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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下のステップを含む、人工タンパク質のアレルギー潜在性を特定する方法であって、
ａ）第１の遺伝子導入マウスへの目的タンパク質を用いた免疫付与、及び第２の遺伝子導
入マウスへの前記目的タンパク質の変異体である人工タンパク質を用いた免疫付与、さら
に前記目的タンパク質はＴ細胞エピトープを含み、前記変異体と前記目的タンパク質は変
化したＴ細胞エピトープを有することにより異なる；
ｂ）前記第１及び前記第２の免疫性を与えられた遺伝子導入マウスの血清の回収；
ｃ）血清の抗原特異的免疫グロブリンの測定；及び
ｄ）前記遺伝子導入マウスにおいて異なる免疫反応を引き起こす前記目的タンパク質と前
記その変異体における、該目的タンパク質と該その変異体との免疫反応の比較、を含み、
第１の遺伝子導入マウス及び第２の遺伝子導入マウスがＨＬＡ　ＤＲ３／ＤＱ２遺伝子導
入マウスであることを特徴とする、方法。
【請求項２】
　前記目的タンパク質が酵素である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記酵素がプロテアーゼである、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　抗原特異的免疫グロブリンが免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）である、請求項１に記載の方
法。
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【請求項５】
　前記ＨＬＡ　ＤＲ３／ＤＱ２遺伝子導入マウスが、内性的Ｉ－ＡクラスＩＩ分子の発現
が欠如しているマウスと戻し交配されている、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記Ｔ細胞エピトープをアミノ酸置換によって変化させる、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記Ｔ細胞エピトープを、前記目的タンパク質の同族体の末端部分に対応する部分に置
き換えられた前記Ｔ細胞エピトープを含有する前記目的タンパク質の末端部分を有するこ
とにより変化させる、請求項１に記載の方法であって、前記同族体は前記置換Ｔ細胞エピ
トープと同一のＴ細胞エピトープを含まない、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　変異体により引き起こされる免疫反応が、目的タンパク質によって引き起こされる免疫
反応より少ない、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　変異体により引き起こされる免疫反応が、目的タンパク質によって引き起こされる免疫
反応より大きい、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　以下のステップを含む、人工タンパク質に対するヒトのアレルギー反応を予測するため
に遺伝子導入マウスを使用する方法であって、
ａ）第１の遺伝子導入マウスへの目的タンパク質を用いた免疫付与、及び第２の遺伝子導
入マウスへの目的タンパク質の変異体である人工タンパク質を用いた免疫付与、さらに前
記目的タンパク質はＴ細胞エピトープを含み、該変異体と該タンパク質は変化したＴ細胞
エピトープを有することにより異なる；
ｂ）前記第１及び前記第２の免疫性を与えられた遺伝子導入マウスの血清の回収；
ｃ）血清の抗原特異的免疫グロブリンの測定；及び
ｄ）前記遺伝子導入マウスにおいて異なる免疫反応を引き起こす前記目的タンパク質と前
記その変異体における、該目的タンパク質と該その変異体との免疫反応の比較、を含み、
前記免疫反応はヒトにおけるアレルギー反応を予測するものであり、第１の遺伝子導入マ
ウス及び第２の遺伝子導入マウスがＨＬＡ　ＤＲ３／ＤＱ２遺伝子導入マウスであること
を特徴とする方法。
【請求項１１】
　前記目的タンパク質がプロテアーゼである、請求項１０に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
発明の背景
工業的、医薬的そして商業的に使用されるタンパク質は急速に普及している。その結果、
このような普及によりそれらに暴露される機会が増え、特定の人々はこれらのペプチドに
対して感作を引き起こし、そこにさらにさらされることで有害で致命的にさえなり得る過
剰なアレルギー反応を引き起こすという安全上の問題の原因ともなっている。例えば、プ
ロテアーゼは特定の個人にとっては危険な過敏症を引き起こすことが知られている。その
結果、例えば洗濯用洗剤、化粧品、織物加工等の産業においてプロテアーゼが有用であり
、例えばより効果的な染み抜き能を有する洗剤としての改良型プロテアーゼを提供するた
めに、その分野において広範囲の研究が成されているにも関らず、産業上のプロテアーゼ
の使用は、特定の人々に過敏性アレルギー反応を生じさせる可能性があるため問題となっ
ている。
【０００２】
これらの問題を解決するために多くの研究が行われてきた。プロテアーゼによる免疫原性
の可能性を減らすために研究されてきた方法の中で、空中でプロテアーゼを運ぶ粉塵やエ
アゾールの仕事場における濃度を制御したり最小限に抑えることで接触の可能性を減らす
ように改良された製造工程、実際にプロテアーゼ製品から生じる粉塵やエアゾールの量を
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減らすために改良された造粒工程、そして最終製品による潜在的なアレルギー性汚染物質
のレベルを減らすために改良された回収工程が使用されてきた。しかしながら、プロテア
ーゼのアレルギー性を減らす試みは、それ自体は、比較的失敗している。代わりに、過敏
症の人の免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）によって認識されるプロテアーゼのエピトープを隠
す試みや（国際特許出願公開第ＷＯ９２／１０７５５号）、問題のプロテアーゼにポリマ
ーやペプチド／タンパク質を付加することにより抗原決定基の性質を拡張させたり変化さ
せたりする試みが成されてきた。
【０００３】
適応性免疫反応が過剰または不適切なかたちで起こると、それを体験する人は過敏症にな
っているという。過敏反応は、通常は有益である免疫反応が不適当に作用した結果であり
、時には炎症反応や組織の損傷を引き起こす。それらの過敏反応は多くの抗原によって引
き起こされる。そして過敏反応の原因は各個人によってさまざまである。過敏症は通常、
抗原との最初の接触では生じないが、ほとんどの場合、その後接触を続けると生じる。過
敏症の１つの形態は、花粉、チリダニまたは動物のふけのような無害な環境抗原に対して
ＩｇＧ反応が向けられた時に生じる。ＩｇＧ感作肥満細胞による薬理学的伝達物質の、結
果的に生じる放出によって、喘息または鼻炎のような症状を有する急性炎症反応が引き起
こされる。
【０００４】
それでもなお、ＩｇＧ部位を修飾する等の方法では最初の感作反応の発生を抑制すること
は一般的には成功しないだろう。従って、そのような方法は、続いて起こる過敏反応の重
症度を中和したり低下させたりするかもしれないが，実際に感作される人の数は減少しな
い。例えば、ある人が特定の抗原に対して過敏症であることがわかっている場合、このよ
うな状況で取り得る一般的で唯一安全な方法は、その過敏症の人をできるだけ完全に抗原
から隔離することである。実際に、他のいずれの方法を採っても過敏症の人の健康には悪
い。従って、過敏症の人にとって特定のタンパク質の危険性を減少させることは重要であ
るが、産業上の目的のためには、タンパク質が最初の段階で過敏反応を開始できないよう
にすることが遥かに有益である。
【０００５】
Ｔリンパ球（Ｔ細胞）は免疫反応の誘発及び調節、並びに免疫エフェクター機能の遂行に
おいて中心的存在である。病原菌や腫瘍に対する特異的な免疫はこれらのＴ細胞に依存す
ることは公知であり、さらにＴ細胞は傷の治癒に寄与していると信じられている。一方、
これらの反応の制御に失敗すると、自己攻撃を引き起こす可能性がある。一般的に、抗原
は、多様な細胞表面構造を介して、Ｔ細胞による抗原認識に適した形で抗原または部分抗
原を捕獲し、提示している抗原提示細胞の形をとって、Ｔ細胞に提示される。Ｔ細胞（Ｔ
細胞レセプター）の表面にあるレセプターによる特異的エピトープの認識に基づき、Ｔ細
胞は細胞増殖を含む一連の複雑な相互作用を開始し、それが結果としてＢ細胞による抗体
の産生となる。Ｔ細胞及びＢ細胞は共に、所定のタンパク質やペプチド上に存在する抗原
エピトープによって活性化されるが、これらの単核細胞により認識される実際のエピトー
プは、一般的に同定されていない。実際に、免疫多様性を生じさせるＴ細胞を活性化させ
るエピトープは、免疫反応中にＢ細胞によって後になって認識されるエピトープと同じで
ないことが極めて多い。従って、過敏症に関して、Ｔ細胞と抗原間における特異的抗原相
互作用は抗原暴露に対する免疫反応の開始の重要な要素ではあるが、その相互作用の詳細
、すなわち認識されるエピトープは、その後に続いて起こる、完全なアレルギー反応への
発展とはたいてい無関係である。
【０００６】
国際特許出願公開第ＷＯ９６／４０７９１号は、ポリアルキレン酸化物を出発物質として
用いて、アレルギー性が低下したポリアルキレン酸化物－ポリペプチド結合体を作成する
方法を開示している。
【０００７】
国際特許出願公開代ＷＯ９７／３０１４８号は、２つ以上のポリペプチド分子が共有結合
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している１つの高分子キャリアー分子を含む、アレルギー性が低下したポリペプチド結合
体を開示している。
【０００８】
国際特許出願公開第ＷＯ９６／１７９２９号は、１～３０の多分子を前駆体ポリペプチド
に結合させるステップを含む、アレルギー性が低下したポリペプチドを作成する方法を開
示している。
【０００９】
国際特許出願公開第ＷＯ９２／１０７５５号は、動物において、低下した免疫反応を誘導
する変異タンパク質を作成する方法を開示している。この出願では、目的タンパク質、す
なわち一連のプロテアーゼ及びそれらの変異体を用いてラットに免疫性を与えている。そ
のラットの血清は、その後、免疫性を与えられた血清中に産生し、存在しているポリクロ
ーナル抗体の目的タンパク質やそれらの変異体に対する反応性を測定するために用いられ
た。これらの結果から、その血清中の抗体がそのタンパク質やそれらの変異体と比較的よ
く反応するか否かを決定することができ、従って、タンパク質中のどの変化が、Ｉｇ（免
疫グロブリン）の結合能を中和もしくは低下させることができそうなのかを分析すること
が可能となる。これらのラットの試験から、１２７、１２８、１２９、１３０、１３１、
１３６、１５１、１５２、１５３、１５４、１６１、１６２、１６３、１６７、１６８、
１６９、１７０、１７１、１７２、１７３、１７４、１７５、１７６、１８６、１９３、
１９４、１９５、１９６、１９７、２４７、２５１、２６１番残基に対応するいずれかの
ズブチリシン３０９残基を改変させると、結果として免疫原性が変化するであろうという
結論に達した。
【００１０】
国際特許出願公開第ＷＯ９４／１０１９１号は、前駆体である単量体タンパク質のオリゴ
マーの形態を含む低アレルギー性タンパク質であり、そのオリゴマーは実質的にその活性
を維持しているタンパク質を開示している。
【００１１】
これまでの研究により、特定のタンパク質のアレルギー性を低下させる方法や特定の人に
アレルギー反応を引き起こすエピトープの同定方法が提供されてきたが、これらのエピト
ープを同定する検出方法は、一般的に、すでに抗原に暴露されている血清中のＩｇＥ及び
ＩｇＧの測定であることが必要である。しかしながら、いったんＩｇ反応が開始されてし
まうと、すでに感作が生じてしまっている。従って、これらのエピトープを中和すれば、
結果として感作が起こる可能性が明らかに低下し、最初の感作の可能性が減るであろうか
ら、最初の段階で感作を引き起こすエピトープを特定する方法が必要とされている。さら
に、増進された免疫反応を引き起こすタンパク質の作成や、低免疫反応を引き起こす天然
タンパク質の同定もまた必要とされている。本発明はこれら及びその他の要求を満たすも
のである。
【００１２】
発明の概要
本発明は、望ましい免疫反応を引き起こすことができるタンパク質、かかるタンパク質を
同定し、かつ作成する方法及びかかるタンパク質を使用する方法を提供する。例えば、下
記の詳細な説明からも明らかになるように、提供される方法及び組成物は、過剰アレルギ
ー性及び低アレルギー性組成物の形態として有用である。ここで用いられる、過剰及び低
アレルギー性とはそれぞれ、その組成物が本発明のタンパク質を含まない同じ組成物より
も、多くのまたは少ない免疫反応を引き起こすことを意味する。かかる組成物として、洗
剤組成物、織物加工、コンタクトレンズ洗浄液や洗浄剤、ペプチド加水分解物、廃棄物処
理製品、肌、髪及び口腔用を含む化粧品製剤、血栓除去剤のような薬剤、酵素のような調
