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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ａ）ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号５）を含んでなるタンパク質；
ｂ）成熟ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号６）を含んでなるタンパク質；
ｃ）ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を含んでなるタンパク質；
ｄ）成熟ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を含んでなるタンパク
質；及び
ｆ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質と少なくとも９０％のアミノ酸配列が同一
であり、且つＣＣＬ２／ＭＣＰ－１、ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１α又はＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥ
Ｓとその受容体との相互作用を阻害するタンパク質
からなる群より選択されるポリペプチド。
【請求項２】
ａ）ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号５）を有するタンパク質；
ｂ）成熟ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号６）を有するタンパク質；
ｃ）ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を有するタンパク質；及び
ｄ）成熟ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を有するタンパク質
からなる群より選択される、請求項１記載のポリペプチド。
【請求項３】
　請求項１又は２に記載のタンパク質の変異体であって、１又は数個のアミノ酸残基が付
加、欠失又は置換されてなり、且つ、ＣＣＬ２／ＭＣＰ－１、ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１α又
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はＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥＳとその受容体との相互作用を阻害する変異体。
【請求項４】
ａ）配列番号５において、ＣｈＢＰ－５９の残基３２、４９、５３、６６、８５、９０、
９５、及び１０４に相当する位置に、システイン残基を有し；
ｂ）配列番号５において、ＣｈＢＰ－５９のアスパラギン３９、５４、及び６２に相当す
る位置に、グリコシル化部位を有することを特徴とする、請求項３記載のタンパク質の変
異体。
【請求項５】
　膜結合タンパク質の細胞外ドメイン、免疫グロブリン定常部、多量体化ドメイン、ヘテ
ロ二量体タンパク質ホルモン、シグナルペプチド、移行シグナル（export signal）、及
びタグ配列から選択される１又は２以上のアミノ酸配列に対して作動式に連結された（op
erably linked）、請求項１から４の何れか一項に記載のタンパク質を含んでなる、融合
タンパク質。
【請求項６】
　当該ポリペプチドが翻訳後に修飾されてなることを特徴とする、請求項１から５の何れ
か一項に記載のタンパク質。
【請求項７】
　当該タンパク質がグリコシル化されてなることを特徴とする、請求項６記載のタンパク
質。
【請求項８】
　当該タンパク質が、活性分画、前駆体、塩、誘導体、コンジュゲート（conjugate）、
複合体（complex）の形態であり、或いはＰＥＧ化されてなることを特徴とする、請求項
１から７の何れか一項に記載のタンパク質。
【請求項９】
　請求項１から７の何れか一項に記載のポリペプチドをコード化する核酸分子。
【請求項１０】
ａ）ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号５）を含んでなるタンパク質をコード化す
る核酸分子；
ｂ）成熟ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号６）を含んでなるタンパク質をコード
化する核酸分子；
ｃ）ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を含んでなるタンパク質を
コード化する核酸分子；
ｄ）成熟ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を含んでなるタンパク
質をコード化する核酸分子；
ｆ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質と少なくとも９０％のアミノ酸配列が同一
であり、且つＣＣＬ２／ＭＣＰ－１、ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１α又はＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥ
Ｓとその受容体との相互作用を阻害するタンパク質をコード化する核酸分子；及び
ｈ）ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）又はｆ）の核酸分子の縮重変異体（degenerate variant）：
からなる群より選択される、請求項９記載の核酸分子。
【請求項１１】
ａ）ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号５）を有するタンパク質；
ｂ）成熟ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号６）を有するタンパク質；
ｃ）ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を有するタンパク質；
ｄ）成熟ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を有するタンパク質；
ｇ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質の変異体であって、１又は数個のアミノ酸
残基が付加、欠失、又は置換されてなり、且つ、ＣＣＬ２／ＭＣＰ－１、ＣＣＬ３／ＭＩ
Ｐ－１α又はＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥＳとその受容体との相互作用を阻害する変異体；及び
ｈ）膜結合タンパク質の細胞外ドメイン、免疫グロブリン定常部、多量体化ドメイン、シ
グナルペプチド、移行シグナル、及びタグ配列から選択される１又は２以上のアミノ酸配
列に対して作動式に連結された、ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、又はｇ）のタンパク質を含ん
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でなる融合タンパク質：
からなる群より選択されるタンパク質をコード化してなる、請求項１０記載の核酸分子。
【請求項１２】
　当該分子がＤＮＡ分子、特にｃＤＮＡ分子であることを特徴とする、請求項９から１１
の何れか一項に記載の核酸分子。
【請求項１３】
　当該分子が配列番号３又は１５のＤＮＡ配列を含んでなり、或いは当該ＤＮＡ配列であ
る、請求項９記載の核酸分子。
【請求項１４】
　当該分子が配列番号４又は１６のＤＮＡ配列を含んでなり、或いは当該ＤＮＡ配列であ
る、請求項９記載の核酸分子。
【請求項１５】
　請求項１０又は１１に記載の核酸の断片を含んでなるオリゴヌクレオチドであって、少
なくとも約２０ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチド、少なくとも約３０ヌクレオチド長
のオリゴヌクレオチド、及び少なくとも約５０ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドから
なる群より選択されるオリゴヌクレオチド。
【請求項１６】
　請求項９から１４の何れか一項に記載の核酸分子を含んでなるクローニング又は発現ベ
クター。
【請求項１７】
　当該核酸分子に作動式に結合された（operably associated）プロモーター、特に組織
特異的、構成的、又は誘導性プロモーターを更に含んでなる、請求項１６記載の発現ベク
ター。
【請求項１８】
　請求項１６又は１７に記載の発現ベクターにより形質転換又はトランスフェクトされて
なる宿主細胞。
【請求項１９】
　請求項１から７の何れか一項に記載のタンパク質を産生するように遺伝子操作されてな
る細胞。
【請求項２０】
　ポリペプチドを調製する方法であって、発現を許容又は促進する条件下で、請求項１８
又は１９に記載の宿主細胞を培養する工程を含んでなる方法。
【請求項２１】
　前記タンパク質を精製する工程を更に含んでなる、請求項２０記載の方法。
【請求項２２】
　前記タンパク質をヒト投与のために製剤する工程を更に含んでなる、請求項２０又は２
１に記載の方法。
【請求項２３】
　ＣＣ－ケモカイン結合タンパク質を発現する、ヒト以外のトランスジェニック動物であ
って、当該動物の細胞が、単離又は組み換えされた、請求項９から１４の何れか一項に記
載の核酸分子、又は、請求項１６若しくは１７に記載の発現ベクターを含有することを特
徴とする動物。
【請求項２４】
　請求項１から８の何れか一項に記載のポリペプチドに選択的に結合する抗体。
【請求項２５】
　モノクローナル抗体である請求項２４記載の抗体。
【請求項２６】
　キメラの、ヒト化の、又はヒトの抗体、又は、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ）2、ｓｃＦｖ若しく
はドメイン抗体等の抗体断片である、請求項２４又は２５に記載の抗体。
【請求項２７】
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　請求項１から８の何れか一項に記載のポリペプチド、又は請求項９から１７の何れか一
項の核酸、又は請求項１８若しくは１９に記載の細胞と、医薬的に許容し得る希釈剤又は
担体とを含んでなる医薬組成物。
【請求項２８】
　薬剤として使用される、請求項１から８の何れか一項に記載のポリペプチド、又は、請
求項２７記載の組成物。
【請求項２９】
　哺乳類における免疫又は炎症反応の調節に使用される、請求項１から８の何れか一項に
記載のポリペプチド、又は、請求項２７記載の組成物。
【請求項３０】
　動物におけるＣＣ－ケモカイン関連障害の治療又は予防に使用される、請求項１から８
の何れか一項に記載のポリペプチド、又は、請求項２７記載の組成物。
【請求項３１】
　哺乳類の免疫又は炎症障害を治療又は予防するための医薬組成物の製造において、活性
成分として使用される、請求項１から８の何れか一項に記載のポリペプチドの使用。
【請求項３２】
　前記免疫又は炎症障害が、ＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥＳ、ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１α、又はＣ
ＣＬ２／ＭＣＰ－１に起因するものであることを特徴とする、請求項３１記載の使用。
【請求項３３】
　前記免疫又は炎症障害が、自己免疫疾患、感染、アレルギー性疾患、心血管疾患、代謝
疾患、胃腸疾患、神経疾患、敗血症、移植拒絶関連疾患、又は線維疾患である、請求項３
１又は３２に記載の使用。
【請求項３４】
　請求項９から１４の何れか一項に記載の核酸分子によってコード化されるタンパク質の
薬剤としての使用。
【請求項３５】
　哺乳類における免疫又は炎症反応の調節のための組成物の調製における、請求項９の核
酸分子の使用。
【請求項３６】
　動物を吸血性の外部寄生虫に対して免疫化するための医薬組成物であって、請求項１か
ら８の何れか一項に記載のポリペプチドを含んでなる医薬組成物。
【請求項３７】
　所要の動物において免疫又は炎症反応を調節するための医薬組成物であって、請求項１
から８の何れか一項に記載のポリペプチドの治療上有効な量を含んでなる医薬組成物。
【請求項３８】
　ＣＣ－ケモカイン関連疾患を治療又は予防するための医薬組成物であって、請求項１か
ら８の何れか一項に記載のポリペプチドの有効量を含んでなる医薬組成物。
【請求項３９】
　ＣＣ－ケモカイン、ＣＣ－ケモカイン結合タンパク質若しくは受容体、ＣＣ－ケモカイ
ンとＣＣ－ケモカイン結合タンパク質との相互作用、又はＣＣ－ケモカイン受容体のアン
タゴニスト若しくはアゴニストを検出するためのキットであって、検出試薬と、少なくと
も
ａ）請求項９記載の核酸分子；
ｂ）請求項１５記載のオリゴヌクレオチド；
ｃ）請求項１から８の何れか一項に記載のポリペプチド；及び
ｄ）請求項２４、２５、又は２６に記載の抗体：
からなる群より選択される化合物とを含んでなるキット。
【請求項４０】
　ＣＣ－ケモカイン、ＣＣ－ケモカイン結合タンパク質若しくは受容体、ＣＣ－ケモカイ
ンとＣＣ－ケモカイン結合タンパク質との相互作用、又はＣＣ－ケモカイン受容体のアン
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タゴニスト若しくはアゴニストを、生体外で検出する方法であって、
ａ）請求項９記載の核酸分子；
ｂ）請求項１５記載のオリゴヌクレオチド；
ｃ）請求項１から８の何れか一項に記載のポリペプチド；及び
ｄ）請求項２４、２５、又は２６に記載の抗体：
からなる群より選択される化合物にサンプルを接触させる工程を含んでなる方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＣＣ－ケモカインの新規なアンタゴニストとそれらの使用、特に抗炎症化合
物としての使用と、ＣＣ－ケモカイン関連疾患の治療又は予防における使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ケモカインは小型の炎症促進性の分泌タンパク質であって、血液から損傷部位への白血
球の指向性の遊動を媒介する。このタンパク質ファミリーを特徴付けている保存システイ
ンの位置に応じて、ケモカインファミリーは構造上Ｃ、ＣＣ、ＣＸＣ、及びＣＸ3Ｃケモ
カインに分類され、一連の膜受容体に結合する（Baggiolini M et al., 1997； Fernande
z EJ and Lolis E, 2002）。これらの膜受容体は何れもヘプタヘリカル（heptahelical）
Ｇ－タンパク質共役型受容体であり、その状態及び／又は種類に応じて特定の組み合わせ
の受容体を提示することがある標的細胞に対して、ケモカインがその生物学的活性を及ぼ
すのを可能としている。ケモカインの生理学的影響は、同時に生じる複数の相互作用から
なる、複雑且つ統合された系によって生じる。これらの受容体のリガンド特異性は互いに
重複する場合が多く、このため、一の受容体が異なるケモカインに結合する場合がある。
同様に、一のケモカインが異なる受容体に結合する場合もある。
【０００３】
　構造と活性との関係に関する研究によれば、ケモカインはその受容体と相互作用する二
つの主部位を有することが示されている。可動性アミノ末端領域と、２番目のシステイン
に続く立体構造上強固なループである。ケモカインはこのループ領域によって受容体にド
ッキングするものと考えられ、この接触によって容易にアミノ末端領域の結合が生じ、受
容体の活性化を引き起こすものと考えられている。
【０００４】
　通常、ケモカインは損傷部位で産生され、白血球の遊走及び活性化を引き起こすもので
、炎症、免疫、恒常性、造血、及び血管新生の過程において基礎的な役割を果たしている
。よって、これらの分子は、このようなプロセスに関連する疾患に治療介入する場合に、
優れた標的候補であると看做されている。ケモカイン或いはそれらの受容体を抑制するこ
とによって、白血球の成熟、動員、及び活性化を低減できると同時に、血管新生又は動脈
硬化に関連する他の病理過程をも低減することができる（Baggiolini M, 2001； Loetsch
er P and Clark-Lewis I, 2001； Godessart N and Kunkel SL, 2001）。
【０００５】
　これらの受容体を遮断する、抑制性の変異ケモカイン、抗体、並びにペプチド及び小分
子の抑制剤に加えて、有効なケモカインのアンタゴニストを探す試みは、ヒトや哺乳類の
宿主と接触するとその宿主に強力な免疫調節活性を及ぼす、一群のウイルスや他の生物体
にも及んでいる。
【０００６】
　サイトカイン、ケモカイン、及びそれらの受容体のウイルスによる擬態は、治療薬開発
のための免疫調節の方策を示している（Alcami A, 2003； Lindow M et al., 2003）。最
近では、吸血節足動物によって発現される免疫調節因子（例えば蚊、サシチョウバエ、ダ
ニ等）が報告されている（Gillespie, RD et al., 2000）。
【０００７】
　特に、ダニの唾液腺は、特に抗炎症、抗止血、及び抗免疫活性を有する、生物活性分子
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の複合混合物を産生する。これらの中には、ヒスタミンを抑制し、免疫グロブリンと結合
し、或いは代替補体カスケードや他のプロテアーゼを抑制する生物活性タンパク質が含ま
れる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　多数の文献が存在するにも関わらず、様々なダニの組織及び／又は種から生成されたラ
イブラリのランダムシークエンシング及びディファレンシャルスクリーンにより同定され
たｃＤＮＡ配列を挙げている論文は少数に過ぎない。しかしながら、これらの配列の大多
数は生化学的又は機能的な特徴付けがなされておらず、多くの注釈付けは、例えば以前に
ダニの唾液腺中で酵素活性や抗体反応の誘導について同定されたもののように、基本的な
細胞機能に関わる既知のタンパク質との配列類似性のみに基づいてなされている。特に、
ダニのタンパク質がＣＣ－ケモカイン結合タンパク質として作用し、ＣＣ－ケモカインの
アンタゴニストとして機能することを示唆するものはない。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　驚くべきことに、クリイロコイタマダニ（Rhipicephalus sanguineus：イヌダニ）の唾
液に含まれる、ＣｈＢＰ－５９と名付けられた新規なタンパク質が、ＣＣ－ケモカインと
結合してその活性を抑制することが見出された。ＣｈＢＰ－５９はクリイロコイタマダニ
のｃＤＮＡライブラリからクローン化され、哺乳類細胞内で発現された。このタンパク質
、並びにその誘導体、断片、又は模倣薬は、治療に使用することができ、例えば哺乳類生
物におけるＣＣ－ケモカインのアンタゴニストとして、或いは、ワクチン接種の標的、及
び、ダニやダニ媒介病原体の抑制の標的として使用することができる。
【００１０】
　即ち、本発明の第１の要旨は、ＣｈＢＰ－５９又はその断片又は類似体のアミノ酸配列
を含んでなるポリペプチドに関する。好ましい本発明ポリペプチドは、ＣＣ－ケモカイン
に結合し、その生物学的活性を抑制する。このようなポリペプチドの具体例としては、Ｃ
ｈＢＰ－５９又はその断片が挙げられる。
【００１１】
　本発明の第２の要旨は、上に定義されたポリペプチドをコード化する核酸分子に関する
。このような核酸には、これらから単離されたオリゴヌクレオチドや、当該分子を含有す
るベクター、特に発現ベクターも含まれる。
【００１２】
　本発明の第３の要旨は、上に定義されたポリペプチドに対して選択的に結合する抗体に
存する。
【００１３】
　本発明の第４の要旨は、上に定義されたポリペプチドを発現する宿主細胞及びヒト以外
のトランスジェニック動物、並びに、このような細胞及びヒト以外のトランスジェニック
動物を製造するための方法に関する。
【００１４】
　本発明の第５の要旨は、上に定義されたポリペプチドを、主に組み換え技術を用いて調
製する方法である。
【００１５】
　本発明の第６の要旨は、上に定義されたポリペプチド又は核酸分子と、医薬的に許容し
得る担体又はビヒクルとを含んでなる医薬用（例えばワクチン又は免疫原性）組成物であ
る。
【００１６】
　本発明の第７の要旨は、薬剤、特に哺乳類において免疫又は炎症反応を調節するための
薬剤の調製における、上に定義されたポリペプチド又は核酸分子の使用と、対応する治療
の方法に関する。
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【００１７】
　本発明のその他の特徴や効果は、以下の詳細な記載から明らかとなるであろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　本発明は、ケモカイン活性を調節するための新規な組成物及び方法を提供する。より具
体的には、本発明は、ＣＣ－ケモカイン結合特性を有し、ケモカイン作用の抑制に使用で
きる、新規なタンパク質に関する。実施例は、ダニの唾液に由来するこのタンパク質が、
