
JP 2009-67810 A 2009.4.2

10

(57)【要約】
【課題】コイルドコイル構造内にエピトープをマッピングすることは一般的に困難である
。さらに、保護エピトープは、抗体結合等による免疫学的認識のために、正しいコンホメ
ーションで存在する必要がある。これは、安定な最少のエピトープを定義すること、並び
にワクチンとしてそれを用いる際に特に重要である。
【解決手段】本発明によれば、配座エピトープから誘導された重複ペプチドが、類似した
未変性のコンホメーションを備えたペプチドの内部に埋め込まれている。このアプローチ
は、ある領域の配座エピトープのマッピング、並びに、ＧＡＳおよび種々の他の病原体に
対するワクチン候補として最小エピトープを設計することに用いられる可能性を備えてい
る。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）未変性コンホメーションにおいて配位（構造）エピトープを示す第一のアミノ酸
配列；および
（ｉｉ）前記第一のアミノ酸配列の未変性コンホメーションと類似するフレームワークコ
イルドコイルコンホメーションをとり得る第二のアミノ酸配列；
を含むキメラペプチドであって、
前記第一のアミノ酸配列と前記第二のアミノ酸配列とが異なるペプチド、ポリペプチド、
またはタンパク質に由来し又は基づき、且つ、前記第一のアミノ酸配列が前記配位エピト
ープを示すように、第一のアミノ酸配列が第二のアミノ酸配列のフレームワークコイルド
コイルコンホメーション内に挿入されているキメラペプチド。
【請求項２】
　第二のアミノ酸配列が、αヘリックスコイルドコイルコンホメーションをとる、請求項
１記載のキメラペプチド。
【請求項３】
　第一のアミノ酸配列が、連鎖球菌属のＭタンパク質から誘導された、請求項１記載のキ
メラペプチド。
【請求項４】
　第一のアミノ酸配列が、アミノ酸配列ＬＲＲＤＬＤＡＳＲＥＡＫＫＱＶＥＫＡＬＥ［Ｓ
ＥＱ ＩＤ ＮＯ：１］、もしくはその類似体(analogues)に由来するＢ細胞配位エピトー
プを含む、請求項３記載のキメラペプチド。
【請求項５】
　第一のアミノ酸配列が、Caenorhabditis elegans から誘導された、請求項１記載のキ
メラペプチド。
【請求項６】
　第一のアミノ酸配列が、アミノ酸配列ＣＫＱＬＥＥＫＶＤＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱＬ
ＡＱＬＱＤＫＶＫ［ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２８］、もしくはその類似体(analogues)に由来
する配位Ｂ細胞エピトープを含む、請求項５記載のキメラペプチド。
【請求項７】
　第一のアミノ酸配列が、アミノ酸配列ＭＡＱＤＴＡＤＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱＬＡ［
ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：４３］に由来する配位Ｂ細胞エピトープを含む、請求項５記載のキメ
ラペプチド。
【請求項８】
　第一のアミノ酸配列が、アミノ酸配列ＡＤＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱ［ＳＥＱ ＩＤ Ｎ
Ｏ：２６］、もしくはその類似体(analogues)に由来する配位Ｂ細胞エピトープを含む、
請求項５記載のキメラペプチド。
【請求項９】
　第一のアミノ酸配列が、アミノ酸配列ＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱ［ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：
２７］、もしくはその類似体(analogues)に由来する配位Ｂ細胞エピトープを含む、請求
項５記載のキメラペプチド。
【請求項１０】
　抗原ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、もしくはタンパク質の一部上の最小エピト
ープを決定する方法であって、
推定上のエピトープを有する前記ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、もしくはタンパ
ク質の一部の未変性のコンホメーションを調べること、
前記ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、もしくはタンパク質の一部の、推定上のエピ
トープを有するペプチドフラグメントを調製すること、
前記最初のペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク質に類似した未変性のコンホメーシ
ョンを備えた別のペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク質から誘導もしくは基づいて
得られ、フレームワークコイルドコイルコンホメーションをとり得る第二のペプチド中に
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、前記ペプチドフラグメントを、ペプチドフラグメント上の推定上のエピトープが免疫学
的相互作用ができるコンホメーションで存在するように、挿入もしくは提示させること、
並びに、
前記ペプチドフラグメントを免疫学的相互作用について調べることを含む方法。
【請求項１１】
　アミノ酸配列ＬＲＲＤＬＤＡＳＲＥＡＫＫＱＶＥＫＡＬＥ［ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１］の
内部から選択されたアミノ酸を備えた第一のアミノ酸配列を含むキメラペプチドを含み、
前記アミノ酸は連鎖球菌属のＭタンパク質の配位Ｂ細胞エピトープを構成し、前記第一の
アミノ酸配列はフレームワークコイルドコイルコンホメーションに保持可能な第二のアミ
ノ酸配列の内部に挿入され、さらに一つ以上の薬学的に使用できるキャリアおよび／また
は希釈剤を含む、グループＡ連鎖球菌属に対して用いられるワクチン。
【請求項１２】
　アミノ酸配列ＣＫＱＬＥＥＫＶＤＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱＬＡＱＬＱＤＫＶＫ［ＳＥ
Ｑ ＩＤ ＮＯ：２８］の内部から選択されたアミノ酸を備えた第一のアミノ酸配列を含む
キメラペプチドを含み、前記アミノ酸は C.eleqans unc-15タンパク質の配位Ｂ細胞エピ
トープを構成し、前記第一のアミノ酸配列はフレームワークコイルドコイルコンホメーシ
ョンに保持可能な第二のアミノ酸配列の内部に挿入され、さらに一つ以上の薬学的に使用
できるキャリアおよび／または希釈剤を含む、Caenorhabditis elegansに対して用いられ
るワクチン。
【請求項１３】
　アミノ酸配列ＭＡＱＤＴＡＤＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱＬＡ［ＳＥＱＩＤ ＮＯ：４３
］の内部から選択されたアミノ酸を備えた第一のアミノ酸配列を含むキメラペプチドを含
み、前記アミノ酸はｃ.elegans unc-15タンパク質の配位Ｂ細胞エピトープを構成し、前
記第一のアミノ酸配列はフレームワークコイルドコイルコンホメーションに保持可能な第
二のアミノ酸配列の内部に挿入され、さらに一つ以上の薬学的に使用できるキャリアおよ
び／または希釈剤を含む、Caenorhabditis elegans に対して用いられるワクチン。
【請求項１４】
　アミノ酸配列ＡＤＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱ［ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２６］の内部から選
択されたアミノ酸を備えた第一のアミノ酸配列を含むキメラペプチドを含み、前記アミノ
酸は C.elegans unc-15タンパク質の配位Ｂ細胞エピトープを構成し、前記第一のアミノ
酸配列はフレームワークコイルドコイルコンホメーションに保持可能な第二のアミノ酸配
列の内部に挿入され、さらに一つ以上の薬学的に使用できるキャリアおよび／または希釈
剤を含む、Caenorhabditis elegans に対して用いられるワクチン。
【請求項１５】
　アミノ酸配列ＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱ［ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２７］の内部から選択さ
れたアミノ酸を備えた第一のアミノ酸配列を含むキメラペプチドを含み、前記アミノ酸は
 c.elegans unc-15タンパク質の配位Ｂ細胞エピトープを構成し、前記第一のアミノ酸配
列はフレームワークコイルドコイルコンホメーションに保持可能な第二のアミノ酸配列の
内部に挿入され、さらに一つ以上の薬学的に使用できるキャリアおよび／または希釈剤を
含む、Caenorhabditis elegans に対して用いられるワクチン。
【請求項１６】
　抗体に認識されるペプチド、ポリペプチド、タンパク質、若しくはタンパク質の一部に
おける両親媒性ヘリックスの領域をマッピングする方法であって、
推定上のエピトープを有する前記ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、もしくはタンパ
ク質の一部の未変性のコンホメーションを調べること、
前記ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、もしくはタンパク質の一部の、推定上のエピ
トープを有するペプチドフラグメントを調製すること、
前記最初のペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク質に類似した未変性のコンホメーシ
ョンを備えた別のペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク質から誘導もしくは基づいて
得られ、フレームワークコイルドコイルコンホメーションをとり得る第二のペプチド中に