査薬並びにワクチンを含む治療剤を挙げることができる。
【００１３】
本発明の特徴の1つは、目的ポリペプチドが選択され、かつ提供されることである。目的
ペプチドはＴ細胞エピトープを持つものが好ましく、下記に記載するように様々である。
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しかしながら、天然特性に基づいて目的ペプチドを選択することもでき、改変させなくて
もよい。さらに、Ｔ細胞エピトープを持たない目的ペプチドを選択することもでき、Ｔ細
胞エピトープを持つように改変させることができる。
【００１４】
ここで提供される本発明の特徴の１つとして、Ｔ細胞エピトープを含んだ目的ペプチドの
変異体がある。この変異体は、変化させたＴ細胞エピトープを持つことにより前記目的ペ
プチドとは異なり、このような該変異体や該ポリペプチドは、ヒトによって異なる免疫反
応を引き起こす。かかる変異体は、前記目的ペプチドよりも多くのまたは少ない免疫反応
を誘導するために調製され、選択される。
【００１５】
目的ポリペプチドは任意の目的ポリペプチドでよい。特徴の１つとして、かかるポリペプ
チドは、酵素、ホルモン、因子、ワクチン及びサイトカインからなる群より選択される。
実施形態の1つとしては、目的のポリペプチドは特定のヒトには、その特定のヒトに内生
的なものとして認識されず、或いは自分自身として認識されない。ここで示されるように
、目的ポリペプチドは酵素でもよい。また、実施形態の１つとして、その酵素はリパーゼ
、セルラーゼ、エンド‐グルコシダーゼＨ、プロテアーゼ、カルボヒドラーゼ、レダクタ
ーゼ、酸化酵素、イソメラーゼ、転移酵素、キナーゼ及びホスファターゼからなる群より
選択される。好ましい実施形態としては、目的ポリペプチド及びその変異体はそれぞれ、
少なくともいくつかの同じ活性を含む。例えば、あるプロテアーゼの変異体が提供される
と、前記変異体は免疫反応を変化させて引き起こす。しかし、その変異体は依然として検
出可能であり、好ましくはプロテアーゼ活性が比較可能である。
【００１６】
目的ポリペプチド変異体が提供されると、Ｔ細胞エピトープはアミノ酸置換、欠失、付加
及びそれらの組み合わせを含む多数の方法に改変され得る。好ましくは、Ｔ細胞エピトー
プはアミノ酸置換を有するように改変される。ここで１つの実施形態として、アミノ酸置
換物は目的ポリペプチドの同族体のアミノ酸に対応するように作られ、ここでその同族体
は目的ポリペプチドの対応する位置に同じＴ細胞エピトープを含まない。特徴の１つとし
て、少なくとも１つのＴ細胞エピトープを含む目的ポリペプチドの末端部分は、目的ポリ
ペプチドの同族体の対応する末端部分に置換され、その置換物は前記の異なる免疫反応を
引き起こす。
【００１７】
また、他の実施形態としては、望ましい免疫反応を引き起こすポリペプチドをコードする
核酸がここで提供されている。さらに、本発明は、本発明で提供される核酸を含有する発
現ベクター及び宿主細胞を含む。さらに、いったん本発明のポリペプチド及びそれらの変
異体が同定されると、実質的に相同な配列やポリペプチドや変異体をハイブリダイズする
配列を同定することができ、それらが本発明で提供される。相同性はさらに下記に定義さ
れ、好ましいとされる同一性と共に、類似性または同一性についても言及することができ
る。好ましくは、相同配列は、ここで提供されるポリペプチド及び変異体の活性を有する
ペプチドをコードするアミノ酸配列または核酸である。
【００１８】
本発明のさらにもう１つの特徴は、あるタンパク質によって引き起こされる免疫反応を特
定する方法である。実施形態の１つは、以下のステップを含む方法である：（ａ）単一の
血液供給源から樹状細胞液及びナイーブＣＤ４陽性及び／またはＣＤ８陽性Ｔ細胞液を調
製する；（ｂ）前記樹状細胞液における分化を促進させる；（ｃ）前記分化樹状細胞液と
前記ナイーブＣＤ４陽性及び／またはＣＤ８陽性Ｔ細胞を前記タンパク質と混合させる；
及び（ｄ）前記ステップ（ｃ）におけるＴ細胞の増殖を測定する。
【００１９】
対照となるタンパク質の免疫反応を同定するために、タンパク質によって引き起こされる
免疫反応を特定する方法もまた使用され得る。従って、１つの特徴としては、タンパク質
の免疫反応を特定する方法は、対照となる１つ以上のタンパク質の免疫反応をもさらに含
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む。同じタンパク質における変異体や同じタンパク質における別の型などのタンパク質、
例えば同じタンパク質における異なるプロテアーゼまたは異なるペプチドは、それぞれが
同族体になり得る。
【００２０】
本発明はさらに、目的ポリペプチドの免疫原性を変化させる方法を提供する。すなわち；
前記ポリペプチドの免疫原性を特定し；前記ポリペプチド中のＴ細胞エピトープを同定し
；そして前記ポリペプチドの免疫原性を変化させるためにＴ細胞エピトープを改変させる
方法を提供する。ここで記載されるように、単一のアミノ酸を改変させたり、または目的
ポリペプチドのある部分を同族体の対応する部分と交換させて、その交換部分が変化した
免疫反応を引き起こすようにして、前記変化を起こすことができる。
【００２１】
本発明の別の特徴は、以下の記載により当業者に理解される。
【００２２】
発明の詳細な説明
本発明に従って、Ｔ細胞エピトープを同定する方法を提供する。さらに、本発明の方法に
従って、比較的効果のない、または効果のあるＴ細胞エピトープを持つ天然タンパク質ま
たはＴ細胞エピトープのない天然タンパク質を含んだタンパク質を同定することができる
。従って、本発明により、適切な反応を引き起こすために変異させたタンパク質だけでな
く天然タンパク質も含む、望ましい免疫反応を引き起こすタンパク質の同定及び作成が可
能となる。当然のことながら、タンパク質、ポリペプチド及びペプチドの語は時に交換し
ての使用が可能である。ペプチドがタンパク質の一部分であることは、その用語が使われ
ている分野において、当業者は当然に知っていることである。
【００２３】
実施形態の１つとして、本発明は、以下のようにエピトープ及びエピトープ以外のものを
同定する測定法を提供する：分化樹状細胞をナイーブヒトＣＤ４陽性及び／またはCD8陽
性Ｔ細胞並びに目的ペプチドと混合させる。より詳細には、以下のステップを含むＴ細胞
エピトープを認識する方法を提供する：（ａ）単一の血液供給源から樹状細胞液及びナイ
ーブＣＤ４陽性及び／またはＣＤ８陽性Ｔ細胞液を調製する；（ｂ）前記樹状細胞液にお
ける分化を促進させる；（ｃ）前記分化樹状細胞液と前記ナイーブＣＤ４陽性及び／また
はＣＤ８陽性Ｔ細胞を目的ペプチドと混合させる；（ｄ）前記ステップ（ｃ）におけるＴ
細胞の増殖を測定する。
【００２４】
実施形態の1つとして、分析される目的ペプチドは、目的ポリペプチドから得られる。本
発明の実施により、ヒトまたはヒトの採取試料において感作を引き起こし得るエピトープ
の位置を正確に同定することが可能となる。本発明の好ましい実施形態は、目的ポリペプ
チドの全部または一部に対応する一連のペプチドオリゴマーを調製することである。例え
ば、そのタンパク質の関連部分または全体を網羅するペプチドライブラリーが作成される
。また、1つの実施形態として、ペプチドを作成するための方法は、ペプチドライブラリ
ーに重複部分を取り入れることであり、例えば、１番目のペプチドは対象タンパク質の１
－１０番アミノ酸配列に対応し、２番目のペプチドは対象タンパク質の４－１４番アミノ
酸配列に対応し、３番目のペプチドは対象タンパク質の７－１７番アミノ酸配列に対応し
、４番目のペプチドは対象タンパク質の１０－２０番アミノ酸配列に対応する等のように
して作成し、全分子に対応する代表的ペプチドを作成するまで続ける。ここで提供した測
定法で、各ペプチドをそれぞれ分析することによって、Ｔ細胞によって認識されるエピト
ープの位置を正確に同定することが可能である。上記の実施例において、１つの特定のペ
プチドがその隣のペプチドよりも大きく反応すると、３つのアミノ酸内にエピトープ・ア
ンカー部分を容易に同定できるだろう。これらのエピトープの位置を特定した後、そのペ
プチドが元のタンパク質と異なるＴ細胞反応を引き起こすまで、各エピトープ内のアミノ
酸を改変させることが可能である。もう１つの方法として、例えば病原菌または腫瘍細胞
のような標的に対する免疫反応を活性化するエピトープを原型で使用することである。さ
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らに、天然の形態で用いることができ、望ましい高または低アレルギー潜在性のＴ細胞エ
ピトープを有する、タンパク質が本発明において同定され得る。
【００２５】
ここで用いられている“抗原提示細胞”とは、その表面に、Ｔ細胞表面にあるレセプター
によって認識される抗原を提示する免疫系の細胞を意味する。抗原提示細胞の例としては
、樹状細胞、樹枝状細胞（ｉｎｔｅｒｄｉｇｉｔａｔｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ）、活性化Ｂ細
胞およびマクロファージが挙げられる。
【００２６】
ここで用いられている“Ｔ細胞増殖”とは、抗原存在下または抗原非存在下において、Ｔ
細胞を抗原提示細胞とインキュベーションする間に生じるＴ細胞の数を意味する。
【００２７】
ここで用いられている“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
ない状態で、抗原提示細胞に対する暴露に反応して、ヒトにおいて通常認められるＴ細胞
増殖を意味する。この目的のために、各ヒトの試料ごとの形で、抗原が存在しない状態に
おける抗原提示細胞に反応するＴ細胞増殖として、基準Ｔ細胞増殖レベルを特定する。
【００２８】
“Ｔ細胞エピトープ”とは、その抗原を構成するペプチドに対する免疫反応の開始におい
て、Ｔ細胞レセプターによって認識されるペプチドまたはタンパク質の特徴部分を意味す
る。Ｔ細胞によるＴ細胞エピトープの認識は、抗原提示細胞に発現されている主要組織適
合分子（ＭＨＣ）クラスＩまたはクラスＩＩに結合している抗原のペプチド断片をＴ細胞
が認識する作用機構を介すると一般的に考えられている（例えば、Ｍｏｅｌｌｅｒ、Ｇ．
　編集，“Ａｎｔｉｇｅｎｉｃ　Ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ　ｆｏｒ　Ａｃｔｉｖａｔｉ
ｏｎ ｏｆ　ＭＨＣ－Ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ，”Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ，Ｖｏｌ．９８，Ｐ．１８７（Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ；Ｍｕｎ
ｋｓｇａａｒｄ）（１９８７））。
【００２９】
ここで用いられている“試料”とは、未刺激である（ｎａｉｖｅ）、すなわち問題の抗原
に対して感作されていない単核細胞を含む。
【００３０】
ここで用いられている“同族体”とは、同様の触媒作用、構造及び／または目的タンパク
質としての用途を有するタンパク質または酵素を意味する。本発明の目的として、例えば
異なる種由来の同じ機能タンパク質のように、同族体と目的タンパク質は必ずしも進化論
的に関連しない。目的タンパク質内のエピトープを、同族体由来類似断片で置換すると、
その改変による混乱が減るであろうから、目的タンパク質と同様の三次及び／または一次
構造を有する同族体を発見することが望ましい。従って、相同性の高い酵素は、エピトー
プ置換体の最も望ましい供給源を提供するであろう。あるいは、もし可能であれば、特定
のタンパク質のヒト類似物に関心を向けることは都合のよいことである。例えば、細菌ズ
ブチリシン内の特異的エピトープを、ズブチリシンに対するヒト類似物（すなわちヒトズ
ブチリシン）由来配列で置換すると、結果的に、細菌タンパク質におけるアレルギー性が
低下するであろう。
【００３１】
“類似”配列は、その置換アミノ酸が、目的タンパク質におけるエピトープまたはそれに
近接する部分に対して、同様の機能、三次構造及び／または保存残基を示すことを確認す
ることによって特定できる。従って、そのエピトープ領域が、例えばαヘリックスまたは
βシート構造を含む場合には、その置換アミノ酸は、その特異的構造を維持しなければな
らない。
【００３２】
本発明で提供される測定法に従って特定されるエピトープは、目的タンパク質の免疫潜在
力を減少または増大させるために、その後修飾される。好ましい実施形態としては、修飾
すべきエピトープが引き起こすＴ細胞増殖レベルが、試料における基準Ｔ細胞増殖よりも
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3倍多い。修飾した場合、そのエピトープが引き起こす基準増殖は、試料中の基準増殖の
３倍未満であり、好ましくは２倍未満、最も好ましくは、実質的に試料中の基準増殖以下
である。
【００３３】
好ましくは、そのエピトープは以下の方法の1つで修飾する：（ａ） エピトープのアミノ
酸配列を、目的タンパク質に対するヒト同族体由来の類似配列で置換する；（ｂ）エピト
