
(57)【要約】
本発明は、スキャフォールドである第１の成分；アジュバント、好ましくはＣＤ２１に対
するリガンドあるいはＢ細胞、Ｔ細胞、瀘胞樹状または他の抗原提示細胞の細胞表面分子
であるポリペプチドである第２の成分；および抗原である第３の成分を含む生成物を提供
する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ス キ ャ フ ォ ー ル ド で あ る 第 １ の 成 分 ；
　 ア ジ ュ バ ン ト で あ る 第 ２ の 成 分 ； お よ び
　 抗 原 で あ る 第 ３ の 成 分
を 含 む 生 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 第 ２ の 成 分 が 、 Ｃ Ｄ ２ １ に 対 す る リ ガ ン ド あ る い は Ｂ 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 瀘 胞 樹 状 ま た
は 他 の 抗 原 提 示 細 胞 上 の 細 胞 表 面 分 子 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 生 成
物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 第 ３ の 成 分 が ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 生 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 第 ３ の 成 分 が 非 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 生 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ス キ ャ フ ォ ー ル ド お よ び 抗 原 が 同 一 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載
の 生 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 ス キ ャ フ ォ ー ル ド お よ び 抗 原 が ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載
の 生 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 が Ｂ 型 肝 炎 表 面 抗 原 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 生 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ス キ ャ フ ォ ー ル ド お よ び ア ジ ュ バ ン ト が 同 一 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か 一
項 に 記 載 の 生 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ス キ ャ フ ォ ー ル ド お よ び ア ジ ュ バ ン ト が Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ８
に 記 載 の 生 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ か ら ９ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 生 成 物 を 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈
剤 と 一 緒 に 含 む 、 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 対 象 に 請 求 項 １ か ら １ ０ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 生 成 物 を 有 効 量 投 与 す る こ と を 含 む 、
抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド で あ る 第 １ の 成 分 ；
　 Ｃ Ｄ ２ １ に 対 す る リ ガ ン ド あ る い は Ｂ 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 瀘 胞 樹 状 ま た は 他 の 抗 原 提 示 細 胞
上 の 細 胞 表 面 分 子 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 第 ２ の 成 分 ； お よ び
　 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 で あ る 第 ３ の 成 分
を 含 む 生 成 物 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 ３ つ の 成 分 を コ ー ド す る 核 酸 を 融 合 タ ン パ ク 質 の 形 態 で 発 現 す る こ と 、 お よ び 前 記
生 成 物 を 回 収 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド で あ る 第 １ の 成 分 ；
　 Ｃ Ｄ ２ １ に 対 す る リ ガ ン ド あ る い は Ｂ 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 瀘 胞 樹 状 ま た は 他 の 抗 原 提 示 細 胞
上 の 細 胞 表 面 分 子 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 第 ２ の 成 分 ； お よ び
　 非 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 で あ る 第 ３ の 成 分
を 含 む 生 成 物 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 成 分 を コ ー ド す る 核 酸 を 融 合 タ ン パ ク 質 の 形 態 で 発 現 す る こ と 、
前 記 融 合 タ ン パ ク 質 と 前 記 第 ３ の 成 分 を 連 結 す る こ と 、 な ら び に 前 記 生 成 物 を 回 収 す る こ
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と を 含 む 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 核 酸 が 原 核 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 が 多 量 体 形 態 で 回 収 さ れ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 組 換 え タ ン パ ク 質 が 細 胞 培 養 物 あ た り 少 な く と も ２ ｍ ｇ /ｌ の 濃 度 で 存 在 す る 、 請
求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 宿 主 原 核 細 胞 が 大 腸 菌 で あ る 、 請 求 項 １ ５ ま た は 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド で あ る 第 １ の 成 分 ；
　 Ｃ Ｄ ２ １ に 対 す る リ ガ ン ド あ る い は Ｂ 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 瀘 胞 樹 状 ま た は 他 の 抗 原 提 示 細 胞
上 の 細 胞 表 面 分 子 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 第 ２ の 成 分 ； お よ び 、 場 合 に よ り 、 ポ リ ペ プ
チ ド 抗 原 で あ る 第 ３ の 成 分
の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、
宿 主 細 胞 中 で 機 能 す る プ ロ モ ー タ ー に 機 能 し う る 態 様 で 連 結 し た 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ８ の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 菌 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ８ の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 し た 真 核 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ヒ ト ま た は 動 物 の 身 体 を 治 療 す る 方 法 に お け る 請 求 項 ２ ０ の 発 現 ベ ク タ ー の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 抗 原 に 対 し て 抗 原 単 独 と 比 較 し て 高 い 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 、 ア ジ ュ バ ン ト お
よ び 抗 原 を 含 む 、 融 合 タ ン パ ク 質 な ど の 高 分 子 ア セ ン ブ リ に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト は 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 高 め 、 し た が っ て ワ ク チ ン に お い て 有 用 で あ る
。 し か し 、 限 ら れ た 数 の ア ジ ュ バ ン ト し か ヒ ト へ の 使 用 に 認 可 さ れ て お ら ず 、 ま た よ り 強
力 な ア ジ ュ バ ン ト が 動 物 の 研 究 に よ っ て 知 ら れ て い る た め 、 人 間 へ の 使 用 が 安 全 な よ り 強
力 な 免 疫 ア ジ ュ バ ン ト が 明 ら か に 必 要 で あ る 。 最 近 の 報 告 に つ い て は 、 「 Advances in va
ccine adjuvants」 （ Nature Biotechnology、 1999年 、 17巻 、 1075～ 1081頁 ） を 参 照 の こ
と 。 人 間 へ の 広 範 に わ た る 使 用 に 関 す る 任 意 の ア ジ ュ バ ン ト の 重 要 な 特 徴 は 、 特 に 非 常 に
多 数 の 健 康 な 人 々 の 通 常 の 予 防 に 使 用 す る 場 合 に 非 常 に 安 全 で あ る べ き こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 補 体 系 は 、 外 来 抗 原 に 対 す る 免 疫 系 の 応 答 に 重 要 な １ 組 の 血 清 タ ン パ ク 質 か ら な る 。 補
体 系 は 、 そ の 主 要 な 成 分 が 切 断 さ れ る と 活 性 化 さ れ 、 そ の 生 成 物 は 、 単 独 ま た は 他 の タ ン
パ ク 質 と 一 緒 に 、 タ ン パ ク 質 分 解 カ ス ケ ー ド を も た ら す 別 の 補 体 タ ン パ ク 質 を 活 性 化 す る
。 補 体 系 の 活 性 化 は 、 血 管 透 過 性 の 増 大 、 食 細 胞 の 走 化 性 、 炎 症 細 胞 の 活 性 化 、 異 物 の オ
プ ソ ニ ン 作 用 、 細 胞 の 直 接 致 死 お よ び 組 織 の 損 傷 を 含 む 種 々 の 応 答 を も た ら す 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 補 体 系 の 活 性 化 は 、 抗 原 － 抗 体 複 合 体 に よ っ て 誘 発 さ れ （ 従 来 経 路 ） 、 ま た は 通 常 の 緩
徐 な 活 性 化 は 、 細 菌 お よ び ウ イ ル ス な ど の 侵 入 生 物 の 細 胞 壁 の 存 在 下 で 増 幅 さ れ 得 る （ 代
替 経 路 ） 。 補 体 系 は 、 古 典 的 経 路 お よ び 選 択 的 経 路 の 両 方 の 中 心 を な す タ ン パ ク 質 で あ る
Ｃ ３ が 関 与 す る 特 定 の 経 路 を 介 し て 細 胞 免 疫 系 と 相 互 作 用 す る 。 Ｃ ３ の タ ン パ ク 質 分 解 活
性 化 に よ り 、 大 き な フ ラ グ メ ン ト （ Ｃ ３ ｂ ） が 生 じ 、 侵 入 生 物 ま た は 異 種 細 胞 の 細 胞 表 面
タ ン パ ク 質 な ど の 外 部 求 核 原 子 と 共 有 結 合 的 に 反 応 で き る 化 学 的 反 応 性 内 部 チ オ ー ル エ ス
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テ ル 結 合 が 露 出 さ れ る 。 そ の 結 果 、 潜 在 抗 原 は Ｃ ３ ｂ に よ っ て 「 標 識 」 さ れ 、 ｉ Ｃ ３ ｂ お
よ び Ｃ ３ ｄ ,ｇ に 対 し て さ ら に タ ン パ ク 質 分 解 を 受 け る の で そ の タ ン パ ク 質 と 結 合 し た ま
ま で あ る 。 後 者 の フ ラ グ メ ン ト は 、 そ れ ぞ れ 、 補 体 受 容 体 Ｃ Ｒ ３ お よ び Ｃ Ｒ ２ （ Ｃ Ｒ ２ は
Ｃ Ｄ ２ １ と も 称 さ れ る ） に 対 す る リ ガ ン ド で あ る 。 し た が っ て 、 Ｃ ３ ｂ に よ る 抗 原 の 標 識
の 結 果 、 こ れ ら の 受 容 体 を も つ 免 疫 系 の 細 胞 に 対 す る タ ー ゲ テ ィ ン グ 機 構 を 得 る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の よ う な タ ー ゲ テ ィ ン グ は 、 免 疫 応 答 の 増 強 に 重 要 で あ り 、 そ れ は 、 マ ウ ス か ら 循 環
Ｃ ３ を 奪 い 、 次 い で 抗 原 （ ヒ ツ ジ 赤 血 球 ） で 攻 撃 し た 実 験 に よ っ て 最 初 に 示 さ れ て い る 。
Ｃ ３ の 除 去 に よ り 、 こ の 抗 原 へ の 抗 体 応 答 が 減 少 し た （ M. B. Pepys、 J. Exp. Med.、 140
、 126～ 145頁 、 1975年 ） 。 Ｃ ３ の 役 割 は 、 Ｃ ３ ま た は Ｃ ３ ｂ を 生 成 す る 補 体 カ ス ケ ー ド の
上 流 成 分 、 す な わ ち Ｃ ２ お よ び Ｃ ４ を 遺 伝 的 に 欠 く 動 物 の 研 究 に よ っ て 確 認 さ れ た （ J. M
. Ahearnお よ び D. T. Fearon、 Adv. Immunol.、 46、 183～ 219頁 、 1989年 ） 。 つ い 最 近 、
ネ ズ ミ Ｃ ３ ｄ フ ラ グ メ ン ト 配 列 の ３ 個 以 上 の 複 製 を 含 む モ デ ル 抗 原 を 線 状 に 結 合 す る と 、
未 改 変 抗 原 対 照 と 比 較 し て マ ウ ス の 抗 体 応 答 が 極 め て （ １ ０ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ ０ 倍 ） 増 大 し
た こ と が 示 さ れ て い る （ P. W. Dempseyら 、 Science、 271、 348～ 350頁 、 1996年 ； 国 際 公
開 Ｗ Ｏ 　 ９ ６ ／ １ ７ ６ ２ ５ 、 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｇ Ｂ ９ ５ ／ ０ ２ ８ ５ １ ） 。 こ の 増 大 は 、 ヒ ト に 使 用
す る に は 毒 性 が 強 す ぎ る フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト な ど の 従 来 の ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 せ
ず に 達 成 す る こ と が で き る 。 こ の 注 目 す べ き 効 果 の 機 構 は 、 多 価 Ｃ ３ ｄ 構 築 体 と Ｂ 細 胞 上
の Ｃ Ｒ ２ と の 高 親 和 性 結 合 と 、 そ れ に 続 く Ｂ 細 胞 核 に 対 し て シ グ ナ ル を 生 成 す る た め の Ｃ
Ｒ ２ と 別 の Ｂ 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 、 Ｃ Ｄ １ ９ お よ び 膜 結 合 免 疫 グ ロ ブ リ ン と の 共 連 結 で あ る
こ と が 実 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し 、 Ｃ ３ ｄ の ３ 個 の 複 製 を 含 む 大 量 の 相 同 組 換 え タ ン パ ク 質 を 生 成 す る の は 困 難 で
あ る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 主 要 な 問 題 は ：
　 　 ｉ ） （ ３ 個 の ） 反 復 配 列 を 含 む 構 築 体 の 遺 伝 的 不 安 定 性 お よ び
　 　 ii） 大 腸 菌 （ Escherichia coli） 中 で 形 成 し た 封 入 体 由 来 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の フ ォ
ー ル デ ィ ン グ （ ま た は 可 溶 化 お よ び リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ ）
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｃ ３ ｄ 遺 伝 子 の 繰 返 し 複 製 を 含 む 構 築 体 の 遺 伝 的 不 安 定 性 を 最 小 化 す る た め の １ つ の 手
法 が 、 国 際 公 開 Ｗ Ｏ 　 ９ ９ ／ ３ ５ ２ ６ ０ お よ び Ｗ Ｏ 　 ０ １ ／ ７ ７ ３ ２ ４ に 記 載 さ れ て い る
。 こ れ ら の 出 願 中 に 記 載 さ れ て い る 技 術 は 、 Ｃ ３ ｄ の 繰 返 し を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 同 一 で
な い 配 列 を 使 用 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 国 際 公 開 Ｗ Ｏ 　 ０ ０ ／ ６ ９ ９ ０ ７ お よ び Ｗ Ｏ 　 ０ ０ ／ ６ ９ ８ ８ ６ （ こ れ ら の 内 容 は 参 照
に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 む も の と す る ） 、 多 量 体 形 態 に ア セ ン ブ リ 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド 単
量 体 に つ い て 記 載 さ れ て い る 。 こ の 単 量 体 は 、 シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 、 特 に Ｇ ｒ ｏ Ｅ Ｓ ま
た は Ｃ ｐ ｎ １ ０ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 由 来 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 補 体 ４ 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｃ ４ ｂ ｐ ） を 用 い た 多 量 体 化 シ ス テ ム は 、 国 際 公 開 Ｗ Ｏ 　 ９ １
／ １ １ ４ ６ １ に 記 載 さ れ て い る 。 ヒ ト Ｃ ４ ｂ － 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｃ ４ Ｂ Ｐ ） は 、 ７ 個 の 同
一 の α 鎖 お よ び 単 一 の β 鎖 か ら な る ク モ 様 構 造 を 有 す る 高 分 子 量 （ ５ ７ ０ ｋ Ｄ ａ ） の 血 漿
糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Ｃ ４ ｂ ｐ α 鎖 は 、 分 子 の 多 量 体 へ の ア セ ン ブ リ を 引 き 起 こ す Ｃ 末 端
コ ア 領 域 を 有 す る 。 標 準 モ デ ル に よ れ ば 、 １ 個 の Ｃ ４ ｂ ｐ 単 量 体 の ＋ ４ ９ ８ 位 置 に あ る シ
ス テ イ ン は 、 別 の 単 量 体 の ＋ ５ １ ０ 位 置 に あ る シ ス テ イ ン と ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る
。 ７ 個 の α 鎖 し か 含 ま な い 少 数 の 形 態 も ヒ ト 血 漿 中 で 発 見 さ れ て い る 。 こ の 血 漿 糖 タ ン パ
ク 質 の 自 然 機 能 は 、 補 体 活 性 化 の 従 来 経 路 を 阻 害 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 国 際 公 開 Ｗ Ｏ 　 ９ １ ／ １ １ ４ ６ １ は 、 Ｃ ４ ｂ ｐ タ ン パ ク 質 の 多 量 体 化 す る 能 力 を 使 用 し
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て 、 Ｃ ４ ｂ ｐ お よ び 重 要 な 生 物 学 的 タ ン パ ク 質 の す べ て ま た は 一 部 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質
を 作 製 で き る こ と を 提 案 し て い る 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 前 記 タ ン パ ク 質 が 高 い 血 清 半
減 期 お よ び そ の 標 的 に 対 す る 高 い 親 和 性 ま た は ア ビ デ ィ テ ィ を 有 す る 、 重 要 な タ ン パ ク 質
の た め の プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を も た ら す 多 量 体 を 形 成 す る こ と に な る 。 Ｃ ４ ｂ ｐ の 融 合 タ ン
パ ク 質 は 、 国 際 公 開 Ｗ Ｏ 　 ９ １ ／ １ １ ４ ６ １ 中 に 記 載 の 治 療 薬 の 新 規 な 送 達 お よ び 輸 送 シ
ス テ ム の 対 象 と し て 標 的 と な っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Ｃ ４ ｂ ｐ の α 鎖 の ほ と ん ど が 、 補 体 制 御 タ ン パ ク 質 （ Ｃ Ｃ Ｐ ） 繰 返 し と し て 周 知 の 長 さ
の 約 ６ ０ ア ミ ノ 酸 か ら な る ８ 個 の 直 列 配 列 ド メ イ ン か ら 構 成 さ れ て い る 。 １ 種 ま た は 複 数
の こ れ ら の ド メ イ ン の 封 入 は 、 国 際 公 開 Ｗ Ｏ 　 ９ １ ／ １ １ ４ ６ １ に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質
