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(54)【発明の名称】 ポリペプチドに対する望ましくない免疫応答を変更する方法

(57)【要約】
開示するのは、望ましくない免疫応答を、望ましくない
免疫応答を一層少し示し尚且つ少なくとも１つの望まし
い特性を保持している変異型ポリペプチドを同定するこ
とにより変更する方法である。かかるポリペプチドは、
ヒトその他の哺乳動物又は他の動物に導入した際に、一
層安全であり且つ一層効き目があり得る。変化された免
疫応答又は免疫応答の代わりとなるもの(測定可能な免
疫特性という)を、この方法により評価することができ
る。一般に、この測定可能な免疫特性は、それ自体望ま
しくない免疫応答であり得、測定可能な免疫特性は、望
ましくない免疫応答に関与し得、及び／又は望ましくな
い免疫応答は、測定可能な免疫特性によって媒介され得
る。開示する方法は、変異型ポリペプチドのコレクショ
ンを用意し(各変異型ポリペプチドのアミノ酸は、少な
くとも１つの位置で関心あるポリペプチドと異なる)、
関心あるポリペプチドより一層少しの免疫応答を示す変
異型ポリペプチドを同定し、そして望ましくない免疫応
答を誘出する一層少しの潜在能力を有し、しかも尚望ま
しい特性を保持している変異型ポリペプチドを同定する
ことを含む。この変異型ポリペプチドのコレクションは
、関心あるポリペプチドをコードする核酸を突然変異誘
発し、突然変異誘発された核酸を発現させて変異型ポリ
ペプチドを生成することにより用意することができる。
この方法は、関心あるポリペプチド上の直鎖状及び／又
は立体配座エピトープの両方に関係する免疫応答を低減
させるのに特に有用である。これは、この方法における
突然変異誘発のための基質として用いる組換えポリペプ
チドが本質的に完全長であり、構造的に関心あるポリペ
プチドと類似のままであり且つ本質的に同じ立体配座エ
ピトープをディスプレーしているので可能である。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  変異型ポリペプチドのコレクションを用意し、各変異型ポリ

ペプチドのアミノ酸配列は、少なくとも１つの位置で関心あるポリペプチドと異

なり、そして

  このコレクション中で(１)関心あるポリペプチドと比較して抗体反応性に変化

を有し且つ(２)少なくとも１つの望ましい特性を保持している変異型ポリペプチ

ドを同定する

ことを含む方法であって、抗体反応性の変化を、変異型ポリペプチドを、関心あ

るポリペプチドに対して単一特異的である個々の抗体又は抗体断片にさらすこと

により測定する上記の方法。

    【請求項２】  変異型ポリペプチドのコレクションを下記により用意する、

請求項１に記載の方法

  関心あるポリペプチドをコードする核酸を突然変異誘発し、そして

  突然変異誘発された核酸を発現させて変異型ポリペプチドのコレクションを生

成する。

    【請求項３】  関心あるポリペプチドをコードする核酸を、ランダムに突然

変異したポリペプチドのコレクションをコードするランダムに突然変異誘発した

核酸のコレクションを生成するように突然変異誘発する、請求項２に記載の方法

。

    【請求項４】  抗体反応性及びその変化の何れか又は両方が、望ましくない

免疫応答と関係している、請求項１に記載の方法。

    【請求項５】  抗体反応性が、望ましくない免疫応答であり、その望ましく

ない免疫応答が抗体反応性により媒介され、抗体反応性が望ましくない免疫応答

に関与し、抗体反応性が望ましくない免疫応答又はこれらの組合せと関係してい

る、請求項２に記載の方法。

    【請求項６】  ポリペプチドに対して単一特異的である抗体又は抗体断片が

、哺乳動物から得られるモノクローナル抗体であるか又は組合せライブラリーか

ら得られる抗体若しくは抗体断片である、請求項１に記載の方法。

    【請求項７】  抗体又は抗体断片が、組合せライブラリーから得られる抗体
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断片である、請求項６に記載の方法。

    【請求項８】  抗体反応性が、ＩｇＡ抗体に対する反応性、ＩｇＤ抗体に対

する反応性、ＩｇＥ抗体に対する反応性、ＩｇＧ抗体に対する反応性、又はＩｇ

Ｍ抗体に対する反応性である、請求項１に記載の方法。

    【請求項９】  抗体反応性が、関心あるポリペプチドと反応性のＩｇＥ抗体

に対する反応性である、請求項８に記載の方法。

    【請求項１０】  望ましい特性が、Ｔ細胞活性化である、請求項９に記載の

方法。

    【請求項１１】  望ましい特性が、脱感作に関与する免疫特性である、請求

項９に記載の方法。

    【請求項１２】  抗体反応性に変化を有する変異型ポリペプチドの同定を、

望ましい特性を保持している変異型ポリペプチドの同定の前に、同時に、又は後

に行う、請求項１に記載の方法。

    【請求項１３】  望ましい特性が、関心あるポリペプチドに存在する対生物

活性である、請求項１に記載の方法。

    【請求項１４】  対生物活性を、酵素活性、レセプター結合、抗癌活性、免

疫抑制活性、免疫刺激活性、免疫特性、免疫系細胞の機能の変化、抗体活性、抗

ウイルス活性、及び栄養活性よりなる群から選択する、請求項１３に記載の方法

。

    【請求項１５】  対生物活性が、Ｔ細胞活性化又はＢ細胞活性化である、請

求項１４に記載の方法。

    【請求項１６】  対生物活性が、脱感作に関与する免疫特性である、請求項

１４に記載の方法。

    【請求項１７】  対生物活性が、免疫系細胞の機能の変化であり、これらの

細胞が樹状細胞、マクロファージ、マスト細胞、好塩基球又は好酸球である、請

求項１４に記載の方法。

    【請求項１８】  関心あるポリペプチドが、ウイルスタンパク質であり、対

生物活性がウイルスアセンブリ及び感染又は細胞への侵入の媒介である、請求項

１３に記載の方法。
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    【請求項１９】  下記を更に含む請求項１に記載の方法

  同定された変異型ポリペプチド中に存在する突然変異を同定し、そして

  ２以上の同定された変異を単一の変異型ポリペプチド中に合わせる。

    【請求項２０】  ポリペプチドをトランスジェニック動物又は植物中で発現

させることを更に含む、請求項１に記載の方法。

    【請求項２１】  関心あるポリペプチドが、トランスジェニック動物又は植

物と同じ種類の非トランスジェニック動物又は植物中に天然にある、請求項２０

に記載の方法。

    【請求項２２】  下記を更に含む、請求項１に記載の方法

  少なくとも一の同定された変異型ポリペプチドから得られた少なくとも一のポ

リペプチドを、少なくとも１回、個体に投与する。

    【請求項２３】  少なくとも一のポリペプチドの各々が、同定された変異型

ポリペプチドの１つであるか又は２以上の同定された変異型ポリペプチドからの

変異を合わせたポリペプチドである、請求項２２に記載の方法。

    【請求項２４】  ポリペプチドを、免疫調節分子と組み合わせて投与する、

請求項２２に記載の方法。

    【請求項２５】  ポリペプチドと免疫調節分子が、物理的に結合されている

、請求項２４に記載の方法。

    【請求項２６】  ポリペプチドと免疫調節分子が、一緒にカプセル封入され

、共有結合され、又は非共有結合されている、請求項２５に記載の方法。

    【請求項２７】  ポリペプチドと免疫調節分子が、化学的にカップルされて

いる、請求項２６に記載の方法。

    【請求項２８】  免疫調節分子が、ポリペプチドに融合されたポリペプチド

である、請求項２４に記載の方法。

    【請求項２９】  請求項１に記載の方法により同定された少なくとも一の変

異型ポリペプチドから得られたポリペプチドであって、(１)関心あるポリペプチ

ドと比較して抗体反応性に変化を有し且つ(２)望ましい特性を保持している当該

ポリペプチド。

    【請求項３０】  同定された変異型ポリペプチドの１つであるか又は２つ以
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上の同定された変異型ポリペプチドからの変異を合わせたポリペプチドである、

請求項２９に記載のポリペプチド。

    【請求項３１】  変異型ポリペプチドが、望ましくない免疫応答と関係する

少なくとも１つの測定可能な免疫特性に変化を有し、

  測定可能な免疫特性が、関心あるポリペプチドと反応するＩｇＥ抗体に対する

反応性である、請求項２９に記載のポリペプチド。

    【請求項３２】  ポリペプチドを、トランスジェニック植物又は動物におい

て生成する、請求項２９に記載のポリペプチド。

    【請求項３３】  請求項２９に記載のポリペプチドと免疫調節活性を有する

ポリペプチドを含む融合タンパク質。

    【請求項３４】  請求項２９に記載のポリペプチドと免疫調節分子を含む組

成物。

    【請求項３５】  ポリペプチドと免疫調節分子が物理的に結合されている、

請求項３４に記載の組成物。

    【請求項３６】  ポリペプチドと免疫調節分子が一緒にカプセル封入され、

共有結合され、又は非共有結合されている、請求項３５に記載の組成物。

    【請求項３７】  ポリペプチドと免疫調節分子が化学的にカップルされてい

る、請求項３６に記載の組成物。

    【請求項３８】  免疫調節分子が、ポリペプチドに融合されたポリペプチド

である、請求項３４に記載の組成物。

    【請求項３９】  請求項２９に記載のポリペプチドをコードする核酸。

    【請求項４０】  核酸が、組換え宿主におけるポリペプチドの発現のための

ベクターを含む、請求項３９に記載の核酸。

    【請求項４１】  ポリペプチドが、トランスジェニック植物又は動物におい

て発現される、請求項４０に記載の核酸。

    【請求項４２】  請求項２９に記載のポリペプチドを発現するトランスジェ

ニック植物。

    【請求項４３】  関心あるポリペプチドが、トランスジェニック植物と同じ

種類の非トランスジェニック植物中に天然にある、請求項４２に記載のトランス
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ジェニック植物。

    【請求項４４】  請求項２９に記載のポリペプチドを発現するトランスジェ

ニック動物。

    【請求項４５】  関心あるポリペプチドが、トランスジェニック動物と同じ

種類の非トランスジェニック動物中に天然にある、請求項４４に記載のトランス

ジェニック動物。

    【請求項４６】  下記を含む方法

  変異型ポリペプチドのコレクションを用意し、各変異型ポリペプチドのアミノ

酸配列が、関心あるポリペプチドと少なくとも１つの位置で異なり、関心あるポ

リペプチドがアレルゲンであり、そして

  このコレクション内で、(１)関心あるポリペプチドより一層少ないアレルギー

応答を示し又はアレルギー応答を示す一層低い潜在能力を有し且つ(２)少なくと

も一の望ましい特性を保持している変異型ポリペプチドを同定する。

    【請求項４７】  変異型ポリペプチドのコレクションを下記により用意する

、請求項４６に記載の方法

  関心あるポリペプチドをコードする核酸を突然変異誘発し、そして

  突然変異誘発された核酸を発現させて変異型ポリペプチドのコレクションを生

成する。

    【請求項４８】  アレルギー応答を一層少し示し又は該応答を示す一層少し

の潜在能力を有する変異型ポリペプチドの同定を、それらの変異型ポリペプチド

を、関心あるポリペプチドと反応性の別々のＩｇＥ抗体又は抗体断片にさらすこ

とにより達成する、請求項４６に記載の方法。

    【請求項４９】  関心あるポリペプチドと反応性のＩｇＥ抗体又は抗体断片

が、哺乳動物から得られたモノクローナルＩｇＥ抗体であるか又は組合せＩｇＥ

ライブラリーから得られたＩｇＥ抗体若しくは抗体断片である、請求項４８に記

載の方法。

    【請求項５０】  ＩｇＥ抗体又は抗体断片が、組合せＩｇＥライブラリーか

ら得られたＩｇＥ抗体断片である、請求項４９に記載の方法。

    【請求項５１】  望ましい特性が、Ｔ細胞活性化である、請求項４６に記載
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の方法。

    【請求項５２】  望ましい特性が、アレルギー脱感作に関与する免疫特性で

ある、請求項４６に記載の方法。

    【請求項５３】  アレルギー応答を一層少し示すか又は該応答を示す一層少

しの潜在能力を有する変異型ポリペプチドの同定を、望ましい特性を保持してい

る変異型ポリペプチドの同定の前に、同時に、又は後に行う、請求項４６に記載

の方法。

    【請求項５４】  アレルゲンに対するアレルギー応答を低減させるために個

人を治療する方法であって、下記を含む当該方法

  その個人に、請求項４６に記載の方法により同定された少なくとも一の変異型

ポリペプチドから得られた少なくとも一のポリペプチドを、少なくとも一回投与

する。

    【請求項５５】  少なくとも一のポリペプチドの各々が、同定された変異型

ポリペプチドの一つであるか又は同定された変異型ポリペプチドの少なくとも２

つからの変異を合わせたポリペプチドである、請求項５４に記載の方法。

    【請求項５６】  ポリペプチドを、免疫調節分子と組み合わせて投与する、

請求項５４に記載の方法。

    【請求項５７】  ポリペプチドと免疫調節分子が、物理的に結合されている

、請求項５６に記載の方法。

    【請求項５８】  ポリペプチドと免疫調節分子が一緒にカプセル封入され、

共有結合され、又は非共有結合されている、請求項５７に記載の方法。

    【請求項５９】  ポリペプチドと免疫調節分子が、化学的にカップルされて

いる、請求項５８に記載の方法。

    【請求項６０】  免疫調節分子が、ポリペプチドに融合されたポリペプチド

である、請求項５６に記載の方法。

    【請求項６１】  変異型ポリペプチドのコレクションを用意し、各変異型ポ

リペプチドのアミノ酸配列は、少なくとも１つの位置で関心あるポリペプチドと

異なり、

  各変異型ポリペプチドは、変異型ポリペプチドとレポータータンパク質を含む
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融合ポリペプチドの部分であり、そして

