
(57)【要約】

本発明は自己抗原に対する免疫感作のために有用な単離

されたポリペプチドに関する。特に本発明は、in vivo

で投与した場合に自己抗体を生じさせることのできる自

己タンパク質に関する。本発明はとりわけ、ヒトにおい

てヒトサイトカインを免疫原性にすることに関する。本

発明はさらに、そのような化合物を含む医薬組成物およ

び医療におけるその使用、ならびにその調製方法に関す

る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
あ る ヒ ト タ ン パ ク 質 に 対 し て 30%以 上 100%未 満 同 一 で あ る 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て
、 そ の ポ リ ペ プ チ ド が 、
(a)類 似 の 非 ヒ ト タ ン パ ク 質 に 特 徴 的 な 少 な く と も 1つ の 変 異 を 含 ん で お り 、
(b)ヒ ト の 体 内 で 抗 体 を 生 起 さ せ る こ と が で き 、
(c)該 ヒ ト タ ン パ ク 質 と 構 造 的 に 十 分 に 類 似 し て い て 、 該 抗 体 が 該 ヒ ト タ ン パ ク 質 と 該 ポ
リ ペ プ チ ド の 両 方 に 結 合 す る も の で あ り 、
そ し て 該 タ ン パ ク 質 は 抗 体 で は な い 、 上 記 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
哺 乳 動 物 の 自 己 抗 原 由 来 の B細 胞 エ ピ ト ー プ お よ び 第 2の 哺 乳 動 物 種 の 類 似 し た タ ン パ ク 質
の 配 列 を 生 じ さ せ る 変 異 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 B細 胞 エ ピ ト ー プ の 起 源 と な っ た
動 物 種 に お い て 、 B細 胞 エ ピ ト ー プ が 誘 導 さ れ た 天 然 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 免 疫 応 答 を 引
き 出 す こ と が で き る 、 上 記 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
自 己 タ ン パ ク 質 の B細 胞 エ ピ ト ー プ が 第 2の 哺 乳 動 物 種 由 来 の 類 似 タ ン パ ク 質 の フ レ ー ム ワ
ー ク 中 に 置 換 に よ っ て グ ラ フ ト さ れ て い る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 B細 胞 エ ピ ト ー プ の 起 源
と な っ た 動 物 種 に お い て 、 B細 胞 エ ピ ト ー プ が 誘 導 さ れ た 天 然 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 免 疫
応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る 、 上 記 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
表 面 に 露 出 し て い な い 領 域 に 導 入 さ れ た 保 存 さ れ た 表 面 領 域 を 含 ん で な り 、 前 記 変 異 が 類
似 し た タ ン パ ク 質 の 配 列 を 生 じ さ せ 、 そ れ に よ っ て 前 記 タ ン パ ク 質 が 、 自 己 タ ン パ ク 質 の
起 源 と な っ た 該 動 物 種 に お い て 、 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き
る よ う に な る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 免 疫 応 答 が 中 和 抗 体 応 答 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 ヒ ト タ ン パ ク 質 、 ま た は B細 胞 エ ピ ト ー プ が サ イ ト カ イ ン 由 来 の も の で あ る 、 請 求 項
１ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ７ 】
4-ヘ リ カ ル サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ８ 】
IL-4ま た は IL-13で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の サ イ ト カ イ ン 。
【 請 求 項 ９ 】
下 記 の 1以 上 の 置 換 ま た は そ の 保 存 的 置 換 を 含 む 置 換 を 有 す る 変 異 型 ヒ ト IL-13。
R → 　 K　 　 30位
V → 　 S　 　 37位
Y → 　 F　 　 63位
A → 　 V　 　 65位
E → 　 D　 　 68位
E → 　 Y　 　 80位
K → 　 R　 　 81位
M → 　 I　 　 85位
G → 　 H　 　 87位
Q → 　 H　 　 113位
V → 　 I　 　 115位
D → 　 K　 　 117位
【 請 求 項 １ ０ 】
複 数 の 請 求 項 ９ で 示 し た 置 換 を 有 す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 変 異 型 ヒ ト IL-13。
【 請 求 項 １ １ 】
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下 記 の １ 以 上 の 配 列 ：
L K E L I E E L S N
F C V A L D S L
A I Y R T Q R I L H G
K I E V A H F I T K L L
ま た は 1以 上 の 保 存 的 置 換 を 含 ん で な る 該 配 列 の 改 変 体 を 有 す る 、 請 求 項 ９ ま た は １ ０ に
記 載 の 変 異 型 ヒ ト IL-13。
【 請 求 項 １ ２ 】
図 ９ に 示 す 変 異 型 ヒ ト IL-13。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ ～ １ ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
DNAで あ り 、 プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ３ も し く は １ ４ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 １ ５ に 記 載 の ベ ク タ ー
に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー を 、 製
薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 賦 形 剤 と 共 に 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
さ ら に ア ジ ュ バ ン ト を も 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 お よ び 免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 次 の 群 ：
オ リ ゴ 1(配 列 番 号 1): TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)
オ リ ゴ 2(配 列 番 号 2): TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)
オ リ ゴ 3(配 列 番 号 3): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG
オ リ ゴ 4(配 列 番 号 4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)
オ リ ゴ 5(配 列 番 号 5): TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)
か ら 選 択 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
医 療 に お い て 使 用 す る た め の 、 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー 、 宿 主 、 ま た は 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
IL-13が 媒 介 す る 疾 患 の 治 療 用 医 薬 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の タ ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
喘 息 治 療 用 で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 １ ７ ～ ２ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 の 安 全 か つ 有 効 な 量 を 、 そ れ を 必 要 と す
る 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 IL-13が 媒 介 す る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 調 製 方 法 で あ っ て 、
1. 抗 体 応 答 が 望 ま れ る 自 己 （ 典 型 的 に は ヒ ト ） タ ン パ ク 質 の 1以 上 の 領 域 を 同 定 す る こ と
；
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2. 該 自 己 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る こ と ；
3. 類 似 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る こ と ；
ス テ ッ プ １ で 同 定 さ れ た 標 的 領 域 （ そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は ス テ ッ プ ２ で 同 定 さ れ た 配 列 か ら
得 ら れ る ） の 少 な く と も 1つ 、 お よ び ス テ ッ プ ３ で 同 定 さ れ た 配 列 か ら の 十 分 な ア ミ ノ 酸
を 含 ん で な る キ メ ラ 分 子 を 組 換 え DNA技 法 に よ り 構 築 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ の 結 果 と
し て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 が 自 己 タ ン パ ク 質 と 類 似 し た 形 状 へ と 折 り た た ま れ る こ と が 可 能
と な り 、 そ れ に よ っ て 該 変 異 タ ン パ ク 質 が 自 己 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す
こ と が で き る よ う に な る 、 上 記 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫 感 作 の た め に 有 用 な 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
特 に 本 発 明 は 、 in vivoで 投 与 し た 場 合 に 自 己 抗 体 を 生 起 さ せ る こ と の で き る 自 己 タ ン パ
ク 質 に 関 す る 。 本 発 明 は と り わ け 、 ヒ ト に お い て ヒ ト サ イ ト カ イ ン を 免 疫 原 性 に す る こ と
に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 そ の よ う な 化 合 物 を 含 む 医 薬 組 成 物 お よ び 医 療 に お け る そ れ
ら の 使 用 、 な ら び に そ れ ら の 調 製 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
喘 息 は 慢 性 の 肺 疾 患 で 、 気 道 下 部 の 炎 症 が 原 因 で あ り 、 再 発 性 の 呼 吸 障 害 を 特 徴 と す る 。
患 者 の 気 道 は 敏 感 に な っ て お り 、 症 状 の な い 時 で す ら 常 に あ る 程 度 腫 脹 ま た は 炎 症 を 起 こ
し て い る 。 炎 症 に よ っ て 気 道 の 狭 窄 が 起 こ り 、 肺 を 出 入 り す る 気 流 を 低 減 さ せ 、 呼 吸 が 困
難 と な り 、 喘 鳴 、 胸 部 圧 迫 感 、 お よ び 咳 が 出 る よ う に な る 。 喘 息 は ア レ ル ゲ ン (例 え ば 、
塵 埃 、 花 粉 、 カ ビ )に 対 す る 過 敏 症 、 刺 激 物 (例 え ば 、 喫 煙 、 香 水 、 強 い 異 臭 )、 呼 吸 器 感
染 、 運 動 、 お よ び 乾 燥 し た 気 候 が 引 き 金 と な る 。 そ れ ら の 引 き 金 は 気 道 を 刺 激 し 、 気 道 の
内 壁 は 腫 脹 し て よ り 炎 症 が 強 く な り 、 粘 液 は 気 道 を 塞 ぎ 、 気 道 周 囲 の 筋 肉 は 緊 張 し て 呼 吸
が 困 難 で ス ト レ ス の 強 い も の と な り 、 喘 息 の 症 状 が 出 現 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
COPD(慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 )と は 呼 吸 管 の 疾 患 を 包 括 的 に 示 す 用 語 で 、 喘 息 と 似 た 症 状 を 呈 し
、 同 じ 薬 物 で 治 療 さ れ る 。 COPDは 慢 性 か つ 進 行 性 で あ り 、 気 道 の 障 害 は 大 部 分 が 非 可 逆 的
で あ る こ と を 特 徴 と す る 。 こ の 疾 患 の 経 過 へ の 個 人 の 寄 与 は 不 明 で あ る が 、 喫 煙 は 90%の
症 例 で 原 因 と な っ て い る と 考 え ら れ て い る 。 症 状 と し て は 、 咳 、 慢 性 気 管 支 炎 、 息 切 れ 、
お よ び 呼 吸 器 感 染 が 含 ま れ る 。 こ の 疾 患 は 究 極 的 に は 重 篤 な 能 力 障 害 と 死 に 至 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 生 産 、 投 与 お よ び 耐 性 に 関 連 す る 種 々 の 問 題 点 が あ る の で 、 ワ ク
チ ン 接 種 に よ っ て 適 切 な 特 異 性 を 有 す る 内 因 性 抗 体 を 生 成 さ せ る た め に 患 者 自 身 の 免 疫 系
を 働 か せ よ う と す る 方 法 が ま す ま す 関 心 を 集 め て い る 。 し か し 、 哺 乳 動 物 は そ の 血 清 中 に
存 在 す る 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 し て 高 力 価 の 抗 体 を 通 常 は 産 生 し な い が 、 そ れ は そ の よ う な
抗 体 の 産 生 を 防 止 す る ホ メ オ ス タ シ ス の 機 作 が 免 疫 系 に 働 い て い る か ら で あ る 。 こ の よ う
な 免 疫 寛 容 の 機 作 の 重 要 性 は 、 重 症 筋 無 力 症 の よ う な 疾 患 で 説 明 す る こ と が で き 、 こ れ ら
の 疾 患 で は 、 骨 格 筋 の ニ コ チ ン 様 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 に 対 す る 自 己 抗 体 が 脱 力 お よ び 疲
労 を 生 じ さ せ る (Drachman, 1994, N. Engl. J. Med. 330:1797-1810)。 従 っ て 、 自 己 抗 体
が 媒 介 す る 病 態 を 引 き 起 こ す こ と な く 抗 体 寛 容 機 作 を 迂 回 す る こ と の で き る ワ ク チ ン ア プ
ロ ー チ の 必 要 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
許 容 し が た い 自 己 免 疫 性 の 毒 性 を 誘 発 す る こ と な く 、 B細 胞 の 免 疫 寛 容 を 起 こ さ せ な い こ
と を 目 的 と し て 多 数 の 技 法 が デ ザ イ ン さ れ て き た 。 し か し 、 そ れ ら の 全 て に 大 き な 欠 点 が
あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
あ る 技 法 は 、 自 己 タ ン パ ク 質 (ま た は そ れ に 由 来 す る ペ プ チ ド )を 高 度 の 免 疫 原 性 を 有 す る
担 体 タ ン パ ク 質 、 例 え ば キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト の ヘ モ シ ア ニ ン な ど と 化 学 的 に 架 橋 さ せ る
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こ と を 含 ん で い る (「 抗 体 ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 」 "Antibodies:A laboratory manual", Har
low, E.と Lane, D. 1988, Cold Spring Harbor Press)。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 免 疫 原 性 の
低 い 標 的 （ 例 え ば 低 分 子 量 の 化 合 物 な ど ） に 対 す る 抗 体 を 生 成 さ せ る た め に 広 く 用 い ら れ
て い る ハ プ テ ン -担 体 系 の 変 法 で あ る 。 し か し 、 化 学 結 合 さ せ る プ ロ セ ス は 有 益 な 可 能 性
の あ る エ ピ ト ー プ を 破 壊 し て 、 抗 体 応 答 の 多 く が 担 体 蛋 白 に 対 す る も の と な り う る 。 さ ら
に こ の ア プ ロ ー チ は タ ン パ ク 質 を 用 い た ワ ク チ ン 接 種 に の み 適 応 可 能 で あ り 、 核 酸 を 免 疫
原 と す る も の に は 用 い る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
担 体 タ ン パ ク 質 を 用 い る 技 法 の 変 法 と し て は 、 担 体 タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス
の コ ア 抗 原 )と 自 己 タ ン パ ク 質 の 双 方 を 含 ん で い る 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を
構 築 す る こ と が 含 ま れ る (「 免 疫 原 性 ペ プ チ ド の 担 体 と し て の B型 肝 炎 ウ イ ル ス の コ ア 抗 原
」 "The core antigen of hepatitis B virus as a carrier for immunogenic peptides",
 Biological Chemistry, 380(3):277-83, 1999)。 こ の 融 合 遺 伝 子 は 核 酸 ワ ク チ ン の 一 部
と し て 直 接 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 in vitroで 適 切 な 宿 主 細 胞 中 で 発
現 さ せ 、 そ の 遺 伝 子 産 物 を 精 製 し 、 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 、 ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 用 い ず
に 、 従 来 の 形 の ワ ク チ ン と し て 送 達 さ せ る こ と が で き る 。 し か し 、 大 き な 担 体 タ ン パ ク 質
を 自 己 タ ン パ ク 質 と 融 合 さ せ る こ と は 自 己 タ ン パ ク 質 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 束 縛 す る か
、 ま た は ゆ が め 、 天 然 分 子 と 交 差 反 応 性 の 抗 体 を 産 生 さ せ る 効 率 を 低 減 さ せ う る 。 ま た 、
旧 来 の 架 橋 さ せ た 担 体 系 と 同 様 に 、 抗 体 応 答 の 多 く は そ の 融 合 体 の 担 体 部 分 に 対 す る も の
と な る 。 担 体 に 対 す る 抗 体 応 答 は 、 そ の 後 に 行 わ れ る ワ ク チ ン の ブ ー ス タ ー 投 与 の 有 効 性
を 限 定 す る か 、 ま た は ア レ ル ギ ー 性 も し く は ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 性 の 反 応 が 起 こ る 機 会 を 増
や し て し ま う 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
よ り 洗 練 さ れ た ア プ ロ ー チ が Dalumと 共 同 研 究 者 ら に よ っ て 報 告 さ れ て お り 、 そ の 方 法 は
、 単 一 の ク ラ ス II MHC制 限 エ ピ ト ー プ を 標 的 分 子 中 に 挿 入 す る も の で あ る 。 彼 ら は こ の 方
法 を 用 い て ユ ビ キ チ ン (Dalumら , 1996, J. Immunol. 157:4796-4804; Dalumら , 1997, Mo
l. Immunol. 34:1113-1120)お よ び サ イ ト カ イ ン TNF(Dalumら 、 1999、 Nature Biotech. 17
:666-669)に 対 す る 抗 体 を 引 き 出 す こ と を 実 証 し た 。 そ の 結 果 、 全 て の T細 胞 ヘ ル プ は 、 こ
の 単 一 の エ ピ ト ー プ ま た は 接 合 配 列 か ら 生 じ な け れ ば な ら な い 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 ワ ク
チ ン が そ の た め に デ ザ イ ン さ れ た 適 切 な MHCク ラ ス IIハ プ ロ タ イ プ を 有 し て い る 被 験 者 、
ま た は 接 合 エ ピ ト ー プ と 結 合 す る こ と の で き る ク ラ ス II分 子 を 幸 い に し て 有 し て い る 被 験
者 に お い て は う ま く 働 く が 、 正 常 な 交 雑 集 団 、 例 え ば ヒ ト に 典 型 的 な 集 団 な ど で は 、 そ の
集 団 の 大 部 分 の 人 々 で そ の ワ ク チ ン が 働 か な い だ ろ う 。 さ ら に 、 挿 入 さ れ た エ ピ ト ー プ が
典 型 的 に は 、 卵 ア ル ブ ミ ン ま た は リ ゾ チ ー ム な ど の 全 く 関 連 の な い タ ン パ ク 質 か ら の も の
で あ る の で 、 追 加 し た 配 列 が 標 的 タ ン パ ク 質 の 折 り 畳 み を あ る 程 度 妨 害 す る 可 能 性 が あ り
、 そ れ に よ っ て 標 的 タ ン パ ク 質 が 完 全 な 天 然 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 取 る こ と を 妨 げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
上 述 し た 全 て と は 対 照 的 に 、 本 発 明 は 、 多 数 の 、 可 能 性 の あ る T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す
る が 、 標 的 分 子 を 天 然 型 に 近 い コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 保 持 す る 。 こ れ ら の 性 質 の た め 、 本
発 明 の ワ ク チ ン は 、 複 雑 な 交 雑 集 団 、 例 え ば ヒ ト 患 者 か ら な る 集 団 な ど で 効 果 的 な 免 疫 原
と な る 。 こ れ ら の 性 質 は 、 自 己 タ ン パ ク 質 に 変 異 を 与 え て 、 そ の 位 置 で 、 類 似 の タ ン パ ク
質 に 見 出 さ れ る 配 列 を 生 じ さ せ る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
い く つ か の 最 近 の 論 文 は 、 ア レ ル ギ ー 性 喘 息 の 卵 白 ア ル ブ ミ ン モ デ ル に お け る 病 態 を 駆 動
す る 際 の Th2サ イ ト カ イ ン IL-13の 決 定 的 に 重 要 の 役 割 を 明 ら か に し て い る (Wills-Karpら ,
 1998; Grunigら , 1998)。 こ の 研 究 で は 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン に あ ら か じ め 感 作 さ せ た マ ウ ス
に 、 IL-13と 結 合 し て そ れ を 中 和 す る 可 溶 性 IL-13レ セ プ タ ー を 注 射 し た 。 治 療 群 で は ア セ
チ ル コ リ ン チ ャ レ ン ジ に 対 す る 気 道 の 過 剰 応 答 性 は 完 全 に 除 か れ た 。 組 織 学 的 分 析 か ら 、
処 置 マ ウ ス は 対 照 で 認 め ら れ た 杯 細 胞 化 生 を 逆 行 さ せ た こ と が 明 ら か と な っ た 。 補 足 的 実
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験 で は 、 肺 の IL-13レ ベ ル が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で は 過 剰 発 現 に よ っ て 、 野 生 型
マ ウ ス で は 気 管 内 へ の タ ン パ ク 質 の 定 着 に よ っ て 、 上 昇 し た 。 ど ち ら の 場 合 で も 、 気 道 の
過 剰 反 応 性 、 好 酸 球 の 浸 潤 、 お よ び 粘 液 産 生 の 増 加 が 認 め ら れ た (Zhuら , 1999)。 こ れ ら
の デ ー タ は 、 IL-13活 性 が 十 分 に 確 認 さ れ た モ デ ル に お い て ア レ ル ギ ー 性 喘 息 の 主 要 な 臨
床 的 お よ び 病 理 学 的 特 徴 の い く つ か を 作 り 出 す の に 必 要 で か つ 十 分 な も の で あ る こ と を 示
し て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
従 っ て 、 IL-13に 対 す る 中 和 応 答 を 引 き 出 す こ と の で き る ワ ク チ ン は 、 ヒ ト の ア レ ル ギ ー
性 喘 息 を 治 療 す る た め の 有 用 な 治 療 薬 と な り う る も の で あ る 。 そ の よ う な ワ ク チ ン は ま た
、 あ る 種 の 蠕 虫 感 染 関 連 疾 患 (Brombacher, 2000)、 お よ び 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 な ど の IL-13
産 生 が 線 維 症 に 関 連 し て い る 疾 患 (Chiaramonteら , 1999)の 治 療 に も 応 用 さ れ る で あ ろ う
。 本 発 明 は こ の よ う な 要 求 に 応 え よ う と す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 概 念 お よ び 原 理 は IL-13に 関 し て 示 し て は い る が 、 そ れ ら は 第 2の 動 物 種
中 に 類 似 の タ ン パ ク 質 が あ る ど の よ う な 哺 乳 動 物 の 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 し て も 適 用 す る こ
と が で き る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 は 、 あ る ヒ ト タ ン パ ク 質 に 対 し て 30%以 上 100%未 満 同 一 で あ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド を 提 供 し 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド は
(a)類 似 の 非 ヒ ト タ ン パ ク 質 に 特 徴 的 な 少 な く と も 1つ の 変 異 を 含 ん で お り 、
(b)ヒ ト の 体 内 で 抗 体 を 誘 導 す る こ と が で き 、
(c)該 ヒ ト タ ン パ ク 質 と 構 造 的 に 十 分 に 類 似 し て い て 、 誘 導 さ れ た 抗 体 が 該 ヒ ト タ ン パ ク
質 と 該 ポ リ ペ プ チ ド の 両 方 に 結 合 し 、 か つ
(d)抗 体 で は な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 一 実 施 形 態 に お い て 、 哺 乳 動 物 の 自 己 抗 原 由 来 の B細 胞 エ ピ ト ー プ お
よ び 第 2の 哺 乳 動 物 種 由 来 の 類 似 タ ン パ ク 質 の 配 列 を 生 じ さ せ る 変 異 を 有 す る タ ン パ ク 質
を 提 供 し 、 そ の タ ン パ ク 質 は 、 B細 胞 エ ピ ト ー プ が 由 来 し た も と の 動 物 種 に お い て 、 そ の B
細 胞 エ ピ ト ー プ が 誘 導 さ れ た も と の 天 然 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が
で き る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
好 ま し く は 、 そ の 類 似 タ ン パ ク 質 の 配 列 は 、 5個 よ り 多 い 、 よ り 好 ま し く は 8個 よ り 多 い 連
続 し た ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 従 っ て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 そ の 類 似 配 列 と 少 な く と も 5
個 、 好 ま し く は 少 な く と も 8個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 に つ い て 同 一 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に
お い て は 、 第 2の 哺 乳 動 物 種 由 来 の 類 似 タ ン パ ク 質 の フ レ ー ム ワ ー ク 中 に 置 換 よ っ て グ ラ
フ ト さ れ た 自 己 タ ン パ ク 質 の B細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ 、 そ の 結 果
、 そ の タ ン パ ク 質 は 、 該 B細 胞 エ ピ ト ー プ が 由 来 し た も と の 動 物 種 に お い て 、 そ の B細 胞 エ
ピ ト ー プ が 誘 導 さ れ た も と の 天 然 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る
よ う に な る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 抗 体 で は な い こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 生 じ た 免 疫 応 答 は 好 ま し
く は 抗 体 を 産 生 す る 応 答 で あ り 、 最 も 好 ま し く は 中 和 抗 体 を 産 生 す る 応 答 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
通 常 、 変 異 は 、 表 面 に 露 出 さ せ た 領 域 が 保 存 さ れ る よ う に 、 分 子 の 表 面 に 露 出 し て い な い
領 域 中 に 導 入 す る こ と が 好 ま し い 。 表 面 に 露 出 さ れ て い る 領 域 は 免 疫 系 に 接 近 可 能 で あ り
、 そ の 結 果 B細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む こ と が 多 い 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 自 己 タ ン パ ク 質 の 表
面 に 露 出 し て い る 保 存 さ れ た 領 域 、 お よ び 表 面 に 露 出 し て い な い 、 変 異 が 導 入 さ れ た 領 域
を 含 ん で な り 、 そ の 変 異 は 類 似 の タ ン パ ク 質 の 配 列 を 生 じ さ せ 、 そ の 結 果 、 該 タ ン パ ク 質
は 自 己 タ ン パ ク 質 が 由 来 し た も と の 動 物 種 に お い て そ の 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答
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を 引 き 出 す こ と が で き る よ う に な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
自 己 タ ン パ ク 質 は 好 ま し く は ヒ ト タ ン パ ク 質 で あ る が 、 自 己 免 疫 応 答 を そ れ に 対 し て 引 き
出 す こ と を 所 望 す る い か な る 哺 乳 動 物 の タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な 免 疫 応 答
は 好 ま し く は 天 然 の タ ン パ ク 質 お よ び 本 発 明 の 免 疫 原 に 対 し て 特 異 的 な も の で あ る 。 そ の
免 疫 応 答 は 他 の 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 交 差 反 応 性 ま た は 中 和 能 が 最 小 限 と な っ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
自 己 抗 原 は 、 好 ま し く は サ イ ト カ イ ン で あ り 、 よ り 好 ま し く は 4ヘ リ カ ル サ イ ト カ イ ン で
あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は IL-4ま た は IL-13で あ り 、 最 も 好 ま し く は IL-13で あ る 。 従 っ
て 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 マ ウ ス IL-13バ ッ ク ボ ー ン 中 に ヒ ト IL-13由 来
の B細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 ん で な る キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 構 築 物 は ヒ ト
の 体 内 で 特 異 的 な 抗 IL-13抗 体 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る 。 そ の よ う な 構 築 物 を 図 ９ に
示 し て あ る (配 列 番 号 21お よ び 22)。 同 様 に 、 ヒ ト IL表 面 領 域 と マ ウ ス フ レ ー ム ワ ー ク を 含
ん で な る IL-4構 築 物 は 図 １ ３ に 示 し て あ る (配 列 番 号 25)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 は ま た 、 次 の も の も 提 供 す る ：
－ 　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と の で
き る 発 現 ベ ク タ ー ；
－ 　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 ；
－ 　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 該 ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 維 持 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 ；
－ 　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 ん
で な る ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 ０ ０ ２ １ 】
別 の 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を デ ザ イ ン お よ び 調 製 す る た め の 方
法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 は 次 の ス テ ッ プ を 含 ん で な る ：
1. 抗 体 応 答 が 望 ま れ る 自 己 タ ン パ ク 質 （ 典 型 的 に は ヒ ト タ ン パ ク 質 ） の 1以 上 の 領 域 を 同
定 す る こ と ；
2. 該 自 己 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る こ と ；
3. 類 似 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る こ と ；
ス テ ッ プ １ で 同 定 さ れ た 標 的 領 域 （ そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は ス テ ッ プ ２ で 同 定 さ れ た 配 列 か ら
得 ら れ る ） の 少 な く と も 1つ 、 お よ び ス テ ッ プ ３ で 同 定 さ れ た 配 列 か ら の 十 分 な 数 の ア ミ
ノ 酸 を 含 ん で な る キ メ ラ 分 子 を 組 換 え DNA技 法 に よ り 構 築 し 、 そ の 結 果 と し て 得 ら れ る タ
ン パ ク 質 が 自 己 タ ン パ ク 質 と 類 似 し た 形 状 へ と 折 り た た ま れ る こ と が 可 能 と な り 、 そ れ に
よ っ て 該 変 異 タ ン パ ク 質 が 自 己 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る よ
う に な る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】