組み換え型として発現及び精製することができ、ＣＣ－ケモカインに有効に結合して、そ
の作用、例えば、ＣＣ－ケモカインにより誘導される細胞の特異的な走化性反応等を抑制
することを示している。
【００１９】
　従って、本発明の第１の態様は、ＣｈＢＰ－５９ポリペプチド、即ち、ＣｈＢＰ－５９
のアミノ酸配列又はその断片若しくは類似体を含んでなる任意のポリペプチドに存する。
好ましい本発明のポリペプチドは、ＣＣ－ケモカインに結合して、当該ケモカインの活性
を抑制する。
【００２０】
　具体的な本発明のポリペプチドは、以下の群より選択される。
ａ）ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号５）を含んでなるタンパク質；
ｂ）成熟ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号６）を含んでなるタンパク質；
ｃ）ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を含んでなるタンパク質；
ｄ）成熟ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を含んでなるタンパク
質；
ｅ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質をコード化する核酸配列と、適度にストリ
ンジェントな条件下でハイブリダイゼーション可能な核酸分子であって、ＣＣ－ケモカイ
ンに結合するタンパク質をコード化する核酸分子により、コード化されるタンパク質；
ｆ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質と少なくとも約７０％のアミノ酸配列が同
一であり、且つＣＣ－ケモカインに結合するタンパク質；
ｇ）ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、又はｆ）のタンパク質の断片であって、ＣＣ－ケモ
カインに結合して当該ＣＣ－ケモカインの活性を抑制する断片を含んでなるタンパク質；
及び
ｈ）ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、又はｆ）のタンパク質の断片であって、免疫調節活
性を有する断片、又は免疫調節活性を有するタンパク質の断片を含んでなるタンパク質。
【００２１】
　本発明の好ましい実施形態においては、タンパク質は以下の群より選択される。
ａ）ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号５）を有するタンパク質；
ｂ）成熟ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号６）を有するタンパク質；
ｃ）ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を有するタンパク質；
ｄ）成熟ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を有するタンパク質；
ｅ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質の断片であって、ＣＣ－ケモカインと結合
して当該ＣＣ－ケモカインの活性を抑制する断片を含んでなるタンパク質；及び
ｆ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質の断片であって、哺乳類に投与された場合
に免疫調節活性を有する断片を含んでなるタンパク質。
【００２２】
　別の態様において、本発明は、上に定義されたタンパク質の活性変異体であって、１又
は２以上のアミノ酸残基が付加、欠失、又は置換されてなり、且つ、ＣＸＣ－ケモカイン
に結合して当該ケモカインの活性を抑制する変異体に関する。
【００２３】
　本発明のポリペプチドは、１又は２以上の翻訳後修飾（例えばグリコシル化、リン酸化
、シグナルペプチドを脱離するためのエンド－／エキソペプチダーゼによる修飾等）や、
異種配列（例えば検出及び／又は精製を向上させるタグやドメイン）をコード化する配列
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のインフレーム付加を経て得られる成熟型であってもよい。例えば、ＣｈＢＰ－５９は、
組み換えヒスチジン融合タンパク質として、完全型（配列番号１７）及び成熟型（配列番
号１８）の形態で、哺乳類及び昆虫細胞株の双方において発現された。
【００２４】
　本発明のポリペプチド又はそれらに対応する核酸は、組み換え又は合成のポリペプチド
及び核酸のように、単離された状態（例えば、それらの自然状態とは異なる状態）であっ
てもよい。
【００２５】
　実施例は、ＣｈＢＰ－５９ポリペプチドがＣＣ－ケモカインに結合すること、及び、そ
れらの活性を抑制する（例えば低減する）ために使用し得ることを示している。この特徴
決定には、一群の生化学分析法、例えば放射性ＣＣ－ケモカインの使用や、機能分析法、
例えば細胞を用いた分析法や生体内動物疾患モデル等を利用して行なった。実施例で例証
されているように、ＣｈＢＰ－５９ポリペプチドは特に、ＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥＳ、ＣＣ
Ｌ３／ＭＩＰ－１α（alpha：アルファ）、ＣＣＬ２／ＭＣＰ－１等のＣＣ－ケモカイン
に対して、或いは一般的に、ＣＣＲ１又はＣＣＲ５受容体と結合するＣＣ－ケモカインに
対して結合する。ＣｈＢＰ－５９タンパク質は、その活性こそ様々ながら、ＴＡＲＣ／Ｃ
ＣＬ１７、ＣＣＬ１８／ＰＡＲＣ、ＣＣＬ４／ＭＩＰ－１β（beta：ベータ）、ＭＤＣ／
ＣＣＬ２２、ＭＣＰ－３／ＣＣＬ７、ＭＣＰ－２／ＣＣＬ７、エオタキシン（Eotaxin）
／ＣＣＬ１１等の他のＣＣ－ケモカインを認識する、広域性のＣＣ－ケモカイン結合タン
パク質であると考えられる。このような広域の活性ゆえに、本発明のＣｈＢＰ－５９ポリ
ペプチドは、以下に論じるように、幅広い治療有用性を有する。
【００２６】
　本発明の文脈において、ポリペプチドの断片とは、当該ポリペプチド配列の少なくとも
５、７、７、８、９、又は１０の連続したアミノ酸残基を含んでなる任意の断片を指す。
本発明の特定の断片は、別途開示されるように、ＣｈＢＰ－５９タンパク質の１５、２０
、２５、或いはそれ以上のアミノ酸残基を含んでなる。好ましい断片は、ケモカインに結
合する能力、全長タンパク質の少なくとも１種の生物学的活性、例えば免疫原性活性や免
疫調節活性を保持するものである。
【００２７】
　これに関連して、本発明の文脈において、「免疫調節活性」とは、生体外又は生体内で
検出され、免疫反応に対して促進的又は抑制的に影響を及ぼす任意の活性を指す。このよ
うな活性の例としては、免疫化活性、免疫抑制活性、抗炎症活性、アポトーシス促進／抗
アポトーシス活性、抗腫瘍活性等が挙げられる。
【００２８】
　また、この断片は、哺乳類に投与された場合に免疫化活性を発揮するものとしても同定
することが可能である。これらの断片は、必要なときに免疫反応を引き起こすように、（
例えば、ダニやダニ媒介病原生物に対する）適切な抗原性、免疫原性特性を有するべきで
ある。文献には、このような機能配列をワクチン抗原の候補として同定し、アジュバント
とともに、及び／又は、担体に架橋して最終的に投与する方法について、多くの例が開示
されている（Mulenga A et al. 2000；ＷＯ０１／８０８８１；ＷＯ０３／０３０９３１
；ＷＯ０１／８７２７０）。ＣｈＢＰ－５９において同定された特異抗原又は抗原群は、
外部寄生虫による動物の感染又は疾患の予防又は低減に使用することが可能である。これ
により、動物がその外部寄生虫に自然暴露されると、その外部寄生虫に対する動物の免疫
が増大する（ＷＯ９５／２２６０３）。最後に、この断片は、スクリーニング又は診断用
途において、タンパク質全体に特異的な抗体を産生させるために使用することも可能であ
る。
【００２９】
　上に定義されたＣｈＢＰ－５９の特性や、この配列の組み換え変種を用いてここに例示
する特性は、活性変異体においても維持され、更には強められる場合さえある。この種類
の分子としては、１又は２以上のアミノ酸残基の付加、欠失、又は置換を伴う当該配列の
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天然又は合成の類似体であって、本発明における特徴と同一の生物学的活性を、以下の実
施例において開示される手段で測定した場合に、同等或いはそれ以上のレベルで示すもの
が挙げられる。
【００３０】
　特に、「活性」という語は、このような代替化合物において、ＣｈＢＰ－５９によるＣ
Ｃ－ケモカイン結合及び免疫調節特性が維持され、又は増強されていることを意味する。
【００３１】
　活性変異体分子の生成は、部位特異的突然変異生成技術、ＤＮＡ配列コード化レベルの
組み換え技術（例えばＤＮＡシャッフリング、ファージディスプレイ／選択）、又はコン
ピュータ支援設計実験によって、或いはそれに適した他の任意の技術によって行なうこと
が可能である。これらの技術によって、実質的に対応する変異又は短縮型のペプチド又は
ポリペプチドの有限集合が得られる。当業者であればこれらの代替分子を、従来技術及び
以下の実施例により与えられる教示に基づいて、常法にて取得及び試験することが可能で
ある。
【００３２】
　本発明によれば、これらの活性変異体における改変としては、「保存的（conservative
）」置換又は「安全な（safe）」置換として一般に知られるものが好ましく、また、重要
でない（non-basic）残基に関するものが好ましい。保存的アミノ酸置換は、分子の構造
や生物学的機能が保存されるように、化学的特性が十分類似したアミノ酸と置換するもの
である。当然ながら、上記定義の配列に、その機能を変化させないような、アミノ酸の挿
入及び欠失が生じていてもよい。特にその挿入又は欠失は、関与するアミノ酸が数個程度
、例えば１０個未満、好ましくは３個未満に留まり、且つ、タンパク質又はペプチドの機
能的立体構造に不可欠なアミノ酸を除去又は移動しないものが好ましい。
【００３３】
　天然タンパク質の配列及び／又は構造に関する統計的及び物理化学的研究に基づき、保
存的アミノ酸置換の選択を行なうことが可能なモデルが、文献に多数記載されている（Ro
gov SI and Nekrasov AN, 2001）。タンパク質設計実験が示すところによれば、特定のア
ミノ酸のサブセットを使用することで、折り畳み可能な活性タンパク質を産生することが
でき、アミノ酸「同義（synonymous）」置換の分類の一助となる。これはタンパク質構造
内への収容がより容易であり、且つ、ＣｈＢＰ－５９の機能的及び構造的なホモログ及び
パラログの検出に使用できる（Murphy LR et al., 2000）。置換可能な同義アミノ酸群、
及び、より好ましい同義群は、表Ｉに定義する通りである。
【００３４】
　しかしながら、ＣｈＢＰ－５９配列に関して言えば、特定の残基が特に重要である可能
性がある。例えば、ＣｈＢＰ－５９は公知のタンパク質の何れかと特に相同性が高い訳で
はないが、成熟タンパク質内、特に配列番号５に示す全長ＣｈＢＰ－５９上の３２、４９
、５３、６６、８５、９０、９５、及び１０４に相当する位置に、数組の（a pair numbe
r of）システイン残基を有している。更に、ＣｈＢＰ－５９は、グリコシル化可能な部位
を３つ、配列番号５に示す全長ＣｈＢＰ－５９上のアスパラギン３９、５４、及び６２に
相当する位置に有している。これらの残基は、正常な折り畳み及び／又は活性にとって重
要である可能性があるので、代替ポリペプチドにおいても対応する位置に保存されること
が好ましい。或いは、欠失又は置換されたシステイン又はグリコシル化部位を、タンパク
質内の別の位置に再建してもよい。
【００３５】
　また、哺乳類への投与時における当該ＣＣ－ケモカイン結合タンパク質の免疫原性を低
減する配列変異によって、ＣｈＢＰ－５９の活性変異体を得ることもできる。この目的で
、或いは治療タンパク質（特にそれが非ヒト、非哺乳類、又は非天然タンパク質である場
合）の安全且つ有効な投与を可能にするその他の機能最適化のために、設計及び導入する
ことが可能な配列変異について、多数の例が文献に記載されている（Schellekens H, 200
2）。これらの分子を実現する技術的アプローチの例としては、指向進化（Vasserot AP e
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t al., 2003）、合理的設計（Marshall SA et al., 2003）、生物情報科学（Gendel SM, 
2002）、ＣＤ４＋Ｔ細胞エピトープの同定及び中和（ＷＯ０３／１０４２６３；ＷＯ０３
／００６０４７；ＷＯ０２／９８４５４；ＷＯ９８／５２９７６；ＷＯ０１／４０２８１
）、他のタンパク質配列との融合（ＷＯ０２／７９４１５；ＷＯ９４／１１０２８）、又
は他の化合物との結合（ＷＯ９６／４０７９２）等が挙げられる。
【００３６】
　活性なＣｈＢＰ－５９由来配列は、特に他のダニ種から単離された、ＣｈＢＰ－５９の
天然類似体又はオルソログであってもよい。他のダニ種として、具体的にはマダニ科に属
するもの、より具体的には、クリイロコイタマダニが属するコイタマダニ（Rhipicephali
nae）亜科に加え、その他の亜科、例えばマダニ亜科（Ixodinae）（例えばスカプラリス
マダニ（Ixodes scapularis）及びリシナスイクソデスマダニ（Ixodes ricinus）等）や
、キララマダニ亜科（Amblyomminae）（例えばバリエガアムキララマダニ（Amblyomma va
riegatum）及びアメリカキララマダニ（Amblyomma americanum））等が挙げられる。或い
は、オルソログは、ヒトやマウス等の哺乳類において同定されたものでもよい。
【００３７】
　吸血性節足動物のゲノム及びトランスクリプトームについて利用可能な情報は限られて
おり、その多くはリボゾーム及びミトコンドリアの配列に関するものであって、それらの
保存性に基づいて系統発生上の関係を研究したものである（Murrell A et al., 2001）。
マダニのゲノムデータは、部分的且つ予備的なフォーマットでしか利用できないが（Ullm
ann AJ et al., 2002）、ＣＣ－ケモカイン結合タンパク質をコード化するダニ遺伝子の
更なる分析は、マダニから抽出したゲノムＤＮＡを用いて行なうことができる。この抽出
は、特定の方法及び条件を適用することにより（Hill CA and Gutierrez, J A 2003）、
具体的には、既に例証されているように（Wang H et al., 1999）、唾液腺タンパク質に
おける著しい多型性を検出するための方法及び条件を用いることにより、行なうことがで
きる。これらの生物のゲノム及びタンパク質配列は、これらを生理学的及び生物学的に理
解する上で重要であり、ひいては、宿主、寄生虫、及び寄生虫媒介病原体の関係における
本発明のタンパク質の役割を理解する上で、有用な情報を提供するものである（Valenzue
la JG, 2002ｂ）。
【００３８】
　本発明において、ＣｈＢＰ－５９と相同なタンパク質について記述された、ＣＣ－ケモ
カイン結合活性の生物化学的及び生理学的性質の決定は、ダニ及びダニ媒介病原体の研究
用に改良された最近の技術、例えば二次元ゲル電気泳動（Madden RD et al., 2004）やＲ
ＮＡ干渉（Aljamali MN et al., 2003）を応用することにより行なうことができる。更に
、これらのタンパク質上におけるＣＣ－ケモカイン認識部位やＣＣ－ケモカイン拮抗作用
のメカニズムのマッピング（Seet BT et al., 2001；Beck CG et al., 2001；Burns JM e
t al., 2002；Webb LM et al., 2004）、或いは関連する翻訳後修飾の同定（Alarcon-Cha
idez FJ et al., 2003）に向けて、更なる研究の余地がある。
【００３９】
　本発明の別の態様は、上に定義したような、異種のドメインと作動式に連結されたＣｈ
ＢＰ－５９ポリペプチドを含んでなる融合タンパク質である。異種のドメインとしては、
例えば、以下から選択される１又は２以上のアミノ酸配列が挙げられる。膜結合タンパク
質の細胞外ドメイン、免疫グロブリン定常部（Ｆｃ領域）、多量体化ドメイン、移行シグ
ナル、及びタグ配列（例えば、親和性により精製を容易にするタグ：ＨＡタグ、ヒスチジ
ンタグ、ＧＳＴ、ＦＬＡＡＧペプチド、又はＭＢＰ）。
【００４０】
　融合タンパク質に関して「作動式に連結された」（"operably linked"）という表現は
、ＣｈＢＰ－５９ポリペプチドと別のアミノ酸配列とがペプチド結合により、直接又はス
ペーサ残基（例えばリンカー）を介して結び付いていることを指す。即ち、融合タンパク
質は後述するように組み換えにより、これをコード化する核酸分子を宿主細胞内で直接発
現させて産生することが可能である。また、必要であれば、融合タンパク質に含まれる別
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のアミノ酸配列を、産生／精製プロセスの最後に、或いは生体内において、後述するよう
に、例えば適切なエンド／エキソペプチダーゼを用いて除去することも可能である。この
異種部分が作動式に連結される部位は、ＣｈＢＰ－５９ポリペプチドのＮ末端部位及びＣ
末端部位の何れであってもよい。
【００４１】
　異種部分及び／又はリンカーの設計、並びに融合タンパク質の構築、精製、検出、成熟
、及び使用のための方法及び戦略については、文献において様々な論述がなされている（
Nilsson J et al., 1997；"Applications of chimeric gene and hybrid protein" Metho
ds Enzymol. Vol. 326-328, Academic Press, 2000）。通常、これらの異種配列は、元の
タンパク質の治療活性（例えばＣＣ－ケモカイン結合性）を顕著に損なずに、別の特性を
付与することを意図したものである。こうした別の特性の例としては、精製手順の容易化
、体液中での半減期の延長、別の結合部分、内部タンパク質消化による成熟、組み換え産
生時の安定性、細胞外局在化が挙げられる。この最後の特徴は、上記定義に含まれる特定
の融合又はキメラタンパク質群を定義する場合に、特に重要である。これらのポリペプチ
ドの単離及び精製が容易であり、且つ、ＣＣ－ケモカインが正常に活性となるような空間
内に、ポリペプチドを局在化させることができるからである。
【００４２】
　これらの配列のうち１又は２以上を選択してＣｈＢＰ－５９ポリペプチドに結合するこ
とは、当該タンパク質を組み換えタンパク質として特定の使用及び／又は精製プロトコル
に供する場合に実用的である。例えば、実施例におけるＣｈＢＰ－５９活性の試験は、Ｃ
ｈＢＰ－５９の検出及び精製を共に容易にする、ヒスチジンタグ配列を含有する融合タン
パク質を用いて行なった。これらの配列は、以下の３つの基本的な異種配列群から選択し
得る。
【００４３】
　このような配列の第１の群は、組み換えＤＮＡ技術によりタンパク質の分泌や精製を助
ける配列、例えばシグナルペプチドや移行シグナル（Rapoport TA et al., 1996）、又は
親和性により精製を助けるタグ配列（ＨＡタグ、ヒスチジンタグ、ＧＳＴ、ＦＬＡＧ、又
はＭＢＰ）からなる群である。
【００４４】
　異種配列の第２の群は、タンパク質の安定性及び生物活性を向上することが可能な配列
に代表される群である。
【００４５】
　タンパク質の半減期を延長する方策の代表的な例は、ヒト血清アルブミンとの融合、或
いは循環ヒト血清アルブミンへの結合を可能とする、ペプチドや他の改変配列との（例え
ばミリストイル化による）融合である（Chuang VT et al., 2002；Graslund T et al., 1
997；ＷＯ０１／７７１３７）。或いは、この別の配列は、特定の局在化、例えば脳での
局在化のためのターゲティングを助けるものでもよい（ＷＯ０３／３２９１３）。
【００４６】
　対象への投与時における組み換えタンパク質の安定性を向上させる別の手法は、他のタ
ンパク質から単離された、二量体、三量体等の形成を可能にするドメインを融合すること
により、このタンパク質の多量体を生成するものである。本発明のポリペプチドの多量体
化を可能にするタンパク質配列の例としては、ｈＣＧ（ＷＯ９７／３０１６１）、コラー
ゲンＸ（ＷＯ０４／３３４８６）、Ｃ４ＢＰ（ＷＯ０４／２０６３９）、Ｅｒｂタンパク
質（ＷＯ９８／０２５４０）、又はコイルドコイルペプチド（ＷＯ０１／００８１４）等
のタンパク質から単離されたドメインが挙げられる。
【００４７】
　このような融合タンパク質のよく知られた例としては、ヒト免疫グロブリンにおいて通
常にみられる二量体化を可能とする、ヒト免疫グロブリンタンパク質の定常／Ｆｃ領域が
挙げられる。治療タンパク質と免疫グロブリン断片とを含んでなる融合タンパク質を生成
するための方策が、文献には種々開示されている（ＷＯ９１／０８２９８；ＷＯ９６／０
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８５７０；ＷＯ９３／２２３３２；ＷＯ０４／０８５４７８；ＷＯ０１／０３７３７、Ｗ
