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(57)【要約】
本発明は、非共有的結合性相互作用の領域を介して互いに結合する少なくとも２の構成員
を含む多量体タンパク質において、該構成員の第１は、活性化されると該第１の構成員中
の共有結合を開裂する条件的反応基を含む、多量体タンパク質に関する。共有結合の開裂
は、該非共有的結合性相互作用の領域を介して少なくとも２の構成員を互いに結合する結
合強度の減少という結果になる。結合強度の減少は、穏やかな条件化での構成員の分離を
もたらしうる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　非共有的結合性相互作用の領域を介して互いに結合する少なくとも２の構成員を含む多
量体タンパク質において、該構成員の第１は、化学的または物理的な信号により活性化さ
れると、該第１の構成員中の共有結合を開裂し、該非共有的結合性相互作用の強度を減少
させる条件的反応基を含み、該第１の構成員はペプチドを含み、かつ第２の構成員はポリ
ペプチドを含む、上記多量体タンパク質。
【請求項２】
　該多量体タンパク質が主要組織適合複合体（MHC）分子またはその機能的な部分、誘導
体および/または類似体を含む、請求項１に記載の多量体タンパク質。
【請求項３】
　該条件的反応基が光感受性または過ヨウ素酸塩感受性基、あるいはその機能的等価体を
含む、請求項１または２に記載の多量体タンパク質。
【請求項４】
　該光感受性基が３-アミノ-３-（２-ニトロフェニル）プロピオン酸またはその機能的等
価体を含む、請求項１～３のいずれか一つに記載の多量体タンパク質。
【請求項５】
　該過ヨウ素酸塩感受性基がジヒドロキシ部分を含む、請求項１～４のいずれか一つに記
載の多量体タンパク質。
【請求項６】
　該ＭＨＣ分子または該ＭＨＣ分子の機能的な部分、誘導体および/または類似体のペプ
チド結合性の溝にペプチド抗原を含み、かつ該ペプチド抗原が条件的反応基を含む、請求
項５に記載のＭＨＣ分子。
【請求項７】
　請求項１～７のいずれか一つに記載の多量体タンパク質を含む組成物。
【請求項８】
　該多量体タンパク質が、主要組織適合複合体（ＭＨＣ)分子またはその機能的な部分、
誘導体および/または類似体を含み、かつ該構成員の少なくとも１が該ＭＨＣ分子または
その機能的な部分、誘導体および/または類似体のペプチド結合性の溝中のペプチド抗原
である、請求項７に記載の組成物。
【請求項９】
　該ペプチド抗原が該条件的反応基を含む、請求項８に記載の組成物。
【請求項１０】
　さらに追加的ペプチドを含む請求項８に記載の組成物。
【請求項１１】
　該追加的ペプチドが該ＭＨＣ分子のペプチド結合性の溝中で結合することができる抗原
性ペプチドである、請求項１０に記載の組成物。
【請求項１２】
　一時的ペプチドを、MHC分子に対する弱められた結合親和性を示す少なくとも２のより
小さなペプチドへと、活性化されると開裂する少なくとも１の条件的反応基を有する該一
時的ペプチドを含むMHC分子を製造することを含む、MHC分子またはその機能的な部分、誘
導体および/または類似体を製造する方法。
【請求項１３】
　さらに、該条件的反応基を活性化することを含む請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　さらに、該ＭＨＣ分子のペプチド結合性の溝へ結合するための所望のペプチドを該ＭＨ
Ｃ分子またはその機能的な部分、誘導体および/または類似体に備える、請求項１３に記
載の方法。
【請求項１５】
　開裂した一時的ペプチドを該ＭＨＣ分子から効果的に除去する条件下で、該所望ペプチ
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ドを有する該ＭＨＣ分子を温置することを含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　請求項１２～１５のいずれか一つに記載の方法により入手可能なＭＨＣ分子。
【請求項１７】
　請求項１６に記載のＭＨＣ分子を含む組成物であって、条件的反応基を含むペプチドま
たはその誘導体を含むＭＨＣ分子複合体、および追加ペプチドを含むＭＨＣ分子複合体を
含む組成物。
【請求項１８】
　請求項１～６のいずれか一つに記載の少なくとも２の多量体または請求項１６に記載の
少なくとも２のＭＨＣ分子を含む複合体。
【請求項１９】
　請求項１～６のいずれか一つに記載の少なくとも２の多量体、請求項７～１１のいずれ
か一つに記載の組成物、または請求項１６に記載のＭＨＣ分子を含む、固体表面。
【請求項２０】
　さらに、該所望ペプチドが該ＭＨＣ分子に結合することを検出することを含む、請求項
１２～１５のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２１】
　該結合が、該ペプチドに関連づけられた標識を検出することにより検出される、請求項
２０に記載の方法。
【請求項２２】
　該ペプチドが該標識を含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　該ペプチドの該ＭＨＣ分子への該結合が蛍光異方性の手段により測定される、請求項２
０～２２のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２４】
　被検または対照化合物の存在下で該所望ペプチドの結合を判定するための、請求項２０
～２３のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２５】
　ワクチン中で、アミノ酸配列ＡＭＤＳＮＴＬＥＬを含む単離されたおよび/または合成
されたペプチドを使用する方法。
【請求項２６】
　インフルエンザに対するワクチンの調製のために、アミノ酸配列ＡＭＤＳＮＴＬＥＬを
含む単離されたおよび/または合成されたペプチドを使用する方法。
【請求項２７】
　アミノ酸配列ＡＭＤＳＮＴＬＥＬを含む単離されたおよび/または合成されたペプチド
を含む、請求項１６に記載のＭＨＣ分子。
【請求項２８】
　該ペプチドに特異的であるＴ細胞を検出するための請求項２７に記載のＭＨＣ分子。
【請求項２９】
　該ペプチドに特異的であるＴ細胞のための組成物の調製のために請求項２７に記載のＭ
ＨＣ分子を使用する方法。
【請求項３０】
　個人の血液サンプルに請求項２７に記載のＭＨＣ分子を備える、および該血液サンプル
中の細胞への該ＭＨＣ分子の結合を分析することを含む、該個人のインフルエンザを診断
する方法。
【請求項３１】
　アミノ酸配列ＡＭＤＳＮＴＬＥＬを含む単離されたおよび/または合成されたペプチド
、および任意的に免疫増強剤および/または適当な添加剤を、個人に与えることを含む、
インフルエンザに対して該個人を免疫する方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、分子を結合する分野に関するものである。特に、タンパク質性多量体分子の
構成員間の非共有的結合性相互作用を破壊する手段及び方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　非共有的結合性相互作用は非常に重要であり、特に生物学の分野においてそうである。
非共有的結合性の結合はDNA２重らせんの２本の鎖を一緒に保持し（水素結合）、ポリペ
プチドをαヘリックスおよびβコンフォメーションのような２次構造へと折りたたみ、酵
素をそれらの基質と結合できるようにし、抗体をそれらの抗原と結合できるようにし、転
写因子を互いに結合できるようにし、転写因子をDNAに結合できるようにし、タンパク質
（例えばいくつかのホルモン）をそれらの受容体に結合できるようにし、リボソーム、ア
