
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号 6、 9、 12、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20及び 105から成る群から選択される Tヘ
ルパー細胞エピトープ。
【請求項２】
　 ペプチド免疫原。
【請求項３】
　請求項２に記載のペプチド免疫原を含んで成る医薬組成物を製造するための方法であっ
て、当該ペプチド免疫原を合成し、次いでそれを医薬的に許容される担体及び免疫学的に
有効なアジュバントを混合することを含んでなる方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
発明の分野
本発明は、 B細胞エピトープを含んでなる所望のターゲット抗原部位および必要に応じて
一般的免疫刺激配列に共有結合した新規な人工的 Tヘルパー細胞エピトープ（ Th）を含ん
でなるペプチド免疫原に関する。人工的 Thエピトープは、強い Tヘルパー細胞仲介免疫応
答および「ターゲット抗原部位」に対して向けられた抗体の産生を誘導する能力をペプチ
ド免疫原に付与する。本発明は、また、免疫原性を改良するために、担体タンパク質およ
び確立されたペプチド免疫原中の病原体由来 Tヘルパー細胞部位を新規な人工的 Tヘルパー
細胞エピトープで好都合に置換する。
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配列番号 41、 45、 46、 49及び 51-62から成る群から選択される



【０００２】
T細胞エピトープのアミノ酸配列を予測する、多数のルールが開発されてきている。しか
しながら、 T細胞エピトープとして特定のアミノ酸配列を有効とする方法または因子に関
する中心となる統合された理論は存在しないので、ルールは経験的であり、万能に適用可
能ではない。これらのルールを知ることによって、それにもかかわらず、実験的研究によ
り、本発明の新規な人工的 Tヘルパー細胞エピトープが開発された。
【０００３】
本発明のペプチド免疫原は、免疫化された宿主において、病原性生物から取った部位、お
よびイムノサイレント自己抗原および腫瘍関連ターゲットから取った部位を包含する、所
望のターゲット抗原部位に対して抗体応答を誘発するために有用である。したがって、本
発明のペプチドは多様な医学的、獣医学的用途、例えば、下記の用途において有用である
：感染症に対する保護免疫を提供するワクチン；正常の生理学的プロセスの機能障害から
生ずる疾患を治療する免疫療法；癌を治療する免疫療法；および所望の結果を生成するた
めの正常の生理学的プロセスに介入する因子として。
【０００４】
例えば、本発明の新規な人工的 Tヘルパー細胞エピトープは、黄体化ホルモン放出ホルモ
ン（ LHRH）に対してターゲッティングされた抗体を誘発し、避妊、ホルモン依存性腫瘍の
抑制、雄豚腐敗（ boar　 taint）の予防、および免疫去勢に有用である。本発明の新規な
人工的 Thエピトープは、種々の微生物／タンパク質／ペプチドのターゲット B細胞エピト
ープと組合わせるとき、免疫応答を誘発することが見出された。 LHRHに加えて、本発明の
人工的 Thエピトープは、下記のものを包含する他のターゲット抗原部位に結合させたとき
、有効であることが見出された：飼育場の動物における成長を促進するソマトスタチン；
アレルギー治療のための IgE； HIV感染および免疫障害を治療および予防するための Tヘル
パー細胞の CD4レセプター；口蹄疫を予防する口蹄疫ウイルスキャプシドタンパク質； HIV
感染を予防および治療するための HIVヴィリオンエピトープ；マラリアを予防および治療
するためのプラスモジウム・ファルパルム（ Plasmodium　 falciparum）のサーカムスポロ
ゾイト抗原；およびアテローム性動脈硬化症を予防および治療するためのコレステリルエ
ステル輸送タンパク質（ CETP）。
【０００５】
発明の背景
大部分の抗体免疫応答は細胞仲介であり、抗原提示細胞、 B細胞（また、抗原提示細胞と
して機能する、抗体産生細胞）、および Tヘルパー（ Th）細胞の間の相互作用を必要とす
ることが知られている。結局、有効な抗体応答の誘発は、 B細胞が主題の免疫原のターゲ
ット抗原部位（ B細胞エピトープ）を認識し、そして Tヘルパー細胞が Thエピトープを認識
することを必要とする。一般に、主題の免疫原上の Tヘルパー細胞エピトープはその 1また
はそれ以上の B細胞エピトープと異なる（ Babbitt他、 Nature、 1985； 317： 259－ 361）。 B
細胞エピトープは、応答において所望のターゲット部位に対する抗体を産生する B細胞に
より認識される所望のターゲット上の部位である。ターゲットの自然コンフォメーション
は抗体が直接結合する部位を決定することが理解される。しかしながら、タンパク質の T
ヘルパー細胞の認識は非常にいっそう複雑であり、それほどよく理解されていない。（ Co
rnette他、 Methods　 in　 Enzymology、 Vol.　 178、 Academic　 Press、 1989、 pp.　 611－ 6
34）。
【０００６】
現在の理論によると、 Th細胞応答の誘発は Tヘルパー細胞レセプターが所望のターゲット
を認識することを必要としないが、ターゲットタンパク質のプロセシングされたペプチド
フラグメントと、結合したクラス II主要組織適合性複合体（ MHC）との間で、抗原提示細
胞の膜上に複合体が形成する。こうして、ターゲットタンパク質のペプチドのプロセシン
グおよび 3方認識が Tヘルパー細胞の応答に必要とされる。 3成分複合体は規定することが
特に困難である。なぜなら、決定的な MHCクラス II接触残基は異なる MHC結合ペプチド（ Th
エピトープ）内の様々な位置に配置されており、そしてこれらのペプチドは異なるアミノ
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酸配列を有して長さが異なるからである（ Rudensky他、 Nature、 1991； 353： 622－ 627）
。さらに、 MHCクラス II分子はそれら自体宿主の遺伝的構成に依存して高度に多様性であ
る。こうして、特定の Thエピトープに対する免疫応答性は、一部分、宿主の MHC遺伝子に
より決定される。事実、ある種のペプチドは特定のクラス IIの MHCアレルの産物にのみ結
合することが示された。こうして、プロミスカス Thエピトープ、すなわち、種を横切って
かつ単一種の個体を横切って反応性であるもの、を同定することは困難である。 Thエピト
ープの反応性は集団の個体の間においてさえ異なることが見出された。
【０００７】
T細胞認識の成分工程の各々についての多数の、変化する因子：抗原プロセシング細胞に
よる適当なペプチドのプロセシング、遺伝的に決定されたクラス IIの MHC分子によるペプ
チドの提示、および Tヘルパー細胞上のレセプターによる MHC分子／ペプチド複合体の認識
は、広い応答性を提供するプロミスカス Thエピトープについての要件の決定を困難とした
（ Bianchi他、 EP　 0427347； Sinigaglia他、 chapter　 6、 Immunological　 Recognition　
of　 Peptides　 in　 Medicine　 and　 Biology、 Zegers他、編、 CRC　 Press、 1995、 pp.　 7
9－ 87）。
【０００８】
抗体を誘導するために、免疫原は B細胞の決定因子および Th細胞の 1またはそれ以上の決定
因子の両方を含まなくてはならないことが明らかである。普通に、ターゲットの免疫原性
を増加するために、ターゲットを担体タンパク質にカップリングさせることによって、 Th
応答が得られる。この技術の多数の欠点が存在する。下記の理由で、よく規定された、安
全な、有効なペプチド－担体タンパク質複合体を製造することが困難である：
【０００９】
1.　化学的カップリングは、サイズおよび組成の不均質性を導入するランダム反応である
、例えば、グルタルアルデヒドとの複合化（ Borras－ Cuesta他、 Eur.　 J.　 Immunol.、 19
87； 17： 1213－ 1215）；
2.　担体タンパク質は、望ましくない免疫反応、例えば、アレルギー反応および自己免疫
反応についての可能性を導入する（ Bixler他、 WO89／ 06974号）；
3.　大きいペプチド－担体タンパク質は、ターゲット部位よりむしろ主として担体タンパ
ク質に対して誤って向けられた無関係の免疫応答を誘発する（ Cease他、 Proc.　 Natl.　 A
cad.　 Sci.　 USA、 1987； 84： 4249－ 4253）；および
4.　担体タンパク質は、また、同一担体タンパク質を含んでなる免疫原で以前に免疫化さ
れた宿主において、エピトープの抑制の可能性を導入する。同一担体タンパク質が異なる
ハプテンにカップリングされている他の免疫原で宿主を引き続いて免疫化するとき、生ず
る免疫応答は担体タンパク質について増強されるが、ハプテンについて阻害される（ Schu
tze他、 J.　 Immunol.、 1985； 135： 2319－ 2322）。
【００１０】
これらの危険を回避するために、担体タンパク質を置換することが望ましい。 T細胞のヘ
ルパーを適切に特性決定されたプロミスカス Th決定因子に共有結合させることによって、
それをターゲット抗原ペプチドに供給することができる。既知のプロミスカス Thは、効力
がある病原性因子、例えば、麻疹ウイル Fタンパク質（ Greenstein他、 J.　 Immunol.、 199
2； 148： 3970－ 3977）および B型肝炎ウイルス表面抗原（ Partidos他、 J.　 Gen.　 Virol.
、 1991； 72： 1293－ 1299）に由来する。本発明者らは、多数の既知のプロミスカス Thは低
い免疫原性のペプチド、例えば、デカペプチドホルモンの黄体化ホルモン放出ホルモン（
LHRH）を増強するとき有効であることを示した（米国特許第 5,759,551号）。効力がある
免疫原を発生する、既知のプロミスカス Thエピトープおよび低い免疫原性の合成ペプチド
を含んでなる他のキメラペプチドが開発された（ Borras－ Cuesta他、 1987）。適切に設計
されたプロミスカス Th／ B細胞エピトープキメラペプチドは、遺伝的に多様な集団の大部
分のメンバーにおいて、 Th応答を誘発して B細胞部位にターゲットされた抗体応答を生ず
ることができる（米国特許第 5,759,551号）。
【００１１】

