
(57)【要約】
本発明は、主要な花粉アレルゲン Phl p 4の遺伝子配列を提供することに関する。本発明
はまた、低アレルゲン性作用を有する断片、部分配列の新規な組み合わせおよび点突然変
異体を包含する。組換えＤＮＡ分子および誘導されたポリペプチド、断片、部分配列の新
規な組み合わせおよびバリアントを、花粉アレルギー疾患の療法のために用いることがで
きる。組換え方法により製造されたタンパク質を、花粉アレルギーのインビトロおよびイ
ンビボ診断のために用いることができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ お よ び 配 列 番 号 ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 相 当 す る 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 位 置 ７ ０ か ら 開 始 し て 、 オ オ ア ワ ガ エ リ か ら の 主 要 な ア レ ル ゲ ン Phl p 4の 特 性 を 有 す
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 オ オ ア ワ ガ エ リ か ら の 主 要 な ア レ ル ゲ ン Phl p 4を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 当
す る 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 と ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し 、 イ ネ 科 種 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 由 来 す る 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 オ オ ア ワ ガ エ リ か ら の 主 要 な ア レ ル ゲ ン Phl p 4と 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 し 、 イ ネ 科 種 の
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 由 来 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ４ 群 イ ネ 科 ア レ ル ゲ ン の 、 免 疫 調 節 性 の Ｔ 細 胞 反 応 性 の 断 片 を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ ～
５ の い ず れ か に 記 載 の 部 分 配 列 ま た は 部 分 配 列 の 組 み 合 わ せ に 相 当 す る 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 － Phl p 4の ア ミ ノ 酸 １ ～ ２ ０ ０ を 有 す る 断 片 １ ～ ２ ０ ０ 、
　 － Phl p 4の ア ミ ノ 酸 １ ８ ５ ～ ５ ０ ０ を 有 す る 断 片 １ ８ ５ ～ ５ ０ ０
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た Phl p 4断 片 を コ ー ド す る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 免 疫 調 節 性 の Ｔ 細 胞 反 応 性 断 片 を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か に 記 載 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に 相 当 す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ っ て 、 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 個 別 の コ ド ン の 特
異 的 な 変 異 、 欠 失 ま た は 付 加 に よ り 特 異 的 に 改 変 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 変 異 が 、 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の １ 個 、 ２ 個 以 上 ま た は す べ て の シ ス テ イ ン の 他 の ア ミ
ノ 酸 に よ る 置 換 を も た ら す こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 、 発 現 制 御 配 列 に 機 能 的 に 結 合 し て
い る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー ま た は ク ロ ー ニ ン グ シ ス テ ム 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ま た は 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で
形 質 転 換 さ れ た 、 宿 主 生 物 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ １ に 記 載 の 宿 主 生 物 体 の 、 培 養 お よ び 培 養 物 か ら の 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の 単
離 に よ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 医 薬 と し て の 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 イ ネ 科 の ４ 群 ア レ ル ゲ ン が 誘 発 に 関 与 す る ア レ ル ギ ー の 診 断 お よ び ／ ま た は 処 置 の た め
の 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 少 な く と も １ 種 お よ び 随 意 に 他 の 活 性 成 分 お よ び ／
ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
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　 請 求 項 １ ４ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 少 な く と も １ 種 の 、 イ ネ 科 の ４ 群 ア レ ル ゲ ン が 誘 発 に
関 与 す る ア レ ル ギ ー の 診 断 お よ び ／ ま た は 処 置 お よ び ／ ま た は こ の よ う な ア レ ル ギ ー の 防
止 の た め の 医 薬 の 製 造 へ の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 医 薬 と し て の 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 医 薬 と し て の 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ７ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 少 な く と も １ 種 ま た は 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー
少 な く と も １ 種 、 お よ び 随 意 に 他 の 活 性 成 分 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 、 イ ネ 科
の ４ 群 ア レ ル ゲ ン が 誘 発 に 関 与 す る ア レ ル ギ ー を 有 す る 患 者 の 免 疫 療 法 的 Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン
接 種 お よ び ／ ま た は こ の よ う な ア レ ル ギ ー の 防 止 の た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ ７ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 少 な く と も １ 種 ま た は 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー
少 な く と も １ 種 の 、 イ ネ 科 の ４ 群 ア レ ル ゲ ン が 誘 発 に 関 与 す る ア レ ル ギ ー を 有 す る 患 者 の
免 疫 療 法 的 Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 接 種 お よ び ／ ま た は こ の よ う な ア レ ル ギ ー の 防 止 の た め の 医 薬
の 製 造 へ の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 主 要 な 花 粉 ア レ ル ゲ ン Phl p 4の 遺 伝 子 配 列 を 提 供 す る こ と に 関 す る 。 本 発
明 は ま た 、 低 ア レ ル ゲ ン 性 (hypoallergenic)作 用 を 有 す る 断 片 、 部 分 配 列 の 新 規 な 組 み 合
わ せ お よ び 点 突 然 変 異 体 を 包 含 す る 。 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 お よ び 誘 導 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、
断 片 、 部 分 配 列 の 新 規 な 組 み 合 わ せ お よ び バ リ ア ン ト を 、 花 粉 ア レ ル ギ ー 疾 患 の 療 法 の た
め に 用 い る こ と が で き る 。 組 換 え 方 法 に よ り 製 造 さ れ る タ ン パ ク 質 を 、 花 粉 ア レ ル ギ ー の
イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ 診 断 の た め に 、 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 １ 型 ア レ ル ギ ー は 、 世 界 的 に 重 要 で あ る 。 工 業 化 さ れ た 国 の 人 口 の ２ ０ ％ ま で は 、 ア レ
ル ギ ー 性 鼻 炎 、 結 膜 炎 ま た は 気 管 支 喘 息 な ど の 症 状 を 患 っ て い る 。 こ れ ら の ア レ ル ギ ー は
、 種 々 の 起 源 、 例 え ば 植 物 花 粉 、 ダ ニ 、 ネ コ ま た は イ ヌ か ら 放 出 さ れ る 、 空 気 中 に 存 在 す
る ア レ ル ゲ ン （ エ ア ロ ア レ ル ゲ ン (aeroallergen)） に よ り 生 じ る 。 次 に 、 こ れ ら の １ 型 ア
レ ル ギ ー 患 者 の ４ ０ ％ ま で が 、 花 粉 ア レ ル ゲ ン と の 特 異 的 な Ｉ ｇ Ｅ 反 応 性 を 示 す (Freidho
ff et al., 1986, J. Allergy Clin. Immunol. 78, 1190-2001)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 １ 型 ア レ ル ギ ー を 誘 発 す る 物 質 は 、 タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ
る 。 粘 膜 を 通 っ て の 取 り 込 み の 後 に 、 こ れ ら の ア レ ル ゲ ン は 、 感 作 さ れ た 個 体 中 の 肥 満 細
胞 の 表 面 に 結 合 し た Ｉ ｇ Ｅ 分 子 と 反 応 す る 。 ２ つ の Ｉ ｇ Ｅ 分 子 が 、 ア レ ル ゲ ン に よ り 互 い
に 架 橋 さ れ た 場 合 に は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ る メ デ ィ エ ー タ （ 例 え ば ヒ ス タ ミ ン 、 プ ロ
ス タ グ ラ ン ジ ン ） お よ び サ イ ト カ イ ン の 放 出 な ら び に こ れ に よ り 対 応 す る 臨 床 症 状 が も た
ら さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 個 別 の ア レ ル ゲ ン 分 子 が ア レ ル ギ ー 患 者 の Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 と 反 応 す る 相 対 的 頻 度 に 依 存 し て
、 主 要 な ア レ ル ゲ ン と 主 要 で な い ア レ ル ゲ ン と の 間 で 、 区 別 が な さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 オ オ ア ワ ガ エ リ (Phleum pratense)の 場 合 に お い て 、
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
が 、 主 要 な ア レ ル ゲ ン と し て 現 在 ま で に 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Phl p 4は 、 ５ ０ ～ ６ ０ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を 有 す る 塩 基 性 糖 タ ン パ ク 質 で あ る と 述 べ ら れ
て い る (Haavik et al., 1985, Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 78: 260-268)。 Phl 
p 4分 子 は 、 ト リ プ シ ン 耐 性 で あ り (Fischer et al., 1996, J. Allergy Clin. Immunol. 
