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(54)【発明の名称】 強酸との生理学的に許容しうる付加塩の形態の、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む

薬剤として有用な分子

(57)【要約】
  強酸との生理学的に許容しうる付加塩の形態である、
Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤とし
て有用な分子、好ましくは主要組織適合複合体 (MHC
)リガンド、およびかかるリガンドを含むワクチン。



(2) 特表２００３－５２８１１２

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  強酸との生理学的に許容しうる付加塩の形態で存在すること

を特徴とする、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤として有用な

分子。

    【請求項２】  Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む MHCリガンド

であることを特徴とする、請求項１記載の薬剤として有用な分子。

    【請求項３】  強酸との生理学的に許容しうる付加塩が、無機酸または有機

酸との付加塩、好ましくはメタンスルホンサン塩、塩酸塩、臭化水素酸塩、硫酸

塩、硝酸塩およびリン酸塩、から選択されることを特徴とする、請求項１または

２記載の薬剤として有用な分子。

    【請求項４】  天然または合成分子から選択されることを特徴とする、請求

項１～３のいずれかの項記載の薬剤として有用な分子。

    【請求項５】  タンパク質、ペプチド、多エピトープポリペプチド構築物、

偽ペプチド、レトロ－インバーソ(retro-inverso) 、ペプトイド(peptoide)、ペ

プチドミメティックスおよびリポペプチドよりなる群から選択されることを特徴

とする、請求項１～４のいずれかの項記載の薬剤として有用な分子。

    【請求項６】   CTLエピトープから選択されることを特徴とする、請求項２

～４のいずれかの項記載の MHCリガンド。

    【請求項７】  オクタペプチド、ノナペプチドまたはデカペプチドの形態で

存在する CTLエピトープから選択されることを特徴とする、請求項６記載の MHC

リガンド。

    【請求項８】  グルタミン酸またはグルタミンをＮ末端に含む、SYFPEITHI 

またはMHCPEPデータベースに記載のリガンドから選択されることを特徴とする、

請求項２～４のいずれかの項記載の MHCリガンド。

    【請求項９】  配列番号１～配列番号 695のペプチドから選択されることを

特徴とする、請求項２または３記載の MHCリガンド。

    【請求項10】  配列番号81、配列番号112 、配列番号２、配列番号273 、配

列番号110 、配列番号106 、配列番号10、配列番号692 、配列番号257 、配列番

号568 、配列番号464 、配列番号466 、配列番号567 および配列番号695 に相当
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するペプチドの群から選択されることを特徴とする、請求項２～７のいずれかの

項記載の MHCリガンド。

    【請求項11】  塩酸塩または硫酸塩形態の、配列番号81に相当するペプチド

であることを特徴とする、請求項10記載の MHCリガンド。

    【請求項12】  請求項１～11のいずれかの項記載の薬剤として有用な分子を

少なくとも１種含むことを特徴とする、薬剤組成物。

    【請求項13】  請求項２～11のいずれかの項記載の MHCリガンドを少なくと

も１種含むことを特徴とする、ワクチン。

    【請求項14】  さらに少なくとも１種のアジュバントを含むことを特徴とす

る、請求項13記載のワクチン。

    【請求項15】  アジュバントがアルミニウム(Alum)またはカルシウムの塩、

腸内細菌OmpAタンパク質、TT、DT、CRM197、PLGA、ISCOM 、Montanide ISA 720 

、脂肪族第４アンモニウム塩、MPL-A 、Quil-A、CpG 、Leif、CT、LTまたはCTも

しくはLTの無毒化物から選択されることを特徴とする、請求項13または14記載の

ワクチン。

    【請求項16】  さらに、前記リガンドと混合または結合させた担体化合物を

含むことを特徴とする、請求項13～15のいずれかの項記載のワクチン。

    【請求項17】  前記担体化合物が、ジフテリアトキソイドもしくは破傷風ト

キソイドを含むトキソイド、連鎖球菌由来のタンパク質、OmpA型の細菌性外膜タ

ンパク質、外膜タンパク質複合体 (OMPC) 外膜小胞 (OMV)またはHSP から選択さ

れることを特徴とする、請求項15記載のワクチン。

    【請求項18】  場合により担体化合物に結合された前記リガンドが、リポソ

ーム、ウィロソーム、ナノスフェア、ミクロスフェア、マイクロカプセル、バイ

オベクター (biovector)よりなる群から選ばれたベクターに導入されることを特

徴とする、請求項13～17のいずれかの項記載のワクチン。

    【請求項19】  請求項11記載の少なくとも１種のペプチドを含むことを特徴

とする、抗黒色腫ワクチン。

    【請求項20】  さらに、腸内細菌OmpAタンパク質を含むことを特徴とする、

請求項19記載の抗黒色腫ワクチン。
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    【請求項21】  以下の工程を含むことを特徴とする、ヒトまたは動物におけ

る病状の進展の過程に直接または間接に関与するかもしれない、MHC リガンドの

患者の体内における存在と関連する病状のin vitro診断のための方法。

－患者から採取した生物学的試料、特に血液またはリンパ球を含むかもしれない

任意の生物学的試料を、本発明の MHCリガンドと、該 MHCリガンドおよび該試料

中に存在する MHC分子との間の二元複合体の形成、および該二元複合体と該生物

学的試料中に存在するかもしれないＴ細胞受容体との間の反応を可能にする条件

下で接触させる、

－前記工程において形成されるかもしれない、 MHC－MHC リガンド－Ｔ受容体の

３元複合体をin vitroで検出する。

    【請求項22】  以下を含む、請求項21記載のin vitroでの診断方法を実施す

るためのパックまたはキット。

－請求項２～11のいずれかの項記載の MHCリガンド、

－場合により、該リガンド、 MHC分子および生物学的試料中に存在するかもしれ

ないＴ細胞受容体との間の免疫学的反応の生成を可能にする試薬、

－場合により、免疫学的反応の終わりに生じる本発明の三元複合体の検出を可能

にする試薬であり、該試薬は場合によりマーカーを含むか、あるいは標識された

試薬により認識されうるものである試薬。

    【請求項23】  ウイルス、細菌、寄生虫または真菌類感染の予防的または治

療的処置用のワクチン製造のための、請求項２～10のいずれかの項記載のリガン

ドの使用。

    【請求項24】  癌の予防的または治療的処置用、好ましくは腫瘍の増殖の阻

害用のワクチン製造のための、請求項２～10のいずれかの項記載のリガンドの使

用。

    【請求項25】  Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤的活性を

有する分子の安定化および生物学的活性を維持するための、生理学的に許容され

る強酸の使用。

    【請求項26】  Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤的活性を

有する分子のピログルタミン酸誘導体(pyroglutamic derivative) の形成を低下
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及び／又は抑制ための、強酸の使用。