10

20

30

40

50

(3) JP 3993387 B2 2007.10.17



　既知のプロミスカス Thエピトープを概観すると、それらはほぼ 15～ 50アミノ酸残基の大
きさの範囲であり（米国特許第 5,759,551号）、しばしば普通の構造的特徴を共有し、特
異的ランドマーク配列を有する。例えば、普通の特徴は両親媒性らせんである。これらは
らせんの 1つの面を支配する疎水性アミノ酸残基と、取り囲む面を支配帯電した極性残基
とを有するアルファ－らせん構造である（ Cease他、 1987）。既知の Thエピトープは、ま
た、しばしば追加の主要なアミノ酸パターン、例えば、帯電した残基、－ Gly－、引き続
く 2～ 3つの疎水性残基、引き続いて帯電したまたは極性の残基を含有する（ Rothbardおよ
び Taylor、 EMBO　 J.、 1988； 7： 93－ 101）。このパターンを有するエピトープはロトバー
ド（ Rothbard）配列と呼ばれる。また、 Thエピトープはしばしば 1、 4、 5、 8ルールに従い
、ここで正に帯電した残基に引き続いて 水性残基が第 4、第 5および第 8位置に存在し
、同一面に位置する位置 1、 4、 5、および 8を有する両親媒性らせんと一致することが見出
された。疎水性および帯電したおよび極性のアミノ酸のこのパターンは単一の Thエピトー
プ内で反復されることがある（ Partidos他、 J.　 Gen.　 Virol.、 1991； 72： 1293－ 99）。
既知のプロミスカス T細胞エピトープのすべてではなく、大部分は、前述の周期性の少な
くとも 1つを含有する。病原体に由来するプロミスカス Thエピトープは下記のものを包含
する： B型肝炎表面およびコア抗原ヘルパー T細胞エピトープ（ HBsAg　 Thおよび HBc　 Th）
、百日咳トキシンヘルパー T細胞エピトープ（ PT　 Th）、破傷風トキシンヘルパー T細胞エ
ピトープ（ TT　 Th）、麻疹ウイル Fタンパク質ヘルパー T細胞エピトープ（ MVF　 Th）、ト
ラコーマクラミジア（ Chlamydia trachomatis）主要外膜タンパク質ヘルパー T細胞エピト
ープ（ CT　 Th）、ジフテリアトキシンヘルパー T細胞エピトープ（ DT　 Th）、熱帯熱マラ
リア原虫（ Plasmodium　 falciparum）サーカムスポロゾイトヘルパー T細胞エピトープ（ P
F　 Th）、シストソマ・マンソニ（ Schistosoma　 mansoni）トリオースホスフェートイソ
メラーゼヘルパー T細胞エピトープ（ SM　 Th）、および大腸菌（ Escherichia　 coli） Trat
ヘルパー T細胞エピトープ（ TraT　 Th）。これらの病原体由来 Thエピトープの配列は下記
の文献に記載されている：米国特許第 5,759,551号（引用することによって本明細書の一
部とされる）の中に配列番号 2～ 9および 42～ 52として； Stagg他、 Immunology、 1993； 79
： 1－ 9；および Ferrari他、 J.　 Clin.　 Invest.、 1991； 88： 214－ 222（また、引用する
ことによって本明細書の一部とされる）。
【００１２】
LHRHに適用するペプチド B細胞部位を免疫増強するためにこのような病原体由来部位を使
用することは、米国特許第 5,759,551号、 HIVについて Greenstein他（ 1992）、マラリアに
ついて EP　 0,427,347、レトロウイルスについて Borras－ Cuesta他（ 1987）、および麻疹
について Partidos他（ 1991）に記載されている。
有用な Thエピトープは、また、組合わせ Thを包含することができる。 Wang他（ WO95/11998
号）において、組合わせのエピトープの特定のクラス、「構造化合成抗原ライブラリー（
Structured　 Synthetic　 Antigen　 Library）」（ SSAL）が記載された。 Th　 SSALエピト
ープは、特定の位置に置換基を有する不変残基の構造的フレームワークの回りに体制化さ
れたアミノ酸配列を有する、多数の Thエピトープを含んでなる。比較的不変の残基を保持
させると同時に、他の残基を変化させて多様な MHC制限因子の認識を提供することによっ
て、 SSALの配列は決定される。これは次のようにして達成することができる。プロミスカ
ス Thの一次アミノ酸配列を整列し、骨格フレームワークとして、 Thペプチドのユニーク構
造の原因となる残基を選択しかつ保持し、そして既知の MHC制限因子に従い残りの残基を
変化させる。 MHC制限因子の好ましいアミノ酸を有する不変および可変位置のリストを利
用して、 MHC結合モチーフを得ることができる。（ Meister他、 Vaccine、 1995； 13： 581－
591）。
SSALのメンバーは、単一の固相ペプチド合成において、ターゲッテッド B細胞エピトープ
および他の配列と縦列で同時に産生することができる。 Thライブラリー配列は、プロミス
カス Thエピトープの構造モチーフを維持し、同時に、より広い範囲のハプロタイプに対す
る反応性を収容するように設計される。例えば、縮重 Thエピトープ「 SSAL1　 TH1」（ WO95
/11998号）に「 SSAL1TH1」は、プロミスカスエピトープを麻疹ウイルの Fタンパク質から
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取った後、モデル化された（ Partidos他、 1991）。 SSAL1　 TH1は、ターゲット抗原、 LHRH
と縦列で使用するように設計された。それが由来する麻疹エピトープと同様に、 SSAL1　 T
H1はロトバード（ Rothbard）配列および 1、 4、 5、 8ルールに従うように設計され、そして
4つのペプチドの混合物である：
【化１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
帯電した残基 Gluまたは Aspを位置 1に付加して、 Thの疎水性面を取り囲む電荷を増加させ
る。次いで両親媒性らせんの疎水性面は 2、 5、 8、 9、 10、 13および 16における疎水性残基
により維持され、 2、 5、 8、 9、 10、および 13における位置を変化させて、広い範囲の MHC
制限因子に対する結合能力を有する正面を提供する。 SSALの特徴の正味の効果は、人工的
Thの免疫応答性の範囲を拡大することである（ WO95/11998号）。
【００１３】
既知のプロミスカス Thエピトープの性質および特徴のすべての組込んだ「理想化された」
人工的 Thエピトープを設計する、他の試みがなされてきている。 SSALの形態のものを包含
する、これらの人工的プロミスカス Thエピトープを含んでなる、いくつかのペプチド免疫
原がまた構築された。人工的 Th部位を自己抗原および外来抗原から取ったペプチド配列と
組合わせて、高度に有効であると記載された部位特異的ターゲットに対する抗体応答が増
強された（ WO95/11998号； Alecander他、 Immunity、 1994、 1:751； Del　 Guerio他、 Vacci
ne、 1997、 15： 441）。このようなペプチド免疫原は、有効かつ安全な抗体応答を提供し
、かつ記載する理想化プロミスカス Th部位により付与された広く反応応答性から生ずる、
それらの免疫効力を提供するために好ましい。
【００１４】
発明の要約
本発明は、合成ペプチド B細胞エピトープまたは「ターゲット抗原部位」に結合されたプ
ロミスカス人工的 Tヘルパー細胞エピトープ競合免疫原性ペプチド組成物を提供する。免
疫原性ペプチドは、人工的 Tヘルパー細胞（ Th）エピトープおよび B細胞エピトープを含有
するターゲット抗原部位および、必要に応じて、一般的免疫刺激配列を含んでなる。免疫
原性ペプチド中の人工的 Thエピトープの存在は、強い Tヘルパー細胞仲介免疫応答を誘導
して、「ターゲット抗原部位」に対して向けられた抗体を高いレベルで産生する能力を免
疫原性ペプチドに付与する。本発明は、さらに、確立されたペプチド免疫原において、担
体タンパク質および病原体由来 Tヘルパー細胞部位を、ペプチド免疫原の免疫原性を改良
するように特別に設計された人工的 Tヘルパー細胞エピトープと好都合に置換する。本発
明の人工的 Thエピトープを有する、新規な短いペプチド免疫原は、避妊、ホルモン依存的
腫瘍の抑制、雄豚腐敗の防止、および免疫去勢に有用な黄体化ホルモン放出ホルモン（ LH
RH）に対してターゲットされた抗体を高いレベルで誘発する。
【００１５】
人工的 Thエピトープは、プロミスカス T細胞エピトープを予測する既知のルールを念頭に
置いて、実験的に開発された。 Thエピトープのメカニズムを説明する統合する理論の非存
在下において、これらの「予測的」ルールは有効な人工的 Thエピトープを設計するための
ガイドラインとして単に働くだけである。本発明の人工的 Thエピトープは、ターゲット抗
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原部位および必要に応じて免疫刺激配列と結合するとき、有用であることが見出された。
本発明の免疫原性ペプチドは、下記式により表される：
（ A） n－（ターゲット抗原部位）－（ B） o－（ Th） m－ X
または
（ A） n－（ B） o－（ Th） m－（ B） o－（ターゲット抗原部位）－ X
または
（ A） n－（ Th） m－（ B） o－（ターゲット抗原部位）－ X
または
（ターゲット抗原部位）－（ B） o－（ Th） m－（ A） n－ X
または
（ Th） m－（ B） o－（ターゲット抗原部位）－（ A） n－ X
式中、
各 Aはアミノ酸または一般的免疫刺激性配列、例えば、インベーシンドメイン（ Inv）（配
列番号 78）であり、ここで nは 1超であり、個々の Aは同一であるか、あるいは異なること
ができ、
各 Bはアミノ酸、－ NHCH（ X） CH2 SCH2 CO－、－ NHCH（ X） CH2 SCH2 CO（□－ N） Lys－、－ NHC
H（ X） CH2 S－スクシニミジル（□－ N） Lys－、および－ NHCH（ X） CH2 S－（スクシニミジ
ル）－から成る群から選択され、
Thは配列番号 6～ 22、 105、 31～ 35またはそれらのアナローグまたはセグメントから成る群
から選択される人工的ヘルパー T細胞エピトープであり、
「ターゲット抗原部位」は、 B細胞エピトープ、ペプチドハプテン、またはそれらの免疫
学的反応性アナローグであり、
Xはアミノ酸のα－ COOH、α－ COONH2であり、
nは 1～約 10であり、
mは 1～約 4であり、そして
oは 0～約 10である。
【００１６】
ターゲット抗原部位としてペプチドハプテンチドの例は LHRH（配列番号 77）である。
本発明の組成物は、免疫化された宿主において、所望のターゲット抗原部位に対する抗体
応答を誘発することができるペプチドを含んでなる。ターゲット抗原部位は病原性生物、
通常イムノサイレント自己抗原および腫瘍関連ターゲット、例えば、 LHRHに由来すること
ができる。
【００１７】
したがって、本発明の組成物は多数の多様な医学および獣医学の用途において有用である
。これらは下記の用途を包含する：感染症に対する保護免疫を提供するワクチン；正常の
生理学的プロセスの機能障害から生ずる疾患を治療する免疫療法；癌を治療する免疫療法
；および正常の生理学的プロセスに介入し、変更する因子として。
【００１８】
本発明の Thエピトープに共有結合することができるターゲット抗原のいくつかは下記のも
のを包含する：避妊、ホルモン依存的腫瘍の抑制および免疫去勢のための LHRH；飼育場の
動物における成長を促進するソマトスタチン；アレルギー治療のための IgE； HIV感染およ
び免疫障害を治療および予防するための Tヘルパー細胞の CD4レセプター；口蹄疫を予防す
る口蹄疫ウイルスキャプシドタンパク質；マラリアを予防するためのプラスモジウム（ Pl
asmodium）の CS抗原；アテローム性動脈硬化症を予防および治療するための CETP；および
HIV感染を予防および治療するための HIVヴィリオンエピトープ。
【００１９】
発明の詳細な説明
理想化された人工的 Thエピトープが提供された。これらは 2つの既知の自然 Thエピトープ
および SSALペプチドプロトタイプ（ WO95/11998号に開示されている）に基づいてモデル化
された。 SSALSは、遺伝的に多様な集団のメンバーの間で広い免疫応答を誘発することを
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意図して、組合わせの MHC分子結合モチーフ（ Meister他、 1995）を組込んでいる。 SSALペ
プチドプロトトロフは、麻疹ウイルスおよび B型肝炎ウイルスの抗原をベースとして設計
され、多重 MHC結合モチーフの導入により修飾された。他の Thエピトープの設計は、他の
既知の Thエピトープ後に、多重 MHC結合モチーフを簡素化し、付加し、および／または修
飾して、 1系列の新規な人工的 Thエピトープを産生することによって、モデル化された。
新しく採用されたプロミスカス人工的 Th部位は、種々のターゲット抗原部位を担持する合
成ペプチドの中に組込まれた。生ずるキメラペプチドは、ターゲット抗原部位に対する有
効な抗体応答を刺激することができた。
【００２０】
表 1a中に「 SSAL1　 TH1」、すなわち、 4つのペプチドの混合物（配列番号 2、 3、 4、 5）と
して示すプロトタイプ人工的ヘルパー T細胞（ Th）エピトープは、麻疹ウイルの Fタンパク
質のプロミスカス Thエピトープからモデル化された、理想化 Thエピトープである（ Partid
os他、 1991）。表 1a中に「 MVF　 Th」として示すモデルの Thエピトープは、麻疹ウイルス F
タンパク質の残基 288～ 302に対応する。 MVF　 Th（配列番号 1）を次のようにして SSAL1　 T
h1プロトタイプ（配列番号 2、 3、 4、 5）に修飾した：「ロトバード（ Rothbard）ルール」
に従い、位置 1に帯電した残基 Glu／ Aspを付加してエピトープの疎水性面を取り囲む電荷
を増加する；位置 4、 6、 12および 14において帯電した残基または Glyを付加または保持す
る；そして位置 7および 11において帯電した残基または Glyを付加または保持する。 Thエピ
トープの疎水性面は、位置 2、 5、 8、 9、 10、 13および 16における残基を含んでなる。普通
にプロミスカスエピトープと結合する疎水性残基をこれらの位置において置換して、コン
ビナトリアル Th　 SSALエピトープ、 SSAL1　 Th1（配列番号 2、 3、 4、 5）を生成した。ロト
バード（ Rothbard）配列ルールに順応する疎水性残基はボールドフェースで示されている
（表 1a、配列番号 1）。 1、 4、 5、 8ルールに従う配列中の位置には下線が引かれている。
プロトタイプ SSAL1　 Th1（配列番号 2、 3、 4、 5）の他の有意な特徴は、位置 1および 4が位
置 9の各側においてパリンドロームとして不完全に反復して MHC結合モチーフを模擬してい
ることである。 SSAL1　 Th1のこの「 1、 4、 9」パリンドロームパターンを配列番号 3（表 1a
）においてさらに修飾して、もとの MVFモデル Th（配列番号 1）の配列をいっそう密接に反
映させた。また、可変位置 1、 12、および 14にメチオニン残基を付加することによって、 S
SAL1　 Th1プロトタイプ（配列番号 2、 3、 4、 5）の疎水性を配列番号 6、 7、および 8におい
て調節した。実験データが示すように、ターゲット抗原部位にカップリングした配列番号
6、 7、および 8は、免疫化された動物において、ターゲット抗原部位に対する抗体応答を
増強した。
【００２１】
配列番号 6、 7、および 8を配列番号 6、 9、 10および 11（表 1a）に簡素化して、それ以上の
免疫原性 SSAL　 Thエピトープを形成した。配列番号 6、 7、および 8をさらに配列番号 6、 12
～ 14（表 1a）に簡素化して、 1系列の単一配列エピトープを形成した。ターゲット抗原部
位にカップリングされた、 SSAL　 Th配列番号 4、 9、 10および 11および単一配列 Thエピトー
プ配列番号 6、 12～ 14は、また、増強された免疫原性を提供した。
【００２２】
配列番号 6、 7、および 8の免疫原性は、 N－末端を非極性および極性の非帯電アミノ酸、例
えば、 Ileおよび Serで延長し、そして C末端を帯電したおよび疎水性アミノ酸、例えば、 L
ysおよび Pheで延長することによって、改良できることが見出された。これは表 1a中に配
列番号 15、 16および 17として示されており、それらから簡素化された SSAL　 Thエピトープ
配列番号 15および 18、 105および 19を誘導した。配列番号 15～ 17、 15および 18、 105および
19、並びに 123および 124から選択されるターゲット抗原部位および Thエピトープを含んで
なるペプチド免疫原は、増強された免疫原性を表示した。単一配列ペプチド、例えば、配
列番号 15、 20～ 22をまた合成し、動物において免疫原性について試験した。これらもまた
有効な Thエピトープであることが見出された。
【００２３】
表 1b中に「 SSAL2　 Th2」（配列番号 26～ 30）として示す SSAL人工的ヘルパーエピトープを
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、プロミスカスエピトープの後において、 B型肝炎表面抗原（ HBsAg）の残基 19～ 33に対応
する B型肝炎ウイルス表面抗原からモデル化した（ Greenstein他、 1992）。 3つのリシンを
付加して水溶性を改良することによって、病原体由来モデル Thを配列番号 24に修飾した；
C末端の Aspを配列番号 25において欠失させて、 Gly－ Glyがスペーサーとして導入されたキ
メラペプチドの合成を促進した。位置 1、 2、 3および 5におけるその中の正に帯電した残基
を変化させて、らせん構造の疎水性面を取り囲む電荷を変化させることによって、 SSAL2
　 Th2（配列番号 26～ 30）を配列番号 24からさらに修飾した。可変位置 3における帯電した
アミノ酸は、また、 1、 4、 5、 8ルールに従う理想化 Thエピトープ、 SSAL2　 Th2（配列番号
26～ 30）を発生させるために必要な残基を与えた（下線が引かれている残基）。両親媒性
らせんの疎水性面は、配列番号 26～ 30の位置 4、 6、 7、 10、 11、 13、 15および 17における
疎水性残基から成る。ロトバード配列の残基はプロトタイプ SSAL2　 Th2（配列番号 26～ 30
）についてボールドフェースで示されている。
【００２４】
前述したように、配列番号 31～ 35を理想化 SSAL2　 Th2プロトタイプ（配列番号 26～ 30）か
ら簡素化した。例えば、可変疎水性残基を単一アミノ酸、例えば、 Ileまたは Metで置換し
た（配列番号 31～ 35）。位置 4における疎水性 Pheを配列番号 34の特徴として組込んが、 3
つのリシンを欠失させた。 C末端の Aspの欠失を配列番号 32、 34、および 35の特徴として組
込んだ。それ以上の修飾は、普通の MHC結合モチーフ AxTxILによる C末端の置換を含んだ（
Meister他、 1995）。
【００２５】
新規な人工的 Thエピトープ、配列番号 6、 12～ 19、 105、 123、 124、 20～ 22および 31～ 35の
各々を種々のターゲット抗原部位にカップリングして、ペプチド免疫原を形成した。ター
ゲット抗原部位は、ペプチドホルモン、 LHRHおよびソマトスタチン、免疫グロブリン IgE
からの B細胞エピトープ、 T細胞 CD4レセプター、口蹄疫ウイルスの VP1キャプシドタンパク
質；熱帯熱マラリア原虫（ Plasmodium falciparum）の CS抗原；およびコレステリルエス
テル輸送タンパク質（ CETP）；および HIVからの B細胞エピトープを包含する。これらの結
果が示すように、多様なグループの自己抗原および外来抗原と交差反応性である有効な抗
ターゲット部位抗体が産生された。最も重要なことには、抗体応答はターゲット抗原部位
に対して向けられ、新規な Thエピトープに対して向けられなかった。 LHRHについて新規な
ペプチド免疫原についての結果は表 2および 3に示されている。また、免疫原性の結果が示
すように、産生された抗体は LHRHに対して有効であるが、 Thエピトープそれら自体に対し
て有効ではなかった。 LHRHは T細胞エピトープを欠くターゲット抗原部位であることを強
調すべきである（ Sad他、 Immunology、 1992； 76： 599－ 603および米国特許第 5,759,551号
）。こうして、本発明の新規な人工的 Thエピトープはプロミスカス Thエピトープの新しい
クラスを表す。
【００２６】
本発明の人工的 Thエピトープは、クラス II　 MHC分子結合部位を含んでなるアミノ酸（自
然または非自然アミノ酸）の連続配列である。それらはターゲット抗原部位に対する抗体
応答を増強または刺激する。 Thエピトープは連続的または不連続的アミノ酸セグメントか
ら成ることができるので、 Thエピトープのすべてのアミノ酸が必然的に MHC認識に関係す
るわけではない。本発明の Thエピトープは、免疫学的に機能的な相同体をさらに包含する
。 Th相同体は、免疫増強相同体、交差反応性相同体およびこれらの Thエピトープの任意の
セグメントを包含する。機能的 Th相同体は、 1～約 10アミノ酸残基の保存的置換、付加、
欠失および挿入をさらに含み、 Thエピトープの Th刺激機能を提供する。
【００２７】
本発明のプロミスカス Thエピトープはターゲット抗原部位の N－末端または C－末端に共有
結合して、キメラ Th／ B細胞部位ペプチド免疫原を産生する。用語「ペプチド免疫原」は
、本明細書において使用するとき、単一のより長いペプチドを形成するように慣用のペプ
チド結合によるか、あるいは共有結合、例えば、チオエステルの他の形態の結合によるか
にかかわらず、ターゲット抗原部位に共有結合した Thエピトープを含んでなる分子を意味
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する。したがって、 Thエピトープ（例えば、配列番号 6、 12～ 19、 105、 123、 124、 20～ 22
および 31～ 35）は、化学的カップリングまたは直接的合成を介して、ターゲット抗原部位
（例えば、配列番号 77）に共有結合されている。 Thエピトープはターゲット部位に直接結
