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(57)【要約】
　本発明は、ＣＯＰＤ及び喘息を含む肺疾患を治療又は予防するための化合物及び方法を
提供する。特に、本発明は、タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントを
含む、ＣＯＰＤ及び喘息を治療するための化合物を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　治療有効量のタイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントを含む、慢性閉
塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）患者の慢性閉塞性肺疾患を治療するための組成物。
【請求項２】
　前記慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）患者は気腫又は慢性閉塞性気管支炎に罹患している
、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントは経口投与用に調製され
る、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　前記タイプＶコラーゲンを０．１ｍｇ～０．５ｍｇ含む、請求項３に記載の組成物。
【請求項５】
　前記タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントは静脈内投与用、肺内注
入用、吸入用、又は、筋肉内投与用に調製される、請求項１に記載の組成物。
【請求項６】
　気管支拡張薬を更に含むか又は気管支拡張薬と共に投与されるための、請求項１に記載
の組成物。
【請求項７】
　コルチコステロイドを更に含むか又はコルチコステロイドと共に投与されるための、請
求項１に記載の組成物。
【請求項８】
　治療有効量のタイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントを含む、喘息を
治療するための組成物。
【請求項９】
　前記タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントは静脈内投与用、肺内注
入用、吸入用、又は、筋肉内投与用に調製される、請求項８に記載の組成物。
【請求項１０】
　前記タイプＶコラーゲンは０．１ｍｇ～０．５ｍｇの用量で投与される、請求項９に記
載の組成物。
【請求項１１】
　コルチコステロイドを更に含むか又はコルチコステロイドと共に投与されるための、請
求項８に記載の組成物。
【請求項１２】
　気管支拡張薬を更に含むか又は気管支拡張薬と共に投与されるための、請求項８に記載
の組成物。
【請求項１３】
　ロイコトリエン修飾薬を更に含むか又はロイコトリエン修飾薬と共に投与されるための
、請求項８に記載の組成物。
【請求項１４】
　治療有効量のタイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントを含む、慢性閉
塞性肺疾患を発症するリスクのある対象者の慢性閉塞性肺疾患の発症を予防するための組
成物。
【請求項１５】
　前記タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントは経口投与される、請求
項１４に記載の組成物。
【請求項１６】
　前記タイプＶコラーゲンは０．１ｍｇ～０．５ｍｇの用量で投与される、請求項１５に
記載の組成物。
【請求項１７】
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　前記タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントは静脈内投与用、肺内注
入用、吸入用、又は、筋肉内投与用に調製される、請求項１４に記載の組成物。
【請求項１８】
　治療有効量のタイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントを含む、喘息を
発症するリスクのある対象者の喘息の発症又は悪化を予防するための組成物。
【請求項１９】
　前記タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントは経口投与される、請求
項１８に記載の組成物。
【請求項２０】
　前記タイプＶコラーゲンは０．１ｍｇ～０．５ｍｇの用量で投与される、請求項１９に
記載の組成物。
【請求項２１】
　前記タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントは静脈内投与用、肺内注
入用、吸入用、又は、筋肉内投与用に調製される、請求項１８に記載の組成物。
【請求項２２】
　タイプＶコラーゲン免疫寛容療法の候補となるＣＯＰＤ患者又は喘息患者を特定する方
法であって、
　前記患者の血液サンプルの少なくとも一部にタイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグ
メントを接触させるステップと、
　前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントに結合する抗体の量を測定するス
テップとを含み、
　前記タイプＶコラーゲンに特異的に結合した抗体の存在が、前記ＣＯＰＤ患者又は前記
喘息患者に対してタイプＶコラーゲン免疫寛容療法が有効でありうることを判定する、方
法。
【請求項２３】
　前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントはビーズに結合されている、請求
項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記測定ステップは、
　前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントに特異的に結合する前記抗体を蛍
光標識抗ＩｇＧ抗体と接触させるステップと、
　フローサイトメトリーにより、前記タイプＶコラーゲンに結合した前記抗体に結合した
前記蛍光標識抗ＩｇＧ抗体の量を検出するステップと、を含む、請求項２２に記載の方法
。
【請求項２５】
　ＣＯＰＤ又は喘息を発症するリスクのある個体を特定する方法であって、
　前記個体の血液サンプルの少なくとも一部をタイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグ
メントと接触させるステップと、
　前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントに結合する抗体の量を測定するス
テップとを含み、
　前記タイプＶコラーゲンに特異的に結合する抗体の存在が、前記タイプＶコラーゲンに
結合する抗体を有さない個体よりも発症リスクが高いと予想する、方法。
【請求項２６】
　前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントはビーズに結合されている、請求
項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記測定ステップは、
　前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントに結合する前記抗体を蛍光標識抗
ＩｇＧ抗体と接触させるステップと、
　フローサイトメトリーにより、前記タイプＶコラーゲンに結合した前記抗体に結合した
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前記蛍光標識抗ＩｇＧ抗体の量を検出するステップと、を含む、請求項２５に記載の方法
。 
【請求項２８】
　前記抗ＩｇＧ抗体は全てのＩｇＧサブタイプを検出する、請求項２４又は２７に記載の
方法。
【請求項２９】
　前記抗ＩｇＧ抗体はＩｇＧ１サブタイプを特異的に検出する、請求項２４又は２７に記
載の方法。
【請求項３０】
　前記抗ＩｇＧ抗体はＩｇＧ２サブタイプを特異的に検出する、請求項２４又は２７に記
載の方法。
【請求項３１】
　前記抗ＩｇＧ抗体はＩｇＧ３サブタイプを特異的に検出する、請求項２４又は２７に記
載の方法。
【請求項３２】
　前記抗ＩｇＧ抗体はＩｇＧ４サブタイプを特異的に検出する、請求項２４又は２７に記
載の方法。
【請求項３３】
　個体におけるＣＯＰＤの進行をモニタリングする方法であって、
　前記個体の第一の血液サンプルの少なくとも一部をタイプＶコラーゲン又はその抗原性
フラグメントと接触させるステップと、
　前記第一の血液サンプル内における前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメン
トに特異的に結合する抗体の量を測定するステップと、
　後の時点において前記個体から採取した第二の血液サンプルの少なくとも一部にタイプ
Ｖコラーゲン又はその抗原性フラグメントを接触させるステップと、
　前記第二の血液サンプル内における前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメン
トに特異的に結合する抗体の量を測定するステップと、
　前記第二の血液サンプル内における前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメン
トに特異的に結合する抗体の量と、前記第一の血液サンプル内における前記タイプＶコラ
ーゲン又はその抗原性フラグメントに特異的に結合する抗体の量とを比較するステップと
を含み、
　前記第一の血液サンプル内の前記タイプＶコラーゲンに結合した抗体の量と比較して前
記第二の血液サンプル内の前記タイプＶコラーゲンに結合した抗体の量が増加している場
合、ＣＯＰＤが悪化していることを予想し、前記第一の血液サンプル内の前記タイプＶコ
ラーゲンに結合した抗体の量と比較して前記第二の血液サンプル内のタイプＶコラーゲン
に結合した抗体の量が減少している場合、ＣＯＰＤが改善していると予想する、方法。
【請求項３４】
　前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントはビーズに結合されている、請求
項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記測定ステップは、
　前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントに結合する前記抗体を蛍光標識抗
ＩｇＧ抗体と接触させるステップと、
　フローサイトメトリーにより、前記タイプＶコラーゲンに結合した前記抗体に結合した
前記蛍光標識抗ＩｇＧ抗体の量を検出するステップと、を含む、請求項３３に記載の方法
。 
【請求項３６】
　個体における喘息の進行をモニタリングする方法であって、
　前記個体の第一の血液サンプルの少なくとも一部をタイプＶコラーゲン又はその抗原性
フラグメントと接触させるステップと、
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　前記第一の血液サンプル内における前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメン
トに結合する抗体の量を測定するステップと、
　後の時点において前記個体から採取した第二の血液サンプルの少なくとも一部にタイプ
Ｖコラーゲン又はその抗原性フラグメントを接触させるステップと、
　前記第二の血液サンプル内における前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメン
トに結合する抗体の量を測定するステップと、
　前記第二の血液サンプル内における前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメン
トに結合する抗体の量と、前記第一の血液サンプル内における前記タイプＶコラーゲン又
はその抗原性フラグメントに結合する抗体の量とを比較するステップとを含み、
　前記第一の血液サンプル内の前記タイプＶコラーゲンに結合した抗体の量と比較して前
記第二の血液サンプル内の前記タイプＶコラーゲンに結合した抗体の量が増加している場
合、喘息が悪化していると予想し、前記第一の血液サンプル内の前記タイプＶコラーゲン
に結合した抗体の量と比較して前記第二の血液サンプル内のタイプＶコラーゲンに結合し
た抗体の量が減少している場合、喘息が改善していると予想する、方法。
【請求項３７】
　前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントはビーズに結合されている、請求
項３６に記載の方法。
【請求項３８】
　前記測定ステップは、
　前記タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントに結合する前記抗体を蛍光標識抗
ＩｇＧ抗体と接触させるステップと、
　フローサイトメトリーにより、前記タイプＶコラーゲンに結合した前記抗体に結合した
前記蛍光標識抗ＩｇＧ抗体の量を検出するステップと、を含む、請求項３７に記載の方法
。 
【請求項３９】
　前記抗ＩｇＧ抗体は全てのＩｇＧサブタイプを検出する、請求項３５又は３８に記載の
方法。
【請求項４０】
　前記抗ＩｇＧ抗体はＩｇＧ１サブタイプを特異的に検出する、請求項３５又は３８に記
載の方法。
【請求項４１】
　前記抗ＩｇＧ抗体はＩｇＧ２サブタイプを特異的に検出する、請求項３５又は３８に記
載の方法。
【請求項４２】
　前記抗ＩｇＧ抗体はＩｇＧ３サブタイプを特異的に検出する、請求項３５又は３８に記
載の方法。
【請求項４３】
　前記抗ＩｇＧ抗体はＩｇＧ４サブタイプを特異的に検出する、請求項３５又は３８に記
載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
［関連出願の相互参照］
　本出願は、合衆国法典第３５巻米国特許法第１１９条（ｅ）に基づく米国仮特許出願第
６１／１７１，７０５号（出願日：２００９年４月２２日）及び米国仮特許出願第６１／
２６６，０４８号（出願日：２００９年１２月２日）の利益を主張するものであり、参照
によってその全体を本出願に援用する。
【０００２】
［配列表に関する記載］
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　本出願に係る配列表はハードコピーに代えてテキストフォーマットで提供され、参照に
より本明細書に援用する。本配列表を含むテキストファイルの名称は「480266_404PC_SEQ
UENCE_LISTING.txt.」である。テキストファイルのサイズは６７ＫＢであって、２０１０
年４月２２日に作成され、本出願と同時にＥＦＳ－Ｗｅｂにより電子的に提出される。
【０００３】
　本発明は、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）及び喘息の治療方法に関し、特に、タイプＶ
コラーゲン（ｃｏｌＶ）又はその免疫寛容誘導性（tolerogenic）フラグメントを投与す
ることによるＣＯＰＤの治療に関する。
【背景技術】
【０００４】
　慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）は気道狭窄が起こる一群の肺疾患である。肺への空気の
流入及び肺からの空気の流出が制限されるため、呼吸が短くなる。喘息とは対照的に、気
流制限は難可逆性であり、通常は経時で悪化する。ＣＯＰＤは、ＣＯＬＤ（chronic obst
ructive lung disease）、慢性閉塞性気道疾患（ＣＯＡＤ）、慢性気流制限（ＣＡＬ）、
及び、慢性閉塞性呼吸系疾患としても知られている。用語「ＣＯＰＤ」は、二つの主要な
症状である気腫及び慢性閉塞性気管支炎を包含する。
【０００５】
　気腫では、多くの肺胞間の壁が損傷され、形が崩れてしなやかになる。さらに、肺胞壁
が破壊され、微細な肺胞の代わりに少数の大型の肺胞が形成されうる。
【０００６】
　慢性閉塞性気管支炎では、気道内膜が絶え間なく刺激され炎症を起こしている。これに
より気道内壁が厚くなり、気道内に多量の粘液が発生するため、呼吸が難しくなる。
【０００７】
　ＣＯＰＤ患者の多くは気腫及び慢性閉塞性気管支炎の両方に罹っているため、包括的な
用語である「ＣＯＰＤ」がより正確である。
【０００８】
　慢性気管支炎及び気腫は、多くの場合、喫煙が原因であり、ＣＯＰＤ患者の約９０％が
喫煙者又は喫煙経験者である。喫煙者の約５０％が慢性気管支炎を発症するが、重症気流
閉塞を発症する喫煙者は１５％だけである。ある種の他の哺乳類、特にウマも、ＣＯＰＤ
に罹る。
【０００９】
　ＣＯＰＤに付随する気道閉塞は進行性であって、気道過敏性を伴いうり、また、部分的
に可逆性でありうる。また、非特異的気道過敏性はＣＯＰＤ発症の一因となりうり、また
、喫煙者における急速な肺機能低下の前兆でありうる。
【００１０】
　ＣＯＰＤは死亡及び身体障害の重要な原因であり、欧米では死亡原因の第４位である。
治療ガイドラインでは早期発見及び禁煙プログラムによる罹患率・死亡率の低減が提唱さ
れているものの、多くの理由により早期発見・診断は困難であった。
【００１１】
　ＣＯＰＤは発症までに何年も掛かり、また、喫煙者は喫煙による悪影響を否定すること
が多く、息切れの増加の危険な初期兆候を老化の兆候と考える。同様に、気管支炎の急性
発作は、一般医によってＣＯＰＤの初期兆候であると認識されないことが多い。患者の多
くは２以上の症状（慢性気管支炎、喘息性気管支炎など）を示すため、特に早期診断では
診断が困難となる。さらに、患者の多くは、肺機能の低下に伴う呼吸困難、持続性の咳、
痰などのより深刻な症状がでるまで医師の診察を受けない。そのため、大多数の患者は病
状が更に進行した段階になるまで診断・治療を受けない。
【００１２】
　喘息は、何百万人もの人々を苦しめているheterogeneousな気道疾患であり、気道の炎
症、過敏性、閉塞により特徴付けられる。当該疾患は、多くの場合、気道平滑筋系の痙攣
を引き起こし、呼吸管の上側及び下側の両方に影響を及ぼす。
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【００１３】
　喘息は重症度に応じて数種類の態様がある。例えば、軽症喘息は、場合によって呼吸困
難又は咳を伴う短い喘鳴と定義される。中等症喘息は、喘鳴及び呼吸困難と定義され、場
合によっては咳及び痰を伴い、通常は日常活動及び／又は睡眠を妨げる。重症喘息は呼吸
困難による行動不能により特徴付けられ、患者は通常食事や睡眠を普通に取ることができ
ず、非常に不安であり、いつも疲れている。喘息持続状態として知られる状態は喘息の最
重症例であり、通常病院での集中ケアを必要とし、命を落とす場合もある。喘息はアレル
ギー機序及び非アレルギー機序の両方の結果として起こりうる。
【００１４】
　喘息に伴う症状及び不快感を軽減するための治療法は幾つかあるものの、治癒法はない
。さらに、現行の治療法は、不快感を悪化させ他の衰弱性疾患を促進する副作用を引き起
こすことが多い。軽症喘息は通常、特に子供の場合、βアドレナリン作動薬及び抗ヒスタ
ミンで治療して散発性発作を抑制又は中断させる。中等～重症喘息は、通常、アドレナリ
ン作動薬、気管支拡張薬の他にコルチコステロイドで治療する。抗喘息薬の普及を制限す
る他の作用としては、疲労、口渇、緊張が挙げられ、薬物依存や乱用が含まれることもあ
る。喘息の発症機序及び治療についての近年の理解の進展は非特許文献１で詳しく議論さ
れている。
【００１５】
　喘息は子供及び大人の両方に広範囲に蔓延しているため、副作用を起こさずに、喘息を
治療可能な、又は少なくとも喘息に伴う症状を軽減することが可能な薬剤が望まれている
。同様に、ＣＯＰＤを治療するための組成物及び方法も望まれている。本発明は、ＣＯＰ
Ｄ及び喘息を治療するための組成物及び方法、並びに発明の詳細な説明に記載した他の利
点を提供する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】Am J Respir Crit Care Med. 2008 May 15;177(10):1068-73
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　本発明の一態様において、治療有効量のタイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フ
ラグメントを慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）患者に投与するステップを含む、慢性閉塞性
肺疾患の治療方法が提供される。本明細書に記載される当該治療方法の一実施形態におい
て、ＣＯＰＤ患者は気腫及び／又は慢性閉塞性気管支炎に罹患している。本発明の他の実
施形態において、タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントは経口投与さ
れ、０．１ｍｇ～０．５ｍｇの用量で投与されうる。更なる実施形態において、タイプＶ
コラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントは、静脈内投与、肺内注入、吸入、又は
、筋肉内投与される。所定の実施形態において、複数の経路を組み合わせて投与される。
さらに他の実施形態において、本治療方法は、気管支拡張薬、コルチコステロイド、又は
、他の公知のＣＯＰＤ治療薬をＣＯＰＤ患者に投与するステップを更に含みうる。
【００１８】
　本発明の他の態様において、治療有効量のタイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性
フラグメントを喘息患者に投与するステップを含む、喘息の治療方法が提供される。本治
療方法の一実施形態において、タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメント
は経口投与され、０．１ｍｇ～０．５ｍｇの用量で投与されうる。更なる実施形態におい
て、タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントは、静脈内投与、肺内注入
、吸入、又は、筋肉内投与される。更なる実施形態において、本治療方法は、コルチコス
テロイド、気管支拡張薬、及び／又はロイコトリエン修飾薬（modifier）、又は、他の公
知の喘息治療薬を喘息患者に投与するステップを更に含む。
【００１９】
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　本発明の他の態様において、治療有効量のタイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性
フラグメントを、慢性閉塞性肺疾患を発症するリスクのある対象者に投与するステップを
含む、慢性閉塞性肺疾患の発症予防方法が提供される。一実施形態において、タイプＶコ
ラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメントは経口投与され、０．１ｍｇ～０．５ｍｇ
の用量で投与されうる。更なる実施形態において、タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容
誘導性フラグメントは、静脈内投与、肺内注入、吸入、又は、筋肉内投与され、また、こ
れらの経路を組み合わせて投与されうる。
【００２０】
　本発明の更なる態様において、治療有効量のタイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導
性フラグメントを、喘息を発症するリスクのある対象者に投与するステップを含む、喘息
の発症又は悪化を予防する方法が提供される。一実施形態において、タイプＶコラーゲン
又はその免疫寛容誘導性フラグメントは経口投与され、０．１ｍｇ～０．５ｍｇの用量で
投与されうる。更なる実施形態において、タイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フ
ラグメントは、静脈内投与、肺内注入、吸入、筋肉内投与、又は、一以上のこれらの経路
を組み合わせて投与される。
【００２１】
　本発明の一態様において、タイプＶコラーゲン免疫寛容療法の候補となるＣＯＰＤ患者
又は喘息患者を特定する方法であって、当該患者の血液サンプルの少なくとも一部にタイ
プＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントを接触させるステップと、当該タイプＶコラ
ーゲン又はその抗原性フラグメントに結合する抗体の量（すなわちタイプＶコラーゲン特
異的抗体の量）を測定するステップとを含み、タイプＶコラーゲンに結合した抗体の存在
がＣＯＰＤ又は喘息を示す方法が提供される。その際、タイプＶコラーゲン特異的抗体の
量は、ＣＯＰＤ又は喘息の診断に使用される本明細書に記載された他の臨床ファクターと
組み合わせてもよい。一実施形態において、タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメ
ントはビーズに結合されている。更なる実施形態において、前記測定ステップは、タイプ
Ｖコラーゲン又はその抗原性フラグメントに結合する抗体を蛍光標識抗ＩｇＧ抗体と接触
させるステップと、フローサイトメトリーにより、タイプＶコラーゲンに結合した抗体に
結合した蛍光標識抗ＩｇＧ抗体の量を検出するステップと、を含む。
【００２２】
　本発明の他の態様において、ＣＯＰＤ又は喘息を発症するリスクのある個体を特定する
方法であって、当該個体の血液サンプルの少なくとも一部をタイプＶコラーゲン又はその
抗原性フラグメントと接触させるステップと、当該タイプＶコラーゲン又はその抗原性フ
ラグメントに結合する抗体の量（すなわち、タイプＶコラーゲン特異的抗体の量）を測定
するステップとを含み、タイプＶコラーゲンに結合する抗体の存在が、タイプＶコラーゲ
ンに結合する抗体を有さない個体よりも発症リスクが高いと予想する方法が提供される。
一実施形態において、タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントはビーズに結合さ
れている。他の実施形態において、前記測定ステップは、タイプＶコラーゲン又はその抗
