
(57)【要約】
本発明は、 Nefタンパク質から生じるペプチド混合物、および（抗 HIV CD4+ Tリンパ球の
インビボでの生産を刺激し、その結果 AIDSに対するワクチン処置に有用な免疫原組成物で
の）その薬剤、または HIVに特異的な Tリンパ球用の応答診断薬、特に HIV陽性患者または
抗レトロウイルス治療を受けている患者の免疫状態を評価するための応用に関する。
混合物中の各々の前記ペプチドは、対立遺伝子 HLA DRB1*0101、 DRB1*0301、 DRB1*0401、 D
RB1*0701、 DRB1*1101、 DRB1*1301および DRB1*1501(DR1、 DR3、 DR4、 DR7、 DR11、 DR13およ
び DR15分子 )からなる群から選択される対立遺伝子にてエンコードされる少なくとも３つ
の HLA-DR分子、ならびに対立遺伝子 HLA DRB3*0101、 DRB4*0101および DRB5*0101 (B3、 B4
および B5)からなる群から選択される対立遺伝子にてエンコードされる少なくとも１つの H
LA-DR分子に、 1000nM未満の結合能で結合し、ペプチドの該混合物は前記の全ての対立遺
伝子に結合する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ペ プ チ ド の 各 々 が 、 HLA対 立 遺 伝 子 DRB1*0101、 DRB1*0301、 DRB1*0401、 DRB1*0701、 DRB1*
1101、 DRB1*1301お よ び DRB1*1501 (DR1、 DR3、 DR4、 DR7、 DR11、 DR13お よ び DR15分 子 )か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 対 立 遺 伝 子 に て エ ン コ ー ド さ れ る 少 な く と も ３ つ の HLA-DR分 子 、
な ら び に HLA対 立 遺 伝 子 DRB3*0101、 DRB4*0101お よ び DRB5*0101 (B3、 B4お よ び B5)か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 対 立 遺 伝 子 に て エ ン コ ー ド さ れ る 少 な く と も １ つ の HLA-DR分 子 に 、 10
00 nM以 下 の 結 合 活 性 で 結 合 し 、 ペ プ チ ド の 混 合 物 が 全 て の 前 記 対 立 遺 伝 子 に 結 合 し て い
る こ と を 特 徴 と す る HIV Nefタ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド の 混 合 物 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 ペ プ チ ド が 、 何 れ か の HIV-1株 の Nefタ ン パ ク 質 を 起 源 と す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
1で 請 求 し た ペ プ チ ド の 混 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ペ プ チ ド が 、 Bru株 (13)に 関 し て 、 Nefタ ン パ ク 質 の 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド 、 (Ne
f1ペ プ チ ド )、 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4ペ プ チ ド )、 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ
ド (Nef4.4ペ プ チ ド )、 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5ペ プ チ ド )、 137～ 168位 に 対 応
す る ペ プ チ ド (Nef10ペ プ チ ド )、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2ペ プ チ ド )、 175
～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12ペ プ チ ド )、 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13ペ プ
チ ド )、 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1ペ プ チ ド )、 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ
ド (Nef13.2ペ プ チ ド )、 183～ 197位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.3ペ プ チ ド )、 187～ 201位 に
対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.4ペ プ チ ド )、 お よ び 189～ 203位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.5ペ
プ チ ド )か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1ま た は 請 求 項 2で 請 求 し た ペ
プ チ ド の 混 合 物 。
【 請 求 項 ４ 】
次 の 混 合 物 ：
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る
混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な
る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な
る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な
る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら
な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら
な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 お よ び 182～
198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 お よ び 182
～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 お よ び 182
～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 お よ び 178～
192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 お よ び 178
～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 お よ び 178
～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 お よ び 181～
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195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 お よ び 181
～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 お よ び 181
～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190
位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ び 18
2～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ び 17
8～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ び 18
1～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2)、 お よ び
182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2)、 お よ び
178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2)、 お よ び
181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 18
2～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 17
8～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 18
1～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ び 1
82～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ び 1
78～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ び 1
81～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2)、 お よ
び 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2)、 お よ
び 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2)、 お よ
び 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 1
82～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 1
78～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 1
81～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 1
83～ 197位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.3)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 1
87～ 201位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.4)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 1
89～ 203位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.5)か ら な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ
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び 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ
び 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ；
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ
び 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 183～ 197位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.3) か ら な る 混 合 物 ;
* 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 183～ 197位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.3)か ら な る 混 合 物 ;
* 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 183～ 197位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.3)か ら な る 混 合 物 ;
* 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 187～ 201位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.4)か ら な る 混 合 物 ;
* 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 189～ 203位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.5)か ら な る 混 合 物
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 3で 請 求 の ペ プ チ ド の 混 合 物 。
【 請 求 項 ５ 】
少 な く と も １ つ の 医 薬 的 に 容 認 さ れ う る 賦 形 剤 、 お よ び 任 意 に 少 な く と も １ つ の ア ジ ュ バ
ン ト と 組 み 合 わ せ た 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 1つ で 請 求 し た 少 な く と も 1つ の ペ プ チ ド の 混 合
物 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 ペ プ チ ド が 、 リ ポ ペ プ チ ド の 形 態 で あ る か 、 あ る い は 組 換 え ウ イ ル ス 、 遺 伝 子 治 療 の
た め の ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ て い る か 、 ま た は タ ン パ ク 質 に 含 ま れ て い る か 、 あ
る い は 化 学 的 に 修 飾 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 5で 請 求 の 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 ペ プ チ ド の 混 合 物 を 、 ：
－ １ つ 以 上 の CD8+エ ピ ト ー プ を 含 む 1つ 以 上 の ペ プ チ ド ま た は リ ポ ペ プ チ ド と 、 お よ び /ま
た は
－ ペ プ チ ド が 、 HLA対 立 遺 伝 子 DRB1*0101、 DRB1*0301、 DRB1*0401、 DRB1*0701、 DRB1*1101
、 DRB1*1301お よ び DRB1*1501 (DR1、 DR3、 DR4、 DR7、 DR11、 DR13お よ び DR15分 子 )か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 対 立 遺 伝 子 に て エ ン コ ー ド さ れ る 少 な く と も １ つ の HLA-DR分 子 に 対 し
て 、 あ る い は HLA対 立 遺 伝 子 DRB3*0101、 DRB4*0101お よ び DRB5*0101 (B3、 B4お よ び B5)か
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ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 対 立 遺 伝 子 に て エ ン コ ー ド さ れ る 少 な く と も １ つ の HLA-DR分 子 に
対 し て 、 1000ｎ M未 満 の 結 合 活 性 で 結 合 す る CD4+エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 他 の ペ プ チ ド と 、
お よ び /ま た は 、
－ 複 合 CD4+エ ピ ト ー プ か ら な る そ の 他 の ペ プ チ ド と 、 お よ び /ま た は
－ 前 記 エ ピ ト ー プ に 対 し て 示 さ れ る 抗 体 に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る １ つ 以 上 の Bエ ピ ト
ー プ を 含 む １ つ 以 上 の ペ プ チ ド を 含 む 1つ 以 上 の ペ プ チ ド ま た は リ ポ ペ プ チ ド と
組 み 合 わ さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 5ま た は 請 求 項 6で 請 求 の 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
CD4+エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ チ ド が 、
HIV-1 Nefタ ン パ ク 質 の 37-71位 (Nef3)、 113-128位 (Nef7)、 117-132位 (Nef8)、 132-147位 (
Nef9)お よ び 155-185位 (Nef11)に 対 応 す る ペ プ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 7で 請 求 の 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
有 利 に は 、 請 求 項 1～ 4に 規 定 し た よ う な ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド す る 配 列 を 含 む こ と を 特 徴
と す る 免 疫 原 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 5～ 9の い ず れ か 1つ で 請 求 の 免 疫 原 組 成 物 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 抗 HIVワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ １ 】
－ 白 人 集 団 で 支 配 的 で あ る 少 な く と も １ つ の HLA II分 子 （ HLA-DR） に 関 し て （ 第 一 お よ び
/ま た は 第 二 遺 伝 子 ） 、 1000ｎ M未 満 の 結 合 活 性 を 有 し 、 前 記 ペ プ チ ド に 特 異 的 な CD4+Tリ
ン パ 球 に て 認 識 さ れ う る CD4+エ ピ ト ー プ を 含 み 、 な ら び に
－ Bru株 に 関 し て 、 Nefタ ン パ ク 質 の 次 の フ ラ グ メ ン ト ：
フ ラ グ メ ン ト は 、 Nefタ ン パ ク 質 の 1～ 36位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef1)、 3～ 17位 に 対
応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef1.1)、 8～ 22位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef1.2)、 11～ 25位 に 対
応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef1.3)、 14～ 28位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef1.4)、 Nefタ ン パ ク
質 の 37～ 71位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef3)、 66～ 94位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef4)、
68～ 82位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef4.1)、 74～ 88位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef4.4)、
77～ 91位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef4.5)、 79～ 93位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef4.6)、
83～ 97位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef4.7)、 113～ 128位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef7)、
117～ 132位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef8)、 132～ 147位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef9)、
137～ 168位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef10)、 137～ 151位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef10.