98: 189-198)、 ７ ０ ～ ８ ８ ％ の 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 は 、 こ の 分 子 に 対 す る Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 を 有
す る 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
関 連 す る イ ネ 科 種 か ら の 相 同 分 子 が 、 記 載 さ れ て い る 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
イ ネ 科 の こ れ ら の 相 同 分 子 は 、 ア レ ル ゲ ン ４ 群 を 形 成 し 、 こ れ ら の 分 子 は 、 互 い に 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル マ ウ ス 抗 体 お よ び ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 の 両 方 と の 、 高 度 な 免 疫 学 的 交 差 反 応 性 を 有
す る 。
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 オ オ ア ワ ガ エ リ の 前 述 の 主 要 な ア レ ル ゲ ン （ Ｐ ｈ ｌ 　 ｐ 　 １ 、 Ｐ ｈ ｌ 　 ｐ 　 ２ ／ ３ 、 Ｐ
ｈ ｌ 　 ５ ａ お よ び ５ ｂ 、 Ｐ ｈ ｌ 　 ｐ 　 ６ 並 び に Ｐ ｈ ｌ 　 ｐ 　 １ ３ ） と は 対 照 的 に 、 Phl p 
4の 一 次 構 造 は 、 未 だ 解 明 さ れ て い な い 。 同 様 に 、 他 の イ ネ 科 種 由 来 の ４ 群 の 分 子 の 完 全
な 配 列 は な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定 は 、 現 在 ま で 、 不 成 功 で あ っ た 。 し か し 、 こ の 原 因 は 、 知 ら
れ て い な い 。 Fischer ら (J. Allergy Clin. Immunol., 1996; 98: 189-198)は 、 Ｎ 末 端 ブ
ロ ッ ク を 推 測 し 、 リ ジ ル エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ で の 分 解 の 後 に 内 部 ペ プ チ ド を 精 製 し 、 こ の
配 列 ： Ｉ Ｖ Ａ Ｌ Ｐ Ｘ Ｇ Ｍ Ｌ Ｋ （ 配 列 番 号 ７ ） を 決 定 す る こ と が で き た 。
　 こ の ペ プ チ ド は 、 ブ タ ク サ ア レ ル ゲ ン Ａ ｍ ｂ 　 ａ １ お よ び Ａ ｍ ｂ 　 ａ ２ に お け る ペ プ チ
ド 配 列 に 対 す る 相 同 性 並 び に ト ウ モ ロ コ シ （ Ｚ ｍ ５ ８ ． ２ ） 、 ト マ ト （ ｌ ａ ｔ 　 ５ ９ 、 ｌ
ａ ｔ 　 ５ ６ ） お よ び タ バ コ （ Ｇ １ ０ ） 由 来 の タ ン パ ク 質 に お け る 配 列 に 対 す る 類 似 性 を 有
す る (Fischer et al., 1996, J. Allergy Clin. Immunol., 98: 189-198)。 ホ ソ ム ギ (Lol
ium perenne)に つ い て 、 以 下 の 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド 断 片 が 、 塩 基 性 ４ 群 ア レ ル ゲ ン に つ
い て 記 載 さ れ た ： Ｆ Ｌ Ｅ Ｐ Ｖ Ｌ Ｇ Ｌ Ｉ Ｆ Ｐ Ａ Ｇ Ｖ （ 配 列 番 号 ８ ） お よ び Ｇ Ｌ Ｉ Ｅ Ｆ Ｐ Ａ Ｇ
Ｖ （ 配 列 番 号 ９ ） (Jaggi et al., 1989, Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 89: 342-3
48)。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 同 様 に 、 カ モ ガ ヤ (Dactylis glomerata)由 来 の ４ 群 ア レ ル ゲ ン か ら 、 酵 素 的 分 解 に よ り
ペ プ チ ド が 得 ら れ 、 配 列 決 定 さ れ た ：
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 亜 熱 帯 性 ギ ョ ウ ギ シ バ (Cynodon dactylon)の ４ 群 ア レ ル ゲ ン か ら タ ン パ ク 質 分 解
に よ り ペ プ チ ド が 得 ら れ 、 配 列 決 定 さ れ た ：
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ １ 】
　 し か し 、 Phl p 4お よ び ４ 群 ア レ ル ゲ ン に つ い て の 、 こ れ ら の 記 載 さ れ た ペ プ チ ド 配 列
は 、 現 在 ま で 、 ４ 群 ア レ ル ゲ ン の 完 全 な 一 次 構 造 の 解 明 を も た ら さ な か っ た 。
　 従 っ て 、 本 発 明 が 基 づ く 目 的 は 、 Phl p 4の 完 全 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び 、 Phl p 4ア レ ル ゲ
ン を タ ン パ ク 質 と し て 発 現 し 、 そ の ま ま で ま た は 改 変 さ れ た 形 態 で 、 薬 理 学 的 に 重 要 な 使
用 に 有 用 と す る こ と が で き る た め の 、 対 応 す る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 提 供 す る こ と を 含 ん で い た
。
【 ０ ０ １ ２ 】

図 １ ： Phl p 4遺 伝 子 の 内 部 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ５ ）
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 得 ら れ た ア ン プ リ コ ン (amplicon)を 、 共 に イ タ リ ッ ク 体 で 示 し た
変 性 プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ３ ０ （ セ ン ス ） お よ び Ｎ ｏ ． ３ ７ （ ア ン チ セ ン ス ） を 用 い て ク ロ ー
ン 化 し 、 配 列 決 定 し た 。 示 し た 配 列 は 、 ６ つ の ク ロ ー ン か ら の コ ン セ ン サ ス を 表 す 。 こ の
配 列 か ら 作 成 さ れ た 、 特 異 的 な セ ン ス プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ８ ２ を 、 下 線 で 示 す 。
【 ０ ０ １ ３ 】
図 ２ ： Phl p 4遺 伝 子 の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ６ ） の ３ ’ 末 端
　 ア ン プ リ コ ン を 、 特 異 的 な セ ン ス プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ８ ２ （ イ タ リ ッ ク 体 で 示 す ） を 用 い
て 得 、 ３ ’ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 　 Ｐ Ｃ Ｒ に お け る ア ン カ ー プ ラ イ マ ー を 、 オ オ ア ワ ガ エ リ 　 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ を 用 い て 得 、 配 列 決 定 し た 。 示 し た 配 列 は 、 ３ つ の 配 列 決 定 プ ロ セ ス か ら の コ ン セ ン サ
ス を 示 し 、 Phl p 4遺 伝 子 の ３ ’ 末 端 か ら 停 止 コ ド ン （ 二 重 下 線 ） ま で を 包 含 す る 。 ア ン
チ セ ン ス プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ８ ５ お よ び Ｎ ｏ ． ８ ６ の 構 築 の た め に 用 い ら れ る 配 列 範 囲 を 、
下 線 で 示 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
図 ３ ： Phl p 4ア レ ル ゲ ン （ 配 列 番 号 ２ ） の 推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る Phl p 4ペ プ
チ ド の 位 置 の 特 定
　 精 製 さ れ た 、 お よ び 断 片 化 さ れ た Phl p 4ア レ ル ゲ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 得 ら れ た ペ プ
チ ド Ｐ １ ～ Ｐ ６ （ 配 列 番 号 ２ ７ ～ ３ ２ ） を 、 明 ら か に 、 核 酸 配 列 か ら 誘 導 さ れ る Phl p 4
遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 割 り 当 て る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
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図 ４ ： ｎ Phl p 4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ Ｈ １ （ ブ ロ ッ ト Ａ ） お よ び ３ Ｃ ４ （ ブ
ロ ッ ト Ｂ ） に よ る 組 換 え Phl p 4（ rPhl p 4） の 同 一 性 の 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 決
定
ト ラ ッ ク １ ： rPhl p 4断 片 １ ～ ２ ０ ０ を 含 む 大 腸 菌 全 細 胞 抽 出 物
ト ラ ッ ク ２ ： rPhl p 4断 片 １ ８ ５ ～ ５ ０ ０ を 含 む 大 腸 菌 全 細 胞 抽 出 物
ト ラ ッ ク ３ ： rPhl p 4を 含 む 大 腸 菌 全 細 胞 抽 出 物
ト ラ ッ ク ４ ： オ オ ア ワ ガ エ リ か ら の 精 製 さ れ た nPhl p 4
【 数 １ 】
　
　
　
Ｃ 末 端 rPhl p 4断 片 ま た は rPhl p 4全 長 分 子 の 中 途 終 了 断 片 ま た は 分 解 断 片
【 ０ ０ １ ６ 】
