
(57)【要約】
【課題】インフルエンザ菌の感染に対するワクチンとして有用である免疫原性抱合体を提
供すること。
【解決手段】合成リボースリビトールホスフェート（ＰＲＰ）オリゴマーを固相／液相系
中での重合により製造し、得られたＰＲＰオリゴマーに、少なくとも１つのＴ細胞ペプチ
ドを含む合成ペプチドを結合させて免疫原性抱合体を得る。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ポ リ リ ボ シ ル リ ビ ト ー ル 　 リ ン 酸 （ Ｐ Ｒ Ｐ ） オ リ ゴ マ ー を 用 い た 免 疫 抱 合 体 の 製 造 方 法
で あ っ て 、
　 ポ リ リ ボ シ ル リ ビ ト ー ル 　 リ ン 酸 （ Ｐ Ｒ Ｐ ） オ リ ゴ マ ー を 製 造 す る 工 程 と 、
　 ポ リ リ ボ シ ル リ ビ ト ー ル 　 リ ン 酸 （ Ｐ Ｒ Ｐ ） オ リ ゴ マ ー に 少 な く と も １ つ の Ｔ 細 胞 エ ピ
ト ー プ を 含 む 合 成 ペ プ チ ド を 結 合 さ せ て 免 疫 抱 合 体 を 得 る 工 程 と
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 免 疫 抱 合 体 の 製 造 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 （ Hi） に 対 す る 合 成 ワ ク チ ン に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、
ポ リ リ ボ シ ル リ ビ ト ー ル  リ ン 酸 （ sPRP） の 反 復 ユ ニ ッ ト を 含 む 合 成 オ リ ゴ 糖 に 共 有 結 合
さ せ る こ と に よ り 、 哺 乳 動 物 に お い て 高 力 価 の 抗 PRPお よ び 抗 OMP抗 体 を 誘 導 す る こ と の で
き る 免 疫 原 性 合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 ワ ク チ ン を 形 成 さ せ る た め の 、 Hiの 外 膜 タ ン パ ク （ O
MP） P1、 P2お よ び P6の 強 力 な Ｔ ヘ ル パ － 細 胞 決 定 因 子 （ THD） お よ び Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ （ B
E） の 利 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 ｂ 型 （ Hib） は 、 ５ 才 未 満 の 子 供 に お け る 細 菌 性 髄 膜 炎 の 主 要 な 病 因
で あ る （ 参 考 文 献 １ 、 ２ ） 。 （ 参 考 文 献 は 、 本 開 示 の 最 後 に 示 す ） 。 細 菌 は 、 ポ リ リ ボ シ
ル リ ビ ト ー ル  リ ン 酸 （ PRP） の 反 復 重 合 体 で あ る 多 糖 類 の 夾 膜 に よ っ て 、 食 菌 作 用 か ら 守
ら れ て い る 。 生 物 の 夾 膜 多 糖 類 に 対 し て 誘 導 さ れ た 抗 体 は 、 保 護 作 用 を 有 す る （ 参 考 文 献
３ ） 。 ジ フ テ リ ア  ト キ ソ イ ド （ PRP－ Ｄ ） 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド （ PRP－ Ｔ ） 、 CRM197（ HbO
C） 等 の 各 種 担 体 タ ン パ ク お よ び ナ イ セ リ ア の 外 膜 タ ン パ ク に PRPを リ ン ク さ せ た 効 果 の 高
い 抱 合 体 ワ ク チ ン が 開 発 さ れ て い る （ 参 考 文 献 ４ 、 ５ ） 。 し か し 、 こ れ ら の 抱 合 体 ワ ク チ
ン は 、 そ の 他 の 感 染 性 夾 膜 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 ａ 型 お よ び ｃ 型 、 特 に 重 要 な ワ ク チ ン の 全 く
な い 中 耳 炎 の 一 般 的 な 病 因 の １ つ で あ り 、 い ず れ の 型 に も 属 さ な い 非 夾 膜 イ ン フ ル エ ン ザ
菌 株 に 対 し て は 保 護 作 用 が な い 。 し た が っ て 、 現 在 の Hibワ ク チ ン に 特 定 の 非 夾 膜 イ ン フ
ル エ ン ザ 菌 免 疫 原 を 含 め る こ と は 、 多 目 的 Hiワ ク チ ン の 開 発 に あ た っ て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 グ ラ ノ フ ら （ Granoff ＆  Munson） （ 参 考 文 献 ６ ） は 、 Hib外 膜 タ ン パ ク （ OMP） P1、 P2
お よ び P6に 対 す る 抗 体 が 菌 血 症 の ラ ッ ト 仔 動 物 モ デ ル で 保 護 作 用 を 有 す る と 報 告 し て い る
。 し た が っ て 、 追 加 免 疫 原 お よ び PRP担 体 と し て 精 製 OMPま た は そ の 保 護 エ ピ ト ー プ を 利 用
す る こ と に よ っ て 、 保 護 作 用 の 高 い 多 目 的 イ ン フ ル エ ン ザ ワ ク チ ン が 得 ら れ る と 考 え ら れ
る 。 い く つ か の Hib亜 型 か ら 、 P1を コ ー ド 化 し た 遺 伝 子 が ク ロ ー ン 化 さ れ て い る （ 参 考 文
献 ７ 、 ８ ） 。 こ れ ら Hib分 離 株 か ら の P1タ ン パ ク の 配 列 に つ い て 、 広 範 な 分 析 が 行 な わ れ
、 過 変 性 領 域 が ３ 個 所 あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 実 際 に 、 ハ ン セ ン （ Hansen） の グ ル ー プ
に よ っ て 報 告 さ れ て い る P1特 異 性 MAbは 、 試 験 し た Hib分 離 株 の わ ず か 50％ を 識 別 す る に 過
ぎ な い （ 参 考 文 献 ７ 、 ９ ） 。 P2タ ン パ ク に つ い て は 、 ２ 種 類 の Hib亜 型 （ 1Hお よ び 3L） か
ら 分 離 し た P2遺 伝 子 の ニ ュ ク レ オ チ ド 配 列 が 全 く 同 じ で あ る こ と が 知 ら れ て い る （ 参 考 文
献 10、 11） が 、 Hibの 別 の ２ 亜 型 （ 2Lお よ び 6U） で は P2タ ン パ ク 配 列 の ア ミ ノ 酸 が 異 な る
こ と が 知 ら れ て い る （ 参 考 文 献 11） 。 そ れ に 対 し て 、 抗 原 決 定 因 子 、 遺 伝 子 配 列 お よ び 制
限 フ ラ グ メ ン ト 長 多 型 表 現 等 の 分 析 結 果 は 、 Hiの 全 て の 株 で P6タ ン パ ク は 高 度 に 保 存 さ れ
て い る こ と を 暗 示 し て い る （ 参 考 文 献 12） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 の 研 究 で 、 分 類 可 能 ま た は い ず れ の 型 に も 属 さ な い イ ン フ ル エ ン ザ 株 か ら の 精 製 P1
に 対 す る マ ウ ス P1特 異 性 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ MAb 7C8） お よ び ウ サ ギ 抗 血 清 が 哺 乳 動 物
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モ デ ル で 保 護 作 用 を 有 す る こ と が 認 め ら れ て い る （ 参 考 文 献 ９ 、 13、 14） 。 ま た 、 マ ー フ
ィ ー ら （ Murhpy ＆  Bartos） （ 参 考 文 献 15） は 、 い ず れ の 型 に も 属 さ な い イ ン フ ル エ ン ザ
菌 の P2タ ン パ ク の 表 面 露 出 エ ピ ト ー プ を 識 別 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が in vitroで 抗 細 菌
活 性 を 有 す る こ と を 報 告 し て い る 。 抗 P1お よ び 抗 P2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 分 類 可 能 お よ
び い ず れ の 型 に も 属 さ な い イ ン フ ル エ ン ザ 菌 株 と 交 差 反 応 を 示 す こ と が 知 ら れ て い る （ 参
考 文 献 16～ 18） 。 し か し 、 分 類 可 能 お よ び い ず れ の 型 に も 属 さ な い イ ン フ ル エ ン ザ 菌 株 の
両 方 に 対 し て 効 果 的 な 多 目 的 ワ ク チ ン と し て 在 来 の Hib OMP全 体 を 使 用 す る こ と に は 大 き
な 問 題 が あ る 。 第 １ に 、 い ず れ の 型 に も 属 さ な い Hiに 起 因 す る 中 耳 炎 か ら 回 復 し た 子 供 は
、 一 般 に P2お よ び リ ポ オ リ ゴ 糖 類 等 の 変 動 性 抗 原 に 対 す る 抗 細 菌 性 抗 体 を 獲 得 す る 。 第 ２
に 、 上 記 の P1お よ び P2の 交 差 保 護 性 エ ピ ト ー プ は 、 現 在 の と こ ろ 同 定 さ れ て い な い 。 第 ３
に 、 抗 P6抗 細 菌 性 抗 体 に よ っ て 識 別 さ れ る エ ピ ト ー プ は 細 菌 の 表 面 に 少 量 し か 表 現 さ れ な
い の で 、 再 感 染 の 恐 れ が あ る （ 参 考 文 献 12） 。 第 ４ に 、 OMPに 対 す る 細 胞 免 疫 反 応 の 役 割
に つ い て 、 ほ と ん ど 知 ら れ て い な い 。 Hi OMPの 免 疫 優 勢 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 エ ピ ト ー プ の 特 性
は 、 知 ら れ て い な い 。 し た が っ て 、 こ れ ら の エ ピ ト ー プ が Hi感 染 に 対 し て 免 疫 反 応 を 誘 発
す る か 否 か を 明 ら か に す る た め に は 、 機 能 的 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 エ ピ ト ー プ な ら び に P1、 P2お
よ び P6タ ン パ ク の 保 存 、 表 面 露 出 か つ ／ ま た は 保 護 的 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 必 要 が
あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 疾 病 に 対 す る 免 疫 を 誘 導 す る 方 法 は 常 に 進 歩 し 、 現 在 で は 抗 原 と し て 特 性 の 明 ら か な 物
質 を で き る だ け 少 量 使 用 す る 傾 向 に あ る 。 そ の 目 的 は 、 あ る 種 の 在 来 免 疫 原 の 副 次 的 影 響
を 排 除 し 、 か つ 疾 病 に 対 す る そ れ ら の 免 疫 原 性 お よ び 保 護 作 用 を 保 存 す る た め で あ る 。 最
近 の 研 究 で 、 ウ イ ル ス 性 ま た は 細 菌 性 タ ン パ ク の 特 定 の 領 域 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド を 実 験
動 物 に 免 疫 投 与 す る と 、 親 タ ン パ ク に 対 す る 免 疫 反 応 の 誘 導 お よ び そ れ ら の 生 物 学 的 機 能
の 中 和 が 可 能 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ 参 考 文 献 19～ 22） 。 こ の よ う に 、 合 成 タ ン パ
ク は 、 感 染 性 疾 病 に 対 す る 安 価 で 、 安 全 な ワ ク チ ン と し て 有 望 で あ る 。 基 礎 免 疫 学 の 最 近
の 進 歩 に よ っ て 、 優 れ た 、 効 果 の 高 い 免 疫 原 は ２ つ の 明 瞭 な 機 能 性 抗 原 決 定 因 子 （ エ ピ ト
ー プ ） を も っ て い な け れ ば な ら な い こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 そ の １ つ （ Ｔ 細 胞 エ ピ ト
ー プ ） は 、 免 疫 系 の 適 当 な MHCク ラ ス II抗 原 コ ン テ キ ス ト 中 に 存 在 す る よ う に 設 計 す る 。
も う １ つ の エ ピ ト ー プ （ Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ ） は 、 抗 体 の 生 産 を 誘 導 す る う え で 、 認 知 Ｂ 細
胞 抗 原 受 容 体 に よ っ て 認 知 さ れ な け れ ば な ら な い （ 参 考 文 献 23～ 26） 。 し た が っ て 、 強 力
で 、 有 効 な 合 成 ワ ク チ ン を 製 造 す る た め に は 、 機 能 Ｔ ヘ ル パ ー お よ び Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ の
両 方 を 合 成 構 成 物 中 に 含 め る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 合 成 PRP二 量 体 、 三 量 体 お よ び 四 量 体 を 合 成 し 、 精 製 し 、 担 体 タ ン パ ク と 抱 合 体 を 形 成
さ せ て 、 動 物 を 用 い た 免 疫 原 性 試 験 が 行 な わ れ て い る （ 参 考 文 献 27、 28） 。 こ れ ら の 試 験
で 、 合 成 PRP三 量 体 タ ン パ ク 抱 合 体 は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ CFA） の 存 在 下 で
、 実 験 動 物 に お い て 抗 PRP抗 体 反 応 を 誘 導 す る こ と が 認 め ら れ て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 我 々 の 目 的 は 、 従 来 の 非 相 同 担 体 タ ン パ ク を 用 い る か わ り に 、 Hi OMPか ら の 免 疫 優 勢 エ
ピ ト ー プ を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド を 追 加 免 疫 原 お よ び PRP担 体 と し て 用 い 、 優 れ た 保 護 作 用
と 自 己 由 来 Ｔ 細 胞 プ ラ イ ミ ン グ を 有 す る 第 １ 世 代 の 完 全 合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 ワ ク チ ン
を 開 発 す る こ と で あ っ た 。 こ の よ う な ワ ク チ ン は 、 PRPが 異 質 タ ン パ ク 、 例 え ば ジ フ テ リ
ア  ト キ ソ イ ド （ PRP－ Ｄ ） 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド （ RPR－ Ｔ ） ま た は CRM197（ HbOC） 、 ま た
は ナ イ セ リ ア の OMPと 抱 合 体 を 形 成 し て い る 従 来 の ワ ク チ ン に 対 し て 、 そ の 他 に も 優 れ た
点 を 持 っ て い る 。 第 １ に 、 合 成 Hiワ ク チ ン を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 将 来 多 価 複 合 ワ ク チ
ン と す る 場 合 に Ｄ ま た は Ｔ の 量 を 減 ら す こ と が で き 、 こ れ ら の 担 体 タ ン パ ク に 対 す る 過 剰
免 疫 の 危 険 性 を 軽 減 す る こ と が で き る 。 第 ２ に 、 PRPを 保 存 さ れ て い る 保 護 エ ピ ト ー プ と
共 役 さ せ て 、 感 染 性 Hi疾 患 及 び 中 耳 炎 の 両 方 に 有 効 な ワ ク チ ン を 製 造 す る こ と も で き る 。
【 発 明 の 効 果 】
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 単 独 で ま た は PRP抱 合 体 と し て Hi感 染 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 免 疫
原 性 合 成 ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 の 範 囲 内 で 改 良 が 可 能 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 記 号 お よ び そ の 定 義
・ CRM 1 9 7 ： ジ フ テ リ ア 毒 素 と 抗 原 的 に 交 差 反 応 性 を 有 す る 非 毒 性 タ ン パ ク
・ Hi： イ ン フ ル エ ン ザ 菌
・ Hib： イ ン フ ル エ ン ザ 菌 ｂ 型
・ MAP： 多 価 抗 原 性 ペ プ チ ド
・ MBS： m－ マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ サ ク シ ニ ミ ド
・ OMP： 外 膜 タ ン パ ク
・ PEG： ポ リ エ チ レ ン  グ リ コ ー ル  モ ノ メ チ ル エ ー テ ル
・ PRP： ポ リ リ ボ セ リ ビ ト ー ル  リ ン 酸
　 本 発 明 は 、 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー と Hi外 膜 タ ン パ ク の 抗 原 決 定 因 子 か ら な る 免 疫 原 性 合 成
抱 合 体 ワ ク チ ン の 提 供 を 目 的 と す る 。 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 特 定 の 長 さ を 有 す る 合 成 PRP
オ リ ゴ マ ー か ら な る 合 成 抱 合 体 ワ ク チ ン を 提 供 す る こ と で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 目 的 は
、 固 体 担 体 と し て ポ リ エ チ レ ン  グ リ コ ー ル  モ ノ メ チ ル エ ー テ ル （ PEG） を 用 い 、 特 定 部
位 で Hi外 膜 タ ン パ ク の 抗 原 性 決 定 因 子 と 抱 合 体 を 形 成 す る こ と の で き る 化 学 的 反 応 性 の 高
い 官 能 基 を 有 す る 合 成 PRPを 効 率 よ く 製 造 す る た め の 化 学 工 程 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 別 の 側 面 に お い て 、 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ に 対 し て 糖 成 分 の 適 切 な 配 位 を
選 ぶ こ と に よ っ て 、 合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 の 免 疫 原 性 を 改 善 す る 方 法 を 提 供 す る も の で
あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 Hibの 抗 原 性 決 定 因 子 を 含 む 多 抗 原 性 ペ プ チ ド 系 （ M
AP） を 担 体 と し て 用 い て 合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 中 の 炭 水 化 物 部 分 の 密 度 を 高 め る こ と に
よ っ て 、 炭 水 化 物 の 免 疫 原 性 を 向 上 さ せ る こ と の で き る 化 学 工 程 を 提 供 す る こ と で あ る 。
本 発 明 は 、 別 の 側 面 に お い て 、 免 疫 原 性 合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 と 交 差 反 応 性 Hi抗 原 と か
ら な る 多 目 的 Hiワ ク チ ン の 提 供 を 目 的 と す る 。 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 免 疫 原 性 合 成 PRPペ
プ チ ド 抱 合 体 と 、 別 の ワ ク チ ン 、 例 え ば DTPポ リ オ 、 ナ イ セ リ ア 血 清 型 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ お よ び
Ｗ 、 な ら び に S.pneumoniae血 清 型 6B、 14、 19Fお よ び 23F等 と 混 合 し た Hi抗 原 と か ら な る 新
し い 世 代 の 多 価 ワ ク チ ン を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 抗 Hib抗 体 、 例 え ば 抗 PRPお よ び 抗 OMP抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め の 診
断 用 免 疫 検 定 に 使 用 で き る 合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 の 提 供 を 目 的 と す る 。
さ ら に 本 発 明 の 目 的 は 、 分 類 可 能 ま た は い ず れ の 型 に も 属 さ な い Hi株 の 生 物 標 本 中 に お け
る 有 無 を 検 出 す る た め の 診 断 用 免 疫 検 定 キ ッ ト の 成 分 と し て 、 PRP特 異 性 抗 体 と OMP特 異 性
抗 体 の 混 合 物 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 Hibの 外 膜 タ ン パ ク （ P1、 P2お よ び P6） の 各 種 抗 原 性 決 定 因 子 （ Ｔ ヘ ル パ ー
