウェルで96穴プレートにま
いた。それぞれのウェルは、支持として3×105放射BALB/c脾臓細胞、及び以前にmdm100ペ
プチドと加えた104放射T2-Kb刺激細胞を含んだ。カルチャー培地は、組換えIL-2を10U/ml
の濃度で加えた点を除いて、上述のものと同様である。支持及び刺激細胞を含む新鮮な培
地を14日後に加え、さらに5日後各96ウェルをmdm100コートターゲット細胞及びコントロ
ールターゲットに対してCTLアッセイで試験した。mdm特異的殺傷を示すミクロカルチャー
を成長させ、0.1,1及び10CTL/ウェル、支持として105BALB/c脾臓細胞、及び104T2-Kb刺激
細胞を用いて96ウェル上で限界希釈クローニングのため用いた。CTLクローンを増殖させ
記述した実験において用いた。
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CTLアッセイ:細胞障害性活性を、上述したようにmdm100ペプチドまたはMHCクラスＩ結合
コントロールペプチドを用いてコートしたターゲット細胞に対して4時間の51Cr放出アッ
セイで測定した(Sadovnikova等(1993)Int.Immunol.6,289-296)。いくつかの実験では、樹
状細胞をCTLターゲットとして用いた。それらは、記述されているようにプラスチック接
着細胞の除去と14.5%(w/v)メトリザミド(metrizamide)の層で遠心分離の後に、C57BL/10
脾臓細胞から調製した。
天然のペプチドの単離とHPLC分離:4×108RMAリンパ腫細胞を、4mlの水中の2%TFAで溶解し
た。懸濁液を超ソニケーションでホモゲナイズし、細胞破片をおよそ27000gで4℃で1時間
の遠心機(Sigma2K15)で遠心分離によって除去した。それから上清をセントリコン10フィ
ルターユニット(Amicon)内に移し、それを5000gで4℃で2.5時間遠心した。10kDaより小さ
いペプチドを含む濾過物を、水中の0.1%TFAをバッファーAとして、アセトニトリル中の0.
1%TFAをバッファーBとして用いて、Superpac PepSカラム(Pharmacia)でHPLC分離した。流
速は1ml/分であり、バッファーBの濃度を0%から60%まで1%/分で上昇させた。1mlの画分を
採取し、Servantスピードバキュームドライヤーで乾燥させ、100μlのPBS中に再懸濁した
。各HPLC画分の10μlを、51CrラベルT2-Kb細胞をコートするために用い、それからそれを
mdm100ペプチド特異的CTLに対するターゲットとして機能させた。
結果
異種制限的レパートリーからの高親和性CTLの単離:H-2KbクラスＩ分子に効率よく結合す
るmdm2由来ペプチド(mdm100)を同定した。しかしながらC57BL/6マウス(H-2b)では、この
ペプチドは合成mdm100ペプチドでコートされたターゲット細胞を認識する低親和性CTLの
みを刺激し、内因的にmdm2を発現するターゲット細胞は刺激しなかった。一つの可能性の
ある説明として、低濃度の天然に生ずるペプチドを認識し得る高親和性CTLはH-2bマウス
のレパートリーから欠落しているということがある。耐性はMHC制限的であるので、BALB/
cマウス(H-2d)のCTLレパートリーは、H-2KbクラスＩ分子によって提示されるmdm100ペプ
チドに対して耐性であると期待され、高親和性CTLを単離することが可能であるべきであ
る。それゆえ異種制限的CTLを、ペプチドコートRMA-S(H-2b)及びT2-Kb細胞を用いて天然
のBALB/c脾臓細胞を刺激することによって生産した。mdm100ペプチドでコートされている
場合のみRMA-S及びT2-Kb細胞を溶解し、他のH-2bクラスＩ結合ペプチドでコートされてい
る場合には溶解しない33のCD8+CTLクローンを単離した(図3B及びC)。共同作用的P815細胞