  このコレクション内で、(１)関心あるポリペプチドより一層少しの望ましくな

い免疫応答を示し又は該応答を示す一層少しの潜在能力を有し且つ(２)望ましい

特性を保持している変異型ポリペプチドを同定し、

そして、機能的レポータータンパク質との融合タンパク質を同定する

ことを含む方法。

    【請求項６２】  変異型ポリペプチドのコレクションを

  関心あるポリペプチドをコードする核酸を突然変異誘発し、そして

  突然変異誘発された核酸を発現させて、変異型ポリペプチドのコレクションを

生成する

ことにより用意することを含み、突然変異誘発された核酸が、レポータータンパ

ク質をコードする核酸に操作可能に結合され、それにより、結合された核酸が、

変異型ポリペプチドとレポータータンパク質を含む融合ポリペプチドをコードし

ている、請求項６１に記載の方法。

    【請求項６３】  望ましくない免疫応答を一層少し示すか該応答を示す一層

少しの潜在能力を有する変異型ポリペプチドの同定を、望ましくない免疫応答と

関係する少なくとも１つの測定可能な免疫特性の変化を同定することにより達成

し、

測定可能な免疫特性とその変化の何れか又は両方が望ましくない免疫応答と関係

する、請求項６１に記載の方法。

    【請求項６４】  測定可能な免疫特性が、抗体反応性である、請求項６３に

記載の方法。

    【請求項６５】  測定可能な免疫特性の変化が、抗体反応性の減少である、

請求項６４に記載の方法。

    【請求項６６】  測定可能な免疫特性の変化を、変異型ポリペプチドを、関

心あるポリペプチドと反応性の個々の抗体又は抗体断片にさらすことにより測定

し、

  このポリペプチドと反応性の抗体又は抗体断片が、哺乳動物から得られたモノ

クローナル抗体であるか又は組合せライブラリーから得られた抗体若しくは抗体
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断片である、請求項６４に記載の方法。

    【請求項６７】  抗体又は抗体断片が、組合せライブラリーから得られた抗

体断片である、請求項６６に記載の方法。

    【請求項６８】  測定可能な免疫特性が、ＩｇＡ抗体に対する反応性、Ｉｇ

Ｄ抗体に対する反応性、ＩｇＥ抗体に対する反応性、ＩｇＧ抗体に対する反応性

、又はＩｇＭ抗体に対する反応性である、請求項６４に記載の方法。

    【請求項６９】  測定可能な免疫特性が、関心あるポリペプチドと反応性の

ＩｇＥ抗体に対する反応性である、請求項６８に記載の方法。

    【請求項７０】  測定可能な免疫特性の変化を、変異型ポリペプチドを、関

心あるポリペプチドと反応性の個々のＩｇＥ抗体又は抗体断片にさらすことによ

り測定し、

  関心あるポリペプチドと反応性のＩｇＥ抗体又は抗体断片が、哺乳動物から得

られたモノクローナルＩｇＥ抗体であるか又は組合せＩｇＥライブラリーから得

られたＩｇＥ抗体若しくは抗体断片である、請求項６９に記載の方法。

    【請求項７１】  ＩｇＥ抗体又は抗体断片が、組合せＩｇＥライブラリーか

ら得られたＩｇＥ抗体断片である、請求項７０に記載の方法。

    【請求項７２】  望ましい特性が、Ｔ細胞活性化である、請求項６９に記載

の方法。

    【請求項７３】  望ましい特性が、脱感作に関与する免疫特性である、請求

項６９に記載の方法。

    【請求項７４】  測定可能な免疫特性が、Ｔ細胞活性化、Ｂ細胞活性化、Ｎ

Ｋ細胞活性化、又は樹状細胞、マクロファージ、マスト細胞、好塩基球又は好酸

球の機能の変化である、請求項６３に記載の方法。

    【請求項７５】  測定可能な免疫特性が、望ましい免疫応答であり、望まし

くない免疫応答が測定可能な免疫特性により測定され、測定可能な免疫特性が望

ましくない免疫応答に関与し、測定可能な免疫特性が望ましくない免疫応答又は

これらの組合せと関係する、請求項６３に記載の方法。

    【請求項７６】  望ましくない免疫応答を一層少し示し又は該応答を示す一

層少しの潜在能力を有する変異型ポリペプチドの同定を、望ましい特性を保持し
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ている変異型ポリペプチドの同定の前に、同時に、又は後に行う、請求項６１に

記載の方法。

    【請求項７７】  望ましくない免疫応答が、ＩｇＡ抗体に対する反応性、Ｉ

ｇＤ抗体に対する反応性、ＩｇＥ抗体に対する反応性、ＩｇＧ抗体に対する反応

性、又はＩｇＭ抗体に対する反応性、Ｂ細胞活性化、Ｔ細胞活性化、ＮＫ細胞活

性化又はこれらの組合せである、請求項６１に記載の方法。

    【請求項７８】  望ましくない免疫応答が、液性免疫応答、細胞性免疫応答

又はアレルギー応答である、請求項６１に記載の方法。

    【請求項７９】  変異型ポリペプチドのコレクションを用意し、各変異型ポ

リペプチドのアミノ酸配列が、関心あるポリペプチドと少なくとも１つの位置で

異なっており、

  (１)関心あるポリペプチドより一層少ない望ましくない免疫応答を示すか又は

該応答を示す一層少ない潜在能力を有し、(２)少なくとも１つの望ましい特性を

保持している変異型ポリペプチドを同定して、機能的レポータータンパク質との

融合タンパク質を同定する

ことを含む方法であって、一層少しの望ましくない免疫応答を示し又は該応答を

示す一層少しの潜在能力を有する変異型ポリペプチドの同定を、望ましくない免

疫応答と関係する抗体反応性以外の測定可能な免疫特性の変化を同定することに

より達成する当該方法。

    【請求項８０】  変異型ポリペプチドのコレクションを、下記により用意す

る、請求項７９に記載の方法

  関心あるポリペプチドをコードする核酸を突然変異誘発し、そして

  突然変異誘発された核酸を発現させて、変異型ポリペプチドのコレクションを

生成する。

    【請求項８１】  関心あるポリペプチドをコードする核酸を突然変異誘発し

、それにより、ランダムに変異したポリペプチドのコレクションをコードするラ

ンダムに突然変異された核酸のコレクションを生成する、請求項８０に記載の方

法。

    【請求項８２】  測定可能な免疫特性及びその変化の何れか又は両方が、望
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ましくない免疫応答と関係している、請求項７９に記載の方法。

    【請求項８３】  測定可能な免疫特性が、Ｔ細胞活性化、Ｂ細胞活性化、Ｎ

Ｋ細胞活性化、又は樹状細胞、マクロファージ、マスト細胞、好塩基球又は好酸

球の機能の変化である、請求項７９に記載の方法。

    【請求項８４】  望ましくない免疫応答が、液性免疫応答、細胞性免疫応答

又はアレルギー応答である、請求項７９に記載の方法。

    【請求項８５】  一層少しの望ましくない免疫応答を示し又は該応答を示す

一層少しの潜在能力を有する変異型ポリペプチドの同定を、望ましい特性を保持

している変異型ポリペプチドの同定の前に、同時に、又は後に行う、請求項７９

に記載の方法。

    【請求項８６】  望ましい特性が、関心あるポリペプチドに存在する対生物

活性である、請求項７９に記載の方法。

    【請求項８７】  対生物活性を、酵素活性、レセプター結合、抗癌活性、免

疫抑制活性、免疫刺激活性、免疫特性、免疫系細胞の機能の変化、抗生物質活性

、抗ウイルス活性、及び栄養活性よりなる群から選択する、請求項８６に記載の

方法。

    【請求項８８】  下記を更に含む、請求項７９に記載の方法

  同定された変異型ポリペプチド中に存在する突然変異を同定し、そして

  同定された突然変異の少なくとも２つを単一の変異型ポリペプチド中に合わせ

る。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の背景

  開示する発明は、一般に、タンパク質の修飾と低減された免疫応答の分野にあ

り、特に、望ましくない免疫応答の誘出が一層少ないタンパク質及びペプチドの

生成の領域にある。

      【０００２】

  免疫系は、精緻で効率的であるが、それは、不適当で不十分な仕方で反応し得

るし、又は適当な若しくは望ましい仕方で反応できないかもしれない(特に、タ

ンパク質及びペプチドに対して)。望ましくない免疫応答の周知の例は、アレル

ギー反応であり、該反応では、タンパク質にさらされた個人がヒスタミンその他

の炎症メディエーターを放出する。加えて、治療剤として投与されたタンパク質

が、しばしば、十分な治療結果が達成される前に、免疫系により攻撃されて排除

される。

      【０００３】

  アレルギーその他の疾患の治療における新規なタンパク質ベースのストラテジ

ーの開発は、有意の患者の免疫応答の開始及び発散を避ける必要性により妨げら

れてきた(DeMatteo等、Transplantation 63:315-319(1997))。例えば、Wadhwa等

、Clin and Exp.Immunol.104:351-358(1996)は、免疫応答によるＧＭ－ＣＳＦの

低下された効力を報告している。Rosenchein等、Israel J.Med.Sci.27:541-545(

1991))は、医薬ストレプトキナーゼに対する免疫応答を報告し、Lantin等、Clin

.and Exp.Rheumatology 12:429-433(1994)、及びZilliox等、J.Clin.Immunol.13

:415-423(1993)は、同じ物質に対する一層重大な免疫応答を報告した。同様に、

ウイルス、ウイルスベクター又はウイルスキャプシッドの核酸その他の治療剤の

送達のための利用が、これらのウイルスタンパク質に対する免疫応答によって妨

げられている(DeMatteo等、Transplantation 63:315-319(1997))。

      【０００４】

  少数のよく研究されたタンパク質に対する免疫反応を減じるための幾つかの試

みが為された。一の研究において、FASEB Journal 12:231-242(1998)は、一層低
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いＩｇＥ反応性を有する変異した樺アレルゲンを記載している。Ferreira等は、

タンパク質ファミリーの機能特性にリンクしていると推定されるアミノ酸を同定

するアルゴリズムを用いて、経験的に、抗原中の変異させるべきアミノ酸を同定

した。Ferreira等の方法は、以前に一層低アレルギー性であるとして同定された

アレルゲンを含む種々の形態のアレルゲンの同定と比較に依存した。この同定方

法は、一層低反応性のアレルゲンを生じたが、変異部位の選択が、アルゴリズム

により同定されたものに限られた。

      【０００５】

  Collenとその同僚は、カラム上の抗体と反応し得なかった変異体を同定するた

めの抗スタフィロキナーゼマウスモノクローナル抗体又は抗スタフィロキナーゼ

ポリクローナルヒト抗体を充填したカラムを通したファージディスプレーされた

ランダムなスタフィロキナーゼ変異体を含むタンパク質中のエピトープをマップ

する方法を記載した(Jespers等、J.Molecular Biology 5:704-718(1997))。この

技術は、スタフィロキナーゼ変異体の単一の非ヒトモノクローナル抗体又はポリ

クローナル抗体プールに対する反応性の評価に限られたものであった。これは、

関連抗体の全範囲のスタフィロキナーゼとの相互作用の効率的な評価を妨げる。

      【０００６】

  タンパク質又はペプチドを改変してそれらの有用な特性を保存又は増大させる

尚且つそれらの望ましくない免疫応答を誘出する潜在能力を最小にし又は排除す

る効率的で信頼できる技術を開発することは望ましい。

      【０００７】

  それ故、タンパク質及びペプチドに対する望ましくない免疫応答を低減させる

方法を提供することは、本発明の目的である。

      【０００８】

  低減された免疫応答を誘出するタンパク質及びペプチドを提供することは、本

発明の別の目的である。

      【０００９】

  望ましくない免疫応答と関係するタンパク質及びペプチドの測定可能な免疫特

性を低減させる方法を提供することは、本発明の別の目的である。
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      【００１０】

  低減された測定可能な免疫特性を有するタンパク質及びペプチドを提供するこ

とは、本発明の他の目的である。

      【００１１】

  動物への導入に関して一層安全で一層効き目のあるタンパク質及びペプチドを

製造する方法を提供することは、本発明の他の目的である。

      【００１２】

発明の要約

  望ましくない免疫応答を、望ましくない免疫応答を誘出できないか又は一層少

し誘出する変異型ポリペプチドを生成し及び／又は同定することによって、低減

させ又は排除し尚且つ少なくとも１つの望ましい特性を保持する方法を開示する

。かかるポリペプチドは、ヒト又は他の動物に導入する場合に、一層安全であり

且つ一層効き目があってよい。この開示する方法は、変異型ポリペプチドのコレ

クションを用意し(各変異型ポリペプチドのアミノ酸配列は、少なくとも一部で

、関心あるポリペプチドと異なる)、関心あるポリペプチドより少ない免疫応答

を示す変異型ポリペプチドを同定し、そして望ましくない免疫応答の誘出の一層

少ない潜在能力を有するが望ましい性質は依然として保持している変異型ポリペ

プチドを同定することを含む。変異型ポリペプチドのコレクションは、関心ある

ポリペプチドをコードする核酸を突然変異誘発し、変異した核酸を発現させて変

異型ポリペプチドを生成させることにより用意することができる。免疫応答自体

又は免疫応答の代わりのもの(測定可能な免疫特性と呼ぶ)をこの方法により評価

することができる。一般に、測定可能な免疫特性は、それ自体、望ましくない免

疫応答であり得、測定可能な免疫特性は、望ましくない免疫応答に含まれ得、測

定可能な免疫特性は、望ましくない免疫応答に関係し得て、且つ／又は望ましく

ない免疫応答は、測定可能な免疫特性により媒介され得る。

      【００１３】

  低減させるべき望ましくない免疫応答は、何れの型であってもよく、一般に、

特定の関心あるポリペプチドと関係することが知られ又は発見された免疫応答に

より測定される。望ましくない免疫応答は、免疫応答の存在又は非存在の何れで
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あってもよい。従って、望ましくない免疫応答の低減は、下にある免疫応答の低