細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド か ら な る 免 疫 原 お よ び ワ
ク チ ン の 提 供 に 関 す る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド の １ つ 以 上 か ら な り 、 遊 離 の ペ プ チ ド と し て 、
ま た は 免 疫 原 性 を 向 上 さ せ る た め に 合 成 糖 抱 合 体 ワ ク チ ン と し て 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー と 共
役 結 合 さ せ 、 か つ ／ ま た は 脂 質 性 部 分 と リ ン ク さ せ て 投 与 す る こ と の で き る 合 成 ワ ク チ ン
を 開 示 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 そ の １ 側 面 に お い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 の 少 な く と も １ 種 類 の タ ン パ ク 、 望
ま し く は イ ン フ ル エ ン ザ ｂ 型 の 外 膜 タ ン パ ク の 少 な く と も １ つ の 抗 原 性 決 定 因 子 に 相 当 す
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 そ の １ 実 施 例 に お い て 、 Hiの P1タ ン パ ク の 保 存 さ れ て い る 抗 原 性 決 定 因 子 に
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相 当 す る 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 基 本 的 に 純 粋 な ペ プ チ ド か ら な り 、 こ の
ペ プ チ ド は in vitroに お い て Hiを 認 識 す る こ と の で き る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 哺 乳 動 物 に
お い て 誘 導 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の P1特 異 性 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 生 物 試 料 中 の Hi
の 存 在 を 検 出 す る 試 験 キ ッ ト の 成 分 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド は 以
下 の 表 １ に 規 定 す る よ う に 、 Hib MinnA株 の 成 熟 P1タ ン パ ク （ SEQ ID No:1、 12、 ３ 、 ４ 、
５ 、 ６ 、 ７ 、 ９ 、 13ま た は 14お よ び 15） ま た は 免 疫 原 性 を 保 持 し て い る あ わ ゆ る タ ン パ ク
ま た は そ の 変 異 体 の そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 配 列 １ － 29、 39－ 64、 103－ 137、 165－ 193、 189－ 2
18、 226－ 253、 248－ 283、 307－ 331、 400－ 437お よ び 179－ 218に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 実 施 例 で 、 本 発 明 は Hiの P2タ ン パ ク の 保 存 さ れ て い る 抗 原 性 決 定 因 子 に 相 当 す る 少
な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 基 本 的 に 純 粋 な ペ プ チ ド か ら な り 、 こ の ペ プ チ ド は
in vitroに お い て Hiを 認 識 す る こ と の で き る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 哺 乳 動 物 に お い て 誘 導
す る こ と が で き る 。 こ れ ら の P2特 異 性 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 生 物 試 料 中 の Hiの 存 在 を 検
出 す る 試 験 キ ッ ト の 成 分 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド は 以 下 の 表 ２ に
規 定 す る よ う に 、 Hib MinnA株 の 成 熟 P2タ ン パ ク （ SEQ ID No:16、 23、 28、 29、 30、 31お
よ び 32） ま た は 免 疫 原 性 を 保 持 し て い る あ わ ゆ る タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体 の そ れ ぞ れ ア
ミ ノ 酸 配 列 １ － 14、 125－ 150、 241－ 265、 263－ 289、 285－ 306、 302－ 319お よ び 314－ 341
に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 実 施 例 で 、 本 発 明 は Hiの P6タ ン パ ク の 保 存 さ れ て い る 抗 原 性 決 定 因 子 に 相 当 す る 少
な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 基 本 的 に 純 粋 な ペ プ チ ド か ら な り 、 こ の ペ プ チ ド は
in vitroに お い て Hiを 認 識 す る こ と の で き る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 哺 乳 動 物 に お い て 誘 導
す る こ と が で き る 。 こ れ ら の P6特 異 性 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 生 物 試 料 中 の Hiの 存 在 を 検
出 す る 試 験 キ ッ ト の 成 分 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド は 以 下 の 表 ３ に
規 定 す る よ う に 、 Hib MinnA株 の 成 熟 P6タ ン パ ク （ SEQ ID No:35－ 41） ま た は 免 疫 原 性 を
保 持 し て い る あ ら ゆ る タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体 の そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 配 列 １ － 22、 19－ 41
、 35－ 58、 54－ 77、 73－ 96、 90－ 114お よ び 109－ 134に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 実 施 例 で 、 本 発 明 は P1タ ン パ ク の 免 疫 優 勢 直 線 性 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ に 相 当 す る 少 な
く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 少 な く と も １ 種 類 の P1ペ プ チ ド か ら な る 。 こ れ ら の ペ
プ チ ド は 、 抗 Hi抗 体 、 例 え ば 保 護 抗 体 の 存 在 を 検 出 た め の 診 断 用 キ ッ ト に お け る 標 的 抗 原
と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 以 下 の 表 １ に 規 定 す る よ う
に 、 Hib MinnA株 の 成 熟 P1タ ン パ ク （ SEQ ID No:12、 ３ 、 ４ 、 ７ 、 ９ 、 13ま た は 14お よ び 1
5） ま た は 免 疫 原 性 を 保 持 し て い る あ ら ゆ る タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体 の そ れ ぞ れ ア ミ ノ
酸 配 列 39－ 64、 103－ 137、 165－ 193、 248－ 283、 307－ 331、 400－ 437お よ び 179－ 218に 相
当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 実 施 例 で 、 本 発 明 は P2タ ン パ ク の 免 疫 優 勢 直 線 性 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ に 相 当 す る 少 な
く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 少 な く と も １ 種 類 の P2ペ プ チ ド か ら な る 。 こ れ ら の ペ
プ チ ド は 、 抗 Hi抗 体 、 例 え ば 保 護 抗 体 の 存 在 を 検 出 た め の 診 断 用 キ ッ ト に お け る 標 的 抗 原
と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 以 下 の 表 ２ に 規 定 す る よ う
に 、 Hib MinnA株 の 成 熟 P2タ ン パ ク （ そ れ ぞ れ SEQ ID No:20、 24、 28お よ び 32） ま た は 免
疫 原 性 を 保 持 し て い る あ ら ゆ る タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体 の そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 配 列 53－ 81
、 148－ 174、 241－ 265お よ び 314－ 342に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 別 の 実 施 例 で 、 本 発 明 は P6タ ン パ ク の 免 疫 優 勢 直 線 性 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ に 相 当 す る 少 な
く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 少 な く と も １ 種 類 の P6ペ プ チ ド か ら な る 。 こ れ ら の ペ
プ チ ド は 、 抗 Hi抗 体 、 例 え ば 保 護 抗 体 の 存 在 を 検 出 た め の 診 断 用 キ ッ ト に お け る 標 的 抗 原
と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 以 下 の 表 ３ に 規 定 す る よ う
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に 、 Hib MinnA株 の 成 熟 P6タ ン パ ク （ そ れ ぞ れ SEQ ID No:39、 40お よ び 41） ま た は 免 疫 原
性 を 保 持 し て い る あ ら ゆ る タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体 の そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 配 列 73－ 96、 90
－ 114お よ び 109－ 134に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 別 の 実 施 例 で 、 本 発 明 は P1の 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ と し て 同 定 さ れ た ペ プ チ ド か ら
な る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 PRPの 自 己 由 来 担 体 と し て 、 ま た は 自 己 由 来 ま た は 非 相 同 性
Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 担 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 以
下 の 表 １ に 規 定 す る よ う に 、 Hib MinnA株 の 成 熟 P1タ ン パ ク （ そ れ ぞ れ SEQ ID No:12、 ６
、 10お よ び 13ま た は 14） ま た は 免 疫 原 性 を 保 持 し て い る あ ら ゆ る タ ン パ ク ま た は そ の 変 異
体 の そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 配 列 36－ 64、 226－ 253、 339－ 370お よ び 400－ 437に 相 当 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 実 施 例 で 、 本 発 明 は P2の 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ と し て 同 定 さ れ た ペ プ チ ド か ら
な る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 PRPの 自 己 由 来 担 体 と し て 、 ま た は 自 己 由 来 ま た は 非 相 同 性
Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 担 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 以
下 の 表 ２ に 規 定 す る よ う に 、 Hib MinnA株 の 成 熟 P2タ ン パ ク （ そ れ ぞ れ SEQ ID No:26、 27
お よ び 28） ま た は 免 疫 原 性 を 保 持 し て い る あ ら ゆ る タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体 の そ れ ぞ れ
ア ミ ノ 酸 配 列 125－ 150、 193－ 219、 219－ 244お よ び 241－ 265に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 実 施 例 で 、 本 発 明 は P6の 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ と し て 同 定 さ れ た ペ プ チ ド か ら
な る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 PRPの 自 己 由 来 担 体 と し て 、 ま た は 自 己 由 来 ま た は 非 相 同 性
Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 担 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 以
下 の 表 ３ に 規 定 す る よ う に 、 Hib MinnA株 の 成 熟 P6タ ン パ ク （ そ れ ぞ れ SEQ ID No:36、 37
、 39お よ び 41） ま た は 免 疫 原 性 を 保 持 し て い る あ ら ゆ る タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体 の そ れ
ぞ れ ア ミ ノ 酸 配 列 19－ 41、 35－ 58、 73－ 96お よ び 109－ 134に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す
る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 別 の 側 面 に お い て 、 少 な く と も １ つ の 合 成 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ に
リ ン ク し た イ ン フ ル エ ン ザ 菌 の 少 な く と も １ 種 類 の タ ン パ ク の 少 な く と も １ つ の 免 疫 優 勢
Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド か ら な る 免 疫 原 抱 合 体 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 別 の 側 面 に お い て 、 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー の き わ め て 効 率 の 高 い 化 学 合 成 プ ロ
セ ス を 提 供 す る 。 こ の プ ロ セ ス は 固 体 担 体 と し て ポ リ エ チ レ ン  グ リ コ ー ル  モ ノ メ チ ル エ
ー テ ル （ PEG） を 用 い る 固 相 ／ 液 相 合 成 を 組 合 せ た も の で あ る 。 固 相 担 体 は 、 従 来 の 担 体
が 所 定 の ポ ア ー 数 の ガ ラ ス 等 の 化 学 反 応 性 官 能 基 を ｇ あ た り 約 30～ 35μ molし か 含 ん で い
な い の に 対 し て 、 約 200～ 500μ mol/gの 反 応 性 官 能 基 を 含 ん で い る 。 従 来 の 固 相 合 成 で は
モ ル 数 で ５ ～ 10倍 過 剰 で あ る の に 対 し て 、 各 共 役 サ イ ク ル に お け る 合 成 PRP反 復 ユ ニ ッ ト
の 量 は 化 学 量 論 的 な 量 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 新 規 な プ ロ セ ス は 反 応 速 度 が 速 く 、 コ ス
ト 効 果 が 高 く 、 営 業 生 産 に ス ケ ー ル ア ッ プ す る 場 合 に も 簡 単 で あ る 。 そ れ に 対 し て 、 液 相
合 成 は 手 間 が か か り 、 高 価 で あ り 、 長 時 間 を 要 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の こ の プ ロ セ ス か ら 得 ら れ る 製 品 は 、 以 下 の 式 で 現 さ れ る 化 学 反 応 性 PRPオ リ ゴ
糖 類 か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ こ で 、 ｎ は 望 ま し く は ３ ～ 20の 整 数 、 Ｒ は － CH 2 － （ CH 2 ） ｍ － Ｘ （ た だ し 、 ｍ は ３ ～
５ の 整 数 、 Ｘ は － CH 2 NH 2 、 － CH 2 SHま た は ア ミ ノ 反 応 基 、 ハ ロ ゲ ン 、 メ タ ン ス ル フ ォ ニ ル
、 ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル フ ォ ニ ル ま た は 、 ト ル エ ン ス ル フ ォ ニ ル 等 の 化 学 反 応 性 官 能 基
、 ま た は フ ェ ニ ル ア ジ ド 、 ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 ベ ン ジ ル フ ェ ニ ル 等 の 光 反 応 基 ） で 規 定 さ れ
る リ ン カ ー フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 反 応 基 は 合 成 PRPを 別 の 分 子 と リ ン ク さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 、 別 の 側 面 で 、 少 な く と も １ つ の 合 成 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ に リ ン ク し た 合 成 炭 水
化 物 抗 原 か ら な る 免 疫 原 性 抱 合 体 を 提 供 す る 。 炭 水 化 物 抗 原 は 、 細 菌 か ら 得 て も よ い が 、
特 に 合 成 リ ボ セ リ ビ ト ー ル  リ ン 酸 （ PRP） オ リ ゴ マ ー で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 別 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 は 哺 乳 動 物 に お い て 高 力 価 の 抗 PRP抗 体 を 誘 導 す る こ と が
で き る 免 疫 原 性 合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 ワ ク チ ン を 提 供 す る 。 合 成 PRP担 体 抱 合 体 ワ ク チ ン
は 、 以 下 の 式 で 現 さ れ る 分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ こ で 、 ｎ お よ び ｍ は 上 記 の 規 定 と 同 じ で あ り 、 R'は HIV－ 1  gagタ ン パ ク p24か ら の ア
ミ ノ 酸 配 列 GPKEPFRDYVDRFYK（ SEQ ID No:50） を 含 む 少 な く と も １ つ の Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 エ
ピ ト ー プ 、 例 え ば ヒ ト Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ ま た は Hi OMPか ら の Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る 合
成 ペ プ チ ド で あ る 。 担 体 は 、 Ｔ ヘ ル パ ー お よ び Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ チ ド で あ っ て
も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 別 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 は 所 定 の 長 さ の 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー と Ｔ － お よ び 、 ま た は