1)、 139～ 153位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef10.2)、 141～ 155位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (
Nef10.3)、 146～ 160位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef10.5)、 155～ 185位 に 対 応 す る フ ラ グ
メ ン ト (Nef11)、 175～ 190位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef12)、 182～ 198位 に 対 応 す る フ ラ
グ メ ン ト (Nef13)、 178～ 192位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef13.1)、 181～ 195位 に 対 応 す る
フ ラ グ メ ン ト (Nef13.2)、 183～ 197位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef13.3)、 187～ 201位 に 対
応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef13.4)、 189～ 203位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef13.5)、 お よ び 19
1～ 205位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef13.6)で あ る
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る HIV Nefタ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 1～ 4の い ず れ か 1つ で 請 求 の ペ プ チ ド の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る か 、 ま た
は 請 求 項 11で 請 求 の ペ プ チ ド の １ つ で あ り 、 前 記 ペ プ チ ド が 任 意 に ラ ベ ル さ れ る か 、 ま た
は マ ル チ マ ー の 複 合 体 の 形 態 で 複 合 化 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 診 断 薬 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 1～ 4ま た は 請 求 項 11で 規 定 し た よ う な Nefペ プ チ ド に 特 異 的 な CD4+ T細 胞 の 存 在 を
、 ELISPOTア ッ セ イ 、 T細 胞 増 殖 ア ッ セ イ ま た は マ ル チ マ ー の 複 合 体 を 用 い る ア ッ セ イ を 使
っ て 検 出 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 個 体 の 免 疫 状 態 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
少 な く と も 次 の 工 程 ：
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－ 分 類 す べ き 細 胞 の 懸 濁 液 を 、 請 求 項 1～ 4ま た は 請 求 項 11で 規 定 し た よ う な Nefペ プ チ ド /
溶 解 性 で あ る ビ オ チ ン 化 さ れ た HLAII分 子 の 複 合 体 か ら 形 成 さ れ 、 そ し て 蛍 光 色 素 を 使 っ
て ラ ベ ル さ れ た ス ト レ プ タ ビ ジ ン に 共 役 し た １ つ 以 上 の 四 量 体 に １ ～ ３ 時 間 培 養 ま た は 接
触 さ せ 、
－ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に て 解 析 し 、 そ し て
－ 四 量 体 を 使 っ て ラ ベ ル さ れ た 細 胞 を 分 類 す る
を 含 む こ と を 特 徴 と す る HIV特 異 的 Tリ ン パ 球 を 分 類 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 Nefタ ン パ ク 質 起 源 の ペ プ チ ド 混 合 物 、 お よ び （ イ ン ビ ボ で 抗 HIV CD4+ Tリ ン
パ 球 の 生 産 を 刺 激 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 AIDSに 対 す る ワ ク チ ン と し て 有 用 な 免 疫 原 組
成 物 で の ） そ の 薬 剤 、 ま た は HIV特 異 的 Tリ ン パ 球 を 診 断 、 特 に 血 液 反 応 陽 性 の 患 者 ま た は
抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 治 療 を 受 け て い る 患 者 の 免 疫 状 態 を 評 価 す る た め の 試 薬 と し て の 応 用 に
関 す る 。
CD4+ T リ ン パ 球 は 、 提 示 細 胞 に よ る 抗 原 の 分 解 由 来 で あ り 、 ク ラ ス II主 要 組 織 適 合 性 複
合 体 （ MHCII） の 分 子 に て 提 示 さ れ る ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 選 択 的 に 認 識 さ せ る 再 編 成
さ れ た Tレ セ プ タ ー を 有 す る 。 こ れ ら ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 持 ち 、 Tリ ン パ 球 に て 効 果 的
に 認 識 さ れ る 決 定 因 子 を 、 Tエ ピ ト ー プ と 称 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
CD+4 Tリ ン パ 球 は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） の 好 ま し い 標 的 で あ る と 知 ら れ て お り
、 血 液 循 環 か ら の 完 全 に 消 失 す る ま で ひ ど く つ づ く こ と が あ り う る 。
結 果 と し て 、 HIVに 感 染 し た 患 者 は 、 不 幸 な 感 染 に 罹 り 、 そ し て そ れ ら と 戦 う た め の 力 強
い 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き な い 。
事 実 、 CD4+ Tリ ン パ 球 は 、 免 疫 応 答 を 確 立 す る 上 で 主 要 な 役 割 を 有 し て い る 。 そ れ ら は 、
エ フ ェ ク タ ー 細 胞 、 い わ ゆ る 細 胞 毒 性 の CD8+ Tリ ン パ 球 お よ び 抗 体 -生 産 性 Bリ ン パ 球 の 補
充 が 要 求 さ れ る ほ と ん ど の サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る 。 そ れ ら は 、 ま た 、 細 胞 接 触 に て 細 胞
を 活 性 化 す る こ と を 必 要 と し 、 そ し て 、 例 え ば CD40を 介 し て 、 抗 原 提 示 樹 状 細 胞 の 活 性 化
を 誘 導 す る 。
そ れ ら の 主 要 な 役 割 に よ っ て 、 そ の 結 果 、 CD4+ Tリ ン パ 球 の 消 失 は 、 免 疫 系 の 著 し い 弱 体
化 を 引 き 起 こ す ： 特 に 、 CD4+ Tリ ン パ 球 の 消 失 は 、 HIVに 対 す る 特 異 的 な 免 疫 を 低 下 さ せ
る 。 事 実 、 最 近 の 研 究 で は 、 HIV成 分 特 異 的 CD4+細 胞 （ HIV-component-specific CD4+ cel
l） に 対 し て 特 異 的 な 増 殖 応 答 を 示 す 人 々 が 、 あ ら ゆ る 治 療 な し で 、 ウ イ ル ス 感 染 を 制 御
す る こ と が で き る こ と を 示 し た （ 1、 2） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
逆 の 相 関 関 係 は 、 P24タ ン パ ク 質 に 関 す る CD4+ Tリ ン パ 球 の 増 殖 と 、 ウ イ ル ス 負 荷 と の 間
で ま さ に 認 め ら れ る 。 こ の 相 関 関 係 を 、 TH1型 の CD4+ Tリ ン パ 球 の γ -IFNの よ う な 抗 ウ イ
ル ス サ イ ト カ イ ン を 分 泌 し 、 そ し て 細 胞 毒 性 と な る 能 力 か ら 直 接 得 る こ と が で き る 。 そ れ
は 、 ま た 、 体 液 免 疫 、 よ り 好 ま し く は 細 胞 免 疫 性 を 維 持 す る そ れ ら の 能 力 か ら 、 直 接 得 ら
れ る で あ ろ う 。 事 実 、 細 胞 毒 性 CD8+ T細 胞 が 、 血 液 反 応 陽 性 の 患 者 を 非 症 候 状 態 で 維 持 す
る の に か な り 寄 与 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
抗 HIV化 学 的 療 法 で 築 か れ た 近 年 の 進 歩 は 、 こ の ウ イ ル ス に 感 染 し た 患 者 で 、 正 常 な 保 護
免 疫 を 確 立 す る こ と が で き る で あ ろ う こ と を 望 ま せ る 。 事 実 、 高 活 性 抗 レ ト ロ ウ イ ル ス 治
療 （ HAART） を 受 け て い る 患 者 で 、 CD4+細 胞 の レ ベ ル が か な り 低 下 す る こ と が 観 察 さ れ る
（ 3） 。 CD4+ Tリ ン パ 球 の 数 を 減 少 さ せ る こ の こ と は 、 CD4+ Tリ ン パ 球 の 補 充 に と っ て 必
要 な 条 件 で あ る が 、 そ れ は 、 ま れ に 、 ウ イ ル ス 成 分 に 対 す る 増 殖 応 答 を 獲 得 さ せ る 。 事 実
、 こ の 応 答 の 誘 導 は 、 ワ ク チ ン の よ う な 特 殊 な 治 療 を 必 要 と す る 。
CD4+ Tリ ン パ 球 の 活 性 化 は 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） を 持 つ HLAII分 子 に よ る ウ イ ル ス ペ プ チ
ド の 提 示 の 効 果 の 下 で 起 こ る 。 Tエ ピ ト ー プ と 称 さ れ る こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 APCに よ る ウ
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イ ル ス 抗 原 の タ ン パ ク 質 分 解 様 分 解 の 結 果 で あ る 。 そ れ ら は 、 一 般 に 13～ 25ア ミ ノ 酸 の 長
さ に 変 化 す る こ と が で き 、 そ し て 、 そ れ ら を HLAII分 子 に 結 合 さ せ え る 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
ペ プ チ ド 、 Tエ ピ ト ー プ が 、 イ ン ビ ト ロ で 、 天 然 の 抗 原 と 同 様 な 程 度 に 、 そ れ に 対 し て 特
異 的 で あ る CD4+ Tリ ン パ 球 を 刺 激 、 ま た は イ ン ビ ボ で そ れ ら を 新 規 補 充 す る こ と が で き る
こ と が 、 現 在 確 立 さ れ て い る 。
そ れ ゆ え 、 Tエ ピ ト ー プ は 、 CD4+応 答 を 誘 導 す る に 十 分 で あ る 。 し か し 、 こ れ ら エ ピ ト ー
プ の 使 用 を 制 限 す る 主 要 な 問 題 の １ つ は 、 そ れ ら の 配 列 が 、 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） で 発 現
さ れ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー で あ り 、 そ し て CD4+ Tリ ン パ 球 に 対 し て 該 抗 原 の Tエ ピ ト ー プ を 提
示 す る HLAII分 子 の 多 形 現 象 の た め に 、 １ 個 体 か ら そ の 他 ま で 多 様 で あ る こ と で あ る 。
こ れ ら の 分 子 は 、 そ れ ら を T細 胞 に 対 し て 、 抗 原 あ た り 幾 つ か の ペ プ チ ド を 提 示 さ せ る 大
