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(54)【発明の名称】 遺伝的ワクチンおよび酵素の非確率論的生成

(57)【要約】
本発明は、定方向進化(DirectEvolutio
nTM)の非確率論的方法を使用することにより、新規
のポリヌクレオチドおよびコードされたポリペプチドを
取得する方法を提供する。これらの方法には、非確率論
的ポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発(Gene S
ite Saturation Mutagenesis
TM)と非確率論的ポリヌクレオチド再集合(Gene
ReassemblyTM)が含まれる。本発明の方法
を用いると、遺伝的ワクチン、酵素、その他の所望の分
子を望ましい性質の方向へと進化させることができる。
例えば、遺伝的ワクチンとしての効力が増加しているワ
クチンベクターが得られる。本方法により得られたベク
ターは、例えば、抗原発現の増加、細胞への取込みの増
加、細胞内安定性の増加、免疫反応を調節する能力など
を示し得る。本発明は、最適化された物理的および／ま
たは生物学的性質をもつ新規酵素を取得する方法を提供
する。さらに、本発明は、抗生物質、薬物療法およびト
ランスジェニック形質の分野でさまざまな新規の生物学
的活性分子を取得する方法を提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  免疫反応に最適化された調節効果を及ぼす、または免疫反応

に最適化された調節効果を及ぼすポリペプチドをコードする、免疫調節性ポリヌ

クレオチドを取得する方法であって、

  親ポリヌクレオチドのセットから非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチド

のライブラリーを作製することを含んでなり、

  その際、最適化は、任意の組合せ、順列および反復法で本明細書に記載の１以

上の定方向進化法を用いて達成することができ、

  これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「遺伝子部位飽和突然変異誘発

」によることを含めて、非確率論的方法による突然変異の導入が含まれ、

  さらに、これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「合成連結ポリヌクレ

オチド再集合」によることを含めて、本明細書に記載の非確率論的ポリヌクレオ

チド再集合法による突然変異の導入が含まれる、

ことを特徴とする上記方法。

    【請求項２】  免疫反応への最適化された調節効果が遺伝的ワクチンベクタ

ーにより生じる、請求項１記載の方法。

    【請求項３】  免疫反応に最適化された調節効果を及ぼす、または免疫反応

に最適化された調節効果を及ぼすポリペプチドをコードする、免疫調節性ポリヌ

クレオチドを取得する方法であって、

  非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドのライブラリーをスクリーニング

することにより、免疫反応に調節効果を及ぼすまたは免疫反応に調節効果を及ぼ

すポリペプチドをコードする、最適化された非確率論的に生成した子孫ポリヌク

レオチドを同定することを含んでなり、その際、最適化された非確率論的に生成

したポリヌクレオチドまたは該非確率論的に生成したポリヌクレオチドによりコ

ードされるポリペプチドは、該ライブラリーをもたらした親ポリヌクレオチドと

比較して、免疫反応を調節する能力が増大していることを特徴とする上記方法。

    【請求項４】  免疫反応への最適化された調節効果が遺伝的ワクチンベクタ

ーにより生じる、請求項３記載の方法。

    【請求項５】  免疫反応に最適化された調節効果を及ぼす、または免疫反応
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に最適化された調節効果を及ぼすポリペプチドをコードする、免疫調節性ポリヌ

クレオチドを取得する方法であって、

  a)  親ポリヌクレオチドのセットから非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオ

チドのライブラリーを作製し、

  b)  該ライブラリーをスクリーニングすることによって、遺伝的ワクチンベク

ターにより生起される免疫反応への調節効果を有する、または該調節効果を有す

るポリペプチドをコードする、最適化された非確率論的に生成した子孫ポリヌク

レオチドを同定する、

ことを含んでなり、ここで、最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチ

ドまたは該非確率論的に生成したポリヌクレオチドによりコードされるポリペプ

チドは、該ライブラリーをもたらした親ポリヌクレオチドと比較して、免疫反応

を調節する能力が増大しており、

  その際、最適化は、任意の組合せ、順列および反復法で本明細書に記載の１以

上の定方向進化法を用いて達成することができ、

  これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「遺伝子部位飽和突然変異誘発

」によることを含めて、非確率論的方法による点突然変異の導入が含まれ、

  さらに、これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「合成連結ポリヌクレ

オチド再集合」によることを含めて、本明細書に記載の非確率論的ポリヌクレオ

チド再集合法による突然変異の導入が含まれる、

ことを特徴とする上記方法。

    【請求項６】  免疫反応への最適化された調節効果が遺伝的ワクチンベクタ

ーにより生じる、請求項５記載の方法。

    【請求項７】  最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドが遺伝

的ワクチンベクターに組み込まれる、請求項１～６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項８】  最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドまたは

該最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドによりコードされるポリ

ペプチドが、遺伝的ワクチンベクターと共に投与される、請求項１～６のいずれ

か１項記載の方法。

    【請求項９】  非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドのライブラリー
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が、遺伝子の再集合、オリゴヌクレオチドにより指令された飽和突然変異誘発、

および任意の組合せ、順列、反復法からなる群より選択された方法により作製さ

れる、請求項１～６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項１０】  免疫反応に調節効果を及ぼす、最適化された非確率論的に

生成したポリヌクレオチドが、

  a)  それぞれが免疫反応の調節に関与しているか、または関与している分子を

コードしている、少なくとも２つの親鋳型ポリヌクレオチドを非確率論的に再集

合させ、

  ここで、第１および第２の親鋳型は、非確率論的に生成したポリヌクレオチド

のライブラリーを作るために、２個以上のヌクレオチドにおいて互いと相違して

おり、

  b)  該ライブラリーをスクリーニングすることにより、該ライブラリーをもた

らした親ポリヌクレオチドと比較して、免疫反応を調節する能力が単独でまたは

コード化分子を介して増大している少なくとも１つの最適化された非確率論的に

生成したポリヌクレオチドを同定する、

ことにより得られる、請求項１～６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項１１】  前記方法がさらに、

  c)  実施中の最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドを、第１お

よび第２ポリヌクレオチドと同一であるかまたは異なる少なくとも１つの追加の

ポリヌクレオチドとの非確率論的再集合の更なるラウンドに付すことにより、組

換えポリヌクレオチドの付加的実施ライブラリーを作り、

  d)  該付加的実施ライブラリーをスクリーニングすることにより、該ライブラ

リーをもたらした親ポリヌクレオチドと比較して、免疫反応を調節する能力が増

大している少なくとも１つの追加の最適化された非確率論的に生成したポリヌク

レオチドを同定し、

  e)  場合により、該ライブラリーをもたらした核酸の形態より免疫反応を調節

する能力が増大している、望ましい追加の最適化された非確率論的に生成したポ

リヌクレオチドが得られるまで、必要に応じてステップc)およびd)を繰り返す、

ことを含む、請求項１０記載の方法。
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    【請求項１２】  最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドが、

免疫反応の調節に係わりのある細胞受容体と相互作用することができるポリペプ

チドをコードしており、該ポリペプチドが該受容体のアゴニストまたはアンタゴ

ニストとして作用する、請求項１～６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項１３】  細胞受容体がマクロファージのスカベンジャー受容体であ

る、請求項１２記載の方法。

    【請求項１４】  細胞受容体がサイトカイン受容体およびケモカイン受容体

からなる群より選択される、請求項１２記載の方法。

    【請求項１５】  ケモカイン受容体がCCR6である、請求項１４記載の方法。

    【請求項１６】  前記ポリペプチドが該受容体の天然リガンドの活性を模倣

しているが、該天然リガンドに対する免疫反応性を誘発しない、請求項１２記載

の方法。

    【請求項１７】  前記ライブラリーが、

  i)  コードされたポリペプチドが複製可能な遺伝的パッケージの表面に展示さ

れたタンパク質との融合体として産生されるように、非確率論的に生成したポリ

ヌクレオチドを発現させ、

  ii) 該複製可能な遺伝的パッケージを、該受容体を展示する複数の細胞に接触

させ、

  iii)該受容体により媒介される免疫反応の調節を示す細胞を同定する、

ことによりスクリーニングされる、請求項１２記載の方法。

    【請求項１８】  複製可能な遺伝的パッケージがバクテリオファージ、細胞

、胞子およびウイルスからなる群より選択される、請求項１７記載の方法。

    【請求項１９】  複製可能な遺伝的パッケージがM13バクテリオファージで

あり、前記タンパク質がgeneIIIまたはgeneVIIIによりコードされる、請求項１

８記載の方法。

    【請求項２０】  前記方法がさらに、最適化された非確率論的に生成したポ

リヌクレオチドを遺伝的ワクチンベクターに導入し、該ベクターを哺乳動物に投

与することを含み、その際、該ペプチドまたはポリペプチドが発現されて、該受

容体のアゴニストまたはアンタゴニストとして作用する、請求項１２記載の方法
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。

    【請求項２１】  前記方法がさらに、最適化された非確率論的に生成したポ

リヌクレオチドによりコードされるポリペプチドを産生させ、該ポリペプチドを

遺伝的ワクチンベクターと共に哺乳動物に導入することを含む、請求項１２記載

の方法。

    【請求項２２】  最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドが遺

伝的ワクチンベクターの抗原をコードするヌクレオチド配列に挿入される、請求

項１２記載の方法。

    【請求項２３】  最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドがHB

sAgポリペプチドのMループをコードするヌクレオチド配列に導入される、請求項

２２記載の方法。

    【請求項２４】  最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドが非

メチル化CpGに富むヌクレオチド配列からなる、請求項１～６のいずれか１項記

載の方法。

    【請求項２５】  最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドがア

レルギー反応を抑制するポリペプチドをコードする、請求項１～６のいずれか１

項記載の方法。

    【請求項２６】  前記ポリペプチドがインターフェロン－  、インターフェ

ロン－  、IL-10、IL-12、IL-4のアンタゴニスト、IL-5のアンタゴニスト、およ

びIL-13のアンタゴニストからなる群より選択される、請求項２５記載の方法。

    【請求項２７】  最適化された組換えポリヌクレオチドがIL-10のアンタゴ

ニストをコードする、請求項１記載の方法。

    【請求項２８】  IL-10のアンタゴニストが可溶性であるか、欠損IL-10受容

体またはIL-20/MDA-7である、請求項２７記載の方法。

    【請求項２９】  最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドが補

助的刺激物質をコードする、請求項１～６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項３０】  補助的刺激物質がB7-1(CD80)またはB7-2(CD86)であり、ス

クリーニングステップが、CD28またはCTLA-4を介する活性が改変された変異体を

選択することを含む、請求項２９記載の方法。
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    【請求項３１】  補助的刺激物質がCD1、CD40、CD154(CD40のリガンド)また

はCD150(SLAM)である、請求項２９記載の方法。

    【請求項３２】  補助的刺激物質がサイトカインである、請求項２９記載の

方法。

    【請求項３３】  サイトカインがIL-1、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL

-7、IL-8、IL-9、IL-10、IL-11、IL-12、IL-13、IL-14、IL-15、IL-16、IL-17、

IL-18、GM-CSF、G-CSF、TNF-  、IFN-  、IFN-  、およびIL-20(MDA-7)からなる

群より選択される、請求項３２記載の方法。

    【請求項３４】  非確率論的に生成したポリヌクレオチドのライブラリーが

、サイトカインの受容体を含む細胞を活性化する非確率論的に生成したポリヌク

レオチドによりコードされるサイトカインの能力を試験することによってスクリ

ーニングされる、請求項３３記載の方法。

    【請求項３５】  前記細胞がサイトカインの受容体をコードする異種核酸を

含む、請求項３４記載の方法。

    【請求項３６】  サイトカインがインターロイキン-12であり、スクリーニ

ングが、遺伝的ワクチンベクターを含む哺乳動物細胞を培地中で増殖させ、該培

地との接触によりＴ細胞増殖またはＴ細胞分化が誘導されるか否かを検出するこ

とにより行われる、請求項３３記載の方法。

    【請求項３７】  サイトカインがインターフェロン- であり、前記スクリー

ニングが

  i)  コードされたポリペプチドが複製可能な遺伝的パッケージの表面に展示さ

れたタンパク質との融合体として産生されるように、最適化された非確率論的に

生成したポリヌクレオチドを発現させ、

  ii) 該複製可能な遺伝的パッケージを多数のＢ細胞に接触させ、

  iii)Ｂ細胞の増殖を阻害することができるファージライブラリーのメンバーを

同定する、

ことにより行われる、請求項３３記載の方法。

    【請求項３８】  関心のある免疫反応がＴ細胞のＴH1細胞への分化であり、

前記スクリーニングが、Ｔ細胞の集団を組換えポリヌクレオチドのライブラリー
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のメンバーによりコードされるサイトカインに接触させ、IL-2およびインターフ

ェロン- を産生するようにＴ細胞を誘導するサイトカインをコードするライブラ

リーのメンバーを同定することにより行われる、請求項３３記載の方法。

    【請求項３９】  最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドによ

りコードされるサイトカインが、最適化されていないポリヌクレオチドによりコ

ードされるサイトカインに比べて免疫原性の低下を示し、低下した免疫原性が、

非確率論的に生成したポリヌクレオチドによりコードされるサイトカインを哺乳

動物に導入し、該サイトカインに対して免疫反応が誘導されるか否かを調べるこ

とにより検出される、請求項３２記載の方法。

    【請求項４０】  補助的刺激物質がB7-1(CD80)またはB7-2(CD86)であり、前

記細胞が免疫反応を共刺激する能力について試験される、請求項２９記載の方法

。

    【請求項４１】  最適化された組換えポリヌクレオチドがサイトカインアン

タゴニストをコードする、請求項１～６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項４２】  サイトカインアンタゴニストが可溶性のサイトカイン受容

体および欠損シグナル配列をもつ膜貫通サイトカイン受容体からなる群より選択

される、請求項４１記載の方法。

    【請求項４３】  サイトカインアンタゴニストがIL-1 ORおよびIL-4Rからな

る群より選択される、請求項４１記載の方法。

    【請求項４４】  最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドが主

にＴH1免疫反応を誘導することができるポリペプチドをコードする、請求項１～

６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項４５】  最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドが主

にＴH2免疫反応を誘導することができるポリペプチドをコードする、請求項１～

６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項４６】  免疫反応への最適化された調節効果が免疫反応への望まれ

ていない調節効果の低下であり、

  その際、前記方法は、下記分子の宿主レシピエントから免疫反応を引き起こす

能力が低下している分子を生成するために使用され、ここで該レシピエントはヒ
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トまたは動物宿主であり、

  それゆえに、前記方法は、該分子の少なくとも１の宿主レシピエントに対して

抗原性が低下している分子を生成するために使用される、

請求項１～６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項４７】  免疫反応への最適化された調節効果が免疫反応への望まし

い調節効果の増加であり、

  その際、前記方法は、下記分子の宿主レシピエントから免疫反応を引き起こす

能力が増加している分子を生成するために使用され、ここで該レシピエントはヒ

トまたは動物宿主であり、

  それゆえに、前記方法は、該分子の少なくとも１の宿主レシピエントに対して

抗原性が増加している分子を生成するために使用される、

請求項１～６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項４８】  免疫反応への最適化された調節効果が免疫反応への第１の

望まれていない調節効果の低下と、免疫反応への第２の望ましい調節効果の増加

の双方であり、

  その際、前記方法は、下記分子の第１宿主レシピエントから第１免疫反応を引

き起こす能力が低下しておりかつ下記分子の第２宿主レシピエントから第２免疫

反応を引き起こす能力が増加している分子を生成するために使用され、

  第１および第２の宿主レシピエントは同一でも異なっていてもよく、

  第１および第２の宿主レシピエントの各々はヒトまたは動物宿主であり、

  それゆえに、前記方法は、該分子の少なくとも１の宿主レシピエントに対して

第１の低下した抗原性を有しかつ該分子の少なくとも１の宿主レシピエントに対

して第２の低下した抗原性を有する分子を生成するために使用される、

請求項１～６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項４９】  免疫反応に対する第１および第２の調節効果が同一のマル

チモジュールワクチンベクター上のそれぞれ第１および第２のモジュールのため

に導き出され、

  ここで、モジュールは、次のモジュールまたはそのフラグメント誘導体もしく

は類似体、すなわち、抗原コード配列、ポリアデニル化配列、補助的刺激分子を
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コードする配列、誘導性のリプレッサーまたはトランスアクチベーターをコード

する配列、真核生物の複製起点、原核生物の複製起点、原核生物のマーカーおよ

びエンハンサーをコードする配列、プロモーターおよびオペレーター、ならびに

イントロンにより表される、

請求項４８記載の方法。

    【請求項５０】  免疫反応に対する最適化された調節効果が免疫調節性(IM)

ポリヌクレオチドまたはそれによりコードされるポリペプチドの安定性の向上を

含み、

  ここで、前記方法は、ex vivo安定性の向上（例えば、貯蔵の際の貯蔵期間の

延長および／または貯蔵の容易性の向上および／または活性期間満了前の活性期

限の延長）を有する分子を生成するために使用され、

  さらに、前記方法は、宿主レシピエントに投与した際にin vivo安定性の向上

（例えば、消化性の酸に対する耐性の増加および／または循環系中での安定性の

増加および／または宿主レシピエントによる排除もしくは破壊の他のいずれかの

方法に対する安定性の増加）を有する分子を生成するために使用される、

請求項１～６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項５１】  免疫調節性(IM)ポリヌクレオチドまたはそれによりコード

されるポリペプチドが、ヒト宿主レシピエントの免疫反応に最適化された調節効

果を及ぼし、

  それゆえに、前記方法は、ヒトレシピエントのための最適化された遺伝的ワク

チンを生成するために使用される、

請求項１～６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項５２】  免疫調節性(IM)ポリヌクレオチドまたはそれによりコード

されるポリペプチドが、動物宿主レシピエントの免疫反応に最適化された調節効

果を及ぼし、

  それゆえに、前記方法は、動物レシピエント（例えば、ヒトに飼育されている

動物、ヒトに飼育されていない動物、飼い馴らされている動物、および飼い馴ら

されていない動物）のための最適化された遺伝的ワクチンを生成するために使用

される、
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請求項１～６のいずれか１項記載の方法。

    【請求項５３】  細胞による抗原の輸送または提示を向上させるアクセサリ

ー分子をコードする最適化されたポリヌクレオチドを取得する方法であって、

  a)  該アクセサリー分子の全部または一部をコードする親ポリヌクレオチドの

セットを非確率論的定方向進化による最適化に付すことにより、非確率論的に生

成したポリヌクレオチドのライブラリーを作製し、

  b)  該ライブラリーをスクリーニングすることにより、非確率論的再集合に付

されていない鋳型ポリヌクレオチドによりコードされるアクセサリー分子と比べ

て、細胞表面上に抗原を輸送または提示する能力の向上または低下を細胞に賦与

する組換え分子をコードする、最適化された非確率論的に生成した子孫ポリヌク

レオチドを同定する、

ことを含んでなり、

  それゆえに、前記方法は、ヒトレシピエントおよび／または動物レシピエント

（例えば、ヒトに飼育されている動物、ヒトに飼育されていない動物、飼い馴ら

されている動物、および飼い馴らされていない動物）のための最適化された分子

を生成するために使用され、

  その際、最適化は、任意の組合せ、順列および反復法で本明細書に記載の１以

上の定方向進化法を用いて達成することができ、

  これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「遺伝子部位飽和突然変異誘発

」によることを含めて、非確率論的方法による点突然変異の導入が含まれ、

  さらに、これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「合成連結ポリヌクレ

オチド再集合」によることを含めて、本明細書に記載の非確率論的ポリヌクレオ

チド再集合法による突然変異の導入が含まれる、

ことを特徴とする上記方法。

    【請求項５４】  前記スクリーニングが、

  i)  非確率論的に生成したポリヌクレオチドのライブラリーを、抗原をコード

する遺伝的ワクチンベクターに導入してベクターのライブラリーを作り、該ベク

ターのライブラリーを哺乳動物細胞に導入し、

  ii) 該抗原に対して増大したまたは低下した免疫原性を示す哺乳動物細胞を同
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定する、

ことを含む、請求項５３記載の方法。

    【請求項５５】  アクセサリー分子がプロテアソームまたはTAPポリペプチ

ドからなる、請求項５３記載の方法。

    【請求項５６】  アクセサリー分子が細胞傷害性Ｔ細胞を誘導する配列から

なる、請求項５３記載の方法。

    【請求項５７】  細胞傷害性Ｔ細胞を誘導する配列がＢ型肝炎表面抗原から

得られる、請求項５６記載の方法。

    【請求項５８】  アクセサリー分子が免疫原性アゴニスト配列からなる、請

求項５３記載の方法。

    【請求項５９】  組換え体発現宿主において最適化された発現を有する免疫

調節性ポリヌクレオチドを取得する方法であって、

  親ポリヌクレオチドのセットから非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチド

のライブラリーを作製することを含んでなり、

  その際、最適化は、任意の組合せ、順列および反復法で本明細書に記載の１以

上の定方向進化法を用いて達成することができ、

  これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「遺伝子部位飽和突然変異誘発

」によることを含めて、非確率論的方法による点突然変異の導入が含まれ、

  さらに、これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「合成連結ポリヌクレ

オチド再集合」によることを含めて、本明細書に記載の非確率論的ポリヌクレオ

チド再集合法による突然変異の導入が含まれる、

ことを特徴とする上記方法。

    【請求項６０】  組換え体発現宿主において最適化された発現を有する免疫

調節性ポリヌクレオチドを取得する方法であって、

  非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドのライブラリーをスクリーニング

することにより、該ライブラリーをもたらした親ポリヌクレオチドの発現と比較

したとき、組換え体発現宿主において最適化された発現を有する、最適化された

非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドを同定する、

ことを特徴とする上記方法。
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    【請求項６１】  組換え体発現宿主において最適化された発現を有する免疫

調節性ポリヌクレオチドを取得する方法であって、

  a)  親ポリヌクレオチドのセットから非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオ

チドのライブラリーを作製し、

  b)  非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドのライブラリーをスクリーニ

ングすることにより、該ライブラリーをもたらした親ポリヌクレオチドの発現と

比較したとき、組換え体発現宿主において最適化された発現を有する、最適化さ

れた非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドを同定する、

ことを含んでなり、

  その際、最適化は、任意の組合せ、順列および反復法で本明細書に記載の１以

上の定方向進化法を用いて達成することができ、

  これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「遺伝子部位飽和突然変異誘発

」によることを含めて、非確率論的方法による点突然変異の導入が含まれ、

  さらに、これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「合成連結ポリヌクレ

オチド再集合」によることを含めて、本明細書に記載の非確率論的ポリヌクレオ

チド再集合法による突然変異の導入が含まれる、

ことを特徴とする上記方法。

    【請求項６２】  組換え体発現宿主が原核生物である、請求項５９～６１の

いずれか１項記載の方法。

    【請求項６３】  組換え体発現宿主が真核生物である、請求項５９～６１の

いずれか１項記載の方法。

    【請求項６４】  組換え体発現宿主が植物である、請求項６３記載の方法。

    【請求項６５】  組換え体発現宿主が単子葉植物である、請求項６４記載の

方法。

    【請求項６６】  組換え体発現宿主が双子葉植物である、請求項６４記載の

方法。

    【請求項６７】  親ポリヌクレオチドのセットから非確率論的に生成した子

孫ポリヌクレオチドのライブラリーを作製することが、親ポリヌクレオチドのセ

ットを本明細書に記載の「遺伝子部位飽和突然変異誘発」に付すことを含む、請
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求項１～６、５３または５９～６１のいずれか１項記載の方法。

    【請求項６８】  親ポリヌクレオチドのセットから非確率論的に生成した子

孫ポリヌクレオチドのライブラリーを作製することが、親ポリヌクレオチドのセ

ットを本明細書に記載の「合成連結ポリヌクレオチド再集合」に付すことを含む

、請求項１～６、５３または５９～６１のいずれか１項記載の方法。

    【請求項６９】  親ポリヌクレオチドのセットから非確率論的に生成した子

孫ポリヌクレオチドのライブラリーを作製することが、親ポリヌクレオチドのセ

ットを、本明細書に記載の「遺伝子部位飽和突然変異誘発」と本明細書に記載の

「合成連結ポリヌクレオチド再集合」の両方に付すことを含む、請求項１～６、

５３または５９～６１のいずれか１項記載の方法。

    【請求項７０】  二本鎖環状親ポリヌクレオチド分子を突然変異誘発に付す

ことにより子孫ポリヌクレオチドのセットを取得する方法であって、

  a)  親ポリヌクレオチド分子に第１プライマーと第２プライマーをアニーリン

グし、

  ここで、第１プライマーは親ポリヌクレオチド分子の第１アニールメント領域

に相補的な第１プライマー配列を含み、

  第２プライマーは親ポリヌクレオチド分子の第２アニールメント領域に相補的

な第２プライマー配列を含み、

  第１アニールメント領域と第２アニールメント領域はオーバーラップしておら

ず、そのためスタガーされており、

  第１および第２のプライマーの少なくとも１つが親ポリヌクレオチド分子に対

して非確率論的突然変異原性カセットを含み、

  b)  ポリメラーゼ触媒増幅反応によって、第１プライマーを含む第１子孫ポリ

ヌクレオチド鎖と第２プライマーを含む第２子孫ポリヌクレオチド鎖を合成し、

その際、第１子孫ポリヌクレオチド鎖と第２子孫ポリヌクレオチド鎖が、突然変

異を起こした二本鎖環状ポリヌクレオチド産物を形成することができる、

ことを特徴とする上記方法。

    【請求項７１】  二本鎖環状親ポリヌクレオチド分子を突然変異誘発に付す

ことにより子孫ポリヌクレオチドのセットを取得する方法であって、
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  a)  親ポリヌクレオチド分子に第１プライマーと第２プライマーをアニーリン

グし、

  ここで、第１プライマーは親ポリヌクレオチド分子の第１アニールメント領域

に相補的な第１プライマー配列を含み、

  第２プライマーは親ポリヌクレオチド分子の第２アニールメント領域に相補的

な第２プライマー配列を含み、

  第１アニールメント領域と第２アニールメント領域はオーバーラップしておら

ず、そのためスタガーされており、

  第１および第２のプライマーの少なくとも１つが親ポリヌクレオチド分子に対

して非確率論的突然変異原性カセットを含み、

  少なくとも１つの該プライマーに含まれる非確率論的突然変異原性カセットが

縮重しているものであり、

  b)  ポリメラーゼ触媒増幅反応によって、第１プライマーを含む第１子孫ポリ

ヌクレオチド鎖と第２プライマーを含む第２子孫ポリヌクレオチド鎖を合成し、

ここで、第１子孫ポリヌクレオチド鎖と第２子孫ポリヌクレオチド鎖が、突然変

異を起こした二本鎖環状ポリヌクレオチド産物を形成することができる、

ことを含んでなり、

  前記方法を使用することにより、縮重した子孫ポリヌクレオチドのセットを生

成することができることを特徴とする上記方法。

    【請求項７２】  鋳型ポリペプチドから、非確率論的レンジの単一アミノ酸

置換が各アミノ酸位置に呈示される子孫ポリペプチドのセットを取得する方法で

あって、

  a)  コドン含有鋳型ポリヌクレオチドを、突然変異を起こそうとする各コドン

のための縮重オリゴヌクレオチドを用いてポリメラーゼ増幅反応に付して、子孫

ポリヌクレオチドのセットを作り、ここで、縮重オリゴヌクレオチドのそれぞれ

は第１相同配列と縮重トリヌクレオチドカセットを含み、

  b)  該子孫ポリヌクレオチドのセットをクローン増幅反応に付して、該子孫ポ

リヌクレオチドによりコードされるポリペプチドを発現させる、

ことを含んでなり、
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  これにより、前記方法は、親ポリペプチド鋳型に沿った各アミノ酸部位に、予

め決められた数の呈示されるべきアミノ酸（該アミノ酸部位のそれぞれに全部で

20種もの多くのアミノ酸）をもたらす手段を提供する、

ことを特徴とする上記方法。

    【請求項７３】  縮重オリゴヌクレオチドが第１相同配列と縮重トリヌクレ

オチドカセットと第２相同配列とを含む、請求項７２記載の方法。

    【請求項７４】  縮重トリヌクレオチドカセットが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、および

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される第１モノヌクレオチドカセットを含み、

  該縮重トリヌクレオチドカセットがさらに第２および第３モノヌクレオチドカ

セットを含み、それぞれが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、
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  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Aモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Cモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Gモノヌクレオチドカセット、および

  非縮重Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される、請求項７２記載の方法。

    【請求項７５】  縮重トリヌクレオチドカセットが、

  縮重N,N,Nトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Tトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Cトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/C/Gトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/G/Tトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,C/G/Tトリヌクレオチドカセット、

からなる群より選択され、

  これにより、前記方法は、特定されたトリヌクレオチドカセット配列の縮重が

20種全てのアミノ酸のコドンを含むので、親ポリペプチド鋳型に沿った各アミノ

酸部位に全部で20のアミノ酸変化を生じさせる方法を提供する、

請求項７２記載の方法。

    【請求項７６】  縮重オリゴヌクレオチドが第１相同配列と複数のトリヌク

レオチドカセットを含み、

  これにより、前記方法は、親ポリペプチド鋳型に対して複数の同時単一アミノ

酸変化を有する子孫ポリペプチドを生成させる手段を提供する、

請求項７２記載の方法。

    【請求項７７】  縮重トリヌクレオチドカセットのそれぞれが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、
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  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、および

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される第１モノヌクレオチドカセットを含み、

  該縮重トリヌクレオチドカセットのそれぞれがさらに第２および第３モノヌク

レオチドカセットを含み、それぞれが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Aモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Cモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Gモノヌクレオチドカセット、および

  非縮重Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される、請求項７６記載の方法。

    【請求項７８】  縮重トリヌクレオチドカセットが、

  縮重N,N,Nトリヌクレオチドカセット、
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  縮重N,N,G/Tトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Cトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/C/Gトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/G/Tトリヌクレオチドカセット、および

  縮重N,N,C/G/Tトリヌクレオチドカセット、

からなる群より選択され、

  これにより、前記方法は、特定されたトリヌクレオチドカセット配列の縮重が

20種全てのアミノ酸のコドンを含むので、親ポリペプチド鋳型に沿った各アミノ

酸部位に全部で20のアミノ酸変化を生じさせる方法を提供する、

請求項７６記載の方法。

    【請求項７９】  縮重オリゴヌクレオチドが第１相同配列と複数のトリヌク

レオチドカセットと第２相同配列を含む、請求項７２記載の方法。

    【請求項８０】  鋳型ポリペプチドから、非確率論レンジの単一アミノ酸置

換が各アミノ酸位置に呈示される子孫ポリペプチドのセットを作り、該子孫分子

のなかで望ましいアミノ酸置換またはその組合せを同定する方法であって、

  a)  コドン含有鋳型ポリヌクレオチドを、突然変異を起こそうとする各コドン

のための縮重オリゴヌクレオチドカセットを用いてポリメラーゼ増幅反応に付し

て、子孫ポリヌクレオチドのセットを作り、ここで、縮重オリゴヌクレオチドの

それぞれは第１相同配列と縮重トリヌクレオチドカセットを含み、

  b)  該子孫ポリヌクレオチドのセットをクローン増幅反応に付して、該子孫ポ

リヌクレオチドによりコードされるポリペプチドを発現させ、

  c)  発現された子孫ポリペプチドをスクリーニングに付して、それらと親ポリ

ペプチドとを、関心のある少なくとも１つの分子特性に関して比較する、

ことを含んでなり、

  これにより、前記方法は、親ポリペプチド鋳型に沿った各アミノ酸部位に、予

め決められた数の呈示されるべきアミノ酸（該アミノ酸部位のそれぞれに全部で

20種もの多くのアミノ酸）をもたらす手段を提供し、

  さらに、前記方法は、該子孫ポリペプチドのうち、その親ポリペプチドと比較

して、少なくとも１つの分子特性に関して望ましい変化を呈示するものを同定す
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る手段を提供する、

ことを特徴とする上記方法。

    【請求項８１】  縮重トリヌクレオチドカセットが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、および

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される第１ヌクレオチドを含み、

  該縮重トリヌクレオチドカセットがさらに第２および第３モノヌクレオチドカ

セットを含み、それぞれが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Aモノヌクレオチドカセット、
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  非縮重Cモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Gモノヌクレオチドカセット、および

  非縮重Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される、請求項８０記載の方法。

    【請求項８２】  縮重トリヌクレオチドカセットが、

  縮重N,N,Nトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Tトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Cトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/C/Gトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/G/Tトリヌクレオチドカセット、および

  縮重N,N,C/G/Tトリヌクレオチドカセット、

からなる群より選択され、

  これにより、前記方法は、特定されたトリヌクレオチドカセット配列の縮重が

20種全てのアミノ酸のコドンを含むので、親ポリペプチド鋳型に沿った各アミノ

酸部位に全部で20のアミノ酸変化を生じさせる方法を提供する、

請求項８０記載の方法。

    【請求項８３】  縮重オリゴヌクレオチドが第１相同配列と複数のトリヌク

レオチドカセットを含み、

  これにより、前記方法は、親ポリペプチド鋳型に対して複数の同時単一アミノ

酸変化を有する子孫ポリペプチドを生成させる手段を提供する、

請求項８０記載の方法。

    【請求項８４】  縮重トリヌクレオチドカセットのそれぞれが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、
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  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、および

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される第１モノヌクレオチドカセットを含み、

  該縮重トリヌクレオチドカセットのそれぞれがさらに第２および第３モノヌク

レオチドカセットを含み、第２および第３モノヌクレオチドカセットのそれぞれ

が、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Aモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Cモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Gモノヌクレオチドカセット、および

  非縮重Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される、請求項８３記載の方法。

    【請求項８５】  縮重トリヌクレオチドカセットが、

  縮重N,N,Nトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Tトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Cトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/C/Gトリヌクレオチドカセット、
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  縮重N,N,A/G/Tトリヌクレオチドカセット、および

  縮重N,N,C/G/Tトリヌクレオチドカセット、

からなる群より選択され、

  これにより、前記方法は、特定されたトリヌクレオチドカセット配列の縮重が

20種全てのアミノ酸のコドンを含むので、親ポリペプチド鋳型に沿った各アミノ

酸部位に全部で20のアミノ酸変化を生じさせる方法を提供する、

請求項８３記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

１．概論

1.1.発明の分野

  本発明は遺伝的ワクチンの分野に関する。特に、本発明は、特定のワクチン接

種の目的のために最適化された成分を含有する多成分型遺伝的ワクチンを提供す

る。特定の態様において、本発明は、目的の特定の組織または細胞型への遺伝的

ワクチンのターゲッティングを容易にする物質を提供することによって遺伝的ワ

クチンの効率を改良する方法を提供する。

  本発明はまた、遺伝的ワクチンによって誘導されるような免疫応答の調節の分

野に関し、さらに広範囲の抗原に対する効果的な免疫応答を誘導し得る免疫原の

開発方法の分野に関する。

  従って、本発明はまた、新規のタンパク質とその断片、およびこれらのタンパ

ク質をコードする核酸、ならびにこれらのタンパク質を製造し、診断、予防およ

び治療用に使用する方法をも提供する。特定の実施形態において、本発明は、マ

ラリアが寄生した赤血球由来の熱帯熱マラリア原虫赤血球膜タンパク質１（「Pf

EMP1」）遺伝子ファミリー由来のタンパク質およびその断片に関する。特に、こ

れらのタンパク質は、同様に「PfEMP1」と呼ばれる、熱帯熱マラリア原虫が寄生

した赤血球の赤血球膜タンパク質に由来する。本発明はまた、タンパク質および

核酸がマラリア感染の病理に関連し、マラリア感染の予防のためのワクチンまた

は他の予防的処置として、および／またはマラリアおよび関連疾患に罹患した患

者の症状の診断および治療に使用され得る、これらのタンパク質をコードする核

酸を提供する。

  本発明はまた、タンパク質工学の分野に関する。特に、本発明は、ポリペプチ

ドをコードするポリヌクレオチドを調製するための定方向進化法に関する。より

詳細には、本発明は、突然変異誘発を使用して、それ自体が改良された生物学的

分子であるか、および／または別の改良された生物学的分子の生成に寄与する、

新規のポリペプチドをコードする新規のポリヌクレオチドを生成する方法に関す

る。さらに詳細には、本発明は、非確率論的なポリヌクレオチドのキメラ化およ
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び非確率論的な部位特異的点突然変異誘発の双方を実施する方法に関する。

  従って、一態様において、本発明は、合成的かつ非確率論的な手段によってキ

メラポリヌクレオチドの子孫のセットを作製する方法であって、該子孫のポリヌ

クレオチドの設計が親ポリヌクレオチドのセットおよび／または親ポリヌクレオ

チドによって対応してコードされるポリペプチドの解析によって誘導される方法

に関する。別の態様において、本発明は、消耗的、組織的、かつ非確率論的な手

段を使用して部位特異的突然変異誘発を実施する方法に関する。

  さらに本発明は、作製された子孫分子のセットから、末端選択と呼ばれるプロ

セス等によって、特に望ましいものから構成されるサブセットを選択する段階に

関する。次いでこのサブセットはさらにスクリーニングすることができる。本発

明はまた、ポリペプチドおよび／または有用な特性を有する別の発現される生物

学的分子を産生するために、ポリヌクレオチドのセットをスクリーニングする段

階に関する。

  その製造が本発明によって開示される新規の生物学的分子としては、遺伝子、

遺伝子経路、およびそれによって発現に影響を受けるあらゆる分子が含まれ、直

接コードされるポリペプチドおよび／またはこうしたポリペプチドによって影響

を受けるあらゆる分子も含まれる。上記新規生物学的分子としては、炭水化物、

脂質、核酸、および／またはタンパク質成分を含むものが挙げられ、これらの特

殊な例としては、抗生物質、抗体、酵素、ならびにステロイドおよび非ステロイ

ドホルモンが挙げられるが、これらに制限されるものではない。

  特定の非制限的態様において、本発明は、酵素、特に熱安定性酵素に関し、ま

た定方向進化によるその生成に関する。より詳細には、本発明は、高温で安定で

あり、また、より低温では改善された活性を有する熱安定性酵素に関する。

      【０００２】

1.2.背景

病原体があまり性状解析されていないか、または実験室の環境において単離もし

くは培養することができない状況における防御免疫の提供

  遺伝的免疫とは、防御的体液性および細胞性免疫を誘導する新規のメカニズム

を意味する。遺伝的ワクチン接種のベクターは、一般にプロモーター／エンハン
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サー配列、目的の遺伝子およびポリアデニル化／転写ターミネーター配列を含む

DNAから構成される。筋肉内または皮内注射の後、目的の遺伝子が発現し、その

後得られるタンパク質が免疫系の細胞によって認識される。遺伝的免疫によって

、病原体があまり性状解析されていないか、実験室環境において単離もしくは培

養することができない状況においても防御免疫を誘導する手段を提供できる。

遺伝的ワクチンベクターの効率のわずかな改良によって免疫応答のレベルが劇的

に上昇し得る

  遺伝的ワクチン接種の効率は、遺伝的ワクチンベクターの細胞内への非効率な

取り込みによってしばしば制限される。一般に、注射部位にある筋肉または皮膚

細胞の１％未満が目的の遺伝子を発現する。遺伝的ワクチンベクターの細胞内へ

の侵入効率をわずかに改良することで、遺伝的ワクチン接種によって誘導される

免疫応答のレベルが劇的に上昇し得る。ベクターは典型的には多くの障壁を通過

しなければならず、そのためにこれまで発現されるDNAの割合は非常に少ないも

のであった。

免疫原性に対する種々の制限

  免疫原性に対する制限としては、血液および組織中に存在するヌクレアーゼに

よるベクターの損失、細胞中へのDNAの不十分な侵入、細胞の核内へのDNAの不十

分な侵入および他の区画へのDNAの嗜好性(preference)、核内におけるDNAの安定

性の欠如（核内安定性を制限する因子は、他の細胞区画および細胞外区画に影響

するものとは異なる可能性がある）、および、染色体中に組み込まれるベクター

の場合には、組み込み効率および組み込み部位が挙げられる。さらに、遺伝的ワ

クチンの多くの応用のためには、該遺伝的ワクチンが特定の標的組織または細胞

に侵入することが好ましい。

  このように、目的とする特定の細胞および組織型をターゲットとすることがで

き、該標的細胞に侵入する能力が増した遺伝的ワクチンに対する需要がある。本

発明はこれらの、また他の需要を満たすものである。

遺伝的ワクチンによって誘導される免疫応答のための経路

  遺伝的ワクチンによる望ましいin vivo応答の誘導は、一般に複雑な配列にお

ける複数の細胞プロセスを必要とする。いくつかの潜在的経路が存在し、遺伝的
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ワクチンはそれに沿って哺乳動物の免疫系にその効果を発揮し得る。一つの経路

においては、遺伝的ワクチンベクターはワクチンを受ける組織における優勢な細

胞型である細胞に侵入する（例えば筋肉または内皮細胞）。これらの細胞はベク

ターによってコードされる抗原を発現し、放出する。ワクチンベクターは遺伝子

操作によって、生きたトランスフェクト細胞からインタクトなタンパク質として

（すなわち分泌プロセスを介して）放出された抗原、またはこれらの細胞の表面

上の膜結合形態に指令された抗原を有し得る。抗原はまた、これらの細胞が死ん

だ場合にはこうした細胞の細胞内コンパートメントから放出され得る。

ワクチンベクター由来の抗原のインターナリゼーションおよび組織内の優勢細胞

型における抗原の発現はAPC内で終わり、次いでAPCは、抗原を内的にプロセスし

て、CD4+Ｔヘルパー細胞の活性化および強力な特異的免疫応答の発達における必

須段階、MHC クラスIおよび／またはクラスIIをプライムする。

  これらの状況のいずれかから誘導される細胞外抗原は、細胞表面への（IgMを

介した、もしくは他の非免疫グロブリンレセプターを介した特異的な）結合およ

びそれに続く外膜のエンドサイトーシスによって、または抗原提示細胞 (APC) 

が細胞外液およびその内容物をエンドサイトーシスコンパートメント中にインタ

ーナライズする液相微飲作用によってAPCと相互作用する。APCとの相互作用は細

胞外環境における部分的タンパク分解的切断の前または後に生じ得る。いずれの

場合にも、ワクチンベクターから誘導される抗原のインターナリゼーションおよ

び組織内の優勢細胞型における抗原発現はAPC内で終わる。次いでAPCは、抗原を

内部でプロセスしてMHC クラスIおよび／またはクラスIIをプライムするが、こ

れらはCD4+Ｔヘルパー細胞（ＴＨ１および／またはＴＨ２）の活性化および強力

な特異的免疫応答の発達における必須の段階である。

遺伝的ワクチンプラスミドがAPCに侵入し、抗原が細胞質においてタンパク分解

的に切断される。

  並行した経路において、遺伝的ワクチンプラスミドがAPC（または組織におい

て優勢な細胞型）に侵入し、さらに細胞外輸出を指令されるプラスミド発現由来

の抗原の代わりに、抗原は細胞質内で（プロテアソーム依存的または非依存的プ

ロセスにおいて）タンパク分解的に切断される。こうした細胞における細胞内プ
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ロセシングは、TAP-1およびTAP-2タンパク質によって認識され粗面小胞体（RER

）のルーメンに輸送されるペプチド内でプロテアソーム分解を介して行なわれる

ことが多い。

ペプチド断片はRER複合体に輸送され、細胞表面上で発現する。適当なさらなる

シグナルの存在下で機能的CTLまで分化し得る。

  ペプチド断片は、MHCクラスIと共にRER複合体に輸送される。こうした抗原断

片は次いでクラスIと関連して細胞表面上に発現する。次に特異的Ｔ細胞レセプ

ターを保持するCD8+細胞障害性Ｔリンパ球（CTL）が複合体を認識し、適当なさ

らなるシグナルの存在下で、機能的CTLに分化し得る。

細胞質で生成したペプチドをエンドソームコンパートメントまで輸送する（traf

ficking）あまり性状解析されていない経路によって、遺伝的ワクチンベクター

がCD4+Ｔ細胞刺激を導き得る。

  さらに、一般的には優勢ではない、あまり性状解析されていない経路がAPC内

に存在し、細胞質で生成したペプチドのエンドソームコンパートメントへの輸送

に携わり、そこでペプチドはMHC クラスIIと複合体を形成し、それによって抗原

ペプチドをCD4+ＴＨ１およびＴＨ２細胞に提示するように働く。Ｂリンパ球によ

る活性化、増殖、分化および免疫グロブリンイソ型のスイッチングにはCD4+Ｔ細

胞の助けが必要であるため、MHCクラスII分子との関連における抗原提示は抗原

特異的抗体の誘導には不可欠である。この経路のために、遺伝的ワクチンベクタ

ーは、上記の優勢なCD8+CTL活性化プロセスに加え、CD4+Ｔ細胞刺激を導き得る

。しかしながら、MHCクラスII発現レベルが非常に低いかゼロである筋肉細胞に

おいては、この代替経路はほとんど重要ではない。

この場合サイトカインはDNAの細胞との相互作用、または抗原に対する特異的細

胞応答に本質的なプロセスからのみでなく、ワクチンプラスミドによって指令さ

れる合成を介しても誘導される。

  遺伝的ワクチン接種はまた、DNAに結合するか、またはDNAを取り込む細胞から

のサイトカインの放出を引き出し得る。いわゆるDNAの免疫刺激またはアジュバ

ント特性は、DNAをインターナライズする細胞との相互作用から誘導される。サ

イトカインは、遺伝子転写の不存在下においてDNAに結合するか、および／また
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はDNAをインターナライズする細胞から放出され得る。抗原のAPCとの相互作用お

よびそれに続く抗原提示および特異的認識も、これらの細胞および他の免疫細胞

に対し陽性のフィードバック効果を有するサイトカインの放出を単独的に刺激す

る。これらの効果のうち第一のものは、CD4+ＴＨ細胞がＴＨ１またはＴＨ２表現

型へ優先的に分化／増殖する方向性である。さらに、DNAワクチン接種の部位に

おいて放出されたサイトカインは、その放出のメカニズムに関わらず、他の免疫

細胞の隣接局所領域、および排出（draining）リンパ節等のより離れた部位から

のリクルートメントに寄与する。強力な免疫応答を引き出す上でのサイトカイン

の重要性を認識して、研究者の中には1種または複数種のサイトカインの遺伝子

を免疫感作のための標的抗原と共にDNAワクチンプラスミド中に含めたものもい

た。そうした場合、サイトカインは、DNAの細胞との相互作用に本質的に備わっ

たプロセス、あるいは抗原に対する特異的細胞応答からだけでなく、ワクチンプ

ラスミドによって指令された合成を介しても誘導される。

血流および別の部位から免疫感作部位へ、また免疫感作部位から他の部位への免

疫細胞の移動

  免疫細胞は離れた部位または血流から免疫感作部位までリクルートされる。次

に特異的および非特異的免疫応答が大きく増幅される。MHC分子と複合体化した

抗原断片を保持する、またはプラスミドの取り込みから抗原を発現さえする、AP

C等の免疫細胞はまた、免疫感作部位から他の部位（血液、従って全ての組織、

リンパ節、脾臓）へ移動し、そこでさらなる免疫的リクルートメントならびに免

疫応答の質的および量的発展が起こる。

現在の遺伝的ワクチンベクターは、望ましい抗原の発現のために、抗原の正確な

細胞内運命や抗原発現の免疫学的結果を制御する設計エレメントが、あるとして

もわずかしかない単純な方法を使用している。

  これらの経路は競合することが多いが、これまで利用可能であった遺伝的ワク

チンは、それぞれの経路に影響を及ぼす成分全てを単一のポリヌクレオチド分子

中に組み込んでいた。別々の細胞型が遺伝的ワクチンベクターに対する強力な免

疫応答のために必要な複雑な相互作用に関わっているため、単一のベクター分子

内に組み込まれた遺伝的ワクチンの投与から、互いに相容れない結果が生じ得る
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。現在の遺伝的ワクチンベクターは、望ましい抗原の発現のために、抗原の正確

な細胞内運命または抗原発現の免疫学的結果を制御する設計エレメントが、ある

としてもわずかしかない単純な方法を使用している。従って、遺伝的ワクチンは

ワクチン研究および開発のための見込みが大いにあることが示されているが、こ

れらの技術には大幅な改善の必要性およびいくつかの重大な制限があることは明

らかである。

既存の遺伝的ワクチンベクターはヒト組織に対して最適化されておらず、目的の

抗原の発現が低く短期であり、特にin vivoにおける安定性、誘導能、または発

現レベルが不十分であった。

  適当な実験室モデルがないことが大きな理由で、既存の遺伝的ワクチンベクタ

ーの中でヒトの組織に最適化されたものはなかった。既存の遺伝的ワクチンベク

ターでは、典型的に目的とする抗原の発現が低くかつ短期間であり、大量のDNA

であっても、必ずしも防御免疫応答を誘導するのに充分高い発現レベルには至ら

ない。ベクターの細胞内への侵入および核内への転移のメカニズムはあまり明ら

かになっていないため、これらの鍵となる特性を改善しようとする試みは事実上

なされていない。同様に、遺伝子の発現を含む、ベクター機能の維持を調節する

メカニズムについてもほとんど知られていない。さらに、特定の配列がDNAの免

疫刺激特性を変えることを示すデータが増大しているとはいえ、この情報を用い

て改善された免疫調節特性を有するベクター骨格を作成する場合には、合理的な

遺伝子操作を行なうのは非常に労力を要し、また時間のかかるアプローチである

。

  さらに、現在利用できる遺伝的ワクチンベクターでは、追加のワクチンを投与

することなくブースター免疫を送達し得るワクチンに対する需要を満たすのに充

分なin vivoにおける安定性、誘導性、または発現レベルが得られない。既存の

遺伝的ワクチンでは、ブースター免疫は、典型的には一次注射から３－４週間後

に必要である。

  こうしたことから、改善された遺伝的ワクチンベクターと製剤、およびこうし

たベクターの開発の方法に対する需要が存在する。本発明はこれらのおよびその

他の需要を満たすものである。
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  病原体と宿主間の相互作用は、何百万年もの進化の結果であり、その間に哺乳

動物の免疫系は病原体の侵入に対して反撃する複雑な手段を進化させてきた。し

かしながら、細菌およびウイルスの病原体は、同時期にその毒性および宿主内で

の生存を高めるためにいくつかのメカニズムを獲得したため、現代の分子生物学

および細胞生物学の技術力にも関わらず、ワクチン研究および開発に大きな課題

を提供している。病原体抗原の進化と同様に、数種の癌抗原も、宿主の免疫系か

ら逃れるためのメカニズムとして、自らの免疫原性をダウンレギュレートする手

段をとってきているようである。

  効率的なワクチン開発は、病原体が免疫防御を逃れる手段として進化の力によ

って一部生じてきた、異なる病原体株の抗原的不均一性によっても妨げられてい

る。病原体はまた、宿主細胞における発現、プロセス、および／または輸送が困

難な抗原を選択することによってその免疫原性を低下させ、それによって免疫応

答を開始および調節する分子に対する免疫原ペプチドのアベイラビリティーを低

下させる。こうした問題に関連するメカニズムは複雑で、多変量的であり、ほと

んど特徴付けられていない。従って、細菌およびウイルスの病原体に対する防御

免疫応答を誘導し得るワクチンに対する需要が存在する。本発明はこれらのおよ

びその他の需要を満たすものである。

  抗原のプロセシングおよび提示は、遺伝的ワクチンで実施するか、より古典的

な方法で実施するかに関わらず、ワクチン接種の有効性を決定する一つの因子に

過ぎない。ワクチンの有効性決定に関わる他の分子としては、免疫系の細胞の成

熟、活性化、増殖および分化を調節する小分子量タンパク質であるサイトカイン

（インターロイキン、インターフェロン、ケモカイン、造血性（hematopoietic

）成長因子、腫瘍壊死因子およびトランスフォーミング成長因子）が挙げられる

。

  サイトカインの特徴は、多面作用および重複性である。すなわち、一つのサイ

トカインが数種の機能を有することがしばしばあり、また特定の機能が２種以上

のサイトカインによって仲介されることがしばしばある。さらに、いくつかのサ

イトカインは他のサイトカインと相加的または相乗的効果を有し、またいくつか

のサイトカインはまたレセプター成分を共有する。
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  サイトカインのネットワークは複雑であるため、所定のサイトカインの生理的

重要性に関する研究は困難であったが、サイトカイン遺伝子欠損マウスを用いた

近年の研究によって、in vivoにおけるサイトカインの機能に対する理解は顕著

に高まってきた。可溶性タンパク質に加え、いくつかの膜結合性の共刺激性分子

が免疫応答の調節において基本的な役割を果たしている。これらの分子としては

CD40、CD40リガンド、CD27、CD80、CD86およびCD150（SLAM）が挙げられ、これ

らは通常はリンパ系細胞上で、抗原認識を介した、または細胞－細胞相互作用を

通した活性化後に発現する。

  免疫系の鍵となるレギュレーターであるＴヘルパー（ＴＨ）細胞は多数の異な

るサイトカインを産生することができ、そのサイトカイン合成パターンに基づい

て、ＴＨ細胞は２種のサブセットに分類される（PaulおよびSeder(1994) Cell 7

6:241-251）。ＴＨ１細胞は高レベルのIL-2およびIFN-を産生し、IL-4、IL-5お

よびIL-13は全く、または最小限のレベルでしか産生しない。対照的に、ＴＨ２

細胞は高レベルのIL-4、IL-5およびIL-13を産生し、IL-2およびIFN-の産生は最

小限であるか、または産生されない。ＴＨ１細胞がマクロファージ、樹状細胞を

活性化し、ＣＤ８+細胞障害性Ｔリンパ球およびＮＫ細胞（Id.）の細胞溶解活性

を増大させるのに対し、ＴＨ２細胞はＢ細胞に効率的な手助けを提供し、また、

ＩｇＥイソ型のスイッチングおよびＢ細胞のＩｇＥ分泌細胞への分化を誘導する

能力によって、アレルギー応答を仲介する（De VriesおよびPunnonen (1996), C

ytokine regulation of humoral immunity: basic and clinical aspects., Eds

. Snapper, C.M., John Wiley & Sons, Ltd., West Sussex, UK, p.195-215）。

Ｔヘルパー細胞の分化を調節する正確なメカニズムは十分には理解されていない

が、サイトカインが主要な役割を果たしていると考えられる。IL-4がＴＨ２分化

を指令することが示された一方、IL-12はＴＨ１細胞の発達を誘導する（Paulお

よびSeder、上記）。さらに、CD80、CD86およびCD150等の膜結合共刺激性分子が

ＴＨ１および／またはＴＨ２の発達を指令し得ること、およびＴＨ細胞分化を調

節する同じ分子が、Ｂ細胞のＩｇ分泌プラズマ細胞への活性化、増殖および分化

にも影響することが示唆されている（Cocksら, (1995) Nature 376:260-263; Le

nschowら, (1996) Immunity 5:285-293; Punnonenら, (1993) Proc. Nat'l. Aca
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d. Sci. USA 90:3730-3734; Punnonenら, (1997) J. Exp. Med. 185:993-1004）

。

  ヒトおよびマウスの双方における研究から、Ｔヘルパー（ＴＨ）細胞のサイト

カイン合成プロファイルが、いくつかのウイルス、細菌および寄生虫感染の結果

を決定する上で重大な役割を果たしていることが示された。ＴＨ１細胞の頻度が

高いと一般に致死的な感染から保護されるのに対し、優性ＴＨ２表現型ではしば

しば伝染性の（disseminated）慢性的感染が生じる。例えば、ＴＨ１表現型はら

いの類結核（耐性）形態で観察され、ＴＨ２表現型はらい腫の、多種類のかん菌

が存在する（感受性）病変で観察される（Yamamuraら、(1991) Science 254:277

-279）。同様に、後期段階のHIV患者はＴＨ２様サイトカイン合成プロファイル

を有し、ＴＨ１表現型はAIDSから保護することが提示された（Maggiら、(1994) 

J. Exp. Med. 180:489-495）。さらに、髄膜炎菌性敗血症後の生存は、末梢血白

血球のTNF-およびIL-10産生能に基づいて遺伝的に決定される。IL-10産生が高い

家族の個人では致死的な髄膜炎性疾患の危険性が高いのに対し、TNF-産生が高い

家族のメンバーはその感染に打ち勝つ可能性が高いようである（Westendorpら、

(1997) Lancet 349:170-173）。

  サイトカイン処理は、ＴＨ１／ＴＨ２細胞分化およびマクロファージ活性化に

劇的に影響し、それによって感染性疾患の結果に影響を及ぼすことができる。例

えば、森林型熱帯リーシュマニアに感染したBALB/cマウスは一般にＴＨ２表現型

を有する散在性致死疾患を生じるが、抗IL-4mAbsまたはIL-12で処理した場合、

マウスにおけるＴＨ１細胞の頻度が増し、病原体の侵襲を妨げることができる（

Chatelainら、(1992) J. Immunol. 148:1182-1187）。同様に、IFN-は致死性の

単純疱疹ウイルス（HSV）感染からマウスを防御し、MCP-1は緑膿菌またはネズミ

チフス菌による致死的感染を防ぐ。さらに、組み換えIL-2等のサイトカイン処理

により、ヒトにおける一般的な種々の免疫不全において有益な効果が示された（

Cunningham-Rundlesら、(1994) N. Engl. J. Med. 331:918-921）。

  サイトカインおよび他の分子を投与して、特定の疾患の治療に最も適した方法

で免疫応答をモジュレートすることにより、疾患の治療のための重要なツールが

提供することができる。しかしながら、現在利用できる免疫調節剤による治療に
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は、特異的な活性が不十分であること、投与される免疫調節剤に対する免疫応答

の誘導、および他の潜在的な問題等のいくつかの欠点がある場合がある。従って

、現在利用されているものと比較して改善された特性を示す免疫調節剤に対する

需要が存在する。本発明はこのおよびその他の需要を満たすものである。

  マラリア原虫P. falsiparumに感染した赤血球は、環状期（ring stage）から

栄養型へと成熟するにつれて末梢循環から消失する（BignamiおよびBastianeli

、Reforma Medica (1889) 6:1334-1335）。壊死巣分離として知られるこの現象

は、多様な器官における、寄生された赤血球（「PE」）の微小血管内皮細胞への

接着（adherence）から生じる（Miller, Am. J. Trop. Med. Hyg. (1969) 18:86

0-865）。壊死巣分離は、瘤の隆起の発現（Leechら、J. Cell. Biol. (1984) 98

:1256-1264）、PfEMP1と呼ばれる非常に大きな抗原的変異体表面タンパク質の発

現（Aleyら、J. Exp. Med. (1984) 160:1585-1590; Leechら、J. Exp. Med. (19

84) 159:1567-1575; Howardら、Molec. Biochem. Parasitol. (1988) 27:207-22

3）、および内皮細胞への接着を仲介する新規レセプター特性の発現（Miller, 

上記; Udeinyaら、Science (1981) 213:555-557）に一時的に関係する。CD36、

トロンボスポンディン（TSP）およびICAM-1等の内皮細胞表面タンパク質は成熟P

Eの主要宿主レセプターとして同定された。例えば、Barnwellら、J. Immunol. (

1985) 135:3494-3497; Robertsら、Nature (1985) 318:64-66; およびBerendtら

、Nature (1989) 341:57-59を参照すること。

  PE壊死巣分離によって、P. falciparum原虫に独特な利点が付与される（Howar

dおよびGilladoga, Blood (1989) 74:2603-2618）が、またP.falciparumの急性

病理にも直接寄与する（Millerら、 Science (1994) 264:1878-1883）。４種の

ヒトのマラリアのうち、P.falciparum感染のみが、重篤な薬剤耐性マラリアでの

増加が見られる神経学的欠陥および大脳の病理と関連している（HowardおよびGi

lladoga、上記）。

  ヒト大脳マラリアの発生は、特定の寄生虫表現型（Berendtら、Parasitol. To

day (1994) 10:412-414）、不適当な免疫応答、および大脳微小血管構造（micro

vasculature）における内皮細胞表面タンパク質表現型（PasloskeおよびHoward,

 Ann. Rev. Med. (1994) :283-295）を含む因子の組み合わせに起因するようで
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あるが、大脳血管へのPEの接着およびそれに続く局所的微小血管閉塞が主要な要

因である。例えば、Berendtら、上記; Patnaikら、Am. J. Trop. Med. Hyg. (19

94) 51:642-647を参照すること。

  P.falciparum PEがPfEMP1の変異型を発現する能力は、この寄生虫の特殊な毒

性に寄与する。変異型寄生虫は、より初期の感染によって引き出される変異型特

異的抗体から逃れることができる。P.falciparum変異型抗原は、個々の寄生虫株

に感染したAotusサルで調製した抗血清を用いてin vitroで決定された（Howard

ら、Molec. Biochem. Parasitol. (1988) 27:207-223）。特定の寄生虫に対する

抗体は、同じ株由来のPEを用いたPE凝集、間接免疫蛍光または免疫電子顕微鏡法

によってのみ反応する（van Schravendijkら、Blood (1991) 78:226-236）。

  種々の地理的地域におけるマラリア患者からのPEおよび同じ患者または異なる

患者からの血清を用いた研究から、天然の単離体におけるPEは変異型表面抗原を

発現しており、個々の患者は単離体特異的抗体の産生によって感染に応答してい

ることが確認された（MarshおよびHoward, Science (1986) 231:150-153; Aguia

rら、Am. J. Trop. Med. Hyg. (1992) 47:621-632; Iqbalら、Trans. R. Soc. T

rop. Med. Hyg. (1993) 87:583-588）。PE上における変異型抗原の発現は、P.kn

owlesi（BrownおよびBrown, Nature (1965) 208:1286-1288; Barnwellら、Infec

t. Immun. (1983) 40:985-994）、P.chabaudi（Gilksら、Parasite Immunol. (1

990) 12:45-64; Brannanら、Proc. R. Soc. Lond. Biol. Sci. (1994) 256:71-7

5）、P.fragile（Handunnettiら、J. Exp. Mod. (1987) 165:1269-1283）および

P.vivax（Mendisら、Am. J. Txop. Med. Hyg. (1988) 38:42-46）を含め、数種

のサル、マウスおよびヒトのマラリア種でも報告された。サルのP.knowlesi（87

:583-588）。PE上における変異型抗原の発現は、P.knowlesi（BrownおよびBrown

、上記； Barnwellら、上記）またはP.falciparum（Hommelら、J. Exp. Med. (1

983) 157:1137-1148）およびマウスのP.chabaudi（Gilksら、上記）を使用した

研究により、PE表面における抗原のバリエーションが、持続的または慢性の感染

、および先に感染した動物で繰り返し血液感染を再確立する能力と関連すること

が確認された。クローン化した寄生虫を用いた研究により、抗原変異型が異常な

頻度で生じ得ることが報告された。例えばP.falciparumで世代当たり２％（Robe
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rtsら、Nature (1992) 357:689-692）、P.chabaudiで世代当たり1.6％（Brannan

ら、上記）である。

      【０００３】

  PfEMP1は、非感染赤血球では見られず、また放射性標識アミノ酸の生合成的取

り込みによっても標識される、１２５I標識されたPE上の多様なサイズのタンパ

ク質（200-350kD）として同定された（Leechら、J. Exp. Med. (1984) 159:1567

-1575; Howardら、Molec. Biochem. Parasitol. (1988) 27:207-223）。PfEMP1

はTritonX-100等の中性界面活性剤によってはPEから抽出されないが、SDSによっ

て抽出され、赤血球の細胞骨格につながっていることが示唆される（Aleyら、J.

 Med. Exp. (1984) 160:1585-1590）。過剰量のTritonX-100を添加後、PfEMP1は

適当な血清抗体と免疫反応する（Howardら、(1988)、上記）。インタクトなPEを

穏やかな条件でトリプシン処理すると、細胞表面からPfEMP1が速やかに切断され

る（Leechら、J. Exp. Mod. (1984) 159:1567-1575）。PfEMP1は、同じ株に感染

したAotusサルの血清由来の抗体によって、P.falciparumの特定の株から免疫沈

降するが、異種の株に感染した動物由来の抗体によっては免疫沈降しないために

、抗原として多様なエピトープを保持している。（Howardら、(1988)、上記）。

脾臓を摘出したAotusサルに寄生虫を感染（passage）させて誘導したKnobless P

E（Aleyら、上記）は表面PfEMP1を発現せず、免疫した個体または感染したサル

由来の血清と凝集反応を起こさない（Howardら、(1988)、上記; HowardおよびGi

lladoga, Blood (1989) 74:2603-2618）。一般に、間接免疫蛍光法および抗体介

在型PE凝集によってPE表面と反応する血清は、いかなる特定株からの１２５I標

識PfEMP1をも免疫沈降させる唯一の血清である（Howardら、(1988),上記; van S

chravendijkら、Blood (1991) 78:226-236; Biggsら、J. Immunol. (1992) 149:

2047-2054）。

  寄生虫感染した赤血球の内皮細胞への接着は、CD36、トロンボスポンディンお

よび細胞内接着分子１（ICAM-1）を主要な宿主細胞レセプターとして含む、複数

のレセプター／カウンターレセプター相互作用によって仲介されている（Howard

およびGilladoga, Blood (1989) 74:2603-2618; PasloskeおよびHoward, Ann. R

ev. Med. (1994) 45:283-295）。
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  血管細胞接着分子１（VCAM-1）および内皮白血球接着分子1（ELAM-1）も、P.f

alciparum PE（Ockenhouseら、J. Exp. Med. (1992) 176:1183-1189、およびHow

ardおよびPaslaske、上記）のごく一部の接着を仲介し得るさらなる内皮細胞レ

セプターであると考えられてきた。PE表面上の接着レセプターはまだ完全には同

定されておらず、AG332（Udomsangpetchら、Nature (1989) 338:763-765）、修

飾されたバンド３（Crandallら、Proc. Nat'l Acad. Sci. USA (1993) 90:4703-

4707）、セクエストリン（Sequestrin）（Ockenhouse, Proc. Nat'l Acad. Sci.

 USA (1991) 88:3175-3179）、およびPfEMP1（HowardおよびGilladoga、上記、

ならびにPasloskeおよびHoward、上記）を含む数種の分子がその候補として提示

されている。いくつかの間接的な証拠から、PfEMP1の発現と、PE表面上の新規の

宿主タンパク質レセプター特性の獲得とが関連付けられた（HowardおよびGillad

oga、上記; PasloskeおよびHoward、Ann. Rev. Med. (1994) 45:283-295）。PE

接着は、成熟段階のPE表面上のPfEMP1の発現と相関している（Leechら、J. Exp.

 Med. (1984) 159:1567-1575）。in vitroで選択されたPEの接着表現型における

変化は、通常PfEMP1の新規の形態の出現と関連している（Biggsら、J. Immunol.

 (1992) 149:2047-2054; Robertsら、Nature (1992) 357:689-692）。インタク

トな成熟PEを穏やかな条件でトリプシン処理すると、PfEMP1の細胞外部分が切断

され、同時にPE細胞接着が低減または消失する（Leechら、上記）。先に報告さ

れた細胞接着の抗体介在型妨害または逆転（reversal）は株特異的であり、血清

と反応して対応するPEを凝集させ、表面標識１２５I-PfEMP1を免疫沈降させる能

力と相関している（Howardら、Molec. Biochem. Parasitol. (1988) 27:207-224

）。Pfalhesin（修飾されたバンド３）は非生理的条件下でCD36に結合すること

が示された（Crandallら、Exp. Parasitol. (1994) 78:203-209）。PfEMP1と相

同であると考えられ、knobless PEからTX100で抽出されるセクエストリン (Sequ

estrin) は、固定化したCD36に結合することが示された（Ockenhouse, Proc. Na

t'l Acad. Sci. USA (1991) 88:3175-3179）。

  マラリア抗原変異の複雑な性状および／またはメカニズム、およびその特定の

毒性から、マラリア感染の治療、診断および予防において有用であり得る方法お

よび組成物に対する需要が生じている。本発明はこれらのおよびその他の需要を
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満たすものである。

      【０００４】

定方向進化における問題および考察の概要

  望ましい特性の方へ生物学的分子を実験的に修飾する定方向進化と呼ばれるア

プローチは、１またはそれ以上の親分子の鋳型を突然変異させ、子孫分子の中で

望ましい分子を同定することによって達成することができる。定方向進化におい

て現在利用できる技術としては、確率論的（すなわちランダム）突然変異誘発を

行う方法および非確率論的（非ランダム）突然変異誘発を行う方法が挙げられる

。しかしながら、双方の方法の重大な欠点を本明細書に開示する。

  前置きとして、客観的な観点から考察すれば、全ての突然変異誘発は非確率論

的であること、さらに、客観的な観点から考察すれば、宇宙全体が非確率論的な

プロセスで進行していることは、哲学的にいくらか議論され得ることであること

に注目すべきである。これが真実であるか否かは本発明の考察の範囲外である。

従って、本明細書で使用する場合、用語「ランダム性」、「不確実性」、および

「予測不可能性」は主観的な意味を有し、実験プロセスの設計者の知識、特に予

測的知識が、そのプロセスが確率論的であるか非確率論的であるかの決定要因で

ある。

  例として、子孫分子の鋳型を突然変異（修飾または変化）させて、予め決定さ

れていない突然変異を有する子孫分子のセットを得る状況によって、確率論的ま

たはランダム突然変異誘発を例証する。従って、in vitroの確率論的突然変異誘

発反応においては、例えばその産生が意図されたものである、特定の予め決めら

れた生成物はない。むしろ達成された突然変異の正確な性状に関し、また産生さ

れる生成物に関して不確実性、すなわちランダム性が存在する。対照的に、子孫

分子の鋳型を突然変異（修飾または変化）させて、１またはそれ以上の予め決め

られた突然変異を有するある子孫分子を得る状況によって、非確率論的または非

ランダム突然変異誘発を例証する。ある程度の量のバックグラウンド生成物が分

子のプロセシングが生じる多くの反応で実際に存在すること、およびこれらのバ

ックグラウンド生成物の存在は、予め決められた生成物を有する突然変異誘発プ

ロセスの非確率論的性状を減じるものでないことを認識する必要がある。
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  従って、本明細書中では、確率論的突然変異誘発は、誤りが発生しやすいPCR

や確率論的シャフリング等のプロセスにおいて表されるのだが、こうしたプロセ

スでは達成される突然変異はランダムであるか、または予め決められていない。

対照的に、本明細書中では、非確率論的突然変異誘発は、遺伝子の部位飽和突然

変異誘発や合成的ライゲーション再アセンブリー等の本明細書に開示されるプロ

セスにおいて表されるのだが、こうしたプロセスでは目的の生成物の正確な化学

構造が予め決められている。

  簡潔に言うと、非確立論的である既存の突然変異誘発法は、１回の実施で１個

から非常に少数の予め決められた突然変異を作製するために使用できるものであ

り、予め決められた分子構造を有する１個からわずか２－３個の子孫分子を１回

の実施で産生する。さらに、これらの非確率論的方法の適用によって現在利用さ

れている突然変異の型も限定されており、そのため子孫の突然変異分子の型も限

定されている。

  対照的に、本来確率論的である突然変異誘発の既存の方法は、ランダムな方法

であり、かつ通常は多くの避けられない偶発的な望ましくないバックグラウンド

生成物が伴うものであったが、１回の実施でかなり多数の突然変異を作製するた

めに使用できるものであった。従って、こうした既存の確率論的方法では、１回

の実施で多数の子孫分子が産生できるが、これらは未決定の分子構造を有するも

のである。こうした現在の確率論的方法の適用によって達成し得る突然変異の型

も限定されており、子孫突然変異分子の型も限定されている。

  以下のような非確率論的突然変異誘発法の開発に対する需要があることは即座

に認識されることである。

  １）予め決められた分子構造を有する多数の子孫分子を作製するために使用で

き、

  ２）より多くの突然変異の型を容易に作製するために使用でき、

  ３）対応してより多様な子孫突然変異分子を産生でき、

  ４）望ましくないバックグラウンド生成物の産生が減少し、

  ５）全ての可能性を枯渇させるようなやり方で使用でき、そして

  ６）合成的かつ非反復的な方法で子孫分子を産生できる方法。
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  本発明はこれらの需要を全て満たすものである。

  定方向進化は自然進化を補足する：

  自然進化は、定方向または実験的進化のための踏み台となっており、模倣され

る方法および突然変異誘発される分子鋳型の両方の母体として役立つ。自然進化

は、その過程に関連した固有の制約（優先および／または許容される突然変異誘

発方法の種類および速度におけるもの）を受けるにもかかわらず、何百万年もの

間、多種多様な環境において進行してきたという利点を有すると理解されている

。したがって、自然進化（自然界における分子突然変異誘発および選択）は、あ

る種の商業的用途において有用性を示している多数の生物学的化合物の生成をも

たらしてきた。

  しかしながら、満たされていない多数の商業的要求は、自然界で見出されうる

いずれの進化圧および／または方向とも一致しないことが直ちに理解される。さ

らに、商業的に有用な突然変異が、そうでなければ自然界において分子レベルで

優先される場合、自然進化が、しばしば、そのような突然変異の正の選択を凌ぐ

ことは、よく認められることである（例えば、全体として生物に対する悪影響を

伴う場合、例えば、有利な突然変異が、有害な突然変異を伴う場合）。また、自

然進化は遅い場合が多く、多くのタイプの複製において忠実度を優先する。さら

にまた、自然進化は、主として、連続した有益な突然変異によってできた経路を

優先することが多いが、多数の連続した負の突然変異を避ける傾向があり、その

ような負の突然変異が、組合された場合に有益となりうる場合、または迂回経路

を通って有益な最終状態につながりうる場合であっても、そのような傾向が認め

られる。

  さらに、自然進化は、それほど望ましくない段階を避けつつ、特定の段階（例

えば、特異的突然変異誘発および選択過程）を経て進行する。例えば、多数の核

酸は、機能的環境においては、キメラ化または取込みまたは1つの種から別の種

へのその他のタイプの伝達を受けるほど互いに接近するには至らない。したがっ

て、例えば、自然界において、2つの特定の種の間に性交が生じない場合には、

これらの2つの種からの核酸のキメラ化も生じるとは考えられず、それらの2つの

種に共通の寄生体が、DNAの分子間遭遇および交換のための非常に遅い経路の一
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例として働く。もう1つの例としては、自己毒性または自己致死性または生殖不

能性を引き起こす分子の生成が自然界においては避けられることが挙げられる。

さらにもう1つの例としては、生物に対する特別の直接的利益を有さない分子の

増殖が該生物の後代においては消滅する傾向があることが挙げられる。さらに、

例えば、その内因性環境中でそれがさらされる条件以外の条件下の分子の性質の

改善のための選択圧は存在しない。例えば、細胞質の分子が、細胞質内でそれに

要求されるもの以外の機能的特徴を獲得するとは考えられない。さらに、生物学

的分子の増殖は、その生態系に対する地球上の任意の悪影響（自然に生じるか否

かにかかわらず）に感受性である。これらの及び他の特性は、自然界において増

殖しうる突然変異のタイプを著しく制限する。

  一方、定方向（または実験的）進化（特に、本発明で提供するもの）は、はる

かに迅速に生じることが可能であり、自然では得られない及び／又は得られると

は考えられない商業的に望ましい予め決められた分子特性に進化するよう、より

能率的に方向づけられうる。さらに、本発明で提供する定方向進化の発明は、突

然変異誘発および選択方法において使用しうる工程のタイプにおける、より広範

な可能性を与えうる。したがって、自然界から集めた鋳型を使用して、本発明の

定方向進化は、自然そのものにおいて同一時間内でしばしば予想されるものより

広範な、生成しうる子孫分子のタイプおよびそれらの生成速度における可能性を

与える。

  特定の実施形態において、本発明で開示する定方向進化法は、天然で増殖しそ

うにない（すなわち、生成したり、および／または選択されそうにない）が自然

進化では得られない望ましい下流突然変異誘発産物の生成につながりうる子孫分

子の系統（例えば、連続した子孫分子のセットを含むもの）を得るために、反復

的に適用することができる。

  従来の定方向進化法は次善的なものである：

  これまでに多くの場合に突然変異誘発が試みられてきたが、それらで用いられ

た方法は本発明の目的には不適当である。例えば、従来記載されている非確率論

的方法は、子孫分子の非常に小さなセット（専ら単独の子孫分子を含むことが多

い）の生成に有用であるにすぎない。例えば、キメラ遺伝子は、制限酵素により
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得られる適当な付着末端を用いて2つのポリヌクレオチド断片（各断片は別々の

祖先（または親）分子に由来する）を結合することにより作製されている。もう

1つの例としては、単一の部位突然変異誘発ポリヌクレオチドをコードする単一

の子孫ポリヌクレオチドを得るための、親ポリヌクレオチド内での単一のコドン

位置の突然変異誘発（すなわち、あるコドンの置換、付加または欠失を行なうた

めのもの）が挙げられるであろう。

  従来の非確率論的アプローチは、方法の適用当たり僅か1個ないし数個の突然

変異の生成に有用であるにすぎない。したがって、従来記載されているこれらの

非確率論的方法は、本発明の主要目的の1つ（すなわち、核酸の網羅的および非

確率論的なキメラ化）にも向けられていない。したがって、従来の非確率論的方

法においては、非常に望ましい子孫分子の生成につながりうる可能な点突然変異

、キメラ化およびそれらの組合せの大部分を利用しないままとなっている。

  これに対して、多数の点突然変異および／またはキメラ化を達成するために、

非確率論的方法ではなく確率論的方法が用いられている。このため、確率論的方

法は、スクリーニングに付されうる子孫分子（望ましくは、そのなかから所望の

分子種が見出されることとなる）のセットを生成させるための優れたアプローチ

を含むものとなっている。しかしながら、これらのアプローチの主な欠点は、そ

れらの確率論的性質のため、生成する子孫分子の各セット内の厳密な成分に関し

て偶然性が存在することである。したがって、実験者には、典型的には、ある特

定の反応容器内でどのような厳密な子孫分子種が表されるかが、それらが生成す

るまでほとんど又は全くわからない。したがって、確率論的方法を繰返した場合

（例えば、所望の子孫分子の探索の継続において）、予め捨てられた望ましくな

い分子種の再生および再スクリーニングが、進行の労働集約的障害となり、その

ため、循環とまではいかなくとも迂回した経路をとることになる。そのような非

常に次善的な経路の欠点は、確率論的に生成する子孫分子のセットを手間のかか

る方法（例えば、配列決定）に付してそれらの分子構造を同定することにより対

処されうるが、これでさえ、不完全な解決策である。

  さらに、現在の確率論的アプローチは、ある特定の突然変異群内の分子種のす

べてを包括的または網羅的に生成させたり、機能が鋳型分子内の特定の構造群（
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例えば、特定の単一のアミノ酸位置、または2以上のアミノ酸位置を含む配列）

に起因すると判定したり、特定の突然変異群を分類し比較するには非常に不適当

である。したがって、現在の確率論的アプローチは、望まない突然変異誘発結果

の体系的な排除を本質的に可能にするものではない。要するに、該アプローチに

おいては、定方向進化に最適となるには余りにも多くの本質的な欠点が障害とな

るのである。

  本発明は、非限定的な態様において、親鋳型におけるすべての可能な点突然変

異を包括的および網羅的に生成させるための非確率論的手段を提供することによ

り、これらの問題に対処する。本発明は更に、もう1つの非限定的な態様におい

て、キメラ化群内のすべての可能なキメラ化を網羅的に生成させるための手段を

提供する。このように、前記の課題は本発明により解決される。

  本発明で検討する技術的背景における具体的な課題には、以下のものが含まれ

る：

  1）部位特異的突然変異誘発技術（例えば、雑な又は低い忠実度のPCR）は、ポ

リペプチド配列に添った各位置（部位）において、完全な（飽和した）範囲の可

能な突然変異（すなわち、すべての可能なアミノ酸置換）を体系的に達成するに

は無効である。

  2）ある分子配列および潜在的に莫大な数の子孫分子（1以上の分子鋳型の定方

向進化により得られうると考えられるもの）内に含まれうる多量の情報を迅速に

分析するための比較的容易な体系的手段は存在しない。

  3）分子位置に関する機能と構造とを関連づける包括的な実験的情報を得るた

めの比較的容易な体系的手段は存在しない。

  4）ある突然変異誘発（例えば、キメラ化）法における鍵工程で内部対照（例

えば、陽性対照）を取込ませるための容易な体系的手段は存在しない。

  5）子孫分子（例えば、完全長キメラ）の特定の一群を、より小さな部分配列

から選択するための容易な体系的手段は存在しない。

  有用なハイブリッドタンパク質を得るためのタンパク質内のアミノ酸、および

これらのハイブリッドタンパク質をコードするそれらに対応する生物学的分子（

すなわち、DNA、RNA）の意図的および無作為な組合せには、非常に多数の可能性
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が存在する。したがって、所望の用途のための多種多様なそのようなハイブリッ

ドタンパク質（特に、多種多様なランダムタンパク質）を製造しスクリーニング

する必要がある。

  生物学的高分子（例えば、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、およびポリヌク

レオチドおよびポリペプチド配列の両方を含む分子）の活性な配列の複雑性は、

その情報量（「IC」）と称されており、これは、アミノ酸配列の変異に対する該

活性タンパク質の抵抗性（同じ機能を有する関連配列のファミリーを表すのに要

する不変アミノ酸の最小数（ビット）から計算される）として定義されている。

ランダム突然変異誘発に、より感受性であるタンパク質は、高い情報量を有する

。

  分子ライブラリーなどの分子生物学における成果は、非常に多数の可変塩基の

同定を可能にしており、ランダムライブラリーから機能的配列を選択するための

方法さえも提供している。そのようなライブラリーにおいては、その場合に補償

する変化に応じて、ほとんどの残基が変異しうる（尤も、典型的には、同時にす

べてというわけではないが）。したがって、100アミノ酸のタンパク質は僅か2,0

00個の異なる突然変異を含有しうるにすぎないが、20100個の配列の組合せが可

能である。

  情報密度は、配列の単位長さ当たりのICである。酵素の活性部位は高い情報密

度を有する傾向にある。これに対して、酵素における情報の柔軟性リンカーは、

低い情報密度を有する。

  ライブラリー形態において代替タンパク質を作製するために広く用いられてい

る現在の方法は、誤りがちなポリメラーゼ連鎖反応およびカセット突然変異誘発

であり、この場合、最適化される特定の領域を、合成的に突然変異誘発されたオ

リゴヌクレオチドで置換する。どちらの場合も、相当数の突然変異部位が、元の

配列内の或る部位の周囲に生じる。

  誤りがちなPCRは、長い配列にわたり低レベルの点突然変異をランダムに導入

するために低い忠実度の重合条件を用いる。未知配列の断片の混合物中で、誤り

がちなPCRを用いて該混合物を突然変異誘発させることができる。公開されてい

る誤りがちなPCRプロトコールは、ポリメラーゼのプロセシビティーの低さが欠
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点となる。したがって、該プロトコールは、平均的なサイズの遺伝子のランダム

突然変異誘発を行なうことができない。そのため、誤りがちなPCRの実際の適用

は制限される。連続した劇的な配列進化に要する大規模なひとまとまりの変化が

可能となるには、点突然変異誘発のみでは、しばしば余りにも漸進的すぎること

が、いくつかのコンピューターシミュレーションから示唆されている。さらに、

公開されている誤りがちなPCRプロトコールは、0.5～1.0kbを越えるDNA断片を増

幅できないため、それらの実際の適用が制限される。また、誤りがちなPCRの反

復サイクルは、望ましくない結果（例えば、タンパク質の結合親和性ではなく該

タンパク質の免疫原性に対する影響）を有する中立突然変異の蓄積につながりう

る。

  オリゴヌクレオチド誘導突然変異誘発においては、短い配列を、合成的に突然

変異誘発されたオリゴヌクレオチドで置換する。このアプローチは、隔たった突

然変異の組合せを与えないため、複合的（combinatorial）ではない。非常に長

い配列長の割にライブラリーサイズが限られていることは、タンパク質を最適化

するのに多数のラウンドの選択が避けられないことを意味する。合成オリゴヌク

レオチドでの突然変異誘発においては、各選択ラウンド後に個々のクローンを配

列決定し、ついでそれらをファミリーに分類し、必要に応じて、単一のファミリ

ーを選択し、それをコンセンサスモチーフに変換することが必要である。そのよ

うなモチーフを再合成し、単一遺伝子内に再挿入し、ついで追加的な選択を行な

う。この工程は統計的な障害となり、労働集約的であり、多ラウンドの突然変異

誘発には実用的でない。

  このように、誤りがちなPCRおよびオリゴヌクレオチド誘導突然変異誘発は、

単一サイクルの配列微調整には有用であるが、多サイクルに適用されると急に限

定的なものとなる。

  誤りがちなPCRのもう1つの制約は、ダウン突然変異（down-mutations）の速度

が配列の情報量と共に増加することである。情報量、ライブラリーサイズおよび

突然変異誘発速度が増加するにつれて、アップ突然変異（up-mutations）とダウ

ン突然変異との平衡が、さらなる改善の選択を統計的に妨げるであろう（統計的

な頭打ち）。
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  カセット突然変異誘発においては、単一の鋳型の配列のブロックを、典型的に

は、（部分的に）ランダム化された配列で置換する。したがって、得られうる最

大の情報量は、ランダムな配列の数（すなわち、ライブラリーサイズ）により統

計的に制限される。これは、現在では最良ではないが長期的にはより大きな潜在

性を有する他の配列ファミリーを排除する。

  また、合成オリゴヌクレオチドでの突然変異誘発は、各選択ラウンド後に個々

のクローンの配列決定を要する。したがって、そのようなアプローチは面倒であ

り、多ラウンドの突然変異誘発には実用的でない。

  したがって、比較的低い情報量の微調整領域には、誤りがちなPCRおよびカセ

ット突然変異誘発が最も適しており、広く用いられている。1つの明らかな例外

は、誤りがちなPCRおよび選択による多ラウンドの増幅を用いるランダムライブ

ラリーからのRNAリガーゼリボザイムの選択である。

  自然界においては、ほとんどの生物の進化は自然選択および有性生殖により生

じる。有性生殖は、選択された個体の子孫における遺伝子の混合および組合せを

保証するものである。減数分裂の間に、親由来の相同染色体が互いに整列し、そ

れらの長さに沿った一部が交差し、それにより遺伝物質をランダムに交換する。

DNAのそのような交換またはシャッフリングは、生物がより迅速に進化するのを

可能にする。

  組換えにおいては、挿入される配列は、相同な環境中で有用であると判明して

いるものであるため、該挿入配列は、それらが新たな配列内に挿入されたら、尚

も相当な情報量を有すると考えられる。

  理論的には、100アミノ酸のタンパク質には2,000個の異なる単一突然変異体が

存在する。しかしながら、100アミノ酸のタンパク質は20100個の可能な配列の組

合せを有し、通常の方法で徹底的に検討するには、この数は余りに膨大である。

これらの可能な組合せ突然変異のすべての生成およびスクリーニングを可能にす

る系を開発するのが好都合であろう。

  当技術分野における幾人かの研究者は、ファージ系内での発現のための軽鎖抗

体遺伝子と重鎖抗体遺伝子との組合せのハイブリッドを作製するために、in viv

o部位特異的組換え系を利用している。しかしながら、それらの系は、特定の組
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換え部位に基づくものであり、それに応じて限定されてしまう。重複伸長および

PCRによる一本鎖抗体（scFV）内の抗体CDR領域の同時突然変異誘発が報告されて

いる。

  他の研究者は、ランダムin vivo組換えを用いて多数のハイブリッドの大きな

集団を作製する方法を記載している。この方法は、2つの異なるプラスミドライ

ブラリー（各ライブラリーは異なる選択マーカーを有する）の組換えを要する。

この方法は、存在する選択マーカーの数に等しい限られた数の組換えに限定され

てしまい、選択された配列に結合したマーカー遺伝子の数の直線的増加を伴う。

  プラスミド上の相同ではあるが末端切断型である2つの昆虫毒素遺伝子間のin 

vivo組換えが、ハイブリッド遺伝子の製造方法として報告されている。欠損した

ミスマッチ修復酵素を有する宿主細胞内での実質的にミスマッチしたDNA配列のi

n vivo組換えによるハイブリッド分子の形成が報告されている。

      【０００５】

1.3.  発明の概要

ワクチン接種に対して最適な応答を達成するような免疫反応の方向づけ

  本発明は、ワクチン接種に対して最適な応答を達成するように免疫反応を方向

づける能力をワクチンに賦与する、少なくとも１つ、好ましくは２つ以上の遺伝

的ワクチン成分を含む多成分遺伝的ワクチンを提供する。例えば、遺伝的ワクチ

ンは、最適な抗原放出をもたらす成分、細胞傷害性Ｔリンパ球の最適な産生をも

たらす成分、免疫調節物質の放出を指令する成分、ケモカインの放出を指令する

成分、および／または目的の標的細胞型への結合または侵入を容易にする成分を

含みうる。例えば、ある成分は抗原発現細胞や抗原提示細胞などの標的細胞への

遺伝的ワクチンの結合および取込みを向上させることができる。

  追加の成分としては、細胞への抗原の取込みから誘導された抗原ペプチドを、

クラスＩまたはクラスII分子による提示へと導くものが含まれる。例えば、抗原

ペプチドをクラスＩ分子による提示へと導く成分（タパシン、TAP-1、TAP-2など

のタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含む）が含まれ、かつ／または抗

原ペプチドをクラスII分子による提示へと導く成分（エンドソームまたはリソソ

ームプロテアーゼのようなタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含む）が
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含まれる。

  特に好ましい態様においては、本発明は、免疫反応に最適化された調節効果を

及ぼすか、免疫反応に最適化された調節効果を及ぼすポリペプチドをコードする

免疫調節性ポリヌクレオチドを取得する方法を提供し、前記方法は、親ポリヌク

レオチドのセットから非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドのライブラリ

ーを作製することを含んでなり、その際、最適化は、任意の組合せ、順列および

反復法で本明細書に記載の１以上の定方向進化法を用いて達成することができ、

これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「遺伝子部位飽和突然変異誘発」

によることを含めて、非確率論的方法による突然変異の導入が含まれ、さらに、

これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「合成連結ポリヌクレオチド再集

合」によることを含めて、本明細書に記載の非確率論的ポリヌクレオチド再集合

法による突然変異の導入が含まれることを特徴とする。

  別の特に好ましい態様において、本発明は、免疫反応に最適化された調節効果

を及ぼすか、免疫反応に最適化された調節効果を及ぼすポリペプチドをコードす

る免疫調節性ポリヌクレオチドを取得する方法を提供し、前記方法は、非確率論

的に生成した子孫ポリヌクレオチドのライブラリーをスクリーニングすることに

より、免疫反応に調節効果を及ぼすまたは免疫反応に調節効果を及ぼすポリペプ

チドをコードする、最適化された非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドを

同定することを含んでなり、その際、最適化された非確率論的に生成したポリヌ

クレオチドまたは該非確率論的に生成したポリヌクレオチドによりコードされる

ポリペプチドは、該ライブラリーをもたらした親ポリヌクレオチドと比較して、

免疫反応を調節する能力が増大していることを特徴とする。

  別の特に好ましい態様において、本発明は、免疫反応に最適化された調節効果

を及ぼすか、免疫反応に最適化された調節効果を及ぼすポリペプチドをコードす

る免疫調節性ポリヌクレオチドを取得する方法を提供し、前記方法は、a)親ポリ

ヌクレオチドのセットから非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドのライブ

ラリーを作製し、b)該ライブラリーをスクリーニングすることによって、遺伝的

ワクチンベクターにより生起される免疫反応への調節効果を有する、または該調

節効果を有するポリペプチドをコードする、最適化された非確率論的に生成した
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子孫ポリヌクレオチドを同定することを含んでなり、ここで、最適化された非確

率論的に生成したポリヌクレオチドまたは該非確率論的に生成したポリヌクレオ

チドによりコードされるポリペプチドは、該ライブラリーをもたらした親ポリヌ

クレオチドと比較して、免疫反応を調節する能力が増大しており、その際、最適

化は、任意の組合せ、順列および反復法で本明細書に記載の１以上の定方向進化

法を用いて達成することができ、これらの定方向進化法には、本明細書に記載の

「遺伝子部位飽和突然変異誘発」によることを含めて、非確率論的方法による点

突然変異の導入が含まれ、さらに、これらの定方向進化法には、本明細書に記載

の「合成連結ポリヌクレオチド再集合」によることを含めて、本明細書に記載の

非確率論的ポリヌクレオチド再集合法による突然変異の導入が含まれることを特

徴とする。

  別の特に好ましい態様において、本発明は、組換え発現宿主内での最適化され

た発現を有する免疫調節性ポリヌクレオチドを取得する方法を提供し、前記方法

は、親ポリヌクレオチドのセットから非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチ

ドのライブラリーを作製することを含んでなり、その際、最適化は、任意の組合

せ、順列および反復法で本明細書に記載の１以上の定方向進化法を用いて達成す

ることができ、これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「遺伝子部位飽和

突然変異誘発」によることを含めて、非確率論的方法による点突然変異の導入が

含まれ、さらに、これらの定方向進化法には、本明細書に記載の「合成連結ポリ

ヌクレオチド再集合」によることを含めて、本明細書に記載の非確率論的ポリヌ

クレオチド再集合法による突然変異の導入が含まれることを特徴とする。

  別の特に好ましい態様において、本発明は、組換え発現宿主内での最適化され

た発現を有する免疫調節性ポリヌクレオチドを取得する方法を提供し、前記方法

は、非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドのライブラリーをスクリーニン

グすることにより、該ライブラリーをもたらした親ポリヌクレオチドの発現と比

較して、組換え発現宿主において最適化された発現を有する最適化された非確率

論的に生成した子孫ポリヌクレオチドを同定することを含んでなる。

  別の特に好ましい態様において、本発明は、組換え発現宿主内での最適化され

た発現を有する免疫調節性ポリヌクレオチドを取得する方法を提供し、前記方法
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は、a)親ポリヌクレオチドのセットから非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオ

チドのライブラリーを作製し、b)非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドの

ライブラリーをスクリーニングすることによって、該ライブラリーをもたらした

親ポリヌクレオチドの発現と比較して、組換え発現宿主において最適化された発

現を有する最適化された非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドを同定する

ことを含んでなり、その際、最適化は、任意の組合せ、順列および反復法で本明

細書に記載の１以上の定方向進化法を用いて達成することができ、これらの定方

向進化法には、本明細書に記載の「遺伝子部位飽和突然変異誘発」によることを

含めて、非確率論的方法による点突然変異の導入が含まれ、さらに、これらの定

方向進化法には、本明細書に記載の「合成連結ポリヌクレオチド再集合」による

ことを含めて、本明細書に記載の非確率論的ポリヌクレオチド再集合法による突

然変異の導入が含まれることを特徴とする。

  一態様において、本発明は、ワクチン（例えば、遺伝的ワクチン）またはワク

チンの成分（例えば、遺伝的ワクチンの成分）の能力の、その免疫原性を最適化

することによる増大を提供する。さらに、本発明は、下記の性質：

  ・１以上の触媒反応

  ・反応のタイプ

  ・１以上の天然基質

  ・基質スペクトル

  ・１以上のインヒビター

  ・１以上の補因子／補欠分子族

  ・それに影響する１以上の金属化合物／塩

  ・代謝回転数

  ・比活性

  ・Km値

  ・至適pH

  ・pH範囲

  ・至適温度

  ・温度範囲
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を含めて、他の性質を改変することを提供する。

  また、免疫原性効果をもつ分子の実用性が更なる物理的性質（同様に本明細書

中に記載の定方向進化によって改変され得る）により影響され得ること、例えば

、それが、

  ・単離／精製

  ・精製

  ・復元条件（加熱と冷却、尿素、塩、界面活性剤、両極端のpH値にさらした際

の活性の可逆性または保持）

  ・結晶化

  ・pH

  ・温度

  ・酸化

  ・１以上の有機溶媒

  ・多様な保存条件

にさらされることによってどのように影響されるか、を直ちに理解できよう。

  さらに、本発明は、分子の免疫原的特性の改変を提供し、かかる特性は、

  ・生物学的コンパートメント（胃酸、生体内分解）への暴露

  ・発現（例えば、転写および／または翻訳）レベル

  ・mRNAの安定性

  ・他の細胞または生化学的物質とのin vivo相互作用

などである。

      【０００６】

遺伝的成分の取得方法

  幾つかの実施形態において、(1) 遺伝的ワクチンに所望の特性を賦与し得る核

酸の少なくとも第１および第２の形態を再集合させて（および／または本明細書

に記載の１つ以上の定方向進化法に付して）、組換え核酸のライブラリーを作製

すること（ただし該第１および第２の形態は互いに２個以上のヌクレオチドにお

いて異なっている）；(2) 該ライブラリーをスクリーニングして、該遺伝的ワク

チンに該所望の特性を賦与する能力が増大している、少なくとも１つの最適化さ
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れた組換え成分を同定すること、を含む方法により、１つ以上の遺伝的ワクチン

成分が得られる。該成分のさらなる最適化が望まれる場合には、以下の追加のス

テップを行い得る：(3) 少なくとも１つの最適化された組換え成分を、該第１お

よび第２の形態と同一または異なる該核酸の別の形態と再集合させて（および／

または本明細書に記載の１つ以上の定方向進化法に付して）、組換え核酸の別の

ライブラリーを作製すること；(4) 該別のライブラリーをスクリーニングして、

該遺伝的ワクチンに該所望の特性を賦与する能力が増大している、少なくとも１

つの別の最適化された組換え成分を同定すること；そして(5) 必要に応じて、該

別の最適化された組換え成分が該遺伝的ワクチンに該所望の特性を賦与する能力

のさらなる増大を示すまで、(3)および(4)を繰り返すこと。

遺伝子ファミリーのメンバー

  本発明の幾つかの実施形態においては、核酸の第１の形態は遺伝子ファミリー

の第１のメンバーであり、核酸の第２の形態は該遺伝子ファミリーの第２のメン

バーからなる。モジュール核酸のさらに別の形態もまた、該遺伝子ファミリーの

メンバーであり得る。一例として、該遺伝子ファミリーの第１のメンバーは第１

の種の生物から得ることができ、該遺伝子ファミリーの第２のメンバーは第２の

種の生物から得ることができる。所望により、本発明の方法により得られる最適

化された組換え遺伝的ワクチン成分は、例えば、該最適化された組換え遺伝的ワ

クチン成分を、モル過剰の基質核酸の第1および第2の形態の一方または両方と再

集合させて（および／または本明細書に記載の１以上の定方向進化法に付して）

、組換え遺伝的ワクチン成分の別のライブラリーを作製すること；さらに該別の

ライブラリーをスクリーニングして、その成分を含む遺伝的ワクチンベクターの

免疫反応を調節する能力をさらに増大させるような少なくとも１つの最適化され

た組換え遺伝的ワクチン成分を同定することにより、バッククロスしてもよい。

      【０００７】

遺伝的ワクチンベクターに増大した宿主細胞内での複製能力を賦与する遺伝的ワ

クチン成分の取得方法

  本発明のもう１つの実施形態は、遺伝的ワクチンベクターに増大した宿主細胞

内での複製能力を賦与する遺伝的ワクチン成分を取得する方法を提供する。これ
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らの方法は、ポリヌクレオチドを含むベクターにエピソーム複製をもたらし得る

該ポリヌクレオチドの少なくとも２種の形態を再集合（および／または本明細書

に記載の1以上の別の定方向進化法）に付すことにより、組換え核酸のライブラ

リーを作製すること；宿主細胞の集団に、それぞれが該組換え核酸のライブラリ

ーのメンバーと細胞表面抗原をコードするポリヌクレオチドとを含むベクターの

ライブラリーを導入すること；該宿主細胞の集団を複数の世代にわたって増殖さ

せ；そして、該細胞の表面に該細胞表面抗原を提示する細胞を同定すること（そ

の際、該細胞表面抗原を提示する細胞は、ベクターのエピソーム複製する能力を

増大させる組換えベクターモジュールを含むベクターを担持することが見込まれ

る）を含む。

ベクターに増大した宿主細胞内での複製能力を賦与する遺伝的ワクチン成分の取

得

  ベクターに増大した宿主細胞内での複製能力を賦与する遺伝的ワクチン成分は

また、ヒト・パピローマウイルス由来ポリヌクレオチドを含むベクターにエピソ

ーム複製をもたらし得る該ポリヌクレオチドの少なくとも２種の形態を再集合（

および／または本明細書に記載の1以上の別の定方向進化法）に付すことにより

、組換え核酸のライブラリーを作製すること；宿主細胞の集団に、それぞれが該

組換え核酸のライブラリーのメンバーを含むベクターのライブラリーを導入する

こと；該宿主細胞を複数の世代にわたって増殖させ；そして、該ベクターを含む

細胞を同定すること、によっても得ることができる。

  別の実施形態では、本発明は、ベクターに増大したヒト宿主細胞内での複製能

力を賦与する遺伝的ワクチン成分を取得する方法であって、かつ、それを含むベ

クターにエピソーム複製をもたらし得るポリヌクレオチドの少なくとも２種の形

態を再集合（および／または本明細書に記載の1以上の定方向進化法）に付すこ

とにより、組換え核酸のライブラリーを作製すること；ヒト免疫反応を模倣する

試験系に、それぞれが該組換え核酸のライブラリーのメンバーを含む遺伝的ワク

チンベクターのライブラリーを導入すること；そして、該遺伝的ワクチンベクタ

ーが該試験系において複製するかまたは免疫反応を引き起こすかを判定すること

、による上記方法を提供する。好適な試験系は、例えば、免疫無防備状態の非ヒ



(54) 特表２００３－５２４３９２

ト宿主動物または機能的なヒト免疫反応系を含む非ヒト哺乳動物の皮膚上に異種

移植体(xenotransplant)として存在するヒト皮膚細胞を含み得る。これらの系に

おける複製は、その動物がその抗原に対して免疫反応を示すか否かを判定するこ

とにより検出できる。

  本発明はまた、遺伝的ワクチンに増大した抗原提示細胞への侵入能力を賦与す

る遺伝的ワクチン成分を取得する方法を提供する。これらの方法は、それを含む

ベクターにエピソーム複製を賦与し得るポリヌクレオチドの少なくとも２種の形

態を再集合（および／または本明細書に記載の1以上の別の定方向進化法）に付

すこと；抗原提示細胞または抗原プロセシング細胞の集団に、それぞれが組換え

核酸のライブラリーのメンバーを含む遺伝的ワクチンベクターのライブラリーを

導入すること；そして、該集団中での該核酸ベクターを含む細胞の割合（％）を

求めること、を含む。目的の抗原提示細胞または抗原プロセシング細胞としては

、例えば、Ｂ細胞、単球／マクロファージ、樹状細胞、ランゲルハンス細胞、ケ

ラチノサイト、および筋肉細胞が含まれる。

  本発明は、遺伝的ワクチンにより誘導される免疫反応に、直接的に（すなわち

、免疫調節性ポリヌクレオチドとして）または間接的に（すなわち、免疫調節性

ポリペプチドを生成するための該ポリヌクレオチドの翻訳の際に）調節効果を及

ぼすポリヌクレオチドを取得する方法を提供する。本発明のこの方法は、（in v

itroおよび／またはin vivoで）実験的に生成したポリヌクレオチドのライブラ

リーを作製すること；そして、該ライブラリーをスクリーニングすることにより

、該ライブラリーを構成させた一形態の核酸よりも増大した免疫反応調節能力を

、単独でもしくはそのコードされたポリペプチドを介して示す、少なくとも１つ

の最適化された実験的に（in vitroおよび／またはin vivoで）生成したポリヌ

クレオチドを同定すること、を含む。例としては、例えば、CpGに富むポリヌク

レオチド配列、補助的刺激物質［例えば、B7-1、B7-2、CD1、CD40、CD154（CD40

に対するリガンド）、CD150（SLAM）］またはサイトカインをコードするポリヌ

クレオチド配列を含む。これらの方法で用いられるスクリーニングステップは、

例えば、該組換え核酸のライブラリーを含む遺伝的ワクチンベクターを細胞に導

入すること、そして目的の免疫反応を調節する能力が増大しているか、もしくは
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免疫調節性分子を発現する能力が増大している細胞を同定すること、を含み得る

。例えば、組換えサイトカインコード核酸のライブラリーは、該核酸によりコー

ドされるサイトカインの、該サイトカイン受容体を含む細胞を活性化する能力を

試験することによりスクリーニングできる。該サイトカイン受容体は、該細胞に

とって天然のものであってもよいし、あるいは該サイトカイン受容体をコードす

る異種核酸から発現されるものであってもよい。例えば、最適化された補助的刺

激物質を試験して、細胞もしくは培養培地が主にTH2免疫反応を、または主にTH1

免疫反応を誘導することができるものを同定することができる。

  幾つかの実施形態において、免疫反応に調節効果を及ぼすポリヌクレオチドは

、(1) 免疫反応の調節に関与する核酸または免疫反応の調節に関与する分子をコ

ードする核酸の少なくとも第1および第2の形態を再集合させて（および／または

本明細書に記載の１以上の定方向進化法に付して）、実験的に（in vitroおよび

／またはin vivoで）生成したポリヌクレオチドのライブラリーを作製すること

（ただし該第1および第2の形態は互いに２個以上のヌクレオチドにおいて異なっ

ている）； そして、(2) 該ライブラリーをスクリーニングして、該ライブラリ

ーを構成させた一形態の核酸よりも増大した免疫反応調節能力を単独でまたはそ

のコードしたポリペプチドを介して示す、少なくとも１つの最適化された実験的

に（in vitroおよび／またはin vivoで）生成したポリヌクレオチドを同定する

こと、によって得られる。さらなる最適化が望まれる場合、この方法は、さらに

以下の工程を含み得る：(3)少なくとも１つの最適化された実験的に（in vitro

および／またはin vivoで）生成したポリヌクレオチドを、該第1および第2の形

態と同一または相違する該核酸の別の形態と再集合させること（および／または

本明細書に記載の１つ以上の定方向進化法に付すこと）により、実験的に（in v

itroおよび／またはin vivoで）生成したポリヌクレオチドの別のライブラリー

を作製すること；(4) 該別のライブラリーをスクリーニングして、該ライブラリ

ーを構成させた一形態の核酸よりも増大した免疫反応調節能力を示す、少なくと

も１つの別の最適化された実験的に（in vitroおよび／またはin vivoで）生成

したポリヌクレオチドを同定すること；そして、(5) 必要に応じて、該別の最適

化された実験的に（in vitroおよび／またはin vivoで）生成したポリヌクレオ
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チドが、該ライブラリーを構成させた一形態の核酸の形態よりも更に増大した免

疫反応調節能力を示すまで、(3)および(4)を繰り返すこと。

  本発明の幾つかの実施形態において、実験的に（in vitroおよび／またはin v

ivoで）生成したポリヌクレオチドのライブラリーは、以下：コードされたペプ

チドまたはポリペプチドが複製可能な遺伝的パッケージの表面に提示されるタン

パク質との融合体として産生されるように、該実験的に（in vitroおよび／また

はin vivoで）生成したポリヌクレオチドを発現させること；該複製可能な遺伝

的パッケージを、該受容体を提示する複数の細胞と接触させること；そして、該

受容体により媒介される免疫反応の調節を示す細胞を同定すること、によりスク

リーニングされる。

  本発明はまた、細胞による抗原の輸送または提示を改善させるアクセサリー分

子をコードするポリヌクレオチドを取得する方法を提供する。これらの方法は、

該アクセサリー分子の全体または部分をコードする核酸を再集合（および／また

は本明細書に記載の1以上の別の定方向進化法）に付すことにより、実験的に（i

n vitroおよび／またはin vivoで）生成したポリヌクレオチドのライブラリーを

作製すること；そして、該ライブラリーをスクリーニングすることにより、細胞

に、該細胞の表面に抗原を輸送または提示する能力の増大または低下（非組換え

核酸によりコードされるアクセサリー分子と比較して）をもたらす組換えアクセ

サリー分子をコードする、最適化された実験的に（in vitroおよび／またはin v

ivoで）生成したポリヌクレオチドを同定すること、を含む。幾つかの実施形態

において、このスクリーニングステップは、該実験的に（in vitroおよび／また

はin vivoで）生成したポリヌクレオチドのライブラリーを、抗原をコードする

遺伝的ワクチンベクターに導入して、ベクターのライブラリーを作製すること；

該ベクターのライブラリーを哺乳動物細胞に導入すること；そして、該抗原に対

する免疫原性が増大または低下している哺乳動物細胞を同定すること、を含む。

      【０００８】

  本発明の幾つかの実施形態では、最適化されるサイトカインはインターロイキ

ン-12であり、スクリーニングは、培養培地中で該遺伝的ワクチンベクターを含

む哺乳動物細胞を増殖させ、Ｔ細胞の増殖もしくはＴ細胞の分化が該培養培地に
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接触させることにより誘導されるか否かを検出することにより行われる。別の実

施形態では、上記サイトカインはインタフェロン-であり、スクリーニングは、

組換えベクターモジュールを、バクテリオファージの表面に提示される融合タン

パク質として発現させてファージ提示ライブラリーを作り、Ｂ細胞系の増殖を阻

害することができるファージライブラリーメンバーを同定することにより行われ

る。別の実施形態は、補助的刺激物質としてB7-1（CD80）またはB7-2（CD86）を

用い、免疫反応を調節する能力に関して細胞または培養培地を試験する。

  本発明は、最適化されていないベクターモジュールによりコードされる対応す

るポリペプチドと比較して免疫原性が低下しているサイトカインおよび他の補助

的刺激物質をコードする最適化された組換えベクターモジュールを得るための、

確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび分断(interrupted)

合成）ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合の使用方法を提供する。免疫

原性の低下は、上記組換えベクターモジュールによりコードされるサイトカイン

または補助的刺激物質を哺乳動物に導入し、そのサイトカインに対して免疫反応

が誘導されるか否かを調べることにより検出できる。

  本発明はまた、サイトカインアンタゴニストをコードする最適化された免疫調

節性配列の取得方法を提供する。例えば、好適なサイトカインアゴニストとして

は、欠損シグナル配列を有する可溶性のサイトカイン受容体および膜貫通サイト

カイン受容体が含まれる。例としては、sIL-10RおよびsIL-4Rなどが挙げられる

。

  本発明は、標的細胞への遺伝的ワクチンの取込みまたは特異性を増大させるの

に有用な細胞特異的結合分子の取得方法を提供する。この方法は、以下：核酸結

合ドメインを含むポリペプチドをコードする核酸および細胞特異的結合ドメイン

を含むポリペプチドをコードする核酸を再集合させる（および／または本明細書

に記載の1以上の定方向進化法に付す）ことにより、実験的に（in vitroおよび

／またはin vivoで）生成したポリヌクレオチドのライブラリーを作製すること

；そして、該ライブラリーをスクリーニングして、核酸および細胞特異的受容体

に結合可能な結合分子をコードする実験的に（in vitroおよび／またはin vivo

で）生成したポリヌクレオチドを同定すること、を含む。特に目的となる標的細
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胞としては、抗原提示細胞および抗原プロセシング細胞、例えば筋肉細胞、単球

、樹状細胞、Ｂ細胞、ランゲルハンス細胞、ケラチノサイト、およびM-細胞が挙

げられる。

  幾つかの実施形態では、標的細胞への遺伝的ワクチンの取込みまたは特異性を

増大させるのに有用な細胞特異的結合部分を得るための本発明の方法は、

  (1) 核酸結合ドメインをコードするポリヌクレオチドを含む核酸の少なくとも

第1および第2の形態、および目的の細胞の表面上のタンパク質に特異的に結合す

る細胞特異的リガンドを含む核酸の少なくとも第1および第2の形態を再集合させ

て（および／または本明細書に記載の1以上の定方向進化法に付して）、組換え

結合部分コード核酸のライブラリーを作製すること（ただし該第1および第2の形

態は２個以上のヌクレオチドにおいて互いに異なっている）；

  (2) それぞれがa) 該核酸結合ドメインに特異的な結合部位と b) 該組換え結

合部分コード核酸のライブラリーのメンバーとを含むベクターのライブラリーを

宿主細胞集団にトランスフェクトすること（ここで、該組換え結合部分は発現さ

れ、結合部位に結合して、ベクター－結合部分複合体を形成する）；

  (3) 該ベクター－結合部分複合体の結合を破壊しない条件下で該宿主細胞を溶

解させること；

  (4) 該ベクター－結合部分複合体を目的の標的細胞と接触させること；そして

  (5) ベクターを含む標的細胞を同定し、最適化された組換え細胞特異的結合部

分の核酸をこれらの標的細胞から単離すること、

を含む。

  さらなる最適化が望まれる場合には、この方法はさらに以下のステップを含み

得る：

  (6) 少なくとも１つの最適化された組換え結合部分コード核酸を、核酸結合ド

メインをコードするポリヌクレオチドの別の形態および／または細胞特異的リガ

ンドをコードするポリヌクレオチドの別の形態（これらは、上記の第１および第

２の形態と同一または相違する）と再集合させて（および／または本明細書に記

載の1以上の定方向進化法に付して）、組換え結合部分コード核酸の別のライブ

ラリーを作製すること；
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  (7) a) 該核酸結合ドメインに特異的な結合部位と、2) 該組換え結合部分コー

ド核酸とを含むベクターのライブラリーを宿主細胞集団にトランスフェクトする

こと（ここで、該組換え結合部分は発現され、該結合部位に結合して、ベクター

－結合部分複合体を形成する）；

  (8) 該ベクター－結合部分複合体の結合を破壊しない条件下で該宿主細胞を溶

解させること；

  (9) 該ベクター－結合部分複合体を目的の標的細胞と接触させ、該ベクターを

含む標的細胞を同定すること；そして

  (10) 該最適化された組換え結合部分核酸を、該ベクターを含む標的細胞から

単離すること；そして

  (11) 必要に応じて(6)～(10)を繰り返して、遺伝的ワクチンベクターの標的細

胞への取込みまたは特異性を増大させるのに有用な、さらに最適化された細胞特

異的結合部分を得ること。

  本発明はまた、本発明の方法により得られる最適化された組換え結合部分コー

ド核酸を宿主細胞内で発現させることにより生成される、細胞特異的組換え結合

部分を提供する。

  別の実施形態では、本発明は、

  a) 核酸結合ドメインと細胞特異的リガンドとを含む、最適化された組換え結

合部分、およびb) 結合部位を含むポリヌクレオチド配列、

を含む遺伝的ワクチンであって、該核酸結合ドメインは該結合部位に特異的に結

合可能である、該遺伝的ワクチンを提供する。

  本発明の別の実施形態は、標的細胞に対する遺伝的ワクチンの取込み、有効性

、または特異性を増大させるのに有用な、最適化された細胞特異的結合部分を得

るための方法であって、

  (1) エンテロトキシンまたは他の毒素の非毒性受容体結合部分をコードするポ

リヌクレオチドを含む核酸の少なくとも第1および第2の形態を再集合させて（お

よび／または本明細書に記載の1以上の定方向進化法に付して）、組換え核酸の

ライブラリーを作製すること（ただし該第1および第2の形態は２個以上のヌクレ

オチドにおいて互いに異なっている）；
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  (2) 該核酸のライブラリーを含むベクターを宿主細胞の集団にトランスフェク

トすること（ここで、該核酸は発現されて組換え細胞特異的結合部分ポリペプチ

ドを生成する）；

  (3) 該組換え細胞特異的結合部分ポリペプチドを標的細胞の細胞表面受容体と

接触させること；そして

  (4) どの組換え細胞特異的結合部分ポリペプチドが該標的細胞への結合能の増

大を示しているのかを測定すること、

による上記方法を提供する。これらの方法により生産される最適化された組換え

細胞特異的結合部分で遺伝的ワクチンベクターをコートすることにより、標的細

胞による該遺伝的ワクチンベクターの取込みを増大させる方法もまた、本発明に

より提供される。

  本発明はまた、哺乳動物へ投与した際に選択した哺乳動物組織への増大した侵

入能力を有する、または該増大した侵入能力をベクターに賦与する最適化された

輸送ビヒクルまたは成分を得るための、ワクチン輸送ビヒクル、遺伝的ワクチン

ベクターまたはベクター成分を進化させる方法をも提供する。これらの方法は以

下のステップを含む：

  (1) ポリヌクレオチドのプールのメンバーを再集合させて（および／または本

明細書に記載の1以上の定方向進化法に付して）、実験的に（in vitroおよび／

またはin vivoで）生成されるポリヌクレオチドのライブラリーを作製すること

；

  (2) それぞれが提示ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドに機能しうる

形で連結された、実験的に（in vitroおよび／またはin vivoで）生成されたポ

リヌクレオチドのライブラリーのメンバーを含む、複製可能な遺伝的パッケージ

のライブラリーを試験哺乳動物に投与すること（その際、該（in vitroおよび／

またはin vivoで）実験的に生成されたポリヌクレオチドおよび該提示ポリペプ

チドは、複製可能な遺伝的パッケージの表面に提示される融合タンパク質として

発現される）；そして

  (3) 投与後の適切な時間に、該試験動物の選択した組織中に存在する複製可能

な遺伝的パッケージを回収すること（その際、回収された複製可能な遺伝的パッ
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ケージは、哺乳動物に投与された際に、該選択した哺乳動物組織へ侵入する能力

が増大している）。

  上記輸送ビヒクルのさらなる最適化が望まれる場合、本発明の方法はさらに以

下のステップを含む：

  (4) 該選択した組織から回収した複製可能な遺伝的パッケージから得られる、

少なくとも１つの実験的に（in vitroおよび／またはin vivoで）生成されるポ

リヌクレオチドを含む核酸を、ポリヌクレオチドの別のプールと再集合させて（

および／または本明細書に記載の1以上の定方向進化法に付して）、実験的に（i

n vitroおよび／またはin vivoで）生成されるポリヌクレオチドの別のライブラ

リーを作製すること；

  (5) 複製可能な遺伝的パッケージのライブラリーを試験動物に投与すること（

ここで、該複製可能な遺伝的パッケージの各々は、提示ポリペプチドをコードす

るポリヌクレオチドに機能しうる形で連結されている、実験的に（in vitroおよ

び／またはin vivoで）生成されるポリヌクレオチドの別のライブラリーのメン

バーを含んでおり、該実験的に（in vitroおよび／またはin vivoで）生成され

るポリヌクレオチドおよび該提示ポリペプチドは、該複製可能な遺伝的パッケー

ジの表面に提示される融合タンパク質として発現される）；

  (6) 投与後の適切な時間に、該試験動物の選択した組織に存在する複製可能な

遺伝的パッケージを回収すること；そして

  (7) 必要に応じて(4)～(6)を繰り返して、哺乳動物に投与された際に選択した

哺乳動物組織に侵入する能力がさらに増大している、別の最適化された組換え輸

送ビヒクルを得ること。特に関心が持たれる投与方法としては、例えば、経口、

局所的および吸入が挙げられる。投与が静脈内である場合、目的とする哺乳動物

組織としては、例えば、リンパ節および脾臓が挙げられる。

  別の実施形態において、本発明は、抗原提示細胞に対する増大した特異性を有

するか、またはその成分を含むベクターに該増大した特異性をもたらすように最

適化された輸送ビヒクルまたはベクター成分を得るために、ワクチン輸送ビヒク

ル、遺伝的ワクチンベクターまたはベクター成分を進化させる方法であって、

  (1) ポリヌクレオチドのプールのメンバーを再集合させて（および／または本
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明細書に記載の1以上の定方向進化法に付して）、実験的に（in vitroおよび／

またはin vivoで）生成されるポリヌクレオチドのライブラリーを作製すること

；

  (2) 複製可能な遺伝的パッケージのライブラリーを作製すること（ここで、該

複製可能な遺伝的パッケージの各々は、提示ポリペプチドをコードするポリヌク

レオチドに機能しうる形で連結された、該実験的に（in vitroおよび／またはin

 vivoで）生成されるポリヌクレオチドのライブラリーのメンバーを含み、また

その際、該実験的に（in vitroおよび／またはin vivoで）生成されるポリヌク

レオチドおよび該提示ポリペプチドは、該複製可能な遺伝的パッケージの表面に

提示される融合タンパク質として発現される）；

  (3) 該複製可能な組換え遺伝的パッケージのライブラリーを非APCと接触させ

て、非APC特異的融合ポリペプチドを提示する複製可能な遺伝的パッケージを取

り除くこと；そして

  (4) 非APCに結合しない複製可能な組換え遺伝的パッケージをAPCと接触させ、

APCに結合するものを回収すること（ここで、回収された複製可能な遺伝的パッ

ケージはAPCに特異的に結合可能である）；

による上記方法を提供する。

  さらなる実施形態において、本発明は、標的細胞への増大した侵入能力を有す

る、もしくはそのベクター成分を含むベクターに該増大した侵入能力を賦与する

、最適化された輸送ビヒクルまたはベクター成分を得るために、ワクチン輸送ビ

ヒクル、遺伝的ワクチンベクターまたはベクター成分を進化させる方法であって

、

  (1) インベーシンポリペプチドをコードする核酸の少なくとも第１および第2

の形態を再集合させて（および／または本明細書に記載の1以上の定方向進化法

に付し）、組換えインベーシン核酸のライブラリーを作製すること（ただし該第

1および第2の形態は２個以上のヌクレオチドにおいて互いに異なっている）；

  (2) 組換えバクテリオファージのライブラリーを作製すること（ここで、該組

換えバクテリオファージの各々は、提示ポリペプチドをコードするポリヌクレオ

チドに機能しうる形で連結された、組換えインベーシン核酸を含むキメラ遺伝子
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によりコードされる融合ポリペプチドを該バクテリオファージの表面に提示する

）；

  (3) 該組換えバクテリオファージのライブラリーを標的細胞の集団と接触させ

ること；

  (4) 未結合のファージおよび該標的細胞の表面に結合しているファージを取り

除くこと；そして

  (5) 該標的細胞内に存在するファージを回収すること（ここで、回収されたフ

ァージは、該標的細胞へ侵入する能力が増大しているファージに富む）、

による上記方法を提供する。

  幾つかの実施形態では、これらの方法を用いて得られる最適化された組換え遺

伝的ワクチンベクター、輸送ビヒクルまたはベクター成分は、抗原提示細胞に侵

入する能力が向上している。これらの方法はまた、トランスフェクションステッ

プの後で該細胞を洗浄して、抗原提示細胞に侵入しなかったベクターを取り除く

こと；トランスフェクション後の所定時間にわたって該細胞を培養すること；該

抗原提示細胞を溶解させること；そして、最適化された組換え遺伝的ワクチンベ

クターを細胞溶解物から単離すること、を含み得る。

      【０００９】

最適化された組換え遺伝的ワクチンベクターを含む抗原提示細胞は、例えば、該

ベクターに含まれるマーカー遺伝子の発現を検出することにより同定できる。

  本発明はまた、標的細胞へ侵入する能力が増大している輸送ビヒクルを得るた

めに、バクテリオファージ由来のワクチン輸送ビヒクルを進化させる方法を提供

する。これらの方法は以下のステップ：

  (1) インベーシンポリペプチドをコードする核酸の少なくとも第１および第2

の形態を再集合させて（および／または本明細書に記載の1以上の定方向進化法

に付し）、組換えインベーシン核酸のライブラリーを作製すること（ただし該第

1および第2の形態は２個以上のヌクレオチドにおいて互いに異なっている）；

  (2) 組換えバクテリオファージのライブラリーを作製すること（ここで、該組

換えバクテリオファージの各々は、提示ポリペプチドをコードするポリヌクレオ

チドに機能しうる形で連結された組換えインベーシン核酸を含むキメラ遺伝子に
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よりコードされる融合ポリペプチドを該バクテリオファージの表面に提示する）

