
(57)【要約】

本発明は、熱ショックタンパク質結合性タンパク質とし

て、天然および組換えのp95形態および断片を使用する

ための組成物および方法に関する。本発明は、一部には

、p95を組換えにより発現させることができるという本

発明者らの発見に基づいている。本発明はまた、少なく

ともp95と、CD91のドメインII、IIIおよびIVからの追加

の連続配列とを含むCD91ポリペプチド断片に関する。本

発明は、CD91ポリペプチド断片またはその類似体、誘導

体もしくは擬似体をコードする核酸分子、CD91ポリペプ

チド断片またはその類似体、誘導体もしくは擬似体、CD

91ポリペプチド断片をコードする核酸分子を含有するベ

クター、CD91ポリペプチド断片をコードする核酸分子を

含有する発現ベクター、CD91ポリペプチド断片を組換え

により発現する真核および原核細胞、CD91ポリペプチド

断片と相互作用する化合物またはCD91ポリペプチド断片

とCD91リガンドとの相互作用を同定する方法、本発明の

組成物および方法により免疫応答をモジュレートする方

法、ならびに本明細書に記述する組成物および方法を用

いた治療方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 分 子 で あ っ て 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
天 然 の CD91ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 で 配 列 番 号 1に 隣 接 す る 配 列 に よ っ て そ の 両 側 を 挟 ま れ て
い な い 、 上 記 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 2、 3、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 1) 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 下 で 全 長 に わ た っ て ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 2) (i) 組 換 え 的 に 産 生 さ れ て 培 地 中 に 分 泌 さ れ 、 (ii) 熱 シ ョ ッ ク
タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 能 力 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん
で な る 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 1) 配 列 番 号 1、 14、 15、 16ま た は 17の 核 酸 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 下 で 全 長
に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 2) (i) 組 換 え 的 に 産 生 さ れ て 培 地 中 に 分 泌 さ れ 、 (ii
) 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 能 力 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 2、 3、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 分 子 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 熱 シ ョ ッ ク タ
ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 、 上 記 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 異 種 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 含 ん で な る 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 1項 に 記 載 の 単 離 さ
れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 有 す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 そ の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 が 宿 主 細 胞 内 で の 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 制 御 す る ヌ ク レ オ チ ド 調 節
配 列 と 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 、 上 記 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 1項 に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 有 す る 遺 伝 子 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 で あ
っ て 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 宿 主 細 胞 内 で の 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 制 御 す る ヌ ク
レ オ チ ド 調 節 配 列 と 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 、 上 記 遺 伝 子 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 8に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 2、 3、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド
で あ っ て 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 は 天 然 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 配 列 中 で そ れ ぞ れ 配 列 番 号 2、 3、 6
、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12に 隣 接 す る 配 列 に よ っ て そ の 両 側 を 挟 ま れ て い な い 、 上 記 ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 852-4420の 1個 以 上 連 続 し た ア ミ ノ 酸 に 融 合 さ れ た 、 配 列 番
号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 1-851か ら な る 連 続 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 配 列 番 号 1、 14、 15、 16ま た は 17の 相 補 体 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ
ク 質 と 結 合 す る 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
　 配 列 番 号 2、 6、 8、 10、 11ま た は 12の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 分 子 の 相 補 体 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ
ク 質 と 結 合 す る 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が gp96、 hsp 90、 hsp 70、 お よ び カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 13ま た は 14に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が gp96で あ る 、 請 求 項 15に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 配 列 番 号 2、 3、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 ん で な る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 12～ 17の い ず れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以
下 の ス テ ッ プ ：
　 (a)　 請 求 項 11～ 17の い ず れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 有 す る 細 胞 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 該 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る こ
と 、
　 (b)　 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 該 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 す る こ と 、
を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 配 列 番 号 2、 3、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む CD91ポ リ ペ プ チ ド 断
片 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 単 鎖 抗 体 、 ま た は
キ メ ラ 抗 体 で あ る 、 請 求 項 19に 記 載 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト が Fabフ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 抗 体 ま
た は フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 19に 記 載 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ ン ト と 結 合 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 19に 記 載 の 抗 体 と 、 該 抗 体 を 用 い て CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 検 出 す る た め の 使 用
説 明 書 と を 含 ん で な る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 CD91に 関 連 し た 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 か か る 治 療 が 必 要 な 哺
乳 動 物 に 、 請 求 項 11～ 17の い ず れ か 1項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 該 疾 患 ま た は 障 害 を 治
療 す る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 疾 患 ま た は 障 害 が 自 己 免 疫 疾 患 、 抗 原 提 示 ま た は エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 破 壊 に 関 係
す る 疾 患 ま た は 障 害 、 サ イ ト カ イ ン の ク リ ア ラ ン ス ま た は 炎 症 に 関 係 す る 疾 患 ま た は 障 害
、 増 殖 性 疾 患 、 ウ イ ル ス 性 疾 患 ま た は 他 の 感 染 性 疾 患 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 ア ル ツ ハ
イ マ ー 病 、 糖 尿 病 、 ま た は 骨 粗 鬆 症 で あ る 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 HSP-CD91介 在 プ ロ セ ス を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 (a)　 試 験 化 合 物 を 、 CD91リ ガ ン ド に 結 合 す る CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 お よ び 熱 シ ョ ッ ク
タ ン パ ク 質 に 接 触 さ せ る こ と 、
　 (b)　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 ま た は 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、
を 含 ん で な り 、 結 果 的 に 、 (b)で 測 定 さ れ た 活 性 ま た は 発 現 の レ ベ ル が 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン
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パ ク 質 の 存 在 下 で 、 し か し 試 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で 測 定 さ れ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活
性 ま た は 発 現 の レ ベ ル と 相 違 す る 場 合 に 、 HSP-CD91介 在 プ ロ セ ス を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合
物 が 同 定 さ れ る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 同 定 さ れ る 化 合 物 が 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 相 互 作 用 を 妨 げ
る ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 、 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 試 験 化 合 物 が 小 分 子 ま た は ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ペ プ チ ド が CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 少 な く と も 5個 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 28
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 HSP-CD91介 在 プ ロ セ ス が 自 己 免 疫 疾 患 、 抗 原 提 示 ま た は エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 破 壊 に 関
係 す る 疾 患 ま た は 障 害 、 サ イ ト カ イ ン の ク リ ア ラ ン ス ま た は 炎 症 に 関 係 す る 疾 患 ま た は 障
害 、 増 殖 性 疾 患 、 ウ イ ル ス 性 疾 患 ま た は 他 の 感 染 性 疾 患 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 、 糖 尿 病 、 ま た は 骨 粗 鬆 症 に 影 響 を 及 ぼ す 、 請 求 項 26に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の CD91へ の 結 合 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法
で あ っ て 、
　 (a)　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と 、 CD91リ ガ ン ド に 結 合 す る CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は
そ の 誘 導 体 と を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 に 、 結 合 に 導 く 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と 、
　 (b)　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は そ の 類 似 体 、 誘 導 体 も し く は 擬 似 体 に 結 合 し た 熱 シ
ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、
を 含 ん で な り 、 結 果 的 に 、 (b)で 測 定 さ れ た 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の 結 合 レ ベ ル が 、 前 記
条 件 下 で 試 験 化 合 物 の 非 存 在 下 に 測 定 さ れ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は そ の 類 似 体 、 誘
導 体 も し く は 擬 似 体 に 結 合 し た 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の レ ベ ル と 相 違 す る 場 合 に 、 HSPの C
D91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 へ の 結 合 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 が 同 定 さ れ る 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 が 固 相 支 持 体 に 固 定 さ れ る 、 請 求 項 31に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 固 相 支 持 体 が マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ で あ る 、 請 求 項 32に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の 結 合 レ ベ ル が 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 特 異 的 抗 体 を 用 い て 測 定 さ
れ る 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が 標 識 さ れ て お り 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の 結 合 レ ベ ル が 該 標 識
を 検 出 す る こ と に よ り 測 定 さ れ る 、 請 求 項 31に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が 蛍 光 標 識 で 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 35に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 に 結 合 す る CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 使 用 す る た め の 組
成 物 お よ び 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 CD91の 特 定 の ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸
残 基 を 含 む 、 CD91の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 結 合 性 断 片 を 使 用 す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法
に 関 す る も の で あ る 。 本 発 明 は 、 核 酸 分 子 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 CD91断 片 を 発 現 す る
細 胞 、 な ら び に 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 お よ び CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 -HSP複 合 体 に 結 合 す
る 抗 体 お よ び 他 の 分 子 を 包 含 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 HSPと CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の
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相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 な ら び に
、 免 疫 疾 患 、 増 殖 性 疾 患 お よ び 感 染 性 疾 患 を 診 断 し 治 療 す る た め の 、 前 記 化 合 物 の 使 用 方
法 、 お よ び CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 含 む 組 成 物 の 使 用 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 （ HSP） は 、 ス ト レ ス タ ン パ ク 質 と も 呼 ば れ て お り 、 初 め は 、 細
胞 が 熱 シ ョ ッ ク に 応 答 し て 合 成 す る タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ れ た も の で あ る 。 HSPは 分 子
量 に 基 づ い て 5つ の フ ァ ミ リ ー に 分 類 さ れ て お り 、 HSP100、 HSP90、 HSP70、 HSP60お よ び sH
SPが あ る 。 そ の 後 、 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー の 多 く の メ ン バ ー は 、 他 の ス ト レ ス 刺 激 、 例 え ば
、 栄 養 欠 乏 、 代 謝 破 壊 、 酸 素 ラ ジ カ ル 、 細 胞 内 病 原 体 に よ る 感 染 な ど に 応 答 し て 誘 導 さ れ
る こ と が 見 出 さ れ た （ Welch, 1993, Sci. Am. 268: 56-64; Young, 1990, Annu. Rev. Im
munol. 8: 401-420; Craig, 1993, Science 260: 1902-1903; Gethingら , 1992, Nature 
355: 33-45; お よ び Lindquistら , 1988, Annu. Rev. Genetics 22: 631-677を 参 照 の こ と
） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 は 既 存 の タ ン パ ク 質 の う ち で 最 も 高 度 に 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 に
入 る 。 例 え ば 、 大 腸 菌 由 来 の HSP70で あ る DnaKは 、 擦 過 傷 (excoriates)か ら の HSP70タ ン パ
ク 質 に 対 し て 約 50％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る (Bardwellら , 1984, Proc. Natl. Aca
d. Sci. 81:848-852)。 HSP60お よ び HSP90フ ァ ミ リ ー も 同 様 に 高 い レ ベ ル の フ ァ ミ リ ー 内
保 存 を 示 す (Hickeyら , 1989, Mol. Cell. Biol. 9: 2615-2626; Jindal, 1989, Mol. Cel
l. Biol. 9: 2279-2283)。 さ ら に 、 HSP60、 HSP70お よ び HSP90フ ァ ミ リ ー は 、 配 列 の 点 で
は ス ト レ ス タ ン パ ク 質 に 関 係 し て い る タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 35％ を 超 え る ア ミ ノ 酸 同 一 性
を 有 す る ） を 含 む が 、 そ れ ら の 発 現 レ ベ ル は ス ト レ ス に よ っ て 変 化 し な い こ と が 見 い だ さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 熱 シ ョ ッ ク や 他 の 生 理 的 ス ト レ ス に 対 す る 細 胞 性 応 答 の 研 究 か ら 、 HSPは こ う し た 不 利
な 状 態 か ら 細 胞 を 保 護 す る こ と に 関 わ っ て い る だ け で な く 、 ス ト レ ス を 受 け て い な い 細 胞
に お い て も 必 須 の 生 化 学 的 お よ び 免 疫 学 的 プ ロ セ ス に 関 係 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た
。 HSPは さ ま ざ ま な 種 類 の シ ャ ペ ロ ン 機 能 を 果 た し て い る 。 例 え ば 、 HSP70フ ァ ミ リ ー の メ
ン バ ー は 、 細 胞 質 、 核 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 ま た は 小 胞 体 に 存 在 し (Lindquist ら , 1988, A
nn. Rev. Genetics 22: 631-677)、 免 疫 系 の 細 胞 へ の 抗 原 提 示 に 関 与 し て お り 、 さ ら に 、
正 常 細 胞 に お い て は タ ン パ ク 質 の 転 移 、 折 り た た み お よ び 組 み 立 て に も 関 係 し て い る 。 HS
Pは タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と 結 合 し 、 そ の 結 合 し た タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を ア デ
ノ シ ン 三 リ ン 酸 (ATP)ま た は 低 pHの 存 在 下 で 放 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】

　 Srivastavaら は 、 メ チ ル コ ラ ン ト レ ン で 誘 発 さ せ た 近 交 マ ウ ス の 肉 腫 に 対 す る 免 疫 応 答
を 検 証 し た (1988, Immunol. Today 9:78-83)。 こ れ ら の 研 究 に お い て 、 腫 瘍 の 個 々 に 異 な
る 免 疫 原 性 に 応 答 可 能 な 分 子 は 96kDaの 糖 タ ン パ ク 質 (gp96)と 84～ 86kDaの 細 胞 内 タ ン パ ク
質 (p84/p86)で あ る こ と が 判 明 し た (Srivastavaら , 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8
3: 3407-3411; Ullrichら , 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 3121-3125)。 特 定 の
腫 瘍 か ら 単 離 さ れ た gp96ま た は p84/86で マ ウ ス を 免 疫 す る と 、 マ ウ ス は そ の 特 定 の 腫 瘍 に
対 し て 免 疫 を 獲 得 す る が 、 抗 原 的 に 区 別 さ れ る 腫 瘍 に 対 し て は 免 疫 が 生 じ な い 。 gp96お よ
び p84/86を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単 離 し て 特 性 決 定 を 行 な っ た と こ ろ 、 そ れ ら の 間 に は 有 意
な 相 同 性 が 見 ら れ 、 し か も gp96と p84/86は 同 一 の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ 小 胞 体
と 細 胞 質 に あ る 同 等 物 で あ る こ と が 示 さ れ た (Srivastavaら , 1988, Immunogenetics 28: 
205-207; Srivastavaら , 1991, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 167: 109-123)。 さ ら
に 、 HSP70は そ れ が 単 離 さ れ た 腫 瘍 に 対 す る 免 疫 を 誘 導 す る が 、 抗 原 的 に 異 な っ た 腫 瘍 に
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2.　 発 明 の 背 景
2.1.　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質

2.2.　 HSP-ペ プ チ ド 複 合 体 の 免 疫 原 性



対 し て は 免 疫 を 誘 導 し な い こ と が 示 さ れ た 。 し か し な が ら 、 ペ プ チ ド を 枯 渇 さ せ た HSP70
は そ の 免 疫 原 活 性 を 失 う こ と が 見 出 さ れ た (Udonoお よ び Srivastava, 1993, J. Exp. Med.
 178: 1391-1396)。 こ れ ら の 観 察 か ら 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 は そ れ 自 体 に 免 疫 原 性 が あ
る の で は な く 、 抗 原 ペ プ チ ド と 非 共 有 結 合 の 複 合 体 を 形 成 し て 、 そ の 複 合 体 が 抗 原 ペ プ チ
ド に 特 異 的 な 免 疫 を 引 き 出 す こ と が で き る と 提 案 さ れ た (Srivastava, 1993, Adv. Cancer
 Res. 62: 153-177; Udonoら , 1994, J. Immunol., 152: 5398-5403; Sutoら , 1995, Sci
ence, 269: 1585-1588)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 HSPと ペ プ チ ド と の 非 共 有 結 合 複 合 体 （ 癌 細 胞 か ら 精 製 さ れ た も の ） は 、 癌 の 治 療 お よ
び 予 防 に 使 用 す る こ と が で き 、 1996年 4月 11日 付 け の PCT国 際 公 開 WO 96/10411お よ び 1997
年 3月 20日 付 け の WO 97/10001（ 1999年 11月 16日 発 行 の 米 国 特 許 第 5,985,270号 参 照 ） に 記
載 さ れ て い る 。  

　 CD91は α (2)マ ク ロ グ ロ ブ リ ン （ α 2M） 受 容 体 と し て も 知 ら れ て お り 、 最 初 は 低 密 度 リ
ポ タ ン パ ク 質 （ LDL） 受 容 体 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ れ 、 LDL受 容 体 関 連 タ ン パ
ク 質 （ LDL Receptor Related Protein: LRP） と も 称 さ れ る （ Stricklandら , 1990, J. Bi
ol. Chem. 265: 17401-17404; Kristensenら , 1990, FEBS Lett. 276: 151-155） 。 こ の
タ ン パ ク 質 は 420kDaの α サ ブ ユ ニ ッ ト 、 85kDaの β サ ブ ユ ニ ッ ト 、 お よ び 39kDaの 堅 く 結 合
し た 分 子 (RAP)か ら 成 っ て い る 。 α お よ び β サ ブ ユ ニ ッ ト は 約 15Kbの 大 き さ の 単 一 の 転 写
産 物 に よ り コ ー ド さ れ る  (Van Leuvenら , 1993, Biochim. Biophys. Acta. 1173: 71-74)
。 こ の 受 容 体 は 単 球 系 統 の 細 胞 と 肝 細 胞 、 繊 維 芽 細 胞 お よ び 角 質 細 胞 に 存 在 す る こ と が 示
さ れ て い る 。 こ れ ま で に 、 CD91は 、 さ ま ざ ま な エ ン ド プ ロ テ イ ナ ー ゼ に 結 合 し て そ れ ら を
阻 害 す る 血 漿 糖 タ ン パ ク 質 α 2Mの 活 性 型 と 結 合 す る こ と が 分 か っ て い る 。 CD91は ま た 、 そ
の 他 の リ ガ ン ド 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 (O'Connor-McCourtら , 1987, J
. Biol. Chem. 262: 14090-14099)、 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 (Huangら , 1984, Proc. Natl. A
cad. Sci. U.S.A. 81: 342-346)、 お よ び 繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 (Dennisら , 1989, J. Biol.
 Chem. 264: 7210-7216)に も 結 合 す る 。 α 2M受 容 体 は 多 様 な リ ガ ン ド の エ ン ド サ イ ト ー シ
ス に お い て あ る 役 割 を 果 た し て い る 。 α 2Mに 加 え て 、 他 の CD91リ ガ ン ド と し て 、 リ ポ タ ン
パ ク 質 複 合 体 、 ラ ク ト フ ェ リ ン 、 組 織 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 (tPA)、 ア ポ リ ポ タ
ン パ ク 質 E (ApoE)、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 (uPA)、 お よ び 外 毒 素 が
挙 げ ら れ る 。 こ う し て 、 CD91は 各 種 の 細 胞 プ ロ セ ス に お い て 役 割 を 担 っ て お り 、 か か る 細
胞 プ ロ セ ス に は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 、 抗 原 提 示 、 コ レ ス テ ロ ー ル 調 節 、 ApoE含 有 リ ポ タ
ン パ ク 質 の ク リ ア ラ ン ス 、 お よ び キ ロ ミ ク ロ ン 残 存 物 の 除 去 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 α
2Mは そ の 各 種 リ ガ ン ド の 活 性 を 調 節 し て い る （ 特 に 低 下 さ せ る ） と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の
各 種 リ ガ ン ド と の 複 合 体 を 形 成 す る と 、 α 2Mは 細 胞 表 面 上 の CD91と 結 合 し て 、 受 容 体 介 在
エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ り 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る 。 か く し て 、 α 2Mと 複 合 体 化 し た リ ガ ン
ド の 取 込 み が CD91の 主 な 機 能 で あ る と 以 前 に は 考 え ら れ て い た が 、 脂 質 代 謝 に お け る CD91
の 役 割 も 想 定 さ れ る 。 α 2M以 外 の CD91リ ガ ン ド と し て 、 例 え ば 、 組 織 特 異 的 プ ラ ス ミ ノ ー
ゲ ン 活 性 化 因 子 -イ ン ヒ ビ タ ー 複 合 体 (Orthら , 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89
: 7422-7426)、 お よ び ウ ロ キ ナ ー ゼ -PAI1複 合 体 (Nykjaerら , 1992, J. Biol. Chem. 267:
 14543-14546)が 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の リ ガ ン ド は 、 あ る 範 囲 の 細 胞 外 血 漿 産 物 の ク
リ ア ラ ン ス に お け る CD91の 役 割 を 証 明 し て い る 。 リ ポ タ ン パ ク 質 複 合 体 、 ラ ク ト フ ェ リ ン
、 組 織 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 (tPA)、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因
子 (uPA)、 外 毒 素 の よ う な リ ガ ン ド は 一 般 的 に 、 CD91に 結 合 す る と 、 細 胞 に よ っ て エ ン ド
サ イ ト ー シ ス さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 CD91（ 本 明 細 書 で は 相 互 に 交 換 可 能 に α (2)マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 受 容 体 、 「 α 2MR」 、 「 α
2M受 容 体 」 、 ま た は LDL（ 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 ） 受 容 体 関 連 タ ン パ ク 質 （ 「 LRP」 ） と も
称 さ れ る ） は 、 主 に 肝 臓 、 脳 お よ び 胎 盤 で 発 現 さ れ る 。 こ の ヒ ト 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン
は 、 6個 の 50ア ミ ノ 酸 EGFリ ピ ー ト と 31個 の 約 40～ 42ア ミ ノ 酸 の 補 体 リ ピ ー ト を 含 む 。 補 体
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リ ピ ー ト は 、 ア ミ ノ 末 端 か ら カ ル ボ キ シ 末 端 へ 、 2、 8、 10お よ び 11個 の リ ピ ー ト の ク ラ ス
タ ー に 組 織 化 さ れ て お り 、 ク ラ ス タ ー I、 II、 IIIお よ び IVと 呼 ば れ て い る (Herzら , 1988,
 EMBO J. 7:4119-4127)。 ク ラ ス タ ー Iは p80断 片 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 熱 シ ョ ッ ク
タ ン パ ク 質 と 結 合 す る こ と が 示 さ れ た (Binderら , 2000, Nature Immunology, 1: 151-155
)。 別 の 研 究 は 、 こ の 受 容 体 の 主 要 な リ ガ ン ド 結 合 部 分 と し て 補 体 リ ピ ー ト 3-10（ CR3-10
） を 含 む ク ラ ス タ ー II（ Cl-II） に 向 け ら れ て い る (Hornら , 1997, J. Biol. Chem. 272:1
3608-13613)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 多 く の CD91リ ガ ン ド は 、 図 4に 示 す よ う に 、 こ の 受 容 体 分 子 の 既 知 の ド メ イ ン お よ び 領
域 に 結 合 し 、 か つ ／ ま た は そ れ と 相 互 作 用 す る 。 こ う し た リ ガ ン ド に は 、 HSP（ ク ラ ス タ
ー ド メ イ ン I領 域 に 結 合 す る ） 、 ApoE、 α 2M、 tPA、 プ ロ ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 tPA:PAI-1、 uPA:P
AI-1、 TFPI、 ラ ク ト フ ェ リ ン 、 LPL、 お よ び VIII因 子 （ ク ラ ス タ ー ド メ イ ン II領 域 と 結 合
ま た は 相 互 作 用 す る ） が 含 ま れ る 。 ApoEは ク ラ ス タ ー ド メ イ ン III領 域 と も 結 合 ま た は 相
互 作 用 す る 。 ApoE、 α 2M、 tPA、 プ ロ ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 tPA:PAI-l、 uPA:PAI-l、 組 織 因 子 経
路 イ ン ヒ ビ タ ー (TFPI)、 ラ ク ト フ ェ リ ン 、 LPL、 VIII因 子 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 Aは す べ
て IV領 域 と 結 合 ま た は 相 互 作 用 す る 。 CD91と 結 合 ま た は 相 互 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る
そ の 他 の リ ガ ン ド と し て は 、 肝 リ パ ー ゼ 、 Ixa因 子 、 VIIa因 子 、 MMP-13、 MMP-9、 ス フ ィ ン
ゴ 脂 質 活 性 化 タ ン パ ク 質 (SAP)、 妊 娠 ゾ ー ン タ ン パ ク 質 （ pregnancy zone protein） 、 補
体 C3、 C1イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ン チ ト ロ ン ビ ン III、 ヘ パ リ ン 補 因 子 II、 α 1-ア ン チ ト リ プ シ
ン 、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン -1、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン -2、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 お よ び HIV-Tatが
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ヒ ト α 2Mは 1474ア ミ ノ 酸 か ら な る 前 駆 体 と し て 合 成 さ れ 、 そ の 最 初 の 23ア ミ ノ 酸 は シ グ
ナ ル 配 列 と し て 機 能 す る も の で 、 開 裂 さ れ て 1451ア ミ ノ 酸 か ら な る 成 熟 タ ン パ ク 質 を も た
ら す (Kanら , 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:2282-2286)。 組 換 え タ ン パ ク 質
を 用 い た 実 験 に お い て 、 α 2Mの カ ル ボ キ シ 末 端 の 138ア ミ ノ 酸 （ 成 熟 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
酸 1314-1451に 相 当 ） が 該 受 容 体 と 結 合 す る こ と が 分 か っ た 。 こ の ド メ イ ン は RBD（ 受 容 体
結 合 ド メ イ ン ） と 呼 ば れ て い る (Salvesentら , 1992, FEBS Lett. 313:198-202; Holtetら
, 1994, FEBS Lett. 344:242-246)。 追 加 の 15ア ミ ノ 末 端 残 基 を 含 む α 2Mの タ ン パ ク 質 加
水 分 解 断 片 （ 成 熟 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 1314-1451に 相 当 ） で あ る RBD変 異 体 (RBDv)は 、 α
2Mプ ロ テ イ ナ ー ゼ と ほ ぼ 同 じ 親 和 性 で も っ て 該 受 容 体 と 結 合 す る (Holtetら , 1994, FEBS 
Lett. 344:242-246)。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 α 2MRリ ガ ン ド の ア ラ イ メ ン ト か ら 、 α マ ク ロ グ ロ ブ リ ン の RBDに 存 在 す る 保 存 ド メ イ ン
が 同 定 さ れ た 。 こ の 保 存 配 列 は ヒ ト α 2Mの ア ミ ノ 酸 1366-1392に わ た っ て い る 。 こ の ド メ
イ ン 内 の 保 存 残 基 は Phe 1 3 6 6 、 Leu 1 3 6 9 、 Lys 1 3 7 0 、 Val 1 3 7 3 、 Lys 1 3 7 4 、 Glu 1 3 7 7 、 Val 1 3 8 2
、 Arg 1 3 8 4 で あ る (Nielsenら , 1996, J. Biol. Chem. 271:12909-12912)。 こ れ ら の う ち 、
Lys 1 3 7 0 と Lys 1 3 7 4 は 受 容 体 結 合 に と っ て 極 め て 重 要 で あ る こ と が 見 出 さ れ た (Nielsenら , 
1996, J. Biol. Chem. 271:12909-12912)。
【 ０ ０ １ １ 】
　 リ ガ ン ド と CD91と の 結 合 （ α 2Mと CD91と の 結 合 を 含 む ） は CD91結 合 タ ン パ ク 質 （ RAP）
に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 RAPは 小 胞 体 の 中 に あ っ て CD91の 正 し い プ ロ セ ッ シ ン グ に 必 要 と さ
れ る 39kDaの フ ォ ー ル デ ィ ン グ （ 高 次 構 造 形 成 ） シ ャ ペ ロ ン で あ る 。 RAPは 試 験 し た す べ て
の CD91の CD91リ ガ ン ド へ の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る 能 力 を 有 す る 。 あ る 研 究 は 、 RAPが CD9
1の ク ラ ス タ ー II（ Cl-II） 中 の 補 体 リ ピ ー ト C5-C7と 結 合 す る こ と を 示 し て い る (Hornら , 
1997, J. Biol. Chem. 272:13608-13613)。 ま た 、 別 の 研 究 は 、 RAPが C9-C10モ ジ ュ ー ル を
除 く Cl-II中 の す べ て の ２ 補 体 リ ピ ー ト モ ジ ュ ー ル と 結 合 す る こ と を 示 し て い る (Andersen
ら , J. Biol. Chem., Mar. 24, 2000, PMID: 10747921； 印 刷 の 前 に 電 子 発 表 )。 RAPに は
３ つ の 構 造 ド メ イ ン 1、 2お よ び 3が 確 認 さ れ て お り 、 そ れ ぞ れ ア ミ ノ 酸 残 基 18-112、 113-2
18お よ び 219-323か ら な る 。 組 換 え RAPド メ イ ン の リ ガ ン ド 競 合 タ イ ト レ ー シ ョ ン は 、 試 験
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リ ガ ン ド の 阻 害 の た め の 決 定 基 が ド メ イ ン 1お よ び 3の C末 端 領 域 に あ る こ と を 示 す (Ellgaa
rdら , 1997, Eur. J. Biochem. 244:544-51)。
【 ０ ０ １ ２ 】

　 主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 （ MHC） 分 子 は 抗 原 提 示 細 胞 の 細 胞 表 面 に 抗 原 を 提 示 す る 。
次 に 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 （ CTL） が MHC分 子 お よ び そ の 結 合 ペ プ チ ド を 認 識 し て 、 標 的 細
胞 を 殺 す 。 抗 原 は そ の 起 源 が 細 胞 内 に あ る か 細 胞 外 に あ る か に 応 じ て ２ つ の 異 な っ た 抗 原
プ ロ セ ッ シ ン グ 経 路 に よ り プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ る 。 細 胞 内 つ ま り 内 因 性 の タ ン パ ク 質 抗 原
（ す な わ ち 、 抗 原 提 示 細 胞 内 で 合 成 さ れ た 抗 原 ） は 、 MHCク ラ ス I（ MHC I） 分 子 に よ っ て C
D8+細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 に 提 示 さ れ る 。 一 方 、 細 胞 外 つ ま り 外 因 的 に 合 成 さ れ た 抗 原 決
定 基 は 、 「 特 殊 化 」 ま た は 「 専 門 化 」 さ れ た 抗 原 提 示 細 胞 (APC)（ 例 え ば 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ ） の 細 胞 表 面 上 で MHCク ラ ス II分 子 に よ っ て CD4+Ｔ 細 胞 に 提 示 さ れ る （ 一 般 的 に は 、 Fun
damental Immunology, W.E. Paul(編 ), New York: Raven Press, 1984を 参 照 の こ と ） 。
こ の 抗 原 プ ロ セ ッ シ ン グ 経 路 の 区 画 分 離 は 、 さ も な く ば 近 隣 細 胞 の MHC I抗 原 の 放 出 の 結
果 と し て 免 疫 応 答 中 に 起 こ り う る 組 織 破 壊 を 防 止 す る の に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 gp96は 、 gp96が 単 離 さ れ る 起 源 に 応 じ て 、 広 範 な ア レ イ の ペ プ チ
ド に 対 し て シ ャ ペ ロ ン の 機 能 を も つ （ Srivastavaら , 1998, Immunity 8:657-665; Srivas
tava, 2002, Nat Rev immunol. 2(3): 185-94を 参 照 の こ と ） 。 腫 瘍 由 来 の gp96は 腫 瘍 抗
原 ペ プ チ ド を 担 い (Ishiiら , 1999, J. Immunology 162:1303-1309)、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞 か
ら の gp96調 製 物 は ウ イ ル ス の エ ピ ト ー プ を 担 い (Sutoお よ び Srivastava, 1995, Science 2
69:1585-1588; Nielandら , 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:1800-1805)、 そ し て
オ ボ ア ル ブ ミ ン ま た は β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の よ う な モ デ ル 抗 原 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た 細 胞 か ら の gp96調 製 物 は 対 応 す る エ ピ ト ー プ を 伴 っ て い る (Arnoldら , 1995, J. Exp. M
ed. 182:885-889; Breloerら , 1998, Eur. J. Immunol. 28:1016-1021)。 gp96と ペ プ チ ド
と の 会 合 は in vivoで 起 こ る (Menoretお よ び Srivastava, 1999, Biochem. Biophys. Resea
rch Commun. 262:813-818)。 gp96-ペ プ チ ド 複 合 体 は 、 細 胞 か ら 単 離 さ れ よ う と (Tamuraら
, 1997, Science 278:117-120)、 in vitroで 再 構 成 さ れ よ う と (Blachereら , 1997, J. Ex
p. Med. 186:1183-1406)、 優 れ た 免 疫 原 で あ り 、 gp96シ ャ ペ ロ ン 化 抗 原 ペ プ チ ド に 特 異 的
な CD8+Ｔ 細 胞 応 答 を 引 き 出 す た め に 広 く 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 gp96-ペ プ チ ド 複 合 体 が 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 能 力 は 、 抗 原 提 示 細 胞 の MHCク ラ ス Ｉ 分 子 へ
の 該 ペ プ チ ド の 移 行 に 依 存 し て い る (Sutoお よ び Srivastava, 1995, 前 掲 )。 小 胞 体 [ER]中
の gp96に よ り シ ャ ペ ロ ン 化 さ れ た 内 因 的 に 合 成 さ れ た 抗 原 は 抗 原 特 異 的 CD8+Ｔ 細 胞 （ ま た
は MHC I-制 限 CTL） を in vivoで 感 作 す る こ と が で き 、 こ の CD8+Ｔ 細 胞 の 感 作 は マ ク ロ フ ァ
ー ジ を 必 要 と す る 。 し か し 、 外 因 的 に 導 入 さ れ た gp96-ペ プ チ ド 複 合 体 が 抗 原 特 異 的 CD8+
Ｔ 細 胞 応 答 を 引 き 出 す プ ロ セ ス は 完 全 に は 理 解 さ れ て い な い 。 な ぜ な ら ば 、 細 胞 外 抗 原 を
ク ラ ス Ｉ 提 示 機 構 へ 移 行 さ せ る た め の 経 路 が 確 立 さ れ て い な い か ら で あ る 。 だ が 、 HSPと
会 合 さ れ た 細 胞 外 起 源 の 抗 原 ペ プ チ ド は な ん と か マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ り 救 出 さ れ 、 内 因 経
路 に 向 け ら れ 、 そ し て CD8+リ ン パ 球 に よ り 認 識 さ れ る MHC I分 子 に よ り 提 示 さ れ る (Sutoお
よ び Srivastava, 1995, 前 掲 ； Blachereら , 1997, J. Exp. Med. 186:1315-22)。
【 ０ ０ １ ５ 】