Ｔ － Ｂ エ ピ ト ー プ を 含 む Hib P1ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 合 成 配 糖 体 か ら な る 。 合 成 PRPオ リ ゴ
マ ー の 大 き さ は 、 少 な く と も PRPの ３ 反 復 単 位 で あ る が 、 好 ま し く は ６ 反 復 単 位 で あ る 。
ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 下 表 １ に 規 定 し た そ れ ぞ れ Hib MinnA株 の P1タ ン パ ク （ そ れ ぞ れ SEQ
 ID No:12、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 10お よ び 13ま た は 14） ま た は 免 疫 原 性 を 保 持 し た あ ら ゆ る タ ン
パ ク ま た は そ の 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 39－ 64、 165－ 193、 189－ 218、 226－ 253、 339－ 370
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お よ び 400－ 437に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 別 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 は 所 定 の 長 さ の 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー と Ｔ － お よ び 、 ま た は
Ｔ － Ｂ エ ピ ト ー プ を 含 む P2ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 合 成 配 糖 体 か ら な る 。 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー
の 大 き さ は 、 少 な く と も PRPの ３ 反 復 単 位 で あ る が 、 好 ま し く は ６ 反 復 単 位 で あ る 。 ペ プ
チ ド は 、 例 え ば 、 下 表 ２ に 規 定 し た そ れ ぞ れ Hib MinnA株 の P2タ ン パ ク （ そ れ ぞ れ SEQ ID 
No:23、 26、 27お よ び 28） ま た は 免 疫 原 性 を 保 持 し た あ ら ゆ る タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体
の ア ミ ノ 酸 配 列 125－ 150、 193－ 219、 219－ 244お よ び 241－ 265に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 別 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 は 所 定 の 長 さ の 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー と Ｔ － お よ び 、 ま た は
Ｔ － Ｂ エ ピ ト ー プ を 含 む P6ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 合 成 配 糖 体 か ら な る 。 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー
の 大 き さ は 、 少 な く と も PRPの ３ 反 復 単 位 で あ る が 、 好 ま し く は ６ 反 復 単 位 で あ る 。 ペ プ
チ ド は 、 例 え ば 、 下 表 ３ に 規 定 し た そ れ ぞ れ Hib MinnA株 の P6タ ン パ ク （ そ れ ぞ れ SEQ ID 
No:36、 37、 39お よ び 41） ま た は 免 疫 原 性 を 保 持 し た あ ら ゆ る タ ン パ ク ま た は そ の 変 異 体
の ア ミ ノ 酸 配 列 19－ 41、 35－ 58、 73－ 96お よ び 109－ 134に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 別 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 は 合 成 ペ プ チ ド 配 糖 体 内 で の 炭 水 化 物 密 度 を 増 す た め に 、
担 体 と し て 機 能 性 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 多 抗 原 性 ペ プ チ ド 系 （ MAP） を 用 い る
こ と に よ り 炭 水 化 物 抗 原 、 例 え ば 合 成 PRPの 免 疫 原 性 が 向 上 す る と い う 概 念 を 提 供 す る 。 M
APは 、 Hib MinnA株 の P2タ ン パ ク ま た は そ の あ ら ゆ る タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 193－ 219に
相 当 す る 配 列 、 例 え ば （ 図 １ ） DIVAKIAYGRTNYKYNESDEHKQQLNG（ SEQ ID No:26） を 含 ん で
い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 別 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 は 哺 乳 動 物 に お い て 細 胞 仲 介 お よ び ホ ル モ ン 性 免 疫 反 応 を
誘 導 す る 合 成 PRPリ ポ ペ プ チ ド （ ま た は 合 成 PRPリ ポ ペ プ チ ド の 混 合 物 ） か ら な る 。 リ ポ ペ
プ チ ド は 、 例 え ば Hib MinnA株 の P1タ ン パ ク ま た は そ の あ ら ゆ る タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 1
65－ 193に 相 当 す る 配 列 ト リ パ ル ミ チ ル CSSYAKAQVERNAGLIADSVKDNQITSALSTQC（ SEQ ID No:
4） を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 別 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 は Hibの P1、 P2ま た は P6の い ず れ か の 同 定 さ れ た Ｔ － Ｂ エ
ピ ト ー プ か ら な り 、 Hi感 染 に 対 す る 免 疫 を 哺 乳 動 物 に 賦 与 す る た め に 使 用 さ れ る 免 疫 原 性
キ メ ラ ペ プ チ ド ワ ク チ ン を 提 供 す る 。 ペ プ チ ド は 、 例 え ば VKTIGDKRTLTLNTCARTRTTETGKGVK
TEKEKSVGVGLRVYF（ SEQ ID No:42） 、
VKTIGDKNTLTLNTFGDGFYAQGYLETRFVTKASENGSNFGDC（ SEQ ID No:43） 、
VKTIGDKNTLTLNTCGANYLLAQKREGAKGENKRPNDKAGEV（ SEQ ID No:44） 、
VKTIGDKRTLTLNTDIVAKIAYGRTNYKYNESDEHKQQLNGC（ SEQ ID No:45） 、
VKTIGDKRTLTLNTYAKTKNYKIKHEKRYFVSPGFQYELC（ SEQ ID No:46） 、
GYLETRFVTKASENGSDFKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF（ SEQ ID No:47） 、
AKGENKRPNDKAGEVFKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF（ SEQ ID No:48） お よ び
ARTRTTETGKGVKTEKFKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF（ SEQ ID No:49）
の 配 列 を 有 す る か 、 そ の 免 疫 原 性 を 有 す る 変 異 体 の 一 部 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の ペ プ チ
ド は Hi分 離 体 の MinnA以 外 の 相 同 性 領 域 に 相 当 す る 配 列 を 有 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 新 規 な 合 成 ペ プ チ ド お よ び こ こ に 提 供 さ れ る 抱 合 体 は 病 原 体 、 特 に イ ン フ ル エ ン ザ 菌 に
よ っ て 起 こ る 疾 病 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 、 上 記 の 少 な く と も １ つ の 合 成 ペ プ チ ド か つ 、
ま た は 少 な く と も １ つ の 合 成 抱 合 体 と 、 そ の た め の 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 製 品
に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 ワ ク チ ン は 、 ワ ク チ ン の 有 効 量 を 宿 主 に 投 与 す る こ と に よ っ
て 、 病 原 性 疾 病 に 対 す る 免 疫 を 宿 主 に 賦 与 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ワ ク チ ン は 、 さ ら に 少 な く と も １ 種 類 の 別 の 免 疫 原 お よ び ／ ま た は 免 疫 刺 激 性 分 子 か ら
な る 。 ま た 本 発 明 は 、 ワ ク チ ン の 有 効 量 を 宿 主 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 Hi感 染 に 対 す る
免 疫 を 宿 主 に 賦 与 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に 記 載 し た ペ プ チ ド は 、 さ ら に 脂 質 で リ ポ ペ プ チ ド に 修 飾 す る か 、 ま た は 合 成 リ
ポ ペ プ チ ド 配 糖 体 と し て 合 成 PRPに リ ン ク さ せ （ か つ ／ ま た は 重 合 化 さ せ ） て 別 の ワ ク チ
ン と す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ワ ク チ ン は 、 例 え ば 筋 肉 内 注 射 ま た は 非 経 口 的 経 路 に よ っ て 哺 乳 動 物 に 投 与 し た と き 、
ま た は 微 粒 子 、 カ プ セ ル リ ポ ソ ー ム お よ び 毒 素 お よ び 抗 体 等 の 標 的 分 子 を 用 い て 粘 膜 表 面
に 運 搬 し た と き 、 Hiに 対 す る 免 疫 を 賦 与 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 こ こ に 提 供 さ れ る い ず れ か の 合 成 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド 化
し た 遺 伝 子 を 含 む 抗 原 運 搬 用 の 生 ベ ク タ ー を 含 む 。 生 ベ ク タ ー は 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ア
デ ノ ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス お よ び レ ト ロ ウ イ ル ル 等 の ウ イ ル ス 性 ベ ク タ ー で あ っ て も
よ い 。 生 ベ ク タ ー は 、 サ ル モ ネ ラ 菌 お よ び マ イ コ バ ク テ リ ア 等 の 細 菌 性 ベ ク タ ー で あ っ て
も よ い 。 生 ベ ク タ ー は 、 そ れ と 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と か ら な る ワ ク チ ン に 組 み 込 ん
で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 前 記 の よ う に 、 こ こ に 提 供 さ れ る 合 成 ペ プ チ ド は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 に よ る 感 染 を 検 出
す る た め の 診 断 試 薬 と し て も 使 用 す る こ と が で き る 。 こ こ に 記 載 し た 合 成 ペ プ チ ド お よ び
抱 合 体 の い ず れ か に 対 す る 抗 体 も 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 図 １ は 、 こ こ に 報 告 し た 合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 試 験 に 使 用 し た 以 下 の ペ プ チ ド 担 体 の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 図 ２ 及 び 図 ３ は 、 従 来 の 構 造 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム に よ る OMP P1の 推 定 構 造 を 示 す 。 親 水 性
プ ロ ッ ト は ホ ッ プ （ Hopp） の 方 法 （ 参 考 文 献 30） に よ っ て 測 定 し た 。 値 は ヘ プ タ ペ プ チ ド
ウ ン ド ー の 平 均 か ら 求 め 、 各 セ グ メ ン ト の 中 点 に プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 ４ ～ ６ は 、 そ れ ぞ れ 従 来 の 構 造 解 析 ア ル ゴ リ ズ ム に よ る OMP P2お よ び P6の 推 定 構 造 を
示 す 。 上 の パ ネ ル は 、 チ ョ ウ ら （ Chou ＆  Fasman） （ 参 考 文 献 29） に し た が っ て 行 な っ た
局 所 平 均 α － 螺 旋 構 造 お よ び β － 回 転 ポ テ ン シ ャ ル の 二 次 構 造 解 析 を 示 す 。 下 の パ ネ ル は
、 ホ ッ プ ら （ Hopp ＆  Woods） （ 参 考 文 献 30） の 方 法 に よ り 推 定 し た 親 水 性 プ ロ ッ ト で あ
る 。 値 は ヘ プ タ ペ プ チ ド ウ イ ン ド ー の 平 均 か ら 求 め 、 各 セ グ メ ン ト の 中 点 に プ ロ ッ ト し た
。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
　 図 ７ は 、 Hib OMP P1の 免 疫 優 勢 Ｂ お よ び Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 模 式 図 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 図 ８ は 、 Hib OMP P2の 免 疫 優 勢 Ｂ お よ び Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 模 式 図 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 図 ９ は 、 Hib OMP P6の 免 疫 優 勢 Ｂ お よ び Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 模 式 図 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 １ ０ ～ １ ２ は 、 モ ル モ ッ ト 、 ラ ッ ト お よ び ウ サ ギ の 抗 P6抗 血 清 と P6ペ プ チ ド の ELISA
反 応 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 図 １ ３ は 、 ３ 種 類 の ヒ ト 回 復 期 血 清 と P1ペ プ チ ド の ELISA反 応 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 図 １ ４ は 、 ３ 種 類 の ヒ ト 回 復 期 血 清 と P2ペ プ チ ド の ELISA反 応 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 図 １ ５ ～ １ ７ は 、 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ （ 星 印 で 示 し た ） を 有 す る P1ペ プ チ ド に 対
す る P1特 異 性 マ ウ ス Ｔ 細 胞 培 養 株 の 増 殖 反 応 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 図 １ ８ ～ ２ ０ は 、 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ （ 星 印 で 示 し た ） を 有 す る P1ペ プ チ ド に 対
す る P1特 異 性 マ ウ ス Ｔ 細 胞 培 養 株 の 増 殖 反 応 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 図 ２ １ 及 び 図 ２ ２ は 、 固 体 担 体 と し て PEGを 用 い た PRP合 成 の １ フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 図 ２ ３ ～ ２ ５ は 、 PRP中 間 体 の 合 成 フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 。 Bzは ベ ン ジ ル 、 Acは ア セ チ
ル 、 ETSは エ チ ル チ オ 、 Meは メ チ ル 、 Allylは ア リ ル 、 DMTは 4,4'－ ジ メ ト キ シ ト リ チ ル 、 N
CEは シ ア ノ エ チ ル 、 MMTは ４ － メ ト キ シ ト リ チ ル を 現 す 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 図 ２ ６ は 、 破 傷 風 ト キ ソ イ ド と 抱 合 体 を 形 成 さ せ た 合 成 PRP二 量 体 お よ び 三 量 体 に 対 す
る ウ サ ギ の 免 疫 反 応 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 図 ２ ７ は 、 各 種 PRP担 体 抱 合 体 に 対 す る ウ サ ギ の 免 疫 反 応 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 図 ２ ８ は 、 HibPi－ ４ お よ び OMPの MAPの 各 種 合 成 ペ ン タ マ ー お よ び ヘ キ サ マ ー に 対 す る
ウ サ ギ の 免 疫 反 応 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 Hib OMPの 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ の 同 定 、 新 規 な 合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 お よ び
こ れ ら か ら な る ワ ク チ ン に 関 す る 。 こ れ ら の 新 規 免 疫 原 は 、 Hib OMPの P1、 P2お よ び P6と
抗 原 性 決 定 因 子 を 共 有 す る 化 学 合 成 ペ プ チ ド に よ り 調 製 す る 。 ペ プ チ ド ま た は リ ポ ペ プ チ
ド は 、 単 独 ま た は 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー に リ ン ク さ せ 、 ワ ク チ ン と し て 使 用 す る 。 こ れ ら の
ワ ク チ ン は 、 例 え ば 筋 肉 内 ま た は 非 経 口 経 路 で 哺 乳 動 物 に 投 与 し 、 ま た は 微 粒 子 、 カ プ セ
ル 、 リ ポ ソ ー ム な ら び に 毒 素 お よ び 抗 体 等 の 標 的 分 子 を 用 い て 粘 膜 表 面 に 運 搬 さ せ て 、 Hi
感 染 に 対 す る 免 疫 の 賦 与 に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 次 に 、 実 施 例 を 参 照 し て 本 発 明 の 原 理 を 詳 細 に 説 明 す る 。 開 示 を 明 快 に す る た め 、 本 発
明 は 以 下 の 項 に 分 け て 詳 細 に 説 明 す る が 、 そ れ に よ っ て 制 限 さ れ る も の で は な い 。
（ ｉ ） エ ピ ト ー プ の 推 定 お よ び ペ プ チ ド の 合 成
（ ii） 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た Hi OMP P1、 P2お よ び P6の 免 疫 優 勢 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定
お よ び 特 性
（ iii） 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た Hi OMP P1、 P2お よ び P6の 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定
お よ び 特 性
（ iv） Hib OMPペ プ チ ド の 免 疫 原 性
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（ ｖ ） 担 体 と し て PEGを 用 い た PRPオ リ ゴ マ ー の 固 相 炭 水 化 物 合 成
（ vi） 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー と Hib OMPペ プ チ ド の 抱 合 化 お よ び 配 糖 体 の 免 疫 特 性
（ vii） Hi合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 ワ ク チ ン の 利 用
　 エ ピ ト ー プ の 推 定 お よ び ペ プ チ ド の 合 成
