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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
インシュリン依存性真性糖尿病（ＩＤＤＭ）を治療するための製剤において、
ＩＤＤＭの病原と関連した炎症性Ｔ細胞によって認識される、ヒト熱ショックタンパク質
６０（ｈｓｐ６０）から得られるペプチドであって、
下記に示される群から選択されるペプチドと、

植物及び／又は動物起源の１０－２０％トリグリセリド、植物及び／又は動物起源の１．
２－２．４％リン脂質、２．２５－４．５％浸透調節剤、０－０．０５％抗酸化剤、およ
び全体が１００％となる量の無菌水を含む脂肪エマルジョンからなる生物学的活性キャリ
ヤとを含む、製剤。
【請求項２】
前記ヒト熱ショックタンパク質６０（ｈｓｐ６０）から得られるペプチドがペプチドｐ２
７７であり、前記生物学的活性キャリヤが、１０％大豆油、１．２％卵黄リン脂質、２．
５％グリセロールおよび全体が１００％となる量の無菌水を含む脂肪エマルジョンからな
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る、請求項１に記載の製剤。
【請求項３】
前記ヒト熱ショックタンパク質６０（ｈｓｐ６０）から得られるペプチドはペプチドｐ２
７７（Ｖａｌ6－Ｖａｌ11）であり、前記生物学的活性キャリヤは、１０％大豆油、１．
２％卵黄リン脂質、２．５％グリセロールおよび全体が１００％となる量の無菌水を含む
脂肪エマルジョンからなる、請求項１に記載の製剤。
【請求項４】
前記生物学的活性キャリヤは、１０％大豆油、１．２％卵黄リン脂質、２．５％グリセロ
ールおよび全体が１００％となる量の無菌水を含む脂肪エマルジョンである、請求項１に
記載の製剤。
【請求項５】
前記生物学的活性キャリヤは、２０％大豆油、２．４％卵黄リン脂質、２．５％グリセロ
ールおよび全体が１００％となる量の無菌水を含む脂肪エマルジョンである、請求項１に
記載の製剤。
【請求項６】
前記生物学的活性キャリヤは、５％大豆油、５％中位鎖トリグリセリド、１．２％卵黄レ
シチン、２．５％グリセロールおよび全体が１００％となる量の無菌水を含む脂肪エマル
ジョンである、請求項１に記載の製剤。
【請求項７】
植物及び／又は動物起源の１０－２０％トリグリセリド、植物及び／又は動物起源の１．
２－２．４％リン脂質、２．２５－４．５％浸透調節剤、０－０．０５％抗酸化剤、およ
び全体が１００％となる量の無菌水を含む脂肪エマルジョンの、請求項１に記載の治療製
剤を製造するための使用。
【請求項８】
１０％大豆油、１．２％卵黄リン脂質、２．５％グリセロールおよび全体が１００％とな
る量の無菌水を含む脂肪エマルジョンの、請求項１から３の何れか一項に記載の治療製剤
を製造するための使用。
【発明の詳細な説明】
発明の技術分野
本発明はＴ細胞介在の病気のためのワクチン療法に関し、特にＴ細胞介在の病気、例えば
自己免疫の病気、の病原に含まれるＴ細胞によって認識される抗原からなる治療製剤、お
よび生物学的に活性なキャリヤとして新陳代謝できる脂質エマルジョンに関するものであ
る。
背景技術の説明
自己免疫不調、例えば、インシュリン依存真性糖尿病（ＩＤＤＭまたはタイプＩ糖尿病）
、多発性硬化症、慢性関節リウマチおよび甲状腺炎は、組織に必然的に危害を与える内生
的な抗原への免疫系の反応に特徴がある。これらの自己抗原への免疫応答は自己反応性Ｔ
リンパ球の持続性活性化によって維持される。
ＣＤ４“ヘルパー”タイプのＴ細胞は活性化されるときに分泌する特徴的なサイトカイン
によって２群に分けられた（モスマンおよびコフマン、1989）。Ｔ細胞増殖を誘発するＩ
Ｌ－２、および組織炎症を媒介するＩＦＮ－γのようなサイトカインをＴＨ１細胞は分泌
する。これに対して、ＴＨ２細胞はＩＬ－４およびＩＬ－10を分泌する。ＩＬ－４は、一
定のＩｇＧアイソトープの抗体を分泌し、ＴＨ１炎症性のサイトカインの生成を抑制する
（バンチェロウら、1994）。ＩＬ－10はマクロファージによる炎症性サイトカイン生成お
よび抗原表示に作用してＴＨ１活性化を抑制する（ムーアら、1993）。器官特異的自己免
疫病の病原に貢献するのはＴＨ１細胞である。ＴＨ１タイプの応答は接触皮膚炎のような
、他のＴ細胞介在の病気または状態に含まれるように思われる（ロマグナニ、1994）。
自己免疫病の免疫的に特異的な治療に適するペプチドは、自己免疫の病因に含まれるＴ細
胞によって認識されるペプチドである。各自己免疫病は治療に使用するための理想的なペ
プチドをもつ。ミエリン塩基性蛋白質（ＭＢＰ）のような自己抗原に反応するＴ細胞を含
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む多発硬化症のような病気（アレグレタら、1990）は、その治療にミエリン塩基性蛋白質
のペプチドを必要とし、例えばオータら、1990によって記載されたものがある。
本発明者らは、タイプＩ真性糖尿病のような自己免疫病はオイルビヒクル中の適当なペプ
チドを投与して治療することができることを示した。ＮＯＤマウスは島のインシュリン生
成β細胞を攻撃する自己免疫Ｔ細胞が原因のタイプＩ糖尿病を自発的に発現する。自己免
疫の攻撃は、60kDaの熱ショック蛋白質（hsp60）のペプチドと、グルタミン酸デカルボキ
シラーゼ（ＧＡＤ）のペプチドを含む種々の自己抗原に対して、Ｔ細胞の反応性と関連し
ている。従って、例えば、マウスのＮＯＤ／Ｌｔ株中に発現する自発性糖尿病は、ヒトhs
p60配列の部位437-460に対応するp277と呼ばれるペプチドを用いて（PCT特許公報第WO90/