合するか、あるいはスペーサー、例えば、 Gly－ Glyまたは（□－ N） Lysを通して結合する
ことができる。 Thエピトープを B細胞エピトープ（例えば、配列番号 41～ 64、 71～ 76、 84
～ 90、 92～ 94、 96～ 102、 103、 104、 106、 126～ 129、および 136～ 153）から物理的に分離
することに加えて、スペーサーは Thエピトープの結合によりつくられた人工的二次構造ま
たはターゲット抗原部位を有する機能的相同体を崩壊し、これにより Thおよび／または B
細胞の応答に対する妨害を排除することができる。 Thおよび IgEドメインの分離を増強す
る柔軟性ヒンジスペーサーは、また、有用である。柔軟性ヒンジスペーサーはしばしばプ
ロリンに富んでいる。 1つの特定の有用な柔軟性ヒンジは、免疫グロブリン重鎖の中に見
出される柔軟性ヒンジ領域からモデル化された配列 Pro－ Pro－ Xaa－ Pro－ Xaa－ Pro（配列
番号 79）により提供される。その中の Xaaは任意のアミノ酸、好ましくはアスパラギン酸
である。スペーサー（配列番号 80および 82）により提供されるコンフォメーション的分離
は、提示されたペプチド免疫原と適当な Th細胞および B細胞との間のいっそう効率よい相
互作用を可能とする。こうして、 Thエピトープに対する免疫応答は増強されて、改良され
た免疫反応性を提供する。
【００２８】
本発明のペプチド複合体免疫原は、また、必要に応じて一般的免疫刺激ペプチド配列を含
むことができる。例えば、細菌エルシニア（ Yersinia）種からのインベーシンタンパク質
（ Inv）のドメイン（ Brett他、 Eur.　 J.　 Immunol.、 1993、 23： 1608－ 1614）。 Thエピト
ープ免疫刺激特性は、 T細胞、特に活性化された免疫または記憶 T細胞上に存在するβ 1イ
ンテグリン分子と相互作用する Thエピトープインベーシンドメインの能力から生ずる。プ
ロミスカス Thエピトープに結合するために好ましいインベーシンドメイン（ Inv）の態様
は以前に米国特許第 5,759,551号に記載され、引用することによって本明細書の一部とさ
れる。前記 Invドメインは配列： Thr－ Ala－ Lys－ Ser－ Lys－ Lys－ Phe－ Pro－ Ser－ Tyr－ T
hr－ Ala－ Thr－ Tyr－ Gln－ Phe（配列番号 78）であるか、あるいは他のエルシニア（ Yersi
nia）種インベーシンタンパク質中の対応する領域からのその免疫刺激相同体である。こ
うして、このような相同体は、相同体が免疫刺激特性を保持するかぎり、系統毎の変動を
収容するアミノ酸残基の置換、欠失または挿入を含有することができる。一般的免疫刺激
配列を必要に応じてスペーサーで Thエピトープに結合することができる。
【００２９】
本発明のペプチド複合体、すなわち、記載した人工的 Thエピトープを含んでなるペプチド
免疫原は、下記式により表すことができる：
（ A） n－（ターゲット抗原部位）－（ B） o－（ Th） m－ X
または
（ A） n－（ B） o－（ Th） m－（ B） o－（ターゲット抗原部位）－ X
または
（ A） n－（ Th） m－（ B） o－（ターゲット抗原部位）－ X
または
（ターゲット抗原部位）－（ B） o－（ Th） m－（ A） n－ X
または
（ Th） m－（ B） o－（ターゲット抗原部位）－（ A） n－ X
式中、
各 Aはアミノ酸または一般的免疫刺激性配列であり、ここで nは＞ 1であり、各 Aは同一であ
るか、あるいは異なることができ、
各 Bはアミノ酸、－ NHCH（ X） CH2 SCH2 CO－、－ NHCH（ X） CH2 SCH2 CO（□－ N） Lys－、－ NHC
H（ X） CH2 S－スクシニミジル（□－ N） Lys－、および－ NHCH（ X） CH2 S－（スクシニミジ
ル）－から成る群から選択され、
Thは人工的ヘルパー T細胞エピトープ（配列番号 6、 12～ 19、 105、 20～ 22および 31～ 35）
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またはその免疫増強相同体またはセグメントであり、
「ターゲット抗原部位」は、所望の B細胞エピトープまたはペプチドハプテン、またはそ
れらのアナローグであり）、
Xはアミノ酸のα－ COOHまたはα－ COONH2であり、
nは 1～約 10であり、
mは 1～約 4であり、そして
oは 0～約 10である。
【００３０】
本発明のペプチド免疫原は、約 25～約 100アミノ酸残基、好ましくは約 25～約 80アミノ酸
残基を含んでなる。
【００３１】
Aがアミノ酸であるとき、それは任意の天然に存在しないか、あるいは任意の天然に存在
するアミノ酸であることができる。天然に存在しないアミノ酸は下記のものを包含するが
、これらに限定されない： D－アミノ酸、β－アラニン、オルニチン、ノルロイシン、ノ
ルバリン、ヒドロキシプロリン、チロキシン、γ－アミノ酪酸、ホモセリン、シトルリン
およびその他。天然に存在するアミノ酸は、アラニン、アルギニン、アスパラギン、アス
パラギン酸、システイン、グルタミン酸、グルタミン、グリシン、ヒスチジン、イソロイ
シン、ロイシン、リシン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、スレオニ
ン、トリプトファン、チロシンおよびバリンを包含する。そのうえ、 nが 1より大きく、か
つ 2またはそれ以上の A基がアミノ酸であるとき、各アミノ酸は独立して同一であるか、あ
るいは異なることができる。
【００３２】
Aがインベーシンドメイン配列であるとき、それは好ましくは本明細書において配列番号 7
7として記載するエルシニア（ Yersinia）種のインベーシンタンパク質からの免疫刺激エ
ピトープである。
【００３３】
nが 3である態様において、各 Aは引き続いてインベーシン配列（ Inv）、グリシンまたはグ
リシンである。
【００３４】
Bは任意であり、そして 1またはそれ以上の天然に存在するか、あるいは天然に存在しない
アミノ酸を含んでなるスペーサーである。（ B） 0において、 o＞ 1である場合、各 Bは同一
であるか、あるいは異なることができる。 Bは Gly－ Glyまたは Pro－ Pro－ Xaa－ Pro－ Xaa－
Pro（配列番号 79）または（□－ N） Lysまたは－ NHCH（ X） CH2 SCH2 CO－、－ NHCH（ X） CH2 S
CH2 CO（□－ N） Lys－、－ NHCH（ X） CH2 S－スクシニミジル（□－ N） Lys－、および－ NHCH
（ X） CH2 S－（スクシニミジル）－であることができる。
【００３５】
Thは配列番号 6、 12～ 19、 105、 123、 124、 20～ 22および 31～ 35およびそれらの相同体から
成る群から選択されるプロミスカス Tヘルパー細胞エピトープである。　本発明のペプチ
ド免疫原は、当業者によく知られている化学的方法により作ることができる。例えば、下
記の文献を参照のこと： Fields他、 Chapter　 3， Synthetic　 Peptides： A　 User's　 Guid
e、 Grant、編、 W.　 H.　 Freeman　 &　 Co.， New　 York、 NY、 1992、 p.　 77。ペプチドは、
自動化メリフィールド（ Merrifield）固相ペプチド合成法に従いα－ NH2または側鎖アミ
ノ酸を保護するために t－ Bocまたは Fmocを使用して合成することができる。ペプチド合成
の装置は商業的に入手可能である。 1つの例はアプライド・バイオシステムス（ Applied　
Biosystems）ペプチド合成装置 430Aまたは 431型である。
【００３６】
所望のペプチド免疫原の組立てが完結した後、標準的手順に従い樹脂を処理して樹脂から
ペプチドを切断し、アミノ酸側鎖上の官能基を脱ブロックする。遊離ペプチドを HPLCによ
り精製し、例えば、アミノ酸分析、配列決定、または質量分析により、生化学的に特性決
定する。ペプチドを精製し、特性決定する方法はこの分野においてよく知られている。
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【００３７】
本発明の Thエピトープを含んでなるペプチド免疫原を発生させる他の化学的手段は、「チ
オエーテル」結合の形成によるハロアセチル化およびシステイン化ペプチドの結合を包含
する。例えば、システインを Th含有ペプチドの C－末端に付加し、そしてシステインのチ
オール基を使用して求電子性基、例えば、リシン残基の Nクロロアセチル修飾またはマレ
イミド誘導□－または□－ NH2基に対する共有結合を形成することができ、引き続いてこ
れをターゲット抗原部位のペプチドの N－末端に結合する。この方法において、エピトー
プ／ B細胞部位の複合体を得ることができる。
【００３８】
主題の免疫原をまた重合することができる。重合は、日常的方法に従い、例えば、グルタ
ルアルデヒドとリシン残基の－ NH2基との反応により達成することができる。他の方法に
より、線状構築物の N－末端に付加した追加のシステインを利用することによって、線状 T
h／ B細胞部位の免疫原を重合または共重合することができる。 N－末端のシステインのチ
オール基を使用してハロアセチル修飾アミノ酸との「チオエーテル」結合を形成するか、
あるいはリシン残基のマレイミド誘導□－または□－ NH2基を形成し、これを分枝鎖状ポ
リ－リシイルコア分子（例えば、 K2 K、 K4 K2 Kまたは K8 K4 K2 K）の N－末端に結合する。主題
の免疫原は、また、分枝鎖状ポリ－リシイルコア樹脂上に直接的に所望のペプチド構築物
を合成することによって、分枝鎖状構造として重合することができる（ Wang他、 Science
、 1991； 254： 285－ 288）。
【００３９】
別法として、よく知られている核酸クローニング技術により、より長い合成ペプチド複合
体を合成することができる。分子クローニング技術についての標準的マニュアルは、組換
え DNAおよび RNAの発現により、本発明の Thエピトープを含んでなるペプチドを産生する詳
細なプロトコルを提供する。本発明の Th／ターゲット抗原部位のペプチド（例えば、配列
番号 36～ 64、 106、 71～ 76および 80～ 82）を発現する遺伝子を構築するために、好ましく
は遺伝子を発現する生物について最適化されたコドンを使用して、アミノ酸配列を核酸配
列に逆転写する。次に、典型的にはペプチドをコードするオーバーラッピングオリゴヌク
レオチドおよび必要な調節因子を合成することによって、ペプチドをコードする遺伝子を
作る。合成遺伝子を組立て、所望の発現ベクターの中に挿入する。本発明に包含される合
成核酸配列は、本発明の Thエピトープおよびそれらの Thエピトープを含んでなるペプチド
をコードする配列、それらの免疫学的に機能的な相同体、およびそれによりコードされる
ペプチドまたは Thエピトープの免疫原特性を変更しない非コーディング配列の変化により
特徴づけられる核酸構築物を包含する。合成遺伝子を適当なクローニングベクターの中に
挿入し、組換え体を獲得し、特性決定する。次いで選択した発現系および宿主のための適
当なの条件下に、 Thエピトープおよび Thエピトープを含んでなるペプチドを発現させる。
Thエピトープまたはペプチドを標準的方法により精製し、特性決定する。
【００４０】
本発明のペプチド免疫原を単独でまたは組合わせで使用して、黄体化ホルモン放出ホルモ
ンに対する抗体応答を誘発することができる。黄体化ホルモン放出ホルモン（ LHRH）また
はゴナドトロピン放出ホルモン（ GnRH）は、雄および雌の両方における有性生殖の調節の
ためのマスターホルモンである。 LHRHは LHおよび FSHの放出を調節し、これらは引き続い
て精子形成、排卵および発情、性的発達をコントロールする。 LHRHは究極的に男性ホルモ
ンのアンドロゲンおよびテストステロンの分泌、および女性ホルモン、エストロゲンおよ
びプロゲスチンの分泌をコントロールし、ここでエストロゲンおよびプロゲスチンは、そ
れぞれ、男性および女性における生殖能のための必須である。（ Basic　 and　 Clinical　
Endocrinology、 FS　 Grenspanおよび JD　 Baxter編、 Appleton　 &　 Lnage、コネチカット
州ノーウォーク、 1994）。
【００４１】
LHRHに対する活性免疫化は、男性において、血清および下垂体 LHおよび FSHの減少、血清
テストステロンの減少、精子形成の抑制および生殖腺および補助的性的器官の可逆的萎縮
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を包含する多数の作用を発揮することが長い間知られてきている。（例えば、下記の文献
を参照のこと： Fraser他、 J.　 Endocrinol.、 1974； 63： 399－ 405； Giri他、 Exp.　 Molec
.　 Pathol.、 1991； 54： 255－ 264； Ladd他、 J.　 Repro.　 Immunol.、 1989； 15： 85－ 101
；およびその中に引用されている参考文献）。 LHRHに対する免疫化は男性における避妊薬
として有効であることが証明され、前立腺癌の治療薬として効力のある（ Thau、 Scand.　
J.　 Immunol.， 1992； 26　 Suppl.　 11： 127－ 130；および米国特許第 5,759,551号）。
【００４２】
また、女性における性ホルモンを阻害するために、 LHRHに対する活性免疫化による視床下
部－脳下垂体生殖線系に対する免疫関与を使用することができる。 LHRHは前下垂体による
FSHの産生を調節し、これは引き続いて卵巣によるエストロゲンの産生を調節し、 LHRHの
作用のブロッキングは女性における性ホルモン依存的疾患の療法である。例えば、異所性
発育および子宮筋系の外側の子宮内膜組織の維持はエストロゲンにより仲介される。した
がって、 LHRHの作用のブロッキングは子宮内膜炎の治療として有効である。さらに、前立
腺炎癌と同様に、乳房のエストロゲン推進腫瘍もまた LHRH免疫治療に対して応答性であろ
う。事実、抗 LH誘導ワクチンは女性において LHおよび FSHの血清レベルを効果的に減少す
ることが示され、これは避妊およびホルモン依存的障害の治療を行うこの方法の可能性の
例示である（ Gual他、 Fertility　 and　 Sterility、 1997； 67： 404－ 407）。
【００４３】
男性および女性の両方における多数の重要な疾患および可逆的不妊の治療を提供すること
に加えて、 LHRHをベースとする免疫療法は雄および雌の動物（例えば、イヌ、ネコ、ウマ
およびウサギ）における可逆的避妊の手段ならびに望ましくないアンドロゲン誘導行動、
例えば、発情、なわばりおよび攻撃を緩和する手段を提供する。
【００４４】
最後に、免疫学的去勢（ LHRH作用の抗体をベースとする阻害）は家畜産業において用途を
有する。雄動物からの食用獣肉は、雄豚腐敗（ boar　 taint）として知られている、不快
な芳香および味覚のために、極上の肉片に加工されない。雄豚腐敗は機械的去勢により普
通に排除される；しかしながら、雄の食用動物の去勢は人情的であると考えられない。そ
のうえ、去勢しない雄に比較して、機械的去勢は低い成長性能および体の部分の病変を生
じ、また、死体の特徴（ carcass　 traits）と呼ばれる。これに対して、免疫去勢した動
物の成長性能および死体特徴は去勢した動物のそれらよりも影響を受けていない（ Bonnea
u他、 J.　 Anim.　 Sci.、 1994； 72： 14－ 20および米国特許第 5,573,767号）。したがって
、免疫学的去勢は機械的去勢よりも好ましい。
【００４５】
LHRH（または GnRH）は、抗 LHRH抗体を発生させるために、 Th成分に結合しなくてはならな
い（ Sad他、 Immunology、 1992； 1992； 76： 599－ 603）。 LHRHのいくつかのこのような免
疫原性形態が試験された。例えば、 LHRH免疫原は担体タンパク質に対して複合化させるか
、あるいは病原性生物に由来する効力がある Th部位に結合させることによって製造されて
きている（ WO94/07530号、米国特許第 5,759,551号、 Sad他、 1992）。 LHRHおよび人工的 Th
エピトープを含んでなる改良された LHペプチド免疫原は、実施例 1～ 3において例示されて
いる。
【００４６】
本発明は、また、ペプチド免疫原を投与するための薬学上許容される送出系を含んでなる
組成物を提供する。組成物は免疫学的に有効量の 1またはそれ以上の本発明のペプチド免
疫原を含んでなる。そのように処方されるとき、ターゲット抗原部位として LHRHまたはそ
の相同体を含んでなる本発明の組成物は、雄豚腐敗（ boar　 taint）の予防、動物の免疫
去勢、子宮内膜炎、乳癌および生殖腺ステロイドホルモンにより影響を受ける婦人科学的
癌の治療、および男性および女性の避妊のために使用される。 LHRH以外のターゲット抗原
部位を有する本発明のペプチドの実用性は、ターゲット抗原部位の特異性に従い変化する
であろう。
【００４７】
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本発明のペプチド免疫原は、アジュバント、乳化剤、薬学上許容される担体またはワクチ
ン組成物において日常的に提供される他の成分を使用して免疫原性組成物として処方する
ことができる。本発明において使用できるアジュバントまたは乳化剤は、明礬、不完全フ
ロインドアジュバント（ IFA）、リポシン、サポニン、スクアレン、 L121、エマルシゲン
、モノホスホリル脂質 A（ MPL）、臭化ジメチルジオクタデシルアンモニウム（ DDA）、 SQ2
1、および ISA720、 ISA51、 ISA35または ISA206ならびに他の有効なアジュバントおよび乳
化剤を包含する。このような処方物は当業者により容易に決定され、また、即時放出およ
び／または持続放出について処方物を包含する。本発明のワクチンは、任意の好都合な経
路、例えば、皮下、経口、筋肉内、腹腔内、または他の非経口または腸内経路により投与
することができる。同様に、免疫原は単一投与量または多投与量で投与することができる
。当業者は免疫化スケジュールを容易に決定する。
【００４８】
本発明の組成物は有効量の 1またはそれ以上の本発明のペプチド免疫原と、薬学上許容さ
れる担体とを含有する。このような組成物は、適当な投与単位形態において、約 0.5μ g～
約 1mgのペプチド免疫原／ kg体重を含有する。多投与量で送出すとき、それは好都合には
適当な量／投与に分割することができる。例えば、投与量、例えば、 0.2～ 2.5mg、好まし
くは 1mgは注射、好ましくは筋肉内注射により投与することができる。次いで反復（ブー
スター）投与することができる。ワクチンおよび療法の分野においてよく知られているよ
うに、投与は被検体の年齢、体重および一般的健康に依存するであろう。
【００４９】
本発明のペプチド免疫原の混合物、特に MVF　 Th、すなわち、配列番号 6、 12～ 19、 105、 1
23、 124、 20～ 22、および HBsAg　 Th、すなわち、配列番号 31～ 35の両方から誘導される Th
部位を含んでなる混合物を含んでなるワクチンは、より広い集団において免疫効能を増強
することができ、こうして LHRHまたは他のターゲット抗原部位に対する免疫応答を改良す
ることができる。
【００５０】
Thエピトープ／ LHRHペプチド複合体または他の Th／ターゲット抗原部位複合体に対する免
疫応答は、 O'Hagan他（ Vaccine、 1991； 9： 768）が記載する型の生物分解性微小粒子中に
またはそれらの上に捕捉させて送出すことによって改良することができる。免疫原はアジ
ュバントを使用するか、または使用しないでカプセル化することができ、そしてこのよう
な微小粒子は免疫刺激性アジュバントを有することができる。微小粒子は、また、ペプチ
ド免疫原とともに同時投与して免疫応答を増強することができる。
【００５１】
特定の例として、本発明は、哺乳動物において不妊状態を産生する時間の間および条件下
に、 Th／ LHRHペプチド免疫原を含んでなる医薬組成物を哺乳動物に投与することによって
、抗 LHRH抗体を誘導する方法を提供する。本明細書において使用するとき、不妊状態は妊
娠を防止する状態である。不妊はこの分野において知られている方法、例えば、精子形成
または排卵の評価により、または実験動物のデータの統計学的モデル化により測定するこ
とができる。男性における不妊の他の指示は、血清テステステロンの去勢レベルへの減少
および精巣の衰退を包含する。組成物の適当な投与量は、約 0.5μ g～約 1mgの各ペプチド
／ kg体重である。多投与量で送出すとき、この投与量は適当な量／投与に分割することが
できる。
【００５２】
同様に、本発明の LHRH態様は、癌腫のそれ以上の増殖を防止する時間の間および条件下に
、本発明のペプチド組成物を哺乳動物に投与することによって、アンドロゲン依存性癌腫
を治療する方法に関する。適当な単位投与量は、約 0.5μ g～約 1mgの各ペプチド／ kg体重
である。多投与量で送出すとき、この投与量は適当な量／投与に分割することができる。
【００５３】
さらに、 LHRH態様は、雄の家畜からの食用獣肉の感覚器官を刺激する品質およびもろさ（
tnederness）を改良すると同時に、無傷の雄の好都合な成長性能を維持する方法に関する
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。無傷の雄のアンドロゲンステロイドホルモンは速い成長に寄与するが、それらの存在は
食用獣肉に不快な味覚および芳香を付与する非アンドロゲンステロイド（例えば、 5αア
ンドロステノン）およびスカトール（トリプトファンの微生物代謝産物）を伴う。この状
態は、ブタの場合において雄豚腐敗（ boar　 taint）として知られており、食用獣肉の品
質を低下させる。しかしながら、屠殺の数週直前に免疫去勢を行うスケジュールで、本発
明の LHRHペプチドを含んでなる組成物で若い雄を活性免疫化することによって、非去勢雄
の成長の利点の多数を保持すると同時に、改良された香味およびもろさを有する食用獣肉
を提供することができる。
【００５４】
ターゲット抗原部位、 LHRHを含んでなる本発明のペプチド組成物の効能は、実施例 1～ 3に
記載する手順により試験することができる。
【００５５】
また、本発明のペプチド免疫原において使用された他のターゲット抗原部位は、実施例 4
～ 9に記載されている。ペプチド免疫原組成物は、哺乳動物において特定のターゲット抗
原に対して免疫応答を誘導するために有用であり、そして疾患の予防または治療、または
正常の生理学的状態を有効に改変する関与を提供する。
【００５６】