で 好 ま し か っ た が 、 多 量 体 化 を 防 止 せ ず に す べ て の Ｃ Ｃ Ｐ を 除 去 で き る （ Ｃ 末 端 ５ ７ ア ミ
ノ 酸 だ け 残 し て ） こ と が 実 証 さ れ て い る （ Libyh M. T.ら 、 （ 1997年 ） Blood、 90、 3978～
3983頁 ） 。 Ｃ ４ ｂ ｐ の こ の Ｃ 末 端 領 域 は 、 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Libyhら 、 （ 1997年 ） は 、 Ｃ ４ ｂ ｐ の α 鎖 の Ｃ 末 端 部 分 に 基 づ い た タ ン パ ク 質 多 量 体 化
シ ス テ ム に つ い て 記 載 し て い る 。 Ｃ ４ ｂ ｐ の Ｃ 末 端 部 分 は 、 補 体 活 性 化 の 従 来 経 路 を 阻 害
す る 能 力 を 欠 く が 、 Ｃ ４ ｂ ｐ を 生 成 す る Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 の 細 胞 質 中 で の Ｃ ４ ｂ ｐ の 重 合 を 引 き
起 こ す 。 Libyhら は 、 関 連 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 自 発 的 多 量 体 化 を 誘 発 し て 、 Ｃ ４ ｂ ｐ
フ ラ グ メ ン ト を 用 い て ｓ ｃ Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト の ホ モ 多 量 体 を 得 る こ と が で き た 。 使 用 し た
Ｃ ４ ｂ ｐ の Ｃ 末 端 部 分 は 、 場 合 に よ っ て は Ｍ Ｙ Ｃ タ グ に よ っ て 間 隔 を 空 け て ｓ ｃ Ｆ ｖ 配 列
の Ｃ 末 端 側 に 置 い た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Ｃ ４ ｂ ｐ の 使 用 は 、 Oudinら （ 2000年 、 Journal of Immunology、 164巻 ： 1505頁 ） お よ
び Christiansenら （ 2000年 、 Journal of Virology、 74巻 ： 4672頁 ） に も 記 載 さ れ て い る
。 自 己 ア セ ン ブ リ 多 量 体 可 溶 性 Ｃ Ｄ ４ － Ｃ ４ ｂ ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 が ヒ
ト ２ ９ ３ 細 胞 系 で 発 現 さ れ た Shinyaら （ 1999年 、 Biomed & Pharmacother、 53巻 ： 471頁 ）
で も 実 証 さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、
　 　 ス キ ャ フ ォ ー ル ド で あ る 第 １ の 成 分 ；
　 　 ア ジ ュ バ ン ト で あ る 第 ２ の 成 分 、 好 ま し く は Ｃ Ｄ ２ １ に 対 す る リ ガ ン ド あ る い は Ｂ 細
胞 、 Ｔ 細 胞 、 瀘 胞 樹 状 ま た は 他 の 抗 原 提 示 細 胞 上 の 細 胞 表 面 分 子 で あ る ポ リ ペ プ チ ド ； お
よ び
　 　 抗 原 で あ る 第 ３ の 成 分
を 含 む 生 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 第 １ の 成 分 に よ り 、 複 数 コ ピ ー の 第 ２ の 成 分 が １ コ ピ ー 以 上 の 抗 原 と 結 合 し て い る よ う
な 、 多 成 分 生 成 物 中 に 複 数 コ ピ ー の 第 ２ の 成 分 の ア セ ン ブ リ が も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
　 　 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド で あ る 第 １ の 成 分 ；
　 　 Ｃ Ｄ ２ １ に 対 す る リ ガ ン ド あ る い は Ｂ 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 瀘 胞 樹 状 ま た は 他 の 抗 原 提 示 細
胞 上 の 細 胞 表 面 分 子 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 第 ２ の 成 分 ； お よ び
　 　 抗 原 で あ る 第 ３ の 成 分
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 第 １ お よ び 第 ２ の 成 分 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 形 態 で あ っ て よ い 。 第 ３ の 成 分 も ポ リ ペ プ
チ ド で あ る 場 合 、 ３ つ の 成 分 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 存 在 す る 。 あ る い は 、 第 ３ の 成 分
は 、 最 初 の ２ つ の 成 分 が 融 合 し た も の と 共 有 結 合 し て い る 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 第 １ の 成 分 自 体 が 抗 原 で あ る 場 合 、 第 １ お よ び 第 ３ の 成 分 は 、 同 じ 分
子 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 疑 い を 回 避 す る た め に 、 「 第 １ 」 、 「 第 ２ 」 お よ び 「 第 ３ 」 の 成 分 の 呼 称 は 、 ３ つ の 成
分 の 生 成 物 に お け る 具 体 的 な 直 線 的 順 序 を 意 味 す る も の で も 、 示 唆 す る も の で は な い 。 こ
の ３ つ の 成 分 は 、 任 意 の 順 序 で 連 結 し て い て よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 し た が っ て 、 ３ つ す べ て の 成 分 が ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 そ の 生 成 物 を 融 合 タ ン パ ク 質 と
し て 作 製 し た 場 合 、 こ の ３ つ の 成 分 の Ｎ か ら Ｃ 末 端 順 序 は 、 任 意 の 順 列 で あ っ て よ い 。 さ
ら に 、 以 下 に 示 す よ う に 、 場 合 に よ っ て は 第 １ の 成 分 は 、 １ 種 ま た は 他 の 第 ２ お よ び 第 ３
の 成 分 に よ っ て 置 換 で き る ル ー プ 領 域 を 含 ん で い て よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 生 成 物 は 、 免 疫 促 進 性 の 第 ２ の 成 分 を 多 成 分 生 成 物 に 形 成 し 、 タ ン デ ム 型 反 復
配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 用 い る 必 要 な く 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い て 発 現 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 成 分 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 な ら
び に 前 記 第 ３ の 成 分 が ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 、 ３ つ す べ て の 成 分 を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す
る 。 本 発 明 は ま た 、 前 記 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー お よ び 前 記 ベ ク タ ー を 保 有 す る 宿 主 細 胞 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、
　 　 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド で あ る 第 １ の 成 分 ；
　 　 Ｃ Ｄ ２ １ に 対 す る リ ガ ン ド あ る い は Ｂ 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 瀘 胞 樹 状 ま た は 他 の 抗 原 提 示 細
胞 上 の 細 胞 表 面 分 子 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 第 ２ の 成 分 ； お よ び
　 　 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 で あ る 第 ３ の 成 分
を 含 む 生 成 物 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 融 合 タ ン パ ク 質 の 形 態 で ３ つ の 成 分 を コ ー ド す る 核 酸 を 発 現 す る こ と 、 お よ び 生 成 物 を
回 収 す る こ と を 含 む 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、
　 　 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド で あ る 第 １ の 成 分 ；
　 　 Ｃ Ｄ ２ １ に 対 す る リ ガ ン ド あ る い は Ｂ 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 瀘 胞 樹 状 ま た は 他 の 抗 原 提 示 細
胞 の 細 胞 表 面 分 子 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 第 ２ の 成 分 ； お よ び
　 　 非 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 で あ る 第 ３ の 成 分
を 含 む 生 成 物 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 第 １ お よ び 第 ２ の 成 分 を コ ー ド す る 核 酸 を 融 合 タ ン パ ク 質 の 形 態 で 発 現 す る こ と 、 前 記
融 合 タ ン パ ク 質 と 第 ３ の 成 分 を 連 結 す る こ と 、 な ら び に 生 成 物 を 回 収 す る こ と を 含 む 前 記
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 生 成 物 を 作 製 す る 方 法 は 、 真 核 ま た は 原 核 細 胞 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 対 象 に 有 効 量 の 本 発 明 に よ る 生 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 抗 原 に 対 し
て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 人 体 ま た は 動 物 体 を 治 療 す る 方 法 、 特 に 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 方 法 の た め
の 本 発 明 の 生 成 物 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 生 成 物 を 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 結 合 さ せ
て 含 む 薬 剤 組 成 物 を 提 供 す る 。
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
ス キ ャ フ ォ ー ル ド
　 こ れ は 、 第 ２ お よ び 第 ３ の 成 分 が 結 合 で き る ス キ ャ フ ォ ー ル ド に な り 得 る 任 意 の 高 分 子
ア セ ン ブ リ を 意 味 す る 。 こ れ は 、 タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 高 分 子 （ 例 え ば 糖 か ら 構 成 さ れ る
） あ る い は 原 核 ま た は 真 核 細 胞 壁 あ る い は ウ イ ル ス で あ っ て よ い 。 細 胞 壁 、 ま た は ウ イ ル
ス ま た は タ ン パ ク 質 は 、 不 完 全 で あ っ て よ く 、 す な わ ち そ れ が 認 め ら れ る 生 物 中 に 通 常 存
在 す る 成 分 を 欠 い て お り 、 本 発 明 の 重 要 な 特 徴 は 、 ス キ ャ フ ォ ー ル ド が 、 ２ 種 以 上 の ア ジ
ュ バ ン ト 分 子 お よ び ２ 種 以 上 の 抗 原 分 子 を 単 一 ア セ ン ブ リ に 一 体 化 さ せ 得 る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に よ り 詳 細 に 記 載 し た よ う に 、 ２ つ の 主 な ク ラ ス の ス キ ャ フ ォ ー ル ド が 企 図 さ
れ て い る 。 第 １ は 、 そ の 上 に 複 数 コ ピ ー の 第 ２ の 成 分 、 お よ び 該 当 す る 場 合 は 第 ３ の 成 分
が 、 別 々 に 、 ま た は 第 ２ お よ び 第 ３ の 成 分 の 融 合 体 と し て 結 合 し た 、 ウ イ ル ス ま た は 細 胞
を 含 む 複 合 高 分 子 生 成 物 で あ る 。 あ る い は 、 ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 第 ２ の 成 分 に 対 し て １
： １ の 比 で 存 在 す る 。 生 成 物 が 融 合 タ ン パ ク 質 の 形 の 場 合 、 第 ３ の 成 分 も 第 ２ お よ び 第 １
の 成 分 に 対 し て １ ： １ ： １ の 比 で 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 細 胞 壁 ま た は ウ イ ル ス ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 他 の 目 的 で 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 原 核
（ Samuelsonら 、 2002年 、 J. Biotechnol 96、 129～ 154頁 ； Lang H.、 2001年 、 Nat. Biote
chnol.、 19、 75～ 78頁 ） ま た は 真 核 細 胞 壁 （ Shusta E. V.ら 、 1999年 、 J. Mol. Biol. 29
2、 949～ 956頁 ） あ る い は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ な ど の ウ イ ル ス （ Sidhu S. S.、 2001年 、 Bi
omol. Eng.、 18、 57～ 63頁 ） 上 の タ ン パ ク 質 の 表 面 提 示 が 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 の こ の
態 様 の 特 徴 は 、 細 胞 壁 に 提 示 さ れ て い る も の が 、 抗 原 と 同 時 に 存 在 す る ア ジ ュ バ ン ト 分 子
の ２ コ ピ ー 以 上 を 含 む こ と で あ る 。 こ の 抗 原 は 、 ア ジ ュ バ ン ト （ Ｃ ３ ｄ な ど ） と 直 接 融 合
で き る が 、 必 ず し も そ の 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 し た が っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 細 菌 な ど の 細 胞 の 表 面 が 、 ス キ ャ フ ォ ー ル ド と な り 得 る
。 ア ジ ュ バ ン ト を 通 常 細 菌 の 表 面 上 に 発 現 さ れ る 第 ２ の 成 分 と 遺 伝 的 に 融 合 す る と 、 そ の
ア ジ ュ バ ン ト の 複 数 コ ピ ー が 細 菌 の 表 面 上 に 提 示 さ れ る 。 こ れ は 、 細 菌 が 宿 主 に 感 染 し た
場 合 に 、 細 菌 に 対 し て 向 上 し た 免 疫 応 答 を 誘 発 さ せ る 効 果 が あ る 。 抗 原 は 、 細 菌 の 細 胞 壁
で あ っ て よ く 、 ま た は 細 菌 の 表 面 上 に 別 々 に 、 た だ し 同 時 に 発 現 さ れ て い て よ い 。 感 染 は
、 改 変 し た 細 菌 を 宿 主 へ 投 与 す る こ と に よ り 、 計 画 的 で あ っ て よ い 。 細 菌 は 、 死 滅 さ せ た
後 、 ま た は 生 き て い る が 弱 毒 化 し た 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 同 様 に 、 真 核 細 胞 を ス キ ャ フ ォ ー ル ド と し て 使 用 し て も よ い 。 こ の よ う な 場 合 に は 、 ２
コ ピ ー 以 上 の ア ジ ュ バ ン ト を 提 示 し て い る 細 胞 表 面 を 使 用 し て 、 他 の （ 正 常 ま た は 異 常 な
） 細 胞 表 面 成 分 に 対 し て 免 疫 応 答 を 誘 発 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 国 際 公 開 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ １ ７ ６ ２ ５ 、 （ Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｇ Ｂ ９ ５ ／ ０ ２ ８ ５ １ ） に 記 載 さ れ て い る
融 合 タ ン パ ク 質 と は 対 照 的 に 、 抗 原 と ア ジ ュ バ ン ト の 間 に は 共 有 結 合 の 必 要 が 全 く な い か
、 あ る い は 共 有 結 合 は 間 接 的 に ス キ ャ フ ォ ー ル ド に よ っ て 仲 介 さ れ て い る に 過 ぎ な い 。 さ
ら に 、 国 際 公 開 Ｗ Ｏ 　 ９ ６ ／ １ ７ ６ ２ ５ で は 、 Ｃ ３ ｄ タ ン パ ク 質 の 単 一 複 製 と 抗 原 と の 融
合 に よ り 、 そ の 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 が 低 減 す る こ と が 教 示 さ れ て い る 。 本 発 明 で は 、 正
反 対 に 、 ア ジ ュ バ ン ト の 複 数 の 単 一 （ 単 量 体 ） コ ピ ー の 提 示 、 あ る い は そ の 後 ス キ ャ フ ォ
ー ル ド と 融 合 さ せ る 抗 原 の 単 一 コ ピ ー と ア ジ ュ バ ン ト の 単 一 コ ピ ー を 融 合 し た も の に よ り
、 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 が 増 大 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 抗 原 は 、 細 胞 壁 自 体 ま た は 第 ２ の タ ン パ ク 質 ま た は 糖 タ ン パ ク 質 で あ っ て よ い 。 肺 炎 球
菌 （ pneumococci） の 場 合 の よ う に 、 防 御 抗 原 が 莢 膜 で あ る 生 物 の 場 合 、 ア ジ ュ バ ン ト の
２ 種 以 上 の 複 製 の 提 示 に よ り 、 莢 膜 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 が 改 善 さ れ る 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ウ イ ル ス の 場 合 、 抗 原 は 、 ウ イ ル ス 自 体 で あ っ て よ く 、 し た が っ て そ れ は 同 時 に 抗 原 お
よ び ス キ ャ フ ォ ー ル ド と し て 作 用 す る 。 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 表 面 抗 原 の 例 が 示 さ れ て い る 。
組 換 え Ｈ Ｂ ｓ Ａ ｇ ワ ク チ ン を 調 製 す る 方 法 が 米 国 特 許 第 ４ ７ ６ ９ ２ ３ ８ 号 に 記 載 さ れ て い
る 。 こ の 組 換 え Ｈ Ｂ ｓ Ａ ｇ は 、 極 め て 有 効 な ワ ク チ ン で あ る が 、 「 反 応 性 の 低 い 応 答 者 （
poor responder） 」 で あ る 相 当 な 数 の ワ ク チ ン レ シ ピ エ ン ト が 残 っ て い る 。 こ の 既 存 の ワ
ク チ ン に 新 し い ア ジ ュ バ ン ト を 加 え る と 、 こ う し た 反 応 性 の 低 い 応 答 者 の ワ ク チ ン 接 種 、
お よ び こ の ウ イ ル ス の 慢 性 保 因 者 の 感 染 後 の ワ ク チ ン 接 種 が 可 能 に な る 。 こ の ワ ク チ ン に
ア ジ ュ バ ン ト を 加 え る こ と を 想 定 し た 一 方 法 は 、 ア ジ ュ バ ン ト タ ン パ ク 質 、 例 え ば お よ び
好 ま し く は ヒ ト Ｃ ３ ｄ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 と 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の Ｓ タ ン パ ク 質
で あ る ２ ２ ６ ア ミ ノ 酸 残 基 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の Ｃ 末 端 と の 遺 伝 的 融 合 で あ る
。 前 記 の 米 国 特 許 第 ４ ７ ６ ９ ２ ３ ８ 号 に 記 載 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド に 存 在 す る Ｓ タ ン パ ク
質 コ ー ド 配 列 を 含 み 、 好 ま し く は 酵 母 中 で の 高 レ ベ ル 発 現 に 適 し た コ ド ン を 有 す る 、 ア ジ
ュ バ ン ト の コ ー ド 配 列 を 加 え る こ と が で き る 。 Ｓ タ ン パ ク 質 の 配 列 は 、 「 逃 避 変 異 体 （ es
cape mutants） 」 と し て 知 ら れ て い る 変 異 体 配 列 （ Cooreman M. P.ら 、 2001年 、 J. Biome
d. Sci. 8、 237～ 247頁 ） ま た は Ｂ 型 肝 炎 ワ ク チ ン で 通 常 見 ら れ な い 抗 原 （ Fomsgaard A.
