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(57)【要約】
以下のアミノ酸配列：
【化１】
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【特許請求の範囲】

【請求項１】  以下のアミノ酸配列：

【化１】

を有するペプチド及びその生物学的に活性なフラグメント及び／又は変異体及び

／又は誘導体、特にアミド化、アセチル化、硫酸塩化、ポリエチレングリコール

（ＰＥＧ）変性、リン酸化、及び／又はグリコシル化誘導体、及びＶＩＲＩＰの

生物学的活性を有する、多数の合成によって得られ得るペプチド；

  但し、Ｚ1及びＺ2は、独立に０～１０個のアミノ酸残基の配列であり、Ｚ1又

はＺ2がゼロ個のアミノ酸残基の場合、Ｚ1＝Ｈ及び／又はＺ2＝ＣＯＯＨである

。

【請求項２】  配列中の単一又は複数のアミノ酸残基が、交換、削除若しくは付

加され、又はＶＩＲＩＰの単一のアミノ酸に化学変性が導入され、それによりＶ

ＩＲＩＰの生物学的活性が向上する、請求項１に記載のＶＩＲＩＰペプチド。

【請求項３】  請求項１又は２に記載のペプチドをコードするポリヌクレオチド

、及び／又はそのフラグメント、変異体、誘導体、及び類似体。

【請求項４】  ＤＮＡ、ＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ又はＰＮＡからなることを特徴と

する請求項３に記載のポリヌクレオチド。

【請求項５】  請求項３に記載のポリヌクレオチドを含むベクター。

【請求項６】  請求項５に記載のベクターを含む遺伝子工学により作製されたホ

スト細胞。

【請求項７】  請求項３に記載のポリヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌ

クレオチド。

【請求項８】  請求項１又は２に記載のペプチドに対する抗体。

【請求項９】  請求項１又は２に記載のペプチドに対するアンタゴニスト／イン

ヒビター。

【請求項１０】  ウイルス感染し得る細胞内への取り込みを確保するアダプター

タンパク質と結合した請求項１又は２に記載のペプチド。
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【請求項１１】  請求項１、２又は１０に記載のペプチド及び適合性キャリアー

からなる本草薬剤。

【請求項１２】  カチオン交換抽出による血液濾過物からの抽出、次いで吸着物

質の溶出、ペプチドを含む抽出物の再度のカチオン交換クロマトグラフィー、及

び分画逆相クロマトグラフィーによる請求項１に記載のペプチドの調製方法。

【請求項１３】  メリフィールド合成型の固相合成、又は保護されたアミノ酸を

用いる当業者に既知の方法による液相合成、及びその精製による請求項１又は２

に記載のペプチドの調製方法。

【請求項１４】  一般的な生物工学的ベクターを用いる当業者に既知の非相同発

現法による請求項１又は２に記載のペプチドの調製方法。

【請求項１５】  請求項８に記載の抗体を含むか、又は請求項３、４若しくは７

に記載のポリヌクレオチドを含む診断薬。

【請求項１６】  組織、血漿、尿及び脳脊髄液レベルの前記物質を試験するため

の試験システムのための請求項１５に記載の診断薬の使用。

【請求項１７】  ウイルス性疾患、細菌及び真菌感染、炎症性及び腫瘍性プロセ

スのためのマーカーとして、並びに炎症性プロセス、妨害された炎症反応、腫瘍

疾患、成長障害、免疫系の疾病におけるマーカーとして、並びに骨の疾患のマー

カーとしての、請求項１５に記載の診断薬の使用。

【請求項１８】  経口、静脈内、筋肉内、皮内、皮下、クモ膜下投与のための本

草薬物型の活性成分として、及び肺内投与のためのエアロゾルとして、請求項１

、２及び１０に記載のペプチド、請求項３、４若しくは７に記載のポリヌクレオ

チド、請求項８に記載の抗体、又は請求項９に記載のアンタゴニスト／インヒビ

ターを含む薬剤。

【請求項１９】  ウイルス性疾患、特にＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２、ヘルペス単式

ウイルス、帯状疱疹ウイルス、肝炎Ａ、肝炎Ｂ及び肝炎Ｃウイルス、サイトメガ

ロウイルス、インフルエンザウイルス、ポリオウイルス、ライノウイルス、風疹

ウイルス、麻疹ウイルス、狂犬病ウイルス、ラウス肉腫ウイルス、エプスタイン

バーウイルスの治療のための、並びに細菌及び真菌感染、炎症性プロセス、妨害

された炎症反応、腫瘍疾患、成長障害、ニューロン疾患、血液凝固及び血液生成
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の疾患、血管の疾患、免疫系の疾患の治療のための、並びに外傷及び骨の治療の

ための、請求項１８に記載の薬剤の使用。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、細胞のウイルス感染を阻害する性質を有するポリペプチド（タンパ