ープのアミノ酸配列を、目的タンパク質に対する非ヒト同族体由来であり、かつ目的タン
パク質のアミノ酸配列よりもＴ細胞認識により生じる例えばアレルギーのような免疫反応
が少ない類似配列で置換する；(c) エピトープのアミノ酸配列を、実質的にエピトープの
主要三次構造特性を模倣する配列であるが、目的タンパク質のアミノ酸配列よりもT細胞
認識により生じる例えばアレルギーのような免疫反応が少ない配列で置換する；または(d
)目的タンパク質のアミノ酸配列よりもＴ細胞認識により生じる例えばアレルギーのよう
な免疫反応が少ない任意の配列で置換する。
【００３４】
しかしながら、エピトープは望まれる結果次第で他の方法で修飾され得ることが、当業者
によって容易に認識されるだろう。例えば、Ｔ細胞ワクチンが要求される場合、エピトー
プのアミノ酸配列は、強いＭＨＣ結合及び／またはＴ細胞認識を介してペプチドへの免疫
反応を増大させるアミノ酸で置換されると考えられる。また、別の実施例において、自己
抗原に対する自己免疫反応を変化させたい場合、エピトープのアミノ酸配列は、炎症また
はその他の免疫反応の減少或いは変化を引き起こすアミノ酸で置換されると考えられる。
【００３５】
本発明は、免疫反応を調節することが望まれるすべてのタンパク質に適用される。例えば
、Ｔ細胞ワクチンとして使われるペプチド、または癌、伝染病そして自己免疫疾患等に対
する治療薬として使われるペプチドまたはタンパク質である。本発明のタンパク質及びペ
プチドは必ずしもナイーブなタンパク質及びペプチドではないことは当業者に容易に認識
される。実際に、本発明の１つの実施形態において、ここに記載される測定法は、混ぜ合
わせた遺伝子由来タンパク質の免疫反応を特定するために使用される。混ぜ合わせた遺伝
子の記述及びそのような遺伝子の表示は以下を参照、Ｓｔｅｍｍｅｒ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：１０７４７（１９９４）；Ｐａｔｔｅｎ，ｅｔ
　ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．８：７２４
　（１９９７）：Ｋｕｃｈｎｅｒ＆Ａｒｎｏｌｄ，Ｔｒｅｎｄｓ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
．１５：５２３ （１９９７）； Ｍｏｏｒｅ，ｅｔ ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ，Ｂｉｏｌ．２
７２：３３６ （１９９７）；Ｚｈａｏ，ｅｔ ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌ． １６：２５８ （１９９８）；Ｇｉｖｅｒ，ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ９５：１２８０９（１９９８）； Ｈａｒａｙａｍａ，Ｔｒｅ
ｎｄｓ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１６：７６（１９９８）； Ｌｉｎ，ｅｔ ａｌ．，Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌ．，Ｐｒｏｇ． １５：４６７（１９９９）； 及び Ｓｕｎ，Ｊ．Ｃｏ
ｍｐｕｔ．Ｂｉｏｌ．６：７７（１９９９）。該測定法は混ぜ合わせた遺伝子がコードす
るタンパク質の免疫反応を予測するために使われる。タンパク質が特定されると、該タン
パク質に対する免疫反応を調節するためにそのタンパク質を改変させることができる。
【００３６】
上記タンパク質及びペプチドに加えて、本発明はタンパク質のアレルギー性を減少させる
ために使用することができる。これらのタンパク質は、グルカナーゼ、リパーゼ、セルラ
ーゼ、エンド‐グルコシダーゼＨ（ｅｎｄｏ‐Ｈ）、プロテアーゼ、カルボヒドラーゼ、
レダクダーゼ、酸化酵素、イソメラーゼ、転移酵素、キナーゼ、ホスファターゼ、アミラ
ーゼ等を含むが、これらに限定されるものではない。天然アミノ酸配列の動物、例えばヒ
トに対するアレルギー性の減少に加えて、本発明は、例えばその機能的活動を変化させる
ために改変したタンパク質のような、ヒトタンパク質変異体のアレルギー性の減少を含む
。多くの場合、例えば活動を増加させるヒトタンパク質の突然変異体は、結果として該変
異タンパク質中の新しいＴ細胞エピトープが結合する。本発明の測定法は、該新しいＴ細
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胞エピトープの存在を特定し、該変異タンパク質のアレルギー性を減少させる置換アミノ
酸を特定するために使用することができる。
【００３７】
本発明は上記タンパク質及び他の多くを含むが、便宜上、以下に本発明の特に好ましい実
施形態であるプロテアーゼの修飾について記載する。プロテアーゼとは、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ために作用するカルボニル加水分解酵素
である。ここで用いられている“プロテアーゼ”とは、天然のプロテアーゼまたは組換え
プロテアーゼを意味する。天然プロテアーゼとして、α－アミノアシルペプチド加水分解
酵素、ペプチジルアミノ酸加水分解酵素、アシルアミノ酸加水分解酵素、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が挙げられる。エンド及びエキソプロテアー
ゼと同様、セリンプロテアーゼ、メタロプロテアーゼ、チオールプロテアーゼおよび酸性
プロテアーゼも含まれる。
【００３８】
本発明の実施形態の１つとして、ハイブリッドポリペプチドが提供される。“ハイブリッ
ドポリペプチド”とは、少なくとも２つの異なるタンパク質、好ましくは互いに同族体で
あるタンパク質に由来する改変タンパク質である。好ましい実施形態において、その２つ
の末端は完全長活性タンパク質に対応して結合させることができる。また、好ましい実施
形態において、該同族体は実質的な類似点を共有するが、同一のＴ細胞エピトープは持た
ない。従って、実施形態の１つにおいて、例えば、Ｃ末端に１つ以上のＴ細胞エピトープ
を持つ目的ポリペプチドは、該Ｃ末端を影響力の少ないＴ細胞エピトープをＣ末端に持つ
同族体のＣ末端、Ｔ細胞エピトープをＣ末端にほとんど持たない、またはＴ細胞エピトー
プをＣ末端に持たない同族体のＣ末端と置換することが可能である。このようにして、同
族体間のＴ細胞エピトープを特定できることにより、種々の免疫反応を引き起こす変異体
を多様なものにすることができることが当業者に理解される。さらに、本発明の変異体を
作成するために、配列の内部や、２つ以上の同族体が使用できることは当然である。
【００３９】
より一般的には、ここで提供される変異体は、前駆体アミノ酸配列からなる１つ以上のア
ミノ酸における置換、欠失、挿入またはそれらの組み合わせによって、前駆体アミノ酸配
列から得られる。このような修飾は、前駆体タンパク質の操作によるのではなく、むしろ
その前駆体酵素のアミノ酸配列をコードする“前駆体ＤＮＡ配列”の修飾である。このよ
うな前駆体ＤＮＡ配列の操作のための適当な方法として、当業者に公知の方法（例えば、
欧州特許出願第０　３２８２９９号、国際特許出願第ＷＯ８９／０６２７９号、並びに、
この中で既に参照されている米国特許および特許出願を参照）と同様に、この中に開示さ
れている方法が挙げられる。
【００４０】
ズブチリシンは、通常タンパク質またはペプチドのペプチド結合を切断するために作用す
る細菌または真菌のプロテアーゼである。ここで用いられている“ズブチリシン”とは、
天然ズブチリシンまたは組換えズブチリシンを意味する。一連の天然ズブチリシンは、各
種細菌種によって産生され、かつしばしば分泌されることが知られている。この系列のメ
ンバーのアミノ酸配列は、完全には相同でない。しかしながら、この系列のズブチリシン
は、同じ、または類似の型のタンパク質分解活性を示す。このクラスのセリンプロテアー
ゼは、それらをキモトリプシン関連クラスのセリンプロテアーゼと区別する触媒三つ組残
基を特徴づける共通のアミノ酸配列を共有する。ズブチリシンとキモトリプシン関連セリ
ンプロテアーゼは共に、アスパラギン酸塩、ヒスチジン及びセリンを含有する触媒三つ組
残基を有する。ズブチリシン関連プロテアーゼにおいて、これらのアミノ酸の相対配列は
、アミノ末端からカルボキシル末端への方向でみると、アスパラギン酸塩－ヒスチジン－
セリンである。しかしながら、キモトリプシン関連プロテアーゼにおいては、相対配列は
、ヒスチジン－アスパラギン酸塩－セリンである。従って、ここでズブチリシンとは、ズ
ブチリシン関連プロテアーゼの触媒三つ組残基を有するセリンプロテアーゼをいう。実施
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例は、図３において特定されているズブチリシンを含むが、それらに限定されない。一般
的に、本発明の目的のために、プロテアーゼ内のアミノ酸の番号付けは、図１に示されて
いる成熟バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシン配列に割り当てられている番
号に対応する。
【００４１】
“組換え体”、“組換え型ズブチリシン”または“組換え型プロテアーゼ”とは、天然ア
ミノ酸配列中の１つ以上のアミノ酸の置換、欠失または挿入をコードする変異体（または
突然変異体）ＤＮＡ配列を作成することで、ズブチリシンまたはプロテアーゼをコードす
るＤＮＡ配列が修飾されているズブチリシンまたはプロテアーゼをいう。このような修飾
を形成する適当な方法であって、この中に開示されている方法と組み合わせ得る方法とし
て、米国特許第４，７６０，０２５号（ＲＥ３４，６０６）、米国特許第５，２０４，０
１５号、及び米国特許第５，１８５，２５８号に開示されている方法が挙げられる。
【００４２】
“非ヒトズブチリシン”、及びそれらをコードするＤＮＡは、多くの原核生物及び真核生
物から得ることができる。適当な原核生物の例として、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）またはシ
ュ－ドモナスのようなグラム陰性菌、及びミクロコッカスまたはバシラスのようなグラム
陽性バクテリアが挙げられる。ズブチリシン及びそれらの遺伝子を入手できる真核生物の
例として、サッカロマイセス・セレヴィシエ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖ
ｉｓｉａｅ）のような酵母菌、アスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）種のような真
菌が挙げられる。
【００４３】
“ヒトズブチリシン”とは、例えばヒト由来プロテアーゼのケキシンファミリーのような
ズブチリシン型の触媒活性を有するヒト由来タンパク質を意味する。かかるタンパク質の
例が図７の配列に示されている。さらに、例えばペプチド結合を加水分解する能力等とい
ったペプチドの本質的な活性を維持し、マウスまたはウサギのようなヒト以外の供給源に
由来するものを含んだここで提供されるタンパク質の誘導体または同族体は、目的ポリペ
プチドに対して少なくとも５０％以上、好ましくは少なくとも６５％以上、そして最も好
ましくは少なくとも８０％以上、さらに好ましくは少なくとも９０％以上、そして場合に
よっては９５または９８％程度の相同性を有することが好ましい。実施形態の１つとして
は、前記図に目的ポリペプチドを示す。
【００４４】
ここで用いられているアミノ酸位置番号は、図１に示されている成熟バシラス・アミロリ
ケエファシエンス・ズブチリシン配列に対して割り当てられている番号をいう。しかしな
がら、本発明は、この特定のズブチリシンの変異体に限定されるものではなく、バシラス
・アミロリケファシエンス・ズブチリシンにおける特定の同定された残基に対して、“等
価”の位置にあるアミノ酸残基を含む前駆体プロテアーゼにまで及ぶ。本発明の好ましい
実施形態において、前駆体プロテアーゼはバシラス・レンタス・ズブチリシンであり、そ
の置換、欠失または挿入は、上記のアミノ酸残基に対応するバシラス・レンタス（以下、
「Ｂ．レンタス」と記すときもある）における等価なアミノ酸残基において作成される。
【００４５】
前駆体プロテアーゼの残基（アミノ酸）は、もしそれがバシラス・アミロリケファシエン
ス・ズブチリシンにおける特定の残基もしくはその残基の一部に対して、相同（すなわち
、一次または三次構造での位置において対応する）または類似（すなわち、化学的に結合
し、反応し、または相互作用する同じまたは類似の機能的能力を有する）であれば、バシ
ラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンの残基に対して等価である。ここで使われ
る“対応する”とは、一般的に、ペプチドにおける類似の位置をいう。
【００４６】
一次構造における相同性を評価するために、前駆体プロテアーゼのアミノ酸配列を、バシ
ラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンの一次配列、及び特にその配列が公知であ
るズブチリシンの不変残基であることが知られている一連の残基と直接比較する。例えば