クチンフィラメント、微小管等々のような巨大分子機構の会合を可能にする。
　非共有的結合性の力の３つの基本的種類がある。すなわち、イオン相互作用、疎水性相
互作用および水素結合である。
【０００３】
　タンパク質相互作用により例示されるイオン相互作用
　何らかのpHで、タンパク質は、互いにまたは他の種類の分子とそれが結合することに関
与しうる荷電基を有している。例えば、アスパラギン酸（Asp）やグルタミン酸（Glu）残
基の負に荷電したカルボキシル基は、リジン（Lys）やアルギニン（Arg）残基の正に荷電
したプロトン化アミノ基により引き寄せられうる。
　イオン相互作用は、pHの変化に高い感受性がある。pHが落ちると、H+ はアスパラギン
酸（Asp）およびグルタミン酸（Glu）のカルボキシル基（COO-）に結合し、それらの負の
電荷を中和し、そしてH+ はリジン（Lys）およびアルギニン（Arg）のアミノ（NH2）基の
窒素原子上の占有されていない電子対に結合して、それらに正の電荷を与える。その結果
、分子上の正味の電荷が変化する（より正に荷電する）だけでなく、その側鎖または主鎖
の集団が他の分子およびイオンとイオン（静電気的な）相互作用を有する機会の多くが変
えられる。pHが上昇すると、H+がAspおよびGluのCOOH基から除去されて、それらに負の電
荷を与え（COO-）、そしてH+がLysおよびArgのNH3+基から除去されて、それらの正電荷を
除去する。その結果、分子上の正味の電荷が変化し（より負に荷電する）、そしてやはり
、その側鎖または主鎖の集団が他の分子またはイオンと静電気的な相互作用を有する機会
の多くが変えられる。
　イオン相互作用は塩濃度にも感受性がある。塩濃度の上昇は、荷電残基に競合イオンを
供与することによりイオン的な結合の強度を下げる。
【０００４】
　タンパク質相互作用により例示される疎水性相互作用
　フェニルアラニンおよびロイシンのようなアミノ酸の側鎖（R基）は非極性であり、こ
の故に水のような極性分子とはほとんど相互作用しない。この理由のために、球状タンパ
ク質中の非極性残基の多くは分子の内側を向いており、一方、アスパラギン酸やリジンの
ような極性基群は、溶媒にさらされる表面にある。非極性残基が２つの異なる分子の表面
にさらされている場合には、それら２つの“油性”の非極性表面が、互いに緊密に近寄り
、それらの間の極性水分子を追いやることが、エネルギー的により有利である。
　疎水性相互作用の強度は、pHまたは塩濃度の変化によって、感知できるほど影響されな
い。
【０００５】
　タンパク質相互作用により例示される水素結合
　水素結合は、強く電気陰性の原子（例えば、酸素、窒素）が水素原子に近づくときはい
つも生じ、該水素原子は第２の強く電気陰性の原子と共有結合的に結合されている。
　いくつかの一般例がある；タンパク質中の別々のペプチド結合の-C=O基とH-N-基の間（
αヘリックスおよびβコンフォメーションを生じる）；タンパク質中のセリンおよびスレ
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オニン残基中の-C=O基とヒドロキシル（H-O-）基およびシステインのSH基の間、さらに糖
の中のそれらとの間。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　非共有的結合性相互作用は、一つ一つは弱いが集合すると強いという特性がある。非共
有的結合性相互作用の３つの種類すべては、共有結合（結合エネルギーは90-100 kcal/mo
le）と比較すると、一つ一つは弱い（ほぼ5kcal/mole程度）。中間の結合エネルギー（す
なわち、15および70 kcal/moleの間）を有する結合の種類がある。本発明では、そのよう
な種類の結合は、もし或る環境下でふたつのタンパク質性分子を会合させるためにそれら
では不十分であるならば、非共有的結合性であるとみなされる。言い換えると、非共有的
結合性の結合は、互に作用する相当な数の相互作用が、構造を一体に維持するために必要
とされるものである。これらの相互作用が有する限定的な強度は、相互に作用する基が互
いに緊密に（１オングストロームまたはそれ以下）近づくことができることを必要とする
。
【０００７】
　従って、２以上の構成員を含む多量体は、ひとつの観点では、もし90-100 kcal/mole未
満の結合エネルギーをそれぞれ有する少なくとも３および好ましくは少なくとも５の結合
により、２またはそれ以上の構成員が連結されているならば、非共有的結合性の結合によ
り互いに保持されていると言われる。２本のタンパク質鎖を連結する典型的なシステイン
ジスルフィド架橋は約65 kcal/moleの結合エネルギーを有する。しかしながら、この結合
の強度は、還元性/酸化性の環境に非常に依存している。従って、本発明では、２または
それ以上の構成員の鎖を連結する結合が、65 kcal/mole未満、典型的には20 kcal/mole未
満の結合エネルギーをそれぞれ有するときは、多量体は非共有的結合性の結合により互い
に保持されていると言われる。通常は、該結合のそれぞれは約５ kcal/moleの結合エネル
ギーを有する。従って、非共有的結合性の結合により互いに保持される多量体中の２また
はそれ以上の構成員は、構造を一体に維持するために共に作用する相当な数の非共有的結
合性相互作用を有し、そして少なくとも２つの相互作用する表面の実質的な面積が互いに
緊密に近づくことができるようにする表面トポグラフィーを有する；すなわち、それらは
お互いにフィットしなければならない。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、非共有的結合性相互作用の領域を介して、タンパク質性多量体分子中の構造
を一体に維持するために、多くの弱い結合が必要とされる特徴を利用する。本発明では、
多量体中の該非共有的結合性相互作用に関与する少なくとも１の構成員が、多量体の該少
なくとも１の構成員の少なくとも１の共有結合を開裂することにより、少なくとも２の新
規構成員に分解される。１の共有結合の開裂は、もともとの多量体よりもひとつ多い構成
員を有する多量体を生じる。２の共有結合の開裂は、２つ多い構成員を有する多量体を生
じる、など。多量体中の少なくとも１の共有結合の開裂は、多量体の構成員当たりの非共
有的結合性相互作用の数の減少を生じる。本発明では、この減少が、多量体から少なくと
も１の構成員の解離を引き起こすために用いられる。本発明では、共有結合の開裂は、非
共有的結合性の結合が多量体の一体性を維持するために不十分であるように、多量体中の
構成員あたりの非共有的結合性の結合の数を減らすために用いられ、または共有結合の開
裂は、変更が起こった構成員のコンフォメーションを変化させるために用いられ、そして
その結果、多量体から少なくとも１の構成員の遊離を引き起こす。少なくとも１の構成員
の遊離の後、生じた構成員は単量体、多量体またはそれらの組み合わせでありうる。ペプ
チド中の共有結合の開裂は、酵素的な手段、化学的な手段または物理的な手段によりなさ
れうる。本発明で用いられた共有結合の開裂は、好ましくは化学的または物理的であり、
すなわち、好ましくは非酵素的である。より好ましくは、結合の開裂は化学的または光に
より誘発可能なものである。さらには、共有結合はペプチド骨格中で開裂されることが好
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ましい。好ましく開裂される共有結合は、ペプチド結合の隣にある結合である（従って、
窒素原子の反対側の結合である）。
【０００９】
　本明細書で用いられる語、タンパク質性多量体分子は、非共有的結合性相互作用の領域