；

  (3) 該組換えバクテリオファージのライブラリーを標的細胞集団と接触させる

こと；

  (4) 未結合のファージおよび該標的細胞の表面に結合しているファージを取り

除くこと；そして

  (5) 該標的細胞内に存在するファージを回収すること（その際、回収されたフ

ァージは、該標的細胞へ侵入する能力が増大しているファージに富む）、

を含む。ここでもまた、さらなる最適化が望まれる場合、上記方法は、以下のさ

らなるステップ：

  (6) 標的細胞から回収されるバクテリオファージから得られる少なくとも１つ

の組換えインベーシン核酸を含む核酸を、ポリヌクレオチドの別のプールと再集

合させて（および／または本明細書に記載の1以上の定方向進化法に付して）、

組換えインベーシンポリヌクレオチドの別のライブラリーを作製すること；

  (7) 組換えバクテリオファージの別のライブラリーを作製すること（ここで、

該組換えバクテリオファージの各々は、提示ポリペプチドをコードするポリヌク

レオチドに機能しうる形で連結された、組換えインベーシン核酸を含むキメラ遺

伝子によりコードされる融合タンパク質を該バクテリオファージの表面に提示す

る）；

  (8) 該組換えバクテリオファージのライブラリーを標的細胞集団と接触させる

こと；

  (9) 未結合のファージおよび該標的細胞の表面に結合しているファージを取り

除くこと；

  (10) 該標的細胞内に存在するファージを回収すること；そして

  (11) 必要に応じて(6)～(10)を繰り返して、該標的細胞に侵入する能力がさら

に増大した、さらに最適化された組換え輸送ビヒクルを得ること、

を含み得る。

  幾つかの実施形態において、上記の、標的細胞へ侵入する能力が増大している

輸送ビヒクルを得るために、バクテリオファージ由来のワクチン輸送ビヒクルを
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進化させる方法は、さらに以下のステップ：

  (12) 該最適化された組換え輸送ビヒクルに、目的の抗原をコードするポリヌ

クレオチドを挿入すること（ここで、目的の抗原は、第2の提示ポリペプチドを

含む融合ポリペプチドとして発現される）；

  (13) 該輸送ビヒクルを試験動物に投与すること；そして

  (14) 該輸送ビヒクルが該試験動物内でCTL応答を誘導することができるか否か

を測定すること、

を含み得る。

  あるいはまた、以下のステップを用いることが可能である：

  (12) 該最適化された組換え輸送ビヒクルに、目的の抗原をコードするポリヌ

クレオチドを挿入すること（ここで、目的の抗原は、第2の提示ポリペプチドを

含む融合ポリペプチドとして発現される）；

  (13) 該輸送ビヒクルを試験動物に投与すること；そして

  (14) 該輸送ビヒクルが、目的の抗原を含む病原体に対する中和抗体を誘導す

ることができるか否かを測定すること。これらの方法における目的とする標的細

胞の例は抗原提示細胞である。

  本発明は、第1の疾患関連ポリペプチドに由来する第1の抗原決定基と、第2の

疾患関連ポリペプチドに由来する少なくとも第2の抗原決定基とを含む、組換え

多価抗原性ポリペプチドを提供する。この疾患関連ポリペプチドは、癌抗原、自

己免疫疾患に関連する抗原、炎症性症状に関連する抗原、アレルギー反応に関連

する抗原、感染性因子に関連する抗原、および疾患症状に関連する他の抗原から

なる群から選ばれ得る。

  別の実施形態において、本発明は、抗原性ポリペプチドをコードする組換え核

酸を含む組換え抗原ライブラリーを提供する。このライブラリーは、典型的には

、疾患関連抗原性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含む核酸の

少なくとも第１および第2の形態を再集合させて（および／または本明細書に記

載の1以上の定方向進化法に付して）、組換え核酸のライブラリーを作製するこ

と（ただし該第1および第2の形態は２個以上のヌクレオチドにおいて互いに異な

っている）、により得られる。
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  本発明の別の実施形態は、疾患症状に対する免疫反応を誘導する能力が向上し

ている組換え抗原をコードするポリヌクレオチドを得るための方法を提供する。

これらの方法は、以下のステップ：

  (1) 疾患症状に関係する抗原性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配

列を含む核酸の少なくとも第１および第2の形態を再集合させて（および／また

は本明細書に記載の1以上の定方向進化法に付して）、組換え核酸のライブラリ

ーを作製すること（ただし該第1および第2の形態は２個以上のヌクレオチドにお

いて互いに異なっている）；そして

  (2) 該ライブラリーをスクリーニングして、該疾患症状に対する免疫反応を誘

導する能力が向上している最適化された組換え抗原性ポリペプチドをコードする

、少なくとも１つの最適化された組換え核酸を同定すること、

を含む。

  これらの方法は、場合により、さらに以下のステップ：

  (3)少なくとも１つの最適化された組換え核酸を、該第1および第2の形態と同

一または異なる該核酸の別の形態と再集合させて（および／または本明細書に記

載の1以上の定方向進化法に付して）、組換え核酸の別のライブラリーを作製す

ること；

  (4) 該別のライブラリーをスクリーニングして、該疾患症状に対する免疫反応

を誘導する能力が向上しているポリペプチドをコードする、少なくとも１つのさ

らに最適化された組換え核酸を同定すること；そして

  (5) 必要に応じて、該さらに最適化された組換え核酸が、該疾患症状に対する

免疫反応を誘導する能力が向上しているポリペプチドをコードするまで、(3)～(

4)を繰り返すこと、

を含む。

  幾つかの実施形態において、上記の最適化された組換え核酸は多価抗原性ポリ

ペプチドをコードし、また以下：上記組換え抗原がファージ粒子表面に提示され

るファージポリペプチドとの融合タンパク質として発現されるように、上記組換

え核酸のライブラリーをファージ提示発現ベクター内で発現させること；該ファ

ージを、病原性物質の第1の血清型に特異的な第1の抗体と接触させ、該第1の抗
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体に結合するファージを選択すること；そして、該第1の抗体に結合するファー

ジを、病原性物質の第２の血清型に特異的な第２の抗体と接触させ、該第２の抗

体に結合するファージを選択すること（その際、該第1の抗体および該第2の抗体

に結合するファージは多価抗原性ポリペプチドを発現する）、により、スクリー

ニングが行われる。

      【００１０】

  本発明はまた、細胞内で抗ウイルス性応答を誘導する能力が増大した組換えウ

イルスベクターを取得する方法を提供する。

遺伝的ワクチンに、哺乳動物内で所望の免疫反応を誘導する能力の増大をもたら

す、組換え遺伝的ワクチン成分を取得する方法

  別の実施形態において、本発明は、遺伝的ワクチンに哺乳動物における所望の

免疫反応を誘導する能力の増大をもたらす、組換え遺伝的ワクチン成分の取得方

法を提供する。これらの方法は、(1) 遺伝的ワクチンベクターを含む核酸の少な

くとも第1および第2の形態を再集合させて（および／または本明細書に記載の1

以上の定方向進化法に付し）、組換え遺伝的ワクチンベクターのライブラリーを

作製すること（ただし、該第1および第2の形態は２個以上のヌクレオチドにおい

て互いに異なっている）；(2) 該組換えワクチンベクターのライブラリーを、末

梢血Ｔ細胞、Ｔ細胞クローン、新たに単離した単球／マクロファージおよび樹状

細胞からなる群から選ばれる哺乳動物細胞の集団にトランスフェクトすること；

(3) １以上のサイトカインの存在に関して該細胞を染色し、所望の免疫反応の指

標となるサイトカイン染色パターンを示す細胞を同定すること；そして (4) 所

望のサイトカイン染色パターンを示す細胞から組換えワクチンベクター核酸配列

を得ること、

を含む。

遺伝的ワクチンベクターの免疫反応調節能力を向上させる方法

  また本発明により、遺伝的ワクチンベクターの免疫反応を調節する能力を向上

させる方法であって、(1) 遺伝的ワクチンベクターを含む核酸の少なくとも第１

および第2の形態を再集合させて（および／または本明細書に記載の1以上の定方

向進化法に付して）、組換え遺伝的ワクチンベクターのライブラリーを作製する
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こと（ただし該第1および第2の形態は２個以上のヌクレオチドにおいて互いに異

なっている）；(2) 該組換え遺伝的ワクチンベクターのライブラリーを、抗原提

示細胞の集団にトランスフェクトすること；そして (3) 該細胞から、所望の免

疫反応を調節する能力が増大している、最適化された組換え遺伝的ワクチンベク

ターを単離すること、による上記方法が提供される。

哺乳動物の皮膚に投与した際に該哺乳動物内で所望の免疫反応を誘導する能力が

増大している組換え遺伝的ワクチンベクターの取得方法

  本発明の別の実施形態は、哺乳動物の皮膚に投与した際に該哺乳動物内で所望

の免疫反応を誘導する能力が増大している組換え遺伝的ワクチンベクターを取得

する方法を提供する。これらの方法は、(1) 遺伝的ワクチンベクターを含む核酸

の少なくとも第１および第2の形態を再集合させて（および／または本明細書に

記載の1以上の定方向進化法に付して）、組換え遺伝的ワクチンベクターのライ

ブラリーを作製すること（ただし該第1および第2の形態は２個以上のヌクレオチ

ドにおいて互いに異なっている）；(2) 該組換え遺伝的ワクチンベクターのライ

ブラリーを、哺乳動物の皮膚に局所的に適用すること；(3) 免疫反応を誘導する

ベクターを同定すること；そして(4) 免疫反応を誘導するベクターを含む皮膚細

胞から遺伝的ワクチンベクターを回収すること、を含む。

      【００１１】

遺伝的ワクチンベクターを哺乳動物の皮膚に局所的に適用することによる、該哺

乳動物における免疫反応の誘導方法（ここで、該遺伝的ワクチンベクターは、確

率論的（例、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成）および非確率論

的ポリヌクレオチド再集合の使用により局所的適用に対して最適化されている）

  本発明はまた、遺伝的ワクチンベクターを哺乳動物の皮膚に局所的に適用する

ことにより、該哺乳動物において免疫反応を誘導する方法を提供するものであり

、ここで、該遺伝的ワクチンベクターは、確率論的（例、ポリヌクレオチドシャ

ッフリングおよび中断合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合の使用に

より局所的適用に対して最適化されている。幾つかの実施形態では、該遺伝的ワ

クチンは、経皮パッチ、クリーム、むき出しのDNA、DNAの混合物およびトランス

フェクション促進剤からなる群から選ばれる製剤として投与される。適切なトラ
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ンスフェクション促進剤は、脂質、リポソーム、プロテアーゼおよびリパーセか

らなる群から選ばれる１つ以上の物質を含む。

  あるいはまた、もしくはさらに、該遺伝的ワクチンは、皮膚を表皮剥脱または

剃毛により前処理した後で投与され得る。

最適化された遺伝的ワクチン成分を含む遺伝的ワクチンに、該ワクチンが導入さ

れた細胞のアポトーシスを誘導または抑制する能力の増大をもたらす、該最適化

された遺伝的ワクチン成分の取得方法

  別の実施形態において、本発明は、最適化された遺伝的ワクチン成分を含む遺

伝的ワクチンに、該ワクチンが導入された細胞のアポトーシスを誘導または抑制

する能力の増大をもたらす、該最適化された遺伝的ワクチン成分を取得する方法

を提供する。これらの方法は、(1) アポトーシス調節ポリペプチドをコードする

核酸を含む核酸の少なくとも第１および第2の形態を再集合させて（および／ま

たは本明細書に記載の1以上の定方向進化法に付して）、組換え核酸のライブラ

リーを作製すること（ただし該第1および第2の形態は２個以上のヌクレオチドに

おいて互いに異なっている）；(2) 該組換え核酸のライブラリーを、哺乳動物細

胞の集団にトランスフェクトすること；(3) 該細胞を、アポトーシス開始の指標

である細胞膜の変化の存在に対して染色すること；そして(4) 所望のアポトーシ

ス性の膜変化を示す細胞から、組換えアポトーシス調節遺伝的ワクチン成分を得

ること、を含む。

遺伝的ワクチンに宿主哺乳動物内でのCTL免疫反応に対する感受性の低下をもた

らす遺伝的ワクチン成分の取得方法

  本発明の別の実施形態は、遺伝的ワクチンに宿主哺乳動物内でのCTL免疫反応

に対する感受性の低下をもたらす遺伝的ワクチン成分を取得する方法を提供する

。これらの方法は、(1) CTL免疫反応の阻害剤をコードする遺伝子を含む核酸の

少なくとも第１および第2の形態を再集合させて（および／または本明細書に記

載の1以上の定方向進化法に付して）、組換えCTLインヒビター核酸のライブラリ

ーを作製すること（ただし該第1および第2の形態は２個以上のヌクレオチドにお

いて互いに異なっている）；(2) 該組換えCTLインヒビター核酸のライブラリー

を含む遺伝的ワクチンベクターを、複数のヒト細胞に導入すること；(3) MHCク
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ラスＩ分子の発現が低下している細胞を選択すること；そして(4) 該選択された

細胞から、最適化された組換えCTLインヒビター核酸を得ること、を含み得る。

      【００１２】

遺伝的ワクチンに、宿主哺乳動物内でのCTL免疫反応に対する感受性の低下を賦

与する遺伝的ワクチン成分の取得方法

  本発明はまた、遺伝的ワクチンに、宿主哺乳動物内でのCTL免疫反応に対する

感受性の低下を賦与する、遺伝的ワクチン成分を取得する方法を提供する。これ

らの方法は、(1) CTL免疫反応のインヒビターをコードする遺伝子を含む核酸の

少なくとも第１および第2の形態を再集合させ（および／または本明細書に記載

の１以上の定方向進化法に付し）、ここで該第1および第2の形態は２個以上のヌ

クレオチドにおいて互いに相違しており、それによって、組換えCTLインヒビタ

ーの核酸ライブラリーを作製すること；(2) 該組換えCTLインヒビターの核酸ラ

イブラリーを含むウイルスベクターを、哺乳動物細胞に導入すること；(3) 該導

入後の所定の時間に、該ウイルスベクターに含まれるマーカー遺伝子を発現する

哺乳動物細胞を同定すること、その際、該同定された細胞はCTL応答に抵抗性で

ある；そして(4) 該同定された細胞から、該組換えCTLインヒビター核酸を該遺

伝的ワクチン成分として回収すること、を含む。

  本発明の概括的な目的は、PfEMP1タンパク質に由来するタンパク質およびポリ

ペプチド、これらのタンパク質をコードする核酸、ならびにこれらのタンパク質

と特異的に免疫反応性である抗体を提供することである。さらに別の目的は、マ

ラリア寄生虫感染症の症状の発症の診断、治療または予防における、これらの種

々の組成物の使用方法を提供することである。さらに別の目的は、これらの方法

で用い得る別の組成物を同定するための、化合物のスクリーニング方法を提供す

ることである。

  1つの実施形態において、本発明は、PfEMP1タンパク質のアミノ酸配列と実質

的に相同なアミノ酸配列を有する実質的に純粋なポリペプチド、またはその生物

学的に活性な断片を提供する。

  好ましい態様において、本発明のポリペプチドは、本明細書で例示、記載、お

よび／または引用される（そして、参照により本明細書に組み入れられる）アミ
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ノ酸配列、その生物学的に活性な断片もしくは類似体と実質的に相同である。ま

た、これらのポリペプチドを含む医薬組成物も提供される。

  別の実施形態において、本発明は、上記のポリペプチドをコードする核酸を提

供する。特に好ましい核酸は、本明細書で例示、記載、および／または引用され

る（そして、参照により本明細書に組み入れられる）核酸の一部もしくは全体、

または本明細書で例示、記載、および／または引用される（そして、参照により

本明細書に組み入れられる）配列をコードする核酸と実質的に相同である。本発

明はまた、これらの核酸配列を含む発現ベクターおよびそれを発現することがで

きる細胞を提供する。

  別の実施形態において、本発明は、PfEMP1ポリペプチドを認識し結合する抗体

、またはその生物学的に活性なフラグメントを提供する。さらに好ましいものは

、P. falciparumの２種以上の変異体による感染症に関連するPfEMP1タンパク質

を認識し結合するペプチドである。

  さらに別の実施形態において、本発明は、PfEMP1／リガンド複合体の形成を阻

害する方法であって、PfEMP1またはそのリガンドを本発明のポリペプチドに接触

させることを含む該方法を提供する。

  関連する実施形態において、本発明は、マラリア感染症に罹患している患者に

おける赤血球の壊死巣分離（sequestration）の抑制方法であって、該患者に、

有効量の本発明のポリペプチドを投与することを含む該方法を提供する。そのよ

うな投与は、感染の前に行っても後に行ってもよい。

  さらに別の実施形態において、本発明は、サンプル中のPfEMP1の存在の有無を

検出する方法を提供する。この方法は、該サンプルを本発明の抗体にさらすこと

、そして該抗体と該サンプルの成分との結合があるとしたらそれを検出すること

、を含む。

  さらに別の実施形態において、本発明は、試験化合物がPfEMP1／リガンド複合

体形成のアンタゴニストであるか否かを調べる方法を提供する。この方法は、該

複合体の形成を可能にする条件下で、該試験化合物をPfEMP1もしくはその生物学

的に活性なフラグメントおよびそのリガンドと共にインキュベートすることを含

む。該試験化合物の存在下で形成される複合体の量を測定し、該試験化合物の不
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在下で形成される複合体の量と比較する。試験化合物の存在下で形成される複合

体の量が低下すれば、該複合体がPfEMP1／リガンド複合体形成のアンタゴニスト

であることが示される。

      【００１３】

定方向進化法の概要

  本発明はまた、概して、核酸工学、およびそれに対応してコードされる組換え

タンパク質工学の分野に関する。さらに詳細には、本発明は、核酸の定方向進化

、ならびに、その結果生じる関心のある活性（例えば、関心のある核酸活性およ

び／または特定するタンパク質（特に酵素）の活性）に基づいて進化させた核酸

を含むクローンのスクリーニングに関する。

  本発明により提供される突然変異を起こした分子は、炭水化物、脂質、核酸お

よび／またはタンパク質成分を含む生物学的分子のようなキメラ分子および点突

然変異を有する分子を有し得るものであり、これらの具体的な（しかし非限定的

な）例としては、抗生物質、抗体、酵素、ならびにステロイド系および非ステロ

イド系ホルモンが挙げられる。

  本発明は、概して、1) １つ以上の先祖または親世代の鋳型から、少なくとも

１つの点突然変異、付加、欠失および／またはキメラ化を達成するように突然変

異を起こしている子孫世代の分子（ポリヌクレオチド配列からなる分子、ポリペ

プチド配列からなる分子、および一部がポリヌクレオチド配列からなり一部がポ

リペプチド配列からなる分子を含む）を調製し；2) 該子孫世代の分子を、好ま

しくはハイスループット法を用いて、少なくとも１つの関心のある特性（酵素活

性の向上または安定性の増大または新規な化学療法上の効果など）に関してスク

リーニングし；3) 場合により、該親および／または子孫世代の分子に関する構

造的および／または機能的な情報を取得および／または分類し；そして、4) 場

合により、任意のステップ1)～3)を繰り返す、方法に関する。

  好ましい実施形態において、（例えば、親ポリヌクレオチド鋳型から）－「コ

ドン部位飽和突然変異誘発」と名付けられたものにおいて－子孫世代のポリヌク

レオチドであって、該ポリヌクレオチドの各々が、全てのコドン（または、同一

のアミノ酸をコードする縮重コドンの全てのファミリー）が各コドン位置に呈示
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されるように、少なくとも１セットで３つ以下の隣接する点突然変異（すなわち

、新規なコドンを含む異なる塩基）を有する、該子孫世代のポリヌクレオチドが

生成される。この子孫世代のポリヌクレオチドに対応して－およびこの子孫世代

のポリヌクレオチドによりコードされるものとして－、それぞれが少なくとも１

つの単一アミノ酸点突然変異を有する子孫ポリペプチドが1セット生成される。

好ましい態様において、－「アミノ酸部位飽和突然変異誘発」と名付けられたも

のにおいて－該ポリペプチドに沿った各および全てのアミノ酸位置に、19種の天

然にコードされるポリペプチド形成α-アミノ酸置換の各々に対して１つの突然

変異ポリペプチドがもたらされる。これにより、－該親ポリペプチドに沿った各

および全てのアミノ酸位置において－元々のアミノ酸を含む全部で20種の異なる

子孫ポリペプチド、または該20種の天然にコードされるアミノ酸の代わりに、も

しくはそれに加えて別のアミノ酸が用いられた場合には、21種より多い異なる子

孫ポリペプチドが得られることもある。

  したがって、別の態様において、この方法はまたは、－上記20種の天然にコー

ドされるポリペプチド形成α-アミノ酸に加えて、および／またはそれらと組合

せて－他の稀な、および／または天然にコードされるアミノ酸およびアミノ酸誘

導体をふくむ突然変異体を生成するのに用い得る。さらに別の態様において、こ

の方法はまた、（例えば、１つ以上の改変tRNA分子を有する宿主細胞内で）－好

適な宿主の天然または未改変のコドン認識系に加えて、および／またはそれらと

組合せて－改変コドン認識系、突然変異コドン認識系および／または設計コドン

認識系を用いることにより、突然変異体を生成するのにも用い得る。

  さらに別の態様において、本発明は、組換え、さらに詳細には、部分的に相同

な領域を含むポリヌクレオチド配列のin vivo再組合せ（re-assortment）の方法

によりポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを調製し、該ポリヌクレオチ

ドを再集合させて少なくとも１つのポリヌクレオチドを形成し、該ポリヌクレオ

チドを、有用な特性を有するポリペプチドの生成に関してスクリーニングする方

法に関する。

  さらに別の好ましい実施形態において、本発明は、達成される任意の突然変異

的変化（特に飽和突然変異誘発を含む）の効果を－任意の分子特性（例、酵素活
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性）または現行の技法により可能な特性の組合せについて－分析および分類する

のに用い得る。したがって、親ポリペプチド中の各アミノ酸を少なくとも19種の

可能性のある置換物の各々に変える効果を調べるための包括的な方法が提供され

る。このことにより、親ポリペプチド中の各アミノ酸が、該ポリペプチドの測定

可能な特性に及ぼす潜在的効果の範囲にしたがって、特性決定でき、そして分類

できるようになる。

  別の態様において、本発明の方法は、分子同士を再結合させ、ならびに／また

は配列の複雑度および相同領域を有する反復配列もしくは連続配列の程度を低下

させる減少性プロセス（reductive processes）を仲介する、という細胞の生来

の特性を利用する。

  本発明の目的とするところは、増大した活性を有する生物学的に活性なハイブ

リッドポリペプチドをコードするハイブリッドポリヌクレオチドを生成する方法

を提供することである。本発明の１つの態様によれば、これらおよび他の目的を

達成する上で、ポリヌクレオチドを適切な宿主細胞に導入し、ハイブリッドポリ

ヌクレオチドを生成する条件下で該宿主細胞を増殖させるための方法が提供され

ている。

  本発明の別の態様において、本発明は、ハイブリッドポリヌクレオチドにより

コードされる生物学的に活性なハイブリッドポリペプチドをスクリーニングする

ための方法を提供する。この方法は、増大した生物学的活性を有する生物学的に

活性なハイブリッドポリペプチドの同定を可能にする。

1.4. 図面の簡単な説明

  （図面の簡単な説明については下記参照）

      【００１４】

２．発明の説明

2.1 用語の定義

  本明細書に記載した実施例の理解を容易にするために、一定の頻繁に用いられ

る方法および／または用語を説明する。

  「作用物質(agent)」という用語は、本明細書で用いられる場合、化合物、化

合物の混合物、空間的に局在化した化合物のアレイ(例えば、VLSIPSペプチドア
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レイ)、ポリヌクレオチドアレイ、および／またはコンビナトリアル小分子アレ

イ)、生物学的巨大分子、バクテリオファージペプチド展示ライブラリー、バク

テリオファージ抗体(例えばscFv)展示ライブラリー、ポリソームペプチド展示ラ

イブラリー、または生物材料、例えば細菌細胞、植物細胞、真菌細胞、または動

物(特に哺乳動物)細胞または組織などからの抽出物を示すものである。作用物質

は、下記のスクリーニングアッセイに組み込まれることにより、抗腫瘍剤、抗炎

症剤またはアポトーシスモジュレーターとしての潜在的な活性について評価され

る。作用物質は、下記のスクリーニングアッセイに組み込まれることにより、特

異的なタンパク質相互作用インヒビター(すなわち、２つの所定のポリペプチド

間の結合相互作用を選択的に阻害するが、実質的に細胞生存を妨害しない作用物

質)としての潜在的な活性について評価される。

  制限部位における「多義的塩基要求(ambiguous base requirement)」とは、完

全に指定されていない、すなわち、1つの特定の塩基(例えば、限定するものでは

ないが、A、C、GおよびTから選択される特定の塩基など)ではなく、少なくとも2

個以上の塩基のうちのいずれか１つであり得るヌクレオチド塩基要求を意味する

。当技術分野および本明細書で塩基の多義性を示すために用いられる一般に許容

されている略語は下記のとおりである：R=GまたはA；Y=CまたはT；M=AまたはC；

K=GまたはT；S=GまたはC；W=AまたはT；H=AまたはCまたはT；B=GまたはTまたはC

；V=GまたはCまたはA；D=GまたはAまたはT；N=AまたはCまたはGまたはT。

  分子配列に関する「アラインメント」は、2個以上の配列間の類似性を決定す

るための方法である。比較のための配列の最適なアラインメントは、例えば、Sm

ithおよびWaterman, Adv. Appl. Math. 2:482(1981)の局所相同性アルゴリズム

、NeedlemanおよびWunsch, J. Mol. Biol. 48:443(1970)の相同性アラインメン

トアルゴリズム、PearsonおよびLipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444(

1988)の類似性サーチ方法、これらのアルゴリズムのコンピュータインプリメン

テーション(Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group,

 575 Science Dr., Madison, WIにおけるGAP、BESTFIT、FASTA、およびTFASTA)

または目視検査(一般的にはAusubelらを参照, 後掲)によって行うことができる

。
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  配列同一性および配列類似性のパーセンテージを決定するのに適したアルゴリ

ズムの１つの例は、BLASTアルゴリズムであり、これはAltschulら, J. Mol. Bio

l. 215:403-410(1990)に記載されている。BLAST解析を実施するソフトウェアは

、国立バイオテクノロジー情報センター(National Center for Biotechnology I

nformation, http://www.ncbl.nlm.nih.gov/)から公的に入手可能である。この

アルゴリズムは、まず、クエリー配列内の長さWのショートワードを同定するこ

とによりハイスコアリング配列ペア(high scoring sequence pair, HSP)を同定

することを含み、このショートワードは、データベース配列内の同じ長さのワー

ドとアラインメントした場合にあるポジティブ値(positive-valued)閾値スコアT

とマッチするか、それを満たすものである。Tは、近傍ワードスコア閾値と称さ

れる(Altschulら, 前掲)。これらの初期近傍ワードヒットは、それらを含むより

長いHSPを見つけるためのサーチ開始のための種として作用する。次いで、累積

アラインメントスコアが増加し得る限り、ワードヒットを各配列に沿って両方向

に伸ばす。累積スコアは、ヌクレオチド配列についてはパラメーターM(適合残基

のペアに対する報酬スコア；常に０より大)およびN(不適合残基に対するペナル

ティスコア；常に０より小)を用いて計算される。アミノ酸配列については、ス

コアリングマトリックスを用いて累積スコアが計算される。各方向におけるワー

ドヒットの伸長は、累積アラインメントスコアがその最大到達値から量Xだけ低

下する場合；1個以上のネガティブスコアリング残基アラインメントの累積のた

めの累積スコアがゼロ以下になる場合：またはいずれかの配列が末端に到達する

場合に停止される。

  BLASTアルゴリズムパラメーターW、TおよびXは、アラインメントの感度および

速度を決定する。BLASTNプログラム(ヌクレオチド配列用)は、デフォルト値とし

てワード長(word length, W)11、期待値(E)10、カットオフ100、M=5、N=-4、お

よび両鎖の比較を用いる。アミノ酸配列については、BLASTPプログラムは、デフ

ォルト値としてワード長(W)3、期待値(E)10、およびBLOSUM62スコアリングマト

リックスを用いる(HenikoffおよびHenikoff(1989)Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

89:10915参照)。

      【００１５】
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  配列同一性のパーセンテージの計算に加えて、BLASTアルゴリズムは、２つの

配列間の類似性の統計的分析も実行する(例えばKarlinおよびAltshul(1993)Proc

. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787参照)。BLASTアルゴリズムから提供され

る類似性の尺度の一つは最小合計確率(P(N))であり、これは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のマッチングが偶然発生する確率の指標を提

供するものである。例えば被験配列と参照配列との比較における最小合計確率が

約0.1未満、より好ましくは約0.01未満、最も好ましくは約0.001未満である場合

、その核酸は参照配列と類似であるとみなされる。

  二つの核酸配列が実質的に同一であるという別の指標は、二つの分子がストリ

ンジェント条件下で互いにハイブリダイズするということである。「特異的にハ

イブリダイズする」という語句は、一つの分子が特定のヌクレオチド配列に対し

てのみ、その配列が複合混合物(例えば細胞全体)、DNAまたはRNA中に存在する場

合に、ストリンジェントな条件下で結合、二重鎖形成またはハイブリダイズする

ことを意味する。「実質的に結合する」とは、プローブ核酸と標的核酸との間の

相補的ハイブリダイゼーションを意味し、ハイブリダイゼーション媒体のストリ

ンジェンシーを低下させることにより、所望の標的ポリヌクレオチド配列の検出

を得るように対処され得る少数のミスマッチを包含する。

  「アミノ酸」という用語は、本明細書で用いる場合、アミノ基(-NH2)およびカ

ルボキシル基(-COOH)を、好ましくは遊離基としてあるいは縮合後にペプチド結

合の一部として含む任意の有機化合物を意味する。「天然でコード化されたポリ

ペプチドを形成する20種のα－アミノ酸」は当技術分野で知られており、アラニ

ン(alaまたはA)、アルギニン(argまたはR)、アスパラギン(asnまたはN)、アスパ

ラギン酸(aspまたはD)、システイン(cysまたはC)、グルタミン酸(gluまたはE)、

グルタミン(glnまたはQ)、グリシン(glyまたはG)、ヒスチジン(hisまたはH)、イ

ソロイシン(ileまたはI)、ロイシン(leuまたはL)、リシン(lysまたはK)、メチオ

ニン(metまたはM)、フェニルアラニン(pheまたはF)、プロリン(proまたはP)、セ

リン(serまたはS)、トレオニン(thrまたはT)、トリプトファン(trpまたはW)、チ

ロシン(tyrまたはY)、およびバリン(valまたはV)を意味する。

  「増幅」という用語は、ポリヌクレオチドのコピー数が増大することを意味す
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る。

  「抗体」という用語は、本明細書で用いる場合、完全な状態の免疫グロブリン

分子、ならびにFab、Fab'、(Fab')2、FvおよびSCAフラグメントなどの抗原のエ

ピトープに対して結合能を有する免疫グロブリン分子のフラグメントを意味する

。これらの抗体フラグメントは、該フラグメントの由来である抗体の抗原(例え

ばポリペプチド抗原)に選択的に結合するある程度の能力を維持しており、当技

術分野で公知の方法を用いて作製できる(例えばHarlowおよびLane, 前掲を参照)

。該フラグメントは、さらに下記のように説明される。

  (1) Fabフラグメントは抗体分子の1価抗原結合フラグメントからなり、パパイ

ン酵素により抗体分子全体を消化し、完全な状態のL鎖と、H鎖の一部分とからな

るフラグメントを得ることにより作製し得る。

  (2) 抗体分子のFab'フラグメントは、抗体分子全体をペプシンで処理した後に

還元し、完全な状態のL鎖とH鎖の一部分とからなる分子を得ることにより取得で

きる。この方法で処理した抗体分子1分子当たり２つのFab'フラグメントが得ら

れる。

  (3) 抗体の（Fab')2フラグメントは、抗体分子全体をペプシン酵素で処理し、

その後還元を行わないことにより取得できる。（Fab')2フラグメントは、2個の

ジスルフィド結合で互いに拘束された2つのFab'フラグメントからなる二量体で

ある。

  (4) Fvフラグメントは、2本の鎖として発現されるL鎖の可変領域とH鎖の可変

領域を含む遺伝子工学的に操作されたフラグメントと定義される。

  (5) 1本鎖抗体(「SCA」)は、適当なフレキシブルなポリペプチドリンカーで連

結されたL鎖の可変領域とH鎖の可変領域とを含む遺伝子工学的に操作された1本

鎖分子である。

      【００１６】

  「応用分子進化」(Applied Molecular Evolution,「AME」)という用語は、特

定の有用な目標に対する進化設計アルゴリズムの応用を意味する。AMEのための

多数の異なるライブラリーフォーマットがポリヌクレオチド、ペプチドおよびタ

ンパク質(ファージ、lacIおよびポリソーム)について報告されているが、これら



(79) 特表２００３－５２４３９２

のフォーマットはどれもコンビナトリアルライブラリーを意識的に作製するため

のランダム乗換え(cross-over)による組換えに対応したものではない。

  「キメラ特性」を有する分子は、1) 第1の参照分子に部分的に相同であり、部

分的に非相同であり；2) それと同時に第2の参照分子に部分的に相同であり、部

分的に非相同であり；3) それと同時にさらに1個以上の追加の参照分子に部分的

に相同であり、部分的に非相同である可能性を排除するものではない分子である

。ある非限定的な実施形態では、キメラ分子は、部分分子配列の再組合わせを構

築することにより調製し得る。ある非限定的な態様では、キメラポリヌクレオチ

ド分子は、複数の分子鋳型を用いてキメラポリヌクレオチドを合成することによ

り調製することができ、その結果得られたキメラポリヌクレオチドは、複数の鋳

型の特性を有している。

  「同族」という用語は、本明細書で用いる場合、種間で進化的かつ機能的に関

連付けられる遺伝子配列を意味する。例えば、限定するものではないが、ヒトゲ

ノムにおいては、ヒトCD4遺伝子はマウス3d4遺伝子に対する同族遺伝子である。

なぜなら、これらの2つの遺伝子の配列および構造はそれらがかなり相同性が高

いということを示しており、そしてそれらの遺伝子は両方ともMHCクラスII拘束

性抗原認識によるT細胞活性化のシグナル伝達において機能するタンパク質をコ

ードしているからである。

  「比較ウィンドウ」とは、本明細書で用いる場合、少なくとも20個の連続した

ヌクレオチド位置の概念的なセグメントを意味し、ここで１つのポリヌクレオチ

ド配列は、少なくとも20個の連続したヌクレオチドからなる参照配列と比較され

得るものであって、比較ウィンドウに含まれる該ポリヌクレオチド配列の一部は

、それらの2つの配列の最適アラインメントでは参照配列(これは付加または欠失

を含まない)と比較して付加または欠失(すなわちギャップ)が20パーセント以下

であり得る。比較ウィンドウをアラインメントするための配列の最適なアライン

メントは、Smithの局所的相同アルゴリズム(SmithおよびWaterman, Adv Appl Ma

th, 1981; SmithおよびWaterman, J Teor Biol, 1981; SmithおよびWaterman, J

 Mol Biol, 1981; Smithら, J Mol Evol, 1981)、Needlemanの相同アラインメン

トアルゴリズム(NeedlemanおよびWuncsch, 1970)、Pearsonの類似性サーチ方法(
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PearsonおよびLipman, 1988)、これらのアルゴリズムのコンピュータインプリメ

ンテーション(GAP、BESTFIT、FASTA、およびTFASTA(Wisconsin Genetics Softwa

re Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madiso

n, WI))、または検査によって行うことができ、種々の方法によって作製された

中での最適アラインメント(すなわち比較ウィンドウ全体にわたって最大パーセ

ンテージの相同性が得られる)が選択される。

  本明細書で用いる場合、「相補性決定領域」および「CDR」という用語は、例

えば、一般に超可変領域またはハイパー可変ループとしても知られているKabat

およびChothiaらのCDRの定義(ChothiaおよびLesk, 1987; Clothiaら, 1989; Kab

atら, 1987;およびTramontanoら, 1990)に例示される当技術分野で認められてい

る用語を意味する。可変領域ドメインは、一般に、天然免疫グロブリン鎖（例え

ばアミノ酸1～110）のアミノ末端側の約105～115アミノ酸を含むが、幾分短いか

または長い可変ドメインも、1本鎖抗体を形成するのに適している。

  「保存的アミノ酸置換」とは、類似の側鎖を有する残基による互換性を意味す

る。例えば、脂肪族側鎖を有するアミノ酸のグループはグリシン、アラニン、バ

リン、ロイシンおよびイソロイシンであり；脂肪族ヒドロキシル側鎖を有するア

ミノ酸のグループはセリンおよびトレオニンであり；アミド含有側鎖を有するア

ミノ酸のグループはアスパラギンおよびグルタミンであり；芳香族側鎖を有する

アミノ酸のグループはフェニルアラニン、チロシンおよびトリプトファンであり

；塩基性側鎖を有するアミノ酸のグループはリシン、アルギンンおよびヒスチジ

ンであり；硫黄含有側鎖を有するアミノ酸のグループはシステインおよびメチオ

ニンである。好ましい保存的アミノ酸置換グループは、バリン-ロイシン-イソロ

イシン、フェニルアラニン-チロシン、リシン-アルギニン、アラニン-バリン、

およびアスパラギン-グルタミンである。

      【００１７】

  特定のポリヌクレオチド配列の「保存的に改変された変異」は、同一または本

質的に同一のアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチドに関して言い、あるい

はそのポリヌクレオチドがアミノ酸配列をコードしない場合には、本質的に同一

の配列に関して言う。遺伝子コードの縮重により、多数の機能的に同一の核酸が
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任意の所定のポリペプチドをコードする。例えば、コドンCGU、CGC、CGA、CGG、

AGA、およびAGGは全てアミノ酸アルギニンをコードする。

  したがって、コドンによってアルギニンが指定されている全ての位置において

、コード化されるポリペプチドを変更することなく、該コドンを記載した対応コ

ドンのいずれかに変更することができる。そのような核酸の変異は「サイレント

変異」であり、「保存的に改変された変異」の一種である。また、ポリペプチド

をコードする本明細書に記載したポリヌクレオチド配列も全て、特に定めた場合

を除き、可能性のあるサイレント変異全てを記述するものである。

  当業者は、標準的な技術によって核酸内の各コドン(通常メチオニンに対する

唯一のコドンであるAUGを除く)を改変して機能的に同一の分子を得ることができ

ることを認識するだろう。したがって、記載された各配列にはポリペプチドをコ

ードする核酸の各「サイレント変異」が暗に含まれている。

  さらに、当業者は、コード化配列における1個のアミノ酸または少数のアミノ

酸(一般的には5%未満、より一般的には1%未満)を変更、付加または欠失させる個

々の置換、欠失または付加は、その変更によって化学的に類似のアミノ酸による

アミノ酸の置換が生じる場合、「保存的に改変された変異」であると認識するだ

ろう。機能的に類似したアミノ酸を示す保存的置換テーブルは当技術分野では公

知である。下記の５つのグループは、それぞれ、互いに保存的置換となるアミノ

酸を含む：

    脂肪族：グリシン(G)、アラニン(A)、バリン(V)、ロイシン(L)、イソロイシ

ン(I)；

    芳香族：フェニルアラニン(F)、チロシン(Y)、トリプトファン(W)；

    硫黄含有：メチオニン(M)、システイン(C)；

    塩基性：アルギニン(R)、リシン(K)、ヒスチジン(H)；

    酸性：アスパラギン酸(D)、グルタミン酸(E)、アスパラギン(N)、グルタミ

ン(Q)。

  また、アミノ酸のさらなるグループ分けについては、Creighton(1984)Protein

s, W.H.FreemanおよびCompanyも参照されたい。さらに、コード化配列における1

個のアミノ酸または少数のアミノ酸を変更、付加または欠失させる個々の置換、
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欠失または付加も、「保存的に改変された変異」である。

  「～に対応する」という用語は、本明細書で用いる場合、ポリヌクレオチド配

列が参照ポリヌクレオチド配列の全部または一部に相同(すなわち同一であるが

、厳密には進化的に近縁でない)であるか、あるいはポリペプチド配列が参照ポ

リペプチド配列と同一であることを意味する。一方、「～に相補的な」という用

語は、本明細書で用いる場合、相補配列が参照ポリヌクレオチド配列の全部また

は一部に相同であることを意味する。例を挙げると、ヌクレオチド配列「TATAC

」は参照配列「TATAC」に対応し、参照配列「GTATA」に相補的である。

  「サイトカイン」という用語には、例えば、インターロイキン、インターフェ

ロン、ケモカイン、造血増殖因子、腫瘍壊死因子およびトランスフォーミング増

殖因子が含まれる。一般に、これらは免疫系の細胞の成熟、活性化、増殖および

分化を調節する分子量の小さいタンパク質である。

  「分解有効量」という用語は、酵素と接触していない基質と比較して、基質の

少なくとも50%を処理するのに必要な酵素の量を意味する。好ましくは、基質の

少なくとも80%が分解される。

  本明細書で用いる場合、「確定配列フレームワーク」という用語は、非ランダ

ムな基準に基づいて、一般には実験データまたは構造データに基づいて選択され

る確定配列のセットを意味し、例えば、確定配列フレームワークは、β-シート

構造を形成すると予測されるアミノ酸配列のセット、または、特に、ロイシンジ

ッパーヘプタッドリピートモチーフ、ジンクフィンガードメインを含み得る。「

確定配列の核(kernal)」は、限定された多様性を含む配列のセットである。(1) 

20個の通常アミノ酸からなる完全にランダムな10マー配列は、(20)10個の配列の

うちのいずれかであり得るものであり、そして(2) 20個の通常アミノ酸からなる

擬似ランダムな10マー配列は、(20)10個の配列のうちのいずれかであり得るが、

特定の位置および／または全体における特定の残基に対して偏りがあるのに対し

て、(3) 確定配列の核は、各残基位置が許容できる20個の通常のアミノ酸(およ

び／または許容できる通常とは異なるアミノ／イミノ酸)のいずれかであり得る

場合の配列の部分集合である。確定配列の核は、一般に、個々の選択されたライ

ブラリーのメンバー配列の一部または全長にわたって、可変および不変の残基位
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置、および／またはアミノ酸残基の確定された部分集合から選択される残基を含

み得る可変の残基位置などを含む。確定配列の核は、アミノ酸配列またはポリヌ

クレオチド配列を意味する。例えば、例示するものであって限定するものではな

いが、配列(NNK)10および(NNM)10(ここで、NはA、T、GまたはCであり、KはGまた

はTであり、MはAまたはCである)が確定配列の核である。

      【００１８】

  DNAの「消化」は、DNA中の特定の配列にのみ作用する制限酵素によるDNAの触

媒的切断を意味する。本明細書で用いられる種々の制限酵素は市販されており、

その反応条件、補因子およびその他の必要条件は、当業者に知られているように

使用される。分析目的の場合、一般に、1μgのプラスミドまたはDNA断片が約２

単位の酵素とともに約20μlのバッファー溶液中で用いられる。プラスミド構築

用のDNA断片を単離する目的の場合、一般に、5～50μgのDNAが20～250単位の酵

素で大容量にて消化される。特定の制限酵素に適したバッファーおよび基質の量

は、製造業者により指定されている。通常、インキュベーション時間は37℃にて

約1時間であるが、供給元の取り扱い説明書により様々であり得る。消化後、反

応物を直接ゲル上で電気泳動させて所望の断片を単離する。

  「指向性ライゲーション」とは、ポリヌクレオチドの5'末端と3'末端が、好ま

しいライゲーションの向きを指定するのに十分なほど相違しているライゲーショ

ンを意味する。例えば、２つの平滑末端を有する、特に処理および消化を行って

いないPCR産物は、一般に、そのマルチクローニング部位に平滑末端をもたらす

ように消化されたクローニングベクターにライゲートする場合、好ましいライゲ

ーションの方向性をもたず、よって、一般には指向性ライゲーションはこれらの

状況下では呈示されない。これとは対照的に、5'EcoRI-処理末端および3'BamHI

処理末端を有する消化されたPCR産物をEcoRIおよびBamHIで消化したマルチクロ

ーニング部位を有するクローニングベクターにライゲートする場合、一般に指向

性ライゲーションが呈示される。

  「DNAシャッフリング」という用語は、本明細書で用いる場合、実質的に相同

であるが同一でない配列間の組換えを示すものであり、いくつかの実施形態では

、DNAシャッフリングは、cer/loxおよび／またはflp/frt系などの非相同的組換
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えによる乗換えを含み得る。

  本発明で用いる場合、「エピトープ」という用語は、フィターゼペプチドなど

の抗原の抗原決定基を意味し、これにフィターゼ特異的抗体などの抗体のパラト

ープが結合する。抗原決定基は、通常、アミノ酸または糖側鎖などの分子の化学

的に活性な表面配置からなり、特異的な三次元構造特性ならびに特異的な荷電特

性を有し得る。本明細書で用いる場合、「エピトープ」とは、抗体の可変領域結

合部と相互作用する結合相互作用の形成能を有する抗原またはその他の巨大分子

の一部を意味する。一般に、そのような結合相互作用は、CDRの1個以上のアミノ

酸残基との分子間接触として現れる。

  「外因性DNAセグメント」、「異種配列」または「異種核酸」とは、本明細書

で用いる場合、特定の宿主細胞とは無関係の起源由来のもの、または同一起源由

来のものである場合にはそのオリジナルの形態から改変されているものを意味す

る。したがって、宿主細胞中の異種遺伝子には、その特定の宿主細胞に内因的な

ものであるが、改変されている遺伝子が含まれる。本明細書に記載した用途にお

ける異種配列の改変は、一般に、確率論的(例えばポリヌクレオチドシャッフリ

ングおよび中断合成)および非確率論的ポリヌクレオチド再集合の使用によって

生じる。よって、この用語は、その細胞に無関係であるかもしくは起源が異なる

DNAセグメント、またはその細胞と同一起源であるが宿主細胞核酸内の該エレメ

ントが通常見出されない位置に存在するDNAセグメントを意味する。

  「外因性」DNAセグメントは発現されて外因性ポリペプチドを産生する。

  「遺伝子」という用語は、生物学的機能と関連したDNAの任意のセグメントを

意味するものとして広く用いられる。よって、遺伝子は、コード配列および／ま

たはそれらの発現に必要な調節配列を含む。また遺伝子は、例えば、その他のタ

ンパク質に対する認識配列を形成する非発現DNAセグメントも含む。遺伝子は、

関心のある起源からのクローニングまたは公知または予測配列情報からの合成な

どによって種々の起源から取得でき、所望のパラメーターを有するように設計さ

れた配列も含み得る。

      【００１９】

  「実験的に(in vitroおよび／またはin vivoで)作製したポリヌクレオチド」(
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この用語は「組換えポリヌクレオチド」を含む)または「実験的に(in vitroおよ

び／またはin vivoで)作製したポリペプチド」(この用語は「実験的に作製した

ポリペプチドを含む)は、それぞれ２種以上の起源核酸またはポリペプチド由来

の核酸またはアミノ酸配列を含む非天然ポリヌクレオチドまたはポリペプチドで

あり、この起源核酸またはポリペプチドは天然核酸またはポリペプチドであり得

るかまたはそれ自体突然変異誘発または他のタイプの改変に付されたものであり

得る。種々の核酸またはアミノ酸配列の由来である起源ポリヌクレオチドまたは

ポリペプチドは、相同のものである(すなわち、同一または類似の構造および／

または機能を有するか、またはそれをコードするポリペプチドをコードする)場

合もあり、例えば、生物のまたは種々の病態由来の様々な単離物、血清型、株、

種に由来する場合が多い。

  「断片」、「誘導体」および「類似体」という用語は、参照ポリペプチドを意

味する場合、参照ポリペプチドと少なくとも本質的に同一の少なくとも１つの生

物学的機能または活性を保持するポリペプチドを含む。さらに、「断片」、「誘

導体」または「類似体」という用語は、切断によって改変して有意に高い活性を

有する成熟酵素を生産し得る低活性プロタンパク質などの「プロ型」分子で例示

される。

  本発明は、鋳型ポリペプチドから、「単一アミノ酸置換の全レンジ」が各アミ

ノ酸位置に呈示される子孫ポリペプチドのセットを取得する方法を提供する。本

明細書で用いる場合、「単一アミノ酸置換の全レンジ」とは、本明細書で記載し

たように、天然でコードされているポリペプチドを形成する20個のα－アミノ酸

に関するものである。

  「遺伝子」という用語は、ポリペプチド鎖の産生に関与するDNAのセグメント

を意味し、コード領域の前後の領域(リーダーおよびトレーラー)ならびに個々の

コードセグメント(エキソン)間の介在配列(イントロン)を含む。

  「遺伝子の不安定性」とは、本明細書で用いる場合、反復性の高い配列が一般

に反復配列の欠落による配列の単純化を伴う短縮事象のプロセスにより欠落され

る自然的傾向を意味する。欠失は、１つの反復配列の１つのコピーの欠落および

反復配列間の全ての欠落を伴う傾向がある。
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  「非相同」という用語は、１つの1本鎖核酸配列が別の1本鎖核酸配列またはそ

の相補配列にハイブリダイズすることができないことを意味する。したがって、

非相同の領域とは、ポリヌクレオチドの領域またはポリヌクレオチドが、その配

列内に、別の核酸またはポリヌクレオチドにハイブリダイズすることができない

領域を有することを意味する。そのような領域は、例えば、突然変異の領域であ

る。

  「相同」または「同祖」という用語は、1つの1本鎖核酸配列が相補的な１本鎖

核酸配列にハイブリダイズしうることを意味する。ハイブリダイゼーションの程

度は、配列間の同一性の量、ならびに後に述べるような温度および塩濃度などの

ハイブリダイゼーション条件を含む多くの要因に依存し得る。好ましくは、同一

性の領域は、約5bpよりも大きく、より好ましくは同一性の領域は10bpよりも大

きい。

      【００２０】

  免疫グロブリンのLまたはH鎖可変領域は、CDRとも呼ばれる、3つの超可変領域

によって分断された「フレームワーク」領域からなる。フレームワーク領域の範

囲およびCDRは正確に確定されており、"Sequences of Proteins of Immunologic

al Interest"(Kabatら, 1987)を参照されたい。種々のLまたはH鎖のフレームワ

ーク領域の配列は、同種において比較的保存されている。本明細書で用いる場合

、「ヒトフレームワーク領域」は、天然ヒト免疫グロブリンのフレームワーク領

域に実質的に同一(約85以上、通常90～95以上)のフレームワーク領域である。抗

体のフレームワーク領域、すなわち構成成分のL鎖とH鎖を組み合わせたフレーム

ワーク領域は、CDRの位置決めおよびアラインメントに用いられる。CDRは、主に

抗原のエピトープへの結合を担う。

  本発明の利点は「商業上の用途」(または商業上のプロセス)にも及ぶ。この用

語は、商工業そのもの(または単純な工業)ならびに非商業的な用途(例えば非営

利組織における生物医学的研究)における用途を含むものとして用いられる。関

連用途としては、診断、医薬、農業、製造業および学術の分野における用途が挙

げられる。

  「同一の」または「同一性」という用語は、２つの核酸配列が同一配列または
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相補配列を有することを意味する。したがって、「同一性領域」とは、ポリヌク

レオチドのある領域またはポリヌクレオチド全体が別のポリヌクレオチドのある

領域または該ポリヌクレオチドと同一または相補的であることを意味する。

  「同一の」または「同一性」のパーセンテージという用語は、2つ以上の核酸

またはポリペプチド配列に関して用いられる場合、最大対応するように比較しア

ラインメントした際に、下記の配列比較アルゴリズムのうちの一つを用いてまた

は目視検査によって測定されるように、同一であるか、あるいは同一であるアミ

ノ酸残基もしくはヌクレオチドについて明示されたパーセンテージを有する、２

つ以上の配列または部分配列について言う。

  配列比較のために、一般に、一つの配列が、被験配列と比較される参照配列と

しての役割を果たす。配列比較アルゴリズムを用いる場合、被験配列および参照

配列をコンピュータにインプットし、必要に応じて部分配列の座標を指定し、配

列アルゴリズムプログラムパラメーターを指定する。次いで、配列比較アルゴリ

ズムが、指定されたプログラムパラメーターに基づいて参照配列に対する被験配

列の配列同一性のパーセンテージを計算する。

  ２つの核酸配列またはポリペプチドが実質的に「同一」であるというさらなる

指標は、第1の核酸によりコードされるポリペプチドが、第2の核酸によりコード

されるポリペプチドと免疫学的に交差反応性であるか、あるいは該ポリペプチド

に特異的に結合するということである。よって、あるポリペプチドは、一般に、

例えば２つのペプチドが保存的置換によってのみ相違している場合、第2のポリ

ペプチドと実質的に同一である。

  「単離された」という用語は、その最初の環境(例えば天然物である場合には

その天然の環境)から取り出されていることを意味する。例えば、生きている動

物に存在する天然ポリヌクレオチドまたは酵素は単離されていないが、天然系に

共存している物質のいくつかまたは全てから分離された同ポリヌクレオチドまた

は酵素は単離されている。そのようなポリヌクレオチドはベクターの一部であっ

てもよく、および／またはそのようなポリヌクレオチドもしくは酵素は、組成物

(composition)の一部であってもよい。さらに、そのようなベクターまたは組成

物がその天然環境の一部ではない場合に単離されるものであってよい。
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  「単離された」という用語は、核酸またはタンパク質について用いられる場合

、該核酸またはタンパク質がその天然状態で関連しているその他の細胞成分を本

質的に含まないことを示すものである。好ましくは均質状態で存在するが、乾燥

体または水溶液中に存在してもよい。純度および均質性は、一般に、ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動または高速液体クロマトグラフィーのような分析化学技術

を用いて測定される。調製物中に主な種として存在するタンパク質は、実質的に

精製されている。特に、単離された遺伝子は、該遺伝子に隣接し、関心のある遺

伝子以外のタンパク質をコードするオープンリーディングフレームから分離され

ている。

  「単離された核酸」とは、その由来の生物の天然ゲノム中に存在する場合には

通常直ぐ隣接している5'および3'隣接配列と隣接していない核酸、例えばDNAま

たはRNA分子を意味する。したがって、この用語は、例えば、ベクター、例えば

プラスミドまたはウイルスベクターなどに組み込まれている核酸；異種細胞のゲ

ノム(または同種細胞のゲノムの場合には天然部位とは異なる部位)に組み込まれ

ている核酸；ならびに分離分子、例えばPCR増幅または制限酵素消化によって産

生されたDNA断片またはin vitro転写によって産生されたRNA分子として存在する

核酸を記述するものである。またこの用語は、例えば、融合タンパク質の産生に

用いることができる別のポリペプチド配列をコードするハイブリッド遺伝子の一

部を形成する組換え核酸も記述するものである。

  本明細書で用いる場合、「リガンド」とは、特定のレセプターによって認識さ

れる、ランダムペプチドまたは可変セグメント配列などの分子を意味する。当業

者には理解されるように、分子(または巨大分子複合体)はレセプターでもリガン

ドでもあり得る。一般に、より小さい分子量の結合パートナーはリガンドと呼ば

れ、より大きい分子量の結合パートナーはレセプターと呼ばれる。

  「ライゲーション」とは、２つの2本鎖核酸断片間にホスホジエステル結合を

形成させるプロセスを意味する(Sambrookら, 1982, p.146; Sambrook, 1989)。

特に示さない限り、ライゲーションは、公知のバッファーを用い、ライゲートさ

れるDNA断片をほぼ等モル量で含む0.5μgに対しT4 DNAリガーゼ(「リガーゼ」)

を10単位という条件を用いて行うことができる。
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      【００２１】

  本明細書で用いる場合、「リンカー」または「スペーサー」とは、２つの分子

、例えばDNA結合タンパク質とランダムペプチドを連結する分子または分子のグ

ループを意味し、２つの分子を好ましい立体配置で、例えばランダムペプチドが

DNA結合タンパク質に起因する立体障害が最小になるようにレセプターに結合し

得るように配置させるのに役立つ。

  「進化させるべき分子特性」とは、本明細書で用いる場合、ポリヌクレオチド

配列から構成される分子、ポリペプチド配列から構成される分子、一部にポリヌ

クレオチド配列を含み、一部にポリペプチド配列を含む分子に関するものを含む

。特に関連のある（ただし限定するものではない）進化させるべき分子特性の例

としては、特定の条件、例えば温度、塩度、圧力、pHならびにグリセロール、DM

SO、界面活性剤および／または反応環境下で接触させる任意のその他の分子種の

濃度などの条件における酵素活性が挙げられる。進化させるべき分子特性の特に

関連のある(ただし限定するものではない)別の例としては、安定性、例えば、貯

蔵中に発生し得るような特定の環境に一定時間曝された後に存在する残留する分

子特性の量が挙げられる。

  「多価抗原性ポリペプチド」または「組換え多価抗原性ポリペプチド」は、２

以上の起源ポリペプチド由来のアミノ酸配列を含む非天然ポリペプチドであり、

該起源ポリペプチドは一般に天然ポリペプチドである。種々のアミノ酸配列の領

域の少なくともいくつかは、起源ポリペプチドを注射した哺乳動物に見出される

抗体によって認識されるエピトープを構成する。種々のエピトープの由来である

起源ポリペプチドは通常相同であり(すなわち同一または類似の構造および／ま

たは機能を有する）、例えば、生物のまたは種々の疾患状態由来の様々な単離物

、血清型、株、種に由来する場合が多い。

  「突然変異」という用語は、野生型または親核酸配列の配列内の変化またはペ

プチドの配列内の変化を含む。そのような突然変異は、トランジションまたはト

ランスバージョンなどの点突然変異であり得る。該突然変異は、欠失、挿入また

は重複であり得る。また、突然変異は「キメラ化」であってもよく、例えば、１

つの親分子の配列の一部または全部ならびに少なくとも１つのその他の親分子の
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配列の一部または全部を含むように作製された子孫分子が挙げられる。本発明は

、キメラポリヌクレオチドおよびキメラポリペプチドの両方を提供する。

  本明細書で用いる場合、縮重「N,N,G/T」ヌクレオチド配列は32個のトリプレ

ットが考えられることを示す(ここで、「N」はA、C、GまたはTであり得る)。

  「天然」という用語は、本明細書である対象物に対して用いる場合、その対象

物が自然界に見出される事実を意味する。例えば、自然界の起源から単離され得

る生物(例えばウイルス、細菌、原生動物、昆虫、植物または哺乳動物組織)中に

存在し、実験室で人間によって意図的に改変されていないポリペプチドまたはポ

リヌクレオチド配列は天然のものである。一般に、天然という用語は、非病的な

(病気に罹患していない)個体に存在する、例えばその種にとって典型的であるよ

うな対象物を意味する。

  「核酸」という用語は、デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドな

らびにその1本鎖または2本鎖形態のポリマーを意味する。特に限定しない限り、

この用語は、参照核酸と類似の結合特性を有し、天然ヌクレオチドに類似した様

式で代謝される天然ヌクレオチドの公知の類似体を含む核酸を包含する。特に示

さない限り、特定の核酸配列は、明示された配列はむろんのこと、その保存的に

改変された変異体(例えば縮重コドン置換)および相補配列も無条件に包含する。

具体的には、縮重コドン置換は、1個以上の選択された(または全ての)コドンの3

番目の位置が混合塩基および／またはデオキシイノシン残基で置換されている配

列を作製することによって得られる(Batzerら(1991)Nucleic Acid Res. 19:5081

; Ohtsukaら(1985)J Biol. Chem. 260:2605-2608; Cassolら(1992)Rossoliniら(

1994)Mol. Cell. Probes 8:91-98)。核酸という用語は、遺伝子、cDNAおよび遺

伝子によってコードされるmRNAと互換的に用いられる。

  「遺伝子から誘導された核酸」とは、その核酸を合成するために該遺伝子また

はその部分配列を最終的に鋳型として用いた、前記核酸を言う。つまり、mRNA、

mRNAから逆転写されたcDNA、そのcDNAから転写されたRNA、そのcDNAから増幅さ

れたDNA、増幅DNAから転写されたRNA等は全て前記遺伝子から誘導されたもので

あり、そのような誘導産物の検出により、サンプル中の最初の遺伝子および／ま

たは遺伝子転写産物の存在および／または存在量が示される。
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  本明細書中で用いられる「核酸分子」は、少なくとも１塩基あるいは１塩基対

（各々、それが一本鎖であるか二本鎖であるかによる）からなるものである。さ

らに核酸分子は、ヌクレオチド含有分子のいずれかのグループにもっぱら属する

か、またはキメラとして属することもあり得る。そのヌクレオチド含有分子は、

限定するものではないが、以下の核酸分子のグループによって例示されるもので

ある：RNA、DNA、ゲノム核酸、非ゲノム核酸、天然核酸および天然に生じたもの

ではない核酸、ならびに合成核酸。このヌクレオチド含有分子は、非限定的な例

に過ぎないが、ミトコンドリアなどのオルガネラの関連核酸、リボソームRNA、

および天然要素と共に１つ以上の非天然要素をキメラ的に含む核酸分子を含む。

      【００２２】

  さらに、「核酸分子」は、限定するものではないがアミノ酸および糖質により

例示される、１つ以上の非ヌクレオチドベースの構成要素を部分的に含み得る。

したがって、例であって限定するものではないが、部分的にはヌクレオチドに基

づいており部分的にはタンパク質に基づいているリボザイムは、「核酸分子」と

みなされる。

  また、例であって限定するものではないが、検出可能な部分（例えば放射性標

識または代わりに非放射性標識など）によって標識された核酸分子は、同様に「

核酸分子」とみなされる。

  「（特定の酵素）をコードする核酸配列」または「（特定の酵素）の配列をコ

ードするDNA」または「（特定の酵素）をコードするヌクレオチド配列」という

用語、およびその他の同義の用語は、適切な調節配列の制御下に置かれれば転写

され、酵素に翻訳されるDNA配列を言う。「プロモーター配列」は、細胞内でRNA

ポリメラーゼと結合し、下流（3'方向）のコード配列の転写を開始することがで

きるDNA調節領域である。プロモーターはDNA配列の一部である。この配列領域は

その3'末端に開始コドンを有する。プロモーター配列は、バックグラウンドを上

回る検出可能なレベルでの転写を開始するために必要な構成要素を有している最

小限の数の塩基を含む。しかしながら、RNAポリメラーゼが該配列に結合し、転

写が開始コドン（プロモーターの3'末端）で開始された後は、転写は3'方向の下

流へ進行する。該プロモーター配列内には、転写開始部位（S1ヌクレアーゼによ
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るマッピングで首尾よく定められた）、およびRNAポリメラーゼの結合を司るタ

ンパク質結合ドメイン（コンセンサス配列）が見出されるであろう。

  「酵素（タンパク質）をコードする核酸」または「酵素（タンパク質）をコー

ドするDNA」または「酵素（タンパク質）をコードするポリヌクレオチド」とい

う用語、およびその他の同義の用語は、該酵素をコードする配列のみを含むポリ

ヌクレオチドだけでなく、更なるコード配列または非コード配列を含むポリヌク

レオチドも包含する。

  １つの好適な実施形態において、「特定の核酸分子種」は、限定するものでは

ないが、一次配列により例示されるその化学構造によって定められるものである

。別の好適な実施形態においては、特定の「核酸分子種」は、該核酸種の機能、

または該核酸種から誘導された産物の機能によって定められる。したがって、非

限定的な例に過ぎないが、「特定の核酸分子種」はそれに起因する１つ以上の活

性または特性（その発現産物に起因する活性または特性も含む）により定められ

る。

  「核酸ライブラリー中への実施中の核酸サンプルの集合」の本明細書中での定

義は、核酸サンプルをベクターに基づくコレクションに組み込む工程（例えばベ

クター中へのライゲーションおよび宿主の形質転換などによる）を含む。適切な

ベクター、宿主、およびその他の試薬、並びにその非限定的な特定の実施例につ

いての説明は後述する。また「核酸ライブラリー中への実施中の核酸サンプルの

集合」の本明細書中での定義は、核酸サンプルを非ベクターに基づくコレクショ

ンに組み込む工程（例えばアダプターとの連結による）をも含む。好ましくは、

該アダプターはPCRプライマーとアニールし、PCRによる増幅を促進することがで

きるものである。

  したがって、非限定的な実施形態において、「核酸ライブラリー」は、ベクタ

ーに基づく１つ以上の核酸分子のコレクションを包含する。異なる好適な実施形

態においては、「核酸ライブラリー」は、非ベクターに基づく核酸分子のコレク

ションを包含する。更に異なる好適な実施形態においては、「核酸ライブラリー

」は、部分的にベクターに基づき、部分的に非ベクターに基づく、核酸分子の混

成コレクションを包含する。好ましくはライブラリーを構成する分子コレクショ
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ンは検索可能で、かつ各核酸分子種毎に分離可能である。

  本発明は、「核酸構築物」あるいは「ヌクレオチド構築物」あるいは「DNA構

築物」を提供する。用語「構築物」は、本明細書中では、ベクターまたはベクタ

ーの一部などの１つ以上のさらなる分子部分と任意に化学結合させ得る、例えば

ポリヌクレオチド（例えばフィターゼポリヌクレオチド）などの分子を記述する

ために用いられる。特定の様態であって、しかし限定することを意味するもので

はない様態においては、ヌクレオチド構築物は、宿主細胞の形質転換に適したDN

A発現構築物により例示される。

      【００２３】

  「オリゴヌクレオチド」（または同義的に「オリゴ」）とは、化学合成された

ものであり得る一本鎖ポリデオキシヌクレオチドまたは相補二本鎖ポリデオキシ

ヌクレオチドを言う。そのような合成オリゴヌクレオチドは、5'リン酸基を有す

るものもあるが、有しないものもある。5'リン酸基を有しないものは、キナーゼ

存在下にてATPによりリン酸基を付加しない限り、他のオリゴヌクレオチドと連

結することはない。合成オリゴヌクレオチドは脱リン酸化されていない断片と連

結される。ポリメラーゼに基づく増幅（例えばPCRによる）を実現するために、

「順番に、少なくとも第１の相同配列、縮重N,N,G/T配列、および第２の相同配

列、を含んでなる、32倍に縮重したオリゴヌクレオチド」が挙げられる。この文

脈で用いられるように、「相同」は、ポリメラーゼに基づいて増幅される親ポリ

ヌクレオチドと前記オリゴとの間の相同性に関する。

  別の核酸配列との機能的関係性のうちに配置される場合、核酸は「機能しうる

形で連結され」ている。例えば、プロモーターまたはエンハンサーは、それがコ

ード配列の転写を増加させるならば、該コード配列に機能しうる形で連結されて

いるのである。

  本明細書中で用いられる用語「機能しうる形で連結された」とは、機能的な関

係にあるポリヌクレオチドのエレメントの連結を言う。核酸は、別の核酸配列と

の機能的関係性のうちに配置される場合、核酸は「機能しうる形で連結され」て

いる。例えば、プロモーターまたはエンハンサーは、それがコード配列の転写に

影響を及ぼすならば、該コード配列に機能しうる形で連結されているのである。
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機能しうる形で連結された、とは、連結されたDNA配列が典型的に連続的である

こと、またタンパク質をコードする２つの領域を結合する必要がある場合には連

続的かつリーディングフレーム内にあることを意味している。しかしながら、エ

ンハンサーは一般的にプロモーターから数キロベース離れている場合でも機能し

、またイントロン配列は様々な長さのものがありうるため、ポリヌクレオチドの

エレメントの中には機能しうる形で連結されていても連続的でないものもあり得

る。

  RNAポリメラーゼが１つのmRNA中に前記２つのコード配列を転写し、次いで該m

RNAが両方のコード配列に由来するアミノ酸配列を含む１つのポリペプチドに翻

訳される場合、コード配列は別のコード配列に「機能しうる形で連結され」てい

る。発現される配列が最終的に所望のタンパク質を産生するようにプロセシング

されるのであれば、該コード配列は互いに連続的である必要はない。

  本明細書中で用いられる用語「親ポリヌクレオチドセット」は、１つ以上の異

なるポリヌクレオチド種を含むセットである。通常この用語は、好ましくは親セ

ットの突然変異誘発によって得られる子孫ポリヌクレオチドセットに関連して用

いられ、この場合用語「親」「出発」および「鋳型」を互換的に用いることがで

きる。

  本明細書中で用いられる用語「生理学的条件」とは、生存生物に適合しており

、および／または培養酵母生細胞もしくは培養哺乳動物生細胞において細胞内に

典型的に存在する、温度、pH、イオン強度、粘性、および同様の生化学的パラメ

ーターを言う。例えば、典型的な実験室培養条件下で増殖させる酵母細胞におけ

る細胞内条件は生理学的条件である。in vitroでの転写カクテルに対する適切な

in vitro反応条件は、一般に生理学的条件である。一般に、in vitro生理学的条

件は、50～200mM NaClまたはKCl, pH6.5～8.5, 20～45℃, および0.001～10mMの

二価陽イオン（例えばMg2+、Ca2+）；好ましくは、約150mM NaClまたはKCl, pH7

.2～7.6、5mM 二価陽イオンを含み、さらにしばしば0.01～1.0％の非特異的タン

パク質（例えばBSA）を含む。非イオン性界面活性剤(Tween、NP-40、Triton X-1

00)が、通常約0.001～2％、典型的には0.05～0.2％(v/v)でしばしば存在する。

特定の水性条件は、従来方法に従って当業者により選択され得る。一般的な指針
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としては、以下の緩衝化水性条件を適用できる：10～250mM NaCl, 5～50mM Tris

 HCl, pH5～8, さらに任意に二価陽イオンおよび／または金属キレーターおよび

／または非イオン性界面活性剤および／または膜画分および／または消泡剤およ

び／またはシンチラントを含む。

  二本鎖ポリヌクレオチドの配列を記載するために、本明細書中では標準規則（

5'から3'へ）を用いている。

  本明細書中で用いられる用語「群」は、例えばポリヌクレオチド、ポリヌクレ

オチドの一部分、またはタンパク質などの構成要素のコレクションを意味する。

「混合群」とは、同じファミリーの核酸またはタンパク質に属する（すなわち、

近縁である）がその配列は異なっており（すなわち、同一ではない）、したがっ

てその生物学的活性も異なっている構成要素のコレクションを意味する。

  「プロ型」を有する分子とは、参照とする該プロ型分子と比較して性質の違い

（例えば活性の増加）を有するより成熟した分子型に至る途上において、共有結

合性および非共有結合性の化学修飾（例えばグリコシル化、タンパク質加水分解

切断、二量体化またはオリゴマー化、温度誘導性もしくはpH誘導性コンホメーシ

ョン変化、補因子との結合など）を、１以上の任意の組み合わせで受ける分子を

言う。成熟分子の生成の途中で２以上の化学修飾（例えば２回のタンパク質加水

分解切断、またはタンパク質加水分解切断と脱グリコシル化）を区別できる場合

には、該参照となる前駆体分子は「プレプロ型」分子と称される。

      【００２４】

  本明細書中で用いられる用語「擬似ランダム」は、例えば、擬似ランダム部位

以外の別の部位での残基変動性の程度はある程度の残基変動が許容されているも

のの制限されているような、制限された変動性を有する一連の配列に関して言う

。

  用語「精製された」は、核酸またはタンパク質が電気泳動ゲルにおいて本質的

に１本のバンドを生ずることを意味する。特に、核酸またはタンパク質が少なく

とも約50％の純度であること、より好ましくは少なくとも約85％の純度であるこ

と、および最も好ましくは少なくとも約99％の純度であることを意味する。

  本明細書中で用いられる、「擬反復単位」とは、再組合せされる反復配列を言
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うが、これは定義上同一ではない。実際、同一の出発配列の突然変異誘発により

作製された実質的に同一のコード単位に対してだけでなく、いくつかの領域でか

なり相違している類似または近縁配列の再組合せに対しても前記方式が持ち出さ

れる。それでも、該配列がこのアプローチにより再組合せされるだけの十分な相

同性を有するのであれば、それらの配列は「擬反復した」単位と称され得る。

  本明細書中で用いられる「ランダムペプチドライブラリー」とは、１セットの

ランダムペプチドをコードするポリヌクレオチド配列のセット、およびそれらの

ポリヌクレオチド配列によりコードされるランダムペプチドのセット、並びにそ

れらのランダムペプチドを含む融合タンパク質のセットを言う。

  本明細書中で用いられる「ランダムペプチド配列」とは、２つ以上のアミノ酸

モノマーを含み、確率論的すなわちランダムな方法により構築されたアミノ酸配

列を言う。ランダムペプチドは不変配列を含み得るフレームワークモチーフまた

は足場モチーフを含んでもよい。

  本明細書中で用いられる「レセプター」とは、特定のリガンドに対して親和性

を有する分子を言う。レセプターは天然分子または合成分子であり得る。レセプ

ターは不変状態でまたは他種との会合体として用いられ得る。レセプターは結合

メンバーと、直接にまたは特異的結合物質を介して、共有結合的にまたは非共有

結合的に、結合し得る。レセプターの例としては、限定するものではないが、モ

ノクローナル抗体および特定の抗原決定基（例えばウイルス、細胞、または他の

物質上にある）と反応性のある抗血清を含む抗体、ならびに細胞膜受容体、複合

糖質および糖タンパク質、酵素、ならびにホルモン受容体が挙げられる。

  細胞に関して用いられる場合の用語「組換え」は、該細胞が異種核酸を複製す

ること、または異種核酸によりコードされるペプチドまたはタンパク質を発現す

ることを示す。組換え細胞は、天然型（非組換え型）の細胞中にはみられない遺

伝子を含むことができる。また組換え細胞は、天然型の細胞中にみられる遺伝子

を改変し、人工的手段により該細胞内に再導入したものを含み得る。上記用語は

また、細胞から核酸を取り出すことなく改変された細胞内在性の核酸を含む細胞

も包含する。そのような改変は、遺伝子置換、部位特異的突然変異、および関連

技術により得られるものを含む。
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  「組換え酵素」とは、組換えDNA技術により産生される酵素、すなわち所望の

酵素をコードする外来性DNA構築物により形質転換した細胞から産生される酵素

を言う。「合成」酵素は、化学合成により作製されるものである。

  「組換え発現カセット」または単に「発現カセット」は、組換え法または合成

法により作製された、そのような配列に適合性のある宿主内で構造遺伝子の発現

をもたらしうる核酸エレメントを含む、核酸構築物である。発現カセットは少な

くともプロモーターを含み、任意に転写終結シグナルを含む。典型的には、組換

え発現カセットは転写されるべき核酸（例えば、所望のポリペプチドをコードす

る核酸）、およびプロモーターを含む。発現をもたらす上で必要な、あるいはそ

の助けとなる更なる要素も、本明細書に記載するように用いることができる。例

えば発現カセットは、宿主細胞からの発現タンパク質の分泌を指令するシグナル

配列をコードする、ヌクレオチド配列をも含むことができる。転写終結シグナル

、エンハンサー、および遺伝子発現に影響を与える他の核酸配列もまた、発現カ

セットに含めることができる。

  用語「近縁ポリヌクレオチド」は、ポリヌクレオチドのある領域または範囲が

同一であって、該ポリヌクレオチドのある領域または範囲が非相同性であること

を意味する。

      【００２５】

  本明細書中で用いられる「減少性再組合せ」は、反復配列により媒介される欠

失（および/または挿入）事象を通じて生ずる分子多様性の増大に関して言う。

  以下の用語は、２種類以上のポリヌクレオチド間の配列の関連性を述べるため

に用いられる：「参照配列」「比較ウィンドウ」「配列同一性」「配列同一性の

パーセンテージ」および「実質的同一性」。

  「参照配列」は、配列比較の基準として用いられる確定配列である。参照配列

は、例えば配列リストに挙げた完全長cDNAまたは遺伝子配列のセグメントのよう

により大きな配列の部分配列であってもよく、または完全なcDNAまたは遺伝子配

列を含んでもよい。一般的には、参照配列は、少なくとも20ヌクレオチド長、し

ばしば少なくとも25ヌクレオチド長、および多くの場合少なくとも50ヌクレオチ

ド長である。２種類のポリヌクレオチドは、それぞれが(1)該２種類のポリヌク
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レオチド間で類似した配列（すなわち完全なポリヌクレオチド配列の一部）を含

み、また(2)該２種類のポリヌクレオチド間で相違している配列をさらに含むこ

とから、該２種類（またはそれ以上）のポリヌクレオチド間の配列比較は、典型

的には「比較ウィンドウ」にわたって該２種類のポリヌクレオチドの配列を比較

し配列の類似した局所領域を同定し比較することによって、行うことができる。

  本明細書中で用いられる「反復指数(RI)」は、クローニングベクター中に含め

られる擬反復単位の平均コピー数である。

  用語「制限部位」とは、制限酵素が作用を現すのに必要であって、触媒的切断

部位を含んでいる認識配列を言う。切断部位は、多義性の低い配列（すなわち、

制限部位の出現頻度の主たる決定要因を含む配列）を含む制限部位の一部分に含

まれても含まれていなくてもよいことは、理解されている。したがって多くの場

合、適切な制限部位は、内部切断部位（例えばEcoRI部位では、G/AATTC）または

直ぐ隣接した切断部位（例えばEcoRII部位では、/CCWGG）を有する、低多義性配

列のみを含むものである。その他の場合で、適切な制限酵素[例えばEco57I部位

すなわちCTGAAG(16/14)]は、低多義性配列（例えばEco57I部位ではCTGAAG配列）

と外部切断部位（例えばEco57I部位のN16部分にある）を含む。酵素（例えば制

限酵素）がポリヌクレオチドを「切断」すると言う場合、該制限酵素がポリヌク

レオチドの切断を触媒または促進することを意味するということは、理解されよ

う。

  用語「スクリーニング」は、一般に、最適な抗原を同定する工程を言う。抗原

の発現、フォールディング、安定性、免疫原性およびエピトープの存在を含む抗

原のいくつかの特性を、いくつかの近縁抗原からの選択およびスクリーニングに

利用することができる。選択は、同定および物理的分離を選択マーカーの発現に

よって同時に行うものであって、いくつかの遺伝的条件の下で、該マーカーを発

現している細胞は生き残れるが他の細胞は死滅する（あるいはこの逆もある）と

いう、スクリーニングの一形態である。スクリーニングマーカーとしては、例え

ばルシフェラーゼ、β-ガラクトシダーゼおよび緑色蛍光タンパク質が挙げられ

る。選択マーカーは薬剤および毒素耐性遺伝子などを含む。in vitroでの一次免

疫反応の研究には限界があるため、in vivo研究は特に有用なスクリーニング方
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法である。これらの研究においては、まず抗原を試験動物に導入し、続いてその

免疫反応を、防御免疫反応の分析により、または免疫化動物由来のリンパ系細胞

を用いて誘導された免疫反応の質もしくは強さを研究することにより、研究する

。自然選択は自然進化の過程で起こり、また起こり得るが、本方法では選択が人

間により行われる。

  非限定的な１つの様態において、「選択可能なポリヌクレオチド」は、5'末端

領域（すなわち端の領域）、中間領域（すなわち内部または中央の領域）、およ

び3'末端領域（すなわち端の領域）からなる。この様態において用いる場合、5'

末端領域は5'ポリヌクレオチド末端方向に位置する領域であり、したがってポリ

ヌクレオチドの5'側半分の中に部分的にまたは全体として含まれる。同様に、3'

末端領域は3'ポリヌクレオチド末端方向に位置する領域であり、したがってポリ

ヌクレオチドの3'側半分の中に部分的にまたは全体として含まれる。本明細書の

非限定的な実施例に示されるように、任意の２つの領域間または３つの領域全て

の間でさえ、重複した配列が存在し得る。

  用語「配列同一性」は、２種類のポリヌクレオチド配列が比較のウィンドウ全

体にわたって同一である（すなわち、ヌクレオチド１つ毎に基づいて）ことを意

味している。用語「配列同一性のパーセンテージ」は、比較ウィンドウ全体にわ

たって最適にアラインした２つの配列を比較し、両方の配列中で同一な核酸塩基

（例えば、A、T、C、G、UまたはI）の位置数を決定してマッチ位置数を出し、該

マッチ位置数を比較ウィンドウ内の全位置数（すなわちウィンドウサイズ）で除

算し、その結果を100倍して配列同一性のパーセンテージを出すことにより、算

出されるものである。本明細書中で用いられるこの「実質的同一性」は、ポリヌ

クレオチド配列の１つの特性を示すものであり、ここで該ポリヌクレオチドは、

少なくとも25～50ヌクレオチドである比較ウィンドウの参照配列と比較して、少

なくとも80％の配列同一性、好ましくは少なくとも85％の同一性、多くの場合90

～95％の配列同一性、および最も一般的には少なくとも99％の配列同一性を有す

る配列を含み、またその配列同一性のパーセンテージは、欠失または付加を比較

ウィンドウ全体にわたって参照配列の全部で20％以下で含み得るポリヌクレオチ

ドと参照配列を比較することにより算出される。
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  当業界で公知の通り、２種類の酵素間の「類似性」は、一方の酵素のアミノ酸

配列およびその保存されたアミノ酸置換を、もう一方の酵素の配列と比較するこ

とにより、決定される。類似性は当業界で周知の手法、例えばBLASTプログラム(

Basic Local Alignment Search Tool at the National Center for Biological 

Information)により決定することができる。

  本明細書中で用いられる用語「一本鎖抗体」とは、通常はスペーサーペプチド

（例えば[Gly-Gly-Gly-Gly-Ser]X）を介することが好まれるポリペプチド結合に

おいてVHドメインとVLドメインを含んでなるポリペプチドを言い、これはアミノ

末端および/またはカルボキシル末端にさらなるアミノ酸配列を含んでもよい。

例えば一本鎖抗体は、コード化ポリヌクレオチドに連結するためのつなぎ鎖(tet

her)セグメントを含み得る。例えば、scFvが一本鎖抗体である。一般に一本鎖抗

体は、免疫グロブリンスーパーファミリーの遺伝子（例えば、WilliamsおよびBa

rclay, 1989, pp.361-368を参照のこと。これは参照により本明細書中に組み込

まれる。）によって本質的にコードされている、最も多くの場合、げっ歯類、非

ヒト霊長類、鳥類、ブタ、ウシ、ヒツジ、ヤギ、またはヒトの重鎖または軽鎖の

遺伝子配列によってコードされている少なくとも10個の連続したアミノ酸のポリ

ペプチドセグメント１つ以上からなるタンパク質である。機能的な一本鎖抗体は

、一般的に、特定の標的分子、典型的にはレセプターまたは抗原（エピトープ）

に対する結合特性を維持するのに十分な、免疫グロブリンスーパーファミリー遺

伝子産物の一部分を含む。

      【００２６】

  「特異的に（または選択的に）抗体と結合する」または「～に対して特異的に

（または選択的に）免疫反応性である」という語句は、タンパク質またはペプチ

ドに関する場合には、タンパク質および他の生物製剤の雑多な集団の存在下で、

上記タンパク質または上記タンパク質由来のエピトープの存在を決定する結合反

応に関して言う。したがって、所定のイムノアッセイ条件下で、指定の抗体は特

定のタンパク質と結合し、サンプル中に存在する他のタンパク質と有意な量で結

合することはない。多価抗原性ポリペプチドに対して産生された抗体は、通常１

つ以上のエピトープが得られる該タンパク質と結合するであろう。そのような条
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件下での抗体との特異的結合には、特定のタンパク質に対する特異性に関して選

択された抗体が必要である。様々なイムノアッセイ様式を用いて、特定のタンパ

ク質に対して特異的に免疫反応性である抗体を選択することができる。例えば、

固相ELISAイムノアッセイ、ウェスタンブロット、または免疫組織化学は、ある

タンパク質に対して特異的に免疫反応性であるモノクローナル抗体を選択するた

めに、日常的に用いられている。特異的な免疫反応性を決定するために用いられ

得るイムノアッセイの様式および条件についての説明は、HarlowおよびLane(198

8) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, New

 York（「HarlowおよびLane」）を参照のこと。典型的な特異的または選択的反

応は、バックグラウンドシグナルまたはノイズの少なくとも2倍、より一般的に

はバックグラウンドの10～100倍を超えるであろう。

  一対の分子（例えば抗体-抗原ペア、または核酸ペア）のメンバーは、それら

が他の非特異的な分子より高い親和性で互いに結合する場合、互いに「特異的に

結合する」と言われる。例えば、ある抗原（非特異的タンパク質に対するよりも

より効率的に抗体が結合する）に対して産生された抗体は、該抗原と特異的に結

合するというように記述され得る。（同様に核酸プローブは、それが塩基対形成

相互作用により核酸標的と特異的な二重鎖を形成する場合、該核酸標的と特異的

に結合するというように記述され得る（上記を参照のこと）。）

  例えばリガンドとレセプターなどの２つの分子間の「特異的結合親和性」は、

分子の混合物中での、一方の分子の他方への選択的な結合を意味する。該分子の

結合は、その結合親和力が約１×104M-1～約１×106M-1、あるいはそれ以上であ

れば、特異的とみなすことができる。

  「特異的ハイブリダイゼーション」は、本明細書中では、第1のポリヌクレオ

チドと第2のポリヌクレオチド（例えば、第1のポリヌクレオチドとは異なってい

るが本質的に同一の配列を有するポリヌクレオチド）の間でのハイブリッド形成

として定義され、本質的に非近縁なポリヌクレオチド配列は混合物中でハイブリ

ッドを形成しない。

  用語「特定のポリヌクレオチド」は、特定の末端を有し、また特定の核酸配列

を有するポリヌクレオチドを意味する。一方のポリヌクレオチドが他方のポリヌ
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クレオチドの一部と同一の配列を有するが末端は異なっている場合の、それら２

つのポリヌクレオチドは2つの異なる特定のポリヌクレオチドを含むものである

。

  Tmは、完全にマッチしたプローブに対し標的配列の50％がハイブリダイズする

温度（所定のイオン強度およびpH下での）である。特定のプローブに対して、そ

のTmと同等になるように、非常にストリンジェントな条件が選択される。サザン

ブロットまたはノーザンブロットにおける、フィルター上での100個を超える相

補残基を有する相補的核酸のハイブリダイゼーションに対する、ストリンジェン

トなハイブリダイゼーション条件の例としては、50％ホルムアミドおよびヘパリ

ン１mgを42℃にて用い、該ハイブリダイゼーションを一晩で行うものである。

  「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」は、その配列の間に少な

くとも90％の同一性、好ましくは少なくとも95％の同一性、および最も好ましく

は少なくとも97％の同一性が存在する場合のみ、ハイブリダイゼーションが起こ

るであろう場合を意味する。Sambrookら, 1989を参照のこと。それはその全体が

参照により本明細書に組み入れられる。

  高「ストリンジェント」な洗浄条件の例として、0.15M NaClで72℃にて約15分

間、が挙げられる。ストリンジェントな洗浄条件の例として、0.2×SSCでの65℃

にて15分間の洗浄が挙げられる（SSCバッファーの記述に関して、Sambrook,下記

参照）。バックグラウンドのプローブシグナルを除去するために、しばしば高ス

トリンジェンシー洗浄より先に低ストリンジェンシー洗浄を行う。例えば100ヌ

クレオチドを超える二重鎖に対する中程度のストリンジェンシー洗浄の例として

は、１×SSCで45℃にて15分間である。例えば100ヌクレオチドを超える二重鎖に

対する低ストリンジェンシー洗浄の例としては、4～6×SSCで40℃にて15分間で

ある。短いプローブ（例えば約10～50ヌクレオチド）については、ストリンジェ

ントな条件は、典型的には約1.0M以下のNa+イオン塩濃度、典型的にはpH7.0～8.

3での約0.01～1.0M Na+イオン濃度（またはその他の塩）であって、その温度が

典型的に少なくとも約30℃であることを伴う。またストリンジェントな条件は、

ホルムアミドなどの不安定化剤を添加することによっても達成できる。一般に、

特定のハイブリダイゼーションアッセイにおいて、非近縁プローブに対してみら
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れるよりも、シグナル対ノイズ比が2倍（またはそれ以上）大きいことは、特異

的ハイブリダイゼーションを検出したことを示す。ストリンジェントな条件下で

互いにハイブリダイズしない核酸であっても、それらがコードするポリペプチド

が実質的に同一であれば、実質的に同一である。例えば遺伝コードにより可能と

なる最大コドン縮重を利用して核酸のコピーが作製される場合、そのようなこと

が起こる。

  サザンおよびノーザンハイブリダイゼーションのような核酸ハイブリダイゼー

ション実験に関連した「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」およ

び「ストリンジェントなハイブリダイゼーションの洗浄条件」は配列に依存し、

また種々の環境パラメーター下で異なる。より長い配列は、より高温にて特異的

にハイブリダイズする。

      【００２７】

  核酸のハイブリダイゼーションに対する広範囲にわたる指針が、Tijssen(1993

) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology - Hybridiz

ation with Nucleic Acid Probes 第I部第2章「Overview of principles of hyb

ridization and the strategy of nucleic acid prove assays」,Elsevier, New

 Yorkに見られる。一般的に、高ストリンジェントなハイブリダイゼーションお

よび洗浄の条件は、所定のイオン強度およびpHにて、個々の配列に対してその熱

融解点(Tm)を約５℃下回るように選択される。典型的には、「ストリンジェント

な条件」下で、プローブはその標的となる部分配列とハイブリダイズするがその

他の配列とはハイブリダイズしない。

  また、配列番号１の配列などの、フィターゼポリペプチドの配列と「実質的に

同一」である配列を有するポリペプチドも、本発明に包含される。「実質的に同

一」なアミノ酸配列は、保存的アミノ酸置換のみによって参照配列と異なってい

る配列である。この保存的アミノ酸置換とは、例えばアミノ酸１個を同じクラス

の別のものに置換することである（例えば、イソロイシン、バリン、ロイシン、

またはメチオニンなどの１個の疎水性アミノ酸をその別のアミノ酸に置換するこ

と、またはアルギニンをリジンに置換、グルタミン酸をアスパラギン酸に置換、

あるいはグルタミンをアスパラギンに置換というように、1個の極性アミノ酸を



(104) 特表２００３－５２４３９２

別の極性アミノ酸に置換すること）。

  ２つの核酸またはポリペプチドに関する「実質的に同一」という語句は、以下

の配列比較アルゴリズムの１つを用いるかまたは目視による判断で、最大一致で

あるように比較しアラインした場合に、少なくとも60％、好ましくは80％、最も

好ましくは90～95％のヌクレオチドまたはアミノ酸残基の同一性を有する2つ以

上の配列または部分配列に関して言う。好ましくはその実質的同一性が、少なく

とも約50残基の長さの配列領域にわたり、より好ましくは少なくとも約100残基

の領域にわたり存在するものである。さらに最も好ましくは、該配列が少なくと

も約150残基にわたり実質的に同一なものである。いくつかの実施形態において

は、該配列はコード領域の全長にわたり実質的に同一である。

  「部分配列」とは、核酸またはアミノ酸（例えばポリペプチド）それぞれの、

より長い配列の一部を含む核酸配列またはアミノ酸配列を言う。

  さらに、「実質的に同一」なアミノ酸配列は、参照配列と1つ以上の非保存的

置換、欠失、または挿入により相違している配列であって、特にそのような置換

がその分子の活性部位ではない部位で起き、かつそのポリペプチドがその特性を

本質的に保持している場合である。例えば、1個以上のアミノ酸がフィターゼポ

リペプチドから欠失し、その結果該ポリペプチドの構造が改変されるが、その生

物学的活性に有意な変化がない場合であり得る。例えば、フィターゼの生物学的

活性に必要でないアミノ末端またはカルボキシル末端のアミノ酸は除去すること

ができる。そのような改変によって、より小さな活性フィターゼポリペプチドを

開発することができる。

  本発明は、「実質的に純粋な酵素」を提供する。用語「実質的に純粋な酵素」

は、本明細書中で、他のタンパク質、脂質、炭化水素、核酸、および天然には共

に存在しているその他の生体物質を実質的に含まないポリペプチド（例えば、フ

ィターゼポリペプチドまたはその断片）などの分子を記述するために用いられる

。例えば、実質的に純粋な分子（例えばポリペプチド）は、目的の分子を乾燥重

量で少なくとも60％含み得る。該ポリペプチドの純度は、例えばポリアクリルア

ミドゲル電気泳動（例えばSDS-PAGE）、カラムクロマトグラフィー（例えば高速

液体クロマトグラフィー(HPLC)）、およびアミノ末端アミノ酸配列分析を含む、
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標準法を用いて測定できる。

  本明細書中で用いられる「実質的に純粋」は、目的種が支配種として存在して

おり（すなわちモル基準で、目的種がその組成物中に他の各々の巨大分子種より

も大量に存在する）、さらに好ましくは実質的に精製した画分は、目的種が存在

している巨大分子種全ての少なくとも約50％（モル基準で）からなるような組成

物であることを意味する。一般に、実質的に純粋な組成物は、組成物中に存在す

る巨大分子種全ての約80～90％以上からなる。最も好ましくは、目的種は、本質

的に均一（混入種が従来の検出法では該組成物中に検出できない）になるまで精

製され、該組成物は本質的に単一の巨大分子種からなる。溶媒種、小分子（500

ダルトン未満）および元素イオン種は、巨大分子種とみなされない。

  本明細書中で用いられる「可変セグメント」は、ランダム、擬似ランダム、ま

たは確定された核配列を含む初期ペプチドの一部を言う。「可変セグメント」は

、ランダム、擬似ランダム、または確定された核配列を含む初期ペプチドの一部

を言う。「可変セグメント」は、可変残基位置と不変残基位置を両方含み得るが

、可変残基位置における残基変動性の程度は制限される。当業者の裁量で、両方

の選択肢が選択される。典型的には、可変セグメントは約5～20アミノ酸残基長

（例えば8～10）であるが、可変セグメントはより長くてもよく、また、抗体断

片、核酸結合タンパク質、レセプタータンパク質などの抗体部分またはレセプタ

ータンパク質を含んでもよい。

      【００２８】

  用語「野生型」は、そのポリヌクレオチドが突然変異を全く含まないことを意

味する。「野生型」タンパク質は、該タンパク質が天然にみられる活性レベルで

活性を有し、また天然にみられるアミノ酸配列を含むことを意味する。

  例えば「実施中のサンプル」中の用語「実施中の」は、単に、それが実施中で

あるサンプルのことである。同様に、例えば「実施中の分子」は、それが実施中

である分子のことである。

      【００２９】

2.2.  組換えに対する一般的な検討および組換えの形式

成分モジュールは、有用な特性もしくは特徴の獲得または向上を遺伝的ワクチン
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にもたらす

  本発明は、１つ以上の成分モジュールを含む多成分遺伝的ワクチンを提供する

ものである。各成分モジュールは、遺伝的ワクチンの接種に有用な特性もしくは

特徴の獲得または向上を遺伝的ワクチンにもたらすものである。

  本発明では、従来から使用されている遺伝的ワクチンよりも有意な利益が得ら

れる。多成分ワクチンを用いることにより、特定の用途に特に有効な免疫反応を

得ることが可能である。多成分遺伝的ワクチンには、例えば、最適な抗原発現の

ために最適化された成分、並びに樹状細胞MHCクラスI分子上での抗原提示を高め

ることによって細胞傷害性Ｔリンパ球(CTL)の活性化を向上させる成分が含まれ

うる。更なる例を本明細書に記載する。

  本発明は、ワクチン開発に「抗原ライブラリー免疫化」と呼ばれる新規なアプ

ローチを提供する。他の技術はいずれも、関連抗原のライブラリーの構築または

既知の防御抗原の最適化には利用不可能である。ハイスループットシークエンシ

ング法または発現ライブラリー免疫化といった、既存の最も有力なワクチン抗原

の同定法でも、病原体ゲノムから得られる配列の間隔を探索するに過ぎない。こ

れらのアプローチは、一般に単一の病原体株しか標的とせず、また病原体が自身

の免疫原性をダウンレギュレートするよう自然進化してきたため、十分でない場

合が多い。対照的に、実験的に(例えば、ポリヌクレオチド再集合および／また

はポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)進化させた抗原ライブラリ

ーを用いる本発明の免疫化プロトコルでは、新規な抗原配列を同定する手段が得

られる。これらのプールからin vivoでのチャレンジモデルによって最も防御性

の高い抗原を選択することができる。抗原ライブラリー免疫化によって、利用可

能な免疫原配列の多様性が劇的に広がり、その結果、これらの抗原キメラ・ライ

ブラリーでは、将来新たに出現する病原体の変異体から防御する手段も得られる

。本発明の方法により、現存する多様な病原体に対して有効な防御をもたらす個

々のキメラ抗原の同定が可能となり、軍隊および一般市民用の改良ワクチンが提

供される。

  本発明の方法では、特に、確率論的ポリヌクレオチド再集合(例えば、ポリヌ

クレオチドのシャフリング(shuffling)および断続的な(interrupted)合成)並び
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に非確率論的ポリヌクレオチド再集合等の進化に基づくアプローチが得られ、こ

のようなアプローチは、様々な抗原型の免疫原性を向上させるのに最適なアプロ

ーチである。例えば、このような方法からは、悪性疾患の予防および治療に有用

な最適化された癌抗原を取得する手段が得られる。更に、数が増加した自己抗原

(自己免疫疾患を引き起こす)並びにアレルゲン(アトピー、アレルギーおよび喘

息を引き起こす)も特性決定されている。同様に、これらの抗原の免疫原性およ

び生産も、本発明の方法で向上させることができる。

      【００３０】

  本発明の抗原ライブラリー免疫法は、病原性因子に対する免疫反応の誘導能を

向上させた組換え抗原の取得を可能にする手段を提供するものである。「病原性

因子」とは、宿主細胞に感染する能力のある生物またはウイルスをいう。病原性

因子は、典型的には、免疫原性を示す分子(通常、ポリペプチド)を含むおよび／

またはコードするものであり、この免疫原性ポリペプチドに対して免疫反応が生

起される。多くの場合、病原性因子のある血清型に由来する免疫原性ポリペプチ

ドに対して生起される免疫反応は、病原性因子の別の血清型または他の近縁病原

性因子を認識できず、従ってそれらに対し防御不可能である。他の場合では、病

原性因子によって産生されるポリペプチドが、感染宿主に病原性因子に対して有

効な免疫反応を起こさせるほど十分な量では産生されなかったり、十分な免疫原

性を示さなかったりする。

  これらの問題点は本発明の方法によって解消される。本発明の方法は、典型的

には、病原性因子のポリペプチドまたは別の疾患もしくは症状に関与する抗原を

コードする核酸の２つ以上の形態を再集合させる(および／または本明細書に記

載の１以上の定方向進化法(directed evolution method)に付す)ことを含むもの

である。確率論的ポリヌクレオチド再集合(例えば、ポリヌクレオチドのシャフ

リングおよび断続的な合成)並びに非確率論的ポリヌクレオチド再集合を含むこ

れらの再集合法では、基質として、相互に２個以上のヌクレオチドが異なる核酸

形態を使用し、組換え核酸のライブラリーを得る。次いで該ライブラリーをスク

リーニングし、病原性因子または他の症状に対する免疫反応の誘導能を向上させ

た最適化組換え抗原をコードする最適化された組換え核酸を少なくとも１つ同定
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する。

  得られた組換え抗原は、複数の病原体株に対して反応する抗体(Ab)で認識され

るという点で多くの場合キメラであり、一般に広い範囲の免疫反応を誘導するこ

とも可能である。特異的な中和抗体は、目的のいくつかの病原体に対する防御を

媒介することが知られているが、細胞傷害性Ｔリンパ球等の更なる機構が関与し

ている可能性がある。本明細書中では、広範囲で反応する抗体応答を誘導する多

価キメラ抗原の概念を更に説明する。

  好適な実施形態では、抗原性ポリペプチドをコードする様々な形態の核酸を、

近縁の病原性因子ファミリーのメンバーから取得する。

  種々の生物に由来する核酸を使用して確率論的ポリヌクレオチド再集合(例え

ば、ポリヌクレオチドのシャフリングおよび断続的な合成)並びに非確率論的ポ

リヌクレオチド再集合を実施する本概略をおおまかに本明細書に示す。従って、

これらの確率論的ポリヌクレオチド再集合法(例えば、ポリヌクレオチドのシャ

フリングおよび断続的な合成)並びに非確率論的ポリヌクレオチド再集合法によ

って、多価の交差防御(crossprotective)抗原を作製するための有効なアプロー

チが得られる。これらの方法は、ほとんどまたは全ての病原体変異体に対して有

効に防御する個々のキメラを取得するのに有用である。

  更に、実験的に(例えば、ポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌクレ

オチド部位飽和突然変異誘発によって)進化させた抗原キメラのライブラリー全

体またはプールを使用する免疫化でも、抗原の出発集団には含まれていなかった

病原体変異体に対して防御するキメラ抗原を同定できる(例えば、実験的に(例え

ば、ポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異

誘発によって)進化させた、株Ａおよび株Ｂのキメラ／突然変異体のライブラリ

ーによって株Ｃに対して防御する)。

  従って、前記抗原ライブラリー免疫化のアプローチによって、ほとんど特性決

定されていない新たに出現した病原体変異体に対する免疫反応を誘導し得る免疫

原性ポリペプチドの開発が可能となる。

  配列再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)は

、以下に詳述するように、多くの種々の形式および形式の順列において達成する
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ことができる。これらの形式には、いくつかの共通する原則がある。例えば、獲

得または向上すべき特性と同様、改変の標的も種々の用途に応じて変更される。

特性を獲得するまたは特性を向上させるための候補標的の例としては、宿主生物

に導入した際に免疫原性および／または毒素産生活性を示すタンパク質をコード

する遺伝子が挙げられる。

      【００３１】

  前記方法では、出発標的の少なくとも２種の変異体形態を使用する。候補基質

の変異体形態は、互いに実質的な配列類似性または二次構造類似性を示しうるが

、同時に、少なくとも１つ、好ましくは少なくとも２つの位置が異なるはずであ

る。形態間の最初の多様性は、自然に変異した結果である場合もあり(例えば、

様々な変異体形態(相同体)が生物の様々な個体または株から得られる)、あるい

は、同一生物に由来する関連配列(例えば、対立遺伝子変異体)または異なる生物

に由来する相同体(種間変異体)を構成する場合もある。

  あるいは、最初の多様性を誘導することもできる。例えば、誤りがちのPCR、

もしくはプルーフリーディング活性を欠くポリメラーゼ(Liao (1990) Gene 88:1

07-111を参照)の使用といった、第１変異体形態の誤りがちの転写によって、ま

たはミューテーター株(ミューテーター宿主細胞については以下に詳述するが、

一般には周知である)中での第１形態の複製によって、変異体形態を作製するこ

とができる。ミューテーター株としては、ミスマッチ修復の機能に欠陥がある任

意の生物の任意の突然変異体が挙げられる。これらには、mutS、mutT、mutH、mu

tL、ovrD、dcm、vsr、umuC、umuD、sbcB、recJ等の突然変異体遺伝子産物が含ま

れる。機能の欠陥は、遺伝子突然変異、対立遺伝子置換、小さな化合物等の試薬

の添加もしくはアンチセンスRNAの発現による選択的阻害、または他の技術によ

って行うことができる。注目した遺伝子の機能を欠陥させてもよいし、任意の生

物の相同遺伝子の機能を欠陥させてもよい。最初の多様性を生み出す他の方法と

しては当業者に周知のものが挙げられ、例えば、化学的変異原または他の変異原

による核酸処理法、自然突然変異による方法、および核酸を含む細胞内での誤り

がりの修復系(例えば、SOS)の誘導による方法が挙げられる。基質間の最初の多

様性は、ライブラリーを構築するための再集合(および／または本明細書に記載
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の１以上の更なる定方向進化法)の後続の工程で著しく増加する。

      【００３２】

免疫原性に関与する特性

  ポリヌクレオチド配列（該ポリヌクレオチドによってコードされる抗原の免疫

原性に対して陽性または陰性に作用し得る）は、抗原遺伝子全体に散在している

場合が多い。これらの因子のいくつかを本明細書中で概説する。確率論的ポリヌ

クレオチド再集合(例えば、ポリヌクレオチドのシャフリングおよび断続的な合

成)並びに非確率論的ポリヌクレオチド再集合を使用して抗原をコードするポリ

ヌクレオチドの様々な形態を再集合させ(および／または本明細書に記載の１以

上の定方向進化法に付し)、向上した免疫反応を誘導し得る抗原をコードするキ

メラポリヌクレオチドを選択することにより、抗原の免疫原性に陽性に作用する

配列が主として得られる。抗原の免疫原性に陰性に作用する配列は排除される。

関与する特定の配列は判明していなくてもよい。

  本発明は、遺伝的ワクチンベクター上に存在する際に、直接または間接的に(

即ち、ポリペプチドをコードすることによって)免疫反応を調節し得るポリヌク

レオチド配列の取得方法を提供するものである。別の実施形態では、本発明は、

抗原の輸送および提示を最適化する方法を提供する。本発明の方法を用いて得ら

れる最適化された免疫調節性ポリヌクレオチドは、遺伝的ワクチンを含むワクチ

ンとの併用に特に適している。遺伝的ワクチンの利点の一つは、サイトカイン、

同時刺激性分子、および抗原の輸送と提示を向上させる分子といった免疫調節性

分子をコードする遺伝子を、遺伝的ワクチンベクターへ組み込みうることである

。これにより、遺伝的ワクチンによって発現された抗原に対して誘導される免疫

反応を調節する機会が得られる。

      【００３３】

ライブラリーの作製、ライブラリーのスクリーニング、および特性を向上させた

組換え核酸の使用による、より有効な遺伝的ワクチンに使用するための成分の取

得

  更なる実施形態では、本発明は、所望の免疫反応特性を遺伝的ワクチンへ賦与

するのにより有効な遺伝的ワクチン(多成分ワクチンを含む)に使用するための成
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分を取得する方法を提供する。この方法は、組換え核酸ライブラリーの作製と前

記ライブラリーのスクリーニングを含み、所望の特性を遺伝的ワクチンへ賦与す

る能力が増大したライブラリーメンバーを同定するものである。特性を向上させ

た組換え核酸は、直接ポリヌクレオチドとして、または成分核酸の発現によって

得られるタンパク質として、遺伝的ワクチンの成分として使用できる。

      【００３４】

向上の目標

  獲得または向上させようとする特性または特徴は多様であり、基質の選択に当

然依存する。遺伝的ワクチンの場合、向上の目標としては、より高い力価、より

安定的な発現、安定性の向上、より高い特異性ターゲッティング、組込み頻度の

増減、ベクターもしくはその発現産物の免疫原性の低下、抗原の免疫原性の上昇

、遺伝子産物のより高い発現等が挙げられる。最適化が望まれる他の特性として

は、特定の用途に対して最も有効となるよう免疫反応を調整することが挙げられ

る。遺伝的ワクチン成分の例を本明細書中で説明、記載および／または引用する

(参照により組み入れられるものも含む)。２つ以上の成分を１つのベクター分子

に含ませてもよく、または、各成分を別々の分子として遺伝的ワクチン製剤に含

ませてもよい。

      【００３５】

配列再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)は、

いくつかの共通する原則を共有する様々な形式によって達成し得る

  本発明の方法では、核酸の少なくとも２種の変異体形態を再集合させて(およ

び／または本明細書に記載の１以上の定方向進化法に付して)組換え核酸ライブ

ラリーを作製し、次いでこのライブラリーをスクリーニングし、特定のワクチン

特性について最適化された組換え成分を少なくとも１つ同定する。多くの場合、

再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)と選択を

１ラウンド行えば向上が達成される。配列再集合(および／または本明細書に記

載の１以上の更なる定方向進化法)は、以下に詳述するように、多くの種々の形

式および形式の順列で達成することができる。これらの形式には、いくつかの共

通する原則がある。典型的には、互いに多少の配列同一性を有するが、突然変異
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の存在位置が異なる核酸分子ファミリーを、再集合(および／または本明細書に

記載の１以上の更なる定方向進化法)の基質として使用する。再集合(および／ま

たは本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)は、いずれの所定のサイク

ルでも、in vivoまたはin vitroにて細胞内または細胞外で行うことができる。

更に、再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)に

よって得られる多様性は、突然変異誘発の既存方法(例えば、誤りがちのPCRもし

くはカセット突然変異誘発)を、再集合(および／または本明細書に記載の１以上

の更なる定方向進化法)の基質または産物のいずれかへ適用することで任意のサ

イクルで増加させることができる。場合によっては、配列の様々な変異体形態(

生物の種々の個体もしくは株由来の相同体として)、または同一生物に由来する

関連の配列(対立遺伝子変異体として)を使用した場合と同様、in vivoまたはin 

vitro再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)を

１サイクル行っただけで、新規のまたは向上した特性もしくは特徴が得られる。

しかしながら、再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向

進化法)の連続サイクルを必要とする反復配列再集合(および／または本明細書に

記載の１以上の更なる定方向進化法)を利用して、所望の特性を更に向上させた

り、新規な(すなわち「別の」)特性を誘導したり、あるいは分子の多様性を更に生

み出したりすることもできる。

  目下好適な実施形態では、最適化された組換え抗原をコードするポリヌクレオ

チドに分子戻し交雑(molecular backcrossing)を行い、これにより実験的に(例

えば、ポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌクレオチド部位飽和突然変

異誘発によって)進化させたキメラ／突然変異体を、最適化された免疫反応を示

す表現型にとって重要な突然変異を保持しながらも、親または野生型配列に戻す

ように育種(breed)する手段を得ている。中立突然変異を除去する以外にも、分

子戻し交雑を利用して、改良変異体に含まれる多くの突然変異のうち、改良表現

型に対して最も寄与するものを特性決定することもできる。このようなことは、

効率的なライブラリー様式では他のいずれの方法によっても達成は不可能である

。戻し交雑は、改良配列を何モルも過剰な量の親配列と(本明細書に記載の他の

定方向進化法と任意に組み合わせて)再集合させることで行う。
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確率論的ポリヌクレオチド再集合(例えば、ポリヌクレオチドのシャフリングお

よび断続的な合成)並びに非確率論的ポリヌクレオチド再集合を使用し、様々な

用途に対する各種特性を獲得または向上させるために多様な基質を使用して組換

え核酸ライブラリーを取得する

      【００３６】

組換えライブラリーの作製

  本発明には、ポリヌクレオチドの組換えライブラリーを作製し、続いてこのラ

イブラリーをスクリーニングして所望の特性を示すライブラリーメンバーを同定

することが含まれる。組換えライブラリーは、各種方法のいずれかを使用して作

製することができる。

基質間の最初の多様性

  再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)に使用

する基質核酸は、特定の用途に応じて変更することができる。例えば、核酸結合

ドメインまたは細胞特異的受容体に対するリガンドをコードするポリヌクレオチ

ドを最適化しようとする場合には、核酸結合ドメインまたは細胞特異的受容体に

対するリガンドの全部または一部をコードする核酸の様々な形態を、再集合(お

よび／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)に付す。

  目下好適な実施形態では、確率論的ポリヌクレオチド再集合(例えば、ポリヌ

クレオチドのシャフリングおよび断続的な合成)並びに非確率論的ポリヌクレオ

チド再集合を利用して組換え核酸ライブラリーを得ている。本明細書に記載の確

率論的ポリヌクレオチド再集合(例えば、ポリヌクレオチドのシャフリングおよ

び断続的な合成)並びに非確率論的ポリヌクレオチド再集合では、特定の特性を

媒介する機構について詳細が判明していなくとも、所望の特性を最適化すること

ができる。この改変、即ち進化のための基質は、獲得または向上させるべき特性

と同様、種々の用途に応じて変更する。特性の獲得または向上のための候補基質

の例としては、遺伝的ワクチンの接種に使用されるウイルス性ベクターおよび非

ウイルス性ベクター、並びに免疫反応の特定の態様の媒介に関与する核酸が挙げ

られる。この方法には、出発基質の少なくとも２種の変異体形態が必要である。

候補成分の変異体形態は、相互に実質的な配列類似性または二次構造類似性を示
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しうるが、同時に、少なくとも２つの位置で異なっているはずである。形態間の

最初の多様性は、自然に変異した結果である場合もあり(例えば、様々な変異体

形態(相同体)が生物の種々の個体または株から得られる(地理学的変異体を含む)

)、または、同一生物に由来する関連の配列(例えば、対立遺伝子変異)を構成す

る場合もある。あるいは、最初の多様性を誘導することもできる。例えば、誤り

がちのPCR、もしくはプルーフリーディング活性を欠くポリメラーゼ(Liao (1990

) Gene 88:107-111を参照)の使用といった第１変異体形態の誤りがちの転写によ

って、またはミューテーター株(ミューテーター宿主細胞については以下に詳述

する)中での第１形態の複製によって、第２変異体形態を生み出すことができる

。基質間の最初の多様性は、反復配列再集合(および／または本明細書に記載の

１以上の更なる定方向進化法)の後続の工程で著しく増加する。

  再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)サイク

ル後のスクリーニングまたは選択(in vitroおよびin vivo再集合(および／また

は本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)サイクル後のスクリーニング)

。

  確率論的ポリヌクレオチド再集合(例えば、ポリヌクレオチドのシャフリング

および断続的な合成)並びに非確率論的ポリヌクレオチド再集合を行って、組換

え抗原をコードするポリヌクレオチドのライブラリーを得たら、このライブラリ

ーを選択および／またはスクリーニングに付し、病原性因子に対する免疫反応の

誘導能が向上した抗原性ペプチドをコードするライブラリーメンバーを同定する

。免疫反応誘導能が向上したポリペプチドをコードする、実験的に作製したポリ

ヌクレオチドの選択およびスクリーニングには、in vivo法およびin vitro法が

あるが、これらの方法を組み合わせることが最も多い。例えば、典型的な実施形

態では、組換え核酸ライブラリーのメンバーを個々にまたはプールとして採取す

る。このクローンは直接分析にかけてもよく、または、発現させて対応するポリ

ペプチドを産生させてもよい。目下好適な実施形態では、in vitroスクリーニン

グを行い、in vivo試験にとって最も良好な候補配列を同定する。あるいは、ラ

イブラリーをin vivoでのチャレンジ試験に直接かけることもできる。該分析で

は、核酸自体(例えば、遺伝的ワクチンとして)、または核酸によってコードされ
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るポリペプチドを使用することが可能である。典型的な手順の概略図を本明細書

中で説明、記載および／または引用する(参照により組み入れられるものも含む)

。in vitro法およびin vivo法の両者を以下に詳述する。

  再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)を1サ

イクル行った後、通常、所望の特性または特徴を有する分子のスクリーニングま

たは選択を少なくとも１サイクル行う。再集合(および／または本明細書に記載

の１以上の更なる定方向進化法)の1サイクルをin vitroで行う場合には、再集合

(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)の産物、即ち組

換えセグメントを、スクリーニング工程前に細胞中へ導入してもよい。スクリー

ニング前に、組換えセグメントを適切なベクターまたは他の調節性配列に連結す

ることも可能である。

  あるいは、in vitroで産生された再集合(および／または本明細書に記載の１

以上の更なる定方向進化法)の産物を、スクリーニング前にウイルス(ウイルスで

は例えばバクテリオファージ)としてパッケージングしてもよい。再集合(および

／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)をin vivoで行う場合に

は、再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)の産

物を、再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)を

行った細胞中でスクリーニングしてもよい。他の用途では、スクリーニング前に

、細胞から組換えセグメントを抽出し、任意にウイルスとしてパッケージングし

てもよい。

      【００３７】

再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)の産物と

は異なる役割を有する成分配列

  スクリーニングまたは選択の性質は、獲得すべき特性もしくは特徴、または向

上すべき特性もしくは特徴に依存するものであり、以下に多数の例を記載する。

通常、再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)の

特定の産物(組換えセグメント)に、出発基質と比べて特性もしくは特徴を新たに

獲得させたり、特性もしくは特徴を向上させたりする分子学的根拠を理解するこ

とは必要ではない。例えば、遺伝的ワクチンベクターは多くの成分配列を含む可
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能性があり、各配列は意図する役割が異なっている(例えば、コード配列、調節

配列、ターゲッティング配列、安定性賦与配列、免疫調節性配列、抗原提示に作

用する配列、および組み込みに作用する配列)。これらの成分配列の各々は同時

に変異および再集合させる(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定

方向進化法に付す)ことができる。次いで、例えば、標的細胞中の増加したエピ

ソームを維持する組換えセグメントについてスクリーニング／選択を行えばよく

、このような向上がベクターの個々の成分配列のいずれかと関わっている必要は

ない。

      【００３８】

細菌細胞における初期スクリーニングと哺乳動物細胞における後期スクリーニン

グとの対比

  所望の特性に使用される特定のスクリーニングプロトコルに応じて、トランス

フェクション効率が高く、かつ培養が容易な細菌細胞でスクリーニングの初期ラ

ウンドを行ってもよい。しかしながら、特に免疫原性活性を試験する場合には、

ライブラリー発現とスクリーニングに試験動物を使用する。後期ラウンド、およ

び細菌細胞でスクリーニングを実施できない他のタイプのスクリーニングは、通

常、哺乳動物細胞(使用を意図した環境に近い環境で使用するために選択した細

胞)にて行い、使用を意図した環境に近い環境で使用するための組換えセグメン

トを最適化する。スクリーニングの最終ラウンドは、使用を意図した細胞型(例

えば、ヒト抗原提示細胞)で行うことができる。場合によっては、例えば、患者

における免疫原性の問題を最小限に押さえる観点から、治療対象の患者から該細

胞を取得することができる。一部の方法では、遺伝的ワクチンベクターを治療に

用いること自体を、スクリーニングのラウンドとして利用することができる。即

ち、ある患者の目的の標的細胞に連続的に取り込まれ、かつ／または発現された

遺伝的ワクチンベクターを、該標的細胞から回収して別の患者の治療に使用する

。ある患者の目的の標的細胞から回収された遺伝的ワクチンベクターは、特異的

取込み、免疫原性、安定性等について特性もしくは特徴を向上または新たに獲得

するよう進化したベクター、即ち、反復再集合(および／または本明細書に記載

の１以上の更なる定方向進化法)によって改変されたベクターに富んでいる。
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組換えセグメントのサブ集団の同定

  スクリーニングまたは選択工程によって、遺伝的ワクチンの接種に有用な所望

の特性を新たに獲得または向上させるように進化した組換えセグメントのサブ集

団が同定される。スクリーニングに応じて、組換えセグメントは、細胞成分とし

て、ウイルスもしくは他のベクターの成分として、または遊離の形態でスクリー

ニングすることができる。再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更

なる定方向進化法)の各ラウンドの後に、スクリーニングまたは選択を２ラウン

ド以上行うことができる。

      【００３９】

再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)の第２ラ

ウンド

  特性を更に向上させることが望まれる場合には、スクリーニング／選択の第１

ラウンドを経た組換えセグメントの少なくとも１つ、通常は前記セグメントの集

り(collection)を、再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定

方向進化法)の更なるラウンドに付す。これらの組換えセグメントは、相互に、

または元の基質もしくはその更なる変異体に該当する外来のセグメントと再集合

させる(および／または本明細書に記載の１以上の定方向進化法に付す)ことがで

きる。再度、in vitroまたはin vivoにて再集合(および／または本明細書に記載

の１以上の更なる定方向進化法)を行ってもよい。先のスクリーニング工程で所

望の組換えセグメントが細胞成分として同定される場合には、その成分をin viv

oにて更に再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法

)に付すか、またはin vitroにて更に再集合(および／または本明細書に記載の１

以上の更なる定方向進化法)に付すか、あるいはin vitro再集合(および／または

本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)を1ラウンド実施する前に単離す

ることができる。逆に、先のスクリーニング工程で所望の組換えセグメントが剥

き出しの状態またはウイルスもしくは他のベクターの成分として同定される場合

には、これらのセグメントを細胞へ導入してin vivo再集合(および／または本明

細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)を1ラウンド行うことができる。再集

合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)の第２ラウン
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ドでは、どのように実施されるかに関わりなく、先のラウンドで生成した組換え

セグメントに比べて多様性の増加した組換えセグメントが更に生成する。

組換えセグメントを十分に進化させるための再集合(および／または本明細書に

記載の１以上の更なる定方向進化法)／スクリーニングの更なるラウンド

  再集合(および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)の第２

ラウンドを行った後、第１ラウンドについて上述した原理に従ってスクリーニン

グ／選択の1ラウンドを更に行うことができる。スクリーニング／選択のストリ

ンジェンシーはラウンド間で上昇させることができる。また、１つよりも多くの

特性の向上が望まれる場合、または１つよりも多くの新たな特性の獲得が望まれ

る場合には、スクリーニングの性質とスクリーニングすべき特性についてもラウ

ンド間で変更してもよい。

  次いで、組換えセグメントが十分に進化して、所望の特性もしくは機能が新た

に獲得されるか、または向上するまで、再集合(および／または本明細書に記載

の１以上の更なる定方向進化法)とスクリーニングのラウンドを更に行うことが

できる。

  本発明の実施には、組換え核酸の構築とトランスフェクトした宿主細胞におけ

る遺伝子の発現が必要である。これらの目的を達成する分子クローニング技術は

当該技術分野で公知である。発現ベクター等の組換え核酸の構築に適した多種多

様なクローニング法およびin vitro増幅法は当業者には周知である。突然変異誘

発等の本発明に有用な分子生物学的技術を記載した一般的なテキストとしては、

BergerおよびKimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in En

zymology第152巻、Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger); Sambrook

ら, Molecular Cloning-A Laboratory Manual(第２版)第１～３巻, Cold Spring

 Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, 1989(「Sambrook」)並びに

Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubelら編, Current Protoc

ols, Greene Publishing Associates, Inc.とJohn Wiley & Sons, Inc.との合弁

企業(1998年より追加)(「Ausubel」)が挙げられる。

  ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、リガーゼ連鎖反応(LCR)、Q-レプリカーゼ増幅お

よびRNAポリメラーゼが介在する他の技術(例えばNASBA)等のin vitro増幅法によ
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って当業者が十分実施し得る技術の例は、Berger、SambrookおよびAusubel並び

にMullisら(1987)米国特許第4,683,202号；PCR Protocols A Guide to Methods 

and Applications (Innisら編) Academic Press Inc. San Diego, CA (1990)(In

nis); Antheirn & Levinson (1990年10月１日) C & EN 36-47; The Journal of 

NIH Research (1991) 3, 81-94; (Kwohら(1989) Proc. Natl. Acad Sci. USA 86

, 1173; Guatelliら(1990) Proc. Natl. Acad Sci. USA 87, 1874; Lowellら(19

89) J Clin. Chem 35, 1826; Landegrenら(1988) Science 241, 1077-1080; Van

 Brunt (1990) Biotechnology 8, 291-294; WuおよびWallace (1989) Gene 4, 5

60; Barringerら(1990) Gene 89, 117,並びにSooknananおよびMalek (1995) Bio

technology 13:563-564に提供されている。

  in vitroで増幅した核酸をクローニングする改良法は、Wallaceら米国特許第5

,426,039号に記載されている。PCRによって大きな核酸を増幅する改良法はCheng

ら(1994)Nature 369:684-685およびその中で引用されている参考文献に要約され

ており、それにより最大40kbのPCRアンプリコンが生成する。当業者であれば、

逆転写酵素とポリメラーゼを使用して、本質的に任意のRNAを、制限消化、PCR伸

長および配列決定に適した二本鎖DNAへ変換できることは明らかであろう。Ausub

el, SambrookおよびBerger(全て前掲)を参照されたい。

  例えば、in vitro増幅法でプローブとして使用するオリゴヌクレオチド、遺伝

子プローブとして使用するオリゴヌクレオチド、または再集合標的(例えば、合

成遺伝子もしくは遺伝子セグメント)として使用するオリゴヌクレオチドは、典

型的には、BeaucageおよびCaruthers (1981) Tetrahedron Letts., 22(20):1859

-1862によって記載された固相ホスホルアミダイトトリエステル法に従って、例

えば、Needham-VanDevanterら(1984) Nucleic Acids Res., 12:6159-6168に記載

されているような自動合成機を使用して化学的に合成される。オリゴヌクレオチ

ドは調製を依頼することもでき、当業者に公知の様々な市販元へ発注することも

できる。

      【００４０】

  実際に、本質的に、既知の配列を有する任意の核酸を、The Midland Certifie

d Reagent Company (mcrc@oligos.com)、The Great American Gene Company (ht
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tp://www.genco.com)、ExpressGen Inc. (www.expressgen.com)、Operon Techno

logies Inc., (Alameda, CA)等の様々な市販元およびその他多くの市販元のうち

任意の所へ発注することができる。同様に、ペプチドおよび抗体も、PeptidoGen

ic (pkim@ccnet.com)、HTI Bio-products, Inc. (http://www.htibio.com)、BMA

 Biomedicals Ltd (U.K.)、Bio-Synthesis Inc.等の様々な市販元およびその他

多くの市販元のうち任意の所へ発注することができる。

最小限の選択サイクル数で多数の突然変異を可能にし、かつ従来の方法で必要と

された膨大な分析および計算を必要としない再集合(および／または本明細書に

記載の更なる定方向進化法)並びにスクリーニング／選択の実施には様々な形式

が利用可能である

  スクリーニング用の組換え核酸ライブラリーの作製には、多くの異なる形式が

利用可能である。一部の実施形態では、本発明の方法には、再集合(および／ま

たは本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)とスクリーニングまたは選

択を実施して、個々の遺伝子、プラスミドもしくはウイルス全体、多重遺伝子ク

ラスター、またはゲノム全体をも「進化」させることが必要である(Stemmer (19

95) Bio/Technology 13:549-553)。再集合(および／または本明細書に記載の１

以上の更なる定方向進化法)とスクリーニング／選択のサイクルを繰り返して実

施し、目的の核酸を更に進化させることができる。このような技術では、ポリペ

プチド工学の従来の方法で必要とされた膨大な分析および計算は不要である。再

集合の結果、（有性複製の際に生じるような）従来の対ごとの組換え事象(pair 

wise recombination event)とは対照的に、最小限の選択サイクル数で多数の突

然変異の組み合わせが可能となる。このように、本明細書に記載の定方向進化技

術は、任意のまたは全ての突然変異間に再集合(任意に本明細書に記載の１以上

の更なる定方向進化法と併用)をもたらす点で特に有利であり、これにより、突

然変異の様々な組み合わせが、所望の結果にどのように作用し得るかを探索する

、非常に迅速な方法が得られる。しかしながら、場合によっては、配列再集合(

および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法)にとっては不要

であるものの、技術を改良する機会をもたらす構造および／または機能に関する

情報を入手することができる。
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免疫原性を向上させ、特異性を広げるための４つの異なるアプローチ：単一遺伝

子上での再集合(任意に本明細書に記載の他の定方向進化法と併用)、相同性遺伝

子の配列比較、ゲノム全体の再集合、ポリペプチドをコードする遺伝子のコドン

改変

  確率論的ポリヌクレオチド再集合法(例えば、ポリヌクレオチドのシャフリン

グおよび断続的な合成)並びに非確率論的ポリヌクレオチド再集合法は、免疫原

性を向上させ、特異性を広げるために、少なくとも４つの異なるアプローチのう

ちの１つ以上を含むことができる。第１に、確率論的ポリヌクレオチド再集合(

例えば、ポリヌクレオチドのシャフリングおよび断続的な合成)並びに非確率論

的ポリヌクレオチド再集合は、単一遺伝子上で行うことができる。第２に、既知

の相同遺伝子との配列比較によって相同性の高い遺伝子を複数同定できる。これ

らの遺伝子を、所望の活性を有する組換え体を選択するために、相同体のファミ

リーとして合成し、かつ実験的に(例えば、ポリヌクレオチド再集合および／ま

たはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)進化させることができる

。実験的に(例えば、ポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌクレオチド

部位飽和突然変異誘発によって)進化させた遺伝子を、大腸菌、酵母、植物、真

菌、動物の細胞といった適切な宿主細胞に導入し、本明細書に記載の方法によっ

て所望の特性を有するものを同定することが可能である。第３に、ゲノム全体の

再集合を行って、所望の特性を遺伝的ワクチンに賦与しうる遺伝子を(他のゲノ

ム核酸と共に)シャフリングすることが可能である。ゲノム全体を再集合させる

アプローチの場合には、どの遺伝子が実験的に(例えば、ポリヌクレオチド再集

合および／またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)進化するの

かを同定することは必ずしも必要ではない。その代わり、例えば細菌細胞または

ウイルスゲノムを組み合わせて、実験的に(例えば、ポリヌクレオチド再集合お

よび／またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)進化させ、核酸

自体でまたはポリペプチドをコードすることによって、本明細書に記載のアッセ

イのいずれかで測定した際に免疫反応の誘導能の向上を示す組換え核酸を獲得す

る。第４に、ポリペプチドをコードする遺伝子は、天然に存在するいずれの遺伝

子にも見られない突然変異による多様性を生み出すことができるようにコドンを
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改変しうる。

      【００４１】

配列再集合(および/または本明細書中に記載の１つ以上の更なる定方向進化法)

の様式および実例、並びにその他の方法の様式および実例に関する参考文献

  本明細書に記載のポリヌクレオチド再集合、遺伝子部位飽和突然変異誘発、断

続的合成(interrupted synthesis)、および更なる定方向進化法の様式例および

実例については、本発明者らおよび共同研究者らによる、特許許可された出願お

よび同時係属中の出願(米国特許第5,965,408号(1999年10月12日発行)、同第5,83

0,696号(1998年11月3日発行)および同第5,939,250号(1999年8月17日発行)を含む

)に記載されている。

  実験的に作製されたポリヌクレオチドのライブラリーの取得方法の別法、並び

に/または確率論的ポリヌクレオチド再集合(例えば、ポリヌクレオチドのシャフ

リング(shuffling)および断続的合成)並びに非確率論的ポリヌクレオチド再集合

を含む定方向進化の基質として使用される多様な核酸の取得方法の別法として、

例えば、WO98/42727；Smith, Ann.Rev.Genet.19:423-462(1985)；Botsteinおよ

びShortle, Science 229:1193-1201(1985)；Carter, Biochem.J237:1-7(1986)；

Nucleic acids & Molecular Biology, EcksteinおよびLilley編, Springer Verl

ag, Berlin (1987)に掲載されるKunkel, “The efficiency of oligonucleotide

 directed mutagenesis”が挙げられる。上記方法としては、オリゴヌクレオチ

ドにより指令された突然変異誘発(ZollerおよびSmith, Nucl. Acids Res. 10:64

87-6500 (1982), Methods in Enzymol. 100:468-500 (1983)、およびMethods in

 Enzymol. 154:329-350(1987))、ホスホチオエート修飾型DNA突然変異誘発(Tayl

orら, Nucl.Acids Res.13:8749-8764(1985)；Taylorら, Nucl.Acids Res. 13:87

65-8787 (1985)；NakamayeおよびEckstein, Nucl. Acids Res. 14:9679-9698 (1

986)；Sayersら, Nucl. Acids Res. 16:791-802 (1988)；Sayersら, Nucl. Acid

s Res. 16:803-814 (1988))、ウラシル含有鋳型を用いた突然変異誘発(Kunkel, 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 (1985)およびKunkelら, Methods in E

nzymol. 154:367-382)；ギャップド(gapped)二本鎖DNAを用いた突然変異誘発(Kr

amerら, Nucl. Acids Res. 12:9441-9456(1984)；KramerおよびFritz, Methods 
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in Enzymol. 154:350-367 (1987)；Kramerら, Nucl. Acids Res. 16: 7207 (198

8))；並びに Fritzら, Nucl. Acids Res. 16:6987-6999(1988))が挙げられる。

別の適した方法としては、点ミスマッチ修復(Kramerら, Cell 38:879-887(1984)

)、修復欠損(repair-deficient)宿主株を用いた突然変異誘発(Carterら, Nucl. 

