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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
第１の酵素と少なくとも１の他の酵素の相対免疫原性をランク付けする方法であって、以
下の工程を含む：
（ａ）　第１の酵素から第１のペプセットを調製し、前記他の各酵素から少なくとも１の
他のペプセットを調製する工程；
（ｂ）　１のヒト血液源から樹状細胞を含む溶液及びナイーブＣＤ４＋Ｔ細胞の溶液を含
む溶液を得る工程；
（ｃ）　前記樹状細胞を分化させて、分化樹状細胞の溶液を生成する工程；
（ｄ）　分化樹状細胞の前記溶液及び前記ナイーブＣＤ４＋Ｔ細胞の溶液と前記第１のペ
プセット中のペプチドを混合する工程；及び、別個に
（ｅ）　分化樹状細胞及び前記ナイーブＣＤ４＋Ｔ細胞の溶液と前記他の酵素由来の各前
記ペプセット中のペプチドを混合する工程；
（ｆ）　前記工程（ｄ）及び（ｅ）のＴ細胞の増殖を測定して、各々第１ペプセット及び
他のペプセット中のペプチドに対する反応を測定する工程；
（ｇ）　前記第１の酵素及び前記他の酵素に関して工程（ｆ）における前記Ｔ細胞の反応
を編集する工程；
（ｈ）　均等までの全変動距離又は分布エントロピーを求める式、
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【数１】

を用いて、前記第１の酵素及び前記他の酵素に関して工程（ｇ）の前記編集された反応の
構造値を決定する工程；及び
（ｉ）　前記第１の酵素に関して得られた構造値と前記他の酵素の構造値を比較して、前
記第１の酵素及び前記他の酵素をランク付ける相対免疫原性を決定する工程。
【請求項２】
最も低い構造値を有する酵素をそれよりも高い構造値を有する酵素より免疫原性が低いも
のとしてランク付けする、請求項１の方法。
【請求項３】
前記第１の酵素に対する陽性反応が２．７～３．２の刺激指数値を含む、請求項１の方法
。
【請求項４】
前記他の酵素に対する陽性反応が２．７～３．２の刺激指数値を含む、請求項１の方法。
【請求項５】
工程（ｄ）の前記Ｔ細胞の前記増殖が２．９５以上の刺激指数を生じる、請求項１の方法
。
【請求項６】
工程（ｅ）の前記Ｔ細胞の増殖が２．９５以上の刺激指数を生じる、請求項１の方法。
【請求項７】
少なくとも１の他のヒト血液源が工程（ｂ）で用いられる、請求項１の方法。
【請求項８】
前記ヒト血液源及び前記酵素のそれぞれに関して得た構造値を比較する、請求項７の方法
。
【請求項９】
前記酵素の構造値及びバックグラウンド反応比率値を前記酵素をランク付けするために使
用する、請求項８の方法。
【請求項１０】
２つの酵素の相対免疫原性をランク付けする方法であって、前記第２の酵素が第１の酵素
のタンパク質変異体であり、以下の工程を含む：
（ａ）　第１の酵素から第１のペプセット及び第２の酵素から第２のペプセットを調製す
る工程；
（ｂ）　１のヒト血液源から樹状細胞溶液及びナイーブＣＤ４＋Ｔ細胞の溶液を得る工程
；
（ｃ）　前記樹状細胞溶液中で、前記樹状細胞を分化して分化樹状細胞溶液を生成する工
程；
（ｄ）　前記分化樹状細胞溶液及び前記ナイーブＣＤ４＋Ｔ細胞の溶液と前記第１のペプ
セット中のペプチドを混合する工程；及び、別個に
（ｅ）　前記分化樹状細胞溶液及び前記ナイーブＣＤ４＋Ｔ細胞の溶液と前記第２のペプ
セット中のペプチドを混合する工程；
（ｆ）　工程（ｄ）及び（ｅ）における前記Ｔ細胞の増殖を測定して、各々前記第１及び
第２のペプセット中の各ペプチドに対する反応を測定する工程；
（ｇ）　前記第１の酵素及び前記第２の酵素に関して工程（ｆ）における前記Ｔ細胞の反
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応を編集する工程；
（ｈ）　均等までの全変動距離又は分布エントロピーを求める式、
【数２】

を用いて、前記第１の酵素及び前記第２の酵素に関して工程（ｇ）の前記編集された反応
の構造値を決定する工程；及び
（ｉ）　前記第１の酵素に関して得られた構造値と前記第２の酵素の構造値を比較して、
前記第１の酵素及び前記第２の酵素をランク付ける相対免疫原性を決定する工程。
【請求項１１】
前記第２の酵素が前記第１の酵素よりも免疫原性が低いものとしてランク付ける、請求項
１０の方法。
【請求項１２】
前記第１の酵素が前記第２の酵素よりも免疫原性が低いものとしてランク付ける、請求項
１０の方法。
【請求項１３】
前記第１の酵素に対する陽性反応が２．７～３．２の刺激指数値を含む、請求項１０の方
法。
【請求項１４】
前記第２の酵素に対する陽性反応が２．７～３．２の刺激指数値を含む、請求項１０の方
法。
【請求項１５】
工程（ｄ）の前記Ｔ細胞の前記増殖が２．９５以上の刺激指数を生じる、請求項１０の方
法。
【請求項１６】
工程（ｅ）の前記Ｔ細胞の増殖が２．９５以上の刺激指数を生じる、請求項１０の方法。
【請求項１７】
前記第２の酵素が前記第１の酵素の少なくとも１の顕著な領域の減少を含む、請求項１０
の方法。
【請求項１８】
工程（ｅ）における前記Ｔ細胞の増殖がバックグラウンドレベルである、請求項１０の方
法。
【請求項１９】
工程（ｂ）で少なくとも１の他のヒト血液源が用いられる、請求項１０の方法。
【請求項２０】
各前記ヒト血液源及び前記酵素に関して得た構造値を比較する、請求項１０の方法。
【請求項２１】
前記酵素の構造値及びバックグラウンド反応比率値を前記酵素をランク付けするために用
いる、請求項２０の方法。
【請求項２２】
第１の酵素及び少なくとも１の変異体酵素の相対免疫原性をランク付けする方法であって
、以下の工程を含む：
（ａ）　第１の酵素から第１のペプセット及び前記各変異体酵素からペプセットを調製す
る工程；
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（ｂ）　１のヒト血液源から樹状細胞溶液及びナイーブＣＤ４＋Ｔ細胞の溶液を得る工程
；
（ｃ）　前記樹状細胞を分化して分化樹状細胞溶液を生成する工程；
（ｄ）　分化樹状細胞溶液及び前記ナイーブＣＤ４＋Ｔ細胞の溶液と前記第１のペプセッ
ト中のペプチドを混合する工程；及び、別個に
（ｅ）　分化樹状細胞溶液及び前記ナイーブＣＤ４＋Ｔ細胞の溶液と前記変異体酵素から
調製した各ペプセット中のペプチドを混合する工程；
（ｆ）　工程（ｄ）及び（ｅ）における前記Ｔ細胞の増殖を測定して、各々前記第１のペ
プセット及び前記変異体酵素由来の各ペプセット中の各ペプチドに対する反応を測定する
工程；
（ｇ）　前記第１の酵素及び前記変異体酵素に関して工程（ｆ）における前記Ｔ細胞の反
応を編集する工程；
（ｈ）　均等までの全変動距離又は分布エントロピーを求める式、
【数３】

を用いて、前記第１の酵素及び前記変異体酵素に関して工程（ｇ）の前記編集された反応
の構造値を決定する工程；及び
（ｉ）　前記第１の酵素に関して得られた構造値と前記変異体酵素の構造値を比較して、
前記第１の酵素及び前記変異体酵素をランク付ける相対免疫原性を決定する工程。
【請求項２３】
少なくとも１の前記変異体酵素が前記第１の酵素よりも免疫原性が低いものとしてランク
付ける、請求項２２の方法。
【請求項２４】
前記第１の酵素が少なくとも１の前記変異体酵素よりも免疫原性が低いものとしてランク
付ける、請求項２２の方法。
【請求項２５】
前記第１の酵素に対する陽性反応が２．７～３．２の刺激指数値を含む、請求項２２の方
法。
【請求項２６】
少なくとも１の前記変異体酵素に対する陽性反応が２．７～３．２の刺激指数値を含む、
請求項２２の方法。
【請求項２７】
工程（ｄ）の前記Ｔ細胞の増殖が２．９５以上の刺激指数を生じる、請求項２２の方法。
【請求項２８】
工程（ｅ）の前記Ｔ細胞の増殖が２．９５以上の刺激指数を生じる、請求項２２の方法。
【請求項２９】
少なくとも１の変異体酵素が前記第１の酵素の少なくとも１の顕著な領域の減少を含む、
請求項２２の方法。
【請求項３０】
少なくとも１の変異体酵素に関する工程（ｅ）における前記Ｔ細胞の増殖がバックグラウ
ンドレベルである、請求項２２又は２９の方法。
【請求項３１】
工程（ｂ）で少なくとも１の他のヒト血液源が用いられる、請求項２０の方法。
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【請求項３２】
各前記ヒト血液源及び前記酵素に関して得た構造値を比較する、請求項２０の方法。
【請求項３３】
前記酵素の構造値及びバックグラウンド反応比率値を前記酵素をランク付けするために用
いる、請求項３２の方法。
【請求項３４】
試験酵素に対する試験集団の免疫反応を測定する方法であって、以下の工程を含む：
（ａ）　前記試験酵素からペプセットを調製する工程；
（ｂ）　ヒト樹状細胞を含む複数の溶液及びナイーブヒトＤＣ４＋Ｔ細胞の複数の溶液を
得る工程であって、ヒト樹状細胞の前記溶液及びナイーブヒトＣＤ４＋Ｔ細胞の溶液を前
記試験集団内で複数の個体から得る工程；
（ｃ）　前記樹状細胞を分化して分化樹状細胞を含む複数の溶液を生成する工程；
（ｄ）　前記分化樹状細胞の複数の溶液及び前記ナイーブＣＤ４＋Ｔ細胞溶液と前記ペプ
セット中のペプチドを混合する工程であって、ここで前記試験集団内の個々由来の前記分
化樹状細胞の各溶液及び前記ナイーブＣＤ４＋Ｔ細胞溶液を混合する工程；
（ｅ）　工程（ｄ）の前記Ｔ細胞の増殖を測定して前記ペプセット内の各ペプチドに対す
る反応を測定する工程；
（ｆ）　前記試験酵素に関して工程（ｅ）における前記Ｔ細胞の反応を編集する工程；
（ｇ）　均等までの全変動距離又は分布エントロピーを求める式、
【数４】

を用いて、前記試験酵素に関して工程（ｆ）の編集された反応の構造値を決定する工程；
及び
（ｈ）　前記試験酵素に対する前記複数の個体の曝露レベルを決定する工程。
【請求項３５】
前記試験酵素が少なくとも２つの試験酵素を含む、請求項３４の方法。
【請求項３６】
前記試験酵素に対する前記複数の個体の曝露レベルを比較する、請求項３４の方法。
【請求項３７】
前記酵素の構造値及びバックグラウンド反応比率値を前記酵素をランク付けするために用
いる、請求項３４の方法。
【請求項３８】
前記試験集団が減少された免疫反応を示す変異体酵素を生成するために前記酵素を修飾す
る、請求項３４の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　発明の分野
　本発明は集団の免疫反応プロファイルを評価するための手段を提供する。特に、本発明
はヒト集団の免疫反応を定性評価するための手段を提供し、目的のタンパク質に対する免
疫反応を分析する。本発明はさらに、それらの相対免疫原性に基づいてタンパク質をラン
ク付けるための手段を提供する。さらに、本発明は種々の用途で用いるために免疫原性を
減少させたタンパク質を作成する手段を提供する。
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【０００２】
　発明の背景
　タンパク質は潜在的に生死にかかわる免疫反応を引き起こす可能性がある。この制限に
より消費者の最終製品用途及び製品での広範囲に及ぶ使用を妨げてきた。実際、この免疫
反応を生じる可能性については米国食品医薬品局（ＦＤＡ）の注意下にあり、新しいタン
パク質治療の承認前及び後の両方で免疫原性試験を必要とする。しかしながら、免疫原性
を評価するために利用可能な多数の動物モデルがあるが、ヒトにおいて相対免疫原性を識
別するための正当な方法がない。
【０００３】
　これらは関心されているにも関わらず、タンパク質の免疫原性は酵素製造業において長
い間、懸案事項となっている。職業上のタンパク質への被曝は工業及び研究所作業員の感
作を生じることが実証されている。特定のタンパク質への曝露は通常、個人がタンパク質
に対する免疫反応を開始しているかどうかを示すスキンプリックテストなどの試験により
評価される。
【０００４】
　実際、職業上のタンパク質への被曝は工業及び研究所作業員の感作を生じることが実証
されている。ほとんどの環境において、感作は空気中に浮遊するタンパク質のレベルを減
少させることにより制御する（Ｓａｒｌｏ　ａｎｄ　Ｋｉｒｃｈｎｅｒ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ
ｉｎ．Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２：９７－１０１［２００２］；
及びＳｃｈｗｅｉｇｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ａｌｌｅｒｇｙ　３０：
１５１１－１５１８［２０００］を参照）。職業被曝ガイドラインはタンパク質への空気
中浮遊曝露の制御を実行してきた。これらのガイドラインは、特定のタンパク質への曝露
を許容レベルにするものであり、所定の工業的環境で起こる全体的な感作事象の数を減少
させるのに有用であった。新しいタンパク質が製造される場合、新しいタンパク質に関す
る職業被曝の樹立（ＯＥＧ）は重大な関心事である。これらのガイドラインを決定するた
めに一般に是認されている方法はモルモット気管内試験（ＧＰＩＴ）である（Ｓａｒｌｏ
，Ｆｕｎｄａｍ．Ａｐｐｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．，３９：４４－５２［１９９７］を参照）
。この試験において、モルモットは気管内喉頭注入法を用いて、約１０～１２週間で試験
タンパク質に曝露する。動物由来の血清サンプルを周期的に採取し、当業界に公知の適当
な方法により抗原特異抗体レベルについて試験する（例えば、ＩｇＧ１に関する受身皮膚
試験（ＰＣＡ）及び増悪ＩｇＧに関するマイクロ免疫拡散試験（ＭＩＤ））。これらの結
果を、被曝ガイドラインで効果的であることを公知の制御タンパク質（例えば、ＡＬＣＡ
ＬＡＳＥ（登録商標）酵素、Ｎｏｖｏから市販）を用いて試験した１組のモルモットから
得た結果と比較する。血清滴定量、ＭＩＤ陽性（ｐｏｓｉｔｉｖｉｔｙ）及び応答時間の
測定を考慮し、相対可能性値を測定する。この方法は多数の工業的酵素に関するＯＥＧを
定めるためにうまく用いることができた。
【０００５】
　しかしながら、ＧＰＩＴ試験は有用であるが、時間及び費用がかかり、多数の動物及び
複数の試験回数を必要とする。比較的最近、マウスに基づいた試験が確立され、より安く
、面倒が少ない動物モデルを用いることにより、ＧＰＩＴで得られた結果を再生すること
が報告されている。マウス鼻腔内試験（ＭＩＮＴ；Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔ
ｏｘｉｃｏｌ．Ｓｃｉ．４３：３９－４６［１９９８］を参照）はＯＥＦガイドラインを
設定するためにいくつかの会社で用いられている。しかしながら、このモデルは工業的に
広く受け入れられてはいない（タンパク質アレルゲン性に関する予測試験の検討のため、
Ｒｏｂｉｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，ｓｕｐｒａ及びＫｉｍｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（Ｋｉ
ｍｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｆｕｎｄａｍ．Ａｐｐｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．，３３：１－１０
［１９９６］；及びＫｉｍｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．．Ｔｏｘｉｃｏｌ．Ｓｃｉ．，４８：１
５７－１６２［１９９９］を参照）。
【０００６】
　従って、動物モデルは有用であるが、制限されている。ＧＰＩＴにおける部分的に非近
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親交配のモルモットの使用は、グループ間の反応を比較する場合、統計的意義を達成する
ために多数の動物の使用を必要とする。さらに、対照動物反応における実験相互の変動は
非常に高く、単一の組の対照反応に基づいた可能性測定の信頼性は低い。ＭＩＮＴ分析は
、使用するマウスが、２つの高近交系マウス株間の交配種である、通常ＢＤＦ１マウスな
ので、抗体反応における変動性の影響をそれほど受けない。この別のレベルの対照はより
堅調なデータ分析を可能にするが、マウスの異なる株は通常、類似酵素に関して全く異な
る潜在的ランク付けになる（Ｂｌａｉｋｉｅ，Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．，
３７：８９７－９０４［１９９９］；及びＢｌａｉｋｉｅ　ａｎｄ　Ｂａｓｋｅｔｔｅｒ
，Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．，３７：８８９－８９６［１９９９］を参照）
。これは、非常に制限されたＭＨＣ分子を発現する近交系であるマウス系統の免疫反応の
特異性に起因すると思われる。さらに、ＭＩＮＴ分析を用いる個々の研究所から得たデー
タは堅調であり得るが、ＭＩＮＴ分析も研究所間の違いに悩まされている。
【０００７】
　重大なことは、全ての動物試験はヒトの所定のタンパク質に対して免疫反応を適切に発
現できないため苦労しているということである。マウスの近交系株はそれらのマウスＭＨ
Ｃ分子が与える特異性を有するペプチド分子を提示する。ヒトＨＬＡ分子は、マウスＭＨ
Ｃ分子に大きく関係するが、同一のペプチド特異性を有さない。さらに、近交マウス株は
単一Ｉ－Ａ及び／またはＩ－Ｅ分子の発現のために高非近親交配ヒト集団において非常に
まれにしか起こらない状況について選択される。さらに、マウス免疫系はヒトには見られ
ない多数の性質を有する（例えば、マウスにおいて記載されてきたＴｈ１とＴｈ２パラダ
イムはヒトにおいてはほとんどはっきりしない）。例えば、ヒトにおいて、Ｔｈ１とＴｈ
２表現型は柔軟性があり、ＩＦＮ－α遺伝子の遺伝的不一致により説明できる。それに対
し、マウスは、Ｔｈ１とＴｈ２表現型が動的ではなく、これらの動物のＩＦＮ－αにおけ
る挿入に起因する（Ｆａｒｒａｒ，Ｎａｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１：６５－６９［２００
０］を参照）。さらに、ヒトは活性化Ｔ細胞上にＨＬＡクラスＩＩ分子を発現するが、マ
ウスは発現しない。さらに、ヒトドナーは通常、内生ウイルスを運び、無症状感染するこ
とが多いが、研究所マウスは通常、特定病原体未感染（ＳＰＦ）環境で維持される。別の
問題は、トランスジェニックマウスモデルの作成に一般的なバックグラウンドである、Ｃ
５７ＢＩ／６マウス株は、信頼性に問題のあるヒト由来データと比較する特定の抗原処理
欠陥を有する（Ｋｉｍ　ａｎｄ　Ｊａｎｇ，　Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２２：７
７５－７８２［１９９２］）。ヒトＨＬＡトランスジェニックマウスはヒト免疫反応の力
学的研究への応用に利用できる（Ｂｏｙｔｏｎ　ａｎｄ　Ａｌｔｍａｎｎ，Ｃｌｉｎ．Ｅ
ｘｐ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１２７：４－１１［２００２］；Ｂｌａｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６９：５５９５－５６００［２００２］；Ｒａｊｕ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｈｕｍ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，６３：２３７－２４７［２００２］；及びＤａｓ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔ．，２：１０５－１１４［２０００］を参
照）。しかしながら、ＨＬＡトランスジェニックマウスは種特異免疫系複雑性があるので
、これらの動物の使用は制限される。さらに、これらのマウスを構築するために使用する
少なくともいくつかの方法は、ＨＬＡトランス遺伝子の発現が正確に調節されないので、
ペプチド特異反応の正確な分析ができない。ＨＬＡトランスジェニックマウスは、ヒトに
は見られない状態の、単一のＨＬＡ分子を発現する場合にマッピング研究に用いられるこ
とが多い。これは異なるＨＬＡ－ＤＱ対立遺伝子間のクロスペアが新しいペプチド提示特
異性を作成するために示される場合、ＨＬＡ－ＤＱトランスジェニックマウスの特に注目
すべきところである（Ｋｒｃｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６３：１６６
１－１６６５［１９９９］を参照）。従って、タンパク質の免疫原性の測定、評価及び比
較における進展にも関わらず、依然として当該測定を行うための、簡単で、信頼性があり
、再現性のある方法への必要性が当業界にある。
【０００８】
　同様に、治療的、工業的及び栄養学用途へのタンパク質の応用は有害な免疫反応を引き
起こすまたは悪化させる潜在性により制限される。この潜在性は特に組換えヒト由来タン