減又は増加の何れであってもよい。潜在的な望ましくない免疫応答には、例えば

、液性免疫応答、細胞性免疫応答、アレルギー応答、これらの免疫応答の任意の

原因又は効果、中和抗体の産生、ＩｇＡ抗体の反応性、ＩｇＤ抗体に対する反応

性、ＩｇＥ抗体に対する反応性、ＩｇＧ抗体に対する反応性、ＩｇＭ抗体に対す

る反応性、Ｂ細胞活性化、Ｔ細胞活性化、ＮＫ細胞活性化、又はこれらの又は他

の免疫反応及び相互作用の任意の組合せが含まれる。他の潜在的な望ましくない

免疫応答には、例えば、液性免疫応答の欠如、細胞性免疫応答の欠如、アレルギ

ー応答の欠如、これらの免疫応答の任意の原因又は効果の欠如、中和抗体産生の

欠如、ＩｇＡ抗体に対する反応性の欠如、ＩｇＤ抗体に対する反応性の欠如、Ｉ

ｇＥ抗体に対する反応性の欠如、ＩｇＧ抗体に対する反応性の欠如、ＩｇＭ抗体

に対する反応性の欠如、Ｂ細胞活性化の欠如、Ｔ細胞活性化の欠如、ＮＫ細胞活

性化の欠如、又はこれらの若しくは他の免疫反応及び相互作用の任意の組合せの

欠如が含まれる。

      【００１４】

  望ましくない免疫応答がペプチド例えば食物アレルゲンに対するアレルギー反

応である場合には、変異型ポリペプチドを、関心あるポリペプチドの少なくとも

１つの望ましい特性を保持しつつのＩｇＥ反応性の低減について試験することが

できる。この場合において、ＩｇＥ反応性は、測定可能な免疫特性と考えられる

。これらの変異型ポリペプチドをアレルギー疾患の免疫療法において使用すべき

場合には、変異型ポリペプチドが保持すべき望ましい特性には、そのポリペプチ

ドのＴ細胞活性化を媒介する能力及びアレルギー脱感作に関与する任意の他の免

疫応答に参加する能力が含まれる。

      【００１５】

  この望ましくない免疫応答が治療用ポリペプチド例えばストレプトキナーゼ又

はＧＭ－ＣＳＦの中和である場合には、これらの変異型ポリペプチドを、それら

のポリペプチドによる、関心あるポリペプチドの少なくとも１つの望ましい特性

を保持しつつの、ＩｇＧ結合又はＴ細胞活性化の低減(及び／又は他の一般的免

疫応答の局面又はメディエーター)について試験することができる。この場合に
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おいて、ＩｇＧ結合又はＴ細胞活性化は、測定可能な免疫特性と考えられる。関

心あるポリペプチドがストレプトキナーゼである場合には、変異型ポリペプチド

が保持すべき望ましい特性には、ストレプトキナーゼの血餅溶解能が含まれるべ

きである。関心あるポリペプチドがＧＭ－ＣＳＦである場合には、測定可能な免

疫特性は、ＩｇＧ結合であってよく、望ましい特性は、ＧＭ－ＣＳＦの栄養活性

であるべきである。

      【００１６】

  望ましくない免疫応答が治療用ウイルス、ウイルスベクター又はウイルスキャ

プシッド例えばレトロウイルスベクターの中和又は除去である場合には、ウイル

スコートタンパク質を、関心あるポリペプチドとして用いることができる。これ

らの変異型ポリペプチド(ウイルスタンパク質の変異型)を、これらのポリペプチ

ドによる、関心あるポリペプチドの少なくとも１つの望ましい特性を保持しつつ

の、Ｔ細胞活性化(及び／又は他の一般的免疫応答の局面又はメディエーター)の

低減について試験することができる。この場合には、Ｔ細胞活性化を、測定可能

な特性と考えることができる。関心あるポリペプチドがウイルスベースの治療剤

中に存在するウイルスタンパク質である場合には、変異型ポリペプチドが保持す

べき望ましい特性には、ウイルス又はキャプシッドのアセンブリ及び細胞への感

染性又は侵入の媒介が含まれるべきである。

      【００１７】

  この免疫系のタンパク質に対する反応は、その関連する直鎖状及び／又は立体

配座エピトープの検出に基づいている。エピトープを同定し又はタンパク質に対

する免疫応答を変更する殆どの従来法は、関心あるタンパク質の個々のペプチド

断片の試験を含んでいる。一般に、かかるペプチドは、タンパク質中に存在し得

る立体配座エピトープを具体化せず、従って、かかる立体配座エピトープは、こ

れらの技術によっては評価されない。かかる従来法は、直鎖状エピトープの同定

には有用であるが、開示する方法は、関心あるポリペプチド上の直鎖状及び／又

は立体配座エピトープが関係する免疫応答の低減に特に有用である。これは、こ

の方法における突然変異誘発のための基質として用いる組換えポリペプチドが本

質的に完全長であり、関心あるポリペプチドと構造的に類似のままであって本質



(17) 特表２００２－５４４４７２

的に同じ立体配座エピトープをディスプレーしているので、可能である。

      【００１８】

  開示する方法は、一層安全で且つ一層効き目のある形態のポリペプチドをデザ

インするのに特に有用であり、又はヒト、他の哺乳動物、又は他の動物への導入

が意図される。特に、治療剤として若しくは治療剤において又は食品として用い

られる一層安全な形態のポリペプチドを、開示する方法によって作成することが

できる。

      【００１９】

発明の詳細な説明

定義

  アレルゲン。アレルゲンは、他のイソタイプの抗体に加えてＩｇＥ産生を誘出

する抗原である。

      【００２０】

  アレルギー反応。アレルギー反応は、主として皮膚(ウティカリア、脈管炎、

そう痒)、呼吸器(ぜん鳴、咳、喉頭水腫、鼻漏、涙目／かゆい眼)、胃腸(嘔吐、

腹痛、下痢)、及び循環器(全身性の反応が生じた場合)系を含む臨床症状を有す

るＩｇＥ媒介される免疫応答である。

      【００２１】

  動物。ここで用いる場合、動物は、すべての動物界の多細胞のメンバーをいう

。ヒト以外のすべての動物を、非ヒト動物という。

      【００２２】

  抗体反応性。抗体反応性は、免疫グロブリンとポリペプチドとの間の特異的結

合をいう。この特異的結合は、免疫グロブリン相互作用の顕著な特徴である抗原

特異的結合の型をいう。

      【００２３】

  抗原。抗原は、免疫応答例えば抗体産生(液性応答)又はＴ細胞の抗原特異的反

応(細胞性応答)を誘出する分子である。

      【００２４】

  対生物活性。対生物活性は、ポリペプチドが有し得る任意の生物学的効果又は
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機能であってよい。例えば、対生物活性には、生体分子(例えば、レセプターリ

ガンド)に対する特異的結合、酵素活性、ホルモン活性、サイトカイン活性及び

生物学的活性の阻害又は他の生体分子との相互作用(例えば、レセプター結合の

アゴニスト及びアンタゴニスト)が含まれる。

      【００２５】

  細胞。用語細胞、細胞株及び細胞培養物は、ここでは、交換可能に用い、かか

る呼称は、すべて、子孫の細胞を包含する。

      【００２６】

  コードする。タンパク質、ペプチド、ポリペプチド又はアミノ酸配列をコード

するとして言及される核酸は、その核酸のヌクレオチド配列が、そのタンパク質

、ペプチド、ポリペプチド又はアミノ酸配列のアミノ酸を特定するコドンに対応

することを意味する。

      【００２７】

  エピトープ。エピトープは、約６～１５アミノ酸のアミノ酸モチーフを有し、

抗原提示細胞により主要組織適合性抗原複合体(ＭＨＣ)と共に提示された場合に

、免疫グロブリンが結合し又はＴ細胞レセプターが認識し得る結合部位である。

直鎖状エピトープは、アミノ酸が単純な直鎖状配列のコンテキストにおいて認識

されるものである。立体配座エピトープは、アミノ酸が特定の三次元構造のコン

テキストにおいて認識されるものである。

      【００２８】

  発現。発現は、コードされた遺伝情報に影響を与える任意の又はすべてのステ

ップをいい、転写、ＲＮＡプロセッシング、翻訳、翻訳後プロセッシング、輸送

、及びポリペプチド活性又は機能を含む。従って、例えば、ポリペプチドを生成

する核酸の発現は、核酸の転写及びポリペプチドを生成する転写物の翻訳をいう

。

      【００２９】

  発現用配列。発現用配列は、特定の宿主せいぶつにおいて、操作可能に結合さ

れたコード配列の発現に必要な核酸配列をいう。核酸は、他の核酸と機能的関係

になるように配置された場合に、他の核酸に操作可能に結合される。
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      【００３０】

  免疫特性。免疫特性は、免疫応答又は免疫系の分子若しくは細胞と、関与し、

相互作用し、応答し又は関連する分子の任意の特性である。特に有用な免疫特性

は、測定することのできるもの(測定可能免疫特性)及び免疫応答と相関し及び／

又は関係するものである。免疫応答は、免疫特性の形態であってよい。

      【００３１】

  免疫応答。免疫応答は、動物の体内において免疫系が媒介し又は関与する任意

の効果である。免疫応答は、免疫系の分子と細胞の直接的反応及び応答並びに免

疫系の刺激から生じる任意の間接的反応及び効果を含む。免疫応答は、任意の抗

体反応性、免疫応答例えば液性免疫応答、細胞性免疫応答、及びアレルギー応答

、Ｔ細胞、Ｂ細胞及びＮＫ細胞の活性化、及び他の免疫系細胞例えばマクロファ

ージ、マスト細胞、好塩基球、好酸球及び樹状細胞の変化した機能を含む(例え

ば、Abbas等、Cellular and Molecular Immunology(W.B. Saunders Co., Philad

elphia, 1994)参照)。免疫応答は又、免疫系刺激の効果例えばヒスタミンその他

の炎症メディエーターが放出又は生成れた場合のアレルギー反応の効果をも包含

する。

      【００３２】

  免疫調節剤。免疫調節剤分子又はポリペプチドは、免疫応答又は免疫系分子の

特徴又は状態を変更する分子である。免疫調節剤分子の例には、アジュバント及

びインターロイキンが含まれる。

      【００３３】

  哺乳動物。哺乳動物は、ヒト、家畜例えばウシ、ヒツジ、ヤギ及びウマ、並び

にペット例えばネコ及びイヌのすべての種類の哺乳動物をいう。ヒト以外のすべ

ての哺乳動物を、非ヒト哺乳動物という。

      【００３４】

  測定可能な免疫特性。測定可能な免疫特性は、アッセイにおいて測定し或は評

価することのできる免疫特性である。ポリペプチドの測定可能な特性は、開示す

る方法により評価されるものである。一般に、測定可能な免疫特性は、望ましく

ない免疫応答と関係する特性であり、この測定可能な免疫特性の変化は、免疫応
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答の変化を指示し又は予言する。望ましくない免疫応答と関係する測定可能な免

疫特性は、動物における実際の免疫応答の少なくとも一の成分の測定の指標又は

スタンドインスとして利用することができる。

      【００３５】

  単一特異性抗体。単一特異性抗体(又は、抗体断片)は、単一のエピトープを認

識する抗体である。

      【００３６】

  突然変異誘発された。突然変異誘発された核酸及び突然変異した核酸は、ヌク

レオチド配列の変化(ここでは、突然変異という)を含むように作られ又は処理さ

れた核酸をいう。核酸の突然変異誘発は、突然変異誘発された核酸を生成する処

理をいう。ランダムに突然変異誘発された核酸とは、核酸内に、種類及び位置の

両方において多かれ少なかれランダムに分布した様々な突然変異を集合的に含む

突然変異誘発された一群の核酸をいう。

      【００３７】

  変異型ポリペプチド。変異型ポリペプチドは、関心あるポリペプチドと比較し

て変化したアミノ酸配列を有する関心あるポリペプチドの型をいう。

      【００３８】

  核酸。核酸は、ポリヌクレオチド分子又はポリヌクレオチド分子のセグメント

をいう。好ましくは、開示する方法で用いるための核酸は、ＲＮＡ又はＤＮＡよ

りなる。

      【００３９】

  ペプチド、ポリペプチド、タンパク質。タンパク質は、１００アミノ酸より大

きいアミノ酸の鎖又はかかるアミノ酸鎖の会合多量体をいう。ペプチドは、５～

９９アミノ酸のアミノ酸鎖をいう。５～９９アミノ酸の任意のサブレンジのペプ

チドを特に別々に企図する。開示する方法で用いるのに好適なペプチドは、１つ

のエピトープを含むペプチドである。ここで用いる場合、ポリペプチドは、タン

パク質又はペプチドをいう。立体配座エピトープを有するポリペプチドは、立体

配座エピトープを有するタンパク質及びペプチドをいう。ランダム変異型ポリペ

プチドは、一群のランダムに突然変異誘発された核酸によりコードされる変異型
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ポリペプチドをいう。