変 異 な っ た 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド の 大 き な レ パ ー ト リ ー に 結 合 す る こ と が で き る 。
HLAII分 子 の ４ つ の 異 な る 型 が 固 体 あ た り に 存 在 す る ： 2つ の HLA-DR、 １ つ の HLA-DQお よ び
1つ の HLA-DP； β 鎖 が DRB１ 遺 伝 子 （ 第 一 遺 伝 子 ） に よ っ て エ ン コ ー ド さ れ る HLA-DR分 子 が
、 最 も 一 般 的 に 発 現 さ れ る 。 現 在 、 200以 上 の 異 な る 対 立 遺 伝 子 が 、 DRB１ に つ い て 挙 げ ら
れ て お り 、 そ の 対 立 遺 伝 子 は 、 以 下 の 表 １ で 要 約 し た よ う に 様 々 な 抗 原 ま た は タ イ プ を 定
義 付 け て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ７ 】
各 々 の 対 立 遺 伝 子 は 、 そ れ 自 身 の 結 合 特 性 を 有 す る ； HLAII分 子 の 幅 広 い 特 異 性 な ら び に
幾 つ か の イ ソ 型 お よ び 多 形 の 存 在 は 、 各 々 の 固 体 が 、 抗 原 中 、 一 組 の ペ プ チ ド で 、 そ れ を
特 徴 付 け る HLAII分 子 に 依 存 す る 性 質 を 認 識 す る こ と を 意 味 す る 。 多 数 の HLAII対 立 遺 伝 子
が 存 在 す る た め 、 各 々 の 対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 な 多 数 の Tエ ピ ト ー プ は 、 そ の 結 果 、 所 定 の
抗 原 に 対 し て 存 在 す る 。
所 定 の 集 団 内 の 対 立 遺 伝 子 の 分 布 は 、 同 質 で は な い ； 例 え ば 、 主 に 白 人 集 団 に 対 応 す る フ
ラ ン ス 人 集 団 で 、 DRB１ 遺 伝 子 座 の た っ た ７ つ の 対 立 遺 伝 子 が 、 ５ ％ を 超 え る ； こ れ ら は
、 集 団 の 64％ を 示 す 対 立 遺 伝 子 ： DRB1*0101、 DRB1*0301、 DRB1*0401、 DRB1*0701、 DRB1*1
101、 DRB1*1301お よ び DRB1*1501で あ る （ ４ ） 。 こ れ ら 同 一 な 対 立 遺 伝 子 は 、 ま た 、 そ れ
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ら の 頻 度 が 、 53％ （ ス ペ イ ン ） ～ 82％ （ デ ン マ ー ク ） に 及 ぶ フ ラ ン ス 人 以 外 の 集 団 、 お よ
び 北 ア メ リ カ （ 55～ 58％ ） で 多 数 派 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
β 鎖 が DRB１ 遺 伝 子 に て エ ン コ ー ド さ れ て い な い HLA-DRB3、 -DRB4お よ び -DRB5分 子 （ 第 二
遺 伝 子 ） は 、 ま た 、 様 々 な 白 人 集 団 で 、 か な り の 対 立 遺 伝 子 頻 度 （ allelic frequency）
で 存 在 す る ： DRB3*0101 (B3)に つ い て 9.2％ 、 DRB4*0101 (B4)つ い て 28.4％ 、 お よ び DRB5*
0101 (B5)に つ い て 7.9％ 。 そ れ ゆ え 、 そ れ ら は 、 そ れ ら 自 身 で 、 白 人 集 団 の 対 立 遺 伝 子 頻
度 の 45％ を カ バ ー す る 。
ペ プ チ ド は 、 白 人 集 団 の 大 多 数 の Tエ ピ ト ー プ を 含 む こ れ ら 対 立 遺 伝 子 の 全 て に 結 合 す る
ペ プ チ ド 配 列 で 存 在 す る 。
HIVに 関 し て ：
－ す で に 記 載 し た エ ピ ト ー プ の ほ と ん ど は 、 HLAＩ 分 子 -制 限 さ れ て い る も の で あ る ［ (5)
、 (6)、 国 際 特 許 WO 98/50423、 国 際 特 許 WO 99/27954、 国 際 特 許 WO 99/40113、 国 際 特 許 WO
 99/51630、 国 際 特 許 WO 00/75181］ 。 そ れ ゆ え 、 そ れ ら は CD8+ Tリ ン パ 球 に て 認 識 さ れ る
ペ プ チ ド で あ る 。 HLAＩ 分 子 (HLA-A、 -B、 ま た は -C)は 、 ク ラ ス II分 子 と は 全 く 異 な る 結 合
特 性 を 有 す る 。 そ れ ら は 、 原 則 的 に 、 ９ ア ミ ノ 酸 の 短 い ペ プ チ ド に 結 合 し 、 結 合 モ チ ー フ
は 、 各 々 の 対 立 遺 伝 子 に 対 し て 特 異 的 で あ る 。 HIVに と っ て 、 HLAＩ 分 子 -制 限 さ れ た 配 列
は 、 Env、 Pol、 Gag、 お よ び Nefタ ン パ ク 質 で 発 現 さ れ 、 最 後 の ２ つ は 、 最 も 一 般 に 認 識 さ
れ て い る （ ７ ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
例 え ば 、 Gahery-Segardら [(11)お よ び 国 際 特 許 WO 99/27954]は 、 HLAＩ 分 子 -制 限 さ れ た T
リ ン パ 球 を 含 む Nefタ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド （ Nefタ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 66～ 97（ N１ ）
、 117～ 147（ N２ ） 、 お よ び 182～ 205（ N３ ） に 各 々 対 応 す る ペ プ チ ド ） を 記 載 し て い る ；
よ り 正 確 に は 、 前 記 N１ 、 N２ 、 お よ び N３ の ペ プ チ ド で 説 明 し た Tエ ピ ト ー プ は 、 次 の よ う
で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ １ 】
抗 HIVワ ク チ ン を 生 産 す る た め に 、 Gahery-Segardら （ 11） は 、 Gagタ ン パ ク 質 （ G１ お よ び
G２ ） 由 来 の ２ つ の ペ プ チ ド 、 お よ び Envタ ン パ ク 質 （ E） 由 来 の ペ プ チ ド を 有 す る 前 記 N１
、 N２ 、 お よ び N３ の ペ プ チ ド を 組 み 合 わ せ る こ と を 推 奨 し て い る ； こ れ ら ペ プ チ ド の 全 て
を 、 パ ル ミ ト イ ル 　 リ シ ル ア ミ ド 基 [（ 11） の 表 １ ]の 付 加 に よ っ て 、 そ れ ら の C末 端 で 修
飾 す る 。 こ の リ ポ ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 免 疫 原 性 お よ び 耐 性 を 、 血 清 反 応 陰 性 の 有 志 で 評 価
し た 。 特 異 的 な T応 答 を 、 T細 胞 増 殖 ア ッ セ イ を 用 い て 評 価 す る 。 N１ の ペ プ チ ド は 、 ワ ク
チ ン 処 理 し た ド ナ ー の 5/10で 、 T細 胞 増 殖 を 誘 導 し 、 N２ ペ プ チ ド は 、 単 一 の ワ ク チ ン 処 理
し た ド ナ ー で の み 増 殖 を 誘 導 し 、 そ し て N３ の ペ プ チ ド は 、 4/10の ド ナ ー で 増 殖 を 誘 導 す
る 。 た と え CD4+ T応 答 が 観 察 さ れ た と し て も 、 そ れ は 、 大 変 ラ ン ダ ム で あ り 、 N１ 、 N２ 、
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お よ び N３ の ペ プ チ ド で ば ら つ い て い る 。
－ ま た 、 HLAII分 子 -制 限 さ れ た ペ プ チ ド を 、 記 載 し て い る ； こ れ ら は 、 Nefタ ン パ ク 質 に
対 し て 特 異 的 な Tク ロ ー ン を 使 っ て 、 同 定 さ れ る Nefタ ン パ ク 質 （ 10） 由 来 の ペ プ チ ド 配 列
（ Tエ ピ ト ー プ ） 、 よ り 好 ま し く は Nefペ プ チ ド 13～ 23、 46～ 53、 44～ 81、 69～ 82、 180～ 1
93、 お よ び 194～ 210（ （ 10） の 表 ４ ） で あ る ； ペ プ チ ド で の ば ら つ き は 、 T細 胞 が Nefタ ン
パ ク 質 に 対 し て 応 答 す る 基 本 的 な 方 法 に 影 響 を 与 え る 。 次 の HLAII分 子 [（ 10） の 表 ７ ]に
つ い て 、 上 記 の ペ プ チ ド は 制 限 さ れ な い ：
【 ０ ０ １ ２ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ３ 】
今 ま で 提 唱 さ れ て い る 全 て の ペ プ チ ド は 、 Tエ ピ ト ー プ に 対 応 し 、 様 々 な 単 離 物 の 間 で 保
存 さ れ る 能 力 に 対 し て 選 択 さ れ た ； し か し 、 そ れ ら は 、 特 定 の 個 体 に 対 し て の み 特 異 的 で
あ る ； 事 実 、 AIDSに 対 す る 集 団 ワ ク チ ン に 適 し た 分 子 の 選 抜 を 困 難 に さ せ る Tエ ピ ト ー プ
の 個 体 間 の ば ら つ き が 存 在 す る ； 結 局 、 上 記 の ペ プ チ ド は 、 保 護 さ れ る 個 体 に 関 係 な く 、
そ れ ら は 、 処 理 さ れ る 全 て の 個 体 で 、 保 護 CD4+ T応 答 を 刺 激 し な い た め 、 抗 HIVCD4+ Tリ
ン パ 球 を 刺 激 お よ び 保 護 免 疫 応 答 を 発 生 さ せ る こ と が で き る 免 疫 原 お よ び ワ ク チ ン 組 成 物
を 調 製 す る の に 適 し て い な い 。
こ の 理 由 の た め 、 本 発 明 者 ら は 、 そ れ 自 体 に 、 免 疫 原 組 成 物 に 組 み 込 ま れ 、 そ し て ほ と ん
ど の ヨ ー ロ ッ パ 人 ま た は 北 ア メ リ カ の 白 人 個 体 で 、 抗 HIV CD4+ Tリ ン パ 球 を 刺 激 す る こ と
が で き 、 ウ イ ル ス 成 分 に 対 す る 特 異 的 な 増 殖 応 答 を 効 果 的 に 誘 導 す る よ う に 、 高 活 性 抗 レ
ト ロ ウ イ ル ス 治 療 （ 例 え ば ト リ セ ラ ピ ー ） と の 組 み 合 わ せ で 特 に 有 利 で あ る 一 組 の ペ プ チ
ド を 提 供 す る こ と を 目 的 と し た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
そ の よ う な セ ッ ト は 、 大 多 数 の 個 体 で 、 効 果 的 で あ る 特 性 を 有 し 、 対 し て 先 行 技 術 の ペ プ
チ ド は 、 同 一 の 決 定 因 子 を 介 し て Nefタ ン パ ク 質 を 認 識 し な い た め に 幾 つ か の 個 体 で 活 性
で あ り 、 大 部 分 の そ の 他 の 個 体 で 不 活 性 で あ る 。
こ れ を 調 査 す る た め 、 発 明 者 ら は 、 白 人 集 団 で 支 配 的 な HLAII分 子 に 関 し て 、 制 限 さ れ る H
IV Nefタ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド を 選 択 し 、 か つ 一 緒 に 、 選 択 さ れ た ペ プ チ ド が 、 多 数 の
個 体 で 、 免 疫 原 お よ び 保 護 応 答 を 効 果 的 に 誘 導 す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
結 局 、 本 発 明 の 対 象 は 、 前 記 ペ プ チ ド の 各 々 が 、 HLA対 立 遺 伝 子 DRB1*0101、 DRB1*0301、 D
RB1*0401、 DRB1*0701、 DRB1*1101、 DRB1*1301お よ び DRB1*1501 (DR1、 DR3、 DR4、 DR7、 DR
11、 DR13お よ び DR15分 子 )か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 対 立 遺 伝 子 に て エ ン コ ー ド さ れ る 少
な く と も ３ つ の HLA-DR分 子 、 な ら び に HLA対 立 遺 伝 子 DRB3*0101、 DRB4*0101お よ び DRB5*01