GST＝ グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 rmIL-13＝ 組 換 え マ ウ ス IL-13、 rhIL-13＝ 組 換
え ヒ ト IL-13、 cIL-13＝ キ メ ラ IL-13
図 １ ． マ ウ ス キ メ ラ IL-13ワ ク チ ン 構 築 物 の 配 列 。 下 線 を 付 し た ア ミ ノ 酸 略 号 は ヒ ト IL-13
配 列 を 示 し 、 下 線 を 付 し て い な い ア ミ ノ 酸 略 号 は マ ウ ス IL-13由 来 の も の で あ る 。
図 ２ ． 4～ 20% Tris-グ リ シ ン  SDS-PAGEゲ ル (Novex)に よ る GST-cIL-13の 分 析 。 ク ー マ シ ー
ブ ル ー で 全 タ ン パ ク 質 を 染 色 し た も の 。
図 ３ ． GST-cIL-13の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。
図 ４ ． cIL-13お よ び GST-cIL-13と 抗 mIL-13ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 hIL-13ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 お よ び 抗 GSTポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 相 互 作 用 の ELISA分 析 。
図 ５ ． cIL-13お よ び GST-cIL-13と mIL-13レ セ プ タ ー 、 mIL-13Rα 1、 お よ び mIL-13Rα 2と の
相 互 作 用 の ELISA分 析 。
図 ６ ． A549溶 解 物 の 抗 ホ ス ホ STAT6ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 。
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図 ７ ． GST-cIL-13(マ ウ ス F5)ま た は cIL-13(マ ウ ス E5)を 用 い た 免 疫 感 作 に よ っ て 誘 導 さ れ
た 抗 体 応 答 。
図 ８ ． A549溶 解 物 の 抗 ホ ス ホ STAT6ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。
図 ９ ． ヒ ト に 用 い る た め の キ メ ラ IL-13ワ ク チ ン 。 下 線 を 付 し た ア ミ ノ 酸 略 号 は マ ウ ス IL-
13に 存 在 す る も の で あ り 、 下 線 を 付 し て い な い 略 号 は ヒ ト IL-13由 来 の も の で あ る 。
図 １ ０ ． cIL-13を 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ て 投 与 し た 後 の 抗 マ ウ ス IL-13抗 体 の
プ ロ フ ァ イ ル 。
図 １ １ ． cIL-13投 与 後 の マ ウ ス 血 清 中 和 能 。
図 １ ２ ． マ ウ ス 免 疫 原 と し て 使 用 す る た め の 代 替 cIL-13。
図 １ ３ ． ヒ ト 抗 IL-4ワ ク チ ン 中 で 用 い る た め の キ メ ラ IL-4。
【 ０ ０ ２ ３ 】