Ｏ０２／６６５１４）。例として、成熟ＣｈＢＰ－５９をコード化する核酸配列をクロー
ン化する場合、本来のＣｈＢＰ－５９シグナル配列（又は他の適切なシグナル／搬出配列
）をコード化する核酸配列をその５’末端に、ヒト免疫グロブリンλ重鎖ＩｇＧ１の定常
部をコード化する核酸配列（NCBI Acc. no. CAA75302； segment 246-477）をその３’末
端に融合させた発現ベクターを用いればよい。得られたベクターをＣＨＯ又はＨＥＫ２９
３宿主細胞株に形質転換した上で、Ｎ末端にＣｈＢＰ－５９を有し、Ｃ末端にＩｇＧ１配
列を有する組み換え融合タンパク質を安定に発現及び分泌するクローンを選択する。続い
て、このクローンを用いて産生をスケールアップし、得られた組み換え融合タンパク質を
培地から精製する。或いは、ヒト免疫グロブリンλ重鎖ＩｇＧ１の定常部及びＣｈＢＰ－
５９をコード化する核酸の位置を反転し、得られたタンパク質を同様に、ＣｈＢＰ－５９
の本来のシグナル配列、又は他の適切なシグナル／搬出配列を用いて発現及び分泌させて
もよい。これらの技術を用いれば、ヘテロ二量体を生成することも可能である。即ち二つ
の異なるコンストラクトを用い、一方にはＣｈＢＰ－５９－Ｆｃ融合タンパク質を、他方
には別のＦｃ系融合タンパク質（例えば他のＣＣ－ケモカインアンタゴニスト）を、同一
の宿主細胞中で共発現させればよい（ＷＯ００／１８９３２）。
【００４８】
　更なる異種配列群は、ＣｈＢＰ－５９が示す機能活性と相乗作用し、又はこの採用を増
幅し得る、更に別の機能活性を付与する配列に代表される群である。これらの配列は、膜
結合タンパク質（例えばＣＣ－ケモカイン受容体）の細胞外ドメインから単離され、又は
分泌タンパク質中に存在するものと予想されるが、ＣＣ－ケモカインアンタゴニストと同
様に活性であって、主に免疫調節活性を有するものと考えられる。
【００４９】
　上述したように、必要に応じて、融合タンパク質に含まれる別の配列を、例えば産生又
は精製プロセスの最後に、或いは生体内で、例えば適切なエンド／エキソペプチダーゼ等
により除去してもよい。例えば、組み換えタンパク質に含有されるリンカー配列は、エン
ドペプチダーゼ（例えばカスパーゼ）の認識部位を提示するので、これを利用すれば、所
望のタンパク質を異種配列から、生体内又は生体外の何れかにおいて、酵素処理により脱
利することができる。或いは、発現されるタンパク質配列が開始メチオニンを有していな
い場合（例えばその配列が、シグナルペプチドを有さない、タンパク質の成熟配列のみを
コード化している場合）でも、開始メチオニンを用いれば、本発明のタンパク質を宿主細
胞内で正常に発現させることができる。その後、この付加アミノ酸を、得られた組み換え
タンパク質内にそのまま残しておいてもよいが、メチオニンアミノペプチダーゼ等のエキ
ソペプチダーゼを用いて、文献に開示されている方法により除去してもよい（Van Valken
burgh HA and Kahn RA, 2002；Ben-Bassat A, 1991）。
【００５０】
　本発明のポリペプチドの更なる変種又は類似体は、ペプチド模倣薬（peptide mimetics
、別名peptidomimetics）の形態で得られる。これは、ペプチド又はポリペプチドの性質
を、アミノ酸側鎖、アミノ酸キラリティー、及び／又はペプチド骨格のレベルで、化学的
に修飾したものである。これらの改変は、アンタゴニストの精製、効力及び／又は薬物動
態に関する特徴を改善する目的で行なわれるものである。例えばそのペプチドが、対象へ
の注入後、ペプチダーゼにより開裂し易いという問題を有する場合には、特に感受性の高
いペプチド結合を非開裂性のペプチド模倣薬で置換することにより、より安定な、ひいて
は治療においてより有用なペプチドを得ることができる。同様に、Ｌ－アミノ酸残基の置
換は、ペプチドのタンパク質分解に対する感受性を低減し、最終的にはペプチド以外の有
機化合物により類似したものとするための、標準的な手法である。同様に有用なものとし
てアミノ末端封鎖基があり、例としてはｔ－ブチロキシカルボニル、アセチル、テイル（
theyl）、スクシニル、メトキシスクシニル、スベリル、アジピル、アゼライル、ダンシ
ル、ベンジロキシカルボニル、フルオレニルメトキシカルボニル、メトキシアゼライル、
メトキシアジピル、メトキシスベリル、２，４－ジニトロフェニル等が挙げられる。他に
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も、効能の増強、活性の持続、精製の容易化、及び／又は半減期の延長を達成するための
修飾が、本技術分野において多数知られている（ＷＯ０２／１０１９５；Villain M et a
l., 2001）。ペプチド模倣薬に含まれるアミノ酸誘導体を代替し得る「同義」の基として
は、表IIに定義する基が好ましい。「アミノ酸誘導体」は、遺伝的にコード化されている
２０種の天然アミノ酸以外のアミノ酸又はアミノ酸様化学物質を意図するものである。具
体的に、アミノ酸誘導体は、置換又は無置換の、直鎖若しくは分岐鎖状又は環状のアルキ
ル部分を有していてもよく、１又は２以上のヘテロ原子を含有していてもよい。アミノ酸
誘導体は新たに合成してもよく、市販の原料を利用してもよい（Calbiochem-Novabiochem
 AG, Switzerland； Bachem, USA）。ペプチド模倣薬の合成及び開発の技術は、非ペプチ
ド模倣薬と同様、本技術分野ではよく知られている（Hruby VJ and Balse PM, 2000；Gol
ebiowski A et al., 2001）。また、生体外及び生体内双方の翻訳系を用いて、非天然ア
ミノ酸をタンパク質に導入することにより、タンパク質の構造及び機能を探索及び／又は
改良するための方法論も、文献には種々開示されている（Dougherty DA, 2000）。
【００５１】
　以下に詳述するように、本発明のポリペプチドの調製には、組み換え技術や化学合成技
術等、本技術分野で知られている手法の何れを用いてもよい。
【００５２】
　本発明の更なる目的は、上に定義したようなポリペプチドをコード化する核酸分子、即
ち、ＣｈＢＰ－５９又はその断片若しくは類似体のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチ
ドに存する。
【００５３】
　具体的に、本発明の核酸分子は以下からなる群より選択される。
ａ）ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号５）を含んでなるタンパク質をコード化す
る核酸分子；
ｂ）成熟ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号６）を含んでなるタンパク質をコード
化する核酸分子；
ｃ）ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を含んでなるタンパク質を
コード化する核酸分子；
ｄ）成熟ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を含んでなるタンパク
質をコード化する核酸分子；
ｅ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）の核酸分子と、適度にストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイゼーション可能な核酸分子であって、ＣＣ－ケモカインに結合するタンパク質を
コード化する核酸分子；
ｆ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質と少なくとも約７０％のアミノ酸配列が同
一であり、且つＣＣ－ケモカインに結合するタンパク質をコード化する核酸分子；
ｇ）ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、又はｆ）の核酸分子によりコード化されるタンパク
質の断片であって、ＣＣ－ケモカインに結合する断片を含んでなるタンパク質をコード化
する核酸分子；及び
ｈ）ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、又はｆ）の核酸分子の変性変異体。
【００５４】
　特に、この核酸分子は、以下からなる群より選択されるタンパク質をコード化する。
ａ）ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号５）を有するタンパク質；
ｂ）成熟ＣｈＢＰ－５９のアミノ酸配列（配列番号６）を有するタンパク質；
ｃ）ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を有するタンパク質；
ｄ）成熟ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を有するタンパク質；
ｅ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質の断片であって、ＣＣ－ケモカインに結合
する断片を含んでなるタンパク質；
ｆ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質の断片であって、免疫調節活性を有する断
片を含んでなるタンパク質；
ｇ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質の活性変異体であって、１又は２以上のア
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ミノ酸残基が付加、欠失、又は置換されてなり、且つ、ＣＣ－ケモカインに結合する変異
体；及び
ｈ）膜結合タンパク質の細胞外ドメイン、免疫グロブリン定常部、多量体化ドメイン、シ
グナルペプチド、移行シグナル、及びタグ配列から選択される１又は２以上のアミノ酸配
列に対して作動式に連結された、ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、ｆ）、又はｇ）のタン
パク質を含んでなる融合タンパク質：
【００５５】
　本発明に関して「変性変異体」とは、遺伝コードの縮重のために、基準核酸として同一
のアミノ酸配列をコードする、あらゆる核酸配列を指す。
【００５６】
　更に、「核酸分子」という語は、各種の核酸の全てを含む。例としては、これらに制限
されるものではないが、デオキシリボ核酸（例えばＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｇＤＮＡ、合成Ｄ
ＮＡ等）、リボ核酸（例えばＲＮＡ、ｍＲＮＡ等）、ペプチド核酸（ＰＮＡ）等が挙げら
れる。好ましい実施形態によれば、核酸分子はＤＮＡ分子、例えば二本鎖ＤＮＡ分子、特
にｃＤＮＡである。
【００５７】
　実施例に開示されたＣｈＢＰ－５９のＤＮＡ及びタンパク質配列に主に着目した場合、
具体的な実施形態としては、適度にストリンジェントな条件（５×ＳＳＣ、０．５％ＳＤ
Ｓ、１．０ｍＭＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）の予洗溶液、並びに、５０℃、５×ＳＳＣ、一晩
のハイブリダイゼーション条件）の下、ＣｈＢＰ－５９をコード化するＤＮＡ配列にハイ
ブリダイズすることができ、且つ、ＣＣ－ケモカイン結合タンパク質をコード化する、一
群のＣｈＢＰ－５９関連配列、例えばＤＮＡやＲＮＡ配列が挙げられる。
【００５８】
　例えば、本発明により、ＣｈＢＰ－５９を発現するクリイロコイタマダニのｃＤＮＡ配
列（配列番号３）、関連するオープン・リーディング・フレーム（ＯＲＦ；配列番号４）
、ＣｈＢＰ－５９をヒスチジンタグと融合した組み換えタンパク質の形で、哺乳類又は昆
虫の宿主細胞において発現させる修飾ｃＤＮＡ配列（配列番号１５）、及び関連するＯＲ
Ｆ（配列番号１６）が提供される。
【００５９】
　他の好ましい実施形態によれば、ＣｈＢＰ－５９関連配列は、アミノ酸配列の少なくと
も約７０％、好ましくは８０％、最も好ましくは９０％がＣｈＢＰ－５９と同一であるタ
ンパク質をコード化するＤＮＡ分子である。この数値は、ＦＡＳＴＡ（Pearson WR, 2000
）等の任意の専用プログラムを用いて算出することができる。また、断片や部分配列の場
合は、その断片中に存在するＣｈＢＰ－５９の部分に基づいて算出することができる。
【００６０】
　別の好ましい実施形態としては、上に定義したような、核酸分子の配列の領域と特異的
にハイブリダイズする、或いはそのような断片を有するオリゴヌクレオチドが挙げられる
。このようなオリゴヌクレオチドは通常、５から１００ヌクレオチド長を有するものであ
って、例えば、少なくとも約２０ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチド、少なくとも約３
０ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチド、及び、少なくとも約５０ヌクレオチド長のオリ
ゴヌクレオチドからなる群より選択することができる。これらのオリゴヌクレオチドは、
サンプル中のＣｈＢＰ－５９コード化転写物における非－／コード配列及び関連配列の（
例えばＰＣＲやサザンブロットによる）検出や、ＣｈＢＰ－５９の組み換え変種の生成及
びサブクローニングに使用することができる。これは実施例において、ＣｈＢＰ－５９コ
ード化配列をヒスチジンタグ融合変種としてサブクローニング及び修飾する際に、使用し
たプライマーの３’末端について示す通りである（59-attB1 forward及び59-attB2 rever
se；SEQ ID NO: 7及び8）。
【００６１】
　更なる態様によれば、上に定義した核酸分子を、クローニング又は発現ベクターに含有
させることも可能である。この点で、本発明の特定の目的の１つは、上に定義した核酸分
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子に作動式に結合されたプロモーター、特に組織特異的、構成的プロモーター、或いは調
節（例えば誘導性）プロモーターを含んでなる発現ベクターに存する。このベクターは、
他の任意の調節要素、例えばターミネーター、エンハンサー、複製起点、選択マーカー等
を含んでいてもよい。このベクターは、プラスミド、コスミド、ウイルスベクター、ファ
ージ、人工染色体等の何れであってもよい。
【００６２】
　特定の実施形態によれば、このベクターは、
ａ）本発明のＤＮＡ；及び
ｂ）発現カセット
を含んでなるとともに、当該ＤＮＡ（ａ）が、配列（ｂ）に含まれる組織特異的、構成的
、又は誘導性プロモーターと、作動式に結合されてなるものであってもよい。
【００６３】
　なお、コード核酸（即ち配列（ａ））が開始メチオニンのコドンを含有していない場合
（例えばこの配列が、シグナルペプチドを有さない、タンパク質の成熟配列のみをコード
化するものである場合）には、このベクター又は発現カセットの配列の５’にＡＴＧ配列
をクローン化して、開始メチオニンにより正常に発現されるようにしてもよい。その後、
この付加アミノ酸を、得られた組み換えタンパク質内にそのまま残しておいてもよいが、
メチオニンアミノペプチダーゼ等の酵素を用いて、文献記載の方法により除去してもよい
（Van Valkenburgh HA and Kahn RA, 2002；Ben-Bassat A, 1991）。
【００６４】
　このベクターによれば、組織培養条件下のみならず生体内においても、実験的な理由か
治療的な理由かを問わず、本発明のタンパク質を発現させることが可能となるであろう。
例えば、本発明のタンパク質を過剰発現する細胞を動物モデルに導入（例えば被包）する
ことにより、その細胞を最終的にヒトに投与する前に、本タンパク質の定常投与による生
理学的影響を調べることも可能である。また、このベクターは、レトロウイルスによる遺
伝子導入への使用や、ベクターや単離されたＤＮＡコード配列を動物内に導入し、内在性
プロモーターの制御下で発現させる、他の任意の技術への使用も可能である。このアプロ
ーチによれば、本発明のタンパク質を構成的に、又は調節下において（例えば、特定の組
織において、及び／又は、特定の化合物による誘導後に）発現する、ヒト以外のトランス
ジェニック動物を生成することができる。同様のアプローチは、他の非哺乳類のケモカイ
ン結合タンパク質にも適用され、発生や病理学的に様々な効果を挙げている（Jensen KK 
et al., 2003； Pyo R et al., 2004； Bursill CA et al., 2004）。
【００６５】
　本発明の別の目的は、上に示されたクローニング又は発現を用いて形質転換又はトラン
スフェクトされた宿主細胞である。これらのベクターは、本発明のポリペプチドを調製す
るプロセスにおいて使用することができる。この点において、本発明の目的は、上に定義
したＣｈＢＰ－５９ポリペプチドを調製する方法であって、発現を許容又は促進する条件
下で、上に定義した組み換え細胞を培養する工程と、ＣｈＢＰ－５９ポリペプチドを回収
する工程とを含んでなる。ベクターが発現したポリペプチドがタンパク質として細胞外間
隙に分泌される場合は、その後の処理を考えると、培養細胞からのタンパク質の収集及び
精製がより容易である。
【００６６】
　ベクター及び原核又は真核の宿主細胞を用いて組み換えタンパク質をクローニング及び
産生する方法については、多数の書籍や総説で説明されている。例としては、Oxford Uni
versity Press 発行“A Practical Approach”シリーズの中の数巻（"DNA Cloning 2: Ex
pression Systems", 1995; "DNA Cloning 4: Mammalian Systems", 1996; "Protein Expr
ession", 1999; "Protein Purification Techniques", 2001）が挙げられる。また、特に
実施例では、クリイロコイタマダニのｃＤＮＡライブラリをスクリーニングしてＣｈＢＰ
－５９をコード化するＤＮＡ配列を一旦同定した上で、ＯＲＦの適用、修正、及び発現ベ
クターへの挿入を行ない、対応する組み換えタンパク質を得る方法を示す。
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【００６７】
　通常、これらのベクターは、エピソーム性であっても、非－／相同的に組み込まれたベ
クターであってもよく、また、任意の適切な手法（形質転換、トランスフェクション、接
合、プロトプラスト融合、電気穿孔法、リン酸カルシウム沈殿、直接マイクロインジェク
ションする、等）を用いて形質転換することにより、適切な宿主細胞に導入することがで
きる。特定のプラスミド、ウイルス、又はレトロウイルスベクターを選択する際に重要な
因子としては、ベクターを含む受容細胞の認識及びベクターを含まない受容細胞からの選
択の容易性、個々の宿主において所望されるベクターのコピー数、ベクターを異なる種の
宿主細胞間で「シャトル（shuttle）」させることを所望するか否か、等が挙げられる。
これらのベクターによって、単離された本発明のタンパク質、又はこれらを含んでなる融
合タンパク質を、原核又は真核の宿主細胞中、適切な転写開始／終止調節配列の制御下に
発現することができる。これらの調節配列は、当該細胞内で構成的に活性又は誘導性とな
るように選択される。このような細胞を十分に増殖させた細胞株を単離すれば、安定な細
胞株を得ることができる（ＨＥＫ２９３及びＴＮ５細胞株を用いた実施例で示す。）。
【００６８】
　真核宿主細胞（例えば酵母、昆虫又は哺乳類細胞）の場合、宿主の性質に応じて異なる
転写及び翻訳調節配列を使用してもよい。これらの配列はアデノウイルス、ウシパピロー
マウイルス、サルウイルス等のウイルス源に由来するものであってもよい。これらにおい
ては調節シグナルが、高レベルの発現を示す特定の遺伝子と結び付いている。例としては
、ヘルペスウイルスのＴＫプロモーター、ＳＶ４０早期プロモーター、酵母gal4遺伝子プ
ロモーター等が挙げられる。転写開始調節シグナルとして、抑制及び活性化が可能なもの
を選択してもよく、これにより遺伝子発現の調節が可能となる。導入ＤＮＡによって安定
的に形質転換された細胞を選択するためには、発現ベクターを含む宿主細胞の選択を可能
とする１又は２以上のマーカーを導入すればよい。このマーカーは更に、栄養要求性宿主
に対する光栄養性、抗生物質等の殺生物剤耐性、又は銅等の重金属を付与するものであっ
てもよい。この選択用マーカー遺伝子は、発現すべきＤＮＡ遺伝子配列に直接結合させて
もよく、共トランスフェクションにより同一細胞内に導入してもよい。本発明のタンパク
質を最適合成するには、追加の成分が必要な場合もある。
【００６９】
　組み換え産生用の宿主細胞は、原核細胞でも真核細胞でもよい。特に好適な原核細胞と
しては、組み換えバクテリオファージ、プラスミド、又はコスミドＤＮＡ発現ベクターで
形質転換された、細菌（例えば枯草菌（Bacillus subtilis）や大腸菌（E. coli））が挙
げられる。好ましくは真核宿主細胞であり、例としては哺乳類細胞、例えばヒト、サル、
マウス、及びチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞が挙げられる。これらの細胞に
よれば、正常な折り畳みや正常な部位のグリコシル化等、タンパク質分子の翻訳後修飾が
可能となるからである。別の真核宿主細胞としては、酵母発現ベクターで形質転換された