      【００４０】

  関心あるポリペプチド。ここで用いる場合、関心あるポリペプチドとは、開示

する方法の焦点である元のポリペプチドをいう。関心あるポリペプチドとは、開

示する方法により生成される変異型の非変異型ポリペプチドである。用語「非変

異型」の使用は、非変異型ポリペプチドが、如何なる厳密な意味で非変異型であ

ることをも意味しない。むしろ、この用語は、単に、関心ある元のポリペプチド

と開示する方法により生成された変異型ポリペプチドとの関係を反映するように

用いられる。従って、例えば、ポリペプチドの「変異」型は、関心あるポリペプ

チドとして用いることができ、このコンテキストにおいて、「非変異型」ポリペ

プチドとなる。

      【００４１】

  望ましくない免疫応答。好ましくない免疫応答は、主観的に望ましくない任意

の免疫応答である。従って、一のコンテキストにおいて望ましくない免疫応答は

、別のコンテキストにおいて望ましいかもしれない。

      【００４２】

説明

  関心あるポリペプチドに対する望ましくない免疫応答を低減させ又は排除する

ために、開示する方法は、関心あるポリペプチドの変異型のプールを利用し、こ

のプールから望ましくない免疫応答の誘出について一層低い潜在能力を有する型

を同定する。この開示する方法は、望ましくない免疫応答を媒介する関心あるポ

リペプチド上の特定のエピトープの如何なる知識も必要としない。この開示する

方法は又、望ましくない免疫応答の誘出について一層少ない潜在能力を有するポ

リペプチドを、たとえそのポリペプチド上の複数のエピトープが望ましくない免

疫応答を引き起こすことに関与していても、同定することができるという利点も

有する。これは、開示する方法の殆どの具体例が、変異型ポリペプチドを、個々

のエピトープに特異的な免疫グロブリン又はそれらの誘導体に対して試験するこ

とを含んでいるので可能である。もし望ましくない免疫応答を破壊し又は低減さ

せるのに複数の変異体が必要であるならば、それらを、開示する方法を用いて個
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々に同定してから複数の変異を含む単一ポリペプチドに結合することができる。

      【００４３】

  開示する方法により低減させ又は排除すべき望ましくない免疫応答には、主観

的又は客観的に望ましくない任意の免疫応答を包含することを意図している。例

えば、哺乳動物に導入されたウイルスを中和し又は除去する免疫応答は、ウイル

ス感染の場合には望ましいが、ウイルスベースの治療の場合には望ましくない。

開示した方法については、任意の免疫応答を望ましくない免疫応答として見るこ

とができる。一般に、必要とされるすべては、標的免疫応答が望ましくないとい

う主観的信念である。

      【００４４】

  望ましくない免疫応答は、多くの形態を取り得る。例えば、患者に導入される

タンパク質及びペプチドが免疫応答を刺激することは、珍しいことではない。外

来タンパク質を身体から排除するのに役立つ免疫応答は、治療剤の効果をその治

療用タンパク質を身体から除去することにより又はそれが所望の効果を有するの

を阻止することにより劇的に低減させ得る。この例は、ＧＭ－ＣＳＦであり、Ｇ

Ｍ－ＣＳＦ機能を中和する抗体が、患者の約４０％において生じる(Wadhwa等、C

lin and Exp.Immunol.104:351-358(1996))。同様に、Rosenchein等、Israel J.M

ed.Sci.27:541-545(1991))は、ストレプトキナーゼに対する非威嚇的免疫応答を

報告したが、Lantin等、Clin and Exp.Rheumatology 12:429-433(1994)及びZill

ox等、J.Clin.Immunol.13:415-423(1993)は、一層重大な免疫応答を報告した。

治療目的のために加えたウイルスに対する望ましくない免疫応答も又、記載され

た(DeMatteo等、Transplantation 63:315-319(1997))。他のポリペプチドは、Ｉ

ｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ又はＩｇＭ応答を低減させ、又は液性免疫応答よ

りも細胞性免疫応答を刺激することができる。導入されたタンパク質は、客観的

に望ましくない免疫応答例えばアレルギー反応をも生成し得る。

      【００４５】

  幾つかの免疫応答は、免疫グロブリンにより媒介され、開示する方法は、ポリ

ペプチドとかかる免疫グロブリンとの間の反応を利用して、変異型ポリペプチド

による免疫応答の潜在能力の低減の時期を評価する。この目的のためには、免疫
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応答に関与する特定の種類の免疫グロブリン(又は、それらの誘導体)をこの開示

する方法において用いるべきである。他の免疫応答は、免疫系細胞により媒介さ

れる。免疫特性及び免疫応答を評価するための多くの技術が開発されてきており

、望ましくない免疫応答の誘出の一層低い潜在能力を有するポリペプチドを同定

するために開示する方法において用いることができる。かかる免疫アッセイで用

いるための免疫グロブリン及び免疫系細胞を操作するための多くの技術も公知で

あり、免疫グロブリンライブラリー、組換え免疫グロブリン及び免疫グロブリン

断片の作成を含む。

      【００４６】

  開示する方法は、関心あるポリペプチドと反応する免疫グロブリン(又は、対

応する免疫グロブリン断片又は免疫系細胞)だけを用いることにより最も効率的

に実施される。この方法により、関連免疫相互作用が評価される。ポリペプチド

に対する望ましくない免疫応答に関与することが知られているか又は疑われてい

る免疫グロブリン(又は、誘導体)だけを用いるのが最も好ましい。これらのゴー

ルを達成する効果的な手段は、関心あるポリペプチドに対する望ましくない免疫

応答を示す患者に由来する免疫グロブリンを利用することである。

      【００４７】

  免疫グロブリン(及び関連する誘導体)には、ＩｇＡ抗体、ＩｇＤ抗体、ＩｇＥ

抗体、ＩｇＧ抗体及びＩｇＭ抗体が含まれる。開示する方法に適した免疫系細胞

には、Ｂ細胞、Ｔ細胞、ＮＫ細胞、マクロファージ、マスト細胞、好塩基球、好

酸球、樹状細胞及び他の免疫系細胞が含まれる。かかる免疫グロブリン及び免疫

系細胞の特性、機能、製造法及び利用は、一般に公知である(Abbas等、Cellular

 and Molecular Immunology(W.B. Saunders Co., Philadelphia, 1994)；Johnst

one and Thorpe,「Immunochemistry in Practice」第三版(Blackwell Science P

ublications, Oxford, 1996)；Harlow and Lane,「Antibodies-A Laboratory Ma

nual」（Cold Spring Harbor, 1988）,「Monoclonal Antibodies」(Kennett等、

編、Plenum Press, 1980)；Steward and Steensgaard,「Antibody Affinity: Th

ermodynamic Aspects and Biological Significance」(CRC Press, 1983))。か

かる技術の例は、以下に記載する。
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      【００４８】

  望ましくない免疫応答が食物アレルゲン等のポリペプチドに対するアレルギー

反応である場合には、変異型ポリペプチドを、それらのポリペプチドの、関心あ

るポリペプチドの少なくとも１つの所望の特性を保持しつつの、ＩｇＥ反応性の

低減について試験することができる。この場合には、ＩｇＥ反応性は、アレルギ

ー反応を媒介するので、測定可能な免疫特性と考えられ得る。これらの変異型ポ

リペプチドを、好ましくは、関心あるポリペプチドと反応性であって且つ関心あ

るポリペプチドに対してアレルギー性である患者から得られたの一組のＩｇＥ抗

体(又は、抗体断片)に対して試験する。これは、関連エピトープが変異されるこ

とを一層ありそうにする。これらの変異型ポリペプチドを免疫療法で用いる場合

には、変異型ポリペプチドにより保持されるべき望ましい特性には、そのポリペ

プチドのＴ細胞活性化及び他の任意の脱感作に関与する免疫応答を媒介する能力

が含まれる。

      【００４９】

  望ましくない免疫応答が治療用ポリペプチド例えばストレプトキナーゼ又はＧ

Ｍ－ＣＳＦの中和である場合には、これらの変異型ポリペプチドを、ＩｇＧ結合

又はＴ細胞活性化(及び／又は全身性免疫応答の局面又はメディエーター)の、ポ

リペプチドによる、関心あるポリペプチドの少なくとも１つの望ましい特性を保

持しつつの低減について試験することができる。種々の免疫応答が、ストレプト

キナーゼ又はＧＭ－ＣＳＦの導入により刺激され得る。これらの場合に、ＩｇＧ

結合又はＴ細胞活性化は、測定可能な免疫特性と考えられ得る。関心あるポリペ

プチドがストレプトキナーゼである場合には、変異型ポリペプチドにより保持さ

れるべき望ましい特性は、ストレプトキナーゼの血餅溶解能(即ち、ストレプト

キナーゼを有用にする活性)を包含すべきである。関心あるポリペプチドがＧＭ

－ＣＳＦである場合には、変異型ポリペプチドにより保持されるべき望ましい特

性は、ＧＭ－ＣＳＦの栄養活性である。

      【００５０】

  望ましくない免疫応答が治療用のウイルス、ウイルスベクター又はウイルスキ

ャプシッド例えばレトロウイルスベクター中和又は除去である場合には、ウイル
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スコートタンパク質を、関心あるポリペプチドとして用いることができる。これ

らの変異型ポリペプチド(ウイルスタンパク質の変異型)を、Ｔ細胞活性化、免疫

グロブリン結合、及び／又は全身性免疫応答の局面若しくはメディエーターの、

これらのポリペプチドによる、関心あるポリペプチドの少なくとも１つの望まし

い特性を保持しつつの低減について試験することができる。この場合には、評価

されるＴ細胞活性化、免疫グロブリン結合、又は他の全身性免疫応答の局面若し

くはメディエーターが、測定可能な免疫特性と考えられ得る。これらの変異型ポ

リペプチドにより保持されるべき望ましい特性には、ウイルス又はキャプシッド

アセンブリ及び感染性又は細胞への侵入の媒介が含まれるべきである。即ち、こ

れらのウイルスタンパク質は、治療目的を媒介することのできる感染性粒子への

アセンブリが可能であるべきである。この目的のためには、感染性は、細胞への

侵入及びウイルス遺伝子の発現(適当であれば)をいうが、必ずしも病原性とは限

らない。

      【００５１】

方法

  開示する方法は、変異型ポリペプチドのコレクションを用意し、各変異型ポリ

ペプチドのアミノ酸配列は、少なくとも１つの位置で関心あるポリペプチドと異

なり、関心あるポリペプチドより一層少ない望ましくない免疫応答を示し且つ少

なくとも１つの望ましい特性を依然として保持している変異型ポリペプチドを同

定することを含む。変異型ポリペプチドのコレクションは、関心あるポリペプチ

ドをコードする核酸の突然変異を誘発し、突然変異を誘発された核酸を発現させ

て変異型ポリペプチドを生成することにより用意することができる。これらの望

ましくない免疫応答を一層少し発現する変異型ポリペプチドは、その望ましくな

い免疫応答と関連する測定可能な免疫特性の変化を同定することにより同定する

ことができる。例えば、望ましくない免疫応答は、この方法により評価される測

定可能な免疫特性により媒介され得て、この評価される測定可能な免疫特性は、

望ましくない免疫応答に関与し得、又はそれ自体が望ましくない免疫応答であり

得る。かかる関係は、相互に排他的でなく且つ多数の評価される測定可能な免疫

特性と望ましくない免疫応答との間の関係が企図され、開示する方法において、
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標的とされ得る。

      【００５２】

Ａ．核酸の突然変異

  開示する方法において、関心あるポリペプチドをコードする核酸を、先ず、突

然変異誘発して、一組のランダムに変異したポリペプチドを集合的にコードする

一組のランダムに変異誘発された核酸を生成することができる。これらの変異型

ポリペプチドは、免疫応答を誘出し得ないか一層少なく誘出するポリペプチドを

選択する原料である。核酸の突然変異誘発を、変異を誘発された核酸の製造方法

という。ここで用いる場合、突然変異誘発は、核酸の変化を造る如何なる特定の

方法にも限定されない。例えば、突然変異誘発は、決定前の配列(たとえ変化し

ていても)の核酸の化学合成並びに忠実度の低いＰＣＲ及び遺伝子変異を造る伝

統的方法を包含する。ランダムに変異誘発された核酸とは、種類と位置の両方に

おいて、核酸中に多かれ少なかれランダムに分布された様々な突然変異を集合的

に含むように突然変異誘発された一群の核酸をいう。しかしながら、突然変異誘

発方法がある種の型の変異だけが形成されるか又はある種の型の変異が他よりも

優先的となるようなものである場合にも、それらの核酸は、やはりランダムに変

異誘発された核酸と呼ばれるということは理解される。かかるランダムに変異誘

発された核酸の製造方法は、ランダムな又は位置指定でない変化を含む必要はな

い(該変化が好適であろうが)ということも理解される。必要とされるすべては、

一組の核酸が種類と位置の両方においてその核酸中に多かれ少なかれランダムに

分布された様々な突然変異を集合的に含むという結果である。

      【００５３】

  この核酸は、任意の適当な技術を用いて突然変異誘発することができる。突然

変異誘発の多くの方法は、公知であり、開示する方法において用いることができ

る。ランダム突然変異誘発法即ち位置指定でない方法が、好ましい。好適な方法

には、低忠実度ＰＣＲ増幅、化学的突然変異誘発、又はＸ線による突然変異誘発

が含まれる。

      【００５４】

  この突然変異誘発のステップは、低忠実度ＰＣＲを含む後述の実施例によって
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説明され得る。低忠実度ＰＣＲを用いて、関心あるポリペプチドをコードする核