本 明 細 書 全 体 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 を 通 じ て 、 文 脈 に よ っ て 他 の 意 味 で 読 む こ と を
要 求 し な い 限 り は 、 「 含 ん で な る 」 "comprise"お よ び 「 含 む 」 "include"、 ま た は そ れ ら
の 変 形 し た も の で あ る "comprising"、 "comprises"、 "including"、 "includes"、 そ の 他 の
も の は 、 包 括 的 に 解 釈 す べ き も の 、 す な わ ち 、 こ れ ら の 用 語 の 使 用 は 、 個 々 に 特 別 に 列 挙
し て い な い 整 数 ま た は 要 素 を 包 含 し う る こ と を 意 味 し て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 明 細 書 に 記 載 し た と お り 、 本 発 明 は 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド お よ び 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド に 関 す る 。 本 発 明 の 文 脈 で は 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 少 な く と も あ る 程 度 は 精 製 さ れ た も の で あ る か 、 ま た は 例 え ば 組 換
え 法 も し く は 機 械 的 合 成 法 に よ っ て 合 成 的 に 調 製 さ れ た も の で あ っ て 、 そ の 天 然 の 状 態 に
は な い こ と を 意 味 し て い る 。 従 っ て 、 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド も し
く は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 他 の 生 物 学 的 も し く は 非 生 物 学 的 物 質 （ 例 え ば 、 細 胞 、 細 胞 も し
く は 細 胞 断 片 の 懸 濁 液 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 発 現 ベ ク タ ー 、 有 機 も し く は 無 機 溶 剤 、
ま た は そ の 他 の 物 質 ） と 適 宜 に 組 み 合 わ さ れ て 存 在 し て い る 可 能 性 を 含 む も の で あ る が 、
該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 天 然 で 見 ら れ る よ う な 状 態 に あ る こ と は 除 外 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の 利 点 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 抗 体 応 答 が 所 望 さ れ て い る 自 己 （ 例 え ば ヒ ト
） タ ン パ ク 質 の 領 域 を 、 類 似 の タ ン パ ク 質 に 特 徴 的 な 領 域 と と も に 含 ん で い る 点 に あ り 、
そ の 類 似 タ ン パ ク 質 は 、 優 れ た T細 胞 ヘ ル プ を 提 供 す る た め に ヒ ト タ ン パ ク 質 と は 十 分 に
異 な っ て い る が 、 進 化 に よ っ て 最 適 化 さ れ て ヒ ト タ ン パ ク 質 と 高 度 に 類 似 し た 形 状 へ 折 り
た た ま れ て い る も の で あ る 。 こ の こ と に よ っ て 、 そ の 自 己 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 の 誘 導 が 可
能 と な る 。 典 型 的 に は 、 誘 導 さ れ た 免 疫 応 答 に は 中 和 抗 体 応 答 を 生 起 さ せ る こ と が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の ヒ ト タ ン パ ク 質 は ヒ ト ゲ ノ ム に よ り コ ー ド さ れ る 完 全 長 の タ ン パ ク 質 、 ま た は ヒ
ト ゲ ノ ム に よ り コ ー ド さ れ る 完 全 長 の タ ン パ ク 質 の ド メ イ ン も し く は サ ブ ユ ニ ッ ト と す る
こ と が で き る 。 自 己 抗 原 の 機 能 性 ド メ イ ン も し く は レ セ プ タ ー 結 合 ド メ イ ン に 対 す る 中 和
抗 体 を 生 じ さ せ る こ と を 所 望 す る 場 合 に は 、 こ れ ら の 領 域 の み を 含 ん で い る キ メ ラ 抗 原 を
調 製 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 こ の よ う な ド メ イ ン の 露 出 さ れ て い る 領 域 、 ま た は そ の
よ う な ド メ イ ン の B細 胞 エ ピ ト ー プ は 保 存 さ れ 、 類 似 タ ン パ ク 質 の 変 異 が B細 胞 エ ピ ト ー プ
で は な い ド メ イ ン も し く は 表 面 に 露 出 さ れ て い な い ド メ イ ン 中 に 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
「 タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド な ど の ペ プ チ ド と 呼 ば れ る こ と
の あ る 、 よ り 短 い ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。 ヒ ト タ ン パ ク 質 は 典 型
的 に は 、 グ リ コ シ ル 化 、 タ ン パ ク 加 水 分 解 に よ る 切 断 、 リ ン 酸 化 、 お よ び 他 の 当 業 者 に は
よ く 知 ら れ た も の な ど の 翻 訳 後 修 飾 を 受 け る 。 ヒ ト タ ン パ ク 質 は 好 ま し く は サ イ ト カ イ ン
、 ホ ル モ ン 、 増 殖 因 子 、 も し く は 細 胞 外 タ ン パ ク 質 で 、 よ り 好 ま し く は 4-ヘ リ カ ル サ イ ト
カ イ ン 、 最 も 好 ま し く は IL-13で あ る 。 サ イ ト カ イ ン と し て は 、 例 え ば 、 IL-1、 IL-2、 IL-
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3、 IL-4、 IL-5、 IL-6、 IL-7、 IL-8、 IL-9、 IL-10、 IL-11、 IL-12、 IL-13、 IL-14、 IL-15
、 IL-16、 IL-17、 IL-18、 IL-20、 IL-21、 IL-25、 TNF、 TGF、 GMCSF、 MCSF、 お よ び OSMが 含
ま れ る 。 4-ヘ リ カ ル サ イ ト カ イ ン と し て は 、 IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-5、 IL-13、 GMCSF、 お
よ び MCSFが 含 ま れ る 。 ホ ル モ ン と し て は 、 例 え ば 、 黄 体 形 成 ホ ル モ ン (LH)、 卵 胞 刺 激 ホ ル
モ ン (FSH)、 絨 毛 性 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン (CG)、 VGF、 成 長 ホ ル モ ン 放 出 ホ ル モ ン 、 ア グ ー テ ィ
、 ア グ ー テ ィ 関 連 タ ン パ ク 質 、 お よ び ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド Yが 含 ま れ る 。 増 殖 因 子 と し て は
、 例 え ば 、 VEGFが 含 ま れ る 。 細 胞 外 タ ン パ ク 質 と し て は 例 え ば 、 APPま た は B-ア ミ ロ イ ド
が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
類 似 タ ン パ ク 質 と は 、 自 己 タ ン パ ク 質 、 例 え ば ヒ ト タ ン パ ク 質 に 対 し て オ ル ソ ロ ガ ス (ort
hologus)ま た は パ ラ ロ ガ ス (paralogous)な も の で 、 オ ル ソ ロ ガ ス な タ ン パ ク 質 は 系 統 図 に
よ っ て 種 々 の 生 物 体 に 共 通 の 祖 先 ま で た ど る こ と が で き 、 従 っ て 、 種 々 の 生 物 体 中 で 類 似
の 保 存 さ れ た 機 能 を 示 す も の と 考 え ら れ る 。 こ の よ う に オ ル ソ ロ ガ ス な 遺 伝 子 と は 、 単 一
の 祖 先 の 遺 伝 子 を 起 源 と し た 、 配 列 が 非 常 に 類 似 し た 遺 伝 子 を 意 味 し 、 従 っ て 種 々 の 動 物
種 中 で 同 等 な 遺 伝 子 で あ り 、 共 通 の 祖 先 か ら 進 化 し て き た も の で あ る 。 特 に 、 ヒ ト に お い
て は 、 オ ル ソ ロ ガ ス な タ ン パ ク 質 は ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 で の も の と 構 造 的 に 同 等 な 分 子 で
あ る 。 パ ラ ロ ガ ス な タ ン パ ク 質 と は 、 あ る 生 物 体 内 に 複 製 イ ベ ン ト に よ っ て 2以 上 の コ ピ
ー 数 で 存 在 す る タ ン パ ク 質 で あ り (Venter, Science; 1336, vol 291; 2001)、 す な わ ち 、
遺 伝 子 複 製 に よ っ て 多 様 化 し た 相 同 な 配 列 (共 通 の 進 化 の 祖 先 を 持 つ )で あ る 。 好 ま し く は
、 類 似 タ ン パ ク 質 は オ ル ソ ロ グ で あ る 。 オ ル ソ ロ グ タ ン パ ク 質 は 典 型 的 に は 、 ヒ ト タ ン パ
ク 質 と 同 じ 名 称 を 持 ち 、 典 型 的 に は 同 じ 機 能 を 果 た し 、 例 え ば マ ウ ス IL-13は ヒ ト IL-13の
オ ル ソ ロ グ 体 で あ る 。 類 似 タ ン パ ク 質 は 典 型 的 に は 哺 乳 動 物 ま た は 鳥 類 の も の で あ り 、 例
え ば 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 マ ウ ス な ど の げ っ 歯 類 、 ブ タ 、 サ ル 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ま た は ヒ ト の も
の で あ る 。 好 ま し く は 類 似 タ ン パ ク 質 は マ ウ ス の も の で あ る 。 こ の よ う に 本 発 明 の 文 脈 で
は 、 マ ウ ス IL-13が ヒ ト IL-13に 対 し て 類 似 の (お よ び オ ル ソ ロ ガ ス な )タ ン パ ク 質 で あ る 。
同 様 に 、 サ ル IL-4は ヒ ト IL-4に 対 し て 類 似 の (お よ び オ ル ソ ロ ガ ス な )タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 好 ま し く は 、 類 似 タ ン パ ク 質 に 特 徴 的 な 変 異 を 2、 3、 4、 5、 6、 7
、 8、 9、 10、 11カ 所 、 ま た は そ れ 以 上 含 ん で な る 。 よ り 好 ま し く は 該 ポ リ ペ プ チ ド は 少 な
く と も 3カ 所 の 変 異 を 含 ん で な る 。 各 変 異 は 同 一 の ま た は 異 な る 類 似 タ ン パ ク 質 の 特 徴 を
示 す こ と が で き る 。 従 っ て 第 1の 変 異 は マ ウ ス 類 似 体 に 特 徴 的 で 、 第 2の 変 異 が サ ル 類 似 体
に 特 徴 的 な も の と す る こ と が で き る 。 1つ の 構 成 に よ れ ば 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も 3
カ 所 の 変 異 を 含 ん で な り 、 各 変 異 は 異 な る 類 似 体 の 特 徴 を 示 す 。 し か し 、 好 ま し く は 、 各
変 異 は 同 じ 類 似 体 の 特 徴 を 示 す も の で あ る 。 1つ の 変 異 は 該 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 1
カ 所 の 変 化 で あ り 、 そ の よ う な も の と し て は 例 え ば 、 欠 失 、 挿 入 、 お よ び 置 換 が 含 ま れ る
。 好 ま し く は 、 そ の 変 異 は 置 換 で あ る 。 2個 以 上 の ア ミ ノ 酸 が そ れ ぞ れ 表 面 に 露 出 さ れ て
い な い 領 域 で 置 換 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
類 似 タ ン パ ク 質 に 特 徴 的 な 変 異 は 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 の 配 列 が 、 そ の ヒ ト タ ン パ ク 質 を 変 異
さ せ た 後 で は 、 類 似 タ ン パ ク 質 の 配 列 に 対 し て 同 一 性 の 点 で よ り 近 い も の と な る よ う な 変
異 で あ る 。 例 え ば 、 ヒ ト 配 列 が ProProArgValで あ っ て マ ウ ス 類 似 体 の 配 列 が ProProTyrVal
で あ る 場 合 に は 、 該 類 似 タ ン パ ク 質 に 特 徴 的 な 変 異 は Argを Tyrに 置 換 す る こ と で あ る 。 好
ま し く は 、 該 変 異 は 、 生 理 学 的 条 件 下 に 水 溶 液 中 で 折 り た た ま れ た 天 然 の 活 性 タ ン パ ク 質
の 表 面 に 存 在 す る 残 基 に な さ れ た 変 異 で は な い 。 そ れ ら の 表 面 残 基 、 特 に ル ー プ 構 造 を 形
成 し て い る 残 基 は B細 胞 エ ピ ト ー プ で あ る こ と が 多 く 、 そ れ ら の 領 域 の 全 て が 保 存 さ れ て
い る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う に 導 入 さ れ た 変 異 は 自 己 タ ン パ ク 質 の 免 疫 寛 容 を 破 壊 す る
機 能 を 有 し 、 か つ 変 異 さ せ て い な い タ ン パ ク 質 が 由 来 し た も と の 動 物 種 中 で 免 疫 原 性 が あ
る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
一 つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 あ る ヒ ト タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 好
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ま し く は そ の ヒ ト タ ン パ ク 質 の 全 長 に わ た っ て 、 30%以 上 100%未 満 の 同 一 性 で あ る 。 好 ま
し く は 該 ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も 40%、 例 え ば 少 な く と も 50%、 そ の ヒ ト タ ン パ ク 質 と 同
一 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も 60%、 例 え ば 少 な く と も 70%、 そ
の ヒ ト タ ン パ ク 質 と 同 一 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も 85%、 例
え ば 少 な く と も 90%、 そ の ヒ ト タ ン パ ク 質 と 同 一 で あ る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 は そ の ヒ
ト タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 免 疫 応 答 を ヒ ト 体 内 で 生 起 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
例 え ば 、 UWGCG Packageは BESTFITプ ロ グ ラ ム を 提 供 し 、 そ れ は 相 同 性 を 計 算 す る た め に 用
い る こ と が で き る (例 え ば 、 そ の デ フ ォ ル ト 設 定 で 用 い る )(Devereuxら (1984), Nucleic A
cids Research 12, p387-395)。 PILEUPお よ び BLASTア ル ゴ リ ズ ム は 相 同 性 を 計 算 す る た め
、 ま た は 配 列 を ラ イ ン ア ッ プ す る た め に 用 い る こ と が で き (典 型 的 に は 、 そ れ ら の デ フ ォ
ル ト 設 定 で )、 そ れ ら に つ い て は 例 え ば 、 Altschul(1993), J. Mol. Evol. 36:290-300; A
ltschulら (1990), J. Mol. Biol. 215:403-10に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
BLAST分 析 を 行 う た め の ソ フ ト ウ ェ ア は National Centre for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)経 由 で 一 般 に 利 用 で き る よ う に な っ て い る 。 こ の ア ル ゴ
リ ズ ム で は ま ず 最 初 に 、 あ る ワ ー ド を デ ー タ ベ ー ス 配 列 中 の 同 じ 長 さ の ワ ー ド と ア ラ イ ン
メ ン ト さ せ た と き に 正 の 値 の 閾 値 ス コ ア Tと マ ッ チ す る 、 ま た は そ れ を 満 足 す る 問 合 せ (qu
ery)配 列 中 の Wの 長 さ の 短 い ワ ー ド を 同 定 す る こ と に よ っ て 高 い ス コ ア リ ン グ の 配 列 ペ ア (
HSP)を 同 定 す る こ と を 含 む 。 Tと は 隣 接 す る ワ ー ド ス コ ア 閾 値 を 意 味 す る (Altschulら , 19
90)。 こ れ ら の 当 初 の 隣 接 ワ ー ド ヒ ッ ト は 、 そ れ ら を 含 ん で い る HSPを 見 出 す 目 的 で の 検 索
を 開 始 す る た め の シ ー ズ と し て 働 く 。 ワ ー ド ヒ ッ ト は 各 配 列 に 沿 っ て 両 方 向 に 累 積 ア ラ イ
ン メ ン ト ス コ ア が 増 加 し う る 限 り 伸 長 さ れ る 。 両 方 向 へ の ワ ー ド ヒ ッ ト の 伸 長 は 次 の 場 合
に 停 止 さ れ る ： 累 積 ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア が そ の 最 大 到 達 可 能 値 か ら あ る 量 Xだ け 落 ち た
場 合 ； 累 積 ス コ ア が 1つ 以 上 の 負 ス コ ア リ ン グ 残 基 ア ラ イ ン メ ン ト の 蓄 積 に よ っ て ゼ ロ 以
下 と な っ た 場 合 ； ま た は ど ち ら か の 配 列 が そ の 末 端 に 達 し た 場 合 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム の
パ ラ メ ー タ ー W、 T、 お よ び Xは ア ラ イ ン メ ン ト の 感 度 お よ び ス ピ ー ド を 定 め る 。 BLASTプ ロ
グ ラ ム は 、 こ の プ ロ グ ラ ム が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て 用 い ら れ る 場 合 に は 、 デ フ ォ ル ト
と し て ワ ー ド 長 (W)を 11、 BLOSUM62ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス (Henikoffお よ び Henikoff(199
2), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:10915-10919)ア ラ イ ン メ ン ト (B)を 50、 期 待 値 (E)
を 10、 M＝ 5、 N＝ 4、 お よ び 二 つ の 鎖 の 比 較 を 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
BLASTア ル ゴ リ ズ ム は 2つ の 配 列 間 の 類 似 性 に つ い て の 統 計 学 的 解 析 を 行 う ； 例 え ば 、 Karl
inお よ び Altschul(1993), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:5873-5787を 参 照 さ れ た い 。
BLASTア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 提 供 さ れ る 類 似 性 の 尺 度 の １ つ は 、 smallest sum probabilit
y(P(N))で あ り 、 そ れ は 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の マ ッ チ が 偶 然 に 起
こ る 確 率 を 示 す も の で あ る 。 例 え ば 、 あ る 配 列 は 、 そ の 第 1の 配 列 と 第 2の 配 列 を 比 較 し て
、 も し も そ の smallest sum probabilityが 約 1未 満 、 好 ま し く は 約 0.1未 満 、 よ り 好 ま し く
は 約 0.01未 満 、 最 も 好 ま し く は 約 0.001未 満 で あ れ ば 、 別 の も う １ つ の 配 列 と 類 似 で あ る
と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 成 功 を 収 め た デ ザ イ ン は 、 例 え ば 、 適 切 な 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ
た と き 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 タ ン パ ク 質 と 十 分 に 類 似 し た コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を と り 、
天 然 の 自 己 タ ン パ ク 質 と 交 差 反 応 す る 抗 体 を 生 成 す る こ と を 証 明 す る こ と で 確 か め ら れ る
。 こ の こ と は 免 疫 学 的 技 法 、 例 え ば ELISAで の モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 結 合 、 ま た は 円 偏 光 二 色 性 な ど の 物 理 化 学 的 方 法 、 ま た は X線 結 晶 解 析 な ど の 結 晶 学 的
技 法 、 ま た は コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ 、 ま た は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ た 多 数 の そ の 他 の ア
プ ロ ー チ を 用 い て 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
さ ら に 、 成 功 を 収 め た デ ザ イ ン の 確 認 は 、 そ の 結 果 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な ワ ク チ
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ン 接 種 計 画 に て 自 己 に 投 与 し 、 該 タ ン パ ク 質 と 結 合 す る こ と の で き る 抗 体 が 誘 導 さ れ る こ
と を 観 察 す る こ と に よ っ て 、 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 結 合 は ELISA技 法 に よ り 組 換
え ま た は 精 製 天 然 タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 ま た は 感 受 性 の あ る 細 胞 ま た は 組 織 で の そ の タ ン
パ ク 質 の 影 響 を 調 べ る バ イ オ ア ッ セ イ に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し い 評 価
法 は 、 イ ン タ ク ト な 宿 主 中 で の そ の タ ン パ ク 質 の 活 性 と 原 因 的 に 関 連 す る 現 象 を 観 察 す る
こ と 、 ま た 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 誘 導 さ れ る 抗 体 の 存 在 が そ の 現 象 を モ ジ ュ レ ー ト す る
か を 調 べ る こ と で あ る 。 こ う し て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 天 然 の タ ン パ ク 質 が 由 来 し た
も と の 動 物 中 の 体 内 で 、 天 然 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 生 じ さ せ る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は さ ら に 、 所 望 の 性 質 を 付 加 す る た め (例 え ば 、 精 製 を 容 易 に す る
か 、 ま た は 免 疫 原 性 を 増 大 さ せ る 配 列 タ グ を 付 加 す る な ど )、 あ る い は 望 ま し く な い 性 質 (
例 え ば 、 レ セ プ タ ー で の 望 ま し く な い ア ゴ ニ ス ト 活 性 な ど )ま た は 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除 去
す る た め に 、 変 異 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 挿 入 も し く は 欠 失 に よ っ て 修 飾 す る こ と が で
き る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ な ど の 精 製 を 容 易 に す る 融 合 パ ー ト ナ ー 、 ま
た は 発 現 を 増 強 さ せ る GST発 現 パ ー ト ナ ー を 特 定 的 に 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 マ ウ ス IL-13に 特 徴 的 な 下 記 の 変 異 の 1以 上 ま た は そ の 保 存
的 置 換 を 有 す る ヒ ト IL-13を 提 供 す る 。 下 記 の 番 号 付 け は 、 IL-13が そ の シ グ ナ ル 配 列 と と
も に 大 腸 菌 中 で 発 現 さ れ た IL-13に 基 づ く も の で あ る 。
R → 　 K　 　 30位
V → 　 S　 　 37位
Y → 　 F　 　 63位
A → 　 V　 　 65位
E → 　 D　 　 68位
E → 　 Y　 　 80位
K → 　 R　 　 81位
M → 　 I　 　 85位
G → 　 H　 　 87位
Q → 　 H　 　 113位
V → 　 I　 　 115位
D → 　 K　 　 117位
【 ０ ０ ３ ９ 】
よ り 好 ま し く は 、 ヒ ト IL-13は 少 な く と も 2カ 所 、 好 ま し く は 3、 4、 5、 6、 も し く は そ れ 以
上 の カ 所 の 変 異 、 ま た は そ れ ら の 保 存 的 置 換 を 含 ん で な る 。 12カ 所 の 変 異 が 全 て 存 在 す る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
「 保 存 的 置 換 」 と は 、 あ る ア ミ ノ 酸 が そ れ と 類 似 の 性 質 を 有 す る 別 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ
て も 、 ペ プ チ ド 化 学 の 当 業 者 で あ れ ば 予 期 し う る よ う な 、 そ の ペ プ チ ド の 二 次 構 造 お よ び
ハ イ ド ロ パ シ ッ ク (hydropathic)な 性 質 が 実 質 的 に 変 化 し な い よ う な も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
例 え ば 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 は 、 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 ま た は 基 質 分 子 の 結 合 部 位 な ど の 構 造 と
の 相 互 作 用 的 結 合 能 の 認 め う る 低 下 を 伴 う こ と な く 、 タ ン パ ク 質 構 造 中 の 別 の ア ミ ノ 酸 と
置 換 す る こ と が で き る 。 あ る タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 機 能 活 性 を 定 め る も の は そ の タ ン パ ク
質 の 相 互 作 用 的 能 力 お よ び 性 質 で あ る の で 、 あ る タ ン パ ク 質 の 配 列 中 （ も ち ろ ん 、 そ の タ
ン パ ク 質 の も と と な っ た DNAコ ー ド 配 列 中 ） で 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 置 換 を 行 う こ と が で
き 、 そ れ を 行 っ て も 同 様 の 性 質 を も つ タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る 。 従 っ て 、 開 示 し た
組 成 物 の ペ プ チ ド 配 列 、 ま た は そ の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 対 応 DNA配 列 中 に 、 そ れ ら の 組
成 物 の 生 物 学 的 有 用 性 ま た は 活 性 の 認 め う る 低 下 を 伴 う こ と な く 、 種 々 の 変 化 を 導 入 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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そ の よ う な 変 化 を 起 こ さ せ る に は 、 ア ミ ノ 酸 の ハ イ ド ロ パ シ ッ ク ・ イ ン デ ッ ク ス を 考 慮 し
な け れ ば な ら な い 。 タ ン パ ク 質 に 相 互 作 用 的 生 物 学 的 機 能 を 与 え る こ と に お い て ア ミ ノ 酸
の ハ イ ド ロ パ シ ッ ク ・ イ ン デ ッ ク ス が 重 要 で あ る こ と は 、 当 業 界 で 一 般 的 に 理 解 さ れ て い
る (Kyteお よ び Doolittle, 1982, こ れ は 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 入 れ る )。 ア ミ ノ 酸
の 相 対 的 な ハ イ ド ロ パ シ ッ ク 特 性 は 、 得 ら れ る タ ン パ ク 質 の 二 次 構 造 に 寄 与 し 、 ひ い て は
そ の タ ン パ ク 質 と 他 の 分 子 、 例 え ば 酵 素 、 基 質 、 レ セ プ タ ー 、 DNA、 抗 体 、 抗 原 な ど と の
相 互 作 用 を 規 定 す る こ と と な る 。 各 ア ミ ノ 酸 に は 、 そ の 疎 水 性 お よ び 電 荷 特 性 に 基 づ い て
ハ イ ド ロ パ シ ッ ク ・ イ ン デ ッ ク ス が 指 定 さ れ て い る (Kyteお よ び Doolittle, 1982)。 そ れ
ら の 値 は 次 の と お り で あ る ： イ ソ ロ イ シ ン (＋ 4.5)； バ リ ン (＋ 4.2)； ロ イ シ ン (＋ 3.8)；
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (＋ 2.8)； シ ス テ イ ン /シ ス チ ン (＋ 2.5)； メ チ オ ニ ン (＋ 1.9)； ア ラ ニ ン
(＋ 1.8)； グ リ シ ン (－ 0.4)： ト レ オ ニ ン (－ 0.7)； セ リ ン (－ 0.8)； ト リ プ ト フ ァ ン (－ 0.9
)； チ ロ シ ン (－ 1.3)； プ ロ リ ン (－ 1.6)； ヒ ス チ ジ ン (－ 3.2)； グ ル タ ミ ン 酸 (－ 3.5)； グ
ル タ ミ ン (－ 3.5)； ア ス パ ラ ギ ン 酸 (－ 3.5)； ア ス パ ラ ギ ン (－ 3.5)； リ ジ ン (－ 3.9)； お よ
び ア ル ギ ニ ン (－ 4.5)。
【 ０ ０ ４ ３ 】
特 定 の ア ミ ノ 酸 を 、 そ れ と 類 似 し た ハ イ ド ロ パ シ ッ ク ・ イ ン デ ッ ク ス ま た は ス コ ア を 有 す
る 他 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 し 、 置 換 を 行 っ て も 依 然 と し て 類 似 の 生 物 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
が も た ら さ れ る こ と 、 す な わ ち 依 然 と し て 生 物 学 的 な 機 能 が 等 価 の タ ン パ ク 質 が 得 ら れ る
こ と は 、 当 業 界 で は 公 知 で あ る 。 そ の よ う な 変 化 を 起 こ さ せ る に は 、 ハ イ ド ロ パ シ ッ ク ・
イ ン デ ッ ク ス が ± 2以 内 で あ る よ う な ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と が 好 ま し く 、 ± 1以 内 が 特 に
好 ま し く 、 ± 0.5以 内 の も の は さ ら に 好 ま し い 。 類 似 の ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換 は 親 水 性 に 基
づ い て 効 果 的 に 行 い う る こ と も 当 業 界 で は 公 知 で あ る 。 米 国 特 許 第 4,554,101号 (そ の 全 体
を 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 入 れ る )は 、 タ ン パ ク 質 の 最 大 の 局 所 的 平 均 親 水 性 （ そ れ
は 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 の 親 水 性 に よ っ て 支 配 さ れ る ） が そ の タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 性 質 と 相
関 す る こ と を 述 べ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
米 国 特 許 第 4,554,101号 に 詳 細 に 述 べ ら れ て い る よ う に 、 ア ミ ノ 酸 残 基 に は 次 の よ う な 親
水 性 値 が 割 り 当 て ら れ て い る ： ア ル ギ ニ ン (＋ 3.0)； リ ジ ン (＋ 3.0)； ア ス パ ラ ギ ン 酸 (＋ 3
.0± 1)； グ ル タ ミ ン 酸 (＋ 3.0± 1)； セ リ ン (＋ 0.3)； ア ス パ ラ ギ ン (＋ 0.2)； グ ル タ ミ ン (
＋ 0.2)； グ リ シ ン (0)； ト レ オ ニ ン (－ 0.4)； プ ロ リ ン (－ 0.5± 1)； ア ラ ニ ン (－ 0.5)； ヒ
ス チ ジ ン (－ 0.5)； シ ス テ イ ン (－ 1.0)； メ チ オ ニ ン (－ 1.3)； バ リ ン (－ 1.5)； ロ イ シ ン (
－ 1.8)； イ ソ ロ イ シ ン (－ 1.8)； チ ロ シ ン (－ 2.3)； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (－ 2.5)； ト リ プ ト
フ ァ ン (－ 3.4)。 あ る ア ミ ノ 酸 を 類 似 の 親 水 性 値 を 有 す る 別 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 し 、 置 換 を
行 っ て も 依 然 と し て 生 物 学 的 に 等 価 な 、 特 に 免 疫 学 的 に 等 価 な タ ン パ ク 質 が 得 ら れ る こ と
は 、 理 解 さ れ て い る 。 そ の よ う な 変 化 を 起 こ さ せ る に 際 し て は 、 親 水 性 値 が ± 2以 内 で あ
る よ う な ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と が 好 ま し く 、 ± 1以 内 が 特 に 好 ま し く 、 ± 0.5以 内 の も の
は さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
上 述 し た と お り 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 通 常 は ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 置 換 基 の 相 対 的 な 類 似 性 、 例
え ば 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 電 荷 、 大 き さ な ど に 基 づ く も の で あ る 。 こ れ ら の 種 々 の 特 性 を 考
慮 に 入 れ た 置 換 の 代 表 的 な も の は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 そ の よ う な も の と し て は ：
ア ル ギ ニ ン と リ ジ ン ； グ ル タ ミ ン 酸 と ア ス パ ラ ギ ン 酸 ； セ リ ン と ト レ オ ニ ン ； グ ル タ ミ ン
と ア ス パ ラ ギ ン ； な ら び に バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 お よ び イ ソ ロ イ シ ン の 間 の 置 換 が 含 ま れ る
。 こ れ ら は 好 ま し い 保 存 的 置 換 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
ア ミ ノ 酸 の 置 換 は さ ら に 、 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 溶 解 性 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 お よ び /ま た は
両 親 媒 性 の 類 似 性 に 基 づ い て 行 う こ と が で き る 。 例 と し て は 、 負 に 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 と し
て は ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 が 含 ま れ ； 正 に 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 と し て は リ ジ ン
お よ び ア ル ギ ニ ン が 含 ま れ ； 荷 電 さ れ て い な い 極 性 ヘ ッ ド 基 を 有 し 類 似 の 親 水 性 値 を 持 つ
ア ミ ノ 酸 と し て は ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 お よ び バ リ ン ； グ リ シ ン と ア ラ ニ ン ； ア ス パ
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ラ ギ ン と グ ル タ ミ ン ； な ら び に 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 お よ び チ ロ シ
ン が 挙 げ ら れ る 。 保 存 的 変 化 を 示 す こ と の で き る ア ミ ノ 酸 の 他 の グ ル ー プ と し て は ： (1) 
ala、 pro、 gly、 glu、 asp、 gln、 asn、 ser、 thr； (2) cys、 ser、 tyr、 thr； (3) val、 il
e、 leu、 met、 ala、 phe； (4) lys、 arg、 his； お よ び (5) phe、 tyr、 trp、 hisが 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ４ ７ 】
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 変 異 さ せ た IL-13は 下 記 の 配 列 の 1以 上 ま た は 保 存
的 置 換 を 含 む そ れ ら の 改 変 体 を 含 ん で な る ：
L K E L I E E L S N； 　 　 　 (配 列 番 号 １ )
F C V A L D S L； 　 　 　 　 　 (配 列 番 号 ２ )
A I Y R T Q R I L H G； 　 　 (配 列 番 号 ３ )
K I E V A H F I T K L L； 　 (配 列 番 号 ４ )
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 。 当 業 者 で あ れ
ば 遺 伝 暗 号 を 適 用 す る こ と に よ っ て 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列
を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き よ う 。 ひ と た び 必 要 な 核 酸 配 列 が 決 定 さ れ れ ば 、 所 望 の 配 列
を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 実 施 例 に 記 載 の と お り 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ
れ ば 、 必 要 な パ ラ メ ー タ ー 、 例 え ば プ ラ イ マ ー お よ び PCR条 件 な ど 、 ど の よ う な も の に つ
い て も 、 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き よ う 。 ま た 、 当 業 者 で あ れ ば 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ り
、 本 発 明 の 1つ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 2以 上 可 能 で あ る こ と は 理 解
さ れ よ う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 典 型 的 に は RNA、 例 え ば mRNA、 ま た は DNA、 例 え ば ゲ ノ ム DNA
、 cDNA、 も し く は 合 成 DNAで あ る 。 好 ま し く は 、 そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は DNAで あ る 。 特 に
好 ま し く は 、 そ れ は cDNAで あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 発 明 は さ ら に 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 し 、 そ れ は 核 酸 構 築 物 で あ り 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 ん で な る も の で あ る 。 さ ら に 、 該 核 酸 構 築 物 は 、 適 切 な イ ニ シ エ ー タ ー 、 プ ロ モ
ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び そ の 他 の エ レ メ ン ト 、 例 え ば ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル な ど
を 含 ん で な り 、 そ れ ら は 、 哺 乳 動 物 細 胞 中 で の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 可 能 と す る た め に 必 要
で あ り 、 正 し い 方 向 で 位 置 づ け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
プ ロ モ ー タ ー は 真 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば CD68プ ロ モ ー タ ー 、 Gal1、 Gal10、 も し
く は NMT1プ ロ モ ー タ ー 、 原 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 Tac、 Trc、 も し く は Lac、 ま
た は ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 SV40プ ロ モ
ー タ ー 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 P10プ ロ モ ー タ ー 、 も し く は RSウ イ ル ス LTRプ ロ モ ー
タ ー と す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 該 プ ロ モ ー タ ー は ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー で あ る 。
特 に 好 ま し い の は 、 該 プ ロ モ ー タ ー が サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー で 、 任
意 に HCMV IE遺 伝 子 由 来 の エ キ ソ ン 1を 含 ん で な る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
転 写 調 節 エ レ メ ン ト は 、 エ ン ハ ン サ ー 、 例 え ば B型 肝 炎 ウ イ ル ス 表 面 抗 原 3'非 翻 訳 領 域 、 C
MVエ ン ハ ン サ ー ； イ ン ト ロ ン 、 例 え ば CD68イ ン ト ロ ン 、 も し く は CMVイ ン ト ロ ン A、 ま た は
調 節 領 域 、 例 え ば CMV 5'非 翻 訳 領 域 を 含 ん で な る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 好 ま し く は 、 核 酸 構 築 物 中 で プ ロ モ ー タ ー と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ
せ て 、 該 構 築 物 を 哺 乳 動 物 細 胞 中 に 挿 入 し た 場 合 に は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 発 現 さ れ て
コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る よ う に す る 。 核 酸 構 築 物 の 骨 格 は RNAで も DNAで も よ
く 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド DNA、 ウ イ ル ス DNA、 細 菌 性 DNA、 細 菌 性 人 工 染 色 体 DNA、 酵 母 人 工 染
色 体 DNA、 合 成 DNAと す る こ と が で き る 。 ま た 、 核 酸 構 築 物 を 人 工 的 な 核 酸 、 例 え ば ホ ス ホ
ロ チ オ エ ー ト DNAま た は RNAと す る こ と も で き る 。 好 ま し く は 、 該 構 築 物 は DNAで あ る 。 特
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に 好 ま し く は 、 そ れ は プ ラ ス ミ ド DNAで あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 細
胞 と し て は 、 一 過 性 の 、 ま た は 安 定 し た 高 等 真 核 細 胞 系 、 例 え ば 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は 、 例
え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 を 用 い る 昆 虫 細 胞 、 酵 母 な ど の 下 等 真 核 細 胞 、 ま た は 細 菌 細
胞 な ど の 原 核 細 胞 が 含 ま れ る 。 本 発 明 に 従 っ て ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 挿 入
す る こ と に よ っ て 改 変 す る こ と の で き る 細 胞 の 例 と し て は と り わ け 、 哺 乳 動 物 の HEK293T
、 CHO、 HeLa、 NSO、 COS細 胞 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 選 択 さ れ た 細 胞 系 は 安 定 で あ る の
み な ら ず 、 ポ リ ペ プ チ ド の 成 熟 し た グ リ コ シ ル 化 が 可 能 な も の で あ る 。 発 現 は 形 質 転 換 さ
せ た 卵 母 細 胞 で 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 、 好 ま し く は マ ウ ス の 細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と が で き 、 ま た は 、 よ り 大 き な 哺 乳 動
物 、 例 え ば ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 お よ び ウ シ の 乳 汁 中 に 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を 発 現 し て い る ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る
も の で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル (Xenopus laevis)の 卵 母
細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 発 明 は ま た 、 医 薬 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン 組 成 物 を も 含 み 、 そ れ は 、 治 療 上 有 効 な 量 の 本
発 明 の 核 酸 構 築 物 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 、 任 意 で 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と 組 み 合 わ せ て 、
好 ま し く は リ ン 酸 緩 衝 溶 液 (PBS)、 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 水 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ
タ ノ ー ル 、 リ ポ ソ ー ム 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ な ど の 製 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 組 み 合 わ
せ て 、 含 ん で な る も の で あ る 。 ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 金 属 ビ ー ズ 、 好 ま し く は 金 ビ ー ズ 上 に
製 剤 化 さ れ た 、 治 療 上 有 効 な 量 の 本 発 明 の 核 酸 構 築 物 を 含 ん で い て も よ い 。 本 発 明 の ワ ク
チ ン 組 成 物 は ま た 、 例 え ば 一 実 施 形 態 に お い て 、 イ ミ キ モ ド (imiquimod)、 ツ カ レ ゾ ル (tu
caresol)、 も し く は ミ ョ ウ バ ン な ど の ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
タ ン パ ク 質 と ア ジ ュ バ ン ト と を 一 緒 に 用 い る と 、 高 力 価 の 抗 体 応 答 が 誘 導 さ れ る の で 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
好 ま し く は 、 ア ジ ュ バ ン ト は 本 発 明 の も の と 同 時 に 投 与 さ れ 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て
は 一 緒 に 製 剤 化 さ れ る 。 本 発 明 で 考 え ら れ て い る ア ジ ュ バ ン ト 剤 と し て は 、 そ れ ら が 全 て
で は な く 他 の ア ジ ュ バ ン ト 剤 を 排 除 す る も の で は な い が 、 イ ミ キ モ ド [S-26308, R-837]な
ど の 合 成 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン 類 (Harrisonら , 「 イ ミ キ モ ド 単 独 ま た は 糖 タ ン パ ク 質 ワ ク チ
ン と 組 み 合 わ せ た も の を 用 い た 再 発 性 HSV疾 患 の 低 減 」 "Reduction of recurrent HSV dis
ease using imiquimod alone or combined with a glycoprotein vaccine", Vaccine 19:
1820-1826,(2001))； お よ び レ シ キ モ ド (resiquimod) [S-28463, R-848](Vasilakosら , 「
免 疫 応 答 改 変 剤 R-848の ア ジ ュ バ ン ト 活 性 : CpG ODNと の 比 較 」 "Adjuvant activities of 
immune response modifier R-848: Compaison with CpG ODN", Cellular Immunology 204
: 64-74(2000))、 カ ル ボ ニ ル お よ び ア ミ ン の シ ッ フ 塩 基 で 、 抗 原 提 示 細 胞 上 お よ び T細 胞
表 面 で 構 成 的 に 発 現 さ れ る も の 、 例 え ば ツ カ レ ゾ ル (Rhodes, J.ら , 「 共 刺 激 性 シ ッ フ 塩
基 形 成 性 薬 物 に よ る 免 疫 系 の 治 療 的 増 強 」 "Therapeutic potentiation of the immune sy
stem by costimulatory Schiff-base-forming drugs", Nature 377:71-75(1995))、 サ イ
ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン お よ び 共 刺 激 分 子 、 Th1イ ン デ ュ ー サ ー （ 例 え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ
ン γ 、 IL-2、 IL-12、 IL-15、 お よ び IL-18） 、 Th2イ ン デ ュ ー サ ー （ 例 え ば 、 IL-4、 IL-5、
IL-6、 IL-10、 お よ び IL-13） 、 な ら び に そ の 他 の ケ モ カ イ ン お よ び 共 刺 激 遺 伝 子 （ 例 え ば
、 MCP-1、 MIP-1α 、 MIP-1β 、 RANTES、 TCA-3、 CD80、 CD86、 お よ び CD40L） 、 そ の 他 の 免
疫 刺 激 性 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 CTLA-4お よ び L-セ レ ク チ ン ） 、 ア ポ ト ー
シ ス 刺 激 性 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Fas、 (49)） 、 合 成 脂 質 ベ ー ス の ア ジ ュ
バ ン ト 、 例 え ば 、 バ ク ス フ ェ ク チ ン (vaxfectin)(Reyesら ,「 Vaxfectinは 抗 原 特 異 的 抗 体
価 を 高 め 、 プ ラ ス ミ ド DNAで の 免 疫 感 作 に 対 し て Th1タ イ プ の 免 疫 応 答 を 維 持 す る 」 "Vexfe
ctin enhances antigen specific antibody titres and maintains Th1 type immune res
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ponses to plasmid DNA immunization", Vaccine 19:3778-3786)、 ス ク ア レ ン 、 α -ト コ
フ ェ ロ ー ル 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 80、 DOPCお よ び コ レ ス テ ロ ー ル 、 エ ン ド ト キ シ ン 、 [LPS]、 (
Beutler, B., 「 エ ン ド ト キ シ ン ： Toll様 レ セ プ タ ー 4、 お よ び 先 天 性 免 疫 の 求 心 性 肢 」 "E
ndotoxin, "Toll-like receptor 4, and the afferent limb of innnate immunity", Cur
rent Opinion in Microbiology 3:23-30(2000))； CpGオ リ ゴ -お よ び ジ -ヌ ク レ オ チ ド 、 Sa
to, Y.ら , 「 効 果 的 な 皮 内 免 疫 感 作 に 必 要 な 免 疫 刺 激 性 DNA配 列 」 "Immunostimulatory DN
A sequences necessary for effective intradermal immunization" Science 273(5273):
352-354(1996), Hemmi, Hら , 「 Toll様 レ セ プ タ ー は 細 菌 の DNAを 認 識 す る 」 "A Toll-like
 receptor recognizes bacterial DNA", Nature 408: 740-745 (2000)、 な ら び に Tollレ
セ プ タ ー の 引 き 金 を 引 い て Th1誘 導 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 合 成 マ イ コ バ ク テ リ ア リ ポ タ ン
パ ク 質 、 マ イ コ バ ク テ リ ア タ ン パ ク 質 p19、 ペ プ チ ド グ リ カ ン 、 テ イ コ 酸 、 お よ び リ ピ ド A
な ど を 産 生 さ せ る そ の 他 の リ ガ ン ド と な り う る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
Th1タ イ プ の 応 答 を 主 に 引 き 出 す 特 定 の 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 例 え ば 、 モ ノ ホ
ス ホ リ ル リ ピ ド A、 ま た は 好 ま し く は 3-de-O-ア シ ル 化 モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Aな ど の リ ピ
ド A誘 導 体 が 含 ま れ る 。 MPL(登 録 商 標 )ア ジ ュ バ ン ト は Corixa Corporationか ら 入 手 で き る
(Seatle, WA; 例 え ば 米 国 特 許 第 4,436,727号 、 第 4,877,611号 、 第 4,866,034号 、 お よ び 第
4,912,094号 を 参 照 )。 CpG含 有 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (そ の 中 で は CpGジ ヌ ク レ オ チ ド は メ チ
ル 化 さ れ て い な い )も 主 と し て Th1応 答 を 誘 導 す る 。 そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は よ く
知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 WO 96/02555、 WO 99/33488、 な ら び に 米 国 特 許 第 6,008,200号 お
よ び 第 5,856,462号 に 述 べ ら れ て い る 。 免 疫 刺 激 性 の DNA配 列 に つ い て も 、 例 え ば 、 Satoら
, Science 273:352, (1996)に よ っ て 報 告 さ れ て い る 。 別 の 好 ま し い ア ジ ュ バ ン ト と し て
は 、 Quil A、 も し く は QS21や QS7を 含 む Quil A誘 導 体 (Aquila Biopharmaceuticals Inc., 
Framingham, MA)； Escin； ジ ギ ト ニ ン ； ま た は Gypsophilaも し く は Chenopodium quinoaの
サ ポ ニ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 IL-13が 媒 介 す る 疾 患 、 そ れ に 伴 う 何 ら か の 症 状 も し く は 疾 患 を 治 療 も し
く は 防 止 す る 方 法 を も 提 供 し 、 そ の 方 法 は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク
タ ー 、 も し く は 医 薬 組 成 物 の 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る も の で あ る 。 医 薬 組 成 物
の 投 与 は 1以 上 の 個 々 の 投 与 形 態 、 例 え ば 、 「 初 回 － ブ ー ス ト 」 治 療 ワ ク チ ン 接 種 法 の 形
態 を 取 る こ と が で き る 。 あ る 場 合 に は 「 初 回 」 ワ ク チ ン 接 種 は 、 好 ま し く は プ ラ ス ミ ド 由
来 の ベ ク タ ー 中 に 組 み 入 れ た 形 の 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 粒 子 媒 介 DNA送 達 を 介 し
て 行 わ れ 、 「 ブ ー ス ト 」 は 同 じ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 投
与 に よ る か 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質 を ア ジ ュ バ ン ト 中 に 入 れ た も の を 用 い て ブ ー ス ト す る 。
逆 に 、 プ ラ イ ミ ン グ を 上 述 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は タ ン パ ク 質 製 剤 、 典 型 的 に は ア ジ ュ
バ ン ト 中 に 製 剤 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を 用 い て 行 い 、 ブ ー ス ト に は 本 発 明 の DNAワ ク チ ン を
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
自 己 抗 原 （ 例 え ば IL-13） が 媒 介 す る 疾 患 の 治 療 の た め に は 、 ア ジ ュ バ ン ト が Th1応 答 の イ
ン デ ュ ー サ ー で あ る こ と が 好 ま し い 。 と り わ け 、 ア ジ ュ バ ン ト は 免 疫 刺 激 性 CpGオ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 、 例 え ば WO 96/02555に 開 示 さ れ て い る も の を 含 む も の で あ る 。 典 型 的 な 免 疫
刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ の 長 さ が 8～ 100塩 基 の も の で 、 一 般 式 X 1 CpGX 2 （ 式 中 、 X 1
お よ び X 2 は ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 、 Cお よ び Gは メ チ ル 化 し て い な い も の で あ る ） で 表 さ れ る も
の で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 の ア ジ ュ バ ン ト ま た は ワ ク チ ン に 用 い る の に 好 適 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し
く は 3個 以 上 、 よ り 好 ま し く は 6個 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド で 分 離 さ れ て い る 、 2個 以 上 の ジ ヌ
ク レ オ チ ド CpGモ チ ー フ を 含 む こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 典 型 的 に
は デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 は ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 よ り 好 ま し く は ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 で
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あ る が 、 混 合 ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 混 合 ホ ス ホ ロ チ
オ エ ー ト /ホ ス ホ ジ エ ス テ ル ） を 含 め て 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル お よ び 他 の ヌ ク レ オ チ ド 間 結
合 も 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る も の で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 安 定 化 さ せ る 他 の ヌ ク
レ オ チ ド 間 結 合 を 用 い る こ と も で き る 。 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ホ
ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト を 調 製 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 5,666,153号 、 第 5,278,302号 、 お よ び
WO 95/26204に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 下 記 の 配 列 を 有 し て い る 。 そ れ ら の 配 列 は 好 ま し く は
ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト で 改 変 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 を 含 ん で い る 。
オ リ ゴ 1: TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)　 (配 列 番 号 ５ )
オ リ ゴ 2: TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)　 (配 列 番 号 ６ )
オ リ ゴ 3: ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG　 (配 列 番 号 ７ )
オ リ ゴ 4: TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)　 (配 列 番 号 ８ )
オ リ ゴ 5: TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)　 (配 列 番 号 ９ )
【 ０ ０ ６ ３ 】
別 の CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 上 述 の 好 ま し い 配 列 を 含 ん で な り 、 そ れ ら は 大 き な 意 味 の
な い 欠 失 ま た は 付 加 を 有 す る 。 本 発 明 で 用 い ら れ る CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 当 業 界 で 公
知 の 方 法 (例 え ば EP 468520)で 合 成 す る こ と が で き る 。 都 合 の よ い こ と に 、 そ の よ う な オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 自 動 合 成 機 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る 。 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む ア ジ ュ バ ン ト 製 剤 は 、 Qiagenか ら 「 ImmunEasy」 と い う 商 標 名 で 購 入 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 の 組 成 物 は 予 防 と 治 療 の 双 方 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 は 医 薬 品 に 使 用 す る た
め の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 お よ び COPDな ど の 呼 吸 器 疾
患 、 蠕 虫 感 染 関 連 疾 患 、 肝 臓 の 線 維 症 ま た は 肝 硬 変 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 使
用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 は ま た 、 ワ ク チ ン 接 種 の 方 法 を も 提 供 し 、 そ の 方 法 は 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 の 有
効 量 を 患 者 に 投 与 し 、 そ の ワ ク チ ン 組 成 物 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と を 含 ん で な る
。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 発 明 は ま た 、 ア レ ル ギ ー 、 呼 吸 器 疾 患 、 蠕 虫 感 染 関 連 疾 患 、 肝 臓 の 線 維 症 ま た は 肝 硬 変
な ど の IL-13が 媒 介 す る 疾 患 に 対 す る 哺 乳 動 物 の ワ ク チ ン 接 種 に 用 い る た め の 本 明 細 書 に
記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 提 供 す る 。 呼 吸 器 疾 患 と し て は 、 例 え ば 、 ア レ ル ギ ー 性 喘 息 な ど
の 喘 息 、 お よ び 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 (COPD)が 含 ま れ る 。 特 に 、 IL-13に 対 す る 中 和 応 答 を 誘
導 し う る ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 ヒ ト で の 喘 息 、 特 に ア レ ル ギ ー 性 喘 息 の 治 療 の た め の 有 用 な
治 療 薬 と な る で あ ろ う 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は ま た 、 蠕 虫 感 染 関 連 疾 患 (Brombacher,
 2000 Bioessays 22:646-656)、 お よ び IL-13産 生 が 線 維 症 に 関 連 し て い る 疾 患 (Chiaramon
teら , 1999, J Clin Inv 104:777-785)、 例 え ば 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 (COPD)お よ び 肝 硬 変 の
治 療 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 種 々 の 方 法 、 例 え ば 口 腔 お よ び 鼻 腔 な ど の 粘 膜 経 由 ； 肺 、 筋 肉
内 、 皮 下 、 ま た は 皮 内 の 経 路 を 経 由 し て 投 与 す る こ と が で き る 。 抗 原 が タ ン パ ク 質 を ベ ー
ス と し た ワ ク チ ン と し て 投 与 さ れ る 場 合 に は 、 そ の ワ ク チ ン は 典 型 的 に は ア ジ ュ バ ン ト を
用 い て 製 剤 化 さ れ 、 凍 結 乾 燥 し た も の を 使 用 前 に 注 射 用 水 に 再 懸 濁 し て 用 い る こ と が で き
る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 注 射 用 組 成 物 と し て 、 例 え ば 無 菌 の 水 性 分 散 液 、 好 ま し く は 等 張
液 と し て 、 投 与 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は そ の よ う な 組 成 物 は 筋 肉 内 投 与 さ れ る が 、
そ の 他 の 投 与 経 路 も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