Acids Res. 13:4431-4443(1985)；Carter, Methods in Enzymol. 154:382-403 (

1987))、欠失型突然変異誘発(EghtedarzadehおよびHenikoff, Nucl. Acids Res.

 14:5115 (1986))、制限-選択および制限-精製(Wellsら, Phil. Trans. R. Soc.

 Lond. A 317:415-423(1986))、全遺伝子合成による突然変異誘発(Nambiarら, S

cience 223:1299-1301(1984)；SakamarおよびKhorana, Nucl. Acids Res. 14:63

61-6372(1988)；Wellsら, Gene 34:315-323(1985)；並びにGrundstromら, Nucl.

 Acids Res. 13:3305-3316(1985)) が挙げられる。突然変異誘発用キットは市販

されている(例えば、Bio-Rad、Amersham International、Anglian Biotechnolog

y)。

出発材料に対して多様性を高めるために再集合(および/または本明細書に記載の

１つ以上の更なる定方向進化法)を行うには、出発材料は互いと少なくとも２ヌ

クレオチド位置において異ならなければならない

  再集合法は、相互に実質的な配列同一性(即ち、少なくとも約30％、50％、70

％、80％または90％の配列同一性)を概して示すが、特定の位置においては相互

に異なる少なくとも２つの基質から出発する。この違いは、例えば、置換、挿入

および欠失など任意の種類の突然変異によるものである。異なるセグメントは約

5～20箇所において相互に異なることが多い。出発材料に対して多様性を高める

ために再集合(および/または本明細書に記載の１つ以上の更なる定方向進化法)

を行うには、出発材料は相互に少なくとも２ヌクレオチド位置において異ならな

ければならない。つまり、もし２つの基質しかない場合、少なくとも２つの分岐

(divergent)位置がなければならない。もし３つの基質がある場合、例えば、１

つの基質は２つ目の基質とある単一の位置において異なり、２つ目は別の単一の

位置において３つ目と異なりうる。出発DNAセグメントは、互いの天然変異体(例

えば、対立遺伝子または種変異体)でもよい。また、セグメントは、ある程度の

構造関連性(通常、機能関連性)を示す非対立遺伝子(例えば、エルジニアＶ抗原(
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Yersinia V-antigens)ファミリーなどの同じスーパーファミリーに属する異なる

遺伝子)に由来するものでもよい。また、出発DNAセグメントは、互いの誘導変異

体であってもよい。例えば、一方のDNAセグメントは、他方のセグメントをerror

-prone PCR複製に供することにより生成されてもよい。核酸を、化学変異原もし

くは他の変異原で処理してもよいし、または変異原カセットの置換により処理し

てもよい。また、誘導型変異体は、一方(もしくは両方)のセグメントを変異原株

内で増殖させることにより生成してもよいし、または細胞内で誤りがちな修復系

を誘導することにより生成してもよい。

      【００４２】

出発材料を形成する異なるセグメントは関連性を有し、その長さは同等であって

もなくてもよい

  これらの状況において、厳密に言えば、第２のDNAセグメントは、単一のセグ

メントではなく、関連性のあるセグメントからなる大きなファミリーである。出

発材料を形成する異なるセグメントは、同じ長さのものであるか、または実質的

に同じ長さのものである場合が多い。しかし、この場合に限らない。例えば、一

方のセグメントは他方のセグメントの部分配列であってもよい。これらのセグメ

ントは、ベクターなどの大きな分子の一部であってもよいし、単離形態であって

もよい。

出発DNAセグメントを再集合させて(および/または本明細書に記載の１つ以上の

定方向進化法に供して)、完全長コード配列および任意の必須調節配列を含む、

大きさの異なる組換えDNAセグメントのライブラリーを作製する

  本明細書に記載の任意の配列再集合(および/または本明細書に記載の１つ以上

の更なる定方向進化法)の様式により、出発DNAセグメントを再集合して(および/

または本明細書に記載の１つ以上の定方向進化法に供して)、組換えDNAセグメン

トの多様なライブラリーを作製する。このようなライブラリーは、10未満から10

5、109、1012以上のメンバーまでその大きさの範囲が幅広い。一部の実施形態で

は、出発セグメントおよび作製した組換えライブラリーは、完全長コード配列、

および発現に必要な任意の必須調節配列(プロモーターおよびポリアデニル化配

列など)を含む。別の実施形態では、ライブラリー中の組換えDNAセグメントは、
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スクリーニング/選択を行う前に、発現に必要な配列を提供する共通のベクター

に挿入してもよい。

      【００４３】

再集合PCRを用いて、遺伝子などの完全長核酸鋳型に別個に進化した複数のセグ

メントを集合させる

  核酸配列における突然変異を組み換えるための更なる方法では、「再集合PCR」

を使用する。この方法は、遺伝子などの完全長核酸鋳型に別個に進化した複数の

セグメントを集合させるために使用できる。本方法は、都合の良い突然変異体の

プールが、先の研究により既知である場合、または当該分野で公知の任意の突然

変異誘発技術(PCR突然変異誘発、カセット突然変異誘発、ドープド(doped)オリ

ゴ突然変異誘発、化学的突然変異誘発、もしくはミューテーター株におけるDNA

鋳型のin vivo増殖など)により作製されてもよい突然変異体をスクリーニングし

て同定されている場合に行われる。目的の核酸配列のセグメントを規定する境界

線は、遺伝子間領域、イントロン、または目的の突然変異がないと思われる遺伝

子領域に存在することが好ましい。

目的の核酸配列のセグメントのPCR増幅のために、２つのセグメントの接合部に

おいて、典型的に約10～100ヌクレオチドにわたって重なるようにオリゴを合成

する

  目的の核酸配列のセグメントのPCR増幅のためにオリゴヌクレオチドプライマ

ー(オリゴ)を合成する際に、オリゴヌクレオチドの配列が２つのセグメントの接

合部に重なることが好ましい。この重複領域は、典型的に約10～100ヌクレオチ

ドの長さである。このようなプライマーのセットを用いてそれぞれのセグメント

を増幅する。次いで、PCR産物を、本明細書に記載のような集合プロトコールに

より「再集合」させて、非確率論的に生成された核酸構造要素および/または無作

為に断片化された遺伝子を集合させる。簡単に言うと、集合プロトコールによれ

ば、例えばゲル電気泳動またはサイズ排除クロマトグラフィーにより、まずPCR

産物をプライマーから精製する。精製生成物を混合し、ポリメラーゼおよびデオ

キシヌクレオシド三リン酸(dNTP)、並びに適切な緩衝塩の存在下、かつ追加プラ

イマーの不在下(「自己プライミング(self-priming)」)にて、約1～10サイクルの
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変性、再アニーリングおよび伸長に供する。その後、遺伝子に隣接するプライマ

ーを用いたPCRにより、(例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌ

クレオチド部位飽和突然変異誘発により)完全に再集合されて実験的に進化した

遺伝子の収量を増幅する。

PCRプライマーを使用して、目的の遺伝子に変異を導入し、核酸配列の相同体を

配列決定することにより、目的の部位における変異をスクリーニングまたは選択

する

  更なる実施形態では、目的の遺伝子に変異を導入するために、目的の核酸配列

のセグメントを増幅するためのPCRプライマーを以下に記載するように使用する

。核酸配列の目的の部位における突然変異は、スクリーニングもしくは選択、お

よび核酸配列の相同体を配列決定することなどにより同定される。

(野生型または突然変異型情報をコードする)オリゴヌクレオチドPCRプライマー

をPCRに使用して、該情報の順列(permutations)をコードする完全長遺伝子のラ

イブラリーを作製する(代替となるスクリーニングまたは選択方法が費用および

手間がかかるか、または非現実的である場合)

  次いで、目的の部位にある野生型または突然変異型情報をコードするオリゴヌ

クレオチドPCRプライマーを合成する。次に、これらのプライマーを、PCR突然変

異誘発に使用して、指定位置における野生型および突然変異型情報の順列(permu

tations)をコードする完全長遺伝子からなるライブラリーを作製する。この技術

は、スクリーニングまたは選択方法が費用および手間がかかり、または目的の突

然変異体の遺伝子を配列決定し、変異原オリゴヌクレオチドを合成する費用が非

現実的な場合に、典型的に都合がよい。

      【００４４】

2.3.  遺伝的ワクチン投与に使用されるベクター

確率論的ポリヌクレオチド再集合(例えば、ポリヌクレオチドのシャフリングお

よび断続的合成)および非確率論的ポリヌクレオチド再集合による、遺伝的ワク

チンおよび成分の進化

  本発明は、多成分遺伝的ワクチン、および核酸仲介型免疫調節に使用するため

に遺伝的ワクチンの能力を改善する遺伝的ワクチン成分の取得方法を提供する。
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確率論的ポリヌクレオチド再集合(例えば、ポリヌクレオチドのシャフリングお

よび断続的合成)および非確率論的ポリヌクレオチド再集合による遺伝的ワクチ

ンおよび成分の進化のための一般的なアプローチを、本明細書中で説明している

。

複製起点の含有は、患者に投与する前に十分量のベクターを得るために有用であ

るが、ベクターが宿主染色体DNAに組み込まれるように設計されている場合、ま

たはベクターが宿主mRNAもしくはDNAに結合するように設計されている場合には

望ましくないかもしれない

  遺伝的ワクチンベクターは、通常、該ベクターを導入された哺乳動物細胞およ

び生物に対して医療上有用な表現型効果をもたらす外因性ポリヌクレオチドであ

る。ベクターは、複製起点を有していても有していなくてもよい。例えば、患者

に投与する前に十分量のベクターを得るためにベクターを増殖させるには、ベク

ターが複製起点を含むことが有用である。ベクターが、宿主染色体DNAに組み込

まれるように設計されている場合、ベクターが宿主mRNAもしくはDNAに結合する

ように設計されている場合、または宿主における複製が望ましくない場合、投与

前に複製起点を取り除いても良いし、またはベクター作製に使用する細胞におい

ては機能するが標的細胞では機能しない起点を使用してもよい。しかし、本明細

書に記載する状況も一部含まれる特定の状況においては、遺伝的ワクチンベクタ

ーが適切な宿主細胞で複製可能であることが好ましい。

確率論的ポリヌクレオチド再集合(例えば、ポリヌクレオチドのシャフリングお

よび断続的合成)、および非確率論的ポリヌクレオチド再集合により改変される

核酸を、遺伝的ワクチン投与に使用するウイルスベクターに組み込む

  遺伝的ワクチン投与に使用されるベクターは、ウイルスベクターでも非ウイル

スベクターでもよい。ウイルスベクターは、通常、ウイルスの成分として患者に

導入される。本発明の確率論的ポリヌクレオチド再集合法(例えば、ポリヌクレ

オチドのシャフリングおよび断続的合成)、および非確率論的ポリヌクレオチド

再集合方法により改変した核酸を組み込むことのできる例示のウイルスベクター

としては、例えば、アデノウイルス系ベクター(Cantwell(1996) Blood 88:4676-

4683；Ohashi(1997) Proc. Natl. Acad. Sci USA 94:1287-1292)、エプスタイン
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-バーウイルス系ベクター(Mazda(1997) J.Immunol. Methods 204:143-151)、ア

デノウイルス随伴ウイルスベクター、シンドビスウイルスベクター(Strong(1997

) Gene Ther. 4:624-627)、単純ヘルペスウイルスベクター(Kennedy (1997) Bra

in 120:1245-1259)並びにレトロウイルスベクター(Schubert (1997) Curr. Eye 

Res. 16:656-662)が挙げられる。

      【００４５】

DNAを細胞に導入するためのin vivoで有用な方法(細胞膜に融合するリポソーム

またはエンドサイトーシスによって取込まれるリポソームを使用してネイキッド

DNAを送達する；細胞を膜透過性にして、DNA結合タンパク質を使用して細胞に輸

送する；DNAで被覆された粒子を皮膚衝撃により機械的に送達する)

  非ウイルスベクター(典型的にdsDNA)は、ネイキッドDNAとして、または導入増

強ビヒクル(受容体認識タンパク質、リポソーム、リポアミンまたは陽イオン性

脂質)を伴って導入できる。このDNAは、当該分野で周知の様々な方法を用いて細

胞に導入できる。例えば、ネイキッドDNAを、細胞膜と融合するリポソーム、ま

たはエンドサイトーシスによって取り込まれる(endocytose)(つまり、リポソー

ムに結合した、またはDNAに直接結合した、細胞の表面膜タンパク質受容体に結

合するリガンドを利用してエンドサイトーシスを生じさせる)リポソームを用い

て送達できる。あるいはまた、細胞を膜透過性にして、宿主細胞を傷つけること

なく細胞へのDNA輸送を増強させることも可能である。細胞にDNAを輸送すること

が知られているDNA結合タンパク質(例えば、HBGF-1)を使用することもできる。

更に、DNAで被覆された金または他の粒子の皮膚衝撃により、機械的手段(例えば

、圧力)でDNAを送達してもよい。細胞にネイキッドDNAを送達するための上記方

法は、in vivoにおいて有用である。例えば、特にリポソーム表面が標的細胞に

特異的なリガンドを担持している場合、あるいはまたリポソームが特定の器官に

優先的に方向づけられている場合に、リポソームを使用することにより、標的細

胞/器官にDNAをin vivo導入できる。

      【００４６】

2.3.1.  ウイルスベクター

ウイルスベクターの構造は、改変ウイルスゲノムおよびそれを包むコート構造(
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遺伝的ワクチン投与用に設計されたベクターの中のウイルス核酸に応じて様々に

変えることができる構造)からなることが多い

  レトロウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルスおよびヘルペスウイル

スなどの種々のウイルスベクターが、遺伝的ワクチン投与に一般的に使用されて

いる。ウイルスベクターは、２つの成分(改変ウイルスゲノムおよびそれを包む

コート構造)からなる場合が多い(概要については、Smith(1995) Annu. Rev. Mic

robiol. 49, 807-838を参照)。ただし、ウイルスベクターは、ネイキッド形態で

導入されたり、またはウイルスタンパク質以外のタンパク質で被覆されて導入さ

れることもある。最新のウイルスベクターは、野生型ウイルスに類似したコート

構造を有する。この構造により、ウイルス核酸がパッケージングおよび保護され

、標的細胞に結合して侵入する手段が得られる。対照的に、遺伝的ワクチン投与

のために設計されたベクターの中のウイルス核酸は、様々に変化させることがで

きる。このような変化の最終目的は、例えば、利用可能なパッケージングまたは

ヘルパー細胞においてウイルスがベクター形態で増殖する能力を維持したまま、

標的細胞中でのウイルス複製を増強または低減し、目的の遺伝子をコードしその

適切な発現を可能にする新しい配列(例えば、抗原コード遺伝子)を取り込み、ウ

イルスベクター自体の免疫原性を変化させることである。ウイルスベクター核酸

は、通常２つの成分(ヘルパー系における複製およびパッケージングのための必

須シス作動性ウイルス配列、並びに外因性遺伝子のための転写ユニット)を含む

。他のウイルス機能は、特定のパッケージングまたはヘルパー細胞系においてin

 transで発現されてもよい。

      【００４７】

2.3.1.1.  アデノウイルス

アデノウイルスの正常なライフサイクルおよび増殖性感染サイクル

  アデノウイルスは、線状二本鎖DNAを含むエンベロープを持たないウイルスの

大きいクラスを含む。このウイルスの正常なライフサイクルには、細胞分裂は必

要ではなく、許容細胞において大量のウイルスが蓄積される増殖性感染が関与す

る。増殖性感染サイクルは、細胞培養物中で約32～36時間かかり、前期(ウイル

スDNA合成前)および後期(この間、構造タンパク質およびウイルスDNAが合成され
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、集合してビリオンとなる)の２期からなる。

一般的に、アデノウイルス感染は、ヒトにおいて軽度の疾患を伴う

研究中のE3欠失型ベクター；培養細胞中での複製はE3領域を必要とせず、外因性

DNA配列の挿入を可能にし、比較的大量の被コードタンパク質の一過性合成およ

び増殖性感染が可能なベクターを産生する

  アデノウイルスベクターは、レトロウイルスまたはAAVベクターよりも幾分か

大きくより複雑である。これは、一部には、ほとんどの既存のベクターからはウ

イルスゲノムの小さな画分しか取られていないためである。もし更なる遺伝子が

採取されれば、それらをin transで供給してベクターを作製することができるが

、これは困難であることがこれまでに証明されている。代わりに、２つの一般的

な種類のアデノウイルス系ベクターであるE3欠失型ベクターおよびE1欠失型ベク

ターが研究されている。実験用の野生型株(stocks)の一部のウイルスはE3領域を

欠き、ヘルパー不在下で増殖できる。この能力は、E3遺伝子産物が野生型におい

て必要でないということを意味するものではなく、ただ培養細胞における複製に

は必要でないことを意味する。E3領域の欠失により、外因性DNA配列が挿入可能

となり、比較的大量の被コードタンパク質の一過性合成および増殖性感染が可能

なベクターを産生できる。

アデノウイルスが関与する殆どの遺伝子治療用途に利用される293細胞中で増殖

させたE1置換型ベクター

  E1領域の欠失はアデノウイルスを不能にするが、このようなベクターを増殖さ

せることは可能である。というのは、Ad5のE1領域を含み、E1タンパク質を構成

的に発現する樹立ヒト細胞系(「293」と称される)が存在するからである。アデノ

ウイルスが関与する最新の遺伝子治療用途では、293細胞中で増殖させたE1置換

型ベクターが利用されている。

      【００４８】

効率的なエピソーム遺伝子導入が可能で、かつ増殖しやすいアデノウイルスベク

ターを、抗原送達のために局部的に皮膚に塗布すると、抗原特異的免疫反応の誘

導が認められるが、宿主反応により、発現の持続時間、および一次生成ベクター

が高用量であった場合に投与を繰り返す能力が限られる
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  アデノウイルスベクターの主な利点は、広範囲にわたる細胞および組織におい

て効率的なエピソーム遺伝子導入が可能であり、簡単に大量増殖しやすいことで

ある。また、アデノウイルス系ベクターは、皮膚に局部塗布して抗原を送達する

ためにも使用できる。皮膚への送達後、抗原特異的免疫反応の誘導が認められる

(Tangら (1997) Nature 388:729-730)。主な欠点は、ウイルスに対する宿主反応

が現れて、発現の持続時間、および少なくとも一次生成ベクターが高用量である

場合に投与を繰り返す能力が限られることである。

本発明は、10キロベースを超える大きいDNAインサートをクローニングでき、こ

の大きいインサートに対応するssDNAをin vitroおよびin vivoで生成できるファ

ージミド系を初めて提供する

  一実施形態では、本発明の定方向進化法を使用して、10キロベースを超える大

きさのDNAインサートをパッケージングできる新規のアデノウイルス-ファージミ

ドを構築する。また、本発明の方法を使用してプラスミドにファージ起点を組み

込むことにより、ヒトアデノウイルスの36kbファミリーなどのウイルスの全ゲノ

ムを進化できる新規のin vivo再集合またはシャフリング様式が得られる。幅広

く使用されているヒトアデノウイルス５型(Ad5)は、ゲノムサイズが36kbである

。高い確率で非生存組換え変異体を生じてしまうような膨大な数の改変を行わず

に、この大きなゲノムをin vitroでシャフリングするのは困難である。この問題

を最小限にし、Ad5の全ゲノム再集合を達成するために、アデノウイルス-ファー

ジミドを構築した。Ad-ファージミドは、15および24キロベースの大きさのイン

サートを許容し、その大きさのssDNAを効果的に生成することが証明されている

。更なる実施形態では、50～100kbの大きさの更に大きいDNAインサートを、本発

明のAd-ファージミドに挿入し、これらの大きいインサートに対応する完全長ssD

NAを生成する。このような大きいssDNAの非確率論的に生成された核酸構造要素

および/または断片を生成することにより、ウイルスゲノム全体を進化させる手

段、即ち、本発明の反復的再集合方法(および/または本明細書に記載の１つ以上

の更なる反復的定方向進化法)により改変を行う手段を提供する。従って、本発

明は、大きいDNAインサート(>10KB)をクローニングでき、これらの大きいインサ

ートに対応するssDNAをin vitroおよびin vivoで生成できる独特のファージミド
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系を初めて提供する。

ヒトアデノウイルスの関連血清型のゲノムを、系を用いてin vivo再集合または

シャフリングすることは、複数の遺伝子を変化させた組換えアデノウイルス変異

体の作製に有用である

  国際出願第PCT/US97/17302号(公報第WO98/13485)に記載のように、この独特の

ファージミド系を使用して、(例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポ

リヌクレオチド部位飽和突然変異誘導により)ヒトアデノウイルスの関連血清型

のゲノムを実験的にin vivoで進化させた。まず、ゲノムDNAをファージミドベク

ターにクローニングし、得られたプラスミド(「Admid」と称する)を使用し、ヘル

パーM13ファージを用いて一本鎖(ss)Admidファージを作製する。in vivo再集合(

および/または本明細書に記載の１つ以上の更なる定方向進化法)を行うために、

相同なヒトアデノウイルスのゲノムを含むssAdmidファージを使用して、F+MutS

大腸菌細胞を高い感染多重度(MOI)で感染させた。ssDNAは、再集合(および/また

は本明細書に記載の１つ以上の更なる定方向進化法)酵素(RecAなど)に対してよ

り良好な基質である。高いMOIにより、感染するssAdmid DNAのコピー間で複数の

交差が存在する確率が確実に高くなる。(例えば、ポリヌクレオチド再集合およ

び/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘導により)実験的に進化させたア

デノウイルスゲノムは、感染細胞から二本鎖Admid DNAを精製し、ヒト許容細胞

系に導入してアデノウイルスライブラリーを作製することによって作られる。こ

のゲノム再集合法は、複数の遺伝子を変化させた組換えアデノウイルス変異体を

作製するのに有用である。これにより、複数遺伝子における変異の組み合わせに

より生じる組換え変異表現型のスクリーニングまたは選択が可能になる。

      【００４９】

2.3.1.2.  アデノ随伴ウイルス(AAV)

  AAVは、線状一本鎖DNAを含む小さくかつ単純な非自律性ウイルスである。Muzy

cka, Current Topics Microbiol. Immunol. 158, 97-129 (1992)を参照。このウ

イルスは、複製を行うには、アデノウイルスまたはその他の特定のウイルスとの

同時感染を必要とする。AAVは、該ウイルスに対する抗体が証明するようにヒト

集団に広がっているが、いずれの公知疾患とも関連付けられていない。AAVのゲ
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ノム構成は、２つの遺伝子(repおよびcap)のみを含み、単純明快である。ゲノム

の末端は、約145ヌクレオチドの末端反復(ITR)配列を含む。

AAVの増殖は扱いにくく、アデノウイルスなどのヘルパーウイルスが必要である

場合が多い

  AAV系ベクターは、典型的に、目的の転写ユニットに隣接するITR配列のみを含

む。ベクターDNAの長さは、4680ヌクレオチドのウイルスゲノム長を大幅に超え

ることができない。現在、AAVベクターの増殖は扱いにくく、宿主細胞に、ベク

ター自体だけではなく、ヘルパー機能を得るためにrepおよびcapをコードするプ

ラスミドも導入する必要がある。ヘルパープラスミドは、ITRを欠くために複製

およびパッケージングを行うことができない。更に、アデノウイルスなどのヘル

パーウイルスが必要である場合が多い。

利点：非分裂細胞における長期発現

  AAVベクターの潜在的な利点は、必ずしもではないがおそらくウイルスDNAが組

み込まれるために、非分裂細胞において長期発現が可能と思われることである。

ベクターは構造的に単純であるために、アデノウイルスよりも引き起こす宿主細

胞反応が低い。

2.3.1.3.  パピローマウイルス

  パピローマウイルスは、扁平上皮細胞の核で複製し、小さく、エンベロープを

もたない正二十面体DNAウイルスである。パピローマウイルスは、72個のカプソ

マーからなる球形のタンパク質コートに包まれた約8000bpの大きさの二本鎖環状

DNAの単分子からなる。このようなパピローマウイルスは、感染対象の種(例えば

、ウシ、ヒト、ウサギ)および種における型に基づいて分類される。50を超える

異なるヒトパピローマウイルス(「HPV」)が記載されている。例えば、Fields Viro

logy(第３版, Fieldsら編, Lippincott-Raven, Philadelphia, 1996)を参照。

上皮細胞に対する細胞親和性

  パピローマウイルスは、上皮細胞に対して顕著な細胞親和性を示す。特定のウ

イルス型は、皮膚上皮細胞または粘膜上皮細胞のいずれかに対して優先性を有す

る。

      【００５０】
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良性のHPV、危険性の低いHPV、中度の危険性のHPV、および危険性の高いHPV

  全てのパピローマウイルスは、細胞増殖を誘導する能力を有している。増殖の

最も一般的な臨床的徴候は、良性いぼの形成である。しかし、多くのパピローマ

ウイルスは一部の個体において腫瘍を形成する能力を有し、一部のパピローマウ

イルスは高い腫瘍形成能を有する。ほとんどのヒトパピローマウイルス(HPV)は

、関与する病変の病理に基づき４つの主要グループのうちのいずれか１つに分類

される。即ち、良性、低い危険性、中度の危険性、および高い危険性(Fields Vi

rology, (Fieldsら編, Lippincott-Raven, Philadelphia, 第３版. 1996；(Ency

clopedia of Cancer, Academic Press) Vol. 1, p520-531に掲載のDNA Tumor Vi

ruses: Papilloma)。例えば、ウイルスHPV-1、HPV-2、HPV-3、HPV-4およびHPV-2

7は、良性皮膚病変に関与する。ウイルスHPV-6およびHPV-11は、外陰、陰茎およ

び咽頭いぼに関与し、浸潤癌を伴うことはまれであるために危険性の低いウイル

スと考えられている。ウイルスHPV-16、HPV-18、HPV-31およびHPV-45は、子宮頸

の腺癌および扁平上皮癌を高頻度で伴うために危険性の高いウイルスと考えられ

ている。ウイルスHPV-5およびHPV-8は、多因子性疾患である疣贅状表皮発育異常

症(EV)の良性皮膚病変に関与する。しかし、このような病変は、扁平上皮癌に進

行する可能性がある。

既に分類されたHPVと比較した場合の癌性病変の頻度に基づいて、HPVをその危険

性について分類する

  これらのウイルスは、４つの主要危険性グループの１つに分類されない。既に

危険性について分類されたHPVと比較した場合の癌性病変の頻度に基づいて、新

たに発見されたHPVをその危険性について分類できる。

  HPVベクターに対して、再集合(および/または本明細書に記載の１つ以上の更

なる定方向進化法)およびスクリーニングの反復サイクルを、改善された特質を

有するベクターを得る目的で行うことができる。改善される特質としては、組織

特異性の増加、組織特異性の変化、発現レベルの増加、持続発現の延長、エピソ

ームコピー数の増加、染色体への組込み能の増加または低減、取込み能の増加、

および本明細書に記載しているその他の特質が上げられる。再集合(任意に、本

明細書に記載の他の定方向進化法と組み合わせてもよい)のための出発材料は、
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典型的に、上記したようなヒトパピローマウイルスの異なる株から構築したベク

ター、または例えばerror-prone PCRもしくはカセット突然変異誘発により産生

される同様のベクターのセグメントもしくは変異体である。ヒトパピローマウイ

ルス、または少なくともそのE1およびE2コード領域は、ヒト皮膚パピローマウイ

ルスであることが好ましい。

      【００５１】

2.3.1.4.  レトロウイルス

正常ウイルスライフサイクルおよびウイルスゲノム構造

  レトロウイルスは、ウイルスゲノムとして一本鎖RNAを含むエンベロープを有

するウイルスの大きなクラスを含む。正常なウイルスライフサイクルの間、ウイ

ルスRNAは逆転写されて、二本鎖DNAを産生する。この二本鎖DNAは、宿主ゲノム

に組み込まれ、長期間にわたって発現される。その結果、感染細胞は、宿主細胞

に明らかな害を及ぼすことなく、継続的にウイルスを出芽する。ウイルスゲノム

は小さく(約10 kb)、基本構造は極めて単純であり、gag(群特異的抗原またはコ

アタンパク質)、pol(逆転写酵素)、およびenv(ウイルスエンベロープタンパク質

)をコードする３つの遺伝子を含む。RNAゲノムの末端は、長い末端反復配列(LTR

)と称され、組み込みに関与するプロモーターおよびエンハンサーの活性と配列

を含む。また、このゲノムは、ウイルスRNAをパッケージングするのに必要な配

列と、別個のエンベロープmRNAを生成するためのスプライス受容部位およびスプ

ライス供与部位も含む。殆どのレトロウイルスは複製細胞にしか組み込むことが

できないが、ヒト免疫不全ウイルス(HIV)は例外であると思われる。

欠如しているウイルス機能をレトロウイルスベクターに与え、別の特徴を追加/

除去して、ベクターをより有効にするか、ヘルパーウイルスによる汚染の可能性

を低減する

  レトロウイルスベクターは比較的単純であり、5’および3’LTR、パッケージ

ング配列、並びに目的の遺伝子からなる転写ユニット(典型的には、発現カセッ

ト)を含む。このようなベクターを増殖させるためには、いわゆるパッケージン

グ細胞系を用いて、欠如しているウイルス機能をin transで与える必要がある。

このような細胞は、gag、polおよびenvの組み込まれたコピーを含むが、パッケ
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ージングシグナルを欠くことでヘルパーウイルス配列がカプシドで包被されない

ように遺伝子操作される。別の特徴を、ベクターおよびパッケージング細胞系に

追加またはそれらから除去することは、ベクターをより有効にするか、またはヘ

ルパーウイルスによる汚染の可能性を低減する試みによるものである。

長期発現の潜在的能力によって大量増殖が可能になるが、ヘルパーウイルスが存

在してはならない

  一部の遺伝的ワクチン用途では、レトロウイルスベクターは染色体への組込み

が可能であるため、長期発現が潜在的に可能であるという利点を有する。このよ

うなベクターは比較的大量に増殖し得るが、ヘルパーウイルスが存在しないよう

に注意する必要がある。

      【００５２】

2.3.2.  非ウイルス遺伝的ワクチンベクター

  遺伝的ワクチン投与で使用する非ウイルス核酸ベクターとしては、プラスミド

、RNA、ポリアミド核酸、および酵母人工染色体(YAC)などが挙げられる。

ベクター構造；エンハンサー配列の挿入により転写が高まる

  このようなベクターは、典型的に、免疫反応を誘導させるポリペプチドを発現

するための発現カセットを含む。このような発現カセットのプロモーターは、構

成的、細胞型特異的、段階特異的、および/または調節可能(例えば、テトラサイ

クリン摂取(ingestion)により；テトラサイクリン反応性プロモーター)であって

よい。このベクターにエンハンサー配列を挿入することにより転写を高めること

ができる。エンハンサーとは、プロモーターによる転写を高めるシス作動性配列

(典型的に10～300塩基対の長さ)である。エンハンサーは、転写ユニットの5’ま

たは3’側のいずれかにある場合、効果的に転写を高めることができる。また、

エンハンサーは、イントロン内またはコード配列自体中に配置させても有効であ

る。典型的に使用されるウイルスエンハンサーとしては、SV40エンハンサー、サ

イトメガロウイルスエンハンサー、ポリオーマエンハンサーおよびアデノウイル

スエンハンサーが挙げられる。マウス免疫グロブリン重鎖エンハンサーなどの哺

乳動物系由来のエンハンサー配列も、一般的に使用される。

非ウイルスベクターを動物に導入する方法
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  リポフェクション、バイオリスティック(biolistic)、ウイロソーム、リポソ

ーム、イムノリポソーム、ポリカチオン：核酸複合体、ネイキッドDNA感染、人

工ビリオン、薬物で増強されたDNAの取込み、およびex vivo形質導入などの手段

により、遺伝子治療に有用な産物をコードする非ウイルスベクターを動物に導入

できる。リポフェクションは、例えば、米国特許第5,049,386号、同第4,946,787

号および同第4,897,355号に記載されており、リポフェクション試薬は市販され

ている(例えば、TransfectamTMおよびLipofectinTM)。ポリヌクレオチドの効率

的な受容体認識リポフェクションに適した陽イオン性脂質および中性脂質として

は、Felgner, WO91/17424、WO91/16024のものが挙げられる。ネイキッドDNA遺伝

的ワクチンは、例えば米国特許第5,589,486号に記載されている。

      【００５３】

2.4.  多成分遺伝的ワクチン

２つ以上の別個の免疫感作用遺伝的ワクチン成分を使用して、異なる細胞型にお

いて異なる反応を引き出す手段を得る

  本発明は、哺乳動物に投与された際に最適な免疫反応を得られるように設計さ

れた多成分遺伝的ワクチンを提供する。これらのワクチンでは、好ましくは同じ

製剤中で２つ以上の異なる遺伝的ワクチン成分を免疫感作のために使用する。そ

れぞれの成分は、一部の細胞においては生じるがその他の細胞においては生じな

い特定の機能のために最適化することが可能であり、異なる細胞型において異な

る反応を引き出す手段が得られる。１つのプラスミドを使用することによって互

いに不和合となる場合には、これらの活性を、in vivoにおいて異なる運命およ

び作用を有する異なるベクターに分散させる。遺伝的ワクチンは、生物活性を有

する複数の構成要素を１つの調製物に製剤化するのに理想的である。ベクターは

、全て同じ化学型(chemical type)であることが好ましく、これにより、この種

の不和合性をなくして、全てのベクターを同じ化学的および/または生物学的プ

ロセスによって製造することができる。ワクチン調製物は、正確かつ繰り返し製

剤化し得る、規定モル比の別個のベクター成分からなっていてもよい。

特定の特徴を制御する機構、または改変すべき特性を認識せずにベクター成分を

開発する
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  多成分遺伝的ワクチンの成分として使用できる複数の遺伝的ワクチンベクター

成分を以下に記載する。本発明の方法により、このようなベクター成分の開発が

大幅に簡易化される。なぜなら、特定の特徴を制御する機構、および該特徴を増

強するために改変すればよい分子の特性を認識する必要がないからである。この

ような認識が無くても、本発明の再集合法(および/または本明細書に記載の１つ

以上の更なる定方向進化法)およびスクリーニング方法を行うことにより、列挙

するそれぞれの特質について改善されたベクター成分を得ることができる。

      【００５４】

2.4.  最適抗原放出を得るために設計されたベクター「AR」

  抗原提示細胞(APC)により認識され、該細胞に取り込まれて、細胞内プロセシ

ングおよびＴヘルパー(TH)細胞に対する提示を効率的にする形態の抗原の最適放

出を得るために、遺伝的ワクチンベクター成分「AR」を設計した。ARプラスミドで

トランスフェクトされた細胞は、APCの抗原生産工場と考えることができる。

  典型的に、ARプラスミドは、以下の特質のうちの１つ以上を有する。これらの

特質はそれぞれ、本発明の確率論的ポリヌクレオチド再集合方法(例えば、ポリ

ヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)、および非確率論的ポリヌクレオ

チド再集合方法により最適化できる。

選択抗原を発現する細胞(例えば、筋内免疫感作のためには筋細胞、または粘膜

免疫感作のためには上皮細胞)に結合し取り込まれる最適プラスミド

  この特質は、多成分DNAワクチンにおいて、ARを他のベクター成分と区別する

重要である。標的細胞と結合した最適ベクターには、非常に強力な結合およびそ

の後の標的細胞への取込みという目的だけではなく、他の細胞に結合し侵入する

ことを相対的に不可能にするという目的も含まれる。所望の結合と所望でない結

合との比を最適化することにより、トランスフェクトされる標的細胞の数を有意

に増加させる。この特質は、本明細書に記載の本発明の確率論的ポリヌクレオチ

ド再集合(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)、および非

確率論的ポリヌクレオチド再集合により最適化できる。例えば、確率論的ポリヌ

クレオチド再集合(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)、

非確率論的ポリヌクレオチド再集合、ベクター成分の組み合わせ集合、ランダム



(139) 特表２００３－５２４３９２

オリゴヌクレオチド配列の挿入などにより得た変異体ベクター成分配列を、まず

、標的細胞に結合するものについて選択し、その後この細胞集団を他の細胞に結

合するものについて枯渇させる。遺伝的ワクチンベクターを特定の細胞型に標的

化させるベクター成分、および改善された標的化を得る方法を以下に記載する。

(ａ)   核へのベクターDNAの最適な輸送(trafficking)

  繰り返すが、本発明は、上記特質に最適な遺伝的ワクチン成分を得られる方法

を提供する。

(ｂ)  抗原遺伝子の最適な転写

  これには、例えば、最適化されたプロモーター、エンハンサー、イントロンな

どの使用が関与しうる。好ましい実施形態では、ベクターが標的細胞型の核内に

あるときにのみに遺伝子を転写する細胞特異的プロモーターが使用されている。

この場合、特異性は、標的細胞への選択ベクター侵入にのみ誘導されるものでは

ない。

(ｃ)  mRNAの細胞質への最適な輸送、および細胞質内でのmRNAの最適な寿命

  この特質を得るためには、本発明の方法を用いて、mRNAの最適な3’および5’

側非翻訳領域を得る。

(ｄ)  mRNAの最適な翻訳

  繰り返すが、確率論的ポリヌクレオチド再集合方法(例えば、ポリヌクレオチ

ドシャッフリングおよび中断合成)，および非確率論的ポリヌクレオチド再集合

方法を使用して、翻訳機構の最適なリボソーム結合および集合、ならびに最適な

コドン選択を示す最適化された組換え配列を得る。

(ｅ)  APCによる効率的な取込みのために最適な抗原構造

  少なくとも５つの機構(ただし、これらに限定されない)により、細胞外抗原は

APCに取り込まれる。１つの機構は、小胞の微飲作用およびインターナリゼーシ

ョンによる外部液相のサンプリングである。

さらなる機構的考慮

  第１の機構は、これまで知られている限りでは、液相中の抗原に対する構造的

要求がなく、従って、抗原構造の設計の際の考慮とは無関係である。第２の機構

は、抗原とAPC表面上の受容体との結合が関与する。このような結合は、現在や
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っと研究されている規則に従って生じる(これらの受容体は、免疫グロブリンフ

ァミリーのメンバーではなく、異なるクラスの細胞外タンパク質/糖タンパク質

に結合できるタンパク質および糖タンパク質のいくつかのファミリーを代表する

と思われる)。この種の結合の後には、同じく小胞による受容体仲介型インター

ナリゼーションが続く。この機構は現在よく理解されていないため、抗原設計の

要素を合理的な設計プロセスに取り入れることはできない。しかし、確率論的ポ

リヌクレオチド再集合方法(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中

断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合方法(APCへの侵入が最も成

功している変異型DNA分子の選択の経験的アプローチ)により、この機構全体が改

善された変異体について選択できる。

  他の３つの機構は、全て、細胞外抗原の特異的抗原認識に関連する。第１の機

構には、細胞表面上のFc受容体に結合したIgGを介した特異的抗原の免疫グロブ

リン仲介認識が関与する。単球、マクロファージおよび樹状細胞などのAPCは、

多様な特異性の表面膜IgGで修飾されてもよい。一次応答では、この機構は働か

ない。予め免疫感作された動物では、APCの表面上のIgGは、細胞外抗原を特異的

に結合し、細胞内エンドソーム画分への結合抗原の取込みを仲介できる。別の機

構は、各Ｂ細胞上に存在するクローニングにより得た表面膜免疫グロブリン(一

次Ｂ細胞であればIgM、動物が前もって抗原に曝されている場合にはIgG)への結

合が関与する。Ｂ細胞は、有効なAPCである。細胞外抗原は、表面Igに特異的に

結合でき、膜画分にインターナリゼーションされプロセシングされて、Ｂ細胞表

面に提示される。最後に、細胞外抗原は、特異的可溶性免疫グロブリン(一次免

疫感作であればIgM、動物が予め免疫されている場合にはIgG)により認識される

。Igと複合化することにより、APCの表面への結合(IgGの場合にはFc受容体認識

を介する)、およびインターナリゼーションが生じる。

      【００５５】

  後半の３つの機構のそれぞれにおいては、抗原の立体配座が、既存の抗体の認

識特異性と同じである程度が、抗原提示プロセスの効率にとって重要となる。抗

体は、線状タンパク質エピトープ、およびタンパク質抗原の三次元構造によって

決定する立体配座エピトープを認識できる。細胞外ウイルスまたは細菌性病原体
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を認識し、その表面に結合して感染を防止したり、その免疫破壊を仲裁(補体仲

介型溶解、免疫複合体形成および食作用)したりする防御抗体は、病原体の表面

に提示された天然構造を有するタンパク質上の立体配座決定基に対してもっぱら

作られる。従って、宿主防御体液性免疫を生成するためには、病原体上に存在す

る立体配座エピトープに特異的な抗体を担持する天然Ｂ細胞を、抗原の細胞内プ

ロセシングおよびMHCクラスIIと関連した分解ペプチドの提示の後にＴヘルパー

細胞と直接接触させて刺激する必要がある。このＴヘルパーは、関連するＢ細胞

を選択的に増殖して、抗体の突然変異、特異性の増加した抗体についての抗原に

より誘導される選択、および抗体クラススイッチをもたらす。

  まとめると、体液性免疫および特異的CD4+細胞傷害性Ｔ細胞を引き出すための

APCによる抗原の最適な取込みは、抗原が天然タンパク質立体配座をとり(自然感

染の際の免疫系について以下に示すように)、適切な膜抗体を担持する純粋なＢ

細胞により認識されることを必要とする。天然タンパク質立体配座には、適切な

タンパク質フォールディング、グリコシル化、ならびにAPC上の受容体(免疫グロ

ブリン、および場合により非免疫グロブリン)との最適反応のために必要なその

他の任意の翻訳後改変が含まれる。特異的な抗体により認識されて必要な免疫応

答を引き出すのに必要な発現抗原の三次元構造に加えて、免疫細胞(APCを含む)

により認識される時点まで、発現細胞の外部におけるタンパク質の安定性を高め

るために、構造(および配列)を最適化してもよい。本発明の再集合(および/また

は本明細書に記載の１つ以上の別の定方向進化法)ならびにスクリーニング方法

を採用して、その後のAPCによる取込み後のプロセシングのために抗原構造(およ

び配列)を最適化し、細胞内プロセシングにより、APC上でのクラスＩまたはクラ

スIIによる提示、および所望の免疫応答に必要なペプチド断片の誘導が生じるよ

うにする。

(f)  所望の細胞下画分を得るための新生抗原の最適な分画

  これは、抗原配列に含まれるシグナルおよび輸送シグナルにより指令すること

ができる。全ての抗原がこれらの細胞から分泌されることが望ましいかもしれな

い。あるいはまた、全ての抗原または一部の抗原が、これらの生産工場細胞の細

胞表面上で発現されるように命じられてもよい。抗原を含む小胞を、翻訳後改変
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(グリコシル化を含む)のために別の細胞下画分に方向づけるためのシグナルは、

抗原配列に含まれても良い。

(g)  細胞表面上での最適な抗原提示、または細胞からの最適抗原放出

  (f)および(g)項に対する改変として、生産工場細胞の細胞質内における抗原の

発現、その後の該細胞の溶解による可溶性抗原の放出を設計する。細胞死は、ア

ポトーシスを引き出す細胞内タンパク質を同じ遺伝的ワクチンベクター上で発現

させることにより操作できる。この場合、細胞死のタイミングは、細胞が抗原を

産生する必要性と、設計されたプロセスにおいて一部の細胞を殺す潜在的な有害

影響との間でバランスを取る。

  (a)～(h)項を組み合わせることにより、抗原発現の寿命および程度を最適化す

るための様々なシナリオが得られる。抗原が、最高レベルで最長時間発現される

ことが望ましいとは限らない。特定の臨床用途においては、短時間で低発現、短

時間で高発現、長時間で低発現、長時間で高発現、またはこれらの中間の抗原発

現を得ることが重要となる。

  単一抗原遺伝子の変異体を１つ以上発現するために、またはいくつかのかなり

異なる免疫感作用標的を発現するためにプラスミドARを設計してもよい。遺伝的

ワクチンに使用する最適化抗原を得るための方法は、本明細書に記載されている

。モノシストロン性またはマルチシストロン性(multicistronic)形態のベクター

から多数の抗原を発現できる。

      【００５６】

2.4.2.  最適なCTL生成のために設計されたベクター成分「CTL-DC」、「CTL-LC」お

よび「CTL-MM」

  遺伝子ベクター成分「CTL-DC」、「CTL-LC」および「CTL-MM」を設計して、樹状細

胞(CTL-DC)、ランゲルハンス細胞(CTL-LC)、ならびに単球およびマクロファージ

(CTL-MM)による、細胞傷害性CD8+リンパ球(CTL)の最適生成を指令する。これら

のベクター成分は、MHCクラスIと会合した最適な抗原断片の提示を命じ、最大細

胞傷害性Ｔ細胞免疫応答を確実にする。CTLベクター成分によりトランスフェク

トされた細胞は、ウイルス性疾患に対する防御に通常非常に重要となる特異的免

疫性のアームの直接的なアクチベーターであると考えられる。
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  CTLベクター成分は、典型的には、本発明の確率論的ポリヌクレオチド再集合

方法(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)、および非確率

論的ポリヌクレオチド再集合方法を採用してそれぞれ最適化できる以下の特質を

１つ以上有するように設計される。

  (a)  選択された抗原提示細胞(例えば、樹状細胞、単球/マクロファージ、ラ

ンゲルハンス細胞)に結合し、かつ取り込まれる最適ベクター

  この特質は、多成分DNAワクチンの中で、CTLシリーズのベクターを他のベクタ

ーと区別するために重要である。CTLシリーズベクターは、細胞外抗原発現宿主

として選択された細胞にARベクターを介して結合したり、侵入しないことが好ま

しい。このような機能の分離は重要となる。なぜなら、抗原発現細胞から放出さ

れた後の免疫細胞の刺激のために予め定められた抗原の細胞内での運命および輸

送は、MHCクラスIと会合して細胞表面上に提示されるように定められた抗原の運

命とかなり異なるからである。前者の場合、抗原は無傷のまま、シグナル分泌配

列を介して、粗面小胞体(RER)の管腔に送達され、分泌されるように指令される

。後者の場合、抗原は細胞質中に留まり、そこでプロテアソーム系(proteasomal

 system)によりペプチド断片に分解され、その後RERの管腔に送達されてMHCクラ

スIと会合するように指令される。次いで、ペプチドとMHCクラスIとのこれらの

複合体は、細胞表面に送達されて、CD8+細胞傷害性Ｔ細胞と特異的に相互作用す

る。所望の細胞型を標的とするように最適化されたベクター成分、および最適化

されたベクター成分を得る方法は記載されている。

抗原遺伝子の転写の最適化

  これは、プロモーター、エンハンサー、イントロンなどを、本明細書に記載の

ように最適化することにより達成できる。このようなベクターにおいて、細胞特

異的プロモーターは別の選択レベルとして有益である。

  (b)  mRNAの最適な寿命

  本発明の方法を採用して、mRNAの最適な3’および5’非翻訳領域を得ることが

できる。

  (c)  mRNAの最適な翻訳

  繰り返すが、本発明の確率論的ポリヌクレオチド再集合(例えば、ポリヌクレ
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オチドシャッフリングおよび中断合成)および選択方法、ならびに非確率論的ポ

リヌクレオチド再集合および選択方法を使用して、翻訳機構に最適なリボソーム

結合および集合、ならびに最適コドン選択のためのポリヌクレオチド配列を得る

ことができる。

  (d)   最適なタンパク質立体配座

  この場合、最適なタンパク質立体配座は、APC表面上の特異的抗体または他の

受容体と相互作用する立体配座よりも、MHCクラスI上での提示のために適切な細

胞質タンパク質分解および正確なペプチドの産生をもたらし、ならびに所望の特

異的CTL応答を引き出すものである。

  (e)  正確なペプチドを産生するために最適なタンパク質分解

  特異的なタンパク質分解による切断の順番は、タンパク質フォールディングの

性質、および細胞質またはプロテアソームのいずれかにおけるプロテアーゼの性

質に応じる。

  (f)   小胞体膜を貫通してRER管腔へ送達される抗原ペプチドの最適な輸送

  これは、TAPタンパク質または他の膜輸送体によるペプチドの認識により仲介

できる。

  (h)  ペプチドとクラスI-2ミクログロブリン複合体との最適な会合、および分

泌経路を介した細胞表面への輸送

  (i)  特異的CTLによる認識のための関連アクセサリー分子(associated 

accessory molecules)を有するMHC-ペプチド複合体の最適提示

  単一抗原遺伝子の変異体を１つ以上、またはいくつかの異なる免疫感作用標的

を発現するためにベクターCTLを設計できる。モノシストロン性またはマルチシ

ストロン性(multicistronic)形態のベクターから多数の最適化抗原を発現できる

。

      【００５７】

2.4.3.   最適な免疫モジュレーター放出のために設計されたベクター「Ｍ」

  ベクター「Ｍ」を設計して、標的細胞から免疫モジュレーター(サイトカインお

よび他の増殖因子など)の最適な放出を指令する。標的細胞は、免疫された組織

における優勢細胞型、または樹状細胞(M-DC)、ランゲルハンス細胞(M-LC)、単球
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およびマクロファージ(M-MM)などの免疫細胞のいずれかである。これらのベクタ

ーは、いくつかの免疫細胞「モジュレーター」(サイトカイン、増殖因子など)の最

適レベルでの同時発現を、免疫応答が所望の種類または種類の組み合わせで、か

つ所望のレベルのものであるように方向づける。Ｍベクターでトランスフェクト

された細胞は、ワクチン免疫応答(CTL対TH1対TH2対NK細胞など)の性質およびそ

の強さの指令装置であると考えられる。これらのベクターの特質は、細胞の性質

を反映し、該細胞の中で機能するようにベクターは設計される。例えば、ベクタ

ーは、所望の細胞型に結合して侵入するように設計され、および/または所望の

細胞型における転写を誘導する細胞特異的調節プロモーターを有していてもよい

。また、ベクターは、最大合成、および標的細胞から細胞モジュレータータンパ

ク質を所望の割合で放出するのを指令するように操作されてもよい。

  「Ｍ」遺伝的ワクチンベクターは、典型的に、以下の特質の１つ以上を有するよ

うに設計される。これらの特質はそれぞれ、本発明の確率論的ポリヌクレオチド

再集合方法(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)、および

非確率論的ポリヌクレオチド再集合方法により最適化できる。

  (a)  選択されたモジュレーター発現細胞に結合し、取り込まれる最適ベクタ

ー

  適切な発現細胞としては、例えば、筋細胞、上皮細胞、または標的組織中のそ

の他の(数の点で)優勢な細胞型、抗原提示細胞(例えば、樹状細胞、単球/マクロ

ファージ、ランゲルハンス細胞)が挙げられる。この特性は、Ｍシリーズベクタ

ーを、他の細胞に結合し侵入するように設計されたその他のベクターと区別する

ために重要である。

(b)  免疫モジュレーター遺伝子の最適な転写

  繰り返すが、プロモーター、エンハンサー、イントロンなどを、本発明の方法

により最適化できる。細胞特異的プロモーターは、本発明において、別の選択レ

ベルとして非常に有益である。

  (c)  最適なmRNAの寿命

  本発明の方法を採用して、mRNAの最適3’および5’非翻訳領域を得ることがで

きる。
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  (d)  最適なmRNA翻訳

  繰り返すが、本発明の確率論的ポリヌクレオチド再集合および選択方法(例え

ば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)、ならびに非確率論的ポ

リヌクレオチド再集合および選択方法を使用して、翻訳機構の最適なリボソーム

結合および集合、加えて最適コドン選択を達成するためのポリヌクレオチド配列

を得ることができる。

  (e)  RERの管腔へのモジュレーターの(シグナル分泌配列を介した)最適な輸送

  免疫応答の代替的な調節方法では、可溶性モジュレーターの分泌ではなく、膜

結合型モジュレーターを使用する。結合型モジュレーターは、例えば疎水性テイ

ルおよびホスホイノシトール多糖結合により、合成細胞の表面に留まることがで

きる。

  (f)  各モジュレーターに最適なタンパク質立体配座

  この場合、最適なタンパク質立体配座とは、細胞外モジュレーターおよび/ま

たは細胞膜結合型モジュレーターを、関連する受容体と相互作用させうるもので

ある。

  (g)  モジュレーターの比率および種類は、経験的に決定できる

  免疫応答を例えばTH応答(例えば、IL-2および／またはIFNの産生)またはTH2応

答(例えば、IL-4、IL-5、IL-13)に方向づけるために、協働して機能することが

知られているモジュレーターのセットを試験する。ベクターＭを設計して、１つ

以上のモジュレーターを発現させてもよい。最適化された免疫モジュレーター、

および最適化免疫モジュレーターを得るための方法は、本明細書に記載している

。これらの最適化免疫調節配列は、本発明の多成分遺伝的ワクチンの成分として

の使用に特に適している。モノシストロン性またはマルチシストロン性(multici

stronic)形態のベクターから、多数のモジュレーターを発現させることもできる

。

      【００５８】

2.4.4.  ケモカイン放出を指令するために設計されたベクター「CK」

  「CK」と称される遺伝的ワクチンベクターを設計して、標的細胞からの最適なケ

モカイン放出を指令する。標的細胞は、免疫された組織において優勢な細胞型、
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または樹状細胞(CK-DC)、ランゲルハンス細胞(CK-LC)、もしくは単球およびマク

ロファージ(CK-MM)などの免疫細胞のいずれかである。これらのベクターは、典

型的に、免疫感作部位への免疫細胞の補充が最適であるように、いくつかのケモ

カインの最適レベルでの同時発現を指令する。CKベクターでトランスフェクトさ

れた細胞は、ワクチン免疫応答に重要な免疫細胞を調節する交通警察であると考

えられる。これらのベクターの特質は、細胞の性質を反映し、該細胞中で作用す

るようにベクターは設計される。例えば、ベクターを、所望の細胞型に結合し侵

入するように設計し、および/または所望の細胞型における転写を促す細胞特異

的調節プロモーターを有するようにしてもよい。また、ベクターは、ケモカイン

の最大合成、および標的細胞からの所望の比率でのケモカイン放出を生じるよう

にも操作される。最適なケモカイン放出をもたらす遺伝的ワクチン成分、および

該成分を得るための方法は、本明細書に記載されている。

  CKベクターは、典型的に、以下の特質のうち１つ以上を有するように設計され

ている。これらの特質はそれぞれ、本発明の確率論的ポリヌクレオチド再集合方

法(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)、および非確率論

的ポリヌクレオチド再集合方法を採用して最適化できる。

  (a)  選択したケモカイン発現細胞に結合し、取り込まれる最適ベクター

  適切な細胞としては、例えば、筋細胞、上皮細胞、または特定の目的の組織に

おいて(数の点で)優勢である細胞型が挙げられる。また、抗原提示細胞(例えば

、樹状細胞、単球およびマクロファージ、ランゲルハンス細胞)も適している。

この特質は、CKシリーズベクターを、他の細胞に結合し侵入するように設計され

たベクターと区別するために重要である。

  (b)  ケモカイン遺伝子の最適転写

  繰り返すが、プロモーター、エンハンサー、イントロンなどは、本発明の方法

により最適化できる。

本発明において、細胞特異的プロモーターは別の選択レベルとして非常に有益で

ある。

  (c)  mRNAの最適な寿命

  本発明の方法を採用して、mRNAの最適3’および5’非翻訳領域を得ることがで
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きる。

  (d)  mRNAの最適な翻訳

  繰り返すが、本発明の確率論的ポリヌクレオチド再集合および選択方法(例え

ば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)、ならびに非確率論的ポ

リヌクレオチド再集合および選択方法を使用して、翻訳機構の最適なリボソーム

結合および集合、ならびに最適コドン選択を達成するためのポリヌクレオチド配

列が得られる。

  (e)  RERの管腔へのケモカインの(シグナル分泌配列を介した)最適輸送

  細胞の補充による免疫応答の代替的な調節方法では、可溶性ケモカインの分泌

ではなく、膜結合型ケモカインを使用する。結合型ケモカインは、例えば疎水性

テイルおよびホスホイノシトール多糖結合により、合成細胞の表面に留まること

ができる。

  (f)  各ケモカインについての最適なタンパク質立体配座

  この場合、最適なタンパク質立体配座とは、細胞外ケモカイン/細胞膜結合型

ケモカインが、関連受容体と相互作用できるようにするものである。

  (g)  多様なケモカインの比率は、経験的に決定できる

  CTL、TH細胞、Ｂ細胞、単球/マクロファージ、好酸球、および/または好中球

を適切に直接補充するために協働することが知られているケモカインのセットを

試験することができる。

  ベクターCKを設計して、１つ以上のケモカインを発現させることができる。モ

ノシストロン性またはマルチシストロン性(multicistronic)形態のベクターから

複数のケモカインを発現できる。

      【００５９】

2.4.5.  他のベクター

  １つ以上の別の成分ベクター部分を含む遺伝的ワクチンも本発明により提供さ

れる。例えば、遺伝的ワクチンは、樹状細胞およびランゲルハンス細胞に特異的

に侵入し、流出中のリンパ節まで移動するように設計されたベクターを含んでも

良い。

このベクターは、標的抗原の発現、ならびに節において所望の免疫応答を引き出
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すのに関連するサイトカインおよびケモカインの混合物を提供するように設計さ

れる。

  臨床的な最終目的および抗原の性質に応じて、標的抗原の比較的長命の発現の

ためにベクターを最適化し、節における免疫系の刺激が延長されるようにできる

。別の例としては、Ｂ細胞におけるMHC発現を特異的に調節するベクターがある

。このようなベクターは、Ｂ細胞、注射部位内に存在する細胞、または注射部位

に引き寄せられる細胞に特異的に結合し侵入するように設計される。Ｂ細胞内で

、このベクターは、細胞のエンドサイトーシス画分に抗原を特異的に取り込むこ

とにより得た抗原ペプチドの会合を、クラスIまたはクラスIIのいずれかとの会

合を方向づけることにより、CD4+Ｔヘルパー細胞またはCD8+細胞傷害性リンパ球

を介した特異的免疫性の誘発を指令する。本明細書に記載したプロセシングされ

たペプチドの運命を細胞内に方向付けるためにいくつかの手段が存在する。

  クラスI提示を指令する分子の例としては、タパシン(tapasin)、TAP-1およびT

AP-2(Koopmanら(1997) Curr. Opin. Immunol. 9:80-88)が挙げられ、クラスII提

示を生じるものとしては、例えば、エンドソーム/リソソームプロテアーゼ(Pete

rs (1997) Curr. Opin. Immunol. 9:89-96)が挙げられる。最適化されたクラスI

提示をもたらす遺伝的ワクチン成分、および成分を得るための方法は、本明細書

に記載されている。最適なDNAワクチンは、例えば、ARベクター(抗原放出)、CTL

-DCベクター(MHCクラスI上の抗原ペプチドの樹状細胞提示を介したCTL活性化)、

内在している組織マクロファージからのIL-12およびIFNgの放出のためのM-MMベ

クター、ならびにTH細胞を免疫部位に補充するためのCKベクターを組み合わせて

も良い。

      【００６０】

定方向進化は以下のDNAワクチン投与目的を助ける

  DNAワクチン接種は、多様な目的のために使用できるが、とりわけ以下のもの

が含まれる。

  ・遠い未来のある時点において侵入する細菌またはウイルス病原体に対して迅

速かつ攻撃的に反応し易くするための、CTL応答および/または体液性応答の刺激

。
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  ・アレルゲンに対する不適切な反応を予防するための継続的だが非攻撃的な応

答。

  ・自己免疫疾患における自己抗原に対する、継続的、非攻撃的な免疫寛容化。

  ・腫瘍細胞抗原に対する可能な限り迅速な攻撃性CTL応答の誘導。

  ・免疫応答を、進行中の慢性感染に対する強力だが不適切な免疫応答から、所

望の反応へと再度方向づけて、病原体を無くすおよび/または病理学的予防を施

す。

  特に競合する目的が１つのDNA配列において具現化される場合には、単一ベク

ターDNAワクチンの形態で上記目的が果たせるとは限らない。多成分形態により

、DNAワクチンベクターのポートフォリオ(portfolio)が作製できる。その一部は

各ケースに応じて再構築される(例えば、抗原を含むベクター)が、その他のもの

は膨大な数の異なる臨床的用途のために十分に特徴決定され理解された試薬とし

て使用される(例えば、同じケモカイン発現ベクターを異なる状況で用いること

ができる)。

      【００６１】

2.5.  スクリーニング方法

スクリーニングアッセイは、改善が求められる特質に応じて異なる

  本明細書に記載の方法により得られる組換え核酸ライブラリーをスクリーニン

グして、遺伝的ワクチン接種に望ましい特質を有するDNAセグメントを同定する

。採用される特定のスクリーニングアッセイは、以下に記載するように、改善が

求められる特定の特質に応じて異なる。典型的に、(例えば、ポリヌクレオチド

再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により)実験的に進

化させた核酸ライブラリーを、スクリーニング前に細胞に導入する。もし採用さ

れた確率論的ポリヌクレオチド再集合形態(例えば、ポリヌクレオチドシャッフ

リングおよび中断合成)、ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合形態がin 

vivo形態で行われる場合、作製された組換えDNAセグメントのライブラリーは既

に細胞に存在する。配列再集合(および/または本明細書に記載の１つ以上の別の

定方向進化法)がin vitroで行われる場合、組換えライブラリーは、スクリーニ

ング/選択の前に、所望の細胞型に導入されることが好ましい。組換えライブラ
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リーのメンバーは、導入前にエピソームまたはウイルスと結合されてもよいし、

直接導入されてもよい。

細胞型

  幅広い種類の細胞型を、進化させた遺伝子のレシピエントとして使用できる。

特に関心のある細胞としては、ワクチンまたはワクチン抗原を送達するのに用い

られる多くの細菌細胞型(Courvalinら (1995) C.R. Acad. Sci. 11118: 1207-12

)、Salmonella(Attridgeら (1997) Vaccine 15:155-62)、clostridium(Foxら (1

996) Gene Ther. 3: 173-8)、lactobacillus、shigella(Sizemoreら (1995) Sci

ence 270: 299-302)、大腸菌、streptococcus (OggioniおよびPozzi(1996) Gene

 169:85-90)などのグラム陰性およびグラム陽性の両方、ならびにヒト細胞を含

む哺乳動物細胞が挙げられる。本発明の一部の実施形態では、ライブラリーを第

１の宿主で増幅し、その後その宿主から回収して、発現、選択、スクリーニング

またはその他の所望のパラメーターにより適した第２の宿主に導入する。ライブ

ラリーを細胞型に導入する手法は、細胞型のDNA取込み性質(例えば、接合可能な

または自然にコンピテントなウイルス受容体を有している)に応じる。細胞型が

、天然型および化学誘導によってはコンピテントとなりにくいが、電気穿孔を受

けやすい場合、通常電気穿孔を採用すれば良い。細胞型が電気穿孔も受けにくい

場合、バイオリスティック(biolistics)を採用するであろう。biolistic PDS-10

00 Gene Gun(Biorad, Hercules, CA)は、ヘリウム気圧を用いてDNAを被覆した金

またはタングステンの微小担体を標的細胞に向けて加速する。

      【００６２】

コンピテントな組織、または潜在的にコンピテントな組織

  このプロセスは、植物、細菌、菌類、藻類、無傷の動物組織、組織培養細胞、

および動物胚を含む幅広い種類の組織に対して適用可能である。本質的に動物お

よび患者内の生存組織用である緩やかな電気穿孔様式の電気パルス送達を採用し

てもよい(Zhao, Advanced Drug Delivery Reviews 17:257-262 (1995)。細胞を

コンピテントにする新規方法は、国際特許出願PCT/US97/04494(公報第WO97/3595

7号)に記載されている)。組換えDNA遺伝子のライブラリーの導入後、細胞を任意

に増殖させて、遺伝子を発現させることができる。
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選択マーカー遺伝子の含有を介した、ベクターを含む細胞の同定

  多くのアッセイにおいて、特定のベクターを含む細胞を同定する手法が必要で

ある。全ての種類の遺伝的ワクチンベクターに、選択マーカー遺伝子を含ませる

ことができる。選択条件下において、選択マーカーを発現する細胞のみが生存で

きる。

選択マーカー遺伝子の例

  適切なマーカーの例としては、ジヒドロ葉酸レダクターゼ遺伝子(DHFR)、チミ

ジンキナーゼ遺伝子(TK)、または薬物耐性を付与する原核生物遺伝子、ミコフェ

ノール酸で選択できるgpt(キサンチン-グアニンホスホリボシルトランスフェラ

ーゼ)；G418、ハイグロマイシンまたはピューロマイシンで選択できるneo(ネオ

マイシンホスホトランスフェラーゼ)；ならびにメトトレキセートで選択できるD

HFR(ジヒドロ葉酸レダクターゼ)が挙げられる(Mulliganおよび#0000；Southern

およびBerg(1982) J Mol. Appl. Genet. 1:327)。

スクリーニング可能なマーカー遺伝子の含有を介した、ベクターを含む細胞の同

定

  遺伝的ワクチンベクターは、選択マーカーの代替として、または選択マーカー

に加えて、発現されるとベクター含有細胞に対して容易に同定可能な表現型を付

与するスクリーニング可能なマーカーを含んでも良い。例えば、宿主細胞に通常

存在しない細胞表面抗原をコードする遺伝子が適している。検出手段は、例えば

、細胞表面抗原に特異的に結合する抗体またはその他のリガンドである。適切な

細胞表面抗原の例として、宿主特異的抗体に認識されない、宿主細胞以外の種由

来のCD(分化抗原)抗原(CD1～CD163)が挙げられる。その他の例としては、緑色蛍

光タンパク質(GFP、例えば、Chalfieら(1994) Science 263:802-805；Crameriら

 (1996) Nature Biotechnol. 14:315-319；Chalfieら (1995) Photochem. Photo

biol. 62:651-656；Olsonら(1995) J Cell. Biol. 130:639-650を参照)ならびに

関連抗原が挙げられる。これらのいくつかは市販されている。

      【００６３】

2.5.1.  ベクターの寿命または所望の組織へのトランスロケーションについての

スクリーニング
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  幾つかの用途では、DNAなどの最も長い寿命を有するベクターを同定すること

、または注入部位から離れた組織に到達するベクターを同定することが望ましい

。これは、選ばれた投与経路により組換え遺伝的ワクチンベクターの集団を動物

に投与した後、様々な時間で標的組織を摘出してこの組織から標準的な分子生物

学的手法によりベクターを回収することにより、達成することができる。回収し

たベクター分子を例えば大腸菌中で、および/またはin vitroでのPCRにより増幅

することができる。PCR増幅は、さらなるポリヌクレオチド（例えば遺伝子、プ

ロモーター、エンハンサー、イントロン等）の再集合を（場合により本明細書中

に記載された他の定方向進化法と組合せて）伴うことができ、その後で得られた

選択された集団を、動物への再投与およびベクターの更なる改良に使用すること

ができる。この処理を数回行ったあと、選択されたベクターを、該ベクターをin

 vivoで選択したときと同じ条件下において正しい立体配座で抗原を発現する能

力について検査することができる。

所望の抗原を発現する細胞のin vitro同定方法

  抗原発現は、上記の選択またはスクリーニング方法の一部ではないので、得ら

れたベクター全てが所望の抗原を発現できるわけではない。この欠点を克服する

ため、本発明は、in vivoでのDNA完全体の所望の組織局在化および寿命だけでな

く、最も効果的な抗原発現（またはサイトカイン、ケモカイン、細胞表面アクセ

サリー分子、MHCなどの他の遺伝子の発現）の保持も示す、遺伝的ワクチン集団

におけるこれらのベクターの同定方法を提供する。

  この方法は、必要に応じて非常に少数の細胞の回収および異なるレベルの抗原

発現を有する細胞の量的選択を可能にする条件下において、選ばれた組織から精

製した細胞を用いて、所望の分子を発現する細胞をin vitroで同定する工程を含

む。

  本発明の２つの実施形態が記載されるが、これらはそれぞれ遺伝的ワクチンベ

クターのライブラリーをその出発点として使用する。各方法の目的は、in vivo

にて所望の生物学的特性を示すベクターを同定することである。組換えライブラ

リーは、公知の意味で異なるベクターの集団（例えば異なる機能的モジュールか

らなるコンビナトリアルベクターライブラリー）を表わすか、または無作為なヌ
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クレオチドストレッチの挿入により生成される多様性を無作為に生成したもので

あるか、またはベクターの全体または一部に低レベル突然変異を導入するために

（例えばポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然

変異誘発により）in vitroにて実験的に進化させたものである。

      【００６４】

2.5.1.1.  細胞表面局在化抗原の発現についての選択

  第１の実施形態において、本発明の方法は細胞表面局在化抗原の発現について

の選択を含む。抗原遺伝子をワクチンベクターライブラリーの中で、細胞膜にタ

ーゲッティングされるアミノ酸の領域を有するように遺伝子操作する。例えばこ

の領域は、発現されたタンパク質上へのホスホイノシトール-グリカン（PIG）末

端の付着を合図し、該タンパク質をトランスフェクトされた細胞の表面で発現さ

せるよう指令するC末端アミノ酸の疎水性ストレッチをコードすることができる

。天然で可溶性タンパク質である抗原を用いると、この方法は新しいC末端との

この遺伝子操作による融合体におけるタンパク質の３次元の折畳みにほとんど影

響を与えない。天然で膜貫通タンパク質（例えば病原性ウイルス、細菌、原生生

物または腫瘍細胞上の表面膜タンパク質等）である抗原を用いた場合、少なくと

も２つの可能性がある。まず第１は、細胞外ドメインを遺伝子操作してPIG結合

シグナリングのためにC末端配列と融合させることができる。第２には、このタ

ンパク質を、これを細胞表面へと効果的にし向ける宿主細胞のシグナリングによ

ってまとめて（in toto）発現させることができる。まれではあるが、発現する

抗原は、内因性PIG末端結合を有する場合がある（例えば病原性原生生物の幾つ

かの抗原など）。

標的細胞の収集、精製、同定および分離

  ベクターライブラリーをin vivo送達して適当な時間をおいたあと、その動物

の様々な標的部位から組織および/または細胞を収集する。アフィニティー試薬

として細胞特異的表面反応性モノクローナル抗体を用いた手法等の標準的な細胞

生物学的手法を用いて、組織から細胞を精製することができる。上皮細胞を植え

つけておいた粘膜部位から単離した上皮細胞を精製したり、筋肉から筋芽細胞を

精製したりすることは、比較的容易である。幾つかの実施形態において、分析前



(155) 特表２００３－５２４３９２

に最少限の物理的精製が行われる。脾臓、肝臓、骨髄、リンパ節および血液など

の様々な組織から、特定の細胞集団を同定および分離することが望ましい場合も

ある。血液細胞は、多様な蛍光モノクローナル抗体試薬を用いて、FACSにより容

易に分画し、B細胞、CD4+、またはCD8+T細胞、樹状細胞、ランゲルハンス細胞、

単球等を分離することができる。

抗原を発現する細胞の同定および精製

  抗原を発現する細胞を、PIGに結合した表面抗原上のC末端配列に特異的な蛍光

モノクローナル抗体を用いて同定することができる。FACS分析により、細胞集団

上における正しい形態の抗原の発現レベルの定量分析が可能である。最大レベル

の抗原を発現する細胞を選別し、標準的な分子生物学的手法を用いてこの反応性

を付与したプラスミドDNAワクチンベクターを回収する。抗原を発現する細胞全

ての精製を可能とする（および抗原発現細胞が非常に小さな少数集団であり得る

ために細胞分別装置に載せる前に有用であり得る）他の手法は、表面抗原を発現

する細胞をロゼット形成（rosette）またはpan精製（pan-purify）することであ

る。ロゼットは、抗原発現細胞と、関連する抗原に共有結合する抗体を保持する

赤血球との間に形成され得る。これらは、ユニット重力沈降法により簡単に精製

される。関連する抗原に特異的な固定化されたモノクローナル抗体を保持するペ

トリ皿での細胞集団のパンニングを使用して不要な細胞を除去することもできる

。

  必要な立体配座構造の標的抗原を発現する細胞は、標的病原体上に発現される

ものと同じ構造に特異的に反応することが知られる特異的立体配座依存性モノク

ローナル抗体を用いて同定することができる。

      【００６５】

高い親和性で診断用抗体と反応するが正しい立体配座を生じない抗原の可能性を

最少にするために、選択過程において幾つかのモノクローナル抗体を使用する

  １つのモノクローナル抗体では標的抗原の正しい折畳みの全ての状況を決める

ことができないので、高い親和性で診断用抗体と反応するが、その抗原が標的病

原体の表面上で見られる立体配座として定義され、または標的病原体から分泌さ

れるような正しい立体配座を生じない抗原の可能性を最少にすることができる。
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この可能性を最少にする１つの方法は、それぞれが正しく折畳まれたタンパク質

中の異なる立体配座エピトープと反応することが分かっている幾つかのモノクロ

ーナル抗体を、選択プロセスにおいて使用することである。これは例えば二次FA

CS選別により達成することができる。

  次に、所望の時間に正しい体内部位で十分な抗原を首尾良く発現した富化され

たプラスミド集団を、多様性を拡張するために（場合により本明細書に記載され

る他の定方向進化法と組合せた）遺伝子再集合を組み入れたさらなる選択を行う

ときの出発集団として使用する。このようにして、DNAワクチンで免疫した動物

の組織から得たプラスミドによりコードされる所望の生物学的活性を回収する。

  この方法は、DNAワクチン構築物に組み込みたい免疫アクセサリー分子を発現

する、in vivoで選択された最良のベクターを提供することもできる。例えば、

アクセサリータンパク質B7.1またはB7.2を（T細胞に抗原を首尾良く提示させる

ために）抗原提示細胞（APC）中で発現させたい場合、機能的B7タンパク質を認

識する市販のモノクローナル抗体を用いて（接種部位または異なる部位の）種々

の組織から単離したAPCを選別することができる。

2.5.1.2.  分泌された抗原/サイトカイン/ケモカインの発現についての選択

誘導されたin vivo免疫反応の質的および量的性質に影響を及ぼすことができる

可溶性タンパク質の分泌の誘導に最適なベクターの選択

  本発明は、誘導された免疫反応の質的および量的性質に影響することができる

可溶性タンパク質の分泌において最適な、遺伝的ワクチンベクター集団における

プラスミドを同定するための方法も提供する。例えばこれらの方法は、特定のサ

イトカイン、増殖因子およびケモカインの分泌に最適なベクターの選択に有用で

ある。この選択の目的は、サイトカイン、ケモカインおよび増殖因子と、異なる

プロモーター、エンハンサー、ポリA領域（tracts）、イントロン等とのどの特

定の組合せが、必要とされるin vivo免疫反応を誘導するのかを決めることであ

る。

典型的にはポリペプチドをコードする遺伝子は、最適なシグナル分泌配列と共に

ワクチンベクターライブラリー中に存在する（タンパク質は細胞から分泌される

）
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  目的の可溶性タンパク質の遺伝子の組合せを、ベクターの中に存在させること

ができる。転写は単一のプロモーターからも可能であり、また該遺伝子はシスト

ロン性配置に置かれてもよい。典型的には、該ポリペプチドをコードする遺伝子

は、発現されたタンパク質がその細胞から分泌されるように、最適なシグナル分

泌配列とともに該ワクチンベクターライブラリー中に存在する。

in vitroで可溶性因子の種々の組み合わせを分泌することができ且つ所望の時間

の間これらの因子を発現することができるベクターの作成

  これらの方法における第１ステップは、in vitroで可溶性因子の種々の組合せ

を高レベル（低レベルの場合もある）で分泌することができ且つこれらの因子を

必要に応じて短時間または長時間の間発現するベクターを作成することである。

この方法により、既知の時間の既知の組織中における既知のパターンの可溶性タ

ンパク質発現により特徴付けられるプラスミドを選択し、該プラスミドの在庫品

（inventory）を保持することができる。次に、これらのベクターを、適当な発

現構築物中に遺伝的ワクチン抗原と組み合わせて配置したあと、in vivoでの効

力について別々に試験することができる。

同定に先立つ細胞集団分離のためのFACS選別、アフィニティーパンニング、ロゼ

ット形成、または磁気ビーズ分離を用いたベクターライブラリーの送達およびそ

れに続く収集、試験および精製

  ベクターライブラリーを試験動物に送達し、選ばれた時間をおいたあと、その

動物の様々な部位から組織および/または細胞を収集する。標準的な細胞生物学

的手法（しばしばアフィニティー試薬として細胞特異的表面反応性モノクローナ

ル抗体の使用を伴う）を用いて組織から細胞を精製する。上記細胞表面抗原の場

合と同じように、所望のタンパク質を発現する細胞を同定する前に、別々の細胞

集団の物理的な精製を行うことができる。これらの研究では、サイトカインの発

現のための標的細胞はたいてい、筋細胞や上皮細胞ではなくAPCまたはB細胞また

はT細胞である。このような場合において、異なる細胞型の分離には、確立され

た方法によるFACS選別が好ましい。上記の異なる細胞型は、マウス免疫細胞の表

面膜の表現型を決めることが知られている既存のモノクローナル抗体のパネルを

使用したアフィニティーパンニング、ロゼット形成または磁気ビーズ分離を用い
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て比較的純粋な画分へと分離することもできる。

      【００６６】

多様性を拡張するために遺伝子再集合を組み込んだ（場合により本明細書中に記

載される他の定方向進化法を組合せた）さらなる選択に使用するための、目視検

査またはフローサイトメトリーによる精製細胞の同定および選択

  精製された細胞を、細胞の生存能力を維持する条件下で寒天プレートの上に載

せる。標的病原体上で発現したときと同じ構造に特異的に反応することが知られ

ている立体配座依存性モノクローナル抗体を用いて、必要な立体配座構造の標的

抗原を発現する細胞を同定する。細胞からの関連する可溶性タンパク質の放出は

、モノクローナル抗体とインキュベートした後に肉眼で見えるシグナル（金析出

、発色、蛍光、発光）を出す二次試薬と共にインキュベートすることにより検出

する。最大レベルの抗原を発現する細胞は、目視検査、拾い出した細胞または細

胞コロニー、およびこの反応性を付与したプラスミドDNAワクチンベクターを回

収するために使用される標準的な分子生物学的手法により同定することができる

。あるいは、フローサイトメトリーを使用して、高レベル遺伝子発現を誘導する

プラスミドを含む細胞を同定および選択することができる。つぎに、所望の時間

の間、正しい体内部位で十分な可溶性因子を首尾良く発現した富化されたプラス

ミド集団を、さらに改良が必要な場合、多様性を拡張するために遺伝子再集合を

組み込んだ（場合により本明細書中に記載される他の定方向進化法と組合せた）

さらなる選択のための出発集団として使用する。このように、DNAワクチンで免

疫した動物の組織から得たプラスミドによりコードされる所望の生物学的活性を

回収する。

スクリーニングの最初の結果が幾つかの立体配座エピトープがプローブされる場

合にも維持されることを、モノクローナル抗体を用いて確認する

  正しく折畳まれたサイトカイン、ケモカインまたは増殖因子における異なる立

体配座エピトープと反応することが各々知られている幾つかのモノクローナル抗

体を用いて、１つのモノクローナル抗体試薬を用いたスクリーニングから得た最

初の結果が幾つかの立体配座エピトープがプローブされる場合にも維持され得る

ことを確認することができる。幾つかのケースにおいて、寒天中の細胞/細胞コ
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ロニーから放出される機能的サイトカインのための一次プローブはコグネート受

容体の可溶性ドメインでもよい。

      【００６７】

2.5.2.  フローサイトメトリー

ベクターモジュール・ライブラリーの多くをフローサイトメトリーによりアッセ

イして、所望の特性が最も改良された実験的に生成された核酸配列を含む個々の

ヒト組織培養細胞を選択することができる

  フローサイトメトリーは、数百万もの個々の細胞の機能的特性を効率的に分析

するための手段である。照明ゾーンに細胞を通過させ、そこで該細胞にレーザー

ビームを当てて、散乱光および蛍光を、コンピューターに接続した検出器により

分析する。フローサイトメトリーは、他の細胞集団分析方法よりも有利な点を幾

つか提供する。１秒あたり数千個の細胞を高精度且つ高感度で分析することがで

きる。細胞集団のゲーティング（gating）により、各サンプルのマルチパラメー

タ分析が可能となる。細胞の大きさ、生存能力、および形態を、染色せずに分析

することができる。染料および標識抗体を使用する場合、DNA内容物、細胞表面

タンパク質および細胞質内タンパク質を分析し、細胞型、活性化状態、細胞周期

段階を同定し、アポトーシスを検出することができる。最大４色まで（したがっ

て異なる蛍光標識で染色した４つの別々の抗原）および光散乱特性を同時に分析

することができる（４色は２レーザー装置を必要とし、１レーザー装置は３色を

分析することができる）。幾つかの遺伝子の発現レベルを同時に分析し、重要な

ことに、フローサイトメトリーに基づく細胞選別（FACS選別）により所望の表現

型を有する細胞の選択が可能になる。プロモーター、エンハンサー、イントロン

、エピソームの複製起点、抗原の発現レベルの様子、細菌起源および細菌性マー

カーを含むベクターモジュールライブラリーの多くは、フローサイトメトリーに

より分析して、所望の特性が最も改良された、再集合した（および/または本明

細書中に記載される１以上の定方向進化法にかけた）核酸配列を含む個々のヒト

組織培養細胞を選択することができる。この選択は典型的に、本明細書で図解し

たように、表面抗原または代理マーカータンパク質の高レベル発現のために行わ

れる。最適な各配列からなるプールを、フローサイトメトリーに基づく選別によ
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り選択した細胞から回収する。このアプローチの利点は、非常に多数（＞107）

を１回のバイアル実験で評価することができることである。

      【００６８】

2.5.3.  さらなるin vitroスクリーニング法

改良されたアジュバント活性および免疫刺激特性についてのスクリーニング等の

様々なin vitro試験法を用いた、改良されたワクチン接種特性についてのスクリ

ーニング

  当業者に公知である様々なin vitro検査法を用いて、遺伝的ワクチンベクター

およびベクターモジュールを、改良されたワクチン接種特性についてスクリーニ

ングすることができる。例えば、最適化された遺伝的ワクチンを、目的の特定の

リンパ球型（例えばB細胞、T細胞、T細胞系およびT細胞クローンなど）の増殖の

誘導に及ぼす影響について試験することができる。改良されたアジュバント活性

および免疫刺激特性についてのこのタイプのスクリーニングは、例えばヒトまた

はマウス細胞を用いて行うことができる。

サイトカイン産生のスクリーニング（ELISAおよび/または細胞質サイトカイン染

色およびフローサイトメトリー）などの種々のin vitro試験法を用いた改良され

たワクチン接種特性のスクリーニングまたはTH1/TH2分化を指令するベクターの

能力における変化のスクリーニング

  例えばポリヌクレオチド再集合（場合により本明細書中に記載された他の定方

向進化法と組合せて）により得られた遺伝的ワクチンベクターのライブラリー、

またはサイトカイン、共刺激分子などをコードする遺伝子を保持するベクターの

ライブラリーを、B細胞、T細胞、単球/マクロファージ、全ヒトPBMCまたは（希

釈した）全血により、サイトカイン産生（例えばIL-2、IL-4、IL-5、IL-6、IL-1

0、IL-12、IL-13、IL-15、IFN-、TNF-産生）についてスクリーニングすることが

できる。サイトカインは、ELISAおよび/または細胞質サイトカイン染色およびフ

ローサイトメトリー（単一細胞分析）により測定することができる。サイトカイ

ン産生プロフィールに基づいて、TH1/TH2分化を指令するベクターの能力におけ

る変化をスクリーニングすることができる（例えばIL-4/IFN、IL-4/IL-2、IL-5/

IFN、IL-5/IL-2、IL-13/IFN-、IL-13/IL2の比における変化により示される）。A
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PC活性化の誘導は、活性化抗原（例えばB7-1（CD80）、137-2（CD86）、MHCクラ

スIおよびII、CD14、CD23およびFc受容体など）の表面発現レベルにおける変化

に基づいて検出することができる。

感染したマウスの脾臓細胞を単離しおよび細胞障害性Tリンパ球が感染した自己

由来標的細胞を溶解する能力を検査することにより、遺伝的ワクチンベクターの

T細胞活性化誘導能について分析する

  幾つかの実施形態において、遺伝的ワクチンベクターのT細胞活性化誘導能に

ついて分析する。より詳細には、注射したマウスから得た脾臓細胞を単離し、細

胞傷害性Tリンパ球が感染した自己由来標的細胞を溶解する能力について検査す

る。脾臓細胞を特定の抗原でin vitroで再活性化させる。さらに、ヘルパーT細

胞の分化を、ELISAにより、ならびに細胞質サイトカイン染色およびフローサイ

トメトリーによりTC4+T細胞中で直接、TH1（IL-2およびIFN-）およびTH2（IL-4

およびIL-5）サイトカインの増殖または産生について測定することにより、分析

する。

例えば免疫した個体から得た末梢Bリンパ球を用いたアッセイまたは標的細胞に

よる抗原発現の検出を伴うアッセイで、体液性免疫応答を誘導する能力について

試験する

  遺伝的ワクチンおよびワクチン成分は、体液性免疫応答を誘導する能力（例え

ば目的の抗原に特異的な抗体のB細胞産生の誘導により示される）について試験

することもできる。これらのアッセイは、例えば免疫した個体から得た末梢Bリ

ンパ球を用いて行うことができる。このようなアッセイ法は、当業者に公知であ

る。他のアッセイは、標的細胞による抗原発現の検出を伴う。例えばFACS選択は

、その細胞表面に所望の抗原を産生する細胞を同定する最も効率的な方法を提供

する。FACS選択の他の利点は、異なるレベルの発現（より低い発現が望ましい場

合もある）について選別することができることである。他の方法は、プレート上

でのモノクローナル抗体を用いたパンニングを伴う。この方法により、短時間で

大量の細胞を操作することができるが、この方法は、最も高い発現レベルについ

てのみ選択する。モノクローナル抗体でコーティングした磁気ビーズによる捕捉

は、特定の抗原を発現する細胞を同定する他の方法を提供する。
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in vitroでの腫瘍細胞系の増殖を阻害する能力についてのスクリーニング

  癌細胞に対抗する遺伝的ワクチンおよびワクチン成分は、in vitroでの腫瘍細

胞系の増殖を阻害するその能力についてスクリーニングすることができる。この

ようなアッセイは、当分野において公知である。例えば癌または自己免疫疾患に

対する遺伝的ワクチンの効力の指標は、ベクターを患者または試験動物の皮膚に

注射したときの皮膚の炎症の程度である。重度の炎症は、抗原特異的T細胞の強

力な活性化に関係する。腫瘍特異的T細胞の活性化の向上は、腫瘍の中和（killi

ng）の強化につながり得る。自己抗原の場合、TH2に対する応答をそらす免疫調

節剤を添加することができる。皮膚の生検を行い、各注射部位で生じる免疫応答

のタイプの詳細な検査を行うことができる（マウスでは多くの注射/ベクターを

分析することができる）。他の好適なスクリーニング法は、遺伝的ワクチンベク

ターのライブラリーによりチャレンジした細胞による、サイトカイン、ケモカイ

ン、アクセサリー分子などの発現における変化の検出を含むことができる。

      【００６９】

複製可能な遺伝的パッケージの表面に提示（display）されるタンパク質との融

合体としての組換えペプチドまたはポリペプチドの発現

  特定の用途のための様々なスクリーニング法をここに記載する。幾つかの例に

おいて、スクリーニングは、複製可能な遺伝的パッケージの表面に提示されるタ

ンパク質との融合体として実験的に生成したライブラリーのポリヌクレオチドに

よりコードされる組換えペプチドまたはポリペプチドの発現を伴う。例えばファ

ージ提示を使用することができる。例えばCwirlaら、Proc. Natl. Acad. Sci. U

SA 87: 6378-6382(1990); Devlinら、Science 249: 404-406 (1990), Scott &#0

000; Ladnerら、米国特許第5,571,698号を参照されたい。他の複製可能な遺伝的

パッケージには、例えば細菌、真核ウイルス、酵母および胞子が含まれる。

組換え核酸およびポリペプチドの精製およびin vitro分析

  確率論的（例えばポリヌクレオチドのシャフリングおよび中断合成）および/

または非確率論的ポリヌクレオチド再集合を行ったら、最も有望な候補組換え核

酸を同定するために、実験的に生成されたポリヌクレオチドの得られたライブラ

リーを精製およびin vitroでの事前分析にかけることができる。アッセイは、高
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スループット形式で行うことが有利である。例えば、（例えばポリヌクレオチド

再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）実験的に

進化させた各組換え抗原を精製するために、クローンをロボットで96ウェル・フ

ォーマットに取り出し、増殖し、必要であれば保存用に冷凍することができる。

  全細胞溶解物（V-抗原）、細胞周辺エキス、または培養上清（トキシン）を、

以下に記載するようにELISAにより直接アッセイすることができるが、高スルー

プット精製をさらに必要とする場合もある。固定化抗体を用いたアフィニティー

クロマトグラフィーまたは小さな固定化金属アフィニティークロマトグラフィー

を用いた非免疫原性アフィニティータグ（例えばヘキサヒスチジンペプチド等）

の取りこみにより、タンパク質の高速精製が可能になる。96-ウェルフィルター

底プレートを用いた高結合能試薬は、高スループット精製法を提供する。培養お

よび精製のスケールは、タンパク質収量によって異なるが、最初の検査では、タ

ンパク質50μg未満が必要であろう。改良された特性を示す抗原は、再アッセイ

および動物チャレンジ試験のためのFPLCにより、より大きなスケールで精製する

ことができる。

  幾つかの実施形態において、（例えばポリヌクレオチド再集合および/または

ポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させた抗原をコー

ドするポリヌクレオチドを、遺伝的ワクチンとしてアッセイする。（例えばポリ

ヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によ

り）実験的に進化させた抗原配列を含む遺伝的ワクチンベクターは、ロボットに

よるコロニーのピッキングおよびそれに続くロボットによるプラスミド精製によ

り調製することができる。１日に600～800プラスミドの精製を可能とするロボッ

トによるプラスミド精製プロトコールが利用できる。このDNAの量および純度も

、例えば96ウェルプレートで分析することができる。現在のところ好適な実施の

形態において、各サンプル中のDNAの量はロボットにより平均化し、これにより

異なるバッチのベクター間のばらつきを大幅に減少することができる。

  タンパク質および/または核酸を必要に応じてピッキングおよび精製したら、

これらを任意の多数のin vitro分析法にかけることができる。このようなスクリ

ーニング法には、例えば効率的に発現され且つ複数のエピトープと適切な折畳み
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パターンを有する抗原を同定するためのELISAアッセイ、フローサイトメトリー

、およびファージ提示アッセイが含まれる。細菌性トキシンの場合、このライブ

ラリーは、哺乳動物細胞における毒性の減少についてスクリーニングすることも

できる。

  １つの例として、交差反応する組換え抗原を同定するために、モノクローナル

抗体のパネルをスクリーニングに使用することができる。体液性免疫応答は一般

に、抗原タンパク質の複数の領域をターゲッティングする。したがって、免疫原

性タンパク質の種々の領域に対してモノクローナル抗体を作成することができる

（Alvingら（1995）Immunol. Rev. 145:5）。さらに、所与の病原体１株のみを

認識するモノクローナル抗体の幾つかの例があり、よって当然、異なる抗原型の

病原体は、異なるセットの抗体により認識される。例えば、モノクローナル抗体

のパネルは、VEEエンベロープタンパク質に対して作成され、これにより異なる

複数の亜種のウイルスを認識する手段を提供していた（RoehrigおよびBolin(199

7) J. Clin. Microbiol. 35: 1887）。このような抗体は、ファージ提示およびE

LISAスクリーニングと組合せて、複数の病原体株から得たエピトープを有する組

換え抗原を富化するために使用することができる。フローサイトメトリーに基づ

く細胞選別は、最も効率良く発現される変異体の選択をさらに可能にする。

      【００７０】

  ファージ提示は、大きなライブラリーから目的のタンパク質を選択するための

強力な方法を提供する（Bassら（1990） Proteins: Struct. Funct. Genet. 8: 

309; LowmanおよびWells(1991) Methods: A Companion to Methods Enz. 3(3); 

205-216. LowmanおよびWells(1993) J. Mol. Biol. 234;564-578）。ファージ提

示技法についての最近の幾つかの概説としては、例えばMcGregor(1996) Mol Bio

technol. 6(2): 15 5-62; Dunn (1996) Curr. Opin. Biotechnol. 7(5): 547-53

; Hillら（1996）Mol Microbiol 20(4):685-92; Phage Display of Peptides an

d Proteins: A Laboratory Manual. BK. Kay, J. Winter, J. McCafferty 編, A

cademic Press 1996; O’Neilら（1995）Curr. Opin. Struct. Biol. 5(4): 443

-9; Phizickyら（1995）Microbiol Rev. 59(1): 94-123; Clacksonら（1994）Tr

ends Biotechnol 12(5)173-84；Feliciら（1995） Biotechnol. Annu. Rev. 1:1
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49-83; Burton (1995) Immunotechnology 1(2): 87-94.が挙げられる。またCwir

laら、Proc. Natl. Acad Sci. USA87: 6378-6382(1990); Devlinら、Science 24

9: 404-406(1990)、Scott & Smith, Science 249: 386-388(1990)；Ladnerら、

米国特許第5,571,698号も参照されたい。各ファージ粒子はその表面にユニーク

な変異体タンパク質を提示し、その特定の変異体をコードする遺伝子をパッケー

ジングする。（例えばポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド

部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させた該抗原のための遺伝子を、該

ファージ表面に発現されるタンパク質に融合させ（例えばファージM13のIII遺伝

子など）、ファージミドベクター中にクローニングする。現在のところ好適な実

施形態において、抑制できる（suppressible）停止コドン（例えばアンバー停止

コドン）は、大腸菌の抑制された株において、M13ヘルパーファージに感染させ

たときに抗原-gIIIp融合体を産生し、ファージ粒子の中に取り込まれるように、

該遺伝子を分離する。同ベクターは、タンパク質精製のために、抑制されていな

い大腸菌中において融合されていない抗原のみの産生を指令することができる。

提示ライブラリーのために最も良く使用される遺伝的パッケージ

  提示ライブラリーで最も良く使用される遺伝的パッケージは、バクテリオファ

ージ（特に線状ファージ）および特にファージM13、FdおよびF1である。多くの

研究は、提示されるべきポリペプチドをコードするライブラリーをこれらのファ

ージのgIIIまたはgVIII中に挿入して融合タンパク質を形成する工程を含む。例

えばDowerの国際特許出願WO91/19818号; Devlinの国際特許出願WO91/18989号; M

acCaffertyの国際特許出願WO92/01047号（III遺伝子）；Huseの国際特許出願92/

06204号；Kangの国際特許出願WO92/18619号(VIII遺伝子)を参照されたい。この

ような融合タンパク質は、通常はファージコートタンパク質由来の（ただし必ず

しもこれに由来するわけではない）シグナル配列、提示されるポリペプチドおよ

びIII遺伝子またはVIII遺伝子タンパク質のいずれかまたはその断片を含む。外

因性コード配列はしばしばIII遺伝子またはVIII遺伝子のN末端またはその付近に

挿入されるが、他の挿入位置も可能である。

      【００７１】

ポリペプチドを提示するための真核ウイルスの使用
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  真核生物ウイルスを使用して、同様にポリペプチドを提示することができる。

例えば、モロニーマウス白血病ウイルスのgp70に融合されたヒトヘレグリン（he

regulin）の提示は、HanらのProc. Natl. Acad. Sci. USA 92:9747-9751(1995)

に報告されている。複製可能な遺伝的パッケージとして胞子を使用することもで

きる。この場合、ポリペプチドは胞子の外側表面から提示される。例えばB.subt

ilisから得た胞子が好適であると報告されている。これらの胞子のコートタンパ

ク質の配列は、Donovanら、J. Mol. Biol. 196, 1-10(1987)により提供されてい

る。細胞を複製可能な遺伝的パッケージとして使用することもできる。提示され

るポリペプチドを、その細胞表面上に発現される細胞タンパク質をコードする遺

伝子中に挿入する。Salmonella typhimurium、Bacillus subtilis、Pseudomonas

 aeruginosa、Vibrio cholerae、klebsiella pneumonia、Neisseria gonorrhoea

e、Neisseria meningitidis、Bacteroides nodosus、Moraxella bovis、および

特にEscherichia coliを含む細菌細胞が好ましい。外側表面タンパク質の詳細は

、Ladnerらの米国特許第5,571,698号およびそこに引用された参考文献により記

載されている。例えば大腸菌のタンパク質であるlamBが好適である。

ポリペプチドとその遺伝的物質との物理的な会合の確立

  ファージまたは他の複製可能な遺伝的パッケージを使用する提示方法の基本的

な概念は、スクリーニングされるポリペプチドをコードするDNAとそのポリペプ

チドとの間の物理的な会合の確立である。この物理的な会合は、複製可能な遺伝

的パッケージにより提供され、該パッケージは該ファージのゲノムを包むキャプ

シドまたは他のパッケージの一部としてポリペプチドを提示する。ここで、該ポ

リペプチドは該ゲノムによりコードされる。ポリペプチドとその遺伝的物質との

間の物理的な会合の確立により、異なるポリペプチドを保持する多量のファージ

を同時に大量スクリーニングすることが可能になる。標的（例えばレセプターな

ど）に対して親和性を有するポリペプチドを提示するファージはその標的に結合

し、これらのファージは該標的へのアフィニティースクリーニングにより富化さ

れる。これらのファージから提示されたポリペプチドのアイデンティティーは、

これらそれぞれのゲノムから決定することができる。

  次に、これらの方法を用いて、所望の標的に対する結合親和性を有すると同定
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されたポリペプチドを従来法により大量合成することができる。あるいは、該ペ

プチドまたはポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを遺伝的ワクチンの一

部として使用することができる。

  特異的結合特性を有する変異体（この場合はファミリー特異的抗体への結合）

は、固定化抗体を用いたパンニングにより簡単に富化される。その抗原ファミリ

ーから複数のエピトープを有する変異体を簡単に選択するために、単一のファミ

リーに特異的な抗体をパンニングの各回毎に使用する。例えばAファミリー特異

的抗体を使用して、（例えばポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレ

オチド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させたA特異的エピトープを

提示するクローンを、初回のパンニングで選択することができる。B特異的抗体

を用いた２回目のパンニングでは“A”クローンからA-特異的エピトープおよびB

-特異的エピトープの両方を提示するクローンを選択する。C特異的抗体を用いた

３回目のパンニングでは、A、BおよびCエピトープを有する変異体を選択する。

大腸菌中で良く発現しかつ選択の間安定であるクローンの場合は、このプロセス

の間に継続的な選択が行われる。転写、翻訳、分泌、折畳みおよび安定性などの

要因の向上がしばしば観察され、ワクチン作成に使用するために選択されたクロ

ーンの有用性を強化するであろう。

  ファージELISA法を使用して、個々の変異体を素早く特徴付けることができる

。これらのアッセイは、各タンパク質を精製することなく変異体の定量を素早く

行うための方法を提供する。個々のクローンを96ウェルプレート中に並べ、増殖

し、保存のために冷凍する。２枚作成したプレート中の細胞をヘルパーファージ

に感染させ、一晩増殖させ、遠心分離によりペレット化する。特定の変異体を提

示するファージを含む上清を固定化抗体と共にインキュベートし、結合したクロ

ーンを抗M13抗体コンジュゲートにより検出する。ファージ粒子の滴定シリーズ

（titration series）、固定化抗原、および/または可溶性抗原競合結合検査は

全て、タンパク質結合を定量する非常に効果的な手段である。複数のエピトープ

を提示する変異体抗原を、適当な動物チャレンジモデルにおいてさらに検査する

。

  幾つかのグループは、大きなライブラリーからの所望の特性を有する突然変異
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タンパク質のスクリーニングおよび選択のためのin vitroリボソーム提示システ

ムについて報告している。この技法をファージ提示に同様に使用して、改良され

た特性（例えば抗体への広い交差反応性および改善された折畳み）を有する変異

体抗原を選択または富化することができる（例えばHanesら(1997) Proc. Nat’l

 A cad. Sci. USA 94(10)/493 7-42; Mattheakisら(1994) Proc. Nat'l. Acad. 

Sci. USA 91(19):9022-6; Heら(1997)Nucl. Acids Res. (24):5132-4; Nemotoら

(1997)FEBS Lett. 414(2):405-8）。

      【００７２】

  他の提示方法は、改良された特性（例えば増加した発現レベルや広い交差反応

性、折畳みや安定性の強化等）について抗原をスクリーニングするためのもので

ある。これらの方法には、無傷の大腸菌または他の細胞上へのタンパク質の提示

があるが、これらに限定されない（例えばFranciscoら(1993) Proc. Nat’l Aca

d. Sci. USA 90: 1044-10448; Luら(1995) BiolTechnology 13:366-372など）。

（例えばポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然

変異誘発により）実験的に進化させた抗原のDNA結合タンパク質への融合によっ

て、発現ベクター中で該抗原タンパク質をその遺伝子に結合することができる（

Schatzら(1996) Methods Enzymol. 267: 171-91; Gatesら(1996) J. Mol. Biol.