(11) JP 5126761 B2 2013.1.23

10

20

30

40

50

、ここで図２は、Ｂ．アミロリケファシエンス・ズブチリシンとＢ．レンタス・ズブチリ
シン間の保存残基を示す。保存残基を並べ、配列を維持するために必要な挿入及び欠失を
考慮に入れた後（すなわち、任意の欠失または挿入による保存残基の除去を避ける）、バ
シラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンの一次配列における特定のアミノ酸配列
に等価である残基を明確にする。保存残基の配列は、好ましくは、そのような残基の１０
０％を保存するべきである。しかしながら、保存残基の７５％より多い、または５０％程
度の配列が保存されていれば、同一残基配列を特定するのに十分である。触媒三つ組残基
であるＡｓｐ３２／Ｈｉｓ６４／Ｓｅｒ２２１の保存は維持されているべきである。
【００４７】
例えば、バシラス・アミロリケファシエンス、枯草菌、バシラス・リケニフォルミス（ｃ
ａｒｌｓｂｅｒｇｅｎｓｉｓ）及びバシラス・レンタス由来ズブチリシンのアミノ酸配列
を、アミノ酸配列間に最大値の相同性を与えるように並べる。これらの配列を比較すると
、各配列中に多くの保存残基が含まれていることが分かる。図２は、ＢＰＮ’とＢ．レン
タス間の保存残基を特定する。
【００４８】
これらの保存残基は、上に述べたように、例えばバシラス・レンタス由来ズブチリシン（
１９８９年７月１３日に公開された国際特許出願公開第ＷＯ８９／０６２７９号）、この
明細書中の好ましいプロテア－ゼ前駆体酵素、または好ましいバシラス・レンタス・ズブ
チリシンに対して相同性が高く、ＰＢ９２（欧州特許出願第０　３２８　２９９号）とし
て言及されているズブチリシンのような、他のズブチリシンにおいて、バシラス・アミロ
リケファシエンス・ズブチリシンに対応する等価アミノ酸残基を特定するために使用でき
る。特定のこれらズブチリシンのアミノ酸配列を、保存残基の相同性が最大となるように
、バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンの配列と共に、図３Ａ及び３Ｂに並
べた。それらから分かるように、バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンと比
較して、バシラス・レンタスの配列には多くの欠失がある。従って、例えば、他のズブチ
リシンにおけるバシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンのＶａｌ１６５に対応
する等価アミノ酸は、Ｂ．レンタス及びＢ．リケニフォルミスではイソロイシンである。
【００４９】
従って、例えば、＋１７０番位置におけるアミノ酸は、Ｂ．アミロリケファシエンスおよ
びＢ．リケニフォルミス・ズブチリシンではいずれもリジン（Ｋ）であり、サビナーゼで
はアルギニン（Ｒ）である。本発明における変異プロテアーゼの1つの実施形態において
、しかしながら、バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンの＋１７０番に対す
る等価アミノ酸は、アスパラギン酸（Ｄ）である。本発明において、全てのアミノ酸の略
語および1文字表記は、ｔｈｅ Ｐａｔｅｎｔｌｎ Ｕｓｅｒ Ｍａｎｕａｌ（ＧｅｎＢａｎ
ｋ, Ｍｏｕｎｔａｉｎ Ｖｉｅｗ, ＣＡ）１９９０,ｐ.１０１の記載に従う。
【００５０】
相同配列は、“配列比較アルゴリズム”を用いることによっても特定できる。例えば、局
所ホモロジーアルゴリズム （Ｓｍｉｔｈ ＆ Ｗａｔｅｒｍａｎ， Ａｄｖ． Ａｐｐｌ． 
Ｍａｔｈ． ２：４８２ （１９８１））、ホモロジー配列アルゴリズム（ Ｎｅｅｄｌｅ
ｍａｎ ＆ Ｗｕｎｓｃｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３ （１９７０））、類似
検索（Ｐｅａｒｓｏｎ ＆ Ｌｉｐｍａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’Ｌ Ａｃａｄ．Ｓｃｉ． Ｕ
ＳＡ ８５：２４４４（１９８８））、これらアルゴリズムのコンピュータ処理の実行 （
ＧＡＰ，ＢＥＳＴＦＩＴ，ＦＡＳＴＡ，及び ＴＦＡＳＴＡ ｉｎ ｔｈｅ Ｗｉｓｃｏｎｓ
ｉｎ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｐａｃｋａｇｅ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ｃｏｍｐ
ｕｔｅｒ Ｇｒｏｕｐ，５７５ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＤＲ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｌ）、また
は外観検査により、比較のための最良の配列の並べ方を処理することができる。
【００５１】
類似配列を特定するために適したアルゴリズムの例は、Ａｌｔｓｃｈｕｌらの Ｊ．Ｍｏ
ｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０（１９９０）に記載されている、ＢＬＡＳＴアル
ゴリズムである。ＢＬＡＳＴ解析を実行するソフトウェアは、全米バイオテクノロジー情
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報センター（ＮＣＢＩ）（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）を通じて公的に入手可能であ
る。このアルゴリズムは、最初にデータベース配列中の同じ長さの単語に並べられると、
何らかの陽性の閾値Ｔに一致するか、または満たす問合せ配列の長さＷの短い単語を識別
することにより、高スコア配列ペア（ＨＳＰｓ）の識別を伴う。これらの最初にヒットし
た近傍文字は、これらを含んだより長いＨＳＰｓを発見するための出発点として行動する
。ヒットした単語は、累積する整列スコアが増加することができる所まで、比較されてい
る各々２つの配列の両方向に延ばされる。ヒットした単語の延長は以下の場合に停止する
：累積整列スコアが最大達成値から数量Ｘだけ低下した時；累積スコアが０またはそれ以
下に達した時；もしくは、いずれかの配列の末端に達した時。ＢＬＡＳＴアルゴリズムパ
ラメータＷ、Ｔ及びＸは、配列の感受性と速度とを決定する。ＢＬＡＳＴプログラムは、
単語長さ（Ｗ）を１１、ＢＬＯＳＵＭ６２　ｓｃｏｒｉｎｇ　ｍａｔｒｉｘ（Ｈｅｎｉｋ
ｏｆｆ＆Ｈｅｎｉｋｏｆｆ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ８９：１
０９１５（１９８９）を参照）、整列（Ｂ）を５０、期待値（Ｅ）を１０、Ｍ’５、Ｎ’
－４及び両ストランドの比較値をデフォルト値として使用する。
【００５２】
それから、ＢＬＡＳＴアルゴリズムは、２つの配列間の類似に関する統計分析を実行する
（例えば、Ｋａｒｌｉｎ＆Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ‘ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ９０：５８７３－５７８７（１９９３）を参照）。ＢＬＡＳＴアルゴリズムによ
って与えられる類似の指標の１つは、最小の和確立（Ｐ（Ｎ））であり、この最小の和確
立（Ｐ（Ｎ））は、２つのヌクレオチド配列間または２つのアミノ酸配列間に偶然に起き
るであろう一致の確率の目安を与える。例えば、プロテアーゼアミノ酸配列のようなタン
パク質に対する試験アミノ酸配列の比較における最小の和確率が、約０．１より小さい、
好ましくは約０．０１より小さい、最も好ましくは約０．００１より小さい場合に、アミ
ノ酸配列はプロテアーゼのようなタンパク質と類似すると考えられる。
【００５３】
また“同一残基”は、その三次構造がX線結晶構造解析によって確認されている前駆体タ
ンパク質の三次構造レベルにおける相同性を特定することによって、割り出すことができ
る。同一残基は、プロテアーゼのような前駆体タンパク質及びバシラス・アミロリケファ
シエンス・ズブチリシンの特定アミノ酸残基における2つ以上の主鎖原子の原子座標（Ｎ
とＮ、ＣＡとＣＡ、ＣとＣ、ＯとＯ）が、配列後０．１３ｎｍ内であり、好ましくは０．
１ｎｍ内であるアミノ酸残基として特定される。配列は、バシラス・アミロリケファシエ
ンス・ズブチリシンに対して、問題のプロテアーゼのようなタンパク質の水素以外のタン
パク質原子の原子座標の重なりを最大にするように、そのベストモデルを配向させ、配置
させた後に達成される。ベストモデルとは、利用可能な最高の分解能での実験回折データ
において、最小のR因子を与えるような結晶モデルである。
【００５４】
バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンの特定残基に対して、機能的に類似す
る同一残基は、ある意味で、バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンの特定残
基によって確定され、かつそれに帰属しているタンパク質構造、基質認識または触媒作用
を、変化させ、修飾し、またはそれらに寄与する配置を取り得るような、プロテアーゼの
ような前駆体タンパク質のアミノ酸として特定される。さらに、それらは、所定残基の主
鎖原子が相同的位置を占めることに基づく等価の基準を満足するものではないが、その残
基の２つ以上の側鎖原子の原子座標が、バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシ
ンの対応側鎖原子の０．１３ｎｍ内にある程度の類似の位置を占める、プロテアーゼのよ
うな前駆体タンパク質（その三次構造はX線結晶構造解析によって特定されている）の残
基である。バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンの三次構造の座標は、欧州
特許出願公開第０　２５１　４６６号（米国特許第５，１８２，２０４号に等しく、かか
る公報はこの中に引例として組み込まれている）に開示されており、先に概説したように
、三次構造のレベルにおいて同一残基を特定するために使用できる。
【００５５】
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置換、挿入または欠失させるために特定される残基のいくつかは、保存残基である。それ
に対し他は保存残基ではない。保存残基でない場合、1つ以上のアミノ酸の置換は、天然
に見出されるアミノ酸配列に対応しないアミノ酸配列を有する変異体を作成する置換に限
定される。保存残基の場合、このような置換は結果として天然の配列とはならないだろう
。本発明の変異体は、このような変異タンパク質のプロ及びプレプロ型と同様に、変異タ
ンパク質の成熟体を含む。プレプロ型は、その変異タンパク質の発現、分泌及び成熟を促
進するため、好ましい構造である。
【００５６】
“プロ配列（ｐｒｏｓｅｑｕｅｎｃｅ）”とは、除去された場合に結果としてタンパク質
の“成熟”体が生じる、タンパク質成熟体のN末端部分に結合しているアミノ酸配列をい
う。多くのタンパク質分解酵素は、翻訳上のプロ酵素産物として天然に見出されており、
翻訳後のプロセシングがない場合にはこの形態で発現している。変異プロテアーゼのよう
な変異タンパク質を作成するための好ましいプロ配列は、他のプロ配列も使用できるが、
バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンの推定上のプロ配列である。
【００５７】
“シグナル配列”または“プレ配列（ｐｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅ）”とは、タンパク質の成
熟体または前駆体の分泌に関与し得るタンパク質のN末端部分またはプロタンパク質のN末
端部分に対して、結合するアミノ酸の任意の配列をいう。このシグナル配列の定義は、機
能的な定義であり、天然の状態で、タンパク質分泌の遂行に関与しているタンパク質遺伝
子のN末端部分によってコードされる全てのアミノ酸配列を含むことを意味する。本発明
は、この中で明らかにされているような変異タンパク質の分泌をもたらすための配列を利
用する。1つの可能なシグナル配列は、バシラス・レンタス（ＡＴＣＣ　２１５３６）由
来ズブチリシンのシグナル配列残基と融合している枯草菌ズブチリシン由来シグナル配列
の最初の７個のアミノ酸残基を含む。
【００５８】
変異タンパク質の“プレプロ”型は、そのタンパク質のアミノ末端に動作可能に連結した
プロ配列及びそのプロ配列のアミノ末端に動作可能に連結した“プレ”または“シグナル
”配列を有するタンパク質の成熟体から成る。
【００５９】
“発現ベクター”とは、適当な宿主において、前記DNAを発現し得る適当な制御配列に、
動作可能に連結しているDNA配列を包含するDNA構造をいう。このような制御配列として、
転写をもたらすためのプロモーター、このような転写を制御するための任意のオペレータ
ー配列、適当なｍＲＮＡのリボソーム結合部位をコードする配列、並びに転写および翻訳
の終了を制御する配列が挙げられる。ベクターは、プラスミド、ファージ粒子、または単
に潜在的なゲノム挿入であってもよい。いったん適当な宿主に形質転換されると、ベクタ
ーは、宿主ゲノムとは関係なく複製及び機能することができ、または、ある場合には、ゲ
ノム自身に一体化し得る。プラスミドは、現在最も一般的に用いられているベクターの形
態であるため、本明細書において、“プラスミド”と“ベクター”は、時に同じ意味で用
いる。しかしながら、本発明は、同等の機能を果たし、当業者に公知である、または公知
となったような発現ベクターの別の形態を含むことを意図する。
【００６０】
本発明で使用されている“宿主細胞”は、一般的に、酵素的に活性のあるエンドプロテア
ーゼを分泌できないようにするため、米国特許第４，７６０，０２５号（ＲＥ３４，６０
６）に開示されている方法によって、好ましくは操作されている原核細胞または真核細胞
である。タンパク質を発現させるために好ましい宿主細胞は、酵素的に活性な中性タンパ
ク質及びアルカリプロテアーゼ（ズブチリシン）が欠損しているバシラス菌株ＢＧ２０３
６である。ＢＧ２０３６株の構造は、米国特許第５，２６４，３６６号に詳細に記載され
ている。タンパク質を発現させるための他の宿主細胞として、Ｂ．リケニフォルミス、Ｂ
．レンタス等のような任意の適当なバシラス菌株と同様に、枯草菌Ｉ１６８（米国特許第
４，７６０，０２５号（ＲＥ３４，６０６）及び米国特許第５，２６４，３６６号に記載
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されており、その公報がこの中に引例によって組み込まれている）が含まれる。
【００６１】
宿主細胞は、組換えDNA技術を用いて構築したベクターで形質転換させ、または核酸導入
する。これらの技術は、いずれの分子生物学の標準手引書からも知ることができる。例え
ば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ らの Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ ‐ A Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ（２ｎｄ ｅｄ.）Ｖｏｌ. １－３, Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇｓ Ｈａ
ｒｂｏｒ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ（１９８９）（”Ｓａｍｂｒｏｏｋ”）； そして Ｃｕ
ｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ,Ａｕｓｕｂ
ｅｌ ら。（ｅｄｓ.）, Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ, ａ ｊｏｉｎｔ ｖｅｎｔ
ｕｒｅ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｇｒｅｅｎｅ Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ, Ｉ
ｎｃ. ａｎｄ Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ ＆ Ｓｏｎｓ, Ｉｎｃ.,（１９９７ Ｓｕｐｐｌｅｍ
ｅｎｔ）（”Ａｕｓｕｂｅｌ”）である。このような形質転換宿主細胞は、変異タンパク
質をコードするベクターを複製できるか、または望ましい変異タンパク質を発現できる。
変異タンパク質のプレ、またはプレプロ型をコードするベクターの場合、このような変異
体が発現される場合、該変異体は通常、宿主細胞から宿主細胞培養液へ分泌される。
【００６２】
“動作可能に連結する”とは、２つのDNA領域間の関係を説明する場合には、単にそれら
が機能的にお互いに関連しあっていることを意味する。例えば、プレ配列は、もしそれが
シグナル配列として機能する場合には、ほとんどの場合シグナル配列の分裂を伴うタンパ
ク質成熟体の分泌に関係するペプチドに動作可能に連結する。プロモーターは、それが配
列の転写を制御する場合に、コード配列に対して動作可能に連結しており；リボソーム結
合部位は、それが翻訳を可能とするために配置されている場合に、コード配列に対して動
作可能に連結している。
【００６３】
天然の前駆体タンパク質をコードする遺伝子は、当業者に公知の一般的な方法に従って得
られる。その方法は、一般的には、目的プタンパク質領域をコードする推定上の配列を有
する標識されたプローブを合成し、そのタンパク質を発現している生物体からゲノムライ
ブラリーを調製し、該プローブにハイブリダイズさせて目的遺伝子のためにライブラリー
をスクリーニングすることを含む。陽性にハイブリダイズしたクローンを、その後マッピ
ングし、そして配列決定する。
【００６４】
“ハイブリッド形成”は、ここで記載されるＤＮＡ配列と所定のＤＮＡ断片または遺伝子
が一致するかどうか、すなわち本発明の範囲内に収まるかどうかを分析するために使用す
る。ハイブリダイズさせるべき試料を、ＤＮＡ断片が目に見えるサイズに分離できるよう
に、アガロースゲル（例えば、０．８％アガロース）を通して電気泳動させる。ＤＮＡ断
片は、一般的には、臭化エチジウム染色により目に見えるようになる。前記ゲルは、蒸留
水で簡単にすすぐことができ、その次に適当な溶液（例えば、０．２５Ｍ　ＨＣｌ）中で
穏やかに振とうさせながら脱プリン化し、さらに、（例えば、０．４Ｍ　ＮａＯＨ中で）
３０分間穏やかに振とうさせながら変性させる。また、前記ゲルを１．５Ｍ　ＮａＣｌ、
１Ｍトリス、ｐＨ７．０中で３０分間穏やかに振とうさせることで、再生ステップを含む
ことができる。
【００６５】
前記ＤＮＡは、その後、転写液を用いて（例えば、６ＸＳＳＣ（９００ｍＭ　ＮａＣｌ、
９０ｍＭ　クエン酸三ナトリウム）、例えば、Ｍａｘｉｍｕｍ Ｓｔｒｅｎｇｔｈ Ｎｙｔ
ｒａｎ Ｐｌｕｓ メンブレン （Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ ＆ Ｓｃｈｕｅｌｌ, Ｋｅｅｎｅ,
 Ｎ.Ｈ.）のような適当な陽性に荷電した薄膜上に転用するのがよい。いったん、転用が
完結すると、一般的には約２時間後、該薄膜を、例えば２Ｘ　ＳＳＣ（２Ｘ　ＳＳＣ＝３
００ｍＭ　ＮａＣｌ、３０ｍＭ　クエン酸三ナトリウム）ですすぎ、かつ室温で空気乾燥
する。それから、該薄膜は、適当なプレハイブリダイズ溶液中（例えば、１００ ｍＬあ
たり以下のものを含む水溶液：ホルムアミド　２０－５０ ｍＬ、２０Ｘ ＳＳＰＥ （１
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Ｘ ＳＳＰＥ ＝ ０．１８ Ｍ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ ｍＭ ＮａＨ２ＰＯ４