ク質）：ヒトウイルス阻害(virus-inhibiting)ペプチド（ＶＩＲＩＰ）、並びに

その治療的及び診断的使用に関する。本発明は、自然発生型ＶＩＲＩＰ及びそれ

から誘導されたフラグメント及び／若しくは類似体、又は誘導体、並びに最終的

には、医学的処置に使用されるべきであり、かつ診断薬として使用されるべきで

ある、天然の組換え体、及び合成ペプチドを含む薬剤に関する。また、本発明は

、特に良好な治療効果を有する変性型ＶＩＲＩＰに関し、更に、ＶＩＲＩＰ又は

そのフラグメント及び／若しくは誘導体の１つ、並びに診断的又は治療的使用の

ための、特にウイルス性疾患における、並びにＨＩＶ－１及びＨＩＶ－２感染の

治療のための、ＶＩＲＩＰ又はそのフラグメント及び／若しくは誘導体に対向す

る抗体及びアンタゴニストに関する。

      【０００２】

  驚くべくことに、ＶＩＲＩＰは、クロマトグラフィー法により、かつ生物学的

アッセイを用いて、ヒトの血液濾過物(hemofiltrate)から単離され得る。本発明

によるペプチドの生物学的な特徴付けは、マススペクトロメトリー及び全てのア

ミノ酸の完全な配列決定によって行われる。

      【０００３】

  ペプチドは、以下のアミノ酸配列を有する：

【化２】

  但し、Ｚ1及びＺ2は、独立に０～１０個のアミノ酸残基の配列であり、Ｚ1又

はＺ2がゼロ個のアミノ酸残基の場合、Ｚ1＝Ｈ及び／又はＺ2＝ＣＯＯＨである

。

      【０００４】

  Ｚ1及びＺ2がゼロ個のアミノ酸残基の場合、本発明によるＶＩＲＩＰペプチド

の分子量は、２３０３Ｄａである。
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      【０００５】

  ＶＩＲＩＰの誘導体としては、特に、アミド化、アセチル化、硫酸塩化、ポリ

エチレングリコール（ＰＥＧ）変性、リン酸化、及び／又はグリコシル化誘導体

、並びにＶＩＲＩＰの生物学的活性を有する、多数の合成から得られ得るペプチ

ドを挙げることができる。

      【０００６】

  本発明によるペプチドは、その処理型(processed form)が、３９４個のアミノ

酸からなる、既知のヒトタンパク質アルファ－１－アンチトリプシン（登録番号

Ｐ０１００９）の２０個のアミノ酸のフラグメントを含む。アルファ－１－アン

チトリプシンの機能は、酵素エラスターゼ、並びにトロンビン及びプラスミンの

インヒビター(inhibitor)として、主に説明されている。本発明によるＶＩＲＩ

Ｐのペプチド配列は、アルファ－１－アンチトリプシンのアミノ酸３５２の後か

ら始まるので、アルファ－１－アンチトリプシンのアミノ酸３５３～３７２を含

む。

      【０００７】

  驚くべきことに、本発明によるペプチドは、ヒト血液細胞のＨＩＶ－１感染及

び／若しくは複製の、又はヒト血液細胞における抑制(suppression)を引き起こ

す。

      【０００８】

  本発明によるペプチドは、ヒトの血液濾過物から始まる精製法によって得るこ

とができる。この血液濾過物は、腎臓病を患う患者の血液の限外濾過において、

多量に得られる。

      【０００９】

  本発明はまた、本発明によるペプチドをコードするポリヌクレオチドにも関す

る。そのようなポリヌクレオチドは、DNA、RNA、ゲノムDNA又はPNAからなること

が好ましい。本発明の他の態様は、本発明によるポリヌクレオチドを含むベクタ

ー、及び本発明によるベクターを含む遺伝子工学により作製された(genetically

 engineered)ホスト細胞に関する。本発明はまた、本発明によるポリヌクレオチ

ドとハイブリダイズするであろうポリヌクレオチド（アンチセンスヌクレオチド
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）にも関する。本発明の更なる態様は、本発明によるペプチドに対する抗体、並