(4) JP 2009-67810 A 2009.4.2

10

20

30

40

50

、前記ペプチドフラグメントを、ペプチドフラグメント上の推定上のエピトープが免疫学
的相互作用ができるコンホメーションで存在するように、挿入もしくは提示させること、
次いで、
前記ペプチドフラグメントを免疫学的相互作用について調べることを含む方法。
【請求項１７】
　前記第一のアミノ酸配列が、配列番号２３から３４のいずれか１つで表わされる配列か
らなる、請求項１記載のキメラペプチド。
【請求項１８】
　配列番号１３から２１のいずれか１つで表わされる配列からなる、請求項１記載のキメ
ラペプチド。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　合成ペプチドとそれを含むワクチン 本願発明は、免疫学的相互作用を可能にする形態
に一つ以上の保護エピトープを含むキメラペプチド、およびそれを含むワクチン組成物に
関連する。本発明は、 特に、グループＡ連鎖球菌属に対する保護抗体を含むキメラペプ
チドに向けられている。
【０００２】
　本願明細書に記載された参考文献の詳細は、この記載の最後にまとめられている。明細
書中に記載されたアミノ酸配列の配列番号（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ）は、参考文献の次に定義
されている。
【０００３】
　この明細書を通じて、文脈に別のことが要求されない限り、用語“含む（comprise）”
、あるいはその変形である“含む（comprises）”または“含む（comprising）”は、定
められた要素もしくは完全体あるいは要素もしくは完全体の群の含有を意味するが、他の
要素もしくは完全体または 要素もしくは完全体の群の排除を意味するものではないと解
する。
【０００４】
　いくつかの疾患に対して使用できるワクチン候補多くのタンパク質が、コイルしたコイ
ル構造（コイルドコイル構造（a coiled-coil structure））を備え、構造的に重要で生
物学的に豊富なモチーフが、種々のグループのタンパク質に見出された（cohen と parry
，1990，1986）。２００以上のタンパク質が、コイルドコイルドメインを含むと推定され
ている（Lupas ら，1991）。これらは、連鎖球菌属のプロテインＡおよびＭタンパク質等
のある種のバクテリアの表面タンパク質；インフルエンザ等のウイルス赤血球凝集 素、
ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）糖タンパク質９ｐ４５；およびトリパノソーマ（Trypan
osomes）のＶＳＧ等のプロトゾアを含む。全てのコイ ルドコイルモチーフは、特徴的な
７つのアミノ酸残基の繰り返し（a-b-c-d-e-f-g）nを有する。いくつかのコイルドコ イ
ルドメインのＸ線構造が得られ、これらは、酵素の転写因子ＧＣＮ４ダイマーのロイシン
ジッパー部位（o′-shea ら，1991）α－スペクトリンの繰り返しモチーフ（Yan，1993）
を含み、ＧＣＮ４ロイシンジッパートリマー（Harburyら,1994）および テトラマー（Har
bury ら,1993）変異体をともなう。
【０００５】
　これらのタンパク質に基づくサブユニットワクチンの開発において、コイルドコイル構
造内にエピトープをマッピングすることは一般的に困難である。さらに、保護エピトープ
は、抗体結合等による免疫学的認識のために、正しいコンホメーションで存在する必要が
ある。これは、安定な最少のエピトープを定義すること、並びにワクチンとしてそれを用
いる際に特に重要である。
【背景技術】
【０００６】
　グループＡ連鎖球菌属（以降“ＧＡＳ”と称する）は、いくつかのヒト疾患の原因であ
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り、深刻な熱病を引き起こす急性リウマチ熱を導くことがある。リウマチ 熱は、連鎖球
菌属のＭタンパク質と心臓の抗原との間の交差相互作用によって開始される自己免疫疾患
を示す（Beachey ら，1988）。Ｍタンパク質は、七つの残基の周期を含み、これは、この
分子の中心的なロッド領域がコイルドコイルコンホメーションであることを強力に示 唆
している（Manula と Fischetti，1980）。この領域にまたがるオーバーラップしたペプ
チドが作製されており（国際特許出願 ＰＣＴ／ＡＵ９３／００１３１［ＷＯ９３／２１
２２０］を参照）、高度に保存されたＣ末端領域に由来する合成２０マーペプチド（“ｐ
１４５”と称される） に対して産生されたマウス抗体は、オプソニン作用を促進してＧ
ＡＳの多重単離物を殺すことが可能である。さらに、ｐ１４５は、ヒト血清に仲介された
 in vitro 殺傷を阻害することが可能である。重要なことは、ｐ１４５が心臓交差反応性
Ｔ細胞をも刺激してしまうことである（Pruksakornら,1992; 1994b）。
【０００７】
　切断されたペプチドが保護抗体反応を引き出せないことから、ｐ１４５内のＢ細胞エピ
トープは配座し得る(conformational)と考えられる（Pruksakorn，1994）。それゆえ、オ
プソニン作用を有する抗体を誘導するのに必要とされるｐ１４５の最小領域を定義する必
要があり、これはワクチンの基礎を形成することができる。このような方法は、病原体の
タンパク質のある領域から最小エピトープ領域を同定することを可能にする。
【０００８】
　抗原から最小のエピトープをマッピングするために用いられてきた一つの方法が、ＰＥ
ＰＳＣＡＮ法（Geysenら，1987）である。しかしながら、短い ペプチドを用いた場合に
は、連続的なエピトープを示すのみである。配座エピトープ(conformational epitopes)
、すなわちタンパク質の３次元構造によって形成されたエピトープ、を決定する別の方法
は、ミモトープ法（mimotope strategies）による。ミモトープは、抗体を誘導するエピ
トープを模造したものである。ペプチドは、２０の普通のアミノ酸を用いて作製されうる
オクタペプチドの全レパートリー、すなわち２０8ペプチドをカバーするポリプロピレン
のピンに合成することができる（Geysenら，1987）。
【０００９】
　あるいは、繊維状ファージクローンの莫大な混合物からなるエピトープライブラリーで
あって、ビリオン表面に一つのペプチド配列をそれぞれ示すものを、抗体認識について調
べることができる（scott と smith，1990）。
【特許文献１】国際特許出願 ＰＣＴ／ＡＵ９３／００１３１
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本願発明によれば、配座エピトープから誘導された重複ペプチドが、類似した未変性の
コンホメーションを備えたペプチドの内部に埋め込まれている。このアプローチは、ある
領域の配座エピトープのマッピング、並びに、ＧＡＳおよび種々の他の病原体に対するワ
クチン候補として最小エピトープを設計することに用いられる可能性を備えている。
【００１１】
　従って、本願発明の一つの態様は、第二のアミノ酸配列に挿入された配座エピトープを
含む第一のアミノ酸配列を含むキメラペプチドであり、前記第一および第 二のアミノ酸
配列は、類似した未変性のコンホメーションを備えたペプチド、ポリペプチドもしくはタ
ンパク質から誘導される。
【００１２】
　本発明の態様によれば、第二のアミノ酸配列は“フレームワークペプチド”を構成し、
キメラペプチドに適切なコンホメーションを提供する。フレームワークペ プチドは、自
然に生じる形態で最初のアミノ酸配列に類似したコンホメーションを提供するために、選
択もしくは設計される。最も好ましい実施態様では、フ レームワークペプチドは、α－
ヘリックスコイルドコイルコンホメーションをとるものであり、それゆえ、類似したコン
ホメーション、すなわちα－ヘリックス コイルドコイルコンホメーションで第一のアミ
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ノ酸配列に存在するエピトープを提示するのに使用することができる。
【００１３】
　本願発明の好ましい態様によれば、第二のアミノ酸配列内に挿入された配座エピトープ
を含む第一のアミノ酸配列を含むキメラペプチドが提供され、前記第二のアミノ酸配列は
α－ヘリックスコイルドコイルコンホメーションに保持される。
【００１４】
　本願発明を、連鎖球菌属のＭタンパク質から誘導され、特に以下のアミノ酸配列（アミ
ノ酸残基の一文字略記を使用）： ＬＲＲＤＬＤＡＳＲＥＡＫＫＱＶＥＫＡＬＥ（ＳＥＱ 
ＩＤ ＮＯ：１）もしくは、これらのアミノ酸残基の一つ以上の機能的および／または化
学的等価物の内部のＢ細胞配座エピトープを含む第一のアミノ酸配列を用いて、以下に例
示する。
【００１５】
　従って、本願発明の特に好ましい実施態様は、以下の配列 ＬＲＲＤＬＤＡＳＲＥＡＫ
ＫＱＶＥＫＡＬＥ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１）の内部から選択された少なくとも３つのアミ
ノ酸を備えた第一のアミノ酸配列を含むキメラペプチドに向けられ、前記少なくとも３つ
のアミノ酸は、連鎖球菌属の Ｍタンパク質の配座Ｂ細胞エピトープを構成し、前記第一
のアミノ酸配列は、α－ヘリックスコイルドコイルコンホメーションに保持することがで
きる第二のア ミノ酸配列の内部に挿入されている。好ましくは、第一のアミノ酸配列は
、少なくとも５、好ましくは少なくとも１０、そしてさらに好ましくは少なくとも１５ 
の連続するアミノ酸残基を含む。
【００１６】
　あるいは、ヘリックスの外表面上等であって、活性に必要もしくは十分である様な、不
連続のアミノ酸を選択してもよい。
【００１７】
　フレームワークペプチドの構成は、七つのアミノ酸残基の繰り返し （a-b-c-d-e-f-g）

nに 基づくものであって、ａとｄの位置は好ましくは大きな無極性残基を備え、ｂ、ｃお
よびｆの位置は一般的に極性かつ帯電しており、ｅおよびｇの位置は一般的 に鎖間のイ
オン相互作用に寄与する。特に好ましいフレームワークペプチドは、ＧＣＮ４ロイシンジ
ッパー（O′sheaら，1989; 1991）もしくはそのトリマー（Harbury ら，1994）またはテ
トラマー（Harbury ら，1993）およびα－スペクトリンの繰り返しモチーフ（Yan，1993
）に対応するペプチドの構造に基づく。ＧＣＮ４ロイシンジッパーは特に好まし く、Ｇ
ＣＮ４ロイシンジッパーペプチドに共通の特徴から誘導された模範的な７つの繰り返し（
a model heptad repeat）は、以下の配列： ＶＫＱＬＥＤＫ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２）を
含み、これは、ここで（ＧＣＮ４）4と称される４つの７つの繰り返しのフレームワーク
ペプチドを与える。要求されるものは、フレームワークペプチドが、もはや４つの繰り返
しより長くすることができること、もしくはそうする必要があるかもしれないことである
。
最初のアミノ酸配列は、キメラペプチドを与えるフレームワークコイルドコイルペプチド
の内部に埋め込まれる。
【００１８】
　本願発明のキメラペプチドは、組換え手段で産生することができ、また、例えば、固相
ペプチド合成技術を用いて、決められた順番で一つ以上のアミノ酸残基を 段階的に付加
して化学的に合成しても良い。ペプチドを他のタンパク質と組み合わせて合成し、次いで
化学的切断によって単離してもよく、また、ペプチドもし くは多価ペプチドを多重繰り
返しユニットで合成してもよい。ペプチドは、未変性に生じるアミノ酸残基を含んでもよ
く、また、Ｄ型異性体もしくは化学的に修 飾された未変性残基のように未変性には産生
されないアミノ酸残基を含んでも良い。未変性には生じないアミノ酸残基は、例えば、ペ
プチドに配座の束縛および ／または限定を促進または提供する必要があるかもしれない
。主題のペプチドを産生する方法の選択は、ペプチドの所望のタイプ、量および純度等の
ファクター、並びに産生の簡便さおよび便利さによる。
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【００１９】
　ペプチドそのものが十分に長い血清および／または組織半減期を備えていないために、
本願発明のキメラペプチドは、in vivo で用いるための化学的な修飾を最初に必要とする
かもしれない。主題のペプチドの化学的修飾は、ペプチドのある領域が、Ｂおよび／また
はＴ細胞エピトープとして作用する能力を含めた抗原性を改良するためにも重要である。
このように化学的に修飾されたキメラペプチドは、ここでは“類似体(analogues)”と称
する。用語“類似体”は、本願発明のキメラペプチドのあらゆる機能的な化学的もしくは
組換え等価物にまで拡張され、最も好ましい実施態様では、ＧＡＳのＭタンパク質の少な
くとも一つのＢ細胞エピトープを備え、かつ、Ｂ細胞エピトープに反応する抗体がヒトの
心臓の組織と最小限に反応することを特徴とする。用語“類似体”は、上記ペプチドのあ
らゆるアミノ酸誘導体にまで拡張して用いられる。
【００２０】
　ここで考慮されるキメラペプチドの類似体は、側鎖の修飾、ペプチド合成中における未
変性に生じないアミノ酸および／またはその誘導体の取り込み、並びにペプチドもしくは
その類似体における配座を束縛する架橋剤および他の方法の使用を含むが、これらに限定
されるものではない。
【００２１】
　本発明で考慮される側鎖修飾の例は、アルデヒドとの反応の後にＮａＢＨ4を用いて還
元する還元的アルキル化；メチルアセチミダート（methylacetimidate）を用いたアミジ
ネーション(amidination)；無水酢酸を用いたアシル化；シアナートを用いたアミノ基の
カルバモイル化；２，４，６－トリニトロベンゼンスルホン酸（ＴＮＢＳ）を用いたアミ
ノ基のトリニトロベンジル化；無水スクシン酸および無水テトラヒドロフタル酸を用いた
アミノ基のアシル化；およびピリドキサル－５’－ホスファートでリシンをピリドキシル
化した後にＮａＢＨ4を用いて還元する等のアミノ基の修飾を含む。
アルギニン残基のグアニジン基を、２，３－ブタンジオン、フェニルグリオキサルおよび
グリオキサル等の試薬を用いて複素環縮合生成物を形成することによって修飾しても良い
。
【００２２】
　カルボキシル基を、Ｏ－アシリソウレア(O-acylisourea)形成を介したカルボジイミド
活性化の後に、例えば対応するアミドをデリビチゼーション(derivitisation)することに
よって修飾しても良い。
【００２３】
　スルフヒドリル基を、ヨード酢酸もしくはヨードアセトアミドを用いたカルボキシメチ
ル化；システイン酸の過ギ酸酸化；他のチオール化合物を用いた混合ジスルヒドの形成；
マレイミド、無水マレイン酸もしくは他の置換されたマレイミドとの反応；４－クロロメ
ルクリベンゾアート、４－クロロメルクリフェニルスルホン酸、フェニルメルクリクロリ
ド、２－クロロメルクリ－４－ニトロフェノールおよび他のメルクリアルを用いたメルク
リアル誘導体の形成；アルカリ性ｐＨにおけるシアナートを用いたカルバモイル化等の方
法で修飾してもよい。
【００２４】
　トリプトファン残基を、例えば、Ｎ－ブロモスクシンイミドを用いた酸化、あるいは、
２－ヒドロキシ－５－ニトロベンジルブロミドまたはハロゲン化スルフェニルを用いたイ
ンドール環のアルキル化で修飾してもよい。一方、チロシン残基を、テトラニトロメタン
でニトロ化して３－ニトロチロシン誘導体を形成してもよい。
ヒスチジン残基のイミダゾール環の修飾を、ヨード酢酸誘導体を用いたアルキル化もしく
はジエチルピロカルボナートを用いたＮ－カルボエトキシル化(N-carbethoxylation)によ
って行っても良い。
【００２５】
　ペプチド合成中における未変性にないアミノ酸および誘導体の取り込みの例は、ノルロ
イシン、４－アミノ酪酸、４－アミノ－３－ヒドロキシ－５－フェニルペンタン酸、６－
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アミノヘキサン酸、ｔ－ブチルグリシン、ノルバリン、フェニルグリシン、オルニチン、
サルコシン、４－アミノ－３－ヒドロキシ－６－メチルヘプタン酸、２－チエニルアラニ
ン(thienylalanine)および／またはアミノ酸のＤ型異性体を含むが、これらに限定される
ものではない。
【００２６】
　架橋結合材を、例えば、３次元コンホメーションを安定化させるために用いることがで
き、ｎ＝１からｎ＝６の（ＣＨ2）nスペーサー基を備えた二価性のイミドエステル等のホ
モ二価性架橋結合材、グルタルアルデヒド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、お
よびＮ－ヒドロキシスクシンイミド等のアミノ反応部と、マレイミドもしくはジチオ部（
ＳＨ）またはカルボジイミド（ＣＯＯＨ）等の他の基に特異的な反応部を含むヘテロ二価
性試薬が用いられる。さらに、ペプチドを配座的に強制させることもできる。例えば、Ｃ