酸のランダム突然変異誘発を実施する場合には、Parent及びDevreotes(Parent及

びDevreotes, J.Biol.Chem.270:22693-22696(1995))により記載されたような技

術を用いることができる。簡単にいえば、関心あるポリペプチドをコードする核

酸(例えば、そのポリペプチドをコードするｃＤＮＡを含むプラスミド)をＰＣＲ

反応におけるテンプレートとして用いることができる。これらのプライマーは、

関心あるポリペプチドの全コード配列又はその一部分を増幅するように選択する

ことができる。これらのプライマーは、ＰＣＲ生成物を直接発現ベクター中にサ

ブクローン化し(全ポリペプチド配列を増幅する場合)又は発現ベクター中に予め

挿入してあるポリペプチド配列の適当な部位にサブクローン化する(抗原配列の

一部分を増幅する場合)ことを容易にし得る制限部位をコードしている。後者は

、このポリペプチドの一部分に対する突然変異誘発を可能にする。

      【００５５】

  次いで、ＰＣＲを、ポリメラーゼが取り込みエラーをしやすくなる条件下で実

施することができる。かかる条件は、例えば、５ユニットのＴａｑポリメラーゼ

の、６ｍＭ  ＭｇＣｌ２、０．５ｍＭ  ＭｎＣｌ２、１０ｍＭ  トリスＨＣｌ(

ｐＨ８．３)、５０ｍＭ  ＫＣｌ、０．０１％ゼラチン、０．５ｍＭ  ｄＡＴＰ

及び各１ｍＭのｄＣＴＰ、ｄＴＴＰ及びｄＧＴＰの存在下での利用を含む。この

ＰＣＲプロトコールの温度及びステップ持続時間は、各ポリペプチド配列及びプ

ライマーセットについて、公知技術を用いて最適化することができる。一般に、

ＰＣＲの３０サイクルを行うべきである。ＰＣＲ増幅に続いて、その生成物を適

当な制限酵素で切断して発現ベクター中にサブクローン化することができる。そ

の結果生成した関心あるポリペプチドをコードするランダムに変異した核酸を含

む発現プラスミドのライブラリーを、細菌(又は、他の適当な細胞)中にトランス

フォームして発現させることができる。

      【００５６】

  他のＰＣＲ突然変異誘発技術の例は、Parikh及びGuengerich, Biotechniques 

24(3):428-31(1998)；Loreno及びBlasco, Biothechniques 24(2):308-13(1998)

；Lin-Goerke等、Biotechniques 23(3):409-12(1997)；Kawasaki等、J.Biol.Che
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m.272(25):15668-74(1997)；Burns等、J.Biol.Chem.271(27):15879-83(1996)；

及びLight及びLerner, Bioorgan.Medicinal Chem.3(7):955-67(1995)により記載

されている。ランダムな化学的変異誘発の例は、Encell等、Cancer Res.58(5):1

013-20(1998)により記載されている。Zaccolo等、J.Mol.Biol.255(4):589-603(1

996)は、ＤＮＡ合成中のヌクレオシド類似体の取り込みを含む突然変異誘発の方

法を記載している。Little等、J.Biotechnology 41:187-95(1995)は、ランダム

オリゴヌクレオチドを用いるランダム突然変異誘発の方法を記載している。これ

らの方法及びその他を開示する方法において用いることができる。

      【００５７】

  関心あるポリペプチドをコードする核酸を、それを発現させるベクターに挿入

する前に突然変異を誘発することは、好適である。これは、ベクター又は発現配

列に対する偽の突然変異を排除する。しかしながら、これは、殆どの偽のベクタ

ーの変異はポリペプチドの発現を阻止するので、必須ではない。関心あるポリペ

プチドを他のポリペプチド(免疫調節性ポリペプチド又はレポータータンパク質

等)に融合すべきである場合には、関心あるポリペプチドをコードする核酸を別

々に突然変異誘発するか又は融合タンパク質をコードする核酸を突然変異誘発す

ることができる。ポリペプチドの融合とは、２つ以上のポリペプチドの任意の結

合(好ましくは、通常のペプチド結合)をいう。関心あるポリペプチドをコードす

る核酸を、別々に突然変異誘発して、他のポリペプチドにおける望ましくない突

然変異を回避することは、好ましい。

      【００５８】

Ｂ．核酸の発現

  突然変異誘発後に、その突然変異を誘発された核酸を発現させて、コードされ

ている変異したポリペプチドを生成する。発現は、任意の適当な遺伝子発現技術

を用いて達成することができる。例えば、適当な発現系が、細菌細胞、酵母細胞

、他の菌類細胞、昆虫細胞、哺乳動物細胞、及びイン・ビトロ合成について利用

可能である。多くのかかる技術は、公知であり、殆どを開示する方法で用いるこ

とができる。変異型ポリペプチドの発現のための幾つかの例は、Methods in Enz

ymology, 第153巻、第23-34章(Wu及びGrossman編、Academic Press, 1987)及びT
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he 1995 Lab Manual Source Book(Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, 

1995)に記載されている。突然変異誘発された核酸の発現は、公知の発現用配列

、ベクター及び細胞株により促進される。必要とされるすべては、変異型ポリペ

プチドの免疫応答又は測定可能な免疫特性が測定でき又は検出できるような変異

型ポリペプチドの発現である。多くの場合に、これは、変異型ポリペプチドの精

製を必要としない。

      【００５９】

  開示する方法で用いる変異型ポリペプチドを、関心あるポリペプチドをコード

する核酸を突然変異誘発した後にその変異誘発された核酸を発現させることによ

り用意するのが好適であるが、これは、必須ではない。変異型ポリペプチドは、

適当な方法を用いて生成することができる。例えば、これらのポリペプチドは、

直接的化学合成により又はペプチドの化学的若しくは酵素的結合により作成する

ことができる。

      【００６０】

Ｃ．低い免疫応答を誘出する突然変異ポリペプチドの同定

  突然変異した核酸が発現した後、低い免疫応答を誘出する突然変異ポリペプチ

ドを同定する。望ましくない免疫応答を誘出する突然変異ポリペプチドの可能性

は、望ましくない免疫応答に関連する測定可能な免疫特性の評価に用いるアッセ

イを含む、いずれかの適切なアッセイを用いて評価することができる。例えば、

測定可能な免疫特性が抗体に対して反応性である場合、突然変異ポリペプチドを

個々の抗体または抗体フラグメントに曝露することによって、低い反応性のポリ

ペプチドが選択される。可能な場合には、突然変異ポリペプチドを、個々の抗体

または抗体フラグメントに対して試験すべきである。というのは、個々の突然変

異体が、対象のポリペプチドと反応するすべての抗体に対して、低減された反応

性を有すると期待できないからである。突然変異ポリペプチドは、対象のポリペ

プチドに対して反応性である抗体または抗体フラグメントに対してのみ試験する

ことが好ましい。抗体または抗体フラグメントは、対象のポリペプチドに対して

反応性の望ましくない抗体を示す、またはその抗体にかかりやすい患者もしくは

他の動物由来であることもまた好ましい。
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      【００６１】

  例えば、その抗体または抗体誘導体は、組換えＦａｂフラグメント、ヒトもし

くはマウスなどの哺乳類のハイブリドーマから調製されたモノクローナル抗体、

またはポリクローナル血清から分別された単一特異的抗体である。抗体および抗

体フラグメント両方を個々に、ライブラリーの一部として調製する方法を以下に

説明する。これらのいずれかまたは抗体の他のソースを用いることが可能である

。抗体反応性は、免疫沈降反応、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、免疫放射定

量測定法（ＩＲＭＡ）、および酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）など、多くの適切

な方法のうちの１つを用いて測定することができる。抗体反応性を決定するのに

用いる、これらの方法および他の有用な方法は、Johnstone およびThorpe著「Im

munochemistry in Practice」,Third Edition (Blackwell Scientific Publicat

ions,Oxford, 1996年)に記載されている。

      【００６２】

  開示の方法における同定ステップを、突然変異したポリペプチドのバクテリオ

ファージディスプレイライブラリーを含む以下の例により説明する。レプリカ法

により、ライブラリーをフィルター上に移し、突然変異したポリペプチドの発現

を誘導する（例えば、ＩＰＴＧでフィルターをインキュベーションすることによ

って）。次いで、細菌のコロニーを溶解し、３％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）

を含有するリン酸緩衝液（ＰＢＳ）などの溶液を用いてインキュベーションする

ことによって、非特異的結合部位をブロックする。続いて、対象のポリペプチド

に対する抗体（または誘導体）で、フィルターをインキュベーションする。この

インキュベーションの後、繰り返し洗浄して、結合していない抗体を除去する。

      【００６３】

  次いで、結合していない抗体を検出する。例えば、検出可能なレポーターに結

合した二次抗体を用いてインキュベーションすることによって、結合していない

抗体を検出することが可能である。このレポーターは、酵素（例えば、ホースラ

ディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ）または蛍光色素（フル

オレセインもしくはローダミンなど）である。組換えＦａｂの場合には、緑色蛍

光タンパク質（ＧＦＰ）をエンコードする配列を、Ｆａｂ自体をエンコードする
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配列の後ろにつなげ、したがって、検出可能な標識を直接Ｆａｂに融合すること

ができ、その結果、標識付けした二次抗体でインキュベーションする必要が無く

なる。結合していない二次抗体を洗浄によって除去し、酵素アッセイまたは蛍光

の測定によって、結合していない二次抗体を検出することができる。したがって

、抗体と反応しないそれらのクローンは、測定可能な免疫特性（抗体反応性）が

低く、望ましくない免疫応答を誘出する可能性が低い、突然変異ポリペプチドが

産生する際に同定される。対応するクローンを選択かつ増大し、その突然変異ポ

リペプチドをエンコードするＤＮＡを回収し、シーケンシングする。

      【００６４】

  免疫応答、Ｔ細胞活性化およびＢ細胞活性化を検出および測定する技術は公知

であり、開示の方法において免疫応答を誘出する可能性を評価するのに用いるこ

とができる。例えば、突然変異ポリペプチドが、Ｔ細胞を活性化する能力を保持

しているかどうか決定するため、Current Protocols in Immunology, volume 1,

 pages 3.12.1ff (Coligan他, eds., John Wiley and Sons)に記載の以下に示す

標準アッセイを行う。対象のポリペプチドに対する免疫応答を発現するヒトまた

は他の哺乳類の末梢血リンパ球を、フィコールヒストパックを用いて全血液から

単離する。回収した個々の細胞を洗浄し、濃度４×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌで培

地中に浮遊させる。増殖アッセイについては、２×１０５ＰＢＬｓ／ｗｅｌｌで

９６ウェルプレートのうちの６ウェルを、培地（対照）または適切な量のポリペ

プチドを用い、３７℃で３倍に刺激する。９６ウェルプレート中の細胞を、培地

がない状態かつポリペプチドの存在下で６日間増殖させる。６日目に、放射性チ

ミジン（１μＣｉ／ｗｅｌｌ）で細胞を処理し、３７℃で６～８時間、再度イン

キュベーションし、ガラス繊維フィルター上に採取する。増殖細胞ＤＮＡ中への

［３Ｈ]－チミジンの取り込みを定量することによって、Ｔ細胞の増殖を推定す

る。［３Ｈ]－チミジンの取り込みは、培地で処理された（対照）細胞 上での刺

激指数（ＳＩ）として記録する。２．０を超えるＳＩを誘導するポリペプチドは

いずれも、刺激となるとみなされる。

      【００６５】

  抗体活性および免疫応答を検出および決定する他の有用な技術の多くは、Harl
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ow およびLane著,「Antibodies A Laboratory Manual」(Cold Spring Harbor, 1

988年),「Monoclonal Antibodies」(Kennett 他, eds., Plenum Press, 1980年)

, StewardおよびSteensgaard著,「Antibody Affinity: Thermodynamic Aspects 

and Biological Significance」(CRC Press, 1983年)に記載されている。

  公知のアレルゲンの場合には、既に使用されているポリペプチドを主成分とす

る薬剤（例えば、ストレプトキナーゼ）、または既に試験済みのポリペプチドを

主成分とする薬剤、ポリペプチドに対するモノクローナル抗体を、本明細書にお

ける他の場合に記載されるように誘導することができる。本明細書における他の

場合に記載されるように、組換え免疫グロブリンファージディスプレイライブラ

リーの作製に使用される末梢血単球のソースとして、アレルゲンに対して既にア

レルギーがあるか、または薬剤にさらされている患者（または試験対象）を用い

ることが好ましい。望ましくない免疫応答を示すかかる個体を、そのソースとし

て用いることがさらに好ましい。免疫グロブリンファージディスプレイライブラ

リーの種類（ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＭ）は、特定のポリペプチ

ドに関連する免疫応答の特性に合わせることができる。

      【００６６】

  その関連する反応性モノクローナル免疫グロブリン種を、対象のポリペプチド

（つまり、非突然変異ポリペプチド）でパニングすることによって選択し、続い

て、それを用いて、低い反応性の突然変異ポリペプチドを開示の方法で同定する

。

  まだ使用または試験されていない、新規なポリペプチドを主成分とする薬剤（

または他のポリペプチド）の場合には、そのポリペプチドを動物に投与し、組換

え免疫グロブリンファージディスプレイライブラリーの作製にその末梢血単球を

用いる。代替方法としては、ハイブリドーマの産生に用いる標準方法によって、

ポリペプチドを主成分とする薬剤に対するモノクローナル抗体を直接産生する。

この方法により、免疫応答を誘出する可能性を低減する手法において、ポリペプ

チドを変更することが可能となる。

      【００６７】

  既にヒトで試験済みのそれらのポリペプチドに、動物モデルを用いる方法の代



(33) 特表２００２－５４４４７２

替方法は、「ナイーブな」個体（つまり、ポリペプチドに曝露されていない個体

）から、組換え組合せファージディスプレイ免疫グロブリンライブラリーを作製

することを含む。適切な抗原に応答するクローン増殖を受けていないＢ細胞が低

多重度で存在するが、潜在的体液性応答の代表的なレパートリーは、非免疫個体

のＢ細胞に存在する。代表的な「ナイーブな」組合せライブラリーを作製する方

法が開発されている（Sodoyer 他, Human Antibodies 8: 37-42 (1997年))。か

かる方法を用いて、対象の抗体と反応する組換えＦａｂまたは他の抗体フラグメ

ントを産生することができる。次いで、これらのエピトープ特異的モノクローナ

ル組換え抗体を開示の方法で用いて、抗体結合を低減または排除する突然変異に

ついてスクリーニングすることができる。完全なＢ細胞レパートリー中に存在す

る可能性があるポリペプチド特異的免疫グロブリンとの反応性を排除するため、

突然変異を誘発することによって、まだ使用または試験されていないタンバク質

を主成分とする薬剤が、望ましくない免疫応答を誘出する可能性を低減すること

が可能なはずである。望ましくない低い免疫応答を誘出するポリペプチドの形状

を同定すれば、種々の望ましくない免疫応答の導入または他の副作用について、

さらにこれらのポリペプチドを試験することが可能である。

      【００６８】

  望ましくない免疫応答を誘出する可能性を決定する前に、発現した突然変異ポ

リペプチドをスクリーニングし、フレームシフトおよび大きな欠失などの著しい

突然変異を有するものを除去することが好ましい。これは、レポータータンパク

質を用いて、融合タンパク質としての突然変異ポリペプチドを発現させることに

よって行うことが好ましい。著しい突然変異のほとんどの場合、レポータータン

パク質は発現しないか、または機能しない。したがって、レポータータンパク質

をサーチし、そのレポータータンパク質が発現していない突然変異タンパクを除

去することによって、著しい突然変異をスクリーニングする。

      【００６９】

  対象のポリペプチドをエンコードする、突然変異した核酸を挿入する場合には

、その検出可能なレポーターが突然変異ポリペプチドのＣＯＯＨ末端につながる

融合タンパク質を形成するよう、レポーター配列を配列すべきである。例えば、
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そのポリペプチドの終止コドンを除去し、同一の読み枠内でレポーターをエンコ

