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(54)【発明の名称】 合成ペプチド免疫原およびそれに対する抗体

(57)【要約】
第二種由来の類似タンパク質と異なるアミノ酸配列を有
する第一種由来の標的タンパク質のためのペプチド免疫
原の選択法を提供する。本方法は、該類似タンパク質か
らの配列が少なくとも１アミノ酸異なる、親水性の標的
タンパク質由来のペプチド断片を選択することを含む。
担体分子とコンジュゲートした、選択された免疫原を用
いて作製される抗体も提供する。本方法により作製され
る、ヒト組織因子と交差反応しないウサギ組織因子に対
する抗体も提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  第一種（species）と第二種とで異なるアミノ酸配列を含む

、第一種由来標的タンパク質のペプチド免疫原の選択方法であって、

（ａ）領域の長さが５～５０アミノ酸であり、親水性値が０以上の、第一種由来

標的タンパク質のアミノ酸配列のペプチド領域を同定し、

（ｂ）第一種と第二種の間にホモローガスでないアミノ酸を少なくとも１個有す

る、工程（ａ）で同定した領域由来のペプチド免疫原を選択することを含む方法

。

    【請求項２】  親水性値が０．２以上である請求項１記載の方法。

    【請求項３】  二種間の相同性のレベルが７５％以下である請求項１記載の

方法。

    【請求項４】  二種間の相同性のレベルが６０％以下である請求項１記載の

方法。

    【請求項５】  第一種および第二種がヒト、ウサギ、およびマウスから成る

群から選ばれる請求項１記載の方法。

    【請求項６】  ペプチド免疫原が第一種と第二種の間にホモローガスでない

アミノ酸を少なくとも３個有する請求項１記載の方法。

    【請求項７】  標的タンパク質が組織因子である請求項１記載の方法。

    【請求項８】  標的タンパク質がウサギ組織因子である請求項１記載の方法

。

    【請求項９】  標的タンパク質がヒト組織因子である請求項１記載の方法。

    【請求項１０】  第一種と第二種の間で異なるアミノ酸を含む、第一種の標

的タンパク質に特異的な抗体の製造法であって、

（ａ）請求項１記載の方法により標的タンパク質のペプチド免疫原を選択し、

（ｂ）該ペプチド免疫原を合成し、

（ｃ）該ペプチド免疫原を免疫原性担体分子とコンジュゲートさせてペプチド－

担体抗原を作製し、

（ｄ）該抗原に対する抗体を製造することを含む方法。

    【請求項１１】  該ペプチド免疫原が組換えＤＮＡ法により合成される請求
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項１０記載の方法。

    【請求項１２】  該ペプチド免疫原が化学的固相法を用いて合成される請求

項１０記載の方法。

    【請求項１３】  免疫原性担体分子がキーホールリンペットヘモシアニンで

ある請求項１０記載の方法。

    【請求項１４】  抗体が単一特異的である請求項１０記載の方法。

    【請求項１５】  抗体がモノクローナル抗体である請求項１４記載の方法。

    【請求項１６】  抗体がポリクローナルである請求項１０記載の方法。

    【請求項１７】  抗体がマウス、ヤギ、ウサギ、またはヒツジを用いて作製

される請求項１６記載の方法。

    【請求項１８】  抗体がヤギを用いて作製される請求項１７記載の方法。

    【請求項１９】  請求項１０記載の方法により製造される抗体。

    【請求項２０】  長さが５～５０アミノ酸であり、親水性値が０以上であり

、第二種由来の組織因子とホモローガスでないアミノ酸を少なくとも１個有する

第一種由来の組織因子細胞外領域由来の配列からなるペプチド。

    【請求項２１】  親水性値が０．２以上である請求項２０記載のペプチド。

    【請求項２２】  二種間の相同性が７５％以下である請求項２０記載のペプ

チド。

    【請求項２３】  二種間の相同性が６０％以下である請求項２０記載のペプ

チド。

    【請求項２４】  該ペプチドが第二種由来の組織因子とホモローガスでない

アミノ酸を少なくとも３個有する請求項２０記載のペプチド。

    【請求項２５】  第一種がヒト、ウサギ、およびマウスからなる群から選ば

れる請求項２０記載の方法。

    【請求項２６】  第一種がウサギであり、第二種がマウスである請求項２５

記載のペプチド。

    【請求項２７】  第一種がヒトであり、第二種がマウスである請求項２５記

載のペプチド。

    【請求項２８】  ３６Ｉ－４２Ｎ、４９Ｌ－６３Ｋ、８４Ｔ－９５Ｓ、１２
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４Ｔ－１３３Ｋ、１５７Ｒ－１６４Ｋ、１７４Ｌ－１７９Ｋ、１９０Ｖ－２０２

