
(57)【要約】

【課題】本発明は、HIV感染に対する中和抗体のワクチ

ン及び方法に関する。

【解決手段】該ワクチンは、CD4又はCD4の同等物分子の

断片と共有結合的に結合したgp（120）の複合体を含む

。

【選択図】図８
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 CD4の 断 片 又 は そ の 同 等 物 と 共 有 結 合 的 に 結 合 し た gp120を 含 む 、 免 疫 原 性 複 合 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 CD4の 断 片 が 、 CD4の 第 １ 及 び 第 ２ の ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 免 疫 原 性 複
合 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 潜 在 性 エ ピ ト ー プ が 見 ら れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 免 疫 原 性 複 合 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 gp120が 、 前 記 CD4の 断 片 に 共 有 結 合 的 に 架 橋 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 免 疫
原 性 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 免 疫 原 性 複 合 体 を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 更 に 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル を 含 有 す る ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 免 疫
原 性 複 合 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 免 疫 原 性 複 合 体 及 び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 免 疫 原 性 複 合 体 と 反 応 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ９ に 記 載 の 抗 体 を 産 生 す る 、 不 死 化 細 胞 系 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 の 、 CD4の 断 片 又 は そ の 同 等 物 と 共 有 結 合 的 に 結 合 し た gp120
の 複 合 体 の 免 疫 原 的 に 有 効 な 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 HIVに 対 す る 中 和 抗 体 を 産
生 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 CD4の 断 片 が 、 CD4の 第 １ 及 び 第 ２ の ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 CD4の 断 片 又 は そ の 同 等 物 と 共 有 結 合 的 に 結 合 し た gp120の 複 合 体 を 、 試 験 体 液 と 接 触 さ
せ 、 試 験 体 液 中 の 抗 原 と 前 記 抗 体 と の 間 で 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 含 む 、
試 験 体 液 中 の HIV抗 原 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 固 体 又 は 標 識 化 基 質 に 結 合 す る 前 記 抗 体 、 及 び 該 検 出 方 法 を 実 施 す る た め の 説 明 書 を 含
む 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 を 実 施 す る た め の 試 験 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 媒 体 中 に 、 CD4の 断 片 又 は そ の 同 等 物 と 共 有 結 合 的 に 結 合 し た gp120
の 複 合 体 の 免 疫 原 的 に 有 効 な 量 を 含 む ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 CD4に 相 当 す る 分 子 に 共 有 結 合 的 に 結 合 し た gp120を 含 む 免 疫 原 性 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 潜 在 性 エ ピ ト ー プ が 見 ら れ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 免 疫 原 性 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 CD4同 等 物 分 子 が 、 サ ソ リ 毒 を ベ ー ス と す る CD4模 倣 微 小 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項
１ ６ に 記 載 の 免 疫 原 性 複 合 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 gp120が 、 前 記 CD4同 等 物 分 子 と 共 有 結 合 的 に 架 橋 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載
の 免 疫 原 性 複 合 体 。
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【 請 求 項 ２ ０ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 中 の 、 CD4同 等 物 分 子 と 共 有 結 合 的 に 結 合 し た gp120の 複 合 体 の
免 疫 原 的 に 有 効 な 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 HIVに 対 す る 中 和 抗 体 を 産 生 す る 方 法
。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 関 連 出 願 の ク ロ ス リ フ ァ レ ン ス ）
　 本 出 願 は 、 2000年 1月 ７ 日 に 出 願 さ れ た 、 米 国 特 許 出 願 09/479,675号 の 継 続 出 願 で あ る
、 2001年 7月 17日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 09/905,962号 、 1998年 5月 11日 に 出 願 さ れ た 米
国 特 許 出 願 09/075,544号 の 分 割 出 願 で あ る 米 国 特 許 第 6,328,973号 、 1995年 12月 20日 に 出
願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 08/464,680号 の 分 割 出 願 で あ る 米 国 特 許 第 6,030,772号 、 1993年 5月
7日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 08/060,926号 の 一 部 継 続 出 願 で あ る 、 1994年 5月 6日 に 出 願
さ れ た PCT/US94/05020の 371で あ る 米 国 特 許 第 5,843,454号 の 一 部 継 続 出 願 で あ り 、 現 在 は
放 棄 さ れ た 全 て は 、 本 明 細 書 に お い て 参 考 文 献 と し て 組 み 込 ま れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
　 我 々 は 、 共 有 結 合 し た gp12-CD4複 合 体 が 、 非 複 合 体 分 子 上 に 存 在 し な い 、 gp120及 び ／
又 は CD4上 の 潜 在 性 エ ピ ト ー プ の 特 異 的 サ ブ セ ッ ト を 示 す こ と を 発 見 し た 。 こ の 複 合 体 は
、 新 規 な 特 異 性 を 有 す る 中 和 抗 体 を 誘 発 し 、 従 っ て 、 HIV感 染 に 対 す る ワ ク チ ン 及 び 免 疫
療 法 に 有 用 で あ る 。 我 々 は 、 ま た 、 CD4の 断 片 に 共 有 結 合 的 に 結 合 し た gp120を 含 む 複 合 体
が 抗 体 の 中 和 を 誘 発 し 、 従 っ て 、 HIV感 染 に 対 す る ワ ク チ ン 及 び 免 疫 療 法 に 有 用 で あ る こ
と を 発 見 し た 。 更 に 、 前 記 複 合 体 又 は 抗 体 は 、 HIV感 染 に つ い て の 免 疫 学 的 試 験 に 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
　 抗 体 を 中 和 す る こ と は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 を 含 む 、 多 く の ウ
ィ ル ス 感 染 に 対 す る 防 御 に と っ て 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 HIV感 染 し た 個 体 に お け る 中
和 抗 体 の 最 初 の 報 告 か ら 、 そ れ は 、 血 清 に お け る 抗 体 の 多 価 レ ベ ル が 、 よ り 良 い 臨 床 結 果
（ ３ ～ ５ ） と 相 関 す る こ と が ま す ま す 明 ら か に な っ た 。 こ れ ら の 研 究 は 、 抗 体 を 中 和 す る
高 い 力 価 を 誘 発 す る エ ピ ト ー プ の 同 定 が 、 HIV感 染 に 対 す る ワ ク チ ン 開 発 に と っ て 重 要 で
あ る こ と を 示 し た 。
　 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ ィ ル ス タ イ プ １ （ HIV 1） の た め の 主 要 な レ セ プ タ ー は 、 Tリ ン パ 球 の 表
面 で 主 に 見 ら れ る CD4分 子 で あ る 。 CD4へ の HIV-1の 結 合 は 、 主 要 な ウ ィ ル ス 外 被 糖 タ ン パ
ク 質 pg120を 経 て 生 じ 、 ウ ィ ル ス 感 染 過 程 が 開 始 さ れ る 。
　 ヒ ト 免 疫 不 全 に よ る 感 染 に 対 す る ワ ク チ ン の 開 発 の た め の 現 在 の 戦 略 は 、 ウ ィ ル ス 外 被
糖 タ ン パ ク 質 gp120又 は そ の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー CD4に 対 す る 抗 体 を 誘 発 す る こ と に 焦 点 を
合 わ せ て い る 。 精 製 さ れ た gp120は 、 通 常 、 ウ ィ ル ス 分 離 体 中 で 変 化 す る エ ピ ト ー プ に 対
し て 反 応 性 の あ る 抗 体 を 特 異 的 に 中 和 す る タ イ プ を 誘 発 す る 。 こ の 特 徴 は 、 ワ ク チ ン と し
て の pg120の 使 用 を 妨 げ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 CD4は 、 HIV-1に 対 す る ワ ク チ ン の 開 発 の た め の 重 要 な 候 補 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 最
近 の 研 究 は 、 sCD4が 動 物 に お い て HIV-1を 中 和 す る 抗 体 を 誘 発 し 、 SIV感 染 し た ア カ ゲ ザ ル
に お い て 感 染 の 広 が る こ と を 防 止 す る こ と を 立 証 し た （ １ ） 。 し か し 、 CD4に 対 す る 自 己
抗 体 は 、 通 常 の Ｔ 細 胞 の 機 能 を 妨 害 す る 場 合 、 免 疫 化 さ れ た 宿 主 に お け る 免 疫 異 常 を 引 き
起 こ す 。 Gp120に 対 す る 、 中 和 抗 体 は 、 HIV感 染 し た 個 体 中 で イ ン ビ ボ で 誘 発 さ れ 、 精 製 さ
れ た 外 被 糖 タ ン パ ク 質 を 用 い て イ ン ビ ト ロ で 誘 発 さ れ る 。 し か し 、 gp120は 、 5個 の 高 頻 度
可 変 領 域 を 含 み 、 そ の １ つ は 、 重 要 な 中 和 エ ピ ト ー プ で あ る V3ド メ イ ン で あ る 。 系 統 中 の
こ の エ ピ ト ー プ の 高 頻 度 可 変 性 は 、 HIV-1の 様 々 な 系 統 に 対 し て 効 果 的 な 中 和 抗 体 を 生 成
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す る の に 障 害 と な る 。 こ の 理 由 の た め 、 精 製 さ れ た CD4又 は pg120を 使 用 す る ワ ク チ ン 戦 略
が い く つ か の 不 都 合 を 示 す と 信 じ ら れ て い た 。
　 我 々 は 、 可 溶 性 CD4、 マ ン ノ ー ス -特 異 的 レ ク チ ン ス ク シ ニ ル コ ン カ ナ バ リ ン A（ SC） 又