後述するように、表 2aおよび表 2bに列挙するペプチドを合成し、試験した。
A.　ペプチドの合成
メリフィールド固相技術によりアプライド・バイオシステムス自動化ペプチド合成装置（
430、 431および 433A）を使用して Fmoc化学に従い、表 2aおよび表 2bに列挙するペプチドを
合成した。構造化合成抗原ライブラリー（ SSAL）、例えば、配列番号 6～ 8と表示する人工
的 Th部位を含んでなるペプチド複合体の製造は、所定の位置のために選択された所望のア
ミノ酸混合物を形成することによって達成される。所望のペプチドまたは組合わせのペプ
チドが完全に組立てられた後、標準的手順に従いトリフルオロ酢酸を使用して樹脂を処理
してペプチドを樹脂から切断し、アミノ酸側鎖上の保護基を脱ブロックした。
【００５７】
切断し、抽出し、洗浄したペプチドを HPLCにより精製し、質量分析および逆相 HPLCにより
特性決定した。
【００５８】
表 2aおよび表 2bに列挙するように表示した Thエピトープの各々と縦列で LHRHターゲット抗
原ペプチド（配列番号 77）を有するように、ペプチドを合成した。 Thエピトープは表 1aお
よび表 1bに示すもの（配列番号 6、 12～ 19、 105、 20～ 22および 31～ 35）であった。比較の
目的で、モデル Th部位（配列番号 36および 65）、およびプロトタイプ Th部位（配列番号 37
～ 40および 66～ 70）を含んでなる先行技術ペプチド免疫原およびペプチド／担体タンパク
質複合体、 KLH－ LHRH（表 2b）をまた合成し、試験した。ターゲット抗原部位と Thエピト
ープとの間にスペーサーとして gly－ glyを使用し、そして Thエピトープと Inv免疫刺激配
列との間に gly－ glyを使用するか、または使用しないで、 Th／ LHRHおよび Inv／ Th／ LHRH
ペプチド複合体を合成した。さらに、 Th部位とターゲット抗原部位との間にスペーサーと
して配列番号 79を使用して、配列番号 80～ 82を合成した。ペプチド免疫原配列番号 80～ 82
についての結果はまだ入手可能ではない。
【００５９】
B.　免疫化プロトコル
下に概説する実験的免疫化プロトコルおよび血清試料についての免疫原性を測定する血清
学的アッセイにより特定したように、 5～ 10匹のラットのグループについて、表 2aおよび
表 2bに示す LHRHペプチド免疫原を評価した：
　　　　　　動物： SDラット、雄
グループの大きさ： 5～ 10匹のラット／グループ
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実施例 1
LHRHを含有するペプチド免疫原を使用するラットの免疫化