(8) JP 4430944 B2 2010.3.10

10

20

30

40

50

パク質の使用に関して問題となる。実際、組換えヒト由来タンパク質は、自己のタンパク
質に対して免疫反応を誘導し、自己免疫の進行をもたらすことが実証されている（Ｌｉ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ　９８：３２４１－３２４８［２００１］；及びＣａｓａｄｅ
ｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎ．Ｅｎｇ．Ｊ．Ｍｅｄ．，３４６：４６９－４７５［２００２］
）。工業的または食物タンパクに対する免疫反応の意図しない誘導後の次に起こる免疫系
の再活性化は回避して最小限にできる。しかしながら、これはヒト由来治療タンパク質の
場合ではない。従って、投与タンパク質の安全性及び効果を向上させるために免疫原性が
減少されたタンパク質変異体を選択及び／または作成することが必要である。天然低免疫
原性タンパク質異性体の選択は類似の活性を有するいくつかの関連分子が存在する場合、
任意である。残念ながら、多くの治療タンパク質に関してこれは任意のものではない。従
って、治療及びその他の用途の使用に適した低免疫原性タンパク質を生成する手段が当業
界では長い間必要とされている。
【０００９】
　発明の概要
　本発明は集団の免疫反応プロファイルを評価する手段を提供する。特に、本発明はヒト
集団の免疫反応を定性評価する手段を提供し、ここで目的のタンパク質に対する免疫反応
が分析される。本発明はさらに、それらの相対免疫原性に基づいてタンパク質をランク付
けする手段を提供する。さらに、本発明は種々の用途に使用するための免疫原性が減少さ
れたタンパク質を作成する手段を提供する。
【００１０】
　本発明はヒト以外の動物における免疫原性分析から生じる問題を避けるために開発され
た。本発明の好ましい実施態様において、試験“被験体”としてのヒト末梢血単球（ＰＢ
ＭＣ）を用いてタンパク質の免疫原性をランク付けるための手段を提供する。多数のヒト
サンプル複製を用いるので、提供情報はヒトの一般的な集団に適用可能である。重要なの
は、当該データは近交系マウスの使用を取り巻く特異性問題がないということである。好
ましい実施態様において、本発明はその全体的な免疫原性に基づいてタンパク質をランク
付ける手段を提供する。さらに、以前から存在する動物データと比較することにより、本
発明の方法はタンパク質の相対潜在性に付随する情報を提供する。例えば、本発明の開発
時に、４つの特徴のある工業的アレルギー誘発物質がＧＰＩＴ及びＭＩＮＴ試験により測
定された順に認識され、職業被曝従業員の感作を測定するなど本発明の方法を用いて得た
結果と比較した。
【００１１】
　好ましい実施態様において、本発明により提供される方法は抗原提示細胞として樹状細
胞、目的のタンパク質の全体配列を包含する３アミノ酸で補正される１５マーペプチド及
び樹状細胞ドナーから得られるＣＤ４＋Ｔ細胞の使用を含む。Ｔ細胞はペプチド及び分化
樹状細胞の存在下、サンプル中での増殖が可能である（各ペプチドは個々に試験する）。
本発明のいずれの方法も、ペプセット（ｐｅｐｓｅｔｓ）の調製及び樹状細胞の分化に関
する限りは、特定の順番で実施することを意図するものではない。例えば、いくつかの実
施態様において、ペプセットは樹状細胞が分化される前に調製し、一方、他の実施態様に
おいて、樹状細胞はペプセットを調製する前に分化し、さらに別の実施態様において、樹
状細胞の分化とペプセットの調製は同時に行う。従って、本発明はこれらの工程を特定の
順番で行う方法に限定することを意図するものではない。
【００１２】
　ペプチドに反応した増殖が１．５～４．５の刺激指数（ＳＩ）を生じる場合、当該反応
は“陽性”としてみなして計算される。各ペプチドの結果はドナーセットに関して集計さ
れ、いくつかの変動を含むが、好ましくは集団の一般的なＨＬＡ対立遺伝子頻度を反映す
る。線形性とは異なる測定に基づく“構造値（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｖａｌｕｅ）”を測
定し、この値はタンパク質の相対免疫原性をランク付けるために用いる。従って、本発明
はタンパク質の修飾に有用な情報を提供し、ヒトにおいて効果的であると予測される減少
された反応率を感作されたボランティアを必要とすることなく達成する。低免疫原性にな
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るように設計されたこれらの新しいタンパク質に基づくペプチドセットに対するドナー反
応の分析はそれから新しいタンパク質の構造値を計算するために行い、それらの免疫原性
及び曝露潜在性を確認する。
【００１３】
　いくつかの好ましい実施態様において、本発明はタンパク質の相対免疫原性をランク付
けるための分析システムを提供する（すなわち、ＩＭＵＮＥ（登録商標）分析）。１の実
施態様において、本方法はｉｎ　ｖｉｔｒｏでタンパク質のペプチド断片に反応したＣＤ
４＋Ｔ細胞増殖を測定する工程、タンパク質の測定反応を編集する工程、編集した反応の
構造値を決定する工程及びタンパク質の構造値と第２のタンパク質の構造値を比較する工
程を含み、ここで最も低い構造値を有するタンパク質はより高い構造値を有するタンパク
質に比べてヒトに対して免疫原性が低いものとしてランク付けられる。別の実施態様にお
いて、試験タンパク質は酵素である。さらに別の実施態様において、酵素はプロテアーゼ
である。さらに別の実施態様において、試験タンパク質は抗体、サイトカイン及びホルモ
ンからなる群より選択される。さらに別の実施態様において、各ペプチド断片及び各タン
パク質のＴ細胞増殖は比較試験において測定される。他の実施態様において、“陽性”反
応は２．７～３．２のＳＩ値に基づいて測定される。特に好ましい実施態様において、増
殖レベルは２．９５以上の刺激指数を生じる。
【００１４】
　本発明はヒトの変異体タンパク質の減少した免疫原性潜在性を評価する方法も提供する
。いくつかの実施態様において、本方法は親タンパク質の１以上の顕著な領域（ｐｒｏｍ
ｉｎｅｎｔ　ｒｅｇｉｏｎ）を変異体タンパク質を作成するためにバックグラウンドレベ
ルまで減少させ、変異体の構造値を測定し、及び変異体の構造値と親タンパク質の構造値
を比較することを含み、ここで低構造値は免疫原性が減少したタンパク質であることを示
す。いくつかの好ましい実施態様において、タンパク質は酵素である。いくつかの別の実
施態様においてタンパク質はプロテアーゼ、サイトカイン、ホルモン、抗体、アミラーゼ
及びその他の酵素、限定されないが、ズブチリシン、ＡＬＣＡＬＡＳＥ（登録商標）酵素
、セルラーゼ、リパーゼ、オキシダーゼ、イソメラーゼ、キナーゼ、ホスファターゼ、ラ
クタマーゼ及びレダクターゼなどからなる群より選択される。さらに別の実施態様におい
て、バックグラウンドレベルまで減少させた顕著な領域の数は１～１０であり、好ましく
は１～５である。さらに別の実施態様において、１以上のアミノ酸残基が親タンパク質の
顕著な領域において変異し、変異体を生成する。
【００１５】
　また、本発明は関連タンパク質のグループから最も免疫原性の低いタンパク質を選択す
る方法を提供する。１の実施態様において、関連タンパク質は抗体であり、一方、別の実
施態様においてそれらはサイトカインであり、別の実施態様においてはホルモンである。
さらに別の実施態様において、関連タンパク質は構造タンパク質である。さらに別の実施
態様において、タンパク質は酵素である。いくつかの好ましい実施態様において、酵素は
プロテアーゼ、セルラーゼ、リパーゼ、アミラーゼ、オキシダーゼ、イソメラーゼ、キナ
ーゼ、ホスファターゼ、ラクタマーゼ、及びレダクダーゼからなる群より選択される。
【００１６】
　本発明はさらに関連タンパク質の相対ランク付けを用いて、タンパク質、特にヒトのタ
ンパク質の免疫原性を減少させるために適したＴ細胞エピトープ修飾を決定する方法を提
供する。本発明はバックグラウンド反応比率及びそれらの構造値の両方に基づきタンパク
質を分類する手段も提供する。従って、いくつかの実施態様において、分析されるタンパ
ク質はそれらのバックグラウンド反応比率及び構造値に従って分類及び／またはランク付
けされる。
【００１７】
　いくつかの実施態様において、本発明は第１のタンパク質と少なくとも１の別のタンパ
ク質の相対免疫原性をランク付けする方法を提供し、以下の工程を含む：（ａ）第１のタ
ンパク質から第１のペプセットを調製し、別のタンパク質各々から少なくとも１の別のペ
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プセットを調製する工程であって、ここで各ペプセット（ｂ）単一のヒト血液源から樹状
細胞を含む溶液及びナイーブＣＤ４＋及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞溶液を得る工程；（ｃ
）樹状細胞を分化させて、分化樹状細胞溶液を生成する工程；（ｄ）分化樹状細胞溶液と
ナイーブＣＤ４＋及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞と第１のペプセットを混合する工程；（ｅ
）分化樹状細胞溶液とナイーブＣＤ４＋及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞と別のタンパク質由
来の各ペプセットを混合する工程；工程（ｄ）及び（ｅ）におけるＴ細胞の増殖を測定し
て、第１及び別のペプセットにおける各ペプチドに対する反応を測定する工程；（ｇ）第
１のタンパク質及び別のタンパク質に関する工程（ｆ）のＴ細胞の反応を編集する工程；
（ｈ）第１のタンパク質及び別のタンパク質に関する工程（ｇ）の編集した反応の構造値
を決定する工程；及び（ｉ）第１のタンパク質に関して得られた構造値と別のタンパク質
に関する構造値を比較して、第１のタンパク質と別のタンパク質の免疫原性ランク付けを
決定する工程。いくつかの好ましい実施態様においてペプセットは約１５アミノ酸長のペ
プチドを含み、一方、特に好ましい実施態様において、各ペプチドは隣接ペプチドと約３
アミノ酸重複する。しかしながら、ペプセット内のペプチドを特定の長さまたは重複に制
限する意図のものではなく、その他のペプチド長及び重複量でも本発明で使用できる。
【００１８】
　いくつかの実施態様において、最も低い構造値を有するタンパク質はより高い構造値を
有するタンパク質よりも免疫原性が低いものとしてランク付けされる。別の実施態様にお
いて、少なくとも２つのタンパク質を酵素、ホルモン、サイトカイン、抗体、構造タンパ
ク質及び結合タンパク質からなる群より選択する。さらに別の実施態様において、第１の
タンパク質に対する陽性反応は約２．７～約３．２の刺激指数を含む。さらに他の実施態
様において、別のタンパク質に対する陽性反応は約２．７～約３．２の刺激指数を含む。
さらに別の実施態様において、第１のタンパク質に対する陽性反応は約２．７～約３．２
の刺激指数であり、別のタンパク質に対する陽性反応は約２．７～約３．２の刺激指数を
含む。いくつかの実施態様において、工程（ｄ）のＴ細胞増殖は約２．９５以上の刺激指
数を生じるが、別の実施態様において、工程（ｅ）のＴ細胞増殖は約２．９５以上の刺激
指数を生じる。さらに別の実施態様において、工程（ｄ）のＴ細胞増殖は約２．９５以上
の刺激指数を生じ、かつ工程（ｅ）のＴ細胞増殖は約２．９５以上の刺激指数を生じる。
特に好ましい実施態様において、少なくとも１の別のヒト血液源を工程（ｂ）で用いる。
いくつかの特に好ましい実施態様において、各ヒト血液源とタンパク質に関して得られる
構造値を比較する。本発明はバックグラウンド反応比率及びその構造値の両方に基づいて
タンパク質を分類する手段も提供する。従って、別の実施態様において、分析されるタン
パク質はバックグラウンド反応比率及びその構造値に従って分類及び／またはランク付け
される。
【００１９】
　本発明は２つのタンパク質の相対免疫原性をランク付けする方法も提供し、ここで、第
２のタンパク質は第１のタンパク質のタンパク質変異体であり、以下の工程を含む：（ａ
）第１のタンパク質から第１のペプセットを調製し、第２のタンパク質から第２のペプセ
ットを調製する工程；（ｂ）単一のヒト血液源から樹状細胞を含む溶液及びナイーブＣＤ
４＋及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞溶液を得る工程；（ｃ）樹状細胞を分化させて、分化樹
状細胞溶液を生成する工程；（ｄ）分化樹状細胞溶液とナイーブＣＤ４＋及び／またはＣ
Ｄ８＋Ｔ細胞と第１のペプセットを混合する工程；（ｅ）分化樹状細胞溶液とナイーブＣ
Ｄ４＋及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞と第２のペプセットを混合する工程；（ｆ）工程（ｄ
）及び（ｅ）におけるＴ細胞の増殖を測定して、第１及び第２のペプセットにおける各ペ
プチドに対する反応を測定する工程；（ｇ）第１のタンパク質及び第２のタンパク質に関
する工程（ｆ）のＴ細胞の反応を編集する工程；（ｈ）第１のタンパク質及び第２のタン
パク質に関する工程（ｇ）の編集した反応の構造値を決定する工程；（ｉ）第１のタンパ
ク質に関して得られた構造値と第２のタンパク質に関する構造値を比較して、第１のタン
パク質と第２のタンパク質の免疫原性ランク付けを決定する工程。いくつかの実施態様に
おいて、第２のタンパク質は第１のタンパク質よりも免疫原性が低いものとしてランク付
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けされ、一方、他の実施態様において、第１のタンパク質は第２のタンパク質よりも免疫
原性が低いものとしてランク付けされる。いくつかの好ましい実施態様において、ペプセ
ットは約１５アミノ酸長のペプチドを含み、一方、特に好ましい実施態様において、各ペ
プチドは隣接ペプチドと約３アミノ酸重複している。しかしながら、ペプセット内のペプ
チドを特定の長さまたは重複に制限する意図のものではなく、その他のペプチド長及び重
複量でも本発明で使用できる。別の実施態様において、第１及び第２のタンパク質は酵素
、ホルモン、サイトカイン、抗体、構造タンパク質、及び結合タンパク質からなる群より
選択される。さらに別の実施態様において、第１のタンパク質に対する陽性反応は約２．
７～約３．２の刺激指数を含み、一方、他の実施態様において、第２のタンパク質に対す
る陽性反応は約２．７～約３．２の刺激指数を含む。別の実施態様において、第１のタン
パク質に対する陽性反応は約２．７～約３．２の刺激指数を含み、かつ第２のタンパク質
に対する陽性反応は約２．７～約３．２の刺激指数を含む。さらに別の実施態様において
、工程（ｄ）のＴ細胞の増殖は約２．９５以上の刺激指数を生じ、工程（ｅ）のＴ細胞の
増殖は約２．９５以上の刺激指数を生じる。いくつかの特に好ましい実施態様において、
少なくとも１の別のヒト血液源が工程（ｂ）で用いられる。いくつかの特に好ましい実施
態様において、各ヒト血液源及びタンパク質から得られた構造値を比較する。いくつかの
実施態様において、第２のタンパク質は第１のタンパク質における少なくとも１の顕著な
領域の減少を含む。さらに別の実施態様において、工程（ｅ）のＴ細胞の増殖はバックグ
ラウンドレベルである。いくつかの特に好ましい実施態様において、各ヒト血液源及びタ
ンパク質から得られた構造値を比較する。本発明はバックグラウンド反応比率及びその構
造値の両方に基づいてタンパク質を分類する手段も提供する。従って、いくつかの実施態
様において、分析されるタンパク質はそのバックグラウンド反応比率及び構造値に従い分
類及び／またはランク付けされる。
【００２０】
　本発明は第１のタンパク質及び少なくとも１の変異体タンパク質の相対免疫原性をラン
ク付けする方法も提供し、以下の工程を含む：（ａ）第１のタンパク質から第１のペプセ
ットを調製し、各変異体タンパク質からペプセットを調製する工程；（ｂ）単一のヒト血
液源から樹状細胞を含む溶液及びナイーブＣＤ４＋及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞溶液を得
る工程；（ｃ）樹状細胞を分化させて、分化樹状細胞溶液を生成する工程；（ｄ）分化樹
状細胞溶液とナイーブＣＤ４＋及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞と第１のペプセットを混合す
る工程；（ｅ）分化樹状細胞溶液とナイーブＣＤ４＋及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞と各変
異体タンパク質から調製した各ペプセットを混合する工程；（ｆ）工程（ｄ）及び（ｅ）
におけるＴ細胞の増殖を測定して、第１及び第２のペプセットにおける各ペプチドに対す
る反応を測定する工程；（ｇ）第１のタンパク質及び変異体タンパク質に関する工程（ｆ
）のＴ細胞の反応を編集する工程；（ｈ）第１のタンパク質及び変異体タンパク質に関す
る工程（ｇ）の編集した反応の構造値を決定する工程；及び（ｉ）第１のタンパク質に関
して得られた構造値と変異体タンパク質に関する構造値を比較して、第１のタンパク質と
変異体タンパク質の免疫原性ランク付けを決定する工程。いくつかの好ましい実施態様に
おいて、ペプセットは約１５アミノ酸長のペプチドを含み、一方、特に好ましい実施態様
において、各ペプチドは隣接ペプチドと約３アミノ酸重複している。しかしながら、ペプ
セット内のペプチドを特定の長さまたは重複に制限する意図のものではなく、その他のペ
プチド長及び重複量でも本発明で使用できる。いくつかの好ましい実施態様において、変
異体タンパク質のうち少なくとも１つは第１のタンパク質より免疫原性が低いものとして
ランク付けされ、一方、他の実施態様において、第１のタンパク質は変異体タンパク質の
うち少なくとも１つよりも免疫原性が低いものとしてランク付けされる。別の実施態様に
おいて、第１及び変異体タンパク質は酵素、ホルモン、サイトカイン、抗体、構造タンパ
ク質、及び結合タンパク質からなる群より選択される。さらに別の実施態様において、第
１のタンパク質に対する陽性反応は約２．７～約３．２の刺激指数を含み、一方、他の実
施態様において、変異体タンパク質に対する陽性反応は約２．７～約３．２の刺激指数を
含む。別の実施態様において、第１のタンパク質に対する陽性反応は約２．７～約３．２
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の刺激指数を含み、かつ変異体タンパク質に対する陽性反応は約２．７～約３．２の刺激
指数を含む。さらに別の実施態様において、工程（ｄ）のＴ細胞の増殖は約２．９５以上
の刺激指数を生じ、工程（ｅ）のＴ細胞の増殖は約２．９５以上の刺激指数を生じる。い
くつかの特に好ましい実施態様において、少なくとも１の別のヒト血液源が工程（ｂ）で
用いられる。いくつかの特に好ましい実施態様において、各ヒト血液源及びタンパク質か
ら得られた構造値を比較する。いくつかの実施態様において、変異体タンパク質は第１の
タンパク質における少なくとも１の顕著な領域の減少を含む。さらに別の実施態様におい
て、工程（ｅ）のＴ細胞の増殖はバックグラウンドレベルである。いくつかの特に好まし
い実施態様において、各ヒト血液源及びタンパク質から得られた構造値を比較する。さら
に別の実施態様において、少なくとも１の別のヒト血液源を工程（ｂ）で用いる。本発明
はバックグラウンド反応比率及びその構造値の両方に基づいてタンパク質を分類する手段
も提供する。従って、いくつかの実施態様において、分析されるタンパク質はそのバック
グラウンド反応比率及び構造値に従い分類及び／またはランク付けされる。
【００２１】
　本発明はさらに試験タンパク質に対する試験集団の免疫反応を測定する方法を提供し、
以下の工程を含む：（ａ）試験タンパク質からペプセットを調製する工程；（ｂ）ヒト樹
状細胞を含む複数の溶液及びナイーブヒトＣＤ４＋及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞の複数の
溶液を得る工程であって、ここでヒト樹状細胞の溶液及びナイーブヒトＣＤ４＋及び／ま
たはＣＤ８＋Ｔ細胞の溶液は試験集団内で複数の個体から得られる；（ｃ）樹状細胞を分
化させて、複数の分化樹状細胞を含む溶液を生成する工程；（ｄ）複数の分化樹状細胞溶
液及びナイーブＣＤ４＋及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞溶液とペプセットを混合する工程で
あって、ここで分化樹状細胞の各溶液とナイーブＣＤ４＋及び／またはＣＤ８＋Ｔ細胞溶
液は混合した試験集団内で個々から得られる；（ｅ）工程（ｄ）におけるＴ細胞の増殖を
測定して、ペプセットにおける各ペプチドに対する反応を測定する工程；（ｇ）試験タン
パク質に関する工程（ｅ）のＴ細胞の反応を編集する工程；（ｈ）試験タンパク質に関す
る工程（ｇ）の編集した反応の構造値を決定する工程；及び（ｉ）試験タンパク質に対す
る複数の個人の被曝レベルを測定する工程。いくつかの好ましい実施態様において、ペプ
セットは約１５アミノ酸長のペプチドを含み、一方、特に好ましい実施態様において、各
ペプチドは隣接ペプチドと約３アミノ酸重複している。しかしながら、ペプセット内のペ
プチドを特定の長さまたは重複に制限する意図のものではなく、その他のペプチド長及び
重複量でも本発明で使用できる。いくつかの実施態様において、少なくとも２つの試験タ
ンパク質を試験した。いくつかの好ましい実施態様において、複数の個体の試験タンパク
質に対する被曝レベルを比較する。いくつかの特に好ましい実施態様において、試験タン
パク質は試験集団において減少した免疫原性反応を示す変異体タンパク質を生成するよう
に修飾される。本発明はバックグラウンド反応比率及びその構造値の両方に基づいてタン
パク質を分類する手段も提供する。従って、いくつかの実施態様において、分析されるタ
ンパク質はそのバックグラウンド反応比率及び構造値に従い分類及び／またはランク付け
される。
【００２２】
　発明の説明
　本発明は集団の免疫反応プロファイルを評価するための手段を提供する。特に、本発明
はヒト集団の免疫反応を定性評価する手段を提供し、目的のタンパク質に対する免疫反応
を分析する。本発明はさらにそれらの相対免疫原性に基づいてタンパク質をランク付けす
る手段を提供する。さらに、本発明は種々の用途での使用のために免疫原性が減少したタ
ンパク質を生成するための手段を提供する。
【００２３】
　本発明は、ヒト集団に基づくＣＤ４＋Ｔ細胞エピトープの同定に関するｅｘ　ｖｉｖｏ
技術を提供する。目的のタンパク質に前もって感作させたドナー集団内で、全てのリコー
ルエピトープを明確にできる。目的のタンパク質に感作していないとされたドナー集団は
主要な、または相互反応性のエピトープが同定される。後者は正式に除外できるものでは
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ないが、多数の点で見つかったエピトープが主要エピトープであるという結論をサポート
する。まず、工業的タンパク質において見つかったエピトープはｉｎ　ｖｉｔｒｏ結合分
析において低ＩＣ５０値を有する大きく乱雑な結合剤である。リコール反応は、最も高い
結合値に狭められるというよりも、長時間にわたる低閾値により特徴付けられる（Ｈｅｓ
ｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６７：１３５３－１３６１［２００１］
を参照）。第２に、合計リコールエピトープの小集団は推定上の非感作ドナーを用いた場
合、常に見られる。これは主要な、免疫優性エピトープの特徴である（Ｍｕｒａｒｏ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６４：５４７４－５４８１［２０００］；Ｖａｎ
ｄｅｒｌｕｇｔ，Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２：８５－９５［２００２］；Ｖ
ａｎｄｅｒｌｕｇｔ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６４：６７０－６７８［２０００］；及
びＹｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２６：２０６３－２０６８［１９９８
］を参照）。第３に、β－２ミクログロブリンを３アミノ酸で補正した１５マーペプチド
のセットとして試験し、顕著なエピトープ反応が見られなかった５２のペプチドグループ
を示した。これらの配列はその他のタンパク質において相互反応性配列ではないと考えら
れる。第４に、エピトープがヒト由来のタンパク質にある配列と相互反応性である場合、
１の試験した細菌性酵素タンパク質に関するケースと同様に、病原因子が見られ、エピト
ープペプチドに対する反応比率は非常に高く（３０％）、実施例７で試験したその他の１
０の工業的酵素で照合される反応よりもかなり高い（データは示していない）。第５に、
本発明のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムは反応性細胞を濃縮したＣＤ４＋Ｔ細胞
及びＡＰＣとして活性化単球由来樹状細胞を用いて実施する。観測された増殖反応の重要
性は非常に小さく、抗原特異性ＣＤ４＋Ｔ細胞の低前駆体頻度と一致する。リコール増殖
反応は推定上の非感作集団において検出される反応よりもかなり堅調なものとして検出さ
れた。最終的に、ＢＬＡＳＴ調査をエピトープ配列を用いて行った。バチルス由来タンパ
ク質に関して、バチルス種は同定されたエピトープ配列内に変異を有するプロテアーゼ変
異体を含む。しかしながら、ドナープールはこれら、またはその他のバチルスセリンプロ
テアーゼ（上述の著しい相互反応性例）に感作されないと考えられる。興味深いことに、
ＢＰＮ’Ｙ２１７Ｌにおいてアミノ酸７０～８４エピトープ領域は推定ヒト由来ＡＴＰ依
存ＲＮＡへリカーゼにおける領域に対して相同性（６６％相同性）がある（Ｉｍａｍｕｒ
ａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２６：２０６３－２０６８［１９
９８］を参照）。このような広く発現したハウスキーピング遺伝子に対する相同性は相互
反応性応答を引き起こすというよりもむしろ耐性を引き起こすことが予想される。
【００２４】
　バックグラウンド率は集団データを分析する際に重要な検討材料である。バックグラウ
ンド率はエピトープペプチドに陽性反応を蓄積すること、及び２．９５ＳＩ切り捨て値に
達するランダム事象の両方が寄与する。低レベルのランダムに蓄積した陽性反応はヒトド
ナーにおけるＣＤ４＋Ｔ細胞の増殖状態の不均一性を反映する（Ａｓｑｕｉｔｈ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２３：５９５－６０１［２００２］を参照）
。バックグラウンドは切り捨て反応値を上げることにより人工的に減少させることができ
るが、測定可能なバックグラウンド率を有することで非ランダム法で反応頻度が蓄積する
場合の測定を可能とする。例えば、ＨＰＶ１６　Ｅ６に対するバックグラウンド反応率は
、工業的酵素の率よりも著しく高く、地域ドナー集団におけるＨＰＶ１６感染の高い流行
率を反映しているようである（Ｌａｚｃａｎｏ－Ｐｏｎｃｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔ‘ｌ
　Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　９１：４１２－４２０［２００１］；及びＳｔｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｊ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．，１８６：１３９６－１４０２［２００２］）。同じ状
況はスタフィロキナーゼにも起こり得る。
【００２５】
　全ての変量がＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムに含まれるにも関わらず、エピト
ープ反応頻度に関する変動係数（ＣＶ）が非常に良かった（４つの試験ペプチドの平均が
２０％）。このレベルの再現性は、研究室内及びドナー相互の繰り返し試験の主要なＥＬ
ＩＳＰＯＴデータ、類似ｅｘ　ｖｉｖｏ分析で報告された変数値の係数と比較して優れて
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いる（Ｋｅｉｌｈｏｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．，２５：９７－１３
８［２００２］；及びＡｓａｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｄｉａｇ．Ｌａｂ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．，７：１４５－１５４［２０００］）。通常、ＣＶ値はエピトープペプチドに対
する反応比率が増加するにつれて下降する。さらに、頻度が減少した（通常、１０％以下
のドナー集団）非エピトープペプチド反応は増加したＣＶ値を有する。例えば、実施例７
において、全体的なバックグラウンド率は３．１５％であり、標準偏差が１．６％、ＣＶ
が５１％だった。
【００２６】
　エピトープペプチドを定義する統計的方法は、当該集団が目的のタンパク質に対して提
示（ｐｒｅｓｅｎｔｉｔｉｚａｔｉｏｎ）を示す場合、異なる。増加したバックグラウン
ド反応はリコール反応において見られる機能的活性の減少した閾値に起因するようである
（Ｈｅｓｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，ｓｕｐｒａを参照）。機能的活性の減少した閾値は本発明
のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムにより、より多くのエピトープを検出する。Ｉ
－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムの比較は感作ドナーから、Ｉ－ＭＵＮＥ（登録商標
）分析データにおける顕著なエピトープ反応がクローンＣＤ４＋　Ｔ細胞株により定義さ
れるエピトープ反応を配列したことを示すデータを生じる。統計的方法のストリンジェン
シーレベルを減少させることにより、Ｉ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システム内のエピト
ープペプチドの選択は公表されているエピトープ配列に一致した。非常に低いバックグラ
ウンド率を有するデータセット、例えば工業的酵素データなどにおけるエピトープ状態の
指定はよりストリンジェントであった。バックグラウンド反応が非常に低い場合、多くの
ペプチドは、減少したストリンジェンシー測定を用いるが、全体的な反応頻度が非常に低
く、再生が難しい場合、切り捨て値に合う反応を蓄積する。一般的に、反応が全体集団の
１０％以下の場合、１００以上のドナーを試験することが技術的に困難であるので、再生
が難しくなる。重要なエピトープ反応は、エピトープ反応が外れ値である場合、頻度デー
タから容易に推定される。非感作ドナーにおけるエピトープペプチド配列は、新たに増殖
を誘導できる堅い結合乱雑（ｐｒｏｍｉｓｃｕｏｕｓ）エピトープを反映するようである
（Ｖｉｏｌａ　ａｎｄ　Ｌａｎｚａｖｅｃｃｈｉ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７３：１０４－１
０６［１９９６］；及びＲａｃｈｍｉｌｅｗｉｔｚ　ａｎｄ　Ｌａｎｚａｃｃｈｉａ，Ｔ
ｒｅｎｄｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２３：５９２－５９５［２００２］）。これは、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏペプチド結合研究により２つの工業的酵素において指定されるエピトープペプ
チドに関して確認された（実施例７を参照）。
【００２７】
　本発明のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムはヒトβ２－ミクログロブリンにおけ
るエピトープは同定しなかった。この結果は本発明のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析シス
テムとアルゴリズムベースのＨＬＡクラスＩＩ結合予測方法との違いを強調する。ペプチ
ド結合アルゴリズムはインターネットを通して無料で利用可能であり、当業界に公知であ
り、この配列におけるクラスＩＩ結合エピトープを予測する。しかしながら、ここに示す
結果により実証されるように、クラスＩＩ分子への結合は必ずしも機能的エピトープの存
在を示すとは限らない。ＨＬＡクラスＩＩへの結合はＴ細胞エピトープの特定に必須だが
、十分ではない。これは予測方法の公知の特性であり、従って、これらの方法は機能的試
験を用いて補うことが多い。しかしながら、本発明はこの情報をより直接的に得る方法を
提供する。
【００２８】
　ここに記載するエピトープ決定は集団に基づいて明確にするということは重要である。
顕著なエピトープはある程度のレベルのＨＬＡ特異性を示すことが多いが、エピトープペ
プチドはそれらの乱雑なＨＬＡ結合能力により主として明確にされる。このため、これら
のエピトープは基底型（スーパータイプ）結合剤のようであり、従って、低免疫原性タン
パク質を探す場合、優れた修飾のための候補を示す。しかしながら、集団に基づく分析に
起因して、参考のためにこれらの結果を用いて作成された低免疫原性タンパク質は必ずし
も全ての別個の事例において非免疫原性であるわけではないと考えられる。それにもかか
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わらず、集団に基づいてＴ細胞エピトープを明確にすることは、病原菌に対する免疫反応
の同定に有用である（Ｎｏｖｉｔｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．，７６：１０
１５５－１０１６８［２００２］；及びＰａｔｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．，１６７：５２１７－５２２５［２００１］を参照）。このような研究の１つの目的
は有効なワクチンを設計することであり、乱雑な基底型結合剤を含めることも保証される
。興味深いことに、これらの研究の１つに示されるデータ（Ｐａｔｈａｎ　ｅｔ　ａｌ．
，ｓｕｐｒａ）をここで定義する被曝ドナー方法により分析した場合、同じセットの優性
エピトープ反応が選択された（データは示していない）。
【００２９】
　感染病設定及びタンパク質分析における有用性に加え、本発明の方法は目的のタンパク
質において機能的ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープの場所を特定する手段を提供する。ドナー
集団が目的のタンパク質に曝露されていないと考えられる場合、バックグラウンド反応率
は低く、ストリンジェント統計はＣＤ４＋エピトープ配列の選択に適用できる。興味深い
ことに、ヒトタンパク質は非常に低いバックグラウンド反応を有する。高バックグラウン
ドレベルは目的のタンパク質へのドナー被曝に相当し、エピトープ決定はストリンジェン
ト基準にほとんど依存しない。エピトープの指定は感作が確認されたドナーに関する結果
と比較することにより立証されてきた。上述の通り、ヒトβ－２ミクログロブリンにおい
てエピトープは見つからず、当該免疫系において耐性を表した偏在的に発現するタンパク
質であることが予測される。従って、本発明のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムは
集団に基づいたＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープを予測するための有用な手段を提供するもの
である。この技術の用途としては、低免疫原性タンパク質変異体の作成、エピトープベー
スのワクチンを作成するためのエピトープ領域の選択、及び全ての市販タンパク質のリス
ク評価において手段として含めることを含む。
【００３０】
　実際に、本発明はＣＤ４＋　Ｔ細胞の感作の可能性を減少させる手段を提供する。これ
は以前に潜在的な市販タンパク質またはヒト及びその他の動物による使用を目的としたそ
の他のタンパク質に曝露されたことのない標的集団において特に有用である。実際に、低
アレルギー性／免疫原性市販タンパク質変異体の作成に加え、Ｔ細胞エピトープ同定は多
くのワクチン方針の基盤となる（Ａｌｅｘａｎｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌ．
Ｒｅｓ．，１８：７９－２［１９９８］；及びＢｅｒｚｏｆｓｋｙ，Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．，６９０：２５６－２６４［１９９３］）。病原体を認識しない個人に
対して病原体を除去する個人により認識されるＴ細胞エピトープの同定は癌及びウイルス
性ワクチン両方の設計にとって重要である（Ｍａｎｉｃｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．
Ｍｅｄ．，１８９：８７１－８７［１９９９］；Ｄｏｏｌａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．，１６５：１１２３－１１３７；及びＮｏｖｉｔｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ
．Ｖｉｒｏｌ．，７６：１０１５５－１０１６８［２００２］）。また、低アレルギー性
／免疫原性タンパク質の有用性はパーソナルケア、健康ケア及びホームケア環境並びに商
業用途に関して明らかである。実際、そのような低アレルギー性／免疫原性タンパク質は
無数の環境及び用途において有用である。
【００３１】
　ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープ修飾タンパク質の生成に関して、第１の重要な工程はタン
パク質内の機能的エピトープの位置測定である。ＨＬＡクラスＩＩ分子に結合するペプチ
ド配列の位置測定を予測するための、多数のコンピューターベースの方法がある（Ｙｕ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．，８：１３７－１４８［２００２］；Ｒａｍｍｅｎｓｅ
ｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔ．，５０：２１３－２１９［１９９０］；Ｓ
ｔｕｒｎｉｏｌｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，１７：５５５－５
６１［１９９９］；及びＡｌｔｕｖｉａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２４
９：２４４－２５０［１９９５］）。ＣＤ４＋　Ｔ細胞活性のために、ＨＬＡへの結合は
必須だが十分ではない。最適には、機能性を確認するためにｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　
ｖｉｖｏ試験を行わなければならない。コンピューターベースの方法は堅いＨＬＡ結合を