酵母細胞が挙げられる。酵母細胞もまた、グリコシル化等の翻訳後ペプチド修飾を行なう
。強力なプロモーター配列や高コピー数のプラスミドを用いた組み換えＤＮＡ戦略は多数
存在し、これらを利用すれば所望のタンパク質を酵母で産生することが可能である。酵母
 は、クローニングされた哺乳類遺伝子産物中のリーダー配列を認識し、リーダー配列を
有するペプチド（即ち前ペプチド）を分泌する。
【００７０】
　組み換えポリペプチドを長期に亘り、高収率で産生するためには、発現が安定であるこ
とが好ましい。例えば、所望のポリペプチドを安定に発現する細胞株を得るには、ウイル
ス性の複製起点及び／又は内在性発現素、並びに選択用マーカー遺伝子を同一又は別個の
ベクター上に含有する発現ベクターを用いて、形質転換を行なえばよい。ベクターの導入
に続いて、細胞を富栄養培地で１～２日培養してから、選択培地に変更すればよい。選択
用マーカーの目的は、選択に対する耐性を付与する点にある。選択用マーカーの存在によ
り、導入配列を首尾よく発現した細胞の生育及び回収が可能となる。安定的に形質転換さ
れた細胞の耐性クローンは、その細胞種に適した組織培養技術を用いて増殖させればよい
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。このような細胞を十分に増殖させた細胞株を単離すれば、安定な細胞株を得ることがで
きる。
【００７１】
　本発明の組み換えポリペプチドを高収率で産生するためのとりわけ好ましい方法として
は、ＵＳ４，８８９，８０３記載のように、メトトレキサート濃度の連続的上昇を用いた
、ＤＨＦＲ欠損ＣＨＯ細胞中でのジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）増幅法が挙げら
れる。得られたポリペプチドはグリコシル化型であってもよい。
【００７２】
　発現用宿主として使用可能な哺乳類細胞株は本技術分野では公知であり、American Typ
e Culture Collection（ＡＴＣＣ）から多数の不死化細胞株が入手可能である。例として
は、これらに制限されるものではないが、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）、Ｈｅ
Ｌａ、ベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）、サル腎臓（ＣＯＳ）、Ｃ１２７、３Ｔ３、ＢＨ
Ｋ、ＨＥＫ２９３、Bowesメラノーマ、及びヒト肝細胞ガン（例えばＨｅｐＧ２）細胞、
並びに他の多数の細胞株が挙げられる。バキュロウイルス系においては、バキュロウイル
ス／昆虫細胞発現系の材料がキットの形で、特にInvitrogenから市販されている。
【００７３】
　或いは、本発明のポリペプチドは、人工合成により調製してもよい。これに関して、化
学合成技術の例としては、固相合成及び液相合成が挙げられる。固相合成としては、例え
ば、合成対象のペプチドのカルボキシ末端に対応するアミノ酸を、有機溶媒に溶解し得る
支持体に結合させた上で、アミノ基及び側鎖官能基を適切な保護基で保護したアミノ酸を
１つずつ、カルボキシ末端からアミノ末端へと順に縮合させる反応と、樹脂に結合したア
ミノ酸又はペプチドのアミノ基の保護基を遊離させる反応とを交互に繰り返すことにより
、ペプチド鎖を延長することができる。固相合成法は、使用される保護基の種類に応じて
、大まかにｔＢｏｃ法とＦｍｏｃ法とに分類される。一般に使用される保護基としては、
アミノ基用として、ｔＢｏｃ（ｔ－ブトキシカルボニル）、Ｃｌ－Ｚ（２－クロロベンジ
ロキシカルボニル）、Ｂｒ－Ｚ（２－ブロモベンジロキシカルボニル）、Ｂｚｌ（ベンジ
ル）、Ｆｍｏｃ（９－フルオレニルメトキシカルボニル）、Ｍｂｈ（４，４’－ジメトキ
シジベンズヒドリル）、Ｍｔｒ（４－メトキシ－２，３，６－トリメチルベンゼンスルホ
ニル）、Ｔｒｔ（トリチル）、Ｔｏｓ（トシル）、Ｚ（ベンジロキシカルボニル）、及び
Ｃｌ2－Ｂｚｌ（２，６－ジクロロベンジル）；グアニジノ基用として、ＮＯ2（ニトロ）
及びＰｍｃ（２，２，５，７，８－ペンタメチルクロマン－６－スルホニル）；並びに、
ヒドロキシル基用としてｔＢｕ（ｔ－ブチル）が挙げられる。所望のポリペプチドの合成
後、これを脱保護反応に供し、更に固相支持体から切り離す。このペプチド切離反応は、
Ｂｏｃ法の場合はフッ化水素又はトリフルオロメタンスルホン酸により、また、Ｆｍｏｃ
法の場合はＴＦＡにより行なうことができる。ＣｈＢＰ－５９に匹敵するサイズの完全合
成タンパク質が文献に開示されている（Brown A et al., 1996）。
【００７４】
　本発明のポリペプチドは、所望の使用及び／又は製造法に従い、他の好ましい代替形態
として、製造、製剤、投与、又は遺伝的使用することができる。また、本発明のタンパク
質は翻訳後に修飾することも可能であり、その例としては、実施例に示すように、グリコ
シル化が挙げられる。
【００７５】
　通常、本発明のタンパク質は、活性分画、前駆体、塩、誘導体、コンジュゲート、又は
複合体の形態で提供される。
【００７６】
　上に示すように、「活性な」又は「生物学的に活性な」という語は、ＣｈＢＰ－５９の
ＣＣ－ケモカイン結合性及び／又は免疫調節特性が、このような代替化合物において維持
され、或いは強められていることを指す。
【００７７】
　「分画」という語は、化合物自体のポリペプチド鎖の任意の断片を、その断片単独で、
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或いはそれに結合する関連分子又は残基（例えば糖やリン酸の残基）との組み合わせで指
す言葉である。また、こうした分子は、通常は一次配列を改変しないその他の修飾を受け
たものでもよく、例えば、生体外におけるペプチドの化学的誘導体化（アセチル化又はカ
ルボキシ化）や、タンパク質の翻訳後修飾、例えばリン酸化（ホスホチロシン、ホスホセ
リン、又はホスホトレオニン残基の導入）やグリコシル化（グリコシル化作用を有する酵
素、例えば哺乳類のグリコシル化又は脱グリコシル化酵素に、ペプチドを接触させる）等
の処理を、その合成中及び／又は更なる処理工程中に受けて得られたものでもよい。特に
、ＣｈＢＰ－５９は、ダニ唾液内においても、また、本明細書に開示した組み換え型の何
れにおいても、程度の差こそあれ、グリコシル化されていることが明らかとなっている。
この修飾は、生体外で、適切な修飾酵素を用いることにより、或いは生体外で、組み換え
産生用の適切な宿主細胞を選択することにより行なってもよい。
【００７８】
　「前駆体」とは、細胞や身体への投与の前又は後に、代謝や酵素処理により、本発明の
化合物に変換され得る化合物をいう。
【００７９】
　本明細書において「塩」という語は、本発明のペプチド、ポリペプチド、又はそれらの
類似体のカルボキシル基の塩及びアミノ基の酸添加塩の両方を指す。カルボキシル基の塩
は、本技術分野で知られている手法で形成することができる。例としては、無機塩、例え
ばナトリウム、カルシウム、アンモニウム、第二鉄、又は亜鉛等との塩や、有機塩基との
塩、例えばアミン、例えばトリエタノールアミン、アルギニン又はリジン、ピペリジン、
プロカイン等との塩が挙げられる。酸添加塩の例としては、塩酸や硫酸等の鉱酸との塩や
、酢酸やシュウ酸等の有機酸との塩が挙げられる。これらの塩は何れも、本発明のペプチ
ド及びポリペプチド、又はそれらの類似体と、実質的に同様の活性を有するはずである。
【００８０】
　本明細書において「誘導体」という語は、アミノ酸部分の側鎖に存在する官能基、或い
はアミノ又はカルボキシ末端基から、公知の方法により調製可能な誘導体を指す。このよ
うな誘導体としては、例えば、カルボキシル基のエステル又は脂肪族アミド、遊離アミノ
基のＮ－アシル誘導体、又は遊離ヒドロキシル基のＯ－アシル誘導体が挙げられる。これ
らはアシル基により、例えばアルカノイル又はアロイル基として形成される。
【００８１】
　本発明のタンパク質は、放射性標識、ビオチン、蛍光標識、細胞毒性薬、及び薬物送達
剤から選択される分子と、活性コンジュゲート又は複合体の形態とすることもできる。有
用なコンジュゲートや複合体は、本技術分野で公知の、各種目的用の分子及び方法を用い
て生成可能である。例としては、ＣＣ－ケモカイン又は他のタンパク質との相互作用の検
出（放射性又は蛍光標識、ビオチン）、治療効能（細胞毒性薬）、又は薬物送達能の面で
薬物を改善する目的で、例えばポリエチレングリコールや他の天然又は合成ポリマーが挙
げられる（Harris JM and Chess RB, 2003；Greenwald RB et al., 2003；Pillai O and 
Panchagnula R, 2001）。
【００８２】
　これらのＣｈＢＰ－５９由来の化合物を製造する際には、内部又は末端部位において、
適切な残基を部位特異的に修飾してもよい。残基は、ポリマーと結合可能な側鎖（即ち、
官能基を有するアミノ酸側鎖、例えばリジン、アスパラギン酸、グルタミン酸、システイ
ン、ヒスチジン等）を有するものであれば、結合に用いることができる。或いは、これら
の部位の残基を、ポリマーと結合可能な側鎖を有するアミノ酸に置換してもよい。
【００８３】
　例えば、成熟タンパク質配列のＮ又はＣ末端に、組み換えＤＮＡ技術又は酵素処理によ
ってシステインを付加することにより、直接ＰＥＧ化を行なうことが可能となる。或いは
、例えばグリコシル化部位に相当する残基を置換することにより、システインをタンパク
質内に組み入れてもよい。
【００８４】
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　更には、遺伝的にコード化されているアミノ酸の側鎖を、ポリマーと結合できるように
化学的に修飾したり、適切な側鎖官能基を有する非天然アミノ酸を用いたりすることも可
能である。ポリマーは、アンタゴニストの特定部位に存在する天然由来のアミノ酸側鎖や
、アンタゴニストの特定部位に存在する天然由来のアミノ酸を置換した天然又は非天然ア
ミノ酸の側鎖に対して結合させるだけでなく、標的部位においてアミノ酸側鎖に結合して
いる炭化水素やその他の部分に対して結合させてもよい。
【００８５】
　これらの目的に好適なポリマーは、生体適合性を有するもの、即ち、生体系に対して毒
性を示さないものであり、このようなポリマーは多数知られている。こうしたポリマーは
その性質として、疎水性でも親水性でもよく、生分解性でも非生分解性でもよく、更には
それらの組み合わせでもよい。このようなポリマーとしては、天然ポリマー（例えばコラ
ーゲン、ゼラチン、セルロース、ヒアルロン酸等）や、合成ポリマー（例えばポリエステ
ル、ポリオルトエステル、ポリ酸無水物等）が挙げられる。疎水性非分解性ポリマーの例
としては、ポリジメチルシロキサン、ポリウレタン、ポリテトラフルオロエチレン、ポリ
エチレン、ポリ塩化ビニル、ポリメチルメタクリレートが挙げられる。親水性非分解性ポ
リマーの例としては、ポリ（２－ヒドロキシエチルメタクリレート）、ポリビニルアルコ
ール、ポリ（Ｎ－ビニルピロリドン）、ポリアルキレン、ポリアクリルアミド、及びこれ
らのコポリマーが挙げられる。好ましいポリマーとしては、規則的な繰り返し単位からな
るエチレンオキシド、例えばポリエチレングリコール（ＰＥＧ）が挙げられる。
【００８６】
　結合のための方法としては、ペプチド合成と化学的な連結との組み合わせを用いること
が好ましい。水溶性ポリマーは、特にタンパク質のアミノ末端領域に、生分解性リンカー
を介して結合可能である、という利点を有する。こうした修飾によって、タンパク質を前
駆体（又は「プロドラッグ」）の形態で提供することが可能となる。この前駆体は、ポリ
マーを修飾しなくとも、リンカーを分解することによりタンパク質を放出する。
【００８７】
　別の態様によれば、本発明は、本発明のタンパク質に選択的に結合する抗体に関する。
【００８８】
　本明細書で使用される「抗体」という語は、以下に詳しく説明するように、モノクロー
ナル及びポリクローナル抗体、キメラ、ヒト化、完全ヒト、二重特異性又は多重特異性の
各抗体、及びそれらの断片、例えば単鎖抗体（ｓｃＦｖ）又はドメイン抗体を包含する。
【００８９】
　本発明に関して、「選択的」結合という語は、抗体が標的ポリペプチド又はエピトープ
に対して優先的に結合する、即ち、他の如何なる抗原又はエピトープに対する親和性より
も高い親和性を持って結合することを示す。換言すれば、標的ポリペプチドに対する結合
は、他の抗原に対する非特異的な結合とは区別することが可能である。本発明に係る抗体
は、標的ポリペプチド又はエピトープに対して、１０6Ｍ-1以上、好ましくは１０7Ｍ-1以
上、より好ましくは１０8Ｍ-1以上、最も好ましくは１０9Ｍ-1以上の結合親和性（Ｋａ）
を示すことが好ましい。抗体の結合親和性は、当業者であれば、例えばScatchard解析（S
catchard G., 1949）により、容易に決定することが可能である。
【００９０】
　本発明の抗体は、モノクローナル抗体でもポリクローナル抗体でもよく、或いは、実質
的に同じ抗原特異性を有する、それらの断片又は誘導体でもよい。
【００９１】
　げっ歯類、霊長類、馬等の様々な生物種からポリクローナル抗体を調製する方法が、例
えばVaitukaitis et al （1971）等に記載されている。ポリクローナル抗体を哺乳類に産
生させるには、例えば、哺乳類に対して免疫剤と、所望によりアジュバントとを、１回又
は２回以上投与すればよい。通常、免疫剤及び／又はアジュバントの哺乳類への投与は、
複数回の皮下又は腹膜腔内注射により行なわれる。免疫剤は、上述した配列番号５、６、
１７、１８のポリペプチド、又は上述したそれらの変種、或いはそれらの融合タンパク質
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を含有する。免疫する対象の哺乳類に免疫原性を示すことが知られているタンパク質に、
免疫剤をコンジュゲートする。このような免疫原性タンパク質の例としては、これらに制
限されるわけではないが、キーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシチ
ログロブリン、及び、大豆トリプシン抑制因子が挙げられる。使用可能なアジュバントの
例としては、フロイント完全アジュバントやＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（一リン酸化リ
ピドＡ、合成トレハロースジコリノミコラート）が挙げられる。投与を繰り返し行なって
もよい。血液を採取し、免疫グロブリン又は血清を分離する。
【００９２】
　或いは、抗体はモノクローナル抗体であってもよい。本明細書で使用される「モノクロ
ーナル抗体」という語は、実質的に均質な抗体集団から得られる抗体を指す。即ち、その
集団に含まれる個々の抗体は、微量に生じ得る自然変異を別とすれば同一である。モノク
ローナル抗体は特異性が極めて高く、単一の抗原部位に対する特異性を有する。「モノク
ローナル」という修飾語は、実質的に均質な抗体集団から得られたという抗体の特性を示
すものであり、その抗体が特性の方法により製造されることを要求するものではない。
【００９３】
　モノクローナル抗体を製造する方法は、例えば、Kohler et al（Nature 256 (1975) 49
5）に記載されている。本文献は引用により本明細書に組み込まれる。
【００９４】
　ハイブリドーマ方法によれば、マウス、ハムスター、又は他の適切な宿主動物を、通常
は免疫剤（この免疫剤は通常、上述したような、配列番号５、６、１７、１８のポリペプ
チド、又はそれらの変種、或いはそれらの融合タンパク質を含有する）を用いて免疫化し
、免疫剤に対して特異的に結合する抗体を産生し、又は産生する能力を有するリンパ球を
誘発する。或いは、リンパ球を生体外で免疫化してもよい。一般に、ヒト由来細胞が所望
される場合は末梢血リンパ球（「ＰＢＬ」）が使用され、非ヒト哺乳類原料が所望される
場合は脾臓細胞又はリンパ節細胞が使用される。続いて、ポリエチレングリコール等の適
切な融剤を用いて、このリンパ球を不死化細胞株と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成
する（Goding 1986）。不死化細胞株としては通常、形質転換された哺乳類細胞、特にげ
っ歯類、ウシ、及びヒト由来の骨髄腫細胞が挙げられる。通常はラット又はマウスの骨髄
腫細胞株が使用される。このハイブリドーマ細胞を、適切な培地で培養すればよい。この
培地は、未融合不死化細胞の増殖又は生存を抑制する、１又は２以上の物質を含有するこ
とが好ましい。例えば、親細胞がヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラ
ーゼ（ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ）という酵素を欠いている場合には、ハイブリドーマ用の
培地としては通常、ヒポキサンチン、アミノプテリン、及びチミジンを含有する培地（「
ＨＡＴ培地」）を使用する。これらの成分によって、ＨＧＰＲＴ欠損細胞の増殖が妨げら
れる。不死化細胞株としては、融合効率に優れ、選択された抗体産生細胞により抗体を安
定的且つ高レベルで発現させることができ、且つ、ＨＡＴ培地等の培地に感受性を示すも
のが好ましい。特に好ましい不死化細胞株としては、マウス骨髄腫株が挙げられる。これ
は例えば、カリフォルニア州サンディエゴ市のthe Salk Institute Cell Distribution C
enterや、バージニア州マナサス市のthe American Type Culture Collectionから入手で
きる。ヒトモノクローナル抗体の産生には、ヒト骨髄腫やマウス－ヒト異種骨髄腫細胞株
も挙げることができる。
【００９５】
　続いて、ハイブリドーマ細胞を培養している培地中に、免疫化したペプチドに対する特
異性を有するモノクローナル抗体が存在するか否かをアッセイすればよい。ハイブリドー
マ細胞により産生されたモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降法により、或いは
生体外結合アッセイ、例えば放射免疫アッセイ（radioimmunoassay：ＲＩＡ）や酵素免疫
吸着測定法（enzyme-linked immunoabsorbent assay：ＥＬＩＳＡ）によって決定するこ
とが好ましい。このような技術やアッセイは、本技術分野では公知である。
【００９６】
　所望のハイブリドーマ細胞を同定した後、このクローンを更に限界希釈法によってサブ
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クローン化してから、標準法により増殖させてもよい（Goding, supra）。この目的に好
適な培地としては、例えば、ダルベッコ変法イーグル培地（Dulbecco's Modified Eagle'
s Medium）や、ＲＰＭＩ－１６４０培地が挙げられる。或いは、このハイブリドーマ細胞
を哺乳類の腹水中等、生体内で増殖させてもよい。
【００９７】
　サブクローンにより分泌されるモノクローナル抗体は、従来の免疫グロブリン精製法に
より、培地や腹水から単離又は精製してもよい。精製法としては、例えば、タンパク質Ａ
－セファロース、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、ア
フィニティークロマトグラフィー等が挙げられる。
【００９８】
　また、モノクローナル抗体は、例えば米国特許第４，８１６，５６７号記載のように、
組み換えＤＮＡ方法によって得ることもできる。本発明のモノクローナル抗体をコード化
するＤＮＡは、従来の手法を用いることにより、容易に単離及び配列決定することが可能
である（例えば、マウス抗体の重鎖及び軽鎖をコード化する遺伝子に対して特異的に結合
することが可能なオリゴヌクレオチドプローブを使用すればよい）。本発明のハイブリド
ーマ細胞は、このようなＤＮＡの原料としても好ましい。単離されたＤＮＡを発現ベクタ
ー中に導入し、このベクターを宿主細胞にトランスフェクトさせればよい。宿主細胞とし
ては、単独では免疫グロブリンタンパク質を産生しない細胞、例えばサルＣＯＳ細胞、チ
ャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、骨髄腫細胞等が挙げられる。以上により、モ
ノクローナル抗体を組み換え宿主細胞中で合成させることができる。
【００９９】
　また、「モノクローナル抗体」は、Clackson et al., 1991やMarks et al, 1991に記載
の技術により、ファージ抗体ライブラリから単離されたものであってもよい。
【０１００】
　抗体は、一価抗体であってもよい。一価抗体を調製する方法は、本技術分野ではよく知
られている。例えば、免疫グロブリンの軽鎖及び修飾重鎖を組み換え発現させる方法が挙
げられる。重鎖の架橋を防ぐために、通常は重鎖をＦｃ領域中の任意の位置でトランケー
トする。或いは、架橋を防ぐために、関連するシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換
するか、又は欠失させる。
【０１０１】
　また、生体外での方法も、一価抗体を調製するには好適である。抗体消化による断片、
特にＦａｂ断片の作成は、本技術分野で公知の常法を用いて実施することができる。
【０１０２】