Ｅ、２０５Ｔ－２１４Ｒ、および２４３Ｒ－２５３Ｅからなる群から選ばれる請

求項２６記載のペプチド。

    【請求項２９】  該ペプチドが８４Ｔ－９５Ｓまたは１９０Ｖ－２０２Ｅで

ある請求項２８記載のペプチド。

    【請求項３０】  ３７Ｑ－４４Ｄ、８４Ｅ－９５Ｅ、１２４Ｎ－１３５Ｒ、

１５８Ｗ－１６９Ｋ、１７６Ｌ－１８１Ｋ、１９４Ｐ－２０４Ｄ、および２０８

Ｅ－２１６Ｅからなる群から選ばれる請求項２７記載のペプチド。

    【請求項３１】  ８４Ｅ－９５Ｅ、１２４Ｎ－１３５Ｒ、１５８Ｗ－１６９

Ｋ、または１９４Ｐ－２０４Ｄである請求項３０記載のペプチド。

    【請求項３２】  請求項２０記載のペプチドとコンジュゲートした免疫原性

担体分子を含む抗原。

    【請求項３３】  該担体分子がキーホールリンペットヘモシアニンである請

求項３２記載の抗原。

    【請求項３４】  請求項３２記載の抗原に対して作製される抗体。

    【請求項３５】  抗体が単一特異的である請求項３４記載の抗体。

    【請求項３６】  抗体がモノクローナル抗体である請求項３５記載の抗体。

    【請求項３７】  抗体がポリクローナル抗体調製物の部分である請求項３４

記載の抗体。

    【請求項３８】  抗体がマウス、ヤギ、ウサギ、またはヒツジ由来である請

求項３７記載の抗体。

    【請求項３９】  抗体がヤギ由来である請求項３８記載の抗体。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

（発明の分野）

  本発明は、一般的には、種間でアミノ酸の変動性を有する標的タンパク質に対

する抗体を製造するためのペプチド免疫原の選択法に関する。より詳細には、本

発明は、ペプチド免疫原を選択し、哺乳動物組織因子に対する種特異的抗体を製

造する方法、ならびに該方法により製造される抗体に関する。

      【０００２】

（関連技術の説明）

  タンパク質抗原に対する抗体は多年にわたり多くの研究や診断目的に用いられ

てきた。抗体は、免疫原性担体（例えば、キーホールリンペットヘモシアニン［

ＫＬＨ］）とコンジュゲートしたタンパク質の小ペプチド部分（５～５０アミノ

酸）を注射することによりタンパク質の特異領域に対して製造することができる

。免疫動物は該ペプチドを免疫原性担体のエピトープとして認識するであろう。

この方法は全タンパク質の注射を含む、より一般的な方法より有利である。例え

ば、この方法では、抗体試薬を、目的とするタンパク質の、予測される特異的ド

メインと結合させることができる。これら抗ペプチド抗体は目的とするタンパク

質の構造／機能試験におけるエピトープマッピング、免疫組織化学的局在、およ

びイムノアフィニティ精製に有用である。本発明の目的とするある特定のタンパ

ク質は哺乳動物組織因子である。

      【０００３】

  組織因子（ＴＦ）は、凝固（血液凝固）に重要な役割を果たす貫膜糖タンパク

質である。正常な凝固は血管内皮が損傷する時に始まる。損傷した血管内皮はＴ

Ｆを血漿に曝露し、ＴＦをセリンプロテアーゼチモーゲン、第VII因子と結合さ

せる。第VII因子に対するＴＦの結合、次いで第VIIa因子の活性化は、凝固開始

の最初の工程である。次いで、構造変化とＣａ２＋架橋形成によりTF/FVIIaコン

プレックスを第Ｘ因子と結合させ、第Ｘ因子を活性化することができる。活性化

第Ｘ因子は、プロトロンビンを活性化セリンプロテアーゼであるトロンビンに変

換する。トロンビンはフィブリノーゲンをフィブリンに変換する。最終的に、フ
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ィブリン繊維が互いに結合し、血餅や、さらなる出血を防ぐ血小板－フィブリン

