
(57)【要約】

アミロイド沈着と特徴とする疾患と戦う、新規の方法が

開示される。該方法は、アミロイド前駆体タンパク質(A

PP)またはβアミロイド(Aβ)に対する免疫化に一般的に

依存する。免疫化は、自己APPまたはAβのアナログの投

与によりもたらされ、該アナログは、自己アミロイド産

生ポリペプチドに対する抗体産生を誘導することができ

る。免疫原として特に好ましいものは、単一またはいく

つかの外来、免疫優性かつ乱交雑なT細胞エピトープの

導入により修飾された自己Aβである。APPまたはAβに

対する核酸ワクチン化および生ワクチンを用いたワクチ

ン化、ならびにワクチン化に有用な方法および手段も開

示される。このような方法ならびに手段は、アナログお

よび医薬製剤の製造方法とともに、核酸断片、ベクター

、形質転換細胞、ポリペプチドおよび医薬製剤を含む。

【選択図】図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ア ナ ロ グ が
a)　  SEQ ID NO: 2の 残 基 672～ 714の サ ブ シ ー ク エ ン ス の 少 な く と も 1つ の コ ピ ー か ら な る
ポ リ ア ミ ノ 酸 で あ り 、 外 来 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ (T H エ ピ ト ー プ )が 、 ア ミ ノ 酸 の 付 加 お よ
び ／ ま た は 挿 入 お よ び ／ ま た は 欠 失 お よ び ／ ま た は 置 換 に よ り 組 み 込 ま れ 、 該 サ ブ シ ー ク
エ ン ス が 、 SEQ ID NO: 2の ア ミ ノ 酸 残 基 673～ 714か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 の 残 基 1～ 42、 残
基 1～ 40、 残 基 1～ 39、 残 基 1～ 35、 残 基 1～ 34、 残 基 1～ 28、 残 基 1～ 12、 残 基 1～ 5、 残 基 13
～ 28、 残 基 13～ 35、 残 基 17～ 28、 残 基 25～ 35、 残 基 35～ 40、 残 基 36～ 42お よ び 残 基 35～ 42
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る か ； お よ び ／ ま た は
b)　  外 来 T H エ ピ ト ー プ お よ び 破 壊 さ れ た ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)ま た は β ア ミ
ロ イ ド (Aβ )配 列 を 含 む ポ リ ア ミ ノ 酸 で あ る こ と に よ り 、 該 ア ナ ロ グ が 、 T細 胞 応 答 を 開 始
す る MHCク ラ ス II分 子 に 生 産 的 に 結 合 す る 、 SEQ ID NO: 2の い ず れ の 配 列 を も 含 ま な い か
； お よ び ／ ま た は
c)　  外 来 T H エ ピ ト ー プ お よ び APPま た は Aβ 由 来 ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 該 ア ナ ロ グ の C末 端 に 位
置 す る 単 一 の メ チ オ ニ ン 残 基 を 含 む ポ リ ア ミ ノ 酸 で あ り 、 APPま た は Aβ お よ び 外 来 T H エ ピ
ト ー プ の 中 の 他 の メ チ オ ニ ン 残 基 が 置 換 さ れ て い る か も し く は 欠 失 さ れ て お り 、 好 ま し く
は ロ イ シ ン も し く は イ ソ ロ イ シ ン に よ り 置 換 さ れ て い る か ； お よ び ／ ま た は
d)　 a)で 定 義 し た ポ リ ア ミ ノ 酸 お よ び ／ ま た は b)で 定 義 し た ポ リ ア ミ ノ 酸 お よ び ／ ま た は
c)で 定 義 し た ポ リ ア ミ ノ 酸 が 別 個 に 結 合 し て い る ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 骨 格 を 含 む コ ン
ジ ュ ゲ ー ト で あ る か ； お よ び ／ ま た は
e)　 1) 外 来 T H エ ピ ト ー プ な ら び に 2) a)で 定 義 し た サ ブ シ ー ク エ ン ス 、 b)で 定 義 し た 破 壊
さ れ た APPも し く は Aβ 配 列 、 お よ び C末 端 に 位 置 す る 単 一 の メ チ オ ニ ン 残 基 を 含 み 、 APPま
た は Aβ お よ び 外 来 T H エ ピ ト ー プ の 中 の 他 の メ チ オ ニ ン 残 基 が 置 換 さ れ て い る か も し く は
欠 失 し て お り 、 好 ま し く は ロ イ シ ン も し く は イ ソ ロ イ シ ン に よ り 置 換 さ れ て い る APPま た
は Aβ 由 来 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ア ミ ノ 酸 が 別 個 に 結 合 し て い る ポ
リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 骨 格 を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 、 ア ナ ロ グ に よ る 動 物 の 免 疫 化 が
、 動 物 の 自 己 APPま た は Aβ に 対 す る 抗 体 産 生 を 誘 導 す る よ う に 、 APPお よ び ／ ま た は Aβ の
少 な く と も 1つ の B細 胞 エ ピ ト ー プ と 少 な く と も 1つ の 外 来 T H エ ピ ト ー プ と を 同 じ 分 子 に 組
み 込 む 、 APPま た は Aβ の 少 な く と も 1つ の ア ナ ロ グ の 免 疫 原 的 有 効 量 を 動 物 の 免 疫 系 に 提
示 す る こ と を 含 む 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る APPま た は Aβ の イ ン ビ ボ ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
APPま た は Aβ の B細 胞 エ ピ ト ー プ の 実 質 的 な フ ラ ク シ ョ ン が ア ナ ロ グ に お い て 保 存 さ れ 、
－ 抗 原 提 示 細 胞 (APC)も し く は Bリ ン パ 球 へ の ア ナ ロ グ の 標 的 化 を も た ら す 、 少 な く と も 1
つ の 第 一 成 分 を 導 入 す る か 、 お よ び ／ ま た は
－ 免 疫 系 を 刺 激 す る 、 少 な く と も 1つ の 第 二 成 分 を 導 入 す る か 、 お よ び ／ ま た は
－ 免 疫 系 へ の ア ナ ロ グ の 提 示 を 最 適 化 す る 、 少 な く と も 1つ の 第 三 成 分 を 導 入 す る 、
請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
第 一 お よ び ／ ま た は 第 二 お よ び ／ ま た は 第 三 成 分 が 、 APPも し く は Aβ 配 列 に お け る 適 切 な
化 学 群 へ の 共 有 も し く は 非 共 有 結 合 に よ り 側 鎖 と し て 結 合 し て い る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ 】
ア ナ ロ グ が 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
ア ミ ノ 酸 の 置 換 お よ び ／ ま た は 欠 失 お よ び ／ ま た は 挿 入 お よ び ／ ま た は 付 加 の 導 入 が 、 AP
Pま た は Aβ の 全 体 の 三 次 構 造 の 実 質 的 な 保 存 と な る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
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ア ナ ロ グ が 、 APPも し く は Aβ の 少 な く と も 1つ の B細 胞 エ ピ ト ー プ の 重 複 、 お よ び ／ ま た は
ハ プ テ ン の 導 入 を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ が 動 物 に お い て 免 疫 優 性 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ が 、 天 然 乱 交 雑 T細 胞 エ ピ ト ー プ お よ び 人 工 MHC-II結 合 ペ プ チ ド 配 列
か ら 選 択 さ れ る 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ の よ う に 乱 交 雑 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
天 然 T細 胞 エ ピ ト ー プ が 、 P2ま た は P30の よ う な 破 傷 風 ト キ ソ イ ド エ ピ ト ー プ 、 ジ フ テ リ ア
ト キ ソ イ ド エ ピ ト ー プ 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ヘ マ グ ル チ ニ ン エ ピ ト ー プ 、 お よ び ピ ー
・ フ ァ ル シ パ ル ム CSエ ピ ト ー プ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ア ナ ロ グ が 、 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド Aβ の 細 胞 結 合 形 態 に 存 在 す る 場 合 に 細 胞 外 の 相 に 露 出
し な い B細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
ア ナ ロ グ が 、 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 結 合 形 態 に 存 在 す る 場 合 に 細 胞 外 の 相 に 露 出 す る
少 な く と も 1つ の B細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 さ な い 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ア ナ ロ グ が 、 最 大 で 8、 最 大 で 7、 最 大 で 6、 最 大 で 5、 最 大 で 4お よ び 最 大 で 3の 連 続 し た ア
ミ ノ 酸 の よ う な SEQ ID NO: 2の 最 大 で 9の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ
か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ア ナ ロ グ が SEQ ID NO: 2の 少 な く と も 1つ の サ ブ シ ー ク エ ン ス を 含 む こ と に よ り 、 SEQ ID 
NO: 2の 少 な く と も 1つ の サ ブ シ ー ク エ ン ス が そ れ ぞ れ 独 立 し て 、 SEQ ID NO: 2の 9の 連 続
し た ア ミ ノ 酸 、 SEQ ID NO: 2の 8の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 SEQ ID NO: 2の 7の 連 続 し た ア ミ ノ
酸 、 SEQ ID NO: 2の 6の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 SEQ ID NO: 2の 5の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 SEQ ID
 NO: 2の 4の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 お よ び SEQ ID NO: 2の 3の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 範 囲 か ら な る 、 請 求 項 12に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
連 続 し た ア ミ ノ 酸 が 、 残 基 672、 673、 674、 675、 676、 677、 678、 679、 680、 681、 682、 6
83、 684、 685、 686、 687、 688、 689、 690、 691、 692、 693、 694、 695、 696、 697、 698、 6
99、 700、 701、 702、 703、 704、 705、 706、 707、 708、 709、 710、 711、 712、 713お よ び 71
4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 始 ま る 、 請 求 項 22ま た は 23に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
少 な く と も 2コ ピ ー の Aβ 由 来 断 片 、 ま た は 抗 原 決 定 基 の 多 コ ピ ー を 提 示 す る こ と が で き る
担 体 分 子 に 共 有 的 も し く は 非 共 有 的 に 結 合 し た ア ナ ロ グ を 有 す る こ と に よ り 、 免 疫 系 へ の
提 示 が 行 わ れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
変 形 dま た は eで 、 ポ リ ア ミ ノ 酸 お よ び T H エ ピ ト ー プ が 、 ア ミ ド 結 合 に よ り ポ リ ヒ ド ロ キ シ
ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
変 形 dま た は eで 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー が 多 糖 類 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ア ナ ロ グ が 、 自 己 抗 原 へ の 自 己 寛 容 を 破 壊 す る の を 促 進 す る ア ジ ュ バ ン ト と と も に 処 方 さ
れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ア ナ ロ グ の 有 効 量 が 、 皮 内 、 皮 下 お よ び 筋 肉 内 の よ う な 非 経 口 経 路 ； 腹 膜 経 路 ； 経 口 経 路
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； バ ッ カ ル 経 路 ； 舌 下 経 路 ； 硬 膜 外 経 路 ； 脊 髄 経 路 ； 肛 門 経 路 ； 頭 蓋 内 経 路 か ら 選 択 さ れ
る 経 路 を 経 て 動 物 に 投 与 さ れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
有 効 量 が 、 0.5μ g～ 2,000μ gの ア ナ ロ グ で あ る 、 請 求 項 19に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
変 形 a～ cで 、 免 疫 系 へ の ア ナ ロ グ の 提 示 が 、 ア ナ ロ グ を エ ン コ ー ド す る 核 酸 を 動 物 細 胞 に
導 入 し 、 そ れ に よ り 導 入 さ れ た 核 酸 の 該 細 胞 に よ る イ ン ビ ボ 発 現 を 得 る こ と に よ り も た ら
さ れ る 、 請 求 項 1～ 14の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
導 入 さ れ た 核 酸 が 、 裸 の DNA、 荷 電 ま た は 非 荷 電 の 脂 質 と と も に 処 方 さ れ た DNA、 リ ポ ソ ー
ム 中 に 処 方 さ れ た DNA、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 包 含 さ れ た DNA、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 タ
ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と と も に 処 方 さ れ た DNA、 標 的 化 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ
チ ド と と も に 処 方 さ れ た DNA、 カ ル シ ウ ム 沈 殿 剤 と と も に 処 方 さ れ た DNA、 不 活 性 担 体 分 子
に 結 合 し た DNA、 キ チ ン ま た は キ ト サ ン 中 に 被 包 さ れ た DNA、 お よ び ア ジ ュ バ ン ト と と も に
処 方 さ れ た DNAか ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 21に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
少 な く と も 2、 少 な く と も 3、 少 な く と も 4、 少 な く と も 6、 少 な く と も 12の 投 与 /導 入 の よ
う な 、 1年 あ た り 少 な く と も 1の 投 与 /導 入 を 含 む 、 請 求 項 19～ 22の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
ア ミ ロ イ ド の 全 量 が 減 少 す る か 、 も し く は ア ミ ロ イ ド 形 成 の 速 度 が 臨 床 上 有 意 義 に 減 少 す
る 程 度 に 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 に よ り APPま た は Aβ を ダ ウ ン レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン す る こ と を 含 む 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は ア ミ ロ イ ド 沈 着 を 特 徴 と す る 他 の 疾 患
お よ び 症 状 の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 お よ び ／ ま た は 改 善 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
ア ナ ロ グ を 用 い た 動 物 の 免 疫 化 が 、 動 物 の 自 己 APPも し く は Aβ に 対 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導
す る 結 果 と な る 修 飾 が 導 入 さ れ て お り 、 該 ア ナ ロ グ が 請 求 項 1～ 17の い ず れ か 1項 に 定 義 さ
れ る 、 動 物 の APPも し く は Aβ に 由 来 す る APPま た は Aβ の ア ナ ロ グ 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
医 薬 上 お よ び 免 疫 学 上 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 な ら び に 任 意 に ア ジ ュ バ ン ト
を 含 む 、 請 求 項 25に 記 載 の ア ナ ロ グ の 免 疫 原 的 有 効 量 を 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 25に 記 載 の ア ナ ロ グ を エ ン コ ー ド す る 、 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
自 立 複 製 可 能 な ベ ク タ ー の よ う な 、 請 求 項 27に 記 載 の 核 酸 断 片 を 有 す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 コ ス ミ ド 、 ミ ニ 染 色 体 、 お よ び ウ イ ル ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 28に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 27に 記 載 の 核 酸 断 片 の 発 現 を 推 進 す る プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 分 泌 も し
く は 膜 へ の 組 み 込 み を 可 能 に す る リ ー ダ ー ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 、 任 意 の 核 酸 配 列 、
請 求 項 27に 記 載 の 核 酸 断 片 、 お よ び 任 意 の タ ー ミ ネ ー タ ー を 、 5'→ 3'方 向 に 実 施 可 能 な 連
鎖 で 含 む 、 請 求 項 28ま た は 29に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ １ 】
宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ た 場 合 に 、 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る こ と が 可 能 で あ る か 、 ま
た は 不 可 能 で あ る 、 請 求 項 28～ 30の い ず れ か 1項 に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
プ ロ モ ー タ ー が 、 真 核 細 胞 お よ び ／ ま た は 原 核 細 胞 に お け る 発 現 を 推 進 す る 、 請 求 項 30ま
た は 31に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
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請 求 項 27に 記 載 の 核 酸 断 片 を 複 製 す る こ と が で き る 形 質 転 換 細 胞 の よ う な 、 請 求 項 28～ 32
の い ず れ か 1項 に 記 載 の ベ ク タ ー を 有 す る 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
細 菌 、 酵 母 、 原 虫 、 ま た は 真 菌 、 S 2 も し く は SF細 胞 の よ う な 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 お よ び 哺
乳 動 物 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 多 細 胞 生 物 に 由 来 す る 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 微 生 物 で あ る 、 請 求
項 33に 記 載 の 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 25に 記 載 の ア ナ ロ グ を 分 泌 す る か 、 ま た は そ の 表 面 に 有 す る 形 質 転 換 細 胞 の よ う な
、 請 求 項 28に 記 載 の 核 酸 断 片 を 発 現 す る 、 請 求 項 33ま た は 34に 記 載 の 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
変 形 a～ cで 、 免 疫 系 へ の 提 示 が 、 ア ナ ロ グ を エ ン コ ー ド し て 発 現 す る 核 酸 断 片 を 有 す る 非
病 原 性 微 生 物 ま た は ウ イ ル ス を 投 与 す る こ と に よ り も た ら さ れ る 、 請 求 項 1～ 14の い ず れ
か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
－ 請 求 項 27に 記 載 の 核 酸 断 片 も し く は 請 求 項 28～ 32の い ず れ か 1項 に 記 載 の ベ ク タ ー 、 な
ら び に
－ 医 薬 上 お よ び 免 疫 学 上 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン
ト
を 含 む 、 ア ミ ロ イ ド に 対 す る 抗 体 産 生 を 誘 導 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 28～ 32の い ず れ か 1項 に 記 載 の ベ ク タ ー を 有 し 、 請 求 項 27に 記 載 の 核 酸 断 片 を 発 現
し 、 そ の 表 面 に 請 求 項 25に 記 載 の ア ナ ロ グ を 任 意 に 分 泌 す る か 、 ま た は 有 す る 、 安 定 な 細
胞 ラ イ ン 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
技 術 分 野
本 発 明 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 (AD)、 お よ び ア ミ ロ イ ド 沈 着 を 特 徴 と す る 、 例 え ば 中 枢 神 経
系 (CNS)に お け る ア ミ ロ イ ド 沈 着 を 特 徴 と す る 他 の 疾 患 の 治 療 な ら び に 予 防 に お け る 改 良
に 関 す る 。 よ り 特 異 的 に は 、 本 発 明 は 、 ア ミ ロ イ ド 沈 着 に 関 与 す る 病 理 を 有 す る 疾 患 に 苦
し ん で い る か 、 ま た は 苦 し む 危 険 性 が あ る 患 者 に お い て 、 関 連 タ ン パ ク 質 (APPも し く は A
β )ま た は そ の 成 分 に 対 す る 抗 体 の 産 生 を 可 能 に す る こ と に よ る 、 （ 望 ま れ て い な い ） ア
ミ ロ イ ド 沈 着 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 こ の 方 法 に お
い て 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 と と も に 、 そ の よ う に 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供
す る 。 本 発 明 に よ り 包 含 さ れ る も の と し て は ま た 、 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド
す る 核 酸 断 片 と と も に 、 こ れ ら の 核 酸 断 片 が 組 込 ま れ た ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 な ら び に
そ れ に よ り 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 ラ イ ン で あ る 。 最 後 に 、 本 発 明 は 、 新 し い タ イ プ の コ ン ジ
ュ ゲ ー ト ペ プ チ ド 免 疫 原 を 規 定 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景 技 術
ア ミ ロ イ ド ー シ ス は 、 不 溶 性 タ ン パ ク 質 フ ィ ブ リ ル の 細 胞 外 沈 着 で 、 組 織 損 傷 お よ び 疾 患
を 導 く (Pepys, 1996； Tanら 、 1995； Kelly、 1996)。 フ ィ ブ リ ル は 、 通 常 、 溶 解 性 の タ ン
パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド が 異 常 な 方 法 に よ り 自 己 会 合 す る と き に 形 成 さ れ る (Kelly、 1997)
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
ア ミ ロ イ ド は 、 全 身 性 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 、 AD、 成 人 発 症 型 糖 尿 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン
チ ン ト ン 病 、 前 頭 側 頭 型 痴 呆 、 お よ び プ リ オ ン に 関 す る 伝 染 性 海 綿 状 脳 症 （ ヒ ト に お け る
ク ー ル ー お よ び ク ロ イ ツ フ ェ ル ト － ヤ コ ブ 病 、 な ら び に そ れ ぞ れ ヒ ツ ジ お よ び ウ シ に お け
る ス ク ラ ピ ー お よ び BSE） を 含 む 重 篤 な 疾 患 に 関 連 し 、 例 え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に お け る
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ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク 形 成 は 、 ヒ ト の 疾 患 の 悪 化 に 密 接 に 関 連 し て い る よ う で あ る 。 β － ア
ミ ロ イ ド タ ン パ ク 質 の よ う な 沈 着 に お い て 見 出 さ れ る タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 、 ま た は そ の
修 飾 さ れ た 形 態 の 発 現 の 動 物 モ デ ル は 、 種 々 の 疾 患 の 症 状 、 例 え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 様 症 状
を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 ア ミ ロ イ ド 沈 着 に 対 す る 特 異 的 療 法 は な く 、 こ れ ら の 疾
患 は 、 通 常 、 致 命 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
ア ミ ロ イ ド フ ィ ブ リ ル の サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 野 生 型 、 変 異 型 ま た は ト ラ ン ケ ー テ ッ ド (trunc
ated)タ ン パ ク 質 で あ り 、 同 様 の フ ィ ブ リ ル を オ リ ゴ ペ プ チ ド お よ び 変 性 タ ン パ ク 質 か ら
イ ン ビ ト ロ で 形 成 す る こ と が で き る (Bradburyら 、 1960； Filshieら 、 1964； Burkeお よ び R
ougvie、 1972)。 フ ィ ブ リ ル の ポ リ ペ プ チ ド 成 分 の 性 質 が 、 ア ミ ロ イ ド ー シ ス の 特 徴 を 明
ら か に し て い る 。 ア ミ ロ イ ド タ ン パ ク 質 の サ イ ズ 、 天 然 の 構 造 お よ び 機 能 に お け る 大 き な
相 違 に も か か わ ら ず 、 全 て の ア ミ ロ イ ド フ ィ ブ リ ル は 、 長 さ が 未 定 で あ り 、 分 岐 せ ず 、 直
径 70～ 120Å で あ り 、 コ ン ゴ ー レ ッ ド で 特 徴 的 な 染 色 を 示 す (Pepys、 1996)。 こ れ ら は 、 ポ
リ ペ プ チ ド 鎖 が β シ ー ト に 構 成 さ れ て い る 、 ク ロ ス β 構 造 (Paulingお よ び Corey、 1951)に
特 有 で あ る 。 ア ミ ロ イ ド タ ン パ ク 質 は 大 き く 異 な っ た 前 駆 体 構 造 を 有 す る が 、 こ れ ら は 全
て 、 お そ ら く は 同 様 の 経 路 に 沿 っ て 、 β － シ ー ト へ リ ッ ク ス プ ロ ト フ ィ ラ メ ン ト の 基 礎 単
位 で あ る 、 誤 っ て 折 り た た ま れ た 形 状 へ の 構 造 転 換 を 受 け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
ア ミ ロ イ ド ー シ ス に 導 く 、 こ の 特 有 の 繊 維 形 状 は β － フ ィ ブ リ ロ ー ス (β -fibrilloses) (
Glenner、 1980a、 b)と 呼 ば れ 、 ADの フ ィ ブ リ ル タ ン パ ク 質 は 、 そ の 二 次 構 造 が 知 ら れ る 以
前 に 、 β － タ ン パ ク 質 と 名 付 け ら れ た (Glennerお よ び Wong、 1984)。 特 徴 的 な ク ロ ス － β
回 折 パ タ ー ン は 、 フ ィ ブ リ ル の 外 観 お よ び 着 色 特 性 と と も に 、 現 在 で は 、 ア ミ ロ イ ド の 診
断 上 の 顕 著 な 特 徴 と し て 受 け 入 れ ら れ て お り 、 非 常 に 異 な る タ ン パ ク 質 前 駆 体 か ら 形 成 さ
れ る が 、 フ ィ ブ リ ル が 構 造 上 類 似 の 程 度 を 共 有 し 、 そ れ ら の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 の 性 質 に 関
わ ら ず 構 造 上 の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る こ と を 示 唆 す る (Sunde M、 Serpell LC、 Ba
rtlam M、 Fraser PE、 Pepys MB、 Blake CCFJ Mol Biol 1997 Oct 31； 273(3)： 729～ 739)
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
中 枢 神 経 系 に お け る ア ミ ロ イ ド 沈 着 が 、 疾 患 の 進 行 に お い て 中 心 的 役 割 を 有 す る こ と を 示
唆 す る 、 最 も 広 く い き わ た っ た 、 よ く 知 ら れ た 疾 患 の 一 つ は 、 ADで あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
AD
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 (AD)は 、 回 復 不 能 の 進 行 性 の 脳 障 害 で 、 徐 々 に 発 生 し 、 記 憶 喪 失 、 行 動
性 お よ び 人 格 の 変 化 、 な ら び に 精 神 的 能 力 の 減 退 に 帰 着 す る 。 こ れ ら の 喪 失 は 、 脳 細 胞 の
死 お よ び こ れ ら の 間 の 接 続 の 崩 壊 に 関 す る 。 こ の 疾 患 の 経 過 は 個 人 に よ っ て 変 動 し 、 減 退
の 速 度 も 同 様 で あ る 。 AD患 者 は 平 均 で 、 診 断 後 8～ 10年 間 生 存 す る が 、 疾 患 は 20年 ま で 続
く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
ADは 、 初 期 の 、 軽 度 の 健 忘 性 か ら 精 神 的 機 能 の 重 度 の 喪 失 ま で 、 段 階 的 に 進 行 す る 。 こ の
喪 失 は 痴 呆 と し て 知 ら れ る 。 ADの 人 の ほ と ん ど に お い て 、 症 状 は 60の 年 齢 後 に ま ず 現 れ る
が 、 よ り 早 期 の 発 症 は 珍 し く な い 。 最 も 早 期 の 症 状 は し ば し ば 、 記 銘 力 の 喪 失 、 判 断 の 誤
り 、 お よ び 人 格 の 変 化 を 含 む 。 し ば し ば 、 ADの 初 期 段 階 の 人 々 は 、 考 え る こ と が は っ き り
し な く な り 、 親 し い 人 々 や 一 般 の 物 体 の 名 前 を 忘 れ る 。 疾 患 の 後 期 で は 、 単 純 な 作 業 で あ
っ て も ど の よ う に 行 う か を 忘 れ る 。 つ い に 、 ADの 人 々 は 、 全 て の 推 理 能 力 を 喪 失 し 、 彼 ら
の 日 々 の 世 話 に つ い て 他 の 人 々 に 依 存 す る よ う に な る 。 結 局 、 疾 患 は 、 患 者 を 寝 た き り に
し 、 他 の 疾 患 お よ び 感 染 が 進 行 し が ち に な る ほ ど 衰 弱 さ せ る 。 最 も 一 般 的 に は 、 ADの 人 々
は 肺 炎 で 死 亡 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
ADが 発 生 す る 危 険 性 は 年 齢 と と も に 増 加 す る が 、 ADお よ び 痴 呆 の 症 状 は 、 通 常 の 老 化 の 部
分 で は な い 。 ADお よ び 他 の 痴 呆 性 の 障 害 は 、 脳 に 影 響 す る 疾 患 に 原 因 が あ る 。 通 常 の 老 化
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で は 、 脳 の 神 経 細 胞 が 大 量 に 喪 失 す る こ と は な い 。 こ れ に 対 し て 、 ADは 3つ の 鍵 と な る 過
程 を 破 壊 す る ： 神 経 細 胞 伝 達 、 代 謝 お よ び 修 復 で あ る 。 こ の 破 壊 は 、 結 局 、 多 く の 神 経 細
胞 が 機 能 を 停 止 し 、 他 の 神 経 細 胞 と の 接 続 を 喪 失 し 、 死 ぬ こ と の 原 因 と な る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
ま ず 、 ADは 、 記 憶 を 制 御 す る 脳 の 部 分 、 特 に 海 馬 お よ び 関 係 す る 構 造 に あ る ニ ュ ー ロ ン を
破 壊 す る 。 海 馬 に あ る 神 経 細 胞 が 正 確 に 機 能 し な く な る と 、 短 期 間 の 記 憶 が 衰 弱 し 、 し ば
し ば 、 簡 単 で 熟 知 し た 作 業 を 行 う 個 人 の 能 力 が 減 退 し 始 め る 。 ADは 、 大 脳 皮 質 、 特 に 言 語
お よ び 推 理 を つ か さ ど る 領 域 を も 攻 撃 す る 。 つ い に 、 脳 の 多 く の ほ か の 領 域 が 含 ま れ 、 こ
れ ら の 全 て の 脳 の 領 域 が 萎 縮 （ 収 縮 ） し 、 AD患 者 は 、 寝 た き り で 、 失 禁 性 で 、 完 全 に 無 力
に な り 、 外 界 に 対 し て 応 答 し な く な る (出 典 ： National Institute on Aging Progress Re
port on Alzheimer's Disease、 1999)。
【 ０ ０ １ １ 】
ADの 影 響
ADは 、 65歳 以 上 の 人 々 の 間 で 最 も 一 般 的 な 痴 呆 の 原 因 で あ る 。 こ れ は 、 個 人 、 家 族 、 健 康
管 理 シ ス テ ム お よ び 全 体 と し て の 社 会 に 対 す る そ の 莫 大 な 影 響 か ら 、 主 要 な 健 康 問 題 を 提
示 す る 。 科 学 者 は 、 400万 人 以 下 の 人 々 が こ の 疾 患 に 苦 し み 、 65歳 を 超 え る と 5歳 ご と に 有
病 率 は 倍 に な る と 見 積 も っ て い る 。 毎 年 、 約 36万 の 新 し い 症 例 （ 発 病 ） が 発 生 す る と も 見
積 も ら れ 、 こ の 数 字 は 集 団 の 年 齢 に 伴 い 増 加 す る (Brookmeyerら 、 1998)。
【 ０ ０ １ ２ 】
ADは 、 社 会 に 重 大 な 経 済 的 負 荷 を 課 す 。 最 近 の 米 国 で の 研 究 は 、 一 人 の AD患 者 を 介 護 す る
年 間 の 費 用 が 軽 度 の AD患 者 で 18,408ド ル 、 中 程 度 の AD患 者 で 30,096ド ル 、 そ し て 重 度 の AD
患 者 で 36,132ド ル で あ る と 見 積 も っ て い る 。 米 国 に お け る AD患 者 の 介 護 の 年 間 の 国 の 費 用
は 、 500億 ド ル を わ ず か に 上 回 る と 見 積 も ら れ て い る (Leonら 、 1998)。
【 ０ ０ １ ３ 】
お よ そ 400万 人 の 米 国 人 は 85歳 以 上 で あ り 、 最 も 産 業 化 さ れ た 国 で は 、 こ の 年 齢 の 群 は 、
人 口 の う ち で 最 も 速 く 成 長 し て い る 部 分 の 一 つ で あ る 。 米 国 で は 、 こ の 群 は 2030年 ま で に
850万 に 近 い 数 に な る と 見 積 も ら れ て い る ； こ の 数 は さ ら に 多 く な り 得 る と さ え 示 唆 す る
、 人 口 の 動 向 を 研 究 す る 専 門 家 も い る 。 よ り 多 く の 人 々 が よ り 長 く 生 き る よ う に な る と 、
ADを 含 む 老 化 の 疾 患 に 冒 さ れ る 人 数 は 増 加 し 続 け る 。 例 え ば 、 85歳 以 上 の 全 て の 人 の 半 分
近 く が 痴 呆 の 何 ら か の 形 態 を 有 す る こ と を 示 す 研 究 も あ る (National Institute on Aging
 Progress Report on Alzheimer's Disease、 1999)。
【 ０ ０ １ ４ 】
ADの 主 な 特 徴
脳 に お け る 2つ の 異 常 な 構 造 が ADの 顕 著 な 特 徴 で あ る ： ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク と 神 経 原 線 維
も つ れ (NFT)で あ る 。 プ ラ ー ク は 、 脳 の ニ ュ ー ロ ン の 外 側 お よ び 周 囲 の タ ン パ ク 質 な ら び
に 細 胞 性 物 質 の 、 濃 密 で ほ と ん ど 不 溶 性 の 沈 着 で あ る 。 も つ れ は 、 ニ ュ ー ロ ン の 内 側 に 形
成 さ れ た 不 溶 性 の ね じ れ た 線 維 で あ る 。 2種 類 の ADが 存 在 す る ： あ る 遺 伝 の パ タ ー ン に 従
う 家 族 性 AD (FAD)と 、 遺 伝 の 明 ら か な パ タ ー ン が 見 ら れ な い 孤 発 性 ADで あ る 。 発 症 の 年 齢
が 異 な る の で 、 ADは さ ら に 、 早 期 発 症 （ 65歳 よ り 若 い 人 に 発 生 す る ） ま た は 晩 期 発 症 （ 65
歳 以 上 の 人 に 発 生 す る ） と 表 さ れ る 。 早 期 発 症 ADは 珍 し く （ 症 例 の 約 10％ ） 、 一 般 に 30～
60歳 の 人 に 影 響 す る 。 早 期 発 症 ADの あ る 形 態 は 遺 伝 性 で 、 家 族 に 遺 伝 す る 。 早 期 発 症 ADは
、 し ば し ば 、 よ り 一 般 的 な 晩 期 発 症 ADよ り も 早 く 進 行 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
現 在 ま で に 知 ら れ て い る 全 て の FADは 早 期 に 発 症 し 、 FADの 症 例 の 50％ ま で も が 3つ の 異 な
る 染 色 体 上 に 位 置 す る 3つ の 遺 伝 子 の 欠 損 に よ り 引 き 起 こ さ れ る こ と が 、 現 在 知 ら れ て い
る 。 こ れ ら は 、 第 21染 色 体 上 の APP遺 伝 子 の 変 異 ； 第 14染 色 体 上 の プ レ セ ニ リ ン 1と 呼 ば れ
る 遺 伝 子 の 変 異 ； お よ び 第 1染 色 体 上 の プ レ セ ニ リ ン 2と 呼 ば れ る 遺 伝 子 の 変 異 で あ る 。 し
か し な が ら 、 こ れ ら の 変 異 の い ず れ か が 、 よ り 一 般 的 な 、 孤 発 性 ま た は 非 家 族 性 の 形 態 の
晩 期 発 症 ADに お い て 主 な 役 割 を 果 た し て い る こ と の 証 明 は ま だ な い (National Institute 
on Aging Progress Report on Alzheimer's Disease、 1999)。
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【 ０ ０ １ ６ 】
ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク
ADで は 、 ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク は 、 ま ず 記 憶 お よ び 他 の 認 識 の 機 能 に 用 い ら れ る 領 域 に お い
て 発 生 す る 。 こ れ は 、 ニ ュ ー ロ ン の 部 分 と 小 神 経 膠 細 胞 お よ び 星 状 神 経 膠 細 胞 の よ う な 非
神 経 細 胞 と と も に 混 ざ り 合 っ た 、 β ア ミ ロ イ ド （ 以 下 、 Aβ と 表 す ） － ア ミ ロ イ ド 前 駆 体
タ ン パ ク 質 （ APP、 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 を SEQ ID NO: 2に 示 す ） と 呼 ば れ る よ り 大 き い タ ン
パ ク 質 の タ ン パ ク 質 断 片 － の 、 ほ と ん ど 不 溶 性 の 沈 着 か ら な る 。 ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク 自 体
が ADの 主 な 原 因 を 構 成 す る の か 、 ま た は そ れ ら が ADの 過 程 で の 副 産 物 で あ る の か は 知 ら れ
て い な い 。 確 か に 、 APP遺 伝 子 の 変 異 に よ り 引 き 起 こ さ れ た ADの 遺 伝 性 の 形 態 に お い て 示
さ れ た よ う に 、 APPタ ン パ ク 質 に お け る 変 化 は ADの 原 因 と な り 、 Aβ プ ラ ー ク 形 成 は 、 ヒ ト
の 疾 患 の 進 行 に 緊 密 に 関 連 し て い る よ う で あ る (Lippa C. F.ら 、 1998)。
【 ０ ０ １ ７ 】
APP
APPは 、 細 胞 膜 に 結 合 し て い る 多 く の タ ン パ ク 質 の 一 つ で あ る 。 そ れ が 作 ら れ た 後 、 APPは
、 神 経 細 胞 の 膜 に 埋 め 込 ま れ る よ う に な り 、 部 分 的 に 細 胞 の 内 部 に あ り 、 部 分 的 に 外 部 に
あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用 い た 最 近 の 研 究 は 、 APPが ニ ュ ー ロ ン の 成 長 お よ び
生 存 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ る こ と を 示 す 。 例 え ば 、 APPの あ る 形
態 お よ び 量 は 、 短 期 お よ び 長 期 の 両 方 の 損 傷 に 対 し て ニ ュ ー ロ ン を 保 護 し 、 自 己 修 復 で き
る よ う に 、 損 傷 を 受 け た ニ ュ ー ロ ン を 改 善 し 、 脳 損 傷 後 に ニ ュ ー ロ ン の 部 分 が 成 長 す る の
を 助 け る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
APPは 細 胞 膜 に 埋 め 込 ま れ て い る が 、 プ ロ テ ア ー ゼ が APPの 特 定 の 位 置 に 作 用 し 、 タ ン パ ク
質 断 片 に 切 断 す る 。 あ る プ ロ テ ア ー ゼ は APPを 切 断 し て Aβ を 形 成 す る の を 助 け 、 他 の プ ロ
テ ア ー ゼ は ア ミ ロ イ ド 断 片 の 中 間 で APPを 切 断 す る の で 、 Aβ は 形 成 さ れ な い 。 形 成 さ れ た
Aβ は 2つ の 異 な る 長 さ で あ り 、 比 較 的 溶 解 性 で ゆ っ く り と 凝 集 す る 、 よ り 短 い 40（ ま た は
41） ア ミ ノ 酸 の Aβ と 、 迅 速 に 不 溶 性 の 凝 集 塊 を 形 成 す る 、 わ ず か に 長 い 42ア ミ ノ 酸 の 「
粘 着 性 の 」 Aβ で あ る 。 Aβ が 形 成 さ れ る 間 、 こ れ が 神 経 細 胞 の 中 ま た は 周 辺 を ど の よ う に
動 い て い る の か は 、 は っ き り 知 ら れ て い な い 。 こ の 過 程 の 最 後 の 段 階 に お い て 、 「 粘 着 性
の 」 Aβ は 、 細 胞 外 で 長 い フ ィ ラ メ ン ト に 凝 集 し 、 す で に 死 ん だ か ま た は 死 ん で い く ニ ュ
ー ロ ン の 断 片 、 な ら び に 小 神 経 膠 細 胞 お よ び 星 状 神 経 膠 細 胞 と と も に 、 脳 組 織 に お い て AD
の 特 徴 で あ る プ ラ ー ク を 形 成 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
APPに お け る 変 異 が 、 APP前 駆 体 か ら Aβ を 切 り 取 る よ う で あ り 、 し た が っ て 全 Aβ が よ り 多
く な る か 、 ま た は 「 粘 着 性 の 」 形 態 が 比 較 的 多 く 形 成 さ れ る こ と を 引 き 起 こ す と の 証 拠 が
い く つ か 存 在 す る 。 プ レ セ ニ リ ン 遺 伝 子 に お け る 変 異 が 、 少 な く と も 2つ の 方 法 ： Aβ の 産
生 を 変 更 す る こ と 、 ま た は よ り 直 接 的 に 細 胞 死 を 引 き 起 こ す こ と 、 に お い て ニ ュ ー ロ ン の
分 解 に 寄 与 し て い る と も 考 え ら れ る 。 他 の 研 究 者 は 、 変 異 し た プ レ セ ニ リ ン 1お よ び 2は 、
ア ポ ト ー シ ス の 速 度 を 促 進 す る の に 関 与 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
疾 患 が 進 行 す る に つ れ て 、 よ り 多 く の プ ラ ー ク が 形 成 さ れ 、 脳 の よ り 多 く を 占 め る こ と が
予 想 さ れ る 。 研 究 に よ り 、 Aβ は 、 動 的 平 衡 の よ う に 、 同 時 に 集 合 し 、 ば ら ば ら に な っ て
い る で あ ろ う こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ れ は 、 プ ラ ー ク が 形 成 さ れ た 後 で も そ れ を 分 解 す る こ
と が 可 能 で あ る か も し れ な い と の 希 望 を 高 め る 。 (National Institute on Aging Progres
s Report on Alzheimer's Disease、 1999)。
【 ０ ０ ２ １ 】
Aβ は 、 ニ ュ ー ロ ン に 毒 性 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 組 織 培 養 研 究 に お い て 、 研 究 者 は 、
正 常 な ヒ ト APPを 過 剰 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン に 比 較 し て 、 変 異 し た 形 態 の ヒ ト APPを 過 剰 発 現
す る よ う に し た 海 馬 ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 死 が 増 加 し た こ と を 観 察 し た (Luoら 、 1999)。
さ ら に 、 Aβ タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 ま た は 修 飾 さ れ た 形 態 の 発 現 は 、 動 物 モ デ ル に お い て
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 様 の 症 状 を 誘 発 す る こ と が 示 さ れ て い る (Hsiao K.ら 、 1998)。
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【 ０ ０ ２ ２ 】
増 加 し た Aβ の 発 生 、 プ ラ ー ク へ の そ の 集 合 、 お よ び 結 果 と し て の 神 経 毒 性 が ADに 導 く と
す れ ば 、 プ ラ ー ク へ の Aβ の 集 合 が 遅 く な る か 、 ブ ロ ッ ク さ れ る 条 件 を 調 査 す る こ と は 、
治 療 上 の 興 味 の 対 象 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
プ レ セ ニ リ ン
プ レ セ ニ リ ン -1 (S-180)に お け る 変 異 は 、 早 期 発 症 家 族 性 AD (FAD)の 全 て の 症 例 の 約 50％
に 達 す る 。 ADを 起 こ す 約 30の 変 異 が 同 定 さ れ て い る 。 ADの 発 症 は 、 変 異 に よ っ て 変 動 す る
。 プ レ セ ニ リ ン -2に お け る 変 異 は 、 FADの 症 例 の よ り 少 な い 部 分 を 占 め る が 、 重 要 な 因 子
で あ る 。 プ レ セ ニ リ ン が 、 孤 発 性 の 非 家 族 性 ADに 関 与 す る か は 知 ら れ て い な い 。 プ レ セ ニ
リ ン の 機 能 は 知 ら れ て い な い が 、 Aβ -42（ ペ プ チ ド 、 SEQ ID NO: 2の 残 基 673～ 714の よ り
長 い 、 よ り 粘 着 性 の 形 態 ） を 与 え る APPの プ ロ セ シ ン グ に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る 。 な
ぜ な ら 、 プ レ セ ニ リ ン 変 異 が あ る AD患 者 は こ の ペ プ チ ド の レ ベ ル が 増 加 し た か ら で あ る 。
プ レ セ ニ リ ン が NFTの 発 生 を 引 き 起 こ す 役 割 を も 有 す る か は 、 不 明 で あ る 。 プ レ セ ニ リ ン
は 、 ニ ュ ー ロ ン の 分 解 お よ び ニ ュ ー ロ ン の 死 に 、 よ り 直 接 的 な 役 割 を 有 す る か も し れ な い
こ と を 示 唆 す る 者 も い る 。 プ レ セ ニ リ ン -1は 第 14染 色 体 に 位 置 し 、 プ レ セ ニ リ ン -2は 第 1
染 色 体 に 結 合 し て い る 。 も し 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の た っ た 1つ の 変 異 バ ー ジ ョ ン を 有 し て い
る と 、 そ の 人 が 早 期 発 症 ADを 発 生 す る こ と は ほ ぼ 確 実 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
プ レ セ ニ リ ン -1が 、 APPの プ ロ セ シ ン グ に 関 与 す る 、 仮 説 の γ -セ ク レ タ ー ゼ と 同 一 で あ る
か に つ い て は 、 不 明 な 点 が あ る (Naruseら 、 1998)。
【 ０ ０ ２ ５ 】
ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 E
ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Eは 、 通 常 、 コ レ ス テ ロ ー ル と 結 合 す る が 、 ADの 脳 の プ ラ ー ク や も つ
れ に お い て も 見 出 さ れ る 。 対 立 遺 伝 子 1～ 3は ADに 関 与 し て い な い よ う で あ る が 、 APOE-ε 4
対 立 遺 伝 子 の 存 在 と 晩 期 ADの 発 生 と の 間 に は 、 重 要 な 相 関 関 係 が あ る (Strittmatterら 、 1
993)。 し か し な が ら 、 こ れ は 危 険 因 子 で あ っ て 、 プ レ セ ニ リ ン お よ び APP変 異 の 場 合 の よ
う な 直 接 の 原 因 で は な く 、 こ れ は 家 族 性 ADに 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
ApoEε 4タ ン パ ク 質 が ADの 発 生 の 可 能 性 を 増 加 さ せ る 方 法 は 、 明 確 に は 知 ら れ て い な い が
、 可 能 性 の あ る 理 論 と し て は 、 そ れ が Aβ の 形 成 を 促 進 し て ADの 発 症 の 年 齢 を 引 き 下 げ る
こ と に 寄 与 す る か 、 ま た は 特 定 の APOE対 立 遺 伝 子 の 存 在 も し く は 非 存 在 が 、 ニ ュ ー ロ ン が
損 傷 に 応 答 す る 方 法 に 影 響 す る こ と で あ る (Buttiniら 、 1999)。
【 ０ ０ ２ ７ 】
Apo A1も 、 ア ミ ロ イ ド 産 生 性 で あ る (amyloigenic)こ と が 示 さ れ て い る 。 無 損 傷 apo A1自
体 は 、 コ ン ゴ ー レ ッ ド 陽 性 で あ る ア ミ ロ イ ド 様 フ ィ ブ リ ル を イ ン ビ ト ロ で 形 成 す る こ と が
で き る (Am J Pathol 147 (2)： 238～ 244 (Aug 1995)、 Wisniewski T、 Golabek AA、 Kida 
E、 Wisniewski KE、 Frangione B)。
他 の 対 立 遺 伝 子 に 比 べ て 、 知 力 喪 失 の 症 状 の 減 少 に お け る APOE-ε 4対 立 遺 伝 子 の 肯 定 的 な
効 果 が あ る こ と を 示 唆 す る 、 矛 盾 し た 結 果 が い く つ か あ る よ う で あ る (Stern, Brandt、 19
97、 Annals of Neurology 41)。
【 ０ ０ ２ ８ 】
神 経 原 線 維 も つ れ
ADの 2つ 目 の 顕 著 な 特 徴 は 、 神 経 細 胞 の 内 部 で 見 出 さ れ る ね じ れ た 糸 の 異 常 な 集 積 か ら な
る 。 も つ れ の 主 要 な 成 分 は 、 タ ウ （ τ ） と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 の 一 つ の 形 態 で あ る 。 中 枢
神 経 系 に お い て は 、 タ ウ タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 の 内 部 支 持 構 造 の 構 成 成 分 の 一 つ で あ る 微 小
管 ま た は 骨 格 に 結 合 し 、 安 定 化 す る の を 助 け る 能 力 に つ い て 最 も よ く 知 ら れ て い る 。 し か
し な が ら 、 ADに お い て は 、 タ ウ は 化 学 的 変 化 を 受 け 、 こ の 変 化 し た タ ウ は も は や 微 小 管 を
安 定 化 す る こ と が で き ず 、 微 小 管 を 崩 壊 さ せ る 原 因 と な る 。 こ の 輸 送 系 の 崩 壊 は 、 ま ず 神
経 細 胞 間 の 伝 達 の 機 能 不 全 と な り 、 後 に ニ ュ ー ロ ン の 死 を 導 く で あ ろ う 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】
ADに お い て は 、 化 学 的 変 化 を 受 け た タ ウ は 、 2本 の 糸 の タ ウ が 互 い の 周 り に 巻 き つ い た 、
二 重 ら せ ん フ ィ ラ メ ン ト に よ じ れ る 。 こ れ ら の フ ィ ラ メ ン ト は 神 経 原 線 維 も つ れ に お い て
見 出 さ れ る 主 要 な 物 質 で あ る 。 最 近 の あ る 研 究 で は 、 研 究 者 は 、 健 康 な 脳 の 海 馬 の 特 定 の
部 分 の ニ ュ ー ロ ン の 6％ 未 満 、 軽 度 の ADで 死 亡 し た 人 の こ れ ら の ニ ュ ー ロ ン の 43％ よ り 多
く 、 お よ び 重 度 の ADで 死 亡 し た 人 の こ れ ら の ニ ュ ー ロ ン の 71％ に お い て 、 神 経 原 線 維 変 化
を 見 出 し た 。 ニ ュ ー ロ ン の 喪 失 が 研 究 さ れ た と き 、 同 様 の 進 行 が 見 ら れ た 。 こ の タ イ プ の
証 拠 は 、 も つ れ の 形 成 お よ び ニ ュ ー ロ ン の 喪 失 は 、 ADの 過 程 に お い て と も に 進 行 す る と の
考 え を 支 持 す る (National Institute on Aging Progress Report on Alzheimer's Diseas
e、 1999)。
【 ０ ０ ３ ０ 】
タ ウ オ パ シ ー (tauopathies)お よ び も つ れ
AD以 外 の い く つ か の 神 経 変 性 疾 患 は 、 ニ ュ ー ロ ン お よ び 神 経 膠 に お い て タ ウ が 凝 集 し て 不
溶 性 の フ ィ ラ メ ン ト に な り 、 機 能 不 全 な ら び に 死 に 導 く こ と が 特 徴 で あ る 。 非 常 に 最 近 、
AD以 外 の 遺 伝 性 痴 呆 の 多 様 性 が あ る 家 族 を 研 究 し て い た 研 究 者 の い く つ か の グ ル ー プ が 、
第 17染 色 体 上 の タ ウ 遺 伝 子 に お け る 最 初 の 変 異 を 発 見 し た (Clarkら 、 1998； Huttonら 、 19
98； Poorkajら 、 1998； Spillantiniら 、 1998)。 こ れ ら の 家 族 で は 、 タ ウ 遺 伝 子 に お け る
変 異 が 、 ニ ュ ー ロ ン 細 胞 死 お よ び 痴 呆 を 引 き 起 こ す 。 ADと あ る 特 徴 を 共 有 し て い る が い く
つ か の 重 要 な 点 に お い て 異 な る こ れ ら の 障 害 は 、 ま と め て 「 第 17染 色 体 に 関 連 す る 前 頭 側
頭 型 痴 呆 お よ び パ ー キ ン ソ ニ ズ ム (fronto temporal dementia and parkinsonism linked 
to chromosome 17)」 (FTDP-17)と 呼 ば れ る 。 こ れ ら は 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬
化 症 (ALS)の あ る 形 態 、 大 脳 皮 質 基 底 核 変 性 症 、 進 行 性 核 上 性 麻 痺 お よ び ピ ッ ク 病 な ど の
疾 患 で あ り 、 全 て が タ ウ タ ン パ ク 質 の 異 常 な 凝 集 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
他 の AD様 神 経 病
ADと 、 プ リ オ ン 病 （ ク ー ル ー 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト － ヤ コ ブ 病 お よ び ウ シ の 海 綿 状 脳 炎 な ど
） 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 な ら び に 前 頭 側 頭 型 痴 呆 を 含 む 他 の 神 経 病 と の 間 に
は 、 重 要 な 類 似 が あ る 。 全 て が 脳 に お け る 異 常 タ ン パ ク 質 の 沈 着 を 含 む 。 ADお よ び プ リ オ
ン 病 は 、 痴 呆 と 死 を 引 き 起 こ し 、 両 者 は 不 溶 性 の ア ミ ロ イ ド フ ィ ブ リ ル の 形 成 に 関 連 す る
が 、 膜 タ ン パ ク 質 か ら は 互 い に 異 な る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
ADに 次 ぐ 第 二 の 最 も 一 般 的 な 神 経 変 性 障 害 で あ る パ ー キ ン ソ ン 病 を 研 究 す る 科 学 者 ら は 、
疾 患 に 関 係 す る 最 初 の 遺 伝 子 を 発 見 し た 。 こ の 遺 伝 子 は 、 AD患 者 の 脳 の ア ミ ロ イ ド プ ラ ー
ク に お い て も 興 味 深 く 見 出 さ れ る 、 シ ヌ ク レ イ ン と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る (Lav
edan C、 1998、 Genome Res. 8(9): 871 80)。 研 究 者 ら は 、 痴 呆 の 原 因 と な る 別 の 進 行 性
神 経 変 性 障 害 で あ る ハ ン チ ン ト ン 病 に お け る 遺 伝 子 欠 損 が 、 ハ ン チ ン ト ン タ ン パ ク 質 が AD
の Aβ フ ィ ブ リ ル お よ び プ リ オ ン 病 の タ ン パ ク 質 フ ィ ブ リ ル に 非 常 に よ く 似 た 不 溶 性 の フ
ィ ブ リ ル を 形 成 す る こ と の 原 因 と な る こ と を も 見 出 し た (Scherzinger Eら 、 1999、 PNAS U
.S.A. 96(8)： 4604～ 9)。
【 ０ ０ ３ ３ 】
科 学 者 ら は 、 変 異 し た 場 合 に 、 ADに お い て み ら れ る の に 類 似 し た 深 刻 な 行 動 障 害 お よ び 進
行 性 痴 呆 を 引 き 起 こ す 珍 し い 遺 伝 性 の 疾 患 で あ る 、 家 族 性 ブ リ テ ィ ッ シ ュ 痴 呆 (familial 
British dementia (FBD))の 原 因 と な る 、 新 規 な 遺 伝 子 を も 発 見 し て い る 。 FBDプ ラ ー ク に
お い て 見 出 さ れ る ア ミ ロ イ ド フ ィ ブ リ ル の 生 化 学 的 分 析 で は 、 ABriと 名 付 け ら れ た 特 有 の
ペ プ チ ド が 見 出 さ れ た (Vidalら 、 1999)。 こ の 遺 伝 子 に お け る 特 定 の 点 で の 変 異 は 、 通 常
よ り 長 い Briタ ン パ ク 質 の 産 生 に 帰 着 す る 。 Briタ ン パ ク 質 の 変 異 末 端 か ら 切 り 取 っ た ABi
ペ プ チ ド は 、 ア ミ ロ イ ド フ ィ ブ リ ル と し て 沈 着 す る 。 こ れ ら の プ ラ ー ク は 、 FBDを 特 徴 付
け る ニ ュ ー ロ ン の 機 能 不 全 お よ び 痴 呆 に 導 く と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
Aβ で の 免 疫 化