は そ れ ら の 同 等 物 の い ず れ か と 化 学 的 に 結 合 し た gp120の 複 合 体 を 免 疫 原 と し て 用 い て 、
抗 -HIV-1中 和 抗 体 を 産 生 さ せ る こ と に よ っ て 、 タ イ プ 特 異 的 な 抗 gp120抗 体 、 及 び CD4に 対
す る 抗 体 の 欠 点 を 克 服 し た 。 我 々 は 、 前 記 化 合 物 が gp120に お い て 同 様 の 構 造 変 化 を 誘 導
す る こ と を 見 出 し た 。 複 合 型 gp120は 、 複 合 化 さ れ て い な い 糖 タ ン パ ク 質 上 に 隠 さ れ た エ
ピ ト ー プ の 配 列 を 示 す 構 造 変 化 を 起 こ す よ う に 思 わ れ る 。 こ の よ う な エ ピ ト ー プ の 一 部 は
、 グ ル ー プ 特 異 的 な 中 和 抗 体 を 誘 発 し 、 そ れ は 、 上 述 し た よ う な タ イ プ 特 異 的 抗 体 の よ う
に 制 限 さ れ る 系 統 で は な い 。 我 々 は 、 共 有 結 合 的 に 結 合 し た CD4-gp120複 合 体 が 、 HIV-1の
種 々 の 分 離 体 及 び HIV-2に 対 す る 中 和 抗 体 を 産 生 す る の に 有 用 で あ る こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 HIVに 対 す る サ ブ ユ ニ ッ ト ワ ク チ ン の 開 発 に お け る 主 要 な 研 究 努 力 は 、 ウ ィ ル ス の 外 被
糖 タ ン パ ク 質 に 向 け ら れ て き た 。 動 物 へ の gp160又 は gp120の 接 種 は 、 HIVに 対 す る 中 和 抗
体 を 誘 発 す る （ ３ 、 ４ ） 。 gp120に お け る 重 要 な 中 和 エ ピ ト ー プ は 、 タ ン パ ク 質 の 第 ３ の
可 変 性 ド メ イ ン （ V3ル ー プ ） 中 の 306～ 326ア ミ ノ 酸 に 位 置 す る （ ４ ） 。 こ の エ ピ ト ー プ は
、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 広 範 に 研 究 さ れ た （ ３ 、
４ ） 。 多 く の 場 合 に お い て 、 た と え 、 抗 V3ル ー プ 抗 体 の 弱 い 中 和 種 が 種 々 の 分 離 体 と 交 差
反 応 す る こ と が で き る と し て も 、 こ の 領 域 に 向 け ら れ た 抗 体 は 、 分 離 さ れ た 特 異 的 な 方 法
で HIV-1を 中 和 す る 。 抗 -V3ル ー プ 抗 体 の タ イ プ 特 異 性 の 理 由 は 、 種 々 の 分 離 体 の 間 の 広 範
な 配 列 可 変 性 で あ る 。 HIVに 感 染 し た 細 胞 を 、 タ イ プ 特 異 的 抗 -V3ル ー プ 抗 体 と 一 緒 に 長 期
に 培 養 す る こ と は 、 中 和 に 抵 抗 性 の 回 避 突 然 変 異 を 誘 発 す る （ ９ ） 。
　 V3ル ー プ に 加 え 、 外 被 の 遺 伝 的 に 保 存 さ れ た 領 域 を 包 含 す る 、 他 の 中 和 エ ピ ト ー プ が 同
定 さ れ て い る （ １ ０ 、 １ １ ） 。 し か し 、 前 記 エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 化 は 、 低 い 中 和 力 価
を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 誘 発 す る 。 例 え ば 、 保 存 領 域 を 有 す る 、 gp120の CD4結 合 領
域 は 、 種 々 の 分 離 体 に 対 す る 中 和 抗 体 を 誘 発 す る （ １ ３ ） 。 し か し 、 こ の 領 域 は 、 標 準 的
に は 、 糖 タ ン パ ク 質 に お け る 免 疫 優 性 な エ ピ ト ー プ で は な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 gp120と CD4と の 相 互 作 用 は 相 当 詳 細 に 研 究 さ れ て お り 、 複 合 体 形 成 に 必 要 な 分 子 の 領 域
は 決 定 さ れ て い る （ １ ４ ～ １ ６ ） 。 現 在 、 CD4を 有 す る 相 互 作 用 が gp120の 構 造 変 化 を 誘 導
す る と い う 証 拠 の い く つ か の 線 が あ る 。 第 １ に 、 gp120と 結 合 す る 組 換 型 の 可 溶 性 CD4（ sC
D4） は 、 V3ル ー プ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 結 合 、 及 び 外 因 性 プ ロ テ イ ナ ー ゼ に よ る 消 化 に 対
す る 感 受 性 を 上 昇 さ せ る （ ２ ） 。 第 ２ に 、 sCD4の 結 合 は 、 ウ ィ ル ス か ら の gp120の 解 離 を
引 き 起 こ す （ １ ７ 、 １ ８ ） 。 gp120に お け る 構 造 変 化 は 、 ウ ィ ル ス 接 着 工 程 の 促 進 、 宿 主
細 胞 膜 の 融 合 を 促 進 す る と 考 え ら れ る （ ２ ） 。 可 溶 性 CD4及 び 組 換 型 gp120に よ る 免 疫 化 は
、 そ れ ら の 自 然 な 親 和 性 に よ っ て 複 合 体 と な る が 、 共 有 結 合 で は な く 、 抗 CD4抗 体 を 産 生
さ せ る 。 組 換 型 gp120及 び sCD4の 混 合 物 の 免 疫 に よ っ て 、 い く つ か の マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 開 発 さ れ た （ ３ １ 、 ３ ２ ） 。 こ れ ら の 研 究 に お い て 産 生 さ れ た 抗 体 は 厳 密 に 複 合
体 特 異 的 で な く 、 フ リ ー の gp120又 は CD4と 反 応 し 、 gp120の 存 在 下 に 向 上 し た 反 応 性 の 種
々 の 度 合 い を 示 す け れ ど も 、 中 和 抗 体 は フ リ ー の sCD4と 反 応 す る 。 こ れ ら の 研 究 で 用 い ら
れ た 複 合 体 は 、 不 安 定 で あ り 、 非 共 有 結 合 的 に 結 合 し た gp120及 び CD4を 含 む 。
　 gp120分 子 上 に 存 在 す る 、 高 マ ン ノ ー ス の N-結 合 炭 水 化 物 の 多 様 性 、 複 合 体 及 び ハ イ ブ
リ ッ ド タ イ プ は 、 gp120と 宿 主 細 胞 膜 と の 相 互 作 用 に お い て 役 割 を 果 た す （ １ ９ ～ ２ １ ）
。 実 際 、 炭 水 化 物 が 媒 介 す る gp120の 反 応 性 は 、 マ ン ノ ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 で 知 ら れ て い
る よ う に 、 血 清 レ ク チ ン で 既 に 証 明 さ れ て お り 、 CD4＋ 細 胞 の HIV-1感 染 を 阻 害 す る こ と を
示 す （ ２ ２ ） 。 Gp120の 追 加 的 な 炭 水 化 物 が 媒 介 す る 相 互 作 用 は 、 ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ 膜
の エ ン ド サ イ ト ー シ ス 受 容 体 に よ っ て 示 さ れ た （ ２ １ ） 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ 膜 に 対 す る gp12
0上 の 接 触 し や す い マ ン ノ ー ス 残 基 の 高 親 和 性 結 合 は マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て ウ ィ ル ス の
取 り 込 み を 導 く こ と が 仮 定 さ れ た （ ２ １ ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 組 換 型 可 溶 性 CD4は 、 主 に 細 胞 表 面 の CD4と 競 合 す る こ と に よ っ て イ ン ビ ト ロ で HIV感 染
を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ の 観 察 は 、 HIV感 染 し た 個 体 の 治 療 の た め に sCD4を 用 い る
こ と の 可 能 性 を 導 き 出 す （ ２ ３ 、 ２ ４ ） 。 更 に 、 sCD4は 動 物 に お け る ウ ィ ル ス 感 染 を ブ ロ
ッ キ ン グ す る た め の 免 疫 原 と し て 用 い ら れ る 。 SIV M A C 感 染 し た ア カ ゲ ザ ル の sCD4に よ る 治
療 は 、 ヒ ト CD4に 対 す る 抗 体 反 応 だ け で な く 、 サ ル CD4に 対 す る 抗 体 反 応 を 誘 発 す る 。 こ の
よ う な 免 疫 応 答 の 発 生 と 同 時 に 、 SIVは こ れ ら の 動 物 の PBMC及 び 骨 髄 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら
分 離 す る こ と が で き る （ １ ） 。 ま た 、 チ ン パ ン ジ ー に よ る 最 近 の 研 究 は 、 ヒ ト CD4が イ ン
ビ ト ロ で HIV感 染 を 阻 害 す る 抗 -自 己 CD4抗 体 を 誘 発 す る こ と を 証 明 し た （ ２ ５ ） 。 sCD4に
よ る 免 疫 化 が HIV感 染 を ブ ロ ッ キ ン グ す る の に 有 利 で あ る け れ ど も 、 自 己 抗 原 を 認 識 す る
血 中 抗 体 は 、 感 染 し て い な い CD4＋ 細 胞 と 結 合 す る こ と に よ っ て 免 疫 異 常 及 び 機 能 不 全 を
誘 発 す る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 理 論 的 に は 、 抗 -CD4抗 体 は HIV感 染 を ブ ロ ッ キ ン グ す る
の に 効 果 的 で あ り 、 そ れ ら は 、 正 常 な CD4の 機 能 を 妨 害 す る こ と な く 、 ウ ィ ル ス の 付 着 及
び 浸 入 を 崩 壊 す る 。 理 想 的 に は 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 gp120と の 相 互 作 用 の 後 の み に 存 在 す
る CD4エ ピ ト ー プ を 認 識 し な け れ ば な ら な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 CD4、 SC又 は そ れ ら の 同 等 物 と 化 学 的 に 結 合 し た gp120の 複 合 体 を 提 供 す る こ
と に よ っ て 、 こ の 分 野 に お け る 欠 点 を 克 服 す る 。 し か し 、 人 間 で な い 霊 長 類 と 同 様 に 小 動
物 の 免 疫 化 の よ う な い く つ か の 例 に お い て 、 こ の よ う な 抗 体 が CD4を 発 現 す る T細 胞 の 免 疫
学 的 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す の で 、 免 疫 さ れ た 宿 主 に お け る 高 濃 度 の CD4抗 体 は 好 ま し く な い
。 免 疫 化 に 続 く 、 高 濃 度 の 抗 gp120及 び 抗 複 合 体 抗 体 、 低 濃 度 の 抗 -CD4抗 体 を 誘 発 す る 、
最 適 化 さ れ た 免 疫 学 的 性 質 を 有 す る 複 合 体 は 、 こ の よ う な 例 で 必 要 で あ り 、 本 発 明 は 、 ま
た こ の よ う な 複 合 体 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 CD4の 断 片 又 は そ の 同 等 物 と 化 学 的 に
結 合 し た gp120を 含 む 複 合 体 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
（ 発 明 の 要 約 ）
　 我 々 は 、 gp120-CD4複 合 体 形 成 が 、 非 複 合 体 分 子 に は 存 在 し な い 、 gp120及 び ／ 又 は CD4
上 の 潜 在 性 エ ピ ト ー プ の 特 異 的 サ ブ セ ッ ト を 誘 導 す る こ と を 発 見 し た 。 こ れ ら の エ ピ ト ー
プ は 、 新 規 な 特 異 性 を 有 す る 中 和 抗 体 を 誘 発 し 、 従 っ て 、 HIVに 感 染 し た 患 者 の ワ ク チ ン
及 び ／ 又 は 免 疫 療 法 に と っ て 有 用 で あ る 。 更 に 、 該 抗 体 又 は 複 合 体 は 、 HIV感 染 の 免 疫 学
的 試 験 に 用 い る こ と が で き る 。 我 々 は 、 レ ク チ ン 、 SCが 、 CD4に よ っ て 媒 介 さ れ る の と 同
様 な 方 法 で 、 gp120の 構 造 に お け る 変 化 を 媒 介 す る こ と を 証 明 し た 。 SCの gp120と の 結 合 は
、 ウ ィ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 に お け る 新 規 な エ ピ ト ー プ を 誘 導 す る た め の 他 の メ カ ニ ズ ム で あ