ら 、 1998年 、 Scand. J. Immunol.、 47、 289～ 295頁 ） を 含 む よ う に 改 変 す る こ と が で き る
。 前 記 論 文 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 Ｃ ３ ｄ ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 改 変 し た ワ ク チ ン は 、 免
疫 応 答 を 得 る た め に Ｄ Ｎ Ａ と し て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 し た が っ て 別 の 実 施 形 態 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド 自 体 が 抗 原 で あ っ て よ い
。 し た が っ て 、 オ リ ゴ マ ー 構 造 に ア セ ン ブ リ す る Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス の 表 面 抗 原 は 、 同 時 に
本 発 明 の 第 １ お よ び 第 ３ の 成 分 で あ っ て よ い 。 １ ９ ５ ６ 年 （ FHC Crick、 JD Watson、 Natu
re、 177、 473頁 ） に 初 め て 述 べ ら れ た よ う に 、 ウ イ ル ス の 核 酸 含 有 量 は 限 ら れ て い る の で
、 ウ イ ル ス が コ ー ド で き る ア ミ ノ 酸 の 数 が 厳 し く 制 限 さ れ る 。 結 果 と し て 、 タ ン パ ク 質 膜
は 、 極 め て 多 数 の 異 な る タ ン パ ク 質 分 子 か ら 構 築 す る こ と は で き な い 。 そ の 代 わ り に 、 規
則 的 な 状 態 に 配 列 し た い く つ か の 同 一 の 小 さ な サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 構 築 し な け れ ば な ら な い
。 し た が っ て ほ と ん ど の ウ イ ル ス は 、 同 時 に 本 発 明 の 第 １ お よ び 第 ３ の 成 分 の 両 方 で あ り
得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 そ の 機 能 が タ ン パ ク 質 自 体 ま た は 関 連 す る タ ン パ ク
質 も し く は 他 の 分 子 の グ ル ー プ の 構 造 を 決 定 す る こ と で あ る タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 一 部
で あ る 。 し た が っ て ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 ア セ ン ブ リ し た 場 合 に 定 義 し た 三
次 元 構 造 を 有 し 、 前 記 構 造 中 ま た は 構 造 上 に 分 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 支 持 す る 容 量 を 有
す る 。 有 利 に は 、 ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 ス キ ャ フ ォ ー ル ド の 三 次 元 構 造 お よ び ／ ま た は ポ
リ ペ プ チ ド の 挿 入 部 位 に 関 し て 種 々 の 有 効 な 幾 何 学 的 配 置 を 想 定 す る 能 力 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 ア ジ ュ バ ン ト と し て 働 く こ と が で き 、 す な わ
ち 第 １ お よ び 第 ２ の 成 分 が 同 一 に な る 。 ア ジ ュ バ ン ト で あ る ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 本 明 細
書 で さ ら に 詳 細 に 記 載 し た Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 ま た は Ｃ ４ ｂ ｐ α 鎖 の フ ラ グ メ ン ト で
あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 コ シ ャ ペ ロ ニ ン Ｃ ｐ ｎ １ ０ ／ Ｈ ｓ ｐ １ ０ ス キ ャ
フ ォ ー ル ド で あ る 。 Ｃ ｐ ｎ １ ０ は 、 Ｃ ｐ ｎ ６ ０ ／ Ｃ ｐ ｎ １ ０ シ ャ ペ ロ ニ ン 系 の 広 範 な 成 分
で あ る 。 Ｃ ｐ ｎ １ ０ の 例 に は 、 ヒ ト ミ ト コ ン ド リ ア Ｃ ｐ ｎ １ ０ 、 細 菌 Ｇ ｒ ｏ Ｅ Ｓ お よ び バ
ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｔ ４ 　 Ｇ ｐ ３ １ が あ る 。 Ｃ ｐ ｎ １ ０ フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー は 、 当 業
者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 天 然 に 存 在 す る ス キ ャ フ ォ ー ル ド の 誘 導 体 の 使 用 を 含 む 。 ス キ ャ フ ォ
ー ル ド の 誘 導 体 （ Ｃ ｐ ｎ １ ０ お よ び ６ ０ フ ァ ミ リ ー の ス キ ャ フ ォ ー ル ド を 含 む ） は 、 本 明
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細 書 に 記 載 の 「 オ リ ゴ マ ー 化 」 特 性 の 維 持 の 対 象 に な る 、 ア ミ ノ 酸 欠 失 、 付 加 ま た は 置 換
（ 特 に Ｇ ｐ ３ １ 中 の Ｃ ｙ ｓ 残 基 の 置 換 ） 、 Ｃ ｐ ｎ １ ０ ま た は Ｃ ｐ ｎ ６ ０ フ ァ ミ リ ー の 異 な
る メ ン バ ー お よ び ／ ま た は 円 順 列 タ ン パ ク 質 ス キ ャ フ ォ ー ル ド の 融 合 に よ っ て 形 成 し た ハ
イ ブ リ ッ ド を 含 ん で い て も よ い そ の 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 ア セ ン ブ リ し て 多 量 体 生 成 物 を 形 成 す る 。 本 発 明 に
お い て 、 多 量 体 生 成 物 は 任 意 の 形 状 で あ っ て よ く 、 任 意 の 数 の 個 別 の ス キ ャ フ ォ ー ル ド ユ
ニ ッ ト を 含 ん で い て よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 多 量 体 生 成 物 は 、 好 ま し く は ２ ～ ２ ０ ス キ ャ フ ォ ー ル ド ユ ニ ッ ト 、 有 利 に は ５ ～ １ ５ ユ
ニ ッ ト 、 理 想 的 に は 約 １ ０ ユ ニ ッ ト を 含 む 。 Ｃ ｐ ｎ １ ０ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の ス キ ャ フ ォ
ー ル ド は 、 ７ 員 環 ま た は 環 形 の 形 状 の ７ タ ン パ ク 質 ユ ニ ッ ト を 含 む 。 し た が っ て 、 多 量 体
生 成 物 は 、 ７ 員 環 で あ る と 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ｃ ｐ ｎ １ ０ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 そ れ ら の 構 造 内 に 「 可 動 ル ー プ 」 を も つ こ と が 知 ら れ て い
る 。 可 動 ル ー プ は 、 大 腸 菌 Ｇ ｒ ｏ Ｅ Ｓ の 配 列 の ア ミ ノ 酸 １ ５ ～ ３ ４ 、 好 ま し く は ア ミ ノ 酸
１ ６ ～ ３ ３ 、 お よ び Ｃ ｐ ｎ １ ０ フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー 上 の 同 じ 位 置 に 配 置 さ れ て い る
。 Ｔ ４ 　 Ｇ ｐ ３ １ の 可 動 ル ー プ は 、 残 基 ２ ２ ～ ４ ５ 、 有 利 に は ２ ３ ～ ４ ４ に 配 置 さ れ て い
る 。 第 ２ ま た は 第 ３ の 成 分 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 Ｃ ｐ ｎ １ ０ フ ァ ミ リ ー ポ リ ペ プ チ ド の
可 動 ル ー プ の す べ て ま た は 一 部 を 置 換 す る こ と に よ っ て 挿 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド が Ｃ ｐ ｎ １ ０ フ ァ ミ リ ー ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 、 第 ２ ま た
は 第 ３ の 成 分 の ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 、 そ の Ｎ ま た は Ｃ 末 端 （ そ の 末 端 は 天 然 ま た は 改 変
Ｎ ま た は Ｃ 末 端 で あ っ て よ い ） で 、 あ る い は Ｃ ｐ ｎ １ ０ フ ァ ミ リ ー ペ プ チ ド の ル ー フ β ヘ
ア ピ ン に 相 当 す る 位 置 に 取 り 込 ま れ る 。 こ の 位 置 は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｔ ４ 　 Ｇ ｐ ３ １
の 位 置 ５ ４ ～ ６ ７ 、 有 利 に は ５ ５ ～ ６ ６ 、 好 ま し く は ５ ９ ～ ６ １ ま た は 大 腸 菌 Ｇ ｒ ｏ Ｅ Ｓ
の 位 置 ４ ３ ～ ６ ３ 、 好 ま し く は ４ ４ ～ ６ ２ 、 有 利 に は ５ ６ ～ ５ ７ に 配 置 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 Ｃ ４ ｂ ｐ タ ン パ ク 質 ま た は Ｃ ４
ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 領 域 を 保 持 す る そ の 一 部 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ヒ ト Ｃ ４ 結 合 タ ン パ ク 質 （ ｈ Ｃ ４ ｂ ｐ ） は 、 生 理 活 性 分 子 の 送 達 担 体 と し て 多 く の 魅 力
的 な 特 徴 を も つ 分 子 で あ る 。 ヒ ト Ｃ ４ ｂ ｐ は 、 ヒ ト 補 体 系 － そ の 機 能 が 侵 入 細 胞 の 溶 解 、
食 細 胞 の 活 性 化 お よ び 系 か ら の 異 物 の 除 去 の 促 進 を 含 む 免 疫 系 タ ン パ ク 質 の グ ル ー プ に 関
与 し て い る 。 こ れ は 、 こ の 系 の タ ン パ ク 質 、 特 に Ｃ ４ タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 。 構 造
的 に 、 ｈ Ｃ ４ ｂ ｐ は 、 長 い 血 清 半 減 期 お よ び 標 的 で あ る リ ン パ 節 に 生 理 活 性 分 子 を 送 達 す
る 能 力 を 有 す る こ と が 予 想 さ れ る 、 フ レ キ シ ブ ル な ジ ス ル フ ィ ド 結 合 さ れ た 分 子 で あ る 。
血 清 形 態 の ｈ Ｃ ４ ｂ ｐ の 分 子 量 は 、 約 ５ ９ ０ ｋ Ｄ で あ る 。 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル で は 、 ｈ Ｃ ４ ｂ
ｐ は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た 多 量 体 タ ン パ ク 質 を 示 唆 す る 約 ７ ０ ｋ Ｄ に お け る 強 い バ ン ド
が 生 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 Ｃ ４ ｂ ｐ 単 量 体 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ク ロ ー ン 化 お よ び 特 性 決 定 さ れ て い る ［ L. P
. Chungら 、 （ 1985年 ） 「 Molecular Cloning and Characterization of the cDNA Coding
 for C4b-Binding Protein of the Classical Pathway of the Human Complement System
」 、 Biochem. J.、 230、 133～ 141頁 ］ 。 Chungら は 、 ｈ Ｃ ４ ｂ ｐ を ５ ４ ９ ア ミ ノ 酸 の ポ リ
ペ プ チ ド と 称 し て い る 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 予 測 し た ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 量 は 、 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ ゲ
ル で 実 際 に 測 定 し た ７ ０ ｋ Ｄ で は な く 、 約 ６ １ ． ５ ｋ Ｄ で あ る 。 分 子 量 の 差 は 明 ら か に 、
血 清 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド の グ リ コ シ ル 化 に よ る も の で あ る 。 Chungら の 配 列 の Ｎ 末 端 か ら
最 初 の ４ ９ １ ア ミ ノ 酸 は 、 そ れ ぞ れ 約 ６ ０ ア ミ ノ 酸 の 短 い コ ン セ ン サ ス 反 復 領 域 （ Ｓ Ｃ Ｒ
） と 呼 ば れ る ８ 個 の ド メ イ ン に 分 割 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 Ｎ 末 端 か ら Ｃ 末
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端 ま で 、 Ｓ Ｃ Ｒ ８ ～ Ｓ Ｃ Ｒ １ と 名 付 け ら れ て い る 。 Ｓ Ｃ Ｒ ド メ イ ン は 、 以 下 の よ う に 定 義
さ れ る 。 Ｓ Ｃ Ｒ ８ － ＋ １ ～ ＋ ６ １ ； Ｓ Ｃ Ｒ ７ － ＋ ６ ２ ～ ＋ １ ２ ３ ； Ｓ Ｃ Ｒ ６ － ＋ １ ２ ４ ～
＋ １ ８ ７ ； Ｓ Ｃ Ｒ ５ － ＋ １ ８ ８ ～ ＋ ２ ４ ７ ； Ｓ Ｃ Ｒ ４ － ＋ ２ ４ ８ ～ ＋ ３ １ ３ ； Ｓ Ｃ Ｒ ３ －
＋ ３ １ ４ ～ ＋ ３ ７ ４ ； Ｓ Ｃ Ｒ ２ － ＋ ３ ７ ５ ～ ＋ ４ ３ ２ ； Ｓ Ｃ Ｒ １ － ＋ ４ ３ ３ ～ ＋ ４ ９ １ 。
顕 著 な 配 列 相 同 性 を 共 有 す る こ れ ら の ド メ イ ン は 、 そ れ ぞ れ ４ 個 の 同 様 の 位 置 に あ る シ ス
テ イ ン 残 基 を 含 む 。 こ れ ら の シ ス テ イ ン 残 基 は 、 規 則 的 な パ タ ー ン で ド メ イ ン 内 ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 を 形 成 す る ［ J. Janatovaら 、 （ 1989年 ） 「 Disulfide Bonds Are Localized Wit
hin the Short Consensus Repeat Units of Complement Regulatory Proteins： C4b-Bind
ing Protein」 、 Biochemistry、 28、 4754～ 4761頁 ］ 。 各 Ｓ Ｃ Ｒ ド メ イ ン 内 で は 、 第 １ の
シ ス テ イ ン 基 は 第 ３ と 結 合 し 、 第 ２ の シ ス テ イ ン 残 基 は 第 ４ と 結 合 し て 、 二 重 ル ー プ ア ミ
ノ 酸 配 列 を 形 成 す る 。 し た が っ て 、 Ｓ Ｃ Ｒ は 、 糸 状 の ビ ー ズ の よ う に 結 合 し て い る 。 こ の
ド メ イ ン 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の パ タ ー ン が 、 Ｃ ４ ｂ ｐ 単 量 体 の 立 体 構 造 の 柔 軟 性 を も た ら
す 。 ８ 個 の Ｓ Ｃ Ｒ ド メ イ ン の 他 に 、 ｈ Ｃ ４ ｂ ｐ は ま た 、 Ｃ 末 端 に お け る ５ ７ ア ミ ノ 酸 配 列
、 タ ン パ ク 質 の そ の 他 の 領 域 に 対 し て 相 同 性 が な い Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア を 有 す る 。 こ の 領 域 は 、
分 子 の 多 量 体 へ の ア セ ン ブ リ を も た ら す 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 し た が っ て ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア お よ び 任 意 選 択 で コ ア と 融
合 し た １ 種 ま た は 複 数 の Ｓ Ｃ Ｒ で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 Ｃ ４ ｂ ｐ α 鎖 の コ ア タ
ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ス キ ャ フ ォ ー ル ド は 、 （ Ｇ ｌ ｙ ｍ － Ｓ ｅ ｒ ） ｎ （ 式 中 、 ｍ お よ び ｎ は １ ～
４ で あ る ） な ど フ レ キ シ ブ ル な リ ン カ ー な ど の Ｎ ま た は Ｃ 末 端 延 長 部 を さ ら に 含 ん で い て
よ い 。 こ れ ら は 、 タ ン パ ク 質 ド メ イ ン （ 特 に 抗 体 Ｖ ド メ イ ン ） を 互 い に 結 合 す る た め に 当
技 術 分 野 で 使 用 さ れ て い る 。 し た が っ て 第 １ の 成 分 は 、 こ の よ う な リ ン カ ー に よ っ て 第 ２
お よ び ／ ま た は 第 ３ の 成 分 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 第 １ の 成 分 は 、 Ｃ ４ ｂ ｐ α 鎖 の コ ア タ ン パ ク 質 が ス キ ャ フ ォ ー ル ド の 場 合 に 生 成 物 の Ｃ
末 端 に あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
Ｃ ４ ｂ ｐ α 鎖 の コ ア タ ン パ ク 質
　 こ れ は 、 本 明 細 書 で 「 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 コ ア タ ン パ ク 質 」 、 あ る い は
「 Ｃ ４ ｂ ｐ ス キ ャ フ ォ ー ル ド 」 と 称 さ れ る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 同 義 で 用 い て い る 。 こ の タ
ン パ ク 質 は 、 哺 乳 動 物 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 ま た は 多 量 体 を 形 成 で き る そ の フ ラ グ メ ン
ト 、 あ る い は 多 量 体 を 形 成 で き る そ の 合 成 変 異 体 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 い く つ か の 哺 乳 動 物 Ｃ ４ ｂ ｐ タ ン パ ク 質 の 配 列 は 、 利 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら に は 、 ヒ ト
Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 １ ） が あ る 。 当 技 術 分 野 で 利 用 可 能 な ヒ ト Ｃ ４ ｂ ｐ コ
ア タ ン パ ク 質 の い く つ か の 相 同 体 が あ る 。 ２ 種 類 の 相 同 体 ： オ ル ト ロ グ （ orthologue） お
よ び パ ラ ロ グ （ paralogue） が あ る 。 オ ル ト ロ グ は 、 異 な る 生 物 の 相 同 遺 伝 子 と し て 定 義
さ れ て お り 、 す な わ ち 遺 伝 子 が そ れ ら を 生 成 し た 種 分 化 事 象 と 同 時 に 発 生 し た 共 通 の 祖 先
を 共 有 す る 。 パ ラ ロ グ は 、 遺 伝 子 、 染 色 体 ま た は ゲ ノ ム 重 複 に 由 来 す る 同 じ 生 物 の 相 同 遺
伝 子 と し て 定 義 さ れ て お り 、 す な わ ち 遺 伝 子 の 共 通 の 祖 先 が 最 後 の 種 分 化 事 象 に 続 い て 生
じ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 例 え ば 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ の 調 査 か ら 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス お よ び ウ シ 起 源 （ そ れ ぞ
れ 配 列 番 号 ２ ～ ５ ） を 含 む 種 の 哺 乳 動 物 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア 相 同 体 タ ン パ ク 質 が 示 唆 さ れ る 。 パ
ラ ロ グ は 、 ブ タ （ Ａ ｐ ｏ Ｒ ） 、 モ ル モ ッ ト （ Ａ Ｍ ６ ７ ） お よ び マ ウ ス （ Ｚ Ｐ ３ ） で 確 認 さ
れ て お り ； そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ６ ～ ８ と し て 示 す 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 配 列 番 号 １ ～ ８ の 配 列 を 図 １ に 示 す 。 ８ 個 す べ て の 配 列 は 高 度 の 類 似 性 を 有 し て い る が
、 Ｃ 末 端 で よ り 大 き な 程 度 の 変 異 が あ る こ と が 見 ら れ る 。 他 の Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 は
、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ な ど の 一 般 に 利 用 可 能 な 調 査 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質
配 列 の デ ー タ ベ ー ス を 調 査 す る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 所 望 の 哺 乳 動 物 供 給 源 由 来 の Ｃ ４ ｂ ｐ タ ン パ ク 質 が デ ー タ ベ ー ス で 利 用 可 能 で は な い 場
合 、 当 技 術 分 野 で よ く 確 立 さ れ て い る 通 常 の ク ロ ー ニ ン グ 方 法 を 用 い て 得 る こ と が で き る
。 基 本 的 に 、 こ う し た 技 術 は 、 重 要 な 他 の 種 由 来 の Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 の 配 列 を 回 収
お よ び 決 定 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 利 用 可 能 な Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 の １ 種 を コ ー ド