図 ５ ： 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 の 血 清 か ら の Ｉ ｇ Ｅ を 用 い た 、 組 換 え Phl p 4（ rPhl p 4） の
反 応 性 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 決 定
　 完 全 な Phl p 4遺 伝 子 ま た は Ｎ 末 端 断 片 １ ～ ２ ０ ０ ま た は Ｃ 末 端 断 片 １ ８ ５ ～ ５ ０ ０ の
い ず れ か を 発 現 す る 、 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 細 胞 の 抽 出 物 を 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に お い て
分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 転 写 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 花 粉 ア レ ル ギ ー ド ナ ー Ａ 、 Ｂ ま た
は Ｃ か ら の 血 清 を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 結 合 し た Ｉ ｇ Ｅ を 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ が 結 合 し た 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 に よ り 、 比 色 分 析 で 検 出 し た 。
ト ラ ッ ク １ ： rPhl p 4断 片 １ ～ ２ ０ ０ を 含 む 大 腸 菌 全 細 胞 抽 出 物
ト ラ ッ ク ２ ： rPhl p 4断 片 １ ８ ５ ～ ５ ０ ０ を 含 む 大 腸 菌 全 細 胞 抽 出 物
ト ラ ッ ク ３ ： rPhl p 4を 含 む 大 腸 菌 全 細 胞 抽 出 物
ト ラ ッ ク ４ ： オ オ ア ワ ガ エ リ か ら の 精 製 さ れ た nPhl p 4
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て 本 明 細 書 中 で 用 い る 番 号 「 配 列 番 号 」 は 、 明
細 書 に 添 付 さ れ た 配 列 プ ロ ト コ ル に 対 応 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】

　 こ こ で 、 本 発 明 は 、 初 め て 、 見 出 さ れ た 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 (single nucleotide pol
ymorphism (SNP))か ら 生 じ る ３ 種 の 優 性 の 配 列 （ 配 列 番 号 １ 、 ３ お よ び ５ ） を 有 す る 、 主
要 な 花 粉 ア レ ル ゲ ン Phl p 4の 遺 伝 子 配 列 を 提 供 す る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ お よ び 配 列 番 号 ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ま た は オ オ ア ワ ガ エ リ 由 来 の 主 要 な ア レ ル ゲ ン
Phl p 4を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 低 ア レ ル ゲ ン 性 作 用 を 有 す る 断 片 、 部 分 配 列 の 新 規 な 組 み 合 わ せ お よ び
点 突 然 変 異 体 を 包 含 す る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 イ ネ 科 の ４ 群 ア レ ル ゲ ン の 、 免 疫 調 節 性 の Ｔ 細 胞 反 応 性 の 断
片 を コ ー ド す る 、 対 応 す る 部 分 配 列 、 部 分 配 列 の 組 み 合 わ せ ま た は 交 換 、 欠 失 も し く は 付
加 突 然 変 異 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 他 の イ ネ 科 種 の ４ 群 ア レ ル ゲ ン に 加 え て 、 １ ３ 群 ア レ ル ゲ ン は ま た 、 こ れ ら が 、 Ｓ Ｄ Ｓ
－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に お い て ４ 群 ア レ ル ゲ ン に 極 め て 類 似 し た 分 子 量 を 示 し 、 生 化 学 的 手 法 に よ り
分 離 す る の が 困 難 で あ る た め (Suck et al., 2000, Clin. Exp. Allergy 30: 324-332, Su
ck et al., 2000, Clin. Exp. Allergy 30: 1395-1402)、 本 発 明 に 関 連 し て 興 味 深 い 。 し
か し 、 こ こ で 初 め て 有 用 で あ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 補 助 に よ り 、 ４ 群
お よ び １ ３ 群 が 、 顕 著 に 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 、 明 ら か に 示 す こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ １ 】
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　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 知 識 を 用 い て 、 こ こ で 、 こ れ ら の ア レ ル ゲ ン
を 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 診 断 お よ び 療 法 に お い て 用 い る こ と が で き る 組 換 え タ ン パ ク 質 と
し て 、 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る (Scheiner and Kraft, 1995, Allergy 50: 384-391)。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ア レ ル ギ ー の 有 効 な 治 療 的 な 処 置 の た め の 古 典 的 な 方 法 は 、 特 異 的 な 免 疫 療 法 ま た は 減
感 作 で あ る (Fiebig, 1995, Allergo J. 4(6): 336-339, Bousquet et al., 1998, J. All
ergy Clin. Immunol. 102(4): 558-562)。 こ の 方 法 で は 、 患 者 に 、 天 然 の ア レ ル ゲ ン 抽 出
物 を 、 用 量 を 増 大 さ せ て 皮 下 注 射 す る 。 し か し 、 こ の 方 法 で は 、 ア レ ル ギ ー 反 応 ま た は さ
ら に ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク の 危 険 が あ る 。 こ れ ら の 危 険 を 最 小 に す る た め に 、 ア レ ル
ゴ イ ド の 形 態 の 革 新 的 な 製 剤 を 用 い る 。 こ れ ら は 、 未 処 理 の 抽 出 物 と 比 較 し て 、 顕 著 に 低
下 し た Ｉ ｇ Ｅ 反 応 性 、 し か し 同 一 の Ｔ 細 胞 反 応 性 を 有 す る 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た ア レ ル ゲ
ン で あ る (Fiebig, 1995, Allergo J. 4(7): 377-382)。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 実 質 的 な 療 法 の 最 適 化 が 、 組 換 え 方 法 に よ り 製 造 さ れ た ア レ ル ゲ ン を 用 い て 可 能
で あ る 。 随 意 に 患 者 の 個 別 の 感 作 パ タ ー ン に 整 合 し た 、 組 換 え 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 高 純
度 の ア レ ル ゲ ン の 所 定 の カ ク テ ル を 、 天 然 の ア レ ル ゲ ン 源 か ら の 抽 出 物 と 置 き 換 え る こ と
が で き る 。 そ の 理 由 は 、 こ れ ら が 、 種 々 の ア レ ル ゲ ン に 加 え て 、 比 較 的 多 数 の 免 疫 原 性 で
あ る が 非 ア レ ル ゲ ン 性 で あ る 二 次 的 タ ン パ ク 質 を 含 む か ら で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 発 現 産 物 を 用 い て 信 頼 性 の あ る 減 感 作 を も た ら す こ と が で き る 現 実 的 な 展 望 は 、 Ｉ ｇ Ｅ
エ ピ ト ー プ が 、 療 法 に 必 須 の Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 損 な わ ず に 特 異 的 に 削 除 さ れ る 、 特 異 的
に 変 異 し た 組 換 え ア レ ル ゲ ン に よ り 提 供 さ れ る (Schramm et al., 1999, J. Immunol. 162
: 2406-2414)。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ア レ ル ギ ー 患 者 に お け る 妨 害 さ れ た Ｔ Ｈ 細 胞 平 衡 に 治 療 的 に 影 響 す る た め の 他 の 可 能 性
は 、 免 疫 療 法 的 Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 接 種 で あ る 。 こ れ は 、 関 連 す る ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る 発
現 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ を 用 い た 処 置 を 含 む 。 免 疫 応 答 の ア レ ル ゲ ン 特 異 的 影 響 の 最 初 の 実 験 的 な
根 拠 は 、 ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 注 射 に よ り 、 げ っ 歯 動 物 に お い て 提 供 さ れ た (H