ネットワークを形成する。

      【０００４】

  マウス、ウサギ、およびヒト間のＴＦタンパク質のアミノ酸配列は高度に保存

されている。Pawashe et al., 1991, Thromb.Haemost.66:315。ＴＦの結晶構造

は、第VII因子に対する結合部位を含む広範なドメイン間インターフェース領域

を有する２つの免疫グロブリン様ドメインからなる。Harlos et al., 1994, Nat

ure 370:662。

      【０００５】

  ＴＦは、種々の組織、例えば心筋細胞、腎糸球体、表皮の顆粒層、中咽頭およ

び膣の上皮、ならびに腸、膀胱、呼吸器粘膜、および身体と環境の組織関門（バ

リア）に発現する。Ruf et al., 1994, FASEB J. 8:385。組織因子は種々の感染

性、循環器系、および新生物疾患の病因にも関係がある。例えば過剰な凝固は卒

中や虚血を生じ、組織の梗塞を引き起こす。急性骨髄芽球性白血病は、ＴＦを発

現することが知られており、血小板の急速な消費と、フィブリン重合の崩壊によ

る過剰出血を特徴とする疾患である播種性血管内凝固（ＤＩＣ）が生じる（同上

）。したがって、ＴＦをより理解することにより、研究者は凝固を制御するため

のより効果的な療法を計画することができる。そのような制御によりこれらおよ

び他の疾患に罹患した患者で考えられる合併症を軽減することができる。

      【０００６】

  ＴＦに対する種々の抗体が作製されている。これら抗ＴＦ抗体のほとんどは全

ＴＦタンパク質に対して作製された。例えば、天然の第VII因子－アフィニティ

精製ヒトＴＦに対するモノクローナル抗体を用い、ＴＦの細胞外ドメインの基本

領域について研究がなされた。Magdolen et al., 1998, Biological Chemistry 

379:157。他の抗体はヒトおよびウサギ由来の精製または組換えＴＦに対して作

製された。例えば、Taylor et al., 1991, Circulatory Shock 33:127; Morisse

y et al., 1988, Thrombosis Res. 52:247; Pawashe et al., 1994, Circulatio

n Res.74:56; 米国特許第5,223,427号参照。しかしながら、ＴＦのような膜結合

タンパク質は、特に、その天然のホールドされた構造で精製することが難しい。
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別の方法では、組換えウサギＴＦを発現するネズミ培養細胞を注射したマウスか