　 Hi OMPの 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ を マ ッ プ を 作 成 す る た め に 、 実 施 例 12
で 詳 細 に 記 載 す る よ う に ｔ － Boc固 相 ペ プ チ ド 合 成 法 を 用 い 、 P1、 P2お よ び P6タ ン パ ク 配
列 の ほ と ん ど を 網 羅 す る そ れ ぞ れ 13、 12お よ び ７ 種 類 の 重 複 合 成 ペ プ チ ド （ 下 表 １ 、 ２ お
よ び ３ ） を 合 成 し た 。 ペ プ チ ド の 長 さ は 、 従 来 の ア ル ゴ リ ズ ム （ 参 考 文 献 29～ 31） を 用 い
た 二 次 構 造 推 定 に よ っ て 推 定 し た 高 指 数 の 親 水 性 β 回 転 に 基 づ い て 選 択 し た （ 図 ２ ～ ６ ）
。 こ の よ う な ペ プ チ ド は 、 表 面 が 露 出 し 、 免 疫 原 性 を 有 す る と 思 わ れ る 。 フ ァ ン  レ ゲ ン
モ ル テ ル （ Van Regenmotel） （ 参 考 文 献 32） に よ っ て 提 案 さ れ て い る よ う に 、 天 然 の エ ピ
ト ー プ を よ く 模 倣 す る も の と し て 25残 基 を 超 え る 長 さ の ペ プ チ ド を 選 ん だ 。 場 合 に よ っ て
は 、 部 位 特 異 的 抱 合 化 を 目 的 と し て 、 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 に さ ら に シ ス テ イ ン
を 追 加 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た Hi OMP P1、 P2お よ び P6の 免 疫 優 勢 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定 お よ
び 特 性
　 Hib OMPの 免 疫 優 勢 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る た め 、 異 な っ た ハ プ ロ タ イ プ （ Ｈ － ２
、 Ｈ － ２ 、 Ｈ － ２ 、 Ｈ － ２ 、 お よ び Ｈ － ２ ） の ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト お よ び マ ウ ス に フ ロ イ
ン ト の ア ジ ュ バ ン ト と と も に 精 製 P1、 P2ま た は P6タ ン パ ク を 免 疫 投 与 し た 。 一 次 お よ び 二
次 免 疫 投 与 後 、 P1、 P2お よ び P6特 異 性 ELISAで 判 定 し た と こ ろ （ 表 ４ 、 ５ お よ び ６ ） 、 い
ず れ の 動 物 も 強 く 、 特 異 的 な 抗 OMP抗 体 反 応 を 示 し た 。 グ ラ ノ フ ら （ Granoff ＆  Munson）
に よ っ て す で に 報 告 さ れ て い る よ う に （ 参 考 文 献 ６ ） 、 ウ サ ギ の 抗 P1、 抗 P2お よ び 抗 P6抗
血 清 は 、 生 Hib誘 発 投 与 に 対 し て 長 期 間 ラ ッ ト 仔 動 物 を 防 御 し た 。 モ ル モ ッ ト の 抗 p2抗 血
清 も 、 こ の モ デ ル で 有 効 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 Hib OMPの 直 線 性 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ の マ ッ プ を 作 成 す る た め 、 P1、 P2お よ び P6の 配 列 の
ほ と ん ど を 網 羅 す る 重 複 合 成 ペ プ チ ド を そ れ ぞ れ ELISAプ レ ー ト 上 に コ ー テ ィ ン グ し 、 実
施 例 17で 記 載 す る よ う に 各 種 抗 P1、 抗 P2お よ び 抗 P6抗 血 清 で プ ロ ー ブ し た 。 結 果 は 図 ７ ～
９ お よ び ７ に 要 約 す る 。 P1の 免 疫 優 勢 直 線 性 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 Hib MinnA株 の 成 句 P1
タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 39－ 64、 103－ 137、 165－ 193、 248－ 283、 307－ 331、 400－ 437お
よ び 179－ 218に 相 当 す る ペ プ チ ド 配 列 の 範 囲 内 に 位 置 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た （ 下
表 １ 参 照 ） 。 免 疫 優 勢 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む P2ペ プ チ ド は 、 Hib MinnA株 の 成 熟 P2タ ン
パ ク の 残 基 53－ 81、 148－ 174、 241－ 265お よ び 314－ 342と し て 同 定 し た （ 下 表 ２ 参 照 ） 。
同 様 に 、 免 疫 優 勢 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む P6ペ プ チ ド は 、 Hib MinnA株 の 成 熟 P6タ ン パ ク
の 残 基 73－ 96、 90－ 114お よ び 109－ 134で あ っ た （ 下 表 ３ 参 照 ） （ 図 １ ０ ～ １ ２ ） 。 興 味
あ る こ と に ３ 種 類 の ヒ ト 回 復 期 血 清 も 、 上 記 の P1お よ び P2免 疫 優 勢 エ ピ ト ー プ と 強 く 反 応
し た （ 図 １ ３ お よ び １ ４ ） 。 さ ら に 、 株 特 異 的 P1防 御 性 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 P1タ ン パ ク
の 残 基 165－ 193に 相 当 す る 領 域 に マ ッ プ し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 上 記 の Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ
が 生 物 液 体 中 の 抗 Hi抗 体 の 有 無 を 検 出 す る た め の 診 断 キ ッ ト に お け る 標 的 抗 原 と し て 使 用
で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 合 成 ペ プ チ ド を 用 い た Hi OMP P1、 P2お よ び P6の 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定 お よ
び 特 性
　 Hib OMP特 異 性 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 天 然 OMPで 免 疫 を 与 え た 各 種 系 統 の マ ウ ス か ら 得 た
P1、 P2お よ び P6ペ プ チ ド な ら び に Ｔ 細 胞 培 養 株 を 用 い て 測 定 し た 。 重 複 P1ペ プ チ ド （ 13種
類 ） 、 P2ペ プ チ ド （ 17種 類 ） お よ び P6ペ プ チ ド （ ７ 種 類 ） に 対 す る OMP特 異 性 Ｔ 細 胞 培 養
株 の リ ン パ 球 増 殖 反 応 は 、 実 施 例 19に 記 載 す る 従 来 の 増 殖 検 定 法 を 用 い て 測 定 し た 。 結 果
（ 図 １ ５ ～ ２ ０ 、 下 表 ７ ） か ら 、 あ る 種 の 合 成 ペ プ チ ド の み が 増 殖 反 応 を 誘 発 し 、 Ｔ 細 胞
エ ピ ト ー プ の 識 別 は MHCに よ り 制 限 を 受 け る こ と が 認 め ら れ た 。 P1の 残 基 39－ 64、 226－ 25
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3、 339－ 370お よ び 400－ 437、 P2の 残 基 125－ 150、 193－ 219、 219－ 244お よ び 241－ 264、 P
6の 残 基 19－ 41、 35－ 58、 73－ 96お よ び 109－ 134は 、 適 当 な マ ウ ス MHCコ ン テ キ ス ト が 存 在
す る 場 合 、 そ れ ぞ れ 相 当 す る OMP特 異 性 マ ウ ス Ｔ 細 胞 培 養 株 に 対 し て 高 い 刺 激 を 示 し た 。
し た が っ て 、 こ れ ら 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 そ れ ら の 免 疫 原 性 を 向 上 さ せ る た め に
、 PRPか つ ／ ま た は OMP Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 自 己 由 来 担 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 Hib OMPペ プ チ ド の 免 疫 原 性
　 合 成 OMPペ プ チ ド が ワ ク チ ン と し て 使 用 で き る か 否 か を 調 べ る た め に 、 遊 離 の ペ プ チ ド
お よ び ペ プ チ ド KLH抱 合 体 に つ い て 、 そ れ ぞ れ 免 疫 原 性 を 検 定 し た 。 ウ サ ギ の 抗 ペ プ チ ド
抗 血 清 を 用 い 、 免 疫 ペ プ チ ド お よ び そ れ ら の 親 ペ プ チ ド と の 反 応 性 を ELISAお よ び 免 疫 ブ
ロ ッ ト に よ っ て 測 定 し た 。 下 表 ８ に 示 す よ う に 、 HIBP1－ ８ お よ び HIBP1－ ８ － KLH抱 合 体
を 除 く 全 て の 抗 P1ペ プ チ ド 抗 血 清 が 、 ELISAで そ れ ぞ れ 相 当 す る 免 疫 ペ プ チ ド に 対 し て 特
異 的 で あ る こ と が 認 め ら れ た 。 遊 離 の ペ プ チ ド に よ り 高 力 価 の ペ プ チ ド 特 異 性 IgG抗 体 が
誘 導 さ れ た こ と か ら 、 ペ プ チ ド は 機 能 Ｔ ヘ ル パ ー 決 定 因 子 と Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ と か ら な っ
て い る と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 使 用 し た 全 て の 検 定 で 抗 HIBP1－ ４ 、 抗 HIBP1－ ５ 、 抗 HIBP
1－ ７ 、 抗 HIPB1－ ９ 、 抗 HIBP1－ 10、 抗 HIBP1－ 11お よ び 抗 HIBP1－ 14抗 血 清 が P1を 識 別 し
た こ と か ら 、 こ れ ら の 領 域 は 抗 原 性 を 有 し 、 抗 体 と 反 応 で き る よ う に 遊 離 の 状 態 に あ る こ
と を 示 し て い る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は ウ サ ギ に お け る 強 力 な IgG抗 体 反 応 に よ っ て 誘 導 さ
れ た タ ン パ ク Ｔ ヘ ル パ ー 決 定 因 子 お よ び ペ プ チ ド KLH抱 合 体 を 含 ん で い る こ と か ら 、 こ れ
ら は ワ ク チ ン 調 製 物 中 で 抗 原 と し て 作 用 す る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Hib P1ペ プ チ ド 特 異 性 抗 血 清 が イ ン フ ル エ ン ザ 菌 の い ず れ の 型 に も 属 さ な い 株 の 天 然 P1
と 交 差 反 応 を 示 す か 否 か を 測 定 す る こ と は 興 味 の あ る こ と で あ っ た 。 HIBP1－ １ 、 HIBP1－
３ 、 HIBP1－ ５ 、 HIBP1－ ６ 、 HIBP1－ ７ 、 HIPB1－ ９ 、 抗 HIBP1－ 12お よ び HIBP1－ 13合 成 ペ
プ チ ド に 対 す る ウ サ ギ の 抗 血 清 は 、 分 類 可 能 お よ び い ず れ の 型 に も 属 さ な い 分 離 株 か ら の
P1タ ン パ ク を 識 別 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 成 熟 P1タ ン パ ク の 残 基 １ － 29、 39－ 64、 103－ 1
37、 189－ 218、 226－ 253、 248－ 283、 307－ 331お よ び 499－ 437に 相 当 す る ペ プ チ ド が 、 イ
ン フ ル エ ン ザ 菌 の 分 類 可 能 お よ び い ず れ の 型 に も 属 さ な い 株 に 高 度 に 保 持 さ れ て い る エ ピ
ト ー プ を 含 ん で い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 P2ペ プ チ ド KLH抱 合 体 に 対 す る ウ サ ギ の 抗 血 清 に つ い て 、 天 然 P2に 対 す る 反 応 性 を P2特
異 性 ELISAお よ び 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 検 定 し た 。 HIBP2－ 26－ KLHお よ び OMP2－ 13－ KLH
抱 合 体 を 除 く す べ て の ペ プ チ ド 特 異 性 抗 血 清 が 免 疫 ブ ロ ッ ト で P2を 識 別 し た が 、 Porin－
１ 、 OMP2－ ５ 、 ７ 、 ８ 、 10、 12、 CHIBP2ペ プ チ ド KLH抱 合 体 の み が 、 P2特 異 性 ELISAで 天 然
P2と 交 差 反 応 を 示 す 抗 体 を 誘 導 す る こ と が 認 め ら れ た （ 下 表 ９ ） 。 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ
ュ バ ン ト に 乳 化 さ せ た 非 抱 合 体 ペ プ チ ド は 、 免 疫 ブ ロ ッ ト で Porin－ １ お よ び HIBP2－ 26を
除 き 、 全 て き わ め て 強 力 な P2に 対 す る ペ プ チ ド 特 異 性 抗 体 反 応 を 誘 導 し た （ 下 表 ９ ） 。 さ
ら に 、 非 抱 合 体 ペ プ チ ド OMP2－ ４ 、 ８ 、 10、 11、 12お よ び 13に 対 す る 抗 血 清 は 、 P2特 異 性
ELISAで 精 製 P2と 強 く 反 応 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 こ れ ら の ペ プ チ ド が 強 い 機 能 性 Ｔ ヘ
ル パ ー 細 胞 エ ピ ト ー プ と 免 疫 原 性 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る こ と を 暗 示 し て い る 。 さ
ら に 、 ３ 種 類 の い ず れ の 型 に も 属 さ な い ん 分 離 株 SB30、 SB32お よ び SB33か ら 精 製 し た P2を
、 免 疫 ブ ロ ッ ト の 標 的 抗 原 と し て 用 い た 。 ウ サ ギ の 抗 Porin－ 1O、 MP2－ ５ 、 ８ 、 10、 11、
12お よ び 13抗 血 清 は ３ 種 リ ー チ ン グ 全 て の 株 か ら の P2と 強 く 反 応 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、
残 基 １ － 19、 125－ 150、 183－ 219、 241－ 265、 263－ 289、 285－ 306お よ び 302－ 319に 相 当
す る ペ プ チ ド は イ ン フ ル エ ン ザ 菌 の 分 類 可 能 お よ び い ず れ の 型 に も 属 さ な い 株 に 保 存 さ れ
て い る エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る こ と を 暗 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 P6特 異 性 ELISAお よ び 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い て 、 P6ペ プ チ ド に 対 す る ウ サ ギ の 抗 血 清
の P6に 対 す る 反 応 性 を 検 定 し た 。 P6－ ４ に 対 す る 抗 血 清 を 除 く す べ て の ペ プ チ ド 特 異 性 抗
血 清 が P6－ ELISAで 天 然 P6を 識 別 し 、 免 疫 ブ ロ ッ ト で 分 類 可 能 お よ び い ず れ の 型 に も 属 さ
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な い P6と 交 差 反 応 を 示 す こ と が 認 め ら れ た （ 下 表 10） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 P6ペ プ チ ド が 強
力 な 機 能 性 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 エ ピ ト ー プ と 免 疫 原 性 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る こ と を 暗
示 し て い る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 P6タ ン パ ク が イ ン フ ル エ ン ザ 菌 の 分 類 可 能 お よ び
い ず れ の 型 に も 属 さ な い 株 に 保 持 さ れ て い る こ と を 暗 示 し て い る 。 し た が っ て 、 保 持 さ れ
て い る こ れ ら の P1、 P2お よ び P6エ ピ ト ー プ は 交 差 反 応 性 （ Hiの 分 類 可 能 お よ び い ず れ の 型
に も 属 さ な い 株 ） 合 成 ワ ク チ ン の 調 製 に 単 独 ま た は 混 合 し て 使 用 す る こ と が で き る 。 上 記
の ペ プ チ ド は 、 さ ら に 別 の ワ ク チ ン を 製 造 す る た め に 、 重 合 化 し 、 ま た は 脂 質 で 修 飾 し て
リ ポ ペ プ チ ド と し 、 ま た は 合 成 PRPに リ ン ク さ せ て 合 成 糖 ペ プ チ ド ま た は リ ポ 糖 ペ プ チ ド
抱 合 体 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の ワ ク チ ン は 、 例 え ば 筋 肉 内 ま た は 非 経 口 的
に 哺 乳 動 物 に 投 与 し 、 ま た は 微 粒 子 、 カ プ セ ル お よ び 毒 素 お よ び 抗 体 等 の 標 的 分 子 を 用 い
て 粘 膜 表 面 に 運 搬 す る こ と に よ っ て 、 Hi感 染 に 対 す る 免 疫 賦 与 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら に 、 P1、 P2お よ び P6か ら 同 定 し た 免 疫 優 勢 Ｔ お よ び Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ か ら な り 、 タ
ン デ ム に リ ン ク し た 合 成 キ メ ラ ペ プ チ ド が 、 Hi感 染 に 対 し て 強 い 防 御 抗 体 反 応 を 誘 導 す る
か 否 か を 測 定 す る た め 、 実 験 を 行 な っ た 。 ア ミ ノ 酸 配 列 VKTIGDKRTLTLNTCARTRTTETGKGVKTE
KEKSVGVGLRVYF、 VKTIGDKNTLTLNTFGDGFYAQGYLETRFVTKASENGSNFGDC、 VKTIGDKNTLTLNTCGANYL
LAQKREGAKGENKRPNDKAGEV、 VKTIGDKRTLTLNTDIVAKIAYGRTNYKYNESDEHKQQLNGC、 VKTIGDKRTLTL
NTYAKTKNYKIKHEKRYFVSPGFQYELC（ SEQ ID No:46） 、 GYLETRFVTKASENGSDFKEVKTIGDKRTLTLNT
TANYTSQAHANLYGLNLNYSF、 AKGENKRPNDKAGEVFKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSFお よ
び ARTRTTETGKGVKTEKFKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSFを 有 す る ペ プ チ ド を 合 成 し
、 精 製 し 、 CFAま た は ミ ョ ウ バ ン の 存 在 下 で ウ サ ギ に 免 疫 投 与 し た 。 結 果 を 下 表 11に 要 約
す る 。 い ず れ の 抗 ペ プ チ ド 抗 血 清 も 相 当 す る 免 疫 ペ プ チ ド と 強 く 反 応 し た が 、 キ メ ラ ペ プ
チ ド は 必 ず し も 全 て が 天 然 OMPに 対 す る 抗 体 を 誘 導 す る と は 限 ら な か っ た 。 も っ と も 優 れ
た 免 疫 原 は ペ プ チ ド 1P13－ 2P8お よ び 26－ 113で あ り 、 こ れ ら の ペ プ チ ド は ミ ョ ウ バ ン の 存
在 下 で 投 与 し た 場 合 、 天 然 P1お よ び P2タ ン パ ク を 識 別 す る 抗 体 を 誘 導 し た 。 こ れ ら の ペ プ
チ ド は Hi株 に 保 持 さ れ て い る エ ピ ト ー プ を 含 ん で い る の で 、 追 加 免 疫 原 と し て 、 ま た は リ
ポ ペ プ チ ド に 修 飾 し て 、 ま た は ワ ク チ ン と し て 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー に リ ン ク さ せ て 使 用 す
る こ と が で き る 。 こ れ ら の ワ ク チ ン は 、 例 え ば 筋 肉 内 投 与 ま た は 非 経 口 的 経 路 に よ っ て 哺
乳 動 物 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 微 粒 子 、 カ プ セ ル 、 リ ポ ソ ー ム な ら び に 毒 素 お よ