、ｐＨ ７．７）２５ ｍＬ、２０％ＳＤＳ ２．５ ｍＬ及び １０ｍｇ／ｍＬの剪毛した
ニシンまたはサケの精子のＤＮＡ　１ｍＬ ）で、プレハイブリダイズする。当業者に公
知の通り、プレハイブリダイズ溶液中のホルムアミドの量は、所定の手順に従って得られ
る自然反応によって様々である。従って、ホルムアミドの量が少ない場合の方が、同じ手
順でより多い量のホルムアミドを使った場合よりも、ハイブリダイズした分子の特定とい
う点に関しては、結果としてより完全なハイブリッド形成となる。一方、より多くのホル
ムアミドを用いることにより、強力なハイブリッドバンドがより簡単に視覚的に検出でき
る。
【００６６】
目的ＤＮＡ配列に相補的またはほぼ相補的であり、かつ一般的に長さ１００から１０００
塩基であるＤＮＡプローブを、ＤＮＡの３２Ｐと混合するために、標識する（例えば、製
品の取扱説明書に従ったラベリングシステム（Ｍｅｇａｐｒｉｍｅ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　
Ｓｙｓｔｅｍ）を用いて）。標識されたプローブを、５分間９５℃に加熱することにより
変性させ、直ちに薄膜及びプレハイブリッド溶液に加える。ハイブリッド反応は適当な条
件下、適当な時間で進行させるべきである。例えば、１８時間、３７℃で穏やかに振とう
または回転させる。前期薄膜をすすぎ（例えば、２Ｘ　ＳＳＣ／０．３％　ＳＤＳ中で）
、その後、緩やかに攪拌しながら適当な洗浄液で洗浄した。望ましいストリンジェンシー
は薄膜（フィルター）の洗浄条件に反映する。
【００６７】
具体的に言うと、所定の反応におけるストリンジェンシー（すなわち、ハイブリッド形成
の成功に必要な相同性の程度：厳密度）は、ハイブリッド形成の後にフィルターが受ける
洗浄条件による。ここで定義される“低ストリンジェンシー”条件は、１５分間、２０℃
で、０．２Ｘ　ＳＳＣ／０．１％　ＳＤＳ溶液を用いてフィルターを洗浄することを含む
。“高ストリンジェンシー”条件は、さらに、３０分間、３７℃で、０．２Ｘ　ＳＳＣ／
０．１％　ＳＤＳ溶液を用いてフィルターを２回洗浄する洗浄ステップを含む。
【００６８】
洗浄後、薄膜を乾燥させ、結合プローブを検出する。もし、標識剤として３２Ｐまたは他
の放射性同位元素を使用すると、結合プローブはオートラジオグラフィーによって検出で
きる。その他のプローブの視覚化のための他の技術は、当業者に公知である。核酸配列を
示す結合プローブの検出は、望ましい相同性を有し、また、本発明の範囲内に含まれる。
【００６９】
クローン化タンパク質は、その後タンパク質を発現させる目的で、宿主細胞を形質転換さ
せるために使用する。タンパク質遺伝子は、多コピープラスミドに連結させる。このプラ
スミドは、以下のプラスミドの複製に必要である周知の要素を含むことで、宿主において
複製する：問題の遺伝子に対して動作可能に連結しているプロモーター（もしそれが宿主
によって認識、すなわち転写される場合、その遺伝子自身の相同プロモーターとして提供
され得る）、外因性、またはタンパク質遺伝子の内因性の終止領域によって提供される転
写終了領域とポリアデニル化領域（ある真核宿主細胞において、タンパク質遺伝子から宿
主細胞によって転写されたｍＲＮＡの安定性のために必要である）、及び、望ましくは、
抗生物質含有培地において培養することによるプラスミド－感染宿主細胞の連続培養維持
を可能とする抗生物質耐性遺伝子のような選択遺伝子。また、多コピープラスミドは、宿
主のための複製起点を含み、従って多くのプラスミドは染色体の制限なしに細胞質内で発
生することが可能となる。しかしながら、宿主ゲノムにタンパク質遺伝子の多様なコピー
を一体化させることは、本発明の範囲内である。これは、特に相同的組換えを受けやすい
原核生物及び真核生物によって容易になされる。
【００７０】
1つの実施形態において、その遺伝子はＢ．レンタスまたはＢ．アミロリケファシエンス
由来遺伝子のような天然の遺伝子であってよい。或いは、天然の、または変異の前駆体タ
ンパク質をコードする合成遺伝子を作成してもよい。このようなやり方の中で、前駆体タ
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ンパク質のＤＮＡ及び／またはアミノ酸配列が特定される。そしてその後、ハイブリッド
形成及び連結反応によって、前駆体タンパク質をコードする合成DNAを作成するような、
多様で、重複した合成1本鎖DNA断片を合成する。合成遺伝子構造の例が、米国特許第５，
２０４，０１５号の実施例３に公開されており、その公報が引例として本発明の中に組み
込まれている。
【００７１】
いったん天然または合成の前駆体タンパク質遺伝子がクローン化されると、天然の前駆体
タンパク質を合成する域を越えて、その遺伝子の使用を増進するために、多くの修飾が開
始される。このような修飾は、米国特許第４，７６０，０２５号（ＲＥ３４，６０６）及
び欧州特許出願公開第０　２５１　４４６号に開示されている組換えタンパク質の作成、
及びこの中に記載されている変異タンパク質の作成を含む。
【００７２】
他の方法も使用できるが、本発明の変異タンパク質の構築を容易にするため、以下のカセ
ット変異誘発法が使用できる。最初に、該タンパク質をコードする天然の遺伝子を入手し
、その全体または一部の配列を決定する。次に、コードされている酵素中における1つ以
上のアミノ酸の変異（欠失、挿入または置換）を生じさせることが望ましい地点を示すた
めに、その配列をスキャンする。発現された場合に種々の変異体をコードするオリゴヌク
レオチドプールで、その遺伝子の短い断片を置換するための制限酵素認識部位を導入する
ために、この地点に隣接する配列を評価する。このような制限酵素認識部位は、好ましく
は、遺伝子断片の置換を容易にするために、タンパク質遺伝子内の特定の部位に存在する
。しかしながら、タンパク質遺伝子内の過度に冗長でない任意の都合のよい制限酵素認識
部位を使用でき、制限消化によって作成される遺伝子断片を適当な配列中に再構築できる
。もし制限酵素認識部位が、選択された地点から都合のよい距離内(１０から１５ヌクレ
オチド)の位置に存在しない場合には、最終構造においてリーディング・フレームまたは
コードされているアミノ酸のいずれもが変化しないような方法で、その遺伝子中のヌクレ
オチドを置換することによって、そのような認識部位を作成する。望ましい配列に適合さ
せる目的でその配列を変化させるための遺伝子の変異は、公知の方法に従って、Ｍ１３プ
ライマーの伸長によって達成される。適当な隣接領域の位置の特定、及び2つの都合の良
い制限酵素認識部位配列を導入するために必要な変化を評価する作業は、遺伝暗号の冗長
性、遺伝子の制限酵素地図、及び多くの異なった制限酵素に基づく、機械的なものとなっ
ている。ここで留意すべきは、もし都合の良い隣接制限酵素認識部位が利用可能であれば
、認識部位を含まない隣接領域に関連してのみ上記方法を使用する必要があることである
。
【００７３】
いったん天然DNAまたは合成DNAがクローン化されると、変異させるべき位置に隣接する制
限酵素認識部位を同起源の制限酵素で消化し、多数の最終末端－相補的オリゴヌクレオチ
ドカセット（ｅｎｄ　ｔｅｒｍｉｎｉ－ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ　ｏｌｉｇｏｎｕｃ
ｌｅｏｔｉｄｅ　ｃａｓｓｅｔｔｅｓ）をその遺伝子に連結させる。この方法によると、
すべてのオリゴヌクレオチドが同じ制限酵素認識部位を持つように合成でき、制限酵素認
識部位を作成するために合成リンカーを必要としないため、突然変異誘発が簡素化される
。
【００７４】
本発明の1つの特徴において、その目的は、アレルギー性が低下するとその酵素をより安
全に使用できるため、前駆体タンパク質と比較してアレルギー性が変化した変異タンパク
質を得ることである。本発明はアレルギー性を低下させるのに有用であるが、この中で明
確にされる変異は、熱安定性及び／または基質特異性、修飾活性またはアルカリ安定性を
結果として変化させる当業界で公知の変異と組み合わせて利用できる。
【００７５】
従って、本発明は、Ｔ細胞増殖を誘導するバシラス・レンタスにおける１７０－１７３番
残基を含むＴ細胞エピトープの性質を変化させることを目的としている。本発明の特に好
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ましい1つの実施形態は、Ｒ１７０Ｄ、Ｙ１７１Ｑ及び／またはＮ１７３Ｄのうちの1つま
たは全てに修飾を加えることを含む。同様に、先に詳細に説明したように、任意のタンパ
ク質における対応残基の修飾は、結果として、該タンパク質における主要Ｔ細胞エピトー
プを中和すると考えられる。従って、本発明の変異タンパク質のアレルギー性を低下させ
ることに加え、１７０－１７３番アミノ酸残基に対応する領域における現在開示されてい
る変異と組み合わせて、全体的に酵素の安定性及び／またはタンパク質分解活性を調節す
るために、バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンのＶ６８Ａ、Ｔ２１３Ｒ、
Ａ２３２Ｖ、Ｑ２３６Ｈ、Ｑ２４５Ｒ及びＴ２６０Ａに対応する位置からなる群より選択
される1つ以上の置換と必要に応じて組み合わせて、Ｎ７６Ｄ／Ｓ１０３Ａ／Ｖ１０４Ｉ
／Ｇ１５９Ｄに対応する位置における置換を用いることができる。同様に、結果として生
じる変異酵素の安定性及び／または活性を高めさせるために、Ｓ１０３Ａ／Ｖ１０４Ｉ／
Ｇ１５９Ｄの変異と組み合わせ、及び必要に応じてバシラス・アミロリケファシエンス・
ズブチリシンのＶ６８Ａ、Ｔ２１３Ｒ、Ａ２３２Ｖ、Ｑ２３６Ｈ、Ｑ２４５Ｒ及びＴ２６
０Ａに対応する位置からなる群より選択された１つ以上の置換と組み合わせて、この中で
提供される置換と、＋７６の同じ位置おけるバシラス・レンタス・ズブチリシンのアスパ
ラギン（Ｎ）をアスパラギン酸（Ｄ）にする変異と組み合わせることができる。
【００７６】
本発明の最も好ましい実施例は、以下の位置に対応する残基の置換における具体的な組み
合わせを含む：バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンのＮ７６Ｄ／Ｓ１０３
Ａ／Ｖ１０４Ｉ／Ｇ１５９Ｄ／Ｋ１７０Ｄ／Ｙ１７１Ｑ／Ｓ１７３Ｄ；
Ｖ６８Ａ／Ｎ７６Ｄ／Ｓ１０３Ａ／Ｖ１０４Ｉ／Ｇ１５９Ｄ／Ｋ１７０Ｄ／Ｙ１７１Ｑ／
Ｓ１７３Ｄ／Ｑ２３６Ｈ；
Ｖ６８Ａ／Ｎ７６Ｄ／Ｓ１０３Ａ／Ｖ１０４Ｉ／Ｇ１５９Ｄ／Ｋ１７０Ｄ／Ｙ１７１Ｑ／
Ｓ１７３Ｄ／Ｑ２３６Ｈ／Ｑ２４５Ｒ；
Ｖ６８Ａ／Ｎ７６Ｄ／Ｓ１０３Ａ／Ｖ１０４Ｉ／Ｇ１５９Ｄ／Ｋ１７０Ｄ／Ｙ１７１Ｑ／
Ｓ１７３Ｄ／Ａ２３２Ｖ／Ｑ２３６Ｈ／Ｑ２４５Ｒ；及び
Ｖ６８Ａ／Ｎ７６Ｄ／Ｓ１０３Ａ／Ｖ１０４Ｉ／Ｇ１５９Ｄ／Ｋ１７０Ｄ／Ｙ１７１Ｑ／
Ｓ１７３Ｄ／Ｔ２１３Ｒ／Ａ２３２Ｖ／Ｑ２３６Ｈ／Ｑ２４５Ｒ／Ｔ２６０Ａ
これらの置換は、任意のバシラス菌タンパク質おいて実施できるが、好ましくはバシラス
・レンタス（組換え型又は天然型）において実施する。
【００７７】
変異タンパク質を用いて得られたスクリーニング結果によると、上記のバシラス・アミロ
リケファシエンス・ズブチリシンにおいて言及した注目の変異が、これら酵素におけるタ
ンパク質分解活性、性能及び／または安定性、並びにこのような変異酵素における浄化ま
たは洗浄能力にとって重要である。
【００７８】
本発明の多くの変異タンパク質は、種々の洗剤組成物の形成において有用である。多くの
公知の化合物は、本発明の変異タンパク質を含む組成物において有用で適当な界面活性剤
となる。米国特許第４，４０４，１２８号（Ｂａｒｒｙ　Ｊ．Ａｎｄｅｒｓｏｎ）及び米
国特許第４，２６１，８６８号（Ｊｉｒｉ Ｆｌｏｒａ ら）に開示されているように、こ
れらの界面活性剤は、非イオン、陰イオン、陽イオンまたは両性イオン洗剤を含む。適当
な洗剤処方は、米国特許第５，２０４，０１５号（すでに引例として記載している）の実
施例７に記載されている。この技術は、洗濯組成物として使用することができるような種
々の剤形に通じている。典型的な洗濯組成物に加えて、天然型または野生型タンパク質が
使用されるいずれの目的においても、本発明の変異タンパク質を使用できることは当然の
ことである。従って、これらの変異体は、例えば、固形または液状石鹸の用途、食器用洗
剤の形態、コンタクトレンズ洗浄液または手入れ用品、ペプチド加水分解、廃棄物処理、
織物製品用途において、またはタンパク質生成における融合－分解酵素等として使用でき
る。本発明の変異体は、アレルギー性の低下に加えて、洗剤組成物において、強化された
性能を持つことができる（前駆体と比較して）。ここで用いられている、高められた洗剤
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の性能は、標準の洗濯サイクルを行った後に通常の評価をして決定したとき、草または血
液のような特定の酵素に敏感な汚れの洗浄力の強化として確認される。
【００７９】
本発明のタンパク質、特にプロテアーゼは、約０．０１～約５重量％（好ましくは０．１
重量％～０．５重量％）で、ｐＨが６．５～１２．０の間である公知の粉末及び液体洗剤
に処方できる。また、これらの洗剤組成物は、ビルダー及び安定剤と同様に、公知のプロ
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のような他の
酵素を含んでいてもよい。
【００８０】
本発明のタンパク質、特にプロテアーゼを従来の洗濯用組成物に添加することは、特別の
用途限定とはならない。言い換えると、その洗剤に適した任意の温度及びｐＨは、そのｐ
Ｈが上記の範囲にあり、かつその温度が記載されているタンパク質の変性温度より低い限
りにおいては、該組成物にも適している。さらに、本発明のタンパク質は、洗浄剤を含ま
ない洗剤組成物において、この場合も同様に、単独またはビルダー及び安定剤と組み合わ
せて用いることができる。
【００８１】
本発明の変異タンパク質は、例えば、米国特許第５，６１２，０５５号；米国特許第５，
３１４，６９２号；及び米国特許第５，１４７，６４２号に記載されているように、動物
飼料添加物の一部として、動物飼料に含めることができる。
【００８２】
本発明の特徴の1つは、本発明の変異タンパク質を含む織物加工用の組成物である。該組
成物は、ＲＤ２１６，０３４；欧州特許第１３４，２６７号；米国特許第４，５３３，３
５９号；及び欧州特許第３４４，２５９号のような公開公報に記載されているように、例
えば、絹織物、毛織物を手入れするために使用できる。
【００８３】
前記変異体は、当業者に公知の方法に従って、タンパク質分解活性についてスクリーニン
グできる。好ましい変異プロテアーゼは、以下に対応する位置に多様な置換を含む：バシ
ラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンのＮ７６Ｄ／Ｓ１０３Ａ／Ｖ１０４Ｉ／Ｇ
１５９Ｄ／Ｋ１７０Ｄ／Ｙ１７１Ｑ／Ｓ１７３Ｄ；
Ｖ６８Ａ／Ｎ７６Ｄ／Ｓ１０３Ａ／Ｖ１０４Ｉ／Ｇ１５９Ｄ／Ｋ１７０Ｄ／Ｙ１７１Ｑ／
Ｓ１７３Ｄ／Ｑ２３６Ｈ；
Ｖ６８Ａ／Ｎ７６Ｄ／Ｓ１０３Ａ／Ｖ１０４Ｉ／Ｇ１５９Ｄ／Ｋ１７０Ｄ／Ｙ１７１Ｑ／
Ｓ１７３Ｄ／Ｑ２３６Ｈ／Ｑ２４５Ｒ；
Ｖ６８Ａ／Ｎ７６Ｄ／Ｓ１０３Ａ／Ｖ１０４Ｉ／Ｇ１５９Ｄ／Ｋ１７０Ｄ／Ｙ１７１Ｑ／
Ｓ１７３Ｄ／Ａ２３２Ｖ／Ｑ２３６Ｈ／Ｑ２４５Ｒ；及び
Ｖ６８Ａ／Ｎ７６Ｄ／Ｓ１０３Ａ／Ｖ１０４Ｉ／Ｇ１５９Ｄ／Ｋ１７０Ｄ／Ｙ１７１Ｑ／
Ｓ１７３Ｄ／Ｔ２１３Ｒ／Ａ２３２Ｖ／Ｑ２３６Ｈ／Ｑ２４５Ｒ／Ｔ２６０Ａ
【００８４】
本発明のタンパク質は、それらの前駆体タンパク質と比較すると、修正された免疫原性を
示す。好ましい実施形態においては、該タンパク質は減少したアレルギー性を示す。他の
実施形態においては、該タンパク質は増加した免疫原性を示す。この免疫原性の増加は、
Ｂ細胞または体液免疫反応の増加、Ｔ細胞または細胞免疫反応、またはＢ及びＴ細胞免疫
反応の両方における増加によって明示される。本発明のタンパク質の使用は、主に、該タ
ンパク質の免疫特性によって決定されることが、当業者は容易に理解できるであろう。例
えば、減少したアレルギー性を示す酵素は洗剤組成物に使用できる。“洗剤組成物”とは
、例えば織物、皿、コンタクトレンズ、その他の固体基質、毛髪（シャンプー）、肌（石
鹸及びクリーム）等のような基質から望ましくない化合物を取り除くために用いることが
できる組成物をいう。アレルギー性の減少したタンパク質、特にセルラーゼ、プロテアー
ゼ及びアミラーゼもまた、織物加工に用いることができる。“織物加工”とは、織物にお
いて、編み込んだり、フェルト加工またはニット加工して布地や衣服にできるような特定
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の毛糸または繊維を、望ましい特性をもたらすように加工する方法を含む。このような望
ましい特性の例としては、“ストーンウオッシュ”、毛羽取り（ｄｅｐｉｌｌｉｎｇ）、