びに本発明によるペプチドの活性を阻害するアンタゴニスト及びインヒビターに

関する。

      【００１０】

  本発明によるペプチドは、ウイルス感染し得る細胞内への取り込みを確保する

アダプタータンパク質と結合し得る。

      【００１１】

  本発明はまた、本発明によるポリヌクレオチドを治療に効果的な量で投与する

ことによる、VIRIPを必要とする患者の治療のための方法、及びアンタゴニスト

／インヒビターを治療に効果的な量で投与することによる、VIRIP阻害を必要と

する患者の治療のための方法にも関する。

      【００１２】

  又は、本発明によるポリペプチドの治療効果は、VIRIPをコードするポリヌク

レオチドを投与した後に患者においてインビボ(in vivo)発現することにより得

ることができる。

      【００１３】

  ヒトの血液濾過物は、任意に、水によって希釈され、酸性化される。ｐH値は

、１．５～３．５、特に２．５～３．０であることが好ましい。その後、血液濾

過物は、カチオン交換体、例えば、スルホン酸基によって修飾された支持体材料

（フラクトゲル(Fractogel)SP-650(M)、メルク(Merck)、ダルムシュタット(Darm

stadt)）に通される。カチオン交換体に結合したペプチドは、比較的高濃度の塩

溶液によって溶出される。溶離液のイオン強度は、０．５～１Mの酢酸アンモニ

ウム溶液の場合とほぼ同じである。

      【００１４】

  回収された溶出液は、別のカチオン交換クロマトグラフィーに付される。この

クロマトグラフィーは、ｐH値がしだいに高くなるバッファーによる分画(fracti

onal)溶出であることが好ましい。

      【００１５】

  本発明によるペプチドを含む画分は、分取用(preparative)逆相クロマトグラ
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フィー、及びその後の半分取用(semipreparative)逆相クロマトグラフィーによ

って、例えばＣ１８－変性支持体材料上で、更に精製される。分析用逆相クロマ

トグラフィーを用いて、例えば、Ｃ１８－変性支持体材料上で、精製度を観察す

ることが好ましい。

      【００１６】

  クロマトグラフィーによる精製によって得られた物質の構造解明(structural 

elucidation)が行われた。精製されたペプチドの分子量の決定は、エレクトロス

プレー・マススペクトロメーター(electrospray mass spectrometer)(ESI-MS)に

よって行われた。天然の(native)ペプチドの配列分析は、ＡＢＩ ４７３ Ａシー

ケンサーを用いて、エドマン分解によって行われた。本発明によるペプチド配列

は、化学的に合成され、かつ合成によって得られた(synthetically prepared)ペ

プチドの構成も、解明された。この合成によって得られたＶＩＲＩＰも、ヒトの

血液細胞のＨＩＶ－１感染及び／若しくは複製の、又はヒトの血液細胞における

、投与量に依存する抑制を引き起こす。

      【００１７】

  本発明のペプチド、及びそのｃＤＮＡ、その遺伝子及び類似体、そのペプチド

、ｃＤＮＡ、及び遺伝子のフラグメント及び誘導体、並びにＶＩＲＩＰの活性を

失わせる(neutralize)抗体は、薬剤として使用され得る。その生物学的活性は、

ウイルス阻害物質のものに相当する。ＶＩＲＩＰは、その疎水性配列が短いため

、血液細胞へ取り込まれ、そこでウイルス性酵素のインヒビターとして、又は血

液細胞の酵素のインヒビターとして働き、かつＶＩＲＩＰは、ウイルス侵入(ent

ry)において役割を果たすレセプターと結合すると考えられる。それ故、ＶＩＲ

ＩＰは、ウイルスによる細胞の感染を妨げる。

      【００１８】

  本発明のペプチドは、非経口的、静脈内、筋肉内、鼻腔内、局部的(local-top

ic)、皮下、又は口辺(buccal)経路において、ペプチドに一般的な方法で投与さ

れる。投与されるべきペプチドの量は、一日当たりで、単位投与量当たり１ｍｇ

～１ｇである。本発明によるペプチドの活性は、適当なインヒビター／アンタゴ

ニストの投与によって阻害され得る。
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      【００１９】