原性フラグメントに結合する抗体を蛍光標識抗ＩｇＧ抗体と接触させるステップと、フロ
ーサイトメトリーにより、タイプＶコラーゲンに結合した抗体に結合した蛍光標識抗Ｉｇ
Ｇ抗体の量を検出するステップと、を含む。 
【００２３】
　ＣＯＰＤ又は喘息を発症するリスクを診断又は測定する本方法の所定の実施形態におい
て、本方法で使用される抗ＩｇＧ抗体は全てのＩｇＧサブタイプを検出する。更なる実施
形態において、抗ＩｇＧ抗体は、ＩｇＧ１サブタイプ、ＩｇＧ２サブタイプ、ＩｇＧ３サ
ブタイプ、又は、ＩｇＧ４サブタイプを特異的に検出する。その際、罹患中に一のサブタ
イプから他のサブタイプへのクラススイッチが起こることがあり、これは病状の悪化を示
しうる。したがって、ある一つのサブタイプの経時増加は病状の悪化を示しうる。
【００２４】
　本発明の更なる態様において、個体におけるＣＯＰＤ又は喘息の進行をモニタリングす
る方法であって、当該個体の第一の血液サンプルの少なくとも一部をタイプＶコラーゲン
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又はその抗原性フラグメントと接触させるステップと、第一の血液サンプル内におけるタ
イプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントに結合する抗体の量を測定するステップと
、後の時点において当該個体から採取した第二の血液サンプルの少なくとも一部にタイプ
Ｖコラーゲン又はその抗原性フラグメントを接触させるステップと、第二の血液サンプル
内におけるタイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントに結合する抗体の量を測定す
るステップと、第二の血液サンプル内におけるタイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグ
メントに結合する抗体の量と、第一の血液サンプル内におけるタイプＶコラーゲン又はそ
の抗原性フラグメントに結合する抗体の量とを比較するステップとを含み、第一の血液サ
ンプル内のタイプＶコラーゲンに結合した抗体の量と比較して第二の血液サンプル内のタ
イプＶコラーゲンに結合した抗体の量が増加している場合、ＣＯＰＤ又は喘息が悪化して
いると予想し；第一の血液サンプル内のタイプＶコラーゲンに結合した抗体の量と比較し
て第二の血液サンプル内のタイプＶコラーゲンに結合した抗体の量が減少している場合、
ＣＯＰＤ又は喘息が改善していると予想する方法が提供される。他のＣＯＰＤ又は喘息の
臨床指標を本明細書に記載した方法と共に使用してもよい。所定の実施形態において、特
定のＩｇＧサブタイプ（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、又は、ＩｇＧ４）の抗
タイプＶコラーゲン抗体の増加はＣＯＰＤ又は喘息の進行を示す。所定の実施形態におい
て、タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメントはビーズに結合されている。他の実
施形態において、前記測定ステップは、タイプＶコラーゲン又はその抗原性フラグメント
に結合する抗体を蛍光標識抗ＩｇＧ抗体と接触させるステップと、フローサイトメトリー
により、タイプＶコラーゲンに結合した抗体に結合した蛍光標識抗ＩｇＧ抗体の量を検出
するステップと、を含む。本進行モニタリング方法の所定の実施形態において、抗ＩｇＧ
抗体は全てのＩｇＧサブタイプを検出する。他の実施形態において、抗ＩｇＧ抗体は、Ｉ
ｇＧ１サブタイプ、ＩｇＧ２サブタイプ、ＩｇＧ３サブタイプ、ＩｇＧ４サブタイプを特
異的に検出する。
【００２５】
　上記本発明の態様及び他の態様は、以下の詳細な説明及び添付図面を参照することによ
り明らかとなろう。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】ＣＯＰＤ患者における抗タイプＶコラーゲン抗体の増加を示す棒グラフ
【図２】喘息患者における抗タイプＶコラーゲン抗体の増加を示す棒グラフ
【図３】タイプＶコラーゲンの静脈内投与によるマウスにおける卵白アルブミン誘発性気
道過敏の抑制を示す図（各データポイントでｎ＝２～５としたタイプＶコラーゲンのグル
ープを除いた全てのグループでｎ＝５である）
【図４Ａ－４Ｅ】タイプＶコラーゲンの静脈内投与による肺単核細胞内におけるＩＦＮ－
γ転写産物の誘発を示す棒グラフ（定量ＰＣＲは図示したＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１
３、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１０について行った。タイプＶコラーゲンのみが肺単核細胞内に
おいてＩＦＮ－γ転写産物を誘発した。データは各グループ５匹のマウスからプールした
肺単核細胞のＲＮＡ量を表す）。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　タイプＶコラーゲン
　コラーゲンタンパク質は、ヒドロキシプロリン（Ｈｙｐ）、グリシン（Ｇｌｙ）、及び
、プロリン（Ｐｒｏ）から主に構成される繰り返しアミノ酸配列からなるポリペプチド鎖
で構成されている。コラーゲンは人体で主も多いタンパク質の一つであり、正常（非損傷
）皮膚の皮層における細胞外マトリックス（ＥＣＭ）の８０～８５％を構成している。
【００２８】
　コラーゲンは配列及び機能により数種類に分類される。タイプＩ、ＩＩ，ＩＩＩコラー
ゲン分子は、多くの動物の細胞外構造の主繊維の約９０％を占める。タイプ１コラーゲン
は体のコラーゲンの約９０％を形成しており、骨、皮膚、腱の主要素である。タイプＩＩ
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コラーゲンは軟骨の主要繊維を構成する。コラーゲン繊維は骨の剛板内、腱の平行繊維束
内、軟骨の緻密メッシュ構造内に存在する。タイプ１コラーゲン及び少量のタイプＩＩＩ
コラーゲンが腱及び皮膚を構成する。タイプＩＶコラーゲン分子は、基底層内に存在する
非常に微細な平滑筋繊維を構成する。タイプＶコラーゲン（ｃｏｌＶ）は肺内の存在する
少量コラーゲンであり（Madri and Furthmayr, Human Pathology, 11:353-366, 1980）、
また、細気管支周囲の結合組織（Madri and Furthmayr, Am. J. Pathol., 94:323-332, 1
979）、肺間質（Konomi et al., 1984）、毛細血管基底膜（Madri and Furthmayr、前出
）に存在する。多くの他のコラーゲンタイプが知られているが、その性質はよく分かって
いない。
【００２９】
　コラーゲンポリペプチド鎖は、グリシン－Ｘ－Ｙトリプレットの繰り返しからなるコア
らせんドメインと、球状のＮ末端及びＣ末端ドメインとによって特徴付けられる。三本の
このような鎖が超らせん状に互いに巻き付いて、一本のロープ状のコラーゲン分子が形成
される。
【００３０】
　従来の研究により、ｃｏｌＶに対する自己免疫は、慢性同種移植片機能障害（閉塞性細
気管支炎、閉塞性細気管支炎症候群（ｂｒｏｎｃｈｉｏｌｉｔｉｓ　ｏｂｌｉｔｅｒａｎ
ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）（ＢＯＳ）を含む）、同種肺移植拒絶反応、及び、ＩＰＦ発症リ
スクと関連していることが実証されている（例えば、米国特許第７，３４８，００５号、
及び、国際公開第２００７／１２０９４７号）。さらに、ｃｏｌＶの投与がアロ抗原及び
ｃｏｌＶに対する免疫寛容を誘導することが示されている（例えば、国際公開第２００７
／１２０９４７号；図１０）。しかしながら、本発明以前は、ｃｏｌＶに対する自己免疫
性との関連性は喘息及びＣＯＰＤの何れにも示されていない。実際、従前の知見により、
ＣＯＰＤ患者は、公知の肺疾患に罹患していない正常対象者と著しく異なる抗ｃｏｌ（Ｖ
）ＤＴＨ反応を示さないことが示されている（国際公開第２００７／１２０９４７号、実
施例２、図３を参照）。よって本発明は、ＣＯＰＤ患者では正常対照群と比較して抗ｃｏ
ｌ（Ｖ）ＤＴＨ反応が増大していないという従来の観察結果にも係わらず、ＣＯＰＤ患者
では抗ｃｏｌＶ抗体が増大していることを示した点で驚くべきものである（実施例１、図
１を参照）。
【００３１】
　したがって、本発明は、ＣＯＰＤ患者及び喘息患者、又は、当該疾患を発症するリスク
のある対象者におけるｃｏｌＶに対する免疫寛容の誘導に関する。
【００３２】
　ｃｏｌＶポリヌクレオチド配列及びｃｏｌＶポリペプチド配列は当業者に知られており
、公共のデータベースから入手可能である。本発明のｃｏｌＶポリヌクレオチド及びｃｏ
ｌＶポリペプチドの例には、ヒトコラーゲン、タイプＶ、α１（ＣＯＬ５Ａ１）、mRNA N
CBI Reference Sequence：NM_000093.3 version GI:89276750（配列番号１）；α１、タ
イプＶコラーゲンプレプロタンパク質［ヒト］：Accession NP_000084, version GI:8927
6751（配列番号２）；ヒトコラーゲン、タイプＶ、α２（ＣＯＬ５Ａ２）、mRNA；access
ion NM_000393, version GI:89363016（配列番号３）；α２、タイプＶコラーゲンプレプ
ロタンパク質［ヒト］：accession NP_000384, version GI:89363017（配列番号４）；ヒ
トコラーゲン、タイプＶ、α３（ＣＯＬ５Ａ３）、mRNA：accession NM_015719, NM_0157
19.3, GI:110735434（配列番号５）；及び、コラーゲン、タイプＶ、α３プレプロタンパ
ク質［ヒト］：accession NP_056534, version NP_056534.2, GI:110735435（配列番号６
）が含まれるが、これらに限定されない。
【００３３】
　当業者に認識されるように、プレプロコラーゲンは細胞内でプロセッシングされてプロ
コラーゲンとなり、次いで細胞から運び出されて最終的にコラーゲン細繊維及びコラーゲ
ン繊維とされる。したがって本発明では、特に、プロコラーゲン及び本明細書に記載のプ
ロセッシングされた（つまり成熟した）他のコラーゲンタンパク質を意図している。これ
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に関して、例えば、配列番号４の１～２６番のアミノ酸は、プロセッシング中に切断され
るシグナルペプチドに対応し；２７～１２２９番のアミノ酸はコラーゲンα－２（Ｖ）鎖
であり；１２３０～１４９９番のアミノ酸はＣ末端プロペプチドに対応する。本明細書に
記載の配列内における上記アミノ酸位置は当業者に認識されるものであり、配列のアノテ
ーションがされた様々な公共データベースから入手可能である。なお、コラーゲンタンパ
ク質のあるアミノ酸はプロセッシング中に修飾（プロリンがヒドロキシルプロリンとされ
るなど）される。本明細書では、成熟した修飾タイプＶコラーゲン鎖（特にα－２鎖）を
意図している。本明細書の他の箇所で述べるように、本発明で使用するタイプＶコラーゲ
ン及びそのα鎖は、種々のソースから精製しても、組み換え技術により作製してもよい。
【００３４】
　本明細書において、「ポリペプチド」は通常の意味として、すなわちアミノ酸配列とし
て使用される。ポリペプチドは特定の長さに限定されず、したがって、ペプチド、オリゴ
ペプチド、及び、タンパク質もポリペプチドの定義範囲内に属し、これら用語は特に断り
のない限り本明細書内で交換可能に使用される。また、本用語は、自然発生的及び非自然
発生的な、ポリペプチドの翻訳後修飾（グリコシル化、アセチル化、リン酸化など）並び
に他の公知の修飾について言及しまたはこれを除外するものではない。ポリペプチドはタ
ンパク質全体であっても、そのサブ配列であってもよい。本本発明における対象ポリペプ
チドは、免疫寛容誘導性フラグメントを有するアミノ酸サブ配列である。
【００３５】
　本発明は、他の態様において、本明細書に記載のコラーゲンポリペプチド組成物、例え
ば、配列番号２、４又は６に記載のコラーゲンポリペプチド組成物、又は、配列番号１、
３又は５に記載のポリヌクレオチド配列によりコードされるコラーゲンポリペプチド組成
物の、少なくとも約５個、約１０個、約１５個、約２０個、約２５個、約５０個若しくは
約１００個（全ての間の長さを含む）、又はそれ以上の、連続したアミノ酸を有する、ポ
リペプチドフラグメントを提供する。
【００３６】
　他の態様において、本発明は本明細書に記載のポリペプチド組成物の改変体（variant
）を提供する。本発明に通常含まれるポリペプチド改変体は、典型的には、本明細書に記
載のポリペプチド配列に対して、長さ方向に沿って、少なくとも約７０％、約７５％、約
８０％、約８５％、約９０％、約９１％、約９２％、約９３％、約９４％、約９５％、約
９６％、約９７％、約９８％、約９９％、又はそれ以上の同一性（下記方法により決定さ
れる）を示す。
【００３７】
　一実施形態において、本発明により提供されるポリペプチドフラグメント及び改変体は
、本明細書に記載されるように免疫寛容誘導性である。
【００３８】
　本明細書において、ポリペプチドの「改変体」は、１以上のアミノ酸が置換、欠失、付
加及び／又は挿入されることによって本明細書に具体的に開示されたポリペプチドと相違
するポリペプチドである。このような改変体は天然のものであっても合成されたものであ
ってもよく、例えば、１以上の上記本発明のポリペプチド配列の改変し、そして、本明細
書に記載に従って及び／又は多数の周知方法のいずれかにより免疫寛容誘導活性を評価す
る。
【００３９】
　多くの場合、改変体は保存的置換を含む。「保存的置換」とは、ペプチド化学分野にお
ける当業者がポリペプチドの二次構造及び親水性／疎水性（hydropathic nature）が実質
的に変化しないことを予想するように一のアミノ酸が同様の性質を有する他のアミノ酸と
置換されることをいう。改変は本発明のポリヌクレオチド及びポリペプチドの構造に対し
て行われ、所望の特性（例えば免疫寛容誘導性）を有するポリペプチド改変体又は誘導体
をコードする機能分子が得られる。ポリペプチドのアミノ酸配列を変えて、本発明のポリ
ペプチドと等価な又は優れた免疫寛容誘導性改変体又は部分配列を創出したい場合、当業
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者は通常、表１に従ってコードＤＮＡ配列の１以上のコドンを変更する。
【００４０】
　例えば、タンパク質構造内において、あるアミノ酸は、抗体の抗原結合領域又は基質分
子の結合部位などの構造に対する相互結合能を大幅に損失させずに、他のアミノ酸と置換
されうる。タンパク質の生物的機能活性を決定するのは当該タンパク質の相互結合能及び
性質であるため、あるアミノ酸配列の置換はタンパク質の配列に対しても、もちろん、そ
れをコードするＤＮＡ配列に対しても行うことができ、同様の性質を有するタンパク質が
それでもなお得られる。したがって、本明細書に開示する組成のペプチド配列、又は、当
該ペプチドをコードする対応ＤＮＡ配列を、その免疫寛容誘導性を大幅に損失させずに様
々に変化をさせうることが考えられる。
【表１】

【００４１】
　このような変更を行う際、アミノ酸のハイドロパシー・インデックス（hydropathic in
dex）が考慮されうる。タンパク質に相互作用的な生物学的機能を付与する際のアミノ酸
ハイドロパシー・インデックスの重要性は当該技術分野において一般的に理解されている
（Kyte and Doolittle, 1982, 参照により本願に援用する）。アミノ酸の相対的ハイドロ
パシー特性が得られるタンパク質の二次構造決定に寄与し、この二次構造決定が他の分子
、例えば、酵素、基質、受容体、ＤＮＡ、抗体、抗原などに対する当該タンパク質の相互
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作用を決定すると考えられている。各アミノ酸はそれらの疎水性と荷電特性に基づいてハ
イドロパシー・インデックスが割り当てられ（Kyte and Doolittle, 1982）、それらは以
下の通りである：イソロイシン（＋４．５）、バリン（＋４．２）、ロイシン（＋３．８
）、フェニルアラニン（＋２．８）、システイン／シスチン（＋２．５）、メチオニン（
＋１．９）、アラニン（＋１．８）、グリシン（－０．４）、スレオニン（－０．７）、
セリン（－０．８）、トリプトファン（－０．９）、チロシン（－１．３）、プロリン（
－１．６）、ヒスチジン（－３．２）、グルタミン酸塩（－３．５）、グルタミン（－３
．５）、アスパラギン酸塩（－３．５）、アスパラギン（－３．５）、リジン（－３．９
）及び、アルギニン（－４．５）。
【００４２】
　あるアミノ酸が、類似のハイドロパシー・インデックスまたはスコアを有する他のアミ
ノ酸により置換されることにより、類似の生物学的活性を有するタンパク質、つまり、生
物学機能的に等価なタンパク質が得られることは当該分野において公知である。そのよう
な変更を行う際に、ハイドロパシー・インデックスが±２以内であるアミノ酸同士の置換
が好ましく、該指数が±１以内であるアミノ酸同士の置換が特に好ましく、該指数が±０
．５以内であるアミノ酸同士の置換がさらに好ましい。同様なアミノ酸同士の置換が親水
性に基づいて行えることも当該分野では理解されている。米国特許第４，５５４，１０１
号（参照により全体を本明細書に援用する）では、隣接するアミノ酸の親水性により支配
される、タンパク質の最大の局所的な平均親水性は当該タンパク質の生物学的性質と相関
することが記載されている。
【００４３】
　米国特許第４，５５４，１０１号に詳細に記載されているように、下記の親水性値がア
ミノ酸残基に付与されている：アルギニン（＋３．０）；リジン（＋３．０）；アルパラ
ギン酸塩（＋３．０±１）；グルタミン酸塩（＋３．０±１）；セリン（＋０．３）；ア
スパラギン（＋０．２）；グルタミン（＋０．２）；グリシン（０）；スレオニン（－０
．４）；プロリン（－０．５±１）；アラニン（－０．５）；ヒスチジン（－０．５）；
システイン（－１．０）；メチオニン（－１．３）；バリン（－１．５）；ロイシン（－
１．８）；イソロイシン（－１．８）；チロシン（－２．３）；フェニルアラニン（－２
．５）；トリプトファン（－３．４）。さらに、アミノ酸は類似の親水性値を有する別の
ものに置換することができ、生物学的に等価で免疫学的に等価なタンパク質を得ることが
理解される。そのような変更において、親水性値が±２以内であるアミノ酸同士の置換が
好ましく、該値が±１以内であるアミノ酸同士の置換が特に好ましく、該値が±０．５以
内であるアミノ酸同士の置換がさらに好ましい。
【００４４】
　したがって、上述したように、アミノ酸置換は通常、アミノ酸側鎖置換基同士の疎水性
、親水性、電荷、サイズなどの相対的類似性に基づいて行われる。上述の様々な特性を考
慮した置換の例は当業者に周知であり、アルギニンとリジンとの置換；グルタミン酸塩と
アスパラギン酸塩との置換；セリンとスレオニンとの置換；グルタミンとアスパラギンと
の置換；及び、バリンと、ロイシンと、イソロイシンとの置換が含まれる。
【００４５】
　また、任意のポリヌクレオチドを更に改変してin vivoでの安定性を向上させてもよい
。可能な改変としては、５’末端及び／又は３’末端へフランキング配列の付加すること
；主鎖においてホスホジエステル結合の代わりにホスホチオエート又は２’Ｏ－メチルを
使用すること；及び／又は、イノシン、キューオシン及びワイブドシン、並びに、アセチ
ル化、メチル化、チオ－ル化などを施したアデニン、シチジン、グアニン、チミン及びウ
リジンを導入すること、が挙げられる。
【００４６】
　また、アミノ酸置換は残基の極性、電荷、溶解性、疎水性、親水性及び／または両親媒
性に基づいて行っても良い。例えば、負荷電アミノ酸としては、アスパラギン酸及びグル
タミン酸が挙げられ；正荷電アミノ酸としては、リジン及びアルギニンが挙げられ；親水
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性値が同程度の非荷電極性基を先頭に有するアミノ酸としては、ロイシン、イソロイシン
、バリンのグループ；グリシン、アラニンのグループ；アスパラギン、グルタミンのグル
ープ；及び、セリン、スレオニン、フェニルアラニン、チロシンのグループが挙げられる
。保存的置換を示しうる他のアミノ酸としては、（１）ａｌａ、ｐｒｏ、ｇｌｙ、ｇｌｕ
、ａｓｐ、ｇｌｎ、ｓｅｒ、ｔｈｒのグループ；（２）ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｙｒ、ｔｈｒ
のグループ；（３）ｖａｌ、ｉｌｅ、ｌｅｕ、ｍｅｔ、ａｌａ、ｐｈｅのグループ；（４
）ｌｙｓ、ａｒｇ、ｈｉｓのグループ；及び、（５）ｐｈｅ、ｔｙｒ、ｔｒｐ、ｈｉｓの
グループが挙げられる。改変体は、更に又は代替的に、非保存的変化を含みうる。好適な
実施形態において、改変体ポリペプチドは、５アミノ酸以下のアミノ酸が置換、欠失又は
付加されることによりネイティブ配列と相違する。改変体は更に（又は代替的に）、例え
ば、ポリペプチドの免疫寛容誘導性、二次構造、及び、親水性／疎水性（hydropathic na
ture）への影響が最小限であるアミノ酸を欠失又は付加することにより改変されうる。
【００４７】
　上述のとおり、ポリペプチドは、翻訳時に又は翻訳後に当該のタンパク質の輸送先を指
示するシグナル（又はリーダー）配列をＮ末端に有しうる。このポリペプチドはまた、こ
のポリペプチドの合成、精製又は同定を容易にするために、あるいは固相支持体との結合
を強化するためにリンカー又は他の配列（例えば、ポリ－Ｈｉｓ）と結合されうる。例え
ば、ポリペプチドは免疫グロブリンのＦｃ領域と結合されうる。
【００４８】
　ポリペプチド配列の比較において、以下に記載するように、２配列を一致率が最大とな
るようにアライメントして両者のアミノ酸配列が同じである場合、当該２配列は「同一」
であると言われる。２配列間の比較は、通常、配列を比較ウィンドウにわたって比較して
配列が類似である部分領域を同定・比較することにより行われる。本明細書において「比
較ウィンドウ」は、少なくとも２０、通常は３０～約７５、４０～約５０の連続アミノ酸
残基長のセグメントであって、ある１つの配列と、連続アミノ酸残基長が同じである参照
配列とを、両者を最適にアライメントした後、比較するセグメントをいう。
【００４９】
　比較を行うための配列の最適アライメントは、Lasergene suite of bioinformatics so
ftware (DNASTAR, Inc., Madison, WI)のMegalign programを使用して、デフォルトパラ
メータを用いて行われうる。本プログラムには以下の参照文献に記載されているいくつか
のアライメントスキームを実現する：Dayhoff, M.O., (1978) A model of evolutionary 
change in proteins - Matrices for detecting distant relationships.  Dayhoff, M.O
. (ed.) Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Fo
undation, Washington DC Vol. 5, Suppl. 3, pp. 345-358; Hein J. (1990) Unified Ap
proach to Alignment and Phylogenes, pp.626-645 Methods in Enzymology vol. 183, A
cademic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. and Sharp, P.M., CABIOS 5:151-
153 (1989); Myers, E.W. and Muller W., CABIOS 4:11-17 (1988); Robinson, E.D., Co
mb. Theor 11:105 (1971); Saitou, N. Nei, M., Mol. Biol. Evol. 4:406-425 (1987); 
Sneath, P.H.A. and Sokal, R.R., Numerical Taxonomy - the Principles and Practice
 of Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA (1973); Wilbur, W.J. an
d Lipman, D.J., Proc. Natl. Acad., Sci. USA 80:726-730 (1983)。
【００５０】
　また、比較のための配列の最適なアライメントは、Smith and Waterman（Add. APL. Ma
th 2:482 (1981)）の局所同一性アルゴリズムによって；Needleman and Wunsch （J. Mol
. Biol. 48:443 (1970)）の同一性アライメントアルゴリズムにより；Pearson and Lipma
n（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988)）の類似性検索法によって；これらの
アルゴリズムのコンピュータによる実施（Wisconsin Genetics Software Package, Genet
ics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WIにおけるＧＡＰ、ＢＥＳＴＦ
ＩＴ、ＢＬＡＳＴ、ＦＡＳＴＡ、及び、ＴＦＡＳＴＡ）によって；又は検査によって、行
われうる。
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【００５１】
　配列同一性及び配列類似性百分率を決定するために適しうるアルゴリズムの一好適例は
、ＢＬＡＳＴ及びＢＬＡＳＴ　２．０アルゴリズムであり、これらはそれぞれAltschul e
t al., Nucl. Acids Res. 25:3389-3402 (1977)、及び、Altschul et al. J. Mol. Biol.
