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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】Ｔ細胞レセプターペプチドを利用することによって自己免疫疾患を処置およびモ
ニタリングする方法を提供する。
【解決手段】ＭＳ患者集団において見出されるＴ細胞レセプターの核酸配列およびペプチ
ド配列であって、約１５～約３０ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドからなり、特定の
配列、それらに対する相補体、またはそれらの誘導体からなる群から選択される配列をコ
ードする配列の少なくとも１０個連続したヌクレオチドを含む、オリゴヌクレオチド。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
明細書中に記載の発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、一般に、自己免疫疾患（例えば、多発性硬化症（ＭＳ））の処置の分野に関
する。より詳細には、本発明は、一部のＭＳ患者で見出されるＴ細胞レセプター核酸およ
びＴ細胞レセプターペプチド、ならびにこの配列を検出するための方法に関する。さらに
、本発明は、自己免疫疾患（例えば、ＭＳ）の処置のためのＴ細胞レセプターペプチド配
列の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　（背景）
　細胞傷害性Ｔリンパ球またはＴヘルパー細胞上のＴ細胞レセプター（ＴＣＲ）と、抗原
提示細胞（ＡＰＣ）上のＭＨＣ／ペプチド複合体とによって形成される細胞間認識複合体
は、個々の生物内でのＴ細胞レパートリーの発達（ポジティブ選択；ネガティブ選択；末
梢の生存）の間、ならびに適応免疫応答の制御（Ｔヘルパー）およびエフェクター段階（
Ｔキラー）の間の両方でＴＣＲを活性化する、細胞－細胞遭遇の多様なセットにおける共
通の認識成分である。
【０００３】
　適応免疫応答において、抗原は、いかなる抗原も認識し得るに十分に多様な構造を有し
て発現される超可変分子（例えば、抗体またはＴＣＲ）によって認識される。抗体は、抗
原の表面の任意の部分に結合し得る。しかし、ＴＣＲは、主要組織適合遺伝子複合体（Ｍ
ＨＣ）のクラスＩ分子またはクラスＩＩ分子に結合したＡＰＣの表面に提示される抗原由
来の短いペプチドに結合することによって抗原の存在を感知することに制限される。ペプ
チド／ＭＨＣ複合体のＴＣＲ認識は、Ｔ細胞の活性化（クローン拡大）の引き金を引く。
【０００４】
　ＴＣＲは、αβ（アルファ－ベータ）またはγδ（ガンマ－デルタ）であり得る、２つ
の鎖から構成されるヘテロダイマーである。ＴＣＲの構造は、免疫グロブリン（Ｉｇ）の
構造と、非常に類似している。各々の鎖は、２の細胞外ドメインを有し、そして、これは
免疫グロブリンの折畳みである。アミノ末端ドメインは、非常に可変的であり、可変（Ｖ
）ドメインと呼ばれる。膜に最も近いドメインは、定常（Ｃ）ドメインである。これらの
２つのドメインは、免疫グロブリンのドメインに類似しており、Ｆａｂフラグメントに似
ている。各々の鎖のＶドメインは、３つの相補性決定領域（ＣＤＲ）を有する。膜の近く
では、各々のＴＣＲ鎖は、両方の鎖間のジスルフィド結合を形成するシステイン残基を有
する短い連結配列を有する。
【０００５】
　αβヘテロダイマーをコードする遺伝子およびγδヘテロダイマーをコードする遺伝子
は、Ｔ細胞系列においてのみ発現される。４つのＴＣＲ遺伝子座（α、β、γおよびδ）
は、Ｉｇの生殖系列構成と非常に類似した生殖系列構成を有する。α鎖およびγ鎖は、Ｖ
セグメントおよびＪセグメントの再配列によって産生され、一方、β鎖およびδ鎖は、Ｖ
セグメント、ＤセグメントおよびＪセグメントの再配列によって産生される。α鎖のＶ遺
伝子セグメントとＪ遺伝子セグメントとの間にあるδ鎖遺伝子セグメント以外は、ＴＣＲ
鎖についての遺伝子セグメントは、異なる染色体に位置する。δ鎖遺伝子セグメントの位
置は、重要性を有する：α鎖遺伝子セグメントの増殖的再配置は、δ鎖のＣ遺伝子を欠失
させ、その結果、所定の細胞においては、αβヘテロダイマーは、γδレセプターととも
に共発現され得ない。
【０００６】
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　マウスにおいて、約１００個のＶα遺伝子セグメントおよび約５０個のＪα遺伝子セグ
メントならびにほんの１つのＣαセグメントが存在する。δ鎖遺伝子ファミリーは、約１
０個のＶ遺伝子セグメント、２個のＤ遺伝子セグメントおよび２個のＪ遺伝子セグメント
を有する。β鎖遺伝子ファミリーは、２０～３０個のＶセグメント、ならびに１個のＤβ
、６個のＪβおよび１個のＣβを含む、２つの同一の繰返しを有する。最後に、γ鎖遺伝
子ファミリーは、７個のＶおよび３個の異なるＪ－Ｃ繰り返しを含む。ヒトにおいて、構
成はマウスの構成と類似している、しかし、セグメントの数は変化する。
【０００７】
　α鎖およびβ鎖における遺伝子セグメントの再配置は、Ｉｇ再配置と類似する。α鎖は
、Ｉｇの軽鎖と同様に、Ｖ遺伝子セグメント、Ｊ遺伝子セグメントおよびＣ遺伝子セグメ
ントによってコードされる。β鎖は、Ｉｇの重鎖と同様に、Ｖ遺伝子セグメント、Ｄ遺伝
子セグメントおよびＪ遺伝子セグメントによってコードされる。α鎖遺伝子セグメントの
再配置は、ＶＪ連結をもたらし、そしてβ鎖の再配置は、ＶＤＪ連結をもたらす。再配置
された遺伝子の転写、ＲＮＡプロセシングおよび翻訳の後、α鎖およびβ鎖は、Ｔ細胞の
膜においてジスルフィド結合によって連結されて発現される。
【０００８】
　ＴＣＲ遺伝子セグメントは、１２ヌクレオチド（１回のターン）または２３ヌクレオチ
ド（２回のターン）のいずれかの介在配列を有するヘプタマーおよびナノマーを含む認識
シグナル配列（ＲＳＳ）が隣接している。Ｉｇと同様に、組換え活性化遺伝子（ＲＡＧ－
１およびＲＡＧ－２）によってコードされる酵素は、組換えプロセスの原因である。Ｉｇ
再配置においてと同様の様式で、ＲＡＧ１／２は、ＲＳＳを認識して、Ｖ－Ｊセグメント
およびＶ－Ｄ－Ｊセグメントを連結する。手短に述べると、これらの酵素は、遺伝子セグ
メントとＲＳＳとの間で１つのＤＮＡ鎖を切断し、そしてコード配列におけるヘアピン形
成を触媒する。シグナル配列は、その後、切り出される。
【０００９】
　α鎖におけるＶセグメントとＪセグメントとのコンビナトリアル連結、ならびにβ鎖に
おけるＶセグメント、ＤセグメントおよびＪセグメントのコンビナトリアル連結は、多数
の可能な分子を生じ、それにより、ＴＣＲの多様性をつくる。多様性はまた、遺伝子セグ
メントの代替的連結によって、ＴＣＲにおいて達成される。Ｉｇとは対照的に、β遺伝子
セグメントおよびδ遺伝子セグメントは、別の方法において連結され得る。β遺伝子セグ
メントおよびδ遺伝子セグメントにおけるＲＳＳ隣接遺伝子セグメントは、β鎖において
ＶＪおよびＶＤＪを、そしてδ鎖においてＶＪ、ＶＤＪ、およびＶＤＤＪを作製し得る。
Ｉｇの場合のように、多様性はまた、遺伝子セグメントの連結の可変性によって生じる。
【００１０】
　相補性決定領域（ＣＤＲ）として公知のＴＣＲの超可変ループは、ＭＨＣ分子および結
合したペプチドから作製される複合表面を認識する。αおよびβのＣＤＲ２ループは、Ａ
ＰＣの表面上のＭＨＣ分子だけに接触し、一方、ＣＤＲ１ループおよびＣＤＲ３ループは
、ペプチドおよびＭＨＣ分子の両方と接触する。Ｉｇと比較して、ＴＣＲは、ＣＤＲ１お
よびＣＤＲ２のより限られた多様性を有する。しかし、ＴＣＲにおけるＣＤＲ３の多様性
は、ＩｇのＣＤＲ３の多様性より高い。なぜなら、ＴＣＲは、１つより多くのＤセグメン
トに連結して、増大した連結多様性をもたらし得るからである。
【００１１】
　多くの自己免疫疾患の病因は、生物中に存在する自己抗原への自己免疫Ｔ細胞応答によ
って引き起こされると考えられている。クローン選択パラダイムとは矛盾して、全ての自
己反応性Ｔ細胞が、胸腺において欠失するというわけではない。広い範囲の自己抗原につ
いてのＴＣＲを有するＴ細胞は、正常なＴ細胞レパートリの一部を表し、そして自然に末
梢に循環する。自己反応性Ｔ細胞がなぜ、それらの進化の間、胸腺において分化を受ける
ことができて、末梢に適応するかは、不明である。それらの生理的役割が理解されない一
方で、これらの自己反応性Ｔ細胞は、活性化されると、自己免疫病状の誘導において潜在
的危険性を提示する。自己反応性Ｔ細胞はまた、自己免疫疾患の結果ではない正常個体か
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ら単離され得る。単独での自己反応性の抗原認識が自己破壊的なプロセスを媒介するのに
十分でないことが確立された。自己反応性Ｔ細胞が病原性であることについての必要条件
のうちの１は、それらが活性化されなければならないということである。
【００１２】
　自己反応性Ｔ細胞は、自己免疫疾患（例えば、多発性硬化症（ＭＳ）および慢性関節リ
ウマチ（ＲＡ））の病因において示される。ＭＳにおける自己反応性Ｔ細胞の病因は、一
般に、ミエリン抗原（特に、ミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ））に対するＴ細胞応答
から生じ続ける。ＭＢＰ反応性Ｔ細胞は、インビボでの活性化を受け、そして、コントロ
ール個体とは対照的に、ＭＳを有する患者の血液および脳脊髄液中で、より高い前駆体頻
度で生じるとわかっている。これらのＭＢＰ反応性Ｔ細胞は、Ｔｈ１サイトカイン（例え
ば、ＩＬ－２、ＴＮＦ、およびγ－インターフェロン）を生産し、これは、中枢神経系へ
の炎症性細胞の移動を促進して、ＭＳにおけるミエリン破壊的炎症性応答を悪化させる。
【００１３】
　ＭＢＰ反応性Ｔ細胞はまた、動物における実験的な自己免疫脳脊髄炎（ＥＡＥ）（これ
は、多発性硬化症に類似する）の病因に関与していることが示されている。ＥＡＥは、ア
ジュバント中に乳化したＭＢＰを注射することによって感受性動物において能動的に誘発
され得るか、またはＭＢＰ感作動物由来のＭＢＰ反応性Ｔ細胞株およびＭＢＰ反応性Ｔ細
胞クローンを注射することによって受動的に誘発され得る。インビトロで活性化される場
合、ＥＡＥを誘発するために、非常に少数のＭＢＰ反応性Ｔ細胞が必要とされ、一方で、
同じ反応性を有する１００倍多くの静止Ｔ細胞は、この疾患を媒介することができない。
【００１４】
　ＥＡＥを予防および処置するために用いられた、不活化ＭＢＰ反応性Ｔ細胞を用いたワ
クチン接種（Ｔ細胞ワクチン接種と呼ばれる手順）が、ＥＡＥにおけるＭＢＰ反応性Ｔ細
胞を枯渇させることが実証された（Ｂｅｎ－Ｎｕｎら，Ｎａｔｕｒｅ　２９２：６０－６