ードする配列の後ろに、ポリペプチドをエンコードする配列をつなげるように、

突然変異生成で用いられる３’ＰＣＲプライマーを設計することによって、これ

を達成することができる。その検出可能なレポーターは、例えば酵素（ホースラ

ディッシュペルオキシダーゼもしくはアルカリホスファターゼなど）または蛍光

色素（緑色蛍光タンパク質など）または単一特異的抗体により識別されるエピト

ープ標識である。次いで、突然変異した融合核酸のセットを、望ましくない免疫

応答（上述の）を誘出する可能性およびＣＯＯＨ末端レポーターの発現の両方に

ついて、スクリーニングする。レポーターを発現するが、測定可能な免疫特性の

低減を示すクローンのみを、さらに研究するために選択すべきである。それらの

クローンのみを選択することによって、望ましくない免疫応答を誘出する可能性

を排除または低減する突然変異は、大きな欠失、早期終結、フレームシフト、も

しくは他の著しい突然変異にほとんど起因しないことが立証される。例えば、Ｇ

ＦＰをＣＯＯＨ末端レポーターに用い、抗原に結合する抗体をレポートするのに

ローダミン共役二次抗体を用いる場合には、ＧＰＦを産生するコロニーだけでな

くローダミン蛍光シグナルも保持すべきである。適切な二次抗体および融合タン

パク質レポーター（例えば、２種の蛍光標識）を選択することによって、開示の

方法における検出ステップをオートメーション化することができる。

  上述のようにスクリーニングした後、望ましくない免疫応答が低減されている

か、または排除されているかどうかを評価することによって、同定した突然変異

ポリペプチドをさらに試験する。

      【００７０】

Ｄ．突然変異の組合せ

  所望の特性を保持し、低程度の測定可能な免疫特性または望ましくない免疫応

答を誘出する突然変異ポリペプチドを同定すれば、個々の突然変異ポリペプチド

における突然変異を同定することができる。ひとたび同定すれば、その突然変異

を単一の突然変異ポリペプチドに組合せて、さらに低程度の望ましくない免疫応

答を誘出する突然変異ポリペプチドを産生することができる。例えば、複数の抗

体は、付与のポリペプチドに対する、望ましくない免疫応答の要因となるか、ま
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たは望ましくない免疫応答に関係することがあるため、これが望ましい。ひとた

び複数の突然変異を１つのポリペプチドに組合せたなら、そのポリペプチドを所

望の特性の保持しているか試験すべきである。

      【００７１】

  単一ポリペプチド中の様々な突然変異の組合せは、いずれかの適切な組換えＤ

ＮＡ技術を用いて達成することができる。かかる多くの技術は公知であり、かつ

利用可能である。例えば、特定の第二突然変異をエンコードするために、核酸配

列が変更されるような第一突然変異ポリペプチドをエンコードする核酸の部位特

異的突然変異誘発によって、１つの突然変異を他のもう１つの突然変異と組合せ

ることが可能である。

      【００７２】

  開示の方法で同定された突然変異ポリペプチドは、治療または食物としての目

的が含まれるいずれかの所望の目的で、動物に導入するのに有用である。低減ま

たは排除された測定可能な免疫特性により、望ましくない免疫特性のリスクが低

減されるはずである。

      【００７３】

Ｅ．所望の特性を保持する突然変異ポリペプチドの同定

  突然変異ポリペプチドをスクリーニングし、１種または復数種の所望の特性を

保持するものを同定することもまた可能である。保持する好ましい特性には、Ｔ

細胞活性化、酵素活性、生物活性、およびアレルギーの脱感作を促進する能力が

含まれる。かかる特性を検出するのに用いる方法は、含まれる特性によって異な

る。一般に、所望の特性は、対象のポリペプチドについて公知の特性、かつ検出

方法が利用可能な特性であることが企図される。抗体反応性およびＴ細胞活性化

などの一部の特性は、含まれる特定のポリペプチドに依存しない、一般化された

技術を用いて測定することができる。かかる方法は公知であり、開示の突然変異

ポリペプチドのいずれにも適用することができる。所望の場合には、複数の所望

の特性を保持するかどうか、突然変異ポリペプチドをスクリーニングすることが

可能である。所望の特性がＴ細胞活性化である場合には、かかる活性化を上述の

ように測定することが可能である。最終的に、開示の方法の一部として行わない
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場合には、同定したポリペプチドを、ヒト、他の哺乳類、または他の動物での望

ましくない免疫応答の低減および所望の効果の保持について試験することができ

る。

      【００７４】

  低減された測定可能な免疫特性を有する突然変異ポリペプチドの同定および１

種または複数種の所望の特性を保持する突然変異ポリペプチドの同定は、任意の

順序で、または同時に行うことが可能である。つまり、低程度の望ましくない免

疫応答を示す、または望ましくない免疫応答を示す可能性が低い突然変異ポリペ

プチドの同定は、所望の特性を保持する突然変異ポリペプチドを同定する前、同

時に、またはその後に続いて行う。その特性のうちの１つを最初にスクリーニン

グする場合には、最初のスクリーニングで同定された突然変異ポリペプチドのみ

を第二の同定にかけることが好ましい。例えば、低程度の望ましくない免疫応答

を示す、または望ましくない免疫応答を示す可能性が低い、突然変異ポリペプチ

ドのセットを最初に同定する場合には、同定されたポリペプチドのみ、所望の特

性を保持しているか試験する必要がある。

      【００７５】

Ｆ．実例

  開示の方法がアレルゲンのコンテクストでどのように使用できるのか、その例

を以下に説明する。アレルギー性疾患は、ヒトに影響を及ぼす、よく知られた健

康上の問題である。マスト細胞表面のレセプターに結合したＩｇＥ抗体が抗原に

より架橋した際に、活動を誘発するマスト細胞または関連する細胞により、ヒス

タミンおよび他の炎症性メディエーターが産生および放出することによってアレ

ルギーが表れる。回避する以外に、症状を緩和することのみ可能な薬剤（例えば

、抗ヒスタミン薬、鬱血除去剤、およびステロイド）は好ましくない副作用を有

し、往々にして一時的な緩和を提供するのみであって、アレルギーに対して現在

医学的に認められている治療は、免疫療法のみである。

      【００７６】

  従来の免疫療法には、アレルゲン抽出物を数年の期間にわたって繰り返し注入

し、アレルゲンに対して患者を脱感作することが含まれる。残念ながら、従来の
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免疫療法は、アレルゲン抽出物自体に対する患者のアレルギー反応のため、危険

かつ苦痛である。一部のアレルゲンについては、免疫療法は不可能である。とい

うのは、低レベルのアレルゲンでさえ、例えば、アナフィラキシーの原因となる

マスト細胞の脱顆粒によって生じる、一部の患者に命を脅かす反応が起こりうる

からである。これらの問題は開示の方法で改善することができる。

      【００７７】

  開示の方法のコンテクストでは、望ましい免疫応答はアレルギー応答である。

ＩｇＥがアレルゲンに対するアレルギー応答を仲介するため、アレルゲンの場合

に、評価される測定可能な好ましい免疫特性はＩｇＥ反応性である。アレルギー

性は低いが、有効な脱感作免疫療法に用いることが可能な種類のアレルゲンを産

生することが目標の場合には、保持される所望の特性は、脱感作に含まれる特性

である。開示の方法において、Ｔ細胞活性化を評価することによって、この特性

を検出することができる。

      【００７８】

  この方法は、アレルゲンに対してアレルギー性であることが分かっている患者

由来のＩｇＥ抗体または抗体フラグメントを用いて最良に行われる。標準技術を

用いて、アレルゲンに対してアレルギー性の患者から組合せ抗体ライブラリーを

作製することができる(Steinberger他, J. Biol. Chem. 271: 10967-10982 (199

6年))。１人または複数のアレルギー性患者の末梢血単核細胞から単離したｍＲ

ＮＡからの組合せＩｇＥファージディスプレイライブラリーを作製する。９６ウ

ェルマイクロタイタープレート上に固定したアレルゲンに対してＩｇＥ Ｆａｂ

を発現する繊維状ファージを、その表面にパニングすることによって、アレルゲ

ン特異的ＩｇＥを選択する。次いで、ｃＤＮＡをアレルゲン結合ファージから単

離し、大量のモノクローナル、組換え、アレルゲン特異的ＩｇＥ Ｆａｂを産生

するために大腸菌中に形質転換する。

      【００７９】

  抗体ライブラリーが、患者の血清中に存在するポリペプチド特異的ＩｇＥ抗体

の完全なインベントリーを含むかどうかを決定するために、免疫競合アッセイを

行う。このために、固定化された対象のポリペプチドで、プールされた組換えＦ
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ａｂをプレインキュベーションする。

  洗浄して、結合していないＦａｂを除去した後、次いで固定化されたポリペプ

チドを患者の血清でインキュベーションする。洗浄して、結合していない血清タ

ンパク質を除去した後、抗体Ｆｃドメインに対して特異的なレポーター連結二次

抗体を用いたインキュベーションを行う。結合レポーターを検出することによっ

て、血清抗体がポリペプチドへ結合するのを組換えＦａｂが防いだ程度を定量す

ることが可能となる。最大の、不競合血清抗体結合は、Ｆａｂでプレインキュベ

ーションしていない、またはナンセンスＦａｂでインキュベーションしたポリペ

プチドを用いて決定される。

      【００８０】

  アレルゲンをエンコードする核酸の低い忠実度のＰＣＲ突然変異誘発によって

、試験用にポリペプチドアレルゲンの突然変異体形状を産生する。次いで、上述

のように作製したＩｇＥライブラリーに対して試験するため、またＴ細胞活性化

（望ましい特性）について試験するために、突然変異した核酸を発現させて、ラ

ンダムな突然変異アレルゲンのプールを作製する。アレルゲン上の様々なエピト

ープは様々なアレルゲン特異的ＩｇＥと反応すると考えられることから、単一の

アレルゲン特異的ＩｇＥとさえ反応しない突然変異アレルゲンはその方法では次

に繰り越すべきである（関係のある種々の異なる突然変異は後に組合せることが

可能である）。望ましい特性を評価するために、Ｔ細胞との反応性の保持につい

て突然変異ポリペプチドを試験する。２種類のアッセイ（ＩｇＥ反応性とＴ細胞

活性化についてのアッセイ）を順に、または同時に行う。アレルゲン特異的Ｉｇ

Ｅと反応せず、Ｔ細胞に対する反応性を保持するアレルゲンを同定すると、個々

の突然変異を同定することができる。次いで、様々なアレルゲン特異的ＩｇＥｓ

に対する反応性を破壊する、突然変異を具体化する複合アレルゲンを産生するこ

とが可能である。次いで、関連するアレルゲン特異的ＩｇＥ、および複合アレル

ゲンにおいて十分なＴ細胞反応性を保持するが、ＩｇＥ反応性を確実に低減する

Ｔ細胞に対して、この複合突然異性アレルゲンを試験すべきである。最終的に、

複合突然変異アレルゲンは、マイナスの副作用のリスクが低減された免疫療法に

用いることができる。
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      【００８１】

素材

Ａ．抗体

  開示の方法で使用する抗体は、ヒトまたは適切な哺乳類から得られた抗体、お

よびそれに由来の抗体であることが好ましく、望ましくない免疫応答を示すか、

または示す傾向がある患者由来の抗体がさらに好ましい。例えば、好ましくは、

アレルギー性患者から得た抗体、およびアレルギー性患者由来の抗体であり、さ

らに好ましくは、対象のポリペプチドに対してアレルギー性の患者由来の抗体で

ある。開示の方法で使用する好ましい抗体は、対象のポリペプチドに対して反応

性の抗体である。

      【００８２】

  標準技術を用いてモノクローナル抗体を産生することができる。本発明の方法

では、対象のポリペプチドに対する反応性について、モノクローナル抗体を選択

すべきである。結合特異性を保持する抗体フラグメントの産生もまた、確立され

た技術を用いて達成することができる。開示の方法で使用するのに好ましい抗体

はＦａｂである。

      【００８３】

  開示の方法で使用する抗体は、組合せ抗体ライブラリーから得ることが好まし

い。組合せ抗体ライブラリーを作製する技術は公知である。例えば、Barbas他の

方法 (Barbas 他, J. Mol. Biol. 230: 812-823 (1993年))を用いて、開示の方

法に使用する、組合せファージディスプレイ免疫グロブリンライブラリーを作製

、かつスクリーニングすることができる。以下の例は、かかる組合せ抗体がどの

ように作製されるのかを説明するものである。血液サンプルは、対象のポリペプ

チドに対する免疫応答を発現する患者から得る（または数人の患者からプールす

る）。遠心分離により、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ （Ｐｈａｒｍａｃｉａ社）

の密度勾配を用いて、末梢血単球を調製する (Steinberger 他, Allergy Clin. 