 255:373-86）。様々な提示方法およびELISAアッセイを使用して、（例えばポリ

ヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によ

り）実験的に進化させた、改良された特性（例えば複数のエピトープの提示、改

良された免疫原性、発現レベルの増強、折畳み速度および効率の向上、温度、緩

衝液、溶媒などの要因に対する安定性の向上、精製特性の向上等）を有する抗原

をスクリーニングすることができる。様々なクロマトグラフィー条件下において

、（例えばポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突

然変異誘発により）実験的に進化させた、発現、折畳み、安定性および精製プロ

フィールが改良された抗原の選択は、ワクチン製造方法に組みこまれる非常に重

要な改良であり得る。宿主細胞において向上された発現を示す組換え抗原ポリペ

プチドを同定するためには、フローサイトメトリーが有用な技法である。

  フローサイトメトリーは、数百万もの個々の細胞の機能的な特性を効率的に分
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析するための方法を提供する。幾つかの遺伝子の発現レベルを同時に分析するこ

とができ、およびフローサイトメトリーに基づく細胞選別により、細胞表面上ま

たは細胞質中に適切に発現された抗原変異体を提示する細胞の選択が可能となる

。非常に多数（＞107）の細胞を一回のバイアル実験で評価することができ、最

良の各配列からなるプールをこの選別した細胞から回収することができる。これ

らの方法は、例えば一般に哺乳動物細胞中における発現が非常に乏しいHantaan

ウイルス糖タンパク質の場合に、特に有用である。このアプローチは、哺乳動物

細胞における病原体抗原の発現レベル（遺伝的ワクチンの機能にとって非常に重

大な現象である）を向上させるための一般的な解決策を提供する。

  細胞表面上に発現されないポリペプチドを分析するためにフローサイトメトリ

ーを使用するために、ライブラリー中で実験的に生成したポリヌクレオチドを遺

伝子操作して、該ポリヌクレオチドを細胞膜にターゲッティングされるアミノ酸

の領域を有する融合タンパク質として発現させることができる。例えば、この領

域は、発現されたタンパク質へのホスホイノシトール-グリカン（PIG）末端の付

着を合図して該タンパク質をトランスフェクトされた細胞の表面上に発現させる

よう指令するＣ末端アミノ酸の疎水性ストレッチをコードすることができる（Wh

itehornら（1995）Biotechnology (NY) 13:1215-9）。天然で可溶性タンパク質

である抗原を用いる場合、この方法はこの遺伝子操作した新しいC末端との融合

においてタンパク質の３次元折畳みにほとんど影響を及ぼさない。天然で膜貫通

タンパク質である抗原（例えば病原性ウイルス、細菌、原生生物または腫瘍細胞

上の表面膜タンパク質等）を用いた場合、少なくとも２つの可能性がある。

  第１は、細胞外ドメインを遺伝子操作してPIG結合を合図するためのC末端配列

と融合させることができる。第２は、タンパク質を宿主細胞のシグナリングによ

ってまとめて（in toto）発現させて、これを細胞表面に効率的に仕向けること

ができる。まれではあるが、発現させる抗原が内因性PIG末端結合を有すること

もある（例えば病原性原生生物の幾つかの抗原など）。

  抗原を発現する細胞は、PIGが結合した状態の表面抗原上のC末端配列に特異的

な蛍光モノクローナル抗体を用いて同定することができる。FACS分析により、細

胞集団上の正しい形態の抗原の発現レベルの定量的評価が可能である。最大レベ
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ルの抗原を発現する細胞を選別し、標準的な分子生物学的方法を使用して、この

反応性を付与したプラスミドDNAワクチンベクターを回収する。該抗原を発現す

る細胞全てを精製することができる（および抗原発現細胞は非常に小さな少数集

団であり得るため細胞選別器に載せる前に有用であろう）他の方法は、表面抗原

を発現する細胞をロゼット形成またはpan精製することである。ロゼットは、抗

原発現細胞と関連する抗原に共有結合した抗体を保持する赤血球との間に形成す

ることができる。これらはユニット重力沈降法により簡単に精製される。関連す

る抗原に特異的な固定化されたモノクローナル抗体を載せたペトリ皿での細胞集

団のパンニングを使用して不要な細胞を除去することもできる。

      【００７３】

  本発明の高スループットアッセイでは、（例えばポリヌクレオチド再集合およ

び/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させた

数千もの異なる変異体を一日でスクリーニングすることが可能である。例えば、

マイクロタイタープレートの各ウェルを使用して別々のアッセイを行うことがで

きる。あるいは、濃度またはインキュベーション時間の影響を観測する場合は、

5～10ウェル毎に１種類の変異体を検査することができる。このように、１つの

標準的なマイクロタイタープレートで約100（例えば96）の反応をアッセイする

ことができる。1536ウェルプレートを使用する場合であれば、単一のプレートで

約100～約1500の異なる反応を簡単にアッセイすることができる。一日に幾つか

の異なるプレートをアッセイすることが可能である。本発明の統合システムを用

いれば、約6,000～20,000までの異なるアッセイ（すなわち異なる核酸、コード

されたタンパク質、濃度等を含む）のためのアッセイスクリーニングが可能であ

る。より最近では、試薬の取扱いのためのマイクロフルイド法（microfluidic a

pproach）が開発された（例えばCaliper Technologies (Palo Alto, CA)）。

  一つの態様において、ライブラリーメンバー（例えば細胞、ウイルスプラーク

など）を固体培地上で分離して、各ロコニー（またはプラーク）を生成する。自

動コロニーピッカー（例えばQボット、Genetix、UK）を用いて、コロニーまたは

プラークを同定し、拾い出し、10,000までの異なる変異体を96ウェルマイクロタ

イター皿（場合により凝集を防ぐためにガラスボールをウェル中に含む）に接種
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する。Qボットはコロニー全体を取り出すわけではなく、コロニーの中心にピン

を挿して細胞（またはプラークの場合はウイルス）を少量サンプリングするもの

である。ピンをコロニーに入れる時間、培養培地を接種するディップの数、およ

びピンをその培地中に入れる時間はそれぞれ接種物の大きさに影響を及ぼし、そ

れぞれ調節および最適化することができる。Qボットの均一なプロセスにより、

人間の操作ミスを減らし、培養物を作成する速度があがる（だいたい10,000/4時

間）。つぎにこれらの培養物を、温度および湿度を調節したインキュベーター中

で振蕩する。マイクロタイタープレート中のガラスボールは、発酵装置のブレー

ドと同様に、細胞分散の均一な空気混和（uniform aeration）等を促進する機能

を果たす。目的の培養物から得たクローンを限界希釈法によりクローニングする

。ライブラリーを構成するプラークまたは細胞は、ハイブリダイゼーション、タ

ンパク質活性、または抗体へのタンパク質結合などの検出により、タンパク質の

産生について直接スクリーニングすることもできる。

  （例えばポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突

然変異誘発により）実験的に進化させたライブラリーメンバーの性能が親株の性

能よりも僅かに増加したことを検出する能力は、そのアッセイの感度による。免

疫応答を誘導する能力が向上した生物を発見する可能性は、そのアッセイにより

スクリーニングできる個々の変異体の数により増大する。十分なサイズのプール

を同定する可能性を増大させるために、処理された変異体の数を１０倍に増加す

る事前スクリーニングを使用することができる。事前スクリーニングの目的は、

親株以上の産生値（product titer）を有する変異体を素早く同定すること、お

よびこれらの変異体のみを液体細胞培地に移して分析すること、である。

  沢山の周知のロボットシステムが、アッセイシステムで有用な溶液相化学のた

めに開発されてきた。これらのシステムには、武田薬品工業株式会社（日本国大

阪府）により開発された自動合成装置のような自動化ワークステーション、なら

びに科学者が行う手動合成操作を真似たロボットアームを使用した多くのロボッ

トシステム（Zymate II, Zymark Corporation, Hopkinton, Mass.；Orca, Hewle

tt-Packard, Palo Alto, Calif.）が含まれる。上記デバイスはいずれも本発明

で使用するのに適しており、例えばコドンが変化した核酸によりコードされる分
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子の高スループットスクリーニングに適している。統合システムに言及して本明

細書中に記載されるような動作を行うことができるようにこれらのデバイスに（

あるとすれば）施される改変の性質および実行は、当業者には自明であろう。

  高スループットスクリーニングシステムは、市販されている（例えばZymark C

orp., Hopkinton, MA; Air Technical Industries, Mentor, OH; Beckman Instr

uments, Inc. Fullerton, CA; Precision Systems, Inc., Natick, MA等を参照

されたい）。これらのシステムは一般に、サンプルおよび試薬のピペッティング

、液体分配、時間調節したインキュベーション、およびそのアッセイに適した検

出器でのマイクロプレートの最終的な読出しを全て含む全処理工程を、自動で行

うものである。これらのコンフィギュレーション可能（configurable）システム

は、スループットが高くて立ち上がりが速く、且つフレキシビリティおよびカス

タム化の度合いが高い。

      【００７４】

  このようなシステムの製造は、様々な高スループットの詳細なプロトコールを

提供する。このように、例えばZymark Corp.は、遺伝子転写やリガンド結合等の

変調を検出するためのスクリーニングシステムについて記載する技術公報を提供

する。試薬操作のためのマイクロフルイド法も、開発されている（例えばCalipe

r Technologies(Palo Alto, CA)）。

  カメラまたは他の記録装置（例えばフォトダイオードおよびデータ記憶装置）

でとらえた（および場合により記録された）光学画像は、場合により本明細書中

の実施形態のいずれかにおいてさらに処理される。例えばその画像をデジタル化

し、および/またはその画像を格納してコンピュータで分析する。先に記載した

ように、幾つかの用途において、アッセイで得られたシグナルは蛍光シグナルで

あり、これらのケースに適した光学検出法を行う。デジタル化、デジタルビデオ

もしくはデジタル化光学画像の格納および分析には、市販されている様々な周辺

機器およびソフトウェアが利用可能である。例えばPC（Intel×86またはペンテ

ィアムチップ適合性のDOS、OS2 Windows, Windows NTまたはVIMOWS95ベースのマ

シン）、マッキントッシュ、またはLTNIXベースの（例えばSLJNワークステーシ

ョン）コンピュータを用いる。



(173) 特表２００３－５２４３９２

  １つの従来システムは、アッセイ装置から冷却した電荷結合素子（CCD）カメ

ラ（当分野で通常使用されている）に光を送る。CCDカメラは画素（ピクセル）

のアレイを含む。試料からの光をCCDカメラで画像化する。試料の領域（例えば

生物学的ポリマーのアレイ上の各ハイブリダイゼーション部位等）に対応する特

定のピクセルをサンプリングし、各位置で光強度を読み取る。複数のピクセルを

並行処理して処理速度を上げる。本発明の装置および方法は、例えば蛍光または

暗視野顕微鏡法でサンプルを観察するために容易に使用される。

  本発明の分析用の統合システムは一般にデジタルコンピュータを含み、このデ

ジタルコンピュータは、高スループット液体制御ソフトウェアと、画像解析ソフ

トウェアと、データ解析ソフトウェアと、該デジタルコンピュータに操作可能に

リンクされた目的地にソースから溶液を移すためのロボット液体制御アーマチュ

アと、該ロボット液体制御アーマチュアによる高スループット液体輸送を制御す

るためにデータを該デジタルコンピュータに入力するための入力装置（例えばコ

ンピュータのキーボード）と、および任意で、標識したアッセイ成分からの標識

シグナルをデジタル化するための画像スキャナと、を備える。画像スキャナは画

像解析ソフトウェアとインターフェースして光学強度の測定を行う。一般に、強

度測定はデータ解析ソフトウェアにより解析し、最適化された組換え抗原ポリペ

プチド産物が産生されたどうかを示す。

      【００７５】

2.5.4 抗原ライブラリー免疫化

  現時点で好ましい実施形態においては、免疫原性が向上した最適化された組換

え抗原を同定するために抗原ライブラリー免疫化(ALI)を用いる。ALIでは、組換

え抗原をコードする核酸のライブラリー、または(例えば、ポリヌクレオチドの

再集合及び／またはポリヌクレオチドの部位飽和突然変異誘発によって)実験的

に進化させた核酸によってコードされる組換え抗原の試験動物への導入を実施す

る。次に、その動物を生きた病原体を用いてin vivoチャレンジにかける。全ラ

イブラリー、プール、及び／または個々の抗原変異体で免疫化した後、中和抗体

及び交差防御免疫応答を調べる。

  試験動物の免疫化方法は当業者によく知られている。現時点で好ましい実施形
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態においては、試験動物を2週間の間隔をおいて2回または3回免疫化する。最後

の免疫化の1週間後、その動物に生きた病原体(または病原体の混合物)をチャレ

ンジさせ、その動物の生存及び症状を追跡する。試験動物チャレンジを用いる免

疫化については、例えばRoggenkampら (1997) Infect. Immun. 65: 446; Woody

ら (1997) Vaccine 2: 133; Agrenら (1997) J. Immunol. 158: 3936; Konishi

ら (1992) Virology 190: 454; Kinneyら (1988) J. Virol. 62: 4697; Iacono-

Connorsら (1996) Virus Res. 43: 125; Kochelら (1997) Vaccine 15: 547; 及

びChuら (1995) J. Virol. 69: 6417に記載されている。

  前記免疫化は、実験的に作り出したポリヌクレオチド自体のいずれかを遺伝的

ワクチンとして注射するか、または実験的に作り出したポリヌクレオチドによっ

てコードされるポリペプチドで動物を免疫化することによって実施することがで

きる。細菌抗原は、典型的には、主に組換えタンパク質としてスクリーニングし

、ウイルス抗原は好ましくは遺伝的ワクチン接種を利用して分析する。

  免疫原性が向上した個々の抗原を同定するために必要な実験の数を大幅に減ら

すため、本明細書に示すように、プーリング及びデコンボリューションを用いる

ことができる。組換え核酸または組換え核酸によってコードされたポリペプチド

のプールを用い試験動物を免疫化する。次に、病原体チャレンジに対する防御を

生じたプールをさらに分割し、さらに分析する。上述の高スループットin vitro

法を用いてin vivo試験のために最良の候補配列を同定することができる。

  防御抗原のスクリーニングに用いることができるチャレンジモデルとしては、

エルシニア属細菌、細菌毒素(例えばブドウ球菌及び連鎖球菌性腸毒素、大腸菌

／ビブリオコレラ腸毒素)、ベネズエラウマ脳炎ウイルス(VEE)、フラビウイルス

(日本脳炎ウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイルス、デング熱ウイルス)、ハンターン

ウイルス、単純ヘルペスウイルス、インフルエンザウイルス(例えばインフルエ

ンザA型ウィルス)、水疱性ステアタイトウイルス(Vesicular Steatites Virus)

、緑膿菌、サルモネラチフィムリウム、大腸菌、肺炎杆菌、トキソプラズマゴン

ヂ、プラスモディウムヨエリー(Plasmodium yoeliii)、単純ヘルペスウイルス、

インフルエンザイウイルス(例えばインフルエンザA型ウィルス)、及び水疱性ス

テアタイトウイルス(Vesicular Steatites Virus)等の病原体及び毒素モデルが
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挙げられる。しかし、試験動物を腫瘍細胞によりチャレンジして悪性腫瘍に対し

て有効な防御を与える抗原のスクリーニングを可能にすることもできる。(例え

ば、ポリヌクレオチドの再集合及び／またはポリヌクレオチドの部位飽和突然変

異誘発によって)実験的に進化させた個々の抗原または抗原のプールを、動物の

皮内、筋肉内、静脈内、気管内に、あるいは経肛門、経膣、経口で、または腹腔

内に導入し、必要な場合、疾病に対する防御が可能な抗原を、さらに(任意に本

明細書に記載したその他の定方向進化法と組み合わせた)再集合及び選択するた

めに選択する。最終的には、試験動物におけるin vivoデータ及び動物及びヒト

における比較in vitro試験に基づいて、最も強力な抗原をヒトにおける臨床試験

のために選択し、そのヒト疾病の予防及び治療能力を調べる。

  ある実施形態においては、抗原ライブラリー免疫化及び個々のクローンのプー

リングを用いて、そのライブラリーの作製のために用いられた配列に含まれてい

なかった病原体株に対する免疫化を行う。所与の病原体の異なる株によって与え

られる交差防御の水準は、有意であり得る。しかし、同種の力価は、異種の力価

より常に高い。プーリング及びデコンボリューションは、(任意に本明細書に記

載するその他の定方向進化法と組み合わせて行う)再集合のための開始物質とし

て用いられる野生型抗原によって最小限の防御が与えられているモデルにおいて

特に有効である。この方法は、例えばエルシニア属またはハンターンウイルス糖

タンパク質のV抗原を開発する際に用いることができる。

  ある実施形態においては、所望のスクリーニングにおいて、当業者によく知ら

れた免疫学的アッセイをベースにした免疫応答の分析を行う。典型的には、初め

に試験動物を免疫化し、例えば最後の免疫化の1～2週間後に血液または組織のサ

ンプルを採取する。これらの試験によって、抗原または抗原のプールが防御免疫

を与えるかどうかを決定することに加えて、例えば特定の抗体(特にIgG)の誘導

や特定のTリンパ球応答の誘導のような、防御免疫と相互関係を有する免疫パラ

メータを測定することが可能となる。

      【００７６】

  脾臓細胞または末梢血単核細胞を免疫化した試験動物から単離し、抗原特異的

T細胞の存在及びサイトカイン合成の誘導について測定することができる。ELISA
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、ELISPOT及び細胞質内サイトカイン染色をフローサイトメトリーと組み合わせ

ることにより、1個の細胞のレベルでそのような情報を得ることができる。

  免疫化の有効性を同定するために用いることができる一般的な免疫学的試験と

しては、抗体測定、中和アッセイ、及び活性化レベル、あるいは抗原提示細胞頻

度または抗原もしくは病原体に特異的なリンパ球頻度の分析等が挙げられる。そ

のような試験において用いることができる試験動物としては、以下に限定するも

のではないが、マウス、ラット、モルモット、ハムスター、ウサギ、ネコ、イヌ

、ブタ、サル等を挙げることができる。

  サルとヒトのMHC分子が非常に類似していることから、サルは特に有用な試験

動物である。ウイルス中和アッセイは、病原体に特異的に結合するのみならず、

ウイルスの機能も中和する抗体の検出のために有用である。これらのアッセイは

、典型的には、免疫化した動物の血清における抗体の検出と、組織培養細胞にお

けるウイルスの増殖を阻害する能力についてのこれらの抗体の分析をベースとす

るものである。それらのアッセイは当業者に公知である。ウイルス中和アッセイ

の一例が、Dolin R (J. Infect. Dis. 1995, 172:1175-83)に記載されている。

ウイルス中和アッセイは、防御免疫も与える抗原をスクリーニングするための手

段となる。

  ある実施形態においては、(例えば、ポリヌクレオチドの再集合及び／または

ポリヌクレオチドの部位飽和突然変異誘発によって)実験的に進化させた抗原を

、in vivoでT細胞の活性化を誘導するその能力についてスクリーニングする。よ

り具体的には、注射したマウスから末梢血単核細胞または脾臓細胞を単離するこ

とができ、細胞傷害性Tリンパ球の感染した自己標的細胞を溶解する能力を調べ

る。脾臓細胞は、in vitroで特異的抗原を用いて再活性化することができる。さ

らに、Tヘルパー細胞の活性化及び分化は、細胞の増殖またはTH(IL-2及びIFN-)

及びTH2(IL-4及びIL-5)サイトカインの産生をELISAによって測定することにより

分析することができ、また細胞質内サイトカインの染色及びフローサイトメトリ

ーによって直接CD4+T細胞において分析することができる。サイトカインの産生

プロフィールに基づき、(例えばIL-4／IFN-、IL-4／IL-2、IL-5／IFN-、IL-5／I

L-2、IL-13／IFN-、IL-I3／IL-2の比の変化によって証明されるような)抗原のTH
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1／TH2分化を指令する能力の変化についてスクリーニングすることもできる。in

 vivoでの特異的なT細胞の強力な活性化は防御免疫の誘導と相互関係があること

から、抗原変異体によって誘導されるT細胞活性化の分析は非常に有用なスクリ

ーニング方法である。

  in vivoでの抗原特異的CD8+T細胞の頻度は、対応する病原体の抗原に由来する

特異的なペプチドを発現するMHCクラスI分子の四量体を用いて直接分析すること

もできる(Ogg及びMcMichael, Curr. Opin. Immunol. 1998, 10:393-6; Altmanら

, Science 1996, 274:94-6)。四量体の結合はフローサイトメトリーを用いて検

出でき、(例えば、ポリヌクレオチドの再集合及び／またはポリヌクレオチドの

部位飽和突然変異誘発によって)実験的に進化させた抗原の、特異的なT細胞の活

性化を誘導する効能についての情報を与える。例えば、フローサイトメトリー及

び四量体染色は、所定の抗原またはペプチドに特異的なT細胞を同定する効率的

な方法となる。別の方法では、特異的なペプチドを含む四量体をコーティングし

たプレートを用いてパンニングを行う。この方法により、短時間に多数の細胞を

取り扱うことができるが、前記方法では最高の発現レベルを選択することしかで

きない。in vivoでの抗原特異的T細胞の頻度が高くなると、免疫化はより効率的

になり、最も強力な防御免疫応答を誘導する能力を有する抗原変異体の同定が可

能となる。ヒトのMHCクラスI分子は、マウスのものより他の霊長類の分子により

類似していることから、これらの試験はサルやその他の霊長類に対して行う場合

に特に有用である。

      【００７７】

  抗原変異体による免疫化に応答する抗原提示細胞(APC)の活性化を測定するこ

とは、別の有用なスクリーニング方法である。APCの活性化の誘導は、活性化抗

原、例えば137-1(CD80)、137-2(CD86)、MHCクラスI及びII、CD14、CD23及びFc受

容体等の表面発現レベルの変化に基づいて検出することができる。

  癌細胞を死滅させる能力を有する細胞傷害性T細胞を誘導する、(例えばポリヌ

クレオチドの再集合及び／またはポリヌクレオチドの部位飽和突然変異誘発によ

って)実験的に進化させた抗原は、免疫化動物に由来するT細胞のin vitroで癌細

胞を死滅させる能力を測定することによって同定することができる。典型的には
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、初めに癌細胞を放射性アイソトープで標識し、放射能の放出が、免疫化動物に

由来するT細胞の存在下でインキュベートした後の腫瘍細胞の死滅を示すことに

なる。そのような細胞傷害性アッセイは当分野で公知である。

  例えば癌抗原、アレルゲン、自己抗原等に特異的なT細胞を活性化する抗原の

効能は、抗原を被験者または試験動物の皮膚に注射したときの皮膚の炎症の程度

によっても示される。強度の炎症は抗原特異的T細胞の強い活性化と相互に関係

する。腫瘍特異的T細胞の活性化の改善は、腫瘍の死滅の促進をもたらし得る。

自己抗原の場合には、TH２に対してより多く応答するようにする免疫調節剤を加

えることができ、アレルゲンの場合にはTH1応答が望まれる。皮膚の生検材料を

採取することによって、各注射部位において生ずる免疫応答の種類について詳細

に研究することが可能となる(マウス及びサルにおいては多数回の注射／抗原を

分析することができる)。そのような研究としては、抗原を皮膚に注射した際の

細胞によるサイトカイン、ケモカイン、アクセサリー分子等の発現の変化の検出

等がある。

  抗原特異的T細胞を活性化する最適な能力を有する抗原をスクリーニングする

ために、あらかじめ感染または免疫化したヒト個体に由来する末梢血単核細胞を

利用することができる。抗原ペプチドを提示するMHC分子がヒトMHC分子であるこ

とから、この方法は特に有用な方法である。あらかじめワクチン接種または感染

させた個体から、または対象の病原体による急性感染症を有する患者から、末梢

血単核細胞または精製専門抗原提示細胞(APC)を単離することができる。これら

の個体では循環血液中の病原特異的T細胞の発生頻度が増加しているので、これ

らの個体の精製されたAPCまたはPBMCで発現された抗原は、抗原特異的CD4+及びC

D８+T細胞によるサイトカインの産生及び増殖を誘導する。従って、複数の抗原

のエピトープを同時に有する抗原は、種々の病原体抗原、癌抗原、自己抗原また

はアレルゲンで免疫化されるか感染した様々な患者からのT細胞を刺激するその

抗原の能力によって認識することができる。血液ドナーに由来するあるバフィー

コートは、血液0.5リットル中に含まれる量のリンパ球を含み、また最大104個の

PBMCを得ることができ、これによって1のドナーからのT細胞を用いて非常に大規

模なスクリーニング実験を行うことができる。
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  ワクチン接種を受けた健常な個体(実験ボランティア)を試験する場合、これら

の個体からEBウイルスで形質転換したB細胞系を調製することができる。これら

の細胞系は、後の同じドナーからの血液を用いる実験において抗原提示細胞とし

て用いることができ、これによってアッセイ間およびドナー間のばらつきを減ら

すことができる。さらに、抗原特異的T細胞クローンを作製することができ、そ

の後抗原変異体をEBV形質転換B細胞に導入する。次に、形質転換されたB細胞が

特異的T細胞クローンの増殖を誘導する効率について調べる。特異的なT細胞クロ

ーンを用いて行う場合、増殖及びサイトカイン合成反応は、全PBMCを用いたとき

より極めて高レベルとなり、これはPBMC中の抗原特異的T細胞の頻度が非常に低

いことによる。

      【００７８】

  クラスI主要組織適合複合体(MHC)表面糖タンパク質は広く発現されることから

、CTLエピトープは大抵の種類の細胞によって提示され得る。従って、適当な発

現ベクター中の(例えば、ポリヌクレオチドの再集合及び／またはポリヌクレオ

チドの部位飽和突然変異誘発によって)実験的に進化させた抗原の配列のライブ

ラリーによる培養中の細胞へのトランスフェクションによって、クラスIエピト

ープの提示が生じ得る。所定のエピトープに対する特異的CTLが個体から単離さ

れた場合、エピトープが提示されているならば、トランスフェクトされた提示細

胞とCTLとの同時培養によって例えばIL-2、IFN-、またはTNFのようなサイトカイ

ンがCTLによって放出されることがあり得る。より大量のTNFが放出されることは

、(例えば、ポリヌクレオチドの再集合及び／またはポリヌクレオチドの部位飽

和突然変異誘発によって)実験的に進化させた進化配列からのクラスIエピトープ

のより効率的なプロセッシング及び提示に対応する。感染細胞を死滅させる能力

を有する細胞傷害性T細胞を誘導する、(例えば、ポリヌクレオチドの再集合及び

／またはポリヌクレオチドの部位飽和突然変異誘発によって)実験的に進化させ

た抗原は、免疫化動物に由来するT細胞のin vitroで感染細胞を死滅させる能力

を測定することによって同定することもできる。典型的には、初めに標的細胞を

放射性アイソトープで標識し、放射能が放出されることにより、免疫化動物に由

来するT細胞の存在下でインキュベートした後に標的細胞が死滅したことが示さ
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れる。そのような細胞毒性アッセイは当分野で公知である。

  最適なCTLエピトープを同定するための第2の方法では、エピトープと反応する

CTLの単離は不要である。この方法では、クラスI MHC表面糖タンパク質発現細胞

を、上述のような進化配列のライブラリーでトランスフェクトする。適当にイン

キュベートしてプロセッシング及び提示が行われるようにした後、各細胞培養物

から界面活性剤に可溶な抽出物を調製し、MHC-エピトープ複合体の部分的な精製

(おそらく任意のもの)の後、産物を質量分析にかける(Hendersonら (1993) Proc

. Nat’l. Acad. Sci. USA 90: 10275-10279)。提示が増加されるエピトープの

配列が知られていることから、質量分析のキャリブレーションによりこのペプチ

ドを同定することができる。さらに、細胞タンパク質を内部キャリブレーション

に用いて定量的な結果を得ることができる。内部キャリブレーションに用いる細

胞タンパク質はMHC分子自体でもよい。従って、N4HC分子に比例して結合するペ

プチドエピトープの量を測定することができる。

2.5.5 防御免疫の最適な誘導のスクリーニング

効率的な防御免疫を提供し得るベクターの選択を致死的感染モデルを用いて行い

、疾病を予防し得るベクターを選択し、(任意に本明細書に記載した他の定方向

進化法と組み合わせて行う)再集合及び選択をさらに行う

  効率的な防御免疫を提供する遺伝的ワクチンベクターを選択するため、例えば

緑膿菌、サルモネラチフィムリウム、大腸菌、肺炎杆菌、トキソプラズマゴンヂ

、プラスモディウムヨエリー(Plasmodium yoeliii)、単純ヘルペス、インフルエ

ンザイウイルス(例えばインフルエンザA型ウィルス)、及び水疱性ステアタイト

ウイルス(Vesicular Steatites Virus)等の致死感染モデルを用いて、試験用哺

乳動物においてベクターライブラリーのスクリーニングを行うことができる。遺

伝的ワクチンベクターまたは個々のベクターのプールを、その動物の皮内、筋肉

内、静脈内、気管内に、あるいは経肛門、経膣、経口で、または腹腔内に導入し

、(任意に本明細書に記載する他の定方向進化法と組み合わせて)再集合及び選択

をさらに行うための疾病を予防し得るベクターを選択する。

      【００７９】

実施例: 抗IL-4 mAbsまたは組換えIL-12; 組換えIL-12 (後者のモデルの利点は
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、ヒトの病原体侵入の通常の経路である肺を通して感染する点である)

  例えば、熱帯リーシュマニア寄生体(Leishmania major parasites)を感染させ

たマウスにおいて最適ベクターをスクリーニングすることができる。BALB/cマウ

スの足蹠に注射すると、これらの寄生体によって進行性の感染症が発症した後、

致死的な播種性疾病となるが、これは抗IL-4 mAbまたは組換えIL-12によって予

防することができる(Chatelainら (1992) J. Immuol. 148: 1182-1187)。プラス

ミドのプールを、これらのマウスの静脈内、腹腔内または足蹠に注射することが

でき、疾病を予防し得るプールをさらに分析するために選択し、既存の感染症を

治療し得るベクターをスクリーニングする。足蹠の腫脹のサイズを目視により追

跡することによって、簡単ではあるが正確な疾病の進行のモニタリングを行うこ

とができる。マウスにクレブシェラ肺炎杆菌を気管内に感染させて、致死的な肺

炎を生じさせることができ、これは組換えIL-12によって予防することができる(

Greenbergerら (1996) J Immunol. 157: 3006-3012)。このモデルの利点は、ヒ

トの病原体侵入の通常の経路である肺を通して感染する点である。前記ベクター

は、病原体とともに肺に与えることができ、あるいは確立した感染症を治療でき

るベクターをスクリーニングするために症状が明らかになった後に投与すること

ができる。

実施例:非常に少量のDNA及び／または高いウイルス濃度において防御を与えるベ

クターをスクリーニングするための方法をインフルエンザ-が提供し、それによ

りin vivoで誘導された抗原特異的Ab及びCTLのレベルを分析することも可能とな

る

  別の実施例では、遺伝的ワクチンが、インフルエンザA型ウイルスのマウスワ

クチン接種モデルである。インフルエンザは、遺伝的ワクチンの有効性が立証さ

れた最初のモデルの1つであった(Ulmerら (1993) Science 259: 1745-1749)。い

くつかのインフルエンザ株はマウスにおいて致死的であり、遺伝的ワクチンの有

効性をスクリーニングするための簡単な手段となる。

  例えば、Ameriacn Type Culture Collectionから入手可能な(ATCC VR-95)、イ

ンフルエンザウイルス株A/PR/8/34は致死的感染症を引き起こすが、マウスをイ

ンフルエンザ血球凝集素(HA)遺伝的ワクチンで免疫化すると100%の生存率を得る
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ことができる(Deckら (1997) Vaccine 15: 71-78)。このモデルは、非常に少な

い量のDNA及び／または高いウイルス濃度において防御を与えるベクターをスク

リーニングする方法を提供し、またin vivoで誘導された抗原特異的Ab及びCTLの

レベルを分析することも可能とする。

      【００８０】

実施例:結核菌(部分的防御、大きな改善が必要)

  遺伝的ワクチンベクターを、結核菌の感染に対する防御を与えるそれらの能力

についても分析することもできる。これは、遺伝的ワクチンが部分的防御を与え

、大きな改善が必要である状況の一例である。

さらに試験を行う前の候補ベクターの同定

  多数の候補ベクターが同定された後、それらのベクターを別のモデルにおいて

さらに詳細に分析することができる。他の感染症モデル(例えばHSV、マイコプラ

ズマ-プルモニス、RSV及び／またはロタイウイルス)における試験によって、各

感染症において最適なベクターを同定することができる。

1回目のスクリーニングで得られた最適化されたプラスミドを、次回の開始物質

として用い、良い結果が得られたベクターを配列決定し、対応するヒト遺伝子を

、所望の形質の分化を誘導するそれらの能力についてin vitroで特性評価された

遺伝的ワクチンベクターにクローン化する

  各場合において、1回目のスクリーニングで得られた最適プラスミドを、次回

の (任意に本明細書に記載した他の定方向進化法と組み合わせた)再集合、集合

及び選択の開始物質として用いることができる。動物モデルにおいて良い結果が

得られたベクターを配列決定し、対応するヒト遺伝子を遺伝的ワクチンベクター

にクローン化する。次にこれらのベクターを、TH1/TH2細胞の分化、TH細胞の活

性化、細胞傷害性Tリンパ球及び単球／マクロファージを誘導するそれらの能力

、またはその他の所望の形質についてin vitroで特性評価する。最終的に、マウ

スにおけるin vivoデータ及びマウス及びヒトにおける比較in vitro試験に基づ

き、ヒトでの試験のために最も強力なベクターを選択し、様々なヒトの感染症を

阻止するそれらの能力を調べる。

防御免疫と相互関係を有する免疫パラメータの測定方法
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  ベクターのプールが防御免疫を与えるか否かを決定することに加えて、防御免

疫と相互関係を有する免疫パラメータ、例えば特異的抗体(特にIgG)の誘導及び

特異的なCTL応答の誘導等を測定することができる。脾細胞をワクチン接種した

マウスから単離し、抗原特異的T細胞の存在及びTH1サイトカイン合成プロフィー

ルの誘導について測定する。ELISA及び細胞質サイトカイン染色をフローサイト

メトリーと組み合わせて、1個の細胞レベルでのそのような情報を得ることがで

きる。

2.5.6 ヒト抗原特異的リンパ球応答を活性化する遺伝的ワクチンベクターのスク

リーニング

ヒト免疫系に対する最適な免疫刺激特性を有するベクターをスクリーニングする

ためのPBMCまたはAPCの単離

  ヒト免疫系に対する最適な免疫刺激特性を有するベクターをスクリーニングす

るために、前もってワクチン接種した個体もしくは感染した個体、または目的の

病原体による急性の感染症を有する患者から末梢血単核細胞(PBMC)または精製さ

れた専門抗原提示細胞(APC)を単離することができる。

個体が特異的なT細胞を有する抗原をコードする遺伝的ワクチンをPBMCにトラン

スフェクトすることができ、T細胞増殖及びサイトカイン合成の誘導を測定する

ことができ、また遺伝的ワクチンベクターのAPCへの自発的移入をスクリーニン

グすることが可能である

  これらの個体は、循環血液中の病原体特異的T細胞の頻度が増加しているため

、これらの個体のPBMC または精製されたAPCにおいて発現される抗原が、抗原特

異的CD4+及びCD8+T細胞による増殖及びサイトカイン産生を誘導する。従って、

それに対する特異的なT細胞を個体が有する抗原をコードする遺伝的ワクチンベ

クターを、その個体のPBMCにトランスフェクトすることができ、その後T細胞の

増殖及びサイトカイン合成の誘導を測定することができる。あるいは、遺伝的ワ

クチンベクターのAPCへの自発的移入をスクリーニングすることができ、従って

トランスフェクション効率の改善、抗原の発現の向上、及び特異的T細胞の活性

化誘導の向上について同時にスクリーニングするための手段が得られる。最も強

力な免疫刺激性を有するベクターを、B細胞増殖及び免疫グロブリン合成を誘導
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するそれらの能力に基づいてスクリーニングすることができる。血液のドナーに

由来するあるバフィーコートは、0.5リットルの血液中から得られたPBMCリンパ

球を含み、最大104個のPBMCが得られ、1人のドナーからのT細胞を用いて非常に

大規模なスクリーニング実験を行うことが可能となる。

      【００８１】

以降の実験のための、ワクチン接種した健常個体からのEBVで形質転換したB細胞

系の製造

  ワクチン接種した健常個体(実験ボランティア)について試験する場合、これら

の個体からEBVで形質転換したB細胞系を製造することができる。これらの細胞系

は、同一のドナーからの血液を用いて後に実験を行う際に抗原提示細胞として用

いることができる。これによりアッセイ間及びドナー間でのばらつきを減じるこ

とができる。さらに、抗原特異的T細胞クローンを作製し、その後遺伝的ワクチ

ンをEBVで形質転換したB細胞にトランスフェクトすることができる。

形質転換されたB細胞が特異的T細胞クローンを誘導する効率

  次に、形質転換されたB細胞が特異的T細胞クローンの増殖を誘導する効率につ

いて調べる。特異的T細胞クローンを使用すると、増殖及びサイトカイン合成反

応は全PBMCを用いるときより有意に高いものとなり、これはPBMC中の抗原特異的

T細胞の頻度が非常に低いからである。

適当な発現ベクター中の(例えば、ポリヌクレオチドの再集合及び／またはポリ

ヌクレオチドの部位飽和突然変異誘発によって)実験的に進化させたDNA配列のラ

イブラリーによる培養物中の細胞へのトランスフェクションによってクラスIエ

ピトープの提示が生じ得る

  クラスI主要組織適合複合体(MHC)表面糖タンパク質は広く発現されることから

、CTLエピトープは、大抵の種類の細胞によって提示され得る。従って、適当な

発現ベクター中の(例えば、ポリヌクレオチドの再集合及び／またはポリヌクレ

オチドの部位飽和突然変異誘発によって)実験的に進化させたDNA配列のライブラ

リーによる培養物中の細胞へのトランスフェクションによって、クラスIエピト

ープの提示が生じ得る。所定のエピトープに対する特異的CTLが個体から単離さ

れた場合、エピトープが提示されているならば、トランスフェクトされた提示細
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胞とCTLとを同時培養することにより例えばIL-2、IFN-、またはTNFのようなサイ

トカインがCTLによって放出され得ることになる。より多量のTNFが放出されるこ

とは、(例えば、ポリヌクレオチドの再集合及び／またはポリヌクレオチドの部

位飽和突然変異誘発によって)実験的に進化させた、進化配列からのクラスIエピ

トープのより効率的なプロセッシング及び提示に対応する。

クラスI MHC表面糖タンパク質発現細胞に進化配列のライブラリーをトランスフ

ェクトし、界面活性剤に可溶性の抽出物を調製し、MHC-エピトープ複合体を部分

的に精製した後、産物を質量分析にかける

  最適なCTLエピトープを同定するための第2の方法では、そのエピトープと反応

するCTLの単離は不要である。この方法では、クラスI MHC表面糖タンパク質発現

細胞に、上述のように進化させた配列のライブラリーをトランスフェクトする。

プロセッシング及び提示を可能とする適当なインキュベーションの後、各細胞培

養物から界面活性剤に可溶性の抽出物を調製し、MHC-エピトープ複合体の部分的

な精製(おそらく任意のものである)の後、産物を質量分析にかける(Hendersonら

 (1993) Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 90: 10275-10279)。提示が増加するエ

ピトープの配列が知られていることから、質量分析をキャリブレーションしてこ

のペプチドを同定することができる。さらに、細胞タンパク質を内部キャリブレ

ーションのために用いて定量的な結果を得ることができる。内部キャリブレーシ

ョンのために用いられる細胞タンパク質はMHC分子自体でもよい。従って、MHC分

子に比例して結合するペプチドエピトープの量を測定することができる。

2.5.7. ワクチン接種試験のためのSCIDヒト皮膚モデル

ワクチン研究においてマウスモデルを用いることは、マウス及びヒトのMHC分子

が実質的に相違しており、即ちマウスにおいて防御的免疫応答を効率的に誘導す

るタンパク質及びペプチドがヒトでは必ずしも機能しないという点で限界がある

  遺伝的ワクチン接種を成功させるためには、ベクターの注射後の標的細胞のト

ランスフェクション、所望の抗原の発現、抗原提示細胞におけるその抗原のプロ

セッシング、MHC分子との関係における抗原ペプチドの提示、T細胞受容体による

ペプチド／MHC複合体の認識、T細胞のB細胞及び専門APCとの相互作用、ならびに

特異的T細胞及びB細胞反応の誘導が必要である。これらの事象の制御はいずれも
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マウスとヒトとでは異なっている可能性がある。ワクチン研究におけるマウスモ

デルの限界は、マウス及びヒトのMHC分子が実質的に異なるという事実にある。

従って、マウスにおいて防御的免疫応答を効率的に誘導するタンパク質及びペプ

チドはヒトでは必ずしも機能しない。

      【００８２】

トランスフェクション効率、導入配列及び遺伝子発現レベルの研究を目的として

、ヒトの組織をマウスにおいてin vivoで研究するためにマウスモデルを用いる

ことができる

  これらの限界を克服するために、ヒト組織をマウスにおいてin vivoで研究す

るためにマウスモデルを用いることができる。生きたヒトの皮膚片を、免疫不全

マウス、例えばSCIDマウスの背中に異物移植することにより、ベクターのライブ

ラリーをin vivoでのヒト細胞における最適な特性についてスクリーニングする

ことが可能となる。エピソームベクターの帰納的な選択により、依然エピソーム

ベクターでありながら高レベルの遺伝子発現が可能なベクターについて強い選択

圧を加えることができる。これらのマウスは、トランスフェクション効率、導入

配列及び遺伝子発現レベルの研究のための優れたモデルとなる。さらに、専門AP

Cに供給される抗原のレベルの評価、及びこれらの細胞が抗原を提示し、抗原特

異的CD4+及びCD8+T細胞の活性化を誘導する能力についてのin vitroでの研究の

ために、これらのマウスに由来する抗原提示細胞(APC)を用いることもできる。

特に、SCIDマウスはT細胞及びB細胞成分をかなり欠損しているが、これらのマウ

スにおける抗原提示細胞(樹状細胞及び単球)は比較的正常である。

ヒト組織の移植を補助するために免疫応答性マウスを免疫不全状態にし、in viv

o免疫抑制の一過性の性質により、同様に遺伝的に正常な免疫系を有するマウス

へのヒトの皮膚の異物移植におけるワクチン試験を可能にする

  このモデル系のある実施形態においては、ヒト組織の移植を可能にするために

免疫応答性マウスを免疫不全状態にする。例えば、CD28及びCD40経路を遮断する

ことにより、マウスにおける同種皮膚移植片の長期間の生存が促進される(Larse

nら (1996) Nature 381: 434)。in vivo免疫抑制が一過性であることから、この

モデルによって遺伝的に正常な免疫系を有するマウスへのヒトの皮膚の異物移植
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におけるワクチン試験も可能となる。例えば、中和抗B7-1及び137-2抗体、可溶

性CTLA-4、CTLA-4の細胞外部分の可溶性形態、CTLA-4及びIgG分子のFc部分を含

む融合タンパク質、及び中和抗CD-40または抗CD40リガンド抗体の投与等を含む

、CD28-137相互作用及びCD40-CD40リガンド相互作用を遮断するいくつかの方法

が当業者に公知である。一過性の免疫抑制を向上させることができる別の方法と

して、以下の試薬、即ちシクロスポリンA、抗IL-2受容体-鎖Ab、可溶性IL-2受容

体、IL-10、及びこれらの組合せのうち1種以上を投与することが挙げられる。

  ヒトの皮膚を移植したSCIDマウスにHLAの一致したPBMCを注射するモデルを、i

n vivoでの長期間持続する発現を与えるベクターを分析するために用いることが

できる。このモデルでは、ベクターをヒトの皮膚に注射するかあるいは局所投与

する。

マウスに注射されたHLAの一致したPBMCがベクターに特異的なリンパ球を含む場

合、トランスフェクトされた細胞はそれらのベクター特異的リンパ球によって認

識されて最終的に破壊され、効率的に破壊を免れるベクターをスクリーニングす

る可能性が得られる

  その後、HLAの一致したPBMCをこれらのマウスに注射する。PBMCがそのベクタ

ーに特異的なリンパ球を含む場合、トランスフェクト細胞はこれらのベクター特

異的リンパ球によって認識されて最終的に破壊される。従って、このモデルによ

り免疫細胞による破壊を効率的に免れるベクターをスクリーニングする可能性が

得られる。ヒトの皮膚を移植したマウスに注射されたヒトPBLは、臓器に対して

拒絶反応を起こすことが分かったが、これはこのモデルにおいてCTLが皮膚に達

していることを示している。HLAの一致した皮膚及び血液を得ることは可能であ

る(例えば、悪性腫瘍のために皮膚の除去を受けた患者からの血液サンプル及び

皮膚移植片、または同じ乳児からの血液及び包皮)。

SCIDhuマウスモデル：さらに、ヒトの皮膚を移植することによって皮膚に注射し

た後の遺伝的ワクチンベクターの有効性について試験することが可能となる

  本明細書に記載したようなスクリーニングに適した別のモデルは、改変型SCID

huマウスモデルであり、このモデルではヒト胎児胸腺、肝臓及び骨髄の部分がSC

IDマウスに移植され、マウスにおいて機能的なヒト免疫系が与えられている(Ron
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caroloら (1996) Semin. Immunol. 8: 207)。機能的なヒトB細胞及びT細胞及びA

PCをこれらのマウスにおいて観察することができる。さらにヒトの皮膚を移植す

ると、皮膚に注射した後の遺伝的ワクチンベクターの有効性について試験できる

可能性が高い。皮膚の同時移植により追加的な専門APCのソースが与えられるた

めに、モデルが改善される可能性が高い。

      【００８３】

2.5.8 ヒト筋肉細胞のトランスフェクション及びin vivoでのヒト免疫応答誘導

における遺伝的ワクチンの効率を研究するためのマウスモデル

遺伝的ワクチンの有効性を研究するための適当なin vivoモデルは存在せず、大

半の研究はマウスモデルにおいて実施されるが、遺伝的ワクチン接種後に生ずる

事象の複雑さのために、得られた結果がヒトにおける同様のワクチン接種につい

て信頼性のある予測をするものであるか否かを予測することが困難なことがある

  適当なin vivoモデルが存在しないことが、ヒト筋肉細胞における抗原の発現

の誘導及び特異的なヒト免疫応答の誘導における遺伝的ワクチンの効率の研究の

妨げとなってきた。遺伝的ワクチンの筋肉細胞にトランスフェクトする能力及び

in vivoで特異的な免疫応答を誘導する能力についての大半の研究では、マウス

モデルが用いられてきた。しかし、遺伝的ワクチン接種後に生ずる事象の複雑さ

のために、マウスモデルにおいて得られた結果がヒトにおける同様のワクチン接

種の結果を信頼性をもって予測するものであるか否かを予測することが困難なこ

とがある。遺伝的ワクチン接種を成功させるために必要な事象としては、プラス

ミド送達後の細胞のトランスフェクション、必要な抗原の発現、抗原提示細胞に

おける抗原のプロセッシング、MHC分子に関しての抗原ペプチドの提示、T細胞受

容体によるペプチド／MHC複合体の認識、T細胞のB細胞及び専門抗原提示細胞と

の相互作用、及び最終的には特異的なT細胞及びB細胞応答の誘導等が挙げられる

。これらの事象はいずれもマウスとヒトとではいくらか異なる形で制御されてい

る可能性が高い。

本発明は、ヒト筋肉細胞トランスフェクションのためのin vivoモデルを提供す

る

  例えば屍体から得られた筋肉組織を、拒絶反応を起こすことなく他の種の組織
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を移植することが可能な免疫不全マウスの皮下に移植する。このモデル系は、正

常な筋肉細胞のために利用できるin vitro培養系が存在しないことから、特に価

値がある。例えば屍体から得られた筋肉組織を免疫不全マウスの皮下に移植する

。免疫不全マウスには拒絶反応を起こすことなく他の種の組織を移植することが

できる。異物移植に適したマウスとしては、限定するものではないが、SCIDマウ

ス、ヌードマウス、及びRAG1またはRAG2遺伝子をコードする遺伝子を欠損させた

マウス等が挙げられる。SCIDマウス及びRAG欠損マウスは機能的T及びB細胞を欠

いており、従ってかなり免疫無防備状態にあり、移植された器官に対して拒絶反

応を起こすことができない。従来の研究により、これらのマウスには、ヒト組織

、例えば皮膚、脾臓、肝臓、胸腺または骨等を拒絶反応を起こすことなく移植で

きることが示されている(Roncaroloら (1996) Semin. Immunol. 8: 207)。ヒト

胎児のリンパ組織をSCIDマウスに移植すると、これらのマウスにおいて機能的ヒ

ト免疫系の存在が示され、このモデルは通常SCID-huマウスと称される。ヒト筋

肉組織をSCID-huマウスに移植すると、トランスフェクション効率及び所望の抗

原の発現を調べることができるのみならず、in vivoで遺伝的ワクチンによって

誘導された特異的なヒト免疫応答の誘導を試験することもできる。この場合、同

一ドナーからの筋肉及びリンパ器官を用いる。胎児の筋肉も、ドナー起源の成熟

リンパ球を殆ど含まず、移植片対宿主反応が生じる可能性が低いという点で有利

である。

目的の抗原の発現を調べるために遺伝的ワクチンベクターをヒト筋肉組織内に導

入する

  ヒト筋肉組織をマウス中に確立後、目的の抗原の発現を調べるために遺伝的ワ

クチンベクターをそのヒト筋肉組織内に導入する。トランスフェクション効率の

みを調べるときにはRAG欠損マウスが好ましく、これはこれらのマウスは循環血

液中に成熟B細胞またはT細胞を有していないからである。一方では、移植効率の

変化を引き起こし得るSCID表現型の「漏出(leakiness)」が明らかにされた。

モデルは、マウスにおける組織の生存率は限られているにもかかわらずin vivo

でヒト筋肉細胞の遺伝子発現を調べるための効率的な手段を提供する

  マウスにおけるヒト筋肉組織の生存率は、免疫無防備状態のマウスにおいてで
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あっても限られたものとなる可能性が高い。しかし発現の試験は1、2日内で行う

ことができることから、このモデルはin vivoでヒト筋肉細胞の遺伝子発現を調

べるための効率的な手段となる。改変型SCID-huマウスモデルにヒトの筋肉を移

植したものを、マウスにおけるin vivoでのヒトの免疫応答を調べるために用い

ることができる。

      【００８４】

2.5.9改善されたワクチン送達のためのスクリーニング

特定の形態での投与が可能な遺伝的ワクチンベクターの同定

  一定の用途については、例えば経口投与または経皮投与等の特定の形態での投

与が可能な遺伝的ワクチンベクターを同定することが望ましい。以下のスクリー

ニング方法は適当なアッセイを提供する。即ち、追加的なアッセイを、そのアッ

セイが特に適している特定の遺伝的ワクチンの特性と共に本明細書に記載する。

(Caco-2細胞をベースにした)in vitroまたはin vivoでの経口送達のためのスク

リーニング

  経口送達のためのスクリーニングはin vitroまたはin vivoの何れかで行うこ

とができる。in vitroの方法の一例は、組織培養で増殖するCaco-2(ヒト大腸腺

癌)細胞をベースにした方法である。半透性フィルタ上で増殖させると、これら

の細胞はヒト小腸上皮に構造的にも機能的にも類似した細胞に自発的に分化する

。遺伝的ワクチンライブラリー及び／またはベクターをCaco-2細胞層の一方の側

に置くことができ、その細胞の層を通過し得るベクターをその層の反対側で検出

する。

  ライブラリーを、経口送達に対する許容性についてin vivoでスクリーニング

することもできる。例えば、ベクターのライブラリーを経口投与することができ

、その後に標的の組織をベクターの存在についてアッセイする。腸の上皮、肝臓

及び血流は、ライブラリーのメンバーの存在について試験し得る組織の例である

。標的の組織へ到達するのに成功したベクターを回収し、さらに改善が必要な場

合には、(任意に本明細書に記載する他の定方向進化法と組み合わせて行う)その

後の再集合及び選択に用いることができる。

多数のベクターを効率的にスクリーニングでき、in vivoで多数の作用物質の効
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果を調べるために用いることができる装置

  遺伝的ワクチンベクターのライブラリーを、皮膚または筋肉に注射した際に細

胞をトランスフェクトする能力についてスクリーニングするために、本発明は、

多数のベクターを効率的にスクリーニングできる装置を提供する。この装置は、

96-ウェル形式のもので、マイクロタイタープレートから例えばマウス及びラッ

トのような実験動物の皮膚または筋肉に少容量(2～5μl)を移すように設計され

たものである。さらに、免疫不全マウスに移植されたヒトの筋肉または皮膚に注

射をすることもできる。

  前記装置は、その先端部がマイクロタイタープレートに適合するように動く形

に設計されている。プレートから目的の試薬を採った後、先端部間の距離は2～3

 mmまで小さくなり、96の試薬を1.6 cm×2.4 cm～2.4 cm×3.6 cmの領域に移す

ことが可能となる。移される各サンプルの容積は電子的に制御する。各試薬をマ

ーカー試薬または色素と混合して、組織の注射部位を認識できるようにする。例

えば、異なるサイズ及び形状の金の粒子を目的の試薬と混合し、顕微鏡及び免疫

組織化学を用いて各注射部位を同定し、各試薬によって誘導された反応を調べる

ことができる。筋肉組織に注射したときには、注射部位は初めに外科手術によっ

て明らかにする。

  この装置は、in vivoで多数の試薬の効果を調べるために用いることができる

。例えば、この装置を用いて、多数の異なるDNAワクチンベクターの、免疫不全

マウスに移植されたヒトの皮膚または筋肉細胞をトランスフェクトする効率をス

クリーニングすることができる。

      【００８５】

2.5.10. 細胞中への遺伝的ワクチンベクターの侵入の増大

  確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに

非確率論的ポリヌクレオチド再集合によりヒト細胞の細胞質中およびそれに続く

核中へのDNAの侵入能力を効率的に改良する

  この方法には、細胞中への侵入に関与するポリヌクレオチドを、確率論的(例

えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポ

リヌクレオチド再集合に付すことが含まれる。このようなポリヌクレオチドは、
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本明細書中では、「トランスファー配列」または「トランスファーモジュール」

と称される。細胞特異的な様式で移入を増大させるかまたはより一般的な様式で

作用するトランスファーモジュールを取得することができる。DNAの結合および

移入に影響を及ぼす正確な配列は分からない場合が多いので、確率論的(例えば

、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポリヌ

クレオチド再集合は、ヒト細胞の細胞質中およびそれに続く核中へのDNAの侵入

能力を改良する唯一の効率的な方法であろう。

  本発明の確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)

ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合法は、細胞中への侵入能力をベクタ

ーに賦与すべくDNA配列およびプラスミドの三次元構造を最適化する手段を、た

とえ、こうした効果を達成する機構に関する詳細な情報が得られない場合でさえ

も提供する

  この方法には、トランスファー配列を含有する少なくとも第1および第2の形態

の核酸を再集合すること（および／または本明細書中に記載の１以上の定方向進

化法に付すこと）が含まれる。第1および第2の形態は、2個以上のヌクレオチド

が互いに異なっている。好適な基質としては、例えば、転写因子結合部位、CpG

配列、ポリA、C、G、Tオリゴヌクレオチド、非確率論的に生成した核酸ビルディ

ングブロック、およびランダムDNA断片（例えば、ヒトもしくは他の哺乳動物種

由来のゲノムDNA）が挙げられる。マクロファージのスカベンジャー受容体のよ

うな細胞表面タンパク質は、特異的DNA結合に対する受容体として作用する可能

性があるとの提案がなされている(Pisetsky (1996) Immunity 5: 303)。これら

の受容体が特異的DNA配列を認識するか否かまたは配列非特異的な様式でDNAに結

合するか否かについては、分かっていない。しかしながら、GGGGテトラドは細胞

表面へのDNAの結合を促進することが明らかにされた（同上）。DNA配列のほかに

、プラスミドの三次元構造もまた、細胞中へのこれらのプラスミドの侵入能力に

寄与している可能性がある。本発明の確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャ

ッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合法は、

細胞中への侵入能力をベクターに賦与すべくこれらの配列を最適化する手段を、

たとえ、こうした効果を達成する機構に関する詳細な情報が得られない場合でさ
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えも提供する。

  組換えセグメントを有するベクターのクローン単離体を別々の細胞培養物に感

染させ、次いで、例えば、トランスフェクションの過程でベクターにより発現さ

れるマーカーを発現している細胞の数をカウントすることによって、細胞に侵入

したベクターのパーセントを求める

  こうして得られる組換えトランスファーモジュールのライブラリーをスクリー

ニングして、目的の細胞中へのトランスファーモジュール含有ベクターの侵入能

力を増大させる最適化された組換えトランスファーモジュールを少なくとも１つ

同定する。例えば、細胞中へのベクターの侵入を促進する条件下で、組換えトラ

ンスファーモジュールを有するベクターを細胞の集団と接触させ、その後、この

集団の中で核酸ベクターを含有している細胞のパーセントを求める。好ましくは

、ベクターには、ベクターを含有する細胞の同定が容易に行えるように、選択可

能またはスクリーニング可能なマーカーが含まれるであろう。好ましい実施形態

では、組換えセグメントを有するベクターのクローン単離体を別々の細胞培養物

に感染させる。この場合、細胞に侵入したベクターのパーセントは、例えば、ト

ランスフェクションの過程でベクターにより発現されるマーカーを発現している

細胞の数をカウントすることによって求めることができる。

      【００８６】

  必要に応じて、移入を増大させるのに十分な能力を有するトランスファーモジ

ュールが得られるまで、再集合（および／または本明細書中に記載の1以上の他

の定方向進化法）および再スクリーニングの処理を繰り返すことが可能である

  典型的には、再集合（および／または本明細書中に記載の1以上の他の定方向

進化法）の処理は、組換えトランスファーモジュールの更なるライブラリーを作

製すべく、少なくとも1つの最適化されたトランスファー配列を更なる形態のト

ランスファー配列と再集合させることにより（および／または本明細書中に記載

の1以上の定方向進化法に付すことにより）繰り返し行われる。この更なる形態

は、第1および第2の形態と同じものでもまたは異なるものでも良い。新しいライ

ブラリーをスクリーニングして、最適化されたトランスファーモジュールを有す

る遺伝的ワクチンベクターの目的の細胞中への侵入能力を増大させる少なくとも
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1つの更なる最適化された組換えベクターモジュールを同定する。

  必要に応じて、移入を増大させるのに十分な能力を有するトランスファーモジ

ュールが得られるまで、再集合（および／または本明細書中に記載の1以上の他

の定方向進化法）および再スクリーニングの処理を繰り返すことが可能である。

再集合（および／または本明細書中に記載の1以上の他の定方向進化法）および

スクリーニングを１回以上行った後、最適化されたモジュールを含有しない対照

ベクターの場合よりも少なくとも約５０％多い標的細胞中に、より好ましくは少

なくとも約７５％多い、最も好ましくは少なくとも約９５もしくは９９％多い標

的細胞中に侵入する能力を核酸ベクターに賦与することのできるベクターモジュ

ールが得られる。

  相同的組換えによる組込みの場合、重要な因子は、染色体配列に対する相同の

度合いおよび長さ、ゲノム中におけるこのような配列の頻度、ならびに相同的組

換えを媒介する特異的配列である：非相同的、変則的、および部位特異的組換え

の場合、組換えは、細胞によりコードされた組換えタンパク質と相互作用する治

療用ベクター上の特異的部位によって媒介される

  ワクチンに使用する場合、一般に、非組込みベクターが好ましいが、いくつか

の用途では、組込みベクターを使用することが望ましいこともあり、こうした用

途では、組込みの効率に直接的または間接的な影響を及ぼすDNA配列を遺伝的ワ

クチンベクター中に含有させることができる。相同的組換えによる組込みの場合

、重要な因子は、染色体配列に対する相同の度合いおよび長さ、ならびにゲノム

中におけるこのような配列の頻度である（例えば、Aluリピート）。また、転写

活性DNAでは組込みが容易に起こるので、相同的組換えを媒介する特異的配列も

重要である。相同的ターゲッティング構築物を構築するための方法と材料につい

ては、例えば、Mansour (1988) Nature 336:348; Bradley (1992) Bio/Technolo

gy 10:534に記載されている。非相同的、変則的、および部位特異的組換えの場

合、組換えは、細胞によりコードされた組換えタンパク質と相互作用する治療用

ベクター上の特異的部位によって媒介される（Cre/Lox系、FIp/Frt系など）。例

えば、Baubonis (1993) Nucleic Acids Res. 21:2025-2029を参照されたい。こ

の文献によると、LoxP部位を含むベクターは、Creリコンビナーゼ酵素の存在下
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では染色体DNAのLoxP部位に組み込まれたものとなる。

      【００８７】

2.6.遺伝的ワクチン成分の最適化

  哺乳動物系において免疫反応の調節における遺伝的ワクチンの効力に影響を及

ぼしうる性質を最適化する

  免疫反応の調節における遺伝的ワクチンの効力に影響を及ぼしうる因子は、多

数存在する。例えば、細胞中へのベクターの侵入能力は、免疫反応におけるベク

ターの調節能力にかなりの影響を及ぼす。また、免疫反応の強さは、遺伝的ワク

チンベクターにより発現される抗原の免疫原性および抗原が発現されるレベルに

よって媒介される。遺伝的ワクチンベクターにより産生される補助的刺激分子が

存在するか否かによって、ベクターを哺乳動物中に導入することにより生じる免

疫反応の強さが影響を受けるだけでなく、その免疫反応のタイプも影響を受ける

可能性がある。生物中におけるベクターの残存性を増大させると、免疫調節の時

間を長くすることができるとともに、長期間にわたり保護を持続させるための多

数回投与を行う必要のない便利な自己追加免疫性ベクターを作製することが可能

になる。本発明は、これらの性質のうちの多くを最適化する方法を提供する。そ

の結果として、哺乳動物の免疫系に所望の効果を引き起こす改良された能力を呈

する遺伝的ワクチンベクターが得られる。

  合理的にアプローチすることができないすべての偶発的かつ複雑な機構を最大

限に利用すべく、再集合の再帰的サイクルを用いて（場合により、本明細書中に

記載の他の定方向進化法と併用して）大きなライブラリーからの選択を行う

  遺伝的ワクチンは、様々な機能的成分を含有することができる。これらの成分

の好ましい配列は、確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび

中断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合により、すなわち、本明

細書中に記載の経験的配列進化により、最も適切に決定される。本発明の方法に

は、一般に、多数の相同的出発配列の確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャ

ッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合により

、または組換え体の集団を生成する他の方法により、主要なベクター成分のそれ

ぞれに対して別々のライブラリーを構築し、その結果キメラ配列の複雑な混合物
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を得ることが含まれる。最良の配列は、以下に記載の高スループットアッセイを

用いて、これらのライブラリーから選択される。それぞれの単一モジュールライ

ブラリーからの選択のサイクルを１回以上行った後、スクリーンに適合性がある

場合に限り、確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合

成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合によって、異なるモジュールの

最良の配列のプールを一緒にできる。実際に、プロモーター、エンハンサー、イ

ントロン、トランスファー配列、哺乳動物の複製起点、細菌の複製起点、および

細菌のマーカーなどに対するスクリーンを一緒にすることができ、その結果、そ

れぞれの配列の内容が同時に最適化される。これらの実験で重要な点は、合理的

にアプローチすることができないすべての偶発的かつ複雑な機構（例えば、細胞

中へのDNAの移入）を最大限に利用すべく、再集合の再帰的サイクルを用いて（

場合により、本明細書中に記載の他の定方向進化法と併用して）大きなライブラ

リーからの選択を行うことである。

  集合PCRおよびコンビナトリアル分子生物学を用いて、プロモーター、サイト

カイン、サイトカインアンタゴニスト、ケモカイン、免疫刺激配列、および補助

的刺激分子を提供するベクターモジュールを集合させることにより、異なるベク

ターのライブラリーを作製することができる

  集合PCRとは、遺伝子、非確率論的に生成した核酸ビルディングブロック、プ

ラスミドの断片などの長いDNA配列を集合させる方法である。PCRとは対照的に、

集合させる対象となる非確率論的に生成した核酸ビルディングブロックおよび／

または断片は互いにプライムし合うので、プライマー、鋳型という区別は存在し

ない。本明細書中の記載に従って得られたベクターモジュールのライブラリーは

、プロモーターと融合させることができるが、このプロモーター自体も、本発明

の確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに

非確率論的ポリヌクレオチド再集合法により最適化することが可能である。こう

して得られた遺伝子は、DNAワクチンベクター中にコンビナトリアル的に集合さ

せることができ、この場合、各遺伝子は、異なるプロモーター（例えば、実験的

に進化させた（例えば、ポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌクレオチ

ド部位飽和突然変異誘発により進化させた）CMVプロモーターのライブラリーか
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ら誘導されたプロモーター）の下で発現され、ベクターライブラリーは、免疫系

に対して所望の効果を呈するベクターを同定すべく、本明細書中の記載に従って

スクリーニングされる。

  ワクチンの効力または妥当性に影響を及ぼす性質

  本発明の方法は、ワクチンの効力または妥当性に影響を及ぼす多くの性質のう

ちの1つ以上が最適化された遺伝的ワクチンを取得するのに有用である。これら

の性質としては、以下のものが挙げられるが、これらに限定されるものではない

。

      【００８８】

2.6.1. エピソーム的ベクターの保持

  エピソーム的複製ベクターは、より長い期間にわたって細胞中に保持され、自

己追加免疫性ワクチンの開発を可能にする

  本発明の配列再集合法を用いて最適化することのできる性質の1つは、哺乳動

物細胞における遺伝的ワクチンベクターのエピソーム的複製能力である。ワクチ

ンベクターのエピソーム的複製は、多くの状況下で有利である。例えば、エピソ

ーム的複製ベクターは、非複製ベクターよりも長い期間にわたって細胞中に保持

されるので、その結果として、免疫反応調節の期間が長くなるか、または治療上

有用なタンパク質の送達が増大する。また、エピソーム的複製は、従来のワクチ

ンと違って多数回ワクチン投与を必要としない自己追加免疫性ワクチンの開発を

可能にする。例えば、自己追加免疫性ワクチンベクターは、特異的刺激に対する

抗原発現の誘導およびそれに伴う免疫反応の誘導を可能にする誘導的制御エレメ

ントの制御下に抗原をコードする遺伝子を含有し得る。しかしながら、性質の改

良された突然変異体を合理的にデザインすべく、従来的なアプローチまたは試み

により、エピソーム的保持性を増大させる天然に存在するベクターモジュールを

スクリーニングするには、多くの人手と年月を要する研究を行わなければならな

いであろう。本発明は、短期間に何倍も多くの多種多様なモジュールを生成およ

びスクリーニングする方法を提供する。

  哺乳動物細胞中で自律的に複製する能力を遺伝的ベクターに賦与することので

きる核酸の少なくとも2つの形態を組み換えるために、確率論的(例えば、ポリヌ
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クレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチ

ド再集合を用いる

  哺乳動物細胞中で自律的に複製する能力を遺伝的ベクターに賦与することので

きる核酸の少なくとも2つの形態を組み換えるために、確率論的(例えば、ポリヌ

クレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチ

ド再集合を用いて、遺伝的ワクチンベクターのエピソーム的複製能力を最適化す

ることができる。2つ以上の形態のエピソーム的複製ベクターモジュールは、2個

以上のヌクレオチドが互いに異なっている。組換えエピソーム的複製ベクターモ

ジュールのライブラリーを作製し、このライブラリーをスクリーニングすること

により、遺伝的ワクチンベクター中に配置されたときに最適化されていないエピ

ソーム的複製ベクターモジュールを含むベクターと比較して増大された自律的複

製能力をベクターに賦与する1つ以上の最適化された複製ベクターモジュールを

同定する。

  確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに

非確率論的ポリヌクレオチド再集合処理を少なくとも１回繰り返して、モジュー

ルを含むベクターにエピソーム的保持性を賦与する能力の増大しているモジュー

ルを同定する

  1実施形態では、確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中

断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合の前回のラウンドから得ら

れた最適化されたエピソーム的複製ベクターモジュールを基質として用いて、確

率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに非確

率論的ポリヌクレオチド再集合処理を少なくとも１回繰り返す。以前のラウンド

で得られた最適化されたベクターモジュールを、以前のラウンドで使用したもの

と同じ形態であってもよいしエピソーム的複製エレメントとして機能する異なる

形態の核酸であってもよい更なる形態のベクターモジュールと再集合させる（お

よび／または本明細書中に記載の1以上の定方向進化法に付す）。再度、組換え

エピソーム的複製ベクターモジュールのライブラリーを作製し、スクリーニング

処理を繰り返すことにより、モジュールを含むベクターにエピソーム的保持性を

賦与する能力の増大しているエピソーム的複製モジュールを同定する。
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  真核生物細胞の場合の自律的複製能力

  確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに

非確率論的ポリヌクレオチド再集合を用いてエピソーム的複製能力を最適化する

ための基質として有用な核酸としては、真核生物の細胞中における自律的複製能

力をベクターに賦与することに関与する任意の核酸が挙げられる。例えば、パピ

ローマウイルスの配列EIおよびE2、シミアンウイルス40(SV40)の複製起点など。

  ヒトパピローマウイルス由来の遺伝子は、模範的なエピソーム的複製ベクター

モジュールである

  本発明の方法を用いて最適化することのできる模範的なエピソーム的複製ベク

ターモジュールは、エピソーム的複製に関与するヒトパピローマウイルス(HPV)

由来の遺伝子である。HPVは、皮膚中でエピソーム的に複製し、in vivoで何年に

もわたって安定して発現される非腫瘍原性ウイルスである。BernardおよびApt (

1994) Arch. Dermatol. 130: 210。

      【００８９】

  エピソーム的複製に関与するHPV遺伝子のエピソーム的保持性を定方向進化を

用いて増大させる

  こうしたin vivo特性があるにもかかわらず、複製不足のため組織培養でエピ

ソーム的にHPVを保持することはできなかった。本発明は、遺伝的ワクチンベク

ターにおいて使用すべく、エピソーム的保持に関与するHPV遺伝子を最適化する

ことのできる方法を提供する。エピソーム的複製に関与するHPV遺伝子としては

、例えば、E1およびE2遺伝子が挙げられる。従って、本発明の１実施形態によれ

ば、HPV EIおよびE2遺伝子の一方または両方を確率論的(例えば、ポリヌクレオ

チドシャッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集

合に付すことにより、核酸ワクチンベクター中に配置したときに哺乳動物細胞中

でのベクターの保持性の増大した組換えエピソーム的複製モジュールを取得する

。好ましい実施形態では、異なってはいるが関連性の強い良性のHPVに由来するH

PV E1およびE2遺伝子が、本明細書（参照により組み入れたものも含む）中で提

示、説明、および／または参照したポリヌクレオチド再集合手順で使用される。

例えば、密接に関連したHPV株(例えば、HPV 2、27、57など)に由来するHPV E1お
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よびE2遺伝子のポリヌクレオチドシャッフリングを行うことにより、組換えE1お

よびE2遺伝子のライブラリーを取得し、次いで、これを適切なスクリーニング法

に付して、エピソーム的保持性の改良された遺伝子を同定することができる。

  エピソーム的保持を媒介する能力の改良された組換えエピソーム的複製ベクタ

ーモジュールの同定、選択、富化

  エピソーム的保持を媒介する能力の改良された組換えエピソーム的複製ベクタ

ーモジュールを同定するために、組換えベクターモジュールのライブラリーのメ

ンバーを、哺乳動物の細胞に導入されるベクター中に挿入する。少なくとも数世

代にわたり細胞を増殖させた後、ベクターを保持した細胞を同定する。同定は、

例えば、選択可能なマーカーを含むベクターを利用して行うことができる。選択

可能なマーカーに対する選択を行わずにライブラリーのメンバーを含む細胞を少

なくとも数世代にわたり増殖させ、その後、選択圧を加える。選択で生存した細

胞は、エピソーム的に複製するベクターの能力を増大させる組換えベクターモジ

ュールを含むベクターを内蔵する細胞が富化されたものである。選択された細胞

からDNAを回収して細菌宿主細胞中に導入すると、エピソーム的非組込みベクタ

ーの回収が可能になる。

  発現されたときに細胞の表面上に存在する抗原をコードするポリヌクレオチド

を含有するベクター中に導入することによりスクリーニングを行う

  本発明のもう1つの実施形態では、発現されたときに細胞の表面上に存在する

抗原をコードするポリヌクレオチドを含有するベクター中に、組換えエピソーム

的複製ベクターモジュールのライブラリーのメンバーを導入することにより、ス

クリーニングステップを行う。ベクターのライブラリーを哺乳動物の細胞中に導

入し、これを少なくとも数世代にわたり増殖させ、その後、細胞表面上に細胞表

面抗原を展示する細胞を同定する。そのような細胞は、ベクターの自律的複製能

力を増大させる遺伝的ワクチンベクターを内蔵している可能性が高い。

  最適化された組換えエピソーム的複製ベクターモジュールを用いて遺伝的ワク

チンベクターを作製する

  エピソーム的に保持されたベクターを含む細胞を同定した後、最適化された組

換えエピソーム的複製ベクターモジュールを取得し、これを用いて遺伝的ワクチ
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ンベクターを構築する。スクリーニング法で使用するのに好適な細胞表面抗原は

、先に記載した通りであるが、それ以外にも当業者に公知の細胞表面抗原がある

。好ましくは、便利な検出手段が利用できる抗原を使用する。

  スクリーニング法で使用するのに好ましい細胞

  スクリーニング法で使用するのに好適な細胞としては、培養された哺乳動物細

胞および動物中に存在する細胞の両方が挙げられる。ヒトに使用することを目的

とした組換えベクターモジュールをスクリーニングする場合、スクリーニング用

の好ましい細胞は、ヒト細胞である。一般に、最初のスクリーニングは、実験的

に進化させた(例えば、ポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌクレオチ

ド部位飽和突然変異誘発により進化させた)物質の大きなライブラリーを処理す

ることのできる細胞培養によって行われる。好ましい実施形態では、ベクターに

よりコードされた細胞表面抗原を細胞表面上に展示する細胞を、蛍光発色細胞選

別法などのフローサイトメトリーに基づく細胞選別法によって同定する。この手

法を用いると、１回のバイアル実験で非常に多数(>107個)の細胞を評価すること

ができる。

      【００９０】

  動物モデルでin vivo耐久性を更に調べる

  細胞培養で自律的に複製して強いマーカー遺伝子発現を引き起こす構築物のin

 vivo耐久性を、動物モデルで更に調べることができる。例えば、マウス中にお

いてin vivoでヒト組織を調べるためのマウスモデルが、本明細書中に記載され

ている。ヒト皮膚の生きている試験片をSCIDマウスの背に異種移植することによ

り、in vivoでヒト細胞において最適である特性について、ベクターライブラリ

ーのスクリーニングができるようになる。エピソーム的ベクターの再帰的選択を

行うことにより、エピソーム性を保持しつつ高レベルの遺伝子発現を提供するベ

クターに関する、強い選択圧をもたらすであろう。

  機能的ヒト免疫系を有する哺乳動物に遺伝的ワクチンベクターを導入し、抗原

に対する免疫反応の存在を調べる

  もう1つの実施形態では、スクリーニングステップには、組換えエピソーム的

複製ベクターモジュールと、抗原または製薬上有用なタンパク質をコードするポ
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リヌクレオチドとを含有する遺伝的ワクチンベクターを、機能的ヒト免疫系を有

する哺乳動物に導入することが含まれる。次に、抗原に対する免疫反応が動物中

に存在するかを調べる。好ましい実施形態では、このようなアッセイに使用され

る哺乳動物は、機能的ヒト免疫系を有する非ヒト哺乳動物である。例えば、免疫

不全マウス中において、肝臓、胸腺、および骨髄からなる群より選択されるヒト

胎児組織を1以上導入することにより、機能的ヒト免疫系を形成することができ

る(Roncaroloら、(1996) Semin. Immunol. 8: 207)。

  エピソーム的に保持されたベクターを用いると、FACS選択で高SN比が得られる

とともに、選択された少数の細胞からプラスミドを回収できる可能性が有意に増

大される

  本発明の方法を用いて得られる安定なエピソーム的ベクターは、遺伝的ワクチ

ンとして有用なだけではなく、他のライブラリースクリーニング用途においても

有用なツールでもある。ランダム組込みおよび一過性のベクターを用いた場合と

は対照的に、エピソーム的に保持されたベクターを用いた場合、FACS選択で高SN

比が得られるとともに、選択された少数の細胞からプラスミドを回収できる可能

性が有意に増大される。

      【００９１】

2.6.2.抗原の発現に関して最適化されたプロモーターの進化

  遺伝的ワクチン接種の効力の向上、防御免疫に必要なDNA量の減少およびそれ

に伴うワクチン接種のコストの削減、遺伝子が発現される細胞のタイプおよび／

または抗原発現のタイミングの制御のためにプロモーターおよび／または他の制

御配列を最適化する

  もう1つの実施形態では、本発明は、プロモーターや他の遺伝子発現制御シグ

ナルなどのベクターモジュールを最適化する方法を提供する。通常、遺伝的ワク

チンによって送達される抗原をコードする配列は、その発現を保証すべく、調節

配列などの追加配列に機能しうる形で連結される。これらの調節配列は、1以上

の以下の配列を含有することができる：エンハンサー、プロモーター、シグナル

ペプチド配列、イントロン、および／またはポリアデニル化配列。望ましい目標

は、機能的発現産物の発現レベルを従来のベクターで達成されるレベルよりも増
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大させることである。遺伝的ワクチンベクターの効力は、多くの場合、ワクチン

ベクターによる抗原の発現レベルに依存する。プロモーターおよび／または他の

制御配列が最適化されると、遺伝的ワクチン接種の効力が向上し、防御免疫に必

要なDNA量が減少して、それによりワクチン接種のコストが削減される可能性が

ある。

  更に、遺伝子が発現される細胞のタイプおよび／または抗原発現のタイミング

の制御を行うことが望ましいこともある。本発明の方法は、プロモーターおよび

他の制御配列による影響を受けるこれらのおよび他の因子の最適化を提供する。

  遺伝子発現の制御に関与するポリヌクレオチドの確率論的(例えば、ポリヌク

レオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチド

再集合を用いて、発現産物の産生速度を増大させるか、発現産物の分解速度を減

少させるか、または発現産物がその目的とする機能を果たす能力を向上させるこ

とにより、発現を改良する

  選択マーカーの発現の改良は、例えば、確率論的(例えば、ポリヌクレオチド

シャッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合を

行うことにより、達成できる。発現産物の産生速度を増大させるか、発現産物の

分解速度を減少させるか、または発現産物がその目的とする機能を果たす能力を

向上させることを含めて、様々な手段により、効率的に発現を改良することがで

きる。この方法には、遺伝子発現の制御に関与するポリヌクレオチドを確率論的

(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的

ポリヌクレオチド再集合に付すことが含まれる。先に記載したように、制御配列

を含有し2個以上のヌクレオチドが互いに異なっている少なくとも第1および第2

の形態の核酸を再集合させる（および／または本明細書中に記載の１以上の定方

向進化法に付す）。こうして得られた組換えトランスファーモジュールのライブ

ラリーをスクリーニングして、強度、誘導性、または特異性の増大した少なくと

も1つの最適化された組換え制御配列を同定する。

  断片（非確率論的に生成した断片および／またはランダムに生成した断片）レ

ベルおよびin vitroでの組換えセグメントの導入

  再集合（および／または本明細書中に記載の１以上の他の定方向進化法）に用
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いる基質は、コード配列および／またはコード配列に機能しうる形で連結された

調節配列を含む全長ベクターまたはその断片であり得る。基質は、ベクター中に

存在する調節配列および／またはコード配列(１以上)のうちの任意の配列の変異

体を含有することができる。再集合（および／または本明細書中に記載の１以上

の他の定方向進化法）を断片レベルで行う場合、スクリーニングの前にベクター

中に組換えセグメントを再挿入しなければならない。再集合（および／または本

明細書中に記載の１以上の他の定方向進化法）をin vitroで行う場合、組換えセ

グメントを含有するベクターを、通常、スクリーニングの前に細胞中に導入する

。実験的に進化させた（例えば、ポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌ

クレオチド部位飽和突然変異誘発により進化させた）プロモーターおよび他の調

節領域のスクリーニングに使用するのに好適なベクターの例は、本明細書（参照

により組み入れたものも含む）中で、提示、説明、および／または参照されてい

る。

  追加または代替のマーカーが必要な場合、容易に検出される選択マーカー（グ

リーン蛍光タンパク質、細胞表面タンパク質）を使用する

  選択マーカーによりコードされた遺伝子の発現を検出することによって、組換

えセグメントを含有する細胞をスクリーニングできる。選択および／またはスク

リーニングの目的では、ベクターから発現される遺伝子産物は、実際の治療目的

を有する産物ではなく、グリーン蛍光タンパク質(Crameri (1996) Nature Biote

chnol. 14: 315-319を参照されたい)や細胞表面タンパク質などの容易に検出さ

れるマーカーの場合がある。例えば、このマーカーがグリーン蛍光タンパク質の

場合、フローサイトメトリーに基づく細胞選別法によって、最も高い発現レベル

の細胞を同定することができる。マーカーが細胞表面タンパク質の場合、抗体な

どのタンパク質に対して親和性を有する試薬で細胞を染色し、次いで、この場合

にも同様に、フローサイトメトリーに基づく細胞選別法によって分析する。しか

しながら、治療目的を有するいくつかの遺伝子、例えば、薬剤耐性遺伝子は、そ

れ自体、選択可能なマーカーを提供するため、追加や代替のマーカーは必要でな

い。このほか、遺伝子産物は、検出および選択マーカーの任意の組合せも含む融

合タンパク質であってよい。コピー数や挿入部位の変動を検出および補償するた
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めに、ベクターに内部参照マーカー遺伝子を含有させることができる。

  再集合（および／または本明細書中に記載の１以上の他の定方向進化法）なら

びにスクリーニングの更なるラウンド

  更に改良が望まれる場合、再集合（および／または本明細書中に記載の１以上

の他の定方向進化法）ならびにスクリーニングの更なるラウンドにおいて、基質

の一部分または全部として、マーカー遺伝子の最大の発現を示す細胞に由来する

組換えセグメントを使用することができる。

      【００９２】

2.6.2.1 構成的プロモーター

  制御配列(プロモーター、エンハンサーなど)を進化させることにより、進化し

ない制御配列に機能しうる形で連結される遺伝子よりも高レベルで目的の遺伝子

を発現させる

  本発明は、制御配列に機能しうる形で連結された目的の遺伝子の構成的発現を

指令することのできるヌクレオチド配列を進化させる方法を提供する。典型的に

は、進化しない制御配列に機能しうる形で連結される遺伝子よりも高レベルで目

的の遺伝子を発現させるように、プロモーター、エンハンサーなどを含み得る制

御配列を進化させる。強度の増大した制御配列のスクリーニングを行うために、

細胞の集団中に制御配列の組換えライブラリーを導入し、制御配列に機能しうる

形で連結された検出可能なマーカーの発現レベルを決定できる。好ましくは、最

適化されたプロモーターは、対照のプロモーター構築物のレベルよりも少なくと

も約３０％高いレベルで、機能しうる形で連結された遺伝子を発現することがで

き、より好ましくは、最適化されたプロモーターは、対照よりも少なくとも約５

０％強力であり、最も好ましくは、対照のプロモーターよりも少なくとも約７５

％、またはそれ以上強力である。

  改良されたCMVプロモーター/エンハンサーエレメント(SV40およびSra)を用い

て、動物モデルおよび臨床用途の両方において外来遺伝子を発現させる

  これらの方法で基質として使用可能なプロモーターの例としては、目的の宿主

細胞中で機能する任意の構成的プロモーターが挙げられる。プロモーターおよび

エンハンサー配列(プロモーター/エンハンサー領域)を含めて、サイトメガロウ
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イルス(CMV)の主要な前初期(IE)領域転写調節エレメントは、広範にわたる細胞

タイプにおいて活性が高いので、遺伝子療法に使用されるベクターの転写を調節

するために広く使用されている。増大したレベルの抗原発現を指令する最適化さ

れたCMV転写調節エレメントは、本発明の再帰的な再集合（および／または本明

細書中に記載の１以上の他の定方向進化法）によって生成され、この結果、遺伝

子療法の効力が改良される。CMVプロモーターおよびエンハンサーはヒトおよび

動物の細胞中で活性であるため、改良されたCMVプロモーター/エンハンサーエレ

メントは、動物モデルおよび臨床用途の両方において外来遺伝子を発現するため

に使用される。特許請求の範囲に記載された本発明の方法で使用するのに適した

他の構成的プロモーターとしては、例えば、SV40およびSRに由来するプロモータ

ーならびに当業者に公知の他のプロモーターが挙げられる。

  CMVの5種の関連株のうちの2以上に由来する野生型配列の確率論的(例えば、ポ

リヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレ

オチド再集合により、キメラ転写調節エレメントのライブラリーを作製し、CMV

株のPCRにより、プロモーター、エンハンサー、およびIE領域の第1イントロン配

列を取得する

  好ましい実施形態では、CMVの5種の関連株のうちの2以上に由来する野生型配

列の確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならび

に非確率論的ポリヌクレオチド再集合により、キメラ転写調節エレメントのライ

ブラリーを作製する。プロモーター、エンハンサー、およびIE領域の第1イント

ロン配列は、次のCMV株、すなわち、ヒトVR-53 8株AD169 (Rowe (195 6) Proc. 

Soc. Exp. Biol. Med. 92:418)、ヒトV-977株Towne (Plotkin (1975) Infect. I

mmunol. 12:521-527)、アカゲザルVR-677株68-1 (Asher (1969) BacterioL Proc

. 269:91)、ベルベットモンキーVR-706株CSG (Black (1963) Proc. Soc. Exp. B

iol. Med. 112:60 1)、およびリスザルVR-1398株SqSHV (Rangan (1980) Lab. An

imal Sci. 30:532)からPCRにより得られる。ヒトCMV株のプロモーター/エンハン

サー配列は95%の相同性があり、サル単離体の配列と70%の相同性を共有している

ため、ポリヌクレオチド再集合（場合により、本明細書中に記載の他の定方向進

化法と併用して）を用いて非常に多様性のあるライブラリーを作製することがで
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きる。再集合（場合により、本明細書中に記載の他の定方向進化法と併用して）

の後、ライブラリーをプラスミドのバックボーン中にクローン化し、これを用い

て哺乳動物細胞中でマーカー遺伝子の転写を指令する。典型的には、天然のプロ

モーターの制御の下にある内部マーカーが、プラスミドベクター中に含まれてお

り、これによって、同数のベクターを内蔵している細胞の分析および選別ができ

るであろう。

  グリーン蛍光タンパク質(GFP)やCD86（B7.2としても知られている。Freeman (

1993) J Exp. Med 178:2185, Chen (1994) J Immunol. 152:4929を参照されたい

）などの発現マーカーもまた、使用可能である。更に、SV40 T抗原で形質転換さ

れた細胞のトランスフェクションを用いて、SV40の複製起点を含むベクターを増

幅することができる。トランスフェクトされた細胞をFACS選別によりスクリーニ

ングし、マーカー遺伝子を高レベルで発現させている細胞を同定し、内部マーカ

ーで規格化して細胞1個あたりのベクターのコピー数の差を調べる。所望により

、再帰的に再集合された（および／または本明細書中に記載の１以上の定方向進

化法に付された）最適プロモーター配列を有するベクターを回収し、再集合（場

合により、本明細書中に記載の他の定方向進化法と併用して）および選択の更な

るサイクルに付す。

      【００９３】

2.6.2.2. 細胞特異的プロモーター

  宿主細胞中への外来抗原の導入に続く自己免疫疾患のリスクを減少させ、樹状

細胞やマクロファージなどのプロフェショナルAPC中での遺伝的ワクチンの発現

を介して防御免疫の効率的な誘導を提供する

  遺伝的ワクチンに関連した安全上の問題点の1つは、宿主細胞中への外来抗原

の導入に続いて自己免疫疾患が起こる可能性があることであった。このリスクは

、適切な補助的刺激分子を発現するプロフェショナルAPC中で病原体抗原を特異

的に発現すれば、低減させることができる。遺伝的ワクチン接種に続いて病原体

抗原を発現する最も重要な細胞がどの細胞であるのかに関していくらか議論の余

地はあるが、プロフェショナルAPCが関与している可能性が高いと思われる。遺

伝的ワクチンベクターの筋肉内注射に続いて血液単球が抗原を発現すること、お
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よびワクチン接種された動物のリンパ節に由来する樹状細胞が効率的に抗原特異

的T細胞活性化を誘導することが明らかにされた(C. Bona, The First Gordon Co

nference on Genetic Vaccines, Plymouth, NH, July 21, 1997)。これらのデー

タと従来の研究とを合わせると、抗原または抗原ペプチドを発現する樹状細胞が

少数存在すれば、抗原特異的T細胞の活性化を誘導するのに十分であることが示

唆されることから(ThomasおよびLipsky, Stem Cells 14:196, 1996)、樹状細胞

やマクロファージなどのプロフェショナルAPC中で特異的に発現される遺伝的ワ

クチンを用いると、副作用の発生を最小限に抑えつつ防御免疫を効率的に提供で

きる可能性が高いという結論が支持される。

  確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに

非確率論的ポリヌクレオチド再集合用の基質の供給源として多様性のある天然物

を活用して、プロフェショナルAPC中で高い発現レベルを特異的に誘導するプロ

モーターおよびエンハンサーを取得する方法

  本発明は、プロフェショナルAPC中で高い発現レベルを特異的に誘導するプロ

モーターおよびエンハンサーを取得する方法を提供する。既存のAPC特異的ベク

ターでは、遺伝的ワクチン接種の後で十分な発現レベルは得られなかった。本発

明の方法には、APC特異的プロモーターまたは他の制御シグナルを含有する異な

る形態の核酸を基質として使用し、先に記載したように、確率論的(例えば、ポ

リヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレ

オチド再集合を行うことが含まれる。好適なプロモーターとしては、例えば、MH

CクラスII、ならびにCD11b、CD11c、およびCD40プロモーターが挙げられる。天

然の多種多様なプロモーターは、確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフ

リングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合用の基質の

非常に適切な供給源として活用できる。例えば、サル、ブタ、イヌ、ウシ、ネコ

、ウサギ、ラット、およびマウスに由来するゲノムDNAを取得することができ、

更に、既知の配列情報に基づいて最も保存された領域に特異的な多数のPCRプラ

イマーを使用することにより、適切な配列を取得することができる。最適プロモ

ーターの選択は、単核細胞系またはB細胞系、例えば、U937、HL60、またはJijoy

eにおいて、FACS選別を用いて行うことができる。このほか、プラスミドの回収
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率を改良するために、COS-1やCOS-7などのSV40+細胞系を使用することもできる

。既に報告されているように、IL-4およびGM-CSFの存在下で末梢血単球を培養す

ることによって得られるヒト樹状細胞中で更なる解析を行うことが可能である(C

hapuisら、(1997) Eur. J Immunol. 27: 43 1)。

      【００９４】

2.6.2.3. 誘導性プロモーター

  テトラサイクリンおよびホルモン誘導的発現系などの2つの基質の確率論的(例

えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポ

リヌクレオチド再集合を行って、プロモーター制御トランスジーン発現のin viv

oにおける発現レベルおよび誘導性を増大させる

  遺伝的ワクチンの特に望ましい性質は、無害の経口薬を単に摂取するだけでプ

ロモーター制御トランスジーン発現を誘導し、その結果として、免疫反応を増大

させる能力であろう。誘導性プロモーターに対する必須の要件は、低ベースライ

ン発現および強い誘導性である。強力なin vitro調節を示すいくつかのプロモー

ターが存在するが、それぞれの発現レベルおよび誘導性は低すぎてin vivoで使

用することはできない。本発明は、誘導的制御配列として機能する核酸の2以上

の変異体を基質として用いて、確率論的(例えば、ポリヌクレオチドシャッフリ

ングおよび中断合成)ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合を行うことに

より、これらの問題を克服する。好適な基質としては、例えば、テトラサイクリ

ンおよびホルモン誘導的発現系などが挙げられる。遺伝子発現を調節するために

使用されてきたホルモンとしては、例えば、エストロゲン、タモキシフェン(tom

oxifen)、トレミフェン、およびエクジソンが挙げられる(RamkumarおよびAdler 

(1995) Endocrinology 136: 536-542)。組換え誘導性プロモーターのライブラリ

ーは、先に記載したように、インデューサーの存在下または不在下でスクリーニ

ングされる。

  テトラサイクリン応答系は、遺伝子発現の誘導および停止を行う可能性を提供

する(エクジソン応答エレメントはもう１つの候補である)

  最も一般に使用されている誘導性遺伝子発現プロトコルは、遺伝子発現の誘導

および停止の両方を行う可能性を提供するテトラサイクリン応答系である(Gosse
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nおよびBujard (1992) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 89: 5547; Gossenら、(19

95) Science 268: 1766)。リプレッサー遺伝子は、プラスミド上に位置し、プロ

モーター中でオペレーターに結合する。テトラサイクリンまたはドキシサイクリ

ンは、リプレッサーの結合能力を調節する。興味深いことに、4個のアミノ酸が

変化すると、リプレッサーはアクチベーターに変換される。テトラサイクリン応

答系のほかに、誘導性プロモーター進化に対する他の候補としては、エクジソン

応答エレメントが挙げられる(Noら、Proc. Nat'l. Acad Sci. USA 93:3346,1997

)。

  誘導性プロモーターは、誘導性プロモーターの誘導を引き起こす薬剤を単に摂

取するだけで最初の投与に続いてワクチン用量を投与することのできる手段を提

供する

  本発明の方法を用いて得られるような誘導性プロモーターは、自己追加免疫性

ワクチンに有用である。特に、先に述べたようにして得られる安定に保持される

エピソーム的ベクターと組み合わせた場合、誘導性プロモーターは、誘導性プロ

モーターの誘導を引き起こす薬剤を単に摂取するだけで最初の投与に続いてワク

チン用量を投与することのできる手段を提供する。誘導性プロモーターの最適化

に好適なフローサイトメトリーに基づくスクリーニングプロトコルが、本明細書

中に図示されている。

  マウスモデルで自己追加免疫性ワクチンの機能を試験する

  先に記載したようなマウスモデルにおいて自己追加免疫性ワクチンの機能を試

験することができる。遺伝的ワクチンベクターを、正常マウスの皮膚中およびSC

IDヒト皮膚マウスのヒト皮膚中に注入する。B型肝炎表面抗原(HBsAg)または他の

表面抗原をコードする遺伝子を、これらのベクター中に組み入れる。この場合、

細胞培養物の上清およびマウスの循環系のHBsAgレベルを測定できるので、産生

された抗原のレベルを直接測定できる。抗原の発現を誘導する薬剤を、1、2、4

、及び6週間後に与え、HBsAgの発現レベルを調べる。更に、抗HBsAg抗体のレベ

ルを測定する。また、ELIにより見出された病原体抗原を含有するベクターをマ

ウスに注入し、特異的免疫反応を追跡する。

  SCIDヒト皮膚モデルとSCID-huマウスモデルとを併用して、ヒト免疫系での自
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己追加免疫性遺伝的ワクチンの機能をin vivoで評価する

  SCIDヒト皮膚モデルと従来のSCID-huマウスモデルとを併用すると(Roncarolo 

et al., Semin. Immunol. 8: 207, 1996)、ヒト免疫系での自己追加免疫性遺伝

的ワクチンの機能をin vivoで評価できるとともに、ヒトAb応答をin vivoで測定

できる。また、このモデルを用いると、HBsAgをコードする遺伝子を内蔵した新

規な遺伝的ワクチンベクターの経口追加免疫を行った後のHBsAgの産生を評価で

きる。

      【００９５】

２．６．３．遺伝的ワクチンの特異性および効力を増強する結合性ポリペプチド

の進化

  本発明は遺伝的ワクチンの標的細胞に入る能力を増強することができるポリペ

プチドをコードする組換え核酸を取得するための方法をも提供する。DNA取込み

に関与する機構はよくわかっていないが、本発明によれば、細胞および適切な細

胞区画への進入が増強された遺伝的ワクチンを取得することが可能になる。

遺伝的ワクチン核酸に結合すると同時に標的細胞にも結合する能力がある進化さ

せたタンパク質で核酸をコーティングすることによる、遺伝的ワクチン核酸の所

定の細胞型による取込みの効率および特異性の増強

  １実施形態において、本発明は、遺伝的ワクチン核酸に結合すると同時に標的

細胞にも結合する能力がある進化させたタンパク質で核酸をコーティングするこ

とによる、遺伝的ワクチン核酸の所定の細胞型による取込み効率および特異性を

増強する方法を提供する。ベクターをin vitroまたはin vivoでタンパク質と接

触させることができる。後者の状況では、そのベクターを含有する細胞中で、場

合によってはそのベクター内の１コード配列から、タンパク質を発現させる。進

化させる核酸結合タンパク質は通常は核酸に結合する活性を有するが、必ずしも

核酸DNAの取込みを増強または変更する何らかの既知の能力を持つ必要はない。

これらの方法で使用することができるDNA結合タンパク質

  これらの方法で使用することができるDNA結合タンパク質として、限定するわ

けではないが、転写調節因子、DNA複製（例えばrecA）ならびに再集合（および

／または本明細書に記載する１以上のさらなる定方向進化法）に関与する酵素、
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ならびにDNA上で構造的機能を果たすタンパク質（例えばヒストン、プロタミン

）が含まれる。使用することができるその他のDNA結合タンパク質として以下の

ものが含まれる：ファージ434リプレッサー、ラムダファージclおよびcroリプレ

ッサー、大腸菌CAPタンパク質、myc、ロイシンジッパーならびにfosおよびjunな

どのDNA結合基本ドメインを有するタンパク質、Drosophilaの一対のタンパク質

などの'POU'ドメインを有するタンパク質、TFIIIA中に見出だされるCys２His２

亜鉛フィンガー、酵母Gal4中に見出だされるようなZn２(Cys)６クラスター、レ

トロウイルスヌクレオキャプシドタンパク質中に見出だされるCys３Hisボックス

、なら びに核ホルモン受容体型タンパク質中に見出だされるZn２(Cys)８クラス

ターなど の、構造が金属イオンキレートに依存するドメインを有するタンパク

質、ファージP22 ArcおよびMntリプレッサー（Knightら(1989)J Biol.Chem.264:

3639-3642およびBowie & Sauerk(1989) J Biol.Chem.264:7596-7602参照）。RNA

結合タンパク質はBurd & Dreyfuss(1994) Science 265:615-621に総括されてお

り、これにはHIV TatおよびRevが含まれる。

再集合(および／または本明細書に記載する１以上のさらなる定方向進化法)を実

施するための形式

  本発明の別の方法と同様に、改善または変更された取込み効率の獲得に向けた

DNA結合タンパク質の進化は再集合（および／または本明細書に記載する１以上

のさらなる定方向進化法）ならびにスクリーニングの１以上のサイクルによって

、効果が上がる。出発基質は上記のような核酸結合タンパク質の１つの天然また

は誘導変異体をコードする核酸セグメントとすることができる。核酸セグメント

は再集合（および／または本明細書に記載する１以上のさらなる定方向進化法）

ステップのためにベクター中にまたは単離された形態で存在させることができる

。再集合（および／または本明細書に記載する１以上のさらなる定方向進化法）

は本明細書に記載するどの形式によっても進行させることができる。

  スクリーニングの目的では、再集合された（および／または本明細書に記載す

る１以上の定方向進化法に付した）核酸セグメントは、典型的にはベクター中に

挿入される。ただしその再集合（および／または本明細書に記載する１以上のさ

らなる定方向進化法）ステップ中にすでにそうしたベクター中に存在するように
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なっていない場合である。

特異的結合部位を認識するDNA結合タンパク質のためのベクター中への結合部位

の導入

  ベクターは一般的に取込みが要望される細胞型中で発現され得る選択マーカー

をコードする。進化させるDNA結合タンパク質がある特異的結合部位を認識する

（例えばlacl結合タンパク質はlacOを認識する）ならば、ベクター中にその結合

部位を含ませることができる。場合によって、ベクターに複数の結合部位を縦列

に含ませることができる。

組換えセグメントを含有するベクターの宿主細胞中への形質転換およびDNA 結合

タンパク質へのベクターの結合を分断しない温和な条件下での細胞の溶解

  各種の組換えセグメントを含有するベクターを宿主細胞、通常は大腸菌中に形

質転換し、組換えタンパク質を発現させ、そしてその遺伝子物質をコードするベ

クターに結合させる。大部分の細胞は単一のベクターのみを取り込むので、形質

転換の結果、大部分が単一種のベクターを含有する細胞の一集団が生成する。発

現および結合させるために適切な期間の後、DNA結合タンパク質へのベクターの

結合を分断しない温和な条件下で、細胞を溶解させる。例えば、35 mM HEPES（K

OHによってpH 7.5に調整）、0.1 mM EDTA、100 mM グルタミン酸Na、5％グリ セ

ロール、0.3 mg/ml BSA、1 mM DTTおよび0.1 mM PMSFプラスリゾチーム（10 mg/

mlを0.3-ml）からなる溶解バッフ寒天好適である（Schatzら、US5,338,665 参照

）。次にベクターと核酸結合タンパク質の複合体を取込みに好適な条件下で、取

込みの改善または変更が要請される型の細胞と接触させる。好適なレシピエント

細胞としては、DNAワクチン導入の一般的な標的であるヒト細胞型が挙げられる

。これらの細胞としては、筋細胞、単球／マクロファージ、樹状細胞、Ｂ細胞、

ランゲルハンス細胞、角化細胞および腸管のＭ細胞が挙げられる。スクリーニン

グのために、例えばヒト、マウスおよびサルを含む哺乳類からの細胞を使用する

ことができる。初代培養細胞および細胞系から取得された細胞の両方が好適であ

る。

      【００９６】

マーカーを発現する細胞の回収およびその後の選択ラウンドのための組換えセグ
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メントの富化

  インキュベート後、細胞をプレーティングし、組換えセグメントを含有するベ

クター中に存在する選択マーカーの発現について選別する。マーカーを発現する

細胞を回収する。これらの細胞を、相当する組換えセグメントをコードするベク

ターの取込みを増強する核酸結合タンパク質をコードする組換えセグメントにつ

いて、富化する。次に、マーカーを発現する細胞からの組換えセグメントを、そ

の後の選択ラウンドにかける。通常、組換えセグメントを最初に例えばPCR増幅

ま たは全ベクターの回収によって、細胞から回収する。次に組換えセグメント

を互いに若しくは別の起源のDNA結合タンパク質変異体と再集合させ（および／

または１以上の本発明に記載する定方向進化法に付し）、新たな組換えセグメン

トを作製する。この新たな組換えセグメントを前記と同様の方法でスクリーニン

グする。

細胞中へのDNA導入の効率を増大させる目的で特にヒストンタンパク質のカルボ

キシおよびアミノ末端ペプチドの伸長部を進化させるための、確率論的（例えば

ポリヌクレオチドシャッフルおよびインターラプト合成）ならびに非確率論的ポ

リヌクレオチド再集合の使用

  最適化した核酸結合ドメインを進化させるための方法の１例には、ヒストン遺

伝子の（場合によって本明細書に記載するさらなる定方向進化法と組合せた）再

集合が含まれる。ヒストンが縮合したDNAは細胞中への遺伝子の導入の増強をも

たらすことができる。例えばFritzら（1996）Human Gene Therapy 7:1395-1404 

を参照されたい。そこで、ヒストンタンパク質、特にカルボキシおよびアミノ末

端ペプチドの伸長部を進化させるために、確率論的（例えばポリヌクレオチドシ

ャッフルおよびインターラプト合成）ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集

合を使用して、細胞中へのDNA導入の効率を増強することができる。この手法に

おいて、そのヒストンはこれが結合することになるDNA中にコードされている。

ヒストンライブラリーの構築

  ヒストンライブラリーを例えば1）天然の多様種からの多くの関連するヒスト

ン遺伝子の（場合によって本明細書に記載するその他の定方向進化法と組合せた

）再集合、2）ヒストンのN-およびC-末端配列でのランダムまたは部分的にラン
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ダム化したペプチドの付加、3）N-またはC-末端への、全cDNAライブラリー、核

酸タンパク質リガンドライブラリーなどの予備選択したタンパク質コード領域の

付加、によって構築することができる。これらのタンパク質を部分的にランダム

化し、リンカーのライブラリーによってヒストンに連結することができる。

核酸結合部位を進化させるための出発基質が別種の結合部位を含有し、これらの

部位の組換え体形態を核酸結合タンパク質をもコードするベクターの成分として

スクリーニングする

  上記の操作の変法において、核酸結合性タンパク質の代わりに、またはそれと

ともに、その核酸結合タンパク質によって認識される結合部位を進化させること

ができる。核酸結合部位は、その出発基質が別種の結合部位を含有し、これらの

部位の組換え体形態を核酸結合性タンパク質をもコードするベクターの成分とし

てスクリーニングする以外は、核酸結合タンパク質に類似の操作法で進化させる

。

進化させたDNA結合タンパク質が高度の配列特異性を持たず、またスクリーニン

グに使用するベクターのどの部位がそのタンパク質に結合するかが明確に分かっ

ていない場合は、ワクチン導入または治療に効果を上げるのに必要な付加的配列

とともにスクリーニングベクター配列の全部または大部分をベクターに含ませる

べきである

  DNA結合タンパク質をコードする進化させた核酸セグメントおよび／または進

化させたDNA結合部位を遺伝的ワクチンベクター中に含ませることができる。DNA

結合タンパク質の親和性が既知のDNA結合部位に対して特異的ならば、遺伝子治

療に効果を上げるために必要とされるその他のコード配列および調節配列ととも

に、その結合部位およびDNA結合性タンパク質をコードする配列を遺伝的ワクチ

ンベクター中に含ませれば十分である。いくつかの例において、進化させたDNA

結合タンパク質が高度の配列特異性を持たず、またスクリーニングに使用するベ

クターのどの部位がそのタンパク質に結合するかが明確に分かっていないことが

ある。これらの状況では、ワクチン導入または治療に効果を上げるのに必要な付

加的配列とともに、スクリーニングベクター配列の全部または大部分をベクター

に含ませるべきである。M13タンパク質VIIIを利用する代表的な選択スキームを
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本明細書に示し、説明し、そして／または引用する（参照により組み込むものを

含む）。

対象の標的細胞

  対象の標的細胞として、例えば筋細胞、単球、樹状細胞、Ｂ細胞、ランゲルハ

ンス細胞、角化細胞および腸管のＭ細胞などが含まれる。細胞型のそれぞれにつ

いて使用するのに好適な細胞特異的リガンドは当業者に知られている。例えば、

抗原提示細胞への結合を導く好適なタンパク質として、CD2、CD28、CTLA-4、CD4

0リガンド、フィブリノーゲン、X因子、ICAM-1、-グリカン（ザイモサン）、お

よび免疫グロブリンGのFc部分が含まれる（Weir's Handbook of Experimental I

mmunology,L.A.Herzenberg,D.M.Weir,L.A.Herzenberg,C.Blackwell(編),第5版、

第IV巻、第156および174章）。なぜならば、これらのそれぞれのリガンドは樹状

細胞、単球／マクロファージ、Ｂ細胞およびランゲルハンス細胞を含むAPC上に

存在するからである。細菌エンテロトキシンまたはそのサブユニットも標的の目

的の対象である。

      【００９７】

LPSはベクターと単球間の相互作用を促進し、またおそらくアジュバントと して

も作用して、免疫応答の能力をさらに高める

  単球などのAPCに進入して活性化するベクターの能力はベクターを少量のリポ 

多糖類（LPS）でコーティングすることによっても強化することができる。

  これはベクターと単球間の相互作用を促進する。単球がLPSのための細胞表面

受容体を持っているからである。この免疫刺激活性によって、LPSはおそらくア

ジュバントとしても作用して、免疫応答の能力をさらに高める。

細胞表面受容体への付着の改善、腸上皮細胞への進入およびそれを通過する輸送

の改善、ならびにB細胞若しくはその他のAPC類への結合の改善およびその活性化

のために、エンテロトキシンの受容体結合成分を進化させることができる

  ある種の病原性細菌によって産生されるエンテロトキシンは、細胞に結合する

ことによってワクチン、抗原、遺伝子治療用ベクターおよび医薬タンパク質の送

達を強化する薬剤として有用である。本発明の代表的な１実施形態において、細

胞表面受容体への付着の改善ならびに腸上皮細胞への進入およびそれを通過する
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輸送の改善のために、Vibrio choleraeおよび大腸菌のエンテロトキシン原株由

来のエンテロトキシンの受容体結合成分を進化させる。その上、B細胞若しくは

その他のAPC類への結合およびその活性化の改善のために、これらを進化させる

ことができる。対象とする抗原をこれらのトキシンサブユニットに融合させて、

タンパク質の経口送達におけるこの手法の実現性を例証し、また進化させたエン

テロトキシンサブユニットのスクリーニングを促進することができる。こうした

抗原の例として、成長ホルモン、インスリン、ミエリン塩基性タンパク質、コラ

ーゲンおよびウイルス外被タンパク質が含まれる。

組換えエンテロトキシンの結合部分の核酸のライブラリーを含有するベクターを

宿主細胞の集団にトランスフェクトし、そこで組換えエンテロトキシンの結合部

分の核酸を発現させて組換えエンテロトキシンの結合部分のポリペプチドを形成

させる

  これらの方法には、エンテロトキシンの好ましくは非毒性の受容体結合部分を

コードするポリヌクレオチドを含む核酸の少なくとも第１および第２形態の再集

合（ならびに／または本明細書に記載する１以上の定方向進化法の実施）が含ま

れる。第１および第２形態は２以上のヌクレオチドが互いに異なっているので、

確率論的（例えばポリヌクレオチドシャッフルおよびインターラプト合成）なら

びに非確率論的ポリヌクレオチド再集合の結果、組換えエンテロトキシンの結合

部分の核酸のライブラリーが生成する。好適なエンテロトキシンとして、例えば

V choleraeエンテロトキシン、大腸菌のエンテロトキシン原株由来のエンテロト

キシン、サルモネラトキシン、シゲラトキシンおよびカンピロバクタートキシン

が含まれる。組換えエンテロトキシンの結合部分の核酸のライブラリーを含有す

るベクターを宿主細胞の集団にトランスフェクトし、そこで組換えエンテロトキ

シンの結合部分の核酸を発現させて組換えエンテロトキシンの結合部分のポリペ

プチドを形成させる。好ましい実施形態において、組換えエンテロトキシンの結

合部分のポリペプチドをバクテリオファージ粒子の表面上の融合タンパク質とし

て発現させる。このライブラリーを標的細胞の細胞表面受容体と接触させて、ど

の組換えエンテロトキシンの結合部分のポリペプチドが標的細胞受容体との結合

能力の増強を示すかを決定することによって、組換えエンテロトキシンの結合部
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分のポリペプチドをスクリーニングすることができる。細胞表面受容体は標的細

胞自体の表面に存在させても、別の細胞に付着させてもよく、あるいは細胞に結

合していない細胞表面受容体を使用して結合を試験することもできる。好適な細

胞表面受容体の例として、例えばGmIが含まれる。同様に、Ｔ細胞受容体およびM

HCクラスII分子への結合の変更（増大または減少）のために細菌の超抗原を進化

させることができる。これらの超抗原は抗原非特異的にＴ細胞を活性化する。

  Ｔ細胞受容体／MHCクラスII分子に結合する超抗原としてスタフィロコッカス 

エンテロトキシンＢ、Urtica dioica超抗原（Musetteら(1996) Eur.J Immunol.2

6:618-22）およびスタフィロコッカスエンテロトキシンＡ（Bavariら(1996) J I

nfect.Dis.174:338-45）が含まれる。MHCクラスＨ分子に結合する超抗原を選別

する際に、ファージ展示が効果的であることが示された（WungおよびGascoigne(

1997) J Immunol.Methods.204:33-41）。

CTおよびCT-Bの両方がin vivoで強力なアジュバント活性を有することが示され

、またこれらは抗原およびワクチンの経口送達後の免疫応答を強化する

  コレラトキシン（CT）は５個のＢサブユニット（CT-B）に共有結合した１個の

毒性のＡサブユニット（CT-A）からなる84,000ダルトンのオリゴマータンパク質

である。CT-Bは受容体結合成分として機能し、哺乳動物細胞表面のGＭ１、ガン

グリオシド受容体に結合する。毒性のＡサブユニットはCTの機能にとって必須で

はなく、CT-Aの不在下では機能性のCT-Bの５量体が形成され得る（Lebensおよび

Holingren(1994) Dev.Biol.Stand.82:215-227）。CTおよびCT-Bの両方がin vivo

 で強力なアジュバント活性を有することが示され、またこれらは抗原およびワ

クチンの経口送達後の免疫応答を強化する（Czerkinskyら(1996) Ann.NY Acad.S

ci.778:185-93；Van Cottら(1996) Vaccine 14:392-8）。その上、ミエリン塩基

性タンパク質とコンジュゲートさせたCT-Bの単回投与で、自己免疫脳脊髄炎（EA

E）、マウスモデルの多発性硬化症の発症が予防された（Czerkinskyら、上記）

。さらに、臨床症状の開始後（７日）のCT-Bとコンジュゲートしたミエリン塩基

性タンパク質の動物への給餌で、これらの動物の症状が軽減された。大腸菌のエ

ンテロトキシン、サルモネラトキシン、シゲラトキシンおよびカンピロバクター

トキシンなどのその他の細菌トキシンはCTと構造的に類似している。大腸菌のエ
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ンテロトキシンはCTと同一のA-B構造を持ち、また配列相同性をも持ち、機能的

類似性を共有している。

ファミリー内の確率論的（例えばポリヌクレオチドシャッフルおよびインターラ

プト合成）ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合は各種の細菌種からのエ

ンテロトキシンをコードする核酸間で実現性がある

  ポリヌクレオチド（例えば遺伝子、プロモーター、エンハンサー、イントロン

など）の再集合（場合によって本発明に記載するその他の定方向進化法と組合せ

た）によって、細菌エンテロトキシンを親和性および細胞への進入を改善するた

めに進化させることができる。大腸菌由来のエンテロトキシンサブユニットとCT

-B間の類似性は78％であり、９ヌクレオチド以上の完全に保存された領域がいく

つか見られる。大腸菌の２つの異なる株からのＢサブユニットは配列およびタン

パク質レベルの両方で98％の相同性を有する。このように、ファミリー内の確率

論的（例えばポリヌクレオチドシャッフルおよびインターラプト合成）ならびに

非確率論的ポリヌクレオチド再集合は各種の細菌種からのエンテロトキシンをコ

ードする核酸間で実現性がある。

      【００９８】

トキシンに融合させた抗原に特異的なモノクローナル抗体の存在下で寒天中で細

菌を培養することによる、V choleraeによるキメラタンパク質の分泌のスクリー

ニング

  実験によって進化させた（例えばポリヌクレオチド再集合および／またはポリ

ヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって）トキシンサブユニットのライブラ

リーをV choleraeなどの好適な宿主細胞中で発現させることができる。安全性の

理由により、毒性のCT-Aを欠損した株が好ましい。対象とする抗原を受容体結合

サブユニットに融合させることができる。トキシンに融合させた抗原に特異的な

モノクローナル抗体の存在下で寒天中で細菌を培養することによって、V choler

aeによるキメラタンパク質の分泌をスクリーニングすることができ、そして分泌

のレベルをコロニーの周囲の寒天中の免疫沈降として検出する。

GＭ１、ガングリオシド受容体およびその他の受容体への結合を向上させるた め

の進化、ならびにトキシンに融合させた抗原に特異的なモノクローナル抗体によ



(220) 特表２００３－５２４３９２

る受容体とキメラ融合タンパク質間の結合の検出

  機能性エンテロトキシンサブユニットを分泌するコロニーを検出するために、

GＭ１、ガングリオシド受容体を寒天に添加することもできる。次に、有意なレ

ベルの融合タンパク質を産生するコロニーを96ウェルプレート中で培養し、細胞

または溶液中の受容体に結合することができる分子の存在について、培地を試験

する。細胞表面上または溶液中のGＭ１、ガングリオシド受容体へのキメラ融合

タンパク質の結合は、トキシンに融合させた抗原に特異的なモノクローナル抗体

によって検出することができる。細胞全体を使用するアッセイはGＭ１、ガング

リオ シド受容体以外の受容体に対する結合も向上させるように進化させること

ができるという利点がある。これらのアッセイに野生型エンテロトキシンの濃度

を増加させながら添加すると、受容体に結合する親和性が向上した突然変異体を

検出することができる。トキシンの親和性および特異性は表面プラスモン共鳴（

Kuziemkoら(1996) Biochemistry 35:6375-84）によって決定することもできる。

細菌発現系における、大規模生産の利点およびファージ上での発現に関係する問

題の回避

  細菌発現系の利点は、大規模生産で使用する可能性がある細菌によって融合タ

ンパク質が分泌されることである。さらに、融合タンパク質は選別中に溶液中に

あるので、ファージ上での発現に関係して生じ得る問題（ファージ上でのみ機能

する突然変異体の選択の傾向など）を回避することができる。

親和性が向上したエンテロトキシンを同定するためのスクリーニングの場合、フ

ァージ展示によって、突然変異体をin vivoアッセイで簡単にさらに選択するこ

とができる

  それでも、ファージ展示は親和性が向上したエンテロトキシンを同定するため

のスクリーニングにとって有用である。実験によって進化させた（例えばポリヌ

クレオチド再集合および／またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によっ

て）突然変異体のライブラリーをM13などのファージ上で発現させることができ

、親和性が向上した突然変異体を例えば溶液中または細胞表面上のGＭ１、ガン

グリオシド受容体への結合に基づいて選択することができる。この手法の利点は

、突然変異体を下記のようなin vivoアッセイで簡単にさらに選択することがで
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きる点である。M13タンパク質VIIIへの融合を使用するスクリーニング手法を本

明細書に図示する。

組換え結合部分が細胞中で発現し、核酸結合ドメインに結合して、ベクター－結

合部分複合体を形成する

  最後に、生成する進化したエンテロトキシンをDNA結合タンパク質と融合させ

て、遺伝的ワクチンベクターをこの融合タンパク質でコーティングすることがで

きる。確率論的（例えばポリヌクレオチドシャッフルおよびインターラプト合成

）ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合を別々に、その際再集合（場合に

よって本明細書に記載する別の定方向進化法と組み合わせた）後に２つのドメイ

ンを集合させるか、あるいは組合せた反応によって実施することができる。再集

合（場合によって本明細書に記載する別の定方向進化法と組み合わせた）の結果

、組換え結合部分の核酸のライブラリーが産生され、これはそのライブラリーと

ともにその核酸結合ドメインに特異的な結合部位を含有するベクターを宿主細胞

の集団中にトランスフェクトすることによって、スクリーニングすることができ

る。結合部分が細胞中で発現し、核酸結合ドメインに結合してベクター－結合部

分複合体を形成する。次に、このベクター－結合部分複合体の結合を破壊しない

条件下で、宿主細胞を溶解することができる。

ベクターを含有する細胞から、最適化された組換え結合部分の核酸を単離する

  次に対象とする細胞とベクター－結合部分複合体を接触させ、その後ベクター

を含有する細胞を同定し、そして該細胞から最適化された組換え結合部分の核酸

を単離する。

当初同一のDNAを取込む細胞（哺乳動物細胞）中に取り込まれる標的DNAのコピー

数の増加

  本発明によって、哺乳動物細胞による標的DNAの強化された取込みを獲得する

ための別の方法も提供される。特定すると、その方法は当初同一のDNAを取込む

細胞中に取り込まれる標的DNAのコピー数を増加するものである。

      【００９９】

DNAの標的分子を取込む細胞（膜に結合したDNA結合ドメインの細胞表面での発現

）はその因子を発現し、細胞外に残留する標的DNAに対する特異的親和性が増加
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するが、DNAを取込まなかった細胞は競合的には不利となる。なぜならば、これ

らは特異的に媒介されるDNAの取込みに必要な細胞表面の標的DNAに特異的な結合

ドメインを産生しないからである

  この方法は、標的DNA配列中にコードされている、例えば転写因子の膜に結合

したDNA結合ドメインの細胞表面の発現に有用である。これには結合ドメインの

ための同族体認識配列も含まれる。細胞中への標的DNAの１分子の取込み（任意

の方法、受動的取込み、エレクトロポレーション、浸透圧ショック、その他のス

トレスによる）はポリヌクレオチド結合ドメインをコードする遺伝子の転写をも

たらす。結合ドメインをコードする遺伝子を、該結合ドメインが膜に固定された

形態で発現するように、遺伝子工学的に操作する。例えば、結合ドメインのカル

ボキシル末端にアミノ酸の疎水性ストレッチをコードさせて、この末端配列の部

分的開裂後にホスホイノシトールグリカン（PIG）コンジュゲーションをもたら

すことができる。これは次に結合ドメインの細胞表面への移動および配置をもた

らす。DNAの第１の分子を取込んだ同一の細胞はその因子を発現し、細胞外に残

留する標的DNAに対する特異的親和性が増加する。DNAを取込まなかった細胞は競

合的には不利となる。なぜならば、これらは特異的に媒介されるDNAの取込みに

必要な細胞表面の標的DNAに特異的な結合ドメインを産生しないからである。

  標的DNAの標的細胞への増強された結合は、DNAの内在化の効率および所望の細

胞内機能を増強する。このプロセスは最初にDNAを取込む細胞中へのDNAの取込み

の増加について正のフィードバックを示す。

任意の特定の標的DNAについてどの転写因子または因子の組合せを使用すべ きか

を決定するための実用的手段

  環状若しくは線状プラスミド、オリゴヌクレオチド、細菌若しくは哺乳動物染

色体断片、のいずれかの標的DNAを遺伝子工学的に操作して、哺乳動物若しくは

細菌転写因子のDNA認識配列の１以上のコピーを生成させる。多くの標的配 列は

元来そうしたモチーフの１以上を生成するはずであり、これらを配列解析によっ

て同定することができる。これらの因子によって認識される内在性モチーフも、

その標的DNAが転写因子の１以上のパネルに結合することを適切なアッセイ形式

において証明することによって、実験によって同定することができる。これによ
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って、任意の特定の標的DNAについてどの転写因子または因子の組合せを使用す

べきかを決定するための実用的手段が提供される。

小さなオリゴヌクレオチド若しくはDNAプラスミドの場合、および細胞表面に２

つ以上のDNA結合タンパク質を発現させようとする場合のモチーフ

  小さなオリゴヌクレオチド若しくはDNAプラスミド（DNAワクチンに使用するも

のなど）の場合、適切なモチーフを配列中で遺伝子工学的に操作することができ

る。標的配列中に、特定のモチーフの１個以上のコピーを縦列にまたは分散させ

て遺伝子工学的に操作することができる。あるいは、細胞表面に２以上のDNA結

合性 タンパク質を発現させようとする場合、１セットの異なるモチーフを縦列

にまたは離して遺伝子工学的に操作することができる。

      【０１００】

２．６．４．バクテリオファージベクターの進化

高度に新規で、強力な遺伝的ワクチンベヒクルを迅速に進化させるための、確率

論的（例えばポリヌクレオチドシャッフリングおよびインターラプテッド合成）

ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合、ファージ遺伝学ならびに展示技術

の使用

  本発明は遺伝的ワクチンベクターとして使用するための所望の性質を示すバク

テリオファージベクターを取得するための方法を提供する。本発明によって提供

される手法の背後にある原理は、高度に新規で、強力な遺伝的ワクチンベヒクル

を迅速に進化させるために、確率論的（例えばポリヌクレオチドシャッフリング

およびインターラプテッド合成）ならびに非確率論的ポリヌクレオチド再集合の

力と、バクテリオファージ遺伝学の驚くべき威力およびファージ展示技術の細菌

の進歩の成果とを組み合わせるものである。

ワクチンに対する免疫応答の反応速度論および能力を増大させることによって効

率を最大にする、病原体からの抗原の専門化APCへの送達のための方法

  進化させたワクチンベヒクルは、(1)抗体反応の誘導のため、これらのAPCの表

面上に天然型で抗原を提示するか、または(2)細胞内発現、プロセシングおよびC

TLへの提示のため、APCに選択的に侵入してDNAワクチン構築物をAPCに送達する

。 病原体からの抗原の専門化APCへの送達のためのさらに有効な方法は、ワクチ
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ン に対する免疫応答の反応速度論および能力を増大させるものである。

病原性抗原を中和するのに十分な親和性を有する抗体の産生のために必須の親和

性成熟プロセスが胚中心（脾臓）中で発生し、そこで小胞樹状細胞がタンパク質

抗原をＢ細胞に提示し、そして処理された抗原フラグメントをＴ細胞に提示し、

それによって免疫感作する抗原に対する免疫応答の反応速度論および能力を増大

させるのに必須のFDCへの抗原の効率的な送達が実行される

  本発明の方法にしたがって進化させる遺伝的ワクチン送達用ベヒクルは、超抗

原若しくはコレラトキシンなどのウイルスエピトープ若しくは病原性トキシンを

効果的に中和することができる高親和性抗体の迅速な誘導のために特に価値があ

る。高親和性抗体は低親和性一次応答抗体の体細胞突然変異によって生成される

。このいわゆる親和性成熟プロセスは病原性抗原を中和するのに十分な親和性を

有する抗体の産生のために必須である。親和性成熟は脾臓中の胚中心で発生し、

そこで専門化抗原提示細胞である小胞樹状細胞（FDC）がタンパク質抗原をＢ 細

胞に提示し、また処理された抗原フラグメントをＴ細胞に提示する。体細胞突然

変異を起こし、クローンとして拡張しているＢ細胞集団を、抗原に対する親和性

が向上した抗体を発現する突然変異Ｂ細胞に関して選択する。こうして、FDCへ

の抗原の効率的な送達は、免疫感作抗原に対する免疫応答の反応速度論および能

力を増大させる。その上、抗原特異的Ｔ細胞を刺激するためにはMHCに結合した

処理された抗原が必要とされる。遺伝的ワクチンはクラスI MHC制限応答の感作

において、特に有効である。それは抗原の細胞内発現の結果、抗原フラグメント

がクラスI MHC経路に移動するためである。このように、遺伝的ワクチン構築物

またはタンパク質抗原をFDCに送達することができる侵入性バクテリオファージ

は有用である。

進化の目的のために好ましいバクテリオファージは、遺伝的に十分特性決定され

ており、外来タンパク質エピトープの展示のために開発されたものである（特に

注目したのはM13バクテリオファージである。これは対象とする細胞標的へのタ

ンパク質若しくはDNAワクチンベヒクルの効率的で標的化した送達のために多目

的性で高度に進化し得るベヒクルである小さな繊維状ファージである）

  いくつかのバクテリオファージのいずれでも本発明の方法に従って進化させる
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ことができる。これらの目的のために好ましいバクテリオファージは遺伝的に十

分特性決定されており、外来タンパク質エピトープの展示のために開発されたも

のである。これらとして、例えばラムダ、T7、およびM13バクテリオファージが

含まれる。繊維状ファージM13が本発明の方法での使用のために特に好ましいベ

クターである。M13はバクテリオファージ粒子の表面上で機能性の折畳み形態で

ポリペプチドフラグメントを展示させるために広く使用されてきた小さな繊維状

ファージである。こうした展示目的のため、遺伝子IIIおよび遺伝子VIIIコート

タンパク質の両方にポリペプチドを融合させた。このように、M13は対象とする

細胞標 的へのタンパク質若しくはDNAワクチンベヒクルの効率的で標的化した送

達のために多目的性で高度に進化し得るベヒクルである。

      【０１０１】

バクテリオファージベクターについて例示され、その他のタイプの遺伝的ワクチ

ンベクターにも適用し得る方法（実験によって進化させた（例えばポリヌクレオ

チド再集合および／またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって）細

菌侵入性タンパク質を使用する、効率的なファージの送達、APCへのホーミング(

homing) 、および標的細胞への侵入）の改善

  以下の３つの特性はバクテリオファージ遺伝的ワクチンベクターを進化させる

ために本発明の方法の使用によって達成することができる改善のタイプの例であ

る：実験によって進化させた（ポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌク

レオチド部位飽和突然変異誘発によって）細菌侵入性タンパク質を使用する、(1

)吸入または経口送達による血流へのファージの効率的な送達、(2)APCへの効率

的なホーミング、ならびに(3)標的細胞への効率的な侵入。M13を使用する場合、

遺伝子IIIおよび遺伝子VIIIコートタンパク質の両方に融合させることによって

、２つの進化させた特性を単一のファージ粒子中に組合せることができる。これ

らの研究を実験用マウスなどの試験用動物において実施して、進化させた構築物

をワクチンベヒクルとしてのその効力について迅速に特性決定することができる

ようにすることができる。進化させた吸入性および／または経口送達性ベヒクル

ならびに進化させたインベーシンはそのままヒト細胞での使用に転換することが

でき、一方試験動物のAPCにホーミングする能力の進化において開発された原理
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は、ヒトAPCについて類似の選択を実施することによって、容易にヒト細胞に転

換され得る。これらの方法はバクテリオファージについての代表例であるが、こ

の方法をその他のタイプの遺伝的ワクチンベクターに適用することもできる。

      【０１０２】

２．６．４．１．吸入または経口送達によるバクテリオファージベヒクルの効率

的な送達の進化

肺を経由して血流中に吸収させることができる吸入性コロイドへのタンパク質の

製剤化方法（本発明に包含される調製方法）

  本発明は吸入または経口適用による投与時に効率的に血流中に送達することが

できる遺伝的ワクチンベクターを取得するための方法を提供する。肺を経由して

血流中に吸収させることができる吸入性コロイドへのタンパク質の製剤化方法が

開発された。タンパク質が血流中に輸送される機構は明確には解明されていない

ので、進化による方法によって容易に改善を達成し得る。１例としてM13を使用

すると、本発明は、例えばペプチドリガンド、接着分子、細菌エンテロトキシン

およびランダムに断片化したcDNAのライブラリーの調製を包含する。これらを例

えばM13の遺伝子IIIに融合させる。＞10１０の個々の融合物のライブラリーはこ

の技術を用いて容易に達成され得る。

血流中に入るM13を、回収し、大腸菌細胞中で増幅し、富化のラウンドをい くつ

か通過させ、そして全ファージゲノムを配列決定および再集合（場合によって本

明細書中に記載するその他の定方向進化法と組合せて）させ、またそのファージ

を送達、回収、増幅および再集合（場合によって本明細書中に記載するその他の

定方向進化方法と組合せた）の反復サイクルにかけることによって、さらに特性

決定および進化させることができる

  スクリーニングには、マウスなどの試験動物に鼻腔内送達する標準的なコロイ

ド製剤中の高力価原液（好ましくは＞10１２ファージ粒子）の調製が含まれる。

確認日の過程にわたって、血液サンプルを採取し、循環するファージを大腸菌中

で増幅させる。M13は静脈注射後に血液中で長期間循環することが確認されてい

るので、肺を経由して血流中に入るのに成功するファージを効率的に回収して大

腸菌細胞中で増幅させ得ることを期待するのは合理的である。好ましい実施形態
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において、鼻腔内送達して血流中に効率的に入ることができるファージを富化す

るために、当初のライブラリーに何回かの富化ラウンドを適用する。候補クロー

ンをその相対的進入効率について典型的には個別に試験し、最良のクローンを配

列決定によってさらに特性決定し、効率的な送達（cDNAライブラリーから特定の

目的の）を与える融合物の性質を同定することができる。全ファージゲノムを再

集合させ（場合によって本明細書中に記載するその他の定方向進化法と組合せて

）、またそのファージを送達、回収、増幅および再集合（場合によって本明細書

中に記載するその他の定方向進化法と組合せた）の反復サイクルにかけることに

よって、選択したクローンを進入の改善のためにさらに進化させることができる

。

経口摂取した時に有効なワクチンベクターを取得するために、再集合（場合によ

って本明細書中に記載するその他の定方向進化法と組合せた）によって調製した

組換えベクターを投与し、生存している安定なベクターを胃から回収し、そして

血流および／またはリンパ組織に効率的に進入するベクターを血液／リンパから

回収することができる

  経口送達した時に有効なワクチンベクターを取得するために、類似の方法を使

用する。遺伝的ワクチンベクターライブラリーを確率論的（例えばポリヌクレオ

チドシャッフルおよびインターラプト合成）ならびに非確率論的ポリヌクレオチ

ド再集合によって調製する。その組換えベクターをパッケージングし、試験動物

に投与する。例えば生存しているベクターを胃から回収することによって、胃／

腸環境で安定なベクターを回収する。血液／リンパに到達するベクターを回収す

ることによって、血流および／またはリンパ組織に効率的に進入するベクターを

同定することができる。この選択方法の図式説明を本明細書に示し、説明し、お

よび／または引用する（参照により組み込むものを含む）。

      【０１０３】

２．６．４．２．バクテリオファージベヒクルのAPCへの効率的なホーミングの

ための進化

２つの選択形式：第１はAPCに選択的に結合するファージについて 上記の(Ａ)で

使用したランダムペプチドリガンドおよびcDNAのライブラリーを、負または正の
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選択のいずれかを使用して富化することからなり、第２はファージライブラリー

を静脈注射し、目的の標的器官を採取し、音波処理によってファージを遊離させ

、さらに増幅および富化することからなる

  本発明は専門化抗原提示細胞への効率的なホーミングのために、バクテリオフ

ァージベクターをその他のタイプの遺伝的ワクチンベクターと同様に進化させる

方法をも提供する。APCに選択的に結合するファージについて、上記の(Ａ)で使

用したラ ンダムペプチドリガンドおよびcDNAのライブラリーを、最初は非APC細

胞型への結合に関する負の選択により、次いで、APCへの結合に関する正の選択

によって富化する。選択は典型的には、ライブラリーからのファージの高力価原

液（＞10１２ファージ粒子）を細胞（～10７細胞／選択サイクル）と混合し、細

胞ペレットから非結合ファージ（負の選択）または結合ファージ（正の選択）の

いずれかを取り出すことによって実施する。別の選択形式は、ファージライブラ

リーを静脈注射し、そのライブラリーを数時間循環させて、目的の標的器官（リ

ンパ節、脾臓）を採取し、音波処理によってファージを遊離させることからなる

。さらに最適化が所望される場合は、正の選択をしたファージを大腸菌中で増幅

させ、そして富化のラウンドをさらに（3～5ラウンド）実施することができる。

選定した回数のラウンドの後、個々のファージをリンパ器官にホーミングする能

力について特性決定する。最良の2、3の候補を選択、増幅および再集合（場合に

よって本明細書中に記載するその他の定方向進化法と組合せた）の反復ラウンド

によって、さらに進化させることができる。

      【０１０４】

２．６．４．３．APCへの侵入のためのバクテリオファージの進化

  本発明の方法は標的細胞への侵入のためのバクテリオファージおよびその他の

遺伝的ワクチンベヒクルの進化にも有用である。これによって、内在化したタン

パク質抗原、または進化させたベクターによって運びこまれたDNAワクチンベヒ

クルによって発現された抗原のいずれかによって、クラスI MHC抗原プロセシン

グ経路をターゲティングする可能性が開かれる。

インベーシンのインテグリンとの相互作用を介した病原性細菌の効率的な内在化

  インベーシンはインテグリンと相互作用する細菌タンパク質の大きなファミリ
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ーを含んでおり、サルモネラなどの病原性細菌の効率的な内在化を促進する。

インベーシンをコードする各種形態のポリヌクレオチドの再集合（場合によって

本明細書中に記載するその他の定方向進化法と組合せた）、M13遺伝子VIIIコー

トタンパク質遺伝子への融合物としてのクローニング、ライブラリーの調製およ

びこれらのライブラリーの標的APCとの混合

  本発明のこの実施形態には、インベーシンをコードする各種形態のポリヌクレ

オチドの再集合（場合によって本明細書中に記載するその他の定方向進化法と組

合せた）が含まれる。例えば、インベーシンファミリーのタンパク質をコードす

る２以上の遺伝子を（例えばポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌクレ

オチド部位飽和突然変異誘発による）実験によって進化させることができる。こ

の（例えばポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌクレオチド部位飽和突

然変異誘発による）実験によって進化させたポリヌクレオチドを、例えばM13遺

伝子VIIIコートタンパク質遺伝子への融合物としてクローニングし、このような

ライブラリーの高力価原液を調製することができる。バクテリオファージのこれ

らのライブラリーを標的APCと混合することができる。

遊離のファージおよび細胞表面に結合したファージの除去

  インキュベート後、細胞を徹底的に洗浄して遊離のファージを除去し、細胞の

表面に結合したファージを、ポリクローナル抗M13抗体に対してパンニングする

ことによって除去することができる。

好成績のファージの取得、増幅、再集合（場合によって本明細書中に記載するそ

の他の定方向進化法と組合せた）および選択、相対的侵入性に関する特性決定、

遺伝子III融合物(対象の病原体エピトープをコードする）との結合、ならびに病

原体抗原に対するCTL応答を誘発する相対的能力に関する試験

  次に細胞を音波処理することによって、標的細胞にうまく入った（したがって

ポリクローナル抗M13抗血清から標的細胞を保護する）ファージを遊離させる。

所望ならば、これらのファージを増幅し、（例えばポリヌクレオチド再集合およ

び／またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって）実験によって進化

させ、選択用サイクルを例えば３回反復して実施する。次に最終サイクルからの

個々のファージをその相対的侵入性に関して特性決定することができる。次に最
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良の候補を、対象の病原体エピトープをコードする遺伝子III融合物に結合させ

ることができる。これらのファージをマウスに注入して病原体抗原に対するCTL

応答を誘発する相対的能力について試験することができる。

  上記の方法にしたがってマウス中の活性について進化させたバクテリオファー

ジワクチンベヒクルは、有力なヒトワクチンのための同様のベヒクルの進化のた

めの原理を確立することになる。こうしたベヒクルによるより迅速で有力なCTL

を 誘導して抗体反応を中和する能力は、目的の病原体に対する対策の改善のた

めの進化にとって、重要で新規な手段である。

      【０１０５】

２．６．５．改善された免疫調節配列の進化

  サイトカインはマクロファージの活性化およびTＨ1／TＨ2細胞の分化に劇的に

影響を与え、それによって感染性疾病の発症に大きな影響を及ぼすことができる

。その上、最近の研究で、DNA自身が免疫系の細胞を活性化することによってア

ジュバントとして作用できることが強く示唆されている。特定すると、メチル化

されていないCpGに富むDNA配列がTＨ1細胞分化を強化し、単球によるサイトカイ

ンの 合成を活性化し、Ｂリンパ球の増殖を誘導することが示された。したがっ

て本発明は、(a)DNA自体の刺激特性を進化させること、ならびに(b)サイトカイ 

ンおよび免疫系の調節に関与する関連分子をコードする遺伝子を進化させること

によって、遺伝的ワクチンの免疫調節特性を強化する方法を提供する。

  特に対象となるのは、IFN-（x）およびIL-12であり、これらは免疫応答をＴヘ

ルパーＩ（TＨ1）細胞表現型の方に向けることによって、病原体の侵入に対抗す

る宿主の許容力を向上させる。また、抗原特異的Ｔ細胞の活性化、分化若しくは

アネルギーを阻害または強化する能力がある改善された免疫調節性核酸を取得す

る方法をも提供する。構造およびこれらの事象を調節する機構に関する情報が限

定されているため、本発明の分子育種のC71技法は推論的設計よりもはるかに速

い解決法を提供する。

  本発明の方法には典型的に、実験的に作製した（in vitroおよび／またはin v

ivo で）ポリヌクレオチドのライブラリーを作製するための、確率論的（例えば

ポリヌクレオチドシャッフルおよびインターラプト合成）ならびに非確率論的ポ



(231) 特表２００３－５２４３９２

リヌクレオチド再集合またはその他の方法の使用が含まれる。次に、遺伝的ワク

チンベクター内に含ませるか、または遺伝的ワクチンとともに投与した時に、そ

のベクターによって誘導される免疫応答を強化するか、または別様に変更するこ

とができる、実験的に作製しライブラリー中のポリヌクレオチドを同定するため

に、該ライブラリーをスクリーニングする。ある実施形態では、スクリーニング

ステップに、実験的に作製したポリヌクレオチドを含む遺伝的ワクチンベクター

を哺乳動物細胞中に導入し、その細胞、またはその細胞を増殖させることによっ

て取得した培地が免疫応答を調節することができるかどうかを判定することを含

ませることができる。

  ポリヌクレオチドの再集合（および／または本明細書中に記載する１以上のさ

らなる定方向進化法）によって取得した最適化された組換えベクターモジュール

は、遺伝的ワクチンベクターの成分としてばかりでなく、哺乳動物に投与して免

疫応答を強化または変動させることができる、例えば改変したサイトカインなど

のポリペプチドの製造のためにも有用である。本発明の確率論的（例えばポリヌ

クレオチドシャッフルおよびインターラプト合成）ならびに非確率論的ポリヌク

レオチド再集合方法を使用して取得したポリヌクレオチド配列を、遺伝的ワクチ

ンの成分として使用するか、またはサイトカインおよびそのまま治療若しくは予

防用薬剤として使用することができるその他の免疫調節性ポリペプチドの製造の

ために使用することができる。所望ならば、最適化した免疫調節性ポリペプチド

をコードするポリヌクレオチドの配列を決定し、それから推定したアミノ酸配列

を使用し、当業者に知られた方法を使用して、ポリペプチドを製造することがで

きる。

      【０１０６】

２．６．５．１  免疫刺激性DNA配列

  本発明は哺乳動物中に導入した時に免疫刺激性であるポリヌクレオチドを取得

する方法を提供する。２個の5'プリン（GpAまたはApA）および２個の3'ピリミジ

ン（TpCまたはTpT）に隣接した中心CpGを有するヘキサマーを含有するオリゴヌ

クレオチドは、in vitroでサイトカインの合成およびＢ細胞の増殖を効率的に誘

導し（Kriegら(1995) Nature 374:546；Klinmanら(1996) Proc.Nat'l.Acad.Sci.
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USA 93:2879；Pisetsky(1996) Immunity 5:303-10）、in vivoではアジュバント

として作用する。免疫刺激性配列（ISS）を含有するオリゴ体を挿入した遺伝的

ワクチンベクターは、DNAワクチン導入後の抗原特異的抗体反応を強化する能力

が増 大した。in vitroでの機能的活性のためのISSオリゴヌクレオチドの最小の

長さ は８である（Klinmanら、上記）。３個のCGモチーフを有する20マーが２個

のCGモチーフを有する15マーよりもサイトカイン合成の誘導において有意により

効率的であることがわかった（1d.）。GGGGの４個はDNAの細胞表面への結合に関

与することが示唆された（マクロファージ発現受容体。例えばDNAに結合するス

カ ベンジャー受容体）（Pisetskyら、上記）。

  本発明にしたがって、ランダムDNA（例えばヒト、マウスまたはその他のゲノ

ムDNAの断片）、既知のISSを含有するオリゴヌクレオチド、ポリA、C、G若しく

はT配列、またはそれらの組合せを再集合（および／または本明細書中に記載す

るさらなる定方向進化法）に付すことによって、ライブラリーを作製する。互い

に２以上のヌクレオチドが異なっている少なくとも第１および第２形態を含むDN

Aを再集合し（および／または本明細書中に記載するその他の定方向進化法に付

し）、実験的に作製したポリヌクレオチドのライブラリーを製造する。

  次に、該ライブラリーをスクリーニングして、免疫調節特性を示す、実験的に

作製したポリヌクレオチドを同定する。例えば、該ライブラリーを、適切な細胞

型中へのそのライブラリーの誘導時にin vitroでサイトカインの産生を誘導する

点についてスクリーニングすることができる。本明細書中にこの方法の図式を示

し、説明し、および／または引用する（参照により組み込んだものを含む）。免

疫刺激性活性の指示物質として使用することができるサイトカインの中には、例

えばIL-2、IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、IL-12、IL-13、IL-15およびIFN-  がある

。また、IL-4/IFN-y、IL-4/IL-2、IL-5/IFN- 、IL-5/IL-2、IL-13/IFN-  、IL-1

3/IL-2の比率の変更について試験することもできる。スクリーニングの別法はＢ

細胞、Ｔ細胞、単球／マクロファージ、総PBLなどの免疫応答に関与する細胞の

増殖を誘導する能力の判定である。その他のスクリーニングとして、B7-1（CD80

）、B7-2（CD86）、MHCクラスIおよびII、ならびにCD14などの表面抗原の発現レ

ベルにおける変化に基づいたAPC活性化の誘導を検出するものが含まれる。
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  その他の有用なスクリーニングとして、Ｔ細胞の増殖を誘導する実験的に作製

しポリヌクレオチドの同定が含まれる。ISS配列はＢ細胞の活性化を誘導し、ま

たＴ細胞およびＢ細胞によって発現される表面抗原間にはいくつかの相同性があ

るので、Ｔ細胞上での刺激活性を有するポリヌクレオチドを取得することができ

る。

  実験的に作製したポリヌクレオチドのライブラリーを、CTLおよびin vivoでの

抗体反応の改善、ならびに感染、癌、アレルギーまたは自己免疫からの防御の改

善についてスクリーニングすることもできる。所望の特性を示す実験的に作製し

たポリヌクレオチドを細胞から回収し、さらに改善を所望するならば、再集合（

場合によって本明細書中に記載するその他の定方向進化法と組合せた）およびス

クリーニングを反復することができる。最適化されたISS配列を実際のワクチン

とは別にアジュバントとして使用するか、または対象のDNA配列を遺伝的ワクチ

ンベクターに融合させることができる。

2.6.5.2. サイトカイン、ケモカイン、およびアクセサリー分子

  本発明はまた、免疫反応を指令し、阻害し、または増強する最適化したサイト

カイン、サイトカインアンタゴニスト、ケモカイン、およびその他のアクセサリ

ー分子を得るための方法をも提供する。例えば、本発明の方法は、哺乳動物に投

与すると免疫反応を改良または改変する遺伝的ワクチンおよびその他の試薬(例

えば、最適化サイトカインなど)を得るために用いることができる。これらの最

適化した免疫調節物質は、感染性疾患ならびに炎症性疾患などのその他の症状の

治療のために、抗原非特異的な様式で用いることができる。

  例えば、本発明の方法はアレルギーの治療のための最適化免疫調節分子の開発

に用いることができる。最適化された免疫調節分子は単独で、または抗原特異的

遺伝的ワクチンと共に、アレルギーの予防または治療に用いることができる。ア

レルギーの特異的免疫療法を行うには4種類の基本的機作を利用することができ

る。第1はアレルゲン特異的なTH2細胞を減少させる試薬の投与である。第2はア

レルゲン特異的TH1細胞を増加させる試薬の投与である。第3はサプレッサーCD8

＋Ｔ細胞の増加を指令することである。

  最後に、アレルギーはアレルゲン特異的Ｔ細胞のアネルギーを誘導することに
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よって治療することができる。この例においては、上記の免疫治療の目的の1つ

以上の達成に有効な試薬を得るために、本発明の方法を用いてサイトカインが最

適化される。本発明の方法は、天然のサイトカインより低い投与量で有効となる

ような、比活性の改良、標的細胞中への導入後の分泌の改良などの1つ以上の特

性を有し、副作用がより少ない抗アレルギー性サイトカインを得るために用いら

れる。特に対象とする標的としてはインターフェロン( / )、IL-10、IL-12、な

らびにIL-4およびIL-13のアンタゴニストが挙げられる。

      【０１０７】

  最適化した免疫調節物質、または免疫調節物質をコードする最適化した実験的

に生成させたポリヌクレオチドは、単独でまたはその他のアクセサリー分子と組

み合わせて投与することができる。適切な分子が最適な濃度で関与することによ

り所望の免疫反応を増強することができ、および/または特定のタイプの免疫反

応の誘導もしくは抑制を指令することができる。最適化した分子をコードするポ

リヌクレオチドを遺伝的ワクチンベクター中に含ませることができ、またはその

遺伝子によってコードされる最適化された分子をポリペプチドとして投与するこ

とができる。

  本発明の方法においては、免疫調節物質をコードする実験的に生成させたポリ

ヌクレオチドのライブラリーは、基質核酸を、確率論的(例えばポリヌクレオチ

ドシャフリングおよび中断合成)および非確率論的ポリヌクレオチド再集合法な

どの再集合(および/または本明細書に記載の1つ以上の追加の定方向進化法)プロ

トコールに供すること、または当業者に公知のその他の方法によって作製される

。基質核酸は、典型的には対象の免疫調節物質をコードする2つ以上の形の核酸

である。

  サイトカインは本発明の方法を用いて改良しうる免疫調節物質の１種である。

サイトカインがどのように合成されるかは、宿主がウイルス性、細菌性、および

寄生虫性の感染に対抗する能力において極めて重要な役割を果たし、サイトカイ

ンは遺伝的ワクチンの有効性および感染症の成り行きに劇的な影響を及ぼしうる

。いくつかのサイトカイン、例えばIL-1、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7

、IL-8、IL-9、IL-10、IL-11、IL-12、IL-13、IL-14、IL-15、IL-16、IL-17、IL



(235) 特表２００３－５２４３９２

-18、G-CSF、GM-CSF、IFN- 、IFN- 、TGF- 、TNF- 、TNF- 、IL-20(MDA-7)など

のサイトカイン、およびflt-3リガンドは、in vitroまたはin vivoで免疫反応を

刺激することが示されている。適切なサイトカインを用いて増強される免疫機能

としては、例えば、Ｂ細胞の増殖、免疫グロブリンの合成、免疫グロブリンのア

イソタイプスイッチ、Ｔ細胞の増殖およびサイトカイン合成、TH1およびTH2細胞

の分化、CTLの活性化と増殖、単球/マクロファージ/樹状細胞による活性化およ

びサイトカイン産生、単球/マクロファージからの樹状細胞の分化が挙げられる

。

  いくつかの実施形態においては、本発明はTH1およびTH2の反応をもたらす免疫

反応を指令する、最適化された免疫調節物質を得る方法を提供する。このやり方

での免疫反応の指令方向に影響を及ぼす能力は、遺伝的ワクチンの開発において

非常に重要である。TH反応のタイプを変えることによって感染症の成り行きを基

本的に変えることができる。TH1細胞が高頻度であれば、一般的に細胞内病原体

による致死的な感染からの防御が行われるが、これに対してTH2表現型が優勢の

場合には、しばしば播種性で慢性の感染をもたらす。例えば、ヒトにおいては、

TH1表現型はハンセン病の類結核(抵抗性)型に存在し、一方TH2表現型はらい腫型

、多細菌型(感受性の)病巣で認められる(Yamamuraら(1991) Science 254:277)。

後期のAIDS患者はTH2表現型を有している。家族構成員についての研究では、髄

膜炎菌性敗血症からの生存はPBLがどのようなサイトカインを合成するかという

ことに依存しており、高レベルのIL-10合成は死に至る高リスクと関連しており

、高レベルのTNFは低リスクと関連していることが示されている。同様の例はマ

ウスでも見られる。例えば、BALB/cマウスは森林型熱帯リーシュマニア(Leishma

nia major)感染を起こすが、このマウスはTH2表現型を有し、播種性の致死的な

疾病を発症する。抗IL-4モノクローナル抗体またはIL-12による治療は、TH1反応

を誘導し、治癒をもたらす。抗インターフェロン－  モノクローナル抗体は疾病

を悪化させる。いくつかの適用においては、TH2反応をもたらすような免疫反応

を指令することが好ましい。

  例えば、防御免疫等の粘膜性免疫の増大が望ましい場合には、TH2反応の増強

は抗体、とりわけIgAの産生の増加をもたらしうる。ヘルパーT(TH)細胞はおそら
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くは最も重要な免疫系の調節役であろう。TH細胞はそのサイトカイン合成パター

ンに基づいて2つのサブセットに分けられる(MosmannとCoffman(1989) Adv.Immun

ol. 46:111)。TH1細胞は高レベルのサイトカインIL-2およびIFN- を産生し、IL-

4、IL-5およびIL-13は産生しないかまたはごく少量産生する。これに対してTH2

細胞は高レベルのIL-4、IL-5およびIL-13を産生するが、IEL-2およびIFNの産生

は非常に低いかまたは見られない。TH1細胞はマクロファージ、樹状細胞を活性

化し、CD8＋細胞傷害性Ｔリンパ球およびナチュラルキラー(NK)細胞の細胞溶解

活性を引き出すが(PaulとSeder, (1994) Cell 76:241)、TH2細胞はＢ細胞への有

効な助力をし、またIgEアイソタイプスイッチングおよびＢ細胞のIgE分泌細胞へ

の分化を誘導することのできるTH2細胞の能力によってアレルギー反応を媒介す

る(Punnonenら(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3730)。

  改良されたサイトカイン、ケモカインおよびその他のアクセサリー分子をスク

リーニングする方法は、一般に、対応するサイトカイン、ケモカイン、またはそ

の他のアクセサリー分子それぞれに対して感受性の標的細胞に対する比活性の改

良を示す改変された分子を同定することに基づいている。組換えサイトカイン、

ケモカインまたはその他のアクセサリー分子の核酸のライブラリーはファージ上

で発現させるか、または精製タンパク質とすることができ、例えばin vitro細胞

培養アッセイを用いて試験する。重要なことは、ＤＮＡワクチンの成分としての

組換え核酸を分析する際には、(タンパク質産物の機能に加えて)免疫刺激性、ト

ランスフェクション効率、およびベクターの安定性を改良する能力に関して最も

適したＤＮＡ配列を同定することができることである。次いで、同定された最適

化組換え核酸は再集合(場合により本明細書に記載の他の定方向進化法と組み合

わせて)および選択の新ラウンドに供することができる。

      【０１０８】

  本発明の1実施形態においては、サイトカインはTH1細胞の分化を指令するよう

に進化させる。インターフェロン- (IFN- )およびインターロイキン-12(IL-12)

にはTH1表現型への免疫反応の方向を曲げる能力があるので、最大の比活性およ

び遺伝的ワクチンにおいてアジュバントとして働く能力を得るためには、それら

をコードする遺伝子は再集合(および/または本明細書に記載の1つ以上の追加の
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定方向進化法)および選択に好ましい基質である。IFN- は、免疫系、腫瘍細胞の

増殖およびウイルスの複製に影響するため、本発明の方法を用いる最適化のため

の標的として特に好ましい。これらの活性を持つため、IFN- は医療現場におい

て用いられた最初のサイトカインとなった。今日ではIFN- は広範な適応に用い

られており、それらとしては数種類の癌およびウイルス疾患が挙げられる。IFN-

 はまた、ヒトＴ細胞をTH1表現型へと有効に分化させる(Parronchiら(1992) J. 