01 (B3、 B4お よ び B5)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 対 立 遺 伝 子 に て エ ン コ ー ド さ れ る 少 な く
と も １ つ の HLA-DR分 子 に 、 1000 nM未 満 の 結 合 活 性 で 結 合 し 、 ペ プ チ ド 混 合 物 が 全 て の 前
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記 対 立 遺 伝 子 に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る HIV Nefタ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド 混 合 物
で あ る 。
そ の よ う な ペ プ チ ド 混 合 物 は 、 驚 く こ と に 、 保 護 す べ き 白 人 集 団 の 極 め て 大 多 数 で 、 増 殖
型 CD4+ T応 答 （ CD4+ Tリ ン パ 球 の 刺 激 ） お よ び 、 CTL応 答 の 刺 激 も 得 る こ と が で き る ； そ
れ ゆ え 、 そ の よ う な 混 合 物 が ワ ク チ ン で 使 用 で き る 「 普 遍 的 な 」 免 疫 原 組 成 物 に 対 す る 第
一 歩 を 構 成 す る と 考 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
前 記 混 合 物 の 有 利 な 実 施 例 に 関 し て 、 前 記 ペ プ チ ド は 、 HIV-１ 株 の Nefタ ン パ ク 質 起 源 と
す る 。
前 記 混 合 物 の そ の 他 の 有 利 な 実 施 例 に 関 し て 、 前 記 ペ プ チ ド を 、 Bru株 (13)関 し て 、 Nefタ
ン パ ク 質 の 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド 、 (Nef1ペ プ チ ド )、 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (
Nef4ペ プ チ ド )、 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4ペ プ チ ド )、 77～ 91位 に 対 応 す る ペ
プ チ ド (Nef4.5ペ プ チ ド )、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10ペ プ チ ド )、 139～ 153位
に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2ペ プ チ ド )、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12ペ プ チ ド )
、 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13ペ プ チ ド )、 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1
3.1ペ プ チ ド )、 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2ペ プ チ ド )、 183～ 197位 に 対 応 す
る ペ プ チ ド (Nef13.3ペ プ チ ド )、 187～ 201位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.4ペ プ チ ド )、 お よ
び 189～ 203位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.5ペ プ チ ド )か ら な る 群 か ら 選 択 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
特 に 有 利 に は 、 本 発 明 に よ る 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 を 、 ペ プ チ ド の 位 置 を 、 ま た 、 Bru株 （ 1
3） の Nefタ ン パ ク 質 の 位 置 に 関 し て 特 定 さ れ る 次 の 混 合 物 ：
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る
混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な
る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な
る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な
る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら
な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら
な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 お よ び 182～
198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 お よ び 182
～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 お よ び 182
～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 お よ び 178～
192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 お よ び 178
～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 お よ び 178
～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 お よ び 181～
195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 お よ び 181
～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 お よ び 181
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～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190
位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ び 18
2～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ び 17
8～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ び 18
1～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2)、 お よ び
182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2)、 お よ び
178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2)、 お よ び
181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 18
2～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 17
8～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 1～ 36位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef1)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 18
1～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ び 1
82～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ び 1
78～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ び 1
81～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2)、 お よ
び 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2)、 お よ
び 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 139～ 153位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10.2)、 お よ
び 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 1
82～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 1
78～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 1
81～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 1
83～ 197位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.3)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 1
87～ 201位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.4)か ら な る 混 合 物 ;
* 66～ 94位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ び 1
89～ 203位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.5)か ら な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ
び 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ
び 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ；
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 お よ

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-506283 A 2005.3.3



び 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 74～ 88位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.4)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 183～ 197位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.3) か ら な る 混 合 物 ;
* 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 77～ 91位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef4.5)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 183～ 197位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.3)か ら な る 混 合 物 ;
* 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 182～ 198位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13)か ら な る 混 合 物 ;
* 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 178～ 192位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.1)か ら な る 混 合 物 ;
* 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 181～ 195位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.2)か ら な る 混 合 物 ;
* 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 183～ 197位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.3)か ら な る 混 合 物 ;
