
(57)【要約】

本発明は、低アレルゲン活性を有する組換えDerP1/ProD

erP1アレルゲン誘導体を提供することを含む、アレルギ

ーの新規治療法を提供する。アレルギーまたは投薬経験

の無い個体のTh1型免疫応答を刺激し、こうして野生型

アレルゲンに接触した時にアレルギー応答の可能性を低

下させる、該変異体アレルゲンを含む医薬組成物もまた

提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
野 生 型 ア レ ル ゲ ン と 比 較 し て ア レ ル ゲ ン 活 性 が 有 意 に 低 下 し て い る 、 組 換 え ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ
ダ ニ （ Dermatophagoides pteronyssinus） DerP1ま た は ProDerP1（ DerP1/ProDerP1） タ ン
パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 誘 導 体 。
【 請 求 項 ２ 】
熱 処 理 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 組 換 え DerP1/ProDerP1誘 導 体 。
【 請 求 項 ３ 】
遺 伝 的 に 変 異 さ れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 組 換 え DerP1/ProDerP1誘 導 体 。
【 請 求 項 ４ 】
以 下 の DerP1変 異 の １ つ 以 上 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 組 換 え DerP1/ProDerP1変 異 体 ： シ
ス テ イ ン ４ 残 基 の 変 異 、 シ ス テ イ ン 31残 基 の 変 異 、 シ ス テ イ ン 65残 基 の 変 異 、 シ ス テ イ ン
71残 基 の 変 異 、 シ ス テ イ ン 103残 基 の 変 異 、 お よ び シ ス テ イ ン 117残 基 の 変 異 。
【 請 求 項 ５ 】
配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ７ 、 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 11、 配 列 番 号 13よ り な る 群
か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 配 列 を 有 す る 組 換 え 変 異 体 ア レ ル ゲ ン 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ア レ ル ゲ ン の 変 異 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分
子 。
【 請 求 項 ７ 】
コ ド ン 使 用 パ タ ー ン は 高 度 に 発 現 さ れ る 哺 乳 動 物 遺 伝 子 の コ ド ン 使 用 パ タ ー ン に 似 て い る
、 請 求 項 ６ に 記 載 の 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ６ ま た は ７ に 記 載 の 核 酸 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ６ も し く は ７ に 記 載 の 核 酸 配 列 ま た は 請 求 項 ８ に 記 載 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た
宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 も し く は 変 異 体 ア レ ル ゲ ン 、 ま た
は 請 求 項 ６ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の コ ー ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ し て ア ジ ュ バ ン ト を
含 む か ま た は 含 ま な い 免 疫 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
ア ジ ュ バ ン ト は 、 Th1型 免 疫 応 答 の 優 先 的 刺 激 物 質 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 免 疫 学 的
組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ア ジ ュ バ ン ト は 、 3D-MPL、 QS21、 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ エ チ レ ン エ ー テ ル も し く
は エ ス テ ル の １ つ 以 上 、 ま た は こ れ ら の ア ジ ュ バ ン ト の ２ つ 以 上 の 組 合 せ を 含 む 、 請 求 項
１ ０ ま た は １ １ に 記 載 の 免 疫 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ア レ ル ゲ ン は 、 水 中 油 ま た は 油 中 水 エ マ ル ジ ョ ン ビ ヒ ク ル で 提 供 さ れ る 。 請 求 項 １ ０ か ら
１ ２ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 免 疫 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
医 薬 中 で 使 用 さ れ る 本 明 細 書 に 記 載 の 免 疫 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
ア レ ル ギ ー 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 換
え タ ン パ ク 質 ま た は 変 異 体 ア レ ル ゲ ン の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ０ ～ １ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 免 疫 学 的 組 成 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、
ア レ ル ギ ー 応 答 の 患 者 を 治 療 す る 方 法 、 ま た は ア レ ル ギ ー 応 答 を 受 け や す い 患 者 を 予 防 す
る 方 法 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 新 規 の 予 防 製 剤 と 治 療 製 剤 に 関 し 、 該 製 剤 は 、 特 異 的 ア レ ル ゲ ン に 対 す る ア レ
ル ギ ー 応 答 の 予 防 お よ び ／ ま た は 緩 和 に 有 効 で あ る 。 さ ら に 本 発 明 は 、 ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ
（ Dermatophagoides pteronyssinus） か ら の 主 要 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 低 ア レ ル ゲ ン 性
組 換 え 誘 導 体 、 ア レ ル ゲ ン DerP1と そ の 前 駆 体 型 ProDerP1に 関 す る 。 特 に 本 発 明 の 誘 導 体
は 、 物 理 的 に 修 飾 さ れ た DerP1ま た は ProDerP1、 例 え ば 熱 処 理 さ れ た タ ン パ ク 質 ； ま た は
、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 に 関 与 す る １ つ 以 上 の シ ス テ イ ン 残 基 が 変 異 さ れ て い る 、 遺 伝 子
修 飾 さ れ た 組 換 え DerP1も し く は ProDerP1を 包 含 す る 。 DerP1と ProDerP1誘 導 体 を 発 現 お よ
び 精 製 す る 方 法 、 お よ び 免 疫 原 性 組 成 物 お よ び ワ ク チ ン を 調 製 す る 方 法 も 記 載 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
ヒ ト の ア レ ル ギ ー 応 答 は 一 般 的 で あ り 、 種 々 の ア レ ル ゲ ン に よ り 引 き 起 こ さ れ る 。 ア レ ル
ギ ー 性 個 体 は ア レ ル ゲ ン に 感 作 さ れ 、 血 清 中 の 高 レ ベ ル の ア レ ル ギ ー 特 異 的 IgEの 存 在 を
特 徴 と し 、 Th2型 サ イ ト カ イ ン （ IL-4、 IL-5お よ び IL-13） を 産 生 す る ア レ ル ゲ ン 特 異 的 Ｔ
細 胞 集 団 を 有 す る 。 ア レ ル ゲ ン の 存 在 下 で の 、 肥 満 細 胞 や 好 塩 基 球 の 表 面 に 存 在 す る Fcε
RI受 容 体 へ の IgEの 結 合 は 、 細 胞 の 迅 速 な 脱 顆 粒 と 、 以 後 の ヒ ス タ ミ ン お よ び 炎 症 性 反 応
の 他 の あ ら か じ め 形 成 さ れ て い る メ デ ィ エ ー タ ー お よ び 新 生 の メ デ ィ エ ー タ ー の 放 出 を 引
き 起 こ す 。 こ れ 以 外 に 、 Ｔ 細 胞 想 起 応 答 の 刺 激 は 、 IL-4と IL-13の 産 生 を 引 き 起 こ し 、 こ
れ ら は 一 緒 に 協 力 し て 、 Ｂ 細 胞 応 答 を ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgE産 生 に ス イ ッ チ す る 。 早 期 お
よ び 後 期 ア レ ル ギ ー 応 答 の 発 生 の 詳 細 に つ い て は 、 Joost Van Neevenら 、 1996, Immunolo
gy Today, 17, 526を 参 照 さ れ た い 。 非 ア レ ル ギ ー 性 個 体 で は 、 同 じ 抗 原 に 対 す る 免 疫 応
答 は 、 INF-γ の よ う な Th1型 サ イ ト カ イ ン を さ ら に 含 有 し て も よ い 。 こ れ ら の サ イ ト カ イ
ン は 、 高 レ ベ ル の Th2型 免 疫 応 答 の 阻 害 に よ り ア レ ル ギ ー 応 答 （ 高 レ ベ ル の ア レ ル ゲ ン 特
異 的 IgEを 含 む ） の 開 始 を 防 止 す る こ と が で き る 。 こ の 点 で 重 要 な こ と は 、 IgE合 成 は 、 Ｂ
細 胞 上 の CD23（ Fcε RII） 受 容 体 へ の IgE／ ア レ ル ゲ ン 複 合 体 の 結 合 に よ り 仲 介 さ れ る 阻 害
フ ィ ー ド バ ッ ク 機 構 に よ り 調 節 さ れ る （ Luoら 、 J. Immunol., 1991, 146(7):2122-9; Yu
ら 、 1994, Nature, 369(6483):753-6） と い う 事 実 で あ る 。 細 胞 結 合 CD23が 欠 如 し た 系 で
は 、 IgE合 成 の こ の 阻 害 は 起 き な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
気 管 支 喘 息 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 お よ び 再 発 性 鼻 炎 の よ う な ア レ ル ゲ ン に 対 す る IgEに よ
り 仲 介 さ れ る Ｉ 型 ア レ ル ギ ー 疾 患 は 、 世 界 の 人 口 の 20％ が 罹 患 す る 。 こ の よ う な ア レ ル ギ
ー 反 応 の 現 代 の 治 療 方 策 は 、 抗 ヒ ス タ ミ ン 治 療 お よ び ／ ま た は 抗 炎 症 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド
の 局 所 投 与 に よ る ヒ ス タ ミ ン 放 出 の 症 状 を 症 状 を 予 防 す る 手 段 を 含 む 。 開 発 中 の 他 の 方 策
に は 、 宿 主 の 免 疫 系 を 使 用 し て 肥 満 細 胞 の 脱 顆 粒 を 防 止 す る 方 法 が あ る （ Stanworthら 、 E
P0477231B1） 。 他 の 型 の 免 疫 療 法 が 既 に 報 告 さ れ て い る （ Hoyneら 、 J. Exp. Med., 1993,
 178, 1783-1788； Holtら 、 Lancet, 1994, 344, 456-458） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
即 時 的 な ら び に 後 期 症 状 は 薬 剤 治 療 で 改 善 さ れ る が 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー に は ア レ ル ゲ ン 特 異
的 免 疫 療 法 が 唯 一 の 治 療 法 で あ る 。 し か し 、 こ の 方 法 に は 解 決 す べ き い く つ か の 問 題 が あ
る 。 ま ず 、 現 在 免 疫 療 法 は 総 ア レ ル ゲ ン 抽 出 物 を 用 い て 行 わ れ 、 こ れ は バ ッ チ 毎 に 異 な る
。 さ ら に こ れ ら の ア レ ル ゲ ン 混 合 物 は 、 個 々 の 患 者 の プ ロ フ ィ ー ル 毎 に 計 画 さ れ て お ら ず
、 好 ま し く な い 毒 性 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る か も 知 れ な い 。 第 ２ に 、 高 用 量 の 未 変 性 ア レ ル
ゲ ン の 投 与 は 、 重 症 の ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 を 引 き 起 こ す こ と が あ り 、 従 っ て 免 疫 療 法 が
成 功 す る た め の 最 適 に 効 率 的 な 高 用 量 の ア レ ル ゲ ン に 達 し な い こ と が し ば し ば あ る 。 第 １
の 問 題 に 対 し て は 、 ア レ ル ゲ ン 抽 出 物 と 比 較 し て 、 よ り 解 析 さ れ た よ り 再 現 性 の あ る 組 換
え ア レ ル ゲ ン を 用 い る 代 替 ワ ク チ ン 接 種 が 行 わ れ て い る 。 第 ２ の 問 題 、 す な わ ち ア レ ル ゲ
ン 抽 出 物 の 繰 り 返 し 注 入 に よ り 誘 導 さ れ る ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 の リ ス ク は 、 欠 失 ま た は