(H-2d)は、これらのH-2d由来CTLクローンに対してmdm100ペプチドを提示できなかった。
ペプチド滴定実験により、16のクローンは半最大ターゲット細胞溶解のため10-12から10-
14モルのペプチド濃度を必要とする高「親和性」であることが明らかにされた(図3A)。対
照的に、17のCTLクローンは、10-8から10-9モルペプチド濃度を必要とする低「親和性」
であった(図3A)。
異種制限的CTLは腫瘍細胞を溶解するが、通常細胞はしない:CTLクローンの親和性は腫瘍
細胞溶解のレベルを決定するので、機能的に重要である。全ての高親和性CTLクローンはR
MAリンパ腫細胞(H-2b)を効率よく殺傷する一方で、低親和性CTLクローンによる溶解は非
効率的であった(図3B及びC)。高親和性CTLがトランスフォーム細胞と通常細胞を識別し得
るかどうかを測定するために、我々は、MHCクラスＩ分子と同様にT細胞活性化に重要であ
る共刺激分子を高レベルで発現するため、ターゲットとして樹状細胞を用いた(Steinman(
1991)Ann.Rev.Immunol.9,271-296)。DCにおけるmdm2発現レベルは未だ測定されていない
が、それらは主に非増殖細胞より成る組織で見出されるものと同様であろう。例えば脳、
心臓及び筋肉は、かなりのレベルのmdm2RNAを含む(Fakharzadeh等(1991)EMBO J.10,1565-
1569)が、精巣及び胸腺のような高増殖インデックスを持つ組織では該レベルはより高か
った。図3Dは、DCにおけるmdm2発現のレベルが高親和性CTLクローンによる溶解を引き起
こすためには不十分であることを示す。重要なことは、mdm100ペプチドでコートされたDC
は効率的に溶解され、それはこれらの細胞がCTL介在性殺傷には本来的に耐性ではないこ
とを示す(図3D)。これらのin vitro実験は、高親和性CTLがトランスフォームRMA腫瘍細胞
と通常樹状細胞を区別し得ることを示す。in vivo実験もまた、3の連続的な日数の107CTL
の静脈注射が、H-2KbポジティブC57BL/6マウスによってよく耐性であることから、通常組
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織は高親和性CTLによって攻撃されないことを示唆した。
高親和性CTLによる腫瘍細胞認識は、RMAリンパ腫細胞に限られないず、B16メラノーマ細
胞でもみられた。しかしながらメラノーマ認識はMHCクラスＩ発現のレベルに依存した。C
TL殺傷はKbポジティブB16-F10メラノーマ変異体に対して観察された一方で、Kbネガティ
ブB16-F1変異体はCTL溶解に対して耐性であった(図4A)。RMA(図3C)と比較したC16-F10(図
4B)の比較的不十分な溶解は、これらの腫瘍細胞における低及び高レベルのKb発現に相関
した。mdm100ペプチドを用いたB16-F10細胞のコーティングによるKb/ペプチドリガンドの
密度の増大は、上昇したCTL殺傷を引き起こした(図4B)。
mdm100ペプチドが腫瘍細胞において天然で生じる証拠:上述された実験は、合成mdm100ペ
プチドに対して生じたCTLクローンがKbポジティブ腫瘍細胞を認識し得ることを示してい
る。非関連ペプチドの偶然の交差認識が腫瘍細胞のCTL認識を説明するかどうかに注意を
向けるために、低分子量ペプチドはRMA細胞から単離し、逆相HPLCによって分別した。個
々のHPLC画分を回収し、T2-Kb細胞をコートするために用い、それからそれをCTLターゲッ
トとして用いた。画分31及び29のみがCTL認識ペプチドを含んだ(図5B)。合成mdm10ペプチ
ドのHPLC分別により、画分31の主要なペプチドピークと画分29のマイナーなピークが明ら