らモノクローナル抗体が作製された。Speidel et al., 1995, Circulation 92:3

323。

  ＴＦに対する抗ペプチド抗体が作製されている。ある場合には、ＴＦが第VII

因子に結合するのを阻害することができるヒトＴＦ領域に対するポリクローナル

抗体が作製された。Ruf et al., 1991, Biochem. J. 278:729。別の場合には、

ヒトＴＦのＣ末端細胞質ドメインに対する抗ペプチドモノクローナル抗体が作製

された。Carson et al., 1992, Blood Coagulation and Fibrinolysis 3:779。

      【０００７】

  種間で広範囲の相同性を有するＴＦのようなタンパク質に対して作製した抗体

は、種特異性を示すとは予想されないであろう。これについては、ヒト組織因子

に対するモノクローナル抗体がヒヒＴＦと交差反応し、これを阻害するＴＦを用

いる例が示されている。Taylor et al., 1991, Circulation Shock 33:127。こ

れは、例えば、抗体を病気の診断に用い、２つの病原性種を区別する必要がある

場合に問題となるであろう。脊椎動物間で広範囲の配列相同性を有するＴＦのよ

うなタンパク質は、それが誘導すると予測される抗体の範囲も限られる。目的と

する種由来のタンパク質と免疫動物中の同じタンパク質間の配列差がほとんどな

いため、免疫動物の免疫系は、注射したタンパク質のホモローガスな領域を「自

己」エピトープと認識し、注射された動物の類似タンパク質とホモローガスでな

い、注射したタンパク質の免疫支配（immunodominant）領域に対する抗体を産生

するだけである。例えば、全ヒトＴＦに対するネズミモノクローナル抗体は、マ

ウスＴＦと同じでないヒトＴＦの領域に対してのみ産生されよう。例えば、構造

－機能研究のためにＴＦタンパク質の多くの領域に対する抗体を所望する場合は

、失望する結果になろう。したがって、種特異性があり、脊椎動物タンパク質の

いくつかの領域について所望される、種間で広範囲のアミノ酸相同性を示すタン

パク質に対する抗体を作製するための改良法が必要である。

      【０００８】

（発明の要約）

  本発明の目的は、種特異的抗体を確実に製造するために、免疫原として用いる
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標的タンパク質のペプチドを決定する方法を提供することである。本発明のより

具体的な目的は、種特異的な抗体を製造するための免疫原として用いる組織因子

の領域を決定する方法を提供することである。本発明の別の目的は、上記方法に

用いる組織因子に対する抗体を提供することである。

  したがって、簡単には、本発明は、第一種と第二種間で異なるアミノ酸配列を

含む、第一種の標的タンパク質のペプチド免疫原を選択する方法を目的とする。

本方法は、（ａ）領域の長さが５～５０アミノ酸である、親水性値が０以上の、

第一種由来標的タンパク質のアミノ酸配列のペプチド領域を同定し、（ｂ）第一

種と第二種間にホモローガスでないアミノ酸を少なくとも１個有する、工程（ａ

）で同定された領域からペプチド免疫原を選択することを含む。

      【０００９】

  本発明は、第一種と第二種間で異なるアミノ酸配列を含む、第一種の標的タン

パク質に特異的な抗体の製造法も目的とする。本方法は、上記方法により標的タ

ンパク質のペプチド免疫原を選択し、該ペプチド免疫原を合成し、該ペプチド免

疫原と免疫原性担体分子をコンジュゲートしてペプチド－担体抗原を作製し、該

抗原に対する抗体を産生することを含む。

  さらに、本発明は上記方法により作製された抗体に関する。

  さらに、本発明は、領域の長さが５～５０アミノ酸であり、親水性値が０以上

の、第二種由来の組織因子とホモローガスでないアミノ酸を少なくとも１個有す

る、第一種の組織因子細胞外領域由来の配列からなるペプチドを目的とする。

  本発明は、領域の長さが５～５０アミノ酸であり、親水性値が０以上の、第二

種由来の組織因子とホモローガスでないアミノ酸を少なくとも１個有する、第一

種の組織因子細胞外領域由来の配列からなるペプチドとコンジュゲートした免疫

原性担体分子を含む抗原、および該抗原に対する抗体も目的とする。

      【００１０】

略号および定義

  本発明の理解を促すために、本明細書で用いている多くの用語を以下に定義す

る。

  本明細書で用いている「ＴＦ」は組織因子を意味する。
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  本明細書で用いている用語「種－特異的」は、抗体を説明するのに用いるとき

は抗体がある種のタンパク質と結合するが別の種の同じタンパク質とは結合しな

いことを表す。第一種由来のタンパク質と結合する（または「反応する」もしく

は「認識する」）が第二種由来の同じタンパク質とは結合しないタンパク質は、

第二種由来のタンパク質とは「交差反応」しないので、第一種由来のタンパク質

に種－特異的であるという。

  本明細書で用いている「抗原」は、抗体を作製する大分子である。抗原は通常

、脊椎動物に注射され、次いで、抗原領域（「エピトープ」）に対する抗体の産

生が誘導される。

      【００１１】

  本明細書で用いている用語「免疫原」は、抗体を得ようとする抗原部分である

。免疫原は、抗原のエピトープであってもよく、いくつかのエピトープからなっ

ていてもよい。より詳細には、用語「免疫原」は、本明細書において、抗原の免

疫原部分に対する抗体を誘導するために免疫原性担体分子とコンジュゲートして

いる目的のタンパク質由来のペプチドを意味するのに用いられる。

  本明細書で用いている用語「親水性（の）」は、アミノ酸について用いる場合

は、極性および／または荷電側鎖を有するアミノ酸を表す。親水性アミノ酸には

、リジン、アルギニン、ヒスチジン、アスパーテート（aspartate）（すなわち

、アスパラギン酸）、グルタメート（すなわち、グルタミン酸）、セリン、トレ

オニン、システイン、チロシン、アスパラギン、およびグルタミンが含まれる。

本明細書で用いている用語「親水性値」または「親水性指数値」は、各アミノ酸

に割り当てられた３．０～－３．４の数値（ここで、大きい数はより親水性であ

る）を意味する。親水性値は、Hopp et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.

