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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号：2に示されるアミノ酸配列を有するタンパク質。
【請求項２】
　グリコシル化されていることを特徴とする請求項１記載のタンパク質。
【請求項３】
　ヒト好塩基性顆粒球においてIL-4及び／またはIL－13の産生を刺激する活性を有し、配
列番号：２のアミノ酸配列からなるタンパク質において、１若しくは数個のアミノ酸が欠
失、置換若しくは付加したアミノ酸配列からなるタンパク質。
【請求項４】
　請求項１から３のいずれかに記載のタンパク質をコードする核酸配列を有することを特
徴とする核酸分子。
【請求項５】
　配列番号：1に示される核酸配列を有する請求項４記載の核酸分子。
【請求項６】
　請求項４または５記載の核酸分子が組み込まれていることを特徴とする発現ベクター。
【請求項７】
　請求項１から３のいずれかに記載のタンパク質に特異的であることを特徴とする抗体。
【請求項８】
　モノクローナル抗体であることを特徴とする請求項７記載の抗体。
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【請求項９】
　ヒト好塩基性顆粒球、B細胞、 T細胞、NK細胞、内皮細胞および繊維芽細胞および免疫
系の他の細胞より成る群から選ばれる細胞を、請求項１から３記載のタンパク質とインキ
ュベートすることを特徴とする、インビトロにおけるIL-4、IL-13および/またはIgE産生
を誘導または増強するための請求項１から３のいずれかに記載のタンパク質の使用。
【請求項１０】
　イムノグロブリンまたはその断片FcまたはFabを検出するための請求項１から３のいず
れかに記載のタンパク質の使用。
【請求項１１】
　イムノグロブリンまたはその断片FcまたはFabを精製するための請求項１から３のいず
れかに記載のタンパク質の使用。
【請求項１２】
　イムノグロブリンがIgEおよびIgGであり、断片がFcおよび/またはFab断片であることを
特徴とする請求項１０記載の使用。
【請求項１３】
　イムノグロブリンがIgEおよびIgGであり、断片がFcおよび/またはFab断片であることを
特徴とする請求項１１記載の使用。
【請求項１４】
　ELISAを用いて検出する請求項１０記載の使用。
【請求項１５】
　アフィニティークロマトグラフィーを用いて精製する請求項１１記載の使用。
【請求項１６】
　タンパク質のインビトロ発現のための請求項４または５記載の核酸分子の使用。
【請求項１７】
　核酸分子が適した発現ベクターに組み込まれかつタンパク質が組換え手法により適した
宿主細胞において過剰発現されていることを特徴とする請求項１６記載の使用。
【請求項１８】
　宿主細胞が大腸菌、バキュロウィルスまたは真核細胞であることを特徴とする請求項１
７記載の使用。
【請求項１９】
　ヒト好塩基性顆粒球、B細胞、 T細胞、NK細胞、内皮細胞および繊維芽細胞および免疫
系の他の細胞より成る群から選ばれる細胞を、請求項１から３のいずれかに記載のタンパ
ク質とインキュベートし、IL-4および/またはIL-13を培養上清から単離することを特徴と
する、IL-4および/またはIL-13のインビトロにおける産生方法。
【請求項２０】
　寄生虫のTh2またはIgE誘導段階からの抽出物（EX）を水に対して透析し凍結乾燥して、
凍結乾燥EAまたはEXを陽イオン交換クロマトグラフィーによって分画し、ヒト好塩基性顆
粒球とのインキュベーションにおいてIL-4誘導をもたらす画分を貯蔵し、濃縮し、Aleuri
a aurantiaアグルチニンまたは請求項１から３記載のタンパク質に対するモノクローナル
抗体を連結したNHS-活性化セファロースを用いてアフィニティークロマトグラフィーを行
い、ヒト好塩基性顆粒球とのインキュベーションにおいてIL-4誘導をもたらす画分を貯蔵
し、濃縮することを特徴とする、寄生虫からの、請求項１－３のいずれかに記載のタンパ
ク質の単離方法。
【請求項２１】
　寄生虫が、Schistosoma mansoni、Schistosoma japonicum、Schistosoma haematobium
、Fasciola hepatica、Dicrocoelium lanceolatum、Echinococcus multilocularis、Asca
ris lumbricoides、Ascaris suum、Ankylostoma duodenale、Necator americanus、Trich
uris trichiura、Brugia malayi、Onchocerca volvulus、Wuchereria bancrofti、Taenia
 solium、Taenia bovisおよび同類種より成る群から選択されることを特徴とする請求項
２０記載の方法。
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【請求項２２】
　Schistosoma mansoni 卵抗原 (SmEA)を水に対して透析し凍結乾燥して、凍結乾燥SmEA
を陽イオン交換クロマトグラフィーによって分画し、ヒト好塩基性顆粒球とのインキュベ
ーションにおいてIL-4誘導をもたらす画分を貯蔵し、濃縮し、Aleuria aurantiaアグルチ
ニンまたは請求項１から３のいずれかに記載のタンパク質に対するモノクローナル抗体を
連結したNHS-活性化セファロースを用いてアフィニティークロマトグラフィーを行い、ヒ
ト好塩基性顆粒球のインキュベーションにおいてIL-4誘導をもたらす画分を貯蔵し、濃縮
することを特徴とする、請求項１記載のタンパク質の単離方法。
【請求項２３】
　得られたタンパク質を単離することを特徴とする請求項２０から２２のいずれかに記載
の方法。
【請求項２４】
　単離されたタンパク質をその後凍結乾燥することを特徴とする請求項２３に記載の方法
。

【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　本発明は、寄生虫、特にSchistosoma mansoniおよびSchistosoma japonicum由来の、T-
ヘルパータイプ2応答（Th2免疫応答）を誘導する活性物質に関する。
【０００２】
　発明の背景
　多くの疾患において、病的なTh1応答または減弱したTh2応答が原因として証明されてい
るか、またはこれらの反応が議論の主題となっている。Th2に向かう免疫反応の変化は、
これらの疾患において保護作用を有することが動物実験からの知見より推測される。以下
のような臓器特異的自己免疫疾患が、本文中に挙げられるであろう：多発性硬化症 [Shev
ach、E.M. et al.、Springer Semin. Immunopathol. 21 (1999) 249-262; Leonard、J.P.
 et al.、Crit. Rev. Immunol. 17 (1997) 545-553]、自己免疫性ブドウ膜炎 [Singh、V.