10499；D．Elias and I.R．Cohen，Peptide therapy for diabates in NOD mice，The La
ncet 343：704-06，1994）；部位６および／または11での１または両方のシステイン残基
がバリンによって置換したかおよび／または部位16でのＴｈｒ残基がＬｙｓによって置換
した、p272ペプチドの変異体を用いて（PCT公報WO96/19236参照）、および、それぞれヒ
トhsp60配列の部位166-185および466-485に対応するp12およびp32と呼ばれるペプチドを
用いて治療することができる。1995年6月30日出願の出願と同一出願人のイスラエル特許
出願第114,407号参照。1996年7月1日出願、PCT出願第PCT/US96...，前記イスラエル出願
第114,407号の優先権主張、全体の内容をここに参考文献として組み込む。
p12、p32、p277またはその変異体を使用するＩＤＤＭの治療のためのペプチド療法は、不
完全フロイントアジュバント（IFA）として知られている鉱物油のエマルジョンのような
オイルビヒクルでマウスに皮下（sc）投与した。しかしながら、IFAならびに完全フロイ
ントアジュバント（CFA；マイコバクテリアの殺した組織を種々の量で含む鉱物油の調製
）は、鉱物油が新陳代謝せず、身体内で分解することができないので、ヒトに使用するこ
とができない。従って、新陳代謝することができるペプチド治療に有効なビヒクルを見出
すことが望まれていた。
いくつかの脂肪エマルジョンが何年間もヒトの患者の静脈栄養摂取のために使用されてき
た。市販品として入手できるエマルジョンのうち２つは、イントラリビド（「Intralipid
」はKabi Pharmacia，Swedenの登録商標であり、US特許第3,169,094号に記載されている
静脈栄養摂取のための脂肪エマルジョン）、およびリポフンディン（LipofundinはB．Bra
un Melsungen，Germanyの登録商標）として知られており、脂肪として大豆油を含む（1,0
00mlの蒸溜水に100または200g：それぞれ10%または20%）。卵黄リン脂質はイントラリピ
ド（12g/l蒸留水）に、卵黄レシチンはリポフンディン（12g/l蒸留水）に乳化剤として使
用される。等浸透はイントラリピド中におよびリポフンディン中にグリセロール（25g/l
）を追加するとなる。これらの脂肪エマルジョンは全く安全であり、経口により栄養摂取
できない胃腸または神経の障害を受けた患者の静脈栄養摂取に使用され、従って生命維持
に必要なカロリーを受けることができる。通常の毎日の投与は一日当たり１リットルまで
である。
レトリンドらによる1978年2月14日に発行されたUS特許第4,073,943号、レトリンドらによ
る1979年9月18日に発行された特許第4,168,308号の再発行特許として1990年5月29日に発
行された再発行32,393には、親水性の相に分散した疎水性の相として薬理学的に不活性の
リポイドを含む安定な水中油型のエマルジョンからなる、薬理学的に活性の油溶性剤を非
経口、特に静脈投与を高めて使用するためのキャリヤシステムを記載しており、前記リピ
ドは、受容できる治療効果の迅速な開始を達成するための１ミクロ以下の平均粒子を有す
る微細粒子としてエマルジョンに分散されており、前記キャリヤシステムは、疎水性の相
中に分画比にて前記リポイドに優勢に溶解している前記薬理学的に活性な油溶性剤の有効
量で使用され、前記治療効果は活性剤の前記有効量に帰する。このキャリヤシステムは、
リポイド相に優勢に溶解した水不溶性または水溶性の油溶解の薬理学的に活性な薬剤の投
与のために適していると言える。このような薬理学的に活性な薬剤の例は、抑制剤、麻酔
薬、鎮痛薬、興奮剤、鎮痙薬、筋弛緩剤、欠陥運動抑制剤および診断、例えばＸ線対比の
薬剤がある。キャリヤシステムは、身体組織への損傷の範囲を減らすことにより達成され
る迅速な開始と共に、薬剤の診断または治療効果を高めると言われている。
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イントラリピドは、ワクチンに使用するための複数の補助薬のための非刺激性ビヒクルと
して提案された、例えば、6-O-（2-テトラデシルヘキサデカノイル）-および6-O-（3-ヒ
ドロキシ-2-ドコシルヘキサコサノイル）-N-アセチルムラミル-L-アラニル-D-イソグルタ
ミン（Tsujimotoら、1986および1989）、アブリジン（Woodward and Jasman，1985）、N,
N-ジオクタデシル-N’,N’-ビス（2-ヒドロキシエチル）プロパンジアミン（CP-20,961）
（ドイツ特許出願第DE2945788号；Anderson and Reynolds，1979；Niblackら、1979）。
クリスチャンセンおよびスパルマン、1983は、マウスにおける血球凝集素とノイラミニダ
ーゼの免疫原性が、イントラリピドを構成するリピド粒子に吸着した後に著しく増加する
ことを開示している。
上記刊行物のいずれにも、自己免疫病の治療においてペプチドのためのビヒクルとしてイ
ントラリピドを使用することは記載しておらず、また、ＴＨ１タイプの応答からＴＨ２タ
イプの応答への免疫応答のシフトをイントラリピドが媒介できることも何ら開示していな
い。
発明の概要
本発明によれば、新陳代謝できる脂質エマルジョン、例えばイントラリピドおよびリポフ
ンディンは、自己免疫病および他のＴＨ１Ｔ細胞介在の病気または状態のペプチド療法の
ためのビヒクルとして作用することができることが見出された。さらに、この活性はＴＨ