10

20

30

40

50

(16) JP 2005-502314 A 2005.1.27



皮 内 投 与 の 方 法 と し て は 、 粒 子 射 撃 法 (particle bombardment)(こ れ は ま た 「 遺 伝 子 銃 」
と し て も 知 ら れ て お り 、 そ れ は 米 国 特 許 第 5,371,015号 に 記 載 さ れ て い る )が あ る 。 タ ン パ
ク 質 は 糖 を 用 い て 製 剤 化 し て 小 粒 子 と な し 、 ま た は 、 該 抗 原 を コ ー ド す る DNAを 不 活 性 な
粒 子 (例 え ば 金 ビ ー ズ )上 に コ ー テ ィ ン グ し て 、 レ シ ピ エ ン ト の 表 面 (例 え ば 皮 膚 )か ら そ れ
ら を 、 例 え ば 射 出 器 具 か ら 高 圧 下 で 放 出 さ せ る な ど に よ っ て 、 突 入 さ せ る た め に 十 分 な ス
ピ ー ド に 加 速 す る 。 （ 本 発 明 の 核 酸 ワ ク チ ン 構 築 物 で コ ー テ ィ ン グ し た 粒 子 お よ び タ ン パ
ク 質 糖 粒 子 は 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ 、 そ の よ う な 粒 子 を ロ ー ド し た 器 具 も 同 様 に 含 ま れ
る 。 ） 核 酸 構 築 物 、 ま た は 該 構 築 物 を 含 有 す る 組 成 物 を 直 接 的 に レ シ ピ エ ン ト に 投 与 す る
他 の 方 法 と し て は 、 超 音 波 、 電 気 的 刺 激 、 電 気 穿 孔 法 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,697,901号 に
記 載 さ れ て い る マ イ ク ロ シ ー デ ィ ン グ (microseeding)が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 の 核 酸 構 築 物 は ま た 、 遺 伝 子 治 療 で 有 用 な 特 別 な 送 達 ベ ク タ ー で 投 与 す る こ と が で
き る 。 遺 伝 子 治 療 の ア プ ロ ー チ は 例 え ば 、 Vermeら , Nature 1997, 389:239-242に 述 べ ら
れ て い る 。 ウ イ ル ス 系 お よ び 非 ウ イ ル ス 系 の 双 方 を 用 い る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス を ベ ー
ス と し た 系 と し て は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ
イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 お よ び ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を ベ ー ス と し た 系 が 含 ま れ る 。 ウ
イ ル ス 以 外 の も の を ベ ー ス と し た 系 と し て は 、 核 酸 の 直 接 投 与 及 び リ ポ ソ ー ム を ベ ー ス と
し た 系 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 ベ ク タ ー は リ ポ ソ ー ム で 被 包 す る か 、 ま た は ポ リ ア ク チ ド コ
-グ リ コ リ ド (PLG)粒 子 内 に 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 発 明 の 核 酸 構 築 物 は ま た 、 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 に よ っ て 投 与 す る こ と も で き る 。 そ の
よ う な 細 胞 と し て は 、 被 験 者 か ら 採 取 し た 細 胞 が 含 ま れ る 。 核 酸 ワ ク チ ン 構 築 物 は そ の よ
う な 細 胞 中 に in vitroで 導 入 す る こ と が で き 、 そ の 形 質 転 換 細 胞 は そ の 後 に 被 験 者 に 戻 す
こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 構 築 物 は 細 胞 中 に 既 に 存 在 し て い る 核 酸 中 に 相 同 組 換 え に よ
っ て 組 み 込 む こ と が で き る 。 所 望 に よ り 形 質 転 換 細 胞 を in vitroで 増 殖 さ せ て 、 そ の 結 果
得 ら れ た 細 胞 の 1つ 以 上 を 本 発 明 に 用 い る こ と が で き る 。 細 胞 を 患 者 の 適 切 な 部 位 に 、 公
知 の 外 科 的 技 法 ま た は 微 小 外 科 的 技 法 (例 え ば 、 グ ラ フ テ ィ ン グ 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ
ョ ン 、 そ の 他 )に よ っ て 供 給 す る こ と が で き る 。 適 切 な 細 胞 と し て は 、 樹 状 細 胞 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
送 達 さ れ る ワ ク チ ン 組 成 物 の 量 は 、 免 疫 し よ う と す る 哺 乳 動 物 の 種 お よ び 体 重 、 治 療 /防
護 し よ う と す る 病 状 の 性 質 、 適 用 す る ワ ク チ ン 接 種 プ ロ ト コ ル (す な わ ち 、 単 回 投 与 対 反
復 投 与 )、 投 与 経 路 、 選 択 し た ア ジ ュ バ ン ト 化 合 物 の 効 力 お よ び 用 量 の 如 何 に よ っ て 大 き
く 変 わ る 。 こ れ ら の 変 動 要 因 に 基 づ い て 、 医 師 ま た は 獣 医 師 は 適 切 な 投 与 量 の レ ベ ル を 容
易 に 決 定 す る こ と が で き よ う が 、 例 え ば そ の ワ ク チ ン が 核 酸 の 場 合 に は 、 投 与 量 は 0.5～ 5
μ g/kgの 核 酸 構 築 物 ま た は そ れ を 含 む 組 成 物 と な ろ う 。 特 に 、 投 与 量 は 投 与 経 路 の 如 何 に
よ っ て 変 わ る 。 例 え ば 、 金 ビ ー ズ の 皮 内 投 与 を 用 い る 場 合 に は 、 総 投 与 量 は 好 ま し く は 1
μ g～ 10ng、 特 に 好 ま し く は 総 投 与 量 は 10μ g～ 1ngの 間 で あ る 。 核 酸 構 築 物 が 直 接 投 与 さ
れ る 場 合 に は 、 総 投 与 量 は 通 常 は よ り 多 く な り 、 例 え ば 、 50μ g～ 1mg以 上 の 間 の 量 と な る
。 上 述 の 投 与 量 は 平 均 的 な 症 例 の 代 表 的 な 値 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
タ ン パ ク 質 ワ ク チ ン で は 、 各 ワ ク チ ン 投 与 で の タ ン パ ク 質 の 量 は 、 典 型 的 な ワ ク チ ン 接 種
者 に 顕 著 な 副 作 用 を 起 こ す こ と な く 免 疫 防 御 応 答 を 誘 導 す る 量 と し て 選 択 さ れ る 。 そ の よ
う な 量 は 、 ど の 特 定 の 免 疫 原 が 用 い ら れ る か 、 そ れ が ど の よ う に 提 示 さ れ る か に よ っ て 変
わ る 。 通 常 は 、 各 投 与 は 1～ 1000μ gの タ ン パ ク 質 を 含 ん で な り 、 好 ま し く は 1～ 500μ g、
よ り 好 ま し く は 1～ 100μ g、 最 も 好 ま し く は 1～ 50μ gで あ る 。 あ る 特 定 の ワ ク チ ン に つ い
て の 最 適 な 量 は 、 ワ ク チ ン 接 種 者 に お け る 適 切 な 免 疫 応 答 の 観 察 を 含 む 標 準 的 な 研 究 に よ
っ て 確 か め る こ と が で き る 。 初 回 の ワ ク チ ン 接 種 後 に 、 被 験 者 は 適 切 な 期 間 を お い て 1ま
た は 数 回 の ブ ー ス タ ー 免 疫 を 受 け る こ と が で き る 。 そ の よ う な ワ ク チ ン 製 剤 は 初 回 ま た は
追 加 ワ ク チ ン 接 種 計 画 の い ず れ に 適 用 し て も よ く ； 例 え ば 経 皮 、 皮 下 、 も し く は 筋 肉 内 経
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路 で 全 身 的 に 投 与 し た り 、 ま た 、 例 え ば 鼻 腔 内 も し く は 口 腔 経 路 で 粘 膜 表 面 に 適 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
も ち ろ ん 、 被 験 者 そ れ ぞ れ に よ っ て は 、 よ り 高 い ま た は 低 い 投 与 量 の 範 囲 と す る こ と が 有
利 で あ る 場 合 も あ り う る が 、 そ の よ う な も の も 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
ワ ク チ ン 組 成 物 は 1回 限 り の 投 与 と す る こ と が で き 、 ま た は 反 復 し て 、 例 え ば 、 1～ 7回 、
好 ま し く は 1～ 4回 、 約 1日 か ら 約 18ヶ 月 、 好 ま し く は 1ヶ 月 の 間 隔 を あ け て 投 与 す る こ と が
で き る 。 そ の 後 、 任 意 で 1～ 12ヶ 月 間 の 定 期 的 な 間 隔 を あ け て 、 最 も 長 く は そ の 患 者 の 生
涯 に わ た っ て 投 与 す る こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 患 者 は 初 回 -ブ ー ス ト 接 種
計 画 で 異 な る 形 態 の 抗 原 の 投 与 を 受 け る だ ろ う 。 従 っ て 例 え ば 、 あ る 抗 原 が 最 初 は DNAを
ベ ー ス と し た ワ ク チ ン と し て 投 与 さ れ 、 次 い で タ ン パ ク 質 -ア ジ ュ バ ン ト を ベ ー ス と し た
製 剤 と し て 投 与 さ れ る 。 し か し 、 再 度 言 及 す る が 、 こ の 治 療 計 画 は 投 与 さ れ る 動 物 の 大 き
さ お よ び 動 物 種 、 投 与 さ れ る 核 酸 ワ ク チ ン お よ び /ま た は タ ン パ ク 質 組 成 物 の 量 、 投 与 経
路 、 用 い た ア ジ ュ バ ン ト 化 合 物 の 効 力 と 用 量 、 な ら び に そ の 他 の 精 通 し た 獣 医 師 ま た は 医
師 で あ れ ば 明 白 な 要 因 の 如 何 に よ っ て 大 き く 変 わ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
下 記 の 実 施 例 は 本 発 明 の 理 論 を ヒ ト で は な く マ ウ ス で 説 明 す る も の で あ る の で 、 タ ン パ ク
質 は ヒ ト タ ン パ ク 質 に 特 徴 的 な 変 異 を 有 す る マ ウ ス の も の で あ る が 、 そ の タ ン パ ク 質 が マ
ウ ス に 特 徴 的 な 変 異 を 有 す る ヒ ト 由 来 の B細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る も の 、 ま た は そ の 他 の
類 似 の タ ン パ ク 質 で あ れ ば 、 そ の 結 果 は ヒ ト へ の 治 療 に 容 易 に 外 挿 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
下 記 の 実 施 例 を 通 じ て 、 分 子 生 物 学 お よ び 細 胞 生 物 学 の 分 野 で 広 く 知 ら れ て い て 実 施 さ れ
て い る 種 々 の 技 法 が 用 い ら れ て い る 。 そ れ ら の 実 際 的 な 面 で の 詳 細 は 多 数 の 教 科 書 中 に 見
出 す こ と が で き る が 、 そ の よ う な も の と し て は Sambrookら (1989, 第 2版  Cold Spring Har
bor Press: New York)の も の が 含 ま れ る 。 ア ミ ノ 酸 の 配 列 ま た は 名 称 は 一 文 字 表 記 ま た は
三 文 字 表 記 の い ず れ か で 示 さ れ る 。 用 語 の 前 に 付 け ら れ た 「 h」 は タ ン パ ク 質 ま た は 遺 伝
子 が ヒ ト 由 来 で あ る こ と を 示 し 、 「 m」 は マ ウ ス 由 来 、 「 c」 は キ メ ラ 構 築 物 、 「 r」 は 組
換 え タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 す た め に 用 い ら れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ７ ７ 】

IL-13は 、 SCOP(Murzinら , 1995, J. Mol. Biol. 247:536-540)に よ り 規 定 さ れ た 4-ヘ リ カ
ル サ イ ト カ イ ン フ ォ ー ル ド フ ァ ミ リ ー に 属 し て い る 。 こ の フ ォ ー ル ド ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー
の 個 々 の メ ン バ ー は 構 造 的 に 関 連 し て い る が 、 配 列 レ ベ ル で は ア ラ イ ン メ ン ト (整 列 )さ せ
る こ と が 困 難 で あ る 。 IL-13の 3D構 造 は ま だ 決 定 さ れ て い な い が 、 他 の い く つ か の 4-ヘ リ
カ ル サ イ ト カ イ ン に つ い て は 構 造 が 描 か れ て い る 。 IL-13オ ル ソ ロ グ に つ い て タ ン パ ク 質
多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 作 成 し 、 ま た 、 少 な く と も 1つ の メ ン バ ー の 構 造 が 決 定 さ れ て
い た 、 こ の 折 り た た み （ フ ォ ー ル ド ） を 示 す 他 の い く つ か の サ イ ト カ イ ン (IL-4、 GM-CSF
、 IL-5、 お よ び IL-2)に つ い て も ア ラ イ ン メ ン ト を 作 成 し た 。 IL-13タ ン パ ク 質 多 重 配 列 ア
ラ イ ン メ ン ト に つ い て DSC (Kingお よ び Sternberg, 1996, Prot. Sci. 5:2298-2310)、 SIM
PA96 (Levin, 1997, Prot. Eng. 7:771-776)お よ び Pred2ary (Chandoniaお よ び Karplus, 
1995, Prot. Sci. 4:275-285)を 用 い て 二 次 構 造 予 測 を 行 っ た 。 個 々 の サ イ ト カ イ ン の タ
ン パ ク 質 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 、 配 列 情 報 と (既 知 の 結 晶 構 造 お よ び 二 次 構 造 予 測 か
ら 得 ら れ た )構 造 情 報 の 双 方 を 用 い て 、 互 い に ア ラ イ ン メ ン ト さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
抗 原 性 部 位 、 特 に B細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 マ ウ ス IL-13に つ い て Cameleonソ フ ト ウ ェ ア (Oxfor
d Molecular)を 用 い て 予 測 し 、 そ れ ら を 、 タ ン パ ク 質 多 重 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 用 い て IL
-4構 造 (Brookhavenデ ー タ ベ ー ス で の 登 録 番 号 1RCB)上 に マ ッ プ し て 、 抗 原 性 部 位 が 構 造 的
に IL-13の ど こ に 位 置 し て い る の か 調 べ た 。 こ の 分 析 か ら 、 抗 原 性 を 有 し て い る 可 能 性 が
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あ り 、 か つ レ セ プ タ ー の 結 合 に 関 与 し て い る 可 能 性 の あ る 露 出 領 域 が 選 択 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
こ の モ デ ル か ら キ メ ラ IL-13配 列 を デ ザ イ ン し た が 、 こ こ で は 推 定 上 の 抗 原 性 ル ー プ の 配
列 を マ ウ ス IL-13か ら 取 得 し 、 推 定 上 の 構 造 領 域 (主 と し て ヘ リ カ ル 領 域 )の 配 列 を ヒ ト IL-
13か ら 取 得 し た 。 こ の デ ザ イ ン の 目 的 は 、 中 和 抗 体 を 生 じ さ せ る マ ウ ス IL-13由 来 の 標 的
エ ピ ト ー プ を 同 定 し 、 そ れ ら の エ ピ ト ー プ を 、 天 然 の タ ン パ ク 質 と 構 造 上 類 似 し て い る が
、 1個 以 上 の CD4 Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ が 確 実 に 存 在 す る こ と と な る よ う に 天 然 の （ マ ウ ス
） タ ン パ ク 質 と は 十 分 な 配 列 変 異 を 有 し て い る フ レ ー ム ワ ー ク 上 に 提 示 す る こ と で あ っ た
。 本 実 施 例 の キ メ ラ IL-13ワ ク チ ン の た め に 選 択 さ れ た 核 酸 及 び タ ン パ ク 質 の 配 列 を 図 １
に 示 す (配 列 番 号 19お よ び 20)。 下 線 を 付 し た 配 列 は ヒ ト の オ ル ソ ロ グ に 見 出 さ れ る 配 列 に
対 応 し て い る 。 図 １ に 示 す 配 列 と す る た め に 12個 の ア ミ ノ 酸 を 置 換 し た 。 遺 伝 暗 号 の 縮 重
に よ り 、 全 く 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し う る 多 数 の 核 酸 配 列 が 可 能 で あ る こ と を 理 解 す
べ き で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 範 囲 内 で 、 非 露 出 領 域 中 に 他 の オ ル ソ ロ ガ ス な 変 異 を 有 す
る よ う な 、 キ メ ラ IL-13ワ ク チ ン の 別 の デ ザ イ ン も あ り う る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

キ メ ラ IL-13(cIL-13)DNA配 列 は 、 部 分 的 に オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る 一 連 の DNAオ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド か ら 合 成 し た 。 こ れ ら の 配 列 cIL-13-1か ら cIL-13-6を 表 １ に 示 し て あ る 。 そ れ ら
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ア ニ ー リ ン グ し 、 PCRに よ り 94℃ で 1分 、 続 い て 94℃ で 30秒 、 55℃
で 1分 、 お よ び 72℃ で 2分 の サ イ ク ル を 25回 行 っ て cIL-13 DNAを 生 成 し た 。 そ の 後 72℃ で 7
分 間 処 理 し 、 そ の 終 了 時 に は 4℃ ま で 冷 却 し た 。 反 応 産 物 は 予 期 さ れ た 361塩 基 対 の 大 き さ
の バ ン ド で あ り 、 こ れ を T/Aク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR2.1 (Invitrogen, Groningen, Neth
erlands)中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し て pCR2,1-cIL-13を 作 成 し た 。 pCR2,1-cIL-13を BamH1お よ
び Xho1で 消 化 し て 得 た cIL-13フ ラ グ メ ン ト を pGEX4T3 (Amersham Pharmacia, Amersham, B
ucks, UK)中 の BamH1と Xho1部 位 中 に サ ブ ク ロ ー ン 化 し て pGEX4T3-cIL-13/1を 作 成 し た 。 pG
EX4T3-cIL-13/1構 築 物 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 際 に 、 GSTと cIL-13の 配 列 間 に 39塩 基 対 の 余
分 な DNA配 列 (pCR2.1ベ ク タ ー 由 来 の も の )が 存 在 す る こ と を 見 出 し た 。 こ れ を 修 正 す る た
め に 、 pGEX4T3-cIL-13/1と プ ラ イ マ ー cIL-13Fnewお よ び cIL-13Rを 用 い て cIL-13に つ い て
の PCRを 繰 り 返 し た 。 得 ら れ た PCR産 物 を pGEX4T3中 に BamH1と Xho1制 限 酵 素 部 位 を 用 い て 再
び ク ロ ー ン 化 し て 、 発 現 ベ ク タ ー pGEX4T3-cIL-13を 作 成 し た 。 こ の 構 築 物 の 配 列 は ジ デ オ
キ シ タ ー ミ ネ ー タ ー シ ー ク エ ン シ ン グ で 確 か め た 。 こ の ベ ク タ ー は グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ と cIL-13か ら な る 遺 伝 的 融 合 タ ン パ ク 質 (GST-cIL-13)を コ ー ド し て い る 。
こ の タ ン パ ク 質 の 2つ の 部 分 は 短 い ス ペ ー サ ー で 連 結 さ れ て お り 、 そ の ス ペ ー サ ー に は ト
ロ ン ビ ン の 認 識 部 位 が 含 ま れ て い る 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 容 易 に 精 製 す る こ と が で き 、 そ の 後 直 接 的 に 用 い る か
、 ま た は ト ロ ン ビ ン で 切 断 し て 作 成 し た 遊 離 の cIL-13の 調 製 物 を 用 い る こ と が で き る 。
【 表 １ 】
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1.2　 キ メ ラ IL-13の 調 製



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
pGEX4T3-cIL-13発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 大 腸 菌 (E.coli)BLR株 (Novagen, Cambridge Bioscie
nce, Cambridge, UKか ら 供 給 さ れ た も の )を 形 質 転 換 し た 。 GST-cIL-13の 発 現 は 、 対 数 増
殖 期 に 0.5mMの IPTGを 培 養 物 に 添 加 し て 37℃ で 4時 間 お く こ と に よ っ て 誘 導 し た 。 次 い で そ
の 大 腸 菌 を 遠 心 し て 回 収 し 、 そ れ か ら GST-cIL-13を 、 類 似 の GST-ヒ ト IL-13融 合 タ ン パ ク
質 の 精 製 法 と し て 既 に 報 告 さ れ て い る 方 法 (McKenzieら , 1993, Proc. Natn. Acad. Sci. 
90:3735-3739)で 精 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

精 製 し た GST-cIL-13の サ ン プ ル を SDS-PAGE電 気 泳 動 で 分 析 し た 。 図 ２ は 、 精 製 し た 調 製 物
に GST-cIL-13に つ い て 予 期 さ れ た 大 き さ の タ ン パ ク 質 が 含 ま れ て い る こ と を 示 し て い る 。
下 方 の バ ン ド は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 調 製 の 際 に 部 分 的 に 切 断 さ れ て 生 成 し た 少 量 の GSTを
示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
精 製 タ ン パ ク 質 が GST-cIL-13で あ る こ と を 確 認 す る た め に 、 サ ン プ ル を SDS-PAGEで 分 離 し
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cIL-13の 特 性 決 定