su et al., 1996, Nature Medicine 2(5): 540-544)。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 医 薬 と し て の 、 本 明 細 書 中 に 記 載 し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ま た は 対 応 す
る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー に 関 す る 。
　 組 換 え 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 、 対 応 す る タ ン パ ク 質 を 、 花 粉 ア レ ル ギ ー の 療 法 の た め に
、 並 び に イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ 診 断 の た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 組 換 え ア レ ル ゲ ン の 製 造 の た め に 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た 核 酸 を 、 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 さ せ
、 こ の コ ン ス ト ラ ク ト を 、 好 適 な 宿 主 生 物 体 中 で 発 現 さ せ る 。 生 化 学 的 精 製 の 後 に 、 こ の
組 換 え ア レ ル ゲ ン は 、 確 立 さ れ た 方 法 に よ り 、 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 の 検 出 に 利 用 で き る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 さ ら に 、 発 現 制 御 配 列 に 機 能 的 に 結 合 し た 、 本 明 細 書 中 に 記 載 し た
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー お よ び 、 前 述 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ま た は 前 述 の 発 現 ベ ク タ
ー で 形 質 転 換 し た 宿 主 生 物 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 、 同 様 に 、 上 記 し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 少 な く と も １ 種 の ま た は 上 記 し た 発 現 ベ ク タ
ー の 少 な く と も １ 種 を 、 イ ネ 科 の ４ 群 ア レ ル ゲ ン が 誘 発 に 関 与 す る ア レ ル ギ ー を 患 っ て い
る 患 者 の 免 疫 療 法 的 Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 接 種 お よ び ／ ま た は こ の よ う な ア レ ル ギ ー の 防 止 の た
め の 医 薬 の 製 造 の た め に 用 い る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 既 に 述 べ た よ う に 、 本 発 明 を 、 特 定 の 免 疫 療 法 の た め の 組 換 え ア レ ル ゲ ン ま た は 核 酸 含
有 製 剤 に お け る 必 須 の 成 分 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ こ で 、 多 く の 可 能 性 が あ る 。 先
ず 、 不 変 の 一 次 構 造 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 、 製 剤 の 構 成 成 分 で あ る こ と が で き る 。 第 ２ に
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、 全 体 の 分 子 の Ｉ ｇ Ｅ エ ピ ト ー プ の 特 異 的 な 欠 失 ま た は Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 個
別 の 断 片 の 製 造 に よ り 、 低 ア レ ル ゲ ン 性 （ ア レ ル ゴ イ ド 状 ） 形 態 を 、 本 発 明 に お い て 、 不
所 望 な 副 作 用 を 防 止 す る た め の 療 法 の た め に 用 い る こ と が で き る 。 最 後 に 、 核 酸 自 体 は 、
真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー と 連 結 さ れ た 場 合 に 、 直 接 の 適 用 の 際 に 、 療 法 的 な 意 味 に お い て ア
レ ル ギ ー 性 免 疫 状 態 を 改 変 す る 製 剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ ま た は ５ に 対 応 す る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 関 し 、 こ こ
で 、 位 置 １ ～ ６ ９ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Phl p 4　 Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 誘 導 さ れ
て い る 。 こ こ で は 、 大 腸 菌 に お い て 高 頻 度 に 出 現 す る コ ド ン を 用 い た 。 位 置 ７ ０ か ら は 、
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 オ オ ア ワ ガ エ リ の ゲ ノ ム お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ に お い て 同 定 さ れ て い る も の に 一
致 す る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 さ ら に 、 位 置 ７ ０ で 開 始 し 、 オ オ ア ワ ガ エ リ の 主 要 な ア レ ル ゲ ン Ph
l p 4の 特 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ お よ び 配 列 番
号 ５ に よ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 好 ま し く は 医 薬 と し て の こ れ ら の 特 性 を 有 す る 、 前 述 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子
の １ つ ま た は ２ つ 以 上 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 こ れ ら は 、 特 に 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ ま た は 配 列 番 号 ６ に よ る ポ リ ペ プ チ ド で あ り
、 こ こ で 、 ア ミ ノ 酸 位 置 １ ～ ３ ３ は 、 単 離 さ れ た 天 然 の Phl p 4ア レ ル ゲ ン の Ｎ 末 端 ア ミ
ノ 酸 配 列 に よ り 決 定 さ れ て い る 。 位 置 ２ ４ ～ ５ ０ ０ は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ お よ び ５ に よ る Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 か ら 誘 導 さ れ て い た 。 位 置 ６ 、 ７ 、 ８ お よ び ９ に お け る 可 変 ア ミ ノ 酸 は 、 天 然 の
Phl p 4の 種 々 の 製 造 物 の Ｎ 末 端 タ ン パ ク 質 配 列 に 由 来 す る （ 表 １ ） 。
　 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 請 求 項 １ １ に お け る 宿 主 生 物 体 の 培 養 お よ び こ の 培 養 物 か ら の
対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 に よ る 、 こ の タ イ プ の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 の た め の 方 法 に 関
す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 同 様 に 、 上 記 し た ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ 種 の 、 イ ネ 科 の ４ 群 ア レ ル ゲ ン
が 誘 発 に 関 与 す る ア レ ル ギ ー の 診 断 お よ び ／ ま た は 処 置 お よ び こ の よ う な ア レ ル ギ ー の 防
止 の た め の 医 薬 の 製 造 へ の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ヒ ト に 対 す る ア レ ル ゲ ン と し て 作 用 す る 、 本 発 明 の こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ
ク 質 は 、 オ オ ア ワ ガ エ リ の 花 粉 粒 子 中 に 存 在 す る 。 他 の イ ネ 科 種 、 例 え ば 特 に ホ ソ ム ギ 、
カ モ ガ ヤ 、 ナ ガ ハ グ サ (Poa pratensis)、 ギ ョ ウ ギ シ バ 、 シ ラ ゲ ガ ヤ (Holcus lanatus)の
花 粉 粒 子 は 、 相 同 ア レ ル ゲ ン 分 子 （ ４ 群 ア レ ル ゲ ン ） を 含 む 。
　 こ れ ら の 分 子 の 相 同 性 は 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ま た ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 の 両 方
と の こ れ ら の 免 疫 学 的 交 差 反 応 性 に よ り 、 実 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 Phl p 4　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 す る 相 同 配 列 、 並 び に 、 存 在 す る 配