    【請求項27】  請求項１～11のいずれかの項記載の、強酸との生理学的に許

容しうる付加塩の形態の、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤と

して有用な分子を製造する方法であり、前記強酸に基づく溶離液を用いて対応す

るトリフルオロ酢酸塩から前記分子をRP-HPLC により精製する工程、場合により

、次いでこうして得られた溶液を凍結乾燥する工程を含むことを特徴とする前記

方法。

    【請求項28】  請求項１～11のいずれかの項記載の、強酸との生理学的に許

容しうる付加塩の形態の、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤と

して有用な分子を製造する方法であり、過剰な前記強酸の溶液中に前記分子のト

リフルオロ酢酸塩を溶解する工程、場合により、次いでこうして得られた溶液を

凍結乾燥する工程を含むことを特徴とする前記方法。

    【請求項29】  請求項１～11のいずれかの項記載の、強酸との生理学的に許

容しうる付加塩の形態の、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤と

して有用な分子を製造する方法であり、該薬剤として有用な分子の対応するトリ

フルオロ酢酸塩を前記強酸を含む溶液中に溶解した後、該塩から開始するイオン

交換クロマトグラフィー工程を含むことを特徴とする前記方法。

    【請求項30】  Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤として有

用な分子を安定化する方法であり、該分子を、強酸との生理学的に許容しうる付

加塩の形態の該分子を得ることを可能にする条件下で、強酸と反応させる、特に

、請求項27～29のいずれかの項記載の方法により行うことを特徴とする、前記方

法。



(6) 特表２００３－５２８１１２

【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    【発明の属する技術分野】

  本発明の主題は、強酸との生理学的に許容しうる付加塩の形態で存在する、Ｎ

末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤として有用な分子、好ましくは

主要組織適合遺伝子複合体(MHC) のリガンド、およびかかるリガンドを含有する

ワクチンである。

      【０００２】

    【従来の技術】

  予防接種はウイルスもしくは細菌の感染を予防または減少させるための有効な

手段である。ワクチン抗原は宿主に単独で投与しても、免疫応答を誘導するのに

十分免疫原性でないことがよくあり、従って、その免疫原性を発揮 (または増強

) させるためにアジュバントと混合するか、担体タンパク質に結合すべきである

。これらの条件下では、体液型の免疫応答のみが誘導されるかもしれない。しか

しながら、抗ウイルス療法に関しては、ウイルスを認識し破壊しうる細胞傷害性

Ｔリンパ球 (CTL)の産生が非常に重要である (Bachmann et al., Eur.J.Immunol

., 1994, 24, 2228-2236; Borrow P., J.Virol.Hepat., 1997, 4, 16-24)。これ

は、in vivo でウイルスエピトープに対する応答の防御的役割を示した多数の研

究により実証されている (Arvin A.M., J.Inf.Dis., 1992, 166, pp.35-41; Kos

zinowski et al., Immunol.Lett., 1987, 16, 185-192)。

      【０００３】

   CTLおよびヘルパーＴ応答の重要性は実際、マラリアの病原体である、プラス

モディウム・ファルシパルム (Plasmodium falciparum)などの寄生虫に対するワ

クチンに関しても報告されている (Le et al., Vaccine, 1998, 16, 305-312)。

      【０００４】

   CTL応答の重要な役割は、抗腫瘍反応、特に黒色腫細胞に対するもの (review

 in Rivoltini et al., Crit.Rev.Immunol., 1998, 18, 55-63) においても数多

く報告されている。 CTLエピトープ (クラスＩ分子と相互作用し、CD8+ Tリンパ

球に提示されるペプチド配列) はいくつかの抗原について決定された。しかしな
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がら、これらのペプチドは免疫原性が低いため、in vivo で CTLを産生するのは