る 。 他 の CD4同 等 物 分 子 の gp120へ の 結 合 も 、 ま た 、 ウ ィ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 上 の エ ピ ト ー プ
を 誘 導 す る た め の 他 の メ カ ニ ズ ム で あ る 。
　 我 々 は 、 中 和 抗 体 を 産 生 す る た め に 、 化 学 的 に 結 合 し た gp120-CD4複 合 体 を 用 い た 。 我
々 は 、 gp120-CD4複 合 体 が 、 中 和 抗 体 を 誘 発 す る 、 新 規 な エ ピ ト ー プ を 有 す る こ と を 見 出
し た 。 SCを 有 す る 結 合 は 、 順 番 に gp120上 の 潜 在 性 中 和 エ ピ ト ー プ に ア ン マ ス キ ン グ （ unm
asked） す る 、 gp120中 の 高 次 構 造 に 混 乱 を 生 じ さ せ る 。
　 ま た 、 我 々 は 、 gp120、 及 び CD4の 断 片 又 は そ の 同 等 物 を 含 む 、 共 有 結 合 的 に 架 橋 し た 複
合 体 が 、 広 範 囲 の 抗 -HIV応 答 を 誘 発 し 、 従 っ て 、 HIV感 染 に 対 す る ワ ク チ ン 及 び 免 疫 療 法
に 有 用 で あ る こ と を 発 見 し た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
（ 好 ま し い 実 施 態 様 の 詳 細 な 記 載 ）
　 我 々 は 、 強 く 、 広 範 な 中 和 免 疫 応 答 を 誘 発 し 得 る 、 gp120及 び ／ 又 は CD4上 の 新 規 な エ ピ
ト ー プ を 隠 さ な い か 作 成 す る こ と が 必 要 で あ る こ と を 決 定 し た 。 我 々 は 、 免 疫 原 と し て 、
共 有 結 合 的 に 結 合 し た 、 gp120-CD4複 合 体 を 用 い た 。 ど ん な 取 り 扱 い の 間 で も 複 合 体 の 完
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全 性 を 確 実 に す る た め に 、 gp120分 子 を 、 二 価 の 架 橋 剤 を 用 い て 、 可 溶 性 の 組 換 型 CD4と 共
有 結 合 的 に 結 合 し た 。 複 合 体 の 構 成 成 分 は 、 少 な く と も 以 下 の ２ つ の 点 で 、 フ リ ー の 糖 タ
ン パ ク 質 と 異 な る と 期 待 さ れ る （ I） gp120及 び CD4上 の い く つ か の エ ピ ト ー プ は 、 複 合 体
形 成 に よ っ て 隠 さ れ 、 及 び （ II） 潜 在 性 の エ ピ ト ー プ は 、 複 合 体 の gp120及 び CD4に お け る
構 造 変 化 の 結 果 と し て 露 出 さ れ る 。 こ れ ら の エ ピ ト ー プ が 、 標 的 細 胞 へ の ウ ィ ル ス 侵 入 に
お け る 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が で き る の で 、 そ れ ら に 向 け ら れ る 抗 体 は 、 浸 入 工 程 の い
く つ か の 局 面 を 阻 害 し な け れ ば な ら な い 。 我 々 は 、 こ れ ら の 抗 体 が gp120-CD4相 互 作 用 を
阻 害 す る こ と が で き ず 、 変 わ り に 、 感 染 の た め に 必 要 な 後 結 合 （ post-binding） 融 合 減 少
を 防 止 で き る と 信 じ て い た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 HIVワ ク チ ン に 対 す る こ の 戦 略 の 応 用 は 、 い く つ か の 他 の 利 点 を 提 供 す る 。 第 一 に 、 複
合 型 gp120に 特 異 的 な エ ピ ト ー プ は 、 イ ン ビ ボ に お い て 抗 体 を 中 和 す る た め の 正 常 な 標 的
で あ る と 期 待 さ れ な い 。 HIV-1は 37℃ で 3分 で 、 標 的 細 胞 に 結 合 し 、 浸 入 す る （ ２ ６ ） 。 天
然 の gp120-CD4複 合 体 の 一 時 的 で 短 命 な 性 質 を 与 え ら れ 、 複 合 体 に 特 異 的 な 抗 体 を 誘 発 す
る 方 法 で 、 そ れ が 免 疫 シ ス テ ム に 存 在 す る こ と は あ り そ う に な い 。 従 っ て 、 イ ン ビ ボ に お
け る 免 疫 性 選 択 の 欠 如 は 、 種 々 の ウ ィ ル ス 系 統 の 複 合 体 に 特 異 的 な エ ピ ト ー プ に お け る 変
化 の 最 小 の 程 度 に お い て 、 順 番 に 反 映 さ れ な け れ ば な ら な い 。 第 二 に 、 CD4上 の 複 合 体 に
特 異 的 な エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 が 、 正 常 細 胞 表 面 に お け る 複 合 体 で な い CD4を 認 識 す る
こ と の で き る 抗 自 己 抗 体 を 誘 発 す る こ と が 期 待 さ れ な い 。 抗 CD4抗 体 が 細 胞 障 害 性 効 果 を
媒 介 す る こ と が で き る の で 、 こ れ は 特 に 重 要 で あ る 。
　 HIVに 対 す る ワ ク チ ン の 開 発 に お い て 、 CD4の 欠 如 に お け る gp120上 の 新 規 な エ ピ ト ー プ
を 誘 導 す る 能 力 は 、 そ れ は 、 相 当 な 利 益 を 有 す る 。 我 々 は 、 こ れ が 可 能 で あ る こ と を 発 見
し た 。 我 々 は 、 マ ン ノ ー ス 特 異 的 レ ク チ ン 、 SCを gp120と 結 合 さ せ 、 SCD4に 観 察 さ れ る の
と 同 様 で あ る と 思 わ れ る 、 糖 タ ン パ ク 質 上 の 構 造 変 化 を 誘 導 し た 。 前 記 変 化 は 、 V3ル ー プ
の 外 因 性 プ ロ テ ア ー ゼ へ の 露 出 、 及 び ウ ィ ル ス 膜 か ら の gp120の 解 離 を 含 む 。 従 っ て 、 共
有 結 合 的 に 結 合 し た gp120-SC複 合 体 は 、 ま た 、 CD4の 非 存 在 下 で 、 新 規 な エ ピ ト ー プ 及 び
複 合 体 特 異 的 抗 体 を 露 出 す る た め の 免 疫 原 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 更 に 、 他 の CD4同 等 物 分 子 と 共 有 結 合 的 に 結 合 し た gp120の 複 合 体 も 、 免 疫 原 と し て 有 用
で あ る 。 好 ま し く は 、 複 合 体 は 、 CD4同 等 物 分 子 と 共 有 結 合 的 に 架 橋 し た gp120を 含 む 。 本
明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 「 CD4同 等 物 分 子 」 は 、 高 次 構 造 に お い て CD4を 模 倣 し
、 及 び ／ 又 は CD4に よ っ て 誘 導 さ れ る の と 同 様 で あ る 構 造 変 化 を HIV-1 gp120に お い て 誘 導
す る 、 い ず れ か の 分 子 を 含 む 。 高 次 構 造 に お い て CD4を 模 倣 す る 分 子 は 、 CD4と 構 造 的 に 同
じ で あ る こ と が 好 ま し い 。
　 本 発 明 の 免 疫 原 性 複 合 体 に お い て 用 い ら れ る こ と が 意 図 さ れ る CD4同 等 物 分 子 は 、 サ ソ
リ 毒 を ベ ー ス と す る CD4模 倣 性 微 小 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 サ ソ リ 毒 を ベ ー ス と す る CD4模 倣 性
微 小 タ ン パ ク 質 は 、 gp120と の 高 い 親 和 性 相 互 作 用 を 示 し 、 gp120に 対 す る 複 合 体 特 異 的 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 結 合 を 向 上 さ せ 、 CD4＋ T細 胞 の 種 々 の HIV-1分 離 体 に よ る 感 染 を 阻
害 す る こ と が わ か っ た 。 Vitaら の 論 文 （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, pp.13091-1309
6（ 1999） ） 、 及 び C.S. Dowdら の 論 文 （ Biochemistry 41, pp. 7038-7046（ 2002） ） を 参
照 の こ と 。
　 ま た 、 我 々 は 、 高 レ ベ ル の 抗 -gp120を 誘 発 す る 免 疫 原 性 複 合 体 、 及 び 免 疫 後 の 抗 -CD4抗
体 の レ ベ ル を 減 少 す る 抗 複 合 体 抗 体 が 、 HIVに 対 す る ワ ク チ ン の 開 発 に お い て 相 当 な 利 益
を 有 す る こ と を 発 見 し た 。 こ の 目 的 の た め 、 我 々 は 、 CD4の 最 初 の ２ 個 の ド メ イ ン の み を
含 む CD4断 片 を gp120と 共 有 結 合 的 に 結 合 さ せ た 。 CD4の 断 片 と 結 合 し た gp120の こ の 複 合 体
は 、 gp120上 の 潜 在 性 エ ピ ト ー プ 及 び ／ 又 は 非 複 合 体 分 子 に 存 在 し な い CD4断 片 を 示 す 。 更
に 、 前 記 エ ピ ト ー プ は 抗 体 の 中 和 を 誘 発 し 、 従 っ て 、 HIV感 染 に 対 す る ワ ク チ ン 及 び 免 疫
療 法 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 CD4の 断 片 は 、 CD4の 第 １ の ド メ イ ン 、 CD4の 第 ２ の ド メ イ ン 、 又 は CD4の 第 １ 又 は
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第 ２ の ド メ イ ン と 、 CD4の 第 ３ 又 は 第 ４ の ド メ イ ン と の 組 み 合 わ せ の い ず れ か を 含 む 。 CD4
の 断 片 は 、 CD4の 第 １ の ド メ イ ン 、 CD4の 第 ２ の ド メ イ ン 、 又 は CD4の 第 １ 及 び 第 ２ の ド メ
イ ン の い ず れ か を 含 む こ と が 好 ま し い 。
　 い ず れ か の CD4の 断 片 の 同 等 物 は 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 複 合 体 に お い て 含 ま れ て い て も よ
い 。 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る よ う に 、 い ず れ か の CD4の 断 片 の 「 同 等 物 」 は 、 CD4の 高
次 構 造 を 模 倣 し 、 gp120と 結 合 す る こ と の で き る 分 子 の い ず れ か を 含 む 。 好 ま し く は 、 前
記 同 等 物 は 、 CD4断 片 の い ず れ か の 断 片 又 は 断 片 の 組 み 合 わ せ と 構 造 的 に 同 等 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 gp120-CD4、 gp120-CD4断 片 、 gp120-CD4同 等 物 分 子
、 又 は gp120-SCの い ず れ か と 、 ワ ク チ ン の 分 野 で 公 知 の 許 容 さ れ る 懸 濁 液 と 共 に 構 成 さ れ
る 。 ア ジ ュ バ ン ト を 加 え る こ と が 更 に 好 ま し い 。 ヒ ト ワ ク チ ン に 用 い る の に 許 容 さ れ る 唯
一 の ア ジ ュ バ ン ト は リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム （ ア ル ム ア ジ ュ バ ン ト ） で あ り 、 従 っ て 、 本 発 明
の ワ ク チ ン は 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム ゲ ル で 処 方 す る こ と が 好 ま し い 。 参 考 文 献 に よ り 本 明
細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Dolinら の 論 文 （ Ann Intern Med. 1991; 114： 119-27） を 参 照 の
こ と 。 ワ ク チ ン の 目 的 の た め の 免 疫 原 性 複 合 体 の 投 与 量 は 、 接 種 あ た り 約 40μ g～ 約 200μ
gで あ る 。 最 初 の 接 種 の 後 に 、 １ 回 又 は そ れ 以 上 の 追 加 免 疫 接 種 を し て も よ い 。 好 ま し く
は 、 ワ ク チ ン プ ロ ト コ ー ル は 、 現 在 臨 床 ワ ク チ ン 研 究 に お い て 用 い ら れ る 、 及 び 参 考 文 献
に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Dolinら の 論 文 、 前 記 、 及 び Reubenら の 論 文 （ J. Acqu