１からＴＨ２へのサイトカインシフトと関連することが見出された。
従って、本発明は、自己免疫病または他のＴ細胞介在の病気または状態の治療のための治
療製剤に関し、ペプチドまたは他の抗原および生物学的活性リピドキャリヤからなり、ペ
プチドまたは他の抗原は前記病気または状態の病原と関連した炎症性のＴ細胞によって認
識されるものであり、生物学的活性リピドキャリヤは植物および／または動物起源の10-2
0%トリグリセリド、植物および／または動物起源の1.2-2.4%リン脂質、2.25-4.5%浸透調
節剤、0-0.05%抗酸化剤、および無菌水を100%まで加えてなる脂肪エマルジョンである。
植物または動物起源のトリグリセリドおよびリン脂質は、任意適当な植物油、例えば大豆
油、綿実油、ココナツオイルまたはオリーブ油、または卵黄または牛血清から得ることが
できる。好ましくは、トリグリセリドは大豆油から得て、リン脂質は大豆または卵黄から
得られる。好ましくは、トリグリセリド／リン脂質の重量比は約８：１である。
任意適当な浸透調節剤は、脂肪エマルジョン、好ましくはグリセロール、キシリトールま
たはソルビトールに添加することができる。脂肪エマルジョンは任意に抗酸化剤、例えば
、0.05%のトコフェロールからなることができる。
本発明の１の例では、上記の脂肪エマルジョンは遠心分離で、例えば、10,000gまたはそ
れ以上で処理され、従って、約１：１のトリグリセリド：リン脂質を含むリン脂質の豊富
な水性分散液の上部に若干トリグリセリドの豊富な（約90%のトリグリセリド）層を形成
し、そしてこの水性分散液は本発明の製剤に脂質ビヒクルとして使用される。
本発明の１の好適例では、製剤はインシュリン依存性真性糖尿病（ＩＤＤＭ）の治療のた
めにあり、ＩＤＤＭの病原と関連した炎症性Ｔ細胞によって認識されるヒト熱ショックタ
ンパク質60（hsp60）から得られるペプチドからなり、前記ペプチドは次の表１に示され
るペプチド群から選択される。
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さらに本発明は、自己免疫病または他のＴＨ１介在病または状態になっている者の治療方
法に関し、前記者に本発明による治療製剤を有効量投与することからなる。
【図面の簡単な説明】
図１は実施例２に記載されるように、（ｉ）イントラリピドまたは（ii）ホスフェート緩
衝塩水（PBS）中のペプチドp277（Val6-Val11）で処理したＮＯＤマウスの抗p-277抗体の
生成を示す図である。
図２は実施例３に記載されるように、イントラリピド中のペプチドp277（Val6-Val11）で
処理したＮＯＤマウスに誘発されたＴＨ２依存性抗体イソタイプを示す図である。
図３Ａ－Ｂは、p277（Val6-Val11）／イントラリピド治療がＮＯＤマウスにおいて、実施
例４に記載されるように、p277（Val6-Val11）ペプチドに反応するＴ細胞によって生成し
たサイトカインのプロフィル中に特異的スイッチを誘発することを示す図である。図３Ａ
は、イントラリピド中のp277（Val6-Val11）ペプチドを用いてマウスを処理し、p277（Va
l6-Val11）を用いて脾臓細胞をインキュベーションした後のＴＨ１（ＩＬ－２，ＩＦＮ－
γ）の減少とＴＨ２（ＩＬ－４、ＩＬ－10）サイトカインの上昇があることを示す図であ
る。図３Ｂは、イントラリピド中のp277（Val6-Val11）ペプチドを用いてマウスを処理し
、Con Aを用いて脾臓細胞をインキュベーションした後のサイトカインには変化がないこ
とを示す図である。
図４は、実施例５に記載されているように、p277（Val6-Val11）への自発的なＴ細胞増殖
性の応答が、イントラリピド中のp277（Val6-Val11）ペプチドを用いて治療した後に減少
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することを示す図である。
図５は、実施例６に記載されているように、イントラリピド中のミエリン塩基性タンパク
質ペプチドp71-90を用いてラットを処理すると、実験的自己免疫脳脊髄炎（ＥＡＥ）の苦
しさを減らすことを示す図である。
図６は、実施例６に記載されているように、ＩＦＡ中のミエリン塩基性タンパク質ペプチ
ドp71-90を用いてラットを処理すると、実験的自己免疫脳脊髄炎（ＥＡＥ）の苦しさを減
らすことを示す図である。
発明の詳細な説明
本発明によれば、p277（Val6-Val11）ペプチド治療が、適当なキャリヤにおいて、hsp60
およびGADの療法のエピトープへの自発的なＴ細胞増殖性の応答を下方に調節し、hsp60へ
、GADへ、インシュリンへの自己抗体の生成を無効にすることを見出した。病気の進行の
阻止は、Ｔ細胞耐性またはアネルギーと関連しないが、ＴＨ１様プロフィル（ＩＬ－２、
ＩＦＮγ）からＴＨ２様プロフィル（ＩＬ－４、ＩＬ－10）までp277（Val6-Val11）に反
応する自己免疫Ｔ細胞によって生成するサイトカインへのシフトと関連していた。調節は
、免疫学的に特異的であり、細菌性のhsp60ペプチドへの治療マウスの自発的Ｔ細胞応答
は、ＴＨ１モードに残った。したがって、複数の自己抗原への自己免疫を特徴とする糖尿
病誘発性の進行は抗原のひとつ、例えば、ペプチドp277（Val6-Val11）を用いて治療する
ことができる。
Ｔ細胞増殖から抗体までのp277（Val6-Val11）への反応性におけるスイッチとp277（Val6

-Val11）療法の関連は、治療マウスの自己免疫Ｔ細胞によって生成した優勢なサイトカイ
ンにおけるシフトに治療効果が由来することを示している。Ｔ細胞増殖を誘発するＴＨ１