、 PVDF膜 上 に ブ ロ ッ ト し 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で IL-13と GSTの 免 疫 反 応 性 の 存 在 を
分 析 し た 。 cIL-13は ヒ ト お よ び マ ウ ス の IL-13の 双 方 か ら の 配 列 を 含 ん で い る の で 、 ヒ ト I
L-13ま た は マ ウ ス IL-13に 特 異 的 な 抗 血 清 に よ っ て 認 識 さ れ る と 予 想 さ れ た 。 ブ ロ ッ ト を 0
.05% Tween 20含 有 TBS(50mM 塩 酸 trizma、 138mM 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 2.7mM 塩 化 カ リ ウ ム 、
pH8.0) (TBST)中 の 3%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)で 4℃ に て 1晩 ブ ロ ッ ク し 、 一 次 抗 体 と 共 に
室 温 (RT)で 1時 間 振 盪 し つ つ イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で TBSTで 4回 洗 っ た 。 二 次 抗 体 を 添 加
し て 室 温 で 1時 間 振 盪 し た 後 、 4回 洗 い 、 SuperSignal化 学 発 光 試 薬  (Pierce, Rockford, I
llinois, USA)に よ り 検 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
図 ３ (説 明 は 下 記 の と お り )は 、 こ の 分 析 の 結 果 で あ り 、 こ の 精 製 タ ン パ ク 質 が 、 ヒ ト IL-1
3、 マ ウ ス IL-13お よ び GSTに 対 す る 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る こ と を 示 し て お り 、 予 期 し て い
た 構 造 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ６ 】
こ の 実 験 で 用 い た 一 次 抗 体 は 次 の と お り で あ っ た ： 抗 hIL-13(カ タ ロ グ 番 号 AF-213-NA, R&
D Systems, Abingdon, Oxford, UK)、 1μ g/mLで 使 用 ； 抗 mIL-13(カ タ ロ グ 番 号 AF-213-NA,
 R&D Systems)、 1μ g/mLで 使 用 ； お よ び 抗 GST(カ タ ロ グ 番 号 27-4590D, Pharmacia)、 1/20
0で 使 用 。 こ の 実 験 で 用 い た 二 次 抗 体 は 次 の と お り で あ っ た ： HRPを コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た
抗 ヤ ギ IgG(カ タ ロ グ 番 号 A-5420, Sigma-Aldrich Company Ltd, Poole, Dorset, UK)、 1/4
0,000で 使 用 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
タ ン パ ク 質 サ ン プ ル は 、 GST-cIL-13(実 施 例 ２ に 記 載 の と お り 調 製 し た も の )、 組 換 え ヒ ト
IL-13(rhIL-13)(カ タ ロ グ 番 号 CH1-013, Cambridge Bioscience, Cambridge, UK)、 組 換 え
マ ウ ス IL-13(rmIL-13)(カ タ ロ グ 番 号 413-ML-025, R&D Systems)、 な ら び に GST(空 の pGEX4
T3ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 大 腸 菌 か ら 、 報 告 (Sambrookら , 1989, 第 2版 ,　 Col
d Spring Harbor Press: New York)さ れ て い る と お り に 調 製 し た も の )。
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【 ０ ０ ８ ８ 】

GST-cIL-13が 溶 液 中 で 天 然 の IL-13と 類 似 し た コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を と る こ と を 確 か め る
た め に 、 GST-cIL-13お よ び cIL-13(GST-cIL-13か ら ト ロ ン ビ ン 切 断 に よ っ て 生 成 し た も の )
の サ ン プ ル を ELISAで 分 析 し た 。 96ウ エ ル の Maxisorpプ レ ー ト (Life Technologies Ltd, P
aisley, UK)に 、 炭 酸 塩 -重 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 中 の cIL-13、 GST-cIL-13、 mIL-13、 hIL-13、
ま た は gstを 4℃ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 次 い で プ レ ー ト を 3% BSA/TBSTに よ り 室 温 で 1時
間 ブ ロ ッ ク し 、 TBST中 で 3回 洗 い 、 一 次 抗 体 と 共 に 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 TBST
中 で 3回 洗 っ た 。 二 次 抗 体 を 添 加 し て 1時 間 置 き 、 TBST中 で 3回 洗 い 、 次 い で o-フ ェ ニ レ ン
ジ ア ミ ン 二 塩 酸 塩 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 (OPD, Sigma Aldrich)で 30分 間 発 現 さ せ た 。 こ の
実 験 で 使 用 し た 一 次 抗 体 と 二 次 抗 体 は 上 述 の と お り で あ っ た 。 図 ４ に 示 す と お り 、 GST-cI
L-13お よ び cIL-13は ヒ ト IL-13お よ び マ ウ ス IL-13に 対 す る 抗 体 に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ
た 。 こ れ ら の デ ー タ は キ メ ラ 化 プ ロ セ ス が こ の タ ン パ ク 質 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を 大 き く
変 え る こ と は な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

cIL-13が 既 知 の マ ウ ス IL-13レ セ プ タ ー (mIL-13R1ま た は mIL-13R2)と 結 合 し う る か を 調 べ
る た め に ELISAを 行 っ た 。 96ウ エ ル の Maxisorpプ レ ー ト に 、 炭 酸 塩 -重 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 中
の 抗 ヒ ト IgG(カ タ ロ グ 番 号 I-3382, Sigma Aldrich)を 4℃ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 次 い
で プ レ ー ト を 3% BSA/TBSTに よ り 室 温 で 1時 間 ブ ロ ッ ク し 、 TBST中 で 3回 洗 い 、 mIL-13R1-Fc
ま た は mIL-13R2-Fc(そ れ ぞ れ カ タ ロ グ 番 号 491-IR-200お よ び 539-IR-100, R+D Systems)と
共 に 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 プ レ ー ト を mIL-13ま た は cIL-13ま た は GST
-cIL-13の 希 釈 物 と 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 再 度 洗 い 、 ビ オ チ ン 化 抗 mIL-13(カ タ
ロ グ 番 号 BAF413, R+D Systems)と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 さ ら に 洗 い 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
を コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 プ レ
ー ト を o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 二 塩 酸 塩 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 に よ り 30分 間 発 現 さ せ た 。 図
５ に 示 す と お り 、 cIL-13と GST-cIL-13は 双 方 と も mIL-13レ セ プ タ ー の い ず れ か と 結 合 す る
こ と が で き る 。 こ こ で も 、 こ れ ら の デ ー タ は キ メ ラ 化 プ ロ セ ス が こ の タ ン パ ク 質 の コ ン フ
ォ メ ー シ ョ ン を 大 き く 変 え る こ と は な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

GST-cIL-13の 生 物 活 性 は 、 こ の タ ン パ ク 質 が ヒ ト の 肺 線 維 芽 細 胞 系 A549中 で STAT6を リ ン
酸 化 す る 能 力 を 調 べ て 評 価 し た 。 こ れ ら の 細 胞 は IL-4お よ び IL-13の 双 方 に 応 答 性 の ヒ ト
タ イ プ 2 IL-4レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る 。 こ れ ら の 細 胞 を hIL-4、 hIL-13、 ま た は mIL-13
で 刺 激 す る と 、 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 STAT6の リ ン 酸 化 が 誘 導 さ れ る 。 5 x 10 5 個 の A549
細 胞 を 60mmの 組 織 培 養 皿 (Life Technologies)上 の RPMI(Life Technologies)中 に ま き 、 70
%コ ン フ ル エ ン ス と な る ま で 増 殖 さ せ た 。 次 い で 細 胞 を 2～ 150ng/mLの 間 の サ イ ト カ イ ン 、
ま た は 精 製 cIL-13と 共 に 37℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 融 合 パ ー ト ナ ー と し て の GST
が 存 在 す る た め に サ イ ト カ イ ン の 生 物 活 性 が 変 わ る 可 能 性 が あ る の で 、 こ の キ メ ラ IL-13
は GST-cIL-13融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 お よ び そ の 融 合 タ ン パ ク 質 か ら ト ロ ン ビ ン 切 断 に よ
り 遊 離 し た cIL-13と し て も ア ッ セ イ し た 。 対 照 と し て 、 rmIL-13お よ び GSTも 試 験 し た 。 次
い で 、 細 胞 溶 解 物 を 調 製 し 、 ウ サ ギ 抗 ホ ス ホ STAT6ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (NEB, Hitchin, He
rts, UK. カ タ ロ グ 番 号 9361S)を 用 い て ホ ス ホ STAT6の 存 在 に つ い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で
分 析 し た 。 ブ ロ ッ ト を 5% BSA/TBST中 に 一 晩 置 い て ブ ロ ッ ク し (一 次 抗 体 が ホ ス ホ 特 異 的 で
あ る の で 、 BSAは Sigma製 の A-7906で な け れ ば な ら な い 、 0.1% Tween 20)、 一 次 抗 体 を 1/10
00で 添 加 し 室 温 で 1時 間 置 き 、 次 い で TBSTで 3回 洗 っ た 。 抗 ウ サ ギ HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト 二 次
抗 体 (A-4914, Sigma Aldrich)を 1/5000で 添 加 し て 室 温 で 1時 間 置 き 、 TBSTで 4回 洗 っ た 後
、 HRP化 学 発 光 基 質 で あ る ECL試 薬 (Amersham Pharmacia)で 発 現 さ せ た 。 こ の 実 験 の 結 果 を
図 ６ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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1.3　 キ メ ラ IL-13の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン

1.4　 キ メ ラ IL-13の レ セ プ タ ー へ の 結 合

1.5　 キ メ ラ IL-13の 生 物 活 性



各 レ ー ン に は 下 記 の タ ン パ ク 質 を ロ ー デ ィ ン グ し た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
組 換 え タ ン パ ク 質 試 薬 は 図 ３ に 記 載 し た と お り で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
A549細 胞 を 50ま た は 10ng/mL(2ng/mLで は な い )の rmIL-13で 処 理 す る と STAT6の リ ン 酸 化 が
誘 導 さ れ 、 こ の こ と は 生 物 活 性 が あ る こ と を 示 し て い る 。 A549細 胞 を 50ng/mL(10ま た は 2n
g/mLで は な い )の cIL-13で 処 理 す る と STAT6の リ ン 酸 化 が 誘 導 さ れ 、 こ の こ と は 生 物 活 性 が
あ る こ と を 示 し て い る 。 同 様 に し て 、 150ng/mLの GST-cIL-13(こ れ は モ ル 濃 度 で 言 え ば 50n
g/mLの cIL-13と ほ ぼ 等 価 で あ る )は 生 物 活 性 を 有 す る が 、 30お よ び 6ng/mLで は 有 し な い 。
従 っ て cIL-13は こ の レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト で あ る が 、 こ れ ら の 実 験 条 件 下 で は mIL-13と
比 較 す る と そ の 生 物 活 性 は 5分 の 1で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

次 い で 、 Balb/cマ ウ ス に お い て マ ウ ス IL-13に 対 す る 自 己 抗 体 の 形 成 を 誘 導 す る た め に 、 c
IL-13と GST-cIL-13を 免 疫 原 と し て 用 い た 。 6～ 8週 齢 の 雌 マ ウ ス に 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ
ュ バ ン ト (CFA)中 の 約 30μ gの タ ン パ ク 質 を 尾 の 基 部 に 1回 皮 下 注 射 し た 。 そ の 後 同 じ 部 位
に 3回 ブ ー ス タ ー 免 疫 を 施 し 、 そ の 各 回 は 約 10μ gの タ ン パ ク 質 を 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ
バ ン ト (IFA)中 に 入 れ た も の で あ る 。 各 処 置 群 は 5匹 の マ ウ ス か ら な り 、 そ れ ら の マ ウ ス は
表 ２ の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 免 疫 し た 。
【 表 ２ 】
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1.6　 cIL-13に よ る 免 疫 感 作



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ９ ４ 】
血 清 サ ン プ ル は 表 ２ に 示 し た 時 点 で 尾 静 脈 の 静 脈 穿 刺 に よ っ て 得 た 。 遠 心 し て 澄 明 化 し た
後 、 マ ウ ス IL-13、 ヒ ト IL-13、 お よ び GSTに 対 す る 特 異 的 IgG応 答 の 有 無 に つ い て サ ン プ ル
を ELISAで ア ッ セ イ し た 。 A～ D群 の 動 物 は 、 抗 マ ウ ス IL-13抗 体 を ど の 時 点 で も 有 し て い な
か っ た 。 B、 D、 お よ び F群 の 動 物 は 全 て GSTに 対 し て 強 い IgG応 答 を 示 し た (E群 の 動 物 も GST
に 対 し て 強 い 応 答 を 示 し た が 、 こ れ は E群 の 動 物 を 免 疫 す る た め に 用 い た cIL-13サ ン プ ル
中 に GSTが 残 存 し て い た た め で あ る )。 抗 マ ウ ス IL-13抗 体 応 答 は F群 の 動 物 で は 5匹 中 5匹 に
、 E群 の 動 物 で は 5匹 中 4匹 に 誘 導 さ れ た 。 図 ７ (aお よ び b)は 、 F群 の う ち の 1匹 お よ び E群 の
う ち の 1匹 (7b)の 血 清 学 的 分 析 結 果 を 示 し て い る (そ れ ぞ れ GST-cIL-13で 免 疫 、 お よ び cIL-
13で 免 疫 )。 こ れ ら の 結 果 は 、 GST-cIL-13ま た は cIL-13で 免 疫 す る と mIL-13に 対 す る 免 疫
寛 容 を 壊 し 、 マ ウ ス 抗 mIL-13抗 体 を 生 じ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
強 い 抗 mIL-13 IgG応 答 を 示 し た 2匹 の マ ウ ス (F1d70お よ び F5d97)か ら 得 た 血 清 に つ い て 、 A
549/ホ ス ホ STAT6ア ッ セ イ で rmIL-13の 生 物 活 性 を 中 和 す る 能 力 が あ る か を 試 験 し た 。 20ng
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/mLま た は 10ng/mLの rmIL-13(R&D Systems)を 、 無 血 清 の RPMI培 地 中 の 1%血 清 と 室 温 で 15分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 A549細 胞 と 共 に 37℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 溶 解
物 を 調 製 し 、 ホ ス ホ STAT6の 存 在 を 前 述 の と お り ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 し た 。 陰 性 対
照 と し て 、 GST-hIL-13で 免 疫 し た Balb/cマ ウ ス か ら 抗 hIL-13血 清 を 得 て 、 ELISAで 分 析 し
た と こ ろ 、 強 い 抗 hIL-13 IgG応 答 が 認 め ら れ た が 、 抗 mIL-13抗 体 は 認 め ら れ な か っ た 。 陽
性 対 照 と し て 正 常 マ ウ ス 血 清 を 抗 mIL-13中 和 抗 体 (R&D Systems, カ タ ロ グ 番 号 AF-413-NA)
で ス パ イ ク し て 最 終 濃 度 を 1μ g/mLと し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
こ の 実 験 の 結 果 は 図 ８ に 示 す が 、 こ の 実 験 で は 次 の も の を 試 験 し た ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 の キ メ ラ IL-13免 疫 原 に よ る 免 疫 感 作 に よ っ て マ ウ ス IL-13に 対 す る 自 己 抗 体 の 産 生
が 誘 導 さ れ 、 そ の 抗 体 は マ ウ ス IL-13の 生 物 活 性 を 中 和 す る こ と が で き (レ ー ン 4、 5、 12、
13)、 そ の 中 和 は 外 因 的 に 添 加 し た 抗 マ ウ ス IL-13抗 体 で の も の に 比 肩 す る も の で あ る (レ
ー ン 15、 16)。 こ の 活 性 は 正 常 マ ウ ス 血 清 中 に は 存 在 せ ず (レ ー ン 1、 2)、 ま た GST-hIL-13
で 免 疫 し た マ ウ ス の 血 清 中 に も 認 め ら れ な い (レ ー ン 7、 8)。
【 ０ ０ ９ ８ 】
こ れ ら の デ ー タ は 、 IL-13依 存 性 病 態 の あ る 哺 乳 動 物 に cIL-13ワ ク チ ン を 接 種 し て 内 因 性
の 中 和 抗 体 活 性 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 該 病 態 の 哺 乳 動 物 を 治 療 す る た め の 基 礎 を 提 供 す
る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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GST-cIL-13は 細 菌 に お い て 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ り 、 不 溶 性 で あ り 、 可 溶 化 と in vit
roで の 再 折 り た た み を 必 要 と す る 。 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 結 果 は 再 折 り た た み
の プ ロ セ ス で い く つ か の 異 な る 折 り た た み の 形 態 が 生 じ る こ と を 示 し て お り 、 そ の こ と は
免 疫 応 答 の 一 部 分 が 天 然 型 の マ ウ ス IL-13と は 結 合 し な い 無 関 係 の 抗 体 を 生 じ る 可 能 性 の
あ る 形 態 に 向 け ら れ た 応 答 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
従 っ て 、 こ の 候 補 は 最 も 強 力 な 中 和 活 性 の あ る 抗 マ ウ ス IL-13抗 体 応 答 を 引 き 出 さ な い か
も し れ な い 。
【 ０ １ ０ １ 】
こ の た め 、 6 his-cIL-13を 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 哺 乳 動 物 で 発 現
さ せ た 6 his-cIL-13は 可 溶 性 で 、 in vitroで の 再 折 り た た み を 必 要 と し な い 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 図 １ ２ (配 列 番 号 23お よ び 24)は 種 々 の 類 似 の 変 異 を 導 入 し た ワ ク チ ン 抗 原 を 示 し
て い る 。 タ ン パ ク 質 配 列 の 番 号 付 け は 「 GPVPR」 配 列 中 の グ リ シ ン 残 基 を 残 基 1と し た ス キ
ー ム に 従 っ た も の で あ る 。 一 重 下 線 の 配 列 は 改 変 構 造 モ デ ル か ら 推 定 さ れ た ヘ リ カ ル 領 域
に 対 応 し て い る 。 二 重 下 線 の 太 字 の 残 基 は マ ウ ス 配 列 に 変 異 を 導 入 し た 位 置 を 示 し て い る
。
【 ０ １ ０ ３ 】
11　 　  マ ウ ス の Leuを Val(ラ ッ ト )に 変 更
21　 　  マ ウ ス の Serを Thr(オ ル ソ ロ ガ ス で な い も の )に 変 更
63　 　  マ ウ ス の Tyrを Phe(オ ル ソ ロ ガ ス で な い も の )に 変 更
71　 　  マ ウ ス の Glyを Ala(イ ヌ /ブ タ /ウ シ )に 変 更
100　 　  マ ウ ス の Serを Thr(イ ヌ )に 変 更
104　 　  マ ウ ス の Glnを Asn(オ ル ソ ロ ガ ス で な い も の )に 変 更
108　 　  マ ウ ス の Hisを Arg(オ ル ソ ロ ガ ス で な い も の )に 変 更
【 ０ １ ０ ４ 】

図 ９ は 、 ヒ ト で の 抗 ヒ ト IL-13抗 体 の 産 生 に 向 け ら れ た 、 可 能 性 の あ る 本 発 明 に 従 う ワ ク
チ ン 抗 原 の １ つ を 示 し て い る 。 こ の も の は 、 過 剰 ま た は 不 適 切 な IL-13を 特 徴 と す る 疾 患
（ 例 え ば 喘 息 ） の 治 療 に 有 用 で あ ろ う 。 マ ウ ス IL-13に 対 応 す る 配 列 は 下 線 を 付 し て い る
。 こ の 構 築 物 は マ ウ ス IL-13と 類 似 し た 12カ 所 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 ん で い る 。 そ れ ら は 次
の と お り で あ る ：
R → 　 K　 　 30位
V → 　 S　 　 37位
Y → 　 F　 　 63位
A → 　 V　 　 65位
E → 　 D　 　 68位
E → 　 Y　 　 80位
K → 　 R　 　 81位
M → 　 I　 　 85位
G → 　 H　 　 87位
Q → 　 H　 　 113位
V → 　 I　 　 115位
D → 　 K　 　 117位
【 ０ １ ０ ５ 】
図 １ ３ (配 列 番 号 25)は キ メ ラ IL-4を ベ ー ス と し た ヒ ト 用 に 可 能 性 の あ る ワ ク チ ン で あ る 。
こ れ は キ メ ラ な ヒ ト IL-4ワ ク チ ン タ ン パ ク 質 の 例 で あ る 。 下 線 を 付 し た ア ミ ノ 酸 残 基 は α
ヘ リ カ ル 構 造 領 域 を 含 ん で お り 、 マ ウ ス IL-4由 来 の も の で 、 ア ミ ノ 酸 21が 最 初 の ヘ リ ッ ク
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1.7　 代 替 構 築 物
1.7.1　 6 hisを タ グ 付 け し た cIL-13の デ ザ イ ン