Immunol. 149:2977)。しかし、ヒトの系とは異なり、IFN- はマウスではTH1分化

に影響を及ぼさないので、IFN- はワクチンモデルでは十分には検討されていな

い。

  種間の相異は、最近では、IL-12と同様IFN- はヒト細胞中ではSTAT4の活性化

を誘導するが、マウス細胞では誘導しないこと、およびSTAT4はIL-12が媒介する

TH1分化において必要とされることを示したデータによって説明された(Thierfel

derら(1996) Nature 382:171)。

  ファミリー確率論的(例えばポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成)お

よび非確率論的ポリヌクレオチド再集合法は、哺乳動物IFN- 遺伝子（これらは8

5～97%相同である）を基質として用いて、IFN- を最適化するための好ましい方

法である。これらの遺伝子の天然の多様性から10２６個以上の別々の組換え体を

生成しうる。組換えインターフェロンの迅速なパラレル分析が行えるように、そ

れらの発現のための高スループットの方法およびバクテリオファージで融合タン

パク質として生物学的アッセイを行うことができる。

  効力と選択性が改良された組換え体は活性の改良のために選択的に育てられる

。IFN- 受容体との結合の改良を示した変異体が、TH1分化を指令する最適な能力

についての変異体スクリーニングを用いてさらに分析するために選択することが

できる。より特定して述べれば、IFN- 変異体の、in vitro ヒトＴリンパ球培養

中でのIL-2およびIFN- 産生能力をサイトカイン特異的ELISAおよび細胞質サイト

カイン染色およびフローサイトメトリーで調べることができる。

  IL-12はTH1反応を指令するサイトカインとしておそらく最も強力なサイトカイ

ンであり、また、アジュバントとして働き、遺伝的ワクチン接種後のTH1反応を

増強することが示されている(Kimら (1997) J. Immunol. 15 8:816)。IL-12は構
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造の点からも機能の点からもユニークなサイトカインである。IL-12はこれまで

に知られているサイトカインで唯一ヘテロ2量体であり、35kDの軽鎖(p35)と40kD

の重鎖(p40)からなる(Kobayashiら (1989) J. Exp. Med. 170:827; Stemら (199

0) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:6808)。

  最近、Lieschkeら((1997) Nature Biotech. 15:35)は、p35遺伝子とp40遺伝子

を融合させることによってそれら2つの遺伝子を別々に発現させたものの活性に

比肩しうる活性を有する単一の遺伝子が得られることを示した。これらのデータ

は、IL-12遺伝子を1つのものとして再集合させることが可能であり、それは再集

合プロトコール(場合により本明細書に記載の他の定方向進化法と組み合わせて)

をデザインするために有益であることを示している。IL-12はＴ細胞増殖促進活

性を有するので、正常ヒト末梢血Ｔ細胞を最も活性の高いIL-12遺伝子の選択に

用いることができ、それによってヒトＴ細胞に対して最も強力な活性を有するIL

-12変異体の直接的な選択が可能となる。IL-12変異体は例えばCHO細胞中で発現

させることができ、上清のＴ細胞増殖誘導能を測定できる。上清中のIL-12の濃

度は実験的に作製された(例えばポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌク

レオチド部位飽和突然変異誘発によって)IL-12分子と融合させたタグを検出する

特異的ELISAに基づいて規格化することができる。

  進化させたIFN- および/またはIL-12遺伝子を遺伝的ワクチンベクター中へ組

み込むことは安全であると考えられる。IFN- の安全性は多数の臨床試験および

毎日の病院での実地使用によって実証済みである。腎細胞癌患者の治療における

IL-12のフェーズII試験では数例の予期していなかった有害作用が生じた(Tahara

ら(1995) Human Gene Therapy 6:1607)。しかし、遺伝的ワクチンの成分として

のIL-12遺伝子は局所的な高発現レベルを狙っており、循環血液中に認められる

レベルは全身ボーラス注射後のレベルと比べて極めて低い。さらに、IL-12の全

身的治療での有害作用のいくつかはIL-12の特別に長い半減期(サルで48時間に及

ぶ)に関連しているものと考えられる。確率論的(例えばポリヌクレオチドシャフ

リングおよび中断合成)および非確率論的ポリヌクレオチド再集合によってより

半減期の短いものを選択することが可能となり、それによって高投与量をボーラ

ス投与した後でもその毒性が低減されるであろう。
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      【０１０９】

  その他の場合では、TH2反応を誘導しうる遺伝的ワクチンが、特に抗体産生の

改良が望まれる場合には好ましい。1例として、IL-4はTH2細胞の分化を指令する

ことが示されている(TH2細胞は高レベルのIL-4、IL-5、およびIL-13を産生し、

アレルギー性免疫反応を媒介する)。遺伝的ワクチンを自己免疫疾患に対して予

防的に免疫するために用いる場合には、TH2表現型に向けて向きを変えた免疫反

応が好ましい。既に存在している自己免疫反応を治療および調節するためにワク

チンを用いる場合には、自己反応性Ｔ細胞は一般的にTH1表現型であるので(Libl

auら(1995) Immunol. Today 16:34-38)、TH1反応も好ましい。IL-4もまたIgE合

成の誘導において最も強力なサイトカインである；IL-4欠損マウスはIgEを産生

することができない。喘息とアレルギーはIL-4産生細胞の出現頻度の増加を伴い

、遺伝的にはIL-4をコードする座と関連しているが、その座は第5染色体上にあ

る(IL-3、IL-5、IL-9、IL-13、およびGM-CSFをコードする遺伝子の近傍にある)

。IL-4は活性化Ｔ細胞、好塩基球、および肥満細胞で産生される、アミノ酸153

個のタンパク質で2個所のN-グリコシル化可能部位を有する。ヒトIL-4はマウスI

L-4と50%のみ同一であり、IL-4活性は種特異的である。ヒトでは、IL-13はIL-4

と同様の活性を有するが、IL-13はIgE合成の誘導においてはIL-4よりも活性が弱

い。IL-4はTH2分化を指令するものとしては既知のもので唯一のサイトカインで

ある。

  改良されたIL-2アゴニストもTH2細胞の分化の指令に有用であるが、改良され

たIL-4アンタゴニストはTH1細胞の分化を指令することができる。改良されたIL-

4アゴニストおよびアンタゴニストはIL-4または可溶性IL-4受容体の再集合(場合

により本明細書に記載の他の定方向進化法と組み合わせて)によって生成させる

ことができる。IL-4受容体は1本のIL-4R 鎖(140kD 高アフィニティー結合ユニッ

ト)および1本のIL-2R 鎖からなる(これらのサイトカイン受容体は共通の7-鎖を

有している)。IL-4R 鎖はIL-4およびIL-13受容体複合体によって共有されている

。IL-4およびIL-13の双方ともIL-4R鎖のリン酸化を誘導するが、トランスフェク

トされたものでのIL-4R 鎖の発現単独では機能を有するIL-4Rを供給するには十

分ではない。可溶性IL-4受容体は現在アレルギーの治療用として臨床試験が行わ
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れている。本発明の確率論的(例えばポリヌクレオチドシャフリングおよび中断

合成)および非確率論的ポリヌクレオチド再集合法を用いることにより、IL-4に

対するアフィニティーが改良された進化した可溶性IL-4受容体を作ることができ

る。そのような受容体は喘息およびその他の重症のアレルギーなどのTH2細胞に

よって媒介される疾患の治療に有用である。再集合(場合により本明細書に記載

の他の定方向進化法と組み合わせて)反応はヒトおよびその他の霊長類から得た

活性化Ｔ細胞から得たｃＤＮＡライブラリー中に存在する天然の多様性の利点を

生かすことができる。典型的な1実施形態においては、実験的に進化させた(例え

ば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異

誘発によって)IL-4R 鎖ライブラリーはファージで発現され、IL-4との結合のア

フィニティーが改良された変異体が同定される。次いで、選択された変異体の生

物学的活性は細胞ベースのアッセイ法を用いてアッセイされる。

  IL-2およびIL-15も遺伝的ワクチンでの使用に特に興味深い。IL-2は活性化Ｂ

およびＴ細胞の増殖因子として作用し、またIL-2はNK細胞の機能を調節する。IL

-2は主にTH1様Ｔ細胞クローンによって産生され、従ってIL-2は遅延型過敏性反

応において主に機能するものと考えられる。しかし、IL-2はまたＢ細胞の増殖と

免疫グロブリン合成に強力かつ直接的な影響を与える。IL-2の複雑な免疫調節性

はIL-2欠損マウスの表現型に反映されており、そのマウスでは若年での高死亡率

および自発性の炎症性腸疾患などを含む免疫機能の多重欠損を有する。IL-15は

複数の細胞タイプによって産生される、より最近になって同定されたサイトカイ

ンである。IL-15は全てではないがいくつかの活性についてIL-2と共通するもの

がある。IL-2およびIL-15は共にＢ細胞の増殖と分化を誘導する。しかし、IL-2

欠損マウスでのIL-15産生が正常であると仮定すると、これらのマウスが多重免

疫欠損を有しているので、IL-15がin vivoでのIL-2の機能を代替し得ないことは

明らかである。IL-2は、抗CD40モノクローナル抗体の存在下でのIL-10誘発ヒト

免疫グロブリン産生を協調的に増強するが、IL-2はIL-4の効果をアンタゴナイズ

することが示されている。また、IL-2は精製Ｂ細胞によるIL-4依存性IgE合成を

増強する。他方、IL-2はIL-4依存性マウスIgG1およびIgE合成をin vitroおよびi

n vivoの双方で阻害することも示されている。同様に、IL-2は未分画のヒトPBMC
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によるIL-4依存性ヒトIgE合成を阻害するが、その効力はIFN- またはIFN- ほど

顕著なものではない。IL-2およびIL-15はＢ細胞およびＴ細胞の双方を活性化す

る能力があるので、ワクチン接種において有用である。事実、IL-2は、タンパク

質として、および遺伝的ワクチンの1成分として、ワクチン接種の有効性を改良

することが示されている。比活性および/または発現レベル/IL-2およびIL-15の

動態を本発明の確率論的(例えばポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成)

および非確率論的ポリヌクレオチド再集合法を用いて改良することによって、野

生型IL-2およびIL-15に比較して有利な効果が増大する。

  本発明の方法に従って最適化して遺伝的ワクチンで使用するために特に対象と

する別のサイトカインはインターロイキン-6である。IL-6は、単球由来のサイト

カインであり、活性化Ｂ細胞によって分泌される免疫グロブリンレベルを増強さ

せる能力を有するので、もとはＢ細胞分化因子またはＢ細胞刺激因子２と呼ばれ

ていたものである。

      【０１１０】

  IL-6もまたIL-4誘発IgE合成を増強することが示されている。また、抗IL-6モ

ノクローナル抗体を中和するとIL-4誘発IgE合成を完全にブロックしてしまうの

で、IL-6がヒトIgE合成のための不可欠な因子であることも提案されている。IL-

6欠損マウスではIgA産生能が障害されている。IL-6はＢ細胞の分化に強力な活性

を示すので、IL-6はワクチン接種後に産生される特異的抗体のレベルを増強させ

ることができる。IL-6は高い局所濃度を達成することができるのでＤＮＡワクチ

ンの1成分としては特に有用であり、それによって、免疫原性を有する抗原を発

現しているトランスフェクトされた細胞に近接した細胞に対して最も強力な作用

を提供する。確率論的(例えばポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成)お

よび非確率論的ポリヌクレオチド再集合法によって得られる、比活性が改良され

、および/または発現レベルが改良されたIL-6は、野生型IL-6より多くの有益な

効力を有しているであろう。

  インターロイキン-8は、本発明の方法にしたがって改変すれば、遺伝的ワクチ

ンにおいて有用となるサイトカインの別の1例である。IL-8はそもそもは単球由

来好中球走化性および活性化因子として同定されたものである。その後、IL-8は
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Ｔ細胞に対しても走化性であり好塩基球を活性化してＴ細胞からのヒスタミンお

よびロイコトリエンの放出の増加をもたらすことが示された。さらに、IL-8はサ

イトカインによって活性化された内皮細胞単層への好中球の接着を阻害して好中

球が媒介する傷害から内皮細胞を防御する。従って、内皮細胞由来のIL-8は血管

壁の近傍で起こる炎症性のイベントを減弱させることが示唆された。IL-8はまた

、免疫グロブリン産生を調節し、未分画ヒトPBMCおよび精製Ｂ細胞の双方による

in vitroでのIL-4が誘発するIgG4およびIgEの合成を阻害する。この阻害効果はI

FN- 、IFN- またはプロスタグランジンE2とは独立したものである。さらにIL-8

はアトピー患者から得られたPBMCによる自発IgE合成を阻害した。IL-8は炎症細

胞を誘引する能力を有するため、他の走化性剤同様ＤＮＡワクチン等のワクチン

の機能的性質を増強する(アジュバントとして働く)のに有用である。IL-8の有益

な作用は本発明の確率論的(例えばポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合

成)および非確率論的ポリヌクレオチド再集合法を用いて改良し、比活性の改良

されたおよび/または標的細胞中での発現が改良されたIL-8を得ることができる

。

  インターロイキン-5およびそのアンタゴニストもまた、遺伝的ワクチン中に用

いるために本発明の方法を用いて最適化することができる。IL-5は主としてTH2

タイプのＴ細胞によって産生され、好酸球症を誘発する能力があるのでアレルギ

ー疾患の病因に重要な役割を果たしているものと考えられる。IL-5はマウスおよ

びヒトにおいて好酸球分化および生存因子として働く。マウスモデルで、中和モ

ノクローナル抗体の使用によってIL-5活性をブロックすると、肺好酸球症および

高活性を強く阻害し、IL-5欠損マウスは好酸球症を発症しない。これらのデータ

はまた、IL-5アンタゴニストがアレルギー性好酸球症の治療において治療効果を

有する可能性を示唆している。

  IL-5は活性化されたマウスおよびヒトのＢ細胞の増殖およびそれらによる免疫

グロブリン合成を増強させることが示されている。しかし、他の研究では、IL-5

は好酸球を活性化させるがヒトＢ細胞の増殖には影響を及ぼさないことが示唆さ

れている。IL-5は従来型のＢ細胞の成熟と分化に決定的に重要なものではないこ

とは、IL-5欠損マウスの抗体反応が正常であることから明らかである。しかし、
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これらのマウスにはCD5＋Ｂ細胞の発生欠損があり、このことはIL-5がマウスの

このＢ細胞サブセットの正常な分化に必要であることを示唆している。IL-4の最

適濃度未満の状態では、IL-5はin vitroでのヒトＢ細胞によるIgE合成を増加さ

せることが示された。さらに最近の研究ではIL-5のヒトＢ細胞に対する効果は、

Ｂ細胞刺激の様式に依存することが示唆された。IL-5はモラクセラ(Moraxella c

atarrhalis)で刺激されたＢ細胞によるIgM合成を顕著に増加させた。さらに、IL

-5は最適濃度未満のIL-2と協調するが、SACで活性化させたＢ細胞による免疫グ

ロブリン(I-)合成に影響を及ぼさなかった。活性化されたヒトＢ細胞もIL-5のｍ

ＲＮＡを発現しており、このことはIL-5がおそらくは、IgE合成を含むＢ細胞の

機能もオートクリン機構によって調節していることを示している。

  本発明はIL-5またはその受容体と効率的に結合して中和するIL-5アンタゴニス

トを作製する方法を提供する。このようなアンタゴニストはアレルギーの予防お

よび治療のためのワクチンの成分として有用である。例えばヒトおよびその他の

哺乳動物から得たIL-5をコードする核酸を実験的に進化させ(例えばポリヌクレ

オチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)、

一次スクリーニングとして固定化IL-5Rに対する結合についてスクリーニングす

る。一次スクリーニングアッセイで所望の効果を示したポリペプチドを、次いで

、組換え野生型IL-5の存在下で培養したIL-5依存性細胞株の増殖の阻害などのア

ッセイを用いて、最も高い生物学的活性を持つものをスクリーニングしうる。あ

るいはまた、実験的に進化させた(例えば、ポリヌクレオチド再集合および/また

はポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)IL-5R  -鎖をIL-5との結合

性の改良についてスクリーニングする。

      【０１１１】

  腫瘍壊死因子(  および  )およびその受容体もまた、改変して遺伝的ワクチン

中で用いるための標的として適したものである。TNF- はもともとはその腫瘍を

壊死させる能力からカケクチンと呼ばれており、人体のほとんど全ての細胞で活

性化後に少量産生される、17kDaのタンパク質である。TNF- は内在性発熱性物質

として働き、いくつかのプロ炎症性サイトカインの合成を誘導し、急性期タンパ

ク質の産生を刺激し、線維芽細胞の増殖を誘発する。TNF- はエンドトキシンシ
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ョックの病因において主要な役割を果たす。膜に結合した形のTNF- (mTNF- )は

Ｂ細胞とＴ細胞の間の相互作用に関与しているが、それはＴ細胞活性化から4時

間以内に急速にアップレギュレートされる。mTNFはHIVに感染した患者で認めら

れるポリクローナルなＢ細胞活性化においてある役割を果たしている。mTNFまた

はp55 TNF- 受容体に特異的なモノクローナル抗体は、活性化CD4＋Ｔ細胞クロー

ンまたはその膜によって誘導されるIgE合成を強く阻害する。p55 TNF- Rの欠損

したマウスはエンドトキシンショックに対して抵抗性で、可溶性TNF- RはNODマ

ウスにおいて自己免疫性糖尿病を予防する。sTNF- Rを慢性関節リウマチの治療

に用いる臨床試験はフェーズII試験において好結果が得られた後、フェーズIII

試験が現在進められている。

  本発明の方法は例えば、アフィニティーが改良され、その結果TNF活性に対す

るアンタゴニストとして働くことができる可溶性TNF- Rを作製するために用いる

ことができる。TNF- R をコードし、ヒトおよびその他の霊長類の活性化された

Ｔ細胞から得たｃＤＮＡライブラリー中に見られる天然の多様性等のような配列

の多様性を示す核酸は、実験的に作製される(例えば、ポリヌクレオチド再集合

および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)。実験的に作製

された(例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽

和突然変異誘発によって)核酸は、例えばファージ上で発現され、その後、改良

されたアフィニティーでTNF- と結合する変異体が選択される。所望により、そ

の改良された変異体はさらに生物学的活性を用いてアッセイすることができ、実

験的に作製された(例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオ

チド部位飽和突然変異誘発によって)遺伝子は1ラウンド以上の再集合(場合によ

り本明細書に記載の他の定方向進化法と組み合わせて)およびスクリーニングに

供することができる。

  本発明の方法の適用の対象とする別の標的としては、インターフェロン-γ、

およびこのサイトカインのアンタゴニストの進化がある。IFN-  の受容体は、90

kDの結合成分である糖蛋白質、228個のアミノ酸を有する細胞外部分、膜貫通領

域、および222個のアミノ酸を有する細胞内領域からなる。機能活性にグリコシ

ル化は必要ではない。単一の鎖で高アフィニティー(10－9～10－10 M)が得られ
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るが、シグナル伝達には十分ではない。受容体成分はリガンド結合の際に二量体

化する。

  マウスIFN- 受容体はアミノ酸レベルではマウスのそれと53%の同一性がある。

ヒトおよびマウスの受容体はそれぞれヒトおよびマウスIFN-  としか結合しない

。ワクシニア、牛痘、およびラクダ痘疹ウイルスはsIFN- Rの相同体を有してお

り、それらの間のアミノ酸配列の類似性は比較的低いが(～20%)、in vitro でIF

N- を効率的に中和することができる。これらの相同体はヒト、ウシ、ラット(し

かしマウスとは結合しない)のIFN- と結合し、おそらくIFN- アンタゴニストと

してのin vivoでの活性を有している。8個のシステインは全て、ヒト、マウス、

粘液腫およびショープ線維腫ウイルス(ワクシニアウイルス中の6種)のIFN- Rポ

リペプチド中で保存されており、このことはそれらが類似の立体構造を持ってい

ることを示している。100～300pM kDのmIFN- Rの細胞外部分が昆虫細胞で発現さ

れている。NZB/Wマウス(ヒトSLEのマウスモデル)をmsIFN- 受容体(100mgを週3回

腹腔内投与)で処置すると、糸球体腎炎の発症が阻害される。sIFN- または抗IFN

-モノクローナル抗体で処置したマウスは、全例が処置を停止した後4週間生存し

たが、これに比べ、プラシーボ群では50%、IFN- 処置群マウスでは78%が死亡し

た。

      【０１１２】

  本発明の方法はアフィニティーを改良した可溶性IFN- R受容体ポリペプチドを

作製するため、および比活性が改良され、細胞性免疫反応を活性化する能力が改

良されたIFN- を作製するために用いることができる。各々の場合でそれぞれの

ポリペプチドをコードし、配列の多様性(例えば、ヒトおよびその他の霊長類か

ら得た活性化Ｔ細胞から得たｃＤＮＡライブラリー中に認められるものなど)を

示す核酸を再集合(および/または本明細書に記載の1つ以上の追加の定方向進化

法)させ、活性が改良されているポリペプチドをコードする組換え核酸を同定す

るためにスクリーニングする。実験的に進化させた(例えば、ポリヌクレオチド

再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)IFN- Rの

場合には、実験的に進化させた(例えば、ポリヌクレオチド再集合および/または

ポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)核酸のライブラリーはファー
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ジ上で発現させることができ、これをIFN- との結合のアフィニティーが改良さ

れた変異体を同定するためにスクリーニングする。IFN- の場合には、実験的に

進化させた(例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部

位飽和突然変異誘発によって)ライブラリーを比活性の改良されたものおよび免

疫系活性化の改良されたものについて、例えば単球/マクロファージの活性化を

アッセイとして用いることによって分析する。進化したIFN- 分子はワクチン接

種の効力を改良することができる(例えばアジュバントとして用いて)。本発明の

方法を用いて得られる高アフィニティーsIFN- Rポリペプチドを用いて治療しう

る疾患としては、例えば、多発性硬化症、全身性エリテマトーデス(SLE)、治療

後の臓器拒否反応、移植片対宿主病を含む。例えば、多発性硬化症は患者の脳内

でのIFN- の発現の増加、およびin vitroでの患者のＴ細胞によるIFN- 産生の増

加によって特徴づけられる。IFN- による治療はこの疾患を顕著に悪化させるこ

とが(マウスにおけるEAEとは対照的に)示されている。

  トランスフォーミング増殖因子(TGF)- は本発明の方法を用いて遺伝的ワクチ

ンに用いるために最適化することのできる、別のサイトカインである。TGF- は

本質的には全てのタイプの細胞に対して増殖調節活性を有し、また、免疫系の細

胞に対して複雑な調節効果を有することも示されている。TGF- はＢ細胞および

Ｔ細胞の双方の増殖を阻害し、また細胞傷害性Ｔ細胞およびNK細胞の発生と分化

を抑制する。TGF- はマウスおよびヒトＢ細胞の双方でIgAスイッチングを指令す

ることが示されている。TGF- はまた、マウスおよびヒトのＢ細胞において生殖

細胞株の転写を誘導することが示されているが、このことはTGF- がIgAスイッチ

ングを特異的に誘導することができるという結論を支持するものである。

  TGF-  にはIgAスイッチングを指令する能力があるので、TGF- は強力な粘膜性

免疫を誘導することを狙ったＤＮＡワクチン、例えば下痢のためのワクチンなど

の成分として有用である。また、その強力な抗増殖効果の故に、TGF- は治療用

癌ワクチンの成分としても有用である。比活性が改良されおよび/または発現レ

ベル/動態が改良されたTGF-は野生型TGF- に比べ有用性が高い。

  本発明の方法を用いて最適化されうるサイトカインとしては、顆粒球コロニー

刺激因子(G-CSF)および顆粒球/マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)をも含
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む。これらのサイトカインは骨髄幹細胞の顆粒球/マクロファージへの分化を誘

導する。G-CSFおよびGM-CSFの投与によって、骨髄(BM)移植および放射線療法か

らの回復が著しく改善され、これにより感染が減少し、患者の入院期間が低減さ

れる。GM-CSFはＤＮＡワクチン接種後の抗体産生を増大させる。G-CSFは175個の

アミノ酸を有するタンパク質であり、GM-CSFは127個のアミノ酸を有するタンパ

ク質である。ヒトG-CSFはマウスG-CSFとアミノ酸のレベルでは73%同一であり、

この2つのタンパク質は種間交差反応性を示す。G-CSFの受容体はホモダイマー(

２量体は～200pMのkD、単量体は～2.4 nM)であり、GM-CSFの受容体は3個のサブ

ユニットの複合体である。G-CSF RをコードするｃＤＮＡでトランスフェクトし

た細胞株はG-CSFに応答して増殖する。GM-CSFに依存性の細胞株もある(TF-1など

)。G-CSFは無毒性で、現在医薬品として非常によく使われている。しかし、その

治療は高価であり、より強力なG-CSFがあれば患者負担およびヘルスケアにおけ

るコストが低減されるであろう。これらのサイトカインを用いた治療は、典型的

には短期間であり、患者は同じ治療を2度と必要としない可能性が高く、そのこ

とが免疫原性に伴う問題が起こる可能性を少なくしている。

      【０１１３】

  本発明の方法は、比活性が改良されたG-CSFおよび/またはGM-CSF、ならびにG-

CSFおよび/またはGM-CSF活性を有するその他のポリペプチドを作製するために有

用である。例えば多様な動物種から得たｃＤＮＡライブラリーから得られたもの

のような配列多様性を有するG-CSFおよび/またはGM-CSFの核酸を、実験的に進化

させて(例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽

和突然変異誘発によって)、実験的に進化させた(例えば、ポリヌクレオチド再集

合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)G-CSFおよび/

またはGM-CSF遺伝子のライブラリーを作製することができる。これらのライブラ

リーは、例えば、コロニーを取り、そのプラスミドを適切な宿主細胞(例えばCHO

細胞)中にトランスフェクトし、上清を受容体陽性細胞株を用いてアッセイする

ことによってスクリーニングすることができる。あるいはまた、ファージディス

プレイまたは関連技法を、ここでも受容体陽性細胞株を用いて行うことができる

。また別のスクリーニング法には、実験的に進化させた(例えば、ポリヌクレオ
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チド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)遺伝

子をG-CSF/GM-CSF依存性細胞株中にトランスフェクトすることが含まれる。その

細胞を1ウエルあたり1個および/または大きなフラスコに非常に低い密度で増殖

させ、最も早く増殖する細胞を選択する。これらの細胞から得た実験的に進化さ

せた(例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和

突然変異誘発によって)遺伝子を単離する；必要があれば、それらの遺伝子を再

集合(場合により本明細書に記載の他の定方向進化法と組み合わせて)および選択

のさらなるラウンドに用いることができる。

  毛様体神経栄養因子(CNTF)は本発明の方法を適用する別の適切な標的である。

CNTFは200個のアミノ酸を有し、ラットとウサギのCNTFポリペプチドは80%の配列

同一性を示す。CNTFはIL-6様の炎症効果を有し、急性期タンパク質の合成を誘導

する。CNTFはIL-6/IL-11I/LIF/オンコスタチンM-ファミリーに属する細胞質ゾル

のタンパク質で、細胞性の病変または未知の放出機作によって利用可能になった

後にのみ生物学的に活性となる。CNTFはシュワン細胞、星状細胞、および坐骨神

経を有髄化することにより発現する。

  構造的にはCNTFは新規の逆平行構成のサブユニットを持つ2量体のタンパク質

である。各サブユニットはダブルクロスオーバー4ヘリックスバンドルフォール

ドにあてはまり、そこでは2本のヘリックスが2量体のインターフェイスに寄与し

ている。Lys-155変異体は活性を欠き、Glu-153変異体のいくつかは5～10倍高い

生物学的活性を有している。CNTFの受容体は特異的なCNTF受容体鎖、gp130、お

よびLIF-  受容体からなっている。CNTFR- 鎖は膜貫通ドメイン部分を欠いてお

り、その替わりにGPI- アンカーを有している。高濃度では、CNTFはCNTFR非依存

性の反応を媒介する。可溶性CNTFRはCNTFと結合し、その後LIFRと結合してgp130

を経由するシグナル伝達を誘導することができる。CNTFはいくつかのタイプのニ

ューロンの生存率を増加させ、ハンチントン病の動物モデルのニューロンを防護

する(NGF、神経栄養因子、およびニューロトロフィン-3とは異なり)。CNTF受容

体ノックアウトマウスは出生時に重篤な運動ニューロン欠損を有し、CNTFノック

アウトマウスは出生後もその欠損を示す。またCNTFはマウスモデルで肥満を減少

させる。精神病の患者では時にCNTFの発現の減少が認められる。ALSの患者(年間
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発症率～1/100,000、家族例5%、90%が6年以内に死亡)におけるフェーズI試験で

は、5mg/kg/dayを超える皮下投与後には顕著な副作用が認められた(副作用とし

ては食欲不振、体重減少、単純ヘルペスウイルス(HSV1)の再活性化、咳、口腔内

分泌の増加を含む)。CNTFに対する抗体はほとんど全ての患者で検出され、この

ことは異なる免疫学的性質を有する代替CNTFの必要性を示している。

  本発明の再集合(および/または本明細書に記載の1つ以上の追加の定方向進化

法)およびスクリーニング法は、in vivoで免疫原性の低減を示す改変CNTFポリペ

プチドを得るために用いることができる；免疫原性がより高いものも本方法を用

いて得られる。再集合(場合により本明細書に記載の他の定方向進化法と組み合

わせて)はCNTFをコードする核酸を用いて行われる。好ましい実施形態において

は、IL-6/LIF/(CNTF)ハイブリッドはCNTFの受容体結合部位をコードするオリゴ

ヌクレオチドの過剰量を用いて再集合(場合により本明細書に記載の他の定方向

進化法と組み合わせて)させることによって得られる。次いでIL-6/LIF受容体に

対する結合が欠如していることを調べるためにファージディスプレーを用いるこ

とができる。

  この初回スクリーニングに引き続き、CNTF受容体への結合に高いアフィニティ

ーを有するものを調べ、所望によりCNTF反応性細胞株を用いて機能アッセイを行

う。実験的に進化させた(例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌ

クレオチド部位飽和突然変異誘発によって)CNTFポリペプチドは、哺乳動物への

投与において免疫原性が低減されたものを同定するために試験することができる

。

  CNTFを最適化するために用いうる本発明の再集合(および/または本明細書に記

載の1つ以上の追加の定方向進化法)およびスクリーニングの別の方法は、ポリペ

プチドの分泌を改良することである。CNTF ｃＤＮＡが機能しうる形でhNGFのリ

ーダー配列に連結されているときは、産生されたCNTFの全量の35～40%が分泌さ

れるにすぎない。

      【０１１４】

  ＤＮＡワクチンのように、発現ベクター中にある実験的に進化させた(例えば

、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘
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発によって)遺伝子、または精製タンパク質のいずれかを用いて、最適化CNTFで

治療する標的疾患としては、肥満、筋萎縮性側索硬化症(ALS、ルーゲーリック病

)、糖尿病性神経障害、卒中、および脳手術が挙げられる。

  ケモカインをコードするポリヌクレオチドも本発明の方法を用いて最適化する

ことができ、遺伝的ワクチンベクターに含ませることができる。構造に基づいて

少なくとも3つのクラスのケモカインが知られている：C ケモカイン(リンホタク

チンなど)、C-C ケモカイン(MCP-1、MCP-2、MCP-3、MCP-4、MIP-1a、MIP-1b、RA

NTESなど)、C-X-C ケモカイン(IL-8、SDF-1、ELR、Mig、IP10など)(PremackとSc

hall (1996) Nature Med. 2:1174)。ケモカインは免疫および炎症機能を媒介す

る他の細胞を誘引することができ、そのことによって免疫反応を増強する。異な

るタイプのケモカインによって誘引される細胞としては、例えば、リンパ球、単

球および好中球が挙げられる。一般に、C-X-C ケモカインは好中球の化学誘引剤

であるが、単球の化学誘引剤ではなく、C-C ケモカインは単球およびリンパ球を

誘引するが、好中球は誘引せず、C ケモカインはリンパ球を誘引する。

  遺伝的ワクチンベクターには、実験的に作製した最適化ポリヌクレオチドであ

って、免疫反応の調節および増強に関与するものなどの表面結合性アクセサリー

分子をコードするものを含ませることもできる。そのような分子としては、例え

ば、B7-1(CD80)、B7-2(CD86)、CD40、CD40のリガンド、CTLA-4、CD28、およびCD

150(SLAM)などがあり、それらに確率論的(例えばポリヌクレオチドシャフリング

および中断合成)および非確率論的ポリヌクレオチド再集合を行って、活性を変

えたおよび/または改良した変異体を得ることができる。

  CD1分子をコードする実験的に作製した最適化ポリヌクレオチドも適用によっ

ては遺伝的ワクチンベクター中に用いると有用である。CD1は構造的および機能

的にMEC分子と関連している非多型分子である。重要なことは、CD1はMHC様活性

を有し、抗原提示分子として働くことである(Porcelli(1995) Adv. Immunol. 59

:1)。CD1は樹状細胞上で高度に発現されており、その樹状細胞は非常に効率の高

い抗原提示細胞である。CD1および対象の抗原をコードするＤＮＡワクチンベク

ターで標的細胞を同時にトランスフェクションすると、免疫反応をブーストする

ものと考えられる。CD1細胞はMHC分子とは異なり、異型交配集団において対立遺
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伝子の多様性は限定的なものであるので(Porcelli, 同上)、異なる遺伝的背景を

有する個人の大きな集団を1つのCD1対立遺伝子でワクチン接種することができる

。CD1分子の機能的性質を本発明の確率論的(例えばポリヌクレオチドシャフリン

グおよび中断合成)および非確率論的ポリヌクレオチド再集合法で改良すること

ができる。

  最適化された組換えTAP遺伝子および/または遺伝子産物を遺伝的ワクチンベク

ター中に含ませることもできる。TAP遺伝子および種々の目的でのその最適化に

ついては下記に詳細に述べる。さらに、HSP70などのヒートショックタンパク質(

HSP)も、抗原の提示と処理を改良するために進化させることができる。HSP70はC

D8＋Ｔ細胞活性化の誘導のためのアジュバントとして働くことが示されており、

特定の抗原ペプチドの免疫原性を増強する(Blachereら (1997) J. Exp. Med. 18

6:1315-22)。HSP70が遺伝的ワクチンベクターによってコードされていれば、抗

原ペプチドの提示と処理を増強するものと考えられ、それによって遺伝的ワクチ

ンの効力を改良する。確率論的(例えばポリヌクレオチドシャフリングおよび中

断合成)および非確率論的ポリヌクレオチド再集合法を、HSP70などのヒートショ

ックタンパク質の、アジュバント活性を含む性質をさらに改良するために用いる

ことができる。

  組換えにより作製したサイトカイン、ケモカインおよびアクセサリー分子ポリ

ペプチド、ならびにそれらの分子のアンタゴニストを、与えられた刺激に対する

免疫反応のタイプに影響を及ぼすために用いることができる。しかし、ポリペプ

チドの投与には時に欠点があり、このような欠点としては、半減期が短いこと、

高価であること、保存が困難であること(4℃で保存しなければならない)、およ

び大容量が必要なことが挙げられる。また、ボーラス注射によって時に副作用が

おこる。組換えサイトカインまたはその他の分子をコードするポリヌクレオチド

の投与によって、これらの問題点の大部分または全てを克服しうる。例えば、Ｄ

ＮＡは高純度で調製することができ、このようなＤＮＡは、安定で、温度抵抗性

で、非感染性で、作製が容易である。さらに、ポリヌクレオチドを介するサイト

カインの投与によって、長時間持続する一定の発現が得られ、ポリヌクレオチド

の投与は一般的に安全であると考えられている。
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      【０１１５】

  サイトカイン、ケモカインおよびアクセサリー分子の機能は余分なものがあり

、多面的であるので、どのサイトカインまたはサイトカインの組み合わせがワク

チン接種後の抗原特異的免疫反応の誘導および増強に最も強力であるかを決める

ことは困難である。さらに、最も有用なサイトカインおよびアクセサリー分子の

組み合わせは、典型的には、ワクチン接種後に望まれる免疫反応のタイプの如何

によって異なる。1例として、IL-4はTH2細胞(この細胞は高レベルのIL-4、IL-5

、およびIL-13を産生し、アレルギー性免疫反応を媒介する)の分化を指令するが

、IFNおよびIL-12はTH1細胞(この細胞は高レベルのIL-2およびIFN- を産生する

）の分化を指令し、遅延型免疫反応を媒介する。さらに、サイトカインおよびア

クセサリー分子の最も有用な組み合わせは、ワクチン接種に用いる抗原の如何に

もよるものと考えられる。本発明は最適化された遺伝的ワクチンカクテルを得る

ことの問題点に解決法を提供する。本明細書に記載の方法を用いて、異なる組み

合わせのサイトカイン、ケモカイン、およびアクセサリー分子がベクター中に組

み立てられる。これらのベクターについては、次いでin vivoおよびin vitroで

免疫反応を誘導する能力をスクリーニングする。

  ポリヌクレオチド(例えば遺伝子、プロモーター、エンハンサー、イントロン

など)再集合(場合により本明細書に記載の他の定方向進化法と組み合わせて)お

よび組み合わせ分子生物学によって作製したベクターの大きなライブラリーにつ

いて、所望の、例えばTH1またはTH2表現型に向けた免疫反応を指令する能力が最

大のものをスクリーニングする。異なるベクターのライブラリーを、別々の、進

化させたプロモーター、(進化させた)サイトカイン、(進化させた)サイトカイン

アンタゴニスト、(進化させた)ケモカイン、(進化させた)アクセサリー分子、お

よび免疫刺激性配列を組み立てることによって作製することができ、それらの各

々は本明細書に記載の方法を用いて作製することができる。トランスフェクショ

ンおよび発現を容易にするようなＤＮＡ配列および化合物を含ませることができ

る。病原体が既知のものであれば、その病原体から得られる免疫原性を有する抗

原をコードする特異的ＤＮＡ配列をそれらのベクター中に組み入れて、その病原

体に対する防御免疫を提供することができる(遺伝的ワクチンとして)。
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  初回スクリーニングは好ましくはin vitroで行う。例えば、そのライブラリー

を細胞中に導入し、所望の免疫反応のタイプを示すサイトカインを産生すること

のできるＴ細胞の分化を誘導する能力について調べることができる。例えば、TH

1反応については、該ライブラリーはIL-2およびIFN- を産生するＴ細胞を誘導す

る能力のある実験的に作製されたポリヌクレオチドを同定するためにスクリーニ

ングされ、一方、TH2反応に向けた実験的に作製されたポリヌクレオチドを同定

するためにＴ細胞のIL-4、IL-5、およびIL-13産生の誘導についてスクリーニン

グする。

  スクリーニングはin vivoで動物モデルを用いても行うことができる。例えば

、本発明の方法を用いて製したベクターを、致死的感染に対する防御能について

調べることができる。別のスクリーニング法は、森林型熱帯リーシュマニア寄生

虫をBALB/c マウス(非治癒性)の足裏に注射することを含む。プラスミドのプー

ルをこれらのマウスに静注、腹腔内、または足裏中へ注射し、足裏の腫脹の大き

さを観察する。また別のin vivoスクリーニング法は、ニッポストロンギルス・

ブラジリエンシス(Nippostrongylus brasiliensis)での感染後にIgEの検出を行

うことを含む。高レベルのIgEはTH2反応を示し、低レベルのIgEはTH1反応を示す

。

  動物モデルでの良い結果はヒトにおいて容易に確かめることができる。in vit

roスクリーニングをヒトTH1もしくはTH2表現型またはその他の望ましい反応を調

べるために行うことができる。ベクターもまた、ヒトにおける感染に対する防御

を誘導する能力について調べることができる。種々の多様な感染において免疫機

能の原理は同様であるので、免疫刺激性のＤＮＡワクチンベクターは多数の感染

症の治療において有用であるばかりでなく、それらのベクターを病原体の侵入部

位(例えば肺、または腸)へ送達すると、感染の防御にも有用である。

2.6.5.3.  細胞性受容体のアゴニストまたはアンタゴニスト

  本発明はまた、免疫反応の媒介に関わる細胞性受容体と相互作用しうるペプチ

ドまたはポリペプチドをコードする、実験的に作製した最適化ポリヌクレオチド

を得る方法をも提供する。実験的に作製した最適化ポリヌクレオチドは、その受

容体のアゴニストまたはアンタゴニストとして作用することができる。
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      【０１１６】

サイトカインアンタゴニストは遺伝的ワクチンカクテルの成分として用いること

ができる

  単一のプロ炎症性サイトカインを添加するよりはむしろ免疫抑制性のサイトカ

インをブロックすることが、より一般的な形で免疫反応を増強することとなるよ

うであるが、それはいくつかの経路が同時に増強されるからであろう。アンタゴ

ニストの適切なものを選択することによって、所望の効果を達成するための最も

有効な反応を得るために、遺伝的ワクチンによって誘導される免疫反応を調節す

ることができる。適切なものであれば、どのようなサイトカインに対するアンタ

ゴニストも用いることができる：ブロッキングのためのサイトカインとして特に

対象とするものとしては、例えば、IL-4、IL-13、IL-10などが挙げられる。

  本発明は、それぞれのサイトカインの作用をブロックすることにおいてより有

効性を示すサイトカインアンタゴニストを得る方法を提供する。改良されたサイ

トカインアンタゴニストをコードするポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチド(

例えば遺伝子、プロモーター、エンハンサー、イントロンなど)再集合(場合によ

り本明細書に記載の他の定方向進化法と組み合わせて)を用いてポリヌクレオチ

ドの組換えライブラリーを作製し、次いで、改良されたアンタゴニストをコード

するポリヌクレオチドについてスクリーニングすることにより得ることができる

。確率論的(例えばポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成)および非確率

論的なポリヌクレオチド再集合法のための基質として、例えば、それぞれのサイ

トカインの受容体をコードするポリヌクレオチドを用いることができる。再集合

(および/または本明細書に記載の1つ以上の追加の定方向進化法)反応液中には少

なくとも2つの形の基質が存在し、各々の形のものは他方のものと少なくとも1個

所のヌクレオチドの位置で異なっている。好ましい実施形態においては、異なる

形のポリヌクレオチドは異なる生物体から得た相同なサイトカイン受容体遺伝子

である。この結果得られる、実験的に作製したポリヌクレオチドのライブラリー

を、次いで、所望のアフィニティーと生物学的活性を有するサイトカインアンタ

ゴニストをコードするポリヌクレオチドを同定するためにスクリーニングする。

  遺伝的ワクチンカクテル中にサイトカインアンタゴニストを含めることによっ
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て達成しうる効果のタイプの1例として、ならびに本発明の確率論的(例えばポリ

ヌクレオチドシャフリングおよび中断合成)および非確率論的ポリヌクレオチド

再集合法を用いてその効果がどのように改良できるかの１例として、IL-10につ

いて論じる。その他のサイトカインのアンタゴニストを得てそれを用いることに

も同じ理論が応用しうる。インターロイキン-10(IL-10)はおそらく今日知られて

いる最も強力な抗炎症性サイトカインであろう。IL-10は、炎症性反応を増強す

る多数の経路を阻害する。IL-10の生物学的活性としては、単球でのMHCクラスII

発現の阻害、単球/マクロファージによるIL-1、IL-6、IL-12、TNF- 産生の阻害

、およびＴリンパ球の増殖阻害およびIL-2産生の阻害が挙げられる。免疫および

炎症反応の調節分子としてのIL-10の重要性はIL-10欠損マウスにおいて明確に示

された。

  これらのマウスは成長遅滞、貧血性であり、炎症性腸疾患を自発的に発症する

(Kuhnら(1993) Cell 75:263)。さらに、リステリア・モノサイトゲネス(Listeri

a monocytogenes)に対する先天性および後天性免疫は、IL-10欠損マウスでは上

昇していることが示されている(Daiら(1997) J. Immunol. 158:2259)。IL-10産

生レベルの遺伝的相異は合併症の髄膜炎菌(meningococcal)によって患者が死亡

する危険性に影響を及ぼす可能性があることが示唆されている。IL-10産生量が

高い家族では髄膜炎菌による疾病で死に至る危険性が20倍増大していた(Westend

orpら(1997) Lancet 349:170)。

  IL-10は正常および悪性のＢ細胞をin vitroで活性化することが示されている

が、IL-10欠損マウスでは循環血液中でのＢリンパ球数および免疫グロブリンは

正常のレベルであるので、IL-10が正常Ｂ細胞のin vivoでの増殖促進サイトカイ

ンの主要なものであるとは思えない。事実、IL-10が、単球のアクセサリー細胞

機能の阻害を通じて、間接的にＢ細胞の機能をダウンレギュレートしていること

の証拠がある。しかし、IL-10は悪性のＢ細胞の増殖と拡大においてある役割を

果たしていると考えられる。抗IL-10モノクローナル抗体およびIL-10アンチセン

スオリゴヌクレオチドは、in vitroでのEBVによるＢ細胞の形質転換を阻害する

ことが示されている。さらに、Ｂ細胞性リンパ腫はEBVと関連しており、大部分

のEBV＋のリンパ種は高レベルのIL-10を産生するが、それはヒト遺伝子から、お
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よびEBVによってコードされるIL-10と相同のものからの双方に由来するものであ

る。AIDS関連のＢ細胞リンパ腫も高レベルのIL-10を分泌する。さらに、中程度/

高度の非ホジキンリンパ腫の患者で診断時に血清IL-10が検出可能であった患者

は生存期間が短く、このことはＢ細胞悪性腫瘍の病因におけるIL-10の役割を示

唆している。

      【０１１７】

  in vivoでIL-10をアンタゴナイズすることはいくつかの感染および悪性腫瘍、

ならびにワクチン接種に有益となりうる。IL-10をブロックすることの効果は免

疫反応の特異性とは無関係な免疫反応の増強である。このことはワクチン接種お

よび重篤な感染症の治療に有用である。さらに、IL-10アンタゴニストは、IL-10

およびウイルス性IL-10の過剰産生を示すＢ細胞悪性腫瘍の治療に有用であり、

また、癌患者における総体的な抗腫瘍免疫反応をブーストすることにも有用であ

ろう。腫瘍細胞に対して最大の免疫反応を得るために、IL-10アンタゴニストと

遺伝子治療ベクターとを組み合わせることは、腫瘍細胞の遺伝子治療に有用であ

ろう。IL-10の再集合(場合により本明細書に記載の他の定方向進化法と組み合わ

せて)によって比活性が改良されたIL-10が得られるとすれば、このIL-10分子は

自己免疫疾患および炎症性腸疾患の治療に用いうる可能性があるであろう。比活

性の改良されたIL-10はまた、遺伝子治療ベクターの成分として用ると、メモリ

ー細胞に認識されるベクターに対する免疫反応を低減させ、また、これらのベク

ターの免疫原性も低減させるであろう。

  IL-10のアンタゴニストはIL-10受容体の可溶性型を作製することによって作ら

れた(sIL-10R; Tanら(1995) J. Biol. Chem. 270:12906)。しかし、sIL-10Rは56

0pMのKdのIL-10と結合するのに対して、野生型表面結合受容体は35～200 pMに対

してアフィニティーを有する。従って、IL-10の生物学的機能の最大値の半分を

阻害するためには150倍過剰のモル濃度のsIL-10Rが必要である。さらに、ウイル

ス性IL-10(Epstein-BarrウイルスによってコードされるIL-10相同体)のsIL-10R

に対するアフィニティーはhIL-10のアフィニティーに比べて1000分の1未満であ

り、EBV関連Ｂ細胞悪性腫瘍の治療の際など、状況によっては、ウイルス性IL-10

の機能をブロックすることができるならば有益であろう。これらを考慮すると、
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このIL-10Rの可溶性型がin vivoでIL-10をアンタゴナイズすることに有効である

とは考えられない。

  in vivoで機能するために十分なアフィニティーとアンタゴニスト活性を有す

るIL-10アンタゴニストを得るためには、確率論的(例えばポリヌクレオチドシャ

フリングおよび中断合成)および非確率論的ポリヌクレオチド再集合法を、IL-10

受容体をコードするポリヌクレオチドを用いて行うことができる。通常のアフィ

ニティーより高いアフィニティーを有するIL-10受容体は、機能を有する野生型I

L-10Rとの結合に利用可能なIL-10の量を顕著に低減させるので、IL-10アンタゴ

ニストとして働くであろう。好ましい実施形態においては、IL-10Rは、ヒトおよ

びその他の哺乳動物種に由来するIL-10Rをコードする相同ｃＤＮＡを用いて実験

的に進化させた(例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチ

ド部位飽和突然変異誘発によって)。

  アフィニティーを改良したIL-10受容体を進化させるに際してのファミリー確

率論的(例えばポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成)および非確率論的

ポリヌクレオチド再集合法の実現可能性を説明するために、ヒトおよびマウスIL

-10受容体配列のアラインメントは、本明細書中に示し、説明しおよび/または参

照されている(参照による組み込みを含む)。IL-10受容体組換え体のファージラ

イブラリーについて、実験的に進化させた(例えば、ポリヌクレオチド再集合お

よび/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)IL-10Rのヒトまた

はウイルス性IL-10に対する結合性が改良されたものをスクリーニングすること

ができる。野生型IL-10および/またはウイルス性IL-10を、高いアフィニティー

が必要なため、濃度を増加させつつ添加する。IL-10に結合したファージは抗IL-

10モノクローナル抗体を用いて回収することができる。所望により、シャフリン

グを1回以上繰り返すことができ、その後、作製した可溶性IL-10RをそのIL-10/

ウイルス性IL-10の生物学的活性を中和する能力について機能アッセイで分析す

る。より特定して述べれば、単球によるサイトカイン合成およびMHCクラスII発

現、Ｔ細胞による増殖に対するIL-10の阻害効果をブロックする能力、および抗C

D40モノクローナル抗体によって活性化されるＢ細胞の増殖に対するIL-10の増強

効果を阻害する能力について、作製した可溶性IL-10Rを調べる。



(258) 特表２００３－５２４３９２

  IL-10アンタゴニストはまた、IL-10を進化させて、野生型のアフィニティーよ

り高いIL-10Rへの結合を示すが受容体の活性化は示さないような変異体を得るこ

とによっても作製することができる。このアプローチの利点は、比活性の改良さ

れたIL-10分子を同じ方法で作製することができる点である。好ましい実施形態

においては、IL-10はヒトおよびその他の哺乳動物種に由来するIL-10をコードす

る相同ｃＤＮＡを用いて実験的に進化(例えば、ポリヌクレオチド再集合および/

またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって)される。さらに、ウイ

ルス性IL-10をコードする遺伝子を再集合(場合により本明細書に記載の他の定方

向進化法と組み合わせて)中に含めることができる。IL-10組換え体のライブラリ

ーを、ヒトIL-10受容体への結合の改良についてスクリーニングする。IL-10Rに

結合するライブラリーのメンバーを抗IL-10Rモノクローナル抗体で回収する。こ

のスクリーニングプロトコールでは、アンタゴニスト活性およびアゴニスト活性

の双方を有するIL-10分子が得られると考えられる。一次スクリーニングには高

いアフィニティーが必要であるので、アゴニストのある部分は野生型ヒトIL-10

と比較すると比活性の改良されたものであると考えられる。変異IL-10分子の機

能的性質は、超高アフィニティーIL-10受容体について上述したものと同様な生

物学的アッセイ(単球によるサイトカイン合成およびMHCクラスII発現、Ｂ細胞お

よびＴ細胞の増殖)で測定される。アンタゴニスト活性を有するIL-4変異体は既

に作製されており、それはこのアプローチの一般的な実現可能性を示している(K

ruseら(1992) EMBO J. 11:3237-3244)。IL-4中のアミノ酸1個の変異によってIL-

4Rのa鎖と効率的に結合するがIL-4様のアゴニスト活性は非常に低い分子が得ら

れた。

      【０１１８】

  IL-10アンタゴニストの別の例はIL-20/mda-7であり、それは206個のアミノ酸

を有する分泌タンパク質である。このタンパク質はもともとはmda-7として特徴

づけられており、それはメラノーマ細胞由来の腫瘍細胞増殖の負の調節剤である

(Jiangら(1995) Oncogene 11:2477; (1996)Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:916

0)。IL-20/mda-7は構造的にはIL-10と関連しており、IL-10のいくつかの機能を

アンタゴナイズする(13th European Immunology Meetingの予稿集、Amsterdam, 
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22-25, June 1997)。IL-10とは異なり、IL-20/mda-7はヒト単球のCD80(B7-1)お

よびCD86(B7-2)の発現を増強し、TNF- およびIL-6の産生をアップレギュレート

する。IL-20/mda-7はまた、PHAで活性化されたPBMCによるIFN- の産生を増強す

る。本発明は遺伝的ワクチンベクター中にIL-20/mda-7遺伝子を取り込むことに

よって遺伝的ワクチンを改良する方法を提供する。本発明の方法はIL-10活性を

アンタゴナイズする能力の改良を示すIL-20/mda-7変異体を得るために用いるこ

とができる。

  サイトカインアンタゴニストをＤＮＡワクチンの成分または遺伝子治療ベクタ

ーの成分として用いる場合には、局所効果が最大限であることが望ましい。従っ

て、サイトカインアンタゴニストが可溶性の形であることに加えて、そのアンタ

ゴニストの膜貫通型を作製することができる。可溶性型は患者へ精製されたポリ

ペプチドの形で、例えば静脈内注射によって投与することができる。あるいはま

た、サイトカインアンタゴニストをコードするポリヌクレオチドを遺伝的ワクチ

ンまたは遺伝子治療ベクターの成分として用いることができる。この場合には、

可溶性型および膜貫通型のいずれかまたは双方を用いることができる。可溶性型

と膜貫通型のアンタゴニストの双方が同じベクターによってコードされる場合に

は、標的細胞は双方の型を発現し、その結果、標的細胞表面上およびそのごく近

傍でサイトカイン機能の阻害が最大となる。

  これらの方法を用いて得られたペプチドまたはポリペプチドは、その受容体を

介して免疫系に影響を及ぼす能力に関して、サイトカインまたはその他の共刺激

性分子などの、受容体の天然のリガンドに取って代わることができる。サイトカ

インまたはその他の共刺激性分子自体を投与することによって生じうる不利な点

は、関連してはいるが別個の分子を用いると、耐容性を壊す(天然のサイトカイ

ンまたはその他の分子を用いる場合)ため、または交差反応性免疫(液性または細

胞性)を誘導することのどちらかによって、天然の分子に対する自己免疫反応が

誘導されうることである。本発明の方法を用いることによって、これらの欠点の

可能性を避けられるアゴニストまたはアンタゴニストを得ることができる。例え

ば、天然の免疫調節剤の活性を真似ることのできるアゴニストとして比較的小さ

なペプチドを用いることができ、または天然分子に対する交差反応性免疫を誘導
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することなく活性をアンタゴナイズすることができる。現在のところ好ましい実

施形態においては、本発明の方法を用いて得られる最適化されたアゴニストまた

はアンタゴニストは長さがアミノ酸50個以下で、より好ましくはアミノ酸約30個

以下、最も好ましくは長さがアミノ酸約20個以下である。そのアゴニストまたは

アンタゴニストペプチドは、好ましくは長さが少なくともアミノ酸約4個であり

、より好ましくは長さが少なくともアミノ酸約8個である。模倣体ペプチドのコ

ード配列の近傍のポリヌクレオチドも本発明の方法を用いてその発現、コンホメ

ーション、またはその模倣体ペプチドの活性を最適化することができる。

  最適化されたアゴニストまたはアンタゴニストのペプチドまたはポリペプチド

は、実験的に作製したポリヌクレオチドのライブラリーの作製、および免疫反応

を調節する能力の増大を示したペプチドまたはポリペプチドをコードするものを

同定するためにそのライブラリーをスクリーニングすることによって得られる。

ライブラリーは確率論的(例えばポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成)

および非確率論的ポリヌクレオチド再集合法またはその他の本明細書に記載の方

法または当業者に公知の方法を用いて作製することができる。スクリーニングは

、ライブラリーのメンバーによってコードされるペプチドを複製可能な遺伝的パ

ッケージの集団の表面上で発現させ、対象の標的、例えば受容体に結合するメン

バーを同定することによって都合よく行われる。

      【０１１９】

  本発明の方法を用いて得られる実験的に生成させた最適化ポリヌクレオチドは

いくつかの方法で用いることができる。例えば、該ポリペプチドは遺伝的ワクチ

ンベクター内に、そのベクターが哺乳動物の体内に導入されて模倣ペプチドが発

現されるように適切な発現制御配列の調節のもとにおくことができる。所望によ

り、その模倣体のコンホメーションを保持するために、ポリヌクレオチドは表面

タンパク質のコード配列(例えばgeneIIIまたはgeneVIII)中に埋め込まれるベク

ター中に入れておくことができる。あるいはまた、模倣体をコードするポリヌク

レオチドを遺伝的ワクチンの抗原コード配列中に直接的に挿入して「抗原上ミモ

トープ（mimotope-on-antigen）」構造をコードする配列を形成することができ

る。抗原上ミモトープ構造をコードするポリヌクレオチドは遺伝的ワクチン内で
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用いることができ、またはそれ自体をワクチンとして投与しうるタンパク質を発

現するために用いることができる。このタイプの適用の1例として、模倣ペプチ

ドのコード配列をＢ型肝炎ウイルス表面抗原(HBsAg)タンパク質の「M-ループ」

をコードするポリヌクレオチド中に導入する。M-ループとはシステイン残基で結

ばれたアミノ酸6個のペプチド配列で、アミノ酸139-147(Sタンパク質配列内の番

号)の位置に見出される。天然のHBsAgタンパク質のM-ループはモノクローナル抗

体RFHB7で認識される(Chenら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:1997-2001(1996

))。Chenらによれば、M-ループはHBsAgの1エピトープを形成し、それはHBsAgの

その他の少なくとも4つのエピトープとはオーバーラップせず、分離している。

  このタンパク質の親水性部分中にCys-Cysジスルフィド結合がおそらくあると

思われるので、アミノ酸139-147は環状コンホメーション中にあるのであろう。

従って、この構造はフィラメント状のファージタンパク質pIIIおよびpVIIIの領

域（そこにはミモトープ配列がおかれている）に見出されるものと同様なもので

ある。従って、本発明の方法を用いて得られたミモトープ（mimotope）をHBsAg

アミノ酸配列のこの領域中に挿入することができる。

  ケモカイン受容体CCR6は本発明の方法を用いて得られるペプチド模倣体の適切

な標的の1例である。CCR6受容体は、未熟な樹状細胞（それは血中に見出され抗

原取り込みの部位に移動する(Dieuら, J. Exp. Med. 188:373-386(1998)）の化

学的誘引性（chemoattraction）に関与する、７－膜貫通ドメインタンパク質で

ある(Dieuら、Biochem. Biophys. Res. Comm. 236:212-217(1997)およびJ. Biol

. Chem. 272:14893-14898(1997))。CCR6はケモカインMIP3と結合するので、CCR6

を活性化する能力のある模倣ペプチドは、与えられた抗原に対してさらなる化学

誘引物質機能を提供することができ、抗原－抗原模倣体の融合体または抗原を発

現するＤＮＡベクターで免疫した後の樹状細胞による取り込みを促進する。

  本発明の方法の別の適用は、マクロファージスカベンジャー受容体(MSR; Wloc

hら, Hum. Gene Ther. 9:1439-1447(1998)を参照せよ)に対するアゴニストとし

て作用しうる分子を得ることである。MSRは種々の免疫調節剤の効果を媒介する

ことに関与している。そのようなものとしては、ＤＮＡワクチン接種に用いるプ

ラスミドを含む細菌性ＤＮＡ、およびオリゴヌクレオチドがあり、それらはしば
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しば強力な免疫刺激剤となる。

  特定の化学構造を有するオリゴヌクレオチド(例えば、ホスホチオ－オリゴヌ

クレオチド)は特に強力であるが、一方細菌性またはプラスミドＤＮＡは効果を

生じさせるためには比較的大量を用いなければならない。MSRによって媒介され

るものとしてはまた、dG残基を含有するオリゴヌクレオチドのＢ細胞刺激および

免疫刺激性CpGモチーフの活性を増強する能力、ならびにリポ多糖のマクロファ

ージ活性化の能力がある。これらの活性のいくつかは毒性のあるものである。こ

れらの免疫調節剤の各々は、多様なポリ陰イオン性リガンドとともにMSRに結合

する。本発明の方法は、MSRに高いアフィニティーで結合するが毒性のない、こ

れらの免疫調節剤の1つ以上の模倣体を得るために用いることができる。このよ

うな模倣ペプチドは免疫刺激剤またはアジュバントとして有用である。

  MSRは3量体の複合膜糖蛋白質である。3個所の細胞外Ｃ末端のシステインに富

む領域は、1つのヘリカルコイルと1つのコラーゲン様トリプルヘリックスで構成

されている線維状領域によって膜貫通ドメインに接続されている(Kodamaら, Nat

ure 343:531-535(1990)を参照せよ)。従って、実験的に生成させたポリヌクレオ

チドのライブラリーのスクリーニングは、細胞外受容体構造を発現させ、それを

人工的にプラスチック表面に付着させることによって行うことができる。そのラ

イブラリーは、例えばファージディスプレイによって発現させることができ、ス

クリーニングして受容体と高いアフィニティーで結合するものを同定することが

できる。

  本発明の方法によって同定された、実験的に生成された最適化ポリヌクレオチ

ドは、抗原コード配列中に組み入れて、その免疫反応への調節効果を評価するこ

とができる。

      【０１２０】

2.6.5.4  抗原特異的Ｔ細胞の活性化、分化、またはアネルギーを抑制または増

大する能力のある共刺激（costimulatory）分子

  また、発現されると抗原特異的Ｔ細胞の活性化、分化、またはアネルギーを抑

制または増大する能力のある、最適化された実験的に生成したポリヌクレオチド

を取得する方法も提供される。Ｔ細胞が、単球、樹状細胞（DC）、ランゲルハン
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ス細胞またはＢ細胞のような抗原提示細胞（APC）の原形質膜上に、MHC分子との

関連でそれらに特異的な抗原ペプチドを認識すると、Ｔ細胞活性化が開始される

。CD4+Ｔ細胞の活性化はＴ細胞受容体（TCR）によるMHCクラスII分子と関連づけ

た抗原ペプチドの認識が必要であるが、CD8+Ｔ細胞はMHCクラスI分子との関連で

ペプチドを認識する。

  しかし、重要なことは、Ｔ細胞増殖およびサイトカイン合成を誘導するのに、

抗原ペプチドの認識だけでは十分でない。さらなる共刺激シグナル、すなわち「

第２シグナル」が必要である。共刺激シグナルは、典型的には抗原提示細胞上に

発現されるそのリガンドB7-1（CD80）またはB7-2（CD86）と結合するCD28を経由

して伝えられる。共刺激シグナル不存在下では、Ｔ細胞活性化は起らないかまた

はＴ細胞はアネルギー性となる。CD28に加えて、CTLA-4（CD152）もB7-1およびB

7-2のリガンドとして機能する。しかし、CD28とは対照的に、CTLA-4はＴ細胞に

対するネガティブ調節シグナルを伝え、および/またはアネルギーおよび耐性を

誘発する（Walunasら, (1994) Immunity 1:405; Karandikarら, (1996) J Exp. 

Med. 184: 783）。

  B7-1およびB7-2は複数の免疫応答を調節できることが示されており、これらは

ワクチン接種、アレルギー、自己免疫および癌における免疫調節に重要であるこ

とが示唆されている。B7-1および/またはB7-2を発現する遺伝子治療および遺伝

的ワクチンベクターも、上記疾患の治療および遺伝的ワクチンの効力改善に治療

効果を有する可能性が示されている。

  図39は、APCとCD4+Ｔ細胞との相互作用を示すが、同じ原理は、Ｔ細胞がMHCク

ラスI分子との関連で抗原ペプチドを認識することを除くと、CD8+Ｔ細胞でも成

立する。B7-1とB7-2の両方はCD28およびCTLA-4と結合するが、これら４つの分子

間の配列類似性は非常に限られている（20－30％）。B7-1とB7-2に、１つのリガ

ンドとの結合にのみ影響を与えるが他のリガンドに影響を与えない、または１つ

のリガンドを介する活性を改善するが他のリガンドを介する活性は低下させるよ

うな突然変異を得ることが望ましい。さらに、B7分子のリガンドに対するアフィ

ニティは相対的に低いので、該分子の活性を改善および/または改変する突然変

異を見出すことも望ましいであろう。しかし、該分子は複雑であるので、合理的
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設計による有用な突然変異の予測はできない。

  本発明は、これらの困難を克服し、Ｔ細胞活性化、分化、サイトカイン産生、

アネルギーおよび/または耐性を誘導する相対的能力が改変された、機能的に異

なるB7分子を生成しかつ同定することを可能にする方法を提供する。本発明の方

法を使用することによって、確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャフリング

および中断合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合による、１つのリガ

ンドとの結合にのみ影響を与えるが他には影響を与えない、または１つのリガン

ドを介する活性を改善するが他を介する活性は低下させるB7-1およびB7-2の突然

変異が、CD28およびCLTA-4との相対的結合能力の改変された新しいB7変異体を発

見するための恐らく最も強力な方法であることがわかるであろう。改善された活

性でCD28を介して作用する（そしてCTLA-4を介した活性が低下した）B7変異体は

、Ｔ細胞の活性化を誘導する改善された能力を有すると予測される。対照的に、

改善された活性でCTLA-4を介して結合し、作用する（そしてCD28を介した活性が

低下した）B7変異体は、Ｔ細胞機能の強力なネガティブレギュレーターであり、

耐性およびアネルギーを誘発すると予測される。

  確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成）および非

確率論的ポリヌクレオチド再集合または他の再集合（および/または本明細書記

載の１つ以上の追加の定方向進化法）方法を使って、野生型B7分子と比較すると

CD28およびCTLA-4を介して作用する相対的能力の改変されたB7（例えば、B7-1/C

D80およびB7-2/CD86）変異体を生成する。好ましい実施形態においては、再集合

（および/または本明細書記載の１つ以上の追加の定方向進化法）反応に使われ

る基質の様々な形態は、様々な種由来のB7 cDNAである。このようなcDNAは、RT-

PCRを含む当業者に公知の方法により取得することができる。典型的には、これ

らの変異体B7分子をコードする遺伝子を、抗原をコードする遺伝的ワクチンベク

ターに組みこんで、該ベクターを使って抗原特異的Ｔ細胞応答を改変できるよう

にする。CD28を介して効率よく作用するB7遺伝子を保持するベクターは、例えば

防御免疫応答を生起するのに有用であるが、一方CTLA-4を介して効率よく作用す

るB7遺伝子をコードする遺伝子を保持するベクターは、例えばアレルゲン-また

は自己抗原特異的Ｔ細胞の耐性およびアネルギーを誘発するのに有用である。腫
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瘍細胞または自己免疫応答を生起する細胞のような場合には、抗原は既に標的細

胞の表面に存在する場合があり、変異型B7分子は追加の外因性抗原遺伝子の非存

在下でトランスフェクトすることができる。Ｔ細胞活性化またはアネルギーを誘

発する能力の増大したB7-1（CD80）および/またはB7-2（CD86）変異体を同定す

るために使うことができるスクリーニングプロトコルは、本明細書に図示され、

この戦略の応用は本明細書にさらに詳細に記載されている。

      【０１２１】

  変異体のスクリーニングには、いくつかのアプローチをとることができる。例

えば、フローサイトメトリーに基く選択システムを使うことができる。B7-1およ

びB7-2分子のライブラリーを、通常これらの分子を発現しない細胞（例えば、CO

S-7細胞、またはB7リガンド結合についてヒトと限られた交差反応性しかないか

全く交差反応性のない異なる種からの任意の細胞系）にトランスフェクトする。

細胞１つ当りのコピー数を分析する目的で、内部マーカー遺伝子を組みこむこと

ができる。フローサイトメトリー実験で使うために可溶性CTLA-４およびCD28分

子を生成することができる。典型的には、これらは、van der Merweら（J. Exp.

 Med: 185: 393, (1997)）が記載したように、IgG分子のFc部分と融合させて、

分子の安定性を改善し，かつ標識した抗IgG mAbによる容易な染色を可能にする

であろう。B7分子のライブラリーでトランスフェクトした細胞ｗｏ、その後、可

溶性CTLA-4およびCD28分子を用いて染色する。CTLA-4/CD28結合比の増加または

低下を示した細胞をソーティングする。その後、該プラスミドを回収し、（例え

ば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異

誘発により）実験的に進化させたB7変異体をコードする配列を同定する。その後

、これらの選択されたB7変異体を、新しいラウンドの再集合（場合によっては本

明細書記載の他の定方向進化法と組み合せて）および選択に付することができ、

および／または以下に記載の機能的アッセイを使ってさらに分析することができ

る。

  B7変異体はまた、その機能的特性に基づいて直接選択することもできる。in  

vivo研究のために、B7分子はまた、マウス細胞上で機能するように進化させるこ

ともできる。変異型B7分子をもつプラスミドの細菌コロニーを拾い、プラスミド
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を単離する。その後、これらのプラスミドを樹状細胞のような抗原提示細胞にト

ランスフェクトし、これらの変異体のＴ細胞を活性化する能力を分析する。この

手法の利点の１つは、既知のリガンドに対する結合アフィニティまたは特異性に

ついて何の仮定もされていないことであり、まだ同定されてないリガンドを介し

たおそらくは新しい活性を発見しうることである。「第１のＴ細胞シグナル」が

例えば抗CD3モノクローナル抗体により誘導される場合には、樹状細胞に加えて

、相対的にトランスフェクトするのが容易な他の細胞（例えば、U937またはCOS-

7）をスクリーニングに使うことができる。Ｔ細胞活性化は、例えば増殖測定、

サイトカイン産生、CTL活性またはIL-2受容体、CD69もしくはHLA-DR分子のよう

な活性化抗原の発現を含む、当業者に公知の方法により分析することができる。

ハウスダストダニ抗原Der p Iに特異的なＴ細胞のような抗原特異的なＴ細胞ク

ローンの使用は、抗原特異的なＴ細胞活性化の分析を可能にするであろう（Ysse

lら, (1992) J Immunol. 148: 738-745）。Ｔ細胞増殖を増大もしくは抑制、ま

たはCTL応答を増大もしくは抑制することができる変異体は同定される。同様に

、サイトカイン産生または活性化抗原の発現を誘導する能力の改変された変異体

は、例えばサイトカイン特異的ELISAまたはフローサイトメトリーにより測定し

て、同定することができる。

  B7変異体は、自己免疫疾患、アレルギー、癌、感染性疾患およびワクチン接種

における免疫応答をモジュレートするのに有用である。改善された活性でCD28を

介して作用する（そしてCTLA－4を介した活性が低下した）B7変異体は、Ｔ細胞

の活性化を誘導する改善された能力を有するであろう。対照的に、改善された活

性でCTLA－4を介して結合して作用する（そしてCD28を介した活性が低下した）B

7変異体は、Ｔ細胞機能の強力なネガティブレギュレーターであり、耐性および

アネルギーを誘発するであろう。したがって、これらの変異体B7分子をコードす

る遺伝子を、抗原をコードする遺伝的ワクチンベクターに組みこむことにより、

抗原特異的なＴ細胞応答を改変することが可能である。CD28を介して効率的に作

用するB7遺伝子を保持するベクターは、例えば防御免疫応答を生起するのに有用

である一方、CTLA－4を介して効率的に作用するB7遺伝子をコードする遺伝子を

保持するベクターは、例えばアレルゲンにまたは自己抗原に特異的なＴ細胞の耐
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性およびアネルギーを誘発するのに有用である。腫瘍細胞または自己免疫応答を

生起する細胞におけるようないくつかの状況では、抗原は既に標的細胞の表面上

に存在し得るので、変異体B7分子を追加の外因性抗原遺伝子の非存在下でトラン

スフェクトすることができる。

  本発明の方法はまた、TH1またはTH2いずれかの細胞分化を指令するのに増大し

た効力を有するB7変異体を取得するために有用である。Ｔヘルパー（TH）細胞分

化の調節において、B7-1およびB7-2分子には区別された役割が観察されている（

Freemanら, (1995) Immunity 2: 523; Kuchrooら, (1995) Cell 80: 707）。TH

細胞分化は、特定の変異体によりそれぞれ誘導されるサイトカイン産生プロファ

イルを分析して測定することができる。高レベルのIL-4、IL-5および/またはIL-

13は、効率的なTH2細胞分化を示す一方、高レベルのIFN-  またはIL-2産生は、T

H1細胞分化のマーカーとして使うことができる。TH1またはTH2細胞分化を誘導す

る能力を改変したB7変異体は、例えばアレルギー性疾患、悪性疾患、自己免疫疾

患および感染性疾患の治療ならびにワクチン接種に有用である。

  本発明はまた、抗原特異的なＴ細胞によるIL-10産生を誘導する能力が増大し

ている、B7変異体を取得する方法を提供する。IL-10の産生の上昇は、調節性Ｔ

細胞の特徴であり、抗原特異的CD4+Ｔ細胞の増殖を抑制することができる（Grou

xら, (1997) Nature 389: 737）。確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャフ

リングおよび中断合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合を、前記のよ

うに実施し、その後、IL-10誘導能が増大しているB7変異体をコードする組換え

核酸を、例えば、ELISAまたは細胞質内サイトカイン染色を使うフローサイトメ

トリーにより同定することができる。高レベルのIL-10産生を誘導する変異体は

、アレルギー性疾患および自己免疫疾患の治療に有用である。

      【０１２２】

2.6.6.  ワクチン接種効力の増加およびワクチン接種の容易さのための遺伝的ワ

クチンベクターの進化

  この節は、遺伝的ワクチン接種における、複数の特定の到達目標に対する本発

明の応用を考察する。これらの到達目標の多くは、ワクチン送達に使われるベク

ターの改善に関する。他に断りのない限り、これらの方法はウイルスベクターお
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よび非ウイルスベクターの両方に応用可能である。

2.6.6.1  遺伝的ワクチンベクターの局所適用

局所適用の低い効率；防御免疫応答は実証されていない

  本発明は、遺伝的ワクチンベクターの局所適用後に、所望の応答を誘導する能

力を改善する方法を提供する。裸の皮膚に局所的に適用したアデノウイルスベク

ターは、ワクチン抗原送達ビヒクルとして作用する能力のあることが示されてい

る（Tangら, (1997) Nature 388:729-730）。癌胎児性抗原（CA）をコードした

アデノウイルスベクターは、皮膚に適用した後、CAに特異的な抗体を誘導するこ

とが示された。しかし、局所適用の効率は、一般的に全く低く、局所適用後の防

御免疫応答は実証されていない。

本発明の方法を使って局所適用効率を最適化する

  本発明は、局所的に投与したときに改善された効率を表すベクターを取得する

方法を提供する。複数の因子が局所適用効率に影響を与えることが可能であり、

そのそれぞれは本発明の方法を使って最適化することができる。例えば、本発明

は、皮膚細胞に対するベクターアフィニティを改善する方法、改善された皮膚細

胞トランスフェクション効率、改善された皮膚細胞におけるベクターの残留性（

改善された複製を介してまたは免疫細胞による破壊の回避を介して双方による）

、および皮膚細胞における抗原発現の改善、ならびに免疫応答の生起の改善を提

供する。

再集合（任意に本発明に記載の他の定方向進化法と組合せて）、選択、およびス

クリーニングの方法

  これらの方法は、基質としてプラスミド、裸のDNAベクター、または例えばア

デノウイルスベクターを含むウイルスベクター核酸を使う、確率論的（例えば、

ポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成）および非確率論的ポリヌクレオ

チド再集合の実施に関わる。（例えば、ポリヌクレオチド再集合および/または

ポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させた核酸のライ

ブラリーをスクリーニングして、ベクターの局所投与時に免疫応答を生起する能

力を増大させる核酸を同定する。スクリーニングは、例えば、（例えば、ポリヌ

クレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により
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）実験的に進化させたベクターのライブラリーを、マウスの皮膚、サルの皮膚、

または免疫不全マウスもしくは正常なヒトの皮膚にin vivoで移植したヒトの皮

膚、のいずれかの皮膚に局所的に適用することによって実施することができる。

効率的なかつ長期継続するマーカー遺伝子の発現を持続し、および／または与え

るベクターを、皮膚サンプルから回収する。好ましい実施形態においては、所望

の細胞を、最初に細胞ソーティング、磁性ビーズ、またはパンニングにより選択

する。例えば、回収は、マーカー遺伝子（例えば、GFP）の発現を介して実施す

ることができ、蛍光顕微鏡またはフローサイトメトリーを使ってトランスフェク

トした細胞を検出する。マーカー遺伝子を発現する細胞は、フローサイトメトリ

ーに基づく細胞ソーティングを用いて単離することができる。スクリーニングは

また、試験哺乳動物に投与した時に最高の特異的な抗体またはCTL応答を生起す

るベクターの選択、または対応する病原体を用いたチャレンジに対する防御免疫

応答を増大させるベクターの同定を包含する。その後、（例えば、ポリヌクレオ

チド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）実験

的に進化させたポリヌクレオチドを、例えばポリメラーゼ連鎖反応により回収し

、または全体のベクターをこれらの選択した細胞から精製することができる。も

し所望であれば、回収した（例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポ

リヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させたポリヌクレオ

チドを新しいラウンドの再集合（任意に本明細書に記載の他の定方向進化法と組

合せて）および選択に付することによって、局所適用の効率をさらに最適化する

ことができる。

局所適用のために最適化された遺伝的ワクチンベクターの投与

  局所適用のために最適化された遺伝的ワクチンベクターは、局所的に皮膚に、

または筋内、静脈内、皮内、経口、肛門、または膣送達により適用することがで

きる。ベクターは、パッチ、クリームのような当業者に公知の任意の適当な形態

で、裸のDNAとしてまたはDNAと１つ以上のリポソームおよび/もしくは脂質のよ

うなトランスフェクション増強剤の混合物として送達することができる。好まし

い実施形態においては、遺伝的ワクチンベクターは、例えば、機械的磨耗、毛の

除去（例えば、Nair（商標）、Neet（商標）などのような市販製品を用いた処理
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による）により、皮膚または他の標的のベクターの取込みに対する感受性を高め

た後に適用する。ある実施形態においては、皮膚をプロテアーゼまたはリパーゼ

を用いて前処理してDNA送達の感受性を高める。さらに、DNAをプロテアーゼまた

はリパーゼと混合して遺伝子伝達を増加することもできる。あるいは、ベクター

および（もしあれば）他のワクチン成分を含有する滴を単に皮膚に投与すること

ができる。

      【０１２３】

2.6.6.2  宿主免疫系を逃れるための能力の増大

標的細胞に入りこむ前のウイルスベクターに対する宿主免疫応答の制限

  ウイルスベクターにおいて免疫原性は特に重要である、というのは、宿主免疫

応答が、ウイルスが意図する標的に到達するのを、特に繰返し投与において防止

できるからである。遺伝的ワクチンの接種および遺伝子送達に使われるいくつか

のウイルスベクターの効力は、ウイルスベクターに対する宿主免疫応答により制

限される。例えば、ほとんどの個体はアデノウイルスに対する既存の抗体を有す

る。アデノウイルスベクターは、時々アデノウイルスベクターを保持する細胞を

破壊し、または標的細胞に入り込む前でさえ、宿主からのアデノウイルスベクタ

ーを取り除くことができる、強い免疫応答を誘導し得る。細胞免疫応答はまた、

裸の形態でまたはリポソームのようなコートで遮蔽して投与された非ウイルスベ

クターに対しても誘導され得る。

体液性および細胞性免疫系を回避する改善された能力をもつ遺伝的ワクチンベク

ターを作製する方法

  本発明は、そうしなければ所望の効果を得るのに有害である免疫応答を逃れる

ことができる遺伝的ワクチンベクターを作製する方法を提供する。これらの方法

は、遺伝的ワクチンベクターによる病原体抗原または製薬上有用なタンパク質の

発現および分泌を延長するために有用である。体液性（Ab）および細胞性（CTL

）免疫系を回避する遺伝的ワクチンベクターの能力を改善することができる複数

の戦略を提供する。これらの戦略は、アデノウイルスのような高免疫原性ベクタ

ーに対して必要とされ得る最適の回避を得るために組合せて使うことができる。

宿主CTL免疫応答を逃れる能力のあるウイルスベクターを取得するための、ペプ
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チド輸送および/またはMHCクラスI発現を阻害する１つ以上の成分の遺伝的ワク

チンへの組み込み

  ある実施形態においては、本発明は、宿主CTL免疫応答を逃れる能力のあるウ

イルスベクターを取得する方法を提供する。この方法は、体液性応答を逃れるこ

とができる遺伝的ワクチンベクターを取得する方法と共に使うことができる。異

なるウイルス血清型はしばしば共通したCTLエピトープを有し、抗体が認識しな

いウイルス変異体でもCTLにより恐らく認識されると考えられるので、複数のア

プローチの組合わせはしばしば望ましい。本発明のこの実施形態は、遺伝的ワク

チン中に、ペプチド輸送および/またはMHCクラスI発現を阻害する1つ以上の成分

を組みこむことを含む。細胞傷害性Ｔリンパ球（CTL）応答の活性化に必須の要

素は、CTL上のＴ細胞受容体と抗原提示細胞上の抗原ペプチド-MHCクラスI分子複

合体との間の相互作用である。胸腺細胞および抗原提示細胞上のMHCクラスI分子

の発現は、抗原特異的CD8+Ｔリンパ球の成熟と活性化のための要件である。した

がって、MHCクラスI介在抗原提示の阻害剤をコードする遺伝子を（例えば、ポリ

ヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によ

り）本明細書に記載のとおり実験的に進化させ、ウイルスベクター中に置いて、

該ベクターが標的細胞中に存在するときは免疫系細胞による標的細胞の破壊を誘

導しないベクターを取得することができる。これにより、病原体抗原を発現する

もの、ならびに製薬上有用なタンパク質を発現するベクターを含む遺伝的ワクチ

ンベクターを保持する細胞の生存の延長をもたらすことができる。遺伝的ワクチ

ンの場合、MHCクラスI分子の発現の減少により病原体抗原の分泌が可能になり、

その後、病原体抗原はよその専門の抗原提示細胞により提示されるであろう。薬

剤タンパク質をコードするベクターの場合、MHCクラスI分子発現の減少により、

免疫系による認識が避けられ、遺伝子を発現する細胞の生存が延長される。

      【０１２４】

最適化されたTAPインヒビターをコードする遺伝子を取得するための、TAP活性の

インヒビターをコードする遺伝子の再集合（任意に本明細書に記載の他の定方向

進化法と組合せて）

  MHCクラスI分子発現および抗原提示に関わるタンパク質の中に、前記のTAP遺
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伝子（抗原プロセシング関連トランスポーター）によりコードされるタンパク質

がある。本発明のある実施形態においては、TAP活性のインヒビターをコードす

る遺伝子を、（例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチ

ド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させて、最適化TAPインヒビター

をコードする遺伝子を取得する。これらの方法のための対象（substrate）とし

ては、例えば、MHCクラスI分子発現レベルを調節することが知られる１つ以上の

ウイルス遺伝子を含むことができる。アデノウイルス12により形質転換された細

胞中では、TAPIおよびTAP2遺伝子発現はそれぞれ5-10倍および100倍低下し、こ

れによりクラスI発現の低下をもたらし、その結果、ウイルス特異的細胞傷害性

Ｔリンパ球応答の低下が起る。同様に、TAP遺伝子発現は、HPV-16+頸癌（cervic

al carcinomas）の49%でダウンレギュレーションされる（Seligerら, (1997) Im

munol. Today 18:292）。したがって、アデノウイルスおよびHPVウイルス核酸は

、本発明の方法を実施するための適当な対象の例である。本発明のこの実施形態

に対する、さらなる適当な確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャフリングお

よび中断合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合対象の例として、MHC

クラスI分子発現をダウンレギュレーションすることができるヒトサイトメガロ

ウイルス（CMV）にコードされた遺伝子US2、US3およびUS11が挙げられる（Wiert

zら, (1996) Nature 384: 432およびCell (1996) 84:769；Ahnら, (1996)Proc. 

Nat’l. Acad. Sci. USA 93:10990）。TAP依存性ペプチド転座のインヒビターを

コードする他のヒトCMV遺伝子はUS6である（Lehnerら, (1997) Proc. Nat’l. A

cad. Sci. USA 94:6904-9）。US6でトランスフェクトした細胞は、その表面上で

のMHCクラスI分子の発現が低下し、細胞傷害性Ｔリンパ球を活性化する能力が低

下した。

動物モデルの生成にも使うことができる、MHCクラスI分子の発現を阻害する最も

強力な配列を見出すための、この7kbクラスターの遺伝子の再集合（任意に本明

細書に記載の他の定方向進化法と組合せて）

  したがって、ある実施形態においては、本発明は、MHCクラスI分子の発現を阻

害する上で最も強力な配列を同定するための、遺伝子のこのクラスター（約7kb

）またはその断片の確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャフリングおよび中
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断合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合を包含する。このような最適

化されたTAPインヒビターポリヌクレオチド配列は、CTL免疫応答を逃れることが

できるベクターを構築するのみでなく、通常、実験動物ではその免疫原性のため

に消滅するヒトウイルスを用いて使う動物モデルの作製にも有用である。TAPイ

ンヒビターの所望の発現レベルおよび機能的特性は、遺伝的ワクチンベクター、

遺伝子治療ベクターまたは動物モデルのどれを進化させるかによって変りうる。

MHCクラスI分子の発現および/または抗原提示のダウンレギュレーションに関わ

る他の遺伝子の再集合（任意に本明細書に記載の他の定方向進化法と組合せて）

  本発明の別の実施形態は、MHCクラスI分子の発現および/または抗原提示のダ

ウンレギュレーションに関わる他の遺伝子の確率論的（例えば、ポリヌクレオチ

ドシャフリングおよび中断合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合を包

含する。他の可能な標的遺伝子の例としては、アデノウイルスE3タンパク質、単

純疱疹ICP47タンパク質、およびタパシン（tapasin）アンタゴニストをコードす

る遺伝子が挙げられる（Seligerら, (1997) Immunol. Today 18:292-299；Galon

chaら, (1997) J Exp. Med. 185:1565-1572；Liら, (1997) Proc. Nat’l. Acad

. Sci. USA 94:8708-8713；Ortmannら, (1997) Science 277:1306-1309）。

NK細胞機能を阻害するがＴリンパ球に抗原を提示する能力のないMHC様分子をコ

ードする遺伝子

  細胞表面上のMHCクラスI分子の発現低下はNK細胞に対する刺激として作用しう

るので、遺伝的ワクチンベクター中にNK細胞機能を阻害するがＴリンパ球に抗原

を提示する能力のないMHC様分子をコードする遺伝子を含むことは有用であり得

る。このような分子の例は、サイトメガロウイルスによりコードされるMHCクラ

スI同族体である（Farrellら, (1997) Nature 3 86: 510-514）。

CD4+Ｔリンパ球による攻撃を回避する能力の増大したウイルスベクターの取得

  本発明はまた、CD4+Ｔリンパ球による攻撃を回避する能力の増大したウイルス

ベクターを取得する方法を提供する。このようなベクターは、ワクチン接種およ

び免疫系の細胞を標的とする遺伝子治療の場合のような、標的細胞がMHCクラスI

I分子を発現する能力を有する場合に特に有用である。確率論的（例えば、ポリ

ヌクレオチドシャフリングおよび中断合成）および非確率論的ポリヌクレオチド
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再集合のための対象として、例えば、IL-10およびIFN  のアンタゴニスト（可溶

性IFN  受容体等）のようなMHCクラスII分子のインヒビターをコードする遺伝子

が挙げられる。

      【０１２５】

MHCクラスI発現、MHCクラスII発現の阻害をもたらす配列、およびMHCクラスI分

子の同族体をコードする追加の配列の改善

  宿主免疫系から逃れる最高能力を有するベクターは、典型的には、MHCクラスI

発現およびMHCクラスII発現の阻害をもたらすDNA配列、ならびにMHCクラスI分子

の同族体をコードする追加の配列を含む。これら全ての性質は、さらに、本発明

の方法による確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成

）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合により改善することができる。

宿主免疫応答に所望の効果を表すポリヌクレオチドを同定するためにライブラリ

ーをスクリーニングする方法

  （例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和

突然変異誘発により）実験的に進化させたDNA分子のライブラリーを取得すると

、複数の方法のいずれかを利用して該ライブラリーをスクリーニングすることに

より、ウイルスベクター中に（または動物モデルに）存在すると宿主免疫応答に

所望の効果を表すポリヌクレオチドを同定することができる。例えば、MHCクラ

スI発現および/または抗原提示を阻害する、（例えば、ポリヌクレオチド再集合

および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化さ

せたポリヌクレオチドを取得するために、（例えば、ポリヌクレオチド再集合お

よび/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させ

た遺伝子のライブラリーを遺伝的ワクチンまたは遺伝子治療ベクター中に組込み

、例えば、HeLa,U937またはJijoyeのようなヒト細胞系に、単試験管トランスフ

ェクション（single tube transfection）でトランスフェクトすることができる

。ヒト臍帯血細胞または単球をIL-4およびGM-CSFの存在下で培養することによっ

て生成した１次ヒト単球または樹状細胞も好適である。最初のスクリーニングは

FACSによるソーティングを使って行うことができる。

最低レベルのMHCクラスI分子を発現する細胞は、最低のCTL応答誘導能を有する
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と予測される。

  最低レベルのMHCクラスI分子を発現する細胞を選択し、MHCインヒビターをコ

ードするポリヌクレオチド、または該配列を含有する全プラスミドを回収する。

もし所望であれば、選択した配列を新しいラウンドの再集合（任意に本明細書に

記載の他の定方向進化法と組合せて）および選択に付することができる。最低レ

ベルのMHCクラスI分子を発現する細胞は、最低のCTL応答誘導能を有すると予測

される。

スクリーニング法：HPVベクターに組みこまれたMHCクラスI発現のインヒビター

をコードする（例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチ

ド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させたポリヌクレオチドのライブ

ラリーを注入する

  他のスクリーニング法は、（例えば、ポリヌクレオチド再集合および/または

ポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させた、MHCクラ

スI発現のインヒビターをコードするポリヌクレオチドのライブラリーをヒトパ

ピローマウイルス（HPV）ベクターに組込むことを包含する。このライブラリー

をマウスの皮膚に注射する。

通常、HPVを発現するマウス細胞は宿主免疫系により破壊される。ペプチド輸送

および/またはMHCクラス発現の強力なインヒビターを発現する細胞は、免疫応答

を逃れることができるであろう

  しかし、ペプチド輸送および/またはMHCクラス発現の強力なインヒビターを発

現する細胞は、免疫応答を逃れることができるであろう。GFPのような、ベクタ

ー上に存在するマーカー遺伝子を長時間発現する細胞を選択し、該配列または全

プラスミドを回収し、そして、さらに最適化が所望であれば、選択した配列を新

しいラウンドの再集合（任意に本明細書に記載の他の定方向進化法と組合せて）

および選択に付する。マウスにおけるHPVの長時間維持により、今までマウスに

おいてHPVの高免疫原性によって不可能であった薬物スクリーニングおよびワク

チン研究が可能になる。

進化したインヒビターは免疫原性ペプチドの効率的な提示を遮断し、それによっ

て、抗原特異的CTLの活性化を強くダウンレギュレーションし、in vivoでの長期
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存続トランスジーン発現を可能にするであろう

  他の実施形態においては、（例えば、ポリヌクレオチド再集合および/または

ポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させた、MHCクラ

スI発現のインヒビターをコードするポリヌクレオチドのライブラリーを、ヒト

アデノウイルスベクターに組込む。このライブラリーを、HeLa細胞のようなヒト

細胞系にトランスフェクトし、最低レベルのMHCクラスI分子を発現する細胞を前

記のように選択する。最低レベルのMHCクラスI発現を与える該配列をさらに試験

し、進化したMHCクラスI発現インヒビターを保持するアデノウイルスでトランス

フェクトした抗原提示細胞の、特異的Ｔ細胞系またはクローンを活性化する能力

を分析する。これらのインヒビターは、免疫原性ペプチドの効率的な提示を遮断

し、それによって抗原特異的CTLの活性化を強くダウンレギュレーションし、in 

vivoの長期存続トランスジーン発現を可能にするであろう。

インヒビターのスクリーニング方法

  改善されたMHCクラスII発現インヒビターをスクリーニングする方法は、蛍光

標識した特異的モノクローナル抗体、蛍光顕微鏡、およびフローサイトメトリー

による標的細胞表面上のMHCクラスII分子の検出を含む。さらに、該インヒビタ

ーは、MHCクラスIIに拘束された抗原に特異的なCD4+Ｔリンパ球の活性化を遮断

するインヒビターの能力を研究して、機能的アッセイで分析することができる。

例えば、MHCクラスIIインヒビターをコードする遺伝子を保持するかまたはイン

ヒビターを含有する上清で処理した、単球、樹状細胞、Ｂ細胞またはEBVで形質

転換したＢ細胞系のような自己抗原提示細胞によって誘導されるCD4+Ｔ細胞増殖

の誘導を阻害するインヒビターの能力を測定することができる。

      【０１２６】

2.6.6.3.  抗ウイルス活性の増大

細胞内の抗ウイルス応答を生起する能力の増大した組換えウイルスベクターの取

得

  本発明はまた、細胞内の抗ウイルス応答を生起する能力の増大した組換えウイ

ルスベクターを取得する方法を提供する。これらの方法は、次のステップを含む

ことができる：
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(1)  ウイルスベクターを含んでなる核酸の少なくとも第１および第２の型を再

集合させ（および/または１つ以上の本明細書に記載の定方向進化法にかけて）

、ここで、第１および第２の型は、２個以上のヌクレオチドにおいて互いに相違

し、組換えウイルスベクターのライブラリーを作製すること；

(2)  組換えウイルスベクターのライブラリーを、哺乳動物細胞のある集団にト

ランスフェクトすること；

(3)  Mxタンパク質の存在に対して細胞を染色すること；および

(4)  Mxタンパク質に対して染色ポジティブである細胞から組換えウイルスベク

ターを単離すること（ここにポジティブ染色細胞からの組換えウイルスベクター

は抗ウイルス応答を生起する能力の増大を表す）。

  確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成）および非

確率論的ポリヌクレオチド再集合を使って組換えウイルスベクターのライブラリ

ーを作製する。該ライブラリーを哺乳動物細胞のある集団にトランスフェクトし

、その後、抗ウイルス応答を生起する能力を試験する。１つの適当な試験は、抗

ウイルス応答を表す細胞により産生されるMxタンパク質の存在に対して細胞を染

色することを包含する（例えばHallimenら, (1997) Pediatric Research 41: 64

7-650；Melenら, (1994) J Biol. Chem. 269: 2009-2015を参照すること）。

  Mxタンパク質に対して染色ポジティブである細胞から、組換えウイルスベクタ

ーを単離することができる。ポジティブ染色細胞からのこの組換えウイルスベク

ターを、抗ウイルス応答を生起する能力の増大したものについて濃縮する。この

方法が有用であるウイルスベクターとして、例えば、インフルエンザウイルスが

挙げられる。

      【０１２７】

2.6.6.4.  生産細胞中に増加したコピー数を有するベクターの進化

特に大量規模で製造するときに、全エレメントをベクター中にクローニングした

後でプラスミドコピー数を増加する方法の望ましさ

  本発明は、遺伝的ワクチンベクター（プラスミドのような）中に存在すると、

ベクターを生産するために使う細胞内に高コピー数を複製する能力をもたらすベ

クター成分を取得する方法を提供する。プラスミドは、様々な異種DNA配列を組
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込むことができるが、所与のプラスミドベクター中にクローニングされた配列の

サイズと性質によって、ベクターを伝播する細菌内で該ベクターの高コピー数を

増殖する能力が低下することがある。したがって、全エレメントをベクター中に

クローニングした後にプラスミドコピー数を増加する方法を持つことが望ましい

。これは、プラスミドを遺伝的ワクチンのように大規模で製造するときに、特に

重要である。

プラスミド中に、そうしなければ細菌に有毒であるタンパク質と結合する１つ以

上のポリヌクレオチド配列を組込むこと

  本発明の方法は、プラスミド中に、そうしなければ細菌に有毒であるタンパク

質と結合する１つ以上のポリヌクレオチド配列を組込むことを包含する。１つの

適当な毒性部分と結合部位の組合わせは、転写因子GATA-1とその認識部位である

。GATA-1のDNA結合断片の発現は、細菌にとって有毒であり；この毒性は明らか

に細菌DNA複製の阻害からもたらされることが示された。Trudelら（(1996) Biot

echniques 20: 684-693）は、GATA-1のZ2B2領域をGST融合タンパク質として発現

するプラスミド（pGATA）を記載している。このプラスミドにおける該融合タン

パク質の発現はIPTG誘導性lacプロモーターの制御下にある。GST-GATA-1断片は

また、マウス-グロビン遺伝子プロモーターからの配列、ならびに  -グロビン遺

伝子3’エンハンサーからのＣオリゴヌクレオチドと強く結合し；これらのいず

れかまたは両方は、本発明の方法における結合部位として使うのに適当である。

（例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突

然変異誘発により）実験的に進化させたライブラリー中に顕著な多様性を達成す

るため、シャフリング反応に単一の型の選択マーカーのみを含め、増殖特性が改

善されしかもプラスミドの適当な選択機能を全て保持するプラスミドを回収する

  プラスミドは好ましくは、例えば、カナマイシン耐性（アミノグリコシド3’-

ホスホトランスフェラーゼ(EC2.7.1.95)）などのような選択マーカーも含む。プ

ラスミド主鎖ポリヌクレオチド配列が本明細書に記載の確率論的（例えば、ポリ

ヌクレオチドシャフリングおよび中断合成）および非確率論的ポリヌクレオチド

再集合に付されると、様々な主鎖配列および恐らくは様々なスーパーコイル密度

を有するプラスミドのライブラリーを生成する。改善された機能を探すのに十分
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な配列多様性を導入するために、ファミリー確率論的（例えば、ポリヌクレオチ

ドシャフリングおよび中断合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合を実

施するのが好ましい。これは、本発明に関連して、再集合（任意に本明細書に記

載の他の定方向進化法と組合せて）反応において単一型の選択マーカーのみを含

むことにより達成することができる。この方法で、増殖特性が改善されかつプラ

スミドの適当な選択機能を全て保持するプラスミドを回収する、（例えば、ポリ

ヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によ

り）実験的に進化させたライブラリー中に、顕著な多様性を達成することができ

る。

高コピー数プラスミドの選択

  高コピー数プラスミドの選択は、（例えば、ポリヌクレオチド再集合および/

またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させた組換

えプラスミドのライブラリーを望ましい宿主細胞に導入することによって実施さ

れる。該宿主細胞はまた、好ましくは誘導可能なプロモーターの制御下で、毒性

部分を発現する。例えば、pGATAプラスミドは大腸菌（E.coli）宿主細胞中の使

用に適当である。（例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポリヌクレ

オチド部位飽和突然変異誘発により）実験的に進化させたプラスミドを非誘導条

件のもとで該細胞に導入する。その後、形質転換した細胞を毒性部分の発現を誘

導する条件のもとに置く。例えば、ｐGATAを含有する大腸菌（E.coli）細胞を、

高濃度のIPTGを含有する培地に置くとよい。細菌内で高コピー数に増殖する標的

プラスミドは、対応して、より高い数のGATA-1結合配列を発現するであろう。該

標的プラスミドは、GST-GATA-1融合タンパク質と結合し、かくして細菌に対する

毒性影響を中和するであろう。最高コピー数をもつプラスミドは、誘導物質を含

有する増殖培地上の細菌に最高の増殖を与えるプラスミドとして検出される。こ

のようなプラスミドを回収し、毒性部分をコードする遺伝子を欠く細菌に形質転

換することができ；これらのプラスミドは高コピー数の特徴を維持するに違いな

い。さらなるラウンドの再集合（任意に本明細書に記載の他の定方向進化法と組

合せて）を使って、上記の選択工程により高コピー数プラスミドを単離すること

ができる。あるいは、この外来のプラスミドの存在によるなんらかの影響を避け
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るために、毒性部分をコードするプラスミドを欠く、選択対象の細菌宿主につい

てマニュアルスクリーニングを行うことができる。

2.7.  抗原の輸送および提示の最適化

  本発明はまた、抗原ペプチドの輸送および提示を改善することができる遺伝的

ワクチンおよび付属分子を取得する方法を提供する。実験的に生成したポリヌク

レオチドのライブラリーを作製し、スクリーニングして、野生型対応体と比較し

て改善された特性を持つ分子をコードするポリヌクレオチドを同定する。ポリヌ

クレオチド自身を遺伝的ワクチンに使うことができるし、あるいはポリヌクレオ

チドの遺伝子産物を治療または予防の応用に利用することができる。

      【０１２８】

2.7.1.  プロテアソーム

  主要組織適合性（MHC）複合体分子上に提示されるクラスIペプチドは、細胞プ

ロテアソームにより生成される。インターフェロン-γは抗原提示を刺激するこ

とができ、そして、インターフェロンの作用機序の一部は、相同的なβサブユニ

ットＹ(δ)およびＸ(ε)と置き換わるプロテアソームβサブユニットLMP2および

LMP7の誘導による可能性がある。このような置換は、プロテアソームのペプチド

開裂特異性を変化させ、クラスIエピトープの免疫原性を増大することができる

。Ｙ(δ)およびＸ(ε)サブユニット、ならびに最近発見された他のMECL-1同族体

MC14のようなプロテアソームサブユニットは、抗原提示に特定化されない細胞の

特徴である。したがって、LMP2、LMP7、MECL-1および/または他のエピトープ提

示特異的でかつ潜在的インターフェロン誘導性のサブユニットのDNAトランスフ

ァーによる細胞への取り込みは、エピトープ提示を増加することができる。恐ら

くは、インターフェロン誘導性サブユニットを含有するプロテアソームにより生

成したペプチドは、TAP分子により小胞体に輸送されるのであろう。

  本発明は、特異的にMHCクラスIエピトープをプロセシングする能力の増大また

は低下を表すプロテアソームを取得する方法を提供する。該方法によれば、確率

論的（例えば、ポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成）および非確率論

的ポリヌクレオチド再集合を使って、プロテアソームと結合すると複数のタンパ

ク質の免疫原性を増大するおよび/または該サブユニットの活性を増大する新し
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い特異性のいずれかを有しうる進化したタンパク質が取得される。非特異的プロ

テアソームからクラスIエピトープ特異的プロテアソームへの遷移は、複数の状

態（全てではないが複数のインターフェロン誘導性サブユニットがプロテアソー

ムに関連する）を通過しうるので、多くの異なるタンパク質分解特異性を獲得し

うる可能性がある。したがって、特異的LMP様サブユニットを進化させることに

より、エピトープ提示機能の増大した新しいプロテアソーム組成物を作ることが

できる。

  該方法は、確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成

）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合を、基質としてプロテアソーム成分

をコードしかつ少なくとも１つのヌクレオチドにおいて相違している２つ以上の

ポリヌクレオチドの型を使って実施することを包含する。再集合（任意に本明細

書に記載の他の定方向進化法と組合せて）は、本明細書に記載のとおり、例えば

、LMP2、LMP7、MECL-1およびクラスIエピトープ提示に特異的に関わる他の個々

のプロテアソーム成分を含む、１つ以上の各種プロテアソーム成分をコードする

ポリヌクレオチドを使って実施する。適当な基質の例は、例えば、Stoliwasser

ら（(1997) Eur. J Immunol. 27: 1182-1187）およびGaczynskaら（(1996) J Bi

ol. Chem. 271: 17275-17280）が記載している。ある好ましい実施形態において

は、様々な基質が様々な種由来のプロテアソーム成分をコードするポリヌクレオ

チドである、ポリヌクレオチド再集合（任意に本明細書に記載の他の定方向進化

法と組合せて）が使われる。

  再集合（および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法）反応

が完了した後、得られた実験的に生成したポリヌクレオチドのライブラリーをス

クリーニングし、クラスIエピトープ産生に所望の効果を有するプロテアソーム

成分をコードするポリヌクレオチドを同定する。例えば、実験的に生成したポリ

ヌクレオチドを、対象のある特定の抗原もコードする遺伝的ワクチンベクター中

に導入することができる。その後、ベクターのライブラリーを哺乳動物細胞中に

導入し、その後、該ライブラリーをスクリーニングして増大した抗原特異的免疫

原性を示す細胞を同定することができる。プロテアソーム活性を分析する方法は

、例えば、Groettrupら（(1997) Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 94:8970-8975
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）およびGroettrupら（(1997) Eur. J. Immunol. 26: 863-869）が記載している

。

  あるいは、本発明の方法を使って、プロテアソームと強く結合するが活性は低

いか全くなく、かくしてプロテアソーム活性と拮抗しクラスI分子を提示する細

胞能力を低下させるタンパク質を進化させることができる。このような分子は、

遺伝子治療の結果として細胞内に発現され、そのままではプロセシングされてク

ラスIを提示し該細胞が免疫系により認識されるような外因性タンパク質の免疫

原性低下が所望である、遺伝子治療のプロトコルに応用することができる。この

ような高アフィニティ低活性LMP様サブユニットは、非自己タンパク質を発現す

る細胞を免疫応答から保護する必要のある、他の治療プロトコルにも有用である

免疫抑制効果を示すであろう。

  プロテアソームおよびTAP分子の特異性（以下に考察する）は、天然で同時進

化していることがある。したがって、クラスIプロセシング系の２つの経路は機

能的に整合していることが重要であろう。本発明のさらなる態様は、適当な整合

したタンパク質分解および輸送特異性を発見するために、確率論的（例えば、ポ

リヌクレオチドシャフリングおよび中断合成）および非確率論的ポリヌクレオチ

ド再集合を、２つの遺伝子ファミリーに対して同時に実施し、その後、２つを無

作為に組合わせることにより実施することを包含する。

      【０１２９】

2.7.2.  抗原輸送

  本発明は、抗原ペプチドの、サイトゾル区画から小胞体、それを経てMHCクラ

スI分子と関連した細胞表面までの輸送を改善する方法を提供する。抗原ペプチ

ド発現の増大は、免疫応答の増大、特にCD8+細胞傷害性リンパ球の活性化の改善

をもたらす。これは、DNAワクチンの開発におよび遺伝子治療に有用である。

  ある実施形態においては、本発明は、改善された抗原提示を表す遺伝子を取得

するためのTAP遺伝子（抗原プロセシング関連輸送体）を進化させることを包含

する。TAP遺伝子は、膜転座体（membrane translocator）のATP結合カセットフ

ァミリーのメンバーである。これらのタンパク質は、MHCクラスI分子へ抗原ペプ

チドを輸送し、細胞表面におけるMHCクラスI分子の発現および安定性に関わる。
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２つのTAP遺伝子、TAP1およびTAP2が現在クローニングされている（Powisら, (1

996) Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 89: 1463-1467；Koopmanら, (1997) Curr.

