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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号：1、配列番号：３７、配列番号：４２および配列番号：４３からなる群から
選択されるアミノ酸配列を有するアミノ酸配列で表される、C4bpドメイン。
【請求項２】
　請求項１に記載の非哺乳動物のC4bpドメイン、および抗原を含む、生成物。
【請求項３】
　抗原が、C4bpドメインのN末端またはC末端に融合される、請求項２に記載の生成物。
【請求項４】
　抗原が、柔軟なリンカーを介してC4bpドメインのN末端またはC末端に融合される、請求
項２または３に記載の生成物。
【請求項５】
　抗原がヒトにおいて内因性である、請求項２～４のいずれか一項記載の生成物。
【請求項６】
　抗原が性腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）である、請求項５に記載の生成物。
【請求項７】
　請求項２～６のいずれか一項に記載の生成物を、薬学的に許容される希釈剤、キャリア
またはアジュバントと一緒に含む、組成物。
【請求項８】
　ヒトまたは動物の身体を処置する方法において使用するための、請求項２～６のいずれ



(2) JP 5289969 B2 2013.9.11

10

20

30

40

50

か一項に記載の生成物または請求項７に記載の組成物。
【請求項９】
請求項１に記載の非哺乳動物のC4bpドメインと、
ポリペプチド抗原と、
　の融合タンパク質をコードし、宿主細胞において機能的なプロモーターに機能的に連結
される、核酸配列
を含む発現ベクター。
【請求項１０】
　抗原の免疫原性を増大させるための方法であって、該抗原を請求項１に記載のC4bpドメ
インに結合させることを含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、抗原単独との比較において抗原に対する強化された免疫応答を誘発する、ア
ジュバントおよび抗原を含む高分子アセンブリー（例えば、融合タンパク質など）に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　免疫化の改善された方法が、現在のワクチンを改善することおよび新しいワクチンを作
り出すことの両方のために必要である。同時に、アジュバントの使用は、ヒトでの使用の
ために承認されているものは非常に限られた数のみのため、最小限に抑えるかまたは回避
することが求められており、かつ動物におけるその使用は、動物の苦痛を軽減するために
最小限に抑えることが広く望まれている。
【０００３】
　近年の特許出願には、哺乳動物における抗原の免疫原性を増大させるための哺乳動物の
C4bpオリゴマー化ドメインの使用が記載される。これらの出願には、PCT/IB2004/002717
（特許文献1）およびPCT/EP03/08926（特許文献2）が含まれる。より以前の特許（WO91/1
1461（特許文献3））では、免疫化のためのC4bpタンパク質融合物の使用が議論されたが
、成功した免疫化は明らかにされなかった。PCT/EP03/08928（特許文献4）には、哺乳動
物C4bp融合タンパク質を作製するための方法が記載される。しかしながら、今日まで、C4
bpオリゴマー化ドメインは哺乳動物以外の生物種については知られていない。哺乳動物以
外の生物種のワクチン接種、例えば、鳥インフルエンザに対する鳥類のワクチン接種にお
ける関心はかなりであるので、そのような生物種に由来するC4bpオリゴマー化ドメインは
かなり有用であると考えられる。
【０００４】
　Oshiumiら（2005 J. Immunol.175,1724-1734）（非特許文献1）はニワトリにおける補
体活性化遺伝子座の調節因子を特徴づけ、CREM、CREGおよびCRESと呼ばれる3つのタンパ
ク質を同定している。それぞれの遺伝子からの転写物が特徴づけられ、これにより、完全
なタンパク質配列を推定することが可能となった。これらのタンパク質のうちの1つ（CRE
S）がニワトリのC4bp遺伝子として記載された。
【０００５】
【特許文献１】PCT/IB2004/002717
【特許文献２】PCT/EP03/08926
【特許文献３】WO91/11461
【特許文献４】PCT/EP03/08928
【非特許文献１】Oshiumiら（2005 J. Immunol.175,1724-1734）
【発明の開示】
【０００６】
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発明の概要
　本発明者らは、ニワトリのRCA遺伝子座において同様に見出され、しかし、Oshiumiらに
よって記載された配列のいずれとも異なるDNA配列によってコードされる新しいタンパク
質配列を見出している。この189ヌクレオチドのDNA配列、およびそれがコードする62アミ
ノ酸のタンパク質ドメインが図1に示される。本発明者らはこのドメインをニワトリのC4b
pオリゴマー化ドメインとして示す。
【０００７】
　従って、本発明は、
　配列番号：1のC4bpドメインまたはその変種の第1の成分と、
　抗原の第2の成分と、
を含む生成物を提供する。
【０００８】
　本発明者らはまた、配列番号：1の鳥類ホモログを同定しており、そのアミノ酸配列が
配列番号：23に示される。従って、別の局面において、本発明は、配列番号：23のC4bpド
メインまたはその変種の第1の成分と、抗原の第2の成分とを含む生成物を提供する。
【０００９】
　本発明者らはまた、CRES（ニワトリの補体調節分泌タンパク質）ドメインが抗原の免疫
原性を増大させることができることを見出している。従って、別の局面において、本発明
は、C4bpドメインの第1の成分と、抗原の第2の成分とを含む生成物であって、C4bpドメイ
ンが、配列番号：37に示されるCRESドメインまたはその変種を含む生成物を提供する。
【００１０】
　第1および第2の成分は融合タンパク質の形態であってもよい。1つの代替において、第1
および第2の成分は、第1の成分のアミノ酸側鎖を介するか、または第2の成分の化学的カ
ップリングを可能にするために第1の成分に特異的に付加されているアミノ酸の側鎖を介
するかのいずれかにより、化学的にカップリングすることができる。
【００１１】
　第1および第2の成分を、また、互いに非共有結合的に会合させることができる。例えば
、第1の成分のアミノ酸の側鎖を、さらなるビオチン基を有するように修飾してもよく、
その後、このビオチンを、ストレプトアビジンと結合させるために使用することができ（
この場合、ストレプトアビジンが第2の成分である）、またはストレプトアビジンに融合
された抗原を、このビオチンを介して第1の成分と結合させることができる。別の可能性
において、ストレプトアビジンを付加し、かつ生じる複合体を精製することによって、ビ
オチン化された抗原およびビオチン化された第1の成分を、非共有結合的ではあるが、し
っかりと一緒に保持することができる。非共有結合による会合のこれらの例は単に例示に
すぎず、当業者は、これら2つの成分の非共有結合による堅固な結合を望ましく生じさせ
るならば、他のタイプの非共有結合的会合が利用できることを理解する。
【００１２】
　不確かさを避けるために、「第1の」成分および「第2の」成分の指定は、これら2つの
成分の生成物における特定の連続的な順序を意味または指示しない。これら2つの成分は
任意の順序でつなぐことができる。好ましい局面において、生成物は第1および第2の成分
を1：1の比率で含むが、複数の第1の成分が第2の成分と結合され得ること、または逆に、
複数の第2の成分が第1の成分と結合され得ることもまた、本発明の範囲内である。例えば
、第1の成分対第2の成分の比率は、1：4、1：3、1：2、1：1、2：1、3：1または4：1であ
ってもよい。比率が1：1以外である場合、第2の成分が過剰であることが好ましい。
【００１３】
　従って、両方の成分がポリペプチドであり、生成物が融合タンパク質として作られる場
合、これら2つの成分のN末端からC末端への順序は任意の順列であり得る。
【００１４】
　本発明はさらに、前記第1および第2の成分の融合タンパク質をコードする核酸を提供す
る。本発明はまた、該核酸を含むベクターおよび該ベクターを有する宿主細胞を提供する
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。
【００１５】
　別の態様において、本発明は、
　配列番号：1、配列番号：23、または配列番号：37の、C4bpドメインまたはその変種の
第1の成分と、
　ポリペプチド抗原の第2の成分と、
を含む生成物を作る方法であって、これら2つの成分を融合タンパク質の形態でコードす
る核酸を発現すること、および生成物を回収することを含む方法を提供する。
【００１６】
　別の態様において、本発明は、
　配列番号：1、配列番号：23、または配列番号：37の、C4bpドメインまたはその変種の
第1の成分と、
　ポリペプチド抗原または非ポリペプチド抗原の第2の成分と、
を含む生成物を作る方法であって、第1の成分をコードする核酸を発現させること、該第1
の成分を抗原に結合させること、および生成物を回収すること、を含む方法を提供する。
【００１７】
　生成物を作るこれらの方法は、真核生物細胞または原核生物細胞において行うことがで
きる。
【００１８】
　本発明はまた、本発明による生成物の有効量を対象に投与することを含む、抗原に対す
る免疫応答を誘導する方法を提供する。
【００１９】
　本発明はまた、ヒトまたは動物の身体を処置する方法、特に、免疫応答を誘導する方法
において使用するための本発明の生成物を提供する。
【００２０】
　本発明はさらに、本発明の生成物を、薬学的に許容されるキャリアまたは希釈剤と併せ
て含む薬学的組成物を提供する。
【００２１】
　本発明はさらに、ヒトを含む動物対象に本発明の生成物をワクチン接種すること、抗血
清をヒトを含む該動物から回収することを含む、感染性の作用物質に対する受動免疫化に
おいて使用するための保護的な免疫血清を調製する方法を提供する。その後、抗血清は、
対象の受動免疫化の方法において使用することができる。対象は、感染性の作用物質によ
る感染を有する対象、または感染性の作用物質による感染の危険性がある対象であり得る
。
【００２２】
　動物対象は、具体的には、ヒトを含めて、哺乳動物対象であり得る。本発明の利点は、
本発明の生成物により、第1の成分に対する抗体が哺乳動物（例えば、マウスおよびウサ
ギなど）において誘導されるが、これらの抗体は内因性の哺乳動物C4bpタンパク質と交差
反応しないことである。従って、本発明の生成物は、ヒトでの使用においてだけでなく、
獣医学的使用においても、例えば、家畜（例えば、ウシ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウマ）お
よびペット（例えば、ネコ、イヌ、齧歯類）を含む飼育されている哺乳動物の処置におい
ても、または、野生の哺乳動物（例えば、動物園に飼われている野生の哺乳動物）の処置
においても有用であり得る。
【００２３】
　別の局面において、本発明の生成物は、家禽（例えば、ニワトリ、七面鳥、アヒルおよ
びガチョウなど）を含めて、哺乳動物以外の対象を処置するために使用することができる
。この局面において、第2の成分には、感染性の細菌性生物またはウイルス性生物の抗原
（例えば、サルモネラ属の種、大腸菌属の種（特に、大腸菌（E.coli））、カンピロバク
ター属の種、または、インフルエンザウイルスなどの抗原）が含まれ得る。
【００２４】
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　抗原のさらなる例が本明細書において下記で議論される。
【００２５】
発明の詳細な説明
配列番号：1のC4bpドメインまたはその変種
　配列番号：1のC4bpドメインは62個のアミノ酸を含む。このタンパク質の変種は多量体
を形成することができる。変種は、配列番号：1の62アミノ酸の配列に対する少なくとも4
5%の配列同一性、より好ましくは少なくとも50%の配列同一性、より好ましくは少なくと
も60%の配列同一性、より好ましくは少なくとも70%の配列同一性、より好ましくは少なく
とも80%の配列同一性、一層より好ましくは少なくとも90%の配列同一性、例えば、少なく
とも95%の配列同一性、または、最も好ましくは少なくとも98%の配列同一性を有する。
【００２６】
　配列番号：1の変種には、1つまたは複数のアミノ酸の置換、欠失または挿入を有するタ
ンパク質が含まれる。様々な置換が、N末端およびC末端の欠失と同様に、特に想定される
。従って、好ましくは、変種は下記の1つまたは複数を含む。
　1個～8個、例えば、1個～4個など、のアミノ酸残基のN末端欠失；
　1個～8個、例えば、1個～4個など、のアミノ酸残基のC末端欠失；
　1個～8個、例えば、2個、3個、4個、5個、6個または7個など、のアミノ酸の置換。
【００２７】
配列番号：23のC4bpドメインまたはその変種
　配列番号：23のC4bpドメインは50個のアミノ酸を含む。このタンパク質の変種は多量体
を形成することができる。変種は、配列番号：23の50アミノ酸の配列に対する少なくとも
45%の配列同一性、より好ましくは少なくとも50%の配列同一性、より好ましくは少なくと
も60%の配列同一性、より好ましくは少なくとも70%の配列同一性、より好ましくは少なく
とも80%の配列同一性、一層より好ましくは少なくとも90%の配列同一性、例えば、少なく
とも95%の配列同一性、または、最も好ましくは少なくとも98%の配列同一性を有する。
【００２８】
　配列番号：23の変種には、1つまたは複数のアミノ酸の置換、欠失または挿入を有する
タンパク質が含まれる。様々な置換が、N末端およびC末端の欠失と同様に、特に想定され
る。従って、好ましくは、変種は下記の1つまたは複数を含む。
　1個～8個、例えば、1個～4個など、のアミノ酸残基のN末端欠失；
　1個～8個、例えば、1個～4個など、のアミノ酸残基のC末端欠失；
　1個～8個、例えば、2個、3個、4個、5個、6個または7個など、のアミノ酸の置換。
【００２９】
配列番号：37のC4bpドメインまたはその変種
　配列番号：37のC4bpドメインは58個のアミノ酸を含む。この配列はCRES（ニワトリにお
ける補体調節分泌タンパク質）タンパク質のドメインを表す。CRESはOshiumiら（2005 J.
 Immunol. 175,1724-1734）によって記載されており、ニワトリのC4bp遺伝子として記載
された。配列番号：37のタンパク質の変種は多量体を形成することができる。変種は、配
列番号：37の58アミノ酸の配列に対する少なくとも45%の配列同一性、より好ましくは少
なくとも50%の配列同一性、より好ましくは少なくとも60%の配列同一性、より好ましくは
少なくとも70%の配列同一性、より好ましくは少なくとも80%の配列同一性、一層より好ま
しくは少なくとも90%の配列同一性、例えば、少なくとも95%の配列同一性、または、最も
好ましくは少なくとも98%の配列同一性を有する。
【００３０】
　配列番号：37の変種には、1つまたは複数のアミノ酸の置換、欠失または挿入を有する
タンパク質が含まれる。様々な置換が、N末端およびC末端の欠失と同様に、特に想定され
る。従って、好ましくは、変種は下記の1つまたは複数を含む。
　1個～8個、例えば、1個～4個など、のアミノ酸残基のN末端欠失；
　1個～8個、例えば、1個～4個など、のアミノ酸残基のC末端欠失；
　1個～8個、例えば、2個、3個、4個、5個、6個または7個など、のアミノ酸の置換。
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【００３１】
アミノ酸置換
　配列番号：1、配列番号：23、または配列番号：37の変種における置換には、保存的置
換が含まれる。保存的置換の例には、類似するアミノ酸の群（これは多くの場合、Dayhof
f群と呼ばれる）に関する置換が含まれる。これらは下記の通りである。