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-502339 A 2005.1.27



突 然 変 異 誘 発 に よ り IgE反 応 性 を 改 変 し た 組 換 え 「 低 ア レ ル ゲ ン 」 の 使 用 に よ り 、 最 小 に
す る こ と が で き る （ Akdis, CAと Blaser, K. ア レ ル ゲ ン の 化 学 的 お よ び 構 造 的 修 飾 に よ る
特 異 的 免 疫 応 答 の 制 御 、 Int. Arch. Allergy Immunol., 2000, 121, 261-269） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
ア レ ル ギ ー の 治 療 と 予 防 の た め に 製 剤 が 報 告 さ れ て い る が 、 こ れ は 、 IgEの 産 生 を ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー ト す る 手 段 、 な ら び に Th2型 か ら Th1型 へ の 応 答 の シ フ ト に よ り ア レ ル ゲ ン に 対
す る 細 胞 介 在 応 答 を 修 飾 す る こ と を 提 供 す る （ IL-4： IFN-γ を 産 生 す る DerP1特 異 的 Ｔ 細
胞 の 比 の 低 下 、 ま た は IL-5： IFN-γ 比 の 低 下 に よ り 測 定 さ れ る ） 。 こ れ は 例 え ば 、 WO99/2
5823に 記 載 の よ う に 酵 素 活 性 の 低 下 し た recDerP1の よ う な 組 換 え ア レ ル ゲ ン の 使 用 に よ り
行 わ れ る 。 し か し こ れ ら の 組 換 え ア レ ル ゲ ン の 免 疫 原 性 は 、 IgE合 成 誘 導 の 点 で 野 生 型 Pro
DerP1の 免 疫 原 性 に 似 て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
IgE結 合 活 性 の 低 下 し た 非 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 型 の ア レ ル ゲ ン が 報 告 さ れ て い る 。 ア レ ル ゲ
ン 工 学 に よ り 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 ま た は い く つ か の ア ミ ノ 酸 配 列 の
欠 失 に よ り 、 ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質 の IgE結 合 能 の 低 下 が 可 能 に な っ た 。 同 時 に 、 Ｔ 細 胞
エ ピ ト ー プ が 保 持 さ れ る た め 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 能 は 保 存 さ れ る 。 こ れ は 、 結 果 に 変 動 は あ る
が 、 異 な る ア レ ル ゲ ン に つ い て い く つ か の ア プ ロ ー チ を 使 用 し て 証 明 さ れ て い る 。 そ の 例
は 、 チ モ シ ー グ ラ ス （ tomothy grass） の 花 粉 の ア レ ル ゲ ン Ph1p5b（ Schramm G ら 、 1999,
 J. Immunol., 162, 2406-14） 、 主 要 な ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ ア レ ル ゲ ン Derf2（ Takaiら 、 20
00, Eur. J. Biochem., 267, 6650-6656） 、 DerP2（ Smithと Chapman 1996, Mol. Immunol
. 33, 399-405） 、 お よ び Derf1（ Takahashi Kら 、 2001, Int Arch Allergy Immunol. 124
, 454-60） に つ い て 公 表 さ れ て い る 。 あ る 研 究 は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 関 与 す る シ ス テ イ
ン 残 基 の レ ベ ル で 点 突 然 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 、 Derf1低 ア レ ル ゲ ン の 作 成 を 報 告 し
て い る （ Takahashi Kら 、 Int Arch Allergy Immunol. 2001, 124(4): 454-60、 Takai T, 
Yasuhara T, Yokota T, Okumura Y） 。 し か し も し 野 生 型 ProDerf1が ピ ー ・ パ ス ト リ ス （ P
. pastoris） に よ り う ま く 分 泌 さ れ て も 、 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 関 与 す る シ ス テ イ ン
変 異 体 は 分 泌 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ で あ る ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ Dermatophagoides pteronyssinus） か ら の ア
レ ル ゲ ン は 、 ア レ ル ギ ー 性 過 敏 症 反 応 を 引 き 起 こ す 主 要 な 原 因 因 子 の １ つ で あ る 。 こ れ ら
の 分 子 の 中 で 、 DerP1は 最 も 強 い IgE介 在 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す 免 疫 優 性 な ア レ ル ゲ ン （ To
phamら 、 1994, Protein Engineering, 7, 7, 869-894; Simpsonら 、 1989, Protein Seque
nces and Data Analyses, 2, 17-21） で あ り 、 ダ ス ト ダ ニ に 対 す る 75％ を 超 え る ア レ ル ギ
ー 患 者 は 、 こ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る IgEを 発 現 す る 。 ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ DerP1に 由 来 す る 低
ア レ ル ゲ ン 、 お よ び こ の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 予 防 用 お よ び 治 療 用 ワ ク チ ン は 、 報 告 さ れ て
い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 は 、 野 生 型 ア レ ル ゲ ン と 比 較 し て ア レ ル ゲ ン 活 性 が 低 下 し た 、 ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （
Dermatophagoides pteronyssinus） DerP1ア レ ル ゲ ン の 組 換 え 誘 導 体 、 ま た は そ の 前 駆 体
型 ProDerP1（ 以 後 「 DerP1/ProDerP1」 と 呼 ぶ ） の 提 供 と 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 の 組 換 え 型
の DerP1誘 導 体 （ 免 疫 賦 活 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 ま た は NAVACに 適 し た DerP1/ProDerP1を
コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ） は 、 強 い 予 防 性 Th1を 誘 導 す る た め の 、 ま た は Th2か ら Th1免 疫 応
答 に シ フ ト さ せ る た め の 、 予 防 ま た は 治 療 ワ ク チ ン と し て 使 用 さ れ る 。 低 ア レ ル ゲ ン 誘 導
体 は 、 組 換 え 発 現 系 に よ り う ま く 産 生 さ れ 、 こ れ も ま た 本 発 明 の １ つ の 態 様 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
DerP1は 30KDaタ ン パ ク 質 で あ り 、 ク ロ ー ン 化 さ れ 配 列 決 定 さ れ て い る （ Chuaら 、 1988, J.
 Exp. Med., 167, 175-182） 。 こ れ は 、 成 熟 タ ン パ ク 質 中 に 222の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 有 す
る こ と が 知 ら れ て い る 。 DerP1の 配 列 は 、 パ パ イ ン と 31％ の 相 同 性 を 有 し 、 さ ら に 詳 し く
は 、 酵 素 活 性 領 域 と 、 最 も 顕 著 に は Cys34-His170イ オ ン 対 と 相 同 性 を 有 す る （ Tophamら 、
前 述 ） 。 DerP1は 、 ダ ニ の 中 腸 （ こ こ で そ の 役 割 は お そ ら く 食 物 の 消 化 に 関 連 す る ） で 産
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生 さ れ る 。 0.2ngま で の ま た は タ ン パ ク 質 分 解 活 性 の あ る DerP1は 各 便 ペ レ ッ ト （ そ れ ぞ れ
直 径 が 約 10～ 40μ m） に 取 り 込 ま れ 、 従 っ て 容 易 に ヒ ト 呼 吸 器 官 中 に 吸 入 さ れ る 。 精 製 Der
P1調 製 物 の 室 温 で の 一 晩 の 保 存 は 、 自 己 タ ン パ ク 質 分 解 性 分 解 の た め に 酵 素 活 性 が ほ と ん
ど 完 全 に 失 わ れ る （ Machadoら 、 1996, Eur. J. Immunol. 26, 2972-2980） 。 cDNA配 列 を
コ ー ド す る DerP1は 、 多 く の 哺 乳 動 物 お よ び 植 物 プ ロ テ イ ナ ー ゼ の よ う に 、 DerP1が 320ア
ミ ノ 酸 残 基 の 不 活 性 化 プ レ プ ロ 酵 素 と し て 合 成 さ れ 、 こ れ は 次 に 処 理 さ れ て 222ア ミ ノ 酸
の 成 熟 型 と な る （ Chuaら 、 1988, J. Exp. Med. 167, 175-182; Chuaら 、 1993, Int. Arch
 Allergy Immunol 101, 364-368） こ と を 明 ら か に し て い る 。 ProDerP1の 成 熟 は 今 日 ま で
知 ら れ て い な い が 、 ア レ ル ゲ ン は 80残 基 の プ ロ 領 域 の 切 断 に よ り 処 理 さ れ る と 考 え ら れ て
い る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 は 、 組 換 え ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ Dermatophagoides pteronyssinus） DerP1/ProDerP1
タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 誘 導 体 を 提 供 し 、 こ こ で 該 ア レ ル ゲ ン 誘 導 体 は 、 野 生 型 ア レ ル ゲ ン
と 比 較 し て 有 意 に 低 下 し た ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 。 ア レ ル ゲ ン 活 性 は 、 細 胞 内 ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 を 破 壊 し こ う し て ３ 次 元 構 造 を 不 安 定 化 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 破 壊 す る こ
と を 目 的 と す る 、 い く つ か の 手 段 に よ り 障 害 さ れ る 。 改 変 さ れ て い な い 野 生 型 ア レ ル ゲ ン
に 対 し て 以 下 の 利 点 を 有 す る 該 ア レ ル ゲ ン 誘 導 体 は ： 1) 野 生 型 ア レ ル ゲ ン に よ り 刺 激 さ
れ る も の と 比 較 し て Th1型 の 免 疫 応 答 （ 例 え ば 、 よ り 高 い IgG2a） を 上 昇 さ せ 、 こ う し て ワ
ク チ ン 接 種 宿 主 の ア レ ル ギ ー 可 能 性 を 抑 制 す る 、 2) ア レ ル ゲ ン 誘 発 性 が 低 下 し て お り （
し か し Ｔ 細 胞 反 応 性 を 保 持 し て い る ） 、 従 っ て 高 用 量 の 免 疫 原 の 全 身 性 投 与 に よ り 適 し て
い る 、 3) 未 変 性 の DerP1へ の 結 合 に つ い て IgEと 競 合 す る DerP1特 異 的 IgGを 誘 導 す る 、 4) 
エ ア ゾ ル 化 し た ア レ ル ゲ ン 抽 出 物 へ の 暴 露 後 で も 、 気 道 の 好 酸 球 を 効 率 的 に 防 御 す る 。 そ
の よ う な 誘 導 体 は 、 医 学 で の 使 用 に 適 し た 治 療 お よ び 予 防 ワ ク チ ン 製 剤 で の 使 用 に 適 し て
お り 、 さ ら に 詳 し く は ア レ ル ギ ー 反 応 の 治 療 ま た は 予 防 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
第 １ の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 組 換 え DerP1/ProDerP1（ す な わ ち 、 DerP1ま た は ProDerP1
） ア レ ル ゲ ン 誘 導 体 で あ っ て 、 ア レ ル ギ ー 活 性 が 有 意 に 低 下 し て い る 、 例 え ば 、 好 ま し く
は 還 元 剤 の 存 在 下 で タ ン パ ク 質 を 熱 処 理 す る よ う な 物 理 的 手 段 に よ り ほ と ん ど ま た は 完 全
に 無 く な っ て い る 、 誘 導 体 を 提 供 す る 。 典 型 的 に は 、 DerP1/ProDerP1タ ン パ ク 質 は 、 約 10
0℃ で 還 元 剤 の 存 在 下 で 数 分 間 処 理 さ れ る 。 好 ま し く は 還 元 剤 は 、 DTTの よ う な β － メ ル カ
プ ト エ タ ノ ー ル で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は タ ン パ ク 質 は 、 約 100℃ で 50mMβ － メ ル カ プ ト
エ タ ノ ー ル の 存 在 下 で 処 理 さ れ る 。 こ の 処 理 は 、 タ ン パ ク 質 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 性 の IgE
結 合 エ ピ ト ー プ の 安 定 性 に 悪 影 響 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
第 ２ の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 そ の ア レ ル ギ ー 活 性 が 、 例 え ば コ ー ド し て い る cDNAま た は
ゲ ノ ム DNAへ の 特 異 的 変 異 の 導 入 に よ り 遺 伝 的 に 障 害 さ れ て い る 、 組 換 え DerP1/ProDerP1
タ ン パ ク 質 誘 導 体 を 提 供 す る 。 従 っ て 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 遺 伝 的 に 変 異 し た 組 換 え De
rP1/ProDerP1自 体 を 提 供 す る 。 DerP1/ProDerP1の ア レ ル ゲ ン 性 の 低 下 は 、 未 変 性 の 配 列 中
に 変 異 を 導 入 し た 後 に 、 低 ア レ ル ゲ ン 性 変 異 体 を 組 換 え 的 に 産 生 す る こ と に よ り 行 わ れ る
。 こ れ は 、 タ ン パ ク 質 の ３ 次 元 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン が 失 わ れ る よ う に 、 タ ン パ ク 質 の ３ 次
元 構 造 中 に 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 を 導 入 す る こ と に よ り 、 ま た は こ れ を 改 変 す る こ と に よ
り 行 わ れ る 。 こ れ は 特 に 、 断 片 で タ ン パ ク 質 を 発 現 す る か 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 に 関 与
す る シ ス テ イ ン 残 基 を 欠 失 さ せ る か 、 ま た は 残 基 を 欠 失 さ せ る か 付 加 し て タ ン パ ク 質 の ３
次 構 造 実 質 的 に 改 変 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 好 ま し く は 、 変 異 は 、 ２ つ の シ ス テ イ ン 残
基 の 間 の 相 互 作 用 を 改 変 し て 、 典 型 的 に は 未 変 性 の （ 成 熟 ） DerP1の ４ 、 31、 65、 71、 103
、 お よ び 117位 （ こ れ は 、 ProDerP1の そ れ ぞ れ 84、 111、 145、 151、 183お よ び 197位 に 対 応
す る ） の １ つ の 突 然 変 異 に よ り 作 成 さ れ る 。 本 発 明 の 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 ２ つ 以 上 （ ３ 、
４ 、 ５ ま た は ６ つ す べ て ） の シ ス テ イ ン 変 異 を 含 ん で よ く 、 こ う し て 異 な る ジ ス ル フ ィ ド
結 合 、 例 え ば ４ と 31位 、 ４ と 65位 、 ４ と 103位 、 31と 65位 、 ４ と 31と 65位 、 ま た は 71と 103
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位 、 71と 117位 、 103と 117位 、 31と 117位 、 65と 117位 、 ま た は 71と 103と 117位 の 変 異 に 影
響 を 与 え る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
好 ま し く は 誘 導 体 は 、 上 記 の 任 意 の 位 置 に 単 一 の 変 異 を 含 む 。 最 も 好 適 な 変 異 は Cys4（ あ
る い は 、 ま た は こ れ 以 外 に 、 Cys117で あ り 、 こ れ は Cys4の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 パ ー ト ナ ー で
あ る と 考 え ら れ て い る ） で あ る 。 Cys変 異 は 欠 失 で も よ い が 、 好 ま し く は 他 の 天 然 の 19ア
ミ ノ 酸 の 任 意 の も の の 置 換 で あ る 。 好 適 な 置 換 は 、 陽 性 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 導 入 し て
、 生 じ る タ ン パ ク 質 の 3D構 造 を さ ら に 不 安 定 化 さ せ る 。 例 え ば 好 適 な 置 換 は シ ス テ イ ン →
ア ル ギ ニ ン （ ま た は リ ジ ン ） 置 換 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
従 っ て 本 発 明 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 低 ア レ ル ゲ ン 性 DerP1/ProDerP1誘 導 体 の 例 と し て
示 さ れ る ６ つ の 特 異 的 変 異 に よ り 例 示 さ れ る 。 ま ず ProDerP1の ア レ ル ゲ ン 活 性 は 実 質 的 に
低 下 し 、 好 ま し く は DerP1タ ン パ ク 質 配 列 の Cys4位 で シ ス テ イ ン 残 基 の 代 わ り に ア ル ギ ニ
ン 残 基 を 使 用 す る こ と に よ り 完 全 に 排 除 さ れ 、 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る 。 第 ２ に 以 下 の 任 意
の 位 置 （ 成 熟 DerP1中 の 配 列 を 参 照 し て 計 算 さ れ る ） で シ ス テ イ ン 残 基 の 代 わ り に ア ル ギ
ニ ン 残 基 を 使 用 す る こ と に よ り 実 質 的 に 排 除 さ れ る ： DerP1タ ン パ ク 質 配 列 の Cys31（ 配 列
番 号 ５ ） 、 Cys65（ 配 列 番 号 ７ ） 、 Cys71（ 配 列 番 号 ９ ） 、 Cys103（ 配 列 番 号 11） 、 Cys117
（ 配 列 番 号 13） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
DerP1/ProDerP1の 変 異 体 は 、 DerP1/ProDerP1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAを 、 G. Winter
ら 、 Nature 1982, 299:756-758ま た は Zollerと Smith 1982; Nucl. Acids Res., 19:6487-