困難である (Melief, Adv.Cancer Res., 1992, 58, 143-175; Nandaz and Serca

z, Cell, 1995, 82, 13-17) 。

      【０００５】

   MHC (クラスＩおよびII) に対する多数のリガンド、特に CTLエピトープペプ

チドが同定され（HG Rammensee et al., Immunogenetics, 1999, 50, 213) 、そ

の配列のいくつかはインターネット上で公共のデータベースにおいて利用できる

。特に、データベースSYFPEITHI (http://www.uni-tuebingen.de/uni/kxi/)およ

びMHCPEP (http://wehih.wehi.edu.au/mhcpep/) が挙げられる。同様に、主要な

 HLAのスーパータイプが報告されている (Sette et al., Immunogenetics, 1999

, 50, 201-212)。

      【０００６】

  これらの MHCリガンドの重要性は、各種病状に対する候補ワクチン、特に抗黒

色腫ワクチン (エピトープm27-25 MART 1, g209-217, g280-288, gp100, MAGE 3

) 、抗 HIVワクチン (Klinguer et al., Vaccine, 2000, 18, 259-267)または抗

 HBVリポペプチド型の抗 HBVワクチン (Livingston et al., J.Immunol., 1999,

 162, 3088-3095)としてのこれらの化合物の、ヒトにおける増大しつつある臨床

研究により確認されている。

      【０００７】

  しかしながら、使用するペプチドを患者への投与まで保存しておくことが難し

く、これによりそのワクチン効果の低下およびin vivo でのより急速な減成を生

じるため、これらの研究には困難がある。

      【０００８】

  ヒトへの投与と適合しうる塩の形態の、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミ

ンを含む薬剤的用途のためのペプチドを安定化するために、当分野の技術者に通

常用いられる方策は、ブセレリン (Buserelin)およびゴナドレリン (Gonadoreli

n) (LH-RH 類似物、欧州薬局方、1999) の以下の２つの例が示すように、このペ

プチドのピログルタミン酸誘導体を合成することである。

      【０００９】
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【化１】

      【００１０】

【化２】

      【００１１】

  これはさらに、N-アミノペプチダーゼによるタンパク質分解を制限することに

よりペプチドの半減期を増加させることを可能にする。

  しかしながら、 ELAデカペプチド (配列 ELAGIGILTV を有し、式C45H80N10O14

、985 Daの CTLエピトープ) などの MHCリガンドを安定化するのにこの方法を用

いると、得られるPyrELA誘導体 (配列 PyrELAGIGILTVを有し、式C45H78N10O13、

967 Da) はもはや所望のワクチン活性を示さず、特に、CTL 反応の点では実用的

に不活性である。それにもかかわらず、この構造上の変化はわずかである：これ

はグルタミン酸のＮ末端α- アミノ官能基とそれ自身のγ- カルボキシル官能基

が環化し、そして水分子を失うことを含む。実際、そのＮ末端にグルタミン酸 (

Glu, E) またはグルタミン (Gln, Q) 型のアミノ酸を有するペプチドは、遊離の

γ- カルボン酸官能基と環化して以下に示す反応によりピログルタミン酸エステ

ルを生じる。

      【００１２】

【化３】
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      【００１３】

  構造の残部は変化しないままであり、 ELAデカペプチドと得られるPyrELA誘導

体との間の質量の減少は18ダルトンにすぎないので、これらのペプチドのワクチ

ン活性の欠如は、きわめて意外なことである。

      【００１４】

【化４】

      【００１５】

【化５】

      【００１６】

【化６】

      【００１７】

  ピログルタミン酸エステルへの環化を防ぐためにグルタミン酸のアミン官能基
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上でアセチル化した ELAペプチドの別の誘導体 (配列AcELAGIGILTV、式C47H82N1

0O15、1027 Da のAcELA ペプチド、上記参照) の合成により、安定性の問題は解

決しうるが、こうして得られたAcELA 誘導体は完全なワクチン活性、特に CTL細

胞産生活性を失うことも観察された。

      【００１８】

  それにもかかわらず、このアセチル化反応はペプチドの安定性を改善するため

に当分野の技術者に通常用いられる、ペプチドの構造のわずかな改変である (Br

inckerhoff et al., Int.J.Cancer, 1999, 83, 326) ：これは、Ｎ末端NH2 官能

基のプロトンの１つをアセチル基 CH3COにより置換することを含み、質量の増加

は小さく (985 Daから42 Da)、構造の残部は変化しないままである。

      【００１９】

  同様に、Eliott et al., (Vaccine, 1999, 17, 2009-2019) は、Ｎ末端位置に

メチオニン (スルホキシドへ酸化) またはグルタミン酸を含有する CTLエピトー

プ (インフルエンザウイルスのインフルエンザタンパク質NSP-1 由来 (アミノ酸

152-160)で制限 (restricted)H-2Kkマウス CTLエピトープに相当するペプチドEE

GAIVGEI)の安定性の問題を報告している。このペプチドは、Montanide ISA 720 

型のアジュバント溶液と処方した場合、自発的にピログルタミン酸エステルに環

化する (２カ月で30％) ことが観察された。この著者は、溶液の供給なしでは、

求めるワクチン活性に対してこの減成が生じるという問題を挙げている。

      【００２０】

  さらに、化学合成で得られるペプチドはほぼすべて、凍結乾燥される前にトリ

フルオロ酢酸(TFA) を含有する溶離剤を用いて逆相HPLCにより精製される。得ら

れる精製ペプチドは正に荷電し、トリフルオロ酢酸塩 (RNH3
+ 、CF3CO2

- ) の形

態で存在する。トリフルオロ酢酸塩および残存トリフルオロ酢酸の量は一般に、

配列中に含まれる塩基性アミノ酸 (リシン、アルギニンおよびヒスチジン) 、お

よびＮ末端アミノ酸のアミン官能基の数に比例する。トリフルオロ酢酸塩の形態

のペプチドは通常、動物でのin vitroおよびin vivo の前臨床試験に用いられる

。しかしながら、ヒトでの薬剤用としては、トリフルオロ酢酸はその毒理学が完

全には解明されていない (Leblanc et al., STP Pharm, 1999, 9, 334-341)種類
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の溶媒の一部であるため、この塩の形態は特に精製の最終工程の間で許容されな

い。従って、市場での認可を得たペプチド (ソマトスタチン、テトラコシド、デ

スモプレシン、カルシトニン、ブセレリン、ゴナドレリンなど) のいずれも、欧

州薬局方 (Ph.Eur. 1999) に見られるようにトリフルオロ酢酸塩の形態ではなく

、酢酸塩の形態である。これらのペプチド中に許容される残存トリフルオロ酢酸

の量は事実極めて制限されている。

      【００２１】

  さらに、最近の研究 (Cornish et al., Am.J.Physilo.Endocrinol.Metab., 19

99, 277, E779-E783) ではトリフルオロ酢酸塩の形態の数種の合成ペプチド (ア

ミリン、カルシトニン) が培養細胞 (骨芽細胞および軟骨細胞) に毒性をもつこ

とが示された。

      【００２２】

  トリフルオロ酢酸の毒性に関するこれら各種の問題を解決する方法がMarchand

等 (Int.J.Cancer, 1999, 80, 219-230)により提案されており、彼らは黒色腫の

患者において腫瘍の退縮を実証した臨床研究の結果を報告している。使用した有

効成分は、Ｎ末端にグルタミン酸を有する、配列EVDPIGHLY(配列番号273)のノナ

ペプチド MAGE-3 である。

      【００２３】

  しかしながら、酢酸はペプチドに対して不安定性を増す弱酸である。このため

研究者はこのペプチドを凍結乾燥形態で-80 ℃ (液体窒素) において保存し、注

射直前に再可溶化することが必要であり、これは非常に無理なコールドチェーン

を含む。

      【００２４】

    【発明が解決しようとする課題】

  本発明は構造上の不安定さ、長期保存、毒性および生物学的活性のこれらの問

題を解決することを提案するものである。

      【００２５】

    【課題を解決するための手段】

  まさに、予想外に、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含有する薬剤と
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して有用な分子、特に MHCリガンドが、強酸との付加塩の形態で安定化されるこ