(16) JP 4430944 B2 2010.3.10

10

20

30

40

50

正確に同定するための能力は改善するが、非ＨＬＡ－ＤＲクラスＩＩ分子の結合に関する
予測ができず、及び大きく誤ったマイナス率が依然としてある。さらに、耐性誘導、及び
活性Ｔ細胞により反応差を誘導するエピトープなどの機能的違いはコンピューターモデル
を用いて評価できない。
【００３２】
　従って、本発明はＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープ修飾タンパク質を評価する方法の機能性
を同定及び確認するためのこれまで利用できなかった手段を提供する。いくつかの実施態
様において、本発明は、免疫優性、目的のタンパク質由来の乱雑ＨＬＡクラスＩＩエピト
ープの位置測定のためのｉｎ　ｖｉｔｒｏのヒト細胞に基づく方法を提供する。本方法は
、病原体由来タンパク質及びその他の目的タンパク質に対する集団に基づいたエピトープ
反応の描写に対して行うのと同様に、工業的酵素、食物アレルゲン及びヒト治療タンパク
質に十分に適用される。好ましい実施態様において、大ドナーセットはＨＬＡ型を前もっ
て選択しないで試験する。エピトープ測定はタンパク質配列由来の全ペプチドに対するド
ナーセット全体により反応速度の統計的分析に基づいて行い、従って、集団に基づいたエ
ピトープを表す。ここに示すように、本発明の方法はドナー集団が被曝されたタンパク質
とドナー集団が以前に接触したことがない、または感作されていないタンパク質を識別で
きる。本発明の開発において、両タイプの分析を抗原感作が確認されたドナーからの増殖
結果と比較した。さらに、ヒトβ２－ミクログロブリンを陰性対照として試験及び確認し
た。
【００３３】
　ここで言及するように、エピトープペプチドはバックグラウンド反応率との違いにより
示される。エピトープペプチド反応は再生可能であり、複数のランダムドナーセットにお
いて試験した場合、変動係数の中央値が２１％である。さらに、ここにさらに詳細に記載
するように、本発明のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムはタンパク質スタフィロキ
ナーゼのリコールエピトープを同定し、及び全リコールエピトープの小集団を示す工業的
プロテアーゼにおいて免疫優性乱雑エピトープを同定した。さらに、Ｉ－ＭＵＮＥ（登録
商標）分析システムは陰性対照（すなわち、ヒトβ－２ミクログロブリン）においてエピ
トープを発見しなかった。重要なことに、本発明は、ＨＬＡクラスＩＩ型を前もって選択
しないで、任意のタンパク質における機能的ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープを同定するため
の手段を提供し、ドナー集団が目的タンパク質に前もって曝露されているかどうかを示唆
し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ試験のための感作ドナーを必要としない。
【００３４】
　本発明の開発において、ヒトドナー大プールにおけるペプチド特異反応の統計的分析を
使用することにより、マウスとモルモット曝露モデルの両方により測定された順番で４つ
の工業的酵素をランク付ける測定基準を提供した。当該ランク付け方法は職業被曝労働者
におけるヒト感作率にも勝るものであった。本発明の方法はヒトにおいて感作を引き起こ
すことが公知のタンパク質に関する構造値に基づいても追加的に確認された。これらの結
果の比較は、感作レベルがヒトβ２－ミクログロブリンに関して測定された値より高かっ
たことを示した。好ましい実施態様において、本発明は、ヒトにおいて関連する及び関連
しない種々のタンパク質の免疫原性を予測するための比較法を提供する。従って、本発明
により提供される情報はタンパク質治療の早期開発及び減少された免疫原性変異体を選択
または作成するためのその他のタンパク質ベースの用途に有用である。
【００３５】
　定義
　ここで特に別に定義しない限り、ここで使用する全ての技術及び科学的用語はこの発明
が属する分野の通常の技術を有する者により一般的に理解される意味と同じ意味を有する
。例えば、Ｓｉｎｇｌｅｔｏｎ　ａｎｄ　Ｓａｉｎｓｂｕｒｙ，Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　
ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，第２
版、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，ＮＹ（１９９４）；及びＨａｌｅ　ａｎ
ｄ　Ｍａｒｈａｍ，Ｔｈｅ　Ｈａｒｐｅｒ　Ｃｏｌｌｉｎｓ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏ



(17) JP 4430944 B2 2010.3.10

10

20

30

40

50

ｆ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｈａｒｐｅｒ　Ｐｅｒｅｎｎｉａｌ，ＮＹ（１９９１）は当業者に
とってここで用いる用語の多くの一般的な辞書となるものである。ここに記載した方法及
び物質に類似または同等のものは本発明の実施に用いることができるが、好ましい方法及
び物質についてここに記載する。従って、下記に定義される用語は本明細書の全体を参照
することによりさらに詳細に説明される。
【００３６】
　ここで、“集団”の語は所定の領域に関する及び／または属する複数の個体をいう。い
くつかの実施態様において、該語は共通の特徴を共有する多数の個体に関して用いる（例
えば、特定のＨＬＡ型を有する集団等）。該語は好ましい実施態様においてヒト集団に関
して用いるが、ヒトに制限するものではなく、その他の動物及び生物に関しても用いるこ
とができる。いくつかの実施態様において、該語は例えば、サンプルを採取する事項、特
徴、個体等の全体集合に関して用いる。
【００３７】
　ここで用いる“集団に基づいた免疫反応”の語は集団のメンバーの免疫反応プロファイ
ル（すなわち、特徴）をいう。
【００３８】
　ここで用いる“免疫反応”の語は、免疫原に対する生物（例えば、ヒトまたはその他の
動物）により開始される免疫学的反応をいう。該語は全てのタイプの免疫反応を包含する
ことを意図し、限定されないが、体液（すなわち、抗体媒介性）、細胞及び非特異免疫反
応を含む。いくつかの実施態様において、該語は集団の免疫レベルを反映する（すなわち
、特定の抗原に“免疫された”人々の数、及び／または特定の抗原に“免疫されていない
”人々の数）。
【００３９】
　ここで用いる“減少された免疫原性”の語は、最初の野生型（例えば、母体または供給
源）タンパク質と比較して、変異体（例えば、誘導体）タンパク質を用いて観測される免
疫反応が減少していることをいう。本発明の好ましい実施態様において、供給源タンパク
質と比較して、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及び／またはｉｎ　ｖｉｖｏであまり堅調でない免疫反
応を刺激する変異体タンパク質を提供する。減少した免疫原性を有するこれらのタンパク
質は種々の用途での使用が考えられ、限定されないが、バイオ製品、タンパク質治療、食
品及び飼料、パーソナルケア、洗剤及びその他の消費者関連製品、及びその他の治療管理
、診断等を含む。
【００４０】
　ここで用いる“高められた免疫原性”の語は、原型の野生型（例えば、母体または供給
源）タンパク質と比較して、変異体（例えば、誘導体）タンパク質を用いて観測される免
疫反応が増加していることをいう。本発明の好ましい実施態様において、供給源タンパク
質と比較して、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及び／またはｉｎ　ｖｉｖｏでより堅調な免疫反応を刺
激する変異体タンパク質を提供する。高められた免疫原性を有するこれらのタンパク質は
種々の用途での使用が考えられ、限定されないが、バイオ製品、タンパク質治療、食品及
び飼料添加剤及びその他の消費者関連製品、及びその他の治療管理、診断等を含む。
【００４１】
　ここで用いる“アレルギー性食品タンパク質”とは、ヒト及びその他の動物においてア
レルギー反応を引き起こす原因となる食品タンパク質をいう。“推定アレルギー性食品タ
ンパク質”はアレルギー性の可能性がある食品タンパク質である。“減少したアレルギー
性を有する食品タンパク質”とは原形の、非修飾タンパク質よりもアレルギー性が少なく
なるように（すなわち“低アレルギー性”）修飾された食品タンパク質である。これらの
語は天然食品タンパク質及び合成的に及び／または組換え技術を用いて生成した食品タン
パク質を含む。
【００４２】
　ここで用いる“変化した免疫反応”とは、増加または減少した免疫反応をいう。タンパ
ク質及びペプチドは、それらが引き起こすＴ細胞及び／またはＢ細胞反応が母体（例えば
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、前駆体）タンパク質またはペプチド（例えば、目的のタンパク質）により引き起こされ
たものより大きい場合、“増加した免疫反応”を示す。この高い反応の最終結果は変異体
タンパク質またはペプチドに対する直接の増加した抗体反応である。タンパク質及びペプ
チドはそれらが引き起こすＴ細胞及び／またはＢ細胞反応が母体（例えば、前駆体）タン
パク質またはペプチドにより引き起こされたものより少ない場合、“減少した免疫反応”
を示す。この低い反応の最終結果は変異体タンパク質またはペプチドに対する直接の減少
した抗体反応である。いくつかの好ましい実施態様において、母体タンパク質は野生型タ
ンパク質またはペプチドである。
【００４３】
　ここで用いる“刺激指数”（ＳＩ）は対照と比較したペプチドのＴ細胞増殖反応の指標
をいう。ＳＩは、ＣＤ４＋Ｔ細胞及びペプチドを含んだ樹状細胞培養物を試験して得た平
均ＣＰＭ（カウント毎分）を、樹状細胞及びペプチドを含まないＣＤ４＋Ｔ細胞を含んだ
対照培養物の平均ＣＰＭで割ることにより計算される。この値は各ドナー及び各ペプチド
について計算する。いくつかの実施態様において、約１．５～４．５のＳＩ値を用いて陽
性反応を示すが、陽性反応を示すための好ましいＳＩ値は２．５～３．５であり、好まし
くは２．７～３．２を含み、より好ましくは２．９～３．１を含む。ここに記載する最も
好ましい実施態様は２．９５のＳＩ値を用いる。
【００４４】
　ここで用いる“データセット”の語は、１組のペプチドの編集データ、及び各試験タン
パク質（すなわち、目的タンパク質）に対する反応を試験するための１組のドナーの編集
データをいう。
【００４５】
　ここで用いる、“ペプセット”の語は各試験タンパク質（すなわち、目的タンパク質）
のために生成したペプチドのセットをいう。ペプセット（または“ペプチドセット”）に
おけるこれらのペプチドは各ドナー由来の細胞を用いて試験する。
【００４６】
　ここで用いる、“構造”及び“構造値”の語はタンパク質の相対免疫原性をランク付け
するための値をいう。該構造値は下記式“均等までの全変動距離”に従い決定する：