【００３２】
　1つの局面において、配列番号：1の変種は配列番号：1の下記のアミノ酸残基のいくつ
か、例えば少なくとも3個など、例えば少なくとも6個、または全てを保持する。
Cys22、Leu33、Glu34、Lys37、Leu38、Leu40、Glu41、Ile42、およびLeu45。
【００３３】
　望ましくは、これらの残基のいくつかまたは全てが存在する場合、変種はこれらの残基
の間における相対的な間隔を保持する。
【００３４】
　配列番号：1、配列番号：23、または配列番号：37に対する変種の配列同一性の程度を
、アルゴリズムGAP（当技術分野において広く使用され、Accelrys（以前は、Genetics Co
mputer Group,Madison,WI）から入手可能な「Wisconsinパッケージ」アルゴリズムの一部
）によって求めることができる。GAPでは、一致の数を最大にし、かつ、ギャップの数を
最小にする様式で2つの完全な配列をアラインメントするために、NeedlemanおよびWunsch
のアルゴリズムが使用される。GAPは、長さが類似する近い関係にある短い配列をアライ
ンメントするために有用であり、従って、配列が上記の同一性レベルを満たすかを決定す
るために好適である。GAPは、設定省略時のパラメーターを用いて使用することができる
。
【００３５】
　作製し、かつ多量体を形成するその能力について調べることができるC4bpドメインの変
種の例には、下記の表1に示される配列番号：5～配列番号：14、ならびに、配列番号：42
および配列番号：43が含まれる。
【００３６】
【表１】