* 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 187～ 201位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.4)か ら な る 混 合 物 ;
* 137～ 168位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef10)、 175～ 190位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef12)、 お よ
び 189～ 203位 に 対 応 す る ペ プ チ ド (Nef13.5)か ら な る 混 合 物
か ら な る 群 か ら 選 択 す る こ と が 有 利 で あ る
特 に :
-DRB1*0101、 0401、 0701、 1101、 1301お よ び 1501分 子 な ら び に DRB5*0101分 子 に 優 れ た 親
和 性 で 結 合 す る Nef1、
-DRB1*0101、 0401、 1101お よ び 1501分 子 、 DRB5*0101な ら び に DRB4*0101分 子 に 優 れ た 親 和
性 で 結 合 す る Nef4、
-DRB1*0101、 0401、 1101お よ び 1501、 DRB5*0101な ら び に DRB4*0101分 子 に 優 れ た 親 和 性 で
結 合 す る Nef4.1、
-DRB1*0101、 0401、 1101お よ び 1501分 子 、 DRB5*0101な ら び に DRB4*0101分 子 に 優 れ た 親 和
性 で 結 合 す る Nef4.2、
-DRB1*0101、 0301、 0401、 0701お よ び 1101、 DRB5*0101な ら び に DRB4*0101分 子 に 優 れ た 親
和 性 で 結 合 す る Nef10、
-DRB1*0101、 0301、 0401、 0701 お よ び 1101、 DRB5*0101な ら び に DRB4*0101分 子 に 優 れ た
親 和 性 で 結 合 す る Nef10.1、
-DRB1*0701、 1101お よ び 1501、 DRB3*0101な ら び に DRB4*0101分 子 に 優 れ た 親 和 性 で 結 合 す
る Nef12、
-DRB1*0301、 0701、 1101お よ び 1301、  DRB3*0101な ら び に DRB5*0101分 子 に 優 れ た 親 和 性
で 結 合 す る Nef13、
-DRB1*0301、 0701、 1101お よ び 1301、 DRB3*0101な ら び に DRB5*0101分 子 に 優 れ た 親 和 性 で
結 合 す る Nef13.1、
-DRB1*0301、 0701、 1101お よ び 1301、 DRB3*0101な ら び に DRB5*0101分 子 に 優 れ た 親 和 性 で
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結 合 す る Nef13.2、
-DRB1*0301、 0701、 1101お よ び 1301、 な ら び に DRB5*0101分 子 に 優 れ た 親 和 性 で 結 合 す る N
ef13.3、
-DRB1*0701、 1101お よ び 1301、 な ら び に DRB5*0101分 子 に 優 れ た 親 和 性 で 結 合 す る Nef13.4
、
-DRB1*0701、 1101お よ び 1301、 な ら び に DRB5*0101分 子 に 優 れ た 親 和 性 で 結 合 す る Nef13.5
。
【 ０ ０ １ ８ 】
ま た 、 本 発 明 の 対 象 は 、 少 な く と も １ つ の 医 薬 的 に 容 認 さ れ う る 賦 形 剤 、 お よ び 任 意 に 少
な く と も １ つ の ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ た 先 に 規 定 し た よ う な 少 な く と も １ つ の ペ プ チ
ド 混 合 物 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 抗 -HIV免 疫 原 組 成 物 で あ る 。
使 用 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト は 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ま た は ス ク ア レ ン の よ う な ワ ク チ ン 組 成
物 で 従 来 使 用 さ れ て い る 賦 形 剤 で あ る 。
前 記 免 疫 原 組 成 物 の 有 利 な 実 施 例 に 関 し て 、 前 記 ペ プ チ ド は 、 リ ポ ペ プ チ ド の 形 態 で あ る
か 、 あ る い は 組 換 え ウ イ ル ス 、 遺 伝 子 治 療 の た め の ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ ア デ ノ ウ イ ル ス （
adenovirus） な ど ） に 組 み 込 ま れ て い る か 、 ま た は タ ン パ ク 質 、 お よ び 特 に 組 換 え タ ン パ
ク 質 （ Leclerc C.ら 、  Int. Rev. Immunol.、 1994、 11、 2、 123-132、 Janssen R.ら 、 Int
. Rev. Immunol.、 1994、 11、 2、 113-121)に 含 ま れ て い る か 、 あ る い は 化 学 的 に 修 飾 さ れ
て い る 。 後 者 の 場 合 、 そ れ ら は 、 例 え ば Dア ミ ノ 酸 、 擬 似 タ ン パ ク 質 結 合 物 、 も し く は Cま
た は N末 端 の 修 飾 物 の よ う な 非 自 然 の 修 飾 物 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
リ ポ ペ プ チ ド の 脂 質 成 分 は 、 特 に 、 前 記 ペ プ チ ド の α -ア ミ ノ 酸 基 上 に 、 ま た は ペ プ チ ド
成 分 の ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 の 反 応 基 上 に 脂 質 モ チ ー フ を 付 加 す る こ と で 得 ら れ る ： そ れ は 、 任
意 に 分 枝 ま た は 分 枝 し て い な い １ つ 以 上 の C 4 - 2 0 の 脂 肪 酸 由 来 の 鎖 （ パ ル ミ チ ン 酸 、 オ レ
イ ン 酸 、 リ ノ ー ル 酸 、 リ ノ レ ン 酸 、 2-ア ミ ノ ヘ キ サ デ カ ン 酸 、 ピ メ ラ ウ チ ド 、 ト リ メ ク サ
ウ チ ド ） 、 ま た は ス テ ロ イ ド の 誘 導 体 を 含 ん で も よ い 。 そ の よ う な リ ポ ペ プ チ ド を 調 製 す
る 方 法 は 、 特 に 、 国 際 特 許 WO 99/40113ま た は WO 99/51630で 記 載 す る 。 好 ま し い 脂 質 成 分
は 、 Nα ア セ チ ル -リ ジ ン Nε (パ ル ミ ト イ ル )基 で 表 さ れ 、 特 に 、 Ac-K(Pam)と も 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
前 記 免 疫 原 組 成 物 の そ の 他 の 有 利 な 実 施 例 に 関 し て 、 前 記 ペ プ チ ド 混 合 物 を 、
－ （ 細 胞 毒 性 Tリ ン パ 球 に て 特 異 的 に 認 識 さ れ 、 そ し て HLA I分 子 に て 提 示 さ れ る ） １ つ 以
上 の CD8+エ ピ ト ー プ 、 お よ び よ り 詳 し く は 、 HIV-１ タ ン パ ク 質 由 来 の CD8+エ ピ ト ー プ （ 表
2参 照 ） を 含 有 す る １ つ 以 上 の ペ プ チ ド ま た は リ ポ ペ プ チ ド と 、 お よ び /ま た は
－ ペ プ チ ド が 、 HLA対 立 遺 伝 子 DRB1*0101、 DRB1*0301、 DRB1*0401、 DRB1*0701、 DRB1*1101
、 DRB1*1301お よ び DRB1*1501 (DR1、 DR3、 DR4、 DR7、 DR11、 DR13お よ び DR15分 子 )か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 対 立 遺 伝 子 に て エ ン コ ー ド さ れ る 少 な く と も １ つ の HLA-DR分 子 に 対 し
て 、 あ る い は HLA対 立 遺 伝 子 DRB3*0101、 DRB4*0101お よ び DRB5*0101 (B3、 B4お よ び B5)か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 対 立 遺 伝 子 に て エ ン コ ー ド さ れ る 少 な く と も １ つ の HLA-DR分 子 に
対 し て 、 1000ｎ M未 満 の 結 合 活 性 で 結 合 す る CD4+エ ピ ト ー プ を 含 む HIV-1 Nefタ ン パ ク 質 の
37-71位 (Nef3)、 113-128位 (Nef7)、 117-132位 (Nef8)、 132-147位 (Nef9)、 ま た は 155-185
位 (Nef11)に 対 応 す る ペ プ チ ド の よ う な そ の 他 の ペ プ チ ド と 、 お よ び /ま た は 、
－ 破 傷 風 毒 素 TT（ 830-846位 )の ペ プ チ ド 、 イ ン フ ル エ ン ザ  ヘ マ グ ル チ ニ ン HAの ペ プ チ ド (
307-319位 )、 PADRE（ Pan DR Epitope、 Alexandre J.ら 、 Immunity、 1994、 1、 9、 751-761
)、 HIV-1 Nefペ プ チ ド 45-69、 お よ び シ ュ ー ド モ ナ ス  熱 帯 マ ラ リ ア （ Plasmodium falcipa
rum） の LSA３ ペ プ チ ド の よ う な 複 合 CD4+エ ピ ト ー プ か ら な る そ の 他 の ペ プ チ ド と 、 お よ び
/ま た は
－ １ つ 以 上 の Bエ ピ ト ー プ 、 よ り 好 ま し く は 前 記 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 に よ っ て 特 異 的
に 認 識 さ れ る HIV-１ タ ン パ ク 質 由 来 の Bエ ピ ト ー プ を 含 む １ つ 以 上 の ペ プ チ ド ま た は リ ポ
ペ プ チ ド と 、
組 み 合 わ さ れ る 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
前 記 混 合 物 に 含 ま れ る 本 発 明 に よ る Nefペ プ チ ド は 、 有 利 に は 、 ：
－ 興 味 深 い HLA-DR分 子 、 つ ま り こ れ ら は 、 所 定 の 集 団 、 お よ び 特 に HLA、 DR1、 DR3、 DR4、
DR7、 DR11、 DR13お よ び DR15分 子 の 5％ 以 上 を 含 む 、 を 精 製 し 、
－ そ し て 、 Nefタ ン パ ク 質 の 配 列 を 完 全 に カ バ ー す る 重 複 す る フ ラ グ メ ン ト の 様 々 な 濃 度
で 、 お よ び ビ オ チ ン の よ う な 非 放 射 能 ラ ベ ル と 結 合 さ れ 、 配 列 が 前 記 ペ プ チ ド と は 異 な る
ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト か ら な る 試 薬 R1ま た は ト レ ー サ ー を 使 っ て 、 精 製 さ れ た HLA-DR分 子
を 培 養 し 、 そ こ で 試 薬 R1ま た は ト レ ー サ ー は 、 興 味 深 い HLA-DR分 子 の 1つ に 関 し て 、 親 和
性 を 発 揮 す る よ う に 、 200ｎ M未 満 の 濃 度 で 使 用 で き る よ う に 選 択 さ れ る 、
－ 得 ら れ た 複 合 体 を 、 全 て の HLA-DRに 特 異 的 な 抗 体 を 使 っ て プ レ コ ー ト さ れ る ELISA型 プ
レ ー ト 上 に 移 送 し 、
－ ス ト レ プ タ ビ ジ ン － ホ ス フ ァ タ ー ゼ の よ う な 適 切 な 共 役 体 、 お よ び 蛍 光 基 質 を 使 っ て 、
プ レ ー ト の 底 に 付 着 さ れ る HLA-DR分 子 /試 薬 R1複 合 体 を 明 ら か に し 、
－ 様 々 な エ ピ ト ー プ 、 す な わ ち Nefタ ン パ ク 質 と HLA-DR分 子 と の 相 互 作 用 の 様 々 な 領 域 の
最 も 代 表 的 な も の か ら な る エ ピ ト ー プ を 選 択 し 、 そ し て