す る 核 酸 を 用 い る こ と を 含 む 。 多 種 多 様 な 技 術 、 例 え ば ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 適 当 な 供 給 源 （ 例 え ば
胚 ま た は 活 発 に 分 裂 し て い る 分 化 細 胞 ま た は 腫 瘍 細 胞 由 来 ） を 用 い た 、 あ る い は 哺 乳 動 物
由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ 、 例 え ば 前 述 の 供 給 源 の １ つ か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 得 る
こ と 、 中 ～ 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 （ 例 え ば 約 ５ ０ ℃ ～ 約 ６ ０ ℃ で ０ ． ０ ３ Ｍ 塩 化 ナ
ト リ ウ ム お よ び ０ ． ０ ３ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 下 で の 既 知 の Ｃ ４ ｂ ｐ 核 酸 を 用 い た 前 記
ラ イ ブ ラ リ の ブ ロ ー ビ ン グ 、 お よ び そ の 哺 乳 動 物 の Ｃ ４ ｂ ｐ タ ン パ ク 質 の す べ て ま た は 一
部 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 す る こ と を 含 む 方 法 に よ る 、 遺 伝 子 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 お よ び ク
ロ ー ニ ン グ が こ れ に 利 用 可 能 で あ る 。 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得 る 場 合 、 完 全 長 コ ー ド 配 列 は 、 プ
ラ イ マ ー 延 長 技 術 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 多 量 体 を 形 成 で き る Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト は 、 少 な く と も ４ ７ ア ミ ノ
酸 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き る 。 多 量 体 を 形 成 す る た め の フ
ラ グ メ ン ト の 能 力 は 、 本 発 明 に よ る 原 核 宿 主 細 胞 中 で フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る こ と 、 お よ
び 全 ５ ７ ア ミ ノ 酸 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア の 多 量 体 化 を も た ら す 条 件 化 で Ｃ ４ ｂ ｐ フ ラ グ メ ン ト を 回
収 す る こ と 、 お よ び 多 量 体 も 形 成 す る か ど う か 決 定 す る こ と に よ っ て 試 験 す る こ と が で き
る 。 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア の フ ラ グ メ ン ト は 、 少 な く と も 配 列 番 号 １ の 残 基 ６ ～ ５ ２ ま た は そ の 相
同 体 の 対 応 す る 残 基 を 含 む こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 配 列 番 号 １ の ヒ ト Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 は 、 完 全 長 Ｃ ４ ｂ ｐ タ ン パ ク 質 配 列 の ア ミ ノ
酸 ＋ ４ ９ ３ ～ ＋ ５ ４ ９ に 対 応 す る 。 多 量 体 を 形 成 す る た め の こ の 周 知 の 当 技 術 分 野 の フ ラ
グ メ ン ト は 、 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 ＋ ４ ９ ８ ～ ＋ ５ ４ ９ に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 （ フ ラ グ メ ン ト に つ い て 上 記 に 記 載 し た よ う に 決 定 で き る ） 多 量 体 を 形 成 す る 能 力 を 同
様 に 保 持 す る 、 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア お よ び 多 量 体 を 形 成 で き る フ ラ グ メ ン ト の 変 異 体 も 使 用 す る
こ と が で き る 。 変 異 体 は 、 野 生 型 哺 乳 動 物 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア ま た は そ の 多 量 体 形 成 フ ラ グ メ ン
ト に 対 し て 、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 さ ら に よ
り 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ 、 例 え ば 少 な く と も ９ ５ ％ ま た は 最 も 好 ま し く は 少 な く と
も ９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る は ず で あ る 。 一 態 様 で は 、 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア は 、 配 列 番 号 １ ～
３ お よ び ５ ～ ８ の 位 置 ６ お よ び １ ８ に 現 れ る ２ 個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む コ ア で あ る は ず
で あ る 。 変 異 体 は 、 こ れ ら ２ 個 の 残 基 の 間 に 相 対 的 な ス ペ ー シ ン グ を 保 持 す る こ と が 望 ま
し い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 上 記 で 特 定 し た 同 一 性 の 程 度 は 、 配 列 番 号 １ ～ ８ ま た は そ の 多 量 体 形 成 フ ラ グ メ ン ト の
い ず れ か １ つ に 対 し て で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 特 定 し た 同 一 性 の 程 度 が 、 配 列 番 号 １ ま た は そ の 多 量 体 形 成 フ ラ グ メ ン ト に 対 し て で あ
る こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 配 列 同 一 性 の 程 度 は 、 ア ル ゴ リ ズ ム Ｇ Ａ Ｐ 、 当 技 術 分 野 で 広 く 使 用 さ れ て お り Ａ ｃ ｃ ｅ
ｌ ｒ ｙ ｓ （ 旧 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ 　 Ｃ ｏ ｍ ｐ ｕ ｔ ｅ ｒ 　 Ｇ ｒ ｏ ｕ ｐ 、 Ｍ ａ ｄ ｉ ｓ ｏ ｎ 、 Ｗ Ｉ
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） か ら 入 手 可 能 な ア ル ゴ リ ズ ム の 「 Ｗ ｉ ｓ ｃ ｏ ｎ ｓ ｉ ｎ 　 ｐ ａ ｃ ｋ ａ ｇ ｅ 」 の 一 部 に よ っ
て 決 定 す る こ と が で き る 。 Ｇ Ａ Ｐ は 、 Ｎ ｅ ｅ ｄ ｌ ｅ ｍ ａ ｎ お よ び Ｗ ｕ ｎ ｓ ｃ ｈ ア ル ゴ リ ズ
ム を 用 い て 、 ２ つ の 完 全 配 列 を 、 適 合 数 が 最 大 に な り 、 ギ ャ ッ プ 数 が 最 少 に な る 方 法 で 整
列 さ せ る 。 Ｇ Ａ Ｐ は 、 長 さ が よ く 似 た 短 い 密 接 に 関 係 す る 配 列 の 整 列 化 に 有 用 で あ り 、 し
た が っ て 配 列 が 上 記 の 同 一 性 レ ベ ル を 満 た す 場 合 の 決 定 に 適 し て い る 。 Ｇ Ａ Ｐ は 、 デ フ ォ
ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 哺 乳 動 物 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 の 合 成 変 異 体 に は 、 Ｃ ま た は Ｎ 末 端 へ の １ 種 ま た は 複
数 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 ま た は 付 加 が あ る も の が 含 ま れ る 。 置 換 が 特 に 想 定 さ
れ る 。 置 換 に は 、 保 存 的 置 換 が 含 ま れ る 。 保 存 的 置 換 の 例 に は 、 以 下 の 表 に 示 す も の が あ
り 、 ２ 列 目 の 同 じ ブ ロ ッ ク 、 好 ま し く は ３ 列 目 の 同 じ 行 の ア ミ ノ 酸 が 互 い に 置 換 さ れ 得 る
。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 作 製 で き 、 多 量 体 を 形 成 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て 試 験 で き る Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質
の フ ラ グ メ ン ト お よ び 変 異 体 の 例 に は 、 こ の よ う に 以 下 の 表 １ に 示 す 配 列 番 号 ９ ～ １ ６ が
あ る 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 Ｎ ま た は Ｃ 末 端 切 断 の 他 に 配 列 の 欠 失 が で き る 場 合 、 こ れ ら は 、 隣 接 ま た は 非 隣 接 し 得
る １ 以 下 、 ２ ま た は ３ つ の 欠 失 に 制 限 さ れ る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 挿 入 、 ま た は コ ア タ ン パ ク 質 配 列 へ の Ｎ も し く は Ｃ 末 端 延 長 が 行 わ れ る 場 合 、 こ れ ら も
、 コ ア タ ン パ ク 質 の サ イ ズ は 、 野 生 型 配 列 の 長 さ を ２ ０ ア ミ ノ 酸 超 、 好 ま し く は １ ５ ア ミ
ノ 酸 超 、 よ り 好 ま し く は １ ０ ア ミ ノ 酸 超 で な い よ う に 、 制 限 さ れ る こ と が 望 ま し い だ ろ う
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。 し た が っ て 配 列 番 号 １ の 場 合 、 コ ア タ ン パ ク 質 を 挿 入 ま た は 伸 長 に よ っ て 改 変 す る と 、
長 さ が ７ ７ ア ミ ノ 酸 以 下 に な る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
第 ２ の 成 分
　 本 発 明 の 生 成 物 は 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 第 ２ の 成 分 と 、 か つ 第 ３ の 成 分 と 結 合 し た 上 記
の ス キ ャ フ ォ ー ル ド を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 第 ２ の 成 分 は 、 そ の 内 容 が 参 照 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ て い る US-A-6238670、 お よ び 国
際 公 開 Ｗ Ｏ 　 ９ ９ ／ ３ ５ ２ ６ ０ に 記 載 の よ う に 、 Ｃ Ｄ ２ １ ま た は Ｃ Ｄ １ ９ に 対 す る 任 意 の
リ ガ ン ド で あ っ て よ い 。 第 ２ の 成 分 は ま た 、 Ｂ 細 胞 、 Ｔ 細 胞 、 瀘 胞 樹 状 ま た は 他 の 抗 原 提
示 細 胞 の 細 胞 表 面 分 子 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 第 ２ の 成 分 は 、 Ｃ ３ ｄ 、 特 に ヒ ト Ｃ ３ ｄ で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 マ ウ ス Ｃ ３ ｄ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 予 想 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Domdeyら （ 1982年 ） Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 79： 7619～ 7623頁 お よ び Feyら （ 1983年 ） Ann. N.Y. Acad. Sci.
 421： 307～ 312頁 ） に 開 示 さ れ て い る 。 ヒ ト Ｃ ３ ｄ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 予 想 ア ミ ノ
酸 配 列 は 、 de Bruijnお よ び Fey（ 1985年 ） Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82： 708～ 712頁
に 開 示 さ れ て い る 。 他 の 種 由 来 の Ｃ ３ ｄ を コ ー ド す る 核 酸 は 、 ヒ ト ま た は マ ウ ス 配 列 情 報
を 用 い て 単 離 し て 、 標 準 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 で 使 用 す る １ 種 ま た は 複 数 の プ ロ ー ブ
を 調 製 す る こ と が で き る 。 Ｃ ３ ｄ を 本 発 明 で 使 用 し 、 対 象 に 投 与 す べ き 場 合 、 Ｃ ３ ｄ を 免
疫 感 作 さ せ る 種 と 適 合 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば マ ウ ス Ｃ ３ ｄ を マ ウ ス 、 ヒ ト Ｃ ３ ｄ を
ヒ ト に 使 用 す る な ど ） 。 さ ら に 、 選 択 し た コ ド ン も 、 例 え ば 哺 乳 動 物 宿 主 で 効 率 的 に 翻 訳
さ れ る コ ド ン を 用 い て 、 免 疫 感 作 さ せ る 種 に 対 し て 最 適 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 第 ２ の 成 分 が 第 １ お よ び ／ ま た は 第 ３ の 成 分 と ペ プ チ ド リ ン カ ー に よ っ て 結 合 し て い る
場 合 、 リ ン カ ー は 、 上 記 の 柔 軟 な リ ン カ ー で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ス キ ャ フ ォ ー ル ド が Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 の 場 合 第 ２ の 成 分
は 、 第 １ の 成 分 に 対 す る Ｎ 末 端 で あ り 、 抗 原 に 対 す る Ｃ 末 端 で あ る （ こ の 場 合 抗 原 は ポ リ
ペ プ チ ド で あ る ） 。 ポ リ ペ プ チ ド が 抗 原 で な い 場 合 、 抗 原 は 、 第 １ ま た は 第 ２ の 成 分 の ど
ち ら か と 共 有 結 合 し て い て よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
抗 原
　 抗 原 は 、 予 防 有 用 性 が あ る 任 意 の 生 成 物 で あ っ て よ く ； そ れ ら は ワ ク チ ン 接 種 に 有 用 な
可 能 性 が あ る 。 本 発 明 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 多 価 形 態 の ア ジ ュ バ ン ト に 結 合 し た 組 換
え 抗 原 の 生 成 へ の 急 速 な 進 行 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 細 菌 免 疫 原 、 寄 生 虫 免 疫 原 お よ び ウ イ ル ス 免 疫 原 は 、 ワ ク チ ン と し て 有 用 な 多 量 体 ま た
は 異 種 多 量 体 Ｃ ４ ｂ ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 成 す る た め の ポ リ ペ プ チ ド 部 分 と し て 有 用 で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ れ ら の 免 疫 原 の 細 菌 供 給 源 に は 、 細 菌 性 肺 炎 、 ニ ュ ー モ シ ス テ ィ ス 肺 炎 、 髄 膜 炎 、 コ
レ ラ 、 破 傷 風 、 結 核 お よ び ラ イ 病 を 引 き 起 こ す も の が 含 ま れ る 。   
　 寄 生 虫 供 給 源 に は 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム （ Plasmodium） な ど の マ ラ リ ア 原 虫 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ウ イ ル ス 供 給 源 に は 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 牛 痘 ウ イ ル ス お よ び オ ル フ ウ イ ル ス
； ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 単 純 疱 疹 ウ イ ル ス １ 型 お よ び ２ 型 、 Ｂ － ウ イ ル ス 、 水 痘 帯
状 疱 疹 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 お よ び エ プ ス タ イ ン － バ ー ウ イ ル ス ； ア デ ノ ウ
イ ル ス 、 例 え ば 、 マ ス ト ア デ ノ ウ イ ル ス ； パ ポ バ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 Ｈ Ｐ Ｖ １ ６ な ど の 乳
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頭 腫 ウ イ ル ス 、 お よ び Ｂ Ｋ お よ び Ｊ Ｃ ウ イ ル ス な ど の ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス ； パ ル ボ ウ イ ル
ス 、 例 え ば 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ； レ オ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 レ オ ウ イ ル ス １ 、 ２ お よ び ３
； オ ル ビ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 コ ロ ラ ド ダ ニ 熱 ； ロ タ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 ヒ ト ロ タ ウ イ ル ス
； ア ル フ ァ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 東 部 脳 炎 ウ イ ル ス お よ び ベ ネ ズ エ ラ 脳 炎 ウ イ ル ス ； ル ビ ウ
イ ル ス 、 例 え ば 、 風 疹 ； フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 黄 熱 病 ウ イ ル ス 、 デ ン グ 熱 ウ イ ル ス 、
日 本 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ダ ニ 媒 介 性 脳 炎 ウ イ ル ス お よ び Ｃ 型 肝 炎 ウ イ ル ス ； コ ロ ナ ウ イ ル ス 、
例 え ば 、 ヒ ト コ ロ ナ ウ イ ル ス ； パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ １ 、 ２
、 ３ お よ び ４ な ら び に 流 行 性 耳 下 腺 炎 ； 麻 疹 ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 麻 疹 ウ イ ル ス ； 肺 炎 ウ イ
ル ス 、 例 え ば 、 呼 吸 合 包 体 ウ イ ル ス ； ベ シ ク ロ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス
； リ ッ サ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス ； オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 イ ン フ ル
エ ン ザ Ａ 型 お よ び Ｂ 型 ； ブ ン ヤ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 ラ ク ロ ス ウ イ ル ス ； フ レ ボ ウ イ ル ス 、
例 え ば 、 リ フ ト バ レ ー 熱 ウ イ ル ス ； ナ イ ロ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 コ ン ゴ 出 血 熱 ウ イ ル ス ； ヘ
パ ド ナ ウ イ ル ス 科 、 例 え ば 、 Ｂ 型 肝 炎 ； ア レ ナ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 １ ｃ ｍ ウ イ ル ス 、 ラ ッ
ソ ウ イ ル ス 、 お よ び フ ニ ン ウ イ ル ス ； レ ト ロ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ 　 Ｉ 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ
　 II、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 及 び Ｈ Ｉ Ｖ － ２ ； エ ン テ ロ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 ポ リ オ ウ イ ル ス １ 、 ２ お
よ び ３ 、 コ ク サ ッ キ ー ウ イ ル ス 、 エ コ ー ウ イ ル ス 、 ヒ ト エ ン テ ロ ウ イ ル ス 、 Ａ 型 肝 炎 ウ イ
ル ス 、 Ｅ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 お よ び ノ ー ウ ォ ー ク － ウ イ ル ス ； ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 例 え ば 、 ヒ
ト ラ イ ノ ウ イ ル ス ； お よ び フ ィ ロ ウ イ ル ス 科 、 例 え ば 、 マ ー ル ブ ル グ （ 病 ） ウ イ ル ス お よ
び エ ボ ラ ウ イ ル ス が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ れ ら の 細 菌 、 ウ イ ル ス お よ び 寄 生 虫 供 給 源 由 来 の 抗 原 は 、 ワ ク チ ン と し て 有 用 な 多 量
体 タ ン パ ク 質 の 生 成 に 使 用 す る こ と が で き る 。 多 量 体 は 、 異 な る 抗 原 を 保 有 す る 単 量 体 の
混 合 物 を 含 ん で い て よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 研 究 ま た は 治 療 目 的 の ヒ ト タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 原 を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