　　　　　免疫原：個々のペプチド免疫原
　　　　　投与量： 0.5mの特定した量（μ g）
　　アジュバント：（ 1）フロインド不完全アジュバント（ IFA）または
　　　　　　　　　　 2）明礬（水酸化アルミニウム）
　　　　　　　　　　 1つのアジュバント／免疫原／グループ
投与スケジュール：特定したように 0、 3、および 6週、または 0、 3週
　　　　　　経路：筋肉内
血液を収集し、血清にプロセシングし、血清テストステロン値を測定する ELISAおよびラ
ジオイムノアッセイ（ RIA）前に貯蔵した。
【００６０】
C.　免疫原性を測定する方法
免疫吸着剤として LHRHペプチド（配列番号 77）で被覆した 96ウェルの平底マイクロタイタ
ープレートを使用する ELISA（酵素結合イムノアッセイ）により、抗体活性を測定した。 5
μ g／ mlの濃度のペプチド免疫原溶液のアリコート（ 100μ l）を 37℃において 1時間インキ
ュベートした。プレートを 3％のゼラチン／ PBS溶液と 37℃においてさらに 1時間インキュ
ベートすることによって、プレートをブロックした。次いでブロックしたプレートを乾燥
し、アッセイのために使用した。被験免疫血清のアリコート（ 100μ l）をまず試料希釈緩
衝液中で 1： 100に希釈し、その後 10倍に連続希釈し、ペプチド被覆したプレートに添加し
た。プレートを 37℃において 1時間インキュベートした。
【００６１】
プレートを PBS中の 0.05％の TWEENR（登録商標）で 6回洗浄した。 100μ lのセイヨウワサビ
ペルオキシダーゼ標識化ヤギ抗ラット IgG抗体を、複合体希釈緩衝液（ 0.5Mの NaCl、およ
び正常ヤギ血清を含有するリン酸塩緩衝液）中で適当な希釈で添加した。前述したように
、プレート 37℃において 1時間インキュベートし、次いで洗浄した。次いで o－フェニレン
ジアミン基質溶液を添加した。色を 5～ 15分間発生させた後、 50μ lの 2N　 H2 SO4の添加に
より、酵素の色反応を停止させた。各ウェルの内容物の A492nmをプレートリーダーで読ん
だ。 0.5に設定したカットオフ A492nmで、吸収の線形回帰分析に基づいて、 ELISA力価を計
算した。各アッセイで実験した希釈した正常対照試料についての値は 0.15より低かったの
で、このカットオフ値は厳格であった。
D.　免疫原の効能の測定
RIAにより、免疫原を血清テストステロン値について評価した。ダイアグノスチック・プ
ロダクツ（ Diagnostic　 Products）（カリフォルニア州ロサンジェルス）からの RIAキッ
トを製造業者のインストラクションに従い使用して、血清テストステロンレベルを測定し
た。テストステロンの検出下限は 0.01～ 0.03nmol／ lの範囲であった。各試料を二重反復
実験で分析した。テストステロンレベルが検出限界より低いとき、去勢レベルであるとて
、そして＜ 0.1nmol／ lであるとき「ほぼ去勢」であるとして、血清試料にスコアをつけた
。機械的に去勢したラットからの血清中のテストステロンレベルとの比較により、結果を
確認した。
【００６２】
E.　結果
第 10週または第 12週に収集した血清試料からの結果を表 2aおよび表 2bに示す。（表のペプ
チドは、表 1aおよび表 1bにおけるように、それらの Thエピトープの誘導順序で配列されて
いる）。列挙した免疫原のすべてによる免疫化はすべての動物において抗体応答を生ずる
ことを、 ELISAデータ (示されていない )は証明した。抗ペプチド抗体の応答の効能は、自
然 LHRHに対する交差反応性の結果であり、血清テストステロンレベルの測定により確立さ
れた。去勢レベルの血清テストステロンを有する動物の数／グループ中の全動物として、
これらの結果は表 2aおよび表 2bの右欄に要約されている。
【００６３】
これらの結果が示すように、本発明のペプチドは、強いアジュバントの IFAを使用し、高
い投与量で 3回投与したか、あるいは弱いアジュバントの明礬を使用し、低い投与量で 2回
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投与したかどうかにかかわらず、免疫去勢の生成において有効なであった。 Th部位配列番
号 6、 9および 15の免疫原性は、 Invドメイン配列の添加により改良された。配列番号 41、 4
4および 45、 46および配列番号 53および 60を比較参照せよ。しかしながら、 Invドメイン配
列の添加は、例えば、配列番号 51および 52、配列番号 61および 62、および配列番号 74およ
び 75を比較すると、常に免疫原性を改良するわけではなかった。本発明の 2つのペプチド
（配列番号 50および 76）をわずかに低い投与量で弱いアジュバントを使用して試験し、そ
れらは免疫去勢を引き起こすことができなかったが、他のペプチド、例えば、配列番号 73
を使用した結果が示すように、それらはより高い投与量において強いアジュバントを使用
したとき有効であった。本発明の LHRHペプチド免疫原の多数は、 KLH／ LHRHペプチド担体
タンパク質複合体または HBsAg　 Th（配列番号 65および 66～ 70）を有するペプチド免疫原
よりも、免疫去勢の誘導において有意にいっそう有効であった。表 2b参照。
【００６４】
また、本発明のペプチド免疫原は、ペプチド／担体タンパク質複合体タンパク質または先
行技術のいっそう複雑なプロトタイプ Thエピトープ（配列番号 2～ 5または 26～ 30）を有す
るペプチド免疫原よりも、容易に合成された。しかも、本発明の人工的 Thエピトープを含
んでなるペプチド免疫原を使用すると、より少ない回数およびより低い投与量で、同等で
あるか、あるいは改良された免疫原性が得られた。
【００６５】
本発明の LHRHペプチドを投与されたラットの抗体応答の血清学的分析において、ペプチド
に対する抗体応答はターゲット抗原部位に対して特異的に向けられ、新規な人工的 Th部位
に対して向けられないことが証明された。これは従来のペプチド／担体タンパク質複合体
を越えたこれらのペプチド免疫原の明確な利点である。表 3に示すペプチド免疫原で、明
礬を使用して 25μ gの投与において、第 0週および第 3週に免疫化したラットからの血清試
料を、反応性について、 LHRHターゲット部位および Thエピトープに対して、ペプチドをベ
ースとする ELISAにおける固相基質として ELISAにより LHRHエピトープ（配列番号 77）およ
び適当な Thエピトープ（配列番号 15および 18、 31、または 34）を使用して比較した。これ
らの ELISAについての結果を表 3に示す。この表 3が示すように、 Th／ LHRHペプチド複合体
の LHRH部分に対する高い力価の応答性にかかわらず、人工的 Th部位についての反応性はバ
ックグラウンドレベルであった。
【００６６】

上記実施例 1に示す種々の人工的 Thエピトープ／ LHRH構築物の相対的効能を確立して、増
強された免疫原性のペプチド混合物に組立てるための最も有効な構築物を選択できるよう
にした。 Th／ LHRHペプチド免疫原の混合物は、混合物内の個々のペプチドよりも高い効能
を有する（米国特許第 5,759,551号）。そのうえ、 MVF　 Th（配列番号 1）および HBsAg　 Th
（配列番号 23～ 25）から誘導されたプロミスカス Thエピトープを有する個々の構築物の混
合物は、ただ 1つのプロミスカス Thエピトープから誘導された Thエピトープを有するペプ
チド組成物よりも、遺伝的に多様な集団において、いっそう広い応答を提供する。したが
って、 MVF　 Thおよび HBsAg　 Thから誘導された本発明のペプチドの混合物を含んでなるペ
プチド組成物を組立て、そしてこの混合物の効能を試験し、混合物の個々のペプチドを含
んでなる組成物と比較した。
【００６７】
表 4に示すペプチド組成物の 25μ gの投与量（全投与量）で、 6または 8匹の雄ラットのグル
ープを免疫化した。混合物中のペプチドを等モル比率で組合わせた。ペプチドを 0.4％の
明礬で処方し、第 0週および第 3週に筋肉内投与した。血清テストステロンレベルを 23週間
追跡し、結果を去勢レベルのテストステロンを有する動物の数／グループ中の動物の総数
として記録した。これらの結果を表 4に示す。これらの結果が証明するように、低い投与
量のペプチド組成物は、比較的無効のアジュバントを使用すると、第 5週までに去勢レベ
ルのテストステロンに達成し、そしてこの応答は 22週を通して維持された。そのうえ、ペ
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実施例 2
ラットにおける広い免疫去勢を誘導する LHRHペプチド混合物



プチド混合物は個々のペプチドを含んでなるペプチド組成物の 1つよりも有意にすぐれた
性能を有した。混合物は他の個々のペプチド組成物を超えた改良された免疫原性を示し、
真の集団より大きい、それをいっそう象徴する実験動物の数を有したと仮定することがで
きる。
【００６８】

1グループの被験動物は、単一ペプチド免疫原を含有する組成物に対してよりも、異なる T
hエピトープを有するペプチド免疫原の混合物に対して、いっそう広く応答性であること
が示された。しかしながら、ブタにおける雄豚腐敗（ boar　 taint）の予防について、免
疫増強 LHRHペプチド免疫原は、大部分の動物において所望の応答を誘発すると同時に食用
動物において使用するために十分に、効力があることを必要とする。成長速度に対して悪
い即時作用が存在せず、かつペプチド免疫原またはアジュバントの残留物が食用獣肉中に
残らないか、あるいは死体の市販可能な部分において病変を引き起こしてはならないこと
が重要である。
【００６９】
本発明の LHRHペプチドの混合物の有効な免疫原性を評価するために、混合物をブタに 3つ
の処方物で 0.4％の明礬、 IFA、または ISA206／ DDAで投与した。 ISA206／ DDAは水中油型エ
マルジョンであり、ここで臭化ジメチルジオクタデシルアンモニウム（ DDA）が MONTANIDE
（登録商標） ISA206中に 30mg／ mlで分散されている（ MONTANIDE（登録商標） ISA206は SEP
PIC　 Inc.、ニュージャージイ州フェアーフィールド、により供給される油性代謝可能な
溶液である）。次いで 0.5mlの最終調製物においてペプチドの所望の投与量を提供するよ
うにペプチド濃度を調節した水性ペプチド溶液中に、油分散液を 1： 1容量比で乳化した。
【００７０】
免疫化プロトコルは次の通りであった：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００７１】
研究を通じて収集したブタ血清試料をアッセイすることによって、ペプチド免疫原処方物
の効能をモニターし、結果を第 1図～第 3図にグラフで表示する。これらのアッセイは後述
する溶液中の自然 LHRHに対して交差反応性の抗体の存在を決定する RIA、および実施例 1に
記載するテストステロンについての RIAを包含した。さらに、キャリパーを使用するパル
ピテイション（ palpitation）により、平均精巣断面積を測定した。
【００７２】
抗 LHRH　 RIAのための抗血清を 1％のウシ血清アルブミン（ BSA）、 pH7.4中で 1： 100に希釈
した。等しい体積の希釈血清を 100μ lの [1 2 5 I]－ LHRH（ New　 England　 Nuclear　 Company
、マサチュセッツ州ボストン）に添加し、 5.25pgの LHRHについてほぼ 15,000cpmを含有す
るように 1％の BSA中で希釈した。この溶液を室温において一夜インキュベートし、そして
400μ lの 0.01Mのリン酸塩緩衝液（ PBS）、 pH7.6中の 25％のポリエチレングリコール（分
子量 8,000）、および 200μ lの PBS中の 5mg／ mlのウシガンマグロブリンで抗体結合 LHRHを
沈降させた。抗 LHRH抗体濃度を nmolの結合したヨウ素化 LHRH／リットルの血清として表す
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実施例 3
ブタの免疫去勢のための LHRHペプチド混合物および処方物