を介して互いに会合される２またはそれ以上の構成員を含むタンパク質性分子を言う。少
なくとも２の構成員は、非共有的結合性相互作用を介して互いに連結されるのみであり、
そして共有結合を介してではない。語「タンパク質性多量体分子」と「多量体タンパク質
」は、本明細書中では交換可能に用いられる。本発明のタンパク質性多量体分子は概して
少なくとも１のポリペプチドを含む。
【００１０】
　非共有的結合性相互作用の領域という言葉は、２またはそれ以上の構成員が少なくとも
３、好ましくは少なくとも５の非共有的結合性の結合を介して互いに会合および相互作用
する領域を示す。非共有的結合性相互作用のこの領域は、好ましくは該２またはそれ以上
の構成員を互いに連結する共有結合を含まない。全ての原子が該領域での非共有的結合性
相互作用に関与するわけではないことは、明白である。同様に、もしその領域が２の（ポ
リ）ペプチドが会合する領域であるならば、全てのアミノ酸が該領域での非共有的結合性
相互作用に関与することは必要とされない。
【００１１】
　「単量体」は、全ての非共有的結合性の結合が破壊された場合に、構成要素がいまだ共
有結合的に互いに会合されている分子を云うために、本明細書では用いられる。多量体中
の１より多い単量体が、互いに同じまたは異なっていてよい。
【００１２】
　語「構成員」は、多量体の他の構成員と非共有的結合的に連結されている多量体中の実
体を云うために、本明細書では用いられる。これら２の構成員は共有結合を介して連結さ
れていない。構成員は、好ましくはタンパク質性分子であるが、必ずしもそうである必要
はない。構成員は概して（ポリ）ペプチドであるが、必ずしもそうである必要はない。本
発明のタンパク質性多量体分子は、好ましくは多量体タンパク質である。本発明による多
量体タンパク質は、好ましくは、ペプチドを有する第１の構成員および（ポリ）ペプチド
および/またはタンパク質を含む少なくとも第２の構成員を含む。該ペプチドは、好まし
くは該条件的反応基を含む。
【００１３】
　タンパク質性分子は、互いのペプチド性連結中に少なくとも２のアミノ酸を含む。それ
は、概して、互いのペプチド性連結中に、少なくとも８アミノ酸またはそれの機能的等価
物を含む。
【００１４】
　本発明では、ポリペプチドはペプチド結合を介して互いに連結される少なくとも５０ア
ミノ酸またはそれの機能的等価物を含む。その折り畳まれていない状態では、ポリペプチ
ドは概して線状分子であるが、（部分的に）環状であってもよい。ペプチドは概して、ペ
プチド結合を介して互いに連結される４ないし４９アミノ酸を含む。好ましくは、ペプチ
ドは３から４９アミノ酸、好ましくは３から３０、より好ましくは３から２０アミノ酸を
含む。本明細書中で用いられる「（ポリ）ペプチド」は任意のアミノ酸またはアミノ酸鎖
を含みうる。アミノ酸は、例えばアルファ、ベータ、またはガンマあるいはより高級（オ
メガ）アミノ酸のような天然または合成アミノ酸でありうる、すなわち、１、２、３、ま
たはそれ以上の炭素の間隔をアミノ基とカルボキシル基の間に含む。アミノ酸（鎖）は天
然アミノ酸(鎖)または合成アミノ酸(鎖)あるいはそれらの組み合わせでありうる。ペプチ
ドは、天然ペプチドまたは合成ペプチドあるいはそれらの組み合わせである。また、その
折り畳まれていない状態では、ペプチドは概して線状分子であるが、（部分的に）環状で
あってもよい。ペプチドは、概して量的優位な三次構造をもたない。それは、概してさま
ざまな三次構造に適合する。本発明で用いられるペプチドは、概して多様な溶媒に容易に
溶解することができる。そのような溶媒は、例えば生理的な塩化ナトリウム溶液のような
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、生理的な溶液である。MHC分子のリガンドである抗原的なペプチドは、概してペプチド
結合を介して連結された８ないし２５アミノ酸を有する。（ポリ）ペプチドは修飾されう
る、またはされない。典型的な修飾は、グリカン付加およびリン酸化のように、細胞機械
により作られるようなものを含む。しかしながら、他の種類の修飾も本発明の範囲内であ
る。
【００１５】
　アミノ酸の機能的等価物は、アミノ酸鎖中の１または複数のアミノ酸を置換しうる分子
である。機能的等価物は好ましくは、（ポリ）ペプチドまたはペプチド類似鎖の内部部分
を形成しうるように、２の離れた位置でアミノ酸と結合を形成することができる。機能的
等価物は、天然の対応物を有する必要はない。そのような機能的等価物は本発明のペプチ
ドまたは（ポリ）ペプチドに組み入れられうる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１６】
　本発明のひとつの観点では、開裂される共有結合は好ましくは、１の構成員鎖の中の２
のアミノ酸またはその誘導体/類似体を連結する骨格の結合である。共有結合の開裂は、
好ましくは、構成員中、好ましくはペプチドの構成員であって、その中で少なくとも１の
共有結合を破壊されることを必要とするもの中に、条件的反応基を組み入れることにより
なされる。本発明では、語「条件的反応基」は該構成員中に組み入れられる反応基を云う
ために用いられる。語“条件的”は、条件的に、すなわち、シグナルやトリガーに応答し
て活性化されうる反応基を云うために用いられる。条件的反応基の数は任意に変更されう
る。条件的反応基は、例えば当初の（ポリ）ペプチド鎖中にそれを組み入れることにより
、構成員中の正確な位置に配置もされうる。ひとつの実施態様では、多量体中で構成員と
少なくとも１の他の構成員との非共有的結合性相互作用の領域において共有結合が破壊さ
れるように、１またはそれ以上の条件的反応基が配置される。他の実施態様では、多量体
の他の構成員との相互作用の親和性が減少されるように、リガンド（例えば構成員）の好
ましい立体配座が変化されるように、１またはそれ以上の条件的反応基が配置される。
【００１７】
　ひとつの観点では、非共有的結合性相互作用の領域を介して互いに結合する少なくとも
２の構成員を含むタンパク質性多量体分子（ここで、該少なくとも２の構成員のうちの少
なくとも１は、活性化されると、該構成員中で共有結合を開裂し、それにより該構成員を
少なくとも２のより小さな構成員へと開裂するとこれは該領域中の非共有的結合性相互作
用の強度を減少させる、条件的反応基を含む）を本発明は提供する。構成員中の共有結合
の開裂は、生じた鎖により多くの折り畳みの自由度を生じ、それにより該１またはそれ以
上の生じた鎖が多量体中で有するいずれかの非共有的結合性相互作用の強度を減少させる
。好ましい実施態様では、該構成員は該非共有的結合性相互作用の上記領域中で開裂され
る。これは、該領域中の非共有的結合性相互作用の強度の最大級の減少を生じる。該条件
的反応基により開裂される結合は、ペプチド鎖中に反応基を適当に配置することにより選
択されうる。該構成員の開裂はより小さいサイズのペプチド鎖を生じる。該生じたペプチ
ドの最も長いものは、該構成員よりも少なくとも２０％、好ましくは少なくとも３０％短
いものであることが好まれる。
【００１８】
　本発明はさらに、非共有的結合性相互作用の領域を介して互いに結合する少なくとも２
の構成員を含むタンパク質性多量体分子（多量体）を提供し、ここで、該少なくとも２の
構成員のうち少なくとも１は条件的反応基を伴う（ポリ）ペプチド鎖を含み、そして該反
応基が活性化されると、該構成員中の共有結合が破壊されて、該（ポリ）ペプチドの開裂
が生じ、少なくとも２のより小さな（ポリ）ペプチドに分かれ、それにより、該非共有的
結合性相互作用の強度が減少する。
【００１９】
　好ましい実施態様では、該条件的反応基は光感受性または過ヨウ素酸塩感受性の基を含
む。これらの実施態様では、反応基を活性化する条件的段階は、所定の波長領域内の光の