脱毛、のり抜き、柔軟加工及び当業者に公知のその他の織物加工がある。
【００８５】
また、免疫反応を起こす特定のヒトに対する治療用タンパク質も本発明に含まれる。特に
、該タンパク質の内生的製造を十分にできない特定のヒトは、中和抗体を形成しやすく、
治療しにくい。同様に、タンパク質の修飾は、潜在的免疫原性である新しいエピトープを
取り込むことができる。本発明の方法は、例えば、反応の中和を防ぐヒト因子ＶＩＩＩの
ようなエピトープを同定及び修飾するために用いることができる。
【００８６】
薬剤組成物は、例えば顆粒、タブレット、錠剤、座剤、カプセル、懸濁液、軟膏、ローシ
ョン、及び類似の形態のような、種々の形状で調製できる。経口及び局所使用に適当な薬
剤レベルの有機または無機の運搬剤及び／または希釈剤は、薬剤活性化合物を含む組成物
を製造するために使用できる。希釈剤は、公知のものとして、水溶性媒体、植物性及び動
物性油並びに油脂が挙げられる。助剤としては、安定化剤、湿潤及び乳化剤、浸透圧を変
化させるための塩、または適切なｐＨ値を得るための緩衝液、及び経皮浸透促進剤を用い
ることができる。また、薬剤組成物は以下の１つ以上を含むことができる：血清アルブミ
ンのような運搬タンパク質；緩衝液；マイクロクリスタリン・セルロース、ラクトース、
穀類及びその他でんぷんのような充填剤；結合剤；甘味料及びその他の香料添加剤；着色
剤；並びにポリエチレングリコール。添加剤は公知のものを、種々の剤形において使用す
る。
【００８７】
この中で引用されているすべての出版物及び特許は、そのすべてを参考のためこの明細書
に添付する。以下の実施例によって本発明を示しているが、特許請求の範囲を限定するも
のではない。
【００８８】
実施例
実施例1　ナイーブヒトＴ細胞を用いたペプチドＴ細胞エピトープを同定するための測定
法
バシラス・レンタス由来プロテアーゼ及びヒトズブチリシンにおける抗原エピトープを特
定するために、“未刺激（ｎａｉｖｅ）”のヒト、すなわちバシラス・レンタスプロテア
ーゼに対して暴露されまたは感作されたことが知られていないヒトから、新鮮なヒト末梢
血細胞を採取する。未刺激のヒトとは、過去にプロテアーゼに対する暴露、または反応を
開始していることが知られていないヒトを意味する。末梢血単核細胞（室温で保存し、採
取後24時間以上たっていない）は以下のように調製した：単一の全血由来である軟膜調製
物（ｂｕｆｆｙ ｃｏａｔ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）の溶液約３０ｍｌを、ダルベッコの
リン酸緩衝液（ＤＰＢＳ）で５０ｍｌとし、さらに２本のチューブに分けた。その試料を
室温で１２．５ｍｌリンフォプレップ密度分離媒体（ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ　ｄｅｎｓｉ
ｔｙ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｍｅｄｉａ）（ニコメッド（Ｎｙｃｏｍｅｄ）密度　１．
０７７ｇ／ｍｌ）下に置いた。そのチューブを６００Ｇで３０分間遠心分離機にかけた。
２つの層の境界部分を回収し、溜めてから、さらにＤＰＢＳで洗浄した。その結果として
生じた溶液中の細胞密度を血球計算盤で測定した。生存率をトリパンブルー排除によって
測定した。
【００８９】
結果として生じた溶液の、７５ｍｌ培養フラスコ当たり108の細胞密度を有する末梢血単
核細胞試料から、以下のように、分化樹状細胞培地を調製した：
（１）５０ｍｌの無血清ＡＩＭ　Ｖ培地（Ｇｉｂｃｏ）に１：１００希釈したβ－メルカ
プトエタノール（Ｇｉｂｃｏ）を足した。フラスコ壁に単核球を吸着させるために、５％
ＣＯ2中、３７℃で２時間、そのフラスコを平面に横にして置いた。
【００９０】
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（２）単核細胞の樹状細胞への分化は、以下の通りである：非吸着細胞を除去し、残った
吸着細胞（単核球）に３０ｍｌのＡＩＭ　Ｖ、８００ｕｎｉｔｓ／ｍｌのＧＭ－ＣＳＦ（
内因性(Ｅｎｄｏｇｅｎ））、及び５００ｕｎｉｔｓ／ｍｌのＩＬ－４（Ｅｎｄｏｇｅｎ
）を混合した；その混合液を５％ＣＯ2中、３７℃の条件下で５日間培養した。５日後、
サイトカインＴＮＦα（Ｅｎｄｏｇｅｎ）を０．２ｕｎｉｔｓ／ｍｌになるまで添加し、
さらにサイトカインＩＬ－１α（Ｅｎｄｏｇｅｎ）を最終濃度５０ｕｎｉｔｓ／ｍｌとな
るまで添加し、その混合液を５％ＣＯ2中、３７℃でさらに２日間インキュベーションし
た。
【００９１】
（３）7日目に、分化樹状細胞培地の成長を止めるために、マイトマイシンＣを５０μｇ
／ｍｌの濃度になるまで添加した。その溶液を５％ＣＯ2中、３７℃で６０分間インキュ
ベーションした。樹状細胞を、セルスクレーパーを用いてフラスコ底から吸着細胞を優し
くこすり取ることによって回収した。吸着細胞及び非吸着細胞は、その後６００Ｇで５分
間遠心分離機にかけ、ＤＰＢＳで洗浄し、さらに細胞数を数えた。
【００９２】
（４）調製した樹状細胞を、全容積１００μｌ　ＡＩＭ　Ｖ培地中、２×１０４／ｗｅｌ
ｌで、９６ウェル丸底プレートに分注した。
【００９３】
ＣＤ４陽性Ｔ細胞は、ヒトＣＤ４陽性セレクトキット（ｈｕｍａｎ　ＣＤ４＋　Ｃｅｌｌ
ｅｃｔ　Ｋｉｔ）（Ｂｉｏｔｅｘ）を用いて、製品の取扱説明書の方法に以下の変更を加
えて、樹状細胞の調製に用いた末梢血細胞試料の凍結分取した部分（ｆｒｏｚｅｎ　ａｌ
ｉｑｕｏｔｓ）より調製した：その凍結分取した部分を解凍し、セレクトカラム（Ｃｅｌ
ｌｅｃｔ　ｃｏｌｕｍｎ）当たり約108細胞が添加されるように洗浄した；その細胞をＤ
ＰＢＳ４ｍｌ及びセレクトキットからの細胞試薬１ｍｌ中に再懸濁させ、その溶液を室温
で２０分間保持した。その結果として生じた溶液を室温、600Ｇで５分間遠心分離し、そ
のペレットをＤＰＢＳ２ｍｌに再懸濁させ、さらにセレクトカラムに充填した。カラムか
らの溶出液を、２％ヒト血清含有ＤＰＢＳ中に回収した。生じたＣＤ４陽性細胞溶液を遠
心分離し、ＡＩＭＶ培地に再懸濁させ、そして細胞密度を測定した。
【００９４】
前記ＣＤ４陽性Ｔ細胞懸濁液は、９６ウェルプレ－トの効率的な操作を容易にするため、
ＡＩＭ　Ｖ培地中において２×１０6／ｍｌとなるように再懸濁させた。
【００９５】
ペプチド抗原は、ＡＩＭ　Ｖ培地中に１：１０の比率で希釈することによって、ＤＭＳＯ
中の１Ｍの原液から調製した。原液１０μｌを、分化樹状細胞を含む９６ウェルプレート
の各ウェルに添加した。上記のように調製した希釈ＣＤ４陽性Ｔ細胞溶液１００μｌを、
さらに各ウェルに加えた。有用なコントロールとして、希釈したＤＭＳＯブランク、及び
破傷風トキソイドの陽性コントロールが挙げられる。
【００９６】
総容積２１０μｌにおける各ウェルの最終的な濃度は以下の通りである：
２×１０４　ＣＤ４陽性
２×１０５　樹状細胞（Ｒ：Ｓは１０：１）
５ｍＭ　ペプチド
【００９７】
実施例２　バシラス・レンタス由来プロテアーゼ及びヒトズブチリシンにおけるＴ細胞エ
ピトープの同定
実施例１に記載の測定法において使用するためのペプチドは、バシラス・レンタスのアミ
ノ酸配列及びヒトズブチリシンのアミノ酸配列に基づき調製した。ペプチド抗原は、以下
のように設計した。図１に示されているヒトズブチリシン、またはバシラス・レンタスプ
ロテアーゼの完全長アミノ酸配列から、１５配列（１５ｍｅｒｓ）が合成によって調製さ
れ、各１５配列は、３つの残基を除いて、その前の１５配列及びその後の１５配列と重複
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する。
【００９８】
使用されるペプチドは、図８に示されているバシラス・レンタスのアミノ酸残基列に対応
し、そしてペプチドは、図７に示されているヒトズブチリシンのアミノ酸残基に対応する
。プロテアーゼに対応して用いられるペプチドは、図６に示す。すべての試験は少なくと
も２重に行った。報告されたすべての試験は、破傷風トキソイド抗原に対して強い陽性コ
ントロール反応を示した。反応は、各実験の範囲内において平均化し、基準となる反応に
対して標準化した。もしその反応が基準反応の3倍より大きい場合は、陽性の事象が記録
される。
【００９９】
ヒトズブチリシン及びバシラス・レンタス由来調製ペプチドに対する免疫反応（すなわち
Ｔ細胞増殖）を記録し、それぞれ図４及び図５に示した。Ｔ細胞増殖は、トリチウム法を
組み込んで測定した。その結果が、種々のペプチドに対する１０人の検体（図４）及び１
６人の検体（図５）における免疫付加反応の比較として、図４及び図５に示されている。
反応は、各試料の基準反応を１．０とした付加反応として示す。従って、図４では、１０
．０以下が基準反応であり、図５では１６．０以下が基準反応であると解釈できる。反応
が大きいほど、Ｔ細胞エピトープのアレルギー性も高まると考えられる。
【０１００】
図４及び図５に示すように、感作されていないヒト由来未刺激血液試料の免疫反応は、バ
シラス・アミロリケファシエンスプロテアーゼの１７０－１７３番残基に対応するバシラ
ス・レンタス由来ペプチド断片に対して、顕著なアレルギー反応を示した。予想される通
り、ヒトズブチリシンにおける対応断片は、単に基本反応を引き起こしただけである。
【０１０１】
図９は、バシラス・レンタスプロテアーゼに対して過敏症であることが分かっているヒト
から採取した試料における、バシラス・レンタスプロテアーゼ由来ペプチドに対するＴ細
胞反応を示す。ペプチドＥ０５は、バシラス・アミロリケファシエンス由来プロテアーゼ
における１７０－１７３番残基に対応する領域を表わす。図９に示すように、過敏症のヒ
トは、ペプチドＥ０５によって表わされているＴ細胞エピトープに対して極めて反応しや
すい。この結果は、本発明に基づく測定法を実施することによって、過敏症のヒトのＴ細
胞によって認識される主なエピトープの予測が可能であることを確認する。
【０１０２】
図１０は、バシラス・レンタスプロテアーゼに対して過敏症であることが分かっているヒ
トから採取した試料における、バシラス・レンタスプロテアーゼ由来Ｅ０５ペプチドの種
々のアラニン置換体に対する、Ｔ細胞反応を示す。アラニン置換は、エピトープ内におけ
る任意の特定残基の役割を特定するための置換として用いた。図１０の凡例（ｌｅｇｅｎ
ｄ）は、アラニンで置換されているペプチドの位置を示しており、すなわち、ペプチドＥ
０６（配列 ＧＳＩＳＹＰＡＲＹＡＮＡＭＡＶ）において、以下の置換をした；ＧをＡ＝
２、ＳをＡ＝３、ＩをＡ＝４、ＳをＡ＝５、ＹをＡ＝６、ＰをＡ＝７、ＲをＡ＝８、Ｙを
Ａ＝９、ＮをＡ＝１０、ＭをＡ＝１１、ＶをＡ＝１２。図１０に示すように、バシラス・
レンタス由来プロテアーゼにおいてＲ１７０Ａ、Ｙ１７１Ａ及び／またはＮ１７３Ａ残基
のいずれかを置換すると、結果として、過敏症のヒトの血液試料において反応が劇的に低
下する。
【０１０３】
これらの結果から、１７０、１７１及び１７３番残基は、バシラス・レンタス由来プロテ
アーゼ内において、アレルギー反応の開始のために大きな役割を担っていることが明らか
である。
【０１０４】
実施例３　フミコーラ・インソレンス（ケアザイム（登録商標）（Ｃａｒｅｚｙｍｅ(登
録商標)））由来セルラーゼにおけるＴ細胞エピトープの同定
上記と同様の手順をフミコーラ・インソレンス（ケアザイム(登録商用)、ノボ　ノルディ
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スク（Ｎｏｖｏ　Ｎｏｒｄｉｓｋ）社製）由来セルラーゼから得られるペプチドに行った
。図１３からわかるように、２つのＴ細胞エピトープ、すなわちＡ０１及びＦ０６が見つ
かった。
【０１０５】
実施例４　サーモマイセス・ラヌギノーサ（リポラーゼ（登録商標）（Ｌｉｐｏｌａｓｅ
(登録商標））由来リパーゼにおけるＴ細胞エピトープの同定
実施例２に記載と同様の手順をサーモマイセス・ラヌギノーサ（リポラーゼ(登録商標)、
ノボ　ノルディスク社製）由来リパーゼから得られるペプチドに行った。図１４からわか
るように、２つのＴ細胞エピトープ、すなわちＡ１２及びＣ０６が見つかった。ペプチド
Ｅ０３は、未刺激のドナーにおいてＴ細胞増殖の若干の増加をもたらした。しかしながら
、このペプチドはＡ１２まで連続しており、１つのエピトープを示す。この点で、エピト
ープの長さは様々であり、天然または変異のいずれにおいてもそのエピトープの正確なア
レルギー潜在性が、この中に記載されている方法によって特定できることは、当業者にと
って容易に理解される。
【０１０６】
実施例５　ストレプトマイセス・プリケイタス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｐｌｉｃａ
ｔｕｓ）由来エンドグルカナーゼＨにおけるＴ細胞エピトープの同定
実施例２に記載と同様の手順をストレプトマイセス・プリケイタス由来エンドグルカナー
ゼＨから得られるペプチドに行った。図１５からわかるように、１つのＴ細胞エピトープ
、すなわちＣ０６が見つかった。
【０１０７】
実施例６　混合プロテアーゼ（ＧＧ３６－ＢＰＮ’）におけるＴ細胞エピトープの同定
Ｔ細胞エピトープの位置を特定した後、従来のタンパク質工学技術を用いて混合プロテア
ーゼを作成した。かかる混合は、タンパク質の高アレルギー性アミノ酸配列を、対応する
低アレルギー性相同物由来配列に置換するように作成した。この場合に、プロテアーゼの
最初の１２２個のアミノ酸はＧＧ３６から、そして残りのアミノ酸配列はＢＰＮ’から得
た。
【０１０８】
前記混合プロテアーゼはまず、１００ｐｐｍの試料から試験を行い、北アメリカの気候条
件で、０．５ｐｐｍで２４ウェル測定、ｓｕｐｅｒｆｉｘｅｄ　ｓｗａｔｃｈｅｓ、３Ｋ
　ｓｗａｔｃｈｅｓを用いた２４ウェル測定において液体（タイドＫＴ（Ｔｉｄｅ　ＫＴ
））０．５を試験し、さらにＮ’Ｎ’－ジメチル　カゼイン測定、ＤＭＣ５ｇ／ｌを含む
ＮＡ洗剤、ＴＮＢＳ検出法を行った。
【０１０９】
図１６、１７及び１８に結果を示す。
【０１１０】
実施例７　低免疫原性である天然タンパク質の同定
この中に記載されている方法を用いて、他の市販のプロテアーゼよりも低い免疫反応を生
じさせるものとして、プロテイナーゼＫを同定した。ここで同定したプロテイナーゼＫは
Ｔｒｉｔｉｒａｃｈｉｕｍ　Ａｌｂｕｍ　ｌｉｍｂｅｒに由来する。プロテアーゼ及び手
順の概要は、Ｍａｔｈｅｗ、Ｃ．Ｇ．Ｐ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｉｇｈ　ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　ｗｅｉｇｈｔ　ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ　ＤＮＡ、ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、ｖｏｌ２：Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ（
Ｗａｌｋｅｒ、Ｊ．Ｍ．，ｅｄ．）、Ｈｕｍａｎａ、Ｃｌｉｆｔｏｎ、ＮＪ、（１９８４
）　ｐ．３１－３４を参照。
【０１１１】
実施例８　非アレルギー性タンパク質へ導入するＴ細胞エピトープ
バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチリシンはハートレイ系モルモットで試験した
場合、比較的、免疫原性を示さないことがわかった。バシラス・レンティス由来の関連タ
ンパク質は高い免疫原性を示す。目的の配列が高い相同性を示すことにかかわらず、我々
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はＢ．アミロリケファシエンス分子中にはないＢ．レンティス分子の機能的Ｔ細胞エピト
ープをあらかじめ特定した。機能的Ｔ細胞エピトープが存在すると抗体作成の相対レベル
を制御できるという原理を試験するために、我々はＢ．アミロリケファシエンス分子中に
Ｂ．レンティス様のＴ細胞エピトープを作成した。この変化は、Ｂ．アミロリケファシエ
ンス配列中のただ１つのアミノ酸の置換により実現できた。Ｂ．アミロリケファシエンス
・ズブチリシン及びＢ．アミロリケファシエンス・ズブチリシンの変異体を修飾するＴ細
胞エピトープは、免疫原性のモデルとなるモルモットにおいて試験した。
【０１１２】
Ｂ．レンティス及びＢ．アミロリケファシエンス・ズブチリシンＴ細胞エピトープのマッ
ピング：モルモットに、バシラス・レンティス又はバシラス・アミロリケファシエンスい
ずれかから得られたズブチリシン２０μｇ／回の免疫付与で、免疫性を与えた。補助的に
、２週間ごとに１０～１２週間、モルモットの皮下に免疫性を与えた。モルモット脾細胞
の単個細胞浮遊液（ｓｉｎｇｌｅ　ｃｅｌｌ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ）を各モルモットの
脾臓から作成する。細胞は、丸底９６ウェルプレートにおいて、ウェル当たり５×１０５