列 の 相 同 性 の た め に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 下 で Phl p 4　 Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る か 、 ま た は Phl p 4に 関 し て 免 疫 学 的 交 差 反 応 性 を 有 す る 、 他 の イ ネ 科 、 例 え ば ホ ソ
ム ギ 、 カ モ ガ ヤ 、 ナ ガ ハ グ サ 、 ギ ョ ウ ギ シ バ 、 シ ラ ゲ ガ ヤ 、 コ ム ギ (Triticum aestivum)
お よ び オ オ ム ギ (Hordeum vulgare)由 来 の ４ 群 ア レ ル ゲ ン の 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 関 す る
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 以 下 の 手 順 に 従 っ て 、 Phl p 4の タ ン パ ク 質 お よ び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 決 定 し た ：
　 天 然 の ア レ ル ゲ ン Phl p 4を 、 記 載 さ れ た 方 法 (Fahlbusch et al. 1998, Clin. Exp. Al
lergy 28: 799-807, Suck et al., 2000, Clin. Exp. Allergy 30: 1395-1402)に よ り 精
製 し 、 単 離 し た 。 微 小 量 の １ ３ 群 ア レ ル ゲ ン の マ イ ク ロ 精 製 (micropurification)お よ び
採 取 を 、 Suckら (2000, Clin. Exp. Allergy 30: 1395-1402)に よ り 記 載 さ れ た 方 法 に よ り
、 行 っ た 。
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　 オ オ ア ワ ガ エ リ か ら 単 離 さ れ た こ の Phl p 4の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 エ ド マ ン 分 解 に
よ り 決 定 し た 。 表 １ に 示 す Ｎ 末 端 配 列 （ Ｐ １ ａ ～ ｆ ） を 、 Phl p 4の 種 々 の バ ッ チ を 用 い
て 決 定 し た 。 最 初 の １ ５ 個 の 位 置 に つ い て の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 以 下 の 配 列 で あ る と 見
な す ： Ｙ Ｆ Ｐ Ｐ ’ Ｐ ’ Ａ Ａ Ｋ Ｅ Ｄ Ｆ Ｌ Ｇ Ｘ Ｌ （ 配 列 番 号 ３ ３ ） 。 位 置 １ ４ は 、 決 定 す る こ
と が で き な い ； こ れ は 、 お そ ら く 、 シ ス テ イ ン に よ り 占 有 さ れ る 。 異 な る バ ッ チ に お け る
位 置 ６ 、 ７ 、 ８ お よ び ９ に お け る 種 々 の ア ミ ノ 酸 は 、 ア イ ソ フ ォ ー ム の 意 味 に お け る 変 更
を 示 す 。 位 置 ４ お よ び ５ は 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン （ Ｐ ’ ） に よ り 占 有 さ れ 、 こ れ は 、 調 製
物 ｐ １ － ａ お よ び － ｂ の 分 析 に お け る 特 定 の 分 析 に よ り 、 明 ら か に 決 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ Ｇ ｌ ｕ － Ｃ (Promega, Heidelberg, Germany)を 用 い た Ｓ Ｄ Ｓ 変 性 Ph
l p 4の 処 理 に よ り 、 種 々 の ペ プ チ ド が 得 ら れ た 。 表 １ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 ２ つ の ペ
プ チ ド （ Ｐ ２ お よ び Ｐ ３ ） に つ い て 決 定 し た 。 ２ つ の ペ プ チ ド （ Ｐ ４ お よ び Ｐ ５ ） を 、 エ
ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ Ｌ ｙ ｓ － Ｃ (Roche, Mannheim, Germany)を 用 い た 切 断 に よ り 精 製 し 、 配
列 決 定 し た （ 表 １ ） 。 他 の ペ プ チ ド （ Ｐ ６ ） は 、 Ｃ Ｎ Ｂ ｒ 切 断 に よ り 単 離 し 、 ア ミ ノ 酸 配
列 を 決 定 し た （ 表 １ ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｎ 末 端 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 内 部 ペ プ チ ド ２ お よ び ６ を 、 変 性 プ ラ イ マ ー の 構 築 の
た め の 基 礎 と し て 用 い た 。 ア ン プ リ コ ン を 、 セ ン ス プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ３ ０ お よ び ア ン チ セ
ン ス プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ３ ７ （ 表 ２ ） で 、 オ オ ア ワ ガ エ リ 由 来 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 調 製
し た 。 こ れ ら の ア ン プ リ コ ン か ら 得 ら れ た ク ロ ー ン を 、 配 列 決 定 し （ 図 １ ） 、 特 異 的 な セ
ン ス プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ８ ２ （ 表 ２ ） の 構 築 の た め に 用 い た 。 オ オ ア ワ ガ エ リ 花 粉 由 来 の 代
表 的 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ 集 団 お よ び 本 発 明 の 特 異 的 な セ ン ス プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ８ ２ お よ び ア ン カ ー
プ ラ イ マ ー Ａ Ｕ Ａ Ｐ (Life Technologies, Karlsruhe, Germany)か ら 調 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
用 い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ を ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 下 で 行 っ た 。 こ の 約 ４ ５ ０ ｋ ｂ の ア ン プ リ コ
ン を 、 配 列 決 定 し 、 Phl p 4遺 伝 子 の ３ ’ 末 端 の 箇 所 ま で の 欠 失 配 列 を 、 同 定 し た （ 図 ２
） 。 本 発 明 に お い て 決 定 さ れ た こ の Ｃ 末 端 Phl p 4配 列 に 基 づ い て 、 特 異 的 な ア ン チ セ ン
ス プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ８ ５ お よ び Ｎ ｏ ． ８ ６ を 、 構 築 し た （ 表 ２ ） 。 Phl p 4ペ プ チ ド Ｐ １
－ ａ （ 表 １ ） の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 ア ミ ノ 酸 位 置 ２ ４ ～ ３ ３ （ Ｌ Ｙ Ａ Ｋ Ｓ Ｓ
Ｐ Ａ Ｙ Ｐ （ 配 列 番 号 ３ ４ ） ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ か ら 誘 導 さ れ た 、 変 性 セ ン ス プ ラ イ マ ー
Ｎ ｏ ． ２ ９ を 、 構 築 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ を 、 プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ２ ９ お よ び Ｎ ｏ ． ８ ６ で 、 ゲ ノ ム オ オ ア ワ ガ エ リ Ｄ Ｎ Ａ を
用 い て 行 っ た 。 こ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ２ ９ お よ び Ｎ ｏ ． ８ ５ で の 第 ２ の Ｐ
Ｃ Ｒ （ ネ ス テ ッ ド Ｐ Ｃ Ｒ ） の た め の 基 礎 と し て 用 い た 。 ア ン プ リ コ ン を 、 ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｅ
Ｍ 　 Ｔ － ｅ ａ ｓ ｙ (Promega, Heidelberg, Germany)中 に 挿 入 し 、 ク ロ ー ン 化 し 、 配 列 決 定
し た 。 こ の 配 列 は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ ま た は ５ に よ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の Ｎ 末 端 ま た は 位 置 ７ ０ か
ら 計 算 し て 、 位 置 ２ ４ か ら 開 始 し 、 プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ８ ５ （ 配 列 番 号 １ 、 ３ ま た は ５ に お
け る 位 置 １ ４ ０ ２ ） ま で 伸 び て お り 、 こ れ は 、 Phl p 4遺 伝 子 の す で に 決 定 さ れ た Ｃ 末 端
部 分 に 位 置 す る 。 こ れ ら の デ ー タ を 用 い て 、 Phl p 4分 子 の 完 全 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 最 初
の ３ ３ 個 の ア ミ ノ 酸 位 置 か ら 構 築 し 、 タ ン パ ク 質 配 列 決 定 な ら び に プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ２ ９
／ Ｎ ｏ ． ８ ５ お よ び Ｎ ｏ ． ８ ２ ／ ア ン カ ー プ ラ イ マ ー で 調 製 さ れ た ク ロ ー ン か ら 由 来 し 得