ired Immune Deficiency Syndrome, 1992; 5： 719-725） に 記 載 さ れ た の と 同 じ プ ロ ト コ
ー ル で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 複 合 体 に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 は 、 受 身 免 疫 又 は 免 疫 療 法 に 使
用 す る こ と が で き る こ と が 意 図 さ れ る 。 前 記 抗 体 の 接 種 量 及 び 回 数 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に
よ る 免 疫 又 は 免 疫 療 法 の た め の こ の 分 野 で 確 率 さ れ た も の に 従 う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ れ ら に 対 す る 、 複 合 体 又 は 抗 体 は 、 ま た 、 HIV感 染 の 検 出 の た め の 方 法 に お い て 用 い
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 基 板 に 結 合 さ れ る か 、 又 は 標 識 さ れ た 該 複 合 体 は 、 試 験 体 液 と
接 触 し 、 本 発 明 の 複 合 体 と 試 験 体 液 中 の 抗 体 と の 間 で 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る 。
好 ま し く は 、 本 発 明 の 免 疫 原 性 複 合 体 に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 は 、 HIV感 染 の 検 出 の た め
の 方 法 に お い て 用 い ら れ る 。 前 記 抗 体 は 、 当 業 界 に お い て 公 知 の 方 法 に 従 っ て 固 体 の 担 体
に 結 合 さ れ る か 、 標 識 さ れ て も よ い 。 検 出 方 法 は 、 試 験 体 液 を 抗 体 と 接 触 し 、 試 験 体 液 中
の 抗 体 と 抗 原 と の 間 に 形 成 さ れ た 免 疫 複 合 体 を 検 出 し 、 こ れ か ら HIV感 染 の 存 在 を 検 出 す
る 。 検 出 方 法 を 用 い て 行 わ れ る 免 疫 化 学 反 応 は 、 好 ま し く は 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ 反 応 、 凝 集
反 応 、 競 合 反 応 又 は 阻 害 反 応 で あ る 。
　 上 述 し た パ ラ グ ラ フ 中 に 記 載 し た 方 法 を 実 施 す る た め の 試 験 キ ッ ト は 、 本 発 明 の 免 疫 原
性 複 合 体 、 又 は そ れ に 対 し て 産 生 さ れ た １ 以 上 の 抗 体 の い ず れ か を 含 む 必 要 が あ る 。 該 キ
ッ ト に お い て 、 免 疫 原 性 複 合 体 又 は 抗 体 は 、 固 体 の 基 板 と 結 合 す る か 、 又 は 通 常 の 標 識 で
標 識 さ れ る 。 固 体 の 基 板 及 び 標 識 は 、 特 異 的 な 面 学 的 的 試 験 方 法 と 同 様 に 、 Harlow及 び La
neの 論 文 、 「 抗 体 、 研 究 室 の マ ニ ュ ア ル 」 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 研 究 所 、 1988に
開 示 さ れ て お り 、 参 考 文 献 よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 新 規 な エ ピ ト ー プ が 、 gp120及 び CD4上 に 露 出 さ れ 得 る こ と を 示 す た め に 、 我 々 は い く つ
か の 研 究 を 行 っ た 。 こ れ ら の 研 究 は 、 ま た 、 糖 タ ン パ ク 質 の 高 次 構 造 を 変 え た 処 理 後 に 、
中 和 抗 体 が gp120に 対 し て 産 生 さ れ る こ と を 証 明 し た 。 我 々 は 、 ま た 、 gp120と CD4の 断 片
と の 複 合 体 が 抗 -HIV-1応 答 を 誘 発 す る こ と を 証 明 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
（ 実 施 例 １ ）
（ ａ ． CD4と の 複 合 体 形 成 に よ り 誘 導 さ れ る 、 gp120に お け る 構 造 変 化 ）
　 我 々 は 、 種 々 の 条 件 下 で の ウ ィ ル ス 表 面 か ら の gp120の 遊 離 を 解 析 し た 。 Molt3/HIV-1 I I
I B 細 胞 を 、 35S-メ チ オ ニ ン （ 150μ Ci/ml） で 3時 間 標 識 し た 。 次 い で 、 標 識 さ れ た 細 胞 を
洗 浄 し 、 非 放 射 性 メ チ オ ニ ン を 含 む RPMI培 地 中 に 再 懸 濁 し た 。 次 い で 、 細 胞 を 組 換 型 sCD4
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（ デ ュ ポ ン ） の 存 在 下 に 4時 間 培 養 し た 。 細 胞 を 含 ま な い 上 清 を 集 め 、 セ フ ァ ク リ ル S1000
カ ラ ム を 通 し 、 遊 離 型 の ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 か ら ウ ィ ル ス 粒 子 を 分 離 し た 。 各 フ ラ ン ク シ
ョ ン を 界 面 活 性 剤 で 処 理 し 、 抗 -HIV-1抗 体 に 陽 性 の ヒ ト 血 清 で 免 疫 沈 降 さ せ 、 SDS-PAGE及
び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー で 分 析 し た 。 ウ ィ ル ス 及 び ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 を 含 ま な い フ ラ
ク シ ョ ン 中 に 存 在 す る gp120の 量 を 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ の 濃 度 測 定 ス キ ャ ン ニ ン グ に よ
り 測 定 し た 。 以 前 の 研 究 （ １ ７ 、 １ ８ ） に よ れ ば 、 我 々 は 、 ウ ィ ル ス の sCD4に よ る 処 理 が
、 明 ら か に タ ン パ ク 質 を 含 ま な い フ ラ ク シ ョ ン 中 の gp120の 量 を 増 加 さ せ 、 同 時 に ウ ィ ル
ス フ ラ ク シ ョ ン 中 の 一 時 的 な 減 少 を 生 じ る こ と を 観 察 し （ 図 １ Ａ ） 、 gp120の 高 次 構 造 が
ウ ィ ル ス 粒 子 か ら 解 離 す る た め に 変 化 す る こ と を 示 し た 。
　 sCD4が ど の よ う に gp120の 高 次 構 造 を 変 え る か を 更 に 研 究 す る た め 、 我 々 は gp120の ト ロ
ン ビ ン に よ っ て 媒 介 さ れ る 開 裂 の 研 究 を 行 っ た 。 gp120の ト ロ ン ビ ン に よ る 消 化 は 、 70 KD
及 び 50 KDの 生 成 物 を 生 成 し た （ 図 ２ Ａ ） 。 こ の 切 断 は V3ル ー プ で 起 こ る 。 該 ル ー プ 内 の
エ ピ ト ー プ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 切 断 を 完 全 に ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 gp120の V3
ル ー プ に お け る 、 ト ロ ン ビ ン が 媒 介 す る 切 断 は 、 sCD4と の 結 合 の 後 に 向 上 す る 。 こ れ は 、
プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 の 影 響 を 更 に 受 け や す く な る 、 タ ン パ ク 質 表 面 上 の V3ル ー プ の 増 加 し た
露 出 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
（ ｂ ． ス ク シ ニ ル コ ン カ ナ バ リ ン Aを 用 い た 複 合 体 形 成 に よ り 誘 導 さ れ る gp120中 の 高 次 構
造 の 変 化 ）
　 HIV-1を 、 コ ン カ ナ バ リ ン A又 は ス ク シ ニ ル コ ン カ ナ バ リ ン A等 の マ ン ノ ー ス に 特 異 的 な
レ ク チ ン と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る と 、 ウ ィ ル ス の 感 染 力 を 弱 め る こ と が 証 明 さ れ た （ ２
７ 、 ２ ８ ） 。 35S-メ チ オ ニ ン 標 識 さ れ た gp120と SCと の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 ト ロ ン ビ
ン 消 化 に 対 す る V3ル ー プ の 感 受 性 を 向 上 さ せ る （ 図 ２ Ａ ） 。 メ チ ル マ ン ノ シ ド を 有 す る レ
ク チ ン の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 完 全 に 向 上 し た 効 果 を ブ ロ ッ キ ン グ す る の で 、 こ の 効
果 は 特 異 的 で あ っ た （ 図 ２ Ｂ ） 。 V3ル ー プ の 露 出 の 増 加 に 加 え 、 HIV-1と SCと の 相 互 作 用
は 、 ウ ィ ル ス 膜 か ら の gp120の 解 離 を 起 こ す （ 図 １ Ｂ ） 。 こ の よ う な 解 離 の 程 度 は 、 sCD4
で 観 察 さ れ る 程 度 よ り い く ぶ ん 小 さ か っ た 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 こ の 研 究 は 、 sCD4及 び
SCが 非 常 に 類 似 の 方 法 で gp120の 高 次 構 造 を 変 え る こ と を 明 ら か に 示 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
（ ｃ ． 化 学 的 に 結 合 し た gp120-CD4複 合 体 の 免 疫 学 的 特 性 ）
　 我 々 は 、 gp120-sCD4複 合 体 が 免 疫 原 性 で あ り 、 HIV-1中 和 抗 体 を 誘 発 し 得 る こ と を 証 明
し た 。 免 疫 親 和 性 工 程 は 、 慢 性 感 染 し た 、 H9/HIV-1 I I I B 細 胞 か ら gp120を 精 製 す る た め に
用 い ら れ た 。 次 い で 、 精 製 さ れ た gp120は 、 非 切 断 性 の 水 溶 性 架 橋 剤 、 ビ ス （ ス ル ホ ス ク
シ ニ ミ ジ ル ） ス ベ リ ン 酸 （ BS） を 用 い て sCD4（ デ ュ ポ ン ） と 架 橋 さ れ た 。 マ ウ ス に 複 合 体
を 接 種 し 、 免 疫 血 清 を 、 HIV-誘 導 性 融 合 細 胞 形 成 に お け る 効 果 に つ い て 調 べ た 。 HIV-1 I I I
B 細 胞 、 及 び HIV-1 M N に 感 染 し た 細 胞 に よ っ て 誘 導 さ れ た 融 合 細 胞 形 成 は 、 免 疫 血 清 に よ っ
て 顕 著 に 阻 害 さ れ た 。 １ つ の 免 疫 血 清 の 代 表 的 な 阻 害 カ ー ブ を 図 ３ Ａ に 示 す 。 非 常 に 関 連
し た HIV-2に 感 染 し た 細 胞 に よ っ て 誘 導 さ れ る 融 合 細 胞 形 成 は 、 血 清 の 存 在 下 に 阻 害 さ れ
た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 gp120-sCD4複 合 体 が 、 抗 体 の 中 和 を 広 く 誘 発 し 得 る こ と を 証 明 す る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 我 々 は 、 ト ロ ン ビ ン で 消 化 さ れ た gp120及 び sCD4を 含 む 複 合 体 を マ ウ ス に 接 種 し
た 。 こ の 場 合 に お い て は 、 gp120の V3ル ー プ が プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 に よ っ て 修 飾 さ れ る こ と
が 予 想 さ れ た 。 V3が gp120上 の エ ピ ト ー プ を 中 和 す る こ と が 報 告 さ れ て い る の で 、 こ の よ
う な 切 断 が 抗 体 の 中 和 を 誘 発 す る た め に ど の よ う に 複 合 体 の 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す か を 決 定
す る こ と に 興 味 が あ る 。 図 ３ Ｂ に 示 す よ う に 、 ト ロ ン ビ ン で 消 化 さ れ た gp120-CD4複 合 体
に よ る マ ウ ス の 接 種 は 、 HIV-1 I I I B 及 び HIV-1 M N 分 離 体 に よ っ て 誘 導 さ れ る 融 合 細 胞 形 成 を
ブ ロ ッ キ ン グ す る こ と の で き る 抗 体 を 誘 発 す る 。