と、およびこれにより生物学的活性を維持し、かつペプチドまたは類似物を安定

な形態で容易に保存することができ、従って、ヒトでのその治療用途を可能にす

ることが見出された。

      【００２６】

  「薬剤として有用な (of pharmaceutical interest) 分子」なる表現は、特に

 MHCリガンド、抗体の産生のためのエピトープを有する天然もしくは合成分子、

受容体リガンド由来であり、これらの受容体に対するアゴニストまたはアンタゴ

ニスト活性を示す分子、または抗生活性、抗真菌活性もしくは抗ウイルス活性を

有する分子を意味する。本発明の治療的有用性を有する分子はすべて、そのＮ末

端にグルタミン酸またはグルタミンを有することを特徴とする。本発明の薬剤と

して有用な好ましい分子は MHCリガンドである。

      【００２７】

  従って、本発明の主題は特に、強酸との生理学的に許容しうる付加塩の形態で

存在することを特徴とする、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む MHC

リガンドである。

      【００２８】

  強酸との生理学的に許容しうる付加塩は、特に、無機または有機の強酸との付

加塩から選択されてよい。

  これは、好ましくはメタンスルホンサン塩 (すなわちメシラート) 、塩酸塩、

臭化水素酸塩、硫酸塩、硝酸塩およびリン酸塩から、より好ましくは塩酸塩、硫

酸塩、硝酸塩およびメタンスルホンサン塩、から選択される。

      【００２９】

  これらの強酸との付加塩は、ヒトでの治療用に生理学的に許容される。例えば

、プロタミン (魚類の精子または魚精から抽出により得られ、可溶化されるため

には強酸塩を必要とする) は一方では塩酸塩の、他方では硫酸塩の形態で登録さ

れている (Ph.Eur., 1999)。

      【００３０】

  本発明の目的のための MHCリガンドは、特に MHCクラスＩおよびIIリガンドで
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ある。 MHCはＴリンパ球への抗原提示に関与する重要な一群のタンパク質である

。 MHCクラスＩ分子は、すべての有核細胞および血小板に見られる内在性膜タン

パク質である。 MHCクラスII分子はＢ細胞、マクロファージ、単球、抗原提示細

胞およびある種のＴ細胞上に発現される。Ｂ細胞は成熟形態で、「抗原に対する

受容体」として作用する免疫グロブリンをその表面に提示するリンパ球である。

Ｔ細胞は抗原に対するその受容体 (TcR)を発現し、２つの副次集団：Ｔヘルパー

細胞 (ThまたはＴヘルパー) および細胞傷害性Ｔ細胞(CTL) 、に分化するリンパ

球である。Th細胞はＢ細胞の分裂、分化および抗体産生を助ける。Th細胞の大部

分はCD4+ (特異的表面マーカー) であり、 MHCクラスII分子と組み合わさって抗

原提示細胞表面に提示された抗原を認識する。細胞傷害性Ｔ細胞はウイルスに感

染した標的細胞または同種の細胞を破壊しうる。大部分はCD8+であり、標的細胞

表面の MHCクラスＩ分子と結合した抗原を認識する。抗原の認識は、特に、 MHC

リガンドを提示する MHC分子およびＴ細胞受容体(TcR) からなる複合体の形成に

より生じる。

      【００３１】

  本発明の薬剤として有用な分子、特に MHCリガンドは、天然または合成分子、

とりわけ、タンパク質、ペプチド、多エピトープポリペプチド構築物または偽ペ

プチド、レトロ－インバーソ(retro-inverso) もしくはペプトイド(peptoide)型

のペプチド類似物、ペプチドミメティックスおよびリポペプチドよりなる群から

選択されてよい。これらの分子は、ある種のアミノ酸をアミノ酸類似物で置換し

たペプチド鎖、または分岐を有する鎖から一部構成されていてもよい。これらの

分子はまた、天然のタンパク質またはペプチドにおいてみられる各種修飾 (例え

ば、O-またはN-グリコシル化) を有していてもよい。

      【００３２】

  本発明の好ましい具体例では、本発明の MHCリガンドが CTLエピトープ、すな

わち細胞傷害性Ｔリンパ球の産生を可能にするもの、特に、オクタペプチド、ノ

ナペプチドまたはデカペプチドの形態で存在する CTLエピトープから選択される

。

      【００３３】
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   MHCリガンドはまた、上記の、グルタミン酸またはグルタミンをＮ末端に含む