【数１】

【００４７】
ここで、Σ（大文字シグマ）は各ペプチドに対する反応頻度の絶対値から該セットにおけ
るペプチドの頻度を引いた合計である；ｆ（ｉ）は個々のペプチドに関する反応頻度とし
て定義される；及びｐはペプチドセットにおけるペプチドの数である。本発明の好ましい
実施態様において、構造値は試験した各タンパク質について決定する。得られた構造値に
基づいて、試験タンパク質を一連の試験タンパク質の中で最も低い値から最も高い値にラ
ンク付けする。このランク付けの連続において、最も低い値は最も免疫原性が少ないタン
パク質を示し、最も高い値は免疫原性が最も高いタンパク質を示す。
【００４８】
　構造値は試験したドナーの数（すなわち、異なる個体から得た血液サンプルの数）に依
存する。通常、データセット全体にわたるゼロ反応は１．０の構造値を与える。各ペプチ
ドでの同じ数の反応は構造値ゼロに戻る。従って、好ましい実施態様において、ペプチド
セットはデータセットの大半にわたって反応があるまで、特定ペプチド及びペプチド領域
への感度を正確に反映するためにデータの順番で、試験すべきである。特に好ましい実施
態様において、データセットの全ペプチドに対して反応がある。しかしながら、いくつか
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のデータセットは種々の因子（例えば、不溶性の問題）に起因してデータセットにおいて
全てのペプチドに対しては反応を示さない。
【００４９】
　上述の式は構造値を決定するための使用に好ましい式であるが、その他の等式は本発明
で使用できる。例えば、“分布エントロピー”式は本発明で使用でき、その他種々の式が
当業者に公知である。
【００５０】
　いくつかの実施態様において、ペプチドセットは少なくともドナーが全体的に３％の非
特異反応率を与えるペプチド当たり生じる反応の数と同じ数のドナーを用いて試験する。
例えば、好ましい実施態様において、８８ペプチドのペプチドセットは最小で３０のドナ
ーを用いて試験する。従って、より多くのペプチドを含むペプセットの実施態様において
、ドナーの数はそれに従って調節する。とはいえ、３０のドナーが好ましい最小の数であ
る。もちろん、ペプセット内に存在するペプチドがより少ない場合であっても、本発明の
方法を用いてより多くのドナーを試験できる。いくつかの好ましい実施態様において、デ
ータセットは、良いＨＬＡ対立遺伝子発現を得るために、少なくとも５０ドナーを含む。
【００５１】
　ここで用いる“顕著な反応”とは、約２．０倍バックグラウンド反応率より大きいデー
タセット内でｉｎ　ｖｉｔｒｏでＴ細胞反応率を生じるペプチドをいう。別の実施態様に
おいて、反応はバックグラウンド反応率より約２．０倍～約５．０倍増加する。また、こ
の語はバックグラウンド反応率より約２．５～３．５倍増加、約２．８～３．２倍増加及
び２．９～３．１倍増加を示す反応を含む。例えば、本発明の開発において、顕著な反応
はペプチドのいくつかについて顕著であった。
【００５２】
　ここで用いる“顕著な領域”とは、バックグラウンド反応率より約２．０倍大きい特定
のペプチドセットを用いて得られるＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析反応をいう。本発明の
１の実施態様において、タンパク質の全顕著な領域は、それらの本発明のＩ－ＭＵＮＥ（
登録商標）分析システムにおける反応が減少されるように減少させる。さらに別の実施態
様において、顕著な領域の数は１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０以上減少し、
好ましくは１～５の顕著な領域が関連タンパク質において減少される。いくつかの実施態
様において、顕著な領域もＴ細胞エピトープの要件に合う。
【００５３】
　ここで用いる“サンプル”の語はその最も広い意味において用いる。しかしながら、好
ましい実施態様において、該語は、分析、同定、修飾及び／またはその他のペプチドと比
較されるペプチド（例えば、ペプセット内のペプチド、目的タンパク質の配列を含む）を
含むサンプル（例えば、アリコート）に関して用いる。従って、ほとんどの場合において
、この語は目的のタンパク質またはペプチドを含む物質に関して用いる。
【００５４】
　ここで用いる“バックグラウンドレベル”及び“バックグラウンド反応”とは任意の試
験タンパク質のデータセットにおける所定のペプチドに対する反応者の平均比率である。
この値は該セットにおける全ペプチドに関する反応者比率を平均することにより測定し、
試験ドナー全てに関して編集される。例として、３％バックグラウンド反応は１００のド
ナーについて試験した場合、データセットにおいて任意のペプチドに関して平均して３つ
の陽性（ＳＩが２．９５以上）反応があるであろうことを示す。
【００５５】
　ここで用いる、“抗原提示細胞（ＡＰＣ）”とは、その表面に抗原を提示し、抗原がＴ
細胞の表面上の受容体により認識されるようにする免疫系の細胞をいう。抗原提示細胞は
、限定されないが、樹状細胞、相互連結細胞、活性化Ｂ細胞及びマクロファージを含む。
【００５６】
　ここで用いる、“Ｔリンパ球”及び“Ｔ細胞”とは、Ｔ細胞前駆体（再配列されていな
いＴ細胞受容体遺伝子を有するＴｈｙ１陽性細胞など）由来のＴリンパ球系統から成熟Ｔ
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細胞（すなわち、ＣＤ４またはＣＤ８シングルポジティブ、表面ＴＣＲ陽性細胞）内の細
胞を包含する。
【００５７】
　ここで用いる、“Ｂリンパ球”及び“Ｂ細胞”とは、プレ細胞（ｌｇ重鎖遺伝子を配列
し始めるＢ２２０＋細胞）などのＢ細胞前駆体由来のＢ細胞系列から成熟Ｂ細胞及び形質
細胞内の細胞を包含する。
【００５８】
　ここで用いる“ＣＤ４＋Ｔ細胞”及び“ＣＤ４　Ｔ細胞”とは、ヘルパーＴ細胞をいい
、一方“ＣＤ８＋Ｔ細胞”及び“ＣＤ８　Ｔ細胞”とは細胞障害性Ｔ細胞をいう。
【００５９】
　ここで用いる“Ｂ細胞増殖”とは、抗原の存在の有無に関わらず、抗原提示細胞を用い
たＢ細胞の培養時に生成されたＢ細胞の数をいう。
【００６０】
　ここで用いる“基準Ｂ細胞増殖”とは、ペプチドまたはタンパク質抗原が存在しない中
で、抗原提示細胞に曝露された個体反応において通常見られるＢ細胞増殖の程度をいう。
本目的において、基準Ｂ細胞増殖レベルは抗原の不存在下、Ｂ細胞増殖として各個人に関
して各サンプルに基づき測定される。
【００６１】
　ここで用いる“Ｂ細胞エピトープ”とは、抗原を含むペプチド（すなわち、免疫原）に
対する免疫反応においてＢ細胞受容体により認識される、ペプチドまたはタンパク質の特
徴をいう。
【００６２】
　ここで用いる、“変化したＢ細胞エピトープ”とは、前駆体ペプチドまたは目的ペプチ
ドとは異なり、目的の変異体ペプチドがヒトまたはその他の動物において異なる（すなわ
ち、変化した）免疫反応を生じるエピトープアミノ酸配列をいう。変化した免疫反応は変
化した免疫原性及び／またはアレルギー性を含むと考える（すなわち、増加または減少し
た全体的な免疫反応）。いくつかの実施態様において、変化したＢ細胞エピトープは同定
エピトープ内の残基から選択されたアミノ酸の置換及び／または欠失を含む。別の実施態
様において、変化したＢ細胞エピトープはエピトープ内に１以上の残基の付加を含む。
【００６３】
　ここで用いる“Ｔ細胞増殖”とは、抗原の有無に関わらず、抗原提示細胞を用いたＴ細
胞培養時に生成されたＴ細胞の数をいう。
【００６４】
　ここで用いる“基準Ｔ細胞増殖”とは、ペプチドまたはタンパク質抗原が存在しない中
で、抗原提示細胞に曝露された個体反応において通常見られるＴ細胞増殖の程度をいう。
本目的において、基準Ｔ細胞増殖レベルは抗原の不存在下、抗原提示細胞に反応したＴ細
胞増殖として各個人に関して各サンプルに基づき測定される。
【００６５】
　ここで用いる“Ｔ細胞エピトープ”とは、抗原を含むペプチド（すなわち、免疫原）に
対する免疫反応の開始においてＴ細胞受容体により認識される、ペプチドまたはタンパク
質の特徴をいう。本発明を特定のメカニズムに限定する趣旨ではないが、Ｔ細胞によるＴ
細胞エピトープの認識はＴ細胞が、抗原提示細胞上で発現するクラスＩまたはクラスＩＩ
　ＭＨＣ（すなわち、ＨＬＡ）分子に結合する抗原のペプチド断片を認識するメカニズム
によるものと一般的に考えられている（例えば、Ｍｏｅｌｌｅｒ，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅ
ｖ．，９８：１８７［１９８７］を参照）。
【００６６】
　ここで用いる、“変化したＴ細胞エピトープ”とは、前駆体ペプチドまたは目的ペプチ
ドとは異なり、目的の変異体ペプチドがヒトまたはその他の動物において異なる免疫反応
を生じるエピトープアミノ酸配列をいう。変化した免疫反応は変化した免疫原性及び／ま
たはアレルギー性を含むと考える（すなわち、増加または減少した全体的な免疫反応）。
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いくつかの実施態様において、変化したＴ細胞エピトープは同定エピトープ内の残基から
選択されたアミノ酸の置換及び／または欠失を含む。別の実施態様において、変化したＴ
細胞エピトープはエピトープ内に１以上の残基の付加を含む。
【００６７】
　ここで用いる、“目的タンパク質”とは、分析、同定及び／または修飾されるタンパク
質（例えば、プロテアーゼ）をいう。天然及び組換えタンパク質は本発明で使用できる。
実際、本発明はヒト（またはその他の動物）の免疫反応を特徴付ける及び／または調節す
るために望ましいタンパク質を用いることができる。いくつかの実施態様において、ホル
モン、サイトカイン、抗体、酵素、構造タンパク質及び結合タンパク質などのタンパク質
が本発明で使用できる。いくつかの実施態様において、ホルモンは、限定されないが、イ
ンスリン、エリスロポエチン（ＥＰＯ）、スロモポエチン（Ｔｈｒｏｍｏｐｏｉｅｔｉｎ
）（ＴＰＯ）及び黄体形成ホルモン（ＬＨ）などが本発明で使用できる。さらに別の実施
態様において、サイトカインは限定されないが、インターフェロン（例えば、ＩＦＮ－α
及びＩＦＮ－β）、インターロイキン（例えば、ＩＬ－１～ＩＬ－１５）、腫瘍壊死因子
（例えば、ＴＮＦ－α及びＴＮＦ－β）、及びＧＭ－ＣＳＦなどが本発明で使用できる。
さらに別の実施態様において、抗体（すなわち、免疫グロブリン）は、限定されないが、
ヒト及びヒト化抗体、任意のクラスの抗体由来断片（例えば、一本鎖抗体）などが本発明
で使用できる。さらに別の実施態様において、構造タンパク質、限定されないが、食物ア
レルゲン（例えば、Ｂｅｒ　ｅ１［ブラジルナッツアレルゲン］及びＡｒａ　Ｈ１［ピー
ナッツアレルゲン］）などが本発明で使用できる。別の実施態様において、タンパク質は
工業的及び／または薬剤酵素である。いくつかの実施態様において、酵素の好ましいクラ
スは、限定されないが、プロテアーゼ、セルラーゼ、リパーゼ、エステラーゼ、アミラー
ゼ、フェノールオキシダーゼ、オキシダーゼ、パーミアーゼ、プルラナーゼ、イソメラー
ゼ、キナーゼ、ホスファターゼ、ラクタマーゼ及びレダクターゼなどがある。
【００６８】
　ここで用いる“タンパク質”とは、アミノ酸からなり、当業者によりタンパク質として
認識される任意の組成物をいう。“タンパク質”、“ペプチド”及びポリペプチドの語は
ここでは交換可能に用いられる。ペプチドはタンパク質の一部であり、当業者であれば本
文中の該語の使用は当然理解する。“タンパク質”の語は成熟型タンパク質及びプロ及び
プレプロ型の関連タンパク質を包含する。プレプロ型のタンパク質は、タンパク質のアミ
ノ末端に作動可能に連結するプロ配列、及びプロ配列のアミノ末端に作動可能に連結する
“プレ”または“シグナル”配列を有する成熟型のタンパク質を含む。
【００６９】
　ここで用いる“野生型”及び“天然”タンパク質は天然に見られるタンパク質である。
“野生型配列”及び“野生型遺伝子”の語はここで交換可能に用いられ、宿主細胞におい
て天然または元からある配列をいう。いくつかの実施態様において、野生型配列はタンパ
ク質工学プロジェクトの出発点である目的の配列をいう。
【００７０】
　ここで用いる“プロテアーゼ”とは天然プロテアーゼ及び組換えプロテアーゼをいう。
プロテアーゼは一般的に、タンパク質またはペプチドのペプチド結合を切断する働きを有
するカルボニルヒドロラーゼである。天然プロテアーゼは、限定されないが、α－アミノ
アシルペプチドヒドロラーゼ、ペプチジルアミノ酸ヒドロラーゼ、アシルアミノヒドロラ
ーゼ、セリンカルボキシペプチダーゼ、メタロカルボキシペプチダーゼ、チオールプロテ
イナーゼ、カルボキシルプロテイナーゼ及びメタロプロテイナーゼなどの例を含む。セリ
ン、メタロ、チオール及び酸プロテアーゼはエンド及びエキソプロテアーゼもまた含まれ
る。実際、いくつかの好ましい実施態様において、キモトリプシン及びズブチリシンなど
のセリンプロテアーゼは使用できる。これらのセリンプロテアーゼの両方は、アスパラギ
ン酸、ヒスチジン及びセリンを含む触媒の三点セットを有する。ズブチリシンプロテアー
ゼにおいて、カルボキシ末端から読むこれらのアミノ酸の相対オーダーはアスパラギン酸
－ヒスチジン－セリンであり、一方、キモトリプシンプロテアーゼにおいて、カルボキシ
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末端から読むこれらのアミノ酸の相対オーダーはヒスチジン－アルパラギン酸－セリンで
ある。ズブチリシンは通常、細菌、真菌または酵母源から得られるが、ここで用いる“ズ
ブチリシン”とは、上に定義したズブチリシンプロテアーゼの触媒三点セットを有するセ
リンプロテアーゼをいう。さらに、ヒトズブチリシンはズブチリシン触媒活性を有するヒ
ト起源のタンパク質であり、例えば、ヒト由来プロテアーゼのケキシンファミリーである
。ズブチリシンは当業界に公知であり、例えば、バチルス・アミロリケファシエンスズブ
チリシン（ＢＰＮ’）、バチルス・レンタスズブチリシン、バチルス・ズブチリスズブチ
リシン、バチルス・リケニフォルミスズブチリシン（例えば、米国特許第４，７６０，０
２５号（ＲＥ３４，６０６）、米国特許第５，２０４，０１５号、米国特許第５，１８５
，２５８号、ＥＰ０　３２８　２９９、及びＷＯ８９／０６２７９を参照）。
【００７１】
　ここで用いる、機能的に類似のタンパク質は“関連タンパク質”とみなす。いくつかの
実施態様において、これらのタンパク質は異なる属及び／または種（例えば、Ｂ．スブチ
リスズブチリシン及びＢ．レンタスズブチリシン）に由来し、生物の分類間の違いを含む
（例えば、細菌性ズブチリシンと真菌性ズブチリシン）。別の実施態様において、関連タ
ンパク質は同じ種から得られる。実際、本発明はいかなる供給源由来の関連タンパク質に
も限定するものではない。
【００７２】
　ここで用いる、“誘導体”の語は、前駆体タンパク質（例えば、天然プロテアーゼ）に
１以上のアミノ酸をＣ及び／またはＮ末端に付加、１以上のアミノ酸をアミノ酸配列中の
１以上の異なる部位で置換、及び／またはタンパク質の末端またはアミノ酸配列中の１以
上の部位で１以上のアミノ酸が欠失、及び／またはアミノ酸配列中の１以上の部位で１以
上のアミノ酸を挿入することにより得られたタンパク質（例えば、プロテアーゼ）をいう
。プロテアーゼ誘導体の調製は好ましくは、天然タンパク質をエンコードするＤＮＡ配列
を修飾し、ＤＮＡ配列を適当な宿主に形質転換、及び修飾ＤＮＡ配列を発現させて誘導体
プロテアーゼを形成させることにより達成される。
【００７３】
　関連（及び誘導体）タンパク質の１の種類としては “変異体タンパク質”がある。好
ましい実施態様において、変異体タンパク質は親タンパク質と異なり、お互い少数のアミ
ノ酸残基が異なる。アミノ酸残基の違いの数は１以上であり、好ましくは、１、２、３、
４、５、１０、１５、２０、３０、４０、５０以上のアミノ酸残基である。１の好ましい
実施態様において、変異体間の異なるアミノ酸の数は１～１０である。特に好ましい実施
態様において、関連タンパク質及び特に変異体タンパク質は少なくとも５０％、６０％、
６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％または９９
％アミノ酸配列同一性を含む。さらに、ここで用いる関連タンパク質または変異体タンパ
ク質は顕著な領域の数が他の関連タンパク質または親タンパク質とは異なるタンパク質を
いう。例えば、いくつかの実施態様において、変異体タンパク質は、親タンパク質とは異
なる１、２、３、４、５または１０の対応する顕著な領域を有する。１の実施態様におい
て、変異体の顕著な対応領域はバックグランドレベルの免疫反応しか生じない。
【００７４】
　ここで用いる“対応する”とはタンパク質またはペプチドの列挙した位置での残基また
は他のタンパク質またはペプチドの列挙した残基に類似、相同または同等である残基をい
う。
【００７５】
　ここで用いる“対応領域”とは通常、関連タンパク質または親タンパク質内の類似位置
をいう。
【００７６】
　ここで用いる、“類似配列”とは、目的タンパク質と類似の機能、三次構造及び／また
は保存残基を与えるタンパク質内の配列をいう。特に好ましい実施態様において、類似配
列はエピトープの、またはその近くの配列を含む。例えば、αへリックスまたはβシート
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構造を含むエピトープ領域において、類似配列内の置換アミノ酸は好ましくは同じ特異構
造を維持する。
【００７７】
　ここで用いる“相同タンパク質”とは、目的タンパク質（例えば、プロテアーゼ）と類
似の触媒作用、構造、抗原性及び／または免疫反応を有するタンパク質（例えば、プロテ
アーゼ）をいう。目的の相同体及びタンパク質（例えば、プロテアーゼ）は必ずしも進化
に関連することは意図されない。従って、該語は異なる種から得られた同じ機能的タンパ
ク質を包含するものである。いくつかの好ましい実施態様において、目的タンパク質に類
似の三次及び／または一次構造を有する相同体を同定することは、相同体と類似断片を有
する目的タンパク質におけるエピトープの置換が変化による破壊を減少させるので、望ま
しい。従って、ほとんどの場合において、相同体に近いタンパク質はエピトープ置換の最
も望ましい供給源となる。もしくは、所定のタンパク質のヒト類似体に目を向けることは
有益である。
【００７８】
　ここで用いる“相同性遺伝子”とは、異なるが通常関連する種由来の少なくとも遺伝子
の対をいい、お互い対応し、お互い同一または非常に類似したものとなっている。該語は
種形成（すなわち、新しい種の発達）により分離された遺伝子（例えば、オーソロガス遺
伝子）及び遺伝子重複により分離された遺伝子（例えば、）を包含する。
【００７９】
　ここで用いる“オーソログ”及び“オーソロガス遺伝子”とは、種形成により共通の祖
先の遺伝子（すなわち、相同性遺伝子）から進化した、異なる種における遺伝子をいう。
通常、オーソログは進化の過程において同じ機能を保有する。オーソログの同定は新しく
配列決定されたゲノムの遺伝子機能について信頼性のある予測を行うために使用できる。
【００８０】
　ここで用いる、“パラログ”及び“パラロガス遺伝子”とはゲノム内の重複により関連
する遺伝子をいう。オーソログは進化の過程において同じ機能を保有するが、パラログは
、同じ機能が元々の遺伝子に関連することが多くても、新しい機能を発展させる。パラロ
グ遺伝子の例としては、限定されないが、トリプシン、キモトリプシン、エラスターゼ及
びトロンビンをエンコードする遺伝子などがあり、これらは全てセリンプロテイナーゼで
あり、同じ種内で一緒に起こる。
【００８１】
　配列間の相同性の程度は当業界に公知の適当な方法を用いて決定できる（例えば、Ｓｍ
ｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ，Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．，２：４８２［１９
８１］；Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｗｕｎｓｃｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，４８：
４４３［１９７０］；Ｐｅａｒｓｏｎ　ａｎｄ　Ｌｉｐｍａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：２４４４［１９８８］；Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅ
ｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　
Ｇｒｏｕｐ，マディソン，ウィスコンシン州）のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ及
びＴＦＡＳＴＡなどのプログラム；及びＤｅｖｅｒｅｕｘ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａ
ｃｉｄ　Ｒｅｓ．，１２：３８７－３９５［１９８４］を参照）。
【００８２】
　例えば、ＰＩＬＥＵＰは配列相同性レベルを決定するのに有用なプログラムである。Ｐ
ＩＬＥＵＰは、進行性、対合アラインメントを用いて関連配列のグループから複数の配列
アラインメントを作成する。また、当該アラインメントを作成するために用いる集積性関
係を示す系図をプロットできる。ＰＩＬＥＵＰはＦｅｎｇとＤｏｏｌｉｔｔｌｅの進行性
アラインメント法の簡略化を用いる（Ｆｅｎｇ　ａｎｄ　Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ，Ｊ．Ｍｏ
ｌ．Ｅｖｏｌ．，３５：３５１－３６０［１９８７］）。当該方法はＨｉｇｇｉｎｓとＳ
ｈａｒｐにより説明された方法と類似している（Ｈｉｇｇｉｎｓ　ａｎｄ　Ｓｈａｒｐ，
ＣＡＢＩＯＳ　５：１５１－１５３［１９８９］）。有用なＰＩＬＥＵＰパラメーターは
、初期設定ギャップウェイト３．００、初期設定ギャップ長さウェイト０．１０及び加重
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ウェイトギャップを含む。有用なアルゴリズムの他の例としては、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅ
ｔ　ａｌ．により説明されるＢＬＡＳＴアルゴリズムである（Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２１５：４０３－４１０、［１９９０］；及びＫａｒ
ｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：５８７
３－５７８７［１９９３］）。特に有用なＢＬＡＳＴプログラムはＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２
プログラムである（Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．，２
６６：４６０－４８０［１９９６］を参照）。パラメーター“Ｗ”、“Ｔ”及び“Ｘ”は
アラインメントの感度及び速度を決定する。ＢＬＡＳＴプログラムは初期設定として、語
長（Ｗ）が１１、ＢＬＯＳＵＭ６２スコアリングマトリックス（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ　ａｎ
ｄ　Ｈｅｎｉｋｏｆｆ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：１０９
１５［１９８９］を参照）アラインメント（Ｂ）として５０、期待値（Ｅ）として１０、
Ｍ’５、Ｎ’－４及び両ストランドの比較を用いる。
【００８３】
　ここで用いる“核酸配列同一性比率（％）”とは、当該配列のヌクレオチド残基と同一
である、候補配列におけるヌクレオチド残基の比率として定義される。
【００８４】
　ここで用いる“ハイブリダイゼーション”の語は核酸ストランドが塩基対合により相補
的ストランドに結合するプロセスをいい、当業界に公知である。
【００８５】
　ここで用いる“最大ストリンジェンシー”とは、約Ｔｍ－５℃（プローブのＴｍより５
℃低い）で通常起こるハイブリダイゼーションのレベルをいい、“高ストリンジェンシー
”はＴｍより約５℃～１０℃低く、“中ストリンジェンシー”はＴｍより約１０℃～２０
℃低く、及び“低ストリンジェンシー”はＴｍより約２０℃～２５℃低い。当業者に理解
されるように、最大ストリンジェンシーハイブリダイゼーションは同一のポリヌクレオチ
ド配列を同定または検出するために使用でき、中または低ストリンジェンシーハイブリダ
イゼーションはポリヌクレオチド配列相同体を同定または検出するために使用できる。
【００８６】
　いくつかの実施態様において、“同等残基”とは、前駆体タンパク質（すなわち目的タ
ンパク質）の三次構造レベルで相同性を決定することにより定義され、その三次構造はＸ
線結晶学により決定される。同等残基は前駆体タンパク質及びその他のタンパク質の特定
アミノ酸残基の２以上の主鎖原子の原子座標が配列後０．１３ｎｍ及び好ましくは０．１
ｎｍ内であるものとして定義される。配列はベストモデルに合わせ、タンパク質の非水素
タンパク質原子の原子座標が最大重複を与えるようにランク付けした後に達成される。ほ
とんどの実施態様において、ベストモデルは、利用可能な最高解像度での実験回折データ
に関して最も低いＲ因子を与える結晶モデルである。
【００８７】
　いくつかの実施態様において、修飾は好ましくは前駆体酵素のアミノ酸配列をエンコー
ドする“前駆体ＤＮＡ配列”に対して行うが、別の実施態様において、前駆体タンパク質
を操作することにより行う。保存されていない残基の場合、１以上のアミノ酸の置換は天
然に見られる配列に一致しないアミノ酸配列を有する変異体を生成する置換に限定される
。保存残基の場合、当該置換は天然配列を生じないはずである。本発明により提供される
誘導体はさらにプロテアーゼの特徴を変化させる化学修飾を含む。
【００８８】
　いくつかの好ましい実施態様において、タンパク質遺伝子は適当な発現プラスミド内に
連結される。クローンタンパク質遺伝子はそれから宿主細胞を形質転換またはトランスフ
ェクトしてタンパク質遺伝子を発現するために用いる。このプラスミドは、プラスミド複
製に必要な公知の要素を含むという意味で宿主において複製し、またはプラスミドは宿主
染色体中に統合するために設計される。必須要素が効率的な遺伝子発現のために提供され
る（例えば、目的遺伝子に作動可能に連結するプロモーター）。いくつかの実施態様にお
いて、これらの必須要素は、認識される場合（すなわち、宿主により転写される場合）該
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遺伝子自身の相同性プロモーター、外来性の転写ターミネーター（真核宿主細胞のポリア
デニル化領域）として供給され、またはタンパク質遺伝子の内生ターミネーター領域によ
り供給される。いくつかの実施態様において、抗菌剤含有培地中での成長により、プラス
ミド感染宿主細胞の連続培養持続を可能とする抗生物質耐性遺伝子などの選択遺伝子も含
む。
【００８９】
　プロテアーゼを含む実施態様において、変異体プロテアーゼ活性はプロテアーゼと種々
の市販基質（限定されないが、カゼイン、ケラチン、エラスチン及びコラーゲン）の相互
作用を試験することにより目的プロテアーゼを用いて測定及び比較される。実際、プロテ
アーゼ活性は当業界に公知の適当な方法により決定される。プロテアーゼ活性を測定する
典型的な分析としては、限定されないが、スクシニル－Ａｌａ－Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ｐｈｅ
－ｐａｒａニトロアニリド（ＳＡＡＰＦｐＮＡ）（引用）分析；及び２，４，６－トリニ
トトベンゼン・スルホネートナトリウム塩（ＴＮＢＳ）分析がある。ＳＡＡＰＦｐＮＡ分
析において、プロテアーゼはペプチドとｐ－ニトロアニリン間の結合を切断し、４０５ｎ
ｍで目に見える黄色吸収が得られる。ＴＮＢＳ呈色反応法において、当該分析は遊離アミ
ノ基を含むポリペプチド中での基質の酵素的加水分解を測定する。これらのアミノ基はＴ
ＮＢＳと反応して黄色複合体を形成する。従って、反応の呈色がより深くなると、より多
くの活性が測定される。黄色呈色は当業界に公知の種々の分析器または分光光度計により
測定できる。
【００９０】
　種々のプロテアーゼのその他の特徴は当業界に公知の方法により測定できる。典型的な
特徴としては、限定されないが、熱安定性、アルカリ安定性及び種々の基質または緩衝液
また生成物設計における特定プロテアーゼの安定性がある。
【００９１】
　ここに記載の酵素安定性分析手順と組み合わせた場合、ランダム突然変異により得られ
た変異は、酵素的活性を維持しながら増加または減少したアルカリまたは熱安定性を示す
ものが同定できる。
【００９２】
　アルカリ安定性は公知の手順またはここに記載の方法により測定できる。アルカリ安定
性における実質的な変化は、前駆体タンパク質と比較した場合、変異体の酵素活性の半減
期が少なくとも約５％またはそれ以上増加または減少（ほとんどの実施態様において、好
ましくは増加）することにより証明される。
【００９３】
　熱安定性は公知の手順またはここに記載の方法により測定できる。熱安定性の実質的な
変化は、比較的高温及び中性ｐＨに曝露された場合前駆体タンパク質と比較して、変異体
の触媒活性の半減期が少なくとも５％またはそれ以上増加または減少（ほとんどの実施態
様において、好ましくは増加）することにより証明される。
【００９４】
　本発明のタンパク質変異体の多くは、パーソナルケアから工業生産に及ぶ多数の用途の
種々の組成物を処方するのに有用である。例えば、多数の公知化合物は本発明のタンパク
質変異体を含む洗剤組成物に有用な適した界面活性剤である。これらは非イオン性、陰イ
オン性、陽イオン性または両性イオン性洗剤を含む（例えば、米国特許第４，４０４，１
２８号、米国特許第４，２６１，８６８号、及び米国特許第５，２０４，０１５号を参照
）。従って、ここに記載するように特徴付けられる及び修飾されるタンパク質は種々の洗
剤用途において使用できる。当業者であれば異なる処方が洗浄組成物として使用できるこ
とを知っている。通常の洗浄組成物に加え、本発明のタンパク質変異体は天然または野生
型タンパク質が使用される目的においても使用できることは容易に理解される。従って、
これらの変異体は例えば、バー状または液体石けん用途、食器用製剤、表面洗浄用途、コ
ンタクトレンズ洗浄溶液及び／または製品、ペプチド加水分解、廃棄物処理、織物用途、
タンパク質製品の溶融切断酵素等においても使用できる。例えば、本発明の変異体は減少
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したアレルギー性に加え、洗剤組成物において高められた性能を含むことができる（前駆
体と比べて）。実際に、本発明の変異体は特定の用途に限定されるものではない。ここで
用いるように、“洗剤における高められた性能”とは、標準の洗浄サイクル後の通常評価
により決定した、特定の酵素敏感性のシミ（例えば、草または血液）の洗浄の増加として
定義される。
【００９５】
　いくつかの実施態様において、本発明の方法により提供されたタンパク質、特に酵素は
約０．０１～約５重量％（好ましくは０．１％～０．５％）のレベルでｐＨ６．５～１２
．０を有する公知の粉末及び液体洗剤に処方できる。いくつかの実施態様において、これ
らの洗剤洗浄組成物はさらに、プロテアーゼ、アミラーゼ、セルラーゼ、リパーゼまたは
エンドグリコシダーゼなどその他の酵素、及びビルダー及び安定剤を含む。
【００９６】
　従来の洗浄組成物に追加したタンパク質はいかなる特別の用途限定を生じない。言い換
えると、洗剤に適した温度及びｐＨはｐＨが上述の範囲内であり、温度が記載したタンパ
ク質の変性温度以下である限り、本組成物に関しても適している。さらに、本発明のタン
パク質は洗剤を含まなくても、さらに単独でまたはビルダー及び安定剤との組み合わせに
おいても洗浄組成物に使用できる。
【００９７】
　１の実施態様において、本発明は本発明の種々のタンパク質を含む織物処理のための組
成物を提供する。当該組成物は例えば、絹またはウールを処理するために用いることがで
きる（例えば、ＲＥ２１６，０３４；ＥＰ１３４，２６７；米国特許第４，５３３，３５
９号及びＥＰ３４４，２５９を参照）。いくつかの実施態様において、これらの変異体は
当業界に公知の方法に従い、タンパク質分解活性に関してスクリーニングする。
【００９８】
　上述の通り、好ましい実施態様において、本発明のタンパク質は、前駆体ＤＮＡにより
エンコードされる天然タンパク質と比較して、修飾された免疫反応を示す（例えば、抗原
性及び／または免疫原性）。好ましい実施態様において、タンパク質（例えば、プロテア
ーゼ）は減少されたアレルギー性を示す。本発明のプロテアーゼの使用は大部分が、タン
パク質の免疫特性について決定されることは当業者であれば容易に理解することである。
例えば、減少した免疫反応を示すプロテアーゼは洗浄組成物に使用できる。ここに記載す
る１以上の効果的な量のプロテアーゼ変異体はタンパク性汚れの除去が必要な種々の表面
洗浄に有用な組成物に使用できる。当該洗浄組成物は、塗装面のための洗浄組成物、織物
洗浄洗剤組成物、食器洗い組成物、口内洗浄組成物及び入れ歯洗浄組成物を含む。
【００９９】
　本発明の方法に従いランク付けされ、減少したアレルギー性／免疫原性を有する効果的
な量の１以上の関連及び／または変異体タンパク質は、爪及び髪などの角質物質に適用さ
れる種々の組成物において使用でき、限定されないが、ヘアスプレー組成物、ヘアシャン
プー及び／またはコンディショニング組成物、育毛調節の目的に適用される組成物、及び
脂漏症、皮膚炎及び／またはふけを処理する目的で髪及び頭皮に適用する組成物として有
用である。
【０１００】
　別の実施態様において、ここに記載する効果的な量の１以上のプロテアーゼ変異体は皮
膚または髪に対する局所的用途に適した組成物に含めて使用できる。これらの組成物はク
リーム、ローション、ジェル等の形態とすることができ、水性組成物として処方してもよ
く、または水性連続相中の１以上の油相乳液として処方してもよい。
【０１０１】
　さらに、減少したアレルギー性／免疫原性を有する関連及び／または変異体タンパク質
はその他の用途にも使用でき、医薬用途、ドラッグデリバリー用途、及びその他のヘルス
ケア用途がある。
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発明の詳細な説明
【０１０２】
　本発明は集団の免疫反応プロファイルを評価するための手段を提供する。特に、本発明
はヒト集団の免疫反応を定性評価する手段を提供し、ここで目的タンパク質に対する免疫
反応を分析する。本発明はさらに相対免疫原性に基づいてタンパク質をランク付けする手
段を提供する。さらに、本発明は種々の用途で使用するために減少した免疫原性を有する
タンパク質を作成する手段を提供する。
【０１０３】
　本発明は、目的タンパク質を表すペプチドのセットに対する個々のドナーの反応率を分
析することにより、任意のタンパク質の全体的な免疫原性の可能性を評価する方法を提供
する。これらの方法は関連タンパク質の免疫原性が最小の異性体を選択するために使用で
きる。さらに、これらの方法は減少した免疫原性を有する変異体タンパク質の開発を導く
ためにも使用できる。
【０１０４】
　いくつかの好ましい実施態様において、集団に基づいた免疫反応プロファイルは減少し
た免疫原性を有するタンパク質を開発するこれらの方法において使用できる。さらに、本
発明は特定集団が目的タンパク質に曝露されたかどうか、及び集団における個々間の免疫
反応レベルを決定するための手段を提供する。この決定は、バイオ製品、食品及び飼料、
タンパク質治療、パーソナルケア、ヘルスケア製品、洗剤及びその他の消費者関連商品な
どの用途に望ましい、変化した免疫原性特性を有するタンパク質の開発に有用な情報を提
供する。
【０１０５】
　本発明は集団の免疫反応を研究するための新規な手段を提供する。ここに示すように、
ヒトへの投与のためのタンパク質に関する用途の潜在性の決定は現在のところ非ヒト動物
モデルを活用している。さらに、アルゴリズムに基づいたＴ細胞エピトープ決定は本発明
の使用により提供される必要な情報を提供しない。実際に、本発明は個人及び集団の免疫
反応プロファイルを評価するための手段を提供し、タンパク質含有製品の合理的設計及び
開発のために重要な情報を提供する。
【０１０６】
　タンパク質のバックグラウンド反応及び構造値を分析することにより、目的タンパク質
の免疫の“経歴”が集団に基づいて決定できる。高バックグラウンド反応は集団の以前の
被曝を示す（すなわち、約４％以上の集団が試験タンパク質に対して免疫反応を示す）。
高構造値は、タンパク質が高バックグラウンドを有する場合、低バックグラウンド値を有
するタンパク質の潜在的な免疫原及び最近の、頻繁な“高品質”な免疫反応を示す。いく
つかの実施態様において、“高品質”免疫反応は高レベルの免疫原、免疫原に対する堅調
な免疫反応及び／または強い補助剤により増強された反応に起因して観測される。
【０１０７】
　いくつかの実施態様において、高バックグランドを有する低構造値は徐々に弱まる免疫
記憶反応、集団におけるまれな反応、外来性抗原により導入された耐性、及び／または多
種多様なタンパク質に対する反応（すなわち、“徐々に弱まる”記憶反応により生成され
るものでもある）を表す。通常の、非アレルギー性食品タンパク質はこの種類の反応プロ
ファイルで表されると考えられる。さらに、低構造値及び低バックグラウンド反応を有す
るタンパク質は集団において記憶反応がない比較的、非免疫原性タンパク質及び／または
ヒト集団が耐性化されたタンパク質を表す。いくつかの好ましい実施態様において、曝露
が低バックグラウンドレベルを有するタンパク質は“低アレルギー性”を有するために修
飾する（すなわち、ヒトまたはその他の動物に対する曝露において、免疫反応を誘導しな
いように、または低反応を誘導するように）。
【０１０８】
　通常のドナー集団に接触していないタンパク質のバックグラウンド値を定めるために、
Ｉ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析をプロテアーゼ、アミラーゼ、ラッカーゼ及びキチナーゼ
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などの１１の工業的酵素について行った（Ｍａｔｈｉｅｓ、Ｔｅｎｓｉｄｅ　Ｓｕｒｆ．
Ｄｅｔ．，３４：４５０－４５４［１９９７］を参照）。プロテアーゼの１つを２つの異
なる構成で生成したペプチドを用いて２回試験した（ＰｅｐＳｅｔ　ｖｅｒｓｕｓ　ｐｕ
ｒｉｆｉｅｄ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｆｒｏｍ　Ｍｉｍｏｔｏｐｅｓ）。ペプチドセット毎
に試験したドナーの数は１９～１１３と様々であった。各ペプチドセットにおけるペプチ
ドの数は８０～１８８と様々であった。反応を個々のペプチドの刺激指数（Ｓ．Ｉ．また
はＳＩ）が２．９５以上のとき、集計した。各ペプチドに反応する試験ドナーセットにお
けるドナー比率を計算した。各試験タンパク質のペプチド毎の平均反応比率を計算し、試
験したドナーの数に対してグラフに示す（図１１を参照）。相関係数はＲ２＝０．８６だ
った。相互関係の勾配は反応の平均蓄積率として３．０１％を示す。従って、工業的タン
パク質由来のペプチドを用いて試験した所定のドナーに関して、１００のうち３つのペプ
チドの平均は陽性（ＳＩ≧２．９５）反応に戻る。この平均反応率はエピトープペプチド
（下記参照）及び非エピトープペプチドの両方を含む。
【０１０９】
　バックグラウンド反応は完全なデータセット中のペプチド毎の反応比率を平均すること
によっても計算した。１２の試験のバックグラウンド反応を平均して、当該値は３．１５
＋／－０．４５（平均＋／－標準誤差）であり、相関関係トレンドラインの勾配により求
めた値と一致する。
【０１１０】
　本発明の開発において、タンパク質のグループを通常のヒト集団における被曝の推測に
基づいて選択した。これらのタンパク質はヒトパピローマ・ウイルス（ＨＰＶ）株１６及
び株１８　Ｅ６タンパク質、ブラジルナッツアレルゲン　Ｂｅｒ　ｅ１及びスタフィロキ
ナーゼを含んだ。ＨＰＶ１６及び１８は発癌性ＨＰＶウイルスの最も一般的な形態である
。これらのウイルスへの曝露レベルは若い女性の断面解析に関して５％以上と見積もられ
ている（Ｌａｚｃａｎｏ－Ｐｏｎｃｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｔｌ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　９
１：４１２－４２０［２００１］；Ｓｔｏｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉ
ｓ．，１８６：１３９６－１４０２［２００２］；Ｇｏｌｄｓｂｏｒｏｕｇｈ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｂｅｓ　６：４５１－４５７［１９９２］；及びＬｏｒ
ｉｎｃｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｏｂｓｔｅｔ．Ｇｙｎｅｃｏｌ．，７９：３２８－３３７［１
９９２］）。この率は場所と年齢とともに変化する。ブラジルナッツアレルギーは１％未
満の集団において起こるが、食物のブラジルナッツへの曝露は広範囲に及ぶ（Ｓｉｃｈｅ
ｒｅｒ　ａｎｄ　Ｓａｍｐｓｏｎ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｐｅｄｉａｔｒ．，１２：５６
７－５７３［２０００］）。さらに、ヒト末梢血液細胞培養物中のスタフィロキナーゼ特
異Ｔ細胞反応率は年齢とともに増加し、若いドナーは３０％が反応し、４０歳を超えたド
ナーは７０％以上が反応する（Ｗａｒｍｅｒｄａｍ　ｅｔ　ａｌ．．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．，１６８：１５５－１６１［２００２］）。これらの４つのタンパク質に対するペプチ
ドセットは地域コミュニティ血液バンクからのサンプルを用いて試験した。これらの４つ
全てのタンパク質に対するバックグラウンド反応は１１の工業的酵素に見られる平均反応
よりも高かった。これは、図１１から、１１の工業的酵素から得たデータに基づいた予測
値と比較して、高い全体的なバックグラウンド反応比率として、及びペプチド毎の高い反
応頻度の両方として示される。ＨＰＶ１６　Ｅ６及びスタフィロキナーゼに対するバック
グラウンド反応は著しく高かった。この結果はドナープールにおけるこれらのタンパク質
に対する推測曝露率と一致する。ＨＰＶ１８　Ｅ６及びＢｅｒ　ｅ１に対するバックグラ
ウンド反応は工業的タンパク質平均よりも高かったが、著しい違いはなかった。工業的タ
ンパク質値と比較したバックグラウンド値の増加は、振幅を増加し、所定のタンパク質に
対する全体的な反応の数及び複雑性を増加させるドナー集団におけるＣＤ４＋記憶反応の
寄与によるものである（Ｋｕｈｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　９７：１２７１１－１２７１６［２０００］；Ｍｕｒａｒｏ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６４：５４７４－５４８１［２０００］；及びＶａｎｄｅ
ｒｌｕｇｔ　ａｎｄ　Ｍｉｌｌｅｒ，Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２：８５－９