かにされた(図5A)。マススペクトロメトリーにより、画分31がmdm100ペプチド(YAMIYRNL;
SEQ ID No1)を含み、画分29が3位で酸化メチオニンを持つ同じペプチドを含むことが明ら
かにされた。合成及び天然生産ペプチドの共溶出により、RMA腫瘍細胞は天然でmdm100ペ
プチドを生産することが強く示唆された。このペプチドの酸化バージョンは、おそらく天
然では生産されないが、TFA単離法の間でメチオニン酸化の産物であろう。
異種制限的CTLはH-2bマウスにおいて腫瘍成長を遅らせ得る:高親和性CTLについて、in vi
voでRMAリンパ腫及びB16-F10メラノーマ腫瘍の成長をコントロールする能力を試験した。
RMA細胞で注射されたC57BL/6マウスは、9日で腫瘍を形成し、14-15日以内で大きな腫瘍の
負担のため死んだ(図6A及びB)。対照的に、RMA細胞とCTLを注射されたマウスでは、腫瘍
形成は15-17日間で完全に阻害された。腫瘍保護のレベルは量依存的であり、CTLの大投与
量で注射されたマウス(図6A)はCTLの低投与量で注射されたマウス(図6B)と比較して保護
はより大きかった。同様な結果は、B16-F10メラノーマを用いても得られた。B16-F10細胞
で注射されたマウスのみが8日後に腫瘍を形成し、11-13日後に腫瘍の負担のため死んだ一
方、B16-F10細胞とCTLを注射されたマウスは15日まで腫瘍フリーであった(図6C)。注射さ
れたH-2d由来CTLクローンに対する受容者H-2bマウスの免疫応答は、in vitroでのその半
減期を制限することが期待され、腫瘍保護が完全でない理由を説明し得る。さらなる実験
により、受容者マウスの拡大された免疫抑制がトランスファーされたCTLクローンによる
腫瘍保護を増大し得ることが明らかにされるであろう。ここで記述される実験は、通常md
m2タンパク質由来のペプチドに特異的な異種制限的CTLクローンが、in vivoでリンパ腫及
びメラノーマ腫瘍の成長をコントロールし得ることを確立した。
この研究により、異種制限的CTLレパートリーにおいて存在する利用される特異性によっ
て自己耐性を回避し得ることが示される。非自己H-2KbクラスＩ分子によって提示される
ペプチドに対して特異的なCTLクローンは、BALB/cマウスの異種制限的レパートリーから
得られた。およそ50%のCTLクローンが高親和性であり、mdm2発現腫瘍細胞を効率よく認識
した一方で、低親和性CTLは合成ペプチドでコートされたターゲットを認識するのみであ
った。高親和性CTLクローンは腫瘍特異性を示し、in vitroで樹状細胞またはCon-A刺激T
細胞芽を溶解しなかった。高親和性CTLクローンの静脈注射は、H-2b受容者マウスによっ
てよく耐性であった。
H-2bマウスのレパートリーがmdm100ペプチドに対して特異的な高親和性CTLを欠失してい
ることが見出されている。このペプチドはmdm2発現腫瘍細胞を認識しない低親和性CTLの
み刺激した。それゆえ腫瘍細胞を認識し得るCTLの単離はmdm2タンパク質に対する耐性に
よって強制された。同様に、腫瘍過剰発現通常p53タンパク質のターゲッティングもまた
、CTL耐性によって制限された。一連の実験において、HLA-AO201トランスジェニックマウ
スのCTLレパートリーは、ヒトp53に対する耐性を回避するために用いられた(Theobald等(
1995)Proc.Natl.Acad.Sci.USA92,11993-11997)。これらのトランスジェニックマウスのCT
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Lレパートリーは、ネズミp53ペプチドに対してのみ耐性である。ヒトとマウスの間の配列
差異を持つ2のp53ペプチドは、HLA-AO201ポジティブ腫瘍細胞を認識する高親和性CTLを刺