6500に 記 載 の よ う な 従 来 法 に よ り 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を す る こ と に よ り 、 ま た は Chan
gと Smith、 Nucleic Acids Res., 1984, 12:2407-2419も し く は G. Winterら 、 Biochem. So
c. Trans., 1984, 12:224-225に 記 載 の よ う な 欠 失 突 然 変 異 誘 発 を す る こ と に よ り 調 製 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 は 、 具 体 的 に 開 示 さ れ た 配 列 に 限 定 さ れ ず 、 IgE結 合 反 応 性 お よ び ／ ま た は ヒ ス タ
ミ ン 放 出 活 性 を 低 下 さ せ る か ま た は 排 除 す る よ う に 変 異 さ れ て い る が 、 そ の 野 生 型 ア レ ル
ゲ ン に 対 す る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る Ｔ 細 胞 反 応 性 お よ び ／ ま た は 能 力 を 保 持 す る 任 意 の 低 ア
レ ル ゲ ン 性 ア レ ル ゲ ン を 含 む 。 変 異 ア レ ル ゲ ン の ア レ ル ゲ ン 活 性 、 従 っ て ア レ ル ゲ ン 活 性
の 低 下 は 、 以 下 の 任 意 の 方 法 に よ り 野 生 型 と 比 較 さ れ る ： 実 施 例 の 部 分 で 詳 述 さ れ る 方 法
に 従 う 、 ヒ ス タ ミ ン 放 出 活 性 ま た は IgE結 合 反 応 性 。
【 ０ ０ １ ７ 】
「 実 質 的 に 低 下 し た ア レ ル ゲ ン 活 性 」 と は 、 残 存 IgE結 合 活 性 に よ り 測 定 し た ア レ ル ゲ ン
活 性 が 、 未 変 性 の （ 非 修 飾 ま た は 非 変 異 ） タ ン パ ク 質 の 最 大 50％ に 、 好 ま し く は 最 大 20％
に 、 さ ら に 好 ま し く は 最 大 10％ に 、 さ ら に 好 ま し く は 最 大 ５ ％ に 、 さ ら に 好 ま し く は ５ ％
未 満 ま で 低 下 し て い る こ と を 意 味 す る 。 あ る い は 「 実 質 的 に 」 は ま た 、 変 異 体 の ヒ ス タ ミ
ン 放 出 活 性 が 、 未 変 性 の タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 少 な く と も 100倍 、 好 ま し く は 1000倍 、 さ
ら に 好 ま し く は 10000倍 低 下 し て い る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
変 異 ア レ ル ゲ ン の 免 疫 原 性 は 、 種 々 の 免 疫 測 定 法 に よ り 野 生 型 ア レ ル ゲ ン と 比 較 さ れ る 。
変 異 ア レ ル ゲ ン と 野 生 型 ア レ ル ゲ ン の 交 差 反 応 性 は 、 変 異 ア レ ル ゲ ン ま た は 野 生 型 ア レ ル
ゲ ン で ワ ク チ ン 接 種 後 に in vitroＴ 細 胞 測 定 法 に よ り 測 定 さ れ る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ワ
ク チ ン 接 種 し た 動 物 か ら 単 離 し た 脾 臓 Ｔ 細 胞 を 、 変 異 ア レ ル ゲ ン ま た は 野 生 型 ア レ ル ゲ ン
で in vitroで 再 刺 激 し 、 次 に 市 販 の ELISAア ッ セ イ に よ り サ イ ト カ イ ン 産 生 を 測 定 す る か
、 ま た は ア レ ル ゲ ン 特 異 的 Ｔ 細 胞 の 増 殖 を 、 ト リ チ ウ ム 化 チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に よ り 経 時
的 に 測 定 す る 。 ま た 免 疫 原 性 は ELISAア ッ セ イ に よ り 測 定 さ れ 、 そ の 詳 細 は 当 業 者 に よ り
容 易 に 測 定 さ れ る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 ２ 種 類 の ELISAア ッ セ イ が 考 え ら れ る 。 ま ず 、 野
生 型 DerP1で 免 疫 し た マ ウ ス の 血 清 を 用 い る 変 異 DerP1の 認 識 ； 第 ２ に 、 変 異 ア レ ル ゲ ン で
免 疫 し た 動 物 の 血 清 を 用 い る 野 生 型 DerP1ア レ ル ゲ ン の 認 識 、 を 評 価 す る 。 簡 単 に 説 明 す
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る と 、 各 ウ ェ ル を 100ngの 精 製 し た 野 生 型 も し く は 変 異 DerP1で 4℃ で 一 晩 被 覆 す る 。 ブ ロ
ッ キ ン グ 溶 液 （ １ ％ BSAを 有 す る 0.1％ TBS-Tween） で イ ン キ ュ ベ ー ト 後 に 、 血 清 の 連 続 希
釈 物 を 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ウ ェ ル を ５ 回 洗 浄 し 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
が 結 合 し た 抗 IgG抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 総 IgGを 証 明 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 本 明 細 書 に 開 示 の DerP1/ProDerP1ア レ ル ゲ ン の 変 異 体 を コ ー ド
す る 単 離 し た 核 酸 を 提 供 す る 。 好 ま し く は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は DNA配 列 で あ り 、 標 準 的 DNA
合 成 法 、 例 え ば 、 D.M. Robertsら 、 Biochemistry 1985, 24:5090-5098に 記 載 の 酵 素 結 合
法 、 化 学 合 成 法 、 in vitro酵 素 的 重 合 、 ま た は こ れ ら の 方 法 の 組 合 せ に よ り 合 成 す る こ と
が で き る 。 好 ま し く は 核 酸 配 列 は 、 目 的 の 発 現 宿 主 で 使 用 さ れ る も の 、 さ ら に 好 ま し く は
高 度 に 発 現 さ れ る 哺 乳 動 物 （ 例 え ば ヒ ト ） 遺 伝 子 に 似 て い る も の を 模 倣 す る よ う に 最 適 化
さ れ て い る コ ド ン 使 用 パ タ ー ン を 有 す る 。 好 適 な DNA配 列 は 、 コ ド ン が 最 適 化 さ れ た 配 列
で あ り 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ 、 配 列 番 号 ８ 、 配 列 番 号 10、 配 列 番 号 12、 お よ び 配 列 番
号 14に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
DNAの 酵 素 的 重 合 は 、 in vitroで 、 必 要 に 応 じ て dATP、 dCTP、 dGTP、 お よ び dTTPの ヌ ク レ
オ チ ド ３ リ ン 酸 を 含 有 す る 適 切 な バ ッ フ ァ ー 中 で DNAポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ （ ク レ ノ ウ 断 片 ） の
よ う な DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 10℃ ～ 37℃ の 温 度 で 一 般 的 に は 50mlま た は そ れ 以 下
の 容 量 で 行 わ れ る 。 DNA断 片 の 酵 素 的 結 合 は 、 適 切 な バ ッ フ ァ ー 、 例 え ば 0.05Ｍ ト リ ス （ p
H7.4） 、 0.01Ｍ  MgCl2、 0.01Ｍ  ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 １ mMス ペ ル ミ ジ ン 、 １ mM ATPお よ
び 0.1mg/mlウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 中 の T4 DNAリ ガ ー ゼ の よ う な DNAリ ガ ー ゼ を 使 用 し て 、 ４
℃ ～ 周 囲 温 度 で 一 般 的 に は 50mlま た は そ れ 以 下 の 容 量 で 行 わ れ る 。 DNAポ リ マ ー ま た は 断
片 の 化 学 合 成 は 、 従 来 の ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ホ ス フ ァ イ ト ま た は ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 化 学
に よ り 、 例 え ば 、 「 遺 伝 子 断 片 の 化 学 的 お よ び 酵 素 的 合 成 － 実 験 室 マ ニ ュ ア ル （ Chemical
 and Enzymatic Synthesis of Gene Fragments - A laboratory Manual） 」 （ H.G. Gasse
nと A. Lang編 ） 、 Verlag Chemie, Weinheim (1982)、 ま た は 他 の 科 学 刊 行 物 、 例 え ば  M.J
. Gait, H.W.D. Matthes, M. Singh, B.S. Sproatお よ び R.C. Titmas, Nucleic Acids Re
search, 1982, 10:6243; B.S. Sproatと W. Bannwarth, Tetrahedron Letters, 1983, 24:
5771; M.D. Matteucciと M.H. Caruthers, Tetrahedron Letters, 1980, 21:719; M.D. Ma
tteucciと M.H. Caruthers, Journal of the American Chemical Society, 1981, 103:318
5; S.P. Adamsら 、 Journal of the American Chemical Society, 1983, 105:661; N.D. S
inha, J. Biernat, J. McMannusと H. Koester, Nucleic Acids Research, 1984, 12:4539
; お よ び H.W.D. Matthesら 、 EMBO Journal, 1984, 3:801に 記 載 の よ う な 固 相 法 を 使 用 し
て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
あ る い は コ ー ド 配 列 は 、 DerP1/ProDerP1 mRNAか ら 公 知 の 方 法 （ 例 え ば 、 mRNAを 逆 転 写 し
て 相 補 的 cDNA鎖 を 作 成 す る ） 、 お よ び 市 販 の cDNAキ ッ ト を 使 用 し て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
好 ま し く は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ド ン 使 用 パ タ ー ン は 、 高 度 に 発 現 さ れ る ヒ ト 遺 伝 子 に 典
型 的 な も の で あ る 。 従 っ て 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て 、 変 異 DerP1/ProDerP1タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 複 数 の コ ド ン を 一 緒 に 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 組 換 え ダ ニ タ ン パ ク 質
ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る の に 使 用 さ れ る 可 能 な コ ド ン の 選 択 は 、 最 適 化 さ れ た 哺 乳 動 物
コ ド ン 使 用 を 密 接 に 模 倣 す る よ う に 変 化 さ れ お り 、 従 っ て 生 じ る 遺 伝 子 配 列 中 の コ ド ン 使
用 の 頻 度 は 、 同 じ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る で あ ろ う 哺 乳 動 物 遺 伝 子 と 実 質 的 に 同 じ で あ る
、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 提 供 さ れ る 。 哺 乳 動 物 （ ヒ ト を 含 む ） の コ ド ン 使 用 パ タ ー ン は 、 文
献 に 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Nakamuraら 、 1996、 Nucleic Acids Res. 24:214-215） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
DNAコ ー ド は ４ 文 字 （ A、 T、 Cお よ び G） 有 り 、 こ れ ら を 使 用 し て 、 生 物 の 遺 伝 子 に コ ー ド
さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 で あ る ３ 文 字 の 「 コ ド ン 」 を 作 成 す る 。 DNA分 子 に 沿 っ た コ
ド ン の 線 形 の 配 列 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 中 の 線 形 の ア ミ ノ 酸 の 配
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列 に 翻 訳 さ れ る 。 コ ー ド は 高 度 に 縮 重 し て お り 、 61コ ド ン が 20ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し 、 ３ つ
の コ ド ン は 「 停 止 」 シ グ ナ ル で あ る 。 す な わ ち ほ と ん ど の ア ミ ノ 酸 は 、 ２ つ 以 上 の コ ド ン
に よ り コ ー ド さ れ 、 実 際 い く つ か は ４ つ ま た は そ れ 以 上 の 異 な る コ ド ン に よ り コ ー ド さ れ
る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
あ る ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ２ つ 以 上 の コ ド ン が 利 用 で き る 時 、 生 物 の コ ド ン 使 用 パ タ ー ン
は 非 ラ ン ダ ム 性 が 高 い こ と が 観 察 さ れ て い る 。 異 な る 種 は 、 そ の コ ド ン 選 択 に 異 な る 偏 り
が 有 り 、 さ ら に 単 一 の 種 で 高 レ ベ ル お よ び 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ る 遺 伝 子 間 で コ ド ン の 利 用
が 顕 著 に 異 な る こ と が あ る 。 こ の 偏 り は 、 ウ イ ル ス 、 植 物 、 細 菌 、 昆 虫 、 お よ び 哺 乳 動 物
細 胞 で 異 な り 、 あ る 種 は 、 他 の 種 よ り ラ ン ダ ム コ ド ン 選 択 か ら の 大 き な 偏 り を 示 す 。 例 え
ば 、 ヒ ト お よ び 他 の 哺 乳 動 物 は 、 あ る 細 菌 ま た は ウ イ ル ス よ り 偏 り が 少 な い 。 こ れ ら の 理
由 の た め に 、 大 腸 菌 （ E. coli） 中 で 発 現 さ れ る 哺 乳 動 物 遺 伝 子 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 中 で
発 現 さ れ る ウ イ ル ス 遺 伝 子 が 、 効 率 的 な 発 現 の た め の コ ド ン の 不 適 切 な 分 布 を 有 す る 可 能
性 は 高 い 。 し か し 大 腸 菌 （ E. coli） 発 現 に 適 し た コ ド ン 使 用 パ タ ー ン を 有 す る 遺 伝 子 は
、 ヒ ト で 効 率 的 に 発 現 さ れ る で あ ろ う 。 発 現 が 起 き る 宿 主 中 で ま れ に し か 観 察 さ れ な い コ
ド ン の 固 ま り の 、 異 種 DNA配 列 中 の 存 在 は 、 そ の 宿 主 中 で の 低 い 異 種 発 現 を 予 測 さ せ る と
考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
コ ド ン を そ の 宿 主 中 で ま れ な も の か ら 宿 主 が 好 む も の に 変 化 さ せ る （ 「 コ ド ン 最 適 化 」 ）
こ と が 、 異 種 発 現 レ ベ ル を 上 昇 さ せ た 例 が い く つ か 有 り 、 例 え ば BPV（ ウ シ 乳 頭 腫 ウ イ ル
ス ） 後 期 遺 伝 子 L1と L2は 、 哺 乳 動 物 コ ド ン 使 用 パ タ ー ン に 最 適 化 さ れ 、 こ れ が 、 哺 乳 動 物
（ Cao-1） 細 胞 培 養 物 中 で 野 生 型 HPV配 列 の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 さ せ る こ と が 証 明 さ れ て い る
（ Zhouら 、 J. Virol 1999, 73:4972-4982） 。 こ の 研 究 で は 、 BPV中 で は 哺 乳 動 物 中 よ り ２
倍 以 上 多 く （ 使 用 比 ＞ ２ ） 現 れ た す べ て の BPVコ ド ン と 、 使 用 比 ＞ 1.5を 有 す る ほ と ん ど の
コ ド ン は 、 優 先 的 に 使 用 さ れ る 哺 乳 動 物 コ ド ン に よ り 保 存 的 に 置 換 さ れ た 。 WO97/31115号
、 WO97/48370号 お よ び WO98/34640号 （ Merck & Co., Inc.） で は 、 コ ド ン が 最 適 化 さ れ た
配 列 を 、 そ の た め に 最 適 化 さ れ る 宿 主 哺 乳 動 物 中 で DNAワ ク チ ン と し て 使 用 す る と 、 HIV遺
伝 子 ま た は そ の セ グ メ ン ト の コ ド ン 最 適 化 が 、 タ ン パ ク 質 発 現 の 上 昇 と 免 疫 原 性 の 改 良 を
引 き 起 こ す こ と が 証 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
こ の 研 究 で は 、 各 ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ D. pteronyssinus） コ ド ン は 哺 乳 動 物 宿 主 の 最 適 な
コ ド ン で 保 存 的 に 置 換 さ れ る た め 、 配 列 は 好 ま し く は 完 全 に 最 適 化 コ ド ン か ら な る （ た だ
し 、 こ れ が 好 ま し く な い 制 限 部 位 、 イ ン ト ロ ン ス プ ラ イ ス 部 位 な ど を も た ら す 場 合 は 除 く
） 。 驚 く べ き こ と に そ の よ う な 最 適 化 さ れ た ProDerP1/DerP1配 列 は ま た 、 酵 母 の 異 な る コ
ド ン 使 用 に も か か わ ら ず 酵 母 中 で よ く 発 現 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 変 異 DerP1/ProDerP1タ ン パ ク 質 の 調 製 法 で あ っ て 、 該 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る DNA（ コ ド ン が 最 適 化 さ れ て い て も い な く て も ） を 組 換 え 宿 主 細 胞 中 で 発
現 し 、 生 成 物 を 回 収 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
DerP1は 、 そ の 酵 素 活 性 、 ア レ ル ゲ ン 誘 発 性 お よ び 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ に つ い て 充 分 解 析
さ れ て い る が 、 DerP1の 異 種 発 現 は 、 お そ ら く こ の シ ス テ イ ン プ ロ テ イ ナ ー ゼ が PreProDer
P1前 駆 体 と し て 合 成 さ れ る た め 、 問 題 が あ る と 報 告 さ れ て い る （ Chapmanと Platts-Mills
、 J. Immunol. 1980, 125:587-592） 。 さ ら に 問 題 と な る の は 、 タ ン パ ク 質 コ ン フ ォ メ ー
シ ョ ン に 関 与 す る サ イ ク ル 残 基 が 変 異 さ れ て い る DerP1/ProDerP1配 列 の 発 現 で あ る 。 従 っ
て 本 発 明 は さ ら に 、 こ れ ら の す べ て の 欠 点 を 克 服 し 、 こ う し て 変 異 タ ン パ ク 質 の 産 生 と ダ
ニ ア レ ル ギ ー に 対 す る 治 療 お よ び 予 防 用 ワ ク チ ン の 工 業 的 開 発 を 可 能 に す る 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
大 腸 菌 （ E. coli） で タ ン パ ク 質 発 現 の 実 質 的 な 改 善 が さ れ て お り 、 変 異 さ れ て い る か ま