脾細胞をプレートした。３アミノ酸を除いた１５マー（ｍｅｒｓ）のペプチドをＭｉｍｏ
ｔｏｐｅｓによって合成した。ペプチドをＤＭＳＯ中１ｍＭになるまで再懸濁した。そし
て、最終濃度が５μＭになるようにペプチドを前記細胞に添加した。培地を５日間、３７
℃、５％ＣＯ２でインキュベーションした。ウェルは０．５μＣｉトリチウムチミジンで
パルスして、さらに１８時間インキュベーションさせた。ウェルを収穫し、そしてチミジ
ン結合を評価した。
【０１１３】
２つのＴ細胞エピトープがＢ．レンティス・ズブチリシン中に見つかった、そして、Ｂ．
アミロリケファシエンス・ズブチリシン中には見つからなかった（これらのエピトープの
ために１０匹未満を試験した）。Ｂ．レンティスＴ細胞エピトープは以下の配列を含むこ
とがわかった：ＩＡＡＬＮＮＳＩＧＶＬＧＶＡＰ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２３７）及び 
ＬＥＷＡＧＮＮＧＭＨＶＡＮＬＳＬＧＳ　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２３８）。
【０１１４】
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２３７に対して、Ｂ．アミロリケファシエンス・ズブチリシンにお
ける類似配列はＶＡＡＬＮＮＳＩＧＶＬＧＶＡＰ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２３９）である
。ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２３８に対するＢ．アミロリケファシエンス・ズブチリシンの類
似領域はほとんど相同性がなかった：ＩＥＷＡＩＡＮＮＭＤＶＩＮＭＳＬＧ　（ＳＥＱ　
ＩＤ　ＮＯ：２４０）。
【０１１５】
ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２３７及びＢ．アミロリケファシエンス・ズブチリシン分子の相同
領域（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２３９）はアミノ酸が１つ異なる：最初のアミノ酸はバシラ
ス・アミロリケファシエンスではＶだが、Ｂ．レンティス・ズブチリシンにおいてはＩで
ある。従って、もしＢ．アミロリケファシエンス配列においてＶをＩに変えれば、バシラ
ス・アミロリケファシエンスを基幹としてバシラス・レンティスＴ細胞エピトープを作成
できると推論した。
【０１１６】
この分子は、標準的な分子生物学技術によって作成し、かかる分子をＢ．アミロリケファ
シエンスＶ７２１とした。これはＧＰ００２としても知られる。
【０１１７】
モルモット免疫付与：メスの成体ハートレイ系モルモットにＢ．アミロリケファシエンス
・ズブチリシン及びＧＰ００２を様々に投与して免疫性を与えた。投与量は１、５、１０
及び２０μｇ／投与とした。各投与に対して４匹用意した。モルモットは最初の免疫付与
において、完全フロイントアジュバントの酵素を用いて皮下から免疫性を与えた。その後
に続くすべての免疫付与は、不完全フロイントアジュバントによって実施した。モルモッ
トに免疫性を与え、そして２週間毎に血清試料を採取した。
【０１１８】