K. et al.、Immunol. Res. 20 (1999) 147-161; Sun、B. et al.、Int. Immunol. 11 (19
99) 1307-1312; Egwuagu、C.E. et al.、J. Immunol. 162 (1999) 510-517]、インシュリ
ン依存型糖尿病[Rabinovitch、A. et al.、Biochem. Pharmacol. 55 (1998) 1139-1149; 
Cooke、A. et al.、Parasite Immunol. 21 (1999) 169-176]、慢性関節リウマチ [Muller
、B. et al.、Springer Semin. Immunopathol. 20 (1998) 181-196]、ベーチェット症候
群[Frassanito、M.A. et al.、Arthritis Rheum. 42 (1999) 1967-1974]およびさらにヘ
リコバクターピロリ感染 (胃潰瘍および萎縮性胃炎の原因の一つ)[Smythies、L.E. et al
.、J. Immunol. 165 (2000) 1022-1029; Fox、J.G. et al.、Nat. Med. 6 (2000) 536-54
2; Mattapallil、J.J. et al.、Gastroenterology 118 (2000) 307-315]、クローン病そ
の他のような炎症性腸疾患[Romagnani、P. et al.、Curr. Opin. Immunol. 9 (1997) 793
-799; MacDonald、T.T.、Curr. Top. Microbiol. Immunol. 236 (1999) 113-135]、急性
臓器移植拒絶反応[Morelli、A.E. et al.、Transplantation 69 (2000) 2647-2657]およ
び再発性流産 (Jenkins、C. et al.、Fertil. Steril. 73 (2000) 1206-1208]。
【０００３】
　Th1およびTh2応答の開始に関して、サイトカインが重要な因子と見なされており[Paul
、W.E. et al.、Cell 76 (1994) 241-251]、IL-4がおそらくナイーブT-ヘルパー細胞をTh
2細胞へ分化させる決定的なサイトカインである。一方Th1応答の開始は基本的にIL-12お
よびIFN-γにより制御されており、それらは樹状細胞および他の補助細胞より産生される
。サイトカインとは別に、他の因子もまたT細胞分化に影響し得る[Constant、S.L. et al
.、Annu. Rev. Immunol. 15 (1997) 297-322]。開始にあたっては、IL-4またはIL-12がプ
ライミングの時までに、すなわち免疫反応の初期に、存在しなければならない（図1参照
）。
【０００４】
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　IL-4またはIL-12の初期産生、従ってT細胞分化は、外因性および内因性因子によって制
御される。外因性因子の中で、病原体の性質が特に重要である。多くの病原体が優先的に
Th1応答を刺激し、他はTh2応答を刺激する[Scott、P. et al.、Immunol. Today 12 (1991
) 346-348]。これにより、対応する病原体の分子特性が問題の作用に関与していることが
推測される。病原体の性質が決定的に初期サイトカイン産生に影響することから、初期IL
-4または初期IL-12を誘導する分子誘発因子は何か、およびこれらのサイトカインを提供
する細胞源は何か、に関して基本的な疑問が生じる。
【０００５】
　初期IL-4の細胞源は、議論の主題である[Coffman、R.L. et al.、J. Exp. Med. 185 (1
997) 373-375]。原則として、いくつかの細胞種が適切に刺激されればIL-4を産生できる
：タイプ2T細胞、マウスNK1.1+T細胞、好酸球、マスト細胞、および好塩基球。一次免疫
応答の間、初期IL-4は先天性免疫の細胞に由来する可能性が高く、なぜなら成熟した抗原
特異的T細胞は免疫原と初めて接触する時にはまだ準備されていないからである。既存の
交差反応性Th2細胞の場合でも、それらが発達すると何の構造体を産生するのかについて
疑問が残る。タイプ2T細胞はそれゆえ初期IL-4の供給源からは除外されよう。マウスにお
いてNK1.1+T細胞が初期IL-4の唯一の供給者と仮定されていたが、遺伝子欠損動物を用い
た実験によりそれは疑問視されている[Coffman、R.L. et al.、J. Exp. Med. 185 (1997)
 373-375]。
【０００６】
　様々な著者が、好塩基球がTh2応答の発達に関与すると推測している[Paul、W.E. et al
.、Cell 76 (1994) 241-251; Romagnani、S.、Immunol. Today 13 (1992) 379-381; Dahi