A＝配列番号；B＝配列、C＝配列番号：1を参照することによって計算された同一性の割合
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(%)（最も近い整数）。
【００３７】
　配列の欠失が行われる場合、N末端またはC末端の短縮化は別として、欠失は、好ましく
は、連続または非連続であり得る多くても1つ、2つまたは3つの欠失に制限される。
【００３８】
　挿入が行われる場合、挿入もまた、望ましくは、タンパク質のサイズが、野生型配列の
長さを、20アミノ酸より多く超えないように、好ましくは最大でも15アミノ酸を超えない
ように、より好ましくは最大でも10アミノ酸を超えないように数が制限される。従って、
配列番号：1の場合、タンパク質は、挿入によって改変される時、望ましくは、長さが最
大でも82個のアミノ酸である。
【００３９】
　変種を、添付された実施例において例示される原核生物宿主細胞において発現させるこ
と、変種を回収すること、および変種が多量体を形成するかどうかを、例えば、ゲルろ過
により明らかにすることによって、配列番号：1、配列番号：23、または配列番号：37の
変種が多量体を形成できることを調べることができる。
【００４０】
　別の局面において、配列番号：1、配列番号：23、または配列番号：37のC4bpドメイン
の変種には、この配列の他の非哺乳動物ホモログ（特に、鳥類ホモログおよび爬虫類ホモ
ログ）が含まれる。上記で記されたように、非哺乳動物のタンパク質を使用することの利
点は、宿主の天然C4bpタンパク質に対する抗体を回避することである。ホモログは、共通
祖先の痕跡を有するタンパク質として定義され、すなわち、進化的多様性の結果である可
能性が高い。鳥類ホモログは、一般には、配列番号：1、配列番号：23、または配列番号
：37およびそのホモログ、ならびに多量体を形成することができるそれらの変種に対する
高い配列同一性を有する。鳥類ホモログもまた本発明において使用することができる。
【００４１】
　そのようなホモログを得るための手段は、当業者が利用することができる日常的な技術
である。本質的には、そのような技術には、本発明の配列番号：1、配列番号：23、また
は配列番号：37をコードする核酸またはそのフラグメントを、他の生物種におけるC4bpホ
モログの配列を回収するためのプローブおよび他の生物種におけるC4bpホモログの配列を
明らかにするためのプローブとして使用することが、含まれる。広範囲の様々な技術を、
このために、例えば（例えば、胚または活発に分裂している分化細胞または腫瘍細胞に由
来する）好適なmRNA源を使用する、ホモログのPCR増幅およびクローニングのために利用
することができ、あるいは動物由来のcDNAライブラリー（例えば、上記供給源のいずれか
に由来するcDNAライブラリー）を得ること、該ライブラリーを、ストリンジェントな条件
下で、配列番号：1、配列番号：23、または配列番号：37をコードする核酸によりプロー
ブすること、およびその動物の、配列番号：1、配列番号：23、または配列番号：37のホ
モログの全体または一部をコードするcDNAを回収することを含む方法によって、利用する
ことができる。部分的なcDNAが得られる場合、全長のコード配列をプライマー伸長技術に
よって決定してもよい。あるいは、動物のゲノム配列の全体または一部が利用できる場合
、配列番号：1、配列番号：23、または配列番号：37による相同性検索を、好適なホモロ
グを求めるために使用してもよい。
【００４２】
　例えば、ホモログが、実施例8で示されるように、配列番号：1を使用するデータベース
の相同性検索によってキンカチョウ（Taeniopygio guttata）において同定されている。
その相同的なアミノ酸配列が配列番号：23に示される。配列番号：1および配列番号：23
の配列比較により、48%の同一性が明らかにされた。
【００４３】
　別の局面において、本発明は、配列番号：1、配列番号：23、または配列番号：37のタ
ンパク質、および少なくとも45%の配列同一性、より好ましくは少なくとも50%の配列同一
性、より好ましくは少なくとも60%の配列同一性、より好ましくは少なくとも70%の配列同
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一性、より好ましくは少なくとも80%の配列同一性、より好ましくは少なくとも90%の配列
同一性、より好ましくは少なくとも95%の配列同一性、最も好ましくは少なくとも98%の配
列同一性を有するそれらの変種で、多量体をそのようなものとして形成することができる
変種に関する。本発明はまた、配列番号：1、配列番号：23、または配列番号：37と、N末
端またはC末端のいずれかに融合された異種タンパク質との融合タンパク質に関する。異
種タンパク質は哺乳動物のタンパク質であり得る。
【００４４】
　配列番号：1、配列番号：23、または配列番号：37のタンパク質およびその変種、なら
びに本発明の生成物を、細胞において一緒に見出される他のポリペプチドなどと天然に会
合する物質を含まないかまたは実質的に含まない、実質的に単離された形態で提供しても
よい。本発明のタンパク質、その変種および生成物は、当然のことではあるが、希釈剤ま
たはアジュバントと共に配合することができ、また、さらに、実用的な目的のために単離
することができる。例えば、免疫アッセイにおいて使用するためのマイクロタイタープレ
ートを被覆するために使用されるならば、ポリペプチドは通常、ゼラチンまたは他のキャ
リアと混合される。本発明のタンパク質、その変種および生成物は、天然に、または異種
の真核生物細胞の系によるいずれかでグリコシル化されてもよく、あるいは、（例えば、
原核生物細胞における発現によって産生されるならば）グリコシル化されなくてもよい。
本発明のタンパク質、その変種および生成物は任意でリン酸化および/またはアセチル化
されてもよい。
【００４５】
　本発明のタンパク質、その変種および生成物はまた、実質的に精製された形態であって
もよく、そのような場合、タンパク質、その変種または生成物が、調製物におけるタンパ
ク質、その変種または生成物の90%より多く、例えば、95%、98%または99%が、本発明のポ
リペプチドである調製物に含まれる。
【００４６】
生成物のさらなる特徴
　本発明の生成物は、柔軟なリンカーを第1の成分と第2の成分との間に含んでもよく、望
ましくは、柔軟なリンカーを第1の成分と第2の成分との間に含む。一般に、そのようなリ
ンカーは長さが数アミノ酸であり、例えば、長さが1アミノ酸～20アミノ酸などであり、
例えば、2アミノ酸～10アミノ酸である。そのようなリンカーは当技術分野において周知
であり、多くの場合、グリシン、セリン、およびアラニンから主として選択される残基か
らなる。1つのそのようなリンカーが、(Glym-Ser)nリンカーであり、式中、mおよびnはそ
れぞれが独立して、1～4である。これらは、タンパク質ドメインを相互に結合するために
当技術分野において使用される。従って、第1の成分をそのようなリンカーによって第2の
成分に連結することができる。
【００４７】
　第1の成分がC4bpドメインであり、生成物が融合タンパク質の形態である時、第1の成分
が生成物のC末端に存在することが好ましい。
【００４８】
　C4bpドメインが生成物のN末端に存在する場合（または、抗原がC4bpとの融合物との形
態で発現されない場合）、タンパク質の発現のために好適なアミノ酸の配列を取り込むこ
とが必要である。これには、少なくともN末端のメチオニンが含まれる。細菌での発現の
ために、（Metの後の）2番目のアミノ酸は望ましくはアラニンである。N末端の配列は、
配列の全てまたは一部を化学的または酵素的に除くための切断部位を含むことができる。
抗原が第1の成分に対してC末端側である本発明の生成物については、そのようなN末端領
域は望ましくは最大でも20個のアミノ酸であり、例えば、最大でも10個のアミノ酸などで
ある。
【００４９】
抗原
　抗原は、抗体またはT細胞受容体によって認識され得る任意の分子である。しかしなが
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ら、必ずしも全ての抗原が免疫原であるわけではない。免疫原とは、免疫応答を誘発する
任意の物質である。1つの局面において、本発明は、免疫原でない抗原が免疫原になるこ
と、および弱い免疫原であるそのような抗原がより良好な免疫原になることを、可能にす
る。
【００５０】
　本発明の重要な特徴は、単量体抗原が非常に好ましいことである。これは、抗原が、C4
bpに遺伝子的に融合されることによって産生される時、単量体抗原は、オリゴマー形態へ
のC4bpドメインの組み立てを妨げない、従って機能的な形態へのC4bpドメインの組み立て
を妨げないからである。
【００５１】
　しかしながら、別の局面において、抗原は単量体でなくてもよい。このことは、特に、
抗原がC4bpドメインに、化学的または非共有結合的にカップリングされる時には、当ては
まる場合がある。
【００５２】
　従って、単量体抗原は2つの主要なグループに分けることができる。
　1)その天然の状態において多量体（すなわち、二量体または高次多量体）である、親タ
ンパク質のフラグメントまたは変種であるが、親タンパク質が実際にそのような多量体を
形成する条件下で、それ自身は多量体を形成しない抗原；および
　2)その天然の状態において単量体である抗原。
【００５３】
　両方の種類の抗原の例が本明細書において下記でさらに議論される。
【００５４】
　単量体抗原は、それらが1つだけのDNAにコードされ得ること、およびこのDNAがC4bpド
メインをコードするDNAに融合され、続いてタンパク質に翻訳される時、抗原が単一のC4b
pドメイン鎖に対し抗原上の特有の点を介して連結されること、を共通点として有する。
そのような抗原の単純な一例がニワトリ卵白由来のリゾチームである。全長リゾチームの
オープンリーディングフレームをコードするcDNAを、得られた融合タンパク質のC4bp部分
の組み立てが妨げられないような様式でC4bpのオープンリーディングフレームに融合する
ことができる。
【００５５】
　生合成後、C4bpに融合した単一のポリペプチド鎖が、例えば、プロテアーゼによってプ
ロセシングされることがあり、これにより、新しいN末端およびC末端がポリペプチド鎖内
に生じる。タンパク質分解的な切断によって生じた2つ以上の鎖が、例えば、ジスルフィ
ド結合によって互いに結合したままであるならば、プロセシングが終了した時、C4bpの融
合タンパク質は、単量体であると通常の場合には見なされないタンパク質をC4bpに結合し
ている。しかしながら、本発明の目的に関しては、このタイプのタンパク質は、単一のオ
ープンリーディングフレームにおいて単一の融合タンパク質としてコードされるので、単
量体であると見なされる。このタイプの一例がプロインスリンであり、プロインスリンは
、生合成後、ジスルフィド結合によって連結される2つの鎖（これらはAおよびBと呼ばれ
る）を有するようにプロセシングされる。Cペプチドと呼ばれるプロインスリンのフラグ
メントが、前駆体融合タンパク質のタンパク質分解的プロセシングの後で除かれる。
【００５６】
　単量体抗原は、その天然の状態において必ずしも単量体ではないタンパク質に由来して
もよい。従って、自然界において高分子状態で見出される多くの抗原を、例えば、それら
が単量体になるように、タンパク質工学技術によって改変することができる。3つの例を
挙げる。そのような抗原の1つの例が、インフルエンザウイルスのヘマグルチニンタンパ
ク質に由来する抗原である。これは、複雑な三量体構造をその天然の状態で形成すること
が周知である（Wilson et al. Nature 289,366-373,1981）。しかしながら、分子を三量
体形成することに関わるコイルドコイルを除くことによって、単量体フラグメントを得る
ことが可能である。具体的な一例が、JeonおよびArnon（Viral Immunology 15,165-176,2
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002）の研究によって提供される。これらの著者らは、ヘマグルチニンの96～261残基のみ
を、ヘマグルチニンの球状領域のみを含むフラグメントを有するために使用した。
【００５７】
　別の一例がプラスモジウム属のメロゾイトの表面タンパク質1（MSP1）である。この大
きな（約200kDa）タンパク質は、マラリア感染の血中段階に関与するメロゾイトの表面を
装飾する。これは通常、C末端のGPIアンカーによってメロゾイトの表面に固定される（こ
の場合、GPIはグリコシルホスファチジルイノシトールである）。このGPIアンカーの前に
は、アミノ酸の疎水性領域がある。このアンカーの結果として、全長のMSP1、または、MS
P1.19と呼ばれるC末端フラグメント（これは、メロゾイトが赤血球に侵入する時でさえ、
膜に結合したままである）はいずれも、これまで自然界において単量体状態で見出されて
いない。同じことが、疎水性の膜貫通領域を1つだけ有する多くの膜タンパク質に当ては
まる。本発明は、これらの疎水性の範囲を欠失することによって非常に良好に実施される
。C4bpドメインへのMSP1.19タンパク質の融合を記載する下記の実施例を参照されたい。
【００５８】
　従って、本発明の1つの好ましい局面において、本発明の生成物は、C4bpドメインに融
合されたマラリア原虫のMSP1単量体抗原性フラグメントの融合物である。マラリア原虫の
MSP1単量体抗原性フラグメントは約50個～約200個のアミノ酸を含むことができ、好まし
くは、約50個～約150個のアミノ酸を含むことができる。この抗原性フラグメントは任意
のマラリア原虫種由来でもよい（例えば、熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparum
）または三日熱マラリア原虫（Plasmodium vivax）または卵形マラリア原虫（Plasmodium
 ovale）または四日熱マラリア原虫（Plasmodium malariae）（これらの全てがヒトにお
いて病気を引き起こすことができる）あるいはプラスモジウム・ヨエリ（Plasmodium yoe
lii））。
【００５９】
　欠失は、単量体タンパク質、そうでない場合にはオリゴマータンパク質を与える最も容
易な方法であるが、場合により、1つまたは複数のアミノ酸を変異することで十分にあり
得る。この一例がCpn10タンパク質であり、Cpn10タンパク質は、その主要なイソ型におけ
るC4bpと同様に、その自然の状態において七量体タンパク質である。Cpn10における単一
のアミノ酸の変異は、Cpn10を、C4bpドメインに対する融合のために適したものにする単
量体変異体に変換する（Guidry et al.BMC Biochemistry 4,14-26,2003）。このタンパク
質を単量体化するための代わりの方法は、N末端またはC末端のアミノ酸を欠失すること（
Llorca et al.Biochem. Biophysica Acta 1337,47-56,1997；SealeおよびHorowitz,J. Bi
ol. Chem.270,30268-30270,1995）、および、それにより、サブユニット間の相互作用に
関わる領域を欠失することであった。
【００６０】
　一般に、オリゴマー構造に組み立てられる強い傾向を有するタンパク質（例えば、ウイ
ルスのカプシドタンパク質など）については、それゆえに、そのようなタンパク質が融合
されるC4bpドメインの組み立てを乱すこと、すなわち、タンパク質-タンパク質の相互作
用に関わる領域を欠失するという原理、または、境界における残基を変異するという原理
を、単量体タンパク質を得るために適用することができる。
【００６１】
　抗原は2つのカテゴリーに分類することができ、それらは共に、本発明との使用に好適
である。第1のカテゴリーは外因性の抗原であり、これには、感染性生物において見出さ