は 、 ワ ク チ ン 接 種 だ け で な く 研 究 に 対 し て も 多 く の 応 用 例 が あ る 。 例 え ば 、 ヒ ト ゲ ノ ム 計
画 に よ る ヒ ト 遺 伝 子 配 列 情 報 の 生 成 に よ り 、 新 し い ポ リ ペ プ チ ド に よ く 反 応 す る 抗 血 清 の
生 成 が 緊 急 の 要 件 と な っ て い る 。 同 じ 要 件 が 、 細 菌 な ど の 原 核 、 お よ び 真 菌 を 含 む 他 の 真
核 遺 伝 子 生 成 物 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 非 ポ リ ペ プ チ ド 免 疫 原 は 、 例 え ば 、 炭 水 化 物 ま た は 核 酸 で あ っ て よ い 。 ナ イ セ リ ア （ Ne
isseria） 種 ま た は 肺 炎 球 菌 （ Streptococcus pneumoniae） 種 の 多 糖 類 外 皮 は 、 本 発 明 に
お い て 使 用 で き る 炭 水 化 物 の 例 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 抗 原 は 、 ワ ク チ ン に 関 し て 当 技 術 分 野 で 通 常 の 小 さ い ポ リ ペ プ チ ド か ら よ り 大 き い タ ン
パ ク 質 の 間 の 任 意 の サ イ ズ で あ っ て よ い 。 本 発 明 の 性 質 に よ り 、 １ ０ ０ ｋ Ｄ ａ 以 下 、 よ り
好 ま し く は ５ ０ ｋ Ｄ ａ 以 下 、 例 え ば ３ ０ ｋ Ｄ ａ 以 下 の サ イ ズ の 抗 原 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 非 ポ リ ペ プ チ ド 免 疫 原 が 本 発 明 の 生 成 物 の 一 部 で あ る 場 合 、 免 疫 原 は 、 通 常 の 合 成 方 法
を 用 い て 生 成 物 の 第 １ お よ び 第 ２ の 成 分 と 共 有 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 一 般 に 、 免 疫 原
は 、 第 １ お よ び 第 ２ の 成 分 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の Ｎ も し く は Ｃ 末 端 の い ず れ か 、 ま た は
ア ミ ノ 酸 側 鎖 基 （ 例 え ば リ ジ ン の ε － ア ミ ノ 基 ） 、 ま た は そ の 組 合 せ と 結 合 さ せ る こ と が
で き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 １ 個 当 り ２ 種 以 上 の 免 疫 原 を 加 え る こ と が で き る 。 カ ッ プ リ ン グ
を 容 易 に す る た め に 、 例 え ば Ｃ 末 端 と し て シ ス テ イ ン 残 基 を 融 合 タ ン パ ク 質 に 加 え て も よ
い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 に は 、 免 疫 応 答 の 生 成 に お い て 多 く の 利 点 が あ る 。 例 え ば 、 多 量 体 の 使 用 に よ り
、 い く つ か の 抗 原 の 免 疫 系 へ の 提 示 が 同 時 に 可 能 に な る 。 こ の こ と に よ り 、 単 一 生 物 ま た
は い く つ か の 異 な る 生 物 で 存 在 し 得 る ２ 種 以 上 の エ ピ ト ー プ に 対 し て 免 疫 応 答 を 生 じ 得 る
多 価 ワ ク チ ン の 調 製 が 可 能 に な る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ っ て 形 成 し た ワ ク チ ン は 、 ２
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種 以 上 の 疾 患 に 対 す る 同 時 ワ ク チ ン 接 種 、 ま た は 所 与 の 病 原 体 上 の 複 数 の エ ピ ト ー プ を 同
時 に 標 的 に す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 エ ピ ト ー プ は 、 単 一 単 量 体 ユ ニ ッ ト で 、 ま
た は 異 種 多 量 体 を も た ら す た め に 合 わ せ た 異 な る 単 量 体 ユ ニ ッ ト 上 で 存 在 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ヒ ト Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は ヒ ト Ｃ ｐ ｎ １ ０ 融 合 タ ン パ ク 質 は 特 に 、 コ ア タ
ン パ ク 質 お よ び ヒ ト Ｃ ｐ ｎ １ ０ が 免 疫 化 の レ シ ピ エ ン ト の 血 清 ま た は 血 漿 中 に 通 常 存 在 す
る だ け で な く 、 さ ら に そ れ ら 自 体 が 免 疫 応 答 を 誘 発 し な い た め 、 免 疫 化 に お い て 有 用 で あ
る 。 Ｃ ４ ｂ ｐ タ ン パ ク 質 は 、 い く つ か の 哺 乳 動 物 種 で 周 知 で あ り 、 哺 乳 動 物 種 に 適 切 な 相
同 体 は 、 標 準 的 な 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ 技 術 を 用 い て 当 業 者 に よ っ て 発 見 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
核 酸
　 本 発 明 の 生 成 物 は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 構 築 体 を 用 い て 、 原 核 ま た は 真 核 宿 主
細 胞 中 で 少 な く と も 第 １ お よ び 第 ２ の 成 分 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と に よ っ て 生
成 す る こ と が で き る 。 第 ３ の 成 分 が ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 、 核 酸 配 列 か ら の ３ つ す べ て の 成
分 の 発 現 を 利 用 し て 本 発 明 の 生 成 物 を 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 本 発 明 の 生 成 物 を コ ー ド す る 核 酸 構 築 体 、 一 般 に Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ
Ｎ Ａ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 一 般 に 構 築 体 は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 が 、 所 望 の 宿 主 細 胞 に お け る タ ン パ ク 質
の 発 現 に 適 し た プ ロ モ ー タ ー に 機 能 し う る 態 様 で 連 結 し た 、 複 製 可 能 な ベ ク タ ー の 形 態 で
あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ベ ク タ ー は 、 複 製 開 始 点 お よ び 場 合 に よ っ て プ ロ モ ー タ ー の 制 御 因 子 を 含 ん で い て よ い
。 ベ ク タ ー は 、 １ 種 ま た は 複 数 の 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 有 し て い て よ い 。 当 技 術 分 野 で
そ の よ う に 知 ら れ て い る 原 核 お よ び 真 核 発 現 ベ ク タ ー が 多 種 多 様 に あ り 、 本 発 明 は 、 当 業
者 の 個 々 の 選 択 に よ る 任 意 の ベ ク タ ー を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 多 種 多 様 な 原 核 宿 主 細 胞 を 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 宿 主 に は 、
エ シ ェ リ ヒ ア （ Escherichia） 、 シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 、 バ チ ル ス （ Bacillus）
、 ラ ク ト バ シ ラ ス （ Lactobacillus） 、 好 熱 性 細 菌 （ Thermophilus） 、 サ ル モ ネ ラ （ Salmo
nella） 、 腸 内 細 菌 （ Enterobacteriacae） ま た は ス ト レ プ ト マ イ セ ス （ Streptomyces） の
菌 株 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 の 大 腸 菌 （ E. coli） を 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す
る 場 合 、 使 用 す る の に 好 ま し い こ の 細 菌 の 菌 株 に は 、 国 際 公 開 Ｗ Ｏ 　 ９ ８ ／ ０ ２ ５ ５ ９ に
記 載 さ れ て お り 、 か つ 利 用 可 能 で あ る 、 Ｂ Ｌ ２ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） お よ び Ｃ ４ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） 、 Ｃ
４ ３ （ Ｄ Ｅ ３ ） ま た は Ｃ Ｏ ２ １ ４ （ Ｄ Ｅ ３ ） を 含 む そ れ ら の 誘 導 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 プ ロ モ ー タ ー が Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー で な い 場 合 、 プ ロ フ ァ ー ジ Ｄ
Ｅ ３ を 欠 く こ れ ら の 菌 株 の 誘 導 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 原 核 ベ ク タ ー に は 、 ベ ク タ ー 細 菌 プ ラ ス ミ ド 、 例 え ば 、 Ｃ ｏ ｌ Ｅ Ｉ 、 ｐ Ｃ Ｒ １ 、 ｐ Ｂ Ｒ
３ ２ ２ 、 ｐ Ｍ Ｂ ９ を 含 む 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 、 よ り 広 い 宿 主
域 プ ラ ス ミ ド 、 例 え ば 、 Ｒ Ｐ ４ ； フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ 、 例 え ば 、 フ ァ ー ジ Ａ の 多 数 の 誘 導 体 、
例 え ば 、 Ｎ Ｍ ９ ８ ９ 、 な ら び に 他 の Ｄ Ｎ Ａ フ ァ ー ジ 、 例 え ば 、 Ｍ １ ３ お よ び 線 状 １ 本 鎖 Ｄ
Ｎ Ａ フ ァ ー ジ が あ る 。 こ れ ら お よ び 他 の ベ ク タ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー と 動 作 可 能 に 連 結 し た
本 発 明 の 核 酸 を 導 入 す る た め に 標 準 的 な 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 を 用 い て 操 作 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 プ ロ モ ー タ ー は 、 誘 発 性 プ ロ モ ー タ ー で あ っ て よ い 。 適 当 な プ ロ モ ー タ ー に は 、 Ｔ ７ プ
ロ モ ー タ ー 、 ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー 、 ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ ー 、 λ プ ロ モ ー タ ー Ｐ Ｌ ま た は Ｐ Ｒ

10

20

30

40

50

(15) JP 2006-505252 A 2006.2.16



お よ び 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 他 の プ ロ モ ー タ ー が あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 例 え ば 酵 母 、 昆 虫 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 を 含 む 多 種 多 様 な 真 核 宿 主 細 胞 を 使 用 す る こ と も
で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 に は 、 Ｃ Ｈ Ｏ お よ び マ ウ ス 細 胞 、 Ｃ Ｏ Ｓ － １ な ど の ア フ リ カ ミ ド リ
ザ ル 細 胞 、 お よ び ヒ ト 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 の 発 現 に 適 し た 多 く の 真 核 ベ ク タ ー が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、
真 核 細 胞 ゲ ノ ム 中 に 染 色 体 が 組 み 込 ま れ る よ う に 、 ま た は 染 色 体 外 に 維 持 さ れ る よ う に 、
ま た は 真 核 細 胞 中 で 一 過 的 に だ け 維 持 さ れ る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 核 酸 は 、 Ｃ Ｍ
Ｖ プ ロ モ ー タ ー を 含 む 強 力 な ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び Ｓ Ｖ ４ ０ 　 Ｔ 抗 原 プ ロ モ ー タ
ー ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス Ｌ Ｔ Ｒ な ど の 適 当 な プ ロ モ ー タ ー と 動 作 可 能 に 連 結 さ せ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 生 成 物 を 得 る た め に 、 本 発 明 の ベ ク タ ー を 保 有 す る 宿 主 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 の
発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 タ ン パ ク 質 を 培 地 中 の 細 胞 か ら 回 収 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
組 成 物
　 本 発 明 に よ る 生 成 物 は 、 薬 剤 組 成 物 の 形 態 で 調 製 す る こ と が で き る 。 生 成 物 は 、 １ 種 ま
た は 複 数 の 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 と 一 緒 に 存 在 す る こ と に な る 。 組 成 物
は 、 生 成 物 の 所 定 の 使 用 お よ び 投 与 経 路 に 基 づ い て 調 製 す る こ と に な る 。 し た が っ て 、 本
発 明 は 、 多 量 体 形 態 の 本 発 明 の 生 成 物 を １ 種 ま た は 複 数 の 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 ま た
は 希 釈 剤 と 一 緒 に 含 む 組 成 物 お よ び ヒ ト ま た は 動 物 対 象 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め の 免 疫
療 法 に お け る こ の よ う な 組 成 物 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 薬 剤 と し て 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希 釈 剤 に は 、 経 口 、 直 腸 、 経 鼻 、 局 所 （ 頬 側 お よ び 舌
下 を 含 む ） 、 膣 ま た は 非 経 口 （ 皮 下 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 皮 内 、 髄 腔 内 お よ び 硬 膜 外 を 含 む
） 投 与 に 適 し た 製 剤 で 使 用 す る も の が 含 ま れ る 。 製 剤 は 、 好 適 に は 単 位 剤 形 で 存 在 す る こ
と が で き 、 薬 学 の 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 の い ず れ か に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 薬 剤 と し て 投 与 可 能 な 液 体 組 成 物 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 任 意 選 択
の 薬 剤 ア ジ ュ バ ン ト を 、 例 え ば 、 水 、 ブ ド ウ 糖 添 加 生 理 食 塩 水 、 グ リ セ リ ン 、 エ タ ノ ー ル
な ど の 担 体 中 に 溶 解 、 分 散 な ど を さ せ て 、 液 剤 ま た は 懸 濁 剤 と す る こ と に よ り 調 製 す る こ
と が で き る 。 必 要 に 応 じ て 、 投 与 す べ き 組 成 物 に 、 ｐ Ｈ 緩 衝 剤 な ど の 物 質 を 付 加 し て も よ
い 。 こ う し た 剤 形 を 調 製 す る 実 際 の 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る か 、 ま た は 明 ら か な は ず
で あ る ； 例 え ば 、 Remington's Pharmaceutical Sciences、 Mack Publishing Company、 Ea
ston、 Pennsylvania、 第 19版 、 1995年 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 投 与 す べ き 組 成 物 ま た は 製 剤 は 、 い ず れ に し て も 、 あ る 量 の 活 性 化 合 物 を 、 治 療 対 象 の
症 状 を 緩 和 す る の に 有 効 な 量 で 含 有 す る こ と に な る 。 無 毒 性 担 体 か ら 構 成 し た バ ラ ン ス で
有 効 成 分 を ０ ． ２ ５ ～ ９ ５ ％ の 範 囲 で 含 有 す る 剤 形 ま た は 組 成 物 を 調 製 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 非 経 口 投 与 は 、 皮 下 、 筋 肉 内 ま た は 静 脈 内 注 射 に よ っ て 一 般 に 特 徴 付 け ら れ る 。 注 射 剤
は 、 液 状 の 液 剤 ま た は 懸 濁 剤 、 注 射 前 に 液 体 に 溶 か す 液 剤 ま た は 懸 濁 剤 に 適 し た 固 形 形 態
、 あ る い は 乳 剤 と し て 、 従 来 形 態 で 調 製 す る こ と が で き る 。 適 当 な 賦 形 剤 は 、 例 え ば 、 水
、 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ リ ン 、 エ タ ノ ー ル な ど で あ る 。 つ い 最 近 考 案 さ れ
た 非 経 口 投 与 の 手 法 は 、 一 定 レ ベ ル の 投 与 量 が 維 持 さ れ る よ う な 、 緩 徐 な 放 出 ま た は 徐 放
シ ス テ ム の 埋 め 込 み を 行 う 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ３ ７ １ ０ ７ ９ ５ 号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ １ 】
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　 生 成 物 の 投 与 量 は 、 抗 原 の 性 質 に よ っ て 決 ま る は ず で あ り 、 従 来 の ワ ク チ ン 製 剤 中 の 抗
原 を 投 与 す る た め の 現 在 の 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 身 体 の 治 療 に 使 用 す る た め の 、 本 発 明 の 三
成 分 生 成 物 を 含 む 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 真 核 発 現 ベ ク タ ー を
提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ う し た 治 療 は 、 免 疫 応 答 を 高 め る 目 的 に お け る 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 導 入 に よ
っ て 、 そ の 治 療 効 果 を 得 る は ず で あ る 。 核 酸 の 送 達 は 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ 「 裸 」 ま た
は 調 製 形 態 の ） ま た は 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 実 現 す る こ と が で き る 。 プ ラ ス ミ ド ベ
ク タ ー を 用 い て 本 発 明 を ど の よ う に し て 実 施 す る の か を 例 示 す る た め に は 、 Green T.D、
ら 、 2001年 、 in Vaccine 20、 242～ 248頁 の 刊 行 物 が 例 と な る 。 こ れ ら の 著 者 ら は 、 麻 疹
赤 血 球 凝 集 素 タ ン パ ク 質 と ３ コ ピ ー の Ｃ ３ ｄ の 融 合 体 を 発 現 す る Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン を 用 い て
、 中 和 抗 体 の 抗 体 価 が 増 大 し た こ と を 示 し た 。 本 発 明 で は 、 Ｃ ３ ｄ の 第 ２ お よ び 第 ３ の コ
ピ ー は 、 Ｃ ４ ｂ ｐ α 鎖 コ ア を コ ー ド す る 配 列 と 置 換 し 、 オ リ ゴ マ ー 抗 原 － ア ジ ュ バ ン ト 融
合 タ ン パ ク 質 を も た ら す こ と に な る 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 サ イ ズ が よ り 小 さ く （ コ ア コ ー
ド 配 列 が Ｃ ３ ｄ の ２ 個 の 複 製 を コ ー ド す る も の よ り も は る か に 短 い た め ） 、 反 復 配 列 が な
い た め よ り 安 定 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 遺 伝 子 送 達 に 利 用 で き る 様 々 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス な ど の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス が あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー は 、 ネ ズ ミ ま た は ト リ レ ト ロ ウ イ ル ス の 誘 導 体 で あ っ て よ い 。 単 一 外 来 遺 伝 子 を 挿