る 、 推 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ４ ７ ７ 個 の 位 置 ） に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 ２ つ の ク ロ ー
ン は 、 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の １ ９ ７ 個 の 位 置 に お い て 重 複 す る 。 ク ロ ー ン Ｎ ｏ ． ２
９ ／ Ｎ ｏ ． ８ ５ に よ り コ ー ド さ れ た ペ プ チ ド は 、 １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 位 置 に お い て 、 直 接 ア
ミ ノ 酸 配 列 決 定 に よ り 決 定 さ れ た Phl p 4の Ｎ 末 端 配 列 （ 位 置 １ ～ ３ ３ ） と 重 複 し 、 こ こ
で 、 ２ つ の 方 法 に よ り 決 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 は 、 一 致 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 直 接 決 定 さ れ た Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 お よ び 推 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ く 、 Phl p 4の ア ミ ノ
酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ お よ び ６ の 下 で 配 列 プ ロ ト コ ル に お い て 列 挙 さ れ た 配 列 に 一 致
す る 。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 特 異 的 な セ ン ス プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ８ ８ （ 表 ２ ） お よ び 特 異 的 な ア ン チ セ
ン ス プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ８ ６ で 、 共 に ゲ ノ ム を 用 い て 、 お よ び オ オ ア ワ ガ エ リ か ら の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ を 用 い て 調 製 し 、 直 接 配 列 決 定 し た 。
　 こ れ に よ り 、 Ｐ Ｃ Ｒ エ ラ ー を 排 除 し 、 遺 伝 子 変 異 （ 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 ） を 見 出 す こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 配 列 番 号 １ に つ い て 見 出 さ れ た 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 を 、 表 ３ に 示 す 。 こ れ
ら の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 の い く つ か で は 、 ア ミ ノ 酸 が 修 飾 さ れ て い る 。 こ れ ら を 、 表 ４
に 示 す 。 さ ら に 、 優 勢 な 配 列 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ お よ び ６ に 関 し て 逸 脱 す る ア ミ ノ 酸 を も た
ら す Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 、 配 列 決 定 し た （ 表 ５ ） 。 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 変 異 は 、 Phl p 4分 子
の ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る と 見 な さ れ る べ き で あ る 。 こ の よ う な ア イ ソ フ ォ ー ム の 存 在 は 、
天 然 の Phl p 4の 不 均 一 な 等 電 特 性 か ら 予 測 さ れ る 。 現 在 ま で 知 ら れ て い る す べ て の 花 粉
ア レ ル ゲ ン は 、 こ の よ う な ア イ ソ フ ォ ー ム を 有 す る 。 プ ラ イ マ ー Ｎ ｏ ． ２ ９ お よ び ８ ６ に
よ り 決 定 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 、 実 際 に 、 天 然 の Phl p 4ア レ ル ゲ ン と 同 一 の タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る と い う 事 実 は ま た 、 特 に 、 本 発 明 の 組 換 え Phl p 4分 子 の 推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 に お け る 相 同 ペ プ チ ド 配 列 が 、 天 然 の Phl p 4の 同 定 さ れ た 内 部 ペ プ チ ド Ｐ ３ 、 Ｐ ４
お よ び Ｐ ５ （ 表 １ ） に つ い て 見 出 さ れ た （ 図 ３ ） と い う 事 実 に よ り 実 証 さ れ 得 る 。 記 載 さ
れ た Phl p 4ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 こ れ が 、 ８ ． ９ ９ （ 配 列 番 号 ２ ） 、 ８ ． ８ ０ （ 配 列 番 号 ４
） ま た は ９ ． １ ７ （ 配 列 番 号 ６ ） の 計 算 さ れ た 等 電 点 を 有 し 、 ５ ０ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な
る 塩 基 性 分 子 で あ る こ と を 示 す 。 定 量 的 な ア ミ ノ 酸 組 成 を 、 表 ６ に 示 す 。 組 換 え Phl p 4
の 計 算 さ れ た 分 子 量 は 、 ５ ５ ． ７ ６ ２ （ 配 列 番 号 ２ ） 、 ５ ５ ． ７ ３ ４ （ 配 列 番 号 ４ ） ま た
は ５ ５ ． ６ ２ ４ （ 配 列 番 号 ６ ） ダ ル ト ン で あ る 。 こ の 計 算 さ れ た 分 子 量 は 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ
Ｇ Ｅ に よ り 決 定 さ れ た ５ ５ ｋ Ｄ ａ の 天 然 の Phl p 4の 分 子 量 と 、 極 め て 良 好 に 整 合 す る (Fa
hlbusch et al., 1998, Clin. Exp. Allergy 28: 799-807お よ び Suck et al., 2000, Cli
n. Exp. Allergy 30: 1395-1402)。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ５ ０ ～ ６ ０ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 は ま た 、 関 連 す る イ ネ 科 種 の ４ 群 ア レ ル ゲ ン に つ い て 記 載 さ
れ て い る 。
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 組 換 え Phl p 4タ ン パ ク 質 の 製 造 の た め に 、 Phl p 4を コ ー ド す る 配 列 番 号 １ 、 ３ お よ び
／ ま た は ５ に よ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば ｐ Ｐ ｒ ｏ Ｅ ｘ 、 ｐ λ Ｃ ｒ ｏ 、 ｐ Ｓ
Ｅ ３ ８ ０ ） 中 に 挿 入 し た 。 タ ン パ ク 質 配 列 決 定 か ら 知 ら れ て い る Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 に つ い て
、 大 腸 菌 の 最 適 化 コ ド ン を 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 大 腸 菌 へ の 形 質 転 換 、 発 現 お よ び 種 々 の 分 離 方 法 に よ る 組 換 え Phl p 4の 精 製 の 後 に 、
得 ら れ た タ ン パ ク 質 に 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ プ ロ セ ス を 施 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た こ の rPhl p 4タ ン パ ク 質 は 、 天 然 の Phl p 4と 同 一 の 分 子 量 範
囲 を カ バ ー す る Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に お い て 、 単 一 の バ ン ド を 与 え る 。 rPhl p 4の 免 疫 学 的
反 応 性 は 、 天 然 の Phl p 4を 用 い て 誘 発 さ れ 、 イ ネ 科 の 相 同 タ ン パ ク 質 （ ４ 群 ） と 交 差 反
応 す る 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ Ｈ １ お よ び ３ Ｃ ４ と の 反 応 に よ り 、 実 証 さ れ た (Fah
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lbusch et al., 1998, Clin. Exp. Allergy 28:799-807; Gavrovic-Jankulovic et al., 
2000, Invest. Allergol. Clin. Immunol. 10(6): 361-367)（ 図 ４ ） 。 rPhl p 4は 、 天 然
の Phl p 4と の 実 証 さ れ た Ｉ ｇ Ｅ 反 応 性 を 有 す る ア レ ル ギ ー 患 者 の Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 と 反 応 す る
。 こ の Ｉ ｇ Ｅ 反 応 性 お よ び 従 っ て ア レ ル ゲ ン と し て の 作 用 は 、 共 に ド ッ ト 試 験 、 ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト に お い て 、 お よ び ま た ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 で の ア レ ル ゲ