れる全ての分子が含まれる。細菌の免疫原、寄生虫の免疫原、およびウイルスの免疫原が
、ワクチンとして有用な、多量体C4bp融合タンパク質またはヘテロ多量体C4bp融合タンパ
ク質を作製するためのポリペプチド成分として有用である。
【００６２】
　これらの免疫原の細菌源には、細菌性肺炎、髄膜炎、コレラ、ジフテリア、百日咳、破
傷風、結核およびらい病に関わる細菌源が含まれる。
【００６３】
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　寄生虫源には、マラリア寄生虫（例えば、プラスモジウム属など）、ならびにトリパノ
ソーマ種およびリーシュマニア種が含まれる。
【００６４】
　ウイルス源には、ポックスウイルス、例えば、天然痘ウイルス、牛痘ウイルスおよびオ
ルフウイルス；ヘルペスウイルス、例えば、単純ヘルペスウイルス1型および単純ヘルペ
スウイルス2型、Bウイルス、水痘帯状疱疹ウイルス、サイトメガロウイルスおよびエプス
タイン・バーウイルス；アデノウイルス、例えば、マストアデノウイルス；パポバウイル
ス、例えば、パピローマウイルス（例えば、HPV16など）およびポリオーマウイルス（例
えば、BKウイルスおよびJCウイルスなど）；パルボウイルス、例えば、アデノ関連ウイル
ス；レオウイルス、例えば、レオウイルス1、レオウイルス2およびレオウイルス3；オル
ビウイルス、例えば、コロラドダニ熱ウイルス；ロタウイルス、例えば、ヒトロタウイル
ス；アルファウイルス、例えば、東部脳炎ウイルスおよびベネズエラ脳炎ウイルス；ルビ
ウイルス、例えば、風疹；フラビウイルス、例えば、黄熱病ウイルス、デング熱ウイルス
、日本脳炎ウイルス、ダニ媒介脳炎ウイルスおよびC型肝炎ウイルス；コロナウイルス、
例えば、ヒトコロナウイルス；パラミクソウイルス、例えば、パラインフルエンザ1、パ
ラインフルエンザ2、パラインフルエンザ3、パラインフルエンザ4およびムンプス；モル
ビリウイルス、例えば、麻疹ウイルス；ニューモウイルス、例えば、呼吸器合胞体ウイル
ス；ベシクロウイルス、例えば、水疱性口内炎ウイルス；リッサウイルス、例えば、狂犬
病ウイルス；オルトミクソウイルス、例えば、A型インフルエンザおよびB型パラインフル
エンザ；ブンヤウイルス、例えば、ラクロスウイルス；フレボウイルス、例えば、リフト
バレー熱ウイルス；ナイロウイルス、例えば、コンゴ出血熱ウイルス；ヘパドナウイルス
、例えば、B型肝炎ウイルス；アレナウイルス、例えば、lcmウイルス、ラッサ(Lasso)ウ
イルスおよびフニンウイルス；レトロウイルス、例えば、HTLV I、HTLV II、HIV-1および
HIV-2；エンテロウイルス、例えば、ポリオウイルス1、ポリオウイルス2、ポリオウイル
ス3、コクサッキーウイルス、エコーウイルス、ヒトエンテロウイルス、A型肝炎ウイルス
、E型肝炎ウイルスおよびノーウォークウイルス；ライノウイルス、例えば、ヒトライノ
ウイルス；ならびに、フィロウイルス科、例えば、マールブルク（病）ウイルスおよびエ
ボラウイルスが含まれる。
【００６５】
　これらの細菌源、ウイルス源および寄生虫源に由来する抗原は、ワクチンとして有用な
多量体タンパク質の作製において使用することができる。多量体は、異なる抗原を有する
単量体の混合物を含むことができる。
【００６６】
　これらの細菌源、ウイルス源および寄生虫源に由来する抗原は、通常の場合には宿主内
に存在せず、また、宿主のゲノムにコードされないので、外因性の抗原と見なすことがで
きる。対照的に、内因性の抗原は通常、宿主内に存在するか、または、宿主のゲノムにコ
ードされるか、または、その両方である。内因性抗原に対して免疫応答を生じさせる能力
は、そのような抗原を有する腫瘍を処置することにおいて有用であり、または、腫瘍のた
めの増殖因子を中和することにおいて有用である。第1のタイプの内因性抗原の一例がHER
2であり、これは、Herceptinと呼ばれるモノクローナル抗体についての標的である。第2
の、増殖因子タイプの内因性抗原の一例が、前立腺のいくつかの癌に対する栄養作用を有
する性腺刺激ホルモン放出ホルモン（これはGnRHと呼ばれる）である。
【００６７】
　従って、本発明の生成物は、癌の処置または防止のために、単独で、または、他の抗腫
瘍処置（例えば、化学療法）との組合せで使用することができる。
【００６８】
　処置は、例えば、腫瘍の成長速度または成長量における低下を引き起こすことができる
。処置にはまた、癌の望ましくない症状を軽減または改善することが含まれる。
【００６９】
　現在の抗腫瘍処置には、例えば、化学療法（CT）、放射線治療（RT）および手術、なら
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びに、それらの組合せ、同様にまた、特殊な処置（例えば、血管形成阻害剤の使用、患者
の免疫系を高めるためのアジュバント療法を含む生物学的治療、抗体治療、ワクチン治療
および光力学的治療などが含まれる。
【００７０】
　「化学療法」（CT）は、抗癌薬による処置を示す。この用語は、白金系薬物、アルキル
化剤、代謝拮抗剤、有糸分裂阻害剤、微小管阻害剤、植物アルカロイドおよび抗腫瘍抗生
物質、キナーゼ阻害剤、プロテアソーム阻害剤、EGFR阻害剤、HER二量体化阻害剤、VEGF
阻害剤、ならびに、アンチセンス分子を含む数多くのクラスの薬剤を包含し、また、これ
には、抗体が含まれる。そのような薬物には、アドリアマイシン、メルファラン、ara-C
、BiCNU、ブスルファン、CCNU、ペントスタチン、白金系薬物（カルボプラチン、シスプ
ラチンおよびオキサリプラチン）、シクロホスファミド、ダウノルビシン、エピルビシン
、ダカルバジン、5-フルオロウラシル（5-FU）、フルダラビン、ヒドロキシウレア、イダ
ルビシン、イホスファミド、メトトレキサート、アルトレタミン、ミトラマイシン、マイ
トマイシン、ブレオマイシン、クロラムブシル、ミトキサントロン、ナイトロジェンマス
タード、メルカプトプリン、ミトザントロン、パクリタキセル（Taxol（登録商標））、
ビンブラスチン、ビンクリスチン、ビンデシン、エトポシド、ゲムシタビン、モノクロー
ナル抗体（例えば、Herceptin（登録商標）、Rituxan（登録商標）、Campath（登録商標
）、Zevelin（登録商標）およびBexxar（登録商標）など）、イリノテカン、ロイスタチ
ン、ビノレルビン、STI-571（Gleevac（登録商標））、タモキシフェン、ドセタキセル、
トポテカン、カペセタビン（Xeloda（登録商標））、ラルチトレキセド、ストレプトゾシ
ン、ウラシルを伴うテガフール(tegafur with uracil)、テモゾロミド、チオグアニン、
チオテパ、ポドフィロトキシン、フィルグリスチム、プロフィマーナトリウム、レトロゾ
ール、アミホスチン、アナストロゾール、テモゾロミド、三酸化ヒ素、エピタロン（epit
halone）AおよびエピタロンB、トレチノイン(tretinioin)、インターロイキン（例えば、
2および12）、ならびにインターフェロン（例えば、αおよびγ）、ボルテゾミブ、huBr-
E3、Genasense、Ganite、FIT-3リガンド、MLN491RL、MLN2704、MLN576およびMLN518が含
まれるが、これらに限定されない。抗血管形成剤には、BMS-275291、ダルテパリン（Frag
min（登録商標））2-メトキシエストラジオール（2-ME）、サロドミド（thalodmide）、C
C-5013（サリドマイドアナログ）、マスピン、リン酸コンブレタスタチンA4、LY317615、
大豆イソフラボン（ゲニステイン；大豆タンパク質単離物）、AE-941（Neovastat（商標
）；GW786034）、抗VEGF抗体（Bevacizumab；Avastin（商標））、PTK787/ZK222584、VEG
F-trap、ZD6474、EMD121974、抗anb3インテグリン抗体（Medi-522；Vitaxin（商標））、
カルボキシアミドトリアゾール（CAI）、セレコキシブ（Celebrex（登録商標））、ハロ
フジノン臭化水素酸塩（Tempostatin（商標））およびロフェコキシブ（VIOXX（登録商標
））が含まれるが、これらに限定されない。
【００７１】
　用語「化学療法」にはまた、インターフェロンおよびインターロイキンなどの作用物質
による遺伝子治療、すなわち、インターフェロンまたはインターロイキンについての遺伝
子をコードするベクターの投与が含まれる。例えば、Heller et al.,Technol Cancer Res
 Treat.2002；1(3):205～9を参照されたい。
【００７２】
　本発明を使用して作製される免疫原は、研究目的または治療目的のために使用すること
ができる。例えば、研究適用には、ゲノム配列データにおける予測された遺伝子産物に対
する抗血清の作製が含まれる。この要件は、原核生物（例えば、細菌など）の遺伝子産物
、ならびに菌類および哺乳動物を含む真核生物の遺伝子産物に適用される。抗原は、短い
ペプチドから、非常に大きいタンパク質にまで及ぶ、ワクチンのための当技術分野におい
ては通常的な任意のサイズであり得る。
【００７３】
　非ポリペプチドの免疫原は、例えば、炭水化物または核酸であり得る。ナイセリア属の
種または肺炎連鎖球菌（Streptococcus pneumoniae）種の多糖外被が、本発明の目的のた
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めに使用してもよい炭水化物の例である。
【００７４】
　非ポリペプチドの免疫原が本発明の生成物の一部である場合、免疫原を、日常的な合成
方法を使用して生成物の第1の成分に共有結合的に結合させてもよい。一般に、免疫原は
、第1の成分を含むC4bpドメインまたはその変種のN末端またはC末端のいずれかに、ある
いはアミノ酸側鎖基（例えば、リシンのε-アミノ基またはシステインのチオール基）に
結合してもよく、あるいはそれらの組合せに結合してもよい。融合タンパク質あたり複数
の免疫原を付加することができる。カップリングを容易にするために、システイン残基を
、例えば、N末端またはC末端として、C4bpドメインまたはその変種に付加してもよい。
【００７５】
　本発明は、免疫応答を生じさせることにおいて多くの利点を有する。例えば、多量体の
使用は、いくつかの抗原を免疫系に同時に提示することを可能にし得る。このことは、単
一の生物またはいくつかの異なる生物に存在し得る複数のエピトープに対する免疫応答を
惹起させることができる多価ワクチンの調製を可能にする。
【００７６】
　それゆえ、さらなる局面において、単量体抗原は、2つの異なる生物に由来する2つの異
なるエピトープ、または同じ生物の2つの異なるタンパク質に由来する2つの異なるエピト
ープのいずれかであって、2つの異なるエピトープを含む合成抗原とすることができる。
後者の一例がスポロゾイト抗原配列の融合体であり、例えば、MSP1配列に結合されたスポ
ロゾイド周囲タンパク質由来の2つ以上のNANP反復配列である。後者の別の一例が、単量
体のインフルエンザヘマグルチニンフラグメントに融合された、Neirynckら（Nature Med
icine 5,1157-1163,1999）によって記載されるM2e配列の融合物である。
【００７７】
　従って、本発明によって形成されるワクチンは、複数の疾患に対する同時ワクチン接種
のために使用することができ、または所与の病原体における複数のエピトープを同時に標
的化するために使用することができる。エピトープは単一の単量体ユニットで存在しても
よいか、またはヘテロ多量体を提供するために組み合わされる異なる単量体ユニット上に
存在してもよい。
【００７８】
核酸
　C4bpドメインおよびそのようなドメインを含む本発明の生成物（両方の場合において、
その変種を含む）は、タンパク質をコードする核酸構築物を使用して、原核生物宿主細胞
または真核生物宿主細胞における融合タンパク質の発現によって製造することができる。
抗原がポリペプチドである場合、核酸配列からの融合タンパク質の発現を、本発明の生成
物を製造するために使用することができる。
【００７９】
　従って、本発明は、本発明のタンパク質をコードする核酸構築物、一般には、DNAまた
はRNAを提供する。
【００８０】
　構築物は、一般に、タンパク質をコードする配列が、所望の宿主細胞におけるタンパク
質の発現のために好適なプロモーターに機能的に連結される複製可能なベクターの形態で
ある。
【００８１】
　ベクターには、複製起点、および任意で、プロモーターの調節因子を備えてもよい。ベ
クターは1つまたは複数の選択マーカー遺伝子を含有することができる。広範囲の様々な
原核生物発現ベクターおよび真核生物発現ベクターが当技術分野でそのようなものとして
知られており、本発明では、任意のベクターを当業者の個々の好みに従って利用すること
ができる。
【００８２】
　広範囲の様々な原核生物宿主細胞を本発明の方法において使用することができる。これ
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らの宿主には、大腸菌属、シュードモナス属、バチルス属、ラクトバチルス属、サーモフ
ィルス属、サルモネラ属、腸内細菌科またはストレプトミセス属の菌株が含まれ得る。例
えば、大腸菌属に由来する大腸菌が本発明の方法において使用されるならば、使用のため
のこの細菌の好ましい菌株には、国際公開公報第98/02559号において記載および利用可能
にされるように、C41(DE3)、C43(DE3)またはCO214(DE3)を含む、BL21(DE3)の誘導体が含
まれる。
【００８３】
　一層より好ましくは、プロモーターがT7プロモーターではない時には、プロファージの
DE3を有しないこれらの菌株の誘導体を使用することができる。
【００８４】
　原核生物ベクターには、ベクター、細菌プラスミド、例えば、ColEIを含む、大腸菌に
由来するプラスミド、pCR1、pBR322、pMB9およびそれらの誘導体、宿主範囲がより広いプ
ラスミド、例えば、RP4；ファージDNA、例えば、λファージの数多くの誘導体、例えば、
NM989、および、他のDNAファージ、例えば、M13および繊維状一本鎖DNAファージが含まれ
る。これらのベクターおよび他のベクターは、プロモーターに機能的に連結された本発明
の核酸を導入するために、標準的な組換えDNA方法論を使用して操作することができる。
【００８５】
　プロモーターは誘導可能なプロモーターでもよい。好適なプロモーターには、T7プロモ
ーター、tacプロモーター、trpプロモーター、λプロモーターのPLまたはPRおよび当業者
には周知の他のプロモーターが含まれる。
【００８６】
　広範囲の様々な真核生物宿主細胞もまた使用することができ、これらには、例えば、酵
母細胞、昆虫細胞および哺乳動物細胞が含まれる。哺乳動物細胞には、CHO細胞およびマ
ウス細胞、アフリカミドリサル細胞（例えば、COS-1など）、ならびにヒト細胞が含まれ
る。
【００８７】
　タンパク質を発現させるために好適な多くの真核生物ベクターが公知である。これらの
ベクターは、真核生物細胞のゲノムに染色体組み込みされるように、または染色体外で維
持されるように、あるいは真核生物細胞において一時的にだけ維持されるように設計する
ことができる。核酸を、CMVプロモーター、およびSV40 T抗原プロモーターまたはレトロ
ウイルスLTRを含む強力なウイルスプロモーターなどの好適なプロモーターに、機能的に
連結することができる。
【００８８】
　本発明の生成物を得るために、本発明のベクターを有する宿主細胞をタンパク質の発現
のために好適な条件下で培養してもよく、タンパク質は培養培地の細胞から回収される。
【００８９】
細胞培養
　本発明による融合タンパク質をコードするプラスミドを、従来の形質転換技術を使用し
て宿主細胞に導入することができ、細胞を、融合タンパク質の産生を容易にするための条
件下で培養することができる。誘導可能なプロモーターが使用される場合、細胞は最初に
誘導剤の非存在下で培養することができ、その後、タンパク質の回収を最大にするために
