
(57)【要約】
　この発明は、 IL－ 13の中和により治療可能な疾患、例えば COPD、喘息および、花粉症、
接触アレルギー、アトピー性皮膚炎などのアトピー性疾患、の治療における IL－ 13ワクチ
ンおよびそれらの使用に関する。この発明のワクチンは、 IL－ 13免疫原と、サポニンおよ
び少なくとも１つの非メチル化ジヌクレオチドを含む免疫賦活性オリゴヌクレオチドの組
合せであるアジュバント組成物とを含む。この発明はさらに、そのような免疫原を含む医
薬組成物、医療へのそれらの使用、およびそれらを製造する方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 喘 息 ま た は COPDの 治 療 の た め の ワ ク チ ン 組 成 物 で あ っ て 、 ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 個 体 に
お い て 自 己 IL－ 13に 対 し て 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ と が 可 能 な 免 疫 原 と 、 少 な く と も 1つ
の 非 メ チ ル 化 CGモ チ ー フ を 含 む 免 疫 賦 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び サ ポ ニ ン の 組 合 せ を
含 む ア ジ ュ バ ン ト と を 含 ん で な る 、 上 記 ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 免 疫 原 が ヒ ト IL13に 対 す る 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る 、 請 求 項 1に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 免 疫 原 が 外 来 の Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ を 補 充 し た ヒ ト IL－ 13を 含 む 、 請 求 項 2に 記 載
の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 免 疫 原 が 、 ヒ ト IL－ 13 B細 胞 エ ピ ト ー プ で 置 換 さ れ た 非 ヒ ト IL－ 13主 鎖 を 含 む 、 請
求 項 2に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 サ ポ ニ ン が QS21で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 免 疫 賦 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (オ リ ゴ  4)配
列 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 ワ ク チ ン が 、 オ ー ソ ロ ガ ス な IL－ 13配 列 を 含 む ヒ ト IL－ 13免 疫 原 を 含 み 、 オ ー ソ ロ
ガ ス な B細 胞 エ ピ ト ー プ の 少 な く と も 1つ が 同 等 の ヒ ト 配 列 に 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 1に
記 載 の ワ ク チ ン 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 IL－ 13の 中 和 に よ り 治 療 可 能 な 疾 患 、 例 え ば COPD、 喘 息 お よ び 、 花 粉 症 、 接
触 ア レ ル ギ ー 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 な ど の ア ト ピ ー 性 疾 患 の 治 療 に お け る 、 IL－ 13ワ ク チ ン
お よ び そ れ ら の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 IL－ 13免 疫 原 と 、 サ ポ ニ ン お よ び 少
な く と も 1つ の 非 メ チ ル 化 ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 免 疫 賦 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ
で あ る ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物 と を 含 む 。 本 発 明 は さ ら に 、 前 記 免 疫 源 を 含 む 医 薬 組 成 物 、 医
療 へ の そ れ ら の 使 用 、 お よ び そ れ ら の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 COPDは 呼 吸 器 管 疾 患 を 指 す 包 括 的 な 用 語 で あ り 、 喘 息 に 類 似 し た 症 状 を 示 し 、 同 一 薬 に
よ り 治 療 さ れ る 。 COPDは 慢 性 、 進 行 性 、 か つ 大 部 分 は 回 復 不 能 な 気 流 閉 塞 に よ り 特 徴 付 け
ら れ る 。 該 疾 患 の 経 過 に 対 す る 個 体 の 寄 与 は 知 ら れ て い な い が 、 こ の 症 例 の 原 因 の 90％ は
喫 煙 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 症 状 に は 、 咳 、 慢 性 気 管 支 炎 、 息 切 れ 、 お よ び 呼 吸 器 充 血
が 含 ま れ る 。 最 終 的 に こ の 疾 患 は 重 篤 な 身 体 障 害 お よ び 死 を 招 く 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 喘 息 は 慢 性 的 肺 疾 患 で あ り 、 下 気 道 の 炎 症 を 原 因 と し 、 再 発 性 の 呼 吸 障 害 に よ り 特 徴 付
け ら れ る 。 患 者 の 気 道 は 症 状 が な い 時 で さ え 、 常 に あ る 程 度 鋭 敏 で あ り か つ 腫 れ て い る か
ま た は 炎 症 を 起 こ し て い る 。 炎 症 は 気 道 を 狭 め 、 肺 の 内 外 の 空 気 の 流 れ を 減 少 さ せ 、 呼 吸
困 難 に し 、 喘 鳴 、 胸 苦 し さ お よ び 咳 に 導 く 。 喘 息 は ア レ ル ゲ ン （ 例 え ば チ リ ダ ニ 、 花 粉 、
カ ビ ） 、 刺 激 原 （ 例 え ば 煙 、 蒸 気 、 強 力 な 臭 気 ） 、 呼 吸 器 感 染 、 運 動 お よ び 乾 燥 し た 天 候
に 対 す る 高 感 受 性 が 誘 因 と な る 。 そ の よ う な 誘 因 は 気 道 を 刺 激 し 、 気 道 の 内 層 は な お さ ら
炎 症 す る こ と で 腫 れ あ が り 、 そ し て 粘 液 が 気 道 を 塞 ぎ 、 呼 吸 が 困 難 か つ 圧 迫 状 態 に な る ま
で 気 道 の 周 り の 筋 肉 が 締 め 付 け ら れ 、 喘 息 の 症 状 が 現 れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ア ト ピ ー 性 疾 患 は 、 遺 伝 性 で あ り か つ し ば し ば 同 時 に 起 こ る 疾 患 群 を 指 し 、 喘 息 お よ び
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花 粉 症 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 な ど の ア レ ル ギ ー を 含 む 。 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 は 、 皮 膚 に 影 響 す
る 慢 性 疾 患 で あ る 。 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 に お い て 、 皮 膚 は 極 端 に 痒 み を 生 じ 、 炎 症 し 、 発 赤
し 、 腫 れ あ が り 、 ひ び 割 れ 、 滲 出 し 、 痂 皮 化 し 、 そ し て 皮 が む け る 。 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 は
ほ と ん ど の 場 合 乳 児 お よ び 幼 い 子 供 に 影 響 す る が 、 青 年 期 ま で 続 く か ま た は 後 年 に な っ て
初 め て 現 れ る 可 能 性 が あ る 。 ほ と ん ど の 場 合 、 病 状 の 再 燃 ま た は 発 赤 と 呼 ば れ る 疾 患 が 悪
化 す る 期 間 と 、 そ れ に 続 く 寛 解 と 呼 ば れ る 皮 膚 が 完 全 に 改 善 ま た は 治 癒 す る 期 間 が 存 在 す
る 。 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 を 有 す る 多 く の 子 供 は 、 彼 ら が 年 を と る 際 に 疾 患 の 永 久 的 な 寛 解 を
経 験 す る が 、 彼 ら の 皮 膚 は 多 く の 場 合 、 乾 燥 し 、 か つ 刺 激 を 受 け 易 い ま ま で あ る 。 環 境 的
要 因 は 、 ア ト ピ ー 性 疾 患 の 形 質 を 遺 伝 し た 個 体 の 生 活 に お い て 、 常 に ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の
症 状 を も た ら し 得 る 。 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 は し ば し ば 「 湿 疹 」 と 称 さ れ 、 多 く の タ イ プ の 皮
膚 炎 に 対 す る 一 般 的 用 語 で あ る 。 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 は 、 多 く の タ イ プ の 湿 疹 の 最 も 共 通 す
る も の で あ る 。 い く つ か は 非 常 に 似 通 っ た 症 状 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 皮 膚 が ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 に 冒 さ れ る 仕 方 は 、 ひ っ 掻 き の 種 類 と 、 そ れ に よ る 皮 膚 感 染 症
に よ っ て 変 化 し 得 る 。 こ の 疾 患 を 有 す る 一 部 の 人 は 、 赤 く 皮 が む け た 皮 膚 を 発 症 し 、 皮 膚
に お け る 免 疫 系 が 非 常 に 活 性 化 さ れ て い る 。 他 の 者 は 頻 繁 に 掻 き そ し て 擦 る 結 果 と し て 、
厚 く 堅 い 皮 膚 を 発 症 す る 。 こ の 状 態 を 苔 癬 化 と 呼 ぶ 。 さ ら に 他 の 者 は 皮 膚 上 に 丘 疹 、 ま た
は 小 さ く 隆 起 し た こ ぶ を 発 症 す る 。 丘 疹 は 掻 か れ る と 、 口 が 開 き （ 擦 傷 ） そ し て 痂 皮 化 し
、 感 染 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 多 く の 要 因 ま た は 条 件 が ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 症 状 を 悪 化 さ せ る 可 能 性 が あ り 、 す で に 皮
膚 で 過 剰 活 性 な 免 疫 系 を さ ら に 誘 発 し 、 掻 痒 周 期 を 悪 化 さ せ 、 皮 膚 へ の ダ メ ー ジ が 増 加 す
る 。 こ れ ら の 悪 化 要 因 は 2つ の 主 要 な カ テ ゴ リ ー ： 刺 激 原 （ 羊 毛 ま た は 合 成 繊 維 、 目 が 粗
い 若 し く は 肌 に 合 わ な い 衣 類 、 石 鹸 お よ び 洗 剤 、 一 部 の 香 水 お よ び 化 粧 品 、 塩 素 、 鉱 油 、
一 部 の 溶 媒 、 埃 ま た は 砂 な ど ） と ア レ ル ゲ ン （ 花 粉 、 犬 ま た は 猫 の ふ け 、 お よ び チ リ ダ ニ
ア レ ル ゲ ン な ど ） に 分 類 す る こ と が で き る 。 情 動 的 要 因 お よ び 一 部 の 感 染 も ア ト ピ ー 性 皮
膚 炎 に 影 響 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 に よ る 発 赤 が 生 じ た 場 合 、 い く つ か の 手 段 を 症 状 の 治 療 に 用 い る こ と
が で き る 。 局 所 的 な ク リ ー ム と し て コ ル チ コ ス テ ロ イ ド が 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ る 治 療 剤 で
あ る が 、 全 身 投 与 も 一 部 の 重 い 症 例 の 場 合 に 使 用 さ れ て い る 。 時 に は 市 販 の 製 剤 が 用 い ら
れ る が 、 多 く の 場 合 、 医 師 は よ り 強 力 な コ ル チ コ ス テ ロ イ ド の ク リ ー ム ま た は 軟 膏 を 薦 め
る で あ ろ う 。 共 通 し て 推 薦 さ れ る コ ル チ コ ス テ イ ド の 一 例 は プ レ ド ニ ソ ン で あ る 。 局 所 的
な コ ル チ コ イ ド の 繰 返 し ま た は 長 期 に わ た る 使 用 の 副 作 用 に は 、 皮 膚 の 薄 化 、 感 染 、 （ 子
供 に お け る ） 成 長 抑 制 、 お よ び 皮 膚 上 の 張 り 線 （ stretch marks） が 含 ま れ 得 る 。 皮 膚 感
染 を 治 療 す る 抗 生 物 質 は 、 軟 膏 中 で 直 接 皮 膚 に 塗 布 し 得 る が 、 通 常 は 口 か ら 摂 取 す る 場 合
が よ り 効 果 的 で あ る 。 紫 外 線 Aま た は B光 波 、 あ る い は 両 方 を 同 時 に 用 い る 光 線 療 法 （ 光 に
よ る 治 療 ） は 、 あ る 程 度 の 年 の い っ た 子 供 （ 12歳 以 上 ） お よ び 成 人 に お け る 皮 膚 炎 を 穏 や
か に 和 ら げ る た め の 治 療 に 効 果 的 で あ り 得 る 。 成 人 に お い て 、 シ ク ロ ス ポ リ ン な ど の 免 疫
抑 制 剤 も 、 他 の あ ら ゆ る 療 法 形 態 に よ る 対 応 に 失 敗 し て い る 重 症 の ア ト ピ ー 皮 膚 炎 の 治 療
に 用 い ら れ て い る 。 シ ク ロ ス ポ リ ン の 副 作 用 は 高 血 圧 、 吐 気 、 嘔 吐 、 腎 機 能 障 害 、 頭 痛 、
刺 痛 も し く は し び れ 、 お よ び 癌 や 感 染 の 可 能 な 危 険 性 の 増 加 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し た が っ て 不 満 足 な 医 療 に 対 す る ニ ー ズ と 治 療 に 存 在 す る 副 作 用 の た め に 、 一 般 に ア ト
ピ ー 性 疾 患 の 代 替 的 な 治 療 の ニ ー ズ 、 お よ び 特 に 喘 息 お よ び ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 の た
め の ニ ー ズ が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 IL－ 13は IL－ 4と 密 接 に 関 連 す る Th2型 サ イ ト カ イ ン で あ る 。 近 年 の 多 く の 論 文 で 、 推 進
的 な 病 理 学 に お い て 、 ア レ ル ゲ ン 性 喘 息 の オ ボ ア ル ブ ミ ン モ デ ル に お け る IL－ 13の 役 割 が
規 定 さ れ て い る (Wills-Karpら , 1998, Science 282:2258-2261；  Grunigら , 1998, Scien
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ce 282:2261-2263)。 こ の 研 究 の 中 で 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン に 予 め 感 作 さ れ た マ ウ ス に 、 IL－ 1
3と 結 合 し 、 か つ 中 和 す る 可 溶 性 IL－ 13レ セ プ タ ー を 注 射 し た 。 処 置 群 に お い て 、 ア セ チ
ル コ リ ン チ ャ レ ン ジ に 対 す る 気 道 過 敏 症 を 減 少 さ せ た 。 組 織 分 析 は 、 処 置 さ れ た マ ウ ス が
コ ン ト ロ ー ル 中 に 見 ら れ る 杯 状 細 胞 の 化 生 （ metaplasia） を 回 復 し た こ と を 示 し た 。 補 完
的 な 実 験 に お い て は 、 肺 の IL－ 13レ ベ ル は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 中 で 過 剰 発 現 さ せ
る こ と に よ っ て 、 ま た は 野 生 型 マ ウ ス の 気 管 に タ ン パ ク 質 を 注 入 す る こ と に よ っ て 高 め ら
れ た 。 い ず れ の 設 定 に お い て も 、 気 道 過 敏 症 、 好 酸 球 の 浸 潤 お よ び 粘 液 産 生 の 増 加 が 見 ら
れ た (Zhuら , 1999, J.Clin.Invest. 103:779-788)。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 成 熟 型 ヒ ト IL－ 13の 配 列 を 配 列 番 号 １ に 記 載 し 、 ま た 図 1に 示 す 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 成 熟 型 マ ウ ス IL－ 13の 配 列 を 配 列 番 号 2に 記 載 し 、 ま た 図 2に 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 数 種 の 哺 乳 動 物 種 お よ び ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 由 来 の IL－ 13の 配 列 を 図 3お よ び 図 4（ 配 列 番
号 3～ 9） に 示 す 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 、 投 与 お よ び 寛 容 に 関 連 す る 種 々 の 問 題 の 結 果 か ら 、 ワ ク チ
ン 接 種 に よ り 、 患 者 自 身 の 免 疫 系 に 、 適 切 な 特 異 性 を 有 す る 内 因 性 の 抗 体 を 作 る よ う に 指
示 す る 方 法 に 注 目 が 増 し て い る 。 し か し 、 哺 乳 動 物 は 、 血 清 中 に 存 在 す る 自 己 タ ン パ ク 質
に 対 す る 高 力 価 の 抗 体 を 一 般 的 に 有 し て お ら ず 、 こ れ は そ の 免 疫 系 が そ れ ら の 形 成 を 妨 げ
る 恒 常 性 機 構 を 含 む か ら で あ る 。 抗 体 の 「 寛 容 」 メ カ ニ ズ ム の 重 要 性 は 、 骨 格 筋 の ニ コ チ