　 我 々 の 予 備 的 な 実 験 は 、 共 有 結 合 的 に 結 合 し た gp120-CD4複 合 体 は 抗 体 反 応 を 広 く 中 和
し 得 る こ と を 明 ら か に 証 明 し た 。 次 い で 、 我 々 は 、 複 合 体 上 の 潜 在 性 の エ ピ ト ー プ が 中 和
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抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る か ど う か 、 及 び エ ピ ト ー プ の 特 徴 づ け に 着 手 し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ 実 施 例 ２ ）
（ ａ ． gp120-CD4複 合 体 の 免 疫 学 的 特 性 ）
　 gp120-CD4複 合 体 を 製 造 す る た め に 用 い ら れ る 、 糖 タ ン パ ク 質 gp120は 、 免 疫 親 和 性 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 、 精 製 さ れ た H9/HIV-1111Bで あ っ た 。 20 mM Tris（ ph 8.2） 、 0.15
 M NaCl、 1.0％  Triton X-100、 及 び 0.1 mMを 含 む 緩 衝 液 中 で 細 胞 を 溶 解 し た 。 溶 解 質 （ l
ysate） を 100,000× gで 1時 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清 中 の NaCl濃 度 を 1 Mに 調 整 し 、 次 い で 、
溶 解 質 を 、 HIV-抗 体 陽 性 患 者 の 血 清 か ら 精 製 し た 抗 HIV免 疫 グ ロ ブ リ ン で 調 整 し た ア フ ィ
ニ テ ィ マ ト リ ッ ク ス と 反 応 さ せ た 。 結 合 し た 抗 原 を 、 50 mMジ エ チ ル ア ミ ン 、 pH 11.5で 溶
出 し 、 溶 出 液 の pHを 、 ト リ ス 塩 酸 で 直 ち に 8.0に 調 整 し た 。 溶 出 液 を 、 0.5 M NaCl、 0.1 m
M CaCl 2 、 1 mM MgCl 2 、 及 び 0.2 mM MnCl 2 を 含 む 、 10 mMリ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 6.5） で 広 く 透
析 し 、 ト リ ト ン X-100を 、 界 面 活 性 剤 の 溶 液 が 0.2重 量 ％ に な る よ う に 加 え た 。 次 い で 、 透
析 し た 材 料 を 、 レ ン チ ル レ ク チ ン カ ラ ム に 通 し た 。 0.4 Mα -メ チ ル マ ン ノ シ ド で 溶 出 す る
こ と に よ り 、 レ ン チ ル レ ク チ ン カ ラ ム か ら 糖 タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 次 い で 、 1 M NaCl及 び
0.2％  ト リ ト ン X-100を 含 む 20 mMト リ ス 塩 酸 （ pH 8.2） で 透 析 し た 。 次 い で 、 透 析 し た 材
料 を 、 存 在 す る gp160及 び gp41を 吸 収 す る た め に 、 gp41に 対 し て 反 応 性 の あ る 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 SVM-25（ 米 国 特 許 第 4,843,011号 明 細 書 ） で 調 製 し た ア フ ィ ニ テ ィ マ ト リ ッ ク
ス に か け た 。 前 記 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム を 通 過 し た 液 を 、 1 mM EDTAを 含 む 10 mM BES（ pH 6
.5） で 広 く 透 析 し 、 同 じ 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た ホ ス ホ セ ル ロ ー ス カ ラ ム に か け た 。 前 記 カ ラ
ム を 、 0～ 500 mM NaClの 直 線 勾 配 で 展 開 し 、 gp120を 含 む 画 分 を 貯 蔵 し 、 濃 縮 し 、 PBSで 透
析 し た 。
　 精 製 さ れ た 糖 タ ン パ ク 質 を 、 架 橋 剤 と し て ビ ス （ ス ル ホ ス ク シ ニ ミ ジ ル ） ス ベ リ ン 酸 （
BS） を 用 い る こ と に よ り 、 sCD4（ デ ュ ポ ン か ら 商 業 的 に 得 ら れ る ） と 結 合 さ せ た 。 Gp120
及 び sCD4を 1： 2の モ ル 比 で PBS中 で 混 合 し 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 0.5 mM Bsと
、 室 温 で 1時 間 処 理 し た 。 複 合 体 を 更 に 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 過 剰 の BSは 、 20 m
Mト リ ス 塩 酸 （ pH 8.0） で ブ ロ ッ キ ン グ し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
（ ｂ ． Gp120-CD4複 合 体 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発 ）
　 Balb/Cマ ウ ス に 、 gp120-CD4複 合 体 を 、 隔 週 で 6回 接 種 し た 。 最 初 の 接 種 （ マ ウ ス あ た り
48μ g） を 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト で 乳 化 し 、 皮 下 注 射 に よ り 投 与 し た 。 次 の 接 種
（ 24μ g／ マ ウ ス ） は 、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 で 乳 化 し 、 腹 腔 内 注 射 に よ り 投 与 し た 。 最 後 の
接 種 の 2週 間 後 に 動 物 を 採 血 し 、 血 清 を 、 融 合 細 胞 ブ ロ ッ キ ン グ 検 定 （ syncytium-blockin
g assay） に よ り HIV-1中 和 抗 体 に つ い て 試 験 し た 。 す な わ ち 、 CEM細 胞 （ 1× 10 5 ） を HIV-1
に 感 染 し た 細 胞 （ 1× 10 4 ） と 試 験 血 清 の 存 在 下 に 培 養 し 、 24～ 40時 間 後 に 巨 大 細 胞 を 数 え
た 。 HIV-1 I I I B -、 及 び HIV-1 M N - に 感 染 し た 細 胞 に よ っ て 誘 導 さ れ る 融 合 細 胞 形 成 は 、 gp1
20-CD4複 合 体 で 免 役 さ れ た マ ウ ス の 血 清 に よ っ て 顕 著 に 阻 害 さ れ た 。 HIV-2に 感 染 し た 細
胞 に よ っ て 誘 導 さ れ る 融 合 細 胞 形 成 も 、 前 記 血 清 に よ り 阻 害 さ れ 、 gp120-CD4複 合 体 が 、
マ ウ ス に お い て 広 く 中 和 抗 体 を 誘 発 し 得 る こ と を 示 す 。
　 マ ウ ス 中 で 中 和 抗 体 を 検 出 し た 後 、 動 物 は 、 ア ジ ュ バ ン ト な し で PBS中 の gp120-CD4複 合
体 の 最 終 の 腹 腔 内 投 与 を 受 け た 。 4日 目 に 、 動 物 を 犠 牲 に し 、 脾 臓 を 抽 出 し た 。 脾 臓 の リ
ン パ 球 を 注 射 器 に よ っ て 脾 臓 か ら 流 し た 。 細 胞 （ 7× 10 7 ） を 、 40％  PEG1540を 含 む ス ー パ
ー HT〔 20％ ウ シ 胎 児 血 清 （ ヒ ル コ ン ） 、 0.1 Mグ ル タ ミ ン 、 10％  NCTC- 1 0 9 リ ン パ 球 培 養 上
清 、 0.5 mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.2 U/mlイ ン シ ュ リ ン 、 1 mMオ キ サ ロ 酢 酸 及 び 100 U/
mlペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 〕 （ ギ ブ コ ） 中 で 一 晩 、 1× 10 7 の NS-1マ ウ ス 骨 髄 腫 細
胞 （ ATCC、 ロ ッ ク ビ ル 、 メ リ ー ラ ン ド ） と 融 合 さ せ た 。 次 い で 、 細 胞 を 0.4μ Mア ミ ノ プ テ
リ ン を 含 む ス ー パ ー HTに 懸 濁 し 、 96穴 プ レ ー ト に 入 れ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 最 初 に 、 gp120-CD4及 び gp120-CD4複 合 体 特 異 的 抗 体 の 生 産 の た め に ハ イ ブ リ ド ー マ を 選
択 し た 。 貯 蔵 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 を 、 gp120、 CD4及 び gp120-CD4を 抗 原 と し て 用 い て E
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LISAに よ り 試 験 し た 。 複 合 体 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む プ ー ル の 上 清 を 個 々 に 試 験 し た 。 興 味
の あ る ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ー パ ー HTに 1細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 で 再 配 置 す る こ と に よ っ て ク
ロ ー ニ ン グ し た 。 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ か ら の 上 清 を 、 gp120-CD4複 合 体 を
用 い た ELISAに よ り 更 に 試 験 し た 。
　 ELISAに お い て 、 gp120-CD4複 合 体 に 対 し て 高 レ ベ ル の 反 応 性 を 示 し 、 gp120又 は sCD4に
わ ず か な 反 応 性 を 示 す 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 分 泌 す る 、 ４ つ の ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 し た （ 表
１ ） 。 特 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の １ つ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 7E3は IgAア イ ソ タ イ プ で あ
っ た 。 次 い で 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 そ れ ぞ れ の ハ イ ブ リ ド ー マ の 腹 水 体 液 か ら 精 製 し 、 gp
120-CD4複 合 体 、 フ リ ー の gp120又 は sCD4を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 解 析 し た 。
フ リ ー の gp120又 は sCD4と 反 応 す る 抗 体 は な か っ た が 、 抗 体 7E3及 び 8F10Bは 、 複 合 体 、 及
び 複 合 体 の 低 分 子 量 フ ラ グ メ ン ト と 高 い レ ベ ル の 反 応 性 を 示 し た （ 図 ４ ） 。 抗 体 8F10C及
び 8F10Dは ElISAに お い て 複 合 体 と 強 く 反 応 し た が （ 表 １ ） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お け る
複 合 体 と の 反 応 性 は 弱 か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 8F10Cお よ び 8F1ODが
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 7E3お よ び 8F10Bに よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ と は 異 な る 、 高 度 な
立 体 構 造 依 存 的 で 複 合 体 特 異 的 エ ピ ト ー プ の セ ッ ト に 対 す る も の で あ る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 精 製 し た 7E3、 8F10B、 8F10C、 及 び 8F10D免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 PHAで 誘 導 し た 抹 消 血 単 核
細 胞 （ PBMCs） 及 び 種 々 の HIV-1単 離 体 を 用 い た 、 細 胞 フ リ ー の 感 染 ア ッ セ イ で 試 験 し た 。
表 ２ に 示 す よ う に 、 抗 体 の い ず れ も が 、 研 究 所 で 適 合 さ れ た 株 、 HIV-1IIIBに よ っ て PBMC
の 感 染 に い か な る 重 要 な 影 響 も 及 ぼ さ な か っ た 。 し か し 、 抗 体 7E3、 8F10Bお よ び 8F10Cは