(8) JP 2008-528484 A 2008.7.31

10

20

30

40

50

存在または不存在、または過ヨウ素酸塩感受性基の過ヨウ素酸塩への曝露のいずれかであ
る。好ましい実施態様では該光感受性反応基は紫外線感受性基である。条件的反応基は好
ましくは（ポリ）ペプチド中に組み入れられる。好ましい実施態様では該紫外線感受性基
は３-アミノ-３(２-ニトロフェニル)プロピオン酸である（Carlos J. Bosques and Barba
ra Imperiali. Journal of the American chemical society 2003 vol. 125 page 7530-7
531）。このアミノ酸は市販されておりAlpha Aesarから入手でき、固相ペプチド合成法に
適合できるようにFmoc保護基により保護されるべきである。あるいはオルト-ニトロフェ
ニル-グリシン（Alvie L. Davis, David　R. Smith and Tommy J. McCord. Synthesisand
 microbiological properties of 3-amino-1-hydroxy-2-indolinone and related compou
nds. Journal of Medicinal Chemistry 1973, vol. 16, pp. 1043-1045）、またはそのよ
うな分子の機能的等価物である。３-アミノ-３- (２-ニトロフェニル)プロピオン酸の機
能的等価物は３-アミノ３(４-ニトロフェニル)プロピオン酸である。オルト-ニトロフェ
ニル-グリシンの機能的等価物はパラ-ニトロフェニル-グリシンである。
【００２０】
　他の好ましい実施態様では、該過ヨウ素酸塩感受性基は1,2-ジヒドロキシ部分またはそ
の機能的等価物を含む。過ヨウ素酸塩と1,2-ジヒドロキシ系と等価な代替系がある。その
ような系は、1-アミノ-２-ヒドロキシ系および過ヨウ素酸塩開裂部位を有するポリオール
、炭水化物、糖-アミノ酸複合体である。ジヒドロキシエチレンペプチドの等価体は

に示されている。もう一つの過ヨウ素酸塩感受性化合物である４-アミノ-４-デオキシ-L-
スレオニン酸（ジオール含有アミノ酸構成ブロック）の合成は

に示されている。
【００２１】
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　本技術は、タンパク質的な性質のリガンド（多量体）と相互作用する多くの様々なタン
パク質性分子に対して利用されうる。好ましい実施態様では、本発明の多量体タンパク質
は、第１の構成員は該条件的反応基を含むペプチドを含み、そして第２の構成員はポリペ
プチドを含み、該第１および該第２の構成員は非共有的結合性相互作用の領域を介して互
いに結合する、少なくとも２の構成員を含む。好ましくは、該多量体タンパク質はペプチ
ド結合性タンパク質、好ましくはペプチド提示性タンパク質、および結合したペプチドで
ある。そのようなペプチド結合性タンパク質の好まれる例は、SH2-SH3ドメインを伴うタ
ンパク質、シャペロンタンパク質、または主要組織適合複合体分子である。好まれるシャ
ペロンタンパク質は熱ショックタンパク質である。熱ショックタンパク質の例は、HSP70
、gp96、gp110およびカルレティキュリンである。抗原（ペプチド）が取り付けられた熱
ショックタンパク質は、例えば、免疫システムを特異的に刺激するために用いられる。こ
の特異的な刺激は、例えば、パピローマウィルスにより引き起こされる病気や癌（例とし
てParmiani et al, 2004参照）のような、さまざまな病気と戦うのに役立つ。好まれる多
量体は、主要組織適合複合体（MHC）分子またはその機能的部分、誘導体および/または類
似体である。MHCはT細胞により認識される。T細胞はヒト免疫システム中で重大な役割を
果たし、そして数多くの戦略が、この天然の防御システムを強化するため、および病原体
または悪性腫瘍に対する免疫を高めるために開発されてきた。T細胞は特異的なリガンド
に結合したMHC分子を認識し、特異的なリガンドを結合したMHC分子を製造する方法は多大
な価値を有する。加えて、MHC分子は一連の他の受容体にも認識されるため、リガンドに
結合したMHC分子の製造についての追加の理論的根拠を提供する。加えて、MHC分子に結合
する疾病関連リガンドの定義づけは、診断および治療のいずれの目的にも有用である。
【００２２】
　リガンド-MHC複合体の重要な用途は、リガンドに占有されたMHC分子の複合体が、特定
のT細胞集団を同定および定量するため、および疾病の進行に関する有効な細胞性免疫の
確立を評価するために、医療分野において非常に有用な手段である、という事実によって
説明される。MHC複合体の非常に大きな潜在能力は、臨床試験および認可された治療行為
の免疫測定にある。加えて、MHC複合体は、病原体または悪性腫瘍に対する細胞性免疫療
法のための特異的なヒトT細胞を単離するため、または骨髄移植のための調整物から望ま
れないT細胞を除去するために、応用されうる。加えて、MHC複合体は、T細胞で媒介され
る疾病において、望まれない特定のT細胞集団を選択的に除去するために用いられうる。
【００２３】
　定義されたリガンドで占有されたMHC分子の効果的な応用に対する主要な障害は、現在
の製造方法の効率の悪さである。MHC分子、特にMHCクラス1分子の安定性は、抗原が結合
されていないときに低い。従って、MHC分子は主として、製造工程の間中にずっとリガン
ドが結合されているという工程で、生産される。この結合されたリガンドの選択のリガン
ドへの交換が用いられてきたが、この工程は、穏やかな条件下（すなわち中性のpH付近お
よび生理的食塩水濃度）ではリガンドの解離が遅いため、効率が悪い。結合されたリガン
ドの解離は、MHC分子をより厳しい条件（例えば、酸性またはアルカリ性のpH）にさらす
ことにより促進されうるが、これはMHC分子の不安定化にもつながる。従って、組み換えM
HC分子の産生方法として現在最も幅広く認められている技術は、各一つのリガンドについ
て、リガンドで占有されたMHC分子の一つのバッチの別々の生産である。これは、唯一つ
の適用に向けられた小さなバッチを与え、非常に時間のかかるおよび高価な生産過程であ
る。

【００２４】
　MHC分子は２つのクラス、MHCクラス1およびクラス2分子、に分けられる。MHC分子のい
ずれの種類もペプチドに結合することができ、かつT細胞にそれらを提示することができ
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る。MHC分子に依存して、ペプチドが結合することに関与するドメインは様々な命名法を
有する。MHCクラス1分子のアルファ１およびアルファ２ドメインにより例示されるように
、特異的にペプチドに結合するために典型的に２つのドメインが必要とされる。これらの
ドメインはMHC分子の機能的部分と考えられる。すなわち、機能的部分は概して、MHC分子
中でペプチドが結合することに関与する２つのドメインを含む。天然のMHC分子は概して
、ペプチドが結合することに直接的に関与しないいくつかの他のドメインを含む。そのよ
うなドメインは概して他の機能を有する。例えば、膜貫通ドメインまたは細胞質ドメイン
がある。加えて、そのようなドメインはペプチド結合性ドメインの折り畳まれたコンフォ
メーションの形成に役割を果たしうる。他のドメインは、ペプチド結合性ドメインのよう
に、細胞外にありうる。全てのこれら他のドメインは一つの特徴を共有する。それらはペ
プチドの結合には直接関与しない。従って本発明では、それら他のドメインはMHC分子の
一部分に存在しうるか、または存在しなくてもよい（該部分がMHC分子中のペプチドの結
合に関与するドメインの少なくとも２を含む限り）。好ましくは、該MHC分子は水溶性MHC
分子であり、好ましくは