nden、C.A.、Int. Arch. Allergy Immunol. 113 (1997) 134-137]。ヒト好塩基球が、抗
原特異的および非特異的刺激の数時間以内に相当量のIL-4を放出する、という事実はこの
推測を支持する[Brunner、T. et al.、J. Exp. Med. 177 (1993) 605-611; Kasaian、M.T
. et al.、Int. Immunol. 8 (1996) 1287-1297]。さらに好塩基球は、末梢血中の可動性
細胞として、病原体との争いの場所に速やかに集まることができる。遊走および集積は多
くのケモカインによって制御される。好塩基球、好酸球およびTh2細胞のケモカイン受容
体CCR3に結合することによりそれらを誘引する、エオタキシンが特に強調されるべきであ
る。興味深いことに、IL-4はヒト皮膚繊維芽細胞および内皮細胞からのエオタキシンの放
出をもたらすが、これはおそらく好塩基球を補充するための増幅機構であろう。その走化
作用に加えて、エオタキシンは好塩基球からの抗原誘発IL-4放出を明らかに増強する。好
塩基球と比較して、マスト細胞および好酸球によるIL-4産生は低く、このことは好塩基球
の役割をTh2誘導と関係づけさせる。よって要約すれば、好塩基球が基本的に初期IL-4の
産生細胞と考えられる。
【０００７】
　初期IL-4の誘発因子についての疑問は、現在までのところ完全には明らかになっていな
い。一方初期IL-12については、誘発因子が既に知られている。例えば、リポポリサッカ
ライドやCpGオリゴデスオキシヌクレオチドのような細菌産物により、マクロファージま
たは樹状細胞はIL-12を速やかに放出し、インビボでTh1誘導をもたらす[Paul、W.E. et a
l.、Cell 76 (1994) 241-251; Bohle、B. et al.、Eur. J. Immunol. 29 (1999) 2344-23
53]。Th2を誘導する因子の同定は現在進行中である。しかしながら、インビトロで好塩基
球からのIL-4の速やかな放出を誘導する誘発因子として可能性があるものがすでに記載さ
れている：B細胞スーパー抗原タンパク質 Fv [Patella、V. et al.、J. Immunol. 161 (1
998) 5647-5655]およびHIVグリコプロテイン120 [Patella.、V et al.、J. Immunol. 164
 (2000) 589-595]（これはIgEのVH3セグメントに結合することにより活性になる）および
レクチン[Haas、H. et al.、Eur. J. Immunol. 29 (1999) 918-927]（これはIgEの炭水化
物側鎖またはIgE受容体に結合する）。
【０００８】
　ある疾患の治療のためには、免疫応答をタイプ2Tヘルパー細胞応答（Th2応答）に向か
わせることが望ましいであろう。現在のところこれについて満足のいく手法はなく、また
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そのようにIL-4を投与することはあまりに費用がかかり高価であるので、通常の使用には
実際的ではない。
　本発明の目的はそれゆえ、効き目の強いTh2誘導物質および免疫調節のための医薬品を
利用可能にすることである。
【０００９】
　この目的は、寄生虫より単離される新規のタンパク質により本発明に従って達成される
。
　寄生虫は基本的に、蠕虫の三つの主要な分類学上の群（ゼストーデ、トレマトーデおよ
びネマトーデ）に分類でき、脊椎動物および/または無脊椎動物中で生存する際の寄生様
式によって特徴付けられる。後者では、それらは特定の臓器/組織：腸管腔（腸管ネマト
ーデ）、上皮 (肺虫)、血管（住血吸虫）、リンパ管および皮膚 (フィラリア）および様
々な体内組織（幼生期のサナダムシ）を攻撃し、これに関連して種々の免疫学的状態に関
係する。
　世界中で、約35億人が寄生虫に感染している。直接の死亡率は低いが、感染した人々は
重度の成長障害、発達および臓器障害、およびしばしば慢性疾患を経験する場合がある。
【００１０】
　ヒトにおいて最も重要な代表的寄生虫は以下である：腸大回虫（Ascaris lumbricoides
; 約10億人が感染）、鉤虫(ズビニ鉤虫およびアメリカ鉤虫;10億人近く）、鞭虫（Trichu
ris trichiura;約8億人)、住血吸虫（約2億人）、 フィラリア（ブルギア、オンコセルカ
、およびブケレリア、約1億人）およびサナダムシ種(タエニア; 約5千万人）。
　動物においては、寄生虫（非常に多くの異なるタイプがあるが）の感染はヒトにおいて
よりもはるかにひどい。家畜が相当な経済的打撃を負うことがある。
【００１１】
　本発明は、上記すべての寄生虫が確実にTh2応答を誘導するという知見に基づく。この
状況で、Th2を誘導する性質は特定の発生段階に限定される場合がある。従って、マウス
に対するトレマトーデSchistosoma mansoni感染の場合には、卵段階がTh2タイプ免疫応答
を誘導し、シストソーミュラ（幼生）段階はTh1タイプ免疫応答を誘導する[Pearce、E.J.