αおよびＮα－メチルアミノ酸の取り込み、アミノ酸のＣαとＣβ原子間の二重結合の導
入、ＮおよびＣ末端の間、二つの側鎖の間、もしくは側鎖とＮまたはＣ末端との間にアミ
ド結合を形成するなどして、共有結合を導入することによって環状ペプチドまたは類似体
を形成することもできる。
【００２７】
　しかして本願発明は、エピトープが免疫学的に相互作用し得る機能的配座状態で提供さ
れるようなハイブリッド分子における連鎖球菌属のＭタンパク質等の配座エピトープを提
供する。
しかして本願発明は、抗原ペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク質の最小エピトープ
を決定する方法に係り、この方法は、前記ペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク質、
もしくはエピトープを保有すると推定されるこれらの一部の未変性のコンホメーションを
決定すること；前記ペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク質のペプチドフラグメント
を調製すること；前記ペプチドフラグメントを、最初に言及されたペプチド、ポリペプチ
ドもしくはタンパク質と似た未変性のコンホメーションを備えた別のペプチド、ポリペプ
チドもしくはタンパク質から誘導もしくは基づいて得られた第二ペプチド中に挿入もしく
は提示して、ペプチドフラグメントの推定上のエピトープを、免疫学的相互作用が可能な
コンホメーションで提示されるようにすること；および免疫学的相互作用について前記ペ
プチドフラグメントを調べることを含む。
【００２８】
　本願発明に関連する態様としては、抗体に認識されるペプチド、ポリペプチドもしくは
タンパク質における両親媒性ヘリックスの領域をマッピングする方法を提供することであ
り、この方法は、前記ペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク質、もしくはエピトープ
を保有すると推定されるこれらの一部の未変性のコンホメーションを決定すること；前記
ペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク質のペプチドフラグメントを調製すること；前
記ペプチドフラグメントを、最初に言及されたペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク
質と似た未変性のコンホメーションを備えた別のペプチド、ポリペプチドもしくはタンパ
ク質から誘導もしくは基づいて得られた第二ペプチド中に挿入もしくは提示して、ペプチ
ドフラグメントの推定上のエピトープを、免疫学的相互作用が可能なコンホメーションで
提示されるようにすること；および免疫学的相互作用について前記ペプチドフラグメント
を調べることを含む。
【００２９】
　抗体に認識される両親媒性ヘリックスは、価値あるワクチン候補となり得る。
【００３０】
　両親媒性ヘリックスは、タンパク質における一般的な構造部であり、表面に曝されるか
（抗原性）もしくは他のタンパク質と相互作用しうる。螺旋のコイルドコイルは、ホモダ
イマー、トリマーおよびテトラマーに相互作用するヘリックスのより複雑な形態である。
【００３１】
　“免疫学的相互作用”は、免疫細胞または免疫エフェクター細胞との相互作用のあらゆ
る形態、および／またはあらゆる形態の免疫応答を意味する。一般的に、免疫学的相互作
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用は、抗体結合もしくはペプチドフラグメントとの相互作用によって測定される。しかし
ながら、免疫学的相互作用は、細胞性免疫応答を測定することにも拡張される。
【００３２】
　治療および診断の開発においては、免疫学的相互作用を提供することができ、かつ、治
療において保護免疫反応を誘導し得る最小エピトープを決定することが重要である。従っ
て、本願発明のキメラペプチドは、その製造方法も含めて、特にワクチンの開発に使用す
ることができる。その例示的かつ好ましい形態では、本願発明は、ＧＡＳに対するワクチ
ンに使用するためのキメラペプチドを提供する。しかしながら、これは、本願発明が、バ
クテリア、寄生虫、酵母、真菌および原生動物を含む病原性微生物、もしくはレトロウイ
ルス、インフルエンザウイルス、肝炎ウイルスおよびＨＩＶ等の免疫不全ウイルス等のウ
イルスに対する保護免疫応答を誘導するのに使用できるキメラペプチドにも拡張すること
ができるという理解のもとに行われる。
【００３３】
　従って、本願発明の好ましい態様は、グループＡ連鎖球菌属に対して使用できるワクチ
ンを提供するものであり、このワクチンは、以下の配列；
ＬＲＲＤＬＤＡＳＲＥＡＫＫＱＶＥＫＡＬＥ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１）
の内部から選択された少なくとも３つのアミノ酸を備えた第一のアミノ酸配列を含むキメ
ラペプチドを含み、前記の少なくとも３つのアミノ酸は、連鎖球菌属のＭタンパク質の配
座Ｂ細胞エピトープを構成し、前記第一のアミノ酸配列はα－ヘリックスコイルドコイル
コンホメーションをとり得る第二のアミノ酸配列の内部に挿入され、前記ワクチンは、一
つ以上の薬学的に使用可能なキャリアおよび／または希釈剤をさらに含む。このワクチン
は、アジュバントおよび／または他の免疫刺激分子をさらに含んでも良い。好ましくは、
第二のアミノ酸配列が、ＧＣＮ４から誘導されたフレームワークペプチドを形成する。上
述したように、ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１の連続もしくは非連続なアミノ酸を選択することも
できる。
【００３４】
　本願発明の別の態様は、Ｍタンパク質に対する体液性免疫の開発に使用できるが、心臓
の組織と最小限に交差反応するワクチンであって、このワクチンは、Ｍタンパク質の少な
くとも一つのＢ細胞エピトープを有する第一のアミノ酸配列を含むキメラペプチドを含み
、前記Ｂ細胞エピトープと反応する抗体は心臓の組織と最小限に反応する。前記第一のア
ミノ酸配列は、α－ヘリックスコイルドコイル形態をとり得る第二のアミノ酸配列の内部
に挿入され、前記ワクチンは、一つ以上の薬学的に使用可能なキャリアおよび／または希
釈剤をさらに含む。
【００３５】
　ワクチンは、一種類のペプチドもしくは別異もしくは類似のエピトープをカバーするあ
る範囲のペプチドを含んでもよい。さらに、もしくは、単一のポリペプチドに多重のエピ
トープが設けられてもよい。この場合のワクチンは、多価ワクチンと称される。多重エピ
トープは、二つ以上の繰り返しエピトープを含む。
【００３６】
　ワクチンの作製は、当該技術分野で一般に既知であり、Remington′s Pharmaceutical 
Sciences，17th ed.，Mack Publishing Co.，Easton, Pennsylvania，USAを参照すること
ができる。
【００３７】
　本願発明は、薬学的組成物もしくはワクチン組成物であり、体液性免疫の発達に有効量
のキメラペプチド（上記の通り）またはその誘導体、類似体もしくは相同体および／また
はこれらの組み合わせを含み、他の活性分子および一つ以上の薬学的に使用できるキャリ
アおよび／または希釈剤を含む。キメラペプチドを含む薬学的組成物の活性成分は、例え
ば、特定のケースに依存した量で投与された場合に、連鎖球菌属のＭタンパク質に対する
抗体の発達において優れた治療活性を示すが、これらの抗体が心臓組織とは最小限の反応
性を示すと考えられる。例えば、一日に体重一キログラム当たり約０．５μ９～２０ｍ９
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を投与してもよい。
【００３８】
　投与方法は、最適な治療反応を提供できるように調製しても良い。例えば、投与量をい
くつかに分けて毎日投与してもよく、治療状況に示されるように比例的に減少させること
もできる。活性化合物は、経口、静脈内（水溶性）、筋肉内、皮下、鼻腔内、皮膚内もし
くは座薬経路あるいは移植（例えば、核酸遅延分子を用いる）等の慣例的な方法で投与す
ることができる。投与経路によっては、キメラペプチドを含む活性成分を、酵素、酸、並
びに成分を不活性化する別の自然の条件の作用から前記成分を保護する材料で被覆する必
要があるかもしれない。例えば、キメラペプチドの親油性が低いと、ペプチド結合を切断
することのできる酵素によって胃腸で破壊され、または胃で酸加水分解される。非経口投
与以外でキメラペプチドを投与するために、その不活性化を妨げるための材料で被覆する
か、もしくは共に投与される。例えば、キメラペプチドを、アジュバントで投与しても、
酵素阻害剤と共に投与しても、リポソームで投与してもよい。アジュバントはその最も広
い意味で用いられ、インターフェロン等のあらゆる免疫刺激化合物を含む。ここで言及さ
れるアジュバントは、レゾルシノール、ポリオキシエチレンオレイルエーテルおよびｎ－
ヘキサデシルポリエチレンエーテル等の非イオン界面活性剤を含む。酵素阻害剤は、膵臓
のトリプシン阻害剤、ジイソプロピルフルオロホスファート（ＤＦＰ）およびトラシロー
ルを含む。リポソームは、ウォーター・イン・オイル・イン・ウォーター型エマルション
および従来のリポソームを含む。
【００３９】
　活性化合物は、非経口的もしくは腹膜内に投与することもできる。分散物を、グリセロ
ール、液状ポリエチレングリコールおよびこれらの混合物中に、かつ油中に調製すること
もできる。貯蔵および使用の通常の条件下では、微生物の成長を妨げるために、これらの
調製物は防腐剤を含む。
【００４０】
　注入に適した薬学的形態は、無菌の注入可能な溶液または分散物の即席の調製のための
、無菌の水溶液（水溶性）もしくは分散物および無菌のパウダーを含む。どの場合でも、
その形態は無菌でなければならず、容易に注入できるように液体でなくてはならない。製
造および貯蔵の条件下で安定でなければならず、バクテリアや真菌等の微生物の混入作用
に対して保護されていなければならない。キャリアは、溶剤もしくは分散物媒体とするこ
とができ、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレング
リコールおよび液状ポリエチレングリコール等）、これらの適切な混合物および植物油で
ある。例えば、リシチン(licithin)等の被覆を使用することにより、分散物の場合には必
要な粒子サイズを維持することにより、また、界面活性剤を使用することによって、適切
な流動性を維持することができる。微生物の作用を妨げることは、例えば、パラベン、ク
ロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チルメロサル(thirmerosal)等の種々の抗菌
および抗カビ試薬によってもたらすことができる。多くの場合に、糖もしくは塩化ナトリ
ウム等の等張試薬を含むことが好ましい。注入可能な組成物の長い吸収は、例えばアルミ
ニウムモノステアラートおよびゼラチン等の吸収遅延試薬を組成物中に用いることによっ
てもたらされる。
【００４１】
　無菌の注入可能な溶液は、上記とは別の種々の成分を含んだ適切な溶剤に必要量の活性
化合物を取り込み、必要であれば、濾過された滅菌を行うことによって調製される。一般
的に、分散物は、種々の無菌活性成分を無菌ビヒクルに導入することによって調製され、
基礎的な分散媒体と上記とは別の必要な成分を含む。
無菌の注入可能な溶液の調製のための無菌パウダーの場合には、好ましい調製方法は、真
空乾燥および凍結乾燥技術であり、活性成分のパウダーと前記無菌濾過溶液のさらなる所
望の成分が得られる。
【００４２】
　キメラペプチドを上記のように適切に保護した場合には、例えば、不活性な希釈剤もし
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くは吸収できる食用キャリアと共に活性化合物を経口投与することができ、硬いもしくは
柔軟な殻のゼラチンカプセルに内包することもでき、タブレットに圧縮してもよく、食事
の食品に直接取り込まれても良い。経口治療投与では、活性化合物は賦形剤と共に取り込
まれてもよく、摂取できるタブレット、頬のタブレット(buccal tablets)、トローチ、カ
プセル、エリキシル、懸濁液、シロップ、ウェハース等の形態で用いられても良い。この
ような組成物および調製物は、少なくとも１重量％の活性化合物を含むべきである。組成
物及び調製物のパーセントは、もちろん、変えることができ、ユニットの約５～８０重量
％の間とすることができる。このような治療に用いられる組成物の活性化合物の量は、適
切な投与量が得られるものである。本願発明に係る好ましい組成物もしくは調製物は、経
口投与ユニット形態が０．１μｇ～２０００ｍｇの間の活性化合物を含むように調製され
る。
【００４３】
　タブレット、トローチ、丸薬、カプセル等は以下を含んでも良い。トラガカントゴム、
アカシア、コーンスターチもしくはゼラチン等の結合材；リン酸ジカルシウム等の賦形剤
；コーンスターチ、ポテトスターチ、アルギン酸等の分解試薬；ステアリン酸マグネシウ
ム等の潤滑剤；およびスクロース、ラクトースもしくはサッカリン等の甘味料を添加して
も良く、ペパーミント、ウィンターグリーン油、もしくはチェリー香料等の香料を添加し
ても良い。投与ユニット形態がカプセルである場合には、上記のタイプの材料に液状キャ
リアを含んでも良い。種々の他の材料が、コーティングとして、あるいは投与ユニットの
物理的形態を修飾するために含有されてもよい。例えば、タブレット、丸薬もしくはカプ
セルを、セラック、糖、またはその両方で被覆しても良い。シロップまたはエリクサが、
活性化合物、甘味料としてスクロース、防腐剤としてメチルおよびプロピルパラベン、チ
ェリーまたはオレンジの香料等の着色料および香料を含んでも良い。もちろん、あらゆる
投与ユニット形態の調製に用いられる全ての材料は、薬学的に純粋で、用いられる分量で
実質的に無毒であるべきである。さらに、活性化合物を、放出持続調製物および薬剤に取
り込まれてもよい。
【００４４】
　ここで用いられる“薬学的に使用できるキャリアおよび／または希釈剤”とは、あらゆ
る、そして全ての溶剤、分散媒体、コーティング、抗菌および抗カビ剤、等張および吸収
遅延剤等を含む。このような媒体および試薬の薬学的活性物質における使用は当該技術分
野において周知である。活性成分に適さない従来の媒体以外は、治療組成物においてそれ
らを使用することが考えられる。補足的活性成分も組成物中に取り込むことができる。
【００４５】
　投与しやすく、かつ、一定量で投与できる投与ユニット形態をとる非経口組成物を調剤
することが特に有利である。ここで用いられる投与ユニット形態とは、処置される哺乳動
物への一回の投与に適した物理的に独立したユニットを指す。
【００４６】
　各ユニットは、必要とされる薬学的キャリアとともに、所望の薬学的効果を生じるよう
に計算された所定量の活性剤を含む。本発明の新規の投与ユニット形態についての明細は
、（ａ）活性剤の独特の特徴および達成される特定の治療効果と、（ｂ）ここで詳細に記
載したように、健康が害される疾患状態にある患者における疾患を治療するための活性物
質等を含む当該技術分野における固有の限定によって決められ、これらに直接的に依存す
る。
【００４７】
　主な活性成分は、都合よくかつ効果的な投与のために、上記のような投与ユニット形態
で適切な薬学的に利用できるキャリアと共に有効量で調合される。ユニット投与形態は、
たとえば、０．５μｇ～約２０００ｍｇの範囲の量で主な活性化合物を含むことができる
。比率で表すと、活性化合物は一般的に約０．５μｇ～約２０００ｍｇ／ｍｌキャリアで
存在する。補足的活性成分を含む組成物の場合には、投与量は、通常の投与量および前記
成分の投与方法を参照して決定される。