び 抗 体 等 の 標 的 分 子 を 用 い て 粘 膜 表 面 に 運 搬 さ せ る こ と に よ っ て 、 Hi感 染 に 対 す る 免 疫 を
賦 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 担 体 と し て PEGを 用 い た PRPオ リ ゴ マ ー の 固 相 炭 水 化 物 合 成
　 図 ２ １ ～ ２ ５ に 概 略 を 示 し た よ う に 、 固 相 ／ 液 相 合 成 と き わ め て 効 率 的 な リ ン ア ミ ド 化
法 を 組 合 せ て 、 合 成 PRPを 調 製 し た 。 こ の 方 法 は 新 規 な プ ロ セ ス で あ り 、 固 体 担 体 と し て
ポ リ エ チ レ ン  グ リ コ ー ル  モ ノ メ チ ル エ ー テ ル （ PEG） を 使 用 す る 。 従 来 の 所 定 ポ ア ー 数
の ガ ラ ス 等 の 担 体 が 約 30～ 35μ mol/gの 反 応 基 を 持 っ て い る の に 対 し て 、 こ の 固 相 担 体 は
約 200～ 500μ mol/gの 範 囲 に あ る 多 く の 化 学 的 反 応 性 の 官 能 基 を 有 し て い る 。 こ の 合 成 法
で は 各 共 役 サ イ ク ル で わ ず か 化 学 量 論 的 量 の 合 成 PRP反 復 ユ ニ ッ ト を 使 用 す る の に 対 し て
、 従 来 の 固 相 合 成 で は モ ル 数 で ５ ～ 10倍 も 過 剰 が 使 用 さ れ る 。 さ ら に 、 PEGは 反 応 溶 液 に
可 溶 性 で あ り 、 各 共 役 サ イ ク ル に お け る 共 役 効 率 は 約 95～ 98％ で あ る 。 サ イ ク ル の 終 点 で
PEG結 合 合 成 PRPを エ ー テ ル で 沈 殿 さ せ 、 副 生 物 を 除 去 す る 。 合 成 PRPヘ キ セ マ ー の 場 合 、
最 終 収 率 は 約 70％ で あ っ た 。 し た が っ て 、 本 発 明 に 係 わ る 合 成 プ ロ セ ス は き わ め て 速 く 、
コ ス ト 効 果 が 高 く 、 営 業 生 産 の た め に ス ケ ー ル ア ッ プ す る 場 合 に も 簡 単 で あ る の に 対 し て
、 液 相 合 成 は 人 件 費 が か か り 、 高 価 で あ り 、 時 間 が か か る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 以 下 に 、 本 合 成 プ ロ セ ス を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 オ リ ゴ マ ー の 出 発 物 質 で あ る PRP反
復 ユ ニ ッ ト は 、 以 下 の 式 で 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】
こ こ で 、 Bnお よ び DMTは 、 そ れ ぞ れ ベ ン ジ ル お よ び ジ メ チ ト キ シ ト リ チ ル 基 で あ る 。 こ の
反 復 ユ ニ ッ ト を 実 施 例 10に 記 載 す る よ う に PEGに 共 役 さ せ 、 ト リ ク ロ ロ 酢 酸 （ TCA） で 脱 ト
リ チ ル 化 し 、 つ い で 別 の PRP反 復 ユ ニ ッ ト と 共 役 さ せ て 、 次 式 で 現 さ れ る よ う に 長 い 結 合
鎖 の 化 合 物 と す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 得 ら れ た 化 合 物 を 、 つ ぎ に TCAで 脱 ト リ チ ル 化 す る 。 各 サ イ ク ル で 、 脱 ト リ チ ル 化 し た
鎖 を 触 媒 、 望 ま し く は テ ト ラ ゾ ー ル の 存 在 下 で 共 役 さ せ る こ と に よ っ て 鎖 の 延 長 を 行 な う
。 各 共 役 工 程 の 終 了 時 に 、 酸 化 剤 、 望 ま し く は ｔ － ブ チ ル  ヒ ド ロ パ ー オ キ シ ド を 用 い て
、 リ ン の 酸 化 を 行 な う 。 望 ま し い 長 さ の オ リ ゴ マ ー が 得 ら れ る ま で 、 こ の 合 成 サ イ ク ル （
脱 ト リ チ ル 化 、 共 役 、 お よ び 酸 化 ） を 繰 り 返 す 。 以 下 の 式 で 現 さ れ る チ ェ ー ン タ ー ミ ネ ー
タ ー を 用 い て 、 PRPオ リ ゴ マ ー 化 を 終 了 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ こ で 、 ｍ は 望 ま し く は ４ ～ ６ の 整 数 で あ り 、 MMTは モ ノ メ ト キ シ ト リ チ ル で あ る 。 重
合 化 終 了 後 、 望 ま し く は ア ン モ ロ リ ー シ ス に よ っ て 、 得 ら れ た PEG保 持 オ リ ゴ マ ー （ 本 発
明 の 目 的 の １ つ で あ る ） を 固 体 担 体 か ら 解 離 さ せ る 。 回 収 さ れ る 物 質 は 、 次 式 に よ っ て 現
さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ こ で 、 ｎ は 望 ま し く は ３ ～ 20の 整 数 、 ｍ は 望 ま し く は ４ ～ ６ の 整 数 、 Bnは ベ ン ジ ル 、
MMTは モ ノ メ ト キ シ ト リ チ ル で あ る 。 こ の 化 合 物 は 対 イ オ ン を 有 す る 。 こ の イ オ ン は 、 上
記 の よ う に ア ン モ ニ ア ま た は 置 換 ア ン モ ニ ア で あ る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 実 施 例 10に 記 載 す る よ う に 水 ／ 酢 酸 /t－ ブ タ ノ ー ル の 存 在 下 で 、 活 性 炭 に コ ー チ ン グ し
た パ ラ ジ ウ ム に よ っ て 水 素 化 し て 、 側 鎖 を 保 護 し て い る 置 換 基 を 除 去 す る 。 得 ら れ た オ リ
ゴ マ ー を 常 法 、 除 ま し く は ゲ ル お よ び 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 組 合 せ に よ っ て
精 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 上 記 の よ う に 、 重 合 化 終 了 前 の 最 後 の 段 階 で 化 合 物 X6を 共 役 さ せ る こ と に よ っ て （ 図 ２
３ ～ ２ ５ ） 、 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー を 変 換 し 、 以 下 の 式 で 現 さ れ る 化 学 反 応 性 官 能 基 を 持 た
せ る の が 容 易 と な る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
こ こ で 、 ｎ は 望 ま し く は ３ ～ 20の 整 数 で あ り 、 Ｒ は － CH 2 － （ CH 2 ） ｍ － Ｘ （ た だ し 、 ｍ は
望 ま し く は ３ ～ ５ の 整 数 、 Ｘ は － CH 2 NH 2 、 － CH 2 SH等 の 化 学 反 応 性 官 能 基 、 ま た は ハ ロ ゲ
ン 、 メ タ ン ス ル フ ォ ニ ル 、 ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル フ ォ ニ ル ま た は ト ル エ ン ス ル フ ォ ニ ル
等 の ア ミ ノ 反 応 基 、 ま た は フ ェ ニ ル ア ジ ド 、 ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 ベ ン ジ ル フ ェ ニ ル 等 の 光 励
起 性 反 応 基 で あ る ） で 現 さ れ る リ ン カ ー フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 官 能 基 を 有 す る 化 合 物 は 、 本 発 明 に お け る 最 も 好 ま し い 実 施 例 に お い て は 、 下 記 の 式 で
現 さ れ る 抱 合 体 を 形 成 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ こ で 、 ｎ は 望 ま し く は ３ ～ 20の 整 数 、 ｍ は 望 ま し く は ３ ～ ５ の 整 数 、 R'は － （ CH 2 －
Ｙ － 担 体 ） （ た だ し 、 Ｙ は リ ン カ ー 分 子 で あ り 、 ｍ － マ レ イ ミ ジ ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ
キ シ サ ク シ ン イ ミ ド で あ っ て も よ く 、 担 体 は Hiペ プ チ ド ま た は そ の MAP系 ） で あ る 。 抱 合
体 は 対 イ オ ン を 伴 っ て い る 。 そ の 対 イ オ ン は 、 図 に し め し た よ う に Na + 、 で あ る こ と が 望
ま し い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 合 成 PRPの 調 製 法 に は 多 く の 方 法 が あ る こ と は 明 ら か で あ る 。 こ れ ら の 公 知 の 技 術 、 例
え ば ヨ ー ロ ッ パ 特 許 公 報 ０  320 942（ 参 考 文 献 28） お よ び ０  276 516（ 参 考 文 献 27） 、 な
ら び に 本 発 明 に 関 連 し て 使 用 さ れ る 技 術 は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー と Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド の 抱 合 化 お よ び 配 糖 体 の 免 疫
特 性
　 本 発 明 に し た が っ て 利 用 さ れ る ペ プ チ ド は 、 若 い 哺 乳 動 物 に 投 与 し た と き 安 全 で 、 免 疫
学 的 に 有 効 な Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ 、 例 え ば 非 － １  画 タ ン パ ク p24か ら の ヒ ト Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー
プ 、 P24Eと し て 利 用 で き る あ ら ゆ る ペ プ チ ド を 含 む 。 特 定 の 実 施 例 で は 、 Hibの 外 膜 タ ン
パ ク か ら の ペ プ チ ド を 用 い 、 そ の 抱 合 化 の 技 術 は 実 施 例 11お よ び 13に 詳 し く 記 載 す る 。 抗
PRP IgG抗 体 反 応 を 誘 導 す る に 必 要 な 最 低 反 復 ユ ニ ッ ト 数 を 測 定 す る た め に 、 合 成 PRPオ リ
ゴ マ ー （ 二 量 体 お よ び 三 量 体 ） を 破 傷 風 ト キ ソ イ ド に 共 役 さ せ 、 ミ ョ ウ バ ン の 存 在 下 で 配
糖 体 を ウ サ ギ に 注 射 し た 。 図 ２ ６ に 示 し た 結 果 か ら 、 免 疫 を 誘 導 す る た め に は 合 成 PRPオ
リ ゴ マ ー が 少 な く と も ３ 反 復 単 位 必 要 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 に し た が っ て 、 完 全 合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 ワ ク チ ン を 調 製 し た 。 す な わ ち 、 十
分 に 特 性 の 明 ら か な 合 成 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ 、 例 え ば Hib特 異 性 保 護 エ ピ ト ー プ と 少 な く と
も １ つ の 機 能 性 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る HIBP1－ ４ ペ プ チ ド （ P1タ ン パ ク の 残
基 165－ 193） に 、 ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 の い ず れ か に 附 加 し た シ ス テ イ ン を 介 し
て 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー を 共 役 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 効 果 的 な 合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 ワ ク チ ン を 調 製 す る た め に 、 炭 水 化 物 抗 原 の 免 疫 原 性
に 影 響 す る と 思 わ れ る い く つ か の 要 因 を 注 意 深 く 検 査 す る 必 要 が あ る 。 こ れ ら の 要 因 は 、
（ ｉ ） オ リ ゴ 糖 類 の 側 鎖 の 長 さ 、 （ ii） Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ に 対 す る 糖 の 抱 合 部 位 、 （ iii
） ペ プ チ ド 上 の 炭 水 化 物 抗 原 の 密 度 、 （ iv） 配 糖 体 の 安 定 性 に 影 響 す る 抱 合 化 条 件 、 （ ｖ
） 抗 原 賦 与 お よ び 処 理 を 最 適 化 す る た め に 、 炭 水 化 物 部 分 と 担 体 ペ プ チ ド と の 間 に リ ン カ
ー ま た は ス ペ サ ー が 必 要 か ど う か 等 で あ る 。 最 後 に 、 １ 対 の ペ プ チ ド 、 す な わ ち 、 そ れ ぞ
れ Ｃ 末 端 （ HIBP1－ 4:SEQ ID No:51） お よ び Ｎ 末 端 （ CHIBP1－ 4:SEQ ID No:52） に 附 加 し
た 追 加 シ ス テ イ ン 残 基 の み が 異 な る HIBP1－ ４ お よ び CHIBP1－ ４ （ 図 １ ） を 合 成 し 、 精 製
し 、 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ と し て 使 用 し て 、 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ に 対 す る 糖 の 配 位 が 構 成 物 の 免
疫 原 性 に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ た 。 炭 水 化 物 抗 原 と し て 、 合 成 PRP三 量 体 を 用 い た 。 ２ 種 類 の P
RPペ プ チ ド 抱 合 体 （ PRP－ CHIBP1－ ４ お よ び HIBP1－ ４ － PRP） を 調 製 し 、 ア ル ム の 存 在 下
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で ウ サ ギ に 注 射 し た 。 ３ 回 免 疫 投 与 し た の ち 、 ウ サ ギ の 抗 血 清 の 抗 PRPお よ び 抗 ペ プ チ ド I
gG抗 体 力 価 を 検 定 し た 。 い ず れ の 抱 合 体 も 強 い 抗 ペ プ チ ド お よ び 抗 P1抗 体 反 応 を 誘 導 し た
が 、 合 成 HIBP1－ ４ － PRPの み が 抗 PRP IgG抗 体 反 応 を 誘 導 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｔ 細 胞
エ ピ ト ー プ に 対 す る 糖 の 配 位 が 、 炭 水 化 物 抗 原 に 対 す る 宿 主 の 免 疫 反 応 に 著 し い 影 響 を 及
ぼ す こ と を 暗 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 機 能 性 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 全 て の ペ プ チ ド が 免 疫 系 に 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー を 効 果 的
に 賦 与 す る か 否 か を 検 討 す る た め 、 機 能 性 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る
別 の ペ プ チ ド ２ 種 類 （ COMP2－ 8:SEQ ID No:53お よ び P24EC:SEQ ID No:56） を 合 成 PRP三 量
体 と 抱 合 体 を 形 成 さ せ た 。 配 糖 体 を ミ ョ ウ バ ン に 吸 収 さ せ 、 ウ サ ギ に 免 疫 投 与 し た 。 結 果
を 下 表 12に 要 約 す る 。 両 配 糖 体 （ COMP2－ ８ － PRPお よ び P24EC－ PRP） と も 、 抗 PRP IgG抗
体 反 応 を 誘 導 し た 。 合 成 配 糖 体 ワ ク チ ン の 免 疫 原 性 に 対 す る 炭 水 化 物 密 度 の 影 響 を 測 定 す
る た め に 、 合 成 PRP二 量 体 と ８ 側 鎖 OMP2－ ８ ペ プ チ ド （ P2タ ン パ ク の 残 基 193－ 219） （ 図 1
:SEQ ID No:54） を 含 む 多 抗 原 性 ペ プ チ ド 系 （ MAP） を 抱 合 化 さ せ た 。 抱 合 体 化 の た め に ９
つ の シ ス テ イ ン 残 基 が 用 意 さ れ て い た に も か か わ ら ず 、 MAP1分 子 中 に わ ず か ５ 分 子 の PRP
三 量 体 が 共 役 結 合 し て い る に 過 ぎ な か っ た 。 し か し 、 50μ ｇ の 合 成 配 糖 体 を ミ ョ ウ バ ン の
存 在 下 で ３ 回 注 射 す る と 、 ２ 匹 の ウ サ ギ と も 強 い 抗 PRP IgG抗 体 反 応 を 獲 得 し た 。 抗 PRP I
gG抗 体 力 価 は 、 直 線 性 ペ プ チ ド PRP抱 合 体 と 比 較 し て 約 ４ 倍 も 高 か っ た （ 下 表 12） 。 さ ら
に 、 抗 ペ プ チ ド お よ び 抗 P2抗 体 反 応 は 、 直 線 性 ペ プ チ ド PRP抱 合 体 に 比 較 し て １ ～ ２ 桁 高
か っ た 。 さ ら に 図 ２ ７ に 示 し た 結 果 を 分 析 す る と 、 Hib MAPと 合 成 PRPオ リ ゴ マ ー の 抱 合 体
は ワ ク チ ン と し て 優 れ 、 ジ フ テ リ ア  ト キ ソ イ ド ま た は P1ま た は P2タ ン パ ク と 共 役 し た 天
然 PRPと ほ ぼ 同 等 の 高 い 抗 PRP IgG抗 体 力 価 を 誘 導 す る こ と が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 炭 水 化 物 反 復 ユ ニ ッ ト の 長 さ が 配 糖 体 中 の 炭 水 化 物 抗 原 の 免 疫 原 性 に 影 響 す る か 否 か を
調 べ る た め 、 合 成 PRPの 二 量 体 、 三 量 体 、 五 量 体 、 六 量 体 お よ び 天 然 PRP（ 分 子 量 30kDa）
を そ れ ぞ れ 直 線 性 ペ プ チ ド HIBP1－ ４ お よ び OMP2－ ８  MAPの い ず れ か と 共 役 さ せ た 。 驚 く
べ き こ と に 、 天 然 PRPと 抱 合 体 を 形 成 さ せ た ペ プ チ ド は 両 方 と も 抗 PRP IgG抗 体 反 応 を 誘 導
し な か っ た 。 そ れ に 対 し て 、 直 線 性 ペ プ チ ド HIBP1－ ４ と 抱 合 体 を 形 成 さ せ た PRPの 五 量 体
お よ び 六 量 体 と も 強 く 、 一 定 し た 抗 PRP IgG抗 体 反 応 を 誘 導 し た （ 図 ２ ８ ） 。 合 成 PRP六 量
体 と 抱 合 体 を 形 成 さ せ た OMP2－ ８  MAPも 高 い 免 疫 原 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 合 成 グ リ コ ペ プ チ ド 抱 合 技 術 の 利 用
　 本 発 明 の 選 択 実 施 例 に お い て 、 配 糖 体 技 術 は 一 般 的 に 病 原 性 外 膜 性 バ ク テ リ ア に 対 す る
抱 合 ワ ク チ ン の 製 造 に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 配 糖 体 技 術 は 、 イ ン
フ ル エ ン ザ 、 肺 炎 球 菌 、 大 腸 菌 、 髄 膜 炎 菌 、 チ フ ス 菌 、 ミ ュ ー タ ン ス 連 鎖 球 菌 、 ク リ プ ト
コ ッ カ ス 、 ネ オ フ ォ ル マ ン ス 、 ク レ ブ シ ェ ラ 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 お よ び 緑 膿 菌 を 含 む 細 菌
に よ り 表 現 さ れ る 保 護 多 糖 類 に よ る 感 染 に 対 し て 防 御 作 用 を 表 す ワ ク チ ン に 利 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 特 定 の 実 施 例 に お い て 、 本 合 成 配 糖 体 技 術 は タ ン パ ク ま た は オ リ ゴ 糖 類 に 対 す る 抗 体 を
誘 導 す る ワ ク チ ン の 製 造 に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ワ ク チ ン は 、 治 療 剤 ま た は
生 物 活 性 物 質 と 共 約 さ せ て 、 例 え ば 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 免 疫 誘 導 、 ま た は 抗 腫 瘍 抗 体 の 誘 導
に 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 に 係 わ る 方 法 の 応 用 は 当 該 分 野 の 専 門 家 に と っ て は 容 易 に 理 解 で き る 。 本 発 明 の