ン 性 ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ ー に 対 す る 自 己 抗 体 が 脱 力 感 お よ び 疲 労 を 引 き 起 こ す 重 症 筋
無 力 症 な ど の 疾 患 に よ っ て 説 明 さ れ る （ Drachman, 1994, N Engl J Med 330:1797-1810）
。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 多 く の 技 術 が 自 己 抗 原 に 対 す る 「 寛 容 」 を 破 壊 す る 目 的 で 構 築 さ れ て い る 。 1つ の 技 術
は 、 自 己 タ ン パ ク 質 （ ま た は そ れ に 由 来 す る ペ プ チ ド ） を キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア
ニ ン （ keyhole limpet haemocyanin） な ど の 高 免 疫 原 性 キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 に 化 学 的 に
交 差 結 合 す る こ と を 含 む (「 Antibodies: A laboratory manual」  Harlow, E and Lane D.
 1988. Cold Spring Harbor Press)。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 技 術 の 変 形 は 、 キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 （ 例 え ば B型 肝 炎 コ ア タ ン
パ ク 質 ） と 自 己 タ ン パ ク 質 （ 「 免 疫 原 性 ペ プ チ ド の キ ャ リ ア ー 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 p
eptide） 」 ， Biological Chemistry. 380(3):277-83, 1999） の 両 方 を 含 む 融 合 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 構 築 を 含 む 。 融 合 遺 伝 子 は 核 酸 ワ ク チ ン の 一 部 と し て 直 接 的 に 投
与 さ れ て も よ い 。 あ る い は 、 該 遺 伝 子 は 、 適 当 な 宿 主 細 胞 中 で in vitroで 発 現 さ れ て も よ
く 、 遺 伝 子 産 物 は 精 製 さ れ 、 そ の 後 、 ア ジ ュ バ ン ト と と も に ま た は ア ジ ュ バ ン ト な し で 、
慣 用 の ワ ク チ ン と し て 送 達 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 手 法 が Dalumと 共 同 研 究 者 に よ り 記 載 さ れ て お り 、 こ こ で は 単 一 の MHCク ラ ス IIに よ
っ て 制 限 さ れ た エ ピ ト ー プ を 標 的 分 子 に 挿 入 す る 。 彼 ら は ユ ビ キ チ ン (Dalumら , 1996, J 
Immunol 157:4796-4804; Dalumら , 1997, Mol 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 誘 導 す る た め の こ の
方 法 の 使 用 を 実 証 し た 。 そ の 結 果 、 全 て の T細 胞 ヘ ル プ は 、 こ の 単 一 エ ピ ト ー プ ま た は 接
合 部 配 列 の い ず れ か か ら 生 じ る は ず で あ る 。 そ の よ う な 手 法 は EP 0 752 886 B1, WO 95/0
5849、 お よ び WO 00/65058で も 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 部 に ワ ク チ ン 接 種 を 包 含 す る 、 数 種 の サ イ ト カ イ ン の 中 和 の た め の 治 療 法 が 公 知 で あ
る 。 WO 00/65058は 、 サ イ ト カ イ ン IL－ 5の 機 能 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 方 法 、 お よ び 喘
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息 の 治 療 に お け る そ の 使 用 を 記 載 す る 。 こ の 研 究 に お い て 、 IL－ 5配 列 が 、 い く つ か の 技
術 に よ り そ れ を 免 疫 原 性 に さ せ る よ う 改 変 さ れ 、 そ の 中 に 、 IL－ 5の Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ を
維 持 し つ つ 、 外 来 の Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ が 補 充 さ れ た IL－ 5免 疫 原 の 記 載 が あ る 。 WO 01/622
87は 、 潜 在 的 抗 原 の 長 い リ ス ト 中 に 、 ア レ ル ギ ー ま た は 喘 息 ワ ク チ ン の 使 用 の た め の IL－
13を 開 示 し て い る 。 WO 00/06937は ワ ク チ ン 抗 原 と し て 使 用 す る た め に 機 能 的 に 不 活 性 化
さ れ た サ イ ト カ イ ン 誘 導 体 を 開 示 し て い る 。 キ メ ラ IL－ 13免 疫 原 は 、 同 時 係 属 の 特 許 出 願
WO 02/070711に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 慢 性 の 喘 息 お よ び COPDの 現 在 の 治 療 法 は 、 治 療 薬 の 頻 繁 か つ 規 則 的 な 投 与 を 要 求 し 、 短
時 間 作 用 の 治 療 の 場 合 、 β 2作 動 剤 は 一 日 当 り 数 回 要 求 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 頻 回 投 与 を
要 求 し な い 改 良 さ れ た 治 療 法 、 お よ び 中 和 す る 抗 IL－ 13免 疫 応 答 を 高 め る 改 良 さ れ た ワ ク
チ ン に 対 す る ニ ー ズ が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 は 喘 息 ま た は COPDの 治 療 の た め の 新 規 な ワ ク チ ン 製 剤 を 提 供 し 、 該 製 剤 は 、 ワ ク
チ ン 接 種 を 受 け た 個 体 に お い て 、 自 己 の IL－ 13に 対 す る 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ と が 可 能
な 免 疫 原 と 、 サ ポ ニ ン お よ び 少 な く と も １ つ の 非 メ チ ル 化 ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 免 疫 賦 活
性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ を 含 む ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物 と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 好 ま し く は 、 ワ ク チ ン 製 剤 は 改 変 さ れ た 「 自 己 」 の IL－ 13免 疫 原 で あ っ て 、 該 IL－ 13免
疫 原 が 外 来 の T細 胞 ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ を 含 む よ う 改 変 さ れ て い る 上 記 免 疫 原 を 含 む 。 ワ
ク チ ン は 好 ま し く は ヒ ト の 治 療 に お い て 使 用 さ れ 、 そ し て こ の 組 成 物 中 の IL－ 13配 列 は 、
ヒ ト 配 列 、 ま た は ヒ ト IL－ 13を 認 識 す る 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ と が 可 能 な 他 の 配 列 で あ
り 、 T細 胞 ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ は ヒ ト 自 己 タ ン パ ク 質 に つ い て 「 外 来 」 で あ る 。 好 ま し く
は Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ も 別 の 種 由 来 の 別 の IL－ 13配 列 に つ い て 外 来 で あ る 。 し か し 、 動
物 用 の 医 薬 品 を 除 外 せ ず 、 例 え ば イ ヌ ま た は 他 の 獣 医 学 種 の 医 薬 品 は 、 ヒ ト ワ ク チ ン に つ
い て 上 述 し た も の と 類 似 し た 様 式 で 作 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 医 療 へ の 前 記 ワ ク チ ン の 使 用 は 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 、 あ る い は
本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 免 疫 原 お よ び ア ジ ュ バ ン ド の 組 合 せ は 、 喘 息 ま た は COPDの 治 療 の
た め の 医 薬 の 製 造 に お い て 使 用 さ れ 、 か つ 喘 息 ま た は COPDの 新 規 治 療 方 法 に お い て 使 用 さ
れ る 。 本 発 明 に よ り 、 本 発 明 の ワ ク チ ン を 製 造 す る 方 法 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 全 て の 態 様 に お い て 、 ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 個 体 に お い て 、 自 己 IL－ 13に 対 す
る 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ と が 可 能 な 免 疫 原 が 存 在 す る 。 ヒ ト 喘 息 ワ ク チ ン の 場 合 、 該 免
疫 原 は 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 中 に 製 剤 化 さ れ る 際 に 、 抗 ヒ ト IL－ 13免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ
と が 可 能 な 全 て の 免 疫 原 で あ る 。 好 ま し く は 、 免 疫 応 答 は 抗 体 応 答 で あ り 、 最 も 好 ま し く
は 、 喘 息 疾 患 に お け る IL－ 13の 生 物 学 的 作 用 を 中 和 す る IL－ 13中 和 抗 体 応 答 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は IL－ 13免 疫 原 を 含 み 、 T細 胞 ヘ ル プ を 提 供 す る た め の 付 加 的 要 素 、 お
よ び サ ポ ニ ン と 少 な く と も １ つ の 非 メ チ ル 化 ジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 免 疫 賦 活 性 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド と を 含 む ア ジ ュ バ ン ト の 組 合 せ を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 IL－ 13に 対 し て 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す 免 疫 原 を 含 み 、 そ し て IL－
13に 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ IL－ 13要 素 ） を 含 ん で も よ く 、 T細 胞 ヘ ル プ を 提 供 す る
付 加 的 要 素 を さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 最 も 広 い 形 態 の IL－ 13要 素 と は 、 IL－ 13の 生 物 学 的 作 用 を 認 識 し 、 か つ 中 和 す る 免 疫 応
答 を 推 進 す る こ と が 可 能 な 全 て の 配 列 で あ る 。 好 ま し く は 、 該 IL－ 13は ヒ ト IL－ 13で あ る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の こ の 関 連 に お い て 、 IL－ 13の 完 全 な 配 列 、 ま た は そ の 機 能 的 に 同 等 の フ ラ グ メ
ン ト を 用 い て も よ い 。 し た が っ て 、 本 文 中 で の IL－ 13の 参 照 は 、 完 全 配 列 、 そ の 断 片 ま た
は 末 端 切 断 型 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 IL－ 13要 素 は 、 天 然 の IL－ 13配 列 ま た は そ の 突 然 変 異 型 を 含 む こ と が で き る 。 し た が っ
て 、 IL－ 13配 列 は 、 例 え ば 天 然 ヒ ト IL－ 13ま た は そ の 断 片 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 自 己 タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す た め の も の で あ る
の で 、 本 発 明 の 免 疫 原 は 、 好 ま し く は ヒ ト IL－ 13、 ま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 を 含 み 、 「 自
己 」 環 境 （ す な わ ち 、 免 疫 原 と し て ヒ ト タ ン パ ク 質 配 列 を 用 い た ヒ ト の ワ ク チ ン 接 種 に お
け る 使 用 ） に お い て 免 疫 原 性 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の そ の よ う な 実 施 形 態 の １ つ に お い て 、 免 疫 原 は キ メ ラ IL－ 13配 列 を 含 み 、 該 キ
メ ラ IL－ 13配 列 に は 、 1以 上 の ヒ ト 配 列 ア ミ ノ 酸 を 、 別 の 哺 乳 動 物 種 由 来 の IL－ 13配 列 内
の 同 じ 位 置 で 見 ら れ る 同 等 の ア ミ ノ 酸 に 取 り 替 え る た め の 置 換 突 然 変 異 が 含 ま れ る 。 ヒ ト
ワ ク チ ン の 免 疫 原 に 関 し 、 キ メ ラ 配 列 の 目 的 は 、 免 疫 原 と ヒ ト 天 然 IL－ 13と の 間 で ア ミ ノ
酸 配 列 の 多 様 性 を 最 大 に す る こ と で あ る が 、 2種 の 組 成 間 で 最 大 限 の 形 状 お よ び コ ン ホ ー
メ ー シ ョ ン の 相 同 性 は 維 持 さ れ る 。 キ メ ラ 免 疫 原 は 、 表 面 に 露 出 し な い と 予 想 さ れ る 領 域
で み ら れ る ア ミ ノ 酸 の 置 換 に よ っ て こ れ を 達 成 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 こ の ア ミ ノ 酸 は 、
他 の 哺 乳 動 物 種 由 来 の IL－ 13配 列 内 で の 同 等 の 位 置 で み ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で 置 換 さ れ る
。 こ の 方 法 に お い て 、 配 列 の 多 様 性 は 、 免 疫 原 の 全 体 的 な 形 状 /立 体 構 造 へ の 最 小 の 変 化
に よ り 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 ヒ ト IL－ 13免 疫 原 は 、 α へ リ ッ ク ス 領 域 に 関 連 す る 領 域 中 の
置 換 突 然 変 異 を 含 み 、 該 置 換 は ヒ ト ア ミ ノ 酸 を 、 異 な る 哺 乳 動 物 種 の IL－ 13配 列 内 の 同 一
位 置 に 現 れ る ア ミ ノ 酸 配 列 で 置 換 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 IL－ 13配 列 内 の 複 数 の 部 位 で 置 換 突 然 変 異 が 存 在 し 、 こ こ で 少 な く と
も 2以 上 の 突 然 変 異 部 位 が 、 ヒ ト 以 外 の 異 な る 哺 乳 動 物 種 か ら の ア ミ ノ 酸 を 含 む 置 換 、 よ
り 好 ま し く は 、 ヒ ト 以 外 の 異 な る 3以 上 の 哺 乳 動 物 種 か ら の ア ミ ノ 酸 を 含 む 置 換 、 お よ び
最 も 好 ま し く は 、 ヒ ト 以 外 の 異 な る 4以 上 の 哺 乳 動 物 種 か ら の ア ミ ノ 酸 を 含 む 置 換 を 含 む
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し く は 、 ヒ ト IL－ 13の 配 列 に お け る 置 換 は 、 異 種 間 の 高 保 存 領 域 ： 3PVP, 12ELIEEL
, 19NITQ, 28LCN, 32SMVWS, 50SL, 60AI, 64TQ, 87DTKIEVA, 99LL, 106LF、 の 少 な く と も
6ヶ 所 で は 生 じ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン の 好 適 な IL－ 13要 素 は 、 天 然 ヒ ト IL－ 13と 類 似 す る コ ン ホ ー メ ー シ ョ
ン 形 を 有 す る ヒ ト キ メ ラ IL－ 13配 列 で あ り 、 ヒ ト に 投 与 さ れ た 際 に そ の 免 疫 原 性 を 高 め る
た め に 十 分 な ア ミ ノ 酸 配 列 の 多 様 性 を 有 し て お り 、 該 キ メ ラ IL－ 13免 疫 原 が 、
(a)　 以 下 の α へ リ ッ ク ス 領 域 ：
PSTALRELIEELVNIT (配 列 番 号 24)、  MYCAALESLI (配 列 番 号 25)、 KTQRMLSGF (配 列 番 号  26)
 ま た は AQFVKDLLLHLKKLFRE (配 列 番 号 27)、 の 少 な く と も 2ヶ 所 に 置 換 突 然 変 異 を 含 む 、
(b)　 以 下 の 異 種 間 の 高 保 存 領 域 、 3PVP, 12ELIEEL, 19NITQ, 28LCN, 32SMVWS, 50SL, 60A
I, 64TQ, 87DTKIEVA, 99LL, 106LF、 の 少 な く と も 6ヶ 所 を 非 突 然 変 異 形 態 で 含 む 、 お よ び
(c)　 場 合 に よ り 、 残 り の ア ミ ノ 酸 の い ず れ か に 突 然 変 異 を 含 む 、