、 HIV-1 MNの 原 発 性 分 離 体 に よ っ て PBMCの 感 染 を 中 和 し た が 、 抗 体 8F10Dは 効 果 を 有 し な
か っ た 。 こ れ ら の 結 果 と 対 照 的 に 、 抗 体 の い ず れ も が 、 CEM細 胞 上 の H9/HIV-1IIIB又 は H9/
HIV-1MNに よ っ て 誘 導 さ れ る 融 合 細 胞 形 成 を ブ ロ ッ キ ン グ し な か っ た 。 我 々 の 予 備 的 な 実
験 は 、 複 合 体 特 異 的 抗 体 に よ る 細 胞 フ リ ー の 中 和 の 範 囲 は 分 離 体 の 感 染 速 度 に 依 存 す る こ
と を 示 唆 す る 。 一 般 に 、 よ り 低 い 感 染 速 度 を 有 す る 原 発 性 HIV-1株 が 、 HIV-1の 研 究 室 で 適
合 さ れ た 株 の 毒 性 よ り も 、 効 果 的 に 中 和 さ れ る 傾 向 に あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 複 合 体 特 異 的 抗 体 が 、 gp120又 は 複 合 体 の CD4部 分 に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る た め 、
マ ン ノ ー ス に 特 異 的 な レ ク チ ン 、 ス ク シ ニ ル conA（ SC） が sCD4に よ っ て 誘 導 さ れ る の と 同
様 の 方 法 で 糖 タ ン パ ク 質 の 形 態 を 混 乱 さ せ る 、 我 々 の 証 明 を 利 用 し た 。 SC及 び gp120は BS3
と 架 橋 し 、 ELISAで 試 験 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 7E3及 び 8F10Bは gp120-SC複 合 体 と 強 く
反 応 す る が （ 図 ５ ） 、 フ リ ー の gp120又 は SCと は 反 応 し な い 。 対 照 的 に 、 抗 体 8F10C及 び 8F
10Dは 複 合 体 と 弱 く 結 合 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 抗 体 7E3及 び 8F10Bが 、 SC結 合 に 応 じ て gp1
20上 に 露 出 し た 潜 在 性 エ ピ ト ー プ 、 又 は 架 橋 の 際 に BS3と 下 記 化 学 反 応 で タ ン パ ク 質 内 に
形 成 さ れ る 新 規 な エ ピ ト ー プ の い ず れ か に 向 け ら れ て い る こ と を 示 唆 す る 。 こ れ ら の 抗 体
の 免 疫 学 的 特 徴 は 、 gp120分 子 中 に 誘 導 さ れ る 架 橋 剤 BS3の 部 分 に 存 在 す る エ ピ ト ー プ を 認
識 し 、 gp120に 特 異 的 で な い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ c.ヤ ギ に お け る 、 gp120-CD4複 合 体 に 対 す る 免 疫 応 答 ）
　 我 々 は 、 ま た 、 よ り 大 き い 動 物 種 に お け る 、 gp120-CD4複 合 体 に 対 す る 免 疫 応 答 を 解 析
し た 。 フ ロ イ ン ト の ア ジ ュ バ ン ト 中 の 100μ gの gp120-CD4複 合 体 を 、 動 物 （ ヤ ギ ６ ９ ） に
繰 り 返 し て 接 種 し 、 5回 目 の 接 種 の 後 、 gp120、 sCD4及 び 複 合 体 と の 反 応 性 の た め に ELISA
に よ っ て 血 清 を 試 験 し た 。 gp120及 び sCD4の 両 方 に 対 し て 反 応 性 の あ る 抗 体 が 血 清 中 に 検
出 さ れ た 。 複 合 体 特 異 的 抗 体 が 誘 導 さ れ た か ど う か を 決 定 す る た め 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
7E3、 8F10B、 8F10C及 び 8F10Dに よ り 交 差 競 合 （ cross-competition） ア ッ セ イ で 血 清 を 試
験 し た 。 ヤ ギ ６ ９ の 2倍 系 列 希 釈 を 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 限 界 希 釈 と イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 gp120-CD4複 合 体 ELISAで 試 験 し た 。 図 ６ に 示 す よ う に 、 ヤ ギ 血 清 中 の 抗 体 は 、 全 て の
４ つ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 を ブ ロ ッ キ ン グ す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 該 ヤ ギ 血 清 を 、 融 合 細 胞 ブ ロ ッ キ ン グ 及 び 細 胞 フ リ ー の 感 染 ア ッ セ イ に お け る 抗 体 中 和
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に つ い て 試 験 し た （ 表 ３ ） 。 比 較 の た め に 、 HIV-1IIIEウ ィ ル ス gp120を 5回 接 種 し た 後 に
獲 得 し た 他 の 動 物 （ ヤ ギ ５ ８ ） 由 来 の 血 清 に つ い て も 試 験 を 行 っ た 。 融 合 細 胞 ア ッ セ イ に
お い て 、 ヤ ギ ６ ９ 血 清 は HIV-1IIIB及 び HIV-1MNに 対 し て 、 ヤ ギ ６ ９ 血 清 は 、 そ れ ぞ れ 1： 6
40及 び 1： 80の 力 価 で 80％ 以 上 の 融 合 細 胞 を 減 少 さ せ 、 ヤ ギ ５ ８ は そ れ ほ ど 効 果 的 で は な
か っ た 。 ヤ ギ ６ ９ 血 清 は 、 1： 80の 力 価 で 、 HIV-1IIIBに よ っ て CEM細 胞 の 細 胞 フ リ ー 感 染
を 中 和 し た 。 ま た 、 こ の 力 価 は 、 ヤ ギ ５ ８ 血 清 の 力 価 （ 1： 20） よ り も 有 意 に 高 か っ た 。
ま た 、 ヤ ギ ６ ９ 血 清 は 、 最 初 の 分 離 体 HIV-1MN及 び HIV-1JRFLに よ る 細 胞 フ リ ー の 感 染 の グ
ル ー プ 特 異 的 中 和 を 媒 介 す る （ 表 ３ ） 。 中 和 力 価 （ 1： 80） を 、 同 時 に 試 験 し た 、 広 く 中
和 す る ヒ ト 血 清 （ 1： 160） の そ れ と 比 較 し た 。 ヤ ギ ５ ８ 血 清 は 、 1： 20未 満 の 希 釈 で あ っ
て も HIV-1MN感 染 の ブ ロ ッ キ ン グ に 失 敗 し た 。 CEM細 胞 に よ る 予 備 吸 収 に よ り 抗 -CD4抗 体 を
除 去 し た 後 に 、 ヤ ギ ６ ９ 血 清 を 再 試 験 し た 。 こ の よ う な 抗 体 の 除 去 は 、 細 胞 表 面 結 合 に お
い て 、 約 90％ 減 少 を 示 す 、 SupT1細 胞 に よ る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に よ っ て 証 明 さ れ
た 。 こ の 減 少 に も か か わ ら ず 、 吸 収 さ れ た 血 清 の 中 和 力 価 は 、 吸 収 さ れ て い な い 血 清 よ り
２ 倍 低 い だ け で あ り （ 1： 40） 中 和 が 抗 -CD4抗 体 に よ っ て 完 全 で は な い こ と を 示 し た 。
　 こ の 実 施 例 で 示 さ れ た 結 果 は 、 共 有 結 合 的 に 架 橋 し た gp120-CD4複 合 体 が 、 多 く の 免 疫
原 性 特 的 エ ピ ト ー プ を 有 す る こ と を 示 す 。 前 記 エ ピ ト ー プ の 少 な く と も 一 部 は 複 合 体 の gp
120部 分 に 存 在 す る 。 更 に 、 い く つ か の 複 合 体 特 異 的 エ ピ ト ー プ は 、 多 様 な HIV-1株 に よ る
細 胞 フ リ ー の 感 染 に 対 し て 特 に 効 果 的 な 中 和 抗 体 を 広 く 標 的 と し 、 PBMCの 方 へ 標 的 と す る
最 初 の 分 野 の 分 離 体 を 含 む 。 こ れ ら の 発 見 に 基 づ き 、 複 合 体 は 、 予 防 接 種 又 は 免 疫 療 法 試
薬 と し て 供 給 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
（ 実 施 例 ３ ）
（ ａ ． 非 複 合 型 CD4由 来 の 、 gp120-CD4複 合 体 （ 1： 1モ ル 比 ） 遊 離 型 の 調 製 ）
　 上 述 し た 、 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル に よ り 、 gp120及 び CD4を 1： 2の モ ル 比 で 複 合 体 化 し た 。
こ の 材 料 に よ る 免 疫 が 抗 -CD4抗 体 の 分 離 を 生 じ た の で 、 我 々 は 、 抗 -gp120抗 体 の 誘 発 の た
め の 条 件 を 最 適 化 す る た め に 、 非 複 合 化 さ れ た 受 容 体 分 子 か ら gp120-CD4複 合 体 （ 1： 1モ
ル 比 ） 遊 離 型 を 調 製 す る こ と を 欲 し た 。 gp120及 び CD4（ 1： 1モ ル 比 ） を 37℃ で 1時 間 結 合
さ せ 、 BSと 室 温 で 1時 間 、 次 い で 4℃ で 一 晩 反 応 さ せ た 。 フ リ ー の 架 橋 剤 を ト リ ス 緩 衝 液 （
pH 8.0） で ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 溶 液 を 、 抗 -CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｅ と 結 合 し た セ フ ァ
ロ ー ス で 、 室 温 で 30分 処 理 し た 。 Eが 、 gp120と 相 互 作 用 す る の に 必 要 で あ る CD4上 の エ ピ
ト ー プ と 結 合 す る に つ れ 、 こ の 処 理 は 、 存 在 す る 非 複 合 体 CD4を 除 去 す る 。 こ の 方 法 で 調
製 さ れ た gp120-CD4複 合 体 を 示 す ゲ ル を 図 ４ に 示 す 。 分 子 量 170 kD及 び 340 KD以 下 の 複 合
体 の み が ゲ ル 中 で 明 ら か で あ る 。 調 製 物 中 に フ リ ー の gp120又 は CD4は な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ 実 施 例 ４ ）
　 gp-120-CD4複 合 体 に 対 す る 免 疫 応 答 が 個 々 の 成 分 に 対 す る 応 答 と 異 な る こ と を 正 確 に 決
定 す る た め に 、 以 下 の 実 験 を 行 っ た 。 マ ウ ス の 個 々 の グ ル ー プ に 、 等 量 の CD4、 gp120又 は
gp120-CD4複 合 体 を 接 種 し た 。 接 種 後 、 血 清 を 動 物 か ら 集 め て 解 析 し た 。 表 ４ に 示 す よ う
に 、 CD4で 免 疫 さ れ た 動 物 の 全 3匹 は 、 HIV-1 I I I B 及 び HIV-1 M N に 対 し て 効 果 的 な 血 清 抗 体 （
seroantibodies） を ブ ロ ッ キ ン グ す る 融 合 細 胞 を 有 し て い た 。 複 合 体 で 免 疫 さ れ た 動 物 由
来 の 全 4匹 の 血 清 は 、 HIV-1 I I I B に 誘 導 さ れ る 融 合 細 胞 を ブ ロ ッ キ ン グ し 、 ま た 、 4匹 の う
ち 2匹 の 血 清 は 、 HIV-1 M N に 誘 導 さ れ る 融 合 細 胞 を ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 全 体 的 に 、 複 合 体 で
免 疫 さ れ た 動 物 由 来 の 血 清 中 の 中 和 力 価 は 、 CD4で 免 疫 さ れ た 動 物 由 来 の 血 清 よ り も 低 か
っ た 。 意 外 に も 、 gp120で 免 疫 さ れ た 動 物 は 、 融 合 細 胞 を ブ ロ ッ キ ン グ す る 血 清 抗 体 を 示
さ な か っ た 。
　 CD4で 免 役 さ れ た 群 及 び 複 合 体 で 免 疫 さ れ た 群 の 間 の 、 ELISAに お け る 、 CD4と の 反 応 性
は 同 じ で あ っ た （ 表 ４ ） 。 １ つ の 例 外 は 、 複 合 体 で 免 疫 さ れ た 動 物 （ マ ウ ス ８ ） の 有 す る
抗 CD4抗 体 の 力 価 が 他 の 動 物 よ り も 有 意 に 低 い こ と で あ っ た 。 複 合 体 で 免 疫 さ れ た 動 物 の
中 で 、 抗 CD4反 応 性 の 程 度 は 、 融 合 細 胞 ブ ロ ッ キ ン グ 活 性 と 相 関 が な か っ た 。 マ ウ ス ９ 血
清 は 、 わ ず か に 高 い 抗 CD4反 応 性 の レ ベ ル を 有 し て い る と し て も 、 マ ウ ス １ ０ 血 清 は マ ウ

10

20

30

40

50

(11) JP 2007-534615 A 2007.11.29



ス ９ 血 清 よ り も 融 合 細 胞 の ブ ロ ッ キ ン グ に お い て 効 果 的 で あ っ た 。