 215:403-410 (1990)に記載されている。例えば本明細書に記載のパラメータを用いてＢ
ＬＡＳＴ及びＢＬＡＳＴ　２．０を使用して、本発明のポリヌクレオチド及びポリペプチ
ドの配列同一性百分率を決定することができる。ＢＬＡＳＴ解析を行うためのソフトウェ
アは、国立バイオテクノロジー情報センター(National Center for Biotechnology Infor
mation)で公的に入手可能である。アミノ酸配列の場合、スコア行列を用いて、累積スコ
アを計算することができる。各方向のワードヒットの延長は、累積アライメントスコアが
その最大達成値から数量Ｘだけ低下したか；１又はそれ以上の、負のスコアの残基アライ
メントの蓄積のために、累積スコアがゼロ又はそれ未満になったか；あるいはどちらかの
配列の末端に達したときに停止する。ＢＬＡＳＴアルゴリズムパラメータＷ、Ｔ及びＸは
アライメントの感度及び速度を決定する。
【００５２】
　好適なアプローチでは、「配列同一性の百分率」は、少なくとも２０の位置の比較ウィ
ンドウにわたって、最適にアライメントした２配列を比較することにより決定される。こ
こで、これらの２配列を最適アライメントするために、比較ウィンドウ内のポリペプチド
配列の一部は、参照配列（この参照配列は付加又は欠失を含まない）と比較して、２０％
以下、通常は５～１５％、又は１０～１２％の付加又は欠失（すなわちギャップ）を含ん
でもよい。この百分率は、両方の配列中において同一のアミノ酸残基が出現した位置の数
を決定して一致した位置の数を得たのち、この一致した位置の数を参照配列中の位置の総
数（すなわち比較ウィンドウサイズ）で除算し、そしてこの結果に１００を掛けて、配列
同一性の百分率を得ることにより計算する。
【００５３】
　他の例示の実施形態において、ポリペプチドは、本明細書に記載のポリペプチドを複数
含むか、又は、少なくとも１つの本明細書に記載のポリペプチドと、無関係の配列、例え
ば精製用Ｈｉｓタグ、若しくは、標的化ペプチドとを含む、融合ポリペプチドでありうる
。融合相手は、例えば、タンパク質を天然組換えタンパク質よりも高い収量で発現させる
一助（発現エンハンサー）となりうる。他の融合パートナーを選択して、ポリペプチドの
溶解度を高めたり、ポリペプチドが所望の細胞内コンパートメントに標的できるようにし
てもよい。さらに、融合相手にはポリペプチドの精製を容易にするアフィニティータグが
含まれる。所定の実施形態において、融合相手はポリペプチドの免疫寛容誘導性を向上さ
せるか、又は、ポリペプチドの細胞へ取り込みを向上させる。更なる実施形態において、
融合相手は免疫反応エンハンサーを有する。
【００５４】
　融合ポリペプチドは、一般に、化学結合（chemical conjugation）を含む標準的な技術
を用いて調製されうる。融合ポリペプチドは、組換えポリペプチドとして発現させ、発現
系において、非融合ポリペプチドよりも多量に生成可能であることが好ましい。簡潔には
、ポリペプチド成分をコードするＤＮＡ配列が別々に構築され、適当な発現ベクターに連
結されうる。１つのポリペプチド成分をコードするＤＮＡ配列の３’末端を、ペプチドリ
ンカーを用いて又は用いずに、第２のポリペプチド成分をコードするＤＮＡ配列の５’末
端に連結し、それらの配列のリーディングフレームが同相であるようにする。これにより
、両方の成分ポリペプチドの生物活性を保持する単一の融合ポリペプチドへの翻訳が可能
である。
【００５５】
　ペプチドリンカー配列を用いて、第１及び第２のポリペプチド成分を、各ポリペプチド
が確実にその二次及び三次構造に折り畳まれるのに十分な距離離間させてもよい。そのよ
うなペプチドリンカー配列は、当該技術分野で周知な標準的な技術を用いて融合ポリペプ
チドに組み込まれる。好適なペプチドリンカー配列は下記要素に基づいて選択されうる：
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（１）それらが柔軟な伸長型コンホメーションをとれること；（２）それらが第１及び第
２のポリペプチド上の機能エピトープと相互作用することのできる二次構造をとれないこ
と；並びに（３）そのポリペプチド機能エピトープと反応しうる疎水性残基又は荷電残基
がないこと。好ましいペプチドリンカー配列はＧｌｙ残基、Ａｓｎ残基及びＳｅｒ残基を
含む。他の中性に近いアミノ酸、例えばＴｈｒ及びＡｌａもまたリンカー配列に用いてよ
い。リンカーとして通常用いられうるアミノ酸配列には、Maratea et al., Gene 40:39-4
6, 1985; Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8258-8262, 1986；米国特許
第４，９３５，２３３号及び米国特許第４，７５１，１８０号に開示されているものが挙
げられる。リンカー配列は、一般に、１～約５０アミノ酸長でありうる。リンカー配列は
、第１及び第２のポリペプチドが、機能ドメインを分離し、かつ、立体障害を防止するた
めに使用することが可能な非必須Ｎ末端アミノ酸領域を有する場合には、必要ではない。
【００５６】
　連結されたＤＮＡ配列は好適な転写又は翻訳調節エレメントに作動可能に連結される。
ＤＮＡの発現を担う調節エレメントは、第１のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列の５
’にのみ位置している。同様に、翻訳を終わらせるために必要な停止コドン及び転写終結
シグナルは、第２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列の３’にのみ存在している。
【００５７】
　本発明の一実施形態は、融合ポリペプチド、及びそれらをコードするポリヌクレオチド
を含み、融合相手は、米国特許第５，６３３，２３４号に記載されるようにポリペプチド
をエンドソーム／リソソーム画分へ指向させることが可能な標的化シグナルを含む。本発
明の免疫寛容誘導性ポリペプチドは、本標的化シグナルと融合された場合、より効率的に
ＭＨＣクラスＩＩ分子と結合するため、本ポリペプチドに特異的な適切なＣＤ４＋Ｔ細胞
のインビボでの刺激が増強される。
【００５８】
　本発明のポリペプチドは、様々な周知の合成技術及び／又は組換え技術のいずれかによ
り調製される。後者の技術を以下で更に述べる。一般的に約１５０アミノ酸未満のポリペ
プチド、部分及び他の改変体は、当業者に周知の技術を使用して、合成により作製可能で
ある。例示的な１つの実施例において、このようなポリペプチドは、市販されている固相
技術のいずれか（例えば、アミノ酸を成長アミノ酸鎖に順次付加するＭｅｒｒｉｆｉｅｌ
ｄ固相合成方法）により合成される（Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2146, 19
63を参照）。ポリペプチド自動合成装置がＰｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ／Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂ
ｉｏＳｙｓｔｅｍｓ Ｄｉｖｉｓｉｏｎ（Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉｔｙ，ＣＡ）などのメーカー
から市販されており、メーカー指示書に従って操作されうる。
【００５９】
　一般に、本発明のポリペプチド組成物（融合ポリペプチドを含む）は単離される。「単
離された」ポリペプチドは、その元来の環境から取り出されたものである。例えば、天然
のタンパク質又はポリペプチドは、自然系において共存する物質の一部又は全てから分離
されている場合、単離されている。また、このようなポリペプチド精製されていることが
好ましく、例えば、少なくとも純度約９０％、より好ましくは少なくとも純度約９５％、
最も好ましくは少なくとも純度約９９％である。
【００６０】
　タイプＶコラーゲンタンパク質は様々なソースから精製しても、市販品（Collaborativ
e Biomedical Products/ Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ USA）を
購入してもよい。実施形態のいくつかを実施するためには、純粋な又は部分的に純粋なコ
ラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメント、エピトープ若しくは抗原性部分を得る必
要な場合がある。タイプＶコラーゲン又はそのフラグメントなどのこれら物質は、動物、
ヒト死体、又は組み換え技術などの様々な手法により容易にえることが可能であるが、こ
れら手法に限定されない。他の方法としては、タイプＶコラーゲンなどのコラーゲンの部
分消化が挙げられる。この場合、ヒトタイプＶコラーゲンをヒト胎盤などから抽出し、示
差ＮａＣｌ沈殿法（Seyer and Kang, 1989）により精製してもよい。例えば、胎盤組織を



(17) JP 2012-524799 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

細かく切り、洗浄し、０．２Ｍ　ＮａＣｌを含有する０．５Ｍ酢酸に縣濁し、次いで４℃
でペプシンにより消化する。遠心した試料から上清を吸引除去し、ペレットを回収し、抽
出工程を繰り返した。２つの消化物から上清を合わせ、０．５Ｍ酢酸からの示差ＮａＣｌ
沈殿（Smith et al., 1985; Seyer and Kang, 1989）により、上清からｃｏｌ（Ｖ）を精
製した。このタイプＶコラーゲンは通常０．７Ｍ　ＮａＣｌに溶解可能であり、１．２Ｍ
　ＮａＣｌで沈殿する。
【００６１】
　α（Ｖ）鎖を精製する必要がある実施形態では、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気
泳動（Smith et al., 1985）又は当業者に公知の他の適切な方法で測定したα鎖比「α１
（Ｖ）／α２（Ｖ）」が約２であるタイプＶコラーゲン物が得られるまで、酢酸可溶化／
ＮａＣｌ沈殿のサイクルを繰り返してもよい。α２（Ｖ）からのα１（Ｖ）の単離は、Ｄ
ＥＡＥ－セルロースを用いたクロマトグラフィー（Seyer and Kang, 1989）や、Protein 
Purification Protocols, Ed. Shawn Doonan, Humana Press, 1996に記載の方法など、当
業者に公知の方法で達成されうる。α１（Ｖ）鎖及びα２（Ｖ）鎖をカラムから溶出し、
既に報告されているＳＤＳ－ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動（Smith, Jr. et al
, 1985）により純度を確認してもよい。intactなｃｏｌ（Ｖ）、又はα１（Ｖ）及びα２
（Ｖ）は、使用するまでＰＢＳ（０．５ｍｇ／ｍｌ）又は他の適切なバッファーで希釈し
ておいてもよい。
【００６２】
　本発明は、所定の実施形態において、本発明のコラーゲンタンパク質をコードするポリ
ヌクレオチドを提供する。例示的なポリヌクレオチドは、本明細書に記載したコラーゲン
タンパク質の免疫寛容誘導性フラグメントをコードする配列番号１、３，５のポリヌクレ
オチド及びそのフラグメントである。
【００６３】
　「ＤＮＡ」及び「ポリヌクレオチド」は、本明細書中において実質的に交換可能に使用
され、特定の種の全ゲノムＤＮＡを含まない単離されたＤＮＡ分子をいう。本明細書中に
おいて、「単離された」とは、ポリヌクレオチドが、他のコード配列から実質的に分離さ
れており、そして当該ＤＮＡ分子が、無関係のコードＤＮＡの大部分（例えば、大きな染
色体フラグメント又は他の機能的遺伝子若しくはポリペプチドコード領域）を含まないこ
とを意味する。もちろん、これは、当初単離したＤＮＡ分子をいうが、後に人為的に当該
セグメントに追加された遺伝子又はコード領域を除外するものではない。
【００６４】
　当業者に理解されるように、本発明のポリヌクレオチド組成物は、タンパク質、ポリペ
プチド、ペプチドなどを発現するか、あるいは発現するようにされうるゲノム配列、ゲノ
ム外配列及びプラスミドにコードされる配列、並びにより小さな組み換え遺伝子セグメン
トを含みうる。これらセグメントは、自然単離しても、人為的に合成改変してもよい。
【００６５】
　本発明のポリヌクレオチド組成物は、確立されている様々な技術のいずれかを使用して
、同定、調製及び／又は操作されうる（Sambrook et al., Molecular Cloning:  A Labor
atory Manual, Cold Spring Harbor Laboratories, Cold Spring Harbor, NY, 1989; Aus
ubel et al.(2001 Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. Inc
. & John Wiley & Sons, Inc., NY, NY、などの文献を参照）。
【００６６】
　多数のテンプレート依存性プロセスが、サンプルに存在する目的の標的配列の増幅に利
用可能である。最もよく知られた増幅方法の１つは、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲＴＭ

）であり、これは、米国特許第４，６８３，１９５号、同第４，６８３，２０２号、同第
４，８００，１５９号に詳細に記載され、それぞれ、全体を本明細書中に参照により援用
する。
【００６７】
　多数の任意の他のテンプレート依存性プロセス（多くはＰＣＲＴＭ増幅技術の変形であ
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る）が当該分野で公知かつ利用可能である。例示として、いくつかのこのような方法とし
ては、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲともいわれる）（例えば、欧州特許出願公開番号３２０
，３０８号、米国特許第４，８８３，７５０号に記載）；Ｑβレプリカーゼ（ＰＣＴ国際
特許出願公開第ＰＣＴ／ＵＳ８７／００８８０号に記載）；鎖置換増幅（Ｓｔｒａｎｄ 
Ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）（ＳＤＡ）及び修復鎖反応（
Ｒｅｐａｉｒ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ）（ＲＣＲ）が挙げられる。更に他の増幅法
は、英国特許出願第２　２０２　３２８号及びＰＣＴ国際特許出願公開第ＰＣＴ／ＵＳ８
９／０１０２５号に記載されている。他の核酸増幅手順には、転写に基づく増幅システム
（ＴＡＳ）（ＰＣＴ国際特許出願公開第８８／１０３１５号）が挙げられ、これには、Ｎ
ＡＳＢＡ法及び３ＳＲが含まれる。欧州特許出願公開第３２９，８２２号には、一本鎖Ｒ
ＮＡ（「ｓｓＲＮＡ」）、ｓｓＤＮＡ、及び二本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）をサイクル合成
する工程を含む核酸増殖プロセスが記載されている。ＰＣＴ国際特許出願公開第８９／０
６７００号には、標的一本鎖ＤＮＡ（「ｓｓＤＮＡ」）へのプロモーター／プライマー配
列のハイブリダイゼーションに基づく核酸配列増幅スキームと、その後の当該配列からの
多数のＲＮＡの転写が記載されている。「ＲＡＣＥ」（Ｆｒｏｈｍａｎ、１９９０）及び
「片側（ｏｎｅ－ｓｉｄｅｄ）ＰＣＲ」（Ｏｈａｒａ、１９８９）のような他の増幅方法
もまた、当業者に周知である。
【００６８】
　本発明のポリヌクレオチドの増幅した部分を使用して、適切なライブラリー（例えば、
腫瘍ｃＤＮＡライブラリー）から、周知の技術により全長遺伝子が単離されうる。
【００６９】
　当業者にまた認識されるように、本発明のポリヌクレオチドは、一本鎖（コード鎖若し
くはアンチセンス）又は二本鎖でありうり、また、ＤＮＡ分子（ゲノム、ｃＤＮＡ若しく
は合成）又はＲＮＡ分子でありうる。ＲＮＡ分子は、ＨｎＲＮＡ分子（イントロンを含み
、ＤＮＡ分子に１対１で対応する）、及び、ｍＲＮＡ分子（イントロンを含まない）を含
みうる。更なるコード配列又は非コード配列は、本発明のポリヌクレオチド内に存在しう
るがその必要はなく、また、ポリヌクレオチドは、他の分子及び／又は支持体材料に連結
されうるがその必要はない。
【００７０】
　ポリヌクレオチドは、ネイティブ配列（すなわち、本発明のポリペプチド／タンパク質
、又はその部分をコードする内因性配列）を含みうるか、或いはこのような配列の改変体
又は誘導体、そして好ましくは免疫寛容誘導性改変体又は誘導体をコードする配列を含み
うる。
【００７１】
　他の関連する実施形態において、本発明は、本明細書中において配列番号１、３、５に
開示される配列に対して実質的な同一性を有するポリヌクレオチド改変体、例えば、本明
細書中で記載の方法（例えば、以下に記載のような標準的なパラメータを使用するＢＬＡ
ＳＴ）を使用して、本発明のポリヌクレオチド配列に対して少なくとも７０％の配列同一
性、好ましくは少なくとも７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、
９８％、９９％、又はそれ以上の高い配列同一性を有するポリヌクレオチド改変体を提供
する。当業者は、これらの値が、コドンの縮重、アミノ酸類似性、リーディングフレーム
の位置付けなどを考慮することによって、２つのヌクレオチド配列によってコードされる
タンパク質の対応する同一性を決定するために適切に調整され得ることを認識する。
【００７２】
　通常、ポリヌクレオチド改変体は、１つ以上の置換、付加、欠失及び／又は挿入を、好
ましくは、改変体ポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチドの免疫原性が、本
明細書中に具体的に示されるポリヌクレオチド配列によってコードされるポリペプチドに
対して実質的に減少されないように含む。「改変体」はまた、異種起源の相同遺伝子を包
含することが理解されるべきである。
【００７３】
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　更なる実施形態において、本発明は、本明細書中に開示された配列の１つ以上に同一で
あるか又は相補的な配列の、種々の長さの連続したストレッチを含むポリヌクレオチドフ
ラグメントを提供する。例えば、本発明によって、本明細書中に開示される配列の１つ以
上の少なくとも約１０、約１５、約２０、約３０、約４０、約５０、約７５、約１００、
約１５０、約２００、約３００、約４００、約５００又は約１０００以上連続したヌクレ
オチド、並びに、その間の中間の長さの連続したヌクレオチドを含むか或いはこれらから
なるポリヌクレオチドが提供される。本文脈において「中間の長さ」が、示された値の間
の任意の長さ（例えば、１６、１７、１８、１９など；２１、２２、２３など；３０、３
１、３２など；５０、５１、５２、５３など；１００、１０１、１０２、１０３など；１
５０、１５１、１５２、１５３など；２００～５００；５００～１，０００などの間の全
ての整数を含む）を意味することは容易に理解される。本明細書に記載されるポリヌクレ
オチドは、ネイティブ配列に見出されない追加のヌクレオチドによって一端又は両端が伸
長されていてもよい。かかる追加配列は、本明細書に記載される配列の一端又は両端に付
加される１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、１０個、１１個、１
２個、１３個、１４個、１５個、１６個、１７個、１８個、１９個又は２０個のヌクレオ
チドからなりうる。
【００７４】
　本発明の他の実施形態において、本明細書で提供されるポリヌクレオチド配列若しくは
そのフラグメント又はその相補的な配列に対して、中程度～高ストリンジェンシー条件下
でハイブリダイズしうるポリヌクレオチド組成物が提供される。ハイブリダイゼーション
技術は、分子生物学の分野において周知である。例示として、他のポリヌクレオチドと本
発明のポリヌクレオチドとのハイブリダイゼーション試験に適切な中程度なストリンジェ
ントな条件は、５×ＳＳＣ、０．５％　ＳＤＳ、１．０ｍＭ　ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）の
溶液中によるプレウォッシュ；ハイブリダイゼーション（５０℃～６０℃、５×ＳＳＣ、
オーバーナイト）；０．１％　ＳＤＳを含有する２×、０．５×及び０．２×ＳＳＣによ
る洗浄（６５℃、２０分間、×２）を含む。当業者は、ハイブリダイゼーションのストリ
ンジェンシーが、例えば、ハイブリダイゼーション溶液の塩含量及び／又はハイブリダイ
ゼーションが実施される温度を変更することによって、容易に操作され得ることを理解す
る。例えば、他の実施形態において、好適な高ストリンジェントのハイブリダイゼーショ
ン条件としては、ハイブリダイゼーションの温度が、例えば６０℃～６５℃又は６５℃～
７０℃に上昇される点が異なる上記条件が挙げられる。
【００７５】
　一実施形態において、このようなポリヌクレオチド改変体は、本明細書に具体的に記載
されるポリペプチド配列の免疫寛容誘導活性の、少なくとも約５０％、好ましくは少なく
とも約７０％、より好ましくは少なくとも約９０％、約９５％、約９６％、約９７％、約
９８％、約９９％、又はそれ以上の免疫寛容誘導活性レベルを有するポリペプチドをコー
ドする。
【００７６】
　本発明のポリヌクレオチド又はそのフラグメントは、そのコード配列自体の長さと関係
なく、他のＤＮＡ配列（例えば、プロモーター、ポリアデニル化シグナル、追加の制限酵
素部位、マルチクローニングサイト、他のコードセグメントなど）と組み合わされてもよ
く、その結果、全体の長さは相当変化しうる。よって、ほぼ全ての長さの核酸フラグメン
トが使用されうることが考えられ、その全長は、好ましくは意図した組換えＤＮＡプロト
コルによる調製及び使用の容易さによって制限される。例えば、約１０，０００、約５０
００、約３０００、約２，０００、約１，０００、約５００、約２００、約１００、約５
０の塩基対長など（全ての間の長さを含む）の全長を有する例示的なポリヌクレオチドセ
グメントが本発明の多くの実施態様において有用であると考えられる。
【００７７】
　ポリペプチド配列の比較において、以下に記載するように、２配列を一致率が最大とな
るようにアライメントして両者のアミノ酸配列が同じである場合、当該２配列は「同一」
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であると言われる。２配列間の比較は、通常、配列を比較ウィンドウにわたって比較して
配列が類似である部分領域を同定・比較することにより行われる。本明細書において「比
較ウィンドウ」は、少なくとも２０、通常は３０～約７５、４０～約５０の連続アミノ酸
残基長のセグメントであって、ある１つの配列と、連続アミノ酸残基長が同じである参照
配列とを、両者を最適にアライメントした後、比較するセグメントをいう。
【００７８】
　比較を行うための配列の最適アライメントは、Lasergene suite of bioinformatics so
ftware (DNASTAR, Inc., Madison, WI)のMegalign programを使用して、デフォルトパラ
メータを用いて行われうる。本プログラムには以下の参照文献に記載されているいくつか
のアライメントスキームを実現する：Dayhoff, M.O., (1978) A model of evolutionary 
change in proteins - Matrices for detecting distant relationships.  Dayhoff, M.O
. (ed.) Atlas of Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Fo
undation, Washington DC Vol. 5, Suppl. 3, pp. 345-358; Hein J. (1990) Unified Ap
proach to Alignment and Phylogenes, pp.626-645 Methods in Enzymology vol. 183, A
cademic Press, Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. and Sharp, P.M., CABIOS 5:151-
153 (1989); Myers, E.W. and Muller W., CABIOS 4:11-17 (1988); Robinson, E.D., Co
mb. Theor 11:105 (1971); Saitou, N. Nei, M., Mol. Biol. Evol. 4:406-425 (1987); 
Sneath, P.H.A. and Sokal, R.R., Numerical Taxonomy - the Principles and Practice
 of Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA (1973); Wilbur, W.J. an
d Lipman, D.J., Proc. Natl. Acad., Sci. USA 80:726-730 (1983)。
【００７９】
　あるいは、比較のための配列の最適アライメントは、Smith and Waterman（Add. APL. 