、SYFPEITHI またはMHCPEPデータベースに記載のリガンドから選択されてもよい

。

      【００３４】

  このリガンドは特に、配列番号１～配列番号 694の配列に相当するペプチドよ

りなる群に含まれるリガンド ( MHCクラスＩまたはII分子に対するリガンド) か

ら選択されてもよい。

      【００３５】

  さらに特に好ましい本発明の態様では、リガンドは以下のペプチドから選択さ

れる。

名称                        配列          HLA     配列番号

ELA MART-1 26-35 A27L       ELAGIGILTV    A2        81

ELA MART-1 26-35            EAAGIGILTV    A2        112 

MAGE-1 161-169              EADPTGHSY     A1        2 

MAGE-3 168-176              EVDPIGHLY     A1        273 

HER-2/neu 950-958           ELVSEFSRM     A2        110 

HCV-1 env E 66-75           QLRRHIDLLV    A2        464 

NY-ESO-1 155-163            QLSLLMWIT     A2        466 

HIV nef 73-82               QVPLRPMTYK    A3        567 

Influenza NP 380-388        ELRSRYWAI     B8        106 

HIV gag p24 262-270         EIYKRWIIL     B8        10

HIV gag p17 93-101          EIKDTKEAL     B8        692 

Influenza NP 339-347        EDLRVLSFI     B * 3701  257 

EBNA 6 130-139              EENLLDFVRF    B * 4403  568 

      【００３６】

  本発明のリガンドは、以下のペプチド (配列番号695)のような、Ｎ末端にグル

タミン酸 (Glu, E) またはグルタミン (Gln, Q) 型のアミノ酸有する多エピトー

プポリペプチド構築物から選択してもよい。

      【００３７】



(15) 特表２００３－５２８１１２

  NEF 117   EWRFDSRLAFHHVAREHPEYFNKNK(Palm)NH2

 (臨床相Ｉの抗HIV リポペプチド：Klinguer et al., Vaccine, 1999, 18, 259-

267)

  ペプチド類似物は、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む、特許出願

FR276307に記載のものから選択してもよい。

      【００３８】

  より好ましくは、本発明は硫酸塩の形態、さらに好ましくは塩酸塩の形態の、

配列ELAGIGILTVを有する MHCリガンドに関する。

  本発明はまた、本発明の薬剤として有用な少なくとも１種の分子を含む薬剤組

成物にも関する。

      【００３９】

  この薬剤剤組成物は特に各種の免疫病状：免疫不全、自己免疫疾患、過敏症、

アレルギーまたは移植片拒絶の回避、の処置用であってよい。使用する分子に応

じ、本発明の組成物は、抗生作用、抗ウイルスまたは抗真菌の目的で使用しても

よく、あるいはホルモンの乱れや中枢神経系の疾患に関連する疾患の治療を目的

とすることもできる。

      【００４０】

  本発明の組成物はまた獣医学の分野においても使用できる。実際、Ｎ末端にグ

ルタミン酸またはグルタミンを有するペプチドまたは分子を含む獣医用製剤の調

製において生じる、構造的不安定さ、長期保存、毒性および活性の同様の問題は

、強酸との付加塩を用いて該ペプチドまたは分子を安定化することにより解決さ

れる。

      【００４１】

  本発明の薬剤組成物の中で、好ましい組成物は、上に記載したような、強酸と

の生理学的に許容しうる付加塩の形態で存在する本発明の MHCリガンドを少なく

とも１種含むことを特徴とするワクチンからなる。

      【００４２】

  このワクチンは、さらに、少なくとも１種のアジュバント、特にアルミニウム

(Alum)またはカルシウムの塩、腸内細菌OmpAタンパク質、破傷風トキソイド(TT)
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、ジフテリアトキソイド(DT)、CRM197 (交差反応物質) 、PLGA、ISCOM 、Montan

ide ISA 720 、脂肪族第４アンモニウム塩、MPL-A 、Quil-A、CpG 、Leif、コレ

ラトキシン(CT)、LT [易熱性エンテロトキシン (heat labile enterotoxin)] ま

たはCTもしくはLTの無毒化物から選択されるアジュバントを含んでいてもよい。

      【００４３】

  本発明の好ましい態様では、ワクチンはさらに上記リガンドと混合または結合

させた担体化合物を含む。

  好ましくは、この担体化合物はトキソイド、特に、ジフテリアトキソイド(DT)

もしくは破傷風トキソイド(TT)、連鎖球菌由来のタンパク質 (WO96/14415に記載

の「BB」と称されるヒト血清アルブミン結合タンパク質など) 、膜タンパク質Om

pA (「外膜タンパク質Ａ型 (outer membrane protein type A)」) および外膜タ

ンパク質複合体 (OMPC) 、外膜小胞 (OMV)または熱ショックタンパク質(HSP) か

ら選択される。

      【００４４】

  有利には、上記担体化合物はリガンドに共有結合的に結合している。「結合」

なる表現は、２つの化合物間の化学的経路により達成される結合、および以下に

記載するような遺伝的組換えによる生物学的結合の両方を意味する。

      【００４５】

  従って、本発明によれば、担体化合物と抗原もしくはハプテン間の結合反応を

容易にするために１またはそれ以上の連結要素、特にアミノ酸を導入することが

可能であり、特に、それらがペプチド性である場合には、抗原もしくはハプテン

の共有結合を担体化合物のＮまたはＣ末端で行うことが可能である。

      【００４６】

  この結合を可能にする二官能性試薬は、選択される担体化合物の末端、および

結合される抗原もしくはハプテンの性質により決定される。

  ペプチドの結合から誘導される複合体 (conjugate)は、遺伝的組換えによって

製造してもよい。雑種ペプチド (複合体) は担体化合物をコードするＤＮＡ配列

中への、抗原性、免疫原性もしくはハプテンペプチドをコードする配列の挿入ま

たは付加により組換えＤＮＡ技術により実際製造できる。遺伝的組換えるよる雑
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種ペプチドの製造のためのこれらの技術は当分野の技術者に周知である (例えば

、Markides, 1996, Microbiologicals Reviews, 60, 512-538)。

      【００４７】

  好ましくは、この担体化合物は連鎖球菌由来のタンパク質、または腸内細菌、

特にクレブシエラ・ニューモニアエ (Klebsiella pneumoniae)由来の膜タンパク

質OmpAまたはその断片の１つである。

      【００４８】

  場合により担体化合物と結合している本発明のリガンドは、リポソーム、ウィ

ロソーム、ナノスフェア、ミクロスフェア、マイクロカプセル、バイオベクター

 (biovector)から選ばれた媒介物 (ベクター) に導入されていてもよい。当分野

の技術者には、望む目的 (場合により担体化合物またはアジュバントと結合した

リガンドの減成からの保護、有用な細胞の標的化、標的細胞内へのベクターに含

まれる材料の侵入のための検索など) に応じて適当なベクターを選択する方法は

既知である。

      【００４９】

  本発明の１つの態様は、特に、塩酸塩または硫酸塩の形態の少なくとも１種の

ペプチドELAGIGILTV (配列番号81) を含むことを特徴とする、抗黒色腫ワクチン

を含む。

      【００５０】

  別の態様の主題は、塩酸塩または硫酸塩の形態の少なくとも１種のペプチドEL

AGIGILTV (配列番号81) およびさらに腸内細菌のOmpAタンパク質を含むことを特

徴とする、抗黒色腫ワクチンである。

      【００５１】

  獣医学分野での用途のための本発明のワクチンを開発することも可能であり、

構造的不安定さ、長期保存、毒性および活性に関する同じ問題を同様にして解決

することが可能である。

      【００５２】

  本発明の主題はまた、以下の工程を含むことを特徴とする、MHC 分子と相互作

用することができ、そして、ヒトまたは動物における病状の進展の過程に直接ま
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たは間接に関与するかもしれない、MHC リガンドの患者の体内における存在と関