  それ自体既知のＥＬＩＳＡ又はＲＩＡで用いられるべき本発明による診断薬は

、本発明によるペプチドに対するポリ－又はモノクローナル抗体を、任意に蛍光

ラベル化又は放射性ラベル化した形で含む。本発明のペプチドに対する抗体は、

哺乳動物の免疫法によって得ることができる。ＰＣＲやフィンガープリンティン

グ(fingerprinting)のような、当業者に既知の試験システムにおいて使用するた

めの本発明による診断薬は、DNA、RNA、及び／又はPNAを、任意に変性及び／又

はラベル化された形で含む。

      【００２０】

  図１：VIRIPの精製。精製段階は、本明細書において説明されている。（ｂ）

画分１－２０による、ヒト血液のリンパ細胞におけるＨＩＶ－１ ＮＬ４３の複

製の阻害。細胞を、ＰＨＡによって２日間刺激し、１０ｎｇのｐ２４を含むウイ

ルスストック(virus stocks)によって感染させ、感染９日後、培養液の上清中の

逆転写酵素活性を決定した。感染実験の結果を示す。

      【００２１】

  図２：ＣＥＭ×１７４－ＳＥＡＰインジケーター(indicator)細胞の感染（左

）及びヒトＰＥＭＣ類における複製（右）への合成ＶＩＲＩＰの影響。記載の量

のＶＩＲＩＰの存在下で細胞の感染及び培養を行った。ウイルスの侵入を決定す

るために、感染３日後、ＣＥＭ×１７４－ＳＥＡＰの培養液の上清中の分泌され

たアルカリホスファターゼの活性を決定した。

      【００２２】

  図３：Ｘ４屈性(X4-tropic)ＮＬ４３クローンのＶ３ループ(loop)を、示した

ＨＩＶ－１単離物の対応する配列と交換した。それにより、Ｖ３ループにおいて

組換え型ウイルスのみが区別される。右側のパネルに、観察されたインヒビター

の効果（％）、Ｖ３領域の全変化及び共存レセプター屈性(co-receptor-tropism

)を示す。

      【００２３】

  図４：Ｘ４屈性Ｐ５９Ｓ及びＲ５屈性９２ＴＨ ＨＩＶ－１ ＮＬ４－３組み換

え体のＶＩＲＩＰによる投与量に依存した阻害。示した濃度のＶＩＲＩＰの存在
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下で、Ｐ４Ｒ５インジケーター細胞を感染させ、感染２日後、細胞抽出物中のβ

－ガラクトシダーゼ活性を測定した。

      【００２４】

  図５：ＶＩＲＩＰは、ヒトＰＢＭＣ中で、異なる細胞屈性および共存レセプタ

ー屈性を有する様々なＨＩＶ単離物の複製を阻害する。示した濃度のVIRIPの存

在下で、予め刺激したＰＢＭＣを、様々なＨＩＶ－１単離物（１０ｎｇのｐ２７

抗原）、又はキメラ(chimeric)オンコ－レンチウイルス(Mu-HIV)によって処理し

た。細胞培養液の上清中の逆転写酵素活性を測定することにより、ウイルス複製

を決定した。

      【００２５】

【実施例】

  ここで、以下の実施例により、本発明を更に説明する。

実施例１

  抗ウイルス効果を有する(antivirally effective)ＶＩＲＩＰの単離

第一段階：血液濾過物バッチ抽出

  ８００～１０００リットルの血液濾過物を、ＨＣｌによってｐＨ値２．７に調

整し、水で希釈して伝導度を５．５ｍＳ／ｃｍとし、流速３リットル／分で強カ

チオン交換体に充填する。

      【００２６】

クロマトグラフィー条件

カラム：バンテージ(Vantage)ＶＡ２５０（アミコン(Amicon)、ウィッテン(Witt

en)、ドイツ）

カラム材：フラクトゲル(Fracrogel)ＴＳＫ ＳＰ ６５０（Ｍ）、２５ｃｍ×２

０ｃｍ

流速：３リットル／分

検出：２８０ｎｍ、ｐＨ、伝導度

バッファーＡ：血液濾過物 ｐＨ２．７、伝導度５．５ｍＳ／ｃｍ

バッファーＢ：０．５Ｍ酢酸アンモニウム

装置：オートパイロットクロマトグラフィーシステム(Autopilot Chromatograph



(11) 特表２００３－５１６７２９

ic System)（パーセプティブ・バイオシステムズ(PerSeptive Biosystems)、バ

イスバーデン（Wiesbaden）、ドイツ）

      【００２７】

  全部で１，０００リットルの液体を一晩充填した後、数カラム容量の５ｍＭ 

ＨＣｌですすぎ洗いする。結合したペプチドの溶出を、０．５Ｍの酢酸アンモニ

ウムによるバッチ溶出として行う。約５リットルの溶離液中で、ｐＨ値に勾配を

かけ（６．８～７．２）、かつ伝導度に勾配をかけ（５６ｍＳ／ｃｍ）、ペプチ

ドを完全に溶出した。

      【００２８】

第二段階：最初の分取分離（チャージ(Charge)０１／１９９８）

  バッチ抽出の酢酸アンモニウム溶離液を、１０，０００リットルの量の血液濾

過物と混合する。ｐHを２．７に調整した後、５．５ｍＳ／ｃｍの伝導度を有す

る完全に脱塩した水を加えながら、ペプチド抽出物を、分取用カチオン交換体に

充填する。

      【００２９】

クロマトグラフィー条件：

カラム：バンテージ(Vantage)２５０ ＶＡ

カラム材：フラクトゲル(Fractogel)ＴＳＫ ＳＰ ６５０（Ｍ）、２５ｃｍ×２

０ｃｍ

流速：充填中は３リットル／分まで、溶出中は０．５～１リットル／分

検出：２８０ｎｍ、ｐＨ、伝導度

試料：血液濾過物 ｐＨ２．７、伝導度５．５ｍＳ／ｃｍ

装置：オートパイロットクロマトグラフィーシステム(Autopilot Chromatograph

ic System)（パーセプティブ・バイオシステムズ(PerSeptive Biosystems)、バ

イスバーデン（Wiesbaden）、ドイツ）

      【００３０】

  未精製の抽出物を２４０分にわたり充填した後、伝導度が１ｍＳ／ｃｍ以下に

なるまで、０．０１ＭのＨＣｌでカラムをすすぎ洗いする。下記のバッファーを

用いて、数段階で溶出を行った。
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      【００３１】