Immunol. 96: 209-218 (1995年))。グアナドレルＨＣｌ抽出法などの標準技術を

用い、これらの細胞からｍＲＮＡを調製する(Davis 他, Basic Methods in Mole

cular Biology (Elsevier, New York, 1986年))。次いで、ランダムＤＮＡヘキ
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サマーまたは免疫グロブリン配列特異的オリゴヌクレオチドを最初の逆転写に用

いる。逆転写されたｃＤＮＡをＰＣＲ反応において鋳型として用いて、重鎖およ

び軽鎖の可変領域および／定常領域をエンコードする配列を増幅することができ

る。これらのプライマー配列を選択し、特定のクラスの免疫グロブリン配列を増

幅することができる。例えば、ＩｇＥ配列を増幅するために、Steinberger 他, 

J. Biol. Chem. 271: 10967-10972 (1996年)により記載されているプライマー配

列および条件を用いることが可能である。ＩｇＧ配列については、Tomlinson 他

, J. Mol. Biol. 227: 776 (1992年)、またはBarbas 他, J. Mol. Biol. 230: 8

12-823 (1993年)ににより記載されているプライマーを用いることが可能である

。

      【００８４】

  ＰＣＲ増幅反応の発生は、ｐＣｏｍｂ３発現ベクターなどの適切な発現ベクタ

ー中にサブクローニングするために、適切な制限酵素で消化することができる。

ｐＣｏｍ３ファージミドベクターによって、重鎖および軽鎖の可変配列を組合せ

混合し、組換えＦａｂフラグメントをエンコードする構造のライブラリーを作製

することが可能となる。そのライブラリーは大腸菌に形質転換し、ヘルパーファ

ージを用いた救助によってファージ産生を開始する。ｐＣｏｍ３ベクターは、そ

のＦａｂ配列を遺伝子ＩＩＩコートタンパク質に融合することから、Ｆａｂタン

パク質は組換えファージ表面に現れる。

      【００８５】

  対象のポリペプチドに対するＦａｂをエンコードする配列を運ぶファージを「

パニング」によって同定することができる。パニングするために、対象のポリペ

プチドをＥＬＩＳＡプレートのウェル中またはニトロセルロース上に固定化する

。３％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含有するリン酸緩衝液（ＰＢＳ）などの

溶液でインキュベーションすることによって、非特異的結合部位をブロックした

後、固定化したポリペプチドを組換えファージ（約１０１２プラーク形成ユニッ

ト）でインキュベーションする。次いで、ＰＢＡまたは０．０５％Ｔｗｅｅｎ２

０などの洗浄剤を含有するトリス緩衝溶液中で洗浄することによって、結合して

いないファージを除去する。結合していないファージを０．１％ＢＳＡおよびｐ
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Ｈ２．２の０．１ＭグリシンＨＣＬを含有する溶液で溶離する。

      【００８６】

  溶離用液を２Ｍトリスで中和した後、溶出したファージおよび成長したファー

ジ感染バクテリアの培養で大腸菌を感染させる。ヘルパーファージを用いた同時

感染によって、再度「パニング」アッセイに使用することができる繊維状ファー

ジを産生することが可能となる。個々のファージミドを単離し、そのエンコード

された免疫グロブリン配列を決定した後、パニング、ファージ溶離、および細菌

形質転換を数回（３～５回）行うべきである。

      【００８７】

  可溶性組換えＦａｂフラグメントを産生するために、対象の免疫グロブリン配

列をエンコードするプラスミド（つまり、対象のポリペプチドと反応するもの）

を、酵素（Ｃｏｍ３の場合には、ＳｐｅＩおよびＮｈｅＩが使用可能）を用いて

制限消化することによってファージミドから取り出す。直鎖化されたプラスミド

をファージ配列からアガロースゲル電気泳動により単離し、ガラスミルク（ｇｌ

ａｓｓ  ｍｉｌｋ）精製によってアガロースから回収し、標準ＤＮＡ連結反応プ

ロトコルに従って再循環させる。Ｆａｂをエンコードするプラスミドで形質転換

された大腸菌を、抗生物質選択により単離する。Ｆａｂタンパク質の産生は、イ

ソプロピル－１－チオ－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）の存在下、３

０℃で数時間インキュベーションすることによって誘導する。次いで、遠心分離

により細菌を回収し、Ｆａｂを含有する上澄み液を保持する。必要な場合には、

Ｆａｂを細菌培地からアフィニティー精製することができる。これは、対象とな

る組換えまたは精製された自然抗体が結合しているクロマトグラフィー樹脂に培

地を通すことによって達成される。

      【００８８】

  上述のように、免疫競合アッセイを行い、抗体ライブラリーがポリペプチド特

異的抗体の完全なインベントリーを含むかどうかを決定することができる。手短

に言うと、プールされた組換えＦａｂを、固定化された対象のポリペプチドでプ

レインキュベーションし、次いでその固定化されたポリペプチドを患者の血清で

インキュベーションする。血清抗体がポリペプチドへ結合するのを組換えＦａｂ



(42) 特表２００２－５４４４７２

が防いだ程度を、抗体Ｆｃドメインに対して特異性のレポーター連結二次抗体を

用いて、固定化されたポリペプチドをインキュベーションすることによって評価

する。対照として、不競合血清抗体結合は、Ｆａｂでプレインキュベーションさ

れていない、またはナンセンスＦａｂでインキュベーションされているポリペプ

チドを用いて決定することができる。抗体、モノクローナル抗体、および抗体フ

ラグメントを単離および産生する、他の有用な多くの技術が、HarlowおよびLane

著「Antibodies-A Laboratory Manual」 (Cold Spring Harbor, 1988年)、「Mon

oclonal Antibodies」(Kennett 他, eds., Plenum Press, 1980年)およびStewar

dおよびSteensgaard著「Antibody Affinity: Thermodynamic Aspects and Biolo

gical Significance」(CRC Press, 1983年)に記載されている。

      【００８９】

Ｂ．ポリペプチド

  開示の方法を用いて、いずれかのプロテイン、ペプチド、または対象のポリペ

プチドに対する望ましくない免疫応答の可能性を低減または排除することができ

る。開示の方法で選択するのに好ましい標的には、酵素、治療用タンパク質およ

びペプチド、アレルゲン、他の抗原性タンパク質およびペプチド、ヒト、他の哺

乳類、他の動物に導入する目的の他のいずれかのタンパク質またはペプチドが含

まれる。

      【００９０】

  対象のポリペプチドとして酵素を用いる場合には、突然変異体ペプチドに保持

される特性はその酵素活性であることが好ましい。開示の方法では、任意の酵素

を使用することができる。抗原性の酵素が好ましく、アレルギー性の酵素が最も

好ましい。生物活性を有するペプチドおよびタンパク質もまた、開示の方法で使

用するのに好ましいポリペプチドである。生物活性ポリペプチドを用いる場合、

ポリペプチドの生物活性は、突然変異ポリペプチドの保持された特性であること

が好ましい。

      【００９１】

  開示の方法で使用するのに好ましいポリペプチドは抗原である。開示の方法で

使用するのに好ましい抗原はアレルゲンである。少々刺激がある程度から命を脅
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かす程度の範囲である、アレルギー応答を誘出する多くのアレルゲンが知られて

いる。アレルゲンには、昆虫、食物、かび、ダスト、花粉、植物、魚、貝類や甲

殻類、哺乳類由来のポリペプチドが含まれる。これらのいずれかを、開示の方法

で用いることができる。

      【００９２】

１．突然変異ポリペプチド

  突然変異ポリペプチドは、少なくとも１つの位置で対象のポリペプチドと異な

るアミノ酸配列を有するポリペプチドである。突然変異ポリペプチドは、対象の

ポリペプチドをエンコードする突然変異した核酸から発現したポリペプチドであ

ることが好ましい。これらの突然変異ポリペプチドは、１種または複数種の所望

の特性を保持するが、低程度の望ましくない免疫応答を誘出する突然変異ポリペ

プチドの選択に用いる原料である。開示の方法を実施することにより、いくつか

の種類の突然変異ポリペプチドが存在する。一般に、これらには、望ましくない

免疫応答を誘出するその可能性または所望の特性の有無にかかわらず、対象のポ

リペプチドのいずれかの突然変異体形状を含む突然変異ポリペプチド；望ましく

ない免疫応答を誘出する可能性が低減された突然変異ポリペプチドであって、非

突然変異ポリペプチド（つまり、対象のポリペプチド）に対して、選択されたア

ッセイ（または一組のアッセイ）で測定可能な免疫特性の低減を示す突然変異ポ

リペプチド；選択された免疫アッセイ（または一組のアッセイ）において検出可

能、測定可能な免疫特性を持たない、望ましくない免疫応答を誘出する可能性が

低減された突然変異ポリペプチドのクラスのサブセットである、望ましくない応

答反応を誘出できない突然変異ポリペプチド；１種または複数種の所望の特性を

保持する突然変異ポリペプチド；望ましくない免疫応答を誘出する可能性が低減

され、かつ開示の方法の所望の結果である、１種または複数種の所望の特性を保

持する突然変異ポリペプチド；が含まれる。  

      【００９３】

  これらのクラスの突然変異ポリペプチドのうち、いくつかのメンバーは、開示

の方法で同定されるはずである。かかる突然変異ポリペプチドは、同定突然変異

ポリペプチドと呼ばれるか、またはそれによって突然変異ポリペプチドが同定さ
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れたことを特徴とすることを意味する。したがって、例えば、開示の方法で同定

された、ＩｇＥとの反応性が低い突然変異ポリペプチドは、低いＩｇＥ反応性を

有する同定突然変異ポリペプチドまたは単に低反応性突然変異ポリペプチドと呼

ぶことができる。

      【００９４】

  望ましくない免疫応答を誘出できない突然変異ポリペプチドのクラスは、アッ

セイでの検出の限界内で、付与の１種の免疫アッセイまたは複数のアッセイで検

出可能、測定可能な免疫特性を持たない突然変異ポリペプチドを意味する。  

したがって、突然変異ポリペプチドの測定可能な免疫特性は、望ましい免疫応答

を誘出できない突然変異ポリペプチドと見なすために絶対レベル未満である必要

はない。さらに、標準として用いられるアッセイにおいて、突然変異ポリペプチ

ドが測定可能な免疫特性を示さない場合には、たとえその突然変異ポリペプチド

が異なるアッセイで測定可能な免疫特性を示すことがあったとしても、望ましく

ない免疫応答を誘出できない突然変異ポリペプチドとみなすことができるように

その１種の免疫アッセイまたは複数のアッセイは自由に選択できる。

      【００９５】

  突然変異ポリペプチドは、対象のポリペプチドに対する突然変異ポリペプチド

の比較によって同定することができる突然変異を含む。かかる突然変異は同定突

然変異と呼ばれる。突然変異ポリペプチドと対象のポリペプチドの差異を決定す

るために、多くの技術が利用可能である。突然変異は、突然変異ポリペプチドを

エンコードするヌクレオチド配列および対照のポリペプチドをエンコードするヌ

クレオチド配列を比較することによって、同定することが好ましい。

      【００９６】

  対象のポリペプチドと突然変異ポリペプチドの関係を認識して、対象のポリペ

プチドを非突然変異ポリペプチドと呼ぶことができる－つまり突然変異誘発する

前に、核酸によりエンコードされる対象のポリペプチドの形状。これは、非突然

変異ポリペプチドが絶対的な意味で非突然変異体であることを意味するものでは

ない。むしろその用語は単に、元の対象となるポリペプチドと、開示の方法で産

生された突然変異ポリペプチドとの関係を表すために用いられる。したがって、
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例えば「突然変異体」形状のポリペプチドを対象のポリペプチドとして用いるこ

とが可能であり、このコンテクストでは「非突然変異」ポリペプチドになる。低

程度の望ましくない免疫応答を示す突然変異ポリペプチドを任意の目的に用いる

ことができる。例えば、かかる突然変異ポリペプチドを、対象のポリペプチドの

公知の用途に用いることが可能である。かかる用途は、突然変異ポリペプチドの

保持された特性に関連することが好ましい。開示の突然変異ポリペプチドの好ま

しい用途は、動物の体に突然変異ポリペプチドを導入することを含む用途および

突然変異ポリペプチドに動物を曝露することを含む用途である。かかる用途には

、食物または栄養補助食品での使用、治療用物質としての使用、および治療とし

ての使用が含まれる。突然変異ポリペプチドの好ましい用途は、免疫療法または

その代替の他の方法、操作、または免疫系のモジュレーションでの使用である。

これらの用途に用いる技術の多くが公知であり、開示の突然変異ポリペプチドと

共に用いられる。例えば、薬剤および治療用物質の投与のための非常に多くの技

術を開示のポリペプチドに用いることが可能である。多くの組成物、製剤、およ

び薬物送達の仕組みが公知であり、開示のペプチドを投与するのに用いることが

できる。

      【００９７】

  開示の方法で同定された突然変異ポリペプチド、または開示の方法で同定され

た突然変異ポリペプチドから得られた突然変異ポリペプチドは、１種または複数

種の免疫修飾物質分子を含む組成物中に、または１種または複数種の免疫修飾物

質分子と組合せて用いることもできる。好ましい免疫修飾物質分子には、ＩＬ－

１２などのインターロイキンおよびアジュバント分子または組成物が含まれる。

多くのアジュバントが公知であり、開示の突然変異ポリペプチドと共に用いるこ

とができる。その突然変異ポリペプチドおよび免疫修飾物質分子は物理的に関連

することが好ましい。かかる物理的関連には、例えばポリペプチドと免疫修飾物

質分子の共カプセル化、ポリペプチドと免疫修飾物質分子の共有結合会合、また

はポリペプチドと免疫修飾物質分子の非共有結合会合が含まれる。共有結合会合

の例には、突然変異ポリペプチドと免疫修飾物質分子の化学結合または架橋、ま

たは免疫修飾物質分子がポリペプチドである場合、突然変異ポリペプチドと免疫
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修飾物質ポリペプチドとの融合ポリペプチドが含まれる。

      【００９８】

  低程度の望ましくない免疫応答を示す突然変異ポリペプチドは、形質転換植物

または動物に発現する。これは、例えば、突然変異ペプチドが誘導される対象の

ポリペプチドが、その植物または動物に天然に存在する場合に有用である。突然

変異ポリペプチドを発現する形質転換植物または動物は２つの成果を有する。第

一に、それらは突然変異タンパク質のソースとして用いることが（例えば、治療

用物質としての使用または免疫療法における使用）可能であり、第二に、適切に

形質転換された植物または動物を、元の植物または動物の代わりに用いることが

可能であり、それによって、その植物または動物が消費された場合またはその植

物または動物から得られた生産物が動物に導入される場合に、望ましくない免疫

応答のリスクが低減される。例えば、かかる形質転換動物または植物は、２つの

効果：（１）それら自体で望ましくない免疫応答を付与しないことと、（２）形

質転換されたソースに免疫療法薬剤として作用することによって、形質転換され

ていないソースからの保護を付与することのいずれかまたは両方を有する。

      【００９９】

  植物および動物をエンジニアリングする方法は公知であり、１０年になる。例

えば、植物については、Day, Crit. Rev. Food Sci. & Nut.36 (S): 549-567 (1

996年)、Fuchs およびAstwood, Food Tech. 83-88 (1996年)を参照のこと。組換

え動物を作製する方法もまた十分に確立されている。例えば、Colman, Biochem.