10

20

30

40

50

(10) JP 2004-538332 A 2004.12.24



免 疫 系 は 、 生 物 中 の 外 来 タ ン パ ク 質 お よ び タ ン パ ク 様 の 粒 子 の 除 去 に 、 通 常 、 貢 献 す る が
、 上 記 の 疾 患 に 関 連 す る 沈 着 は 主 に 自 己 タ ン パ ク 質 か ら な り 、 し た が っ て こ れ ら の 疾 患 の
制 御 に お い て 免 疫 系 に 役 割 を 与 え る こ と は 、 あ ま り 明 白 で は な い 。 さ ら に 、 沈 着 は 、 通 常
、 免 疫 系 か ら 分 離 さ れ た 区 画 (CNS)に 位 置 し 、 こ れ ら 両 方 の 事 実 は ワ ク チ ン ま た は 免 疫 療
法 的 ア プ ロ ー チ は 成 功 し な い で あ ろ う こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
に も か か わ ら ず 、 科 学 者 ら は 最 近 、 異 種 の ヒ ト Aβ と 免 疫 系 を 刺 激 す る こ と が 知 ら れ て い
る 物 質 と か ら な る ワ ク チ ン で マ ウ ス を 免 疫 化 す る こ と を 試 み て い る (Schenkら 、 1999お よ
び WO 99/27944)。 こ の ワ ク チ ン は 、 マ ウ ス の DNAに ヒ ト APPの 変 異 遺 伝 子 を 挿 入 し た 、 ADの
部 分 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス モ デ ル に お い て 試 験 さ れ た 。 マ ウ ス は 修 飾 さ れ た APPタ ン
パ ク 質 を 産 生 し 、 成 長 す る に つ れ て ア ミ ロ イ ド プ ラ ー ク を 発 生 し た 。 こ の マ ウ ス モ デ ル は
修 飾 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヒ ト APPに 対 す る ワ ク チ ン が プ ラ ー ク 形 成 に 影 響 を 有 す る
か を 試 験 す る の に 用 い ら れ た 。 最 初 の 実 験 で は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 1つ の 群 は
、 6週 齢 か ら 始 ま り 11ヶ 月 で 終 わ る 毎 月 の ワ ク チ ン 注 射 を 受 け た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス の 第 2の 群 は 、 注 射 を 受 け ず コ ン ト ロ ー ル 群 と な っ た 。 13ヶ 月 齢 ま で に 、 コ ン ト ロ ー
ル 群 の マ ウ ス は そ の 脳 の 2～ 6％ を 覆 う プ ラ ー ク を 有 し た 。 こ れ に 比 べ て 、 免 疫 さ れ た マ ウ
ス は 実 質 的 に プ ラ ー ク が な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
第 2の 実 験 で は 、 研 究 者 ら は 、 い く ら か の プ ラ ー ク が す で に 発 生 し て い る 11ヶ 月 で 注 射 を
始 め た 。 7ヶ 月 の 期 間 の 間 に 、 コ ン ト ロ ー ル の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は そ の 脳 の 中 で
プ ラ ー ク の 量 が 17倍 に 増 加 し た が 、 ワ ク チ ン を 受 け た も の は 、 18ヶ 月 齢 の コ ン ト ロ ー ル ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に 比 べ て 99％ の 減 少 で あ っ た 。 あ る マ ウ ス で は 、 予 め 存 在 し て い
た プ ラ ー ク 沈 着 の い く ら か が 、 処 置 に よ り 除 去 さ れ た よ う で あ っ た 。 ま た 、 免 疫 化 の 結 果
と し て 、 炎 症 や 異 常 な 神 経 細 胞 の プ ロ セ ス の よ う な プ ラ ー ク に 関 連 す る 他 の 損 傷 が 減 少 し
た こ と も 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
上 記 の こ と は 、 し た が っ て マ ウ ス に お け る 予 備 的 研 究 で あ り 、 研 究 者 ら は 、 例 え ば ワ ク チ
ン 化 さ れ た マ ウ ス が ほ か の 点 に お い て も 健 康 を 維 持 す る の か 、 こ れ ら の ワ ク チ ン 化 さ れ た
も の の 記 憶 は 正 常 に 保 た れ る の か を 見 出 す 必 要 が あ る 。 さ ら に 、 マ ウ ス モ デ ル は ADの 完 全
な 代 表 で は な い （ 動 物 は 神 経 原 線 維 も つ れ を 発 生 せ ず 、 そ の ニ ュ ー ロ ン が 大 量 に 死 ぬ こ と
が な い ） の で 、 ヒ ト が マ ウ ス と 類 似 ま た は 異 な る 反 応 を 示 す か を 決 定 す る の に 、 付 加 的 な
研 究 が 必 要 で あ る 。 考 慮 が 必 要 な 他 の 問 題 と し て は 、 こ の 方 法 が ア ミ ロ イ ド 沈 着 を 「 治 療
」 す る で あ ろ う が 、 痴 呆 の 発 達 を 止 め る こ と が で き な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
技 術 的 な 論 点 は 、 主 要 な 難 題 を も 表 す 。 例 え ば 、 こ の 技 術 を 用 い て ヒ ト が そ の 自 己 の タ ン
パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る こ と を 可 能 に す る ワ ク チ ン を 作 成 す る こ と は 、 可 能 で は な
い よ う で あ る 。 ヒ ト に お け る い ず れ の 試 験 を も 考 慮 す る こ と が で き る 前 に 、 安 全 性 お よ び
効 率 に つ い て 非 常 に 多 く の 問 題 を 解 決 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
Schenkら に よ る 研 究 は 、 よ っ て 、 ADに お い て 形 成 さ れ た プ ラ ー ク の よ う な 中 枢 神 経 系 で の
タ ン パ ク 様 の 沈 着 中 の 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 強 い 免 疫 応 答 を 発 生 さ せ る こ と が 可 能 で あ
れ ば 、 沈 着 の 形 成 を 防 止 し 、 す で に 形 成 さ れ た プ ラ ー ク を お そ ら く 除 去 す る こ と の 両 方 が
可 能 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
最 近 、 上 記 で 論 じ た Aβ ワ ク チ ン を 用 い た 臨 床 試 験 が 、 副 作 用 に よ り 停 止 さ れ た ： ワ ク チ
ン 化 さ れ た 多 く の 患 者 が 、 CNSに お い て 、 Aβ に 対 す る 制 御 さ れ な い 自 己 免 疫 に よ る と 考 え
ら れ る 慢 性 脳 炎 を 発 生 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
発 明 の 目 的
本 発 明 の 目 的 は 、 ADの よ う な ア ミ ロ イ ド の 沈 着 を 特 徴 と す る 症 状 に 対 す る 新 規 の 治 療 を 提
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供 す る こ と で あ る 。 更 な る 目 的 は 、 ADお よ び ア ミ ロ イ ド 沈 着 を 含 む 他 の 病 理 学 的 障 害 へ の
新 規 の 治 療 を 得 る た め に 、 ア ミ ロ イ ド に 対 す る 自 家 ワ ク チ ン を 開 発 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
発 明 の 要 旨
非 免 疫 原 性 APPお よ び Aβ に 対 す る 強 い 免 疫 応 答 を 発 生 さ せ る た め の 自 家 ワ ク チ ン 療 法 技 術
の 使 用 が 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 。 ま た 、 ア ミ ロ イ ド 沈 着 に 関 連 す る こ の よ う な 疾 患 の 症
状 の 予 防 、 可 能 な 治 療 ま た は 緩 和 の た め の こ の よ う な ワ ク チ ン の 製 造 も 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の 最 も 広 く 最 も 全 般 的 な 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 ア ナ ロ グ が
a)　  SEQ ID NO: 2の 残 基 672～ 714の サ ブ シ ー ク エ ン ス の 少 な く と も 1つ の コ ピ ー か ら な る
ポ リ ア ミ ノ 酸 で あ り 、 外 来 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ (T H エ ピ ト ー プ )が 、 ア ミ ノ 酸 の 付 加 お よ
び ／ ま た は 挿 入 お よ び ／ ま た は 欠 失 お よ び ／ ま た は 置 換 に よ り 組 み 込 ま れ 、 該 サ ブ シ ー ク
エ ン ス が 、 SEQ ID NO: 2の ア ミ ノ 酸 残 基 673～ 714か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 の 残 基 1～ 42、 残
基 1～ 40、 残 基 1～ 39、 残 基 1～ 35、 残 基 1～ 34、 残 基 1～ 28、 残 基 1～ 12、 残 基 1～ 5、 残 基 13
～ 28、 残 基 13～ 35、 残 基 17～ 28、 残 基 25～ 35、 残 基 35～ 40、 残 基 36～ 42お よ び 残 基 35～ 42
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る か ； お よ び ／ ま た は
b)　  外 来 T H エ ピ ト ー プ お よ び 破 壊 さ れ た ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)ま た は β ア ミ
ロ イ ド (Aβ )配 列 を 含 む ポ リ ア ミ ノ 酸 で あ る こ と に よ り 、 該 ア ナ ロ グ が 、 T細 胞 応 答 を 開 始
す る MHCク ラ ス II分 子 に 生 産 的 に 結 合 す る 、 SEQ ID NO: 2の い ず れ の 配 列 を も 含 ま な い か
； お よ び ／ ま た は
c)　  外 来 T H エ ピ ト ー プ お よ び APPま た は Aβ 由 来 ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 該 ア ナ ロ グ の C末 端 に 位
置 す る 1つ の 単 独 メ チ オ ニ ン 残 基 を 含 む ポ リ ア ミ ノ 酸 で あ り 、 APPま た は Aβ お よ び 外 来 T H
エ ピ ト ー プ の 中 の 他 の メ チ オ ニ ン 残 基 が 置 換 さ れ て い る か も し く は 欠 失 さ れ て お り 、 好 ま
し く は ロ イ シ ン も し く は イ ソ ロ イ シ ン に よ り 置 換 さ れ て い る か ； お よ び ／ ま た は
d)　 a)で 定 義 し た ポ リ ア ミ ノ 酸 お よ び ／ ま た は b)で 定 義 し た ポ リ ア ミ ノ 酸 お よ び ／ ま た は
c)で 定 義 し た ポ リ ア ミ ノ 酸 が 別 個 に 結 合 し て い る ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 骨 格 を 含 む コ ン
ジ ュ ゲ ー ト で あ る か ； お よ び ／ ま た は
e)　 1)外 来 T H エ ピ ト ー プ な ら び に 2) a)で 定 義 し た サ ブ シ ー ク エ ン ス 、 b)で 定 義 し た 破 壊
さ れ た APPも し く は Aβ 配 列 、 お よ び C末 端 に 位 置 す る 単 一 の メ チ オ ニ ン 残 基 を 含 み 、 APPま
た は Aβ お よ び 外 来 T H エ ピ ト ー プ の 中 の 他 の メ チ オ ニ ン 残 基 が 置 換 さ れ て い る か も し く は
欠 失 さ れ て お り 、 好 ま し く は ロ イ シ ン も し く は イ ソ ロ イ シ ン に よ り 置 換 さ れ て い る APPま
た は Aβ 由 来 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ア ミ ノ 酸 が 別 個 に 結 合 し て い る
ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 骨 格 を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 、
ア ナ ロ グ に よ る 動 物 の 免 疫 化 が 、 動 物 の 自 己 の APPま た は Aβ に 対 す る 抗 体 産 生 を 誘 導 す る
よ う に 、 APPお よ び ／ ま た は Aβ の 少 な く と も 1つ の B細 胞 エ ピ ト ー プ と 少 な く と も 1つ の 外
来 T H エ ピ ト ー プ と を 同 じ 分 子 に 組 み 込 む 、 APPま た は Aβ の 少 な く と も 1つ の ア ナ ロ グ の 免
疫 原 的 有 効 量 を 動 物 の 免 疫 系 に 提 示 す る こ と を 含 む 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る APPま た は A
β の イ ン ビ ボ ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 譲 渡 人 は 、 以 前 、 APPお よ び Aβ の よ う な ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド (amyloidogenic p
olypeptide)に 対 す る 安 全 な ワ ク チ ン 化 方 法 に 関 す る 国 際 特 許 出 願 を フ ァ イ ル し て お り 、 W
O 01/62284参 照 。 こ の 出 願 は 、 本 出 願 の 出 願 日 に 公 開 さ れ て お ら ず 、 さ ら に 、 上 記 の APP
お よ び Aβ の 有 用 な ア ナ ロ グ に 関 す る 詳 細 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 は 、 APPお よ び Aβ の ア ナ ロ グ と と も に 、 こ れ ら の 部 分 集 合 を エ ン コ ー ド す る 核 酸 断
片 に も 関 す る 。 ア ナ ロ グ ま た は 核 酸 断 片 を 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 も 、 本 発 明 の 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
図 の 凡 例
図 1： Aβ タ ン パ ク 質 Aβ -43 (ま た は C-100)に 対 す る 抗 体 応 答 を 発 生 さ せ る こ と を 目 的 と し
た 、 ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 自 家 ワ ク チ ン (Autovac)変 異 体 の 概 略 図 。 APP
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を 図 の 一 番 上 に 図 示 し 、 残 り の 概 略 の 構 築 物 は 、 モ デ ル エ ピ ト ー プ P2お よ び P30が 置 換 さ
れ る か 、 ま た は 種 々 の ト ラ ン ケ ー シ ョ ン (truncation)中 に 挿 入 さ れ る こ と を 示 す 。 図 に お
い て 、 黒 の 縞 模 様 は APPシ グ ナ ル 配 列 を 示 し 、 二 方 向 の 斜 交 線 模 様 は APPの 細 胞 外 部 分 を 示
し 、 濃 い 鉛 直 の 平 行 線 は APPの 膜 貫 通 ド メ イ ン を 示 し 、 明 る い 鉛 直 の 平 行 線 は APPの 細 胞 内
ド メ イ ン を 示 し 、 粗 い 斜 交 線 模 様 は P30エ ピ ト ー プ を 示 し 、 細 か い 斜 交 線 模 様 は P2エ ピ ト
ー プ を 表 す 。 実 線 の 箱 は Aβ -42/43を 示 し 、 実 線 の 箱 お よ び 点 線 の 箱 は 一 緒 に C-100を 示 す
。 「 Abeta」 は Aβ を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
図 2： 一 般 的 に 適 用 可 能 な 免 疫 原 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合 成 の 実 施 形 態 の 概 略 図 。 ペ プ チ ド A
（ あ ら ゆ る 抗 原 性 の 配 列 、 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 の Aβ 配 列 ） お よ び ペ プ チ ド B(外 来 Tヘ ル
パ ー エ ピ ト ー プ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 )を 合 成 し て 混 合 す る 。 そ の 後 、 こ れ ら を 適 切 な 活 性
ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー と 接 触 さ せ て 、 ペ プ チ ド Aお よ び Bを 、 ペ プ チ ド 混 合 物 中 の こ れ ら
2つ の 物 質 の 間 の 最 初 の 比 に 相 当 す る 定 量 で 、 活 性 化 基 を 介 し て 結 合 す る 。 詳 細 は 実 施 例 4
を 参 照 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
詳 細 な 発 明 の 開 示