　また、例えばWard et al（1989）記載のように、免疫グロブリンの組み換えライブラリ
の選択により、抗体を作成することも可能である。
【０１０３】
　本発明の抗体は更に、ヒト化された抗体、又はヒト抗体を含んでいてもよい。ヒト化さ
れた形態の非ヒト（例えばマウス）抗体とは、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖
、又はそれらの断片（例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、又はその他の抗
原結合性抗体サブ配列）であって、非ヒト免疫グロブリン由来の最小配列を含有するもの
である。ヒト化抗体には、ヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）であって、レシピエ
ントの相補性決定領域（complementarity determining region：ＣＤＲ）由来の残基が、
所望の特異性、親和性、及び能力を有する、マウス、ラット、ウサギ等の非ヒト種（ドナ
ー抗体）のＣＤＲ由来の残基によって置換されているものも含まれる。場合によっては、
ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク残基が対応する非ヒト残基で置換される。
【０１０４】
　非ヒト抗体をヒト化する方法は、本技術分野ではよく知られている。ヒト化は基本的に
、Winterと共同研究者の方法（Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986)）に従って、
げっ歯類のＣＤＲ又はＣＤＲ配列でヒト抗体の対応する配列を置換することにより、行な
うことができる。従って、このような「ヒト化」抗体はキメラ抗体（米国特許第４，８１



(22) JP 4913751 B2 2012.4.11

10

20

30

40

50

６，５６７号）であり、実質的に無傷ではないヒト可変ドメイン（substantially less t
han an intact human variable domain）が、非ヒト種由来の対応配列によって置換され
た抗体である。
【０１０５】
　また、ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリ等（Hoogenboom and Winter, (19
91)）、本技術分野で知られている種々の技術を用いて作製することも可能である。同様
に、内在性免疫グロブリン遺伝子が部分的に又は完全に不活性化されたマウス等のトラン
スジェニック動物に、ヒト免疫グロブリン座位を導入することにより、ヒト抗体を作製す
ることも可能である。抗原暴露によりヒト抗体の産生が観察され、それはヒトにおいて観
察されるものと、遺伝子再編成、構築、抗体レパートリー等のあらゆる面で極似している
。このアプローチは、例えば、米国特許第５，５４５，８０７；５，５４５，８０６；５
，５６９，８２５；５，６２５，１２６；５，６３３，４２５；５，６６１，０１６号に
記載されている。
【０１０６】
　また、本発明は、細胞毒性薬、標識、薬剤、又はその他の治療剤等の異種部分に対し、
共有結合によるか否かを問わず、直接或いはアップリング剤やリンカー等を用いて連結さ
れた抗体を含んでなる免疫コンジュゲートにも関する。細胞毒性薬としては、化学治療剤
、毒素（例えば、細菌、菌、植物、又は動物由来の、酵素的に活性な毒素、或いはそれら
の断片）、又は放射性同位体（即ち放射性コンジュゲート）が挙げられる。
【０１０７】
　使用可能な酵素的に活性な毒素及びそれらの断片としては、ジフテリアＡ鎖、ジフテリ
ア毒素の非結合活性断片、エキソ毒素Ａ鎖（緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）由来）、
リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシンＡ鎖、α－サルシン、シナアブラギリ（Aleurite
s fordii）タンパク質、ジアンシンタンパク質、ヨウシュヤマゴボウ（Phytolaca americ
ana）タンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ－Ｓ）、ツルレイシ（momordica c
harantia）抑制剤、クルシン、クロチン、サポンソウ（saponaria officinalis）抑制剤
、ゲロニン、マイトゲリン、レストリクトシン、フェノマイシン、エノマイシン、及びト
リコテセン類が挙げられる。様々な放射性核種が、放射性コンジュゲートの作製に利用可
能である。例としては、212Ｂｉ、131Ｉ、131Ｉｎ、90Ｙ、186Ｒｅ等が挙げられる。
【０１０８】
　別の実施形態によれば、腫瘍前標的（tumor pretargeting）への利用のために、抗体を
「受容体」（例えばストレプトアビジン）と結合させてコンジュゲートにしてもよい。こ
の抗体－受容体コンジュゲートを患者に投与し、続いて除去剤（clearing agent）を用い
て非結合コンジュゲートを循環から除去した後、細胞毒性薬（例えば放射性核種）に結合
する「リガンド」（例えばアビジン）を投与する。
【０１０９】
　更に、本発明の抗体又は抗体断片を、当該技術分野の方法や本明細書記載の方法を用い
てＰＥＧ化してもよい。また、本明細書記載の抗体を、免疫リポソームとして製剤しても
よい。循環時間が増大したリポソームが、米国特許第５，０１３，５５６号に開示されて
いる。
【０１１０】
　また、本発明は、無傷抗体の一部分、好ましくは無傷抗体の抗原結合又は可変領域を含
んでなる「抗体断片」にも関する。抗体断片の例としては、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ
’）2、及びＦｖ断片；二重特異性抗体（diabodies）；リニア（linear）抗体；一本鎖（
single-chain）抗体分子；一重特異性抗体（monobodies）；二重特異性抗体（diabodies
）；変異型一重特異性抗体（camelized monobodies）；抗体断片から形成されるドメイン
抗体及び多重特異性抗体が挙げられる。
【０１１１】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を有する最小抗体断片である。この領域は、
１の重鎖及び１の軽鎖の可変ドメインが、非共有結合により強固に対合してなる二量体で
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ある。この立体配置内において、各可変ドメインの３つのＣＤＲが相互作用し、ＶＨ－Ｖ
Ｌ二量体の表面に抗原結合部位を形成する。これら合計６つのＣＤＲが、抗体に対して抗
原結合特異性を付与している。しかしながら、単一の可変ドメイン（或いは、抗原特異的
なＣＤＲを３つのみ有する、Ｆｖの半分）であっても、結合部位全体に比べればその親和
性は低いものの、抗原を認識しこれに結合する能力を有する。
【０１１２】
　Ｆａｂ断片も、軽鎖の定常ドメイン、及び、重鎖の第１定常ドメイン（ＣＨ１）を有し
ている。Ｆａｂ断片とＦａｂ’断片との違いは、重鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシ末端に
、抗体のヒンジ領域由来の１又は２以上のシステインを含む少数の塩基が付加されている
点である。本明細書においてＦａｂ’－ＳＨは、定常ドメインの１又は複数のシステイン
残基がフリーのチオール基を有するＦａｂ’を指す呼称である。Ｆ（ａｂ’）2抗体断片
は、元は、ヒンジシステインを間に有するＦａｂ’断片のペアとして作製された。抗体断
片の化学的カップリングとしては、他のものも知られている。如何なる脊椎動物種の抗体
（免疫グロブリン）の「軽鎖」も、その定常ドメインのアミノ酸配列に基づいて、明確に
区別された二つの型、それぞれκ（カッパ）及びλ（ラムダ）と呼ばれる型の何れかに割
り当てられる。
【０１１３】
　「一本鎖抗体分子」は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含んでなる当該抗体の断片であ
って、それらのドメインが単一のポリペプチド鎖内に存在しているものをいう。このＦｖ
ポリペプチドは、更に、ＶＨ及びＶＬドメイン間のポリペプチドリンカーを含んでなるこ
とが好ましい。これによって一本鎖抗体分子が、所望の抗原結合用構造を形成することが
可能となる。
【０１１４】
　「二重特異性抗体」という語は、２つの抗原結合部位を有する抗体の小断片であって、
重鎖可変ドメイン（ＶＨ）とこれに結合した軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）とを、同一のポリ
ペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）内に含んでなるものをいう。同一鎖内の２つのドメインがペア
を形成できない程度に短いリンカーを用いることによって、これらのドメインは他の鎖の
相補性ドメインとのペア形成を強いられ、抗原結合部位を２つ生成することになる。二重
特異性抗体のより詳しい説明は、例えばＥＰ４０４，０９７、ＷＯ９３／１１１６１に記
載されている。
【０１１５】
　本明細書において「一重特異性抗体」という語は、重鎖可変ドメインを有し、軽鎖可変
ドメインを有さない抗原結合分子を指す。一重特異性抗体は、軽鎖の不在下でも抗原と結
合することができ、通常は、それぞれＣＤＲＨ１、ＣＤＲＨ２、及びＣＤＲＨ３と呼ばれ
る、３つのＣＤＲ領域を有する。重鎖ＩｇＧ一重特異性抗体は、ジスルフィド結合により
連結された、２つの重鎖抗原結合分子を有する。その重鎖可変ドメインは、１又は２以上
のＣＤＲ領域、好ましくはＣＤＲＨ３領域を含んでなる。
【０１１６】
　「変異型（camelized）一重特異性抗体」とは、ラクダ科（camelid family）の動物、
例えば２つの蹄と皮革様足底（leathery soles）を有する脚を持った動物を起源とする、
一重特異性抗体又はその抗原結合部分を指す。ラクダ科の動物としては、ラクダ、ラマ、
アルパカ等が挙げられる。ラクダ（ヒトコブラクダ（Camelus dromedaries）及びフタコ
ブラクダ（Camelus bactrianus））には、その血清中のＩｇＧ様物質の分析によって、可
変軽鎖ドメインの欠落がしばしば見られることが報告されており、ＶＨドメイン（３つの
ＣＤＲループ）単独でも十分な抗体特異性及び親和性を発揮すると見られている。
【０１１７】
　また、本発明には単一ドメイン抗体も含まれる。単一ドメイン抗体は、ドメイン抗体又
はｄＡｂと呼ばれる場合もあるが、抗体の最小の機能的結合単位であり、ヒト抗体の重鎖
（ＶＨ）又は軽鎖（ＶＬ）の何れかの可変領域に対応するものである。ドメイン抗体は、
その分子量が約１３ｋＤａと、完全な抗体の１０分の１未満のサイズである。従来の抗体
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とは対照的に、ドメイン抗体は細菌、酵母、及び哺乳類の細胞系で良好な発現を示す。加
えて、ドメイン抗体の多くは安定性に優れ、凍結乾燥や熱変性等の過酷な条件に晒した後
でも活性を保持しているので、広範囲の医薬製剤条件及び製造プロセスに適用できる可能
性がある。
【０１１８】
　本発明のタンパク質は、程度の差こそあれ、精製された形態で提供することができる。
実施例には、組み換えＣｈＢＰ－５９を発現するために必要なクローン核酸をクローンす
る方法、組み換え又は天然のＣｈＢＰ－５９を、ＣＣ－ケモカインに対する親和性及びク
ロマトグラフィー技術を利用して精製する方法、並びに、ＣＣ－ケモカイン結合活性を検
出するアッセイ技術を利用して、このタンパク質を適切に発現する細胞を選択する方法が
示されている。
【０１１９】
　特に、本発明の天然、合成、又は組み換えアンタゴニストの精製は、本目的について知
られている方法、即ち、抽出、沈殿、クロマトグラフィー、電気泳動等の任意の従来の手
法のうち、何れかを用いて実施することができる。本発明のタンパク質を精製する上で好
ましく使用される更なる精製手法としては、モノクローナル抗体又は親和性基を用いたア
フィニティークロマトグラフィーが挙げられる。これらのモノクローナル抗体又は親和性
基は標的タンパク質に結合するものであって、カラム内に含有されるゲルマトリックス上
に産生後固定される。タンパク質を含有する不純調製物を、このカラムに導入する。ヘパ
リン又は特異抗体によってタンパク質がカラムに結合するのに対し、不純物は通過してし
まう。洗浄後、ｐＨ又はイオン強度を変化させることにより、タンパク質をゲルから溶出
させる。或いは、ＨＰＬＣ（高速液体クロマトグラフィー：High Performance Liquid Ch
romatography）を使用することもできる。溶出は、タンパク質精製に一般に使用される、
水－アセトニトリル系溶媒を用いて行なうことができる。本明細書において、精製された
本発明のタンパク質の調製物とは、当該タンパク質を（乾燥重量当たり）少なくとも１％
、好ましくは少なくとも５％含有する調製物を指す。
【０１２０】
　本発明の別の要旨は、上に定義したＣｈＢＰ－５９ポリペプチドを（タンパク質の形で
、或いはそれらの上述した代替形で）活性成分として含んでなるとともに、好適な希釈剤
又は担体を含んでなる医薬組成物である。
【０１２１】
　本発明の別の要旨は、上に定義したＣｈＢＰ－５９ポリペプチドをコード化する核酸分
子、又は対応するベクター又は組み換え宿主細胞と、好適な希釈剤又は担体とを含んでな
る医薬組成物である。
【０１２２】
　本発明の更に別の要旨は、対象中で免疫反応を調節する薬剤の製造における、上に定義
したＣｈＢＰ－５９ポリペプチド、或いはこれをコード化する核酸の使用である。
【０１２３】
　これらの組成物は、薬剤として、特に、哺乳類において免疫又は炎症反応を調節するた
めの薬剤として、より具体的には、抗炎症化合物として使用することができる。
【０１２４】
　一般的に、多くのヒト及び家畜の障害にＣＣ－ケモカインが関与していることを考慮す
ると、本発明のＣＣ－ケモカイン結合タンパク質は、ＣＣ－ケモカイン（例えばＣＣＬ５
／ＲＡＮＴＥＳ、ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１α、又はＣＣＬ２／ＭＣＰ－１）のアンタゴニス
トとして、動物におけるＣＣ－ケモカイン関連障害の治療又は予防のために使用すること
ができる。網羅するものではないが、ＣＣ－ケモカイン関連障害の例を列記すると、炎症
疾患、自己免疫疾患、免疫疾患、感染、アレルギー性疾患、心血管系疾患、代謝疾患、胃
腸疾患、神経疾患、敗血症、移植拒絶関連疾患、線維疾患等が挙げられる。限定するもの
ではないが、これらの疾患の例を挙げると、関節炎、関節リウマチ（rheumatoid arthrit
is：ＲＡ）、乾癬性関節炎、乾癬、関節リウマチ、再狭窄、敗血症、骨関節炎、全身性エ
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リテマトーデス（systemic lupus erythematosus：ＳＬＥ）、全身性硬化症、強皮症、多
発性筋炎、糸球体腎炎、線維症、アレルギー性又は過敏性疾患、皮膚炎、喘息、慢性閉塞
性肺疾患（chronic obstructive pulmonary disease：ＣＯＰＤ）、炎症性腸疾患（infla
mmatory bowel disease：ＩＢＤ）、クローン病、線維腫、潰瘍性大腸炎、多発性硬化症
、敗血症性ショック、ウイルス感染、ガン、子宮内膜症、移植、移植片対宿主病（graft-
versus-host disease：ＧＶＨＤ）、心及び腎再灌流傷害、虚血、アテローム硬化等が挙
げられる。
【０１２５】
　本発明のタンパク質又は特定の断片は、哺乳類における免疫又は炎症反応の調節用の医
薬組成物、例えば抗炎症組成物の製造において、活性成分として使用することができる。
或いは、本発明のタンパク質又は特定の断片は、寄生虫、ウイルス、又は細菌に対する哺
乳類のワクチン接種用の医薬組成物の製造において、活性成分として使用することができ
る。このような医薬組成物を調製する方法は、ＣｈＢＰ－５９を、医薬的に許容し得る希
釈剤又は担体と一緒に組み合わせる工程を含んでなる。
【０１２６】
　本発明のタンパク質を活性成分として含有する医薬組成物を使用して、生体内でＣＣ－
ケモカインと結合させることにより、ＣＣ－ケモカインが対応する細胞表面受容体に結合
するのを阻止し、結果として抗炎症効果等の治療効果を得ることが可能である。また、本
発明のタンパク質を活性成分として含有する医薬組成物を使用して、ウイルス、細菌、又
は寄生虫中に存在するＣＣ－ケモカイン類似体に結合させることにより、該ウイルス、細
菌、又は寄生虫の細胞への侵入を阻止することも可能である。寄生虫、ウイルス、又は細
菌に対する哺乳類のワクチン接種用の医薬組成物は、本発明のタンパク質の断片を活性成
分として含んでなる。以上説明した組成物は更に、その他の免疫抑制剤又は抗炎症性物質
を含んでいてもよい。
【０１２７】
　この医薬組成物は、活性成分である本発明のタンパク質との組み合わせで、好適な医薬
的に許容し得る希釈剤、担体、動物への投与に好適な生物学的適合性ビヒクル及び添加剤
（例えば生理食塩水）を含んでいてもよく、更には、活性化合物の調製物への加工を容易
とする、医薬的に使用可能な助剤（例えば賦形剤、安定化剤、アジュバント等）を、最終
的に含んでいてもよい。この医薬組成物は、投与方法の必要に応じて、許容し得る任意の
手法により、製剤することが可能である。例えば、生体材料及び他のポリマーの薬物送達
への使用、並びに、特定の投与方法を有効に行なうための様々な技術やモデルが、文献に
記載されている（Luo B and Prestwich GD, 2001； Cleland JL et al., 2001）。
【０１２８】
　「医薬的に許容し得る」とは、上記活性成分の生物学的活性の有効性に干渉せず、且つ
、投与対象の宿主に対して毒性を有しない、任意の担体を包含する意である。例えば、非
経口投与の場合、上記の活性成分は、食塩水、ブドウ糖溶液、血清アルブミン、リンゲル
液等のビヒクル中、注射用の単位投与量形態に製剤してもよい。また、担体は、デンプン
、セルロース、タルク、グルコース、ラクトース、スクロース、ゼラチン、麦芽、米、穀
粉、石灰粉、シリカゲル、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸ナトリウム、モノス
テアリン酸グリセロール、塩化ナトリウム、乾燥脱脂粉乳、グリセロール、プロピレング
リコール、水、エタノール、並びに種々の油、例えば石油由来、動物性、植物性、又は合
成の油（ピーナッツ油、大豆油、鉱油、ゴマ油）等から選択してもよい。
【０１２９】
　許容される投与方法であれば、活性成分を所望の血中レベルとするために、任意の方法
を使用することができ、当業者が決定することができる。例えば、様々な非経口経路、例
えば皮下、静脈内、皮内、筋肉内、腹膜腔内、鼻腔内、経皮、直腸、口内、頬内等の経路
で、投与を行なうことができる。また、本発明の医薬組成物は、本ポリペプチドを所定の
濃度で長期的に投与するために、持続又は放出制御製剤、例えば蓄積注射、浸透圧ポンプ
等の形態で、好ましくは正確な用量での単回投与に適した単位投与量形態で、投与するこ
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とも可能である。
【０１３０】
　非経口投与は、ボーラス注入により行なってもよく、漸次灌流により時間をかけて行な
ってもよい。非経口投与用調製物としては、無菌の水性又は非水性の溶液、懸濁液、及び
乳液が挙げられる。これらは、本技術分野で知られている助剤又は賦形剤を含んでいても
よく、また、定型的な方法で調製することができる。更には、活性化合物の懸濁液を、適
切な油状注入懸濁液として投与してもよい。好適な親油性の溶媒又はビヒクルとしては、
脂肪油、例えばゴマ油、合成脂肪酸エステル、例えばゴマ油、又は合成脂肪酸エステル、
例えばオレイン酸エチルやトリグリセリド等が挙げられる。懸濁液の粘度を増加させる物
質を含有していてもよい水性注入懸濁液としては、例えば、カルボキシメチルセルロース
ナトリウム、ソルビトール、及び／又はデキストランが挙げられる。また、この懸濁液は
任意で安定化剤を含有していてもよい。医薬組成物としては、注入による投与に好適な溶
液が挙げられ、約０．０１から９９．９９パーセント、好ましくは約２０から７５パーセ
ントの活性化合物を、賦形剤とともに含有する。
【０１３１】
　投与される用量は、レシピエントの年齢、性別、健康状態、及び体重、並行して処置を
行なっている場合はその種類及びその頻度、並びに所望の効果の性質に依存すると解され
る。投与量は、個々の対象に応じて調整される。これは、当業者であれば理解し、決定す
ることが可能であろう。各処置に必要な総投与量を、複数回に分割して投与してもよく、
一回で投与してもよい。本発明の医薬組成物の投与は、単独で行なってもよく、同じ病気
に対する他の治療法、或いはその病気の別の症状に対する治療法と組み合わせて行なって
もよい。通常、活性成分は毎日の投与量中に、一日当たり体重１キログラムに対して０．
０１から１００ミリグラムの範囲で含有される。通常は一日当たり体重１キログラムに対
して１から４０ミリグラムを、複数回の投与に分割して、或いは持続放出形態で投与する