（ Ladd他、 1988、 Am.　 J.　 Reprod.　 Immunol.、 17： 121－ 127）。
【００７３】
3種類のアッセイについての結果を第 1図～第 3図にグラフで描写する。免疫原の投与間隔
はグラフの下部において矢印で示されている。各図面における個々の実験動物についての
測定値を、黒塗り円形、三角形、および正方形で表す。抗 LHRH抗体の存在およびテストス
テロンの付随的抑制により示されるように、ブタはすべての 3種類の処方物に対して免疫
学的に応答した。
【００７４】
明礬調製物（第 1図）は有効性が最低であり、より低いレベルの抗体応答を生成した。こ
のグループの 1匹の動物は第 11週までテストステロンの去勢レベルを達成せず、このグル
ープの両方の動物は精巣の完全な衰退を発現しなかった。明礬グループの動物は第 13週に
免疫化されず、処置の効果は逆転した。
【００７５】
IFAグループの動物（第 2図）は高いレベルの抗体応答を表示し、 3匹のうちの 2匹は第 6週
までにテストステロンの去勢レベルに到達し、そのレベルを保持した。しかしながら、第
13週にブースター投与すると、 3匹のうちで応答が最低のブタは応答することができず、
テストステロンの正常レベルおよび非衰退精巣に戻った。このグループの 2匹の応答性動
物は第 23週までに精巣の完全な衰退を達成した。
【００７６】
ISA206／ DDAグループの両方のブタ（第 3図）は、高くかつ比較的均一なレベルの抗体応答
を提供した。このグループにおけるテストステロンの免疫去勢レベルは第 9週までに達成
され、第 12週を通して安定に維持された。両方の動物は第 13週におけるブースター投与に
対して応答性であり、テストステロンの去勢レベルを維持した。両方の動物の精巣は第 23
週までに検出不可能であった。
【００７７】
得られた結果から、 ISA206／ DDA処方物は、こうして、雄豚腐敗（ boar　 taint）の予防の
ために最も好ましい。 ISA206／ DDA処方物を使用して、 2匹の動物について高くかつ均一な
効果が達成される。そのうえ、明らかに IFA処方物が容易に代謝されないために、病変を
引き起こした IFA処方物に比較して、この処方物はブタにおいていっそう許容される。
【００７８】

ソマトスタチンに対する抗体を誘発するために、本発明の免疫原は単独でまたは組合わせ
て使用することができる。ソマトスタチンは全体の体の成長の主要なインヒビターである
。それは 14アミノ酸の環状ペプチドホルモン（配列番号 80、表 5）であり、そしてその構
造は種を通して保存される。ソマトスタチンは多数の胃腸のホルモンの放出を阻害し、な
らびに成長ホルモン、インスリン、および甲状腺ホルモンの放出を阻害し、栄養素を吸収
する動物の能力およびこれらの栄養素を組織の成長に向ける動物の引き続く能力に影響を
与える。免疫化によるソマトスタチンの中和は、ヒツジ、ヤギ、ニワトリ、およびブタ（
Spencer、 Dom.　 Anim.　 Endocr.、 1986 ; 3 : 55 ; Spencer他、 Reprod.　 Nutr.　 Develo
p.、 1987 ; 27(2B) : 581 ; Laarveld他、 Can.　 J.　 Anim.　 Sci.、 1986, 66 : 77）、お
よび畜牛（ Lawrence他、 J.　 Anim.　 Sci.、 1986, 63 (Suppl.) : 215）における成長を刺
激することが示された。
【００７９】
成長速度を刺激し、飼育時間の 20％の短縮に導く（ Spencer、 1986 ; Spencer他、 1987）
に加えて、ソマトスタチンに対する活性免疫化は、また、食物変換効率に有益に影響を与
える、すなわち、いっそう急速な成長により飼料が節約されることに加えて、動物は成長
期間の間に食物をいっそう効率よく実際に利用し、これは少なくとも部分的に消化管の運
動性が変化した結果である（ Fadlalla他、 J.　 Anim.　 Sci.、 1985、 61 : 234）。処置は
死体の組成に対して顕著な効果を示さない（ Spencer他、 1987）が、等しい体重で屠殺し
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たとき、処置した動物は脂肪が少なくかつ赤肉が多いことが示される。実験データを総合
すると、ソマトスタチンに対する有効な活性免疫化（抗ソマトスタチン抗体の存在により
証明されるように）は、成長を増強するために強力な、安全な、有効な道具である（ Spen
cer, 1986）。
【００８０】
しかしながら、ソマトスタチンは短いペプチドでありかつ自己抗原であり、そしてそれ自
体非免疫原性である（表 5参照）。それにもかかわらず、文献において報告されているよ
うに、ソマトスタチンのいくつかの免疫原性形態が設計され、試験されてきている。例え
ば、免疫効力を増強するためにソマトスタチンはタンパク質担体と複合化されてきている
。しかしながら、タンパク質担体は飼育場の動物において経済的に使用するためには費用
がかかり過ぎる。さらに、ソマトスタチンを使用する有効免疫化は、担体をソマトスタチ
ンに複合化させる方法に高度に依存する。ほとんどの場合において、グルタルアルデヒド
はソマトスタチン上に存在するリシン残基とのカップリングのための担体として使用され
る。ソマトスタチン上の 2つのリシンは 12マーの機能的ループ内のカップリング残基のた
めに利用可能である。これらのループの複合化は、自然ソマトスタチン構造の有意な損失
を生ずることがある。その結果、自然ソマトスタチンに対する抗体の交差反応性が減少す
る。そのうえ、タンパク質担体を使用すると、免疫応答の大部分はソマトスタチンよりむ
しろ担体に対して向けられる（ 1またはそれ以上の担体分子の質量はソマトスタチンの質
量より非常に大きい）。小さいペプチド担体複合体を使用する免疫化はしばしば担体誘導
免疫抑制に導いた（ Schutz他、 J.　 Immunol.、 1985、 135 : 2319）。したがって、飼育場
の動物のためにいっそう適当である免疫原性を増強する、種々の方法が必要とされている
。ワクチンは安価であり、ソマトスタチンに対して初期の強い免疫応答を刺激し、担体誘
導抑制を回避できるべきである。
【００８１】
表 5に示すソマトスタチン／ Thエピトープペプチド免疫原を合成し、ラットに投与した。
実施例 1に記載するようにペプチド ELISAにより、免疫化作用を測定した。試験したペプチ
ド免疫原（配列番号 80）の 1つにおいて環化ソマトスタチンを使用して、そしてアッセイ
において ELISAの固相基質として使用した。ソマトスタチンを完全に環化するために、切
断したペプチドを水中の 15％の DMSO中に溶解して、内部のジサルファイド結合の形成を促
進した。
【００８２】
表 5に示す結果から、ソマトスタチン単独は免疫原性を欠くが、これに対して本発明のペ
プチド免疫原は免疫化宿主において高い力価のソマトスタチン特異的抗体を誘発したこと
が明らかである。 Thエピトープ（配列番号 6、 7、 8および 31）を使用して、配列番号 81～ 8
3、配列番号 84～ 86および配列番号 87について発生した抗ソマトスタチンの応答は、 Thエ
ピトープの有効性を示す。しかしながら、免疫原性について抗体力価の厳密に比較すると
、 C－末端に Thエピトープを配置することが好ましいことが示される。配列番号 6、 7、 8の
ような Thエピトープを使用した、配列番号 84～ 86についての結果は、より初期のより高い
レベルの抗体が誘発されたことを示す。表 5の結果は人工的 Th／ソマトスタチン組成物を
使用する免疫化に対する強い抗体応答を例示し、これにより飼育場の動物における成長促
進のための本発明のこれらのペプチドの実用性を確立する。

本発明の理想化 Th部位と、 HIV の宿主細胞レセプター／コレセプター複合体に対して交差
反応性のターゲット抗原部位とを含んでなるペプチド免疫原は、免疫化宿主における宿主
細胞複合体に対する抗体を誘発するために使用できる。 CD4 を発現する宿主リンパ球の表
面上に位置する前記複合体は、ケモカインレセプタードメインに関連する CD4 を含んでな
る。この複合体は、 T 細胞の中への HIV の進入のための主要なレセプターである。この CD
4 複合体に対して向けられた抗体は、 HIV とそのレセプターとの間の相互作用、および CD
4 －クラス IIおよび CD4 を発現する T 細胞と他の活性化された T 細胞との間の相互作用を
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ブロックする。こうして、この複合体に対して向けられた抗体は、 HIV － 1 、 HIV － 2 、
および SIV の一次単離物に対して広い中和活性を有し、そして CD4 ＋細胞仲介免疫応答に
関与する（ WO97/46697号）。
【００８３】
ヒトを包含する哺乳動物における活性免疫化により、 CD4 複合体に対する血清抗体の高い
力価を発生させるために、 CD4 複合体の抗原部位に関係するペプチド免疫原は、単独でま
たは組合わせて使用することができる。これらの抗体は、免疫不全ウイルスの感染の予防
および治療のために、ならびに望ましくない免疫応答、例えば、移植拒絶反応、慢性関節
リウマチ、全身性エリテマトーデス、および乾癬の治療のために有効である。
【００８４】
ターゲット抗原部位として CD4 の CDR2様ドメインから修飾された配列を使用して、人工的
Thエピトープ／ターゲット抗原部位のペプチド免疫原を設計した。修飾された部位は、次
のようにして修飾されたヒト CD4 の CDR2様ドメインから取ったペプチド配列を含んでなる
（ Maddon他、 Cell、 1985； 42： 93；および Littman 他、 Cell、 1988； 55： 541 のナンバリ
ングシステムに従うアミノ酸 39－ 66）：（ 1 ）天然に存在する CD4 配列の位置 39の N －末
端側のシステイン残基の挿入、（ 2 ）その位置 66の C －末端側のシステイン残基の挿入、
および（ 3 ）環状構造を生成する挿入されたシステイン間のジサルファイド結合の形成。
下記の配列の CD4 － CDR2の最適化されかつ修飾された（すなわち、環化された）ターゲッ
ト部位が提供される：
1.Cys － Asn － Gln － Gly － Ser － Phe － Leu － Thr － Lys － Gly － Pro － Ser － Lys －
Leu － Asn － Asp － Arg － Ala － Asp － Ser － Arg － Arg － Ser － Leu － Trp － Asp － Gl
n － Gly － Asn － Cys
2.　（配列番号 88）
環化を完結するために、修飾されたペプチドを水中の 15％の DMSO中に 48時間溶解して、シ
ステイン間の内部のジサルファイド結合の形成を促進した。配列番号 84をペプチド免疫原
の中に組込んだ：
（配列番号 6 、 7 、 8 ）－ GG－（配列番号 88）
（配列番号 89～ 91）
【００８５】
第 0 、 3 、 6 に ISA206／ DDA 中で処方した配列番号 85を 100 μ g ／投与で投与し、そのモ
ルモットにおける免疫原性を評価した。実施例 1 に記載したようにペプチド ELISA により
、免疫原性を測定した。環化したターゲット抗原部位のペプチドを ELISA において固相基
質として使用した。標識化複合体はモルモット IgG に対して特異的であった。 6 匹のモル
モットの 6 匹は、得られた ELISA 反応性により首尾よく血清変換（ seroconvert ）された
。配列番号 85は高度に免疫原性であり、そして大型動物において機能的であることは意味
がある。
【００８６】
配列番号 85を含んでなる免疫原性組成物を IFA 中で処方し、 300 μ g ／投与を第 0 、 3 、
6 に筋肉内注射によりブタに投与した。ブタは血清変換され、第 8 週からの血清を一次単
離物に対する中和活性について試験した。 HIV － 1 　 VL135 、サブタイプ B の一次単離物
について、 MT－ 2 マイクロプラーク中和アッセイ（ Hanson他、 J.　 Clin. 　 Microbiol.、
1990； 2030； WO97/46697号）により、中和活性をアッセイした。ブタの血清試料は 1 ： 24
9 の希釈で 50％の中和、そして 1 ： 97の希釈で 90％の中和を提供した。したがって、本発
明のペプチド免疫原組成物を使用する大型動物宿主の免疫化は、 CD4 を含んでなる宿主レ
セプターに結合し、 HIV を中和する抗体を産生した。
【００８７】