 et al.、J. Exp. Med. 173 (1991) 159-166]。住血吸虫の卵のIL-4誘導能力はかなり顕
著なので、ナイーブマウスでさえ住血吸虫の卵の投与に反応し、一過性のTh0応答に続い
て7-10日以内にTh2応答およびIgE合成がおこる[Vella、A.T. et al.、J. Immunol. 148 (
1992) 2283-2290]。S. mansoniの卵抽出物の鼻腔内投与の後でも、マウスモデルで全身性
IgE産生がおこる[Okano、M. et al.、J. Immunol. 163 (1999) 6712-6717]。しかしなが
ら今までのところ、S. mansoniの卵のこの顕著なIL-4誘導能力を担う活性物質は同定また
は単離されていない。
【００１２】
　本発明の詳しい説明
　本発明に関して、IL－4誘導物質をS. mansoniの卵および他の寄生虫の卵から単離する
方法が今初めて利用可能となる。
【００１３】
　本発明の目的は、それゆえ、IL-4誘導タンパク質を寄生虫から単離する方法であり、そ
こでは卵抗原（EA)または寄生虫のTh2誘導またはIgE誘導段階からの抽出物（EX)を水で透
析しかつ凍結乾燥し、凍結乾燥EAまたはEXを陽イオン交換クロマトグラフィーにより分画
し、培養ヒト好塩基性顆粒球においてIL-4を誘導する分画を貯蔵し濃縮し、Aleuria aura
ntiaアグルチニンを連結したNHS-活性化セファロースを用いてアフィニティークロマトグ
ラフィーを行い、ヒト好塩基性顆粒球とのインキュベーションにおいてIL-4誘導をもたら
す画分を貯蔵し、濃縮する。得られたタンパク質はその後凍結乾燥されることが好ましい
。
【００１４】
　本発明の好ましい態様に従い、Schistosoma mansoni、Schistosoma japonicum、Schist
osoma haematobium、Fasciola hepatica、Dicrocoelium lanceolatum、Echinococcus mul
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tilocularis、Ascaris lumbricoides、Ascaris suum、Ankylostoma duodenale、Necator 
americanus、Trichuris trichiura、Brugia malayi、Onchocerca volvulus、Wuchereria 
bancrofti、Taenia solium、Taenia bovisおよび同類種からのEAが使用される。
　A. aurantiaアグルチニンの代わりとして、本発明に係るタンパク質およびポリペプチ
ド（タンパク質および炭水化物成分）に対するモノクローナル抗体が生産され、それは他
の種の虫の同類分子を精製するのに用いられる。
【００１５】
　モノクローナル抗体はまた、免疫組織学的研究に、例えば本発明に係るタンパク質なら
びにポリペプチドおよびそれらに由来する分子の、寄生虫における局在に、またはこれら
のタンパク質、ポリペプチドまたは由来分子と宿主細胞との相互作用を特徴づけるために
使用される。さらに、これらの抗体は（おそらくヒト化型で）、該タンパク質、ポリペプ
チドおよびそれら由来の分子またはそれらと同類の分子（例えば抗原）の作用を、インビ
トロおよびインビボで（後者は望ましくないTh2/IgE免疫応答の状態において）生物学的
に中和するのに使用できる。
【００１６】
　本発明の具体的態様に従い、凍結乾燥EAまたはEXは、陽イオン交換クロマトグラフィー
のためpH5.0の20mMリン酸カリウム緩衝液に取り込まれる。本発明の別の具体的態様に従
い、陽イオン交換クロマトグラフィーにより得られた活性画分の緩衝液は、貯蔵され濃縮
された後、アフィニティークロマトグラフィーを行う前にｐH7.0の50ｍMリン酸ナトリウ
ム緩衝液に交換される。
【００１７】
　Schistosoma mansoni 卵抗原（SmEA）が使用される場合、IPSEと呼ばれるタンパク質は
この様にして得られ、配列番号：2に示されるアミノ酸配列を有する。タンパク質はグリ
コシル化されていることが好ましいが、非グリコシル化型でも著しいIL-4誘導性質を有す
る。
　「配列番号」は本目的については、WIPOスタンダードST.25で使用される数字リファレ
ンス<400>に従う番号付けを意味するものと解される。
【００１８】
　本発明はさらに、タンパク質およびポリペプチド、ヒト好塩基性顆粒球において同様に
IL-4および/またはIL-13の産生を刺激する活性を有する本発明にかかるタンパク質および
ポリペプチド、特にIPSE、のホモログ、誘導体または断片に関する。「ホモログ」なる用
語は本目的においては、配列番号：2に示される配列に関して一つまたはそれ以上のアミ
ノ酸交換を示すようなタンパクまたはポリペプチドを意味すると解されるべきであり、「
誘導体」なる用語は、個々のアミノ酸が例えば非天然（人工）アミノ酸またはD型アミノ
酸により置換されている分子を意味すると解されるべきである。
【００１９】
　Okanoらにより、S. mansoni 卵抗原（SmEA)の炭水化物成分が、Th1応答を減少させ、か
つSmEA刺激Th2誘導にもまた必要であることが提唱されている（Velupillai、P. et al.、
Proc. Natl. Acad. Sci、USA 91 (1994) 18-22、Okano et al.、J. Immunol. 163 (1999)
 6712-6717参照）。著者らは、（過ヨウ素酸塩処置）脱グリコシル化SmEA（天然の卵抗原
とは異なりIL-4、IL-5、IL-10およびSmEA特異的IgE産生を誘導できない）による鼻腔内感
作に関しマウスモデルから得られた証拠を挙げている。Lewisx (LEx)を含むSmEAの主要な
グリカン成分であるラクト-N-フコペンタオース IIIは、ヒト血清アルブミンに共有結合
した場合マウスにおいてTh2誘導アジュバントとして働くことが、さらに確立されている
（M. Okano et al.、J. Immunol. 167 (2001) 442-450）。
【００２０】
　本発明に関して、本発明に係るタンパク質およびポリペプチド、特にIPSEは炭水化物の
非存在下、即ち非グリコシル化型においてもまた機能的に効果があることが立証された。