S.A. 76:3824、の方法を用いて計算する。６アミノ酸に関するこれら値の移動親

水性平均を上記のごとくHopp et al.の方法を用いて計算した。

      【００１２】

  本明細書で用いている用語「疎水性（の）」は、アミノ酸について用いる場合

、非極性側鎖を有するアミノ酸を表す。疎水性アミノ酸には、バリン、ロイシン

、システイン、およびメチオニンが含まれる。３つの疎水性アミノ酸は芳香族側
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鎖を有する。したがって、用語「芳香族（の）」はアミノ酸に用いる場合、３つ

の芳香族疎水性アミノ酸、フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファン

を表す。

      【００１３】

（発明の詳細な説明）

  本明細書で引用した各参考文献の内容は本明細書の一部を構成する。核酸の分

子操作に関する本明細書に開示した方法は当業者に知られている。一般的には、

Fredrick M. Ausubel et al.(1995),「Short Protocols in Molecular Biology

」、John wiley and Sons、およびJoseph Sambrook et al.(1989),「Molecular 

Cloning, A Laboratory Manual」,第二版,Cold Spring Harbor Laboratory Pres

s参照（これらの内容は本明細書の一部を構成する）。

  本発明は、第二種と異なるアミノ酸配列を有する第一種由来の標的タンパク質

からなるペプチド免疫原を選択する方法を目的とする。免疫原は、該ペプチドを

含む標的タンパク質の領域に対する抗体を誘導するために選択される。該方法は

以下の工程を含む：（ａ）標的タンパク質のアミノ酸配列の親水性を分析し、親

水性の、例えば、Hopp et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 76:3824

の方法を用いて０以上の値を有する５～５０アミノ酸長の領域を同定し、（ｂ）

標的タンパク質の親水性アミノ酸領域を第二種の同じタンパク質由来の同じ領域

と比較し、第一種と第二種の間でホモローガスでないアミノ酸を少なくとも１個

有する領域をペプチド免疫原として選択する。次に、免疫原と免疫原性担体分子

をコンジュゲートし、次いで選択した免疫原に対する抗体を作製する。該免疫原

に対して得られる抗体は、一般に、第二種の同じタンパク質には結合しない。

      【００１４】

  本発明の方法は、目的とする種の標的タンパク質のアミノ酸配列と異なるアミ

ノ酸配列を有する別の種の類似タンパク質が存在する、目的とする種のあらゆる

標的タンパク質に対する抗体の製造に応用することができる。限定されるもので

はないが、脊椎動物、無脊椎動物、原生動物、細菌、真菌、および植物を含むあ

らゆる原核生物、真核生物、またはウイルス供給源由来のタンパク質が含まれる

。
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  標的タンパク質および第二種由来類似タンパク質のアミノ酸配列は、種々の供