10

20

30

40

50

(6) JP 2006-503018 A 2006.1.26



（ こ こ で 、 工 程 a、 bま た は cで 行 わ れ た 全 て の 置 換 が 構 造 保 存 置 換 で あ る ） ヒ ト IL－ 13の
配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 列 挙 さ れ た ア ミ ノ 酸 に 対 す る 数 字 の 接 頭 辞 は 、 成 熟 型 ヒ ト IL－ 13ア ミ ノ 酸 配 列 の 位 置 番
号 を 指 し 、 第 １ の 残 基 「 G」 に 番 号 2を 割 り 付 け る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 上 述 の キ メ ラ IL－ 13要 素 の 工 程 (a)に 関 し 、 好 ま し く は 少 な く と も ２ ヶ 所 、 よ り 好 ま し
く は 少 な く と も ３ ヶ 所 、 そ し て 最 も 好 ま し く は ４ ヵ 所 全 て の α へ リ ッ ク ス 領 域 が 、 少 な く
と も １ の 置 換 突 然 変 異 を 含 む 。 工 程 (b)に 関 し 、 前 記 領 域 の 好 ま し く は 少 な く と も ７ ヶ 所
、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ ヶ 所 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ９ ヶ 所 、 よ り 好 ま し く は
少 な く と も 10ヶ 所 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 11ヵ 所 全 て の 領 域 が 突 然 変 異 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し く は 、 上 述 の キ メ ラ IL－ 13要 素 に お け る そ れ ら の 置 換 ま た は 突 然 変 異 の 50％ 以 上
が 、 ヒ ト 以 外 の IL－ 13配 列 内 の 同 等 位 置 か ら の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 置 換 の
60、 70ま た は 80％ 以 上 が 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 の IL－ 13配 列 内 の 同 等 位 置 か ら の ア ミ ノ 酸
を 含 む 。 最 も 好 ま し く は 、 置 換 ま た は 突 然 変 異 の 各 々 が 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 の IL－ 13配
列 内 の 同 等 位 置 か ら の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 さ ら に キ メ ラ ヒ ト IL－ 13要 素 に 関 し 、 好 ま し く は そ れ ら の 置 換 ま た は 突 然 変 異 の 50％ 以
上 が 、 立 体 構 造 中 の α へ リ ッ ク ス で あ る と 予 想 さ れ る ヒ ト IL－ 13の 領 域 内 で 生 じ る 。 よ り
好 ま し く は 、 該 置 換 ま た は 突 然 変 異 の 60、 70ま た は 80％ 以 上 が 、 立 体 構 造 中 の α へ リ ッ ク
ス で あ る と 予 想 さ れ る ヒ ト IL－ 13の 領 域 内 で 生 じ る 。 最 も 好 ま し く は 、 置 換 ま た は 突 然 変
異 の 各 々 が 、 立 体 構 造 中 の α へ リ ッ ク ス で あ る と 予 想 さ れ る ヒ ト IL－ 13の 領 域 内 で 生 じ る
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら に キ メ ラ ヒ ト IL－ 13要 素 に 関 し 、 好 ま し く は 該 ヒ ト IL－ 13配 列 が 合 計 で ２ ～ 20個 の
置 換 、 よ り 好 ま し く は 6～ 15個 の 置 換 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 13個 の 置 換 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ヒ ト IL－ 13ワ ク チ ン の 場 合 、 IL－ 13免 疫 原 は オ ー ソ ロ ガ ス (orthologous)な IL－ 13配 列
（ マ ウ ス の IL－ 13配 列 な ど ） を 基 礎 と す る こ と が で き 、 該 マ ウ ス の B細 胞 エ ピ ト ー プ （ 表
面 に 露 出 し た 領 域 ） は 、 同 等 の ヒ ト 配 列 に 置 換 さ れ る 。 こ の 実 施 形 態 に お い て 、 マ ウ ス の
「 主 鎖 （ backbone） 」 は 、 外 来 の T細 胞 エ ピ ト ー プ 、 さ ら に キ メ ラ 配 列 の 末 端 ま た は 配 列
内 の い ず れ か に 付 加 さ れ る 補 足 的 で 雑 多 な （ promiscuous） T細 胞 エ ピ ト ー プ （ P2ま た は P3
0な ど ） を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン に 使 用 す る た め の 好 適 な キ メ ラ ヒ ト IL－ 13免 疫 原 は 、 ヒ ト IL－ 13の 配
列 を 含 み 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト 以 外 の 種 の IL－ 13配 列 内 の 同 等 位 置 、 す な わ ち 8T, 
11R, 18V, 49E, 62K, 66M, 69G, 84H, 97K, 101L, 105K, 109E, 111Rの 13ヶ 所 の 少 な く と
も 6ヶ 所 、 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 の 特 性 を 示 す 置 換 ま た は 保 存 的 置 換 を 含 む 。 最 も 好 ま し く
は 、 そ の よ う な キ メ ラ ヒ ト IL－ 13免 疫 原 は 以 下 の 置 換 の 少 な く と も 6個 、 好 ま し く は 全 て
を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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　 こ れ ら の 列 挙 さ れ た 置 換 の そ れ ぞ れ を 含 む キ メ ラ IL－ 13は 、 好 適 な IL－ 13免 疫 原 （ 免 疫
原 1、 配 列 番 号 10） で あ り 、 図 5に 示 さ れ て い る 。 別 の 非 常 に 好 ま し い IL－ 13免 疫 原 は 免 疫
原 11（ 配 列 番 号 20、 図 15参 照 ） 、 免 疫 原 12（ 配 列 番 号 21、 図 16参 照 ） お よ び 免 疫 原 13（ 配
列 番 号 22、 図 17参 照 ） で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 IL－ 13要 素 は 、 場 合 に よ り 、 免 疫 原 の 生 物 学 的 活 性 を 破 壊 す る 突 然 変 異 を さ ら に 含 ん で
い て も よ い 。 以 下 の 置 換 は ヒ ト IL－ 13の 生 物 活 性 を 不 活 性 化 す る の に 用 い る こ と が で き る
： E 12か ら I, Sま た は Y；  E12か ら K；  R 65か ら D； S 68か ら D；  R 108か ら D。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 天 然 IL－ 13配 列 の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト は 、 B型 肝 炎 コ
ア 粒 子 に お け る 免 疫 原 性 ペ プ チ ド の 提 示 、 ま た は 上 述 の キ メ ラ 免 疫 原 と の 関 連 に お い て 使
用 さ れ う る 。 こ れ ら の 関 連 に お い て 、 ヒ ト IL－ 13配 列 の 免 疫 原 フ ラ グ メ ン ト は 、 好 ま し く
は ヒ ト IL－ 13配 列 中 に B細 胞 エ ピ ト ー プ を 、 好 ま し く は 下 記 の 短 い 配 列 ：
GPVPPSTA　 (配 列 番 号 28)
ITQNQKAPLCNGSMVWSINLTAGM　 (配 列 番 号 29)
INVSGCS　 　 (配 列 番 号  30)
FCPHKVSAGQFSSLHVRDT　 (配 列 番 号 31)
LHLKKLFREGRFN　 (配 列 番 号 32)
の 1以 上 を 含 む 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 な ど の 突 然 変 異 に よ
り 、 所 望 の 性 質 （ 精 製 を 容 易 に す る ま た は 免 疫 原 性 を 増 加 す る シ ー ケ ン ス タ グ の 付 加 な ど
） を 付 加 す る た め に 、 あ る い は 所 望 で な い 性 質 （ 受 容 体 に お け る 望 ま し く な い 作 動 活 性 な
ど ） も し く は 膜 貫 通 ド メ イ ン を 除 去 す る た め に 、 さ ら に 改 変 さ れ て も よ い 。 特 に 本 発 明 は
ポ リ ヒ ス チ ジ ン タ グ な ど 精 製 を 容 易 に す る 融 合 パ ー ト ナ ー ま た は 発 現 を 高 め る GST発 現 パ
ー ト ナ ー を 具 体 的 に 意 図 し て い る 。 好 適 な タ グ ま た は 発 現 パ ー ト ナ ー は 、 IL－ 13分 子 の C
末 端 と 融 合 さ れ る ヒ ト IgG1の 免 疫 グ ロ ブ リ ン FCで あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 生 物 種 間 の 高 い 保 存 性 レ ベ ル の た め に 突 然 変 異 さ れ な い ま ま の 領 域 を 除 き 、 他 の 突 然 変
異 は IL－ 13配 列 中 で 生 じ て も よ い 。 好 ま し く は そ の よ う な 突 然 変 異 は 保 存 的 置 換 で あ る 。
「 保 存 的 置 換 （ conservative substitution） 」 は 、 ア ミ ノ 酸 が 、 ペ プ チ ド 化 学 の 分 野 の
当 業 者 が 実 質 的 に 未 変 化 の ポ リ ペ プ チ ド の 二 次 構 造 お よ び ヒ ド ロ パ シ ー 特 性 (hydropathic
 nature)を 予 想 し 得 る よ う な 、 類 似 の 性 質 を 有 す る 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ る も の を い う
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 例 え ば 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 は 、 タ ン パ ク 質 構 造 中 で 、 例 え ば 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 ま た は 基
質 分 子 上 の 結 合 部 位 な ど の 構 造 と の 相 互 作 用 的 な 結 合 能 の 認 知 さ れ 得 る 欠 失 を 伴 わ な い 他
の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 置 換 さ れ て も よ い 。 そ の タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 な 機 能 活 性 を 規 定 す る
の は タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 能 お よ び 性 質 で あ る た め 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 置 換 は 、 タ ン
パ ク 質 配 列 中 、 お よ び も ち ろ ん そ の 根 底 に あ る DNAコ ー ド 配 列 中 で 作 る こ と が で き 、 そ れ
で も な お 類 似 の 性 質 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 獲 得 さ せ る 。 し た が っ て 、 多 様 な 変 化 を 、 開 示
さ れ る 組 成 物 の ペ プ チ ド 配 列 、 ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 有 用 性 ま た は 活 性 の 認 知 さ れ 得 る
欠 失 を 伴 わ な い 該 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 対 応 す る DNA配 列 中 に 作 製 し 得 る こ と が 意 図 さ れ
る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 そ の よ う な 変 化 を 作 製 す る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 の ヒ ド ロ パ シ ー 指 数 （ hydropathic index）
が 考 慮 さ れ て も よ い 。 タ ン パ ク 質 に 相 互 作 用 的 な 生 物 学 的 機 能 を 与 え る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 の
ヒ ド ロ パ シ ー 指 数 の 重 要 性 は 当 業 界 で 一 般 に よ く 理 解 さ れ て い る (Kyteお よ び Doolittle、
1982、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 み 入 れ る )。 ア ミ ノ 酸 の 相 対 的 な ヒ ド ロ パ シ ー 特 性 が 、
得 ら れ る タ ン パ ク 質 の 二 次 構 造 に 寄 与 し 、 次 に そ の 二 次 構 造 に よ っ て 、 別 の 分 子 、 例 え ば
酵 素 、 基 質 、 レ セ プ タ ー 、 DNA、 抗 体 、 抗 原 な ど と 該 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 を 規 定 す る
こ と が 受 け 入 れ ら れ て い る 。 各 ア ミ ノ 酸 は 、 そ の 疎 水 度 お よ び 電 荷 特 性 に 基 づ く ヒ ド ロ パ
シ ー 指 数 が 割 り 付 け ら れ て い る (Kyte お よ び Doolittle, 1982)。 そ れ ら の 値 は ： 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 シ ン （ － 3.9） ； お
よ び ア ル ギ ニ ン （ － 4.5） で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 特 定 の ア ミ ノ 酸 が 、 類 似 す る ヒ ド ロ パ シ ー 指 数 ま た は ス コ ア を 有 す る 他 の ア ミ ノ 酸 に よ
っ て 置 換 さ れ 、 そ の 結 果 類 似 す る 生 物 学 的 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 生 じ る 、 す な わ ち 、
生 物 学 的 に 同 等 機 能 の タ ン パ ク 質 が 依 然 と し て 得 ら れ る こ と は 当 業 界 で 公 知 で あ る 。 そ の
よ う な 変 化 を 作 る 場 合 、 そ の ヒ ド ロ パ シ ー 指 数 が ± ２ 以 内 で あ る ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 好 ま し
く 、 ± 1以 内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 特 に 好 ま し く 、 そ し て ± 0.5以 内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 が な お
一 層 特 に 好 ま し い 。 同 類 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 親 水 性 に 基 づ い て 効 果 的 に さ れ 得 る こ と も 当
業 界 で 理 解 さ れ て い る 。 米 国 特 許 4,554,101（ 特 に そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 組
み 入 れ る ） は 、 そ の 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 の 親 水 性 に よ っ て 支 配 さ れ る タ ン パ ク 質 の 局 所 的 な
最 大 平 均 親 水 性 は 、 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 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　 米 国 特 許 4,554,101で 詳 述 さ れ て い る よ う に 、 以 下 の 親 水 性 値 が ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 し て
割 り 付 け ら れ て い る ： ア ル ギ ニ ン （ ＋ 3.0） ； リ シ 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 （ ＋ 3.0） ； 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） 。 ア ミ ノ 酸 を 類 似 す る 親 水 値 を 有 す る 他
の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る こ と が で き 、 そ し て な お も 生 物 学 的 同 等 物 、 特 に 、 免 疫 原 的 に 同 等
な タ ン パ ク 質 を 得 る こ と は 理 解 さ れ て い る 。 そ の よ う な 変 化 に お い て 、 そ の 親 水 性 値 が ±
2以 内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 好 ま し く 、 ± 1以 内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 特 に 好 ま し く 、 ± 0.5以
内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 が な お 一 層 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 上 で 概 説 し た よ う に 、 ア ミ ノ 酸 置 換 は そ れ ゆ え 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 置 換 基 の 相 対 的 類 似 性
、 例 え ば そ れ ら の 疎 水 性 、 親 水 性 、 電 荷 、 サ イ ズ な ど に 基 づ く の が 一 般 的 で あ る 。 前 述 の
様 々 な 特 性 を 考 慮 に 入 れ た 例 示 的 な 置 換 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 こ れ に は 、 ア ル ギ
ニ ン と リ シ 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 と ロ イ シ ン と イ ソ ロ イ シ ン が 含 ま れ る 。 こ れ ら は 好 適 な 保 存 的