(29) JP 4430944 B2 2010.3.10

10

20

30

40

50

５［２００２］）。従って、高いバックグラウンド率は試験タンパク質に対する高いレベ
ルの感作を表す。しかしながら、本発明はこれらのタンパク質に関する全体的な反応に関
して特定のメカニズムに限定されるものではない。ここに記載するタンパク質に関して、
我々のドナー集団はＨＰＶ１６　Ｅ６及びスタフィロキナーゼに対して著しく被曝され、
ＨＰＶ１８　Ｅ６及びＢｅｒ　ｅ１に対してはほとんど被曝されないと結論付けることが
できる。Ｂｅｒ　ｅ１及びＨＰＶ１８　Ｅ６に対するバックグラウンド反応はタンパク質
への曝露を示唆するが、ＨＰＶ１６　Ｅ６またはスタフィロキナーゼのレベルでは示唆し
ない。
【０１１１】
　これらのタンパク質に加えて、ヒトタンパク質を表すペプチドセットも本発明の開発に
おいて試験した。これらのタンパク質はインターフェロン－β（ＩＦＮ－β）、免疫反応
時に広く発現されるサイトカイン、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、骨髄に発現が制限され
るサイトカイン、及び溶解性組換えサイトカイン受容体分子（腫瘍壊死因子受容体－１；
ＴＮＦ－Ｒ１）を含んだ。これらのタンパク質の４つ全てに対するバックグラウンド反応
は工業的酵素バックグラウンドデータに類似しており、ドナーは、非曝露またはこれらの
タンパク質に“ナイーブ”であるかのようにこれらのセットのペプチドに対して反応した
。これらのデータはこれらの特定タンパク質に対する周辺耐性の無知のメカニズムと一致
する。
【０１１２】
　別の実施態様において、試験タンパク質に関するＴ細胞及び／またはＢ細胞エピトープ
の評価を行う。さらに別の実施態様において、この評価は試験タンパク質の免疫原性／ア
レルギー性を減少させるために（すなわち、免疫原性が減少した変異体タンパク質を生成
するために）当該エピトープを合理的に変化させるのに利用される。これらの変異体タン
パク質はそれから、種々の用途で利用でき、限定されないが、バイオ製品、タンパク質治
療、食品及び飼料、パーソナルケア、洗剤、及びその他の消費者関連製品並びにその他の
治療管理、診断等を含む。
【０１１３】
　好ましい実施態様において、本方法は、抗原提示細胞、タンパク質の全体配列を包含す
る３アミノ酸で補正した１５マーペプチド、及び樹上細胞ドナー由来のＣＤ４＋Ｔ細胞と
して樹状細胞を用いる。“陽性”反応は、特定ペプチドに関するトリチウム化チミジン結
合の平均ＣＰＭがバックグラウンドＣＰＭより２．９５以上である場合、集計される。各
ペプチドについての結果は、通常ＨＬＡ対立遺伝子頻度（多少の変異あり）を反映すべき
大ドナーセットに関して集計する。“線形性からの違い”の測定に基づく統計的計算を行
い、この構造値はこれらのタンパク質の相対免疫原性をランク付けするために用いる。こ
こに示すように、本発明の方法を用いて得られたランク付け結果は免疫原性測定（すなわ
ち、Ｓａｒｌｏ［１９９７］、前述のＭＩＤ分析によるもの）及び職業被曝労働者におい
て（Ｓａｒｌｏ、前述参照）またはＧＰＩＴまたはＭＩＮＴ分析システム（Ｒｏｂｉｎｓ
ｏｎ、［１９９８］、前述参照）測定した場合の呼吸器系アレルゲンとしてのこれらタン
パク質のアレルギー性を綿密に反映する。
【０１１４】
　本発明の開発において、３つの公知の免疫原を含むタンパク質のセットに関する構造値
は比較的高く、これらのタンパク質が多数の曝露された人々において免疫反応を誘導でき
るであろうことを示した。反対に、マウスＶＨ３６－６０遺伝子ファミリーメンバーの構
造値は低く、予測免疫原性に釣り合ったものであった（Ｏｌｓｓｏｎ，Ｊ．Ｔｈｅｏｒ．
Ｂｉｏｌ．，１５１：１１１－１２２［１９９１］を参照）。最後に、β２－ミクログロ
ブリンの構造値は低く、この分子が周辺及び中心耐性メカニズムの両方を受けると推定す
ると、予測した通りであった（Ｇｕｅｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５
４：５４５－５５４［１９９５］を参照）。
【０１１５】
　別の実験において、ここに記載するように、２５の多様なタンパク質を試験した。これ
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らのデータは本発明を立証するための骨組みを提供し、本発明をこれらの２５のタンパク
質に限定する趣旨のものではない。実際に、本発明は適当な目的集団における適当な目的
タンパク質の分析において使用できる。上述の最初の実験を用いて、タンパク質をここに
記載したＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムで試験し、構造値を決定した。これらの
２５のタンパク質に関して、構造値及びバックグラウンド反応は、試験集団間で種々の目
的の特性を有する４つのタンパク質の小集団を描いた。ここに記載するランク付け方法は
低バックグラウンド反応を有するこれらのタンパク質について立証された。さらに、試験
タンパク質の全ては高バックグラウンド反応を有するタンパク質と比較した。タンパク質
の潜在的免疫原性をランク付けすることに加えて、これらの実施態様は、通常の集団が試
験タンパク質に対して起こす免疫反応の種類に関する情報を提供する。
【０１１６】
　本発明のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムで試験したタンパク質の比較免疫原性
は、タンパク質が同じ投与量、同じ処方、対応したドナーセット及び同じ投与過程におい
てｉｎ　ｖｉｖｏで比較されることを推測する。この分析はタンパク質における任意の処
理及び／または提示の違い、並びに通常の物理的及び構造的特性（すなわち安定性及び活
性）を除外する。
【０１１７】
　本発明は任意の目的タンパク質において、Ｔ細胞エピトープの位置測定を促進する方法
を提供する。例えば、いくつかの好ましい実施態様において、ＣＤ４＋Ｔ細胞エピトープ
は試験タンパク質に対して感作された個々を除外して測定する。従って、ペプチドエピト
ープの修飾は、減少した反応率がヒトにおいて効果的であることが予測されるように、感
作ボランティアを必要とせず達成できる。いくつかの実施態様において、修飾ペプチド変
異体へのドナー反応の分析は新しいタンパク質の構造値を計算するために使用する。例え
ば、図９に示すように、プロテアーゼ変異体は、親タンパク質と比較して、ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏで著しく少ない増殖を引き起こす減少した構造値を有するように構築する。
【０１１８】
　本発明はタンパク質の免疫原性を測定する明確な利点を提供する。本発明に対して、ヒ
トドナーの多数の複製を含むｉｎ　ｖｉｔｒｏでより少ない反応を引き起こすことにより
免疫原性が少なくなるように設計されたタンパク質変異体の試験はモルモットまたはマウ
スでは合理的に試験できない。トランスジェニックマウスは、通常１以上のＨＬＡ対立遺
伝子を発現せず、発現する場合にも、正しい状況で発現しないことが多いという事実によ
り、その実用性が制限される。
【０１１９】
　タンパク質のランク付けは折りたたみの違いの可能性を示唆しないが、モルモットとマ
ウスモデルにおける違いの可能性は不正確であり、研究所内及び実験内の変動の影響を受
け易いことは有名であり、マウスにより変形される。実際に、動物、特にモルモットにお
ける有効測定はせいぜい主観的な科学である。現在のところ、有効性を決定するための信
頼性のある方法はない。しかしながら、本発明は、動物実験から得られたデータを用いた
本発明の方法を用いて測定したデータ配列に基づきデータを出すことにより有効測定を行
うための手段を提供する。これらの有効値が構造値結果を標準化するために用いる動物デ
ータと同じ固有の不正確さを有しやすいという事実にも関わらず、本発明は免疫原性、特
にヒトにおける免疫原性を評価及びタンパク質の免疫原性を減少させる最善の方法を決定
するための非常に改善された手段を提供する。
【０１２０】
　さらに、本発明は、被験体を目的タンパク質に曝露する必要性なしに、ヒト被験体（ま
たはその他の動物）におけるタンパク質の相対免疫原性を測定するための手段を提供する
。従って、測定を行うために個々を潜在的なアレルギー性／免疫原性物質に感作させる危
険性がない。重要なことに、本発明はお互いを比較してタンパク質の免疫原性をランク付
けする、及び集団の免疫反応プロファイルを評価するための手段を提供する。実際、本発
明は免疫原性が減少したタンパク質を選択及び／または開発するための手段、及びタンパ
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ク質の合理的な修飾を目的とした手段を提供し、ヒト及びその他の動物、特にヒトでの使
用に適した低免疫原性変異体を作成及び試験する。
【０１２１】
　実験
　以下の実施例は特定の好ましい実施態様及び本発明の側面を説明するためのものである
が、本発明の範囲を制限するものとして解釈されるものではない。
【０１２２】
　以下の実験的記載において、以下の省略形は、ｅｑ（同等物）、Ｍ（モル濃度）、μＭ
（マイクロモル濃度）、Ｎ（通常）、ｍｏｌ（モル）、ｍｍｏｌ（ミリモル）、μｍｏｌ
（マイクロモル）、ｎｍｏｌ（ナノモル）、ｇ（グラム）、ｍｇ（ミリグラム）、ｋｇ（
キログラム）、μｇ（マイクログラム）、Ｌ（リットル）、ｍｌ（ミリリットル）、μｌ
（マイクロリットル）、ｃｍ（センチメートル）、ｍｍ（ミリメートル）、μｍ（マイク
ロメートル）、ｎｍ（ナノメートル）、℃（摂氏温度）、ｈ（時間）、ｍｉｎ（分）、ｓ
ｅｃ（秒）、ｍｓｅｃ（ミリ秒）、ｘｇ（時間比重（ｔｉｍｅｓ　ｇｒａｖｉｔｙ）、Ｃ
ｉ（Ｃｕｒｉｅｓ）、ＯＤ（光学密度）、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　
ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ダルベッコリン酸緩衝液）（ＤＰＢＳ）、ＨＥＰ
ＥＳ（Ｎ－［２－ヒドロキシエチル］ピペラジン－Ｎ－［２－エタンスルホン酸］）、Ｈ
ＢＳ（ＨＥＰＥＳ緩衝生理食塩水）、ＳＤＳ（ドデシル硫酸ナトリウム）、Ｔｒｉｓ－Ｈ
Ｃｌ（ｔｒｉｓ［ヒドロキシメチル］アミノメタン－塩酸塩）、クレノウ（Ｋｌｅｎｏｗ
）（ＤＮＡポリメラーゼＩ大（Ｋｌｅｎｏｗ）断片）、ｒｐｍ（１分当たりの回転数）、
ＥＧＴＡ（エチレングリコール－ｂｉｓ（β－アミノエチルエーテル）Ｎ、Ｎ、Ｎ’、Ｎ
’－テトラ酢酸）、ＥＤＴＡ（エチレンジアミンテトラ酢酸）、ＳＰＴ＋（皮膚プリック
テスト陽性）、ＳＰＴ－（皮膚プリックテスト陰性）、ＡＴＣＣ（米国菌培養収集所、ロ
ックビル、メリーランド州）、Ｃｅｄａｒ　Ｌａｎｅ（Ｃｅｄａｒ　Ｌａｎｅ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｉｅｓ，オンタリオ、カナダ）、Ｇｉｂｃｏ／Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ（Ｇｉｂｃｏ／Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、グランドアイランド、ＮＹ
）、Ｓｉｇｍａ（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ミズーリ
州）、Ｐｈａｒｍａｃｉａ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｐｉｓｃａｔａｗａ
ｙ，ニュージャージー）、プロクター＆ギャンブル（プロクター　アンド　ギャンブル、
シンシナティ、ＯＨ）、ジェネンコー（ジェネンコー・インターナショナル、パロ　アル
ト、カリフォルニア）、Ｅｎｄｏｇｅｎ（Ｅｎｄｏｇｅｎ、ウォバーン、マサチューセッ
ツ）、Ｃｅｄａｒｌａｎｅ（Ｃｅｄａｒｌａｎｅ、トロント、カナダ）、Ｄｙｎａｌ（Ｄ
ｙｎａｌ、ノルウェー）、Ｎｏｖｏ（Ｎｏｖｏ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ　Ａ／Ｓ、コペン
ハーゲン、デンマーク）、Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、ルイ
ビル、テキサス）、ＴｒｉＬｕｃ　Ｂｅｔａ（ＴｒｉＬｕｃ　Ｂｅｔａ、Ｗａｌｌａｃ、
フィンランド）、ＤｕＰｏｎｔ／ＮＥＮ（ＤｕＰｏｎｔ／ＮＥＮ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐ
ｒｏｄｕｃｔｓ，ボストン、マサチューセッツ）、ＴｏｍＴｅｃ（ハムデン、コネチカッ
ト）及びＳｔｒａｔａｇｅｎｅ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、ラ・ホーヤ、カリフォルニア）
である。
【０１２３】
　ペプチド
　全てのペプチドは市販のものから得た（Ｍｉｍｏｔｏｐｅｓ、サンディエゴ、カリフォ
ルニア）。ここに記載したＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムについて、目的のタン
パク質の全体的な配列を記載した３アミノ酸で補正した１５マーペプチドを複数ピン構成
（ｍｕｌｔｉｐｉｎ　ｆｏｒｍａｔ）で合成した（Ｍａｅｊｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．，１３４：２３－３３［１９９０］を参照）。ペプチドを約１～
２ｍｇ／ｍｌでＤＭＳＯ中で再懸濁させ、－７０℃で使用する前に保存した。各ペプチド
を少なくとも２回試験したが、小ペプチドセットに関しては（例えば、Ｂｅｒ　ｅ１）、
ペプチドを定期的に３回試験した。各ペプチドに関する結果を平均し、刺激指数（ＳＩ）
を各ペプチドに関して計算した。
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【０１２４】
　タンパク質配列
　以下のよく性格付けられた工業的酵素由来のアミノ酸配列を試験し、本発明の方法を用
いて順番にランク付けた。これらのタンパク質の配列はＭｅｄｌｉｎｅなどのデータベー
スから公に利用可能である。最も詳細にここに記載するタンパク質はＢ．レンタスズブチ
リシン（Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔアクセッション番号Ｐ２９６００）、ＢＰＮ’　Ｙ２１７Ｌ
（Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔアクセッション番号Ｐ００７８２）、ＡＬＣＡＬＡＳＥ（登録商標
）酵素（Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔアクセッション番号Ｐ００７８０）、及びα－アミラーゼ（
Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔアクセッション番号Ｐ０６２７８）を含む。
【０１２５】
　ヒトドナー血液サンプル
　ボランティアドナーのヒト血液軟膜サンプルを２つの商業的供給源から得た（Ｓｔａｎ
ｆｏｒｄ　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｅｎｔｅｒ，パロアルト、カリフォルニア及びＳａｃｒａｍｅ
ｎｔｏ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ，サクラメント、カリフォルニア）。軟
膜サンプルをさらに濃度分離により精製した。各サンプルは、市販のＰＣＲベースキット
を用いて（Ｂｉｏ－Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）ＨＬＡ－ＤＲ及びＨＬＡ－ＤＱに関してＨＬＡ
型だった。ドナープールにおけるＨＬＡ　ＤＲ及びＤＱ発現を、北米基準から著しく異な
らないように測定した（Ｍｏｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ．，６４：１０
１７－１０２７［１９９７］）。しかしながら、ドナープールはサンフランシスコ湾岸地
帯に共通する民族性をわずかに濃縮した証拠をまさに示した。
【０１２６】
　樹状細胞及びＣＤ４＋Ｔ細胞の調製
　単球をＡＩＭ　Ｖ培地中の樹脂に付着させることにより精製した（Ｇｉｂｃｏ／Ｌｉｆ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）。接着細胞を５００単位／ｍｌの組換えヒトＩＬ－４（
Ｅｎｄｏｇｅｎ）及び８００単位／ｍｌ組換えヒトＧＭ－ＣＳＦ（Ｅｎｄｏｇｅｎ）を含
んだＡＩＭ　Ｖ培地中で５日間培養した。５日目に、組換えヒトＩＬ－１α（Ｅｎｄｏｇ
ｅｎ）及び組換えヒトＴＮＦ－α（Ｅｎｄｏｇｅｎ）をそれぞれ５０単位／ｍｌ及び０．
２単位／ｍｌ加えた。７日目に、完全に成熟した樹状細胞を５０μｇ／ｍｌマイトマイシ
ンＣ（Ｓｉｇｍａ）を用いて、１時間、３７℃で処理した。処理した樹状細胞をＰＢＳ中
５０ｍＭ　ＥＤＴＡを用いて除去し、ＡＩＭ　Ｖ培地中で洗浄し、計算し、２×１０５細
胞／ｍｌでＡＩＭ　Ｖ培地中で再懸濁した。
【０１２７】
　ＣＤ４＋Ｔ細胞を、Ｃｅｌｌｅｃｔ　ＣＤ４カラム（Ｃｅｄａｒｌａｎｅ）を用いてヒ
ト末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）の冷凍アリコートから陰性選択することにより精製した。
ＣＤ４＋Ｔ細胞集団はトリパンブルー（Ｓｉｇｍａ）排除により判断して、定期的に８０
％以上純粋及び９５％以上生存可能であった。ＣＤ４＋Ｔ細胞を２×１０６細胞／ｍｌで
ＡＩＭ　Ｖ培地中で再懸濁した。
【０１２８】
　Ｉ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析条件
　ＣＤ４＋Ｔ細胞及び樹状細胞を丸底９６ウェルフォーマットプレート中に１００μｌの
各細胞混合物／ウェルでひいた。ペプチドを０．２５～０．５％　ＤＭＳＯ中、約５μｇ
／ｍｌの最終濃度になるように加えた。対照ウェルはペプチドを加えず、０．５％のＤＭ
ＳＯを含んだ。各ペプチドを２回試験した。培養物を３７℃、５％ＣＯ２、５日間で培養
した。５日目に、０．５ｕＣｉのトリチウム化チミジン（ＮＥＮ　ＤｕＰｏｎｔ）を各ウ
ェルに加えた。６日目に、培養物をＴｏｍＴｅｃマニュアルハーベスター（ＴｏｍＴｅｃ
）を用いてガラス繊維マット上に集菌し、それからシンチレーション計数処理した。増殖
を平均カウント毎分（ＣＰＭ）値を２通りの各ウェルセット（ＴｒｉＬｕｘ　Ｂｅｔａ）
について測定することにより評価した。この方法は、ここに引用するものとする米国特許
第６，２１８，１６５号及びＳｔｉｃｋｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅ
ｒ．２３：６５４－６６０（２０００）にも記載されている。
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【０１２９】
　データ分析
　各個々の軟膜サンプルについて、全ペプチドの平均ＣＰＭ値を分析した。各ペプチドの
平均ＣＰＭ値を対照（ＤＭＳＯのみ）ウェルの平均ＣＰＭ値で割り、“刺激指数”（ＳＩ
）を測定した。ドナーを各ペプチドセットを用いて、ペプチド毎に少なくとも２つの反応
の平均が蓄積するまで試験した。各タンパク質のデータはセット内の各ペプチドに対する
反応者比率を示すグラフにした。陽性反応をＳＩ値が２．９５以上である場合、照合した
。この値を正常集団分布中の３つの標準偏差の差異に近づくように選択した。評価する各
タンパク質について、個々のドナーによる個々のペプチドに対する陽性反応を蓄積させた
。所定のタンパク質に関するバックグラウンド反応を測定するために、当該セットにおけ
る各ペプチドの反応者比率を平均し、標準偏差を計算した。各ドナーのＳＩ値を各ペプチ
ドセット及び記録された反応者比率について編集した。各ペプチドセットの平均バックグ
ラウンド反応率を当該セットにおける全ペプチドの反応比率を平均することにより計算し
た。統計的有意性はデータセット内の各ペプチドに対する反応者の数のポアソン統計を用
いて計算した。ここに記載したように異なる統計的方法を用いた。ペプチドに対する反応
は、ペプチドに対するドナー反応の数がｐ＜０．０５のデータセットにより定義されたポ
アソン分布と異なる場合、有意であるとした。
【０１３０】
　ペプチド結合分析
　上述のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析に加え、ペプチド結合分析も行った。本発明の開
発において用いたペプチド結合分析は当業界に公知である（Ｓｏｕｔｈｗｏｏｄ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６０：３３６３－３３７３［１９９８］）。要するに
、ＨＬＡ－ＤＲ及び－ＤＱ分子をＥＢＶ形質転換細胞株のパネルから精製した。競合分析
を明確な標準ペプチド及び未知のペプチドを用いて行った。５０％の標準ペプチド結合と
競合することが必要な未知のペプチド量はそれから決定した（ＩＣ５０として示す）。
【０１３１】
　統計的方法
　ペプチド反応の統計的有意性をポアソン統計に基づいて計算した。反応者の平均頻度を
反応の合計数及び当該セット中のペプチドの数に基づいてポアソン分布を計算するために
用いた。反応はｐ＜０．０５の場合、有意であるとした。さらに、両者が正しいとする仮
説を用いて両側生徒ｔ－検定を行った。低バックグラウンド反応率を有するデータを用い
るエピトープ測定に関して、保守的ポアソンベースの式を適用した：