連する病状のin vitro診断のための方法である。

－患者から採取した生物学的試料、特に血液またはリンパ球を含むかもしれない

任意の生物学的試料を、本発明の MHCリガンドと、該MHC リガンドおよび該試料

中に存在する MHC分子との間の二元複合体の形成、および該二元複合体と該生物

学的試料中に存在するかもしれないＴ細胞受容体との間の反応を可能にする条件

下で、接触させる、

－前記工程において形成されるかもしれない、 MHC-MHCリガンド-T受容体の３元

複合体をin vitroで検出する。

      【００５３】

  本発明の診断方法は有利には以下のようにして行われる。

－前記生物学的試料と本発明の MHCリガンドとのインキュベーション、この MHC

リガンドは固体支持体、特にELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 、固

相酵素免疫検定法) として周知の検出または検定手法を行うために通常使用され

る種類のマイクロタイタープレートのウエル内部の固体支持体に結合しておく、

－任意の洗浄工程後、固体支持体に結合された成分の、標識 (特に放射性、酵素

的または蛍光的) されるか、または標識された試薬で認識されうる抗体、特に、

本発明による三元複合体に対する抗体を含有する媒体とのインキュベーション、

－前工程の間、三元複合体にそれぞれ結合して残存している標識された抗体の検

出。

      【００５４】

  洗浄工程は有利には、この方法の異なる工程の間に行われる。当分野の技術者

には、各種インキュベーション条件および MHC-MHCリガンド-T受容体複合体の検

出方法を決定する方法は既知であり、抗体の使用は多数の方法の中の単に１つの

方法にすぎない。

      【００５５】

  本発明の主題はまた、以下を含む、上述のin vitro診断方法を実施するための

パックまたはキットである。

－本発明の MHCリガンド、



(19) 特表２００３－５２８１１２

－場合により、該リガンド、 MHC分子および生物学的試料中に存在するかもしれ

ないＴ細胞受容体との間の免疫学的反応の生成を可能にする試薬、

－場合により、免疫反応の終わりに生じる本発明の三元複合体の検出を可能にす

る試薬であり、該試薬は場合によりマーカーを含むか、あるいは特にペプチド類

似物が標識されていない場合に、標識された試薬により認識されうるものである

試薬。

      【００５６】

  特に、ペプチドELAGIGILTV (配列番号81) 、EAAGIGILTV (配列番号112)、EADP

TGHSY ( 配列番号２) またはEVDPIGHLY(配列番号273)が黒色腫の診断方法におい

ては好ましい。ペプチドQVPLRPMTYK (配列番号567)、EIYKRWIIL(配列番号10) お

よびEIKDTKEAL(配列番号692)は HIV感染の診断方法において使用できる。

      【００５７】

  ウイルス、細菌、寄生虫もしくは真菌類感染の予防的または治療的処置のため

のワクチンの製造に、本発明のリガンドを使用することも本発明の別の主題であ

る。

      【００５８】

  本発明はまた、癌の予防的または治療的処置のため、好ましくは腫瘍の増殖の

阻害のためのワクチンの製造に本発明のリガンドを使用することにも関する。

  本発明はまた、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤的有用性を

有する分子の安定化および生物学的活性の維持のための、生理学的に許容される

強酸の使用に関する。

      【００５９】

  薬剤として有用な分子が MHCリガンドである好ましい例においては、維持する

ことが求められる活性は免疫系細胞の刺激およびそれとの相互作用の活性である

。

      【００６０】

  本発明はまた、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤として有用

な分子のピログルタミン(pyroglutamic)誘導体の形成を減少及び／又は抑制する

ための、強酸の使用に関する。
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      【００６１】

  同様に、本発明は、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤として

有用な分子を安定化する方法であり、該分子を、強酸との生理学的に許容しうる

付加塩の形態の該分子を得ることを可能にする条件下で、強酸と反応させること

を特徴とする方法に関する。強酸との反応は特に以下に記載する方法により行わ

れ、強酸は上述の強酸から選択することができ、好ましくは塩酸塩を得ることが

可能である。

      【００６２】

  また、本発明は、本発明による強酸との生理学的に許容しうる付加塩の形態の

、Ｎ末端にグルタミン酸またはグルタミンを含む薬剤として有用な分子を製造す

る方法にも関する。

      【００６３】

  この方法は、前記強酸に基づく溶離剤を用いて対応するトリフルオロ酢酸塩か

ら前記分子をRP-HPLC により精製する工程、次いで、場合により、こうして得ら

れた溶液を凍結乾燥する工程を含んでいてよい。

      【００６４】

  別の方法は、過剰な前記強酸の溶液中に前記分子のトリフルオロ酢酸塩を溶解

する工程、次いで、場合により、こうして得られた溶液を凍結乾燥する工程を含

む。

      【００６５】

  前記薬剤として有用な分子の対応するトリフルオロ酢酸塩を前記強酸を含む溶

液中に溶解した後、該塩から開始するイオン交換クロマトグラフィー工程を含む

、本発明の方法を行うことも可能である。得られる生成物の凍結乾燥も場合によ

り行うことができる。

      【００６６】

  これらすべての適用において、 MHCリガンド、特に配列番号81、112 、２、27

3 、567 、10、692 、11、464 、466 、106 、257 または568 が好ましい。より

好ましくは、これが配列番号81であり、強酸塩が塩酸塩である。

      【００６７】
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  以下の実施例は本発明のいくつかの態様を例示するためであり、本発明の分野