に示されているものである。
【００２５】
　好ましい実施態様では、該MHC分子はMHC複合体分子である。
【００２６】
　MHC分子の機能的誘導体は、天然物から導かれた分子ではなくて、MHC分子とのペプチド
結合特性を種類の点で（必ずしも量の点でなく）共有している分子である。例えば、天然
のMHC分子と比べて１以上のアミノ酸の違いを有するが、ペプチド結合機能を維持する、
改変されたMHC分子は、本発明の文脈で機能的誘導体である。同様に、２以上のMHC分子か
らのペプチド結合性ドメイン（の部分）を含み、かつペプチドに結合しうる分子も、機能
的誘導体とみなされる。概して許容される改変は、ペプチド結合性ドメイン中にないもの
である。許容される他の変異または改変は、MHC分子のペプチド結合性ドメインの可変ド
メイン中にある。そのような改変は概して、該MHC分子（すなわち、該ペプチドが結合さ
れている）の結合特異性を変える。そのため、そのような改変も、本発明のMHC分子の機
能的誘導体とみなされる。
【００２７】
　いくつかの分子は、MHC分子のペプチド結合特性を共有するが、細胞中で異なる目的を
果たすために進化してきた。そのような分子は本発明のHMC分子の機能的類似体とみなさ
れる。（ポリ）ペプチド結合に関与するドメインは、MHC分子からのそのようなドメイン
と組み合わされうる。MHC分子またはその機能的な部分、誘導体および/または類似体は、
通常はMHC分子に伴わない他の部分をさらに含みうる。そのような他の部分は、例えば、
標識、タグ、会合および/または多量体化ドメイン、およびその他の要素を含みうる。
【００２８】
　本発明の技術は、MHC分子またはその機能的な部分、誘導体および/または類似体に結合
したリガンドを特異的に不安定化させるために用いられうる。MHC結合リガンドの不安定
化は、その結果、厳しい条件へさらすことなく、リガンド不含のMHC分子の産生をもたら
す。生じたリガンド不含のMHC分子は、その後、リガンド不含形で用いられうるか、また
は１または複数の選択のリガンドが取り付けられうる。
【００２９】
　このように、本発明の好まれる観点では、MHC分子またはその機能的な部分、誘導体お
よび/または類似体は、ペプチド抗原（リガンドとも云われる）を、該MHC分子またはその
機能的な部分、誘導体および/または類似体のペプチド結合性の溝に含む。好ましくは、
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誘発性攻撃基または条件的反応基がペプチド抗原中に存在する。なぜならば、これはほか
の点では改変されていないMHC分子またはその機能的な部分、誘導体および/または類似体
からのペプチド抗原の遊離を保証するからである。生じたリガンド不含のMHC分子はその
まま用いられうるか、あるいは、１以上の他のリガンドを取り付けられうる。この目的の
ために、本発明はさらに、本発明の多量体タンパク質を含む組成物を提供する。そのよう
な組成物は、MHC分子上に取り付けられるべきリガンドを備えられる。従って、主要組織
適合複合体（MHC）分子、またはその機能的な部分、誘導体および/または類似体であって
、ここで該構成員のうち少なくともひとつは該分子のペプチド結合性の溝の中のペプチド
抗原であり、かつ該ペプチド抗原は該誘発性開裂基または条件的反応基を含むものが、さ
らに提供される。組成物は追加的ペプチドも含みうる。好ましい実施態様では、該追加的
ペプチドは、該MHC分子のペプチド結合性の溝に結合することができる抗原性ペプチドで
あり、すなわち該MHC分子のためのリガンドである。ペプチドの攻撃基は誘発されること
ができ、それにより多量体からのペプチド断片の遊離を生じる。もし、追加的ペプチドも
組成物中に存在しているならば、このペプチドは直ちに脱離断片に取って代わりうる。従
って、生じたMHC分子またはその機能的な部分、誘導体および/または類似体は追加的ペプ
チドを取り付けられる。このように、この組成物は新たに取り付けられたMHC分子（また
はその機能的な部分、誘導体および/または類似体）および脱離ペプチドの断片を含む。
【００３０】
　他の観点では、本発明は、活性化されると、一時的ペプチドをMHC分子に対する弱めら
れた結合親和性を示す少なくとも２のより小さなペプチドへと開裂する誘発性開裂基また
は条件的反応基を有する該一時的ペプチドを含むMHC分子を製造することを含む、MHC分子
またはその機能的な部分、誘導体および/または誘導体、あるいは追加的ペプチドを含むM
HC分子複合体を製造する方法を提供する。該一時的ペプチドは、好ましくは、該MHC分子
または該MHC分子の機能的な部分、誘導体および/または類似体のペプチド結合性の溝に存
在する。該方法は好ましくはさらに、該開裂基または条件的反応基の活性化を含む。活性
化の結果として、一時または脱離ペプチドはより小さなペプチド（またはアミノ酸）に切
断され、それにより非共有的結合性相互作用の領域中での非共有的結合性相互作用の強度
を減少させる。これは、MHC分子またはその機能的な部分、誘導体および/または類似体か
らの脱離ペプチド（またはその断片）の容易な除去を可能とする。除去は厳しい条件を必
要とせず、そのため分子の活性を阻害しないか、あるいは最小限度のみ阻害する。遊離MH
C分子は、目的とするペプチドを備えられることができる。本発明の方法を用いると、脱
離ペプチドを有する大量のMHC分子を作成することが可能である。この調整物は、その後
、本発明の方法により、様々な異なるリガンド（抗原性ペプチド）を含むMHC分子を産生
するために用いられうる。これは、目的の抗原性ペプチドとの交換を可能とする脱離ペプ
チドを開裂する開裂基の活性化（誘発）のみを必要とする。開裂基または条件的反応基の
誘発、脱離ペプチド断片の解離、および目的ペプチドのMHC分子またはその機能的な部分
、誘導体および/または類似体への会合が１つの工程で行われうる。従って、本発明はさ
らに、該MHC分子またはその機能的な部分、誘導体および/または類似体を該目的ペプチド
とともに、開裂した一時的ペプチドを該MHC分子から効果的に除去する条件下で温置する
ことをさらに含む、本発明の方法を提供する。さらに、該目的ペプチドの該MHC分子への
結合を検出することをさらに含む、本発明の方法が提供される。この観点は例えば、診断
の目的に有用である。結合は様々な方法で検出されうる、例えば、該MHC分子との関連で
提示される該ペプチドに特異的なT細胞受容体または抗体を介して検出される。結合は好
ましくは、該ペプチドに会合されている標識を検出することにより検出される。これは、
例えば標識されたストレプトアビジンまたはその類似体を介して、後で視覚化されうるビ
オチンのような特異的結合分子で該ペプチドにタグ付けすることによりなされうる。好ま
しい実施態様では、該ペプチドは該標識を含む。このようにして、該MHC分子に結合した