【数２】

【０１３２】
ここで、ｎはセット中のペプチドの数、ｘは目的ペプチドでの反応頻度、及びλはデータ
セット内の中央値反応頻度である。高バックグラウンド反応率を有するデータに基づいた
エピトープ測定に関して、ほとんどストリンジェントでない以下のポワソンベース測定を
用いた：
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【数３】

【０１３３】
ここで、λはデータセット内の中央値反応頻度、及びｘは目的ペプチドでの反応頻度であ
る。
【０１３４】
　別の実施態様において、構造決定を以下の式に基づいて計算した：
【数４】

【０１３５】
ここで、Σ（大文字シグマ）は各ペプチドに対する反応頻度の絶対値からセット内のペプ
チドの反応頻度を引いたものの合計であり、ｆ（ｉ）は個々のペプチドに関して反応頻度
として定義されるものであり、及びｐはペプチドセット内のペプチドの数である。
【０１３６】
　この方程式は“構造値”に等しい、１～２の値に回帰する。０の値は結果が構築しなく
ても完全であることを示し、２．０の値は全構造が一箇所の周辺で高度に構築されている
ということを示す。値が２．０に近づくと、タンパク質はより免疫原性が高くなる。従っ
て、低い値は免疫原性が低いタンパク質を示す。
【０１３７】
　ドナープール内のＨＬＡ型
　ＨＬＡ－ＤＲ及びＤＱ型を特定エピトープペプチドに対する反応に関して分析した。１
自由度のカイ二乗分析を有意性を決定するために用いた。対立遺伝子が反応者及び非反応
者プールの両方に存在した場合、相対危険度を計算した。
【０１３８】
　ＨＬＡ－ＤＲＢ１対立遺伝子発現を約１８５のランダムな個体に関して測定した。ＨＬ
Ａ型割り出しを低ストリンジェンシーＰＣＲ測定を用いて行った。ＰＣＲ反応をメーカー
（Ｂｉｏ－Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）の指示通りに行った。スタンフォード及びサクラメント
サンプルに関して編集されたデータは公表されている“Ｃａｕｃａｓｉａｎ（白人）”Ｈ
ＬＡ－ＤＲＢ１頻度（Ｍａｒｓｈ　ｅｔ　ａｌ．，ＨＬＡ　Ｆａｃｔｓ　Ｂｏｏｋ，Ｔｈ
ｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，サンディエゴ、カリフォルニア［２０００］、３９
８頁、図１を参照）に匹敵した。これらの地域のドナー集団はＨＬＡ－ＤＲ４及びＨＬＡ
－ＤＲ１５に富んでいた。しかしながら、これらの集団のこれらの対立遺伝子の頻度は、
十分にこれらの２つの対立遺伝子に関して報告されている範囲内である（ＨＬＡ－ＤＲ４
に関して５．２～２４．８％、及びＨＬＡ－ＤＲ１５に関して５．７～２５．６％）。同
様に、ＨＬＡ－ＤＲ３、－ＤＲ７及びＤＲ１１に関して、頻度は平均Ｃａｕｃａｓｉａｎ
（白人）頻度よりも低いが、それらの対立遺伝子に関して報告されている範囲内である。
また、注目すべきことは、ＨＬＡ－ＤＲ１５はサンフランシスコ湾岸地帯で多く代表され
る民族集団において高い頻度で見られる。
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【０１３９】
　実施例１
　４つの公知の呼吸器系アレルゲンの編集結果
　この実施例では、４つの公知の呼吸器系アレルゲンを試験するための、上述の本発明の
Ｉ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析及び方法を用いて得た結果について説明する。
【０１４０】
　Ａ．α－アミラーゼ
　これらの実験では、８２の個体をα－アミラーゼ配列から得たペプチドを用いて試験し
た。このセットにおけるペプチドに対するバックグラウンド反応は２．８０＋／－３．６
９％であり、十分に、３．１６＋／－１．５７の１１の工業的酵素を用いて試験して得た
全体的な平均内であった（データは示していない）。顕著な反応はα－アミラーゼのアミ
ノ酸３４－４８、１６０－１７４、及び４４２－４５６に注目した（図２を参照）。これ
らの反応３つ全てはバックグラウンド反応を上回る非常に有意性が高いものであった（ｐ
＜０．０００１）。
【０１４１】
　Ｂ．バチルス・レンタスズブチリシン
　これらの実験では、６５の個体をこのタンパク質の２つの複製ペプチドセットを用いて
試験し、当該結果を編集した。このペプチドセットのバックグラウンドは３．４５＋／－
２．９０％であったが、構築された範囲内であった。顕著な反応はアミノ酸１６０－１７
４に注目した（ｐ＝０．０００３）（図３参照）。
【０１４２】
　Ｃ．ＢＰＮ’Ｙ２１７Ｌ
　これらの実験では、１１３の個体を２つのペプチドセットを用いて試験した。このデー
タセットの編集した平均は３．６２％であった。顕著な反応はアミノ酸７０－８４及び１
０９－１２３に注目した（図４を参照）。反応の領域はアミノ酸１５４周辺にも注目した
。
【０１４３】
　Ｄ．ＡＬＣＡＬＡＳＥ（登録商標）酵素
　これらの実験では、９２の個体をこの酵素由来のペプチドを用いて試験した。このタン
パク質に対するバックグラウンド反応は低かった（２．３５％）。同じペプチドセットは
２つの時間的に間隔を空けた分析において試験し、当該データを編集した。さらにこのタ
ンパク質のセット内でかなり多くの無反応のペプチドがあった。顕著な反応はアミノ酸番
号１９－３３に注目した（ｐ＜０．０００１）（図５を参照）。
【０１４４】
　実施例２
　構造計算
　この実施例は４つの試験酵素に関して得られた構造値について説明する。構造値は試験
ドナーの数に依存する。データセットのほとんどにわたるゼロ反応率は構造値～１．０を
生じる。各ペプチドでの同じ数の反応は構造値０を生じる。従って、特定のペプチド及び
ペプチド領域に反応して正確に反映するデータのために、大部分のデータセットにわたる
反応が蓄積するまでペプチドセットを試験することが重要である。構造値は水平状態のレ
ベル（プラトーレベル）、通常ペプチド当たり２～３の反応、に達するまで試験ドナーの
数が増加すると減少する（図６を参照）。水平状態（プラトー）構造値は構造値を比較す
るために使用しなければならない。
【０１４５】
　各試験酵素に関して、データセット内の構造を計算するために編集反応を用いた。構造
値は、表１に示すように、アミラーゼは０．８１、ＡＬＣＡＬＡＳＥ（登録商標）酵素が
０．７２、Ｂ．レンタスズブチリシンが０．６４、及びＢＰＮ’Ｙ２１７Ｌが０．５３だ
った。
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【表１】

【０１４６】
　これらの結果は、ＣＤ４＋　Ｔ細胞活性がＳＩが２．９５以上生じる増殖レベルにより
測定された場合、その他のペプチドセットを用いて測定した活性と比較して、より多くの
活性がアミラーゼペプチドセットにより導入される、ということを示す。ＢＰＮ’Ｙ２１
７Ｌの結果はこのタンパク質配列由来のペプチドセットが最も活性が少なく、最も少ない
構造量であることを示す。構造値は４つの試験タンパク質を以下の通り順序付ける：アミ
ラーゼ＞ＡＬＣＡＬＡＳＥ（登録商標）酵素＞Ｂ．レンタスズブチリシン＞ＢＰＮ’Ｙ２
１７Ｌ。
【０１４７】
　実施例３
　動物モデルとの比較
　上述の通り、２つの動物モデルを工業的タンパク質のアレルギー性及び免疫原性の予測
のために用いた。従って、この実施例では、これらの２つの動物モデル間の比較及び本発
明の方法について説明する。モルモット（ＧＰＩＴ）及びＢＤＦ１マウス（ＭＩＮＴ）モ
デルの両方はタンパク質を以下のようにランク付ける：アミラーゼ＞ＡＬＣＡＬＡＳＥ（
登録商標）酵素＞Ｂ．レンタスズブチリシン＞ＢＰＮ’Ｙ２１７Ｌ。しかしながら、相対
値は異なる。図７はＧＰＩＴ（パネルＡ）及びＭＩＮＴ（パネルＢ）潜在値に対してグラ
フに描いた構造値を示す。本発明の方法を用いて得たヒト細胞ベースの構造データは両方
法との相関性を示す（Ｒ２値がそれぞれ０．８６及び０．８４）。
【０１４８】
　実施例４
　別のタンパク質の構造値
　この実施例では、別のタンパク質に関して得られた構造値について説明する。例えば、
構造値をＢｅｒ　ｅ１（すなわち、ブラジルナッツに見られる主なアレルゲン）、ヒト・
インターフェロン－β（ＩＦＮ－β）、ヒト・トロンボポエチン（Ｔｐｏ）、マウスＶＨ
３６－６０ファミリーメンバー及びヒトβ２－ミクログロブリンに関して計算した（表２
を参照）。
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【表２】

【０１４９】
　ヒトＩＦＮ－β、Ｔｐｏ及びＢｅｒ　ｅ１は全てヒトにおいて免疫反応を引き起こすこ
とが知られている（Ｓｃａｇｎｏｌａｒｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　
Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｒｅｓ．，２２：２０７－２１３［２００２］；及びＳｉｃｈｅｒｅ
ｒ　ａｎｄ　Ｓａｍｐｓｏｎ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｐｅｄｉａｔｒ．，１２：５６７－
５７３［２０００］；及びＬｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ　９８：３２４１－３２４８
［２００１］を参照）。ＩＦＮ－－β、Ｔｐｏ及びＢｅｒ　ｅ１の構造値は全て比較的高
い。マウスＶＨ領域の値は比較的低く、このタンパク質が比較的非免疫原性であるという
ことを示唆している。この結果はマウス重鎖ファミリーの潜在的免疫原性の構造分析に一
致するものである（Ｏｌｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，［１９９１］、上述を参照）。さらに
、β２－ミクログロブリンの結果は低く、この偏在的に発現するタンパク質に対する耐性
誘導に一致するものである（Ｇｕｅｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，［１９９５］上述）。
【０１５０】
　実施例５
　集団に基づいた免疫反応
　この実施例では、集団を集団に基づいて免疫反応を評価するために行う実験について説
明する。ドナー血液を上述の通り、スタンフォード及びサクラメントから得、この集団は
上述のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムにおいて試験したこれらのドナー血液から
得た一般的な米国サンプルの“白人”集団と統計的に異ならない分布を有する。構造値を
計算し、ペプチド当たり２以上の反応があった、Ｉ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析において
試験した全タンパク質に関して照合した。試験したタンパク質はＢｅｒ　ｅ１（ブラジル
ナッツアレルゲン）、ｓｃＦｖ（抗体の１本鎖Ｖ領域；ＶＨ及びＶＬ断片）、ＢＬＡ（β
－ラクタマーゼ）、ＩＦＮ－Ｂ（インターフェロン－β）、ＦＮＡ（ズブチリシン－ＢＰ
Ｎ’Ｙ２１７Ｌ）、α－アミラーゼ、Ｅ６（ＨＰＶ株１６、１８、３１及び３３における
ヒト乳頭腫ウイルスＥ６タンパク質）、Ｅ７（ＨＰＶ株１６、１８、３１、３３、４５及
び５２におけるＨＰＶ　Ｅ７タンパク質）、エグリン（リーチ（ｌｅｅｃｈ）プロテアー
ゼ阻害剤；ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＣＡＡ２５３８０）、ＲＥＣＫ（ヒトプロ
テアーゼ阻害剤、実際に９７１アミノ酸ＲＥＣＫタンパク質内の小ドメイン［ＧｅｎＢａ
ｎｋアクセッション番号ＮＰ＿０６６９３４］を試験した）、スタフィロキナーゼ、ＴＰ
Ｏ（ヒトトロンボポエチン）、ｅｃｏｔｉｎ（大腸菌Ｋ１２由来のセリンプロテアーゼ阻
害剤；ＧｅｎＢａｎｋアクセッション番号ＮＰ＿４１６７１３）；ＡＬＣＡＬＡＳＥ（登
録商標）酵素、サビナーゼ、ヒトβ－２ミクログロブリン、ｓＴＮＦＲ１（溶性腫瘍壊死
因子受容体１）である。これらの実験の結果を表３に示す。この表で、データはペプセッ
ト内の各ペプチドに対してどれだけのドナーが反応したか（すなわちＳＩ＞２．９５の増
殖反応を開始したか）を示す。
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【表３】

【０１５１】
　４つの曝露領域及び免疫反応レベルを測定した。ズブチリシン１０は相対構造値及びこ
らのタンパク質に関するバックグラウンド比率を示すグラフを提供する。四分儀“１”は
試験タンパク質に曝露されなかった集団における個々の数を反映し（１データポイント（
ひし形）により表される）、一方、四分儀“２”は試験タンパク質に曝露された集団にお
ける個々の数を反映し、ここで当該曝露はより最近で、より頻繁及び／または質的により
免疫原性であり、四分儀“３”は試験タンパク質に耐性を有した集団における個々の数及
び／または試験タンパク質が非免疫原性である数を反映し、及び四分儀“４”は試験タン
パク質に曝露されたが、曝露がかなり過去の場合、または不定期であった及び／または試
験タンパク質が質的にほとんど免疫原性を有さない集団における個々の数を反映する。
【０１５２】
　四分儀“１”におけるタンパク質はＢＬＡ、ＩＦＮ－β、ＦＮＡ、アミラーゼ、ＨＰＶ
３３　Ｅ６、ＨＰＶ４５　Ｅ７、ＴＰＯ、ＡＬＣＡＬＡＳＥ（登録商標）酵素及びＧＧ３
６であり、一方、四分儀“２”におけるタンパク質はＢｅｒ　ｅ１、ＨＰＶ１６　Ｅ６、
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ＨＰＶ１８　Ｅ６、ＨＰＶ３１　Ｅ６、ＨＰＶ１６　Ｅ７、ＨＰＶ３１　Ｅ７、ＨＰＶ３
３　Ｅ７、ＨＰＶ４５　Ｅ７、及びＨＰＶ５２　Ｅ７及びｅｃｏｔｉｎであり、四分儀“
３”におけるタンパク質はＨＰＶ１８　Ｅ７及びβ－２ミクログロブリン、及び四分儀“
４”におけるタンパク質はｓｃＦｖ、エグリン、ＲＥＣＫ、スタフィロキナーゼ、及びｓ
ＴＮＦＲ１である。従って、本発明が任意のタンパク質の集団に基づいた免疫反応を評価
するための手段を提供することが明らかである。
【０１５３】
　実施例６
　減少した構造値を有する変異体の作成
　この実施例は、減少した構造値を有する変異体を作成する方法を提供する。ヒトの免疫
原性を減少させるために設計した変異体タンパク質の全体的な免疫原性の計算に構造分析
がどのように使用できるかの例として、構造値を、ＢＰＮ’Ｙ２１７Ｌにおけるアミノ酸
７０－８４及び１０９－１２３に対する顕著な反応がバックグラウンドレベル反応に対し
て減少した変異体に関して計算した。４８の個体の限定データセットはＢＰＮ’Ｙ２１７
Ｌの７０－８４及び１０９－１２３領域に対するペプチド変異体を用いて試験した。変異
体に対する反応はバックグラウンドレベルであった。１１３の個体の完全なデータセット
はバックグラウンドレベルに対する７０－８４及び１０９－１２３への反応を減少させる
ことにより構造計算に関して修飾した。１１３の個体が親分子と共に試験されていた場合
、構造値は何であったかを予測するために、構造をこのように計算した。反応は計算から
除去されたので、等しい数の反応を反応の同じ全体的な割合を維持するためにデータセッ
トを通じてランダムに散在させた。修飾タンパク質変異体の構造値を０．４０になるよう
に計算した（表４を参照）。
【表４】