　 全 体 的 に 、 複 合 体 で 免 役 さ れ た 動 物 は 、 抗 V3ル ー プ 抗 体 の 低 い 力 価 を 有 し て お り 、 こ の
よ う な 抗 体 は 、 マ ウ ス ９ 血 清 に は 実 質 的 に 存 在 し な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
（ 実 施 例 ５ ）
　 ま た 、 CD4で 免 役 し た 、 及 び 複 合 体 で 免 疫 し た 動 物 由 来 の 血 清 を 、 CD4か ら 由 来 す る 種 々
の 合 成 ペ プ チ ド と の 反 応 性 に つ い て 試 験 し た （ 表 ５ ） 。 CD4で 免 役 し た 、 及 び 複 合 体 で 免
疫 し た 群 と の 間 の 抗 CD4反 応 性 の 全 体 的 な レ ベ ル は 同 じ で あ っ た が （ 表 ４ ） 、 直 線 状 エ ピ
ト ー プ と の 反 応 性 は 異 な っ て い た 。 CD4で 免 疫 し た 動 物 由 来 の 血 清 は 、 CD4の N末 端 部 分 か
ら 由 来 す る ペ プ チ ド （ ペ プ チ ド A及 び B） と 反 応 す る が 、 こ の よ う な 反 応 性 は 、 複 合 体 で 免
疫 し た 動 物 由 来 の 血 清 に は 存 在 し な か っ た 。 こ れ は 、 CD4の N末 端 が gp120と 反 応 す る と い
う 事 実 と 一 致 す る 。 ま た 、 CD4で の ド メ イ ン ３ （ ペ プ チ ド D） か ら 由 来 す る ペ プ チ ド と の 反
応 性 の 普 及 は 、 CD4で 免 疫 し た 動 物 に 関 連 し て 、 複 合 体 で 免 疫 し た 動 物 の 中 で 減 少 し た 。
特 に 、 CD4の ド メ イ ン ４ （ ペ プ チ ド F） 由 来 の ペ プ チ ド と の 反 応 性 は 、 複 合 体 で 免 疫 さ れ た
動 物 １ ０ 及 び １ １ に 対 し て 独 特 で あ っ た
　 ま と め る と 、 実 施 例 IV及 び Vの デ ー タ は 、 gp120-CD4複 合 体 に 対 す る 免 疫 応 答 が 独 特 で あ
り 、 フ リ ー の CD4及 び フ リ ー の gp120に 対 す る 免 疫 応 答 と 異 な る こ と を 示 唆 す る 。 抗 複 合 体
応 答 に お け る 相 違 は 、 １ ） gp120 V3ル ー プ に 対 す る 応 答 の 低 下 ； ２ ） CD4 N-末 端 に お け る
直 線 状 エ ピ ト ー プ に 対 す る 応 答 の 低 下 ； ３ ） CD4ド メ イ ン ４ に お け る 直 線 状 エ ピ ト ー プ に
対 す る 応 答 の 上 昇 に 示 さ れ る 。 後 者 の エ ピ ト ー プ は フ リ ー の CD4分 子 中 に 隠 さ れ て い る こ
と に 注 目 す べ き で あ る 。
　 本 発 明 に よ れ ば 、 免 疫 原 と し て gp120-sCD4複 合 体 を 用 い る こ と に よ り 、 我 々 は 、 複 合 体
に 特 異 的 で あ る 、 HIV-1中 和 抗 体 を 上 昇 さ せ る こ と が で き た 。 前 記 抗 体 で 我 々 が 得 た 結 果
は 、 共 有 結 合 的 に 結 合 し た gp120-CD4複 合 体 が 、 結 合 し て い な い タ ン パ ク 質 中 で 正 常 に 機
能 的 で な い 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を 有 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ 実 施 例 ６ ）
　 こ の 実 施 例 に お い て は 、 我 々 は 、 gp120及 び CD4の フ ラ グ メ ン ト の 複 合 体 が 免 疫 原 性 で あ
り 、 HIV-1中 和 抗 体 を 誘 導 す る こ と を 証 明 し た 。 特 に 、 gp120の 結 合 に 必 要 で あ る 、 CD4の
最 初 の 2個 の ド メ イ ン の み を 含 む CD4の 断 片 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー
卵 巣 （ CHO） 細 胞 中 で 発 現 さ れ た 。 図 ８ は 、 sCD4（ SCD4と し て 示 さ れ る ） 及 び CD4と の 対 比
に お け る 、 こ の CD4（ DID2と し て 示 さ れ る ） の 断 片 の 略 図 を 示 す 。 CD4の 断 片 は 、 CD4の 第
３ 及 び 第 ４ の 断 片 を 含 ま な い 。
　 次 い で 、 CHO細 胞 の 上 清 か ら 、 DID2断 片 を 均 一 に 精 製 し た 。 精 製 さ れ た DID2断 片 は gp120
と 複 合 化 さ れ る こ と が わ か り 、 該 複 合 体 は 、 ウ サ ギ 中 で 抗 HIV-1応 答 を 誘 導 し た 。 DID2の
調 製 、 DID2の 免 疫 学 的 反 応 性 及 び gp120-DID2複 合 体 の 免 疫 原 性 に つ い て は 以 下 の 詳 細 に 議
論 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ ａ ． CHO細 胞 中 の DID2の 発 現 ）
　 NIHエ イ ズ リ サ ー チ 及 び リ フ ァ レ ン ス リ ー ジ ェ ン ト プ ロ グ ラ ム か ら 、 ヒ ト 可 溶 性 CD4遺 伝
子 を コ ー ド す る T4-PMV7プ ラ ス ミ ド を 細 菌 懸 濁 液 中 で 得 た 。 ア ン ピ シ リ ン を 含 む 寒 天 プ レ
ー ト 上 に 、 懸 濁 液 由 来 の 細 菌 で 画 線 し た 。 次 い で 、 コ ロ ニ ー を ひ ろ い 、 プ ラ ス ミ ド DNAの
十 分 な 量 の 調 製 の た め の 大 規 模 培 養 を 行 っ た 。 gp120結 合 に 必 要 な 最 初 の 2個 の ド メ イ ン を
コ ー ド す る CD4遺 伝 子 の 領 域 を 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR増 幅 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ３ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 次 い で 、 PCR増 幅 し た CD4断 片 、 DID2を 、 発 現 ベ ク タ ー の CMVプ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 挿 入
し た 。 得 ら れ た 発 現 ベ ク タ ー 、 PTK13＋ Neo4を 図 ９ に 示 す 。 発 現 ベ ク タ ー 、 PTK13＋ Neo4の
配 列 を 、 以 下 に 示 す 配 列 番 号 ： ３ に 示 す 。
　 得 ら れ た 発 現 ベ ク タ ー 、 PTK13＋ Neo4を CHO細 胞 に 形 質 移 入 し 、 最 初 に G418で 、 次 い で G4
18及 び メ ト ト レ キ セ ー ト で 選 択 し た 。 安 定 し た ク ロ ー ン は 、 抗 原 捕 捉 法 （ antigen captur
e assay） に よ っ て DID2の 発 現 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 DID2の 最 も 高 い レ ベ ル を 分
泌 す る CHOク ロ ー ン の 位 置 が 決 め ら れ た 。 こ の ク ロ ー ン を 血 清 を 含 ま な い 培 地 で 培 養 し 、
次 い で 、 10リ ッ ト ル 培 養 に 拡 張 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
（ ｂ ． DID2の 精 製 及 び 免 疫 学 的 反 応 性 ）
　 抗 -CD4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 CHO細 胞 か
ら DID2を 精 製 し た 。 図 １ ０ は 、 DID2精 製 に お い て 用 い ら れ た ス テ ッ プ を 詳 細 に 示 す フ ロ ー
チ ャ ー ト で あ る 。
　 次 い で 、 精 製 し た CD4断 片 、 DID2を SDS-PAGEで 解 析 し た 。 図 １ １ Ａ は 、 sCD4（ 図 １ １ Ａ
及 び １ １ Ｂ に お い て 、 "SCD4"と し て 示 す ） と 比 較 し た 、 DID2の SDS-PAGEの プ ロ フ ィ ー ル を
示 す 。 図 １ １ Ａ に お い て 、 レ ー ン １ は 精 製 し た DID2で あ り 、 レ ー ン ２ は sCD4で あ り 、 レ ー
ン ３ は 分 子 量 マ ー カ ー で あ る 。 sCD4及 び DID2は 、 い ず れ も 、 そ れ ぞ れ 45 kD以 下 、 25 kD以
下 の 分 子 量 に 対 応 す る 単 一 の バ ン ド と し て 移 動 し 、 こ れ は 、 両 方 の タ ン パ ク 質 は 高 い 精 製
の 程 度 で 均 一 に 精 製 さ れ て い る こ と を 示 唆 す る 。
　 次 い で 、 DID2の 免 疫 学 的 反 応 性 を 、 ヒ ト sCD4で 免 役 し た マ カ ク ザ ル 由 来 の 過 免 疫 の 血 清
を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 解 析 し た 。 図 １ １ Ｂ は 、 抗 -CD4血 清 と の sCD4及 び DI
D2両 方 の 免 疫 学 的 反 応 性 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 特 に 、 図 １ １ Ｂ に お
い て 、 レ ー ン １ は sCD4で あ り 、 レ ー ン ２ は DID2で あ り 、 レ ー ン ３ は 分 子 量 マ ー カ ー で あ る
。 こ の 図 か ら 、 sCD4及 び DID2の 両 方 は 、 過 免 疫 の 抗 -CD4マ カ ク ザ ル 血 清 と 強 く 反 応 し 、 従
っ て 、 免 疫 学 的 に 反 応 性 の あ る エ ピ ト ー プ を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
（ HIV-1 gp120と の DID2の 共 有 結 合 的 架 橋 ）
　 次 い で 、 DID2断 片 を 、 HIV-1 IIIB由 来 の gp120と 、 共 有 結 合 的 架 橋 に よ っ て 複 合 体 を 形
成 し た 。 特 に 、 DID2断 片 を gp120と 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 室 温 で 15分 間
、 BS3で 処 理 し た 。 50 mM Tris-HCl（ pH 8.0） で 反 応 を 停 止 し 、 抗 -gp120抗 体 と 結 合 し た
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セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム （ 2C6） を 通 し た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 複 合 体 を 精 製 し た 。 次
い で 、 複 合 体 を 広 範 に 洗 浄 し 、 100 mM Na 2 CO 3 で 溶 出 し た 。 複 合 体 を 含 む 溶 出 液 の pHを 8.0
に 調 整 し 、 溶 液 を 濃 縮 し た 。 こ の 処 理 は 、 複 合 体 を 形 成 し て い な い DID2（ フ リ ー の DID2断
片 ） を 除 去 す る 。 図 １ ２ は 、 複 合 体 及 び フ リ ー の DID2断 片 の SDS-PAGEプ ロ フ ィ ー ル を 示 す
、 図 １ ２ に お い て 、 レ ー ン １ は 複 合 体 で あ り 、 レ ー ン ２ は フ リ ー の DID2断 片 で あ り 、 レ ー
ン ３ は 分 子 量 マ ー カ ー で あ る 。 こ の 図 か ら 、 DID2が gp120と 効 率 的 に 結 合 し 、 DID2及 び gp1
20の 共 有 結 合 的 架 橋 は 単 量 体 及 び 多 量 体 の 両 方 を 形 成 す る 。 精 製 さ れ た 複 合 体 の 調 製 物 は
、 検 出 で き な い 程 度 の 量 の フ リ ー の DID2断 片 を 含 ん だ 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
（ ｄ ． ウ サ ギ 中 で の gp120-DID2複 合 体 の 免 疫 原 性 ）
　 次 い で 、 上 述 の よ う に し て 精 製 さ れ た gp120-DID2複 合 体 の 免 疫 原 性 を ウ サ ギ 中 で 調 べ た
。 Ribiア ジ ュ バ ン ト 中 の 50μ gの 複 合 体 で 、 2匹 の ウ サ ギ （ C2267及 び C2271） を 、 0、 4、 及
び 8週 に そ れ ぞ れ 3回 免 役 し た 。 各 ウ サ ギ 由 来 の 血 清 を 、 各 免 疫 の 2週 後 、 す な わ ち 2、 6、
及 び 10週 に 集 め 、 解 析 し た 。 各 免 疫 後 に 測 定 し た 、 複 合 体 に 対 す る 、 ELISAに よ る 抗 体 力