以 下 に お い て 、 本 明 細 書 お よ び 請 求 項 に お い て 用 い る い く つ か の 語 に つ い て 、 本 発 明 の 境
界 を 明 確 に す る た め に 、 定 義 し て 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 明 細 書 に お い て 交 換 可 能 に 用 い ら れ る 「 ア ミ ロ イ ド 」 お よ び 「 ア ミ ロ イ ド タ ン パ ク 質 」
の 語 は 、 長 さ が 不 確 定 の 、 分 岐 し て い な い タ ン パ ク 様 フ ィ ブ リ ル の ク ラ ス を 意 味 す る 。 ア
ミ ロ イ ド フ ィ ブ リ ル は 、 コ ン ゴ ー レ ッ ド で 特 徴 的 な 染 色 を 示 し 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 が β シ ー
ト に 組 織 さ れ て い る ク ロ ス β 構 造 を 共 有 す る 。 ア ミ ロ イ ド は 、 非 常 に 異 な る 前 駆 体 構 造 を
有 す る が 、 全 て が 、 β シ ー ト ヘ リ ッ ク ス プ ロ ト フ ィ ラ メ ン ト の 基 礎 単 位 で あ る 、 間 違 っ て
折 り た た ま れ た 形 態 に 構 造 変 化 を 受 け る こ と が で き る 、 ア ミ ロ イ ド 産 生 タ ン パ ク 質 に 通 常
由 来 す る 。 通 常 、 ア ミ ロ イ ド フ ィ ブ リ ル の 径 は 、 約 70～ 約 120Å の 間 で 変 動 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
「 ア ミ ロ イ ド 産 生 タ ン パ ク 質 」 の 語 は 、 そ の ま ま 沈 着 の 部 分 と な る こ と 、 ま た は 沈 着 の 形
成 を 導 く 生 合 成 経 路 の 部 分 と な る こ と の い ず れ か に よ り 、 ア ミ ロ イ ド 沈 着 の 形 成 に 関 与 す
る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。 よ っ て 、 ア ミ ロ イ ド 産 生 タ ン パ ク 質 の 例 は AP
Pお よ び Aβ で あ る が 、 こ れ ら の 代 謝 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 も ア ミ ロ イ ド 産 生 タ ン パ ク 質 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 明 細 書 に お い て 「 ア ミ ロ イ ド ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 ヒ ト ま た は そ の 他 の 哺 乳 動 物 に 由 来 す
る 、 上 記 の ア ミ ロ イ ド 産 生 タ ン パ ク 質 （ ま た は 無 傷 の ア ミ ロ イ ド 産 生 タ ン パ ク 質 と 実 質 的
な 量 の B細 胞 エ ピ ト ー プ を 共 有 す る 、 こ れ ら の ト ラ ン ケ ー ト (truncate)） の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る こ と を 意 図 す る － よ っ て 、 ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド は
、 例 え ば ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド の 前 駆 体 の 実 質 的 な 部 分 を 含 む こ と が で き る （ Aβ
の 場 合 、 一 つ の 可 能 な ア ミ ロ イ ド ポ リ ペ プ チ ド は APP由 来 で あ る ） 。 例 え ば 酵 母 ま た は 他
の 非 哺 乳 類 の 真 核 発 現 系 の 使 用 に よ り 、 種 々 の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る 形 態 と と も
に 、 原 核 生 物 系 に お い て 製 造 さ れ た ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド の 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 も
こ の 語 の 境 界 内 で あ る 。 し か し な が ら 、 「 ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド 」 の 語 を 用 い る 場
合 、 問 題 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 治 療 さ れ る 動 物 に 提 示 さ れ る と き に 、 通 常 、 非 免 疫 原 性 で あ
る こ と を 意 図 す る こ と が 記 載 さ れ る 。 言 い 換 え る と 、 ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド は 、 自
己 タ ン パ ク 質 で あ る か 、 ま た は 問 題 の 動 物 の ア ミ ロ イ ド 産 生 性 に 対 し て 免 疫 応 答 を 通 常 起
こ さ な い こ の よ う な 自 己 タ ン パ ク 質 の ア ナ ロ グ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
「 ア ナ ロ グ 」 は 、 そ の 分 子 構 造 の 中 に 1つ ま た は い く つ か の 変 化 を 組 み 込 ん だ APPま た は A
β 由 来 の 分 子 で あ る 。 こ の よ う な 変 化 は 、 例 え ば APPま た は Aβ ポ リ ア ミ ノ 酸 の 適 切 な 融 合
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パ ー ト ナ ー と の 融 合 の 形 態 (す な わ ち Cお よ び ／ ま た は N末 端 へ の ア ミ ノ 酸 残 基 の 付 加 を 排
他 的 に 含 む 一 次 構 造 の 変 化 )に あ る か 、 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に お
け る 挿 入 お よ び ／ ま た は 欠 失 お よ び ／ ま た は 置 換 で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 語 に よ り
、 派 生 APPま た は Aβ 由 来 分 子 も 含 ま れ 、 APPま た は Aβ の 修 飾 に つ い て の 以 下 の 議 論 を 参 照
。 ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ロ イ ド の 通 常 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 誘 導 す る こ と が ほ と
ん ど 、 ま た は ま っ た く で き な い よ う に 構 築 さ れ た も の で あ る 場 合 が あ り 、 そ れ に よ り ア ミ
ロ イ ド タ ン パ ク 質 の 前 駆 体 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の （ 生 理 学 的 に 正 常 な ） 非 凝 集 形 態 と の 望
ま れ な い 干 渉 を 回 避 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
ヒ ト APPま た は Aβ の 外 来 ア ナ ロ グ (例 え ば イ ヌ ま た は ブ タ ア ナ ロ グ )の 、 ヒ ト に お け る ワ ク
チ ン と し て の 使 用 が 、 APPま た は Aβ に 対 し て 所 望 の 免 疫 性 を 産 生 す る こ と が 推 測 で き る こ
と が 記 載 さ れ る 。 免 疫 化 の た め の こ の よ う な 外 来 ア ナ ロ グ の 使 用 も 、 本 発 明 の 部 分 で あ る
と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
「 ポ リ ペ プ チ ド 」 の 語 は 、 本 明 細 書 で 、 2～ 10ア ミ ノ 酸 残 基 の 短 い ペ プ チ ド 、 11～ 100ア ミ
ノ 酸 残 基 の オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 100を 超 え る ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ リ ペ プ チ ド を 共 に 意 味 す る こ
と を 意 図 す る 。 さ ら に 、 こ の 語 は タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 少 な く と も 1つ の ポ リ ペ プ チ ド を
含 む 機 能 性 生 体 分 子 を 含 む こ と を も 意 図 す る ； 少 な く と も 2つ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 場 合
、 こ れ ら は 複 合 体 を 形 成 す る か 、 共 有 結 合 す る か 、 ま た は 非 共 有 結 合 す る こ と が で き る 。
タ ン パ ク 質 中 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ る か 、 お よ び ／ ま た は 脂 質 化 さ れ る か
(lipidated)、 お よ び ／ ま た は 補 欠 分 子 団 を 含 む こ と が で き る 。 「 ポ リ ア ミ ノ 酸 」 の 語 は
、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 の 語 と 同 等 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
「 Tリ ン パ 球 」 お よ び 「 T細 胞 」 の 語 を 、 各 種 の 細 胞 媒 介 免 疫 応 答 と と も に ヒ ト の 免 疫 応 答
に お い て ヘ ル パ ー 活 性 の 原 因 で あ る 、 胸 腺 起 源 の リ ン パ 球 に 対 し て 同 義 的 に 用 い る つ も り
で あ る 。 同 様 に 、 「 Bリ ン パ 球 」 お よ び 「 B細 胞 」 の 語 を 、 抗 体 産 生 リ ン パ 球 に 対 し て 同 義
的 に 用 い る つ も り で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
「 サ ブ シ ー ク エ ン ス 」 の 語 は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ロ イ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 核 酸 配 列
か ら そ れ ぞ れ 直 接 由 来 し た 、 少 な く と も 3つ の ア ミ ノ 酸 、 ま た は 適 切 な 場 合 に は 、 少 な く
と も 3つ の ヌ ク レ オ チ ド の あ ら ゆ る 連 続 的 な 範 囲 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
「 動 物 」 の 語 は 、 本 明 細 書 に お い て 一 般 に 、 ホ モ ・ サ ピ エ ン ス (Homo sapiens)、 カ ニ ス ・
ド メ ス テ ィ カ ス (Canis domesticus)な ど の よ う な 動 物 種 (好 ま し く は 哺 乳 動 物 ) で 、 単 一
の 動 物 だ け で は な い こ と を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 の 方 法 に よ り
免 疫 化 さ れ た 個 体 が 全 て 、 同 じ 免 疫 原 で 動 物 を 免 疫 化 す る こ と を 許 容 す る 、 実 質 的 に 同 じ
APPま た は Aβ を 有 す る こ と が 重 要 で あ る の で 、 こ の 語 は こ の よ う な 動 物 種 の 個 体 群 を も 意
味 す る 。 本 明 細 書 に お け る 動 物 が 免 疫 系 を 有 す る 生 物 で あ る こ と は 、 当 業 者 に は 明 白 で あ
ろ う 。 該 動 物 は 、 哺 乳 動 物 の よ う な 脊 椎 動 物 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 明 細 書 中 の 「 APPま た は Aβ の イ ン ビ ボ ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 」 の 語 に よ り 、 関 連 す る
タ イ プ の 沈 着 し た ア ミ ロ イ ド タ ン パ ク 質 （ ま た は ア ミ ロ イ ド そ の も の ） の 生 物 に お け る 全
量 の 減 少 を 意 味 す る 。 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 い く つ か の 機 構 に よ り 得 る こ と が で き
る ： そ れ ら の う ち 、 間 違 っ た 凝 集 を 防 ぐ た め の 、 抗 体 結 合 に よ る ア ミ ロ イ ド で の 単 純 な 干
渉 が 最 も 単 純 で あ る 。 し か し な が ら 、 清 掃 細 胞 （ マ ク ロ フ ァ ー ジ や 他 の 食 細 胞 な ど ） に よ
る ア ミ ロ イ ド の 除 去 と な る 抗 体 の 結 合 、 お よ び ア ミ ロ イ ド 形 成 に 導 く 他 の ア ミ ロ イ ド 産 生
ポ リ ペ プ チ ド に 干 渉 す る 抗 体 も 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 更 な る 可 能 性 と し て は 、 抗 体 が
CNSの 外 部 で Aβ に 結 合 し 、 そ れ に よ り 、 単 純 な 質 量 作 用 原 理 に よ り 効 果 的 に Aβ を CNSか ら
除 去 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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「 免 疫 系 に ・ ・ ・ 提 示 す る 」 の 表 現 は 、 動 物 の 免 疫 系 が 、 制 御 さ れ た 方 法 で 免 疫 原 性 攻 撃
に 供 さ れ る こ と を 意 味 す る こ と を 意 図 す る 。 以 下 の 開 示 か ら 明 ら か な よ う に 、 こ の よ う な
免 疫 系 の 攻 撃 は 、 多 く の 方 法 に よ り も た ら す こ と が で き 、 そ れ ら の う ち で 最 も 重 要 な も の
は 、 「 フ ァ ー マ ク シ ン (pharmaccine)」 （ す な わ ち 進 行 中 の 疾 患 を 治 療 ま た は 改 善 す る の
に 投 与 さ れ る ワ ク チ ン ） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に よ る ワ ク チ ン 化 、 ま た は 核 酸 「 フ ァ ー マ ク
シ ン 」 ワ ク チ ン 化 で あ る 。 達 成 す る 重 要 な 結 果 は 、 動 物 に お け る 免 疫 適 格 細 胞 が 免 疫 原 的
に 効 果 的 な 方 法 で 、 抗 原 と 対 峙 す る こ と で あ っ て 、 こ の 結 果 を 達 成 す る 精 密 な モ ー ド は 、
本 発 明 の 根 底 に あ る 発 明 の 概 念 に は ほ と ん ど 重 要 で は な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
「 免 疫 原 的 有 効 量 」 の 語 は 、 当 該 技 術 に お け る 通 常 の 意 味 を 有 し 、 す な わ ち 免 疫 原 と 免 疫
学 的 な 特 徴 を 共 有 す る 病 原 性 の 剤 に 著 し く 関 与 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 し 得 る 免 疫 原 の 量 で あ
る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 明 細 書 に お い て 、 APPま た は Aβ が 「 修 飾 さ れ た 」 と の 表 現 を 用 い る 場 合 、 APPま た は Aβ
に つ い て ポ リ ペ プ チ ド の 化 学 的 修 飾 が 行 わ れ た こ と を 意 味 す る 。 こ の よ う な 修 飾 は 、 例 え
ば 配 列 中 の あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 派 生 （ 例 え ば ア ル キ ル 化 ） を 含 み 得 る が 、 以 下 の 開 示 か ら
認 識 さ れ る よ う に 、 好 ま し い 修 飾 は ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 次 構 造 の 変 化 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
「 APPま た は Aβ に 対 す る 自 己 寛 容 」 を 論 じ る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は ワ ク チ ン 化 さ れ る 個 体
群 で 自 己 タ ン パ ク 質 で あ る の で 、 個 体 群 に お け る 正 常 な 個 体 は ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 免 疫
応 答 し な い こ と が 理 解 さ れ る ； し か し 、 動 物 個 体 群 で 、 ま ば ら に 存 在 す る 個 体 が 、 例 え ば
自 己 免 疫 異 常 の 部 分 と し て 、 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 抗 体 を 産 生 で き る か も し れ な い
こ と は 除 外 す る こ と は で き な い 。 い ず れ の 割 合 に お い て も 、 動 物 は 、 通 常 、 そ の APPま た
は Aβ に 対 し て の み 自 己 寛 容 で あ る だ ろ う が 、 他 の 動 物 種 ま た は 異 な る 表 現 型 を 有 す る 個
体 群 に 由 来 す る ア ナ ロ グ も 該 動 物 に よ り 寛 容 化 さ れ る こ と を 除 外 す る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
「 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ 」 （ ま た は 「 外 来 Tリ ン パ 球 エ ピ ト ー プ 」 ） は 、 MHC分 子 に 結 合 で
き 、 動 物 種 に お い て T細 胞 を 刺 激 す る ペ プ チ ド で あ る 。 本 発 明 に お い て 好 ま し い 外 来 T細 胞
エ ピ ト ー プ は 、 「 乱 交 雑 (promiscuous)」 エ ピ ト ー プ 、 す な わ ち 、 動 物 種 ま た は 個 体 群 に
お い て 、 特 定 の ク ラ ス の MHC分 子 の 実 質 的 な フ ラ ク シ ョ ン と 結 合 す る エ ピ ト ー プ で あ る 。
ご く 限 ら れ た 数 の こ の よ う な 乱 交 雑 T細 胞 エ ピ ト ー プ の み が 知 ら れ て お り 、 そ れ ら を 以 下
に 詳 述 す る 。 乱 交 雑 T細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 「 ユ ニ バ ー サ ル 」 T細 胞 エ ピ ト ー プ と も 表 さ れ る
。 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る 免 疫 原 を 、 で き る だ け 大 き な 動 物 個 体 群 の フ ラ ク シ ョ ン で 有
効 に す る た め 、 1) 同 じ ア ナ ロ グ に い く つ か の 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 挿 入 す る か 、 ま た は
2) 各 ア ナ ロ グ が 挿 入 さ れ た 異 な る 乱 交 雑 エ ピ ト ー プ を 有 す る 、 い く つ か の ア ナ ロ グ を 作
る こ と が 必 要 で あ ろ う こ と が 記 載 さ れ る 。 ま た 、 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ の 観 念 は 、 潜 在 性 T
細 胞 エ ピ ト ー プ 、 す な わ ち 自 己 タ ン パ ク 質 に 由 来 し 、 か つ 該 自 己 タ ン パ ク 質 の 部 分 で は な
い 単 離 の 形 態 で 存 在 す る 場 合 に 、 免 疫 原 性 の 挙 動 を 奏 す る の み で あ る エ ピ ト ー プ の 使 用 を
包 含 す る こ と が 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
「 外 来 Tヘ ル パ ー リ ン パ 球 エ ピ ト ー プ 」 （ 外 来 T H エ ピ ト ー プ ） は 、 MHCク ラ ス II分 子 を 結 合
し 、 MHCク ラ ス II分 子 に 結 合 し た 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） の 表 面 に 存 在 す る こ と が で き る 外 来
T細 胞 エ ピ ト ー プ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
（ 生 体 ） 分 子 の “ 機 能 性 部 分 ” は 、 本 明 細 書 に お い て 、 分 子 に よ っ て 奏 さ れ る 少 な く と も
1つ の 生 化 学 的 ま た は 生 理 学 的 な 効 果 の 原 因 と な る 分 子 の 部 分 を 意 味 す る こ と を 意 図 す る
。 多 く の 酵 素 お よ び 他 の エ フ ェ ク タ ー 分 子 が 、 該 分 子 に よ っ て 奏 さ れ る 効 果 の 原 因 と な る
活 性 部 位 を 有 す る こ と は 、 当 該 技 術 で 周 知 で あ る 。 分 子 の 他 の 部 分 は 、 安 定 化 ま た は 溶 解
性 を 増 強 す る 目 的 に 役 立 つ で あ ろ う 、 従 っ て 、 こ の 目 的 が 、 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に 関 し
て 適 切 で な い な ら ば 除 外 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 APPま た は Aβ に お け る 修 飾 成 分 と し
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て 、 あ る サ イ ト カ イ ン を 用 い る こ と が 可 能 で あ り （ 以 下 の 詳 細 な 議 論 を 参 照 ） 、 そ の よ う
な 場 合 、 APPま た は Aβ へ の 結 合 は 必 要 な 安 定 性 を 提 供 す る と 考 え ら れ る の で 、 安 定 性 の 問
題 は 関 係 が な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
「 ア ジ ュ バ ン ト 」 の 語 は 、 ワ ク チ ン 技 術 の 分 野 で の 一 般 的 な 意 味 を 有 し 、 す な わ ち 、 1)ワ
ク チ ン の 免 疫 原 に 対 す る 特 異 的 な 免 疫 応 答 を そ れ 自 体 で 有 す る こ と が で き な い が 、 2) に
も か か わ ら ず 、 免 疫 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 で き る 物 質 ま た は 物 質 の 組 成 物 で あ る 。 ま
た は 、 言 い 換 え る と 、 ア ジ ュ バ ン ト の み で の ワ ク チ ン 化 は 、 免 疫 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 提
供 せ ず 、 免 疫 原 で の ワ ク チ ン 化 は 免 疫 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 発 生 さ せ る か 、 ま た は 発 生 さ
せ な い が 、 免 疫 原 と ア ジ ュ バ ン ト と を 組 合 わ せ た ワ ク チ ン 化 は 、 免 疫 原 単 独 で 誘 導 さ れ る
よ り 強 い 、 免 疫 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
分 子 の 「 標 的 化 」 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 動 物 に 導 入 さ れ る 分 子 が 、 特 定 の 組 織 で 優 先 的
に 現 れ る か 、 ま た は 特 定 の 細 胞 も し く は 細 胞 の タ イ プ と 優 先 的 に 会 合 す る 状 況 を 示 す こ と
を 意 図 す る 。 そ の 効 果 は 、 標 的 化 を 促 進 す る 組 成 物 中 へ の 分 子 の 処 方 、 ま た は 標 的 化 を 促
進 す る 分 子 の 群 に 導 入 す る こ と を 含 む 多 く の 方 法 で 達 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 問 題
を 以 下 に 詳 細 に 述 べ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
「 免 疫 系 の 刺 激 」 は 、 あ る 物 質 ま た は 物 質 の 組 成 物 が 、 一 般 の 非 特 異 的 な 免 疫 刺 激 効 果 を
発 揮 す る こ と を 意 味 す る 。 い く つ か の ア ジ ュ バ ン ト と 推 定 上 の ア ジ ュ バ ン ト （ 例 え ば あ る
サ イ ト カ イ ン ） は 、 免 疫 系 を 刺 激 す る 能 力 を 共 有 す る 。 免 疫 刺 激 剤 を 用 い る 成 果 は 、 免 疫
原 で の 同 時 ま た は 続 い て 起 こ る 免 疫 化 が 、 免 疫 原 の 分 離 さ れ た 使 用 と 比 較 し て 有 意 で よ り
効 果 的 な 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と を 意 味 す る 免 疫 系 の 増 加 さ れ た 「 機 敏 さ （ alertness）
」 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
「 生 産 的 な 結 合 」 は 、 MHC分 子 に 結 合 し た ペ プ チ ド を 提 示 す る 細 胞 に た ず さ わ る T細 胞 を 刺
激 す る こ と が で き る よ う に 、 ペ プ チ ド が MHC分 子 (ク ラ ス Iま た は II)へ 結 合 す る こ と を 意 味
す る 。 例 え ば 、 APC表 面 に お い て MHCク ラ ス II分 子 に 結 合 し た ペ プ チ ド は 、 こ の APCが 、 提
示 さ れ た ペ プ チ ド － MHCク ラ ス II複 合 体 に 結 合 す る T H 細 胞 を 刺 激 す る 場 合 に 、 生 産 的 に 結
合 す る と い う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

本 発 明 の 方 法 に お い て 免 疫 原 と し て 用 い ら れ る ア ナ ロ グ は 、 APPま た は Aβ の ア ミ ノ 酸 配 列
中 に 少 な く と も 1つ の 変 化 が 存 在 す る 、 修 飾 さ れ た APPま た は Aβ 分 子 が 好 ま し い 。 な ぜ な
ら 、 自 己 寛 容 の 全 て 重 要 な 破 壊 は 、 こ の 方 法 で 大 き く 促 進 さ れ る か ら で あ る － こ れ は 、 例
え ば 、 野 生 型 Aβ に よ る 免 疫 化 を Aβ 変 異 型 分 子 に よ る 免 疫 化 と 比 較 し た 本 明 細 書 の 実 施 例
2に 示 す 結 果 か ら 明 ら か で あ る 。 自 己 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 潜 在 的 な 自 己 反 応 性 Bリ ン パ 球
が 正 常 な 個 体 に 生 理 学 的 に 存 在 す る こ と は 、 示 さ れ て い る (Dalum Iら 、 1996、 J. Immunol
. 157： 4796～ 4804)。 し か し な が ら 、 こ れ ら の Bリ ン パ 球 が 適 切 な 自 己 タ ン パ ク 質 に 反 応
し 得 る 抗 体 を 実 際 に 産 生 す る よ う に 誘 導 さ れ る た め に は 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 Tヘ ル パ ー リ
ン パ 球 (T H 細 胞 ま た は T H リ ン パ 球 )の 補 助 が 必 要 で あ る 。 抗 原 提 示 細 胞 (APC)に よ り 提 示 さ
れ た 場 合 に 、 Tリ ン パ 球 は 、 自 己 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る T細 胞 エ ピ ト ー プ を 一 般 的 に 認 識 し
な い の で 、 こ の 補 助 は 、 通 常 、 提 供 さ れ な い 。 し か し な が ら 、 自 己 タ ン パ ク 質 中 に 「 外 来
性 」 の 要 素 を 与 え る こ と に よ っ て (す な わ ち 免 疫 学 的 に 重 要 な 修 飾 を 導 入 す る こ と に よ り )
、 外 来 要 素 を 認 識 す る T細 胞 が 、 APC上 の 外 来 エ ピ ト ー プ (最 初 は 単 核 細 胞 の よ う な も の )を
認 識 す る こ と よ り 活 性 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
修 飾 さ れ た 自 己 タ ン パ ク 質 上 の 自 己 エ ピ ト ー プ を 認 識 し 得 る ポ リ ク ロ ー ナ ル Bリ ン パ 球 （ A
PCで も あ る ） も 、 抗 原 を 取 り 込 み 、 そ の 後 、 そ の 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 示 し 、 活 性 化
さ れ た Tリ ン パ 球 は 、 そ の 後 、 こ れ ら の 自 己 反 応 性 ポ リ ク ロ ー ナ ル Bリ ン パ 球 に サ イ ト カ イ
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ン の 補 助 を 提 供 す る 。 こ れ ら の ポ リ ク ロ ー ナ ル Bリ ン パ 球 に よ り 産 生 さ れ る 抗 体 は 、 天 然
の ポ リ ペ プ チ ド 上 に 存 在 す る も の を も 含 む 、 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 上 の 異 な る エ ピ ト ー
プ と 反 応 し 得 る の で 、 非 修 飾 自 己 タ ン パ ク 質 と 交 差 反 応 性 で あ る 抗 体 が 誘 導 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
結 論 と し て 、 Tリ ン パ 球 は 、 実 際 は 挿 入 さ れ た エ ピ ト ー プ の み が 宿 主 に と っ て 外 来 で あ る
の に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル Bリ ン パ 球 の 個 体 群 が 外 来 抗 原 の 全 て を 認 識 す る か の よ う に ふ る ま
う よ う に 誘 導 さ れ る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 、 非 修 飾 自 己 抗 原 と 交 差 反 応 す る こ と
が で き る 抗 体 が 誘 導 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
自 己 寛 容 の 破 壊 を 得 る た め に ペ プ チ ド 自 己 抗 原 を 修 飾 す る い く つ か の 方 法 が 、 当 該 技 術 に
お い て 公 知 で あ る 。 に も か か わ ら ず 、 本 発 明 の ア ナ ロ グ は 、
－ 抗 原 提 示 細 胞 (APC)へ の 修 飾 さ れ た 分 子 の 標 的 化 を も た ら す 、 少 な く と も 1つ の 第 一 成 分
を 導 入 す る か 、 お よ び ／ ま た は
－ 免 疫 系 を 刺 激 す る 、 少 な く と も 1つ の 第 二 成 分 を 導 入 す る か 、 お よ び ／ ま た は
－ 免 疫 系 へ の ア ナ ロ グ の 提 示 を 最 適 化 す る 、 少 な く と も 1つ の 第 三 成 分 を 導 入 す る
を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
し か し な が ら 、 こ れ ら の 全 て の 修 飾 は 、 APPま た は Aβ 中 の 本 来 の Bリ ン パ 球 エ ピ ト ー プ の
実 質 的 な フ ラ ク シ ョ ン を 維 持 し て い る 間 に 行 わ れ る べ き で あ る 。 な ぜ な ら 、 天 然 分 子 の B
リ ン パ 球 に よ る 認 識 は 、 そ れ に よ り 促 進 さ れ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
あ る 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 側 鎖 （ 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ ま た は 上 記 の 第 一 、 第 二
お よ び 第 三 成 分 の 形 態 に お け る ） が 、 共 有 結 合 的 に 、 ま た は 非 共 有 結 合 的 に 導 入 さ れ る 。
こ れ は 、 一 次 元 ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 化 さ せ る こ と な く 、 ま た は 鎖 中 の 個 別 の ア ミ ノ 酸 の 間 の
ペ プ チ ド 結 合 に 少 な く と も 変 化 を 導 入 す る こ と な く 、 APPま た は Aβ に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 残
基 の 範 囲 を 派 生 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
こ れ に 代 わ る 、 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 お よ び ／ ま た は 欠 失 お よ び ／ ま た は
挿 入 お よ び ／ ま た は 付 加 （ 組 換 え 手 段 に よ り 、 ま た は ペ プ チ ド 合 成 に よ り も た ら さ れ る で
あ ろ う ； ア ミ ノ 酸 の よ り 長 い 範 囲 を 含 む 修 飾 は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 発 生 さ せ る こ と が で
き る ） を 利 用 す る 。 こ の 実 施 形 態 の 、 あ る 特 に 好 ま し い バ ー ジ ョ ン は 、 い く つ か の ア ミ ノ
酸 配 列 を 、 そ れ ぞ れ 外 来 免 疫 優 性 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む い く つ か の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配
列 で 置 換 し 、 同 時 に 、 ア ナ ロ グ 中 の 自 己 タ ン パ ク 質 の 全 体 の 三 次 構 造 を 維 持 す る 、 自 己 タ
ン パ ク 質 の ア ナ ロ グ で 免 疫 化 す る こ と に よ る 自 己 タ ン パ ク 質 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 方
法 を 開 示 す る 、 WO 95/05849に 記 載 の 技 術 で あ る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 の 目 的 に 対 し て
は 、 修 飾 （ 挿 入 、 付 加 、 欠 失 ま た は 置 換 ） が 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 発 生 さ せ 、 同 時 に 、 A
PPま た は Aβ 中 の B細 胞 エ ピ ト ー プ の 実 質 的 な 数 を 維 持 す る こ と で 充 分 で あ る 。 し か し な が
ら 、 誘 導 さ れ た 免 疫 応 答 の 最 大 の 効 率 を 得 る た め に は 、 APPま た は Aβ の 全 体 の 三 次 構 造 が
、 修 飾 さ れ た 分 子 中 で 保 存 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
APPも し く は Aβ ま た は こ れ ら の 断 片 が 変 異 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 場 合 が あ る 。 Aβ － 4
3の 位 置 35の メ チ オ ニ ン が 、 好 ま し く は ロ イ シ ン も し く は イ ソ ロ イ シ ン で 置 換 さ れ た 置 換
変 異 体 か 、 ま た は 単 純 に 欠 失 さ れ て い る こ と が 特 に 好 ま し い 。 特 に 好 ま し い ア ナ ロ グ は 、
C末 端 に 位 置 す る 単 一 の メ チ オ ニ ン を 含 み 、 こ れ は 、 そ れ が ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド
ま た は 外 来 T H エ ピ ト ー プ 中 に 天 然 に 発 生 す る か ら か 、 ま た は そ れ が 挿 入 ま た は 付 加 さ れ た
か ら の い ず れ か で あ る 。 よ っ て 、 外 来 T H エ ピ ト ー プ を 含 む ア ナ ロ グ の 部 分 が 、 C末 端 に 位
置 す る 可 能 性 が あ る メ チ オ ニ ン を 除 い て は 、 メ チ オ ニ ン を 有 さ な い こ と も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
1つ の メ チ オ ニ ン を 除 い て 全 て を 除 去 す る 主 要 な 理 由 は 、 そ の 後 、 臭 化 シ ア ン に よ り 開 裂
す る こ と が で き 、 単 独 の ア ナ ロ グ を 放 出 す る 、 多 量 体 の ア ナ ロ グ を 組 換 え 的 に 調 製 す る こ
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と が 可 能 に な る こ と で あ る 。 こ の 方 法 に よ り 、 組 換 え の 産 生 が 促 進 さ れ る こ と が 利 点 で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
実 際 、 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る APPま た は Aβ の ア ナ ロ グ の 全 て が 、 ア ナ ロ グ 中 の C末 端
ア ミ ノ 酸 と し て の 位 置 に あ り 、 ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド も し く は 外 来 T H エ ピ ト ー プ の
い ず れ か の 中 に あ る 他 の メ チ オ ニ ン は 欠 失 さ れ て い る か 、 ま た は 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ
て い る 、 単 一 の メ チ オ ニ ン を 単 に 含 む と い う 特 徴 を 共 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
さ ら に 興 味 深 い あ る 変 異 は 、 Aβ -43中 の 位 置 19に あ る フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 欠 失 ま た は 置 換
で あ り 、 こ の 変 異 は 、 こ の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 の プ ロ リ ン へ の 置 換 で あ る こ と が 特 に 好
ま し い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
ア ナ ロ グ 中 で 用 い ら れ る 別 の 興 味 深 い ポ リ ア ミ ノ 酸 は 、 Aβ -43タ ン パ ク 質 の ト ラ ン ケ ー テ
ッ ド (truncated)部 分 で あ る 。 こ れ ら は 、 本 発 明 に よ る 免 疫 原 性 ア ナ ロ グ 中 に 用 い る こ と
も で き る 。 特 に 好 ま し い も の は 、 ト ラ ン ケ ー ト Aβ (1～ 42)、 Aβ (1～ 40)、 Aβ (1～ 39)、 A
β (1～ 35)、 Aβ (1～ 34)、 Aβ (1～ 34)、 Aβ (1～ 28)、 Aβ (1～ 12)、 Aβ (1～ 5)、 Aβ (13～ 28
)、 Aβ (13～ 35)、 Aβ (17～ 28)、 Aβ (25～ 35)、 Aβ (35～ 40)、 (36～ 42)、 お よ び Aβ (35～ 4
2) (カ ッ コ 内 の 数 字 は 、 適 切 な 断 片 を 構 成 す る Aβ -43の ア ミ ノ 酸 範 囲 を 表 す － Aβ (35～ 40
)は 、 例 え ば SEQ ID NO: 2の ア ミ ノ 酸 706～ 711に 一 致 す る )で あ る 。 Aβ -43の ト ラ ン ケ ー テ
ッ ド 部 分 を も つ こ れ ら の 全 て の 変 異 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の Aβ 断 片 、 特 に 実 施 例 1に 示 す 変
異 9、 10、 11、 12お よ び 13を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
次 に 示 す 式 は 、 本 発 明 に よ り 一 般 的 に 保 護 さ れ る 分 子 的 構 築 物 を 示 す ：
(MOD 1 ) s 1 (ア ミ ロ イ ド e 1 ) n 1 (MOD 2 ) s 2 (ア ミ ロ イ ド e 2 ) n 2 ・ ・ ・ ・ (MOD x ) s x (ア ミ ロ イ ド e x ) n x
(I)
（ こ こ で 、 ア ミ ロ イ ド e 1 ～ ア ミ ロ イ ド e x は 、 APPま た は Aβ の サ ブ シ ー ク エ ン ス を 含 む x個
の B細 胞 エ ピ ト ー プ で あ り 、 こ れ ら は 独 立 し て 同 一 ま た は 異 な っ て お り 、 外 来 の 側 鎖 を 有
し て い て も 有 し て い な く て も よ い ； xは ≧ 3の 整 数 で あ り 、 n1～ nxは x個 の ≧ 0で あ る 整 数 (
少 な く と も 1つ が ≧ 1で あ る )で あ り 、 MOD 1 ～ MOD x は 、 保 存 さ れ た B細 胞 エ ピ ト ー プ の 間 に 導
入 さ れ た x個 の 修 飾 で あ り 、 s 1 ～ s x は x個 の ≧ 0で あ る 整 数 (ア ミ ロ イ ド e x サ ブ シ ー ク エ ン ス
に 側 鎖 が 導 入 さ れ な い 場 合 は 、 少 な く と も 1つ が ≧ 1で あ る ) )。
よ っ て 、 構 築 物 の 免 疫 原 性 に 一 般 的 な 機 能 的 抑 制 が あ る な ら ば 、 本 発 明 は 、 APPま た は Aβ
の 本 来 の 配 列 の 順 列 の 全 て の 種 類 、 お よ び そ の 中 の 修 飾 の 全 て の 種 類 を 許 容 す る 。 よ っ て
、 例 え ば イ ン ビ ボ に お い て 副 作 用 を 示 す 配 列 の 部 分 の 脱 落 、 ま た は 通 常 細 胞 内 で あ る の で
、 望 ま れ な い 免 疫 学 的 反 応 を 生 じ る こ と が で き る 部 分 の 脱 落 に よ り 得 ら れ る 、 修 飾 さ れ た
APPま た は Aβ は 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
上 で 概 説 し た 構 築 物 の あ る 好 ま し い バ ー ジ ョ ン は 、 適 用 可 能 で あ る 場 合 、 ア ミ ロ イ ド タ ン
パ ク 質 の サ ブ シ ー ク エ ン ス を 含 む B細 胞 エ ピ ト ー プ が 、 ア ミ ロ イ ド が 由 来 す る 前 駆 体 ポ リ
ペ プ チ ド に お い て 、 細 胞 外 に 露 出 し な い も の で あ る 。 こ の よ う な エ ピ ト ー プ の 選 択 を す る
こ と に よ り 、 前 駆 体 を 産 生 す る 細 胞 に 反 応 し 得 る 抗 体 が 発 生 し な い こ と が 確 実 に な り 、 こ
れ に よ り 、 発 生 し た 免 疫 応 答 が 、 望 ま れ な い ア ミ ロ イ ド 沈 着 に 対 す る 免 疫 応 答 に 限 定 さ れ
る よ う に な る 。 こ の 場 合 、 そ れ ら が 産 生 さ れ た 細 胞 に 対 す る い か な る 結 合 を も 有 さ な い 場
合 に の み 細 胞 外 の 相 に 露 出 し て い る APPま た は Aβ の エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 を 誘 導 す る こ
と が 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
B細 胞 エ ピ ト ー プ の 実 質 的 な フ ラ ク シ ョ ン 、 ま た は 本 明 細 書 に 記 載 の よ う な 修 飾 に 供 さ れ
る タ ン パ ク 質 の 全 体 の 三 次 構 造 の 保 存 は 、 多 く の 方 法 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 一 つ
目 は 、 問 題 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 （ 例 え ば ウ サ ギ に お い て 作 製 さ
れ た 抗 血 清 ） を 単 純 に 作 製 し 、 そ の 後 、 こ の 抗 血 清 を 、 産 生 さ れ る 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質
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に 対 す る 試 験 試 薬 と し て (例 え ば 競 合 的 ELISAに お い て )用 い る こ と で あ る 。 こ の よ う な 抗
血 清 と の 限 定 さ れ た （ し か し ま だ 意 味 の あ る 、 特 異 的 な ） 反 応 性 を 示 す ア ナ ロ グ が 本 来 の
B細 胞 エ ピ ト ー プ の 実 質 的 な フ ラ ク シ ョ ン を 保 持 し て い る と み な さ れ る が 、 APPま た は Aβ
が 反 応 す る の と 同 程 度 に 抗 血 清 と 反 応 す る 、 修 飾 さ れ た バ ー ジ ョ ン (ア ナ ロ グ )は 、 APPま
た は Aβ と 同 じ 全 体 の 三 次 構 造 を 有 す る と み な さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
代 わ り に 、 APPま た は Aβ 上 の 別 個 の エ ピ ト ー プ と 反 応 し 得 る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 選 択 を
作 製 し 、 試 験 パ ネ ル と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 1) APPま た は Aβ の
エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ 、 お よ び 2) 作 製 さ れ た ア ナ ロ グ に お い て 保 持 さ れ る エ ピ ト ー プ の
マ ッ ピ ン グ を 許 容 す る 利 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
も ち ろ ん 、 第 三 の ア プ ロ ー チ は 、 APPも し く は Aβ 、 ま た は こ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な ト ラ
ン ケ ー ト （ 上 記 参 照 ） の 三 次 構 造 を 決 定 し 、 こ れ を 、 作 製 さ れ た ア ナ ロ グ の 、 決 定 さ れ た
三 次 構 造 と 比 較 す る こ と で あ ろ う 。 三 次 構 造 は 、 X線 回 折 の 検 討 お よ び NMR分 光 法 に よ り 決
定 す る こ と が で き る 。 三 次 構 造 に 関 す る 更 な る 情 報 は 、 与 え ら れ た 分 子 の 三 次 構 造 に つ い
て の 有 用 な 情 報 を 得 る た め に 、 純 粋 な 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド が 要 求 さ れ る だ け で あ る こ と に
利 点 を 有 す る （ X線 回 折 は ポ リ ペ プ チ ド の 結 晶 を 用 い る こ と が 要 求 さ れ 、 NMRは ポ リ ペ プ チ
ド の 同 位 体 変 形 が 要 求 さ れ る ） 円 偏 光 二 色 性 分 光 分 析 の 検 討 に よ り あ る 程 度 は 得 る こ と が
で き る 。 し か し な が ら 、 円 偏 光 二 色 性 分 析 は 二 次 構 造 の 要 素 の 情 報 を 通 じ て 、 正 し い 三 次
構 造 の 間 接 的 な 証 拠 を 提 供 す る こ と が で き る の み で あ る の で 、 決 定 的 な デ ー タ を 得 る に は
、 結 局 、 X線 回 折 お よ び ／ ま た は NMRが 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
本 発 明 の あ る 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 APPま た は Aβ の Bリ ン パ 球 エ ピ ト ー プ の 多 数 の 提 示 （
す な わ ち 、 少 な く と も 1つ の B細 胞 エ ピ ト ー プ が 2つ の 位 置 に 存 在 す る 式 I） を 用 い る 。 こ の
効 果 は 、 種 々 の 方 法 、 例 え ば (ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の APPま た は Aβ ) m  (こ こ で 、 mは ≧ 2の 整
数 で あ る )の 構 造 を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 単 に 作 製 し 、 次 い で APPま た は Aβ 配 列 の 少 な
く と も 1つ に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 修 飾 を 導 入 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 導 入
さ れ た 修 飾 が Bリ ン パ 球 エ ピ ト ー プ の 少 な く と も 1つ の 重 複 お よ び ／ ま た は ハ プ テ ン の 導 入
を 含 む こ と が 好 ま し い 。 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ の 多 数 の 提 示 を 含 む こ れ ら の 実 施 形 態 は 、
APPま た は Aβ の 単 な る 重 要 で な い 部 分 が ワ ク チ ン 剤 に お け る 構 成 成 分 と し て 有 用 で あ る 場
合 に 、 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
上 述 し た よ う に 、 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ の 導 入 は 、 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 の 挿 入 、 付
加 、 欠 失 ま た は 置 換 の 導 入 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 も ち ろ ん 、 通 常 の 状 況 は 、 ア ミ
ノ 酸 配 列 に お け る 1つ 以 上 の 変 化 の 導 入 （ 例 え ば 完 全 な T細 胞 エ ピ ト ー プ の 挿 入 ま た は そ れ
に よ る 置 換 ） で あ る が 、 到 達 す る 重 要 な 目 的 は 、 抗 原 提 示 細 胞 (APC)に よ り 加 工 さ れ た 場
合 に 、 ア ナ ロ グ が 、 APCの 表 面 上 に MCHク ラ ス II分 子 の 意 味 に お い て 提 示 さ れ て い る 、 こ の
よ う な 外 来 免 疫 優 性 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 生 じ さ せ る こ と で あ る 。 し た が っ て 、 も し 、 適 切
な 位 置 に あ る APPま た は Aβ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 外 来 T H エ ピ ト ー プ に お い て も 見 出 す こ と が
で き る い く つ か の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 場 合 、 外 来 T H エ ピ ト ー プ の 導 入 は 、 ア ミ ノ 酸 の 挿 入
、 付 加 、 欠 失 お よ び 置 換 に よ っ て 外 来 エ ピ ト ー プ の 残 り の ア ミ ノ 酸 を 提 供 す る こ と に よ り
達 成 す る こ と が で き る 。 言 い 換 え る と 、 本 発 明 の 目 的 を 満 た す た め に 、 挿 入 ま た は 置 換 に
よ る 完 全 な T H エ ピ ト ー プ の 導 入 は 必 要 で は な い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
挿 入 、 欠 失 、 置 換 ま た は 付 加 の ア ミ ノ 酸 の 数 は 、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 11、 12、 13
、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20お よ び 25の よ う な 少 な く と も 2の 挿 入 、 置 換 、 付 加 ま た は
欠 失 で あ る こ と が 好 ま し い 。 挿 入 、 置 換 、 付 加 ま た は 欠 失 の ア ミ ノ 酸 の 数 が 、 最 大 で 100
、 最 大 で 90、 最 大 で 80、 最 大 で 70の よ う に 150を 超 え な い こ と が さ ら に 好 ま し い 。 置 換 、
挿 入 、 欠 失 ま た は 付 加 の 数 は 、 60を 超 え な い こ と が 特 に 好 ま し く 、 特 に 、 こ の 数 は 50ま た
は 40さ え も 超 え る べ き で は な い 。 最 も 好 ま し く は 、 30を 超 え な い 数 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 付 加