【０１５４】
　さらに、ｉｎ　ｖｉｔｒｏデータは低構造値を有するプロテアーゼ変異体がほとんど増
殖を誘導しないということを示した。これらの実験では、３０の地域ドナーからのＰＭＢ
Ｃは全タンパク質親酵素（ＢＰＮ’Ｙ２１７Ｌ）または変異体プロテアーゼを用いてパラ
メーター的に試験した。酵素を不活化し、５～４０μｇ／ｍｌの範囲の投与で試験した。
各タンパク質の達した最も高いＳＩ値を図９に示す。親プロテアーゼは０．５３の構造値
を有し、変異体は０．４０の構造値を有した。これらの３０のドナーについて試験した２
つのタンパク質に関する最適ＳＩ値間の違いは著しく、両側パラメーターｔ－試験値がｐ
＜０．０１であった。これらの結果は構造値を０．５３から０．４０に減少することは、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏの分子の抗原性に計り知れない影響を有することを示す。
【０１５５】
　本発明の好ましい方法において、変異体タンパク質を親タンパク質とｉｎ　ｖｉｔｒｏ
またはｉｎ　ｖｉｖｏで比較する場合、タンパク質は好ましくは同じ投与量、剤形、均一
なドナーセット、及び同じ投与曲線にわたって比較する。変異体タンパク質は親タンパク
質の、安定性及び活性など通常の物理的及び構造的性質を保持すべきである。さらに、構
造分析は親タンパク質及びその変異体間のいかなる処理上の違いも避けるものとする。
【０１５６】
　実施例７
　ＣＤ４＋Ｔ細胞エピトープの指定
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　この実施例では、非曝露及び曝露ドナーから得たデータを示す。これらのデータは上述
の実施例のデータに加えて提供するものである。
【０１５７】
　非曝露ドナー
　６５のドナーをバチルス・レンタスズブチリシンの配列をカバーするために合成した１
５マーペプチドのセットを用いて試験した。６５ドナーの各ペプチドに対する反応比率を
図１２Ａに示す。位置番号５４での顕著な反応は、アミノ酸１６０－１７４に対応し、明
らかである。別の顕著な領域もペプチド位置２３及び３１で明らかである（アミノ酸６７
－８１及び９１－１０５）。セット中のペプチドに対する反応頻度を図１２Ｂに示す。ア
ミノ酸１６０－１７４でのペプチドに対する反応頻度はセット中の他のペプチドに対する
反応頻度と異なることは明らかである。しかしながら、アミノ酸６７－８１及び９１－１
０５での反応の有意性を決定しなければならない。有意性は頻度データに関するポアソン
分布を設定し、それからセット中のペプチド数により表された値の数を含むデータセット
が問題の値を最も高いメンバーとして含むであろう確率を決定することにより決定した。
アミノ酸１６０－１７４により表されるペプチドに関して、この確立はｐ＝０．０００４
であった。他の２つのペプチドに関して、確立はｐ＝０．５０であった。
【０１５８】
　　エピトープ選択基準の試験として、スキンピック試験によりＢ．レンタスズブチリシ
ンに曝露されたことが確認された７のドナーセットをここに記載のＩ－ＭＵＮＥ（登録商
標）分析システムを用いても試験した。各ペプチドでの反応数は７人全部のドナーに関し
て示す（図１３を参照）。１のペプチドだけが２以上の反応を引き起こした。アミノ酸１
６３－１７７ペプチドに対する３人の反応者はＨＬＡ－ＤＲ２（１５）陽性ドナーの両方
を含んだ。このペプチドとＨＬＡ－ＤＲ２（１５）に対する反応との関連性は以前に注目
されていた（Ｓｔｉｃｋｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．，２３：６
５４－６６０［２０００］）。２人のドナーが、６７－８１領域を含む６のペプチド領域
に反応した。曝露ドナーデータ由来のペプチドは非曝露ドナーデータにおいて顕著なもの
は他になかった。６７－８１領域は関連プロテアーゼにおける公知のＣＤ４＋　Ｔ細胞エ
ピトープに対して高い相同性（１４／１５アミノ酸同一性）を有し、これらのドナーの半
分もこの第２のプロテアーゼに対してＳＰＴ＋であった。従って、控えめに見積もって、
実証された１のエピトープが非曝露ドナー集団中あることがわかり、このエピトープは実
証されたタンパク質曝露ドナーにより認識されたエピトープのセットにおいて顕著である
ことがわかる。
【０１５９】
　類似の結果がＢ．アミロリケファシエンス由来の他の関連ズブチリシンに関して観測さ
れた。有意性が高かった２つの顕著なエピトープ領域を記載し、これらの２つのエピトー
プも実証されたＳＰＴ＋ドナーのセットにおいて見つかった（データは示していない）。
上述の通り、より顕著なエピトープ領域が曝露ドナーの編集データに見られ、非曝露ドナ
ーセットで明確なエピトープペプチドはこれらの小集団であった。
【０１６０】
　記憶反応
　上述のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析をスタフィロキナーゼ配列由来のペプチドセット
について行った。通常の集団はこのタンパク質に対して時間とともに特異な反応を蓄積す
るという事実に起因して、スタフィロキナーゼをこれらの実験に関して選択した（Ｗａｒ
ｍｅｒｄａｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６８：１５５－１６１［２００
２］参照）。７２の地域のドナーのセットをこのタンパク質を用いて本発明のＩ－ＭＵＮ
Ｅ（登録商標）分析システムを用いて試験した。スタフィロキナーゼセットにおけるペプ
チドに対する反応を図１４Ａに示す。スタフィロキナーゼデータセットでは明確に顕著な
反応はない。Ｂ．レンタスズブチリシンに関する頻度データとは違って、その他のペプチ
ドに対する反応分布から明確に区別できる率で反応を蓄積した個々のペプチドがない場合
、これは頻度データにおいて明確に示される（図４Ｂを参照）。しかしながら、位置５（
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アミノ酸１３－２７）、２０及び２１（アミノ酸５８－７５）、２９（アミノ酸８５－９
９）及び３６（アミノ酸１０６－１２０）での顕著な反応率は重要である。データセット
はペプチド当たり４．４８の反応の平均反応を示す（バックグラウンド＝６．２２％、下
記の表５を参照）。この値がポアソン分布の中央値を特定するために使用される場合、上
述の顕著なペプチド全てによって示される反応頻度が有意である（ｐ＜０．０５）という
ことを示す保守的な分析はほとんどない。この分析は非曝露ドナーに見られるエピトープ
に対する有意性を割り当てるために用いる分析よりも保守性がかなり少なく、ポアソン分
布は中央バックグラウンド値により特定され、この値との違いは有意性を決定するために
用いる。
【表５】

【０１６１】
　このデータで“ａ”は“不適用”を示し、“ｂ”は図１１に示す１１の工業的タンパク
質から得たデータに基づく、試験ドナーの数に関してペプチド当たりの反応の予測数を示
し、“ｃ”は試験タンパク質に関して実験的に求めたペプチド値当たりの反応を示し、“
ｄ”は試験タンパク質に関してバックグラウンド反応値を示し、“ｅ”は試験タンパク質
のバックグラウンド反応と１１の工業的酵素に関するバックグラウンド値を比較する、両
側、不等変化ｔ－試験を示し、及び“ｆ”は“測定せず”を示す。
【０１６２】
　Ｉ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析で同定された５つのエピトープペプチドを、スタフィロ
キナーゼに対して抗原特異反応を有するドナー由来のクローンＣＤ４＋　Ｔ細胞系を用い
て特定された公開エピトープと比較した（図１５）。
【０１６３】
　１０人のドナーからのクローンＴ細胞を用いて特定した領域、Ｄ１、Ｆ２、Ｃ３及びＤ
４は、それぞれＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析同定ペプチド５、２０、２１及び３６に対
応するコア配列（反応クローンの大部分で共通するペプチド配列）を含む。Ｉ－ＭＵＮＥ
（登録商標）分析はＣＤ４＋　Ｔ細胞クローンを用いて検出されなかった位置２９（アミ
ノ酸８５－９９）でのエピトープペプチドを同定した。このペプチドはＨＬＡ－ＤＲ５（
１１）の存在に関連した。ＣＤ４＋　Ｔ細胞クローン研究にクローンを与えるドナーだけ
がこの対立遺伝子を持っており、それ故に、見逃されていたのであろう。もしくは、この
ペプチドはスタフィロキナーゼから処理できず、当該結果はそれ故にＩ－ＭＵＮＥ（登録
商標）分析データセット内で偽陽性となるのであろう。しかしながら、タンパク質のカル
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ボキシ末端、Ａ５領域はＴ細胞クローンにより認識されることが以前に報告されている（
Ｗａｒｍｅｒｄａｍ　ｅｔ　ａｌ．、上述を参照）。Ｉ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析は隣
接Ｄ４領域に対応する領域の小集団、ペプチド３６中のエピトープの位置を定めた。概し
て、エピトープ間の配列は記載したほとんど保守的でないエピトープ指定を用いて見つか
り、公表エピトープが優れていた。さらに、記録したＨＬＡ関連性は２つのデータセット
間で一致する（図１５を参照）。
【０１６４】
　陰性対照
　陰性対照として、ヒトβ２－ミクログロブリンも８７の地域ドナー由来サンプルを用い
てＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析において試験した。このタンパク質は全ての体細胞の表
面上のＨＬＡクラスＩ分子の一部として存在するので陰性対照として選択した。さらに、
β２－ミクログロブリンはＴ細胞成長中、胸腺において発現する。中枢性免疫寛容及び末
梢免疫寛容
の両方のメカニズムはＴ細胞レパートリーに影響を与え、β２－ミクログロブリン由来ペ
プチドに対して著しい交差反応でＣＤ４＋　Ｔ細胞を取り除く（Ｇｕｅｒｙ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５４：５４５－５５４［１９９５］を参照）。最終的に、
この分子中で最小限の対立遺伝子変異がある。１の対立遺伝子変異体がデータベース調査
において見つかった（示していない）。当該結果を図１６に示す。β２－ミクログロブリ
ンに対する平均バックグラウンド反応は３．９０＋／－１．８２パーセントである。ペプ
チドに対する反応比率を図１６Ａに示し、反応頻度を図１６Ｂに示す。低バックグラウン
ド反応率の非曝露ドナー集団に関する統計的方法に基づいて有意なペプチド反応はなかっ
た。
【０１６５】
　反応率の再現性
　エピトープペプチド反応の再現性をエピトープペプチドの繰り返し試験により測定した
。ペプチドを少なくとも２回合成し、複数の個々のドナーグループについて試験した。各
試験について試験を行ったドナーの数は２７～１０３人である。ペプチドに対する平均反
応比率を比較した。結果を表６に示す。４のエピトープペプチドに関する平均変動係数（
ＣＶ）は２０％であり、中央値は２１％であった。ＣＶの範囲は９．３～２７％であった
。これらの値は他のヒト細胞に基づいたｅｘ　ｖｉｖｏ分析と比べて勝るものである（Ｋ
ｅｉｌｈｏｌｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．，２５：９７－１３８［２
０００］；及びＡｓａｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｄｉａｇｎ．Ｌａｂ．Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．，７：１４５－１５４［２０００］）。表６において、“Ｓ．ｄ．”は標準偏差であ
り、“Ｓ．ｅ．”は標準誤差、及び“Ｓ．ｄ．／平均×１００”はＣＶ比率である。４つ
のペプチドの平均及び中央値を示す。
【表６】

【０１６６】
　結合研究を確認するエピトープ
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　ＨＬＡクラスＩＩタンパク質結合に関するＩＣ５０を２つの関連工業的細菌プロテアー
ゼにより特定されるペプチドエピトープに関して測定した（図１７参照）。ペプチドを１
８の異なるＨＬＡ－ＤＲ及びＤＱタンパク質への結合に関する競合分析において試験した
。Ｂ．レンタスズブチリシンにおける顕著なエピトープは２つの異なるフレーム（１６０
－１７４及び１５７－１７１）においてＨＬＡ－ＤＲ及び－ＤＱ分子の範囲で結合してお
り、乱雑な結合を示した。ＨＬＡ－ＤＲ２（１５）へのペプチド結合は、１２７ｎＭのＩ
Ｃ５０を有し、優れたものであった。ＨＬＡ－ＤＲ１だけがより低いＩＣ５０値を示した
。Ｂ．アミロリケファシエンスズブチリシンＢＰＮ’Ｙ２１７ＬにおけるＩ－ＭＵＮＥ（
登録商標）分析により特定された２つのエピトープのうち、第２のエピトープ（アミノ酸
１０９－１２３）はＨＬＡ分析及びこの実施例に記載した結合分析の両方において乱雑で
あった。第１のエピトープ（アミノ酸７０－８４）も試験したＨＬＡクラスＩＩ分子のほ
とんどに結合するが、０．６９ｎＭのＩＣ５０でＨＬＡ－ＤＲ６（１３）に結合する。こ
のことは、ＨＬＡ－ＤＲ６（１３）ドナー（ｐ＝０．０００１５、相対危険度＝７．２２
、ｎ＝１１３試験ドナー）の当該ペプチドに対する反応に関するデータに見られる関連性
を説明するようである。５００ｎＭ以下の値のこれら結果は優れた結合剤であると考えら
れ、図１７で太字で協調してある。また、この図において、縮退は、１８の試験した対立
遺伝子全てのうち、５００ｎＭ以下のＩＣ５０で結合するＨＬＡクラスＩＩタンパク質の
数を示す。
【図面の簡単な説明】
【０１６７】
【図１】図１は、公の“白人”ＨＬＡ－ＤＲＢ１集団と比較した地域ドナー集団の１８４
ランダム個体に関するＨＬＡ－ＤＲＢ１対立遺伝子の平均頻度を示す。
【図２】図２は、バチルス・リケニフォルミスα－アミラーゼ由来ペプチドを用いて試験
した８２のランダム個体の集団から得た反応者比率を示す。３アミノ酸で補正される連続
した１５マーペプチドをｘ軸に記載し、各ペプチドに反応するドナー比率をｙ軸に示す。
【図３】バチルス・レンタスズブチリシン由来ペプチドを用いて試験した６５のランダム
個体の集団から得た反応者比率を示す。３アミノ酸で補正される連続した１５マーペプチ
ドをｘ軸に記載し、各ペプチドに反応するドナー比率をｙ軸に示す。
【図４】バチルスＢＰＮ’ズブチリシンＹ２１７Ｌ由来の２つのペプチドセットを用いて
試験した１１３のランダム個体の集団から得た反応者比率を示す。３アミノ酸で補正され
る連続した１５マーペプチドをｘ軸に記載し、各ペプチドに反応するドナー比率をｙ軸に
示す。
【図５】ＡＬＣＡＬＡＳＥ（登録商標）酵素由来ペプチドを用いて試験した９２のランダ
ム個体の集団から得た反応者比率を示す。３アミノ酸で補正される連続した１５マーペプ
チドをｘ軸に記載し、各ペプチドに反応するドナー比率をｙ軸に示す。
【図６】図６は、計算構造値がペプチドごとの反応の数が増加するにつれて減少すること
を示すグラフである。示された構造値は、反応が蓄積するごとに、α－アミラーゼ（四角
）及びＢＰＮ’Ｙ２１７Ｌ（ひし形）に関して測定した。
【図７Ａ】パネルＡはＧＰＩＴランク付けデータと４つの工業的酵素の構造指数値間の比
較を提供する。モルモットベースの分析で測定したα－アミラーゼ、ＡＬＣＡＬＡＳＥ（
登録商標）酵素、ＢＰＮ’Ｙ２１７Ｌ及びＢ．レンタスズブチリシンの相対アレルゲン性
を構造指数値（ｙ軸）と比較する。
【図７Ｂ】パネルＢはＭＩＮＴランク付けデータと４つの工業的酵素の構造指数値間の比
較を提供する。マウスベースの分析で測定したα－アミラーゼ、ＡＬＣＡＬＡＳＥ（登録
商標）酵素、ＢＰＮ’Ｙ２１７Ｌ及びＢ．レンタスズブチリシンの相対アレルゲン性を構
造指数値（ｙ軸）と比較する。
【図８】図８は、ＢＰＮ’Ｙ２１７Ｌ変異体に関する構造を計算するために使用される変
異体ペプチド反応を示す制限データセットを表すグラフである。４８の地域ドナーはＢＰ
Ｎ’Ｙ２１７Ｌの配列由来ペプチドを用いて試験した。３アミノ酸で補正される連続した
１５マーペプチドをｘ軸に記載し、各ペプチドに反応するドナー比率をｙ軸に示す。最後
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【図９】ＢＰＮ’Ｙ２１７Ｌ（白ぬき三角形、構造値＝０．５３）及び非修飾ＢＰＮ’Ｙ
２１７Ｌ変異体（黒塗り四角、構造値＝０．４０）に対する３０の地域ドナー由来のＰＢ
ＭＣの最大増殖反応を示すグラフである。各ドナーの最大反応はｙ軸上に示される。２．
０のＳＩを“陽性”反応に関して切り捨てた。ＢＰＮ’Ｙ２１７Ｌと変異体間の増殖反応
における違いはｐ＜０．０１だった。
【図１０】実施例５で試験した２５タンパク質に対する相対構造値及びバックグラウンド
反応比率を示すグラフである。
【図１１】試験したドナーの各１１の試験タンパク質に関する平均反応比率／ペプチドを
示すグラフである。
【図１２Ａ】Ｂ．レンタスズブチリシン（ｎ＝６５地域ドナー）に対する反応頻度を示す
グラフを提供する。パネルＡはズブチリシン配列を記載する線状ペプチドに対する反応比
率を示す。連続ペプチドをｘ軸上に示す。６５のドナー内の反応比率はｙ軸上である。
【図１２Ｂ】Ｂ．レンタスズブチリシン（ｎ＝６５地域ドナー）に対する反応頻度を示す
グラフを提供する。パネルＢはセット内の反応頻度を示す。Ｂ．レンタスペプチドセット
内のペプチドに対する反応頻度を示す。
【図１３】７つのＳＰＴ＋（スキンピックテスト陽性）ドナーのＢ．レンタスペプチドに
対する反応を示す。スキンピックテストによりＢ．レンタスズブチリシンに対して感作し
たことを確認した７ドナーからのＰＢＭＣをＢ．レンタスズブチリシンペプチドに対する
それらの反応を試験するための本発明のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析に用いた。ペプチ
ドに対する反応は２．９５以上のＳＩが観測された場合、陽性であると考えられる。各ペ
プチドに反応したドナーの数をｙ軸上に示す。連続Ｂ．レンタスペプチドをｘ軸上に示す
。
【図１４Ａ】スタフィロキナーゼに関するＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析データ結果を示
すグラフである。パネルＡはペプチドごとの反応者比率を与える（ｎ＝７２）。連続スタ
フィロキナーゼペプチドはＸ軸上に示す。７２のドナーセット内の反応比率はｙ軸上に示
す。
【図１４Ｂ】スタフィロキナーゼに関するＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析データ結果を示
すグラフである。パネルＢはペプチドごとの反応頻度を示す。
【図１５】本発明のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムを用いて得たＩ－ＭＵＮＥ（
登録商標）分析結果間のエピトープ配列及びスタフィロキナーゼに関して公表されている
エピトープを示す表である。
【図１６Ａ】β２－ミクログロブリンに関するＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析結果を示す
グラフである。パネルＡはペプチドごとの反応者比率を与える（ｎ＝８７）。連続ヒトβ
２－ミクログロブリンペプチドをＸ軸上に示す。８７のドナーセット内の反応比率はｙ軸
上に示す。
【図１６Ｂ】β２－ミクログロブリンに関するＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析結果を示す
グラフである。パネルＢはペプチドごとの反応頻度を示す。
【図１７】本発明のＩ－ＭＵＮＥ（登録商標）分析システムにより細菌性プロテアーゼに
おいて同定されたエピトープペプチドに関するＩＣ５０結合値を示す表である。５００ｎ
Ｍ以下の値は優れた結合剤であると考えられ、表中、太字で強調して示す。縮退は試験し
た１８の合計対立遺伝子からの５００ｎＭ以下のＩＣ５０と結合するＨＬＡクラスＩＩタ
ンパク質の数を示す。
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