本発明の理想化人工的 Th部位と、 IgE のイプシロン（□）重鎖の第 3 定常ドメイン（ CH3 
）上のエフェクター部位と交差反応するターゲット抗原部位とを含んでなるペプチド免疫
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原が提供される。免疫化された宿主中の IgE エフェクター部位に対して自己抗体を発生さ
せるために、これらの免疫原を使用することができる。その IgE － CH3 エフェクター部位
は、ヒト IgE のイプシロン（□）重鎖の CH3 ドメインのセグメントから修飾する（アミノ
酸 413 － 435 （ Dorringtonおよび Bennich 、 1978； 41： 3 ）。それを次のようにして天然
に存在する IgE 配列のそれから修飾する：（ 1 ）位置 413 における N －末端側に対するシ
ステイン残基の挿入、（ 2 ）セリンによる自然 IgE 配列における自然システインの置換、
（ 3 ）位置 435 における C －末端側におけるシステインの挿入、および（ 4 ）環状構造を
生成する N －末端および C －末端におけるシステイン間のジサルファイド結合の形成。こ
のプロセスにより、ヒト IgE のターゲット抗原部位は最適化される。
3.　  － Gly － Glu － Thr － Tyr － Gln － Ser － Arg － Val － Thr － His － Pro － His 
－
4.　 Leu － Pro － Arg － Ala － Leu － Met － Arg － Ser － Thr － Thr － Lys －
（配列番号 92）
【００８８】
自然配列からのアミノ酸置換は下線で示されている。結果が示すように、誘発されたポリ
クローナル抗体は免疫化宿主における IgE の CH3 エフェクター部位に対する特異性を有す
る。抗体は IgE によるマスト細胞および好塩基球の感作を防止し、マスト細胞／好塩基球
の誘発および活性化を防止し、 IgE 合成のダウンレギュレーションに導く。そのうえ、表
6 に示すペプチドにより誘発され、このターゲット抗原部位を含んでなる抗体はヒト IgE 
と交差反応し、そしてこれらの抗体は安全でありかつ非アナフィラキシー性である。さら
に、抗体は高いアフィニティーの細胞レセプターに結合した IgE に架橋して脱顆粒を誘導
しない。
【００８９】
IgE － CH3 抗原部位に関係するペプチド複合体は、単独でまたは組合わせて処方し、ヒト
を包含する哺乳動物を免疫化して、アレルギー症候群の予防および治療のために有効であ
る、高い力価の血清抗体を発生させるために使用できる。
【００９０】
修飾された IgE － CH3 ターゲット部位（配列番号 92）の中に組込むペプチド免疫原は、配
列番号 87～ 90として表 6 に示されている。これらのペプチド免疫原を使用して、 100 μ g 
／投与において、 CFA 中で処方して第 0 週に、 IFA 中で処方して第 3 および 6 週に 3 匹の
モルモットのグループを免疫化し、筋肉内に投与した。比較のため、 2 匹の動物のグルー
プを 200 μ g ／投与においてペプチド／ KLH 担体タンパク質複合体（同様に投与された）
で免疫化した。第 8 週に収集した血清試料の ELISA 結果を示す。 ELISA において、ヒト Ig
E 骨髄腫タンパク質（ Applied 　 Biosystems， Inc.、カタログ No.A113 ）を固相免疫吸着
剤として使用した。使用した手順は以前に記載されたペプチドをベースとする ELISA と同
一であったが、ただし IgE 骨髄腫を固相免疫吸着剤として使用した。こうして、結果はヒ
ト IgE との免疫反応性を示す。また、 ELISA の結果は、構築物のすべてが免疫原性であり
、ヒト IgE と、よりすぐれた免疫原性を提供する本発明のペプチド免疫原と交差反応性で
あったことを証明する。配列番号 98を超えた配列番号 99の免疫原性の増強により示される
ように、 Inv ドメイン配列（配列番号 78）の付加は免疫原性を増強した。
【００９１】
生物学的活性および安全性についてのアッセイにおいて抗ヒト IgE を試験するために、手
順は前述した通りであるが、ただし動物にまた第 10週に IFA 中のペプチド免疫原をブース
ター投与した。モルモットの IgG 抗体を精製し、そして次のようにしてアレルゲン特異的
IgE によるヒト好塩基球の感作を阻害する精製された抗体の能力を測定した。
【００９２】
第 8 および 12週に収集した血清からモルモットの IgG を、プロテイン A アフィニティーク
ロマトグラフィー（ ImmunoPureR 　 Immobilized 　 RecombR 　 Protein 　 A 、 Pierce）に
より精製した。配列番号 98、 99で免疫化した動物からの血清をプールした。溶離した抗体
を標準的濃度の 25mMの PIPES 緩衝液、 0.15M の NaCl、 pH7.2 中の 8mg ／ mlにおいて調製し
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た。無関係のペプチド免疫原で免疫化されたモルモットのプールした血清から、対照抗体
調製物を調製した。ヒト好塩基球の IgE 仲介感作の減少を測定するアッセイにおいて、パ
ーコール（ Percoll ）密度勾配の遠心を使用してボランティアの静脈血液から、ヒト好塩
基球を調製した（ MacGalshan、 J.　 Allerg. 　 Clin. 　 Immunol.、 1993； 91： 605 － 615 
）。バンド化白血球を収集し、洗浄し、記載されているように（ MacGalshan、 1993） 0.1m
l の PAGCM 緩衝液中に再懸濁させ、ただし細胞を懸濁させるために使用した緩衝液は 44％
の D2 O を含有する水を使用して構成した。アッセイに使用した IgE はアレルゲン特異的で
あり、ヒト BPO 特異的 IgE からのものであるか、あるいは HIV 糖タンパク質 gp120 に対す
る特異性を有するグラフト化可変ドメインを有するキメラヒト IgE からのものであった。
0.25μ g ／ mlのアレルゲン特異的 IgE を 37℃において、等しい体積の 8mg ／ mlの精製され
た抗体と 15分間前インキュベートした。抗体混合物を添加し、 20分間インキュベートして
、非複合化 IgE による好塩基球の感作を可能とした。次いで記載されているように（ MacG
alshan、 1993）感作物をアレルゲン、 BPO2 1  － HSA または gp120 ポリペプチドの添加によ
り刺激した。適当なインキュベート期間（通常 45分）後、好塩基球を上清から分離し、上
清を自動化蛍光測定技術（ Siraganian、 Anal. 　 Biochem.、 1974； 57： 383 － 394 ）によ
りヒスタミン含量についてアッセイした。すべての反応を二重反復実験において実施した
。試料／（総ヒスタミン－両方の自発的ヒスタミン放出量）の比から、ヒスタミン放出百
分率を計算した。実験抗体によるヒスタミン放出を無関係の特異性を有する対照抗体によ
るヒスタミン放出に対して比較し、比を得た。（ヒト好塩基球についてのヒスタミン放出
は、 Donald　 W.　 McGlashan 博士、 The 　 Johns 　 Hopkins 　 University　 School　 of　
Medicine， Johns 　 Hopkins 　 Asthma　 and 　 Allergy 　 Center、バルチモアによりコー
ド化された条件下に実施された）。抗特異的抗 IgE によるヒスタミン放出の比阻害は、そ
れぞれ、第 8 週および第 12週に採取した放血から精製された抗体について 61％および 71％
であった。
【００９３】
次いで、これらの活性的に誘導されたポリクローナル抗体を安全性についてさらに試験し
た。それらを、アレルゲンの非存在下に、レセプター結合した IgE を架橋し、自発的ヒス
タミン放出を誘導する能力および不能について試験した。これはそれらが非アナフィラキ
シー性抗 IgE 抗体であるか否かを確立する。モルモット抗配列番号 98の産生を、アレルゲ
ンの非存在下に、 IgE 感作好塩基球の直接的チャレンジにより試験して、レセプター結合
した IgE を架橋し、脱顆粒を誘導する能力について評価した。抗配列番号 98によるヒスタ
ミン放出は、ドナー細胞による自発的ヒスタミン放出のレベルに等しかった。この結果に
基づいて、配列番号 98のターゲット抗原部位、すなわち、配列番号 92に対して特異的な抗
体は非アナフィラキシー性であることが結論された。
【００９４】
また、第 12週の抗配列番号 98調製物を IgE 特異性について評価して、イソ型特異的免疫抑
制に対するこれらの抗体の潜在的能力を決定した。ヒト IgE および IgG に対する抗配列番
号 98モルモット抗体の交差反応性を ELISA により比較した。手順をヒト IgE について記載
する。ヒト IgE 　 ELISA のために、ヒト IgG を固相免疫吸着剤として使用した。
【００９５】
IgE 　 ELISA プレートをヒト IgE 骨髄腫で 5 μ g ／ mlにおいて被覆した。 IgG 　 ELISA の
ために、プレートをヒト精製 IgG （ Sigma 、試薬級ヒト IgG ）で、また、 5 μ g ／ mlにお
いて被覆した。精製モルモット抗配列番号 98を、両方の ELISA において 0.5 および 0.1 μ
g ／ mlの濃度において反応性について試験した。結果を対照モルモット血清から精製され
た抗体、および「非抗体」対照と比較した。 IgE に対する抗配列番号 98抗体について得ら
れた A490値は、 0.5 μ g ／ mlにおいて 1.126 および 0.1 μ g ／ mlにおいて 0.344 であった
。 IgG に対する抗配列番号 98抗体について得られた A490値は、対照抗体に等しく、バック
グラウンド値であった。これが示すように、ヒト IgG に対するモルモット抗配列番号 98の
交差反応性は存在しなかった。
【００９６】
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本発明のペプチド免疫原組成物は、 IgG 抗体を認識し、したがって IgE に対して特異的で
あるイソ型である抗体を誘発しなかった。こうして、本発明の Th／ IgE ターゲット抗原部
位の免疫原を使用する活性免疫化は安全な非アナフィラキシー性抗 IgE 抗体を誘発すると
、結論することができる。抗体は IgE 仲介感作の阻害において有効であり、そしてイソ型
IgE の抗体に対して特異的な免疫抑制の潜在的能力を表示した。
【００９７】

本発明の理想化人工的 Th部位と、口蹄疫ウイルス（ FMDV）の VP1 キャプシドタンパク質上
の「 G － H ループ」に対して交差反応性のターゲット抗原部位とを含んでなるペプチド免
疫原を使用して、 FMDVに対する中和抗体を誘発することができる。
口蹄疫（ FMD ）は家畜の最も経済的に重要な疾患である。畜牛、ブタ、ヒツジおよびヤギ
を包含する双蹄種は感受性である。 7 つの明確な血清型が記載された： A 、 O 、 C 、アジ
ア、および南アフリカ SAT － 1 、 2 、および 3 、それらの各々は多数のサブタイプに細分
することができる。血清型 A 、 O 、およびアジア－ 1 のウイルスは最も普通である。血清
型 A ウイルスは最も可変性であり、 30より多いサブタイプを有する。血清型の交差保護は
存在しないので、 1 つの血清型のウイルスの感染から回収された動物またはそれに対して
ワクチン接種された動物は、残りの 6 つの血清型からのウイルスの感染に対してなお感受
性である。そのうえ、ある血清型内の抗原の変動の程度は、 1 つのサブタイプに対して作
られたワクチンがその同一血清型内の他のサブタイプに対して保護的でないことがある（
Brown 、 Vaccine 、 1992； 10： 1022－ 1026）。
【００９８】
すべての 7 つの FMDV血清型に属する単離物の VP1 キャプシドタンパク質の 141 － 160 領域
（ G － H ループ）に対応する血清型特異的ペプチドは、モルモットにおいて保護レベルの
型特異的中和抗体を誘発することが示された（ Francis 他、 Immunology、 1990； 69： 171 
－ 176 ）。明らかなように、この領域はウイルスの血清型特異性をまた担持する優性免疫
原部位を含有する。これらの 141 － 160 　 VP1 ペプチドの免疫原性の初期観測は、担体タ
ンパク質 KLH （キーホールリンペットヘモシアニン）に複合化した合成ペプチド、すなわ
ち、よく規定された合成免疫原を製造する利点を無効にする手順、を使用して達成された
。しかしながら、 VP1 合成免疫原の発生は DiMarchiおよび Brook （米国特許第 4,732,971 
号）により開発され、彼らは 200 － 213 　 Pro － Pro － 141 － 158 － Pro － Cys － Gly （
配列番号 100 ）キメラ構築物で結合された、サブタイプ O 単離物からの 2 つの VP1 は、チ
ャレンジに対して畜牛を保護する抗体レベルを誘発することを示した。それにもかかわら
ず、この作用の効能はペプチド免疫原の免疫原性およびその狭い血清型特異性により制限
された。実際的用途において、ワクチン処方物は、少量のペプチド免疫原を使用して、ホ
モ型およびヘテロ型の両方の暴露に対する保護を提供することを要求される。
【００９９】
広く中和性の抗体を誘導するために免疫原性および能力を最適された G － H ループ免疫優
性部位を、本発明のペプチド免疫原の中にターゲット抗原部位として組込む。この部位は
A12 の FMDV　 VP1 タンパク質株のアミノ酸位置 134 － 169 に対して相同的であり（ Robert
son 他、 J.　 Virol.、 1985； 54： 651 － 660 ） G － H ループの各末端を越えて延びる。タ
ーゲット部位を下記によりさらに修飾した：（ 1 ）位置 134 における Asp および位置 157 
における Gln をシステインで置換する、（ 2 ）置換基システイン間にジサルファイド結合
を形成して環状構造を生成する、そして（ 3 ）サブタイプの選択から対応する VP1 配列を
使用してその SSALを構築する。 FMDV　 VP1 のために最適化されたターゲット抗原は、表 7 
に列挙するペプチドにより例示される。 2 つのペプチド免疫原、配列番号 101 および配列
番号 102 は、それぞれ、 FMDV血清型 O およびアジアの株から収集された SSALターゲット抗
原部位である。血清型 O およびアジアの両方のターゲット抗原部位を本発明の Thエピトー
プ、配列番号 31にカップリングさせた。 Inv ドメイン配列（配列番号 78）をまた配列番号
102 の中に組込んだ。
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実施例 7
口蹄疫の予防のためのペプチド組成物



【０１００】
これらの 2 つの SSALペプチド免疫原を合成し、 3 匹のダンカン・ハートレイ（ Duncan　 Ha
rtley ）モルモット（雌、 9 週齢、 450g、無ウイルス）のグループを超免疫化するために
使用した。各動物を 100 μ g ／投与の示した合成構築物で CFA 中に乳化して第 0 週に免疫
化するか、あるいは IFA 中に乳化して第 3 および 6 週に免疫化した。動物を第 0 、 5 およ
び 10週で試験のために放血した。
【０１０１】
血清試料を第 5 および 10週の放血から獲得し、各グループからプールした。固相免疫吸着
剤として中和エピトープ（ VP1 　 134 － 169 ）のための配列を有するペプチドを使用して
、ペプチドをベースとする ELISA により、プールした血清を VP1 中和エピトープに対する
反応性について評価した。また、 FMDV株 A1A12F P  、 AF L  、 A23 、 O － 1J H  、およびアジア
－ 1 を中和するそれらの能力を測定した。前述のウイルス株のアリコート（ 10,000MPD5 0  
）を使用して、インプットウイルス負荷を連続的に増加することによって、血清試料の 1 
： 100 希釈のウイルス中和活性を測定した。結果を表 7 に示す。実施した試験方法（ Morg
anおよび Moore 、 Am. 　 J.　 Vet.　 Res.、 1990； 51： 40－ 45）は、本発明のペプチド抗原
を使用する免疫化が 1 ： 100 希釈において 2.5log1 0 FMDVミクロプラークだけ減少した血清
を提供しすることを証明した。また、 FMDV感染に対する保護免疫を結果は高度に予測する
。
【０１０２】
表 7 により示されるように、ターゲット抗原部位に対する高い抗ペプチド力価（＞ 5log1 0
）は第 5 週までに誘発された。 3 つの異なる FMDV血清型（すなわち、 A 、 O 、アジア）に
属する、すべての試験した株の広くかつ有効な中和が、これらの株および血清型間の広い
変動にかかわらず、観測された。
【０１０３】
さらに、これは、外来病原体からのエピトープに対して有効な抗体応答を刺激する、本発
明の人工的 Thエピトープの効能を証明する。
【０１０４】