Math 2:482 (1981)）の局所同一性アルゴリズムによって；Needleman and Wunsch, J. Mo
l. Biol. 48:443 (1970)の同一性アライメントアルゴリズムによって；Pearson and Lipm
an（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988)）の類似性検索方法によって；これら
のアルゴリズムのコンピュータ化されたインプリメンテーション（Wisconsin Genetics S
oftware Package, Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WIにお
けるＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＢＬＡＳＴ、ＦＡＳＴＡ、及び、ＴＦＡＳＴＡ）によって
；又は検査によって、行われうる。
【００８０】
　配列同一性及び配列類似性の割合を決定するために適切なアルゴリズムの１つの好まし
い例は、ＢＬＡＳＴ及びＢＬＡＳＴ２．０アルゴリズムであり、これらはそれぞれ、Alts
chul et al., Nucl. Acids Res. 25:3389-3402 (1977)、及び、Altschul et al., J. Mol
. Biol. 215:403-410 (1990)に記載されている。ＢＬＡＳＴ及びＢＬＡＳＴ２．０は、本
発明のポリヌクレオチドについての配列同一性の割合を決定するために、例えば、本明細
書中に記載のパラメータを用いて使用されうる。ＢＬＡＳＴ分析を行うためのソフトウエ
アは、Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒ
ｍａｔｉｏｎを通して公に利用可能である。１つの例示的な例において、累積スコアは、
ヌクレオチド配列について、パラメータＭ（一致する残基の対についての報酬スコア（ｒ
ｅｗａｒｄ ｓｃｏｒｅ）；常に＞０）及びＮ（ミスマッチ残基についてのペナルティス
コア；常に＜０）を使用して算出され得る。各方向におけるワードヒットの拡大は、以下
の場合に停止する：累積アライメントスコアが、その最大到達値から量Ｘだけ低下した場
合；累積スコアが、１以上の負のスコアの残基アライメントの累積に起因してゼロ以下に
なった場合；又はいずれかの配列の末端に到達した場合。このＢＬＡＳＴアルゴリズムパ
ラメータＷ、Ｔ及びＸは、アライメントの感度及び速度を決定する。ＢＬＡＳＴＮプログ
ラム（ヌクレオチド配列用）は、ワード長（Ｗ）１１、及び期待値（Ｅ）１０をデフォル
トとして使用し、ＢＬＯＳＵＭ６２スコアリングマトリックス（Henikoff and Henikoff,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)を参照）アライメントは、（Ｂ）＝５０
、期待値（Ｅ）＝１０、Ｍ＝５、Ｎ＝－４、比較＝両方の鎖、である。
【００８１】
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　「配列同一性のパーセンテージ」は、少なくとも２０の位置の比較ウィンドウにわたっ
て最適にアライメントした２配列を比較することによって決定されることが好ましく、こ
こで比較ウィンドウ中のポリヌクレオチド配列の一部は、参照配列（これは、付加又は欠
失を含まない）と比較して、２配列の最適なアライメントについて２０パーセント以下、
通常は５～１５パーセント、又は１０～１２パーセントの付加又は欠失（すなわち、ギャ
ップ）を含み得る。このパーセンテージは、両方の配列で同一の核酸塩基が生じる位置の
数を決定して一致する位置の数を得、この一致する位置の数を参照配列中の位置の総数（
すなわち、ウィンドウサイズ）で除算し、そしてこの結果に１００を掛けて配列同一性の
パーセンテージを得ることによって算出される。
【００８２】
　遺伝コードの縮重により、本明細書中に記載されるポリペプチドをコードするヌクレオ
チド配列が多数存在することは当業者に理解される。これらのポリヌクレオチドのうちい
くつかは、任意のネイティブ遺伝子のヌクレオチド配列に対する相同性が最小であるが、
使用コドンの差異に起因して変化するポリヌクレオチドは、本発明において特に考慮され
ている。さらに、本明細書中に提供されるポリヌクレオチド配列を含む遺伝子の対立遺伝
子も本発明の範囲内である。対立遺伝子は、１以上の変異（例えば、ヌクレオチドの欠失
、付加及び／又は置換）の結果として変化する内因性遺伝子である。得られたｍＲＮＡ及
びタンパク質の構造又は機能は変化していてもよいが、変化している必要性はない。対立
遺伝子は、標準技術（例えば、ハイブリダイゼーション、増幅及び／又はデータベースに
よる配列比較）を用いて、同定されうる。
【００８３】
　したがって、本発明の別の実施形態において、変異誘発アプローチ（例えば、部位特異
的変異誘発）は、本明細書中に記載のポリペプチドの免疫寛容誘導性改変体及び／又は誘
導体の調製に使用される。かかるアプローチによって、ポリペプチド配列における特定の
改変が、これらをコードするポリヌクレオチドの変異誘発を介して可能である。これらの
技術は、例えば、ポリヌクレオチド中に１つ以上のヌクレオチド配列変化を導入すること
によって先の考慮の１つ以上を具体化する、配列改変体を調製及び試験するための直接的
なアプローチを提供する。
【００８４】
　部位特異的変異誘発は、所望の変異ＤＮＡ配列をコードする特定のオリゴヌクレオチド
配列並びに十分な数の隣接ヌクレオチドの使用によって変異体の生成を可能にし、十分な
サイズのプライマー配列及び配列複雑性を提供して、相対する欠失連結部の両側に安定な
二重鎖を形成する。変異は、ポリヌクレオチド自体の特性を改善するか、変更するか、減
少させるか、改変するか、さもなければ変化させるため、かつ／又はコードされたポリペ
プチドの特性、活性、組成、安定性又は一次配列を変更するために、選択されたポリヌク
レオチド配列において使用されうる。
【００８５】
　本発明の所定の実施形態において、本発明者らは、コードされたポリペプチドの１つ以
上の特性（例えば、ポリペプチドの免疫寛容誘導性）を変更するために、開示されたポリ
ヌクレオチド配列を変異誘発することを意図している。部位特異的変異誘発の技術は、当
該分野で周知であり、ポリペプチド及びポリヌクレオチドの両方の改変体の作製に多用さ
れている。例えば、部位特異的変異誘発は、しばしば、ＤＮＡ分子の特定部分を変更する
ために使用される。このような実施形態において、約１４ヌクレオチド長～約２５ヌクレ
オチド長程度のプライマーが使用され、配列の連結部の両側にある約５残基～約１０残基
が変更される。
【００８６】
　当業者によって理解されるように、部位特異的変異誘発技術では、しばしば、一本鎖及
び二本鎖の両方で存在するファージベクターが使用されてきた。部位特異的変異誘発にお
いて有用である代表的なベクターとしては、例えば、Ｍ１３ファージのようなベクターが
挙げられる。これらのファージは、容易に商業的に入手可能であり、その使用方法も一般
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的に当業者に周知である。二本鎖プラスミドもまた、目的の遺伝子をプラスミドからファ
ージに転移する工程を省略する部位特異的変異誘発において慣用的に使用されている。
【００８７】
　一般的に、本明細書に係る部位特異的変異誘発は、まず、所望のペプチドをコードする
ＤＮＡ配列をその配列中に含む一本鎖ベクターを得る工程、又は当該配列を含む二本鎖ベ
クターの２本鎖を一本鎖に融解分離する工程によって行われる。所望の変異配列を保有す
るオリゴヌクレオチドプライマーは、一般的に、合成により調製される。次いで、このプ
ライマーは、一本鎖ベクターとアニーリングされ、そして変異を保有する鎖の合成を完了
するために、ＤＮＡ重合酵素（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉポリメラーゼＩ Ｋｌｅｎｏｗフラ
グメント）に供される。このようにして、一方の鎖が変異を有さないもともとの鎖をコー
ドし、そして他方の鎖が所望の変異を保有するヘテロ二重鎖が形成される。次いで、この
ヘテロ二重鎖ベクターは、適切な細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ細胞）の形質転換に使用さ
れ、そして、変異された配列を保有する組換えベクターを含むクローンが選択される。
【００８８】
　部位特異的変異誘発を使用する、選択されたペプチドコードＤＮＡセグメントの配列改
変体の調製は、潜在的に有用な種を産生する手段を提供し、そしてこれは、限定を意味す
るものではない。ペプチドの配列改変体及びそれらをコードするＤＮＡ配列を入手し得る
他の方法が存在するからである。例えば、所望のペプチド配列をコードする組換えベクタ
ーを変異誘発剤（例えば、ヒドロキシルアミン）で処理して、配列改変体を入手しうる。
これらの方法及びプロトコルに関する具体的な詳細は、Maloy et al, 1994; Segal 1976;
 Prokop and Jajpai, 1991; Kuby 1994; Maniatis et al, 1982（それぞれ、その目的の
ために本明細書中に参照により援用する）の教示において見出される。
【００８９】
　本明細書中において「オリゴヌクレオチド特異的変異誘発手順」とは、その初期の濃度
と比較して、特定の核酸分子の濃度の増加を生じるか、又は検出可能なシグナルの濃度の
増加（例えば、増幅）を生じる、鋳型依存的プロセス及びベクター媒介性増殖をいう。本
明細書中において「オリゴヌクレオチド特異的変異誘発手順」とは、プライマー分子の鋳
型依存的な伸長を含むプロセスをいうことを意図している。「鋳型依存的プロセス」とは
、新規に合成された核酸の鎖の配列が相補的塩基対形成の周知の規則によって決定される
（例えば、Watson, 1987を参照）、ＲＮＡ分子又はＤＮＡ分子の核酸合成をいう。通常、
ベクター媒介性の方法は、ＤＮＡ又はＲＮＡベクターへの核酸フラグメントの導入、ベク
ターのクローン増幅、及び増幅した核酸フラグメントの回収を含む。これらの方法の例は
、米国特許第４，２３７，２２４号によって提供されており、特に、その全体を参照によ
り本明細書中に援用する。
【００９０】
　本発明のポリペプチド改変体の生成のための別のアプローチにおいて、米国特許第５，
８３７，４５８号に記載のような、再帰的な配列組換えが使用されうる。かかるアプロー
チでは、組換え及びスクリーニング若しくは選択の反復性サイクルが実施され、本発明の
個々のポリヌクレオチド改変体を、例えば、免疫寛容誘導活性が増強されたポリヌクレオ
チド改変体に「進化」させる。
【００９１】
　本発明の他の実施形態において、本発明のポリペプチド又はその融合タンパク質若しく
は機能的等価物をコードするポリヌクレオチド配列又はそのフラグメントは、適切な宿主
細胞内でポリペプチドの発現を指示するために組み換えＤＮＡ分子に使用されうる。遺伝
コード固有の縮重に起因して、実質的に同一又は機能的に等価なアミノ酸配列をコードす
る他のＤＮＡ配列が産生されうり、これらの配列は所定のポリペプチドのクローン化及び
発現に使用されうる。
【００９２】
　当業者によって理解されるように、天然に存在しないコドンを有するポリペプチドコー
ドヌクレオチド配列を作製することが有利でありうることがある。例えば、特定の原核生
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物宿主又は真核生物宿主に好まれるコドンを選択して、タンパク質発現の速度を増加させ
たり、所望の特性（例えば、ネイティブ配列から得られる転写物よりも長い半減期）を有
する組換えＲＮＡ転写物を産生することが可能である。
【００９３】
　さらに、本発明のポリヌクレオチド配列は、種々の理由（遺伝子産物のクローニング、
プロセシング、及び／又は発現を変更する改変が挙げられるが、それらに限定されない）
によりポリペプチドコード配列を変更するために、当該分野において一般的に公知の方法
を使用して組み換えてもよい。例えば、無作為切断によるＤＮＡシャッフリング並びに遺
伝子フラグメント及び合成オリゴヌクレオチドのＰＣＲ再アセンブリを使用して、ヌクレ
オチド配列を組み換えてもよい。さらに、部位特異的変異誘発を使用して、例えば、新た
な制限部位を挿入したり、グリコシル化パターンを改変したり、コドン優先（ｐｒｅｆｅ
ｒｅｎｃｅ）を変化させたり、スプライス改変体を作製したり、変異を導入したりしても
よい。
【００９４】
　本発明の他の実施形態において、天然の核酸配列、改変された核酸配列又は組換え核酸
配列は、異種配列に連結されて融合タンパク質をコードしうる。例えば、ペプチドライブ
ラリーからポリペプチド活性のインヒビターをスクリーニングするために、市販の抗体に
より認識されうるキメラタンパク質をコードすることが有用でありうる。融合タンパク質
はまた、ポリペプチドコード配列と異種タンパク質配列との間に位置する切断部位を含む
ように操作されうり、その結果そのポリペプチドは切断されて、そして異種部分から精製
されうる。
【００９５】
　所望のポリペプチドをコードする配列が、当該分野において周知の化学的方法を使用し
て、全体又は部分的に合成されうる（Caruthers, M. H. et al. (1980) Nucl. Acids Res
. Symp. Ser. 215-223, Horn, T. et al. (1980) Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 225-232
を参照）。あるいは、タンパク質自体は、ポリペプチド又はその一部のアミノ酸配列を合
成するための化学的方法を使用して産生されうる。例えば、ペプチド合成は、種々の固相
技術を使用して実施されうり（Roberge, J.Y. et al. (1995) Science 269:202-204）、
自動化合成は、例えば、ＡＢＩ ４３１Ａ Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｒ（Ｐ
ｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ，Ｐａｌｏ Ａｌｔｏ，ＣＡ）により達成され得る。
【００９６】
　新たに合成されたペプチドは、分取用高速液体クロマトグラフィー（例えば、Creighto
n, T. (1983) Proteins, Structures and Molecular Principles, WH Freeman and Co., 
New York, N.Y.）又は当該分野において利用可能な他の同等技術により実質的に精製され
うる。合成ペプチドの組成は、アミノ酸分析又は配列決定（例えば、エドマン分解法）に
より確認されうる。さらに、ポリペプチド又はその任意の部分のアミノ酸配列は、直接合
成の間改変されて、かつ／又は化学的方法を使用して、他のタンパク質もしくはその任意
の部分に由来する配列と組み合わせられて、改変体ポリペプチドを産生しうる。
【００９７】
　所望のポリペプチドを発現させるために、ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
又は機能的等価物は、適切な発現ベクター（すなわち、挿入されたコード配列の転写及び
翻訳のために必要なエレメントを含むベクター）内に挿入されうる。当業者に周知である
方法を使用して、目的のポリペプチドをコードする配列並びに適切な転写制御エレメント
及び翻訳制御エレメントを含む発現ベクターを構築し得る。これらの方法としては、イン
ビトロ組換えＤＮＡ技術、合成技術、及びインビボ遺伝子組換えが挙げられる。そのよう
な技術は、例えば、Sambrook, J. et al. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Man
ual, Cold Spring Harbor Press, Plainview, N.Y.、及び、Ausubel et al.(2001-2008 C
urrent Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. Inc. & John Wiley & S
ons, Inc., NY, NY）に記載される。
【００９８】
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　様々な発現ベクター／宿主系が、ポリヌクレオチド配列を含みかつ発現させるように利
用されうる。発現ベクター／宿主系としては、微生物（例えば、組換えバクテリオファー
ジ、プラスミド、又はコスミドＤＮＡ発現ベクターで形質転換した細菌）；酵母発現ベク
ターで形質転換した酵母；ウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイルス）で感染さ
せた昆虫細胞系；ウイルス発現ベクター（例えば、カリフラワーモザイクウイルス、Ｃａ
ＭＶ；タバコモザイクウイルス、ＴＭＶ）又は細菌発現ベクター（例えば、Ｔｉもしくは
ｐＢＲ３２２プラスミド）で形質転換した植物細胞系；或いは動物細胞系が挙げられるが
、これらに限定されない。
【００９９】
　発現ベクター内に存在する「制御エレメント」又は「調節配列」は、転写及び翻訳を実
行するように宿主細胞タンパク質と相互作用する、それらのベクターの非翻訳領域（エン
ハンサー、プロモーター、５’及び３’非翻訳領域）である。そのようなエレメントは、
その強さ及び特異性を変更しうる。利用されるベクター系及び宿主に依存して、多数の適
切な転写エレメント及び翻訳エレメント（構成的プロモーター及び誘導性プロモーターを
含む）が使用されうる。例えば、細菌系においてクローニングする場合、誘導性プロモー
ター（例えば、ｐＢＬＵＥＳＣＲＩＰＴファージミド（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌａ Ｊ
ｏｌｌａ，Ｃａｌｉｆ．）又はｐＳＰＯＲＴ１プラスミド（Ｇｉｂｃｏ ＢＲＬ，Ｇａｉ
ｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）などのハイブリッドｌａｃＺプロモーターが使用されうる。
哺乳動物細胞系において、哺乳動物遺伝子又は哺乳動物ウイルスに由来するプロモーター
が、一般的に好ましい。ポリペプチドをコードする配列の複数のコピーを含む細胞株を生
成することが必要とされる場合、ＳＶ４０又はＥＢＶベースのベクターが、適切な選択マ
ーカーと共に有利に使用されうる。
【０１００】
　細菌系において、多数の発現ベクターのいずれかが、発現されるポリペプチドに対して
意図される使用に依存して選択されうる。例えば、大量に必要とされる場合（例えば、抗
体の誘導のために）、精製容易な融合タンパク質を多量に発現するベクターが使用されう
る。そのようなベクターとしては、多機能性Ｅ．ｃｏｌｉクローニングベクター及び発現
ベクター（例えば、ＢＬＵＥＳＣＲＩＰＴ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）（目的のポリペプチ
ドをコードする配列が、β－ガラクトシダーゼのアミノ末端Ｍｅｔ及びそれに引続く７残
基についての配列とインフレームでベクター内に連結されうり、その結果、ハイブリッド
タンパク質が産生される）；ｐＩＮベクター（Van Heeke, G. and S. M. Schuster (1989
) J. Biol. Chem. 264:5503-5509）などが挙げられるが、これらに限定されない。ｐＧＥ
Ｘベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．）もまた、グルタチオンＳトラ
ンスフェラーゼ（ＧＳＴ）との融合タンパク質として外来ポリペプチドを発現させるため
に使用されうる。一般的に、そのような融合タンパク質は、可溶性であり、そしてグルタ
チオン－アガロースビーズに吸着させ、次に遊離のグルタチオンの存在下において溶出さ
せることによって、溶解した細胞から容易に精製されうる。そのような系において作製さ
れたタンパク質は、ヘパリン、トロンビン、又は第ＸＡ因子プロテアーゼ切断部位を含む
ように設計されうり、その結果、クローニングされた目的のポリペプチドが、任意にＧＳ
Ｔ部分から放出されうる。
【０１０１】
　酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）において、構成的プロモー
ター又は誘導性プロモーター（例えば、α因子、アルコールオキシダーゼ及びＰＧＨ）を
含む多数のベクターが使用されうる。概説については、Ausubel et al.（前出）、及び、
Grant et al. (1987) Methods Enzymol. 153:516-544を参照のこと。
【０１０２】
　植物発現ベクターを使用する場合において、ポリペプチドをコードする配列の発現は、
多数のプロモーターのいずれかにより駆動されうる。例えば、ウイルスプロモーター（例
えば、ＣａＭＶの３５Ｓプロモーター及び１９Ｓプロモーター）は、単独でか、又はＴＭ
Ｖに由来するωリーダー配列と組み合わせて使用されうる（Takamatsu, N. (1987) EMBO 



(25) JP 2012-524799 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

J. 6:307-311）。あるいは、植物プロモーター（例えば、ＲＵＢＩＳＣＯの小サブユニッ
ト又は熱ショックプロモーター）を使用しうる（Coruzzi, G. et al. (1984) EMBO J. 3:
1671-1680; Broglie, R. et al. (1984) Science 224:838-843; and Winter, J. et al. 