、誘導剤を、細胞がより高密度で成長しているならば加えてもよい。
【００９０】
　様々な細胞培養条件が当技術分野において広く知られており、かつそのようなものとし
て知られている手順に従って使用することができる。
【００９１】
　国際公開公報第91/11461号は、原核生物宿主細胞がC4bp型タンパク質の製造において使
用され得ることを示唆するが、そのような製造の実験的実証を行っていなかった。
【００９２】
　近年、原核生物発現システムで製造された、C4bpに融合されたタンパク質がその機能的
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活性を保持することが見出されている。このことが国際公開公報第2004/020639号に開示
される（その開示は参照により本明細書に組み入れられる）。そのような方法を本発明の
融合タンパク質の製造において使用することができる。
【００９３】
培養からのタンパク質の回収
　細胞が成長して、タンパク質の製造が可能になると、タンパク質を細胞から回収するこ
とができる。本発明者らは、驚くべきことに、タンパク質が可溶性のままであることを見
出しているので、例えば、細胞は通常の場合には遠心分離され、超音波処理によって溶解
され、これにより、タンパク質画分が可溶性のまま保たれ、かつこの画分がさらなるより
高速度（例えば、15,000rpm、1時間）の遠心分離の後も依然として上清に留まることが可
能となる。
【００９４】
　本発明者らはまた、驚くべきことに、C4bpドメインの短縮化および/または変化が融合
タンパク質の溶解性に影響を及ぼし得ることを見出している。短縮化をC末端またはN末端
において行うことができる。具体的には、C末端の短縮化により、融合タンパク質の溶解
性が改善されることがある。例えば、実施例11において、配列番号：1に示されるC4bpド
メインの最後の7個のC末端アミノ酸の欠失が融合タンパク質の溶解性を改善することが示
される。
【００９５】
　上清のタンパク質画分における融合タンパク質は、標準的なタンパク質クロマトグラフ
ィー技術の任意の好適な組合せによってさらに精製することができる。本発明者らは、イ
オン交換クロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィーおよびアフィニティークロマ
トグラフィーを使用した。
【００９６】
　タンパク質の意図された使用に応じて、タンパク質はさらなる精製工程、例えば透析、
に供することができ、または、濃縮工程、例えば冷凍乾燥、に供することができる。
【００９７】
　配列番号：1に示されるC4bpドメインのC末端（またはその変種）は、融合タンパク質の
精製を容易にすることが見出されている。具体的には、C末端は精製マトリックス、例え
ば、精製カラムなど、例えば、ニッケルアフィニティークロマトグラフィーカラムへの融
合タンパク質の結合を改善し得ることが見出されている。例えば、配列番号：1のC4bpド
メインの最後の7個のC末端アミノ酸（FLEHILH）が、ニッケルアフィニティーカラムへの
融合タンパク質の結合を容易にすることが、実施例11において示されている。
【００９８】
　最後の7個のC末端アミノ酸は、わずかに2個のヒスチジンを含むだけである。広く使用
されているヘキサヒスチジンタグ（これはまたポリヒスチジンタグとも呼ばれる）は、6
個の連続するヒスチジンを含むので、ニッケルカラムに対する高い親和性を示すことが知
られているが、本発明者らは、本発明者らが初めてであると考えられるが、結合を可能に
するためには2個のヒスチジンで十分であることを示す。これら2個のヒスチジンはさらに
、いくつかの介在アミノ酸によって隔てられ得る。1個、2個またはそれ以上の介在アミノ
酸が存在してもよい。
【００９９】
　従って、配列番号：1のC末端またはその変種を精製タグとして使用してもよいことが想
定され得る。精製タグを、別のタンパク質に、例えば、融合によって結合して、該タンパ
ク質の精製を容易にすることができる。精製タグをタンパク質の任意の位置において結合
することができる。精製タグをN末端またはC末端において結合することができる。具体的
には、配列FLEHILH（配列番号：44）またはその変種を、他のタンパク質のための精製タ
グとして使用することができる。
【０１００】
　FLEHILHの変種には、1つまたは複数のアミノ酸の置換、欠失または挿入を有するポリペ
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プチドが含まれる。様々な変種がニッケルアフィニティークロマトグラフィーカラムに結
合することができる。変種は、1個、2個、3個、4個またはそれ以上の介在アミノ酸によっ
て隔てられた2つのヒスチジンを有することができる。
【０１０１】
組成物およびその使用
　本発明によるタンパク質および生成物を、薬学的組成物の形態で調製してもよい。生成
物は、1つまたは複数の薬学的に許容され得るキャリアまたは希釈剤と共に存在する。組
成物は、生成物の意図された使用および投与経路に従って調製する。それゆえに、本発明
は、多量体形態での本発明の生成物を1つまたは複数の薬学的に許容され得るキャリアま
たは希釈剤と一緒に含む組成物、およびヒト対象または動物対象の処置または予防のため
の免疫治療の方法におけるそのような組成物の使用、を提供する。
【０１０２】
　薬学的に許容され得るキャリアまたは希釈剤には、経口投与、直腸投与、鼻腔投与、局
所的投与（口内投与および舌下投与を含む）、膣投与または非経口投与（皮下投与、筋肉
内投与、静脈内投与、皮内投与、くも膜下投与および硬膜外投与を含む）のために好適な
配合物において使用されるものが含まれる。配合物は好都合なことには単位剤形で提供し
てもよく、かつ製薬分野において周知の方法のいずれかによって調製してもよい。
【０１０３】
　液体の薬学的に投与可能な組成物を、例えば、本発明の融合タンパク質を、任意で使用
される薬学的アジュバントと共に、キャリア（例えば、水、生理的食塩水、デキストロー
ス水溶液、グリセロールおよびエタノールなど）に溶解、分散などして、それにより、溶
液または懸濁物を形成することによって調製することができる。必要に応じて、投与され
る組成物はまた、例えば、pH緩衝化剤などの補助的な物質であってもよい。そのような剤
形を調製する様々な実際の方法が、当業者には公知であるか、または明らかである。例え
ば、Remington's Pharmaceutical Sciences,Mack Publishing Company,Easton,Pennsylva
nia,19th Edition,1995）を参照されたい。
【０１０４】
　本発明による組成物は、1つまたは複数の、アジュバント（例えば、無機塩、例えば、
水酸化アルミニウムまたはリン酸カルシウム）またはサイトカイン（例えば、IL-12また
はGM-CSF）をさらに含むことができる。好適なアジュバントのより詳細な列挙が、Singh
およびO'Hagan,Nature Biotechnology,17,1075-1081,1999の表1に示される（その開示は
参照により本明細書に組み入れられる）。
【０１０５】
　望ましくは組成物または製剤の形態である、本発明による生成物は、生成物またはその
組成物をヒト対象または動物対象に投与することによる本明細書において記載されるよう
な処置方法において使用してもよい。処置されている対象の症状を緩和するために効果的
な量は、処置される患者および状態を考慮に入れて、医師によって決定される。0.25%～9
5%の範囲での有効成分を、非毒性のキャリアから構成される残余部分(balance)と共に含
有する剤形または組成物を調製してもよい。
【０１０６】
　非経口投与は一般に、皮下、筋肉内または静脈内のいずれかであっても、注射によって
特徴づけられる。注射剤を、液体の溶液または懸濁物として、あるいは注射前の液体にお
ける溶解または懸濁のために好適な固体形態として、あるいは乳剤として、そのいずれか
で従来の形態で調製することができる。好適な賦形剤は、例えば、水、生理的食塩水、デ
キストロース、グリセロールまたはエタノールなどである。非経口投与のためのより近年
に考案された方法では、一定した投薬量レベルが維持されるような徐放性システムまたは
持続放出システムの埋め込みが用いられる。例えば、米国特許第3,710,795号を参照され
たい。
【０１０７】
　生成物の用量は抗原の性質に依存し、その抗原を、従来のワクチン配合物で投与するた
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めの現在の実施に従って決定することができる。
【０１０８】
受動免疫化
　さらなる局面において、本発明は、宿主対象に本発明の生成物をワクチン接種すること
によって得られる抗体を含有する免疫血清による、対象の受動免疫化のための手段を提供
する。宿主対象は、ヒトまたは非ヒト哺乳動物であり得る。それゆえ、さらなる局面にお
いて、本発明は、そのような方法によって得られる免疫血清およびヒトまたは動物の身体
を処置する方法における、そのような免疫血清の使用を提供する。
【０１０９】
DNAワクチン
　別の局面において、本発明は、ヒトまたは動物の身体を処置することにおいて使用する
ための本発明の組換え融合タンパク質生成物をコードする核酸配列を含む、真核生物発現
ベクターを提供する。
【０１１０】
　そのような処置では、その治療効果は、免疫応答を惹起させるための抗原をコードする
核酸配列の導入によって達成される。核酸の送達を、（「裸の」形態または配合された形
態での）プラスミドベクター、または組換え発現ベクターを使用して達成することができ
る。DNAワクチン接種の総説については、Ada G.およびRamshaw I,Expert Opinion in Eme
rging Drugs 8,27-35,2003を参照されたい。
【０１１１】
　遺伝子送達のために利用することができる様々なウイルスベクターには、アデノウイル
ス、ヘルペスウイルス、ワクシニアまたはRNAウイルス（例えば、レトロウイルス）が含
まれる。レトロウイルスベクターはマウスまたは鳥類のレトロウイルスの誘導体であって
もよい。単一の外来遺伝子を挿入することができるレトロウイルスベクターの例には、モ
ロニーマウス白血病ウイルス（MoMuLV）、ハーベイマウス肉腫ウイルス（HaMuSV）、マウ
ス乳腫瘍ウイルス（MuMTV）およびラウス肉腫ウイルス（RSV）が含まれるが、これらに限
定されない。対象がヒトである時、テナガザル白血病ウイルス（GaLV）などのベクターを
利用することができる。
【０１１２】
　ベクターは、転写調節配列、具体的には、RNA合成の開始を行わせるために十分なプロ
モーター領域を含む。好適な真核生物プロモーターには、マウスメタロチオネインI遺伝
子のプロモーター（Hamer et al.,1982,J. Molec. Appl. Genet.1:273）、ヘルペスウイ
ルスのTKプロモーター（McKnight,1982,Cell 31:355）、SV40初期プロモーター（Benoist
 et al.,1981,Nature 290:304）、ラウス肉腫ウイルスプロモーター（Gorman et al.,198
2,Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:6777）およびサイトメガロウイルスプロモーター（Fo
ecking et al.,1980,Gene 45:101）が含まれる。
【０１１３】
　プラスミドベクターとして、またはウイルスベクターの一部としてのいずれかでの、本
発明のこの局面のベクターの対象への投与は、多くの異なる経路によって好んで用いられ
得る。プラスミドDNAは「裸」であり得るか、または、カチオン性脂質および中性脂質と
配合することができ（リポソーム）、または、直接的もしくは間接的のいずれかでの送達
のためにマイクロカプセル化することができる。DNA配列はまた、直接的または間接的の
いずれかでの送達のために使用することができるウイルスベクター（例えば、アデノウイ
ルスベクター、レトロウイルスベクター、ヘルペスウイルスベクター、ポックスウイルス
ベクター）に含有することができる。送達経路には、経口、筋肉内、皮内（Sato, Y. et 
al.,1996,Science 273:352-354）、静脈内、動脈内、くも膜下、肝臓内、吸入、膣内注入
（Bagarazzi et al.,1997,J Med. Primatol.26:27）、直腸内、腫瘍内または腹腔内が含
まれるが、これらに限定されない。
【０１１４】
　従って、本発明には、治療ポリペプチドが発現され、治療効果を有するような、すなわ
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ち、抗原に対する免疫応答を誘導するための、DNAベクターによる一部の細胞のトランス
フェクションを可能にするために有用な薬学的組成物として本明細書において記載される
ようなベクターが含まれる。本発明による薬学的組成物は、本発明による構築物を、溶媒
、キャリア、送達システム、賦形剤および添加物または補助剤を使用して、対象への投与
のために好適な形態にすることによって調製される。頻繁に使用される溶媒には、無菌の
水および生理的食塩水（これは緩衝化されるか、または、緩衝化されない）が含まれる。
1つのキャリアには、微粒子銃により（すなわち、ガス圧力下で）送達される金粒子が含
まれる。他の頻繁に使用されるキャリアまたは送達システムには、カチオン性リポソーム
、コクレアート（cochleate）およびマイクロカプセルが含まれ、これらは液体の溶液と
して与えることができ、または、送達カプセル内に包むことができ、または、食物に配合
することができる。
【０１１５】
　遺伝子送達ベクターを投与するための別の配合物は、リポソームを伴う。リポソームカ
プセル化により、ポリヌクレオチドおよび発現ベクターを投与するための別の配合物が提
供される。リポソームは、水性区画を取り囲む1つまたは複数の脂質二重層からなる微視
的な小胞である。大まかには、Bakker-Woudenberg et al,1993,Eur. J. Clin. Microbiol
. Infect. Dis.12 (Suppl. 1):S61；および、Kim,1993,Drugs 46:618を参照されたい。リ
ポソームは組成に関して細胞膜と類似しており、結果として、リポソームは安全に投与す
ることができ、生分解性である。調製方法に応じて、リポソームは単層または多層となる
ことがあり、かつリポソームは、0.02μMから10μM超にまで及ぶ直径を伴って、サイズが
変化し得る。例えば、Machy et al.,1987,LIPOSOMES IN CELL BIOLOGY AND PHARMACOLOGY
 (John Libbey)；および、Ostro et al.,1989,American J. Hosp. Phann.46:1576を参照
されたい。
【０１１６】
　発現ベクターを、標準的な技術を使用してリポソーム内に包むことができる。様々な異
なるリポソーム組成物および合成方法が当業者には公知である。例えば、US-A-4,844,904
、US-A-5,000,959、US-A-4,863,740、US-A-5,589,466、US-A-5,580,859、およびUS-A-4,9
75,282を参照されたい（これらの全てが参照により本明細書に組み入れられる）。
【０１１７】
　一般に、投与されたリポソームカプセル化ベクターの投与量は、患者の年齢、体重、身
長、性別、一般的な医学的状態および以前の病歴のような要因に応じて変化する。特定の
配合物についての用量範囲を、好適な動物モデルを使用することによって求めることがで
きる。
【０１１８】
　本発明は下記の実施例によって例示される。
【０１１９】
実施例1　ニワトリのC4bpオリゴマー化ドメインのクローニングおよび発現
　ニワトリのC4bpオリゴマー化ドメインをコードするDNAフラグメントを、下記のオリゴ
ヌクレオチドプライマー（制限部位には下線が引かれる）：