を制限するものではないことは当然である。

      【００６８】

    【実施例】

【例１】ペプチド ELA、PyrELAおよびAcELA の合成

ペプチド ELA

  ペプチド ELA (配列番号81) を、固相においてFMOCまたはtBOC法によってＣ末

端アミノ酸からＮ末端アミノ酸 (グルタミン酸) へ合成する。樹脂および反応性

側鎖の保護基の切断後、ペプチドを、トリフルオロ酢酸／水およびトリフルオロ

酢酸／アセトニトリルに基づく溶離液を用いる慣用の方法で精製し、次いで凍結

乾燥する。ペプチドの純度は逆相液体クロマトグラフィーにより確認する。得ら

れた誘導アミノ酸の加水分解および分析後、アミノ酸組成を確認する。正確な質

量を質量分析により測定する。

ペプチドPyrELA

  ペプチドPyrELAをペプチド ELAと同様の方法で合成するが、最後のＮ末端アミ

ノ酸の連結が異なり、グルタミン酸をピログルタミン酸で置換する。

ペプチドAcELA 

  ペプチドAcELA をペプチド ELAと同様の方法で合成するが、グルタミン酸の無

水酢酸を用いたキャッピングが異なる。

      【００６９】

【例２】塩酸塩の調製

II.A: 方法Ａ

  対応するトリフルオロ酢酸から開始して、0.1 ％HCl を含む水からなる溶離液

Ａおよびアセトニトリル80％および0.1 ％HCl を含む水20％からなる溶離液Ｂを

用いてRP-HPLC により精製を行う。

      【００７０】

  次いで慣用の凍結乾燥工程を行う。

II.B: 方法Ｂ

  対応するトリフルオロ酢酸から開始して、過剰のHCl を含む溶液中に溶解し、
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そして攪拌を２時間続ける。気体状のHCl を発生させる、ペプチドの有機水性溶

液を用いることも可能である。

      【００７１】

  次いで慣用の凍結乾燥工程を行う。

II.C: 方法Ｃ

  この反応は、イオン交換クロマトグラフィーを用いて対応するトリフルオロ酢

酸から出発する。

      【００７２】

  市販の塩酸塩形態のイオン交換樹脂 (Resin Dowex 1X4 、Amberlite IRA 416)

を使用し、これは一度再生したものも使用できる。

      【００７３】

a)樹脂の再生：再生されるべき樹脂を、高い多孔度 (１または２) の焼結ガラス

を備えた大カラム中に導入する。次いで樹脂を、超高純度の水 (pH 5-6) 、1N水

酸化ナトリウム (pH 14)、超高純度の水 (pH 7) 、1N HCl (pH 1) および再度超

高純度の水 (pH5-6)の順で洗浄する。樹脂を室温において少なくとも１年間アセ

トニトリル／10-4N HCl (20/80) 混合物中に保存する。

      【００７４】

b)陰イオン交換 (トリフルオロ酢酸塩＝＞塩化物) ：ペプチドをアセトニトリル

の割合が０～80％の範囲で変化してよい10-4N HCl/アセトニトリル溶液中に溶解

する。この溶液をカラムの上から注入する。ペプチドを溶解用溶液で溶離する。

生成物を含む画分を集め、凍結乾燥する。

      【００７５】

  塩酸塩の量は陰イオン交換クロマトグラフィーにより分析できる。トリフルオ

ロ酢酸の量はガスクロマトグラフィーにより分析できる。

      【００７６】

【例３】 ELAまたはAcELA と混合したrP40での免疫後の抗Melan-A CTL の産生

  この試験においてはC57B1/6 ×BDA/2 株のトランスジェニックマウス HLA-A* 

0201/Kb (A2/Kb) を使用する (Vitiello et al., 1991, J.Exp.Med., 173, 1007

) 。これらのマウスにおいて発現される MHCククラスＩ分子は、ヒト分子HLA-A0
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201(最高頻度に見出されるアロタイプ) のa1および a2 ドメインと、マウス分子

 Kb のa3ドメインのキメラ分子である。

      【００７７】

  A2/Kb マウスにELA 50μｇとrP40 300μｇの混合物、またはAcELA 50μｇとrP

40 300μｇの混合物を与えた。

      【００７８】

a)細胞傷害性エフェクター細胞の産生

  免疫後10日目に、マウスを致死させ、関連ペプチドでin vitroにおいて刺激す

るために、排出している神経節のリンパ球を回収する。これらのリンパ球 (４～

５×106)を10mM HEPES、10％FCS および50μｍβ-2- メルカプトエタノールを含

むDMEM中で、放射線照射 (10 KRad)し、関連ペプチド１μM で37℃において１時

間予備パルス (prepulse) しておいた、２～５×105 のEL-4 A2/Kb細胞 (HLA-A 

* 0201/Kb 遺伝子でトランスフェクトしたマウス細胞) と共に24- ウエルプレー

トで培養する。毎週の刺激を２回行った後、細胞をその細胞傷害性について試験

する。

      【００７９】

b)細胞傷害活性の測定

  EL-4 A2/Kb細胞を ELAの存在下または不在下で51Crと共に１時間インキュベー

トし、洗浄し、次いで各種割合のエフェクター細胞と共に 96-ウエルプレートで

200 μｌ量、４～６時間37℃において共インキュベートする。次いで細胞を遠心

分離し、51Crの放出を上清100 μｌにおいて測定する。比溶解 (specific lysis

) ％を以下のようにして算出する。

溶解率％＝ (実験での放出－自然の放出) ／ (全放出－自然の放出) ×100 

比溶解％＝ペプチドでパルスした細胞での溶解率％－ペプチドでパルスしない細

胞での溶解率％

      【００８０】

  アジュバントのタンパク質rP40 (I.Rauly et al., Infect.Immun., 1999, 67,

 5547)の存在下での ELA (ひし形) およびAcELA(正方形) ペプチドに関して観察

された細胞溶解の違いを図１に表す。
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      【００８１】