細胞はＩＬ－２、および組織炎症を介在するＩＦＮ－γのようなサイトカインを、分泌し
、これによって、病気の病原に寄与する；これに対して、ＴＨ２細胞は、ＩＬ－４および
ＩＬ－10を分泌する。ＩＬ－４は、一定のＩｇＧイソタイプのＢ細胞分泌抗体を助けて、
ＴＨ１炎症性サイトカインの生成を抑制する。ＩＬ－10は間接的に抗原提示を行ってＴＨ
１活性化を、そしてマクロファージによって炎症性サイトカインの生成を阻害する。従っ
て、ＴＨ２細胞は、ＴＨ１活性を抑制する（Liblauら、1995を参照）。ＴＨ１からＴＨ２
様挙動へのシフトはp277（Val6-Val11）治療の前後に生成した抗体のイソタイプの分析に
よって支持された。
脂質ビヒクル治療におけるペプチドの治療効果のメカニズムがＴＨ１→ＴＨ２サイトカイ
ンシフトを含むことが示されるという事実は、治療が有効であり、有益な応答を引きだし
た証拠としてＴＨ１→ＴＨ２シフトを使用する可能性を与える。換言すれば、ＴＨ１→Ｔ
Ｈ２シフトは治療への応答の代用マーカーとして役立つことができる。例えば、シフトの
不足は、二次治療の必要性を示すことができる。1995年7月5日出願のイスラエル特許出願
第114,459号参照、対応するPCT出願はこれと同じ日に出願した、全体の内容を参考文献と
してここに組み込む。
本発明の脂質エマルジョンは、治療される病気または状態に含まれるＴ細胞が活性である
抗原性物質を用いてワクチンアジュバントとして使用するとき、治療前のＴＨ１Ｔ細胞応
答から、治療後のＴＨ２Ｔ細胞応答へのシフトを介在するために役立つ。この発見は、こ
のような脂質エマルジョンが、任意のＴＨ１介在病または状態の治療のためのワクチンに
使用することができる寛容原の生物学的に活性なキャリヤであることを確認させる。この
ようなワクチンでは、抗原は治療効果のための免疫学的特異性を与え、一方、本発明の生
物学的活性キャリヤは生物学的結果、即ち、ＴＨ１→ＴＨ２シフトを与える。本発明の前
記生物学的活性キャリヤによって介在されるシフトのために、自己反応性の範囲での病気
は、Ｔ細胞サイトカインシフトを誘発することができる単一の抗原／キャリヤの組み合わ
せを用いて消すことができる。
本発明による好ましい使用は、ＴＨ１細胞によって介在される器官特異的自己免疫病の治
療である。このような病気には、ＩＤＤＭ、変形関節炎、多発性硬化症および甲状腺炎の
ような、自己免疫病を含むが、これらに制限されない。このような治療に使用されるペプ
チドは自己抗原ペプチドである。従って、例えば、ＩＤＤＭについてはペプチドは上記p2
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77ペプチドまたはバリン置換類似p277（Val6-Val11）であり；多発性硬化症については、
このようなペプチドはミエリン塩基性タンパク質から誘導され；甲状腺炎については、ペ
プチドは甲状腺グロブリンから誘導されると考えられ；リューマチ性関節炎については、
自己抗原はミコバクテリウム細菌、例えば、結核菌から誘導できる。
抗原がペプチドであることは決定的ではない。従って、例えば、接触皮膚炎のような、皮
膚敏感および炎症によるＴＨ１介在アレルギー応答は、刺激抗原とＴＨ１タイプからＴＨ
２タイプへのシフトをサイトカイン応答に引き起こす本発明による生物学的に活性なキャ
リヤを含むワクチンによって治療することができる。従って、患者が抗原に対して上昇レ
ベルの抗体を持ち続けながら、皮膚過敏の原因である炎症性Ｔ細胞応答を抑制する。
従って、本発明の寛容原の生物学的活性キャリヤは、Ｔ細胞が攻撃する抗原に耐性となる
ことが望ましいときにいつでも、即ち、ワクチンがＴ細胞介在状態、特にＴＨ１細胞介在
状態を制限するために使用されるときにいつでも、使用することができる。抗原が移植片
拒絶または移植片対宿主病における応答を活性化することを決定できる場合には、このよ
うな抗原を本発明によるキャリヤと共に投与することは、Ｔ細胞がこのような状態で活性
な抗原の数の全体的な複雑さに関わらず、望ましくない炎症性のＴＨ１応答が、さらに望
ましいＴＨ２応答へシフトすることを容易にすることが期待される。
ペプチドを用いて活性化の次にくるサイトカインのＴ細胞分泌を決定するために、患者の
末梢血液からのリンパ球をインヴィトロ活性化アッセイで試験する。末梢血液リンパ球は
ficol-hypaqueのヘパリンで凝血防止した全血から単離し、5-50μg/mlの濃度で試験ペプ
チドと培養する。培養Ｔ細胞からの上澄みを時間を変えて収集し、ELISAまたはバイオア
ッセイによって、種々のサイトカインの活性を試験する。
本発明の製剤に使用することができる脂肪エマルジョンの例には、静脈栄養摂取のために
市販品として入手できるイントラリピドおよびリポフンディン、および上記米国特許番号
3,169,096、4,073,943、4,168,308号に記載されている脂肪エマルジョンを含むが、これ
らに制限されず、またこれらの全体を参考文献としてここに組み込む。しかしながら、こ
れらの新陳代謝できる脂質が、静脈栄養摂取のために予め投与され、Ｔ細胞介在の病気の
治療のためにビヒクルとして有効に使用できるという本発明による発見は、全く期待外で
ある。同様に、これらの製剤が、ＴＨ１→ＴＨ２シフトを介在する生物学的に活性なキャ
リヤに寛容原となるという発見も、全く期待外である。
本発明の脂肪エマルジョンは、新しく調製され、または雰囲気に曝していないコンテナに
貯蔵した後に、使用する事が好ましい。例えば、雰囲気に曝しながらのイントラリピドの
長期貯蔵は、ｐＨの減少および対応して生物学的活性の減少の原因となる。