入 で き る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 例 に は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が ： モ ロ ニ ー ネ ズ ミ 白
血 病 ウ イ ル ス （ Ｍ ｏ Ｍ ｕ Ｌ Ｖ ） 、 ハ ー ベ ー ネ ズ ミ 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｈ ａ Ｍ ｕ Ｓ Ｖ ） 、 ネ ズ ミ
乳 腺 癌 ウ イ ル ス （ Ｍ ｕ Ｍ Ｔ Ｖ ） 、 お よ び ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） が あ る 。 対 象 が ヒ
ト の 場 合 、 テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｇ ａ Ｌ Ｖ ） な ど の ベ ク タ ー を 利 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ベ ク タ ー に は 、 転 写 制 御 配 列 、 特 に Ｒ Ｎ Ａ 合 成 の 開 始 を 指 示 す る に 足 る プ ロ モ ー タ ー 領
域 が 含 ま れ る は ず で あ る 。 適 当 な 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー に は 、 マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン Ｉ
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー （ Hamerら 、 1982年 、 J. Molec. Appl. Genet. 1： 273頁 ） ； ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス の Ｔ Ｋ プ ロ モ ー タ ー （ McKnight、 1982年 、 Cell 31： 355頁 ） ； Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ
ロ モ ー タ ー （ Benoistら 、 1981年 、 Nature 290： 304頁 ） ； ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ
ー （ Gormanら 、 1982年 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79： 6777頁 ） ； お よ び サ イ ト メ ガ
ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー （ Foeckingら 、 1980年 、 Gene 45： 101頁 ） が あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 一 部 と し て の 本 発 明 の こ の 態 様 の ベ ク タ
ー の 対 象 へ の 投 与 は 、 多 く の 異 な る 経 路 に よ っ て 影 響 を 与 え る こ と が で き る 。 プ ラ ス ミ ド
Ｄ Ｎ Ａ は 、 「 裸 」 ま た は 陽 イ オ ン 性 お よ び 中 性 脂 質 （ リ ポ ソ ー ム ） を 用 い て 調 製 で き 、 あ
る い は 直 接 ま た は 間 接 送 達 の た め に マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 す る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は
、 直 接 ま た は 間 接 送 達 に 使 用 で き る ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス
、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ） ベ ク タ ー 内 に 含 め る こ と も で き る 。 送 達 経 路 に
は 、 そ れ だ け に は 限 ら な い が 、 筋 肉 内 、 皮 内 （ Sato、 Y.ら 、 1996年 、 Science 273： 352～
354頁 ） 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 髄 腔 内 、 肝 臓 内 、 吸 入 、 膣 内 点 滴 注 入 （ Bagarazziら 、 1997年
、 J Med. Primatol. 26： 27頁 ） 、 直 腸 内 、 腫 瘍 内 ま た は 腹 膜 内 が あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 し た が っ て 本 発 明 は 、 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 さ れ 、 治 療 効 果 を 有 す る こ と に な る よ
う に 、 す な わ ち 抗 原 に 対 し て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 の ベ ク タ ー を 、
Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー を 用 い た い く つ か の 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 可 能 に す る の に 有 用 な
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薬 剤 組 成 物 と し て 含 む 。 本 発 明 に よ る 薬 剤 組 成 物 は 、 溶 媒 、 担 体 、 送 達 系 、 賦 形 剤 、 お よ
び 添 加 剤 ま た は 佐 剤 を 用 い て 、 本 発 明 に よ る 構 築 体 を 対 象 へ の 投 与 に 適 し た 形 に す る こ と
に よ っ て 調 製 す る 。 し ば し ば 使 用 さ れ る 溶 媒 に は 、 滅 菌 水 お よ び 生 理 食 塩 水 （ 緩 衝 し た ま
た は し て い な い ） が あ る 。 １ 種 の 担 体 は 、 微 粒 子 銃 （ す な わ ち 、 ガ ス 圧 下 ） で 送 達 す る 金
粒 子 を 含 む 。 し ば し ば 使 用 さ れ る 他 の 担 体 ま た は 送 達 系 に は 、 送 達 カ プ セ ル 内 に 封 入 、 ま
た は 食 品 中 に 取 り 込 ん だ 、 液 剤 と し て 投 与 で き る 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム 、 コ キ レ ー ト （ co
chleate） お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル が あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー を 投 与 す る た め の 代 替 製 剤 に は リ ポ ソ ー ム が 必 要 で あ る 。 リ ポ ソ ー
ム カ プ セ ル 化 に よ り 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 発 現 ベ ク タ ー を 投 与 す る た め の 代 替 製 剤 が
得 ら れ る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 水 性 コ ン パ ー ト メ ン ト を 包 ん で い る １ 種 ま た は 複 数 の 脂 質 二 重
層 か ら な る 微 細 な 小 胞 で あ る 。 一 般 に 、 Bakker-Woudenbergら 、 1993年 、 Eur. J. Clin. M
icrobiol. Infect. Dis. 12（ 増 刊 1） ： S61頁 、 お よ び Kim、 1993年 、 Drugs 46： 618頁 を
参 照 の こ と 。 リ ポ ソ ー ム は 、 組 成 が 細 胞 性 膜 と 類 似 し て お り 、 そ の 結 果 、 リ ポ ソ ー ム は 、
安 全 に 投 与 で き 、 生 分 解 性 で あ る 。 調 製 方 法 に 応 じ て 、 リ ポ ソ ー ム は 、 単 層 ま た は 多 重 膜
で あ っ て よ く 、 リ ポ ソ ー ム は 、 直 径 ０ ． ０ ２ μ Ｍ ～ １ ０ μ Ｍ 超 で サ イ ズ が 異 な っ て い て よ
い 。 例 え ば 、 Machyら 、 1987年 、 LIPOSOMES IN CELL BIOLOGY AND PHARMACOLOGY（ John Li
bbey） 、 お よ び Ostroら 、 1989年 、 American J. Hosp. Phann. 46： 1576頁 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 標 準 的 な 方 法 を 用 い て リ ポ ソ ー ム 内 に カ プ セ ル 化 す る こ と が で き る 。
合 成 す る た め の 種 々 の 異 な る リ ポ ソ ー ム 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え
ば 、 す べ て が 参 照 に よ り こ こ に 取 り 込 ま れ る US-A-4844904、 US-A5000959、 US-A-4863740
、 US-A-5589466、 US-A-5580859、 お よ び US-A-4975282、 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 一 般 に 、 投 与 し た リ ポ ソ ー ム カ プ セ ル 化 ベ ク タ ー の 投 与 量 は 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 身 長
、 性 別 、 一 般 的 な 病 状 お よ び こ れ ま で の 病 歴 な ど の 要 因 に よ っ て こ と な る 。 特 定 の 製 剤 の
用 量 範 囲 は 、 適 当 な 動 物 モ デ ル を 用 い る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
細 胞 培 養
　 本 発 明 に よ る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド は 、 従 来 の 形 質 転 換 技 術 を 用 い て
宿 主 細 胞 中 に 導 入 で き 、 こ の 細 胞 を 融 合 タ ン パ ク 質 の 生 成 を 容 易 に す る た め の 条 件 下 で 培
養 す る こ と が で き る 。 誘 発 性 プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る 場 合 、 細 胞 を 最 初 に 誘 導 物 質 の 不 在
下 で 培 養 し 、 次 い で 細 胞 が よ り 高 密 度 で 増 殖 し た 後 、 誘 導 物 質 を 加 え て タ ン パ ク 質 の 回 収
を 最 大 に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 細 胞 培 養 条 件 は 、 当 技 術 分 野 で 広 く 知 ら れ て お り 、 そ の よ う に 周 知 の 手 順 に よ っ て 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 第 １ の 成 分 が Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 の 場 合 、 少 な く と も 最 初 に ２ つ
の 成 分 、 お よ び 該 当 す る 場 合 、 ３ つ す べ て の 成 分 の 融 合 が 原 核 生 物 発 現 系 で 発 現 さ れ 得 る
。 こ れ ま で 、 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 に 基 づ く 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 真 核 細 胞 中 で 発 現 さ れ
て き た 。 真 核 細 胞 か ら の 融 合 タ ン パ ク 質 の 収 量 は 、 培 養 上 清 １ ミ リ リ ッ ト ル 当 り ２ マ イ ク
ロ グ ラ ム に め っ た に 到 達 せ ず （ Oudinら 、 前 掲 書 ） 、 何 回 も の 遺 伝 子 増 幅 後 に 初 め て 達 成
で き る 。 こ の レ ベ ル は 、 治 療 用 途 の た め の 大 量 の 多 く の 融 合 タ ン パ ク 質 を 経 済 的 に 生 成 さ
せ る た め に は 低 す ぎ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 国 際 公 開 Ｗ Ｏ 　 ９ １ ／ ０ ０ ５ ６ ７ で は 、 原 核 宿 主 細 胞 が Ｃ ４ ｂ ｐ 系 タ ン パ ク 質 の 生 成 に
使 用 で き る こ と が 示 唆 さ れ て い る が 、 任 意 の こ う し た 生 成 の 実 験 的 実 証 は な い 。 し か し 、
い く つ か の 考 察 か ら 、 原 核 生 物 系 の 使 用 が 不 利 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 特 に 、 多 く
の 真 核 生 物 タ ン パ ク 質 は 、 大 腸 菌 な ど の 細 胞 中 で 発 現 さ れ る と 、 そ れ ら の 活 性 な 折 り た た
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み 構 造 の 一 部 ま た は 全 部 を 失 う 。 他 の 真 核 生 物 タ ン パ ク 質 は 、 原 核 細 胞 で 発 現 さ れ る と 変
性 す る か 、 ま た は 完 全 に 不 活 性 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 Ｃ ４ ｂ ｐ は 、 哺 乳 動 物 中 の 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ り 、 こ れ ら は 原 核 生 物 中 で 正 確 に 折 り た
た ま れ た 形 態 で 生 成 す る の が 特 に 困 難 で あ る こ と が 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 ジ ス ル フ ィ
ド 架 橋 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 、 オ リ ゴ マ ー 化 を 必 要 と す る も の と 同 様 に 特 に 問 題 で あ る 。
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 、 細 菌 細 胞 質 の 還 元 環 境 で は 通 常 生 成 さ れ ず 、 そ れ ら が 形 成 で き る 場
合 、 そ れ ら は タ ン パ ク 質 の 誤 っ て 折 り た た ま れ た ま た は 凝 集 し た 形 態 を 安 定 化 さ せ る こ と
が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 通 常 、 原 核 生 物 中 で 発 現 さ れ る 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 宿 主 原 核 細 胞 内 の 封 入 体 の 内 部 で
凝 集 し て い る 。 こ れ ら は 、 別 々 の 粒 子 ま た は 通 常 凝 集 ま た は 不 活 性 形 態 の 発 現 タ ン パ ク 質
を 含 む 残 り の 細 胞 か ら 分 離 し た 小 球 で あ る 。 封 入 体 中 に 発 現 タ ン パ ク 質 が 存 在 す る と 、 必
要 な リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 技 術 が 非 効 率 で 高 価 な の で 、 活 性 可 溶 性 形 態 の タ ン パ ク 質 を 回 収
す る の が 難 し く な る 。 封 入 体 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 は 、 比 較 的 不 十 分 な 収 量 で 活 性 な 機
能 性 タ ン パ ク 質 を 得 る の に 、 苦 労 し て 操 作 し 、 変 性 し 、 か つ リ フ ォ ー ル ド し な け れ ば な ら
な い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 原 核 細 胞 中 で Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と に つ い て 、 他 の 考 察 も 考 慮
に 入 れ な け れ ば な ら な い 。 第 １ に 、 各 コ ア 単 量 体 は 、 ２ 個 の シ ス テ イ ン 残 基 を 保 持 し 、 当
技 術 分 野 で 許 容 さ れ る Ｃ ４ ｂ ｐ 多 量 体 の モ デ ル に 基 づ い て 、 こ れ ら の シ ス テ イ ン は 、 多 量
体 の ア セ ン ブ リ 中 に 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る 必 要 が あ る 。 細 菌 細 胞 質 ゾ ル な ど
の 原 核 細 胞 質 ゾ ル の 還 元 環 境 は 、 こ れ ら の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 還 元 す る こ と に よ っ て Ｃ ４
ｂ ｐ コ ア 多 量 体 の 形 成 を 抑 制 す る こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 第 ２ に 、 多 量 体 は 、 原 核 生 物 中 で 利 用 で き な い 方 法 （ 例 え ば タ ン パ ク 質 ジ ス ル フ ィ ド イ
ソ メ ラ ー ゼ お よ び 特 異 的 な シ ャ ペ ロ ン の 存 在 ） で タ ン パ ク 質 フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 助 け る こ
と が 知 ら れ て い る 真 核 生 物 分 泌 装 置 を 通 過 中 に ア セ ン ブ リ す る 。 第 ３ に 、 真 核 細 胞 で 比 較
的 少 な い 収 量 （ １ ミ リ リ ッ ト ル 当 り 数 マ イ ク ロ グ ラ ム ） が 得 ら れ た 条 件 下 で も 、 こ の 分 泌
経 路 は 、 相 同 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る こ と が で き な い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 さ ら に 、 発 明 者 ら は 、 原 核 生 物 発 現 系 で 生 成 し た Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア と 融 合 し た タ ン パ ク 質 は
、 そ れ ら の 機 能 活 性 を 保 持 し て い る こ と も 見 出 し た 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 Ｃ ４ ｂ ｐ α
鎖 の Ｃ 末 端 コ ア タ ン パ ク 質 の ス キ ャ フ ォ ー ル ド お よ び 第 ２ の 成 分 、 お よ び 任 意 選 択 で 第 ３
の 成 分 を 含 む 、 原 核 宿 主 細 胞 の 細 胞 質 ゾ ル 中 で 可 溶 性 形 態 の 多 量 体 を 形 成 で き る 組 換 え 融
合 タ ン パ ク 質 を 得 る 方 法 で あ っ て 、 前 記 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 は ,、 原 核 宿 主 細 胞 の 細 胞
質 ゾ ル 中 で 多 量 体 を 可 溶 性 形 態 で 形 成 す る こ と が で き 、
　 　 （ ｉ ） 前 記 原 核 細 胞 中 で 機 能 的 な プ ロ モ ー タ ー と 動 作 可 能 に 連 結 し た 前 記 組 換 え タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 保 有 す る 原 核 宿 主 細 胞 を 得 る ス テ ッ プ ；
　 　 （ ii） 前 記 組 換 え タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ る 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 す る ス テ ッ プ ； お
よ び
　 　 （ iii） 前 記 タ ン パ ク 質 が 多 量 体 形 態 で 回 収 さ れ る 組 換 え タ ン パ ク 質 を 回 収 す る ス テ
ッ プ
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の 細 胞 培 養 物 中 の タ ン パ ク 質 の 収 量 が 、 比 較 的 高 い 、 例 え ば 培 養
物 ５ ｍ ｇ ／ ｌ を 超 え る な ど 培 養 物 ２ ｍ ｇ ／ ｌ 超 、 好 ま し く は 培 養 物 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｌ を 超 え る
な ど 培 養 物 １ ０ ｍ ｇ ／ ｌ 超 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 培 養 物 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｌ 超 と な り う る こ
と を 見 出 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
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　 本 発 明 の Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の そ の 他 の 成 分 の １ つ と Ｎ ま た は Ｃ 末
端 で 融 合 し た Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 配 列 を 含 む 。 好 ま し い 配 列 で は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の
Ｎ か ら Ｃ 末 端 の 成 分 の 順 序 は 、 Ｎ － 第 ３ の 成 分 － 第 ２ の 成 分 － 第 １ の 成 分 － Ｃ で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 定 義 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 は 、 ス キ ャ フ ォ ー ル ド リ フ ォ ー ル デ ィ ン
グ の 必 要 な し に 多 量 体 形 態 の 細 菌 発 現 系 で 発 現 さ れ 、 か つ そ れ ら か ら 回 収 で き る こ と を 見
出 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア を 含 み 、 抗 原 お よ び 単 量 体 質 量 が 約 ３ ０ ｋ Ｄ ａ 以 下
の 第 ２ の 成 分 を 保 有 で き る タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 こ の サ イ ズ
範 囲 の タ ン パ ク 質 、 よ り 一 般 に は 約 １ ０ ０ ｋ Ｄ ａ 以 下 、 よ り 好 ま し く は 約 ５ ０ ｋ Ｄ ａ の タ
ン パ ク 質 を 発 現 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 こ の 系 に よ っ て 大 腸 菌 中 で の 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 生 成 が 可 能 に な る と い う 事 実 は 、 そ れ