－ そ れ ら が 、 試 薬 R1（ IC 5 0 ） の 結 合 の 50％ を 抑 制 す る こ れ ら ペ プ チ ド の 濃 度 に 相 当 す る 10
00ｎ M未 満 の 結 合 活 性 を 発 揮 す る の に 関 し て 、 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 の 作 用 と し て 最 も 適 し た
ペ プ チ ド を 選 択 す る
か ら な る HLA-DR/ペ プ チ ド 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 選 択 さ れ る
【 ０ ０ ２ ２ 】
こ れ ら ア ッ セ イ は 、 結 合 で き る か ま た は 反 対 に 結 合 し な い フ ラ グ メ ン ト の 配 列 を 、 第 １ 遺
伝 子 ま た は 第 ２ 遺 伝 子 の 各 々 の 対 立 遺 伝 子 と 明 確 に 関 連 付 け る こ と が で き る 。
こ の 手 法 は 、 多 数 の 様 々 な HLA-DR分 子 に 結 合 し 、 そ し て 有 利 に は 、 例 え そ れ ら HLA分 子 が
公 知 で な く と も 、 患 者 の 大 多 数 に 対 し て 保 護 で き る ペ プ チ ド を 含 む 免 疫 原 組 成 物 を 規 定 す
る こ と が で き る 。
ま た 、 こ の 手 法 は 、 CD4+Tリ ン パ 球 を 刺 激 す る そ れ ら の 能 力 を 基 に し て ペ プ チ ド を 選 択 し
よ う と す る 手 法 よ り も HIV-1に 対 し て 著 し く よ り 特 異 的 な ペ プ チ ド を 選 択 す る こ と が で き
る よ う に す る 利 点 を 有 す る 。
培 養 条 件 は 、 各 々 の HLA-DR分 子 に 対 し て 特 異 的 で あ る （ 培 養 時 間 、 ｐ H、 試 薬 R1、 HLA-DR
ま た は ペ プ チ ド の 濃 度 ） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
試 薬 R1は 、 次 の 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ：
・ 対 立 遺 伝 子 DRB1*0101、 DRB1*0401お よ び DRB1*1101に 対 し て 特 異 的 な PKYVKQNTLKLAT (HA
 306-318) (SEQ ID NO. 1)、
・ 対 立 遺 伝 子 DRB1*1501に 対 し て 特 異 的 な EAEQLRAYLDGTGVE (A3 152-166) (SEQ ID NO. 2)
、
・ 対 立 遺 伝 子 DRB1*0301に 対 し て 特 異 的 な AKTIAYDEEARGLE (MT 2-16) (SEQ ID NO. 3)、
・ 対 立 遺 伝 子 DRB1*0701に 対 し て 特 異 的 な AAYAAAKAAALAA (YKL) (SEQ ID NO. 4)、
・ 対 立 遺 伝 子 DRB1*1301に 対 し て 特 異 的 な TERVRLVTRHIYNREE (B1 21-36) (SEQ ID NO. 5)
　 、
・ 対 立 遺 伝 子 DRB3*0101に 対 し て 特 異 的 な ESWGAVWRIDTPDKLTGPFT (LOL 191-210) (SEQ ID 
NO. 6)、 お よ び
・ 対 立 遺 伝 子 DRB4*0101に 対 し て 特 異 的 な AGDLLAIETDKATI (E2/E168) (SEQ ID NO. 7)。
そ の 他 の 試 薬 R1、 特 に 、 Southwoodら (14)で 記 載 し て い る そ れ ら を 使 用 す る こ と が で き る
。
変 形 と し て 、 前 記 免 疫 原 組 成 物 は 、 有 利 に は 、 先 に 規 定 し た よ う な ペ プ チ ド を エ ン コ ー ド
す る 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
事 実 、 免 疫 化 の た め の 裸 の DNAの 使 用 は 、 効 果 的 な ワ ク チ ン 手 法 を 構 成 す る ； そ れ は 、 タ
ン パ ク 質 抗 原 を エ ン コ ー ド す る 裸 の DNAを ワ ク チ ン 化 さ れ る 宿 主 生 物 に 注 入 す る こ と か ら
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な る ； こ の DNAは 、 宿 主 細 胞 に て 抗 原 の 遅 延 合 成 お よ び 、 免 疫 系 に 対 す る こ の 抗 原 の 持 続
的 提 示 を さ せ る 。
ま た 、 本 発 明 の 対 象 は 、 先 に 規 定 し た よ う な 免 疫 原 組 成 物 を 含 む こ と を 特 徴 と す る ワ ク チ
ン で あ る 。
ま た 、 本 発 明 の 対 象 は 、
－ 先 に 規 定 し た よ う な 白 人 集 団 で 支 配 的 で あ る 少 な く と も １ つ の HLA II分 子 （ HLA-DR） に
関 し て 、 1000ｎ M未 満 の 結 合 活 性 を 有 し 、 前 記 ペ プ チ ド に 特 異 的 な CD4+Tリ ン パ 球 に て 認 識
さ れ 、 そ し て 前 記 ペ プ チ ド に 特 異 的 な CD4+Tリ ン パ 球 を 刺 激 し う る CD4+エ ピ ト ー プ を 含 み
、 な ら び に
－ Bru株 に 関 す る Nefタ ン パ ク 質 の 次 の フ ラ グ メ ン ト ：
フ ラ グ メ ン ト は 、 Nefタ ン パ ク 質 の 1～ 36位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef1)、 3～ 17位 に 対
応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef1.1)、 8～ 22位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef1.2)、 11～ 25位 に 対
応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef1.3)、 14～ 28位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef1.4)、 Nefタ ン パ ク
質 の 37～ 71位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef3)、 66～ 94位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef4)、
68～ 82位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef4.1)、 74～ 88位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef4.4)、
77～ 91位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef4.5)、 79～ 93位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef4.6)、
83～ 97位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef4.7)、 113～ 128位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef7)、
117～ 132位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef8)、 132～ 147位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef9)、
137～ 168位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef10)、 137～ 151位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef10.
1)、 139～ 153位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef10.2)、 141～ 155位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (
Nef10.3)、 146～ 160位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef10.5)、 155～ 185位 に 対 応 す る フ ラ グ
メ ン ト (Nef11)、 175～ 190位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef12)、 182～ 198位 に 対 応 す る フ ラ
グ メ ン ト (Nef13)、 178～ 192位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef13.1)、 181～ 195位 に 対 応 す る
フ ラ グ メ ン ト (Nef13.2)、 183～ 197位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef13.3)、 187～ 201位 に 対
応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef13.4)、 189～ 203位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef13.5)、 お よ び 19
1～ 205位 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト (Nef13.6)で あ る
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
こ と を 特 徴 と す る HIV Nefタ ン パ ク 質 由 来 の ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
そ の 様 な ペ プ チ ド は 、 HLA対 立 遺 伝 子 DRB1*0101、 DRB1*0301、 DRB1*0401、 DRB1*0701、 DRB
1*1101、 DRB1*1301お よ び DRB1*1501(DR1、 DR3、 DR4、 DR7、 DR11、 DR13お よ び DR15分 子 )に
て エ ン コ ー ド さ れ る 少 な く と も １ つ の HLA-DR分 子 、 お よ び /ま た は HLA対 立 遺 伝 子 DRB3*010
1、 DRB4*0101お よ び DRB5*0101(B3、 B4お よ び B5)に て エ ン コ ー ド さ れ る 少 な く と も １ つ の H
LA-DR分 子 に 、 1000ｎ M未 満 の 結 合 活 性 で 結 合 す る 利 点 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
よ り 正 確 に 、 以 下 の 表 ７ に 従 っ て 、
－ Nef1.2、 Nef1.3、 Nef1.4、 Nef3、 Nef4.2、 Nef4.6、 Nef4.7、 Nef9、 Nef10.5、 Nef11お よ
び Nef13.6ペ プ チ ド は 、 1000nM未 満 の 結 合 活 性 で 、 ３ つ 以 下 の HLA-DRB1分 子 に 結 合 す る 、
そ し て
－ Nef1、 Nef4、 Nef4.4、 Nef4.5、 Nef10、 Nef10.2、 Nef12、 Nef13、 Nef13.1、 Nef13.2、 Ne
f13.3、 Nef13.4お よ び Nef13.5ペ プ チ ド は 、 1000nM未 満 の 結 合 活 性 で 、 DRB3、 DRB4ま た は D
RB5対 立 遺 伝 子 に て エ ン コ ー ド さ れ る 少 な く と も ３ つ の HLA-DRB1分 子 お よ び 少 な く と も １
つ の HLA-DR分 子 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
そ の 様 な 結 合 活 性 は 、 前 記 ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と を 可 能 に す る ：
－ そ れ ら が CD4+T細 胞 の 増 殖 応 答 を 誘 導 し 、 そ れ に よ っ て 大 多 数 の 白 人 集 団 で 細 胞 毒 ま た
は 体 液 応 答 を 誘 導 す る の を 助 け る 限 り に お い て 、 先 に 規 定 し た 条 件 下 で 、 免 疫 原 組 成 物 中
の 混 合 物 と し て 。 そ れ ゆ え 、 そ れ ら を 、 有 利 に は 、 ワ ク チ ン 組 成 物 に 組 み 込 む こ と が で き
る ；