給源、例えば、公表された物質、およびタンパク質シーケンシング（例えば、Ed

man分解（degradation）から得ることができる。アミノ酸配列は、公表された供

給源からか、または既知の方法により両種由来の標的タンパク質をコードする遺

伝子をクローニングし、開始コドンを決定することにより得ることができる標的

タンパク質をコードする遺伝子から推定することもできる。

      【００１５】

  親水性の標的タンパク質領域は、疎水性領域より抗原性が高い傾向があるので

利用される。親水性ペプチド領域は標的タンパク質の外部表面に位置する傾向も

あるため、抗体反応を誘導しやすく、in situ試験、例えば免疫細胞化学的研究

において抗体に暴露されやすい。免疫原を生成するのに親水性ペプチドを用いる

ことは、疎水性ペプチドより水性溶液に対する可溶性が高いという利点もある。

これは、該ペプチドと担体タンパク質のコンジュゲート法をより簡単にし、好ま

しいコンジュゲーション法とする。さらに、親水性ペプチドを含む抗原は疎水性

ペプチドを含む抗原より可溶性が高く、前者の抗原を用いる免疫法をより簡単に

する。

      【００１６】

  親水性分析により、該タンパク質の極性部分、好ましくはヘキサペプチドの移

動平均の測定値が得られる。組織因子の親水性エピトープはHopp et al., 1981,

 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 76:3824の方法により決定することができよう

。コンピュータソフトウエア、例えばMacVector（International Biotechnologi

es, Inc.）も標的タンパク質の親水性を分析するのに利用可能である。個々のア

ミノ酸の親水性値が－３．４（トリプトファン）～３．０（リジン、グルタミン

酸、アスパラギン酸、およびアルギニン）の範囲であるHoppの方法を用い、該ペ

プチドの長さについて平均ヘキサペプチド親水性値を平均することにより親水性

を決定するのが好ましい。親水性０以上のペプチドを選んでよい。好ましいペプ

チドは親水性０．２以上である。

      【００１７】

  標的タンパク質中の目的領域から親水性ペプチドを選択し、次いで、核ペプチ
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ドの配列を第二種由来の同じタンパク質の類似配列と比較する。この比較を行う

ため、標的タンパク質および第二種由来の同じタンパク質のアミノ酸配列を３次

元構造類似性により一列に並べることが好ましい。２つの配列間の構造的類似性

は、多くのコンピュータプログラムにより決定することができる推定３次元構造

を比較するか、または既知の方法により該タンパク質両方の結晶構造を決定する

ことにより決定することができる（ＴＦの結晶構造については、例えば、Harlos

 et al., 1994, Nature 370:662参照）。しかしながら、３次元構造の類似性は

、一般的には、ミスマッチを最小にするためある配列と他の配列にギャップを導

入し、２つのタンパク質の配列を一列に並べることにより確かめられる。この作

業は多くの良く知られたコンピュータプログラムにより行うこともできる（例え

ば、Altschul et al., 1997, Nucl. Acids Res. 25:3389参照）。マウス、ウサ

ギ、およびヒトＴＦのそのような配置については図１参照。

      【００１８】

  候補親水性ペプチドの一列に並べた配列の配列相同性を比較する。本発明によ

れば、標的タンパク質と第二種由来の類似タンパク質の間にホモローガスでない

アミノ酸を少なくとも１個有するペプチドを免疫原に用いて良い。好ましくは、

候補親水性ペプチドは標的タンパク質と第二種由来の類似タンパク質の間にホモ

ローガスでないアミノ酸を少なくとも３個有する。候補親水性ペプチドのホモロ

ーガスでないアミノ酸は該ペプチド鎖中で連続していても、連続していなくても

よい。好ましくは、該２ペプチド間の相同性は７５％以下である。より好ましく

は、該２ペプチド間の相同性は６０％以下である。２ペプチド配列間の配列相同

性が低下するにつれ、第一種の該タンパク質の免疫原から生じる抗体の種特異的

特性は増加し、それにより該抗体が第二種の同じタンパク質と交差反応する可能

性が低下する。

      【００１９】

  ペプチド免疫原を選択し、次いで、担体分子とのコンジュゲーションに備えて

それを合成する。該ペプチドの合成は、あらゆる好都合な方法、例えば、適切な

組換え宿主細胞、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ中の、該ペプチドをコードする核酸配列

を翻訳し、常套的方法（例えば逆相ＨＰＬＣ）により該ペプチドを精製すること
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ができる。しかしながら、該ペプチドは化学的方法、好ましくは固相法を用いて