および

を使用してニワトリのゲノムDNAから増幅し、プラスミドベクター内の翻訳エンハンサー
配列およびT7プロモーターの下流側にBamHI/EcoRIフラグメントとしてクローン化し、こ
のようにしてプラスミドpAVD259を作製した。配列番号：17は、このプラスミドから発現
されるタンパク質AVD259の配列を示し、配列番号：18は、タンパク質AVD259をコードする



(19) JP 5289969 B2 2013.9.11

10

20

30

40

50

ヌクレオチド配列を示す。
　配列番号：17：AVD259タンパク質

　配列番号：18：AVD259タンパク質をコードするDNA配列

【０１２０】
実施例2　AVD259タンパク質の精製および特徴づけ
発現
　ニワトリのC4bpオリゴマー化ドメインをコードするプラスミドpAVD259を大腸菌株C41(D
E3)において発現させた。形質転換された細胞を約0.6のOD600にまでLB培地において37℃
で成長させ、その後、発現を0.5mMの最終濃度でのIPTGにより誘導し、培養物を37℃でさ
らに4時間増殖させ、その時点で、細胞を遠心分離によって集めた。
【０１２１】
AVD259タンパク質の精製
　タンパク質AVD259を1リットルのC41(DE3)細胞から精製した。タンパク質の全てが、細
胞を、20mMのTris（pH8.0）を含有する緩衝液における超音波処理によって溶解した後の
可溶性画分に見出された。遠心分離後の上清をニッケルアフィニティーカラムに負荷した
。
【０１２２】
アフィニティーカラム精製
　カラムを20mMのTris（pH8.0）（緩衝液A）において平衡化した。タンパク質を緩衝液B
（緩衝液A＋300mM NaClおよび300mMイミダゾール）により溶出した。
【０１２３】
ゲルろ過カラム（Superdex 200 26/60プレップグレード）
　Superdex 200 26/60カラムを20mMのTris緩衝液（pH8）により平衡化し、アフィニティ
ーカラムからの濃縮されたAVD259タンパク質を負荷した。タンパク質を200mlの体積で溶
出した。
【０１２４】
生物物理学的特徴づけ
　C4bpオリゴマー化ドメイン融合タンパク質のオリゴマー状態を、還元剤のβ-メルカプ
トエタノール（BME）の存在下および非存在下で、SDS-PAGEゲルでのタンパク質の挙動を
比較することによって容易に調べることができる。
【０１２５】
　図3は、新しく精製されたAVD259タンパク質の挙動を示す。すなわち、タンパク質を（4
8時間以内に）迅速に精製したため、空気にさらされた時、自発的に生じるジスルフィド
結合の形成は不完全である。（ジスルフィド結合は細菌の細胞質ゾルの還元性環境では形
成することができない）。それぞれのレーン1には3μgが含まれ、それぞれのレーン2には
5μgが含まれ、それぞれのレーン3には8μgが含まれる。β-メルカプトエタノールの存在
下では（これは＋βmeと印が付けられる）、タンパク質はもっぱら単量体として移動し、
見かけのサイズが約8kDaである。β-メルカプトエタノールの非存在下では（これは-βme
と印が付けられる）、単量体、二量体、三量体、四量体、五量体、六量体および七量体の
バンドを明瞭に認めることができる。
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【０１２６】
実施例3　プラスモジウム・ヨエリMSP1.19-ニワトリC4bpの融合タンパク質（AVD262）の
発現
　ニワトリのC4bpオリゴマー化ドメインを抗原に融合することの影響を明らかにするため
に、プラスモジウム・ヨエリ由来のMSP1.19抗原を、ニワトリのC4bpオリゴマー化ドメイ
ンに融合した。これを、プラスミドpAVD108において、pAVD259（これは実施例1に記載さ
れる）から得られるBamHI-EcoRIフラグメントによって、マウスC4bpをコードするBamHI-E
coRIフラグメントを置き換えることによって達成し、このようにしてプラスミドpAVD262
を作製した。プラスミドpAVD108はPCT/IB2004/002717の実施例4において以前に記載され
ている。融合タンパク質（これはAVD262と呼ばれる）を細菌株C41(DE3)において発現させ
、精製した。精製した融合タンパク質を、マウス、ウサギおよびニワトリを免疫化するた
めに、任意のアジュバントを添加することなく使用した。
【０１２７】
　AVD262融合タンパク質をコードするヌクレオチド配列は下記の配列番号：19である。