価 を 下 記 表 ６ に 示 す 。 複 合 体 に 対 す る ELISAに よ る 、 各 免 疫 後 の 抗 体 力 価 を 下 記 表 ６ に 示
す 。 ま た 、 gp120、 sCD4及 び DID2に 対 す る 抗 体 力 価 を 測 定 し （ 表 １ を 参 照 ） 、 そ の 結 果 、
そ れ は gp120-DID2複 合 体 に 対 す る 免 疫 応 答 が 個 々 の 複 合 体 成 分 に 対 す る 免 疫 応 答 と 異 な る
こ と を 決 定 す る こ と が で き る 。 表 ６ か ら 、 gp120-DID2複 合 体 が 、 gp120、 sCD4又 は DID2よ
り も 、 優 れ た 抗 体 反 応 を 誘 発 す る こ と が 明 ら か で あ る 。
　 次 い で 、 6週 及 び 10週 に 集 め た 、 複 合 体 で 免 疫 し た ウ サ ギ 由 来 の 血 清 を 、 U373細 胞 中 の S
HIV162P3分 離 体 の 中 和 に つ い て 試 験 し た 。 両 方 の ウ サ ギ 由 来 の 血 清 は 、 図 １ ３ に 示 す よ う
に 、 SHIV162P3ウ ィ ル ス を 中 和 し た 。 図 １ ３ に お い て 容 易 に 明 ら か で あ る よ う に 、 中 和 は 1
0週 の 血 清 に つ い て 有 意 に 高 か っ た 。
　 従 っ て 、 現 在 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で あ る と 信 じ ら れ て い る こ と が 記 載 さ れ る と
共 に 、 当 業 者 は 、 本 発 明 の 精 神 及 び 範 囲 か ら 逸 脱 し な い で 、 他 の 及 び さ ら な る 実 施 態 様 を
構 成 す る こ と を 理 解 し 、 本 発 明 の 真 実 の 範 囲 に 近 づ く よ う に 、 全 て の さ ら な る 修 飾 及 び 変
更 が 含 ま れ る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ９ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ２ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ Ａ 及 び 図 １ Ｂ は 、 sCD4及 び SCの 存 在 下 に お け る HIV-1か ら の gp120の 解 離 を 示
す 。 図 １ Ａ に お い て 、 標 識 さ れ た 細 胞 は 、 ０ （ レ ー ン １ 、 ２ ） 又 は 1.5μ g/mlの sCD4（ レ
ー ン ３ 、 ４ ） と 処 理 さ れ た 。 ウ ィ ル ス と 結 合 し た （ レ ー ン １ 、 ３ ） 又 は 可 溶 性 （ レ ー ン ２
、 ４ ） gp120は 、 HIV-1抗 体 陽 性 ヒ ト 血 清 、 SDS-PAGE及 び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー で 検 出 し
た 。 図 １ Ｂ に お い て 、 標 識 さ れ た 細 胞 は 、 ０ （ レ ー ン １ 、 ２ ） 、 5μ g/ml（ レ ー ン ３ 、 ４
） 又 は 10μ g/mlの SC（ レ ー ン ５ 、 ６ ） と 処 理 さ れ た 。 ウ ィ ル ス と 結 合 し た （ レ ー ン １ 、 ３
、 ５ ） 又 は 可 溶 性 （ レ ー ン ２ 、 ４ 、 ６ ） gp120は １ Ａ の よ う に 検 出 し た 。
【 図 ２ 】 図 ２ Ａ 及 び 図 ２ Ｂ は 、 SC及 び sCD4の 存 在 下 に お け る ト ロ ン ビ ン 消 化 に 対 す る gp12
0の 感 受 性 を 図 示 す る 。 Molt3/HIV-1 I I I B 細 胞 を 、 3 5 S-メ チ オ ニ ン で 4時 間 標 識 し 、 0.25％
メ チ オ ニ ン を 含 む 培 地 で 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 図 ２ Ａ に お い て 、 標 識 し た 培 地
（ 1 ml） の 一 定 量 を ト ロ ン ビ ン （ 7μ g/ml） で 37℃ で 90分 消 化 し 、 次 い で 、 HIV-1陽 性 ヒ ト
血 清 で 免 疫 沈 降 し 、 SDS-PAGEで 解 析 し た 。 レ ー ン １ は 未 処 理 培 地 を 示 し 、 レ ー ン ２ は ト ロ
ン ビ ン で 処 理 さ れ た 培 地 を 示 す 。 ト ロ ン ビ ン 消 化 前 に 、 培 地 の 一 定 量 を 、 2.5μ g/ml（ レ
ー ン ３ ） 、 10μ g/ml（ レ ー ン ４ ） の 濃 度 の SC、 2.5μ g/ml（ レ ー ン ５ ） 又 は 10μ g/ml（ レ
ー ン ６ ） の 濃 度 の sCD4で 前 処 理 し た 。 ト ロ ン ビ ン 切 断 で 精 製 し た gp120断 片 を 矢 印 で マ ー
ク し た 。 図 ２ Ｂ に お い て 、 標 識 さ れ た 培 地 の 一 定 量 は 、 前 処 理 な し （ レ ー ン １ ） 、 5μ g/m
lの SCに よ る 前 処 理 （ レ ー ン ２ ） 又 は 5μ g/mLの SC及 び 0.1 mMの α -メ チ ル ピ ラ ノ シ ド の 混
合 物 に よ る 前 処 理 （ レ ー ン ３ ） に よ っ て ト ロ ン ビ ン で 消 化 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
【 図 ３ 】 図 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ は 、 gp120-sCD4に 対 し て 産 生 さ れ た マ ウ ス 抗 血 清 に よ る 、 HIV-1
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が 誘 導 す る 融 合 細 胞 形 成 の 阻 害 を 示 す 。 図 ３ Ａ に お い て 、 HIV-1 I I I B （ ○ ） 、 HIV-1 M N （ □
） 又 は HIV-2 W A V Z （ ◇ ） と 一 緒 に CEM細 胞 に gp120-sCD4に 対 し て 産 生 さ れ る マ ウ ス 抗 血 清 を
加 え た 。 図 ３ Ｂ に お い て 、 ト ロ ン ビ ン で 処 理 し た gp120-sCD4に 対 し て 産 生 さ れ た マ ウ ス 抗
血 清 を 試 験 し た 。 ア ッ セ イ 条 件 は 、 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る 。 各 実 験 条 件 に つ い て は 、 ３
つ の 分 離 さ れ た 領 域 に お け る 融 合 細 胞 が 数 え ら れ た 。 平 均 値 は 融 合 細 胞 ／ 領 域 と し て 与 え
ら れ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 gp120-CD4複 合 体 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 gp120、 sCD4及 び 複 合
体 と の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ を 示 す 。 レ ー ン １ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 7E3で あ り 、
レ ー ン ２ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 8F10Bで あ り 、 レ ー ン ３ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 8F10Cで あ り
、 レ ー ン ４ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 8F10Dで あ り 、 レ ー ン ５ は 抗 -gp120モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ り 、 レ ー ン ６ は 抗 -p24モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） 、 レ ー
ン ７ は 抗 -CD4過 免 疫 ウ サ ギ 血 清 で あ り 、 レ ー ン ８ は 正 常 ウ サ ギ 血 清 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 gp120-レ ク チ ン 複 合 体 に 対 す る 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 を 示 す グ ラ
フ で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 A（ ○ ） 及 び B（ △ ） を 、 gp120-SC（ 開 放 し た 記 号 ） 又 は gp
12（ 閉 じ た 記 号 ） と 、 ELISAで 試 験 し た 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び ヤ ギ 免 疫 血 清 を 用 い た 、 競 合 ELISAを 示 す グ ラ
フ で あ る 。 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 7E3（ ■ ） 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 8F10B（ ○ ） 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 8F10C（ ● ） 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 8F10D（ ▲ ） を 、 の 限 界 希 釈 を 、 段 階 希
釈 し た ヤ ギ ６ ９ 血 清 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 gp120-CD4 ELISAで 試 験 し た 。 競 合 割 合 は 、 出
血 前 血 清 に お け る 結 合 に 対 す る 免 疫 血 清 中 の 抗 体 結 合 の レ ベ ル と し て 計 算 さ れ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 実 施 例 IIIに 従 っ て 調 製 さ れ た gp120-CD4複 合 体 を 示 す ゲ ル の 写 真 で あ る
。 図 ７ に お い て 、 レ ー ン １ は gp120で あ り 、 レ ー ン ２ は sCD4で あ り 、 レ ー ン ３ は gp120-CD4
複 合 体 で あ り 、 レ ー ン ４ は 分 子 量 マ ー カ ー で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 CD4、 sCD4及 び ヒ ト CD4の 最 初 の ２ つ の ド メ イ ン の み を 含 む ヒ ト CD4の 略
図 で あ る （ 図 ８ に お け る DID2と し て 言 及 さ れ る ） 。 DID2は 実 施 例 VIに お い て 提 供 さ れ る よ
う に 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 DID2を コ ー ド す る 、 発 現 ベ ク タ ー PTK13＋ Neo4の 略 図 で あ る 。 発 現 ベ ク
タ ー PTK13+Neo4の 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ３ と し て 配 列 リ ス ト 中 に 示 さ れ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 実 施 例 V1に お い て 提 供 さ れ る よ う に 調 製 さ れ た 、 DID2の 製 造 を 示 す
フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ Ａ は 、 DID2及 び sCD4の SDS-PAGEプ ロ フ ィ ー ル を 示 し 、 図 １ １ Ｂ は 、 DID2
及 び sCD4に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ を 示 す 。 図 １ １ Ａ に お い
て 、 レ ー ン １ は DID2で あ り 、 レ ー ン ２ は sCD4で あ り 、 レ ー ン ３ は 分 子 量 マ ー カ ー で あ る 。
図 １ １ Ｂ に お い て 、 レ ー ン １ は sCD4で あ り 、 レ ー ン ２ は DID2で あ り 、 レ ー ン ３ は 分 子 量 マ
ー カ ー で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 実 施 例 VIに 従 っ て 調 製 さ れ た DID2及 び gp120/DID2の SDS-PAGEプ ロ フ ィ
ー ル を 示 す 。 レ ー ン １ は gp120/DID2複 合 体 で あ り 、 レ ー ン ２ は DID2で あ り 、 レ ー ン ３ は 分
子 量 マ ー カ ー で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 gp120/DID2架 橋 複 合 体 で 免 疫 さ れ た ウ サ ギ 由 来 の 血 清 に よ る SHIV16
2P3ウ ィ ル ス の 中 和 を 示 す グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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