合成するのが好ましい。このための好ましい方法には、Ｆｍｏｃ化学を用いる（

Fields et al., 1990, Int. J. Pept. Protein Res. 35:161; Wellings et al.,

 1997, Meth. Enzymol.289:44）。好ましくは、該ペプチドは、架橋試薬を用い

て担体とカップリングさせるのに適した末端アミノ酸残基を含むものを選択する

か、またはこの目的のために末端にさらにアミノ酸残基を含めて合成する。その

ようなアミノ酸の例は、ビス－ジアゾベンジジン（ＢＤＢ）活性化担体について

はチロシン、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピルカルボジイミド・

塩酸（ＥＤＣ）活性化担体についてはアスパラギン酸、グルタミン酸、もしくは

遊離カルボキシ末端、またはｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロスクシンア

ミド（ＭＢＳ）活性化担体についてはシステインである。システインとＭＢＳ担

体活性化が好ましい。

      【００２０】

  ペプチド免疫原を合成し、次いで、それを担体分子とコンジュゲートする。該

担体は好ましくは抗原性、可溶性タンパク質である。好ましくは、第一種または

第二種中の抗原と結合する抗体を誘導しない担体を選択する。好ましい担体はキ

ーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）である。

  あるいはまた、多抗原性ペプチド戦略に従うため、該ペプチド免疫原を樹脂－

ポリリジン担体とコンジュゲートすることができる。例えば、McClean et al., 

1991, J. Immunol. Meth. 137:149。

  抗体産生はペプチド免疫原と担体分子のコンジュゲートにより達成される。こ

のコンジュゲーションは、担体、例えば、ＢＤＢ、ＥＤＣ、もしくは好ましくは

ＭＢＳを活性化し、次いで該ペプチドを加えることにより進行させるのが好まし

い。

      【００２１】

  次に、該抗原は免疫原と結合する抗体を製造するのに用いられる。抗体は単一

特異的抗体であってよい。単一特異的抗体は、例えばGalfre et al., 1977, Nat

ure 266:550の方法により作製されるモノクローナル抗体であってよい。あるい

はまた、該単一特異的抗体は、例えば、Lowman et al., 1991, Biochemistry 30
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: 10832の方法により作製される組み換え抗体であってよい。

  該抗体はポリクローナル抗体でもあり得る。ポリクローナル抗体は、哺乳動物

、例えば、マウス、ヤギ、ヒツジ、またはウサギをペプチド－担体抗原で免疫し

、次いで該動物から血清を単離し、ポリクローナル抗体を含む抗血清を得ること

により製造することができる。

      【００２２】

  該抗体は、好ましくは、例えば、ELISA、赤血球凝集、蛍光抗体の組織への結

合、イースタンブロット、または適切なあらゆる他の方法により、該抗体の、免

疫原および標的タンパク質との結合能を測定することにより特徴づけられる。本

発明の方法により作製される組織因子抗体は、例えば、第一種および第二種また

は他種由来の組み換えおよび／または天然のＴＦ、および免疫原に対する反応性

について試験することができる。

  本発明のペプチド抗原、免疫原、および抗体は種々の用途に用いることができ

る。他の用途として、該ペプチド抗原を用いて上記のごとく抗体を精製すること

ができる。本発明の合成ペプチドを用いて上記のごとく抗体特異性を試験するこ

とができる。該抗原を阻害アッセイに用いることもできる。例えば、ＴＦ由来ペ

プチドを、例えばトロンボプラスチンアッセイに加え、該ペプチドがＴＦ機能を

阻害することができるかを検討することができる。このような研究は、ＴＦの構

造と機能を特徴づける助けとなろう。

      【００２３】

  本発明の抗体の用途には、標的タンパク質の免疫組織化学的局在、イムノアフ

ィニティ精製、および構造／機能試験におけるエピトープマッピングが含まれる

。例えば、抗ＴＦ抗体をトロンボプラスチンアッセイに用い、該抗体がＴＦ機能

を阻害することができるかどうかについて検討することができる。これら抗体は

ＴＦの他の局面、例えば、ＴＦ／基質複合体の特徴を試験するのに用いることも

できる。

  本発明の抗体は、特に抗体が別の種由来の抗原と交差反応しないことが求めら

れる、抗原の診断的アッセイに用いることもできる（例えば、食物中の特定の細

菌のアッセイ）。
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      【００２４】

（実施例）

実施例１

ウサギおよびヒト組織因子に対するペプチド免疫原の同定

  ウサギ、ヒト、およびマウス組織因子の配列は記載されている（Pawashe et. 

al., 1991, Thromb Haemost. 66:315）。親水性分析は、Hopp et al., 1981, Pr

oc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 76:3824の方法を用いて行った。分析はExcelコン