－ ま た は 特 に 、 診 断 薬 と し て 、 好 ま し く は 四 量 体 の 形 態 で 、 健 全 な 個 体 、 あ る い は HIVに
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ま た は AIDSに 罹 っ て い る 血 清 陽 性 反 応 の 患 者 の 免 疫 状 態 を 評 価 す る た め に 。 例 え ば 、 こ れ
ら 様 々 な ペ プ チ ド に よ っ て 、 増 殖 ま た は ELISPOTア ッ セ イ （ 質 的 な 評 価 ） を 使 っ て 、 Nef特
異 的 CD4+ T細 胞 の 存 在 を 検 出 す る か 、 あ る い は 選 択 さ れ る （ 量 的 な 評 価 ） し 、 ラ ベ ル さ れ
る ペ プ チ ド を 使 っ て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 細 胞 を 分 類 す る こ と を 行 う こ と を 可
能 に す る ： 例 え ば 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 、 血 球 集 団 に 関 す る Nefタ ン パ ク 質 特
異 細 胞 の レ ベ ル を 評 価 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
結 局 、 ま た 、 本 発 明 の 対 象 は 、 先 に 規 定 し た よ う な ペ プ チ ド 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る か 、 ま た は 先 に 規 定 し た よ う な ペ プ チ ド の １ つ で あ り 、 前 記 ペ プ チ ド が 任 意 に ラ ベ ル
さ れ る か 、 ま た は マ ル チ マ ー の 複 合 体 の 形 態 で 複 合 化 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 診 断 薬
で あ る 。
好 ま し く は 、 前 記 診 断 薬 は 、 Nef1、 Nef4、 Nef10、 Nef12お よ び Nef13ペ プ チ ド か ら 得 ら れ
る ペ プ チ ド 混 合 物 か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
ま た 、 本 発 明 の 対 象 は 、 先 に 規 定 し た よ う な Nefペ プ チ ド に 特 異 的 な CD4+ T細 胞 の 存 在 を
検 出 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 個 体 の 免 疫 状 態 を 評 価 す る 方 法 で あ る ； 有 利 に は 、
前 記 検 出 を 次 の ア ッ セ イ の １ つ を 使 っ て 行 う ： 増 殖 ア ッ セ イ 、 ELISPOTア ッ セ イ [例 え ば 、
国 際 出 願 WO 99/51630ま た は Gahery-Segardら (11)を 参 照 ]、 ま た は 前 記 Nefペ プ チ ド か ら 構
成 さ れ る マ ル チ マ ー の 複 合 体 の 存 在 で の 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 。
よ り 正 確 に は ：
★ 増 殖 ア ッ セ イ に 関 し て ：
細 胞 の 懸 濁 液 （ PBMC、 CD8+細 胞 を 欠 い た PBMC、 本 発 明 に よ っ て 選 択 さ れ た ペ プ チ ド を 使 っ
て イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る 工 程 を 通 し て 前 も っ て 富 化 さ れ た Tリ ン パ 球 、 ま た は ク ロ ー ン し
た Tリ ン パ 球 ） を 、 選 択 さ れ た ペ プ チ ド の 存 在 下 で 、 樹 状 細 胞 、 オ ー ト ロ ガ ス ま た は ヘ テ
ロ ガ ス な PBMCの よ う な 適 切 な 提 示 細 胞 、 EBVウ イ ル ス を 使 っ た 感 染 後 に 得 ら れ る よ う な リ
ン パ 芽 球 状 の 細 胞 、 あ る い は 遺 伝 学 的 に 修 飾 さ れ た 細 胞 の 要 求 と し て 、 ３ ～ ５ 日 間 培 養 す
る 。 細 胞 の 増 殖 を 、 ト リ チ ウ ム 化 さ れ た チ ミ ジ ン を 細 胞 の DNAに 取 り 込 む こ と で 測 定 す る
。 本 発 明 に 従 っ て 選 択 さ れ た ペ プ チ ド は 、 初 期 懸 濁 液 中 で 、 こ れ ら ペ プ チ ド に 特 異 的 な 細
胞 の 存 在 を 明 ら か に さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
★ ELISPOTア ッ セ イ に 関 し て ：
ELISPOTア ッ セ イ は 、 本 発 明 に 従 っ て 選 択 さ れ 、 γ -IFNを 分 泌 す る ペ プ チ ド に 特 異 的 な T細
胞 の 存 在 を 明 ら か に さ せ る こ と が で き る 。
さ ら に 正 確 に は 、 Gahery-Segardら 、 2000 (11)に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 T細 胞 を 、 患 者 か
ら の PMBCの 培 養 後 、 本 発 明 に 従 っ て 選 択 さ れ る ペ プ チ ド を 使 っ て γ -IFNの 分 泌 を 測 定 す る
こ と で 明 ら か に す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
★ マ ル チ マ ー の 複 合 体 お よ び 特 に 四 量 体 の 複 合 体 の 使 用 に 関 し て ：
－ 生 物 学 的 な サ ン プ ル 、 好 ま し く は 抹 消 血 単 核 細 胞 （ PBMC） を 、 先 に 規 定 し た よ う な Nef
ペ プ チ ド の 複 合 体 か ら 生 産 さ れ た 四 量 体 の 複 合 体 － 先 に 規 定 し た よ う な 可 溶 性 で ビ オ チ ン
化 さ れ た ク ラ ス IIHLA分 子 と 接 触 さ せ る よ う に す る 、 そ し て
－ ラ ベ ル さ れ た 細 胞 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に て 解 析 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
有 利 に は 、 生 物 学 的 な サ ン プ ル を 前 記 複 合 体 に 接 触 さ せ る 前 に 、 前 記 サ ン プ ル を 富 化 さ せ
る た め に 、 抗 CD4抗 体 と 接 触 さ せ る こ と で 、 CD4+ T細 胞 で 富 化 さ れ る 。
四 量 体 を 、 例 え ば E.J. Novakら (J. Clin. Investig.、 1999、 104、 R63-R67)ま た は M.J. K
urodaら (J. Virol.、 2000、 74、 18、 8751-8756)で 明 記 し た よ う に 調 製 す る 。
要 約 す る と 、 四 量 体 を 、 溶 解 性 で ビ オ チ ン 化 さ れ た HLAII分 子 を 、 10倍 を 越 す 本 発 明 に 従
っ て 同 定 さ れ 、 そ し て 選 択 さ れ た Nefペ プ チ ド と 共 に 、 0.15Mの NaClを 含 む 10ｍ Mの ク エ ン
酸 リ ン 酸 塩 緩 衝 液 中 で 、 ｐ H4.5～ 7の 間 で 、 37℃ で 72時 間 培 養 す る こ と で 生 産 す る 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
四 量 体 化 形 態 を 、 HLAII分 子 よ り も 4倍 未 満 の 量 （ モ ル に 対 す る モ ル ） で 、 蛍 光 色 素 を 使 っ
て ラ ベ ル さ れ た ス ト レ プ タ ビ ジ ン 調 製 物 に 加 え る こ と で 得 る 。 混 合 物 を 、 周 温 で 、 一 晩 培
養 す る 。
こ れ ら の 四 量 体 を 使 用 す る た め 、 細 胞 （ PBMC、 CD8+細 胞 を 欠 い た PBMC、 本 発 明 に よ っ て 選
択 さ れ た ペ プ チ ド を 使 っ て イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る 工 程 を 通 し て 前 も っ て 富 化 さ れ た Tリ ン
パ 球 、 ま た は ク ロ ー ン し た Tリ ン パ 球 ） の 上 清 を 、 １ つ 以 上 の 四 量 体 （ 10～ 20mg/ml） と １
～ ３ 時 間 接 触 さ せ る 。 洗 浄 後 、 上 清 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に て 解 析 す る ： 四 量 体 を 使 っ
た 細 胞 の ラ ベ ル 化 を 、 こ れ ら 構 築 物 が 蛍 光 性 で あ る こ と か ら 目 視 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 、 ラ ベ ル さ れ て い な い 細 胞 か ら の 四 量 体 を 使 っ て ラ ベ ル さ れ た 細
胞 を 分 離 さ せ 、 そ し て 細 胞 分 類 を 行 う こ と を 可 能 に す る 。
そ し て 、 ま た 本 発 明 の 対 象 は 、 少 な く と も 次 の 工 程 ：
－ 分 類 す べ き 細 胞 の 懸 濁 液 を 、 先 に 規 定 し た よ う な Nefペ プ チ ド /溶 解 性 で あ る ビ オ チ ン 化
さ れ た HLAII分 子 の 複 合 体 か ら 形 成 さ れ 、 そ し て 蛍 光 色 素 を 使 っ て ラ ベ ル さ れ た ス ト レ プ
タ ビ ジ ン に 共 役 し た １ つ 以 上 の 四 量 体 に １ ～ ３ 時 間 培 養 ま た は 接 触 さ せ 、
－ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に て 解 析 し 、 そ し て
－ 四 量 体 を 使 っ て ラ ベ ル さ れ た 細 胞 を 分 類 す る
を 含 む こ と を 特 徴 と す る HIV特 異 的 Tリ ン パ 球 を 分 類 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
実 施 例 １ ： 結 合 ア ッ セ イ の 原 理
－
選 択 し た ペ プ チ ド は 、 Wain-Hobsonら に よ っ て 公 表 さ れ た Bru株 の Nefタ ン パ ク 質 の 配 列 を
カ バ ー し て い る 。 全 て の ペ プ チ ド を 、 固 層 上 で Fmocス ト ラ テ ジ に 従 っ て 平 行 合 成 で 合 成 し
、 HPLCに よ っ て 精 製 し 、 そ し て マ ス ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー （ ES-MS） に て 検 査 し た 。
－ HLA-DR分 子 の 精 製
HLA-DR分 子 を 、 様 々 な 相 同 性 の EBV系 統 （ 14） か ら 免 疫 親 和 性 に よ っ て 精 製 し た 。 使 用 は
、 特 に 、 Southwoodら （ 14） で 記 載 さ れ た 方 法 で あ っ て も よ い 。 そ れ ら を 特 徴 付 け る こ れ
ら の 起 源 と 、 様 々 な 対 立 遺 伝 子 を 、 表 4に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ７ 】
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HLA-DR分 子 に 特 異 的 な 単 一 形 態 の 抗 体 は 、 特 に 、 Southwoodら （ 14） で 記 載 さ れ て い る か
、 ま た は Poschら （ 15） で 記 載 さ れ て い る も の で あ る 。 抗 体 を 、 タ ン パ ク 質 A-セ フ ァ ロ ー
ス カ ラ ム で 、 培 養 物 の 上 清 か ら 精 製 す る 。 こ れ ら の 抗 体 を 、 HLA-DR分 子 を 精 製 す る た め 、
セ フ ァ ロ ー ス 4Bま た は タ ン パ ク 質 A-セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム に 結 合 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
－
HLA-DR分 子 に 対 す る ペ プ チ ド の 結 合 に つ い て の ア ッ セ イ は 、 最 初 に HLA-DR分 子 上 で Hill（
16） に よ っ て 開 発 さ れ た 免 疫 酵 素 法 の 新 事 実 を 使 っ た 競 合 ア ッ セ イ で あ る 。 そ れ ら を 、 多