置 換 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 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 質 の 類 似 性 に 基 づ い て 行 わ れ て も よ い 。 例 え ば 負 電 荷 の ア ミ ノ 酸 に は ア ス パ ラ ギ ン
酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 が 含 ま れ 、 正 電 荷 の ア ミ ノ 酸 に は リ シ ン お よ び ア ル ギ ニ ン が 含 ま れ
、 そ し て 類 似 す る 親 水 性 値 を 有 す る 非 電 荷 の 極 性 頭 部 基 （ polar head group） を 有 す る ア
ミ ノ 酸 に は ロ イ シ ン と イ ソ ロ イ シ ン と バ リ ン ； グ リ シ ン と ア ラ ニ ン ； ア ス パ ラ ギ ン と グ ル
タ ミ ン ； お よ び セ リ ン と ト レ オ ニ ン と フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と チ ロ シ ン が 含 ま れ る 。 保 存 的 変
化 を 示 し 得 る 他 の ア ミ ノ 酸 グ ル ー プ に は 、 (1)ala, pro, gly, glu, asp, gln, asn, ser,
 thr； (2)cys, ser, tyr, thr； (3) val, ile, leu, met, ala, phe； (4)lys, arg, his
； お よ び (5)phe, tyr, trp, hisが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 IL－ 13免 疫 原 は T細 胞 ヘ ル プ を 付 与 す る た め の 付 加 要 素 を さ
ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の ワ ク チ ン へ の 使 用 の た め の 免 疫 原 は 、 改 変 さ れ た ヒ ト IL－ 13免 疫
原 を 含 む こ と が で き 、 こ こ で 該 ヒ ト IL－ 13配 列 は 外 来 の T細 胞 ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ を 含 む
よ う 改 変 さ れ て い る 。 こ の T細 胞 ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ は 好 ま し く は ヒ ト タ ン パ ク 質 に つ い
て 「 外 来 」 で あ り 、 ま た 好 ま し く は 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 由 来 の 全 て の IL－ 13配 列 に つ い
て 外 来 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 好 ま し く は 、 T細 胞 ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ は 小 さ い も の で あ り 、 か つ 合 成 、 組 換 え も し く
は 分 子 生 物 学 的 手 段 に よ る 、 IL－ 13配 列 の 内 部 ま た は 末 端 で の 付 加 ま た は 置 換 事 象 に よ っ
て IL－ 13配 列 に 付 加 さ れ る 。 代 替 的 に 、 T細 胞 ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ は 、 IL－ 13ポ リ ペ プ チ
ド と 、 T細 胞 ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ を 含 む キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 と の 化 学 的 結 合 に よ っ て 付
加 さ れ て も よ い 。 IL－ 13配 列 、 ま た は そ の 機 能 的 に 同 等 な フ ラ グ メ ン ト は 、 融 合 タ ン パ ク
質 内 で T細 胞 ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ と 結 合 し て い て も よ く 、 こ こ で そ の 2つ は 、 例 え ば IL－ 13
配 列 を 取 り 込 む B型 肝 炎 コ ア タ ン パ ク 質 の よ う に 、 と も に 組 換 え 的 に 製 造 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 小 さ な T細 胞 ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ が 使 用 さ れ る 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 「 外 来 の T細 胞 ヘ
ル パ ー エ ピ ト ー プ 」 ま た は 「 T細 胞 エ ピ ト ー プ 」 は 、 MHC II分 子 と 結 合 し 、 動 物 種 内 で T細
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胞 を 刺 激 す る こ と が で き る ペ プ チ ド で あ る 。 好 適 な 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ は 雑 多 な (promis
cuous)エ ピ ト ー プ 、 す な わ ち 動 物 種 ま た は 集 団 中 で 複 数 の 異 な る MHCク ラ ス II分 子 と 結 合
す る エ ピ ト ー プ で あ る (Panina-Bordignonら , Eur.J.Immunol. 1989, 19:2237-2242； Reec
eら , J.Immunol. 1993, 151:6175-6184; WO 95/07707)。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 が 複 雑 な 非 近 交 系 の ヒ ト 集 団 に お い て 臨 床 的 に 効 果 的 で あ る た め に 、 数
種 の 外 来 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 ま せ る こ と が 有 利 で あ り 得 る 。 雑 多 な エ ピ ト ー プ は こ れ と
同 様 の 効 果 を 達 成 す る 別 の 方 法 で あ っ て も よ く 、 こ れ に は 破 傷 風 ト キ ソ イ ド （ 例 え ば P2と
P30エ ピ ト ー プ ） 、 ジ フ テ リ ア ト キ ソ イ ド 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の ヘ ム ア グ ル チ ニ ン (
HA)お よ び P.falciparumの CS抗 原 由 来 の も の な ど の 天 然 の ヒ ト T細 胞 エ ピ ト ー プ が 含 ま れ る
。 本 発 明 に 用 い る た め の 最 も 好 適 な T細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 由 来 の P2と P30
で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 多 く の 雑 多 な T細 胞 エ ピ ト ー プ は 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ に は WO 98/23635；  South
woodら , 1998 J. Immunol., 160: 3363-3373；  Sinigagliaら , 1988, Nature, 336: 778-
780；  Rammenseeら , 1995, Immunogenetics, 41: 4, 178-228；  Chiczら , 1993, J. Exp.
 Med., 178:27-47；  Hammerら , 1993, Cell 74:197-203； お よ び  Falkら , 1994, Immunog
enetics, 39: 230-242が 含 ま れ る 。 雑 多 な T細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 「 PADRE」 (WO 95/07707)
な ど の 人 工 配 列 で も あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 異 種 T細 胞 エ ピ ト ー プ (heterologous T-cell epitope)は 、 好 ま し く は 、 ヒ ト 体 内 で 多 く
の 個 体 が 発 現 し て い る MHC II分 子 の 1以 上 と 結 合 す る エ ピ ト ー プ 群 か ら 選 択 さ れ る 。 例 え
ば 、 特 に 意 図 さ れ て い る エ ピ ト ー プ は 破 傷 風 ト キ ソ イ ド 由 来 の P2ま た は P30エ ピ ト ー プ で
あ る （ Panina - Bordignon Eur. J. Immunol 19 (12), 2237 (1989)） 。 好 適 な 実 施 形 態
に お い て 、 異 種 T細 胞 エ ピ ト ー プ は 破 傷 風 ト キ シ ン 由 来 の P2ま た は P30エ ピ ト ー プ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 P2エ ピ ト ー プ は 、 QYIKANSKFIGITE配 列 (配 列 番 号 33)を 有 し 、 破 傷 風 ト キ シ ン の ア ミ ノ 酸
830～ 843に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 P30エ ピ ト ー プ （ 破 傷 風 ト キ シ ン の 残 基 947～ 967） は FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE 配 列 (配 列
番 号 34)を 有 す る 。 FNNFTV配 列 は 場 合 に よ っ て は 欠 失 さ れ て も よ い 。 普 遍 的 な 別 の Tエ ピ ト
ー プ は Plasmodium falciparumに 由 来 す る ス ポ ロ ゾ イ ト 周 囲 蛋 白 、 特 に DIEKKIAKMEKASSVFN
VVNS配 列 (配 列 番 号 35)を 有 す る 378～ 398領 域 、 に 由 来 し 得 る (Alexander J, (1994) Immun
ity 1 (9), p 751-761)。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 別 の エ ピ ト ー プ は 、 残 基 288～ 302で LSEIKGVIVHRLEGV配 列 (配 列 番 号 36)を 有 す る 麻 疹 ウ
イ ル ス の 融 合 タ ン パ ク に 由 来 す る (Partidos CD, 1990, J. Gen. Virol 71(9) 2099-2105)
。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 さ ら に 別 の エ ピ ト ー プ は B型 肝 炎 ウ イ ル ス の 表 面 抗 原 、 特 に FFLLTRILTIPQSLD配 列 (配 列
番 号 37)を 有 す る ア ミ ノ 酸 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 別 の エ ピ ト ー プ の 組 は ジ フ テ リ ア 毒 素 に 由 来 す る 。 そ れ ら の ペ プ チ ド の ４ ヵ 所 （ ア ミ ノ
酸 271～ 290、 321～ 340、 331～ 350、 351～ 370） は 、 該 毒 素 の B断 片 の Tド メ イ ン 内 に 位 置 し
、 そ し て 残 る 2つ は Rド メ イ ン （ 411～ 430、 431～ 450） 内 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
PVFAGANYAAWAVNVAQVI　 (配 列 番 号 38)
VHHNTEEIVAQSIALSSLMV (配 列 番 号 39)
QSIALSSLMVAQAIPLVGEL (配 列 番 号 40)
VDIGFAAYNFVESII NLFQV　 　 　  (配 列 番 号 41)
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QGESGHDIKITAENTPLPIA (配 列 番 号 42)
GVLLPTIPGKLDVNKSKTHI (配 列 番 号 43)
(Raju R., Navaneetham D., Okita D., Diethelm-Okita B., McCormick D., Conti-Fine 
B. M. (1995) Eur. J. Immunol. 25: 3207-14)
　 T細 胞 ヘ ル プ を 与 え る た め に 特 に 好 適 な 要 素 は 、 PCT/EP03/06096で 開 示 さ れ る 「 CPC」 （
clyta-P2-clyta） と 称 さ れ る 融 合 パ ー ト ナ ー で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 最 も 好 適 な 外 来 T細 胞 ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ は 、 宿 主 免 疫 系 に よ り 耐 性 で な い 点 、 お よ び
そ れ ら が 別 種 （ ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た も の で な い ） 由 来 の あ ら ゆ る IL－ 13配 列 に 由 来 す る
ま た は そ れ か ら 選 択 さ れ る 配 列 で は な い 点 で 「 外 来 」 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 天 然 の 自 己 IL－ 13が 免 疫 原 性 キ ャ リ ア ー を 有 す る Tヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ と 結 合 さ れ る 本
発 明 の 態 様 に お い て 、 そ の 結 合 は 当 業 界 で 周 知 の 方 法 で 実 施 さ れ 得 る 。 し た が っ て 、 例 え
ば 直 接 的 な 共 有 結 合 に つ い て は 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ま た は Ｎ － [γ －
マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ]サ ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル を 利 用 す る こ と 、 CDAPお よ び SPDPな
ど の 市 販 の 共 通 の ヘ テ ロ 二 官 能 性 リ ン カ ー （ heterobifunctional linker） （ 製 造 業 者 の
説 明 書 を 用 い る ） を 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 結 合 反 応 後 、 免 疫 原 は 透 析 法 、 ゲ ル 濾 過
法 、 分 画 法 な ど の 手 段 に よ っ て 容 易 に 単 離 お よ び 精 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 中 で 使 用 さ れ る キ ャ リ ア ー の タ イ プ は 、 当 業 者 に 容 易 に 分 か る で あ ろ う
。 本 発 明 中 で 使 用 さ れ 得 る 限 定 的 で な い キ ャ リ ア ー の リ ス ト は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ
モ シ ア ニ ン （ KLH） 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） な ど の 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 破 傷 風 も し く は
ジ フ テ リ ア 毒 素 （ TTお よ び DT） な ど の 細 菌 性 の 不 活 性 化 毒 素 、 ま た は そ の 組 換 え 断 片 （ 例
え ば 、 TTの C断 片 の ド メ イ ン 1、 DTの ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン ド メ イ ン ） 、 あ る い は ツ ベ ル ク
リ ン の 精 製 タ ン パ ク 質 誘 導 体 （ PPD） を 含 む 。 代 替 的 に IL－ 13は リ ポ ソ ー ム 担 体 (liposome
 carriers)と 直 接 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ て も よ く 、 T細 胞 ヘ ル プ を 付 与 す る こ と が 可 能 な 免
疫 原 を さ ら に 含 ん で も よ い 。 IL13対 キ ャ リ ア ー 分 子 の 好 適 な 比 は 1： 1～ 20： 1（ IL－ 13：
キ ャ リ ア ー ） 程 度 で あ り 、 そ し て 各 キ ャ リ ア ー は 3～ 15個 の IL－ 13分 子 を 保 持 す る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 好 適 な キ ャ リ ア ー は Haemophilus influenzae（ EP 0 594
 610 B1） 由 来 の タ ン パ ク 質 Dで あ る 。 タ ン パ ク 質 Dは Haemophilus influenzae由 来 の IgD－
結 合 性 タ ン パ ク 質 で あ り Forsgrenが そ の 特 許 を 受 け て い る （ WO91/18926、 認 可 EP 0 594 6
10 B1） 。 い く つ か の 状 況 に お い て 、 例 え ば 、 組 換 え 免 疫 原 発 現 系 に お い て は 、 タ ン パ ク
質 Dの 断 片 、 例 え ば タ ン パ ク 質 Dの 3分 の 1（ タ ン パ ク 質 Dの N末 端 の 100～ 110ア ミ ノ 酸 を 含 む
（ GB 9717953.5） ） を 用 い る の が 望 ま し い か も し れ な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 IL－ 13ま た は そ の 免 疫 原 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 別 の 好 適 な 方 法 は 、 組 換 え 融 合 分 子 に
関 係 す る 。 例 え ば EP 0 421 635 Bは 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 中 で 外 来 ペ プ チ ド 配 列 を 提 供 す る た
め の キ メ ラ ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス の コ ア 抗 原 粒 子 の 使 用 を 記 載 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 免
疫 原 は 、 B型 肝 炎 コ ア 抗 原 か ら な る キ メ ラ 粒 子 中 に 提 供 さ れ る IL－ 13を 含 ん で も よ い 。 さ
ら に 、 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 は IL－ 13、 お よ び イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の NS1な ど の キ ャ
リ ア ー タ ン パ ク 質 を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の 一 部 を 形 成 す る 組 換 え 的 に 発 現 さ れ る 全 て の
タ ン パ ク 質 に お い て 、 前 記 免 疫 原 を コ ー ド す る 核 酸 も 本 発 明 の 一 態 様 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