 Opin. Immunol. 9: 80-88；Monaco (1995) J Leukocyte Biol. 57: 543-57）。

TAP1およびTAP2はヘテロ２量体を形成し、これらの遺伝子は、該ペプチドがMHC

クラスI分子と結合する場所である小胞体へペプチドを輸送するために必要であ

る。抗原ペプチドの提示におけるTAP遺伝子産物の本質的な役割は、破壊されたT

AP遺伝子をもつマウスにおいて実証された。TAP-1遺伝子欠損マウスはMHCクラス

Iの表面発現のレベルが著しく低下し、胸腺におけるCD8+Ｔリンパ球のポジティ

ブ選択が非常に低下する。したがって、TAP欠損マウスの末梢におけるCD8+Ｔリ

ンパ球の数は極端に低い。これらの細胞にTAP遺伝子を戻しトランスフェクショ

ンすると、MHCクラスI発現のレベルは回復する。

  TAP遺伝子は、天然の多形性があるので、また、ヒト（Beckら, (1992) J Mol.

 Biol, 228: 433-441；Genbank受託番号Y13582；Powisら, 前掲）；ゴリラTAP1

（Laudら, (1996) Human Immunol. 50:91-102）；マウス（Reiserら,(1988) Pro

c. Nat’l. Acad. Sci. USA 85:2255-2259；Marusinaら, (1997) J Immunol, 15

8:5251-5256、TAP1:Genbank受託番号U60018、U60019、U60020、U60021、U60022

、およびL76468-L67470；TAP2：Genbank受託番号U60087、U60088、U60089、U600

90、U60091およびU60092）；ハムスター（TAP1、Genbank受託番号AF001154およ

びAF001157；TAP2、Genbank受託番号AF001156およびAF001155）を含む複数哺乳

動物種のこれらの遺伝子はクローニングされ配列決定されているので、ポリヌク

レオチド（例えば、遺伝子、プロモーター、エンハンサー、イントロンなど）再

集合（任意に本明細書に記載の他の定方向進化法と組合せて）のための良い標的

である。さらに、TAP遺伝子の点突然変異は、ペプチド特異性およびペプチド提

示の改変をもたらしうることが示されている。また、様々な種から誘導されるTA

P遺伝子の機能の差が観察されている。例えば、rTA.P2a対立遺伝子を含有するヒ

トTAPとラットTAPはかなり雑多であるが、マウスTAPはＣ末端の小極性／疎水性

または正荷電アミノ酸をもつペプチドに対して拘束的かつ閉鎖的である。この選

択性の基本原理は未だ知られていない。

  本発明の方法は、TAP1およびTAP2遺伝子の確率論的（例えば、ポリヌクレオチ
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ドシャフリングおよび中断合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合を、

基質として少なくとも１つのヌクレオチド位置において相違している少なくとも

２つの型のTAP1および／またはTAP2ポリヌクレオチド配列を使って実施すること

を包含する。好ましい実施形態においては、複数の哺乳動物種から誘導されたTA

P配列を、再集合（任意に本明細書に記載の他の定方向進化法と組合せて）の基

質として使う。

  遺伝子の天然の多形は、追加の基質多様性を提供することができる。もし所望

であれば、１ラウンドの再集合（任意に本明細書に記載の他の定方向進化法と組

合せて）およびスクリーニングから得た最適化されたTAP遺伝子を、追加の再集

合（任意に本明細書に記載の他の定方向進化法と組合せて）／スクリーニングの

ラウンドにかけて、さらに最適化されたTAPをコードするポリヌクレオチドを取

得することができる。

  組換えTAP遺伝子のライブラリーから最適化されたTAPをコードするポリヌクレ

オチドを同定するために、該遺伝子を対象の標的抗原と同じプラスミド上に発現

させることができる。もしこのステップが抗原提示の程度を制限しているのであ

れば、CD8+CTLへの提示が増加されるであろう。TAPの突然変異体は、そうしなけ

れば発現レベルが制限される、特定の抗原ペプチド断片の発現増加に選択的に作

用するか、または、通常、決してRERに伝達されないペプチドの輸送を引き起し

、MHCクラスIとの結合に利用できるようにするであろう。

  癌治療の遺伝子治療ベクターに関連して使うとき、進化したTAP遺伝子は、MHC

クラスI分子の腫瘍細胞上の発現を増加して抗原性腫瘍特異的ペプチドの効率的

な提示を得る手段を提供する。したがって、進化したTAP遺伝子を含有するベク

ターは、悪性細胞に対する強力な免疫応答を生起する。（例えば、ポリヌクレオ

チド再集合および/またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）実験

的に進化させたTAP遺伝子は、レトロウイルスベクターまたはエレクトロポレー

ションを使って、低レベルのMHCクラスI分子を発現する悪性細胞系にトランスフ

ェクトすることができる。

  トランスフェクション効率は、TAP遺伝子と同じベクターによりコードされた

緑色蛍光タンパク質のようなマーカー遺伝子を使ってモニターすることができる
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。効率的なTAP遺伝子のマーカーとして、等レベルの緑色蛍光タンパク質である

が最高レベルのMHCクラスI分子を発現する細胞を、その後、フローサイトメトリ

ーを使ってソーティングし、さらにその進化したTAP遺伝子を、例えばPCRにより

または全ベクターを回収することによって回収する。

  もしさらなる最適化が所望であれば、その後、これらの配列を新しいラウンド

の再集合（任意に本明細書に記載の他の定方向進化法と組合せて）、選択および

回収に付することができる。TAP遺伝子の分子的進化を所望の抗原の同時進化と

組合せることができる。所望の抗原の同時進化は、DNAワクチン接種後の抗原ペ

プチドの提示効率をさらに改善することができる。該抗原を、ポリヌクレオチド

再集合（任意に本明細書に記載の他の定方向進化法と組合せて）を使い、最適TA

P遺伝子が発現されると所望の抗原ペプチドの最適提示がなされる構造を有する

ように、進化させることができる。ある所与の抗原の抗原ペプチド提示に最適で

あるTAP遺伝子は、他の抗原の抗原ペプチド提示に最適であるTAP遺伝子と異なり

うる。ポリヌクレオチド（例えば、遺伝子、プロモーター、エンハンサー、イン

トロンなど）再集合（任意に本明細書に記載の他の定方向進化法と組合せて）技

術は、このタイプの問題を解決するための理想的でありかつ恐らく唯一の方法で

ある。例えばサイトカイン産生またはＴリンパ球のCTL活性を当業者に公知の方

法を使用して測定することにより、特異的な細胞傷害性Ｔリンパ球を使って、所

望の抗原ペプチドの効率的な提示を分析することができる。

      【０１３０】

2.7.3.  細胞傷害性Ｔ細胞誘導配列および免疫原性アゴニスト配列

  ある特定のタンパク質は、クラスIエピトープ提示に必要なプロセシングに関

わる細胞機構がより容易に使うことができるので、他のタンパク質よりMHCクラ

スIエピトープをより良く運ぶことができる。本発明は、クラスIエピトープ提示

に導く様々な生合成および分解ステップを横断するのに特に効率的である発現ポ

リペプチドを同定する方法、および他のタンパク質からのCTLエピトープ提示を

増大するためのこれらのポリペプチドの使用を提供する。

  ある実施形態においては、本発明は、異種エピトープが誘導された病原体に対

してワクチン接種する目的で、異種クラスIエピトープを運ぶために使うことが
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できる細胞傷害性Ｔ細胞誘導配列（CTIS）を提供する。CTISの１例は、Ｂ型肝炎

表面抗原（HBsAg）から得られ、該抗原は、ある特定条件下でタンパク質として

送達されるとそれ自身のCTLエピトープに対する有効な担体であることが示され

ている。HBsAgを発現するプラスミドを用いるDNA免疫感作はまた、高レベルのCT

L活性を誘導する。本発明は、CTL活性を誘導するのに非常に効率よく機能し、か

つHBsAgタンパク質を用いるかまたは全長HBsAgポリペプチドをコードするプラス

ミドを用いるより高いCTL誘導レベルを達成する、HBsAgポリペプチドのより短い

末端切断断片を提供する。HBsAgから誘導されるCTISの合成を実施例３に記載し

；CTISのダイアグラムを本明細書に示し、記載しおよび/または参照した（参照

により組み入れられたものを含む）。

  該末端切断ポリペプチドのER局在化は、CTLエピトープを含有するペプチドの

適当なタンパク質分解放出を達成するのに重要である（Cresswell &#0000； Cra

iuら, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 94: 10850-10855、を参照）。preS2領域

および、膜貫通領域は、強い細胞傷害性免疫応答の生起に重要であるＴヘルパー

エピトープを提供する。末端切断CTISポリペプチドは簡単な構造を有するので、

何らかの特定のタンパク質コンフォメーションを維持する必要なしに１つ以上の

異種クラスIエピトープ配列をポリペプチドのＣ末端に結合することが可能であ

る。このような配列は、その後、クラスIエピトープのプロセシング機構に利用

可能である。ポリペプチドのサイズは、本来のHBsAg構造の通常の拘束にかから

ない。したがって、異種配列の長さおよび含まれるCTLエピトープの数はフレキ

シブルである。本明細書にはこれを模式図で示している。多重で個別のクラスI

配列、または代りに単一CTL配列の様々な変型のいずれかを含有する長い配列を

含む能力により、確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャフリングおよび中断

合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合手法を応用することが可能にな

る。

  本発明はまた、天然エピトープ配列を発現する細胞の特異的な溶解能力をもつ

CTLを誘導する免疫原性アゴニスト配列（IAS）を取得する方法を提供する。複数

の事例で、その反応性は、該CTL応答が天然エピトープによって誘導されるより

大きい。このようなIASに誘導されるCTLを、天然配列により誘導されるのとは異
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なるＴ細胞レパートリーから引き出すことができる。この方法で、所与のエピト

ープに対する乏しい応答性は、より大きなプールからのＴ細胞の採用により克服

することができる。このようなIASを発見するために、CTLを誘導するペプチドの

各位置のアミノ酸を（いわゆるアンカー残基の位置は多分除いて）、該位置に通

常は存在しない19個のアミノ酸の範囲で変化させることができる。確率論的（例

えば、ポリヌクレオチドシャフリングおよび中断合成）および非確率論的ポリヌ

クレオチド再集合手法を使って、大きな範囲の配列可能性を走査することができ

る。

  各コピーが少数のヌクレオチド変化をもつように、元のエピトープ配列の多重

コピーを含有する合成遺伝子セグメントを調製することができる。遺伝子セグメ

ントを実験的に進化させて（例えば、ポリヌクレオチド再集合および/またはポ

リヌクレオチド部位飽和突然変異誘発により）多様な範囲のCTLエピトープ配列

を作ることが可能であり、それらのいくつかはIASとして機能するに違いない。

このプロセスを本明細書で説明する。

  実施にあたっては、オリゴヌクレオチドを、典型的には上記の設計によって構

築し、酵素的に重合して連鎖状（concatenated）エピトープの合成遺伝子セグメ

ントを形成する。制限酵素切断部位をオリゴヌクレオチドの画分中に組込み、そ

のほとんどが異なる配列を有しかつ潜在的IASである連鎖状エピトープの与えら

れたサイズ範囲の開裂と選択を可能にすることができる。エピトープを含有する

遺伝子セグメントは、適当なクローニング法によりHBsAgのようなCTISに接合す

ることができる。得られたプラスミド構築物をDNAに基くＣ免疫感作およびCTL誘

導に使うことができる。

      【０１３１】

2.8.  遺伝的ワクチン医薬組成物および投与の方法

遺伝的ワクチンを感染性疾患、自己免疫疾患、他の炎症性症状、アレルギー、喘

息、および癌の予防および治療、および転移防止に使う

  本発明のベクター成分および多成分遺伝的ワクチンは、様々な疾患および他の

症状を治療および/または予防するのに有用である。例えば、本発明の方法によ

り得られる試薬を用いる遺伝的ワクチンは、任意の細菌、真菌、ウイルス、また
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は他の哺乳動物病原体より引き起される疾患を含む感染性疾患の予防および治療

の両方に有用である。本発明を使って得られる試薬はまた、例えば、慢性関節リ

ウマチ、SLE、糖尿病、重症筋無力症、活性関節炎、強直性脊椎炎、および多発

性硬化症を含む自己免疫疾患の治療に使うことができる。IBD、乾癬、膵炎、お

よび様々な免疫不全症を含むこれらのおよび他の炎症性症状は、本発明の方法を

使って得られるベクターおよび他の成分を含む遺伝的ワクチンを使って治療する

ことができる。本発明の方法を使って得られる遺伝的ワクチンベクターおよび他

の試薬を使ってアレルギーおよび喘息を治療することができる。さらに、遺伝的

ワクチンの使用は癌の治療および転移防止に非常に有望である。癌細胞に対する

免疫応答を生起することにより、身体の免疫系は癌を減少または消滅するための

助けとなることができる。

組換え多価抗原の使用

  本発明の多価抗原は、それぞれの抗原が関連する様々な疾患および症状を治療

および/または予防するのに有用である。例えば、多価抗原は適当な宿主細胞内

に発現させることができるし、また、ポリペプチド形態で投与される。ワクチン

送達のための適当な製剤および投与体制は、当業者に周知である。本発明の改善

された免疫調節ポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、それぞれの抗原が関連

する様々な疾患および症状を治療および/または予防するのに有用である。

特定の症状に対する抗原は、本明細書に記載の方法と類似の再集合（および／ま

たは本明細書に記載の１以上の更なる定方向進化法）および選択方法を使って最

適化することができる。

  本発明の好ましい実施形態においては、本発明を使って得られる試薬（例えば

、改善されたアレルゲンをコードする最適化された実験的に生成したポリヌクレ

オチド）は、遺伝的ワクチンと共に使われる。ベクターおよび成分の選択はまた

、アレルギーまたは他の症状を治療する特定の目的に対して最適化することがで

きる。本発明の好ましい実施形態においては、最適化された遺伝的ワクチン成分

は、他の最適化された遺伝的ワクチン試薬と共に使われる。例えば、特定の症状

に有用な抗原は、本明細書に記載の再集合（および／または本明細書に記載の１

以上の更なる定方向進化法）およびスクリーニング方法と類似の方法により最適
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化することができる。

  組換え抗原ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドは、プロモーター、例

えば、高活性または組織特異的プロモーターの制御下に置くことができる。抗原

ポリペプチドを発現するために使われるプロモーターは、国際特許出願PCTIUS97

/17300号（国際特許公開WO 98/13487号）に記載されたような、本明細書に記載

の方法と類似した再集合（および／または本明細書に記載の１以上の更なる定方

向進化法）および選択方法を使って、それ自身最適化することができる。

  該ベクターは、本明細書に記載のような免疫刺激性配列を含有することができ

る。TH1応答を指令する遺伝子操作されたベクターは、本明細書に記載の抗原が

介在する免疫応答の多くにとって好ましい。本発明の方法を使って得られる試薬

はまた、所望の効果を達するために最も適当なように免疫応答を調節する能力の

ある多成分遺伝的ワクチンと共に使うことができる。あるときには、特定の標的

細胞型（例えば、抗原提示細胞または抗原プロセシング細胞）を標的とする遺伝

的ワクチンを利用することが有利であり；適当なターゲッティング方法は本明細

書に記載されている。

      【０１３２】

in vivoおよびex vivoでの哺乳動物への遺伝的ワクチンの送達および送達ビヒク

ル

  遺伝的ワクチン（例えば、本明細書に記載の多成分抗原をコードする遺伝的ワ

クチンのような、本明細書に記載のとおり得られた最適化され実験的に生成した

ポリヌクレオチドを含む遺伝的ワクチンで、本明細書に記載の多成分遺伝的ワク

チンを含む）を（ヒトを含む）哺乳動物に送達して治療または予防免疫応答を生

起することができる。ワクチン送達ビヒクルは、典型的には全身投与（例えば、

静脈内、腹腔内、筋内、皮下、脳内、肛門、膣、経口、バッカル経路または吸入

させることができる）により個々の患者に投与することによってin vivoで送達

することができるし、または局所適用により投与することができる。

  あるいは、ベクターを、個々の患者から外植した細胞（例えば、リンパ球、骨

髄穿刺液（bone marrow aspirate）、組織生検）または一般ドナー造血幹細胞の

ような細胞にex vivoで送達し、その後、通常、該ベクターを組み込んだ細胞を
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選択した後に、患者に該細胞の再移植を行うことができる。

送達方法および参考文献

  多数の送達方法が当業者に周知である。そのような方法は、例えばリポゾーム

系（liposome-based）遺伝子送達（DebsおよびZhu (1993) 国際公開公報第WO93/

24640号；ManninoおよびGould-Fogerite (1988) バイオ技術（Bio Techniques）

6(7): 682-691；Roseの米国特許第5,279,833号；Brigham (1991) 国際公開公報

第WO91/06309号；およびFelgnerら (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 74

13-7414）、並びにウイルスベクター（例えば、アデノウイルス（例えば、Berns

ら (1995) Ann. NYAcad Sci. 772: 95-104；Aliら (1994) Gene Ther. 1: 367-3

84；および概説としては（for review）Haddadaら (1995) Curr. Top. Microbio

l. Immunol. 199 (Pt 3): 297-306を参照されたい））、乳頭腫ウイルス、レト

ロウイルス（例えば、Buchscherら (1992) J Virol. 66(5): 2731-2739；Johann

ら (1992) J Virol. 66(5): 1635-1640 (1992)；Sommerfeltら, (1990) Virol. 

176:58-59；Wilsonら (1989) J Virol. 63:2374-2378；Millerら, J Virol. 65:

2220-2224 (1991)；Wong-Staalら, 国際出願第PCT/US94/05700号、およびRosenb

urgおよびFauci (1993) 基礎免疫学（Fundamental Immunology）、第3版 Paul（

編集） Raben Press, Ltd.発行, New York中およびその中の参考文献、並びに上

記Yuら, 遺伝子治療（Gene Therapy） (1994)を参照されたい）およびアデノ関

連ウイルスベクター（Westら (1987) Virology 160:38-47；Carterら (1989)の

米国特許第4,797,368号；Carterらの国際公開公報第WO93/24641号 (1993)；Koti

n (1994) Human Gene Therapy 5:793-801；Muzyczka (1994) J Clin. Invst. 94

:1351およびAAVベクターに関する総説としては、Samulski（上記）を参照された

い；また、Lebkowskiの 米国特許第5,173,414号；Tratschinら (1985) Mol. Cel

l. Biol. 5(11):3251-3260；Tratschinら (1984) Mol. Cell. Biol., 4:2072-20

81；HermonatおよびMuzyczka (1984) Proc. Natl. Acad Sci. USA, 81:6466-647

0；McLaughlinら (1988)およびSamulskiら (1989) J Virol., 63:03822-3828を

参照されたい）の使用などが挙げられる。

遺伝的ワクチンを含む「むき出しの」DNAおよび／またはRNAの、組織への直接導

入またはin vivoおよびex vivoの両方での「微粒子銃（biolistic）」または粒
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子媒介形質転換を用いた導入

  遺伝的ワクチンを含む「むき出しの」DNAおよび／またはRNAは、筋肉などの、

組織に直接に導入できる。例えば、米国特許第5,580,859号を参照されたい。「

微粒子銃」または粒子媒介形質転換（例えば、Sanfordらの 米国特許第4,945,05

0号；米国特許第5,036,006号を参照されたい）などの他の方法も、本発明による

哺乳動物の細胞中への遺伝的ワクチンの導入に好適である。これらの方法は、哺

乳動物へのDNAのin vivoでの導入だけでなく、哺乳動物に再導入するための細胞

のex vivoでの改質にも有用である。遺伝的ワクチンを送達する他の方法に関し

ては、必要ならば、免疫調節の所望のレベルを維持するためにワクチン投与を繰

り返す。

      【０１３３】

in vivoでの細胞の形質導入のための哺乳動物中のパッケージされた核酸の投与

方法

  遺伝的ワクチンベクター（例えば、アデノウイルス、リポソーム、乳頭腫ウイ

ルス、レトロウイルス等）は、in vivoでの細胞の形質導入のために哺乳動物に

直接投与できる。本発明の方法を用いて取得された遺伝的ワクチンは、非経口（

例えば、皮下、筋肉内、皮内、または静脈内）、局所的、経口、くも膜下腔内、

口内（例えば、舌下）、または予防および／または治療処置のために、エアロゾ

ルまたは経皮的になどの、局所投与を含む、任意の好適な様式で投与するための

医薬組成物として製剤できる。例えば、脱毛剤の使用による皮膚の前処置は、経

皮的送達において有用であろう。そのようなパッケージされた核酸を投与する好

適な方法が利用可能であり、当業者に周知であり、そして、1以上の経路が特定

組成物を投与するために使用できるけれども、特定経路は、別の経路よりも、し

ばしばより即効性でより効果的な反応を提供し得る。

  医薬的に許容可能な担体は、投与される特定組成物によって、並びにその組成

物を投与するのに使用される特定の方法によってある程度決定される。従って、

本発明の医薬組成物には広く多様な好適製剤がある。多様な水性担体が使用でき

、例えば、緩衝生理食塩水などである。これらの溶液は滅菌されており、一般に

望ましくない物質を含まない。これらの組成物は、従来周知の滅菌技術によって
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滅菌され得る。組成物は、pH調整試薬および緩衝試薬、毒性調整試薬などの生理

的状態に近づけるために必要な医薬的に許容可能な補助物質（例えば、酢酸ナト

リウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、乳酸ナトリウムなど

）を含むことができる。これらの製剤中の遺伝的ワクチンベクターの濃度は、広

範囲に変動させることができ、選択された特定の投与様式および患者のニーズに

従って、液量、粘度、体重などに基づいて主として選択されるであろう。

  経口投与に好適な製剤は、(a)水、生理食塩水またはPEG 400などの、希釈剤中

に懸濁された有効量のパッケージされた核酸などの、液体溶液；(b)液体、固体

、顆粒またはゼラチンとして、それぞれ所定量の有効成分を含む、カプセル、小

袋（sachets）または錠剤；(c)適当な液体中の懸濁液；および(d)好適なエマル

ジョンからなることができる。錠剤形態のものは、乳糖、ショ糖、マンニトール

、ソルビトール、リン酸カルシウム、トウモロコシ澱粉、ジャガイモ澱粉、トラ

ガカント、微結晶性セルロース、アラビアゴム、ゼラチン、コロイド状二酸化珪

素、クロスキャネロースナトリウム（croscannellose sodium）、タルク、ステ

アリン酸マグネシウム、ステアリン酸、および他の賦形剤、着色料、充填剤、結

合剤、希釈剤、緩衝試薬、湿潤剤、防腐剤、調味剤（flavoring agents）、染料

、崩壊剤（disintegrating agents）、並びに医薬的に適合性の担体の1種以上を

含むことができる。

  トローチ剤（lozenge）形態のものは、香料、通常はショ糖およびアラビアゴ

ムまたはトラガカント中に有効成分を含むことができ、同様に、芳香製剤（past

illes）は不活性基剤（ゼラチンおよびグリセリンまたはショ糖など）中に有効

成分を含み、およびアラビアゴムエマルジョン、ゲルなどは、有効成分に加えて

当業界で公知の担体を含む。遺伝的ワクチンは、経口的に投与された場合、消化

から保護されていなければならないことは認知されている。これは、ワクチンベ

クターを酸および酵素的加水分解に抵抗させる組成物と複合化することによって

、またはベクターをリポソームなどの適切な抵抗性を有する担体中にパッケージ

することによってのいずれかによって一般に達成される。消化からベクターを保

護する手段は当業界で周知である。医薬組成物は、例えば、リポソーム中、また

は有効成分に徐放性を与える製剤中でカプセルに包まれることができる。
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  パッケージされた核酸は、単独または他の好適な構成要素との組み合わせで、

吸入によって投与されるエアロゾル製剤（例えば、それらは「噴霧」され得る）

にすることができる。エアロゾル製剤は、ジクロロジフルオロメタン、プロパン

、窒素などの、加圧された許容可能な噴霧剤中に入れることができる。直腸投与

に好適な製剤は、例えば、座薬基剤で包まれた核酸からなる座薬を含む。好適な

座薬基剤としては、天然若しくは合成のトリグリセリドまたはパラフィン炭化水

素が挙げられる。さらに、例えば、液状トリグリセリド、ポリエチレングリコー

ル、およびパラフィン系炭化水素を含む、基剤で包まれた核酸の組み合わせから

なるゼラチン直腸カプセルを使用することも可能である。

  例えば、（関節中の）関節内、静脈内、筋肉内、皮内、腹腔内、および皮下経

路によるなどの、非経口投与に好適な製剤は、抗酸化剤、バッファー、静菌剤を

含むことができ、その製剤が意図された受容者の血液と等張になるように溶解す

るための水性および非水性の等張滅菌注射溶液、および懸濁化剤、可溶化剤、増

粘剤、安定化剤および防腐剤を含み得る水性および非水性の滅菌懸濁液を含む。

本発明の実施において、組成物は、静脈内注入、経口的、局所的、腹腔内、膀胱

内またはくも膜下腔内によって投与され得る。

非経口投与および静脈内投与は、好ましい投与方法である

  パッケージされた核酸の製剤は、アンプルおよびバイアルなどの、単回用量ま

たは複数回用量を密封した容器で提供できる。注射溶液および懸濁液は、滅菌粉

末、顆粒、および前記の種類の錠剤から製造できる。パッケージされた核酸によ

って形質導入された細胞を、静脈内または非経口的に投与することもできる。

      【０１３４】

用量サイズ

  患者に投与される用量は、本発明の関係から、一定時間に渡って患者の有益な

治療応答をもたらすのに充分なはずである。用量は、利用した特定ベクターの効

率および患者の症状、並びに治療される患者の体重または血管表面積によって決

定されるであろう。用量サイズは、特定ベクターの投与に伴う不利な副作用の存

在、性質、および程度、または特定患者に形質導入された細胞のタイプによって

も決定されるであろう。
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  感染若しくは他の症状の治療または予防において投与されるベクターの有効量

の決定においては、医師は、ベクターの毒性、疾病の進行度合い、および、もし

あれば、抗ベクター抗体の産生を評価する。一般に、ベクター由来のむき出しの

核酸に相当する用量は、標準的な70 kgの患者に対して約1μg～1 mgであり、核

酸を送達するのに使用されるベクターの用量は、治療的な核酸の等価量を与える

ように計算される。投与は、単回または分割された用量で達成できる。

  治療適用においては、組成物は疾病（例えば、感染症または自己免疫疾患）に

罹っている患者に、疾病およびその合併症を治療または少なくとも部分的に制止

するのに充分な量で投与される。これを達成するのに適当な量は、「治療的に有

効な用量」として定義される。この使用に有効な量は、疾病の重症度および患者

の健康の一般的状態に依存するであろう。患者に必要であり耐えられる服用量お

よび頻度に依存して、組成物を単回または複数回投与することができる。いずれ

にしても、組成物は、患者を有効に治療するのに十分な量の本発明のタンパク質

を提供するはずである。

  予防的適用においては、組成物は、感染症または他の症状の確立に対する保護

を促進することができる免疫応答を誘導するためにヒトまたは他の哺乳動物に投

与される。

毒性及び治療効率を決定する能力

  本発明によって提供される遺伝的ワクチンベクターの毒性および治療効率は、

細胞培養または実験動物での標準医薬手順を用いて決定される。本明細書中に記

載された手順および当業者に公知の他のものを用いてLD50（集団の50％が致死す

る用量）およびED50（集団の50％で治療的に有効な用量）を決定できる。

服用量に関する詳細

  静脈内投与のための典型的な医薬組成物は、約0.1～10 mg／患者／1日である

。特に薬物を血液が入らない隔離された部位に投与する場合（体腔中に、または

臓器の管腔中に）は、0.1～約100 mg／患者／1日の服用量が使用できる。実質的

により高い服用量は、局所的投与で可能である。非経口的に投与可能な組成物を

製造する実際的な方法は、当業者に公知であるか、または明らかであろうし、レ

ミントンの医薬科学（Remington's Pharmaceutical Science）, 第15版, Mack P
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ublishing Company, Easton, Pennsylvania (1980)などの出版物に、より詳細に

記載されている。

      【０１３５】

包装／調剤（dispenser）装置

  本発明の方法を使用して取得される遺伝的ワクチン（例えば、本発明の多価抗

原性ポリペプチド、およびそのポリペプチドを発現する遺伝的ワクチン）は、包

装（packs）、調剤装置、および哺乳動物に遺伝的ワクチンを投与するためのキ

ット中にパッケージすることができる。例えば、1以上の単位服用量形態を含む

包装または調剤装置が提供される。一般的には、化合物の投与のための指示書（

instructions）が、その化合物が、示された症状の治療に好適であることをラベ

ル上の適切な表示に沿った包装と共に提供されるであろう。例えば、そのラベル

には包装中の活性化合物が特定の感染症、自己免疫疾患、腫瘍の治療に、または

哺乳動物の免疫応答によって媒介されるか、若しくはそれに潜在的に感受性があ

る他の疾病若しくは症状を予防または治療するために有用であることを記載する

ことができる。

2.9.  遺伝的ワクチンの使用

  本発明による、最適化されたベクターモジュールおよび他の試薬を含む遺伝的

ワクチンは、多くの疾病および哺乳動物免疫系によって媒介されるか、または適

当な免疫応答による治療に感受性のいずれかである他の症状に有用である。これ

らの疾病およびそれぞれに適した抗原の代表例を、下記に列挙するか、本明細書

中に記載するか、または参考文献によって組み入れる。

最適化された組換え抗原の進化（evolution）のための基質（substrates）

  本発明は、病原性試薬に対する免疫応答を誘導する改善された能力を示す抗原

をコードする、実験的に生成されたポリヌクレオチドを取得する方法を提供する

。この方法は、潜在的な細菌戦争試薬および他の生物並びにヒトおよび他の動物

で疾病および毒性を引き起こすことができるポリペプチドを含む、広範囲の病原

性試薬に適用できる。以下の例は、単なる例証であり、これらに限定されない。

2.9.1.  感染症

  本発明の方法に従って取得された遺伝的ワクチンベクターは、任意の細菌、真
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菌、ウイルス、または哺乳動物の他の病原体によって引き起こされるものを含む

、感染症の予防および治療の両方において有用である。幾つかの実施態様では、

保護は、関心のある病原体の抗原（液性抗原若しくはT細胞抗原のいずれかまた

は両者）を発現するであろう遺伝的ワクチンベクターの使用によって与えられる

。好ましい実施態様では、抗原は本明細書中に記載されるような最適化された抗

原を取得するために本発明の方法を用いて進化される。ベクターは、その抗原に

対する免疫応答を誘導する。1種若しくは数種の抗原または抗原断片を、１つの

遺伝的ワクチン送達媒体中に含せることができる。病原体およびそれから抗原を

取得することができる対応するポリペプチドの例としては、これらに限定されな

いが、HIV（gp120、gp160）、B、C、D、E型肝炎（表面抗原）、狂犬病（糖タン

パク質）、マンソニア属住血吸虫（Schistosoma mansoni）（カルパイン；Janko

vic (1996) J Immunol. 157:806-14）を含む。遺伝的ワクチンベクターを用いて

治療し得る他の病原体感染は、例えば、帯状疱疹、単純ヘルペス-1および2、結

核（慢性、薬物耐性を含む）、ライム病（ボレリア・ブルゴルフェリイ（Borrel

ia burgorgerii））、梅毒、パルボウイルス、狂犬病、ヒト乳頭腫ウイルスなど

が挙げられる。

      【０１３６】

2.9.1.1.  細菌性病原体および毒素

  幾つかの実施態様では、本発明の方法は、細菌性病原体、並びに細菌および他

の生物によって産生された毒素に適用される。その病原体に対する免疫応答を誘

導できる実験的に生成されたポリペプチド、並びに天然の毒素ポリペプチドより

も毒性の低い組換え毒素を取得するために、この方法を使用することができる。

しばしば、関心のあるポリヌクレオチドは、病原性生物の表面に存在するポリペ

プチドをコードしている。病原体のうち、保護的免疫原性の実験的に生成された

ポリペプチドを産生するのに本発明の方法にとって有用なのは、エルシニア種（

Yersinia species）である。

  ペストの原因物質であるペスト菌（Yersinia pestis）は、10種未満の細菌を

有するマウスでのLD50値によって知られる最も有毒な細菌の一種である。疾病の

肺炎形態は、噴霧（aerosol）または感染性飛沫によってヒトの間に容易に蔓延
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し、数日間で死を招くことができる。エルシニアの感染に対して保護できる実験

的に生成されたポリペプチドを取得するために特に好ましい標的は、V抗原であ

り、それは37 kDaの毒性因子であり、保護的な免疫応答を誘導し、目下サブユニ

ットワクチンとして評価されている（Brubaker (1991) エルシナエ（Yersinae）

の微生物学の最新研究（Current Investigations of the Microbiology of Yers

inae, 12:127）。V抗原単独では毒性ではないが、V抗原を欠くペスト菌（Y pest

is）単離物は、非病原性（avirulent）である。幾つかのグループが、大腸菌で

のエルシニアV抗原の製造に成功している（Learyら (1995) Infect. Immun. 3:2

854）。V抗原を認識する抗体は、同種の株に対する受動的な保護を提供できるが

、異種の株に対しては保護を提供できない。同様に、精製されたV抗原による免

疫は、同種株に対してのみ保護する。交叉保護的（cross-protective）組換えV

抗原を取得するために、好ましい実施態様では、種々のエルシニア種由来のＶ抗

原遺伝子をポリヌクレオチド再集合（reassembly）（任意に、本明細書中に記載

された他の定方向進化法との組み合わせで）に付す。ペスト菌（ワイ・ペスティ

ス）、ワイ・エンテロコリチカ（Y. enterocolitica）、および仮性結核菌（ワ

イ・シュードツベルクローシス）（Y. pseudotuberculosis）由来のＶ抗原をコ

ードする遺伝子は、例えば、DNAレベルで92-99％同一であり、本発明の方法によ

るファミリー再集合（任意に、本明細書中に記載された他の定方向進化法との組

み合わせで）を用いて最適化するのを理想的にする。再集合後（任意に、本明細

書中に記載された他の定方向進化法との組み合わせで）、組換え核酸のライブラ

リーをスクリーニングし、および／または改善された免疫応答を誘導でき、およ

び／またはより大きな交叉保護性（cross-protectivity）を有することができる

組換えV抗原ポリペプチドをコードするものを選択する。

  炭疽の原因物質である炭疽菌（Bacillus anthracis）は、それに対して本発明

の方法が有用である細菌標的のもう１つの例である。炭疽保護抗原（PA）は、試

験動物において保護的免疫応答を与え、PAに対する抗体も幾らかの保護を与える

。しかしながら、PAの免疫原性は、比較的乏しく、野生型PAを用いる場合には一

般に複数回の注射が必要である。致死因子（LF）との同時ワクチン接種（co-vac

cination）は、野生型PAワクチンの効力を改善するが、毒性が制限要因となる。
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従って、本発明の確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび断

続（interrupted）合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合並びに抗原

ライブラリー免疫法は、非毒性LFを取得するために使用できる。種々の炭疽菌（

B. anthracis）株由来のLFをコードするポリヌクレオチドは、ファミリー再集合

（任意に、本明細書中に記載された他の定方向進化法と組み合わせて）に付され

る。次いで、得られた組換えLF核酸のライブラリーは、低下した毒性を示す組換

えLFポリペプチドをコードするものを同定するためにスクリーニングすることが

できる。例えば、PAの存在下に組織培養細胞に、組換えLFポリペプチドを接種し

、細胞が生き残るそれらのクローンを選択することができる。所望ならば、次い

で、非毒性LFポリペプチドを戻し交配して、LFの免疫原性エピトープを維持する

ことができる。最初のスクリーニングによって選択されたものは、次いで、第２

のスクリーニングに付すことができる。例えば、マウスのような試験動物での免

疫応答（例えば、CTLまたは抗体応答）を誘導する組換え非毒性LFポリペプチド

の能力を試験できる。好ましい実施態様では、次いで、組換え非毒性LFポリペプ

チドの、炭疽菌の異なる株による攻撃（challenge）に対する試験動物での保護

免疫を誘導する能力が試験される。

  炭疽菌の保護抗原は、本発明の方法の好適な標的でもある。炭疽菌の種々の株

由来のPAをコードする核酸は、確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャッフリ

ングおよび断続合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合に付される。次

いで、ポリクローナル抗体を用いた、例えば、大腸菌中での適切な折り畳み（fo

lding）をスクリーニングできる。試験動物での広域スペクトル抗体を誘導する

能力のスクリーニングはまた、単独または予備的なスクリーニング方法に加えて

のいずれかで一般的に使用される。目下のところ好ましい実施態様では、所望の

特性を示す実験的に生成されたポリヌクレオチドは、免疫原性エピトープを維持

するように戻し交配することができる。最後に、選択された組み換え体の、試験

動物における炭疽菌の異なる株に対する保護免疫を誘導する能力を試験する。

      【０１３７】

  黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）および連鎖球菌毒素（Streptococc

us toxins）は、本発明の方法を用いて改変（altered）され得る標的ポリペプチ
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ドのもう１つの例である。黄色ブドウ球菌および連鎖球菌グループA（group A S

treptococci）の株は、食中毒、毒素性ショック症状、猩紅熱および種々の自己

免疫疾患を含む、疾病の範囲に含まれる。それらは多様な毒素を分泌し、そして

少なくとも5種の細胞溶解毒素類、コアグラーゼ、および多様なエンテロトキシ

ン類を含んでいる。エンテロトキシン類は、MHCクラスII分子とT細胞受容体とを

架橋して、構成的Ｔ細胞活性化を引き起こすスーパー抗原として分類される（Fi

eldsら  (1996) Nature 384:188）。このサイトカインの病原性レベルの集積の

結果は、複合臓器不全および死を導くことができる。少なくとも30種の関連して

いるが、異なるエンテロトキシンが配列決定されており、それらはファミリーに

系統的にグループ分けできる。結晶構造は、幾つかのメンバー単独およびMHCク

ラスII分子との複合について得られている。MHCクラスIIが毒素を結合する部位

でのある突然変異は、それらの毒性を強く低下させ、弱毒化ワクチンの基礎を形

成することができる（Woodyら (1997) Vaccine 15:133）。しかしながら、１つ

のタイプの毒素に対して奏効する免疫応答は、近縁のファミリーのメンバーに対

する保護を与えることができるが、他のファミリー由来の毒素に対する保護は殆

ど観察されない。種々のファミリーのメンバー由来のエンテロトキシン遺伝子の

科の再集合（任意に、本明細書中に記載された他の定方向進化法との組み合わせ

で）は、低下した毒性を有し、交叉保護免疫応答を誘導できる組換え毒素分子を

取得するために使用できる。実験的に（例えば、ポリヌクレオチド再集合および

／またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって）進化された抗原は、

マウスまたはサルなどの適当な動物モデルにおいて抗体の中和を誘導する抗原を

同定するためにスクリーニングすることもできる。そのようなアッセイの例は、

誘導された抗体が、エンテロトキシンのMHC複合体および／または細胞若しくは

その精製された形態上のＴ細胞受容体への結合を抑制するELISA構成（format）

を含む。これらのアッセイは、添加された抗体が適当な抗原提示細胞に架橋され

ているT細胞を抑制する構成をも含む。

  コレラは、古来から、細菌であるコレラ菌によって引き起こされる強力な致死

疾病であり、その予防に有効なワクチンは未だ得られていない。この疾病の病原

性の多くは、コレラエンテロトキシンによって引き起こされる。μg量のコレラ
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毒素の摂取で、10リットルの体液の喪失を引き起こすひどい下痢を誘導できる。

  コレラ毒素は、単一の触媒Aサブユニットと同一のBサブユニットの5量体の環

からなる複合体である。各サブユニットは、単独では不活性である。Bサブユニ

ットは、腸管上皮細胞表面の特異的ガングリオシド受容体に結合し、Aサブユニ

ットがその細胞に入るきっかけとなる。Aサブユニットは、大量の電解質および

水の腸管管腔への持続的な流出を引き起こして、極端な下痢をもたらすイベント

のカスケードを開始する調節Gタンパク質をADP－リボシル化する。

  コレラ毒素のBサブユニットは、多数の理由から興味あるワクチン標的である

。それは、コレラ感染の間に生成される保護抗体の主標的であり、抗体を中和す

る抗毒素のエピトープを含んでいる。それは、Aサブユニットが無いと無毒性で

あり、経口的に有効であり、そしてコレラおよびコレラ毒素に対する保護に必須

の、強力なIgA優勢の消化管粘膜免疫応答の産生を刺激する。Bサブユニットもま

た、他のワクチン製造におけるアジュバントとしての使用について研究されてお

り、それ故、進化された毒素は、多様な異なるワクチンの一般的な改善を提供す

ることができる。腸内毒素原性大腸菌株由来の熱不安定性のエンテロトキシン類

（LH）は、コレラ毒素と構造的に関係しており、DNA配列レベルでは75％同一で

ある。低下した毒性およびコレラ菌および大腸菌に対して保護する向上された免

疫応答を誘導する能力を示す最適化された組換え毒素分子を取得するためには、

関連する毒素をコードする遺伝子を、確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャ

ッフリングおよび断続合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合に付す。

  次いで、組換え毒素は、幾つかの好ましい特性の1種以上について試験される

。例えば、組換え毒素ポリペプチドに対して産生された抗体の改善された交叉反

応性、細胞培養アッセイでの毒性の欠如、および病原体に対するおよび／または

毒素それ自身に対する保護免疫応答を誘発する能力をスクリーニングできる。実

験的に（例えば、ポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌクレオチド部位

飽和突然変異誘発によって）進化されたクローンは、ファージディスプレイによ

って選択し、および／または異なる血清型由来のエピトープの存在をファージEL

ISAおよびELISAアッセイによってスクリーニングすることができる。次いで、複

数のエピトープを有する変異（variant）タンパク質を精製し、マウスまたは他
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の試験動物を免疫するのに使用できる。次いで、動物血清を、異なるB鎖サブタ

イプに対する抗体に関してアッセイし、広域の交叉反応応答を誘導する変異体（

variants）を毒性攻撃モデルでさらに評価する。大腸菌およびコレラ菌毒素は、

粘膜免疫を高めることができ、ワクチンおよびタンパク質の経口送達が可能なア

ジュバントとして作用することもできる。

      【０１３８】

従って、組換え毒素のライブラリーのアジュバント活性の増強を試験できる

  実験的に（例えば、ポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌクレオチド

部位飽和突然変異誘発によって）進化された抗原は、6量体複合体中のA鎖の存在

下のときよりも不安定かも知れないB鎖5量体の改善された発現レベルおよび安定

性をスクリーニングすることもできる。加熱処理工程または塩類、尿素、および

／または塩酸グアニジンなどの変性剤の追加を、適当な抗体による正しく折り畳

まれた分子の収量を測定するELISAアッセイの前に含ませることができる。例え

ば、単量体B鎖は結合するが、5量体B鎖は結合しない抗体を用いたELISA構成にお

いて、安定な単量体B鎖分子をスクリーニングすることは時として好ましい。さ

らに、実験的に（例えば、ポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌクレオ

チド部位飽和突然変異誘発によって）進化された抗原が、マウスまたはサルなど

の適当な動物モデルでの抗体の中和を誘導する能力をスクリーニングすることが

できる。例えば、B鎖に結合し、腸管上皮細胞の表面のその特異的ガングリオシ

ド受容体への結合を妨げる抗体は、疾病を予防する。同様に、B鎖に結合し、そ

の5量体化を妨げるか、またはA鎖結合をブロックする抗体は、疾病を予防するの

に有用であり得る。

  ワクチンとしての使用のために、確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャッ

フリングおよび断続合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合によって改

善され得る細菌抗原としては、これらに限定されないが、ヘリコバクター・ピロ

リ（Helicobacter pylori）抗原CagAおよびCacA（Blaser (1996) Aliment. Phar

macol. Ther. 1:73-7；BlaserおよびCrabtree (1996) Am. J Clin. Pathol. 106

:565-7；Censiniら (1996) Proc. Nat'l, Acad. Sci. USA 93:14648-14643）も

挙げられる。
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  他の好適なヘリコバクター・ピロリ（H. pylori）抗原としては、例えば、Cha

thaら (1997) Indian J Med. Res. 105:170-175によって報告された45-65 kDaの

4つの免疫反応性タンパク質およびヘリコバクター・ピロリGroES相同体（HspA）

（Kansauら (1996) Mol. Microbiol. 22:1013-1023）が挙げられる。他の好適な

細菌性抗原としては、これらに限定されないが、ピー・ギンギバリス（P. gingi

valis）（Boutslら (1996) Oral Microbiol. Immunol. 11:236-241）の43-kDaお

よびフィムブリリン（fimbrilin）（41 kDa）タンパク質；肺炎球菌表面タンパ

ク質A（Brilesら (1996) Ann. NYAcad. Sci. 797:118-126）；オウム病クラミジ

ア（Chlamydia psittaci）抗原であり、80-90 kDaタンパク質および110 kDaタン

パク質（Buendiaら (1997) FEMSMicrobiol. Lett. 150:113-9）；クラミジアエ

キソ糖脂質（exoglycolipid）抗原（GLXA）（Whittum-Hudsonら (1996) Nature 

Med. 2:1116-1121）；92-98、51-55、43-46および31.5-33 kDaの分子量範囲のク

ラミジア肺炎（Chlamydia pneumoniae）種特異的抗原および12、26および5-70 k

Daの範囲の属特異的抗原（Halmeら (1997) Scand. J Immunol. 45:378-84）；淋

菌（Neisseria gonorrhoeae）（GC）または大腸菌（Escherichia coli）の相可

変（phase-variable）不透明（Opa）タンパク質（ChenおよびGotschlich (1996)

 Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 93:14851-14856）であり、CuttsおよびWilson (

1997) Parasitolog-v 114:245-55によって記載されたシストソーマ・マンソニ（

Schistosoma mansoni）（分子量が14～208 kDAの範囲）の12個の免疫優性タンパ

ク質のいずれか；ブルセラ・アボルタス（Brucella abortus）（De Motら (1996

) Curr. Microbiol. 33:26-30）の17-kDaタンパク質抗原；ノカルジオホーム（n

ocardioform）放線菌ロドコッカス・エスピーN186/21（De motら (1996) Curr. 

Microbiol. 33:26-30）中で同定されたグラム陰性病原体であるブルセラ・アボ

ルタスの17-kDaタンパク質抗原の遺伝子相同体；ブドウ球菌エンテロトキシン類

（SE類）（Woodら (1997) FEMS Immunol. Med. Microbiol. 17:1-10）であって

、42-kDaのエム・ハイオプネウニオニア（M. hyopneunioniae）NrdFリボヌクレ

オチドレダクターゼR2タンパク質またはエム・ハイオプネウニオニアの15-kDaの

サブユニットタンパク質（Fanganら (1997) Infect. Immun. 65:2502-2507）；

髄膜炎菌抗原PorAタンパク質（Feaversら (1997) Clin. Diagn. Lab. Immunol. 
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3:444-50）；肺炎球菌表面タンパク質A（PspA）（McDanielら (1997) Gene Ther

. 4:375-377）；エフ・ツラレンシス（F. tularensis）外膜タンパク質FopA（Fu

lopら (1996) FEMSImmunol. Med. Microbiol. 13:245-247）；アクチノバチルス

属株内の主外膜タンパク質（Hartmannら (1996) Zentralbl. Bakteriol. 284:25

5-262）；リステリア菌（Listeria monocytogenes）のp60またはリステリオリジ

ン（Hly）抗原（Hessら (1996) Proc. Nat'l. cad. Sci. USA 93:1458-1463）；

腸炎菌（Salmonella enteritidis）およびエス・プロルム（S. pullorum）（Hol

tおよびChaubal (1997) J. Clin. Microbiol. 35:1016-1020）に関して観察され

た鞭毛（G）抗原；炭疽菌保護抗原（PA）（lvinsら (1995) Vaccine 13:1779-17

84）；単包条虫（Echinococcus granulosus）抗原5（Jonesら (1996) Parasitol

ogy 113:213-222）；赤痢菌（Shigella dysenteriae）Iおよび大腸菌K-12のrol

遺伝子（Kleeら (1997) J. Bacteriol. 179:2421-2425）；連鎖球菌グループBの

細胞表面タンパク質Ribおよびα（GLXA）（Larssonら (1996) Infect. Immun. 6

4:3518-3523）；病原性エルシニア・エスピーピー（Yersinia spp.）の70 kbの

病原性プラスミド上にコードされた37 kDaの分泌ポリペプチド（Learyら (1995)

 Contrib. Microbiol. Immunol. 13:216-217およびRoggenkampら (1997) Infect

. Immun. 65:446-51）；ライム病スピロヘータボレリア・ブルグドルフェリ（Bo

rrelia burgdorferi）のOspA（外表面タンパク質A）（Liら (1997) Proc. Nat'l

. Acad Sci. USA 94:3584-3589、Padillaら (1996) J Infect. Dis. 174:739-74

6、およびWallichら (1996) Infection 24:396-397）；Omp28をコードするブル

セラ・メリテンシス（Brucella melitensis）グループ3抗原遺伝子（Lindlerら 

(1996) Infect. Immun. 64:2490-2499）；ストレプトコッカス・ミュータンス（

Streptococcus mutans）のPAc抗原（Murakamiら (1997) Infect. Immun. 65:794

-797）；ニューモリジン（pneumolysin）、肺炎球菌性ノイラミニダーゼ類、自

己融解素、ヒアルロニダーゼ、および37 kDaの肺炎球菌性表面付着因子A（Paton

ら (1997) Microb. Drug Resist. 3:1-10）；サルモネラ・ティフィ（Salmonell

a typhi）の分子量29-32、41-45、63-71×10(3)の抗原（Perezら (1996) Immuno

logy 89:262-267）；肺炎桿菌（Klebsiella pneumoniae）のマーカーとしてのK

抗原（PriamukhinaおよびMorozova (1996) Klin. Lab. Diagn. 47-9）；分子質
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量約60、40、および15-10 kDaのノカルジア（nocardial）抗原（Prokesovaら (1

996) Int. J Immunopharmacol. 18:661-668）；黄色ブドウ球菌抗原ORF-2（Rien

eckら (1997) Biochim. Biophys Acta 1350:128-132）；ボレリア・ヘルムシイ

のGlpQ抗原（Schwanら (1996) J Clin. Microbiol. 34:2483-2492）；コレラ保

護抗原（CPA）（Sciortino (1996) J. Diarrhoeal Dis. Res. 14:16-26）；スト

レプトコッカス・ミュータンスの190-kDaタンパク質抗原（Senpukuら (1996) Or

al Microbiol. Immunol. 11:121-128）；炭疽毒素（Anthrax toxin）保護抗原（

PA）（Sharmaら (1996) Protein Expr. Purif. 7:33-38）；ウェルシュ菌（Clos

tridium perfringens）抗原および類毒素（Stromら (1995) Br. J. Rheumatol. 

34:1095-1096）；腸炎菌のSEF 14海馬采抗原（Thornsら (1996) Microb. Pathog

. 20:235-246）；ペスト菌莢膜抗原（FI抗原）（Titballら (1997) Infect. Imm

un. 65:1926-1930）；ライ菌の35-kDaタンパク質（Triccasら (1996) Infect. I

mmun. 64:5171-5177）；モラクセラ（Moraxella）（ブランハメラ（Branhamella

））・カタラーリス（catarrhalis）から抽出された主外膜タンパク質であるCD

（Yangら (1997) FEMS Immunol. Med. Microbiol. 17:187-199）；ペスト菌のpH

6抗原（PsaAタンパク質）（Zav'yalovら (1996) FEMS Immunol. Med. Microbiol

. 14:53-57）；リーシュマニア・メジャー（Leishmania major）の主表面糖タン

パク質であるgp63（XuおよびLiew (1994) Vaccine 12:1534-1536；XuおよびLiew

 (1995) Immunology 84:173-176）；放線菌熱ショックタンパク質65である、放

線菌抗原（ライ菌hsp65）（Lowrieら (1994) Vaccine 12:1537-1540；Ragnoら (

1997) Arthritis Rheum. 40:277-283；Silva (1995) Braz. J Med. Biol. Res. 

28:843-851）；結核菌（Mycobacterium tuberculosis）抗原85（Ag85）（Huygen

ら (1996) Nat. Med. 2:893-898）；結核菌、エム・ボビス（M. bovis）およびB

CGの45/47 kDa抗原複合体（APA）（Hornら (1996) J Immunol. Methods 197:151

-159）；放線菌抗原である65-kDaの熱ショックタンパク質hsp65（Tasconら (199

6) Nat. Med. 2:888-892）；放線菌抗原MPB64、MPB70、MPB57およびα抗原（Yam

adaら (1995) Kekkaku 70:639-644）；結核菌38 kDaタンパク質（Vordenneierら

 (1995) Vaccine 13:1576-1582）；結核菌由来のMPT63、MPT64およびMPT59抗原

（Mancaら (1997) Infect. Immun. 65:16-263；Oettingerら (1997) Scand. J I
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mmunol. 45:499-503；Wilckeら (1996) Tuber. Lung Dis. 77:250-256）；ライ

菌の35-kDaタンパク質（Triccasら (1996) Infect. Immun. 64:5171-5177）；病

原性放線菌のESAT-6抗原（Brandtら (1996) J Immunol. 157:3527-3533；Polloc

kおよびAndersen (1997) J Infect. Dis. 175:1251-1254）；結核菌16-kDa抗原

（Hsp16.3）（Changら (1996) J Biol. Chem. 271:7218-7223）；およびライ菌

の18-kDaタンパク質）Baumgartら (1996) Infect. Immun. 64:2274-2281）が挙

げられる。

      【０１３９】

2.9.1.2.  ウイルス病原体

  本発明の方法は、ウイルス病原体に対する免疫応答の誘導能力が増強された組

換え核酸およびポリペプチドを取得するのにも有用である。上記の細菌組み換え

体は、一般にポリペプチド形態で投与されるが、ウイルス保護を与える組み換え

体は、遺伝的ワクチンとして、核酸形態で投与されるのが好ましい。

  １つの実例は、ハンタンウイルス（Hantaan virus）である。このウイルスの

糖タンパク質は、一般に感染された細胞のゴルジ装置の膜に蓄積される。この糖

タンパク質の発現が乏しいと、これらのウイルスに対する効率的な遺伝的ワクチ

ンの開発を妨げる。本発明の方法は、この問題を、糖タンパク質をコードする核

酸上での確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび断続合成）

および非確率論的ポリヌクレオチド再集合を実行し、宿主細胞中でのおよび／ま

たは遺伝的ワクチンとして投与されたときの改善された免疫原性のための増強さ

れた発現を示す、それらの組み換え体を同定するすることによって解決する。こ

れらの方法の便利なスクリーニング方法は、宿主細胞表面上のポリペプチドのデ

ィスプレイをもたらす、PIGへの融合タンパク質として実験的に生成されたポリ

ヌクレオチドを発現させることである（Whitehornら (1995) Biotechnology (NY

) 13:1215-9）。次いで、蛍光発色セルソーティング（Fluorescene-activated c

ell sorting）を使用して、抗原性ポリペプチドの増大された量を発現させるそ

れらの細胞を仕分けし、回収する。この予備的スクリーニングは、マウスなどの

哺乳動物での免疫原性試験の後に行うことができる。最後に、好ましい実施態様

では、それらの組換え核酸は、遺伝的ワクチンとしてそれらのウイルスによる攻
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撃に対して試験動物を保護する能力が試験される。

  フラビウイルス（flaviviruses）は、本発明の方法がウイルス病原体に対して

有効な実験的に生成されたポリペプチドまたは遺伝的ワクチンを取得するのに有

用なウイルス病原体のもう１つの例である。フラビウイルスは、抗原的に関連し

たウイルスの3つのクラスター、すなわち、デング熱1-4（62-77％同一）、ジャ

パニーズ・セントルイス・アンド・マーレイ・バレイ脳炎ウイルス（Japanese, 

St. Louis and Murray Valley encephalitis viruses）（75-82％同一）、およ

びダニ媒介性脳炎ウイルス（77-96％同一）からなる。デング熱ウイルスは、SLE

および黄熱病（40-50％同一）に対する保護抗体を誘導することができるが、入

手できる有効なワクチンは殆どない。増進された交叉反応性および免疫原性を示

す遺伝的ワクチンおよび実験的に生成されたポリペプチドを取得するためには、

関連ウイルスのエンベロープタンパク質をコードするポリヌクレオチドを、確率

論的（例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび断続合成）および非確率

論的ポリヌクレオチド再集合に付す。得られた実験的に生成されたポリヌクレオ

チドは、遺伝的ワクチンとして、または発現されたポリペプチドを用いてのいず

れかで、広範に反応する中和化抗体応答を誘導する能力を試験できる。最後に、

予備的スクリーニングに都合の良いそれらのクローンは、ウイルスの攻撃に対し

て試験動物を保護する能力を試験できる。

  ワクチンとしての改善された活性に関して、確率論的（例えば、ポリヌクレオ

チドシャッフリングおよび断続合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合

によって進化され得るウイルス抗原としては、これらに限定されないが、A型イ

ンフルエンザウイルスN2ノイラミニダーゼ（Kilbourneら (1995) Vaccine 13:17

99-1803）；デング熱ウイルスエンベロープ（E）およびプレメンブラン（premem

brane）（prM）抗原（Feighnyら (1994) Am. J Trop. Med. Hyg. 50:322-328；P

utnakら (1996) Am. J Trop. Med. Hyg. 55:504-10）；HIV抗原Gag、Pol、Vifお

よびNef（Vogtら (1995) Vaccine 13:202-208）；HIV抗原gp 120およびgp 160（

Achourら (1995) Cell. Mol. Biol. 41:395-400；Honeら (1994) Dev. Biol. St

and. 82:159-162）；ヒト免疫不全ウイルスのgp41エピトープ（Eckhartら (1996

) J Gen. Virol. 77:2001-2008）；ロタウイルス抗原VP4（Mattionら (1995) J 
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Virol. 69:5132-5137）；ロタウイルスタンパク質VP7またはVP7sc（Emslieら (1

995) J virol. 69:1747-1754；Xuら (1995) J Gen. Virol. 76:1971-1980）；単

純ヘルペスウイルス（HSV）糖タンパク質gB、gC、gD、gE、gG、gH、およびgl（F

leckら (1994) Med. Microbiol. Immunol. (Berl) 183:87-94 [Mattion, 1995]

；Ghiasiら (1995) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 36:1352-1360；McLeanら (

1994) J Infect. Dis. 170:1100-1109）；1型単純ヘルペスウイルス（HSV-1）の

前初期タンパク質ICP47（Banksら (1994) Virology 200:236-245）；単純ヘルペ

スウイルスの前初期（IE）タンパク質ICP27、ICPO、およびICP4（Manickanら (1

995) J Virol. 69:4711-4716）；インフルエンザウイルス核タンパク質および血

球凝集素（Deckら (1997) Vaccine 15:71-78；Fuら (1997) J Virol. 71:2715-2

721）；B 19パルボウイルスカプシドタンパク質VP1（Kawaseら (1995) Virology

 211:359-366）またはVP2（Brownら (1994) Virology 198:477-488）；B型肝炎

ウイルスおよびe抗原（Schodelら (1996) Intervirology 39:104-106）；B型肝

炎表面抗原（ShiauおよびMurray (1997) J Med. Virol. 51:159-166）；B型肝炎

ウイルスのコア抗原（Id.）に融合されたB型肝炎表面抗原；B型肝炎ウイルスコ

ア-preS2顆粒（Nemeckovaら (1996) Acta Virol. 40:273-279）；HBV preS2-Sタ

ンパク質（Kutinovaら (1996) Vaccine 14:1045-1052）；VZV糖タンパク質I（Ku

tinovaら (1996) Vaccine 14:1045-1052）；狂犬病ウイルス糖タンパク質（Xian

gら (1994) Virology 199:132-140；Xuanら (1995) Virus Res. 36:151-161）ま

たはリボ核カプシド（Hooperら (1994) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 91:10908

-10912）；ヒトサイトメガロウイルス（HCMV）糖タンパク質B（LTL55）（Britt

ら (1995) J Infect. Dis. 171:18-25）；分泌型または非分泌型の、またはB型

肝炎ウイルス（HBV）の中間（pre-S2およびS）若しくは主（S）表面抗原との融

合タンパク質としてのC型肝炎ウイルス（HCV）ヌクレオカプシドタンパク質（In

chauspeら (1997) DNA Cell Biol. 16:185-195；Majorら (1995) J Virol. 69:5

798-5805）；C型肝炎ウイルス抗原、すなわちコアタンパク質（pC）；E1（pE1）

およびE2（pE2）単独または融合タンパク質として（Saitoら (1997) Gastroente

rology 112:1321-1330）；呼吸器合胞体ウイルス（RSウイルス）融合タンパク質

（PFP-2）（FalseyおよびWalsh (1996) Vaccine 14:1214-1218：Piedraら (1996
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) Pediatr. Infect. Dis. J. 15:23-31）；ロタウイルスのVP6およびVP7（Choi

ら (1997) Virology 232:129-138；Jinら (1996) Arch. Virol. 141:2057-2076

）；ヒトパピローマウイルスのE1、E2、E3、E4、E5、E6およびE7タンパク質（Br

ownら (1994) Virology 201:46-54；Dillnerら (1995) Cancer Detect. Prev. 1

9:381-393；Krulら (1996) Cancer Immunol. Immunother. 43:44-48；Nakagawa

ら (1997) J Infect. Dis. 175:927-931）；ヒトI型Tリンパ指向性ウイルスgag

タンパク質（Porterら (1995) J Med Virol. 45:469-474）；エプスタイン・バ

ーウイルス（EBウイルス）（EBV）gp340（Mackettら (1996) J Med. Virol. 50:

263-271）；エプスタイン・バーウイルス（EBV）潜在性（latent）膜タンパク質

LMP2（Leeら (1996) Eur. J Immunol. 26:1875-1883）；エプスタイン・バーウ

イルス核抗原1および2（ChenおよびCooper (1996) J Virol. 70:4849-4853；Kha

nnaら (1995) Virology 214:633-637）；麻疹ウイルス核タンパク質（N）（Fook

sら (1995) Virology 210:456-465）；およびサイトメガロウイルス糖タンパク

質gB（Marshallら (1994) J Med. Virol. 43:77-83）または糖タンパク質gH（Ra

smussenら (1994) J Infect. Dis. 170:673-677）が挙げられる。

      【０１４０】

2.9.2.  炎症性および自己免疫疾患

  自己免疫疾患は、自身の身体の組織若しくは細胞を攻撃する免疫応答、または

自身の組織若しくは細胞にも有害な病原体特異的免疫応答、または自身の組織若

しくは細胞に有害な非特異的免疫活性化によって特徴付けられる。自己免疫疾患

の例としては、これらに限定されないが、慢性関節リウマチ、SLE、真性糖尿病

、重症筋無力症、反応型関節炎（reactive arthritis）、強直性脊椎関節炎、お

よび多発性硬化症が挙げられる。これらおよびIBD、乾癬、膵炎、および種々の

免疫不全症を含む他の炎症症状は、本発明の方法を用いて（例えば、本発明の方

法を用いて最適された抗原を用いて）得られたベクターおよび他の構成要素を含

む遺伝的ワクチンを用いて治療できる。

  これらの症状は、炎症部位での、リンパ球、マクロファージ、および好中球な

どの炎症性細胞の蓄積によってしばしば特徴付けられる。増加したサイトカイン

産生レベルと共に、改変されたサイトカイン産生レベルがしばしば観察される。
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糖尿病および慢性関節リウマチを含む、幾つかの自己免疫疾患は、ある種のMHC

ハプロタイプに関係している。反応型関節炎などの、他の自己免疫型障害は、エ

ルシニア属および赤痢菌属などの細菌によって誘発されることが示されており、

証拠（evidence）は、糖尿病、多発性硬化症、慢性関節リウマチなどの、幾つか

の他の自己免疫疾患もまた、遺伝子的に感受性のある固体においてウイルスまた

は細菌感染によって開始されるかも知れないことを示唆している。

  最新の治療戦略は、一般に、NSAIDやシクロスポリンなどの抗炎症薬、および

メトトレキセートなどの抗増殖薬を含む。これらの治療法は、非特異的であり、

それ故、より高い特異性を有する治療法、および自己免疫プロセスを阻害する方

向に免疫応答を向ける手段が必要とされている。

  本発明は、これらの要求を満足できる幾つかの戦略を提供する。第１に、本発

明は、寛容原性抗原の送達性が改善されたワクチン（例えば、より高い寛容原性

および／または改善された抗原性を有する抗原を取得する方法）、改善された抗

原性を有する抗原、遺伝的ワクチン媒介寛容性、および適当なアクセサリー分子

の包含による免疫応答を調節する方法を提供する。好ましい実施態様では、本発

明によって製造されたワクチン（例えば、最適化された抗原）は、経口送達によ

って寛容性誘導の改善を示す。

  経口による寛容性は、大量の抗原の経口投与による免疫学的寛容の誘導によっ

て特徴付けられる（Chenら (1995) Science 265:1237-1240；Haqら (1995) Scie

nce 268:714-716）。動物モデルでは、このアプローチが、自己免疫疾患を治療

するための非常に有望なアプローチであることが証明されており、慢性関節リウ

マチおよび多発性硬化症などのヒト自己免疫疾患の治療におけるこのアプローチ

の有効性を扱う（address）臨床試験が進行中である（Chenら (1994) Science 2

65:1237-40；Whitacreら (1996) Clin. Immunol. Immunopathol. 80:S31-9；Hoh

olら (1996) Ann. N.Y Acad Sci. 778:243-50）。遺伝子治療で用いられるウイ

ルスに対する経口による寛容性の誘導は、遺伝子治療ベクターの免疫原性を低下

させられるかも知れないことも示唆されている。

  しかしながら、経口による寛容性の誘導に必要な抗原の量は、非常に多く、抗

原性タンパク質の経口送達のための改善された方法が、経口による寛容性の誘導
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の効率を顕著に改善するだろう。

  発現ライブラリー免疫法（Barryら (1995) Nature 377:623）は、遺伝的ワク

チンで使用するための最適な抗原をスクリーニングする特に有用な方法である。

例えば、エルシニア属、赤痢菌属などに存在する自己抗原を同定するためには、

HLA-B27陽性個体でのT細胞応答の誘発をスクリーニングすることができる。細菌

抗原および自己免疫疾患と関連するMHC分子（例えば、エルシニア属抗原と関連

するHLA-B27）のエピトープを含む複合体は、HLA-B27陽性個体での反応型関節炎

および強直性脊椎炎の予防に使用できる。

  自己免疫および炎症症状の治療は、寛容性抗原の投与だけでなく、サイトカイ

ン類、共刺激分子などの組み合わせの使用を含むことができる。そのようなカク

テル（cocktails）は、有利な免疫応答の誘導、一般には自己抗原特異的寛容性

の誘導のために製剤される。カクテルはまた、例えば、T細胞のサブセットによ

る自己の抗原の認識を決定的に必要とするCD1（Porcelli (1995) Adv. Immunol.

 59:1）を含むこともできる。TH2に向かう免疫応答を歪曲する遺伝的ワクチンベ

クターおよびカクテルは、抗原特異的および抗原非特異的ベクターの両者と共に

、自己免疫および炎症症状の治療にしばしば用いられる。

  遺伝的ワクチンおよびアクセサリー分子（例えば、最適化された抗原）のスク

リーニングは、当業者に公知の動物モデルで行うことができる。種々の条件に対

する好適なモデルの例としては、コラーゲン誘導性関節炎（collagen induced a

rthritis）、ヒトシェーグレン症候群（Sjogren's syndrome）のNFS／sldマウス

モデル；ヒト細胞骨格タンパク質であるフォドリンのアナログとして最近同定さ

れた120 kDの臓器特異的自己抗原（Hanejiら (1997) Science 276:604）、ヒトS

LEのニュージーランドブラック／ホワイトF1雑種マウスモデル、NODマウス、ヒ

ト真性糖尿病のマウスモデル、自己免疫およびリンパ増殖性障害を同時に発病す

るfas/fasリガンド突然変異マウス（Watanabe-Fukunagaら (1992) Nature 356:3

14）、およびミエリン塩基性タンパク質がヒト多発性硬化症と似た病気を誘導す

る実験的自己免疫脳脊髄炎（EAE）が挙げられる。

      【０１４１】

  （本発明の方法によって（例えば、ポリヌクレオチド再集合および／またはポ
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リヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって）実験的に進化され得る）多発性

硬化症を治療するための遺伝的ワクチンで有用な自己抗原としては、これらに限

定されないが、ミエリン塩基性タンパク質（Stinissenら (1996) J Neurosci. R

es. 45:500-511）またはミエリン塩基性タンパク質と多発性硬化症のプロテオリ

ピッドタンパク質との融合タンパク質（Elliottら (1996) J Clin. Invest. 98:

1620-1612）、プロテオリピッドタンパク質（PLP）（Rosenerら (1997) J Neuro

immunol. 75:28-34）、2',3'－サイクリックヌクレオチド 3－ホスホジエステラ

ーゼ（CNPase）（Rosenerら (1997) J Neuroimmunol. 75:28-34）、多発性硬化

症でのエプスタイン・バーウイルス核抗原-1（EBNA-1）（Vaughanら (1996) J N

euroimmunol. 69:95-102）、多発性硬化症でのHSP70（Salvettiら (1996) J Neu

roimmunol. 65:143-53；Feldmannら (1996) Cell 85:307）が挙げられる。

  本発明の方法による再集合後（任意に、本明細書中に記載された他の定方向進

化法との組み合わせで）、強皮症、全身性硬化症、および全身性エリテマトーデ

スを治療するのに使用できる標的抗原としては、例えば、-2-GPI、50 kDa糖タン

パク質（Blankら (1994) J Autoimmun. 7:441-455）、Ku（p70/p80）自己抗原、

またはその80-kdサブユニットタンパク質（Hongら (1994) Invest. Ophthalmol.

 Vis. Sei. 35:4023-4030；Wangら (1994) J Cell Sci. 107:3223-3233）、核自

己抗原La（SS-B）およびRo（SS-A）（Huangら (1997) J Clin. Immunol. 17:212

-219；Lgarashiら (1995) Autoimmunity 22:33-42；Keechら (1996) Clin. Exp.

 Immunol. 104:255-263；Manoussakisら (1995) J Autoimmun. 8:959-969；Topf

erら (1995) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 92:875-879）、プロテアソームタイ

プサブユニットC9（Feistら (1996) J Exp. Med. 184:1313-1318）、強皮症抗原

Rpp 30、Rpp 38またはScl-70（Ederら (1997) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 94

:1101-1106；Hietarintaら (1994) Br. J Rheumatol. 33:323-326）、中心体自

己抗原PCM-1（Baoら (1995) Autoimmunity 22:219-228）、多発性筋炎－強皮症

自己抗原（PM-Scl）（Khoら (1997) J Biol. Chem. 272:13426-13431）、強皮症

（および他の全身性自己免疫疾患）自己抗原CENP-A（Muroら (1996) Clin. Immu

nol. Immunopathol. 78:86-89）、核内低分子リボ核タンパク質（snRNP）である

U5（Okanoら (1996) Clin. Immunol. Immunopathol. 81:41-47）、PM-Scl自己抗
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原の100-kdタンパク質（Geら (1996) Arthritis Rheum. 39:1588-1595）、核小

体U3－およびTh(7-2)リボ核タンパク質（Verheijenら (1994) J. Immunol. Meth

ods 169:173-182）、リボソームタンパク質L7（Neuら (1995) Clin. Exp. Immun

ol. 100:198-204）、hPop 1（Lygerouら (1996) EMBO J. 15:5936-5948）、およ

び核基質抗原由来の36-kdタンパク質（Dengら (1996) Arthritis Rheum. 39:130

0-1307）が挙げられる。

  肝性自己免疫疾患も、本明細書中に記載された方法によって製造された改善さ

れた組換え抗原を用いて治療できる。そのような治療に有用な抗原には、チトク

ロームP450およびUDP－グルクロノシルトランスフェラーゼ（Obermayer-Straub

およびManns (1996) Baillieres Clin. Gastroenterol. 10:501-523）、チトク

ロームP450 2C9およびP450 1A2（Bourdiら (1996) Chem. Res. Toxicol. 9:1159

-1166；Clementeら (1997) J Clin. Endocrinol. Metab. 82:1353-1361）、LC-1

抗原（Kleinら (1996) J Pediatr. Gastroenterol. Nutr. 23:461-465）、およ

び230-kDaのゴルジ関連タンパク質（Funakiら (1996) Cell Struct. Funct. 21:

63-72）がある。

  皮膚の自己免疫疾患の治療に有用な抗原としては、これらに限定されないが、

450 kDヒト上皮性自己抗原（Fujiwaraら (1996) J Invest. Dermatol. 106:1125

-1130）、230 kDおよび180 kDの水疱性類天疱瘡抗原（Hashimoto (1995) Keio J

 Med. 44:115-123；Murakamiら (1996) J Dermatol. Sci. 13:112-117）、落葉

状天疱瘡抗原（デスモグレイン1）、尋常性天疱瘡抗原（デスモグレイン3）、BP

Ag2、BPAg1、およびVII型コラーゲン（Batteuxら (1997) J Clin. Immunol. 17:

228-233；Hashimotoら (1996) J Dermatol. Sci. 12:10-17）、瘢痕性類天疱瘡

の患者のサブセット中の168-kDa粘膜抗原（Ghohestaniら (1996) J Invest. Der

matol. 107:136-139）、および218-kd核タンパク質（218-kd Mi-2）（Seeligら 

(1995) Arthritis Rheum. 38:1389-1399）が挙げられる。

  本発明の方法は、これらに限定されないが、インシュリン、プロインシュリン

、GAD65およびGAD67、熱ショックタンパク質65（hsp65）、および島細胞抗原69

（ICA69）（Frenchら (1997) Diabetes 46:34-39；Roep (1996) Diabetes 45:11

47-1156；Schlootら (1997) Diabetologia 40:332-338）、GAD65に相同なウイル



(313) 特表２００３－５２４３９２

スタンパク質（JonesおよびCrosby (1996) Diabetologia 39:1318-1324）、島細

胞抗原関連タンパク質－チロシンホスファターゼ（PTP）（Cuiら (1996) J iol.

 Chem. 271:24817-24823）、GM2-1ガングリオシド（Cavalloら (1996) J Endocr

inol. 150:113-120；Dottaら (1996) Diabetes 45:1193-1196）、グルタミン酸

デカルボキシラーゼ（GAD）（Nepom (1995) Curr. Opin. Immunol. 7:825-830；

Panina-Bordignonら (1995) J Exp. Med. 181:1923-1927）、島細胞抗原（ICA69

）（Kargesら (1997) Biochim. Biophys. Acta 1360:97-101；Roepら (1996) Eu

r. J Immunol. 26:1285-1289）、糖尿病患者由来のT細胞によって認識される単

一のT細胞エピトープであるTep69（Kargesら (1997) Biochim. Biophys. Acta 1

360:97-101）、I型糖尿病の自己抗原であるICA 512（Solimenaら (1996) EMBOJ.

 15:2102-2114）、島細胞タンパク質チロシンホスファターゼおよびI型糖尿病の

それから誘導された37-kDa自己抗原（IA-2、IA-2を含む）（La Gasseら (1997) 

Mol. Med. 3:163-173）、島細胞表面抗体（ICSA）を有する患者由来の血清で免

疫沈降するIn-111細胞またはヒト甲状腺濾胞細胞由来の64 kDaタンパク質（Igaw

aら (1996) Endocr. J. 43:299-306）、ヒト膜貫通タンパク質チロシンホスファ

ターゼの相同体であるフォグリン（phogrin）、I型糖尿病の自己抗原（Kawasaki

ら (1996) Biochem. Biophys. Res. Commun. 227:440-447）、40 kDaおよび37 k

Daのトリプティック断片（triptic fragments）およびそれらのIA-2前駆体およ

びIDDM中のIA-2（Lampasonaら (1996) J Immunol. 157:2707-2711；Notkinsら (

1996) J Autoimmun. 9:677-682）、インシュリンまたはコレラ類毒素－インシュ

リンコンジュゲート（Bergerotら (1997) Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 94:461

0-4614）、ラットのハイマン腎炎の誘発に含まれる腎臓上皮糖タンパク質である

gp330のヒト相同体であるカルボキシペプチダーゼH、および38-kD小島ミトコン

ドリア自己抗原（Ardenら (1996) J Clin. Invest. 97:551-561）を含む、1種以

上の抗原インシュリン依存性真性糖尿病を治療するための改善された抗原を取得

するのにも有用である。

      【０１４２】

  慢性関節リウマチは、本発明に従って製造された最適化された抗原を用いて治

療し得るもう１つの症状である。慢性関節リウマチ治療に有用な抗原は、これら
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に限定されないが、特に若年性慢性関節リウマチおよび虹彩毛様体炎の発症にお

ける45 kDa DEK核抗原（Murrayら (1997) J Rheumatol. 24:560-567）、慢性関

節リウマチにおける自己抗原であるヒト軟骨糖タンパク質39（Verheijdenら (19

97) Arthritis Rheum. 40:1115-1125）、慢性関節リウマチ68k自己抗原（Blass

ら (1997) Ann. Rheum. Dis. 56:317-322）、コラーゲン（Rosloniecら (1995) 

J Immunol. 155:4504-4511）、II型コラーゲン（Cookら (1996) Arthritis Rheu

m. 39:1720-1727；Trentham (1996) Ann. N. Y. Acad. Sci. 778:306-314）軟骨

結合（link）タンパク質（Guerassimovら (1997) J Rheumatol. 24:959-964）、

慢性関節リウマチの自己免疫抗原であるエズリン、ラディキシンおよびモエシン

（Wagatsumaら (1996) Mol. Immunol. 33:1171-1176）、および放線菌熱ショッ

クタンパク質65（Ragnoら (1997) Arthritis Rheum. 40:277-283）を含む。

  また、治療に好適な改善された抗原を取得することができる症状には、自己免

疫甲状腺疾患がある。これらの適用に有用な抗原は、例えば、甲状腺ペルオキシ

ダーゼおよび甲状腺刺激ホルモン受容体（TandonおよびWeetman (1994) J R. Co

ll. Physicians Lond. 28:10-18）、ヒトグレーブス甲状腺組織由来の甲状腺ペ

ルオキシダーゼ（Gardasら (1997) Biochem. Biophys. Res. Commun. 234:366-3

70；Zimmerら (1997) Histochem. Cell. Biol. 107:115-120）、甲状腺関連眼障

害と関係する64-kDa抗原（Zhangら (1996) Clin. Immunol. Immunopathol. 80:2

36-244）、ヒトTSH受容体（Nicholsonら (1996) J Mol. Endocrinol. 16:159-17

0）および小島細胞表面抗体（ICSA）を有する患者由来の血清で免疫沈降されるI

n-111細胞またはヒト甲状腺濾胞細胞由来の64 kDaタンパク質（Igawaら (1996) 

Endocr. J. 43:299-306）を含む。

  他の症状および関連抗原としては、これらに限定されないが、シェーグレン症

候群（－フォドリン；Hanejiら (1997) Science 276:604-607）、重症筋無力症

（ヒトM2アセチルコリン受容体またはその断片、特にヒトM2アセチルコリン受容

体の第２の細胞外ループ；Fuら (1996) Clin. Immunol. Immunopathol. 78:203-

207）、白斑（チロシナーゼ；Fishmanら (1997) Cancer 79:1461-1464）、水疱

形成性皮膚病を有する個体由来の血清によって認識される450 kDヒト上皮自己抗

原、および潰瘍性大腸炎（染色体タンパク質HMG1およびHMG2；Sobajimaら (1997
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) Clin. Exp. Immunol. 107:135-140）が挙げられる。

      【０１４３】

2.9.3.  アレルギーおよび喘息

  本発明は、アレルギーを治療するのに有用な試薬を取得する方法も提供する。

ある実施態様では、この方法は、アレルゲンをコードする実験的に生成されたポ

リヌクレオチドのライブラリーを作ること、およびアレルギーを治療するための

免疫療法剤として使用したときに、改善された特性を示す実験的に生成されたポ

リヌクレオチドを同定するためにスクリーニングすることを含む。例えば、天然

抗原を用いるアレルギーの特異的免疫療法は、マスト細胞上の高親和性IgE受容

体の架橋によって開始され得るアナフィラキシーを誘導する危険がある。それ故

、現存するIgEによって認識されないアレルゲンが望ましい。本発明の方法は、

そのようなアレルゲン変異体を取得することができる方法を提供する。もう１つ

の目的とする改善された特性は、安全性および有効性が向上された、より広範囲

の免疫応答の誘導である。

  遺伝的ワクチンベクターおよび本発明の方法を用いて得られる他の試薬は、ア

レルギーおよび喘息の治療に使用できる。アレルギー性の免疫応答は、B細胞、T

細胞、プロフェッショナル（professional）抗原提示細胞（APC）、好酸球およ

びマスト細胞の間の複雑な相互作用の結果である。これらの細胞は、免疫応答の

モジュレーターとしてアレルギー性免疫応答に関与し、またアレルギー性応答の

開始および維持に直接含まれる産生因子（producing factors）にも含まれる。

ポリクローナルのアレルゲン特異的IgEの合成は、B細胞、T細胞およびプロフェ

ッショナル抗原提示細胞（APC）の間の複合的な相互作用を必要とする。

  未経験の（naive）初回抗原刺激を受けていないB細胞の活性化は、特異的なB

細胞が細胞表面免疫グロブリン（sIg）によってアレルゲンを認識したときに開

始される。しかしながら、B細胞のIgE分泌原形質細胞への分化には、溶解性であ

り、膜結合形態の活性化されたT細胞によって発現される共刺激分子が必要であ

る。Tヘルパー細胞の活性化は、単球、樹状細胞、ランゲルハンス細胞または初

回抗原刺激を受けたB細胞などのAPCの原形質膜上のMHCクラスII分子との関係で

（in the context of）抗原性ペプチドの認識が必要である。プロフェッショナ
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ルAPCは、抗原を効率的に捕獲でき、ゴルジ装置後の（post-Golgi）、タンパク

質分解性細胞内コンパートメント中でペプチド－MHCクラスII複合体が形成され

、次いで、それらがT細胞受容体（TCR）によって認識される場である、原形質膜

に搬出される（Monaco (1995) J Leuk. Biol. 57:543-547）。さらに、活性化さ

れたB細胞は、CD28の逆（counter）受容体であり、T細胞活性化のための共刺激

シグナルを与えてT細胞増殖およびサイトカイン合成をもたらすCD80（B7-1）お

よびCD86（B7-2、B70）を発現する（Bluestone (1995) Immunity 2:555-559）。

アトピー性個体由来のアレルゲン特異的T細胞は、一般にTH2細胞サブセットに属

しているので、これらの細胞の活性化は、活性化されたTヘルパー細胞によって

発現される膜結合共刺激分子と共に、IgE分泌原形質細胞へのB細胞分化を指令す

るIL-4およびIL-3の産生をも導く（de VriesおよびPunnonen, 体液性免疫のサイ

トカイン調節中：基礎的および臨床的局面（Cytokine Regulation of Humoral I

mmunity: Basic and Clinical Aspects）, CM Snapper編集, John Wiley & Sons

 Ltd, West Sussex, UK, p.195-215, 1996）。

  マスト細胞および好酸球は、標的臓器のアレルギー症状を誘導する鍵となる細

胞である。マスト細胞、好塩基球または好酸球上の高親和性IgE受容体に結合さ

れたIgEによる特異的抗原の認識は、細胞の脱顆粒およびヒスタミン、プロスタ

グランジン類およびロイコトリエン類などの、アレルギー症状を引き起こすメデ

ィエーター分子の迅速な放出を導く受容体の架橋をもたらす。

  アレルギー疾患の免疫療法は、現在のところ、患者に注射されるアレルゲンの

用量を増加することによる脱感作治療を含む。これらの治療は、TH1表現型に向

かう免疫応答を歪曲（skewing）させ、アレルゲンに特異的なIgG／IgE抗体の割

合を増加させる。これらの患者は、循環するアレルゲンに特異的なIgE抗体を有

しているので、これらの治療はアナフィラキシー反応の重大な危険性を含んでい

る。

  これらの反応では、遊離の循環するアレルゲンは、マスト細胞および好酸球上

の高親和性IgE受容体に結合しているIgE分子によって認識される。アレルゲンの

認識は、アレルギー症状、場合によってはアナフィラキシー反応を引き起こす、

ヒスタミン、プロスタグランジン類、およびロイコトリエン類などのメディエー
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ターの放出を導く受容体の架橋をもたらす。脱感作に関連する他の問題点は、効

力が低いことおよびアレルゲン抽出物を再現可能に産生することが難しいことを

含む。

  遺伝的ワクチンは、すでに知られている脱感作療法の有用性を制限する問題を

回避する手段を提供する。例えば、筋細胞などの細胞の表面の抗原を発現させる

ことによって、アナフィラキシー反応の危険性が顕著に低下する。これは、アレ

ルゲンの膜貫通形態をコードする遺伝的ワクチンベクターを用いることによって

達成できる。アレルゲンが膜貫通形態で効率的に発現され、さらにアナフィラキ

シー反応の危険性を低下するように、アレルゲンを改質することもできる。脱感

作のための遺伝的ワクチンの使用によって与えられるもう１つの利点は、遺伝的

ワクチンが、さらにTH1表現型に向かう免疫応答を指令し、それによって産生さ

れるIgE抗体の量を低下させ、治療の有効性を増加する、サイトカイン類および

アクセサリー分子類を含むことができることである。IgE応答を殆どまたは全く

伴わずに、IgGおよびIgM応答を主に誘導するためにベクターを進化させることも

できる。

  さらに、確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび断続合成

）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合は、in vivoに既存の特異的IgEによ

って認識されず、しかし、アレルゲン特異的T細胞の効率的な活性化を誘導でき

るアレルゲンを産生するために使用できる。例えば、ファージディスプレイ選択

法（phage display selection）を用いて、（例えば、ポリヌクレオチド再集合

および／またはポリヌクレオチド部位飽和突然変異誘発によって）実験的に進化

されたアレルゲンをファージ上に発現でき、かつ特異的IgE抗体によって認識さ

れないもののみが選択される。これらは、さらに特異的T細胞の活性化を誘導す

るそれらの能力でスクリーニングされる。有効なT細胞応答は、特異的抗体結合

の欠如によって示されるように、B細胞エピトープは改変されているが、T細胞エ

ピトープが機能的に無傷であることを示す。

      【０１４４】

  これらの方法では、公知のアレルゲンをコードするポリヌクレオチド、または

それらの相同体若しくは断片（例えば、免疫原性ペプチド）は、DNAワクチンベ
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クター中に挿入され、アレルギーおよび喘息の個体を免疫するのに使用される。

あるいは、（例えば、ポリヌクレオチド再集合および／またはポリヌクレオチド

部位飽和突然変異誘発によって）実験的に進化されたアレルゲンは、大腸菌また

は酵母細胞などの製造細胞（manufacturing cells）中で発現され、次いで、精

製され、患者の治療またはアレルギー疾患の予防に使用される。確率論的（例え

ば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび断続合成）および非確率論的ポリヌ

クレオチド再集合は、T細胞を活性化するが、アナフィラキシー反応を誘導でき

ない抗原を取得するために使用できる。例えば、アレルゲン変異体をコードする

実験的に生成されたポリヌクレオチドのライブラリーは、アトピー性患者由来の

PBMCまたはT細胞クローンと接触する、抗原提示細胞などの細胞中で発現され得

る。アトピー性患者由来の、効率的にTH細胞を活性化するそれらのライブラリー

メンバーは、T細胞増殖をアッセイすることによって、またはサイトカイン合成

（例えば、IL-2、IL-4、IFN-）によって同定できる。次いで、in vitro試験では

陽性であるそれらの組換えアレルゲン変異体を、in vivo試験に付すことができ

る。

治療できるアレルギーの例としては、これらに限定されないが、イエダニ、芝生

（grass）花粉、カバノキ花粉、ブタクサ花粉、ハシバミ花粉、ゴキブリ、コメ

、オリーブ花粉、真菌類、カラシナ、ハチ毒に対するアレルギーが挙げられる。

  関心のある抗原としては、アレルゲンder p1（Scobieら (1994) Biochem. Soc

. Trans. 22:448S；Ysselら (1992) J Immunol. 148:738-745）、der p2（Chua

ら (1996) Clin. Exp. Allergy 26:829-837）、der p3（SmithおよびThomas (19

96) Clin. Exp. Allergy 26:571-579）、der p5, der p V（Linら (1994) J All

ergy Clin. Immunol. 94:989-996）、der p6（BennettおよびThomas (1996) Cli

n. Exp. Allergy 26:1150-1154）、der p7（Shenら (1995) Clin. Exp. Allergy

 25:416-422）、der f2（Yuukiら (1997) Int. Arch. Allergy Immunol. 112:44

-48）、der f3（Nishiyamaら (1995) FEBSLett. 377:62-66）、der f7（Shenら 

(1995) Clin. Exp. Allergy 25:1000-1006）、Mag 3（Fujikawaら (1996) Mol. 

Immunol. 33:311-319）などを含むダニ（例えば、ヤケヒョウヒダニ（Dermatoph

agoides pteronyssinus）、ダーマトファゴイデスファリネ（Dermatophagoidesf
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arinae）、ブロミア・トロピカリス（Blomia tropicalis））を含む動物のもの

が挙げられる。また、関心のある抗原としては、イエダニアレルゲン類Tyr p2（

Erikssonら (1998) Eur. J Biochem. 251:443-447）、Lep d 1（Schmidtら (199

5) FEBS Lett. 370:11-14）、およびグルタチオンS－トランスフェラーゼ（O'Ne

illら (1995) Immunol Lett. 48:103-107）；グルタチオンS－トランスフェラー

ゼと相同性を有する25,589 Daの、219個のアミノ酸ペプチド（ONeillら (1994) 

Biochim. Biophys. Acta. 1219:521-528）；Blo t 5（Arrudaら (1995) Int. Ar

ch. Allergy Immunol. 107:456-457）；ハチ毒ホスホリパーゼA2（Carballidoら

 (1994) J Allergy Clin. Immunol. 93:758-767；Jutelら (1995) J Immunol. 1

54:4187-4194）；ウシ真皮／皮あか抗原類BDA 11（Rautiainenら (1995) J. Inv

est. Dermatol. 105:660-663）およびBDA20（Mantyj arviら (1996) J Allergy 

Clin. Immunol. 97:1297-1303）；ウマ主アレルゲン（major horse allergen）E

qu c1（Gregoireら (1996) J Biol. Chem. 271:32951-32959）；ジャンパーアリ

（Jumper ant）エム・ピロスラ（M. pilosula）アレルゲンMyr p 1およびその相

同なアレルギー性ペプチド類Myr p2（Donovanら (1996) Biochem. Mol. Biol. I

nt. 39:877-885）；ダニ、ブロミア・トロピカリスの1-13、14、16 kDのアレル

ゲン類（Caraballoら (1996) J Allergy Clin. Immunol. 98:573-579）；ゴキブ

リアレルゲン類Bla g Bd90K（Helmら (1996) J Allergy Clin. Immunol. 98:172

-80）およびBla g 2（Arrudaら (1995) J Biol. Chem. 270:19563-19568）；ゴ

キブリCr-PIアレルゲン類（Wuら (1996) J Biol. Chem. 271:17937-17943）；フ

ァイアアリ（fire ant）毒液アレルゲンSol i 2（Schmidtら (1996) J Allergy 

Clin. Immunol. 98:82-88）；昆虫、キロノムス・スミニ（Chironomus thumini

）の主アレルゲンChi t 1-9（Kippら (1996) Int. Arch. Allergy Immunol. 110

:348-353）；イヌアレルゲンCan f 1またはネコアレルゲンFel d 1（Ingramら (

1995) J Allergy Clin. Immunol. 96:449-456）；例えば、ウマ、イヌまたはネ

コから誘導されたアルブミン（Goubran Botrosら (1996) Immunology 88:340-34

7）；22 kD、25 kDまたは60 kDの分子質量を有するシカアレルゲン類（Spitzaue

rら (1997) Clin. Exp. Allergy 27:196-200）；およびウシの20 kdの主アレル

ゲン（Ylonenら (1994) J Allergy Clin. Immunol. 93:851-858）が挙げられる
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。花粉および芝生アレルゲンは、ワクチン、特に本発明の方法による抗原の最適

化後のワクチンにおいても有用である。そのようなアレルゲンとしては、例えば

、Hor v9（AstwoodおよびHill (1996) Gene 182:53-62）、Lig v 1（Bataneroら

 (1996) Clin. Exp. Allergy 26:1401-1410）；Lol p 1（Mullerら (1996) Int.

 Arch. Allergy Immunol. 109:352-355）、Lol p II（Tamboriniら (1995) Mol.

 Immunol. 32:505-513）、Lol pVA、Lol pVB（Ongら (1995) Mol. Immunol. 32:

295-302）、Lol p 9（Blaherら (1996) J Allergy Clin. Immunol. 98:124-132

）；Par J I（Costaら (1994) FEBS Lett. 341:182-186；Sallustoら (1996) J 

Allergy Clin. Immunol. 97:627-237）、Par j 2.0101（Duroら (1996) FEBS Le

tt. 399:295-298）；Bet v1（Faberら (1996) J Biol. Chem. 271:19243-19250

）、Bet v2（Rihsら (1994) Int. Arch. Allergy Immunol. 105:190-194）；Dac

 g3（Guerin-Marchandら (1996) Mol. Immunol. 33:797-806）；Phl p 1（Peter

senら (1995) J Allergy Clin. Immunol. 95:987-994）、Phl p 5（Mullerら (1

996) Int. Arch. Allergy Immunol. 109:352-355）Phl p 6（Petersenら (1995)

 Int. Arch. Allergy Immunol. 108:55-59）；Cry j I（Soneら (1994) Biochem

, Biophys. Res. Commun. 199:619-625）、Cry j I1（Nambaら (1994) FEBS Let

t. 353:124-128）；Cor a 1（Schenkら (1994) Eur. J Biochem. 224:717-722）

；cyn d 1（Smithら (1996) J Allergy Clin. Immunol. 98:331-343）、cyn d 7

（Suphiogluら (1997) FEBS Lett. 402:167-172）；Pha a 1およびPha a 5のア

イソフォーム類（isoforms）（SuphiogluおよびSingh (1995) Clin. Exp. Aller

gy 25:853-865）；Cha o 1（Suzukiら (1996) Mol. Immunol. 33:451-460）；例

えば、オオアワガエリ（timothy grass）またはカバノキ花粉から誘導されたプ

ロフィリン（Valentaら (1994) Biochem, Biophys. Res. Commun. 199:106-118

）；P0149（Wuら (1996) Plant Mol. Biol. 32:1037-1042）；Ory s1（Xuら (19

95) Gene 164:255-259）；およびAmb a VおよびAmb t5（Kimら (1996) Mol. Imm

unol. 33:873-880；Zhuら (1995) J Immunol. 155:5064-5073）が挙げられる。

      【０１４５】

  本発明の方法を用いて、食物アレルゲンに対するワクチンも開発できる。再集

合（任意に、本明細書中に記載された他の定方向進化法との組み合わせで）のた
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めに好適な抗原は、例えば、プロフィリン（Rihsら (1994) Int. Arch. Allergy

 Immunol. 105:190-194）；α－アミラーゼ／トリプシン阻害剤遺伝子ファミリ

ーに属するコメアレルギー性cDNA類（Alvarezら (1995) Biochim Biophys Act 1

251:201-204）；オリーブ主アレルゲン（main olive allergen）であるOle e I

（Lombarderoら (1994) Clin Exp Allergy 24:765-770）；カラシナ由来の主ア

レルゲンであるSin a 1（Gonzalez De La Penaら (1996) Eur J Biochem. 237:8

27-832）；サケの主アレルゲンであるパルブアルブミン（Lindstromら (1996) S

cand. J Immunol. 44:335-344）；主アレルゲンMal d 1などのリンゴアレルゲン

類（Vanek-Krebitzら (1995) Biochem. Biophys. Res. Commun. 214:538-551）

；およびAra h Iなどのピーナッツアレルゲン類（Burksら (1995) J Clin. Inve

st. 96:1715-1721）が挙げられる。

  本発明の方法は、真菌に対するアレルギーに有効な組換え抗原を開発するのに

も使用できる。これらのワクチンに有用な真菌のアレルゲン類としては、これら

に限定されないが、クラドスポリウム・ヘルバルム（Cladosporium herbarum）

のアレルゲンであるCla h III（Zhangら (1995) J Immunol. 154:710-717）；担

子菌プシロシーベ・キュベンシス（Psilocybe cubensis）由来の真菌性サイクロ

フィリンである、アレルゲンPsi c 2（Homerら (1995) Int. Arch. Allergy Imm

unol. 107:298-300）；クラドスポリウム・ヘルバルムのcDNAライブラリーから

クローン化されたhsp 70（Zhangら (1996) Clin Exp Allergy 26:88-95）；アオ

カビ（Pnicillium notatum）の68 kDのアレルゲン（Shenら (1995) Clin. Exp. 

Allergy 26:350-356）；アルデヒドデヒドロゲナーゼ（ALDH）（Achatzら (1995

) Mol Immunol. 32:213-227）；エノラーゼ（Achatzら (1995) Mol. Immunol. 3

2:213-227）；YCP4（Id.）；酸性リボソームタンパク質P2（Id.）を含む。

  本発明の方法で使用できる他のアレルゲンは、天然ゴムラテックス由来の主ア

レルゲン（Hev b 5）などのラテックスアレルゲン（Akasawaら (1996) J Biol. 

Chem. 271:25389-25393；Slaterら (1996) J Biol. Chem. 271:25394-25399）が

挙げられる。

  本発明は、アレルギーおよび喘息の治療剤としての遺伝的ワクチンのもう１つ

の欠点の解決法も提供する。遺伝的ワクチンは、先ず、CD8+T細胞応答を誘導す



(322) 特表２００３－５２４３９２

るが、アレルゲン特異的IgEの誘導は、CD4+T細胞およびそれらのB細胞に対する

補助に依存する。TH2型細胞は、IgアイソタイプのIgE合成への切り替えを指令す

る、高濃度のIL-4、IL-5およびIL-13を分泌するので、IgE合成の誘導に特に有効

である。IL-5も、好酸球を誘導する。本発明の方法は、CD4+T細胞応答を効率的

に誘導し、これらの細胞のTH1表現型への分化を指令する遺伝的ワクチンを開発

するのに使用できる。

  本発明は、遺伝的ワクチンベクターによって放出された抗原の濃度を調節する

方法も提供する。抗原用量の調節は、安全性のために、脱感作の開始時に極めて

重要である（crucial）。最初は低い濃度の抗原を使用するのが好ましく、その

抗原がその個体中で副作用を誘導しないという証拠が得られたら、抗原濃度を増

加させる。本発明の確率論的（例えば、ポリヌクレオチドシャッフリングおよび

断続合成）および非確率論的ポリヌクレオチド再集合法は、異なる（高いおよび

低い）濃度の抗原の発現を誘導する遺伝的ワクチンベクターを産生させる。例え

ば、2以上の異なる進化されたプロモーターが、抗原発現に使用できる。あるい

は、抗原遺伝子それ自身は、例えばコドン使用頻度を変えることによって異なる

発現濃度に進化できる。異なる抗原発現濃度を誘導するベクターは、特異的モノ

クローナル抗体、およびセルソーティング（例えば、FACS）を使用してスクリー

ニングできる。

      【０１４６】

2.9.4.  癌

  免疫療法は癌の治療および転移の予防に関して大変有望である。癌細胞に対す

る免疫応答を誘発することにより、身体の免疫系が協力して癌の縮小または排除

することができる(例えば、本発明の方法を用いて得られた改良抗原の使用)。本

発明の方法により製造した遺伝的ワクチン、ならびに本明細書記載のアクセサリ

ー分子は、現在利用可能な療法と比較して有効性がより高い癌の免疫療法を提供

する。

  癌の免疫療法の１つの試みとして、腫瘍細胞に特異的な抗原を包含もしくはコ

ードする遺伝的ワクチンを用いる、または患者への精製組換え癌抗原の注射によ

るワクチン接種がある。本発明の方法は、公知の腫瘍特異的抗原に対する免疫応
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答の増強作用(を示す抗原の取得)、および新規の防御抗原配列の探索に使用でき

る。本明細書に記載のように、最適化された抗原発現、プロセッシング、提示を

示す遺伝的ワクチンが得られる。本発明の方法はまた、最適化されたサイトカイ

ン、補助的刺激分子、および抗腫瘍性免疫応答の誘導に有効なその他のアクセサ

リー分子を得るため、ならびに最適の組み合わせに存在するこれらおよび他の成

分を包含する遺伝的ワクチンおよびカクテルを得るために好適である。それぞれ

の特殊な癌に対して用いられるアプローチは一様ではない。ホルモン感受性癌(

例えば、乳癌および前立腺癌)の治療では、最適化されたホルモンアンタゴニス

トを得るために本発明の方法を使用できる。メラノーマを含む、免疫原性の高い

腫瘍のためには、所望により腫瘍に対する免疫応答を増大させる遺伝的ワクチン

ベクター(組換え抗原)をスクリーニングできる。

  これに対し、乳癌は比較的免疫原性が低く、かつ進行が遅いので、個々の治療

はそれぞれの患者のために設計できる。転移の予防も遺伝的ワクチン設計の目標

である。

  腫瘍特異的抗原のうち(所望により、本明細書に記載の他の定方向進化法と組

み合わせて)、本発明の抗原再集合法に使用できるものは：水疱性類天疱瘡抗原2

、前立腺ムチン抗原(PMA)(BeckettおよびWright(1995) Int. J Cancer 62:703-7

10)、腫瘍関連Thomsen-Friedenreich抗原(Dahlenborgら、(1997) Int. J Cancer

 70：63-71)、前立腺特異的抗原(PSA)(Dannullおよび Belldegrun(1997)Br. J U

rol.1:97-103)、乳癌および膀胱移行性細胞癌(TCC)の管腔上皮抗原(LEA.135)(Jo

nesら,(1997)Anticancer Res. 17:685-687)、癌関連血清抗原(CASA)および癌抗

原125(CA125)(Kierkegaardら(1995)Gynecol, Oncol. 59:251-254)、上皮糖タン

パク質40(EGP40)(Kievitら,(1997)Int. J Cancer 71:237-245)、扁平上皮細胞癌

抗原(SCC)(Lozzaら,(1997)Anticancer Res. 17:525-529)、カテプシンE(Motaら,

(1997)Ant. J Pathol. 150:1223-1229)、メラノーマ中のチロシナーゼ(Fishman

ら,(1997)Cancer 79:1461-1464)、大脳cavemomasの細胞核抗原(PCNA)(Noteletら

,(1997)Surg. Neurol. 47:364-370)、DF3/MUCI乳癌抗原(Apostolopoulosら,(199

6)Immunol. Cell. Biol. 74:45 7-464; Pandeyら,(1995)Cancer Res. 55:4000-4

003)、癌胎児性抗原(Paoneら,(1996)J Cancer Res. Clin. Oncol. 122:499-503;
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 Schlomら,(1996)Breast Cancer Res. Treat. 38:27-39)、腫瘍関連抗原CA19-9(

TolliverおよびO’Brien(1997)South Med. J. 90:89-90; Tsurutaら(1997)Urol.

 Int. 58:20-24)、ヒトメラノーマ抗原MART-I/Melan-A27およびgplOO(Kawakami

およびRosenberg(1997)Int. Rev. Immunol. 14:173-192; Zajacら,(1997)Int. J

 Cancer 71:491-496)、TおよびTn 汎発性癌(CA)糖ペプチドエピトープ(Springer

(1995)Crit. Rev. Oncog. 6:57-85)、乳頭状甲状腺癌における35kD腫瘍関連自己

抗原(Lucasら,(1996)Anticancer Res. 16:2493-2496)、KH-I腺癌抗原(Deshpande

およびDanishefsky(1997)Nature 387:164-166)、A60マイコバクテリア抗原(Maes

ら,(1996)J. Cancer Res. Clin. Oncol. 122:296-300)、熱ショックタンパク質(

HSPs)(BlachereおよびSrivastava(1995)Semin. Cancer Biol. 6:349-355)、なら

びにMAGE、チロシナーゼ、melan-Aおよびgp75および突然変異型癌遺伝子産物(例

えば、p53,ras、およびHER-2/neu(BuelerおよびMulligan(1996)Mol. Med.2:545-

555; LewisおよびHoughton(1995)Semin. Cancer Biol.6:321-327; Theobaldら(1

995)Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 92:11993-11997)である。

      【０１４７】

2.9.5. 寄生虫

  本発明の方法により、寄生虫由来の抗原も最適化できる。限定されるものでは

ないがこれらには、マンソン住血吸虫、ビルハルツ住血吸虫、または日本住血吸

虫の住血吸虫消化管関連抗原CAA(循環陽極抗原)およびCCA(循環陰極抗原)(Deeld

erら(1996)Parasitology 112:21-35)；寄生虫であるマンソン住血吸虫由来の2つ

の異なる防御抗原からなる多抗原性ペプチド(MAP)(Ferruら(1997)Parasite Immu

nol. 19:1-11)；リーシュマニア寄生虫表面分子(Lezama-Davila(1997)Arch. Med

. Res. 28:47-53)；L.loaの第3段階幼虫(L3)抗原(Akueら(1997)J Infect. Dis. 

175:158-63)；地中海または熱帯タイレリア症を引き起こす種（Ta）の、30およ

び32-kDaの主要メロゾイト表面抗原をコードするTams1-1およびTams1-2遺伝子(d

’Oliveiraら(1996)Gene 172:33-39)；熱帯熱マラリア原虫メロゾイト表面抗原1

または2(al-Yamanら(1995)Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 89:555-559; Beck

ら(1997)J Infect. Dis. 175:921-926; Rzepczykら(1997)Infect. Immun. 65:10

98-1100)；Plasmodium berghei由来のTヘルパーエピトープKQIRDSITEEWSに加え
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て、同マラリア原虫由来(PPPPNPND)2およびyoeliiマラリア原虫由来(QGPGAP)3QG

の環状スポロゾイト(CS)タンパク質に基づくBエピトープ (Reedら(1997)Vaccine

 15:482-488)；寄生虫の生活サイクルのスポロゾイトステージ(環状スポロゾイ

トタンパク質およびスポロゾイト表面タンパク質2)、肝臓ステージ(肝臓ステー

ジ抗原1)、血液ステージ(メロゾイト表面タンパク質１、セリン反復抗原、およ

び頂端膜タンパク質抗原1)、ならびに有性ステージ(25-kDa有性ステージ抗原)に

由来するNYVAC-Pf7コード熱帯熱マラリア原虫抗原（一本鎖NYVACゲノムに挿入さ

れNYVAC-Pf7を産生する）(Tineら(1996)Infect.Immun.64:3833-3844)；熱帯熱マ

ラリア原虫抗原Pfs230(Williamsonら(1996) Mol. Biochem. Parasitol. 78:161-

169)；熱帯熱マラリア原虫頂端膜抗原(AMA-1)(Lalら(1996) Infect. Immun. 64:

1054-1059)；熱帯熱マラリア原虫タンパク質Pfs28およびPfs25(DuffyおよびKasl

ow(1997) Infect. Immun. 65:1109-1113)；熱帯熱マラリア原虫メロゾイト表面

タンパク質MSP1(Huiら(1996)Infect. Immun.64:1502-1509)；マラリア抗原Pf332

(Ahlborgら(1996) Immunology 88:630-635)；熱帯熱マラリア原虫赤血球膜タン

パク質I(Baruchら(1995)Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 93:3497-3502；Baruch

ら(1995)Cell 82:77-87)；熱帯熱マラリア原虫メロゾイト表面抗原PfMSP-1(Egan

ら(1996)J Infect. Dis.173:765-769)；熱帯熱マラリア原虫抗原SERA、EBA-175

、RAP1およびRAP2(Riley(1997) J Pharm. Pharmacol. 49:21-27)；日本住血吸虫

パラミオシン(Sj97)またはその断片(Yangら(1995) Biochem. Biophys. Res. Com

mun 212:1029-1039)；ならびに寄生虫中のHsp70(MarescaおよびKobayashi(1994)

Experimentia 50:1067-1074)が含まれる。

      【０１４８】

2.9.6.  避妊

  本発明の方法により得られた最適化された抗原を含む遺伝的ワクチンは、避妊

においても有用である。例えば、精子細胞に特異的な抗原をコードする遺伝的ワ

クチンが得られ、これにより抗精子免疫応答を誘発する。例えば、精子抗原を発

現するサルモネラ菌のような組換え菌株の投与、ならびにヒト絨毛膜ゴナドトロ

ピン(hCG)またはその断片をコードするDNAワクチンの接種による抗hCG抗体の中

和の誘導によりワクチン接種が達成できる。



(326) 特表２００３－５２４３９２

  遺伝的ワクチン中で使用できる精子抗原には、例えば乳酸デヒドロゲナーゼ(L

DH-4)、ガラクトシルトランスフェラーゼ(GT)、SP-10、ウサギ精子自己抗原(RSA

)、モルモット(g)PH-20、切断シグナルタンパク質(CS-1)、HSA-63、ヒト(h)PH-2

0およびAgX-1(ZhuおよびNaz(1994)Arch. Androl. 33:141-144)、合成精子ペプチ

ド、P10G(O’Randら(1993) J Reprod. Immunol. 25:89-102)、精子の135kD、95k

D、65kD、47kD、41kDおよび23kDのタンパク質、およびFA-1抗原(Nazら(1995)Arc

h. Androl. 35:225-231)、およびサイトケラチン1の35kD断片(Lucasら(1996)Ant

icancer Res. 16:2493-2496)が含まれる。

  本発明の方法はまた、精巣で特異的に発現される遺伝的ワクチンを得るために

使用できる。例えば、精巣に特異的な遺伝子の発現を指令するポリヌクレオチド

配列を使用できる(例えば、受精抗原-1など)。精子抗原に加え、卵母細胞上に発

現された抗原または生殖調節ホルモンが、避妊ワクチンの有用な標的となり得る

。例えば、ゴナドトロピン放出ホルモン(GnRH)、または透明帯タンパク質に対す

る抗体を生成するために遺伝的ワクチンを使用できる(Millerら(1997) Vaccine 

15:185 8-1862)。これらの分子を用いるワクチン接種は、動物モデルにおいても

有効であることが示されてきた(Millerら(1997) Vaccine 15:1858-1862)。遺伝

的避妊ワクチンの有用な成分のもう1つの例は、卵巣の透明帯の糖タンパク質ZP3

である(Tungら(1994) Reprod Fertil. Dev. 6:349-355)。

      【０１４９】

2.10.  マラリア抗原およびワクチン

  本発明は全般的に熱帯熱マラリア原虫の赤血球膜タンパク質1("PfEMP1")、PfE

MP1をコードする核酸、およびPfEMP1を特異的に認識する抗体に関する。該ポリ

ペプチド、抗体および核酸は、ワクチン接種を含む治療、予防、診断およびスク

リーニングへの適用を含む種々の適用において有用である。

  本明細書に記載のデータは、ともに熱帯熱マラリア原虫の特異的な毒性および

病因の中枢である、抗原性の変異とPE上の受容体の性質の双方にPfEMP1が関与し

ていることを示す。本明細書に記載のように熱帯熱マラリア原虫の生態学におけ

る、微小血管の内皮上の宿主タンパク質に対するマラリア粘着性受容体としての

PfEMP1の主要な役割は、予防薬の設計において、また急性大脳マラリアにおける
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PE粘着性を消失させる治療の標的としても、マラリアワクチンにおけるその有用

性を示す(Howardおよび Gilladoga,1989)。

      【０１５０】

2.10.1.  マラリアポリペプチド

  可溶性のPfEMP1は、CD36、TSPおよびICAM-1に結合することが報告されており

、PE表面から切断されたPfEMP1のトリプシン断片は、TSPまたはCD36に結合する

ことが示されている(Baruchら, Molecular Parasitology Meeting at Woods Hol

e, Sept 18-22,1994)。従って、1つの態様において、本発明は実質的に純粋なPf

EMP1ポリペプチド、その類似体または生物学的に活性な断片を提供する。

  「実質的に純粋な」または「単離された」という表現は相互に置き換えること

ができるが、それらが天然で結合しているタンパク質または他の混在物から分離

されたタンパク質、ポリペプチドおよび核酸についていう。タンパク質またはポ

リペプチドは、該タンパク質を含む組成物の総タンパク含量の約50%以上、およ

び典型的には総タンパク質含量の約60%以上を該タンパク質が占める場合に、実

質的に純粋であるとみなされる。より典型的には、実質的に純粋なタンパク質は

総タンパク質の約75～約90%を占める。該タンパク質は約90%以上を占めることが

好ましく、より好ましくは、組成物中の総タンパク質の約95%以上を占める。

  本明細書において用語、「生物学的に活性な断片」とは、その部分が特定の生

物学的活性、例えば全長PfEMP1ポリペプチドに認められる1以上の活性を有する

、例えばPfEMP1由来のポリペプチドのような、タンパク質またはポリペプチドの

1部分を表す。例えば、かかる生物学的活性には、特定のタンパク質、基質、ま

たはリガンドへの結合能力、PE、PfEMP1、その組換えタンパク質または断片と反

応性の抗体を生起する能力、2つのタンパク質間、酵素とその基質間、エピトー

プと抗体間の相互作用を遮断、逆行もしくは別の方法によって阻害する能力、ま

たは特定の触媒活性も含まれ得る。本発明のポリペプチドに関しては、特に好ま

しいポリペプチドまたは生物学的に活性な断片として、例えばCD36、TSP、ICAM-

1、VCAM-1、ELAM-1、コンドロイチン硫酸などのPfEMP1のリガンドに結合する能

力、またはPfEMP1と1以上のそのリガンドとの結合を阻害する能力またはポリペ

プチド断片中のかかる断片に対する抗体を生ぜしめる抗原決定基の存在により結
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合を阻害する能力のような、1以上の前記の生物学的活性を有するポリペプチド

が挙げられる。

  本発明のポリペプチドはまた、PfEMP1タンパク質またはポリペプチドに対して

生じた抗体に対するそれらの免疫応答性により特徴づけられ得る。特に好ましい

態様において、該ポリペプチドはPfEMP1タンパク質とPfEMP1タンパク質に対して

生じた抗体間の相互作用を阻害できる。それに加えて、または選択的に、該断片

はPfEMP1タンパク質に対して生じた抗体に対して特異的な免疫応答性を有し得る

。また該断片を、本明細書において「免疫学的に活性な断片」と表す。一般に、

これらの生物学的に活性な断片の長さは約5～約500アミノ酸である。

  典型的には、これらのペプチドの長さは約20～約250アミノ酸であり、好まし

くは約50～約200アミノ酸である。

  一般に断片の長さは、幾分かは特定のペプチドを用いようとする適用に依存し

てもよい。例えば抗体を産生させる場合には、該ペプチドは短めの長さ、例えば

約5～約50アミノ酸の長さでもよく、一方結合させる場合には、該ペプチドは長

めの長さ、例えば約50～約500アミノ酸の長さ、好ましくは約100～約250アミノ

酸の長さでもよく、より好ましくは約100～約200アミノ酸の長さでもよい。

  本発明のポリペプチドは一般に、当技術分野で十分公知の組換え法または合成

法により製造してもよい。組換え技術は一般にSambrookら, Molecular Cloning

：A Laboratory Manual.(第2版)第1-3巻,Cold Spring Harbor Laboratory,(1989

)に記載されている。ポリペプチドの合成に関する技術は一般にMerrifield, J. 