【表１】

      【００３２】

  溶出液１－７を、ｐＨプールＩ－ＶＩＩと呼ぶ。それらを分取し、完全に脱塩

された水で最後にすすぎ洗いする。新たなベースラインに達するまで溶出を行う

と、ｐＨプールＩ～ＶＩＩそれぞれに対し、１０～２５リットルの溶出液が得ら

れる。

      【００３３】

第三段階：２番目の分取分離

  分画し、同時に脱塩するために、逆相クロマトグラフィーにより、それぞれの

ｐＨプールを分離する。

      【００３４】

カラム条件：

カラム：ファインライン(FineLine) １００(ファルマシア(Pharmacia)、フライ

ブルグ(Freiburg)、ドイツ)

カラム材：ソース(Source) RPC、１５μｍ

      １０×１２．５ｃｍ（ファインライン(FineLine) １００）

流速：１５０ｍｌ／ｍｉｎ（ファインライン(FineLine) １００）
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バッファーＡ：１０ｍＭ ＨＣｌ

バッファーＢ：８０％アセトニトリル含有１０ｍＭ ＨＣｌ

勾配：５カラム容量中、０－６０％バッファーB

      【００３５】

  各ｐHプールを充填した後、バッファーAでカラムを洗浄する。溶出中、２００

ｍｌの画分を回収する。画分を凍結乾燥して－２０℃で保存する。形成した画分

のアリコ－ト(Aliquots)を、バイオアッセイで試験する。ｐHプールIからの画分

２０は、本発明によるペプチドを含んでいた（図１ｂ、ｃ参照）。

      【００３６】

第四段階：半分取用逆相Ｃ１８クロマトグラフィー

  アッセイにおいて生物活性であったｐＨプールＩからの画分２０全５００ｍｇ

を、半分取用逆相カラムを通して分離した。画分２７は、本発明による物質を含

んでいた（図１ｄ参照）。

      【００３７】

クロマトグラフィー条件：

カラム：４．７ｃｍ×３０ｃｍスチールカラム

充填材：バイダック(Vydac)ＲＰ－Ｃ１８ １５－２０μｍ、３００Ｘ）

バッファーＡ：３０％メタノール、７０％水、０．１％ＴＦＡ

バッファーＢ：１００％メタノール、０．１％ＴＦＡ

勾配：２１００ｍｌ中でＢが０－６０％

流速：４０ｍｌ／ｍｉｎ

検出：２１４ｎｍ及び２８０ｎｍ

クロマトグラフィー装置：バイオキャド（ＢｉｏＣａｄ）２５０、パーセプティ

ブ・バイオシステムズ（Perseptive Biosystems）

分画：勾配開始から５０ｍｌ毎

      【００３８】

第五段階：分析用逆相クロマトグラフィー：

  先のクロマトグラフィーからの生物活性画分２７を、分析用逆相カラムを通し

て分離した。バイオアッセイにおいて、アリコートを試験した。画分３３及び３
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４は、精製された形で、本発明による物質を含んでいた。

      【００３９】

クロマトグラフィー条件：５μｍ、１００Ｘ、２０×２５０ｍｍ

カラム：２ｃｍ×２５ｃｍスチールカラム

充填材：ＲＰ－Ｃ４、５μｍ、１００Ｘ、バイオテクシリカ(Biotek Silica)、

オーストリンゲン(Oｅstringen)、ドイツ）

バッファーＡ：水、０．１％ＴＦＡ

バッファーＢ：８０％アセトニトリル、２０％水、０．１％ＴＦＡ

勾配：８０分間でＢは２０－６０％、２分間でＢは６０－１００％

流速：８ｍｌ／ｍｉｎ

検出：２１４ｎｍ及び２８０ｎｍ

クロマトグラフィー装置：コントロン(Kontron)

分画：勾配開始から１．５分毎

      【００４０】

  その後すぐに、投与量に依存した方法で、バイオアッセイにおいて本発明によ

る純粋な物質が試験され、ペプチド化学によって特徴付けられた。

      【００４１】

実施例２

質量決定

  （実施例１の第五段階の画分３３及び３４からの）血液濾過物から単離された

ペプチド、及び化学的に合成されたペプチド（実施例３）における質量決定を、

ＥＳＩマススペクトロメトリーにおいて行った（図１ｆ参照）。ペプチドの分子

量を決定し、以下の質量(MW)を得た：

ＶＩＲＩＰ、ヒトの血液濾過物から単離：２３０３Ｄａ

ＶＩＲＩＰ、化学的に合成したペプチド：２３０３Ｄａ

      【００４２】

配列決定

  精製された天然又は化学的に合成されたペプチドを、ＡＢＩ ４７３ Ａシーケ

ンサーにおいて、標準的なプログラムを用いて、エドマン分解によって分析した
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。ポリブレン(polybrene)膜上に、１００～４００ｐｍｏｌの間の量の試料を載