１（１９８１））。Ｔ細胞ワクチン接種の根本の機構は完全に完全には理解されていない
にもかかわらず、これは、ＴＣＲとの相互作用およびＴ細胞活性化マーカーとおそらく反
応するいわゆる抗エルゴタイプ（ａｎｔｉ－ｅｒｇｏｔｙｐｉｃ）Ｔ細胞応答によるイデ
ィオタイプ調節ネットワークに関与すると考えられる。イディオタイプでかつ抗エルゴタ
イプの調節ネットワークは、Ｔ細胞ワクチン接種によって誘導される防御免疫にとって必
須であると考えられている。なぜなら、Ｔ細胞ワクチン接種によって与えられる防御免疫
は、ワクチン接種のために使用された自己免疫Ｔ細胞が誘発し得る疾患に特異的であるか
らである。さらに、免疫された齧歯動物から単離された抗イディオタイプのＴ細胞は、免
疫するＴ細胞クローン／株を特異的に認識するが、別個のＴＣＲ構造特徴を発現するＴ細
胞を認識しない。抗イディオタイプＴ細胞によって認識されるＴＣＲ決定基が、これらの
領域中での特徴的な配列多様性によって予測したところ、ＣＤＲ３またはＣＤＲ２中に存
在する可能性が最も高いと考えられる。
【００１５】
　ＥＡＥにおいて、脳炎誘発性ＭＢＰ反応性Ｔ細胞は、ＭＢＰ上の非常に限られたエピト
ープに拘束される。病原性Ｔ細胞応答の多様性におけるこれらの拘束は、特異的免疫介入
を許容する。種々の治療戦略は、したがって、感作動物におけるＥＡＥの発症を予防する
際にＴＣＲのＶβ領域を標的とするように設計されている。例えば、モノクローナル抗体
は、Ｖβ遺伝子産物を標的としており、そして、ペプチドワクチンは、原因のＶβ遺伝子
のＣＤＲ２領域に基づいている。
【００１６】
　ＥＡＥについての研究のいくつかは、ヒトの自己免疫疾患にまで広げられた。例えば、
ＴＣＲ　Ｖβ　５．２に対応するペプチドが、ＭＳを有する患者を処置するために臨床試
験において用いられ、そしてＶβ１４ペプチドが、ＲＡを有する患者をワクチン接種する
ために用いられた。米国特許第５，６１４，１９２号（Ｖａｎｄｅｎｂａｒｋ）は、ＣＤ
Ｒ２の少なくとも一部を含む、１５～３０アミノ酸の免疫原性ＴＣＲペプチドを用いた自
己免疫疾患の処置を開示する。米国特許第６，３０３，３１４号（Ｚｈａｎｇ）は、免疫
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原性Ｔ細胞活性化マーカーペプチドと組み合わせて特定の免疫原性ＴＣＲペプチドを使う
ことによる自己免疫疾患の処置を開示する。
【００１７】
　ＴＣＲペプチドを用いたワクチン接種が改善され得る１つの領域は、（あるならば）共
通のモチーフが、自己免疫疾患（例えば、ＭＳ）を有する患者の自己反応性ＴＣＲにおい
て見出されるか否かを決定することによる。このような共有のモチーフは、このモチーフ
を含むＴＣＲを有するＴ細胞を枯渇させる目的でＭＳ患者において抗イディオタイプ免疫
応答を活性化させるペプチドワクチンの基礎として、またはこのモチーフを含むＴＣＲを
有するＴ細胞を機能的にブロックもしくは直接的に枯渇させ得る抗体の調製の標的として
のいずれかとして用いられ得る。
【００１８】
　それゆえ、自己免疫疾患を有する患者由来の自己反応性Ｔ細胞のＴＣＲにおいて特異的
に見出される共通モチーフのアミノ酸配列を決定することが望ましい。また、便利な方法
（例えば、ＰＣＲ）によって患者サンプルにおいてこのようなモチーフを容易に検出し得
ることもまた望ましい。さらに、検出されたモチーフと同一かまたは由来するペプチドを
使用して、自己免疫疾患を有する患者を処置することが好ましい。また、このモチーフと
特異的に結合する抗体を使用して、自己免疫疾患を有する患者を処置することもまた望ま
しい。
【００１９】
　米国特許第６，３０３、３１４号（Ｚｈａｎｇ）は、Ｖβ１３．１　Ｔ細胞のサブセッ
トのＴＣＲにおいて見出されるこのような共通モチーフ「ＬＧＲＡＧＬＴＹモチーフ」（
これは、アミノ酸配列Ｌｅｕ　Ｇｌｙ　Ａｒｇ　Ａｌａ　Ｇｌｙ　Ｌｅｕ　Ｔｈｒ　Ｔｙ
ｒ（配列番号１０）を有する）、ならびにＰＣＲによるその容易な検出のための方法を開
示する。このモチーフは、ＭＢＰのアミノ酸８３～９９（本明細書中以後、「ＭＢＰ８３
－９９」）を認識するいくつかの自己反応性Ｔ細胞のいくつかのＴＣＲにおいて見出され
る。ＬＧＲＡＧＬＴＹモチーフに基づくペプチドは、Ｖβ１３．１－ＬＧＲＡＧＬＴＹが
関連する自己免疫疾患（例えば、ＭＳ）を処置または予防するために、一部の患者にワク
チン接種をするために用いられ得る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２０】
　ＬＧＲＡＧＬＴＹモチーフは、ＭＢＰ８３－９９を認識するいくつかのＴＣＲだけに存
在するので、ＭＢＰ反応性Ｔ細胞によって共通に発現される他のＴＣＲ配列、より特にＣ
ＤＲ配列を同定する必要性が残っている。さらに、ＭＢＰ反応性Ｔ細胞によって共通に発
現される他のＴＣＲ配列（ＣＤＲ配列が挙げられる）を検出し得る必要性が残っている。
最後に、他のＴＣＲ配列、より特にＣＤＲ配列に関連する自己免疫疾患についての処置を
開発する必要性が残っている。
【課題を解決するための手段】
【００２１】
　本発明は、以下の項目を提供する。
（項目１）
　約１５～約３０ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドであって、配列番号４、配列番号
５および配列番号６、それらに対する相補体、またはそれらの誘導体からなる群から選択
される配列をコードする配列の少なくとも１０個連続したヌクレオチドを含む、オリゴヌ
クレオチド。
（項目２）
　配列番号４、配列番号５および配列番号６、それらに対する相補体、またはそれらの誘
導体からなる群から選択される配列をコードする配列の少なくとも１５個連続したヌクレ
オチドを含む、項目１に記載のオリゴヌクレオチド。
（項目３）
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　配列番号４、配列番号５および配列番号６、それらに対する相補体、またはそれらの誘
導体からなる群から選択される配列をコードする配列を含む、項目１に記載のオリゴヌク
レオチド。
（項目４）
　プライマー対であって、以下：
　（ａ）約１５～約３０ヌクレオチド長の第１プライマーであって、配列番号４、配列番
号５および配列番号６、それらに対する相補体、またはそれらの誘導体からなる群から選
択される配列をコードする配列の少なくとも１０個連続したヌクレオチドを含む、第１プ
ライマー；および
　（ｂ）該第１プライマーの配列を含まず、かつＴ細胞中のＴ細胞レセプター遺伝子のＶ
β～Ｃβの領域で見出される、約１５ヌクレオチド長および約３０ヌクレオチド長の核酸
を含む第２プライマー
を含み、ここで、該第１プライマーの配列および該第２プライマーの配列が、該Ｔ細胞レ
セプター遺伝子の同じ鎖において見出されない、プライマー対。
（項目５）
　上記第２プライマーが、配列番号７、配列番号８および配列番号９からなる群から選択
される配列を含む、項目４に記載のプライマー対。
（項目６）
　オリゴヌクレオチドプローブであって、以下：
　（ａ）約１０～３０ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドであって、配列番号４、配列
番号５および配列番号６、それらに対する相補体、またはそれらの誘導体からなる群から
選択される配列をコードする配列の少なくとも１０個連続したヌクレオチドを含む、オリ
ゴヌクレオチド、ならびに
　（ｂ）標識部分
を含む、オリゴヌクレオチドプローブ。
（項目７）
　上記標識部分が、３２Ｐ、３５Ｓ、ビオチンおよびジゴキシゲニンからなる群から選択
される、項目６に記載のオリゴヌクレオチドプローブ。
（項目８）
　配列番号４、配列番号５および配列番号６、またはそれらの誘導体からなる群から選択
されるＴ細胞レセプターモチーフを発現するＭＢＰ８３－９９　Ｔ細胞を検出する方法で
あって、以下：
　（ａ）ＭＢＰ８３－９９　Ｔ細胞から核酸サンプルを得る工程；
　　（ｉ）該核酸サンプルを、プライマー対と接触させる工程であって、該プライマー対
が、以下：
　　（ｉｉ）約１５～約３０ヌクレオチド長の第１オリゴヌクレオチドであって、配列番
号４、配列番号５および配列番号６、それらに対する相補体、またはそれらの誘導体から
なる群から選択される配列をコードする配列の少なくとも１０個連続したヌクレオチドを
含む、第１オリゴヌクレオチド、および
　　（ｉｉｉ）該第１オリゴヌクレオチドの配列を含まず、かつＴ細胞中のＴ細胞レセプ
ター遺伝子のＶβ～Ｃβの領域で見出される、約１５ヌクレオチド長および約３０ヌクレ
オチド長の第２オリゴヌクレオチド
から選択され、ここで、該第１オリゴヌクレオチドの配列および該第２オリゴヌクレオチ
ドの配列が、該Ｔ細胞レセプター遺伝子の同じ鎖において見出されない、工程；ならびに
　（ｂ）該Ｔ細胞レセプターモチーフをコードする核酸の存在を検出する工程
を包含する、方法。
（項目９）
　上記第２プライマーが、配列番号７、配列番号８および配列番号９からなる群から選択
される配列を含む、項目８に記載の方法。
（項目１０）
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　上記核酸サンプルのフラグメントが、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって増幅さ
れる、項目８に記載の方法。
（項目１１）
　上記検出工程が、以下：
　（ａ）オリゴヌクレオチドであって、配列番号４、配列番号５および配列番号６、それ
らに対する相補体、またはそれらの誘導体からなる群から選択される配列をコードする配
列を含む、オリゴヌクレオチド；ならびに
　（ｂ）標識部分
を含むオリゴヌクレオチドプローブを用いてプロービングすることを含む、項目１０に記
載の方法。
（項目１２）
　上記検出工程が、オートラジオグラフィを含む、項目１０に記載の方法。
（項目１３）
　約１５～約３０ヌクレオチド長の第１オリゴヌクレオチドを含む、試験キットであって
、該第１オリゴヌクレオチドは、配列番号４、配列番号５および配列番号６、それらに対
する相補体、またはそれらの誘導体からなる群から選択される配列をコードする配列の少
なくとも１０個連続したヌクレオチドを含む、試験キット。
（項目１４）
　上記第１オリゴヌクレオチドの配列を含まず、かつＴ細胞中のＴ細胞レセプター遺伝子
のＶβ～Ｃβの領域で見出される、約１５ヌクレオチド長および約３０ヌクレオチド長の
第２オリゴヌクレオチドをさらに含み、ここで、該第１オリゴヌクレオチドの配列および
該第２オリゴヌクレオチドの配列が、該Ｔ細胞レセプター遺伝子の同じ鎖において見出さ
れない、項目１３に記載の試験キット。
（項目１５）