特に、非グリコシル化組換えIPSEは強いIL-4誘導作用を示す。しかしながら本発明に関し
て得られた結果は、炭水化物がTh2偏向に貢献する可能性を排除するものではなく、それ
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は、フコペンタオース III結合ヒト血清アルブミンによっては活性化されない好塩基球以
外のタイプの細胞を含むのかもしれない。
　それゆえ、グリコシル化されていない前述のタンパク質またはポリペプチドが本発明に
従ってさらに含まれ、なぜならこれらはそれらのグリコシル化アナログと等しく有効なIL
-4誘導作用を示すことが立証されているからである。
【００２１】
　本発明はさらに、上記のタンパク質またはポリペプチドをコードする核酸配列を示す核
酸分子に関する。本発明の具体的態様に従い、核酸分子は配列番号：1に示される核酸配
列を有する。
【００２２】
　本発明の利点：
　本発明に係るタンパク質およびポリペプチドは非常に低い濃度でも、未感作健常血液提
供者の好塩基性顆粒球（白血球）から、細胞伝達物質インターロイキン-4（IL-4）および
インターロイキン-13（IL-13）を放出させる。IL-4およびIL-13は、イムノグロブリンE仲
介（IgE仲介）アレルギーの発達において重要な因子である。本発明に係るタンパク質は
、タイプ2T-ヘルパー細胞応答（Th2応答）の開始、および寄生虫に典型的なIgEの合成に
おいて中心的な役割を果たす。Th2誘導因子はTh1応答（細胞免疫応答）の発達を阻害する
ので、本発明の強力な分子は、免疫薬理学的に、例えば病的なTh1応答を伴う多発性硬化
症のような疾患において、使用可能である。
【００２３】
　本発明の目的はそれゆえ、本発明に係るタンパク質およびポリペプチドを、免疫調節の
ための医薬組成物の調製、好ましくはIL-4および/またはIL-13産生を刺激するための医薬
組成物の調製またはIgE産生を刺激するための医薬組成物の調製、に使用することである
。
　Th2強調免疫応答の誘導または増強は、ある種のワクチンの開発の点からみてもまた望
ましい。従って、Th2応答はある種の寄生虫感染（例えば、ネマトーデ感染または住血吸
虫症）において保護的であり、一方Th1強調免疫応答はここでは反対の作用を有する。こ
のことは、駆虫性その他のワクチンの調製において留意すべきである。
【００２４】
　作用機構に関する研究は、IPSEによる好塩基球活性化（脱顆粒、ヒスタミン、IL-4およ
びIL-13放出）には、好塩基球の表面にIgEが存在することが必要であることを示している
。これは、いわゆるIgEストリッピングおよびIgE再感作実験により示され、そこでは、好
塩基球を短時間低pHで処置して受容体結合IgEを置き換え、細胞をその後再びIgEをロード
する。IL-4誘導のIgE依存性より、IPSEは受容体結合IgEの結合および架橋の結果、作用を
発揮することが推測される。
【００２５】
　IPSEがイムノグロブリン結合因子であるかを調べるため、IPSEまたはIgEをニトロセル
ロース膜にブロットすることにより固定し、かつIPSEまたはIgEをそれぞれ可溶相に加え
るウェスタンおよびドットブロット技術が用いられた。両条件化において、IgEとIPSEの
間で結合が起こった。Biacore方法（Surface Plasmon resonance；Amersham Pharmacia B
iotech、Freiburg、Germany）による最初の研究によりこの知見は確認され、IPSEとIgEの
間の高い結合親和性が示された。IPSEのイムノグロブリン結合活性がIgEアイソタイプに
限定されるのか、または他のイムノグロブリンクラスにも同様に影響するのかを調べるた
め、健常北欧人血液提供者由来の血清から得られたIgG用いてウェスタンブロッティング
研究を行った。これに関して、IPSEはヒトIgGサブクラス1-4にもまた結合することが明ら
かになった。興味深いことに、競合的阻害実験により、IPSEはIgEに対し、IgGに対してよ
り約100倍以上の親和性で結合することが明らかになった。
【００２６】
　加えて、IPSEはパパイン消化後のIgGのすべての断片、すなわちFabおよびFcフラグメン
トの両者、とりわけFcフラグメント、に結合する。
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　イムノグロブリン結合因子としてのその性質より、それゆえ、本発明に係るポリペプチ
ド、特にIPSEは、例えばELISA（enzyme linked immunosorbent assay）の実行においてま
たはアフィニティークロマトグラフィーの一部として、イムノグログリン、特にIgEおよ
びIgGまたはそれらの断片（例えばFcおよび/またはFabフラグメント）の検出および精製
に用いることができる。
【００２７】
　本発明のタンパク質およびポリペプチドの免疫学的性質より、これらは特にTh2免疫応
答の誘導および増強のための医薬組成物の調製、特にTh1免疫応答を伴う疾患を処置する
ための医薬組成物の調製に適する。これらの疾患は好ましくは、多発性硬化症、自己免疫
性ブドウ膜炎、インシュリン依存型糖尿病、慢性関節リウマチ、ベーチェット症候群、ヘ
リコバクターピロリ感染、炎症性腸疾患（特にクローン病）、急性臓器移植拒絶反応およ
び再発性流産より成る群中の疾患である。
【００２８】
　本発明の目的は特に、本発明に係るポリペプチド（しかしとりわけIPSE）を免疫調節の
ための（例えばアレルギー反応における）医薬組成物の調製に使用することである。その
イムノグロブリン結合性によって、本発明に係るペプチドはさらに、血清IgEレベルの上
昇および/またはインターフェロンガンマ産生の増加により特徴付けられる疾患、例えば
アレルギー性鼻結膜炎およびアレルギー性気管支喘息、の治療に適している。
【００２９】
　本発明に係るタンパク質およびポリペプチドを製薬的に許容される補助物質または担体
とともに含有する医薬組成物もまた含まれる。
　本発明のタンパク質およびポリペプチドはさらに、インビトロにおけるIL-4、IL-13お
よび/またはIgEの産生を誘導または増強し、これは、特にヒト好塩基性顆粒球、B細胞、T
細胞またはナチュラルキラー（NK）細胞（但し、免疫系その他の組織の他の細胞、例えば
上皮細胞や繊維芽細胞、も含む）およびそれら由来のセルラインを前述のタンパク質また