　 上 述 の 節 に お い て 、 好 適 な IL－ 13要 素 の 定 義 、 お よ び 存 在 す る 場 合 に は T細 胞 ヘ ル プ を
付 与 す る 要 素 が 説 明 さ れ て い る 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 内 に 組 み 込 ま れ る こ と が 意 図 さ れ る 特
定 の 好 適 な 組 成 物 に つ い て 、 本 明 細 書 は T細 胞 ヘ ル プ を 付 与 す る 要 素 の 節 か ら の 個 々 の 好
適 な 各 要 素 と IL－ 13要 素 の 節 か ら の 個 々 の 好 適 な 各 要 素 と の 組 合 せ を 開 示 す る こ と を 意 図
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す る 。 特 に 好 適 な 組 合 せ は 、 免 疫 原 1， 11， 12ま た は 13と 、 キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 も し く
は 雑 多 な T細 胞 ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ と の 組 合 せ で あ る 。 好 適 な キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 ま た
は 雑 多 な T細 胞 ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ は タ ン パ ク 質 D、 CPC、 P2ま た は P30を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 好 適 な 免 疫 原 を 形 成 す る た め の 開 示 す る 要 素 の 特 に 好 適 な 組 合 せ を 下 記 に 列 挙 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 IL－ 13要 素 が 天 然 ヒ ト IL－ 13で あ り 、 そ し て T細 胞 ヘ ル プ を 付 与 す る 要 素 が 雑 多 な T細 胞
エ ピ ト ー プ で あ る 場 合 、 好 適 な 例 は 免 疫 原 2（ 図 6、 配 列 番 号 11参 照 ） を 含 む 。 こ の 免 疫 原
2に は タ ン パ ク 質 内 に 挿 入 さ れ た P30（ 下 線 ） を 有 す る ヒ ト IL－ 13が 含 ま れ る （ ヒ ト IL－ 13
の α へ リ ッ ク ス Cと Dの 間 の ル ー プ 領 域 に 置 換 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 免 疫 原 3（ 図 7、 配 列 番 号 12） は N末 端 で P30を 有 す る ヒ ト IL－ 13免 疫 原 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 免 疫 原 4（ 図 8、 配 列 番 号 13） は 、 タ ン パ ク 質 内 に 挿 入 さ れ た p30を 有 す る マ ウ ス IL－ 13
で あ り （ マ ウ ス IL－ 13の α へ リ ッ ク ス Cと Dの 間 の ル ー プ 領 域 に 置 換 さ れ る ） 、 こ れ は IL－
13自 己 ワ ク チ ン の マ ウ ス 版 の 一 例 で あ る 。 p30領 域 は 下 線 部 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 免 疫 原 5（ 図 9、 配 列 番 号 14） は N末 端 に p30を 有 す る マ ウ ス IL－ 13で あ る 。 こ れ は IL－ 13
自 己 ワ ク チ ン の マ ウ ス 版 の 一 例 で あ る 。 p30領 域 は 下 線 部 で あ り 、 ま た 成 熟 マ ウ ス の IL－ 1
3タ ン パ ク 質 配 列 の N末 端 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 IL－ 13要 素 が キ メ ラ IL－ 13免 疫 原 と し て 提 供 さ れ る 特 定 の 例 は 、 免 疫 原 6（ 図 10、 配 列
番 号 15） を 含 む 。 こ れ は ワ ク チ ン の キ メ ラ 形 態 の マ ウ ス 版 の 一 例 で あ り 、 N末 端 に 付 加 さ
れ た P30を 有 し 、 マ ウ ス B細 胞 の 表 面 に 露 出 し た エ ピ ト ー プ に 移 植 さ れ た 「 ヒ ト 主 鎖 」 配 列
が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 別 の 好 適 な 免 疫 原 は 、 ヒ ト キ メ ラ 免 疫 原 IL－ 13「 免 疫 原 1」 （ 配 列 番 号 10） を 基 礎 と す
る 。 例 え ば 、 免 疫 原 1は 好 適 に は 、 N末 端 に キ ャ リ ア ー 「 CPC」 が 融 合 さ れ 、 免 疫 原 7（ 配 列
番 号 16、 図 11参 照 ） を 形 成 す る 、 ま た は 免 疫 原 8（ 配 列 番 号 17、 図 12参 照 ） に つ い て 、 N末
端 に タ ン パ ク 質 Dが 融 合 さ れ る （ タ ン パ ク 質 D融 合 領 域 は H.influenzaeタ ン パ ク 質 Dを 含 む
ア ミ ノ 酸 S20～ T127に 対 応 す る （ 注 、 タ ン パ ク 質 Dを コ ー ド す る こ の DNA配 列 は 最 適 化 さ れ
た コ ド ン で あ る ） ） ； ま た は N末 端 に P30が 融 合 さ れ 、 免 疫 原 9（ 配 列 番 号 18、 図 13参 照 ）
を 生 じ る 。 免 疫 原 9は 好 適 に は 、 あ ら ゆ る IL－ 13の 生 物 学 的 活 性 を 妨 げ る た め の E121突 然
変 異 を さ ら に 含 み 、 免 疫 原 10（ 配 列 番 号 19、 図 14参 照 ） を 与 え る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 免 疫 原 １ ～ 10に つ い て 示 さ れ る タ ン パ ク 質 お よ び DNAの 配 列 は 、 細 胞 か ら の 産 生 物 の 分
泌 を 行 う た め に 要 求 さ れ る シ グ ナ ル 配 列 の ア ミ ノ 酸 ま た は DNA配 列 を 除 い て 示 さ れ て い る
。 し た が っ て 、 好 適 に は 、 前 記 配 列 は さ ら に 、 シ グ ナ ル 配 列 を さ ら に 伴 っ て 提 供 さ れ る 。
DNAワ ク チ ン に お い て 、 シ グ ナ ル 配 列 は T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 非 ヒ ト 由 来 の 配 列 で あ っ て
、 T細 胞 ヘ ル プ を さ ら に 付 与 す る も の で あ る の が 特 に 好 ま し い 。 開 示 さ れ た 好 適 な 配 列 の
い ず れ も 、 産 生 ま た は 精 製 を 容 易 に す る 、 例 え ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fc、 6Hisな ど の 他 の 分 子
と 融 合 し た 免 疫 原 を 発 現 す る た め に 有 用 で あ り 得 る た め 、 終 止 コ ド ン を 有 さ な い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 付 番 方 式 は 、 「 GPVPP」 に お け る Gが 残 基 2を 指 し 、 そ し て 残 り
の ア ミ ノ 酸 は そ れ に 応 じ て 番 号 が 付 さ れ る 点 で 、 IL－ 13の 分 野 に お け る 通 常 の 慣 習 に 準 拠
し て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 に お い て 、 ヒ ト キ メ ラ IL－ 13ワ ク チ ン の 製 造 方 法 が 提 供 さ れ 、 該 方 法 は
以 下 の 工 程 ：
(a)　 ヒ ト IL－ 13の 配 列 を 取 得 す る こ と 、 お よ び 以 下 の α へ リ ッ ク ス 領 域 ： PSTALRELIEELV
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NIT, MYCAALESLI, KTQRMLSGFま た は AQFVKDLLLHLKKLFRE、
の 少 な く と も 2ヶ 所 で 、 少 な く と も １ の 置 換 突 然 変 異 を 行 う こ と 、
(b)　 以 下 の 異 種 間 の 高 保 存 領 域 3PVP, 12ELIEEL, 19NITQ, 28LCN, 32SMVWS, 50SL, 60AI,
 64TQ, 87DTKIEVA, 99LL, 106LFの 少 な く と も 6ヶ 所 を 維 持 す る こ と 、
(c)　 場 合 に よ り 、 残 り の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 を 突 然 変 異 す る こ と 、
(d)　 あ ら ゆ る ヒ ト 自 己 エ ピ ト ー プ に つ い て 外 来 で あ る T細 胞 エ ピ ト ー プ 源 と 、 あ ら ゆ る 哺
乳 動 物 IL－ 13配 列 に つ い て 外 来 で あ る T細 胞 エ ピ ト ー プ 源 と を 結 合 し 、 IL－ 13免 疫 原 を 形
成 す る こ と 、 お よ び
(e)　  IL－ 13免 疫 原 と 、 サ ポ ニ ン お よ び 少 な く と も 1つ の 非 メ チ ル 化 CGジ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 免 疫 賦 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物 と を 組 合 わ せ る こ と 、
を 含 み 、 工 程 a、 bま た は cで 行 わ れ た 全 て の 置 換 が 構 造 的 保 存 置 換 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 工 程 (a)に つ い て 、 好 ま し く は 少 な く と も 2ヶ 所 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 3ヶ 所 お よ
び 最 も 好 ま し く は 4ヵ 所 全 て の α へ リ ッ ク ス 領 域 が 少 な く と も １ の 置 換 突 然 変 異 を 含 む 。
工 程 (b)に つ い て 、 好 ま し く は 少 な く と も 7ヶ 所 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 8ヶ 所 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も 9ヶ 所 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 10ヵ 所 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 1
1ヶ 所 の 領 域 全 て が 突 然 変 異 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ の 方 法 の す べ て に お い て 、 好 ま し く は そ れ ら の 置 換 ま た は 突 然 変 異 の 50％ 以 上 が 、 ヒ
ト 以 外 の IL－ 13配 列 内 の 同 等 位 置 か ら の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 置 換 の 60、 70
ま た は 80％ 以 上 が 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 の IL－ 13配 列 内 の 同 等 位 置 か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む 。 最 も 好 ま し く は 、 置 換 ま た は 突 然 変 異 の 各 々 が 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 の IL－ 13配 列
内 の 同 等 位 置 か ら の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 さ ら に ヒ ト キ メ ラ IL－ 13ワ ク チ ン の 製 造 方 法 に つ い て 、 こ れ ら の 置 換 ま た は 突 然 変 異 の
50％ 以 上 が 、 立 体 構 造 中 α へ リ ッ ク ス で あ る と 予 想 さ れ る ヒ ト IL－ 13領 域 で 生 じ る 。 よ り
好 ま し く は 置 換 ま た は 突 然 変 異 の 60、 70ま た は 80％ 以 上 が 、 立 体 構 造 中 α へ リ ッ ク ス で あ
る と 予 想 さ れ る ヒ ト IL－ 13の 領 域 で 生 じ る 。 最 も 好 ま し く は 、 置 換 ま た は 突 然 変 異 の 各 々
が 、 立 体 構 造 中 α へ リ ッ ク ス で あ る と 予 想 さ れ る ヒ ト IL－ 13の 領 域 内 で 生 じ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 さ ら に ヒ ト キ メ ラ IL－ 13ワ ク チ ン の 製 造 方 法 に つ い て 、 好 ま し く は 、 免 疫 原 は 2～ 20個
の 置 換 を 含 み 、 よ り 好 ま し く は 6～ 15個 の 置 換 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 13個 の 置 換 を 含 む
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 上 述 し た そ れ ら の 方 法 の す べ て に お い て 、 IL－ 13配 列 内 の 複 数 の 位 置
で 置 換 突 然 変 異 が 存 在 し 、 少 な く と も 2以 上 の 突 然 変 異 部 位 が 、 ヒ ト 以 外 の 異 な る 哺 乳 動
物 種 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む 置 換 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト 以 外 の 異 な る 3以 上 の 哺 乳
動 物 種 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む 置 換 、 そ し て 最 も 好 ま し く は ヒ ト 以 外 の 異 な る 4以
上 の 哺 乳 動 物 種 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む 置 換 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 好 結 果 の 設 計 は 、 例 え ば 適 当 な ワ ク チ ン 接 種 計 画 に お い て
、 本 文 中 で 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と 、 お よ び タ ン パ ク 質 に 結 合 す る こ と が 可
能 な 抗 体 が 誘 導 さ れ る こ と を 観 察 す る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 こ の 結 合 は 、
組 換 え タ ン パ ク 質 ま た は 精 製 さ れ た 天 然 タ ン パ ク 質 を 用 い た ELISA法 の 使 用 、 ま た は 感 受
性 細 胞 ま た は 組 織 に 及 ぼ す タ ン パ ク 質 の 効 果 を 試 験 す る バ イ オ ア ッ セ イ に よ り 評 価 さ れ て
も よ い 。 特 に 好 都 合 な 評 価 法 は 、 無 傷 の 宿 主 中 で タ ン パ ク 質 の 活 性 と 因 果 的 に 関 連 す る 現
象 を 観 察 し 、 そ し て 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 誘 導 さ れ た 抗 体 の 存 在 が そ の 現 象 を モ ジ ュ レ ー
ト す る か 否 か を 決 定 す る こ と で あ る 。 し た が っ て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 天 然 タ ン パ ク 質
の 起 源 と な っ た 種 に お い て 、 天 然 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 生 じ さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ８ ７ 】
　 最 も 好 結 果 の 設 計 は 本 明 細 書 の 実 施 例 2に 記 載 さ れ る よ う な 実 験 で 使 用 す る こ と が で き
、 ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 個 体 の 少 な く と も 50％ で 、 ED100を 超 え る 抗 IL－ 13中 和 免 疫 応 答
を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 上 述 の 免 疫 原 は 、 そ れ ら が 、 サ ポ ニ ン と 少 な く と も 1つ の 非 メ チ ル 化 ジ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 免 疫 賦 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 組 合 せ を 含 む １ つ ま た は 複 数 の ア ジ ュ バ ン ト と 共
に 製 剤 化 さ れ る 場 合 、 本 発 明 の ワ ク チ ン を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 サ ポ ニ ン は Lacaille-Dubois,Mと Wanger H. (1996. 「 サ ポ ニ ン の 生 物 学 的 お よ び 薬 理 学
的 活 性 の 概 要 」  Phytomedicine 2巻  pp 363-386)に 教 示 さ れ て い る 。 サ ポ ニ ン は 、 植 物 お
よ び 海 洋 動 物 界 に 広 く 分 布 す る ス テ ロ イ ド ま た は ト リ テ ル ペ ン グ リ コ シ ド で あ る 。 サ ポ ニ