10

20

30

40

50

(19) JP 2004-538332 A 2004.12.24



に つ い て は 、 得 ら れ る 構 築 物 が 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 形 態 に あ る 場 合 、 こ れ ら は し ば し ば 、
150よ り か な り 高 い こ と が 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 少 な く と も 1つ の 外 来 免 疫 優 性 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 導 入 す る
こ と に よ る 修 飾 を 含 む 。 T細 胞 エ ピ ト ー プ の 免 疫 優 性 の 問 題 は 、 問 題 の 動 物 種 に 依 存 す る
こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 免 疫 優 性 」 の 語 は 、
ワ ク チ ン 化 さ れ た 個 体 /個 体 群 に お い て か な り の 免 疫 応 答 を 起 こ す エ ピ ト ー プ を 単 に い う
が 、 あ る 個 体 /個 体 群 に お い て 免 疫 優 性 で あ る T細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 同 じ 種 の 他 の 個 体 に お
い て も 免 疫 優 性 で あ る 必 要 が な く 、 そ れ が 後 者 の 個 体 に お い て は MHC-II分 子 に 結 合 す る こ
と が 可 能 で あ っ て も そ う で あ る こ と は 公 知 の 事 実 で あ る 。 よ っ て 、 本 発 明 の 目 的 に つ い て
は 、 免 疫 優 性 T細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 抗 原 中 に 存 在 す る 場 合 に 、 T細 胞 の 援 助 を 提 供 す る の に
効 果 的 な T細 胞 エ ピ ト ー プ で あ る 。 典 型 的 に 、 免 疫 優 性 T細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 そ れ ら が 発 現
す る ポ リ ペ プ チ ド に 関 わ ら ず 、 本 質 的 に い つ も MHCク ラ ス II分 子 に 結 合 し て 提 示 さ れ る 、
固 有 の 特 徴 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
他 の 重 要 な 点 は 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ の MHC制 限 の 問 題 で あ る 。 一 般 的 に 、 天 然 に 発 生 す る T
細 胞 エ ピ ト ー プ は MHC制 限 さ れ 、 す な わ ち T細 胞 エ ピ ト ー プ を 構 成 す る 、 あ る ペ プ チ ド は MH
Cク ラ ス II分 子 の 部 分 集 合 に 効 果 的 に 結 合 す る の み で あ る 。 こ れ は 、 多 く の 場 合 、 あ る 特
定 の T細 胞 エ ピ ト ー プ の 使 用 が 、 個 体 群 の フ ラ ク シ ョ ン に お い て の み 効 果 的 で あ る ワ ク チ
ン 成 分 と な る 効 果 を 有 し 、 そ の フ ラ ク シ ョ ン の サ イ ズ に 依 存 し て 、 同 じ 分 子 に お い て よ り
多 く の T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む か 、 ま た は 代 わ り に 構 成 成 分 が 導 入 さ れ た T細 胞 エ ピ ト ー プ
の 性 質 に よ っ て 互 い に 区 別 さ れ る APPま た は Aβ の 変 形 で あ る 多 成 分 ワ ク チ ン を 作 製 す る こ
と が 必 要 に な る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
も し 、 用 い る T細 胞 の MHC制 限 が 全 く わ か ら な い 場 合 （ 例 え ば ワ ク チ ン 化 さ れ た 動 物 が ほ と
ん ど 明 確 で な い MHC組 成 物 を 有 す る 状 況 に お い て ） 、 特 定 の ワ ク チ ン 組 成 物 に よ り 包 含 さ
れ る 個 体 群 の フ ラ ク シ ョ ン は 、 次 の 式
【 ０ ０ ９ ３ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ４ 】
(こ こ で 、 p i は 、 ワ ク チ ン 組 成 物 に 存 在 す る i番 目 の 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ に 対 す る 、 応 答
者 の 個 体 群 中 の 頻 度 で あ り 、 nは ワ ク チ ン 組 成 物 中 の 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ の 総 数 で あ る ）
に よ り 見 積 も ら れ る 。 よ っ て 、 そ れ ぞ れ 0.8、 0.7お よ び 0.6の 個 体 群 に お け る 応 答 頻 度 を
有 す る 、 3つ の 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む ワ ク チ ン 組 成 物 は
1 －  0.2 ×  0.3 ×  0.4 ＝  0.976
を 与 え る こ と に な り 、 す な わ ち 、 個 体 群 の 97.6％ が 、 ワ ク チ ン に 対 す る MHC-II媒 介 応 答 を
統 計 学 的 に 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
上 記 式 は 、 用 い る ペ プ チ ド の 多 少 正 確 な MHC制 限 パ タ ー ン が わ か っ て い る 状 況 に お い て は
当 て は ま ら な い 。 も し 、 例 え ば あ る ペ プ チ ド が HLA-DR対 立 遺 伝 子 で あ る DR1、 DR3、 DR5お
よ び DR7に よ り エ ン コ ー ド さ れ る ヒ ト MHC-II分 子 に の み 結 合 す る の で あ れ ば 、 こ の ペ プ チ
ド を 、 HLA-DR対 立 遺 伝 子 に よ り エ ン コ ー ド さ れ る 残 り の MHC-II分 子 に 結 合 す る 他 の ペ プ チ
ド と と も に 用 い る こ と が 、 問 題 の 個 体 群 に お け る 100％ の 適 用 範 囲 を 達 成 す る 。 同 様 に 、
も し 第 二 の ペ プ チ ド が DR3お よ び DR5に の み 結 合 す る な ら ば 、 こ の ペ プ チ ド の 添 加 は 、 適 用
範 囲 を 全 く 増 加 さ せ な い 。 も し ワ ク チ ン 中 の T細 胞 エ ピ ト ー プ の 純 粋 に MHC制 限 上 へ の 個 体
群 の 応 答 の 計 算 に 基 礎 を お く 場 合 、 特 定 の ワ ク チ ン 組 成 物 に よ り 包 含 さ れ る 個 体 群 の 最 小

10

20

30

40

50

(20) JP 2004-538332 A 2004.12.24



の フ ラ ク シ ョ ン は 次 の 式 ：
【 ０ ０ ９ ６ 】
【 数 ２ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
（ こ こ で 、 φ jは 、 ワ ク チ ン 中 の T細 胞 エ ピ ト ー プ の い ず れ か 一 つ に 結 合 し 、 3つ の 公 知 の H
LA遺 伝 子 座 (DP、 DRお よ び DQ)の j番 目 に 属 す る 、 MHC分 子 を エ ン コ ー ド す る 対 立 遺 伝 子 の ハ
プ ロ タ イ プ の 個 体 群 中 の 頻 度 の 合 計 で あ る ； 実 際 問 題 と し て 、 ま ず ど の MHC分 子 が ワ ク チ
ン 中 の 各 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る の か を 決 定 し 、 そ の 後 そ れ ら を タ イ プ (DP、 DRお よ び
DQ)に よ り 列 挙 し 、 次 い で 列 挙 さ れ た 異 な る 対 立 遺 伝 子 の ハ プ ロ タ イ プ の そ れ ぞ れ の 頻 度
を 各 タ イ プ に つ い て 合 計 し 、 そ れ に よ り φ 1 、 φ 2 お よ び φ 3 を 得 る ） に よ り 決 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
式 IIの p i の 値 が 、 対 応 す る 理 論 値 π i ：
【 ０ ０ ９ ９ 】
【 数 ３ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
（ こ こ で 、 ν j は 、 ワ ク チ ン 中 の i番 目 の T細 胞 エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 3つ の 公 知 の HLA遺 伝
子 座 (DP、 DRお よ び DQ)の j番 目 に 属 す る 、 MHC分 子 を エ ン コ ー ド す る 対 立 遺 伝 子 の ハ プ ロ タ
イ プ の 個 体 群 中 の 頻 度 の 合 計 で あ る ） を 超 え る こ と が 起 こ り 得 る 。 こ れ は 、 1 －  Π i の 個
体 群 中 で は 、 応 答 者 の 頻 度 の f残 存 - i  = (p i  －  Π i ) / (1 －  Π i )で あ る こ と を 意 味 す る
。 よ っ て 、 式 IIIは 、 式 V：
【 ０ １ ０ １ 】
【 数 ４ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
（ こ こ で 、 1 －  f残 存 - i の 表 現 は 、 負 で あ る 場 合 、 ゼ ロ に 設 定 さ れ る ） を 得 る よ う に 調 節
す る こ と が で き る 。 式 Vは 、 全 て の エ ピ ト ー プ が ハ プ ロ タ イ プ の 同 じ 組 に 対 し て ハ プ ロ タ
イ プ の 位 置 づ け を さ れ て い る こ と が 必 要 で あ る こ と が 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
よ っ て 、 ア ナ ロ グ に 導 入 さ れ る こ と と な る T細 胞 エ ピ ト ー プ を 選 択 す る 場 合 、 エ ピ ト ー プ
に つ い て の 入 手 可 能 で あ る 全 て の 知 識 を 含 む こ と が 重 要 で あ る ： 1) 個 体 群 中 の 応 答 者 の
各 エ ピ ト ー プ に 対 す る 頻 度 、 2) MHC制 限 デ ー タ 、 お よ び 3) 適 切 な ハ プ ロ タ イ プ の 個 体 群
中 に お け る 頻 度 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
動 物 種 ま た は 動 物 個 体 群 の 多 く の 割 合 に お い て 活 性 で あ る 、 天 然 に 発 生 す る 「 乱 交 雑 」 T
細 胞 エ ピ ト ー プ が い く つ か 存 在 し 、 こ れ ら は ワ ク チ ン に 導 入 さ れ る こ と が 好 適 で あ り 、 そ
れ に よ り 同 じ ワ ク チ ン 中 に お け る 非 常 に 多 数 の 異 な る ア ナ ロ グ の 必 要 性 が 減 少 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
本 発 明 の 乱 交 雑 エ ピ ト ー プ は 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド (例 え ば P2お よ び P30エ ピ ト ー プ )、 ジ フ
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テ リ ア ト キ ソ イ ド 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ヘ マ グ ル チ ニ ン (HA)、 お よ び ピ ー ・ フ ァ ル シ
パ ル ム (P. falciparum) CS抗 原 か ら の エ ピ ト ー プ の よ う な 天 然 に 発 生 す る ヒ ト T細 胞 エ ピ
ト ー プ で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
長 年 に わ た っ て 、 他 の 乱 交 雑 T細 胞 エ ピ ト ー プ が い く つ か 同 定 さ れ て い る 。 特 に 、 異 な る H
LA-DR対 立 遺 伝 子 に よ り エ ン コ ー ド さ れ る HLA-DR分 子 の 多 く の 割 合 に 結 合 す る こ と が で き
る ペ プ チ ド が 同 定 さ れ 、 こ れ ら は 全 て 、 本 発 明 に お い て 用 い る ア ナ ロ グ に 導 入 さ れ る 可 能
性 が あ る T細 胞 エ ピ ト ー プ で あ る 。 本 明 細 書 に そ の 全 て が 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る 、 次 の
参 考 文 献 に お い て 議 論 さ れ る エ ピ ト ー プ も 参 照 ： WO 98/23635 (Frazer IHら 、 The Univer
sity of Queenslandに 譲 渡 )； Southwood Sら 、 1998、 J. Immunol. 160： 3363～ 3373； Sin
igaglia Fら 、 1988、 Nature 336： 778～ 780； Chicz RMら 、 1993、 J. Exp. Med 178： 27～
47； Hammer Jら 、 1993、 Cell 74： 197～ 203； お よ び Falk Kら 、 1994、 Immunogenetics 39
： 230～ 242。 後 の 参 考 文 献 も ま た HLA-DQお よ び -DPリ ガ ン ド に 関 す る 。 こ れ ら の 5つ の 参 考
文 献 に 列 挙 さ れ た エ ピ ト ー プ は 全 て 、 本 発 明 に お い て 用 い る こ と と な る 天 然 の エ ピ ト ー プ
の 候 補 と し て 適 切 で あ る 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら と 共 通 モ チ ー フ を 共 有 す る エ ピ ト ー プ だ か ら
で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
代 わ り に 、 エ ピ ト ー プ は 、 MHCク ラ ス II分 子 の 多 く の 割 合 に 結 合 す る こ と が で き る い ず れ
の 人 工 T細 胞 エ ピ ト ー プ で あ っ て も よ い 。 こ の 関 連 に お い て 、 WO 95/07707お よ び 対 応 す る
論 文 Alexander Jら 、 1994、 Immunity 1： 751～ 761(ど ち ら の 開 示 も 本 明 細 書 に 参 照 と し て
組 み 込 ま れ る )に 記 載 の pan DRエ ピ ト ー プ ペ プ チ ド ("PANDRE")は 、 本 発 明 に よ り 用 い ら れ
る こ と と な る エ ピ ト ー プ の 候 補 と し て 興 味 深 い 。 こ れ ら の 論 文 に 開 示 の 最 も 効 果 的 な PAND
REペ プ チ ド は 、 投 与 さ れ た と き に 安 定 性 を 向 上 す る た め に Cお よ び N末 端 に D-ア ミ ノ 酸 を 有
す る こ と が 記 載 さ れ る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 は 、 続 い て APCの リ ソ ソ ー ム 区 画 内 で 酵 素
的 に 分 解 さ れ 、 MHC-II分 子 に 関 す る 、 続 い て 起 こ る 提 示 を 許 容 す る ア ナ ロ グ の 部 分 と し て
の 適 切 な エ ピ ト ー プ の 組 み 込 み を ま ず 目 的 と し 、 よ っ て 本 発 明 に お い て 用 い る エ ピ ト ー プ
で は D-ア ミ ノ 酸 を 組 み 込 む こ と は 得 策 で は な い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
特 に 好 ま し い PANDREペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 AKFVAAWTLKAAA (SEQ ID NO: 17)ま た は そ
の 免 疫 学 的 に 有 効 な サ ブ シ ー ク エ ン ス を 有 す る も の で あ る 。 同 じ MHC制 限 の 欠 損 を 有 す る
こ の エ ピ ト ー プ お よ び 他 の エ ピ ト ー プ は 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る ア ナ ロ グ 中 に 存 在 す る べ
き 、 好 ま し い T細 胞 エ ピ ト ー プ で あ る 。 こ の よ う な 超 乱 交 雑 (super-promiscuous)エ ピ ト ー
プ は 、 た だ 1つ の 単 独 の ア ナ ロ グ が ワ ク チ ン 化 さ れ た 動 物 の 免 疫 系 に 提 示 さ れ る 、 本 発 明
の 最 も 単 純 な 実 施 形 態 に つ い て 許 容 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
上 述 し た よ う に 、 APPま た は Aβ の 修 飾 は 、 APCま た は Bリ ン パ 球 に 対 し て 修 飾 さ れ た ア ミ ロ
イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド を 標 的 化 す る 第 一 成 分 の 導 入 を も 含 む 。 例 え ば 、 第 一 成 分 は 、 Bリ
ン パ 球 特 異 的 表 面 抗 原 ま た は APC特 異 的 表 面 抗 原 に 対 す る 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る こ
と が で き る 。 多 く の こ の よ う な 特 異 的 表 面 抗 原 が 当 該 技 術 に お い て 公 知 で あ る 。 例 え ば 、
該 成 分 は 、 Bリ ン パ 球 ま た は APC上 に そ れ に 対 す る 受 容 体 が あ る 炭 水 化 物 (例 え ば マ ン ナ ン
ま た は マ ン ノ ー ス )で あ る こ と が で き る 。 代 わ り に 、 第 二 成 分 は ハ プ テ ン で あ る こ と が で
き る 。 APCま た は リ ン パ 球 上 の 表 面 分 子 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 、 第 一 成
分 と し て 用 い る こ と が で き る （ 表 面 分 子 は 、 例 え ば FCγ RIの よ う な マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び
単 核 細 胞 の FCγ 受 容 体 、 ま た は 代 わ り に 、 CD40も し く は CTLA-4の よ う な そ の 他 の い か な る
特 異 的 表 面 マ ー カ ー で あ っ て よ い ） 。 こ れ ら の 全 て の 例 示 し た 標 的 化 分 子 は 、 ア ジ ュ バ ン
ト の 部 分 と し て も 用 い る こ と が で き る こ と が 記 載 さ れ る 、 下 記 を 参 照 。
【 ０ １ １ ０ 】
増 大 さ れ た 免 疫 応 答 を 達 成 す る た め に 、 あ る 細 胞 タ イ プ に 対 す る ア ナ ロ グ の 標 的 化 の 代 替
物 ま た は 補 足 物 と し て 、 免 疫 系 を 刺 激 す る 上 記 の 第 二 成 分 を 含 む こ と に よ り 免 疫 系 の 応 答
性 の レ ベ ル を 増 加 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 第 二 成 分 の 典 型 的 な 例 は 、 サ イ ト
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カ イ ン お よ び ヒ ー ト シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 ま た は 分 子 状 シ ャ ペ ロ ン 、 な ら び に そ れ ら の 効 果
的 な 部 分 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
本 発 明 に 用 い ら れ る 好 適 な サ イ ト カ イ ン は 、 ワ ク チ ン 組 成 物 中 で ア ジ ュ バ ン ト と し て も 通
常 機 能 す る も の 、 す な わ ち 、 例 え ば イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ (IFN-γ )、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1 (I
L-1)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 2 (IL-2)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 4 (IL-4)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 6 (IL-
6)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 12 (IL-12)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 13 (IL-13)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 15 (
IL-15)、 お よ び 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (GM-CSF)で あ る ； 代 わ り に 、 サ イ
ト カ イ ン 分 子 の 機 能 性 部 分 は 、 第 二 成 分 と し て 充 分 で あ ろ う 。 こ の よ う な サ イ ト カ イ ン の
ア ジ ュ バ ン ト 物 質 と し て の 使 用 に 関 し て は 、 以 下 の 議 論 を 参 照 。
【 ０ １ １ ２ 】
本 発 明 に よ る と 、 第 二 成 分 と し て 用 い ら れ る 好 適 な ヒ ー ト シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 ま た は 分 子
状 シ ャ ペ ロ ン は 、 HSP70、 HSP90、 HSC70、 GRP94 (gp96と し て も 知 ら れ る 、 Wearsch PAら 、
1998、 Biochemistry 37： 5709～ 19参 照 )、 お よ び CRT (カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン )で あ る こ と が
で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
代 わ り に 、 第 二 成 分 は 、 リ ス テ リ オ ラ イ シ ン (LLO)、 リ ピ ド Aお よ び 熱 不 安 定 エ ン テ ロ ト キ
シ ン の よ う な ト キ シ ン で あ る こ と が で き る 。 ま た 、 MDP (ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド )、 CFA (完
全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト )、 な ら び に ト レ ハ ロ ー ス ジ エ ス テ ル TDMお よ び TDEの よ う な い
く つ か の マ イ コ バ ク テ リ ア 由 来 物 も 興 味 深 い 可 能 性 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
免 疫 系 に 対 す る ア ナ ロ グ の 提 示 を 増 大 さ せ る 第 三 成 分 の 導 入 の 可 能 性 も 、 本 発 明 の 重 要 な
実 施 形 態 で あ る 。 当 該 技 術 は 、 こ の 原 理 の い く つ か の 例 を 示 し て い る 。 例 え ば 、 ボ レ リ ア
・ ブ ル グ ド ル フ ェ リ (Borrelia burgdorferi)タ ン パ ク 質 OspA中 の パ ル ミ ト イ ル 脂 質 化 ア ン
カ ー は 、 自 己 ア ジ ュ バ ン ト 化 ポ リ ペ プ チ ド を 与 え る よ う に 用 い る こ と が で き る こ と が 知 ら
れ て い る (例 え ば WO 96/40718参 照 )－ 脂 質 化 タ ン パ ク 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 脂 質 化 ア ン カ
ー 部 分 と そ こ か ら 突 起 し て い る 分 子 の 残 り の 部 分 と か ら 構 成 さ れ る 核 と と も に ミ セ ル 様 構
造 を 形 成 し 、 抗 原 決 定 基 の 多 数 の 提 示 と な る よ う で あ る 。 よ っ て 、 こ の 使 用 お よ び 異 な る
脂 質 化 ア ン カ ー (例 え ば ミ リ ス チ ル 基 、 ミ リ ス チ ル 基 、 フ ァ ル ネ シ ル 基 、 ゲ ラ ニ ル － ゲ ラ
ニ ル 基 、 GPI－ ア ン カ ー 、 お よ び N-ア シ ル ジ グ リ セ リ ド 基 )を 用 い る 、 関 連 す る ア プ ロ ー チ
は 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で あ り 、 そ れ は 、 特 に 組 換 え 的 に 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 に
お け る こ の よ う な 脂 質 化 ア ン カ ー の 提 供 は 、 全 く 率 直 で あ り 、 ア ナ ロ グ へ の 融 合 パ ー ト ナ
ー と し て 、 例 え ば 天 然 に 発 生 す る シ グ ナ ル 配 列 の 使 用 を 単 に 必 要 と す る だ け で あ る か ら で
あ る 。 他 の 可 能 性 は 、 相 補 因 子 C3の C3d断 片 ま た は C3自 体 の 使 用 で あ る (Dempseyら 、 1996
、 Science 271、 348～ 350お よ び Lou & Kohler、 1998、 Nature Biotechnology 16、 458～ 4
62参 照 )。
【 ０ １ １ ５ 】
免 疫 系 に 対 す る APPま た は Aβ の 重 要 な エ ピ ト ー プ 領 域 の 多 コ ピ ー (例 え ば 少 な く と も 2)の
好 ま し い 提 示 と な る 、 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 は 、 特 定 分 子 、 す な わ ち 上 記 の 変 形 dま た は e
へ の ア ナ ロ グ の 共 有 結 合 で あ る 。 例 え ば ポ リ マ ー を 用 い る こ と が で き 、 例 え ば デ キ ス ト ラ
ン の よ う な 炭 水 化 物 (例 え ば Lees Aら 、 1994、 Vaccine 12： 1160～ 1166； Lees Aら 、 1990
、 J Immunol. 145： 3594～ 3600参 照 )で あ る が 、 マ ン ノ ー ス お よ び マ ン ナ ン も 有 用 な 代 替
物 で あ る 。 例 え ば イ ー ・ コ リ (E. coli)お よ び そ の 他 の バ ク テ リ ア か ら の 必 要 不 可 欠 な 膜
タ ン パ ク 質 も 有 用 な 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る 。 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)、
破 傷 風 ト キ ソ イ ド 、 ジ フ テ リ ア ト キ ソ イ ド お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)の よ う な 伝 統
的 な 担 体 分 子 も 、 好 ま し い 有 用 な 結 合 パ ー ト ナ ー で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
炭 水 化 物 の よ う な 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー へ の APPま た は Aβ の 由 来 物 の 共 有 結 合 の 好 ま
し い 実 施 形 態 は 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー に 別 個 に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の APPま た は A
β 由 来 ペ プ チ ド お よ び 少 な く と も 1つ の 外 来 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ の 使 用 を 含 む (す な わ ち
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、 外 来 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ お よ び APPま た は Aβ 由 来 ア ミ ノ 酸 配 列 は 互 い に 融 合 す る の で
は な く 、 む し ろ ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー に 結 合 し 、 次 い で そ れ が 担 体 の 骨 格 と し て の 役 割
を 果 た す )。 再 び 、 こ の よ う な 実 施 形 態 は 、 APPま た は Aβ 由 来 ペ プ チ ド の 領 域 を 有 す る 適
切 な B細 胞 エ ピ ト ー プ が 、 短 い ペ プ チ ド の 範 囲 に よ り 構 成 さ れ る 場 合 に 、 最 も 好 ま し い －
こ れ は 、 こ の ア プ ロ ー チ が 、 得 ら れ る 免 疫 原 性 の 剤 に お け る 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ の 多 数
の 提 示 を 達 成 す る 非 常 に 簡 便 な 方 法 の 一 つ だ か ら で あ る 。 し か し な が ら 、 本 明 細 書 に お い
て す で に 述 べ た ア ナ ロ グ を ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 骨 格 に 単 純 に 結 合 さ せ る 、 す な わ ち AP
Pま た は Aβ 由 来 物 が 外 来 T H エ ピ ト ー プ と は 別 個 に 骨 格 に 結 合 し て い な い こ と も 可 能 で あ る
。
【 ０ １ １ ７ 】
外 来 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ お よ び APPま た は Aβ 由 来 (ポ リ )ペ プ チ ド の 結 合 は 、 ペ プ チ ダ ー
ゼ に よ り 切 断 可 能 な ア ミ ド 結 合 に よ る こ と が 好 ま し い 。 こ の ス ト ラ テ ジ ー は 、 APCが コ ン
ジ ュ ゲ ー ト を 取 り 上 げ る と 、 同 時 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 加 工 処 理 す る こ と が で き 、 続 い て MH
Cク ラ ス IIの 関 係 に お い て 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 示 す る 効 果 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
ペ プ チ ド (興 味 の 対 象 で あ る APPま た は Aβ 由 来 ペ プ チ ド と と も に 外 来 エ ピ ト ー プ の 両 方 )の
結 合 を 達 成 す る 一 つ の 方 法 は 、 ト レ シ ル (ト リ フ ル オ ロ エ チ ル ス ル ホ ニ ル )基 ま た は マ レ イ
ミ ド 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ク ロ ロ ホ ル メ ー ト (OH基 の 活 性 化 お よ び ペ プ チ ド と ポ リ ヒ ド ロ キ
シ ポ リ マ ー と の 間 の ペ プ チ ド 結 合 の 形 成 の た め )、 お よ び ト シ ル (p-ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル )
の よ う な そ の 他 の 適 切 な 活 性 化 基 を 用 い て 、 適 切 な ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー を 活 性 化 す る
こ と で あ る 。 例 え ば 、 WO 00/05316お よ び US 5,874,469(両 者 と も 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組
み 込 ま れ る )に 記 載 の よ う に し て 、 活 性 化 さ れ た 多 糖 類 を 製 造 し て 、 こ れ ら を APPま た は A
β 由 来 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ア ミ ノ 酸 、 な ら び に 通 常 の 固 相 も し く は 液 相 ペ プ チ ド 合 成 技 術
に よ り 作 製 さ れ た T細 胞 エ ピ ト ー プ に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 得 ら れ た 生 成 物 は 、 A
PPま た は Aβ お よ び 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ に 由 来 の ポ リ ア ミ ノ 酸 を 、 そ の N末 端 ま た は そ の
他 の 利 用 可 能 な 窒 素 部 分 に よ り 結 合 し て 有 す る 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 骨 格 (例 え ば デ
キ ス ト ラ ン 骨 格 )か ら な る 。 所 望 に よ り 、 N末 端 に あ る 一 つ を 除 い て 全 て の 利 用 可 能 な ア ミ
ノ 基 を 保 護 す る よ う に APPま た は Aβ ペ プ チ ド を 合 成 し 、 続 い て 、 得 ら れ た 保 護 さ れ た ペ プ
チ ド を ト レ シ ル 化 さ れ た デ キ ス ト ラ ン 部 分 に 結 合 し 、 最 後 に 、 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を
脱 保 護 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の ア プ ロ ー チ の 特 定 の 例 は 、 以 下 の 実 施 例 に 述 べ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
WO 00/05316お よ び US 5,874,469に 教 示 の よ う な 水 溶 性 多 糖 類 分 子 を 使 用 す る 代 わ り に 、
架 橋 さ れ た 多 糖 類 分 子 を 用 い る こ と が 同 等 に 可 能 で あ り 、 そ れ に よ り ポ リ ペ プ チ ド お よ び
多 糖 類 の 間 の 粒 状 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 る － こ れ は 、 2つ の 目 的 、 す な わ ち コ ン ジ ュ ゲ ー
ト を 注 射 し た 場 合 の 局 所 的 沈 着 効 果 を 得 る こ と 、 お よ び APCに 対 し て ひ き つ け る 力 が あ る
標 的 で あ る 粒 子 を 得 る こ と が 達 成 さ れ る の で 、 免 疫 系 に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド の 向 上 さ れ た
提 示 に 導 く と 考 え ら れ て い る 。 こ の よ う な 粒 状 の 系 を 用 い る ア プ ロ ー チ も 、 実 施 例 に お い
て 説 明 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
APPま た は Aβ に 修 飾 を 導 入 す る の に 選 択 さ れ た 領 域 に つ い て は 、 a) 知 ら れ た 、 予 想 さ れ
る B細 胞 エ ピ ト ー プ の 保 存 、 b) 三 次 構 造 の 保 存 、 c) 「 産 生 細 胞 」 上 に B細 胞 エ ピ ト ー プ が
存 在 す る こ と の 回 避 な ど を 考 慮 す る こ と が 根 底 に あ る 。 い ず れ に し て も 、 上 述 し た よ う に
、 異 な る 位 置 に お け る T細 胞 エ ピ ト ー プ の 導 入 に 全 て 供 さ れ た ア ナ ロ グ の 一 組 を 検 査 す る
こ と は 、 全 く 簡 単 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
本 発 明 の 最 も 好 ま し い 実 施 形 態 が ヒ ト Aβ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 含 む の で 、 上 記 の A
PPま た は Aβ ポ リ ペ プ チ ド は ヒ ト Aβ ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の 実 施 形 態 に
お い て は 、 APPま た は Aβ ポ リ ペ プ チ ド は 、 SEQ ID NO: 2に お け る 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ
酸 配 列 が 、 同 じ も し く は 異 な る 長 さ で あ っ て 、 外 来 T H エ ピ ト ー プ を 含 む 少 な く と も 1つ の
ア ミ ノ 酸 配 列 で 置 換 さ れ る こ と に よ り 修 飾 さ れ て い る こ と が 特 に 好 ま し い 。 修 飾 さ れ た ア
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ミ ロ イ ド 産 生 APPお よ び Aβ の 好 ま し い 例 を 、 P2お よ び P30エ ピ ト ー プ を 例 と し て 用 い て 、
図 1に 概 略 を 示 す 。 こ の よ う な 構 築 物 の 背 景 原 理 は 、 実 施 例 に お い て 詳 細 に 論 ず る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
よ り 特 異 的 に は 、 SEQ ID NO: 2中 に 導 入 さ れ る T H を 含 む (ま た は 完 成 す る )ア ミ ノ 酸 配 列 は
、 SEQ ID NO: 2中 の い ず れ の ア ミ ノ 酸 に お い て 導 入 し て も よ い 。 す な わ ち 、 導 入 は SEQ ID
 NO: 2中 の 1～ 770の い ず れ の ア ミ ノ 酸 の 後 で も よ い が 、 好 ま し く は SEQ ID NO: 2の 671、 6
72、 673、 674、 675、 676、 677、 678、 679、 680、 681、 682、 683、 684、 685、 686、 687、 6
88、 689、 690、 691、 692、 693、 694、 695、 696、 697、 698、 699、 700、 701、 702、 703、 7
04、 705、 706、 707、 708、 709、 710、 711、 712、 713お よ び 714の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 の 後
で あ る 。 こ れ は 、 1～ 671の い ず れ か も し く は 全 て の ア ミ ノ 酸 、 ま た は 715～ 770の い ず れ か
も し く は 全 て の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 と 組 合 わ せ て も よ い 。 さ ら に 、 置 換 の 技 術 を 用 い る 場 合 、
SEQ ID NO: 2中 の 671、 672、 673、 674、 675、 676、 677、 678、 679、 680、 681、 682、 683
、 684、 685、 686、 687、 688、 689、 690、 691、 692、 693、 694、 695、 696、 697、 698、 699
、 700、 701、 702、 703、 704、 705、 706、 707、 708、 709、 710、 711、 712、 713お よ び 714
の い ず れ か 1つ の ア ミ ノ 酸 が 、 導 入 と 組 合 わ せ て 置 換 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 は 、 T細 胞 応 答 を 開 始 す る MHCク ラ ス II分 子 に 生 産 的 に 結 合 す る 、 SE
Q ID NO: 2の い ず れ の サ ブ シ ー ク エ ン ス を も 含 ま な い ア ナ ロ グ の 提 示 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
免 疫 系 が 例 え ば 抗 Aβ 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と を 保 証 す る 抗 原 の 設 計 に つ い て の こ の よ う
な ス ト ラ テ ジ ー の 背 景 に あ る 原 理 は 、 次 の よ う で あ る ： 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 体 の 免 疫
寛 容 性 を 破 壊 す る の に 充 分 に 強 い ア ジ ュ バ ン ト 中 に 処 方 さ れ た 、 Aβ の よ う な 豊 富 な 自 己
由 来 タ ン パ ク 質 で 免 疫 化 す る 場 合 、 あ る ワ ク チ ン 化 さ れ た 個 体 に お い て は 、 誘 導 さ れ た 免
疫 応 答 が 、 単 純 に 免 疫 化 を 停 止 す る だ け で は 停 止 さ れ な い 危 険 性 が あ る 。 こ れ は 、 こ の よ
う な 個 体 に お い て 誘 導 さ れ た 免 疫 応 答 が 、 自 己 タ ン パ ク 質 の 天 然 T H エ ピ ト ー プ に よ り 推 進
さ れ て い る よ う で あ り 、 こ の こ と が ワ ク チ ン 化 さ れ た 個 体 自 身 の タ ン パ ク 質 が 、 そ れ 自 身
で 免 疫 化 剤 と し て 機 能 し 得 る 悪 影 響 を 有 す る か ら で あ る ： よ っ て 、 自 己 免 疫 状 態 が 確 立 さ
れ て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
外 来 T H エ ピ ト ー プ の 使 用 を 含 む 好 ま し い 方 法 は 、 抗 － 自 己 免 疫 応 答 が 外 来 T H エ ピ ト ー プ に
よ り 推 進 さ れ る の で 、 発 明 者 の 知 る 限 り で は 、 こ の 効 果 を 生 み 出 す こ と は 観 察 さ れ て お ら
ず 、 好 ま し い 技 術 に 頼 っ た 、 誘 導 さ れ た 免 疫 応 答 が 免 疫 化 の 停 止 後 に 実 際 に 衰 弱 す る こ と
は 、 本 発 明 者 ら に よ り 繰 り 返 し て 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 免 疫 応 答 が そ れ に 対 し て
免 疫 化 す る 適 切 な 自 己 タ ン パ ク 質 の 自 己 T H エ ピ ト ー プ に よ っ て も 推 進 さ れ る こ と は 、 い く
つ か の 個 体 に お い て 理 論 上 で は 起 こ り 得 る － こ れ は 、 比 較 的 豊 富 に あ る 、 Aβ の よ う な 自
己 タ ン パ ク 質 を 考 慮 す る 場 合 に 特 に 適 切 で あ る が 、 他 の 治 療 上 適 切 な 自 己 タ ン パ ク 質 は 局
所 的 に 存 在 す る だ け で あ る か 、 ま た は 体 内 に お い て 、 「 自 己 免 疫 効 果 」 が 不 可 能 で あ る ほ
ど 非 常 に わ ず か な 量 で あ る 。 こ れ を 回 避 す る あ る 非 常 に 単 純 な 方 法 は 、 T H エ ピ ト ー プ と し
て 役 に 立 つ こ と が で き る で あ ろ う ペ プ チ ド 配 列 の 免 疫 原 を 含 む こ と を 全 く 回 避 す る こ と で
あ る （ お よ び 、 約 9ア ミ ノ 酸 よ り 短 い ペ プ チ ド は T H エ ピ ト ー プ と し て 役 に 立 つ こ と が で き
な い の で 、 よ り 短 い 断 片 の 使 用 は 、 あ る 単 純 で 実 行 可 能 な ア プ ロ ー チ で あ る ） 。 し た が っ
て 、 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 は 、 さ も な け れ ば T H エ ピ ト ー プ と し て 機 能 す る で あ ろ う 標 的 タ
ン パ ク 質 の 配 列 中 の 保 存 性 の 置 換 を 単 に 含 む 配 列 を 含 む 、 「 自 己 刺 激 T H エ ピ ト ー プ 」 と し
て 役 に 立 つ こ と が で き る 、 標 的 APPま た は Aβ の ペ プ チ ド 配 列 を 含 ま な い 免 疫 原 を 確 実 に す
る こ と を 供 給 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
APPま た は Aβ の ア ナ ロ グ の 免 疫 系 提 示 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 MHCク ラ ス II分 子 に 生 産 的
に 結 合 し な い 少 な く と も 1つ の APPま た は Aβ 由 来 ペ プ チ ド 、 お よ び 少 な く と も 1つ の 外 来 T
ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ を 含 む キ メ ラ ペ プ チ ド の 使 用 を 含 む 。 さ ら に 、 APPま た は Aβ 由 来 ペ プ
チ ド が B細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 免 疫 原 性 ア ナ ロ グ が 、 1つ 以 上 の B細 胞
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エ ピ ト ー プ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 が 連 続 配 列 ま た は 挿 入 を 含 む 配 列 の い ず れ か と し て 表 さ れ
る も の で あ り 、 該 挿 入 が 外 来 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ を 含 む こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
再 び 、 こ の よ う な 実 施 形 態 は 、 APPま た は Aβ の 領 域 を 有 す る 適 切 な B細 胞 エ ピ ト ー プ が 、 M
HCク ラ ス II分 子 に 生 産 的 に 結 合 す る こ と が で き る 手 段 が な い 、 短 い ペ プ チ ド 範 囲 か ら な る
場 合 に 最 も 好 ま し い 。 ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド の 選 択 さ れ た B細 胞 エ ピ ト ー プ ま た は
複 数 の エ ピ ト ー プ は 、 し た が っ て SEQ ID NO: 2の 最 大 で 9の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む べ き
で あ る 。 ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら の 、 最 大 で 8、 7、 6、 5、 4ま た
は 3の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 有 す る も の の よ う な 、 よ り 短 い ペ プ チ ド が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
ア ナ ロ グ が SEQ ID NO: 2の 少 な く と も 1つ の サ ブ シ ー ク エ ン ス を 含 む の で 、 そ の よ う な 1つ
の サ ブ シ ー ク エ ン ス が そ れ ぞ れ 独 立 し て 、 9の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 8の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、
7の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 6の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 5の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 4の 連 続 し た ア ミ ノ
酸 、 お よ び 3の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 APPま た は Aβ か ら の ア ミ ノ
酸 範 囲 か ら な る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
連 続 し た ア ミ ノ 酸 が 、 SEQ ID NO: 2の 残 基 672、 673、 674、 675、 676、 677、 678、 679、 68
0、 681、 682、 683、 684、 685、 686、 687、 688、 689、 690、 691、 692、 693、 694、 695、 69
6、 697、 698、 699、 700、 701、 702、 703、 704、 705、 706、 707、 708、 709、 710、 711、 71
2、 713お よ び 714か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 始 ま る こ と が 特 に 好 ま し い
。
【 ０ １ ３ ０ 】