のが、所望の効果を得る上で有効である。二度目以降の投与の量は、その個体に対する最
初又は直前の投与の量と比べて、同じであってもよく、少なくてもよく、多くてもよい。
【０１３２】
　本発明の別の要旨は、本発明のＤＮＡによってコード化されているタンパク質の、薬剤
としての使用、特に哺乳類において免疫又は炎症反応を調節するための組成物の調製にお
ける使用である。
【０１３３】
　本発明の更なる要旨は、吸血性の外部寄生虫に対して動物を免疫化する方法、或いは、
所要の動物において免疫又は炎症反応を調節する方法であって、当該動物に対して本発明
のタンパク質を、当該免疫反応を調節するのに十分な時間及び条件において投与する工程
を含んでなる方法。
【０１３４】
　本発明の別の目的は、ＣＣ－ケモカイン関連疾患を治療又は予防する方法であって、本
発明の化合物を有効量投与する工程を含んでなる方法である。
【０１３５】
　「有効量」とは、疾患の経過や重症度に影響を及ぼし、その病態を減少又は鎮静させる
のに十分な、活性成分の量を指す。有効量は、投与経路や患者の病態に応じて異なる。
【０１３６】
　「ＣＣ－ケモカイン関連疾患」という語は、ＣＣ－ケモカインの過剰産生又は非制御的
な産生による単球／マクロファージ／好中球／Ｔ細胞の集合的な湿潤（massive monocyte
 / macrophage / neutrophil / T-cell infiltration）に起因する任意の疾患であって、
ＣｈＢＰ－５９の投与によって有益な影響が得られ得る疾患を示す。このような慢性、急
性、又は遺伝疾患の例については、網羅的にではないが、上に列記した。
【０１３７】
　本発明のＣＣ－ケモカインアンタゴニスト及び関連試薬の治療への応用は、（安全性、
薬物動態、及び性能については）哺乳類細胞、組織、及びモデルを利用した生体内又は生
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体外アッセイによって評価することが可能である（Coleman R et al., 2001； Li A, 200
1； Methods Mol. Biol vol. 138, "Chemokines Protocols", edited by Proudfoot A et
 al., Humana Press Inc., 2000； Methods Enzymol, vol. 287 and 288, Academic Pres
s, 1997）。アッセイの例としては、これらに制限されるものではないが、カルシウム動
員、脱顆粒、炎症促進性サイトカインの発現上昇、プロテアーゼの発現上昇、生体外及び
生体内における細胞動員の抑制等が列挙される。
【０１３８】
　本発明の更なる態様は、本発明のＣＣ－ケモカイン結合タンパク質に関連して開示され
ている化合物の何れかを含有する検査キットである。例えば、ＣＣ－ケモカイン又は類似
体、ＣＣ－ケモカイン結合タンパク質又は受容体、ＣＣ－ケモカインとＣＣ－ケモカイン
結合タンパク質との相互作用、或いは当該相互作用のアンタゴニスト又はアゴニストを検
出するためのキットであって、検出試薬と、本発明のＣＣ－ケモカイン結合タンパク質に
由来する
ａ）核酸分子（例えばＤＮＡ）；
ｂ）オリゴヌクレオチド；
ｃ）タンパク質；及び
ｄ）抗体；
からなる群より選択される化合物とを少なくとも含んでなる。
【０１３９】
　これらのキットは、サンプルをこれらの化合物の何れかと接触させるための、生体外又
は生体内に適用可能な方法に使用することができる。これらの化合物は標識してもよく、
固相支持体に固定化してもよい。
【０１４０】
　本発明について特定の実施形態を参照しながら説明してきたが、本明細書の内容には、
特許請求の範囲の意義及び目的を逸脱しない範囲で、当業者が実施可能なあらゆる変更や
置換が含まれる。
【実施例】
【０１４１】
　以下、本発明について下記の実施例を用いて説明するが、これらが本発明を限定するも
のであるとは、決して解釈すべきではない。上に詳述した図を、実施例でも参照する。
【０１４２】
実施例１：クリイロコイタマダニ唾液及びｃＤＮＡライブラリのＣＣ－ケモカイン結合活
性に関するスクリーニングと、ＣｈＢＰ－５９のクローニング
【０１４３】
材料及び方法
ａ．クリイロコイタマダニ（Rhipicephalus sanguineus：common brown dog tick））の
唾液におけるケモカイン結合活性のスクリーニング
【０１４４】
　刊行物記載のプロトコルに従って、未精製のクリイロコイタマダニの唾液を得た（Ferr
eira BR and Silva JS, 1998）。クリイロコイタマダニ唾液（ＲＳｓ）をアリコットに分
け、異なるアッセイに供した。アッセイにおける負の対照としては、ウシ血清アルブミン
（Bovine Serum Albumin：ＢＳＡ）を、正の対照としては、奇肢症ウイルス由来のＣＣ－
ケモカイン結合タンパク質を用いた（別名ｖＣＣｌ又はｐ３５）。
【０１４５】
　ＲＳｓ及びｖＣＣｌを様々な量でニトロセルロースフィルター上に並行にスポットし、
これらのフィルターを、異なる放射性標識を付した組み換えＣＣ－及びＣＸＣ－ケモカイ
ンに暴露した。
【０１４６】
　文献の記載に従って、シンチレーション近接アッセイ（ＳＰＡ）により、ケモカイン／
ケモカイン受容体相互作用分子と干渉する分子の検出を試みた（Alouani S, 2000）。要
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約すると、コムギ胚芽凝集素ＳＰＡビーズを、特定のケモカイン受容体（例えばＣＣＲ１
又はＣＣＲ５）を安定に発現するＣＨＯ細胞株から単離された細胞膜で被覆した後、対応
する放射性標識ＣＣ－ケモカイン単独、或いはＣＣ－ケモカインとの組み合せとともに培
養した。
【０１４７】
ｂ．クリイロコイタマダニｃＤＮＡライブラリの構築、及び、ｖＣＣｌを発現する対照プ
ラスミドの構築
【０１４８】
　成体ダニ（クリイロコイタマダニ）１００個体から唾液腺を摘出し、すぐに氷冷RNAlat
er（登録商標）溶液（Ambion）内に移して、後の使用まで保存した。TRIzol（登録商標）
法（Invitrogen）を用いて、メーカーの使用説明書に従い、全ＲＮＡを抽出した。ｃＤＮ
ＡライブラリをSMART ｃＤＮＡライブラリ構築キット（Clontech）を用いて、ファージミ
ドベクターλＴｒｉｐｌＥＸ２内に構築した。ChromaSpin 400カラム（Clontech）を用い
て、メーカーの使用説明書に従い、ｃＤＮＡをサイズ分画した後に、ベクターに連結した
。ライブラリ中のクローン化されたｃＤＮＡ挿入断片のサイズは、約０．６ｋｂから１．
５ｋｂの範囲であり、挿入断片の頻度は凡そ８０％であった。
【０１４９】
　ｐＴｒｉｐｌＥＸ２中のクリイロコイタマダニ唾液腺ｃＤＮＡライブラリ由来のｃＤＮ
Ａ挿入断片を制限酵素SfiIで切除し、哺乳類細胞発現ベクターｐＥＸＰ－ｌｉｂ（Clonte
ch）にサブクローン化した。ｐＥＸＰ－ｌｉｂベクターは、ヒトサイトメガロウイルス（
ＣＭＶ）の主要最初期プロモーター／エンハンサーと、それに続いて現れる多重クローニ
ング部位；脳心筋炎ウイルス（encephalomyocarditis virus：ＥＣＭＶ）の配列内リボソ
ーム進入部位（internal ribosome entry site：ＩＲＥＳ）；ピューロマイシン耐性（ピ
ューロマイシン－Ｎ－アセチル－トランスフェラーゼ）をコード化する遺伝子；及び、ウ
シ成長ホルモンのポリアデニル化シグナルを含んでなる発現カセットを含有する。多重ク
ローニング部位は、二つの別個のSfiI部位（SfiIA及びSfiIB、これらはその回文間配列（
interpalindromic sequences）が異なる。）を有するため、ｃＤＮＡ挿入断片をｐＴｒｉ
ｐｌＥＸ２ベクターからｐＥＸＰIIに定向サブクローニングすることが可能である。
【０１５０】
　対照タンパク質であるｖＣＣｌ（NCBI Acc. no. CAC05575；配列番号１）の発現は、こ
のタンパク質をコード化するｃＤＮＡ（NCBI Acc. no. AJ277111；配列番号２）を、上述
した手法によりｐＥＸＰ－ｌｉｂにクローニングし、ｐＥＸＰ－ｌｉｂ ｖＣＣｌを生成
して行なった。
【０１５１】
ｃ．ＨＥＫ２９３細胞の上澄みを用いたライブラリスクリーニング 
　ヒト胎児由来腎臓細胞２９３（ＨＥＫ２９３細胞；ATCC Cat. No. CRC-1573）を、ＤＭ
ＥＭ／Ｆ１２培地（DMEM-F12 Nut Mix）、１０％熱不活性化ウシ胎児血清、２ｍＭのＬ－
グルタミン、及び１００ユニット／ｍｌのペニシリン－ストレプトマイシン溶液中に保持
した。
【０１５２】
　クリイロコイタマダニｃＤＮＡライブラリを発現するｐＥＸＰ－ｌｉｂプラスミドを複
数のプールに分け、GenePorter2トランスフェクションキット（Gene Therapy Systems）
を用いて、メーカーのプロトコルに従い、ＨＥＫ２９３細胞にトランスフェクトさせた。
対照タンパク質ｖＣＣｌを発現するｐＥＸＰ－ｌｉｂプラスミドについても、同様の手法
によりＨＥＫ２９３にトランスフェクトさせた。
【０１５３】
　３日間の培養後、トランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞が培地全体に増殖した培養
物から、培地を採取した。この条件培地を遠心分離して細胞片を取り除き、上澄を架橋又
はＳＰＡアッセイに供した。
【０１５４】
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　架橋実験用の培地サンプルは、平底９６ウェルプレート（Costar）に移送した。各上澄
サンプル５０μｌに対して、放射性標識ＣＣ－ケモカイン（125Ｉ－ＣＣＬ３／ＭＩＰ－
１α）を、最終濃度が０．２３ｎＭとなるように加えた後、振盪しながら室温で２時間培
養した。続いて、各ウェルから２５μｌのアリコットを、５μｌの５０ｍＭＢＳ３（架橋
試薬）を入れた別のウェルに移し、振盪しながら更に２時間培養した。その後、５μｌの
１０Ｘサンプルバッファー（１２５ｍＭトリスを主とし、ｐＨ６．８、１０％ＳＤＳ、５
ｍＭＥＤＴＡ、２０％グリセロール、０．２％ｗ／ｗブロモフェノールブルー、１ＭＤＴ
Ｔを含有）を各ウェルに加えて架橋反応を停止させた。続いて、サンプルを５分間沸騰さ
せ、１０％ビス－トリス－ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行なった
（Invitrogen NuPAGE, catalog no. NP0301BOX）。電気泳動後、ゲルをサランラップ（登
録商標）で密封し、Biorad社製Ｋ型蓄燐光イメージングスクリーン（K-type storage pho
sphoimaging screen：Biorad）に８時間暴露した。このイメージングスクリーンを、Bior
ad社製小型ＦＸ燐光撮像装置（Biorad Personal FX phosphoimager）を用いて、１００μ
ｍの解像度で走査した。
【０１５５】
結果
　ダニクリイロコイタマダニの唾液について、これまで免疫調節活性、例えばＩｇＧ及び
サイトカイン産生の抑制（Matsumoto K et al., 2003）や、Ｔ細胞増殖の抑制（Ferreira
 BR and Silva JS, 1998）等の特徴付けはなされているが、ＣＣ－ケモカインに特異的な
活性は知られていなかった。
【０１５６】
　奇肢症ウイルス、別名ｐ３５由来のＣＣ－ケモカイン結合タンパク質である、ｖＣＣｌ
を用いて検出されたもの（Burns JM et al., 2002）に匹敵する、ＣＣ－ケモカイン特異
的結合活性が、クリイロコイタマダニの唾液から検出された。これは、ニトロセルロース
フィルターに唾液をスポットし、異なる放射性標識ＣＣ－/ＣＸＣ－ケモカインに暴露し
た場合でも、また、分子相互作用を極めて高い精度で測定することができるハイスループ
ットなスクリーニング技術である、シンチレーション近接アッセイ（Scintillation Prox
imity Assay：ＳＰＡ）を用いた場合でも同様であった。
【０１５７】
　続いて、クリイロコイタマダニのＣＣ－ケモカイン結合活性が、クリイロコイタマダニ
唾液腺から作成されたｃＤＮＡライブラリ中で、ＤＮＡ／タンパク質配列レベルで同定さ
れた。このライブラリ由来のｃＤＮＡのプールを使用して、哺乳類細胞にトランスフェク
トさせた（ＨＥＫ２９３）。
【０１５８】
　シグナルペプチド含有ポリペプチドをコード化する、トランスフェクトされたｃＤＮＡ
を発現するクローンは、媒地中にこのタンパク質を分泌する。この上澄みを、異なる希釈
の下で、上述したＳＰＡアッセイ、又は、放射性標識ＣＣ－ケモカイン（125Ｉ－ＣＣＬ
３／ＭＩＰ－１α）を用いた架橋アッセイにより、直接検査した。特に、架橋試薬を放射
性標識ＣＣ－ケモカイン／ＣＣ－ケモカイン結合タンパク質に加えることにより、二つの
分子が共有結合で連結され、タンパク質複合体が安定化する。得られた複合体は、ＳＤＳ
ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）と、それに続くオートラジオグラ
フィーにより、バンドのシフトとして同定される。この架橋法は極めて感度が高く、名の
グラム量のタンパク質を検出することが可能である。
【０１５９】
　得られたシグナルを、正の対照（ｖＣＣｌ）としたタンパク質を発現するクローンから
得られた上澄、組み換えｖＣＣｌを加えた上澄、及びトランスフェクトされていない細胞
の上澄みと比較することにより、アッセイを実施した。
【０１６０】
　ＣＣ－ケモカイン結合活性の存在を示す、トランスフェクトされたＨＥＫ２９３クロー
ンのプールを用いて、スクリーニング及び逆重畳を繰り返し行なうことにより、ＣＣ－ケ
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モカイン結合活性を分泌する、単一のトランスフェクトされたＨＥＫ２９３クローンが同
定された。これをＣｈＢＰ－５９と名付けた（図１）。
【０１６１】
　ＣｈＢＰ－５９をコード化するｃＤＮＡ（配列番号３）は、オープン・リーディング・
フレーム（ＯＲＦ；配列番号４）を有し、これは１１４のアミノ酸からなるタンパク質（
配列番号５）をコード化していた。このタンパク質は分泌可能なシグナルペプチド配列（
残基１－２０）を有し、これによって得られる成熟タンパク質は９４のアミノ酸からなり
（配列番号６）、既知のタンパク質と有意な相同性を有しないものであった。
【０１６２】
　ＣｈＢＰ－５９の更なる特徴は、グリコシル化可能な３つの部位（全長タンパク質に付
した番号によれば、３９、５４、及び６２番目のアスパラギン部位）と、対合してジスル
フィド架橋を形成し得る一群のシステイン（全長タンパク質に付した番号によれば、３２
、４９、５３、６６、８５、９０、９５、及び１０４番目の残基）である。
【０１６３】
実施例２：ＨＥＫ２９３ ＥＢＮＡ細胞培養上澄及びＴＮ５昆虫細胞培養上澄中において
Ｈｉｓタグ化組み換えタンパク質として発現されたＣｈＢＰ－５９の精製及び確認
【０１６４】
材料及び方法
ａ．Gateway（登録商標）クローニングプロセスを用いた、発現ベクターｐＤＥＳＴ８及
びｐＥＡＫ１２ｄへのＣｈＢＰ－５９ｃＤＮＡのサブクローニング
【０１６５】
　Gatewayクローニングプロセスの第１ステージは、二工程のＰＣＲ反応（ＰＣＲ１及び
ＰＣＲ２）により、５’末端にattB1組み換え部位及びコザック（Kozak）配列を配置し、
３’末端にインフレーム６ヒスチジン（６Ｈｉｓ）タグをコード化する配列、停止コドン
、及びattB2組み換え部位を配置したＣｈＢＰ－５９のＯＲＦを生成するものである（Gat
eway compatible cDNA；図２）。ＰＣＲ１反応は（最終量５０μｌ中）１μｌ（４０ｎｇ
）のプラスミドｐＥＸＰ－Ｌｉｂ－ＣｈＢＰ－５９、１．５μｌのｄＮＴＰ（１０ｍＭ）
、１０μｌの１０ＸＰｆｘポリメラーゼバッファー、１μｌのＭｇＳＯ4（５０ｍＭ）、
各々０．５μｌの遺伝子特異プライマー（１００μＭ）（59-attB1 forward及び59-attB2
 reverse；配列番号７及び８）、及び０．５μｌのPlatinum Pfx ＤＮＡポリメラーゼ（I
nvitrogen）を含有する。ＰＣＲ１反応としては、最初に９５℃で２分間の変性ステップ
を行ない、続いて１２サイクルの９４℃で１５秒、５５℃で３０秒、及び６８℃で２分間
のサイクルを１２サイクル行ない、次に４℃の保持サイクルを行なった。増幅産物をその
まま、Promega社製Wizard ＰＣＲ産物ＤＮＡ精製システム（Wizard PCR Preps DNA Purif
ication System：Promega）を用いて、メーカーの使用説明書に従い精製し、５０μｌの
無菌水中に回収した。
【０１６６】
　ＰＣＲ２反応は（最終量５０μｌ中）１０μｌの精製ＰＣＲ１産物、１．５μｌのｄＮ
ＴＰ（１０ｍＭ）、５μｌの１０ＸＰｆｘポリメラーゼバッファー、１μｌのＭｇＳＯ4

（５０ｍＭ）、各々０．５μｌのＧａｔｅｗａｙ変換プライマー（１００μＭ）（GCP fo
rward及びGCP reverse；配列番号９及び１０）、及び０．５μｌのPlatinum Pfx ＤＮＡ
ポリメラーゼを含有する。ＰＣＲ２反応の条件としては、９５℃で１分間；９４℃で１５
秒、５０℃で３０秒、及び６８℃で２分間のサイクルを４サイクル；９４℃で１５秒、５
５℃で３０秒、及び６８℃で２分間のサイクルを２５サイクル；４℃の保持サイクルの順
に実施した。得られたＰＣＲ産物を１ＸＴＡＥバッファー中０．８％アガロースゲルで可
視化し（Invitrogen）、分子量（４３０ｂｐ）から予想される移動位置のバンドを、Prom
ega社製Wizard ＰＣＲ産物ＤＮＡ精製システム（Wizard PCR Preps DNA Purification Sy
stem：Promega）を用いて、メーカーの使用説明書に従い、ゲルから精製して５０μｌの
無菌水に回収した。
【０１６７】
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　Gatewayクローニングプロセスの第２ステージは、Gateway 修飾ＰＣＲ産物を、Gateway
エントリーベクターｐＤＯＮＲ２２１にサブクローニングするものである。ＰＣＲ２の精
製産物５μlを、１．５μｌのｐＤＯＮＲ２２１ベクター（０．１μｇ／μｌ）、２μｌ
のＢＰバッファー、及び１．５μｌのＢＰクロナーゼ酵素ミックス（Invitrogen）と合わ
せ、最終量を１０μｌとし、室温で１時間培養した。プロテナーゼＫ1μl（2 μg/μl）
を加えて反応を停止させ、３７℃で更に１０分間培養した。この反応のアリコット（１μ
ｌ）を用いて、大腸菌（E. coli）ＤＨ１０Ｂ細胞に対して、以下の手順で電気穿孔法に
より形質転換を行なった。ＤＨ１０Ｂエレクトロコンピテント細胞（Invitrogen）のアリ
コット２５μｌを氷上で解凍し、１μｌのＢＰ反応ミックスを加えた。この混合物を冷却
された０．１ｃｍの電気穿孔用キュベットに移送し、BioRad Gene-Pulser（登録商標）を
用いて、メーカーの推奨するプロトコルに従い、細胞に電気穿孔を行なった。予め室温に
暖めておいたＳＯＣ培地（０．５ｍｌ）を電気穿孔直後に加えた。この混合物を１５ｍｌ
のスナップ式キャップ付（snap-cap）試験管に移送し、振盪下（２２０ｒｐｍ）において
３７℃で１時間培養した。続いて、形質転換混合物のアリコット（１０μｌ及び５０μｌ
）を、カナマイシン（４０μｇ／ｍｌ）を含有するＬＢ（L-broth）プレート上に蒔き、
３７℃で一晩培養した。
【０１６８】
　得られたコロニーのうち６つから培養物５ｍｌずつを用いて、Qiaprep Turbo 9600 rob
otic system（Qiagen）により、プラスミドミニプレップＤＮＡを調製した。プラスミド
ＤＮＡ（１５０～２００ｎｇ）について、２１Ｍ１３及びＭ１３Ｒｅｖプライマーを用い
、BigDyeTerminator system（Applied Biosystems cat. no. 4336919）により、メーカー
の使用説明書に従いＤＮＡ塩基配列決定を行なった。配列決定用の反応物を、Montage SE
Q 96クリーンアッププレート（Millipore cat. no. LSKS09624）を用いて精製した後、Ap
plied Biosystems社製3700シークエンサーにより分析した。
【０１６９】
　正しい配列（ｐＤＯＮＲ２２１　ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ）を有していた１つのクロー
ンからのプラスミド溶出液（２μｌ、約１５０ｎｇ）を、１．５μｌのｐＤＥＳＴ８ベク
ター又はｐＥＡＫ１２ｄベクター（０．１μｇ／μｌ）、２μｌのＬＲバッファー、及び
１．５μｌのＬＲクロナーゼ（Invitrogen）を有する組み換え反応液に加え、最終量を１
０μｌにした。この混合物を室温で１時間培養した。プロテナーゼＫ（２μｇ）を加えて
反応を停止させ、３７℃で更に１０分間培養した。各反応物のアリコット（１μｌ）を用
いて、大腸菌ＤＨ１０Ｂ細胞に対し、以下の手順で電気穿孔法により形質転換を行なった
。ＤＨ１０Ｂエレクトロコンピテント細胞（Invitrogen）のアリコット２５μｌを氷上で
解凍し、１μｌのＬＲ反応ミックスを加えた。この混合物を冷却した０．１ｃｍの電気穿
孔用キュベットに移送し、BioRad Gene-Pulser（登録商標）を用いて、メーカーの推奨す