　第２プライマーが、配列番号７、配列番号８および配列番号９からなる群から選択され
る配列を含む、項目１４に記載の試験キット。
（項目１６）
　標識部分をさらに含み、該標識部分が、３２Ｐ、３５Ｓ、ビオチンおよびジゴキシゲニ
ンからなる群から選択される、項目１３に記載の試験キット。
（項目１７）
　自己免疫疾患をモニタリングする方法であって、以下：
　（ａ）ヒトからＭＢＰ８３－９９　Ｔ細胞を得る工程；
　（ｂ）配列番号４、配列番号５および配列番号６、またはそれらの誘導体からなる群か
ら選択される配列をコードする核酸の存在を検出する工程；
　　（ｉ）ＭＢＰ８３－９９　Ｔ細胞から核酸サンプルを得る工程；
　　（ｉｉ）該核酸サンプルを、プライマー対と接触させる工程であって、該プライマー
対が、以下：
　　ａ．約１５～約３０ヌクレオチド長の第１オリゴヌクレオチドであって、配列番号４
、配列番号５および配列番号６、それらに対する相補体、またはそれらの誘導体からなる
群から選択される配列をコードする配列の少なくとも１０個連続したヌクレオチドを含む
、第１オリゴヌクレオチド、および
　　ｂ．該第１オリゴヌクレオチドの配列を含まず、かつＴ細胞中のＴ細胞レセプター遺
伝子のＶβ～Ｃβの領域で見出される、約１５ヌクレオチド長および約３０ヌクレオチド
長の第２オリゴヌクレオチド
から選択され、ここで、該第１オリゴヌクレオチドの配列および該第２オリゴヌクレオチ
ドの配列が、該Ｔ細胞レセプター遺伝子の同じ鎖において見出されない、工程；ならびに
　　ｃ．該Ｔ細胞レセプターモチーフをコードする核酸の存在を検出する工程；そして該
核酸が検出される場合、
　（ｃ）該核酸の量を定量する工程
を包含する、方法。
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（項目１８）
　上記第２プライマーが、配列番号７、配列番号８および配列番号９からなる群から選択
される配列を含む、項目１７に記載の方法。
（項目１９）
　第１ペプチドを含み、必要に応じて薬学的に受容可能なキャリアを含む、ワクチンであ
って、該第１ペプチドは、配列番号４、配列番号５および配列番号６、またはそれらの誘
導体からなる群より選択される配列を含む、ワクチン。
（項目２０）
　配列番号４、配列番号５、配列番号６および配列番号７、またはそれらの誘導体からな
る群から選択される配列を含む少なくとも１つの第２ペプチド、および必要に応じて薬学
的に受容可能なキャリアをさらに含み、ここで、該第１ペプチドの配列と該第２ペプチド
の配列とが異なる、項目１９に記載のワクチン。
（項目２１）
　自己免疫疾患を処置する方法であって、自己免疫疾患を有する患者に、項目１９または
２０のいずれか１項に記載のワクチンを投与する工程を包含する、方法。
　（詳細な説明）
　本発明の理解を助けるために、いくつかの用語が以下で定義される。
【００２２】
　「ＰＣＲ」は、例えば、米国特許第４，６８３，２０２号（１９８７年７月２８日にＭ
ｕｌｌｉｓに発行された；本明細書中に参考として援用される）に一般的に記載されたポ
リメラーゼ連鎖反応を意味する。ＰＣＲは、選択されたオリゴヌクレオチド（すなわち、
プライマー）が重合剤（例えば、ＤＮＡポリメラーゼまたはＲＮＡポリメラーゼ）および
ヌクレオチド三リン酸の存在下で核酸テンプレートにハイブリダイズされ、それによって
、拡張産物がこのプライマーから形成され得る、増幅技術である。次いで、これらの産物
は変性され得、そしてそれらのその後の検出を容易にし得る、既存の核酸の数および量を
増幅するサイクリング反応のテンプレートとして用いられ得る。種々のＰＣＲ技術が、当
該分野で公知であり、そして本明細書中の開示と関連して用いられ得る。
【００２３】
　「ペプチド」は、天然物、合成物またはそれらの改変物のいずれであろうと、特定のペ
プチドまたはポリペプチド配列に対する免疫応答を惹起し得る、ペプチドを意味する。
【００２４】
　「プライマー」は、天然物、合成物またはそれらの改変物のいずれであろうと、テンプ
レート分子の特定のヌクレオチド配列と十分に相補的なヌクレオチド合成の開始点として
作用し得る、オリゴヌクレオチドを意味する。
【００２５】
　「プローブ」は、天然物、合成物またはそれらの改変物のいずれであろうと、十分に相
補的なヌクレオチド配列と特異的に結合し得るオリゴヌクレオチドを意味する。
【００２６】
　ヌクレオチド配列の状況において、「に由来する」とは、ヌクレオチド配列が、記載さ
れた特定の配列に限定されず、その配列におけるバリエーション（これは、記載された配
列に対するバリエーションが、記載された配列の相補体と特異的に結合する能力を保持す
る程度まで、ヌクレオチドの付加、欠失、置換または改変を含み得る）もまた含むことを
意味する。ペプチド配列またはポリペプチド配列の状況において、「に由来する」は、こ
のペプチドまたはポリペプチドが、記載された特定の配列に限定されず、その配列におけ
るバリエーション（これは、列挙した配列におけるバリエーションが、記載された配列に
対する免疫応答を惹起する能力を保持する程度まで、アミノ酸の付加、欠失、置換または
改変を含み得る）もまた含むことを意味する。
【００２７】
　「免疫原性」とは、ペプチドまたはポリペプチドを記載するために用いられる場合、こ
のペプチドまたはポリペプチドが、Ｔ細胞媒介性、抗体またはその両方の免疫応答を誘発
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し得ることを意味する。「抗原性」は、このペプチドまたはポリペプチドが、抗体により
遊離形態で、および／または抗原特異的Ｔ細胞の場合、ＭＨＣ分子の状況で、認識され得
ることを意味する。
【００２８】
　「免疫関連疾患」とは、免疫系が疾患の病因に関与している疾患を意味する。免疫関連
疾患のサブセットは、自己免疫疾患である。自己免疫疾患としては、以下が挙げられるが
これらに限定されない：慢性関節リウマチ、重症筋無力症、多発性硬化症、全身エリテマ
トーデス、自己免疫性甲状腺炎（橋本甲状腺炎）、グレーヴズ病、炎症性腸疾患、自己免
疫ブドウ膜網膜炎（ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ　ｕｖｅｏｒｅｔｉｎｉｔｉｓ）、多発性筋炎
および特定の種類の糖尿病。本開示を考慮すると、当業者は、本発明の組成物および方法
によって処置され得る他の自己免疫疾患を容易に認め得る。
【００２９】
　「Ｔ細胞媒介性疾患」とは、Ｔ細胞がその生物において通常見出されるペプチドを認識
することの結果として生じる疾患を意味する。
【００３０】
　「処置（ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）」または「処置する（ｔｒｅａｔｉｎｇ）」は、疾患か
らの動物の防御を言及する場合、その疾患を予防するか、抑制するか、抑圧するかまたは
完全に除去することを意味する。疾患を予防することは、その疾患の発症の前に動物に本
発明の組成物を投与することを包含する。疾患を抑制することは、その疾患の誘導後だが
その臨床的出現の前に、動物に本発明の組成物を投与することを包含する。疾患を抑圧す
ることは、疾患の臨床的出現の後に、動物に本発明の組成物を投与することを包含する。
【００３１】
　第１の局面において、本発明は、約４～２０アミノ酸長を含み、配列番号４、配列番号
５もしくは配列番号６またはそれらに由来する配列のうちの少なくとも４個連続したアミ
ノ酸を含むペプチドに関する。このペプチドはまた、以下のいずれかを含め、約４～１２
アミノ酸長であり得る：（ｉ）配列番号４もしくは配列番号６、またはそれら由来の配列
のうちの４個、５個、６個または７個連続したアミノ酸、（ｉｉ）配列番号５またはこれ
から誘導した配列のうちの４個、５個、６個、７個または８個連続したアミノ酸。このペ
プチドはまた、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６、またはそれら由来の配列を
含め、約４～２０アミノ酸長であり得る。このペプチドは、天然物、合成物またはそれら
由来のものであり得る。
【００３２】
　このペプチドは、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６、またはそれら由来の配
列を含むペプチドまたはポリペプチドに対する免疫応答を惹起するために、抗原として用
いられ得る。以下でより充分に記載するように、このペプチドによって惹起される免疫応
答は、処置、抗体の生産、抗体の精製の基礎として、および診断アッセイにおいて用いら
れ得る。
【００３３】
　このペプチドは、当業者にとって公知の多くの方法において、共有結合により改変され
得る。ペプチドの選択された側鎖または末端残基は、一般的な誘導体化剤を使用して改変
され得る。
【００３４】
　システイン残基を、α－ハロアセテート（および対応するアミン）（例えば、クロロ酢
酸またはクロロアセトアミド）と反応させて、カルボキシメチル誘導体またはカルボキシ
アミドメチル誘導体を獲得し得る。システイン残基はまた、ブロモトリフルオロアセトン
、α－ブロモ－β－（５－イミドゾリル）プロピオン酸、クロロアセチルホスフェート、
Ｎ－アルキルマレイミド、二硫化３－ニトロ－２－ピリジル、二硫化メチル２－ピリジル
、ｐ－クロロ水銀ベンゾエート、２－クロロ水銀－４－ニトロフェノールまたはクロロ－
７－ニトロベンゾ－２－オキサ－１，３－ジアゾールとの反応によって誘導体化され得る
。
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【００３５】
　ヒスチジン残基は、ｐＨ５．５～７．０での、ヒスチジン特異的試薬であるジエチルプ
ロカーボネートとの反応によって誘導体化され得る。パラ－臭化ブロモフェナシルもまた
、ｐＨ６．０において、０．１Ｍカコジル酸ナトリウム中で用いられ得る。
【００３６】
　リジンおよびアミノ末端残基を、コハク酸無水物または他のカルボン酸無水物と反応さ
せ得る。これらの薬剤を用いた誘導体化は、リジン残基の電荷を逆転させる効果を有し得
る。α－アミノ含有残基を誘導体化するための他の試薬としては、以下が挙げられる：イ
ミドエステル（例えば、メチルピコリンイミド）；ピリドキサールリン酸；ピリドキサー
ル；クロロ水素化ホウ素；トリニトロベンゼンスルホン酸；Ｏ－メチルイソウレア（ｍｅ
ｔｈｙｌｉｓｓｕｒｅａ）；２，４ペンタンジオン；およびグリオキシル酸とのトランス
アミナーゼ触媒反応。
【００３７】
　アルギニン残基は、１またはいくつかの従来の試薬（中でも、フェニルグリオキサール
、２，３－ブタンジオン、１，２－シクロヘキサンジオン、およびニンヒドリン）との反
応によって改変され得る。アルギニン残基の誘導体化は、グアニジン官能基の高いｐＫａ