10

20

30

40

50

(8) JP 2005-502339 A 2005.1.27



た は さ れ て い な い DerP1/ProDerP1が 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ MBP） 融 合 タ ン パ ク 質
と し て 発 現 さ れ た 。 従 っ て 、 変 異 ProDerP/DerP1タ ン パ ク 質 を 大 腸 菌 （ E. coli） 中 で MBP
融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は ピ キ ア ・
パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） 中 の 分 泌 に 必 須 で あ る と 言 わ れ て い る （ Takaiら 、 2001, 
Int. Arch. Allergy Immunol. 124:454-460） が 、 驚 く べ き こ と に 酵 母 中 で の タ ン パ ク 質
発 現 の 実 質 的 な 改 善 が 、 変 異 タ ン パ ク 質 に つ い て 行 わ れ て い る 。 こ れ は 、 Dermatophagoid
es 変 異 し た ProDerP/DerP1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 作 り 替 え て 高
度 に 発 現 さ れ る ヒ ト 遺 伝 子 中 に あ る コ ド ン 使 用 に 適 合 さ せ 、 こ う し て 未 変 性 の ProDerP/De
rP1 Dermatophagoides ア レ ル ゲ ン と 同 じ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン と 免 疫 学 的 性 質 を 有 す る よ
う に さ せ る こ と に よ り 行 わ れ た 。 驚 く べ き こ と に 、 以 前 は ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pichia p
astoris） で は う ま く 行 か な い と 報 告 さ れ て い た （ Takaiら 、 2001, Int. Arch. Allergy I
mmunol. 124:454-460） に も か か わ ら ず 、 哺 乳 動 物 細 胞 発 現 に つ い て コ ド ン が 最 適 化 さ れ
た 変 異 ProDerP1の ク ロ ー ニ ン グ と 発 現 が 、 い く つ か の 部 分 が 分 泌 さ れ て 、 ピ キ ア ・ パ ス ト
リ ス （ Pichia pastoris） 中 で 行 う こ と が で き た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 マ ニ ア テ ィ ス （ Maniatis） ら 、 モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ 、 実 験 室 マ ニ
ュ ア ル （ Molecular Cloning - A Laboratory Manual） 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー （ C
old Spring Harbor） 、 1982-1989に 記 載 の よ う に 従 来 の 組 換 え 法 に よ り 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
特 に 、 こ の 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
1. 宿 主 細 胞 中 で DerP1/ProDerP1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む DNAポ リ
マ ー を 発 現 す る こ と が で き る 、 複 製 可 能 な ま た は 組 み 込 ん で い る 発 現 ベ ク タ ー を 調 製 す る
；
2. 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を 使 用 し て 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 関 与 す る シ ス テ イ ン 残 基 を
別 の 残 基 （ 好 ま し く は ア ル ギ ニ ン 残 基 ） で 置 換 し て 、 生 じ る タ ン パ ク 質 の IgE結 合 活 性 を
改 変 す る ；
3. 該 ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る ；
4. 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を DNAポ リ マ ー の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 培 養 し て タ ン パ ク 質
を 産 生 さ せ る ； そ し て
5. タ ン パ ク 質 を 回 収 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 用 語 「 形 質 転 換 す る 」 と は 、 例 え ば 、 「 遺 伝 子 工 学 （ Genetic Engineer
ing） 」 、 S.M. Kingsmanと A.J. Kingsman編 ； ブ ラ ッ ク ウ ェ ル サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク パ ブ
リ ケ ー シ ョ ン ズ （ Blackwell Scientific Publications） ； オ ッ ク ス フ ォ ー ド 、 イ ン グ ラ
ン ド 、 1988に 記 載 の よ う に 従 来 法 を 使 用 し て 、 適 切 な プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー
を 用 い て 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ま た は 感 染 さ せ て 宿 主 細 胞 中 に 外 来 DNAを 導 入
す る こ と を 意 味 す る 。 用 語 「 形 質 転 換 し た 」 ま た は 「 形 質 転 換 体 」 は 以 後 、 目 的 の 外 来 遺
伝 子 を 含 有 し 発 現 す る こ と が で き る 得 ら れ た 宿 主 細 胞 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
発 現 ベ ク タ ー は 新 規 で あ り 、 ま た 本 発 明 の 一 部 を 構 成 す る 。 本 発 明 の １ つ の 具 体 的 な 態 様
は 、 本 発 明 の シ ス テ イ ン 変 異 し た DerP1/ProDerP1を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
有 し 、 こ の 発 現 を 指 令 す る こ と が で き る 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 の 別 の 具 体 的 な
態 様 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ド ン 使 用 パ タ ー ン が 、 高 度 に 発 現 さ れ る 哺 乳 動 物 遺 伝
子 、 特 に 高 度 に 発 現 さ れ る ヒ ト 遺 伝 子 に 典 型 的 な 、 シ ス テ イ ン 変 異 し た DerP1/ProDerP1を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 し 、 こ の 発 現 を 指 令 す る こ と が で き る 発 現 ベ ク タ
ー を 提 供 す る 。 ベ ク タ ー は 、 細 菌 、 昆 虫 、 酵 母 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 、 特 に ヒ ト 細 胞 中 で の
異 種 DNAの 発 現 を 指 令 す る の に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 に 適 合 性 の あ る ベ ク タ ー を 切 断 し て 、 無 傷 の レ プ リ
コ ン を 有 す る 線 状 DNAセ グ メ ン ト を 得 て 、 該 線 状 セ グ メ ン ト を 、 所 望 の 生 成 物 を コ ー ド す
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る 該 線 状 セ グ メ ン ト と と も に 所 望 の 生 成 物 を コ ー ド す る １ つ 以 上 の DNA分 子 （ 例 え ば 、 Der
P1/ProDerP1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAポ リ マ ー ） と 、 結 合 条 件 下 で 組 合 せ る こ と に よ り
、 本 発 明 に 従 っ て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
す な わ ち DNAポ リ マ ー は 、 あ ら か じ め 形 成 さ れ る か 、 必 要 に 応 じ て ベ ク タ ー の 構 築 中 に 形
成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ベ ク タ ー の 選 択 は 、 一 部 は 宿 主 細 胞 （ こ れ は 、 原 核 細 胞 で 真 核 細 胞 で も よ い ） に よ り 決 定
さ れ る で あ ろ う 。 適 当 な ベ ク タ ー に は 、 プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 コ ス ミ ド お よ
び 組 換 え ウ イ ル ス が あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー の 調 製 は 、 従 来 法 に よ り 、 例 え ば 、 マ ニ ア テ ィ ス （ Maniatis） ら
（ 前 述 ） に 記 載 の 方 法 に よ り 、 DNAの 制 限 切 断 、 重 合 、 お よ び 連 結 の た め の 適 切 な 酵 素 を
用 い て 行 わ れ る 。 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 形 質 転 換 条 件 下 で 本 発 明 の 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー
で 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に 従 っ て 調 製 さ れ る 。 適 当 な 形 質 転 換 条 件
は 、 従 来 法 の 通 り で あ り 、 例 え ば マ ニ ア テ ィ ス （ Maniatis） ら （ 前 記 で 引 用 ） 、 ま た は 「
DNAク ロ ー ニ ン グ （ DNA Cloning） 」 、 第 II巻 、 Glover編 、 ア イ ア ー ル エ ル プ レ ス 社 （ IRL 
Press Ltd.） 、 1985年 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
形 質 転 換 条 件 の 選 択 は 、 宿 主 細 胞 に よ り 決 定 さ れ る 。 す な わ ち 大 腸 菌 （ E. coli） の よ う
な 細 菌 宿 主 は 、 CaCl 2 の 溶 液 （ Cohenら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1973, 69:2110）
を 用 い て 、 ま た は RbCl、 MnCl 2 、 酢 酸 カ リ ウ ム お よ び グ リ セ ロ ー ル を 含 む 溶 液 を 用 い て 処
理 し 、 次 に [N-モ ル ホ リ ノ ]-プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 、 RbClお よ び グ リ セ ロ ー ル を 用 い て 処 理
さ れ る 。 培 養 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 細 胞 へ の ベ ク タ ー DNAの カ ル シ ウ ム 共 沈 殿 に よ り 、 リ ポ フ
ェ ク チ ン に よ り 、 ま た は 電 気 穿 孔 法 に よ り 形 質 転 換 し て も よ い 。 酵 母 と 適 合 性 の あ る ベ ク
タ ー は ま た 、 栄 養 要 求 性 突 然 変 異 体 に 原 栄 養 性 を 付 与 す る か 、 ま た は 野 生 型 に 重 金 属 に 対
す る 耐 性 を 付 与 す る こ と に よ り 、 好 ま し い 形 質 転 換 体 の 選 択 を 可 能 に す る マ ー カ ー を 有 す
る 。 酵 母 ベ ク タ ー の 対 照 配 列 は 、 解 糖 系 酵 素 の プ ロ モ ー タ ー （ Hessら 、 J. Adv. Enzyme R
eg. 1968, 7:149） 、 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を コ ー ド す る PHO5遺 伝 子 、 CUP1遺 伝 子 、 ARG3遺
伝 子 、 GAL遺 伝 子 プ ロ モ ー タ お よ び 合 成 プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 。 酵 母 発 現 に 有 用 な 他 の
制 御 要 素 は 、 タ ー ミ ネ ー タ ー と リ ー ダ ー 配 列 で あ る 。 リ ー ダ ー 配 列 は 、 典 型 的 に は 、 細 胞
か ら の タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 指 令 す る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 か ら な る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す
る た め 、 特 に 有 用 で あ る 。 適 当 な シ グ ナ ル 配 列 は 、 分 泌 さ れ る 酵 母 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 、
例 え ば 酵 母 イ ン ベ ル タ ー ゼ お よ び a-因 子 遺 伝 子 、 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 キ ラ ー 毒 素 、 a-接
合 因 子 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ 、 よ り 最 近 は 、 ク ロ イ ベ ロ ミ セ ス ・ マ ル キ シ ア ヌ ス （ Kluy
veromyces marxianus） の INU1A遺 伝 子 か ら 誘 導 さ れ る 異 種 イ ヌ リ ナ ー ゼ シ グ ナ ル 配 列 に よ
り コ ー ド さ れ る こ と が で き る 。 ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） お よ び サ ッ カ ロ
ミ セ ス セ レ ビ ッ シ ェ （ Saccharomyces cerevisiae） 中 で の 発 現 に 適 し た ベ ク タ ー が 開 発 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
種 々 の 誘 導 性 ま た は 構 成 性 プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く 種 々 の ピ ー ・ パ ス ト リ ス （ P. pastoris
） 発 現 ベ ク タ ー が 利 用 で き る （ Cereghinoと Cregg、 FEMS Micorobiol. Rev. 2000, 24:45-
66） 。 サ イ ト ゾ ル タ ン パ ク 質 お よ び 分 泌 タ ン パ ク 質 の 産 生 の た め に 、 最 も 一 般 的 に 使 用 さ
れ る ピ ー ・ パ ス ト リ ス （ P. pastoris） ベ ク タ ー は 、 非 常 に 強 い か つ 厳 密 に 制 御 さ れ る ア
ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ （ AOX1） プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る 。 こ の ベ ク タ ー は ま た 、 his4宿 主
中 の 選 択 の た め の ピ ー ・ パ ス ト リ ス （ P. pastoris） ヒ ス チ ジ ノ ー ル 脱 水 素 酵 素 （ HIS4）
遺 伝 子 を 含 有 す る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 選 択 は 、 シ グ ナ ル 配 列 の 存 在 が 必 要 で あ り 、 エ ス ・
セ レ ビ ッ シ ェ （ S. cerevisiae） プ レ プ ロ ア ル フ ァ 接 合 因 子 リ ー ダ ー 配 列 は 、 ピ キ ア 発 現
系 で 広 く か つ う ま く 使 用 さ れ て い る 。 発 現 株 の 安 定 性 を 最 大 に す る た め に 、 発 現 ベ ク タ ー
が ピ ー ・ パ ス ト リ ス （ P. pastoris） ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 ま れ る 。 エ ス ・ セ レ ビ ッ シ ェ （ S. 
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cerevisiae） と 同 様 に 、 宿 主 ゲ ノ ム に よ り 共 有 さ れ る 配 列 （ AOX1ま た は HIS4） 内 の ピ ー ・
パ ス ト リ ス （ P. pastoris） 発 現 ベ ク タ ー の 切 断 は 、 相 同 的 組 換 え イ ベ ン ト を 刺 激 し 、 こ
れ は 、 ゲ ノ ム 遺 伝 子 座 へ の ベ ク タ ー の 組 み 込 み を 効 率 的 に 標 的 と す る 。 一 般 に 、 発 現 カ セ
ッ ト の 複 数 の 組 み 込 み コ ピ ー を 含 有 す る 組 換 え 株 は 、 単 一 コ ピ ー 株 よ り 多 く の 異 種 タ ン パ
ク 質 を 与 え る こ と が で き る 。 高 コ ピ ー 数 形 質 転 換 体 を 得 る た め の 最 も 有 効 な 方 法 は 、 ス フ
ェ ロ プ ラ ス ト 法 に よ る ピ キ ア （ Pichia） 受 容 体 株 の 形 質 転 換 が 必 要 で あ る （ Creggら 、 198
5, Mol. Cell. Biol., 5:3376-3385） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
DNAポ リ マ ー の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で の 形 質 転 換 宿 主 細 胞 の 培 養 は 、 従 来 法 に よ り 、
例 え ば 上 記 の マ ニ ア テ ィ ス （ Maniatis） ら お よ び 「 DNAク ロ ー ニ ン グ 」 に 記 載 の よ う に 行
わ れ る 。 す な わ ち 、 好 ま し く は 細 胞 は 栄 養 物 質 と と も に 供 給 さ れ 、 45℃ 未 満 の 温 度 で 培 養
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
生 成 物 は 、 宿 主 細 胞 に 従 っ て 従 来 法 に よ り 回 収 さ れ る 。 す な わ ち 宿 主 細 胞 が 例 え ば 大 腸 菌
（ E. coli） の よ う な 細 菌 の 場 合 、 こ れ は 物 理 的 、 化 学 的 、 ま た は 酵 素 的 に 溶 解 さ れ 、 生
じ る 溶 解 物 か ら タ ン パ ク 質 生 成 物 が 単 離 さ れ る 。 宿 主 細 胞 が 哺 乳 動 物 で あ る 場 合 、 生 成 物
は 栄 養 培 地 か ら 単 離 さ れ る か ま た は 無 細 胞 抽 出 物 か ら 単 離 さ れ る 。 従 来 の タ ン パ ク 質 単 離
法 に は 、 選 択 的 沈 殿 、 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 含 む ） が あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
あ る い は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の よ う な 適 当 な ベ ク タ ー を 使 用 し て 、 昆 虫 細 胞 中 で 、 形 質 転
換 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 細 胞 中 で 、 ま た は 哺 乳 動 物 CHO細 胞 中 で 、 行 わ れ る 。 本 発 明 の 新 規 タ
ン パ ク 質 は ま た 、 EP-A-0278941号 の CSタ ン パ ク 質 に つ い て 記 載 さ れ て い る よ う に 酵 母 細 胞
中 で 発 現 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 の 低 ア レ ル ゲ ン 性 DerP1/ProDerP1誘 導 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 、 免 疫 組 成 物 お よ び ワ ク
チ ン 組 成 物 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ コ ド ン が 最 適 化 さ
れ て い て も い な く て も ） も 提 供 さ れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 DNA組 成 物 は 、 ヤ ケ ヒ
ョ ウ ヒ ダ ニ （ D. pteronyssinus） ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を コ ー
ド す る ベ ク タ ー を 含 む DNAで 被 覆 さ れ た 複 数 の 粒 子 （ 好 ま し く は 金 粒 子 ） を 含 み 、 こ こ で
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ド ン 使 用 パ タ ー ン は 、 高 度 に 発 現 さ れ る 哺 乳 動 物 遺 伝 子 、 特 に
ヒ ト 遺 伝 子 に 典 型 的 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 治 療 薬 ま た は 予 防 薬 と し
て 有 用 で あ る 。 特 に 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 未 変 性 の ProDerP1の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む 、 好 ま し く は コ ド ン が 最 適 化 さ れ て い る ） は 、 DNAワ ク チ ン 接 種 （ NAVAC） で 使 用
さ れ 、 こ の DNAは ワ ク チ ン 接 種 さ れ る 哺 乳 動 物 、 例 え ば ヒ ト に 投 与 さ れ る 。 RNAま た は DNA
の よ う な 核 酸 、 好 ま し く は DNAは 、 例 え ば 上 記 し た よ う な ベ ク タ ー の 形 で 提 供 さ れ 、 哺 乳
動 物 の 細 胞 中 で 発 現 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 任 意 の 利 用 で き る 方 法 で 投 与 さ れ る 。
例 え ば 、 核 酸 は 、 針 注 入 、 好 ま し く は 皮 内 、 皮 下 ま た は 筋 肉 内 注 射 に よ り 導 入 さ れ る 。 あ
る い は 核 酸 は 、 粒 子 介 在 DNA送 達 （ PMDD） の よ う な 核 酸 送 達 装 置 を 使 用 し て 皮 膚 に 直 接 投
与 さ れ る 。 こ の 方 法 で は 、 不 活 性 粒 子 （ 例 え ば 金 ビ ー ズ ） は 核 酸 で 被 覆 さ れ 、 例 え ば 発 射
装 置 か ら 高 圧 で 放 出 す る こ と に よ り 、 受 容 者 の 表 面 （ 例 え ば 皮 膚 ） の 貫 通 を 可 能 に す る の