(12) JP 2009-67810 A 2009.4.2

10

20

30

40

50

【００４８】
　本願発明の別の態様は、キメラペプチドに対する抗体に向けられている。このような抗
体はモノクローナルまたはポリクローナルであってもよく、Ｍタンパク質に対して自然に
生じた抗体から選択されても、また、キメラペプチドに対して特異的に生じたものであっ
てもよい。後者の場合には、最初に、ペプチドをキャリア分子と結合する必要があるかも
しれない。本願発明の抗体および／またはキメラペプチドは、特に免疫治療および予防接
種に使用することができ、感染の診断、または予防接種もしくは治療体制の進行を観察す
るための道具として用いることもできる。
【００４９】
　例えば、キメラペプチドは、Ｍタンパク質に対して自然に生じた抗体を調べるために用
いることができる。あるいは、特異的抗体はＭタンパク質を調べるために用いることがで
きる。このようなアッセイ技術は、当該技術分野において周知であり、例えば、サンドウ
ィッチアッセイやＥＬＩＳＡを含む。
【００５０】
　本願発明のこの態様に基づいて、キメラペプチドはＭタンパク質に対する抗体を調べる
のに特に使用可能であり、連鎖球菌属の感染を検出する診断プロトコルを提供する。また
、血清、唾液、組織および組織抽出物等の生物学的サンプルを、Ｍタンパク質について、
キメラペプチドに対して生じた抗体を用いて直接的に調べることができる。
【００５１】
　従って、抗体－キメラペプチド複合体を形成するのに十分な時間および条件下で有効量
のキメラペプチドを結合する抗体と、患者の生物学的サンプルとを接触させ、次いで前記
複合体を検出することを含む、患者の連鎖球菌属の感染の診断方法を提供する。
【００５２】
　患者の血清、組織、組織抽出物もしくは他の体液中のＭタンパク質抗体の存在を、米国
特許第４０１６０４３、４４２４２７９および４０１８６５３に記載されているような広
範囲の免疫アッセイ技術を用いて検出することができる。これは、非競合型の、一および
二つの両方の部位の、すなわち“サンドウィッチ”アッセイと、慣例の競合結合アッセイ
を含む。サンドウィッチアッセイは、最も使用でき、かつ一般に用いられるアッセイであ
り、本願発明においても使用することが望ましい。多数の種類のサンドウィッチアッセイ
技術が存在し、その全てを本願発明に取り込む。簡単に、典型的な先のアッセイでは、キ
メラペプチドを固相に固定して最初の複合体を形成し、Ｍタンパク質抗体について調べる
サンプルをその結合分子と接触させる。インキュベーションに適した時間、すなわち、キ
メラペプチド－抗体の第二の複合体を形成するのに十分な時間でインキュベーションする
。検出可能なシグナルを生じうるレポーター分子でラベルされた抗イムノグロブリン抗体
を添加して十分にインキュベートして、キメラペプチド－抗体－ラベルされた抗体の第三
の複合体を形成させる。全ての未反応の物質を洗浄し、レポーター分子によって生じるシ
グナルを観察することによって、第一抗体の存在を調べる。その結果は、視認できるシグ
ナルを単に観察することによっても、あるいは、既知の量のハプテンを含む対照サンプル
と比較することによっても定量することができる。先のアッセイの変化は、サンプルとラ
ベルされた抗体の両方を結合抗体に同時に添加する同時アッセイ、もしくは、ラベルされ
た抗体と調べるサンプルを最初に結合させ、インキュベートして、結合抗体に同時に添加
するリバースアッセイを含む。これらの技術は当業者に周知であり、小さい変更の可能性
は容易に明らかである。類似したアプローチをＭタンパク質の検出に適用してもよい。用
いられる抗体は、モノクローナルであっても、ポリクローナルであってもよい。
【００５３】
　固相基質は、典型的にガラスまたはポリマーであり、最も一般に用いられるポリマーは
セルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン、ポリスチレン、ポリ塩化ビニルもしくはポ
リプロピレンである。固相支持体は、チューブ、ビーズ、円盤もしくはミクロプレート、
あるいはイムノアッセイを行うのに適したあらゆる他の表面の形態をとることができる。
結合方法は当該技術分野で周知であり、一般的に架橋結合、共有結合、もしくは不溶性キ
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【００５４】
　本願明細書で用いられる“レポーター分子”とは、その化学的性質により、抗原－結合
抗体を検出する分析的に同定可能なシグナルを生じる分子を意味する。
【００５５】
　検出は定量的であっても定性的であってもよい。この種のアッセイで最も一般的に用い
られるレポーター分子は、酵素、フルオロフォア（fluorophores）、もしくは放射性核種
含有分子（すなわち、放射性同位元素）である。酵素イムノアッセイの場合には、グルタ
ルアルデヒドもしくは過ヨウ素酸塩によって、酵素を第二抗体に接合する。しかしながら
、容易に認識されるように、当業者に容易に利用できる広範囲の種々の接合技術が存在す
る。一般的に用いられる酵素は、西洋ワサビペルオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ
、β－ガラクトシダーゼおよびアルカリホスファターゼ等を含む。特異的な酵素と共に用
いられる基質は、一般的に、対応する酵素による加水分解により、検出可能な色の変化を
生じるように選択される。また、蛍光生成物を生じる蛍光基質を用いることもできる。
【００５６】
　また、フルオレセインやローダミン等の蛍光化合物を、抗体の結合力を変えずに抗体に
化学的に結合させてもよい。特定の波長の光を照射して活性化した際に、蛍光色素ラベル
された抗体が光エネルギーを吸収し、分子の励起状態を誘導し、光学顕微鏡で視覚的に検
出可能な特徴的な色の光を発する。ＥＩＡでは、蛍光ラベルされた抗体は第一抗体－ハプ
テン複合体に結合する。未結合試薬を洗浄した後に、残存した３つの複合体を適切な波長
の光に曝し、観察された蛍光が関心のハプテンの存在を示す。免疫蛍光法およびＥＩＡ技
術は共に当該技術分野でよく確立されており、現行の方法では特に好ましい。しかしなが
ら、放射性同位元素、化学発光分子もしくは生物学的発光分子等の他のレポーター分子も
用いることができる。必要な目的に合うように方法をどのように変えるかは、当業者には
容易に明らかであろう。キメラペプチドをラベルするため、並びにＭタンパク質抗体の検
出に直接的に同じものを使用するために、前述のことが用いられることも明らかであろう
。
【００５７】
　本願発明のさらなる態様は、ＧＡＳに対するワクチンとして使用される医薬の製造にお
いて記載されるキメラペプチドの使用である。
【００５８】
　関連する実施態様では、本願発明は、ＧＡＳに対するワクチンとして使用できることが
記載されたキメラペプチドを含む試薬を提供する。
【００５９】
　本願発明を、以下の非限定的な図面および実施例によってさらに記載する。以下の一お
よび三文字略号をアミノ酸残基に用いた。
【００６０】
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【表１】