く の サ ン プ ル を 同 じ 実 験 で 研 究 す る こ と を 可 能 に す る 96穴 プ レ ー ト 上 で 行 っ た 。 つ ま り 、
精 製 さ れ た HLA-DR分 子 を 、 ト レ ー サ ー と な る ビ オ チ ン 化 さ れ た ペ プ チ ド 、 お よ び 様 々 な 濃
度 の 試 験 ペ プ チ ド を 使 っ て 培 養 す る 。
培 養 24～ 27時 間 後 、 サ ン プ ル を 中 和 し 、 そ し て 各 々 100μ lの サ ン プ ル を 、 HLA-DR分 子 に 特
異 的 な 単 一 形 態 の 抗 体 を 使 っ て 保 護 さ れ る ELISAプ レ ー ト 上 に ト ラ ン ス フ ァ ー す る 。 HLA-D
R分 子 に 特 異 的 な 単 一 形 態 の 抗 体 を 介 し て 、 プ レ ー ト の 底 に 付 着 さ れ る HLA-DR分 子 /ビ オ チ
ン 化 さ れ た ペ プ チ ド 共 役 体 を 、 ス ト レ プ タ ビ ジ ン － フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 体 と 蛍 光 基 質 に
よ っ て 明 ら か に す る 。 各 々 の ペ プ チ ド の 活 性 を 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た ペ プ チ ド の 結 合 の 50％
（ IC 5 0 ） を 抑 制 す る こ の ペ プ チ ド の 濃 度 で 特 徴 付 け る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
－ 結 合 ア ッ セ イ の 選 択 お よ び 最 適 化
対 立 遺 伝 子 の 選 択 （ 第 一 遺 伝 子 ）
研 究 し た 対 立 遺 伝 子 は 、 全 て フ ラ ン ス 人 集 団 の 人 口 の 5％ を 超 え る 頻 度 の 対 立 遺 伝 子 で あ
る 。
そ れ ら は 、 対 立 遺 伝 子 DRB1*0101、 DRB1*0301、 DRB1*0401、 DRB1*0701、 DRB1*1101、 DRB1*
1301お よ び DRB1*1501 で あ る (表 1)。 そ れ ら は 、 そ れ ら 自 身 で 、 白 人 集 団 の 対 立 遺 伝 子 の 5
3～ 82％ を 表 し 、 HLA-DR系 列 の 多 様 な 特 異 性 の 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
対 立 遺 伝 子 の 選 択 （ 第 二 遺 伝 子 ）
研 究 し た 対 立 遺 伝 子 は 、 最 も 一 般 的 に 出 く わ す 対 立 遺 伝 子 で あ る 。 そ れ ら は 、 対 立 遺 伝 子
HLA-DRB3*0101、 HLA-DRB4*0101お よ び HLA-DRB5*0101で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
ア ッ セ イ 特 異 性
ビ オ チ ン 化 さ れ た ペ プ チ ド の 選 択 は 、 ア ッ セ イ の 特 異 性 を 決 定 す る 因 子 で あ る 。 使 用 し た
細 胞 の ほ と ん ど は 、 ２ つ の 異 な る HLA-DR分 子 （ 2つ の 対 立 遺 伝 子 に て エ ン コ ー ド さ れ る ）
を 有 し て お り 、 両 者 は 、 HLA-DR分 子 に 特 異 的 な 単 一 形 態 の 抗 体 に よ っ て 精 製 さ れ 、 そ し て
同 一 の 抗 体 で 認 識 さ れ る 。 DRB1対 立 遺 伝 子 に 対 す る ペ プ チ ド の 結 合 を 明 確 に 研 究 す る た め
、 ビ オ チ ン 化 さ れ た ペ プ チ ド が 、 こ の 対 立 遺 伝 子 に 結 合 し 、 そ し て そ の 他 の 対 立 遺 伝 子 の
産 物 に 結 合 し な い こ と を 確 か め る こ と が 必 要 で あ る 。
こ の 目 的 の た め 、 先 の 試 薬 R1と し て 規 定 し た よ う な ペ プ チ ド を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
ア ッ セ イ 条 件 お よ び 感 受 性
各 々 の HLA-DRB1分 子 に つ い て 、 MHCII分 子 の 濃 度 、 ビ オ チ ン 化 さ れ た ペ プ チ ド の 濃 度 、
培 養 ｐ Hお よ び 培 養 時 間 を 、 以 下 の 表 ５ で 明 記 し た よ う に 最 適 化 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
【 表 ５ 】
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【 ０ ０ ４ ４ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ５ 】
示 し た 頻 度 は 、 フ ラ ン ス 人 で の 対 立 遺 伝 子 頻 度 で あ り 、 白 人 集 団 の 人 々 を 代 表 す る 。 そ れ
ら は 、 Colonbani（ 4） 由 来 で あ る 。
以 下 の 表 ７ は 、 先 に 明 記 し た 条 件 下 で 測 定 し た 本 発 明 に よ る ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 活 性 を
説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
【 表 ７ 】
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【 ０ ０ ４ ７ 】
結 果 を 、 最 大 結 合 の 50％ の 抑 制 を さ せ る 濃 度 の 形 態 で 表 す 。
単 位 は 、 ｎ Mで あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

： 増 殖 ア ッ セ イ
本 発 明 に よ る 免 疫 原 組 成 物 を 使 っ て 、 CD4+ T細 胞 増 殖 の 刺 激 を 変 化 さ せ る た め 、 増 殖 ア ッ
セ イ を イ ン ビ ト ロ で 行 う 。

10

20

30

40

50

(20) JP 2005-506283 A 2005.3.3

実 施 例 ２



末 梢 血 か ら 抽 出 し た 細 胞 （ PBMC） を 、 5× 10 5 個 の 細 胞 /ウ エ ル の 割 合 で 、 最 終 容 量 200μ l
の 完 全 培 地 で 、 96ウ エ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト で 培 養 し た 。 細 胞 を 、 本 発 明 に よ る 20μ g/mlの
ペ プ チ ド 混 合 物 で 刺 激 、 ま た は 刺 激 し な か っ た 。 37℃ で 72時 間 培 養 後 、 細 胞 を 、 0.25μ Ci
の ［ 3 H］ チ ミ ジ ン （ Amersham、 Life technologie） で 一 晩 培 養 し た 。 細 胞 を 回 収 し 、 そ し
て ［ 3 H］ チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 細 胞 内 DNAで 測 定 し た 。
CD4+　 T細 胞 の 刺 激 を 、 事 実 上 、 観 察 し た 。
そ の 他 の 細 胞 を 使 用 す る こ と が で き る ： CD8+細 胞 が 除 去 さ れ た PBMC、 先 に 規 定 し た よ う な
ペ プ チ ド を 使 っ て 、 イ ン ビ ト ロ で の 培 養 工 程 を 介 し て 前 も っ て 富 化 さ れ た Tリ ン パ 球 、 ま
た は ク ロ ー ン し た リ ン パ 球 。
要 す る に 、 富 化 工 程 は 、 次 の よ う な で あ る ：
フ ィ コ ー ル 勾 配 上 で 分 離 さ れ た PBSを 、 0.1～ 10mg/mlの ペ プ チ ド の 存 在 で 、 10％ の ヒ ト の
血 清 で 補 充 さ れ た RPMI培 地 で 、 37℃ で 培 養 す る 。 培 養 ７ 日 目 お よ び 11日 目 に 、 50ユ ニ ッ ト
の 組 換 え ヒ ト IL-2を 培 養 物 に 加 え る 。 細 胞 を 14日 目 に 採 取 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
実 施 例 ３ ： ELISPOT
ELISPOTは 、 ペ プ チ ド に 特 異 的 な 細 胞 を 検 出 し 、 そ し て 与 え ら れ る サ イ ト カ イ ン を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と を 可 能 に す る 。
PBS緩 衝 液 で 4μ g/mlの 濃 度 に 希 釈 さ れ る 50μ l/ウ エ ル の マ ウ ス 抗 ヒ ト γ -IFN抗 体 を 、 湿 潤
な チ ャ ン バ ー 内 で 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス -底 を 付 け た 96ウ エ ル プ レ ー ト 中 で 、 4℃ で 一 晩 培 養
す る 。
ウ エ ル を 、 PBSを 使 っ て 洗 浄 し 、 そ し て 10％ ｎ 仔 牛 血 清 を 含 む RPMI培 地 に 37℃ で 2時 間 浸 す
。
必 要 で あ れ ば 、 オ ー ト ロ ガ ス ま た は ヘ テ ロ ガ ス な PBMC、 EBVウ イ ル ス を 使 っ た 感 染 後 に 得
ら れ る よ う な リ ン パ 芽 球 状 の 細 胞 、 あ る い は 遺 伝 学 的 に 修 飾 さ れ た 細 胞 の よ う な 適 切 な 提
示 細 胞 を 使 い 、 ウ エ ル 内 に 散 布 す る 。 そ し て 、 本 発 明 で 規 定 し た よ う な Nefペ プ チ ド を 、
様 々 な 濃 度 （ 10、 5、 お よ び 1μ g/ml） で 加 え る 。
エ フ ェ ク タ ー 細 胞 （ PBMC、 CD8+細 胞 を 欠 い た PBMC、 本 発 明 に よ っ て 選 択 さ れ た ペ プ チ ド を
使 っ て イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る 工 程 を 介 し て 前 も っ て 富 化 さ れ た Tリ ン パ 球 、 ま た は ク ロ ー
ン し た Tリ ン パ 球 ） を 、 20 000細 胞 /ウ エ ル の 割 合 で 、 96ウ エ ル プ レ ー ト に 加 え る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
培 養 物 を 、 5％ CO 2 を 含 む 雰 囲 気 内 で 、 37℃ で 24時 間 培 養 す る 。
そ し て 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 ヒ ト γ -IFNに 特 異 的 な 100μ lの ウ サ ギ 抗 血 清 を 使 っ て 2時 間
培 養 す る 。
洗 浄 後 、 ビ オ チ ン に 共 役 し た 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 と 、 ア ル カ リ リ ン 酸 塩 に 共 役 し た ス ト レ プ
タ ビ ジ ン を 、 連 続 し て 1時 間 加 え る 。
最 後 に 、 ス ポ ッ ト を 、 ア ル カ リ リ ン 酸 塩 に 対 す る 色 素 基 質 を 使 っ て 明 ら か に す る 。 ネ ガ テ
ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 、 ペ プ チ ド を 含 ま な い ウ エ ル で 得 る 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 、 イ
オ ノ マ イ シ ン （ 500ng/ml） お よ び フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン （ PHA） （ 10μ g/ml） の よ う な 有
糸 分 裂 促 進 剤 、 例 え ば を 含 む ウ エ ル で 供 給 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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摘要(译)

本发明涉及一种源自Nef蛋白的肽的混合物，及其作为药物的应用（在刺激体内抗HIV T CD4 +淋巴细胞体内产生并因此可用于抗艾
滋病疫苗的免疫原性组合物中）或作为反应性 HIV特有的T淋巴细胞诊断试剂，尤其用于评估HIV阳性患者或接受抗逆转录病毒治疗
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