に 充 分 な 速 度 で 加 速 さ れ る （ 本 発 明 の 核 酸 分 子 で 被 覆 さ れ た 粒 子 は 、 そ の よ う な 粒 子 で 充
填 さ れ た 送 達 装 置 の よ う に 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る ） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
患 者 に 裸 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ ー を 導 入 す る の に 適 し た 方 法 に は 、 適 切 な ビ ヒ
ク ル を 用 い る 局 所 投 与 が あ る 。 核 酸 は 局 所 的 に 皮 膚 に 投 与 さ れ る か 、 ま た は 粘 膜 表 面 に 、
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例 え ば 鼻 内 、 経 口 、 膣 内 、 ま た は 直 腸 内 投 与 さ れ る 。 裸 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ベ ク タ
ー は 、 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ PBS） と と も に 存
在 し て も よ い 。 DNA取 り 込 み は 、 別 個 に ま た は DNA製 剤 中 に 取 り 込 ま れ れ て 、 ブ ピ バ カ イ ン
（ bupivacaine） の よ う な 促 進 剤 を 使 用 し て さ ら に 促 進 し て も よ い 。 受 容 者 に 核 酸 を 直 接
投 与 す る 他 の 方 法 に は 、 超 音 波 、 電 気 刺 激 、 電 気 穿 孔 法 、 お よ び US-5,697,901号 に 記 載 の
よ う に マ イ ク ロ シ ー デ ィ ン グ （ microseeding） が あ る 。 典 型 的 に は 核 酸 は 、 １ pg～ １ mg、
好 ま し く は 粒 子 介 在 遺 伝 子 送 達 に つ い て は １ pg～ 10μ gの 核 酸 の 範 囲 の 量 、 そ し て 他 の 経
路 に つ い て は 10μ g～ １ mgの 量 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の 核 酸 配 列 は ま た 、 遺 伝 子 治 療 に 有 用 な 特 殊 な 送 達 ベ ク タ ー を 使 用 し て 投 与 さ れ る
。 遺 伝 子 治 療 法 は 、 例 え ば Vermeら 、 Nature 1997, 389:239-242で 考 察 さ れ て い る 。 ウ イ
ル ス ベ ク タ ー 系 と 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 系 の 両 方 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ベ ー ス
の 系 に は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス 、 カ ナ リ ア 痘 （ Canarypox） ウ イ ル ス 、 お よ び ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ー ス
の 系 が あ る 。 非 ウ イ ル ス ベ ー ス の 系 に は 、 核 酸 の 直 接 投 与 、 微 小 球 封 入 技 術 （ ポ リ （ ラ ク
チ ド -co-グ リ コ リ ド ） お よ び リ ポ ソ ー ム ベ ー ス の 系 が あ る 。 ウ イ ル ス お よ び 非 ウ イ ル ス 送
達 系 は 組 合 せ て も よ く 、 こ こ で は 、 最 初 の ワ ク チ ン 接 種 後 に 追 加 免 疫 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド
の よ う な 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 し て 最 初 の 「 プ ラ イ ム 」 DNAワ ク チ ン 接 種 後 に ウ イ ル
ス ベ ク タ ー ま た は 非 ウ イ ル ス ベ ー ス の 系 を 使 用 し て １ つ 以 上 の 「 追 加 免 疫 」 ワ ク チ ン 接 種
を す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
こ う し て 、 本 発 明 者 ら は 、 ProDerP1（ 好 ま し く は コ ド ン が 哺 乳 動 物 に つ い て 最 適 化 さ れ て
い る ） を コ ー ド す る DNAを 用 い て ワ ク チ ン 接 種 す る こ と は 、 マ ウ ス モ デ ル で Th1応 答 を 誘 導
（ 高 力 価 の 特 異 的 IgG2a抗 体 と 低 力 価 の 特 異 的 IgG1） し 、 抗 ProDerP1 IgEの 非 存 在 下 で 顕
著 で あ る こ と を 見 い だ し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 ア ジ ュ バ ン ト 化 合 物 、 ま た は タ ン パ ク 質 に 誘 導 さ れ た 免 疫 応 答 を
上 昇 さ せ る の に 有 用 な 他 の 物 質 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 免 疫 防 御 量 の DerP1/ProDerP1低 ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 の 変
異 体 を 含 む 。 用 語 「 免 疫 防 御 」 と は 、 ア レ ル ギ ー 反 応 が 避 け ら れ る か ま た は 緩 和 さ れ る よ
う に 、 以 後 の 抗 原 刺 激 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る の に 必 要 な 量 を 意 味 す る 。 本 発 明 の ワ
ク チ ン に お い て 、 タ ン パ ク 質 の 水 溶 液 を 直 接 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 あ ら か じ
め 凍 結 乾 燥 し た か ま た は 凍 結 乾 燥 し て い な い タ ン パ ク 質 を 、 種 々 の 公 知 の ア ジ ュ バ ン ト と
混 合 、 吸 着 、 ま た は 共 有 結 合 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
適 当 な ア ジ ュ バ ン ト が 利 用 で き 、 例 え ば 、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト お よ び フ ロ イ ン
ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ デ ィ フ コ ラ ボ ラ ト リ ー ズ （ Difco Laboratories） 、 デ ト ロ イ ト 、 ミ
シ ガ ン 州 ） ； メ ル ク ア ジ ュ バ ン ト 65（ メ ル ク ア ン ド カ ン パ ニ ー （ Merck and Company, Inc
.） 、 Rahway、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） ； AS-2（ ス ミ ス ク ラ イ ン ビ ー チ ャ ム （ SmithKline Be
echam） 、 フ ラ デ ル フ ィ ア 、 ペ ン シ ル バ ニ ア 州 ） ； ア ル ミ ニ ウ ム 塩 、 例 え ば 水 酸 化 ア ル ミ
ニ ウ ム ゲ ル （ ミ ョ ウ バ ン ） ま た は リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム ； カ ル シ ウ ム 、 鉄 ま た は 亜 鉛 の 塩 ；
ア セ チ ル 化 チ ロ シ ン の 不 溶 性 懸 濁 物 ； ア シ ル 化 糖 ； 陽 イ オ ン 的 ま た は 陰 イ オ ン 的 に 誘 導 体
化 さ れ た 多 糖 ； ポ リ ホ ス フ ァ ゼ ン ； 生 分 解 性 微 小 球 ； モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Aお よ び キ ル Aが
あ る 。 サ イ ト カ イ ン （ GM-CSF、 ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン -2、 -7ま た は -12） お よ び ケ モ カ
イ ン も ア ジ ュ バ ン ト と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 の 製 剤 に お い て 、 ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物 は 、 主 に TH1型 の 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が
好 ま し い 。 高 レ ベ ル の Th1型 サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 IFN-γ 、 TNFα 、 IL-2お よ び IL-12）
は 、 投 与 さ れ た 抗 原 に 対 し て 細 胞 性 免 疫 応 答 の 誘 発 を 促 進 し や す い 。 応 答 が Th1型 で あ る
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好 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 Th1型 サ イ ト カ イ ン の レ ベ ル は 、 Th2型 サ イ ト カ イ ン の レ ベ ル よ
り 高 い 程 度 ま で 上 昇 す る 。 こ れ ら の サ イ ト カ イ ン の レ ベ ル は 、 標 準 的 ア ッ セ イ 法 を 使 用 し
て 容 易 に 評 価 さ れ る 。 サ イ ト カ イ ン の フ ァ ミ リ ー の 総 説 に つ い て は 、 Mosmannと Coffman、
Ann. Rev. Immnol. 7:145-173, 1989を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
従 っ て 主 に Th1型 応 答 を 誘 発 す る の に 使 用 さ れ る 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 例 え ば モ ノ ホ
ス ホ リ ル 脂 質 Ａ 、 好 ま し く は 3-デ -O-ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Ａ （ 3D-MPL） を ア ル ミ
ニ ウ ム 塩 と 組 合 せ た も の が あ る 。 TH1型 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 他 の 公 知 の ア ジ ュ バ ン ト に は
、 CpG含 有 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が あ る 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド が
メ チ ル 化 さ れ て い な い こ と が 特 徴 で あ る 。 そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 公 知 で あ り 、
例 え ば WO96/02555号 に 記 載 さ れ て い る 。 免 疫 刺 激 性 DNA配 列 も ま た 、 例 え ば Satoら 、 Scien
ce 273:352, 1996に 記 載 さ れ て い る 。 CpG含 有 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 単 独 で も し く
は 他 の ア ジ ュ バ ン ト と 組 合 せ て 使 用 さ れ る 。 例 え ば 増 強 系 は 、 CpG含 有 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド と サ ポ ニ ン 誘 導 体 の 組 合 せ 、 特 に CpGと QS21（ WO00/09159号 お よ び WO00/62800号 に 開 示
さ れ て い る ） の 組 合 せ が あ る 。 好 ま し く は 製 剤 は さ ら に 、 水 中 油 エ マ ル ジ ョ ン お よ び ／ ま
た は ト コ フ ェ ロ ー ル を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
他 の 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 サ ポ ニ ン 、 好 ま し く は QS21（ ア キ ラ バ イ オ フ ァ ー マ シ ュ ー チ
カ ル ズ イ ン ク （ Aquila Biopharmaceuticals Inc.） , フ ラ ミ ン ガ ム 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州
） で あ り 、 こ れ は 単 独 で ま た は 他 の ア ジ ュ バ ン ト と 組 合 せ て 使 用 さ れ る 。 例 え ば 増 強 系 に
は 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Aと サ ポ ニ ン 誘 導 体 の 組 合 せ 、 例 え ば QS21と 3D-MPL（ WO94/00153
号 に 記 載 ） の 組 合 せ 、 ま た は WO96/33739号 に 記 載 の よ う に QS21が コ レ ス テ ロ ー ル で 排 除 さ
れ る 低 レ ア ト ジ ニ ッ ク （ reactogenic） 組 成 物 が あ る 。 他 の 好 適 な 製 剤 に は 、 水 中 油 エ マ
ル ジ ョ ン と ト コ フ ェ ロ ー ル が あ る 。 水 中 油 中 に QS21、 3D-MPLお よ び ト コ フ ェ ロ ー ル を 含 む
特 に 強 力 な ア ジ ュ バ ン ト 製 剤 は 、 WO95/17210号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
WO95/17210号 に 記 載 さ れ て い る 水 中 油 中 に QS21、 3D-MPLお よ び ト コ フ ェ ロ ー ル を 含 む 特 に
強 力 な ア ジ ュ バ ン ト 製 剤 は 、 好 適 な 製 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
他 の 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 Montanide ISA720（ セ ピ ッ ク （ Seppic） 、 フ ラ ン ス ） 、 SA
F（ カ イ ロ ン （ Chiron） 、 カ リ ホ ル ニ ア 州 、 米 国 ） 、 ISCOMS（ CSL） 、 MF-59（ カ イ ロ ン （ C
hiron） ） 、 Detox（ リ ビ （ Ribi） 、 ハ ミ ル ト ン 、 モ ン タ ナ 州 ） 、 RC-529（ コ リ ク サ （ Cori
xa） 、 ハ ミ ル ト ン 、 モ ン タ ナ 州 ） 、 お よ び 他 の ア ミ ノ ア ル キ ル グ ル コ サ ミ ニ ド 4-ホ ス フ ェ
ー ト （ AGPs） が あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
従 っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 の DerP1/ProDerP1低 ア レ ル ゲ ン 性 誘 導 体 と ア ジ ュ バ ン ト と を 含 む
免 疫 原 性 組 成 物 で あ っ て 、 こ こ で ア ジ ュ バ ン ト は 、 3D-MPL、 QS21、 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 ポ リ エ チ レ ン エ ー テ ル も し く は エ ス テ ル 、 ま た は こ れ ら の ア ジ ュ バ ン ト の ２ つ 以 上 の
組 合 せ を 含 む 、 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 免 疫 原 性 組 成 物 中 の DerP1/ProDerP1低 ア レ ル ゲ ン 性
誘 導 体 は 好 ま し く は 、 水 中 油 ま た は 油 中 水 エ マ ル ジ ョ ン ビ ヒ ク ル 中 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
さ ら な る 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 Cys4、 Cys31、 Cys65、 Cys71、 Cys103ま た は Cys117の よ
う な 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 に 関 与 す る １ つ 以 上 の シ ス テ イ ン 残 基 を 変 異 さ せ る 工 程 を 含
む 医 薬 組 成 物 の 製 造 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は さ ら に 、 高 度 に 発 現 さ れ る 哺 乳 動 物 遺 伝 子 に
典 型 的 な コ ド ン 使 用 パ タ ー ン を 有 し 、 本 発 明 の コ ド ン を 最 適 化 し シ ス テ イ ン 変 異 し た ProD
erP1/DerP1ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 配 列 を 産 生 す る た め に 、 野 生 型 DerP1/ProDerP1ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の コ ド ン 使 用 パ タ ー ン を 改 変 す る 工 程 、 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 合 成
的 に 作 成 す る 工 程 を 含 む 。 ワ ク チ ン 調 製 物 は 一 般 的 に 、 ワ ク チ ン 設 計 （ Vaccine Design）
（ 「 サ ブ ユ ニ ッ ト と ア ジ ュ バ ン ト ア プ ロ ー チ （ The subunit and adjuvant approach） 」
（ Powell M.F. & Newman M.J.） 編 、 (1995) プ レ ナ ム プ レ ス （ Plenum Press） 、 ニ ュ ー ヨ
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ー ク ） に 記 載 さ れ て い る 。 リ ポ ソ ー ム 中 の 封 入 は 、 Fullerton、 米 国 特 許 第 4,235,877号 に
記 載 さ れ て い る 。 巨 大 分 子 へ の タ ン パ ク 質 の 結 合 は 、 例 え ば Likhite、 米 国 特 許 第 4,372,9
45号 お よ び Armorら 、 米 国 特 許 第 4,474,757号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
各 ワ ク チ ン 投 与 量 中 に 存 在 す る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 量 は 、 典 型 的 な ワ ク チ ン で 大 き な 副
作 用 が 無 し で 免 疫 防 御 性 応 答 を 誘 導 す る 量 と し て 選 択 さ れ る 。 そ の よ う な 量 は 、 ど の 特 異
的 免 疫 原 が 使 用 さ れ る か 、 お よ び ワ ク チ ン が 免 疫 賦 活 さ れ る か ど う か に よ り 変 動 す る 。 一
般 に 各 用 量 は 、 １ ～ 1000μ gの タ ン パ ク 質 、 好 ま し く は １ ～ 200μ gを 含 む こ と が 予 測 さ れ
る 。 特 定 の ワ ク チ ン の 最 適 量 は 、 被 験 体 中 の 抗 体 力 価 と 他 の 応 答 の 観 察 を 含 む 標 準 的 方 法
に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 成 人 ま た は 幼 児 に 投 与 し て も よ い が
、 出 産 後 し ば ら く し て か ら 実 質 的 な Th2型 の 記 憶 応 答 が 確 立 さ れ る 前 に 、 個 体 に ワ ク チ ン
接 種 す る こ と が 好 ま し い 。 初 期 の ワ ク チ ン 接 種 後 に 、 被 験 体 に 好 ま し く は 約 ４ 週 間 後 に 追
加 免 疫 を し 、 次 に ア レ ル ギ ー 応 答 の リ ス ク が 存 在 す る 限 り ６ ヶ 月 毎 に 追 加 免 疫 を 繰 り 返 す
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
ワ ク チ ン と 医 薬 組 成 物 は 、 単 位 投 与 用 ま た は 多 回 投 与 用 容 器 （ 例 え ば 、 密 封 し た ア ン プ ル
ま た は バ イ ア ル ） で 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 容 器 は 好 ま し く は 、 使 用 す る ま で 製 剤 の 無 菌
性 を 保 持 す る た め に 密 封 さ れ る 。 一 般 に 、 製 剤 は 油 性 も し く は 水 性 ビ ヒ ク ル 中 で 懸 濁 液 、
溶 液 ま た は エ マ ル ジ ョ ン と し て 保 存 さ れ る 。 あ る い は 、 ワ ク チ ン ま た は 医 薬 組 成 物 は 、 使
用 直 前 に 無 菌 液 体 を 加 え る の み で よ い 凍 結 乾 燥 条 件 で 保 存 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の DerP1/ProDerP1誘 導 体 ま た は そ の 誘 導 体 を 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方
法 で 精 製 す る 工 程 、 お よ び 生 じ る タ ン パ ク 質 を 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト 、 希 釈 剤 ま た は 他 の 薬
剤 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 混 合 す る 工 程 を 含 む 、 ワ ク チ ン の 製 造 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 混 合 す る 工 程 を 含 む
、 ワ ク チ ン 製 剤 の 製 造 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 ア レ ル ギ ー に 罹 り や す い か ま た は 罹 っ て い る 患 者 を 免 疫 治 療 す る た
め の ワ ク チ ン を 製 造 す る た め の 、 本 明 細 書 で 特 許 請 求 さ れ る よ う な タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 で あ る 。 本 明 細 書 に 開 示 の 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 量 の 免 疫 原 性 組 成 物
を 該 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 ア レ ル ギ ー に 罹 り や す い か ま た は 罹 っ て い る 患 者 を 治 療
す る 方 法 は 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 ヒ ト の ア レ ル ギ ー 疾 患 （ 特 に ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ ア レ ル ギ ー ） を
予 防 ま た は 軽 減 す る 方 法 で あ っ て 、 必 要 な 被 験 体 に 、 免 疫 原 性 有 効 量 の 本 発 明 の 変 異 ア レ
ル ゲ ン 、 ま た は 本 発 明 の ワ ク チ ン を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 例 示 す る も の で あ っ て 決 し て こ れ を 限 定 す る も の で は な い 。 制