【実施例】
【００６１】
実施例１ 
化学薬品
　以下の実施例で用いられる全ての化学薬品および溶剤は、別に言及しない限り分析用で
ある。ポリスチレン（１％ｖ／ｖジビニルベンゼン）ｐ－メチルベンズヒドリルアミンヒ
ドロクロリド樹脂（０．８１ｍｅｑ／ｇまたは樹脂置換）、tert－ブチルオキシカルボニ
ル（ｔ－Ｂｏｃ）アミノ酸、１,３－ジイソプロピルカルボジイミド（ＤＩＣ）、Ｎ－ヒ
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ドロキシベンゾトリアゾール（ＨＯＢＴ）、トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）をAuspep（オー
ストラリア）から購入した。
【００６２】
実施例２ 
患者
　原住民患者であって、あるものは現在もしくは過去においてＲＦ／ＲＨＤの経歴をもつ
、オーストラリアのノーザンテリトリーの連鎖球菌属の風土の地域の居住者を研究した。
これらの患者の９０％以上が、ｐ１４５に対する未変性に生じる抗体を備えていることが
見いだされた（Pruksakorn ら,1994a）。ドナーからの血清は、使用まで－２０℃で貯蔵
した。
【００６３】
実施例３ 
　マウスｐ１４５に応答することがわかっているＢ１０．ＢＲマウス（Animal Resources
 Centre，Willetton，Western Australia）を免疫化の研究のために用いた。
【００６４】
実施例４ 
ペプチド合成
　ペプチドを、Houghten(1985)の同時多重ペプチド合成“ティーバッグ”法を用いた手動
の固相技術で合成した。出発樹脂はｐ－メチルベンズヒドリルアミンヒドロクロリドであ
り、慣例的なＮ－tert－ブチルオキシカルボニル（ｔ－Ｂｏｃ）化学物質を用いた（Merr
ifield，1963）。全てのアミノ酸基をそのαアミノ位においてｔ－Ｂｏｃ基で保護し、以
下の側鎖保護基、すなわちベンジルエステル（Ｇｌｕ、Ａｓｐ）、２－クロロベンジルオ
キシカルボニル（Ｌｙｓ）、ベンジル（Ｓｅｒ）、トシル（Ａｒｇ）を用いた。
【００６５】
　アミノ酸カップリングを、ジクロロメタン中の１,３－ジイソプロピルカルボジイミド
を用いて行い、ｔ－Ｂｏｃ基を５５％ｖ／ｖのＴＦＡ／ジクロロメタンを用いて各サイク
ルにおいて除去した。Ｎ－ヒドロキシベンゾトリアゾールをＡｓｎとＧｌｎを用いたカッ
プリングに添加した。ペプチドを、フッ化水素で処理して樹脂から切断し、ジエチルエー
テルで沈降させ、１０％ｖ／ｖ酢酸から凍結乾燥させた。
【００６６】
　粗なペプチドを、水中に２％ｖ／ｖアセトニトリルから１００％ｖ／ｖアセトニトリル
（両方の溶剤が０．１％ｖ／ｖＴＦＡを含む）の線形勾配を使用した半調製用Ｃ１８逆相
ＨＰＬＣカラム（Biorad）で精製した。精製されたペプチドは逆相ＨＰＬＣおよびフライ
トマススペクトロメトリー(flight mass spectrometry)のレーザー脱着時間（LaserMat，
FinniganMat，UK）で調べたところ均一であった。
【００６７】
　本願発明に基づいて合成されたペプチドは、表１Ａ、１Ｂおよび１Ｃに示されている。
ペプチド１４４、１４５および１４６は、Ｍタンパク質の保存されたＣ末端領域内に含ま
れた重複ペプチドである。Ｊｃｏｎは、７つの繰り返し酵母タンパク質、ＧＣＮ４に基づ
いたモデルペプチドである。ペプチドＪ１－Ｊ９はＪｃｏｎペプチドとｐ１４５に基づい
たハイブリッドペプチドである。１４５．１－１４５．５およびＪI１－ＪI９は、ｐ１４
５配列内部の短い配列を示す。ペプチド１６９と１７１は、それぞれヒト心筋ミオシン（
Liewら,1990）およびヒト骨格筋ミオシン（Saezら,1986）から誘導され、これらのタンパ
ク質とｐ１４５との間の優れた相同性を示した。
【００６８】
実施例５ 
Ｔ細胞増殖アッセイ
　マウスのＴ細胞を刺激するために、動物を３０μｇの乳濁したペプチドで尾の付け根に
おいて免疫し、排出されたリンパ節細胞を８日目に採取して、先に記載した抗原でin vit
ro で刺激した（Pruksakornら、1994b）。４日後、増殖の程度を調べるために０．５μＣ
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iの3Ｈ－チミジンを培養に加えた。リンパ球の活性化を、刺激インデックス［ＳＩ］を評
価することによって測定した（特異的ペプチドの存在下における増殖／ペプチドを欠いた
増殖）。
【００６９】
　ヒトペプチド特異的Ｔ細胞増殖を、ペプチドを含む（もしくは対照のためにペプチドを
含まない）ヒト末梢血液リンパ球（ＰＢＬ）を培養し、かつ、記載の通りに（Pruksakorn
ら,1994b）、６日後にリンパ球の増殖を評価することによって調べた。リンパ球の活性化
を、マウスアッセイについて上述したようにして調べた。
【００７０】
実施例６ 
タンパク質配列の比較
　ヒト心筋ミオシンとヒト骨格筋ミオシンのタンパク質配列を、ＧＣＧ（Wisconsin）プ
ログラム、ＢＥＳＴＦＩＴを用いてｐ１４５について２０アミノ酸配列との相同性を調べ
た。ｐ１４５と相同な領域は二つのペプチド１６９と１７１（表１Ｃ）で表されている。
【００７１】
実施例７ 
円偏光二色性（ＣＤ）スペクトル（CIRCULAR DICHROISM SPECTRA）
　これらは、室温で、Aviv 62DS CDスペクトロメーター（Lakewood，NJ）を用いて記録さ
れた。ペプチドは、１０ｍＭリン酸ナトリウムバッファー、ｐＨ７．０、５０％ｖ／ｖト
リフルオロエタノール中に２０ｍＭもしくは４０ｍＭの濃度とされた。データは、２５０
ｎｍ～１９０ｎｍの間で１ｎｍごとに収集した。楕円率は、平均残基楕円率［Θ］として
表示されている。
【００７２】
実施例８ 
マウス抗血清の調製 
　Ｂ１０．ＢＲおよびＢ１０．Ｄ２マウスを尾の付け根において皮下に免疫した（Pruksa
kornら，1992）。ＰＢＳに溶解され完全フロイントアジュバントに乳濁された３０μｇの
ペプチドを含む５０μｌの全量を与えた。ペプチド１４５．１－１４５．５を、免疫の前
に、グルタルアルデヒド固定を用いてジフテリアトキソイド（ＤＴ）に接合させたが、他
の全てのペプチドは未接合のまま投与された。マウスにＰＢＳ中の３０μｇの接合ペプチ
ドを与えた。
【００７３】
実施例９ 
　ＥＬＩＳＡ ＥＬＩＳＡのプロトコルは先に記載されている（Pruksakornら,1992;1994a
）。ペプチドを、ペプチド１４５．１－１４５．５を除いて０．５μｇ／ｍｌの濃度で被
覆し、ＪI１－ＪI９は１μ９／ｍｌを用いた。
【００７４】
　正常なマウス血清の平均もしくはヒト血清のバックグラウンド（血清含まず）以上の３
つの標準偏差より大きければ意味があるとして、マウスおよびヒト血清に対する力価を計
算した。ペプチド特異的抗体枯渇アッセイを、特異的結合がほぼ消耗されるまで、ペプチ
ド（ｐ１４５）被覆プレート中でインキュベーションすることによってヒト血清を用いて
行った。負の対照として、血清を、無関係の住血吸虫属（schistosoma）ペプチドで被覆
されたプレート中で同様にインキュベートした。ｐ１４５を欠いた、もしくは住血吸虫属
を欠いた血清を、テストペプチドに対する抗体の存在について調べるためにテストペプチ
ドで被覆されたプレートに移した。全ての反応をＯＰＤ基質キット（Sigma Chemical Co
）で現像し、４５０ｎｍにおいて吸収を読みとった。
【００７５】
実施例１０ 
オプソニン作用のペプチド阻害
　ヒト血清を、６０℃、１５分間で、加熱不活性化した。ＧＡＳと新鮮なドナーの全体の
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ヘパリン処理した血液とを添加する前に３０分間１００μｇのペプチドもしくはＰＢＳと
共にインキュベートした。阻害率を、ペプチドの存在および非存在下で生育するコロニー
形成ユニットと無添加ヒト血清の対照とを比較することによって計算した。
【００７６】
実施例１１ 
キメラペプチドの設計原理
　もしエピトープがαヘリックスコイルドコイル等の特定のタンパク質構造コンホメーシ
ョン内に存在することがわかっているなら、このコンホメーションを保持するようにモデ
ルペプチドを合成することができる。このペプチドはフレームワークペプチドとなる。α
ヘリックスコイルドコイルに保持するモデルペプチドが研究されている。平行な二本鎖コ
イルドコイルモチーフの設計において、７つの一般的な考察が重要である（cohen とparr
y，1990）。ａとｄ位は、大きな非極性残基を備え、ｂ、ｃおよびｆ位は、一般的に極性
かつ帯電しており、ｅおよびｇ位は、通常鎖間イオン相互作用を支持する（すなわち、Ｇ
ｌｕ／Ｌｙｓの酸／塩基対）。ａおよびｄ位がＶとＬ、もしくはＩとＬに占有されたとき
には、コイルドコイルダイマーが支持されるが、ＩとＩはトリマーの形成を支持し、Ｌと
Ｉはテトラマー相互作用を支持することもわかっている（Harbury ら，1994）。
【００７７】
　モデルαヘリックスコイルドコイルペプチドはＧＣＮ４ロイシンジッパーに対応するペ
プチドの構造に基づいて設計された（o′sheaら 1989;1991）。このペプチドは７残基ロ
イシン繰り返し（ｄ位）とａ位に共通のＶａｌを備えている。最初の７つは以下の配列を
含む。
【００７８】
　ＭＫＱＬＥＤＫ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：３）
【００７９】
　この配列は安定なコイルドコイル７つの繰り返しに見られるいくつかの特徴を含む。こ
れらは、ｅおよびｇ位に酸／塩基対（Ｇｌｙ／Ｌｙｓ）を含み、ｂ、ｃおよびｆ位に極性
基を含む（Lupas ら(1991)の推定と一致する）。モデル７つの繰り返しは、ＧＣＮ４ロイ
シンジッパーペプチドの共通の特徴から誘導される。
【００８０】
　ＶＫＱＬＥＤＫ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２）
【００８１】
　繰り返しがモデルペプチド（ＶＫＱＬＥＤＫ）nを与えた場合に、αヘリックスコイル
ドコイルを形成する能力を備える。４つの７つの繰り返しからなるこのようなモデルペプ
チドは（ＧＣＮ４）4と称される［図１Ａ］。研究中の配位エピトープの重複フラグメン
トは、モデルコイルドコイルペプチドの内部に埋め込まれ、７つの繰り返しと共に登録さ
れ、キメラペプチドを与える。
【００８２】
実施例１２ 
連鎖球菌属のＭタンパク質ペプチド 
　連鎖球菌属のＭタンパク質ペプチドｐ１４５を、先に記載されているように調製し（Pr
uksakornら，1992，国際特許出願第 ＰＣＴ／ＡＵ９３／００１３１［ＷＯ９３／２１２
２０］）、表１Ａおよび１Ｂに示された切断されたフラグメント１４５．１、１４５．２
、１４５．４、 １４５．５、１４５．１２、１４５．１３、１４５．１４（pruksakorn,
1994）を調製した。
【００８３】
　ペプチドｐ１４５の領域における連鎖球菌属のＭタンパク質の配列を、コイルドコイル
７つの繰り返しについて分析し、推定される７つの位置ａからｇを指定した（図１Ｂ）。
ペプチドｐ１４５を１残基が重複する９つの１２マーペプチドに分け、隣接するＧＣＮ４
ペプチドを添加することによって、図１Ｃに示すように９つのＪキメラペプチド（Ｊ１－
Ｊ９）を与えるために（ＧＣＮ４）4に埋め込んだ。同じ残基がＧＣＮ４モデルペプチド
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とｐ１４５配列の両方に見いだされた場合は常に、保存的アミノ酸置換をＪペプチド中に
取り込んだ。対照ペプチド（Ｊｃｏｎ）を、図１Ａに示されたＧＣＮ４モデルペプチドに
基づいて合成し、これは、前記の全ての保存的アミノ酸置換も含有されている（図１Ｄ）
。
【００８４】
　キメラペプチドＪ１－４および対照ペプチドＪｃｏｎを、ＨＰＬＣで精製した。ペプチ
ドＪ５－９を合成されたものとして使用した。
【００８５】
実施例１３ 
ペプチド１４５の免疫優勢エピトープは配座である
　ｐ１４５内部の重複する８マーおよび１２マー（ペプチド１４５．１－１４５．５、Ｊ