(1991) Results Probl. Cell Differ. 17:85-105）。これらの構築物は、直接的ＤＮＡ形
質転換又は病原体媒介性トランスフェクションによって植物細胞内に導入されうる。その
ような技術は、多数の一般的に入手可能な概説に記載されている（例えば、 Hobbs, S. o
r Murry, L. E. in McGraw Hill Yearbook of Science and Technology (1992) McGraw H
ill, New York, N.Y.; pp. 191-196を参照のこと）。
【０１０３】
　昆虫系はまた、目的のポリペプチドを発現させるために使用されうる。例えば、そのよ
うな１つの系において、オートグラファカリフォルニア核発汗病ウイルス（Ａｕｔｏｇｒ
ａｐｈａ ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ ｎｕｃｌｅａｒ ｐｏｌｙｈｅｄｒｏｓｉｓ ｖｉｒｕ
ｓ）（ＡｃＮＰＶ）は、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ細胞又はＴｒｉｃ
ｈｏｐｌｕｓｉａ ｌａｒｖａｅにおいて外来遺伝子を発現させるベクターとして使用さ
れる。ポリペプチドをコードする配列は、ウイルスの非必須領域内（例えば、ポリへドリ
ン遺伝子）にクローニングされうり、ポリへドリンプロモーターの制御下に置かれうる。
ポリペプチドコード配列の首尾良い挿入は、ポリへドリン遺伝子を不活性化し、そしてコ
ートタンパク質を欠損している組換えウイルスを産生する。次いで、この組換えウイルス
を使用して、例えば、目的のポリペプチドが発現されうる、Ｓ．ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ細
胞又はＴｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ ｌａｒｖａｅに感染させうる（Engelhard, E. K. et a
l. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. 91: 3224-3227）。
【０１０４】
　哺乳動物宿主細胞において、多数のウイルスベースの発現系が一般的に利用可能である
。例えば、アデノウイルスが、発現ベクターとして使用される場合において、目的のポリ
ペプチドをコードする配列は、後期プロモーター及び３連からなるリーダー配列から構成
されるアデノウイルス転写／翻訳複合体内に連結されうる。ウイルスゲノムの非必須Ｅ１
又はＥ３領域における挿入を使用して、感染した宿主細胞においてポリペプチドを発現し
うる、生存可能ウイルスを入手しうる（Logan, J. and Shenk, T. (1984) Proc. Natl. A
cad. Sci. 81:3655-3659）。さらに、転写エンハンサー（例えば、ラウス肉腫ウイルス（
ＲＳＶ）エンハンサー）を使用して、哺乳動物宿主細胞における発現を増加させうる。
【０１０５】
　特定の開始シグナルはまた、目的のポリペプチドをコードする配列のより効率的な翻訳
を達成するために使用されうる。そのようなシグナルとしては、ＡＴＧ開始コドン及び隣
接配列が挙げられる。ポリペプチドをコードする配列、その開始コドン及び上流配列が適
切な発現ベクター内に挿入される場合において、さらなる転写制御シグナル又は翻訳制御
シグナルは必要とされなくともよい。しかし、コード配列のみ、又はその一部のみが挿入
される場合、ＡＴＧ開始コドンを含む外因性翻訳制御シグナルが提供されるべきである。
さらに、開始コドンは、インサート全体の翻訳を確実にするために正確なリーディングフ
レーム内にあるべきである。外因性翻訳エレメント及び開始コドンは、種々の起源（天然
及び合成の両方）に由来しうる。発現の効率は、使用される特定の細胞系に適切なエンハ
ンサー（例えば、Scharf, D. et al. (1994) Results Probl. Cell Differ. 20:125-162
に記載されるエンハンサー）の封入によって増大されうる。
【０１０６】
　さらに、宿主細胞株は、挿入された配列の発現を調節するか、又は所望の様式において
発現されたタンパク質をプロセシングするその能力に基づいて選択されうる。ポリペプチ
ドのそのような修飾としては、アセチル化、カルボキシル化、グリコシル化、リン酸化、
脂質化、及び、アシル化が挙げられるが、これらに限定されない。タンパク質の「プレプ
ロ」形態を切断する翻訳後プロセシングはまた、正確な挿入、折り畳み及び／又は機能を
促進させるために使用されうる。異なる宿主細胞（例えば、ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨｅＬａ、
ＭＤＣＫ、ＨＥＫ２９３及びＷＩ３８）（これらは、そのような翻訳後活性についての特
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定の細胞機構（ｍａｃｈｉｎｅｒｙ）及び特徴的機構（ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ）を有する
）は、正確な改変及び外来タンパク質のプロセシングを確実にするように選択されうる。
【０１０７】
　組み換えタンパク質を長期間かつ高収率産生させるために、安定な発現が一般的に好ま
しい。例えば、目的のポリヌクレオチドを安定に発現する細胞株が、ウイルス複製起点及
び／又は内因性発現エレメントならびに同じかもしくは別個のベクター上の選択マーカー
遺伝子を含みうる、発現ベクターを使用して形質転換されうる。そのベクターの導入後、
細胞は、それらが選択培地に切換えられる前に、富化（ｅｎｒｉｃｈｅｄ）培地において
１～２日間増殖されうる。選択マーカーの目的は、選択に対する耐性を与えることであり
、そしてその存在は、導入された配列を首尾良く発現する細胞の増殖及び回収を可能とす
る。安定に形質転換された細胞の耐性クローンは、その細胞型に適切な組織培養技術を使
用して増殖されうる。
【０１０８】
　任意の数の選択系を使用して、形質転換細胞株を回収しうる。これらの選択系としては
、それぞれ、ｔｋ－細胞又はａｐｒｔ－細胞において使用されうる、単純疱疹ウイルスチ
ミジンキナーゼ（Wigler, M. et al. (1977) Cell 11:223-32）及びアデニンホスホリボ
シルトランスフェラーゼ（Lowy, I. et al. (1990) Cell 22:817-23）遺伝子が挙げられ
るが、これらに限定されない。また、代謝拮抗剤耐性、抗生物質耐性又は除草剤耐性は、
選択のための基礎として使用されうる；例えば、ｄｈｆｒ（これは、メトトレキセートに
対する耐性を与える（Wigler, M. et al. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. 77:3567-70）
；ｎｐｔ（これは、アミノグリコシド、ネオマイシン及びＧ～４１８に対する耐性を与え
る（Colbere-Garapin, F. et al (1981) J. Mol. Biol. 150:1-14）；ならびにａｌｓ又
はｐａｔ（これらは、それぞれ、クロルスルフロン及びホスフィノスリシンアセチルトラ
ンスフェラーゼに対する耐性を与える（Murry、前出））。さらなる選択遺伝子が記載さ
れている。例えば、ｔｒｐＢ（これは、細胞がトリプトファンの代わりにインドールを利
用することを可能にする）又はｈｉｓＤ（これは、細胞がヒスチジンの代わりにヒスチノ
ールを利用することを可能にする）（Hartman, S. C. and R. C. Mulligan (1988) Proc.
 Natl. Acad. Sci. 85:8047-51）。可視マーカーも多用されており、アントシアニン、β
－グルクロニダーゼ及びその基質のＧＵＳ、並びにルシフェラーゼ及びその基質のルシフ
ェリンのようなマーカーが、形質転換体の同定や特定のベクター系に起因しうる一過性の
タンパク質発現又は安定なタンパク質発現量の定量に広範に使用されている（Rhodes, C.
 A. et al. (1995) Methods Mol. Biol. 55:121-131）。
【０１０９】
　マーカー遺伝子発現の有無は、目的の遺伝子もまた存在するということを示唆している
が、その存在及び発現は確認を必要としうる。例えば、ポリペプチドをコードする配列が
マーカー遺伝子配列内に挿入される場合、配列を含む組換え細胞は、マーカー遺伝子機能
の非存在により同定されうる。あるいは、マーカー遺伝子は、１つのプロモーターの制御
下でポリペプチドコード配列とタンデムに配置されうる。誘導又は選択に応じたマーカー
遺伝子の発現は、通常、そのタンデム遺伝子の発現も同様に示す。
【０１１０】
　あるいは、所望のポリヌクレオチド配列を含みかつこれを発現する宿主細胞は、当業者
に公知の種々の手順によって同定されうる。これらの手順としては、核酸又はタンパク質
の検出及び／又は定量のための、例えば、膜ベースの技術、溶液ベースの技術、又はチッ
プベースの技術を含む、ＤＮＡ－ＤＮＡハイブリダイゼーション若しくはＤＮＡ－ＲＮＡ
ハイブリダイゼーション及びタンパク質バイオアッセイ技術又はイムノアッセイ技術が挙
げられるが、これらに限定されない。
【０１１１】
　ポリヌクレオチドにコードされた産物に特異的なポリクローナル抗体若しくはモノクロ
ーナル抗体のいずれかを使用して、その産物の発現を検出及び測定するための種々のプロ
トコルは、当該分野において公知である。例としては、酵素結合免疫測定法（ＥＬＩＳＡ
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）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）及び蛍光活性化セルソーティング（ＦＡＣＳ）が挙
げられる。所定のポリペプチド上の２つの非干渉性エピトープに対して反応性であるモノ
クローナル抗体を利用する２つの部位の、モノクローナルベースのイムノアッセイが、あ
る用途では好まれうるが、競合的結合アッセイもまた、利用されうる。これらのアッセイ
及び他のアッセイは、特に、Hampton, R. et al. (1990; Serological Methods, a Labor
atory Manual, APS Press, St Paul. Minn.) and Maddox, D. E. et al. (1983; J. Exp.
 Med. 158:1211-1216)に記載される。
【０１１２】
　様々な標識技術及び結合体化技術が当業者に公知であり、そして種々の核酸アッセイ及
びアミノ酸アッセイにおいて使用されうる。ポリヌクレオチドに関連する配列を検出する
ための標識されたハイブリダイゼーションプローブ又はＰＣＲプローブを作製するための
手段としては、オリゴ標識、ニックトランスレーション、末端標識又は標識されたヌクレ
オチドを使用するＰＣＲ増幅が挙げられる。あるいは、ｍＲＮＡプローブの産生のために
、配列又はその任意の部分が、ベクター内にクローニングされうる。そのようなベクター
は、当該分野において公知であり、市販されており、そして適切なＲＮＡポリメラーゼ（
例えば、Ｔ７、Ｔ３、又はＳＰ６）及び標識されたヌクレオチドを添加することにより、
ＲＮＡプローブをインビトロで合成するために使用されうる。これらの手順は、種々の市
販キットを使用して実施されうる。使用されうる適切なレポーター分子又は標識としては
、放射性核種、酵素、蛍光剤、化学発光剤、又は色素形成剤ならびに基質、コファクター
（補因子）、インヒビター、磁気粒子などが挙げられる。
【０１１３】
　目的のポリヌクレオチド配列で形質転換された宿主細胞は、発現及び細胞培養からタン
パク質を回収するのに適した条件下で培養されうる。組換え細胞により産生されたタンパ
ク質は、使用された配列及び／又はベクターに応じて細胞内に分泌又は含まれうる。当業
者によって理解されるように、本発明のポリヌクレオチドを含む発現ベクターは、原核生
物細胞膜又は真核生物細胞膜を介して、コードされたポリペプチドの分泌を指示するシグ
ナル配列を含むように設計されうる。他の組換え構築物を使用して、目的のポリペプチド
をコードする配列を、可溶性タンパク質の精製を促進するポリペプチドドメインをコード
するヌクレオチド配列に結合させうる。そのような精製促進ドメインとしては、固定され
た金属上での精製を可能にする金属キレート化ペプチド（例えば、ヒスチジン－トリプト
ファンモジュール）、固定された免疫グロブリン上での精製を可能にするプロテインＡド
メイン、及びＦＬＡＧＳ伸長／アフィニティー精製システム（Ｉｍｍｕｎｅｘ Ｃｏｒｐ
．，Ｓｅａｔｔｌｅ，Ｗａｓｈ．）において利用されるドメインが挙げられるが、これら
に限定されない。精製ドメインとコードされるポリペプチドとの間に切断可能なリンカー
配列（例えば、第ＸＡ因子又はエンテロキナーゼに対して特異的な配列（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ．Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．））を含めることを使用して、精製を促進さ
せうる。そのような発現ベクターの１つは、目的のポリペプチド及びチオレドキシン又は
エンテロキナーゼ切断部位の前に６つのヒスチジン残基をコードする核酸を含む融合タン
パク質の発現を提供する。ヒスチジン残基は、Porath, J. et al. (1992, Prot. Exp. Pu
rif. 3:263-281)に記載されるように、ＩＭＩＡＣ（固定化金属イオンアフィニティーク
ロマトグラフィー）上での精製を促進し、一方エンテロキナーゼ切断部位は、融合タンパ
ク質から所望のポリペプチドを精製するための手段を提供する。融合タンパク質を含むベ
クターの考察は、Kroll, D. J. et al. (1993; DNA Cell Biol. 12:441-453)に述べられ
ている。
【０１１４】
　組換え産生方法に加えて、本発明のポリペプチド及びそのフラグメントは、固相技術（
Merrifield J. (1963) J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2154）を使用する、直接的ペプチド
合成によって産生されうる。タンパク質合成は、手動技術を使用してか、又は自動化によ
って実施されうる。自動化合成は、例えば、Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ４３
１Ａペプチド合成装置（Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ）を使用して、達成されうる。あるい
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は、種々のフラグメントを別々に化学的に合成し、化学的に連結して全長分子が生成され
うる。
【０１１５】
　寛容性
　免疫寛容は、抗原、通常は疾患発生に関与する抗原に対する免疫の無反応性として定義
される。免疫寛容は様々な投与経路で抗原を投与することにより誘導されうるが、経口免
疫寛容とは、実験的自己免疫性脳脊髄炎モデル（多発性硬化症の齧歯類モデル）、重症筋
無力症モデル、ブドウ膜炎モデル、インスリン依存性糖尿病モデル、コラーゲン誘発関節
炎モデルなどのいくつかの動物モデルにおいて疾患活動性を抑制した、抗原の経口投与を
いう（Faria and Weiner 1999）。初期のヒト臨床トライアル結果は、経口免疫寛容が自
己免疫性ブドウ膜炎、糖尿病、ニッケルアレルギーや、場合により多発性硬化症に有効で
あることが示唆されている（Faria and Weiner 1999; Duda et al. 2000）。臓器移植に
おける経口免疫寛容誘導を報告している研究がいくつかある（Sayegh et al. 1996; Hanc
ock et al. 1993; Ishido et al. 1999; Sayegh et al. 1992a; Sayegh et al. 1992b）
。各報告では、移植前にドナーＭＨＣ由来のペプチド又は同種異系細胞を与えることによ
り免疫寛容が誘導されている（Sayegh et al. 1996; Hancock et al. 1993; Ishido et a
l. 1999; Sayegh et al. 1992a; Sayegh et al. 1992b）。これらの技術は心臓及び角膜
の同種移植片の拒絶の防止有効である（Sayegh et al. 1996; Hancock et al. 1993; Ish
ido et al. 1999; Sayegh et al. 1992a; Sayegh et al. 1992b; Faria and Weiner 1999
）。疾患活動性の低減に加え、上記研究における経口免疫寛容により誘導された免疫抑制
はまた、標的抗原に対する遅延型過敏（ＤＴＨ）のダウンレギュレーションのみならず、