ン の 吸 着 の 後 に 実 証 さ れ た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 検 出 を 、 図 ５ に 示 す 。 ア レ ル ゲ ン
４ 群 反 応 性 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 の 好 塩 基 球 と の rPhl p 4の 反 応 の 際 に 、 こ れ ら は 、 活 性 化
マ ー カ ー Ｃ Ｄ 　 ２ ０ ３ ｃ の 増 大 し た 発 現 に 刺 激 さ れ る 。 rPhl p 4に よ る こ の 好 塩 基 球 活 性
化 は 、 こ の 分 子 が ま た ア レ ル ゲ ン と し て 機 能 的 に 作 用 す る こ と を 、 明 確 に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 従 っ て 、 こ の rPhl p 4ア レ ル ゲ ン を 、 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 の 高 度 に 特 異 的 な 診 断 の た め
に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 診 断 を 、 イ ン ビ ト ロ で 、 特 定 の 抗 体 （ Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｇ １ ～ ４
、 Ｉ ｇ Ａ ） の 検 出 お よ び Ｉ ｇ Ｅ を 負 荷 し た エ フ ェ ク タ ー 細 胞 （ 例 え ば 血 液 か ら の 好 塩 基 球
） と の 反 応 に よ り イ ン ビ ト ロ で 、 ま た は 皮 膚 試 験 反 応 お よ び 反 応 器 官 に お け る 誘 発 に よ り
イ ン ビ ボ で 、 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 rPhl p 4の 、 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 の Ｔ リ ン パ 球 と の 反 応 は 、 増 殖 の た め の Ｔ リ ン パ 球 の
ア レ ル ゲ ン 特 異 的 刺 激 な ら び に 、 新 た に 調 製 し た 血 液 リ ン パ 球 中 の Ｔ 細 胞 に よ る サ イ ト カ
イ ン 合 成 、 お よ び 確 立 さ れ た nPhl p 4反 応 性 Ｔ 細 胞 株 お よ び ク ロ ー ン に お け る サ イ ト カ イ
ン 合 成 の 両 方 に よ り 、 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 記 載 し た rPhl p 4　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ い て 、 ５ ０ ～ ３ ５ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 部 分 配 列 を 、 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 。 こ れ ら の 部 分 配 列 は 、 連 続
的 に 、 rPhl p 4の 完 全 な 配 列 を 包 含 し 、 少 な く と も １ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 の 重 複 が あ る 。 発 現
し た ペ プ チ ド は 、 Phl p 4断 片 に 一 致 す る 。 こ れ ら の Phl p 4断 片 は 、 個 別 に も し く は 混 合
物 と し て 、 ア レ ル ギ ー 患 者 の Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 と 反 応 し な い か 、 ま た は 小 さ い 程 度 に 反 応 す る の
み で あ り 、 従 っ て 、 こ れ ら を 、 低 ア レ ル ゲ ン 性 と 分 類 す る こ と が で き る 。 対 照 的 に 、 こ れ
ら の 断 片 の 混 合 物 は 、 完 全 な 組 換 え 体 ま た は 天 然 の Phl p 4と 同 様 に し て 、 Phl p 4反 応 性
を 有 す る 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 の Ｔ リ ン パ 球 を 刺 激 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 図 ４ は 、 Phl p 4特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル マ ウ ス 抗 体 に 結 合 す る こ と に よ る 、 ア ミ ノ 酸 １
～ ２ ０ ０ お よ び １ ８ ５ ～ ５ ０ ０ に 対 応 す る ２ 種 の こ の よ う な Phl p 4断 片 の 特 徴 づ け を 、
例 と し て 示 す 。 Ｃ 末 端 断 片 １ ８ ５ ～ ５ ０ ０ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ Ｈ １ の み と 反 応 す る
一 方 、 Ｎ 末 端 断 片 １ ～ ２ ０ ０ は 、 明 ら か に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ３ Ｃ ４ と 反 応 す る 。 図 ５
か ら 、 断 片 １ ８ ５ ～ ５ ０ ０ は 、 ア レ ル ギ ー 患 者 Ｂ お よ び Ｃ の 血 清 か ら の Ｉ ｇ Ｅ と 、 比 較 的
弱 く 反 応 す る 、 即 ち 、 こ れ は 、 少 な く と も 患 者 血 清 Ｃ に 対 す る 減 少 さ れ た Ｉ ｇ Ｅ 反 応 性 （
低 ア レ ル ゲ ン 性 ） を 有 す る 断 片 １ ～ ２ ０ ０ よ り も ア レ ル ゲ ン 性 が 低 い こ と が 明 ら か で あ る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 Phl p 4の ア ミ ノ 酸 １ ～ ２ ０ ０ を 有 す る 断 片 １ ～ ２ ０ ０ を コ ー
ド す る 、 本 明 細 書 中 に 記 載 し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 お よ び 、 Phl p 4の ア ミ ノ 酸 ２ ８ ５ ～ ５ ０ ０ を
有 す る 断 片 ２ ８ ５ ～ ５ ０ ０ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 シ ス テ イ ン を コ ー ド す る ト リ プ レ ッ ト を 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 に よ り 、 こ れ ら が 、 他 の
ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は セ リ ン を コ ー ド す る よ う に 改 変 し た 。 個 々 の シ ス テ イ ン を 置 換 し た
バ リ ア ン ト お よ び 、 ２ つ の シ ス テ イ ン 残 基 の 種 々 の 組 み 合 わ せ ま た は ５ つ の シ ス テ イ ン す
べ て を 修 飾 し た バ リ ア ン ト の 両 方 を 、 製 造 し た 。 こ れ ら の シ ス テ イ ン 点 変 異 体 の 発 現 タ ン
パ ク 質 は 、 ア レ ル ギ ー 患 者 の Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 と の 反 応 性 は 高 度 に 低 減 し た か 、 ま た は ゼ ロ で あ
っ た が 、 こ れ ら の 患 者 の Ｔ リ ン パ 球 と 反 応 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 対 応 す る ポ リ
ペ プ チ ド の １ つ 、 そ れ 以 上 ま た は す べ て の シ ス テ イ ン 残 基 が 、 他 の ア ミ ノ 酸 に よ り 、 部 位
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特 異 的 変 異 導 入 に よ り 置 換 さ れ て い る 、 本 明 細 書 中 に 記 載 し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド お よ び 低 ア レ ル ゲ ン 性 点 突 然 変 異 体 （ 例 え ば シ
ス テ イ ン 多 型 ） の ポ リ ペ プ チ ド に 対 応 す る 低 ア レ ル ゲ ン 性 断 片 の 免 疫 調 節 活 性 は 、 花 粉 ア
レ ル ギ ー 患 者 の Ｔ 細 胞 と の こ の 反 応 に よ り 実 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 こ の よ う な 低 ア レ ル ゲ ン 性 断 片 ま た は シ ス テ イ ン の 点 突 然 変 異 体 を 、 ア レ ル ギ ー 患 者 の
減 感 作 の た め の 製 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。 そ の 理 由 は 、 こ れ ら が 、 等 し い 有 効 性 を
伴 っ て Ｔ 細 胞 と 反 応 す る が 、 低 減 さ れ た か ま た は 全 く 存 在 し な い Ｉ ｇ Ｅ 反 応 性 の た め に 、
Ｉ ｇ Ｅ を 介 す る 副 作 用 が 低 減 す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 低 ア レ ル ゲ ン 性 Phl p 4バ リ ア ン ト を コ ー ド す る 核 酸 ま た は Phl p 4を コ ー ド す る 未 改 変
Ｄ Ｎ Ａ を 、 ヒ ト 発 現 ベ ク タ ー と 連 結 す る 場 合 に は 、 こ れ ら の 構 築 物 を 、 同 様 に 、 免 疫 療 法
（ Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 接 種 ） の た め の 製 剤 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 上 記 で 記 載 し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 少 な く と も １ 種 ま た は 上 記 で 記 載 し た 発
現 ベ ク タ ー 少 な く と も １ 種 お よ び 随 意 に 他 の 活 性 成 分 お よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む