【０１２８】
　この構築物によってコードされる融合タンパク質AVD262のアミノ酸配列は下記の配列番
号：20である。

【０１２９】
　この配列の4～138残基がプラスモジウム・ヨエリMSP1の1619～1753残基に対応し、この
配列の141～202残基がニワトリC4bpオリゴマー化ドメインの62個の残基に対応する。GSリ
ンカー配列がこれら2つの成分の間に見られる。
【０１３０】
発現
　プラスモジウム・ヨエリ-ニワトリC4bpオリゴマー化ドメインをコードするプラスミドp
AVD262を、大腸菌株C41(DE3)で発現させた。形質転換された細胞を約0.6のOD600にまでLB
培地で37℃で増殖させ、その後、発現を0.5mMの最終濃度へのIPTGにより誘導し、培養物
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を37℃でさらに4時間増殖させ、その時点で、細胞を遠心分離によって集めた。
【０１３１】
AVD262融合タンパク質の精製
　タンパク質AVD262を1リットルのC41(DE3)細胞から精製した。融合タンパク質の全てが
、細胞を、20mMのMES（pH6.5）、5mMのEDTAおよびプロテアーゼ阻害剤のカクテル（Roche
）を含有する緩衝液における超音波処理によって溶解した後の可溶性画分に見出された。
遠心分離後の上清をHitrapSカラムに負荷した。
【０１３２】
カチオンカラム（HiTrap S）
　カラムを20mM MES（pH6.5）/5mM EDTAの緩衝液（緩衝液A）において平衡化した。タン
パク質を、緩衝液Aから緩衝液B（緩衝液A＋1M NaCl）への10カラム体積のグラジエントに
より溶出した。AVD262を含有するHiTrapS分画物を、Millipore濃縮器（30Kのカットオフ
）を使用して濃縮し、その後、50mMのTris（pH8）および8Mのウレアを含有する緩衝液中
で、10mlの最終体積で一晩の変性の後、ゲルろ過カラムに負荷した。
【０１３３】
ウレアの存在下での最初のゲルろ過カラム（Superdex 200 26/60プレップグレード）
　Superdex 200 26/60カラムを、20mM Tris緩衝液（pH8）、150mM NaClおよび8M ウレア
により平衡化し、HiTrapS分画物から得られた濃縮されたAVD262タンパク質を負荷した。
タンパク質を186mlの体積で溶出し、これを、PBSで平衡化した第2のSuperdex 200 26/60
カラムに負荷した。
【０１３４】
第2のゲルろ過カラム（Superdex 200 26/60プレップグレード）
　最初のSuperdex 200 26/60カラムから得られた濃縮されたAVD262タンパク質を負荷した
。タンパク質（これはもはや変性されなかった）を、AVD108タンパク質と同様に、164ml
の体積で溶出した。
【０１３５】
生物物理学的特徴づけ
　AVD262タンパク質のオリゴマー状態を、還元剤のβ-メルカプトエタノール（BME）の存
在下および非存在下で、SDS-PAGEゲルでのその挙動を比較することによって調べた。図4
に示されるように、AVD262タンパク質は約140kDaの見かけサイズをBMEの非存在下で有し
（サブユニット内のジスルフィド結合が、空気にさらされた後で形成されている）、これ
に対して、BMEの存在下では、AVD262タンパク質は還元され、（ジスルフィド結合が、細
菌の細胞質ゾルの還元性環境では形成することができないように）ちょうど20kDaを越え
る見かけサイズで移動する。図4において、それぞれのレーン1は2.5μgの精製されたタン
パク質を含有し、それぞれのレーン2は5μgを含有する。BMEの存在下では（＋βmeと印が
付けられたレーンにおいて）、タンパク質が、ちょうど20kDaを越える見かけサイズを有
する単量体として移動することを明瞭に認めることができる。β-メルカプトエタノール
の非存在下では（-βmeと印が付けられる）、タンパク質は約140kDaの七量体として移動
する。
【０１３６】
実施例4　マウスの免疫化
　精製されたAVD262タンパク質を、3匹のBALB/cマウスを免疫化するために使用した。ア
ジュバントを使用せず、タンパク質を、緩衝化された等張性の生理的食塩水溶液に存在さ
せた。1回の注射あたり40マイクログラム（2ナノモル）のタンパク質を使用した。それぞ
れのマウスに、2回、4週間の間隔で（すなわち、0日目および29日目に）、皮下に注射し
た。
【０１３７】
　3匹のBALB/cマウスを、AVD262と同じであるが、マウスのC4bpのC末端の54アミノ酸を有
するAVD108タンパク質の40マイクログラム（同様に、2ナノモル）により免疫化した。そ
れぞれのマウスに、2回、0日目および29日目に皮下に注射した。最後に、3匹のマウスに



(22) JP 5289969 B2 2013.9.11

10

20

30

40

50

は、40マイクログラムのAVD108をフロイントのアジュバント（0日目での最初の注射につ
いては完全型、その後、29日目での2回目の注射については不完全型）で与えた。全ての
マウスから43日目に採血し、組換えプラスモジウム・ヨエリ抗原に対するそれらの抗体力
価を測定した。
【０１３８】
　AVD108が単独で注射されたマウスは、25,600または51,200の抗体力価を有した。AVD108
タンパク質がフロイントのアジュバントで与えられたマウスは、AVD262タンパク質がアジ
ュバントを伴うことなく与えられたマウスが有したように、102,400の抗体力価を有した
。
【０１３９】
実施例5　ウサギの免疫化
　精製されたAVD262タンパク質を、3匹のNew Zealand White（NZW）ウサギを免疫化する
ために使用した。免疫化スケジュールは下記の通りであった。それぞれのウサギに、3回
の注射を2週間の間隔で、（すなわち、0日目、14日目および28日目に）行った。それぞれ
の注射を皮下注射で行い、任意の公知のアジュバントを添加していない、緩衝化された等
張性の生理的食塩水溶液において、100マイクログラム（または4.5ナノモル）のタンパク
質を含有した。
【０１４０】
　並行して、3匹のNZWウサギを20ナノモルのAVD263タンパク質により同じスケジュールに
従って免疫化した。タンパク質AVD263はAVD262と同じであるが、ウサギのC4bpに由来する
C4bpオリゴマー化ドメインがニワトリ由来のC4bpオリゴマー化の代わりに使用される。こ
れは下記のアミノ酸配列（配列番号：21）を有する。

【０１４１】
　血液を35日目でそれぞれの動物から採血し、組換えプラスモジウム・ヨエリ抗原に対す
るそれらの抗体力価をELISAによって測定した。結果は下記の通りであった。
AVD262タンパク質が与えられたウサギは25,600の抗体力価を有し、一方、AVD263タンパク
質が与えられたウサギは6,400の抗体力価を有した。使用されたAVD262タンパク質の量が
、注射されたAVD263タンパク質の量よりも少なかったので、このことは特に注目される。
【０１４２】
実施例6　ニワトリの免疫化
　精製されたAVD262タンパク質を、3羽のニワトリを免疫化するために使用した。免疫化
スケジュールは下記の通りであった。それぞれのニワトリに3回の注射を10日の間隔で、
（すなわち、0日目、10日目および20日目に）行った。それぞれの注射を皮下注射で行い
、任意の公知のアジュバントを添加していない、緩衝化された等張性の生理的食塩水溶液
において、132マイクログラム（または6ナノモル）のタンパク質を含有した。
【０１４３】
　並行して、3匹のニワトリを、6ナノモルのAVD108タンパク質により同じスケジュールに
従って免疫化した。
【０１４４】
　血液を35日目でそれぞれの動物から採血し、組換えプラスモジウム・ヨエリ抗原に対す
る抗体力価をELISAによって測定した。結果は下記の通りであった。
AVD262タンパク質が与えられたニワトリは400の抗体力価を有し、一方、AVD108タンパク
質が与えられたニワトリは1,600の抗体力価を有した。
【０１４５】
実施例7　C4bpオリゴマー化ドメインに対する抗体力価
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　抗体力価を、AVD108タンパク質およびAVD262タンパク質により免疫化されたマウスおよ
びニワトリにおいて、マウスおよびニワトリの両方のC4bpオリゴマー化ドメインに対して
測定した。AVD108タンパク質により免疫化されたマウスは、組換えマウスC4bpオリゴマー
化ドメインに対するELISAによって測定された時、抗体力価が1600であったが、組換えAVD
259タンパク質に対する検出可能な抗体力価を有していなかった（免疫前の力価と、43日
目の力価との間には違いがなかった）。AVD262タンパク質により免疫化されたマウスは、
43日目での力価がマウスC4bpドメインに対して0であったが（すなわち、免疫前の血清と
、43日目の血清との間には違いがなかった）、これらのマウスは、43日目での力価がAVD2
59タンパク質に対して12,800であった。このことから、非哺乳動物C4bpドメインの融合タ
ンパク質により免疫化されたマウスは、内因性のマウスC4bpドメインに対する抗体を産生
せず、これに対して、マウスを免疫化するためのマウスC4bpオリゴマー化ドメインの使用
は内因性のドメインに対する抗体の誘導をもたらすことが、明らかにされる。
【０１４６】
　同じ2つのタンパク質（AVD108およびAVD262）により免疫化されたニワトリは相補的な
結果を示した。例えば、AVD262タンパク質により免疫化されたニワトリは、抗体力価がAV
D259タンパク質に対して102,000であったが、マウスC4bpオリゴマー化ドメインに対して
は0であった。しかし、AVD108タンパク質により免疫化されたニワトリは、AVD259タンパ
ク質に対する検出可能な抗体を有しておらず、しかし、マウスC4bpオリゴマー化ドメイン
に対しては800の抗体力価を有した。マウスのドメインに対する抗体を免疫前の血清では
、検出することができなかった。
【０１４７】
実施例8　さらなる非哺乳動物C4bp配列の単離
　ニワトリのC4bpオリゴマー化ドメインをコードするヌクレオチド配列（これは図1に示
される）を、NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/tracemb.shtml）によって提供
される不連続メガブラスト（discontinuous megablast）プログラムを用いて、キンカチ
ョウ（Taeniopygia guttata）の不完全なゲノムDNA配列を探すために使用した。キンカチ
ョウのC4bpオリゴマー化ドメインをコードする同一の153ヌクレオチドの配列を含有する
、いくつかの痕跡配列が見出された。
【０１４８】
　キンカチョウのC4bpオリゴマー化ドメインは下記の核酸配列（配列番号：22）を有する
。

【０１４９】
　キンカチョウのC4bpオリゴマー化ドメインは下記のアミノ酸配列（配列番号：23）を有
する。

【０１５０】
　キンカチョウのC4bpオリゴマー化ドメインをニワトリのC4bpオリゴマー化ドメインとア
ラインメントすることにより、アラインメントされたアミノ酸残基の48%（30/62）のみが
同一であることが示される（太字で強調される）。それゆえ、ニワトリのDNA配列を使用
する相同的なC4bpオリゴマー化ドメインの同定が、未加工のDNA配列データベースにおい
てさえ達成可能である。
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【０１５１】
実施例9　ニワトリC4bpドメインの短縮化変異体の活性の実証
　実施例3に記載されるAVD262タンパク質を、最後の7個のC末端アミノ酸を欠失すること
によって短縮化した。C4bpドメインの短縮型をコードする遺伝子を、下記のオリゴヌクレ
オチドプライマーを使用してPCRによって増幅した。

【０１５２】
　PCR生成物を制限酵素のBamHIおよびEcoRIによって消化し、pAVD262ベクターの同じ部位
の間に再クローン化し、このようにしてプラスミドpAVD317を作製した。
【０１５３】
　この構築物によってコードされるタンパク質AVD317のアミノ酸配列は下記の配列番号：
26である。