に起因して、アルカリ条件において実施され得る。さらに、これらの試薬は、リジン基な
らびにアルギニンのε－アミノ基と反応し得る。
【００３８】
　チロシン残基は、芳香族ジアゾニウム化合物またはテトラニトロメタンと反応し得る。
Ｎ－アセチルイミダゾールおよびテトラニトロメタンを用いて、それぞれ、Ｏ－アセチル
チロシル種および３－ニトロ誘導体を形成し得る。チロシン残基は、放射免疫アッセイに
おいて使用する標識タンパク質を調製するために１２５Ｉまたは１３１Ｉを使用してヨウ
素化され得る。
【００３９】
　アスパラギン酸およびグルタミン酸のカルボキシル側鎖基は、１－シクロヘキシル－３
－（２－モルホリニル－（４－エチル）カルボジイミドまたは１－エチル－３（４－アゾ
ニア４，４－ジメチルペンチル）カルボジイミドのようなカルボジイミド（Ｒ’－－Ｎ－
－Ｃ－－Ｎ－－Ｒ’）との反応によって改変され得る。さらに、アスパルチル残基および
グルタミル残基は、アンモニウムイオンとの反応によって、アスパラギニル残基およびグ
ルタミニル残基へと変換され得る。グルタミニル残基およびアスパラギニル残基は、対応
するグルタミル残基およびアスパルチル残基へと脱アミドされ得る。あるいは、これらの
残基は、穏やかに酸性の条件下で脱アミドされ得る。
【００４０】
　二官能性薬剤を用いたペプチドの誘導体化は、ペプチドを水不溶性の支持マトリックス
にまたは他の高分子キャリアに架橋するために有用であり得る。一般的に用いられる架橋
剤としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：１，１－ビス（ジアゾアセチル
）－２－フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル
、４－アジドサリチル酸を有するエステル、ホモ二官能性イミドエステル（３，３’－ジ
チオビス（スクシンイミジルプロピオネート）のようなジスクシンイミジルエステルを含
む）およびビス－Ｎ－マレイミド－１，８－オクタンのような二官能性マレイミドを含む
。誘導体化剤（例えば、メチル－３－［（ｐ－アジドフェニル）ジチオ］プロピオイミデ
ート（ｍｅｔｈｙｌ－３－［（ｐ－ａｚｉｄｏｐｈａｎｙｌ）ｄｉｔｈｉｏ］ｐｒｏｐｉ
ｏｉｍｉｄａｔｅ）は、光の存在下で架橋し得る光活性化可能な中間体を生じ得る。ある
いは、反応性水不溶性マトリックス（例えば、臭化シアン活性化炭水化物）および反応性
基質（米国特許第３，９６９，２８７号；同第３，６９１，０１６号；同第４，１９５，
１２８号；同第４，２４７，６４２号；同第４，２２９，５３７号；および同第４，３３
０，４４０号に記載されている）が、タンパク質固定化のために使用され得る。
【００４１】
　このペプチドはまた、プロリン残基およびリジン残基のヒドロキシル化、セリン残基ま
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たはトレオニン残基の水酸基のリン酸化、リジン側鎖、アルギニン側鎖およびヒスチジン
側鎖のα－アミノ基のメチル化（Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔ
ｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅ
ｍａｎ　＆　Ｃｏ．，Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，７９－８６頁（１９８３））、Ｎ末
端アミンのアセチル化、そして、いくつかの場合には、Ｃ末端カルボキシル基のアミド化
によって改変され得る。
【００４２】
　このペプチドの誘導体化は、ペプチドの溶解度、吸収、生物学的半減期などを改善し得
る。誘導体化はまた、本明細書中に参考として援用されるＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第１６版，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉ
ｎｇ　Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．（１９８０）に開示されるように、ペプチドなどの
あらゆる望ましくない副作用を排除し得るかまたは弱め得る。このペプチドの化学的改変
は、特定の環境下でのさらなる利点（例えば、ペプチドの安定性および循環時間の増大、
ならびに免疫原性の増大）を提供し得る。ペプチドの化学的誘導体化についてのより多く
の情報については、その全体が本明細書中に参考として援用される米国特許第６，３５０
，７３０号（Ｆｒｉｅｄｍａｎ）を参照のこと。
【００４３】
　このペプチドの免疫原性は、このペプチドをより長いペプチドもしくはポリペプチドに
含めることによって、またはこのペプチドを標準的な連結技術を使用して「免疫学的」キ
ャリア（例えば、ＫＬＨ、血清アルブミン、破傷風トキソイドなど）へと結合体化させる
ことによって増強され得る。種々のこのような方法（例えば、縮合剤（例えば、ジシクロ
ヘキシルカルボジイミド）の使用またはリンカー（例えば、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，Ｉｌｌから市販されるリンカー）の使用）は、当該分
野で公知である。
【００４４】
　このペプチドはまた、動脈内投与経路、腹腔内投与経路、筋肉内投与経路、皮下投与経
路、静脈内投与経路、経口投与経路、経鼻投与経路、直腸投与経路、頬側投与経路、槽内
投与経路、鞘内投与経路、舌下投与経路、肺投与経路、局所投与経路、経皮投与経路、ま
たは他の投与経路のために処方され得る。
【００４５】
　このペプチドはまた、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６、またはそれら由来
の配列を含むペプチドまたはポリペプチドと特異的に結合するＴＣＲを有するＴ細胞を活
性化させるために用いられ得る。Ｔ細胞は、当該分野で公知の多くの方法のいずれかを使
用して、自己免疫疾患を有する患者から入手され得る。Ｔ細胞はまた、特定の部分集団（
例えば、自己反応性Ｔ細胞）について富化され得る。次いで、単離されたＴ細胞は、この
ペプチドを用いてインビトロで刺激され得、このことは、配列番号４、配列番号５もしく
は配列番号６またはそれら由来の配列を含むペプチドまたはポリペプチドと特異的に結合
するＴＣＲを有するＴ細胞を活性化し得、そして／またはこのＴ細胞の数を拡大し得る。
次いで、活性化および／または拡大されたＴ細胞は、そのＴ細胞を誘導した患者へと投与
され、それによって、これらは、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６またはそれ
ら由来の配列を含むＴＣＲを有する自己反応性Ｔ細胞と結合し、それにより、この自己反
応性Ｔ細胞を枯渇させ得る。
【００４６】
　第２の局面において、本発明は、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６またはそ
れら由来の配列を含むエピトープと特異的に結合する抗体に関する。この抗体は、ＩｇＧ
、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥのクラス、ならびにそれらのフラグメントおよび
誘導体（Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｄ、および単鎖抗体（ｓｃＦｖ）が挙げられる）の
抗体であり得る。この抗体は、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６またはそれら
由来の配列を含むエピトープに対して充分な結合特定性を示す、モノクローナル抗体、ポ
リクローナル抗体、アフィニティー精製された抗体、またはそれらの混合物であり得る。
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この抗体は、本発明の第１の局面において上記のように、当該分野で公知の１つ以上の化
学的部分、ペプチド部分またはポリペプチド部分の結合によって誘導体化され得る。
【００４７】
　この抗体は、当該分野で公知の技術（例えば、それらの全体が本明細書中に参考として
援用される、米国特許第５，５６５，３３２号（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら）、同第５，８
５８，６５７号（Ｗｉｎｔｅｒら）、同第５，８７１，９０７号（Ｗｉｎｔｅｒら）、同
第５，９６９，１０８号（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら）および同第６，１７２，１９７号（
ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら）に記載されるような、ファージディスプレイ）を用いて同定お
よび単離され得る。この抗体はまた、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６の配列
またはそれら由来の配列に対する免疫応答を惹起し得る抗原で免疫された哺乳動物（マウ
ス、ラット、ヤギ、ウサギ、ヒツジ、ブタまたはウシが挙げられるがこれに限定されない
）から単離され得る。この抗体はまた、それらの全体が本明細書中に参考として援用され
る、米国特許第５，５６５，３３２号（Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら）、同第５，８５８，６
５７号（Ｗｉｎｔｅｒら）、同第５，８７１，９０７号（Ｗｉｎｔｅｒら）、同第５，９
６９，１０８号（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら）および同第６，１７２，１９７号（ＭｃＣａ
ｆｆｅｒｔｙら）に記載されるような、ヒト抗体またはヒト化抗体であり得る。
【００４８】
　以下でより充分に記載されるように、この抗体は、処理のための基礎として、または診
断アッセイにおいて、用いられ得る。この抗体はまた、配列番号４、配列番号５もしくは
配列番号６の配列またはそれら由来の配列を含むＴＣＲを有する自己反応性Ｔ細胞の富化
または精製のために用いられ得る。配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６またはそ
れら由来の配列を含むＴＣＲを有する、富化または精製された自己反応性Ｔ細胞は、その
全体が本明細書中に参考として援用される係属中の米国特許出願第０９／９５２，５３２
号（Ｚｈａｎｇ）に従って、自己免疫疾患を有する患者のためのＴ細胞ワクチン中で用い
られ得る。
【００４９】
　第３の局面において、本発明は、第１の例示的な発明に従うペプチドまたはそれらのフ
ラグメントを含むペプチドまたはポリペプチドをコードするオリゴヌクレオチドに関する
。このオリゴヌクレオチドは、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６、それらに対
して相補的なヌクレオチド配列、またはそれら由来の配列のフラグメントをコードする少
なくとも１０個連続したヌクレオチドを含め、約１５～約３０ヌクレオチド長であり得る
。このオリゴヌクレオチドはまた、以下のいずれかを含め、約１５～約３０ヌクレオチド
長であり得る：（ｉ）配列番号４もしくは配列番号６、それらに対して相補的なヌクレオ
チド配列、またはそれら由来の配列のフラグメントをコードする、１１個、１２個、１３
個、１４個、１５個、１６個、１７個、１８個、１９個または２０個連続したヌクレオチ
ド、（ｉｉ）配列番号５、それに対して相補的なヌクレオチド配列、またはそれら由来の
配列のフラグメントをコードする、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個または２６
個連続したヌクレオチド。このオリゴヌクレオチドはまた、配列番号４、配列番号５もし
くは配列番号６をコードするヌクレオチド配列、それらに対して相補的なヌクレオチド配
列、またはそれら由来の配列を含め、約１５～約３０ヌクレオチド長であり得る。
【００５０】
　遺伝暗号の縮重に起因して、多くのヌクレオチド配列は、本発明の第１の局面のペプチ
ドをコードし得る。例えば、このオリゴヌクレオチドは、配列番号１、配列番号２もしく
は配列番号３、それらに対して相補的な配列、またはそれら由来の配列のうちの少なくと
も１０個連続したヌクレオチドを含め、約１５～約３０ヌクレオチド長であり得る。この
オリゴヌクレオチドはまた、以下のいずれを含め、約１５～約３０ヌクレオチド長であり
得る：（ｉ）配列番号１もしくは配列番号３、それらに対して相補的な配列、またはそれ
ら由来の配列のうちの、１１個、１２個、１３個、１４個、１５個、１６個、１７個、１
８個、１９個または２０個連続したヌクレオチド、（ｉｉ）配列番号２、それに対して相
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補的な、またはそれら由来の配列のうちの、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個ま
たは２６個連続したヌクレオチド。このオリゴヌクレオチドはまた、配列番号１、配列番
号２もしくは配列番号３、それらに対して相補的な配列、またはそれら由来の配列のヌク
レオチド配列を含め、約１５～約３０ヌクレオチド長であり得る。
【００５１】
　以下により充分に記載するように、このオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲのためのプライ
マーとして用いられ得る。このオリゴヌクレオチドはまた、ＴＣＲ遺伝子（またはそのフ
ラグメント（これはまた、相補的ヌクレオチド配列またはそれら由来のヌクレオチド配列
を含む））に結合してまたそれを検出するプローブとして用いられ得る。このオリゴヌク
レオチドは、検出可能な部分を用いて標識され得る。検出可能な部分の多くの例は、３２