動 物 へ の ア ナ ロ グ の 投 与 に よ り 動 物 の 免 疫 系 に ア ナ ロ グ を 提 示 す る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド の
処 方 は 、 当 該 技 術 に お い て 通 常 承 認 さ れ る 原 理 に 従 う 。
【 ０ １ ３ １ 】
有 効 成 分 と し て ペ プ チ ド 配 列 を 含 む ワ ク チ ン の 製 造 は 、 全 て 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 込
ま れ る 米 国 特 許 4,608,251； 4,601,903； 4,599,231； 4,599,230； 4,596,792； お よ び 4,578
,770に 例 示 の よ う に 、 当 該 技 術 に お い て 一 般 的 に よ く 理 解 さ れ て い る 。 典 型 的 に は 、 こ の
よ う な ワ ク チ ン は 、 液 体 の 溶 液 ま た は 懸 濁 物 の い ず れ か と し て 、 注 射 可 能 な よ う に 製 造 さ
れ る ； 注 射 の 前 の 液 体 に お け る 溶 液 ま た は 液 体 に お け る 懸 濁 物 に 適 し た 固 体 形 態 も 製 造 す
る こ と が で き る 。 製 造 物 は 、 乳 化 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
免 疫 原 性 有 効 成 分 は 、 医 薬 上 許 容 さ れ 、 有 効 成 分 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 添 加 剤 と し ば し ば 混
合 さ れ る 。 適 切 な 添 加 剤 は 、 例 え ば 水 、 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ
ー ル な ど 、 ま た は こ れ ら の 組 合 わ せ で あ る 。 加 え て 、 所 望 に よ り 、 ワ ク チ ン は 、 湿 潤 剤 も
し く は 乳 化 剤 、 pH緩 衝 剤 、 ま た は ワ ク チ ン の 効 果 を 増 大 さ せ る ア ジ ュ バ ン ト の よ う な 補 助
物 質 を 少 量 含 む こ と が で き る ； 以 下 の 、 ア ジ ュ バ ン ト の 詳 細 な 議 論 を 参 照 。
【 ０ １ ３ ３ 】
ワ ク チ ン は 、 非 経 口 で 、 例 え ば 皮 下 、 皮 内 ま た は 筋 肉 内 の い ず れ か の 注 射 に よ り 、 通 常 、
投 与 さ れ る 。 投 与 の 他 の 形 態 に 適 し た 付 加 的 な 製 剤 は 、 坐 剤 や 、 あ る 場 合 に お い て は 、 経
口 、 バ ッ カ ル 、 舌 下 、 腹 膜 内 、 膣 内 、 肛 門 、 硬 膜 外 、 脊 髄 、 お よ び 頭 蓋 内 の 製 剤 を 含 む 。
坐 剤 に つ い て は 、 伝 統 的 な 結 合 剤 お よ び 担 体 は 、 例 え ば ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル ま た は
ト リ グ リ セ リ ド を 含 む こ と が で き る ； こ の よ う な 坐 剤 は 、 有 効 成 分 を 0.5%～ 10%、 好 ま し
く は 1～ 2%の 範 囲 で 含 む 混 合 物 か ら つ く ら れ る 。 経 口 製 剤 は 、 例 え ば 医 薬 グ レ ー ド の マ ン
ニ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス 、 ス タ ー チ 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 サ ッ カ リ ン ナ ト リ ウ ム 、
セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど の 通 常 用 い ら れ る 添 加 剤 を 含 む 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、
溶 液 、 懸 濁 液 、 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 、 持 続 放 出 性 製 剤 ま た は 粉 剤 の 形 態 を と り 、 10～ 95
%、 好 ま し く は 25～ 70%の 有 効 成 分 を 含 む 。 経 口 製 剤 に つ い て 、 コ レ ラ ト キ シ ン は 、 興 味 深
い 製 剤 パ ー ト ナ ー で あ る （ お よ び 抱 合 パ ー ト ナ ー と し て も 可 能 性 が あ る ） 。
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【 ０ １ ３ ４ 】
ポ リ ペ プ チ ド は 、 中 性 ま た は 塩 の 形 態 で ワ ク チ ン に 処 方 す る こ と が で き る 。 医 薬 上 許 容 さ
れ る 塩 は 、 酸 付 加 塩 (ペ プ チ ド の 遊 離 の ア ミ ノ 基 と と も に 形 成 さ れ る )、 お よ び 例 え ば 塩 酸
も し く は リ ン 酸 の よ う な 無 機 酸 、 ま た は 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 、 マ ン デ ル 酸 な ど の 有 機
酸 と と も に 形 成 さ れ る も の を 含 む 。 遊 離 の カ ル ボ キ シ ル 基 と 形 成 さ れ る 塩 は 、 例 え ば 水 酸
化 ナ ト リ ウ ム 、 水 酸 化 カ リ ウ ム 、 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 水 酸 化 カ ル シ ウ ム 、 ま た は 水 酸 化
第 二 鉄 の よ う な 無 機 塩 基 、 お よ び イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン 、 2－ エ チ ル ア
ミ ノ 　 エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど の 有 機 塩 基 に 由 来 す る も の で あ っ て も よ
い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
ワ ク チ ン は 、 投 与 量 製 剤 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 方 法 で 、 治 療 上 有 効 な 免 疫 原 性 で あ る 量 で 投
与 さ れ る 。 投 与 さ れ る 量 は 、 例 え ば 免 疫 応 答 を す る 個 体 の 免 疫 系 の 受 容 力 、 お よ び 所 望 の
防 御 の 程 度 を 含 み 、 治 療 さ れ る 被 験 者 に 依 存 す る 。 適 切 な 投 与 量 範 囲 は 、 ワ ク チ ン 接 種 あ
た り 数 百 μ gの オ ー ダ ー の 有 効 成 分 で あ り 、 好 ま し い 範 囲 が 、 約 0.5μ g～ 1,000μ gの 範 囲
の よ う な 約 0.1μ g～ 2,000μ g (1～ 10 mgの 範 囲 の よ り 高 い 量 が 予 期 さ れ る が )、 好 ま し く
は 1μ g～ 500μ mの 範 囲 、 特 に 約 10μ g～ 100μ gの 範 囲 で あ る 。
最 初 の 投 与 お よ び ブ ー ス タ ー 注 射 の 好 適 な レ ジ メ ン ト (regiments)も 変 動 す る が 、 最 初 の
投 与 に 続 い て 接 種 ま た は 他 の 投 与 を 行 う こ と に よ り 代 表 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
適 用 の 仕 方 は 広 く 変 動 す る 。 ワ ク チ ン の 投 与 の 通 常 の 方 法 の い ず れ も 適 用 可 能 で あ る 。 こ
れ ら は 、 固 体 の 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る ベ ー ス 上 の 、 ま た は 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 分 散 液 中
の 経 口 適 用 、 注 射 に よ る 非 経 口 な ど を 含 む 。 ワ ク チ ン の 投 与 量 は 、 投 与 経 路 に 依 存 し 、 ワ
ク チ ン 化 さ れ る ヒ ト の 年 齢 お よ び 抗 原 の 製 剤 に よ り 変 動 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
ワ ク チ ン の ポ リ ペ プ チ ド の い く つ か は 、 ワ ク チ ン 中 に お い て 充 分 に 免 疫 原 性 で あ る が 、 他
の い く つ か に つ い て は 、 ワ ク チ ン が さ ら に ア ジ ュ バ ン ト 物 質 を 含 む 場 合 、 免 疫 応 答 が 増 強
さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
ワ ク チ ン に つ い て ア ジ ュ バ ン ト 効 果 を 達 成 す る 種 々 の 方 法 が 知 ら れ て い る 。 一 般 的 な 原 理
お よ び 方 法 は 、 “ The Theory and Practical Application of Adjuvants"、 1995、 Duncan
 E.S. Stewart-Tull(編 )、 John Wiley & Sons Ltd、 ISBN 0-471-95170-6、 お よ び “ Vacci
nes: New Generationn Immunological Adjuvants"、 1995、 Gregoriadis Gら (編 )、 Plenum
 Press、 New York、 ISBN 0-306-45283-9に 詳 述 さ れ 、 両 者 と も 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み
込 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
自 己 抗 原 へ の 自 己 寛 容 の 破 壊 の 促 進 を 示 し 得 る ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る こ と が 、 特 に 好 ま し
い ； 実 際 、 非 修 飾 ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド を 自 己 ワ ク チ ン 中 の 有 効 成 分 と し て 用 い る
場 合 に 、 こ れ は 必 須 で あ る 。 適 切 な ア ジ ュ バ ン ト の 制 限 さ れ な い 例 は 、 免 疫 標 的 化 ア ジ ュ
バ ン ト ； ト キ シ ン 、 サ イ ト カ イ ン お よ び マ イ コ バ ク テ リ ア 派 生 物 の よ う な 免 疫 変 調 ア ジ ュ
バ ン ト ； 油 処 方 成 分 ； ポ リ マ ー ； ミ セ ル 形 成 ア ジ ュ バ ン ト ； サ ポ ニ ン ； 免 疫 刺 激 複 合 マ ト
リ ク ス (immunostimulating complex matrix) (ISCOMマ ト リ ッ ク ス )； 粒 子 ； DDA； ア ル ミ
ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト ； DNAア ジ ュ バ ン ト ； γ － イ ヌ リ ン ； お よ び カ プ セ ル 化 ア ジ ュ バ ン ト
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 一 般 的 に 、 ア ナ ロ グ 中 の 第 一 、 第 二 お よ び 第 三 成 分 と し て 有
用 な 化 合 物 お よ び 剤 に 関 す る 上 記 の 開 示 は 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン の ア
ジ ュ バ ン ト に お け る そ れ ら の 使 用 に 当 て は ま る こ と が 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
ア ジ ュ バ ン ト の 適 用 は 、 緩 衝 食 塩 水 中 の 0.05～ 0.1%溶 液 と し て 通 常 用 い ら れ る 水 酸 化 ア ル
ミ ニ ウ ム ま た は リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム （ ミ ョ ウ バ ン ） の よ う な 剤 、 0.25%溶 液 と し て 用 い ら
れ る 糖 の 合 成 ポ リ マ ー (例 え ば Carbopol（ 登 録 商 標 ） )と の 混 合 物 の 使 用 を 含 み 、 そ れ ぞ れ
70～ 101℃ の 範 囲 の 温 度 に お い て 30秒 ～ 2分 間 の 熱 処 理 に よ る ワ ク チ ン 中 の タ ン パ ク 質 の 凝
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集 、 お よ び 架 橋 剤 に よ る 凝 集 も 可 能 で あ る 。 ア ル ブ ミ ン へ の ペ プ シ ン 処 理 抗 体 (Fab断 片 )
を 用 い た 再 活 性 化 に よ る 凝 集 、 シ ー ・ パ ル バ ム (C. parvum)の よ う な 細 菌 細 胞 も し く は エ
ン ド ト キ シ ン も し く は グ ラ ム 陰 性 細 菌 の リ ポ 多 糖 類 成 分 と の 混 合 物 、 マ ン ニ ド モ ノ － オ レ
エ ー ト  (Aracel A)の よ う な 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 油 賦 形 剤 中 の 乳 化 物 、 ま た は ブ ロ ッ ク
代 替 物 と し て 用 い ら れ る パ ー フ ル オ ロ カ ー ボ ン (Fluosol-DA)の 20%溶 液 と の エ マ ル ジ ョ ン
も 用 い る こ と が で き る 。 ス ク ア レ ン の よ う な 油 お よ び IFAと の 混 合 物 も 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ １ 】
本 発 明 に よ る と 、 DDA(ジ メ チ ル ジ オ ク タ デ シ ル ア ン モ ニ ウ ム 　 ブ ロ ミ ド )は 、 DNAお よ び γ
－ イ ヌ リ ン の ま ま で の ア ジ ュ バ ン ト だ け で な く フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト お よ び 不 完
全 ア ジ ュ バ ン ト と し て 興 味 深 い 候 補 で あ り 、 ま た QuilAお よ び QS21の よ う な キ ラ ヤ サ ポ ニ
ン は RIBIの ま ま で 興 味 深 い 。 更 な る 可 能 性 は 、 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A (MPL)、 前 記 の C3
お よ び C3d、 な ら び に ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド (MDP)で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
リ ポ ソ ー ム 製 剤 も 、 ア ジ ュ バ ン ト 効 果 を 与 え る こ と が 知 ら れ て お り 、 よ っ て 本 発 明 に よ る
と 、 リ ポ ソ ー ム ア ジ ュ バ ン ト は 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
ま た 、 免 疫 刺 激 複 合 体 マ ト リ ッ ク ス タ イ プ  (ISCOM（ 登 録 商 標 ） マ ト リ ッ ク ス )ア ジ ュ バ ン
ト も 、 こ の タ イ プ の ア ジ ュ バ ン ト が APCに よ り MHCク ラ ス II発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
す る こ と が で き る の で 特 に 、 本 発 明 に よ る 好 ま し い 選 択 で あ る 。 ISCOM（ 登 録 商 標 ） マ ト
リ ッ ク ス は 、 キ ラ ヤ ・ サ ポ ナ リ ア (Quillaja saponaria)か ら の (任 意 に 分 別 さ れ た )サ ポ ニ
ン (ト リ テ ル ペ ノ イ ド )、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 お よ び リ ン 脂 質 か ら な る 。 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質
と 混 合 し た 場 合 、 得 ら れ る 粒 子 製 剤 は 、 サ ポ ニ ン が 60～ 70%、 コ レ ス テ ロ ー ル お よ び リ ン
脂 質 が 10～ 15%、 な ら び に タ ン パ ク 質 が 10～ 15%を 構 成 す る 、 ISCOM粒 子 と し て 知 ら れ る も
の で あ る 。 組 成 物 お よ び 免 疫 刺 激 複 合 体 に 関 す る 詳 細 は 、 例 え ば ア ジ ュ バ ン ト に 関 す る 上
記 の 教 科 書 に 見 出 さ れ る が 、 Morein Bら 、 1995、 Clin. Immunother. 3： 461～ 475、 な ら
び に Barr IGお よ び Mitchell GF、 1996、 Immunol. and Cell Biol. 74： 8～ 25(両 者 と も 本
明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る )も 、 完 全 免 疫 刺 激 複 合 体 の 製 造 に つ い て の 有 用 な 教 示
を 与 え る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
ア ジ ュ バ ン ト 効 果 を 達 成 す る 、 そ の 他 の 非 常 に 興 味 深 い （ よ っ て 、 好 ま し い ） 可 能 性 は 、
Gosselinら 、 1992(本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み こ ま れ る )に 記 載 の 技 術 を 用 い る こ と で あ る
。 簡 単 に 、 本 発 明 の 抗 原 の よ う な 適 切 な 抗 原 の 提 示 は 、 抗 原 を 単 核 /マ ク ロ フ ァ ー ジ 上 の F
cγ 受 容 体 に 対 す る 抗 体 (ま た は 抗 原 結 合 抗 体 フ ラ グ メ ン ト )に 結 合 さ せ る こ と に よ り 増 大
さ れ る 。 特 に 、 抗 原 と 抗 － Fcγ RIと の 間 の 抱 合 は 、 ワ ク チ ン 化 の 目 的 の た め の 免 疫 原 性 を
増 大 さ せ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
他 の 可 能 性 は 、 ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 さ れ た バ ー ジ ョ ン 中 の 第 一 及 び 第 二 成
分 の 候 補 と し て 上 述 し た 標 的 化 お よ び 免 疫 調 節 物 質 （ と り わ け サ イ ト カ イ ン ） の 使 用 を 含
む 。 こ の 関 連 に お い て 、 ポ リ I:Cの よ う な サ イ ト カ イ ン の 合 成 イ ン デ ュ ー サ ー も 可 能 性 が
あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
好 適 な マ イ コ バ ク テ リ ア 由 来 物 は 、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、
RIBI、 な ら び に TDMお よ び TDEの よ う な ト レ ハ ロ ー ス の ジ エ ス テ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
好 適 な 免 疫 標 的 化 ア ジ ュ バ ン ト は 、 CD40リ ガ ン ド お よ び CD40抗 体 ま た は そ れ ら の 特 異 的 結
合 断 片 (上 記 の 議 論 参 照 )、 マ ン ノ ー ス 、 Fab断 片 、 な ら び に CTLA-4か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
好 適 な ポ リ マ ー ア ジ ュ バ ン ト は 、 デ キ ス ト ラ ン 、 PEG、 ス タ ー チ 、 マ ン ナ ン お よ び マ ン ノ
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ー ス の よ う な 炭 水 化 物 ； プ ラ ス チ ッ ク ポ リ マ ー ； な ら び に ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ の よ う な ラ テ
ッ ク ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
興 味 深 い そ の 他 の 免 疫 応 答 の 調 節 の 手 段 は 、 「 バ ー チ ャ ル リ ン パ 節 」 (VLN) (ImmunoThera
py, Inc.、 360 Lexington Avenue、 New York、 NY 10017-6501に よ り 開 発 さ れ た 専 売 医 用
装 置 )中 に 、 免 疫 原 (任 意 に ア ジ ュ バ ン ト お よ び 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 お よ び 賦 形 剤 と と も
に )を 含 む こ と で あ る 。 VLN(薄 い 管 状 の 装 置 )は 、 リ ン パ 節 の 構 造 お よ び 機 能 を 模 倣 し て い
る 。 皮 膚 の 下 へ の VLNの 挿 入 は 、 サ イ ト カ イ ン お よ び ケ モ カ イ ン の 急 な 高 ま り を 伴 う 無 菌
の 炎 症 の 部 位 を 創 生 す る 。 T細 胞 お よ び B細 胞 と と も に APCも 危 険 信 号 に 迅 速 に 応 答 し 、 炎
症 を 起 こ し た 部 位 に 戻 り 、 VLNの 多 孔 性 マ ト リ ッ ク ス の 内 側 に 蓄 積 す る 。 抗 原 に 免 疫 応 答
を 装 備 す る の に 要 求 さ れ る 必 要 な 抗 原 投 与 量 は 、 VLNを 用 い る 場 合 に 減 少 さ れ る こ と と 、 V
LNを 用 い た ワ ク チ ン 化 に よ り 与 え ら れ た 免 疫 防 御 は 、 ア ジ ュ バ ン ト と し て Ribiを 用 い た 通
常 の 免 疫 化 に 勝 る こ と と が 示 さ れ て い る 。 こ の 技 術 は 、 と り わ け Gelber Cら 、 1998、 "Eli
citation of Robust Cellular and Humoral Immune Responses to Small Amounts of Imm
unogens Using a Novel Medical Device Designated the Virtual Lymph Node"： "From t
he Laboratory to the Clinic, Book of Abstracts、 October 12 t h ～ 15th 1998, Seascap
e Resort、 Aptos、 California"に 簡 単 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
ワ ク チ ン の 微 粒 子 製 剤 は 、 タ ン パ ク 質 抗 原 の 免 疫 原 性 を 増 加 さ せ る こ と が 多 く の 件 で 示 さ
れ 、 し た が っ て 本 発 明 の 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 で あ る 。 微 粒 子 は 、 抗 原 と 、 ポ リ マ ー 、 脂
質 、 炭 水 化 物 も し く は 粒 子 を 形 成 す る の に 好 適 な 他 の 分 子 と の 共 製 剤 と し て 作 ら れ る か 、
ま た は 微 粒 子 は 抗 原 自 体 の み か ら な る 均 質 の 粒 子 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
ポ リ マ ー ベ ー ス の 微 粒 子 の 例 と し て は 、 ポ リ マ ー と 抗 原 と が 固 体 粒 子 に 濃 縮 さ れ た PLGAお
よ び PVPベ ー ス の 粒 子 (Gupta, R.K. ら 、 1998)で あ る 。 脂 質 ベ ー ス の 粒 子 は 、 ミ セ ル の 中
に 抗 原 を 取 り 込 ん だ 脂 質 の ミ セ ル (い わ ゆ る リ ポ ソ ー ム )と し て 作 る こ と が で き る (Pietrob
on, P.J. 1995)。 炭 水 化 物 ベ ー ス の 粒 子 は 、 ス タ ー チ ま た は キ ト サ ン の よ う な 適 切 な 分 解
し 得 る 炭 水 化 物 か ら 典 型 的 に 作 ら れ る 。 炭 水 化 物 と 抗 原 と を 混 合 し 、 ポ リ マ ー 粒 子 に つ い
て 用 い ら れ た 方 法 (Kas, H.S.ら 、 1997)と 同 様 の 方 法 で 粒 子 に 濃 縮 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
抗 原 の み か ら な る 粒 子 は 、 種 々 の 噴 霧 お よ び 凍 結 乾 燥 技 術 に よ り 作 る こ と が で き る 。 本 発
明 の 目 的 に 特 に 好 適 な も の は 、 制 御 さ れ た サ イ ズ の 非 常 に 均 一 な 粒 子 を 作 る の に 用 い ら れ
る 超 臨 界 流 体 技 術 で あ る (York, P. 1999お よ び Shekunov, B.ら 、 1999)。
【 ０ １ ５ ３ 】
ワ ク チ ン は 、 1年 に 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6回 の よ う な 年 に 1～ 6回 、 個 体 に 必 要 に 応 じ て 投
与 さ れ る べ き で あ る こ と が 予 期 さ れ る 。 本 発 明 に よ る 好 ま し い 自 己 ワ ク チ ン の 使 用 に よ り
誘 導 さ れ る 記 憶 免 疫 性 は 永 続 せ ず 、 し た が っ て 免 疫 系 は ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド ま た
は 修 飾 さ れ た ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド で 定 期 的 に 攻 撃 さ れ る こ と が 必 要 で あ る こ と が
す で に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
遺 伝 的 変 異 の た め に 、 異 な る 個 体 が 同 じ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 変 動 し た 強 度 の 免 疫 応 答 で
反 応 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 免 疫 応 答 を 増 加 さ せ る た め に い く
つ か の 異 な る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い て も よ く 、 こ れ は 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ 導 入 の 選 択
に 関 す る 、 上 記 の 議 論 を 参 照 。 ワ ク チ ン は 2以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い て よ く 、 全 て
の ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の と お り で あ る 。
こ の 結 果 、 ワ ク チ ン は 、 3～ 10の 異 な る ポ リ ペ プ チ ド の よ う な 3～ 20の 異 な る 、 修 飾 ま た は
非 修 飾 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ５ 】

ペ プ チ ド ベ ー ス ワ ク チ ン の 伝 統 的 な 投 与 の 代 替 と し て 、 核 酸 ワ ク チ ン 化 (「 核 酸 免 疫 化 」
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、 「 遺 伝 的 免 疫 化 」 お よ び 「 遺 伝 子 免 疫 化 」 と し て も 知 ら れ る )の 技 術 は 、 多 く の 魅 力 的
な 特 徴 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
第 一 に 、 伝 統 的 な ワ ク チ ン の ア プ ロ ー チ に 比 較 し て 、 核 酸 ワ ク チ ン 化 は 、 免 疫 原 性 剤 の 大
規 模 な 製 造 （ 例 え ば 修 飾 さ れ た ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 微 生 物 の 工 業 的 規
模 の 発 酵 の 形 態 ） を 消 費 す る 資 源 を 必 要 と し な い 。 さ ら に 、 免 疫 原 を 精 製 お よ び リ フ ォ ー
ル デ ィ ン グ す る 装 置 の 必 要 が な い 。 最 後 に 、 核 酸 ワ ク チ ン 化 は 、 導 入 さ れ た 核 酸 の 発 現 産
物 を 製 造 す る た め に 、 ワ ク チ ン 化 さ れ た 個 体 の 生 化 学 的 器 官 に 頼 っ て い る の で 、 発 現 産 物
の 最 適 な 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ が 起 こ る こ と が 期 待 さ れ る ； こ れ は 、 上 述 し た よ う に 、 本 来
の B細 胞 エ ピ ト ー プ の か な り の フ ラ ク シ ョ ン が 修 飾 さ れ た 分 子 中 に 保 存 さ れ る べ き で あ り
、 B細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 い ず れ の (生 体 )分 子 (例 え ば 炭 水 化 物 、 脂 質 、 タ ン パ ク 質 な ど )の
部 分 か ら も 原 則 と し て 構 成 す る こ と が で き る の で 、 自 己 ワ ク チ ン 化 の 場 合 に 特 に 重 要 で あ
る 。 し た が っ て 、 免 疫 原 の 本 来 の グ リ コ シ ル 化 お よ び リ ピ ド 化 は 、 全 体 と し て の 免 疫 原 性
に 非 常 に 重 要 で あ り 、 こ れ は 免 疫 原 を 産 生 す る 宿 主 を 有 す る こ と に よ り 最 も 確 実 に さ れ る
。
【 ０ １ ５ ７ 】
よ っ て 、 本 発 明 の 変 形 a～ cの 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 ア ナ ロ グ を エ ン コ ー ド す る 核 酸 を 動 物
の 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 免 疫 系 に ア ナ ロ グ を 提 示 し 、 そ れ に よ り 核 酸 が 導 入 さ れ た 細
胞 に よ る イ ン ビ ボ 発 現 を 得 る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ５ ８ 】
本 実 施 形 態 に お い て は 、 導 入 さ れ た 核 酸 は 、 裸 の DNA、 荷 電 ま た は 非 荷 電 の 脂 質 と と も に
処 方 さ れ た DNA、 リ ポ ソ ー ム 中 に 処 方 さ れ た DNA、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 包 含 さ れ た DNA、 ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と と も に 処 方 さ れ た DNA、 標 的 化
タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と と も に 処 方 さ れ た DNA、 カ ル シ ウ ム 沈 殿 剤 と と も に 処 方
さ れ た DNA、 不 活 性 担 体 分 子 に 結 合 し た DNA、 ポ リ マ ー 、 例 え ば PLGA (WO 98/31398に 記 載
の マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 技 術 を 参 照 )中 ま た は キ チ ン も し く は キ ト サ ン 中 に 被 包 さ れ た DNA、
お よ び ア ジ ュ バ ン ト と と も に 処 方 さ れ た DNAの 形 態 に あ り 得 る DNAが 好 ま し い 。 こ の 関 係 に
お い て 、 伝 統 的 な ワ ク チ ン 処 方 で の ア ジ ュ バ ン ト の 使 用 に 適 す る 実 用 上 全 て の 考 慮 す べ き
事 柄 が 、 DNAワ ク チ ン の 処 方 に 当 て は ま る こ と が 注 目 さ れ る 。 よ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド ベ ー
ス の ワ ク チ ン の 関 係 に お い て ア ジ ュ バ ン ト の 使 用 に 関 す る 、 本 明 細 書 に お け る 全 て の 開 示
は 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 、 核 酸 ワ ク チ ン 化 技 術 に お け る そ の 使 用 に 当 て は ま る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
上 記 で 説 明 し た ポ リ ペ プ チ ド ベ ー ス の ワ ク チ ン の 投 与 経 路 お よ び 投 与 ス キ ー ム に 関 し 、 こ
れ ら は 本 発 明 の 核 酸 ワ ク チ ン に も 適 用 可 能 で あ り 、 ポ リ ペ プ チ ド に つ い て の 投 与 経 路 お よ
び 投 与 ス キ ー ム に 適 す る 上 記 の 全 て の 議 論 は 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 、 核 酸 に も 当 て は ま る
。 核 酸 ワ ク チ ン は 、 静 脈 内 お よ び 動 脈 内 に 適 切 に 投 与 さ れ 得 る こ と を こ れ に 追 加 す る べ き
で あ る 。 さ ら に 、 核 酸 ワ ク チ ン は 、 い わ ゆ る 遺 伝 子 銃 に よ り 投 与 さ れ 得 る こ と は 当 該 技 術
に お い て 公 知 で あ り 、 よ っ て こ の こ と お よ び こ れ と 同 等 の 投 与 形 態 は 、 本 発 明 の 部 分 で あ
る と み な さ れ る 。 最 後 に 、 核 酸 の 投 与 に お け る VLNの 使 用 は 、 良 好 な 結 果 を 生 じ る こ と が
報 告 さ れ て お り 、 よ っ て こ の 特 定 の 投 与 形 態 は 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
さ ら に 、 免 疫 化 剤 と し て 用 い ら れ る 核 酸 は 、 例 え ば 有 用 な ア ジ ュ バ ン ト と し て 論 じ た サ イ
ト カ イ ン の よ う な 、 上 記 の 免 疫 調 節 物 質 の 形 態 に あ る 第 一 、 第 二 お よ び ／ ま た は 第 三 成 分
を エ ン コ ー ド す る 領 域 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 実 施 形 態 の 好 ま し い バ ー ジ ョ ン は 、 ア ナ
ロ グ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 お よ び 免 疫 調 節 剤 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 、 異 な る リ ー デ ィ ン グ フ
レ ー ム で 、 ま た は 少 な く と も 異 な る プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 有 す る こ と を 包 含 す る 。 こ れ
に よ り 、 ア ナ ロ グ ま た は エ ピ ト ー プ が 免 疫 調 節 剤 の 融 合 パ ー ト ナ ー と し て 産 生 さ れ る の を
回 避 す る 。 代 わ り に 、 2つ の 別 個 な ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 用 い る こ と が で き る が 、 こ れ は 、
同 じ 分 子 中 に 含 ま れ た 両 方 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 有 す る 場 合 、 共 発 現 が 確 実 に な る 利 点 が
あ る の で 、 あ ま り 好 適 で は な い 。
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【 ０ １ ６ １ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は
－ 本 発 明 の 核 酸 断 片 ま た は ベ ク タ ー (以 下 の ベ ク タ ー の 議 論 を 参 照 )、 な ら び に
－ 上 記 の 医 薬 上 お よ び 免 疫 学 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 お よ び ／ ま た は 担 体 お よ び ／ ま た は ア ジ
ュ バ ン ト
を 含 む 、 APPま た は Aβ に 対 す る 抗 体 産 生 を 誘 導 す る 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
通 常 の 環 境 に お い て 、 変 形 を エ ン コ ー ド す る 核 酸 は 、 発 現 が ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー の 調 節
下 に あ る ベ ク タ ー の 形 態 で 導 入 さ れ る 。 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー の よ り 詳 細 な 議 論 に つ い て
は 、 以 下 の 議 論 を 参 照 。 ま た 、 核 酸 ワ ク チ ン の 処 方 お よ び 使 用 に 関 す る 詳 細 な 議 論 は 入 手
可 能 で あ り 、 Donnelly JJら 、 1997、 Annu. Rev. Immunol. 15： 617～ 648お よ び Donnelly 
JJら 、 1997、 Life Sciences 60： 163～ 172を 参 照 。 こ れ ら の 両 者 の 参 考 文 献 は 、 本 明 細 書
に 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】

免 疫 系 に 対 し て 、 変 形 a～ cに 定 義 さ れ る よ う な ア ナ ロ グ を 提 示 す る 第 三 の 代 案 は 、 生 ワ ク
チ ン 技 術 の 使 用 で あ る 。 生 ワ ク チ ン で は 、 免 疫 系 へ の 提 示 は 、 ア ナ ロ グ を エ ン コ ー ド す る
核 酸 断 片 ま た は こ の よ う な 核 酸 断 片 を 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 非 病 原 性 微 生
物 を 、 動 物 に 投 与 す る こ と に よ り も た ら さ れ る 。 非 病 原 性 微 生 物 は 、 い ず れ の 適 切 な 弱 毒
化 細 菌 株 (継 代 培 養 に よ る か 、 ま た は 組 換 え DNA技 術 に よ る 病 原 性 発 現 産 物 の 除 去 に よ り 弱
毒 化 )、 た と え ば マ イ コ バ ク テ リ ウ ム ・ ボ ビ ス 　 ビ ー シ ー ジ ー (Mycobacterium bovis BCG.
)、 非 病 原 性 の ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 種 (Streptococcus spp.)、 イ ー ・ コ リ 、 サ ル モ ネ ラ 種 (
Salmonella spp.)、 ビ ブ リ オ ・ コ レ ラ (Vibrio cholerae)、 シ ゲ ラ (Shigella)で あ っ て も
よ い 。 最 新 の 生 ワ ク チ ン の 製 造 に 関 す る 概 説 は 、 例 え ば Saliou P、 1995、 Rev. Prat. 45
： 1492～ 1496お よ び Walker PD、 1992、 Vaccine 10： 977～ 990に 見 出 さ れ 、 両 者 は 本 明 細
書 中 に 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る 。 こ の よ う な 生 ワ ク チ ン 中 で 用 い ら れ る 核 酸 断 片 お よ び ベ
ク タ ー に つ い て の 詳 細 は 、 以 下 の 議 論 を 参 照 。
【 ０ １ ６ ４ 】
細 菌 の 生 ワ ク チ ン の 代 替 物 と し て 、 ワ ク シ ニ ア 株 ま た は い ず れ の 他 の 適 切 な ポ ッ ク ス ウ イ
ル ス の よ う な 非 ビ ル レ ン ト ウ イ ル ス ワ ク チ ン ベ ク タ ー 中 に 、 以 下 で 論 じ ら れ る 本 発 明 の 核
酸 断 片 を 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
通 常 、 非 病 原 性 微 生 物 ま た は ウ イ ル ス は 、 動 物 に 一 度 の み 投 与 さ れ る が 、 防 御 免 疫 を 維 持
す る た め に 、 寿 命 の 間 に 1回 以 上 微 生 物 を 投 与 す る こ と が 必 要 な 場 合 が あ る 。 ポ リ ペ プ チ
ド ワ ク チ ン 化 に つ い て 上 記 で 説 明 し た よ う な 免 疫 化 ス キ ー ム が 、 生 ま た は ウ イ ル ス ワ ク チ
ン を 用 い る 場 合 に 、 有 用 で あ ろ う こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
代 わ り に 、 生 ま た は ウ イ ル ス ワ ク チ ン 化 を 、 そ の 前 ま た は そ の 後 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／
ま た は 核 酸 ワ ク チ ン 化 と 組 合 わ せ て も よ い 。 例 え ば 、 生 ま た は ウ イ ル ス ワ ク チ ン に よ る 一
次 免 疫 化 を も た ら し 、 続 い て ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 ア プ ロ ー チ を 用 い て ブ ー ス タ ー 免 疫
化 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
微 生 物 ま た は ウ イ ル ス は 、 例 え ば 有 用 な ア ジ ュ バ ン ト と し て 論 じ た サ イ ト カ イ ン の よ う な
、 上 記 の 免 疫 調 節 物 質 の 形 態 に あ る 第 一 、 第 二 お よ び ／ ま た は 第 三 成 分 を エ ン コ ー ド す る
領 域 を 含 む 核 酸 で 形 質 転 換 さ れ る こ と が で き る 。 こ の 実 施 形 態 の 好 ま し い バ ー ジ ョ ン は 、
ア ナ ロ グ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 お よ び 免 疫 調 節 剤 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 を 、 異 な る リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム で 、 ま た は 少 な く と も 異 な る プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 有 す る こ と を 包 含 す る 。
こ れ に よ り 、 ア ナ ロ グ ま た は エ ピ ト ー プ が 免 疫 調 節 剤 の 融 合 パ ー ト ナ ー と し て 産 生 さ れ る
の を 回 避 す る 。 代 わ り に 、 2つ の 別 個 な ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 形 質 転 換 の 剤 と し て 用 い る こ
と が で き る 。 も ち ろ ん 、 第 一 お よ び ／ ま た は 第 二 お よ び ／ ま た は 第 三 成 分 を 同 じ リ ー デ ィ
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ン グ フ レ ー ム に 有 す る こ と は 、 発 現 産 物 と し て 本 発 明 の ア ナ ロ グ を 提 供 す る こ と が で き 、
こ の よ う な 実 施 形 態 は 、 本 発 明 に お い て 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ８ 】