ン は 、 水 中 で 振 と う に よ り 泡 立 つ コ ロ イ ド 溶 液 を 形 成 す る こ と 、 お よ び コ レ ス テ ロ ー ル を
沈 殿 す る こ と に つ い て 注 目 さ れ て い る 。 サ ポ ニ ン が 細 胞 膜 に 近 づ く と 、 膜 を 破 壊 す る 原 因
と な る 孔 状 の 構 造 を 膜 内 に つ く る 。 赤 血 球 の 溶 血 が こ の 現 象 の 一 例 で あ り 、 全 て で は な い
が 、 サ ポ ニ ン の 確 か な 一 性 質 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 サ ポ ニ ン は 全 身 投 与 の た め の ワ ク チ ン に お け る ア ジ ュ バ ン ト と し て 公 知 で あ る 。 ア ジ ュ
バ ン ト と 各 サ ポ ニ ン の 溶 血 活 性 は 当 業 界 で 広 く 研 究 さ れ て い る (Lacaille-Duboisお よ び Wa
gner, supra)。 例 え ば ク イ ル A(Quil A)（ 南 米 の 樹 木 キ ラ ヤ サ ポ ナ リ ア モ リ ナ (Quillaja S
aponaria Molina)の 樹 皮 に 由 来 す る ） 、 お よ び そ の 画 分 が 米 国 5,057,540と 「 ワ ク チ ン ア
ジ ュ バ ン ト と し て の サ ポ ニ ン 」 （ Kensil, C. R., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst, 19
96, 12 (1-2):1-55； お よ び  EP 0 362 279 B1） に 記 載 さ れ て い る 。 ク イ ル Aま た は そ の 画
分 を 含 む 免 疫 刺 激 性 複 合 体 (ISCOMS)と 呼 ば れ る 粒 状 構 造 が 、 ワ ク チ ン の 製 造 に 使 用 さ れ て
い る (Morein, B., EP 0 109 942 B1；  WO 96/11711；  WO 96/33739)。 サ ポ ニ ン の QS21と Q
S17（ ク イ ル Aの HPLC精 製 画 分 ） は 有 力 な 全 身 ア ジ ュ バ ン ト と し て 記 載 さ れ て お り 、 そ し て
そ れ ら の 産 生 方 法 は 米 国 特 許 番 号 5,057,540と EP 0 362 279 B1に 開 示 さ れ て い る 。 全 身 性
の ワ ク チ ン 接 種 研 究 で 使 用 さ れ て い る 別 の サ ポ ニ ン は 、 カ ス ミ ソ ウ （ Gypsophila） お よ び
サ ポ ナ リ ア （ Saponaria） な ど 別 の 植 物 種 に 由 来 す る も の が 含 ま れ る (Bomfordら , Vaccine
, 10(9):572-577, 1992)。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト の 組 合 せ は 、 WO96102555に 開 示 さ れ る よ う な 、 非 メ チ ル 化 CGジ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 ん で な る 免 疫 賦 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に 含 む 。 典 型 的 な 免 疫 賦 活 性 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド は 長 さ が 8～ 100塩 基 で あ り 、 そ し て 一 般 式 X 1 CpGX 2 を 含 み 、 こ こ で X 1 と X 2 は
ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 で あ り 、 Cと Gは 非 メ チ ル 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン の 使 用 の た め の 好 適 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 2以 上 の ジ
ヌ ク レ オ チ ド CpGモ チ ー フ を 含 み 、 該 モ チ ー フ は 好 ま し く は 少 な く と も 3、 よ り 好 ま し く は
少 な く と も 6以 上 の ヌ ク レ オ チ ド で 分 離 さ れ て い る 。 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 適 な 実 施 形 態 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の
イ ン タ ー ヌ ク レ オ チ ド (internucleotide)は ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト で あ り 、 さ ら に 好 ま し
く は ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 で あ る が 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 お よ び 他 の イ ン タ ー ヌ ク レ
オ チ ド 結 合 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ り 、 こ れ に は 混 在 す る イ ン タ ー ヌ ク レ オ チ ド 結 合 、 例 え
ば ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト /ホ ス ホ ジ エ ス テ ル の 混 在 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 安 定 さ せ る 別 の イ ン タ ー ヌ ク レ オ チ ド 結 合 が 用 い ら れ て も よ い 。 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 産 生 す る 方 法 は 、 US
5,666,153, US5,278,302お よ び WO95/26204に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 好 適 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 例 は 以 下 の 配 列 を 有 す る 。 該 配 列 は 好 適 に は 、 ホ ス ホ ロ チ
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オ エ ー ト 改 変 型 の イ ン タ ー ヌ ク レ オ チ ド 結 合 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
オ リ ゴ 1: TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT (CpG 1826) (配 列 番 号 44)
オ リ ゴ 2: TCT CCC AGC GTG CGC CAT (CpG 1758) (配 列 番 号 45)
オ リ ゴ 3: ACC GAT GAC GTC GCC GGT GAC GGC ACC ACG (配 列 番 号 46)
オ リ ゴ 4: TCG TCG TTT TGT CGT TTT GTC GTT (CpG 2006) (配 列 番 号 47)
オ リ ゴ 5: TCC ATG ACG TTC CTG ATG CT (CpG 1668) (配 列 番 号 48)
代 替 的 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 重 要 で な い 欠 失 ま た は 重 要 で な い 付 加 を 有 す る 上 述 の
好 適 配 列 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 に 使 用 さ れ る CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 業 界 で 既 知 の い か な る 方 法 （ 例 え ば E
P 468520） に よ り 合 成 さ れ て も よ い 。 そ の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 自 動 合 成 機 を 用 い
て 都 合 よ く 合 成 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 好 ま し く は 、 ア ジ ュ バ ン ト は 、 WO 00/62800（ そ の 全 体 の 内 容 は 参 照 に よ り 本 明 細 書 中
に 完 全 に 組 み 入 れ る ） に 記 載 さ れ る CpGと サ ポ ニ ン の 組 合 せ を 含 む 。 そ の よ う な ア ジ ュ バ
ン ト 組 成 物 は WO00/09159に も 記 載 さ れ て い る 。 最 も 好 適 な こ の サ ブ グ ル ー プ の ア ジ ュ バ ン
ト の 組 合 せ は QS21と オ リ ゴ 4で あ る 。 最 も 好 適 に は 、 サ ポ ニ ン 、 好 ま し く は QS21は 、 コ レ
ス テ ロ ー ル を 含 む リ ポ ソ ー ム と 会 合 さ れ 、 ま た 免 疫 賦 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く
は オ リ ゴ 4は 水 溶 液 の 形 態 で あ る 。 あ る い は 、 QS21お よ び 免 疫 賦 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 水 中 油 型 乳 化 液 に 付 与 さ れ 、 こ こ で 油 滴 は 、 ス ク ア レ ン 、 α ‐ ト コ フ ェ ロ ー ル お よ び 安
定 化 界 面 活 性 剤 を 含 み 、 場 合 に よ り コ レ ス テ ロ ー ル を さ ら に 含 む （ WO 99/12565） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 最 も 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 コ レ ス テ ロ ー ル と QS21を 少 な く と も 1： 1（ w/w） の コ レ ス
テ ロ ー ル ： QS21比 で 、 好 ま し く は コ レ ス テ ロ ー ル を 過 剰 に 含 む 小 さ い 単 ラ メ ラ ジ オ レ オ イ
ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン リ ポ ソ ー ム と 、 水 性 懸 濁 液 中 の 、 ま た は リ ポ ソ ー ム と 会 合 し た 免
疫 賦 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の 混 合 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 別 の 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 水 相 と 油 相 を 含 む 水 中 油 型 乳 化 液 を 含 み 、 こ こ で 油 相 が ス
ク ア レ ン と α ‐ ト コ フ ェ ロ ー ル の 油 滴 お よ び 安 定 化 界 面 活 性 剤 を 含 み 、 場 合 に よ り コ レ ス
テ ロ ー ル を さ ら に 含 み 、 水 相 、 QS21お よ び 免 疫 賦 活 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 混 合 さ れ る
。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 医 薬 組 成 物 ま た は ワ ク チ ン 組 成 物 も 含 み 、 こ れ は 本 発 明 の 治 療 上 有 効 量
の ワ ク チ ン を 含 み 、 場 合 に よ り 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 と 組 合 さ れ 、 好 ま し く は 、 リ ン 酸
緩 衝 食 塩 水 （ 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 こ れ ら の 組 合 せ な ど の 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 と 組 合 わ さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 本 発 明 は ア ト ピ ー 性 疾 患 の 新 規 治 療 法 を 提 供 し 、 こ れ に は ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 個 体 に
お い て 、 IL－ 13に 対 す る 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ と が 可 能 な ワ ク チ ン が 含 ま れ る 。 特 に 注
目 す べ き は 、 本 発 明 は 、 COPD、 喘 息 ま た は ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 に 罹 患 し て い る あ る い は か か
り 易 い 個 体 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 し 、 該 治 療 法 は 、 本 発 明 に よ る ワ ク チ ン を 該 個 体 に 投 与
す る こ と 、 お よ び そ れ に よ っ て 該 個 体 の 血 清 中 で 中 和 す る 抗 IL－ 13免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す
こ と 、 お よ び そ れ に よ り COPD、 喘 息 ま た は ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 症 状 を 改 善 ま た は 排 除 す る
こ と を 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 喘 息 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 本 発 明 の ワ ク チ ン の 使 用 を 提 供
す る 。 さ ら に 、 治 療 を 必 要 と す る 個 体 に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 医 薬 組 成 物 ま た は ワ ク チ
ン を 投 与 す る こ と を 含 む 喘 息 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。
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【 ０ １ ０ ２ 】
　 好 ま し く は 、 医 薬 組 成 物 は IL－ 13に 対 し て 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す ワ ク チ ン で あ る 。 引 き
起 こ さ れ る 免 疫 応 答 は 、 好 ま し く は 抗 体 応 答 で あ り 、 最 も 好 ま し く は IL－ 13中 和 抗 体 応 答
で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 は 喘 息 の 治 療 方 法 を 提 供 し 、 該 治 療 方 法 は 以 下 の 1以 上 の 臨 床 的 効 果
を 含 む ：
１ ． 気 道 過 敏 性 (AHR)の 減 少
２ ． 粘 液 高 分 泌 お よ び 杯 状 細 胞 化 生 の 減 少
３ ． 気 道 の 上 皮 下 繊 維 症 の 減 少
４ ． 好 酸 球 レ ベ ル の 減 少
５ ． 吸 入 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド （ ICS） の 使 用 の 必 要 性 の 減 少 も IL－ 13自 己 ワ ク チ ン の 使 用
に よ る 治 療 成 功 の 特 徴 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 予 防 お よ び 治 療 の 両 方 に 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 は 、 医 療 へ の 使 用 の
た め の 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 ア
レ ル ギ ー 、 喘 息 お よ び COPDな ど の 呼 吸 器 疾 患 、 寄 生 虫 感 染 関 連 疾 患 、 繊 維 症 ま た は 肝 硬 変
の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使
用 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 の 有 効 量 を 患 者 に 投 与 す る こ と 、 お よ び ワ ク チ
ン 組 成 物 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す こ と を 含 む ワ ク チ ン 接 種 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ア レ ル ギ ー 、 呼 吸 器 疾 患 、 寄 生 虫 感 染 関 連 疾 患 、 繊 維 症 お よ び 肝 硬 変 な
ど の 、 IL－ 13が 仲 介 す る 疾 患 に 対 す る 哺 乳 動 物 の ワ ク チ ン 接 種 に お け る 使 用 の た め の 、 本
明 細 書 中 に 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 提 供 す る 。 し た が っ て IL－ 13に 対 す る 中 和 応 答 を 指 令
す る こ と が 可 能 な ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 ヒ ト に お け る 喘 息 、 特 に ア レ ル ギ ー 性 喘 息 の 治 療 に
有 用 な 療 法 を 構 成 し 得 る 。 ま た 、 特 定 の 寄 生 虫 感 染 関 連 疾 患 （ Brombacher,2000 Bioessay
s 22:646-656） な ら び に 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 （ COPD） お よ び 肝 硬 変 な ど の 繊 維 症 に お け る