はポリペプチドとインキュベートすることを伴う。従って、該タンパク質およびポリペプ
チドは、インビトロにおけるIL-4および/またはIL-13の産生に適している。この方法にお
いては、前述の細胞を該タンパク質またはポリペプチドとインキュベートし、IL-4および
/またはIL-13をその後培養上清から単離する。
【００３０】
　本発明に係るタンパク質およびポリペプチドのさらなる用途は、（ヒトおよび動物の）
末梢血由来単核細胞によるインビトロにおけるTh1サイトカイン産生/Th1応答の阻害にあ
る。
　前述の核酸分子は本発明に係るタンパク質およびポリペプチドをコードするので、それ
らは該タンパク質およびポリペプチドのインビトロ産生、すなわちインビトロ発現の母体
に適している。このために、該DNAは例えば発現ベクターに組み込まれ、対応するタンパ
ク質は組換え手法により適した宿主細胞、例えば大腸菌において過剰発現する。グリコシ
ル化がタンパク質またはポリペプチドの機能的活性に重要であるならばバキュロウィルス
または他の真核生物系で発現させる。
【００３１】
　それゆえ、本発明の目的はさらに、はめ込まれた核酸分子を組み込む発現ベクターであ
る。
　核酸分子はさらに、インビボ発現（例えばDNAワクチン接種）のための医薬組成物の調
製にさらに適している。前述のタンパク質およびポリペプチドはそれゆえ、インビボでも
また、詳細には免疫応答の変化に照らし、調製することができる。この目的のため、対応
するDNAは遺伝子移入ベクター（例えばアデノウィルスベクター）に組み込まれる。従っ
て、例えばアデノウィルス発現系は一過性に非常に多くのタンパク質を産生し、また臓器
特異的発現も可能である。ベクターの筋肉内注射の結果、タンパク質またはポリペプチド
の局所産生が（初めは実験動物において）誘導可能である。適した発現系（特にヒトでの
使用について）は当業者には周知であり、使用上の安全性について継続的に改良されてい
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る。
　それゆえ、本発明にかかる核酸分子が組み込まれている遺伝子移入ベクター、およびそ
のような遺伝子移入ベクターを製薬的に許容される補助物質および/または担体とともに
含む医薬組成物もまた、本発明の目的である。
【実施例】
【００３２】
　本発明を、いくつかの態様を用いて以下により詳しく説明する。
【００３３】
実施例１
Schistosoma mansoni 卵抗原 (SmEA)の抽出方法
　IPSE精製の出発原料はごく限られた量しか利用できないSchistosoma mansoniの卵より
成り、それらの抽出は費用がかかり高価である。全抽出物、いわゆるSchistosoma manson
i 卵抗原 (SmEA)を、住血吸虫の卵よりリン酸緩衝生理食塩水中で抽出することにより得
た(Boros DL et al.、J. Exp. Med. 132 (1970) 488-507; Carter CE et al.、J. Parasi
tol. 64 (1978) 285-290)。蒸留水に対する透析に続いて、さらに加工するため凍結乾燥
形態で保存した。IPSEはSmEA中に非常に低濃度しか存在しないので、全抽出物をSDS-PAGE
および銀染色によって示しても、非常に多くの構成成分のうちのIPSEを検出できない。
【００３４】
実施例２
SmEAからのIPSE精製方法
　A.陽イオン交換クロマトグラフィー：
　他のタンパク質精製方法、例えば排除クロマトグラフィー(Superdex 200 PC、SMART sy
stem、Pharmacia)、疎水性相互作用クロマトグラフィー(HIC)、逆相HPLCおよび調製用等
電点電気泳動法(Rotofor、Bio-Rad Laboratories、Munich、Germany)では、我々の所では
全量が相当減少し、かつ/またはIL-4誘導活性本体を十分に濃縮できなかったが、それら
とは異なり、我々は陽イオン交換クロマトグラフィーの技術により、IPSEをきれいに濃縮
することに成功した。
【００３５】
　この目的のため、凍結乾燥SmEA（2mg）をpH5.0の20mMリン酸カリウム緩衝液0.5mlに取
り込み、陽イオン交換クロマトグラフィー(SP-セファロース; プレパッケージ 1 ml HiTr
ap（登録商標） カラム、Amersham Pharmacia、Freiburg、Germany)により分画した。試
料を加え開始緩衝液（20mMKリン酸緩衝液、pH5.0）で洗浄後、結合した物質を開始緩衝液
中で1M KClまでの比例塩勾配にて溶出した。分画はAktaprime システム(Amersham Pharma
cia、Freiburg、Germany)にて、溶媒1ml/minの移動溶媒流速で行った。0.5 mlの画分を回
収した。高いpH値（pH6.0）ではIPSEの大部分がタンパク質豊富な溶出液とともにカラム
を離れてしまい、そえゆえ活性本体を濃縮できないので、pH5.0であることは重要である
。機能的に活性ある画分（好塩基球テストにおけるIL-4誘導を測定して検出、以下参照）
をその後貯蔵し、Centricon Plus20（Millipore、Eschborn、Germany）で濃縮し、緩衝液
をpH7.0の50mMリン酸ナトリウム緩衝液に交換した。濃縮にCentricon Plus20を使用した
ことがIPSEの収率に重要であって、なぜならCentriconやCentriprepのような他の濃縮ユ
ニットを用いると90％以上活性本体が減少したためである。Centricon Plus20による濃縮
において減少をさらに少なくするため、該ユニットをさらに5％Tween20で一晩プレインキ
ュベートした。その後、Tweenが機能的アッセイ系に移行し、そのため好塩基球に障害を
与えて誤った否定的結果をもたらすのを避けるため、使用前にそれらを大量の二重蒸留水
で十分にすすいだ。この手順により、蒸発手順に付随するIL-4誘導活性の減少を50％以下
に保つことが可能となった。
【００３６】
　試料の濃縮（少なくとも5倍）に続き、活性画分において、無関係な成分に加えて約40k
Dの分子量範囲に二つの隣接するバンドを、銀染色したSDS-PAGEゲル中に検出できた。し
かしながらこれら二つのバンドを検出するのに、銀染色の現像に長時間（すくなくとも30