【０１５４】
　タンパク質AVD262について記載された精製スキームを使用して、AVD317タンパク質を精
製した。
【０１５５】
　マウスを、実施例4におけるのと同じ免疫化スケジュールを使用して免疫化した。すな
わち、3匹のBALB/cマウスを、任意のアジュバントの添加を伴うことなく免疫化した。精
製されたタンパク質を、緩衝化された等張性の生理的食塩水溶液に存在させた。1回の注
射あたり2ナノモルのタンパク質を使用し、それぞれのマウスに、2回、2回の注射の間に4
週間の間隔をおいて（すなわち、0日目および29日目に）、皮下注射した。全てのマウス
から43日目に採血し、組換えプラスモジウム・ヨエリ抗原に対するそれらの抗体力価をEL
ISAによって測定した。
【０１５６】
　AVD317が任意のアジュバントなしで注射されたマウスは、104,000の抗体力価を有した
。このことは、短縮化がニワトリのC4bpドメインの生物学的活性を弱めていないことを示
す。
【０１５７】
実施例10　実施例9の短縮化変異体は不溶性の融合タンパク質を可溶性にする
　タンパク質AVD290およびタンパク質AVD291を、ペプチドホルモンGnRH（性腺刺激ホルモ
ン放出ホルモン）をドメインの長い形態または短い形態のいずれかにそれぞれ融合するこ
とによって、作製した。AVD290を、下記の2つのオリゴヌクレオチドをアニーリングする
ことによって作製した。
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【０１５８】
　アニーリングされたオリゴヌクレオチドをプラスミドpAVD262のNdeI部位およびBamHI部
位の間にクローン化した。
【０１５９】
　同じ2つのオリゴヌクレオチドをpAVD317のNdeI部位およびBamHI部位の間にクローン化
して、プラスミドpAVD291を作製した。
【０１６０】
　AVD290融合タンパク質をコードするヌクレオチド配列は下記の配列番号：29である。

【０１６１】
　この構築物によってコードされる融合タンパク質AVD290のアミノ酸配列は下記の配列番
号：30である。

【０１６２】
　AVD291融合タンパク質をコードするヌクレオチド配列は下記の配列番号：31である。

【０１６３】
　この構築物によってコードされる融合タンパク質AVD291のアミノ酸配列は下記の配列番
号：32である。

【０１６４】
　AVD290タンパク質は、発現が、下記の誘導条件を使用して菌株C41(DE3)において誘導さ
れた時、90%超が不溶性であることが見出された。0.5mMのIPTGを、OD600が0.5になった時
に添加し、インキュベーションを3時間続け、その後、細菌を回収した。細菌をEmulsifle
x装置における破壊によって溶解した。同一の誘導条件下で、AVD291タンパク質は可溶性
であった。AVD291タンパク質は、溶解された細菌の抽出物が75℃で15分間加熱された後（
これは細菌タンパク質のほとんどを不溶性にした）も、可溶性のままでさえあった。
【０１６５】
　これらの結果は、ニワトリのドメインの最後の7アミノ酸の欠失が融合タンパク質の溶
解性を劇的に変化させ得ることを例示する。
【０１６６】
　結果として、精製が大きく簡略化された。精製の最終工程を、20mM TrisHCl（pH7.0）
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の緩衝液におけるDEAEでのイオン交換クロマトグラフィー（塩グラジエントによる溶出、
同じ緩衝液における1M NaClの10カラム体積）、および、Superdex S75 26/60カラムでの
サイズ排除ゲルクロマトグラフィーによって行った。
【０１６７】
実施例11　短縮化されていないニワトリC4bpドメインのC末端はタンパク質精製を容易に
する
　前記の実施例において議論されたように、タンパク質AVD262およびタンパク質AVD317は
C末端における7個のアミノ酸の存在または非存在によってのみ異なる。AVD262タンパク質
を、AVD262タンパク質が結合し、かつイミダゾールを結合のために使用された同じ緩衝液
に加えることによって、AVD262タンパク質を溶出することができる、ニッケルアフィニテ
ィークロマトグラフィーカラム（GEから得られるNi-NTA）で精製した。AVD317タンパク質
は、同一条件下でこのカラムに結合しなかった。
【０１６８】
　AVD262タンパク質を発現する細菌を、10mMのTrisHCl（pH7.0）のみを含有する緩衝液に
おいて溶解し、不溶物をSorvall S34ローターにおける10,000rpmでの遠心分離によって除
去した。この新しい上清に、NaClを最終濃度300mMまで添加し、溶液をNi-NTAと4℃で1時
間インキュベートした。その後、溶液全体をカラムに注ぎ、最初に、50mMのNaPO4、300mM
のNaClおよび0.1%のTriton X-100（pH7.5）を含有する溶液により洗浄し、次いで、Trito
n X-100を含まない同じ緩衝液により洗浄した。AVD262タンパク質を、200mMイミダゾール
、150mM NaCl（pH8.0）の溶液により溶出した。
【０１６９】
実施例12　ニワトリC4bpドメインへの融合は内因性抗原を非常に免疫原性にする
　短縮化されたドメインに融合された時のGnRH（AVD291）の免疫原性を、マウスをAVD291
タンパク質により免疫化することによって調べた。
【０１７０】
　3匹のBALB/cマウスを2ナノモルのAVD291タンパク質により免疫化した。それぞれのマウ
スに、2回、0日目および29日目に皮下注射した。全てのマウスから43日目に採血し、それ
らの抗体力価を、GnRH抗原をグルタチオンS-トランスフェラーゼ（GST）タンパク質のC末
端に融合することによって得られた組換えタンパク質に対して測定した。
【０１７１】
　2匹のマウスが5,120の抗体力価を有し、一方、第3のマウスが10,240の抗体力価を有し
た。加えて、AVD291タンパク質が、同じ免疫化プロトコルに従ったが、最初の注射につい
ては完全フロイントアジュバントで、2回目の注射については不完全フロイントアジュバ
ントで与えられた3匹のマウスでは、抗体力価がそれぞれ、5,120、10,240および20,480で
あった。
【０１７２】
　このことは、短縮化されたニワトリC4bpドメインへの融合がGnRHを非常に免疫原性にす
ること、および免疫原性がアジュバントの添加によってさらに増大し得ること、を示す。
【０１７３】
実施例13　4個の連続するアミノ酸の変異はニワトリC4bpドメインの生物学的活性を弱め
ない
　プラスミドpAVD317を、Stratageneから得られる、Pfu Ultraを含有する部位特異的変異
誘発キットおよび下記の2つのオリゴヌクレオチド：
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を使用して、変異させた。
【０１７４】
　AVD313融合タンパク質をコードするヌクレオチド配列は下記の配列番号：35である。

【０１７５】
　この構築物によってコードされる融合タンパク質AVD313のアミノ酸配列は下記の配列番
号：36である。

【０１７６】
　AVD313タンパク質を、AVD262タンパク質について使用されたのと同じ緩衝液およびカラ
ムを使用して、精製した。
【０１７７】
　6匹のBALB/cマウスを2ナノモルのAVD313タンパク質により免疫化した。それぞれのマウ
スに、2回、0日目および29日目に皮下注射した。全てのマウスから43日目に採血し、組換
えプラスモジウム・ヨエリ抗原に対するそれらの抗体力価を測定した。
【０１７８】
　AVD313が単独で注射された全てのマウスが204,000の抗体力価を有した。このことは、
ニワトリC4bpドメインの短縮化および変異がその生物学的活性を弱めていないことを示す
。
【０１７９】
　AVD313における4アミノ酸の変化には、AVD317と比較した場合、配列番号：36に示され
るAVD313のアミノ酸配列において下線が付される。融合タンパク質AVD313における改変さ
れたニワトリC4bpドメインは、ヒトC4bpドメインに対して20%未満の同一性を有しており
、従って、ヒトのC4bpと交差反応する抗体を誘発する可能性が非常に低いので、ヒトを免
疫化することにおける使用には非常に好ましい。
【０１８０】
実施例14　CRESドメインはニワトリC4bpドメインの生物学的活性を共有する
　本発明者らは、CRESドメイン（これは図1に示される）もまた、抗原の免疫原性を増大
させるかどうかを調べた。図1におけるCRESドメインは下記のアミノ酸配列を有する。
配列番号：37：

【０１８１】
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　CRESドメインをコードするヌクレオチド配列を、下記の2つのオリゴヌクレオチドプラ
イマーを使用してニワトリのゲノムDNAから増幅した。

【０１８２】
　PCR生成物を制限酵素のBamHIおよびEcoRIによって消化し、ベクターpAVD262の同じ部位
の間にクローン化し、このようにしてプラスミドpAVD314を作製した。
【０１８３】
　AVD314融合タンパク質をコードするヌクレオチド配列は下記の配列番号：40である。

【０１８４】
　この構築物によってコードされる融合タンパク質AVD314のアミノ酸配列は下記の配列番
号：41である。

【０１８５】
　AVD314タンパク質を、AVD262タンパク質について使用されたのと同じ緩衝液およびカラ
ムを使用して、精製した。
【０１８６】
　3匹のBALB/cマウスを2ナノモルのAVD314タンパク質により免疫化した。それぞれのマウ
スに、2回、0日目および29日目に皮下注射した。全てのマウスから43日目に採血し、組換
えプラスモジウム・ヨエリ抗原に対するそれらの抗体力価を測定した。
【０１８７】
　AVD314が単独で注射された全てのマウスが、AVD262タンパク質による204,000の力価と
比較して、51,200の抗体力価を有した。このことは、CRESドメインが、ニワトリのC4bpド
メインと同様に、生物学的活性を有し、抗原の免疫原性を著しく増大させることができる
ことを示す。
【図面の簡単な説明】
【０１８８】
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【図１】本発明のC4bpドメインのDNA配列およびタンパク質配列を示す。
【図２】本発明のC4bpドメイン、CRESの推定されるC4bpドメインおよびヒトC4bpのアライ
ンメントを示す。
【図３】本発明の精製されたタンパク質（AVD259）を示すゲルである。
【図４】還元剤のβ-メルカプトエタノール（BME）の存在下および非存在下でのSDS-PAGE
ゲルにおけるAVD262タンパク質の挙動を示す。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】



(30) JP 5289969 B2 2013.9.11

【配列表】
0005289969000001.app



(31) JP 5289969 B2 2013.9.11

10

20

フロントページの続き

(72)発明者  ヒル　フェルガル
            フランス共和国　サン－ボージレ　バイオポール　クレルモン－リマーニュ　イマクシオ
(72)発明者  マルシャン　ジャン－バプティスト
            フランス共和国　サン－ボージレ　バイオポール　クレルモン－リマーニュ　イマクシオ
(72)発明者  デュモン　ローレンス
            フランス共和国　サン－ボージレ　バイオポール　クレルモン－リマーニュ　イマクシオ

    審査官  木原　啓一郎

(56)参考文献  国際公開第２００５／０１４６５４（ＷＯ，Ａ１）　　
              TAMAKI, Y., et al.，DEFINITION  hypothetical protein LOC419851 [Gallus gallus]，Databa
              se DDBJ/EMBL/GenBank [online], Accession No. NP_001028814，２００６年１１月２１日，[re
              trieved on 2012.02.01]，ＵＲＬ，http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/75832158?sat=11&sa
              tkey=7618337
              J Immunol., 2005 Aug 1, Vol.175, No.3, p.1724-1734
              DEFINITION  PREDICTED: similar to complement regulatory soluble protein [Gallus gallus
              ]，Database DDBJ/EMBL/GenBank [online], Accession No. XP_001235096，２００６年１１月１
              ６日，[retrieved on 2012.02.01]，ＵＲＬ，http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118102437
              ?sat=15&satkey=2472491
              Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　２００４～２００５年版カタログ，２００４年，p.10-141

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　１５／００
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＢＩＯＳＩＳ／ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）
              ＧｅｎＢａｎｋ／ＥＭＢＬ／ＤＤＢＪ／ＵｎｉＰｒｏｔ／ＧｅｎｅＳｅｑ
              　　　　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