　 Basuら に よ り 報 告 さ れ た 研 究 は 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 gp96、 hsp90、 hsp70、 お よ び カ
ル レ テ ィ キ ュ リ ン が CD91の さ ら な る リ ガ ン ド で あ る こ と を 示 し て い る  (Basuら , 2001, Im
munity 14(3): 303-13)。 gp96は 、 p80断 片 と 命 名 さ れ た ア ミ ノ 末 端 断 片 中 に 存 在 す る CD91
の 領 域 と 関 係 し て い る  (Bindeら , 2000, Nature immunology, 1:151-155; WO 01/92474)
。 ヒ ト gp96を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 以 前 に 本 発 明 者 ら に よ り 第 12染 色 体 (q24.2 q24.3)に マ
ッ ピ ン グ さ れ た  (Makiら , 1993, Somatic Cell Mol. Gen. 19: 73-81)。 こ れ に 関 し て 、 C
D91遺 伝 子 が 同 じ 染 色 体 に 、 し か も そ れ ほ ど 離 れ て い な い 位 置 (ql3ql4)に マ ッ ピ ン グ さ れ
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た と い う こ と は 興 味 深 い こ と で あ る  (Hillikerら . Genomics 13: 472-474)。 gp96は α 2M
の よ う な 他 の リ ガ ン ド を 介 さ ず に 直 接 CD91に 結 合 す る よ う で あ る 。 gp96の 均 一 な 調 製 物 は
、 溶 解 状 態 ま た は 固 相 マ ト リ ッ ク ス に 架 橋 さ れ た 状 態 で 、 CD91に 結 合 す る 。 現 に 、 CD91の
主 要 な リ ガ ン ド で あ る α 2Mは 、 gp96と CD91と の 相 互 作 用 を 促 進 す る ど こ ろ か 、 そ れ を 実 際
に 阻 害 す る 。 こ の こ と は 、 gp96が CD91の 直 接 の リ ガ ン ド で あ る と い う 証 拠 を 提 供 す る 。 gp
96と 結 合 す る こ と が 示 さ れ た 、 80kDaの タ ン パ ク 質 で あ る p80は 、 明 ら か に CD91の α サ ブ ユ
ニ ッ ト の ア ミ ノ 末 端 分 解 産 物 で あ る  (Binderら , 2000, Nature Immunology, 1: 151-155)
。 こ の サ イ ズ 範 囲 の CD91の 分 解 産 物 は 、 以 前 の 研 究 に お い て も 観 察 さ れ て お り  (Jensenら
, 1989, Biochem. Arch. 5: 171-176)、 こ れ ら は タ ン パ ク 質 加 水 分 解 切 断 に 特 に 感 受 性 で
あ り う る CD91中 の 異 な っ た 細 胞 外 ド メ イ ン の 存 在 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 α 2マ ク ロ グ ロ ブ リ ン お よ び 抗 CD91抗 体 が 4種 類 の HSPの そ れ ぞ れ の 再 提 示 を 完 全 に 阻 害
す る と い う Basuら の 観 察 は 、 CD91が 4種 類 の HSPの 取 込 み に 関 与 す る 唯 一 の 主 な 受 容 体 で あ
る こ と を 示 し て い る  (Basuら , 2001, 前 掲 )。 HSPが 先 天 性 免 疫 応 答 (Basuら , 2000, Int. 
hnunol. 12(11): 1539-1546)お よ び 適 応 免 疫 応 答 に お い て 担 っ て い る 役 割 （ 次 第 に 明 ら か
に な っ て き て い る ） を 考 慮 す る と 、 こ の 観 察 は や や 反 直 感 的 で あ る 。 し か し な が ら 、 2つ
の 無 関 係 な 手 段 に よ る 完 全 な 阻 害 に 関 す る デ ー タ は ま っ た く 注 目 せ ず に は い ら れ な い  (20
01年 12月 6日 付 け の PCT国 際 公 開 WO 01/92474)。 Binderは 、 hsp70と hsp90/gp96の 間 に は gp9
6受 容 体 結 合 に つ い て 競 合 す る 能 力 に 有 意 な 差 が あ る と 報 告 し た  (Binderら , 2000, J. Im
munol. 165: 2582-2587)。 別 の グ ル ー プ も gp96と hsp70の 間 に 同 様 の 差 が あ る こ と を 観 察
し た  (Arnold-Schildら , 1999, J. Immunol. 162: 3757-3760)。 こ れ ら の 差 は 、 4種 類 の H
SPに 対 し て 単 一 の 受 容 体 を 示 し て い る Basuら の 報 告 と 矛 盾 し な い 。 彼 ら は 単 純 に 、 各 種 の
HSPは か な り 異 な る 親 和 性 で も っ て 単 一 の 受 容 体 と 相 互 作 用 す る と 提 唱 し て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Binderら に よ り 示 さ れ る よ う に 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 -CD91相 互 作 用 は 、 CD91ま た は
そ の 断 片 の 新 し い タ イ プ の 機 能 で あ る セ ン サ ー 機 能 （ こ れ ま で に 知 ら れ て い た 血 漿 リ ガ ン
ド を 含 む 細 胞 外 環 境 の セ ン サ ー だ け で な く 、 細 胞 内 環 境 の セ ン サ ー ） を も た ら す 。 gp96の
よ う な HSPは 絶 対 細 胞 内 分 子 で あ り 、 壊 死 的 な 細 胞 死 （ ア ポ ト ー シ ス に よ る 細 胞 死 で は な
い ） の 条 件 下 で の み 細 胞 外 環 境 に 放 出 さ れ る  (2001年 12月 6日 付 け の PCT国 際 公 開 WO 01/92
474)。 こ う し て 、 CD91は 壊 死 的 な 細 胞 死 の セ ン サ ー と し て 働 く こ と が で き 、 ま さ に ス カ ベ
ン ジ ャ ー 受 容 体 CD36と 最 近 に な っ て 同 定 さ れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と が
ア ポ ト ー シ ス 細 胞 死 の セ ン サ ー お よ び ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 受 容 体 と し て 働 く の と 同 様 で あ
る  (Savillら , 1992, J. Clin. Invest. 90: 1513-1522; Fadokら , 2000, Nature 405: 8
5-90)。 マ ク ロ フ ァ ー ジ と ア ポ ト ー シ ス 細 胞 と の 相 互 作 用 は TNFの よ う な 炎 症 性 サ イ ト カ イ
ン の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン へ と 至 ら せ (Fadokら , 2000, 前 掲 )、 一 方 gp96-APC相 互 作 用
は 、 APCの MHC I分 子 に よ る gp96シ ャ ペ ロ ン 化 ペ プ チ ド の 再 提 示 と 、 こ れ に 続 く 抗 原 特 異 的
T細 胞 の 刺 激 (Sutoお よ び Srivastava, 1995, 前 掲 )、 さ ら に は TNF、 GM-CSF、 IL-12な ど の
前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 へ と 至 ら せ る 。 興 味 深 い こ と に 、 CD91の 独 立 し た リ ガ ン ド で
あ る α 2Mは 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る gp96シ ャ ペ ロ ン 化 ペ プ チ ド の 再 提 示 を 阻 害 す る 。 Bind
erに よ る こ の 観 察 は 、 gp96シ ャ ペ ロ ン 化 ペ プ チ ド の 再 提 示 が 血 中 で は 生 理 的 に 生 じ な い が
、 局 在 化 さ れ た 壊 死 的 細 胞 死 の 結 果 と し て 組 織 内 で の み 生 じ う る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ
の こ と は 、 試 験 し た 全 て の 条 件 下 で 血 中 に gp96ま た は 他 の HSPが 全 く 存 在 し な い こ と と 一
致 す る 。 総 合 す る と 、 Binderの 観 察 は 、 重 大 な 組 織 の 損 傷 お よ び 溶 解 の 結 果 と し て の 血 中
へ の HSPの 放 出 が 全 身 的 か つ 致 死 的 な 前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の カ ス ケ ー ド へ と 導 か な い 作
用 機 構 が 存 在 し う る と い う 方 向 へ 向 か わ せ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 し た が っ て 、 CD91は 、 APCが (i)α 2Mや 他 の 血 漿 リ ガ ン ド を 介 し て 血 液 の 細 胞 外 環 境 を サ
ン プ リ ン グ す る こ と 、 お よ び (ii)HSP（ 特 に 、 gp96フ ァ ミ リ ー の も の ） を 介 し て 細 胞 内 環
境 を サ ン プ リ ン グ す る こ と 、 を 可 能 に す る と 考 え ら れ る 。 前 者 は APCが そ れ ら の 原 始 的 な
食 細 胞 機 能 を 果 た す こ と を 可 能 に す る 一 方 で 、 後 者 は APCが そ の 先 天 性 お よ び 適 応 性 免 疫
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機 能 を 遂 行 す る こ と を 可 能 に す る 。 別 の 視 点 か ら 見 る と 、 CD36ま た は ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ
ン を 介 し た APCに よ る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 認 識 は 抗 炎 症 性 の シ グ ナ ル を も た ら す が 、 CD91
を 介 し た APCと 壊 死 細 胞 と の 相 互 作 用 は 前 炎 症 性 の 先 天 性 お よ び 適 応 性 免 疫 応 答 を も た ら
す  (Srivastavaら , 1998, Immunity 8: 657-665を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 文 献 の 引 用 ま た は 考 察 は 、 そ れ が 本 発 明 の 先 行 技 術 で あ る こ と を 容 認 す る も の と し て 解
釈 さ れ る べ き で な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 は 、 HSPに 結 合 す る 天 然 お よ び 組 換 え の CD91断 片 、 そ の よ う な CD91断 片 を 使 用 す
る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 、 な ら び に 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 結 合 性 タ ン パ ク 質 と し て の そ
の 使 用 に 関 す る も の で あ る 。 本 発 明 は 、 一 部 に は 、 細 胞 内 で 組 換 え 的 に 発 現 さ せ て 該 細 胞
か ら 分 泌 さ せ る こ と が で き る 、 HSPに 結 合 す る CD91の 断 片 を 本 発 明 者 ら が 発 見 し た こ と に
基 づ い て い る 。 特 に 、 本 発 明 者 ら は 、 CD91の エ ピ ト ー プ タ グ 付 き p95お よ び p110断 片 、 な
ら び に 他 の CD91ポ リ ペ プ チ ド を 真 核 お よ び 原 核 細 胞 に お い て 組 換 え 的 に 発 現 さ せ る こ と が
で き る こ と を 見 い だ し た 。 本 発 明 は ま た 、 CD91の ド メ イ ン Iと ド メ イ ン IIの 追 加 の 連 続 配
列 と を 含 む CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 使 用 す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 、 天 然 お よ び 組 換 え
の ポ リ ペ プ チ ド 形 態 お よ び 断 片 、 な ら び に 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 結 合 性 タ ン パ ク 質 と し て
の そ の 使 用 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は 、 HSPに 結 合 す る こ と が で き る CD91断 片 タ ン パ ク 質 お よ び そ の 誘 導 体 （ 本 明 細
書 で は 「 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 」 と い う ） を 包 含 す る 。 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の
CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た
、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 含 有 す る ベ ク タ ー 、 発 現 ベ ク タ ー 、 な ら
び に 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 組 換 え 的 に 発 現 す る 真 核 お よ び 原 核 細 胞 を 包 含 す る
。 さ ら に 、 本 発 明 は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 分 子
で あ っ て 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 天 然 の CD91ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 で 配 列 番 号 1に 隣 接 す る
配 列 に よ っ て そ の 両 側 を 挟 ま れ て い な い 、 上 記 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 2、 3、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12の ア ミ
ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 分 子 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 1) 配 列 番 号 1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 下 で
全 長 に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 2) (i) 組 換 え 的 に 産 生 さ れ て 培 地 中 に 分 泌 さ れ
、 (ii) 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 1) 配 列 番 号 1、 14、 15、 16ま た は 17の 核 酸 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
洗 浄 条 件 下 で 全 長 に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 2) (i) 組 換 え 的 に 産 生 さ れ て 培 地
中 に 分 泌 さ れ 、 (ii) 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 2、 3、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 核 酸 分 子 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ
ド が 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 、 上 記 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 に お い
て 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 異 種 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を さ ら に 含 ん で な る 。
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3.　 発 明 の 概 要



【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の よ う な 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 有 す る ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、
該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 宿 主 細 胞 内 で の 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 制 御 す る ヌ ク レ オ チ ド
調 節 配 列 と 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 、 上 記 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 有 す る 遺 伝 子 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 で あ っ て 、 該
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 宿 主 細 胞 内 で の 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 制 御 す る ヌ ク レ オ チ ド 調
節 配 列 と 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 、 上 記 遺 伝 子 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 本 発 明 は
ま た 、 上 記 の よ う な 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 2、 3、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12の ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 が 天 然 の CD91ポ リ ペ プ チ ド
配 列 中 で そ れ ぞ れ 配 列 番 号 2、 3、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12に 隣 接 す る 配 列 に よ っ て そ
の 両 側 を 挟 ま れ て い な い 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 852-4420の 1個 以 上 連 続 し た ア ミ ノ 酸 に 融 合
さ れ た 、 配 列 番 号 11の ア ミ ノ 酸 残 基 1-851か ら な る 連 続 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、
単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 1、 14、 15、 16ま た は 17の 相 補 体 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 2、 6、 8、 10、 11ま た は 12の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 分 子 の 相 補 体 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 熱
シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が gp96、 hsp 90、 hsp 70、 お よ び カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が gp96で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 2、 3、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 異 種
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 1つ 以 上 の 容 器 に 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 含 ん で な る キ ッ ト を
提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド
断 片 を コ ー ド す る 核 酸 、 ま た は 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 発 現 す る 細 胞 を 含 ん で な
る 、 1つ 以 上 の 容 器 に パ ッ ケ ー ジ さ れ た キ ッ ト を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の CD9
1ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 、 ま た は 本 発 明 の C
D91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 発 現 す る 細 胞 が 精 製 さ れ て い る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 キ ッ ト
は 自 己 免 疫 疾 患 、 感 染 性 疾 患 ま た は 増 殖 性 疾 患 の 治 療 に 使 用 す る た め の 使 用 説 明 書 を さ ら
に 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ る と 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る た め の 方 法 を
提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 (a)本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 有 す る 細 胞 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 該 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る こ と 、 お よ
び (b)発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 該 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 す る こ と 、 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 配 列 番 号 2、 3、 6、 7、 8、 9、 10、 11ま た は 12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み か
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つ HSPに 結 合 す る CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ
ン ト を 提 供 す る 。 各 種 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 単 鎖 抗 体 、 ま た は キ メ ラ 抗 体 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 抗 体 ま
た は そ の フ ラ グ メ ン ト が Fabフ ラ グ メ ン ト で あ る 。 本 発 明 は 、 上 記 の 抗 体 ま た は フ ラ グ メ
ン ト と 結 合 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 1つ 以 上 の 容 器 に 、 上 記 の 本 発 明 の 抗 体 と 、 場 合 に よ り 、 該 抗 体 を 用 い て CD9
1ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 検 出 す る た め の 使 用 説 明 書 と 、 を 含 ん で な る キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 CD91に 関 連 し た 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方
法 は 、 か か る 治 療 が 必 要 な 哺 乳 動 物 に 、 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 該 疾 患 ま た は 障 害 を 治 療
す る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 疾 患 ま た は 障
害 が 自 己 免 疫 疾 患 、 抗 原 提 示 ま た は エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 破 壊 に 関 係 す る 疾 患 ま た は 障 害
、 サ イ ト カ イ ン の ク リ ア ラ ン ス ま た は 炎 症 に 関 係 す る 疾 患 ま た は 障 害 、 増 殖 性 疾 患 、 ウ イ
ル ス 性 疾 患 ま た は 他 の 感 染 性 疾 患 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 糖 尿 病 、
ま た は 骨 粗 鬆 症 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 免 疫 応 答 を モ ジ ュ レ ー ト す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 か か る
治 療 が 必 要 な 哺 乳 動 物 に 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ
た 化 合 物 、 ま た は 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と HSPと の 複 合 体 を 、 免 疫 応 答 を モ ジ ュ
レ ー ト す る の に 有 効 な 量 で 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 免 疫 応 答 が
刺 激 さ れ る 。 他 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 免 疫 応 答 が 抑 制 ま た は 遮 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 に 、 CD91リ ガ ン ド （ 例 ： 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 ） と CD91と の 相
互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ 精 製 さ れ た 化 合 物 を 投 与 す る こ
と を 含 ん で な る 、 免 疫 応 答 を モ ジ ュ レ ー ト す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 一 実 施 形 態 で は 、
前 記 化 合 物 が CD91リ ガ ン ド （ 例 ： 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 ） と CD91と の 相 互 作 用 を 増 強 す る
ア ゴ ニ ス ト で あ る 。 こ の 方 法 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 化 合 物 が CD91リ ガ ン ド （ 例 ： 熱 シ
ョ ッ ク タ ン パ ク 質 ） と CD91と の 相 互 作 用 を 妨 げ る ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 HSP-CD91介 在 プ ロ セ ス を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を
同 定 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 (a)試 験 化 合 物 を 、 CD91リ ガ ン ド に 結 合 す る C
D91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 お よ び 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 に 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び (b)CD91ポ リ
ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 ま た は 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 を 含 ん で な り 、 そ の 際 、 (b)で
測 定 さ れ た 活 性 ま た は 発 現 の レ ベ ル が 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の 存 在 下 で 、 し か し 試 験 化
合 物 の 非 存 在 下 で 測 定 さ れ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 ま た は 発 現 の レ ベ ル と 相 違 す る
場 合 に 、 HSP-CD91介 在 プ ロ セ ス を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 が 同 定 さ れ る 。 特 定 の 実 施 形 態
で は 、 同 定 さ れ る 化 合 物 が 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 相 互 作 用 を
妨 げ る ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 試 験 化 合 物 が 小 分 子 ま た は ペ プ チ ド
で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 前 記 ペ プ チ ド が CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 少 な く と も 5個 連
続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 HSP-CD91介 在 プ ロ セ ス が 自 己 免 疫 疾 患 、 抗
原 提 示 ま た は エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 破 壊 に 関 係 す る 疾 患 ま た は 障 害 、 サ イ ト カ イ ン の ク リ
ア ラ ン ス ま た は 炎 症 に 関 係 す る 疾 患 ま た は 障 害 、 増 殖 性 疾 患 、 ウ イ ル ス 性 疾 患 ま た は 他 の
感 染 性 疾 患 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 糖 尿 病 、 ま た は 骨 粗 鬆 症 に 影 響
を 及 ぼ す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の CD91へ の 結 合 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を 同
定 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 (a)熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と 、 CD91リ ガ ン ド に
結 合 す る CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 と を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 に 、 結 合 に 導
く 条 件 下 で 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び (b)CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 に 結 合 し
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た 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と 、 を 含 ん で な り 、 そ の 際 、 (b)で 測 定 さ
れ た 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の 結 合 レ ベ ル が 、 前 記 条 件 下 で 試 験 化 合 物 の 非 存 在 下 に 測 定 さ
れ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 に 結 合 し た 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の レ ベ ル と
相 違 す る 場 合 に 、 HSPの CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 へ の 結 合 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 が 同 定
さ れ る 。 特 定 の 一 実 施 形 態 で は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 が 固 相 支 持 体 に
固 定 さ れ る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 固 相 支 持 体 が マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ で あ る
。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の 結 合 レ ベ ル が 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質
特 異 的 抗 体 を 用 い て 測 定 さ れ る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が 標 識
さ れ て お り 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の 結 合 レ ベ ル が 該 標 識 を 検 出 す る こ と に よ り 測 定 さ れ
る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が 蛍 光 標 識 で 標 識 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 CD91の 少 な く と も ド メ イ ン I（ p95） を 含 む （ し か し
全 長 の CD91で は な い ） CD91の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 で あ る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 CD91ポ リ ペ
プ チ ド 断 片 は CD91の ド メ イ ン II、 IIIま た は IVに 延 び る 追 加 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 各 種 の 実 施 形 態 に お い て 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の リ ガ ン ド は gp96ま た は 別 の 熱 シ ョ ッ
ク タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 HSP-CD91相 互 作 用 」 と い う 用 語 は 、 HSPと CD91タ ン パ ク 質 と の 相
互 作 用 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 依 存 す る お よ び ／ ま た は 応 答 す る プ ロ セ ス を さ す 。 こ う し
た プ ロ セ ス に は 、 CD91タ ン パ ク 質 の 発 現 、 合 成 お よ び ／ ま た は 活 性 （ 例 え ば 、 各 種 の CD91
リ ガ ン ド （ HSPを 含 む が 、 こ れ に 限 ら な い ） の 結 合 に 関 係 す る エ ン ド サ イ ト ー シ ス 活 性 ）
の 異 常 な レ ベ ル か ら 生 じ る プ ロ セ ス が 含 ま れ る 。 か か る プ ロ セ ス と し て は 、 限 定 す る も の
で は な い が 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 、 抗 原 提 示 、 コ レ ス テ ロ ー ル 調 節 、 apoE含 有 リ ポ タ ン パ
ク 質 の ク リ ア ラ ン ス 、 お よ び キ ロ ミ ク ロ ン 残 存 物 の 除 去 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 HSP-CD91障 害 」 お よ び 「 HSP-CD91関 連 状 態 」 と い う 用 語 は 、 そ れ
ぞ れ HSP-CD91タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 関 係 す る 障 害 お よ び 状 態 を さ す 。 こ う し た 障 害 お よ び
状 態 は 、 例 え ば 、 CD91タ ン パ ク 質 が HSPと 相 互 作 用 す る 異 常 な 能 力 が 原 因 で あ る と 考 え ら
れ 、 お そ ら く 、 HSPお よ び ／ ま た は CD91タ ン パ ク 質 の 発 現 、 合 成 お よ び ／ ま た は 活 性 の レ
ベ ル が 、 罹 患 し て お ら ず 障 害 の な い 正 常 な 個 体 に 見 ら れ る レ ベ ル 、 臨 床 的 に 正 常 な 個 体 に
見 ら れ る レ ベ ル 、 お よ び ／ ま た は ベ ー ス ラ イ ン の 平 均 HSPお よ び ／ ま た は CD91タ ン パ ク 質
レ ベ ル を 示 す 集 団 に 見 ら れ る レ ベ ル と 比 べ て 異 常 で あ る こ と に 起 因 す る の で あ ろ う 。 か か
る 障 害 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 自 己 免 疫 疾 患 、 抗 原 提 示 お よ び ／ ま た は エ ン ド サ
イ ト ー シ ス の 破 壊 に 関 係 す る 疾 患 お よ び 障 害 、 サ イ ト カ イ ン の ク リ ア ラ ン ス お よ び ／ ま た
は 炎 症 に 関 係 す る 疾 患 お よ び 障 害 、 増 殖 性 疾 患 、 ウ イ ル ス 性 疾 患 お よ び 他 の 感 染 性 疾 患 、
高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 糖 尿 病 、 お よ び 骨 粗 鬆 症 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 CD91リ ガ ン ド 」 と い う 用 語 は 、 CD91タ ン パ ク 質 ま た は CD91ポ リ ペ
プ チ ド 断 片 に 結 合 す る 能 力 が あ る 分 子 を さ す 。 そ の よ う な CD91リ ガ ン ド に は 、 限 定 す る も
の で は な い が 、 CD91タ ン パ ク 質 複 合 体 （ CD91と 別 の 分 子 と の 複 合 体 ） 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ
ク 質 、 お よ び 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 複 合 体 （ 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と 別 の 分 子 と の 複 合 体
） が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 CD91リ ガ ン ド に は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 標 準 的 な 結 合 ア ッ セ イ を
用 い て CD91リ ガ ン ド と 容 易 に 同 定 し う る 分 子 も 含 ま れ る 。 そ の よ う な CD91リ ガ ン ド は 、 典
型 的 に は 、 CD91タ ン パ ク 質 に 結 合 す る と 細 胞 に よ っ て エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ り 取 り 込 ま
れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】

　 図 1.　 マ ル チ リ ガ ン ド 受 容 体 で あ る CD91の 絵 図 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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4.　 図 面 の 説 明



　 図 2A～ C.　 組 換 え ヒ ト CD91-p95断 片 の 発 現 お よ び 抗 HA Mabア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に よ る 精
製 。 (1A) HAア フ ィ ニ テ ィ ー か ら 溶 出 さ れ た p95エ ピ ト ー プ タ グ 付 き タ ン パ ク 質 を ク ー マ シ
ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー に よ る 染 色 で 可 視 化 し た 。 (1C) 溶 出 物 中 に エ ピ ト ー プ タ グ 付 き タ
ン パ ク 質 が 存 在 す る こ と を 示 す 抗 CD91抗 体 (8G1)ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 。 (1B) 組 換 え ヒ ト CD
91タ ン パ ク 質 断 片 の 一 段 階 精 製 の た め の 抗 HAア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 に 溶 出 物 を ア プ ラ イ し た
。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 3.　 マ ウ ス CD91-p80タ ン パ ク 質 の 構 造 モ チ ー フ （ 配 列 番 号 4） 。 残 基 25-66は CR1に 相
当 し 、 残 基 70-110は CR2に 相 当 し 、 残 基 111-149は EGF様 #1ド メ イ ン に 相 当 し 、 残 基 150-189
は EGF様 #2ド メ イ ン に 相 当 し 、 残 基 190-473は YWTDβ プ ロ ペ ラ ー （ propeller） #1領 域 に 相
当 し 、 残 基 474-520は EGF様 #3ド メ イ ン に 相 当 し 、 残 基 521-799は YWTDβ プ ロ ペ ラ ー #2に 相
当 し 、 そ し て 残 基 800-843は EGF様 #4に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 図 4.　 ヒ ト CD91タ ン パ ク 質 の 構 造 モ チ ー フ （ 配 列 番 号 5） GenBank登 録 番 号 S02392。 ド メ
イ ン I～ IVの ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 残 基 番 号 に よ り 確 認 さ れ る リ ピ ー ト お よ び β プ ロ ペ ラ ー 領
域 で 示 さ れ る 。 膜 貫 通 ド メ イ ン は ア ミ ノ 酸 残 基 4421-4444に 確 認 さ れ 、 細 胞 内 ド メ イ ン は
残 基 4445-4544に 確 認 さ れ る 。 膜 貫 通 ド メ イ ン を 含 ま な い 残 り の コ ー ド 配 列 は 残 基 1-4420
（ 配 列 番 号 11） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 図 5.　 p95（ 第 1の レ ー ン ） お よ び p110（ 第 2の レ ー ン ） の Ni NTA精 製 さ れ た 組 換 え CD91
断 片 の ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の 写 真 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】

　 本 発 明 は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 使 用 す る た め の 組 成 物 お よ び 方 法 に 関 す る 。 特 に 、
本 発 明 は 、 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン を 含 む CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 含 有 す る 組 成 物 、 CD91ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 本 発 明 の 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 分 子 を
発 現 す る 単 離 さ れ た お よ び ／ ま た は 組 換 え 細 胞 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る 抗 体 、 CD
91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と CD91リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 HSP） と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 分
子 お よ び 化 合 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 受 容 体 CD91の ド ミ ナ
ン ト ネ ガ テ ィ ブ 阻 害 剤 と し て の リ ガ ン ド 結 合 性 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 使 用 方 法 を 包 含 す
る 。 本 発 明 は さ ら に 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と HSPま た は 他 の CD91リ ガ ン ド と の 相 互 作 用
を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 な ら び に 、 免 疫 疾
患 、 増 殖 性 疾 患 お よ び 感 染 性 疾 患 の 診 断 お よ び 治 療 の た め の こ れ ら 分 子 お よ び 複 合 体 の 使
用 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は CD91の リ ガ ン ド 結 合 性 断 片 で あ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い
る 「 CD91リ ガ ン ド 」 と い う 用 語 は 、 CD91に 結 合 す る 能 力 が あ る 分 子 を さ す 。 そ の よ う な CD
91リ ガ ン ド に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 お よ び 熱 シ ョ ッ ク タ ン
パ ク 質 複 合 体 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 か か る リ ガ ン ド に は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 標 準 的 な 結
合 ア ッ セ イ を 用 い て CD91リ ガ ン ド と 容 易 に 同 定 し う る 分 子 も 含 ま れ る 。 そ の よ う な CD91リ
ガ ン ド は 、 典 型 的 に は 、 CD91タ ン パ ク 質 に 結 合 す る と 細 胞 に よ っ て エ ン ド サ イ ト ー シ ス に
よ り 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 実 施 に お い て 有 用 な HSPは 、 次 の 判 断 基 準 を 満 た す 細 胞 性 タ ン パ ク 質 の 中 か ら
選 択 す る こ と が で き る ： 細 胞 が ス ト レ ス 刺 激 に 暴 露 さ れ る と 、 HSPの 細 胞 内 濃 度 が 増 加 す
る ； HSPが 他 の タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド と 結 合 し 、 そ の 結 合 し た タ ン パ ク 質 も し く は
ペ プ チ ド を ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 (ATP)の 存 在 も し く は 低 い pHの 条 件 下 で 放 出 す る こ と が で
き る ； ま た は 、 HSPが 上 記 の 性 質 の い ず れ か を 有 す る 細 胞 性 タ ン パ ク 質 と 少 な く と も 35%の
相 同 性 を 有 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 で 用 い る HSPに は 、 限 定 す る も
の で は な い が 、 HSP90、 gp96、 BiP、 HSP70、 HSP110、 grp170、 DnaK、 Hsc70、 カ ル レ テ ィ キ
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ュ リ ン 、 ま た は smallHSP(sHSP)が 含 ま れ 、 単 独 で も 組 み 合 わ せ で も よ い 。 好 ま し い 実 施 形
態 に お い て は 、 HSPは 哺 乳 動 物 (例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 霊 長 類 、 飼 い 慣 ら さ れ た 動 物 、
例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ )の HSPで あ り 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト の も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な HSPと し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 HSP60フ ァ ミ リ ー 、 HSP7
0フ ァ ミ リ ー 、 HSP90フ ァ ミ リ ー 、 HSP100フ ァ ミ リ ー 、 sHSPフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 、 カ ル レ
テ ィ キ ュ リ ン 、 お よ び 、 チ オ レ ド キ シ ン 様 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、
ERp72お よ び ERp61な ど ） を 含 有 し て い る 小 胞 体 中 の 他 の タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 HSP類 似 体 、 突 然 変 異 タ ン パ ク 質 、 誘 導 体 お よ び 断 片 も ま た 、 本 発 明 で HSPの 代 わ り に 用
い る こ と が で き る 。 本 発 明 で 使 用 す る た め の HSPペ プ チ ド 結 合 性 「 断 片 」 と は 、 あ る ペ プ
チ ド と 非 共 有 結 合 で 会 合 し て CD91介 在 免 疫 応 答 を モ ジ ュ レ ー ト し う る 複 合 体 を 形 成 す る こ
と の で き る HSPペ プ チ ド 結 合 性 ド メ イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 一 実 施 形 態 に お
い て は 、 HSPペ プ チ ド 結 合 性 断 片 は 、 約 100～ 200ア ミ ノ 酸 か ら な る HSPペ プ チ ド 結 合 性 ド メ
イ ン を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 デ ー タ ベ ー ス を 用 い て 検 索 し て ク エ リ ー 配 列 と 様 々 な 程 度 の 類 似 性 を 有 す る 配 列 を 同 定
す る こ と が で き 、 そ れ に は FASTAお よ び BLASTな ど の プ ロ グ ラ ム が 用 い ら れ 、 そ れ ら の プ ロ
グ ラ ム は ア ラ イ メ ン ト ス コ ア お よ び 統 計 解 析 に よ っ て 類 似 配 列 を ラ ン ク 付 け す る 。 本 発 明
の 方 法 で 用 い る HSPの 調 製 の た め に 使 用 し う る HSPの 非 限 定 的 な 例 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 次
の も の が 挙 げ ら れ る ： ヒ ト HSP70、 Genbank登 録 番 号 NM 005345、 Sargentら , 1989, Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:1968-1972; ヒ ト HSP90、 Genbank登 録 番 号 X15183、 Yamazaki
ら , Nucl. Acids Res. 17:7108; ヒ ト gp96、 Genbank登 録 番 号 X15187、 Makiら , 1990, Pro
c. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87:5658-5562; ヒ ト BiP、 Genbank登 録 番 号 M19645、 Tingら ,
 1988, DNA 7:275-286; ヒ ト HSP27、 Genbank登 録 番 号 M24743、 Hickeyら , 1986, Nucleic 
Acids Res. 14:4127-45; マ ウ ス HSP70、 Genbank登 録 番 号 M35021、 Huntら , 1990, Gene. 8
7:199-204; マ ウ ス gp96、 Genbank登 録 番 号 M16370、 Srivastavaら , 1987. Proc. Natl. Ac
ad. Sci. U.S.A. 85:3807-3811; お よ び マ ウ ス BiP、 Genbank登 録 番 号 U16277、 Haasら , 19
88, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2250-2254。 本 明 細 書 で 用 い る 「 HSP配 列 」 と い
う 用 語 は 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の た め 、 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の み な ら
ず HSPを コ ー ド す る 他 の 縮 重 配 列 全 て を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 前 述 の HSPフ ァ ミ リ ー に は 、 配 列 が HSPと 関 連 性 の あ る タ ン パ ク 質 も 含 ま れ 、 例 え ば 、 35
％ を 超 え る ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る が 、 そ の 発 現 レ ベ ル が ス ト レ ス に よ っ て 変 わ ら な い も
の が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 で 用 い る 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 も し く は ス ト レ ス タ
ン パ ク 質 の 定 義 に は 、 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と 少 な く と も 35%～ 55%、 好 ま し く は
55%～ 75%、 最 も 好 ま し く は 75%、 85%、 90%、 95%も し く は 98%の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 し 、 そ
れ ら の 細 胞 内 で の 発 現 レ ベ ル が ス ト レ ス 刺 激 に 応 答 し て 増 強 さ れ る 他 の タ ン パ ク 質 、 そ れ
ら の 突 然 変 異 体 、 類 似 体 お よ び 変 異 体 が 含 ま れ る 。 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 パ ー セ ン ト は 数
学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。 2つ の 配 列 の 比 較 に 用 い ら れ る 数 学 的
ア ル ゴ リ ズ ム の 好 ま し い 非 限 定 的 な 例 と し て は 、 Karlinお よ び Altschul, 1990, Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA, 87:2264-2268に 記 載 の ア ル ゴ リ ズ ム を 、 さ ら に Karlinお よ び Altsch
ul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:5873-5877に 記 載 の よ う に 改 変 し た も の が 挙
げ ら れ る 。 そ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Altschulら , 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410
に 示 さ れ て い る NBLASTや XBLASTプ ロ グ ラ ム 中 に 組 み 入 れ ら れ る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 と 相 同
な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得 る た め に 、 BLASTヌ ク レ オ チ ド 検 索 は NBLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い 、
ス コ ア ＝ 100、 ワ ー ド 長 さ ＝ 12で 行 っ た 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 分 子 と 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列
を 得 る た め に 、 BLASTタ ン パ ク 質 検 索 は XBLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い 、 ス コ ア ＝ 50、 ワ ー ド 長
さ ＝ 3で 行 っ た 。 比 較 を 行 う 目 的 で ギ ャ ッ プ を 入 れ た ア ラ イ メ ン ト を 得 る た め に 、 Altschu
lら , 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402に 記 載 さ れ る よ う に Gapped BLASTを 用 い る
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こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 分 子 間 の 遠 い 関 連 性 を 検 出 す る 反 復 検 索 を 行 う た め に PSI-
Blastを 用 い る こ と が で き る (Altshulら , 1997, 前 掲 )。 BLAST、 Gapped BLAST、 お よ び PSI
-Blastプ ロ グ ラ ム を 用 い る 際 に は 、 そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム (例 え ば 、 XBLASTお よ び NBLAST)
の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い る こ と が で き る (http://www.ncbi.nlm.nih.govを 参 照 )
。 配 列 の 比 較 の た め に 用 い ら れ る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 好 ま し い 非 限 定 的 な 別 の 例 と し て
は 、 Myersお よ び Miller, 1988, CABIOS 4:11-17に 記 載 の ア ル ゴ リ ズ ム が あ る 。 そ の よ う
な ア ル ゴ リ ズ ム は ALIGNプ ロ グ ラ ム (バ ー ジ ョ ン 2.0)中 に 組 み 込 ま れ て い る が 、 そ の プ ロ グ
ラ ム は GCG配 列 ア ラ イ メ ン ト ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の 一 部 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較
の た め に ALIGNプ ロ グ ラ ム を 用 い る 際 に は 、 PAM120加 重 残 基 表 (weight residue table)、
ギ ャ ッ プ 長 さ ペ ナ ル テ ィ ー 12、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー 4を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の 単 離 さ れ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に は 、 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン を 含 む CD91断 片
は ど れ も 含 ま れ る 。 こ の よ う な CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 応 答 を モ ジ
ュ レ ー ト す る （ す な わ ち 、 抑 制 ま た は 増 強 す る ） こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 で 用 い る た め の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 天 然 源 か ら 精 製 し た も の 、 化 学 合 成 に よ
る も の 、 組 換 え に よ り 産 生 さ れ た も の で あ り う る 。 本 発 明 で 用 い る た め の HSPお よ び ／ ま
た は 抗 原 分 子 は 天 然 源 か ら 精 製 し た も の 、 化 学 合 成 に よ る も の 、 組 換 え に よ り 産 生 さ れ た
も の で あ り う る 。 HSPは 患 者 に 対 し て 同 種 異 型 の も の で あ っ て も よ い が 、 好 ま し い 実 施 形
態 お い て 、 HSPは 投 与 さ れ る こ と と な る 患 者 自 身 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