製 品 の 例 お よ び そ の 製 造 法 お よ び 利 用 を 、 以 下 の 実 施 例 で 説 明 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 上 記 の ペ プ チ ド の あ ら ゆ る 変 異 体 、 ま た は 機 能 的 に 同 等 な 変 異 体 は 、 本 発 明 の 範 囲 に 含
ま れ る 。 上 記 の "変 異 "ま た は "機 能 的 に 同 等 な 変 異 "と い う 用 語 は 、 そ の 程 度 は 問 わ ず 、 イ
ン フ ル エ ン ザ 菌 分 離 株 の P1、 P2お よ び P6ペ プ チ ド と 同 様 に 作 用 す る 限 り 、 ペ プ チ ド が ア ミ
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ノ 酸 残 基 の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 付 加 、 切 除 、 ま た は 誘 導 体 化 に よ っ て 修 飾 さ れ た 場 合 を
意 味 し 、 そ の 場 合 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 こ れ ら の ペ プ チ ド （ 表 １ ～ ３ お よ び 11） お よ び 同 様 な ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 明 ら か
に な る と 、 こ れ ら の ペ プ チ ド は 市 販 の ペ プ チ ド 合 成 装 置 、 例 え ば ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス
テ ム ス  モ デ ル 430A等 を 用 い る か 、 DNA組 換 え 技 術 に よ っ て 容 易 に 合 成 す る こ と が で き る 。
合 成 PRP二 量 体 は 免 疫 原 性 を 有 さ ず 、 す で に 報 告 さ れ て い る 結 果 と 一 致 し た 。
上 記 の 開 示 は 、 本 発 明 を 一 般 的 に 記 載 し た も の で あ る 。 さ ら に 完 全 な 理 解 は 、 以 下 の 実 施
例 を 参 照 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 説 明 の た め に の み 記 載 し た も の
で 、 本 発 明 を 限 定 す る た め の も の で は な い 。 態 様 の 変 更 、 相 当 す る も の と の 置 換 は 容 易 に
推 定 で き る も の で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 と 考 え ら れ る 。 こ こ で は 特 定 の 用 語 を 使 用 し た が 、
こ の よ う な 用 語 は 記 述 を 目 的 と し た も の で あ り 、 制 限 を 目 的 と し た も の で は な い 。 こ の 開
示 で は 免 疫 学 的 方 法 が 明 瞭 に 記 載 さ れ て い な い か も 知 れ な い が 、 当 該 技 術 分 野 の 専 門 家 に
は 自 明 の 事 実 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 実 施 例 １
　 2,3,4－ ト リ － Ｏ － ベ ン ジ ル － １ － Ｏ － ［ 2,5－ ジ － Ｏ － ベ ン ジ ル － β － Ｄ － リ ボ フ ラ ノ
シ ル ］ － ５ － Ｏ － （ 4,4－ ジ メ ト キ シ ト リ チ ル ） － Ｄ － リ ビ ト ー ル （ 化 合 物 14、 図 ２ ３ ～
２ ５ ） の 調 製
　 室 温 に お い て 、 す で に 記 載 さ れ て い る （ 参 考 文 献 33～ 36） よ う に 12の 中 間 体 を 経 由 し て
Ｄ － リ ボ ー ス か ら 調 製 し た 2,5－ ジ － Ｏ － ベ ン ジ ル － β － Ｄ － リ ボ フ ラ ノ シ ル － 2,3,4－ ト
リ － Ｏ － ベ ン ジ ル － Ｄ － リ ビ ト ー ル （ 化 合 物 13、 図 ２ ３ ～ ２ ５ ） 10.2g、 ピ リ ジ ン （ 3.4ml
） お よ び ４ － ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン （ 860mg） を 含 む ジ ク ロ ロ メ タ ン 溶 液 200mlに 4,4'－
ジ メ ト キ シ ト リ チ ル ク ロ ラ イ ド （ 6.2g） を 添 加 し た 。 18～ 24時 間 撹 拌 し た の ち 、 反 応 混 合
液 を 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 飽 和 液 に 注 い だ 。 水 層 を ジ ク ロ ロ メ タ ン で 抽 出 し 、 乾 燥 さ せ 、 溶 媒
を 留 去 し た 。 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し 、 NMRに よ っ て そ の 構 造 を
確 認 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 実 施 例 ２
　 2,3,4－ ト リ － Ｏ － ベ ン ジ ル － １ － Ｏ － ［ 2,5－ ジ － Ｏ － ベ ン ジ ル － ３ － Ｏ － サ ク シ ニ ル
－ β － Ｄ － リ ボ フ ラ ノ シ ル ］ － ５ － Ｏ － （ 4,4－ ジ メ ト キ シ ト リ チ ル ） － Ｄ － リ ビ ト ー ル
（ 化 合 物 16、 図 ２ １ 及 び ２ ２ ） の 調 製
　 実 施 例 １ か ら 得 ら れ た 生 成 物 1.34gを 含 む 乾 燥 ピ リ ジ ン 溶 液 （ 4.5ml） に 、 無 水 コ ハ ク 酸
（ 390mg） と ４ － ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン （ 240mg） を 添 加 し た 。 反 応 混 合 液 を 50～ 80℃ の
水 浴 中 で ３ ～ 10時 間 撹 拌 し た 。 水 （ 2.0ml） を 添 加 し た の ち 、 反 応 混 合 液 を ロ ー タ リ ー エ
バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し た 。 ジ ク ロ ロ メ タ ン ： メ タ ノ ー ル ： ト リ エ チ ル ア ミ ン （ 95:5:2.5,v
/v/v） で シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 な っ て ト リ エ チ ル ア ミ ン 塩 を 得 て 、 そ の 構 造
を NMRで 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 実 施 例 ３
　 リ ボ シ ル リ ビ ト ー ル  ホ ス フ ォ ロ ア ミ デ ー ト の 調 製
　 化 合 物 16の 溶 液 （ 乾 燥 ジ オ キ サ ン 5ml中 1.2g） に 、 N,N－ ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン （
1.4ml） お よ び ２ － シ ア ノ エ チ ル － N,N－ ジ イ ソ プ ロ ピ ル ク ロ ロ ホ ス フ ォ ロ ア ミ デ ー ト （ 64
0μ ｌ ） を 添 加 し た 。 １ ～ ３ 時 間 撹 拌 し た の ち 、 さ ら に N,N－ ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン
（ 430μ ｌ ） お よ び ２ － シ ア ノ エ チ ル － N,N－ ジ イ ソ プ ロ ピ ル ク ロ ロ ホ ス フ ォ ロ ア ミ デ ー ト
（ 250μ ｌ ） を 添 加 し た 。 反 応 混 合 液 を ジ ク ロ ロ メ タ ン で ３ 倍 に 希 釈 し 、 等 量 の 1M重 炭 酸
ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 液 、 ブ ラ イ ン 液 で 抽 出 し 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し た 。 生 成
物 を シ リ カ ゲ ル で 精 製 し 、 そ の 構 造 を NMRで 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
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　 実 施 例 ４
　 １ － ｔ － ブ チ ル ジ メ チ ル シ リ ル オ キ シ － ６ － シ ア ノ － ヘ キ サ ン （ 化 合 物 X2,図 ２ ３ ～ ２
５ ） の 調 製
　 ジ メ チ ル ス ル フ ォ キ シ ド に 溶 解 し た 青 酸 ナ ト リ ウ ム （ 1.2g） を 90℃ で 30分 間 加 熱 し た 。
す で に 報 告 さ れ て い る 方 法 （ 参 考 文 献 37） に し た が っ て 調 製 し た 固 体 の １ － ｔ － ブ チ ル ジ
メ チ ル シ リ ル オ キ シ － ６ － ブ ロ モ ヘ キ サ ン （ 5.8g,化 合 物 X1） を 青 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 に 添
加 し た 。 120～ 130℃ で 20～ 180分 間 加 熱 し た の ち 、 反 応 混 合 液 を 氷 冷 水 中 に 注 ぎ 、 水 層 を
エ ー テ ル で 抽 出 し 、 ブ ラ イ ン 液 で 洗 浄 し 、 乾 燥 し た の ち 濃 縮 し た 。
（ vii） Hi合 成 PRPペ プ チ ド 抱 合 体 ワ ク チ ン の 利 用
　 生 成 物 を 0.5ト ー ル 、 107℃ で 蒸 留 し て 無 色 油 状 物 を 得 た 。 高 解 像 質 量 分 析 で 、 Cl 2 H 2 4 ON
Siの 理 論 値 226.1627に 対 し て 実 測 値 226.1624が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 実 施 例 ５
　 ７ － ア ミ ノ － １ － ｔ － ブ チ ル ジ メ チ ル シ リ ル オ キ シ － ヘ プ タ ン （ 化 合 物 X3、 図 ２ ３ ～ ２
５ ） の 調 製  水 酸 化 リ チ ウ ム ア ル ミ ニ ウ ム （ 600mg、 ア ル ド リ チ ） の エ ー テ ル 溶 液 （ 50ml）
に 、 実 施 例 ４ で 得 ら れ た 生 成 物 の エ ー テ ル 溶 液 （ 50ml） を 滴 下 し た 。 １ － ３ 時 間 後 に 、 反
応 混 合 液 を 水 に 注 ぎ 、 30分 間 撹 拌 し た 。 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム の 沈 殿 を 濾 過 し て 除 き 、 水 層
を エ ー テ ル で ３ 回 抽 出 し た 。 エ ー テ ル 抽 出 液 を ブ ラ イ ン 液 で 洗 い 、 乾 燥 し て 、 濃 縮 し た 。
粗 生 成 物 を 0.25ト ー ル 、 82℃ で 蒸 留 し た 。 高 解 像 質 量 分 析 で 、 Cl 3 H 3 1 ONSiの 理 論 値 245.21
75に 対 し て 実 測 値 245.2159が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 実 施 例 ６
　 （ Ｎ － モ ノ メ ト キ シ ト リ チ ル ） － ７ － ア ミ ノ － １ － ｔ － ブ チ ル ジ メ チ ル シ リ ル オ キ シ －
ヘ プ タ ン （ 化 合 物 X4、 図 ２ ３ ～ ２ ５ ） の 調 製
　 実 施 例 ５ で 得 ら れ た 生 成 物 （ 2.3g） の ジ ク ロ ロ メ タ ン 溶 液 （ 40ml） に 、 モ ノ 、 メ ト キ シ
ト リ チ ル ク ロ ラ イ ド （ 3.7g、 ア ル ド リ ッ チ ） を 添 加 し た 。 室 温 で 10～ 24時 間 撹 拌 し た の ち
、 溶 液 を 飽 和 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 中 に 注 い だ 。 水 層 を ジ ク ロ ロ メ タ ン で 抽 出 し た 。 ジ ク
ロ ロ メ タ ン 抽 出 液 を ブ ラ イ ン 液 で 洗 い 、 乾 燥 し た 。 溶 液 を 濃 縮 し 、 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し た 。 精 製 し た 製 品 を 高 解 像 質 量 分 析 し 、 C 3 3 H 4 7 O 2 NSiの 理 論 値 5
17.3376に 対 し て 実 測 値 517.3355が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 実 施 例 ７
　 Ｎ － モ ノ メ ト キ シ ト リ チ ル － ７ － ア ミ ノ ヘ プ タ ノ ー ル （ 化 合 物 X5、 図 14） の 調 製
　 テ ト ラ ブ チ ル ア ン モ ニ ウ ム フ ル オ ラ イ ド の 1M溶 液 （ 25.8ml） を 化 合 物 X4（ 4.3） の テ ト
ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 溶 液 （ 46ml） に 徐 々 に 滴 下 し た 。 室 温 で ４ ～ 18時 間 撹 拌 し た の ち 、 溶 液 を
100mlの 水 に 注 ぎ 、 さ ら に 30分 間 撹 拌 し た 。 有 機 層 を ブ ラ イ ン 液 で 抽 出 し 、 乾 燥 し た 。 粗
生 成 物 を シ リ カ ゲ ル で 精 製 し た 。 精 製 し た 製 品 を 高 解 像 質 量 分 析 し 、 C 2 7 H 3 3 O 2 Nの 理 論 値 4
03.2511に 対 し て 実 測 値 403.2514が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 実 施 例 ８
　 Ｎ － モ ノ メ ト キ シ ト リ チ ル － ７ － ア ミ ノ ヘ プ チ ル （ ２ － シ ア ノ エ チ ル ） － N,N－ ジ エ チ
ル ホ ス フ ォ ロ ア ミ デ ー ト （ 化 合 物 X6、 図 ２ ３ ～ ２ ５ ） の 調 製
　 化 合 物 X5（ 240mg） の ジ オ キ サ ン 溶 液 （ 10ml） に 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン （ 840μ
ｌ ） と ２ － シ ア ノ エ チ ル － N,N－ ジ イ ソ プ ロ ピ ル ク ロ ロ ホ フ ォ ロ ア ミ デ ー ト （ 270μ ｌ ） を
添 加 し た 。 １ 時 間 撹 拌 し た の ち 、 反 応 混 合 液 を ジ ク ロ ロ メ タ ン で 希 釈 し 、 重 炭 酸 ト リ エ チ
ル ア ン モ ニ ウ ム の 1M溶 液 で 洗 い 、 さ ら に ブ ラ イ ン 液 で 洗 っ た 。 乾 燥 し 、 濃 縮 し た の ち 、 残
渣 を シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し た 。 生 成 物 を 高 解 像 質 量 分 析 し た 。 C 3 6 H 5 0 N 3
O 3 Pの 理 論 値 603.3620に 対 し て 実 測 値 603.3620が 得 ら れ た 。 生 成 物 の 構 造 は 、 さ ら に NMR分
析 で 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
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　 実 施 例 ９
　 サ ク シ ニ ル リ ボ シ ル リ ビ ト ー ル － PEG（ 図 ２ ３ ～ ２ ５ ） の 調 製
　 化 合 物 16（ 1.8g） の ジ ク ロ ロ メ タ ン 溶 液 （ 18ml） に Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル
（ 295mg） と ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド （ 450mg） を 添 加 し た 。 反 応 混 合 液 を 室 温 で
撹 拌 し た 。 ２ ～ ８ 時 間 後 に 、 ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル ウ レ ア を 濾 過 し て 除 い た 。 濾 液 、 Ｎ － メ チ
ル イ ミ ダ ゾ ー ル （ 522μ ｌ ） お よ び ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン （ 600μ ｌ ） を ポ リ エ チ レ
ン  グ リ コ ー ル  モ ノ メ チ ル エ ー テ ル 、 PEG（ 平 均 モ ル 重 量 5000、 2.1g、 フ ル カ ） に 加 え た
。 混 合 物 を 、 ア ル ゴ ン 下 、 室 温 で 一 夜 撹 拌 し た 。 機 能 化 し た PEGを 冷 エ ー テ ル で 沈 殿 さ せ
、 濾 過 し た 。 付 加 容 量 は ゲ イ ト ら （ Gait et al.） （ 参 考 文 献 36） の 方 法 に し た が っ て 分
光 分 析 で 測 定 し た と こ ろ 、 約 200μ mol/gで あ っ た 。 室 温 、 １ ～ ３ 時 間 で 、 遊 離 の ヒ ド ロ キ
シ ル 基 を 20％ 無 水 酢 酸 ／ ピ リ ジ ン の ジ ク ロ ロ メ タ ン 溶 液 で 被 覆 し た 。 つ い で 、 担 体 を 冷 エ
ー テ ル で 沈 殿 さ せ 、 濾 過 し 、 冷 エ ー テ ル で 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 実 施 例 10
　 可 溶 性 重 合 担 体 （ 図 ２ １ 及 び ２ ２ ） を 用 い た 合 成 PRPの 調 製
　 1gの PEG－ PRP－ DMT（ 実 施 例 ９ の 生 成 物 ） を ピ リ ジ ン と と も に ２ 回 蒸 留 し 、 ア ル ゴ ン 下
で ア セ ト ニ ト リ ル に 溶 解 し た 。 PRPオ リ ゴ 糖 を ４ 段 階 の サ イ ク ル で 重 合 さ せ た 。 各 段 階 で
、 ま ず 機 能 化 PEGを 冷 エ ー テ ル で 沈 殿 さ せ て 副 生 物 を 除 去 し 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン ／ エ ー テ ル
中 で 再 結 晶 さ せ た 。 合 成 の 第 １ 段 階 で 、 ク ロ ロ フ ォ ル ム ／ メ タ ノ ー ル 酸 中 ３ ％ ト ル エ ン ス
ル フ ォ ン 酸 を 用 い て ジ メ ト キ シ ト リ チ ル 基 を 除 去 し 、 つ い で テ ト ラ ゾ ー ル の 存 在 下 で 、 実
施 例 ９ で 得 ら れ た リ ボ シ ル リ ビ ト ー ル ホ ス フ ォ ロ ア ミ デ ー ト と 共 役 さ せ た （ 180分 間 ） 。
共 役 効 率 は 95％ で あ っ た 。 70％ ｔ － ブ チ ル ヒ ド ロ パ ー オ キ サ イ ド 溶 液 を 用 い て 酸 化 （ 工 程
３ ） を 行 い （ 120分 間 ） 、 最 後 に 20％ 無 水 酢 酸 ／ ピ リ ジ ン の ジ ク ロ ロ メ タ ン 溶 液 で 被 覆 し
た （ 工 程 ４ ） 。 ２ サ イ ク ル の 合 成 を 行 い 、 つ い で 実 施 例 ８ か ら 得 た ス ペ ー サ ー の ホ ス フ ォ
ロ ア ミ デ ー ト 生 成 物 を 共 役 さ せ る 。 次 に 、 樹 脂 の 濃 ア ン モ ニ ア テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン 水 溶 液
と と も に 、 50～ 100℃ で 17～ 24時 間 加 熱 し た 。 混 合 物 を 濾 過 し て PEGを 除 去 し 、 洗 浄 し 、 溶
媒 を 留 去 し た 。 加 圧 水 素 化 装 置 を 用 い 、 ｔ － ブ タ ノ ー ル ／ 水 ／ 酢 酸 （ 4:3:1） 中 の 10％ Pd/
活 性 炭 の 存 在 下 、 40psiで 生 成 物 の 水 素 分 解 を 行 い 、 濾 過 し て 均 一 な 生 成 物 を 得 た 。 生 成
物 を 凍 結 乾 燥 し 、 0.01Hの 重 炭 酸 ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 、 pH ７ 、 中 の セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ
－ 25カ ラ ム を 用 い た ゲ ル 濾 過 を 組 合 せ て 精 製 し 、 水 を 用 い た セ フ ァ デ ッ ク ス Ｃ － 25で イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 な っ て 精 製 し た 。 適 当 な 画 分 を 凍 結 乾 燥 し 、 固 体 を 得 、 そ
の 構 造 を NMRで 分 析 し た 。 リ ボ シ ル リ ビ ト ー ル ホ ス フ ェ ー ト 三 量 体 の ス ペ ク ト ル を 測 定 し
、 フ ー ガ ー ホ ウ ト ら （ Hoogerhout et al.） に よ っ て 報 告 さ れ て い る も の ［ ジ ャ ー ナ ル  カ
ー ボ ハ イ ド レ ー ト  ケ ミ ス ト リ ー （ J.Carbohydr.Chem.） 7.399,1988） と 同 じ で あ る こ と を
認 め た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 実 施 例 11
　 合 成 （ PRP） ３ の ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ サ ク シ ン イ ミ ド に よ る 修
飾
　 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン （ 1ml） に 溶 解 し た ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ サ