１例では、本発明の生物学的に活性なキャリヤは、10%の大豆油、1.2%の卵黄リン脂質、2
.5%のグリセロールおよび全量100mlにする殺菌水（イントラリピド10%）からなる脂肪エ
マルジョンである。他の例では、ビヒクルは、20%の大豆油、2.4%の卵黄リン脂質、2.5%
のグリセロールおよび全量100mlにする殺菌水からなる脂肪エマルジョンである。
さらに他の例では、ビヒクルは5%の大豆油、および動物源からの他の5%トリグリセリド、
例えば、バターからの5%中位鎖トリグリセリド、1.2%の卵黄レシチン、2.5%のグリセロー
ルおよび全量100mlにする殺菌水（リポフンディン１０％）からなる脂肪エマルジョンで
ある。
本発明の１例では、ビヒクルは、ここに定義された元の脂肪エマルジョンを、例えば10,0
00またはそれ以上で、遠心分離により得られる加工処理した脂質エマルジョンであり、こ
れにより、僅かに豊富なトリグリセリド（約90%トリグリセリド）が、約１：１のトリグ
リセリド：リン脂質を含むリン脂質に富んだ水性分散液の上部に形成される。この２相を
分離してリン脂質に富んだ水性分散液をビヒクルとして使用する。
本発明の製剤は、１またはそれ以上のペプチドからなる。従って、例えば、ＩＤＤＭの治
療には、製剤は１またはそれ以上のペプチドp12、p32、p277、p277（Val6）、p277（Val1
1）、p277（Val6-Val11）、または表１の他のペプチドのいずれかを含むことができる。
１の好適例では、ＩＤＤＭの治療のための製剤は、ペプチドp277またはp277（Val6-Val11

）および、10%の大豆油、1.2%の卵黄リン脂質、2.5%のグリセロールおよび全量100mlにす
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る殺菌水（イントラリピド10%）からなる脂肪エマルジョンからなる。
さらに本発明は、ここに定義されたような脂肪エマルジョンの使用、または１またはそれ
以上のペプチドまたは他の抗原および、自己免疫病または他のＴＨ１介在病または状態の
治療においてビヒクルとして、前記脂肪エマルジョンまたは加工処理した水性分散液から
なる治療製剤の調製のために、遠心分離によってそこから調製された加工処理したリン脂
質に富んだ水性分散液の使用に関する。
次の実施例は、本発明を説明するためのもので、これらに限定されるものではない。
実施例
実施例１
オイル中にp277（Val6-Val11）を使用するタイプＩ糖尿病のペプチド療法
ＮＯＤマウスの糖尿病のペプチド療法のためのビヒクルとして種々の脂質の効力を試験し
た。このモデルでは、パンクレアーゼ中のβ細胞を生成するインシュリンの自己免疫破壊
をＴリンパ球によって介在させる。炎症性の浸潤物は５－８週齢にてランゲルハンス島の
周りに発現し、β細胞破壊はインシュリン欠乏を導き、そして明白な糖尿病は14-20週齢
で一目瞭然となり、35-40週齢のＮＯＤマウスの雌は略100%冒される。
ＮＯＤ雌マウスを、0.1mlの（i）リン酸塩緩衝塩水（PBS）、または（ii）10%大豆油、1.
2%の卵黄リン脂質および2.25%のグリセロールからなる10%リピドエマルジョン（イントラ
リピド、Kabi Pharmacia AB，Sweden）中、一匹当たり100μgのペプチドp277（Val6-Val1
1）で治療した。
６月齢での糖尿病の発病率および抗p277（Val6-Val11）抗体の生成を追跡した。糖尿病は
持続性の過血糖症として診断し、11ミリモル／リットルを超える血液グルコースの水準は
ベックマングルコースアナライザーIIを用いて週の間隔で少なくとも２回測定した。好結
果のペプチド治療は通常の血液グルコース濃度を維持（11ミリモル／リットルより小さい
）、ランゲルハンス島（insulitis）の島内の炎症の軽減、およびＴＨ２タイプの免疫応
答のインジケーターとして治療上のペプチドへの抗体の誘発、によってアッセイした。結
果を表２に示す。

表２から判るように、イントラリピド中で投与したペプチド治療は、糖尿病の発病率およ
び死亡率を減らすのに効果があった。一方、ＰＢＳ中で投与した治療は効果がなかった。
実施例２
抗p277（Val6-Val11）抗体生成
p277（Val6-Val11）ペプチドで治療した糖尿病からの防護はペプチドに対するＴＨ２免疫
反応性に依存する。従って、抗体生成はＥＬＩＳＡによりp277（Val6-Val11）免疫マウス
で測定した。マキシソープマイクロタイタープレート（Nunc）をp277（Val6-Val11）ペプ
チド10μg/mlで18時間被覆し、２時間７％粉乳で非特異的結合をブロックした。１：50に
希釈したマウス血清を２時間結合させ、特異的結合は２時間アルカリホスファターゼ抗マ
ウスＩｇＧ（Serotec）を、30分間ｐ－ニトロフェニルホスフェート基質（Sigma）を添加
して検出した。色調強度をOD-405nmにてＥＬＩＳＡリーダー（Anthos）によって測定した
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。
図１から判るように、イントラリピド中のp277（Val6-Val11）に免疫になったＮＯＤマウ
スは、ペプチド特異的抗体を発現したが、ＰＢＳ中のp277（Val6-Val11）に免疫になった
マウスは全く抗体応答を示さなかった。
実施例３
p277（Val6-Val11）治療によって誘発した抗体イソタイプ
実施例２に示したp277（Val6-Val11）に抗体を用いてp277（Val6-Val11）イントラリピド
治療を組み合わせると、治療効果が自己免疫Ｔ細胞によって生成した優勢なサイトカイン