　 本 発 明 は 、 CD91と CD91リ ガ ン ド （ 例 え ば HSP） と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る の に CD9
1ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 用 い る た め の 組 成 物 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 免 疫 応 答 を モ
ジ ュ レ ー ト す る た め の 方 法 に お い て 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 組 成 物 と し て は 、 CD
91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 、 HSP-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断
片 複 合 体 を 特 異 的 に 認 識 す る か ま た は CD91の HSP結 合 ド メ イ ン を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 、 C
D91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 発 現 す る 単 離 さ れ た 組 換 え 細 胞 ま た は 遺 伝 子 操 作 細 胞 、 HSP-CD91
ポ リ ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 、 組 換 え CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 お よ び ／ ま た は HSP配 列 を 含 む 単
離 さ れ た 細 胞 お よ び 組 換 え 細 胞 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 種 々 の 方 法 に お い て は 、 CD
91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 お よ び HSPを コ ー ド す る 配 列 が 免 疫 療 法 に 用 い ら れ る 。 他 の 実 施 形 態
で は 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 お よ び CD91-HSP複 合 体 が 免 疫 療 法 に 用 い ら れ る 。 そ
の よ う な 組 成 物 は 、 例 え ば 、 増 殖 性 疾 患 、 感 染 性 疾 患 、 そ の 他 の HSP-CD91関 連 疾 患 に 対 す
る 免 疫 療 法 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 組 成 物 を 合 成 お よ び 製 造 す る た め の 方 法 を
本 明 細 書 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 に は 以 下 の も の が 含 ま れ る ：
　 (a)　 p95の DNA配 列 か ら な る 核 酸 分 子 （ 配 列 番 号 1、 ヒ ト CD91-p95 DNA配 列 ） ；
　 (b)　 p95タ ン パ ク 質 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 （ 配 列 番 号 2お よ び 3） ；
　 (c)　 配 列 番 号 5の 少 な く と も ア ミ ノ 酸 残 基 1-851を 含 み 、 配 列 番 号 5の さ ら な る 連 続 し た
配 列 を 含 む こ と が で き る が 、 こ の 受 容 体 タ ン パ ク 質 全 体 を 含 む こ と は な い CD91断 片 タ ン パ
ク 質 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 ；
　 (d)　 異 種 ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 さ れ た 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 含 む 融 合 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 ；
　 (e)　 1) 配 列 番 号 1の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 2の 核 酸 分 子 と
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 下 で 全 長 に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 2) 組 換 え 的 に
産 生 さ れ て 培 地 中 に 分 泌 さ れ 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 能 力 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 ；
　 (f)　 1) 配 列 番 号 2、 6、 8ま た は 10の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 第 2の 核 酸 分 子 と ス ト リ
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5.1　 本 発 明 の 組 成 物

5.1.1　 本 発 明 の 核 酸



ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 下 で 全 長 に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 2) 組 換 え 的 に 産 生 さ
れ て 培 地 中 に 分 泌 さ れ 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 能 力 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 核 酸 分 子 ； お よ び
　 (g)　 上 記 (a)～ (f)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も 80％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ 、 9
8％ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 長 さ が 20、 30、 40、 50、 60、 70
、 80、 90、 100塩 基 対 ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 分 子 で あ っ て 、 (a) 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と
結 合 す る 能 力 が あ り 、 (b) 組 換 え 的 に 発 現 さ れ て 細 胞 か ら 放 出 さ れ 得 る 遺 伝 子 産 物 を コ ー
ド す る も の 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 全 長 に わ た っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 核 酸 分 子 と は 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 形 成 さ れ た 二 本 鎖 が イ ン ト ロ ン な ど の DNAの 一 本 鎖 領 域 の 介 在 配 列 を 含
ま な い よ う に 、 実 質 的 に 同 じ 長 さ の 特 定 さ れ た 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 を
さ す 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 、 特 定 さ れ た 核 酸 分 子 に 対 し て 「 異 種 」 の 核 酸 分 子 と は 、 特 定 さ れ
た 核 酸 分 子 の 由 来 と な る 生 物 と は 異 な る 生 物 に 由 来 す る 核 酸 分 子 を さ す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、
ヒ ト CD91-p95 DNA配 列  (配 列 番 号 1); ヒ ト CD91-pl10 DNA配 列  (配 列 番 号 14); ヒ ト CD91-p
282 DNA配 列  (配 列 番 号 15); ヒ ト CD91-p373 DNA配 列  (配 列 番 号 16); ヒ ト CD91-p494 DNA
配 列  (配 列 番 号 17); お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン を 含 ま な い ヒ ト CD91断 片  (配 列 番 号 18)が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 上 記 核 酸 分 子 は 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は 、 さ ら に 、 (a) 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 能 力 が あ り 、 (b
) 組 換 え 的 に 発 現 さ れ て 細 胞 か ら 放 出 さ れ 得 る 上 記 (a)～ (d)の p95お よ び CD91ポ リ ペ プ チ
ド 断 片 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 少 な く と も 30％ 、 35％
、 40％ 、 45％ 、 50％ 、 55％ 、 60％ 、 65％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ 、 98％ ま
た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 2つ の 核 酸 の 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 パ ー セ ン ト を 決 定 す る に は 、 最 適 な 比 較 目 的 の
た め に 配 列 を ア ラ イ メ ン ト す る （ 例 え ば 、 第 2の ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 配 列 と の 最 適 な ア ラ
イ メ ン ト の た め に 第 1の ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 配 列 に ギ ャ ッ プ を 導 入 し う る ） 。 次 い で 、 対
応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 比 較 す
る 。 第 1の 配 列 の 1つ の 位 置 が 第 2の 配 列 の 対 応 す る 位 置 と 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ
オ チ ド で 占 め ら れ る 場 合 に は 、 そ れ ら の 分 子 は そ の 位 置 で 同 一 と な る 。 2つ の 配 列 間 の 同
一 性 パ ー セ ン ト は 、 そ れ ら の 配 列 に よ っ て 共 有 さ れ る 同 一 位 置 の 数 の 関 数 で あ る （ す な わ
ち 、 同 一 性 ％ ＝ 同 一 の オ ー バ ー ラ ッ プ 位 置 の 数 ／ オ ー バ ー ラ ッ プ 位 置 の 総 数 × 100） 。 一
実 施 形 態 に お い て 、 2つ の 配 列 は 同 じ 長 さ で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 パ ー セ ン ト は 、 上 記 セ ク シ ョ ン 5に 記 載 し た よ う な 数 学 的 ア ル ゴ リ
ズ ム を 使 っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 パ ー セ ン ト は 、 ギ ャ ッ プ を 導 入 し て ま た は 導 入 し な い で 、 上 記 の
技 法 と 同 様 の 技 法 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。 同 一 性 パ ー セ ン ト を 計 算 す る に は 、 一
般 的 に 、 正 確 に 一 致 し た も の だ け を 数 え る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は 、 以 下 の も の が さ ら に 含 ま れ る ： (a) 上 記 (a)～ (e)に 記 載 の 本 発
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明 の CD91断 片 核 酸 分 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 （ 例 え ば 、 6x塩 化 ナ ト リ ウ ム /ク エ ン
酸 ナ ト リ ウ ム (SSC)中 約 45℃ で の フ ィ ル タ ー 結 合 DNAへ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 そ の
後 の 0.2xSSC/0.1% SDS中 約 50～ 65℃ で の 1回 以 上 の 洗 浄 ） で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 ま た は (b) 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 （ 例 え ば 、 6xSSC中 約 45℃ で の フ
ィ ル タ ー 結 合 核 酸 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 そ の 後 の 0.1xSSC/0.2% SDS中 約 68℃ で
の 1回 以 上 の 洗 浄 ） 、 も し く は 当 業 者 に は 明 白 な そ の 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下
（ 例 え ば 、 Ausubel F. M.ら 編 , 1989, Current Protocols in Molecular Biology, Vol.I
, Green Publishing Associates, Inc.、 な ら び に John Wiley & sons, Inc., New York, 
pp. 6.3. 1-6.3.6お よ び 2.10.3を 参 照 の こ と )で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
好 ま し く は 、 上 記 (a)お よ び (b)に 記 載 し た 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る CD91断 片 核 酸 分 子
は 、 CD91断 片 タ ン パ ク 質 産 物 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 相 補 鎖 を 含 む も の で あ る 。 好 ま し い
実 施 形 態 に お い て 、 上 記 (a)お よ び (b)の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 は 、 タ ン パ
ク 質 産 物 を コ ー ド す る も の で あ り 、 例 え ば 、 CD91断 片 タ ン パ ク 質 産 物 と 機 能 的 に 同 等 の タ
ン パ ク 質 産 物 を コ ー ド す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 核 酸 は ヒ ト CD91タ ン パ ク 質 断 片 を コ ー
ド す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 機 能 的 に 同 等 の CD91断 片 タ ン パ ク 質 産 物 に は 、 同 一 の ま た は 異 な る 生 物 種 お よ び そ の 変
異 体 中 に 存 在 す る CD91の 天 然 に 存 在 す る CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 含 ま れ る 。 ま た 、 機 能 的
に 同 等 の CD91断 片 タ ン パ ク 質 産 物 に は 、 CD91断 片 タ ン パ ク 質 産 物 の 少 な く と も 1つ の 生 物
学 的 活 性 を 保 持 し 、 か つ ／ ま た は CD91断 片 タ ン パ ク 質 産 物 に 対 す る 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル
ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル ） に よ り 認 識 さ れ て そ れ と 結 合 す る タ ン パ ク 質 産 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 中 の 一 つ に 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 ま た は ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 下 で 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 上 記 の 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
デ オ キ シ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 「 オ リ ゴ 」 ） が あ る 。 一 般 的 に 、 長 さ が 14～ 70ヌ ク レ オ チ
ド の プ ロ ー ブ の 場 合 、 融 解 温 度 (Tm)は 次 式 を 用 い て 計 算 す る ： Tm (℃ ) = 81.5 + 16.6 (l
og [1価 カ チ オ ン (モ ル )]) + 0.41 (% G+C) - (500/N) (こ こ で 、 Nは プ ロ ー ブ の 長 さ で あ
る ） 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 で 行 な わ れ る 場 合 は 、 次 式 を
用 い て 融 解 温 度 を 計 算 す る ： Tm (℃ ) = 81.5 + 16.6 (log [1価 カ チ オ ン (モ ル )]) + 0.41
 (% G+C) - (0.61%ホ ル ム ア ミ ド ) - (500/N) (こ こ で 、 Nは プ ロ ー ブ の 長 さ で あ る ） 。 一
般 的 に は 、 Tmよ り 約 20～ 25℃ 低 い （ DNA-DNAハ イ ブ リ ッ ド の 場 合 ） ま た は Tmよ り 約 10～ 15
℃ 低 い （ RNA-DNAハ イ ブ リ ッ ド の 場 合 ） 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 例 え ば 、 6xSSC/0.05%ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 中 37
℃ （ 約 14塩 基 の オ リ ゴ の 場 合 ） 、 48℃ （ 約 17塩 基 の オ リ ゴ の 場 合 ） 、 55℃ （ 約 20塩 基 の オ
リ ゴ の 場 合 ） 、 お よ び 60℃ （ 約 23塩 基 の オ リ ゴ の 場 合 ） で の 洗 浄 を さ す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は さ ら に 、 上 記 核 酸 の 相 補 体 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 分 子 は 、 例 え
ば 、 CD91核 酸 の 調 節 に 有 用 な ア ン チ セ ン ス 分 子 と し て 、 お よ び ／ ま た は CD91核 酸 配 列 の 増
幅 反 応 に お け る ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 作 用 し う る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 CD91断 片 タ ン パ ク 質 産 物 を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 配 列 ま た は そ の 相 補 体 は 、 リ ボ ザ イ
ム お よ び ／ ま た は 三 重 ら せ ん 配 列 （ こ れ ら も CD91核 酸 の 調 節 に 有 用 で あ る ） の 部 分 と し て
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 例 え ば CD91関 連 疾 患 ま た は HSP-CD91関 連 疾 患 （ 増 殖 性 細
胞 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 ま た は 感 染 性 疾 患 な ど ） に 関 与 す る 特 定 の CD91断 片 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 存 在 を 検 出 す る た め の 、 診 断 法 の 成 分 と し て も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 p95断 片 核 酸 分 子 と は 、 長 さ が 少 な く と も 10、 12、 15、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80、 9
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0、 100、 200、 300、 400、 500、 600、 700、 800、 900、 1000、 1050個 ま た は そ れ 以 上 連 続 し
た ヌ ク レ オ チ ド で あ り う る p95核 酸 配 列 を さ す 。 あ る い は ま た 、 前 記 断 片 は 、 p95断 片 タ ン
パ ク 質 産 物 の 少 な く と も 10、 20、 30、 40、 50、 60、 70、 80個 ま た は そ れ 以 上 連 続 し た ア ミ
ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 配 列 を 含 み う る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 p95断 片 核 酸 分 子 は 対 応 す
る CD91タ ン パ ク 質 産 物 の 生 物 学 的 活 性 を 少 な く と も 1つ 示 す 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 。 断
片 は ま た 、 成 熟 p95断 片 タ ン パ ク 質 産 物 の ド メ イ ン ま た は 成 熟 p95断 片 タ ン パ ク 質 産 物 を コ
ー ド す る p95ポ リ ペ プ チ ド 断 片 コ ー ド 領 域 の 部 分 を さ す こ と が あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 CD91断 片 核 酸 配 列 の 変 異 体 ま た は 多 形 に 関 し て 、 CD91断 片 の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 の 結
果 で あ る 任 意 の お よ び 全 て の ヌ ク レ オ チ ド 変 異 お よ び 得 ら れ る ア ミ ノ 酸 多 形 ま た は 変 異 は
、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る も の と す る 。 対 立 遺 伝 子 変 異 体 ま た は 多 形 に は 、 限 定 す る も
の で は な い が 、 CD91断 片 タ ン パ ク 質 産 物 の 機 能 活 性 を 変 更 す る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ヒ ト CD91断 片 核 酸 な ら び に 他 の 生 物 種 由 来 の ホ モ ロ グ お よ び オ ー ソ ロ グ の さ ら な る 対 立
遺 伝 子 変 異 体 の ク ロ ー ニ ン グ に 関 し て は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 単 離 さ れ た CD91断 片 核 酸 配
列 を 標 識 し て 、 こ れ を 用 い て 対 象 の 生 物 に 由 来 す る 適 切 な 細 胞 ま た は 組 織 か ら 得 ら れ た mR
NAよ り 構 築 し た cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 は 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー が 標 識 配 列 の 起 源 と な る 生 物 の 種 類 と 異 な る 生 物 に 由 来
す る 場 合 に は 、 一 般 に よ り 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー と す べ き で あ る が 、 か か る 条 件 は 、 例
え ば 標 的 生 物 と 参 照 生 物 と の 相 対 的 な 類 縁 性 に 基 づ い て 、 ル ー チ ン に 決 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 あ る い は ま た 、 標 識 し た 断 片 を 用 い て 、 対 象 の 生 物 か ら 誘 導 さ れ た ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー
を 、 こ の 場 合 も 適 切 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 を 用 い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き
る 。 適 切 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 上 述 し た よ う に 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 ラ イ ブ ラ
リ ー お よ び 標 識 配 列 が 誘 導 さ れ る 特 定 の 生 物 に 応 じ て 、 予 測 可 能 に 変 化 す る で あ ろ う 。 こ
の よ う な 条 件 に 関 す る 指 針 と し て は 、 例 え ば 、 Sambrookら , 1989, Molecular Cloning, A
 Laboratory Manual, 第 2版 , Cold Spring Harbor Press, N.Y.; お よ び  Ausubelら , 198
9-1999, Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and 
Wiley Interscience, N.Y.を 参 照 さ れ た い （ 両 文 献 と も そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に
組 み 入 れ る も の と す る ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 さ ら に 、 CD91対 立 遺 伝 子 変 異 体 の CD91断 片 核 酸 分 子 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る CD91断 片 タ
ン パ ク 質 産 物 内 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 設 計 さ れ た 2つ の 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ
イ マ ー を 用 い て PCRを 行 な う こ と に よ り 、 例 え ば ヒ ト 核 酸 か ら 、 単 離 す る こ と が で き る 。
こ の 反 応 の 鋳 型 は 、 例 え ば 、 CD91対 立 遺 伝 子 の 野 生 型 ま た は 突 然 変 異 型 CD91断 片 核 酸 を 発
現 す る こ と が 知 ら れ て い る か ま た は 発 現 す る と 予 想 さ れ る ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 細 胞 株 ま た は
組 織 か ら 作 製 さ れ た 、 mRNAの 逆 転 写 に よ り 得 ら れ る cDNAで あ り う る 。 一 実 施 形 態 に お い て
、 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は CD91介 在 疾 患 ま た は HSP-CD91関 連 疾 患 を 有 す る 個 体 か ら 単 離 さ れ る
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 PCR産 物 は 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 を 行 っ て 、 増 幅 さ れ た 配 列 が CD91断 片 核
酸 配 列 の 配 列 に 相 当 す る こ と を 確 か め る こ と が で き る 。 そ の 後 、 PCR断 片 を 使 っ て 、 種 々
の 方 法 に よ り 全 長 cDNAク ロ ー ン を 単 離 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 増 幅 さ れ た 断 片 を 標 識
し 、 こ れ を 用 い て バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ cDNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 あ る い は ま た 、 標 識 し
た 断 片 を 用 い て 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 す る
こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 CD91断 片 核 酸 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 （ 例 え ば 、 突 然 変 異 体 ） の cDNAは 、 例 え ば 、 当 業 者 に
は 周 知 の 技 法 で あ る PCRを 用 い る こ と に よ り 、 単 離 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 に は 、 第
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一 鎖 の cDNAを 合 成 す る た め に 、 突 然 変 異 CD91断 片 配 列 を 担 う と 推 定 さ れ る 個 体 に お い て 発
現 す る こ と が 知 ら れ て い る か ま た は 発 現 す る と 予 想 さ れ る 組 織 か ら 単 離 さ れ た mRNAに オ リ
ゴ dTオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 新 し い 鎖 を 伸 長 さ せ
る 。 次 い で 、 正 常 な 遺 伝 子 の 5’ 末 端 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 用 い て 、 第 二 鎖 の cDNAを 合 成 す る 。 そ の 後 、 こ れ ら 2つ の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 産 物 を P
CRで 増 幅 し 、 適 当 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ る DNA配
列 解 析 に 供 す る 。 突 然 変 異 CD91断 片 配 列 と 正 常 な CD91断 片 配 列 の DNA配 列 同 士 を 比 較 す る
こ と に よ り 、 突 然 変 異 CD91断 片 タ ン パ ク 質 産 物 の 機 能 の 低 下 ま た は 変 化 に 関 与 す る 突 然 変
異 を 確 か め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 あ る い は ま た 、 突 然 変 異 CD91断 片 配 列 を 担 う と 予 想 さ れ る か ま た は 担 う こ と が 知 ら れ て
い る 個 体 か ら 得 ら れ る DNAを 用 い て ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し た り 、 突 然 変 異 CD91断 片
配 列 を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る か ま た は 発 現 す る と 予 想 さ れ る 組 織 か ら の RNAを 用 い
て cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 そ の 後 、 損 な わ れ て い な い CD91断 片 核 酸 ま
た は そ の 適 切 な 断 片 を 標 識 し 、 プ ロ ー ブ と し て 用 い て 、 そ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 対 応
す る 突 然 変 異 CD91断 片 配 列 を 同 定 す る こ と が で き る 。 次 に 、 突 然 変 異 CD91断 片 核 酸 配 列 を
含 む ク ロ ー ン を 精 製 し て 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ る 配 列 解 析 に 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 さ ら に 、 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 突 然 変 異 CD91対 立 遺 伝 子 を 担 う と 予 想 さ れ る か
ま た は 担 う こ と が 知 ら れ て い る 個 体 に お い て そ の よ う な 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 を 発 現 す る こ
と が 知 ら れ た ま た は 予 想 さ れ た 組 織 よ り 単 離 さ れ た RNAか ら 合 成 さ れ た 、 cDNAを 用 い て 構
築 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 推 定 上 の 突 然 変 異 組 織 に よ り 作 ら れ た 遺 伝 子 産 物 を
発 現 さ せ て 、 正 常 な CD91遺 伝 子 産 物 に 対 す る 抗 体 を 用 い る 標 準 的 な 抗 体 ス ク リ ー ニ ン グ 法
に よ り ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る （ ス ク リ ー ニ ン グ 法 に つ い て は 、 例 え ば 、 Harlow
お よ び Lane編 , 1988, "Antibodies : A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Press
, Cold Spring Harborを 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 CD91断 片 配 列 中 の 突 然 変 異 が （ 例 え ば 、 ミ ス セ ン ス ま た は フ レ ー ム シ フ ト 突 然 変 異 の 結
果 と し て ） 機 能 の 改 変 さ れ た 発 現 タ ン パ ク 質 産 物 を も た ら す 場 合 に は 、 抗 CD91断 片 タ ン パ
ク 質 産 物 抗 体 の ポ リ ク ロ ー ナ ル な セ ッ ト は 突 然 変 異 CD91断 片 タ ン パ ク 質 産 物 と 交 差 反 応 し
そ う で あ る 。 そ の よ う な 標 識 抗 体 と の 反 応 に よ り 検 出 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー ク ロ ー ン は 、 当
業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 精 製 し て 配 列 解 析 に 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 CD91断 片 の 突 然 変 異 ま た は 多 形 は さ ら に 、 PCR増 幅 法 を 用 い て 検 出 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 全 CD91断 片 配 列 の オ ー バ ー ラ ッ プ 領 域 を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー は ル ー チ ン に 設 計
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 先 の 段 落 に 記 載 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 体 で あ る 核 酸 分 子 、 好 ま し
く は DNA分 子 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 異 種 （ 例 え ば 、 ベ ク タ ー 、 発 現 ベ ク タ ー
、 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 ） 配 列 を 含 む ま た は コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 有 す る 核 酸 分 子 の 一
部 と し て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 本 発 明 は 、 HSPに 結 合 す る こ と が で き る CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 な ら び に そ の 類 似 体 、 誘
導 体 お よ び 擬 似 体 を 包 含 す る 。 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な
い が 、 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る ： ヒ ト CD91-p95ア ミ ノ 酸 配 列  (配 列 番 号 2); 可 溶 性 の 組 換
え エ ピ ト ー プ タ グ 付 き ヒ ト CD91-p95ア ミ ノ 酸 配 列  (配 列 番 号 3); ド メ イ ン Iに 相 当 す る 残
基 1-851お よ び ア ミ ノ 酸 残 基 851に 続 く 5.2kDタ グ を 有 す る ヒ ト CD91-p95ア ミ ノ 酸 配 列  (配
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列 番 号 13); ド メ イ ン Iに 相 当 す る ア ミ ノ 酸 残 基 1-851お よ び ド メ イ ン IIに 相 当 す る 残 基 852
-2517お よ び ア ミ ノ 酸 残 基 2517に 続 く 5.2kDタ グ を 有 す る ヒ ト CD91-p282タ ン パ ク 質 ア ミ ノ
酸 配 列  (配 列 番 号 6); ド メ イ ン Iに 相 当 す る 残 基 1-851、 ド メ イ ン IIに 相 当 す る 残 基 852-25
17お よ び ド メ イ ン IIIに 相 当 す る 残 基 2518-3330、 お よ び ア ミ ノ 酸 残 基 3330に 続 く 5.2kDタ
グ を 有 す る ヒ ト CD91-p373タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 配 列  (配 列 番 号 8); な ら び に ド メ イ ン Iに 相
当 す る 残 基 1-851、 ド メ イ ン IIに 相 当 す る 残 基 852-2517、 ド メ イ ン IIIに 相 当 す る 残 基 2518
-3330お よ び ド メ イ ン IVに 相 当 す る 残 基 3330-4420、 お よ び ア ミ ノ 酸 残 基 4420に 続 く 5.2kD
タ グ を 有 す る ヒ ト CD91-p494タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 配 列  (配 列 番 号 10)。 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断
片 の 他 の 例 に は 、 組 換 え CD91-"LRP25"が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 ら な い 。 一 実 施 形 態 に お い
て 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は LRP25で は な い 。 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の
例 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 マ ウ ス CD91ア ミ ノ 酸 配 列 (GenBank番 号 109553)の 断 片
、 ヒ ト CD91ア ミ ノ 酸 配 列  (GenBank番 号 88083)の 断 片 、 ま た は ニ ワ ト リ CD91ア ミ ノ 酸 配 列  
(GenBank番 号 1079416)の 断 片 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 断 片 は 図 4に 示 す CD91ド メ イ ン に 対
応 す る ド メ イ ン ま た は そ の 断 片 を 1つ 以 上 含 む 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の CD91ポ リ
ペ プ チ ド 断 片 は 全 長 CD91で は な い 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片
は CD91膜 貫 通 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 図 4に 示 す 膜 貫 通 ド メ イ ン を 含 む が こ れ に 限 ら な い ） を
含 ま な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 様 々 な 用 途 で 使 用 す る た め に 調 製 さ れ る 。 例 え ば 、 そ の よ う な
遺 伝 子 産 物 は 、 抗 体 の 作 製 や 診 断 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ 、 ま た 、 HSP-CD91関 連 疾 患 （ 例 え ば
癌 ） 、 感 染 性 疾 患 も し く は 自 己 免 疫 疾 患 の 調 節 に 関 与 す る 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 遺 伝 子 産 物
の マ ッ ピ ン グ お よ び 同 定 の た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 「 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 」 に は 、 上 記 セ ク シ ョ ン 5.1に 記 載 し た CD91断 片 核 酸
配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断
片 は 、 機 能 的 に 同 等 な （ 定 義 に 関 し て は セ ク シ ョ ン 5.1を 参 照 ） 遺 伝 子 産 物 に 相 当 す る タ
ン パ ク 質 を 含 み う る 。 そ の よ う な 機 能 的 に 同 等 な CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 上 記 セ ク シ ョ
ン 5.1に 記 載 し た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 の 内 部 お よ び ／ ま た は 近 隣 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 （ 内 部 欠 失 を 含 む ） 、 付 加 （ 融
合 タ ン パ ク 質 を も た ら す 付 加 を 含 む ） 、 ま た は 置 換 を 含 ん で い て も よ い が 、 か か る 変 化 は
CD91遺 伝 子 の 断 片 に よ り コ ー ド さ れ る 機 能 的 に 同 等 な 産 物 を も た ら す と い う 点 で 「 サ イ レ
ン ト 」 な 変 化 を も た ら す も の で あ る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 は 含 ま れ る 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 溶 解 性
、 疎 水 性 、 親 水 性 、 お よ び ／ ま た は 両 親 媒 性 の 類 似 性 に 基 づ い て 行 な う こ と が で き る 。 例
え ば 、 無 極 性 （ 疎 水 性 ） ア ミ ノ 酸 に は 、 ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 プ
ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 お よ び メ チ オ ニ ン が 含 ま れ ； 極 性 中 性 ア ミ
ノ 酸 に は 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 お よ
び グ ル タ ミ ン が 含 ま れ ； 正 に 荷 電 し た （ 塩 基 性 ） ア ミ ノ 酸 に は 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン 、 お
よ び ヒ ス チ ジ ン が 含 ま れ ； 負 に 荷 電 し た （ 酸 性 ） ア ミ ノ 酸 に は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ
ル タ ミ ン 酸 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 あ る い は ま た 、 機 能 の 変 化 が 望 ま れ る 場 合 に は 、 遺 伝 子 操 作 に よ り 欠 失 ま た は 非 保 存 的
変 化 を 導 入 し て 、 改 変 さ れ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 得 る こ と が で き る 。 そ の よ う な 改 変
は 、 例 え ば 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 1以 上 の 生 物 学 的 機 能 を 改 変 し う る 。 さ ら に 、 そ の
よ う な 改 変 は 、 所 定 の 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 、 ス ケ ー ル ア ッ プ な ど に 一 層 適 合 す る CD91ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 を も た ら す よ う に 選 択 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋
を 除 く た め に シ ス テ イ ン 残 基 を 欠 失 さ せ た り 、 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 し た り す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ま た 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 1以 上 の ド メ イ ン に 相 当 す る ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は タ
ン パ ク 質 、 な ら び に CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 部 分 （ 例 え ば 、
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ト ラ ン ケ ー ト さ れ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は ペ プ チ ド ま た は ド メ イ ン ） が 無 関 係 の タ
ン パ ク 質 に 融 合 さ れ て い る 融 合 タ ン パ ク 質 も 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 関 係 の あ る タ ン
パ ク 質 が 、 例 え ば 、 異 な る 生 物 に 由 来 す る CD91ポ リ ペ プ チ ド か ら の ド メ イ ン ま た は CD91の
連 続 し て な い ド メ イ ン に 融 合 さ れ て い て も よ い 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド は
、 上 記 セ ク シ ョ ン 5.1に 記 載 し た CD91断 片 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ／ ま た は こ の セ ク シ ョ
ン に 記 載 し た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 設 計 す る こ と が で き る 。 融 合
タ ン パ ク 質 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ： CD91ポ リ ペ プ チ ド 断
片 を 安 定 化 し て in vivoで の 半 減 期 を 長 く す る IgFc融 合 体 ； 融 合 タ ン パ ク 質 を 細 胞 膜 に 固
定 さ せ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 配 列 へ の 融 合 体 ； CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ド メ イ ン の 、 酵 素 、 蛍 光
タ ン パ ク 質 、 発 光 タ ン パ ク 質 ま た は マ ー カ ー 機 能 を 与 え る flagエ ピ ト ー プ タ ン パ ク 質 も し
く は ペ プ チ ド へ の 融 合 体 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の p95ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 5の 残 基 1-851を 含 む 。 P95ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は ま た
、 cDNA配 列 の 少 な く と も 1つ の エ キ ソ ン に よ り コ ー ド さ れ る ド メ イ ン ま た は そ の 断 片 を 含
み う る 。 か か る ド メ イ ン と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 例 え ば 、 HSP結 合 ド メ イ ン
、 β プ ロ ペ ラ ー #1ド メ イ ン 、 β プ ロ ペ ラ ー #2ド メ イ ン 、 CR1ド メ イ ン 、 CR2ド メ イ ン 、 EGF
様 ド メ イ ン #1、 EGF様 ド メ イ ン #2、 EGF様 ド メ イ ン #3、 お よ び EGF様 ド メ イ ン #4（ 図 3の p80
の マ ウ ス ア ミ ノ 酸 配 列 中 に 示 さ れ る ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は CD91タ ン パ ク 質 の
ド メ イ ン Iお よ び ド メ イ ン IIの 少 な く と も 一 部 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 本 発 明 の
特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は ヒ ト CD91タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
酸 残 基 1-852を 少 な く と も 含 む 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片
は 、 ヒ ト CD91タ ン パ ク 質 の 1か ら 853、 890、 894、 931、 935、 971、 975、 1011、 1014、 1051
、 1061、 1097、 1103、 1140、 1143、 1182、 1184、 1221、 1226、 1261、 1268、 1531、 1539、
1578、 1582、 1846、 1849、 1886、 1932、 2151、 2154、 2194、 2198、 2473、 2481、 ま た は 25
17ま で の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は CD91タ ン パ ク 質 の
ド メ イ ン I、 ド メ イ ン II、 お よ び ド メ イ ン IIIの 少 な く と も 一 部 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を
含 む 。 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は ヒ ト CD91タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 残 基 1-2518を 少 な く と も 含 む 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の CD91ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 ヒ ト CD91タ ン パ ク 質 の 1か ら 2523、 2561、 2565、 2600、 2604、 2639、 2
651、 2688、 2695、 2730、 2733、 2769、 2773、 2812、 2817、 2853、 2857、 2897、 2903、 293
9、 2943、 2980、 2985、 3021、 3028、 3284、 3293、 ま た は 3330ま で の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は CD91タ ン パ ク 質 の
ド メ イ ン I、 ド メ イ ン II、 ド メ イ ン III、 お よ び ド メ イ ン IVの 少 な く と も 一 部 に 相 当 す る ア
ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は
ヒ ト CD91タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 残 基 1-3331を 少 な く と も 含 む 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 本
発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 ヒ ト CD91タ ン パ ク 質 の 1か ら 3333、 3369、 3373、 3408、 3
412、 3448、 3452、 3489、 3493、 3531、 3535、 3570、 3574、 3609、 3612、 3647、 3653、 369
0、 3694、 3731、 3740、 3776、 3784、 3822、 3827、 3843、 3860、 3867、 4075、 1425、 4142
、 4150、 4182、 4199、 4231、 4235、 4267、 4271、 4278、 4303、 4307、 4339、 4343、 4374、
4376、 4408、 ま た は 4420ま で の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 配 列 番 号 5の ア ミ ノ 酸 残 基 1-986 (
p110)ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 1-2517 (p282)を 含 む 。 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 CD91ポ リ ペ
プ チ ド 断 片 は 受 容 体 CD91（ α (2)マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 受 容 体 ） の ド メ イ ン Iお よ び IIを 構 成 す
る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 特 定 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 前 記 受 容 体 が 哺 乳 動 物 由 来 で あ る
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。 さ ら に 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 非 ヒ ト 由 来 の 受 容 体 で あ る
CD91の ド メ イ ン Iお よ び 連 続 し た 補 体 リ ピ ー ト を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 そ の よ う
な 補 体 リ ピ ー ト ま た は 他 の 領 域 は 、 ド メ イ ン Iを 越 え て ヒ ト CD91の CR3（ ア ミ ノ 酸 残 基 854-
890） 、 ヒ ト CD91の CR4（ ア ミ ノ 酸 残 基 895-931） 、 ヒ ト CD91の CR5（ ア ミ ノ 酸 残 基 936-971
） 、 ま た は ヒ ト CD91の CR6（ ア ミ ノ 酸 残 基 976-1011） に 相 当 す る 補 体 リ ピ ー ト ま で 延 ば す
こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は CD91の ド メ イ ン Iに 相 当
す る ア ミ ノ 酸 配 列 と こ れ に 続 く CD91の ド メ イ ン IIの 5、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45
、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 95、 100、 105、 110、 115、 120、 125、 130、 135
、 140、 145、 ま た は 150個 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 ヒ ト CD91タ ン パ
ク 質 の ア ミ ノ 酸 残 基 1-851お よ び 以 下 の ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と
も 1つ の 特 定 さ れ た 領 域 を 含 む ： 854-890、 895-931、 936-971、 976-1011、 1015-1051、 106
2-1097、 1104-1140、 1145-1182、 1185-1221、 1227-1261、 1269-1531、 1540-1578、 1583-1
846、 1850-1886、 1934-2151、 2159-2194、 2199-2473、 2482-2517、 2524-2561、 2566-2600
、 2605-2639、 2652-2688、 2696-2730、 2734-2769、 2774-2812、 2818-2853、 2858-2897、 2
904-2939、 2944-2980、 2986-3021、 3029-3284、 3294-3330、 3334-3369、 3374-3408、 3413
-3448、 3453-3489、 3494-3531、 3536-3570、 3575-3609、 3613-3647、 3654-3690、 3695-37
31、 3741-3776、 3785-3822、 3828-3860、 3868-4142、 4151-4182、 4200-4231、 4236-4267
、 4272-4303、 4308-4339、 4344-4374、 4377-4408、 4421-4444、 お よ び 4445-4544。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 1か ら 少 な く と も 以 下
の ア ミ ノ 酸 残 基 ま で を 含 む CD91ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を さ す ： ア ミ ノ 酸 残 基 851、 855、 860、 8
65、 870、 875、 880、 885、 890、 895、 900、 905、 910、 915、 920、 925、 930、 935、 940、 9
45、 950、 955、 960、 965、 970、 975、 980、 985、 990、 995、 1000、 1005、 1010、 1015、 10
20、 1025、 1030、 1035、 1040、 1045、 1050、 1055、 1060、 1065、 1070、 1075、 1080、 1085
、 1090、 1095、 1100、 1105、 1110、 1115、 1120、 1125、 1130、 1135、 1140、 1145、 1150、
1155、 1160、 1165、 1170、 1175、 1180、 1185、 1190、 1195、 1200、 1205、 1210、 1215、 12
20、 1225、 1230、 1235、 1240、 1245、 1250、 1255、 1260、 1265、 1270、 1275、 1280、 1285
、 1290、 1295、 1300、 1305、 1310、 1315、 1320、 1325、 1330、 1335、 1340、 1345、 1350、
1355、 1360、 1365、 1370、 1375、 1380、 1385、 1390、 1395、 1400、 1405、 1410、 1415、 14
20、 1425、 1430、 1435、 1440、 1445、 1450、 1455、 1460、 1465、 1470、 1475、 1480、 1485
、 1490、 1495、 1500、 1505、 1510、 1515、 1520、 1525、 1530、 1535、 1540、 1545、 1550、
1555、 1560、 1565、 1570、 1575、 1580、 1585、 1590、 1595、 1600、 1605、 1610、 1615、 16
20、 1625、 1630、 1635、 1640、 1645、 1650、 1655、 1660、 1665、 1670、 1675、 1680、 1685
、 1690、 1695、 1700、 1705、 1710、 1715、 1720、 1725、 1730、 1735、 1740、 1745、 1750、
1755、 1760、 1765、 1770、 1775、 1780、 1785、 1790、 1795、 1800、 1805、 1810、 1815、 18
20、 1825、 1830、 1835、 1840、 1845、 1850、 1855、 1860、 1865、 1870、 1875、 1880、 1885
、 1890、 1895、 1900、 1905、 1910、 1915、 1920、 1925、 1930、 1935、 1940、 1945、 1950、
1955、 1960、 1965、 1970、 1975、 1980、 1985、 1990、 1995、 2000、 2005、 2010、 2015、 20
20、 2025、 2030、 2035、 2040、 2045、 2050、 2055、 2060、 2065、 2070、 2075、 2080、 2085
、 2090、 2095、 2100、 2105、 2110、 2115、 2120、 2125、 2130、 2135、 2140、 2145、 2150、
2155、 2160、 2165、 2170、 2175、 2180、 2185、 2190、 2195、 2200、 2205、 2210、 2215、 22
20、 2225、 2230、 2235、 2240、 2245、 2250、 2255、 2260、 2265、 2270、 2275、 2280、 2285
、 2290、 2295、 2300、 2305、 2310、 2315、 2320、 2325、 2330、 2335、 2340、 2345、 2350、
2355、 2360、 2365、 2370、 2375、 2380、 2385、 2390、 2395、 2400、 2405、 2410、 2415、 24
20、 2425、 2430、 2435、 2440、 2445、 2450、 2455、 2460、 2465、 2470、 2475、 2480、 2485
、 2490、 2495、 2500、 2505、 2510、 2515、 2520、 2525、 2530、 2535、 2540、 2545、 2550、
2555、 2560、 2565、 2570、 2575、 2580、 2585、 2590、 2595、 2600、 2605、 2610、 2615、 26
20、 2625、 2630、 2635、 2640、 2645、 2650、 2655、 2660、 2665、 2670、 2675、 2680、 2685
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、 2690、 2695、 2700、 2705、 2710、 2715、 2720、 2725、 2730、 2735、 2740、 2745、 2750、
2755、 2760、 2765、 2770、 2775、 2780、 2785、 2790、 2795、 2800、 2805、 2810、 2815、 28
20、 2825、 2830、 2835、 2840、 2845、 2850、 2855、 2860、 2865、 2870、 2875、 2880、 2885
、 2890、 2895、 2900、 2905、 2910、 2915、 2920、 2925、 2930、 2935、 2940、 2945、 2950、
2955、 2960、 2965、 2970、 2975、 2980、 2985、 2990、 2995、 3000、 3005、 3010、 3015、 30
20、 3025、 3030、 3035、 3040、 3045、 3050、 3055、 3060、 3065、 3070、 3075、 3080、 3085
、 3090、 3095、 3100、 3105、 3110、 3115、 3120、 3125、 3130、 3135、 3140、 3145、 3150、
3155、 3160、 3165、 3170、 3175、 3180、 3185、 3190、 3195、 3200、 3205、 3210、 3215、 32
20、 3225、 3230、 3235、 3240、 3245、 3250、 3255、 3260、 3265、 3270、 3275、 3280、 3285
、 3290、 3295、 3300、 3305、 3310、 3315、 3320、 3325、 3330、 3335、 3340、 3345、 3350、
3355、 3360、 3365、 3370、 3375、 3380、 3385、 3390、 3395、 3400、 3405、 3410、 3415、 34
20、 3425、 3430、 3435、 3440、 3445、 3450、 3455、 3460、 3465、 3470、 3475、 3480、 3485
、 3490、 3495、 3500、 3505、 3510、 3515、 3520、 3525、 3530、 3535、 3540、 3545、 3550、
3555、 3560、 3565、 3570、 3575、 3580、 3585、 3590、 3595、 3600、 3605、 3610、 3615、 36
20、 3625、 3630、 3635、 3640、 3645、 3650、 3655、 3660、 3665、 3670、 3675、 3680、 3685
、 3690、 3695、 3700、 3705、 3710、 3715、 3720、 3725、 3730、 3735、 3740、 3745、 3750、
3755、 3760、 3765、 3770、 3775、 3780、 3785、 3790、 3795、 3800、 3805、 3810、 3815、 38
20、 3825、 3830、 3835、 3840、 3845、 3850、 3855、 3860、 3865、 3870、 3875、 3880、 3885
、 3890、 3895、 3900、 3905、 3910、 3915、 3920、 3925、 3930、 3935、 3940、 3945、 3950、
3955、 3960、 3965、 3970、 3975、 3980、 3985、 3990、 3995、 4000、 4005、 4010、 4015、 40
20、 4025、 4030、 4035、 4040、 4045、 4050、 4055、 4060、 4065、 4070、 4075、 4080、 4085
、 4090、 4095、 4100、 4105、 4110、 4115、 4120、 4125、 4130、 4135、 4140、 4145、 4150、
4155、 4160、 4165、 4170、 4175、 4180、 4185、 4190、 4195、 4200、 4205、 4210、 4215、 42
20、 4225、 4230、 4235、 4240、 4245、 4250、 4255、 4260、 4265、 4270、 4275、 4280、 4285
、 4290、 4295、 4300、 4305、 4310、 4315、 4320、 4325、 4330、 4335、 4340、 4345、 4350、
4355、 4360、 4365、 4370、 4375、 4380、 4385、 4390、 4395、 4400、 4405、 4410、 4415、 44
20、 4425、 4430、 4435、 4440、 4445、 4450、 4455、 4460、 4465、 4470、 4475、 4480、 4485
、 4490、 4495、 4500、 4505、 4510、 4515、 4520、 4525、 4530、 4535、 ま た は 4540。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は さ ら に 、 グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 ミ リ ス チ ル 化 、
リ ン 酸 化 を 含 む が こ れ ら に 限 ら な い 翻 訳 後 修 飾 を 含 む こ と が で き る 。 天 然 の CD91ポ リ ペ プ
チ ド 断 片 が そ の よ う な 修 飾 を 可 能 に す る 認 識 モ チ ー フ を も た な い 場 合 、 酵 素 認 識 シ グ ナ ル
の よ う な モ チ ー フ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 遺 伝 子 に 導 入 し て 、 修 飾 さ れ た CD91断
片 遺 伝 子 産 物 を 生 成 す る よ う に す る こ と は 当 業 者 の 常 套 手 段 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 お よ び そ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 技 法 を 用 い る
組 換 え DNA技 術 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 そ れ ゆ え 、 CD91遺 伝 子 配 列 を 含 む 核 酸 を 発
現 さ せ る こ と に よ り 本 発 明 の CD91断 片 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 融 合 ペ プ チ ド お よ び 融 合
ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 を 本 明 細 書 に 記 載 す る 。 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 CD91
ポ リ ペ プ チ ド 断 片 産 物 の コ ー ド 配 列 お よ び 適 切 な 転 写 ・ 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル を 含 有 す る 発 現
ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ う し た 方 法 と し て 、 例 え ば 、 in vitro組 換 え DNA技
術 、 合 成 技 術 、 お よ び in vivo遺 伝 子 組 換 え が あ る 。 例 え ば 、 Sambrookら , 1989, 前 掲 お
よ び Ausubelら , 1989, 前 掲 に 記 載 さ れ る 技 法 を 参 照 さ れ た い 。 あ る い は ま た 、 CD91断 片
遺 伝 子 産 物 配 列 を コ ー ド し う る RNAを 、 例 え ば 合 成 装 置 を 使 っ て 、 化 学 的 に 合 成 す る こ と
も で き る 。 例 え ば 、 "Oligonucleotide Synthesis", 1984, Gait編 , IRL Press, Oxfordに
記 載 さ れ る 技 法 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ７ 】