Ｐ、３５Ｓ、ビオチンまたはジゴキシゲニンを含むがこれらに限定されず、当該分野で公
知である。
【００５２】
　第４の局面において、本発明は、本発明の第３の局面によるオリゴヌクレオチドである
第１プライマー、ならびに第１プライマーの配列を含まずかつＴ細胞におけるＴＣＲ遺伝
子のＶβからＣβへの領域またはそれに由来する配列のフラグメントである、約１５ヌク
レオチド長および約３０ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドである第２プライマーを含
むプライマー対に関し、ここで、この第１プライマーおよびこの第２プライマーは、ＴＣ
Ｒ遺伝子の異なる鎖と特異的に結合する。第２プライマーは、ＴＣＲ遺伝子のＶβ－Ｄβ
－Ｊβ領域を含め、約４００ｂｐが、第１プライマーと第２プライマーとを隔てるように
、Ｃβ領域の配列に相補的であり得る。
【００５３】
　以下でより充分に記載するように、このプライマー対は、配列番号４、配列番号５もし
くは配列番号６の配列、またはそれら由来の配列を含むヒトＴ細胞から、ＴＣＲをコード
するヌクレオチド配列を増幅するために用いられ得る。
【００５４】
　第５の局面では、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６の配列、またはそれら由
来の配列を含むＴＣＲは、本発明の第２の局面による抗体を使用して免疫アッセイを実施
することによって、サンプルにおいて検出され得る。用語「免疫アッセイ」により、同時
サンドイッチ免疫アッセイ、前方サンドイッチ（ｆｏｒｗａｒｄ　ｓａｎｄｗｉｃｈ）免
疫アッセイおよび逆サンドイッチ（ｒｅｖｅｒｓｅ　ｓａｎｄｗｉｃｈ）免疫アッセイを
包含することを意味し、これらは、当業者に周知である。
【００５５】
　配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６の配列、またはそれら由来の配列を含むＴ
ＣＲの存在について試験されるべきサンプルは、Ｔ細胞レセプターβ鎖遺伝子を発現する
任意の動物組織またはヒト組織（例えば、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ））から、直接的ま
たは間接的に単離され得る。
【００５６】
　第６の局面では、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６、またはそれら由来の配
列（「標的配列」）をコードするヌクレオチド配列を含むＴＣＲ遺伝子は、この標的配列
を含むＴＣＲ遺伝子のフラグメントを増幅することによってサンプルにおいて検出され得
、ここで、この増幅は、本発明の第４の局面に従ってプライマー対を使用して実施される
。
【００５７】
　配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６、またはそれら由来の配列をコードする標
的配列を含むＴＣＲ遺伝子のフラグメントは、任意の特定のＰＣＲ技術または当該分野に
おいて公知の機器を使用したポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって増幅され得る。例
えば、ＰＣＲ増幅に続いて、以下の成分を含む反応混合物が調製される手順を行い得る：
５μＬ　１０×ＰＣＲ緩衝液ＩＩ（１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．３）、５０
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０ｍＭ　ＫＣｌ）、３μＬ　２５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１μＬ　１０ｍＭ　ｄＮＴＰミック
ス、０．３μＬ　Ｔａｑポリメラーゼ（５Ｕ／μＬ）（ＡｍｐｌｉＴａｑ　Ｇｏｌｄ，Ｐ
ｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ，Ｎｏｒｗａｌｋ，Ｃｏｎｎ．）、３０ｐｍｏｌの第１プライマ
ー、３０ｐｍｏｌの第２プライマー、および１μＬのサンプルＤＮＡ。このポリメラーゼ
は、少なくとも９５℃の温度で安定であり得、５０～６０の進化性を有し得、そして１分
間あたり５０ヌクレオチドを超える伸張速度を有し得る。
【００５８】
　ＰＣＲ反応は、９５℃（変性）で１分間、５６℃で２０秒間（アニーリング）および７
２℃で４０秒間（伸張）の合計４０サイクルの増幅プロフィールで実施され得る。第１サ
イクルを開始する前に、反応混合物は、約５分間～１５分間にわたって最初の変性を受け
得る。同様に、最後のサイクルが完了した後、反応混合物は、約５分間～１０分間にわた
って最終的な伸張を受け得る。特定のＰＣＲ反応は、わずか１５～２０サイクルまたは５
０という多くのサイクルで作動し得る。特定のＰＣＲ反応に依存して、増幅プロフィール
の各工程について、より長いかまたはより短いインキュベーション時間およびより高いか
またはより低い温度が用いられ得る。
【００５９】
　この標的配列を含むＴＣＲ遺伝子の存在について試験されるサンプルは、核酸（例えば
、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＰＣＲによって以前に増幅されたＤＮＡまたは任意の他の形
態のＤＮＡ）であり得る。このサンプルは、Ｔ細胞レセプターβ鎖遺伝子を発現する、任
意の動物組織またはヒト組織（例えば、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ））から直接的または
間接的に単離され得る。ゲノムＤＮＡは、Ｔ細胞レセプターβ鎖遺伝子を発現する組織か
ら直接単離され得る。ｃＤＮＡは、Ｔ細胞レセプターβ鎖遺伝子を発現する組織から直接
単離されたｍＲＮＡの逆転写によって間接的に単離され得る。
【００６０】
　配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６またはそれらに由来する配列をコードする
ヌクレオチド配列を含むＴ細胞レセプター遺伝子の存在を検出する能力は、２段階ＰＣＲ
反応によって、ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡまたは任意の他の形態のＤＮＡの増幅によってサ
ンプルＤＮＡを間接的に単離することによって増強され得る。例えば、第１のＰＣＲ増幅
反応は、第１プライマーおよび第２プライマーが逆の鎖に選択的に結合し得るフラグメン
トより大きくかつそのフラグメントを含む、予備フラグメントを増幅するために実施され
得る。次いで、第２のＰＣＲ増幅反応は、第１プライマーおよび第２プライマーを有する
テンプレートとして予備フラグメントを使用して実施されて、この標的配列を含むフラグ
メントを増幅し得る。第１プライマーまたは第２プライマーのいずれかが予備フラグメン
トを増幅するために第１のＰＣＲ反応において用いられる場合、第２のＰＣＲ反応は、「
半入れ子（ｓｅｍｉ－ｎｅｓｔｅｄ）」にされる。第１プライマーまたは第２プライマー
のいずれもが予備フラグメントを増幅するために第１のＰＣＲ反応において用いられない
場合、この第２のＰＣＲ反応は、「入れ子（ｎｅｓｔｅｄ）」にされる。
【００６１】
　例示的な２段階ＰＣＲ反応では、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６またはそ
れらに由来する配列をコードするヌクレオチド配列を含むＴＣＲ遺伝子のフラグメントは
、ＴＣＲ遺伝子のＶβ領域にアニールする第１の予備プライマーおよびＴＣＲ遺伝子のＣ
β領域にアニールする第２の予備プライマーを使用した第１のＰＣＲ反応（これは、ＴＣ
Ｒ遺伝子の中でＶβからＶβ－Ｄβ－Ｊβ連結部を通ってＣβに及ぶ予備フラグメントを
増幅する）を実施し、続いて入れ子または半入れ子にされ得る第２のＰＣＲ反応を実施す
ることによって増幅され得る。本開示を考慮すると、当業者は、配列番号４、配列番号５
もしくは配列番号６またはそれらに由来する配列をコードするヌクレオチド配列を含むＴ
細胞からのＴＣＲ遺伝子のフラグメントのＰＣＲ増幅に適切なプライマーおよび反応条件
下を選択し得る。
【００６２】
　配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６またはそれらに由来する配列をコードする
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ヌクレオチド配列を含むＴＣＲ遺伝子のフラグメントの増幅の後、増幅産物は、多くの手
順によって検出され得る。例えば、増幅産物のアリコートは、電気泳動ゲルへロードされ
得、これに対して、サイズによってＤＮＡ分子を分離するために電界が印加される。別の
方法では、増幅産物のアリコートは、ＳＹＢＲグリーン、臭化エチジウムまたはＤＮＡと
結合して検出可能なシグナルを発する別の分子で染色されたゲルへロードされ得る。乾燥
ゲルは、本発明の第３の局面に従って標識されたオリゴヌクレオチドを含み得、ここから
、このゲルをフィルムに曝露することにより、オートラジオグラフが得られ得る。
【００６３】
　本発明の第７の局面では、試験キットは、本発明の第２の局面に従う抗体を備える。こ
の試験キットは、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６またはそれらに由来する配
列を含むＴＣＲ（またはその誘導体）の存在についてサンプルをアッセイするために用い
られ得る。
【００６４】
　この試験キットはまた、自己反応性Ｔ細胞上のＴＣＲのエピトープと特異的に結合する
１つ以上のさらなる抗体を備え得る。上記の１以上のさらなる抗体が特異的に結合し得る
ＴＣＲは、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６の配列またはそれらに由来する配
列を含んでも含まなくてもよい。配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６の配列また
はそれらに由来する配列はいくつかのＴＣＲのみに存在するので、他のＴＣＲ配列、より
特に他のＣＤＲ配列と結合する抗体を使用することは有益であると判明し得る。
【００６５】
　この試験キットはまた、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６の配列またはそれ
らに由来する配列を含むＴＣＲ（またはその誘導体）の検出において用いられ得る１つ以
上の試薬をさらに備え得る。この試薬は、緩衝液、ポジティブコントロール、ネガティブ
コントロールまたはそれらの組合せであり得る。このポジティブコントロールは、配列番
号４、配列番号５もしくは配列番号６の配列またはそれらに由来する配列を含む、ペプチ
ド配列またはポリペプチド配列であり得る。このネガティブコントロールは、配列番号４
、配列番号５もしくは配列番号６の配列またはそれらに由来する配列のいずれをも含まな