限 酵 素 と 他 の 試 薬 は 、 実 質 的 に 販 売 業 者 の 説 明 書 に 従 っ て 使 用 し た 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
一 般 的 方 法
1. SDS-PAGEと ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析
タ ン パ ク 質 を 12.5％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で SDS-PAGEに よ り 分 析 し た 。 電 気 泳 動 後 、
セ ミ ド ラ イ ト ラ ン ス ブ ロ ッ ト シ ス テ ム （ バ イ オ ラ ッ ド （ Bio-Rad） ） を 使 用 し て タ ン パ ク
質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 移 し た 。 膜 を TBS-T（ 50mM ト リ ス 塩 酸 （ pH7.5） 、 150mM NaCl
、 0.1％ Tween80） 中 の 0.5％ イ ン ス タ ゲ ル （ Instagel） （ PB Gelatins） で 30分 間 飽 和 さ せ
、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で 希 釈 （ 1:5000） し た 変 性 ま た は 未 変 性 の ProDerP1に 対 し て 作 成 し た
マ ウ ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 マ
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ウ ス 抗 体 （ プ ロ メ ガ （ Promega） 、 1:7500） と 5-ブ ロ モ ,4-ク ロ ロ ,3-イ ン ド リ ル ホ ス フ ェ
ー ト （ BCIP、 ベ ー リ ン ガ ー （ Boehringer） ） ／ ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム （ NBT、 シ グ
マ （ Sigma） ） を 基 質 と し て 使 用 し て 、 免 疫 反 応 性 物 質 を 検 出 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
2. グ リ カ ン 分 析
グ リ カ ン 鑑 別 Kit（ Glycan Differenciation Kit） （ ベ ー リ ン ガ ー （ Boehringer） ） を 使
用 し て 以 下 の レ ク チ ン を 用 い て 炭 水 化 物 分 析 を 行 っ た ： ガ ラ ン タ ス ・ ニ バ リ ス （ Galanthu
s nivalis） ア グ ル チ ニ ン （ GNA） 、 サ ン ブ ク ス ・ ニ グ ラ （ Sambucus nigra） ア グ ル チ ニ ン
（ SNA） 、 マ ー キ ア ・ ア ム レ ン シ ス （ Maackia amurensis） ア グ ル チ ニ ン （ MAA） 、 ピ ー ナ
ッ ツ ア グ ル チ ニ ン （ PNA） お よ び シ ロ バ ナ ヨ ウ シ ュ チ ョ ウ セ ン ア サ ガ オ （ Datura stramoni
um） ア グ ル チ ニ ン （ DSA） 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 精 製 タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEか ら ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス 膜 に 移 し た 。 膜 を 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン に 結 合 し た 異 な る レ ク チ ン と イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 結 合 し た 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 を 用 い て 複 合 体 を 検 出 し
た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
3. 酵 素 ア ッ セ イ
総 量 １ ml中 に １ mM EDTAと 20mM L-シ ス テ イ ン を 含 有 す る 50mM ト リ ス 塩 酸 （ pH7） で 酵 素 ア
ッ セ イ を 行 っ た 。 Cbz-Phe-Arg-7-ア ミ ノ -4-メ チ ル ク マ リ ン （ Cbz-Phe-Arg-AMC） と Boc-Gl
n-Ala-Arg-7-ア ミ ノ -4-メ チ ル ク マ リ ン （ Boc-Gln-Ala-Arg-AMC） （ シ グ マ （ Sigma） ） （
両 方 の 基 質 と も 最 終 濃 度 100μ M） の 加 水 分 解 を 、 SLM8000分 光 蛍 光 計 を 使 用 し て 、 λ ex＝ 3
80nmと λ em＝ 460nmを 用 い て 追 跡 し た 。 シ ス テ イ ン 活 性 化 ア レ ル ゲ ン を 最 終 濃 度 100nMま で
加 え て ア ッ セ イ を 開 始 し た 。 ア ッ セ イ の 前 に 、 精 製 DerP1ま た は ProDerP1を 、 ア プ ロ チ ニ
ン -お よ び p-ア ミ ノ ベ ン ズ ア ミ ジ ン － ア ガ ロ ー ス 樹 脂 （ シ グ マ （ Sigma） ） の 混 合 物 で イ ン
キ ュ ベ ー ト し て 、 推 定 さ れ る 微 量 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
4. タ ン パ ク 質 測 定
総 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 ビ シ ン コ ニ ニ ッ ク 酸 （ bicinchoninic acid） 法 （ MicroBCA、 ピ ア ス
（ Pierce） ） に よ り ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 標 準 物 質 と し て 使 用 し て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
5. DerP1 ELISA
DerP1と ProDerP1は 、 ELISAkitを 用 い て 、 DerP1特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 5H8と 4C1（ イ ン
ド ア ・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ズ （ Indoor Biotechnologies） ） を 使 用 し て 検 出 し た 。 ア ッ セ
イ で 使 用 し た DerP1標 準 物 質 （ UVA93/03） は 、 2.5μ g/mlの 濃 度 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
6. IgE結 合 活 性
イ ム ノ プ レ ー ト を DerP1ま た は ProDerP1（ 500ng／ ウ ェ ル ） を 用 い て ４ ℃ で 一 晩 被 覆 し た 。
次 に プ レ ー ト を 100μ l／ ウ ェ ル の TBS-Tweenバ ッ フ ァ ー （ 50mM ト リ ス 塩 酸 （ pH7.5） 、 150
mM NaCl、 0.1％ Tween80） を 用 い て ５ 回 洗 浄 し 、 １ ％ BSAを 補 足 し た 150μ lの 同 じ バ ッ フ ァ
ー を 用 い て 37℃ で １ 時 間 飽 和 さ せ た 。 次 に 、 ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ D. pteronyssinus） に 対
す る ア レ ル ギ ー 患 者 か ら の 1/8倍 希 釈 し た 血 清 を 、 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 実
験 で 使 用 し た 95の 血 清 の う ち 16の 血 清 は 、 58.1 kU/L～ 99 kU/Lの 特 異 的 抗 ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ
ニ （ D. pteronyssinus） IgE値 （ RASTア ッ セ イ ） の 範 囲 内 で あ り 、 79は 100 kU/Lの カ ッ ト
オ フ 値 よ り 高 か っ た 。 プ レ ー ト を TBS-Tweenバ ッ フ ァ ー で ５ 回 洗 浄 し 、 マ ウ ス 抗 ヒ ト IgE抗
体 （ サ ザ ン バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ア ソ ー シ エ ー ツ （ Southern Biotechnology Associates）
） と ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 結 合 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG抗 体 （ 希 釈 、 TBS-Tweenバ ッ フ ァ
ー で 1/7500、 プ ロ メ ガ （ Promega） ） で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ア レ ル ゲ ン － IgE複 合 体 を
検 出 し た 。 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン バ ッ フ ァ ー （ pH9.8） に 溶 解 し た ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス
フ ェ ー ト 基 質 （ シ グ マ （ Sigma） ） を 使 用 し て 酵 素 活 性 を 測 定 し た 。 OD410nmを バ イ オ ラ ッ
ド ノ バ パ ス （ BioRad Novapath） ELISAリ ー ダ ー で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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IgE阻 害 ア ッ セ イ の た め に 、 プ レ ー ト を 同 じ 濃 度 （ 0.12μ M） の DerP1ま た は ProDerP1で 被
覆 し た 。 ア レ ル ギ ー 患 者 （ RAST値 ＞ 100 kU/L） か ら の 20の ヒ ト 血 清 の プ ー ル を 、 種 々 の 濃
度 （ 3.6～ 0.002μ M） の DerP1ま た は recProDerP1を イ ン ヒ ビ タ ー と し て ４ ℃ で 一 晩 プ レ イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 ELISAプ レ ー ト に 加 え た 。 IgE結 合 を 上 記 し た よ う に 測 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
7. ヒ ス タ ミ ン 放 出
ヒ ス タ ミ ン 放 出 を 、 ア レ ル ギ ー ド ナ ー の 末 梢 ヘ パ リ ン 化 血 か ら の 白 血 球 を 使 用 し て 、 か つ
ヒ ス タ ミ ン － ELISA Kit（ イ ム ノ テ ク （ Immunotech） ） に よ り 測 定 し た 。 好 塩 基 球 を 、 rec
ProDerP1ま た は DerP1の 連 続 希 釈 物 と 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 界 面 活 性 剤 IGEPA
L CA-630（ シ グ マ （ Sigma） ） で 細 胞 を 破 砕 後 、 好 塩 基 球 中 の ヒ ス タ ミ ン の 総 量 を 定 量 し
た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
8. ProDerP1変 性
組 換 え ProDerP1を 、 50mMの β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル の 存 在 下 で 100℃ で ５ 分 熱 変 性 さ せ た
。
【 ０ ０ ７ ５ 】
9. 免 疫
CBA/Jマ ウ ス （ ６ 週 齢 ） の 群 を 、 ４ 週 間 毎 に ５ μ gの 異 な る タ ン パ ク 質 ま た は 100μ gの 異 な
る プ ラ ス ミ ド DNAで 免 疫 し た 。 精 製 し た ア レ ル ゲ ン を 、 ア ジ ュ バ ン ト と し て ミ ョ ウ バ ン の
存 在 下 で 注 射 し た 。 対 照 と し て 、 マ ウ ス の 群 を ミ ョ ウ バ ン ま た は pJW4304 DNAベ ク タ ー で
免 疫 し た 。 マ ウ ス を ７ 、 14、 21、 28日 に 眼 窩 後 静 脈 叢 か ら 出 血 さ せ 、 血 清 を 採 取 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
10. 気 管 支 誘 発
免 疫 の 72時 間 後 、 す べ て の マ ウ ス を プ レ キ シ ガ ラ ス チ ャ ン バ ー （ 13× 19× 37.5cm） に 入 れ
、 ７ 日 間 続 け て エ ア ゾ ル 化 粗 ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ D. pteronyssinus） 抽 出 物 に 20分 間 に わ
た っ て 暴 露 し た 。 粗 ダ ニ 抽 出 物 の 濃 度 は 300μ g/mlで あ っ た 。 超 音 波 ネ ブ ラ イ ザ ー （ Syst'
 AM） に よ り エ ア ゾ ル を 作 成 し た 。 ネ ブ ラ イ ザ ー の 出 力 は 0.5ml／ 分 で あ り 、 エ ア ゾ ル の 平
均 粒 子 サ イ ズ は １ ～ ５ μ mで あ っ た 。 対 照 と し て マ ウ ス に PBSを 噴 霧 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
11. DerP1特 異 的 IgG、 IgG1お よ び IgG2a
血 清 を ELISAに よ り 抗 DerP1 IgG、 IgG1、 お よ び IgG2a抗 体 に つ い て 測 定 し た 。 イ ム ノ プ レ
ー ト を ProDerP1（ 500ng／ ウ ェ ル ） で ４ ℃ で 16時 間 被 覆 し た 。 プ レ ー ト を TBS-Tweenバ ッ フ
ァ ー （ 50mM ト リ ス 塩 酸 （ pH7.5） 、 150mM NaCl、 0.1％ Tween80） を 用 い て ５ 回 洗 浄 し 、 １
％ BSAを 補 足 し た 150μ lの 同 じ バ ッ フ ァ ー を 用 い て 37℃ で １ 時 間 飽 和 さ せ た 。 飽 和 バ ッ フ
ァ ー 中 の 血 清 の 連 続 希 釈 物 を 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を TBS-Tweenバ
ッ フ ァ ー で ５ 回 洗 浄 し 、 抗 原 が 結 合 し た 抗 体 を 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ 希 釈 、 TBS-Tw
eenバ ッ フ ァ ー 中 1/7500） に 結 合 し た ２ 次 抗 体 （ ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG、 プ ロ メ ガ （ Promega）
、 ア メ リ カ 合 衆 国 ） を 用 い て 検 出 し た 。 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン バ ッ フ ァ ー （ pH9.8） に 溶 解
し た ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト 基 質 （ シ グ マ （ Sigma） ） を 使 用 し て 酵 素 活 性 を 測
定 し た 。 OD415nmを 、 バ イ オ ラ ッ ド ノ バ パ ス （ BioRad Novapath） ELISAリ ー ダ ー で 測 定 し
た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
上 記 の よ う に 被 覆 し た イ ム ノ プ レ ー ト と IgG1－ ま た は IgG2a特 異 的 ビ オ チ ン 標 識 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 （ ラ ッ ト 抗 マ ウ ス 、 希 釈 、 TBS-Tweenバ ッ フ ァ ー と １ ％ BSA中 1/7000、 バ イ オ ソ
ー ス （ Biosource） ） を ２ 次 抗 体 と し て マ ウ ス 抗 体 サ ブ ク ラ ス を 測 定 し た 。 ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 結 合 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ 1/1000 希 釈 、 ア マ シ ャ ム （ Amersham） ） を 各 ウ ェ
ル に 加 え た 。 酵 素 活 性 の ア ッ セ イ は 上 記 し た よ う に 行 っ た 。 す べ て の 場 合 に 、 ELISA力 価
は 、 最 大 OD415値 の 50％ に 対 応 す る シ グ ナ ル を 与 え る 希 釈 率 の 逆 数 と し て 同 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
12. DerP1特 異 的 IgEの 測 定
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イ ム ノ プ レ ー ト を ラ ッ ト 抗 マ ウ ス IgE（ 10ng／ ウ ェ ル ） で ４ ℃ で 16時 間 被 覆 し た 。 プ レ ー
ト を TBS-Tweenバ ッ フ ァ ー （ 50mM ト リ ス 塩 酸 （ pH7.5） 、 150mM NaCl、 0.1％ Tween80） を
用 い て ５ 回 洗 浄 し 、 １ ％ BSAを 補 足 し た 150μ lの 同 じ バ ッ フ ァ ー を 用 い て 37℃ で １ 時 間 飽
和 さ せ た 。 飽 和 バ ッ フ ァ ー 中 の 血 清 の 連 続 希 釈 物 を 37℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次
に ProDerP1を 飽 和 バ ッ フ ァ ー 中 500ng/mlで 加 え た 。 結 合 し た ProDerP1を 、 ビ オ チ ン 化 抗 De
rP1モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 4C1（ イ ン ド ア ・ バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ズ （ Indoor Biotechnologies
） ） を 添 加 し て 検 出 し た 。 プ レ ー ト を TBS-Tweenバ ッ フ ァ ー で ５ 回 洗 浄 し 、 抗 体 が 結 合 し
た 抗 原 を 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 結 合 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ 希 釈 、 TBS-Tweenバ
ッ フ ァ ー 中 1/7500） を 添 加 し て 検 出 し た 。 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン バ ッ フ ァ ー （ pH9.8） に 溶
解 し た ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト 基 質 （ シ グ マ （ Sigma） ） を 使 用 し て 酵 素 活 性 を
測 定 し た 。 OD415nmを 、 バ イ オ ラ ッ ド ノ バ パ ス （ BioRad Novapath） ELISAリ ー ダ ー で 測 定
し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
13. 増 殖 ア ッ セ イ
DerP1特 異 的 Ｔ 細 胞 増 殖 応 答 を 測 定 す る た め に 、 免 疫 し た マ ウ ス を 気 管 支 誘 発 の 前 と 後 に
屠 殺 し た 。 脾 臓 か ら リ ン パ 球 を 単 離 し た 。 15mM ヘ ペ ス と 30μ M β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
を 含 有 す る 10％  FCSを 有 す る RPMI1640で 培 養 し た 細 胞 （ ４ × 10 5 ／ ウ ェ ル 、 三 重 測 定 ） を
、 96ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 粗 ダ ニ 抽 出 物 の 連 続 希 釈 物 ま た は ProDerP1で 刺 激 し た （ 25μ g/ml
の 濃 度 か ら 出 発 し て 、 10を 基 数 と す る ２ 回 の 希 釈 の 抗 原 を 試 験 し た ） 。 対 照 と し て 、 細 胞
を RPMI培 地 の み で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ４ 日 後 、 細 胞 に １ μ Ci／ ウ ェ ル の ［ 3 Ｈ ］ チ ミ ジ
ン （ ア マ シ ャ ム （ Amersham） ） を 16時 間 パ ル ス し た 。 細 胞 を 採 取 し 、 3 H-チ ミ ジ ン 取 り 込
み を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。 ４ 重 の ウ ェ ル の 平 均 と し て 増 殖 応 答 を 計 算
し 、 刺 激 指 数 （ SI） と し て 表 し た 。 刺 激 指 数 ＞ ２ を 陽 性 と 見 な し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
14. サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ
リ ン パ 球 培 養 上 清 中 の IFNγ と IL-5の レ ベ ル を ELISAア ッ セ イ で 測 定 し た 。 プ レ ー ト を １ μ
g/mlの 抗 マ ウ ス IL-5モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ フ ァ ー ミ ン ゲ ン （ PharMingen） ） と 抗 マ ウ ス IF
Nγ （ バ イ オ ソ ー ス （ Biosource） ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 被 覆 し た 。 プ レ ー ト を TBS-Twee
nで ５ 回 洗 浄 し 、 150μ lの TBS-Tween－ BSAで 37℃ で １ 時 間 飽 和 さ せ た 。 脾 細 胞 培 養 上 清 の
連 続 希 釈 物 を 加 え 、 37℃ で 90分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ビ オ チ ン 化 抗 マ ウ ス IL-5（ フ ァ ー ミ
ン ゲ ン （ PharMingen） 、 １ μ g/ml） ま た は 抗 マ ウ ス IFNγ （ バ イ オ ソ ー ス （ Biosource） 、
0.2μ g/ml） 抗 体 を 、 プ レ ー ト に 37℃ で １ 時 間 適 用 し た 。 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 、 西 洋 ワ サ
ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 結 合 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ 希 釈  1/10000、 ア マ シ ャ ム （ Amersh
am） ） と イ ン キ ュ ベ ー ト し て 検 出 し た 。 テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB） を 基 質 （ シ グ マ
（ Sigma） ） と し て 使 用 し て 酵 素 活 性 を 測 定 し た 。 460nmで の 吸 光 度 を バ イ オ ラ ッ ド ノ バ パ