　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 誘 導 体 は 、 機 能 的 に 同 等 な 分 子 を 与 え る 置 換 、 付 加 ま た は 欠 失
に よ り 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の コ ー ド 配 列 を 改 変 す る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る
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。 ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 の 縮 重 の た め 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 と 実 質
的 に 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 他 の DNA配 列 を 本 発 明 の 実 施 に 使 用 す る こ と が で き る
。 こ れ ら に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 配 列 内 の 機 能 的 に 同 等 な ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド
す る 別 の コ ド ン で 置 換 す る こ と に よ り 改 変 さ れ た （ し た が っ て 、 サ イ レ ン ト 変 化 を も た ら
す ） CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 の 全 部 ま た は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 結 合 部 分
を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る 。 同 様 に 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 誘 導 体 に
は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 配 列 内 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 機 能 的 に 同 等 な ア ミ ノ 酸 残 基 で 置
換 さ れ て サ イ レ ン ト 変 化 を も た ら す よ う に 改 変 さ れ た 配 列 を 含 む 、 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 と し
て 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 部 ま た は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 結 合 部 分 を
含 む も の が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 誘 導 体
は 、 約 1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9、 10、 15、 20、 25、 30、 35、 40、 45、 50、 55、 60、 65
、 70、 75、 80、 85、 90、 95、 100、 125、 150、 175、 200、 225、 250、 275、 300、 325、 350
、 375、 ま た は 400個 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 例 え ば 、 ペ プ チ ド の C末 端 に あ る 1個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は N末 端 保 護 基 を 置 換 す る
こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 は 機 能 的 に 同 等 な も の と し て 作 用 し て サ イ レ ン ト 変 化 を も た
ら す 同 様 の 極 性 を も つ 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 し う る 。 配 列 内 の ア ミ ノ 酸 に 代 わ る 置 換 物 は 、
そ の ア ミ ノ 酸 が 属 す る ク ラ ス の 他 の メ ン バ ー か ら 選 択 し て よ い 。 例 え ば 、 無 極 性 （ 疎 水 性
） ア ミ ノ 酸 に は 、 ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ
ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 お よ び メ チ オ ニ ン が 含 ま れ る 。 極 性 中 性 ア ミ ノ 酸 に は 、 グ リ シ ン
、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ ロ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 お よ び グ ル タ ミ ン が 含 ま
れ る 。 正 に 荷 電 し た （ 塩 基 性 ） ア ミ ノ 酸 に は 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン が
含 ま れ る 。 負 に 荷 電 し た （ 酸 性 ） ア ミ ノ 酸 に は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 が 含
ま れ る 。 さ ら に 、 D-ア ミ ノ 酸 を 使 用 し て も よ い 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 D-ア ミ ノ 酸 」 と は
、 D-立 体 配 置 を 有 す る ア ミ ノ 酸 を さ す 。 D-ア ミ ノ 酸 は 天 然 ア ミ ノ 酸 で あ っ て も 非 天 然 ア ミ
ノ 酸 で あ っ て も よ い 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 殊 な 性 質 を 伝 え る た め に
D-ア ミ ノ 酸 、 D-ア ミ ノ 酸 と L-ア ミ ノ 酸 の 組 合 せ 、 お よ び 各 種 の 「 デ ザ イ ナ ー 」 ア ミ ノ 酸 （
例 え ば 、 β -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Cα -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Nα -メ チ ル ア ミ ノ 酸 な ど ） を 含 み う
る 。 合 成 ア ミ ノ 酸 に は 、 リ シ ン に 対 す る オ ル ニ チ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン に 対 す る フ ル オ ロ
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン ま た は イ ソ ロ イ シ ン に 対 す る ノ ル ロ イ シ ン が 含 ま れ る 。 置 換
は ま た 、 ア ミ ノ 酸 の リ ン 類 似 体 （ 例 え ば 、 α -ア ミ ノ ホ ス ホ ン 酸 お よ び α -ア ミ ノ ホ ス フ ィ
ン 酸 ） 、 ま た は 非 ペ プ チ ド 結 合 を 有 す る ア ミ ノ 酸 、 核 酸 、 核 酸 類 似 体 （ 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ
チ オ エ ー ト ま た は ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)） 、 ホ ル モ ン 、 抗 原 、 合 成 ま た は 天 然 の 薬 物 、 ド ー
パ ミ ン 、 セ ロ ト ニ ン 、 カ テ コ ー ル ア ミ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 ア セ チ ル コ リ ン 、 プ ロ ス タ グ ラ ン
ジ ン 、 有 機 分 子 、 フ ェ ロ モ ン 、 ア デ ノ シ ン 、 ス ク ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 お よ
び ガ ラ ク ト ー ス を 用 い て 行 な う こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 誘 導 体 お よ び 類 似 体 は 、 当 分 野 で 公 知 の 多 様 な 方 法 で
製 造 す る こ と が で き る 。 そ れ ら の 製 造 を も た ら す 操 作 は 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 行
な う こ と が で き る 。 例 え ば 、 ク ロ ー ン 化 し た CD91断 片 核 酸 配 列 を 当 分 野 で 公 知 の 多 数 の ス
ト ラ テ ジ ー の い ず れ か に よ り 改 変 し う る （ Maniatis, T., 1990, Molecular Cloning, A L
aboratory Manual, 第 2版 , Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New 
York） 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 配 列 を 適 切 な 部 位 で 切 断 し 、 続 い て 所 望 に よ り さ
ら な る 酵 素 的 修 飾 を 行 い 、 単 離 し 、 in vitroで 連 結 さ せ る こ と が で き る 。 CD91ポ リ ペ プ チ
ド 断 片 の 誘 導 体 ま た は 類 似 体 を コ ー ド す る 核 酸 の 製 造 に お い て は 、 改 変 さ れ た 遺 伝 子 が 依
然 と し て CD91断 片 と 同 じ 翻 訳 読 み 枠 内 に あ っ て 、 目 的 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 活 性 が コ ー
ド さ れ る 領 域 に お い て 翻 訳 停 止 シ グ ナ ル に よ っ て 絶 対 に 中 断 さ れ な い よ う に 注 意 す べ き で
あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ま た 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 配 列 の 操 作 は 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 行 な う こ と も で き る 。
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翻 訳 中 ま た は 翻 訳 後 に 、 例 え ば グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 公 知 の
保 護 基 ／ 遮 断 基 に よ る 誘 導 体 化 、 タ ン パ ク 質 加 水 分 解 切 断 、 抗 体 分 子 ま た は 細 胞 性 リ ガ ン
ド へ の 結 合 な ど に よ り 、 異 な っ て 修 飾 さ れ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た の 誘 導 体 も し く は
類 似 体 も 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 い ず れ の 化 学 的 修 飾 も 公 知 の 技 法 に よ り 行 な う こ と
が で き 、 か か る 技 法 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 臭 化 シ ア ン 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ
プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 V8プ ロ テ ア ー ゼ 、 NaBH 4 に よ る 特 異 的 な 化 学 的 切 断 ； ア セ チ ル 化 、 ホ
ル ミ ル 化 、 酸 化 、 還 元 ； ツ ニ カ マ イ シ ン の 存 在 下 で の 代 謝 的 合 成 な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ １ 】

　 本 発 明 の 種 々 の 実 施 形 態 に お い て は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91リ ガ
ン ド を コ ー ド す る 配 列 が 、 組 換 え 細 胞 内 で の 増 殖 と 発 現 の た め に 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ
れ る 。 し た が っ て 、 一 実 施 形 態 に お い て は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91
リ ガ ン ド の コ ー ド 領 域 は 、 組 換 え 細 胞 内 で の 発 現 の た め に 非 天 然 の プ ロ モ ー タ ー と 連 結 さ
れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 可 溶 性 の 組 換 え ヒ ト CD91の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 3に 相 当 す る 。 本 発 明 お よ び HSPが 免
疫 応 答 に お い て あ る 役 割 を 担 っ て い る と い う 知 識 に 基 づ け ば 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と HS
Pと の 相 互 作 用 の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む 組 成 物 は 免 疫 応 答 を モ ジ ュ レ ー
ト す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ う し て 、 組 換 え CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 CD91ポ リ ペ
プ チ ド 断 片 と HSPの 複 合 体 、 も し く は HSP-抗 原 性 ペ プ チ ド 複 合 体 、 な ら び に CD91ポ リ ペ プ
チ ド 断 片 も し く は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 抗 原 性 ペ プ チ ド か ら な る 複 合 体 を 発 現 し て い る
組 換 え 細 胞 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 免 疫 療 法 お よ び 診 断 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 種 々 の 実 施 形 態 に お い て は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 お よ び /ま た は 熱 シ ョ ッ
ク タ ン パ ク 質 も し く は そ の 断 片 を コ ー ド す る 配 列 は 、 組 換 え 細 胞 内 で の 増 殖 と 発 現 の た め
に 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 発 現 構 築 物 と は 、 例 え ば CD91ポ リ ペ
プ チ ド 断 片 ま た は HSPな ど の 特 定 の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 適 切 な
宿 主 細 胞 中 で の コ ー ド さ れ た 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 可 能 と す る 1つ 以 上 の 調 節 領 域 と 機 能 的
に 結 合 さ れ た も の を 意 味 す る 。 「 機 能 的 に 結 合 さ れ た 」 と は 、 調 節 領 域 と 発 現 さ れ る 遺 伝
子 産 物 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と が 、 転 写 お よ び 最 終 的 に は 翻 訳 を も 可 能 に す る よ
う に 連 結 さ れ 位 置 づ け ら れ て い る こ と を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る い ず れ の 実 施 形 態
に お い て も 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 組 換 え 的 に 発 現 す る 細 胞 は 内 在 性 CD91の 発 現 を 抑 制
ま た は 阻 害 す る よ う に 遺 伝 子 操 作 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 あ る い は ま た 、 CD91を 欠 損 し て い る か ま た は 突 然 変 異 型 の も し く は 非 機 能 的 な CD91を 有
す る 細 胞 株 を 利 用 す る こ と が で き る 。 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 を 用 い て CD
91の 活 性 ま た は 発 現 を 改 変 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
少 な く と も 1種 の 修 飾 塩 基 成 分 を 含 ん で い て も よ く 、 か か る 修 飾 塩 基 は 、 限 定 す る も の で
は な い が 、 以 下 の 群 か ら 選 択 さ れ る ： 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 5-ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 5-ク ロ ロ
ウ ラ シ ル 、 5-ヨ ー ド ウ ラ シ ル 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 4-ア セ チ ル シ ト シ ン 、 5-（
カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ ル メ チ ル ） ウ ラ シ ル 、 5-カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ
リ ジ ン 、 5-カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル 、 β -D-ガ ラ ク ト
シ ル キ ュ ー オ シ ン 、 イ ノ シ ン 、 N6-イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 1-メ チ ル グ ア ニ ン 、 1-メ チ
ル イ ノ シ ン 、 2,2-ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 2-メ チ ル ア デ ニ ン 、 2-メ チ ル グ ア ニ ン 、 3-メ チ ル シ
ト シ ン 、 5-メ チ ル シ ト シ ン 、 N6-ア デ ニ ン 、 7-メ チ ル グ ア ニ ン 、 5-メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ
ラ シ ル 、 5-メ ト キ シ ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 β -D-マ ン ノ シ ル キ ュ ー オ シ ン 、 5'-
メ ト キ シ カ ル ボ キ シ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 5-メ ト キ シ ウ ラ シ ル 、 2-メ チ ル チ オ -N6-イ ソ ペ ン テ
ニ ル ア デ ニ ン 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 （ v） 、 ワ イ ブ ト キ ソ シ ン （ wybutoxosine） 、 プ ソ
イ ド ウ ラ シ ル 、 キ ュ ー オ シ ン 、 2-チ オ シ ト シ ン 、 5-メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 2-チ オ ウ ラ
シ ル 、 4-チ オ ウ ラ シ ル 、 5-メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ
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5.1.3　 組 換 え に よ る 発 現



ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 （ v） 、 5-メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 3-（ 3-ア ミ ノ -3-N-2-カ ル ボ キ シ
プ ロ ピ ル ） ウ ラ シ ル 、 （ acp3） w、 な ら び に 2,6-ジ ア ミ ノ プ リ ン 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 少 な く と も 1つ の 修 飾 糖 鎖 成 分 を 含 ん で い て
も よ く 、 か か る 修 飾 糖 鎖 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の 群 か ら 選 択 さ れ る ： ア ラ ビ
ノ ー ス 、 2-フ ル オ ロ ア ラ ビ ノ ー ス 、 キ シ ル ロ ー ス 、 お よ び ヘ キ ソ ー ス 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 1つ
の 修 飾 ホ ス フ ェ ー ト 骨 格 を 含 ん で い て も よ く 、 か か る 修 飾 ホ ス フ ェ ー ト は 、 以 下 の 群 か ら
選 択 さ れ る ： ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト (S-ODN)、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ ド チ オ
エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 ホ ス ホ ル ジ ア ミ デ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ア ル キ ル ホ
ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 お よ び そ の オ ル ム ア セ タ ー ル ま た は 類 似 体 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 α -ア ノ マ ー オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 α -ア ノ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 相 補 的 RNAと 共 に 特 異 的 な 二
本 鎖 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 し 、 こ の ハ イ ブ リ ッ ド で は 、 通 常 の β -ユ ニ ッ ト と は 対 照 的 に 、
鎖 が 互 い に 平 行 に 延 び て い る （ Gautierら , 1987, Nucl. Acids Res. 15, 6625-6641） 。
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 2'-0-メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ Inoueら , 1987, Nucl. Acids Re
s. 15, 6131-6148） ま た は キ メ ラ RNA-DNA類 似 体 （ Inoueら , 1987, FEBS Lett. 215, 327-
330） で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 、 例 え
ば 自 動 DNA合 成 装 置 （ Biosearchや Applied Biosystemsな ど か ら 市 販 さ れ て い る も の ） を 用
い て 、 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Stei
nら の 方 法 （ 1988, Nucl.Acids Res. 16, 3209） に よ っ て 合 成 す る こ と が で き る 。 メ チ ル
ホ ス ホ ネ ー ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 制 御 さ れ た 細 孔 ガ ラ ス ポ リ マ ー 支 持 体 （ controlled
 pore glass polymer support） （ Sarinら , 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85, 
7448-7451） な ど を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 標 的 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 の 配 列 に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と が で き
る が 、 転 写 さ れ る 非 翻 訳 領 域 に 相 補 的 な も の が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 DNAは 、 配 列 デ ー タ ベ ー ス か ら の 既 知 の 配 列 か ら 当 業 界 で 公 知 の 標 準 的 な 方 法 を 用 い て D
NA増 幅 を 行 う こ と に よ っ て 得 る こ と が で き 、 ま た は 組 織 、 細 胞 培 養 物 、 も し く は ク ロ ー ン
化 さ れ た DNA(例 え ば 、 DNA「 ラ イ ブ ラ リ ー 」 )か ら 直 接 的 に 分 子 ク ロ ー ニ ン グ を 行 う こ と に
よ っ て 得 る こ と が で き る 。 HSP遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 を 得 る た め に は そ の 核 酸 の 起 源 と し て
い か な る 真 核 細 胞 も 用 い る こ と が で き る 。 HSPを コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 脊 椎 動 物 、 哺 乳
動 物 、 な ら び に ヒ ト を 含 む 霊 長 類 起 源 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 ゲ ノ ム DNA由 来 の ク ロ
ー ン は コ ー ド 領 域 の ほ か に 調 節 領 域 お よ び イ ン ト ロ ン DNA領 域 を 含 ん で い る 可 能 性 が あ る
。 cDNA由 来 の ク ロ ー ン は エ キ ソ ン 配 列 の み を 含 ん で い る こ と と な る 。 起 源 が ど う で あ れ 、
HSP遺 伝 子 は 増 殖 の た め に は 適 切 な ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 大 腸 菌 (E. coli)に 基 づ い た ベ ク タ ー は 最 も 一 般 的 で あ り 、 外 来 性 タ ン パ ク 質 の 高 レ ベ
ル 発 現 に 多 目 的 に 使 用 で き る 系 で あ る (Makrides, 1996, Microbiol Rev., 60:512-538)。
大 腸 菌 中 で の 発 現 に 用 い る こ と の で き る 調 節 領 域 の 非 限 定 的 な 例 と し て は 、 lac、 trp、 lp
p、 phoA、 recA、 tac、 λ P L 、 な ら び に フ ァ ー ジ T3お よ び T7プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る (Makri
des, 1996, Microbiol Rev., 60:512-538)。 原 核 生 物 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー の 非 限 定 的 な 例
と し て は 、 λ gt11な ど の λ gtベ ク タ ー 系 列 (Huynhら , 1984, "DNA Cloning Techniques", 
Vol.I: A Practical Approach (D. Glover編 ), pp.49-78, IRL Press, Oxford)お よ び pET
ベ ク タ ー 系 列 (Studierら , 1990, Methods Enzymol. 185:60-89)が 挙 げ ら れ る 。 し か し 、
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原 核 生 物 の 宿 主 -ベ ク タ ー 系 の 欠 点 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 で 行 わ れ る よ う な 翻 訳 後 プ ロ セ ッ シ
ン グ の 多 く を 行 う こ と が で き な い こ と で あ る 。 し た が っ て 、 真 核 生 物 の 宿 主 -ベ ク タ ー 系
が 好 ま し く 、 哺 乳 動 物 の 宿 主 -ベ ク タ ー 系 が よ り 好 ま し く 、 ヒ ト 宿 主 -ベ ク タ ー 系 が 最 も 好
ま し い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 CD91断 片 配 列 の 転 写 に 必 要 な 調 節 領 域 は 、 例 え ば 、 そ の 発 現 ベ ク タ ー で 提 供 す る こ と が
で き る 。 翻 訳 開 始 コ ド ン (ATG)も 、 開 始 コ ド ン を 欠 い た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 発 現 さ せ る た め に 提 供 す る こ と が で き る 。 適 合 し う る 宿 主 -構 築 物
系 に お い て は 、 転 写 に 必 要 な 細 胞 性 タ ン パ ク 質 、 例 え ば RNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 転 写 因 子
な ど は 、 宿 主 生 物 体 中 で CD91断 片 配 列 の 転 写 を 行 な う た め に 、 発 現 構 築 物 上 の 調 節 領 域 に
結 合 す る だ ろ う 。 遺 伝 子 の 発 現 に 必 要 と さ れ る 調 節 領 域 の 詳 し い 性 質 は 宿 主 細 胞 の 種 類 ご
と に 異 な る 。 一 般 的 に は 、 プ ロ モ ー タ ー が 必 要 と さ れ 、 プ ロ モ ー タ ー は RNAポ リ メ ラ ー ゼ
と 結 合 し て 、 そ れ と 機 能 的 に 連 結 さ れ た 核 酸 配 列 の 転 写 を 開 始 さ せ る こ と が で き る 。 そ の
よ う な 調 節 領 域 と し て は 、 転 写 お よ び 翻 訳 の 開 始 と 関 係 し た 5'非 コ ー ド 配 列 、 例 え ば TATA
ボ ッ ク ス 、 キ ャ ッ プ 部 位 、 CAATボ ッ ク ス な ど が 含 ま れ る 。 コ ー ド 配 列 の 3'側 の 非 コ ー ド 配
列 に は 転 写 終 結 調 節 配 列 、 例 え ば タ ー ミ ネ ー タ ー お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91リ ガ ン ド の 発 現 に は 、 構 成 的 お よ び 誘 導 的
の 双 方 の 調 節 領 域 を 用 い る こ と が で き る 。 組 換 え 細 胞 の 増 殖 に 最 適 な 条 件 と 遺 伝 子 産 物 の
高 レ ベ ル で の 発 現 の た め の 条 件 が 異 な る 場 合 に は 、 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が 望
ま し い 。 有 用 な 調 節 領 域 の 例 を 以 下 の セ ク シ ョ ン に 示 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 中 で の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91リ ガ ン ド 遺 伝 子 産 物 の
発 現 に は 、 種 々 の 調 節 領 域 を 用 い る こ と が で き 、 そ の よ う な も の と し て は 例 え ば 、 SV40初
期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス (CMV)前 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び ラ
ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス の ロ ン グ ・ タ ー ミ ナ ル ・ リ ピ ー ト (RSV-LTR)プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る
。 哺 乳 動 物 細 胞 で 有 用 と 考 え ら れ る 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 限 定 す る も の で は な い
が 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン II遺 伝 子 、 マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス の グ ル コ コ ル チ コ イ ド 応 答 性 ロ ン グ
・ タ ー ミ ナ ル ・ リ ピ ー ト (MMTV-LTR)、 β -イ ン タ ー フ ェ ロ ン 遺 伝 子 、 お よ び HSP70遺 伝 子 と
結 合 し て い る も の が 含 ま れ る (Williamsら , 1989, Cancer Res. 49:2735-42; Taylorら , 1
990, Mol. Cell Biol. 10:165-75)。 組 換 え 宿 主 細 胞 中 で の CD91断 片 の 発 現 を 駆 動 す る た
め に は 、 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー も し く は ス ト レ ス プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が 有 利 で あ
り う る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 下 記 の 動 物 制 御 領 域 、 そ れ ら は 組 織 特 異 性 を 示 し ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で 用 い ら れ て
き た も の で あ る が 、 そ の よ う な 領 域 も 特 定 の 組 織 型 の 腫 瘍 細 胞 中 で 用 い る こ と が で き る ：
膵 臓 の 腺 房 細 胞 で 活 動 性 の エ ラ ス タ ー ゼ I遺 伝 子 制 御 領 域 (Swiftら , 1984, Cell 38:639-6
46; Ornitzら , 1986. Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409; MacDonald,
 1987, Hepatology 7:425-515)； 膵 臓 の β 細 胞 で 活 動 性 の イ ン ス リ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Han
ahan, 1985, Nature 315:115-122)； リ ン パ 細 胞 で 活 動 性 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 制 御 領
域 (Grosschedlら , 1984, Cell 38:647-658; Adamesら , 1985, Nature 318:533-538; Alex
anderら , 1987, Mol. Cell. Biol. 7:1436-1444)； 精 巣 、 乳 房 、 リ ン パ お よ び マ ス ト 細 胞
で 活 動 性 の マ ウ ス 乳 癌 ウ イ ル ス 制 御 領 域 (Lederら , 1986, Cell 45:485-495)； 肝 臓 で 活 動
性 の ア ル ブ ミ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Pinkertら , 1987, Genes and Devel. 1:268-276)； 肝 臓
で 活 動 性 の α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Krumlaufら , 1985. Mol. Cell. Biol. 5
:1639-1648; Hammerら , 1987, Sciencc 235:53-58)； 肝 臓 で 活 動 性 の α 1-ア ン チ ト リ プ シ
ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Kelseyら , 1987, Genes and Devel. 1:161-171)； 骨 髄 細 胞 で 活 動 性 の
β -グ ロ ビ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Mogramら , 1985, Nature 315:338-340; Kolliasら , 1986, C
ell 46:89-94)； 脳 の 希 突 起 神 経 膠 細 胞 で 活 動 性 の ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 制 御
領 域 (Readheadら , 1987, Cell 48:703-712)； 骨 格 筋 で 活 動 性 の ミ オ シ ン 軽 鎖 -2遺 伝 子 制
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御 領 域 (Sani, 1985, Nature 314:283-286)； お よ び 視 床 下 部 で 活 動 性 の 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン
放 出 ホ ル モ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 (Masonら , 1986, Science 234:1372-1378)。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 宿 主 細 胞 内 で の CD91断 片 の 発 現 効 率 は 、 SV40ウ イ ル ス 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ
ロ ウ イ ル ス 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 β -ア ク チ ン 内 に 見 出 さ れ る も
の な ど の 適 切 な 転 写 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト を 発 現 ベ ク タ ー 中 に 含 ま せ る こ と に よ っ て 増
強 す る こ と が で き る (Bittnerら , 1987, Methods in Eazymol. 153:516-544; Gorman, 199
0, Curr. Op. in Biotechnol. 1:36-47)。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は ま た 、 2以 上 の 宿 主 細 胞 型 で の ベ ク タ ー の 維 持 と 複 製 を 可 能 に す る か 、
も し く は 宿 主 の 染 色 体 へ の ベ ク タ ー の 組 み 込 み を 可 能 に す る 配 列 を も 含 む こ と が で き る 。
そ の よ う な 配 列 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 複 製 起 点 、 自 律 複 製 配 列 (ARS)、 セ
ン ト ロ メ ア DNA、 お よ び テ ロ メ ア DNAが 含 ま れ る 。 ま た 、 少 な く と も 2つ の 宿 主 細 胞 型 中 で
複 製 し 維 持 さ れ う る シ ャ ト ル ベ ク タ ー を 用 い る こ と も 有 利 で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る DNAを 含 ん で い る 宿 主 細
胞 を 最 初 に 単 離 も し く は 同 定 す る た め の 選 択 可 能 も し く は ス ク リ ー ニ ン グ 可 能 な マ ー カ ー
遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 。 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 長 期 に わ た る 高 収 率 の 産 生 の た め に
は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 安 定 し た 発 現 が 好 ま し い 。 哺 乳 動 物 細 胞 で は 多 数 の 選 択 系 を 用
い る こ と が で き 、 そ の よ う な も の と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ
ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (Wiglerら , 1977, Cell 11:223)、 ヒ ポ キ サ ン チ ン -グ ア ニ ン ホ ス ホ
リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Szybalskiと Szybalski, 1962, Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 48:2026)、 お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Lowyら , 1980, Cell 22
:817)の 遺 伝 子 を そ れ ぞ れ tk - 、 hgprt - 、 も し く は aprt - 細 胞 中 で 用 い る こ と が で き る 。 ま
た 、 代 謝 拮 抗 物 質 耐 性 も 次 の も の の 選 択 に 用 い る こ と が で き る ： ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 (d
hfr)、 こ の 酵 素 は メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る (Wiglerら , 1980, Natl. Aca
d. Sci. USA 77:3567; O'Hareら , 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527)； gpt、
こ れ は ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 へ の 耐 性 を 付 与 す る (Mulliganと Berg, 1981, Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 78:2072)； ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (neo)、 こ れ は ア ミ ノ グ リ
コ シ ド G-418に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る (Colberre-Garapinら , 1981, J. Mol. Biol. 150:1)
； ハ イ グ ロ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (hyg)、 こ れ は ハ イ グ ロ マ イ シ ン に 対 す る
耐 性 を 付 与 す る (Santerreら , 1984, Gene 30:147)。 他 の 選 択 マ ー カ ー 、 例 え ば 、 限 定 す
る も の で は な い が 、 ヒ ス チ ジ ノ ー ル お よ び Zeocin T M も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91リ ガ ン ド を コ ー ド す る DNA配 列 を ベ ク タ ー の
ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 挿 入 す る た め に は 、 調 節 機 能 を 有 す る DNA配 列 （ 例 え ば プ ロ モ ー タ ー
） を 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91リ ガ ン ド を そ れ ぞ れ コ ー ド す る DNA配 列
に 結 合 さ せ る 必 要 が あ る 。 こ れ を 行 う た め に は 、 当 業 界 で よ く 知 ら れ た 技 法 を 用 い て 、 適
切 な 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 提 供 す る リ ン カ ー も し く は ア ダ プ タ ー を 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片
を コ ー ド す る cDNAも し く は 合 成 DNAの 末 端 に 連 結 さ せ る (Wuら , 1987, Methods in Enzymol
. 152:343-349)。 制 限 酵 素 を 用 い た 切 断 を 行 っ た 後 、 連 結 前 に 、 一 本 鎖 の DNA末 端 を 消 化
す る か フ ィ ル イ ン す る こ と に よ っ て 平 滑 末 端 が 作 ら れ る よ う に 改 変 す る 。 あ る い は ま た 、
所 望 の 制 限 酵 素 切 断 部 位 は 、 所 望 の 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 含 ん で い る プ ラ イ マ ー を 用 い た PC
Rに よ っ て そ の DNAを 増 幅 さ せ て 、 DNAの 断 片 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 あ る 実 施 形 態 に お い て は 、 調 節 領 域 と 機 能 的 に 連 結 さ れ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 配 列 を
含 む 発 現 構 築 物 を 、 そ れ 以 上 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と な く 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 発 現 お
よ び 産 生 に 適 し た 宿 主 細 胞 中 に 直 接 的 に 導 入 す る こ と が で き る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,580
,859号 を 参 照 )。 発 現 構 築 物 に は ま た 、 CD91断 片 配 列 の 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 中 へ の 組 み 込 み （
例 え ば 相 同 組 換 え に よ る ） を 容 易 に す る DNA配 列 を 含 ま せ る こ と が で き る 。 こ の 場 合 に は
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、 宿 主 細 胞 中 で の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 増 殖 と 発 現 の た め に 、 宿 主 細 胞 に 適 し た 複 製 起
点 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る 必 要 が な い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は そ の 他 の CD91リ ガ ン ド を コ ー ド す る ク ロ ー ン 化
さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 構 築 物 を 、 当 業 界 で は 公 知 の 種 々 の 技 法 に よ っ て 宿 主
細 胞 内 に 導 入 す る こ と が で き 、 そ の よ う な 技 法 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 原 核
細 胞 に 対 し て は 細 菌 の 形 質 転 換 (Hanahan, 1985, "DNA cloning, A practical Approach",
 1:109-136)、 お よ び 真 核 細 胞 に 対 し て は リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 介 在 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン (Wi
glerら , 1977, Cell 11:223-232)、 リ ポ ソ ー ム 介 在 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン (Schaefer-Ridd
erら , 1982, Science 215:166-168)、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン (Wolffら , 1987, Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 84:3344)、 お よ び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン (Cappechi, 1980, Cell
 22:479-488)が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 適 切 に プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91リ ガ ン ド の 長
期 に わ た る 高 収 率 の 産 生 に は 、 哺 乳 動 物 細 胞 中 で の 安 定 し た 発 現 が 好 ま し い 。 CD91ポ リ ペ
プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91リ ガ ン ド 、 ま た は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 -ペ プ チ ド 複 合 体
を 安 定 に 発 現 す る 細 胞 系 は 、 選 択 マ ー カ ー を 含 有 す る ベ ク タ ー を 用 い て 操 作 す る こ と が で
き る 。 限 定 と し て で は な く 例 示 と し て は 、 発 現 構 築 物 の 導 入 後 、 操 作 さ れ た 細 胞 を 1～ 2日
間 、 栄 養 分 に 富 む 培 地 中 で 増 殖 さ せ 、 次 い で 選 択 培 地 に 交 換 す る 。 発 現 構 築 物 中 の 選 択 マ
ー カ ー は 、 そ の 選 択 に 対 す る 耐 性 を 付 与 し 、 最 適 な 形 で 細 胞 が 安 定 に そ の 発 現 構 築 物 を 染
色 体 中 に 組 み 込 み 、 培 養 下 で 増 殖 し て 細 胞 株 へ と 増 え る こ と を 可 能 に す る 。 そ の よ う な 細
胞 は 長 期 間 の 培 養 が 可 能 で あ る 一 方 で 、 目 的 の 遺 伝 子 産 物 を 連 続 的 に 発 現 し 続 け る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 組 換 え 細 胞 は 、 標 準 的 な 温 度 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 、 光 学 密 度 、 お よ び 培 地 組 成 の
条 件 下 で 培 養 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 組 換 え 抗 原 性 細 胞 は 、 癌 細 胞 も し く は 感
染 細 胞 の 栄 養 要 求 性 お よ び 生 理 的 要 求 性 に 匹 敵 す る 条 件 下 で 培 養 す る こ と が で き る 。 し か
し 、 組 換 え 細 胞 の 増 殖 条 件 は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91リ ガ ン ド 、 ま た
は 抗 原 ペ プ チ ド の 発 現 の た め の 条 件 と は 異 な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】

　 HSP、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 も し く は CD91リ ガ ン ド の 配 列 を 含 む ペ プ チ ド お よ び ポ リ
ペ プ チ ド を 調 製 す る た め の 、 組 換 え 技 法 と は 異 な る 方 法 に は ペ プ チ ド 合 成 が あ る 。 例 え ば
、 受 容 体 結 合 ド メ イ ン を 含 む HSPも し く は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 一 部 分 に 対 応 す る ペ プ
チ ド （ こ れ は 本 明 細 書 で 述 べ る 治 療 方 法 に お い て ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 用 い る こ と が で き
る ） は 、 ペ プ チ ド 合 成 機 を 用 い て 合 成 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 述 べ た 治 療 方 法 に 有
用 な CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 配 列 に 対 応 す る 合 成 ペ プ チ ド も 合 成 に よ っ て 調 製 す る こ と が で
き る 。 従 来 の ペ プ チ ド 合 成 法 も し く は そ の 他 の 当 業 界 で は よ く 知 ら れ た 合 成 プ ロ ト コ ル を
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 例 え ば 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91リ ガ ン ド 、 ま た は そ れ ら の 類 似 体
、 突 然 変 異 体 、 断 片 、 も し く は 誘 導 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド は 、 Merrifield, 
1963, J. Am. Chem. Soc., 85:2149に 述 べ ら れ て い る 方 法 と 類 似 の 方 法 を 用 い て 固 相 ペ プ
チ ド 合 成 で 合 成 す る こ と が で き る 。 合 成 の 際 に 、 側 鎖 を 保 護 し た N-α -保 護 ア ミ ノ 酸 を 、 C
末 端 で 不 溶 性 の ポ リ マ ー 支 持 体 （ 例 え ば ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ ） に 連 結 さ れ た 、 成 長 し つ つ
あ る ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 段 階 的 に 添 加 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド は 、 N-α -脱 保 護 ア ミ ノ
酸 の ア ミ ノ 基 を 、 ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド な ど の 試 薬 と 反 応 さ せ て 活 性 化 さ せ た
N-α -保 護 ア ミ ノ 酸 の α -カ ル ボ キ シ ル 基 と 連 結 さ せ る こ と に よ っ て 合 成 さ れ る 。 活 性 化 さ
れ た カ ル ボ キ シ ル 基 へ 遊 離 ア ミ ノ 基 が 結 合 す る こ と に よ っ て ペ プ チ ド 結 合 が 形 成 さ れ る 。
最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る N-α -保 護 基 と し て は 、 酸 に 対 し て 不 安 定 な Boc、 お よ び 塩 基 に 対
し て 不 安 定 な Fmocが 含 ま れ る 。 適 切 な 化 学 反 応 法 、 樹 脂 、 保 護 基 、 保 護 ア ミ ノ 酸 、 お よ び
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5.1.4　 ペ プ チ ド 合 成



試 薬 の 詳 細 に つ い て は 当 業 界 で よ く 知 ら れ て お り 、 本 明 細 書 中 で は 詳 述 し な い (Atherton
ら 、 1989, "Solid Phase Peptide Synthesis:A Practical Approach", IRL Press、 お よ
び Bodanszky, 1993, "Peptide Chemistry, A Practical Textbook", 第 2版 , Springer-Ve
rlagを 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 こ の 結 果 得 ら れ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91リ ガ ン ド ペ プ チ ド の 精 製
は 、 従 来 法 、 例 え ば ゲ ル 透 過 を 用 い た 調 製 的 HPLC、 分 配 お よ び /ま た は イ オ ン 交 換 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー な ど を 用 い て 行 わ れ る 。 適 切 な マ ト リ ッ ク ス お よ び バ ッ フ ァ ー の 選 択 は 当 業
界 で は よ く 知 ら れ て お り 、 本 明 細 書 で は 詳 述 し な い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 さ ら に 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91リ ガ ン ド タ ン パ ク 質 の 類 似 体 お よ
び 誘 導 体 は 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 所 望 に よ り 、 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 も し
く は 化 学 的 ア ミ ノ 酸 類 似 体 を CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 HSP、 も し く は CD91リ ガ ン ド の 配 列
中 に 置 換 も し く は 付 加 す る も の と し て 導 入 す る こ と が で き る 。 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 と し て は
、 限 定 す る も の で は な い が 、 通 常 の ア ミ ノ 酸 の D-異 性 体 、 α -ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 、 4-ア ミ ノ
酪 酸 、 Abu、 2-ア ミ ノ 酪 酸 、 γ -Abu、 ε -Ahx、 6-ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 、 Aib、 2-ア ミ ノ イ ソ 酪
酸 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 、 オ ル ニ チ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ
ン 、 サ ル コ シ ン 、 シ ト ル リ ン 、 シ ス テ イ ン 酸 、 t-ブ チ ル グ リ シ ン 、 t-ブ チ ル ア ラ ニ ン 、 フ
ェ ニ ル グ リ シ ン 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ラ ニ ン 、 β -ア ラ ニ ン 、 フ ル オ ロ ア ミ ノ 酸 、 デ ザ イ ナ
ー ア ミ ノ 酸 、 例 え ば β -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Cα -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Nα -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 お
よ び 一 般 に ア ミ ノ 酸 類 似 体 と さ れ る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の エ ピ ト ー プ 、 HSP-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 の エ ピ ト ー プ 、
ま た は 該 受 容 体 も し く は 該 受 容 体 複 合 体 の 保 存 さ れ た 変 異 体 も し く は ペ プ チ ド 断 片 の エ ピ
ト ー プ を 特 異 的 に 認 識 す る こ と の で き る 抗 体 を 産 生 す る 方 法 を こ こ に 記 載 す る 。 そ の よ う
な 抗 体 は 本 発 明 の 治 療 方 法 お よ び 診 断 方 法 に お い て 使 用 す る た め の CD91の HSP結 合 ド メ イ
ン を 認 識 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 そ の よ う な 抗 体 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 (mAb)、 ヒ ト 化 も し く は キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Fabフ ラ グ メ ン ト 、 F(ab') 2 フ
ラ グ メ ン ト 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て 産 生 さ れ る フ ラ グ メ ン ト 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ (
抗 Id)抗 体 、 お よ び 上 述 の 抗 体 の い ず れ か の エ ピ ト ー プ 結 合 性 フ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る 。
そ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 も し く は HSP-CD
91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 は ま た 、 例 え ば
、 試 験 化 合 物 が HSPと CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 相 互 作 用 に 及 ぼ す 影 響 を 評 価 す る た め の
、 セ ク シ ョ ン 5.2で 後 述 す る よ う な 、 化 合 物 ス ク リ ー ニ ン グ 計 画 と 共 に 用 い る こ と が で き
る 。 HSPと CD91断 片 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 は 両 者 の 免 疫 特 異 的 結 合 で あ り う る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 抗 CD91断 片 タ ン パ ク 質 複 合 体 抗 体 は 、 さ ら に 、 異 常 な CD91産 物 活 性 を 阻 害 す る 方 法 と し
て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ う し て 、 そ の よ う な 抗 体 は HSP-CD91関 連 疾 患 （ 例 え ば 、 自 己
免 疫 疾 患 ） の 治 療 方 法 の 一 環 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 CD91断 片 タ ン パ ク 質 も し く は そ の ペ プ チ ド 複 合 体 に 対 す る 抗 体 の 産 生 に は 、 種 々 の 宿 主
動 物 に CD91断 片 タ ン パ ク 質 も し く は HSP-CD91断 片 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 一 部 分 を 注
射 す る こ と に よ っ て 、 該 動 物 を 免 疫 す る 。 CD91断 片 タ ン パ ク 質 も し く は HSP-CD91断 片 タ ン
パ ク 質 複 合 体 の 抗 原 性 を 示 す 部 分 は 当 業 界 で 公 知 の ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 容 易 に 予 測 す る
こ と が で き る 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 抗 体 が 、 p95、 p110
、 p282、 p373ま た は p494な ど を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 特 定 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片
に 対 し て 生 成 さ れ る 。 そ の よ う な 抗 体 は HSP-CD91関 連 疾 患 の た め の 本 発 明 の 治 療 方 法 の 一
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5.1.5　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 お よ び CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 -HSP複 合 体 に 特 異 的 な 抗 体



環 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 宿 主 動 物 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 2,3の 例 を 挙 げ る と 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、
お よ び ラ ッ ト を 挙 げ る こ と が で き る 。 宿 主 の 動 物 種 の 如 何 に よ っ て 、 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト
を 、 免 疫 応 答 を 増 強 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き 、 そ の よ う な も の と し て は 、 限 定 す る
も の で は な い が 、 フ ロ イ ン ト (完 全 お よ び 不 完 全 )ア ジ ュ バ ン ト 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど
の 無 機 質 ゲ ル 、 リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン な ど の 界 面 活 性 物
質 、 ペ プ チ ド 、 油 性 乳 剤 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 お
よ び 有 効 で あ る 可 能 性 の あ る ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば BCG(bacille Calmette-Guerin)お
よ び Corynebacterium parvumが 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と は 、 あ る 抗 原 （ 例 え ば CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 タ ン パ ク 質 も し く は
HSP-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 タ ン パ ク 質 複 合 体 ） ま た は そ の 抗 原 性 機 能 を 有 す る 誘 導 体 で 免
疫 し た 動 物 の 血 清 に 由 来 す る 抗 体 分 子 の 多 様 な 集 団 で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に
は 、 上 述 の よ う な 宿 主 動 物 に CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 タ ン パ ク 質 も し く は HSP-CD91ポ リ ペ プ
チ ド 断 片 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ の 一 部 分 を 、 上 述 の ア ジ ュ バ ン ト を 補 充 し て 、 注 射 す
る こ と に よ っ て 、 該 動 物 を 免 疫 す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は あ る 特 定 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 一 様 な 集 団 で あ り 、 そ れ は 培 養 下
の 連 続 細 胞 株 に よ っ て 抗 体 分 子 の 産 生 を 行 う い か な る 技 法 に よ っ て も 得 る こ と が で き る 。
そ の よ う な 技 法 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 Kohlerと Milstein(1975, Nature 25
6:495-497; お よ び 米 国 特 許 第 4,376,110号 )の ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド
ー マ 技 法 (Kosborら , 1983, Immunology Today 4:72; Coleら , 1983, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 80:2026-2030)、 な ら び に EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 法 (Coleら , 1985, "Monoclonal
 Antibodies And Cancer Therapy", Alan R. Liss, Inc. pp.77-96)が 含 ま れ る 。 そ の よ
う な 抗 体 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ど の ク ラ ス の も の で あ っ て も よ く 、 か か る ク ラ ス と し て は Ig
G、 IgM、 IgE、 IgA、 IgDお よ び そ れ ら の サ ブ ク ラ ス が 含 ま れ る 。 本 発 明 の mAbを 産 生 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ は in vitroも し く は in vivoで 培 養 す る こ と が で き る 。 in vivoで の 高 力 価 の
mAbの 産 生 を 行 う こ と が 産 生 方 法 と し て 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 さ ら に 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 の 産 生 の た め に 開 発 さ れ た 技 法 を 用 い る こ と が で き (Morrison
ら , 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. 81:6851-6855; Neubergerら , 1984, Nature 312:604
-608; Takedaら , 1985, Nature, 314:452-454)、 そ れ は 、 適 切 な 抗 原 特 異 性 を 有 す る マ ウ
ス 抗 体 分 子 の 遺 伝 子 を 、 適 切 な 生 物 活 性 を 有 す る ヒ ト 抗 体 分 子 の 遺 伝 子 と ス プ ラ イ ス す る
こ と に よ る も の で あ る 。 キ メ ラ 抗 体 と は 、 こ の 分 子 の 異 な る 部 分 が 異 な る 動 物 種 に 由 来 す
る も の で あ り 、 例 え ば 、 マ ウ ス mAb由 来 の 可 変 領 域 と ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 を 有 す
る 分 子 な ど で あ る (例 え ば 、 Cabillyら , 米 国 特 許 第 4,816,567号 ； お よ び Bossら , 米 国 特
許 第 4,816,397号 を 参 照 の こ と ； こ れ ら は そ の 全 体 を 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 に 組 み 入 れ る )
。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 無 菌 動 物 で 産 生 さ せ る こ と が
で き る (PCT国 際 公 開 番 号 WO 89/12690, 1989年 12月 12日 公 開 を 参 照 )。 本 発 明 で は 、 ヒ ト 抗
体 を 用 い る こ と が で き 、 こ れ は ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い て 得 る こ と が で き (Coteら , 198
3, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80:2026-2030)、 ま た in vitroで EBVウ イ ル ス を 用 い
て ヒ ト B細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て も 得 る こ と が で き る (Coleら , 1985, "Monoclona
l Antibodies And Cancer Therapy", Alan R. Liss, Inc. pp.77-96)。 CD91ポ リ ペ プ チ ド
断 片 タ ン パ ク 質 -HSP複 合 体 に 特 異 的 な マ ウ ス 抗 体 分 子 の 遺 伝 子 を 、 適 切 な 生 物 活 性 を 有 す
る ヒ ト 抗 体 分 子 の 遺 伝 子 と ス プ ラ イ ス す る こ と に よ る 「 キ メ ラ 抗 体 」 の 産 生 の た め に 開 発
さ れ た 技 法 を 用 い る こ と が で き (Morrisonら , 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 81:
6851-6855; Neubergerら , 1984, Nature 312:604-608; Takedaら , 1985, Nature, 314:45
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2-454)、 こ の よ う な 抗 体 は 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 も 提 供 さ れ る (Winterに よ る 米 国 特 許 第 5,225,539号 を 参 照 )。 免 疫 グ ロ ブ リ
ン の 軽 鎖 も し く は 重 鎖 の 可 変 領 域 は 、 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)と 呼 ば れ る 3カ 所 の 超 可 変 領 域
が 介 在 す る 「 フ レ ー ム ワ ー ク 」 領 域 か ら な る 。 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 お よ び CDRの 長 さ は 正
確 に 定 め ら れ て い る ("Sequences of Proteins of Immunological Interest", Kabat, E.
ら , U.S. Department of Health and Human Services (1983)を 参 照 の こ と )。 簡 潔 に 記 せ
ば 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 種 由 来 の 1個 以 上 の CDRお よ び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子
由 来 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 有 す る 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 種 由 来 の 抗 体 分 子 で あ る 。 こ の よ う
な CDRを グ ラ フ ト し た 抗 体 を 種 々 の 抗 原 に 対 し て 構 築 す る こ と が 成 功 を 収 め て お り 、 例 え
ば Queenら (1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10029)が 報 告 し て い る IL-2受 容 体 に 対
す る 抗 体 ； Riechmannら (1988, Nature 332:323)が 報 告 し て い る 細 胞 表 面 受 容 体 CAMPATHに
対 す る 抗 体 ； Coら (1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2869)が 報 告 し て い る B型 肝 炎
に 対 す る 抗 体 ； な ら び に Tempestら (1991, Bio-Technology 9:267)が 報 告 し て い る RSウ イ
ル ス の ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す る 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は ヒ ト の 治 療 に 用 い る の に 最
も 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 あ る い は ま た 、 一 本 鎖 抗 体 の 産 生 の た め に 報 告 さ れ て い る 技 法 (米 国 特 許 第 4,946,778号
; Bird, 1988, Science 242:423-426; Hustonら , 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85
:5879-5883; お よ び Wardら , 1989, Nature 334:544-546)を 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 タ ン
パ ク 質 も し く は HSP-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 タ ン パ ク 質 複 合 体 ま た は そ れ ら の 部 分 に 対 す る
一 本 鎖 抗 体 を 産 生 さ せ る た め に 適 応 さ せ る こ と が で き る 。 一 本 鎖 抗 体 は Fv領 域 の 重 鎖 フ ラ
グ メ ン ト と 軽 鎖 フ ラ グ メ ン ト を ア ミ ノ 酸 架 橋 を 介 し て 連 結 さ せ る こ と に よ っ て 形 成 さ れ 、
そ の 結 果 一 本 鎖 の ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 特 定 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト は 公 知 の 方 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が ： 抗 体 分 子 の
ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 得 ら れ る F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト の ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 を 還 元 し て 生 成 さ れ る Fabフ ラ グ メ ン ト が 含 ま れ る 。 あ る い は ま た 、 所 望 の
特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル Fabフ ラ グ メ ン ト の 迅 速 か つ 容 易 な 同 定 を 行 い う る よ う に F
ab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る こ と が で き る (Huseら , 1989, Science, 246:1275-1381)。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る 抗 体 は 、 今 度 は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 「 模 倣 し た 」 抗
イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ た 技 法 を 用 い て 作 製 す る た め に 利 用 す る こ
と が で き る (例 え ば 、 Greenspanと Bona, 1993, FASEB J 7(5):437-444; お よ び Nissinoff,
 1991, J.Immunol. 147(8):2429-2438を 参 照 の こ と )。 例 え ば 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と
結 合 し て 、 HSPの CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 へ の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る 抗 体 は 、 ECDを 「 模 倣
し 」 、 そ れ ゆ え に HSPと 結 合 し て そ れ を 中 和 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 作 製 す る た め に
用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 、 中 和 能 の あ る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 も し く は そ の 抗 イ
デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の Fabフ ラ グ メ ン ト は 、 天 然 の リ ガ ン ド を 中 和 し 、 HSP-CD91関 連 疾 患 、
例 え ば 免 疫 疾 患 、 増 殖 性 疾 患 、 お よ び 感 染 性 疾 患 な ど の 治 療 を 行 う 治 療 計 画 に お い て 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 あ る い は ま た 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 活 性 ま た は CD91活 性 の ア ゴ ニ ス ト と し て 作 用 し う
る CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 は CD91ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 お よ び CD91に 結 合 し 、 CD91の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 活 性 化 す る こ と と な る 。
CD91の 活 性 化 は 癌 の よ う な 増 殖 性 疾 患 お よ び 感 染 性 疾 患 の 治 療 に 特 に 有 用 で あ る と 思 わ れ
る 。 さ ら に 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 活 性 の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 抗 体 、 す な わ ち
CD91の 活 性 化 を 阻 害 す る 抗 体 は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 に 特 に 有 用 な も の と な ろ う 。 そ の よ
う な ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト を ア ッ セ イ す る た め の 方 法 は 下 記 の セ ク シ ョ ン 5.2
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に 詳 述 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 相 互 作 用 す る か 、 ま た は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 機 能 を 増 強 も
し く は 阻 止 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 は 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 本 発 明 は 下 記 の サ ブ セ ク シ
ョ ン に 述 べ る in vitroお よ び in vivoア ッ セ イ 系 を 提 供 し 、 そ れ ら の 系 は 、 CD91ポ リ ペ プ
チ ド 断 片 と 相 互 作 用 す る か 、 ま た は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 お よ び CD91ポ リ ペ プ チ ド
断 片 と HSPも し く は HSP-ペ プ チ ド 複 合 体 と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 も し く は
組 成 物 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 相 互 作 用 す る か 、 ま た は HSPと CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片
と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 小 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 お よ び そ の 他 の 化 合 物 の 同 定 に 有
用 な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 化 合 物 は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 遺 伝 子 も
し く は 遺 伝 子 産 物 と 種 々 の 親 和 性 で 結 合 し て 、 in vivoで 受 容 体 活 性 の 調 節 物 質 と し て 働
く こ と が で き 、 免 疫 応 答 を モ ジ ュ レ ー ト す る と い う 有 用 な 治 療 用 途 を 有 す る 。 例 え ば 、 受
容 体 機 能 を 抑 制 す る あ る 種 の 化 合 物 は 、 HSPの 細 胞 か ら の 放 出 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 破
壊 的 な 免 疫 応 答 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る た め に 患 者 に 用 い る こ と が で き る 。 あ る 実 施 形
態 で は 、 そ の 化 合 物 は 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 と CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 相 互 作 用 を 増 強
す る ア ゴ ニ ス ト で あ る 。 上 記 方 法 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 そ の 化 合 物 は 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク
質 と CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 相 互 作 用 を 妨 害 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 候 補 薬 剤 を 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 相 互 作 用 す る 能 力 、 も し く は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断
片 の 発 現 お よ び 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 は 、 本 発 明
者 ら が 上 記 受 容 体 お よ び HSPも し く は HSP-ペ プ チ ド 複 合 体 の 結 合 お よ び 認 識 に お け る そ の
役 割 を 発 見 し た こ と に 基 づ い て 設 計 す る こ と が で き る 。 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 核 酸 、 お
よ び 誘 導 体 は 、 CD91も し く は HSPタ ン パ ク 質 、 誘 導 体 、 ま た は 核 酸 と 特 異 的 に 結 合 し 、 そ
れ ゆ え に CD91-HSP相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト し 、 そ れ に よ り 免 疫 応 答 を モ ジ ュ レ ー ト す る た
め に 使 用 し う る 分 子 を 検 出 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 で 用 い る こ と が で き る 。
好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 そ の よ う な ア ッ セ イ 法 は 、 抗 自 己 免 疫 疾 患 薬 、 抗 癌 剤 、 抗
感 染 薬 (抗 ウ イ ル ス 薬 お よ び 抗 生 物 質 )、 免 疫 調 節 剤 、 ま た は 創 薬 の た め の リ ー ド 化 合 物 と
し て の 有 用 性 を も ち う る 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 行 わ れ る 。 例 え ば 、 CD91断 片 核
酸 を 発 現 す る 組 換 え 細 胞 は 、 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 で HSPの CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 へ の 結 合
を 妨 げ る 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 組 換 え 的 に 産 生 さ せ
る た め に 用 い る こ と が で き る 。 同 様 の 方 法 を 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 誘 導 体 も し く は コ
ー ド 化 核 酸 に 結 合 す る 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 上 述 の こ と
を 行 う た め に 用 い る こ と の で き る 方 法 は 当 業 界 で は 一 般 的 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と の で き る 化 合 物 は 免 疫 療 法 に
有 用 な も の と な り う る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 タ ン パ ク 質 と 特 異
的 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ 法 が 開 示 さ れ 、 そ の 方 法 は 、 (a)CD91ポ リ
ペ プ チ ド 断 片 タ ン パ ク 質 を 1つ 以 上 の 試 験 化 合 物 と 、 結 合 を 起 こ さ せ る 条 件 下 で 接 触 さ せ
； (b)CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 の あ る 化 合 物 が 免 疫 療 法
に 有 用 な 化 合 物 と し て 同 定 さ れ る よ う に 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 特 異 的 に 結 合 す る 1つ
以 上 の 試 験 化 合 物 を 同 定 す る 、 こ と を 含 ん で な る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 免 疫 療 法 に 有 用 な 化 合 物 を 同 定 す る た め の 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 別 の 方 法 で は 、 CD91ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 リ ガ ン ド の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 へ の 結 合 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を 同
定 す る こ と を 含 む 。 本 明 細 書 で 用 い て い る 「 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 リ ガ ン ド 」 と い う 用 語
は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 結 合 す る こ と の で き る 分 子 を 意 味 す る 。 そ の よ う な CD91ポ リ
ペ プ チ ド 断 片 リ ガ ン ド に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 お よ び 熱 シ
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5.2　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 相 互 作 用 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ 法