、 イ ネ 科 の ４ 群 ア レ ル ゲ ン が 誘 発 に 関 与 す る ア レ ル ギ ー を 患 っ て い る 患 者 の 免 疫 療 法 的 Ｄ
Ｎ Ａ ワ ク チ ン 接 種 お よ び ／ ま た は こ の よ う な ア レ ル ギ ー の 防 止 の た め の 医 薬 組 成 物 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 群 の 医 薬 組 成 物 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 代 わ り に 、 上 記 し た ポ リ ペ プ チ ド 少 な く と も
１ 種 を 含 み 、 前 述 の ア レ ル ギ ー の 診 断 お よ び ／ ま た は 処 置 に 適 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 意 味 に お け る 医 薬 組 成 物 は 、 活 性 成 分 と し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 発
現 ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は す べ て の 比 率 で の 混 合 物 を 含 む 、 そ れ ぞ れ の 薬 学 的 に 使 用 可 能
な 誘 導 体 を 含 む 。 本 発 明 の 活 性 成 分 を 、 こ こ で 、 少 な く と も １ 種 の 固 体 、 液 体 お よ び ／ ま
た は 半 液 体 賦 形 剤 ま た は ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 、 お よ び 随 意 に １ 種 ま た は ２ 種 以 上 の 他 の 活
性 成 分 と 組 み 合 わ せ て 、 好 適 な 投 薬 形 態 と す る こ と が で き る 。
　 特 に 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ を 有 す る 免 疫 賦 活 性 Ｄ Ｎ Ａ ま た は オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 こ れ ら の 組 成 物 を 、 ヒ ト 医 学 ま た は 獣 医 学 に お け る 治 療 剤 ま た は 診 断 剤 と し て 用 い る こ
と が で き る 。 好 適 な 賦 形 剤 は 、 非 経 口 投 与 に 適 し 、 本 発 明 の 活 性 成 分 の 作 用 に 悪 影 響 を 生
じ な い 有 機 ま た は 無 機 物 質 で あ る 。 非 経 口 投 与 に 特 に 適 す る の は 、 溶 液 、 好 ま し く は オ イ
ル ベ ー ス 、 ま た は 水 性 の 溶 液 、 さ ら に 懸 濁 液 、 エ マ ル ジ ョ ン ま た は イ ン プ ラ ン ト で あ る 。
本 発 明 の 活 性 成 分 を 、 ま た 、 凍 結 乾 燥 し 、 得 ら れ た 凍 結 乾 燥 物 を 、 例 え ば 、 注 射 製 剤 を 製
造 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 示 し た 組 成 物 を 、 滅 菌 し 、 お よ び ／ ま た は こ れ は 、 補
助 剤 、 例 え ば 潤 滑 剤 、 保 存 剤 、 安 定 剤 お よ び ／ ま た は 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 浸 透 圧 を 調 整 す る
た め の 塩 、 緩 衝 物 質 お よ び ／ ま た は 複 数 の 他 の 活 性 成 分 を 含 む こ と が で き る 。
　 さ ら に 、 持 続 放 出 製 剤 を 、 本 発 明 の 活 性 成 分 の 対 応 す る 処 方 に よ り 、 得 る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、 ア レ ル ゲ ン 成 分 が 誘 発 す る 患 者 に 特 異 的 な 感 作 範 囲 の 同 定 の 一
部 と し て 、 イ ン ビ ト ロ 診 断 を 改 善 す る の に 役 立 つ 。 本 発 明 は 、 同 様 に 、 花 粉 ア レ ル ギ ー の
特 異 的 な 免 疫 療 法 の た め の 顕 著 に 改 善 さ れ た 製 剤 を 製 造 す る の に 役 立 つ 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 プ ラ イ マ ー ８ ２ 、 ８ ５ 、 ８ ６ お よ び ８ ８ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 通 常 の ４ 文 字 コ ー ド で
示 す 。 プ ラ イ マ ー ２ ９ 、 ３ ０ お よ び ３ ７ の 場 合 に お い て 、 Ｉ Ｕ Ｐ Ａ Ｃ － Ｉ Ｕ Ｂ 　 Ｄ Ｎ Ａ コ
ー ド を 用 い る ； 文 字 「 Ｎ 」 は 、 こ こ で 、 イ ノ シ ン を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
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【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ６ 】
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ７ 】
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【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ８ 】
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ ［ 配 列 番 号 ２ に よ る ア ミ ノ 酸 ／ 配 列 に お け る 位 置 ／ 逸 脱 ア ミ ノ 酸 ］
【 ０ ０ ６ ９ 】
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【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＊ 　 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン を 含 む
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 数 値 を 、 配 列 番 号 ２ ／ 配 列 番 号 ４ ／ 配 列 番 号 ６ の 順 序 で の ３ つ の 主 要 な 配 列 に つ い て 示
す 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ １ 】
【 図 １ 】 Phl p 4遺 伝 子 の 内 部 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ５ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 Phl p 4遺 伝 子 の 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ６ ） の ３ ’ 末 端 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 Phl p 4ア レ ル ゲ ン （ 配 列 番 号 ２ ） の 推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 中 の Phl p 4ペ プ チ
ド の 位 置 の 特 定 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 nPhl p 4に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ５ Ｈ １ （ ブ ロ ッ ト Ａ ） お よ び ３ Ｃ ４ （ ブ
ロ ッ ト Ｂ ） に よ る 組 換 え Phl p 4（ rPhl p 4） の 同 一 性 の 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 決
定 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 の 血 清 か ら の Ｉ ｇ Ｅ を 用 い た 組 換 え Phl p 4（ rPhl p 4） の
反 応 性 の 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 決 定 を 示 す 図 で あ る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 15年 8月 28日 (2003.8.28)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 8月 12日 (2004.8.12)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 請 求 項 １ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 、 組 換 え 方 法 に よ り 請
求 項 １ ２ に 従 っ て 製 造 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

对应于序列（SEQ ID.No.1），（SEQ ID.No.3）和（SEQ ID.No.5）的DNA分子（I），全部为1503bp（在说明书中定义）是新
的。以下还包括独立权利要求：（1）DNA（Ia），其包含从位置70开始的（I）的序列，并编码具有Phleum pratense的主要过敏
原Phl p4的性质的多肽（II）; （2）对应于编码Phl p4的序列的DNA（Ib）; （3）在严格条件下与（I），（Ia）或（Ib）杂交并衍
生自禾本科的DNA（Ic）; （4）编码与Phl p4免疫交叉反应并衍生自禾本科的多肽（IIa）的DNA（Id）; （5）含有（I） - （Id）和
（I）的片段或片段组合的DNA（Ie）编码第4组禾本科过敏原的免疫调节性T细胞反应形式; （6）（I） - （Ie）中的任一种编码免
疫调节性T细胞反应性片段，其通过个别密码子的靶向突变，消除或添加而改变; （7）重组DNA表达载体，或克隆系统，含有与表
达控制序列连接的（I） - （Ie）或（6）的突变体中的任一种; （8）用任何新DNA或（7）的载体转化的宿主生物; （9）通过培养
（8）的宿主制备多肽的方法; （10）由（I） - （Ie）中任一个编码的多肽（IIb）或（6）的突变体。活动：抗过敏。没有给出抗过
敏活性测试的细节。作用机制：疫苗;脱敏作用。
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