せた。（実施例１の第五段階の画分３３及び３４からの）血液濾過物から単離さ

れたペプチド及び化学的に合成されたペプチドの両方において、以下の完全なア

ミノ酸配列が全く一致して得られた：

【化３】

      【００４３】

データベース比較

  スイスプロット(SwissProt)及びＥＭＢＬデータベースにおいて、ＨＵＳＡＲ

プログラムパッケージを用いて、データベース比較を行った。ペプチド配列は、

そのｃＤＮＡから得られるような、ヒトタンパク質アルファ－１－アンチトリプ

シン（登録番号Ｐ０１００９）のアミノ酸配列３５３－３７２と１００％一致す

る。

      【００４４】

実施例３

ＶＩＲＩＰの化学的合成

  既知のＦｍｏｃ化学を用いて、ペプチドシンセサイザー９０５０において、通

常の固相合成によって、ＶＩＲＩＰの化学的合成を行った。逆相クロマトグラフ

ィーによって、得られたペプチドを精製し、分析用ＲＰ－ＨＰＬＣによって、並

びに実施例２において説明したような質量及び配列決定によって、その同定及び

精製を行った。

      【００４５】

実施例４

ＶＩＲＩＰの抗ウイルス活性の決定

  ＶＩＲＩＰの単離を、ヒトの末梢血液リンパ細胞（ＰＢＭＣ類）におけるＨＩ

Ｖ－１の複製を測定するアッセイにおける、ＨＩＶ－１の複製におけるその阻害

作用に基づいて行った。従って、実施例１において説明した、個々のクロマトグ

ラフィー画分のそれぞれのアリコートを凍結乾燥し、その後１０ｍｌから１ｍｌ
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までの血液濾過物当量で、生物学的アッセイに付した。プラスのシグナルを示し

た各画分を、更に精製した。

      【００４６】

  フィコール(Ficoll)における密度勾配遠心分離を用いて、全血液から、ヒトの

末梢血液リンパ細胞（ＰＢＭＣ類）が得られた。細胞を、予め２日間刺激した（

ＲＰＭＩ培地、２０％ＦＫＳ、１００Ｕ／ｍｌ ＩＬ－２、５μｇ／ｍｌ フィト

ヘマグルチニン[ＰＨＡ]）。その後、ＰＢＭＣ類を、５分間にわたり１２００ｒ

ｐｍの遠心分離によって沈殿させ、ＰＨＡを含まないＲＰＭＩ培地（２０％ＦＫ

Ｓ、１００Ｕ／ｍｌ ＩＬ－２）に取り出し、ウェル当たり約１５０，０００細

胞の濃度の８０μｌ容量を、９６ウェル平底プレートに載せた。

      【００４７】

  翌日に、実施例１で説明した個々のクロマトグラフィー段階のアリコートを、

１０ｍｌから１リットルまでの血液濾過物当量で供給した。従って、凍結乾燥し

たクロマトグラフィー画分を水中に取り出し、様々な濃度でＰＢＭＣ類にピペッ

トで移し、合計量１０μｌとした。３７℃でのインキュベーションの２時間後、

０．１～１０ｎｇのｐ２４抗原を含むＨＩＶ－１ウイルスストック１０μｌを加

えることにより、細胞を感染させた。その後、５０μｌの培養培地を、２時間毎

に、対応するペプチド画分を更に含む新しい培地に置き換えた。細胞の感染から

異なる時間での（９、１２及び１８日後）ＨＩＶ粒子の生成を、逆転写酵素（Ｒ

Ｔ）試験において定量した。ＲＴ試験は、細胞を含まない培養液上清における逆

転写酵素の活性を測定し、それによりＰＢＭＣ培養液におけるウイルス粒子の生

成及びウイルス複製を測定する。又は、ウイルス生成は、ｐ２４抗原ＥＬＩＳＡ

において決定された。刺激又は阻害ペプチドを潜在的に含まない混合物と比べて

、少なくとも９０％のＲＴ生成の減少を引き起こし（例えば、図１ｂ参照）、そ

れによりヒトＰＢＭＣにおけるＨＩＶ－１の複製を効果的に阻害した画分を、更

に精製した。

      【００４８】

  血液濾過物から精製されたＶＩＲＩＰ（実施例１）及び化学的に合成されたＶ

ＩＲＩＰ（実施例３）は、いずれも、ＣＥＭ×１７４－ＳＥＡＰインジケーター
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細胞のＨＩＶ－１感染及びＰＢＭＣ類における複製（図２）の、投与量に依存し