細胞性免疫及び液性免疫の低減によって定量化されている（Faria and Weiner 1999; May
er 2000; Garside and Mowat 1997）。
【０１１６】
　経口（及び他の投与による）免疫寛容が抗原特異的免疫反応をダウンレギュレーション
するメカニズムは、１）抗原特異的細胞の能動抑制、２）抗原特異的細胞のクローンアネ
ルギー、及び、３）抗原特異的細胞のクローン除去の三種類がある（Faria and Weiner 1
999, Miller et al. 1991; Chen et al. 1994; Chen et al. 1995）。これら３種類のメ
カニズムは経口免疫寛容に反応して同時に作動しうるが、能動抑制及びクローンアネルギ
ーが経口免疫寛容に誘導される免疫抑制の主要なメカニズムである（Faria and Weiner 1
999）。
【０１１７】
　能動抑制は、１のリンパ球サブセットの他のリンパ球サブセットによる抗原特異的な制
御を説明する。抗原及び病状に応じて、サプレッサー細胞は、脾臓や末梢リンパ節などの
末梢リンパ系組織から疾患活動部位に移動するＣＤ４＋及び／又はＣＤ８＋Ｔ細胞であり
うる。これら細胞をナイーブレシピエントへ養子免疫伝達することにより、卵白アルブミ
ン誘発性気道過敏及び多発性硬化症の齧歯類モデルにおける当該細胞の能動抑制への役割
が確認された。インビトロでの能動抑制の証拠は、動物の寛容化リンパ球が、トランスウ
ェル培養系を介した他の抗原特異的Ｔ細胞の増殖を抑制することができることを示すデー
タにより実証されている（Faria and Weiner 1999; Miller et al. 1991）。
【０１１８】
　クローンアネルギーとは、抗原暴露後の増殖の低減に特徴付けられる抗原特異的Ｔ細胞
の無反応性をいい、幾つかの動物モデルにおける経口免疫寛容に関与している。クローン
アネルギーは、ＣＤ４＋又はＣＤ８＋Ｔ細胞自身、他のＴ細胞又は周辺環境の細胞による
可溶性抑制因子の産生、又は、適切な共刺激分子の発現の減少によって起こりうる（Fari
a and Weiner 1999）。クローン除去は、抗原特異的Ｔ細胞の除去をいうが、抗原に対す
る経口免疫寛容のメカニズムとしてはほとんど報告されていない（Chen et al. 1995）。
【０１１９】
　経口免疫寛容中に免疫反応を抑制する可溶性メディエータは、主に調節性Ｔ細胞又はサ
プレッサーＴ細胞に由来する（Faria and Weiner 1999）。Ｔ細胞は、産生するサイトカ
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インの種類により、インターロイキン－２（ＩＬ－２）及びγインターフェロン（γＩＦ
Ｎ）を産生するＴｈ１；ＩＬ－４及びＩＬ－１０を賛成するＴｈ２；多量の形質転換成長
因子β（ＴＧＦ－β）を単独か、或いは、微量のＩＬ－４、ＩＬ－１０又はγＩＦＮと共
に産生するＴｈ３；多量のＩＬ－１０を少量のＴＧＦ－βと共に産生するＴｒ１細胞（Fa
ria and Weiner et al. 1999; Mayer 2000; Garside and Mowat 1997; Groux et al. 199
7）；及び、ＩＬ－１７を産生するＴｈ１７細胞（Immunol Rev. 2008, 226:87-102; Natu
re. 2006 May 11;441(7090):235-8などを参照）の５種類が存在する。
【０１２０】
　Ｔｈ３、Ｔｈ２、及びＴｒ１細胞は経口免疫寛容により誘導される能動抑制の主要なメ
ディエータであることが示されているため、ＴＧＦ－β、ＩＬ－４、及び、ＩＬ－１０が
本プロセスの重要なサイトカインであると考えられている（Teng et al. 1998; Shi et a
l. 1999b）。これらサイトカインの非存在下で経口免疫寛容誘導が起こることを示したBe
rone et alなどのレポートは、他のメディエータ又は細胞が免疫反応を抑制しうることを
示唆している（Barone et al. 1998; Shi et al. 1999a）。
【０１２１】
　経口免疫寛容の研究は免疫反応を抑制するＴ細胞由来サイトカインに焦点を当ててきた
が、Ｔ細胞が産生しない一酸化窒素が同種免疫反応の強力なサプレッサーであることが知
られている（Garside and Mowat 1997）。拒絶反応に関与するアポトーシス(Meyer et al
. 1998; Kallio et al. 1997; Shiraishi et al. 1997; Shiraishi et al. 1995; Medot-
Pirenne et al. 1999)を、一酸化窒素がモジュレートすることを示すこれらのデータなど
は、一酸化窒素が経口免疫寛容のメディエータであり拒絶反応を防止しうることを示唆し
ている。ＴＧＦ－βは、一酸化窒素合成の強力な誘発因子であり、経口免疫寛容における
能動抑制の重要なメディエータである（Faria and Weiner 1999; Meyer et al. 1998; Vo
dovotz et al. 1998; Vodovitz et al. 1999）。したがって、免疫寛容した宿主において
ＴＧＦ－βにより誘導された免疫抑制は、部分的に一酸化窒素によりメディエートされて
いる可能性がある。しかしながら、免疫寛容に応じた一酸化窒素の産生は知られていない
。
【０１２２】
　ＡＰＣにより誘導される抗原特異的Ｔ細胞の活性化は、Ｔ細胞とＡＰＣとの間の双方向
の相互作用を必要とする。まず、ＡＰＣは、Ｔ細胞表面におけるＣＤ４０リガンド（ＣＤ
４０Ｌ）の発現のアップレギュレーションを刺激するＴ細胞受容体に結合するＭＨＣ分子
を提示する。そして、ＣＤ４０Ｌは、ＡＰＣ表面の受容体ＣＤ４０に結合する。ＣＤ４０
を介したシグナル伝達はＡＰＣ表面においてＣＤ８０及びＣＤ８６の発現を誘導し、これ
らがＴ細胞表面の受容体ＣＤ２８に結合すると、共刺激及びそれに続くＴ細胞活性化が起
こる（Liu et al. 1999; Li et al. 1999; Lederman and Siciu-Foca 1999）。経口免疫
寛容の誘導に関する研究はＴ細胞機能に焦点を当ててきたが、近年のTaams et al(1998)
による研究では、免疫寛容の誘導によりＡＰＣの機能が損なわれうることを報告しており
、他の調査者も同様なデータを報告している（Wu et al. 1998; Finkelman et al. 1996;
 Viney et al. 1998）。例えば、経口免疫寛容をしたマウスのリンパ節及び脾臓のＡＰＣ
においてＣＤ８０の発現が減少することを示したWu. et al (1998)は、免疫寛容レシピエ
ントにおいてＴ細胞の活性化が低下する一因が機能不全なＡＰＣでありうることを示唆し
ている。さらに、サプレッサーＴ細胞がＡＰＣにおけるＣＤ８６の発現を阻害することを
示すインビトロでの研究は、免疫寛容がＡＰＣの機能を損なう他のメカニズムを明らかに
している（Liu et al. 1999; Li et al. 1999; Lederman and Siciu-Foca 1999）。
【０１２３】
　ｃｏｌ（Ｖ）の投与はそれ自身に対する増殖反応を抑制するだけでなく、アロ抗原に対
する増殖反応も抑制し、レシピエント肺の急性拒絶反応の発症を抑制する（米国特許第７
，３４８，００５号、国際公開第２００７／１２０９４７号などを参照）。したがって、
ｃｏｌ（Ｖ）はドナーのアロ抗原及びそれ自身に対するクローンアネルギーを誘導しうる
か；ドナー抗原及びｃｏｌＶに対する増殖反応の欠如はアロ抗原特異的肺リンパ球のクロ
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ーン除去によるものでありうるか；さらにあるいは、サプレッサー細胞活性によるもので
ありうる。
【０１２４】
　理論に拘束されず、ｃｏｌＶによる免疫寛容誘導は連鎖抑制（linked suppression）に
より誘導されうる（Hum Immunol. 2008 Nov;69(11):715-20などを参照）。また、特異な
活性化シグナルを生じる、リンパ球表面のコラーゲン受容体へのｃｏｌＶの特異な結合が
関与しうると考えられる（Cell Signal. 2006 Aug;18(8):1108-16を参照）。例えば、タ
イプＶコラーゲンのみがＴ細胞においてＩＬ－７シグナル伝達を誘導した。
【０１２５】
　抗原の経口投与は末梢Ｔ細胞免疫寛容の有効な誘導方法である。経口免疫寛容と言われ
ることが多いこの現象は、脳脊髄炎、ブドウ膜炎、糖尿病、重症筋無力症、及び、喘息な
どの様々な動物自己免疫疾患モデルにおいてよく研究されている。免疫寛容の誘導メカニ
ズムは完全に理解されていない。クローンアネルギー、クローン除去、ＩＬ－４、ＩＬ－
１０による制御、ＴＧＦ－β介在型の能動抑制などの全ての既存の免疫寛容誘導メカニズ
ムが経口免疫寛容に関与していると考えられる（Faria and Weiner, 1999）。一般的に、
高用量の抗原投与がアネルギー又はクローン除去を誘発すると報告されている（Chen et 
al., 1995; Whitacre et al., 1991）が、低用量の抗原投与ではサイトカイン制御及び能
動抑制を誘導する（Faria and Weiner, 1999; Chen et al., 1994）。心臓移植の動物モ
デルでは、同種異系の脾臓細胞の経口投与は、Ｔｈ１活性化をバイパスし、かつ、ＩＬ－
４などのＴｈ－２由来の阻害性サイトカインの誘導を選択的に刺激することにより、免疫
寛容の誘導に効果的であることが示されている（Hancock et al., 1993; Ishido et al.,
 1999）。
【０１２６】
　よって、経口免疫寛容は、対象に抗原を経口投与（即ち、飲食させる）することにより
当該対象の免疫反応をダウンレギュレーションする方法である。経口免疫寛容は、全身の
抗体産生の低減だけでなく、遅延型過敏（ＤＴＨ）、Ｔ細胞増殖、細胞障害反応、及び、
移植片拒絶の低減により特徴付けられる（Alpan et al. 2001. J. Immunol. 166:4843-52
; Chen et al. 1995. Nature 376:177-80; Weiner. 1997. Imm. Today. 7:335-44; Sayeg
h et al. 1992. Transplantation. 53:163-6）。
【０１２７】
　本明細書では、他の投与経路、特に筋肉内注射、皮下注射、皮内注射、及び、静脈内投
与注射も意図される。少用量で免疫寛容を誘導し、高用量で免疫反応を誘導する皮内注射
が本明細書で意図される。
【０１２８】
　免疫寛容の研究は、主に、免疫寛容抗原のＴ細胞機能に対する影響、及び、免疫活性抑
制におけるＴ細胞の役割に注目してきた（Faria and Weiner 1999; Mayer 2000; Garside
 and Mowat 1997）。しかしながら、全ての抗原に対する免疫反応はＡＰＣとＴ細胞との
相互作用を必要とし、また、Ｔ細胞はＡＰＣの機能を損ないうる（Liu et al. 1999; Li 
et al. 1999; Lederman and Siciu-Foca 1999）。よって、免疫寛容した宿主からのＡＰ
Ｃの抗原提示のダウンレギュレーションは、サプレッサーＴ細胞との相互作用の結果とし
て間接的に、又は場合によりＡＰＣ表面の寛容抗原の直接的効果により、免疫寛容の誘導
に寄与しうる。
【０１２９】
　よって、本発明のある態様において、本発明はＣＯＰＤ患者及び喘息患者においてｃｏ
ｌＶに対する自己免疫寛容を回復又は強化する方法を提供する。本発明の一実施形態は、
コラーゲン（ｃｏｌＶ、その抗原性部分及び改変体などが挙げられるが、必ずしもこれら
に限定されない）に対する免疫寛容が向上するよう設計した投薬計画で、ｃｏｌＶを患者
に経口療法（Yasufuku et al, 2001; Yasufuku, et al, 2002）、肺の間質内（interstit
ially）投与又は他の減感作療法によって投与する、ＣＯＰＤ又は喘息の治療方法である
。
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【０１３０】
　「免疫寛容フラグメント」とは、自身をフラグメントとして含む完全長タンパク質に対
して免疫寛容を誘導することが可能なフラグメント（完全長タイプＶコラーゲン及びその
免疫寛容フラグメントなど）を意味する。所定の実施形態において、免疫寛容フラグメン
トは、完全長タイプＶコラーゲンタンパク質と少なくとも同程度に完全長タイプＶコラー
ゲンに対する免疫寛容を誘導することが可能であり、所定の実施形態においては、完全長
コラーゲンタンパク質よりも高い免疫寛容誘導効率を示しうる。しかしながら、所定の実
施形態において、免疫寛容フラグメントは完全長タイプＶコラーゲンに対する免疫寛容を
誘導するが、完全長タイプＶコラーゲンタンパク質ほど効率よく免疫寛容を誘導しないこ
ともある。このような免疫寛容フラグメントは、特に、完全長タンパク質と比較して調製
又は精製が容易であるなど、他の有利な性質を有する場合は、依然として本発明において
有用でありうる。当業者に理解されるように、様々な公知のアッセイを使用して免疫寛容
の誘導を評価することが可能であり、これには、遅延型過敏（ＤＴＨ）反応の測定、ＥＬ
ＩＳＡなどによるサイトカイン産生の測定、Ｔ細胞増殖又は細胞毒性アッセイ、Ｂ細胞増
殖アッセイ、抗体産生などが含まれる。このようなアッセイは公知であり、例えば、Curr
ent Protocols in Immunology, John E. Coligan, Ada M. Kruisbeek, David H. Marguli
es, Ethan M. Shevach, Warren Strober編(2001 John Wiley & Sons, NY, NY)；Ausubel 
et al. (2001 Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. Inc. & 
John Wiley & Sons, Inc., NY, NY)；米国特許第７，３４８，００５号；などに記載され
ている。 
【０１３１】
　したがって、免疫寛容フラグメントは、特定のＢ細胞及び／又はＴ細胞に対してそれら
の表面受容体（Ｂ細胞抗体受容体又はＴ細胞受容体など）を介してそれ自身が免疫寛容な
（即ち、免疫寛容を誘導する）、タイプＶコラーゲン又はその１以上の任意のα鎖などの
免疫寛容ペプチドのフラグメントである。免疫寛容フラグメントは、通常、Paul, Fundam
ental Immunology, 3rd ed., (Raven Press, 1993)及び本文献で引用されている参考文献
にまとめられた技術などの周知の技術により同定されうる。このような技術には、Ｔ細胞
及び／又はＢ細胞の反応性を低減するペプチドのスクリーニングが含まれる。本明細書に
おいて、抗血清及び抗体は、抗原に対して特異的に結合する場合（即ち、ＥＬＩＳＡや他
のイムノアッセイにおいて当該タンパク質と特異的に反応し、無関係なタンパク質と検出
可能に反応しない場合）、「抗原特異的」である。このような抗血清及び抗体は、本明細
書に記載したように調製されうり、また、周知の技術により調製されうる。
【０１３２】
　一実施形態において、本発明のポリペプチドの免疫寛容フラグメントは、完全長ポリペ
プチドの免疫寛容誘導活性よりも実質的に低くないレベルでＢ細胞及び／又はＴ細胞の免
疫寛容を誘導する（例えば、ＥＬＩＳＡで測定されうる抗体産生などの適切なアッセイ及
び／又はＴ細胞反応性アッセイ（Ｔ細胞増殖又はサイトカイン産生アッセイ）による測定
）部分である。免疫寛容誘導性部分の免疫寛容誘導活性レベルは完全長ポリペプチドの免
疫寛容誘導活性の少なくとも約５０％、約５５％、約６０％、約６５％、約７０％、約７
５％、約８０％、約８５％であることが好ましく、或いは、約９０％、約９１％、約９２
％、約９３％、約９４％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％又は約９９％よりも
大きいことが好ましい。また、対応する完全長ポリペプチドよりも免疫寛容誘導活性レベ
ルが大きい免疫寛容フラグメント（例えば、約１００％超、約１１０％超、約１２０％超
、約１３０％超、約１４０％超、約１５０％超又はそれ以上の免疫寛容誘導活性レベル）
が同定されることがある。
【０１３３】
　所定の実施形態において、免疫寛容誘導性部分は、Ｔｈ応答を誘導しうるペプチドモチ
ーフを検索するＴｓｉｔｅｓプログラム（Rothbard and Taylor, EMBO J. 7:93-100, 198
8; Deavin et al., Mol. Immunol. 33:145-155, 1996を参照）などのコンピュータ分析を
使用して同定されうる。マウス及びヒトのクラスＩＭＨＣ又はクラスＩＩＭＨＣへの結合
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に適切なモチーフを有するＣＴＬペプチドは、ＢＩＭＡＳ（Parker et al., J. Immunol.