るプロトコルに従い、細胞に電気穿孔を行なった。予め室温に暖めておいたＳＯＣ培地（
０．５ｍｌ）を電気穿孔直後に加えた。この混合物を１５ｍｌのスナップ式キャップ付（
snap-cap）試験管に移送し、振盪下（２２０ｒｐｍ）において３７℃で１時間培養した。
形質転換混合物のアリコット（１０μｌ及び５０μｌ）を、アンピシリン（１００μｇ／
ｍｌ）を有するＬＢ（L-broth）プレート上に蒔き、３７℃で一晩培養した。
【０１７０】
　各ベクターにサブクローン化されたこれらのコロニーのうち、６つのコロニーから播種
された培養物５ｍｌより、Qiaprep Bio Robot 8000（Qiagen）を用いてプラスミドミニプ
レップＤＮＡを調製した。ｐＥＡＫ１２ｄベクター中のプラスミドＤＮＡ（２００～５０
０ｎｇ）について、ｐＥＡＫ１２Ｆ及びｐＥＡＫ１２Ｒプライマー（配列番号１１及び１
２）を用いてＤＮＡ塩基配列決定を行なった。同様に、ｐＤＥＳＴ８ベクター中のプラス
ミドＤＮＡ（２００～５００ｎｇ）について、ｐＤＥＳＴ８Ｆ及びｐＤＥＳＴ８Ｒプライ
マー（配列番号１３及び１４）を用いて、上述のようにＤＮＡ塩基配列決定を行なった。
【０１７１】
　ＣｓＣｌ勾配精製マキシプレップ（maxi-prep）ＤＮＡを、配列確認済クローン（ｐＥ
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ＡＫ１２ｄ　ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ及びｐＤＥＳＴ８　ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ）の培
養物５００ｍｌから、Sambrook J. et al., 1989による方法（Molecular Cloning, a Lab
oratory Manual, 2nd edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press参照）に従って調
製した。プラスミドＤＮＡを無菌水（又は１０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．５）中に
濃度１μｇ／μｌとなるように再懸濁させ、－２０℃で保存した。
【０１７２】
　各（サブ）クローニング工程で使用したプライマー配列を表IIIにまとめた。
【０１７３】
ｂ．ＨＥＫ２９３細胞にて発現した組み換えＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳの精製
　ｐＥＡＫ１２ｄ-ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳによるトランスフェクションから６日後、Ｈ
ＥＫ２９３－ＥＢＮＡ細胞からの細胞培養上澄（４５０ｍｌ）を採取し、０．３ＭＮａＣ
ｌ及び１０％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）グリセロールを含有する２倍体積量の５０ｍＭリン酸ナ
トリウムバッファー（ｐＨ７．５）を用いて希釈した。このサンプルを０．２２μｍのフ
ィルター膜で濾過した後、５ｍｌのＮｉ2+－ＮＴＡアガロース（Catalogue No: 30250； 
Qiagen）を有するＳＸ１６／１０カラムに対し、Akta purifier system（Amersham Biosc
iences）を用いて、４℃において、１．７ｍｌ／ｍｉｎで供給した。非特異的結合物質を
除去するため、カラムを１．５ｍｌ／ｍｉｎで洗浄した。洗浄には、０．３ＭＮａＣｌ、
１０％グリセロール（Catalogue No: 49781；Fluka）を含有する５０ｍＭリン酸ナトリウ
ムバッファー（ｐＨ７．５）５カラム体積（Column Volume：ＣＶ）、次いで１％Ｔｗｅ
ｅｎ－２０（Catalogue No: 93773；Fluka）を含有する同バッファー５０ＣＶ、そして最
後にＴｗｅｅｎ－２０を含有しない同バッファー３０ＣＶを用いた。このカラムを２．５
ｍｌ／ｍｉｎで、各５ｍｌの分画に溶出した。溶出は０．３ＭＮａＣｌ、１０％グリセロ
ール、及び１２．５ｍＭイミダゾール（Catalogue No: 56749；Fluka）を含有する５０ｍ
Ｍリン酸ナトリウムバッファー（ｐＨ７．５）１０ＣＶを用い、その後の１０ＣＶで最大
濃度２５０ｍＭまでイミダゾール勾配をかけ、これを更に５ＣＶ維持した。
【０１７４】
　ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ含有分画をプールし、１０ｋＤａのカットオフを有する遠心分
離フィルター装置（Amicon Ultra-15, Catalogue No: UFC901096, Millipore）を用いて
、１０倍に濃縮した。濃縮プールを、精製の第２工程として、サイズ排除クロマトグラフ
ィーに供した。SX200 10/300 GLカラム（床体積２５ｍｌ；catalogue No: 17-5175-01；A
mersham Biosciences）を、まずＰＢＳ（phosphate buffered saline：リン酸緩衝食塩水
）中で平衡化してから、これに４５０μｌの濃縮ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ含有タンパク質
溶出液を注入した。タンパク質を２．５ｍｌ／ｍｉｎで各０．５ｍｌの分画に溶出した。
ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳタンパク質を含有する分画をプールし、アリコットに分け、－８
０℃で保存した。
【０１７５】
ｃ．昆虫細胞中で発現した組み換えＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳの精製
　イラクサギンウワバ（Trichoplusa ni）昆虫細胞の市販株HighFive（Catalogue No: 10
486；Invitrogen）を、Excell405培地（Catalogue No: 24405；JRH Biosciences）で培養
した。この細胞に、発現プラスミドｐＤＥＳＴ８-ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳから作成され
た、組み換えバキュロウイルスを感染させた。この培養上澄を採取し、５００ｇで３０分
間遠心分離し、清澄化した。これらの細胞から総量で１２００ｍｌの上澄を採取し、０．
３ＭＮａＣｌ及び１０％グリセロールを含有する氷冷５０ｍＭＮａＰＯ4バッファー（ｐ
Ｈ７．５）７倍体積量を用いて希釈した後、続いて０．２２μｍフィルターにより濾過し
た。濾過及び希釈したサンプルを、１５ｍｌのＮｉ2+ＮＴＡアガロース樹脂（Catalogue 
No: 30250；Qiagen）に通過させ、４℃にて、SX 26/10カラムに７ｍｌ／ｍｉｎで供給し
た。このカラムを２．５ｍｌ／ｍｉｎで洗浄した。洗浄には、０．３ＭＮａＣｌ及び１０
％グリセロールを含有する５０ｍＭリン酸ナトリウムバッファー（ｐＨ７．５）５ＣＶ、
続いて１％Ｔｗｅｅｎ２０（Catalogue No: 93772；Fluka）を含有する同バッファー５０
ＣＶ、そして最後にＴｗｅｅｎ２０を含有しない同バッファー３０ＣＶを用い、洗浄剤の
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残跡を全て除去した。非特異的結合物質を除去するべく、０．３ＭＮａＣｌ、１０％グリ
セロール、及び１２．５ｍＭイミダゾールを含有する５０ｍＭリン酸ナトリウムバッファ
ー（ｐＨ７．５）１０ＣＶを用いて、２．５ｍｌ／ｍｉｎでカラムを洗浄した。続いて、
このカラムを２．５ｍｌ／ｍｉｎで、１０ＣＶで１２．５ｍＭから２５０ｍＭまでイミダ
ゾール濃度の線形勾配をかけながら溶出した。このカラムを２５０ｍＭイミダゾールによ
り更に５ＣＶ溶出した。選択された分画を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、及び、抗ヒスチジンタグ
抗体を用いたウエスタンブロッティングにより分析した。
【０１７６】
　ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ含有分画をプールし、アニオン交換クロマトグラフィーを用い
た第２精製工程に供した。Ｎｉ2+アフィニティークロマトグラフィー後のプールされた分
画を、０．０３ＭＮａＣｌを含有する２５ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌバッファー（ｐＨ８）を
用いて１０倍に希釈し、１５ｍｌのＱセファロースを充填したSX 16/10カラムに、４℃に
て、５ｍｌ／ｍｉｎで供給した。その後、このカラムを１０ＣＶのバッファーで洗浄し、
続く１０ＣＶにおいてＮａＣｌ含有バッファーを用い、０．０３Ｍから１ＭまでＮａＣｌ
の塩濃度勾配をかけながら溶出した。７ｍｌの分画を採取し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析し
た。ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ含有分画をプールし、このプールを半分ずつ２つに分割し、
一方は１００倍体積の２５ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌバッファー（ｐＨ８）中で透析し、他方
はＰＢＳ中で透析した。プールのタンパク質濃度を２８０ｎｍのＵＶ分光測定によって決
定し、プールされたタンパク質分画をアリコットに分け、－８０℃で保存した。
【０１７７】
ｄ．組み換えＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのウエスタンブロット及び架橋分析
　カラム溶出液を、１００ｍＭＤＴＴを含有する２×サンプルバッファー（Invitrogen）
を用いて１：１で希釈し、５分間沸騰させた。このサンプルを、ＨＩＳタグ化分子量標準
（Catalogue No: LC5606；Invitrogen）とともに、１０％ビス－トリスゲルを用い、ＭＥ
Ｓバッファー中で、２００Ｖ、３５分間の電気泳動に供した。電気泳動されたタンパク質
を、０．４５μｍニトロセルロース膜（Catalogue No: LC2001；Invitrogen）に対し、ト
ランスファーバッファー（３９ｍＭグリシン、４８ｍＭトリス塩基、及び２０％メタノー
ル、ｐＨ８．３）中、室温で５０分間かけて、２９０ｍＡの定電流を用いて電気的に転写
した。この膜を、２０ｍｌのブロッキング溶液（ＰＢＳ中に０．１％Ｔｗｅｅｎ２０、５
％粉乳を含有）中で１時間、室温で揺動プラットホームを用いて培養することにより、ブ
ロッキングを行なった。続いてこの膜を、一次抗ヒスチジンタグ抗体を含有する溶液（Ｐ
ＢＳ中に０．１％Ｔｗｅｅｎ２０、２．５％粉乳を含有する溶液で１：１０００に希釈）
１５ｍｌ中で、室温にて振盪下で２時間培養した。ここで使用した一次抗体は、Ｈｉｓ－
プローブＨ－１５（sc-803； Santa Cruz Biotechnology）、又はＨｉｓ－プローブＧ－
１８（sc-804； Santa Cruz Biotechnology）であった。この膜をウォッシュバッファー
（ＰＢＳ中０．１％Ｔｗｅｅｎ２０）で濯ぎ、ウォッシュバッファーを３回換えて洗浄し
た（各１０分）。続いて、この膜をＨＲＰ－結合二次抗体（ＰＢＳ中に０．１％Ｔｗｅｅ
ｎ２０、２．５％粉乳を含有する溶液で１：３０００に希釈）中、室温で振盪下、２時間
培養した。この膜を上述した手順で再度洗浄した。最後に、膜を吸取乾燥し（blotted dr
y）、抗体染色の可視化を、ECL（登録商標）ウエスタンブロッティング検出試薬キット（
Catalogue No: RPN2106；Amersham Pharmaciａ）を用いて、メーカーの使用説明書に従い
行なった。
【０１７８】
結果
　ＣｈＢＰ－５９をコード化するＯＲＦをプラスミドに導入することにより、哺乳類又は
昆虫細胞において、市販のキット（Gateway（登録商標））を用い、ヒスチジン融合組み
換えタンパク質（ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ；図２）の高レベル産生が可能であった。
【０１７９】
　クローン５９（ｐＥＸＰ－Ｌｉｂ ＣｈＢＰ－５９）のＯＲＦを含有するプラスミドを
ＰＣＲテンプレートとして用い、Gatewayクローニングシステムに適合する６ヒスチジン
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タグ化型のＣｈＢＰ－５９ｃＤＮＡ（配列番号１５）を作成した。ＣｈＢＰ－５９－ＨＩ
Ｓ用のＯＲＦ（配列番号１６）は、１２０のアミノ酸からなる配列（配列番号１７）をコ
ード化しており、ここからシグナル配列を除去することにより成熟し、１００のアミノ酸
からなる配列（配列番号１８）となる。GatewayエントリーベクターｐＤＯＮＲ２２１ Ｃ
ｈＢＰ－５９－ＨＩＳ、並びに、発現コンストラクトｐＤＥＳＴ８ ＣｈＢＰ－５９－Ｈ
ＩＳ及びｐＥＡＫ１２ｄ ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳを生成した（図３）。
【０１８０】
　組み換えＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳの精製は、ｐＥＡＫ１２ｄ－ＣｈＢＰ－５９によりト
ランスフェクトしたＨＥＫ２９３ ＥＢＮＡ細胞上澄（Ｎｉ2+－アフィニティークロマト
グラフィーに続いてサイズ排除クロマトグラフィーを実施）、又は、ｐＤＥＳＴ８－Ｃｈ
ＢＰ－５９－ＨＩＳを感染させたＴＮ５昆虫細胞（Ｎｉ2+－アフィニティークロマトグラ
フィーに続いてアニオン交換クロマトグラフィーを実施）から行なった。精製タンパク質
を導入したＳＤＳ－ＰＡＧＥのクーマシーブルー染色から、ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳが異
なる翻訳後修飾型の混合物として、発現及び精製されたことが示唆される。この修飾は昆
虫細胞において発現される他のダニタンパク質にも見られるように、グリコシル化によっ
て行なわれた可能性がある（Alarcon-Chaidez FJ et al., 2003）。実際、このタンパク
質はスメアなバンドとして現れ、ＨＥＫ２９３及びＴＮ５細胞において発現した組み換え
タンパク質の平均分子量は、約２０～２５Ｋｄであった（図４）。
【０１８１】
　ＨＥＫ２９３及び昆虫細胞の双方の上澄を異なる精製工程に供し、存在していた組み換
えＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳを、抗ヒスチジンタグを一次抗体としたウエスタンブロットに
供した。精製された成熟配列のＮ末端の配列を決定したところ、配列ＥＤＤＥＤＹＧＤＬ
Ｇが成熟タンパク質のＮ末端を形成していることが確認された。
【０１８２】
　ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳの最終調製物のＣＣ－ケモカイン結合活性を、正の対照（ウイ
ルスＣＣ－ケモカイン結合タンパク質ｖＣＣｌ）又はクリイロコイタマダニ由来の唾液を
用いて観察された活性と比較した。比較には、最初にダニ唾液中の活性を評価するのに使
用された架橋アッセイを用いた。
【０１８３】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ中において、遊離型の125Ｉ標識ＣＣ－ケモカインＣＣＬ３／ＭＩＰ
－１αは、８ｋＤａバンドとして移動する。架橋剤を加えた場合、組み換えＣｈＢＰ－５
９を含有するサンプル及びダニ唾液中のサンプルの何れにおいても、その放射活性の一部
は、分子量２８～４０ｋＤａのタンパク質複合体中に保持される。これはシフトしたバン
ドに基づいて概ね決定することができる（図５）。シフトしたバンドの分子量は、これら
３つのサンプル間で微妙に異なっているが、これはおそらく、各型の宿主細胞におけるタ
ンパク質の翻訳後修飾（特にグリコシル化）の種類及びレベルが異なるためであると思わ
れる。
【０１８４】
　成熟ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳポリペプチド（１００アミノ酸）の分子量が約１１Ｋｄで
あることを考慮すると、この組み換えタンパク質は、真核宿主細胞中で発現される場合に
は翻訳後に修飾されてイソ型となるため、活性であると考えられる。これらの修飾は最大
１０～２０Ｋｄを占め（これは図４のクーマシー染色によっても示唆される）、おそらく
は主に別のグリコシル化によるものと思われる。
【０１８５】
　本実験は、他の放射性標識ＣＣ－ケモカイン（ＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥＳ及びＣＣＬ２／
ＭＣＰ－１）によっても裏付けられており、ＣｈＢＰ－５９（天然タンパク質として、及
びヒスチジン融合組み換えタンパク質として）がＣＣ－ケモカイン結合タンパク質として
の活性を有することを示すものである。
【０１８６】
実施例３：組み換えＣｈＢＰ－５９のＣＣ－ケモカインに対する抑制活性の評価
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【０１８７】
材料及び方法
ａ．ＳＰＡアッセイ
【０１８８】
　ＳＰＡアッセイは、文献記載（Alouani S, 2000）や上記記載（実施例１）にも述べら
れているような、ケモカイン／ケモカイン受容体相互作用と干渉する分子を検出するため
に計画された。
【０１８９】
ｂ．ＣＣ－ケモカイン誘導走化性
　走化性実験は、ヒトケモカイン受容体５（ＣＣＲ５）を安定的に発現するＬ１．２細胞
（マウス前Ｂ細胞株）を用いて行なった。Ｌ１．２／ＣＣＲ５細胞を、１０％ＦＣＳ（ウ
シ胎児血清；TerraCell, catalogue no: CS-C08-1000-A）、２ｍＭＬ－グルタミン（Invi
trogen catalogue no: 25030-024）、１ｍＭピルビン酸ナトリウム（Sigma, catalogue n
o: S8636）、及び１％ペニシリン－ストレプトマイシン（Invitrogen catalogue no: 151
40-148）を追加したＲＰＭＩ １６４０培地（Invitrogen, catalogue no: 31870-025）中
に保持した。
【０１９０】
　走化性アッセイを実施する２４時間前に、細胞を５ｍＭ酪酸（Sigma catalogue no: B-
5887）中で処理した。翌日、細胞を１５分間、２３０×ｇで遠心分離して採取し、細胞濃
度が１×１０6細胞／ｍｌとなるよう、ＲＰＭＩ １６４０培地中に再懸濁した。培地には
フェノールレッド指示薬（Invitrogen catalogue no: 32404-014）は加えず、１０％ＦＣ
Ｓを追加した。ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１αを０．０１ｍｇ／ｍｌとなるように同培地に懸濁
させ、４倍ずつ１１段階の希釈液を調製した。同様に、ＴＮ５細胞から精製された組み換
えＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳを、３１６ｎｇ／ｍｌから出発して５倍ずつ段階的に希釈し、
２ｎＭのＣＣＬ３／ＭＩＰ－１αを含有する培地に同量ずつ混合した。連続的に希釈され
たケモカイン溶液、又はケモカイン－ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ溶液のアリコット（３２ｍ
ｌ）を３つ（in triplicate）、走化性チャンバーの下側コンパートメントに加え、ポア
サイズ８μｍのフィルターユニット（Neuroprobe ChemoTx System, catalogue no: 101-8
）を、下側コンパートメントの上部に慎重に設置した。Ｌ１．２／ＣＣＲ５細胞懸濁液（
２０μｌ）を走化性チャンバーの上側コンパートメントに加え、３７℃で２時間、５％Ｃ
Ｏ２の加湿培養器内で培養した。
【０１９１】
　その後、走化性チャンバーの蓋を取り外して廃棄した。96ウェルの漏斗プレート（Neur
oprobe ChemoTx System catalogue No: FP1）を、走化性チャンバーの下側コンパートメ
ントの上部に、上下が逆となるように配置した。続いて、ブラックマトリックスプレート
（Vitaris catalogue no: 3915）を、漏斗プレートの上部に、上下が逆となるように配置
し、この走化性チャンバー／漏斗プレート／ブラックマトリックスプレートアセンブリを
引っ繰り返した。続いて、７００×ｇで２分間遠心分離することにより、走化性チャンバ
ーの下側コンパートメント中の培地を、ブラックマトリックスプレート内に移送させた。
遊走した細胞を含有するブラックマトリックスプレートを密封し、－８０℃で２時間冷凍
した。走化性チャンバーの下側コンパートメントに遊走した細胞の数を、CyQUANT細胞増
殖アッセイキット（Molecular Probes catalogue no: C7026）を用いて間接的に決定した
。ブラックプレートを解凍し、得られた細胞を、キット添付の染料を含有する200mlの細
胞リシスバッファー中に、メーカーの使用説明書に従いよく再懸濁させた。蛍光の測定は