I１、ＪI５、ＪI７（表１Ａおよび１Ｂ））を用いてｐ１４５内部の最小エピトープをマ
ップすることを最初に試みた。ジフテリアトキソイドに接合した二つの短いペプチド（１
４５．１、１４５．５）を用いるとｐ１４５特異的免疫応答をマウスに生じさせることが
できるにも関わらず、マウス抗ｐ１４５抗血清は、重複するｐ１４６（表１Ｃ）も、ｐ１
４５内部の短いペプチドのいずれをも認識しなかった（表２）。結果は、免疫するペプチ
ドがジフテリアトキソイドに接合されているか未接合であるかによらず類似していた。Ｇ
ＡＳに高度に曝される地域に生活する９０％以上のヒトがｐ１４５に対する抗体を備えて
いるが、ｐ１４５に対して高い力価（＞６４００）を備えたヒト血清の大半は、より短い
ペプチド（ＪI１－ＪI９）と反応しなかった（表１Ｂ、３）。これらの結果は、ｐ１４５
の内部に一つ以上の線形エピトープがあるが、ｐ１４５で免疫した後もしくはＧＡＳに対
する未変性の暴露の後に認識される優勢配位エピトープもあることを示している。円偏光
二色性は、ｐ１４５がヘリックス傾向を備えるが（５０％ＴＦＥ中）、短い１２マーペプ
チド（ＪI１：ＬＲＲＤＬＤＡＳＲＥＡＫ［ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２３］）は備えていない
こと（図４）ことを示し、ｐ１４５によって示される免疫優勢エピトープは配位であるこ
とを示唆した。
【００８６】
実施例１４ 
配位エピトープのマッピング
　疎水性およびヘリックス形成残基を備えたＭタンパク質に類似した７つの周期性を示す
無関係のタンパク質を用い、かつ、他のペプチドの内部にｐ１４５の配列を埋め込むため
の方法を開発した。選択されたペプチドはＧＣＮ４のロイシンジッパーモチーフ、酵母の
ＤＮＡ結合タンパク質に基づくものである（o′ sheaら，1991）。ＧＣＮ４に存在する７
つの繰り返しの共通配列は、Ｖａｌ－Ｌｙｓ－Ｇｌｎ－Ｌｅｕ－Ｇｌｕ－Ａｓｐ－Ｌｙｓ
であり、この繰り返しに基づく２８アミノ酸ペプチドは、“Ｊｃｏｎ”と称されるペプチ
ドを与えるためにいくつか置換して設計された（表１Ｂ）。ペプチド１４５配列の１２ア
ミノ酸ウィンドウは、あらゆる潜在的ヘリックス構造を保存するようにＪｃｏｎペプチド
に挿入された。このウィンドウは、完全なｐ１４５配列を示す９つのペプチド（Ｊ１→Ｊ
９）を与えるように一度に一つの残基がずれている。対応する１２アミノ酸挿入配列（Ｊ