におけるシフトの結果であることを示唆した。ＣＤ４「ヘルパー」タイプのＴ細胞は特徴
のあるサイトカインによって２群に分けられ、活性化するときに分泌し（Mosmann and Co
ffman，1996）：ＴＨ１細胞はＴ細胞増殖を誘発するＩＬ－２、および組織炎症を介在す
るＩＦＮγのようなサイトカインを誘発し；ＴＨ２細胞は、対照的に、「ヘルプス」Ｂ細
胞が一定の抗体イソタイプを生成するＩＬ－４、および組織炎症を「抑制する」ことがで
きるＩＬ－10および他のサイトカインを分泌する。ＴＨ１からＴＨ２様挙動へのシフトの
可能性は、p277（Val6-Val11）治療後に生成した抗体のイソタイプの分析によって支持さ
れた。
３月齢のＮＯＤマウスの群を、実施例２に記載したようにp277（Val6-Val11）またはＰＢ
Ｓで治療した。各マウスの血清を、治療後（１群につき12-15匹のマウス）p277（Val6-Va
l11）への抗体のイソタイプについてアッセイした。抗体イソタイプは、イソタイプを特
異的に発現する抗体試薬（Southern Biotechnology Associates，Birmingham，AL）でＥ
ＬＩＳＡアッセイを使用して検出した。その結果を図２に示す。ここで、白丸はコントロ
ール治療ＮＯＤマウスのp277（Val6-Val11）への抗体；黒丸はp277（Val6-Val11）治療マ
ウスのp277（Val6-Val11）への抗体である。各実験欄は等しい数のマウスによる結果であ
る；丸の数の明らかな減少は重ね合わせが原因である。
治療後に発現する抗p277抗体の抗体イソタイプの分析は、ＩｇＧ１とＩｇＧ２ｂクラスの
みであることを示しており、ＩＬ－４を生成するＴＨ２Ｔ細胞（Snapperら、1993a）およ
び多分ＴＧＦβ（Snapperら、1993b）に起因する。p277（Val6-Val11）治療によって誘発
されたＴＨ１タイプのＩｇＧ２ａ抗体はなかった。治療に使用した特異的ペプチドへの抗
体の発現は、自己免疫Ｔ細胞応答が、ＴＨ１と呼ばれる損傷している炎症モードから、無
害の抗体を生成し炎症と組織損傷（Rabinovitch，1994）を抑制するＴＨ２Ｔ細胞応答へ
、シフトしたことのサインである。
実施例４
ペプチドp277（Val6-Val11）／イントラリピド療法はサイトカインプロフィルで特異的ス
イッチを誘発する
サイトカインスイッチの考えを確認するために、p277（Val6-Val11）／イントラリピド治
療のマウスとコントロールマウスにおけるp277（Val6-Val11）へのＴ細胞反応によって生
成したサイトカインをアッセイした。コンカナバリンＡ（ＣｏｎＡ）、Ｔ細胞マイトジェ
ンを使用してコントロールとして全脾臓Ｔ細胞を活性化した。
３月齢の10匹のＮＯＤマウスの群を、イントラリピド（黒棒）中のp277（Val6-Val11）、
またはイントラリピド中のＰＢＳ（白棒）を用いて治療した（実施例２参照）。５週後、
マウスの脾臓を取り出し脾臓細胞をプールした。脾臓細胞は、24時間（ＩＬ－２およびＩ
Ｌ－４分泌）または48時間（ＩＬ－10およびＩＦＮγ分泌）、ＣｏｎＡまたはp277（Val6

-Val11）でインキュベーションした。培養上澄液のサイトカインの存在は、ファーミンゲ
ンサイトカインＥＬＩＳＡプロトコルに従ってファーミンゲンのペアの抗体を使用して、
ＥＬＩＳＡによって定量した。ファーミンゲンの組換マウスサイトカインを、較正曲線の
ための標準として使用した。簡単に述べると、平底96穴マイクロタイタープレートを、４
℃で18時間ラットの抗マウスサイトカインmAbsで被覆し、培養上澄液または組換マウスサ
イトカインを４℃で18時間添加した。プレートを洗浄し、ビオチニル化したラット抗マウ
スサイトカインmAbsを室温で45分間添加し、次に大量洗浄し、アヴィジンアルカリホスフ
ァターゼを添加した。プレートを洗浄し、クロモゲン基質（ｐ－ニトロフェニルホスフェ
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ート）を添加し、試料を405nmにてＥＬＩＳＡリーダーで測定した。その結果を図３に示
す。サイトカインの濃度はＯＤリーディングとして示す。＊ｐ＜0.01。
図３Ａはコントロールマウスの脾臓細胞がＩＬ－２とＩＦＮγをp277（Val6-Val11）とイ
ンキュベーションした時に分泌したことを示す。これに対して、p277（Val6-Val11）で治
療したマウスは、ペプチドp277（Val6-Val11）でのインキュベーションにたいする応答で
、ＩＬ－２およびＩＦＮγを著しく減らして（ｐ＜0.01）生成した。このＴＨ１サイトカ
インでの減少は特異的である；p277（Val6-Val11）治療のマウスはＣｏｎＡ（図３Ｂ）へ
のＩＬ－２およびＩＦＮγサイトカイン応答を維持した。図３Ａと３Ｂはマウスの脾臓細
胞によって生成したＩＬ－10とＩＬ－４の量を示す。コントロールマウスは、p277（Val6

-Val11）またはＣｏｎＡへの応答で極僅かのＩＬ－４またはＩＬ－10を生成した。これに
対して、p277（Val6-Val11）への応答のみ、およびp277（Val6-Val11）/イントラリピド
治療マウスでだけの応答では、ＩＬ－10とＩＬ－４がかなり増加していた（ｐ＜0.01）。
ＩＬ－10とＩＬ－４の増加とつながるＩＬ－２およびＩＦＮγの減少は、ＴＨ１様挙動か
らＴＨ２様挙動へのシフトを確認する。このようなシフトは、先に本発明者らによって（
Eliasら、1991）示されたp277へのＴ細胞増殖の低下、および本発明によるp277（Val6-Va
l11）へのＩｇＧ１とＩｇＧ２ｂ抗体の出現の両方を説明する助けとなる。
実施例５