ョ ッ ク タ ン パ ク 質 複 合 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 そ の 方 法 は 、 (a)1種 以 上 の 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を CD91ポ リ ペ
プ チ ド 断 片 リ ガ ン ド 、 ま た は そ の 類 似 体 、 誘 導 体 、 も し く は 擬 似 体 と 接 触 さ せ ； (b)CD91
ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 結 合 し た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 リ ガ ン ド 、 ま た は そ の 類 似 体 、 誘 導 体
、 も し く は 擬 似 体 の 量 を 測 定 す る ； 各 ス テ ッ プ を 含 ん で な り 、 そ の 際 、 ス テ ッ プ (b)で 測
定 し た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 リ ガ ン ド の 結 合 量 が 、 試 験 化 合 物 の 不 在 下 で 測 定 し た CD91ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 リ ガ ン ド の 結 合 量 と は 異 な っ て い る 場 合 に は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 対
す る CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 リ ガ ン ド の 結 合 を モ ジ ュ レ ー ト す る 、 免 疫 療 法 に 有 用 な 化 合 物
が 同 定 さ れ る こ と と な る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 リ ガ ン ド と の
間 の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 、 免 疫 療 法 に 有 用 な 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 が 本 発
明 に よ っ て 提 供 さ れ る 。 そ の 方 法 は 、 (a)CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 1種 以 上 の 試 験 化 合 物 と
接 触 さ せ ； (b)CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 も し く は 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る ； 各 ス テ ッ
プ を 含 ん で な り 、 そ の 際 、 ス テ ッ プ (b)で 測 定 し た 活 性 も し く は 発 現 の レ ベ ル が 1種 以 上 の
試 験 化 合 物 の 不 在 下 で の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 の レ ベ ル と は 異 な る 場 合 に は 、 CD91
ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 リ ガ ン ド と の 間 の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る
化 合 物 が 同 定 さ れ る こ と と な る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 HSP-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が 介 在 す る プ ロ セ ス を モ ジ ュ レ ー
ト す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ 法 が 開 示 さ れ る 。 そ の ア ッ セ イ 法 は 、 (a)試 験 化
合 物 を HSPお よ び CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 接 触 さ せ ； (b)CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 も し
く は 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る ； 各 ス テ ッ プ を 含 ん で な り 、 そ の 際 、 ス テ ッ プ (b)で 測 定 し
た 活 性 も し く は 発 現 の レ ベ ル が 試 験 化 合 物 の 不 在 下 で の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 の レ
ベ ル と は 異 な る 場 合 に は 、 HSP-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 介 在 プ ロ セ ス を モ ジ ュ レ ー ト す る 化
合 物 が 同 定 さ れ る こ と と な る 。 同 定 さ れ た 化 合 物 が HSPと CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 相 互
作 用 を 妨 害 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る よ う な 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 方 法 は 、 前 記 レ
ベ ル が HSPと CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 相 互 作 用 を 妨 害 す る か ど う か を 調 べ る ス テ ッ プ を
さ ら に 含 ん で な る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 HSP-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 介 在 プ ロ セ ス を モ ジ ュ レ ー ト す る
化 合 物 を 同 定 す る た め の 、 細 胞 に 基 づ く 方 法 が 開 示 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 (a)試 験 化 合 物
を 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 お よ び CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 発 現 す る 細 胞 と 接 触 さ せ ： (b)そ
の 細 胞 内 で の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 も し く は 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る ； 各 ス テ ッ プ
を 含 ん で な り 、 そ の 際 、 ス テ ッ プ (b)で 測 定 し た 活 性 も し く は 発 現 の レ ベ ル が 試 験 化 合 物
の 不 在 下 で の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 の レ ベ ル と は 異 な る 場 合 に は 、 HSP-CD91ポ リ ペ
プ チ ド 断 片 介 在 プ ロ セ ス を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 が 同 定 さ れ る こ と と な る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 相 互 作 用 す る 化 合 物 、 ま た は HSPの C
D91へ の 結 合 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 受 容 体 -リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ が
提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 1つ の 方 法 は 、 (a)HSPを CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 ま た は そ の 類 似
体 、 誘 導 体 、 も し く は 擬 似 体 と 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 接 触 さ せ ； (b)CD91ポ リ ペ プ チ ド 断
片 、 ま た は そ の 類 似 体 、 誘 導 体 、 も し く は 擬 似 体 と 結 合 し て い る 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の
量 を 測 定 す る ； 各 ス テ ッ プ を 含 ん で な り 、 そ の 際 、 ス テ ッ プ (b)で 測 定 し た 熱 シ ョ ッ ク タ
ン パ ク 質 の 結 合 量 が 試 験 化 合 物 の 不 在 下 で 測 定 し た 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 の 結 合 量 と は 異
な る 場 合 に は 、 HSPの CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 へ の 結 合 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 が 同 定 さ
れ る こ と と な る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は ま ず 小 ス ケ ー ル (す な わ ち 、 試 験 管 内 )で 最 適 化 し 、 そ の 後 ス ケ ー
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ル ア ッ プ し て ハ イ ス ル ー プ ッ ト の ア ッ セ イ 法 と す る こ と が で き る 。 種 々 の 実 施 形 態 に お い
て 、 本 発 明 の in vitroス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 は 精 製 さ れ た 成 分 も し く は 細 胞 溶 解 物 を
用 い て 行 う こ と が で き る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 を 培 養
下 の ま た は モ デ ル 動 物 中 の イ ン タ ク ト な 細 胞 で 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 で は 、 本 明 細 書
に 記 載 し た in vitroで CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が 示 さ れ た 試
験 化 合 物 は 、 さ ら に in vivoで ア ッ セ イ さ れ る こ と と な り 、 そ の よ う な ア ッ セ イ に は 、 そ
の 試 験 化 合 物 が 内 在 性 の CD91と の 相 互 作 用 に よ り in vivoで も 同 様 の 効 果 を 有 す る か を 調
べ る た め の 、 ま た 、 試 験 化 合 物 が 抗 原 提 示 、 サ イ ト カ イ ン 放 出 、 細 胞 内 Ca + + の 放 出 、 T細
胞 の 細 胞 傷 害 性 、 腫 瘍 の 進 行 、 正 も し く は 負 の 調 節 物 質 の 蓄 積 ま た は 分 解 、 細 胞 増 殖 な ど
に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ る た め の 、 培 養 細 胞 お よ び 動 物 モ デ ル が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 相 互 作 用 す る と 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用
す る た め に さ ら に 同 定 し て 配 列 決 定 を 行 う こ と が で き る 。 さ ら な る 同 定 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 SDS-PAGEで 分 析 し 、 さ ら に ク ー マ
シ ー ブ ル ー で 染 色 す る か 、 ま た は PVDF膜 に 移 し て ク ー マ シ ー ブ ル ー で 染 色 す る こ と が で き
る （ 全 て ケ ラ チ ン を 含 ま な い 条 件 下 で 行 う ） 。 そ の 後 、 か み そ り で ゲ ル ま た は 膜 か ら タ ン
パ ク 質 バ ン ド を 切 り 出 す 。 80kDaの か す か な ク ー マ シ ー バ ン ド か ら ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を
、 50％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 5％ ギ 酸 で 抽 出 し 、 乾 燥 し 、 75m 10cmの 逆 相 C18マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ
リ ー カ ラ ム （ 体 積 3μ l） 上 に 載 せ 、 オ ン ラ イ ン マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ ー 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー -タ ン デ ム 型 質 量 分 析 法 に よ り ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を 分 離 し た 後 、 以 前 に 記 載 さ れ た
よ う に 、 SEQUESTプ ロ グ ラ ム を 用 い て デ ー タ ベ ー ス 検 索 を 行 う （ Gatlinら , 2000, Anal. C
hem. 72:757-63; Linkら , 1999, Nat. Biotechnol. 17:676-82） 。 Finnigan LCQイ オ ン ト
ラ ッ プ 質 量 分 析 計 を 用 い て 、 デ ー タ 依 存 型 自 動 MS/MS様 式 で 分 析 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 相 互 作 用 す
る か 、 も し く は HSPと CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 、 ペ プ チ ド
お よ び 非 タ ン パ ク 質 有 機 分 子 を は じ め と す る 化 合 物 お よ び 組 成 物 を 同 定 す る た め に 用 い る
こ と が で き る 。 組 換 え 化 合 物 、 合 成 化 合 物 、 も し く は そ の 他 の 外 因 性 化 合 物 は 結 合 能 を 有
し て い る 可 能 性 が あ り 、 そ れ ゆ え 、 医 薬 品 の 候 補 と な り う る 。 あ る い は ま た 、 タ ン パ ク 質
お よ び 化 合 物 に は 、 同 定 さ れ た 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 と in vivoで 相 互 作 用 す る よ う な
内 因 性 の 細 胞 成 分 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な 内 因 性 成 分 は 医 薬 的 お よ び 治 療 的 介 入 の た め の
新 た な 標 的 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 し た が っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 天 然 お よ び /ま た は 合 成 の 化 合 物 (例 え ば 、
小 分 子 も し く は ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー )は 双 方 と も 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 相 互 作
用 に つ い て 、 お よ び /ま た は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン に つ い て ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 別 の 一 連 の 実 施 形 態 に お い て は 、 細 胞 溶 解 物 も し く は 組
織 ホ モ ジ ネ ー ト を 、 正 常 も し く は 突 然 変 異 型 の CD91断 片 核 酸 お よ び CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片
の 1種 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 他 の 化 合 物 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 相 互 作 用 す
る 、 お よ び /ま た は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と HSPと の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 小 分 子 、
ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 、 類 似 体 、 も し く は 断 片 を 同 定 す る
た め に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 化 合 物 は 、 CD91リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 HSPお よ び HSP
複 合 体 な ど ） の 細 胞 表 面 受 容 体 に よ る 取 り 込 み に 対 す る ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス
ト と し て 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 -リ ガ ン ド 相 互 作 用 を モ ジ
ュ レ ー ト す る 化 合 物 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 結 合 し
、 そ の こ と に よ っ て リ ガ ン ド （ 例 え ば HSPお よ び HSP複 合 体 な ど ） の そ の 受 容 体 へ の 結 合 を
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阻 害 す る (ア ン タ ゴ ニ ス ト )も し く は 増 強 す る (ア ゴ ニ ス ト )化 合 物 、 な ら び に 、 リ ガ ン ド （
例 え ば HSPな ど ） に 結 合 し 、 そ の こ と に よ っ て リ ガ ン ド の 受 容 体 へ の 結 合 を 妨 げ る か も し
く は 増 強 す る 化 合 物 が 含 ま れ る 。 CD91断 片 DNAの 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す こ と に よ り 、 CD91断
片 DNA活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 も 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ で 同 定 す る こ と が で き 、 そ の
よ う な 化 合 物 と し て は 、 例 え ば 、 CD91断 片 の 発 現 が モ ジ ュ レ ー ト さ れ る よ う に 、 転 写 に 影
響 を 与 え る か も し く は ス プ ラ イ シ ン グ を 妨 害 す る 分 子 、 例 え ば タ ン パ ク 質 も し く は 小 さ な
有 機 分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 は 、 HSP-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 相 互 作 用 を
含 め て 、 リ ガ ン ド -CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 、 す な わ ち 妨 害 も
し く は 増 強 す る 化 合 物 を 検 出 す る た め に 設 計 さ れ て い る 。 下 記 に 詳 述 す る と お り 、 そ の よ
う な ア ッ セ イ 法 は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 に 適 応 さ せ る こ と の で き る 、 結 合
ア ッ セ イ な ど の 機 能 的 ア ッ セ イ 法 で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 結 合 ア ッ セ イ 法 は 、 リ ガ ン ド （ 例 え ば HSP） と CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 相 互 作 用 を モ
ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 一 態 様 に お い て は
、 該 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 HSPも し く は HSP由 来
の ペ プ チ ド 、 も し く は 別 の CD91リ ガ ン ド な ど ） と の 相 互 作 用 を 破 壊 す る 化 合 物 を 同 定 す る
よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 化 合 物 は 、 HSP-CD91関 連 疾 患 お よ び 状 態 、 例 え
ば 免 疫 疾 患 、 増 殖 性 疾 患 、 お よ び 感 染 性 疾 患 な ど の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 作 る た め の リ ー ド 化
合 物 と し て 有 用 な も の と な ろ う 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 結 合 ア ッ セ イ は 直 接 的 結 合 ア ッ セ イ も し く は 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ の い ず れ か で 行 う こ と
が で き る 。 直 接 的 結 合 ア ッ セ イ で は 、 試 験 化 合 物 は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 結 合 、 ま た
は CD91リ ガ ン ド （ 例 え ば HSPな ど ） と の 結 合 に つ い て 試 験 さ れ る 。 そ の 後 、 第 2の ス テ ッ プ
で そ の 試 験 化 合 物 は リ ガ ン ド -CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 が
あ る か を 試 験 さ れ る 。 他 方 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ で は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 結 合 に
つ い て 、 リ ガ ン ド （ す な わ ち HSP） と 競 合 す る 試 験 化 合 物 の 能 力 が 評 価 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 直 接 的 結 合 ア ッ セ イ に お い て は 、 リ ガ ン ド お よ び /ま た は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の い ず
れ か を 試 験 化 合 物 と 、 リ ガ ン ド も し く は 受 容 体 へ の 試 験 化 合 物 の 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下
で 接 触 さ せ る 。 そ の 結 合 は 溶 液 中 も し く は 固 相 表 面 上 で 起 こ す こ と が で き る 。 そ の 試 験 化
合 物 は あ ら か じ め 検 出 用 に 標 識 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 標 識 に は 検 出 可 能 な 化 合 物 で
あ れ ば ど の よ う な も の で も 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 発 光 物
質 、 蛍 光 物 質 、 ま た は 放 射 性 同 位 体 も し く は そ れ を 含 有 す る 基 、 ま た は 酵 素 や 色 素 な ど の
非 同 位 体 標 識 が 挙 げ ら れ る 。 結 合 が 起 こ る の に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 そ の 反
応 液 を 、 過 剰 の も し く は 非 特 異 的 に 結 合 し た 試 験 化 合 物 を 除 去 す る 条 件 お よ び 操 作 に 付 す
。 典 型 的 に は 、 そ の よ う な 操 作 と し て は 適 切 な バ ッ フ ァ ー で の 洗 浄 が 含 ま れ る 。 最 後 に 、
リ ガ ン ド -試 験 化 合 物 (例 え ば 、 HSP-試 験 化 合 物 )も し く は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 -試 験 化 合
物 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ で は 、 試 験 化 合 物 を 、 リ ガ ン ド (例 え ば HSP)と CD91ポ リ ペ プ チ ド 断
片 と の 結 合 を 破 壊 も し く は 増 強 す る そ の 能 力 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 標 識 し た リ ガ ン ド (
例 え ば HSP)を CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 と 混 合 し 、 試 験 化 合 物 を 添 加 し て あ
る い は 添 加 し な い で 、 そ れ ら の 間 の 相 互 作 用 が 通 常 は 起 こ る と 考 え ら れ る 条 件 下 に 置 く 。
CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 結 合 す る 標 識 リ ガ ン ド (例 え ば HSP)の 量 を 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下
も し く は 不 在 下 で の 結 合 の 量 と 比 較 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 複 合 体 の 形 成 お よ び 検 出 を 容 易 に す る た め に 、 結 合 ア ッ
セ イ は 固 相 表 面 上 に 固 定 化 さ れ た 1種 以 上 の 成 分 を 用 い て 行 わ れ る 。 種 々 の 実 施 形 態 に お
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い て は 、 固 相 支 持 体 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ
リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ガ ラ ス 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 お よ び ア ガ ロ ー ス と す る こ と が で き る 。 支 持 体 の 形 状 と し て は ビ ー ズ
、 膜 、 微 粒 子 、 ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 試 験 管 、 も し く は そ の 他 の 反 応 容 器 の
よ う な 反 応 容 器 の 内 表 面 が 含 ま れ る 。 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 も し く は そ の 他 の 成 分 の 固 定
化 は 、 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 を 介 し て 行 う こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 そ
の 結 合 は 間 接 的 な も の 、 す な わ ち 、 結 合 し た 抗 体 を 介 す る も の と す る こ と が で き る 。 別 の
実 施 形 態 に お い て は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 お よ び 陰 性 対 照 を 、 例 え ば グ ル タ チ オ ン -S-
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)な ど の エ ピ ト ー プ で タ グ 付 け し て 、 固 相 表 面 へ の 結 合 が 、 抗 GST
(Santa Cruz Biotechnology)の よ う な 市 販 の 抗 体 に よ っ て 媒 介 さ れ う る よ う に す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 例 え ば 、 そ の よ う な ア フ ィ ニ テ ィ ー 結 合 ア ッ セ イ は 固 相 支 持 体 上 に 固 定 化 し た CD91ポ リ
ペ プ チ ド 断 片 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 結 合 反 応 の 非 固 定 化 成 分 、 こ の 場
合 は リ ガ ン ド (例 え ば HSP)も し く は 試 験 化 合 物 の い ず れ か 、 は 検 出 が 行 え る よ う に 標 識 さ
れ る 。 種 々 の 標 識 法 が 利 用 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 発 光 物 質 、 発 色 団 、 蛍 光 物 質 、 ま た は 放
射 性 同 位 体 も し く は そ れ を 含 有 す る 基 、 な ら び に 酵 素 や 色 素 な ど の 非 同 位 体 に よ る 標 識 を
用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 試 験 化 合 物 を 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ
チ オ シ ア ネ ー ト (FITC、 Sigma Chemicals (St. Louis)か ら 入 手 で き る )な ど の 蛍 光 団 で 標
識 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 そ の 後 、 標 識 さ れ た 試 験 化 合 物 、 も し く は リ ガ ン ド (例 え ば HSP)＋ 試 験 化 合 物 は 、 固 相
支 持 体 と 、 特 異 的 な 結 合 が 起 こ る よ う な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 。 結 合 反 応 が 起 こ っ た 後 、 未
結 合 の 試 験 化 合 物 と 非 特 異 的 に 結 合 し た 試 験 化 合 物 を 、 表 面 を 洗 浄 す る こ と に よ っ て 分 離
す る 。 結 合 パ ー ト ナ ー の 固 相 へ の 結 合 は 、 当 業 者 に は 公 知 の 種 々 の 方 法 で 行 う こ と が で き
、 そ の よ う な 方 法 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 化 学 的 架 橋 、 プ ラ ス チ ッ ク 表 面 へ
の 非 特 異 的 付 着 、 固 相 表 面 に 結 合 さ せ た 抗 体 と の 相 互 作 用 、 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ せ た
リ ガ ン ド (例 え ば ビ オ チ ン )と 固 相 に 結 合 さ せ た リ ガ ン ド 結 合 性 タ ン パ ク 質 (例 え ば ア ビ ジ
ン も し く は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン )と の 間 の 相 互 作 用 、 な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 最 後 に 、 固 相 表 面 上 に 残 存 す る 標 識 は 、 当 業 界 で は 公 知 の 検 出 方 法 に よ っ て 検 出 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 試 験 化 合 物 が 蛍 光 団 で 標 識 さ れ て い れ ば 、 複 合 体 の 検 出 に は フ ル オ
リ メ ー タ ー を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 好 ま し く は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 結 合 ア ッ セ イ に 添 加 す る 際 に は 、 CD91ポ リ ペ プ
チ ド 断 片 を 発 現 し て い る イ ン タ ク ト な 細 胞 の 形 、 も し く は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 含 有 し
て い る 単 離 さ れ た 膜 の 形 態 で 添 加 さ れ る 。 従 っ て CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 直 接 的 結 合 も
し く は リ ガ ン ド -CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 (例 え ば 、 HSP-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 複 合 体
)を モ ジ ュ レ ー ト す る 試 験 化 合 物 の 能 力 は 、 培 養 下 の イ ン タ ク ト な 細 胞 も し く は 動 物 モ デ
ル に お い て 試 験 化 合 物 の 存 在 下 も し く は 不 在 下 で ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 標 識 リ ガ ン
ド (例 え ば 、 HSP)を 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 発 現 し て い る 細 胞 と 混 合 す る か 、 も し く は
そ の よ う な 細 胞 か ら 得 ら れ た 粗 抽 出 物 中 で 混 合 し 、 試 験 化 合 物 を 添 加 す る こ と が で き る 。
単 離 し た 膜 を 使 用 し て CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 相 互 作 用 す る 化 合 物 を 同 定 す る こ と も で き
る 。 例 え ば 、 単 離 膜 を 用 い た 典 型 的 な 実 験 で は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 発 現 す る よ う に
細 胞 を 遺 伝 子 操 作 す る こ と が で き る 。 膜 を 標 準 的 な 技 法 に よ っ て 採 取 し 、 in vitro結 合 ア
ッ セ イ で 用 い る こ と が で き る 。 標 識 リ ガ ン ド (例 え ば 、 1 2 5 I-標 識 HSP)を 膜 に 結 合 さ せ 、 そ
の 比 活 性 を 測 定 す る ； 特 異 的 結 合 は 過 剰 の 非 標 識 (コ ー ル ド )リ ガ ン ド の 存 在 下 で 行 っ た 結
合 ア ッ セ イ の 結 果 と 比 較 し て 測 定 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 あ る い は ま た 、 可 溶 性 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 組 換 え 的 に 発 現 さ せ て 、 CD91ポ リ ペ プ チ
ド 断 片 と 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 無 細 胞 系 の ア ッ セ イ 法 に お い て 用 い る こ と が で き る 。
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組 換 え に よ り 発 現 さ せ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断
片 の 細 胞 外 ド メ イ ン (ECD)も し く は そ の 誘 導 体 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 無 細 胞 系 の ス ク
リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 で 用 い る こ と が で き る 。 無 細 胞 系 の ア ッ セ イ 法 に お い て は 、 組 換 え
に よ り 発 現 さ せ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 、 固 相 支 持 体 、 例 え ば 試 験 管 、 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト の ウ エ ル 、 も し く は カ ラ ム に 、 当 業 界 で は よ く 知 ら れ た 方 法 を 用 い て 結 合 さ せ
る (Ausubelら の 上 述 の 文 献 を 参 照 の こ と )。 次 い で 試 験 化 合 物 を そ の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断
片 へ の 結 合 能 に つ い て ア ッ セ イ す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 あ る い は ま た 、 結 合 反 応 は 溶 液 中 で 行 う こ と が で き る 。 こ の ア ッ セ イ 法 で は 、 標 識 成 分
を そ の 結 合 パ ー ト ナ ー と 溶 液 中 で 相 互 作 用 さ せ る 。 標 識 成 分 と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー と の サ
イ ズ 差 に よ っ て 分 離 が 可 能 で あ る な ら ば 、 そ の よ う な 分 離 は 、 結 合 反 応 の 産 物 を 、 結 合 し
な か っ た 標 識 成 分 は 通 過 す る が 結 合 パ ー ト ナ ー も し く は そ の パ ー ト ナ ー と 結 合 し て い る 標
識 成 分 は 通 過 し 得 な い よ う な 孔 径 を 有 す る 限 外 ろ 過 膜 を 通 過 さ せ る こ と に よ っ て 、 行 う こ
と が で き る 。 分 離 は ま た 、 標 識 成 分 の 結 合 パ ー ト ナ ー を 溶 液 か ら 捕 捉 す る こ と の で き る 何
ら か の 試 薬 、 例 え ば そ の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る 抗 体 、 リ ガ ン ド 結 合 性 タ ン パ ク 質 （ 結 合
パ ー ト ナ ー に あ ら か じ め 結 合 さ せ た リ ガ ン ド と 相 互 作 用 し う る も の ） な ど を 用 い て も 行 う
こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 一 つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 例 え ば 、 連 続 的 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得
た フ ァ ー ジ を 、 プ ラ ス チ ッ ク ビ ー ズ な ど の 固 相 に 連 結 さ れ た 精 製 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま
た は そ の 誘 導 体 、 類 似 体 、 断 片 も し く は ド メ イ ン を 含 有 す る カ ラ ム を 通 過 さ せ る こ と に よ
っ て 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー の ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー を 変 え る こ と に よ っ て 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 高 い 親 和 性 を 有 す る ペ プ
チ ド を 発 現 す る フ ァ ー ジ を 濃 縮 す る こ と が で き る 。 カ ラ ム か ら 単 離 さ れ た フ ァ ー ジ を ク ロ
ー ン 化 し 、 短 い ペ プ チ ド の 親 和 性 を 直 接 的 に 測 定 す る こ と が で き る 。 2個 以 上 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 配 列 を 組 み 合 わ せ て 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る 結 合 親 和 性 が よ り 高 い
も の を 調 べ る こ と が で き る 。 ど の ア ミ ノ 酸 配 列 が CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る 最 も 強 い
結 合 を 与 え る か が 分 か れ ば 、 コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ ル を 使 用 し て CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 試
験 化 合 物 と の 間 の 分 子 的 接 触 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ っ て 、 そ の よ う な 接 触 を
模 倣 す る こ と の で き る 非 タ ン パ ク 質 性 化 合 物 の 設 計 が 行 え る よ う に な ろ う 。 そ の よ う な 化
合 物 は 、 お そ ら く 該 ペ プ チ ド と 同 じ 活 性 を 示 し て 治 療 に 用 い る こ と が で き 、 製 造 効 率 が よ
く 費 用 も あ ま り か か ら な い と い う 利 点 を 有 す る だ ろ う 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 の 別 の 特 別 な 実 施 形 態 に お い て は 、 固 相 支 持 体 は マ イ ク ロ タ イ タ ー デ
ィ ッ シ ュ に 結 合 さ せ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 含 有 す る 膜 で あ る 。 試 験 化 合 物 、 例 え ば ラ
イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 発 現 し て い る 細 胞 を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ 中 で 、 ラ イ ブ
ラ リ ー の メ ン バ ー の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 培 養 す る 。 該 タ ン パ ク 質 (ま た は 核 酸 も し
く は 誘 導 体 )と 結 合 す る ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 回 収 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば P
armleyと Smith, 1988, Gene 73:305-318; Fowlkesら , 1992, BioTechniques 13:422-427;
 PCT公 開 番 号 WO 94/18318; お よ び そ こ で 引 用 さ れ て い る 文 献 に 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 も し く は リ ガ ン ド (例 え ば 、 H
SP)と 試 験 化 合 物 と の 相 互 作 用 は in vitroで ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 既 知 の も し く は
未 知 の 分 子 を 、 CD91断 片 の 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 も し く は 誘 導 体 へ の 特 異 的 結 合 に つ い て 、
結 合 を 起 こ さ せ る 条 件 下 で ア ッ セ イ し 、 次 い で CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 特 異 的 に 結 合 す る
分 子 を 同 定 す る 。 2種 の 成 分 の 測 定 は 種 々 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 1つ の ア プ ロ ー チ と
し て は 、 そ れ ら の 成 分 う ち の 1種 に 容 易 に 検 出 可 能 な 標 識 を 付 し 、 そ れ を 試 験 化 合 物 と 共
に 結 合 を 起 こ さ せ る 条 件 下 に 置 き 、 結 合 し た 標 識 成 分 を 未 結 合 の 標 識 成 分 か ら 分 離 さ せ る
分 離 ス テ ッ プ を 行 い 、 そ の 後 結 合 し た 成 分 の 量 を 測 定 す る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 CD91
ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 標 識 し 、 結 合 を 起 こ さ せ る 条 件 下 で 試 験 薬 剤 に 添 加 す る こ と が で き る
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。 試 験 薬 剤 の 結 合 は 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に よ る 分 析 を 行 い 、 試 験 薬 剤 の 存 在 下 お よ
び 不 在 下 で 形 成 さ れ る 複 合 体 を 比 較 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 原 特 異 的 応 答 ア ッ セ イ を 、 CD91リ ガ ン ド （ 例 え ば HSPも し
く は HSP複 合 体 ） に よ る 抗 原 性 分 子 の 提 示 に 及 ぼ す 候 補 化 合 物 の 影 響 を 検 出 す る た め に 用
い る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は in vitroで も in vivoで も 行 な う こ と が で き 、
例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 化 合 物 に よ る CD91も し
く は HSP活 性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン を 検 出 す る た め の 腫 瘍 攻 撃 ま た は 拒 絶 ア ッ セ イ 、 ま た は
抗 原 提 示 ア ッ セ イ を 含 み う る 。 例 え ば 、 抗 原 提 示 ア ッ セ イ は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活
性 を 調 べ る た め 、 ま た は in vivoで CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 相 互 作 用 す る 能 力 の あ る 複 合
体 （ 例 え ば HSP-抗 原 性 分 子 複 合 体 ） の 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 発 現 し て い る 細 胞 に よ る
取 り 込 み に 及 ぼ す 化 合 物 の 影 響 を 調 べ る た め に 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な 提 示 ア ッ セ
イ は 当 業 界 で は 公 知 で あ り 、 す で に 報 告 さ れ て い る (Sutoお よ び Srivastava, 1995, Scien
ce 269:1585-1588)。 例 え ば 、 一 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 原 提 示 細 胞 、 例 え ば マ ク ロ フ ァ
ー ジ 細 胞 株 (例 え ば RAW264.7)な ど を 抗 原 特 異 的 T細 胞 と 、 各 タ イ プ の 細 胞 を 約 10,000個 、
約 1:1の 比 率 で 用 い て 培 地 中 で 混 合 す る 。 HSP(10μ g/mL)と ペ プ チ ド 抗 原 の 複 合 体 、 な ら び
に 試 験 化 合 物 を そ の 細 胞 に 添 加 し 、 そ の 培 養 物 を 約 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 試
験 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で の T細 胞 の 刺 激 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 抗 原 特 異 的 T細 胞 の 刺 激 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 あ る
実 施 形 態 に お い て は 、 IFN-γ 放 出 ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 洗 浄 後 、 細 胞 を 固 定 し
、 透 過 性 と し 、 ヒ ト IFN-γ に 反 応 性 の 色 素 標 識 抗 体 (PE-抗 IFN-γ )と 反 応 さ せ る 。 サ ン プ
ル を 、 標 準 的 な 技 法 を 用 い て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 分 析 す る 。 あ る い は ま た 、 フ ィ ル タ
ー イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISA(酵 素 結 合 免 疫 吸 着 定 量 法 )、 も し く は 酵 素 結 合 免 疫 ス ポ ッ ト ア
ッ セ イ (ELISPOT)を 、 活 性 化 T細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る 特 定 の サ イ ト カ イ ン の 検 出 に 用 い る
こ と が で き る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス で 裏 打 ち し た マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト を 精 製 サ イ ト カ イ ン 特 異 的 一 次 抗 体 、 す な わ ち 抗 IFN-γ で コ ー テ ィ ン グ
し 、 他 の タ ン パ ク 質 の 非 特 異 的 結 合 に よ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 避 け る た め に そ の プ レ ー ト
を ブ ロ ッ キ ン グ す る 。 抗 原 で 刺 激 さ れ た APC細 胞 の サ ン プ ル を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
の ウ エ ル 上 に 希 釈 し て 入 れ る 。 例 え ば ビ オ チ ン 標 識 な ど で 標 識 し た 二 次 抗 サ イ ト カ イ ン 抗
体 を 添 加 す る 。 次 い で 、 抗 体 -サ イ ト カ イ ン 複 合 体 を 、 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 サ イ ト カ イ ン 分 泌 細 胞 は 肉 眼 的 、 顕 微 鏡 的 、 も し
く は 電 子 顕 微 鏡 的 検 出 法 で 「 ス ポ ッ ト 」 と し て 出 現 す る だ ろ う 。 別 の 一 実 施 形 態 に お い て
は 、 「 四 量 体 染 色 」 ア ッ セ イ (Altmanら , 1996, Science 274:94-96)を 抗 原 特 異 的 T細 胞 の
同 定 に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 特 定 の ペ プ チ ド 抗 原 （ 例 え ば 腫 瘍 特 異 的 抗 原 な ど ）
を 含 有 し て い る MHC分 子 を 多 量 体 化 し て 可 溶 性 の ペ プ チ ド 四 量 体 を 作 り 、 例 え ば ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン と 複 合 体 化 す る こ と に よ っ て 標 識 す る 。 次 い で MHC-ペ プ チ ド 抗 原 複 合 体 を 刺 激
さ れ た T細 胞 の 集 団 と 混 合 す る 。 次 い で 、 MHC-抗 原 複 合 体 を 認 識 し そ れ と 結 合 す る T細 胞 を
染 色 す る た め に ビ オ チ ン を 用 い る 。
【 ０ １ ８ ４ 】

　 本 明 細 書 に 記 述 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 相 互 作 用 す
る 、 も し く は リ ガ ン ド (例 え ば 、 HSP)と CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー
ト す る 小 分 子 、 ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 、 類 似 体 、 も し く は
断 片 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と の で き る 化
合 物 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 と 結 合 し て 、 天 然 の リ ガ
ン ド に よ っ て 誘 発 さ れ る 活 性 を 阻 害 す る (す な わ ち ア ン タ ゴ ニ ス ト )か 、 も し く は 天 然 の リ
ガ ン ド に よ っ て 誘 発 さ れ る 活 性 を 模 倣 す る (す な わ ち ア ゴ ニ ス ト )よ う な 小 分 子 、 ペ プ チ ド
、 抗 体 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト 、 な ら び に そ の 他 の 有 機 化 合 物 (例 え ば 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 (
peptidomimetic))が 挙 げ ら れ る 。 一 実 施 形 態 に お い て は 、 そ の よ う な 化 合 物 に は 、 CD91ポ
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5.2.2　 本 発 明 に 従 っ て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と の で き る 化 合 物



リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 部 位 と 結 合 し て そ の 活 性 を ブ ロ ッ ク す る こ と の で き る 、 HSP配 列 な
ど の リ ガ ン ド 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と の で き る 化 合 物 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ペ プ
チ ド 、 例 え ば 可 溶 性 の ペ プ チ ド ［ 例 え ば 、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー (例
え ば 、 Lamら , 1991, Nature 354:82-84; Houghtenら , 1991, Nature 354:84-86を 参 照 )、
Dお よ び /ま た は L配 置 の ア ミ ノ 酸 か ら な る コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 誘 導 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の
メ ン バ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら な い ］ 、 リ ン ペ プ チ ド ［ ラ ン ダ ム な も し く は 部 分 的 に 縮
重 の あ る 、 指 向 性 リ ン ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら な い ； 例
え ば Songyangら , 1993, Cell 72:767-778を 参 照 ］ 、 抗 体 ［ ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 、 ヒ ト 化 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 、 キ メ ラ 、 ま た は 一 本 鎖 抗 体 、 な ら び に Fab、 F(ab') 2 、
お よ び Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び そ れ ら の エ ピ ト ー プ 結 合 性 フ ラ グ メ ン
ト を 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら な い ］ 、 な ら び に 小 さ な 有 機 も し く は 無 機 分 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て は 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー は 、 HSP-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片
の 相 互 作 用 な ど の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 相 互 作 用 の モ ジ ュ レ ー タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 用
い る こ と の で き る 試 験 化 合 物 の 供 給 源 と し て 用 い ら れ る 。 ラ ン ダ ム も し く は コ ン ビ ナ ト リ
ア ル ペ プ チ ド ま た は 非 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー な ど の 多 様 性 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 CD91ポ リ ペ プ
チ ド 断 片 と 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 を 探 す た め に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 当 業 界
で 公 知 の 多 数 の ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ と が で き 、 そ の よ う な も の と し て は 例 え ば 、 化 学
的 に 合 成 し た ラ イ ブ ラ リ ー 、 組 換 え (例 え ば フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー )、 お よ び
in vitroで の 翻 訳 に 基 づ く ラ イ ブ ラ リ ー が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 化 学 的 に 合 成 し た ラ イ ブ ラ リ ー の 例 は 、 Fodorら , 1991, Science 251:767-773; Hought
enら , 1991, Nature, 354:84-86; Lamら , 1991, Nature 354:82-84; Medynski, 1994, Bi
o/Technology 12:709-710; Gallopら , 1994, J. Medicinal Chemistry 37(9):1233-1251;
 Ohlmeyerら , 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:10922-10926; Erbら , 1994, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 91:11422-11426; Houghtenら , 1992, Biotechniques 13:412; Ja
yawickremeら , 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:1614-1618; Salmonら , 1993, Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 90:11708-11712; PCT公 開 番 号 WO 93/20242; な ら び に Brenner
お よ び Lerner, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5381-5383に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー の 例 は 、 Scottお よ び Smith, 1990, Science 249:38
6-390; Devlinら , 1990, Science, 249:404-406; Christianら , 1992, J. Mol. Biol. 22
7:711-718; Lenstra, 1992, J. Immunol. Meth. 152:149-157; Kayら , 1993,Gene 128:59
-65; お よ び PCT公 開 番 号 WO 94/18318(1994年 8月 18日 付 )に 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 非 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の 例 と し て 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば 、 Buninら
, 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:4708-4712を 参 照 せ よ )を 改 作 し て 用 い る こ と が
で き る 。 ペ プ ト イ ド ラ イ ブ ラ リ ー (Simonら , 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:9367
-9371)も 用 い る こ と が で き る 。 化 学 的 に 変 換 さ せ た コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製
す る た め に ペ プ チ ド 中 の ア ミ ド 官 能 性 が 過 メ チ ル 化 さ れ て い る よ う な 、 用 い る こ と が で き
る ラ イ ブ ラ リ ー の 別 の 一 例 は 、 Ostreshら (1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:11138-
11142)に よ っ て 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と は 一 般 的 に 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 の い ず れ か
に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 下 記 の ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
に つ い て 開 示 し て い る 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Parmleyお よ び Smith, 1989, Adv. Exp. Med.
 Biol. 251 :215-218; Scottお よ び Smith, 1990, Science 249:386-390; Fowlkesら , 199
2; BioTechniques 13:422-427; Oldenburgら , 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:53
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93-5397; Yuら , 1994, Cell 76:933-945; Staudtら , 1988, Science 241:577-580; Bock
ら , 1992, Nature 355:564-566; Tuerkら , 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6988-
6992; Ellingtonら , 1992, Nature 355:850-852; 米 国 特 許 第 5,096,815号 、 米 国 特 許 第 5,
223,409号 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,198,346号 (こ れ ら の 特 許 は 全 て Ladnerら に 与 え ら れ た も
の ); Rebarお よ び Pabo, 1993, Science 263:671-673; な ら び に PCT公 開 番 号 WO 94/18318
。
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 一 実 施 形 態 に お い て は 、 ス ク リ ー ニ ン グ は 標 識 し た リ ガ ン ド (例 え ば 、 HSP
)を in vitro翻 訳 系 、 例 え ば ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 溶 解 物 (RRL)系 な ど に 添 加 し 、 次 い で in vit
roプ ラ イ ミ ン グ 反 応 を 進 め る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 in vitroで の 翻 訳 に 基 づ く
ラ イ ブ ラ リ ー に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 PCT公 開 番 号 WO 91/05058(1991年 4月 18日 付
); お よ び Mattheakisら , 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:9022-9026に 述 べ ら れ て
い る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 す る 方 法 で 試 験 し 同 定 す る こ と の で き る 化 合 物 に は 、 限 定 す る も の で は
な い が 、 商 業 的 供 給 元 か ら 得 ら れ る 化 合 物 が 含 ま れ 、 そ の よ う な 商 業 的 供 給 元 と し て は 、
Aldrich (Milwaukee, WI 53233)、 Sigma Chemical (St. Louis, MO)、  Fluka Chemie AG(
Buchs, Switzerland)、  Fluka Chemical Corp. (Ronkonkoma, NY)、 Eastman Chemical Co
mpany, Fine Chemicals (Kingsport, TN)、 Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Germa
ny)、  Takasago (Rockleigh, NJ)、 SST Corporation (Clifton, NJ)、 Ferro (Zachary, L
A 70791)、 Riedel-deHaen Aktiengesellschaft (Seelze, Germany)、 PPG Industries Inc
., Fine Chemicals (Pittsburgh, PA 15272)が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 天 然 物 の い か な る 種 類
の も の も 本 発 明 の 方 法 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 そ の よ う な 天 然 物 と し て
は 、 微 生 物 、 真 菌 、 植 物 、 も し く は 動 物 の 抽 出 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 さ ら に 、 小 分 子 の 試 験 化 合 物 を 含 む 試 験 化 合 物 の 多 様 性 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ と が で
き る 。 典 型 的 に は 、 小 分 子 は 約 400～ 10,000ダ ル ト ン ま で の 分 子 量 範 囲 の も の で あ る 。 例
え ば 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Specs and BioSpecs B.V. (Rijswijk, The Netherlands)、 Chemb
ridge Corporation (San Diego, CA)、 Contract Service Company (Dolgoprudny, Moscow
 Region, Russia)、  Comgenex USA Inc. (Princeton, NJ)、 Maybridge Chemicals Ltd. (
Cornwall PL34 OHW, United Kingdom)、 お よ び Asinex (Moscow, Russia)か ら 市 販 さ れ て
い る も の を 入 手 で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 さ ら に ま た 、 当 業 界 で 公 知 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ と が で き 、 そ の
よ う な も の と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー ； 空 間 的 に ア ド レ
ス 指 定 可 能 な 並 行 固 相 も し く は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー ； デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン を 必 要 と す る 合
成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ； 「 1ビ ー ズ 1化 合 物 」 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ； お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー で の 選 択 を 用 い る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 が 挙 げ ら れ る 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー の
ア プ ロ ー チ は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に 限 定 さ れ る が 、 他 の 4種 の ア プ ロ ー チ は ペ プ チ ド 、
非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー 、 も し く は 小 分 子 の 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー に 適 用 可 能 で あ る (Lam, 19
97, Anticancer Drug Des. 12:145)。 小 分 子 の 試 験 化 合 物 を 含 む 試 験 化 合 物 の コ ン ビ ナ ト
リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 Eichlerお よ び Houghten, 1995, Mol. 
Med. Today 1:174-180; Dolle, 1997, Mol. Divers. 2:223-236; お よ び Lam, 1997, Anti
cancer Drug Des. 12:145-167に 開 示 さ れ る よ う に 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 合 成 方 法 の 例 は 当 業 界 で 見 出 す こ と が で き 、 例 え ば 、 DeWittら , 19
93, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6909; Erbら , 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
91:11422; Zuckermannら , 1994, J. Med. Chem. 37:2678; Choら , 1993, Science 261:13
03; Carrellら , 1994, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33:2059; Carellら , 1994, Angew.
 Chem. Int. Ed. Engl. 33:206l; お よ び Gallopら , 1994. J. Med. Chem. 37:1233中 に 記
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載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 溶 液 中 (例 え ば 、 Houghten, 1992, BioTechniques 13:412-42
1)、 ま た は ビ ー ズ (Lam, 1991, Nature 354:82-84)、 チ ッ プ (Fodor, 1993, Nature 364:55
5-556)、 細 菌 (米 国 特 許 第 5,223,409号 )、 胞 子 (米 国 特 許 第 5,571,698号 ; 第 5,403,484号 ; 
お よ び 第 5,223,409号 )、 プ ラ ス ミ ド (Cullら , 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:186
5-1869)、 も し く は フ ァ ー ジ (Scottお よ び Smith, 1990, Science 249:386-390; Devlin, 1
990, Science 249:404-406; Cwirlaら , 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6378-638
2; お よ び Felici, 1991, J. Mol. Biol. 222:301-310)上 に 提 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 一 般 的 に 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 の い ず れ か に よ っ
て 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 下 記 の ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に つ い
て 開 示 し て い る 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Parmleyお よ び Smith, 1989, Adv. Exp. Med. Biol.
 251 :215-218; Scottお よ び Smith, 1990, Science 249:386-390; Fowlkesら , 1992; Bio
Techniques 13:422-427; Oldenburgら , 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5393-539
7; Yuら , 1994, Cell 76:933-945; Staudtら , 1988, Science 241:577-580; Bockら , 199
2, Nature 355:564-566; Tuerkら , 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:6988-6992; E
llingtonら , 1992, Nature 355:850-852; 米 国 特 許 第 5,096,815号 、 米 国 特 許 第 5,223,409
号 、 お よ び 米 国 特 許 第 5,198,346号 (こ れ ら の 特 許 は 全 て Ladnerら に 与 え ら れ た も の ); Reb
arお よ び Pabo, 1993, Science 263:671-673; な ら び に PCT公 開 番 号 WO 94/18318。
【 ０ １ ９ ８ 】

　 本 発 明 は さ ら に 、 免 疫 応 答 を モ ジ ュ レ ー ト す る 方 法 を 包 含 す る 。 CD91は 、 抗 原 性 分 子 を
免 疫 系 の 細 胞 に 提 示 し て 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 目 的 で 、 抗 原 性 ペ プ チ ド 複 合 体 (例 え ば 、 HSP
-抗 原 性 ペ プ チ ド 複 合 体 )を 認 識 し 、 輸 送 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 組
成 物 お よ び 方 法 は 、 自 己 免 疫 疾 患 、 癌 、 お よ び 感 染 性 疾 患 な ど の HSP-CD91に 関 連 す る 疾 患
お よ び 状 態 の 治 療 的 処 置 に 用 い る こ と が で き る 。 特 に 、 下 記 に 詳 述 す る と お り 、 CD91ポ リ
ペ プ チ ド 断 片 を 含 む 組 換 え 細 胞 、 抗 体 、 お よ び CD9と 相 互 作 用 す る か ま た は CD91と そ の リ
ガ ン ド （ 例 え ば HSP） と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 他 の 化 合 物 、 な ら び に HSP-CD91が
介 在 す る プ ロ セ ス を モ ジ ュ レ ー ト す る 他 の 化 合 物 は 、 免 疫 応 答 を 引 き 出 し て ま た は ブ ロ ッ
ク し て 、 上 述 の よ う な HSP-CD91関 連 疾 患 お よ び 状 態 を 治 療 す る た め に 用 い る こ と が で き る
。 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 含 む 組 換 え 細 胞 、 抗 体 、 お よ び CD9と 相 互 作 用 す る か ま た は CD9
1と そ の リ ガ ン ド （ 例 え ば HSP） と の 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 他 の 化 合 物 、 な ら び に HS
P-CD91介 在 プ ロ セ ス を モ ジ ュ レ ー ト す る 他 の 化 合 物 は ま た 、 他 の CD91リ ガ ン ド の 結 合 に 影
響 を 及 ぼ し て 、 そ れ に よ り 脂 質 代 謝 に 影 響 を 与 え る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 CD91リ ガ ン ド -CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る 、 本 明 細 書 で 提 供 さ
れ た ス ク リ ー ニ ン グ 法 に よ っ て 同 定 さ れ た も の な ど の 化 合 物 は 、 治 療 薬 と し て 有 用 な も の
と な り う る 。 そ の よ う な 化 合 物 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ
ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス RNA、 お よ び リ ボ ザ イ ム が 挙 げ ら れ る 。 リ ガ ン ド (例
え ば HSP)-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 相 互 作 用 を 妨 害 す る 化 合 物 は 、 免 疫 応 答 を モ ジ ュ レ ー ト
す る （ す な わ ち 、 増 強 ま た は 抑 制 す る ） た め に 用 い る こ と が で き 、 自 己 免 疫 応 答 お よ び 状
態 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 他 の 抗 体 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ア ン チ セ ン ス
RNA、 リ ボ ザ イ ム は 、 リ ガ ン ド (例 え ば HSP)-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 相 互 作 用 、 活 性 、 も し
く は 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る こ と が で き 、 抗 原 複 合 体 (例 え ば HSP-抗 原 複 合 体 )の 取
り 込 み を 抑 制 ま た は 増 大 さ せ る と 考 え ら れ 、 従 っ て ワ ク チ ン の 投 与 に 先 立 っ て 、 も し く は
投 与 と 同 時 に 宿 主 の 免 疫 系 を 刺 激 す る こ と に お い て 有 用 な も の と な ろ う 。 下 記 に は 、 免 疫
疾 患 、 増 殖 性 疾 患 、 お よ び 感 染 性 疾 患 な ど の HSP-CD91関 連 疾 患 の 治 療 に お い て 上 述 の よ う
な 化 合 物 を 使 用 す る た め の 方 法 と 組 成 物 が 記 載 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
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5.3　 治 療 的 使 用



　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 -リ ガ ン ド 相 互 作 用 の ア ン タ ゴ ニ ス ト が
免 疫 応 答 を ブ ロ ッ ク す る た め に 用 い ら れ る 。 そ の よ う な ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て は 、 リ ガ ン
ド (例 え ば 、 HSP)と CD91の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 部 分 と の 結 合 を 、 CD91、 そ の リ ガ ン ド 、
ま た は リ ガ ン ド -ペ プ チ ド 複 合 体 と の 結 合 に つ い て 競 合 す る こ と に よ っ て 妨 害 す る 化 合 物
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に 特 異 的 な 抗 体 、 ま た
は HSPリ ガ ン ド 結 合 部 位 を 含 む そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 ア ン
タ ゴ ニ ス ト は HSPが 受 容 体 と 結 合 す る の を 妨 害 す る HSPに 特 異 的 な 抗 体 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は HSP配 列 の 少 な く と も 連 続 し た 10ア ミ ノ 酸
を 含 む ペ プ チ ド で あ る 。 そ の よ う な ペ プ チ ド は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の リ ガ ン ド 結 合 部
位 と 結 合 し て 、 HSPも し く は HSP複 合 体 の 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 そ の よ う な ペ プ チ ド は 合 成 的 に 、 ま た は 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 技 法 を 用 い て 製 造 す る こ
と が で き る 。 天 然 の CD91リ ガ ン ド (例 え ば HSP)の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
、 通 常 、 GenBankな ど の 配 列 デ ー タ ベ ー ス に お い て 入 手 可 能 で あ る 。 そ の デ ー タ ベ ー ス を
閲 覧 し 、 登 録 番 号 に よ っ て 目 的 の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 遺 伝 的 配 列 デ ー タ を 検 索 す る た め に
、 Entrezな ど の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 さ ら に 、 上 述 の セ ク シ ョ ン 5.2に 記 載 し た 技 法 な ど に よ っ て 同 定 さ れ る よ う な 、 CD91ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 -リ ガ ン ド 相 互 作 用 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と の で き る 化 合 物 は 、 当 業 者 に
は 周 知 の 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】

　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 化 合 物 に よ り 治 療 す る こ
と が で き る 自 己 免 疫 疾 患 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ： イ ン ス
リ ン 依 存 型 糖 尿 病 （ す な わ ち IDDMま た は 自 己 免 疫 性 糖 尿 病 ） 、 多 発 性 硬 化 症 、 全 身 性 紅 斑
性 狼 瘡 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 硬 皮 症 、 多 発 性 筋 炎 、 慢 性 活 動 性 肝 炎 、 混 合 結 合 組 織 病 、
原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 悪 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 特 発 性 ア デ ィ ソ ン 病 、 白 斑 、 グ ル
テ ン 過 敏 性 腸 疾 患 、 グ レ ー ヴ ズ 病 、 重 症 筋 無 力 症 、 自 己 免 液 性 好 中 球 減 少 症 、 特 発 性 血 小
板 減 少 性 紫 斑 病 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 肝 硬 変 、 尋 常 性 天 疱 瘡 、 自 己 免 疫 性 不 妊 症 、 グ ッ ド
パ ス チ ャ ー 病 、 水 疱 性 類 天 疱 瘡 、 円 板 状 狼 瘡 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 お よ び dense deposit病 。
本 明 細 書 中 で 記 述 す る 、 上 記 疾 患 に は 、 こ の よ う な 疾 患 の 動 物 モ デ ル （ 例 え ば IDDMの 非 肥
満 型 糖 尿 病 （ NOD） マ ウ ス 、 お よ び 多 発 性 硬 化 症 の 実 験 用 自 己 免 疫 性 脳 脊 髄 炎 （ EAE） マ ウ
ス な ど ） に よ り 示 さ れ る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 化 合 物 お よ び 方 法 を 用 い て 、 患 者 自 身 （ 自 己 ） の 組 織 へ
の 免 疫 反 応 を 低 減 ま た は 排 除 す る こ と に よ り 、 あ る い は 自 己 免 疫 反 応 に よ り ダ メ ー ジ を 受
け た 自 己 の 組 織 も し く は 器 官 の 代 わ り に 移 植 さ れ た 組 織 も し く は 器 官 に 対 す る 既 存 の 自 己
免 疫 反 応 を 軽 減 ま た は 排 除 す る こ と に よ り 、 こ の よ う な 自 己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】

　 本 発 明 の 方 法 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 お よ び 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 化 合 物 を
用 い て 治 療 ま た は 予 防 す る こ と が で き る 感 染 性 疾 患 に は 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 原 生 動 物 お よ
び 細 胞 内 寄 生 虫 な ど の 細 胞 内 病 原 体 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る も の が 挙 げ ら れ る 。 ウ イ ル ス
に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ： B型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 パ ル ボ ウ イ
ル ス （ ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス や サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス な ど ） 、 パ ポ バ ウ イ ル ス （ パ ピ ロ ー マ
ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス 、 お よ び SV40な ど ） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス

10

20

30

40

50

(44) JP 2006-516091 A 2006.6.22

5.3.1　 標 的 と な る 自 己 免 疫 疾 患

5.3.2　 標 的 と な る 感 染 性 疾 患



（ 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス I型 （ HSV-I） 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス II型 （ HSV-II） お よ び エ プ
ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス な ど ） 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス （ 天 然 痘 （ 痘 瘡 ） お よ び ワ ク シ ニ ア ウ
イ ル ス な ど ） 、 RNAウ イ ル ス （ ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス I型 （ HIV-I） 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル
ス II型 （ HIV-II） 、 ヒ ト T細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス I型 （ HTLV-I） お よ び ヒ ト T細 胞 白 血 病 ウ イ
ル ス II型 （ HTLV-II） を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 は し
か ウ イ ル ス 、 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス （ ポ リ オ ウ イ ル ス 、
コ ク サ ッ キ ー ウ イ ル ス 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス な ど ） 、 レ オ ウ イ ル ス 、 ト ガ ウ イ ル ス （ 風 疹 ウ イ
ル ス お よ び セ ム リ キ 森 林 熱 ウ イ ル ス な ど ） 、 ア ル ボ ウ イ ル ス 、 な ら び に A型 肝 炎 ウ イ ル ス
に よ り 引 き 起 こ さ れ る ウ イ ル ス 性 疾 患 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 以 下 に 挙 げ る 病 原 性 細 菌 （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に
よ り 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 な ど （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） の 細 菌 感 染 症 を 治 療 ま た は
予 防 す る こ と が で き る ： 化 膿 連 鎖 球 菌 、 肺 炎 連 鎖 球 菌 、 淋 菌 、 髄 膜 炎 菌 、 ジ フ テ リ ア 菌 、
ボ ツ リ ヌ ス 菌 、 ウ ェ ル チ 菌 、 破 傷 風 菌 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 、 肺 炎 桿 菌 、 臭 鼻 菌 (Klebsiell
a ozaenae)、 鼻 硬 腫 菌 (Klebsiella rhinoscleromotis)、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 コ レ ラ 菌 、 大
腸 菌 、 緑 膿 菌 、 牛 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 症 菌 （ Campylobacter (Vibrio) fetus） 、 カ ン ピ ロ バ
ク タ ー ・ ジ ェ ジ ュ ニ 、 ア エ ロ モ ナ ス ・ ヒ ド ロ フ ィ ラ 、 バ シ ラ ス ・ セ レ ウ ス 、 エ ド ワ ー ド シ
エ ラ ・ タ ル ダ （ Edwardsiella tarda） 、 エ ル ジ ニ ア ・ エ ン テ ロ コ リ チ カ 、 ペ ス ト 菌 、 偽 結
核 エ ル ジ ニ ア 菌 、 志 賀 赤 痢 菌 、 フ レ ク ス ナ ー 赤 痢 菌 、 ソ ン ネ 赤 痢 菌 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 、 腸
チ フ ス 菌 、 梅 毒 ト レ ポ ネ ー マ 、 フ ラ ン ベ ジ ア ト レ ポ ネ ー マ 、 ピ ン タ ・ ト レ ポ ネ ー マ （ Trep
onema caraterum） 、 ヴ ァ ン サ ン ボ レ リ ア （ Borrelia vincentii） 、 ラ イ ム 病 ボ レ リ ア （ B
orrelia burgdorferi） 、 黄 疸 出 血 症 レ プ ト ス ピ ラ 、 ヒ ト 型 結 核 菌 、 ト キ ソ プ ラ ス マ （ Tox
oplasma gondii） 、 ニ ュ ー モ シ ス テ ィ ス ・ カ リ ニ 、 野 兎 病 菌 、 ウ シ 流 産 菌 、 ブ タ 流 産 菌 、
マ ル タ 熱 菌 、 マ イ コ プ ラ ス マ 属 に 属 す る 種 、 発 疹 チ フ ス リ ケ ッ チ ア 、 ツ ツ ガ ム シ 病 リ ケ ッ
チ ア 、 ク ラ ミ ジ ア 属 に 属 す る 種 、 お よ び ヘ リ コ バ ク タ ー ・ ピ ロ リ 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 他 の 好 適 な 実 施 形 態 に お い て は 、 こ れ ら の 方 法 を 用 い て 、 以 下 に 挙 げ る 病 原 性 原 生 動 物
（ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に よ り 引 き 起 こ さ れ る 感 染 症 を 治 療 ま た は 予 防 す る た め
に 使 用 す る こ と が で き る ： 赤 痢 ア メ ー バ （ Entomoeba histolytica） 、 口 腔 ト リ コ モ ナ ス
（ Trichomonas tenas） 、 腸 ト リ コ モ ナ ス 、 腟 ト リ コ モ ナ ス 、 ガ ン ビ ア ト リ パ ノ ソ ー マ 、
ロ ー デ シ ア ト リ パ ノ ソ ー マ 、 ク ル ー ズ ト リ パ ノ ソ ー マ 、 ド ノ バ ン リ ー シ ュ マ ニ ア 、 熱 帯 リ
ー シ ュ マ ニ ア 、 ブ ラ ジ ル リ ー シ ュ マ ニ ア 、 肺 炎 ニ ュ ー モ シ ス テ ィ ス （ Pneumocystis pneum
onia） 、 三 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 、 お よ び 四 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 。
【 ０ ２ １ ０ 】

　 HSP-α 2M受 容 体 活 性 に 関 係 す る 特 定 の 増 殖 性 お よ び 腫 瘍 性 疾 患 に 関 し て 、 上 述 の 方 法 、
CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 ま た は 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 化 合 物 に よ っ て 治 療 ま た は
予 防 す る こ と が で き る 疾 患 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も の が 含 ま れ る ： ヒ ト
肉 腫 お よ び 癌 腫 、 例 え ば 線 維 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、 脂 肪 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 骨 原 性 肉 腫 、 脊 索 腫
、 血 管 肉 腫 、 内 皮 肉 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ ン パ 管 内 皮 肉 腫 、 骨 膜 腫 、 中 皮 腫 、 ユ ー イ ン グ
腫 瘍 、 平 滑 筋 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 結 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 扁 平 上 皮 癌
、 基 底 細 胞 癌 、 腺 癌 、 汗 腺 癌 、 脂 腺 癌 、 乳 頭 状 癌 、 乳 頭 状 腺 癌 、 嚢 胞 腺 癌 、 髄 様 癌 、 気 管
支 原 生 癌 、 腎 細 胞 癌 、 肝 細 胞 癌 、 胆 管 癌 、 絨 毛 上 皮 腫 、 精 上 皮 腫 、 胎 生 期 癌 、 ウ ィ ル ム ス
腫 瘍 、 子 宮 頸 癌 、 精 巣 腫 瘍 、 肺 癌 、 小 細 胞 肺 癌 、 膀 胱 癌 、 上 皮 癌 腫 、 神 経 膠 腫 、 神 経 膠 星
状 細 胞 腫 、 髄 芽 細 胞 腫 、 頭 蓋 咽 頭 腫 、 脳 室 上 衣 細 胞 腫 、 松 果 体 腫 、 血 管 芽 細 胞 腫 、 聴 神 経
腫 、 乏 突 起 神 経 膠 腫 、 髄 膜 腫 、 黒 色 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 網 膜 芽 細 胞 腫 な ど ； 白 血 病 、 例 え
ば 急 性 リ ン パ 性 白 血 病 お よ び 急 性 骨 髄 性 白 血 病 （ 骨 髄 芽 球 性 、 前 骨 髄 球 性 、 骨 髄 単 球 性 、
単 球 性 、 お よ び 赤 白 血 病 ） ； 慢 性 白 血 病 （ 慢 性 骨 髄 性 （ 顆 粒 球 性 ） 白 血 病 お よ び 慢 性 リ ン
パ 性 白 血 病 ） ； な ら び に 真 性 赤 血 球 増 加 症 、 リ ン パ 腫 （ ホ ジ キ ン 病 お よ び 非 ホ ジ キ ン 病 ）
、 多 発 性 骨 髄 腫 、 ヴ ァ ル デ ン ス ト レ ー ム マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 、 お よ び Ｈ 鎖 病 。
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5.3.3　 標 的 と な る 増 殖 性 細 胞 疾 患



【 ０ ２ １ １ 】
　 細 胞 増 殖 に 欠 陥 の あ る 、 ま た は 治 療 も し く は 予 防 の た め に 細 胞 増 殖 が 望 ま れ る 疾 患 お よ
び 障 害 で あ っ て 、 例 え ば 創 傷 の 治 癒 を 促 進 す る た め 、 ま た は 変 性 し た 、 損 傷 し た 、 も し く
は 負 傷 し た 組 織 等 の 再 生 を 促 進 す る た め に 、 α 2M受 容 体 の 機 能 を 阻 害 す る こ と に よ り 治 療
も し く は 予 防 す る こ と が で き る 疾 患 お よ び 障 害 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も
の が 含 ま れ る ： 変 性 疾 患 、 成 長 不 良 、 低 増 殖 性 疾 患 、 物 理 的 外 傷 、 損 傷 、 お よ び 創 傷 。
【 ０ ２ １ ２ 】

　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 突 然 変 異 体 （ 「 ド ミ ナ ン ト ネ
ガ テ ィ ブ 体 」 ） を 治 療 に 用 い て 、 HSP-抗 原 複 合 体 に 対 す る 免 疫 反 応 を 阻 害 す る 、 例 え ば 自
己 免 疫 疾 患 を 治 療 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 こ の よ う な ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 体 は 、 発
現 さ れ た 時 に リ ガ ン ド （ す な わ ち HSP-抗 原 性 分 子 複 合 体 ） と 相 互 作 用 す る が 、 正 常 な CD91
の エ ン ド サ イ ト ー シ ス 機 能 お よ び /ま た は シ グ ナ ル 伝 達 機 能 の １ つ 以 上 の 機 能 を 喪 失 し て
い る 突 然 変 異 体 で あ る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 体 は 、 例 え ば 野 生 型 受 容 体 か ら の HSP-ペ プ チ
ド 複 合 体 の タ イ ト レ ー シ ョ ン （ titration） に よ り 、 同 じ 細 胞 内 ま た は 異 な る 細 胞 内 の 正
常 な CD91の 機 能 を 妨 げ る 。 こ の よ う な 突 然 変 異 は 、 例 え ば 、 α （ 2） マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 受
容 体 の 515 kDaサ ブ ユ ニ ッ ト の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 ま た は 85 kDaサ ブ ユ ニ ッ ト の 細 胞 外 ド メ
イ ン 、 膜 貫 通 ド メ イ ン も し く は 細 胞 内 ド メ イ ン の い ず れ か に 1つ 以 上 の 点 突 然 変 異 、 欠 失
、 挿 入 ま た は 他 の 突 然 変 異 が 存 在 し う る （ CD91サ ブ ユ ニ ッ ト の 立 体 配 置 に つ い て は 、 Krie
gerお よ び Herz, 1994, Annu. Rev. Biochem 63:601-637を 参 照 さ れ た い ） 。 し か し 、 い ず
れ の サ ブ ユ ニ ッ ト に お い て も ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 突 然 変 異 を 構 築 す る 際 に は 、 515 kDa
サ ブ ユ ニ ッ ト が プ ロ セ シ ン グ さ れ て 細 胞 表 面 上 に 提 示 さ れ る よ う に 、 切 断 ド メ イ ン （ CD91
の 前 駆 体 の ア ミ ノ 酸 3525と 3526と の 間 で の 切 断 を シ グ ナ ル 伝 達 す る ） が イ ン タ ク ト の ま ま
と な る よ う に 注 意 を 払 わ な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 、 2つ の サ ブ ユ ニ ッ ト を つ な ぐ ド メ イ
ン も 確 実 に 機 能 を 維 持 す る よ う に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。 例 え ば 、 特 定 の 実 施 形 態 に お
い て は 、 85 kDaサ ブ ユ ニ ッ ト の C末 端 の 細 胞 内 ド メ イ ン が ト ラ ン ケ ー ト さ れ る 。 他 の 実 施
形 態 に お い て は 、 N末 端 の 515 kDaサ ブ ユ ニ ッ ト 上 の 点 突 然 変 異 は エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 阻
害 す る が 、 リ ガ ン ド の 結 合 は 阻 害 し な い 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 N末 端 の 515 kDaサ ブ ユ
ニ ッ ト は 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ 、 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 の C末 端 は 、 別 の タ イ プ Iの
1回 膜 貫 通 受 容 体 の 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 場 合 に よ っ て は 細 胞 内 ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 細 胞 内 で の こ の よ う な ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 突 然 変 異 の 発 現 は 、 利 用 可 能 な リ ガ ン ド の
量 を タ イ ト レ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 同 一 の 細 胞 ま た は 近 隣 の 細 胞 に お け る 正 常 な 機 能
的 受 容 体 に よ る リ ガ ン ド の 取 り 込 み を 阻 害 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な ド
ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 体 を 発 現 す る 組 換 え 抗 原 提 示 細 胞 は 、 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 が 必 要 な 患
者 に 投 与 し た 時 に 、 HSP-抗 原 性 分 子 複 合 体 を タ イ ト レ ー シ ョ ン す る た め に 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】