を 用 い て 、 折 り た た ま れ た 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の よ う に 、 そ れ ら の Ｃ 末 端 お よ び ／ ま た は Ｎ
末 端 で の 束 縛 が な い こ と に よ っ て 単 独 で 発 現 さ れ た 場 合 に 折 り た た ま れ な い タ ン パ ク 質 の
ド メ イ ン ま た は フ ラ グ メ ン ト の 生 成 を 可 能 に す る 。 特 定 の 切 断 部 位 の 操 作 に よ り 、 所 定 の
独 立 し た ド メ イ ン の 生 成 が 可 能 に な る 。 同 様 に 束 縛 す る 対 象 の ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 お よ び ／
ま た は Ｃ 末 端 は 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ プ ロ セ ス 中 は 有 益 で あ り 得 る 。 さ ら に 、 オ リ ゴ マ ー
化 構 造 が 変 性 お よ び 分 解 に 対 し て 極 め て 強 い の で 、 挿 入 タ ン パ ク 質 の 変 性 中 に 安 定 で あ る
は ず で あ る 。 し た が っ て 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 中 、 等 量 の 対 象 の タ ン パ ク 質 で は 、 遊 離 タ
ン パ ク 質 の 実 際 の 濃 度 は 、 オ リ ゴ マ ー 化 数 と 同 じ 数 の 逆 数 だ け 減 少 す る は ず で あ る 。 タ ン
パ ク 質 技 術 に お け る 多 く の 方 法 が タ ン パ ク 質 、 特 に 極 め て 低 分 子 量 の ペ プ チ ド と 働 く よ う
に 最 適 化 さ れ て い な い の で 、 オ リ ゴ マ ー 化 は ま た 、 精 製 の 目 的 で も 有 益 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
培 養 物 か ら の タ ン パ ク 質 の 回 収
　 細 胞 を 増 殖 さ せ て タ ン パ ク 質 の 産 生 を 可 能 に し た 後 、 タ ン パ ク 質 を 細 胞 か ら 回 収 す る こ
と が で き る 。 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 タ ン パ ク 質 が 可 溶 性 の ま ま で あ る こ と を 見
出 し た の で 、 細 胞 は 、 通 常 、 遠 心 さ れ 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 画 分 を 可 溶 性 な ま ま に し 、 さ
ら な る よ り 高 速 （ 例 え ば １ 時 間 １ ５ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ） の 遠 心 分 離 の 後 に こ の 画 分 が 上 清 中
に 留 ま る よ う に す る 超 音 波 処 理 に よ っ て 溶 解 さ せ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 上 清 タ ン パ ク 質 画 分 中 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 標 準 的 な タ ン パ ク 質 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技
術 の 任 意 の 適 当 な 組 合 せ に よ っ て さ ら に 精 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 者 ら は 、 イ オ ン 交
換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 続 い て ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 使 用 し た 。 親 和 性 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー な ど の 他 の ク ロ マ ト グ ラ フ 技 術 も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 溶 解 物 の 遠 心 分 離 後 ま た は そ の 他 の 精 製 ス テ ッ プ の い
ず れ か の 後 に 上 清 試 料 を 加 熱 す る と 、 タ ン パ ク 質 の 回 収 が 助 け ら れ る こ と を 見 出 し た 。 試
料 は 、 約 ７ ０ ～ ８ ０ ℃ ま で 約 １ ０ ～ ３ ０ 分 間 加 熱 す る こ と が で き る が 、 第 ２ の 成 分 が Ｃ ３
ｄ の 場 合 に は 、 こ の 実 施 形 態 は 好 ま し く な い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 の 所 定 の 使 用 に 応 じ て 、 タ ン パ ク 質 を さ ら な る 精 製 ス テ ッ プ 、 例 え ば 透 析 、
ま た は 濃 縮 ス テ ッ プ 、 例 え ば 凍 結 乾 燥 に か け る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 例 示 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 こ の 実 施 例 は 、 エ ピ ト ー プ （ ヒ ト Ｃ ｐ ｎ １ ０ の ア ミ ノ 酸 ８ ～ ２ ２ 番 目 を 含 む ） と 、 そ れ
自 体 が ヒ ト Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 に 融 合 し て い る ヒ ト Ｃ ３ ｄ と の 融 合 を 例 示 す
る 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 細 菌 株 Ｃ ４ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） 中 で 発 現 さ せ 、 そ れ か ら 精 製 し た 。
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実 施 例 １ － エ ピ ト ー プ － Ｃ ３ ｄ － Ｃ ４ ｂ ｐ 融 合 タ ン パ ク 質



こ の タ ン パ ク 質 は 、 ゲ ル ろ 過 に お い て オ リ ゴ マ ー と し て 作 用 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 こ の 実 施 例 で 例 示 し た 方 法 は 、 例 え ば Ｃ ｐ ｎ １ ０ エ ピ ト ー プ を 以 下 に 記 載 し た 構 築 体 の
他 の 抗 原 コ ー ド Ｄ Ｎ Ａ と 置 換 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の ３ つ の 成 分 生 成 物 を 生 成 す る こ
と に も 適 用 で き る 。 あ る い は 、 回 収 し た タ ン パ ク 質 は 、 他 の 手 段 に よ っ て 得 た 抗 原 と 共 有
結 合 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ３ １ 】
ク ロ ー ニ ン グ
　 ｐ Ａ Ｖ Ｄ ９ ５ （ 以 下 の 実 施 例 ２ の Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） 用 の 発 現 構 築 体 ） 由 来 の ９ ７ ５ ｂ ｐ の
Ｘ ｂ ａ Ｉ － Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ フ ラ グ メ ン ト （ Ｔ ７ リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 ヒ ト Ｃ ｐ ｎ １ ０ の 残 基 ８
～ ２ ２ （ エ ピ ト ー プ ） お よ び ヒ ト Ｃ ３ ｄ の 残 基 ９ ９ ５ ～ １ ２ ８ ７ を コ ー ド し て い る ） を 、
Ｘ ｂ ａ Ｉ お よ び Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ で あ ら か じ め 消 化 し た ｐ Ａ Ｖ Ｄ ７ ７ （ ｐ Ｒ Ｓ Ｅ Ｔ ａ － Ｄ ｂ － Ｃ
４ ｂ ｐ ） に 連 結 し た 。 こ れ は 、 ヒ ト Ｃ ｐ ｎ １ ０ お よ び Ｃ ３ ｄ タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト を ヒ
ト Ｃ ４ ｂ ｐ の α 鎖 の Ｃ 末 端 ５ ７ 残 基 と 融 合 し た 。 こ の ｐ Ａ Ｖ Ｄ ９ ４ と 呼 ば れ る 構 築 体 を 、
Ｐ Ｃ Ｒ お よ び 二 重 消 化 に よ っ て チ ェ ッ ク し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 こ の 構 築 体 の 融 合 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 以 下 の 通 り で あ る ：
MKFLPLFDRV LVERSA VD AERLKHLIVT PSGSGEQNMI GMTPTVIAVH 
YLDETEQWEK FGLEKRQGAL ELIKKGYTQQ LAFRQPSSAF AAFVKRAPST 
WLTAYVVKVF SLAVNLIAID SQVLCGAVKW LILEKQKPDG VFQEDAPVIH 
QEMIGGLRNN NEKDMALTAF VLISLQEARD ICEEQVNSLP GSITKAGDFL 
EANYMNLQRS YTVAIAGYAL AQMGRLKGPL LNKFLTTAKD KNRWEDPGKQ 
LYNVEATSYA LLALLQLKDF DFVPPVVRWL NEQRYYGGGY GSTQATFMVF 
QALAQYQKDA P ETPEGCE QVLTGKRLMQ CLPNPEDVKM ALEVYKLSLE 
IEQLELQRDS ARQSTLDKEL（ 配 列 番 号 １ ７ ） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 配 列 番 号 １ ７ の 残 基 ２ ～ １ ６ は ヒ ト Ｃ ｐ ｎ １ ０ （ エ ピ ト ー プ ） の 残 基 ８ ～ ２ ２ に 、 配 列
番 号 １ ７ の 残 基 １ ９ ～ ３ １ １ は ヒ ト Ｃ ３ ｄ 残 基 ９ ９ ５ ～ １ ２ ８ ７ に 、 配 列 番 号 １ ７ の 残 基
３ １ ４ ～ ３ ７ ０ は ヒ ト Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 の ５ ７ 個 の 残 基 に 対 応 す る 。 上 記 の 配 列 で
太 字 の Ｇ Ｓ リ ン カ ー 配 列 は 、 ３ つ の 成 分 の 間 に 現 れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 こ の タ ン パ ク 質 は 、 推 定 分 子 量 が ４ １ ， ４ ８ ５ ダ ル ト ン 、 理 論 上 の ｐ Ｉ が ５ ． ５ １ 、 か
つ 推 定 消 衰 係 数 が ４ ５ ０ ９ ０ Ｍ － １ ｃ ｍ － １ で あ る 。 こ れ に 基 づ き 、 濃 度 を 計 算 す る た め
に 、 Ａ ｂ ｓ 　 ０ ， １ ％ （ ＝ １ ｇ ／ ｌ ） ＝ １ ． ０ ８ ７ を 使 用 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
発 現
　 エ ピ ト ー プ － Ｃ ３ ｄ － Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ｐ Ａ Ｖ Ｄ ９ ４ を
大 腸 菌 株 Ｃ ４ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） 中 で 発 現 さ せ た 。 誘 導 せ ず に ２ ５ ℃ で 終 夜 増 殖 さ せ た 後 、 タ ン
パ ク 質 は 十 分 に 発 現 し た 。 フ レ ン チ プ レ ス を 用 い て ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 ｐ Ｈ ８
／ １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 で 細 胞 溶 解 し た 後 、 タ ン パ ク 質 の ほ ぼ 半 分 が 上 清 中 に 存 在 す る
こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
Ｃ ３ ｄ － Ｃ ４ ｂ ｐ の 精 製
　 ３ つ の 精 製 ス テ ッ プ ： 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 、 陽 イ オ ン 交 換 カ ラ ム お よ び ゲ ル ろ 過 カ ラ ム
を 用 い て 、 エ ピ ト ー プ － Ｃ ３ ｄ － Ｃ ４ ｂ ｐ の 可 溶 性 画 分 を 培 養 物 １ リ ッ ト ル か ら 精 製 し た
。
【 ０ １ ３ ７ 】
陰 イ オ ン カ ラ ム （ Ｍ ｏ ｎ ｏ 　 Ｑ 　 Ｈ Ｒ 　 １ ６ ／ １ ０ ）
　 こ の カ ラ ム は 、 ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 ｐ Ｈ ８ ／ １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 で 平 衡
化 し た 。 ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 ｐ Ｈ ８ ／ １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ （ 緩 衝 液 Ａ ） か ら
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２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 ｐ Ｈ ８ ／ １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ （ 緩 衝 液 Ｂ ） の ２ ０ 倍 カ ラ ム 容 積
の 勾 配 を 用 い て タ ン パ ク 質 を 溶 出 し た 。 タ ン パ ク 質 は 、 約 ３ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ で 溶 出 し
た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 エ ピ ト ー プ － Ｃ ３ ｄ － Ｃ ４ ｂ ｐ を 含 む Ｍ ｏ ｎ ｏ 　 Ｑ 画 分 を ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝
液 ｐ Ｈ ７ ／ １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ に 対 し て 透 析 し て か ら 陽 イ オ ン カ ラ ム に 導 入 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
陽 イ オ ン カ ラ ム （ Ｍ ｏ ｎ ｏ 　 Ｓ 　 Ｈ Ｒ 　 １ ０ ／ １ ０ ）
　 エ ピ ト ー プ － Ｃ ３ ｄ － Ｃ ４ ｂ ｐ を 含 む カ ラ ム Ｍ ｏ ｎ ｏ 　 Ｑ 後 の 画 分 を 、 ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス
－ Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 ｐ Ｈ ７ ／ １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 用 い て 平 衡 化 し た 陽 イ オ ン カ ラ ム （ Ｍ ｏ
ｎ ｏ 　 Ｓ 　 Ｈ Ｒ 　  １ ０ ／ １ ０ ） に 導 入 し た 。 ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 ｐ Ｈ ７ ／ １
０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ （ 緩 衝 液 Ａ ） か ら ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 緩 衝 液 ｐ Ｈ ７ ／ １ Ｍ 　 Ｎ ａ
Ｃ ｌ （ 緩 衝 液 Ｂ ） の ２ ０ カ ラ ム 体 積 の 勾 配 を 用 い て タ ン パ ク 質 を 溶 出 し た 。 タ ン パ ク 質 は
、 約 ３ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ で 溶 出 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 主 要 な 混 入 物 （ ＞ ６ ６ Ｋ ｄ ａ ） を 含 ま な い エ ピ ト ー プ － Ｃ ３ ｄ － Ｃ ４ ｂ ｐ を 含 む 画 分 を
プ ー ル し 、 濃 縮 し ゲ ル ろ 過 カ ラ ム に 導 入 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｄ ｅ ｘ 　 ２ ０ ０ 　 ２ ６ ／ ６ ０ 調 製 グ レ ー ド ）
　 エ ピ ト ー プ － Ｃ ３ ｄ － Ｃ ４ ｂ ｐ を 含 む Ｍ ｏ ｎ ｏ 　 Ｓ カ ラ ム か ら 得 た 画 分 を 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　
リ ン 酸 Ｎ ａ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ ／ １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 用 い て 平 衡 化 し た ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ Ｓ
ｕ ｐ ｅ ｒ ｄ ｅ ｘ 　 ２ ０ ０ 　 ２ ６ ／ ６ ０ 調 製 グ レ ー ド ） に 導 入 し た 。 タ ン パ ク 質 を 緩 衝 液 １
５ ２ ． ６ ９ ｍ ｌ で 溶 出 し た と こ ろ 、 き れ い な 対 称 ピ ー ク が 得 ら れ た 。 こ の 溶 出 体 積 は 、 タ
ン パ ク 質 が オ リ ゴ マ ー で あ る こ と を 示 す 。 カ ラ ム 後 、 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 ０ ． ４ ５ ｍ ｇ ／
ｍ ｌ で あ っ た 。 タ ン パ ク 質 を １ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ に 濃 縮 し 、 １ ０ ％ グ リ セ リ ン を 用 い て － ７
０ ℃ で 保 存 し た 。 タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も ９ ０ ％ 純 粋 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】

　 こ の 実 施 例 は 、 ３ つ の 類 似 し た Ｃ ３ ｄ ７ 構 築 体 の 可 溶 性 部 分 の 精 製 お よ び ２ ５ ℃ に お け
る そ れ ら の 発 現 に つ い て 記 載 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ）
　 ヒ ト Ｃ ｐ ｎ １ ０ の 可 動 ル ー プ （ そ の Ｎ 末 端 で 切 断 さ れ て い る ） と 置 換 し た ヒ ト Ｃ ３ ｄ お
よ び Ｃ 末 端 ｍ ｙ ｃ タ グ エ ピ ト ー プ を ア ミ ノ 酸 配 列 配 列 番 号 １ ８ と 一 緒 に 含 む 、 ４ ２ ． ８ ５
ｋ Ｄ ａ の ３ 部 か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 ２ ５ ℃ で 大 腸 菌 株 Ｃ ４ １ （ Ｄ Ｅ ３ ） 中 の プ ラ ス
ミ ド ｐ Ａ Ｖ Ｄ ９ ５ か ら 発 現 さ せ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
MKFLPLFDRV LVERSAGSVD AERLKHLIVT PSGSGEQNMI GMTPTVIAVH 
YLDETEQWEK FGLEKRQGAL ELIKKGYTQQ LAFRQPSSAF AAFVKRAPST 
WLTAYVVKVF SLAVNLIAID SQVLCGAVKW LILEKQKPDG VFQEDAPVIH 
QEMIGGLRNN NEKDMALTAF VLISLQEAKD ICEEQVNSLP GSITKAGDFL 
EANYMNLQRS YTVAIAGYAL AQMGRLKGPL LNKFLTTAKD KNRWEDPGKQ 
LYNVEATSYA LLALLQLKDF DFVPPVVRWL NEQRYYGGGY GSTQATFMVF 
QALAQYQKDA PGSGKVLQAT VVAVGSGSKG KGGEIQPVSV KVGDKVLLPE 
YGGTKVVLDD KDYFLFRDGD ILGKYVDeqk liseedl（ 配 列 番 号 １ ８ ）
　 配 列 番 号 １ ８ の ヒ ト Ｃ ｐ ｎ １ ０ ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 残 基 １ ～ １ ６ お よ び ３ １ １ ～ ３ ７ ７ で
あ る 。 ヒ ト Ｃ ３ ｄ ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 １ ８ の １ ７ ～ ３ １ ０ 由 来 で あ り 、 ｍ ｙ ｃ － タ
グ エ ピ ト ー プ ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ３ ７ ８ ～ ３ ８ ７ 由 来 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ Ｎ ｄ ｅ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 制 限 フ ラ グ メ
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ン ト ） を 、 ｐ Ｒ Ｓ Ｅ Ｔ 由 来 プ ラ ス ミ ド の Ｎ ｄ ｅ Ｉ － Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 部 位 の 間 で ク ロ ー ン 化
し 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に コ ー ド 配 列 を 置 い た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
Ｃ ３ ｄ ７ （ ２ ）
　 ヒ ト Ｃ ｐ ｎ １ ０ の 可 動 ル ー プ の 代 わ り の ヒ ト Ｃ ３ ｄ 挿 入 の 位 置 だ け 異 な る 第 ２ の 融 合 タ
ン パ ク 質 を 、 同 様 に 構 築 し た 。 こ れ は 、 配 列 番 号 １ ９ の 配 列 を 有 す る ：
MKFLPLFDRV LVERSAGETV TVDAERLKHL IVTPSGSGEQ NMIGMTPTVI　
AVHYLDETEQ WEKFGLEKRQ GALELIKKGY TQQLAFRQPS SAFAAFVKRA 
PSTWLTAYVV KVFSLAVNLI AIDSQVLCGA VKWLILEKQK PDGVFQEDAP　
VIHQEMIGGL RNNNEKDMAL TAFVLISLQE AKDICEEQVN SLPGSITKAG 
DFLEANYMNL QRSYTVAIAG YALAQMGRLK GPLLNKFLTT AKDKNRWEDP　
GKQLYNVEAT SYALLALLQL KDFDFVPPVV RWLNEQRYYG GGYGSTQATF 
MVFQALAQYQ KDAPGKVLQA TVVAVGSGSK GKGGEIQPVS VKVGDKVLLP　