IL－ 13産 生 と 関 連 す る 疾 患 (Chiaramonteら ,1999,J Clin Inv 104:777-785)の 治 療 も 応 用
例 と し て 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 治 療 法 は 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 治 療 方 法 を 提 供 し 、 該 治 療 方 法 は 以 下 の 1以 上
の 臨 床 的 効 果 を 含 む ：
１ ． 皮 膚 刺 激 の 減 少
２ ． 痒 み お よ び ひ っ 掻 き の 減 少
３ ． 従 来 の 治 療 の 必 要 性 の 減 少
４ ． 適 用 可 能 で あ れ ば 、 局 所 的 な コ ル チ コ ス テ イ ド の 使 用 の 必 要 性 の 減 少 。 理 想 的 な IL－
13自 己 ワ ク チ ン は 、 潜 在 的 に ICSス テ ロ イ ド 治 療 を 不 必 要 に さ せ る こ と が で き る が 、 有 益
な 結 果 と し て 、 ICSの 「 使 用 頻 度 」 ま た は 「 必 要 服 用 量 」 の 減 少 も 予 想 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン の 投 与 は 、 例 え ば 「 初 回 － 追 加 免 疫 」 (prime-boost)治 療 ワ ク チ ン 計
画 に お い て 1以 上 の 個 別 用 量 の 形 態 を 採 る こ と が で き る 。 特 定 の 場 合 に お い て 、 「 初 回 （ p
rime） 」 ワ ク チ ン 接 種 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は プ ラ ス ミ ド 誘 導 性 ベ ク
タ ー 内 に 組 み 込 ま れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 粒 子 仲 介 DNA送 達 を 介 し て 行 っ て も よ く 、 ま た
「 追 加 免 疫 」 は 、 同 一 の 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 ア ジ ュ バ ン ト 中 の タ ン パ ク 質 を 用 い た 追 加 免 疫 で あ っ て も よ い 。 逆 に 、 初 回
免 疫 は ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ま た は ア ジ ュ バ ン ト 中 で 一 般 的 に 製 剤 化 さ れ る タ ン パ ク 質 製 剤
を 用 い 、 追 加 免 疫 は 本 発 明 の DNAワ ク チ ン を 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
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　 本 発 明 は 、 宿 主 内 で 、 本 発 明 の ワ ク チ ン の 投 与 に よ っ て 、 抗 自 己 IL－ 13抗 体 応 答 を 生 じ
さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 多 様 な 方 法 、 例 え ば 口 や 鼻 な ど の 粘 膜 ； 肺 、 筋 肉 内 、 皮 下
ま た は 皮 内 経 路 を 介 し て 投 与 さ れ て も よ い 。 抗 原 が タ ン パ ク 質 を 主 成 分 と す る ワ ク チ ン と
し て 投 与 さ れ る べ き 場 合 、 ワ ク チ ン は 一 般 的 に は ア ジ ュ バ ン ト と と も に 製 剤 化 さ れ 、 ま た
凍 結 乾 燥 さ れ 、 そ し て 使 用 前 に 注 射 用 に 水 中 に 再 懸 濁 さ れ る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 、 好 ま
し く は 等 張 性 で 、 注 射 可 能 な 組 成 物 、 例 え ば 滅 菌 し た 水 性 分 散 液 と し て 個 体 に 投 与 さ れ て
得 る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 一 般 的 に 筋 肉 内 に 投 与 さ れ る が 、 別 の 投 与 経 路 も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 皮 内 投 与 の た め の 一 技 術 に は 粒 子 衝 撃 （ こ れ は 「 遺 伝 子 銃 （ gene gun） 」 技 術 と し て も
知 ら れ 、 米 国 特 許 番 号 5371015に 記 載 さ れ て い る ） を 含 む 。 タ ン パ ク 質 は 糖 と と も に 製 剤
化 さ れ 、 小 粒 子 を 形 成 し 、 そ れ ら が 患 者 の 表 面 （ 例 え ば 皮 膚 ） に 浸 透 す る こ と を 可 能 と す
べ く 、 例 え ば 高 圧 下 で 投 射 装 置 に よ る 発 射 方 法 に よ り 十 分 な ス ピ ー ド に 加 速 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 送 達 さ れ る ワ ク チ ン 組 成 物 の 量 は 、 免 疫 さ れ る 哺 乳 類 の 種 お よ び 体 重 、 治 療 さ れ /防 御
さ れ る 病 気 の 状 態 の 性 質 、 採 用 さ れ 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 、 な ら び に 選 択 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト 化 合 物 の 効 能 お よ び 用 量 に 応 じ て
有 意 に 変 化 す る 。 そ れ ら の 可 変 性 に 基 づ い て 、 医 師 ま た は 獣 医 師 は 適 切 な 投 与 量 を 容 易 に
決 定 す る こ と が で き る が 、 投 与 量 が 0.5～ 5μ g/ｋ ｇ の 核 酸 構 築 物 ま た は そ れ ら を 含 む 組 成
物 で あ る の は 、 例 え ば ワ ク チ ン が 核 酸 で あ る 場 合 で あ る 。 特 に 、 投 与 量 は 投 与 経 路 に 応 じ
て 変 化 し 得 る 。 例 え ば 、 金 ビ ー ズ に よ る 皮 内 投 与 を 用 い る 場 合 、 合 計 投 与 量 は 好 ま し く は
1μ g～ 10ngで あ り 、 特 に 好 ま し く は 合 計 投 与 量 は 10μ ｇ ～ 1nｇ で あ る 。 核 酸 構 築 物 が 直 接
投 与 さ れ る 場 合 、 合 計 投 与 量 は 一 般 的 に 高 く な り 、 例 え ば 50μ g～ 1mg以 上 で あ る 。 上 述 の
投 与 量 は 平 均 的 な 場 合 の 例 示 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 ワ ク チ ン に お い て 、 各 ワ ク チ ン 投 与 に お け る タ ン パ ク 質 の 量 は 、 一 般 的 な ワ
ク チ ン に お い て 、 か な り 有 害 な 副 作 用 伴 わ ず に 免 疫 保 護 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 異 的 免 疫 原 が 採 用 さ れ る か 、 お よ び そ れ が ど の よ う に 提 供 さ
れ る か に 応 じ て 変 化 し 得 る 。 一 般 的 に 、 各 投 与 に 1～ 1000μ g、 好 ま し く は 1～ 500μ g、 好
ま し く は 1～ 100μ g、 最 も 好 ま し く は 1～ 50μ gの タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る こ と が 予 想 さ れ る
。 特 定 の ワ ク チ ン の 最 適 な 量 は 、 ワ ク チ ン 接 種 を 受 け た 被 験 者 に お け る 適 当 な 免 疫 応 答 の
観 察 を 含 む 標 準 調 査 に よ っ て 確 認 す る こ と が 可 能 で あ る 。 最 初 の ワ ク チ ン 接 種 に 続 い て 、
被 験 者 は 、 十 分 な 間 隔 で 、 1ま た は 複 数 の 追 加 免 疫 (booster immunization)を 受 け て も よ
い 。 そ の よ う な ワ ク チ ン 製 剤 は 初 回 免 疫 ま た は 追 加 免 疫 ワ ク チ ン 接 種 計 画 の い ず れ か で あ
っ て も よ く 、 例 え ば 、 経 皮 的 、 皮 下 的 ま た は 筋 肉 内 経 路 を 介 し た 全 身 性 の 投 与 、 あ る い は
、 例 え ば 鼻 腔 内 ま た は 経 口 経 路 な ど を 介 し た 粘 膜 表 面 に 塗 布 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 よ り 高 い ま た は よ り 低 い 投 与 量 の 範 囲 が 正 当 で あ る 個 別 的 な 例 も も ち ろ ん あ り 得 る し 、
そ の よ う な 例 も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ワ ク チ ン 組 成 物 は 1回 き り の 方 式 で ま た は 繰 返 し 投 与 さ れ る こ と も 可 能 で あ り 、 例 え ば 1
～ 7回 、 好 ま し く は 1～ 4回 、 約 １ 日 ～ 約 18ヶ 月 の 間 隔 で 、 好 ま し く は 1ヶ 月 の 間 隔 で 投 与 さ
れ 得 る 。 こ れ は 場 合 に よ り 、 患 者 の 寿 命 に 至 る 期 間 ま で 、 1～ 12ヶ 月 の 通 常 の 間 隔 で 定 期
的 に 投 与 さ れ 続 け て も よ い 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 患 者 は 初 回 ― 追 加 免 疫 計 画 に お い て 異
な る 形 態 の 抗 原 を 受 け 取 る 。 し た が っ て 、 例 え ば 抗 原 が DNAを 主 成 分 と す る ワ ク チ ン と し
て 最 初 に 投 与 さ れ 、 そ の 後 続 い て タ ン パ ク 質 ア ジ ュ バ ン ト を 主 成 分 と す る 製 剤 と し て 投 与
さ れ 得 る 。 し か し な が ら 、 ま た し て も こ の 治 療 計 画 は 、 関 係 す る 動 物 の 大 き さ お よ び 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 、 使 用 さ れ る 全
て の ア ジ ュ バ ン ト 化 合 物 の 効 能 お よ び 用 量 、 お よ び 熟 練 し た 獣 医 師 ま た は 医 療 従 事 者 に 明
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ら か で あ ろ う 他 の 要 素 に 応 じ て 有 意 に 変 化 し 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 明 細 書 中 の 用 語 「 含 む 」 お よ び 「 含 有 す る 」 、 ま た は 「 含 む こ と 」 、 「 含 ん で な る 」
、 「 含 有 す る こ と 」 、 「 含 有 し て な る 」 な ど の そ の 変 形 は 、 全 て を 包 含 す る よ う に 、 す な
わ ち そ れ ら の 用 語 の 使 用 が 特 に 詳 述 さ れ て い な い 整 数 ま た は 要 素 を 含 む こ と が で き る こ と
を 意 味 す る よ う に 、 ま た 「 か ら な る 」 と 読 む こ と が で き る 排 他 的 意 味 と し て も 解 釈 さ れ る
べ き で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 通 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 に 関 わ る 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 少 な く な く と も あ る 程
度 ま で 精 製 さ れ た 、 ま た は 例 え ば 組 換 え 法 も し く は 機 械 的 合 成 に よ り 合 成 的 に 産 生 さ れ た
限 り に お い て 、 天 然 状 態 で な い ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る こ と を 意
図 す る 。 し た が っ て 、 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 、 細 胞 懸 濁 液 も し く は 細 胞 断 片
、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 発 現 ベ ク タ ー 、 有 機 も し く は 無 機 溶 媒 、 ま た は 適 切 な 場 合 に は
別 の 物 質 な ど の 、 別 の 生 物 学 的 ま た は 非 生 物 学 的 物 質 と 組 み 合 わ さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ま た
は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 可 能 性 を 含 む が 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 天 然 に 見 出 さ れ る 状 態 で あ る
場 合 を 除 外 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 限 定 的 で な い 以 下 の 実 施 例 で 例 証 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ９ 】
１ ．
　 IL13は 4－ ヘ リ カ ル サ イ ト カ イ ン フ ォ ー ル ド フ ァ ミ リ ー （ fold family） と 規 定 さ れ る SC
OP(Murzinら , 1995, J Mol Biol 247:536-540)に 属 す る 。 こ の フ ォ ー ル ド ス ー パ ー フ ァ ミ
リ ー の 個 々 の 構 成 メ ン バ ー は 構 造 的 に 関 連 す る が 、 配 列 レ ベ ル で 整 列 さ せ る こ と は 困 難 で
あ る 。 IL－ 13の 3次 元 構 造 は 依 然 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 決 定 さ れ て い る 。 複 数 の タ ン パ ク 質 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 、 オ
ー ソ ロ ガ ス な IL－ 13に つ い て 、 お よ び 少 な く と も 1の 構 成 メ ン バ ー の 構 造 が 決 定 さ れ た 、
こ の 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 作 製 し た 。 複 数 の IL－ 13タ ン パ ク 質 配 列 の ア ラ イ メ ン ト に つ い て 、 二 次 構 造
予 測 を 、 DSC(Kingお よ び Sternberg, 1996, Prot Sci 5:2298-2310)、 SIMPA96(Levin, 199
7, Prot Eng 7:771-776)お よ び Pred2ary(Chandoniaお よ び Karplus, 1995, Prot Sci 4:27
5-285)を 用 い て 行 っ た 。 個 々 の サ イ ト カ イ ン タ ン パ ク 質 の 多 重 配 列 ア ラ イ メ ン ト を 、 配 列
情 報 お よ び （ 公 知 の 結 晶 構 造 お よ び 二 次 構 造 予 測 か ら の ） 構 造 情 報 の 両 方 を 用 い る こ と に
よ り 互 い に 整 列 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 マ ウ ス IL－ 13に つ い て の 抗 原 部 位 、 特 に B細 胞 エ ピ ト ー プ を Cameleon software(Oxford 
Molecular)を 用 い て 予 測 し 、 そ れ ら を タ ン パ ク 質 の 多 重 配 列 ア ラ イ メ ン ト を 用 い て IL－ 4
構 造 （ Brookhavenデ ー タ ベ ー ス に お け る 受 託 番 号 １ RCB） 上 に 地 図 化 し 、 そ れ ら が IL－ 13
上 で 構 造 的 に ど こ に 位 置 し 得 る か に つ い て ア イ デ ア を 得 た 。 こ の 分 析 か ら 、 潜 在 的 に 抗 原
性 で あ り か つ レ セ プ タ ー 結 合 に 関 連 す る 露 出 領 域 を 選 択 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ の モ デ ル か ら 、 抗 原 ル ー プ で あ る と 予 想 さ れ る 配 列 を マ ウ ス IL－ 13か ら 選 択 し 、 か つ
構 造 （ 主 に へ リ ッ ク ス ） 領 域 で あ る と 予 想 さ れ る 配 列 を ヒ ト IL－ 13か ら 選 択 し 、 キ メ ラ IL
－ 13配 列 を 構 築 し た 。 こ の 設 計 の 目 的 は 、 マ ウ ス IL－ 13に 由 来 す る 標 的 エ ピ ト ー プ を 同 定
し 、 そ の IL－ 13に 対 す る 中 和 抗 体 を 生 じ さ せ る こ と 、 な ら び に 、 天 然 タ ン パ ク 質 と 構 造 的
に 類 似 す る が 、 依 然 と し て 1以 上 の CD4Ｔ ヘ ル パ ー エ ピ ト ー プ が 存 在 す る こ と を 保 証 す る の
に 十 分 な 天 然 （ マ ウ ス ） タ ン パ ク 質 に 対 す る 配 列 変 化 を 含 ん で い な い フ レ ー ム ワ ー ク 上 に
、 前 記 エ ピ ト ー プ を 提 示 す る こ と で あ っ た 。 こ の キ メ ラ IL－ 13ワ ク チ ン の 具 体 例 の た め に
選 択 さ れ た 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 配 列 は 、 図 18（ 配 列 番 号 23） に 示 さ れ て い る 。 下 線 部 の