1.7.2

1.8　 ヒ ト の 治 療 へ の 適 用



ス 中 に 含 ま れ て い る 。 下 線 の な い ア ミ ノ 酸 残 基 は ヒ ト IL-4由 来 の も の で あ る 。 α ヘ リ カ ル
領 域 の 位 置 は 、 Zuegg, J.ら , (2001) Immunol. and Cell Biol. 79:332-339か ら 得 ら れ た
も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】

マ ウ ス IL-13は マ ウ ス IL-4と 構 造 的 に 類 似 し て い る の で 、 GST-cIL-13で 免 疫 し た マ ウ ス か
ら 得 た 血 清 (そ れ は 高 力 価 の 抗 マ ウ ス IL-13自 己 抗 体 を 含 む こ と が 既 に 示 さ れ て い る )を 、
抗 マ ウ ス IL-4 ELISAお よ び in vitro mIL-4中 和 バ イ オ ア ッ セ イ を 用 い て 、 マ ウ ス IL-4と の
交 差 反 応 性 を 分 析 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】

96ウ エ ル の Maxisorpプ レ ー ト に 、 炭 酸 塩 -重 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 中 の 抗 マ ウ ス IL-4モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 (カ タ ロ グ 番 号 MAB404, R+D Systems)を 4℃ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 次 い で プ
レ ー ト を 3% BSA/TBSTに よ り 室 温 で 1時 間 ブ ロ ッ ク し 、 TBST中 で 3回 洗 い 、 マ ウ ス IL-4(カ タ
ロ グ 番 号 404-ML-005, R+D Systems)と 共 に 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 プ
レ ー ト を マ ウ ス 血 清 と 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 再 度 洗 浄 し 、 HRPを コ ン ジ ュ ゲ ー ト
さ せ た 抗 マ ウ ス IgGポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (カ タ ロ グ 番 号 A-9309, SIGMA)と イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 さ ら に 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー ト を o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 二 塩 酸 塩 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質
に よ り 30分 間 発 現 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
そ の 血 清 中 の 抗 マ ウ ス IL-4抗 体 の レ ベ ル は エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 で 表 し た 。 エ ン ド ポ イ ン ト
力 価 は ELISAの バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 読 み 取 り 値 の 2倍 に 等 し く な る 血 清 の 希 釈 度 と 定 義 さ れ
る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】
こ の 血 清 サ ン プ ル で は 非 常 に 低 い レ ベ ル の マ ウ ス IL-4交 差 反 応 性 し か 検 出 さ れ な か っ た 。
対 照 的 に 、 こ の 血 清 サ ン プ ル で は 、 抗 マ ウ ス IL-13抗 体 ELISAを 用 い て 、 非 常 に 高 い 抗 マ ウ
ス IL-13抗 体 エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 が 得 ら れ て い た 。 こ の ELISAで 測 定 さ れ た マ ウ ス IL-4交 差
反 応 性 の レ ベ ル は 、 in vivoに お い て マ ウ ス IL-4中 和 効 果 を も つ こ と が 期 待 さ れ る よ う な
レ ベ ル で は な い 。 こ の 血 清 サ ン プ ル を マ ウ ス IL-4中 和 能 に つ い て in vitroマ ウ ス IL-4バ イ
オ ア ッ セ イ で 調 べ た 。
【 ０ １ １ １ 】

マ ウ ス IL-4は in vitroで CTLL細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 。 従 っ て 、 GST-cIL-13に よ る ワ ク チ ン
接 種 を 受 け た マ ウ ス か ら 得 た 血 清 の マ ウ ス IL-4中 和 能 を 評 価 す る た め の ア ッ セ イ 法 を こ れ
ら の 細 胞 で 開 発 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
マ ウ ス CTLL細 胞 (カ タ ロ グ 番 号 87031904, ECACC)に 対 す る 組 換 え マ ウ ス IL-4の 生 物 活 性 を
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実 施 例 ２ ： 　 GST-cIL-13に 対 す る 免 疫 応 答 は マ ウ ス IL-13に 特 異 的 で 、 マ ウ ス IL-4と は 交
差 反 応 し な い

2.1　 抗 マ ウ ス IL-4 ELISA

2.2　 in vitroで の マ ウ ス IL-4中 和 の バ イ オ ア ッ セ イ



中 和 す る マ ウ ス 血 清 の 能 力 を 測 定 す る た め に 、 3ng/mLの 組 換 え マ ウ ス IL-4を 種 々 の 濃 度 の
血 清 と 共 に 96ウ エ ル の 培 養 プ レ ー ト (Invitrogen)に お い て 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 こ の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 CTLL細 胞 を 添 加 し た 。 種 々 の 希 釈 度 の 血 清 、 組 換 え
マ ウ ス IL-4、 お よ び CTLL細 胞 を 含 ん で い る ア ッ セ イ 混 合 物 を 、 加 湿 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー
中 に て 37℃ で 70時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 MTT基 質 (カ タ ロ グ 番 号 G4000, Promega)を 最 後
の 4時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 中 に 添 加 し 、 そ の 後 、 反 応 を 酸 溶 液 で 停 止 さ せ て 、 代 謝 さ
れ た ブ ル ー ホ ル マ ザ ン 産 物 を 可 溶 化 し た 。 各 ウ エ ル 中 の 溶 液 の 吸 光 度 を 96ウ エ ル プ レ ー ト
リ ー ダ ー で 570nmの 波 長 に て 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
こ の ア ッ セ イ で マ ウ ス IL-4中 和 能 を 測 定 で き る の は 、 血 清 の 希 釈 度 が 1/100に 等 し い か そ
れ よ り 高 い も の の み で あ る こ と に 注 意 さ れ た い 。 血 清 の 希 釈 度 が 1/100よ り 低 い 場 合 は CTL
L細 胞 に お い て 非 特 異 的 増 殖 効 果 が 誘 導 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
こ の 血 清 が マ ウ ス IL-4の 生 物 活 性 を 中 和 す る 能 力 は 、 あ る 定 め ら れ た 量 の マ ウ ス IL-4の 生
物 活 性 を 50%中 和 す る た め に 必 要 な (ND 5 0 )血 清 の 希 釈 度 と し て 表 さ れ る 。 必 要 と さ れ る 血
清 サ ン プ ル が 希 釈 さ れ れ ば さ れ る ほ ど 、 中 和 能 が 強 力 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
試 験 し た マ ウ ス C2血 清 の 最 高 濃 度 は 1/100希 釈 で あ っ た 。 こ れ は 3ng/mLの マ ウ ス IL-4の 生
物 活 性 を 50%中 和 し な か っ た の で 、 ND 5 0 は ＜ 1/100希 釈 で あ る と 表 さ れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ７ 】
試 験 し た 血 清 の 希 釈 度 で は 、 こ の 血 清 サ ン プ ル に お い て マ ウ ス IL-4中 和 能 は 検 出 さ れ な か
っ た 。 こ れ に 対 し て (マ ウ ス IL-13中 和 能 を 調 べ る と )、 こ の 血 清 サ ン プ ル は マ ウ ス IL-13の
生 物 活 性 を 強 力 に 中 和 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
こ れ ら の デ ー タ は 、 抗 マ ウ ス IL-4抗 体 ELISAで こ の 血 清 中 に 非 常 に 低 い レ ベ ル の マ ウ ス IL-
4交 差 反 応 性 が 測 定 さ れ る と は い え 、 そ れ に 伴 う よ う な マ ウ ス IL-4中 和 能 は 見 ら れ な い こ
と を 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ９ 】

こ れ ま で の GST-cIL-13生 物 活 性 お よ び マ ウ ス IL-13中 和 能 の デ ー タ は 、 A549細 胞 に お け る S
TAT6リ ン 酸 化 リ ー ド ア ウ ト を 用 い て 得 た も の で あ っ た 。 こ の ア ッ セ イ は 煩 雑 で 、 定 量 的 デ
ー タ を 得 る に も 容 易 に 適 応 で き な い 。 マ ウ ス IL-13は in vitroで TF-1細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す
る 。 従 っ て 、 GST-cIL-13ワ ク チ ン を 接 種 さ れ た マ ウ ス か ら 得 た 血 清 の マ ウ ス IL-13中 和 能
を 評 価 す る た め の ア ッ セ イ 法 を こ れ ら の 細 胞 で 開 発 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】

ヒ ト TF-1細 胞 (所 内 で 入 手 )に 対 す る 組 換 え マ ウ ス IL-13の 生 物 活 性 を 中 和 す る マ ウ ス 血 清
の 能 力 を 測 定 す る た め に 、 5ng/mLの 組 換 え マ ウ ス IL-13を 種 々 の 濃 度 の 血 清 と 共 に 96ウ エ
ル の 培 養 プ レ ー ト (Invitrogen)に て 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の プ レ イ ン キ ュ
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2.3　 マ ウ ス 血 清 サ ン プ ル の マ ウ ス IL-13中 和 能 を 評 価 す る た め の 新 規 マ ウ ス IL-13中 和 バ
イ オ ア ッ セ イ

2.4　 in vitroで の マ ウ ス IL-13中 和 バ イ オ ア ッ セ イ



ベ ー シ ョ ン 後 、 TF-1細 胞 を 添 加 し た 。 種 々 の 希 釈 度 の 血 清 、 組 換 え マ ウ ス IL-13、 お よ び T
F-1細 胞 を 含 ん で い る ア ッ セ イ 混 合 物 を 加 湿 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に て 37℃ で 70時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 MTT基 質 (カ タ ロ グ 番 号 G4000, Promega)を 最 後 の 4時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 中 に 添 加 し 、 そ の 後 、 反 応 を 酸 溶 液 で 停 止 さ せ て 、 代 謝 さ れ た ブ ル ー ホ ル マ ザ ン 産 物
を 可 溶 化 し た 。 各 ウ エ ル 中 の 溶 液 の 吸 光 度 を 96ウ エ ル プ レ ー ト リ ー ダ ー で 570nmの 波 長 に
て 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
こ の ア ッ セ イ で マ ウ ス IL-13中 和 能 を 測 定 で き る の は 、 血 清 の 希 釈 度 が 1/100に 等 し い か そ
れ よ り 高 い も の の み で あ る こ と に 注 意 さ れ た い 。 血 清 の 希 釈 度 が 1/100よ り 低 い 場 合 は 、 T
F-1細 胞 に お い て 非 特 異 的 な 増 殖 効 果 が 誘 導 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
こ の 血 清 が マ ウ ス IL-13の 生 物 活 性 を 中 和 す る 能 力 は 、 あ る 定 め ら れ た 量 の マ ウ ス IL-13の
生 物 活 性 を 50%中 和 す る た め に 必 要 な (ND 5 0 )血 清 の 希 釈 度 と し て 表 さ れ る 。 必 要 と さ れ る
血 清 サ ン プ ル が 希 釈 さ れ れ ば さ れ る ほ ど 、 中 和 能 が 強 力 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
GST-cIL-13で 免 疫 し た マ ウ ス か ら 得 た 血 清 の マ ウ ス IL-13中 和 能 を 上 述 の 方 法 で 測 定 し た
。 下 記 に 示 す と お り 強 力 な 中 和 応 答 が 見 ら れ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】

喘 息 治 療 の た め に 必 要 な IL-13自 己 ワ ク チ ン の 効 力 の 基 準 を 定 め る た め に 、 「 卵 ア ル ブ ミ
ン チ ャ レ ン ジ 」 マ ウ ス 喘 息 モ デ ル で 、 卵 ア ル ブ ミ ン チ ャ レ ン ジ の 間 に 、 マ ウ ス を 種 々 の 投
与 量 の ウ サ ギ 抗 マ ウ ス IL-13ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 処 置 し た (腹 腔 内 注 射 に よ り 受 動 的 に 投
与 し た )。 気 道 の 過 剰 応 答 (AHR)、 杯 細 胞 の 異 形 成 (GCM)、 お よ び 肺 の 炎 症 性 細 胞 内 容 物 な
ど の モ デ ル パ ラ メ ー タ ー を こ の 実 験 の 終 了 時 に 測 定 し た 。 こ の モ デ ル で の 有 効 性 は 、 マ ウ
ス 血 清 で 得 ら れ た マ ウ ス IL-13中 和 の レ ベ ル と 相 関 し て い た 。 血 清 サ ン プ ル 中 の マ ウ ス IL-
13中 和 レ ベ ル の 測 定 に は 、 マ ウ ス IL-13中 和 バ イ オ ア ッ セ イ を 用 い た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
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2.5　 「 卵 ア ル ブ ミ ン チ ャ レ ン ジ 」 マ ウ ス 喘 息 モ デ ル で 有 効 性 を 示 す た め に 必 要 な マ ウ ス I
L-13中 和 の レ ベ ル の 決 定



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
最 も 高 い 3段 階 の 投 与 量 の 抗 体 を 投 与 さ れ た 処 置 群 は 全 て 同 様 の 反 応 を 示 し た 。 こ れ ら の 3
群 の 全 て が 、 こ の モ デ ル で 用 い ら れ た 標 準 と さ れ て い る 治 療 法 (腹 腔 内 経 路 で デ キ サ メ タ
ゾ ン を 3 x 1.5mg/kg投 与 )と 同 等 (AHRに 対 し て )ま た は よ り 良 好 (GCMに 対 し て )な 効 力 を 示
し た 。 最 も 低 い 投 与 量 の 抗 体 を 投 与 さ れ た 群 は 、 デ キ サ メ タ ゾ ン と 「 無 処 置 」 の 陽 性 対 照
群 と の 中 間 の 効 力 を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
従 っ て 、 「 中 間 投 与 量 」 で の 処 置 を 受 け た 群 で 得 ら れ た IL-13中 和 の レ ベ ル は 、 こ の 動 物
モ デ ル に お け る IL-13自 己 ワ ク チ ン に 必 要 と さ れ る 効 力 の 閾 値 を 示 し て い る 。 効 力 の 閾 値
は 、 喘 息 モ デ ル で 100%の 効 力 を 示 す た め に 必 要 と さ れ る (＝ ED 1 0 0 )マ ウ ス 血 清 中 の IL-13中
和 の 最 低 レ ベ ル と 定 義 さ れ る 。 し た が っ て 1x ED 1 0 0 は 1/476の ND 5 0 に 等 し い 。
【 ０ １ ２ ８ 】

「 卵 ア ル ブ ミ ン チ ャ レ ン ジ 」 マ ウ ス 喘 息 モ デ ル で 効 力 を 示 す の に 必 要 な IL-13中 和 の レ ベ
ル は 既 に 上 記 で 定 義 し た 。 GST-cIL-13に よ り マ ウ ス C1-3お よ び C5で 誘 導 さ れ た IL-13中 和
の レ ベ ル は 、 喘 息 モ デ ル で 効 力 を 示 す た め に 必 要 と さ れ た 効 力 の 閾 値 を 超 え て い る 。 こ れ
ら の 結 果 を 図 １ １ に 示 す 。
【 ０ １ ２ ９ 】
従 っ て 、 GST-cIL-13ワ ク チ ン は マ ウ ス 喘 息 モ デ ル で 効 力 を 示 す も の と 期 待 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】

Balb/cマ ウ ス で マ ウ ス IL-13に 対 す る 自 己 抗 体 の 形 成 を 誘 導 す る た め に 免 疫 原 と し て GST-c
IL-13を 用 い た 。 6～ 8週 齢 の 雌 マ ウ ス に ア ジ ュ バ ン ト 中 の 約 100μ gの タ ン パ ク 質 を 1回 注 射
し た 。 そ の 後 、 各 回 ア ジ ュ バ ン ト 中 の 50μ gの タ ン パ ク 質 で 4回 の ブ ー ス タ ー 免 疫 を 行 っ た
(免 疫 原 ＋ ア ジ ュ バ ン ト 製 剤 に つ い て は 下 記 参 照 )。 各 処 置 群 は 5匹 の マ ウ ス か ら な る も の
と し 、 下 記 の 表 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 免 疫 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
血 清 サ ン プ ル は 表 ２ に 示 し た 時 点 で 尾 静 脈 の 静 脈 穿 刺 に よ っ て 得 た 。 遠 心 し て 澄 明 化 し た
後 、 マ ウ ス IL-13に 対 す る 特 異 的 IgG応 答 の 有 無 に つ い て サ ン プ ル を ELISAで ア ッ セ イ し た
。
【 ０ １ ３ ２ 】
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定 義 さ れ た 効 力 閾 値 の 意 義

実 施 例 ３ ： 　 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ た GST-cIL-13の 免 疫 原 性 プ ロ フ ァ イ ル
3.1　 免 疫 感 作 プ ロ ト コ ル



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】

Tween 80を リ ン 酸 緩 衝 溶 液 (PBS)中 に 溶 解 し て PBS中 に 2%の 溶 液 を 調 製 す る 。 2倍 濃 縮 乳 剤 1
00mLを 提 供 す る た め に 、 5gの DL-α -ト コ フ ェ ロ ー ル お よ び 5mLの ス ク ア レ ン を ボ ル テ ッ ク
ス し て 十 分 に 混 合 す る 。 90mLの PBS/Tween溶 液 を 添 加 し て 十 分 に 混 合 す る 。 こ の 結 果 得 ら
れ た 乳 剤 を 、 シ リ ン ジ を 通 過 さ せ 、 最 終 的 に M110Sマ イ ク ロ フ ル イ デ ィ ク ス 装 置 を 用 い て
微 小 流 体 と す る 。 こ の 結 果 得 ら れ た 油 滴 は そ の 大 き さ が 約 180nmで あ る 。 ア ジ ュ バ ン ト を
タ ン パ ク 質 溶 液 と 1:1で 混 合 し 、 軽 く ボ ル テ ッ ク ス し (中 程 度 の 速 度 で 10秒 間 )、 軌 道 振 盪
機 上 に て 室 温 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 注 射 前 に 軽 く ボ ル テ ッ ク ス し 、 1匹 の マ ウ ス
あ た り 全 100μ Lの 懸 濁 液 を 筋 肉 内 の 2カ 所 の 部 位 に 投 与 す る (す な わ ち 、 1匹 の マ ウ ス あ た
り 2 x 50μ L、 各 四 頭 筋 に 1回 注 射 )。 各 免 疫 の 前 に 新 た に 調 製 す る こ と 。
【 ０ １ ３ ４ 】

SIGMAか ら 供 給 さ れ る も の (カ タ ロ グ 番 号 A-1577)。 PBS中 に 2mg/mLの ミ ョ ウ バ ン を 含 む 懸 濁
液 を 調 製 す る 。 ア ジ ュ バ ン ト を タ ン パ ク 質 溶 液 と 1:1で 混 合 し 、 軽 く ボ ル テ ッ ク ス し 、 緩
徐 に 振 盪 し つ つ 室 温 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 注 射 前 に 軽 く ボ ル テ ッ ク ス し 、 1匹 の
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3.2　 免 疫 原 ＋ ア ジ ュ バ ン ト 製 剤
乳 剤 ア ジ ュ バ ン ト AS03の 調 製

ミ ョ ウ バ ン



マ ウ ス あ た り 全 100μ Lの 懸 濁 液 を 腹 腔 内 投 与 す る 。 各 免 疫 の 前 に 新 た に 調 製 す る こ と 。
【 ０ １ ３ ５ 】

Quiagenか ら 供 給 さ れ る も の (カ タ ロ グ 番 号 303101)。 ス ト ッ ク 容 器 の ア ジ ュ バ ン ト を 穏 や
か な ボ ル テ ッ ク ス に よ り 混 合 し 、 次 い で ア ジ ュ バ ン ト と タ ン パ ク 質 を 1:1で 緩 徐 に ピ ペ ッ
テ ィ ン グ を 5回 上 下 さ せ て 行 う こ と に よ っ て 混 合 す る 。 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る
。 そ の 混 合 物 を 緩 徐 に ピ ペ ッ ト で 5回 上 下 さ せ 、 1匹 の マ ウ ス あ た り 100μ Lの 懸 濁 液 を 筋 肉
内 の 2カ 所 の 部 位 に 投 与 す る (す な わ ち 、 1匹 の マ ウ ス あ た り 2 x 50μ L、 各 四 頭 筋 に 1回 注
射 )。 各 免 疫 の 前 に 新 た に 調 製 す る こ と 。
【 ０ １ ３ ６ 】