激することが見出されたが、樹状細胞は認識しない。これらの研究により、HLAトランス
ジェニックマウスはヒト腫瘍過剰発現細胞タンパク質に対するネズミCTLを生ずるために
用いられ得ることが示された。このアプローチは、トランスジェニックマウスの入手可能
性に依存し、ヒトとネズミの間の配列差異を持つペプチドに対して制限される。ここで記
述される該アプローチの利点は、CTLが腫瘍において上昇したレベルで発現されるいかな
るペプチドに対しても生じ得ることである。さらに、Theobald等のアプローチは、ヒトと
マウスのペプチドの差異に依存する;それはヒトを治療するためにマウス応答T細胞を使用
し、ターゲットとしてヒトとマウスの間の差異を持つタンパク質が存在することに依存す
る。
異種制限的CTLクローンは借用の腫瘍免疫治療に対して利用できるであろうか?これらのCT
Lクローンを用いた借用の免疫治療は、ガン患者を免疫抑制することにおいて最も効果的
でありそうである。例えば、慢性骨髄白血病(CML)をもつ患者は、異種制限的CTLクローン
を用いた免疫治療に理念的には適している。CML患者はしばしば異質遺伝的骨髄移植を受
けており、それは骨髄の接ぎ木を容易にするために免疫抑制を必要とする。これらの患者
の予後は、ドナー由来Tリンパ球が患者の白血病細胞に対する免疫応答を装備する場合、
改良されることがしばらくの間で知られている(Goldman(1989)Bone Marrow Transplant1,
133-134)。しかしながらこの移植物対白血病反応は、しばしば有害な移植物対ホスト疾患
と関連している。ここで記述されるネズミの実験により、特異的に白血病細胞を殺傷する
異種制限的CTLクローンが生産し得ることが示される。これらの結果は、白血病細胞で上
昇したレベルで提示されるペプチドに対して特異的なヒトCTLクローンを単離することが
可能であるべきであることを示す。該CTLクローンは、CML患者の借用の免疫治療に対して
用いられ得、移植物対ホスト疾患を引き起こすことなく抗白血病効果を介在するであろう
。
それゆえこの実施例では我々はCTLが、頻繁に腫瘍において過剰発現される偏在して発現
される自己タンパク質、mdm2に対して生じ得るかどうかを調査した。T細胞耐性が自己MHC
制限的であるという観察は、非自己MHCクラスＩ分子によって提示されるmdm2由来ペプチ
ドに対して特異的なCTLを生産するために用いられた。それゆえH-2dマウスの異種制限的T
細胞レパートリーを、異質遺伝的H-2KbクラスＩ分子によって提示されるmdm100ペプチド
に対して特異的なCTLを単離するために用いた。in vitroでこれらのCTLはトランスフォー
ム細胞及び通常細胞を識別し、Kbポジティブメラノーマ及びリンパ球腫瘍を特異的に殺傷
するが、Kb発現樹状細胞は殺傷しなかった。in vivoで該CTLは抗腫瘍活性を示し、H-2b受
容者マウスにおいてメラノーマと同様にリンパ球腫瘍の成長を遅らせた。これらの実験は
、偏在して発現される自己抗原に対するT細胞耐性を回避し得ること、及び構造的に非改
変タンパク質の上昇したレベルを発現する腫瘍に対してCTL応答をターゲット化し得るこ
とを示す。
実施例2:HIVタンパク質及び腫瘍関連性タンパク質におけるCTLエピトープの同定
CTLとして機能するために、ターゲットペプチドは(i)HLAクラスＩ分子に結合できなけれ
ばならず;(ii)CTLを刺激できなければならず;(iii)天然の抗原プロセッシングによって生
産されなければならない。これらの3の必要性は実験的に試験される。
(i)HLAクラスＩ分子に結合するHIVタンパク質または腫瘍関連性タンパク質におけるペプ
チドの同定
ペプチド結合モチーフは、多くの数のHLAクラスＩ分子に対して同定されている(11)。こ
れらの結合モチーフを、HIVタンパク質または腫瘍関連性タンパク質の配列をスクリーニ