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分）を要した。非活性画分にはこの二つのバンドは検出されなかった。
　二つのバンドのうち一つまたは両方が求めていた活性本体であるという推測は、以下の
実験結果により支持された：SDS-PAGEによるSmEA分画およびゲルの分画電気溶出の結果、
IL-4誘導活性は約40kDの分子量範囲、すなわち両バンドが検出された範囲、にあった。
【００３７】
　B. Aleuria aurantiaアグルチニンセファロースによるアフィニティークロマトグラフ
ィー：
　住血吸虫の卵がある場合においては異常にグリコシル化された糖タンパク質および糖脂
質を大量に含むという事実を、さらなる精製に利用した。即ち、アフィノブロット解析に
より、住血吸虫の卵の全抽出物の成分は、SDS-PAGEによる分離およびニトロセルロース膜
への移行に続き、多くの標識レクチン（Aleuria aurantiaアグルチニン、コンカナバリン
A、Datura stramoniumアグルチニン、Galanthus nivalisアグルチニン、Maackia amurens
isアグルチニン、ピーナッツアグルチニン、Ricinus communisアグルチニン、 Sambucus 
nigraアグルチニン、麦芽アグルチニンを含む）により別々に検出されることが示された
。一方、陽イオン交換クロマトグラフィー後の活性画分とは、三つのレクチンしか反応し
なかった。これらのうち、Aleuria aurantiaアグルチニン（これはα1-6-グリコシル化フ
コースに結合する）のみが、40kD付近の二つの隣接するバンドと選択的に相互作用した。
一方、他の二つのレクチン（ピーナツアグルチニンおよびRicinus communisアグルチニン
）は、非活性画分でも検出できるものも含む他のバンドともっぱらまたはさらに反応した
。
【００３８】
　それゆえ、その二重バンドはIPSEに対応するという作業仮説を立て、次の段階としてAl
euria aurantia アグルチニン(Vector Laboratories、Alexis-Deutschland GmbH、Grunbe
rg、Germany)を用いてアフィニティークロマトグラフィーを行った。この目的のため、こ
のレクチンをNHS-活性化セファロース(HiTrap column; Amersham Pharmacia)に結合した
。結合は製造者の推薦に従い行った。アフィニティークロマトグラフィーのため、陽イオ
ン交換クロマトグラフィーで得られた機能的に活性ある画分をカラムに移し、開始緩衝液
（50mMリン酸ナトリウム緩衝液、pH7.0）で洗浄し、溶出緩衝液（開始緩衝液＋0.1Mフコ
ース（Sigma、Taufkirchem、Germany））で溶出した。該画分をその後再びCentricon Plu
s20(Millipore GmbH、Eschborn、Germany)を用いて上記のように濃縮し、生成した原料の
特性を、SDS-PAGEおよび続いて銀染色により、または標識A. aurantiaアグルチニンによ
るアフィノブロッティングにより再び調べた。IL-4誘導活性は、Aleuria aurantiaアグル
チニン結合二重バンドとともに、もっぱらその画分に存在した。ポジティブ画分を貯蔵し
、分割し、二重蒸留水で透析して凍結乾燥した。保存は-80℃で行った。
【００３９】
実施例３
　IPSEの完全ヌクレオチドおよびアミノ酸配列の決定
　A.IPSEのN末部分配列の決定：
　N末配列決定に十分な量のIPSEを抽出するために、10回の陽イオン交換クロマトグラフ
ィー実行により得られた活性画分を貯蔵し、さらにAleuria aurantiaアグルチニンアフィ
ニティークロマトグラフィーを用いて精製した。それにより得られた原料（IPSE)は、SDS
-PAGE（銀染色またはレクチンブロット）において、さらなる混成なく40kDに二重バンド
として示された。両バンドのN末部分配列決定により（さらに分画することなく）、20N末
アミノ酸のうち18が同定できた。タンパク質データベースの検索では既存の相同タンパク
質は明らかにならなかった。ESTデータベースの検索では、Schistosoma mansoni 卵 cDNA
バンクからのExpressed Sequence Tag (EST)が一番目に現れた。11の連続するアミノ酸が
N末IPSE配列と同一であるアミノ酸配列が、このESTの三つの読み枠のうちの一つに由来し
た。
【００４０】
B. IPSEに対するｃDNAのSchistosoma mansoni 卵 cDNAバンクからの単離
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　前述の節で説明した配列情報により、Schistosoma mansoni 卵 cDNAバンクにおいてIPS
Eのヌクレオチド配列を検索するための具体的な（未変性の）DNAプローブが生産可能とな
った。我々の作成したS. mansoni 卵 cDNAバンクおよびG. Oliveiraの作成したもの（ど
ちらもλ zap ベクターに入っている）は、このプローブと反応するクローンを含んでい
た。これらのクローンの配列決定により、それらの全N末配列はIPSEのN末配列と同一であ
ることが明らかになり、いずれも当初未知のアミノ酸（システイン）を有していた（アミ
ノ酸システインは、N末配列決定ではほとんど検出できない）。本発明に関し見出された
配列を上記のESTと比較すると、おそらく配列決定のエラーおよびESTの読み枠中の変更の
結果と考えられる相当な相違が明らかになった。図2は、IPSEの完全配列をDNAレベルで、
かつタンパク質レベル（20アミノ酸のリーダー配列を含む）でもまた図解する。
【００４１】
実施例４
IPSEの検出系
　A.ヒト好塩基球性顆粒球の精製および刺激：
　ヒト好塩基球性顆粒球の単離および刺激は、K. Haischら(J. Immunol. Methods 226 (1
999) 129-137)の方法により行った。このため、単核細胞を健常血液提供者の静脈血からF
icoll-Percollグラジエントにより得て、そこから、好塩基球に富む画分を逆流エルトリ
エーションにより単離した。そこから好塩基球を免疫磁気ビーズ（MACS system）を用い
て高純度に（通常純度98％以上）単離した。精製された好塩基球をSmEAまたはその画分で