どんなペプチドでも直接的に検出されうる。好ましくは結合の検出は、好ましくはハイス
ループット設定で、スクリーニング目的のために行われる。好まれるスクリーニング目的
は、該ペプチドの該MHC分子への結合に影響する化合物のスクリーニングである。例えば
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、被検のペプチドまたは小分子は、該ペプチドが該MHC分子に結合することと競合しうる
。競合は、該ペプチドの減少された結合を検出することにより、検出されうる。該ペプチ
ドが該MHC分子に結合することを検出する好ましい方法は、蛍光異方性によって測定され
る。このようにして、該結合がなされるサンプルの操作が減少されうる。サンプル操作の
減少は、ハイスループット設定にとって望まれる特性である。該ペプチドの結合を検出す
る他の好まれる手段は、放射能の測定または、MHCコンフォメーション依存性の結合体、
好ましくは抗体、またはその機能的な部分、誘導体および/または類似体の結合を測定す
ることである。他の好まれる手段は、該ペプチド、MHC分子の結合体に特異的なT細胞受容
体の使用を含む。好まれる実施態様では、該ペプチドの該MHC分子への結合の阻害または
増強が測定される。好ましい実施態様では、該方法は、被検または対照化合物の存在下で
該目的ペプチドの結合を判定するために用いられる。
【００３１】
　本発明はさらに、本発明の方法により入手可能なMHC分子を提供する。さらに、本発明
は、本発明によるMHC分子を含む組成物を提供し、ここで該組成物は、条件的反応基を含
むペプチドを含むMHC分子複合体またはその誘導体、および追加的ペプチドを含むMHC分子
複合体を含む。本発明の多量体はさらに、本発明の多量体からそれらを区別するために、
MHC多量体の複合体として、またはMHCテトラマーと更に呼ばれるさらに大きな構造体中に
組み込まれうる。そのような複合体は、T細胞受容体を運ぶ粒子または細胞に対して、単
独MHC多量体よりも、より高い親和性を有する。そのため、そのような複合体はT細胞集団
の分析において重要な手段である。従って、本発明はさらに、本発明の少なくとも２の多
量体、または本発明の少なくとも２のMHC分子またはその機能的な部分、誘導体および/ま
たは類似体、あるいはそれらの組み合わせを含む複合体を提供する。２、３、４および５
のMHC分子またはその機能的な部分、誘導体および/または類似体を含む複合体を作成する
ための手段および方法は、当技術分野では利用可能である。従って、本発明はさらに、２
、３、４および５のMHC分子またはその機能的な部分、誘導体および/または類似体を含む
複合体を提供する。好ましい実施態様では、該複合体は同じT細胞受容体特異性を有する
複数のMHC分子を含む。しかしながら、この要求は必ずしもあるわけではない。本発明の
方法を用いてＭＨＣ分子が様々なペプチドを備えられうる相対的な容易さを考慮すると、
２またはそれ以上のT細胞受容体特異性を有する複合体は本発明の範囲内である。本発明
はさらに、本発明による少なくとも２の多量体、本発明による組成物、または本発明のMH
C分子または機能的な部分、誘導体および/または類似体を含む、固体表面を提供する。好
ましい実施態様では、該固体表面は、本発明の複合体、好ましくは単一のペプチド、また
は同じ疾病または病原体に関連する複数のペプチドを含む複合体を備えられる。固体表面
はビーズでありうる。固体表面はガラスまたは金属の表面でありうる。本表面は、本発明
の多量体、組成物または複合体の被覆に先立って前処理を受けうる。そのような前処理は
、Soenらにより示されている（PLoS biology; 2003: vol 1,page 429-438）ポリアクリル
アミド膜被覆を含みうるが、それに限定されない。本発明はさらに、本発明の多量体、組
成物または複合体を含むマイクロアレイを提供する。抗原性ペプチドに結合されたMHC分
子複合体を含む（マイクロ）アレイを作成する手段および方法は、上述のSoenらにより記
載されている。本発明の（マイクロ）アレイの産生に関する手引きとしては、該参考文献
を参照されたい。
【００３２】
　驚くべきことに、本発明は、H5N1型株中に新規のインフルエンザA型核タンパク質T細胞
エピトープを発見した。興味深いことに、該新規エピトープは、H5N1型株中およびその他
多くのインフルエンザA型株中に発見された古典的なエピトープと比べて、実質的に大き
な免疫原性を有している。さらに、該新規エピトープは過去数年のH5N1型株の間で共有さ
れているが、より古いインフルエンザA型株からは区別され、このことは、それを、古典
的なエピトープよりも現在および将来の診断および治療の目的のためにより適当なエピト
ープとする。本発明は該H5N1型株エピトープ配列を含むペプチドを提供する。従って、本
発明は、アミノ酸配列AMDSNTLELを含む、単離されたおよび/または合成されたペプチドを
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提供する。さらに、本発明は、ワクチン中で、アミノ酸配列AMDSNTLELを含む、単離され
たおよび/または合成されたペプチドを使用する方法を提供する。インフルエンザに対す
るワクチンの調製のために、アミノ酸配列AMDSNTLELを含む、単離されたおよび/または合
成されたペプチドを使用する方法も提供される。本発明のペプチドは、例えば該ペプチド
および免疫増強剤を含むワクチンにおいて個人の免疫系に提供される。ひとつの実施態様
では、本発明は、アミノ酸配列AMDSNTLELを含む単離されたおよび/または合成されたペプ
チド、および任意的に免疫増強剤および/または適当な添加剤を個人に与えることを含む
、インフルエンザに対して該個人を免疫する方法を提供する。個人を免疫するという言葉
は、本明細書では、個人が該ペプチドに対する免疫反応を生じることを意味する。本発明
はさらに、アミノ酸配列AMDSNTLELを含むペプチドを含む融合タンパク質を提供する。本
発明はさらに、該AMDSNTLELペプチドまたは該融合タンパク質をコードする核酸を提供す
る。
【００３３】
　ひとつの実施態様では、本発明は、アミノ酸配列AMDSNTLELを含む単離されたおよび/ま
たは合成されたペプチドを含む、本発明によるMHC分子を提供する。本発明のひとつの実
施態様では、本発明による該MHC分子はエピトープ特異的T細胞の検出のためにある。該イ
ンフルエンザは好ましくはH5N１型株である。診断するインフルエンザウィルスは、好ま
しくはインフルエンザウィルスの現在の変異株である。ひとつの実施態様では、本発明は
、インフルエンザを診断するための組成物の調製のために、本発明によるMHC分子を使用
する方法を提供する。さらなる実施態様では、本発明は、本発明によるMHC分子を個人の
血液サンプルに与えること、および該血液サンプル中の細胞に該MHC分子が結合すること