Amer. Chem. Soc. 85:2149-2456(1963), Athertonら,Solid Phase Peptide Synt

hesis: A Practical Approach, IRL Press(1989),およびMerrifield, Science 2

32:341-347(1986)に記載されている。

      【０１５１】

  好ましい態様において、以下により詳細に記載するように、本発明の核酸をト

ランスフェクトされた好適な宿主細胞により、本発明のポリペプチドを発現させ

てもよい。一般に当技術分野に十分公知の方法により、本発明のポリペプチドの

単離および精製を実施できる。例えば、所望の純度を得るために、例えばイオン

交換、疎水性相互作用、HPLCまたはアフィニティークロマトグラフィーのような
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容易に利用可能なクロマトグラフィー法により該ポリペプチドを精製してもよい

。アフィニティークロマトグラフィーは、研究者が所望のペプチドの特異的生物

学的活性、例えば、リガンド結合、抗原決定基の存在などを利用できるため、特

に魅力的である。

  本発明の典型的なポリペプチドは、一般に、PfEMP1タンパク質のアミノ酸配列

と実質的に相同なアミノ酸配列、もしくはそれらの生物学的に活性な断片を含ん

でなるか、または相同な構造をとる配列を含んでよい。特に好ましい態様におい

ては、本発明のポリペプチドは本明細書で例示、記載および／または参照された

(参照により本明細書に組み入れたものを含む)アミノ酸配列と実質的に相同なア

ミノ酸配列、またはそれらの生物学的に活性な断片を含んでなる。

  「実質的に相同である」とは、PfEMP1のアミノ酸配列またはその生物学的に活

性な断片と少なくとも約50%の相同性を有するアミノ酸配列を意味し、好ましく

は少なくとも約90%、より好ましくは少なくとも約95%の相同性を有する。ある態

様においては、実質的に相同であるとは、少なくとも50%が相同である配列を含

んでよいが、それは相同な三次元構造を有する、すなわち実質的に類似した表面

電荷または疎水性基の提示を含む。

  好ましいポリペプチドの例には、本明細書で例示、記載および／または参照さ

れた(参照により本明細書に組み入れたものを含む)MC PfEMP1アミノ酸配列、お

よび本明細書で例示、記載および／または参照された(参照により本明細書に組

み入れたものを含む)他の熱帯熱マラリア原虫系統のPfEMP1アミノ酸配列と実質

的に相同なアミノ酸配列を有するポリペプチド、ならびにこれらのポリペプチド

の生物学的に活性な断片を含む。好ましいペプチドは、寄生された赤血球の隔絶

(sequestration)に関与するPfEMP1のペプチド断片を含む。これらの好ましいペ

プチドの例には、本明細書で例示、記載および／または参照された(参照により

本明細書に組み入れたものを含む)PfEMP1のアミノ酸配列576から755と実質的に

相同なアミノ酸配列を含んでなるペプチドが含まれる。

  また、本発明の特に好ましいペプチドは、熱帯熱マラリア原虫の変異体系統間

で比較的保存され、または他の系統由来でPfEMP1と高度に相同性の領域を包含す

るPfEMP1ペプチドおよびペプチド断片である。「比較的保存された」とは、一般
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に本明細書で例示、記載および／または参照された(参照により本明細書に組み

入れたものを含む)アミノ酸配列の一部分と実質的に相同なアミノ酸配列を表す

。しかしながら、この用語の定義には、プライマープローブおよび特に、PfEMP1

核酸配列由来の万能プライマーのPCR産物である核酸によりコードされたペプチ

ドも含まれる。特に、プライマーは本明細書で例示、記載および／または参照さ

れた(参照により本明細書に組み入れたものを含む)核酸配列由来のプローブであ

り、他の系統の熱帯熱マラリア原虫由来の核酸を増幅するために用いてよい。特

に好ましいプライマー配列には、以下の表1に示したプライマー配列が含まれる

。同様に、表1に示し以下にその詳細を記載する万能プライマー組成物も、本発

明のペプチドをコードする配列を増幅するために用いてよい。

  比較的保存されたペプチドの特定の例には、本明細書で例示、記載および／ま

たは参照された(参照により本明細書に組み入れたものを含む)MC PfEMP1のアミ

ノ酸配列の、576から755アミノ酸に相当するPfEMP1タンパク質の領域に含まれる

ペプチドが包含される。

      【０１５２】

  多くの熱帯熱マラリア原虫系統において類似の領域が詳細に解明されてきてい

る（本明細書に記載）。一般にこれらに相当する領域は、以下に記載する万能プ

ライマー配列によりコードされるアミノ酸配列を包含していると記載してよい。

一般に、これらのアミノ酸配列は1以上の以下に示す一般構造を有する：

TTIDKX1LX2HEおよび／またはFFWX3WVX4X5ML  

（式中X1はロイシンまたはイソロイシンから、X2はグルタミンおよびアスパラギ

ンから、X3はメチオニン、リシンおよびアスパラギン酸から、X4はヒスチジン、

トレアニンおよびチロシンから、ならびにX5はアスパラギン酸、グルタミン酸お

よびヒスチジンから選択される）。特に好ましい態様において、該ポリペプチド

は前記の一般的なアミノ酸配列の双方を含んでよい。特に好ましいアミノ酸配列

は、本明細書で例示、記載および／または参照された(参照により本明細書に組

み入れたものを含む)種々の断片中に示される、保存的アミノ酸配列を有するで

あろう。特に、多様な熱帯熱マラリア原虫系統と交差反応する抗体の産生のため

のエピトープとして、本明細書で例示、記載および／または参照された(参照に
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より本明細書に組み入れたものを含む)6アミノ酸またはそれ以上の保存的アミノ

酸配列を用いてよい。

  本発明のペプチドは、遊離または連結されているか、または該ポリペプチドの

存在を検出するための標識基を包含していてもよい。好適な標識としては、当技

術分野で十分公知であり、実質的に本明細書中で記載された、例えばシグナル酵

素、化学的レポーター基、ポリペプチドシグナル、ビオチンなどの放射性、蛍光

および触媒標識基が含まれる。これに加えて該ペプチドは、例えばアシル化N末

端またはアミド化C末端のような、ペプチドのNおよびC末端の修飾を有していて

もよい。

  前記のポリペプチドのアミノ酸変異体も本発明に包含される。これらの変異体

には、挿入、欠損および他のアミノ酸との置換が含まれてよい。例えば、ある態

様においてアミノ酸は例えば総電荷、疎水性など類似の構造的特徴を有する異な

るアミノ酸と置換されてよい。例えば、フェニルアラニンは同じ疎水性残基とし

てチロシンと置換してよい。グリコシル化修飾の量的増加または減少どちらかの

変化、ならびに他の配列修飾もまた意図される。

  天然のアミノ酸のみからなる前記のポリペプチドに加えて、本発明のポリペプ

チドのペプチド模倣体もまた提供される。製薬産業において、ペプチド類似体も

また、それらの鋳型ペプチドと類似の特性を有する非ペプチド薬として一般的に

使用される。これらのタイプの非ペプチド化合物は「ペプチド模倣体」と称され

(Fauchere,J.(1986)Adv.Drug Res.15:29; VeberおよびFreidinger  (1985)TINS 

p.392；およびEvansら(1987)J. Med. Chem 30:1229)  、通常コンピューター化

された分子モデリングを用いて開発される。治療上有用なペプチドと構造的に類

似しているペプチド模倣体を、同等の治療効果または予防効果を得るために使用

し得る。一般に、ペプチド模倣体は、天然に存在する受容体結合ポリペプチドな

どの範例ペプチド(すなわち生物学的または薬理学的活性を有するポリペプチド)

と構造上類似するが、所望によって当技術分野で十分公知の方法により、-CH2NH

-、-CH2S-、-CH2CH2-、-CH=CH-(シスおよびトランス)、-COCH2-、-CH(OH)CH2-、

および-CH2SO-からなる群より選択される結合で置換し得る１以上のペプチド結

合を有し、以下の参照文献にさらに記載されている： Spatola, A.F. Chemistry
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 and Biochemistry of Amino Acids, Peptides, and Proteins, B. Weinstein, 

eds., Marcel Dekker, New York, p.267(1983)；Spatola, A.F., Vega Data(Mar

ch 1983), Vol.1, Issue 3, "Peptide Backbone Modifications"(一般総論)；Mo

rley, J.S., Trends Pharm Sci (1980)pp463-468(一般総論);Hudson,Dら,Int J 

Pept Prot Res(1979)14:177-185(-CH2NH-, -CH2CH2-)；Spatola, A.F.らLife Sc

i  (1986)38:1243-1249(-CH2S-)；Hann,M.M., J Chem Soc Perkin  Trans I  (1

982)307-314(-CH-CH-シスおよびトランス);Almquist, R.G.らJ Med Chem(1980)2

3:1392-1398(-COCH2-)；Jennings-White,C.らTetrahedron Lett(1982)23:2533(-

COCH2-)；Szelke,M.らEuropian Appln. EP 45665(1982)CA:97:39405(1982)( -CH

(OH)CH2-)；Holladay, M.W.らTetrahedxon Lett(1983)24:4401-4404(-C(OH)CH2-

)；およびHruby, V.J., Life Sci(1982)31:189-199(-CH2S-)。ペプチド模倣体は

、ポリペプチドの実施形態において、例えばより経済的な生産、化学的安定性の

向上、薬理学的性質の増大（半減期、吸収、効力、有効性など）、特異性の変化

（例えば、広範囲の生物学的活性）、抗原性の低下などを含む重要な利点を有し

得る。

      【０１５３】

  ペプチド模倣体の標識は通常、1以上の標識の、定量構造－活性データおよび

／または分子モデリングにより推定されたペプチド模倣体の非干渉位置との直接

的またはスペーサー(例えばアミド基)を介した共有結合を伴う。一般にこの非干

渉位置はペプチド模倣体が結合して治療効果を発揮する分子(例えばCD36)とは直

接接触を持たない位置である。ペプチド模倣体の誘導体化(例えば標識)は、該ペ

プチド模倣体の所望の生物学的または薬理学的活性を実質的に妨げるべきではな

い。一般に、本発明のペプチド模倣体はそれらのリガンド(例えばCD36)と高い親

和性で結合し、検出可能な生物学的活性を有する(すなわち、リガンドが媒介す

る1以上の表現型の変化に対して作動性または拮抗性である)。

  より安定なペプチドを製造するために、共通配列の1以上のアミノ酸と、同タ

イプのD-アミノ酸との系統的な置換(例えば、L-リシンに代わってD-リシン)を行

ってよい。これに加えて、当技術分野で公知の方法により(RizoおよびGierasch(

1992)Ann. Rev. Blochem. 61:387；例えば、ペプチドを環化する分子内ジスルフ
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ィド架橋を形成できる内部システイン残基を加えることにより)、共通配列また

は実質的に同一な共通配列変異体を含んでなる強制的なペプチドを製造してもよ

い。

  本発明のポリペプチドはまた、PfEMP1またはその断片に対して生じた抗体に結

合する能力により特徴付けられ得る。これらの抗体は、多数の熱帯熱マラリア原

虫の変異体由来のPfEMP1タンパク質に相同なポリペプチドドメインを認識するの

が好ましい。これら相同性ドメインは、一般にPfEMP1タンパク質ファミリーにわ

たって存在する。特定のタンパク質またはドメインと特異的に免疫応答する抗体

を選択するために、種々の免疫アッセイ法を使用し得る。例えば、タンパク質と

特異的に免疫応答するモノクローナル抗体を選択するためには、固相ELISA免疫

アッセイが日常的に用いられる。特異的な免疫応答性の測定に使用できる免疫ア

ッセイ法と条件に関する記載については、HarlowおよびLane(1988)Antibodies, 

A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, New Yorkを参照され

たい。PfEMP1およびその断片に対する抗体に関しては、以下でより詳しく検討す

る。本明細書で「ポリペプチド」または「ペプチド」とは、相互に置換可能に使

用され、前記のペプチド、ペプチド模倣体、類似体などを表す。

  本発明のポリペプチドはまた、単離されたポリペプチドとして使用してよく、

または融合タンパク質として存在してもよい。「融合タンパク質」とは一般に、

通常は単一タンパク質としてはともに融合されることのない、2以上の分離した

、異種のタンパク質から生成された複合タンパク質を表す。

  このように、融合タンパク質は、通常はともに融合しない2以上の異種または

相同配列の融合を含んでなる。一般に融合タンパク質は組換え核酸法により（す

なわちPfEMP1タンパク質を含んでなるポリペプチドをコードするセグメントと、

1以上の異種タンパク質をコードするセグメントを含んでなる遺伝子融合の転写

および翻訳の結果として）、または当技術分野で十分公知の化学的合成法のいず

れかにより作製される。

      【０１５４】

2.10.2.  同じ発現をする能力のあるマラリアの核酸および細胞

  本発明はまた、前記のポリペプチドおよび生物学的に活性な断片をコードする
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単離された核酸配列を提供する。典型的には、かかる核酸配列は、本明細書で例

示、記載および／または引用された(参照により本明細書に組み入れたものを含

む)核酸配列の部分もしくは断片と実質的に相同なセグメントを含みうる。好ま

しくは、本発明の核酸はヌクレオチド配列由来の、少なくとも約15個の連続する

核酸のヌクレオチドを含んでなり、より好ましくは少なくとも約20個の隣接ヌク

レオチド、さらにより好ましくは、少なくとも約30個の隣接ヌクレオチド、さら

により好ましくは少なくとも約50個の隣接ヌクレオチドを含んでなる。

  核酸という記載において実質的相同性とは、セグメントまたはそれらの相補鎖

を比較した場合、適切なヌクレオチド挿入または欠失を伴って適当に並べた際に

、少なくとも約60%のヌクレオチド、典型的には少なくとも約70%、より典型的に

は少なくとも約80%、通常は少なくとも約90%、およびより通常には少なくとも約

95%～約98%のヌクレオチドが同一である。あるいは、該セグメントが、典型的に

PfEMP1核酸配列由来の少なくとも約15個の隣接したヌクレオチド配列を用いて、

選択的ハイブリダイゼーション条件下で1本鎖またはその相補体にハイブリダイ

ズした場合に実質的相同性が存在する。しかしながら、通常、より大きいセグメ

ントが好ましく、例えば少なくとも約20個の隣接したヌクレオチド、より一般的

には約40個の隣接ヌクレオチド、そして約50個以上の隣接ヌクレオチドが好まし

い。特異性の全体的な欠如よりも高い選択性のハイブリダイゼーションが起こっ

た場合に選択的ハイブリダイゼーションとなる。Kanchisa, Nucleic Acid Res.1

2：203-213(1984)を参照のこと。

  本発明の核酸には、RNA、cDNA、ゲノムDNA、合成型および混合されたポリマー

、センスおよびアンチセンス鎖の双方が含まれる。さらに、それぞれのイソ型の

種々の対立遺伝子も含まれる。本発明はまた、天然には存在しない組換え核酸を

提供する。本発明に含まれる核酸は典型的には、RNAもしくはDNAまたは混合され

たポリマーを含む。このDNA組成は一般に、PfEMP1タンパク質のアミノ酸配列と

実質的に相同なアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする、コード領域を含

む。より好ましいのは、PfEMP1タンパク質のCD36結合フラグメントをコードする

ヌクレオチド配列を含んでなるDNAセグメントである。

  本発明のポリペプチドまたはその断片をコードするcDNAは、本発明のPfEMP1ポ
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リペプチドをコードする遺伝子を得るために有用なプローブとして容易に使用さ

れ得る。一般に公知の方法により、これらのプローブの製造を行いうる。例えば

、PfEMP1タンパク質のアミノ酸配列からcDNAプローブを製造しうる。特に、比較

的小さい数の縮重を有するアミノ酸配列のセグメントに基づいて、すなわち該セ

グメントをコードする、2,3または1個の可能性のある核酸配列を製造すればよい

。

  次いで、例えば、BeaucageおよびCarruthers, Tetra. Letts.22:1859-1862(19

81)により記載されたホスホルアミダイト法により、好適な合成DNA断片を製造し

てもよい。あるいは、種々の熱帯熱マラリア原虫系のPfEMP1コード配列の中で、

比較的保存されたヌクレオチド配列は好適なプローブとして使用できる。次いで

、相補鎖を合成するかその鎖を適当な条件下でハイブリダイズさせることにより

、あるいはDNAポリメラーゼを用いて適当なプライマー配列に相補鎖を付加する

ことにより、2本鎖プローブが得られる。かかるcDNAプローブは、例えば、公知

のPCR法を用いて、かかる遺伝子のスクリーニングおよびクローニングのための

、オリゴヌクレオチドプローブおよびプライマーの設計に使用してもよく、また

あるいは、細胞中のPfEMP1遺伝子の存在の有無を検出するために用いてもよい。

かかる核酸または断片は、本発明のポリペプチドをコードするcDNA配列の一部ま

たは全部を含んでなってよい。有効なcDNAプローブは、cDNA配列中に15個位の少

ない連続するヌクレオチドを含むが、しばしばより長いセグメントを含みうる。

さらに、これらのプローブは、クローニングのための転写プライマー配列、また

は相補配列の同定と限局化を容易にするための検出基のような、付加的なヌクレ

オチド配列を更に含んでもよい。

      【０１５５】

  新規な対立遺伝子または関連配列に関して、前記のプローブを用いて種々のタ

イプのcDNAまたはゲノムライブラリーをスクリーニングしてよい。通常、cDNAラ

イブラリーの選択は、所望のポリペプチドのmRNAが豊富な組織源に相当する。通

常、例えばgtllといったファージライブラリーが好ましいが、プラスミドまたは

YACライブラリーも用いてもよい。ライブラリーのクローンをプレート上にまい

て、スクリーニングのために基質へ移し、変性させて所望の配列の存在を探す。
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  関連する態様において、本発明の核酸は前記のプライマープローブを用いて産

生されたPCR産物またはRT-PCR産物も含む。例えば、本明細書で例示、記載およ

び／または引用された(参照により本明細書に組み入れたものを含む)ヌクレオチ

ド配列由来のプライマープローブを、種々のマラリア寄生虫、特に熱帯熱マラリ

ア原虫の異種系統由来の配列の増幅に用いてもよい。

  本発明の核酸は、完全な細胞中、細胞溶解物中、あるいは部分的に純粋もしく

は実質的に純粋または単離された形態で存在しうる。これらの核酸の「実質的に

純粋」または「単離された」形態とは、一般に、例えば脂質、タンパク質および

他の核酸などの通常結合している不純物から分離された核酸を意味する。本発明

の核酸は約50%以上の純度である。典型的には、該核酸は約60%以上の純度、より

典型的には約75%～約90%の純度であり、好ましくは約95%～約98%の純度である。

  本発明はまた、実質的に類似する核酸配列、対立遺伝子変異体、および前記核

酸の天然または誘導配列、ならびに例えば、修飾されたヌクレオチド塩基を組み

込んだ核酸または標識基を組み込んだ核酸のような、化学的に修飾および置換さ

れた核酸を提供する。PfEMP1タンパク質またはその断片をコードするセグメント

に加え、本発明の核酸はまた、異種タンパク質をコードするセグメントを含み、

それにより、その遺伝子が発現して実質的に前述したように2つのタンパク質が

融合タンパク質として産生される。

  プローブとしての使用に加えて、本発明の核酸は前記のように本発明のポリペ

プチドの製造にも使用できる。本発明のポリペプチドをコードするDNAは、in  v

itro細胞培養物に導入され、発現する能力のあるDNA構築体に組み込まれるのが

典型である。しばしば、本発明の核酸は好適な組換え宿主細胞の産生にも使用さ

れ得る。

  具体的には、DNA構築体は、例えば大腸菌、ウイルスまたは酵母などの細菌の

ような単一細胞宿主における複製に好適であるが、哺乳動物、植物、昆虫または

他の真核細胞系の培養物への導入も意図してよい。細菌または酵母への導入用に

製造されたDNA構築体は、典型的には宿主により認識される複製系、所望のポリ

ペプチドをコードする意図されたDNAセグメント、ポリペプチドをコードするセ

グメントに機能しうる形で連結された転写、翻訳の開始および終結調節配列を含
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む。DNAセグメントは、別のDNAセグメントとともに機能的関係に置かれた場合に

、作動可能なように連結される。例えば、プロモーターまたはエンハンサーが配

列の転写を刺激する場合に、コード配列に機能しうる形で連結される；シグナル

配列のDNAは、ポリペプチドの分泌にあずかるプレタンパク質として発現される

場合に、ポリペプチドをコードするDNAに機能しうる形で連結される。一般に、

機能しうる形で連結されるDNA配列は隣接しており、シグナル配列の場合は隣接

し、かつリーディングフェーズ（reading phase）にある。しかしながら、エン

ハンサーは、それが転写を制御するコード配列と隣接している必要はない。連結

は、都合のよい制限部位、またはそれらの代わりに挿入されたアダプターもしく

はリンカーにおける連結により行われる。適当なプロモーター配列の選択は一般

に、DNAセグメントの発現のために選択された宿主細胞に依存する。

      【０１５６】

  好適なプロモーター配列の例としては、当技術分野に公知の原核生物および真

核生物のプロモーターが含まれる。例えばSambrookら、前記を参照のこと。転写

調節配列は典型的には、宿主により認識される異種エンハンサーまたはプロモー

ターを含む。適当なプロモーターの選択は宿主に依存するが、trp、lacおよびフ

ァージプロモーター、tRNAプロモーターおよび解糖酵素プロモーターのようなプ

ロモーターが公知であり利用できる。Sambrookら、前記を参照のこと。

  PfEMP1ポリペプチドをコードするセグメントのための挿入部位とともに複製系

および転写、翻訳調節配列を包含する、便宜に利用できる発現ベクターを使用す

ればよい。実施可能な細胞系の組み合わせおよび発現ベクターの例としては、Sa

mbrookら、前記およびMetzgerら、Nature 334：31-36（1988）に記載されている

。

  用いる宿主のタイプにより変化する公知の方法により、例えばPfEMP1タンパク

質またはその断片を含むポリペプチドをコードする、目的のDNAセグメントを含

むベクターを宿主細胞に導入できる。例えば、塩化カルシウムトランスフェクシ

ョンは、原核細胞に一般的に用いられるが、他の宿主に対してはリン酸カルシウ

ム処理が用いられる。Sambrookら、前記を参照のこと。本明細書において用いら

れる「形質転換細胞」という用語は、最初に形質転換された細胞の子孫細胞も含
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む。

  本発明のポリペプチドをコードする核酸の操作技術、すなわち核酸の発現ベク

ター中へのサブクローニング、プローブ標識、DNAハイブリダイゼーションなど

は一般にSambrookら（前記）に記載されている。組換え法において、一般に本発

明のペプチドをコードする核酸は、最初に発現ベクター中への連結に好適な形態

でクローン化または単離される。連結後、該核酸断片またはインサートを含むベ

クターを、好適な宿主細胞へ導入し、本発明のポリペプチドを発現させる。次い

でポリペプチドを宿主細胞から精製または単離する。オリゴヌクレオチドの合成

製造法は一般にGait, Oligonucleotide Synthesis; A Practical Approach, IRL

 Press(1990)に記載されている。

  本発明のポリペプチドをコードする核酸の単離法は様々なものがある。典型的

には、所望のDNA中の配列に特異的な標識オリゴヌクレオチドプローブを用いて

ゲノムまたはcDNAライブラリーからDNAを単離する。これらのタンパク質の結合

ドメインをコードするDNAの単離には、適当な遺伝子を包含するゲノムDNAまたは

cDNAの制限エンドヌクレアーゼによる消化を用いることができる。示されるPfEM

P1配列(本明細書に記載)から、所望の領域のDNAを切断、すなわちPfEMP1タンパ

ク質の生物学的に活性な断片をコードするセグメントを得るための制限エンドヌ

クレアーゼのパネルが構築できる。制限エンドヌクレアーゼによる消化の後、例

えばサザンブロット法における核酸プローブでハイブリダイズする能力により、

本発明のポリペプチドをコードするDNAを同定する。次いでこれらの領域を標準

法により単離する。例えばSambrookら、前記を参照のこと。

  ポリメラーゼ連鎖反応、すなわち「PCR」も、本発明のポリペプチドをコード

する核酸の製造に使用してよい。所望の核酸の核酸配列、例えば本発明のポリペ

プチドをコードするDNAを、mRNA、cDNAまたはゲノムもしくはcDNAライブラリー

から直接的に増幅するにはPCR技術が使用される。

  本明細書記載の核酸を増幅するための適当なプライマーおよびプローブは、本

明細書および表1において例示、記載および／または引用された（参照として本

明細書に組み入れたものも含む）、PfEMP1オリゴヌクレオチド配列の分析から作

出してもよい。簡単に述べると、増幅すべきDNA領域の、2つの31境界に相補的な
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オリゴヌクレオチドプライマーを合成する。次いで2つのプライマーを用いてPCR

を行う。PCR Protocols：A Guide to Methods and Applications(Innis, M., Ge

lfand, D., Sninsky, J.および White, T.編)Academic Press(1990)を参照のこ

と。PfEMP1オリゴヌクレオチド配列から種々の大きさのセグメントを増幅するた

めにプライマーを選択できる。該プライマーはまた、プライマー上に存在する制

限部位を用いる、適当な発現ベクター中へのインサートの「フレーム内」クロー

ニングを可能にするために制限部位および付加的な塩基を含んでもよい。

      【０１５７】

2.10.3.  抗体

  本発明の核酸およびポリペプチド、またはその断片は、ポリクローナルもしく

はモノクローナル抗体の産生においても有用である。これらの抗体は、本発明の

ポリペプチドもしくはその断片、または本発明の核酸を単独もしくは付属物とと

もに含むプラスミドDNAを用いて、例えばラット、マウス、ウサギまたはヤギな

どの適当な脊椎動物宿主を免疫して産生させる。通常、2回以上の免疫が必要で

、最後の注射から2、3日後に宿主の血液または脾臓を採取する。

  ポリクローナル抗体産生のためには、典型的にはマウスまたはウサギであるが

、ヤギ、ヒツジ、ウシ、モルモット、サルおよびラットも含まれる適当な標的免

疫系を選択する。実質的に精製された抗原またはプラスミドを、動物に適当な方

法により所定の様式で免疫系に投与する。これらおよび他のパラメーターは免疫

学者に公知である。典型的にはフットパッド、筋肉内、皮内または腹腔内に注射

する。宿主により産生された免疫グロブリンを、アフィニティー精製を含む常法

により沈降、単離および精製しうる。

  モノクローナル抗体に関しては、適当な動物を選択して所望の免疫プロトコル

に従う。適当な期間の後、これらの動物の脾臓を摘出し、適当な選択条件下で個

々の脾臓細胞を、典型的には不朽化した骨髄腫細胞と融合させる。その後、該細

胞をクローンとして分離し、所望の抗原領域に特異的な適当な抗体産生に関して

、各クローンの上清を試験する。抗体産生技術は、当技術分野に公知である。例

えば、Godingら,Monoclonal Antibodies: Principles and Practice(第2版)Acad

. Press,N.Y.,およびHarlowおよびLane, Antibodies: A Laboratory Manual,Col
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d Spring Harbor Laboratory,New York(1988)を参照のこと。他の好適な方法に

は、リンパ球をin vitroで抗原ポリペプチドに曝露する方法、または別法として

ファージもしくは類似のベクター中の抗体ライブラリーの選択が含まれる。Huse

ら, Generation of Large Combinatorial Library of the Immunoglobulin Repe

rtoire in Phage Lambda, Science 246:1275-1281(1989)。108リットル／モルの

親和性、好ましくは109～1010もしくはそれ以上の親和性を有するモノクローナ

ル抗体がこれらの方法により産生される。

  生成された抗体は、診断、治療、またはマラリア感染症および特に熱帯熱マラ

リア原虫感染症の種々の態様のメカニズムのさらなる解明のための研究において

、例えばイムノアッセイにおけるプローブとして、PfEMP1のリガンド結合の阻害

、それによる赤血球の壊死巣分離の阻害または低減といった多くの目的に使用で

きる。本発明の抗体は、修飾でも非修飾でも使用できる。しばしば、検出可能な

シグナルを供する物質を共有結合または非共有結合で結合させて該抗体を標識す

る。かかる標識には、本発明のポリペプチドに関して既に記載された標識のよう

な、当技術分野に公知のものが含まれる。それに加えて、本発明の抗体は、それ

らの可能性のある抗原性を低下させるために、それらの標的に対する親和性を損

なうことなく、キメラ、ヒト様またはヒト化されたものであってもよい。キメラ

、ヒト様、ヒト化抗体は一般に当技術分野で記載されている。一般に、かかるキ

メラ、ヒト様またはヒト化抗体は、例えば哺乳類動物、すなわちマウス由来の相

補性決定領域(CDR)(ヒト化抗体)、およびヒトフレームワーク領域のような可変

領域を含む。ハイブリッド抗体中にできるだけ小さな外来配列を組み込むことに

より、抗原性が低下する。これらのハイブリッド抗体の製造は、当技術分野に公

知の方法により行うことができる。

  好ましい抗体は、本発明のポリペプチドおよびその免疫学的に活性な断片と特

異的に免疫反応する。本発明の抗体と特定のタンパク質の相互作用を表す場合の

「特異的免疫反応性」とは、抗体が特定のタンパク質を比較的高い親和性で特異

的に認識し、結合した結果、この結合がタンパク質の異種集団および他の生物集

団中における該タンパク質の存在の決定因子となる抗体を表す。このように、設

計されたイムノアッセイ条件下において、例示された抗体は特定のタンパク質に



(341) 特表２００３－５２４３９２

結合し、サンプル中に存在する他のタンパク質には有意な量が結合しない。特定

のタンパク質と特異的に免疫反応をする抗体を選択するためには、種々のイムノ

アッセイ形式が使用され得る。例えば、タンパク質と特異的に免疫反応するモノ

クローナル抗体の選択には固相ELISAイムノアッセイを日常的に用いる。特異的

免疫反応性の決定に使用できるイムノアッセイの形式および条件に関しては、Ha

rlowおよびLane(1988)Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor 

Publications, New Yorkを参照のこと。

  産生された抗体は、例えば診断もしくは治療または赤血球の壊死巣分離などの

マラリア病理学のメカニズムのさらなる解明のための研究において、例えばイム

ノアッセイにおいてはプローブとして、PfEMP1タンパク質と、CD-36、TSP、ICAM

-1、VCAM-1、ELAM-1またはコンドロイチン硫酸などのリガンドとの相互作用を阻

害し、それによってPfEMP1－リガンド相互作用を阻害またはそのレベルを低下さ

せるといった多くの目的に使用できる。本発明のポリペプチドと、結合している

リガンドもしくはPEとの相互作用を遮断または逆転させるために抗体を使用する

場合、一般に該抗体は「ブロッキング抗体」と呼ばれる。好ましい抗体は、本発

明のポリペプチドを特異的に認識して結合するモノクローナルまたはポリクロー

ナル抗体である。従って、これらの好ましい抗体は、本明細書において例示、記

載および／または引用された（参照として本明細書に組み入れたものも含む）関

連するアミノ酸配列またはその免疫学的に活性な断片と実質的に相同な、アミノ

酸配列を有するポリペプチドを特異的に認識し、結合する。さらにより好ましい

抗体は、PfEMP1配列の比較的保存されたポリペプチド断片と抗体－リガンド複合

体を形成でき、それゆえに種々の熱帯熱マラリア原虫系由来のPfEMP1とPfEMP1リ

ガンドとの相互作用を遮断できる。

      【０１５８】

2.10.4.  使用法

  本発明のポリペプチド、抗体および核酸は、限定されるものではないが、診断

、スクリーニング、ワクチン接種を含む予防学的適用および治療学的適用を含む

さまざまな重要な用途がある。

2.10.4.1.  診断学的適用
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  特に好ましい態様において、本発明は、サンプル中のPfEMP1の存在の検出に有

用な方法および試薬を提供する。これらの検出法は、患者におけるマラリア感染

症の診断に特に有用である。例えば、特に好ましい態様において、本発明の抗体

をサンプル中のPfEMP1の存在の有無をアッセイするために用いてもよい。特定の

抗原検出のためのイムノアッセイ法は当技術分野において公知である。一般的な

免疫学的方法およびイムノアッセイ法の総説は、Basic and Clinical Immunolog

y、第7版(D. StitesおよびA. Terr編)1991を参照のこと。

  さらに、本発明のイムノアッセイは、Enzyme Immunoassay, E.T. Maggio, 編/

CRC Press, Boca Raton, Florida(1980)；”Practice and Theory of Enzyme Im

munoassays,”P. Tijssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molec

ular Biology,Elsevier Science Publishers B. V. Amsterdam(1985)；ならびに

HarlowおよびLane, Antibodies, A Laboratory Manual（前記）で広範囲にわた

って論じられている任意のいくつかの形式で行ってもよい。一般に、これらの方

法は、抗体を試験するサンプルと接触させ、サンプル中のタンパク質と抗体との

間のあらゆる特異的な結合を検出することを含む。典型的には、これは例えばウ

エスタンブロットのようなブロット形式、またはELISA形式である。これらのア

ッセイ形式を行う方法は、当技術分野に公知である。例えば、Basic and Clinic

al Immunology,第7版(D.StitesおよびA Terr, 編,1991)を参照のこと。

  典型的には、これらの診断法は、本明細書に記載の通りサンプルをPfEMP1に対

する抗体と接触させ、抗体がサンプルの何れかの部分と結合するか否かを決定す

ることを含む。ヒト診断法の場合は、サンプルは全血サンプル、または例えば赤

血球を含有するサンプルのような、ある分画であってよい。一般に、かかる診断

法は当技術分野に公知であり、前記の参考文献に記載されている。抗体の、サン

プルとの免疫反応性は、サンプル中にPfEMP1が存在することを示し、サンプルが

患者由来の場合はマラリア感染症の可能性を示唆する。

  別法として、患者におけるPfEMP1に対する抗体の存在の有無を検出する際に、

本発明の標識ポリペプチドを診断試薬として使用してもよい。患者体内に抗体が

存在していることは、患者が抗原応答を起こすのに十分なマラリア寄生虫にさら

されていたことを示す。
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  同様に、本発明の核酸プローブを同様に、すなわちサンプル中のPfEMP1ポリペ

プチドをコードするDNAセグメントの存在の同定、またはPCRもしくはRT-PCRプラ

イマーとして、増幅、次いでPfEMP1をコードする核酸セグメントを検出するため

に用いてもよい。かかるアッセイは、本明細書に記載のように、典型的にはサン

プル中の核酸の固定化、その後に化学的に標識したオリゴヌクレオチドプローブ

と、固定化配列とのハイブリダイゼーションの可否を調べること（interrogatio

n??）を含む。固定化されたサンプルとプローブのハイブリダイゼーションは、P

fEMP1をコードするDNAセグメントが存在すること、つまりマラリア感染を意味す

る。前記のごとく、アッセイはマラリア寄生虫の存在のみでなく、存在する寄生

虫の系統も指示するようにさらに設計しうる。溶液ベースのオリゴヌクレオチド

プローブによる固定化サンプルの探索の点から記載したが、一般に当技術分野に

公知の、幅広く多様なアッセイ形態を適用してよい。

      【０１５９】

2.10.4.2.  スクリーニングの適用

  もう１つの特に好ましい態様において、本発明は特定の化合物がマラリア感染

の症状のアンタゴニストであるかどうかを決定するための化合物スクリーニング

法を提供する。特に、本発明のスクリーニング法は、試験化合物が、熱帯熱マラ

リア原虫によるマラリア病に関連する赤血球壊死巣分離のアンタゴニストである

か否かを決定するために用いてよい。より詳細には、該スクリーニング法は、化

合物がPfEMP1／リガンドの相互作用のアンタゴニストであるか否かを決定できる

。PfEMP1のリガンドには、一般に、例えばCD36、TSP、ELAM-1、ICAM-1、VCAM-1

またはコンドロイチン硫酸が含まれる。

  一般に、本発明のスクリーニング法は、PfEMP1タンパク質もしくはその断片、

および／またはリガンドタンパク質と、スクリーニングされる化合物(試験化合

物)との接触を含む。次いで形成されたPfEMP1／リガンド複合体のレベルを検出

し、例えば試験化合物不在下の対照と比較しうる。PfEMP1／リガンド相互作用の

レベルの低下は、試験化合物がその相互作用のアンタゴニストであることを示す

。

  試験化合物は、化学化合物、化学化合物の混合物、生物学的高分子、あるいは
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細菌、ファージ、酵母、植物、真菌、動物の細胞または組織などの生物学的材料

からの抽出物であってよい。試験化合物は、PfEMP1／リガンド相互作用のアンタ

ゴニストとしての、可能性のある活性に関して、本明細書に記載のスクリーニン

グアッセイを包含する方法により評価される。「アンタゴニスト」とは、PfEMP1

／リガンド相互作用のレベルを制御して減少させる化合物を表す。

  しばしば、本発明のスクリーニングアッセイにおいては、PfEMP1またはリガン

ドタンパク質のどちらかを固相支持体に固定化しておくことが望ましい。好適な

固相支持体としては、例えばアガロース、セルロース、デキストラン、セファデ

ックス、セファロース、カルボキシメチルセルロース、ポリスチレン、濾紙、ニ

トロセルロース、イオン交換樹脂、プラスチックフィルム、ガラスビーズ、ポリ

アミンメチルビニルエーテルマレイン酸コポリマー、アミノ酸コポリマー、エチ

レン－マレイン酸コポリマー、ナイロン、絹などが挙げられる。支持体は、例え

ば試験管、マイクロタイタープレート、ビーズ、試験ストリップ、ブロッティン

グフォーマットのような平らな表面などの形態であってよい。PfEMP1ポリペプチ

ドまたはそのリガンドと、特定の固相支持体との反応は、例えば固定化された抗

PfEMP1抗体への結合、または予め誘導体化された固相支持体への結合などの、当

技術分野で公知の方法により行ってよい。

  前記に加えて、一方のタンパク質ともう一方のタンパク質との結合の検出を容

易にするために、PfEMP1またはそのリガンドの何れかを好適な検出基に連結する

のも望ましい。有用な検出基、または標識は一般に当技術分野に公知である。た

とえば、検出基は、125I、32Pもしくは35Sなどの放射性標識、または蛍光基もし

くは化学発光基であってよい。

  あるいは、検出基は、アッセイされうる基質、コファクター、インヒビター、

親和性リガンド、抗体結合エピトープタグまたは酵素であってよい。好適な酵素

としては、例えば西洋ワサビペルオキシダ－ゼ、ルシフェラーゼ、または他の容

易にアッセイできる酵素が挙げられる。これらの酵素群は化学的方法によりPfEM

P1ポリペプチドもしくはその断片に結合させるか、または既に記載されている融

合タンパク質として発現させてよい。

  一般に、例えばPfEMP1リガンドのような前記の一方のタンパク質が固相支持体
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上に固定化される場合、例えばPfEMP1またはその断片のようなもう一方のタンパ

ク質を適当な検出基で標識する。化合物が2種のタンパク質の相互作用のアンタ

ゴニストであるか否かをアッセイするために、次いで2つ種タンパク質が特異的

に結合できる条件下で、標識PfEMP1ポリペプチドまたは断片を、試験化合物の存

在下で固定化リガンドと接触させる。固相支持体に結合した標識の量を、試験化

合物を全く加えない対照と比較する。試験化合物によって固相支持体に結合した

標識量の減少が認められた場合、その化合物はPfEMP1／リガンド相互作用のアン

タゴニストである。

      【０１６０】

2.10.4.3.  治療学的および予防学的用途

  前記の使用法に加えて、本発明のポリペプチドはまた、治療学的用途、ヒトお

よび／または非ヒト哺乳動物被験体の治療に用いてよい。本発明のポリペプチド

の治療学的使用には、実在する疾患の症状の治療ならびに予防学的用途が含まれ

る。「予防学的」とは、特定疾患または特定疾患の症状の予防を意味する。この

ように、予防学的治療は一般に、マラリア感染等の特定疾患またはその症状の予

防に能動的にかかわる薬物を含む。予防学的用途にはまた、例えばワクチン接種

の場合の免疫学的反応を含む、患者から予防的反応を引き出す治療が含まれる。

  典型的には治療学的および予防学的用途の双方は、マラリア寄生虫感染症の発

症または症状の治療または予防のために有効量の本発明の組成物を患者へ投与す

ることを含んでなる。本明細書において「有効量」とは、所望の目標、すなわち

症状の緩和、症状もしくは感染の予防、または疾患の治療を達成するのに必要な

組成物の量と定義される。

  予防学的用途において、本発明のポリペプチドをさまざまな治療に使用し得る

。例えば、本発明のポリペプチドは特に、PfEMP1特異的抗体の産生等の患者によ

る免疫学的反応を引き出すためのワクチンとして有用である。特に、かかるワク

チン用途は一般に、PfEMP1タンパク質またはその生物学的活性断片の宿主または

患者への投与に関与する。

  この投与に反応して、患者の免疫系は導入された特定のPfEMP1タンパク質また

は断片に対する抗体を生成するであろう。患者における免疫学的反応を引き起こ



(346) 特表２００３－５２４３９２

すのに十分なポリペプチド量は「免疫原性的有効量」と称される。このように、

本発明のワクチンは免疫学的に有効な量の本発明のポリペプチドを含有する。患

者の免疫反応には、抗体の生成、例えばPE等のポリペプチドを発現する細胞に対

する細胞傷害性Tリンパ球の活性化、または当業者に公知の他のメカニズムが含

まれてよい。例えば、Paul, Fundamental Immunology, 第2版, Raven Pressを参

照。当技術分野で十分に公知である有用な担体としては、例えばチログロブリン

、ヒト血清アルブミン等のアルブミン、破傷風毒素、ポリ(D-リシン；D-グルタ

ミン酸)等のポリアミノ酸、インフルエンザ、B型肝炎ウイルスコアタンパク質、

B型肝炎ウイルス組換えワクチンが挙げられる。このワクチンには、水、緩衝水

、緩衝生理食塩水、生理食塩水等の生理的に許容される希釈剤も含有でき、典型

的にはさらにフロイント不完全アジュバント、リン酸アルミニウム、水酸化アル

ミニウム、ミョウバン等のアジュバント、または当技術分野で十分に公知である

他の材料も含まれてよい。

  あるいは、本発明の核酸はマラリア寄生虫によるマラリアの症状および／また

は感染の予防のためのワクチンとして使用してよい。Sedegahら、Proc Nat’l A

cad. Sci.(1994)91:9866-9870を参照。

  例えば、本発明の核酸を含んでなるプラスミドDNAを直接患者に投与してよい

。この「裸の」DNAの発現は、前記のとおり、実際のポリペプチドの注射と類似

の効果を有するであろう。具体的には、該DNAにより発現されたタンパク質の存

在に対する患者の免疫反応の結果、そのタンパク質に対する抗体の産生が起こる

であろう。本核酸はまた、寄生された赤血球におけるpfEMP1ペプチドの転写を妨

害するアンチセンスプローブの設計に使用してよい。

  アンチセンス法は一般に当技術分野で十分に公知である。本発明のポリペプチ

ドおよびその類似体もマラリア感染の症状の発症を予防するための予防学的治療

に用い得る。例えば、ポリペプチドの投与により、熱帯熱マラリア原虫感染患者

の赤血球の隔絶を直接阻害、遮断または逆転できる。特に、CD36との結合におい

てPE関連PfEMP1と競合または置き換えるために本発明のポリペプチドを用いてよ

い。

  隔絶の遮断または逆転は、宿主によるPEの破壊を再度もたらし得る、このタイ
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プのマラリアの病理学に一般に関連する微小血管の閉塞を減少または除去する。

本発明の抗体はまた、同様の方法で用いてよい。特に、本発明のポリペプチドと

結合できる抗体を患者に直接投与してよい。PfEMP1との結合により、本発明の抗

体は例えば赤血球の隔絶等のPfEMP1により媒介される相互作用の遮断、減少また

は逆転に有効である。キメラ抗体、ヒト様抗体またはヒト化抗体は特に人間の患

者に投与するのに有用である。それに加えて、かかる抗体はまた、以前に抗A型

肝炎感染症に用いられたときと同様の短期間の免疫法を被験者に供する、受動ワ

クチン接種法として使用してよい。

      【０１６１】

  もう１つの態様において、本発明のポリペプチド、抗体および核酸は、すでに

マラリアに感染している患者の治療に用いてよい。特に、感染による症状を治療

するためにマラリア感染患者に本発明の組成物を投与してよい。より詳細には、

マラリア感染、より明確には熱帯熱マラリア原虫感染に関連する赤血球の隔絶、

およびその結果起こる微小血管の閉塞を予防または低減させるために、患者にこ

れらの組成物を投与し得る。

  治療および予防的用途のために本発明のポリペプチド、核酸および抗体を単独

投与してもよいが、これらのエレメントは一般に、例えば医薬上許容される担体

と組み合わせて医薬組成物の一部分として投与する。典型的には単一組成物を治

療学的および予防学的用途の双方に使用し得る。本発明における使用に好適な医

薬組成物は、一般にRemington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing 

Co., 17th ed.(1985)に記載されている。

  本発明の医薬組成物は非経口、局所、経口または局所投与が意図される。該医

薬組成物を非経口投与する場合、本発明は、例えば医薬上許容される担体、好ま

しくは水性担体に溶解または懸濁した本発明のポリペプチド等の、前記の薬物溶

液を含んでなる医薬組成物を提供する。例えば、水、緩衝水、グリシン生理食塩

水などの種々の水性担体を使用してよい。これらの組成物は例えば滅菌濾過等の

通常の十分に公知である方法により滅菌されてよい。得られた水溶液はそのまま

使用のために包装するか、または投与前に滅菌溶液と混合するために凍結乾燥し

てよい。該組成物は、pH調整剤および緩衝化剤、浸透圧調整剤、湿潤剤など、生
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理状態に近づけるために必要な、医薬上許容される補助物質（例えば酢酸ナトリ

ウム、乳酸ナトリウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、モノ

ラウリル酸ソルビタン、オレイン酸トリエタノールアミン）を含んでよい。

  固体組成物のためには、例えば医薬等級のマンニトール、乳糖デンプン、ステ

アリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、タルク、セルロース、グルコー

ス、スクロース、炭酸マグネシウムなどの通常の無毒性の固体担体を使用してよ

い。経口投与のためには、従前に記載した担体等の通常使用される賦形剤の何れ

か、および一般に10～95%の有効成分、およびより好ましくは25～75%の有効成分

を包含することにより、医薬上許容される無毒性の組成物を形成し得る。それに

加え、ペプチドに基づく化合物の経口投与用に、その医薬組成物は、例えば当技

術分野で十分に公知である方法に従ってリポソーム組成物中に医薬組成物を供す

るなど、消化過程による有効成分のタンパク質分解を防ぐためにマトリックスの

一部として有効成分を包含してよい。例えば、Remington’s Pharmaceutical Sc

iences, Mack Publishing Co.,17th Ed.(1985)を参照。

  エアロゾル投与用には、該ポリペプチドは一般に、界面活性剤または噴射剤と

ともに、微細に分割された形態で供給される。界面活性剤は噴射剤に可溶である

ことが好ましい。かかる薬物の典型例としては、カプロン酸、オクタン酸、ラウ

リン酸、パルミチン酸、ステアリン酸、リノール酸、リノレン酸、オレステリン

酸(olesteric acid)、オレイン酸等の、6～22の炭素原子を含有する脂肪酸と、

脂肪族多価アルコールまたはその環状無水物のエステルまたは部分エステルがあ

る。混合または天然グリセリド等の混合エステルを用いてもよい。担体も含まれ

てよく、所望により例えば鼻腔内送達のためにはレシチンを包含してよい。前記

の組成物は単回投与または連続投与に好適である。例えばワクチン追加免疫とし

て連続投与した場合、最初の投与に続く接種は免疫応答を追加するために投与し

、典型的には追加接種と称される。

      【０１６２】

  患者に投与する上記組成物の量は、何を患者に投与するか、患者の状態、投与

方法、および例えば治療学的または予防学的用途といった特定の用途により変化

する。治療学的用途においては、すでにマラリアに感染した患者に、赤血球を介
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する寄生虫が広がるのを防ぐために十分な量の該組成物を投与し、それにより疾

病の症状および付随する合併症を治療または少なくとも部分的に抑える。

  これを達成するために適切な量は「治療学的有効量」と称される。この使用法

のために有効な量は、疾病の重篤度、患者の体重および全般的な状態に依存する

が、一般に70kgの患者に対しては、１日あたり有効成分約1mg～約5gの範囲、好

ましくは約50mg～約500mg、より好ましくは約50mg～約100mgである。

  予防学的用途に関しては、免疫原性的有効量はまた、その組成、投与方法およ

び患者の体重と全般的な状態、ならびに医師の判断に依存する。ペプチド、ペプ

チド類似体および抗体に基づく医薬組成物に関しては、初回免疫(予防学的また

は治療学的用途いずれにおいても)のための一般的な範囲は、70kgの患者に対し

ては約100μg～約1gのポリペプチドであり、続いて例えば患者の血液中の寄生虫

または抗体のレベルを測定し、患者の反応と病状に依存して数週間から数ヶ月に

わたり、追加免疫レジメに従い、約1μg～約1mgのポリペプチドの追加免疫投与

を行う。核酸に関しては、典型的には70kgの患者に対しては約30～約100μgの核

酸、より典型的には約50～約150μgの核酸を注射し、適切に追加療法を行う。

  以下、本発明を実施例によりさらに説明する。これらの実施例は本発明の例示

的な態様であり、本発明を限定することを意図するものではない。

      【０１６３】

2.11.定方向進化法

  ある態様では、本明細書に記載の発明は、高度に複雑な直線配列（DNA、RNAま

たはタンパク質等）の組換えを介した定方向分子進化を可能とする、減少性再組

合せ、組換えおよび選択という反復サイクルの使用に向けられる。

  in vivoでの分子のシャッフリングは、細胞の、多量体を組み換えるという天

然の性質を利用して成し遂げられる。in vivoでの組換えは分子の多様性への主

要な天然の経路を提供してきたが、他方、遺伝子の組換えは、1)相同性の認識、

2)鎖の開裂、鎖の侵入および組換えキアズマの発生を導く代謝ステップならびに

最後に、3)別々の組換え分子へのキアズマの分離を含む相対的に複雑な工程のま

まである。染色体交差の形成には相同配列の認識が必要とされている。

  好ましい実施形態では、本発明は少なくとも第１ポリヌクレオチドおよび第２
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ポリヌクレオチドからハイブリッドポリヌクレオチドを作製する方法に関する。

本発明を使用して、少なくとも1つの部分的な相同配列領域を共有する少なくと

も第１ポリヌクレオチドおよび第２ポリヌクレオチドを好適な宿主細胞に導入す

ることによりハイブリッドポリヌクレオチドを作製できる。部分的な相同配列領

域はハイブリッドポリヌクレオチドを作製する配列再編成に帰するプロセスを助

長する。本明細書において、「ハイブリッドポリヌクレオチド」とは本発明の方

法に起因し、かつ少なくとも2つのオリジナルのポリヌクレオチド配列に由来す

る配列を含むヌクレオチド配列のいずれでもある。かかるハイブリッドポリヌク

レオチドはDNA分子間の配列統合を促進する分子間組換えという事象に起因し得

る。さらに、かかるハイブリッドポリヌクレオチドはDNA分子内のヌクレオチド

配列を変化させるために反復配列を利用する分子内減少性再組合せプロセスにも

起因し得る。

  本発明は、生物学的に活性なハイブリッドポリペプチドをコードし得るハイブ

リッドポリヌクレオチドを作製する手段を提供する。ある態様では、オリジナル

のポリヌクレオチドは生物学的に活性なポリペプチドをコードする。本発明の方

法は細胞プロセスを利用することによって新規のハイブリッドポリペプチドを製

造する。これはオリジナルのポリヌクレオチド配列を統合し、その結果得られる

ハイブリッドポリヌクレオチドがオリジナルの生物学的に活性なポリペプチドに

由来する活性を示すポリペプチドをコードするものである。例えば、オリジナル

のポリヌクレオチドは異なる微生物に由来する特定の酵素をコードし得る。例え

ば、ある生物に由来する第１ポリヌクレオチドにコードされる酵素は、特定の環

境条件下、例えば高塩分濃度で効果的に機能するものであってもよい。異なる生

物に由来する第２ポリヌクレオチドにコードされる酵素は極端な高温などの異な

る環境条件下で効果的に機能するものであってもよい。オリジナルの第１および

第２ポリヌクレオチドに由来する配列を含むハイブリッドポリヌクレオチドはオ

リジナルのポリヌクレオチドにコードされる酵素双方の特性を示す酵素をコード

し得る。従ってハイブリッドポリヌクレオチドにコードされる酵素は第１および

第２ポリヌクレオチドにコードされる各々の酵素により共有される環境条件下、

例えば高塩分濃度かつ高温で効果的に機能し得る。
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  本発明のオリジナルのポリヌクレオチドにコードされる酵素としては、限定さ

れるものではないが、酸化還元酵素、トランスフェラーゼ、加水分解酵素、リア

ーゼ、イソメラーゼおよびリガーゼが挙げられる。本発明の方法により得られる

ハイブリッドポリペプチドはオリジナルの酵素では示されない特殊化した酵素活

性を示し得る。例えば、加水分解酵素活性をコードするポリヌクレオチドの組換

えおよび／または減少性再組合せに続いて、各々のオリジナルの酵素から得た特

殊化した加水分解酵素活性、すなわち加水分解酵素が作用する結合の種類および

加水分解酵素が機能する温度に関して、ハイブリッドポリヌクレオチドによりコ

ードされる得られるハイブリッドポリペプチドをスクリーニングできる。従って

、例えば、加水分解酵素は、オリジナルの加水分解酵素からハイブリッド加水分

解酵素を区別するそれらの化学的機能性、例えば(a)アミド（ペプチド結合）す

なわちプロテアーゼ、(b)エステル結合すなわちエステラーゼおよびリパーゼ、(

c)アセタールすなわちグリコシダーゼ、ならびに例えばハイブリッドポリペプチ

ドが機能する温度、ｐHまたは塩濃度などを確認して、加水分解酵素をスクリー

ニングし得る。

  オリジナルのポリヌクレオチドの供給源は個々の生物（「単離体」）、所定の

培地で増殖させた生物の集合（「富化培養物」）または最も好ましくは、培養さ

れていない生物（「環境サンプル」）から単離し得る。培養をしないアプローチ

を使用して環境サンプルから新規の生物活性をコードするポリヌクレオチドを得

ることが最も好ましいが、これは、そうすることで未開発の生物多様性資源を利

用できることになるからである。

      【０１６４】

  「環境ライブラリー」は環境サンプルから作製され、これは好適な原核生物の

宿主中で増殖し得るクローニングベクターに保持される天然の生物の集合的ゲノ

ム(collective genome)を意味する。クローン化DNAは最初環境サンプルから直接

抽出されるので、ライブラリーが純粋培地で増殖し得る原核生物の小画分に制限

されることはない。さらに、これらのサンプルに存在する環境DNAを標準化する

ことにより、オリジナルのサンプルに存在するすべての種に由来するDNAをより

平等に提示することができるであろう。これにより、優性種と比較して数倍低く
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提示されるサンプルの微量構成要素に由来する、興味深い遺伝子を発見する効率

を大いに高めることができる。

  例えば、１種以上の培養されていない微生物から作製した遺伝子ライブラリー

を目的の活性に関してスクリーニングする。まず、原核細胞において、目的の生

物活性分子をコードする可能性ある経路を遺伝子発現ライブラリーの形で捕らえ

る。かかるライブラリーから目的の活性をコードするポリヌクレオチドを単離し

宿主細胞に導入する。この宿主細胞を、新規なまたは増強された活性を有する可

能性のある有効な生体分子を作製する組換えおよび／または減少性再組合せを促

進する条件下で増殖させる。

  ポリヌクレオチドを調製する元となる微生物としては、真正細菌および古細菌

などの原核微生物ならびに真菌類などの下等真核微生物、いくつかの藻類および

原生動物が挙げられる。ポリヌクレオチドは、核酸が生物を培養せずに回収でき

る場合、または１種以上の培養生物から回収できる場合に環境サンプルから単離

できる。ある態様では、かかる微生物は超好熱菌、好冷菌、耐冷菌、好塩菌、好

圧菌および好酸菌などの極限微生物であり得る。極限環境を好む微生物から単離

された酵素をコードするポリヌクレオチドが特に好ましい。かかる酵素は陸上の

温泉および深海の熱水口において100℃以上の温度で、北極の水における0℃以下

の温度で、深海の飽和塩環境で、石炭堆積物および富硫黄地熱泉における約0のp

H値で、または下水汚泥における11以上のpH値で機能し得る。例えば、極限環境

を好む生物からクローン化され発現されるいくつかのエステラーゼおよびリパー

ゼは広範囲の温度およびpHを通して高い活性を示す。

  前記のように選択し単離したポリヌクレオチドを好適な宿主細胞に導入する。

好適な宿主細胞は組換えおよび／または減少性再組合せを促進し得る細胞の任意

のものである。選択されたポリヌクレオチドは適当な制御配列を含むベクター中

にすでにあることが好ましい。宿主細胞は哺乳動物細胞などの高等真核細胞、酵

母細胞などの下等真核細胞であってもよく、または好ましくは宿主細胞は細菌細

胞などの原核細胞であってもよい。宿主細胞への構築物の導入はリン酸カルシウ

ムトランスフェクション、DEAE-デキストラン媒介性トランスフェクションまた

はエレクトロポレーション(Davisら, 1986)により達成される。
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  適当な宿主の典型的な例として、大腸菌、放線菌、ネズミチフス菌などの細菌

細胞、酵母などの真菌細胞、キイロショウジョウバエS2およびスポドプテラ(Spo

doptera) Sf9などの昆虫細胞、CHO、COSまたはBowes黒色腫などの動物細胞、ア

デノウイルスおよび植物細胞が挙げられる。適当な宿主の選択は、本明細書の教

示に基づいた当業者には自明な技術範囲内にあると考えられる。

  特に、組換えタンパク質を発現するのに用いられる種々の哺乳動物細胞培養系

に関しては、哺乳動物発現系の例として、「SV-40-transformed simian cells s

upport the replication of early SV40 mutants」(Gluzman, 1981)に記載され

るサル腎臓繊維芽細胞のCOS-7系および適合ベクターを発現できる他の細胞系、

例えばC127、3T3、CHO、HeLaおよびBHK細胞系が挙げられる。哺乳動物発現ベク

ターは複製起点、好適なプロモーターおよびエンハンサー、そしてまた、あらゆ

る必要なリボソーム結合部位、ポリアデニル化部位、スプライシング供与および

受容部位、転写終結配列および5'フランキング非転写配列を含んでなる。SV40ス

プライシング部位およびポリアデニル化部位に由来するDNA配列を使用して所望

の非転写遺伝子エレメントを得ることができる。

  目的のポリヌクレオチドを含む宿主細胞は、プロモーターの活性化のために、

形質転換体の選択のために、または遺伝子の増幅のために適当なように改変した

従来の栄養培地で培養できる。温度、pH等などの培養条件は、発現のために選択

された宿主細胞に関してこれまでに使用されたものであり、これは当業者には明

らかであろう。次いで、特定の酵素活性を有すると同定されるクローンを配列決

定して、増強された活性を有する酵素をコードするポリヌクレオチド配列を同定

する。

      【０１６５】

  もう1つの態様では、本発明の方法を使用して1個以上のオペロンまたは遺伝子

クラスターもしくはその部分に由来する生化学経路をコードする新規ポリヌクレ

オチドを作製できると考えられる。例えば、細菌および多くの真核生物は、遺伝

子（その産物が関連プロセスに関与するもの）を制御するための協調機構を有す

る。遺伝子は単一の染色体上の「遺伝子クラスター」と呼ばれる構造中に集中し

ており、クラスター全体の転写を開始する単一のプロモーターを含む、単一の調
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節配列の制御下でともに転写される。このように、遺伝子クラスターとは、通常

その機能により同一であるかまたは関連する、隣接する遺伝子の集団である。遺

伝子クラスターによりコードされる生化学経路の例としてはポリケチドがある。

ポリケチドは、抗生物質（テトラサイクリンおよびエリスロマイシンなど）、抗

癌剤（ダウノマイシン）、免疫抑制剤（FK506およびラパマイシン）および獣医

用製剤（モネンシン）を含む生物活性物質の非常に豊富な供給源である分子であ

る。多数のポリケチド（ポリケチドシンターゼにより産生される）は治療薬とし

て価値がある。ポリケチドシンターゼは多機能酵素であり、長さならびに機能性

パターンおよび環化パターンの異なる非常に多くの種類の炭素鎖の生合成を触媒

する。ポリケチドシンターゼ遺伝子は遺伝子クラスター内にあり、ポリケチドシ

ンターゼの少なくとも1つの種（タイプIと称される）は大きなサイズの遺伝子お

よび酵素を有しており、これが遺伝子操作およびin vitroでのこれらの遺伝子／

タンパク質の研究を複雑にしている。

  研究用の新規ポリケチドを作製するために、ポリケチドまたはその断片、およ

びポストポリケチド生合成遺伝子のライブラリーから所望の構成要素を選択し、

組み合わせることができるのは魅力的である。本発明の方法は分子間組換えを介

した新規ポリケチドシンターゼの生成を促進可能とする。

  好ましくは、遺伝子クラスターDNAを異なる生物から単離し、ベクター、特に

、連結された遺伝子クラスターから検出可能なタンパク質またはタンパク質関連

アレイ活性の産生を制御および調節し得る発現調節配列を含むベクターに連結す

る。かかる遺伝子クラスターとともに使用するには、外来DNA導入に関して非常

に大きな能力を有するベクターの使用が特に適当であり、例として、大腸菌のf-

因子（すなわち稔性因子）が含まれることを本明細書に記載する。この大腸菌の

f-因子は接合の際にそれ自身の高頻度導入に影響を及ぼすプラスミドであり、混

合された微生物サンプルに由来する遺伝子クラスターなどの大きなDNA断片を獲

得し安定に増殖させるための理想のものである。一旦、適当なベクターに連結さ

れれば、異なるポリケチドシンターゼ遺伝子クラスターを含む2個以上のベクタ

ーを好適な宿主細胞に導入できる。遺伝子クラスターに共有される部分的な相同

配列領域はハイブリッド遺伝子クラスターをもたらす配列再編成という結果とな
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るプロセスを促進する。さらに、オリジナルの遺伝子クラスターには見られない

増強された活性に関して新規ハイブリッド遺伝子クラスターをスクリーニングで

きる。

  従って、好ましい実施形態では、本発明は、生物学的に活性なハイブリッドポ

リペプチドを作製し、かかるポリペプチドを増加された活性に関してスクリーニ

ングする方法であって、

  1)少なくとも、機能しうる形で連結された第１のポリヌクレオチドおよび機能

しうる形で連結された第２ポリヌクレオチド（かかる第１ポリヌクレオチドおよ

び第２ポリヌクレオチドは少なくとも1個の部分的な相同配列領域を共有してい

る）を適切な宿主細胞に導入し、

  2)機能しうる形で連結されるハイブリッドポリヌクレオチドをもたらす配列再

編成を促進する条件下で宿主細胞を増殖させ、

  3)ハイブリッドポリヌクレオチドによりコードされるハイブリッドポリペプチ

ドを発現させ、

  4)増強された生物学的活性の同定を促進する条件下でハイブリッドポリペプチ

ドをスクリーニングし、さらに

  5)ハイブリッドポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを単離する

ことによる方法に関する。

      【０１６６】

  種々の酵素活性をスクリーニングする方法は当業者に公知であり、本明細書中

で論ぜられている。本発明のポリペプチドおよびポリヌクレオチドを単離する場

合にはかかる方法を使用し得る。

  使用できる発現ベクターの典型的な例としては、ウイルス粒子、バキュロウイ

ルス、ファージ、プラスミド、ファージミド、コスミド、ホスミド、細菌人工染

色体、ウイルスDNA（例えばワクシニア、アデノウイルス、ファウルポックスウ

イルス、偽狂犬病ウイルスおよびSV40の誘導体）、P1を基にした人工染色体、酵

母プラスミド、酵母人工染色体、および目的の特定の宿主（桿菌、コウジカビ属

菌および酵母など）に特異的なその他のベクターのいずれをも記載できる。従っ

て、例えば、DNAは、ポリペプチド発現のための種々の発現ベクターの任意のも
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のに含まれ得る。かかるベクターとしては染色体、非染色体および合成DNA配列

が挙げられる。多数の好適なベクターが当業者に公知であり、また市販されてい

る。以下のベクターを例として示す：細菌性のもの；pQEベクター(Qiagen)、pBl

uescriptプラスミド、pNHベクター、λ-ZAPベクター(Stratagene)、ptrc99a、pK

K223-3、pDR540、pRIT2T(Pharmacia)、真核生物性のもの；ｐXT1、pSG5(Stratag

ene)、pSVK3、pBPV、pMSG、pSVLSV40(Pharmacia)。しかしながら、他のプラスミ

ドまたは他のベクターの任意のものを、それらが宿主中で複製可能であり、かつ

生存可能である限りは使用できる。コピー数の少ないベクターまたはコピー数の

多いベクターを本発明に関して使用することができる。

  本発明に使用するのに好ましい種類のベクターはf-因子複製起点を含む。大腸

菌のf-因子（すなわち稔性因子）は接合の際にそれ自身の高頻度導入に影響を及

ぼすプラスミドであり、細菌染色体自体は低い頻度でしか導入しない。特に好ま

しい実施形態では、「ホスミド」と呼ばれるクローニングベクターまたは細菌人

工染色体(BAC)ベクターを使用する。これらは大腸菌f-因子に由来し、ゲノムDNA

の大きなセグメントを安定に組み込むことができる。混合し培養されていない環

境サンプルに由来するDNAとともに組み込まれる場合には、これにより大きなゲ

ノム断片を安定な「環境DNAライブラリー」の形にすることができる。

  本発明において使用するのに好ましいもう1つの種類のベクターはコスミドベ

クターである。コスミドベクターは本来、ゲノムDNAの大きなセグメントをクロ

ーン化し増殖させるために設計された。コスミドベクターへのクローニングは「

Molecular Cloning:A laboratory Manual」(Sambrookら, 1989)に詳細に記載さ

れている。

  発現ベクター中のDNA配列はRNA合成を指令する適当な発現制御配列（プロモー

ター）に機能しうる形で連結されている。特に有名な細菌性プロモーターとして

lacI、lacZ、T3、T7、gpt、λPR、PLおよびtrpが挙げられる。真核生物のプロモ

ーターとしてはCMV極初期、HSVチミジンキナーゼ、初期および後期SV40、レトロ

ウイルス由来のLTRおよびマウスメタロチオネイン-Iが挙げられる。適当なベク

ターおよびプロモーターの選択は十分に当業者の水準の範囲内にある。発現ベク

ターはまた翻訳開始のためのリボソーム結合部位および転写ターミネーターを含
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む。ベクターはまた、発現を増幅させるのに適当な配列も含み得る。プロモータ

ー領域は、CAT（クロラムフェニコールトランスフェラーゼ）ベクターまたは選

択マーカーを有する他のベクターを用いて所望の遺伝子のいずれからも選択でき

る。

  さらに、発現ベクターは好ましくは、真核細胞培養に関してはジヒドロ葉酸還

元酵素またはネオマイシン耐性などの、または大腸菌においてはテトラサイクリ

ンもしくはアンピシリン耐性などの、形質転換された宿主細胞を選択するための

表現型特性を提供する1個以上の選択マーカー遺伝子を含む。

  一般に、組換え発現ベクターは宿主細胞の形質転換を可能にする複製起点およ

び選択マーカー、例えば大腸菌のアンピシリン耐性遺伝子およびS.セレビシエTR

P1遺伝子、ならびに下流の構造配列の転写を指令する高率発現遺伝子に由来する

プロモーターを含む。かかるプロモーターは特に3-ホスホグリセリン酸キナーゼ

(PGK)、α-因子、酸ホスファターゼなどの解糖酵素または熱ショックタンパク質

をコードするオペロンから誘導できる。異種構造配列は適当な相において翻訳開

始および終結配列、ならびに好ましくは翻訳されたタンパク質の細胞周辺腔また

は細胞外の培地への分泌を指令できるリーダー配列と結合される。

  クローニング戦略によっては導入されたベクターと内因性プロモーターの双方

を介する発現を可能にすることができ、ベクターによる促進は、その内因性プロ

モーターが大腸菌において機能しない遺伝子の発現に関して重要なものとなり得

る。

      【０１６７】

  微生物から単離されたまたは誘導されたDNAは、選択されたDNAを探る前にベク

ターまたはプラスミドに挿入されることが好ましい。かかるベクターまたはプラ

スミドは、プロモーター、エンハンサー等をはじめとする発現調節配列を含むも

のであることが好ましい。かかるポリヌクレオチドはベクターおよび／または構

成物の一部であってもよく、また単離されたままのものであってもよい。なぜな

ら、かかるベクターまたは構成物はその天然環境の一部ではないからである。特

に好ましいファージまたはプラスミド、およびそれらに導入し、パッケージング

する方法は、本明細書に示されるプロトコールに詳細に説明されている。



(358) 特表２００３－５２４３９２

  クローニングベクターの選択は採用されるアプローチに依存し、例えば、宿主

細胞にうまく形質転換され、選択され得る多様に反復する配列のコピーまたは多

重配列に関しては、ベクターは十分な能力を有するいずれのクローニングベクタ

ーでもよい。かかるベクターの1つの例が「Polycos vectors:a system for pack

aging filamentous phage and phagemid vectors using lambda phage packagin

g extracts」(Alting-MecsおよびShort,1993)に記載されている。増殖／維持は

抗生物質耐性によってクローニングベクターにより行われる。増殖期間の後、自

然に短縮された分子を回収し、ゲルまたはカラムでのサイズ分画によって同定す

るか、または直接増幅する。利用されるクローニングベクターは長い構築物の挿

入によって分断されている選択可能な遺伝子を含む場合もある。減少性再組合せ

が進行するにつれて、反復単位数が減少し、割り込まれた遺伝子が再び発現され

、従って処理された構築物に関する選択を行うことができる。所望の生物学的特

性を有する発現産物の選択を可能にするベクターは、発現／選択ベクターであっ

てもよい。インサートは機能的プロモーターの下流に位置してもよく、適当な手

段によって所望の特性をスクリーニングする。

  in vivo再編成は、ひとまとめにして「組換え」と呼ばれる「分子間」プロセ

スに集中され、これは細菌では一般に「RecA-依存性」現象として観察される。

本発明は、宿主細胞の配列を組換え、再組合せさせる組換えプロセス、または減

少プロセスを媒介して欠失により細胞中の擬反復配列の複雑性を減少させる細胞

の能力に依存する。「減少性再組合せ」というこのプロセスは「分子間」RecA依

存性プロセスにより起こる。

  従って、本発明の別の態様では、減少性再組合せのプロセスによって新規ポリ

ヌクレオチドを作製できる。この方法は連続配列（元のコード配列）を含む構築

物の作製、それらの適当なベクターへの挿入およびそれに続く適当な宿主細胞へ

の導入を含む。個々の分子の同一性の再組合せは相同領域を有する構築物中の連

続配列間または擬反復単位間の組合せプロセスにより起こる。再編成プロセスに

より組換え、ならびに／または複雑性および反復配列の程度が減少し、結果とし

て新規分子種の産生をもたらす。種々の処理を適用して再編成率を高めることが

できる。これらには紫外線光またはDNAに損傷を与える化学物質を用いる処理お
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よび／または増強されたレベルの「遺伝的不安定性」を示す宿主細胞系の使用が

含まれうる。従って、再組合せプロセスは、それら自身の進化を指令する相同組

換え、または擬反復配列という天然の特性を含み得る。

      【０１６８】

  反復配列または「擬反復」配列は遺伝子の不安定性において役割を果たす。本

発明では、「擬反復」とはそれらの元の単位構造を制限しない反復である。擬反

復単位は構築物中の配列のアレイ、すなわち同様の配列の連続単位として提供さ

れる。ひと度連結されれば、連続配列間の接合点は本質的にはそれとわからない

ものになり、分子レベルではもはや得られる構築物の擬反復特性が連続するもの

となる。得られる構築物の複雑性を減少させるよう細胞が行う欠失プロセスは擬

反復配列間に作用する。擬反復単位により事実上制限のない鋳型レパートリーが

提供され、そこでずれという事象が起こり得る。従って、擬反復を含む構築物は

、欠失（および可能性としては挿入）事象が擬反復単位内の実質的にどこでも起

こり得るという十分な分子適応性を効果的に示す。

  擬反復配列がすべて同じ向きに、例えば頭対尾、またはその逆に連結される場

合には、細胞は個々の単位を区別できない。従って、縮小プロセスが配列中で起

こり得る。対照的に、例えば、単位が頭対尾ではなく頭対頭を示す場合には、転

換は隣接単位の終点を描き出し、その結果、欠失形成は不連続単位の消失に傾く

。従って、本方法に関しては配列が同じ方向にあることが好ましい。任意の方向

の擬反復配列は再組合せ効率の損失をもたらし、他方、一定方向の配列は高効率

を提供する。しかしながら、少数の連続配列しか同一方向に持たないことは効率

を低下させるものの、新規分子の効率的な回収にまだ十分な適応性を示すことが

できる。構築物を同一方向にある、ある程度反復された配列で構成して高効率と

することができる。

  配列は以下のものを含む、種々の方法のいずれかを用いてヘッドからテール方

向に集合させることができる：

  a)作成時に一本鎖が方向をなすポリＡヘッドおよびポリＴテールを含むプライ

マーが利用できる。これはRNAから作られるプライマーの最初の数塩基を持つこ

とにより達成され、従ってRNアーゼHが容易に除去される。
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  ｂ）特有の制限切断部位を含むプライマーが利用できる。複数の部位、一連の

特有の配列、ならびに反復合成および連結工程が必要とされる。

  ｃ）プライマー内部の数塩基をチオレート化することができ、エキソヌクレア

ーゼを用いて適切なテールを有する分子を作製することができた。

  再組合せされた配列の回収は縮小RIによってクローニングベクターを同定する

ことによる。再組合せされたコード配列をその後増幅して回収することができる

。その産物を再びクローン化して発現させる。縮小RIを用いたクローニングベク

ターの回収は、下記により行われる。

  1）構築物が複雑性を減少させた際に唯一安定して維持されるベクターの使用

。

  2）物理的手段によって短縮されたベクターの物理的回収。この場合、クロー

ニングベクターは標準的なプラスミド単離法を用いて回収され、アガロースゲル

、または標準法を利用して低分子量を排除するカラムのいずれかによりサイズ分

画する。

  3）インサートのサイズが小さくなった場合に選択可能な、分断された遺伝子

を含むベクターの回収。

  4）発現ベクターと適切な選択を用いた直接選択技術の使用。

  近縁生物に由来するコード配列（例えば遺伝子）は、高度の相同性を示し、か

つ全く異なったタンパク質産物をコードする。これらの型の配列は本発明におい

て、擬反復型として特に有用である。しかしながら、以下に示される実施例では

、ほぼ同じ原型のコード配列（擬反復）の再組合せが示されているが、このプロ

セスはこのようなほぼ同じ反復に限られるものではない。

  以下の実施例は本発明の方法を示すものである。３つの特有の種に由来する核

酸をコードする配列（ある程度の反復）を示す。各配列は一組の異なる特性を持

つタンパク質をコードする。この配列はそれぞれ、「A」、「B」および「C」と

表される配列内の特有の位置の1つまたは数個の塩基対が異なっている。擬反復

配列は個別にまたはまとめて増幅され、連結されて、連結した分子集団中ですべ

ての可能な順列および組合せが得られるような無作為な集合体となる。擬反復単

位の数は構築条件によって制御できる。ある構築物での擬反復単位の平均数を反
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復指数（RI）と定義する。

      【０１６９】

  一度形成されれば構築物は、公開されているプロトコルに従ってアガロースゲ

ルでサイズ分画してもしなくともよく、クローニングベクターへ挿入し、適当な

宿主細胞にトランスフェクトする。次いでこの細胞を増殖させて、「減少性再組

合せ」を行う。減少性再組合せ過程の速度は、所望によりDNA損傷を導入するこ

とで刺激され得る。RIの縮小が、「分子内」機構によって反復配列間で欠失が形

成されることによるものか、「分子間」機構を通じて組換えに似た結果が起こる

ことによるものかは重要ではない。最終的な結果はあり得るすべての組合せへ分

子を再編成することである。

  場合によって本方法は、例えばタンパク質性受容体、ペプチドオリゴ糖、ビリ

オン(viron)、または他の所定の化合物または構造物といった所定の高分子と結

合するか、または相互作用する（例えば、触媒性抗体など）能力を持つ個々のシ

ャッフルされたライブラリーメンバーを同定するためのシャッフルされたプール

のライブラリーメンバーをスクリーニングするさらなる工程を含んでなる。

  かかるライブラリーから同定された展示ポリペプチド、抗体、模倣ペプチド抗

体、および可変領域配列は、治療、診断、研究、および関連する目的（例えば、

触媒、水溶液の浸透性を上昇させる溶質など）に使用でき、および／または１以

上のさらなるシャッフリングおよび／または親和性選択のサイクルに付すことが

可能である。本方法は、表現型（例えば、触媒活性、安定性、酸化耐性、薬剤耐

性、または宿主細胞に付与される検出可能な表現型）の特徴を選択する工程が所

定の分子に対する結合親和性以外のものとなり得るように改変することができる

。

  本発明は親和性相互作用スクリーニングに好適な展示抗体のライブラリーを作

製する方法を提供する。この方法は、（1）まず、展示抗体および該展示抗体を

コードする関連ポリヌクレオチドを含んでなる、複数の選択されるライブラリー

メンバーを取得し、さらに該展示抗体をコードする該関連ポリヌクレオチドを取

得して、該関連ポリヌクレオチドまたはそのコピーを取得すること（ここで、該

関連ポリヌクレオチドは実質的に同一の可変領域枠組み配列の領域を含んでなる
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）、および（2）該ポリヌクレオチドを好適な宿主細胞に導入し、組換えおよび

減少性再組合せを促進しシャッフルされたポリヌクレオチドを得る条件下でこの

細胞を増殖させること、を含んでなる。このシャッフルされたプールに包含され

るCDRの組合せは最初の複数の選択ライブラリーメンバーには存在せず、該シャ

ッフルされたプールはCDR置換を含んでなる展示抗体ライブラリーを構成し、親

和性相互作用スクリーニングに適している。場合により、該シャッフルされたプ

ールを親和性スクリーニングに付し、所定のエピトープ（抗原）に結合するライ

ブラリーメンバーを選択し、それにより複数の選択されたシャッフルされたライ

ブラリーメンバーを選択する。さらに、複数の選択的にシャッフルされたライブ

ラリーメンバーをシャッフルし、所望の結合親和性を有するライブラリーメンバ

ーが得られるまで１～1000サイクル、または望むだけ繰り返しスクリーニングす

ることができる。

  本発明の別の態様では、組換えまたは再編成の前またはその間に、本発明の方

法により作製したポリヌクレオチドを、元のポリヌクレオチドへの突然変異の導

入を促進する薬剤またはプロセスに付し得るものと考えられる。かかる突然変異

の導入は、得られるハイブリッドポリヌクレオチドおよびそれからコードされる

ポリペプチドの多様性を高めるであろう。突然変異誘発を促進する薬剤またはプ

ロセスとしては、限定されるものではないが、(+)-CC-1065、または(+)-CC-1065

-(N3-アデニン)(SunおよびHurley, 1992を参照)のような合成類似体、DNA合成を

阻害することができるN-アセチル化または脱アセチル化4'-フルオロ-4-アミノビ

フェニル付加物（例えば、van de Pollら, 1992を参照）、またはDNA合成を阻害

することができるN-アセチル化または脱アセチル化4-アミノビフェニル付加物（

これもvan de Pollら, 1992, 751-758頁を参照）、三価クロム、三価クロム塩、

7-ブロモメチル-ベンズ[a]アントラセン(「BMA」)、トリス(2,3-ジブロモプロピ

ル）ホスフェート(「Tris-BP」)、1,2-ジブロモ-3-クロロプロパン(「DBCP」)、

2-ブロモアクロレイン(2BA)、ベンゾ[a]ピレン-7,8-ジヒドロジオール-9-l0-エ

ポキシド(「BPDE」)、プラチナ(II)ハロゲン塩、N-ヒドロキシ-2-アミノ-3-メチ

ルイミダゾ[4,5-f]-キノリン(「N-ヒドロキシ-IQ」)、およびN-ヒドロキシ-2-ア

ミノ-1-メチル-6-フェニルイミダゾ[4,5-f]-ピリジン(「N-ヒドロキシ-PhIP」)
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などのDNA複製を阻害することができる多環式芳香族炭化水素(「PAH」)DNA付加

物である。特に望ましいのは紫外線(+)-CC-1065および(+)-CC-1065-(N3-アデニ

ン)からなるPCR増幅を減退もしくは停止する手段である。特に包含される手段と

しては、DNA付加物、またはポリヌクレオチドまたはポリヌクレオチドプールか

ら得られたDNA付加物を含んでなるポリヌクレオチドがあり、これはさらなるプ

ロセッシングに先立ちポリヌクレオチドを含んでなる溶液を加熱することを含む

工程により遊離もしくは除去することが可能である。

      【０１７０】

  別の態様では、本発明はハイブリッドポリヌクレオチドまたは再組合せポリヌ

クレオチドの製造を提供する本発明に従う条件下で、野生型タンパク質をコード

する二本鎖の鋳型ポリヌクレオチドを含んでなるサンプルを処理することにより

、生物学的活性をもつ組換えタンパク質を製造する方法に向けられる。

  本発明はまた、ウイルス遺伝子（例えばキャプシドタンパク質、スパイク糖タ

ンパク質、ポリメラーゼ、およびプロテアーゼ）またはウイルスゲノム（例えば

パラミクソウイルス、オルトミクソウイルス、ヘルペスウイルス、レトロウイル

ス、レオウイルスおよびライノウイルス）の集団をシャッフルするためのポリヌ

クレオチドシャッフルの使用を提供する。ある実施形態では、本発明は、組換え

により作製された新規なエピトープと同様にエピトープの新規な組合せを作製す

るため、免疫原性ウイルスタンパク質のすべてまたは一部をコードする配列をシ

ャッフルする方法を提供するものであるが、かかるシャッフルされたウイルスタ

ンパク質はエピトープもしくはエピトープの組合せ、ならびに組換えによって作

製された新規なエピトープを含んでなり、かかるシャッフルされたウイルスタン

パク質は、ウイルス進化の結果として自然環境で生じ得るエピトープ、またはエ

ピトープの組合せ（例えば、インフルエンザウイルス株の組換えなど）を包含す

る。

  本発明はまた、遺伝子治療ベクターおよび複製欠陥遺伝子治療構築物を作製す

るためのポリヌクレオチド配列のシャッフリングに好適な方法を提供する。かか

る方法を、DNAに基づくワクチン導入のためのワクチンベクター、ならびに抗腫

瘍遺伝子治療およびその他の一般的治療方式を含む、ヒト遺伝子治療に使用する
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ことができるが、それらに限定されない。

  本明細書で用いられるポリペプチドの注釈としては、標準的な用法および慣例

に従い、左手方向がアミノ末端方向で、右手方向がカルボキシ末端方向である。

同様に、特に断りのない限り、一本鎖ポリヌクレオチド配列の左側の末端が5’

末端であり、二本鎖ポリヌクレオチド配列の左手方向を5’方向とする。未完成

のRNA転写物の5’→3’付加の方向を転写方向と呼び、RNAと同じ配列を持つDNA

鎖上の配列領域でRNA転写物の5’→5’末端であるものを「上流配列」と呼び、R

NAと同じ配列を持つDNA鎖上の配列領域でコード鎖RNA転写物の3’→3’末端であ

るものを「下流配列」と呼ぶ。

      【０１７１】

2.11.1.  飽和突然変異誘発

  １つの態様では、本発明は、ポリヌクレオチドに点突然変異を導入し、単一の

アミノ酸置換の全範囲が各アミノ酸の位置で表される一連の子孫ポリペプチドを

作出するための特許コドンプライマー（縮重したN、N、G/T配列を含む）の使用

を提供する。使用されるオリゴは第１の相同配列、縮重したN、N、G/T配列、お

よび好ましいが必ずしも必要ではない第２の相同配列を隣接して包含する。N、 

N、G/T配列の縮重は20種類のアミノ酸すべてのコドンを含むので、かかるオリゴ

の使用から得られる下流の子孫翻訳産物は、ポリペプチドに沿ったそれぞれのア

ミノ酸部位で可能性のあるすべてのアミノ酸変化を含む。

  １つの態様では、かかる１つの縮重オリゴ（１つの縮重N、N、G/Tカセットを

含んでなる）は、親ポリヌクレオチド鋳型中の各原型コドンに全範囲のコドン置

換を受けさせるのに用いられる。別の態様では、同じオリゴ内であろうとなかろ

うと、少なくとも２つの縮重N、N、G/Tカセットを使用して、親ポリヌクレオチ

ド鋳型の少なくとも２つの原型コドンに全範囲のコドン置換を受けさせる。この

ように、２以上のN、N、G/T配列が１つのオリゴに含まれれば、２以上の部位で

アミノ酸突然変異を導入することができる。この複数のN, N, G/T配列は直接隣

接していてもよいし、または１以上のさらなるヌクレオチド配列により分離され

ていてもよい。もう１つの態様では、付加および欠失の導入に役立つオリゴを、

単独でまたはN、N、G/T配列を含むコドンと組み合わせて用い、アミノ酸の付加
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、欠失および／もしくは置換のいずれかの組合せまたは順列を導入することがで

きる。

  特に例示すれば、隣接するN、N、G/Tトリプレット、すなわち縮重した（N、 N

、G/T）ｎ配列を含むオリゴを用いて、２以上の隣接するアミノ酸位置に同時に

突然変異を誘発することが可能である。

  もう１つの態様では、本発明は、N、N、G/T配列よりも縮重の少ない縮重カセ

ットの使用を提供する。例えば、いくつかの例では、１個のN（このNはトリプレ

ットの1番目、２番目または３番目の位置に存在し得る）のみを含む縮重トリプ

レット配列を使用する（例えばオリゴ内で）ことが望ましい。いずれかの組合せ

およびその順列を含む他の塩基はいずれもトリプレットの２つの位置を残して使

用できる。あるいは、いくつかの例では、縮重したN、N、Nトリプレット配列ま

たはN、N、G/Cトリプレット配列を使用する（例えばオリゴ内で）のが望ましい

。

  しかし、本発明で開示されるように縮重トリプレット（N、N、G/TまたはN、N

、G/Cトリプレット配列など）の使用にはいくつかの理由で利点があると考えら

れる。１つの態様では、本発明は、可能性のあるアミノ酸（20種類のアミノ酸の

全て）の全範囲の、ポリペプチド中の各アミノ酸への、またアミノ酸の位置ごと

の置換を系統的かつ極めて容易にもたらす手段を提供する。従って、100のアミ

ノ酸ポリペプチドに対して本発明は、2000の異なる種（すなわち、位置につき20

の可能性あるアミノ酸×100のアミノ酸位置となる）を系統的かつ極めて容易に

作出する手段を提供する。縮重N、N、G/TまたはN、N、G/Cトリプレット配列を含

むオリゴを使うことにより、20種類の可能性あるアミノ酸をコードする32の独立

する配列が提供されると考えられる。従って、かかる1つのオリゴを用いて親ポ

リヌクレオチド配列が飽和突然変異誘発を受ける反応槽内では、20の異なるポリ

ペプチドをコードする32の異なる子孫ポリヌクレオチドが生じる。これに対し、

部位特異的突然変異誘発で非縮重オリゴを使用すると、反応槽につきたった１つ

の子孫ポリペプチド産物しか得られない。

      【０１７２】

  本発明はまた、場合により開示された縮重プライマーと併用できる非縮重オリ
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ゴの使用を提供する。状況によっては、非縮重オリゴを用いて実施中のポリヌク

レオチドに特異的な点突然変異を作製することが有利であると考えられる。これ

は特異的なサイレント点突然変異、対応するアミノ酸を変化をもたらす点突然変

異、および停止コドンの生成と対応するポリペプチド断片の発現を引き起こす点

突然変異を作出する手段を提供する。

  従って、本発明の好ましい実施形態では、各々の飽和突然変異誘発反応槽は、

少なくとも20の子孫ポリペプチド分子をコードするポリヌクレオチドを含有する

ので、20のアミノ酸すべてが親ポリヌクレオチド内で突然変異を誘発したコドン

の位置に対応する1つの特異的なアミノ酸位置で表される。各々の飽和突然変異

誘発反応槽から生じた32倍の縮重した子孫ポリペプチドをクローン増幅に付し（

例えば、発現ベクターを用いて好適な大腸菌宿主へクローン化する）、発現スク

リーニングに付すことができる。スクリーニングにより個々の子孫ポリペプチド

が、（親ポリペプチドと比較して）好ましい特性変化を示すことが同定されると

、それに応じてそこに含有される好ましいアミノ酸置換の同定のために配列決定

することが可能である。

  本明細書で開示された飽和突然変異誘発を用いた親ポリペプチド内で、各アミ

ノ酸の位置、またアミノ酸ごとに突然変異を誘発する上で、好ましいアミノ酸変

化を２以上のアミノ酸位置で同定することができると考えられる。これらの好ま

しいアミノ酸置換のすべてまたは一部の組合せを含む1以上の新しい子孫分子を

作出できる。例えば、もし2つの特異的かつ好ましいアミノ酸変化が、ポリペプ

チド内の3つのアミノ酸の位置の各々で同定されるならば、各位置（元のアミノ

酸からは変化せず、かつ、2つはそれぞれ好ましい変化）で3通りの可能性および

3つの位置が順列に含まれる。従って、これまでに調べた7つ、すなわち６個の単

一点突然変異(すなわち、3つの位置の各々で2つ)といずれの位置でも変化してい

なものを含め、3×3×3通りすなわち全体で27通りの可能性がある。

  さらにもう１つの態様では、部位飽和突然変異誘発はスクリーニングとともに

、シャッフリング、キメラ化、組換えおよび他の突然変異誘発プロセスと併用で

きる。本発明は飽和突然変異誘発を含む反復法による任意の突然変異誘発法の使

用を提供する。１つの例としては、任意の突然変異誘発法の反復使用がスクリー
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ニングと併用される。

  従って、限定されるものではないが例として、本発明は、ハイブリッドポリヌ

クレオチドが組換えおよび減少性再組合せにより生じるように、2以上の関連ポ

リヌクレオチドを好適な宿主細胞へ導入する方法など、さらなる突然変異誘発法

と組み合わせた飽和突然変異誘発の使用を提供する。

  ある遺伝子の全配列に沿って突然変異誘発を行うことに加えて、本発明は、ポ

リヌクレオチド配列内の任意の数の塩基をそれぞれ置換するのに使用することが

できる突然変異誘発を提供し、ここでは突然変異が誘発される塩基数は、15から

100,000までのすべての整数であることが好ましい。従って、分子に沿って位置

ごとに突然変異を誘発する代わりに、不連続な塩基数（好ましくは総計15から10

0,000までの部分集合）ごとに突然変異を起こすことが可能である。好ましくは

、ポリヌクレオチド配列に沿ってそれぞれの位置あるいは位置の群を突然変異誘

発するのに別個のヌクレオチドを使用する。突然変異誘発される３つの位置の１

群は１つのコドンであってよい。突然変異は好ましくは突然変異誘発カセットと

も呼ばれる異種カセットを含む突然変異誘発プライマーを用いて導入される。好

ましいカセットは1～500塩基を持ち得る。かかる異種カセットのそれぞれのヌク

レオチド位置はN、A、C、G、T、A/C、A/G、A/T、C/G、C/T、G/T、C/G/T、A/G/T

、A/C/T、A/C/GまたはEであり、EはA、C、GまたはT以外のいずれの塩基でもよい

（Eはデザイナーオリゴ(designer oligo)と呼び得る）。下記の表は例示的なト

リヌクレオチドカセットを示している（N、N、G／T；N、N、NおよびN、 N、A/C

の他に3000を越える可能性がある）。

      【０１７３】

  一般的な意味において、飽和突然変異誘発は、変異誘発させる規定のポリヌク

レオチド配列（ここで変異誘発させる配列は好ましくは15～100,000塩基長であ

る）内の完全なセットの突然変異誘発カセット（各カセットは好ましくは1～500

塩基長である）を変異誘発することを含む。従って、突然変異群（1～100の突然

変異にわたる）が各カセットに導入されて変異誘発される。飽和突然変異誘発を

１回おこなう間、１つのカセットへ導入される突然変異の群は、第２のカセット

へ導入される第２の突然変異の群と異なっていてもよいし、あるいは同じであっ
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てもよい。かかる群の例としては、欠失、付加、特定のコドンの群、および特定

のヌクレオチドカセットの群が挙げられる。

  変異誘発させる規定の配列（図20を参照）としては、好ましくは遺伝子全体、

経路、ｃDNA、全オープンリーディングフレーム（ORF）、および完全なプロモー

ター、エンハンサー、リプレッサー／トランスアクチベーター、複製起点、イン

トロン、オペレーター、または任意のポリヌクレオチド官能基が挙げられる。一

般に、この目的に好ましい「規定の配列」は15塩基のポリヌクレオチド配列およ

び15塩基～15,000塩基長のポリヌクレオチド配列（本発明はこの間の全ての整数

に特に名前をつけている）を有する任意のポリヌクレオチドであってよい。コド

ンの群を選択するときには、縮重突然変異誘発カセットによりコードされるアミ

ノ酸の種類を考慮する。

  突然変異誘発カセット（表1－85を参照）に導入可能な突然変異の群の特に好

ましい例では、本発明は特に、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、

15、16、17、18、19および 20のアミノ酸を各位置にコードする縮重コドン置換

（縮重オリゴを用いる）、およびそれによりコードされるポリペプチドライブラ

リーを提供する。

      【０１７４】
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      【０１７５】

２．11．２．キメラ形成

２．11．２．１．「シャッフリング」
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  核酸シャッフリングは、一つもしくは複数のポリヌクレオチドを生成するため

の、短いまたは小さいポリヌクレオチドのプールのin vitroまたはin vivo相同

的組換え方法である。近縁の核酸配列またはポリヌクレオチドの混合物を有性Ｐ

ＣＲに付して、ランダムヌクレオチドを作製し、再集合させて、組換え体ハイブ

リッド核酸分子またはポリヌクレオチドのライブラリーもしくは混合集団を取得

する。

  カセット突然変異誘発とは対照的に、シャッフリングおよび誤りがちな（Erro

-prone）ＰＣＲだけが、配列のプールをブラインド方式で（プライマー以外の配

列情報なしに）突然変異させることができる。

  反復選択を目的とする誤りがちなＰＣＲ単独に対する、本発明の突然変異誘発

シャッフリングの利点は、抗体工学からの一例により、極めて明瞭に説明するこ

とができる。誤りがちなＰＣＲ（有性ＰＣＲではない）と比較して、ＤＮＡシャ

ッフリングを考える。選択したプール配列の初期ライブラリーは、多様な起原（

すなわち、ナイーブｍＲＮＡ由来の抗体）の近縁配列から成るか、あるいは、単

一の抗体遺伝子のあらゆるタイプの突然変異誘発（シャッフリングを含む）によ

って得ることができる。１回目の親和性選択の後に、選択した相補性決定領域（

ＣＤＲ）のコレクションを得る。図では、濃厚なＣＤＲが、抗体分子に、抗原に

対する高い親和性を賦与する。シャッフリングにより、例えば、CDR1のすべてと

CDR2のすべてとの、CDR3のすべてとの自由な組合せ会合が可能になる。

  この方法は、逆連鎖反応であるという点で誤りがちなＰＣＲとは異なる。誤り

がちなＰＣＲでは、ポリメラーゼ出発部位の数と、分子の数が、指数関数的に増

加する。しかし、ポリメラーゼ出発部位の配列と、分子の配列は、実質的に同じ

ままである。これに対し、ランダムポリヌクレオチドの核酸再集合もしくはシャ

ッフリングでは、出発部位の数およびランダムポリヌクレオチドの数（ただし、

サイズではない）は、時間の経過と共に減少する。全プラスミド由来のポリヌク

レオチドについては、理論上の終点は、単一の、大きな鎖状体（コンカテマー）

分子である。

  交差は、相同性領域に起こることから、組換えは、第一に、同じ配列ファミリ

ーのメンバー間に起こる。これによって、著しく不適合の（例えば、同じ抗原の



(434) 特表２００３－５２４３９２

異なるエピトープに対して向けられた）ＣＤＲの組合せがなくなる。同じ反応で

、複数の配列ファミリーをシャッフルすることも可能である。さらに、シャッフ

リングは、一般に、例えば、CDR1が、CDR2の位置には存在しないように、相対順

序を保存する。

  希有シャフラントは、多数の最良（例えば、親和性が最も高い）ＣＤＲを含む

可能性がある。これらの希有シャフラントは、その高い親和性に基づいて、選択

することができる。

  選択された100個の異なる抗体配列のプールからのCDRは、最高1,006通りの順

列を入れ替えることができる。この多数の順列は、ＤＮＡ配列の単一ライブラリ

ーに呈示され得ない。従って、所望の配列長さおよび配列多様性に応じて、複数

サイクルのＤＮＡシャッフリングおよび選択が必要であると考えられる。

  これに対し、誤りがちなＰＣＲは、同じ相対配列中に選択したＣＤＲすべてを

保持し、はるかに小さい突然変異体クラウド(cloud)を生成する。

      【０１７６】

  本発明の方法に使用できる鋳型ポリヌクレオチドは、ＤＮＡもしくはＲＮＡで

よい。それは、組換えまたは再集合しようとする遺伝子のサイズ、または、より

短いもしくはより小さいポリヌクレオチドのサイズに応じて、長さは違ってくる

。好ましくは、鋳型ポリヌクレオチドは、50bp～50kbである。関心のあるタンパ

ク質をコードする核酸を含有する全ベクターを本発明の方法で使用することがで

き、実際に、好適に使用されている。

  鋳型ポリヌクレオチドは、ＰＣＲ反応（米国特許第4,683,202号及び同第4,683

,195号）を用いた増幅、または、その他の増幅もしくはクローニング方法によっ

て、得ることができる。しかし、ＰＣＲ産物のプーリングおよび有性ＰＣＲに付

す前に、ＰＣＲ産物からの遊離プライマーを除去することにより、さらに効率的

な結果が得られる。有性ＰＣＲの前に、元のプールからプライマーを適切に除去

しなかった場合には、交差クローンの頻度の低下を招く恐れがある。

  鋳型ポリヌクレオチドは、多くの場合二本鎖とすべきである。二本鎖核酸分子

は、得られた一本鎖ポリヌクレオチドが、互いに相補的であり、従って、ハイブ

リダイズして、二本鎖分子を形成するのを確実にする上で、推奨される。



(435) 特表２００３－５２４３９２

  鋳型ポリヌクレオチドに対する同一性領域および鋳型ポリヌクレオチドに対す

る異種性領域を有する一本鎖または二本鎖の核酸ポリヌクレオチドは、このステ

ップで、鋳型ポリヌクレオチドに添加することができる。また、このステップで

、二つの異なるが、近縁のポリヌクレオチド鋳型を混合することも考えらえる。

  二本鎖ポリヌクレオチド鋳型、ならびに、あらゆる添加した二本鎖または一本

鎖ポリヌクレオチドに、減速または停止を含む有性ＰＣＲを実施することにより

、約５bp～５kb以上の混合物を得る。好ましくは、ランダムポリヌクレオチドの

サイズは、約10bp～1,000bp、さらに好ましくは、ポリヌクレオチドのサイズは

、約20bp～500bpである。

  あるいは、本発明の方法で、複数のニックを有する二本鎖核酸を使用してもよ

い。ニックは、二本鎖核酸の一本鎖部分の切れ目である。ニック間の距離は、好

ましくは、５bp～５kb、さらに好ましくは、10bp～1,000bpである。これは、自

己プライマー化領域をもたらし、例えば、ランダムプライマーから得られるポリ

ヌクレオチドと共に含めるべき、さらに短い、もしくは、小さいポリヌクレオチ

ドを生成することができる。

  いずれの特異的ポリヌクレオチドの濃度も、ポリヌクレオチド全量の１重量％

以下、さらに好ましくは、いずれの特定核酸配列の濃度も、核酸全量の0.1重量

％以下とする。

  混合物中の様々な特異的ポリヌクレオチドの数は、少なくとも約100、好まし

くは、少なくとも約500、さらに好ましくは、約1,000である。

  このステップで、合成もしくは天然に拘わらず、一本鎖または二本鎖のポリヌ

クレオチドを、ランダム二本鎖の短いまたは小さいポリヌクレオチドに添加し、

ポリヌクレオチド混合物の不均質性を高めることができる。

  また、このステップで、二本鎖の、ランダムに切断されたポリヌクレオチドの

集団を、有性ＰＣＲ工程で得たポリヌクレオチドと混合または組み合わせて、任

意で、１以上の追加の有性ＰＣＲサイクルに付してもよい。

      【０１７７】

  鋳型ポリヌクレオチドへの突然変異の挿入を望む場合には、鋳型ポリヌクレオ

チドに対する同一性領域、ならびに、鋳型ポリヌクレオチドに対する異種性領域
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を有する一本鎖または二本鎖ポリヌクレオチドを、全核酸に対して20倍過剰の量

で添加する。さらに好ましくは、一本鎖ポリヌクレオチドを、全核酸に対して10

倍過剰の量で添加する。

  異なるが、近縁の鋳型ポリヌクレオチドの混合物を望む場合には、各々の鋳型

に由来するポリヌクレオチドの集団を、約１：100より低い比で組み合わせる。

この比は、さらに好ましくは、約１：40より低くする。中立突然変異（例えば、

選択される表現型の特性に不要な変化をもたらす突然変異）を除去するために、

例えば、突然変異したポリヌクレオチド集団を用いた、野生型ポリヌクレオチド

の戻し交雑が望ましい場合もある。このような例では、ランダムに提供された有

性ＰＣＲサイクルハイブリッドポリヌクレオチドに添加できる、ランダムに提供

された野生型ポリヌクレオチドの比は、約１：１から約100：１、さらに好まし

くは、１：１から40：１である。

  ランダムポリヌクレオチドの混合集団を変性し、一本鎖ポリヌクレオチドを形

成した後、再アニーリングする。他の一本鎖ポリヌクレオチドとの相同性領域を

有する一本鎖ポリヌクレオチドだけが、再アニーリングする。

  ランダムポリヌクレオチドは、加熱により変性することができる。当業者であ

れば、二本鎖核酸を完全に変性するのに必要な条件を決定することができるだろ

う。好ましくは、温度は80～100℃、さらに好ましくは、90～96℃の間である。

これ以外に、ポリヌクレオチドを変性するのに用いられる手段としては、圧力（

36）およびpHがある。

  ポリヌクレオチドは、冷却により再アニーリングしてもよい。好ましくは、温

度は、20℃～75℃、さらに好ましくは、40℃～65℃の間である。平均４個のみの

相同性の連続した塩基に基づいて、高い頻度の交差が必要な場合には、低いアニ

ーリング温度を用いて、組換えを強制的に実施することができるが、この方法は

難しくなる。後に起こる復元の度合いが、一本鎖ポリヌクレオチドの集団間の相

同性の度合いに左右されるだろう。

  復元は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）または塩の添加により加速するこ

とができる。塩濃度は、好ましくは、０mM～200mM、さらに好ましくは、塩濃度

は、10mM～100mmである。塩は、ＫＣｌまたはＮａＣｌでよい。ＰＥＧの濃度は
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、好ましくは、０％～20％、さらに好ましくは、５％～10％である。

  次に、アニーリングしたポリヌクレオチドを、核酸ポリメラーゼとdNTP（すな

わち、dATP、dCTP、dGTPおよびdTTP）の存在下にインキュベートする。核酸ポリ

メラーゼは、クレノウ断片、Taqポリメラーゼ、または、その他の当業者には公

知のＤＮＡポリメラーゼでよい。

  集合（assembly)に用いる手法は、まだ交差をもたらすであろう最小限度の相

同性に応じて異なる。同一性の領域が広い場合には、Taqポリメラーゼを使用し

、アニーリング温度を45～65℃とする。同一性領域が狭い場合には、クレノウポ

リメラーゼを用いて、アニーリング温度を20～30℃にする。当業者であれば、ア

ニーリング温度を調節して、達成する交差の数を増やすことができるだろう。

  ポリメラーゼは、アニーリングの前、アニーリングと同時に、あるいはアニー

リング後に添加することができる。

  変性、復元、ならびに、ポリメラーゼの存在下でのインキュベートのサイクル

をここでは、核酸のシャッフリングもしくは再集合と呼ぶ。このサイクルを所望

の回数だけ繰り返す。好ましくは、このサイクルを２～50回、さらに好ましくは

、10～40回繰り返す。

  得られる核酸は、約50bp～約100kbの大きい二本鎖ポリヌクレオチド、好まし

くは、この大きいポリメラーゼは、500bp～50kbである。

  この大きいポリヌクレオチドは、鋳型ポリヌクレオチドと同じサイズのポリヌ

クレオチドのコピーをタンデムで含んでいる可能性がある。次に、この鎖状体ポ

リヌクレオチドを鋳型ポリヌクレオチドの単一コピーに変性する。その結果、サ

イズが鋳型ポリヌクレオチドとほぼ同じポリヌクレオチドの集団が得られる。こ

の集団は、同一性領域と異種性領域を有する一本または二本鎖ポリヌクレオチド

が、シャッフリング前に鋳型ポリヌクレオチドに添加された混合集団である。次

いで、これらのポリヌクレオチドを、適したベクターにクローニングし、連結反

応混合物を用いて、細菌を形質転換する。

      【０１７８】

  鎖状体（コンカテマー）の消化ではなく、ＰＣＲ（米国特許第4,683,195号お

よび同第4,683,202号）を含む様々な方法により、クローニング前に、単一ポリ
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ヌクレオチドを増幅することによって、大きい鎖状体ポリヌクレオチドから、単

一ポリヌクレオチドを作製することができると考えられる。

  クローニングに用いるベクターは、所望のサイズのポリヌクレオチドを受容す

るものであれば、特に限定しない。特定のポリヌクレオチドの発現を所望する場

合には、クローニング運搬体は、宿主細胞中のポリヌクレオチドの発現を可能に

するために、ポリヌクレオチドの挿入部位に隣接して、転写および翻訳シグナル

を含んでいなければならない。好ましいベクターとして、プラスミドのpUC系列

およびpBR系列がある。

  このようにして得られる細菌集団は、ランダム突然変異を有する多数の組換え

体ポリヌクレオチドを含む。この混合集団を試験して、所望の組換え体ポリヌク

レオチドを同定することができる。この選択方法は、所望するポリヌクレオチド

に応じて異なる。

  例えば、リガンドに対する結合効率が高いタンパク質をコードするポリヌクレ

オチドを所望する場合には、集団またはライブラリー中のポリヌクレオチドの各

部分により発現されるタンパク質が、リガンドに結合する能力を、当業者には公

知の様々な方法（すなわち、パンニング、アフィニティ・クロマトグラフィー）

で試験される。薬剤耐性の高いタンパク質をコードするポリヌクレオチドを所望

する場合には、集団またはライブラリー中のポリヌクレオチドの各々によって発

現されるタンパク質が、宿主生物に薬剤耐性を賦与する能力を試験される。当業

者にとって、所望するタンパク質の情報が得られれば、上記集団を試験すること

によって、該タンパク質に所望の特性を賦与するポリヌクレオチドを同定するこ

とは容易であろう。

  当業者は、タンパク質の断片をファージ表面に融合タンパク質として発現する

ファージ展示系（Pharmacia、ウィスコンシン州ミルウォーキー）を使用するこ

とができる。融合タンパク質（その一部が組換え体ＤＮＡ分子によってコードさ

れる）の転写を起こす部位で、該組換え体ＤＮＡ分子をファージＤＮＡにクロー

ニングする。組換え体核酸分子を含むファージは、細胞内で、複製および転写を

受ける。融合タンパク質のリーダー配列は、融合タンパク質の輸送を、ファージ

粒子の先端に向ける。このようにして、組換え体ＤＮＡ分子により部分的にコー
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ドされる融合タンパク質がファージ粒子上に展示され、前述の方法により検出お

よび選択する。

  さらに、所望の組換え体タンパク質をコードするＤＮＡを含む第１集団のサブ

集団由来のポリヌクレオチドに対して、複数の核酸シャッフリングサイクルを実

施してもよい。この方法では、これまでより高い結合親和性もしくは酵素活性を

有するタンパク質を達成できる可能性がある。

  また、野生型ポリヌクレオチドと、第１ラウンド、もしくは、それに続くラウ

ンドの核酸シャッフリングから得た核酸サブ集団との混合物に対して、複数の核

酸シャッフリングサイクルを実施することにより、サブ集団からサイレント突然

変異を除去することも可能である。

  精製された状態のあらゆる核酸の供給源を出発核酸として使用することができ

る。従って、この方法では、ＤＮＡ、または、メッセンジャーＲＮＡを含むＲＮ

Ａを使用することができ、また、これらＤＮＡもしくはＲＮＡは、一本鎖でも二

本鎖でもよい。さらに、それぞれの一本鎖を含むＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドを

用いてもよい。核酸配列は、突然変異を起こそうとする核酸配列のサイズに応じ

て、長さが違ってくる。好ましくは、特定核酸配列は、50～50,000塩基対である

。本発明の方法に、関心のあるタンパク質をコードする核酸を含むベクターを使

用することも考えられる。

  核酸は、あらゆる供給源、例えば、pBR322のようなプラスミド、クローン化し

たＤＮＡまたはＲＮＡ、もしくは、細菌、酵母、ウイルス、ならびに、植物や動

物等の高等生物を含むあらゆる採取源からの天然ＤＮＡまたはＲＮＡから取得し

てものでよい。ＤＮＡまたはＲＮＡは、血液または組織材料から採取してもよい

。鋳型ポリヌクレオチドは、ポリヌクレオチド連鎖反応を用いた増幅（ＰＣＲ、

米国特許第4,683,202号および同第4,683,195号）により得ることができる。ある

いは、ポリヌクレオチドは、細胞に存在するベクターに含まれるものでもよく、

細胞を培養し、当業者には公知の方法により、細胞から核酸を採取することによ

って、十分な核酸を得ることができる。

      【０１７９】

  どのような特定の核酸配列も、本発明の方法によりハイブリッド集団を生成す
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るのに使用することができる。唯一必要なのは、特定核酸配列のハイブリッド配

列の小集団が、本方法の前に存在する、もしくは作製されることである。

  突然変異を有する特定核酸配列の初期小集団は、多数の様々な方法によって作

製することができる。突然変異は、誤りがちなＰＣＲによって発生させてもよい

。誤りがちなＰＣＲは、忠実度の低い重合条件を用いて、長い配列にわたって、

低いレベルの点突然変異をランダムに導入する。あるいは、突然変異は、オリゴ

ヌクレオチド指令突然変異誘発によって、鋳型ポリヌクレオチドに導入すること

もできる。オリゴヌクレオチド指令突然変異誘発では、ポリヌクレオチドから、

制限酵素消化を用いて、短い配列のポリヌクレオチドを除去し、合成ポリヌクレ

オチドと置換する。この合成ポリヌクレオチドでは、元の配列から、様々な塩基

が変化させてある。また、上記ポリヌクレオチド配列は、化学的突然変異誘発に

よって変化させることも可能である。化学的突然変異誘発原には、例えば、重亜

硫酸ナトリウム、亜硝酸、ヒドロキシルアミン、ヒドラジンまたはギ酸等が含ま

れる。ヌクレオチド前駆体の類似体であるその他の薬剤として、ニトロソグアニ

ジン、5-ブロモウラシル、2-アミノプリン、もしくはアクリジンが挙げられる。

一般に、これら薬剤は、ヌクレオチド前駆体の代わりに、ＰＣＲ反応に添加し、

これによって、配列に突然変異を起こす。また、プロフラビン、アクリフラビン

、キナクリン等のインターカレート剤を使用してもよい。ポリヌクレオチドのラ

ンダム突然変異誘発は、Ｘ線または紫外線の照射により達成することもできる。

一般に、このように突然変異を誘発させたプラスミドポリヌクレオチドを大腸菌

（E. coli）に導入し、ハイブリッドプラスミドのプールまたはライブラリーと

して増殖させる。

  あるいは、特定核酸の小混合集団は、自然界に見いだすことができ、この場合

、これら核酸は、同じ遺伝子、もしくは、異なる近縁種由来の同じ遺伝子（すな

わち、コグネイト遺伝子）の様々な対立遺伝子から成り得る。あるいはまた、こ

れら核酸は、例えば、免疫グロブリン遺伝子等、１つの種に認められる類縁ＤＮ

Ａ配列であることもある。

  特定核酸配列の混合集団を生成したら、ポリヌクレオチドを直接使用するか、

もしくは、当業者には公知の方法で、適切なクローニングベクターに挿入するこ
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とができる。

  ベクターの選択は、ポリヌクレオチド配列のサイズ、ならびに、本発明の方法

で用いる宿主細胞に応じて行う。本発明の鋳型は、プラスミド、ファージ、コス

ミド、ファージミド、ウイルス（例えば、レトロウイルス、パラインフルエンザ

ウイルス、ヘルペルウイルス、レオウイルス、パラミクソウイルス等）、あるい

はそれらの選択部分（例えば、コートタンパク質、スパイク（spike）糖タンパ

ク質、キャプシドタンパク質）でよい。例えば、突然変異を起こそうとする特定

核酸配列が大きい場合には、コスミドおよびファージミドが好ましい。というの

は、これらのベクターは、大きなポリヌクレオチドを安定して増やすことができ

るからである。

  特定核酸配列の混合集団をベクターにクローニングする場合には、宿主細胞に

各ベクターを挿入し、宿主細胞にベクターを増幅させることによって、クローン

的に増幅することができる。これは、核酸配列の絶対数が増加するのに対し、ハ

イブリッドの数は増えないために、クローン増幅と呼ばれる。発現ポリヌクレオ

チドをスクリーニングすることにより、有用性を容易に判定することができる。

  本発明のＤＮＡシャッフリング法は、未知の配列のプールについて、ブライン

ド方式で実施することができる。再集合混合物にオリゴヌクレオチド（再集合さ

せる配列と相同性の末端を有する）を添加することにより、どんな特定の位置で

でも、あらゆる配列混合物を別の配列混合物に組み込むことができる。従って、

合成オリゴヌクレオチドの混合物、ＰＣＲポリヌクレオチドの混合物、あるいは

、全遺伝子の混合物さえも、規定した位置で、別の配列ライブラリーに混合する

ことができると考えられる。１つの配列の挿入（混合）は、鋳型の別の部分への

配列の挿入とは無関係である。このように、組換え度、要求される相同性、なら

びに、ライブラリーの多様性は、再集合したＤＮＡの長さに沿って、独立してか

つ同時に変えることができる。

  二つの遺伝子を混合するこの手法は、マウスハイブリドーマ由来の抗体のヒト

化に有用である。二つの遺伝子を混合する、もしくは、代替配列を遺伝子に挿入

する手法は、治療に用いられているあらゆるタンパク質、例えば、インターロイ

キンＩ、抗体、tPAおよび成長ホルモンに有用である。また、この手法は、発現
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を高める、あるいはタンパク質の発現の特異性を変化させる上で、あらゆる核酸

、例えば、プロモーターもしくはイントロン、または、遺伝子の31非翻訳領域ま

たは51非翻訳領域において有用である。また、この手法を使用して、リボザイム

またはアプタマーに突然変異を起こすこともできる。

  シャッフリングには、多様性領域を分離する相同性領域の存在が必要である。

シャッフリングには、スカフォールド（scaffold）様タンパク質構造が特に適し

ている。保存されたスカフォールドが、自己会合による全体的なフォールディン

グを決定すると同時に、特異的結合を媒介する比較的制限されていないループを

展示する。このようなスカフォールドの例として、当業者には公知の免疫グロブ

リンβバレル、ならびに４ヘリックス束がある。このシャッフリングを使用して

、結合のための突然変異配列の様々な組合せを有するスカフォールド様タンパク

質を生成することができる。

      【０１８０】

In vitroシャッフリング

  いくつかの標準的遺伝子接合と同様のことをin vitroシャッフリングにより実

施することもできる。例えば、「分子戻し交雑」は、ハイブリッドの核酸を野生

型核酸と繰り返し混合すると同時に、関心のある突然変異を選択することにより

、実施することができる。伝統的な育種と同様、この手法を用いて、様々な供給

源由来の表現型を組み合わせて、好適なバックグラウンドとすることができる。

これは、例えば、選択していない特徴（すなわち、免疫原性）に作用する中立突

然変異の除去に有用である。従って、上記の手法は、タンパク質におけるどの突

然変異が、増加した生物学的活性に関与し、どれが関与しないのかを決定する上

で有用であり、これは、誤りがちな突然変異誘発もしくはカセット突然変異誘発

法により達成されなかった利点である。

  大きな機能遺伝子は、小さなランダムポリヌクレオチドの混合物から正確に集

合させることができる。この反応は、化石の高度に断片化したＤＮＡ由来の遺伝

子の再集合に有用である。さらに、化石から採取したランダム核酸断片を、近縁

種由来の類似した遺伝子からのポリヌクレオチドと組み合わせてもよい。

  また、本発明の方法は、各種研究や診断分野でのニーズに応じて、単一細胞由
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来の全ゲノムのin vitro増幅に使用することができると考えられる。ＰＣＲによ

るＤＮＡ増幅は、実際には、長さ約40kbまでに制限される。ＰＣＲによる大腸菌

（5,000kb）のような全ゲノムの増幅には、125本の40kbポリヌクレオチドを生成

する約250個のプライマーを必要とすることになる。この手法は、十分な配列デ

ータが入手できないことから、実用的ではない。これに対し、有性ＰＣＲサイク

ルを用いたゲノムのポリヌクレオチドのランダム産生と、これに続く小さなポリ

ヌクレオチドのゲル精製は、可能性がある多数のプライマーをもたらすであろう

。ランダムな小ポリヌクレオチドの混合物をＰＣＲ反応のプライマーとして、単

独で、あるいは、鋳型としての全ゲノムと共に使用することにより、該ゲノムの

多数のコピーを含む単一鎖状体を理論上の終点とする、逆連鎖反応が確実に起こ

る。

  ランダムポリヌクレオチドのみを用いた場合には、コピー数の100倍増幅と、5

0kbより大きい平均ポリヌクレオチドのサイズを実現することができる。多数の

小さいポリヌクレオチドのオーバーラップによって、さらに大きい鎖状体が生成

されると考えられる。合成プライマーを用いて得られた特定のＰＣＲ産物の品質

は、増幅していないＤＮＡから得た産物と見分けがつかないであろう。この手法

は、ゲノムのマッピングに有用であると予想される。

  シャッフリングしようとするポリヌクレオチドは、実験者の判断で、ランダム

または非ランダムポリヌクレオチドとして生成することができる。さらに、本発

明は、広い範囲のポリヌクレオチドのサイズおよびタイプに適用可能なシャッフ

リング方法を提供し、この方法は、大きいポリヌクレオチドの再集合においてビ

ルディングブロックとして使用するポリヌクレオチドモノマーを生成するステッ

プを含む。例えば、上記ビルディングブロックは、遺伝子の断片でも、あるいは

、全遺伝子もしくは遺伝子経路、またはそれらの組合せから成るものでもよい。

      【０１８１】

In vivoシャッフリング

  in vivoシャッフリングの実施形態では、少なくとも二つの異なる核酸配列が

、各宿主細胞に存在する条件下で、細菌または真核細胞中に特定核酸配列の混合

集団を導入する。ポリヌクレオチドは、様々な方法で、宿主細胞中に導入するこ
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とができる。宿主細胞は、当業者には公知の方法、例えば、塩化カルシウムによ

る処理を用いて、小さいポリヌクレオチドで形質転換することができる。ポリヌ

クレオチドをファージゲノムに挿入する場合には、特定核酸配列を有する組換え

体ファージゲノムで、宿主細胞をトランスフェクションすることができる。ある

いは、電気穿孔、トランスフェクション、リポフェクション、バイオリスティッ

クス（biolistics）、接合等の手段を用いて、核酸配列を導入することも可能で

ある。

  一般に、この実施形態では、特定核酸配列は、宿主細胞内で該配列を安定して

複製することのできるベクター中に存在する。さらに、ベクターは、ベクターを

有する宿主細胞が選択されるように、マーカー遺伝子をコードすると考えられる

。これによって、宿主細胞への導入の後、突然変異した特定核酸配列の回収が確

実に達成される。しかし、特定核酸配列の混合集団全体が、ベクター配列上に存

在する必要はないと考えられる。むしろ、宿主細胞へのポリヌクレオチドの導入

後に、各宿主細胞が、そこに存在する少なくとも１つの特定核酸配列を有する一

つのベクターを確実に含むようにするために、十分な数の配列をベクターにクロ

ーニングする必要がある。また、特定核酸配列の集団のサブセットをベクターに

クローニングするのではなく、このサブセットを宿主細胞に安定した状態で組み

込んでもよい。

  同一性領域を有する二つのポリヌクレオチドを宿主細胞に挿入すると、両ポリ

ヌクレオチド間に相同的組換えが起こることがわかっている。二つの突然変異し

た特定核酸配列間で起こるこのような組換えの結果、状況に応じて、二重または

三重ハイブリッドが生成される。

  また、突然変異を起こした特定核酸配列のいくつかが、直鎖状核酸分子上に存

在する場合には、組換えの頻度が高くなることも認められている。従って、好ま

しい実施形態では、特定核酸配列のいくつかが、直鎖状ポリヌクレオチド上に存

在する。

  形質転換の後、宿主細胞形質転換体を選択に付し、所望の品質を有する突然変

異した特定核酸を含む宿主細胞形質転換体を同定する。例えば、特定の薬剤に対

して、高い耐性を望む場合には、形質転換した宿主細胞を、高濃度の該当する薬
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剤にさらし、高い薬剤耐性を賦与できる突然変異タンパク質を産生する形質転換

体を選択する。特定タンパク質の受容体に結合する高い能力を望む場合には、該

タンパク質の発現を形質転換体から誘発し、こうして得られたタンパク質を、当

業者には公知の方法によりリガンド結合アッセイで検定して、リガンドへの高い

結合を示す突然変異集団のサブセットを同定する。あるいは、タンパク質を別の

系で発現させて、適切なプロセシングを確実にすることもできる。

  所望の特徴を有する第１の組換え特定核酸配列（娘配列）のサブセットを同定

した後、第２ラウンドの組換えに付す。

  第２サイクルの組換えでは、組換え特定核酸配列を、元の突然変異特定核酸配

列（親配列）と混合し、サイクルを前述と同様に繰り返す。この方法では、性質

が増強された、あるいは、性質が増強されたタンパク質をコードする第２の組換

え特定核酸配列のセットを同定することができる。このサイクルは、所望する回

数だけ繰り返すことができる。

  また、第２またはそれに続く組換えサイクルにおいて、戻し交雑を実施するこ

とも考えられる。分子戻し交雑は、少なくとも１つの野生型核酸配列と、突然変

異を起こした核酸配列が、形質転換後に同じ宿主細胞内に存在するように、所望

の特定核酸配列を、多数の野生型配列と混合することにより、実施することがで

きる。野生型の特定核酸配列を用いた組換えは、免疫原性のような選択していな

い特徴には作用するが、選択した特徴には作用しない中立突然変異を排除する。

  本発明の別の実施形態では、第１ラウンドの間に、特定核酸配列のサブセット

を、宿主細胞への導入の前に、ＰＣＲ増幅を減速または停止することにより、小

さいポリヌクレオチドとして生成することができる。ポリヌクレオチドのサイズ

は、他の配列と相同的に組換えできるように、他の配列との同一性領域をいくつ

か含有するのに十分大きいものでなければならない。ポリヌクレオチドのサイズ

は、0.03kb～100kb、さらに好ましくは0.2kb～10kbの範囲である。また、後続の

ラウンドでは、前のラウンドから選択した配列を除くすべての特定核酸配列を使

用して、宿主細胞への導入前に、ＰＣＲポリヌクレオチドを生成することも考え

られる。

  短いポリヌクレオチド配列は、一本鎖または二本鎖のいずれでもよい。元々一
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本鎖だった配列が、二本鎖になった場合には、宿主細胞への挿入の前に、熱、化

学薬品、もしくは酵素を用いて、変性することができる。核酸鎖を分離するのに

適した反応条件は、当業者には公知である。

  この方法のステップは無限に繰り返すことができるが、達成できるハイブリッ

ドの数だけには制限される。サイクルを所定回数繰り返した後、見込まれるすべ

てのハイブリッドが達成されると、それ以上のサイクルは余剰である。

  ある実施形態では、突然変異を起こした同じ鋳型核酸を繰り返し組換えて、得

られた組換え体を所望の特徴について選択する。

  従って、突然変異鋳型核酸の初期プールまたは集団は、大腸菌等の細菌内で複

製することのできるベクターにクローニングされる。ベクターは、大腸菌内で自

律複製が可能であれば、特に限定しない。好ましい実施形態では、ベクターは、

該ベクターに結合された、突然変異を起こした特定核酸によりコードされるタン

パク質の発現および産生を可能にするよう設計される。また、ベクターは、選択

マーカーをコードする遺伝子を含むことが好ましい。

  突然変異を起こした核酸配列のプールを含むベクターの集団を、大腸菌宿主細

胞中に導入する。ベクター核酸配列は、形質転換、トランスフェクション、また

は、ファージの場合には感染により、導入することができる。細菌を形質転換す

るのに使用するベクターの濃度は、多数のベクターが各細胞に導入されるような

濃度とする。いったん細胞内に存在すると、相同的組換え効率は、各種ベクター

間に相同的組換えが起こるようなものとする。これによって、突然変異を起こし

た元の親配列とは異なる突然変異の組合せを有するハイブリッド（娘）が生成さ

れる。

  次に、宿主細胞をクローン的に複製し、ベクターに存在するマーカー遺伝子に

ついて選択する。この選択のもとでは、プラスミドを有する細胞だけが増殖する

ことになる。

      【０１８２】

  次に、ベクターを含む宿主細胞を、好ましい突然変異の存在について試験する

。例えば、選択しようとする遺伝子が、薬剤耐性が向上した遺伝子である場合に

は、このような試験は、細胞を選択的圧力下に置くことから成る。ベクターが、
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突然変異を起こした核酸配列によりコードされたタンパク質の発現を可能にする

場合には、このような選択は、こうしてコードされたタンパク質の発現、該タン

パク質の単離、ならびに、該タンパク質が、関心のあるリガンドに高い効率で結

合するかどうかを決定するための試験等を含む。

  所望の特徴を賦与する、突然変異を起こした特定の娘核酸配列を同定した後、

すでにベクターに結合した、あるいは該ベクターから分離した上記核酸を単離す

る。次に、この核酸を核酸の第１または親集団と混合した後、サイクルを繰り返

す。

  この方法により、所望の性質が増強された核酸配列を選択できることが明らか

になっている。

  別の実施形態では、ハイブリッドの第１世代を細胞内に保持し、突然変異を起

こした親配列を再び該細胞に添加する。従って、実施形態Ｉの第１サイクルを前

述同様に実施する。ただし、娘核酸配列を同定した後、これら配列を含む宿主細

胞を保持する。

  突然変異を起こした親特定核酸集団は、ポリヌクレオチドとして、あるいは、

同じベクターにクローンニングして、娘核酸をすでに含む宿主細胞中に導入する

。細胞内で組換えが起こるようにし、次世代の組換え体、すなわち孫娘を、前述

した方法により選択する。

  このサイクルは、所望の特徴を有する核酸またはペプチドが得られるまで、多

数回繰り返すことができる。後続のサイクルでは、好ましいハイブリッドに添加

される、突然変異を起こした配列の集団は、親ハイブリッド、または、後続する

いずれの世代に由来するものでもよい。

  別の実施形態では、本発明は、得られた組換え特定核酸の「分子」戻し交雑を

実施して、あらゆる中立突然変異を排除する方法を提供する。中立突然変異とは

、核酸またはペプチドに所望の性質を賦与しない突然変異のことである。ところ

が、このような突然変異は、核酸またはペプチドに望ましくない特性を与えかね

ない。従って、これらの中立突然変異を排除することが好ましい。本発明の方法

は、それを実施する手段を提供する。

  この実施形態では、所望の特徴を有するハイブリッド核酸をこの実施形態の方
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法により取得した後、核酸、核酸を有するベクター、または、ベクターおよび核

酸を含む宿主細胞を単離する。

  次に、核酸またはベクターを、大過剰量の野生型核酸を含む宿主細胞に導入す

る。ハイブリッドの核酸と、野生型配列の核酸が、組換えを起こす。得られた組

換え体を、ハイブリッド核酸と同じ選択下に置く。所望の特徴を保持した組換え

体だけが選択されることになる。野生型ＤＮＡとの組換えにより、所望の特徴を

賦与しないサイレント突然変異は消失する。このサイクルは、サイレント突然変

異がすべて排除されるまで、多数回繰り返すことができる。

  このように、本発明の方法を分子戻し交雑に用いて、不必要な突然変異または

サイレント突然変異を排除することができる。

      【０１８３】

２．11．２．３．エキソヌクレアーゼ媒介の再集合

  ある実施形態では、本発明は、少なくとも二つのポリヌクレオチドのシャッフ

リング、集合、再集合、組換え、および／または鎖状体化を行なって、子孫ポリ

ヌクレオチド（例えば、発現して、ポリペプチドもしくは遺伝子経路を形成する

ことのできるキメラ子孫ポリヌクレオチド）を生成する方法を提供する。ある実

施形態では、二本鎖のポリヌクレオチド末端（例えば、互いをハイブリダイゼー

ションの相手としてハイブリダイズした二つの一本鎖配列）をエキソヌクレアー

ゼで処理し、二本の鎖の一方からヌクレオチドを遊離させ、その元の相手を含ま

ない残った鎖を残存させ、所望であれば、残った鎖を、別の相手とのハイブリダ

イゼーションを達成するのに使用することができる。

  具体的には、二本鎖のポリヌクレオチド末端（ポリヌクレオチドまたは非ポリ

ヌクレオチド配列の一部であるか、もしくは、これらに接続されている場合もあ

る）をエキソヌクレアーゼ活性源にさらす。有用なエキソヌクレアーゼ活性源と

しては、3'エキソヌクレアーゼ活性を有する酵素、5'エキソヌクレアーゼ活性を

有する酵素、3'エキソヌクレアーゼ活性および5'エキソヌクレアーゼ活性の両方

を有する酵素、ならびに、これらのうちいずれかの組合せが挙げられる。エキソ

ヌクレアーゼを用いて、線状二本鎖のポリヌクレオチドの一端または両端から、

ならびに、３つ以上の末端を有する分枝ポリヌクレオチドの一端～全末端から、
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ヌクレオチドを遊離させることができる。この遊離作用のメカニズムは、末端ヌ