上 記 の 議 論 か ら 認 識 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 方 法 の 提 供 は 、 ア ミ ロ イ ド 沈 着 と 特 徴 と す る
疾 患 の 制 御 を 許 容 す る 。 こ の 関 係 に お い て 、 ADが 本 発 明 の 方 法 の 鍵 と な る 標 的 で あ る だ け
で な く 、 Aβ を 含 む ア ミ ロ イ ド 沈 着 を 特 徴 と す る 他 の 疾 患 も 可 能 な 標 的 で あ る 。 よ っ て 、
ア ミ ロ イ ド 活 性 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の た め の 本 発 明 の 方 法 の 重 要 な 実 施 形 態 は 、 ア
ミ ロ イ ド 沈 着 を 特 徴 と す る ADま た は 他 の 疾 患 を 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 お よ び ／ ま た は 改
善 す る こ と を 含 み 、 該 方 法 は 、 ア ミ ロ イ ド の 量 が 有 意 に 減 少 さ れ る 程 度 ま で 、 本 発 明 の 方
法 に 従 っ て APPま た は Aβ を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ６ ９ 】
ア ミ ロ イ ド の 減 少 が 、 ア ミ ロ イ ド 形 成 と ア ミ ロ イ ド 分 解 /除 去 と の 間 の バ ラ ン ス の 逆 転 に
な る こ と 、 す な わ ち ア ミ ロ イ ド 分 解 /除 去 の 速 度 が ア ミ ロ イ ド 形 成 の 速 度 を 超 え る よ う に
な る こ と が 特 に 好 ま し い 。 そ れ を 必 要 と す る 個 体 の 免 疫 化 の 数 お よ び 免 疫 学 的 影 響 を 注 意
深 く 制 御 す る こ と に よ り 、 過 剰 な 副 作 用 を 有 す る こ と な く ア ミ ロ イ ド 沈 着 の 総 計 で の 減 少
と な る 、 時 間 に 関 し て の バ ラ ン ス を 得 る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
代 わ り に 、 個 体 に お い て 本 発 明 の 方 法 が 現 存 す る ア ミ ロ イ ド 沈 着 を 除 去 ま た は 減 少 で き な
い 場 合 、 本 発 明 の 方 法 は 、 新 し い ア ミ ロ イ ド の 形 成 に お け る 診 療 上 有 意 な 減 少 を 得 て 、 そ
れ に よ り 、 疾 患 の 状 態 が 衰 弱 さ せ ら れ な い 時 間 を か な り 延 長 す る の に 用 い る こ と が で き る
。 ア ミ ロ イ ド の 血 清 濃 度 (沈 着 物 質 と 平 衡 に あ る と 考 え ら れ て い る )を 測 定 す る こ と に よ る
か 、 ま た は 陽 電 子 放 射 断 層 撮 影 (PET)ス キ ャ ン を 用 い る こ と に よ り 、 ア ミ ロ イ ド 沈 着 の 速
度 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る は ず で あ り 、 Small GWら 、 1996、 Ann N Y Acad Sci 802：
70～ 78参 照 。
【 ０ １ ７ １ 】
本 発 明 の 手 段 お よ び 方 法 が 、 類 似 の 方 法 に お い て 治 療 ま た は 改 善 に 用 い ら れ る そ の 他 の 疾
患 お よ び 症 状 は 、 上 記 の 「 発 明 の 背 景 」 に お い て 述 べ た か 、 ま た は 以 下 の 「 こ れ ら に 関 連
す る 他 の ア ミ ロ イ ド の 疾 患 お よ び タ ン パ ク 質 」 の 題 が つ い た 項 目 に お い て 列 挙 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】

上 記 か ら も 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 は 、 病 理 に 関 す る ア ミ ロ イ ド 沈 着 の 量 を 減 少 さ せ る た
め に 、 APPま た は Aβ 抗 原 に 対 し て 個 体 を 免 疫 化 す る と い う 概 念 に 基 づ く 。 こ の よ う な 免 疫
化 を 得 る 好 ま し い 方 法 は 、 本 明 細 書 で 記 載 の ア ナ ロ グ を 用 い る こ と で あ り 、 そ れ に よ り 当
該 技 術 に お い て 以 前 に 記 載 さ れ て い な い 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
本 明 細 書 に お い て 論 じ る ア ナ ロ グ は 、 そ れ 自 体 で 発 明 で あ り 、 し た が っ て 本 発 明 の 重 要 な
部 分 は 、 上 述 し た よ う な ア ナ ロ グ に 関 係 す る 。 よ っ て 、 修 飾 さ れ た APPま た は Aβ に 関 係 す
る 本 明 細 書 に お け る い ず れ の 開 示 も 、 本 発 明 の ア ミ ロ イ ド 産 生 ア ナ ロ グ を 説 明 す る 目 的 に
関 し 、 こ の よ う な 開 示 の い ず れ も 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 、 こ れ ら の ア ナ ロ グ の 記 載 に 当 て
は ま る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
好 ま し い 、 修 飾 さ れ た APPま た は Aβ 分 子 は 、 APPも し く は Aβ 、 ま た は 少 な く と も 10ア ミ ノ
酸 の 長 さ の そ れ ら の サ ブ シ ー ク エ ン ス と 少 な く と も 70%の 配 列 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド と な る 修 飾 を 含 む こ と が 記 載 さ れ る 。 よ り 高 い 配 列 相 同 性 、 例 え ば 少 な く と も 75%、 ま
た は 少 な く と も 80、 85、 90も し く は 95%が 好 ま し い 。 タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 の 配 列 相 同 性
は 、 (N r e f  －  N d i f )・ 100/N r e f  (こ こ で 、 N d i f は 、 整 列 し た と き に 、 2つ の 配 列 中 の 非 相
同 残 基 の 総 数 で あ り 、 N r e f は 、 1つ の 配 列 中 の 残 基 数 で あ る 。 )の よ う に 算 出 で き る 。 よ っ
て 、 DNA配 列 AGTCAGTCは 、 配 列 AATCAATCと 75%の 配 列 相 同 性 を 有 す る (N d i f =2お よ び N r e f =8)
。
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【 ０ １ ７ ５ 】
本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 を 実 行 す る の に 有 用 な 組 成 物 に も 関 す る 。 よ っ て 、 本 発 明 は 、 さ
ら に 医 薬 上 お よ び 免 疫 学 上 許 容 さ れ る 希 釈 剤 お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 お よ び ／ ま た は 担 体 お
よ び ／ ま た は 添 加 剤 な ら び に 任 意 に ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 、 上 記 の ア ナ ロ グ を 免 疫 原 的 有 効
量 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 に 関 す る 。 言 い 換 え る と 、 本 発 明 の こ の 部 分 は 、 本 質 的 に 上 述 し た
よ う に 、 ア ナ ロ グ の 処 方 に 関 す る 。 ア ジ ュ バ ン ト 、 担 体 お よ び 添 加 剤 の 選 択 は 、 本 発 明 の
APPま た は Aβ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 方 法 に お け る 、 使 用 の た め の 修 飾 ま た は 非 修 飾 ア
ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド の 処 方 に つ い て 言 及 す る と き に 論 じ た こ と に 従 う 。
【 ０ １ ７ ６ 】
ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ る 。 よ り 長 い ポ リ ペ プ チ ド
は 、 ア ナ ロ グ を エ ン コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 適 切 な ベ ク タ ー へ の 導 入 、 該 ベ ク タ ー に よ る 適
切 な 宿 主 細 胞 の 形 質 転 換 、 宿 主 細 胞 に よ る 核 酸 配 列 の 発 現 、 宿 主 細 胞 ま た は そ の 培 養 上 清
か ら の 発 現 産 物 の 回 収 、 な ら び に そ の 後 の 精 製 お よ び 任 意 の 更 な る 修 飾 、 例 え ば リ フ ォ ー
ル デ ィ ン グ ま た は 派 生 (derivatization)を 含 む 組 換 え 遺 伝 子 の 手 段 に よ り 、 通 常 、 製 造 さ
れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
よ り 短 い ペ プ チ ド は 、 固 相 ま た は 液 相 ペ プ チ ド 合 成 の 公 知 の 技 術 に よ り 製 造 す る の が 好 ま
し い 。 し か し な が ら 、 こ の 技 術 に お け る 最 近 の 進 歩 は 、 こ の 手 段 に よ る 全 長 ポ リ ペ プ チ ド
お よ び タ ン パ ク 質 の 製 造 を 可 能 に し 、 し た が っ て 合 成 手 段 に よ り 長 い 構 築 物 を 製 造 す る こ
と も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】

ポ リ ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ が 組 換 え 遺 伝 子 技 術 だ け で な く 化 学 合 成 ま た は 半 合 成 に よ り 製 造 で
き る こ と が 、 上 記 の 開 示 か ら 認 め ら れ る で あ ろ う ； 後 者 の 2つ の 選 択 は 、 修 飾 が タ ン パ ク
質 担 体 （ KLH、 ジ フ テ リ ア ト キ ソ イ ド 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 、 お よ び BSAの よ う な ） と 、 炭 水
化 物 ポ リ マ ー の よ う な 非 タ ン パ ク 性 分 子 と の 結 合 に あ る 場 合 、 な ら び に 修 飾 が APPま た は A
β 由 来 ペ プ チ ド 鎖 へ の 側 鎖 も し く は 側 面 の 群 の 付 加 を 含 む 場 合 に も も ち ろ ん 、 特 に 適 切 で
あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
組 換 え 遺 伝 子 技 術 の 目 的 の た め に 、 お よ び も ち ろ ん 核 酸 免 疫 化 の 目 的 の た め に 、 ア ナ ロ グ
を エ ン コ ー ド す る 核 酸 断 片 は 重 要 な 化 学 産 物 で あ る 。 よ っ て 、 本 発 明 の 重 要 な 部 分 は 、 本
発 明 の ア ナ ロ グ 、 す な わ ち 融 合 パ ー ト ナ ー が 付 加 も し く は 挿 入 さ れ て い る 天 然 の 配 列 を 含
む APPま た は Aβ 由 来 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 好 ま し く は 挿 入 お よ び ／ ま た は 付 加 に よ り 、 好
ま し く は 置 換 お よ び ／ ま た は 欠 失 に よ り 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ が 導 入 さ れ た APPま た は Aβ
由 来 ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 核 酸 断 片 に 関 す る 。 本 発 明 の 核 酸 断 片 は 、 DNAま た は R
NA断 片 の い ず れ か で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
本 発 明 の 核 酸 断 片 は 、 通 常 、 適 切 な ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ 、 本 発 明 の 核 酸 断 片 を 有 す る ク ロ
ー ニ ン グ ま た は 発 現 ベ ク タ ー と な る ； こ の よ う な 新 規 ベ ク タ ー も ま た 本 発 明 の 部 分 で あ る
。 本 発 明 の こ れ ら の ベ ク タ ー の 構 築 に 関 す る 詳 細 は 、 形 質 転 換 細 胞 お よ び 微 生 物 の 関 係 に
お い て 以 下 で 論 じ る 。 ベ ク タ ー は 、 適 用 の 目 的 お よ び タ イ プ に 応 じ て 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ
ー ジ 、 コ ス ミ ド 、 ミ ニ 染 色 体 ま た は ウ イ ル ス の 形 態 に あ り 得 る だ け で な く 、 特 定 の 細 胞 に
お い て 一 過 的 に 発 現 す る だ け の 裸 の DNAも 重 要 な ベ ク タ ー で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い ク ロ
ー ニ ン グ お よ び 発 現 ベ ク タ ー は 自 律 複 製 が 可 能 で あ り 、 そ れ に よ り 、 後 に 続 く ク ロ ー ニ ン
グ の た め の 高 レ ベ ル 発 現 ま た は 高 レ ベ ル 複 製 を 目 的 と す る 高 い コ ピ ー 数 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
本 発 明 の ベ ク タ ー の 全 体 的 な 概 要 は 、 5'→ 3'方 向 に 実 施 可 能 な 連 鎖 で 次 の 特 徴 を 含 む ： 本
発 明 の 核 酸 断 片 の 発 現 を 推 進 す る プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の (細 胞 外 の 相 へ 、 も
し く は 適 用 可 能 で あ る 場 合 に は ペ リ プ ラ ズ マ へ の )分 泌 ま た は 膜 へ の 組 み 込 み を 可 能 に す
る リ ー ダ ー ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 、 任 意 の 核 酸 配 列 、 本 発 明 の 核 酸 断 片 、 お よ び 任 意
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の タ ー ミ ネ ー タ ー を エ ン コ ー ド す る 核 酸 配 列 で あ る 。 生 産 株 ま た は 細 胞 ラ イ ン に お い て 発
現 ベ ク タ ー と と も に 機 能 す る 場 合 、 好 ま し い 形 質 転 換 細 胞 の 遺 伝 的 安 定 性 を 目 的 と し て 、
宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ た と き の ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る 。 こ れ に 対 し て
、 動 物 に お い て イ ン ビ ボ 発 現 を も た ら す た め に 用 い る ベ ク タ ー と と も に 作 用 す る 場 合 (す
な わ ち 、 DNAワ ク チ ン 化 に お い て ベ ク タ ー を 用 い る 場 合 )、 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム に 組
み 込 ま れ る こ と が で き な い こ と が 、 安 全 性 の 理 由 か ら 好 ま し い ； 典 型 的 に 、 裸 の DNAま た
は 非 組 み 込 み ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 用 い ら れ 、 そ の 選 択 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
本 発 明 の ベ ク タ ー を 用 い て 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 本 発 明 の ア ナ ロ グ を 産 生 す る 。 本 発 明
の 部 分 で も あ る 、 こ の よ う な 形 質 転 換 細 胞 は 、 本 発 明 の 核 酸 断 片 ま た は ベ ク タ ー を 増 殖 さ
せ る の に 用 い る か 、 ま た は 本 発 明 の ア ナ ロ グ の 組 換 え 産 生 に 用 い る 培 養 細 胞 ま た は 細 胞 ラ
イ ン で あ り 得 る 。 代 わ り に 、 形 質 転 換 細 胞 は 、 ア ナ ロ グ の 分 泌 、 ま た は 細 菌 の 膜 も し く は
細 胞 壁 へ の 組 み 込 み を も た ら す よ う に 核 酸 断 片 (単 一 ま た は 多 コ ピ ー )が 挿 入 さ れ た 、 適 切
な 生 ワ ク チ ン 株 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
本 発 明 の 好 ま し い 形 質 転 換 細 胞 は 、 細 菌 (エ シ ェ リ ヒ ア [た と え ば イ ー ・ コ リ ]、 バ チ ル ス (
Bacillus) [例 え ば バ チ ル ス ・ サ チ リ ス (Bacillus subtilis)]、 サ ル モ ネ ラ 、 ま た は マ イ
コ バ ク テ リ ア [好 ま し く は 非 病 原 性 の 、 例 え ば エ ム ・ ボ ビ ス 　 ビ ー シ ー ジ ー ]種 )、 酵 母 (サ
ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ (Saccharomyces cerevisiae)な ど )、 な ら び に 原 虫 の よ う な 微
生 物 で あ る 。 代 わ り に 、 形 質 転 換 細 胞 は 真 菌 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞
の よ う な 多 細 胞 生 物 に 由 来 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 ヒ ト 由 来 で あ る が 、 こ れ は 以 下 の 細 胞
ラ イ ン お よ び ベ ク タ ー の 議 論 を 参 照 。 最 近 の 結 果 は 、 出 願 人 の 実 験 室 に お い て 、 市 場 で 入
手 可 能 な ド ロ ソ フ ィ ラ ・ メ ラ ノ ガ ス タ ー (Drosophila melanogaster)細 胞 ラ イ ン (Invitrog
enか ら 入 手 可 能 な ス ナ イ ダ ー 2 (S 2 )細 胞 ラ イ ン お よ び ベ ク タ ー 系 )の 、 ポ リ ペ プ チ ド の 組
換 え 産 生 に お け る 使 用 に 大 き な 見 込 み を 示 し 、 し た が っ て こ の 発 現 系 は 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
ク ロ ー ニ ン グ お よ び ／ ま た は 最 適 化 さ れ た 発 現 の 目 的 の た め に 、 形 質 転 換 細 胞 が 本 発 明 の
核 酸 断 片 を 複 製 す る こ と が で き る こ と が 好 ま し い 。 核 酸 断 片 を 発 現 す る 細 胞 は 、 本 発 明 の
好 ま し い 有 用 な 実 施 形 態 で あ る ； こ れ ら は 、 本 発 明 の ア ナ ロ グ の 小 規 模 ま た は 大 規 模 の 製
造 の た め に 、 ま た は 非 病 原 性 細 菌 の 場 合 に は 、 生 ワ ク チ ン 中 の ワ ク チ ン 構 成 成 分 と し て 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
形 質 転 換 細 胞 に よ り 本 発 明 の ア ナ ロ グ を 製 造 す る 場 合 に 、 少 し も 必 須 で は な い が 、 発 現 産
物 が 培 地 中 に 運 び 出 さ れ る か 、 ま た は 形 質 転 換 細 胞 の 表 面 上 に あ る か の い ず れ か が 便 利 で
あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
効 果 的 な 産 生 細 胞 が 同 定 さ れ た 場 合 、 そ れ を 基 礎 と し て 、 本 発 明 の ベ ク タ ー を 有 し 、 修 飾
さ れ た ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 核 酸 断 片 を 発 現 す る 安 定 な 細 胞 ラ イ
ン を 樹 立 す る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 こ の 安 定 な 細 胞 ラ イ ン は 、 本 発 明 の ア ナ ロ グ
を 分 泌 す る か 、 有 し 、 そ れ に よ り そ の 精 製 を 促 進 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
一 般 に 、 宿 主 細 胞 に 影 響 を 与 え な い 種 に 由 来 す る レ プ リ コ ン お よ び 調 節 配 列 を 含 む プ ラ ス
ミ ド ベ ク タ ー は 、 宿 主 と 関 連 し て 用 い る 。 ベ ク タ ー は 、 通 常 、 複 製 部 位 と と も に 、 形 質 転
換 細 胞 に お い て 表 現 型 の 選 択 を 提 供 し 得 る マ ー キ ン グ 配 列 を 有 す る 。 例 え ば 、 イ ー ・ コ リ
は 、 イ ー ・ コ リ 種 に 由 来 す る プ ラ ス ミ ド 、 pBR322を 用 い て 典 型 的 に 形 質 転 換 さ れ る (例 え
ば Bolivarら 、 1977参 照 )。 pBR322プ ラ ス ミ ド は 、 ア ン ピ シ リ ン お よ び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐
性 遺 伝 子 を 含 み 、 し た が っ て 形 質 転 換 細 胞 を 同 定 す る の に 簡 単 な 手 段 を 提 供 す る 。 pBRプ
ラ ス ミ ド 、 ま た は 他 の 微 生 物 の プ ラ ス ミ ド も し く は フ ァ ー ジ は 、 発 現 の た め に 原 核 細 胞 微
生 物 に よ り 使 用 さ れ 得 る プ ロ モ ー タ ー を も 含 ま な け れ ば な ら な い か 、 含 む よ う に 修 飾 さ れ
な け れ ば な ら な い 。
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【 ０ １ ８ ８ 】
こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー は 、 B-ラ ク タ マ ー ゼ (ペ ニ シ リ ナ ー ゼ )お よ び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ
ー 系 (Changら 、 1978； Itakuraら 、 1977； Goeddelら 、 1979)お よ び ト リ プ ト フ ァ ン (trp)プ
ロ モ ー タ ー 系 (Goeddelら 、 1979； EP-A-0 036 776)を 含 む 組 換 え DNA構 築 に お い て 、 最 も 一
般 的 に 用 い ら れ る 。 こ れ ら は 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る が 、 他 の 微 生 物 の プ ロ モ ー タ ー が 発
見 お よ び 使 用 さ れ 、 こ れ ら の 核 酸 配 列 に 関 す る 詳 細 が 発 表 さ れ 、 当 業 者 が そ れ ら を プ ラ ス
ミ ド ベ ク タ ー と 機 能 的 に 連 結 す る こ と を 可 能 に す る (Siebwenlistら 、 1980)。 原 核 生 物 か
ら の あ る 遺 伝 子 は 、 人 為 的 な 手 段 に よ る 他 の プ ロ モ ー タ ー の 付 加 を 必 要 と す る こ と な く 、
そ れ 自 身 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 か ら イ ー ・ コ リ に お い て 効 率 的 に 発 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
原 核 生 物 に 加 え て 、 酵 母 培 養 の よ う な 真 核 微 生 物 も 用 い る こ と が で き 、 こ こ で プ ロ モ ー タ
ー は 発 現 を 推 進 す る こ と が 可 能 で あ る べ き で あ る 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ 、 ま た は
通 常 の パ ン 酵 母 は 、 真 核 微 生 物 中 で 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る が 、 い く つ か の そ の 他 の 株 も
、 通 常 、 入 手 可 能 で あ る 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス 中 で の 発 現 に は 、 た と え ば プ ラ ス ミ ド YRp7が 一
般 的 に 用 い ら れ る (Stinchcombら 、 1979； Kingsmanら 、 1979； Tschemperら 、 1980)。 こ の
プ ラ ス ミ ド は 、 ト リ プ ト フ ァ ン 中 で 成 長 す る 能 力 が 欠 失 し た 酵 母 の 変 異 株 、 例 え ば ATCC N
o. 44076ま た は PEP4-1 (Jones、 1977)に 対 し て 選 択 マ ー カ ー を 提 供 す る trpl遺 伝 子 を 予 め
含 む 。 酵 母 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム の 特 徴 と し て の trpl障 害 の 存 在 は 、 よ っ て ト リ プ ト フ ァ ン の 非
存 在 下 で の 成 長 に よ り 形 質 転 換 を 検 出 す る 、 効 果 的 な 環 境 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
酵 母 ベ ク タ ー 中 の 適 切 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 3－ ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ (Hitzman
ら 、 1980)、 ま た は エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド － 3－ ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ 、 ピ ル ベ ー ト デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ラ ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー
ス － 6－ ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ 、 3－ ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト ム タ ー ゼ 、 ピ ル ベ ー ト キ ナ ー
ゼ 、 ト リ オ ー ス ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 お よ び グ ル
コ キ ナ ー ゼ の よ う な 他 の 糖 分 解 酵 素 (Hessら 、 1968； Hollandら 、 1978)の プ ロ モ ー タ ー を
含 む 。 適 切 な 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築 に お い て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 に 関 連 す る 終 結 配 列 は 、 発
現 ベ ク タ ー の 発 現 が 所 望 さ れ る 配 列 の 3'に 連 結 さ れ 、 mRNAの ポ リ ア デ ニ ル 化 お よ び 停 止 を
提 供 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
成 長 条 件 に よ り 制 御 さ れ る 転 写 の 付 加 的 な 利 点 を 有 す る そ の 他 の プ ロ モ ー タ ー は 、 ア ル コ
ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 2、 イ ソ シ ト ク ロ ム C、 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 に 関 す る 分 解
酵 素 、 お よ び 上 記 の グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド － 3－ ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 な ら び に
マ ル ト ー ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス 利 用 に 責 任 が あ る 酵 素 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 で あ る 。 酵 母 に
影 響 を 与 え な い プ ロ モ ー タ ー 、 複 製 起 点 お よ び 終 結 配 列 を 含 む い ず れ の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ
ー も 適 切 で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
微 生 物 に 加 え て 、 多 細 胞 生 物 由 来 の 細 胞 の 培 養 も 宿 主 と し て 用 い る こ と が で き る 。 原 則 と
し て 、 そ の よ う な 細 胞 培 養 は 、 脊 椎 動 物 ま た は 非 脊 椎 動 物 培 養 か ら の い ず れ で あ っ て も 機
能 し 得 る 。 し か し な が ら 、 脊 椎 動 物 細 胞 に お け る 興 味 は 最 大 で あ り 、 培 養 (組 織 培 養 )で の
脊 椎 動 物 の 増 殖 は 、 近 年 、 ル ー チ ン の 手 順 と な っ て い る (Tissue Culture、 1973)。 こ の よ
う な 有 用 な 宿 主 細 胞 ラ イ ン の 例 は 、 VEROお よ び HeLa細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣  (
CHO)細 胞 ラ イ ン お よ び W138、 BHK、 COS-7 293、 ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ ル ダ (Spodoptera 
frugiperda) (SF)細 胞 (と り わ け Protein Sciences、 1000 Research Parkway、 Meriden、 C
T 06450、 U.S.A.お よ び Invitrogenか ら の 完 全 発 現 系 と し て 市 場 で 入 手 可 能 )、 な ら び に MD
CK細 胞 ラ イ ン で あ る 。 本 発 明 に お い て は 、 Invitrogen、 PO Box 2312、 9704 CH Groningen
、 The Netherlands か ら 入 手 可 能 な S 2 が 特 に 好 ま し い 細 胞 ラ イ ン で あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
こ の よ う な 細 胞 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 (必 要 で あ れ ば )複 製 起 点 、 い ず れ か の 必 要 な リ ボ ソ ー
ム 結 合 部 位 と と も に 、 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 上 流 に 位 置 す る プ ロ モ ー タ ー 、 RNAス プ ラ イ ス
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部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 お よ び 転 写 終 結 配 列 を 通 常 含 む 。
【 ０ １ ９ ４ 】
哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 使 用 に は 、 発 現 ベ ク タ ー 上 の 制 御 機 能 が ウ イ ル ス 材 料 か ら し ば し ば
提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 一 般 的 に 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー は 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス
2、 最 も 頻 繁 に は シ ミ ア ン ウ イ ル ス 40 (SV40) に 由 来 す る 。 SV40ウ イ ル ス の 初 期 お よ び 後
期 プ ロ モ ー タ ー は 、 SV40ウ イ ル ス の 複 製 起 点 を も 含 む 断 片 と し て ウ イ ル ス か ら 簡 単 に ど ち
ら も 得 ら れ る の で 、 特 に 有 用 で あ る (Fiersら 、 1978)。 ウ イ ル ス の 複 製 起 点 中 に 位 置 す る H
indIII部 位 か ら BglI部 位 に 広 が る 約 250 bpの 配 列 を 含 む の で あ れ ば 、 よ り 小 さ い ま た は よ
り 大 き い SV40断 片 を 用 い る こ と も で き る 。 さ ら に 、 所 望 す る 遺 伝 子 配 列 と 通 常 関 連 す る プ
ロ モ ー タ ー ま た は 調 節 配 列 を 用 い る こ と が 、 こ の よ う な 調 節 配 列 が 宿 主 細 胞 系 に 影 響 を 及
ぼ さ な い の で あ れ ば 、 可 能 で あ り 、 し ば し ば 所 望 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
複 製 起 点 は 、 SV40ま た は そ の 他 の ウ イ ル ス (例 え ば ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ 、 VSV、 BPV)に 由 来
す る よ う な 外 来 の 起 点 を 含 む ベ ク タ ー の 構 築 に よ り 提 供 さ れ る か 、 ま た は 宿 主 細 胞 の 染 色
体 複 製 機 構 に よ り 提 供 さ れ る か の い ず れ か で あ っ て よ い 。 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 の 染 色 体 に
組 み 込 ま れ る 場 合 、 後 者 が し ば し ば 充 分 で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】