 152:163, 1994）及び他のＨＬＡペプチド結合予測分析法に従って同定されうる。あるい
は、特定のＭＨＣ分子に結合する部分は、Rammensee et al., Immunogenetics 41:178-22
8, 1995に記載されるような規定のペプチド結合モチーフを使用して同定することが可能
である。マウス及びヒトのクラスＩＭＨＣ分子又はクラスＩＩＭＨＣ分子に結合するペプ
チドの確認には公知のペプチド結合アッセイが使用されうる。免疫原性又は免疫寛容原性
を確認するために、ＨＬＡ　Ａ２若しくは他のトランスジェニックマウスモデル及び／又
は樹状細胞、線維芽細胞若しくは末梢血細胞を使用するインビトロ刺激アッセイを使用し
て、ペプチドを試験してもよい。
【０１３４】
　なお、所定の実施形態において、本発明の免疫寛容フラグメントは免疫原性フラグメン
トでもある。この点に関して、当業者に認識されるように、ｃｏｌＶのようなタンパク質
の免疫優勢エピトープなどの高免疫原性フラグメントは、正確に投与（例えば、通常低用
量での長期間の投与）された場合、免疫寛容誘発性でありうる。したがって、本発明は、
免疫寛容誘導に使用されうるｃｏｌＶの免疫原性フラグメントの同定及び使用についても
意図している。この点に関して、免疫原性部分の免疫原性活性レベルは完全長ポリペプチ
ドの免疫原性活性の少なくとも約５０％、約５５％、約６０％、約６５％、約７０％、約
７５％、約８０％、約８５％であるか、或いは、約９０％、約９１％、約９２％、約９３
％、約９４％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％又は約９９％よりも大きい。ま
た、対応する完全長ポリペプチドよりも免疫原性活性レベルが大きい免疫原性フラグメン
ト（例えば、約１００％超、約１１０％超、約１２０％超、約１３０％超、約１４０％超
、約１５０％超又はそれ以上の免疫原性活性レベル）が同定されることがある。
【０１３５】
　Ｔｈ応答を誘導しうるペプチドモチーフを検索するＴｓｉｔｅｓプログラム（Rothbard
 and Taylor, EMBO J. 7:93-100, 1988; Deavin et al., Mol. Immunol. 33:145-155, 19
96を参照）など、免疫寛容誘導性フラグメントの同定に使用したものと同じ分析法が免疫
原性フラグメントの同定に使用されうる。マウス及びヒトのクラスＩＭＨＣ又はクラスＩ
ＩＭＨＣへの結合に適切なモチーフを有するＣＴＬペプチドは、ＢＩＭＡＳ（Parker et 
al., J. Immunol. 152:163, 1994）及び他のＨＬＡペプチド結合予測分析法に従って同定
されうる。あるいは、特定のＭＨＣ分子に結合する部分は、Rammensee et al., Immunoge
netics 41:178-228, 1995に記載されるような規定のペプチド結合モチーフを使用して同
定することが可能である。マウス及びヒトのクラスＩＭＨＣ分子又はクラスＩＩＭＨＣ分
子に結合するペプチドの確認には公知のペプチド結合アッセイが使用されうる。免疫原性
又は免疫寛容原性を確認するために、ＨＬＡ　Ａ２若しくは他のトランスジェニックマウ
スモデル及び／又は樹状細胞、線維芽細胞若しくは末梢血細胞を使用するインビトロ刺激
アッセイを使用して、ペプチドを試験してもよい。
【０１３６】
　本発明の方法では、intactなタイプＶコラーゲン、又は、その構成要素である免疫寛容
誘導性活性又は免疫原性活性を示す１以上の任意のα鎖を使用することが意図される。よ
って、タイプＶコラーゲンの免疫寛容誘導性又は免疫原性フラグメントとは、intactなタ
イプＶコラーゲンのフラグメント、又は、構成要素である１つの任意のα鎖の免疫寛容誘
導性又は免疫原性フラグメントを指しうる。所定の実施形態において、本明細書で使用さ
れるｃｏｌＶは３本のα鎖から構成されるコラーゲン分子を有しうる。更なる実施形態に
おいて、ｃｏｌＶは、配列番号１、３又は５に記載のポリヌクレオチドにコードされる配
列番号２、４又は６に記載のものなど、１以上の任意のα鎖又はその免疫寛容誘導性又は
免疫原性フラグメントを有しうる。
【０１３７】
　所定の実施形態において、２以上の免疫寛容誘導性又は免疫原性フラグメントが、別個
投与により、組成物に混合して、又は、融合タンパク質として、同時に使用されうる。こ
の点に関して、任意の数の免疫寛容誘導性又は免疫原性フラグメントがｃｏｌＶに対する
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免疫寛容誘導に使用されうり、例えば、組成物中に別個のフラグメントとして、又は、リ
ンカーを介した又は介さない融合タンパク質として、２個、３個、４個、５個、６個、７
個、８個、９個、１０個又はそれ以上の免疫寛容誘導性又は免疫原性フラグメントが使用
されうる。所定の実施形態において、１１個、１２個、１３個、１４個、１５個、１６個
、１７個、１８個、１９個、２０個、２１個、２２個、２３個、２４個、２５個、２６個
、２７個、２８個、２９個、３０個又はそれ以上のフラグメントが本発明の方法に使用さ
れうる。
【０１３８】
　ある実施形態に係るコラーゲンに結合した抗体の検出は、ＥＬＩＳＡなどの多数のイム
ノアッセイのいずれかにより達成されうる。標準的なテキストブックを参照すればわかる
ように、広範なイムノアッセイ技術が利用可能であり、これらには非競合型のシングルサ
イトアッセイ、及び、ツーサイトまたは「サンドイッチ」アッセイ、並びに、従来の競合
型アッセイが含まれるが、これらに限定されない。
【０１３９】
　サンドイッチアッセイは最も有効かつ頻繁に使用される抗体ベースアッセイ法であり、
本発明の様々な実施形態の実施に使用されうる。サンドイッチアッセイのバリエーション
は多数の存在し、その全てが本発明の様々な実施形態に包含される。簡単に説明すると、
サンプル内の抗体を検出するための典型的なアッセイでは、未標識の抗原を固相基板上に
固定し、固定された抗原分子に試験サンプルを接触させる。適切な時間（すなわち、抗原
－抗体複合体が形成するのに十分な時間）インキュベートした後、検出可能なシグナルを
生成可能なレポーター分子で標識した抗ヒトＩｇＧ抗体などの二次抗体を添加し、抗原－
抗体－標識抗体の複合体が形成されるのに十分な時間インキュベートする。未反応物質を
全て洗浄除去した後、レポーター分子から生じたシグナルを観察することにより、サンプ
ル内の検出対象の抗体の存在を検出する。結果は、単に可視シグナルを観察するなど定性
的であっても、対象サンプルから生じたシグナルと既知量の検出対象抗体を含むコントロ
ールサンプルとを比較して定量してもよい。本アッセイのバリエーションには、固定され
た抗原にサンプル及び標識抗体を同時に添加する同時アッセイが含まれる。これらの技術
は、当業者に自明であるマイナーなバリエーションを含めて、周知である。この典型的な
サンドイッチアッセイにおいて、抗原は、例えば、固相表面に共有結合又は受動吸着のい
ずれかにより固定される。ある実施形態において、固相表面は典型的にはガラス又はポリ
マーであり、最も一般的に使用さ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、又は、ポリプロピレンである。固相支持体はチュ
ーブ、ビーズ、ディスク、マイクロプレート、又は、イムノアッセイに適した他の任意の
表面でありうる。様々な結合プロセスが周知であり、通常は、所定の表面への抗原の架橋
、共有結合又は物理吸着からなる。次いで、試験サンプルを添加するために固定した抗原
を洗浄する。次いで、試験サンプルの一部を固定された抗原と接触させ、十分な時間（例
えば２～４０分）好適な条件（例えば２５℃）でインキュベートして、全ての抗原をサン
プル内のコラーゲンと結合させる。実際の接触時間、バッファー条件、温度などは容易に
調節できるパラメータであり、通常、所定の試験に応じて容易に設定可能である。インキ
ュベート後、抗体が結合した固定抗原を洗浄・乾燥し、抗ヒトＩｇＧ抗体など、結合され
た抗体に特異的な二次抗体と共にインキュベートする。二次抗体は、二次抗体の抗体－固
定抗原複合体への結合を示すために使用されるレポーター分子と連結されている。
【０１４０】
　ｃｏｌＶに結合した抗体の測定方法の１つが国際公開第２００７／１２０９４７号に記
載されている。具体的には、本ビーズアッセイは、タイプＶコラーゲンに対して自己免疫
反応を示す患者の血清及び／又は肺洗浄液に存在しうるタイプＶコラーゲンに対する抗体
を検出する。本アッセイのために、タイプＶコラーゲン被覆ビーズが他の必要な試薬と共
に提供される。簡単に述べると、典型的なアッセイは以下のとおりである。１）ストレプ
トアビジン被覆ビーズ（例えば、Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅ社（Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ，Ｐ
Ａ）製のもの）を滅菌ＰＢＳ洗浄する。ヒトタイプＶコラーゲンを含む適当な容量のＰＢ
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Ｓにビーズを縣濁する。２）ビオチン化ウサギ抗ヒトタイプＶコラーゲン抗体（Ａｂｃａ
ｍ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）を使用して、前記１）の手順に従ってポジティブコント
ロールを作製する。３）各アッセイについて、コンジュゲート・ビーズをＰＢＳで洗浄、
ＰＢＳ＋肺洗浄液血清の溶液内でインキュベートする。１０％ＦＣＳを含むＰＢＳでビー
ズを洗浄する。４）ビーズを滅菌ＰＢＳ＋１０％ＦＢＳ溶液に縣濁し、二次抗体と共に室
温でインキュベートする。通常、Ｒ－ＰＥを結合した抗ヒトＩｇＧ抗体（Ｓｉｇｍａ，Ｓ
ａｉｎｔ　Ｌｏｕｉｓ）を使用するが、当業者に理解されるように他の好適な抗体も利用
可能である。この点に関して、所定の実施形態において、罹患期間中におけるクラススイ
ッチを検出するためにＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４に特異的な抗体が使用
されうる。１０％ＦＣＳを含むＰＢＳでビーズを洗浄し、ＰＢＳ／ＦＣＳ溶液に縣濁し、
フローサイトメータで解析する。ポジティブコントロールについて、既知の量の抗ｃｏｌ
Ｖ抗血清又は抗体をビーズアッセイに追加してもよい。
【０１４１】
　ＣＯＰＤ患者及び喘息患者に見出されるｃｏｌＶに対する抗体は通常ＩｇＧであるが、
ＩｇＭなど他のクラスの抗体も存在しうる。さらに、本発明の所定の実施形態において、
患者の血清及び／又は肺洗浄液に存在しうるタイプＶコラーゲンに対するＩｇＧ抗体のサ
ブタイプは罹患期間中に変化する。この点に関して、ＩｇＧサブタイプのクラススイッチ
は罹患期間中に起こりうり、ある種のサブタイプは病状の悪化を示しうる。したがって、
１以上の任意のＩｇＧサブタイプ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４，又はその
組み合わせ）が罹患期間中に存在しうる。本発明は、本明細書に記載したビーズアッセイ
を使用して、タイプＶコラーゲン特異的なＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３又はＩｇＧ４サ
ブタイプ抗体を検出する方法提供する。当業者に認識されるように、ＩｇＧサブタイプ特
異的な抗体は市販されており、本発明の方法に使用されうる。所定の実施形態において、
ＩｇＧ１の増加は病状の悪化を示す。他の実施形態において、ＩｇＧ２サブタイプへのク
ラススイッチは病状の悪化を示す。更なる実施形態において、ＩｇＧ３サブタイプへのク
ラススイッチは病状の悪化を示す。更なる追加的な実施形態において、ＩｇＧ４サブタイ
プへのクラススイッチは病状の悪化を示す。
【０１４２】
　組成物、医薬組成物及び使用方法
　本発明の免疫寛容誘導性化合物若しくは組成物又はその薬学的に許容可能な塩の純粋な
形態での、又は適切な医薬組成物としての投与は、許容されている投与形態のいずれか又
は同様の効用をもたらす薬剤により実施することが可能である。本明細書の他の箇所で述
べたように、本発明で意図される投与経路は経口投与であるが、様々な他の投与経路のい
ずれか、特に静脈内投与、筋肉内投与、皮内投与、皮下投与なども使用可能である。本発
明の医薬組成物は、本発明の化合物を薬学的に許容可能なキャリア、希釈剤又は賦形剤と
組み合わせることで調製可能であり、また、タブレット、カプセル、パウダー、顆粒軟膏
、溶液、座薬、注射液、吸入剤、ゲル、ミクロスフィア、及び、エアロゾルなどの固体、
半固体、液体又は気体に製剤化されうる。さらに、他の薬学的に有効な成分（他の免疫抑
制剤を含む）及び／又は塩、緩衝液及び安定化剤などの賦形剤を組成物に含有させてもよ
いが、必ずしも必要はない。
【０１４３】
　投与は、経口投与、非経口投与、鼻腔内投与、静脈内投与、皮内投与、皮下投与又は局
所投与などの様々な異なる経路で達成されうる。好ましい投与形態は治療又は予防する病
状の性質に依存する。投与後に、抗ｃｏｌＶ免疫反応又はそのような反応の臨床的兆候の
発現を低減、阻害、予防又は遅延させる用量が効果的であると考えられる。
【０１４４】
　所定の実施形態において、投与量は本明細書の他の箇所で述べたように免疫活性（Ｔ細
胞反応、Ｂ細胞反応、抗ｃｏｌＶ抗体の量など）を低減させるのに十分な量である。正確
な用量及び治療期間は治療対象の病状に関する関数であり、公知の試験プロトコルを使用
して経験的に決定したり、または、公知のモデル系で組成物を試験し、そこから外挿する
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ことで決定されうる。対照臨床試験を実施してもよい。用量はまた、改善対象の病状の重
症度により変化する。医薬組成物は通常、好ましくない副作用を最小限に抑えつつ、治療
上有効な効果が発揮されるように製剤化され、かつ、投与される。組成物は一回で投与し
ても、感覚を空けて少量を複数回に分けて投与してもよい。任意の特定の対象者に対して
、個人のニーズに応じて長期間にわたって特定の投与計画を調節してもよい。
【０１４５】
　本発明の組成物は、単独で又は免疫抑制療法、放射線療法、化学療法、臓器移植、経口
コラーゲン療法、免疫療法、ホルモン療法、光線力学的療法などの他の公知の治療法と組
み合わせて投与されうる。
【０１４６】
　よって、これら及び関連した医薬組成物の典型的な投与経路は、経口、局所、経皮、吸
入、肺内注入、非経口、舌下、口腔、直腸、経膣、及び、鼻腔内が挙げられるが、これら
に限定されない。本明細書において「非経口」とは、皮下投与、静脈内投与、筋肉内投与
、胸骨内投与、又は、注入法が含まれる。本発明の組成物は、当該組成物を患者に投与し
た際に含まれる有効成分が生体利用可能となるように製剤化される。被験者又は患者に投
与される組成物は１以上の投与単位とされ、例えば、タブレットは単一の投与単位であり
うり、エアロゾル状の本発明に化合物を含む容器は複数回の投与単位を保持しうる。この
ような剤形の調製方法は公知であるか、当業者に自明である（例えば、Remington: The S
cience and Practice of Pharmacy, 20th Edition (Philadelphia College of Pharmacy 
and Science, 2000を参照)）。投与される組成物は、いずれにせよ、本発明の教示に従っ
て対象の病気又は病状を治療するために、治療有効量の本発明の化合物又はその薬学的に
許容可能な塩を含む。
【０１４７】
　本発明の組成物は固体又は液体でありうる。一態様において担体は粒状であるため、本
組成物は例えばタブレット状又はパウダー状である。本組成物が、例えば、経口用オイル
、注射液又は吸入投与において有用なエアロゾルであるならば、担体は液体でありうる。
【０１４８】
　所定の実施形態において、本治療化合物は圧縮エアロゾル又は噴霧製剤として吸入によ
り患者の肺内へ直接投与される。このような製剤は、肺内投与及び／又経鼻吸入投与に有
用である、公知の様々な任意のエアロゾル噴射剤のいずれかを含みうる。また、様々な共
溶媒、界面活性剤、安定化剤（酸化防止剤、キレート剤、不活性ガス、及び、バッファー
など）のいずれかを含むかまたは含まない水が含まれうる。多人数用バイアル容器から投
与される組成物の場合、抗菌剤が通常添加される。このような組成物はまた、通常フィル
ター滅菌され、また、安定性を高めかつ溶解性を改善するために凍結乾燥されうる。
【０１４９】
　経口投与を意図する場合、本医薬組成物は固体又は液体のいずれかの形態であることが
好ましく、半固体、半液体、サスペンション、及び、ゲルの形態が本発明において固体又
は液体として意図される形態に含まれる。経口投与用の固体組成物として、本医薬組成物
はパウダー、顆粒、圧縮タブレット、ピル、カプセル、チューインガム、ウエハースなど
の形状に製剤化されうる。このような固形組成物は、通常、１つ以上の不活性な希釈剤又
は食用の担体を含有する。さらに、１つ以上の下記物質、すなわち、カルボキシメチルセ
ルロース、エチルセルロース、微結晶性セルロース、トラガカントガム又はゼラチンなど
のバインダー；スターチ、ラクトース又はデキストランなどの賦形剤；アルギン酸、アル
ギン酸ナトリウム、Ｐｒｉｍｏｇｅｌ、コーンスターチなどの崩壊剤；ステアリン酸マグ
ネシウムまたはＳｔｅｒｏｔｅｘなどの滑剤；コロイド状二酸化ケイ素などの光沢剤；ス
クロースまたはサッカリンなどの甘味剤；ペパーミント、サリチル酸メチルまたはオレン
ジ香味料などの香料；着色剤を含みうる。
【０１５０】
　本医薬組成物がゼラチンカプセルなどのカプセルである場合、上記物質の他にポリエチ
レングリコール又はオイルなどの液体担体が含有されうる。



(36) JP 2012-524799 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

【０１５１】
　本医薬組成物は、エリキシル、シロップ、溶液、エマルジョン又はサスペンションなど
の液体でありうる。二つの例として、液体は経口投与用又は注射送達用でありうる。経口
投与を意図する場合、好ましい組成物は、本発明の化合物の他に甘味剤、防腐剤、色素／
着色剤及び香料向上剤の１つ以上を含有する。注射投与を意図する場合、界面活性剤、防
腐剤、湿潤剤、分散剤、縣濁剤、バッファー、安定化剤、及び、等張剤の１つ以上を含有
しうる。
【０１５２】
　液体状の本発明の医薬組成物は、溶液やサスペンションであることを問わず、１つ以上
の下記アジュバント、すなわち、注射用水、食塩溶液（好ましくは生理食塩水、リンガー
溶液、等張塩化ナトリウム）、溶媒又は縣濁溶媒となりうる合成モノ（又はジ）グリセリ
ドなどの不揮発性油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコールなど
の溶媒などの滅菌希釈剤；ベンジルアルコール又はメチルパラベンなどの抗菌剤；アスコ
ルビン酸又は亜硫酸水素ナトリウムなどの酸化防止剤；エチレンジアミン四酢酸などのキ
レート剤；酢酸塩、クエン酸塩またはリン酸塩などのバッファー；及び、塩化ナトリウム
又はデキストロースなどの等張性調製剤を含みうる。非経口用製剤は、アンプル、使い捨
て注射器、又は、ガラス又はプラスチック製の複数回投与用バイアル瓶に封入することが
可能である。生理食塩水が好ましいアジュバントである。注射可能な医薬組成物は好まし
くは無菌である。
【０１５３】
　非経口投与用又は経口投与用の液体状の本発明の医薬組成物は、本発明の化合物を、好
適な投与量が得られるような量で含むべきである。本発明の化合物の組成物中における当
該量は、通常、少なくとも０．０１％である。経口投与を意図する場合、当該量は組成物
の約０．１重量％～約７０重量％の間で変動しうる。ある経口用医薬組成物は、本発明の
化合物を約４％～約７５％の量で含有する。本発明に係る所定の医薬組成物及び製剤は、
非経口的単位投与量が、希釈前の本発明の化合物を０．０１重量％～１０重量％含むよう
に調製される。
【０１５４】
　本発明の医薬組成物は局所投与が意図されうり、かかる場合担体は溶液、エマルジョン
、軟膏又はゲル基材を好適に含みうる。ゲルは、例えば、１つ以上の下記物質、すなわち
、ワセリン、ラノリン、ポリエチレングリコール、蜜蝋、鉱油、水及びアルコールなどの
希釈剤、乳化剤、及び、安定化剤を含みうる。局所投与用医薬組成物の場合、増粘剤が含
有されうる。経皮投与を意図する場合、本組成物は経皮パッチ又はイオンフォトレーシス
装置を含みうる。局所投与用製剤は本発明の化合物を約０．１～約１０％（ｗ／ｖ）（単
位体積あたりの重量）含みうる。
【０１５５】
　本発明の医薬組成物は、例えば、直腸内で溶けて薬物を放出する座薬としての直腸内投
与が意図されうる。直腸内投与用の本組成物は、好適な非刺激性の賦形剤として油性基材
を含みうる。このような基材としては、ラノリン、ココアバター、及び、ポリエチレング
リコールが含まれるが、これらに限定されない。
【０１５６】
　本発明の医薬組成物は、固体又は液体の投薬単位の物理的形状を改変する様々な物質を
含みうる。例えば、本組成物は有効成分周辺に被覆殻を形成する物質を含みうる。被覆殻
を形成する物質は通常不活性であり、例えば、糖、セラック、及び、他の腸溶性被覆剤か
ら選択されうる。あるいは、有効成分はゼラチンカプセル内に入っていてもよい。
【０１５７】
　固体又は液体状の本発明の医薬組成物は、本発明の化合物に結合して当該化合物の送達
を助ける物質を含みうる。かかる機能を有する好適な物質には、モノクローナル抗体、ポ
リクローナル抗体、タンパク質、又は、リポソームが含まれる。