い配列を含む、ペプチド配列またはポリペプチド配列であり得る。
【００６６】
　本発明の第８の局面では、試験キットは、本発明の第３の局面に従うオリゴヌクレオチ
ドである第１プライマーを備える。この試験キットはまた、本発明の第４の局面に従うプ
ライマー対である、第１プライマーおよび第２プライマーを備え得る。
【００６７】
　この試験キットはまた、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６またはそれらに由
来する配列をコードするヌクレオチド配列を含むＴＣＲ遺伝子のフラグメントの増幅にお
いて用いられ得る１つ以上の試薬をさらに備え得る。この試薬は、緩衝液、デオキシヌク
レオチド三リン酸、耐熱性ＤＮＡポリメラーゼ、ポジティブコントロール、ネガティブコ
ントロールまたはそれらの組合せであり得る。この耐熱性ＤＮＡポリメラーゼは、Ｔａｑ
ポリメラーゼであり得る。このポジティブコントロールは、配列番号４、配列番号５もし
くは配列番号６またはそれらに由来する配列をコードするヌクレオチド配列を含むヌクレ
オチド配列であり得る。このネガティブコントロールは、配列番号４、配列番号５もしく
は配列番号６またはそれらに由来する配列をコードするヌクレオチド配列を含まないヌク
レオチド配列であり得る。この試験キットはまた、本発明の第３の局面に記載されるとお
りの標識されたオリゴヌクレオチドを備え得る。この試験キットに含まれ得る他の試薬は
、当業者に公知である。
【００６８】
　第９の局面において、自己免疫疾患を有する患者は、患者からサンプルを得て、そして
配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６の配列またはそれらに由来する配列を含むＴ
ＣＲを含む自己反応性Ｔ細胞の存在についてこのサンプルをアッセイすることによって診
断され得る。このサンプルは、Ｔ細胞、自己反応性Ｔ細胞、または自己反応性ＭＢＰ８３
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－９９　Ｔ細胞について富化され得る。この自己免疫疾患は、配列番号４、配列番号５も
しくは配列番号６のペプチド配列またはそれらに由来する配列を含むＴＣＲが、Ｔ細胞に
おいて見出される、任意の自己免疫疾患であり得る。
【００６９】
　この自己免疫疾患は、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６の配列またはそれら
に由来する配列を含むＴＣＲを含むＴ細胞のレベルを、コントロール由来のこのＴ細胞の
レベルと比較することによって診断され得る。Ｔ細胞のレベルは、配列番号４、配列番号
５もしくは配列番号６の配列またはそれらに由来する配列を含むＴＣＲの存在を、本発明
の第５の局面に従う免疫アッセイにおいて検出することによって決定され得る。Ｔ細胞の
レベルはまた、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６またはそれらに由来する配列
を含む配列をコードする核酸の存在を、本発明の第６の局面に記載される様式でＰＣＲを
用いて検出することによって決定され得る。
【００７０】
　第１０の局面において、自己免疫疾患は、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６
の配列またはそれらに由来する配列を含むＴＣＲを含む自己反応性Ｔ細胞を有する一部の
患者において、本発明の第１の局面に従う免疫原有効量のペプチドを含むワクチンを投与
することによって、処置され得る。ワクチンの投与は、免疫応答を導き得、ここで、患者
は、抗体を生じ得、そしてワクチンの投与はまた、配列番号４、配列番号５もしくは配列
番号６の配列またはそれらに由来する配列を含むＴＣＲを認識してこのＴＣＲに結合する
Ｔ細胞応答を誘発し得、これは、この自己反応性Ｔ細胞の枯渇をもたらし得る。
【００７１】
　このワクチンは、このペプチドを単独で、または免疫原有効量の他のＴＣＲペプチド配
列（特に、他のＣＤＲ配列）と組み合わせて含み得る。臨床研究は、自己Ｔ細胞ワクチン
接種を受ける自己免疫患者が、ＭＢＰ反応性Ｔ細胞に対する免疫の段階的な低下を示し得
ることを示す。いくつかの場合には、再出現する自己反応性Ｔ細胞は、異なるクローン集
団から生じ得、このことは、ＭＢＰ反応性Ｔ細胞が、進行中の疾患プロセスと潜在的に関
連したクローンシフトまたはエピトープ拡張を受け得ることを示唆する。クローンシフト
またはエピトープ拡張は、自己反応性Ｔ細胞によって媒介される自己免疫疾患の問題であ
り得る。自己反応性Ｔ細胞の複数の集団におけるＴＣＲに対する免疫応答を誘発し得る複
数の抗原性ペプチドを含むワクチンは、クローンシフトまたはエピトープ拡張に関する問
題を回避し得る。
【００７２】
　配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６の配列またはそれらに由来する配列を含む
ＴＣＲ、ならびに他のＴＣＲ配列（特に、ＣＤＲ配列）が、自己免疫疾患を患っている患
者およびこの疾患を患っていない正常個体の両方に存在し得るので、ＴＣＲ（特に、ＣＤ
Ｒおよび最も特にＣＤＲ３）におけるエピトープに対する免疫応答を惹起し得るペプチド
またはペプチドの組合せを含むワクチンは、自己免疫疾患を有する患者および正常個体の
両方に投与され得る。他のペプチド配列は、ＬＧＲＡＧＬＴＹモチーフ（配列番号７）お
よび米国特許第５，６１４，１９２号（Ｖａｎｄｅｎｂａｒｋ）に開示されるＣＤＲ配列
を含み得る。
【００７３】
　このワクチンは、Ｔ細胞活性化マーカーペプチドをさらに含み得る。このＴ細胞活性化
マーカーペプチドは、本明細書中に参考として援用される、米国特許第６，３０３，３１
４号（Ｚｈａｎｇ）にて記載されたとおりのマーカーペプチドであり得る。このワクチン
はまた、免疫原に対する免疫応答を増強するために用いられ得る１つ以上の試薬をさらに
含み得る。この試薬は、緩衝液、アジュバントまたはそれらの組合せであり得る。このア
ジュバントは、その全体が本明細書中に参考として援用される、米国特許第５，９８０，
９１２号（Ｐｏｄｏｌｓｋｉ）に従う、キトサンに基づくアジュバントであり得る。
【００７４】
　第１１の局面において、自己免疫疾患は、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６
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の配列またはそれらに由来する配列を含むＴＣＲを有する一部の患者において、本発明の
第２の局面に従う抗体を含む組成物を投与することにより、処置され得る。この組成物の
投与は、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６の配列またはそれらに由来する配列
を含むＴＣＲの枯渇を導き得る。
【００７５】
　この組成物は、抗体を単独で、または他のＴＣＲ配列（特に、他のＣＤＲ配列）に特異
的に結合する他の抗体と組み合わせて含み得る。上記で考察したように、自己免疫疾患の
進行は、自己反応性Ｔ細胞のクローンシフトまたはエピトープ拡張を含み得る。各々の抗
体が自己反応性Ｔ細胞の複数集団におけるＴＣＲ（特に、ＣＤＲ）の異なるエピトープと
特異的に結合する複数の抗体を含む組成物は、クローンシフトまたはエピトープ拡張に関
する問題を回避し得る。
【００７６】
　配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６の配列またはそれらに由来する配列を含む
ＴＣＲ、ならびに他のＴＣＲ配列（特に、ＣＤＲ配列）が、自己免疫疾患を患っている患
者およびこの疾患を患っていない正常個体の両方に存在し得るので、ＴＣＲ（特に、ＣＤ
Ｒおよび最も特にＣＤＲ３）におけるエピトープに特異的に結合する抗体または抗体の組
み合わせを含む組成物は、自己免疫疾患を有する患者および正常個体の両方に投与され得
る。
【００７７】
　本発明の第１２の局面において、自己免疫疾患は、本発明の第６の局面に従う自己免疫
疾患を有する患者由来のサンプルにおいて、配列番号１、配列番号２もしくは配列番号３
の配列またはそれらに由来する配列を含むＴＣＲ遺伝子の存在を検出し、そして配列番号
１、配列番号２もしくは配列番号３の配列またはそれらに由来する配列を含むＴＣＲ遺伝
子の量を定量することによってモニタリングされ得る。
【００７８】
　自己免疫疾患の症状の重篤度は、自己反応性Ｔ細胞の数による、サンプルにおける検出
されたＤＮＡの量と相関し得る。さらに、サンプルにおける検出されたＤＮＡ量の増加は
、症状の重篤度を最小にすることが意図される処置を適用し、そして／またはその疾患を
症状の出現前に処置する指標として使われ得る。
【００７９】
　本発明の第１３の局面では、自己免疫疾患は、本発明の第７の局面に従う自己免疫疾患
を有する患者由来のサンプルにおいて、配列番号４、配列番号５もしくは配列番号６の配
列またはそれらに由来する配列を含むＴＣＲの存在を検出し、そして配列番号４、配列番
号５もしくは配列番号６の配列またはそれらに由来する配列を含むＴＣＲの量を定量する
ことによってモニタリングされ得る。
【００８０】
　自己免疫疾患の症状の重篤度は、自己反応性Ｔ細胞の数による、サンプル中の検出され
たペプチドまたはポリペプチドの量と相関し得る。さらに、サンプルにおける検出された
ペプチドまたはポリペプチドの量の増加は、症状の重篤度を最小にすることが意図される
処置を適用し、そして／またはその疾患を症状の出現前に処置する指標として使われ得る
。
【００８１】
　第１４の局面において、本発明は、薬学的組成物（例えば、本発明の第１０の局面に記
載されるワクチンおよび本発明の第１１の局面に記載される抗体）の製造に関する。薬学
的組成物は、当該分野で周知の方法を使用して生成され得る。
【００８２】
　疾患または障害の処置において前臨床治療剤および臨床治療剤として使用される薬学的
組成物は、診断および処置の受け入れられた原理を用いて当業者によって生成され得る。
このような原理は、当該分野で公知であり、例えば、本明細書中に参考として援用される
、Ｂｒａｕｎｗａｌｄら編，Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎ
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ｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，第１１版，ＭｃＧｒａｗ－Ｈｉｌｌ，出版者，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ，Ｎ．Ｙ．（１９８７）に示される。この薬学的組成物は、この組成物の有益
な効果を経験し得る任意の動物に投与され得る。この薬学的組成物を受ける動物は、ヒト
または他の哺乳動物であり得る。