天 然 に 発 生 す る APPま た は Aβ の 全 て の 可 能 な 変 形 ま た は 修 飾 が 、 天 然 の 形 態 と 交 差 反 応 性
で あ る 動 物 に お い て 抗 体 を 誘 発 す る 能 力 を 有 す る わ け で は な い こ と は 、 当 業 者 に は 明 白 で
あ る 。 し か し な が ら 、 本 明 細 書 に お い て 論 じ る 免 疫 学 的 反 応 性 に つ い て の 最 小 の 要 求 を 満
た す 、 修 飾 さ れ た ア ミ ロ イ ド 産 生 分 子 の 効 率 的 な 標 準 ス ク リ ー ン を 設 定 す る こ と は 困 難 で
は な い 。 よ っ て 、
－ ペ プ チ ド 合 成 ま た は 遺 伝 子 工 学 技 術 に よ り 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 動 物 種 の APPま た は Aβ の ア
ミ ノ 酸 配 列 中 に 挿 入 、 欠 失 、 ま た は 置 換 さ れ た 、 本 発 明 の 、 相 互 に 別 個 の ア ナ ロ グ の 組 を
作 成 す る こ と に よ り 、 動 物 種 に と っ て 外 来 で あ る T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 の
組 を 生 じ さ せ る か 、 ま た は 相 互 に 別 個 の ア ナ ロ グ の 組 を エ ン コ ー ド す る 核 酸 断 片 の 組 を 作
成 し 、
－ 非 修 飾 APPま た は Aβ に 対 し て 、 動 物 種 に よ る 抗 体 産 生 を 誘 導 す る 能 力 に つ い て 、 ア ナ ロ
グ ま た は 核 酸 断 片 の 該 組 の メ ン バ ー を 試 験 し 、 そ し て
－ 種 に お け る 非 修 飾 APPま た は Aβ に 対 す る 抗 体 産 生 を 大 き く 誘 導 す る ア ナ ロ グ の 組 の メ ン
バ ー を 同 定 し て 、 任 意 に 単 離 す る か 、 ま た は 動 物 種 に お け る 非 修 飾 APPま た は Aβ に 対 す る
抗 体 産 生 を 大 き く 誘 導 す る 核 酸 断 片 の 組 の メ ン バ ー に よ り エ ン コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
発 現 産 物 を 同 定 し て 、 任 意 に 単 離 す る
こ と を 含 む 、 非 修 飾 ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド が (非 免 疫 原 性 )自 己 タ ン パ ク 質 で あ る 動
物 種 に お い て 、 非 修 飾 ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 誘 導 し 得 る 、 修 飾 さ れ
た ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 方 法 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
こ の 関 係 に お い て 、 「 相 互 に 別 個 の 修 飾 さ れ た ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド の 組 」 は 、 例
え ば 上 記 の 基 準 (例 え ば 円 偏 光 二 色 性 分 光 分 析 、 NMRス ペ ク ト ル 、 お よ び ／ ま た は X線 回 折
パ タ ー ン と の 組 合 わ せ )に 基 づ い て 選 択 さ れ た 、 非 同 一 の ア ナ ロ グ の 集 団 で あ る 。 該 組 は
、 わ ず か な メ ン バ ー の み で 構 成 さ れ て い て も よ い が 、 該 組 は 数 百 の メ ン バ ー を 含 む こ と が
で き る と 考 え ら れ る 。
組 の メ ン バ ー の 試 験 は 、 結 局 イ ン ビ ボ で 行 う こ と が で き る が 、 本 発 明 の 目 的 を 提 供 す る 修
飾 さ れ た 分 子 の 数 を 狭 め る 、 い く つ か の イ ン ビ ト ロ 試 験 を 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 導 入 す る 目 的 が T細 胞 の 助 け に よ り B細 胞 応 答 を 補 助 す る こ と で あ
る の で 、 必 要 条 件 は 、 T細 胞 増 殖 が ア ナ ロ グ に よ り 誘 導 さ れ る こ と で あ る 。 T細 胞 増 殖 は 、
イ ン ビ ト ロ で の 標 準 化 さ れ た 増 殖 ア ッ セ イ に よ り 試 験 す る こ と が で き る 。 簡 単 に 、 T細 胞
が 豊 富 な サ ン プ ル を 患 者 か ら 得 て 、 そ の 後 培 養 に 維 持 す る 。 培 養 さ れ た T細 胞 を 、 修 飾 さ
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れ た 分 子 で 予 め 処 理 し た 患 者 の APCに 接 触 さ せ 、 そ の T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 示 す る よ う に 加
工 処 理 す る 。 T細 胞 の 増 殖 を モ ニ タ ー し 、 適 切 な コ ン ト ロ ー ル (例 え ば 、 処 理 し て い な い 天
然 の ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド で 処 理 し た APCと 接 触 さ せ た 培 養 中 の T細 胞 )と 比 較 す る
。 代 わ り に 、 増 殖 は 、 外 来 T細 胞 の そ の 認 識 に 応 答 し て T細 胞 に よ り 放 出 さ れ た 適 切 な サ イ
ト カ イ ン の 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 測 定 で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
組 の い ず れ か の タ イ プ の 少 な く と も 1つ の ア ナ ロ グ が 、 APPま た は Aβ に 対 す る 抗 体 産 生 を
誘 導 し 得 る こ と の 可 能 性 を 高 め る と 、 動 物 種 に お い て APPま た は Aβ と 反 応 し 得 る 抗 体 産 生
を 大 き く 誘 導 す る 、 組 の メ ン バ ー と 、 医 薬 上 お よ び 免 疫 学 上 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ ま た
は 賦 形 剤 お よ び ／ ま た は 希 釈 剤 お よ び ／ ま た は 添 加 剤 と 、 任 意 に 少 な く と も 1つ の 医 薬 上
お よ び 免 疫 学 上 許 容 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト と を 組 合 わ せ て 混 合 す る こ と を 含 む 、 非 修 飾 の AP
Cま た は Aβ が 自 己 タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 に 、 動 物 種 に お け る 非 修 飾 の APCま た は Aβ に 対 す
る 抗 体 を 誘 導 し 得 る 少 な く と も 1つ の ア ナ ロ グ を 含 む 、 免 疫 原 性 組 成 物 を 製 造 す る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
ポ リ ペ プ チ ド の 組 の 上 記 の 試 験 は 、 ま ず 、 本 発 明 の 、 相 互 に 別 個 の い く つ か の 核 酸 配 列 ま
た は ベ ク タ ー を 作 成 し 、 こ れ ら を 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 該 ベ ク タ ー で 適 切 な 宿 主
細 胞 を 形 質 転 換 し 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 発 現 を も た ら す こ と に よ り 、 適 切 に 行 わ れ る 。 こ
れ ら の 工 程 に 続 い て 、 発 現 産 物 の 単 離 を 行 う こ と が で き る 。 核 酸 配 列 お よ び ／ ま た は ベ ク
タ ー が 、 PCRの よ う な 分 子 増 幅 技 術 の 実 施 を 含 む 方 法 に よ る か 、 ま た は 核 酸 合 成 に よ り 作
成 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ０ １ 】
特 異 的 ア ミ ロ イ ド 産 生 標 的
ア ル ツ ハ イ マ ー に 最 も し ば し ば 関 連 す る タ ン パ ク 質 で あ る 、 APP、 ApoE4お よ び タ ウ に 加 え
て 、 そ れ が ADの 脳 の プ ラ ー ク ま た は も つ れ に 直 接 存 在 す る こ と に よ る か 、 ADの 進 行 の 危 険
性 の 増 加 と の 、 そ の 明 確 な 遺 伝 子 的 関 連 の い ず れ か に よ り 、 ADと 何 ら か の 関 連 が あ る 、 そ
の 他 の タ ン パ ク 質 が 多 く 列 挙 さ れ る 。 全 て で は な い と し て も そ れ ら の 抗 原 の ほ と ん ど が 、
上 記 の Aβ 、 APP、 プ レ セ ニ リ ン お よ び ApoE4と と も に 、 本 発 明 の あ る 実 施 形 態 に お い て 、
推 定 の 標 的 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ れ ら の 推 定 の 標 的 は 、 WO 01/62284に お い て 、 す で に 詳
細 に 議 論 さ れ て い る 。 よ っ て 、 こ れ ら の 推 定 の 標 的 に つ い て は 、 こ こ で は 短 く 言 及 す る の
み で あ り 、 よ り 詳 細 な 背 景 の 議 論 は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る WO 01/62284に
見 出 す こ と が で き る ：
α 1-ア ン チ キ モ ト リ プ シ ン (ACT)； α 2-マ ク ロ グ ロ ブ リ ン ； ABAD (Aβ -ペ プ チ ド 結 合 ア ル
コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ )； APLP1お よ び － 2 (ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 様 タ ン パ ク 質 1お よ び － 2)
； AMY117； Bax； Bcl-2； ブ レ オ マ イ シ ン ヒ ド ロ ラ ー ゼ ； BRI/ABRI； ク ロ モ グ ラ ニ ン A； ク
ラ ス テ リ ン /apoJ； CRF (副 腎 皮 質 ホ ル モ ン 放 出 因 子 )結 合 タ ン パ ク 質 ； EDTF (内 皮 由 来 傷
害 性 因 子 )； ヘ パ ラ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン ； ヒ ト コ ラ プ シ ン 応 答 媒 介 タ ン パ ク 質 － 2 (co
llapsin response mediator protein-2)； ハ ン チ ン ト ン (ハ ン チ ン ト ン 病 タ ン パ ク 質 )； IC
AM-I； IL-6； リ ソ ソ ー ム 関 連 抗 原 CD68； P21 ras； PLC-δ 1 (ホ ス ホ リ パ ー ゼ C ア イ ソ エ ン
ザ イ ム δ 1)； 血 清 ア ミ ロ イ ド P成 分 (SAP)； シ ナ プ ト フ ィ シ ン ； シ ヌ ク レ イ ン (α － シ ヌ ク
レ イ ン ま た は NACP)； お よ び TGF-b1 (ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 b1)。
【 ０ ２ ０ ２ 】
こ こ に 記 載 の APPま た は Aβ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 手 段 お よ び 方 法 は 、 こ れ ら の 他 の
ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ に も 対 す る 療 法 、 例 え ば 能 動 特 異 的 免 疫 療 法 と 組 合
わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と は 別 に 、 脳 の ア ミ ロ イ ド ア ン ギ オ パ チ ー も 、 本 明 細 書 に 開 示 の 技 術 の
適 切 な 標 的 で あ る 疾 患 で あ る 。
APPま た は Aβ に 対 す る 免 疫 方 法 の ほ と ん ど が 、 天 然 の APPま た は Aβ と 交 差 反 応 性 の 抗 体 を
生 じ さ せ る 免 疫 化 に 限 定 さ れ る べ き で あ る こ と が 考 え ら れ る 。 に も か か わ ら ず 、 ア ミ ロ イ
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ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド か ら の MHCク ラ ス Iエ ピ ト ー プ を 提 示 す る 細 胞 に 対 す る CTL応 答 の 形 態
で 細 胞 免 疫 を 誘 導 す る こ と が 興 味 の 対 象 で あ る 場 合 も あ る － こ れ は 、 APPま た は Aβ を 産 生
す る 細 胞 の 数 の 減 少 が 深 刻 な 副 作 用 を 構 成 し な い 場 合 に 、 好 都 合 で あ り 得 る 。 CTL応 答 が
所 望 さ れ る 場 合 、 出 願 人 の WO 00/20027の 教 示 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら の 2つ の 文
書 の 開 示 は 、 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
免 疫 原 担 体
賦 形 剤 と し て 働 く 非 免 疫 原 性 ポ リ マ ー 分 子 、 例 え ば 多 価 の 活 性 化 さ れ た ポ リ － ヒ ド ロ キ シ
ポ リ マ ー に 共 有 結 合 し た B細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 示 す る か 、 も し く は 含 む Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー
プ ま た は APPも し く は Aβ を 含 む 分 子 は 、 上 述 の よ う に 、 免 疫 学 的 に 適 切 な 部 分 の み を 含 む
ワ ク チ ン 分 子 と し て 機 能 し て 、 そ れ を 得 る こ と が 可 能 で あ り 、 そ し て 上 記 で 開 示 の 変 形 d
お よ び eに お け る 興 味 深 い 実 施 形 態 で あ る 。 乱 交 雑 の 、 ま た は い わ ゆ る ユ ニ バ ー サ ル Tヘ ル
パ ー エ ピ ト ー プ は 、 例 え ば ワ ク チ ン へ の 標 的 が APPま た は Aβ の よ う な 自 己 抗 原 で あ る 場 合
に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 免 疫 応 答 を 増 大 さ せ る 要 素 は 、 賦 形 剤 と 共 結 合 す る こ と
が で き 、 そ れ に よ り ア ジ ュ バ ン ト と し て 働 く こ と が で き る 。 こ の よ う な 要 素 は 、 マ ン ノ ー
ス 、 タ フ ト シ ン 、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 CpGモ チ ー フ な ど で あ り 得 る 。 こ の 場 合 、 ワ ク チ
ン 産 物 の 、 そ の 後 の ア ジ ュ バ ン ト 処 方 は 不 要 で あ り 、 産 物 は 純 水 ま た は 食 塩 水 中 に 投 与 す
る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
細 胞 傷 害 性 T細 胞 (CTL)エ ピ ト ー プ と Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ と が 結 合 す る こ と に よ り 、 CTLエ
ピ ト ー プ が 由 来 す る 抗 原 に 特 異 的 な CTLを 発 生 す る こ と も 可 能 に な る 。 APC、 例 え ば マ ク ロ
フ ァ ー ジ の 、 細 胞 質 ゾ ル へ の 生 成 物 の 取 り 込 み を 促 進 す る 要 素 、 例 え ば マ ン ノ ー ス は 、 CT
L－ お よ び T細 胞 エ ピ ト ー プ と と も に 賦 形 剤 に 共 結 合 し て 、 CTL応 答 を 増 大 さ せ る こ と も で
き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
最 終 生 成 物 中 の B細 胞 エ ピ ト ー プ と Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ (P2お よ び P30)と の 比 は 、 合 成 工
程 に お け る こ れ ら の ペ プ チ ド の 濃 度 を 変 動 さ せ る こ と に よ り 変 動 す る こ と が で き る 。 上 述
し た よ う に 、 免 疫 原 性 分 子 に は 、 例 え ば マ ン ノ ー ス 、 タ フ ト シ ン 、 CpGモ チ ー フ ま た は 他
の 免 疫 刺 激 物 質 (本 明 細 書 中 に 記 載 )を 、 必 要 に よ り 例 え ば 該 物 質 の ア ミ ノ 化 誘 導 体 を 用 い
て 、 合 成 工 程 中 に お い て カ ー ボ ネ ー ト バ ッ フ ァ ー に こ れ ら を 添 加 す る こ と に よ り 、 タ グ と
し て 付 け る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
不 溶 性 の 活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー を 、 APPま た は Aβ  B細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む
ペ プ チ ド と Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ と を 結 合 さ せ る の に 用 い る 場 合 、 上 述 し た よ う に 、 固 体
相 合 成 と し て 行 う こ と が で き 、 最 終 生 成 物 は 洗 浄 お よ び ろ 過 に よ り 回 収 し て 精 製 す る こ と
が で き る 。 ト レ シ ル 活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー に 結 合 さ せ る 要 素 (ペ プ チ ド 、
タ グ な ど )は 、 低 い pH、 例 え ば pH4～ 5に お い て ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー に 添 加 す る こ と が
で き 、 受 動 拡 散 に よ り 「 ゲ ル 」 中 に 均 一 に 分 布 す る こ と が 許 容 さ れ る 。 そ の 後 、 pHを pH9
～ 10に 向 上 さ せ て 、 ペ プ チ ド 上 の 第 一 級 ア ミ ノ 基 と タ グ の 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー の ト
レ シ ル 基 へ の 反 応 を 開 始 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド と 例 え ば 免 疫 刺 激 要 素 と を 結 合 さ せ
た 後 、 ゲ ル を 、 免 疫 化 に 適 切 な サ イ ズ の 粒 子 を 形 成 す る よ う に 細 か く す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
こ の よ う な 免 疫 原 は 、 し た が っ て
a)　  少 な く と も 1つ の 第 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 少 な く と も 1つ の B細 胞 お よ び ／ ま た は 少 な く
と も 1つ の CTLエ ピ ト ー プ を 含 む 、 APPま た は Aβ 由 来 の 少 な く と も 1つ の 第 一 の ア ミ ノ 酸 配
列 、 な ら び に
b)　 外 来 Tヘ ル パ ー 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 少 な く と も 1つ の 第 二 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 み 、
少 な く と も 第 一 お よ び 少 な く と も 第 二 の ア ミ ノ 酸 配 列 の そ れ ぞ れ は 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 、
活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 担 体 に 結 合 し て い る 。
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【 ０ ２ ０ ９ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 が ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー に 結 合 す る た め に は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 と の 必 要 な 連
結 を 形 成 す る こ と が で き る 適 切 な 反 応 性 基 で 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー を 「 活 性 化 す る 」
こ と が 通 常 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
「 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 」 の 語 は 、 WO 00/05316中 と 同 じ 意 味 を 有 す る 、 す な わ ち ポ リ
ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー が 、 こ の 出 願 中 に 特 異 的 に 述 べ ら れ て い る の と 全 く 同 じ 特 徴 を 有 す る
こ と が で き る こ と を 意 図 す る 。 よ っ て 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 水 に 溶 解 性 ま た は 不
溶 性 で あ り 得 る （ よ っ て 、 免 疫 原 の 製 造 中 に お い て 異 な る 合 成 工 程 を 必 要 と す る ） 。 ポ リ
ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 天 然 に 発 生 す る ポ リ ヒ ド ロ キ シ 化 合 物 お よ び 合 成 ポ リ ヒ ド ロ キ シ
化 合 物 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
特 定 の 、 好 ま し い ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 ア セ タ ン (acetan)、 ア ミ ロ ペ ク チ ン 、 ガ ム
寒 天 (gum agar-agar)、 ア ガ ロ ー ス 、 ア ル ジ ネ ー ト 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 カ レ ゲ ナ ン (carregee
nan)、 セ ル ロ ー ス 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 フ ル セ ラ ラ ン (furcellaran)、
ガ ラ ク ト マ ン ナ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ガ ッ テ ィ (ghatti)、 グ ル カ ン 、 グ リ コ ー ゲ ン 、 グ ア ー 、 カ
ラ ヤ (karaya)、 コ ン ジ ャ ク /A (konjac/A)、 ロ ー カ ス ト ビ ー ン ガ ム 、 マ ン ナ ン 、 ペ ク チ ン
、 オ オ バ コ 、 プ ル ラ ン 、 ス タ ー チ 、 タ マ リ ン 、 ト ラ ガ カ ン ト 、 ザ ン サ ン 、 キ シ ラ ン 、 お よ
び キ シ ロ グ ル カ ン か ら 選 択 さ れ る 多 糖 類 で あ る 。 デ キ ス ト ラ ン が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ １ ２ 】
し か し な が ら 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 高 度 に 分 岐 し た ポ リ (エ チ レ ン イ ミ ン ) (PEI)
、 テ ト ラ チ エ ニ レ ン 　 ビ ニ レ ン (tetrathienylene vinylene)、 Kevlar (長 鎖 ポ リ パ ラ フ ェ
ニ ル テ レ フ タ ル ア ミ ド )、 ポ リ (ウ レ タ ン )、 ポ リ (シ ロ キ サ ン )、 ポ リ ジ メ チ ル シ ロ キ サ ン
、 シ リ コ ン 、 ポ リ (メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ) (PMMA)、 ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル )、 ポ リ (ビ ニ
ル ピ ロ リ ド ン )、 ポ リ (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト )、 ポ リ (N-ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン )
、 ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル )、 ポ リ (ア ク リ ル 酸 )、 ポ リ テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ レ ン (PTFE)、 ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ (エ チ レ ン － 酢 酸 ビ ニ ル ) (Poly(ethylene-co-vinyl acetate))、
ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )お よ び 誘 導 体 、 ポ リ (メ タ ク リ ル 酸 )、 ポ リ ラ ク チ ド (PLA)、 ポ
リ グ リ コ リ ド (PGA)、 ポ リ (ラ ク チ ド － グ リ コ リ ド ) (Poly(lactide-co-glycolides)) (PLG
A)、 ポ リ 無 水 物 、 な ら び に ポ リ オ ル ト エ ス テ ル か ら 選 択 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
問 題 の (す な わ ち 活 性 化 前 )ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー の (重 量 )平 均 分 子 量 は 、 典 型 的 に 、 少
な く と も 2,000の よ う な 少 な く と も 1,000、 好 ま し く は 2,500～ 2,000,000の 範 囲 、 よ り 好 ま
し く は 3,000～ 1,000,000の 範 囲 、 特 に 5,000～ 500,000の 範 囲 で あ る 。 実 施 例 に お い て 、 平
均 分 子 量 が 10,000～ 200,000の 範 囲 で あ る ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー が 特 に 有 利 で あ る こ と
が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 室 温 に お い て 、 少 な く と も 10 mg/ml、 好 ま し く は 、 少 な く と
も 50 mg/mlの よ う な 少 な く と も 25 mg/ml、 特 に 、 少 な く と も 150 mg/mlの よ う な 少 な く と
も 100 mg/mlの 範 囲 で 水 溶 性 で あ る こ と が 好 ま し い 。 デ キ ス ト ラ ン は 、 本 明 細 書 に 記 載 の
よ う に 活 性 化 さ れ て も 、 水 溶 性 に 関 し て の 要 件 を 満 足 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
最 も 興 味 深 い ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー の い く つ か に つ い て 、 活 性 化 さ れ て い な い ポ リ ヒ ド
ロ キ シ ポ リ マ ー (す な わ ち 活 性 前 の 天 然 の ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー )の C(炭 素 原 子 )と OH基 (
ヒ ド ロ キ シ 基 )と の 間 の 比 は 、 1.5～ 2.3の よ う な 1.3～ 2.5、 好 ま し く は 1.6～ 2.1、 特 に 1.8
5～ 2.05の 範 囲 内 で あ る 。 い ず れ の 特 定 の 理 論 に 拘 束 さ れ る こ と な く 、 活 性 化 さ れ て い な
い ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー の C/OH比 の よ う な も の は 、 親 水 性 の 非 常 に 有 利 な レ ベ ル を 示 す
と 考 え ら れ る 。 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル お よ び 多 糖 類 は 、 こ の 要 件 を 満 足 す る ポ リ ヒ ド ロ キ
シ ポ リ マ ー の 例 で あ る 。 活 性 化 の 比 が や や 低 い が 、 上 記 の 比 は 、 活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ
キ シ ポ リ マ ー に つ い て ほ ぼ 同 様 で あ る と 考 え ら れ る 。
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【 ０ ２ １ ６ 】
「 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 担 体 」 の 語 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 免 疫 原 の 部 分 を 意 味 す る
こ と を 意 図 す る 。 一 般 的 な 規 則 と し て 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 担 体 は 、 ペ プ チ ダ ー ゼ に
よ り ア ミ ノ 酸 配 列 が 切 断 さ れ 得 る 外 側 の 境 界 を 有 し 、 例 え ば 抗 原 提 示 細 胞 で は そ れ は 免 疫
原 を 加 工 処 理 す る 。 よ っ て 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 担 体 は 、 活 性 化 基 を 有 す る ポ リ ヒ ド
ロ キ シ ポ リ マ ー で あ る こ と が 可 能 で あ り 、 そ こ で 活 性 化 基 と ア ミ ノ 酸 配 列 と の 間 の 結 合 が
APCに お い て ペ プ チ ダ ー ゼ に よ り 切 断 さ れ る か 、 ま た は ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 担 体 は 、
活 性 化 基 お よ び 例 え ば 単 一 の L-ア ミ ノ 酸 も し く は い く つ か の D-ア ミ ノ 酸 の よ う な リ ン カ ー
を 有 す る ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー で あ る こ と が 可 能 で あ り 、 そ こ で リ ン カ ー の 最 後 の 部 分
が ア ミ ノ 酸 配 列 に 結 合 し 、 APCに お い て ペ プ チ ダ ー ゼ に 切 断 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
上 述 し た よ う に 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 担 体 に ペ プ チ ド を つ な ぎ と め る こ と を 促 進
す る 官 能 基 (活 性 化 基 )を 有 す る 。 当 該 技 術 に お い て 広 い 範 囲 の 適 用 可 能 な 官 能 基 が 知 ら れ
て お り 、 例 え ば ト レ シ ル (ト リ フ ル オ ロ エ チ ル ス ル ホ ニ ル )、 マ レ イ ミ ド 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ
ル ク ロ ロ ホ ル メ ー ト 、 シ ア ノ ゲ ン ブ ロ ミ ド 、 ト シ ル (p-ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル )、 ト リ フ リ ル
(ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ニ ル )、 ペ ン タ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル お よ び ビ ニ ル ス ル
ホ ン 基 で あ る 。 本 発 明 に 含 む 官 能 基 の 好 ま し い 例 は 、 ト レ シ ル 、 マ レ イ ミ ド 、 ト シ ル 、 ト
リ フ リ ル 、 ペ ン タ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ク ロ ロ ホ ル メ ー ト お よ
び ビ ニ ル ス ル ホ ン 基 で あ り 、 こ れ ら の う ち ト レ シ ル 、 マ レ イ ミ ド お よ び ト シ ル 基 が 特 に 適
切 で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
ト レ シ ル 活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 ト レ シ ル ク ロ ラ イ ド を 用 い て 、 WO 00/
05316の 実 施 例 1の デ キ ス ト ラ ン の 活 性 化 に つ い て 記 載 の よ う に す る か 、 ま た は Gregorius
ら 、 J. Immunol. Meth. 181 (1995) 65～ 73に 記 載 の よ う に し て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
マ レ イ ミ ド 活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 p-マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル イ ソ シ ア ネ ー
ト を 用 い て 、 WO 00/05316の 実 施 例 3の デ キ ス ト ラ ン の 活 性 化 に つ い て 記 載 の よ う に し て 製
造 す る こ と が で き る 。 代 わ り に 、 ト レ シ ル 活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー (ト レ シ
ル 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン (TAD)の よ う な )を 、 過 剰 の 例 え ば 1,3-ジ ア ミ ノ プ ロ パ ン の よ う な ジ
ア ミ ン 化 合 物 (通 常 、 H 2 N-C n H 2 n -NH 2 、 こ こ で nは 1～ 20、 好 ま し く は 1～ 8)で 派 生 さ せ 、 そ
の 後 、 TADに 導 入 さ れ た ア ミ ノ 基 を ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-(N-マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ
サ ン -1-カ ル ボ キ シ レ ー ト (SMCC)、 ス ル ホ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-(N-マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク
ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ キ シ レ ー ト (ス ル ホ -SMCC)、 ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-(p-マ レ イ ミ ド フ ェ
ニ ル )ブ チ レ ー ト (SMPB)、 ス ル ホ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル 4-(p-マ レ イ ミ ド フ ェ ニ ル )ブ チ レ ー ト
(ス ル ホ -SMPB)、 N-γ -マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル (GMBS)ま た は N
-γ -マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ -ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド 　 エ ス テ ル の よ う な 試 薬 と 反 応 さ
せ る こ と に よ り 、 デ キ ス ト ラ ン の よ う な ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー に マ レ イ ミ ド 基 を 導 入 す
る こ と が で き る 。 活 性 化 に つ い て の 異 な る 試 薬 お よ び 経 路 に よ り 、 マ レ イ ミ ド 官 能 基 と 、
活 性 化 が 行 わ れ る 親 の ヒ ド ロ キ シ 基 の 残 り の 部 分 と の 間 の 結 合 に 関 し て 、 形 式 的 に わ ず か
に 異 な る マ レ イ ミ ド 活 性 化 さ れ た 産 物 と な る が 、 全 て お よ び そ れ ぞ れ が 「 マ レ イ ミ ド 活 性
化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 」 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
ト シ ル 活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 ト シ ル ク ロ ラ イ ド を 用 い て 、 WO 00/0531
6の 実 施 例 2の デ キ ス ト ラ ン の 活 性 化 に つ い て 記 載 の よ う に し て 製 造 す る こ と が で き る 。 ト
リ フ リ ル お よ び ペ ン タ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル 活 性 化 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 ト
シ ル ま た は ト レ シ ル 活 性 化 ア ナ ロ グ と し て 、 例 え ば 対 応 す る 酸 塩 化 物 を 用 い る こ と に よ り
製 造 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
シ ア ノ ゲ ン ブ ロ ミ ド 活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 従 来 の 方 法 を 用 い て ポ リ ヒ
ド ロ キ シ ポ リ マ ー を シ ア ノ ゲ ン ブ ロ ミ ド と 反 応 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
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得 ら れ る 官 能 基 は 、 通 常 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー の 2つ の ヒ ド ロ キ シ 基 と の シ ア ネ ー ト
エ ス テ ル で あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
活 性 化 の 程 度 は 、 遊 離 の ヒ ド ロ キ シ 基 と 活 性 化 基 (す な わ ち 機 能 化 さ れ た ヒ ド ロ キ シ 基 )と
の 間 の 比 で 表 す こ と が で き る 。 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー の 遊 離 の ヒ ド ロ キ シ 基 と 活 性 化 基
と の 間 の 比 は 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー の 親 水 性 お よ び 反 応 性 の 間 の 有 利 な バ ラ ン ス を 得
る た め に 、 250： 1～ 4： 1の 間 で あ る べ き で あ る と 考 え ら れ る 。 好 ま し く は 、 比 が 100： 1～
6： 1の 間 、 よ り 好 ま し く は 60： 1～ 8： 1の 間 、 特 に 40： 1～ 10： 1の 間 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
本 発 明 に よ る 一 般 的 に 適 用 可 能 な 免 疫 原 の 製 造 方 法 に お い て 用 い る 、 特 に 興 味 深 い 活 性 化
さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 ト レ シ ル 、 ト シ ル お よ び マ レ イ ミ ド 活 性 化 さ れ た 多 糖
、 特 に ト レ シ ル 活 性 化 さ れ た デ キ ス ト ラ ン (TAD)、 ト シ ル 活 性 化 さ れ た デ キ ス ト ラ ン (TosA
D)、 お よ び マ レ イ ミ ド 活 性 化 さ れ た デ キ ス ト ラ ン (MAD)で あ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 担 体 と そ こ に 結 合 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 間 の 結 合 は 、 例 え ば APC
に お け る 抗 原 の 加 工 処 理 に お い て 活 性 な ペ プ チ ダ ー ゼ の よ う な ペ プ チ ダ ー ゼ に よ り 切 断 可
能 で あ る こ と が 好 ま し い 。 し た が っ て 、 少 な く と も 第 一 お よ び 少 な く と も 第 二 の ア ミ ノ 酸
配 列 が ア ミ ド 結 合 ま た は ペ プ チ ド 結 合 を 介 し て 活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 担 体
に 結 合 す る こ と が 好 ま し い 。 少 な く と も 第 一 お よ び 少 な く と も 第 二 の ア ミ ノ 酸 配 列 の そ れ
ぞ れ が 、 窒 素 原 子 部 分 に そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 結 合 を 提 供 す る こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 担 体 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 を 実 質 的 に 有 さ ず 、 活 性 化 基 が ペ プ チ ダ ー
ゼ 切 断 可 能 結 合 の 部 分 を 提 供 す る こ と を 必 要 と す る が 、 上 述 し た よ う に 、 担 体 が 少 な く と
も 1つ の L-ア ミ ノ 酸 を 含 む ス ペ ー サ ー を 単 純 に 含 ん で い て も よ い 。 に も か か わ ら ず 、 少 な
く と も 第 一 お よ び 少 な く と も 第 二 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 に お け る 窒 素
原 子 を 介 し て 活 性 化 さ れ た バ ー ジ ョ ン の ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー に 、 通 常 、 結 合 す る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
上 述 の 、 本 発 明 の 一 般 的 に 適 用 可 能 な 免 疫 原 は 、 本 質 的 に 、 ポ リ ペ プ チ ド ワ ク チ ン に つ い
て 本 明 細 書 に お い て 記 載 し た よ う な 免 疫 化 方 法 に お い て 用 い る こ と が で き る 。 す な わ ち 、
本 明 細 書 に お い て 論 じ た ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の た め の
ポ リ ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 投 与 量 、 投 与 形 態 お よ び 処 方 に 関 す る 全 て の 開 示 は 、 必 要 な 変 更
を 加 え て 、 一 般 的 に 適 用 可 能 な 免 疫 原 に 適 用 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
一 般 的 に 適 用 可 能 な 、 安 全 な ワ ク チ ン 化 技 術
上 述 し た よ う に 、 本 発 明 の あ る 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す
る 免 疫 応 答 を 推 進 す る で あ ろ う 自 己 由 来 T H エ ピ ト ー プ を 提 供 す る こ と が で き な い ア ミ ロ イ
ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド の 変 形 の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
し か し な が ら 、 抗 － 自 己 ワ ク チ ン を 設 計 す る た め 、 お よ び 抗 － 自 己 免 疫 を も た ら す た め の
こ の ス ト ラ テ ジ ー は 、 そ れ 自 体 で 発 明 な 、 一 般 的 に 適 用 可 能 な 技 術 で あ る と 本 発 明 者 ら は
考 え る 。 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し よ う と す る 自 己 抗 原 が 体 内 で 充 分 に 豊 富 で あ る の で 免
疫 応 答 の 自 己 刺 激 が 起 こ る こ と が 可 能 に な る 場 合 に 、 特 に 適 す る こ と を 証 明 す る べ き で あ
る 。 し た が っ て 、 本 実 施 形 態 の 上 記 の 全 て の 開 示 は 、 APCま た は Aβ に 対 す る 抗 － 自 己 免 疫
応 答 の 供 給 に 関 す る 範 囲 の 限 り で は 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 、 他 の 自 己 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す
る 免 疫 化 に 適 用 し 、 特 に そ れ ら に 対 し て 充 分 な 量 で 存 在 し て 、 制 御 さ れ な い 自 己 免 疫 状 態
の 形 態 に お い て 免 疫 応 答 を 維 持 す る も の に 適 用 す る 。 な ぜ な ら 、 適 切 な 自 己 ポ リ ペ プ チ ド
の 自 己 T H エ ピ ト ー プ は 、 免 疫 応 答 を 推 進 し て い る か ら で あ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
実 施 例 1
ADに 対 す る 免 疫 化 の た め の 自 己 ワ ク チ ン 化 ア プ ロ ー チ
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Aβ タ ン パ ク 質 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス が い ず れ の 異 常 ま た は 悪 い 副 作 用 を 示 さ な い と い う 事
実 は 、 Aβ の 除 去 も し く は 量 の 減 少 が 安 全 で あ る こ と を 示 唆 す る 、 Zheng H. (1996)。
【 ０ ２ ３ ０ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヒ ト Aβ タ ン パ ク 質 に 対 し て 免 疫 化 さ れ た
、 発 表 さ れ た 実 験 は 、 自 己 寛 容 を 破 壊 す る こ と が で き れ ば 、 自 己 反 応 性 抗 体 に よ り Aβ の
ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 得 る こ と が で き る こ と を 示 唆 す る 。 こ れ ら の 実 験 は 、 こ の よ う
な Aβ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が プ ラ ー ク の 形 成 を 防 止 し 、 す で に 形 成 さ れ た Aβ プ ラ ー
ク を 脳 か ら 除 去 す る こ と の 両 方 を 行 う で あ ろ う こ と を さ ら に 示 唆 す る 、 Schenkら (1999)参
照 。 し か し 、 伝 統 的 に 、 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る こ と は 可 能 で は な い 。
【 ０ ２ ３ １ 】
し た が っ て 、 発 表 さ れ た デ ー タ は 真 の 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 真 の 自 己 寛 容 を 破 壊 す る 手
段 を 提 供 し な い 。 免 疫 応 答 が 、 そ れ が 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 場 合 に 、 細 胞 膜 結 合 Aβ 前
駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)に 対 し て で は な く 、 Aβ 沈 着 に の み 、 ま た は 主 に そ れ に 対 し て 向 け ら
れ て い る こ と を ど の よ う に 確 実 に す る か に つ い て の 情 報 を 提 供 す る デ ー タ を も 提 供 し な い
。 現 存 す る 技 術 を 用 い て 発 生 さ せ た 免 疫 応 答 は 、 制 御 さ れ な い 方 法 で 自 己 タ ン パ ク 質 に 対
す る 免 疫 応 答 を お そ ら く 発 生 す る で あ ろ う か ら 、 Aβ タ ン パ ク 質 の 部 分 に 対 す る 不 要 な 過
剰 の 自 己 反 応 性 が 発 生 す る で あ ろ う 。 よ っ て 、 現 存 す る 免 疫 化 ス ト ラ テ ジ ー を 用 い る こ と
は 、 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 強 い 免 疫 応 答 を 発 生 す る こ と が で き な い よ う で あ り 、 さ ら に
CNS中 の 多 数 の 細 胞 上 に 存 在 す る 膜 結 合 APPに 対 す る 強 い 交 差 反 応 性 の 可 能 性 の た め に 、 安
全 で は な い 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
本 発 明 は 、 CNSま た は 体 内 の そ の 他 の 区 画 中 に お い て プ ラ ー ク を 形 成 し 、 深 刻 な 疾 患 の 原
因 と な る 可 能 性 が あ る 真 の 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 、 強 い 制 御 さ れ た 免 疫 応 答 を 効 率 的 に
発 生 さ せ る 手 段 を 提 供 す る 。 安 全 で 効 果 的 な ヒ ト Aβ タ ン パ ク 質 の 治 療 ワ ク チ ン は 、 ADの
治 療 の た め に 、 こ の 技 術 を 用 い て 開 発 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
こ れ に 鑑 み て 、 次 世 紀 の 健 康 管 理 シ ス テ ム を 損 な う と 予 想 さ れ る 疾 患 で あ る ADが 治 癒 さ れ
、 記 載 さ れ た よ う な ワ ク チ ン が 、 こ の 疾 患 の 症 状 の 治 療 お よ び 進 行 に 効 果 的 な 治 療 上 の ア
プ ロ ー チ を 少 な く と も 構 成 す る こ と が で き る こ と を 予 測 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 技 術
は 、 ADお よ び 他 の 神 経 疾 患 に お け る ア ミ ロ イ ド 沈 着 を ブ ロ ッ ク す る 、 全 く 新 し い 免 疫 学 的
ア プ ロ ー チ を 表 す 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
以 下 の 表 で は 、 35の 企 画 さ れ た 構 築 物 を 示 す 。 表 中 に 示 さ れ た 全 て の 位 置 は 、 APPの 開 始
の メ チ オ ニ ン (SEQ ID NO: 2中 の 最 初 の ア ミ ノ 酸 )に 関 す る も の で あ り 、 開 始 お よ び 終 了 の
ア ミ ノ 酸 の 両 方 を 含 み 、 例 え ば 672～ 714断 片 は 、 ア ミ ノ 酸 672お よ び 714の 両 方 を 含 む 。 P2
お よ び P30に つ い て の 開 始 お よ び 終 了 の 位 置 は 、 エ ピ ト ー プ が 示 さ れ た 位 置 で APP断 片 の 部
分 を 置 換 す る (両 方 の 位 置 が 置 換 に 含 ま れ る )こ と を 示 す － ほ と ん ど の 構 築 物 に お い て は 、
導 入 さ れ た エ ピ ト ー プ は 、 エ ピ ト ー プ の 長 さ の 断 片 を 置 換 す る 。 表 中 の ア ス テ リ ス ク は 次
の 意 味 を 有 す る ：
*) P2お よ び P30の た だ 1つ の 位 置 は 、 示 さ れ た 位 置 に お い て エ ピ ト ー プ が APP誘 導 体 に 挿 入
さ れ た こ と を 示 す (エ ピ ト ー プ は 、 与 え ら れ た 位 置 の C末 端 側 に 近 接 し た ア ミ ノ 酸 か ら 開 始
す る )。
**) 構 築 物 34は 、 そ れ ぞ れ P30お よ び P2に よ り 分 離 さ れ た 3つ の 同 一 の APP断 片 を 含 む 。
***) 構 築 物 35は 、 P30お よ び P2エ ピ ト ー プ を 変 化 さ せ る こ と に よ り 分 離 さ れ た 9つ の 同 一
の APP断 片 を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ２ ３ ６ 】
そ れ に 対 し て 応 答 を 発 生 す る の が 最 も 興 味 深 い APPの 部 分 は 、 ADの 脳 に お け る ア ミ ロ イ ド
プ ラ ー ク の 主 要 な 構 成 物 で あ る 、 43ア ミ ノ 酸 の Aβ コ ア ペ プ チ ド (Aβ -43、 SEQ ID NO: 2の
残 基 672～ 714に 相 当 )で あ る 。 こ の APP断 片 は 、 上 で 列 挙 し た 全 て の 構 築 の 部 分 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
変 形 1お よ び 2は 、 モ デ ル エ ピ ト ー プ で あ る P2お よ び P30が 位 置 す る 、 Aβ -43の 上 流 の APP部
分 を 含 む 。 変 形 1お よ び 3～ 8の 全 て は 、 神 経 毒 性 で あ る こ と が 示 さ れ て い る C-100断 片 を 含
む － C-100断 片 は 、 SEQ ID NO: 2の ア ミ ノ 酸 残 基 714～ 770に 相 当 す る 。 変 形 3～ 5に お い て
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、 エ ピ ト ー プ は C-100断 片 の 部 分 を 置 換 し て い る が 、 変 形 6～ 8で は C-100に 挿 入 さ れ て い る
。
【 ０ ２ ３ ８ 】
変 形 9～ 35は 、 コ ア Aβ -43タ ン パ ク 質 の み を 含 む 。 変 形 9～ 13で は 、 P2お よ び P30が Aβ -43
の い ず れ か の 末 端 に 融 合 さ れ て い る ； 14～ 21で は 、 P2お よ び P30が Aβ -43の 部 分 を 置 換 し
て い る ； 22～ 33に お い て は 、 P2お よ び P30が Aβ -43中 に 挿 入 さ れ て い る ； 34は 、 そ れ ぞ れ P
30お よ び P2に よ り 間 隔 が 置 か れ た 3つ の 同 一 の Aβ -43断 片 を 含 む ； 35は 、 交 互 の P2お よ び P
30エ ピ ト ー プ に よ り 間 隔 が 置 か れ た 9つ の Aβ -43の 繰 返 し を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
上 記 で 論 じ た Aβ -43タ ン パ ク 質 の ト ラ ン ケ ー テ ッ ド 部 分 も 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 ア ナ ロ グ に
用 い る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し く は 、 ト ラ ン ケ ー ト Aβ (1～ 42)、 Aβ (1～ 40)、 Aβ (1～ 3
9)、 Aβ (1～ 35)、 Aβ (1～ 34)、 Aβ (1～ 34)、 Aβ (1～ 28)、 Aβ (1～ 12)、 Aβ (1～ 5)、 Aβ (1
3～ 28)、 Aβ (13～ 35)、 Aβ (17～ 28)、 Aβ (25～ 35)、 Aβ (35～ 40)、 Aβ (36～ 42)お よ び Aβ
(35～ 42)で あ る (カ ッ コ 内 の 番 号 は 、 適 切 な 断 片 を 構 築 す る Aβ -43の ア ミ ノ 酸 範 囲 を 示 す
－ Aβ (35～ 40)は 、 例 え ば SEQ ID NO: 2の ア ミ ノ 酸 706-711と 同 一 で あ る )。 Aβ -43の ト ラ
ン ケ ー テ ッ ド 部 分 を 有 す る こ れ ら の 全 て の 変 形 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の Aβ 断 片 、 特 に 変 形 9
、 10、 11、 12お よ び 13を 用 い て 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
Aβ -43ま た は そ の 断 片 は 、 変 異 し て い る こ と が 好 ま し い 場 合 が あ る 。 特 に 好 ま し く は 、 A
β -43の 位 置 35の メ チ オ ニ ン が 、 好 ま し く は ロ イ シ ン も し く は イ ソ ロ イ シ ン で 置 換 さ れ て
い る か 、 ま た は 単 純 に 欠 失 さ れ て い る 置 換 変 形 で あ る 。 特 に 好 ま し い ア ナ ロ グ は 、 ア ミ ロ
イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ ド も し く は 外 来 T H エ ピ ト ー プ 中 に 天 然 に 発 生 し た か 、 ま た は 挿 入 さ れ
た か も し く は 付 加 さ れ た か の い ず れ か の 理 由 に よ り 、 C末 端 に 位 置 す る 単 一 の メ チ オ ニ ン
を 含 む 。 よ っ て 、 外 来 T H エ ピ ト ー プ を 含 む ア ナ ロ グ の 部 分 が 、 C末 端 に 位 置 す る 可 能 性 が
あ る メ チ オ ニ ン を 除 い て 、 メ チ オ ニ ン を 有 さ な い こ と も 好 ま し い 。
【 ０ ２ ４ １ 】
実 際 に 、 本 発 明 に よ り 用 い ら れ る APPま た は Aβ の 全 て の ア ナ ロ グ が 、 ア ナ ロ グ 中 の C末 端
ア ミ ノ 酸 と し て 位 置 す る 単 一 の メ チ オ ニ ン を 単 に 含 み 、 そ し て ア ミ ロ イ ド 産 生 ポ リ ペ プ チ
ド も し く は 外 来 T H エ ピ ト ー プ の い ず れ に あ る 他 の メ チ オ ニ ン が 欠 失 し て い る か 、 ま た は 他
の ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ て い る か と い う 特 徴 を 共 有 す る こ と が 、 一 般 的 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
さ ら に 興 味 深 い あ る 変 異 は 、 Aβ -43の 位 置 19で の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 欠 失 ま た は 置 換 で あ
り 、 該 変 異 が こ の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 の プ ロ リ ン へ の 置 換 で あ る こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
次 の 表 は 、 Aβ -43の ト ラ ン ケ ー ト ま た は 変 異 と と も に 働 く 特 に 好 ま し い 構 築 物 の 群 を 示 す
：
【 ０ ２ ４ ４ 】
【 表 ２ 】
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【 ０ ２ ４ ５ 】
こ の 表 に お い て 、 分 子 中 で 用 い た Aβ セ グ メ ン ト は 、 Aβ (1-42/43)分 子 の ア ミ ノ 酸 1 (aa 1
)に 対 す る ア ミ ノ 酸 番 号 で 示 し 、 す な わ ち 1～ 28は 、 Aβ (1-42/43)の 断 片 1～ 28を 分 子 中 に
お い て 用 い る こ と を 意 味 す る 。 2つ 以 上 の 異 な る セ グ メ ン ト を 用 い る 場 合 、 両 方 を 表 中 に
示 し 、 す な わ ち 1～ 12 (a) + 13～ 28 (b)は 、 Aβ (1-42/43)の 断 片 1～ 12お よ び 断 片 13～ 28
の 両 方 を 分 子 中 に お い て 用 い る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
ま た 、 同 じ セ グ メ ン ト が 構 築 物 に お い て 1以 上 の コ ピ ー で 存 在 す る 場 合 、 表 中 に 示 し 、 す
な わ ち 1～ 12 (× 3)は 、 Aβ (1-42/43)の 断 片 1～ 12が 構 築 物 中 に お い て 3コ ピ ー で 存 在 す る
こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
さ ら に 、 分 子 中 の Aβ セ グ メ ン ト の 位 置 は 、 分 子 の 最 初 の ア ミ ノ 酸 に 対 す る ア ミ ノ 酸 の 位
置 に よ り 示 し 、 す な わ ち 22～ 49は 、 問 題 の Aβ 断 片 が 、 分 子 の ア ミ ノ 酸 22か ら ア ミ ノ 酸 49
に 、 両 方 の 位 置 を 含 ん で 位 置 す る こ と を 示 す 。 P2お よ び P30エ ピ ト ー プ の 位 置 は 、 同 等 に
示 さ れ る 。 分 子 中 で 2つ 以 上 の Aβ 断 片 を 用 い る 場 合 、 そ の 位 置 を 全 て 示 し 、 す な わ ち 1～ 1
2 (a) + 49～ 64 (b)は 、 断 片 (a)が 分 子 中 の ア ミ ノ 酸 1～ 12に 位 置 し 、 断 片 (b)が ア ミ ノ 酸 4
9～ 64に 位 置 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
さ ら に 、 同 じ 断 片 の 1つ 以 上 の コ ピ ー が 分 子 中 に 存 在 す る 場 合 、 全 て の コ ピ ー の 位 置 を 示
し 、 す な わ ち 1～ 12、 34～ 45、 61～ 72は 、 Aβ 断 片 の 3つ の コ ピ ー が 分 子 中 に 、 そ れ ぞ れ 位
置 1～ 12、 34～ 45お よ び 61～ 72に 位 置 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
最 後 に 、 各 分 子 の 全 長 の 表 示 は 、 Aβ 断 片 な ら び に P2お よ び P30エ ピ ト ー プ の 両 方 を 含 む 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
変 形 42は 、 Aβ 断 片 を 示 す 欄 に 示 す よ う に 、 位 置 19 (pheか ら pro)お よ び 35 (metか ら lys)
に お け る 2つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 。
【 ０ ２ ５ １ 】
外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ の 導 入 の た め の 特 定 の 点 の 詳 細 に つ い て は 、 図 1お よ び 上 記 の 表 を 参
照 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
さ ら に 、 あ る タ イ プ の 構 築 物 が 特 に 好 ま し い 。 本 発 明 の 目 的 の 一 つ が 、 Aβ の 除 去 が 望 ま
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れ る 場 合 に APPを 産 生 す る 細 胞 の 破 壊 を 回 避 す る こ と で あ る の で 、 APP中 に 存 在 す る 場 合 に
細 胞 外 の 相 に 露 出 し な い 自 己 ワ ク チ ン 構 築 物 を 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。
し た が っ て 、 こ の よ う な 構 築 物 は 、 SEQ ID NO: 2の ア ミ ノ 酸 700～ 714に よ り 定 義 さ れ る ア
ミ ノ 酸 断 片 に 由 来 す る 少 な く と も 1つ の B細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む こ と が 必 要 で あ ろ う 。 こ の
よ う な 短 い ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 弱 い 免 疫 原 性 の み で あ る こ と が 予 想 さ れ る の で 、 こ の よ う
な 自 己 ワ ク チ ン 構 築 物 は B細 胞 エ ピ ト ー プ の い く つ か の コ ピ ー か ら な る こ と が 好 ま し く 、
す な わ ち 本 発 明 の 詳 細 な 開 示 に お け る 式 Iに 示 す 構 造 を 有 す る 構 築 物 の 形 態 で あ り 、 上 記
を 参 照 。 式 Iの こ の バ ー ジ ョ ン に お い て 、 ア ミ ロ イ ド e1～ ア ミ ロ イ ド exの 語 は 、 SEQ ID NO
: 2の ア ミ ノ 酸 700～ 714に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 x個 の B細 胞 エ ピ ト ー プ で あ る 。
好 ま し い 代 案 は 、 多 糖 類 担 体 分 子 へ の 、 ア ミ ド 結 合 を 介 し た ア ミ ロ イ ド 産 生 (ポ リ )ペ プ チ
ド お よ び 選 択 さ れ た 外 来 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ の 結 合 の 、 上 記 で 説 明 し た 可 能 性 で あ る －
こ れ に よ り 、 SEQ ID NO: 2の ア ミ ノ 酸 700～ 714に よ り 構 築 さ れ る 「 弱 い 」 エ ピ ト ー プ の 多
数 の 提 示 が 可 能 に な り 、 B細 胞 お よ び T細 胞 エ ピ ト ー プ の 間 の 最 適 な 比 を 選 択 す る こ と も 可
能 に な る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
実 施 例 2
Aβ お よ び 本 発 明 の 修 飾 タ ン パ ク 質 を 用 い た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 免 疫 化
hAB43+-34を エ ン コ ー ド す る DNAの 構 築 。 hAB43+-34遺 伝 子 を い く つ か の 工 程 で 構 築 し た 。
ま ず 、 プ ラ イ マ ー ME#800 (SEQ ID NO: 9)を 鋳 型 と し て 用 い て 、 プ ラ イ マ ー ME#801 (SEQ I
D NO: 10)お よ び ME#802 (SEQ ID NO: 11)と と も に PCR断 片 を つ く っ た 。 ME#800は 、 イ ー ・
コ リ 最 適 コ ド ン と と も に ヒ ト Aβ -43断 片 を エ ン コ ー ド す る 。 ME#801お よ び 802は 、 断 片 に
適 切 な 制 限 部 位 を 付 加 す る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
PCR断 片 を 精 製 し 、 NcoIお よ び HindIIIで 消 化 し 、 再 び 精 製 し て 、 NcoI-HindIIIで 消 化 し て
精 製 し た pET28b+イ ー ・ コ リ 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 。 野 生 型 ヒ ト Aβ -43を エ ン コ
ー ド す る 、 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を pAB1と 名 付 け た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
次 の 工 程 で は 、 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ 、 P2を 分 子 の C末 端 に 付 加 す る 。 プ ラ イ マ ー ME#806 (
SEQ ID NO: 12)は 、 P2エ ピ ト ー プ を エ ン コ ー ド す る 配 列 を 含 み 、 よ っ て PCR反 応 に よ り P2
お よ び Aβ -43の 融 合 体 を 発 生 す る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
ク ロ ー ニ ン グ は 、 pAB1を 鋳 型 と し て 用 い て 、 プ ラ イ マ ー ME#178 (SEQ ID NO: 8)お よ び ME#
806と と も に PCR断 片 を 作 成 す る こ と に よ り 行 っ た 。 断 片 を 精 製 し 、 NcoIお よ び HindIIIで
消 化 し 、 再 び 精 製 し て 、 NcoI-HindIIIで 消 化 し て 精 製 し た pET28b+ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化
し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を pAB2と 呼 ぶ 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
類 似 の 方 法 に お い て 、 他 の Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ 、 P30が N末 端 に 付 加 さ れ た Aβ -43を エ ン
コ ー ド す る 配 列 を 有 す る 、 他 の プ ラ ス ミ ド を 作 成 し た 。 こ れ は 、 pAB1を 鋳 型 と し て 用 い て
、 プ ラ イ マ ー ME#105 (SEQ ID NO: 7)お よ び ME#807 (SEQ ID NO: 13)と と も に PCR断 片 を 作
成 す る こ と に よ り 行 っ た 。
断 片 を 精 製 し 、 NcoIお よ び HindIIIで 消 化 し 、 再 び 精 製 し て 、 NcoI-HindIIIで 消 化 し て 精
製 し た pET28b+ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を pAB3と 呼 ぶ 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
第 三 の 工 程 に お い て 、 プ ラ イ マ ー ME#809 (SEQ ID NO: 14)に よ り 、 プ ラ ス ミ ド pAB2の P2エ
ピ ト ー プ の C末 端 に 第 二 の Aβ -43リ ピ ー ト を 付 加 す る 。 ME#809は 、 Aβ -43リ ピ ー ト の 直 後
に 、 BamHI部 位 を 同 時 に 創 る 。 PCR断 片 を 、 pAB2を 鋳 型 と し て 用 い て プ ラ イ マ ー ME#178お よ
び ME#809と と も に 作 成 し た 。 断 片 を NcoIお よ び HindIIIで 消 化 し 、 精 製 し て 、 NcoI-HindII
Iで 消 化 し て 精 製 し た pET28b+ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を pAB4と 名
付 け る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
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最 後 に 、 pAB3か ら の 、 P30エ ピ ト ー プ － Aβ -43リ ピ ー ト 配 列 を pAB4プ ラ ス ミ ド に ク ロ ー ン
化 し た 。 こ れ は 、 pAB3を 鋳 型 と し て 用 い て 、 プ ラ イ マ ー ME#811 (SEQ ID NO: 16)お よ び ME
#105と と も に PCR断 片 を 作 成 す る こ と に よ り 行 っ た 。 該 断 片 を 精 製 し 、  pAB3を 鋳 型 と し て
用 い る 、 そ の 後 の ME#810 (SEQ ID NO: 15) と の PCRに お い て プ ラ イ マ ー と し て 用 い た 。 得
ら れ た 断 片 を 精 製 し 、 BamHIお よ び HindIIIで 消 化 し 、 BamHI-HindIIIで 消 化 し て 精 製 し た p
AB4プ ラ ス ミ ド に ク ロ ー ン 化 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド 、 pAB5は 、 hAB43+-34分 子 を エ ン コ
ー ド す る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
全 て の PCRお よ び ク ロ ー ニ ン グ 手 順 は 、 Sambrook, J.、 Fritsch, E.F.お よ び Maniatis, T.
 1989 "Molecular cloning: a laboratory manual"、 第 2版 、 Cold Spring Harbor Labora
tory、 N.Yに 実 質 的 に 記 載 の よ う に し て 行 っ た 。
全 て の ク ロ ー ニ ン グ 手 順 に お い て 、 イ ー ・ コ リ K-12細 胞 、 Top-10 F'株 (Stratagene、 USA)
を 用 い た 。 pET28b+ベ ク タ ー は 、 Novagen、 USAか ら 購 入 し た 。 す ぺ て の プ ラ イ マ ー は 、 DNA
 Technology、 Denmarkに お い て 合 成 し た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
hAB43+-34の 発 現 と 精 製 。 pAB5に よ り エ ン コ ー ド さ れ る hAB43+-34タ ン パ ク 質 を 、 pET28b+
シ ス テ ム (Novagen)の 供 給 業 者 に よ り 記 載 さ れ た よ う に し て BL21-Gold (Novagen)イ ー ・ コ
リ 細 胞 に お い て 発 現 し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
発 現 し た hAB43+-34タ ン パ ク 質 を 、 封 入 体 を 洗 浄 し 、 そ の 後 、 6 M尿 素 存 在 下 に BioCad精 製
ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン (PerSeptive Biosystems、 USA)を 用 い て 、 カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を 行 う こ と に よ り 、 85%を 超 え る 純 度 に 精 製 し た 。 そ の 後 、 減 少 し た 量 の 尿 素 を 含
む 溶 液 に 対 し て 段 階 的 に 透 析 を 行 う こ と に よ り 、 尿 素 を 除 去 し た 。 最 終 バ ッ フ ァ ー は 、 10
 mM Tris、 pH 8.5で あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
免 疫 化 研 究 。 ヒ ト APP(ア ル ツ ハ イ マ ー の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 )へ の マ ウ ス ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク を 、 研 究 に 用 い た 。 TgRND8+と 呼 ば れ る こ れ ら の マ ウ ス は 、 マ ウ ス の 脳 に お い て Aβ -40
お よ び Aβ -42の 高 い 濃 度 と な る APPの 変 異 形 態 を 発 現 す る (Janus, C.ら )。
【 ０ ２ ６ ４ 】
マ ウ ス (群 あ た り 8～ 10匹 の マ ウ ス )を 、 Aβ -42 (SEQ ID NO: 2、 残 基 673～ 714、 標 準 Fmoc
ス ト ラ テ ジ ー に よ り 合 成 )ま た は hAB43+-34変 形 (実 施 例 1の 表 中 の 構 築 物 34、 組 換 え 的 に 製
造 )の い ず れ か で 、 2週 間 間 隔 で 4回 免 疫 し た 。 投 与 量 は 、 Aβ に つ い て 100 mgま た は hAB43+
-34に つ い て 50 mgの い ず れ か で あ っ た 。 43日 目 (3回 の 注 射 後 )お よ び 52日 目 (4回 の 注 射 後 )
に マ ウ ス の 血 を 採 取 し 、 血 清 を 、 直 接 Aβ -42 ELISA を 用 い て 抗 -Aβ -42特 異 的 力 価 の レ ベ
ル を 測 定 す る の に 用 い た 。
以 下 の 表 は 、 平 均 の 相 対 的 抗 -Aβ -42力 価 を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ６ 】
明 ら か に 、 hAB43+-34 Aβ 変 形 で 免 疫 し て 得 ら れ た 抗 体 力 価 は 、 変 化 し て い な い 野 生 型 Aβ
-42を 抗 原 と し て 用 い て 得 ら れ た 力 価 よ り 、 3お よ び 4免 疫 化 後 で 、 そ れ ぞ れ 約 4倍 お よ び 7.
5倍 高 い 。 免 疫 化 に 用 い た 変 形 の 量 が 、 免 疫 に 用 い た 野 生 型 配 列 の 量 の 50%の み で あ っ た 場
合 に 、 こ の 事 実 は 、 さ ら に 正 し い 相 関 関 係 に お か れ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
実 施 例 3
架 橋 剤 と し て 活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー を 用 い た 、 Aβ ペ プ チ ド コ ポ リ マ ー ワ
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ク チ ン の 合 成 。
導 入 。 伝 統 的 な コ ン ジ ュ ゲ ー ト ワ ク チ ン は 、 担 体 タ ン パ ク 質 に 共 有 的 に 結 合 し た (ポ リ )ペ
プ チ ド か ら な る 。 ペ プ チ ド は B細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 み 、 担 体 タ ン パ ク 質 は Tヘ ル パ ー エ ピ ト
ー プ を 提 供 す る 。 し か し な が ら 、 担 体 タ ン パ ク 質 の ほ と ん ど は 、 全 配 列 の わ ず か な 部 分 し
か 適 切 な Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ を 含 ま な い の で 、 通 常 、 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ の 起 源 と し て
適 切 で は な い 。 こ の よ う な エ ピ ト ー プ は 、 例 え ば 12～ 15ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド と し て 定 義 さ
れ 、 合 成 さ れ 得 る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド が 、 例 え ば 多 価 活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ
ー を 介 し て B細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ チ ド に 共 有 的 に 結 合 す る 場 合 、 適 切 な 部 分 の み を
含 む ワ ク チ ン 分 子 を 得 る こ と が で き る 。 B細 胞 お よ び T細 胞 エ ピ ト ー プ の 間 の 最 適 化 さ れ た
比 を 含 む ワ ク チ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 提 供 す る こ と も 、 さ ら に 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー の 合 成 。 デ キ ス ト ラ ン 、 ス タ ー チ 、 ア ガ ロ ー ス な ど
の ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 N-メ チ ル ピ ロ リ ジ ノ ン (NMP)中 に 溶 解 し た 均 質 合 成 (デ キ ス
ト ラ ン )か 、 ま た は 例 え ば ア セ ト ン 中 に お け る 不 均 質 合 成 (ス タ ー チ 、 ア ガ ロ ー ス 、 架 橋 デ
キ ス ト ラ ン )の い ず れ か に よ り 、 2,2,2-ト リ フ ル オ ロ エ タ ン ス ル ホ ニ ル 　 ク ロ ラ イ ド (ト レ
シ ル ク ロ ラ イ ド )と と も に 活 性 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
乾 燥 N-メ チ ル ピ ロ リ ジ ノ ン (NMP) 225 mlを 、 乾 燥 条 件 下 に 、 攪 拌 の た め の 磁 石 を 備 え た 50
0 ml丸 底 フ ラ ス コ 中 の 凍 結 乾 燥 し た 水 溶 性 デ キ ス ト ラ ン (4.5 g、 83 mmol、 臨 床 グ レ ー ド
、 Mw(平 均 ) 78000)に 添 加 す る 。 フ ラ ス コ を 磁 石 で 攪 拌 し な が ら 60℃ の 油 浴 中 に お く 。 温
度 を 20分 間 か け て 92℃ に 上 昇 さ せ る 。 デ キ ス ト ラ ン が 溶 解 し た ら 、 フ ラ ス コ を 油 浴 中 か ら
直 ち に 出 し 、 浴 中 の 温 度 を 40℃ に 下 げ る 。 フ ラ ス コ を さ ら に 磁 石 で 攪 拌 し な が ら 再 び 油 浴
中 に お き 、 ト レ シ ル ク ロ ラ イ ド (2.764 ml、 25 mmol)を 滴 下 す る 。 15分 後 、 乾 燥 ピ リ ジ ン (
無 水 、 2.020 ml、 25 mmol)を 滴 下 す る 。 フ ラ ス コ を 油 浴 か ら 出 し 、 室 温 で 1時 間 攪 拌 す る
。 生 成 物 (ト レ シ ル 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン 、 TAD)を 、 冷 エ タ ノ ー ル (99.9%) 1200 ml中 で 沈 殿
さ せ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
上 清 を 移 し 、 2000 rpm で の 遠 心 分 離 に よ り 、 沈 殿 物 を 50 mlの ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に
回 収 す る 。 沈 殿 物 を 0.5%酢 酸 50 mlに 溶 解 し 、 0.5%酢 酸 5000 mlに 対 し て 2回 透 析 し て 、 凍
結 乾 燥 す る 。 TADは 、 凍 結 乾 燥 粉 末 と し て -20℃ で 保 存 で き る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
ア ガ ロ ー ス や 架 橋 デ キ ス ト ラ ン の よ う な 不 溶 性 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 例 え ば ア セ ト
ン 中 に ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー の 懸 濁 液 を つ く り 、 固 相 合 成 と し て の 合 成 を 行 う こ と に よ
り ト レ シ ル 活 性 化 す る こ と が で き る 。 活 性 化 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー は 、 ろ 過 に よ り 回 収
す る こ と が で き る 。 適 切 な 方 法 は 、 例 え ば Nilsson Kお よ び Mosbach K (1987)、 Methods i
n Enzymology 135、 p. 67、 な ら び に Hermansson GTら (1992)、 "Immobilized Affinity Li
gand Techniques"、 Academic Press, Inc.、 p. 87に 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
Aβ ペ プ チ ド コ ポ リ マ ー ワ ク チ ン の 合 成 。 TAD (10 mg)を H 2 O 100μ lに 溶 解 し 、 Aβ -42 (SE
Q ID NO: 2、 残 基 673～ 714) 5 mg、 P2 (SEQ ID NO: 4) 2.5 mgお よ び P30 (SEQ ID NO: 6)
 2.5 mgを 含 む pH 9.6の カ ー ボ ネ ー ト バ ッ フ ァ ー 1000μ lを 添 加 す る 。 Aβ -42 な ら び に P2
お よ び P30ペ プ チ ド は 全 て 、 保 護 さ れ た リ シ ン 基 を 含 む ： こ れ ら は 、 1-(4,4-ジ メ チ ル -2,6
-ジ シ ク ロ ヘ キ シ -1-イ リ デ ン )エ チ ル  (Dde)保 護 リ シ ン 基 の 形 態 に あ る 。 ペ プ チ ド を 標 準 F
mocス ト ラ テ ジ ー に よ り 製 造 す る が 、 こ こ で 、 従 来 の Fmoc-Lys(Boc)-OHを Fmoc-Lys(Dde)-O
H (Novabiochemよ り 入 手 、 カ タ ロ グ 番 号 04-12-1121)で 置 換 し 、 す な わ ち リ シ ン の ε -ア ミ
ノ 基 が Boc の 代 わ り に Ddeで 保 護 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
pHの 値 を 測 定 し 、 1 M HClを 用 い て 9.6に 合 わ せ る 。 室 温 に て 2.5時 間 後 、 80%溶 液 か ら の ヒ
ド ラ ジ ン を 最 終 ヒ ド ラ ジ ン 濃 度 8%ま で 添 加 し 、 溶 液 を さ ら に 室 温 に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 そ の 後 、 直 ち に 凍 結 乾 燥 す る 。 凍 結 乾 燥 し た 生 成 物 を H 2 Oに 溶 解 し 、 最 終 の 凍 結 乾
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燥 の 前 に 、 H 2 Oに 対 し て 延 長 し て 透 析 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
最 終 生 成 物 中 の B細 胞 エ ピ ト ー プ (Aβ )お よ び T細 胞 エ ピ ト ー プ (P2お よ び P30)の 間 の 比 は 、
合 成 工 程 に お い て 異 な る 濃 度 の こ れ ら の ペ プ チ ド を 用 い る こ と に よ り 、 変 動 さ せ る こ と が
で き る 。 さ ら に 、 最 終 産 物 は 、 合 成 工 程 に お い て カ ー ボ ネ ー ト バ ッ フ ァ ー に ア ミ ノ 化 マ ン
ノ ー ス を 添 加 す る こ と に よ り 、 例 え ば マ ン ノ ー ス (APCへ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 標 的 と す る よ
う に )で タ グ を 付 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
不 溶 性 の 活 性 化 さ れ た ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー を 、 B細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ チ ド お よ
び T細 胞 エ ピ ト ー プ を 結 合 す る の に 用 い る 場 合 、 ポ リ マ ー へ の 結 合 は 、 固 相 合 成 と し て 行
う こ と が で き 、 最 終 産 物 は 洗 浄 お よ び ろ 過 に よ り 回 収 し て 精 製 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
一 般 的 な 説 明 に お い て 言 及 し た よ う に 、 ペ プ チ ド ベ ー ス の ワ ク チ ン を 製 造 す る 今 回 記 載 の
ア プ ロ ー チ は 、 全 く 合 成 の ペ プ チ ド ワ ク チ ン を 製 造 す る の が 便 利 で あ る 場 合 、 お よ び 問 題
の ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 が 単 一 の ペ プ チ ド に お い て 充 分 な 免 疫 原 性 を 提 供 す る 場 合 に 、 い ず れ
の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 に も 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
実 施 例 4
合 成 ペ プ チ ド コ ポ リ マ ー ワ ク チ ン
TAD (10 mg)を H 2 O 100μ lに 溶 解 し 、 ペ プ チ ド A (興 味 の あ る い ず れ の 免 疫 原 性 ペ プ チ ド ) 
1～ 5 mg、 P2 (ジ フ テ リ ア ト キ ソ イ ド P2エ ピ ト ー プ ) 1～ 5 mg お よ び P30 (ジ フ テ リ ア ト キ
ソ イ ド P30エ ピ ト ー プ ) 1～ 5 mgを 含 む pH 9.6の カ ー ボ ネ ー ト バ ッ フ ァ ー 1000μ lを 添 加 す
る 。 pHの 値 を 測 定 し 、 0.1 M HClを 用 い て 9.6に 合 わ せ る 。 室 温 に て 2.5時 間 後 、 溶 液 を そ
の 後 直 ち に 凍 結 乾 燥 す る 。 凍 結 乾 燥 し た 生 成 物 を H 2 Oに 溶 解 し 、 最 終 の 凍 結 乾 燥 の 前 に 、 H