た阻害を示した。それに対し、本発明によるＶＩＲＩＰは、血液細胞において、

何ら細胞に有毒な作用を示さない。

      【００４９】

実施例５

  ＶＩＲＩＰ特異的阻害の効率は、ＨＩＶ－１エンベロープ(envelop)タンパク

質におけるＶ３ループの配列に依存する。

  これら結果から、血液濾過物からのＶＩＲＩＰ及び合成によって得られた(syn

thetically prepared)ペプチドのいずれもが、ＨＩＶ－１ ＮＬ４３の複製を効

果的に妨害することが示された。ＶＩＲＩＰがＸ４屈性変異体に特異的であるか

、又は共存レセプターＣＣＲ５を利用する他の形も阻害するか、又は二重屈性(d

ual-tropic)（Ｘ４／Ｒ５）であるかを立証するために、分子ＮＬ４－３クロー

ンの多数のＶ３変異体を試験した（図３）。Ｘ４屈性ＮＬ４－３クローンのＶ３

ループは、多数の初期ＨＩＶ－１単離物の対応する領域に置換された。異なるイ

ンジケーター細胞系による機能試験によって、これらＶ３組み換え体が、異なる

細胞及び共存レセプターの屈性を有することが示された。これら変異体へのＶＩ

ＲＩＰの阻害作用を決定するために、Ｐ４Ｒ５インジケーター細胞を試験した。

ＨＩＶ－１ ＬＴＲの制御下で、Ｐ４Ｒ５細胞は、ＣＣＲ５及びＣＸＣＲ４の両

方を発現し、かつルシフェラーゼ遺伝子を含む。ＶＩＲＩＰの存在下又は不存在

下で、この細胞系は、様々な組換え型ウイルス（５０ｎｇのｐ２４）によって感

染させられ、その感染は、ルシフェラーゼ試験を用いて定量された。図３に示す

ように、ＶＩＲＩＰはＸ４屈性並びにＲ５屈性及びＸ４／Ｒ５屈性変異体を阻害

した。しかし、概して、強くプラスに帯電したＶ３ループを有するＸ４屈性変異

体は、Ｒ５屈性又は二重屈性単離物と比べてより効率的に阻害された。

      【００５０】

  本発明による物質の阻害効果をより正確に定量するために、Ｐ４Ｒ５インジケ

ーター細胞を、異なる量のＶＩＲＩＰの存在下で、Ｘ４屈性ＨＩＶ－１ Ｐ５９

Ｓ単離物及びＲ５屈性９２ＴＨ単離物に感染させた。図４に示すように、ＶＩＲ

ＩＰは、４０μｇ／ｍｌの濃度において、ＨＩＶ－１のＨＩＶ－１ Ｐ５９Ｓ単
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離物を約５０％阻害し、１８０μｇ／ｍｌの濃度において、約９０％阻害した。

Ｘ屈性９２ＴＨ単離物の阻害のためには、約２倍高い濃度のＶＩＲＩＰが必要と

される（図４）。

      【００５１】

  更なる実験において、ＶＩＲＩＰが、ヒトＰＢＭＣにおいて、Ｘ４屈性及び二

重屈性ＨＩＶ変異体の複製を、１０００μｇ／ｍｌの濃度で完全に抑制し、かつ

１００μｇ／ｍｌの濃度で少なくとも部分的に抑制することが示された（図５、

上段）。Ｒ５屈性型への阻害効果は、さらに少なかった。ＭＬＶタンパク質を運

ぶキメラオンコ－レンチウイルス（Ｍｕ－ＨＩＶ）は、阻害されなかった（図５

、下段）。

    【配列表】

【図面の簡単な説明】

【図１】VIRIPの精製段階を示す。

【図２】ＣＥＭ×１７４－ＳＥＡＰインジケーター細胞の感染（左）及びヒトＰ

ＥＭＣ類における複製（右）への合成ＶＩＲＩＰの影響を示す。

【図３】Ｘ４屈性ＮＬ４３クローンのＶ３ループを、示したＨＩＶ－１単離物の
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対応する配列と交換した結果である。

【図４】Ｘ４屈性Ｐ５９Ｓ及びＲ５屈性９２ＴＨ ＨＩＶ－１ ＮＬ４－３組み換

え体のＶＩＲＩＰによる投与量に依存した阻害結果を示す。

【図５】ＶＩＲＩＰが、ヒトＰＢＭＣ中での、異なる細胞屈性および共存レセプ

ター屈性を有する様々なＨＩＶ単離物の複製の阻害結果を示す。



(20) 特表２００３－５１６７２９

【図１】
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【図２】



(22) 特表２００３－５１６７２９

【図３】
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【図４】
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【図５】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１３年１２月１８日（２００１．１２．１８）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