【００８３】
　この薬学的組成物は、それらの意図された目的を達成する任意の手段によって投与され
得る。例えば、投与は、非経口経路、皮下経路、静脈内経路、皮内経路、筋肉内経路、腹
腔内経路、経皮経路、または頬経路によってであり得る。あるいはまたは同時に、投与は
、経口経路によってであり得る。この薬学的組成物は、ボーラス注射によってまたは経時
的な段階的灌流によって非経口的に投与され得る。
【００８４】
　投与される投薬量は、レシピエントの年齢、性別、健康および体重、同時処置の種類（
存在する場合）、処置頻度、および所望される効果の性質に依存し得る。薬学的組成物の
投与のための用量範囲は、所望の効果を生じ、それによって、例えば、ＤＨまたは抗体産
生により測定した場合、そのペプチドに対する免疫応答が達成され、そしてこの自己免疫
疾患が有意に予防、抑制または処置されるに十分な大きさであり得る。この用量は、有害
な副作用（例えば、不必要な交差反応、全身性免疫抑制、アナフィラキシー反応など）を
引き起こすほど大きくなくてよい。ヒトについての用量は、約０．００１ｍｇ／ｋｇ体重
～約２５ｍｇ／ｋｇ体重の間の範囲であり得る。
【００８５】
　この薬学的組成物は、薬学的に用いられ得る調製物への活性化合物の処理を容易にし得
る賦形剤および補助剤を含む、適切な薬学的に受容可能なキャリアからさらに含み得る。
薬学的組成物に対する添加物は、アジュバント（例えば、ミョウバン、キトサン、または
当該分野で公知の他のアジュバント）を含むことを含み得る（例えば、本明細書中に参考
として援用される、Ｗａｒｒｅｎら，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４：３６９－３
８８（１９８６）；Ｃｈｅｄｉｄ，Ｌ．，Ｆｅｄｅｒ．Ｐｒｏｃ．４５：２５３１－２５
６０（１９８６）を参照のこと）。この薬学的組成物はまた、当該分野で公知の方法およ
び化合物を使用して、送達または生体活性を増強するために、リポソームをさらに含み得
る。
【００８６】
　この薬学的組成物はまた、錠剤およびカプセル剤の形態で経口投与され得る。この薬学
的組成物はまた、坐薬の形態で、そして注射または経口導入のための溶液の形態で直腸に
投与され得る。
【００８７】
　この薬学的組成物は、約０．００１～約９９パーセント、または約０．０１～約９５パ
ーセントの活性化合物を、賦形剤と共に含み得る。適切な賦形剤は、フィラー（例えば、
糖類（例えば、ラクトースまたはスクロース）、マンニトールまたはソルビトール、セル
ロース調製物および／またはリン酸カルシウム（例えば、三リン酸カルシウムまたはリン
酸水素カルシウム））、ならびに結合剤（例えば、（例えば、トウモロコシ澱粉、小麦澱
粉、イネ澱粉、馬鈴薯デンプンを用いた）澱粉ペースト、ゼラチン、トラガカント、メチ
ルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナト
リウム、および／またはポリビニルピロリドン）であり得る。
【００８８】
　経口的に用いられ得る他の薬学的調製物としては、ゼラチン製のプッシュフィット（ｐ
ｕｓｈ－ｆｉｔ）カプセル剤、ならびにゼラチンおよび可塑剤（例えば、グリセロールま
たはソルビトール）製の軟質密封カプセル剤が挙げられる。このプッシュフィットカプセ
ル剤は、フィラー（例えば、ラクトース）、結合剤（例えば、澱粉）、および／または滑
沢剤（例えば、滑石またはステアリン酸マグネシウム）、および必要に応じて安定剤と混
合され得る顆粒の形態の活性化合物を含み得る。軟質カプセル剤において、活性化合物は
、適切な液体（例えば、脂肪油または流動パラフィン）中に溶解または懸濁され得る。さ
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らに、安定剤が添加され得る。
【００８９】
　直腸に用いられ得る薬学的調製物としては、例えば、１つ以上の活性化合物と坐剤基剤
との組合せからなる坐剤が挙げられ得る。適切な坐剤基剤は、例えば、天然または合成の
トリグリセリドまたはパラフィン炭化水素であり得る。さらに、活性化合物と基剤との組
合せからなるゼラチン直腸カプセル剤が用いられ得る。可能な基剤としては、例えば、液
体トリグリセリド、ポリエチレングリコール、またはパラフィン炭化水素が挙げられる。
【００９０】
　適切な非経口投与用処方物としては、水溶性形態のペプチドまたは抗体の水溶液（例え
ば、水溶性塩）が挙げられる。さらに、適切な油性の注射懸濁液としての、ペプチドまた
は抗体の懸濁液が、投与され得る。適切な親油性溶媒またはビヒクルとしては、脂肪油（
例えば、ゴマ油）、または合成脂肪酸エステル（例えば、オレイン酸エチルまたはトリグ
リセリド）が挙げられる。水性注射懸濁液は、懸濁液の粘度を上昇させる物質（例えば、
カルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトールおよび／またはデキストランが挙
げられる）を含み得る。この懸濁液はまた、安定剤を含み得る。
【００９１】
　このペプチドおよび抗体は、注射による投与用の従来の薬学的に受容可能な非経口ビヒ
クルを使用して処方され得る。これらのビヒクルは、非中毒性および治療的であり得、そ
して、多くの処方は、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ（前出）に示される。賦形剤の非限定的な例は、水、生理食塩水、リンゲル溶
液、デキストロース溶液およびハンクス平衡塩溶液である。薬学的組成物はまた、微量の
添加剤（例えば、等張性、生理的ｐＨおよび安定性を維持する物質）を含み得る。
【００９２】
　このペプチドおよび抗体は、凝集物および他の物質を実質的に含まない、約１．０ｎｇ
／ｍｌ～１００ｍｇ／ｍｌを含む濃度の、精製された形態で処方され得る。
【００９３】
　自己免疫疾患を予防するか、抑制するかまたは処置する際に使用するためのこのペプチ
ドおよび抗体の有効用量は、約１ｎｇ／ｋｇ体重～１００ｍｇ／ｋｇ体重の範囲にあり得
る。用量範囲はまた、約１０ｎｇ／ｋｇと約１０ｍｇ／ｋｇとの間にあり得る。この用量
範囲はまた、約１００ｎｇ／ｋｇと約１ｍｇ／ｋｇとの間にあり得る。
【００９４】
　以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を実証するために含まれる。以下の実施例
に開示される技術が、本発明者によって本発明の実施において良好に機能すると見出され
た技術を表し、従って、その実施のための好ましい形態を構成するとみなされ得ることが
当業者によって理解されるべきである。しかし、当業者は、本開示を考慮して、開示され
る特定の実施形態において多くの変更がなされ得、そして本発明の趣旨および範囲から逸
脱することなく、同様または類似の結果がなおも得られ得ることを認識すべきである。
【実施例】
【００９５】
　（実施例１：ＭＳを有する患者において同定されたＴ細胞レセプターＶβ－Ｄβ－Ｊβ
のＤＮＡ配列）
　ＭＢＰの８３－９９免疫優性エピトープを認識するＭＢＰ反応性Ｔ細胞の２０個のＣＤ
Ｒ３配列のセットを、Ｇｅｎｂａｎｋから選択した。２０個の配列のいずれかが共通に発
現されたかどうかを決定するために、４０人のＭＳ患者および１５人のコントロール個体
由来の末梢血リンパ球標本を、その全体が本明細書中に参考として援用される米国特許第
６，３０３，３１４号（Ｚｈａｎｇ）に記載されているＲＴ－ＰＣＲ検出に基づく２段階
ＲＴ－ＰＣＲおよびプライマーを使用してスクリーニングした。
【００９６】
　手短に述べると、総ＲＮＡを、ＲＮｅａｓｙミニキット（Ｑｉａｇｅｎ，Ｓａｎｔａ　
Ｃｌａｒｉｔａ，ＣＡ）を使用して、ＭＳ患者およびコントロール由来のＴ細胞から抽出
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する。総ＲＮＡから逆転写される第１鎖ｃＤＮＡを、Ｖβファミリー特異的プライマーお
よびＣβプライマーを使用する第１回のＰＣＲ増幅、続いてＶβ－Ｄβ－Ｊβプライマー
およびＣβプライマーを用いる第２回の入れ子または半入れ子にされたＰＣＲに供する。
増幅されたＰＣＲ産物を、１％のアガロースゲルにおいて電気泳動的によって分離し、そ
して５ｍＨｇで９０分間にわたって減圧ブロット（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，
ＣＡ）を使用して、正に荷電したナイロンメンブレン（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎ
ｈｅｉｍ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）に転写した。ＤＮＡを、ＵＶ架橋への３分
間の曝露によってこのメンブレン上へ固定し、そして、６８℃で少なくとも１時間にわた
ってプレハイブリダイズした。０．１ｍｇ／ｍｌのポリ（Ａ）を、プレハイブリダイゼー
ション溶液（５×ＳＳＣ、１％ブロッキング溶液、０．１％のＮ－ラウリルサルコシン、
０．０２％のＳＤＳ）に添加して、非標的ＤＮＡへのプローブの非特異的結合を減少させ
た。ハイブリダイゼーション温度および洗浄条件を、ストリンジェントなハイブリダイゼ
ーション条件を確実にするために、異なるＣＤＲ３特異的プローブに従って最適化した。
ハイブリダイゼーションを、５×ＳＳＣ、１％ブロッキング溶液、０．１％のＮ－ラウロ
イルサルコシン、０．０２％のＳＤＳおよびＣＤＲ３領域をコードするヌクレオチド配列
に特異的なジゴキシゲニン標識プローブ０．３ｐｍｏｌ／ｍｌを含む緩衝液中で実施した
。
【００９７】
　ＤＮＡハイブリッド産物の検出を、Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ　Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ
　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（登録商標）を製造業者（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎ
ｎｈｅｉｍ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）の指示に従って使用して実施した。次い
で、このメンブレンを、室温で１５～３０分間にわたってＸ線フィルムに曝露した。
【００９８】
　試験した２０個の配列の中で、ＣＤＲ３をコードする３つの配列が、コントロール標本
とは対照的に、ＭＳ由来の標本の高い百分率において検出された。表１は、検出された３
つのＣＤＲ３コード配列の各々を含むＴＣＲ遺伝子についてのＧｅｎｂａｎｋ登録番号、
ならびに各々の配列についてのＣＤＲ３領域のヌクレオチド配列およびアミノ酸配列を示
す。表２は、ＭＳ由来ＰＢＬ標本およびコントロールＰＢＬ標本におけるＣＤＲ３コード
配列の正の検出の百分率の合計を示す。
【００９９】
【表１】