 Soc. Symp. 63: 141-147 (1998年)；EspanionおよびNiemann, DTWDtxch Tierar

ztl Wochenschr 103 (8-9): 320-328 (1996年)；Colman, Am. J. Clin. Nutr. 6

3 (4): 639S-6455Sを参照のこと。相同遺伝子組換えおよび／または三重らせん

形成オリゴマーを用いて、部位特異的変化を誘発することも可能である。例えば

、Rooney およびMoore, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 2141-2149 (1995年)

；Agrawal 他, BioWorld Today, 9 (41): 1を参照のこと。

      【０１００】

  開示の方法で同定した突然変異ポリペプチド、または開示の方法で同定した突

然変異ポリペプチドから得られた突然変異ポリペプチドを、１種または複数種の
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他のポリペプチドに融合することが可能である。本明細書において融合パートナ

ーポリペプチドと呼ばれる他のポリペプチドは、任意のペプチドまたはタンパク

質であり、任意の目的で突然変異ポリペプチドに融合することができる。融合パ

ートナーポリペプチドは、免疫修飾物質活性を有することが好ましい。好ましい

融合パートナーポリペプチドには、ＩＬ－１２などのインターロイキンおよびア

ジュバントポリペプチドが含まれる。アレルゲンとインターロイキンとの融合は

、アレルギーの脱感作を促進するのにさらに有効であることが示されている（Ki

m 他, J. Immunology 158: 4137-4144 (1997年)）。

      【０１０１】

  ２．ポリペプチドの特性

  開示する方法は、望ましくない免疫応答を誘出させる可能性の小さいポリペプ

チドの変異型を同定することによって関心のあるポリペプチドへの望ましくない

免疫応答を低減させることに関する。望ましくない免疫応答を誘出させる可能性

の小さいそのような変異型ポリペプチドは、それらが元のポリペプチドの特性を

保持する時に、最も有用である。保持される特性は、ポリペプチドの任意の有用

な又は望ましい特性、酵素活性、生物活性、及びＴ細胞活性のようなものにする

ことができる。

      【０１０２】

  特性は、特性が変異型ポリペプチドに存在する時に、保持される。保持される

と考えられるには、特性は、関心のあるポリペプチドと同じレベルである必要は

ないが、同じレベルであるのが好ましい。特性は、有用なレベルにだけ保持する

必要があるのが普通である。所望の特性が免疫学的特性（例えば、抗体活性、Ｔ

細胞活性、又は感度低下活性）である時は、そのような特性は、本明細書中どこ

かに記載する又は引用する技術を使用して評価することができる。所望の特性の

レベルの増大が、また望ましく、開示する方法から排除することを意図しないの

が普通である。

      【０１０３】

  生物活性は、変異型ポリペプチドによって保持されるべき別の好適な特性であ

る。生物活性は、ペプチド、又はタンパク質が有し得る任意の生物学的作用又は
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機能にすることができる。例えば、生物活性は、生体分子（例えば、レセプター

リガンド）への特異的な結合、ホルモン活性、サイトカイン活性、及び生物学的

活性の抑制又はその他の生体分子（例えば、レセプター結合の作用物質及び拮抗

物質）の相互作用、酵素活性、抗ガン活性、免疫抑制活性、免疫刺激活性、免疫

特性、免疫系細胞の機能の変性、抗生物質活性、抗ウイルス活性、及び栄養活性

を含む。生物活性は、当分野で知られている適当な技術及びアッセイを使用して

測定しかつ検出することができる。抗体反応性及びＴ細胞活性化は、生物活性と

考えることができる。これに鑑みて、生物活性に関係する所望の特性を、本明細

書中で一般的な生物活性、抗体反応性及びＴ細胞活性化と異なる生物活性、抗体

反応性及びＴ細胞活性化、抗体反応性、及びＴ細胞活性化として分類することが

できる。生物活性は、また、適する場合には、インビボで評価することもできる

。これは、関心のある生物活性の有用なレベルの存在の最も正確な評価になるこ

とができる。酵素活性は、当分野で知られている適当な技術及びアッセイを使用

して測定しかつ検出することができる。

      【０１０４】

  ウイルスタンパク質－例えば、ウイルスベクター、治療ウイルス、及びウイル

スキャプシッド送達組成物に関して使用するため－保持されるべき所望の特性は

、集合してウイルス粒子又はキャプシッドになる能力及び細胞に混入する又は入

る能力を含むことができる。そのような特性は、ウイルスタンパク質の送達性質

が関心のある場合に、有用である。

      【０１０５】

Ｃ．標的ポリペプチドをコードする核酸

  開示する方法は、関心のあるタンパク質又はペプチドの変異型を選定すること

に関する。これらの変異型は、ポリペプチドをコードする核酸分子に突然変異源

を与え、突然変異を起こされた核酸分子から変異型ポリペプチドを表現すること

によって生成する。これより、開示する方法は、関心のあるポリペプチドをコー

ドする核酸分子が入手可能又は得ることが可能であることを要する。ポリペプチ

ドをコードする核酸は、多数知られており、他の核酸は、定着したクローニング

技術を使用して得ることができる。
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      【０１０６】

  開示する方法は、関心のあるポリペプチドをコードする核酸、及びこの核酸の

変異型を表現して、それがコードするポリペプチドを生成することに関するのが

好ましい。関心のあるポリペプチドをコードする核酸は、任意の適した表現配列

を使用して表現することができる。多数の表現配列が知られていて、関心のある

遺伝子を表現するために使用することができる。関心のあるポリペプチドをコー

ドする核酸は、直接表現してよいばかりでなく、また、別のポリペプチド、好ま

しくは上記した通りのフレームシフトや大きな欠失のようなグロス突然変異を有

する突然変異源を与えられた核酸を同定しかつ排除するのに使用することができ

るレポータータンパク質との融合としても表現してよい。

      【０１０７】

  関心のあるポリペプチドをコードする核酸は、関心のあるポリペプチドをコー

ドする配列、及びこの配列の下流の、レポータータンパク質をコードする配列を

含む融合タンパク質をコードすることができる。この配列は、レポータータンパ

ク質の表現を関心のあるポリペプチドの表現に依存させる。すなわち、関心のあ

るポリペプチドをコードする核酸がフレームシフトや大きな欠失のようなグロス

突然変異を有するならば、これは、レポータータンパク質に影響を与えることに

なり、レポータータンパク質の表現の損失は、そのような突然変異が存在すると

いう簡便なしるしとして働くことができる。グロス突然変異は、望ましくない免

疫応答を誘出させる可能性が小さいようであるが、所望の特性を保持しないので

、望ましくない。

      【０１０８】

  レポータータンパク質は、タンパク質又はペプチドであって、それらの表現を

検出することができる任意のものにすることができる。レポータータンパク質と

して使用するための好適なポリペプチドは、細胞増殖のために必要とされるポリ

ペプチドである。細胞増殖のために必要なポリペプチドを使用することによって

、グロス突然変異による表現の排除は、それらの細胞の死を引き起こすことにな

る。このようにして、望ましくないグロス突然変異を持つ細胞は、変異型ポリペ

プチドを表現する細胞のプールに存在することになる。
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      【０１０９】

  レポータータンパク質は、また、ポリペプチドであって、それの表現を直接か

又は間接のいずれかで検出することができる任意のものにすることができる。こ

れらは、β－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、及びアルカリホスファターゼ

のような特異的な検出可能な生成物を産生することができる酵素、並びに直接検

出することができるポリペプチドを含む。例えばポリペプチドへの特異的な抗体

を使用することによって、事実上いずれのポリペプチドも直接検出することがで

きる。直接検出することができる好適なレポータータンパク質は、緑色蛍光タン

パク質（ＧＦＰ）である。クラゲＡｅｑｕｏｒｅａ  ｖｉｃｔｏｒｉａからのＧ

ＦＰは、基質を加えないで紫外線に暴露する際に蛍光を生じる（Ｃｈａｌｆｉｅ

等、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６３：８０２～５（１９９４））。標準の条件下で野生

型ＧＦＰに比べて５０倍程に大きな蛍光を発生する多数の改質されたＧＦＰが造

り出された（Ｃｏｒｍａｃｋ等、Ｇｅｎｅ  １７３：３３－８（１９９６）；Ｚ

ｏｌｏｔｕｋｈｉｎ等、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ  ７０：４６４６－５４（１９９６））

。この蛍光のレベルは、細胞において低いレベルの表現の検出を可能にする。

      【０１１０】

  蛍光信号を生成するレポータータンパク質は、そのような信号がＦＡＣＳを使

用して選別することを可能にするので、有用である。レポータータンパク質の表

現に基づいて細胞を選別する別の方法は、レポータータンパク質を、細胞を結合

するためのフックとして使用することに関係する。例えば、レポータータンパク

質のような細胞表面タンパク質は、特異的な抗体によって結合することができる

。そのようなレポータータンパク質を表現する細胞は、例えば固体基質に結合さ

れた抗体を使用し、磁気ビーズに結合された抗体を使用し、又はレポータータン

パク質に結合された抗体を捕獲することによって、捕獲することができる。抗体

を捕獲剤として使用する技術は、多数知られており、開示する方法によって使用

することができる。

      【０１１１】

  レポータータンパク質は、また、別の遺伝子の表現を調節するポリペプチドに

にすることもできる。これは、調節された遺伝子の表現を検出することによって
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レポータータンパク質の表現の検出を可能にする。例えば、リプレッサータンパ

ク質は、レポータータンパク質として使用することができる。レポータータンパ

ク質の表現の抑制は、次いで調節された遺伝子の低下を生じるであろう。このタ

イプの間接検出は、アフェクターＲＮＡ分子によりレポータータンパク質の表現

の抑制のポジティブな検出を可能にする。このタイプの調節の一つの好適な形態

は、レポータータンパク質として使用するリプレッサータンパク質によって調節

される抗生物質耐性遺伝子を使用することである。宿主細胞を抗生物質に暴露す

ることによって、抗生物質耐性遺伝子の表現が抑制されることになるので、レポ

ーター遺伝子の表現が抑制されたそれらの細胞だけが増殖することになる。

      【０１１２】

  レポーターを、それが関心のあるポリペプチドの生物活性を妨げないことを確

実にするように選ぶ又は関心のあるポリペプチドにプロテアーゼ開裂のような標

準方法によって容易に取り去ることができる（生物活性を評価する前に）ように

結合させることが好適である。

      【０１１３】

  本明細書中に記載する特定の方法論、プロトコル、及び試薬は、変わり得るの

で、開示する発明をこれらに限定しないことは、理解される。また、本明細書中

で用いる用語は、特定の実施態様を記載するだけのためであり、かつ本発明の範

囲を制限することを意図せず、本発明は、特許請求の範囲の記載によってだけ制

限されることも理解されるべきである。

      【０１１４】

  本明細書中及び特許請求の範囲に記載する用語は、内容が明瞭に示さない場合

には、単数及び複数形を含むことに留意しなければならない。これより、例えば

、「宿主」に関する言及は、そのような宿主の単数及び複数を含み、「抗体」に

関する言及は、一種又はそれ以上の抗体及び当業者に知られているそれらの均等

物を言う、等である。

      【０１１５】

  本明細書中で用いる技術的及び科学的用語は、他の方法で規定しない場合には

、開示する発明が属する当業者によって一般的に理解されるのと同じ意味を有す
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る。本明細書中に記載するのと同様のいずれの方法及び物質又は均等物を本発明

の実施又はテスティングにおいて使用することができるとはいえ、好適な方法、

装置及び物質は、記載する通りである。



(53) 特表２００２－５４４４７２

【国際調査報告】



(54) 特表２００２－５４４４７２



(55) 特表２００２－５４４４７２



(56) 特表２００２－５４４４７２



(57) 特表２００２－５４４４７２



(58) 特表２００２－５４４４７２



(59) 特表２００２－５４４４７２



(60) 特表２００２－５４４４７２
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