ングするために用いた。モチーフ含有ペプチドを合成し、適切なクラスＩ対立遺伝子への
結合を分析した。ペプチド結合を分析するために、HLAクラスＩ分子をヒト起源のペプチ
ド搭載ミュータント細胞系T2で発現した。T2細胞は天然でHLA-AO201クラスＩ分子を発現
する。他のHLAクラスＩ分子(例えばA1,B7等)の発現は、T2細胞内に相当するクラスＩ遺伝
子をトランスフェクトすることによって成し遂げられる。T2細胞はペプチド搭載欠失を持
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つので、それらはその細胞表面に低レベルのペプチド含有クラスＩ分子のみを発現する。
しかしながら、もしクラスＩ結合ペプチドがカルチャー培地に存在するのであれば、MHC
クラスＩ発現のレベルは増大される。増大したレベルのクラスＩ発現はHLAクラスＩ特異
的抗体を用いたT2細胞の染色と、それに引き続く蛍光活性化細胞ソーターを用いた分析に
よりに検出される。ペプチド滴定実験により、個々のペプチドのクラスＩ結合の効率が明
らかにされる。
記述した完全なT2細胞を用いたペプチド結合アッセイの変わりとして、結合アッセイを細
胞溶解物で実施する。代謝的にラベルしたT2細胞の溶解物を、試験ペプチドの存在下で4
℃でオーバーナイトでインキュベートした。構造的に正しくフォールディングされたHLA
クラスＩ分子に対して特異的な抗体を免疫沈降のため用いた。構造的にホールディングさ
れたクラスＩ分子は、T2細胞溶解物をクラスＩ結合ペプチドの不存在下でインキュベート
した場合は、ほんのわずかのみが検出される。対照的に、試験ペプチドがクラスＩ分子に
結合する場合には、これらその構造を安定化するであろう。結果として、ラジオラベルさ
れたクラスＩ分子の増大したレベルは、クラスＩ結合ペプチドと共にインキュベートされ
たT2細胞溶解物から免疫沈降される。
放射性活性的にラベルされたMHCクラスＩ分子は、ペプチド結合を測定するためには必ず
しも必要とされない。例えば周知のクラスＩ結合ペプチドを、ヨウ素処理またはビオチン
化によってラベルし得、競合的実験における指標ペプチドとして機能する。それゆえHLA
クラスＩ分子を含むT2細胞由来の溶解物を、様々な濃度の非ラベル試験ペプチドと共にラ
ベルされた指標ペプチドとインキュベートする。HLAクラスＩ分子に結合する試験ペプチ
ドは指標ペプチドの結合を成功して阻害する。これはラベル指標ペプチドを含むHLAクラ
スＩ分子の減少を引き起こす。それゆえ構造的に正しくホールディングされたクラスＩ分
子に特異的な抗体を用いた免疫沈降によって検出されるラベル指標ペプチドの量は、減少
する。
T2細胞は結合アッセイに対するHLAクラスＩ分子の唯一のソースというわけではない。Dro
sophila細胞は変わりのソースを代表するものである。Drosophila細胞を、様々なHLAクラ
スＩ対立遺伝子をコードする遺伝子と接合したヒトベータ2ミクログロブリンでトランス
フェクトする。Drosophila細胞はペプチドトランスポートに必要とされるTAPタンパク質
を含まないので、トランスフェクトされたクラスＩ対立遺伝子は天然ではトランスポータ
ーを介して搭載されず、そのため表面にペプチドを人工的に搭載し得る。それゆえトラン
スフェクトされたDrosophila細胞の溶解物におけるクラスＩ分子の構造は、HLA結合ペプ
チドの不存在下では不安定である。Drosophila細胞の溶解物における結合アッセイを、T2
細胞から調製された溶解物に対して記述されたものと同じ条件の下で実施する。
(ii)ペプチド特異的異種制限的CTLの刺激
HLAクラスＩ分子に効率的に結合する試験ペプチド(上記参照)を、健康なHLA非関連個人由
来のCTL応答を刺激するために用いる。試験ペプチド以外のペプチドに対する異種制限的C