【０１００】
【表２】

　表２における結果は驚くべきである。なぜなら、多くの研究は、特定のＶβ－Ｄβ－Ｊ
β遺伝子産物の優先使用を支持しないからである。例えば、米国特許第６，３０３，３１
４号（Ｚｈａｎｇ）に記載されるＬＧＡＲＡＧＬＴＹモチーフは、一部の個体で見出され
るだけである。むしろ、ＭＢＰ自己反応性Ｔ細胞クローンは、代表的に、個体において比
較的制限されたＶβ－Ｄβ－Ｊβ遺伝子の使用頻度の不均質パターンを示す。これは、一
般に、当該分野において、Ｖβ－Ｄβ－Ｊβ遺伝子の使用頻度の不均質性は、病原性自己
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反応性Ｔ細胞を治療的に除去するためにペプチドワクチンに基づくアプローチを使用する
ことの実行可能性をかなり損なうと考えられた。本明細書における結果は、１つ以上のペ
プチドベースのワクチンが病原性自己反応性Ｔ細胞の除去において有益であると判明し得
ることを初めて記載する。
【０１０１】
　（実施例２：抗ＭＢＰ反応性Ｔ細胞レセプターモノクローナル抗体の調製）
　抗ＭＢＰ反応性Ｔ細胞レセプターモノクローナル抗体を産生するハイブリッド細胞株を
調製するための手順は、ＢＡＬＢ／ｃマウスの骨髄腫細胞と、特定のＭＢＰ反応性Ｔ細胞
レセプタータンパク質由来のペプチドモチーフで初回免疫されたＢＡＬＢ／ｃマウスの脾
臓細胞との融合を含む。
【０１０２】
　（１．融合のための脾臓細胞の調製）
　特定のＭＢＰ反応性Ｔ細胞レセプター由来のペプチドモチーフは、精製された組換えＴ
細胞レセプターから、またはペプチド合成によって、単離され得る。このペプチドモチー
フは、９５％を超える純度まで精製され、そしてフロイント完全なアジュバント中に乳化
した約３０μｇの皮下投与により成体ＢＡＬＢ／ｃ雄性マウスまたはＣ５７Ｂ４６雄性マ
ウスを免疫するために用いられる。このマウスを、２週間後に、皮下に与えられた不完全
アジュバント中のペプチドモチーフのさらなる接種により再度免疫した。さらに２～６週
間後に、２０～４０μｇのペプチドモチーフを静脈内投与し、そして２～４日後に、マウ
スを屠殺し、そして脾臓細胞懸濁液を、Ｇｅｆｔｅｒら，Ｓｏｍａｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｇ
ｅｎｅｔｉｃｓ　３：２３１，１９７７によって教示される様式で調製する。赤血球を、
ＮＨ４Ｃｌ（０．８３％）中で４０℃にて１５分間のインキュベーションで溶解する。得
られる細胞懸濁液を、熱不活化仔ウシ血清による遠心分離（８００×ｇ）、続いてタンパ
ク質を含まない媒体（ＲＲＭＩ　１６４０、７．５ｍＭのＨＥＰＥＳによって緩衝化、ｐ
Ｈ　７．２）中での遠心分離によって洗浄する。
【０１０３】
　（２．融合のための骨髄腫細胞の調製）
　Ｙｅｌｔｏｎら，Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｉｍｍｕｎａｌ．８１：１
－７（１９７８）によって記載されるとおりの、Ｐ３Ｕ１株由来でかつＨＰＲＴ（Ｅ．Ｃ
２．４．２．８）を欠損する骨髄腫細胞を、１０％ウシ胎仔血清および１５％ウマ血清を
含むイーグル最小必須培地（ＭＥＭ）中で維持する。骨髄腫細胞の増殖は、選択的なヒポ
キサンチン－アミノプテリン（ａｍｉｎｏｐｅｔｅｒｉｎ）－チミジン（ＨＡＴ）培地に
よって阻害される。
【０１０４】
　（３．ハイブリッドの生成）
　ハイブリッドの生成は、１０７個のＢＡＬＢ／ｃ骨髄腫細胞と、ペプチドモチーフで免
疫したＢＡＬＢ／ｃマウスまたはＣ５７Ｂ　１／６マウスから得た１０８個の脾臓細胞と
を混合することによって達成される。この細胞混合物を８００×ｇで遠心分離し、そして
これらの細胞を、Ｇｅｆｔｅｒら（１９７７）によって記載された手順に従って、血清を
含まない最小必須培地（ＭＥＭ）中に希釈されたポリエチレングリコール（ＰＥＧ　１０
００）の５０％（ｗ／ｖ）溶液中に融合のために再懸濁する。得られたハイブリドーマ細
胞を、ＧａｌｆｒｅおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ　Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．７３：３，１
９７５に記載されるとおりの限界希釈によってヒポキサンチン－アミノプテリン－チミジ
ン（ＨＡＴ）培地中でクローニングする。ペプチドモチーフを認識する抗体を産生するハ
イブリドーマ細胞株を選択する。
【０１０５】
　（４．ＭＢＰ反応性Ｔ細胞レセプター抗体の産生についてのクローンの試験）
　Ｌｉｎｂｒｏ（Ｆｌｏｗ　Ｌａｂ）マイクロタイター９６ウェルプレートを、５０～１
００μｇのペプチドモチーフまたはＴ細胞レセプタータンパク質でコーティングし、そし
て２０℃で一晩インキュベートする。ウェルを０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．５）（５％
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のＣａｒｎａｔｉｏｎ　Ｉｎｓｔａｎｔ　Ｍｉｌｋおよび０．０８５のアジ化ナトリウム
を含む１％のｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０）で３回を洗浄した後、０．０５ｍｌの培養上清
を添加し、そして４０℃で一晩インキュベートする。ＲＩＡ緩衝液を用いた３回の洗浄後
、上清を除去し、そしてＨｙｂｒｉｄｏｍａ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　Ｋｉｔ（Ｂｅｔｈｅ
ｓｄａ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｌａｂｓ）を用いて抗体を検出する。非特異的結合について
のコントロールは、第２の抗体または培養上清のいずれかを省略することによって含まれ
る。
【０１０６】
　本発明はここで充分に記載されており、後述の本発明の趣旨または範囲から逸脱するこ
となく、多くの変更および改変がそれらに対してなされ得ることは、従来技術において当
業者にとって明らかである。
【０１０７】
　本明細書において開示されて特許が請求される組成物および／または方法の全ては、本
開示を考慮して過度の実験なしで作製され得、そして実施され得る。本発明の組成物およ
び方法が好ましい実施形態に関して記載されているが、本明細書中に記載される組成物お
よび／または方法、方法の工程または一連の工程にバリエーションが、本発明の着想、趣
旨および範囲から逸脱することなく適用され得ることは当業者にとって明らかである。よ
り詳細には、化学的および生理的の両方に関連した特定の薬剤で、同じまたは類似した結
果を達成しつつ、本明細書において記載された薬剤を代用し得ることは明らかである。当
業者にとって明らかな全てのこのような類似した置換および改変は、添付の特許請求の範
囲によって規定される本発明の趣旨、範囲および着想の範囲内であるとみなされる。
【０１０８】
　（実施例３：ＭＡ患者の処置のために有効なペプチドベースのワクチンの同定）
　この試験のための参入基準は、少なくとも２年間にわたって臨床的に確かなＭＳ、ＲＲ
－ＭＳについては１．５～６．５の、そして二次進行性ＭＳ（ＳＰ－ＭＳ）を有する患者
については４．０～８．０のベースラインの拡大身体障害状態スケール（ＥＤＳＳ）、お
よび開放－軽減（ｒｅｌｅａｓｉｎｇ－ｒｅｍｉｔｔｉｎｇ）ＭＳ（ＲＲ－ＭＳ）コホー
トについては研究への参加前の過去２年間における少なくとも１回の増悪を有する患者で
ある。これらの患者は、この研究に参加する前に少なくとも３ヶ月間、ステロイドを含め
、あらゆる免疫抑制薬物を服用していない。増悪が生じる場合、研究の間、ステロイドは
許容される。疲労、痙縮および膀胱の病訴についての対症療法は、禁止されない。患者は
、配列番号４、配列番号５、配列番号６、配列番号１０、または米国特許第５，６１４，
１９２号（Ｖａｎｄｅｎｂａｒｋ）において開示されるＣＤＲ配列を含むＴＣＲを有する
自己反応性Ｔ細胞の存在について試験されるべきである。
【０１０９】
　配列番号４、配列番号５、配列番号６、配列番号１０、またはそれら由来の配列を含む
配列を有するペプチドベースの抗原を免疫原有効量で含むワクチンが調製される。合計１
５のワクチンを、以下の通りに試験する；（ｉ）４つの抗原のうちの１つ（合計４）、（
ｉｉ）４つの抗原のうちの２つの組合せ（合計６）、（ｉｉｉ）４つの抗原のうちの３つ
の組合せ（合計４）および（ｉｖ）抗原のうちの４つの組合せ（合計１）。各々の患者は
、２ヵ月の間隔で、試験ワクチンのうちの１つの３回の皮下注射を受ける。
【０１１０】
　次いで、患者は、確認された不能の進行の発症までの時間、ＥＤＳＳ、再発率およびＭ
ＲＩ病変活動性について観察される。これらの結果を、患者自体の処理前の経過、ならび
にＲＲ－ＭＳ患者およびＳＰ－ＭＳ患者における２つの最近の臨床試験のプラシーボ部門
（ａｒｍ）（これは、ＭＳの自然な履歴の評価（（Ｊａｃｏｂｓら，１９９６），Ｅｕｒ
ｏｐｅａｎ　Ｓｔｕｄｙ　Ｇｒｏｕｐ，１９９８）として役立った）と比較する。進行ま
での時間を、少なくとも２ヶ月間持続した、ＥＤＳＳ（Ｐｏｓｅｒら，１９８３）におけ
る少なくとも１．０の増加によって決定する。研究中の増悪を、神経学的検査における客
観的変化（ＥＤＳＳにおける少なくとも０．５ポイントの悪化）を伴う、少なくとも４８
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時間持続する、新規の神経学的症状の出現または既存の神経学的症状の悪化によって定義
する。患者は、予定の定期的な通院の間の事象を報告するように指示され、そして症状が
悪化を示唆した場合、神経科医によって検査される。安全評価としては、有害事象、生命
徴候および定期的な通院での理学的検査が挙げられる。ペプチドベースのワクチン接種の
前および後での研究患者における臨床学的変数の相違は、Ｗｉｌｃｏｘｏｎ順位和検定を
用いて分析される。
【０１１１】
　（実施例４：ペプチドベースのワクチンを用いたＭＳ患者の処置）
　ＭＳの臨床症状の進行を緩慢にすることに有効であると実施例３で同定されたワクチン
を、ＭＳ患者に投与する。ワクチン処置を受ける患者は、任意の持続期間にわたってＭＳ
を罹患し得、そして公知の基準により診断され得る。
【配列表】
2010207226000001.app



(24) JP 2010-207226 A 2010.9.24

10

フロントページの続き

(74)代理人  100062409
            弁理士　安村　高明
(74)代理人  100113413
            弁理士　森下　夏樹
(72)発明者  ジンウ　ゼット．　ザン
            アメリカ合衆国　テキサス　７７４５９，　ミズーリ　シティー，　パークビュー　レイン　２２
            １９
Ｆターム(参考) 4B024 AA01  AA11  CA04  CA09  CA12  CA20  HA08  HA12 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA18  QA19  QQ08  QQ53  QR08  QR42  QR55  QR62  QS25 
　　　　 　　        QS34  QX07 
　　　　 　　  4C085 AA03  BB11  EE01 



专利名称(译) T细胞受体CDR3序列和检测方法

公开(公告)号 JP2010207226A 公开(公告)日 2010-09-24

申请号 JP2010085593 申请日 2010-04-01

[标]申请(专利权)人(译) 贝勒医学院
经营草药业有限公司

申请(专利权)人(译) 贝勒医学院
Opekusa制药公司

[标]发明人 ジンウゼットザン

发明人 ジンウ ゼット. ザン

IPC分类号 C12N15/09 C12Q1/68 G01N33/53 A61K39/00 A61P37/00 A61K38/00 A61P1/04 A61P3/10 A61P5/16 
A61P19/02 A61P21/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P27/02 A61P29/00 A61P37/02 C07H21/04 C07K14
/725

CPC分类号 A61K38/00 A61P1/04 A61P3/10 A61P5/16 A61P19/02 A61P21/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P27/02 
A61P29/00 A61P37/00 A61P37/02 C07K14/7051 C12Q1/6883

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A C12Q1/68.A G01N33/53.M A61K39/00.H A61P37/00 C12N15/00.A C12N15/00.AZN.
A C12Q1/6883.C C12Q1/6883.Z

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/AA11 4B024/CA04 4B024/CA09 4B024/CA12 4B024/CA20 4B024/HA08 4B024
/HA12 4B063/QA01 4B063/QA18 4B063/QA19 4B063/QQ08 4B063/QQ53 4B063/QR08 4B063/QR42 
4B063/QR55 4B063/QR62 4B063/QS25 4B063/QS34 4B063/QX07 4C085/AA03 4C085/BB11 4C085
/EE01

代理人(译) 夏木森下

优先权 60/386287 2002-06-05 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供一种通过利用T细胞受体肽治疗和监测自身免疫性疾
病的方法。 解决方案：在MS患者群体中发现的T细胞受体核酸序列和肽
序列由长度约15至约30个核苷酸的寡核苷酸组成，并由特定序列，其互
补序列或衍生物组成。 寡核苷酸，其包含至少10个连续核苷酸，该序列
的序列编码选自以下的序列： [选择图]无

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/baa1b552-ae78-45ac-a0bc-549cef0fb659
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/029736145/publication/JP2010207226A?q=JP2010207226A