2 Oに 対 し て 延 長 し て 透 析 す る か 、 ま た は ゲ ル ろ 過 カ ラ ム 上 で 脱 塩 す る 。 ペ プ チ ド が 配 列 中
に リ シ ン を 有 す る 場 合 、 リ シ ン 側 鎖 中 の ε -ア ミ ン を 、 合 成 中 に Fmoc-Lys(Dde)-OH 誘 導 体
を 用 い て Ddeに よ り 保 護 す る べ き で あ る  (Gregoriusお よ び Theisen 2001、 提 出 済 み )。 結
合 後 、 80%溶 液 か ら の ヒ ド ラ ジ ン を 最 終 ヒ ド ラ ジ ン 濃 度 1～ 20%ま で 添 加 し 、 溶 液 を 室 温 に
て さ ら に 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 直 ち に 凍 結 乾 燥 し 、 最 終 の 凍 結 乾 燥 の 前 に 、
H 2 Oに 対 し て 延 長 し て 透 析 す る か 、 ま た は ゲ ル ろ 過 カ ラ ム 上 で 脱 塩 す る 。 原 理 を 図 2の 概 略
図 に 示 す 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
こ の よ う な 免 疫 原 は 、 「 ペ プ チ ド A」 と し て の ボ レ リ ア ・ ブ ル ゴ ド ル フ ェ リ の タ ン パ ク 質 O
spCの 短 い C末 端 断 片 、 お よ び ペ プ チ ド Bと し て の ジ フ テ リ ア ト キ ソ イ ド エ ピ ト ー プ (P2ま た
は P30)と と も に 、 本 発 明 者 ら に よ り 用 い ら れ て い る 。 こ の 抗 原 に よ る 免 疫 化 研 究 の 結 果 は
、 OspC断 片 お よ び ワ ク チ ン 化 し た マ ウ ス の MHCハ プ ロ タ イ プ に 適 合 す る 外 来 ジ フ テ リ ア エ
ピ ト ー プ を 含 む 、 本 発 明 の 抗 原 だ け が 、 こ れ ら の マ ウ ス に お い て OspCに 反 応 性 の 抗 体 を 誘
導 す る こ と が 可 能 で あ っ た こ と を 明 ら か に し た 。 こ れ に 対 し て 、 OspCペ プ チ ド の み を 含 む
分 子 は 、 抗 体 産 生 を 誘 導 す る こ と が で き ず 、 ま た 、 一 方 が OspCを 含 み 、 他 方 が エ ピ ト ー プ
を 含 む 、 2の 免 疫 原 の 混 合 物 に つ い て も 同 様 で あ っ た 。 よ っ て 、 本 質 的 で な い と し て も 、 O
spCの よ う な 短 い ペ プ チ ド ハ プ テ ン に 対 す る 抗 体 産 生 を 誘 導 す る た め に 、 同 じ ポ リ ヒ ド ロ
キ シ ポ リ マ ー 担 体 へ の 包 含 が よ り 優 れ て い る と 結 論 付 け る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 10月 24日 (2003.10.24)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ア ナ ロ グ が
a)　 少 な く と も 1つ の 外 来 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ (T H エ ピ ト ー プ )お よ び 破 壊 さ れ た ア ミ ロ イ
ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 (APP)ま た は β ア ミ ロ イ ド (Aβ )配 列 を 含 む ポ リ ア ミ ノ 酸 で あ る こ と に
よ り 、 該 ア ナ ロ グ が 、 T細 胞 応 答 を 開 始 す る MHCク ラ ス II分 子 に 生 産 的 に 結 合 す る 、 SEQ ID
 NO: 2の い ず れ の 配 列 を も 含 ま な い か ； お よ び ／ ま た は
b)　  a)で 定 義 し た ポ リ ア ミ ノ 酸 が 別 個 に 結 合 し て い る ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 骨 格 を 含
む コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る か ； お よ び ／ ま た は
c)　  1) 少 な く と も 1つ の 外 来 T H エ ピ ト ー プ お よ び 2) b)で 定 義 し た 破 壊 さ れ た APPも し く
は Aβ 配 列 が 別 個 に 結 合 し て い る ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー 骨 格 を 含 む コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ
る 、
APPも し く は Aβ に 対 し て 作 成 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 に APPま た は Aβ が 反 応 す る の と 同 じ
程 度 に ア ナ ロ グ が 反 応 す る よ う に 、 APPお よ び ／ ま た は Aβ の B細 胞 エ ピ ト ー プ の 実 質 的 な
フ ラ ク シ ョ ン を 同 じ 分 子 に 組 み 込 む 、 APPま た は Aβ の 少 な く と も 1つ の ア ナ ロ グ と 、 少 な
く と も 1つ の 外 来 T H エ ピ ト ー プ と の 免 疫 原 的 有 効 量 を 、 ア ナ ロ グ に よ る 動 物 の 免 疫 化 が 動
物 の 自 己 APPま た は Aβ に 対 す る 抗 体 産 生 を 誘 導 す る よ う に 、 動 物 の 免 疫 系 に 提 示 す る こ と
を 含 む 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に お け る APPま た は Aβ の イ ン ビ ボ ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
－ 抗 原 提 示 細 胞 (APC)も し く は Bリ ン パ 球 へ の ア ナ ロ グ の 標 的 化 を も た ら す 、 少 な く と も 1
つ の 第 一 成 分 を 導 入 す る か 、 お よ び ／ ま た は
－ 免 疫 系 を 刺 激 す る 、 少 な く と も 1つ の 第 二 成 分 を 導 入 す る か 、 お よ び ／ ま た は
－ 免 疫 系 へ の ア ナ ロ グ の 提 示 を 最 適 化 す る 、 少 な く と も 1つ の 第 三 成 分 を 導 入 す る 、
請 求 項 1に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
第 一 お よ び ／ ま た は 第 二 お よ び ／ ま た は 第 三 成 分 が 、 APPも し く は Aβ 配 列 に お け る 適 切 な
化 学 群 へ の 共 有 も し く は 非 共 有 結 合 に よ り 側 鎖 と し て 結 合 し て い る 、 請 求 項 2に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ 】
ア ナ ロ グ が 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
ア ナ ロ グ が 、 APPも し く は Aβ の 少 な く と も 1つ の B細 胞 エ ピ ト ー プ の 重 複 、 お よ び ／ ま た は
ハ プ テ ン の 導 入 を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ が 動 物 に お い て 免 疫 優 性 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ が 、 天 然 乱 交 雑 T細 胞 エ ピ ト ー プ お よ び 人 工 MHC-II結 合 ペ プ チ ド 配 列
か ら 選 択 さ れ る 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ の よ う に 乱 交 雑 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
天 然 T細 胞 エ ピ ト ー プ が 、 P2ま た は P30の よ う な 破 傷 風 ト キ ソ イ ド エ ピ ト ー プ 、 ジ フ テ リ ア
ト キ ソ イ ド エ ピ ト ー プ 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ヘ マ グ ル チ ニ ン エ ピ ト ー プ 、 お よ び ピ ー
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・ フ ァ ル シ パ ル ム CSエ ピ ト ー プ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 7に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
ア ナ ロ グ が 、 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド Aβ の 細 胞 結 合 形 態 に 存 在 す る 場 合 に 細 胞 外 の 相 に 露 出
し な い B細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ア ナ ロ グ が 、 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 結 合 形 態 に 存 在 す る 場 合 に 細 胞 外 の 相 に 露 出 す る
少 な く と も 1つ の B細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 さ な い 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
ア ナ ロ グ が 、 最 大 で 8、 最 大 で 7、 最 大 で 6、 最 大 で 5、 最 大 で 4お よ び 最 大 で 3の 連 続 し た ア
ミ ノ 酸 の よ う な SEQ ID NO: 2の 最 大 で 9の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ
か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ア ナ ロ グ が SEQ ID NO: 2の 少 な く と も 1つ の サ ブ シ ー ク エ ン ス を 含 む こ と に よ り 、 SEQ ID 
NO: 2の 少 な く と も 1つ の サ ブ シ ー ク エ ン ス が そ れ ぞ れ 独 立 し て 、 SEQ ID NO: 2の 9の 連 続
し た ア ミ ノ 酸 、 SEQ ID NO: 2の 8の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 SEQ ID NO: 2の 7の 連 続 し た ア ミ ノ
酸 、 SEQ ID NO: 2の 6の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 SEQ ID NO: 2の 5の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 SEQ ID
 NO: 2の 4の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 、 お よ び SEQ ID NO: 2の 3の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 範 囲 か ら な る 、 請 求 項 11に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
連 続 し た ア ミ ノ 酸 が 、 残 基 672、 673、 674、 675、 676、 677、 678、 679、 680、 681、 682、 6
83、 684、 685、 686、 687、 688、 689、 690、 691、 692、 693、 694、 695、 696、 697、 698、 6
99、 700、 701、 702、 703、 704、 705、 706、 707、 708、 709、 710、 711、 712、 713お よ び 71
4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 始 ま る 、 請 求 項 11ま た は 12に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
少 な く と も 2コ ピ ー の Aβ 由 来 断 片 、 ま た は 抗 原 決 定 基 の 多 コ ピ ー を 提 示 す る こ と が で き る
担 体 分 子 に 共 有 的 も し く は 非 共 有 的 に 結 合 し た ア ナ ロ グ を 有 す る こ と に よ り 、 免 疫 系 へ の
提 示 が 行 わ れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
変 形 b)ま た は c)で 、 ポ リ ア ミ ノ 酸 お よ び T H エ ピ ト ー プ が 、 ア ミ ド 結 合 に よ り ポ リ ヒ ド ロ キ
シ ポ リ マ ー に 結 合 し て い る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
変 形 b)ま た は c)で 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ ポ リ マ ー が 多 糖 類 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ア ナ ロ グ が 、 自 己 抗 原 へ の 自 己 寛 容 を 破 壊 す る の を 促 進 す る ア ジ ュ バ ン ト と と も に 処 方 さ
れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ア ナ ロ グ の 有 効 量 が 、 皮 内 、 皮 下 お よ び 筋 肉 内 の よ う な 非 経 口 経 路 ； 腹 膜 経 路 ； 経 口 経 路
； バ ッ カ ル 経 路 ； 舌 下 経 路 ； 硬 膜 外 経 路 ； 脊 髄 経 路 ； 肛 門 経 路 ； 頭 蓋 内 経 路 か ら 選 択 さ れ
る 経 路 を 経 て 動 物 に 投 与 さ れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
有 効 量 が 、 0.5μ g～ 2,000μ gの ア ナ ロ グ で あ る 、 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
変 形 a)で 、 免 疫 系 へ の ア ナ ロ グ の 提 示 が 、 ア ナ ロ グ を エ ン コ ー ド す る 核 酸 を 動 物 細 胞 に 導
入 し 、 そ れ に よ り 導 入 さ れ た 核 酸 の 該 細 胞 に よ る イ ン ビ ボ 発 現 を 得 る こ と に よ り も た ら さ
れ る 、 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
導 入 さ れ た 核 酸 が 、 裸 の DNA、 荷 電 ま た は 非 荷 電 の 脂 質 と と も に 処 方 さ れ た DNA、 リ ポ ソ ー
ム 中 に 処 方 さ れ た DNA、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 包 含 さ れ た DNA、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 タ
ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と と も に 処 方 さ れ た DNA、 標 的 化 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ
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チ ド と と も に 処 方 さ れ た DNA、 カ ル シ ウ ム 沈 殿 剤 と と も に 処 方 さ れ た DNA、 不 活 性 担 体 分 子
に 結 合 し た DNA、 キ チ ン ま た は キ ト サ ン 中 に 被 包 さ れ た DNA、 お よ び ア ジ ュ バ ン ト と と も に
処 方 さ れ た DNAか ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
少 な く と も 2、 少 な く と も 3、 少 な く と も 4、 少 な く と も 6、 少 な く と も 12の 投 与 /導 入 の よ
う な 、 1年 あ た り 少 な く と も 1の 投 与 /導 入 を 含 む 、 請 求 項 18～ 21の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ア ミ ロ イ ド の 全 量 が 減 少 す る か 、 も し く は ア ミ ロ イ ド 形 成 の 速 度 が 臨 床 上 有 意 義 に 減 少 す
る 程 度 に 、 APPま た は Aβ が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る こ と を 含 む 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病
ま た は ア ミ ロ イ ド 沈 着 を 特 徴 と す る 他 の 疾 患 お よ び 症 状 を 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 お よ び
／ ま た は 改 善 す る た め に 使 用 す る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
ア ナ ロ グ を 用 い た 動 物 の 免 疫 化 が 、 動 物 の 自 己 APPも し く は Aβ に 対 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導
す る 結 果 と な る 修 飾 が 導 入 さ れ て お り 、 該 ア ナ ロ グ が 請 求 項 1～ 16の い ず れ か 1項 に 定 義 さ
れ る 、 動 物 の APPも し く は Aβ に 由 来 す る APPま た は Aβ の ア ナ ロ グ 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
医 薬 上 お よ び 免 疫 学 上 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 な ら び に 任 意 に ア ジ ュ バ ン ト
を 含 む 、 請 求 項 24に 記 載 の ア ナ ロ グ の 免 疫 原 的 有 効 量 を 含 む 免 疫 原 性 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 24に 記 載 の ア ナ ロ グ を エ ン コ ー ド す る 、 核 酸 断 片 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
自 立 複 製 可 能 な ベ ク タ ー の よ う な 、 請 求 項 26に 記 載 の 核 酸 断 片 を 有 す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 、 コ ス ミ ド 、 ミ ニ 染 色 体 、 お よ び ウ イ ル ス か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 27に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 26に 記 載 の 核 酸 断 片 の 発 現 を 推 進 す る プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 分 泌 も し
く は 膜 へ の 組 み 込 み を 可 能 に す る リ ー ダ ー ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 、 任 意 の 核 酸 配 列 、
請 求 項 26に 記 載 の 核 酸 断 片 、 お よ び 任 意 の タ ー ミ ネ ー タ ー を 、 5'→ 3'方 向 に 実 施 可 能 な 連
鎖 で 含 む 、 請 求 項 27ま た は 28に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ た 場 合 に 、 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る こ と が 可 能 で あ る か 、 ま
た は 不 可 能 で あ る 、 請 求 項 27～ 29の い ず れ か 1項 に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ １ 】
プ ロ モ ー タ ー が 、 真 核 細 胞 お よ び ／ ま た は 原 核 細 胞 に お け る 発 現 を 推 進 す る 、 請 求 項 29ま
た は 30に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 26に 記 載 の 核 酸 断 片 を 複 製 す る こ と が で き る 形 質 転 換 細 胞 の よ う な 、 請 求 項 27～ 31
の い ず れ か 1項 に 記 載 の ベ ク タ ー を 有 す る 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
細 菌 、 酵 母 、 原 虫 、 ま た は 真 菌 、 S 2 も し く は SF細 胞 の よ う な 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 お よ び 哺
乳 動 物 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 多 細 胞 生 物 に 由 来 す る 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 微 生 物 で あ る 、 請 求
項 32に 記 載 の 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 24に 記 載 の ア ナ ロ グ を 分 泌 す る か 、 ま た は そ の 表 面 に 有 す る 形 質 転 換 細 胞 の よ う な
、 請 求 項 27に 記 載 の 核 酸 断 片 を 発 現 す る 、 請 求 項 32ま た は 33に 記 載 の 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
変 形 a)で 、 免 疫 系 へ の 提 示 が 、 ア ナ ロ グ を エ ン コ ー ド し て 発 現 す る 核 酸 断 片 を 有 す る 非 病
原 性 微 生 物 ま た は ウ イ ル ス を 投 与 す る こ と に よ り も た ら さ れ る 、 請 求 項 1～ 13の い ず れ か 1
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項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
－ 請 求 項 26に 記 載 の 核 酸 断 片 も し く は 請 求 項 27～ 31の い ず れ か 1項 に 記 載 の ベ ク タ ー 、 な
ら び に
－ 医 薬 上 お よ び 免 疫 学 上 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ ま た は 賦 形 剤 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン
ト
を 含 む 、 ア ミ ロ イ ド に 対 す る 抗 体 産 生 を 誘 導 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
請 求 項 7～ 31の い ず れ か 1項 に 記 載 の ベ ク タ ー を 有 し 、 請 求 項 26に 記 載 の 核 酸 断 片 を 発 現 し
、 そ の 表 面 に 請 求 項 24に 記 載 の ア ナ ロ グ を 任 意 に 分 泌 す る か 、 ま た は 有 す る 、 安 定 な 細 胞
ラ イ ン 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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