理想化人工的 Th部位と、熱帯熱マラリア原虫（ Plasmodium　 falciparum）、ヒトマラリア
寄生生物からのサーカムスポロゾイト（ circumsporozoite）（ CS）ターゲット抗原とを含
んでなるペプチド免疫原を準備する。 CSタンパク質は寄生生物のスポロゾイト段階の主要
な表面抗原である。免疫原の研究およびヒト、サル、および齧歯類のプラスモジウムの多
数の CS遺伝子についての配列データが記載されてきており、これらはすべての CSタンパク
質が免疫優性 B 細胞エピトープの多数のコピーを包含する、 1 系列の縦列反復から成る中
央領域を含有することを示している。熱帯熱マラリア原虫（ P.　 falciparum）において、
反復エピトープは次のように表される：
（ Asn － Ala － Asn － Pro ） n
（配列番号 103 ）
ヒトマラリア寄生生物、熱帯熱マラリア原虫（ P.　 falciparum）および三日熱マラリア原
虫（ P.　 vivax ）の CSタンパク質の反復に対して向けられた抗体は、スポロゾイトにより
肝細胞の侵入を阻害し、それらの感染性を壊滅させる。したがって、 CSエピトープの反復
は種々のヒトマラリアワクチンの試験において使用されるサブユニットワクチンのターゲ
ット抗原である（ Nussenzweig 他、 Adv.　 Immunol.、 1989， 45： 283 ； Hoffman 他、 Scie
nce 、 1991、 252 ： 520 ）。しかしながら、現在臨床試験における種々の合成マラリアワ
クチンの欠点の 1 つは免疫原性が低いことである。こうして、潜在的マラリアワクチンは
開発し続けられている。（ Calvo － Calle 他、 J.　 Immunol.、 1994、 150 ： 1403）。
【０１０５】
熱帯熱マラリア原虫（ P.　 falciparum）の CSタンパク質の反復に関連する免疫原性の問題
を克服するために、表 1 に示す人工的 Thエピトープを CSペプチド免疫原の中に組込む。例
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スポロゾイトマラリアワクチンのペプチド組成物



えば、ペプチド構築物
（配列番号 15、 18）－□ NLys－（ Asn － Ala － Asn － Pro ） 4

（配列番号 104 、 105 ）
を合成し、小型動物、霊長目（例えば、ヒヒ）およびヒトにおいて熱帯熱マラリア原虫（
P.　 falciparum）スポロゾイトに対する効力のある保護的抗体を誘発するために、マラリ
アワクチンにおける主要な免疫原として使用する。
【０１０６】

コレステリルエステル輸送タンパク質（ CETP）は HDL から TGに富んだリポタンパク質、例
えば、 VLDLおよび LDL へのコレステリルエステルの輸送を仲介し、また、 VLDLおよび LDL 
からの TGの往復交換を仲介する（ Tall、 J.　 Internal　 Med.、 1995、 237 ： 5 － 12； Tall
、 J.　 Lipid 　 Res.、 1993、 34： 1255； Hesler他、 J.　 Biol. 　 Chem. 、 1987、 262 ： 22
75； Quig他、 Ann.　 Rev.　 Nutr. 、 1990、 10： 169 ）。 CETPは、リポタンパク質の種々の
クラスに関連するコレステリルエステルおよびトリグリセリドのレベルのモジュレートに
おいてある役割を演ずることができる。高いコレステリルエステル輸送活性は、 LDL 関連
コレステロールおよび VLDL関連コレステロールのレベルの増加と相関されてきており、後
者は引き続いて心臓血管性疾患の危険の増加と相関される（例えば、下記の文献を参照の
こと： Tato他、 Arterioscler　 Thromb. 　 Vascular　 Biol. 、 1995、 15： 112 ）。
【０１０７】
ヒト血漿から単離された CETPは 476 アミノ酸を有する疎水性糖タンパク質である。ヒト CE
TPをコードする cDNAはクローニングされ、配列決定された（ Drayna他、 Nature、 1987、 32
7 ： 632 ）。モノクローナル抗体 TP2 ：以前には 5C7 と表示された）が製造され、これは
CETPのコレステリルエステルおよびトリグリセリドの輸送活性を完全に阻害し、そして、
より少ない程度に、リン脂質の輸送活性を阻害する（ Hesler他、 J.　 Biol. 　 Chem. 、 19
88、 263 ： 5020）。 TP2 のエピトープはカルボキシル末端の 26アミノ酸、すなわち、ヒト
CETPの Arg451－ Ser476に局在化された（ Hesler他、 1988、参照）：
【化２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１０８】
TP2 は in　 vitro においてヒトおよびウサギの両方の CETP活性を阻害し、そして in　 vivo
においてウサギ CETPを阻害することが報告された（ Yen 他、 J.　 Clin. 　 Invest. 、 1989
、 83： 2018）。 TP2 により境界される CETPの領域のそれ以上の分析により、 Phe463と Leu4
73との間のアミノ酸が明らかにされた。
【化３】
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アテローム性動脈硬化症および心臓血管性疾患
の予防および治療のためのペプチド組成物



　
　
　
　
　
　
　
（配列番号 107 ）
は TP2 の結合のために、そして CETP中性脂質結合および輸送活性を中和するために必要で
ある（ Wang他、 J.　 Biol. 　 Chem. 、 1992、 270 ： 612 、参照）。
【０１０９】
動物モデルおよびヒトを利用する多数の in　 vivo研究において、 CETP活性は循環コレステ
ロール含有 HDL のレベルに影響を与えることができることが示された。 CETPコレステリル
エステル輸送活性は、 LDLCおよび／または VLDLC レベルに関する HDL － C レベルの減少お
よび低い HDL を生成することができ、低い HDL は引き続いてアテローム性動脈硬化症に対
する感受性の増加と相関される。したがって、 CETP活性をコントロールする化合物および
方法の発見は、心臓血管性疾患の予防または治療において有利であろう。
【０１１０】
Rittershaus 他、 WO96/34888号において、 B 細胞エピトープ部分、例えば、 CETPの中性脂
質結合または輸送活性に関係するヒト CETPのカルボキシル末端部分の中に見出される部分
に、結合された、好ましくは共有結合された、「万能」または「広い領域」の免疫原性ヘ
ルパー T 細胞エピトープを含んでなるペプチド組成物の使用が提案されている。ヒト CETP
上の機能的部位、すなわち、ヒト CETPのカルボキシル末端のアミノ酸（配列番号 96および
97）の免疫原性を増強するために、表 1 からの人工的 Thエピトープと、 CETPターゲット抗
原ペプチドとを含んでなる抗原ペプチドに結合したそれらのアナローグが合成された。表
8 に示されている、これらのペプチド抗原を使用して、小型の動物、霊長目およびヒトに
おける CETPに対する抗体を誘発する。抗 CETP抗体は CETP活性をコントロールする。これに
より、 CETP抗原ペプチドは、血漿中の LDL 関連コレステロールの蓄積を減少させ、そして
アテローム性動脈硬化症および冠状心臓疾患の保護または治療を提供することが期待され
る。
【０１１１】

HIV － 1 に対して有効なワクチンの開発における進歩は、大きい部分において、測定可能
なウイルス特異的 CD8+細胞障害性 T リンパ球（ CTLs）および中和抗体、すなわち、保護的
免疫応答の主要インジケーターを誘導する能力を測定することによって正確に測られた。
感染に対する保護と HIV － 1 またはサル HIV （ SHIV）が感染した霊長目における中和抗体
のレベルとの間において、強い相関が観測された。しかしながら、過去数十年にわたって
中和抗体の発生において進歩はほとんどなされてきていない。この問題の一部分は、候補
の HIV － 1 ワクチンにより発生される中和抗体応答が弱いことである。「効力のある、広
く交差反応性の中和抗体を発生する HIV 型 1 ワクチンに関して（ Toward　 an　 HIV 　 Type
　 1 　 vaccine 　 that　 generates 　 potent， broadly 　 cross － reactive　 neutralizi
ng　 antibodies）」と題する Montefiori他の最近の論文（ AIDS　 Res.　 and 　 Hum.　 Retr
ovir. 、 1999、 15： 689 － 698 ）は、 HIV ワクチンの開発において直面する困難の技術水
準の概観を提供する。
【０１１２】
HIV に対する中和抗体の応答を増強するために、我々は効力のある中和抗体を誘発するこ
とを目的とした合成抗原を設計した。これらの合成抗原の設計において、従来モノクロー
ナル抗体またはポリクローナル抗体により認識される HIV 中和 B 細胞エピトープ（例えば
、 Korber他、 HIV 　 Mol.　 Immunol.　 Database　 1997、 Part　 III 　 Antibody　 Binding 
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実施例 10
HIVに対する中和抗体の誘発する HIV ワクチン成分としてのペプチド組成物



　 Sites ）または中和ミメトープ（ mimetope）（例えば、 Scala 他、 J.　 Immunol.、 1999
、 162 ： 6155－ 6161）に共有結合された構築物の免疫刺激因子として、特別に設計された
人工的 Thエピトープを使用する。　 HIV 中和 B 細胞エピトープの中で、 HIV 　 gp120 の V3
主中和決定因子の最適フレームを含んでなる人工的 V3コンセンサス配列が設計された（配
列番号 125 ）（ Wang， C.　 Y.、米国特許第 5,763,160 号）。これらはサブタイプ A ～ G の
1,000 を超える単離物からのアミノ酸配列の分析に基づいて、そのフレーム内のアミノ酸
位置の各々について最も頻度の高いアミノ酸、ならびに本明細書において表 9 および 10に
おいて配列番号 125 、 126 ～ 129 、 148 ～ 153 に示す HIV 　 gp120 ／ gp41領域の線状また
はコンフォメーションのエピトープに由来する配列を含む。また、表 9 に示すように、本
発明のペプチド、配列番号 136 ～ 147 として、 Scala 他（配列番号 130 ～ 135 ）の中和ミ
メトープを合成する。
【０１１３】
表 10に示す本発明の免疫原性ペプチド構築物は完全に合成的であり、実施例 1 に概説され
ている固相法により合成した。これらの免疫原性ペプチド構築物は、さらに、 HIV ワクチ
ンの開発における本発明の人工的 Thの実用性を例示する。
表 10における各ペプチドは、式（ A ） n －（ Th） m －（ B ） o －（ HIV 　 B 中和エピトー
プ）－ X または（ HIV 中和エピトープ）－（ B ） o －（ Th） m －（ A ） n － X により表す
ことができる。 HIV 中和エピトープは、配列番号 125 および 130 ～ 135 を包含する。免疫
原性ペプチドは、人工的 Thに由来する 1 またはそれ以上の Thを含んでなる（表 1 に示すよ
うに）。この実験の各ペプチドは Gly － Gly または（ε－ N ） Lys スペーサーを免疫原性
因子間に有するが、本発明のペプチドは他のスペーサーをもつか、あるいはもたないこと
ができる。
【０１１４】
これらの実施例のペプチドは任意の Inv 免疫刺激部位（配列番号 27）を含んでなることが
できる。しかしながら、本発明は追加の免疫刺激因子として Inv の使用に限定されないこ
とが理解される。
【０１１５】
表 10に列挙するような本発明の代表的なペプチド複合体（配列番号 148 ～ 153 ）を、実施
例 1 に記載したように、合成し、環化し、精製した。免疫原性の評価において、小型動物
、例えば、モルモット、または大型動物、例えば、ブタまたはヒヒを免疫化するために各
ペプチド複合体を処方した。ペプチドの各々を代表的乳化剤またはアジュバント、例えば
、 ISA51 、 ISA720、 DDA またはモノホスホリル脂質 A （ MPL ）を含有する 0.5ml の体積中
に、ペプチドの各々を懸濁させた。投与量はモルモットについて 100 μ g またはブタまた
はヒヒについて 300 μ g であり、そして動物を筋肉内的に免疫化した。
【０１１６】
表 10に示すように、動物に第 0 、 3 および 6 週に注射した。初期免疫化後第 5 、 8 、 10お
よび 11週における試験放血を、実施例 1 に記載したように B 細胞エピトープのペプチド EL
ISA によりターゲットエピトープとの反応性について評価し、さらに実施例 5 において詳
述するように HIV － 1 を中和する能力について試験した。
【０１１７】
4 より大きい抗 B エピトープペプチド ELISA の log1 0  力価により示されるように、試験し
たすべてのペプチドは対応するターゲットペプチドに対して強い部位特異的交差反応性を
誘発した。 HIV － 1 の中和は、また、モルモットおよびヒヒから得られた免疫血清につい
て観測された。ヒヒ血清によるヒト HIV の中和はほとんどヒト系であるので、ヒヒ血清に
よるこの機能的反応性は注目に値する。これらの結果は、活性免疫化による HIV 感染の予
防および／または免疫療法のための因子として、本発明のペプチド複合体の効能の強いイ
ンジケーターである。
【０１１８】
【表１】
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