4時間（IL-4)または18時間（IL-13)インキュベートし、サイトカイン測定のため上清を回
収して、解析まで-70℃で保存した。
　B.IL-4およびIL-13ELISA
　培養上清中のサイトカインIL-4およびIL-13の濃度は、サンドイッチELISA（特に市販の
もの）を用いて測定した。
【００４２】
実施例５
IPSEに対するポリクローナルおよびモノクローナル抗体の産生
　ポリクローナル抗体を産生するため、IPSEをウサギ両腿にTiterMaxアジュバントの存在
下で筋肉内注射する。IPSE特異的抗体の形成はウェスタンブロッティングにより調べる。
追加免疫注射は4週間隔で行う。
　モノクローナル抗体の産生は、Kohler and Milstein(Nature 256 (1975) 495-497) に
より開発された方法を、Current Protocols of Immunology (Editors: J.E. Coligan et 
al.、publisher: John Wiley & Sons、Inc. (1997); ISBN: 0-471-522767)に従って修正
して行う。このために、IPSEをアジュバントの存在下で二匹のマウスに腹腔内注射する。
追加免疫注射（アジュバントなしで）は10-14日後に行う。3日後、マウスの脾臓細胞を骨
髄腫セルラインSP2/0-Ag14と融合する。次の日、ヒポキサンチン-アミノプテリン-チミジ
ン（HAT)培地をハイブリドーマ細胞の選択のため添加する。10-14日後、ウェスタンブロ
ット法により、IPSEに対する抗体反応性について一次ハイブリドーマ上清をスクリーニン
グする。候補ハイブリドーマラインを増殖させ、Limiting Dilutionにより（再び）クロ
ーン化する。
【００４３】
実施例６
非グリコシル化IPSEの有効性
　ラクト-N-フコペンタオースIII（LNFPIII)は、S. mansoni 卵抗原抽出物における糖タ
ンパク質の主要なグリカン成分である。本発明に係るポリペプチド、特にIPSE、のヒト好
塩基球を活性化する性質を考慮して、それゆえ、ヒト血清アルブミンに結合したラクト-N
-フコペンタオースIII（LNFPIII-HSA）(Biocarb Chemicals、Lund、Sweden)もまた好塩基
球を活性化できるかを検討した。実験方法は、実施例４Aに述べられている方法に従った
。
　ポジティブコントロールとして使用したS. mansoni 卵抗原とは異なり、LNFPIII-HASは



(12) JP 4229703 B2 2009.2.25

10

20

30

40

広い濃度範囲（0.03-30μg/ml）にわたっても、好塩基球の脱顆粒、メディエーターの放
出、またはIL-4またはIL-13の発現を誘導しなかった。
【００４４】
実施例７
IPSEのイムノグロブリン結合性の検討
　ウェスタンおよびドットブロッティング技術を、本発明に係るポリペプチド、特にIPSE
、のイムノグロブリン結合性の検討に使用した。
　ドットブロッティング：ポリクローナルIgE(BA1004; DPC Biermann、Bad Nauheim、Ger
many)を様々な量(1000-30 ng/dot)でニトロセルロース膜にアプライした。その後、メン
ブランの自由結合部位を0.05% (v/v) Tween 20を添加したpH 7.4の0.1 M Tris緩衝生理食
塩水(Tris-Tween)中でインキュベートしてブロックし、そのメンブランをビオチン化組換
えIPSE（Hisタグ融合タンパク質；１μg/ml）と室温で一晩インキュベートした。洗浄後
、該ブロットをストレプトアビジン-アルカリフォスファターゼ（1：5000）と2時間イン
キュベートした。新たに洗浄した後、基質色素原混合物(ニトロブルーテトラゾリウム-ブ
ロモクロロインドイルフォスフェート)を添加することによりブロットを現像した。
　平行して、様々な量のHisタグIPSE融合タンパク質(1000-30 ng/dot)をニトロセルロー
ス膜にアプライした。自由結合部位のブロッキング（前述の段落参照）に続き、メンブラ
ンをビオチン化ポリクローナルIgE（1μg/ml）と室温で一晩インキュベートした。前の段
落にあるように、ストレプトアビジン-アルカリフォスファターゼによりさらに現像した
。
【００４５】
　ウェスタンブロッティング：このために、天然IPSEまたは組換えHisタグIPSE融合タン
パク質を、SDS-PAGE(12% T、4% C)を用いて非還元条件下で標準的方法(Lammli、U.K.、Na
ture 227 (1970) 680-685)により分画し、セミドライブロティング(30 minutes、0.8 mA/
cm)によりニトロセルロース膜(Schleicher & Schull、Dassel、Germany)に移した。自由
タンパク質結合部位は、メンブランをTris-Tween中でインキュベートすることでブロック
した。メンブラン片をその後、健常未感作血液提供者の血清（Tris-Tween中1：20および1
：100）と室温で一晩インキュベートした。洗浄に続き、該片をアルカリフォスファター
ゼ標識抗ヒトIgE(Tris-Tween中1:2000; Allergopharma、Reinbek、Germany)または抗ヒト
IgE(1:40 000; Dianova、Hamburg、Germany)と室温で2時間インキュベートした。新たに
洗浄した後、基質色素原混合物(ニトロブルーテトラゾリウム-ブロモクロロインドリルフ
ォスフェート)を添加することによりブロットを現像した。
【００４６】
　IPSEのIgEまたはIgGに対する相互の結合親和性を比較するため、HisタグIPSEのウェス
タンブロット(0.5 μg/cm)をヒトIgE(100-100,000 ng/ml)とインキュベートした。IgEのH
isタグIPSEに対する結合は、アルカリフォスファターゼ標識抗ヒトIgE(1:2000; Allergop
harma、Reinbek、Germany)とインキュベートして検出した。
　IPSEは、ヒトIgGサブクラス1-4、およびパパイン消化後はFcおよびFab断片と結合し、
またIgGに対するより約100倍高い親和性でIgEと結合することが示された。
【図面の簡単な説明】
【００４７】
　（原文に記載なし）
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