ス （ BioRad Novapath） ELISAリ ー ダ ー で 測 定 し た 。 サ イ ト カ イ ン 濃 度 は 、 精 製 マ ウ ス IL-5
ま た は IFNγ で 得 た 標 準 曲 線 か ら 内 挿 し て 求 め た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
15. 気 管 支 肺 胞 洗 浄
最 後 の エ ア ゾ ル 暴 露 の ３ 日 後 に 、 マ ウ ス を 放 血 さ せ て 屠 殺 し た 。 直 ち に 気 管 カ ニ ュ ー レ を
介 し て １ mlの ハ ン ク ス 塩 溶 液 （ HBSS） で 、 こ れ を 注 入 し 吸 引 し て 回 収 を ３ 回 繰 り 返 し て 、
肺 を 洗 浄 し た 。 洗 浄 液 を 400ｇ で ４ ℃ で 10分 遠 心 分 離 し た 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 300μ lの ハ ン
ク ス 塩 溶 液 （ HBSS） に 再 懸 濁 し 、 細 胞 を ト ー マ 血 球 計 算 器 で 計 数 し た 。 50μ lア リ コ ー ト
か ら の サ イ ト ス ピ ン 調 製 物 を 、 鑑 別 細 胞 計 数 の た め に May-Grunwald Giemsa染 色 液 で 染 色
し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
大 腸 菌 （ E. coli） 中 の MBP-ProDerP1の 発 現
1. MBP-ProDerP1発 現 ベ ク タ ー の 構 築
ProDerP1（ １ ～ 302aa） を コ ー ド す る 完 全 な 合 成 cDNA（ 配 列 番 号 １ ） を 、 真 核 生 物 発 現 プ
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ラ ス ミ ド pNIV4846（ ヒ ト 化 ProDerP1コ ー ド カ セ ッ ト を 有 す る pEE 14由 来 発 現 プ ラ ス ミ ド ）
（ M. Massaerら 、 International Archives of Allergy and Immunology, 2001, 125:32-4
3） か ら EagIと XbaIで 消 化 後 に 単 離 し た 。 XbaIで 制 限 切 断 す る 前 に 、 大 き い 断 片 の DNAポ リ
メ ラ ー ゼ （ ク レ ノ ウ ） を 使 用 し て DNAを 平 滑 末 端 と し た 。 921bpの 断 片 を pMAL-c2E（ ニ ュ ー
イ ン グ ラ ン ド バ イ オ ラ ボ ズ （ New England Biolabs） ） の Asp718（ 平 滑 末 端 ） － XbaI部 位
に 挿 入 し て 、 MBP遺 伝 子 の 下 流 に pNIV4854を 得 た 。 配 列 番 号 １ の cDNAに よ り コ ー ド さ れ る P
roDerP1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ２ に 示 す （ 配 列 番 号 ２ ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
2. 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発
変 異 を 含 有 す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り ３ つ の シ ス テ イ ン コ ド ン の １ つ を 有 す る DN
A断 片 を 置 換 し た 後 に 、 ４ 、 31ま た は 65位 （ 成 熟 ProDerP1番 号 付 け 、 ProDerP1の 84、 111ま
た は 145位 に 対 応 す る ） の DerP1シ ス テ イ ン 残 基 の 突 然 変 異 誘 発 を 行 っ た 。 以 下 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 使 用 し た ：  5'TTAAGACCCAGTTTGATCTCAACGCGGAGACCAACGCCCGTATCAACGGCAATGC
CCCCGCTGAGATTGATCTGCGCCAGATGAGGACCGTGACTCCCATCCGCATGC3'（ フ ォ ワ ー ド ） と  5'CGGATG
GGAGTCACGGTCCTCATCTGGCGCAGATCAATCTCAGCGGGGGCATTGCCGTTGATACTACGGGCGTTGGTCTCCGCGTT
GAGATCGAAACTGGGTC3'（ リ バ ー ス ） で 、 シ ス テ イ ン 残 基 ４ か ら ア ル ギ ニ ン へ の 変 異 （ C4R）
の た め の 110bpの AflII-SphI断 片 を 作 成 す る 、 5'CAAGGCGGCCGTGGGTCTTGTTGGGCCTTTTCAGGCG
TGGCCGCGACAGAGTCGGCATACCTCGCGTATCGGAATCAGAGCCTGGACCTCGC3'（ フ ォ ワ ー ド ） と  5'TCAG
CGAGGTCCAGG　 　  CTCTGATTCCGATACGCGAGGTATGCCGACTCTGTCGCGGCCACGCCTGAAAAGGCCCAACAAG
ACCCACGGCCGCCTTGCATG3'（ リ バ ー ス ） で 、 シ ス テ イ ン 残 基 31か ら ア ル ギ ニ ン へ の 変 異 （ C3
1R） の た め の 98bpの SphI-BlpI断 片 を 作 成 す る 、 5'TGAGCAGGAGCTCGTTGACCGTGCCTCCCAACACG
GATGTCATGGGGATACGATTCCCAGAGGTATCGAATACATCCAGCATA3'（ フ ォ ワ ー ド ） と  5'CTGGATGTATT
CGATACCTCTGGGAATCGTAT CCCCCATGACATCCGTGTTGGGAGGCACGGTCAACGCGCTCCTGC3'（ リ バ ー ス
） で 、 シ ス テ イ ン 残 基 65か ら ア ル ギ ニ ン へ の 変 異 （ C65R） の た め の 82bpの AflII-SphI断 片
を 作 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
MBP遺 伝 子 の 下 流 に ProDerP1カ セ ッ ト を 含 有 し 、 そ れ ぞ れ 変 異 C4R、 C31R、 お よ び C65Rを 有
す る 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を 、 pNIV4870、 pNIV4871お よ び pNIV4872と 呼 ん だ 。 す べ て の ３ つ
の 変 異 を DNA配 列 決 定 に よ り 確 認 し た 。 そ れ ぞ れ C4R、 C31R、 お よ び C65R変 異 を 有 す る 変 異
ProDerP1ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ お よ び 配 列 番 号 ７ に 示 す 。 対
応 す る コ ー ド 核 酸 配 列 を 配 列 番 号 ４ （ C4R変 異 ） 、 配 列 番 号 ６ （ C31R変 異 ） お よ び 配 列 番
号 ８ （ C65R変 異 ） に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
3. 野 生 型 と 変 異 体 MBP-ProDerP1の 発 現 と 精 製
異 な る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 大 腸 菌 （ E. coli） を 、 100μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 有
す る 869培 地 （ A. Jacquentら 、 Prot. Exp. Purif. 1999, 17:392-400） 中 で 37℃ で 一 晩 増
殖 さ せ た 。 次 に 細 胞 を １ ： 100希 釈 し 、 600nmで の 光 学 密 度 0.4～ 0.6ま で 37℃ で 増 殖 さ せ た
。 イ ソ プ ロ ピ ル -β -Ｄ -チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ IPTG） を 最 終 濃 度 0.3mMま で 加 え た 。 ２
時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 10000rpmで 15分 遠 心 分 離 し て 採 取 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
１ リ ッ ト ル の 培 養 物 か ら の 細 菌 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 １ mMア プ ロ チ ニ ン と AEBSFを 含 有 す る 20m
Mト リ ス 塩 酸 （ pH7.5） に 再 懸 濁 し 、 細 胞 破 砕 機 （ コ ン ス タ ン ト シ ス テ ム ズ 社 （ Constant S
ystems Ltd.） 、  ウ ォ ー ウ ィ ッ ク 、 英 国 ） を 使 用 し て 、 1800バ ー ル の 圧 力 で 破 砕 し た 。 溶
解 物 を 150,000ｇ で 60分 超 遠 心 分 離 し た 。 超 遠 心 分 離 か ら 得 ら れ た ペ レ ッ ト を 20mMト リ ス
塩 酸 （ pH7.5） で 洗 浄 し た 。 不 溶 性 タ ン パ ク 質 を 、 ６ Ｍ 尿 素 を 含 有 す る 20mMト リ ス 塩 酸 （ p
H7.5） で ４ ℃ で 一 晩 抽 出 し た 。 懸 濁 液 を 150,000ｇ で 60分 超 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 、 20mM
ト リ ス 塩 酸 （ pH7.5） 、 200mM NaCl、 １ mM EDTAに 対 し て 一 晩 直 接 透 析 し た 。 溶 液 を 遠 心 分
離 し て 沈 殿 し た タ ン パ ク 質 を 除 去 し 、 同 じ バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し た ア ミ ロ ー ス 樹 脂 （ １ ×
15cm） に 直 接 か け た 。 A280nmが ベ ー ス ラ イ ン に 達 す る ま で 、 出 発 バ ッ フ ァ ー で カ ラ ム を 洗
浄 し た 。 カ ラ ム バ ッ フ ァ ー 中 10mMの マ ル ト ー ス を 添 加 し て タ ン パ ク 質 を 溶 出 し た 。 融 合 タ
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ン パ ク 質 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 濃 縮 し た 。 精 製 し た タ ン パ ク 質 を -20℃ で 保 存 し た
。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ８ ８ 】
CHO細 胞 中 の ３ つ の 異 な る ProDerP1変 異 体 の 発 現
1. 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発
４ 、 31ま た は 65位 （ 成 熟 DerP1番 号 付 け 、 ProDerP1の 84、 111ま た は 145位 に 対 応 す る ） の D
erP1シ ス テ イ ン 残 基 の 突 然 変 異 誘 発 を 、 プ ラ ス ミ ド pNIV4846に 導 入 し た 。 MBP（ 実 施 例 II
を 参 照 ） 遺 伝 子 の 下 流 に DerP1カ セ ッ ト を 含 有 し 、 そ れ ぞ れ 変 異 C4R、 C31R、 お よ び C65Rを
有 す る プ ラ ス ミ ド pNIV4870、 pNIV4871、 お よ び pNIV4872を そ れ ぞ れ 、 SfuI-XhoIで 制 限 切
断 し て 、 714 bpの 断 片 を 単 離 し た 。 精 製 し た DNA断 片 を 、 あ ら か じ め 同 じ 制 限 酵 素 で 切 断
し た プ ラ ス ミ ド p4846中 に 挿 入 し た 。 DerP1変 種 C4R、 C31Rお よ び C65Rを 含 有 す る 得 ら れ た
プ ラ ス ミ ド を pNIV4873、 pNIV4875、 お よ び pNIV4874と 呼 ん だ 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
2. ProDerP1を 産 生 す る 安 定 な CHO-K1株 の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と 選 択
プ ラ ス ミ ド pNIV4873、 pNIV4875、 お よ び pNIV4874に よ る DerP1の 産 生 を 調 べ る た め に 、 COS
細 胞 を リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に よ り 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 安 定 な DerP1発 現 の た め
に 、 CHO-K1細 胞 を リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に よ り 異 な る プ ラ ス ミ ド を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 。 ３ 週 間 の 25μ M メ チ オ ニ ル ス ル ホ キ シ ミ ン （ MSX） 選 択 後 、 100μ M MSXで １ ラ ウ ン ド
の 遺 伝 子 増 幅 を 行 っ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ９ ０ 】
変 性 し た ProDerP1は IgG結 合 反 応 性 を 示 す が 、 ア レ ル ギ ー 血 清 に 対 し て IgE結 合 反 応 性 を 示
さ な い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
変 性 型 の ProDerP1が 低 ア レ ル ゲ ン 性 ワ ク チ ン と し て 使 用 で き る か ど う か を 調 べ る た め に 、
変 性 （ 50mM の β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル の 存 在 下 で 100℃ で ５ 分 ） ProDerP1の IgG－ お よ び
IgE結 合 反 応 性 を ELISA試 験 で 測 定 し た 。 図 １ に 示 す よ う に 、 変 性 ProDerP1は 、 未 変 性 の Pr
oDerP1上 に 存 在 す る IgGエ ピ ト ー プ の 主 要 な 部 分 を 保 存 し た 。 一 方 、 変 性 ア レ ル ゲ ン は そ
の IgE結 合 反 応 性 を ほ と ん ど 無 く し た 。 我 々 の デ ー タ は 、 変 性 ProDerP1が ProDerP1の 低 ア
レ ル ゲ ン 性 変 種 で あ る か も 知 れ な い こ と を 示 唆 す る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ９ ２ 】
MBP-ProDerP1の IgE反 応 性
実 験 の 目 的 は 、 MBP-ProDerP1と 天 然 の DerP1の IgE反 応 性 を 比 較 す る こ と で あ っ た 。 ア レ ル
ギ ー 患 者 の 血 清 か ら の 特 異 的 IgEと の MBP-ProDerP1の 反 応 性 を 、 直 接 ELISA（ こ こ で 、 イ ム
ノ プ レ ー ト を DerP1ま た は MBP-ProDerP1で 直 接 被 覆 し た ） で 測 定 し た 。 図 ２ は 、 DerP1と MB
P-ProDerP1へ の IgE結 合 の 強 い 相 関 を 示 す 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
MBP-ProDerP1変 異 体 の IgE結 合 反 応 性
MBP-ProDerP1変 異 体 の IgE結 合 能 を 、 イ ム ノ プ レ ー ト を 異 な る 型 の MBP-ProDerP1で 直 接 被
覆 し た 直 接 ELISAア ッ セ イ で 測 定 し た 。 RAST値 ＞ 100kU/Lの 20人 の ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ D. p
teronyssinus） ア レ ル ギ ー 患 者 の 血 清 か ら 作 製 し た 血 清 プ ー ル を 、 こ の ア ッ セ イ で 使 用 し
た 。 図 ３ に 示 す よ う に 、 種 々 の C31Rと C65Rの IgE結 合 反 応 性 は 、 野 生 型 の MBP-ProDerP1と
比 較 し て ５ ％ ま で 劇 的 に 低 下 し た 。 残 基 シ ス テ イ ン ４ を ア ル ギ ニ ン に 変 異 さ せ る と 、 MBP-
ProDerP1へ の IgEの 反 応 性 が 無 く な っ た （ 残 り ０ ％ ） こ と が 目 立 つ 。 MBPま た は 無 関 係 の タ
ン パ ク 質 と 融 合 し た MBPの IgE介 在 免 疫 認 識 は 無 か っ た た め 、 IgE反 応 性 は ProDerP1残 基 に
特 異 的 で あ っ た 。 20人 の 他 の 患 者 か ら 別 の 血 清 プ ー ル で 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 実 施 例 ７ 】
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【 ０ ０ ９ ４ 】
種 々 の 型 の ProDerP1の ヒ ス タ ミ ン 放 出 活 性
天 然 の DerP1の ア レ ル ゲ ン 活 性 を ProDerP1の 組 換 え 変 異 誘 導 体 の ア レ ル ゲ ン 活 性 と 比 較 す
る た め に 、 一 人 の ア レ ル ギ ー 患 者 か ら の 好 塩 基 球 を 、 種 々 の 濃 度 の ア レ ル ゲ ン を 用 い て in
 vitroで 抗 原 刺 激 し 、 放 出 さ れ た ヒ ス タ ミ ン を 測 定 し た 。 図 ４ に 示 す よ う に 、 天 然 の DerP
1は 、 １ ng/mlの 濃 度 で 好 塩 基 球 か ら の ヒ ス タ ミ ン 放 出 を 誘 導 す る こ と が で き た 。 こ れ に 対
し て 組 換 え 変 異 型 の ProDerP1は 、 1000～ 10000倍 高 い 濃 度 で の み ヒ ス タ ミ ン を 放 出 す る こ
と が で き た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ProDerP1変 異 体 が 天 然 の DerP1よ り 低 い IgE結 合 反 応 性 を 示
す こ と を 明 ら か に 証 明 し た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ９ ５ 】
種 々 の 型 の ProDerP1を 用 い る 免 疫 原 性 実 験
1. ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ ア レ ル ギ ー の 動 物 モ デ ル
ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ ア レ ル ギ ー の 動 物 モ デ ル が 開 発 さ れ て い る 。 CBA/Jマ ウ ス に ミ ョ ウ バ ン
を ア ジ ュ バ ン ト と し た 精 製 し た DerP1を 注 射 し た 。 １ 週 間 間 隔 で ４ 回 注 射 し た 後 、 ヤ ケ ヒ
ョ ウ ヒ ダ ニ （ D. pteronyssinus） 抽 出 物 を 用 い て マ ウ ス に 一 連 の 気 管 支 誘 発 を 行 っ た （ 図
５ ） 。 こ の モ デ ル を 使 用 し て 、 異 な る 組 換 え 型 の DerP1な ら び に 異 な る DNAを 、 ハ ウ ス ダ ス
ト ダ ニ ア レ ル ギ ー に 対 す る 予 防 ワ ク チ ン と し て 試 験 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
2. ワ ク チ ン 製 剤
表 １ ： 図 ５ に 記 載 の ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ ア レ ル ギ ー 動 物 モ デ ル で 試 験 し た タ ン パ ク 質 お よ び
DNAワ ク チ ン 製 剤
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
IP＝ 腹 腔 内 注 射
IM＝ 筋 肉 内 注 射
3. 抗 体 応 答 　 － 　 結 果
天 然 の DerP1を ４ 回 注 射 し て 免 疫 し た マ ウ ス は 、 高 力 価 の IgGと IgG1、 低 力 価 の IgG2a、 お
よ び 多 量 の IgE抗 体 を 産 生 し 、 天 然 の DerP1が 強 い Th2免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と を 示 す （ 表
２ と ４ ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
未 変 性 の ま た は 変 性 ProDerP1を 注 射 し た マ ウ ス で は 、 抗 DerP1 IgGと IgG1抗 体 応 答 も ま た
強 か っ た 。 未 変 性 の ProDerP1を 注 射 後 、 IgG2a力 価 は 、 DerP1で 得 ら れ た も の よ り わ ず か に
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高 く 、 IgE力 価 は DerP1で 得 ら れ た も の と 同 等 で あ る か ま た は わ ず か に 低 か っ た 。 未 変 性 の
ProDerP1免 疫 マ ウ ス と 比 較 し て 、 変 性 ProDerP1を 注 射 し た マ ウ ス は 、 高 い IgG2a力 価 お よ
び 非 常 に 低 い IgE抗 体 を 産 生 し た 。 予 測 さ れ た よ う に 、 ミ ョ ウ バ ン の 非 存 在 下 で ProDerP1
に よ り 免 疫 す る と 、 弱 い 免 疫 応 答 が 誘 導 さ れ た （ 表 ４ ） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
MBP-ProDerP1野 生 型 （ WT） 、 C4R、 C31Rお よ び C65R感 作 マ ウ ス は 、 特 異 的 IgGお よ び IgG1抗
体 の 同 様 の 産 生 を 示 し た （ 表 ３ ） 。 最 も 高 い IgG2a力 価 は 、 MBP-ProDerP1 WTと C31Rで 免 疫
し た 群 で 観 察 さ れ た 。 ど の MBP-ProDerP1変 種 を 注 射 し て も 、 特 異 的 IgE力 価 は 低 か っ た 。 P
roDerP1を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で マ ウ ス を 免 疫 し た 後 に 、 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
表 ２ ： 異 な る 抗 原 で 免 疫 し た マ ウ ス か ら の 特 異 的 抗 DerP1抗 体 の 力 価 。 IgE力 価 に つ い て は
結 果 を 1/10希 釈 血 清 の OD415nm値 と し て 表 す 。 PBSま た は ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ D. pteronyss
inus） 抽 出 物 （ HDM） で 気 管 支 誘 発 し た 後 に も 力 価 を 測 定 し た 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ １ 】
表 ３ ： 異 な る 抗 原 で 免 疫 し た マ ウ ス か ら の 特 異 的 抗 DerP1抗 体 の 力 価 。 IgE力 価 に つ い て は
結 果 を 1/10希 釈 血 清 の OD415nm値 と し て 表 す 。 PBSま た は ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ D. pteronyss