ク シ ン イ ミ ド （ 20mg;63.6μ mol） 溶 液 を 、 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 （ 1ml） に 溶 解 し た 合 成 （ PRP
） ３ 溶 液 （ 5.2mg;4.3μ mol） に 添 加 し た 。 溶 液 を ア ル ゴ ン 下 、 室 温 で 30分 間 撹 拌 し 、 反 応
混 合 液 を エ ー テ ル （ 4x5ml） で 抽 出 し 、 得 ら れ た 水 層 を 0.1Mト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 酢 酸
緩 衝 液 、 pH 7.2、 で 平 衡 さ せ た セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ － 25（ フ ァ ー マ シ ア ） カ ラ ム （ 2x30cm）
に 載 せ 、 同 じ 緩 衝 液 で 溶 出 し た 。 溶 出 液 は 254nmで 分 光 光 学 的 に 追 跡 し た 。 最 初 に 溶 出 し
た ピ ー ク を 凍 結 乾 燥 し た 。 （ PRP） ３ 中 に 取 り 込 ま れ た マ レ イ ミ ド 基 の 量 を 改 良 エ ル マ ン
（ Ellman） 法 （ 参 考 文 献 39） に よ っ て 測 定 し た と こ ろ 、 取 込 率 は 90％ で あ っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 実 施 例 12
　 ペ プ チ ド の 合 成
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　 ABI 430Aペ プ チ ド 合 成 装 置 を 用 い 、 製 造 業 者 に よ っ て 記 載 さ れ て い る 最 適 ｔ － Boc条 件
下 で 、 OMP P1、 P2お よ び P6（ 表 １ ～ ３ ） か ら ペ プ チ ド を 合 成 し 、 フ 化 水 素 （ HF） に よ り 樹
脂 か ら 解 裂 さ せ た 。 バ イ ダ ッ ク C4セ ミ プ レ パ ラ テ ィ ブ カ ラ ム （ 1x30cm） お よ び 0.1％ ト リ
フ ル オ ロ 酢 酸 （ TFA） 中 15～ 55％ ア セ ト ニ ト リ ル グ ラ ジ エ ン ト を 用 い た 逆 相 高 速 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー （ RP－ HPLC） で 、 流 速 2ml/分 で 40分 間 展 開 し て 、 生 成 物 を 精 製 し た 。 生 化
学 的 お よ び 免 疫 学 的 試 験 に 用 い た 合 成 ペ プ チ ド は 、 分 析 用 HPLCで 測 定 し た 純 度 が す べ て 95
％ 以 上 で あ っ た 。 ウ ォ ー タ ー ズ の ピ コ ー タ グ シ ス テ ム で 測 定 し た ア ミ ノ 酸 の 組 成 は 、 理 論
値 と よ く 一 致 し た 。 合 成 MAP（ OMP2－ ８ ） は 、 タ ム ら （ Tam et al.） に よ っ て 記 載 さ れ て
い る 方 法 （ 参 考 文 献 40） に し た が っ て 、 ｔ － Boc固 相 ペ プ チ ド 合 成 法 を 用 い て マ ヌ ア ル で
合 成 い た 。 PRP抱 合 体 の 形 成 の た め 、 ペ プ チ ド の Ｎ お よ び Ｃ 末 端 に シ ス テ イ ン 残 基 を 付 加
し た 。 MAPペ プ チ ド は 、 前 記 の よ う に RP－ HPLCで 精 製 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 実 施 例 13
　 完 全 合 成 ペ プ チ ド － （ PRP） ３ 抱 合 体 の 調 製
　 各 合 成 ペ プ チ ド （ OMP2－ ８ ） お よ び HIBP1－ ４ の １ ～ 2mgを 0.5mlの 脱 ガ ス 水 に 溶 解 し 、
脱 ガ ス 水 に 溶 解 し た MBS－ （ PRP） ３ （ 1.6mg） を 0.8ml添 加 し た 。 得 ら れ た 混 合 液 を ア ル ゴ
ン 下 の 室 温 で 一 夜 撹 拌 し た 。 不 溶 性 の 沈 殿 を 遠 心 分 離 に よ っ て 除 去 し 、 上 清 を 0.1Mト リ エ
チ ル ア ン モ ニ ウ ム 酢 酸 緩 衝 液 、 pH 7.2、 で 平 衡 さ せ た セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ － 50カ ラ ム （ 2x30
cm） で ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け 、 過 剰 の MBS－ （ PRP） ３ を 除 去 し た 。 合 成 ペ プ
チ ド （ PRP） ３ 抱 合 体 を 集 め 、 逆 相 HPLC、 オ ル シ ノ ー ル 検 定 お よ び ア ミ ノ 酸 分 析 に よ り 分
析 し た 。 PRPに 対 す る ペ プ チ ド の モ ル 比 は 、 HIBP1－ ４ お よ び MAPペ プ チ ド 抱 合 体 で 、 そ れ
ぞ れ 約 1:1お よ び 1:5で あ っ た 。 つ い で 、 合 成 ペ プ チ ド PRP抱 合 体 を ア ル ム に 吸 着 さ せ 、 免
疫 原 性 試 験 に 供 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 実 施 例 14
　 天 然 PRP－ BSA抱 合 体 の 調 製
　 過 ヨ ー ド 酸 水 溶 液 （ ４ ） を 処 理 し て 天 然 PRPか ら 調 製 し た 過 ヨ ー ド 酸 酸 化 PRP（ 0.1Mリ ン
酸 緩 衝 液 、 pH 6.0、 1ml中 25mg） 溶 液 0.5mlを 、 0.2Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 pH 8.0、 0.5mlに 溶 解
し た 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） （ 1.32mg:0,02μ mol） に 添 加 し 、 つ い で ナ ト リ ウ ム  シ ア ノ
ボ ロ ヒ ド ラ イ ド （ 14μ g;0.22μ mol;BSAに 対 し て 10相 当 量 ） を 添 加 し た 。 37℃ で ５ 日 間 培
養 し た の ち 、 反 応 混 合 液 を 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 pH 7.5、 （ 4x1L） に 対 し て 透 析 し 、 得 ら れ
た 溶 液 を 0.2Mリ ン 酸 緩 衝 液 、 pH 7.2、 で 平 衡 さ せ た 分 析 用 ス ー パ ロ ー ス 12カ ラ ム （ 15x300
mm、 フ ァ ー マ シ ア ） に 載 せ 、 同 じ 緩 衝 液 で 溶 出 し た 。 230nmに お け る 吸 光 度 で 画 分 を 測 定
し た 。 主 要 な ピ ー ク を プ ー ル し 、 セ ン ト リ プ レ ッ プ 30（ ピ ア ー ス ） で 2.2mlに 濃 縮 し た 。
タ ン パ ク は バ イ オ ラ ッ ド タ ン パ ク 検 定 装 置 で 定 量 し た と こ ろ 、 300μ g/mlで あ っ た 。 PRP誘
導 体 化 は 、 オ ル シ ノ ー ル 検 定 で 確 認 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 実 施 例 15
　 抗 ペ プ チ ド お よ び 抗 OMP抗 血 清 の 調 製
　 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト に 乳 化 さ せ た 天 然 P1、 P2ま た は P6ま た は 各 ペ プ チ ド （ ５
～ 100μ ｇ ） を ウ サ ギ 、 マ ウ ス （ Balb/C） お よ び モ ル モ ッ ト に 筋 肉 内 注 射 し て 免 疫 投 与 し
、 ２ 週 間 間 隔 で ２ 回 追 加 免 疫 （ 同 じ 免 疫 原 の 半 量 を フ ロ イ ン ト の ア ジ ュ バ ン ト と と も に ）
投 与 し た 。 抗 血 清 を 集 め 、 上 記 の よ う に 保 存 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 実 施 例 16
　 抗 PRP抗 血 清 の 調 製
　 AlPO 4  3mg/mlと 混 合 し た 各 PRP担 体 抱 合 体 （ PRP相 当 量 で ５ ～ 50μ ｇ ） を ウ サ ギ の 筋 肉 内
に 免 疫 投 与 し 、 ２ 週 間 間 隔 で ２ 回 追 加 免 疫 （ 同 じ 免 疫 原 の 半 量 ） 投 与 し た 。 最 初 の 注 射 か
ら ２ 週 間 ご と に 抗 血 清 を 集 め 、 56℃ で 加 熱 不 活 性 化 し 、 － 20℃ に 保 存 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
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　 実 施 例 17
　 P1、 P2、 P6お よ び ペ プ チ ド 特 異 性 ELISA
　 精 製 OMPの 200ngま た は 各 ペ プ チ ド の 500ngを コ ー テ ィ ン グ 用 緩 衝 液 （ 15mMの Na 2 CO 3 お よ
び 35mMの NaHCO 3 、 pH 9.6） 50μ Ｌ に 溶 解 し 、 室 温 で 16時 間 マ イ ク ロ タ イ タ ー  プ レ ー ト  ウ
エ ル （ ヌ ン ク － イ ン ミ ュ ノ プ レ ー ト 、 ヌ ン ク 、 デ ン マ ー ク ） に コ ー テ ィ ン グ し た 。 つ い で
、 こ れ ら の プ レ ー ト を 、 0.1％ （ w/v） BSAリ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） で 室 温 で 30分 間 ブ
ロ ッ ク し た 。 連 続 希 釈 し た 抗 血 清 を ウ エ ル に 添 加 し 、 室 温 で １ 時 間 培 養 し た 。 抗 血 清 を 除
去 し た の ち 、 プ レ ー ト を 0.1％ （ w/v） ツ イ ン － 20お よ び 0.1％ （ w/v） BSAを 含 む PBSで ５ 回
洗 浄 し た 。 ホ ー ス ラ デ ィ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ （ ジ ャ ク ソ ン  イ ン ミ ュ ノ リ サ ー チ  ラ ブ 、
ペ ン シ ル バ ニ ア ） に 共 役 さ せ た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト IgG抗 体 か
ら の Ｆ （ ab'） 2 を 洗 浄 用 緩 衝 液 で 希 釈 （ 1/8,000） し 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 添 加
し た 。 室 温 で １ 時 間 培 養 し た の ち 、 プ レ ー ト を 洗 浄 用 緩 衝 液 で ５ 回 洗 浄 し た 。 つ い で 、 基
質 と し て テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ リ ジ ン （ TMB） /H 2 O 2 （ ADI、 ト ロ ン ト ） を プ レ ー ト に 添 加 し
て 、 反 応 さ せ た 。 1Nの H 2 SO 4 で 反 応 を 止 め 、 テ ィ ト ラ テ ッ ク マ ル テ ィ ス キ ャ ン II（ フ ロ ー  
ラ ブ ス 、 バ ー ジ ニ ア ） を 用 い 、 450nmで 吸 光 度 を 測 定 し た 。 ２ 種 類 の 関 連 の な い 百 日 咳 毒
素 ペ プ チ ド NAD－ S1（ 19残 基 ） お よ び S3（ 123－ 154） （ 32残 基 ） を ペ プ チ ド 特 異 性 ELISAの
陰 性 対 照 と し て 加 え た 。 検 定 は ３ 回 行 い 、 抗 血 清 の 反 応 性 力 価 は 常 に 免 疫 投 与 前 の 血 清 値
の ２ 倍 以 上 の 吸 光 度 を 示 す 希 釈 率 と し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 実 施 例 18
　 抗 PRP抗 体 の 測 定
　 精 製 PRP－ BSAの 200ngを コ ー テ ィ ン グ 用 緩 衝 液 （ 15mMの Na 2 CO 3 お よ び 35mMの NaHCO 3 、 pH 
9.6） 200μ Ｌ に 溶 解 し 、 室 温 で 16時 間 マ イ ク ロ タ イ タ ー  プ レ ー ト  ウ エ ル （ ヌ ン ク － イ ン
ミ ュ ノ プ レ ー ト 、 ヌ ン ク 、 デ ン マ ー ク ） に コ ー テ ィ ン グ し た 。 つ い で 、 こ れ ら の プ レ ー ト
を 、 0.1％ （ w/v） BSAリ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） で 室 温 で 30分 間 ブ ロ ッ ク し た 。 PRP担
体 抱 合 体 に 対 す る 抗 血 清 を 連 続 希 釈 し 、 ウ エ ル に 添 加 し 、 室 温 で １ 時 間 培 養 し た 。 抗 血 清
を 除 去 し た の ち 、 プ レ ー ト を 0.1％ （ w/v） ツ イ ン － 20お よ び 0.1％ （ w/v） BSAを 含 む PBSで
５ 回 洗 浄 し た 。 ホ ー ス ラ デ ィ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ （ ジ ャ ク ソ ン  イ ン ミ ュ ノ リ サ ー チ  ラ
ブ 、 ペ ン シ ル バ ニ ア ） に 共 役 さ せ た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト IgG抗
体 か ら の Ｆ （ ab'） 2 を 洗 浄 用 緩 衝 液 で 希 釈 （ 1/8,000） し 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に
添 加 し た 。 室 温 で １ 時 間 培 養 し た の ち 、 プ レ ー ト を 洗 浄 用 緩 衝 液 で ５ 回 洗 浄 し た 。 つ い で
、 基 質 と し て テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ リ ジ ン （ TMB） /H 2 O 2 （ ADI、 ト ロ ン ト ） を プ レ ー ト に 添
加 し て 、 反 応 さ せ た 。 1Nの H 2 SO 4 で 反 応 を 止 め 、 テ ィ ト ラ テ ッ ク マ ル テ ィ ス キ ャ ン II（ フ
ロ ー  ラ ブ ス 、 バ ー ジ ニ ア ） を 用 い 、 450nmで 吸 光 度 を 測 定 し た 。 標 準 抗 PRP抗 血 清 を 陽 性
対 照 と し て 加 え た 。 検 定 は ３ 回 行 い 、 抗 血 清 の 反 応 性 力 価 は 常 に 免 疫 投 与 前 の 血 清 値 の ２
倍 以 上 の 吸 光 度 を 示 す 希 釈 率 と し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 実 施 例 19
　 合 成 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 増 殖 検 定
　 各 OMP（ P1、 P2ま た は P6） の ５ μ ｇ を Balb/c、 C57B1/6お よ び A/J系 マ ウ ス に プ ラ イ ミ ン
グ す る こ と に よ っ て 、 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の マ ッ ピ ン グ を 行 な っ た 。 ３ 週 間 後 に 脾 臓 を 摘 出
し 、 10％ の 熱 不 活 性 化 仔 牛 血 清 （ ギ ブ コ ） 、 2mM Ｌ － グ ル タ ミ ン （ フ ロ ー  ラ ブ ） 、 100U/
mlの ペ ニ シ リ ン （ フ ロ ー  ラ ブ ） 、 100μ g/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ フ ロ ー  ラ ブ ） 、 10
単 位 /mlの rIL－ ２ お よ び 50μ Ｍ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ シ グ マ ） を 添 加 い た PRMI16
40（ フ ロ ー  ラ ブ ） で 脾 臓 細 胞 を ５ ～ ７ 日 間 培 養 し た 。 標 準 的 in vitro検 定 法 （ 参 考 文 献 4
1） デ 、 プ ラ イ ム し た 脾 臓 細 胞 の OMPペ プ チ ド に 対 す る 増 殖 反 応 を 測 定 し た 。 簡 単 に 述 べ る
と 、 5x10 5 の 放 射 線 照 射 （ 1700ラ ド ） し た 新 鮮 な 遺 伝 子 的 同 質 脾 臓 細 胞 を 抗 原 運 搬 細 胞 （ A
PC） 源 と し て 、 ペ プ チ ド の モ ル 濃 度 を 変 え て （ IL－ ２ を 含 ま な い 培 地 に 0,03～ ３ μ Ｍ ） 、
106個 の 脾 臓 細 胞 を 96ウ エ ル の ミ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 中 で 培 養 し た 。 プ レ ー ト は 、 37℃
に 保 っ た ５ ％ CO2/空 気 の 加 湿 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 中 に 40時 間 置 い た 。 培 養 開 始 16時 間 後 に 、
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各 ウ エ ル に 0.5μ Ciの ［ 3H］ － Tdr（ 5Ci/mmol,NEN） を 添 加 し た 。 細 胞 を ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル
タ ー 上 に 採 取 し 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー （ ベ ッ ク マ ン ） で 細 胞 DNA中 へ の 3H－ チ ミ
ジ ン の 取 込 み を 測 定 し た 。 結 果 は 、 各 ペ プ チ ド 濃 度 に つ い て ３ 回 測 定 し た 平 均 で 表 示 し た
。 標 準 偏 差 は 、 常 に 15％ 以 下 と し た 。 3H－ チ ミ ジ ン の 取 込 み が 無 関 係 の ペ プ チ ド ま た は 培
地 の 値 の ３ 倍 以 上 で あ っ た 場 合 、 増 殖 反 応 は 陽 性 と 判 定 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 実 施 例 20
　 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析
　 ペ プ チ ド お よ び PRP担 体 抱 合 体 に 対 す る 抗 血 清 の 免 疫 特 異 性 は 、 す で に 報 告 さ れ て い る
方 法 （ 参 考 文 献 42） に し た が っ て 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 で 測 定 し た 。
文 献 リ ス ト
【 ０ １ １ ９ 】
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【 表 ２ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ は 合 成 Ｐ Ｒ Ｐ ペ プ チ ド 接 合 体 試 験 に 使 用 し た ペ プ チ ド 担 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を
示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 従 来 の 構 造 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム に よ る OMP P1の 推 定 構 造 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 従 来 の 構 造 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム に よ る OMP P1の 推 定 構 造 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 従 来 の 構 造 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム に よ る OMP P2、 6の 推 定 構 造 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 従 来 の 構 造 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム に よ る OMP P2、 6の 推 定 構 造 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 従 来 の 構 造 分 析 ア ル ゴ リ ズ ム に よ る OMP P2、 6の 推 定 構 造 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 Hib OMP P1の 免 疫 優 勢 Ｂ お よ び Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 Hib OMP P2の 免 疫 優 勢 Ｂ お よ び Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 Hib OMP P6の 免 疫 優 勢 Ｂ お よ び Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 モ ル モ ッ ト 、 ラ ッ ト お よ び ウ サ ギ の 抗 P6抗 血 清 と P6ペ プ チ ド の ELISA反 応 性 を
示 す 。
【 図 １ １ 】 モ ル モ ッ ト 、 ラ ッ ト お よ び ウ サ ギ の 抗 P6抗 血 清 と P6ペ プ チ ド の ELISA反 応 性 を
示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ ２ 】 モ ル モ ッ ト 、 ラ ッ ト お よ び ウ サ ギ の 抗 P6抗 血 清 と P6ペ プ チ ド の ELISA反 応 性 を