ピュータスプレッドシートプログラムの移動平均関数を用いて行った。簡単には

、ウサギおよびヒト配列の各アミノ酸を３．０～－３．４の値に割り当てた（こ

こで、大きい数字の親水性が大きい）。各ヘキサペプチドの移動親水性平均を確

立した。次に、ヘキサペプチド平均の平均（mean）親水性平均（average）を、

主要な陽性（positive）ヘキサペプチド平均を有するタンパク質の領域について

確立した。平均ヘキサペプチド平均が０．２以上の領域をさらに評価する候補免

疫原として選択した。図２および３はこれら候補免疫原を示す。

  次に、候補免疫原のマウス配列に対する相同性を評価した。図１に、ヒトおよ

びウサギ配列をマウス配列と一列に並べた。次に、候補ヒトおよびウサギ免疫原

を一列に並べたマウス配列と比較し、類似のマウス配列とホモローガスでないア

ミノ酸を３個以上有する免疫原を選択した。

  選択した免疫原は、３またはそれ以上のミスマッチを有する、図２および３の

候補免疫原として示した。ウサギＴＦ由来候補免疫原１０個のうち８個、および

ヒトＴＦ由来候補免疫原１１個のうち８個。それら免疫原はすべて抗ＴＦ抗体を

製造するのに有用である。しかしながら、最も有効な免疫原は、より高い平均親

水性値と多数のミスマッチを有するものであろう。

      【００２５】

実施例２

ウサギ組織因子に対するポリクローナル抗体の産生および特性

  ポリクローナル抗体をウサギＴＦの２領域に対して作製した。該分子の推定上

の上端の方向に向かって、ドメイン１Ｆとドメイン１Ｇを繋ぐループに位置する

８４位～９５位の１２残基ペプチドＴＴＧＦＰＥＥＰＰＦＲＮ（８４Ｔ－９５Ｓ
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）（Harlos et al., 1994, Nature 370:662）は、最もアミノ酸のミスマッチが

多い候補免疫原であることが証明された（図２）。ジスルフィド結合により拘束

された２Ｆ－２Ｇループ内に位置する１９０位～２０２位の１３残基ペプチドＶ

ＩＰＳＲＫＲＫＱＲＳＰＥ（１９０Ｖ－２０２Ｅ）は、最も高い親水性指数を有

する（図２）。Ｅ値１００のＢＬＡＳＴＰ検索エンジン（engine）により分析す

ると、両ペプチドはウサギＴＦ配列と比べて独特である。これら２ペプチドは標

準的ＦＭＯＣ化学を用いて合成された。カルボキシ末端にさらにシステインを加

えた。次に、該ペプチドを標準的方法によりＭＢＳ活性化ＫＬＨとコンジュゲー

トした。各ペプチド免疫原について、ヤギ３頭をペプチド－ＫＬＨ抗原で免疫し

た。次に、ヤギから回収した抗血清について、非コンジュゲートペプチド、ウサ

ギ組換えＴＦ、ヒト組換えＴＦ、およびウサギ脳アセトン粉末（ＲＢＡＰ）のTr

iton抽出物をコート抗原とするマイクロタイタープレートフォーマットを用いて

免疫反応性を試験した。該プレートをウサギ抗ヤギＩｇＧアルカリホスファター

ゼコンジュゲートでプローブした。

      【００２６】

  各抗血清は、それぞれのペプチド免疫原に対する特異的免疫反応性を示した。

抗血清はすべてウサギ組換えＴＦと交差反応した。各ペプチドに対する２つの抗

血清は、ＲＢＡＰ抽出物中の天然ウサギＴＦとの反応性も示した。

  本発明の他の特性、目的、および利点は当業者に明らかであろう。本明細書中

の説明および例示は当業者に本発明、その原理、およびその実際的応用を熟知さ

せることを意図している。当業者は、本発明を、個々の用途の要求に最もよく適

合するように多くの形に適合させ、適用することができよう。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】  ウサギ、ヒト、およびマウス組織因子タンパク質の配列相同性を

比較した図である。図はPawashe et al., 1991, Thromb.Haemost. 66:315から引

用した。

    【図２】  本発明の方法を用いて選択したウサギ組織因子由来の候補免疫原

性ペプチドのリストである。

    【図３】  本発明の方法を用いて選択したヒト組織因子由来の候補免疫原性

ペプチドのリストである。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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