inus） 抽 出 物 （ HDM） で 気 管 支 誘 発 し た 後 に も 力 価 を 測 定 し た 。
【 表 ３ 】
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【 ０ １ ０ ２ 】
表 ４ ： 異 な る 抗 原 で 免 疫 し た マ ウ ス か ら の 特 異 的 抗 DerP1抗 体 の 力 価 。 IgE力 価 に つ い て は
結 果 を 1/10希 釈 血 清 の OD415nm値 と し て 表 す 。 PBSま た は ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ D. pteronyss
inus） 抽 出 物 （ HDM） で 気 管 支 誘 発 し た 後 に も 力 価 を 測 定 し た 。
【 表 ４ 】
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【 ０ １ ０ ３ 】
4. Ｔ 細 胞 増 殖 応 答 　 － 　 結 果
エ ア ゾ ル 抗 原 刺 激 の 前 （ 対 照 ） お よ び 後 に 、 免 疫 マ ウ ス か ら 単 離 し た 脾 細 胞 を 、 ProDerP1
ま た は ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ D. pteronyssinus） 抽 出 物 で 刺 激 し て Ｔ 細 胞 増 殖 応 答 に つ い て
調 べ た 。 結 果 を 表 ５ （ 刺 激 指 数 ） と 表 ６ （ サ イ ト カ イ ン ） に 示 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
異 な る 組 換 え ProDerP1変 異 体 で 免 疫 し た マ ウ ス で は 、 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 Ｔ 細 胞 応 答 が 検 出
さ れ た 。 最 も 強 い 応 答 は 、 ProDerP1で 脾 細 胞 を 刺 激 し た 時 に 観 察 さ れ た 。 Ｔ 細 胞 反 応 性 は
、 抗 原 刺 激 と は 独 立 に 現 れ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
表 ５ の こ れ ら の 結 果 は 、 異 な る 型 の ProDerP1が 天 然 の DerP1と 共 通 の Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を
有 す る こ と を 示 す 。 さ ら に 熱 変 性 ま た は 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ る ProDerP1の 破 壊 は
、 ProDerP1 Ｔ 細 胞 反 応 性 を 変 化 さ せ ず 、 こ れ ら の 型 が Ｔ 細 胞 応 答 を 刺 激 す る こ と が で き
る 非 常 に 低 い IgE結 合 反 応 性 を 有 す る 低 ア レ ル ゲ ン で あ る こ と を 確 認 し て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
表 ５ ：
PBSま た は ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ D. pteronyssinus） 抽 出 物 で 抗 原 刺 激 し た か ま た は し な か
っ た ワ ク チ ン 接 種 マ ウ ス 。 脾 細 胞 を 単 離 し 、 精 製 し た ProDerP1ま た は ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （
D. pteronyssinus） 抽 出 物 で in vitroで 再 刺 激 し た 。 刺 激 指 数 を ［ 3 Ｈ ］ チ ミ ジ ン 取 り 込
み に よ り 測 定 し た 。 － ： デ ー タ は 無 い 。 こ れ ら の 結 果 は 、 １ つ だ け で は な い 異 な る 実 験 か
ら 得 ら れ る 。 従 っ て サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ は す べ て の 群 で 比 較 す る こ と は で き な い 。
【 表 ５ 】
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【 ０ １ ０ ７ 】
再 刺 激 し た 脾 細 胞 の 培 養 上 清 中 の サ イ ト カ イ ン IL-5と IFNγ の 存 在 を 、 ELISAで 測 定 し た （
表 ６ ） 。 比 [IFNγ ]/[IL-5]を 比 較 す る と 、 天 然 の DerP1ま た は ミ ョ ウ バ ン を ア ジ ュ バ ン ト
と し た ProDerP1を 用 い る ワ ク チ ン 接 種 に よ り 、 IFNγ よ り IL-5の 良 好 な 産 生 を 誘 導 す る と
結 論 で き た 。 異 な る 型 の MBP-ProDerP1（ 変 異 体 と 野 生 型 ） な ら び に 変 性 ProDerP1は 、 同 等
レ ベ ル の 両 方 の サ イ ト カ イ ン を 誘 導 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
表 ６ ： ProDerP1再 刺 激 脾 細 胞 の 上 清 の [IL-5]と [IFNγ ]。 こ れ ら の 結 果 は 、 １ つ だ け で は
な い 異 な る 実 験 か ら 得 ら れ る 。 従 っ て サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ は す べ て の 群 で 比 較 す る こ と
は で き な い 。
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
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5. 気 管 支 肺 胞 洗 浄 　 － 　 結 果
天 然 の DerP1に よ る 感 作 と エ ア ゾ ル 化 ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ 抽 出 物 へ の 以 後 の 暴 露 は 、 有 意 に
高 い 気 管 支 肺 胞 細 胞 数 を 誘 導 し た （ 表 ７ ） 。 エ ア ゾ ル 化 ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ 抽 出 物 へ の ７ 回
の 暴 露 は 、 DerP1を ワ ク チ ン 接 種 し た 動 物 で の み 気 道 の 好 酸 球 増 加 を 誘 導 す る こ と が 証 明
さ れ た 。 こ の 群 で は 、 DerP1感 作 動 物 を 噴 霧 し な か っ た 時 ま た は エ ア ゾ ル 化 PBSに 暴 露 し な
か っ た 時 、 気 道 の 好 酸 球 増 加 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
異 な る 型 の ProDerP1を 用 い る ワ ク チ ン 接 種 は 、 エ ア ゾ ル 化 HDM抽 出 物 へ の 暴 露 後 も 気 道 の
好 酸 球 増 加 を 防 止 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
表 ７ ： PBSま た は ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ 抽 出 物 エ ア ゾ ル に 暴 露 し た 、 異 な る 抗 原 で 免 疫 し た マ
ウ ス の 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 の 性 状 解 析
【 表 ７ 】
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【 実 施 例 ９ 】
【 ０ １ １ ２ 】
核 酸 ワ ク チ ン 接 種 （ NAVAC） の た め の 発 現 プ ラ ス ミ ド
1. 核 酸 ワ ク チ ン 接 種 の た め の プ ラ ス ミ ド を コ ー ド す る ProDerP1の 構 築
ProDerP1コ ー ド カ セ ッ ト （ １ ～ 302aa） を プ ラ ス ミ ド pNIV4846（ 上 記 参 照 ） か ら 切 り 出 し
、 HindIIIと BglIIで 制 限 切 断 し 、 あ ら か じ め HindIIIと BglIIで 切 断 し て お い た プ ラ ス ミ ド
pJW4304中 に 挿 入 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド （ pNIV4848と 名 付 け た ） を 、 DNA配 列 決 定 に よ
り 証 明 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
2. 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発
４ 、 31ま た は 65位 （ 成 熟 ProDerP1番 号 付 け 、 ProDerP1の 84、 111ま た は 145位 に 対 応 す る ）
の DerP1シ ス テ イ ン 残 基 の 突 然 変 異 を 、 プ ラ ス ミ ド pNIV4846に 導 入 し た 。 MBP遺 伝 子 の 下 流
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に ProDerP1カ セ ッ ト を 含 有 し 、 そ れ ぞ れ 変 異 C4R、 C31R、 お よ び C65Rを 有 す る プ ラ ス ミ ド p
NIV4870、 pNIV4871お よ び pNIV4872を 、 そ れ ぞ れ AflII-BamHIで 制 限 切 断 し て 、 699 bpの 断
片 を 単 離 し た 。 pNIV4846を AflII-HpaIで 消 化 し て 480 bpの 断 片 を 単 離 し た 。 ２ つ の 精 製 DN
A断 片 を 、 あ ら か じ め HpaI-BamHIで 切 断 し て お い た プ ラ ス ミ ド pJW4304中 に 挿 入 し た 。 ProD
erP1変 種 C4R、 C31Rお よ び C65Rを 含 有 す る 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を 、 pNIV4879、 pNIV4880、
お よ び pNIV4881と 呼 ん だ 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ １ １ ４ 】
ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） 中 の ProDerP1の 発 現
1. ProDerP1発 現 ベ ク タ ー の 構 築
pNIV4846か ら の ProDerP1コ ー ド カ セ ッ ト （ 最 適 化 し た 哺 乳 動 物 コ ド ン 使 用 を 有 す る 完 全 長
１ ～ 302aa ProDerP1 cDNA） を 以 下 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て PCRに よ り 増 幅 し た ： 5'ACTGAC
AGGCCTCGGCCGAGCTCCATTAA3'（ 太 字 は StuI切 断 部 位 、 フ ォ ワ ー ド ） と  5'CAGTCACCTAGGTCTA
GACTC　 GAGGGGAT3'（ 太 字 は AvrII切 断 部 位 、 リ バ ー ス ） 。 増 幅 し た 断 片 を pCR2.1 TOPOク
ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 正 し い ProDerP1カ セ ッ ト を DNA配 列 決 定 に よ り
証 明 し た 。 組 換 え TOPOベ ク タ ー を StuI-AvrIIで 消 化 し て 918bp断 片 を 作 成 し 、 こ れ を StuI-
AvrIIで 制 限 切 断 し た pPIC9K発 現 ベ ク タ ー 中 に 導 入 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド （ pNIV4878
） は 、 エ ス ・ セ レ ビ ッ シ ェ （ S. cerevisiae） α 因 子 の 下 流 に ProDerP1カ セ ッ ト を 含 有 す
る 。
【 ０ １ １ ５ 】
2. 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発
非 グ リ コ シ ル 化 ProDerP1産 生 の た め の 発 現 プ ラ ス ミ ド （ N52Q、 成 熟 DerP1番 号 付 け ） を 、 p
NIV4878か ら 重 複 伸 長 PCRに よ り ４ つ の プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 使 用 し て 得 た 。 以 下 の プ ラ イ
マ ー ： 5'GGCTTTCGAACACCTTAAGACCCAG3'（ プ ラ イ マ ー １ 、 太 字 は AflII制 限 部 位 、 フ ォ ワ ー
ド ） と  5'GCTCCCTAGCTACGTA　 TCGGTAATAGC3'（ プ ラ イ マ ー ２ 、 太 字 は SnaBI制 限 部 位 、 リ
バ ー ス ） を 使 用 し て 、 ProDerP1ア ミ ノ 酸 配 列 71～ 176を コ ー ド す る 317bp断 片 を 増 幅 し た 。
以 下 の プ ラ イ マ ー ： 5'CCTCGCGTATCGGCAACAGAGCCTGGACC3'（ プ ラ イ マ ー ３ 、 太 字 は 変 異 N52
Q、 フ ォ ワ ー ド ） と  5'GGTCCAGGCTCTGTTGCCGATACGCGAGG3'（ プ ラ イ マ ー ４ 、 太 字 は 変 異 N52
Q、 リ バ ー ス ） を 使 用 し て 、 ProDerP1配 列 に 変 異 N52Qを 導 入 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
変 異 し た 317bpの AflII-SnaBI断 片 を ３ 工 程 法 に よ り 作 成 し た 。 PCR no１ で は 、 プ ラ イ マ ー
１ と ４ を pNIV4878と 混 合 し て ～ 200bpの 断 片 を 産 生 し た 。 PCR no２ で は 、 プ ラ イ マ ー ２ と
３ を pNIV4878と 混 合 し て ～ 140bpの 断 片 を 産 生 し た 。 ２ つ の PCR生 成 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル で
精 製 し 、 第 ３ ラ ウ ン ド の PCRの 鋳 型 と し て 使 用 し て ～ 340bpの 断 片 を 得 た 。 こ の 精 製 し た 断
片 を 、 pCR2.1 TOPOク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） ） 中 に ク ロ ー
ン 化 し た 。 変 異 を DNA配 列 決 定 に よ り 証 明 し た 。 組 換 え TOPOベ ク タ ー を AflII-SnaBIで 消 化
し て 317bpの 断 片 を 得 て 、 こ れ を 同 様 に 消 化 し た pNIV4878に 連 結 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ
ド （ pNIV4883） は 、 エ ス ・ セ レ ビ ッ シ ェ （ S. cerevisiae） α 因 子 の ProDerP1 N52Qを 含 有
す る 。 ４ 、 31ま た は 65位 （ 成 熟 DerP1番 号 付 け ） に DerP1シ ス テ イ ン 残 基 の 変 異 を 有 す る Pr
oDerP1の 非 グ リ コ シ ル 化 変 種 を 得 る た め に 、 同 じ セ ッ ト の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て pNIV4873
、 pNIV4875、 お よ び pNIV4874を 用 い て 重 複 伸 長 PCRを 行 っ た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド pNIV488
4、 4885、 お よ び 4886は そ れ ぞ れ 、 ProDerP1 N52Q C4R、 N52Q C31R、 お よ び N52Q C65Rを コ
ー ド す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
2. ピ ー ・ パ ス ト リ ス （ P. pastoris） の 形 質 転 換
ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 形 質 転 換 法 を 使 用 し て プ ラ ス ミ ド pNIV4878を ピ ー ・ パ ス ト リ ス （ P. pas
toris） 中 に 導 入 し た 。 ヒ ス チ ジ ノ ー ル デ ス ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ His+） 原 栄 養 性 に つ い て 形
質 転 換 体 を 選 択 し た 。 上 昇 す る 濃 度 の G418を 含 有 す る 寒 天 上 に ク ロ ー ン を 播 い て 、 ゲ ネ チ
シ ン （ G418） 耐 性 に つ い て His+形 質 転 換 体 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 同 じ 方 法 を 使 用 し
て ProDerP1 N52Q、 ProDerP1 N52Q C4R、 N52Q C31R、 お よ び N52Q C65Rを コ ー ド す る プ ラ ス
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ミ ド を 用 い て 形 質 転 換 を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
3. 組 換 え 酵 母 に よ る ProDerP1の 産 生
G418耐 性 ク ロ ー ン を 30℃ で BMG培 地 で OD600nm＝ ２ ～ ６ ま で 増 殖 さ せ た 。 遠 心 分 離 し て 細 胞
を 集 め 、 100mlの BMG培 地 で OD600nm＝ １ ま で 再 懸 濁 し た 。 メ タ ノ ー ル 0.5％ を ６ 日 間 毎 日 添
加 し て 、 ProDerP1発 現 を 誘 導 し た 。 遠 心 分 離 し て 上 清 を 集 め 、 精 製 す る ま で -20℃ で 保 存
し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
4. 酵 母 培 養 物 上 清 か ら の ProDerP1の 精 製
上 清 を 水 で 10回 希 釈 し 、 pHを ９ に 調 整 後 、 20mM ト リ ス 塩 酸 （ pH９ ） で 平 衡 化 し た Ｑ セ フ
ァ ロ ー ス カ ラ ム 直 接 に の せ た 。 出 発 バ ッ フ ァ ー で カ ラ ム を 洗 浄 し た 。 バ ッ フ ァ ー 中 の 段 階
的 に 上 昇 す る NaCl濃 度 に よ り タ ン パ ク 質 溶 出 を 行 っ た 。 ProDerP1濃 縮 画 分 を プ ー ル し 、 フ
ィ ル ト ロ ン （ Filtron） 膜 （ オ メ ガ セ リ エ （ Omega serie） 、 カ ッ ト オ フ ： 10kD） で 限 外 ろ
過 し て 濃 縮 し た 。 PBS（ pH7.3） で 平 衡 化 し た ス ー パ ー デ ッ ク ス -75カ ラ ム （ １ × 30cm、 フ
ァ ル マ シ ア （ Pharmacia） ） で ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を し て ProDerP1精 製 を 行 っ た
。 精 製 し た ProDerP1を 濃 縮 し 、 -20℃ で 保 存 し た 。
配 列 情 報
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ０ 】
【 図 １ 】 CHO細 胞 中 で 発 現 さ れ た 変 性 ProDerP1の IgGと IgE結 合 反 応 性 。 イ ム ノ プ レ ー ト を 5
00ng／ ウ ェ ル の 精 製 し た 未 変 性 の も し く は 変 性 ProDerP1で 被 覆 し 、 ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ D.
 pteronyssinus） に 対 し て 放 射 性 ア レ ル ゴ ソ ル ベ ン ト 陽 性 の 血 清 （ １ ： ８ 希 釈 ） と と も に
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 し た IgEま た は IgGを 、 抗 ヒ ト IgEま た は IgGお よ び ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 酵 素 ア ッ セ イ を 行 っ て
定 量 し た 。 結 果 を OD410nm値 と し て 示 す 。
【 図 ２ 】 MBP-ProDerP1と 天 然 の DerPの IgE反 応 性 の 相 関 。 イ ム ノ プ レ ー ト を 500ng／ ウ ェ ル
の 精 製 し た DerPま た は MBP-ProDerP1で 被 覆 し 、 ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ D. pteronyssinus） に
対 し て 放 射 性 ア レ ル ゴ ソ ル ベ ン ト 陽 性 の 95の 血 清 （ １ ： ８ 希 釈 ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 結 合 し た IgEを 、 抗 ヒ ト IgEお よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス Ig抗 体 と と
も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 酵 素 ア ッ セ イ を 行 っ て 定 量 し た 。 結 果 を OD410nm値 と し て 示
す 。
【 図 ３ 】 突 然 変 異 C4R、 C31Rお よ び C65Rを 有 す る MBP-ProDerP1変 異 体 の IgE結 合 反 応 性 。 イ
ム ノ プ レ ー ト を 500ng／ ウ ェ ル の 野 生 型 ま た は 突 然 変 異 MBP-ProDerP1で 被 覆 し 、 ヤ ケ ヒ ョ
ウ ヒ ダ ニ （ D. pteronyssinus） に 対 し て 放 射 性 ア レ ル ゴ ソ ル ベ ン ト 陽 性 の 20の 血 清 の プ ー
ル （ １ ： ８ 希 釈 ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 し た IgEを 、 抗 ヒ ト IgEお よ び ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 マ ウ ス IgG抗 体 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 酵 素 ア ッ セ イ を
行 っ て 定 量 し た 。 結 果 を OD410nm値 と し て 示 す 。
【 図 ４ 】 ア レ ル ゲ ン の ヒ ス タ ミ ン 放 出 活 性 。 一 人 の ア レ ル ギ ー 性 ド ナ ー の 末 梢 血 か ら 単 離
し た 好 塩 基 球 を 、 異 な る ア レ ル ゲ ン の 連 続 希 釈 物 で 刺 激 し た 。 細 胞 か ら 放 出 さ れ た ヒ ス タ
ミ ン を ELISAに よ り 測 定 し た 。 界 面 活 性 剤 IGEPAL CA-630で 細 胞 を 破 砕 後 、 好 塩 基 球 中 の ヒ
ス タ ミ ン の 総 量 を 定 量 し た 。 結 果 は 、 ア レ ル ゲ ン に よ り 放 出 さ れ た ヒ ス タ ミ ン の 総 ヒ ス タ
ミ ン に 対 す る 比 と し て 示 す 。
【 図 ５ 】 ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ ア レ ル ギ ー の 動 物 モ デ ル の 模 式 図 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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