TL応答を避ける。試験ペプチドに対してCTLを刺激する可能性は、もし刺激細胞によって
発現されるHLA分子の大部分が、結合溝に試験ペプチドを持つのであれば、増大する。そ
れゆえ、該アプローチは様々なヒト及び非ヒト細胞において同じHLAクラスＩ分子をトラ
ンスフェクションすることによって表現することと、それらをクラスＩ結合試験ペプチド
を用いて搭載することである。それから細胞に搭載されたこれらのペプチドを、HLA非関
連健康な個人のPBMC由来のCTLを刺激するために用いる。該PBMCを、同じHLA分子を発現す
る異なるヒト及び非ヒト細胞タイプを用いて毎1-2週刺激する。これは、異なるヒト及び
非ヒト細胞タイプがこれらの無関係のペプチドのセットを最も提示しそうであるため、無
関係のペプチドに対してCTLを刺激する可能性を減少する。
以下の細胞タイプはHLAクラスＩ分子の発現及びCTLの刺激に対して適している:ヒト細胞
系T2及びC1R、マウス細胞系RMA,RMA-S及びP1HTR、及びHLAクラスＩ分子を発現するが、B7
.1,B7.2,ICAM1及びLFA3のようなT細胞共刺激に重要な分子は発現しないためにトランスフ
ェクトされるDrosophila細胞。
試験ペプチドを用いた高レベルのMHC占有を達成するために、HLSトランスフェクトT2,RMA
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-S及びDrosophila細胞が特に好ましい。これらの細胞タイプは機能的TAPペプチドトラン
スポーター分子を発現せず、結果として外因的に加えられたペプチドで装填され得るMHC
分子が不十分な大集団のペプチドを装填し得る。それゆえこれらの細胞を、100μMの試験
ペプチドと共にオーバーナイトでインキュベートし、健康などドナーのPBMCを用いてCTL
を刺激するために用いる。通常細胞系C1R,RMA及びP1HTRにおける試験ペプチドを用いた高
レベルのMHC占有を達成するために、これらの細胞の表面にMHCクラスＩ分子を含むペプチ
ドを変性させるために、0.2M酢酸及び0.2M塩化ナトリウムを含むバッファーでおよそ1分
、pH3-4でこれらの細胞を処理する。それらか該細胞を、ヒトβ2ミクログロブリン及び10
0-200μMの試験ペプチドを含む培地で中性pHでインキュベートする。このインキュベーシ
ョンの間、大集団のHLAクラスＩ分子は再ホールディングし、その結合溝に試験ペプチド
を含む。
CTLカルチャーを、軟膜血液パックから得た5×106応答PBMC及び106放射線処理ペプチド搭
載刺激細胞/ウェルを用いて24穴プレートで培養する。該カルチャー培地は、RPMI、10%FC
S、抗CD4モノクローナル抗体の10%培養上清及び10U/mlの組換えIL-2より成る。1週間後、
応答CTLを96穴プレートのミクロカルチャーで再刺激する。各ウェルは2×105放射線処理
自己PBMC食細胞及び105放射線処理ペプチド搭載刺激細胞を含む。およそ5×104から5×10
2で始まる様々な数の応答CTLを、ミクロカルチャー当たりまく。該ミクロカルチャーを10
-14日後新鮮な放射線処理PBMC及びペプチド搭載刺激細胞で再刺激する。最後の刺激から7
日後、個々のミクロカルチャー由来のCTLを、CTLを生産するために用いられる試験ペプチ
ドを提示する、または無関係なコントロールペプチドを提示する適切なHLAクラスＩ分子
を発現するT2細胞に対して51Cr放出アッセイで分析する。無関係なペプチドでコートされ
たT2細胞に対する試験ペプチドでコートされたT2細胞の選択的な殺傷を示すミクロカルチ
ャーを、CTL特異性を確認するために増殖させる。同時に、これらのCTLのいくつかを、上
述のミクロカルチャーに対するのと同様な食細胞及び刺激細胞の数を用いて96穴プレート
で限界希釈クローニングのため用いる。1～0.5のCTLをウェル当たりまく。CTLクローンの