EYGGTKVVLD DKDYFLFRDG DILGKYVDeq kliseedl（ 配 列 番 号 １ ９ ）
　 ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ２ ０ お よ び ３ １ ５ ～ ３ ７ ８ は 、 ヒ ト Ｃ ｐ ｎ １ ０ 由 来 で あ り 、 ヒ ト Ｃ ３
ｄ ア ミ ノ 酸 配 列 に 隣 接 す る 。 ｍ ｙ ｃ － タ グ エ ピ ト ー プ ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ３ ７ ９ ～ ３ ８ ８ 由
来 で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
Ｃ ３ ｄ ７ （ ３ ）
　 同 様 に 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ ３ ｄ ７ （ ３ ） と 称 す る 第 ３ の 融 合 タ ン パ ク 質 も 作
製 し た ：
MKFLPLFDRV LVERSAGETV DAERLKHLIV TPSGSGEQNM IGMTPTVIAV　
HYLDETEQWE KFGLEKRQGA LELIKKGYTQ QLAFRQPSSA FAAFVKRAPS　
TWLTAYVVKV FSLAVNLIAI DSQVLCGAVK WLILEKQKPD GVFQEDAPVI　
HQEMIGGLRN NNEKDMALTA FVLISLQEAK DICEEQVNSL PGSITKAGDF 
LEANYMNLQR SYTVAIAGYA LAQMGRLKGP LLNKFLTTAK DKNRWEDPGK　
QLYNVEATSY ALLALLQLKD FDFVPPVVRW LNEQRYYGGG YGSTQATFMV 
FQALAQYQKD APLQATVVAV GSGSKGKGGE IQPVSVKVGD KVLLPEYGGT　
KVVLDDKDYF LFRDGDILGK YVDeqklise edl（ 配 列 番 号 ２ ０ ）
　 ヒ ト Ｃ ｐ ｎ １ ０ ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト Ｃ ３ ｄ ア ミ ノ 酸 配 列 に 隣 接 す る １ ～ １ ８ お よ び ３
１ ３ ～ ３ ７ ３ で あ り 、 ｍ ｙ ｃ － タ グ エ ピ ト ー プ ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ３ ７ ４ ～ ３ ８ ３ で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） の 発 現
　 こ の タ ン パ ク 質 を 可 溶 性 形 態 で 得 る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 ２ ５ ℃ で 大 腸 菌 株 Ｃ ４ １ （
Ｄ Ｅ ３ ） 中 で ｐ Ａ Ｖ Ｄ ９ ５ を 発 現 さ せ た 。 ０ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 用 い て ２ ５ ℃ で 終 夜 誘
導 後 、 タ ン パ ク 質 は 発 現 さ れ 、 タ ン パ ク 質 の ほ ぼ 半 分 が 上 清 中 に 存 在 す る こ と が 判 明 し た
。
【 ０ １ ４ ９ 】
精 製
　 Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） の 可 溶 性 画 分 を 、 ２ つ の 精 製 ス テ ッ プ 、 す な わ ち 陰 イ オ ン カ ラ ム と そ れ
に 続 く ゲ ル ろ 過 カ ラ ム を 用 い て 精 製 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
陰 イ オ ン カ ラ ム （ Ｍ ｏ ｎ ｏ 　 Ｑ 　 Ｈ Ｒ 　 １ ６ ／ １ ０ ）
　 こ の カ ラ ム は 、 ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス ｐ Ｈ ８ 中 で 平 衡 化 し た 。 ２ ０ ｍ Ｍ ト リ ス ｐ Ｈ ８ か ら ２ ０
ｍ Ｍ ト リ ス ｐ Ｈ ８ 、 １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の ２ ０ カ ラ ム 体 積 の 勾 配 を 用 い て タ ン パ ク 質 を 溶 出 し
た 。 タ ン パ ク 質 は 、 一 画 分 （ Ｅ ３ ） ５ ｍ ｌ 中 で 約 ３ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 用 い て 溶 出 し た
。
【 ０ １ ５ １ 】
ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｄ ｅ ｘ 　 ２ ０ ０ 　 ２ ６ ／ ６ ０ 調 製 グ レ ー ド ）
　 カ ラ ム Ｍ ｏ ｎ ｏ 　 Ｑ の 画 分 Ｅ ３ を 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 リ ン 酸 Ｎ ａ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　
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Ｎ ａ Ｃ ｌ を 用 い て 平 衡 化 し た ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｄ ｅ ｘ 　 ２ ０ ０ 　 ２ ６ ／ ６ ０ 調
製 グ レ ー ド ） に 導 入 し た 。 タ ン パ ク 質 を 緩 衝 液 １ ５ ０ ｍ ｌ で 溶 出 し た 。 同 じ カ ラ ム の オ ボ
ア ル ブ ミ ン の 溶 出 容 積 （ Ｍ Ｗ ＝ ４ ３ Ｋ ｄ ） は 、 １ ６ ７ ｍ ｌ で あ っ た 。 こ れ は 、 タ ン パ ク 質
が オ リ ゴ マ ー で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
円 偏 光 二 色 性
　 遠 紫 外 円 偏 光 二 色 性 に よ る タ ン パ ク 質 の 分 析 か ら 、 ２ 次 構 造 の 存 在 が 示 唆 さ れ た 。 ス ペ
ク ト ル の 逆 重 畳 積 分 か ら 、 α － へ リ ッ ク ス の パ ー セ ン ト 値 が 約 ４ ９ ％ で あ る こ と が 示 さ れ
た 。 こ の パ ー セ ン ト 値 は 、 モ デ リ ン グ に よ っ て 決 定 し た パ ー セ ン ト 値 （ α － へ リ ッ ク ス の
４ ８ ％ ） と 一 致 し て い る 。 こ れ は 、 タ ン パ ク 質 が 正 確 に 折 り た た ま れ て い る と い う 良 好 な
指 標 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 を 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 中 で １
． ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ま で 濃 縮 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】

Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ 法
　 実 施 例 １ の よ う に 調 製 し た エ ピ ト ー プ － Ｃ ３ ｄ － Ｃ ４ ｂ ｐ 分 子 お よ び 実 施 例 ２ の よ う に
調 製 し た Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） を 、 ５ ０ ０ ｎ Ｍ ～ ０ ． ０ １ ｎ Ｍ の 範 囲 の 濃 度 に わ た っ て 分 析 し 、
ヒ ト Ｃ ３ ｄ （ Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ） お よ び 国 際 公 開 Ｗ Ｏ 　 ９ ９ ／ ３ ５ ２ ６ ０ に 記 載 の よ
う に 構 築 し 調 製 し た Ｃ ３ ｄ ３ ま た は Ａ Ｐ Ｔ ２ ０ ２ ９ と 称 さ れ る ヒ ト Ｃ ３ ｄ 線 状 三 量 体 と 比
較 し た 。 こ の 結 果 を 図 ２ お よ び ４ に 示 す 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 簡 単 に 述 べ る と 、 ア ッ セ イ 法 は 、 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
Ｉ ｇ Ｇ 定 常 部 － Ｃ Ｄ ２ １ 融 合 タ ン パ ク 質 を 組 織 培 養 細 胞 中 で 発 現 さ せ 、 精 製 し 、 精 製 し た
タ ン パ ク 質 を 使 用 し て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト の ウ ェ ル を コ ー ト し た 。 こ れ ら の ウ ェ ル に 様 々
な Ｃ ３ ｄ 分 子 を あ る 範 囲 の 濃 度 で 加 え 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ウ
ェ ル を 大 規 模 に 洗 浄 し て か ら ビ オ チ ン 化 抗 Ｃ ３ ｄ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 加 え た 。 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 の 後 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 標 識 抗 ビ オ チ ン 抗 体
を 加 え た 。 さ ら な る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 ス テ ッ プ に 続 い て 、 Ｈ Ｒ Ｐ 用 の 基 質 を
加 え 、 Ｈ Ｒ Ｐ に よ る 基 質 か ら の 着 色 生 成 物 の 生 成 を ４ ５ ０ ナ ノ メ ー ト ル の 吸 光 度 で 測 定 し
た 。 こ の ア ッ セ イ を 図 ３ に イ ラ ス ト と し て 示 す 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 明 ら か に 、 エ ピ ト ー プ － Ｃ ３ ｄ － Ｃ ４ ｂ ｐ 分 子 は 、 図 ２ に 示 す よ う に い く つ か の 濃 度 に
お い て 単 量 体 Ｃ ３ ｄ よ り も は る か に 良 好 に 、 か つ さ ら に 線 状 三 量 体 Ｃ ３ ｄ ３ よ り も 良 好 に
、 Ｃ ３ ｄ 受 容 体 Ｃ Ｄ ２ １ と 結 合 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） を 用 い て こ の ア ッ セ イ を ３ 回 繰 り 返 し 、 各 応 答 の 勾 配 を 平 均 化 し 、 比 較
し た 。 図 ４ に 、 こ れ ら の ア ッ セ イ の １ つ の 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） と Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 Ｃ ３ ｄ （ 単 量 体 形 態 で あ る ） の 間 の 結 果 を 比
較 す る と 、 Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） の Ａ ｂ ｓ ４ ５ ０ が 単 量 体 Ｃ ３ ｄ よ り も 低 濃 度 で 増 大 す る 。 こ れ
は 、 Ｃ ３ ｄ が 多 量 体 形 態 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】

　 実 施 例 ３ の 第 ２ の 結 合 実 験 を 、 す べ て 実 施 例 ２ で 前 述 し た よ う に 調 製 し た Ｃ ３ ｄ ７ （ １
） 、 （ ２ ） お よ び （ ３ ） を 用 い て 実 施 例 ３ に 記 載 の よ う に 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ に お け る こ れ ら ３ つ の タ ン パ ク 質 の 結 合 を 、 図 ５ の よ う に 示 す 。 こ
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の デ ー タ は 、 Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） 、 Ｃ ３ ｄ ７ （ ２ ） お よ び Ｃ ３ ｄ ７ （ ３ ） が 最 終 的 に す べ て Ｃ
Ｒ ２ と 結 合 す る こ と を 示 す 。 単 量 体 Ｃ ３ ｄ （ Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ よ り 供 給 ） と Ａ Ｐ Ｔ ２
０ ２ ９ と 称 さ れ る Ｃ ３ ｄ ３ の 線 状 三 量 体 の 間 の 勾 配 が ３ ． ４ 倍 増 大 し た こ と に よ っ て 示 さ
れ る よ う に 、 結 合 曲 線 の 直 線 部 の 勾 配 か ら 、 タ ン パ ク 質 の 多 量 体 化 の 指 標 が 得 ら れ る 。 ３
つ の Ｃ ３ ｄ ７ 構 築 体 の 直 線 部 の 勾 配 か ら 、 そ れ ら が す べ て 多 量 体 化 し て い る こ と が 示 唆 さ
れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】

　 不 死 化 ヒ ト Ｃ Ｄ ２ １ ＋ 　 Rajiリ ン パ 芽 球 腫 細 胞 系 お よ び ヒ ト Ｃ Ｄ ２ ０ ＋ ／ Ｃ Ｄ ４ － ／ Ｃ
Ｄ ８ － 末 梢 血 リ ン パ 球 に 対 す る Ｃ ３ ｄ ７ 構 築 体 の Ｃ Ｒ ２ 結 合 活 性 を 試 験 し た 。 Ｂ ｅ ｃ ｔ ｏ
ｎ 　 Ｄ ｉ ｃ ｋ ｅ ｎ ｓ ｏ ｎ 　 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｃ ａ ｌ ｉ ｂ ｕ ｒ を 用 い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 を
実 施 し ； １ ０ ， ０ ０ ０ 事 象 を 獲 得 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 不 死 化 Raji（ Ｂ 細 胞 ） お よ び Jurkat（ Ｔ 細 胞 ） 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 最 適 化 し た Ｆ Ｉ
Ｔ Ｃ 接 合 抗 ヒ ト 、 Ｃ Ｄ ３ （ 汎 Ｔ 細 胞 マ ー カ ー ） 、 Ｃ Ｄ ２ ０ （ 汎 Ｂ 細 胞 マ ー カ ー ） お よ び Ｃ
Ｄ ２ １ （ Ｃ Ｒ ２ マ ー カ ー ） （ Ｄ Ａ Ｋ Ｏ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ ａ ｂ ｓ ） の 希 釈 溶 液 と 一
緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ れ は 、 Raji細 胞 は Ｃ Ｄ ２ １ ＋ 、 Ｃ Ｄ ２ ０ ＋ で あ る が 、 Jurkat
細 胞 は Ｃ Ｄ ２ １ ｄ ｉ ｍ 、 Ｃ Ｄ ３ ＋ で あ る こ と を 証 明 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ～ ３ ） の 結 合 は 、 Raji（ Ｃ Ｄ ２ １ ＋ ／ Ｃ Ｄ ２ ０ ＋ ） 細 胞 で は 検 出 さ れ る が 、
Jurkat（ Ｃ Ｄ ３ ＋ ／ Ｃ Ｄ ２ １ ｄ ｉ ｍ ） 細 胞 で は 検 出 さ れ な い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 単 一 染 色 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 用 い て 、 洗 浄 し た Rajiお よ び Jurkat細 胞 （ １
× １ ０ ６ ／ ｍ ｌ ） を １ ０ ０ ｎ Ｍ （ 最 終 希 釈 度 ） の Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） 、 Ｃ ３ ｄ ７ （ ２ ） 、 Ｃ ３
ｄ ７ （ ３ ） 、 ヒ ト 単 量 体 Ｃ ３ ｄ （ Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ） お よ び ヒ ト 線 状 三 量 体 Ｃ ３ ｄ ３
（ Ａ Ｐ Ｔ ２ ０ ２ ９ ） と 一 緒 に 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 氷 冷 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 し 、
次 い で 最 適 化 し た Ｃ ｙ ３ （ ピ ン ク 色 蛍 光 体 ） 接 合 抗 ヒ ト Ｃ ３ ｄ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ ａ
ｂ ） の 希 釈 溶 液 と 一 緒 に 暗 所 中 ４ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 再 度 洗 浄 し 、 氷 冷 Ｐ Ｂ
Ｓ 　 ０ ． ５ ｍ ｌ 中 に 再 懸 濁 し た 。 図 ６ に 、 こ の 分 析 の 結 果 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） お よ び Ｃ ３ ｄ ７ （ ２ ） は 、 Ｃ Ｄ ２ １ ＋ 細 胞 と 最 終 的 に 結 合 し 、 Ｃ Ｄ ３ ＋

／ Ｃ Ｄ ２ １ ｄ ｉ ｍ 細 胞 と は 結 合 し な い 。 シ グ ナ ル 強 度 の 増 大 に よ り 、 Ｃ ３ ｄ ３ （ Ａ Ｐ Ｔ ２
０ ２ ９ ） に お け る ６ ． ４ 倍 の 増 大 と 比 較 し た そ れ ぞ れ Ｃ ３ ｄ （ Ｃ ａ ｌ ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ） 、
Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） お よ び Ｃ ３ ｄ ７ （ ２ ） の 間 の ７ お よ び ９ 倍 の シ グ ナ ル 強 度 増 大 に よ っ て 示
さ れ る 多 量 体 化 の 指 標 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
Ｃ Ｄ ２ ０ ＋ ／ Ｃ Ｄ ４ － ／ Ｃ Ｄ ８ － ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 （ Ｐ Ｂ Ｌ ） の 表 面 上 の Ｃ ３ ｄ ７ （ １
） の 結 合
　 こ の 実 験 は 、 二 重 染 色 免 疫 蛍 光 ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト を 用 い て 行 っ た 。 Ｆ ｉ ｃ ｏ ｌ ｌ に
よ る 密 度 勾 配 遠 心 分 離 に よ っ て ヒ ト Ｐ Ｂ Ｌ を 血 液 か ら 単 離 し た 。 混 入 し た 赤 血 球 を 溶 解 に
よ り 除 去 し た 。 洗 浄 し た １ × １ ０ ６ ／ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｌ を ２ ０ ０ ｎ Ｍ （ 最 終 希 釈 度 ） Ｃ ３ ｄ ７
（ １ ） ま た は ヒ ト 線 状 三 量 体 Ｃ ３ ｄ ３ （ Ａ Ｐ Ｔ ２ ０ ２ ９ ） と 一 緒 に 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 氷 冷 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 し 、 次 い で 最 適 化 し た Ｃ ｙ ３ 抗 ヒ ト Ｃ ３ ｄ 　 Ｍ ａ ｂ お よ
び Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 抗 Ｃ Ｄ ４ （ Ｔ ｈ 細 胞 マ ー カ ー ） 、 抗 Ｃ Ｄ ８ （ Ｃ Ｔ Ｌ マ ー カ ー ） 抗 Ｃ Ｄ ２ ０ （ Ｂ
細 胞 マ ー カ ー ） Ｍ ａ ｂ （ Ｄ Ａ Ｋ Ｏ ） の 希 釈 溶 液 と 一 緒 に 暗 所 中 ４ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 洗 浄 し 、 氷 冷 Ｐ Ｂ Ｓ 　 ０ ． ３ ｍ ｌ 中 に 再 懸 濁 し て か ら フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析
を 行 い 、 ５ ， ０ ０ ０ の 事 象 を 獲 得 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 こ の デ ー タ の 分 析 か ら 、 Ａ Ｐ Ｔ ２ ０ ２ ９ と 称 さ れ る 線 状 三 量 体 ヒ ト Ｃ ３ ｄ ３ で 見 ら れ る
の と 同 じ よ う に 、 Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） が Ｐ Ｂ Ｌ 　 Ｂ （ Ｃ Ｄ ２ ０ ＋ ） 細 胞 集 団 （ Ｃ Ｄ ２ １ ＋ と 推
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定 さ れ る ） と 最 終 的 に 結 合 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ９ 】
【 図 １ 】 Ｃ ４ ｂ ｐ コ ア タ ン パ ク 質 の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 単 量 体 Ｃ ３ ｄ お よ び Ｃ ３ ｄ ３ と 称 さ れ る 線 状 三 量 体 型 の Ｃ ３ ｄ と 比 較 し た 、 Ｃ Ｒ
２ （ Ｃ Ｄ ２ １ と し て も 知 ら れ て い る ） に 対 す る エ ピ ト ー プ － Ｃ ３ ｄ － Ｃ ４ ｂ ｐ 融 合 タ ン パ
ク 質 お よ び Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） の 結 合 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 Ｃ Ｒ ２ 結 合 ア ッ セ イ の フ ォ ー マ ッ ト を 表 す イ ラ ス ト で あ る 。
【 図 ４ 】 単 量 体 Ｃ ３ ｄ お よ び Ｃ ３ ｄ ３ と 称 さ れ る 線 状 三 量 体 型 の Ｃ ３ ｄ と 比 較 し た 、 Ｃ Ｒ
２ （ Ｃ Ｄ ２ １ ） に 対 す る Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） の 結 合 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 単 量 体 Ｃ ３ ｄ お よ び Ｃ ３ ｄ ３ と 称 さ れ る 線 状 三 量 体 型 の Ｃ ３ ｄ と 比 較 し た 、 Ｃ Ｒ
２ （ Ｃ Ｄ ２ １ ） に 対 す る Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） 、 （ ２ ） お よ び （ ３ ） の 結 合 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 Rajiお よ び Jurkat細 胞 と 結 合 し て い る Ｃ ３ ｄ ７ （ １ ） 、 Ｃ ３ ｄ ７ （ ２ ） お よ び Ｃ
３ ｄ ７ （ ３ ） の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 を 示 す 図 で あ る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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