　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て は 、 HSP-CD91競 合 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 HSPと 結 合 す る こ
と が で き 、 従 っ て HSPの 天 然 の （ 例 え ば 、 全 長 CD91） 受 容 体 へ の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 ま た
は 抑 制 す る こ と の で き る CD91ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 可 溶 性 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の HSP結 合 性 部 分 の 機 能 的 発 現 は 、 好 ま し く は CR8ド メ イ ン に つ い
て Huangら , 1999, J. Biol. Chem. 274:14130-14136に 記 載 さ れ て い る と お り に 行 わ れ る
。 簡 単 に 述 べ る と 、 適 切 な フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 維 持 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 を GST融 合 物
と し て 発 現 さ せ 、 組 換 え に よ り 発 現 さ せ て 、 そ の GST部 分 を 切 断 し 、 未 切 断 の タ ン パ ク 質
を GSH-Sepharoseで 除 去 し 、 切 断 さ れ た タ ン パ ク 質 を リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ せ る 。 補 体 リ
ピ ー ト は カ ル シ ウ ム と 結 合 す る の で 、 適 切 な フ ォ ー ル デ ィ ン グ は リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ
た タ ン パ ク 質 の カ ル シ ウ ム へ の 結 合 を 測 定 す る こ と に よ っ て ア ッ セ イ す る 。
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【 ０ ２ １ ６ 】
　 こ の 実 施 形 態 の 特 定 の 様 式 に お い て は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の HSP結 合 性 部 分 は 、 少
な く と も 1つ の 補 体 リ ピ ー ト （ 最 も 好 ま し く は CR3～ CR10か ら 選 択 さ れ る ） か ら 成 る か 、 ま
た は そ れ を 含 ん で な る 。 こ の 実 施 形 態 の 別 の 特 定 の 様 式 で は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の HS
P結 合 性 部 分 は 補 体 リ ピ ー ト の ク ラ ス タ ー 、 最 も 好 ま し く は Cl-IIを 含 ん で な る 。 こ の 実 施
形 態 の 他 の 様 式 で は 、 HSP結 合 性 部 分 は 、 少 な く と も 10個 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 20
個 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 30個 、 な お い っ そ う 好 ま し く は 少 な く と も 40個 、 最
も 好 ま し く は 少 な く と も 80個 (連 続 し た )ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 こ の 実 施 形 態 の 他 の 特 定 の 様
式 で は 、 そ の よ う な 断 片 は 40～ 45ア ミ ノ 酸 よ り 大 き く は な い 。 こ の 実 施 形 態 の 他 の 特 定 の
様 式 で は 、 そ の よ う な 断 片 は 80～ 90ア ミ ノ 酸 よ り も 大 き く は な い 。 代 表 的 な 好 ま し い ペ プ
チ ド と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ヒ ト p95の 配 列 番 号 2ま た は 3の ア ミ ノ 酸 か ら な
る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 ま た 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の HSP結 合 性 部 分 の 誘 導 体 も し く は 類 似 体 も 、 HSP-CD91ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 複 合 体 の 競 合 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 考 え ら れ る 。 そ の よ う な 誘 導 体 も し
く は 類 似 体 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 細 胞 外 ド メ イ ン
も し く は そ の 断 片 と 実 質 的 に 相 同 な 領 域 (例 え ば 、 種 々 の 実 施 形 態 に お い て 、 同 一 の サ イ
ズ を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に わ た っ て 、 ま た は 、 当 業 界 で 公 知 の コ ン ピ ュ ー タ ー ホ モ ロ ジ ー
プ ロ グ ラ ム で ア ラ イ メ ン ト を 行 な っ た 配 列 と 比 較 し た と き 、 少 な く と も 60%、 70%、 80%、 9
0%ま た は 95%の 同 一 性 を 有 す る 領 域 )を 含 む 分 子 、 ま た は そ の 領 域 を コ ー ド す る 核 酸 が HSP
と 結 合 す る CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る 配 列 と 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 、 中 程 度 に ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 、 も し く は 非 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で
き る 、 そ の よ う な 領 域 を 含 む 分 子 が 挙 げ ら れ る 。 あ る 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 CD91ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 の 誘 導 体 は 、 そ の ア ミ ノ 末 端 も し く は カ ル ボ キ シ 末 端 で ペ プ チ ド 結 合 を 介
し て 異 な る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 連 結 さ れ た CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の HSP結 合 性 部
分 (好 ま し く は 、 少 な く と も 1つ の Cl-IIの 補 体 リ ピ ー ト か ら な る も の )を 含 ん で な る 、 キ メ
ラ タ ン パ ク 質 も し く は 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 そ の よ う な キ メ ラ タ ン パ ク 質 は 、 切 断 再 精
製 ス テ ッ プ を 省 く こ と に よ り 、 上 述 の よ う に 組 換 え 的 に 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 他 の HSP結 合 性 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 誘 導 体 は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 コ ー ド 配 列 を 、
機 能 的 に 同 等 の 分 子 を 提 供 す る よ う な 置 換 、 付 加 、 も し く は 欠 失 に よ っ て 改 変 す る こ と に
よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 の 縮 重 の た め 、 HSP結 合 性 CD91ポ リ
ペ プ チ ド 断 片 コ ー ド 配 列 も し く は そ の 断 片 と 実 質 的 に 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 他 の
DNA配 列 を 本 発 明 の 実 施 に 用 い る こ と が で き る 。 HSP結 合 性 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 誘 導 体 の
適 切 な 改 変 お よ び 製 造 の 選 択 は 、 上 述 し た も の と 同 じ 原 理 を CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 誘 導 体
に 適 用 し 、 セ ク シ ョ ン 5.1.2お よ び 5.1.3で 述 べ た 一 般 的 な 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る
。
【 ０ ２ １ ９ 】

　 こ の 実 施 形 態 の 別 の 様 式 に お い て は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は HSP配 列 の 少 な く と も 10個 連 続
し た ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド で あ る 。 そ の よ う な ペ プ チ ド は 、 CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の リ
ガ ン ド 結 合 部 位 と 結 合 し て 、 HSPも し く は HSP複 合 体 の 相 互 作 用 を ブ ロ ッ ク す る こ と が で き
る 。 か か る ペ プ チ ド は 合 成 的 に ま た は 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 技 法 を 用 い て 製 造 す る こ と が
で き る 。 天 然 の HSPの ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 通 常 、 GenBankな ど の 配 列
デ ー タ ベ ー ス か ら 入 手 可 能 で あ る 。 そ の デ ー タ ベ ー ス を 閲 覧 し 、 登 録 番 号 に よ っ て 目 的 の
ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 遺 伝 的 配 列 デ ー タ を 検 索 す る た め に 、 Entrezな ど の コ ン ピ ュ ー タ ー プ
ロ グ ラ ム を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な ペ プ チ ド の 組 換 え お よ び 合 成 に よ る 製 造 方 法
に つ い て は 、 セ ク シ ョ ン 5.1.2お よ び 5.1.3に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 さ ら に 、 上 述 の セ ク シ ョ ン 5.2に 記 載 し た 技 法 な ど に よ っ て 同 定 さ れ た も の な ど の 、 CD9
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1ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と の で き る 化 合 物 は 、 当 業 者 に 周 知 の 標
準 的 な 技 法 を 用 い て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ １ 】

　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て は 、 HSP-CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 競 合 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、
α 2MR結 合 タ ン パ ク 質 (α 2MR-associated protein： RAP)(GenBank登 録 番 号 A39875)も し く
は そ の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 結 合 性 部 分 で あ る 。 こ の 実 施 形 態 の 特 定 の 様 式 で は 、 RAPの C
D91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 結 合 性 部 分 は 、 少 な く と も 10個 (連 続 し た )ア ミ ノ 酸 か ら な る RAP RBD
の 断 片 か ら な る か 、 ま た は そ の 断 片 を 含 ん で な る 。 こ の 実 施 形 態 の 他 の 様 式 で は 、 そ の 断
片 は 、 RBDの 少 な く と も 20、 30、 40、 50、 75、 も し く は 100ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 こ の 実 施 形
態 の 特 定 の 様 式 に お い て は 、 そ の よ う な 断 片 は 28、 50、 も し く は 100ア ミ ノ 酸 よ り 大 き く
な い 。 こ の 実 施 形 態 の 他 の 特 定 の 様 式 に お い て は 、 RAPの p95結 合 性 部 分 は 、 例 え ば Nielse
nら 、 前 掲 、 図 3、 グ ル ー プ Dも し く は Eに 示 さ れ て い る よ う な 、 ド メ イ ン 1ま た は 3の CD91ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 結 合 性 部 分 を 含 ん で な る 。 組 換 え RAPま た は そ の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 結
合 性 部 分 の 発 現 は 、 好 ま し く は Andersenら の 米 国 特 許 第 5,399,349号 に 記 載 さ れ て い る よ
う に 行 な う 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ２ ２ 】

　 本 明 細 書 中 に 提 供 す る 実 施 例 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び 樹 状 細 胞 中 に 存 在 す る CD91と gp
96、 hsp90、 hsp70お よ び カ ル レ テ ィ キ ュ リ ン と の 相 互 作 用 を 首 尾 よ く 同 定 し た こ と に つ い
て 記 載 す る 。 こ こ に 提 供 す る 実 験 は 、 p95も し く は p110ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 、 あ
る い は そ の 類 似 体 、 誘 導 体 も し く は 擬 似 体 の 精 製 の た め の 、 な ら び に 本 発 明 の ス ク リ ー ニ
ン グ 法 お よ び 治 療 法 の た め の 基 礎 を 成 す も の で あ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】

　 　 HSPは 、 Srivastava, P.K., 1997, Methods: A companion to Methods in E
nzymology 12:165-171; Basuお よ び Srivastava, 1999, J. Exp. Med. 189(5):797-802に
記 載 さ れ る よ う に 精 製 し た 。 精 製 に 用 い た 全 て の バ ッ フ ァ ー は 、 内 毒 素 フ リ ー の 水 （ Nano
pure Infinity UV/UF, Barnstead/Thermolyne, Dubuque, IA） を 用 い て 調 製 し 、 ま た 、 精
製 に 用 い た 全 て の ガ ラ ス 器 具 類 は 内 毒 素 フ リ ー の 水 で 洗 浄 し 、 400iFの オ ー ブ ン （ Gruenbe
rg, Wlliamsport, PA） で 焼 い た 。 HSP含 有 画 分 は イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ っ て 同 定 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 　 FluoroTag FITCコ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン キ ッ
ト （ SIGMA） を 用 い て 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に 従 い 、 精 製 し た タ ン パ ク 質 を FITCに 結 合 さ
せ た 。 か か る 結 合 は 、 SDS-PAGEに よ る 分 子 量 の 2 kDa増 加 お よ び 抗 FITCモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ っ て 確 認 し た 。 示 し た 量 の FITCタ グ 付 き タ ン パ ク 質 と 細 胞
を 、 1％ 脱 脂 粉 乳 （ Carnation(登 録 商 標 )） 含 有 PBSの 存 在 下 で 4℃ に て 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 繰 返 し 洗 浄 し た 後 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ Becton Dickenson, La Jolla, Cali
fornia） に よ り 細 胞 を 分 析 し た 。 ま た 、 FACScan分 析 の 直 前 に 、 細 胞 を ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ
ム で も 標 識 し た 。 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム に つ い て 陽 性 に 染 色 さ れ る 細 胞 を イ ベ ン ト か ら 除 外
し た 。 プ リ ス タ ン 処 理 マ ウ ス ま た は 非 プ リ ス タ ン 処 理 マ ウ ス 由 来 の Mac-1+細 胞 へ の HSPの
結 合 に お い て 差 異 は 見 ら れ な か っ た 。 固 定 さ れ た ま た は 固 定 さ れ て い な い 細 胞 を FITCタ グ
付 き HSPで 上 記 の よ う に 標 識 し た 。 Zeiss LSM共 焦 点 顕 微 鏡 を 用 い て 標 識 細 胞 を 可 視 化 し た
。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 　 容 量 2ml中 の タ ン パ ク 質 （ 1mg） を 、 還 元 剤 （ NaCN
BH 3 ） を 加 え た 平 衡 化 AminoLinkビ ー ズ 含 有 PBS（ 2ml） と 一 緒 に 、 １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 カ ラ ム を 徹 底 的 に 洗 浄 す る こ と に よ り 未 結 合 の タ ン パ ク 質 を 除 去 し 、 未 反 応 基 を ク エ
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6.　 実 施 例 ： 　 p95お よ び p110の ク ロ ー ニ ン グ 、 発 現 お よ び 精 製
6.1　 は じ め に

6.2　 材 料 お よ び 方 法
HSPの 精 製

FITCへ の タ ン パ ク 質 の 結 合 お よ び 細 胞 の 染 色

ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー



ン チ ン グ さ せ た 。 固 定 化 の 収 率 は 、 一 般 に は 、 タ ン パ ク 質 の 出 発 量 の 92％ を 超 え て い た 。
カ ラ ム は 使 用 す る ま で 4℃ で 保 存 し た 。 こ の よ う な カ ラ ム は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 体 （ S
rivastavaら , 1986, Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A. 83:3407-3411に 記 載 さ れ た よ う に
精 製 し た ） お よ び ア ル ブ ミ ン を 用 い て 作 製 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 　 可 溶 性 の エ ピ ト ー プ タ グ 付 き CD91-p95ま た
は p110タ ン パ ク 質 を 発 現 し か つ 輸 送 す る 構 築 物 を 遺 伝 子 工 学 的 に 作 製 し た 。 こ の 構 築 物 は
、 ト ロ ン ビ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 認 識 お よ び 切 断 部 位 、 ト ロ ン ビ ン 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 エ ピ
ト ー プ 、 HA(赤 血 球 凝 集 素 )(12CA5)エ ピ ト ー プ 、 ビ オ チ ン -リ ガ ー ゼ 認 識 配 列 (AviTag Biot
in Ligase)、 お よ び 遺 伝 子 操 作 に よ り 導 入 さ れ た 停 止 コ ド ン の 直 前 の 6X-Hisヘ キ サ ヒ ス チ
ジ ン 精 製 配 列 を コ ー ド す る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 機 能 的 に 連 結 さ れ た ヒ ト CD91の p95
ま た は p110 cDNA断 片 （ そ れ ぞ れ 配 列 番 号 1ま た は 12） を 含 ん で い た 。 発 現 プ ラ ス ミ ド DNA
を HEK-293に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 薬 剤 耐 性 に よ り 選 択 し た 後 、 組 換 え エ ピ ト ー プ タ グ
付 き ヒ ト CD91-p95ま た は p110タ ン パ ク 質 を 高 レ ベ ル で 分 泌 す る 細 胞 ク ロ ー ン か ら の 上 清 を
、 組 換 え ヒ ト CD91-p95ま た は p110タ ン パ ク 質 の 一 段 階 精 製 の た め の 抗 HAア フ ィ ニ テ ィ ー 樹
脂 に ア プ ラ イ し た 。 タ グ 付 き タ ン パ ク 質 断 片 上 の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 抗 HA抗 体 お よ び HR
Pコ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 ペ ン タ His抗 体 を 用 い て ELISAア ッ セ イ を 行 な っ て タ ン パ ク 質 断 片 の 存
在 を 確 認 し た 。 タ グ 付 き タ ン パ ク 質 断 片 上 の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 抗 CD91(8G1)抗 体 お よ
び HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 HA抗 体 を 用 い て ELISAア ッ セ イ を 行 な い 、 タ ン パ ク 質 断 片 の 存 在 を
確 認 し た 。 薬 剤 耐 性 に よ り 選 択 し た 後 、 組 換 え エ ピ ト ー プ タ グ 付 き ヒ ト CD91-p95ま た は p1
10タ ン パ ク 質 を 高 レ ベ ル で 分 泌 す る 細 胞 ク ロ ー ン か ら の 上 清 を 、 組 換 え ヒ ト CD91-p95ま た
は p110タ ン パ ク 質 の 一 段 階 精 製 の た め の Ni-NTAア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 に ア プ ラ イ す る こ と も
で き る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】

　
　 RT-PCR反 応 に お い て ラ ン ダ ム デ カ マ ー （ random decamer） を 用 い て 全 ヒ ト 肝 臓 RNAか ら c
DNAを 合 成 し た （ 2001年 4月 ） 。 CD91遺 伝 子 （ LDL受 容 体 関 連 タ ン パ ク 質 の ヒ ト mRNA； GenBa
nk登 録 番 号 #X13916） の 特 定 し た 断 片 に 特 異 的 な 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、
こ の cDNAか ら 予 想 さ れ た 2.35kBの 産 物 を 増 幅 し た 。 そ の ア ン プ リ コ ン を ク ロ ー ン 化 し て 配
列 決 定 を 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー は 、 CD91の 最 初 の 728ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る こ の 配 列 の 領 域
を 増 幅 す る よ う に 選 択 し た 。 こ の CD91の 728ア ミ ノ 酸 N末 端 部 分 か ら の 翻 訳 タ ン パ ク 質 の 分
子 量 は 約 80kDで あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 可 溶 性 の エ ピ ト ー プ タ グ 付 き CD91-p80タ ン パ ク 質 を 発 現 し か つ 輸 送 す る 構 築 物 を 遺 伝 子
工 学 的 に 作 製 し た 。 「 タ グ 」 配 列 は 、 ト ロ ン ビ ン 、 HA(赤 血 球 凝 集 素 )(12CA5)エ ピ ト ー プ
、 ビ オ チ ン -リ ガ ー ゼ 認 識 配 列 (AviTag Biotin Ligase)、 お よ び 遺 伝 子 操 作 に よ り 導 入 さ
れ た 停 止 コ ド ン の 直 前 の 6X-Hisヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン 精 製 配 列 を コ ー ド す る CD91-p80 PCR産 物
の 末 端 に イ ン フ レ ー ム で 付 加 さ せ た 。 こ の 構 築 物 を 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー pCDNA3 (Invitr
ogen)に ク ロ ー ン 化 し て 種 々 の 哺 乳 動 物 細 胞 株 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 上 清 中 に 分 泌 さ れ た 組 換 え CD91-p80を 検 出 す る の に 失 敗 し た 後 、 抗 HA-FITCを 用 い
て ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 に 対 し て IFAを 行 な っ た 。 IFAは 個 々 の 細 胞 が 抗 HA-FITCを 明 る く
染 色 す る こ と を は っ き り と 示 し た 。 こ れ ら の 細 胞 は CD91断 片 に 連 結 さ れ た HAペ プ チ ド を 非
生 産 的 に 発 現 す る 。 し か し 、 こ の 組 換 え CD91-p80は 誤 っ て フ ォ ー ル デ ィ ン グ さ れ て い る ら
し く 、 小 胞 体 内 に 隔 離 さ れ て い た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 し た が っ て 、 可 溶 性 の エ ピ ト ー プ タ グ 付 き CD91-p80発 現 タ ン パ ク 質 を 発 現 し か つ 輸 送 す
る よ う に 作 製 さ れ た p80構 築 物 は 、 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト に 保 持 さ れ た タ ン パ ク 質 を 生
産 し た に す ぎ な か っ た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
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6.3　 結 果
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　 本 発 明 者 ら は 、 CD91の 三 次 構 造 （ 最 も 顕 著 に は 、 6個 の YWTDの β プ ロ ペ ラ ー モ チ ー フ ）
の 重 要 性 と 、 そ の 三 次 構 造 が 分 泌 型 の 機 能 性 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 に 及 ぼ す 影 響 に つ い
て 認 識 し て い た 。 CD91-p80構 築 物 は β プ ロ ペ ラ ー モ チ ー フ を 破 壊 す る 位 置 で 終 結 し て い る
。 こ の 問 題 を 解 消 す る た め に CD91-p80ク ロ ー ン の 伸 長 を 設 計 し た 。 こ の 伸 長 は 、 p95を コ
ー ド す る cDNAを も た ら す CD91の 追 加 の 123ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て 、 明 確 に 定 め ら れ た 三 次
構 造 を 保 存 す る 領 域 で 終 結 す る よ う に 設 計 さ れ た 。 追 加 さ れ た 伸 長 に よ り 、 翻 訳 さ れ た 組
換 え タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 約 95kD（ CD91の N末 端 か ら 851ア ミ ノ 酸 ） と な る 。 得 ら れ た CD91
断 片 は p95（ 配 列 番 号 2） と 命 名 し た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 p110の 場 合 に は 、 CD91の さ ら な る 135ア ミ ノ 酸 が 追 加 さ れ た 。 追 加 さ れ た 伸 長 に よ り 、
翻 訳 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 約 110kD（ CD91の N末 端 か ら 986ア ミ ノ 酸 ） と な り
、 得 ら れ た CD91断 片 は p110（ 配 列 番 号 12お よ び 13） と 命 名 し た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 p95伸 長 部 分 は 、 ヒ ト CD91 RNAの 5'末 端 の 3.3kBク ロ ー ン 化 領 域 を 鋳 型 と し て 用 い た PCR
に よ り 生 成 さ せ た 。 こ の 伸 長 部 分 を 既 存 の CD91-p80ク ロ ー ン に イ ン フ レ ー ム で ク ロ ー ン 化
し た が 、 こ れ は C末 端 の 「 タ グ 」 配 列 を す べ て 維 持 し て い る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 可 溶 性 の エ ピ ト ー プ タ グ 付 き CD91-p95タ ン パ ク 質 は 成 功 裏 に 発 現 さ れ 、 こ の 構 築 物 に よ
り 輸 送 さ れ た 。 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 は p95断 片 、 ト ロ ン ビ ン 、 HAエ ピ ト ー プ (12CA5)、 Av
iTag Biotin Ligase、 お よ び 6X-Hisか ら 成 っ て い た （ 配 列 番 号 3） 。 pcDNA3 (Invitrogen)
お よ び pcDNA5/FRT/TO (Invitrogen)発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 該 構 築 物 で ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 、 抗 HAお よ び 抗 CD91(8G1)に よ り 認 識 さ れ る 100kD範 囲 の タ ン パ ク 質 を
分 泌 す る こ と が ELISAに よ っ て 示 さ れ た 。 HAア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら 溶 出 さ れ た p95エ ピ
ト ー プ タ グ 付 き タ ン パ ク 質 は ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー に よ る 染 色 で 可 視 化 し た （ 図
2） 。 CD91の p80断 片 の 場 合 に は 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト に 制 限 さ れ た が 、 こ の 発 現 タ ン パ
ク 質 は 制 限 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 同 様 に 、 p110発 現 構 築 物 を 作 製 し 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 は Ni-NTAを 用 い た ア フ ィ ニ テ
ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た （ 図 5） 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 こ れ ら の 方 法 は ま た 、 CD91の ド メ イ ン II領 域 ま で 伸 長 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 本
発 明 の CD91ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 組 換 え 的 に 発 現 さ せ る た め に も 用 い ら れ る 。 他 の 実 施 形 態
で は 、 CD91断 片 は p95に 加 え て 、 CD91の ド メ イ ン III領 域 ま で 伸 長 し て い る 追 加 の ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 ん で な る 。 さ ら に 他 の 実 施 形 態 で は 、 CD91断 片 は 、 CD91の ド メ イ ン IV領 域 ま で 伸
長 し て い る 追 加 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 。 さ ら に 他 の 実 施 形 態 で は 、 CD91断 片 は 、 上
記 の セ ク シ ョ ン 5.2に 記 載 す る よ う な 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 断 片 を 含 ん で な る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　
　 cDNAの p282 CD91断 片 は 、 4つ の 追 加 の YWTDβ プ ロ ペ ラ ー 構 造 モ チ ー フ を コ ー ド し て お り
、 こ の 断 片 は CD91配 列 （ 配 列 番 号 2） の ア ミ ノ 酸 残 基 2517ま で 伸 長 し て い る （ 図 4参 照 （ 配
列 番 号 7） ） 。 特 に 、 p282断 片 は 、 p110よ り も さ ら に 4つ の プ ロ ペ ラ ー 領 域 （ そ れ ぞ れ 配 列
番 号 2の ア ミ ノ 酸 残 基 l269-1531、 1583-1846、 1934-2151お よ び 2199-2473に 対 応 す る ） を
コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で な る 。 追 加 の ア ミ ノ 酸 へ の 伸 長 は 、 組 換 え 発 現 に 必 要 な
、 明 確 に 定 め ら れ た 三 次 構 造 を 保 存 す る 。 追 加 さ れ た 伸 長 に よ り 、 翻 訳 さ れ た 組 換 え タ ン
パ ク 質 の 分 子 量 は 約 282kD（ CD91の N末 端 か ら 2517ア ミ ノ 酸 ） と な る 。 得 ら れ た CD91断 片 を
p282（ 配 列 番 号 7） と 命 名 す る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 p282伸 長 部 分 は 、 ヒ ト CD91 RNAの ク ロ ー ン 化 領 域 を 鋳 型 と し て 用 い た PCRに よ り 生 成 さ
せ る 。 こ の 伸 長 部 分 を 既 存 の CD91-p80ク ロ ー ン に イ ン フ レ ー ム で ク ロ ー ン 化 す る が 、 こ れ
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は C末 端 の 「 タ グ 」 配 列 を す べ て 保 持 す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 可 溶 性 の エ ピ ト ー プ タ グ 付 き CD91-p282タ ン パ ク 質 は 成 功 裏 に 発 現 さ れ 、 こ の 構 築 物 に
よ り 輸 送 さ れ る 。 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 は p282断 片 、 ト ロ ン ビ ン 、 HAエ ピ ト ー プ (12CA5)
、 AviTag Biotin Ligase、 お よ び 6X-Hisか ら 成 る （ 配 列 番 号 6） 。 pcDNA3 (Invitrogen)お
よ び pcDNA5/FRT/TO (Invitrogen)発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 該 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ た 細 胞 は 、 抗 HAお よ び 抗 CD91に よ り 認 識 さ れ る 290kD範 囲 の タ ン パ ク 質 を 分 泌 す
る こ と を ELISAに よ っ て 確 認 す る 。 HAア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら 溶 出 さ れ る p282エ ピ ト ー
プ タ グ 付 き タ ン パ ク 質 は ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー に よ る 染 色 で 可 視 化 す る 。 CD91の
p80断 片 の 場 合 に は 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト に 制 限 さ れ た が 、 こ の 発 現 タ ン パ ク 質 は 制 限
さ れ な い 。 p282発 現 タ ン パ ク 質 は Ni-NTAを 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精
製 す る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　
　 cDNAの p373 CD91断 片 は 、 追 加 の 完 全 な YWTDβ プ ロ ペ ラ ー 構 造 モ チ ー フ を コ ー ド し て お
り 、 こ の 断 片 は CD91配 列 （ 配 列 番 号 2） の ア ミ ノ 酸 残 基 3330ま で 伸 長 し て い る （ 図 4参 照 （
配 列 番 号 9） ） 。 特 に 、 p373断 片 は 、 p282よ り も さ ら に 1つ の プ ロ ペ ラ ー 領 域 （ 配 列 番 号 2
の ア ミ ノ 酸 残 基 3019-3284に 対 応 す る ） を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で な る 。 追 加 の
ア ミ ノ 酸 へ の 伸 長 は 、 組 換 え 発 現 に 必 要 な 、 明 確 に 定 め ら れ た 三 次 構 造 を 保 存 す る 。 追 加
さ れ た 伸 長 に よ り 、 翻 訳 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 約 373kD（ CD91の N末 端 か ら 33
30ア ミ ノ 酸 ） と な る 。 得 ら れ た CD91断 片 を p373（ 配 列 番 号 9） と 命 名 す る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 p373伸 長 部 分 は 、 ヒ ト CD91 RNAの ク ロ ー ン 化 領 域 を 鋳 型 と し て 用 い た PCRに よ り 生 成 さ
せ る 。 こ の 伸 長 部 分 を 既 存 の CD91-p80ク ロ ー ン に イ ン フ レ ー ム で ク ロ ー ン 化 す る が 、 こ れ
は C末 端 の 「 タ グ 」 配 列 を す べ て 保 持 す る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 可 溶 性 の エ ピ ト ー プ タ グ 付 き CD91-p373タ ン パ ク 質 は 成 功 裏 に 発 現 さ れ 、 こ の 構 築 物 に
よ り 輸 送 さ れ る 。 発 現 タ ン パ ク 質 は p373断 片 、 ト ロ ン ビ ン 、 HAエ ピ ト ー プ (12CA5)、 AviTa
g Biotin Ligase、 お よ び 6X-Hisか ら 成 る （ 配 列 番 号 8） 。 pcDNA3 (Invitrogen)お よ び pcD
NA5/FRT/TO (Invitrogen)発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 該 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ た 細 胞 が 、 抗 HAお よ び 抗 CD91に よ り 認 識 さ れ る 380kD範 囲 の タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る こ と
を ELISAに よ っ て 確 認 す る 。 HAア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら 溶 出 さ れ る p373エ ピ ト ー プ タ グ
付 き タ ン パ ク 質 は ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー に よ る 染 色 で 可 視 化 す る 。 CD91の p80断
片 の 場 合 に は 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト に 制 限 さ れ た が 、 こ の 発 現 タ ン パ ク 質 は 制 限 さ れ な
い 。 p373発 現 タ ン パ ク 質 は Ni-NTAを 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 す る
。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　
　 cDNAの p494 CD91断 片 は 、 追 加 の YWTDβ プ ロ ペ ラ ー 構 造 モ チ ー フ を コ ー ド し て お り 、 こ
の 断 片 は CD91配 列 （ 配 列 番 号 2） の ア ミ ノ 酸 残 基 4420ま で 伸 長 し て い る （ 図 4参 照 （ 配 列 番
号 11） ） 。 特 に 、 p494断 片 は 、 p373よ り も さ ら に 1つ の プ ロ ペ ラ ー 領 域 （ 配 列 番 号 2の ア ミ
ノ 酸 残 基 3828-4142に 対 応 す る ） を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 ん で な る 。 p494断 片 は ま
た 、 配 列 番 号 2の 残 基 3943に フ ュ ー リ ン (furin)切 断 部 位 を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 残 基 と 、 配
列 番 号 2の 残 基 4075お よ び 4125に CHO側 基 を も 含 ん で な る 。 本 発 明 者 ら は 、 p95に よ り コ ー
ド さ れ る CD91三 次 構 造 （ 最 も 顕 著 に は 、 6個 の YWTDの β プ ロ ペ ラ ー モ チ ー フ ） の 重 要 性 と
、 そ の 三 次 構 造 が 分 泌 型 の 機 能 性 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 認 識 し て
い た 。 追 加 の ア ミ ノ 酸 へ の 伸 長 は 、 組 換 え 発 現 に 必 要 な 、 明 確 に 定 め ら れ た 三 次 構 造 を 保
存 す る 。 追 加 さ れ た 伸 長 に よ り 、 翻 訳 さ れ た 組 換 え タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 約 494kD（ CD91
の N末 端 か ら 4420ア ミ ノ 酸 ） と な る 。 得 ら れ た CD91断 片 を p494（ 配 列 番 号 11） と 命 名 す る
。
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【 ０ ２ ４ ３ 】
　 p494伸 長 部 分 は 、 ヒ ト CD91 RNAの ク ロ ー ン 化 領 域 を 鋳 型 と し て 用 い た PCRに よ り 生 成 さ
せ る 。 こ の 伸 長 部 分 を 既 存 の CD91-p80ク ロ ー ン に イ ン フ レ ー ム で ク ロ ー ン 化 す る が 、 こ れ
は C末 端 の 「 タ グ 」 配 列 を す べ て 保 持 す る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 可 溶 性 の エ ピ ト ー プ タ グ 付 き CD91-p494タ ン パ ク 質 は 成 功 裏 に 発 現 さ れ 、 こ の 構 築 物 に
よ り 輸 送 さ れ る 。 発 現 タ ン パ ク 質 は p494断 片 、 ト ロ ン ビ ン 、 HAエ ピ ト ー プ (12CA5)、 AviTa
g Biotin Ligase、 お よ び 6X-Hisか ら 成 る （ 配 列 番 号 10） 。 pcDNA3 (Invitrogen)お よ び pc
DNA5/FRT/TO (Invitrogen)発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 該 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ た 細 胞 が 、 抗 HAお よ び 抗 CD91に よ り 認 識 さ れ る 500kD範 囲 の タ ン パ ク 質 を 分 泌 す る こ と
を ELISAに よ っ て 確 認 す る 。 HAア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム か ら 溶 出 さ れ た p494エ ピ ト ー プ タ グ
付 き タ ン パ ク 質 を ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー に よ る 染 色 で 可 視 化 す る 。 CD91の p80断
片 の 場 合 に は 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト に 制 限 さ れ た が 、 こ の 発 現 タ ン パ ク 質 は 制 限 さ れ な
い 。 p494発 現 タ ン パ ク 質 は Ni-NTAを 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 す る
。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 個 々 の 態 様 を １ つ ず つ 例 示 す る も の で あ る 具 体 的 な 実 施 形 態 に よ っ
て そ の 範 囲 を 限 定 さ れ る も の で は な く 、 機 能 的 に 同 等 な 方 法 お よ び 構 成 要 素 は 、 本 発 明 の
範 囲 内 に 含 ま れ る 。 実 際 に 、 本 明 細 書 中 に 示 さ れ 記 載 さ れ た も の 以 外 に も 、 こ れ ま で の 説
明 お よ び 添 付 し た 図 面 を 見 れ ば 、 当 業 者 に は 本 発 明 の 様 々 な 改 変 が 自 明 と な ろ う 。 こ の よ
う な 改 変 は 、 本 発 明 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 に 含 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ た 全 て の 参 考 文 献 （ 特 許 出 願 、 特 許 お よ び 他 の 刊 行 物 を 含 む ） は
、 あ ら ゆ る 目 的 の た め に 、 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ り そ の 全 体 が 組 み 込 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ４ ７ 】
【 図 １ 】 マ ル チ リ ガ ン ド 受 容 体 で あ る CD91を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 組 換 え ヒ ト CD91-p95断 片 の 発 現 お よ び 抗 HA Mabア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ る 精 製
を 示 し た 図 で あ る
【 図 ３ 】 マ ウ ス CD91-p80タ ン パ ク 質 の 構 造 モ チ ー フ （ 配 列 番 号 4） を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 ヒ ト CD91タ ン パ ク 質 の 構 造 モ チ ー フ （ 配 列 番 号 5） を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 p95（ 第 1の レ ー ン ） お よ び p110（ 第 2の レ ー ン ） の Ni-NTA精 製 さ れ た 組 換 え CD91
断 片 の ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の 写 真 を 示 し た 図 で あ る 。
【 配 列 表 】
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摘要(译)

本发明涉及使用天然和重组p95形式和片段作为热休克蛋白结合蛋白的组
合物和方法。本发明部分基于我们的发明人的发现，即p95可以被重组表
达。本发明还涉及包含CD91的结构域II，III和IV的至少p95和另外的连续
序列的CD91多肽片段。本发明是含有CD91多肽片段或类似物，编码衍
生物或模拟物，CD91多肽片段或它的类似物，衍生物或模拟物，编码
CD91多肽片段的核酸分子的核酸分子的载体含有编码CD91多肽片段的
核酸分子，重组CD91多肽片段的表达载体里真核和原核细胞中表达鉴定
的化合物的，与CD91多肽片段，调制由组合物和本发明的方法中的免疫
应答的方法相互作用的相互作用或CD91多肽片段和CD91配体的方法以
及使用本文所述的组合物和方法的治疗方法。