10

20

30

40

50

(19) JP 2006-503018 A 2006.1.26

マ ウ ス IL－ 13に 対 す る ワ ク チ ン の 設 計



配 列 は ヒ ト 種 （ orthologue） に お い て 見 出 さ れ る 配 列 に 相 当 す る 。 図 18の 配 列 を 得 る た め
に 、 12個 の ア ミ ノ 酸 を 置 換 し た 。 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 に よ り 、 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 可 能 な 多 く の 核 酸 配 列 が あ る こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 範 囲 内
に 、 非 露 出 領 域 に 別 の オ ー ソ ロ ガ ス な 突 然 変 異 を 有 す る 、 可 能 な 別 の キ メ ラ IL－ 13ワ ク チ
ン の 設 計 物 が 存 在 す る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ２ 】
1.2　
　 キ メ ラ IL－ 13（ cIL－ 13） の DNA配 列 を 、 表 １ に 示 さ れ る 配 列 cIL－ 13－ 1か ら cIL－ 13－ 6
を 用 い て 、 一 連 の 部 分 的 に 重 複 す る DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 合 成 し た 。 こ れ ら の オ リ
ゴ は ア ニ ー ル さ れ 、 そ し て cIL－ 13DNAを 、 94℃ で 1分 、 そ れ に 続 く 94℃ で 30秒 、 55℃ で 1分
お よ び 72℃ で 2分 の 25サ イ ク ル か ら な る サ イ ク ル 明 細 を 用 い た PCRに よ り 生 成 し た 。 続 い て
72℃ で 7分 、 そ し て 終 了 時 に 4℃ ま で 冷 却 し た 。 反 応 生 成 物 は 予 測 さ れ た サ イ ズ で あ る 361
塩 基 対 の バ ン ド を 含 み 、 こ れ を T/Aク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCR2.1（ Invitrogen Groningen,
 Netherlands） 内 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 pCR2.1－ cIL－ 13を 生 成 し た 。 pCR2.1－ cIL－ 13
に 由 来 す る BamH1と Xho1の cIL－ 13制 限 断 片 は 、 そ の 後 pGEX4T3(Amersham Pharmacia, Amer
sham, Bucks, UK)中 の BamH1と Xho1部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 pGEX4T3－ cIL－ 13/1を 生
成 し た 。 pGEX4T3－ cIL－ 13/1構 築 物 の 配 列 決 定 に よ り 、 本 発 明 者 ら は GSTと cIL－ 13の 配 列
間 に 余 分 な 39塩 基 対 の DNA配 列 （ pCR2.1ベ ク タ ー 由 来 ） を 発 見 し た 。 こ れ を 補 正 す る た め
、 本 発 明 者 ら は 、 pGEX4T3－ cIL－ 13/1、 cIL－ 13Fnewプ ラ イ マ ー お よ び cIL－ 13Rを 用 い て c
IL－ 13に つ い て の PCRを 反 復 し た 。 得 ら れ た PCR産 物 は そ の 後 、 BamH1と Xho1制 限 部 位 を 用
い て pGEX4T3内 に ク ロ ー ニ ン グ し て 戻 し 、 pGEX4T3－ cIL－ 13/1発 現 ベ ク タ ー を 生 成 し た 。
こ の 構 築 物 の 配 列 は 、 ジ デ オ キ シ タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 決 定 法 に よ り 確 認 し 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（ GST－ cIL－ 13） か ら な る 融 合 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 こ の タ ン パ ク 質 の 2つ の 部 分 は 、 ト ロ ン ビ ン の 認 識 部 位 を 含 む 、
短 い ス ペ ー サ ー に よ っ て 連 結 さ れ て い る 。 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 に よ り 容 易 に 精 製 さ れ 、 そ れ を 、 そ の 後 直 接 使 用 す る
か 、 あ る い は 遊 離 cIL－ 13の 調 整 物 を ト ロ ン ビ ン を 用 い た 開 裂 に よ り 生 成 し て も よ い 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ３ 】
　 pGEX4T3－ cIL－ 13/1発 現 ベ ク タ ー は 、 E.coliの BLR株 （ Novagen, Cambridge Bioscience
, Cambridge, UKよ り 提 供 さ れ た ） に 形 質 転 換 し た 。 GST－ cIL－ 13の 発 現 を 、 対 数 増 殖 期
に お い て 、 培 地 に 0.5ｍ Mの IPTGを 添 加 す る こ と に よ り 、 37℃ で 4時 間 誘 導 し た 。 細 菌 を そ
の 後 、 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 、 GST－ cIL－ 13を 、 類 似 す る GST－ ヒ ト IL－ 13融 合 タ ン パ ク
質 の 精 製 の た め の 前 述 の 方 法 （ McKenzieら , 1993, Proc Natn Acad Sci 90:3735-3739）
に よ っ て 、 細 菌 か ら 単 離 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
2． ：
　 ワ ク チ ン に よ っ て 生 じ た IL－ 13抗 血 清 の 組 換 え マ ウ ス IL－ 13の 生 物 活 性 を 中 和 す る 能 力
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を （ 社 内 で 得 た ） ヒ ト TF－ 細 胞 上 で 測 定 す る た め 、 5ng/mlの 組 換 え マ ウ ス IL－ 13を 、 96ウ
ェ ル の 組 織 培 養 プ レ ー ト （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン ） 中 、 様 々 な 血 清 濃 度 で 37℃ 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 期 間 後 に 、 TF－ １ 細 胞 を 加 え た 。 様 々 な 血 清 希 釈
液 、 組 み 換 え マ ウ ス IL－ 13お よ び TF－ 1細 胞 を 含 有 す る ア ッ セ イ 混 合 物 を 、 加 湿 し た CO 2 イ
ン キ ュ ベ ー タ 中 で 37℃ で 70時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 MTT基 質 (Cat. No. G4000, Promega)
を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 最 後 の 4時 間 の 間 に 添 加 し 、 そ の 後 酸 性 溶 液 を 用 い て 反 応 を 止 め
、 代 謝 さ れ た 青 色 ホ ル マ ザ ン 生 成 物 を 可 溶 化 し た 。 各 ウ ェ ル 中 の 溶 液 の 吸 光 度 を 、 570nm
の 波 長 で 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト 読 取 装 置 中 で 読 み 取 っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 こ の ア ッ セ イ は 、 1/100と 同 等 か ま た は そ れ 以 上 の 血 清 希 釈 液 中 の マ ウ ス IL－ 13中 和 能
の み を 測 定 す る こ と が で き る こ と に 注 意 す べ き で あ る 。 1/100未 満 の 血 清 希 釈 液 は 、 TF－
１ 細 胞 中 で 非 特 異 的 増 殖 作 用 を 誘 導 す る 。 マ ウ ス IL－ 13の 生 物 活 性 を 中 和 す る 血 清 の 能 力
は 、 規 定 さ れ る マ ウ ス IL－ 13量 の 生 物 活 性 を 50％ ま で 中 和 す る の に 必 要 な 血 清 の 希 釈 度 （
＝ ND 5 0 ） と し て 表 わ さ れ た 。 血 清 サ ン プ ル の 希 釈 度 が 大 き い ほ ど 、 中 和 能 が よ り 強 力 に な
る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
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 得 る た め に 、 「 オ ボ ア ル ブ
ミ ン チ ャ レ ン ジ 」 マ ウ ス 喘 息 モ デ ル に お い て 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン チ ャ レ ン ジ の 間 、 マ ウ ス を
様 々 な 投 与 量 の ウ サ ギ の 抗 マ ウ ス IL－ 13ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 治 療 し た （ す な わ ち 、 腹 膜
内 注 射 に よ り 受 動 投 与 し た ） 。 気 道 過 敏 性 （ AHR） 、 杯 状 細 胞 化 生 （ GCM） お よ び 肺 炎 症 細
胞 含 量 な ど の モ デ ル パ ラ メ ー タ を こ の 実 験 の 最 後 に 測 定 し た 。 こ の モ デ ル に お け る 効 能 は
、 マ ウ ス 血 清 中 で 得 ら れ た マ ウ ス IL－ 13の 中 和 レ ベ ル に 相 関 し た 。 マ ウ ス IL－ 13中 和 バ イ
オ ア ッ セ イ を 、 血 清 サ ン プ ル に お け る マ ウ ス IL－ 13中 和 レ ベ ル の 決 定 に 用 い た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ８ 】
　 3つ の 抗 体 最 高 投 与 量 を 与 え た 治 療 群 は 全 て 同 様 に 実 施 し た 。 こ れ ら 3群 の 全 て は こ の モ
デ ル に お い て 使 用 さ れ る 最 良 の 標 準 治 療 （ デ キ サ メ サ ゾ ン 、 3ｘ 1.5mg/kgで 腹 膜 内 経 路 に
よ り 投 与 ） と 同 等 （ AHRに つ い て ） ま た は よ り 大 き い （ GCMに つ い て ） 効 能 を 示 し た 。 投 与
さ れ た 抗 体 の 「 最 小 投 与 量 」 は 、 ほ ぼ デ キ サ メ サ ゾ ン の 効 能 と 「 未 治 療 」 の ポ ジ テ ィ ブ コ
ン ト ロ ー ル の 間 の 効 能 を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 し た が っ て 「 中 間 投 与 量 」 の 治 療 群 に お い て 得 ら れ た IL－ 13中 和 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 な 効 力 の 閾 値 を 示 し て い る 。 効 力 の 閾 値 は 、 喘 息
モ デ ル に お け る 100％ の 効 能 （ ＝ ED 1 0 0 ） を 示 す た め に 必 要 な マ ウ ス 血 清 中 の 最 小 の IL－ 13
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中 和 レ ベ ル と し て 定 義 さ れ る 。 し た が っ て 1xED 1 0 0 は 、 1/476の ND 5 0 と 同 等 で あ る
3．
　 マ ウ ス は ア ジ ュ バ ン ト 中 の タ ン パ ク 質 で 免 疫 さ れ る 。 初 回 免 疫 は 約 100μ gの タ ン パ ク 質
を 用 い 、 そ の 後 次 の 追 加 免 疫 は 約 50μ gを 用 い る 。 免 疫 は 4週 間 に 1回 を 基 準 と し て 行 い 、
血 清 サ ン プ ル を 各 免 疫 の 2週 間 後 に マ ウ ス か ら （ 抗 マ ウ ス IL13抗 体 の レ ベ ル お よ び そ れ ら
の 血 清 サ ン プ ル 中 に 生 じ た IL13中 和 能 を モ ニ タ ー す る た め に ） 得 る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ０ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 成 熟 型 ヒ ト IL－ 13の 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 成 熟 型 マ ウ ス IL－ 13の 配 列 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 数 種 の 哺 乳 動 物 種 の IL－ 13の 配 列 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 の IL－ 13の 配 列 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 免 疫 原 1（ 配 列 番 号 10） の 配 列 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 免 疫 原 2（ 配 列 番 号 11） の 配 列 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 免 疫 原 3（ 配 列 番 号 12） の 配 列 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 免 疫 原 4（ 配 列 番 号 13） の 配 列 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 免 疫 原 5（ 配 列 番 号 14） の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 免 疫 原 6（ 配 列 番 号 15） の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 免 疫 原 7（ 配 列 番 号 16） の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 免 疫 原 8（ 配 列 番 号 17） の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 、 免 疫 原 9（ 配 列 番 号 18） の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 、 免 疫 原 10（ 配 列 番 号 19） の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 、 免 疫 原 11（ 配 列 番 号 20） の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 16は 、 免 疫 原 12（ 配 列 番 号 21） の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 図 17は 、 免 疫 原 13（ 配 列 番 号 22） の 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 18は 、 キ メ ラ IL－ 13ワ ク チ ン の た め に 選 択 さ れ た 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 配 列
（ 配 列 番 号 23） を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】
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