【請求項１】  以下のアミノ酸配列：

【化１】

を有するペプチド（ＶＩＲＩＰ）及びそのフラグメント、並びに／又は変異体、

並びに／又は誘導体、特にアミド化、アセチル化、硫酸塩化、ポリエチレングリ

コール（ＰＥＧ）変性、リン酸化、及び／若しくはグリコシル化誘導体、並びに

ＨＩＶ－１及び／若しくはＨＩＶ－２に対する生物学的活性を有する、複数の合

成から得られ得るペプチド。

【請求項２】  以下のアミノ酸配列

【化４】

を有するペプチド、並びにそのフラグメント、並びに／又は変異体、並びに／又

は誘導体、特にアミド化、アセチル化、硫酸塩化、ポリエチレングリコール（Ｐ

ＥＧ）変性、リン酸化、及び／若しくはグリコシル化誘導体、並びにＨＩＶ－１

及び／若しくはＨＩＶ－２に対する生物学的活性を有する、複数の合成から得ら

れ得るペプチドを含む薬剤；

  但し、Ｚ1及びＺ2は、独立に０～１０個のアミノ酸残基の配列であり、Ｚ1又

はＺ2がゼロ個のアミノ酸残基の場合、Ｚ1＝Ｈ及び／又はＺ2＝ＣＯＯＨである

。
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【請求項３】  配列中の単一又は複数のアミノ酸残基が、交換、削除若しくは付

加され、又はＶＩＲＩＰの単一のアミノ酸に化学変性が導入され、それによりＶ

ＩＲＩＰの生物学的活性が向上する、請求項１又は２に記載のＶＩＲＩＰペプチ

ド。

【請求項４】  請求項１に記載のペプチドをコードするポリヌクレオチド、及び

／又はそのフラグメント、変異体、誘導体、及び類似体。

【請求項５】  ＤＮＡ、ＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ又はＰＮＡからなることを特徴と

する請求項４に記載のポリヌクレオチド。

【請求項６】  請求項４に記載のポリヌクレオチドを含むベクター。

【請求項７】  請求項６に記載のベクターを含む遺伝子工学により作製されたホ

スト細胞。

【請求項８】  請求項４に記載のポリヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌ

クレオチド。

【請求項９】  請求項１又は２に記載のペプチドに対する抗体。

【請求項１０】  ウイルス感染し得る細胞内への取り込みを確保するアダプター

タンパク質と結合した請求項１又は２に記載のペプチド。

【請求項１１】  請求項１、２又は１０に記載のペプチド及び適合性キャリアー

からなる本草薬剤。

【請求項１２】  カチオン交換抽出によるヘモ濾過物からの抽出、次いで吸着物

質の溶出、ペプチドを含む抽出物の再度のカチオン交換クロマトグラフィー、及

び分画逆相クロマトグラフィーによる請求項１に記載のペプチドの調製方法。

【請求項１３】  メリフィールド合成型の固相合成、又は保護されたアミノ酸を

用いる当業者に既知の方法による液相合成、及びその精製による請求項１又は２

に記載のペプチドの調製方法。

【請求項１４】  一般的な生物工学的ベクターを用いる当業者に既知の非相同発

現法による請求項１に記載のペプチドの調製方法。

【請求項１５】  請求項９に記載の抗体を含むか、又は請求項４、５又は８に記

載のポリヌクレオチドを含む診断薬。

【請求項１６】  組織、血漿、尿及び脳脊髄液レベルの前記物質を試験するため



(27) 特表２００３－５１６７２９

の試験システムのための請求項１５に記載の診断薬の使用。

【請求項１７】  ＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２による感染のためのマーカーとして

の、請求項１５に記載の診断薬の使用。

【請求項１８】  経口、静脈内、筋肉内、皮内、皮下、クモ膜下投与のための本

草薬物型の活性成分として、及び肺内投与のためのエアロゾルとして、請求項１

、２若しくは１０に記載のペプチド、請求項４、５若しくは８に記載のポリヌク

レオチド、又は請求項９に記載の抗体を含む薬剤。

【請求項１９】  ＨＩＶ－１又はＨＩＶ－２による感染の治療のための、請求項

２又は１８に記載の薬剤の使用。
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【国際調査報告】
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以下氨基酸序列： 以及生物活性片段和/或其变体和/或衍生物，特别是
酰胺化，乙酰化，硫酸化，聚乙二醇（PEG）修饰，磷酸化和/或糖基化
衍生物，和 具有VIRIP生物学活性的许多可合成获得的肽；前提是Z1和
Z2独立为0至10个氨基酸残基和Z1的序列 或者，当Z2为零个氨基酸残基
时，Z1= H和/或Z2= COOH。