p277（Val6-Val11）への自発的Ｔ細胞増殖応答はp277（Val6-Val11）療法によって減縮さ
れる
ＮＯＤ／Ｌｔ株の５匹の雌マウスの群を、３月齢にて、イントラリピド中のペプチドp277
（Val6-Val11）100μg、またはイントラリピドを混合したＰＢＳ（スケールは後に）で、
治療した。５週後に、マウスの脾臓を取り除き、Ｔ細胞増殖応答を標準アッセイを使用し
Ｔ細胞マイトジェンＣｏｎＡ（1.25μg/ml）またはp277（Val6-Val11）（10μg/ml）に対
しインヴィトロでアッセイした。その結果を図４に示す：ＣｏｎＡは黒縞棒；p277（Val6

-Val11）は灰色棒。Ｔ細胞応答は、３日培養の最後の18時間に４倍の培養基のウェルに添
加した〔3Ｈ〕チミジンの混和によって検出した。刺激インデックス（ＳＩ）は、抗原ま
たはＣｏｎＡなしで培養したコントロールウェルに対する抗原含有ウェルの平均ｃｐｍに
対して、試験培養物の平均ｃｐｍの比として計算した。平均ｃｐｍからの標準偏差値は常
に10%よりも小さかった。
図４に示すように、ＰＢＳ／イントラリピドで治療したコントロールマウスは、p277（Va
l6-Val11）およびＴ細胞マイトジェンＣｏｎＡの両方に対するＴ細胞増殖応答を示した。
これに対して、イントラリピド中のp277（Val6-Val11）で治療したマウスは、p277（Val6

-Val11）へのＴ細胞増殖反応性の減少示したが、ＣｏｎＡには減少を示さなかった。従っ
て、p277（Val6-Val11）ペプチド療法の有益な効果は、自己免疫応答を不活性化すること
によって生じないが、挙動の異なるサイトカインモードに自己免疫を活性化することによ
って生じる（Cohen、1995）。破壊的な自己免疫の制御は、免疫系内にプログラムされる
（Cohen、1992）；脂質ビヒクルと共にペプチドを必要とする適当な信号によって活性化
されるだけが必要である；表１に示すように、ペプチド単独または、ペプチドなしの脂質
は有効でない。これらの結果は、新陳代謝できる脂質エマルジョンをビヒクルとして自己
免疫病の治療に不完全に使用できることを示している。各病気はその特異的ペプチドを必
要とするが、新陳代謝できる脂質エマルジョンは種々の治療に使用することができる。
実施例６
イントラリピド中のペプチドの投与は実験的自己免疫脳脊髄炎の発現に有効である
実験的自己免疫脳脊髄炎（ＥＡＥ）は、多発性硬化症のモデル状況に教示される動物の実
験的自己免疫病である（Zamvil and Steinman，1990）。ＥＡＥは、完全フロイドアジュ
バント（ＣＡＦ）中のミエリン塩基性タンパク（ＭＢＰ）質に、殺したマイコバクテリア
を含む鉱油のエマルジョンを免疫化してルイスラットのようなラットの敏感な血統に誘発
することができる。病気は免疫化の12日後に発現し、中枢神経系の炎症による種々の度合
の麻痺によって特徴づけられる。麻痺は６ないし７日続き、ラットは通常、急性麻痺のピ
ークの間に死なない場合には治癒する。ＥＡＥはＭＢＰ分子の一定の決定因子を認識する
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Ｔ細胞によって引き起こされる。ルイスラットにおける主なＭＢＰ決定因子はペプチド配
列71-90から成る（Zamvil and Steinman，1990）。
従って、われわれは、実験を行い、ＩＦＡ中の脳炎発生のＭＢＰペプチドp71-90の投与も
またＥＡＥの発現を阻害するか否かを試験した。図５は、ＥＡＥの誘発14日前にＩＦＡ中
のｐ71-90の投与は、病気の苦しさに影響のないようにＩＦＡ中に乳化させたＰＢＳを用
いたコントロールの治療と比較して、麻痺を最大度合でかなり減少させることを示してい
る。従って、ＩＦＡ中に与えたp71-90はＥＡＥに影響を与える。
しかしながら、ＩＦＡは上述のように、体内で新陳代謝させることができず、局部炎症の
原因となるので、ヒトには投与できない。従って、われわれは、ルイスラットをイントラ
リピド中のp71-90で治療した。図６はその結果を示す。イントラリピド中のp71-90を受け
たラットは、ＰＢＳ／イントラリピドで治療したコントロールラットよりも、麻痺がかな
り小さかった。従って、イントラリピド中に投与したp71-90のような適切なペプチドがラ
ットにおいてＥＡＥを調節できると、結論することができる。よって、ペプチド／イント
ラリピド治療の効果は、１の種において１のみのペプチドに、または１の自己免疫病のみ
に限定されない。
実施例７
新しい10%イントラリピドエマルジョンと古いものとの有効性
10%イントラリピドエマルジョンを使用して、12週齢のＮＯＤ雌マウスをp277（Val6-Val1
1）で治療した。エマルジョンは、密封瓶を開封した日、または雰囲気にさらした４ヶ月
後に、使用した。エマルジョンのｐＨは治療のためにペプチド＋エマルジョンを調製した
時に試験した。エージングはｐＨが8.2から6.7に下がることによってマークした。各実験
では、10匹のマウスをペプチド＋エマルジョンで治療し、10匹のマウスにはエマルジョン
のみを与え、10匹のマウスには何もしなかった。その結果を表３に示す。

プラシーボ治療マウス（エマルジョンのみ、群２および４）および未処理マウス（群５）
は、６月齢にて同様の糖尿病の発病率80-90%を発現した。これに対して、新しく開封した
エマルジョン中のペプチドでマウスを治療すると、80%のマウスが糖尿病から守られた。
しかしながら、「古い」エマルジョンを使用すると、40%だけ糖尿病から守られた。従っ
て、エマルジョンは、ｐＨ値でマークした減少によって示されるように、空気に曝した後