(24) JP 5126761 B2 2013.1.23

10

20

30

40

50

ＥＬＩＳＡ（酵素免疫測定法）：直接吸着ＥＬＩＳＡ法を実施した。Ｃｏｓｔａｒｔ　Ｅ
ＩＡプレートをＰＩＢの免疫酵素１０μｇ／ｍｌで、４℃、一晩中コーティングした。プ
レートを洗浄し、ＰＢＳの１％ＢＳＡで塞いだ。血清試料は１％ＢＳＡ／ＰＢＳで希釈し
、１時間、酵素でコーティングされたプレート上でインキュベーションした。血清試料を
洗い落とし、ビオチン化抗モルモットＩｇＧを１％ＢＳＡ／ＰＢＳ中１：１０，０００に
希釈して加えた。派生的試薬を１時間インキュベーションした。ウェルを洗浄し、アビジ
ンを結合した西洋ワサビ・ペルオキシダーゼを１％ＢＳＡ／ＰＢＳ中１：１０００に希釈
して、ウェルに加えた。３０分後、基質（ＡＢＴＳ）を加え、ＯＤ４０５を３０分後に読
み取った。
【０１１９】
滴定量の計算：読み取ったＯＤ値からバックグラウンドを差し引き、それぞれのモルモッ
ト検体毎にその結果をプロットした。曲線の直線部に線形回帰分析を行った。ＯＤ＝０．
５に対する線形回帰方程式から滴定値を計算した。それから、これら個々の滴定量を平均
した。
【０１２０】
実験中、１０μｇのＧＰ００１を投与したモルモット２匹が２週間で死亡した。従って、
１０μｇ投与量のデータは破棄した。
【０１２１】
２つの結論が直ちに明らかとなった：まず、ＧＰ００２変異体は、すべての時間経過にわ
たって、より少ない酵素投与に対し、抗原特異的抗体の滴定量を増加させた；さらに、Ｇ
Ｐ００２変異体は、早い時点でのすべての酵素投与に対し、抗原特異的抗体の滴定量を増
加させた。
【０１２２】
長時間が経った時点及びより多く投与した時点においては、Ｂ．アミロリケファシエンス
・ズブチリシンとその変異体の間における違いはもはや明白ではない。図１９及び２０を
参照。
【０１２３】
図より、Ｂ．アミロリケファシエンス・ズブチリシンのアミノ酸配列のたった１つの変化
でその免疫原性が顕著に変化したということが明らかである。
【０１２４】
実施例９　ｉｎ　Ｖｉｖｏによるアレルギー性の減少
ヒトＴ細胞エピトープの同定が可能であるとすると、Ｔ細胞の活性化及びそれに続いて起
こるタンパク質に対する免疫反応を減少させるために、それらのアミノ酸配列を修飾する
ことが可能である。しかしながら、これらの変化におけるｉｎ　ｖｉｖｏ効果を評価する
ために、エピトープを提示するヒトＨＬＡ分子の能力を示す、動物モデルを使用すること
が必要である。例えば、ヒトＴ細胞エピトープはＢＰＮ’分子の７０－８４及び１０９－
１２２番残基領域（２０００年２月８日に出願された米国特許出願第０９／５００，１３
５号；図１６を参照）中に同定されている。
【０１２５】
これら主題におけるアミノ酸配列の置換は、広範囲のヒトＨＬＡハプロタイプを示すヒト
細胞を用いたｉｎ　ｖｉｔｒｏにおけるＴ細胞増殖を結果として減少させた。ＥＢＶ形質
転換Ｂ細胞株を用いたｉｎ　ｖｉｔｒｏ結合測定法は、ＨＬＡ　ＤＱ２分子に結合したペ
プチドの７０－８４番及び１０９－１２３番を明示した。Ｔ細胞増殖を減少させることが
わかった置換は、低免疫原性ＦＮＡ変異体を作成するためにＦＮＡ（Ｙ２１７Ｌを置換し
たＢＰＮ’）をコードする配列に導入した。
【０１２６】
ヒトＨＬＡ遺伝子を発現する遺伝子導入マウスは、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて免疫系を提示
するエピトープを調査するために使われてきた。反応する免疫細胞はマウス由来のものだ
が、ヒト及びマウスに認識されるエピトープの間には強い相関関係がある。しかしながら
、ＨＬＡ遺伝子電子導入マウスの新規な使用は、変異タンパク質をテストする際に、どの
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程度ヒトが反応するかの予測として、アレルギー潜在性を減少させるために用いることが
できる。
【０１２７】
この効果を実証するために、ＦＮＡ及びエピトープ７０－８４及び１０９－１２３番にお
けるアミノ酸配列の変化を含むＦＮＡ変異体の両方を、１－Ａｂノックアウトマウス（Ｃ
２Ｄとして言及した、内生的Ｉ－ＡクラスＩＩ分子の発現性が欠如しているマウス）に戻
し交配させたＨＬＡ　ＤＲ３／ＤＱ２遺伝子導入マウスに、免疫性を与えるために用いた
。オスの成体ＨＬＡ‐ＤＲ３／ＤＱ２／Ｃ２Ｄマウスに、完全フロイントアジュバントの
ＦＮＡまたはＦＮＡ乳化変異体５０μｇを用いて、免疫性を与えた。免疫付与は腹腔内に
投与した。２週間後、マウスに、さらに５０μｇの不完全フロイントアジュバントにおけ
るＦＮＡまたはその乳化変異体の免疫付与を腹腔内に与えた。１週間後、球後ブロック手
段（ｒｅｔｒｏ‐ｏｒｂｉｔａｌ　ｒｏｕｔｅ）によってマウスを出血させ、血清を回収
した。血清は、直接吸着ＥＬＩＳＡプロトコルにおいて、抗原特異的ＩｇＧ抗体を確認し
た。簡単に言うと、９６ウェル平底ＥＩＡプレートを１０μｇ／ｍｌの変性ＦＮＡで一晩
中コーティングした。プレートを洗浄し、１％のウシ胎仔血清で塞いだ。そして、血清を
滴定して１：１０に希釈した。血清をウェルから洗い落とし、抗マウス免疫グロブリンＧ
と結合した西洋ワサビ・ペルオキシダーゼを用いて抗原特異的ＩｇＧを検出した。結果を
平均光学濃度（×１０００）に対する血清希釈率として、表１及び図２１に示す。
【０１２８】
【表１】

【０１２９】
本結果は、７０－８４及び１０９－１２３番領域に導入した変化が、ＤＱ２遺伝子導入マ
ウスのその変異体に対して体液反応を開始する可能性を著しく減少させることを示し、そ
して、ヒトの免疫原性の減少を示すために本発明の方法を用いて予測した人工タンパク質
のｉｎ　ｖｉｖｏ特定のための方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１Ａ、Ｂ１、Ｂ２及びＢ３は、バシラス・アミロリケファシエンス・ズブチ
リシン（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓｉ
ｎ）(ＢＰＮ’)のＤＮＡ配列（ＳＥＱ　ＩＤ：ＮＯ１）及びアミノ酸配列（ＳＥＱ ＩＤ
：ＮＯ２）、並びにこの遺伝子の部分的制限酵素地図を示す。
【図２】　図２は、バシラス・アミロリケファシエンス（ＳＥＱ　ＩＤ：ＮＯ３）とバシ
ラス・レンタス（野生型）（ＳＥＱ ＩＤ：ＮＯ４）由来ズブチリシン間の保存アミノ酸
残基を示す。
【図３】　図３Ａ及び３Ｂは、バシラス・アミロリケファシエンス（ＢＰＮ’）、枯草菌
、バシラス・リケニフォルミス（ＳＥＱ　ＩＤ：ＮＯ５）及びバシラス・レンタスに由来
する、ズブチリシン様プロテアーゼのアミノ酸配列を並べて示す。＊印は、ＢＰＮ’ズブ
チリシンに照らして、特定のアミノ酸残基の欠失を示す。
【図４】　図４は、バシラス・レンタスプロテアーゼ（ＧＧ３６）に対応するペプチドに
対する、１６の末梢血単核細胞試料の付加Ｔ細胞反応を示す。ペプチドＥ０５は、バシラ
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ス・アミロリケファシエンス由来プロテアーゼにおける１７０－１７３番残基に対応する
残基を含む領域を包含する。
【図５】　図５は、ヒトズブチリシン分子に対応するペプチドに対する、１０の末梢血単
核細胞試料の付加Ｔ細胞反応を示す。ペプチドＦ１０、Ｆ９、Ｆ８及びＦ７はいずれも、
図３のアミノ酸配列において、バシラス・アミロリケファシエンス由来プロテアーゼにお
ける１７０－１７３番残基に対応する残基を含む領域に対応するアミノ酸配列ＤＱＭＤを
包含する。
【図６】　図６Ａ及び６Ｂ／６Ｃは、それぞれ、バシラス・レンタスプロテアーゼ配列及
びヒトズブチリシン配列に由来するペプチドに対応するアミノ酸配列を示す。
【図７】　図７は、ヒトズブチリシンのアミノ酸配列（ＳＥＱ　ＩＤ：ＮＯ６）を示す。
【図８】　図８は、ＢＰＮ’（ バシラス・アミロリケファシエンス）プロテアーゼ、サ
ビナーゼ（ＳＡＶＩＮＡＳＥ）（バシラス・レンタス）プロテアーゼ及びヒトズブチリシ
ン（Ｓ２ＨＳＢＴ）のアミノ酸配列を並べて示す。
【図９】　図９は、バシラス・レンタスプロテアーゼに対して過敏症であることが分かっ
ているヒトから採取した試料における、バシラス・レンタスプロテアーゼ由来ペプチドに
対するＴ細胞反応を示す。ペプチドＥ０５は、バシラス・アミロリケファシエンス由来プ
ロテアーゼにおける１７０－１７３番残基に対応する領域を示す。
【図１０】　図１０は、バシラス・レンタスプロテアーゼに対して過敏症であることが分
かっているヒトから採取した試料において生じる、バシラス・レンタスプロテアーゼペプ
チドＥ０５の種々のアラニン置換体に対するＴ細胞反応を示す。
【図１１】　図１１は、プロテアーゼに対して過敏症であることが分かっているヒトから
採取した試料において生じる、プロテアーゼペプチドＥ０５（未修飾配列によって示され
るＴ細胞エピトープの実施形態）の種々のアラニン置換体に対するＴ細胞反応を示す。ま
た、各ペプチドの配列を示す。
【図１２】　図１２は、ヒトズブチリシン分子に対する反応率を示す。
【図１３】　図１３は、フミコーラ・インソレンス・エンドグルカナーゼ（Ｈｕｍｉｃｏ
ｌａ　ｉｎｓｏｌｅｎｓ　ｅｎｄｏｇｌｕｃｏｎａｓｅ）（寄託番号 Ａ２３６３５）由
来ペプチドのＴ細胞反応を示す。ペプチドＡ０２及びＦ０６はそれぞれ、フミコーラ・イ
ンソレンス・エンドグルカナーゼの、Ｔ細胞エピトープの実施形態における、７０－８４
及び３７－５１番残基に対応する領域を示す。ここで、図１３Ｂはその全長配列を示し、
下線かつ太字はＡ０２及びＦ０６を示している。
【図１４】　図１４は、サーモマイセス・ラヌギノーサ・リパーゼ（Ｔｈｅｒｍｏｍｙｃ
ｅｓ ｌａｎｕｇｉｎｏｓａ ｌｉｐａｓｅ）（寄託番号 ＡＡＣ０８５８８及びＰＩＤ番
号 ｇ２９９７７３３）由来ペプチドに対するＴ細胞反応を示す。ペプチドＢ０２及びＣ
０６はそれぞれ、サーモマイセス・ラヌギノーサ・リパーゼの、Ｔ細胞エピトープの実施
形態における、８３－１００及び１０８－１２１番残基に対応する領域を示す。ここで、
図１４Ｂはその全長配列を示し、下線かつ太字はＢ０２及びＣ０６を示している。
【図１５】　図１５は、ストレプトマイセス・プリケイタス・エンド－β－Ｎ－アセチル
グルコサミニダーゼ（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｐｌｉｃａｔｕｓ ｅｎｄｏ－ｂｅｔａ
－Ｎ－ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ）（寄託番号 Ｐ０４０６７）由来
ペプチドに対するＴ細胞反応を示す。ペプチドＣ０６は、ストレプトマイセス・プリケイ
タス・エンド－β－Ｎ－アセチルグルコサミニダーゼの、Ｔ細胞エピトープの実施形態に
おける、１２６－１４０番残基に対応する領域を示す。ここで、図１５Ｂはその全長配列
を示し、下線かつ太字はＣ０６を示している。
【図１６】　図１６は、２２人の検体における混合ＢＰＮ’由来ペプチドに対するＴ細胞
反応を示す。ここで、好ましいＴ細胞エピトープの配列が示されている。
【図１７】　図１７は、２２人の検体における混合ＧＧ３６由来ペプチドに対するＴ細胞
反応を示す。ここで、Ｔ細胞エピトープの実施形態における配列が示され、ＧＳＩＳＹＰ
ＡＲＹＡＮＡＭＡＶＧＡ及びＧＡＧＬＤＩＶＡＰＧＶＮＶＱＳが好ましい。
【図１８】　図１８は、Ｎ末端がＮ末端ＧＧ３６配列を含み、Ｃ末端がＣ末端ＢＰＮ’配
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列を含む、本発明で提供されるハイブリッドタンパク質の実施形態である。また、図８に
表したそれらの配列の比較は、ハイブリッド型がそれぞれのタンパク質の好ましいＴ細胞
エピトープを除外することを示す。
【図１９】　図１９は、Ｂ．アミロリケファシエンス・ズブチリシンとＢ．レンティス・
ズブチリシン由来Ｔ細胞エピトープを含むよう改変された同じズブチリシンとのＥＬＩＳ
Ａ滴定量の比較である。図１９ａは、４週間後、図１９ｂは６週間後、図１９ｃは８週間
後、図１９ｄは１０週間後における滴定量を示す。
【図２０】　図２０は、Ｂ．アミロリケファシエンス・ズブチリシンとＢ．レンティス・
ズブチリシン由来Ｔ細胞エピトープを含むよう改変された同じズブチリシンとのＥＬＩＳ
Ａ滴定量の時間的経過調査である。図２０ａは酵素１μg投与、図２０ｂは５μg投与、図
２０ｃは２０μｇ投与における滴定量を示す。

【図１】
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