c)結論

  抗ELA CTL 活性が、P40/ELA でマウスを免疫した後に観察されるのに対し、マ

ウスをP40/AcELA で免疫した場合には CTL活性は測定されない。これらの結果は

AcELA により産生される CTLが天然の ELAペプチドを認識しないことを意味する

。

      【００８２】

【例４ (比較例) 】 ELA、PyELA およびAcELA の CTL活性

A2/Kb マウスに以下のものを投与した：

－ ELA (トリフルオロ酢酸塩)50 μｇとrP40 300μｇの混合物

－ ELA (塩酸塩) 50μｇとrP40 300μｇの混合物

－ PyrELA(トリフルオロ酢酸塩)50 μｇとrP40 300μｇの混合物

      【００８３】

a)細胞傷害性エフェクター細胞の産生

  免疫後10日目に、マウスを致死させ、関連ペプチドでin vitroにおいて刺激す

るために、排出している神経節のリンパ球を回収する。これらのリンパ球 (４～

５×106)を10mM HEPES、10％FCS および50μｍβ-2- メルカプトエタノールを含

むDMEM中で、放射線照射 (10 KRad)し、関連ペプチド１μM で37℃において１時

間予備パルス (prepulse) しておいた、２～５×105 のEL-4 A2/Kb細胞 (HLA-A 

* 0201/Kb 遺伝子でトランスフェクトしたマウス細胞) と共に24- ウエルプレー

トで培養する。毎週の刺激を２回行った後、細胞をその細胞傷害性について試験

する。

      【００８４】

b)細胞傷害活性の測定

  EL-4 A2/Kb細胞を ELAの存在下または不在下で51Crと共に１時間インキュベー

トし、洗浄し、次いで各種割合のエフェクター細胞と共に 96-ウエルプレートで

200 μｌ量、４～６時間37℃において共にインキュベートする。次いで細胞を遠

心分離し、51Crの放出を上清100 μｌにおいて測定する。比溶解 (specific lys

is) ％を以下のようにして算出する。
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溶解率％＝ (実験での放出－自然の放出) ／ (全放出－自然の放出) ×100 

比溶解％＝ペプチドでパルスした細胞での溶解率％－ ELAペプチドでパルスしな

い細胞での溶解率％

      【００８５】

c)ペプチドELA ( トリフルオロ酢酸塩) 、 ELA (塩酸塩) またはPyrELA (トリフ

ルオロ酢酸塩) と混合したrP40で免疫後の抗Melan-A CTL の産生を図２に表す。

      【００８６】

d)結論

1.抗ELA CTL 活性が、P40/ELA(トリフルオロ酢酸塩) でマウスを免疫した後に観

察されるのに対し、マウスをP40/PyrELA (トリフルオロ酢酸塩) で免疫した場合

には CTL活性は測定されない。これらの結果はPyrELAにより産生される CTLが天

然の ELAペプチドを認識しないことを意味する。

a)意外なことに、P40/ELA(塩酸塩) での免疫は、抗ELA CTL 応答を生じることに

関しP40/ELA(トリフルオロ酢酸塩) での免疫と同じように有効である。

      【００８７】

【例５】 ELAペプチドの酢酸塩および塩酸塩形態の向上した安定性の検討

  ペプチドを、0.1 ％ TFAを含有する水からなる溶離液Ａおよびアセトニトリル

80％および0.1 ％ TFAを含有する水20％からなる溶離液Ｂを用いて逆相HLPCで分

析する。

      【００８８】

  図３は37℃で２カ月保存した酢酸塩 (3.A)および塩酸塩 (3.B)形態の ELAペプ

チドのクロマトグラムを示す。

結論

  酢酸塩の形態では、 ELAペプチドの不活性な環化ペプチドPyrELAへの減成は、

37℃で２カ月後には53％である。意外なことに、塩酸塩の形態では10％にすぎな

い。

      【００８９】

【例６】４℃で保存した塩酸塩形態の ELAペプチドの安定性

  図４は、ｔ＝０での塩酸塩形態の ELAペプチドのクロマトグラム (ELA98.9 ％
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およびPyrELA 0.4％；図4.A)、および４℃で１カ月保存後の ELAペプチドのクロ

マトグラム (ELA98.8 ％およびPyrELA 0.5％；図4.B)を示す。

      【００９０】

結論

  意外にも、塩酸塩形態の ELAペプチドは４℃において極めて安定である。従っ

て、容易に取り扱うことができ、そして４℃または-20 ℃で保存できる。酢酸形

態で製造された同等のペプチド (MART 3) ではそうでなく、-80 ℃で保存されな

ければならない (M.Marchand et al., Int.J.Cancer, 1999, 80, 219) 。

      【００９１】

  従って、強酸の食塩水形態とすれば、上記実施例に示されるように、完全な物

理化学的安定性を保ちながら４℃（冷蔵庫）または-20 ℃ (冷凍庫) での貯蔵を

非常に容易にする。

【図面の簡単な説明】

    【図１】  例３のプロトコルによる、アジュバントタンパク質rP40の存在下

で ELA (ひし形) およびAcELA(四角) ペプチドでマウスを免疫した後に得られる

リンパ球による、 ELAペプチドで予めパルスしたEL-4 A2/Kb細胞の細胞溶解にお

ける違いを示す。

    【図２】  例４のプロトコルによる、アジュバントタンパク質rP40の存在下

でのペプチド ELA (トリフルオロ酢酸塩、2.A)、 ELA (塩酸塩、2.B)またはPyrE

LA( トリフルオロ酢酸塩、2.C)での免疫後の CTLの産生を示す。

    【図３】  37℃で２カ月間保存した、酢酸塩形態 (3.A)または塩酸塩形態 (

3.B)の ELAのクロマトグラム。

    【図４】  最初 (4.A)または４℃で１カ月保存後 (4.B)の塩酸塩形態の ELA

ペプチドのクロマトグラム。
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