特異性を、関係する及び無関係のペプチドでコートされたT2ターゲット細胞を用いて確認
する。
(iii)天然の抗原プロセッシングにより生産されるペプチドの同定
HLAクラスＩ分子((i)上記)によく結合し、及びCTL応答((ii)上記)を刺激する試験ペプチ
ドが天然の抗原プロセッシングによりより生産されるかどうかを測定する。初めにペプチ
ドを、MHCクラスＩ結合モチーフの存在下でHIVタンパク質及び腫瘍関連タンパク質の配列
をスクリーニングすることによって選択する。上記セクション(i)-(ii)に記述されている
研究により、選択された試験ペプチドがクラスＩ分子に結合し得、ペプチド特異的CTLを
刺激し得ることが示される。天然の抗原プロセッシングがこれらのペプチドのMHCクラス
Ｉ提示を導くかどうかを測定する。ペプチド特異的CTL系及びクローンを、外因性関連HIV
タンパク質または腫瘍関連性タンパク質を発現するターゲット細胞に対して試験する。そ
れゆえ、ヒトC1R細胞を、関連HLAクラスＩ遺伝子及びHIVタンパク質または腫瘍関連性タ
ンパク質をコードする遺伝子を用いて二重にトランスフェクトする。単一でトランスフェ
クトされた細胞の溶解物の不存在下で、二重にトランスフェクトされたC1Rターゲット細
胞のCTL溶解は、内因的に発現されたタンパク質の天然のプロセッシングが、これらのCTL
クローンにより認識されるペプチドを生産することを示す。
実施例3:ヒトにおけるCTLを用いた借用の免疫治療
マウスに対する実施例2で記述されたものと同様なin vitro刺激条件で、異種制限的CTLを
生産する。HLA-AO201クラスＩ分子によって提示されるHIVタンパク質または腫瘍関連性タ
ンパク質から由来するペプチドを認識する異種制限的CYLを生産する。(HLA-A1及びHLA-B7
によって提示されるペプチドを認識するCTLもまた用いる。)これらの3のHLA対立遺伝子は
、Caucasian集団で最も頻繁に存在し、いかなる一人の個人でも3の対立遺伝子の少なくと
も一つを発現するであろう高い可能性が存在する。これは、これら3のHLA対立遺伝子によ
って制限されるCTLクローンは、Caucasian集団の個人の大多数の借用の免疫治療に有用で
あることを意味する。該CTLクローンはガンの治療における化学療法のアジュバントとし



(27) JP 4767371 B2 2011.9.7

10

て用いられる。
HIV感染個人の借用の免疫治療に対して、HIVコードタンパク質由来のペプチドが用いられ
る。ウイルス荷重は該CTLの投与に引き続いて抑制される。
図7(A)はHLA-AO201結合サイクリンD1ペプチド(101-110)に対して特異的なCTLクローンの
溶解を示す。該CTLクローンはHLA-A2ネガティブPBMCから得られた。
図7(B)はHLA-AO201結合サイクリンD1ペプチド(228-234)に対して特異的なCTLクローンの
溶解を示す。該CTLクローンはHLA-A2ネガティブPBMCから得られた。
サイクリンD1由来ペプチドを用いた実験は、MHCミスマッチ抗原提示細胞を用いたPBMCの
刺激により、健康なドナーからペプチド特異的CTLを生産することが可能であることを示
す。これらのCTLは、CTL刺激に対して用いられる抗原提示細胞によって発現されるHLA-AO
201クラスＩ分子によって提示されるサイクリンD1ペプチドに対して特異的であるが、CTL
ドナーの細胞によって提示されるものに対しては特異的ではない。それゆえ通常の個人か
らペプチド特異的異種制限的CTLを単離することは明らかに可能である。もし選択された
ペプチドが腫瘍細胞で生産されれば、該ペプチド特異的異種制限的CTLは腫瘍細胞殺傷を
示す。
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