、Wallac Victorプレートリーダーを用いて、４８０ｎｍ／５２０ｎｍ励起／発光波長に
より行なった。
【０１９２】
結果
　ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのＣＣ－ケモカイン結合特性を、ＳＰＡ（Scintillation Prox
imity Assay）及びＣＣ－ケモカイン誘導細胞遊走アッセイにより調べた。
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【０１９３】
　ＳＰＡによれば、特定のケモカイン／ケモカイン受容体ペアを検証する（challenging
）組み換えＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳの段階希釈によって、この相互作用が抑制され得るこ
とが示された。実際に、ケモカイン受容体により得られる、ビーズと放射性標識ケモカイ
ンとの相互作用に起因するＳＰＡシグナルは、ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳのモル濃度が低い
場合には顕著に減少していた（図６）。本アプローチで決定されるように、ＣｈＢＰ－５
９－ＨＩＳ親和性は、ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１α（抑制のためのＥＣ50は１２ｐＭであった
。）の方が、ＣＣＬ２／ＭＣＰ－１及びＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥＳ（これらのＣＣ－ケモカ
インの何れについても、抑制のためのＥＣ50はマイクロモルの範囲であった。）に比べて
より高かった。これは、ＣｈＢＰ－５９が一部のＣＣ－ケモカインに対して優先して結合
する可能性があることを示している。
【０１９４】
　最後に、ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳは、ＣＣ－ケモカイン誘導走化性、特にＬ１．２－Ｃ
ＣＲ５のＣＣＬ３／ＭＩＰ－１α誘導及びＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥＳ誘導走化性を、効率的
に抑制する可能性がある。また、ＣＣ－ケモカイン暴露後の遊走細胞数は、本アッセイで
加えたＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ濃度に比例して減少し、結果として細胞とＣＣ－ケモカイ
ンとの相互作用を抑制した。この効果は、ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳが低モル濃度（１０-1

0Ｍ未満；図７）の場合に達成されることから、特に重要である。
【０１９５】
実施例４：生体内でのＣｈＢＰ－５９活性の評価
【０１９６】
材料及び方法
ａ）動物
【０１９７】
　これらの実験では何れも、オスＢａｌｂ／ｃ又はＣ５７Ｂ６マウス（18～22ｇ）を使用
した。動物は温度制御室内で飼育し、水及び食料の摂取は自由とした。
【０１９８】
ｂ）腹膜細胞動員
　８から１２週齢のオスＢａｌｂ／ｃ又はＣ５７Ｂ６マウスに、２００μｌのリン酸緩衝
食塩水（ＰＢＳ、ｐＨ７．４）、又は２００μｌのＰＢＳで希釈したヒトＭＩＰ－１α（
０．５ｍｇ／Ｋｇ）を腹膜腔内注射した。抑制試験のために、０．１５から５ｍｇ／ｋｇ
までの範囲のＣｈＢＰ－５９を２００μｌＰＢＳ中に含む投与分を、ヒトＭＩＰ－１α投
与の４５分前に皮下投与した（腹膜腔内０．５ｍｇ／ｋｇ）。注射後１８時間経過時にマ
ウスを屠殺し、腹膜腔を３ｍＬの氷冷ＰＢＳで２度洗浄し、全洗浄液を個々のマウス毎に
プールした。全細胞計数（total cell counts）は、改良ノイバウエルチャンバー内で、
チュルク染色液を用いて行なった。示差細胞計数（differential cell counts）は、サイ
トスピン調製（Shandon III）により、メイ・グリュンワルド・ギムザ（May Grunwald-Gi
emsa）で染色し、細胞型の同定には標準的な形態学的基準を用いて行なった。結果は腹膜
腔当たりの細胞数で示した（図８及び図９）。
【０１９９】
ｃ）生体内顕微鏡観察
　各実験について、臓器露出（exteriorization）の１時間前に、０．１５ｍｇ／Ｋｇの
ヒトＭＩＰ－１αを０．１ｍＬのＰＢＳ中に含む液を、３０Ｇの針を用い、皮下注射によ
って右陰嚢の皮膚下に局所投与した。抑制試験のために、ＣｈＢＰ－５９（０．５ｍｇ／
ｋｇ）及びＭＩＰ－１α（０．１５ｍｇ／Ｋｇ）を１００μｌのＰＢＳ中に含む溶液を、
陰嚢内注射による投与の１５分前に調製した。その後、左挙睾筋を生体内顕微鏡観察用に
調製した。要約すると、陰嚢の皮膚を切開して左精巣挙筋を露出させ、周囲の筋膜を慎重
に取り除いた。焼灼機を用いて、精巣挙筋の腹側表面を長軸方向に切開した。睾丸及び精
巣上体を下層筋肉から分離し、腹腔内に移動させた。続いて、筋肉を視野の開けた台座上
に拡げ、端に沿って４－０縫合糸で固定した。露出した組織を、保温した重炭酸緩衝食塩
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水（ｐＨ７．４）で表面灌流した。２０×対物レンズ及び１０×接眼レンズを備えた生体
内顕微鏡（Olympus BX50F4；Japan）を用いて挙睾筋の微小循環を観察した。ビデオカメ
ラ（5100 HS；Panasonic, Osaka, Japan）を用いて画像をモニターに映し出し、後に再生
して分析するために、従来のビデオカセットレコーダーに記録した。
【０２００】
　未分岐の単一の挙睾筋小静脈（直径２５～４０μｍ）を選択し、変動を最小とするため
に、実験を通じて挙睾筋小静脈の同一断面を観察した。ローリング、粘着、及び遊走白血
球数を、オフラインでビデオ再生分析により決定した。ローリング（rolling）白血球は
、所定の血管内で赤血球の速度未満の速度で移動している白血球細胞と定義した。ローリ
ング細胞の流量（the flux of rolling cells）は、静脈の所定の点を一分間当たり通過
するローリング細胞の数として測定した。白血球が少なくとも３０秒間、静止したまま留
まっている場合には、粘着性であると判断し、総白血球粘着（total leukocyte adhesion
）は、静脈１００μｍ長当たりの粘着細胞の数として評価した。白血球の遊走は、静脈か
ら５０μｍ以内の領域に存在する血管外空隙内の細胞数として定義した。観察時において
粘着性であり、且つ、明らかに細胞外に存在する細胞のみを、遊走として計数した。各実
験の最後に心臓を穿刺し、全血液を抜き出した。全細胞計数（total cell counts）は、
改良ノイバウエルチャンバー内で、チュルク染色液を用いて行なった。結果を図１０に示
した。
【０２０１】
ｄ）感作及び肺へのＴｈ２細胞動員の誘発
　プロトコルの０日目及び７日目に、単離されたマンソン住血吸虫（S. mansoni）の卵２
５００個を、マウスの腹膜腔内に投与して免疫化した。１４日目に、マウスの鼻腔内に１
０μｇの抗原を１０μＬのＰＢＳ中に含む液を投与して抗原暴露し、反応を気道に局在化
させた。続いて６日後に、マウスを再度抗原暴露すべく、１０μｇの抗原を２５μＬのＰ
ＢＳ中に含む液、又はＰＢＳ単独（ビヒクル）を気管内投与した。抑制試験のために、抗
原暴露の４５分前及び２４時間後に、ＣｈＢＰ－５９（０．５ｍｇ／ｋｇ）を皮下投与し
た。注射から４８時間後にマウスを屠殺し、気管カニューレを通じて０．３ｍＬの無菌Ｐ
ＢＳを肺に原位置で充満させた。穏やかにマッサージして細胞を取り除いた後、肺から液
体を抜き出し、氷上のプラスチック製試験管内に採集した。この手順を３度繰り返し、各
動物から回収された細胞懸濁液をマウス個体毎にプールした。全細胞計数（total cell c
ounts）は改良ノイバウエルチャンバー内で、チュルク染色液を用いて行なった。示差細
胞計数（differential cell counts）はサイトスピン調製（Shandon III）により、メイ
・グリュンワルド・ギムザ（May Grunwald-Giemsa）で染色し、細胞型の同定には標準的
な形態学的基準を用いて行なった。結果は肺当たりの細胞数で示した（図１１参照）。
【０２０２】
ｅ）ＯＶＡ誘発気道炎症
　ＯＶＡに対する気道反応を誘発すべく、１０μｇのＯＶＡを２ｍｇの水酸化アルミニウ
ム（２％）で沈殿させた総量２００μｌの液を皮下投与することにより、マウスを感作し
た。感作の１４日後、マウスに対してＰＢＳ、又はＯＶＡ１％のＰＢＳ希釈溶液を、２０
分間噴霧した。抑制試験のために、抗原暴露の４５分前及び抗原暴露後１２時間おきに、
ＣｂＢＰ－５９（０．５ｍｇ／ｋｇ）を皮下投与した。注射から４８時間後、マウスを屠
殺し、肺に原位置で０．３ｍＬの無菌ＰＢＳを気管カニューレを通じて満たした。穏やか
にマッサージして細胞を取り除いた後、肺から液体を抜き出し、氷上のプラスチック製試
験管内に採集した。この手順を３度繰り返し、各動物から回収された細胞懸濁液をマウス
個体毎にプールした。全細胞計数（total cell counts）は改良ノイバウエルチャンバー
内で、チュルク染色液を用いて行なった。示差細胞計数（differential cell counts）は
サイトスピン調製（Shandon III）により、メイ・グリュンワルド・ギムザ（May Grunwal
d-Giemsa）で染色し、細胞型の同定には標準的な形態学的基準を用いて行なった。結果は
肺当たりの細胞数で示した（図１２参照）。
【０２０３】
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ｆ）ブレオマイシン誘発肺損傷
　麻酔下（マウス１個体当たりケタミン３．２ｍｇ及びキシラジン０．１６ｍｇ）、０．
１２５Ｕのブレオマイシン（Bonar, Laboratorio Sintetica, Brasil）を３０μｌのＰＢ
Ｓ中に含む液を、マウスの気管軟骨輪間に挿入した２５Ｇの針を通じて、マウスの気管内
に導入した。対照動物には食塩水のみを投与した。気管開口部位を縫合し、動物を回復さ
せた。抑制試験のために、ブレオマイシン注入の４５分前及び注入後１２時間おきに、Ｃ
ｈＢＰ－５９（０．５ｍｇ／ｋｇ）を皮下投与した。注入から２日又は８日目にマウスを
屠殺し、肺に原位置で０．３ｍＬの無菌ＰＢＳを気管カニューレを通じて満たした。穏や
かにマッサージして細胞を取り除いた後、肺から液体を抜き出し、氷上のプラスチック製
試験管内に採集した。この手順を３度繰り返し、各動物から回収された細胞懸濁液をマウ
ス個体毎にプールした。全細胞計数（total cell counts）は改良ノイバウエルチャンバ
ー内で、チュルク染色液を用いて行なった。示差細胞計数（differential cell counts）
はサイトスピン調製（Shandon III）により、メイ・グリュンワルド・ギムザ（May Grunw
ald-Giemsa）で染色し、細胞型の同定には標準的な形態学的基準を用いて行なった。結果
は肺当たりの細胞数で示した（図１３参照）。
【０２０４】
ｇ）統計分析
　全ての結果を平均±ＳＥＭで表わす。規格化したデータを一元配置（one-way）分散分
析で分析し、各群間の差異をステューデント・ニューマン・キュールズ（Student-Newman
-Keuls）事後テストにより評価した。ｐ値が＜０．０５の場合に有意と判断した。
【０２０５】
結果
　ＭＩＰ－１αの腹膜腔投与により誘発される細胞動員に対し、ＣｈＢＰ－５９の抑制能
を調べた。１．５ｍｇ／ｋｇの単回投与の場合、最も顕著な抑制が観察されたのは顆粒球
についてであったが、これはヒトの系において、ＭＩＰ－１αが主に単球を動員するのと
は異なっている。２番目の実験では、投与量を０．１５～５ｍｇ／ｋｇの範囲に広げ、２
つのマウス株、Ｂａｌｂ／Ｃ及びＣ５７Ｂ６に対して投与した。Balb/cマウスにおいて動
員された好酸球の数は、それらの抑制を定量化するには不十分であったが、何れの細胞株
においても、全ての投与量において優れた好中球抑制作用が観察された。続く実験では０
．５ｍｇ／ｋｇを選択した。生体内顕微鏡観察により、ＣｈＢＰ－５９が、動員プロセス
に関わる３つの工程である、ローリング、粘着、及び遊走の全てを抑制していることが確
認された。
【０２０６】
　ＣｈＢＰ－５９が、その強力な好酸球動員抑制作用により、これらの細胞の肺への動員
を抑制する能力を有するか否かを、Ｔｈ２感作モデルにおいて検証するとともに、オバル
ブミン誘発肺炎症においても調べた。何れの場合にも、好酸球動員の強力な抑制作用が観
察され、単核細胞への影響は殆ど見られなかった。ブレオマイシン誘発肺炎症は顆粒好中
球によって媒介されることから、これについても本モデルで検証したところ、感作の２日
後及び８日後の何れにおいても、有意な好中球の抑制作用が観察された。
【０２０７】
　これらの結果から、ヒトにおいて単核動員を抑制する傾向があるものと解釈される。
【０２０８】
　従って、結論としては、ＣｈＢＰ－５９はＣＣ－ケモカイン結合特性を有し、これによ
りケモカインの作用を抑制する、新規なタンパク質である。本タンパク質はヒト医薬にお
いて抗炎症化合物として有効に利用できるとともに、ダニの寄生に関連する医学及び獣医
学的徴候、例えばダニ媒介感染因子等の問題にも利用できる。本発明のタンパク質に基づ
く分子であって、こうしたタンパク質の機能と干渉する分子を用いれば、ダニの生活環を
崩壊させ、外部寄生虫及びそれらの病原体を抑制し、或いはダニの病原生物運搬能力を低
減させることができる。
【０２０９】
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【図面の簡単な説明】
【０２１３】
【図１】ＣｈＢＰ－５９のｃＤＮＡ配列と、関連するオープン・リーディング・フレーム
（ＯＲＦ）によりコード化される、ＣｈＢＰ－５９タンパク質配列の配列表（alignment
）。シグナル配列（残基１～２０、アルゴリズムＳＩＧＮＡＬＪにより予測）を下線で示
す。予測されたポリアデニル化部位を囲み線で示す。成熟タンパク質に存在するシステイ
ン残基を強調して示す。予測されたＮ結合グリコシル化部位を太字で示す。
【図２】ＰＣＲによる２段階の連続周回（two successive rounds）により得られた、隣
接attB部位を有するGateway適合ＣｈＢＰ－５９ｃＤＮＡの配列表（alignment）。矢印は
関連するＰＣＲプライマーの位置及び意味を示す（概要は表III参照）。開始及び停止コ
ドンを太字で示す。シグナル配列を形成するアミノ酸を下線で示す。
【図３】（Ａ）Gatewayクローニングシステム用ｐＤＯＮＲ２２１　ＣｈＢＰ－５９－Ｈ
ＩＳエントリーベクターのマップ。（Ｂ）昆虫（ＴＮ５）細胞での発現用ｐＤＥＳＴ８　
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ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ発現ベクターのマップ。（Ｃ）哺乳類（ＨＥＫ２９３／ＥＢＮＡ
）細胞での発現用ｐＥＡＫ１２ｄ　ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ発現ベクターのマップ。
【図４】ＨＥＫ２９３及びバキュロウイルス感染ＴＮ５（図４の符号ＢＶ）細胞から、Ｎ
ｉ2+親和性及びアニオン交換クロマトグラフィーを用いて精製されたＣｈＢＰ－５９－Ｈ
ＩＳの分子量を示す、クーマシーブルー溶液で染色した１０％ＳＤＳ－ポリアクリルアミ
ドゲル（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）。分子量標準を左側に示す（ＭR）。
【図５】125Ｉ標識ＣＣ－ケモカインＣＣＬ３／ＭＩＰ－１αと、ＨＥＫ２９３（ＨＥＫ
）又はＴＮ５昆虫細胞（ＴＮ５）で発現された組み換えＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳタンパク
質、ウイルスＣＣ－ケモカイン結合タンパク質（ｖＣＣｌ、正の対照）、クリイロコイタ
マダニ由来の天然ダニ唾液（ＲＳｓ）、又は、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ、負の対照）
とを架橋させて形成された複合体を表わすＳＤＳ－ＰＡＧＥのオートラジオグラフィー。
架橋剤（ＢＳ3）の存在（＋）又は不在（－）下で、未標識タンパク質を放射性標識ＣＣ
－ケモカイン（125Ｉ－ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１α）に加えた。分子量標準（単位Ｋｄ）を
左側に示す（Ｍ）。
【図６】バキュロウイルス感染昆虫細胞から精製された組み換えＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳ
のＣＣ－ケモカイン結合活性。ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳの抑制効果は、段階希釈した組み
換えタンパク質を、一定量のＳＰＡビーズ固定化（bead-immobilized）ケモカイン受容体
（ＣＣＲ５）及び放射性標識ＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥＳ（Ａ）、ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１α（
Ｂ）、又はＣＣＬ２／ＭＣＰ－１（Ｃ）に加えることにより測定した。
【図７】ＣＣ－ケモカイン受容体ＣＣＲ５を発現するマウスＬ１．２細胞におけるＣＣＬ
３／ＭＩＰ－１α誘発及びＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥＳ誘発走化性を測定するアッセイにおけ
る、ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳによる抑制効果。一定濃度（１．０ｎＭ）のＣＣ－ケモカイ
ンを、ＣｈＢＰ－５９－ＨＩＳモル濃度（対数（Ｌｏｇ）表示）を段階的に増加させた種
々のサンプルに加えた。蛍光ユニットは遊走細胞数に比例している。
【図８】ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１α誘発腹膜動員に対するＣｈＢＰ－５９－６Ｈｉｓの抑制
効果。０．１５ｍｇ／ｋｇのＣＣＬ３／ＭＩＰ－１αを腹腔内投与する４５分前に、Ｃｈ
ＢＰ－５９－６Ｈｉｓを用量１．５ｍｇ／ｋｇで皮下投与した。１８時間後にマウスを屠
殺し、腹膜腔に動員された細胞数を数えた。
【図９】２種のマウス株におけるＣＣＬ３／ＭＩＰ－１α誘発腹膜動員に対するＣｈＢＰ
－６Ｈｉｓの抑制効果の用量反応。ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１αを０．５ｍｇ／ｋｇで腹腔内
投与する４５分前に、ＣｈＢＰ－５９－６Ｈｉｓを様々な用量で皮下投与した。１８時間
後、腹膜腔に動員された顆粒球数を数えた。Ａ）はＢａｌｂ／ｃ、Ｂ）はＣ５７Ｂ６マウ
ス株。
【図１０】生体内顕微鏡観察による細胞動員プロセスの可視化。ＭＩＰ－１α（０．１５
ｍｇ／ｋｇ）、又は、ＣｈＢＰ－５９（０．５ｍｇ／ｋｇ）及びＭＩＰ－１ａ（０．１５
ｍｇ／ｋｇ）の組み合わせを、陰嚢内に投与した。１時間後、精巣挙筋を取り除き、循環
を生体内顕微鏡で観察し、記録してオフライン分析に供した。Ａ）ローリング。Ｂ）粘着
。Ｃ）遊走。
【図１１】Ｔｈ２細胞の肺への動員に対するＣｈＢＰ－５９－６Ｈｉｓの抑制効果。１日
目及び７日目に、２，５００個のマンソン住血吸虫（Schistosoma mansoni）の卵を、マ
ウスに腹腔内投与して感作した。７日後に、これらのマウスに住血吸虫卵（ＳＥＡ）を鼻
腔内投与し、抗原暴露した。６日後、ＣｈＢＰ－６Ｈｉｓを０．５ｍｇ／ｋｇで皮下投与
し、その４５分後に再度、気管内にＳＥＡを投与し、抗原暴露した。２４時間後に、２度
目のＣｈＢＰ－６Ｈｉｓの投与を、０．５ｍｇ／ｋｇで行なった。４８時間後、ＢＡＬ液
体を除去し、細胞数を数えた。Ａ）総細胞。Ｂ）好酸球。Ｃ）単核細胞。
【図１２】オバルブミン誘発肺炎症に対するＣｈＢＰ－５９－６Ｈｉｓの抑制効果。マウ
スをオバルブミン含有Ａｌ（ＯＨ）3（ａｌｕｍ）を用いて免疫化した。１４日後、１％
オバルブミンのエアロゾル噴霧により２０分間抗原暴露した。エアロゾル噴霧の４５分前
及び噴霧後１２時間おきに、ＣｈＢＰ－５９－６Ｈｉｓを０．５ｍｇ／ｋｇで皮下投与し
た。エアロゾル噴霧の２日後にＢＡＬを取り、細胞計数に供した。Ａ）総細胞。Ｂ）好酸
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球。Ｃ）単核細胞。
【図１３】ブレオマイシン誘発肺炎症に対するＣｈＢＰ－５９－６Ｈｉｓの抑制効果。０
日目に、マウスに０．１２５ユニットのブレオマイシンを気管内投与し、感作した。感作
に先立ち、ブレオマイシン投与の４５分前に、これらのマウスに対してＣｈＢＰ－５９－
６Ｈｉｓを０．５ｍｇ／ｋｇで皮下注射し、その後も同用量を１２時間おきに１２日間連
続して投与した。感作後２日目に分析したマウスは、３用量の（3 doses of）ＣｈＢＰ－
５９－６Ｈｉｓで処理した。２日目及び８日目にＢＡＬを取り、細胞計数に供した。Ａ）
総細胞。Ｂ）好酸球。Ｃ）単核細胞。

【図１】 【図２】
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