は化学的に不安定であった。この変化はその生物学的活性に関連する。従って、イントラ
リピドは、機能的性質がｐＨに依存し、不活性の脂質の存在にのみ依存するのではない生
物学的活性キャリヤである。
本発明を詳細に説明したが、当然に、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、過
度の実験を行うことなく、当業者が同様に広範囲の同等のパラメーター、濃度、および条
件で実施できる。
本発明はその特定例によって説明したが、さらに変更可能である。この出願は、一般に、
本発明の基本に従い、本技術分野の既知の通常のプラクチス内に入るように、請求の範囲
に従って示した上記の基本的な特徴に応用できるように本発明の開示から離れていること
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も含み任意の変数、用途、または発明の応用をカバーすることができる。
ここに引用した全参考文献は、雑誌または要約書を含めて、発行されたまたは未発行の米
国または特許出願、米国または外国の特許、または任意他の文献も、全データー、表、図
、および引用文献として示された文献も含めて、すべてここに参考文献として組み込まれ
る。さらに、ここに引用した文献内に引用された文献の全内容も全て参考文献として組み
込まれる。
既知の方法工程、通常の方法工程、既知の方法または通常の方法の参照は、任意の局面、
記述または本発明の実施例が開示され、教示され、あるいは関連した技術で示唆されてい
ることを容認している事柄ではない。
特定例の前記記述は、本発明の一般的性質を完全に示すものであり、他者が、当業者の範
囲の知識を応用して、（ここに引用した文献の内容を含めて）、過度の実験をすることな
く、本出願の一般概念から逸脱することなく、特定例を種々の応用のために容易に改変お
よび／または採用することができる。従って、このような応用や改変は、ここに示される
教示や案内に基づき、開示した実施例の意味する同等の範囲内にある。本明細書の術語は
、当業者の知識と組み合わせて、ここに示される教示や案内に照らして当業者により解説
されるべきであると解される。
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配列表
（1）書誌的事項
（i）出願人：
（A）氏名又は名称：イエダ　リサーチ　アンド　デベロプメント　カンパニイ　リミテ
ッド，ワインズマン　インスチチュート　オブ　サイエンス
（B）街路：ピー　オー　ボックス９５
（C）市：レホボト
（E）国：イスラエル
（F）郵便番号：76100
（G）電話：972-8-470739
（H）フックス：972-8-4706178
（A）氏名：イルン　アール．コーヘン
（B）街路：ハンキン　ストリート　１１
（C）市：レホボト
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（E）国：イスラエル
（F）郵便番号：76344
（A）氏名：ダナ　エリアス
（B）街路：デレチ　ヤブン　５７
（C）市：レホボト
（E）国：イスラエル
（F）郵便番号：76344
（A）氏名：メイル　シニツキイ
（B）街路：デレチ　ハガニム　２０
（C）市：クファル　シュマリャフ
（E）国：イスラエル
（F）郵便番号：46910
（ii）発明の名称：Ｔ細胞介在の病気を治療するための製剤と方法
（iii）配列の数：４
（iv）コンピューター読み取り形式：
（A）媒体タイプ：フロッピイディスク
（B）コンピューター：IBM PC Compatible
（C）オペレーティングシステム：PC-DOS/MS-DOS
（D）ソフトウェア：PatentIn Release #1.0，Version #1.30（EPO）
（vi）先の出願のデーター：
（A）出願番号：IL 114458
（B）出願日：05-JUL-1995
（2）SEQ IN NO：１の情報
（i）配列の特徴：
（A）長さ：573アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：１本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）分子の種類：タンパク質
（xi）配列の記載：SEQ ID NO：１：
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（2）SEQ ID NO：２の情報
（i）配列の特徴：
（A）長さ：24アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：１本鎖
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（D）トポロジー：直鎖状
（ii）分子の種類：ペプチド
（xi）配列の記載：SEQ ID NO：２：

（2）SEQ ID NO：３の情報
（i）配列の特徴：
（A）長さ：24アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：１本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）分子の種類：ペプチド
（xi）配列の記載：SEQ ID NO：３：

（2）SEQ ID NO：４の情報
（i）配列の特徴：
（A）長さ：24アミノ酸
（B）型：アミノ酸
（C）鎖の数：１本鎖
（D）トポロジー：直鎖状
（ii）分子の種類：ペプチド
（xi）配列の記載：SEQ ID NO：４：
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