I１→ＪI９）も、対照とする目的のために合成した（表１Ｂ）。
【００８７】
　ｐ１４５は、Ｊキメラペプチドに対するある程度の反応性を示した（図２）。
【００８８】
　これらのＪペプチドのあるもの（すなわちＪ７，Ｊ８）は、上記（それぞれ、１４５．
１２、１４５．１３、１４５．１４）と同じ１２マー配列を含むが、ＧＣＮ４フレームワ
ーク内部にある。ある血清は、ｐ１４５のＮ末端残基を示すＪペプチドと反応し（すなわ
ちＪ１、Ｊ２）、あるものはＣ末端残基と反応し、そしてあるものは両方と反応した（す
なわちＪ１、Ｊ２、Ｊ４、Ｊ７、Ｊ８）（図２）。どの血清もＪｃｏｎ配列とは反応しな
かった。
【００８９】
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　高力価１４５抗体を含むヒト血清は、ペプチド特異的抗体の“フィンガープリント”を
与えるＪペプチドに対する特異性の類似したスペクトルを示した。全てのヒト血清はＪ２
と反応した（図３）。二つの血清は、全てのＪペプチドおよびＪｃｏｎペプチドと反応し
た。これらの場合では、Ｊペプチドに対する特異的反応が、ＧＣＮ４様構造に対する交差
反応性によって覆い隠されるかもしれない。
【００９０】
　全ての残りのヒト血清は、ｐ１４５配列に特異的応答を示すＧペプチドと反応できなか
った。
【００９１】
　高い連鎖球菌属の暴露の地域にすむヒトおよびｐ１４５で免疫されたマウスからの血清
を、これらのキメラペプチドを結合する能力について調べた。６４００以上のペプチド１
４５に対する力価を備えた２３人の血清を調べた（表３）。これらの血清の１９の抗体が
、同様に高い力価で一つ以上のキメラペプチドを結合したが、重複する８マーペプチド１
４５．１→１４５．５のいずれも全く認識しなかった。４つの血清が、＞３２００の力価
で、９つの重複する１２マー試験ペプチド（ＪI１→ＪI９）の一つ（ＪI３）と反応した
（表３）。ｐ１４５に対する抗体を含まない１１の試験血清は、あらゆるキメラペプチド
に対する抗体を含んでおらず、ｐ１４５と反応する抗体がキメラペプチドとも反応してい
ることを強力に示唆した。抗ペプチド１４５＋ｖｅ抗血清によって最も広く認識されたキ
メラペプチドはＪ２であり、Ｊ１とＪ３はいくらか認識された（表３）。ｐ１４５特異的
抗体がＪ２を認識していることを確かめるために、ｐ１４５吸収研究を行い、ｐ１４５涸
渇ヒト血清が、本来認識されたＪ２キメラペプチドに結合する能力を失ったことが示され
た（表４）。しかして認識された核心の残基は、ＲＲＤＬＤＡＳＲＥＡＫＫ［ＳＥＱ Ｉ
Ｄ ＮＯ：２４］からなるが、ある人（Ｊ１またはＪ３ではなくＪ２を認識したヒト）で
は、核心の残基はＲＤＬＤＡＳＲＥＡＫ［ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２５］であった。この距離
はαヘリックスの３と３．３ターンの間に対応する。抗体フットプリントは、ペプチドの
ヘリックス保持によってもたらされる不連続な残基を認識するようである。円偏光二色性
は、キメラペプチドＪ１→Ｊ４が５０％ＴＦＥ中でヘリックス形成の傾向を備えることを
示した。
【００９２】
　ミオシンもコイルドコイル分子であり、ヒトの筋肉から誘導されたペプチドがｐ１４５
と類似した配列を備えているため（表１Ｂ）、これらのヒト血清は交差反応エピトープを
認識する可能性を備えている。たった二つの血清しかこれらのペプチド（１６９と１７１
）と反応しなかったので（表３）、ｐ１４５およびＪ２を認識する抗体とｐ１６９および
ｐ１７１との間の交差反応はほとんどない。
【００９３】
実施例１５ 
配座が維持されたペプチドＪ２はオプソニン作用を備えた抗体と結合することができる
　ペプチドＪ２に特異的なヒト抗体がオプソニン作用を仲介するか否かを決めるため、遊
離したＪ２ペプチドがヒト抗血清によるオプソニン作用を阻害できるか否かを調べた。こ
のアッセイは、ｐ１４５そのものがオプソニン作用を備えたヒト抗体の標的であることを
調べるために用いられた。オプソニン作用に与える影響を調べるためにｐ１４５に対する
高力価の抗体を含む血清にＪ２（１００μｇ／ｍｌ）を添加し、Ｊ２に対する抗体を含有
した３つの血清のうちの３つによるオプソニン作用を阻害することがわかったが（表５）
、抗Ｊ２抗体を含まない血清ではそのようにならなかった。非連鎖球菌属の配列をコピー
する２０マーの無関係のペプチドは、オプソニン作用を阻害しなかった。
【００９４】
実施例１６
ペプチド１４５上のＴ細胞エピトープは、Ｂ細胞エピトープから区別することができる
　Ｔ細胞が、同じ領域のペプチドを決定的な抗体結合ペプチドとして認識するか否かを調
べるために、応答するＢ１０．ＢＲマウスをｐ１４５で免疫し、排出されたリンパ節細胞
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をｐ１４５，Ｊ２およびＪI２で刺激した。これらはほとんどＪ２およびＪI２を認識しな
かった（表６）。２１人のＲＨＤ原住民患者および８人の対照原住民患者の末梢血液Ｔ細
胞もペプチドＪ２に対する反応を試験した。対照群からはペプチドに対して全く反応がな
かった、そしてペプチドＪ２には応答しなかった。
【００９５】
　実施例１７
Ｐ１４５、Ｊ２およびＪ７に対するヒト抗体は、ヒト好中球の存在下において、グループ
Ａ連鎖球菌属をオプソナイズ（opsonise）する
　ｐ１４５に対する抗体を、ｐ１４５の多重コピーを示すカラムを用いて親和精製した。
プロテインＡ精製抗体をカラムに通して、ｐ１４５特異的抗体を溶出した。カラムを通す
前に、ｐ１４５を認識した抗体と破傷風トキソイドをイムノグロブリン調製に存在させた
。通過後、ｐ１４５に対する抗体はまだ存在するが、破傷風トキソイドに対する抗体はも
はや検出できなかった。これらの抗体と、ｐ１４５への反応性のない等量のヒト抗体の対
照調製物をオプソニン作用アッセイに用いた。表１０に示されているように、精製された
抗ｐ１４５抗体は、対照イムノグロブリンと比較して５８～９４％（平均８０％）の間で
タイプ５グループＡ連鎖球菌属のコロニーの総数を減少することができた。
【００９６】
　種々の合成ペプチドをこれらの精製された抗体に添加し、オプソニン作用に与える影響
を調べた（表１１）。使用されたペプチドは、ｐ１４５，Ｊ２，Ｊ７および住血吸虫の配
列をコピーする非特異的ペプチドであった。遊離したｐ１４５は、非特異的ペプチドと比
べて７３－８８％（平均８３％）でオプソニン作用を阻害することができ、遊離のＪ２は
８９－９３％（平均９２％）でオプソニン作用を阻害することができ、遊離のＪ７は８２
－８６％（平均８４％）でオプソニン作用を阻害することができた。これらのデータは、
ｐ１４５，Ｊ２およびＪ７に特異的なヒト抗体がグループＡ連鎖球菌属をオプソナイズす
ることができることを示している。
【００９７】
実施例１８ 
　αヘリックスコイルドコイルタンパク質内部のエピトープをマッピングする試みを説明
するために、Caenorhabditis elegans パラミオシンタンパク質内部のある領域を詳細に
研究した。他のコイルドコイル含有タンパク質に共通するように、ネマトーダパラミオシ
ンは、分子の大部分がコイルドコイルコンホメーションをとることを強力に示唆する７残
基の周期性を含む。多くの無脊椎動物の太いフィラメントの中心タンパク質であるパラミ
オシンは、C.elegans に単一遺伝子ｕｎｃ－１５によってコードされている（waterston 
ら,1977）。いくつかのｕｎｃ－１５変異体は、高度に組織化されていない筋構造におい
て見られる変わった表現形を有する。これらの一つである対立遺伝子ｅ１２１５は、弱い
未修飾の表現形を備えていることが示され、遺伝子の解析は809ＱからＲへの一つのアミ
ノ酸置換を示唆した（Gengyo-Ando とKagawa，1991）。ｅ１２１５変異体のパラミオシン
と反応しないモノクローナル抗体（ｍＡｂ）ＮＥ１－６Ｂ２によって認識されたエピトー
プは、このポイント変異にマッピングされた。
【００９８】
　用いられたアプローチは、αヘリックスコイルドコイルコンホメーションエピトープか
ら誘導された重複ペプチドを用いて、類似した未変性のコンホメーションを備えた完全に
無関係のタンパク質から誘導されたヘリックス隣接ペプチド間にこれらのペプチドを埋め
込むことである。得られたキメラペプチドを、免疫活性、すなわち抗原性（ｍＡｂによる
認識）もしくは免疫原性（適切な抗体応答の生成）について調べることができる。C.eleg
ans パラミオシンタンパク質であるｕｎｃ－１５の場合には、構造はαヘリックスコイル
ドコイルであると考えられ、このコンホメーションはｍＡｂによって認識されるエピトー
プに関して最適な免疫学的応答をするために存在する必要があるのかもしれない。ｕｎｃ
－１５に基づいた一連のキメラペプチドは、ｍＡｂ ＮＥ１－６Ｂ２によって認識された
最小Ｂ細胞エピトープの細かいマッピングを可能にした。このアプローチは、配位エピト
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ープをマッピングし、かつワクチン候補として用いるための最小エピトープを設計する可
能性を備えている。
【００９９】
（ｉ）キメラペプチドの設計原理
　もし、エピトープがαヘリックス等のある特定のタンパク質構造コンホメーションの内
部に存在することがわかっているなら、このコンホメーションを保持するようにモデルペ
プチドを合成することができる。このペプチドはフレームワークペプチドとなる。αヘリ
ックスコイルドコイルに保持するモデルペプチドが研究されている。平行な二本鎖コイル
ドコイルモチーフ（a-b-c-d-e-f-g）nの設計において、７つの一般的な考察が重要である
（Cohen と Parry，1990）。ａとｄ位は、大きな非極性残基を備え、ｂ、ｃおよびｆ位は
、一般的に極性かつ帯電しており、ｅおよびｇ位は、通常鎖間イオン相互作用を支持する
（すなわち、Ｇｌｕ／Ｌｙｓの酸／塩基対）。ａおよびｄ位がＶとＬ、もしくはＩとＬに
占有されたときには、コイルドコイルダイマーが支持されるが、ＩとＩはトリマーの形成
を支持し、ＬとＩはテトラマー相互作用を支持することもわかっている（Harbury ら，19
94）。
【０１００】
　モデルαヘリックスコイルドコイルペプチドはＧＣＮ４ロイシンジッパーに対応するペ
プチドの構造に基づいて設計された（o′Sheaら 1989;1991）。このペプチドは７残基ロ
イシン繰り返し（ｄ位）とａ位に共通のＶａｌを備えている。最初の７つは以下の配列：
ＭＫＱＬＥＤＫ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：３）を含む。この配列は安定なコイルドコイル７つ
の繰り返しに見られるいくつかの特徴を含む。これらは、ｅおよびｇ位に酸／塩基対（Ｇ
ｌｙ／Ｌｙｓ）を含み、ｂ、ｃおよびｆ位に極性基を含む。モデル７つの繰り返しは、Ｇ
ＣＮ４ロイシンジッパーペプチドの共通の特徴から誘導される：ＶＫＱＬＥＤＫ（ＳＥＱ
 ＩＤ ＮＯ：３）。繰り返しがモデルペプチド（ＶＫＱＬＥＤＫ）nを与えた場合に、α
ヘリックスコイルドコイルを形成する能力を備える。研究中の配位エピトープの重複フラ
グメントは、モデルコイルドコイルペプチドの内部に埋め込まれ、キメラペプチドを与え
る。
【０１０１】
（ii）ｕｎｃ－１５の重複フラグメントをマッピングする未変性ペプチドエピトープ
　ｍＡｂ ＮＥ１－６Ｂ２によって認識されたエピトープの領域におけるC.elegans ｕｎ
ｃ－１５パラミオシンタンパク質の配列を、コイルドコイルの７つの繰り返しについて分
析し、推定される７つの位置ａから９を指定した（表７Ａ）。
【０１０２】
　ｕｎｃ－１５タンパク質内部のｍＡｂ ＮＥ１－６Ｂ２エピトープをマップする最初の
試みにおいて、１つのアミノ酸残基がずれた重複する２１マーのペプチドを合成し（表７
Ｂ）、ＥＬＩＳＡでアッセイした。ペプチドｂａ３９は、最も高度なＥＬＩＳＡ活性を備
えており、２１マーのペプチドがエピトープの認識に十分な長さであることを示唆してい
る。モノクローナル抗体の反応性は、ペプチドｂａ３７～ｃ９に制限された（図５）。ペ
プチドｂａ３６のｍＡｂの負の反応性は、タンパク質のＣ末端に対するエピトープの範囲
を描写し、エピトープ内部の809Ｑ残基の必要性を確実にする（Gengyo-AndoとKagawa,199
1）。抗体反応性は、ペプチドがＮ末端から切断されるにつれて減少し、ペプチドｃ９で
は弱く認識されるのみであり、このことは、最小エピトープ残基がペプチドｂａ３７とｃ
８の重複の間の１４マーペプチドＡＤＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱ［ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２
６］であることを示唆している。しかしながら、最大の反応性はペプチドｂａ３９に見い
だされ、ずっと長い２１マーペプチドＭＡＱＤＴＡＤＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱＬＡ［Ｓ
ＥＱ ＩＤ ＮＯ：４３］であり、最適な未変性のエピトープであると考えられる。
【０１０３】
（iii）ｕｎｃ－１５のキメラペプチドエピトープマッピング
　ｍＡｂ ＮＥ１－６Ｂ２エピトープを含むｕｎｃ－１５タンパク質領域は、５残基ずつ
ずれた６つの１５マーペプチドに分けられており、ヘキサマーヘリックス隣接ペプチドの