SIGMAか ら 供 給 さ れ る も の (カ タ ロ グ 番 号 F-5881, F-5506)。 あ ら か じ め 混 合 し た CFAと 1:1
で 製 剤 化 し た も の を 初 回 免 疫 用 に 、 ま た 、 IFAと 1:1で 製 剤 化 し た も の を ブ ー ス タ ー 用 に す
る 。 サ ン プ ル を whirlimixで 処 理 し て CFA/IFAと の 均 一 で 白 色 の 懸 濁 液 と す る 。 使 用 前 に 少
な く と も 30分 間 氷 上 に 保 存 し 、 投 与 前 に 十 分 に whirlimixで 処 理 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】

血 清 サ ン プ ル 中 の 抗 マ ウ ス IL-13抗 体 応 答 は 、 抗 マ ウ ス IL-13抗 体 検 出 ELISAを 用 い て モ ニ
タ ー し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
96ウ エ ル の Maxisorpプ レ ー ト に 、 炭 酸 塩 -重 炭 酸 塩 バ ッ フ ァ ー 中 の 抗 マ ウ ス IL-13モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 (カ タ ロ グ 番 号 MAB, R+D Systems)を 4℃ で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し た 。 次 い で プ レ
ー ト を 3% BSA/TBSTに て 室 温 で 1時 間 ブ ロ ッ ク し 、 TBST中 で 3回 洗 い 、 マ ウ ス IL-13(カ タ ロ
グ 番 号 413-ML-025, R+D Systems)と 共 に 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 プ レ
ー ト を マ ウ ス 血 清 と 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 再 度 洗 浄 し 、 HRPを コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ
せ た 抗 マ ウ ス IgGポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (カ タ ロ グ 番 号 A-9309, SIGMA)と イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 さ ら に 洗 浄 し た 後 、 プ レ ー ト を o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 二 塩 酸 塩 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 質 に
よ り 30分 間 発 現 さ せ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
そ の 血 清 中 の 抗 マ ウ ス IL-13抗 体 の レ ベ ル は エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 で 表 し た 。 エ ン ド ポ イ ン
ト 力 価 は ELISAバ ッ ク グ ラ ウ ン ド 読 み 取 り 値 の 2倍 に 等 し く な る 血 清 の 希 釈 度 と 定 義 さ れ る
。
【 ０ １ ４ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
図 １ ０ は 、 125日 目 の 種 々 の 処 置 群 で の 1/100に 希 釈 し た 血 清 サ ン プ ル の 抗 マ ウ ス IL-13抗
体 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。
【 ０ １ ４ ２ 】
CpGア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ た GST-cIL-13で 免 疫 し た 5匹 の マ ウ ス は 全 て 強 い 抗 マ ウ ス IL
-13自 己 抗 体 応 答 を 生 起 し た 。 こ の こ と は 、 他 の ア ジ ュ バ ン ト で は 各 群 を 通 じ て 応 答 が 一
定 せ ず 、 マ ウ ス に よ っ て は 非 常 に 弱 い 応 答 し か 認 め ら れ な か っ た こ と と 対 照 的 で あ る 。
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【 ０ １ ４ ３ 】
こ れ ら の 結 果 は 、 CpGア ジ ュ バ ン ト が 高 力 価 の 抗 マ ウ ス IL-13自 己 抗 体 応 答 を 常 に 生 じ さ せ
る こ と に お い て 、 試 験 し た 他 の ア ジ ュ バ ン ト と 比 べ て は る か に 有 効 で あ る こ と を 示 し て い
る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
こ れ ら の 血 清 サ ン プ ル を in vitroで の IL-13中 和 バ イ オ ア ッ セ イ で IL-13中 和 活 性 に つ い て
分 析 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】

ヒ ト TF-1細 胞 (ATCCカ タ ロ グ 番 号 CRL-2003)に お い て 組 換 え マ ウ ス IL-13の 生 物 活 性 を 中 和
す る マ ウ ス 血 清 の 能 力 を 測 定 す る た め に 、 5ng/mLの 組 換 え マ ウ ス IL-13を 種 々 の 濃 度 の 血
清 と 96ウ エ ル の 培 養 プ レ ー ト (Gibco BRL)に て 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の プ レ
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 TF-1細 胞 を 添 加 し た 。 種 々 の 希 釈 度 の 血 清 、 組 換 え マ ウ ス IL-13
、 お よ び TF-1細 胞 を 含 ん で い る ア ッ セ イ 混 合 物 を 加 湿 CO 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に て 37℃ で 7
0時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 MTT基 質 (カ タ ロ グ 番 号 G4000, Promega)を 最 後 の 4時 間 の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン 中 に 添 加 し 、 そ の 後 、 反 応 を 酸 溶 液 で 停 止 さ せ て 、 代 謝 さ れ た ブ ル ー ホ ル
マ ザ ン 産 物 を 可 溶 化 し た 。 各 ウ エ ル 中 の 溶 液 の 吸 光 度 を 96ウ エ ル プ レ ー ト リ ー ダ ー で 570n
mの 波 長 に て 測 定 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
こ の ア ッ セ イ で マ ウ ス IL-13中 和 能 を 測 定 で き る の は 血 清 の 希 釈 度 が 1/100に 等 し い か こ れ
よ り 高 い も の の み で あ る こ と に 注 意 さ れ た い 。 血 清 の 希 釈 度 が 1/100よ り 低 い 場 合 は TF-1
細 胞 に お い て 非 特 異 的 な 増 殖 効 果 が 誘 導 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
マ ウ ス IL-13の 生 物 活 性 を 中 和 す る こ の 血 清 の 能 力 は 、 5ng/mLの マ ウ ス IL-13の 生 物 活 性 を
50%中 和 す る た め に 必 要 な (＝ ND 5 0 )血 清 の 希 釈 度 と し て 表 さ れ る 。 必 要 と さ れ る 血 清 サ ン
プ ル が 希 釈 さ れ れ ば さ れ る ほ ど 、 中 和 能 が 強 力 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
試 験 し た マ ウ ス D5血 清 の 最 高 濃 度 は 1/100希 釈 で あ っ た 。 こ れ は 5ng/mLの マ ウ ス IL-13の 生
物 活 性 を 50%中 和 し な か っ た の で 、 ND 5 0 は ＜ 1/100希 釈 と 表 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ０ 】
CpGア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ た GST-cIL-13で 免 疫 し た 5匹 の マ ウ ス か ら 得 た 125日 目 の 血
清 サ ン プ ル の 全 て が 、 in vitroバ イ オ ア ッ セ イ で マ ウ ス IL-13の 生 物 活 性 を 強 力 に 中 和 す
る こ と が で き た 。 こ れ に 対 し て 、 マ ウ ス D5(CFA/IFA中 の GST-cIL-13で 免 疫 )か ら 得 た 125日
目 の 血 清 サ ン プ ル は 、 試 験 し た 全 て の 希 釈 度 で マ ウ ス IL-13の 生 物 活 性 を 中 和 す る こ と が
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で き な か っ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
こ れ ら の 結 果 は 、 中 和 能 を 持 つ 抗 マ ウ ス IL-13自 己 抗 体 応 答 を 引 き 出 す に は 、 CpGア ジ ュ バ
ン ト が 、 こ こ で 試 験 し た 他 の ア ジ ュ バ ン ト と 比 較 し て 、 は る か に 有 効 で あ る こ と を 示 し て
い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ２ 】
【 図 １ 】 マ ウ ス キ メ ラ IL-13ワ ク チ ン 構 築 物 の 配 列 。
【 図 ２ 】 4～ 20% Tris-グ リ シ ン  SDS-PAGEゲ ル (Novex)に よ る GST-cIL-13の 分 析 。
【 図 ３ 】 GST-cIL-13の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。
【 図 ４ 】 cIL-13お よ び GST-cIL-13と 抗 mIL-13ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 hIL-13ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 、 お よ び 抗 GSTポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 相 互 作 用 の ELISA分 析 。
【 図 ５ 】 cIL-13お よ び GST-cIL-13と mIL-13レ セ プ タ ー 、 mIL-13Rα 1、 お よ び mIL-13Rα 2と
の 相 互 作 用 の ELISA分 析 。
【 図 ６ 】 A549溶 解 物 の 抗 ホ ス ホ STAT6ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 。
【 図 ７ 】 GST-cIL-13(マ ウ ス F5)ま た は cIL-13(マ ウ ス E5)を 用 い た 免 疫 感 作 に よ っ て 誘 導 さ
れ た 抗 体 応 答 。
【 図 ８ 】 A549溶 解 物 の 抗 ホ ス ホ STAT6ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。
【 図 ９ 】 ヒ ト に 用 い る た め の キ メ ラ IL-13ワ ク チ ン 。 下 線 を 付 し た ア ミ ノ 酸 略 号 は マ ウ ス I
L-13に 存 在 す る も の で あ り 、 下 線 を 付 し て い な い 略 号 は ヒ ト IL-13由 来 の も の で あ る 。
【 図 １ ０ 】 cIL-13を 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ て 投 与 し た 後 の 抗 マ ウ ス IL-13抗 体
の プ ロ フ ァ イ ル 。
【 図 １ １ 】 cIL-13投 与 後 の マ ウ ス 血 清 中 和 能 。
【 図 １ ２ 】 マ ウ ス 免 疫 原 と し て 用 い る た め の 代 替 cIL-13。
【 図 １ ３ 】 ヒ ト 抗 IL-4ワ ク チ ン 中 で 用 い る た め の キ メ ラ IL-4。
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 4月 14日 (2003.4.14)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
第 1の 哺 乳 動 物 種 の 自 己 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る B細 胞 エ ピ ト ー プ 、 お よ び 第 1の 哺 乳 動 物 種
と は 異 な る 哺 乳 動 物 種 の 類 似 し た タ ン パ ク 質 の 配 列 を 生 じ さ せ る 変 異 を 有 し 、 そ の 結 果 と
し て 、 第 1の 哺 乳 動 物 種 に お い て 、 B細 胞 エ ピ ト ー プ が 誘 導 さ れ た 天 然 タ ン パ ク 質 を 認 識 す
る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る キ メ ラ 組 換 え タ ン パ ク 質 の 、 B細 胞 の 免 疫 寛 容 を 破 壊
す る こ と に よ り 第 1の 哺 乳 動 物 種 の 体 内 で 該 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す
た め の ワ ク チ ン の 製 造 に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
第 1の 哺 乳 動 物 種 の 自 己 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る B細 胞 エ ピ ト ー プ が 、 第 2の 哺 乳 動 物 種 由 来
の 類 似 し た タ ン パ ク 質 の フ レ ー ム ワ ー ク 中 に 置 換 に よ っ て グ ラ フ ト さ れ て お り 、 そ の 結 果
と し て 、 B細 胞 エ ピ ト ー プ の 起 源 と な っ た 該 動 物 種 に お い て 、 B細 胞 エ ピ ト ー プ が 誘 導 さ れ
た 天 然 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る キ メ ラ 組 換 え タ ン パ ク 質 の
、 B細 胞 の 免 疫 寛 容 を 破 壊 す る こ と に よ り 第 1の 哺 乳 動 物 種 の 体 内 で 該 自 己 タ ン パ ク 質 に 対
す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す た め の ワ ク チ ン の 製 造 に お け る 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 タ ン パ ク 質 が 保 存 さ れ た 表 面 領 域 お よ び 表 面 に 露 出 し て い な い 領 域 に 導 入 さ れ た 変 異
を 含 ん で な り 、 前 記 変 異 は 類 似 し た タ ン パ ク 質 の 配 列 を 生 じ さ せ る も の で あ り 、 そ の 結 果
と し て 、 前 記 タ ン パ ク 質 は 、 自 己 タ ン パ ク 質 の 起 源 と な っ た 該 動 物 種 に お い て 、 該 自 己 タ
ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る よ う に な る 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載
の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 タ ン パ ク 質 が ヒ ト タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 類 似 し た 非 ヒ ト タ ン パ ク 質
由 来 の 5個 よ り 多 い 連 続 し た ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 生 じ さ せ る よ う に 変 異 さ せ て あ り 、 こ こ で
、 該 変 異 は 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 の 表 面 に 露 出 し て い な い 領 域 に あ る 天 然 ヒ ト ア ミ ノ 酸 配 列 の
1個 よ り 多 い ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る も の で あ っ て 、 生 理 学 的 条 件 下 の 水 溶 液 中 で 折 り た た ま
れ た 天 然 の 活 性 タ ン パ ク 質 の 表 面 に あ る 残 基 に は 存 在 し な い 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 免 疫 応 答 が 中 和 抗 体 応 答 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 タ ン パ ク 質 ま た は B細 胞 エ ピ ト ー プ が ヒ ト サ イ ト カ イ ン 由 来 の も の で あ る 、 請 求 項 １
～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 ヒ ト サ イ ト カ イ ン が 4-ヘ リ カ ル サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 ヒ ト サ イ ト カ イ ン が IL-4ま た は IL-13で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 ヒ ト サ イ ト カ イ ン が IL-13で あ り 、 前 記 ワ ク チ ン が 喘 息 治 療 用 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記
載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ヒ ト タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 類 似 し た 非 ヒ ト タ ン パ ク 質 由 来 の 5個 よ り 多 い 連 続 し
た ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 生 じ さ せ る よ う に 変 異 さ せ て あ り 、 こ こ で 、 天 然 ヒ ト 配 列 の 1個 よ り
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多 い ア ミ ノ 酸 が 、 そ れ ぞ れ ヒ ト タ ン パ ク 質 の 表 面 に 露 出 し て い な い 領 域 に お い て 置 換 さ れ
て い る が 、 生 理 学 的 条 件 下 の 水 溶 液 中 で 折 り た た ま れ た 天 然 の 活 性 タ ン パ ク 質 の 表 面 に あ
る 残 基 に お い て は 置 換 さ れ て い な い 、 上 記 ヒ ト タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 組
換 え キ メ ラ タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 ヒ ト タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 表 面 に 露 出 さ れ た B細 胞 エ ピ ト ー プ を 保 存 し つ つ
、 該 ヒ ト タ ン パ ク 質 の 表 面 に 露 出 し て い な い 領 域 を 、 類 似 し た 非 ヒ ト タ ン パ ク 質 由 来 の 同
等 の 配 列 で 置 換 す る よ う に 変 異 さ せ て あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 ヒ ト タ ン パ ク 質 が IL-4で あ る 、 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 ヒ ト タ ン パ ク 質 が IL-13で あ る 、 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
下 記 の 1以 上 の 置 換 ま た は そ の 保 存 的 置 換 を 含 む 置 換 を 有 す る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 組 換
え 変 異 型 ヒ ト IL-13。
R → 　 K　 　 30位
V → 　 S　 　 37位
Y → 　 F　 　 63位
A → 　 V　 　 65位
E → 　 D　 　 68位
E → 　 Y　 　 80位
K → 　 R　 　 81位
M → 　 I　 　 85位
G → 　 H　 　 87位
Q → 　 H　 　 113位
V → 　 I　 　 115位
D → 　 K　 　 117位
【 請 求 項 １ ５ 】
２ 以 上 の 前 記 置 換 を 有 す る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 変 異 型 ヒ ト IL-13。
【 請 求 項 １ ６ 】
全 部 の 前 記 置 換 ま た は そ の 保 存 的 置 換 を 含 む 置 換 を 有 す る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 組 換 え 変
異 型 ヒ ト IL-13。
【 請 求 項 １ ７ 】
下 記 の １ 以 上 の 配 列 ：
L K E L I E E L S N
F C V A L D S L
A I Y R T Q R I L H G
K I E V A H F I T K L L
ま た は 1以 上 の 保 存 的 置 換 を 含 ん で な る 該 配 列 の 改 変 体 を 有 す る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 変
異 型 ヒ ト IL-13。
【 請 求 項 １ ８ 】
図 ９ に 示 す 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 変 異 型 ヒ ト IL-13。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
DNAで あ り 、 プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ９ ま た は ２ ０ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
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請 求 項 １ ９ も し く は ２ ０ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 ２ １ に 記 載 の ベ ク タ ー
に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ ０ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は ベ ク タ
ー を 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 賦 形 剤 と 共 に 含 ん で な る 、 医 療 用 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物
。
【 請 求 項 ２ ５ 】
免 疫 刺 激 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 次 の 群 ：
オ リ ゴ 1(配 列 番 号 1): TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826)
オ リ ゴ 2(配 列 番 号 2): TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758)
オ リ ゴ 3(配 列 番 号 3): ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG
オ リ ゴ 4(配 列 番 号 4): TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006)
オ リ ゴ 5(配 列 番 号 5): TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668)
か ら 選 択 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
B細 胞 の 免 疫 寛 容 を 破 壊 す る こ と に よ り ヒ ト 体 内 で 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引
き 出 す た め の ワ ク チ ン の 製 造 に お け る 、 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 使 用
。
【 請 求 項 ２ ７ 】
IL-13が 媒 介 す る 疾 患 の 治 療 用 医 薬 の 製 造 に お け る 、 請 求 項 １ ２ ～ １ ８ の い ず れ か １ 項 に
記 載 の タ ン パ ク 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
喘 息 治 療 用 で あ る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 ２ １ に 記 載 の 組 成 物 の 安 全 か つ 有 効 な 量 を 、 そ れ を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ と
を 含 ん で な る 、 IL-13が 媒 介 す る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 の 調 製 方 法 で あ っ て 、
1. 抗 体 応 答 が 望 ま れ る 自 己 （ 典 型 的 に は ヒ ト ） タ ン パ ク 質 の 1以 上 の 領 域 を 同 定 す る こ と
；
2. 該 自 己 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る こ と ；
3. 類 似 し た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 同 定 す る こ と ；
ス テ ッ プ １ で 同 定 さ れ た 標 的 領 域 （ そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は ス テ ッ プ ２ で 同 定 さ れ た 配 列 か ら
得 ら れ る ） の 少 な く と も 1つ 、 お よ び ス テ ッ プ ３ で 同 定 さ れ た 配 列 か ら の 十 分 な ア ミ ノ 酸
を 含 ん で な る キ メ ラ 分 子 を 組 換 え DNA技 法 に よ り 構 築 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ の 結 果 と
し て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 が 自 己 タ ン パ ク 質 と 類 似 し た 形 状 へ と 折 り た た ま れ る こ と が 可 能
と な り 、 そ れ に よ っ て 該 変 異 タ ン パ ク 質 が 自 己 タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す
こ と が で き る よ う に な る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
B細 胞 の 免 疫 寛 容 を 破 壊 す る こ と に よ り ヒ ト 体 内 で 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す
た め の 自 己 タ ン パ ク 質 ワ ク チ ン の 製 造 方 法 で あ っ て 、 (a) ヒ ト タ ン パ ク 質 を 取 得 し 、 (b) 
そ の ヒ ト タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 類 似 し た 非 ヒ ト タ ン パ ク 質 由 来 の 5個 よ り 多 い 連
続 し た ア ミ ノ 酸 の 配 列 を 生 じ さ せ る よ う に 変 異 さ せ る こ と を 含 ん で な り 、 こ こ で 、 天 然 の
ヒ ト 配 列 の 1個 よ り 多 い ア ミ ノ 酸 が 、 そ れ ぞ れ ヒ ト タ ン パ ク 質 の 表 面 に 露 出 し て い な い 領
域 に お い て 置 換 さ れ る が 、 生 理 学 的 条 件 下 の 水 溶 液 中 で 折 り た た ま れ た 天 然 の 活 性 タ ン パ
ク 質 の 表 面 に あ る 残 基 に お い て は 置 換 さ れ な い 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
(a) ヒ ト タ ン パ ク 質 を 取 得 し 、 (b) 表 面 に 露 出 さ れ た B細 胞 エ ピ ト ー プ を 保 存 し つ つ 、 表
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面 に 露 出 し て い な い ア ミ ノ 酸 を 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 種 か ら の 類 似 し た タ ン パ ク 質 由 来 の
同 等 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 自 己 タ ン パ ク 質 ワ ク チ
ン の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
ヒ ト タ ン パ ク 質 の 保 存 さ れ た 表 面 領 域 、 お よ び 表 面 に 露 出 し て い な い 領 域 に 導 入 さ れ た 変
異 を 含 む キ メ ラ 組 換 え タ ン パ ク 質 を 調 製 し 、 た だ し 、 該 変 異 は 、 該 タ ン パ ク 質 が ヒ ト に お
い て ヒ ト タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る よ う に 、 類 似 し た タ ン パ ク
質 の 配 列 を 生 じ さ せ る も の で あ り 、 次 い で 、 該 キ メ ラ 組 換 え 抗 原 を 処 方 し て ワ ク チ ン 製 剤
と す る こ と を 含 ん で な る 、 自 己 ワ ク チ ン の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ メ ラ 組 換 え タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ベ ク タ ー の 、 B細 胞 の 免 疫 寛 容 を 破 壊 す る た め の
ワ ク チ ン の 製 造 に お け る 使 用 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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