示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 ３ 種 類 の ヒ ト 回 復 期 血 清 と P1ペ プ チ ド の ELISA反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 ３ 種 類 の ヒ ト 回 復 期 血 清 と P2ペ プ チ ド の ELISA反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る P1ペ プ チ ド に 対 す る P1特 異 性 マ ウ ス Ｔ 細 胞
培 養 株 の 増 殖 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る P1ペ プ チ ド に 対 す る P1特 異 性 マ ウ ス Ｔ 細 胞
培 養 株 の 増 殖 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ （ 星 印 で 示 し た ） を 有 す る P1ペ プ チ ド に 対 す る P1特
異 性 マ ウ ス Ｔ 細 胞 培 養 株 の 増 殖 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ （ 星 印 で 示 し た ） を 有 す る P1ペ プ チ ド に 対 す る P1特
異 性 マ ウ ス Ｔ 細 胞 培 養 株 の 増 殖 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ （ 星 印 で 示 し た ） を 有 す る P1ペ プ チ ド に 対 す る P1特
異 性 マ ウ ス Ｔ 細 胞 培 養 株 の 増 殖 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 免 疫 優 勢 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ （ 星 印 で 示 し た ） を 有 す る P1ペ プ チ ド に 対 す る P1特
異 性 マ ウ ス Ｔ 細 胞 培 養 株 の 増 殖 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 固 体 担 体 と し て PEGを 用 い た PRP合 成 の １ フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 固 体 担 体 と し て PEGを 用 い た PRP合 成 の １ フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 PRP中 間 体 の 合 成 フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 PRP中 間 体 の 合 成 フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 PRP中 間 体 の 合 成 フ ロ ー チ ャ ー ト を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 破 傷 風 ト キ ソ イ ド と 抱 合 体 を 形 成 さ せ た 合 成 PRP二 量 体 お よ び 三 量 体 に 対 す る
ウ サ ギ の 免 疫 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 各 種 PRP担 体 抱 合 体 に 対 す る ウ サ ギ の 免 疫 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ８ 】 HibPi－ ４ お よ び OMPの MAPの 各 種 合 成 ペ ン タ マ ー お よ び ヘ キ サ マ ー に 対 す る ウ
サ ギ の 免 疫 反 応 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】
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【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】
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【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】 【 図 ２ ８ 】
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 2月 13日 (2006.2.13)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
少 な く と も １ つ の 合 成 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド と 、 該 合 成 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー
プ に リ ン ク し た 合 成 炭 化 水 素 抗 原 か ら な る 免 疫 原 性 抱 合 体 の 製 造 方 法 に お い て 、
（ １ ） 下 記 式 （ １ ） で 示 さ れ る 化 合 物 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 上 記 式 中 、 Ｒ 1 は 第 １ の 保 護 基 で あ り 、 Ｒ 2 は 第 ２ の 保 護 基 で あ る 。 ）
を 固 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル モ ノ エ チ ル エ ー テ ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 担 体 に 対 し て 結 合 さ せ て 、
下 記 式 （ ２ ） ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 示 さ れ る Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 化 合 物 を 形 成 す る 工 程 と 、
（ ２ ） 前 記 式 （ ２ ） の Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 化 合 物 を 溶 媒 に 溶 解 さ せ る 工 程 と 、
（ ３ ） 前 記 式 （ ２ ） の Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 化 合 物 か ら 第 １ の 保 護 基 を 除 去 し て 、 脱 保 護 さ れ た Ｐ Ｅ
Ｇ 担 持 化 合 物 を 得 る 工 程 と 、
（ ４ ） 前 記 脱 保 護 さ れ た Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 化 合 物 と 下 記 式 （ ３ ） の 化 合 物 ：
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ Ｒ 1 お よ び Ｒ 2 は 上 記 式 （ １ ） と 同 様 に 定 義 さ れ る 。 ）
で 表 さ れ る 鎖 延 長 の た め の 反 復 ユ ニ ッ ト を 結 合 さ せ 、 該 反 復 ユ ニ ッ ト の リ ン 原 子 の 保 護 基
を 除 去 し て 、 Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 合 成 リ ボ シ ル リ ビ ト ー ル 　 リ ン 酸 （ Ｐ Ｒ Ｐ ） を 形 成 す る 工 程 と 、
（ ５ ） 前 記 Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 合 成 Ｐ Ｒ Ｐ を 前 記 溶 媒 か ら 固 体 と し て 取 り 出 し て 、 該 溶 媒 中 の 副 生
成 物 と 分 離 す る 工 程 と 、
（ ６ ） 前 記 副 生 成 物 か ら 分 離 し た Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 合 成 Ｐ Ｒ Ｐ を 、 溶 媒 に 溶 解 さ せ る 工 程 と 、
（ ７ ） 前 記 （ ２ ） ～ （ ６ ） の 工 程 を 所 望 と す る 反 復 ユ ニ ッ ト 数 が 前 記 Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 合 成 Ｐ Ｒ
Ｐ オ リ ゴ マ ー に 得 ら れ る ま で 繰 り 返 す 工 程 と 、
（ ８ ） 下 記 式 （ ４ ） ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ ｍ は ４ ～ ６ の 整 数 、 Ｒ 3 は Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 合 成 Ｐ Ｒ Ｐ 保 護 オ リ ゴ マ ー を も た ら す 第 ３ の 保 護
基 で あ る 。 ）
で 示 さ れ る 鎖 延 長 停 止 化 合 物 で 前 記 工 程 （ ７ ） を 経 た Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 合 成 Ｐ Ｒ Ｐ オ リ ゴ マ ー を
処 理 し て 、 Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 合 成 Ｐ Ｒ Ｐ 保 護 オ リ ゴ マ ー を 得 る 工 程 と 、
（ ９ ） 前 記 Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 合 成 Ｐ Ｒ Ｐ 保 護 オ リ ゴ マ ー の リ ン 原 子 か ら 保 護 基 を 除 去 す る 工 程 と
、
（ １ ０ ） 前 記 リ ン 原 子 か ら 保 護 基 を 除 去 し た Ｐ Ｅ Ｇ 担 持 合 成 Ｐ Ｒ Ｐ 保 護 オ リ ゴ マ ー を 該 溶
媒 か ら 固 体 と し て 取 り 出 し 、 下 記 式 （ ５ ） ：
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 上 記 式 中 、 ｍ は 上 記 式 （ ４ ） と 同 様 に 定 義 さ れ 、 ｎ は ３ ～ ２ ０ の 整 数 で あ り 、 Ｘ - は 対
イ オ ン で あ る 。 ）
で 表 わ さ れ る 保 護 基 を 有 す る 合 成 Ｐ Ｒ Ｐ オ リ ゴ マ ー を 得 る 工 程 と 、
（ １ １ ） 前 記 式 （ ５ ） の 合 成 Ｐ Ｒ Ｐ オ リ ゴ マ ー か ら Ｐ Ｅ Ｇ 及 び 保 護 基 を 分 離 し 、 少 な く と
も １ つ の 合 成 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド を 結 合 し て 、 下 記 式 （ ６ ） ：
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 上 記 式 中 、 ｍ 及 び ｎ は 上 記 式 （ ４ ） 及 び （ ５ ） と 同 様 に 定 義 さ れ 、 Ｒ ’ は 、 前 記 合 成 ペ
プ チ ド か ら な る 部 分 で あ る 。 ）
に 示 す 免 疫 原 性 抱 合 体 を 得 る 工 程 と 、 を 有 し 、
　 前 記 式 （ ６ ） に お け る 合 成 ペ プ チ ド が 、 以 下 の （ Ｉ ） ～ （ Ｉ Ｖ ） ：
（ Ｉ ） イ ン フ ル エ ン ザ 菌 ｂ 型 の Ｐ １ タ ン パ ク か ら の エ ピ ト ー プ で あ る 以 下 に 示 す ア ミ ノ 酸
配 列 ３ ９ － ６ ４ 、 １ ６ ５ － １ ９ ３ 、 １ ８ ９ － ２ １ ８ 、 ２ ２ ６ － ２ ５ ３ 、 ３ ３ ９ － ３ ７ ０ 及
び ４ ０ ０ － ４ ３ ７ ：
39-64:
LFKTAQFSTGGVYIDSRINMNGDVTS(C)
165-193:
YAKAQVERNAGLIADSVKDNQITSALSTQ(C)
189-218:
ALSTQQEFRDLKKYLPSKDKSVVSLQDRA(C)
226-253:
(C)AGVMYQFNEANRIGLAYHSKVDIDFADR
339-370:
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LYEKLTLRAGIAYDQAASRHHRSAAIPDTDRT(C)
400-437:
(C)FKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF;
(C)FKEAQQAAGGFITTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF; 
（ Ｉ Ｉ ） イ ン フ ル エ ン ザ 菌 ｂ 型 の Ｐ ６ タ ン パ ク か ら の エ ピ ト ー プ で あ る 以 下 に 示 す ア ミ ノ
酸 配 列 １ ２ ５ － １ ５ ０ 、 １ ９ ３ － ２ １ ９ 、 ２ １ ９ － ２ ４ ４ 及 び ２ ４ １ － ２ ６ ５ ：
125-150：
SDYIPTSGNTVGYTFKGIDGLVLGAN(C)
193-219：
DIVAKIAYGRTNYKYNESDEHKQQLNG(C)
219-244：
(C)GVLATLGYRFSDLGLLVSLDSGYAKT
241-265：
YAKTKNYKIKHEKRYFVSPGFQYEL(C)
（ Ｉ Ｉ Ｉ ） イ ン フ ル エ ン ザ 菌 ｂ 型 の Ｐ ６ タ ン パ ク か ら の エ ピ ト ー プ で あ る 以 下 に 示 す ア ミ
ノ 酸 配 列 １ ９ － ４ １ 、 ３ ５ － ３ ８ 、 ７ ３ － ９ ６ 及 び １ ０ ９ － １ ３ ４ ：
19-41:
(C) GYSVADLQQRYNTVYFGFDKYDI
35-58:
GFDKYDITGEYVQILDAHAAYLNA(C)
73-96:
RGTPEYNIALGQRRADAVKGYLAG(C)
109-134:
(C) GTVSYGEEKPAVLGHDEAAYSKNRRAVLAY
（ Ｉ Ｖ ） キ メ ラ 配 列 と し て の 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
VKTIGDKRTLTLNTCARTRTTETGKGVKTEKEKSVGVGLRVYF、
VKTIGDKNTLTLNTFGDGFYAQGYLETRFVTKASENGSNFGDC、
VKTIGDKNTLTLNTCGANYLLAQKREGAKGENKRPNDKAGEV、
VKTIGDKRTLTLNTDIVAKIAYGRTNYKYNESDEHKQQLNGC、
VKTIGDKRTLTLNTYAKTKNYKIKHEKRYFVSPGFQYELC、
GYLETRFVTKASENGSDFKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF、
AKGENKRPNDKAGEVFKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF及 び
ARTRTTETGKGVKTEKFKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も １ つ か ら な る か 、 あ る い は
　 前 記 合 成 ペ プ チ ド は 、 下 記 式 （ ７ ） ：
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【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 表 わ さ れ る 多 価 抗 原 性 ペ プ チ ド で あ る
こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 性 抱 合 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 少 な く と も １ つ の 合 成 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ が 、 以 下 の （ Ｉ ） ～ （ Ｉ Ｉ Ｉ ） か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 合 成 ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ か ら な る 請 求 項 １ に
記 載 の 製 造 方 法 。
（ Ｉ ） イ ン フ ル エ ン ザ 菌 ｂ 型 の Ｐ １ タ ン パ ク か ら の エ ピ ト ー プ で あ る 以 下 に 示 す ア ミ ノ 酸
配 列 ３ ９ － ６ ４ 、 ２ ２ ６ － ２ ５ ３ 、 ３ ３ ９ － ３ ７ ０ 及 び ４ ０ ０ － ４ ３ ７ ：
39-64:
LFKTAQFSTGGVYIDSRINMNGDVTS(C)
226-253:
(C)AGVMYQFNEANRIGLAYHSKVDIDFADR
339-370:
LYEKLTLRAGIAYDQAASRHHRSAAIPDTDRT(C)
400-437:
(C)FKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF;
(C)FKEAQQAAGGFITTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF; 
（ Ｉ Ｉ ） イ ン フ ル エ ン ザ 菌 ｂ 型 の Ｐ ６ タ ン パ ク か ら の エ ピ ト ー プ で あ る 以 下 に 示 す ア ミ ノ
酸 配 列 １ ２ ５ － １ ５ ０ 、 １ ９ ３ － ２ １ ９ 、 ２ １ ９ － ２ ４ ４ 及 び ２ ４ １ － ２ ６ ５ ：
125-150：
SDYIPTSGNTVGYTFKGIDGLVLGAN(C)
193-219：
DIVAKIAYGRTNYKYNESDEHKQQLNG(C)
219-244：
(C)GVLATLGYRFSDLGLLVSLDSGYAKT
241-265：
YAKTKNYKIKHEKRYFVSPGFQYEL(C)
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（ Ｉ Ｉ Ｉ ） イ ン フ ル エ ン ザ 菌 ｂ 型 の Ｐ ６ タ ン パ ク か ら の エ ピ ト ー プ で あ る 以 下 に 示 す ア ミ
ノ 酸 配 列 １ ９ － ４ １ 、 ３ ５ － ３ ８ 、 ７ ３ － ９ ６ 及 び １ ０ ９ － １ ３ ４ ：
19-41:
(C) GYSVADLQQRYNTVYFGFDKYDI
35-58:
GFDKYDITGEYVQILDAHAAYLNA(C)
73-96:
RGTPEYNIALGQRRADAVKGYLAG(C)
109-134:
(C) GTVSYGEEKPAVLGHDEAAYSKNRRAVLAY。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 合 成 Ｔ 細 胞 ペ プ チ ド が 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
VKTIGDKRTLTLNTCARTRTTETGKGVKTEKEKSVGVGLRVYF、
VKTIGDKNTLTLNTFGDGFYAQGYLETRFVTKASENGSNFGDC、
VKTIGDKNTLTLNTCGANYLLAQKREGAKGENKRPNDKAGEV、
VKTIGDKRTLTLNTDIVAKIAYGRTNYKYNESDEHKQQLNGC、
VKTIGDKRTLTLNTYAKTKNYKIKHEKRYFVSPGFQYELC、
GYLETRFVTKASENGSDFKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF、
AKGENKRPNDKAGEVFKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF及 び
ARTRTTETGKGVKTEKFKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 合 成 ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 １ に 記
載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 少 な く と も １ つ の 合 成 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ が 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
VKTIGDKRTLTLNTDIVAKIAYGRTNYKYNESDEHKQQLNGC及 び
AKGENKRPNDKAGEVFKEVKTIGDKRTLTLNTTANYTSQAHANLYGLNLNYSF
の い ず れ か 一 方 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 請 求 項 ３ に 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 合 成 ペ プ チ ド が リ ポ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 リ ポ ペ プ チ ド が 、
CSSYAKAQVERNAGLIADSVKDNQITSALSTQ(C)
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
Ｒ 1 及 び Ｒ 3 が ジ メ ト キ シ ト リ チ ル 基 で あ り 、 Ｒ 2 が ベ ン ジ ル 基 で あ る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず
れ か に 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 Ｒ ’ が － （ Ｃ Ｈ 2 － Ｙ － 担 体 ） で 構 成 さ れ て い る （ こ こ で 、 担 体 は 前 記 合 成 ペ プ チ ド
で あ り 、 Ｙ は 二 反 応 基 的 化 合 物 で あ る ） 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 Ｙ が 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ジ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ サ ク シ ン イ ミ ド で あ る 請 求 項 ８ に 記
載 の 製 造 方 法 。
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