【０１５８】
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　本発明の医薬組成物は、エアロゾルとして投与可能な投与単位から構成されうる。「エ
アロゾル」とは、コロイドの性質を有するものから、加圧パッケージ（pressurized pack
age）からなる系までの範囲にわたる様々な系を示すのに使用される。送達は、液化また
は圧縮ガスによっても、有効成分を分配する適切なポンプ・システムによってもよい。本
発明の化合物のエアロゾルは、有効成分を送達するために、単相、二相または三相の系で
送達されうる。エアロゾルの送達には、必要な容器、アクチベーター、バルブ、副容器（
subcontainer）などが含まれ、それらは共にキットを形成してもよい。当業者は、過度な
実験をせずに、好ましいエアロゾルを決定しうる。
【０１５９】
　本発明の医薬組成物は、医薬分野で周知の方法により製造されうる。例えば、注射によ
る投与を意図する医薬組成物は、本発明の化合物を滅菌蒸留水と組み合わせて溶液とする
ことにより製造可能である。均一な溶液又はサスペンションの形成を容易とするために、
界面活性剤が添加されうる。界面活性剤は、本発明の化合物と非共有結合的に相互作用し
て、水性送達系において本化合物の溶解又は均一な懸濁を助ける化合物である。
【０１６０】
　本発明の化合物又はその医薬的に許容可能な塩は治療有効量で投与され、当該治療有効
量は、用いる当該特定の化合物の活性；これら化合物の代謝安定性および作用期間；患者
の年齢、体重、全身的健康状態、性別、食事；投与の様式および時間；排出速度；薬物の
組合せ；特定の病状の重篤度；治療を受ける患者など、様々な要素に応じて変動しうる。
一般的に、１日の治療有効用量は、（体重７０ｋｇの哺乳類について）約０.００１ｍｇ
／ｋｇ（即ち、０．０７ｍｇ）～約１００ｍｇ／ｋｇ（即ち、７．０ｇ）であり；好まし
くは、治療有効用量は、（体重７０ｋｇの哺乳類について）約０.０１ｍｇ／ｋｇ（即ち
、０．７ｍｇ）～約５０ｍｇ／ｋｇ（即ち、３．５ｇ）であり；より好ましくは、治療有
効用量は、（体重７０ｋｇの哺乳類について）約１ｍｇ／ｋｇ（即ち、７０ｍｇ）～約２
５ｍｇ／ｋｇ（即ち、１．７５ｇ）である。
【０１６１】
　所定の実施形態において、ｃｏｌＶの経口投与量は１日あたり０．００１ｍｇ～５００
ｍｇである。特定の実施形態において、本明細書に記載されるｃｏｌＶの経口投与量は１
日あたり０．０１ｍｇ～５０ｍｇである。更なる実施形態において、本明細書に記載され
るｃｏｌＶの経口投与量は１日あたり０．１ｍｇ～０．５ｍｇである。一実施形態におい
て、ｃｏｌＶの経口投与量は１日あたり０．０１ｍｇ、０．０２ｍｇ、０．０３ｍｇ、０
．０４ｍｇ、０．０５ｍｇ、０．０６ｍｇ、０．０７ｍｇ、０．０８ｍｇ、０．０９ｍｇ
、又は、０．１ｍｇ、０．２ｍｇ、０．３ｍｇ、０．４ｍｇ、０．５ｍｇ、０．６ｍｇ、
０．７ｍｇ、０．８ｍｇ、０．９ｍｇ、１．０ｍｇ、１．１ｍｇ、１．２ｍｇ、１．３ｍ
ｇ、１．４ｍｇ、１．５ｍｇ、１．６ｍｇ、１．７ｍｇ、１．８ｍｇ、１．９ｍｇ、２．
０ｍｇ、２．１ｍｇ、２．２ｍｇ、２．３ｍｇ、２．４ｍｇ、２．５ｍｇ、２．６ｍｇ、
２．７ｍｇ、２．８ｍｇ、２．９ｍｇ、３．０ｍｇ、３．１ｍｇ、３．２ｍｇ、３．３ｍ
ｇ、３．４ｍｇ、３．５ｍｇ、３．６ｍｇ、３．７ｍｇ、３．８ｍｇ、３．９ｍｇ、４．
０ｍｇ、４．１ｍｇ、４．２ｍｇ、４．３ｍｇ、４．４ｍｇ、４．５ｍｇ、４．６ｍｇ、
４．７ｍｇ、４．８ｍｇ、４．９ｍｇ又は５．０ｍｇである。他の実施形態において、ｃ
ｏｌＶの経口投与量は１日あたり５．１ｍｇ、５．２ｍｇ、５．３ｍｇ、５．４ｍｇ、５
．５ｍｇ、５．６ｍｇ、５．７ｍｇ、５．８ｍｇ、５．９ｍｇ、６．０ｍｇ、６．１ｍｇ
、６．２ｍｇ、６．３ｍｇ、６．４ｍｇ、６．５ｍｇ、６．６ｍｇ、６．７ｍｇ、６．８
ｍｇ、６．９ｍｇ、７．０ｍｇ、７．１ｍｇ、７．２ｍｇ、７．３ｍｇ、７．４ｍｇ、７
．５ｍｇ、７．６ｍｇ、７．７ｍｇ、７．８ｍｇ、７．９ｍｇ又は８．０ｍｇでありうる
。所定の実施形態において、前記用量は１回で投与しても、或いは、例えば１日に２回、
３回又は４回など、１日に複数回にわたって投与して合計で１日分の用量を投与してもよ
い。
【０１６２】
　本明細書の他の箇所で説明したように、所定の実施形態において、本明細書に記載され
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るｃｏｌＶの治療有効用量は、本明細書に記載される様々な方法のいずれかにより測定し
て、ｃｏｌＶに対する免疫寛容を誘導するのに十分な用量である。所定の実施形態におい
て、ｃｏｌＶに対する免疫寛容性を誘導することにより、ＥＬＩＳＡなど本明細書に記載
される方法で測定した血清中の抗ｃｏｌＶ抗体の量が減少する。更なる実施形態において
、本明細書におけるｃｏｌＶの治療有効用量は、サイトカイン遊離アッセイ、細胞内サイ
トカイン染色、フローサイトメトリー、及び、ＥＬＩＳＰＯＴなどの本明細書に記載され
る様々な方法のいずれかにより測定して、ｃｏｌＶに対するＴ細胞免疫寛容を誘導するの
に十分な用量である。細胞毒性・増殖アッセイなどの機能性Ｔ細胞アッセイも使用されう
る。
【０１６３】
　また、本発明の化合物又はその薬学的に許容可能な塩は、１以上の他の治療薬の投与と
同時に、投与前に、又は、投与後に投与されうる。このような併用療法には、本発明の化
合物と１以上の他の薬剤とを含有する単一の医薬製剤を投与することだけでなく、本発明
の化合物と各薬剤とをそれぞれ別個の医薬製剤として投与することも含まれる。例えば、
本発明の化合物と他の薬剤とを、タブレット又はカプセルなどの単一の経口剤形組成物と
して、或いは、これら各薬剤を別個の経口用製剤として、同時に患者に投与することが可
能である。別個の製剤を投与する場合、本発明の化合物及び他の１以上の薬物をほぼ同時
に（即ち、併用）投与することも、あるいは時間をずらして（即ち、連続的に）投与する
ことも可能である。併用療法にはこのような投与計画が包含されることを理解されたい。
【０１６４】
　本発明の化合物は、ＣＯＰＤ並びに重症喘息及び持続性喘息など、本明細書に記載され
る病気又は病状に苦しむ個体に対して投与されうる。ヒトの病気の治療のためにインビボ
で使用する場合、本明細書に記載される化合物は、通常、投与前に医薬組成物に組み込ま
れる。医薬組成物は、１以上の本明細書に記載の化合物を本明細書の他の箇所に記載の薬
学的に許容可能な担体又は賦形剤と組み合わせて含有する。医薬組成物を調製するために
、１以上の有効量の本化合物を当業者に公知な任意の医薬担体又は賦形剤と混合して特定
の投与形態に対して好適な医薬組成物とする。医薬担体は液体、半液体又は固体でありう
る。非経口投与、経皮投与、皮下投与又は局所投与の用途に使用される溶液又はサスペン
ションには、例えば、滅菌希釈剤（水など）、食塩溶液、不揮発性油、ポリエチレングリ
コール、グリセリン、プロピレングリコール又は他の合成溶媒；抗菌剤（ベンジルアルコ
ール又はメチルパラベンなど）；酸化防止剤（アスコルビン酸又は亜硫酸水素ナトリウム
）及びキレート剤（エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ））；及び、バッファー（酢酸塩
、クエン酸塩及びリン酸塩）が含まれる。静脈内投与の場合、好適なキャリアには、生理
食塩水又はリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）、及び、グルコール、ポリエチレングリコー
ル、ポリプロピレングリコール及びその混合物などの増粘剤及び可溶化剤を含有する溶液
がある。
【０１６５】
　本明細書に記載の化合物は、時間放出製剤又はコーティングなど、体内からの当該化合
物の急激な排除を防止する担体と共に調製されうる。このような担体には、インプラント
；マイクロカプセル送達システム；生分解性・生物適合性ポリマー（エチレン酢酸ビニル
、ポリグリコール酸、ポリオルトエステル、ポリ乳酸、及び、他の当業者に公知のものな
ど）などの除放製剤が含まれるがこれらに限定されない。
【０１６６】
　所定の実施形態において、免疫寛容の誘導を助けるアジュバントにはデキサメタゾン（
Y. Kang, et al., J. Immunol. 2008, 180: 5172-5176を参照）、リポポリサッカライド
（ＬＰＳ）、及び、コレラ毒のβサブニットが含まれ、製剤に添加されうる。他の所定の
免疫寛容誘導性担体も、本発明のｃｏｌＶ組成物と共に使用されることが意図される。こ
のような担体には、不完全フロイントアジュバント（ＩＦＡ）又は完全フロイントアジュ
バント（ＣＦＡ）が含まれる。ＩＦＡは鉱油のエマルジョンであり、ＣＦＡは死滅させた
ミコバクテリアを様々な量で含む鉱油の調合液である。しなしながら、ＩＦＡ及びＣＦＡ



(39) JP 2012-524799 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

はヒトに対して使用することは許されない。鉱油は代謝されず体内で分解できないからで
ある。
【０１６７】
　所定の実施形態において、ヒト患者の経静脈栄養摂取に長年使用されている脂肪エマル
ジョンも、本発明のポリペプチドによる免疫寛容誘導性ポリペプチド療法のビヒクルとな
りうる。そのようなエマルジョンの２つの例は、Ｉｎｔｒａｌｉｐｉｄ及びＬｉｐｏｆｕ
ｎｄｉｎとして市販されている周知の脂肪エマルジョンである。「Ｉｎｔｒａｌｉｐｉｄ
」は、Ｋａｂｉ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ(スウェーデン)の登録商標であり、米国特許第３，
１６９，０９４号に開示されている点滴用脂肪乳剤である。「Ｌｉｐｏｆｕｎｄｉｎ」は
、Ｂ．Ｂｒａｕｎ　Ｍｅｌｓｕｇｅｎ(ドイツ)の登録商標である。両方とも、脂肪として
大豆油を含有する(１，０００ｍｌの蒸留水に１００ｇ（１０％）又は２００ｇ（２０％
）)。乳化剤としてＩｎｔｒａｌｉｐｉｄは卵黄リン脂質を使用しており (蒸留水１リッ
トル当たり１２ｇ)、Ｌｉｐｏｆｕｎｄｉｎは卵黄レシチンを使用している (蒸留水１リ
ットル当たり１２ｇ)。ＩｎｔｒａｌｉｐｉｄとＬｉｐｏｆｕｎｄｉｎの両方で、グリセ
ロール（２５ｇ／ｌ）添加により等張性が得られる。これらのビヒクルは、疑わしい自己
抗原と複合化して自己免疫Ｔ細胞のＴＨ１タイプの応答からＴＨ２タイプの応答へのシフ
トを促進する、実際に生物活性のある担体であると考えられている。所定の実施形態にお
いて、このようなビヒクルは、植物及び／又は動物由来のトリグリセリド１０～２０％、
植物及び／又は動物由来のリン脂質１．２～２．４％、浸透圧調節剤２．２５～４．５％
、酸化防止剤０～０．０５％、及び、滅菌水を１００％まで含む。
【０１６８】
　所定の実施形態において、ｃｏｌＶ又はその免疫寛容誘導性フラグメントは、ＧＩ取込
みを向上させるためにジフテリア毒素受容体と連結されうる。
【０１６９】
　本発明の免疫寛容誘導性組成物は、喘息、ＣＯＰＤ、及び、ｃｏｌＶに対する自己免疫
に関連する他の肺疾患の治療に使用されうる。したがって、本発明は、一実施形態におい
て、治療有効量のタイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメント若しくは免疫
原性フラグメントを、免疫寛容を誘導させるのに有効な用量でＣＯＰＤ患者に投与するス
テップを含む、慢性閉塞性肺疾患の治療方法を提供する。この点に関して、ＣＯＰＤ患者
は気腫又は慢性閉塞性気管支炎でありうる。
【０１７０】
　他の態様において、本発明は、治療有効量のタイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導
性フラグメント若しくは免疫原性フラグメントを、免疫寛容を誘導させるのに有効な用量
で喘息患者に投与するステップを含む、喘息の治療方法を提供する。この点に関して、喘
息患者は重症の持続性喘息でありうる。他の実施形態において、本発明は喘息患者の喘息
の重症度を低減する方法を提供する。
【０１７１】
　さらに、本発明は、治療有効量のタイプＶコラーゲン又はその免疫寛容誘導性フラグメ
ントを、慢性閉塞性肺疾患を発症するリスクのある対象者に投与するステップを含む、慢
性閉塞性肺疾患の発症予防方法が提供される。
【０１７２】
　本明細書の他の箇所で述べたとおり、intactなタイプＶコラーゲン又はその構成要素で
ある１以上の任意のα鎖、若しくはこれらの分子の任意の免疫寛容誘導性フラグメントが
投与されうる。さらに、本明細書の他の箇所で述べたとおり、intactなタイプＶコラーゲ
ン又はその構成要素である１以上の任意のα鎖の免疫寛容誘導性フラグメントが、本明細
書に記載の方法のいずれかを用いて、ｃｏｌＶに対する免疫寛容を誘導する用量で投与さ
れうる。このような用量は、用いる当該特定のタンパク質又はフラグメントの活性；これ
ら化合物の代謝安定性および作用期間；患者の年齢、体重、全身的健康状態、性別、食事
；投与の様式および時間；排出速度；薬物の組合せ；特定の病状の重篤度；治療を受ける
患者など、様々な要素に応じて変動する。したがって、このような免疫寛容誘導するため
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の用量は、公知の試験プロトコルを使用して経験的に決定したり、または、公知のモデル
系で組成物を試験し、そこから外挿することで決定されうる。対照臨床試験を実施しても
よい。用量はまた、改善対象の病状の重症度により変化する。
【０１７３】
　当業者に理解されるように、ＣＯＰＤ又は喘息を治療、予防又はそれらの重症度を低減
するための本発明の化合物及び方法の有効性を決定するために、様々な要素を評価するこ
とが可能である。このような要素には、当業者が評価可能な喘息又はＣＯＰＤの典型的な
臨床症状が含まれる。このような症状には、喘息の場合では、喘鳴；胸部圧迫感又は痛み
；頻脈；発汗；ピークフローメータで測定した最大呼気流量；特に夜間の頻繁な咳；呼吸
の喪失しやすさ又は息切れ；運動時の大きい疲労感又は弱り；運動後の喘鳴又は咳；疲労
感、動揺しやすい、怒りっぽい、不機嫌になりやすい；ピークフローメータで測定した肺
機能の低下又は変化；風邪又はアレルギーの兆候（くしゃみ、鼻水、咳、鼻づまり、喉の
痛み、及び、頭痛）；及び、睡眠障害が含まれるが、これらに限定されない。このような
要素には、痰の量；痰の濃さ又は粘性；痰の又は痰内の血の存在；息切れ、咳及び／又は
喘鳴の重症度；かかとの腫れ；物忘れ；混乱、不明瞭な発語、及び、眠気；睡眠障害；枕
をたくさん使用したり、息切れを避けるためにベッドの代わりに椅子で寝ること；原因不
明の体重の増減；疲労及び持続性の無気力；精力の欠如；起床時の頭痛、目眩い、情動不
安など、ＣＯＰＤの典型的な臨床症状が含まれるが、これらに限定されない。
【０１７４】
　本発明の組成物及び方法は、他の公知のＣＯＰＤ・喘息治療薬（コルチコステロイド（
プレドニゾン、フルチカゾン、メチルプレドニゾンなど）、気管支拡張剤（短時間作用型
又は長時間作用型β２アゴニスト、テオフィリン、ピルブテロール、エフェドリン、アル
ブテロール、サルメテロール、レバブテロール、クレンブテロール、臭化イプラトロピウ
ムなど）、及び、ロイコトリエン修飾薬（モンテルカスト、ザフィルルカスト、ジレウト
ンなど）などが挙げられるが、これらに限定されない）と併用することが可能である。
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【実施例】
【０１７６】
　（実施例１）
　ＣＯＰＤ患者で増加した抗タイプＶコラーゲン抗体
　正常ボランティア（非喫煙者、成人、年齢１８～５５歳）及び肺気腫が確認されたボラ
ンティアから血漿を採取した。ＣＯＰＤ患者及びコントロールの健康な被験者における抗
ｃｏｌＶ抗体量を、国際公開第２００７／１２０９４７号に記載のフローサイトメトリー
ビーズアッセイにより検出した。
【０１７７】
　簡単に述べると、１）ストレプトアビジン被覆ビーズ（５μｍ、結合能：１０～２０μ
ｇ／１ｘ１０７ビーズ（Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅ，Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ，ＰＡ）を滅菌
ＰＢＳで２回洗浄した後、ヒトタイプＶコラーゲン４０μｇを含むＰＢＳ１００μｌにビ
ーズ（１ｘ１０７個）を縣濁し、４℃で６０分インキュベートした。２）２０μｍのビオ
チン化ウサギ抗ヒトタイプＶコラーゲン抗体（Ａｂｃａｍ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）
を使用して、前記１）の手順に従ってポジティブコントロールを作製した。３）各アッセ
イについて、１ｘ１０６個のコンジュゲート・ビーズをＰＢＳで二回洗浄し、ＰＢＳ（１
００μｌ）＋血清（５０μｌ）の溶液内でインキュベートした。室温で３０分インキュベ
ートした後、１０％ＦＣＳを含むＰＢＳでビーズを３回洗浄した。４）ビーズを滅菌ＰＢ
Ｓ＋１０％ＦＢＳ溶液１００μｌに縣濁し、二次抗体と共に室温で約３０分インキュベー
トした。定法により、Ｒ－ＰＥを結合した抗ヒトＩｇＧ抗体（Ｓｉｇｍａ，Ｓａｉｎｔ　
Ｌｏｕｉｓ）を５μｌ用いた。１０％ＦＣＳを含むＰＢＳでビーズを３回洗浄し、ＰＢＳ
／ＦＣＳ溶液３００μｌに縣濁し、フローサイトメータで解析した。
【０１７８】
　図１に示すように、コントロール（Ｎ＝４２）と比較して、ＣＯＰＤ患者（Ｎ＝１６）
では抗タイプＶコラーゲン抗体が著しく増加している。
【０１７９】
（実施例２）
　喘息患者における抗タイプＶコラーゲン抗体の増加
　正常ボランティア（非喫煙者、成人、年齢１８～５５歳）及び慢性喘息が確認されたボ
ランティアから血漿を採取した。喘息患者及びコントロールのボランティア被験者におけ
る抗ｃｏｌＶ抗体量を実施例１に記載のビーズアッセイにより測定した。
【０１８０】
　図２に示すように、喘息患者２０人中８人において抗タイプＶコラーゲン抗体の増加が
観察された。
【０１８１】
　（実施例３）
　タイプＶコラーゲンの静脈内投与によるマウスにおける卵白アルブミン誘発性気道過敏
の抑制
　本実施例は、確立されたマウス喘息モデルにおいて、卵白アルブミン誘発性気道過敏が
タイプＶコラーゲンの静脈内投与によって抑制されることを示す。
【０１８２】
　Ｂａｌｂ／ｃマウスに、ｃｏｌＶ（単独）、完全フロイントアジュバント（ＣＦＡ）と
混合したｃｏｌ（Ｖ）、ＰＢＳ（単独）、又は、ＣＦＡ（単独）を１００μｇ尾静脈内投
与した。７日後、卵白アルブミン（ＯＶＡ）のミョウバン（ａｌｕｍ）溶液を腹腔内投与
し、更に７日後にこれを繰り返した。最後のＯＶＡ／ａｌｕｍ投与から７日後に、各グル
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ープのマウスにエアロゾル化卵白アルブミンを徐々に用量を増加させて投与し、各投与後
に気道抵抗（ＰｅｎＨ）を測定した。
【０１８３】
　結果は、ｃｏｌ（Ｖ）単独が卵白アルブミン誘発性気道過敏を抑制することを示してい
る（図３）。更なる実験を行って、この結果を確認した。結果を下記表２にまとめる。
【表２】
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【０１８４】
　（実施例４）
　タイプＶコラーゲンの静脈内投与による肺単核細胞内におけるＩＦＮ－γ転写産物の誘
発
　本実施例は、ｃｏｌ（Ｖ）単独の静脈内投与が、ＩＦＮ－γ転写産物の誘発に特徴付け
られる肺単核細胞内のＴＨ１反応を誘発することを示す。Ｂａｌｂ／ｃマウスに、ｃｏｌ
Ｖ（単独）、ＣＦＡ（単独；尻尾基部から投与）、ｃｏｌ（Ｖ）＋ＣＦＡ（尻尾基部から
投与）、又は、ＰＢＳ（単独；ｉ．ｖ．）を１００μｇ尾静脈内投与した。７日後、卵白
アルブミン（ＯＶＡ）のミョウバン（ａｌｕｍ）溶液を腹腔内投与し、更に７日後にこれ
を繰り返した。最後のＯＶＡ／ａｌｕｍ投与から７日後に、各グループのマウスにエアロ
ゾル化メタコリンを徐々に用量を増加させて投与し、各投与後にメタコラインチャレンジ
に対する気道抵抗（ＰｅｎＨ）を測定した。各処置グループのマウスの肺実質からの単核
細胞からＲＮＡを抽出し、定量ＰＣＲを行って、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１３、ＩＦ
Ｎ－γ、ＩＬ－１０の発現量を測定した（図４を参照；データは各グループ５匹のマウス
からプールした肺単核細胞のＲＮＡ量を表す）。
【０１８５】
　本実験の結果は、ｃｏｌ（Ｖ）単独の静脈内投与が肺単核細胞においてＩＦＮ－γ転写
産物を誘発したことを示している。ＩＦＮ－γは、喘息発症に重要な役割を果たしている
と考えられている２つサイトカインである、ＩＬ－１３及びＩＬ－４のアンタゴニストで
ある。したがって、理論に拘束されず、ＩＬ－４／ＩＬ－１３の効果に対抗するこのＴＨ
１反応の誘発は、卵白アルブミン誘発性喘息のｃｏｌＶによる抑制効果に関与していると
考えられる。
【０１８６】
　本明細書において参照及び／又は出願データシートに列挙した上記米国特許、米国特許
出願公開公報、米国特許出願、外国特許、外国特許出願、及び、非特許出願公報は、その
全体を参照により本明細書に援用する。
【０１８７】
　以上、本発明の特定の実施形態について例示を目的として説明したが、本発明の要旨及
び範囲を逸脱しない範囲で様々な変形が考えられうることが上記記載より理解されるであ
ろう。よって、本発明は、添付の特許請求の範囲に限定される場合を除いて限定的なもの
ではない。
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