を分析することを含む、該個人におけるインフルエンザを診断するための方法を提供する
。該血液サンプル中の該細胞は、好ましくはT細胞である。好ましい実施態様では、個人
におけるインフルエンザを診断するための方法は、T細胞の反応を検出することを含む。
【００３４】
実施例
方法：
MHC多量体およびMHC多量体の複合体（MHCテトラマー）の作成：
　MHCクラス1複合体（MHC多量体）が、軽微な改変を施されて前述のとおりに準備された
（１）。HLA-A2.1-ペプチド多量体が以下の３つのペプチドを伴い産生された：インフル
エンザA型マトリックス58-66（配列GILGFVFTL）および２のインフルエンザA型マトリック
ス58-66変異体GIL*FVFTLおよびGILGFVF*L（*は3-アミノ-3-(2-ニトロフェニル)プロピオ
ン酸である）。MHCクラス1ペプチド多量体がその後精製され、BirAによりビオチン化され
、精製され、そして16%グリセロール中に-20℃で保存された。
【００３５】
紫外線誘発のペプチド遊離およびペプチド交換：
　MHC多量体または、表示されている場合には、野生型インフルエンザA型マトリックス58
-66エピトープあるいはこのエピトープのG4*またはT8*変異体を含むMHC多量体のテトラマ
ー複合体が、MHCクラス1結合性ペプチドの存在下または非存在下において20 mM　Tris-HC
l、pH　7.0/150mM　NaCl/ 0.5 mM　ジチオトレイトール（DTT）中で、紫外線（CAMAG、36
6 nm）に１時間さらされた。その後、複合体はペプチド不含MHCクラス1複合体の解離を誘
導するために、15-45分間37℃にさらされた（２）。サンプルは、その後、MHCの解離を判
定するためにゲルろ過クロマトグラフィーにより分析され、またはMHC多量体の４量体の
複合体（MHCテトラマー）を産生するためにフィコエリトリン標識されたストレプトアビ
ジンとともに温置された。MHCテトラマーはゲルろ過クロマトグラフィーにより精製され
、その後の使用まで16%グリセロール中で-20℃で保存された。
【００３６】
MHCテトラマーの染色：
　融解された末梢血単核球（PBMC）サンプルおよびCTLクローンが５分間、ＰＥ標識をさ
れたMHCテトラマーとともに37℃で温置され、FITC標識をされた抗CD8抗体が添加され、そ
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して温置が１５分間室温で引き続き行われた。FACS分析に先立って、細胞は、死細胞をゲ
ートで除去することができるようにヨウ化プロピジウムで染色された。サンプルは、FACS
caliburおよびCellQuestソフトウェア（Becton Dickinson）を用いてフローサイトメトリ
ーにより分析された。前方および側方散乱パラメーターがリンパ球集団を定義付けるため
用いられた。
【００３７】
結果：
望むときに解離するペプチド-MHC複合体の形成。
　その結合ペプチドが望むときに遊離されうるMHC多量体の産生の可能性を試験するため
に、野生型インフルエンザA型マトリックス58-66エピトープ、あるいは紫外線感受性β-
アミノ酸３によりアミノ酸４または８のいずれかが置換された本エピトープの２つの変異
体を有する、HLA-A2.1多量体を作成した(図１)。MHCクラス1多量体形成は３つのペプチド
全てにとって効率がよく、そして形成された多量体はゲルろ過クロマトグラフィーにより
精製された。生じたペプチド-MHC多量体が解離を誘発されうるかどうかを評価するために
、該３種の多量体が、紫外線にさらされ、残りのペプチド不含MHCクラス1分子の解離を誘
発するために37℃で温置され、その後ゲルろ過クロマトグラフィーにより分析された。母
体となったインフルエンザA型エピトープを含むペプチド-MHC複合体は紫外線暴露に対し
てまったく非感受性であったのに対し（図２A上のパネル）、G4*（データは示されていな
い）またはＴ8*エピトープ（図２A下のパネル）のいずれかを含むMHCクラス1多量体の暴
露は、回収されたMHC複合体の量に実質的な減少をもたらす。さらに、残存物質の溶出時
間が出発物質の溶出時間よりも若干長かったことから示唆されるように、残存物質は、少
なくとも一部的に、ペプチド-MHCクラス1多量体よりもむしろ遊離MHCクラス1重鎖から成
るようである。
【００３８】
HLA A2.1結合性ペプチドの添加によるMHCクラス1解離の保護。
　MHCクラス1結合性リガンドの添加が、紫外線暴露後の紫外線感受性MHC複合体の解離を
防ぐことができるかどうかを評価するために、同じ反応が、２つの異なるHLAA2.1結合性
ペプチド（HY311-319；MART126-35（A2L変異体））のうちの１つ、あるいはHLA A3-結合
性ペプチドGP100（614-622）のいずれかの存在下で行われた。母体となったインフルエン
ザA型エピトープを含むMHCクラス1分子に、３つのペプチドのうちのいずれか添加をする
ことは、多量体が紫外線に暴露されたかどうかに関わらず、MHCクラス1多量体の回収に影
響せず、これはこの母体MHC多量体が両方の状況下で安定であるという知見（データは示
さない）と一致する。重要なことに、HLA-A2.1と相互作用することが予想されないHLA A3
-結合性ペプチドの添加は、紫外線感受性G4*（示されていない）またはT8*ペプチドを含
むMHC多量体の回収の実質的な増大をもたらさないが（図２B）、いずれかのHLA A2.1結合
性ペプチドの添加は回収量の相当な増加をもたらす（図２B）。これらのデータは、G4*ま
たはT8*を含むMHC多量体を紫外線にさらすことで産生されるペプチド不含MHC分子は、既
知のHLA-A2.1リガンドと効果的に結合しうるが、対照ペプチドとは結合しえない、という
知見と一致する。
【００３９】
紫外線感受性MHC多量体から産生されるMHC多量体の機能的なテトラマー複合体。
　HLA-A2.1リガンドの添加により保護された紫外線感受性MHCクラス1多量体がこれらのリ
ガンドに結合したかどうかを直接的に立証するために、MART126-35（A2L変異体）、イン
フルエンザA型マトリックス58-66、HY（SMCY）311-319またはCMVpp65　495-503ペプチド
のいずれかの存在下で産生されたMHC多量体が精製され、MHC多量体のテトラマー複合体に
変えられた。生じたMHCテトラマーはその後、MART1特異的T細胞クローン（図３）またはC
MV pp65　495-503およびインフルエンザA型マトリックス58-66に特異的なCD８+T細胞を有
する供血者からの末梢血単核球（図４）を染めるために用いられた。試験された全ての場
合において、ペプチド交換後に産生されたMHCテトラマーは、従来のMHCテトラマーと比較
して同等の感受性および特異性で抗原特異的T細胞を結合する。これらの実験は、ペプチ