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添加によって、キメラペプチドｂｄ１０，ｂｄ１１，ｂｃ１８，ｂｃ２３，ｂｄ１４およ
びｂｄ１５を与えるべくαヘリックスコイルドコイルフレームワークに埋め込まれている
（表８Ａ）。この変化するウィンドウの１５残基は、αヘリックスの４つ以上の完全なタ
ーンを含む（ターン当たり３．５残基）。ペプチドｂｃ１８，ｂｃ２３およびｂｄ１４は
、必須残基809Ｑを含む。
【０１０４】
　ヘリックス隣接ペプチドは、模範的なαヘリックスコイルドコイルペプチド（ＶＫＱＬ
ＥＤＫ）nに基づいており、ｕｎｃ－１５のコイルドコイルタンパク質の７つの繰り返し
周期を備えたフレームに添加された。ヘリックスモデルペプチドとｕｎｃ－１５配列の両
方に同じ残基が見いだされた場合には、保存アミノ酸置換をキメラペプチドに取り込んだ
。これらの置換は、正しいヘリックスコイルドコイルコンホメーションを確実にするよう
に設計された（Cohen と Parry,1990）。以下の置換を用いた：位置ａ、ＶからＩ（疎水
性残基、ダイマー支持）；ｂ、ＫからＲ（類似したチャージの官能基）；ｃ、ＱからＮ（
同じ官能基）；ｄ、ＬからＡ（疎水性残基）；ｅ、ＥからＱ（類似したサイズの残基）；
ｆ、ＤからＥ（同じチャージの官能基）；９、ＫからＲ（類似したチャージの官能基）。
これらの置換残基の全ては、コイルドコイルタンパク質のそれぞれの位置において共通し
て見いだされる（Lupas ら,1991）。キメラペプチドｂｃ１８のみが、ｍＡｂ ＮＥ１－６
Ｂ２によるＥＬＩＳＡで認識された（図６）。この粗なエピトープマッピングは、ペプチ
ドｂｄ１１とｂｃ２３から誘導された790Ｖと814Ｅの間に２５マーペプチドが重複し、エ
ピトープを含むことを示唆した。（ＶＫＱＬＥＤＫ）nモデルペプチドと（ＶＫＱＬＥＤ
Ｋ）3（ペプチドｂａ４８）に基づく対照ペプチドａｖ８５とａｖ８６は、ｍＡｂ ＮＥ１
－６Ｂ２に認識されなかった。
【０１０５】
　ｕｎｃ－１５タンパク質は、より正確にｍＡｂ ＮＥ１－６Ｂ２エピトープをマップす
るように１残基ずつずれた１５マーペプチドに分けられている。表８Ｂに挙げたキメラペ
プチドを与えるように、各フラグメントをヘリックス隣接ペプチド内部に埋め込んだ。ｍ
Ａｂ ＮＥ１－６Ｂ２との最大のＥＬＩＳＡ反応性を、ペプチドｂｃ２０に対して得た（
図６）。キメラペプチド内部に埋め込まれたｕｎｃ－１５ペプチドのＣ末端に908Ｑ残基
を移動（ペプチドｂｃ１７）およびＮ末端に798Ｒ残基を移動（ペプチドｂｃ２２）した
後は、活性は最小であった。
【０１０６】
　このことは、残基798Ｒと809Ｑとの間に最小エピトープ、１２マーペプチド：ＲＬＴＥ
ＫＬＮＩＱＫＲＱ［ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２７］があることを示している。
【０１０７】
　このエピトープは上記の未変性のエピトープマッピングから調べられたものより２残基
短い（図５）。
【０１０８】
（iv）ｕｎｃ－１５のキメラペプチド最小エピトープマッピング
　キメラペプチドアプローチを用いて、ｍＡｂＮＥ１－６Ｂ２に認識される最小エピトー
プをよりよく調べるために、ペプチドｂｃ２０内部に含まれた最適エピトープを切りつめ
た。合成されたキメラペプチドは表９Ａに挙げられている。
【０１０９】
　Ｎ末端の切りつめ（ペプチドｂｅ３９）と同様に、Ｃ末端の埋め込まれたエピトープの
切りつめ（ペプチドｂｄ３、ｂｄ４）は、ＥＬＩＳＡ活性を低減させた（図７Ａ）。エピ
トープのＮまたはＣ末端の残基のさらなる切りつめ（ペプチドｂｄ５，ｂｄ６，ｃ４，ｃ
５）は、耐性がなかった。しかしながら、残基801Ｅから811Ａを含むペプチドｃ６は、ま
だＥＬＩＳＡに反応性があった。しかして、重複フラグメントエピトープマッピングは、
ＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱが最小エピトープであることを示唆したが、切りつめマッピン
グは、この領域に隣接する残基797Ｄ、810Ｌおよび811Ａが重要であることを示している
。これは、配列ＤＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱＬＡ［ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：９５］が最小の最
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る１５マーペプチド（ペプチドｃ１）は、キメラペプチドｂｃ２０に埋め込まれた同じペ
プチドより低い度合いに認識された。これは、最大の反応性を確実にするために隣接領域
が必要であることを強調する。
【０１１０】
　ＥＬＩＳＡ反応性のためにｍＡｂ ＮＥ１－６Ｂ２エピトープに要求される決定的な残
基のマッピングを、各残基の保存的置換によって行った。置換マッピングはキメラペプチ
ドｂｃ２０（最適なエピトープを含む）に基づいており、合成されたペプチドは表９Ｂに
挙げられている。ヘリックスフレームワーク残基を、上記モデルペプチドルール；位置ａ
，Ｖ；ｂ，Ｋ；ｃ，Ｑ；ｄ，Ｌ；ｅ，Ｅ；ｆ，Ｄ；９，Ｋに基づいてエピトープ残基に代
えて置換した。フレームワークペプチドとエピトープ配列との間に同じ位置に同一の残基
が見いだされる場合には、保存的置換残基を置換した（上記キメラペプチドエピトープマ
ッピングを参照）。
【０１１１】
　置換が、それぞれペプチドｂｅ４０，ｂｅ４３，ｂｅ４７，ｂｅ５０およびｂｅ５１の
残基798Ｒ，901Ｅ，805Ｉ，808Ｒおよび809Ｑに対してなされた場合には、ＥＬＩＳＡ反
応性は廃止された（図７Ｂ）。エピトープ反応性の減少は、二つの別の置換、すなわちペ
プチドｂｅ３９とｂｅ５３における797Ｄと811Ａに対しても見いだされた。興味深いこと
に、802Ｋ（ＫからＤ）および810Ｌ（ＬからＶ）における置換は反応性を増大させた。こ
れらの結果は図８Ａに示されている。
【０１１２】
　ｍＡｂ ＮＥ１－６Ｂ２エピトープを含むｕｎｃ－１５の配列を円筒状ネットとして図
示すると（図８Ｂ）、全ての決定的な残基がヘリックスの親水性の表面に見いだされる。
【０１１３】
（ｖ）キメラペプチドの免疫原性
　エピトープ特異的抗体反応を誘導する能力を調べるために、Quackenbushマウスをキメ
ラペプチドで免疫した。キメラペプチドｂｃ２０を、ＭＣＳリンケージを介してジフテリ
アトキソイドにカップリングさせるためにＮ末端システイン残基を用いて合成した（ペプ
チドｂｄ１，ＣＫＱＬＥＥＫＶＤＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱＬＡＱＬＱＤＫＶＫ［ＳＥＱ
 ＩＤ ＮＯ：２８］）。マウスを、ジフテリアトキソイドに接合され、完全フロイントア
ジュバントに乳濁された１２５μｇのペプチドを用いて腹腔内に免疫した。不完全フロイ
ントアジュバント中の１２５μｇの等価のペプチド－ジフテリア接合体の追加免疫を４週
間後に投与した。
【０１１４】
　ペプチドｂｄ１に対して生じた抗血清は、ペプチドｂｃ２０を認識したが、ペプチドｂ
ａ３９もしくはペプチドｃ１を認識しなかった（図９）。一方、適切にアミノ酸が置換さ
れたモデルヘリックスペプチドに基づく対照キメラペプチド（ペプチドｂｄ２，ＣＫＱＬ
ＥＥＫＶＤＲＬＴＥＫＬＮＩＱＫＲＱＬＡＱＬＱＤＫＶＫ）に対して生じた抗血清は、ペ
プチドｂｃ２０を認識したが、ペプチドｂａ３９もしくはペプチドｃ１を認識しなかった
。しかして、キメラペプチドｂｄ１を用いて生じた抗体反応は、ペプチドｂｃ２０および
ｂａ３９に見いだされる配位エピトープに対してのみであった。
【０１１５】
　当業者であれば、ここに記載された本願発明に、特に記載されたもの以外の変更および
修飾を行うことができることを理解するであろう。本願発明はそのような変化および修飾
の全てを含むことが理解される。また本発明は、本明細書に、個々にもしくは集合的に記
載もしくは示唆された全ての段階、特徴、組成物および化合物、そして前記段階もしくは
特徴のあらゆる二つ以上のあらゆる組み合わせも含む。
【０１１６】
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【図面の簡単な説明】
【０１３０】
【図１】キメラペプチドのアミノ酸配列。示された全ての配列は、以下に示された、α－
ヘリックスコイルドコイルの７つの繰り返し（a-b-c-d-e-f-g）に関係する。Ａ．α－ヘ
リックスコイルドコイルＧＣＮ４ロイシンジッパーペプチド（o′sheaら.1991）から得ら
れたモデルＧＣＮ４ペプチドの配列。Ｂ．推定上のコイルドコイル７つの繰り返しをそろ
えた連鎖球菌属のＭタンパク質ペプチドｐ１４５（pruksakornら.1992）の配列。Ｃ．キ
メラＪペプチド（Ｊ１－９）の配列。ｐ１４５ペプチドの重複する１２マーフラグメント
が太字で示されている。保存されたアミノ酸残基に下線が付されている。Ｄ．対照ＧＣＮ
４モデルペプチドＪｃｏｎ（Ｇ）の配列。
【図２】Ｊペプチドに対する抗ｐ１４５マウス血清の反応性、反応性は４０５ｎｍの波長
における平均吸収値としてプロットされている。血清は１：１００に希釈され、代表値が
示されている。ジフテリアトキソイド（ＤＴ）に接合した血清を示した。ＮＭＳ、正常な
マウス血清。
【図３】Ｊペプチドに対する高力価抗ｐ１４５ヒト血清の反応性。平均吸収値（４５０ｎ
ｍ）は１：１００に希釈された血清についてプロットされている。代表的なサンプルが示
されている（ＧＢＤ、ＭＴ、ＭＹ、ＦＬ、ＴＢ、ＭＧ）。ＮＨＳ、正常なヒト血清。
【図４】図４は、αヘリックス誘導溶剤、５０％のトリフルオロエタノール（ＴＦＥ）の
存在下におけるペプチドの円偏光二色性スペクトル(circular dichroisum spectra)を図
示したものである。Ａ，ＪI１；Ｂ，Ｊ２；Ｃ，Ｊｃｏｎ；Ｄ，ｐ１４５。Θ，モル楕円
率。ペプチドは、水溶液中ではαヘリックス形態を示さなかった。ペプチドＪ１，Ｊ３お
よびＪ４も試験され、これらはＪ２に似たプロフィールを示した。
【図５】図５は、未変性エピトープマッピングＥＬＩＳＡを示す図である。c.elegans un
c-15の合成ペプチドフラグメント（表７Ｂ）をミクロタイタープレート上に被覆し（ウェ
ル当たり２μｇ）、モノクローナル抗体（ｍＡｂ）ＮＥ１－６Ｂ２と共にインキュベート
し、結合抗体を抗マウス抗体と４５０ｎｍにおけるＯＰＤ比色アッセイで検出した。
【図６】図６は、キメラエピトープマッピングＥＬＩＳＡを示す図である。モデルヘリッ
クスペプチドに埋め込まれたc.elegans unc-15の重複フラグメント（表８）をミクロタイ
タープレート上に被覆し（ウェル当たり２μｇ）、ｍＡｂ ＮＥ１－６Ｂ２ と共にインキ
ュベートし、結合抗体を抗マウス抗体と４５０ｎｍにおけるＯＰＤ比色アッセイで検出し
た。ペプチドｂｄ１０、ｂｄ１１、ｂｃ１８、ｂｃ２３、 ｂｄ１４、ｂｄ１５は５残基
ずつずれている。ペプチドｂｃ１７からｂｃ２５は１残基ずつずれている。対照ペプチド
ａｖ８５、ａｖ８６およびｂａ４８は、モデルヘリックスペプチド残基のみを含む。
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【図７Ａ】Ａは、キメラ最小エピトープマッピングＥＬＩＳＡを示す図である。モデルヘ
リックスペプチドに埋め込まれたc.elegans unc-15の切断フラグメント（表９Ａ）をミク
ロタイタープレート上に被覆し（ウェル当たり２μｇ）、ｍＡｂ ＮＥ１－６Ｂ２と共に
インキュベートし、結合抗体を抗マウス抗体と４５０ｎｍにおけるＯＰＤ比色アッセイで
検出した。ペプチドｃ１は、１５マーのエピトープのみからなる。対照ペプチドａｖ８５
、ａｖ８６およびｂａ４８は、モデルヘリックスペプチド残基のみを含む。
【図７Ｂ】Ｂ は、キメラエピトープ置換マッピングＥＬＩＳＡを示す図である。保存さ
れた置換によって代わって置換された各残基を備えたｂｃ２０から誘導されたキメラペプ
チド（表９Ｂ）をミクロタイタープレート上に被覆し（ウェル当たり２μｇ）、ｍＡｂ 
ＮＥ１－６Ｂ２と共にインキュベートし、結合抗体を抗マウス抗体と４５０ｎｍにおける
ＯＰＤ比色アッセイで検出した。
【図８】Ａは、ＭＡｂ ＮＥ１－６Ｂ２で認識されたＣ.elegans unc-15エピトープのマッ
プである。推定上の７つの繰り返し位置ａとｂは、上記の未変性の unc-15配列を示唆し
た。ｍＡｂ ＮＥ１－６Ｂ２で認識されたエピトープは太字で示されている。Ｂは、極性
表面を示すターン当たり３．５残基を備えたＣ.elegans unc-15ヘリックスの円筒状のネ
ット(net)を示す。ヘリックスは左から右に走っている。影付きの残基は、ｍＡｂ ＮＥ１
－６Ｂ２と相互作用する。実線の円は決定的な残基を示し、点線の円は決定的ではない残
基である。
【図９】は、キメラペプチドに対する抗体反応のＥＬＩＳＡアッセイを示す図である。キ
メラペプチドｂｃ２０、ｂａ３９、ｂｄ１、ｂｄ２およびペプチドｃ１をミクロタイター
プレート上に被覆し（ウェル当たり２μｇ）、ｂｄ１に対するマウス抗血清（抗ｂｄ１）
もしくはｂｄ２に対するマウス抗血清（抗ｂｄ２）、もしくは予め採取したマウスの血清
（予め採取）と共にインキュベートした。結合抗体を抗マウス抗体と４５０ｎｍにおける
ＯＰＤ比色アッセイで検出した。

【図１】 【図２】
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