(15) JP 2008-528484 A 2008.7.31

10

20

30

40

50

ド交換により産生されたMHC多量体は、通常のペプチド-MHC多量体と構造的に区別するこ
とができず、pMHC-TCR相互作用（この場合、オリゴマー化に続く）を探査するのに用いら
れうることの公式の証拠を提供する。
【００４０】
紫外線感受性MHCテトラマーから産生される機能的MHCテトラマー
　MHCクラス1多量体の紫外線感受性４量体複合体においてもペプチド交換がなされうるか
を立証するために、T８*を含むMHC多量体が４量体複合体に転化され、その後CMV pp65　4
95-503、MART1　26-35（A2L変異体）、またはHY（SMCY）311-319ペプチドのいずれかの存
在下で紫外線にさらされた。生じた４量体MHC複合体はその後、CMV陽性の供血者の末梢血
単核球を染色するために、追加精製をすることなく用いられた。注目すべきことに、CMV 
pp65　495-503エピトープの存在下でT8*を含むMHCテトラマーの紫外線暴露により産生さ
れたMHCテトラマーは、通常のCMV　pp65　495-503特異的MHCテトラマーと同じ頻度および
同様の強度で、CMV特異的T細胞を検出する（図５）。この結合の特異性は、MART1　26-35
（A2L変異体）またはHY（SMCY）311-319ペプチドのいずれかとの並行反応で調整されたMH
Cテトラマーは、この供血者のCD8+リンパ球への測定可能な結合を示さない、という事実
により強調される。
【００４１】
MHC交換技術の他の観点
　紫外線交換技術が、標識を搭載するリガンドが結合することを受容できるMHC分子の産
生に用いられた。MHC交換反応は、テトラメチルローダミン染料により標識されたペプチ
ドリガンドの存在下で行われた。図６に示されているように、これらの反応のその後の分
析は、この技術が、標識されたリガンド（この場合は蛍光ペプチド）の結合を許すために
用いられうることを明らかにする。その結果、MHC交換技術は、そのような結合を増強ま
たは妨害しうる化合物（例えば、ペプチドおよび他の小さな分子）を選抜することにも用
いられうる。そのような選抜の原理は、ここでは蛍光異方性を用いて例示され、図７に概
説されている。
【００４２】
　既知のMHC結合性ペプチドの改変は、化学的な開裂に感受性のあるリガンドの産生を可
能とし、ジオール含有構成ブロックがその中に入れられたインフルエンザA型マトリック
ス58-66ペプチドの変異体が製造された。そのような改変されたリガンドの例が図８に与
えられている。そのような改変されたリガンドを過ヨウ素酸塩に曝露することは、図９に
例示されているように、これらのリガンドの開裂をもたらす。
【００４３】
考察：
　本データは、選択のペプチドにより占有されたMHC複合体の産生のための新規な方法を
示す。そのような複合体の産生における主な制限は、ペプチド不含MHC分子の不安定性で
あった。その結果、組み換えMHC分子の産生のために現在幅広く認められている技術は、
それぞれ一つのリガンドについてのリガンドに占有されたMHC分子の一バッチの別々の製
造である。これは、非常な時間の消費と費用のかかる生産過程という結果になり、たった
１つの適用のために向けられた小さなバッチを与えることになる。ここで、我々は、MHC
複合体それ自身の安定性には直接的に影響しない条件への曝露による、それまで結合して
いたリガンドの選択的な遊離により、選択のリガンドによって占有されたMHC分子が産生
されうることを示す。本一連の実験では、MHCに結合したリガンドの解離は、光感受性の
ペプチド変異体の使用によりなされた。しかしながら、そのような解離は、他の定義され
た条件に感受性のあるペプチド変異体の使用により、同様によくなされうることは明らか
である。特に、化学的な開裂に感受性のペプチド変異体を用いたペプチドMHC複合体の開
発が、この点において有益であると判る。加えて、化学的または光誘発的な改変を通じた
、MHCに対する結合リガンドの減少された親和性を誘導することにより、ペプチド開裂な
しでも解離がなされうる。さらに、ここではMHCクラス1分子について、リガンド交換のア
プローチが開発されたが、このアプローチはリガンドに占有されたMHCクラス2分子または
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非古典的MHC分子（CD1およびQa１分子により例示される）を調整するためにも、同様に有
効である。
【００４４】
　化学的または光誘発的ペプチド放出により産生された組み換えMHC分子は、臨床的また
は前臨床的な研究で現在使用されているMHC分子の膨大なコレクションを産生するために
かなり用いられるだろう。加えて、単純な交換を通じて所望のリガンドによって占有され
たMHCリガンドを産生する能力は、抗原特異的T細胞の選択的な除去または濃縮に用いられ
うる、GMP品質のMHC分子を生産するための取り組みを非常に容易にする。最後に、予備成
形されたMHC複合体上でペプチド交換を行う能力は、ペプチド抗原の大きなコレクション
によって占有されたMHC複合体のマイクロアレイを産生するための実行可能な戦略を形成
する。そのようなMHCマイクロアレイは、抗原特異的T細胞レパートリーの大量分析の有効
な手段となりうる（３）。
【００４５】
[参考文献]

【００４６】
図面の説明
図１
　光開裂法：１A）1の構造、改変されていないインフルエンザA型58-66エピトープ。１B)
光開裂反応。１C)3の構造、T8*改変光開裂性インフルエンザA型58-66エピトープ。
【００４７】
図２
　紫外線誘発ペプチド交換の生化学的分析。２A)紫外線感受性リガンドを含むMHC多量体
は紫外線曝露に感受性である。２B)紫外線にさらされた紫外線感受性MHC多量体はMHC結合
性ペプチドの添加により安定化されうる。
【００４８】
図３
　紫外線感受性MHC多量体から産生されたMHCテトラマーは抗原特異的CTLクローンを染色
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する。紫外線感受性MHC多量体が、表示されたペプチドの存在下で紫外線にさらされ、MHC
多量体のテトラマー複合体に転化された。このように産生された、HY(SMCY)311-319ペプ
チド（左下のパネル）またはMART126-35（A2L変異体）ペプチド（右下のパネル）のいず
れかを含むテトラマーが、MART126-35特異的CTLクローンを染色するために用いられた。
対照として、同じクローンが同じエピトープを含む古典的MHCクラス1テトラマーを用いて
染色された（上のパネル）。
【００４９】
図４
　紫外線感受性MHC多量体から産生されたMHCテトラマーは、抗原特異的末梢血T細胞を染
色する。紫外線感受性MHC多量体は表示されたペプチドの存在下で紫外線にさらされ、MHC
テトラマーに転化された。このように産生された、CMV pp65　495-503ペプチド（左下の
パネル）またはインフルエンザA型マトリックス58-66ペプチド（右下のパネル）のいずれ
かを含むテトラマーが、CMV pp65　495-504およびインフルエンザA型マトリックス58-66
に特異的なCD8+T細胞を有する供血者からの末梢血単核球を染色するために用いられた。
対照として、同じPBMCが、同じエピトープを含む古典的MHCクラス1テトラマーを用いて染
色された。
【００５０】
図５
　紫外線感受性MHCテトラマーから産生されたMHCテトラマーは抗原特異的末梢血T細胞を
染色する。紫外線感受性MHCテトラマーが表示されたペプチドの存在下で紫外線にさらさ
れ、追加精製されていない抗原特異的T細胞を染色するために使用された。CMV pp65　495
-503ペプチド（左から２番目のパネル）、あるいはMART126-35（A2L変異体）またはHY(SM
CY)311-319ペプチド（２つの右側のパネル）のいずれかを含むMHCテトラマーが、CMV pp6
5　495-503　CD8+T細胞を有する供血者からの末梢血単核球を染色するために用いられた
。対照として、同じPBMCが、CMV pp65　495-503ペプチドを含む古典的MHCクラス1テトラ
マーを用いて染色された（左側のパネル）。
【００５１】
図６
　照射前の光解離性ペプチド/HLA A2.1複合体のゲルろ過のグラフ（１）、救助なしでの
照射後（２）、C*がテトラメチルローダミン染料により標識されているペプチドFLPSDC*F
PSVの存在下での照射後（３）。左パネル）230 nmでの紫外線検出、右パネル）蛍光検出
（励起530 nm、発光550 nm）。
【００５２】
図７
　蛍光異方性スクリーン。ペプチド不含MHC分子が暫時のリガンドの開裂により産生され
る。蛍光エピトープの結合が、蛍光異方性の測定または蛍光検出により観察された。この
方法により、そのような結合を妨害または容易にするペプチド性または非ペプチド性リガ
ンドが同定されうる。
【００５３】
図８
　ジオールに基づく化学的開裂可能な暫時のペプチドおよび対応する開裂産物。ジオール
を含む部分が四角で囲まれている。
【００５４】
図９
　NaIO4によるMHC結合性ペプチドの開裂。ジオール含有構成ブロックを位置８（上）また
は４（示されていない）に有するHLA-A2.1結合性M1ペプチドのペプチド変異体が、化学的
な合成により製造された。ペプチドはその後、1 mM　NaIO4への１時間の曝露の前（下）
または後（上）に、LC-MSにより分析された。
【図面の簡単な説明】
【００５５】
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【図１Ａ】光開裂反応を示した図である。
【図１Ｂ】酸化性過ヨウ素酸塩で媒介される開裂反応を示した図である。
【図２Ａ】ゲルろ過クロマトグラフィーの溶出物の吸光度を示すグラフである。
【図２Ｂ】ゲルろ過クロマトグラフィーの溶出物の吸光度を示すグラフである。
【図３】フローサイトメトリーの結果を示す図である。
【図４】フローサイトメトリーの結果を示す図である。
【図５】フローサイトメトリーの結果を示す図である。
【図６】ゲルろ過クロマトグラフィーの溶出物の吸光度を示すグラフである。
【図７】蛍光異方性選抜の方法を示す図である。
【図８】リガンドおよびその開裂反応を示す図である。
【図９】ペプチドをＬＣ－ＭＳにより分析した結果を示す図である。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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