クレオチドの酵素触媒による加水分解から成るものと考えられ、時間依存的に進

行させ、酵素処理の進行を実験的に制御することができる。

  これに対し、非酵素的方法を使用して、ポリヌクレオチドビルディングブロッ

クのシャッフリング、集合、再集合、組換え、および／または鎖状体化を行なう

ことができるが、これは、実施サンプルを変性（もしくは「融解」）条件（例え

ば、温度、pH、および／または塩度条件を変えることによる）に付し、二本鎖ポ

リヌクレオチドの実施セットをポリヌクレオチド一本鎖に融解することから成る

。シャッフリングのためには、ポリヌクレオチド一本鎖が、ある程度まで、異な

るハイブリダイゼーション相手とのアニールメントに参加する（すなわち、変性

ステップの前に、前の相手であった者同士の間での排他的再アニールメントに単

に逆戻りしない）ことが望ましい。しかし、反応容器中の、前のハイブリダイゼ

ーション相手の存在は、元の二本鎖ポリヌクレオチドを再形成するための前の相

手と一本鎖ポリヌクレオチドとの再アニールメントを妨害するわけではなく、時

には、有利に働く場合もある。

  二本鎖ポリヌクレオチドのビルディングブロックを変性に付した後、アニール

メントを実施することから成る上記の非酵素的シャッフリング方法とは対照的に

、本発明は、さらに、変性を必要としないエキソヌクレアーゼに基づく手法を提

供する。むしろ、変性条件の回避、ならびにアニーリングした（すなわち非変性

）状態での二本鎖ポリヌクレオチド基質の維持が、エキソヌクレアーゼ（例えば

、エキソヌクレアーゼIIIとredα遺伝子産物）の作用に必要な条件である。さら

に、対照的に、他の一本鎖ポリヌクレオチド配列とハイブリダイズすることがで

きる一本鎖ポリヌクレオチド配列の生成は、一方のハイブリダイゼーション相手

における共有結合切断（従って、配列の破壊）の結果、起こる。例えば、エキソ

ヌクレアーゼIII酵素を用いて、一本のハイブリダイゼーション鎖の3'末端ヌク

レオチドを酵素により遊離させる（これによって、該ポリヌクレオチド鎖におい

て共有結合加水分解を達成する）ことができる。これが、残った一本鎖と、新し

い相手とのハイブリダイゼーションを促進する（前の相手は、共有結合切断にか

けられたため）。
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  さらに詳しく説明すると、3'エキソヌクレアーゼの例として、特定のエキソヌ

クレアーゼ、すなわち、エキソヌクレアーゼIIIが挙げられる。しかし、5'エキ

ソヌクレアーゼ活性を有する酵素および3'エキソヌクレアーゼ活性を有する酵素

、ならびに、まだ発見されていない酵素およびまだ開発されていない酵素等、そ

の他のエキソヌクレアーゼを用いてもよい。特に、上に開示した手法のために、

反応速度がさらに最適で、および／または、特異的活性がさらに高く、および／

または、不要活性がさらに少ない、酵素の発見、最適化（例えば、定方向進化に

よる）、あるいは発見および最適化の両方が可能であることに特に留意すべきで

ある。実際、本発明が、このようなデザイナー酵素の発見および／または開発を

奨励すると予想される。すなわち、本発明は、現在入手可能な多様なエキソヌク

レアーゼ酵素、さらには、まだ発見されていない酵素や、まだ開発されていない

酵素を用いて、実施可能である。

  エキソヌクレアーゼIIIのエキソヌクレアーゼ作用は、平滑であるか、あるい

は5'突出部（overhang）を有する実施二本鎖ポリヌクレオチド末端を必要とし、

エキソヌクレアーゼ作用は、酵素により、3'末端ヌクレオチドを遊離させて、一

本鎖5'末端を残す。この5'末端は、エキソヌクレアーゼ作用が進行するほど、長

くなる（図１参照）。この手法により生成された5'突出部を用いて、ハイブリダ

イゼーションを可能にするのに十分な相同性を共有する別の一本鎖ポリヌクレオ

チド配列（これもまた一本鎖ポリヌクレオチドでもよいし、あるいは、部分的に

二本鎖のポリヌクレオチドの末端突出部でもよい）にハイブリダイズすることも

できる。これらエキソヌクレアーゼIIIにより生成した一本鎖配列（例えば、5'

突出部における）が、他の一本鎖配列にハイブリダイズする能力によって、２つ

以上のポリヌクレオチドのシャッフリング、集合、再集合、および／または鎖状

化が可能となる。

      【０１８４】

  さらに、必要に応じて、二本鎖ポリヌクレオチドの末端を保護する、あるいは

、該末端が、有用なエキソヌクレアーゼの所望の酵素作用を受けやすくなるよう

にすることができる。例えば、3'突出部を有する二本鎖ポリヌクレオチド末端は

、エキソヌクレアーゼIIIのエキソヌクレアーゼ作用を受けにくい。しかし、様
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々な手段により、これが、エキソヌクレアーゼIIIのエキソヌクレアーゼ作用を

受けやすくなるようにすることができる。例えば、該ポリヌクレオチドをポリメ

ラーゼを用いた処理により平滑末端化する；該ポリヌクレオチドを切断して、平

滑末端または5'突出部を与える；別の二本鎖ポリヌクレオチドに結合（連結また

はハイブリダイズ）して、平滑末端または5'突出部を与える；一本鎖ポリヌクレ

オチドにハイブリダイズして、平滑末端または5'突出部を与える；あるいは、様

々な手段のいずれかにより修飾する。

  ある形態によれば、エキソヌクレアーゼを、線状二本鎖ポリヌクレオチドの一

端または両端で作用させ、完全に、ほぼ完全に、もしくは部分的に進行させる。

エキソヌクレアーゼ作用を完全に進行させると、各5'突出部の長さが、「ランデ

ブーポイント（rendezvous point）」（ポリヌクレオチド中心点近傍）と考えら

れる方向に、ポリヌクレオチドの中央領域に向かって、長く延びてくる。最後に

は、各々が、元の二本鎖ポリヌクレオチドの長さの約半分の一本鎖ポリヌクレオ

チド（解離することもできる）が生成される（図１）。あるいは、完全に進行さ

せる前に、エキソヌクレアーゼ仲介反応を終了することも可能である。

  このように、このエキソヌクレアーゼ仲介手法は、ポリヌクレオチドのビルデ

ィングブロックのシャッフリング、集合、および／または再集合、組換え、なら

びに鎖状体化を行なう上で有用である。尚、このポリヌクレオチドビルディング

ブロックは、10個までの塩基長、数十個の塩基長、数百個の塩基長、数千個の塩

基長、数万個の塩基長、数十万個の塩基長または数百万個の塩基長、あるいは、

それ以上の塩基長のものでもよい。

  このエキソヌクレアーゼ仲介手法は、大腸菌エキソヌクレアーゼIIIの二本鎖

ＤＮＡ特異的エキソデオキシリボヌクレアーゼ活性の作用に基づく。エキソヌク

レアーゼIIIの基質は、二本鎖ポリヌクレオチドを断片化することにより生成す

ることができる。断片化は、機械的手段（例えば、剪断、超音波処理等）、酵素

的手段（例えば、制限酵素の使用）、ならびに、これらのいずれかの組合せによ

り達成することができる。これより大きいポリヌクレオチドの断片も、ポリメラ

ーゼ仲介合成により得られる。

  エキソヌクレアーゼIIIは、28Ｋモノマー酵素、すなわち、大腸菌のxthＡ遺伝
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子の産物であり、次の４つの既知の活性を有する：エキソデオキシリボヌクレア

ーゼ（本書では、代わって、エキソヌクレアーゼと呼ぶ）、RNaseH、ＤＮＡ-3'-

ホスファターゼ、ならびにＡＰエンドヌクレアーゼ。エキソデオキシリボヌクレ

アーゼ活性は、二本鎖ＤＮＡに特異的である。作用のメカニズムは、3'末端から

徐々に5'方向に向かってＤＮＡの酵素加水分解を起こし、ヌクレオシド5'-リン

酸と、残った一本鎖を形成すると考えらる。この酵素は、一本鎖ＤＮＡ、一本鎖

ＲＮＡ、または二本鎖ＲＮＡの効率的な加水分解を示さないが、ＤＮＡ－ＲＮＡ

ハイブリッド中のＲＮＡを分解してヌクレオシド5'－リン酸を放出する。この酵

素はまた、ＤＮＡの3'ホスホモノエステル基から特異的に無機リン酸を放出する

が、ＲＮＡまたは短いオリゴヌクレオチドからは放出しない。これらの基を除去

することにより、末端がＤＮＡポリメラーゼ作用のためのプライマーに変換され

る。

  エキソヌクレアーゼ活性を有する酵素の別の例として、レッドアルファおよび

ヘビ毒ホスホジエステラーゼがある。レッドアルファ（redα）遺伝子産物（ラ

ムダエキソヌクレアーゼとも呼ばれる）は、バクテリオファージλに由来する。

redα遺伝子は、左方向のプロモーターから転写され、その産物は組換えに関与

する（24kD）。レッドアルファ遺伝子産物は、5'-リン酸化末端から前進的に作

用して、二本鎖ＤＮＡからモノヌクレオチドを遊離させる（高橋および小林、19

90）。ヘビ毒ホスホジエステラーゼ（Laskowski、1980）は、スーパーコイルド

ＤＮＡを急速に開くことができる。

      【０１８５】

２．11．２．３．非確率論的連結再集合

  ある形態では、本発明は、合成連結再集合（ＳＬＲ）と呼ばれる非確率論的方

法を提供する。これは、核酸ビルディングブロックをランダムにシャッフリング

または鎖状体化もしくはキメラ化するのではなく、非確率論的に集合させること

を除けば、確率論的シャッフリングに幾分近い。

  特にはっきりとした違いは、このＳＬＲ法が、シャッフリングしようとするポ

リヌクレオチド間に高いレベルの相同性があるかどうかに左右されないことであ

る。対照的に、従来の方法、特に、従来の確率論的シャッフリング方法は、シャ
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ッフリングしようとするポリヌクレオチド間、特に、連結部位に、高いレベルの

相同性を必要とした。従って、これら従来の方法は、元の前駆分子の再生成に有

利であり、また、多数の新しい子孫キメラ、特に、完全長さの子孫の生成には次

善の手段であった。これに対し、本発明を用いて、10100を超える異なるキメラ

から成る子孫分子のライブラリー（またはセット）を非確率論的に生成すること

ができる。また、ＳＬＲを用いて、10100以上の異なる子孫キメラ（知る限り、

上限はない）から成るライブラリーを生成することもできると考えられる。

  従って、ある態様では、本発明は、設計により選択される全体集合順序を有す

る最終的キメラ核酸分子のセットを生成する非確率論的方法であって、有用で、

互いに適合する連結可能な末端を有する複数の特異的核酸ビルディングブロック

を設計により生成するステップと、設計した全体集合順序が達成されるように、

上記核酸ビルディングブロックを集合させるステップから成る方法を提供する。

  集合させようとする核酸ビルディングブロックの互いに適合する連結可能な末

端は、これら末端が、該ビルディングブロックを予め決められた順序で結合させ

ることができれば、このタイプの定序集合に「有用である」とみなす。従って、

一形態では、核酸ビルディングブロックを結合できる全体構成順序は、連結可能

な末端の設計によって定められる。１つ以上の集合ステップを用いる場合には、

核酸ビルディングブロックを結合する全体集合順序も、集合ステップの逐次順序

によって定められる。図４、パネルＣは、５つの核酸ビルディングブロックにつ

いて、設計された（非確率論的）全体集合順序を達成するための２つの連続した

ステップから成る集合方法を例示する。本発明の好ましい態様では、アニーリン

グした構成要素を、リガーゼ（例えば、T4DNAリガーゼ）で処理し、構成要素の

共有結合を達成する。

  好ましい実施形態では、最終的キメラ核酸分子の子孫セットを生成するための

基礎として働く前駆核酸鋳型セットの配列を分析することにより、核酸ビルディ

ングブロックの設計が得られる。これらの前駆核酸鋳型は、突然変異誘発を起こ

そうとする、すなわち、キメラ化もしくはシャッフリングしようとする核酸ビル

ディングブロックの設計に役立つ配列情報源としての役割を果たす。

  ある態様では、本発明は、近縁の遺伝子ファミリーと、これら近縁産物のコー
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ドされたファミリーのキメラ化に関する。具体的には、コードされた産物とは酵

素である。本発明の態様に従い、突然変異誘発を起こすことのできる酵素グルー

プの代表例として、下記の酵素およびそれらの機能を挙げることができる。

      【０１８６】

１  リパーゼ／エステラーゼ

    ａ．エステル（脂質）／チオエステルの対掌選択的加水分解

        1)  ラセミ混合物の分割

        2)  メソジエステル由来の光学活性酸またはアルコールの合成

    ｂ．選択的合成

        1)  炭水化物エステルの位置特異的加水分解

        2)  環状第２級アルコールの選択的加水分解

    ｃ．光学活性エステル、ラクトン、酸、アルコールの合成

        1)  活性化／非活性化エステルのエステル交換反応

        2)  インターエステリフィケーション

        3)  ヒドロキシエステル由来の光学活性ラクトン

        4)  無水物の位置および対掌選択的開環

    ｄ．デタージェント

    ｅ．脂肪／油変換

    ｆ．チーズの熟成

２  プロテアーゼ

    ａ．エステル／アミド合成

    ｂ．ペプチド合成

    ｃ．アミノ酸エステルのラセミ混合物の分割

    ｄ．非天然アミノ酸の合成

    ｅ．デタージェント／タンパク質加水分解

３  グリコシダーゼ／グリコシルトランスフェラーゼ

    ａ．糖／ポリマー合成

    ｂ．モノ、ジ－およびオリゴサッカリドを生成するためのグリコシド結合の

切断
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    ｃ．複合オリゴサッカリドの合成

    ｄ．ＵＤＰ－ガラクトシルトランスフェラーゼを用いたグリコシド合成

    ｅ．ジサッカリド、グリコシルフロリド、アリールガラクトシドのグリコシ

ル転移

    ｆ．オリゴサッカリド合成におけるグリコシル転移

    ｇ．βグルコシルスルフォキシドのジアステレオ選択性切断

    ｈ．非対称グリコシル化

    ｉ．食品加工

    ｊ．紙加工

４  ホスファターゼ／キナーゼ

    ａ．リン酸エステルの合成／加水分解

        1)  位置－、対掌選択的リン酸化

        2)  リン酸エステルの導入

        3)  ホスホリピッド前駆体の合成

        4)  制御されたポリヌクレオチド合成

    ｂ．生物学的分子の活性化

    ｃ．保護基を用いない選択性リン酸結合の形成

５  モノ／ジオキシゲナーゼ

    ａ．活性化していない有機基質の直接オキシ官能化

    ｂ．アルカン、芳香族、ステロイドのヒドロキシル化

    ｃ．アルケンのエポキシド化

    ｄ．対掌選択的スルホキシド化

    ｅ．位置－および立体選択性Bayer-Villiger酸化

６  ハロペロキシダーゼ

    ａ．求核部位へのハロゲン化物イオンの酸化的付加

    ｂ．オレフィン結合への次亜ハロゲン酸の付加

    ｃ．シクロプロパンの環切断

    ｄ．オルトおよびパラ誘導体に変換された活性化芳香族基質

    ｅ．2-ハロ－誘導体に変換された1，3ジケトン
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    ｆ．基質を含む硫黄および窒素の異種原子酸化

    ｇ．エノールアセテート、アルキンおよび活性化芳香族環の酸化

７  リグニンペロキシダーゼ／ジアリールプロパンペルオキシダーゼ

    ａ．Ｃ－Ｃ結合の酸化的切断

    ｂ．ベンジル性アルコールのアルデヒドへの酸化

    ｃ．ベンジル炭素のヒドロキシル化

    ｄ．フェノール二量化

    ｅ．二重結合のヒドロキシル化によるジオールの生成

    ｆ．リグニンアルデヒドの切断

８  エポキシドヒドロラーゼ

    ａ．対掌的に純粋な生物学的活性化合物

    ｂ．エポキシドの位置－および対掌選択的加水分解

    ｃ．モノオキシジナーゼによる芳香族およびオレフィンエポキシド化による

エポキシドの生成

    ｄ．ラセミエポキシドの分割

    ｅ．ステロイドエポキシドの加水分解

９  ニトリルヒドラターゼ／ニトリラーゼ

    ａ．脂肪族ニトリルの加水分解によるカルボキシアミドの生成

    ｂ．芳香族、複素環式、不飽和脂肪族ニトリルの加水分解による対応する酸

の生成

    ｃ．アクリロニトリルの加水分解

    ｄ．芳香族およびカルボキシアミド、カルボン酸（ニコチンアミド、ピコリ

ンアミド、イソニコチンアミド）の生成

    ｅ．アクリルジニトリルの位置選択性加水分解

    ｆ．α－ヒドロキシニトリルからのα－アミノ酸

10  トランスアミナーゼ

    ａ．アミノ基のオキソ酸への転移

11  アミダーゼ／アシラーゼ

    ａ．アミド、アミジン、およびその他のC-N結合の加水分解
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    ｂ．非天然アミノ酸分割および合成

      【０１８７】

  これらの例示事項は、本発明のある特定の特徴を示すが、制限を意味するので

も、また、開示した本発明の範囲を限定するのでもない。

  従って、本発明の一形態によれば、複数の前駆核酸鋳型の配列を整列させて、

１つ以上の境界点(demarcatim points)を選択する。この境界点は、相同性領域

に位置していてもよく、１つ以上のヌクレオチドから成り、さらに、上記前駆鋳

型の少なくとも２つによって共有される。境界点を用いて、生成しようとする核

酸ビルディングブロックの限界を画定することができる。このように、前駆分子

中で同定し、選択した境界点は、子孫分子の集合における見込みキメラ形成点と

して役立つ。

  好ましくは、有用な境界点は、少なくとも２つの前駆鋳型が共有する相同性領

域（少なくとも、一つの相同ヌクレオチド塩基から成る）である。さらに好まし

くは、有用な境界点は、前駆鋳型の少なくとも半分が共有する相同性領域である

。またさらに好ましくは、有用な境界点は、前駆鋳型の少なくとも三分の二が共

有する相同性領域である。さらに好ましくは、有用な境界点は、前駆鋳型の少な

くとも四分の三が共有する相同性領域である。さらに好ましくは、有用な境界点

は、前駆鋳型のほぼすべてが共有する相同性領域である。さらに好ましくは、有

用な境界点は、前駆鋳型のすべてが共有する相同性領域である。

  核酸ビルディングブロックの設計、ならびに、集合させようとする核酸ビルデ

ィングブロックの互いに適合する連結可能な末端を、図６および７に示す。図示

したように、前駆鋳型のセットを一列に並べることによって、自然に発生した複

数の境界点が明らかになり、これら鋳型が共有する境界点の同定は、生成して、

子孫キメラ分子の生成に使用されるビルディングブロックを非確率論的に決定す

るのに役立つ。

  好ましい実施形態では、本発明は、完全ライブラリーを作製するために、連結

再集合方法を徹底して実施することを特徴とする。言い換えれば、考えられるあ

らゆる順序の組合せの核酸ビルディングブロックを、最終的キメラ核酸分子のセ

ットとして呈示する。同時に、特に好ましい実施形態では、各組合せにおける集
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合順序（すなわち、各最終的キメラ核酸の5'→3'配列における各ビルディングブ

ロックの集合順序）は、設計によるもの（もしくは、非確率論的）である。本発

明の非確率論的性質によって、不要な副産物の可能性が大幅に減少する。

  別の好ましい実施形態では、本発明は、連結再集合方法を体系的に実施し、例

えば、体系的にコンパートメント化したライブラリーを形成し、コンパートメン

トが、例えば１つずつ、体系的に選別できることを特徴とする。言い換えれば、

本発明は、特定核酸ビルディングブロックの選択的かつ賢明な使用と、順次段階

を追った集合反応の選択的かつ賢明な使用とを組み合せることにより、子孫産物

の特定セットが、複数の反応容器の各々に生成される実験的設計を達成すること

ができる。これによって、体系的検定およびスクリーニング手順を実施すること

が可能になる。従って、これにより、恐らく非常に多くの子孫分子を、これまで

より小さなグループで体系的に検定することができる。

  特に、前駆分子間の相同性が低い場合に、極めて柔軟で、しかも徹底的かつ体

系的な方法で、キメラ化を実施する能力があることから、上記発明は、多数の子

孫分子から成るライブラリー（またはセット）の生成に関する。上記連結再集合

の発明の非確率論的性質によって、生成される子孫分子は、設計により選択され

た全体集合順序を有する最終的キメラ核酸分子のライブラリーから成るのが好ま

しい。この発明の特に好ましい実施形態では、生成されたライブラリーは、好ま

しくは、103以上の異なる子孫分子種、さらに好ましくは、105以上の異なる子孫

分子種、またさらに好ましくは、1010以上の異なる子孫分子種、さらに好ましく

は、1015以上の異なる子孫分子種、さらに好ましくは、1020以上の異なる子孫分

子種、さらに好ましくは、1030以上の異なる子孫分子種、さらに好ましくは、10

40以上の異なる子孫分子種、さらに好ましくは、1050以上の異なる子孫分子種、

さらに好ましくは、1060以上の異なる子孫分子種、さらに好ましくは、1070以上

の異なる子孫分子種、さらに好ましくは、1080以上の異なる子孫分子種、さらに

好ましくは、10100以上の異なる子孫分子種、さらに好ましくは、10110以上の異

なる子孫分子種、さらに好ましくは、10120以上の異なる子孫分子種、さらに好

ましくは、10130以上の異なる子孫分子種、さらに好ましくは、10140以上の異な

る子孫分子種、さらに好ましくは、10150以上の異なる子孫分子種、さらに好ま
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しくは、10175以上の異なる子孫分子種、さらに好ましくは、10200以上の異なる

子孫分子種、さらに好ましくは、10300以上の異なる子孫分子種、さらに好まし

くは、10400以上の異なる子孫分子種、さらに好ましくは、10500以上の異なる子

孫分子種、さらに好ましくは、101000以上の異なる子孫分子種から成る。

      【０１８８】

  一形態によれば、前述のように生成した最終的キメラ核酸分子のセットは、ポ

リペプチドをコードするポリヌクレオチドから成る。１つの好ましい実施形態に

よれば、このポリヌクレオチドは遺伝子であり、合成遺伝子でもよい。別の好ま

しい実施形態では、このポリヌクレオチドは遺伝子経路であり、合成遺伝子経路

でもよい。この発明は、本発明により生成された１つ以上の合成遺伝子を、真核

生物（植物を含む）内で操作可能な経路等の合成遺伝子経路に組み込むことを特

徴とする。

  境界点の選択、核酸ビルディングブロックのサイズと数、ならびに結合のサイ

ズと設計に関して、選択および制御に大きな自由があるため、本発明の能力は極

めて優れていることに留意されたい。さらに、本発明の操作性のために、分子間

相同性の要件が非常に緩和されることにも留意すべきである。実際、分子間相同

性がほとんどもしくは全くない領域でも、境界点を選択することもできる。例え

ば、コドンのゆらぎ、すなわち、コドンの縮重のために、対応する前駆鋳型に元

々コードされていたアミノ酸を変化させることなく、ヌクレオチド置換を核酸ビ

ルディングブロックに導入することができる。あるいは、元のアミノ酸のコーデ

ィングが変化するように、コドンを変化させることも可能である。この発明は、

このような置換を核酸ビルディングブロックに導入して、分子間で相同性の境界

点の発生率を高め、従って、ビルディングブロック間で達成される結合の数を増

加することにより、今度は、生成しようとする子孫キメラ分子の数を増やすこと

を特徴とする。

  別の態様では、ビルディングブロックを生成するステップの合成の種類によっ

て、ヌクレオチド（例えば、コドンまたはイントロンもしくは調節配列等の、１

つ以上のヌクレオチド）の設計および導入が可能になる。尚、これらヌクレオチ

ドは、in vitro法（例えば、突然変異誘発により）やin vivo法（例えば、宿主
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生物の遺伝子スプライシング能力を利用して）で、後に任意で除去することがで

きる。多数の態様において、有用な境界点を形成するという利点が見込まれる以

外に、多くの理由から、これらヌクレオチドの導入が好ましいことに留意すべき

である。

  従って、別の実施形態によれば、本発明は、核酸ビルディングブロックを用い

て、イントロンを導入することを特徴とする。従って、本発明は、機能性イント

ロンを本発明の合成遺伝子に導入することを特徴とする。本発明はまた、機能性

イントロンを本発明の合成遺伝子経路に導入することを特徴とする。従って、本

発明は、１つ（以上）の人工的に導入したイントロンを含む合成遺伝子であるキ

メラポリヌクレオチドの生成に関する。

  従って、本発明はまた、１つ（以上）の人工的に導入したイントロンを含む合

成遺伝子経路であるキメラポリヌクレオチドの生成に関する。好ましくは、人工

的に導入したイントロンは、天然イントロンが、遺伝子スプライシングで機能的

に働くのと同様に、遺伝子スプライシングについて、１つ以上の宿主細胞内で機

能的である。本発明は、組換えおよび／またはスプライシングのために、宿主生

物に導入しようとする合成イントロン含有ポリヌクレオチドの生成方法を提供す

る。

  前駆体分子間に相同性がほとんどまたは全くない領域で、本明細書に記載した

カップリングを用いて、キメラ化を達成する能力は、新しい遺伝子経路の集合に

有用で、しかも、実際には不可欠である。本発明は、従って、合成連結再集合を

用いた新しい合成遺伝子経路の生成に関する。ある形態では、これは、目的とす

る宿主内で操作可能な調節配列（プロモーター等）の導入により達成され、該配

列が目的とする宿主に導入されると、新しい遺伝子経路に操作性が付与される。

ある態様では、本発明は、複数の目的とする宿主（例えば、微生物や植物細胞）

内で操作可能な新規の合成遺伝子経路の生成に関する。これは、例えば、第１目

的宿主内で操作可能な調節配列と、第２目的宿主内で操作可能な調節配列から成

る複数の調節配列の導入により、達成することができる。同様の方法を実施して

、第３の目的宿主種等において、遺伝子経路の操作性を達成することができる。

目的とする宿主種の数は、それぞれ、１～10の間の整数、もしくは10以上の整数



(461) 特表２００３－５２４３９２

でもよい。あるいはまた、例えば、複数の目的宿主における遺伝子経路の操作性

は、複数の目的宿主内に固有操作性を有する調節配列の導入により、達成するこ

とができる。

  従って、ある実施形態によれば、本発明は、核酸ビルディングブロックを用い

て、調節配列、特に、遺伝子発現のための調節配列を導入することを特徴とする

。好ましい調節配列には、限定しないが、合成のもの、ならびに、古細菌、細菌

、真核（ミトコンドリアを含む）、ウイルス、およびプリオンまたはプリオン様

生物に存在するものが含まれる。好ましい調節配列としては、限定しないが、プ

ロモーター、オペレーター、ならびに活性化因子結合部位が挙げられる。従って

、本発明は、機能的調節配列を本発明の合成遺伝子に導入することを特徴とする

。本発明はまた、機能的調節配列を本発明の合成遺伝子経路に導入することを特

徴とする。

  このように、本発明は、１つ（以上）の人工的に導入した調節配列を含む合成

遺伝子であるキメラポリヌクレオチドの生成に関する。従って、本発明はまた、

１つ（以上）の人工的に導入した調節配列を含む合成遺伝子経路であるキメラポ

リヌクレオチドの生成に関する。好ましくは、人工的に導入した調節配列は、合

成ポリヌクレオチドの一つ以上の遺伝子に機能しうるように結合され、１つ以上

の宿主細胞内で機能的である。

      【０１８９】

  本発明に有用な好ましい細菌プロモーターとしては、lacI、lacZ、Ｔ３、Ｔ７

、gpt、ラムダＲR、ＰLおよびtrpが挙げられる。有用な真核プロモーターには、

CMV即時型初期、HSVチミジンキナーゼ、初期および後期SV40、レトロウイルス由

来のLTR、ならびにマウスメタロチネイン-Iがある。具体的な植物調節配列とし

て、植物またはその一部の使用に応じて、構成的にあるいは段階および／または

組織特異的のうちいずれかで、植物における転写指令に活性なプロモーターが挙

げられる。これらのプロモーターには、限定しないが、カリフラワーモザイクウ

イルス（CaMV）（Guilleyら、1982）等の35Sプロモーター；リブロースビスリン

酸カルボキシラーゼ小サブユニット遺伝子（Coruzziら、1984）のプロモーター

等の、葉特異的発現のためのプロモーター；グルタミンシンターゼ遺伝子（Ting
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eyら、1987）由来のプロモーター等、根特異的発現のためのプロモーター；Bras

sica napus由来のアブラナ科Ａプロモーター（Ryanら、1989）等の、種子特異的

発現のためのプロモーター；ジャガイモ由来のクラスＩパタチンプロモーター（

Rocha-Sasaら、1989；Wenzlerら、1989）等の、塊茎特異的発現のためのプロモ

ーター、あるいは、トマト由来のポリガラクツロナーゼ（ＰＧ）プロモーター（

Birdら、1988）等の、果実特異的発現のためのプロモーターが挙げられる。

  本発明に好ましいその他の調節配列には、ターミネーター配列およびポリアデ

ニル化シグナル、ならびに、植物で機能するあらゆる配列があるが、その選択は

、当業者が問題なく行うことができる。このような配列の一例は、Agrobacteriu

m tumefaciensのノパリンシンターゼ（nos）遺伝子の3'フランキング領域である

。また、調節配列には、CaMVの35Sプロモーターに存在するようなエンハンサー

配列、ならびに、アルファルファモザイクウイルス（AlMV）ＲＮＡ４のリーダー

配列（Brederodeら、1980）等のｍＲＮＡ安定化配列、あるいは、同様に機能す

るその他の配列も含まれる。

  本発明を用いて生成される合成遺伝子は、別の核酸との組換えのための基質と

しても使用することができる。同様に、本発明を用いて生成される合成遺伝子経

路は、別の核酸との組換えのための基質としても使用することができる。好まし

い例では、組換えは、合成イントロン含有遺伝子と、組換え相手として働く核酸

との間の相同性領域により促進される、あるいは、該領域で起こる。特に好まし

い例では、組換え相手は、合成遺伝子または合成遺伝子経路等、本発明により生

成した核酸でもよい。組換えは、合成遺伝子に人工的に導入した１つ（以上）の

イントロンに存在する相同性領域により促進される、あるいは、該領域で起こる

。

  本発明の合成連結再集合方法は、複数の核酸ビルディングブロックを利用する

が、これらブロックの各々は、二つの連結可能な末端を有するのが好ましい。各

核酸ビルディングブロックの二つの連結可能な末端は、二つの平滑末端（すなわ

ち、各々がゼロヌクレオチドの突出部を有する）、もしくは、好ましくは、一つ

の平滑末端と一つの突出部、あるいは、さらに好ましくは、やはり二つの突出部

である。



(463) 特表２００３－５２４３９２

  この目的のための有用な突出部は、3'突出部または5'突出部である。したがっ

て、核酸ビルディングブロックは、3'突出部または5'突出部、あるいは、二つの

3'突出部または二つの5'突出部である。核酸ビルディングブロックを集合させて

、最終的キメラ核酸分子を形成する全体順序は、意図的な実験設計により決定す

るものとし、ランダムではない。

  ある好ましい実施形態によれば、二つの一本鎖核酸（一本鎖オリゴとも呼ぶ）

を化学合成し、これらを接触させて、アニーリングし、二本鎖核酸ビルディング

ブロックを形成することにより、核酸ビルディングブロックを生成する。

  二本鎖核酸ビルディングブロックは、様々なサイズでよい。これらビルディン

グブロックのサイズは、実験者の選択によって、変えることができる。ビルディ

ングブロックの好ましいサイズは、１塩基対（突出部を含まない）～100,000塩

基対（突出部を含まない）の範囲である。これ以外にも、下限が１bp～10,000bp

（この範囲にあるすべての整数値を含む）、上限が２bp～100,000bp（この範囲

にあるすべての整数値を含む）とするサイズの範囲も提供される。

  ポリメラーゼに基づくこれらの増幅法を用いて、数万個の塩基対でなければ、

高い忠実度で、長さが最大数千個までの塩基対の二本鎖核酸を生成できることに

留意されたい。化学合成（例えば、ホスホロアミダイドに基づく）を用いて、高

い忠実度で、長さが最大数百ヌクレオチドまでの核酸を生成することができる。

しかし、所望であれば、これらを、例えば、突出部または付着末端を用いて、構

成し、数万個の塩基対でなければ、長さが最大数千個の塩基対の二本鎖核酸を形

成することができる。

      【０１９０】

  また、本発明に従い、各方法を組み合わせて（例えば、ホスホロアミダイドに

基づく化学合成とＰＣＲ）使用することも可能である。従って、様々な方法によ

り作製した核酸ビルディングブロックを組み合わせて用いて、本発明の子孫分子

を生成することもできる。

  核酸ビルディングブロックを生成する化学合成の使用は、本発明で特に好まし

く、同時に、工程上の安全および容易さ等の他の理由からも有利である。生体サ

ンプルのクローニングまたは採取もしくは実際の取り扱いは一切必要ない。核酸



(464) 特表２００３－５２４３９２

ビルディングブロックの設計は、紙の上で実施することができる。従って、この

発明は、組換え技術における工程の安全面で利点を有することがわかる。

  しかし、ある好ましい実施形態によれば、本発明に従う二本鎖核酸ビルディン

グブロックは、ポリヌクレオチド鋳型のポリメラーゼに基づく増幅により生成す

ることもできる。図２に示す非制限的実施例では、プライマーの第１セット、Ｆ

2およびＲ1を用いた第１ポリメラーゼ増幅反応を実施し、産物Ａとほぼ同じであ

る平滑末端産物（標識化反応１、産物１）を生成する。プライマーの第２セット

、Ｆ1およびＲ2を用いて第２ポリメラーゼ増幅反応を実施し、産物Ｂとほぼ同じ

である平滑末端産物（標識化反応２、産物２）を生成する。これら二つの産物を

混合し、融解およびアニーリングさせて、二つの突出部を持ち、有用であること

が見込まれる二本鎖核酸ビルディングブロックを生成する。図２の例では、エキ

ソヌクレアーゼIII等の3'作用性エキソヌクレアーゼを用いた他の三つの産物の

ヌクレアーゼベースの分解により、3'突出部を持つ産物（産物Ｃ）が選択される

。また、5'作用性エキソヌクレアーゼ（例えば、レッドアルファ）を用いて、例

えば、代わりに産物Ｄを選択できることに留意されたい。さらに、ハイブリダイ

ゼーションに基づく手段等、上記以外の選択手段を用いてもよいし、これらの手

段に、磁気ビーズ手段等の別の手段を組み込み、所望の産物の分離を促進するこ

ともできる。

  上記以外にも、本発明に有用な二本鎖核酸ビルディングブロックを生成する方

法は多数存在する。これらは、当業者には公知であり、また、容易に実施するこ

とができる。

  特に好ましい実施形態によれば、本発明に有用な二本鎖核酸ビルディングブロ

ックは、まず、二つの一本鎖核酸を生成し、次に、これらをアニーリングして、

二本鎖核酸ビルディングブロックを形成する。二本鎖核酸ビルディングブロック

の二本の鎖は、突出部を形成するものを除いて、ヌクレオチド毎に相補的であり

、従って、突出部を除いて、ミスマッチを一切含まない。別の実施形態によれば

、二本鎖核酸ビルディングブロックの二本の鎖は、突出部を形成するものを除い

て、ヌクレオチド毎よりも少ない割合で相補的である。従って、この態様によれ

ば、二本鎖核酸ビルディングブロックを用いて、コドン縮重を導入する。好まし
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くは、コドン縮重は、本書に記載した部位飽和突然変異誘発を用いて、一つ以上

のN,N,G/Tカセットを用いて、あるいは、一つ以上のN,N,Nカセットを用いて導入

する。

  本発明に従う順序立った集合を達成するための実験設計の例として、下記のも

のが挙げられる：

  １）特異的核酸ビルディングブロックの設計、

  ２）各核酸ビルディングブロックの特異的連結末端の設計、

  ３）核酸ビルディングブロックの構成の特定順序の設計。

  突出部は、3'突出部または5'突出部でよい。突出部はまた、末端リン酸基を有

してもよいし、あるいは、末端リン酸基がなくてもよい（代わりに、例えば、ヒ

ドロキシル基を有する）。突出部は、何個のヌクレオチドから成るものでもよい

。好ましくは、突出部は、０個のヌクレオチド（平滑末端のように）～10,000個

のヌクレオチドから成る。従って、突出部のサイズは、広い範囲で使用可能であ

る。従って、下限は、１～200までの整数、また上限は２～10,000までの整数で

よい。ある特定の例によれば、突出部は、１ヌクレオチド～200ヌクレオチドの

うちのいずれからでも構成することができる（該範囲内の整数すべてを含む）。

  最終的な（final）キメラ核酸は、指定したビルディングブロックすべてが集

合するまで、２つ以上のビルディングブロックを順次集合させることにより、生

成することができる。二つの集合ステップの実施の間に、実施サンプルを、サイ

ズ選択または精製工程、もしくはその他の選択または富化工程に任意で付しても

よい。あるいは、一ステップで一度に全指定ビルディングブロックを集合させる

ことにより、最終的キメラ核酸分子を生成することもできる。

      【０１９１】

有用性

  本発明のin vivo組換え法は、特定ポリヌクレオチドまたは配列の未知ハイブ

リッドまたは対立遺伝子のプールについて、ブラインド方式で実施することがで

きる。しかし、特定ポリヌクレオチドの実際のＤＮＡまたはＲＮＡ配列を知る必

要がない。

  遺伝子の混合集団内で組換えを用いる手法は、あらゆる有用なタンパク質、例
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えば、インターロイキンＩ、抗体、tPAおよび成長ホルモンの生成に有用である

。この手法は、変化させた特異性または活性を有するタンパク質の生成に用いる

ことができる。この手法は、遺伝子のハイブリッド核酸配列、例えば、プロモー

ター領域、イントロン、エクソン、エンハンサー配列、31非翻訳領域または51非

翻訳領域の生成にも有用である。従って、この手法は、発現の速度が高い遺伝子

を生成するのに使用することができる。また、この手法は、反復ＤＮＡ配列の研

究にも有用である。最後に、この手法は、リボザイムまたはアプタマーを突然変

異する上で有用である。

  多様性領域を分離するスカフォールド(scaffold)様領域は、特に、この発明の

方法に適している。保存されたスカフォールドは、自己会合により全体フォール

ディングを決定すると共に、特異的結合を仲介する比較的制限されていないルー

プを展示する。このようなスカフォールドの例として、免疫グロブリンβバレル

、および４ヘリックス束がある。本発明の方法を用いて、結合のための、突然変

異を起こした配列の様々な組合せを有するスカフォールド様タンパク質を生成す

ることができる。

  本発明の方法により、同様の標準的遺伝子の接合を実施することも可能である

。例えば、ハイブリッドの核酸と、野生型核酸との混合により、「分子」戻し交

雑を繰り返すと共に、関心のある突然変異の選択をする。伝統的育種同様、この

手法を用いて、様々な採取源由来の表現型を、選択バックグラウンドに組み込む

ことができる。これは、例えば、選択していない特徴（すなわち、免疫原性）に

影響する中立突然変異の除去に有用である。従って、タンパク質中のどの突然変

異が、増大した生物学的活性に関与し、どれが関与しないかを決定するのに有用

である。

２．11．２．４．末端選択

  本発明は、ポリヌクレオチドの出発セットから、ポリヌクレオチドのサブセッ

トを選択する方法であり、実施ポリヌクレオチドのどこにでも存在する１つ以上

の選択可能な特徴（すなわち選択マーカー）を識別する能力に基づいて、各選択

可能なポリヌクレオチドの受容（正の）および／または拒絶（負の）選択が実施

できるようにする方法を提供する。好ましい形態では、末端選択と呼ばれる方法
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が提供されるが、この方法は、選択可能なポリヌクレオチドの末端領域に一部も

しくは全体が位置する選択マーカーの使用に基づくものであり、このような選択

マーカーを「末端選択マーカー」と呼ぶこともある。

  末端選択は、たとえ同一ポリヌクレオチド内でも、天然配列の検出、または、

実験（本明細書に記載した、もしくは記載されていないあらゆる突然変異誘発方

法を含む）により導入した配列の検出、あるいは、両方に基づくものである。末

端選択マーカーは、構造的選択マーカーまたは機能的選択マーカー、あるいは構

造的および機能的選択マーカーの両方のいずれでもよい。末端選択マーカーは、

ポリヌクレオチド配列またはポリペプチド配列、もしくは、化学的構造、あるい

は生物学的または生化学的タグから成るものでよく、放射能検出、酵素活性、蛍

光、光学的特徴、磁気特性（磁気ビーズを用いて）、免疫反応性、ならびにハイ

ブリダイゼーションの検出に基づく方法を用いて選択できるマーカーが含まれる

。

  末端選択は、突然変異誘発の実施に有用なあらゆる方法と組み合わせて使用す

ることもできる。このような突然変異誘発法には、限定しないが、本明細書に記

載した方法（前述および後述）が含まれる。このような方法の非制限的な例とし

て、次の用語で呼ばれる、本明細書に記載した、あるいは、他の文献に記載され

ているあらゆる方法が挙げられる：「飽和突然変異誘発」、「シャッフリング」

、「組換え」、「再集合」、「誤りがちな(error-prone)ＰＣＲ」、「集合ＰＣ

Ｒ」、「セクシャルＰＣＲ」、「乗換えＰＣＲ」、「オリゴヌクレオチドプライ

マー特異的突然変異誘発」、「周期的（および／または指数）アンサンブル突然

変異誘発（ArkinおよびYouvan、1922を参照）、「カセット突然変異誘発」、「i

n vivo突然変異誘発」、「in vitro突然変異誘発」。さらに、末端選択は、あら

ゆる突然変異誘発および／または増幅方法（例えば、Arnold、1993；Cardwellお

よびJoyce、1992；Stemmer、1994を参照；望ましい子孫分子の選択（これら分子

の存在のスクリーニングも含む）をする上で、使用することが好ましい方法））

により生成された分子について実施することもできる。

  さらに、末端選択は、突然変異誘発法以外にも、ポリヌクレオチドに使用する

ことができる。好ましい実施形態では、本明細書に記載した末端選択を用いて、
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別のポリヌクレオチドへの連結ステップ（ベクターへの連結を含む）等、クロー

ニングステップを促進することができる。従って、本発明は、ライブラリーの作

製、望ましいポリヌクレオチドの選択および／または強化、ならびに一般的クロ

ーニングを促進するための有用な手段としての末端選択に関する。

      【０１９２】

  特に好ましい実施形態では、末端選択は、ポリヌクレオチドの（正の）選択、

あるいはポリヌクレオチドの（負の）選択に基づく。さらには、末端選択は、（

正の）選択および（負の）選択の両方に基づく。末端選択は、他の選択および／

またはスクリーニング法と共に、同様の、もしくは異なる選択および／またはス

クリーニング法、ならびに有用な突然変異誘発法と組み合わせて、相互作用的に

実施することができる。これらの方法はすべて、相互作用的に、しかも、どんな

順序、組合せ、ならびに順列で行ってもよい。

  また、本発明のある実施形態によれば、末端選択を用いて、少なくとも一部が

、環状のポリヌクレオチド（例えば、プラスミドまたはその他の環状ベクター、

もしくは、部分的に環状のその他プラスミド）、および／または分枝、および／

または、化学基または部分で、修飾した、もしくは、置換したポリヌクレオチド

を選択することもできる。この実施形態によれば、ポリヌクレオチドは、中間ま

たは中央領域から成る環状分子である。該領域は、5'フランキング領域（これは

、末端選択のために、非環状ポリヌクレオチドの5'末端領域と同様の働きをする

）により5'側に、また、3'末端領域（これは、末端選択の目的のために、非環状

ポリヌクレオチドの3'末端領域と同様の働きをする）によって3'側に存在する。

この非制限的例で用いられるように、いずれか二つの領域間に、あるいは三つす

べての領域間でも、配列のオーバーラップがある可能性がある。

  本発明の非制限的形態では、線状ポリヌクレオチドの末端選択は、ポリヌクレ

オチド末端または複数の末端（5'末端または3'末端のいずれでもよい）、あるい

はその近傍に位置する少なくとも一つの末端選択マーカーの存在に基づく一般的

手法を用いて実施する。ある非制限的例では、末端選択は、ポリヌクレオチド配

列を認識する酵素に認識される配列等（しかし、これに制限されない）の末端ま

たはその近傍の特定配列の選択に基づく。ポリヌクレオチドの化学的修飾を認識
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し、触媒する酵素は、本書では、ポリヌクレオチド作用酵素と呼ぶ。好ましい態

様では、有用なポリヌクレオチド作用酵素の非制限的例として、ポリヌクレオチ

ド切断活性を有する酵素、ポリヌクレオチドメチル化活性を有する酵素、ポリヌ

クレオチド連結活性を有する酵素、ならびに、複数の異なる酵素活性を有する（

非制限的に、例えば、ポリヌクレオチド切断活性とポリヌクレオチド連結活性の

両方を有するもの等）酵素が挙げられる。

  従って、該当するポリヌクレオチド活性酵素には、市場で入手可能な、または

、入手できないポリヌクレオチドエンドヌクレアーゼ、ならびにそのコンパニオ

ンメチラーゼも含まれ、ウェブサイトhttp://www.neb.com/rebaseで閲覧できる

もの、ならびに下に引用する文献（RobertsおよびMaceli、1996）に記載されて

いるものが挙げられる。好ましいポリヌクレオチドエンドヌクレアーゼとしては

、限定しないが、II型制限酵素（IIS型を含む）があり、二本鎖ポリヌクレオチ

ドの両方の鎖を切断する酵素（例えば、5'...GC/GGCCGC...3'で両方の鎖を切断

するNotI）や、二本鎖ポリヌクレオチドの一方の鎖だけを切断する酵素、すなわ

ち、ポリヌクレオチド－ニッキング活性を有する酵素（例えば、5'...GAGTCNNNN

/N...3'で一方の鎖だけを切断するN.BstNBI）を挙げることができる。また、該

当するポリヌクレオチド作用酵素には、III型制限酵素も含まれる。

  さらに、該当するポリヌクレオチド作用酵素には、現在は入手できないが、将

来開発される可能性のある酵素で、ポリヌクレオチドに、連結適合末端、特に、

付着末端を生成するのに有用な酵素が含まれる。

  好ましい一例では、有用な選択マーカーは、ポリヌクレオチドの制限部位で、

この部位は、対応するII型（またはIIS型）制限酵素に、ポリヌクレオチド末端

を切断させ、ポリヌクレオチド内の所望の内部配列を破壊することのないように

、ポリヌクレオチドの内部を切断することなく、所望の連結反応に有用な連結可

能末端（少なくとも一つの塩基突出部を有する平滑末端または付着末端を含む）

を提供する。従って、対応する制限酵素の使用が、実施ポリヌクレオチドを内部

で切断することを目的としない場合には、該当する制限部位の中でも、実施する

特定のポリヌクレオチド内で、内部に存在しない（すなわち、末端以外には存在

しない）部位が好ましい。これによって、使用するポリヌクレオチドの不要な内
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部切断を招くことなく、制限消化反応を完了、もしくは完了近くまで実施するこ

とができる。

      【０１９３】

  従って、好ましい形態によれば、末端選択に付そうとするポリヌクレオチドの

内部に含まれない、または、含まれないと予想される、あるいは含まれないと思

われる（例えば、実施ポリヌクレオチドに関する配列情報が不完全な場合）制限

部位を使用するのが好ましい。この形態によれば、よく存在するものよりも、比

較的稀にしか存在しない制限部位の方が、通常好ましいことに留意されたい。こ

れに対し、例えば、末端選択と共に、組換え、もしくはその他の突然変異誘発方

法を実施するために、ポリペプチドの内部切断を所望する場合もある。

  また、この発明によれば、不要な内部制限部位を除去するための方法（例えば

、突然変異誘発方法）を使用することもできる。さらに、部分的消化反応（すな

わち、部分的完了まで進行する消化反応）を用いて、末端領域の認識部位で消化

を達成すると同時に、ポリペプチドの内部に発生し、しかも、同じ酵素により認

識される感受性の高い制限部位を共有する。ある形態では、特定の酵素が、認識

配列が発生する位置および環境に応じて、同じ認識配列の好ましい切断を提示す

ることから、部分的消化が有用である。例えば、λＤＮＡは、５つのEcoRI部位

を有するが、右末端に最も近い部位の切断は、分子の中央にある部位の10倍以上

の速さで発生することが報告されている。また、例えば、Sac IIはλＤＮＡに４

つの部位を有するが、そのうちの３つは中央にクラスター化し、末端に最も近い

残った部位（ヌクレオチド40,386での）よりも50倍速く切断される。すなわち、

多くの研究者が、各種酵素について、部位優先を報告している（例えば、Thomas

およびDavis、1975；Forsblumら、1976；NathおよびAzzolina、1981；Brownおよ

びSmith、1977；GingerasおよびBrooks、1983；Krugerら、1988；ConradおよびT

opal、1989；Ollerら、1991；Topal、1991；ならびにPein、1991；ほんの一例を

挙げたにすぎない）。現在入手可能か、あるいは、将来入手可能かに拘わらず、

使用するポリヌクレオチド作用酵素による部位優先の、経験による観察、ならび

に、機械論的知識が、本発明による末端選択に役立つであろう。

  保護方法を用いて、酵素による不要な消化から指定制限部位（例えば、内部部
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位）を選択的に保護することができるが、保護しない場合には、該酵素は、これ

らの部位の存在に応答して、実施中のポリヌクレオチドを切断する恐れがある。

このような保護方法には、不要な酵素活性を阻害する、メチル化や塩基置換（例

えば、Ｔの代わりにＵ）等の修飾が含まれる。大きな（例えば、長さがメガ単位

の）制限フラグメントを作製するのに十分希有な（例えば、非常に長い認識配列

を有する）制限酵素の数は限られており、酵素切断部位の希有性を高めるために

は、保護手法（例えば、メチル化による）が有用であることに留意すべきである

。NotIの見掛け希有性を高めるためのM.FnuII（mCGCG）の約二倍使用は、多数の

うちの一例にすぎない（Qiangら、1990；Nelsonら、1984；MaxamおよびGilbert

、1980；RaleighおよびWilson、1986）。

  本発明の好ましい形態によれば、一般に、希有な切断部位の使用が好ましいこ

とを特徴とする。一般には、制限部位の発生頻度は、そこに含まれるヌクレオチ

ドの数、ならびに、そこに含まれる塩基要求の多義性によって決定される。従っ

て、非制限的例では、例えば、８つの特異的ヌクレオチドから成る制限部位（例

えば、４８に１、すなわち、65,536に１の推定相対発生率を有するNotI部位すな

わちGC/GGCCGC、ランダム8-mers）は、例えば、６つのヌクレオチドから成るも

の（例えば、４６に１、すなわち、4,096に１の推定相対発生率を有するSmaI部

位すなわちCCC/GGG、ランダム6-mers）よりも比較的頻度が低く、例えば、４つ

のヌクレオチドから成るもの（例えば４４に１、すなわち、256に１の推定相対

発生率を有するMspＩ部位すなわちC/CGG、ランダム4-mers）よりも比較的頻度が

低い。さらに、別の非制限的例では、一般に、多義性の（しかし非常に特異的な

）塩基要求を持たない制限部位（例えば、４５に１、すなわち、1024に１の推定

相対発生率を有するFinI部位すなわちCTCCC、ランダム5-mers）は、多義性Ｗ（

ただし、Ｗ＝ＡまたはＴ）塩基要件を有するもの（例えば、4x4x2x4x4に１、す

なわち、512に１の推定相対発生率を有するAvaII部位すなわちG/GWCC－ランダム

5-mers）より比較的頻度が低いが、多義性Ｎ（ただし、Ｎ＝ＡまたはＣまたはＧ

またはＴ）塩基要求を有するもの（例えば、4x4x1x4x4に１、すなわち、256に１

の推定相対発生率を有するAsuＩ部位すなわちG/GNCC－ランダム5-mers）より比

較的頻度が低い。これらの相対発生率は、特異的ヌクレオチド塩基（特異的ヌク



(472) 特表２００３－５２４３９２

レオチド配列はいうまでもなく）が、特異的ポリヌクレオチド、特異的種の生物

、ならびに特異的グループの生物に、異なる頻度で発生することが認められるた

め、実際ポリヌクレオチドの大まかな推定値と考えられる。例えば、異なる種の

生物の％Ｇ＋Ｃ含有率は、非常に異なることが多く、しかも広い範囲で変動する

。

      【０１９４】

  選択標識として使用する比較的稀な制限部位には、非制限的に、好ましくは、

少なくとも４ヌクレオチド配列から成る部位、さらに好ましくは、少なくとも５

ヌクレオチド配列から成るもの、さらに好ましくは、少なくとも６ヌクレオチド

配列から成るもの（例えば、BamHI部位すなわちG/GATCC、BglII部位すなわちA/G

ATCT、PstI部位すなわちCTGCA/G、ならびにXbaI部位すなわちT/CTAGA）、さらに

好ましくは、少なくとも７ヌクレオチド配列から成るもの、さらに好ましくは、

少なくとも８ヌクレオチド配列から成るもの（例えば、AscI部位すなわちGG/CGC

GCC、NotI部位すなわちGC/GGCCGC、PacI部位すなわちTTAAT/TAA、PmeI部位すな

わちGTTT/AAAC、SrfI部位すなわちGCCC/GGGC、Sse838I部位すなわちCCTGCA/GG、

ならびにSwaI部位すなわちATTT/AAAT）、さらに好ましくは、９ヌクレオチド配

列から成るもの、さらに好ましくは、少なくとも10ヌクレオチド配列から成るも

の（例えば、BspGI部位すなわちCG/CGCTGGAC）が含まれる。さらに、いくつかの

制限部位（例えば、クラスIIS酵素）は、特異性が比較的高い部分（すなわち、

制限部位の発生頻度の主な決定因子を含む部分）と、特異性が比較的低い部分と

から構成されること、また、切断部位は、特異性が比較的低い部分に含まれる、

もしくは含まれないことが考えられる。例えば、Eco57I部位すなわちCTGAAG（16

/14）には、特異性が比較的高い部分（すなわち、CTGAAG部分）と、切断部位を

含む特異性が比較的低い部分（すなわち、N16配列）がある。

  本発明の別の好ましい態様では、有用な末端選択標識は、特異的ポリヌクレオ

チド配列を認識するポリヌクレオチド作用酵素により認識される末端配列である

。本発明の好ましい形態では、有用な末端選択標識は、従来のII型制限酵素に加

えて、他の酵素も含む。この本発明の好ましい形態によれば、有用なポリヌクレ

オチド作用酵素には、ジャイレース、ヘリカーゼ、リコンビナーゼ、レラクサー
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ゼ、ならびに、これらに近縁の酵素が含まれる。

  好ましい例としては、中でも、トポイソメラーゼ（一部が、ジャイレースのサ

ブセットとして類別される）、ならびに、ポリヌクレオチド切断活性（好ましく

は、ポリヌクレオチドニッキング活性を含む）および／またはポリヌクレオチド

連結活性を有するその他のあらゆる酵素が挙げられる。好ましいトポイソメラー

ゼ酵素としては、特に、市販の入手源（Epicentre Technologies、ウィスコンシ

ン州マジソン；Invitrogen、カリフォルニア州カールスバート；Life Technolog

ies、メリーランド州ガテスバーク）から、また恐らく、個人的採取源からも、

入手可能なトポイソメラーゼＩ酵素が挙げられる。本書に記載した末端選択に有

用な類似酵素が、将来開発されることも考えられる。特に好ましいトポイソメラ

ーゼＩ酵素は、ワクシニアウイルスを起原とするトポイソメラーゼＩ酵素であり

、これは、特異的認識配列（例えば、5'...AAGGG...3'）を有し、ポリヌクレオ

チドニッキング活性とポリヌクレオチド連結活性の両方を備えている。この酵素

の特異的ニッキング活性（一方の鎖の切断）により、内部認識部位は、切断され

た末端部位の変性を起こす温度では、ニッキング活性によって起こるポリヌクレ

オチド破壊を被りにくい（むしろ、アニーリングされた状態を保つ）。従って、

末端切断に使用する際、トポイソメラーゼに基づく末端選択のためのニッキング

部位は、末端から100ヌクレオチド以下、さらに好ましくは、末端から50ヌクレ

オチド以下、さらに好ましくは、末端から25ヌクレオチド以下、さらに好ましく

は、末端から20ヌクレオチド以下、さらに好ましくは、末端から15ヌクレオチド

以下、さらに好ましくは、末端から10ヌクレオチド以下、さらに好ましくは、末

端から８ヌクレオチド以下、さらに好ましくは、末端から６ヌクレオチド以下、

さらに好ましくは、末端から４ヌクレオチド以下であるのが好ましい。

  非制限的で、あくまで例示のための特に好ましい態様では、トポイソメラーゼ

に基づく末端選択用のニッキング部位が、末端から４ヌクレオチドの時、ニッキ

ングにより、４塩基（末端領域で）の一本鎖オリゴを生成するが、このオリゴは

、末端選択可能ポリヌクレオチドにおけるその相補鎖から変性することができる

。これによって、続く連結反応に有用なポリヌクレオチドの付着末端（４塩基か

ら成る）が形成される。クローニングベクター（好ましくは、発現ベクター）と
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の連結反応を達成するため、制限酵素に基づく手段等のいずれかの手段により、

クローニングベクターに、適合付着末端を生成することができる。末端選択可能

ポリヌクレオチド末端における末端ヌクレオチド（この具体例では、４末端塩基

から成る）を賢明に選択することによって、ポリヌクレオチドを連結しようとす

るクローニングベクターに生成された付着末端に、適合性を付与することができ

る。

  これに対し、例えば、末端から500塩基の、末端選択可能ポリヌクレオチドの

内部ニッキングは、500塩基の一本鎖オリゴを生成し、このオリゴは、その相補

鎖から容易に変性されないが、むしろ修復に有用である（例えば、ニックを発生

する同じトポイソメラーゼ酵素）。

  従って、本発明は、実施するポリヌクレオチドニッキング付着末端を生成する

ための－例えば、ワクシニアトポイソメラーゼに基づく、および／またはII（も

しくはIIS）型制限エンドヌクレアーゼに基づく、および／または、III型制限エ

ンドヌクレアーゼに基づく、および／またはニッキング酵素に基づく（例えば、

N.BstNBIを用いて）－方法であって、上記末端は連結適合性であり、少なくとも

１塩基突出部から成る方法を提供する。好ましくは、このような付着末端は、少

なくとも２塩基突出部から成り、さらに好ましくは、この付着末端は、少なくと

も３塩基突出部から成り、さらに好ましくは、この付着末端は、少なくとも４塩

基突出部から成り、さらに好ましくは、この付着末端は、少なくとも５塩基突出

部から成り、さらに好ましくは、この付着末端は、少なくとも６塩基突出部から

成る。また、上記付着末端は、少なくとも７塩基突出部、または、少なくとも８

塩基突出部、または、少なくとも９塩基突出部、または、少なくとも10塩基突出

部、または、少なくとも15塩基突出部、または、少なくとも20塩基突出部、また

は、少なくとも25塩基突出部、または、少なくとも30塩基突出部から成るもので

もよい。これらの突出部は、Ａ、Ｃ、ＧまたはＴを含むいずれの塩基から構成さ

れてもよい。

      【０１９５】

  トポイソメラーゼまたはニッキング酵素（例えば、N.BstNBIを用いて）を用い

て導入した付着末端突出部は、連結反応環境に独特の設計とし、自己二量体化お
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よびその他不必要な鎖状体化等、不要なフラグメントの再集合を防止することが

できる。

  本発明のある形態によれば、ポリメラーゼに基づく反応の使用により、末端選

択可能ポリヌクレオチドの末端領域に、複数の配列（オーバーラップしてもよい

が、必ずしもオーバーラップする必要はない）を導入することができる。該当す

るが、決して制限的ではない例では、このようなオリゴを用いて、トポイソメラ

ーゼＩに基づく末端選択に有用な好ましい5'末端領域を達成することができる。

このオリゴは、付着末端に変換可能な（好ましくは、ワクシニアトポイソメラー

ゼＩにより）１～10塩基配列、リボソーム結合部位（すなわち、「ＲＢＳ」で、

好ましくは、発現クローニングに有用なもの）、ならびに、任意のリンカー配列

と、これに続くＡＴＧ出発部位および０～100塩基の鋳型特異的配列（ポリメラ

ーゼに基づく反応での鋳型へのアニーリングを促進するため）から構成される。

従って、この態様によれば、有用なオリゴ（フォワードプライマーと呼ばれる）

は、次の配列を有する：5'［末端配列＝(N)1-10］［トポイソメラーゼＩ部位お

よびＲＢＳ＝AAGGGAGGAG］［リンカー＝(N)1-100］［出発コドンおよび鋳型特異

的配列＝ATG(N)0-100］3'。

  同様に、該当するが、決して制限的ではない例では、オリゴを用いて、トポイ

ソメラーゼＩに基づく末端選択に有用な好ましい3'末端領域を達成することがで

きる。このオリゴは、付着末端に変換可能な（好ましくは、ワクシニアトポイソ

メラーゼＩにより）１～10塩基配列、ならびに、任意のリンカー配列と、これに

続く０～100塩基の鋳型特異的配列（ポリメラーゼに基づく反応での鋳型へのア

ニーリングを促進するため）から構成される。従って、この態様によれば、有用

なオリゴ（リバースプライマーと呼ばれる）は、次の配列を有する：5'［末端配

列＝(N)1-10］［トポイソメラーゼＩ部位＝AAGGG］［リンカー＝(N)1-100］［鋳

型特異的配列＝ATG(N)0-100］3'。

  末端選択を用いて、子孫分子（例えば、突然変異誘発により生成されたもの）

から、親鋳型分子（例えば、突然変異誘発を実施すべきもの）を識別および分離

することができる。例えば、トポイソメラーゼＩ認識部位がないプライマーの第

１セットを用いて、親分子の末端領域（例えば、ポリメラーゼに基づく増幅）を
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修飾することができる。その後、上記とは別の第２セットのプライマー（例えば

、トポイソメラーゼＩ認識部位を有する）を用いて、増幅した鋳型分子から、突

然変異させた子孫分子を生成することができる（例えば、合成の中断、鋳型スイ

ッチングポリメラーゼに基づく増幅、または合成の中断等のポリヌクレオチドキ

メラ化方法；または、飽和突然変異誘発；あるいは、本書に記載したように、ト

ポイソメラーゼＩ認識分子を、突然変異誘発させた子孫分子に導入するその他の

いずれかの方法を用いて）。次に、トポイソメラーゼＩに基づく末端選択を使用

して、識別だけではなく、所望の子孫分子の、選択的トポイソメラーゼＩに基づ

く連結反応を促進することができる。

  従って、増幅した親分子に対する第２組のプライマーのアニーリングは、第１

組のプライマー（すなわち、一組の親部位を増幅するのに使用されるプライマー

）に、トポイソメラーゼＩ認識部位に類似しているが、機能トポイソメラーゼＩ

酵素の認識を阻害するのに十分異なる配列を組み込むことにより促進することが

できる。例えば、AAGGG部位のいずれかの１塩基～全５塩基を変えた配列を第１

セットのプライマー（突然変異誘発に付す前に、親鋳型の増幅に使用するもの）

に組み込むことができる。具体的かつ非制限的形態では、親分子は、例として以

下に示すが、決して制限的ではない組のフォワードおよびリバースプライマーを

用いて増幅することができる。

  フォワードプライマー：5'CTAGAAGAGAGGAGAAAACCATG(N)10-1003'、および

  リバースプライマー：5'GATCAAAGGCGCGCCTGCAGG(N)10-1003'

  第１組のプライマーの上記例によれば、(N)10-100は、好ましくは10～100ヌク

レオチド長さの鋳型特異的配列、さらに好ましくは、10～50ヌクレオチド長さの

鋳型特異的配列、さらに好ましくは、10～30ヌクレオチド長さの鋳型特異的配列

、さらに好ましくは、15～25ヌクレオチド長さの鋳型特異的配列を示す。

  具体的かつ非制限的形態によれば、この増幅（真のトポイソメラーゼＩ認識部

位が欠如した上記第１セットのプライマーを用いて）の後、増幅した親分子を、

真のトポイソメラーゼＩ認識部位を有する１セット以上のフォワードおよびリバ

ースプライマーを用いて、突然変異誘発にかけることを特徴とする。従って、具

体的かつ非制限的形態では、例として以下に示すが、決して制限的ではない第２
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組の前進およびリバースプライマーを用いて、親分子を、突然変異誘発した子孫

分子を生成するための鋳型として使用することを特徴とする。

  フォワードプライマー：5'CTAGAAGGGAGGAGAAAACCATG3'

  リバースプライマー：5'GATCAAAGGCGCGCCTGCAGG3'（AscI認識部位配列を含む

）

      【０１９６】

  本発明に従う末端選択用の第１、第２、あるいは、これに続くセットのプライ

マーとして、特に記載していない異なるプライマーを何セットでも使用すること

も可能である。II型制限酵素部位を組み込んでもよいことに留意すべきである（

例えば、前述の例にAscI部位）。また、実施ポリヌクレオチドを飽和突然変異誘

発に付すために、実験者は、記載した他の配列以外にも、一つ以上のN、N、G/Tト

リプレットを有用なプライマーに組み込むことができる。すなわち、第２セット

および／または続くセットのプライマーを使用することにより、トポイソメラー

ゼＩ部位の導入と、子孫ポリヌクレオチドにおける突然変異の誘発という二つの

目的を達成することができる。

  従って、提供される一態様によれば、有用な末端選択標識とは酵素認識部位で

あり、この部位が、酵素に、指定部位でポリヌクレオチドを切断（ニックを含む

）させ、生成された一本鎖オリゴが変性すると同時に、連結反応適合末端を形成

する。次に、形成されたポリヌクレオチド末端の連結反応を、同じ酵素（例えば

、ワクシニアウイルスの場合には、トポイソメラーゼＩ）、あるいは別の酵素を

使用して達成することができる。本発明のある形態によれば、ポリヌクレオチド

を選択するために、同種（例えば、二つのワクシニアウイルストポイソメラーゼ

Ｉ認識部位）または異種（例えばクラスII制限酵素認識部位およびワクシニアウ

イルストポイソメラーゼＩ認識部位）に拘わらず、あらゆる末端選択標識を組み

合わせて用いることが可能である。従って、各選択可能ポリヌクレオチドは、１

種以上の末端選択標識を有し、これら標識は、同種または異種末端選択標識のい

ずれでもよい。具体例では、複数の末端選択標識をポリヌクレオチドの一方の末

端に位置させ、互いにオーバーラップ配列を持つようにすることができる。

  本発明に従う末端選択では、現在存在するか、将来開発されるかに拘わらず、
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何種類の酵素でも有用であることに特に留意すべきである。例えば、本発明の具

体的態様では、末端選択を達成するために、ポリヌクレオチド連結活性源と共に

、ニッキング酵素（例えば、5'...GAGTCNNNN/N...3'で、一方の鎖だけを切断す

るN.BstNBI）を用いることができる。この態様によれば、N.BstNBIの認識部位（

トポイソメラーゼＩの認識部位ではなく）は、末端選択可能ポリヌクレオチドに

組み込まなければならない（突然変異を誘発させた子孫分子の選択に末端選択を

用いるかどうか、もしくは、突然変異誘発手順とは別に末端選択を用いるかどう

かに拘わらず）。トポイソメラーゼに基づくニッキングおよび連結反応を用いた

この末端選択手法は、従来の選択方法に対して、いくつかの利点を有する。すな

わち、この手法は、指向性クローニング（発現クローニングを含む）の達成を可

能にする。特に、この手法を用いて、下記事項を達成することができる：直接連

結反応（すなわち、伝統的な制限－精製－連結反応に付す必要がない。これは、

開始制限反応から、T4DNAリガーゼの使用に依存する連結反応まで、多く問題を

被りやすい）；元の鋳型分子（例えば、トポイソメラーゼＩ部位が欠如した元の

鋳型分子であり、該部位は、突然変異誘発後まで、導入されない）からの子孫分

子の分離；サイズ分離段階（例えば、ゲルクロマトグラフィーまたはその他の電

気泳動手段、あるいは、サイズ排除膜の使用により）の必要がなくなる；内部配

列の保存（トポイソメラーゼＩが存在する場合でも）；連結反応（例えば、特に

、不要な残留制限酵素活性の存在下で、T4DNAリガーゼの使用に依存した）がう

まくいかない心配が不要になる；ならびに発現クローニングの促進（フレームシ

フトの心配がなくなる等）。また、トポイソメラーゼに基づくニッキングおよび

連結反応を用いた上記末端選択法により、不要な制限酵素に基づく切断について

の心配－特に、実施するポリヌクレオチドの内部制限部位での（あるいは、不要

なスター活性のしばしば予測不可能な部位でも）－もなくすことができる。この

切断は、実施ポリヌクレオチドの破壊部位となる恐れがある。

      【０１９７】

２．11．３．追加スクリーニング方法

ペプチド展示方法

  本発明を用いて、前記方法のいずれか、ならびにいずれかの組合せを用いたin
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 vitroおよび／またはin vivo組換えによって、ペプチド展示方法により選択さ

れたポリヌクレオチド配列をシャッフルすることができる。上記ペプチド展示方

法は、会合ポリヌクレオチドが、ある表現型（例えば、予め決められた受容体（

リガンド）の親和性）について選別される展示ペプチドをコードすることを特徴

とする。

  益々重要性が高まる生物薬剤学的薬剤開発および分子生物学の側面は、ペプチ

ド構造の同定であり、これには、生物学的高分子と相互作用するペプチドまたは

偽ペプチドの1次アミノ酸配列が含まれる。予め決められた生物学的高分子（例

えば、受容体）との結合等、所望の構造または機能特性を有するペプチドを同定

する一方法は、ペプチドのアミノ酸配列が付与した所望の構造または機能特性を

有する個別ライブラリーのメンバーについて、大きなライブラリーまたはペプチ

ドをスクリーニングすることを含む。

  ペプチドライブラリーを生成する指向性化学合成方法以外に、いくつかの組換

えＤＮＡ方法も報告されている。そのうちの一つは、バクテリオファージ粒子ま

たは細胞の表面に、ペプチド配列、抗体、またはその他のタンパク質を展示する

ことから成る。一般に、これらの方法では、各バクテリオファージ粒子または細

胞は、天然のバクテリオファージまたは細胞タンパク質配列に加えて、単一種の

展示ペプチドを展示する個別ライブラリーメンバーとしての役割を果たす。各バ

クテリオファージまたは細胞は、特定の展示ペプチド配列をコードするヌクレオ

チド配列情報を含む。従って、展示ペプチド配列は、単離したライブラリーメン

バーのヌクレオチド配列決定によりみいだすことができる。

  周知のペプチド展示方法は、典型的には、バクテリオファージコートタンパク

質との融合のように、繊維状バクテリオファージの表面に、ペプチド配列を展示

することを含む。バクテリオファージライブラリーは、固定化した予定高分子ま

たは小分子（例えば、受容体）とインキュベートし、固定化した高分子に結合す

るペプチド配列を示すバクテリオファージ粒子を、予め決められた高分子に結合

するペプチド配列を示さないものから、区分することができる。次に、固定化し

た高分子に結合したバクテリオファージ粒子（すなわち、ライブラリーメンバー

）を回収し、複製して、選択されたバクテリオファージ小集団を増幅し、これを
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、次のラウンドの親和性富化およびファージ複製に付す。親和性富化およびファ

ージ複製を数回繰り返した後、このようにして選択されたバクテリオファージラ

イブラリーメンバーを単離し、展示ペプチド配列をコードするヌクレオチド配列

を決定することによって、予め決めた高分子（例えば、受容体）に結合するペプ

チドの配列を同定する。このような方法は、ＰＣＴ特許公報WO91/17271、WO91/1

8980、WO91/19818およびWO93/08278号にさらに詳しく記載されている。

  後者のＰＣＴ公報には、ペプチドリガンド展示のための組換えＤＮＡ方法が記

載されており、この方法は、融合タンパク質のライブラリー生成から成る。該融

合タンパク質は各々、予め決めた高分子への結合に利用可能な、様々な配列を含

む第１ポリペプチド部分と、個々の融合タンパク質をコードするＤＮＡベクター

等のＤＮＡに結合する第２ポリペプチド部分とから構成されている。融合タンパ

ク質の発現を可能にする条件下で、形質変換された宿主細胞を培養すると、融合

タンパク質は、それをコードするＤＮＡベクターに結合する。この宿主細胞を溶

解すると、ファージに基づく展示系でバクテリオファージ粒子を選別するのとほ

ぼ同じように、予め決めた高分子に対して、融合タンパク質／ベクターＤＮＡ複

合体を選別することができる。このようにして、選択された融合タンパク質／ベ

クターＤＮＡ複合体におけるＤＮＡベクターの複製および配列決定が、選択した

ライブラリーペプチド配列の同定のための基準として役立つ。

  ペプチドのライブラリー、ならびに同様のポリマーを生成するその他の系は、

組換え体およびin vitro化学合成方法の両方の特徴を有する。これらハイブリッ

ド方法では、無細胞酵素機構を用いて、ライブラリーメンバー（すなわち、ペプ

チドまたはポリヌクレオチド）のin vitro合成を達成する。ある方法では、選択

およびＰＣＲ増幅サイクルを交互に実施することにより、予定したタンパク質ま

たは予め決めた色素分子を結合する能力を有するＲＮＡ分子を選択した（Tuerk

およびGold、1990；EllingtonおよびSzostak、1990）。同様の方法を用いて、予

め決めたヒト転写因子を結合するＤＮＡ配列を同定した（ThiesenおよびBach、1

990；BeaudryおよびJoyce、1992；ＰＣＴ特許公報WO92/05258およびWO92/14843

号）。同様に、in vitro翻訳技術を用いて、目的タンパク質が合成されており、

この技術は、ペプチドの大きなライブラリーを形成する方法として提案されてい
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る。一般に、安定化したポリソーム複合体を含む、in vitro翻訳に基づいたこれ

らの方法は、ＰＣＴ特許公報WO88/08453、WO90/05785、WO90/07003、WO91/02076

、WO91/05058、ならびにWO92/02536号にさらに詳しく記載されている。出願人は

、ライブラリーメンバーが、ＤＮＡ結合活性を備えた第１ポリペプチド部分を有

する融合タンパク質と、ライブラリーメンバー独特のペプチド配列を有する第２

ポリペプチド部分とを含む方法を記載している。このような方法は、中でも、無

細胞in vitro選択フォーマットでの使用に適している。

  展示したペプチド配列は様々な長さでよく、典型的に、３～5,000アミノ酸長

、またはそれ以上の長さで、多くの場合、５～100アミノ酸長、さらには８～15

アミノ酸長である。ライブラリーは、様々な長さの展示ペプチド配列を有するラ

イブラリーメンバーから構成されることができ、あるいは、一定長さの展示ペプ

チド配列を有するライブラリーメンバーからなるものでもよい。展示されたペプ

チド配列の一部または全部は、ランダム、擬似ランダム、規定セット核（kernal

）、一定のもの等のいずれでもよい。この展示方法は、ポリソーム上の初期scFv

、または、ファージ上に展示されるscfv等の一本鎖抗体のin vitroおよびin viv

o展示方法を含むが、これらの展示方法は、非常に多様な可変領域配列および結

合特異性を有するscfvライブラリーの大規模なスクリーニングを可能にする。

  本発明は、また、ランダム、擬似ランダム、ならびに規定配列フレームワーク

ペプチドライブラリーを提供すると共に、これらのライブラリーを生成およびス

クリーニングして、ペプチドまたはＲＮＡを所望のように修飾する受容体分子ま

たは目標エピトープ、または遺伝子産物に結合する有用な化合物（例えば、一本

鎖抗体を含むペプチド）を同定する方法を提供する。ランダム、擬似ランダム、

ならびに規定配列フレームワークペプチドは、ペプチドライブラリーメンバーの

ライブラリーから生成する。該メンバーは、展示ペプチドが合成されたポリヌク

レオチド鋳型に結合した展示ペプチドまたは展示一本鎖抗体を含む。結合方法は

、選択した本発明の具体的態様に応じて変えてよく、ファージ粒子中の包膜や、

細胞への組込み等が挙げられる。

      【０１９８】

  親和性富化方法により、ペプチドおよび一本鎖抗体の非常に大きいライブラリ
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ーをスクリーニングすることができ、所望のペプチドまたは一本鎖抗体をコード

するポリヌクレオチド配列を選択することができる。次に、ポリヌクレオチドを

単離、シャッフルして、選択したペプチド（または予め定めたその一部）もしく

は一本鎖抗体（または、そのＶＨＩ、ＶＬＩまたはＣＤＲ部分のみ）のアミノ酸

配列を複合的に組み換える。これらの方法を用いて、一分子について所望の結合

親和性を有するものとして、ペプチドまたは一本鎖抗体を同定することができ、

シャッフリング方法を利用して、急速に、所望の高親和性ペプチドまたはscfvに

収斂することが可能である。次に、ペプチドまたは抗体を合成して、適した用途

（例えば、薬剤または診察用薬剤）のための従来の手段により大量合成すること

ができる。

  本発明の重要な利点は、目的のペプチドリガンドまたは抗体を単離するのに、

予想されるリガンド構造に関する予備情報を必要としないことである。同定した

ペプチドは、生物学的活性を有する、すなわち、選択した受容体分子について少

なくとも特異的な結合親和性を含むが、さらには、他の化合物の結合を阻止する

能力、代謝経路を刺激または阻害する能力、信号またはメッセンジャーとして働

く能力、細胞活性を刺激または阻止する能力等を含むことになる。

  本発明はまた、予め決めた受容体（例えば、ペプチド性ホルモン受容体、細胞

表面受容体、他のタンパク質と結合して、ヘテロ二量体等の細胞間タンパク質複

合体を形成する細胞間タンパク質のような哺乳動物のタンパク質性受容体）また

はエピトープ（例えば、固定化タンパク質、糖タンパク質、オリゴ糖等）に結合

するライブラリーメンバーについて、初期ペプチド（一本鎖の抗体）を展示する

ポリソームのライブラリーをアフィニティースクリーニングすることにより、選

択されたポリヌクレオチド配列のプールをシャッフルする方法を提供する。

  これら方法のいずれかによって、第１選択ラウンド（典型的には、受容体（例

えば、リガンド）への結合についてのアフィニティー選択により）で選択された

ポリヌクレオチド配列をプールし、該プールをin vitroおよび／またはin vivo

組換えによりシャッフルして、組換えた選択ポリヌクレオチド配列の集団を含む

シャッフル済プールを生成する。組換えた選択ポリヌクレオチド配列を、少なく

とも１回次の選択ラウンドにかける。後の選択ラウンドで選択したポリヌクレオ
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チド配列を直接使用して、配列決定し、および／または１回以上のシャッフリン

グおよび次の選択ラウンドに付す。選択した配列は、中立配列（すなわち、結合

に不要な機能作用を及ぼす）をコードするポリヌクレオチド配列で、戻し交雑す

ることもできる。この戻し交雑は、例えば、選択配列とほぼ同じ野生型または自

然発生配列を用いた戻し交雑により実施して、免疫原性の低い、天然様の機能ペ

プチドを生成することができる。一般に、戻し交雑の間に、次の選択ラウンドを

実施して、予め定めた受容体（リガンド）への結合特性を保持する。

  選択した配列のシャッフリングの前、または、これと同時に、配列に突然変異

を誘発することができる。ある態様では、選択されたライブラリーメンバーを原

核ベクター（例えば、プラスミド、ファージミド、またはバクテリオファージ）

でクローン化する。この態様では、個々別々のライブラリーメンバーを表す個別

のコロニー（またはプラーク）集団が生成される。次に、個別の選択ライブラリ

ーメンバーを操作して（例えば、部位指向性突然変異誘発、カセット突然変異誘

発、化学的突然変異誘発、ＰＣＲ突然変異誘発等）、選択したライブラリーメン

バーの配列に基づく配列多様性の核を呈示するライブラリーメンバーの集団を生

成することができる。個別の選択ライブラリーメンバーまたはプールの配列を操

作して、部分的に、あるいは、個別選択ライブラリーメンバー配列の全長にわた

って、ランダム突然変異、擬似ランダム突然変異、規定核突然変異（すなわち、

可変および不変残基位置を含む、および／または、規定サブセットのアミノ酸残

基から選択した残基を含有する可能性のある可変残基位置を含む）、コドンに基

づく突然変異等を組み込むことができる。次に、突然変異を誘発した選択ライブ

ラリーメンバーを、本文に記載したin vitroおよび／またはin vivo組換えシャ

ッフリングによりシャッフルする。

  本発明はまた、複数の本発明の個別ライブラリーメンバーを含むペプチドライ

ブラリーであって、(1)  該複数の個別ライブラリーメンバーの各々が、選択さ

れた配列のプールをシャッフリングして生成された配列を含み、(2)  各個別ラ

イブラリーメンバーが、上記複数のメンバーにおける他の個別ライブラリーメン

バーの可変ペプチドセグメント配列または一本鎖抗体配列とは異なる可変ペプチ

ドセグメント配列または一本鎖抗体セグメント配列を含む（しかし、ライブラリ
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ーメンバーの中には、不均質な増幅、確率論的確率等により、１ライブラリー当

たり１つ以上存在するものもある）ことを特徴とするペプチドライブラリーを提

供する。

      【０１９９】

  さらに、本発明は、工程毎の産物であって、予め決めた結合特異性が次の方法

により形成されることを特徴とする産物を提供する：(1)  予め決めた受容体（

例えば、リガンド）またはエピトープ（例えば、抗原高分子）に対して、展示さ

れるペプチドもしくは展示される一本鎖抗体ライブラリーをスクリーニングし、

予め決めた受容体またはエピトープに結合するライブラリーメンバーを同定およ

び／または富化して、選択ライブラリーメンバーのプールを生成し、(2)  予め

決めたエピトープに結合し、これによって、ライブラリーから単離および／また

は富化されている該選択ライブラリーメンバー（もしくは、増幅またはクローン

化したそのコピー）を、組換えによりシャッフリングして、シャッフルライブラ

リーを生成し、(3)  予め定めた受容体（例えば、リガンド）またはエピトープ

（例えば、抗原高分子）に対して、該シャッフルライブラリーをスクリーニング

し、予め定めた受容体またはエピトープに結合するシャッフルライブラリーメン

バーを同定および／または富化して、選択されたシャッフルライブラリーメンバ

ーのプールを生成する。

抗体展示およびスクリーニング法

  本発明を用いて、記載した方法のいずれか、ならびに、いずれかの組合せによ

るin vitroおよび／またはin vitro組換えによって、抗体展示方法により選択さ

れるポリヌクレオチド配列をシャッフルすることができ、ここで、会合ポリヌク

レオチドは、予め決めた抗体（リガンド）を結合する表現型（例えば親和性）に

ついてスクリーニングした展示抗体をコードする。

  免疫グロブリン鎖に存在し得る膨大な数の個別可変領域によって示される広大

な免疫レパートリーを獲得するために、様々な分子遺伝子的手法が考案されてき

た。自然に発生する生殖系列免疫グロブリン重鎖遺伝子座は、縦列の多様性セグ

メント遺伝子の上流に位置する個別縦列の可変セグメント遺伝子から構成される

。尚、上記多様性セグメント遺伝子自体は、縦列の連関(i)領域遺伝子の上流に
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位置し、この連関領域遺伝子は、定常領域遺伝子の上流に位置する。Ｂリンパ球

発生の間、V-D-J転位が起こるが、このとき、融合Ｄセグメントを形成する転位

、続いて、V-D-J結合産物遺伝子を形成するＶセグメントでの転位により、重鎖

可変領域遺伝子（ＶＨ）が形成される。尚、上記V-D-J結合産物遺伝子は、生産

的に転位されれば、重鎖の機能的可変領域（ＶＨ）をコードする。同様に、軽鎖

遺伝子座は、複数のＶセグメントの一つを、複数のＪセグメントの一つで再構成

して、軽鎖の可変領域（ＶＬ）をコードする遺伝子を形成する。

  免疫グロブリンに生じ得る可変領域の広大なレパートリーは、Ｂ細胞発生にお

ける再構成中の、連関Ｖおよびｉセグメント（ならびに、重鎖遺伝子座の場合に

は、Ｄセグメント）の多数の組合せの可能性に一部が由来する。これ以外に、重

鎖可変領域の配列の多様性は、V-D-J結合中のＤセグメントの非均質な再構成、

ならびに、Ｎ領域の付加に由来するものである。さらに、特異的Ｂ細胞クローン

の抗体選択は、重鎖および軽鎖可変領域の一方または両方に、非生殖系列突然変

異を有する、親和性がより高い変異型を選択する（「親和性成熟」または「親和

性シャープニング」と呼ばれる現象）。典型的に、これら「親和性シャープニン

グ」突然変異は、可変領域の特異的区域、最も一般的には、相補性決定領域（Ｃ

ＤＲ）にクラスター形成する。

  抗原刺激β細胞発生（すなわち、免疫）を介した高親和性免疫グロブリンの生

成および同定における多数の制限事項を解決するために、様々な原核発現系が開

発されてきたが、これらを操作して、特異的抗原に対する高親和性抗体を選別す

るためにスクリーニングされる組合せ抗体ライブラリーを生成することができる

。大腸菌およびバクテリオファージ系での抗体の発現における近年の進歩（後述

する「代替的ペプチド展示方法」を参照）により、特性決定したハイブリドーマ

から抗体遺伝子をクローニングすることによって、あるいは抗体遺伝子ライブラ

リー（例えばIg cＤＮＡ由来の）を用いたde novo選択のいずれかによって、ほ

ぼすべての特異性が得られる可能性が出てきた。

  抗体の組合せライブラリーは、バクテリオファージプラークまたは溶原菌のコ

ロニーとしてスクリーニングできるバクテリオファージλ発現系で生成されてき

た（Huseら、1989；CantonおよびKoprowski、1990；Mullinaxら、1990；Persson



(486) 特表２００３－５２４３９２

ら、1991）。バクテリオファージ抗体展示ライブラリーおよびλファージ発現ラ

イブラリーの様々な態様が記載されている（Kangら、1991；Clacksonら、1991；

McCaffertyら、1990；Burtonら、1991；Hoogenboomら、1991；Changら、1991；B

reitlingら、1991；Marksら、1991、p.581；Barbasら、1992；HawkinsおよびWin

ter、1992；Marksら、1992、p.779；Marksら、1992、p.16007；ならびに、Lowma

nら、1991；Lernerら、1992；これらは、すべて、参照として本文に組み込む）

。典型的には、バクテリオファージ抗体展示ライブラリーは、固定化した（例え

ば、クロマトグラフィー樹脂に共有結合して、アフィニティクリマトグラフィー

によって反応性ファージを富化することにより）、および／または標識した（例

えば、プラークまたはコロニーリフト(lifts)を選別するために）受容体（例え

ば、ポリペプチド、炭水化物、糖タンパク質、核酸）を用いてスクリーニングす

る。

      【０２００】

  特に有利な手法は、いわゆる一本鎖フラグメント可変（scfv）ライブラリーの

使用である（Marksら、1992、p.779；WinterおよびMilstein、1991；Clacksonら

、1991；Marksら、1991、p.581；Chaudharyら；Chiswellら、1992；McCafferty

ら、1990；ならびに、Hustonら、1988）。バクテリオファージコートタンパク質

に展示されるscfvライブラリーの様々な態様が記載されている。

  1988年から、Ｆｖフラグメントおよびそれらの融合タンパク質の一本鎖類似体

が、抗体工学法により高い信頼度で生成されている。第１ステップは、一般に、

所望の結合特性を有するＶＨおよびＶＬをコードする遺伝子を得ることから成る

。これらのＶ遺伝子は、組合せＶ遺伝子ライブラリーから選択された、あるいは

、Ｖ遺伝子合成により作製された特異的ハイブリドーマ細胞系から単離すること

ができる。一本鎖Ｆｖは、（Gly-Gly-Gly-Gly-Ser）３または同等のリンカーペ

プチド等の、適切に設計されたリンカーペプチドをコードするオリゴヌクレオチ

ドと、成分Ｖ遺伝子とを結合することにより形成される。リンカーは、第１のＶ

領域のＣ末端と、第２領域のＮ末端とを、ＶＨ－リンカー－ＶＬまたはＶＬ－リ

ンカー－ＶＨ’のいずれかの順に架橋する。原則として、scfv結合部位は、その

親抗体結合部位の親和性および特異性の両方を忠実に複製することができる。
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  従って、scfvフラグメントは、柔軟なリンカーペプチドによりポリペプチド一

本鎖に結合したＶＨおよびＶＬドメインから構成される。scfv遺伝子を構成した

後、これらをファージミドにクローン化し、バクテリオファージPIII（遺伝子３

）コートタンパク質を含む融合タンパク質として、Ｍ13ファージ（または類似し

た繊維状バクテリオファージ）の先端に発現させる。関心のある抗体を発現する

ファージの富化は、予め決めたエピトープ（例えば、標的抗原、受容体）への結

合のための集団scfvを展示する組換え体ファージを選別することにより達成され

る。

  ライブラリーメンバーの結合ポリペプチドは、スクリーニングまたは選択手順

の後に、ライブラリーメンバーの複製の基礎をもたらすと共に、展示されたペプ

チド配列またはＶＨおよびＶＬアミノ酸配列の同一性決定のための基礎を提供す

る。展示されたペプチド配列、または一本鎖抗体（例えばscfv）および／または

そのＶＨおよびＶＨドメイン、あるいはそれらのＣＤＲをクローン化し、適した

発現系で発現することができる。一般に、単離したＶＨおよびＶＬドメインをコ

ードするポリヌクレオチドは、定常領域（ＣＨおよびＣＬ）をコードするポリヌ

クレオチドに連結することにより、完全抗体（例えば、キメラ、もしくは、完全

にヒトの）、抗体フラグメント等をコードするポリヌクレオチドを作製する。ま

た、一般に、単離したＣＤＲをコードするポリヌクレオチドは、適した可変領域

フレームワーク（および任意で、定常領域）をコードするポリヌクレオチドに移

植することにより、完全抗体（例えば、ヒト化した、もしくは、完全にヒトの）

、抗体フレームワーク等をコードするポリヌクレオチドを作製する。抗体を用い

て、免疫アフィニティクロマトグラフィーにより、抗原の調製量を分離すること

ができる。上記以外のこれらの抗体の各種用途として、疾病（例えば、腫瘍新生

）の診察および／または病期分類、疾病（例えば、腫瘍新生、自己免疫疾患、Ａ

ＩＤＳ、心臓血管疾患、感染等）の治療のための使用がある。

  結合する種のレパートリー（イディオタイプスペクトル）を拡大するために、

scfvライブラリーの組合せ多様性を増加する様々な方法が報告されている。ＰＣ

Ｒを使用することにより、可変領域が、特異的ハイブリドーマ源から、または非

免疫細胞からの遺伝子ライブラリーとして、急速にクローン化することができ、
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結合させることのできるＶＨおよびＶＬカセットの配列の組合せ多様性をもたら

す。さらに、ＶＨおよびＶＬカセットは、ランダム、擬似ランダム、または指向

性突然変異誘発等により、それ自体で、多様化することができる。典型的には、

ＶＨおよびＶＬカセットは、相補性決定領域（ＣＤＲ）内または近傍で多様化す

るが、第３ＣＤＲ、すなわち、ＣＤＲ３で多様化することが多い。酵素によるイ

ンバースＰＣＲ突然変異誘発は、誤りがちなＰＣＲや化学的突然変異誘発（Deng

ら、1994）と同様に、scfv部位指向性ハイブリッドの比較的大きなライブラリー

を形成するための、単純かつ信頼度の高い方法であることが明らかにされている

（Stemmerら、1993）。Riechmann（Riechmannら、1993）は、縮合オリゴヌクレ

オチドＰＣＲ、次に、得られたscfvハイブリッドのファージ展示による部位指向

性ランダム化を用いた、抗体scfvフラグメントの半合理的設計を明らかにした。

Barbas（Barbasら、1992）は、ヒト破傷風トキソイド結合Fabの合成ＣＤＲ領域

内の配列をランダム化することにより、偏った可変領域配列の使用に起因するレ

パートリーサイズの制限に関する問題を解決しようとした。

  ＣＤＲランダム化によって、重鎖ＣＤＲ３だけについて約１ｘ1020個のＣＤＲ

、ほぼ同じ数の重鎖ＣＤＲ１およびＣＤＲ２の変異型、ならびに軽鎖ＣＤＲ1-3

変異体が産生する可能性がある。個別または一緒に用いた、重鎖および／または

軽鎖のＣＤＲランダム化の組合せの可能性は、非常に多数のバクテリオファージ

クローンを生成して、あらゆる可能な組合せを呈示するクローンライブラリーを

作製することを必要とする。これらの大部分は、非結合性である。このように膨

大な数の主要形質転換細胞を生成することは、現在の形質転換技術およびバクテ

リオファージ展示系では実現不可能である。例えば、Barbas（Barbasら、1992）

は、５ｘ10７の形質転換細胞しか生成しなかったが、これは、完全にランダム化

したＣＤＲライブラリーの潜在的多様性のごく一部を呈示するに過ぎない。

      【０２０１】

  これらの重大な制限にも拘わらず、scfvのバクテリオファージ展示によって、

様々な有用な抗体および抗体融合タンパク質がすでに得られている。二重特異性

一本鎖抗体が、効率的な腫瘍細胞の溶菌を仲介することがわかっている（Gruber

ら、1994）。抗Rev scfvの細胞内発現は、in vitro HIV-1ウイルス複製を阻害し
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（Duanら、1994）、抗p21rar、scfvの細胞内発現が、アフリカツメガエルの卵母

細胞の減数分裂を阻害することが明らかにされている（Bioccaら、1993）。また

、ＨＩＶ感染を診断するのに使用することができる組換えscfvも報告されており

、scfvの診断有用性を証明している（Lilleyら、1994）。毒素や繊維素溶解アク

チベータータンパク質等、第２ポリヌクレオチドにscFvを結合する融合タンパク

質も報告されている（Holvostら、1992；Nichollsら、1993）。

  広範な抗体多様性を有し、そして見込まれる配列組合せのごく一部しか扱えな

い従来のＣＤＲ突然変異誘発およびランダム化方法の制限事項の多くを解決する

scFvを生成することができれば、治療および診断に使用するのに適したscfvの数

および品質を大幅に改善できるであろう。この課題に取り組むため、本発明のin

 vitroおよびin vivoシャッフリング方法を用いて、選択した展示抗体由来の核

酸から取得した（典型的には、ＰＣＲ増幅またはクローニングを通して）ＣＤＲ

を組み換える。このような展示抗体は、細胞、バクテリオファージ粒子、ポリソ

ーム、あるいは、抗体が、そのコード核酸を伴うあらゆる適切な抗体展示系に展

示することができる。ある態様では、ＣＤＲは、初め、抗体産生細胞（例えば、

免疫された野性型マウス、ヒト、あるいは、WO92/03918、WO93/12227およびWO94

/25585号に記載されているように、ヒト抗体を産生可能なトランスジェニックマ

ウス由来のプラズマ細胞／脾細胞）（これらに由来するハイブリドーマを含む）

からのｍＲＮＡ（またはｃＤＮＡ）から取得する。

  上記方法のいずれかにより、第１選択ラウンドで選択したポリヌクレオチド配

列（典型的には、抗原（例えば、リガンド）に結合する展示抗体の親和性選択に

よる）をプールし、このプールを、in vitroおよび／またはin vivo組換え、特

に、ＣＤＲのシャッフリング（典型的には、重鎖ＣＤＲを他の重鎖ＣＤＲで、軽

鎖ＣＤＲを他の軽鎖ＣＤＲでシャッフリングする）によりシャッフルして、組換

え選択ポリヌクレオチド配列の集団から成るシャッフル済プールを生成する。組

換え選択ポリヌクレオチド配列は、展示抗体として、選択フォーマットに発現さ

せ、次に、少なくとも１回の選択ラウンドに付す。後の選択ラウンドで選択した

ポリヌクレオチド配列を直接使用し、配列決定し、および／または、所望の結合

親和性が得られるまで、１回以上のシャッフリングおよび選択の追加ラウンドに
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付す。選択した配列は、例えば、ヒト可変領域フレームワークを用いた戻り交雑

により、中立抗体フレームワーク配列（すなわち、抗原結合に不要な機能的作用

を及ぼすもの）をコードするポリヌクレオチド配列で戻り交雑して、ヒト様配列

抗体を産生することも可能である。一般に、戻り交雑の間、次の選択を実施して

、予め決めた抗原に対する結合特性を保持する。

  これに代わり、あるいは、上記態様と組み合わせて、標的エピトープの抗体価

を変えて、選択したscfvライブラリーメンバーの平均結合親和性を制御すること

も可能である。標的エピトープを、競合エピトープの含有、希釈、またはその他

の当業者には公知の方法等によって、密度を変えながら、表面または基質に結合

することができる。低密度（抗体価）は、親和性が高い方のscfvライブラリーメ

ンバーを優先的に富化するのに対し、高密度（抗体価）の予め決定したエピトー

プを用いて、親和性が比較的低いscfvライブラリーメンバーを富化することがで

きる。

  多様な可変セグメントを生成するために、ランダム、擬似ランダム、またはペ

プチド配列の規定配列核セットをコードする合成オリゴヌクレオチドの集団を連

結反応により、予め決めた部位（例えば、ＣＤＲ）に挿入することができる。同

様に、部位指向性突然変異誘発やＣＤＲ置換等で、ＣＤＲを突然変異させること

により、一本鎖抗体カセットの一つ以上のＣＤＲの配列多様性を拡大することも

可能である。シャッフリング前のクローニングおよび増幅のために、得られたＤ

ＮＡ分子を宿主中で増殖させる、あるいは、直接使用する（すなわち、宿主細胞

中の増殖時に起こり得る多様性の損失を回避する）ことができ、次に、選択した

ライブラリーメンバーをシャッフルする。

  関心のある可変セグメントペプチド配列、または関心のある一本鎖抗体をコー

ドする展示ペプチド／ポリヌクレオチド複合体（ライブラリーメンバー）を、親

和性富化方法により、ライブラリーから選択する。これは、受容体やその他の高

分子、あるいは、その他のエピトープ種等、関心のあるペプチド配列について特

異的な固定化高分子またはエピトープを用いて、達成する。親和性選択手順を繰

り返すことにより、所望の配列をコードするライブラリーメンバーの富化が達成

され、これらメンバーを単離して、プールおよびシャッフリング、配列決定、お
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よび／または、更なる増幅ならびに親和性富化が可能である。

  所望の特異性を持たないライブラリーメンバーは、洗浄により除去する。必要

な洗浄の度合いおよびストリンジェンシーは、各ペプチド配列または関心のある

一本鎖抗体、ならびに、固定化され予め決定した高分子またはエピトープに応じ

て、決定する。結合インキュベーションの条件および後の洗浄を調節することに

より、回収した発生ペプチド／ＤＮＡ複合体の結合特性に対し、ある程度の制御

を及ぼすことができる。温度、ｐＨ、イオン強度、二価カチオン濃度、ならびに

、洗浄の量および時間は、固定された高分子の親和性の特定範囲内で、発生ペプ

チド／ＤＮＡ複合体について選択する。遅い解離速度に基づく選択は、通常、高

い親和性を予測させるが、最も実用的な方法であることが多い。これは、飽和量

の予め決めた遊離高分子の存在下での連続的インキュベーション、あるいは、洗

浄の量、回数、および時間の増加のいずれかにより、実施できる。いずれの場合

にも、解離した初期ペプチド／ＤＮＡまたはペプチド／ＲＮＡ複合体の結合が阻

害され、時間を引き延ばすほど、親和性の高い発生ペプチド／ＤＮＡまたはペプ

チド／ＲＮＡ複合体が回収される。

  結合および洗浄手順をさらに変更して、特殊な特徴を有するペプチドを取得す

ることもできる。親和性が、イオン強度もしくは陽イオン濃度に左右されるペプ

チドもある。これは、ペプチドからタンパク質を除去するのに、穏やかな条件が

求められるとき、各種タンパク質の親和性精製に用いられるペプチドについて、

有用な特徴である。

      【０２０２】

  ある態様では、複数の結合標的（複数のエピトープ種、複数の受容体種）を使

用することにより、様々な結合特異性を有する多数のscfvについて、scfvライブ

ラリーを同時にスクリーニングすることができる。scfvライブラリーのサイズが

、見込まれるscfv配列の多様性を制限することから、典型的には、サイズが可能

な限り大きなscfvライブラリーを用いるのが望ましい。所定数の非常に大きなポ

リソームscfv表示ライブラリーを生成する上での時間および経済的要件は、膨大

なものになる。この重大な問題を避けるために、複数の予め決めたエピトープ種

（受容体種）を単一ライブラリーで、同時にスクリーニングする、あるいは、所
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定数のエピトープ種に対する逐次的スクリーニングを実施することができる。あ

る態様では、それぞれ個別のビーズ（もしくはビーズのサブセット）にコードさ

れた多数の標的エピトープ種を混合し、適切な結合条件下でポリソーム表示scfv

ライブラリーとインキュベートすることができる。複数のエピトープ種を含むビ

ーズの集団を用いて、親和性選択によりscfvライブラリーメンバーを単離するこ

とができる。一般に、後の親和性スクリーニングラウンドは、ビーズの同じ混合

物、そのサブセット、あるいは、一つまたは二つの個別エピトープ種を含むビー

ズを含み得る。この手法は、効率的スクリーニングを可能にし、研究室の自動化

、バッチ処理、ならびにハイスループットスクリーニング法と両立するものであ

る。

  本発明においては、様々な方法を用いて、ペプチドライブラリーまたは一本鎖

抗体ライブラリーを多様化する、あるいは、シャッフリング前またはこれと同時

に、初期選別ラウンドで得られるほぼ可変のセグメントペプチドを多様化して、

予め決めた高分子またはエピトープに対する十分な結合活性を得ることができる

。ある手法では、ポジティブな選択ペプチド／ポリヌクレオチド複合体（親和性

強化の初期ラウンドで同定されたもの）を配列決定して、活性ペプチドのアイデ

ンティティを決定する。次に、一次オリゴヌクレオチド配列の軽度の変異を生成

するための各ステップで組み込まれた低レベルの全塩基を用いて、これらの活性

ペプチド配列に基づき、オリゴヌクレオチドを合成する。適した位置でのこの（

軽度）縮合オリゴヌクレオチドの混合物を可変セグメント配列中にクローニング

する。この方法は、出発ペプチド配列の、体系的な、制御された変異を生成し、

次にこれをシャッフリングすることができる。しかし、これには、個別のポジテ

ィブな初期ペプチド／ポリヌクレオチド複合体を突然変異誘発前に配列決定する

必要があり、従って、回収した少数の複合体の多様性を拡大し、親和性および／

または結合特異性がより高い変異体を選択するのに有用である。ある態様では、

ポジティブな選択ペプチド／ポリヌクレオチド複合体（特に、可変領域配列の複

合体であり、その増幅産物は、スクリーニングの１以上の追加ラウンドで、in v

itroおよび／またはin vivoでシャッフリングする）の突然変異誘発ＰＣＲ増幅

は、配列決定の前に実施する。同じ一般的手法を一本鎖抗体と共に用いて、典型
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的には、シャッフリングの前またはこれと同時に、ＣＤＲまたは隣接するフレー

ムワーク領域を多様化することにより、多様性を拡大し、結合親和性／特異性を

増大することができる。所望であれば、シャッフリング反応を、選択ライブラリ

ーメンバーによるin vitro組換えが可能な突然変異原性オリゴヌクレオチドで強

化してもよい。従って、合成オリゴヌクレオチドおよびＰＣＲ生成ポリヌクレオ

チド（エラー-プローン法、もしくは忠実度の高い方法で合成した）をin vitro

シャッフリングミックスに添加し、得られるシャッフリング済ライブラリーメン

バー（シャフラント）に組み込むことができる。

  本発明のシャッフリングは、ＣＤＲ突然変異体一本鎖抗体の膨大なライブラリ

ーの生成を可能にする。このような抗体を生成する一つの方法は、シャッフリン

グの前、もしくは、これと同時に、合成ＣＤＲを、一本鎖抗体および／またはＣ

ＤＲランダム化に挿入することである。合成ＣＤＲカセットの配列は、ヒトＣＤ

Ｒの既知の配列データを参照して、選択すると共に、次の指針に従い、実験者の

判断で選択する：合成ＣＤＲは、既知のＣＤＲ配列に対して、少なくとも40％位

置配列同一性を有し、好ましくは、既知のＣＤＲ配列に対して、少なくとも50～

70％位置配列同一性を有する。例えば、Kabat（Katatら、1991）に列挙された自

然発生のヒトＣＤＲ配列に基づいて、オリゴヌクレオチド配列の集団を合成する

ことにより、合成ＣＤＲ配列の集団を生成することができる。合成ＣＤＲ配列の

プールを計算し、少なくとも一つの既知自然発生ヒトＣＤＲ配列に対して、少な

くとも40％の配列同一性を有するＣＤＲペプチド配列をコードする。あるいは、

自然発生ＣＤＲ配列の集団を比較して、共通配列を生成することにより、残基位

置でよく用いられるアミノ酸（既知ＣＤＲ配列の少なくとも５％）を対応する位

置で、合成ＣＤＲに組み込む。典型的には、複数（例えば、３～約50）の既知Ｃ

ＤＲ配列を比較し、既知のＣＤＲ間に認められる天然配列の多様性について表を

作成する。次いで、認められた天然配列多様性の全部もしくは、ほとんどの順列

を包含するＣＤＲペプチド配列をコードするオリゴヌクレオチドの集団を合成す

る。非制限的例として、ヒトVH CDR配列の集団が、Tyr、Val、Phe、またはAspの

いずれかであるカルボキシ－末端アミノ酸を有する場合には、カルボキシ末端Ｃ

ＤＲ残基が、上記アミノ酸のいずれかとなるように、合成ＣＤＲオリゴヌクレオ
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チド配列のプールを設計する。いくつかの態様では、ＣＤＲ配列の集団において

残基位置で自然に発生するもの以外の残基が組み込まれる。同類アミノ酸置換が

組み込まれることが多く、５つまでの残基位置が、既知の自然発生ＣＤＲ配列と

比較して、非同類アミノ酸置換を組み込むように変化され得る。このようなＣＤ

Ｒ配列は、一次ライブラリーメンバーで使用する（第１選択ラウンド前に）およ

び／または、選択したライブラリーメンバー配列のin vitroシャッフリング反応

をスパイクするのに使用することができる。規定および／または縮重配列のこの

ようなプールの構築は、当業者であれば、容易に達成するであろう。

      【０２０３】

  合成ＣＤＲ配列の集団は、自然発生のＣＤＲ配列であることが知られていない

、少なくとも１つのメンバーを含んでいる。実験者の判断で、重鎖ＣＤＲへのＮ

領域付加に対応するランダムまたは擬似ランダム配列の一部を含んでもよいし、

また、含まなくてもよい。尚、Ｎ領域配列は、V-DおよびD-J結合部に発生する１

ヌクレオチド～約４ヌクレオチドの範囲である。合成重鎖ＣＤＲ配列の集団は、

少なくとも約100ユニークＣＤＲ配列、典型的には、少なくとも約1,000ユニーク

ＣＤＲ配列、好ましくは少なくとも約10,000ユニークＣＤＲ配列、多くの場合、

50,000以上のユニークＣＤＲ配列を含むが、１ｘ106を超えるユニークＣＤＲ配

列は該集団に含まれない。しかし、場合によっては、特に、自然発生のヒトＣＤ

Ｒ中の位置において、同類アミノ酸置換が存在しない、あるいは稀である（すな

わち、0.1％以下）位置で、同類アミノ酸置換可能な場合、１ｘ107～１ｘ108ユ

ニークＣＤＲ配列が存在する。一般には、ライブラリーに含まれるユニークＣＤ

Ｒの数は、ライブラリー中の一次形質転換細胞の予測数を因数10以上超えてはな

らない。このような一本鎖抗体は、一般に、少なくとも、約１ｘ10ｍ-、好まし

くは、少なくとも約５ｘ107Ｍ-1、さらに好ましくは、少なくとも１ｘ108Ｍ-1～

１ｘ109Ｍ-1、時には１ｘ1010Ｍ-1まで、またはそれ以上の親和性で結合する。

多くの場合、予め決めた抗原は、例えば、ヒト細胞表面抗原（例えば、ＣＤ４、

ＣＤ８、IL-2受容体、ＥＧＦ受容体、PDGF受容体）、その他のヒト生物学的高分

子（例えば、トロンボモジュリン、タンパク質Ｃ、炭水化物抗原、シアリルルイ

ス抗原、Ｌセレクチン）等のヒトタンパク質、あるいは、非ヒト疾病関連高分子
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（例えば、細菌性ＬＰＳ、ビリオンカプシドタンパク質またはエンベロープ糖タ

ンパク質）等である。

  所望の特異性を有する高親和性一本鎖抗体を操作し、様々な系で発現させるこ

とができる。例えば、scfvは、植物中で生成されており（Firekら、1993）、原

核細胞の系でも容易に生成させることができる（QwensおよびYoung、1994；John

sonおよびBird、1991）。さらに、一本鎖抗体を、全抗体もしくはその各種フラ

グメントを形成するための基礎として用いることもできる（Kettleboroughら、1

994）。配列をコードする可変領域を単離し（例えば、ＰＣＲ増幅またはサブク

ローニングにより）、免疫原性が好ましく最小限になるヒトの治療用途にさらに

適したヒト配列抗体をコードするように、所望のヒト定常領域をコードする配列

にスプライスする。得られた完全にヒトのコーディング配列を有するポリヌクレ

オチドを宿主細胞（例えば、哺乳動物細胞の発現ベクター由来の）に発現させ、

薬剤配合物調製のために精製することができる。

  ＤＮＡ発現構築物には、典型的に、自然付随または異種プロモーター領域を含

むコーディング配列に操作可能に結合した発現制御ＤＮＡ配列が含まれる。好ま

しくは、この発現制御配列は、真核宿主細胞を形質転換もしくはトランスフェク

トすることが可能なベクターにおける真核プロモーター系である。ベクターを適

切な宿主に組み込んだ後、ヌクレオチド配列の高レベル発現に適した条件に宿主

を維持し、突然変異体「操作」抗体を回収および精製する。

  既に述べたように、ＤＮＡ配列は、該配列を発現制御配列に操作可能に結合し

た（すなわち、構造遺伝子の転写および翻訳を確実するように配置させた）後、

宿主中で発現させる。これらの発現ベクターは、典型的に、エピソームまたは宿

主染色体ＤＮＡの一部のいずれかとして、宿主生物で複製可能である。一般に、

発現ベクターは、選択マーカー、例えば、テトラサイクリンまたはネオマイシン

を含む、所望のＤＮＡ配列で形質転換した細胞の検出を可能にする（例えば、US

PN第4,704,362号を参照。尚この文献は、参照として本文に組み込む）。

      【０２０４】

  酵母等の真核微生物の他に、哺乳動物の組織細胞培養を用いて、本発明のポリ

ペプチドを生成することもできる（Winnacker、1987を参照。尚、この文献は参
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照として本文に組み込む）。無傷の免疫グロブリンを分泌できる適切な宿主細胞

系がいくつか開発されていることから、実際には、真核細胞が好ましい。この真

核細胞には、ＣＨＯ細胞系、各種ＣＯＳ細胞系、HeLa細胞、ならびに骨髄腫細胞

系が含まれるが、形質転換したＢ細胞またはハイブリドーマが好ましい。これら

細胞の発現ベクターとしては、複製起点、プロモーター、エンハンサー等の発現

制御配列（Queenら、1986）、ならびに、リボソーム結合部位、ＲＮＡスプライ

ス部位、ポリアデニル化部位および転写ターミネーター配列等の必要処理情報部

位が挙げられる。好ましい発現制御配列は、免疫グロブリン遺伝子、サイトメガ

ロウイルス、SV40、アデノウイルス、ウシ乳頭腫ウイルス等に由来するプロモー

ターである。

  真核ＤＮＡ転写は、ベクターにエンハンサー配列を挿入することにより、増加

させることができる。エンハンサーは、プロモーターによる転写を増加する10～

300bpのシス作用配列である。エンハンサーは、転写ユニットに対して51または3

1のいずれかのとき、転写を効果的に増加する。これらのエンハンサーはまた、

イントロン内、あるいは、コーディング配列自体内に位置するときも、効果的で

ある。典型的に、ウイルスエンハンサーを用いるが、これらには、SV40エンハン

サー、サイトメガロウイルスエンハンサー、ポリオーマエンハンサー、ならびに

アデノウイルスエンハンサーが含まれる。また、マウス免疫グロブリン重鎖エン

ハンサー等、哺乳動物系由来のエンハンサー配列もよく用いられている。

  哺乳動物発現ベクター系はまた、典型的に、選択可能な標識遺伝子を含む。適

した標識の例として、ジヒドロ葉酸レダクターゼ遺伝子（DHFR）、チミジンキナ

ーゼ遺伝子（ＴＫ）、あるいは、薬物耐性を付与する原核細胞遺伝子が挙げられ

る。初めの二つの標識遺伝子は、増殖培地にチミジンを添加せずには増殖する能

力がない変異体細胞系を使用するのが好ましい。次に、非補充培地での増殖能力

によって、形質転換した細胞を同定する。標識として有用な原核の薬物耐性遺伝

子の例として、G418に耐性を賦与する遺伝子、ミコフェノール酸およびハイグロ

マイシンがある。

  目的のＤＮＡセグメントを含むベクターを、細胞宿主の種類に応じて、周知の

方法により宿主細胞に移入させることができる。例えば、原核細胞には、一般に
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、塩化カルシウムトランスフェクションを使用するが、他の細胞宿主には、リン

酸カルシウム処理、リポフェクション、もしくは、電気穿孔を用いてもよい。哺

乳動物細胞を形質転換するのに使用される他の方法には、ポリブレン、プロトプ

ラスト融合、リポソーム、電気穿孔、ならびに、マイクロインジェクション（概

要は、Sambrookら、1982および1989を参照）等が挙げられる。

  発現した後、本発明に従う突然変異を起こした個々の免疫グロブリン鎖、突然

変異を起こした抗体フラグメント、ならびに、その他の免疫グロブリンポリペプ

チドを、硫酸アンモニウム沈殿、フラクションカラムクロマトグラフィー、ゲル

電気泳動等の標準的手順に従って精製することができる（概要は、Scopes、1982

を参照）。所望により、部分的に、あるいは均一になるまで精製した後、ポリペ

プチドを、治療のために使用したり、もしくは、検定手順、免疫蛍光染色等を開

発および実施するのに使用することができる（概要は、LefkovitsおよびPernis

、1979および1981；Lefkovits、1997を参照）。

  本発明の方法により生成した抗体は、診断および治療に使用できる。非制限的

な例として、これら抗体を用いて、癌、自己免疫疾患、もしくはウイルス感染を

処置することができる。癌の処置のためには、上記抗体は、典型的に、erbB-2、

CEA、CD33、ならびに、当業者には周知のその他多数の抗原および結合メンバー

等、癌細胞に優先的に発現した抗原に結合する。

      【０２０５】

２－ハイブリッドに基づくスクリーニング検定

  また、シャッフリングを用いて、２－ハイブリッドスクリーニング系をスクリ

ーニングすることにより得られた選択ライブラリーメンバーのプールを組換えに

より多様化して、予め決められたポリペプチド配列に結合するライブラリーメン

バーを同定することができる。選択したライブラリーメンバーをプールし、in v

itroおよび／またはin vivo組換えによりシャッフリングする。次に、シャッフ

リングしたプールを、酵母２－ハイブリッド系でスクリーニングして、上記の予

め決定されたポリペプチド配列（例えば、SH2ドメイン）、もしくは、代わりの

予め決められたポリペプチド配列（例えば、別のタンパク質種由来のSH2ドメイ

ン）に結合するライブラリーメンバーを選択することができる。
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  予め決められたポリペプチド配列に結合するポリペプチド配列を同定する手法

は、予め決められたポリペプチド配列が融合タンパク質に存在するいわゆる「２

－ハイブリッド」系を使用することであった（Chienら、1991）。この手法は、

転写活性化因子（FieldsおよびSongら、1989）、すなわち酵母Ga14転写タンパク

質の再構成を通して、in vivoでタンパク質－タンパク質相互作用を同定する。

この方法は、典型的に、酵母Ga14タンパク質の性質に基づくものである。該タン

パク質は、ＤＮＡ結合および転写活性化を担う分離可能なドメインから成る。二

つのハイブリッドタンパク質（一つは、既知のタンパク質のポリペプチド配列に

融合した酵母Ga14ＤＮＡ結合ドメインから成り、他方は、第２タンパク質のポリ

ペプチド配列に融合したGa14活性化ドメインから成る）をコードするポリヌクレ

オチドを作製し、酵母宿主細胞に導入する。二つの融合タンパク質同士の分子間

結合により、Ga14活性化ドメインを有するGa14結合ドメインが再構成され、これ

によって、Ga14ＤＮＡ結合部位に操作可能に結合されたレポーター遺伝子（例え

ば、lacz、HIS3）の転写活性化が起こる。典型的に、２－ハイブリッド法を用い

て、既知のタンパク質と相互作用する新規のポリペプチド配列を同定する（Silv

erおよびHunt、1993；Durfeeら、1993；Yangら、1992；Lubanら、1993；Hardyら

、1992；Bartelら、1993；ならびにVojtekら、1993）。しかし、第２の既知タン

パク質に対する結合に影響する既知タンパク質の突然変異を同定するのに、２－

ハイブリッド法の変形例が用いられている（LiおよびFields、1993；Laloら、19

93；Jacksonら、1993；ならびにMaduraら、1993）。また、２－ハイブリッド系

は、二つの公知のタンパク質の相互作用構造ドメインの同定（Bardwellら、1993

；Chakrabartyら、1992：Staudingerら、1993；ならびにMilneおよびWeaver1993

）；あるいは、単一タンパク質のオリゴマー化の原因であるドメインの同定（Iw

abuchiら、1993；Bogerdら、1993）にも使用されている。タンパク質分解酵素の

in vivo活性の研究に、２－ハイブリッド系の変形が使用されている（Dasmahapa

traら、1992）。あるいは、大腸菌（E.coli）／BCCP相互作用スクリーニング系

（Germinoら、1992；Guarente、1993）を用いて、相互作用タンパク質配列（す

なわち、ヘテロ二量体化する、もしくは、さらに高次のヘテロ多量体を形成する

タンパク質配列）を同定することもできる。２－ハイブリッド系により選択した



(499) 特表２００３－５２４３９２

配列をプールし、シャッフリングした後、２－ハイブリッド系に導入して、１ラ

ウンド以上の更なるスクリーニングに供し、予め決めた結合配列を含むハイブリ

ッドに結合するポリペプチドハイブリッドを同定することも可能である。このよ

うにして同定した配列を比較して、共通配列および共通配列の核（kernal）を同

定する。

  一般に、組換えＤＮＡ技術の標準的方法は、様々な文献に記載されている（例

えば、Sambrookら、1989；Ausubelら、1987；ならびにBergerおよびKimmel、198

7；いずれも参照として全文を本書に組み込む）。ポリヌクレオチドを修飾する

酵素は、製造者の推奨事項に従って使用した。ＡＢＩ化学薬品を用いて、Applie

d Biosystems Inc.の394型ＤＮＡ合成装置で、オリゴヌクレオチドを合成した。

所望であれば、予め決めたＤＮＡ配列を増幅するために、実験者の判断で、ＰＣ

Ｒ増幅装置を選択してもよい。

  １マイクログラムの鋳型ＤＮＡのサンプルを採取し、ＵＶ光線で処理すること

により、ＴＴ二量体、特にプリン二量体等を作製する。ＵＶ暴露は、鋳型ＤＮＡ

サンプルの遺伝子毎に、わずかな光産物しか生成されないように、制限する。時

間を変えながら、複数のサンプルをＵＶ光線で処理し、ＵＶ暴露による可変数の

二量体を有する鋳型ＤＮＡサンプルを作製する。

  非校正ポリメラーゼ（例えば、Stratagene Cloning Systems製のPrime-ItIIラ

ンダムプライマーラベリングキット）を用いたランダムプライミングキットを使

用して、ＵＶ光線で作製した（上記の通り）鋳型のランダム部位でプライミング

し、鋳型に沿って伸長させることにより、様々なサイズのポリヌクレオチドを生

成する。プライマーの伸長には、上記のようなPrime-ItIIランダムプライマーラ

ベリングキット等のプライミングプロトコルを使用してよい。ＵＶ暴露により作

製した二量体は、非校正ポリメラーゼによる伸長のためのロードブロックとして

役立つ。従って、ランダムプライマーによる伸長が完了すると、ランダムなサイ

ズのポリヌクレオチドのプールが存在する。

  本発明はさらに、典型的には、増幅および／またはクローニングしたポリヌク

レオチドの形態の、選択された突然変異体ポリヌクレオチド配列（もしくは、選

択されたポリヌクレオチド配列の集団）を生成し、これにより、選択されたポリ
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ヌクレオチド配列が、選択することができる少なくとも一つの所望の表現型特徴

（例えば、ポリペプチドをコードする、結合したポリヌクレオチドの転写を促進

する、タンパク質を結合する等）を有することを特徴とする方法に関する。予め

決めた生物学的高分子（例えば、受容体）への結合等、所望の構造または機能的

性質を有するハイブリッドポリペプチドを同定する一つの方法は、ポリペプチド

のアミノ酸配列が賦与した所望の構造または機能的性質を有する個別のライブラ

リーメンバーについて、ポリペプチドの大きなライブラリーをスクリーニングす

ることを包含する。

      【０２０６】

  ある態様では、本発明は、親和性相互作用スクリーニングまたは表現型スクリ

ーニングに適した展示ポリペプチドもしくは展示抗体のライブラリーを生成する

方法を提供する。この方法は、(1)  展示ポリペプチドまたは展示抗体と、該展

示ポリペプチドまたは展示抗体をコードする会合ポリヌクレオチドとを含む選択

されたライブラリーメンバーの第１集団を作製し、上記会合ポリヌクレオチドが

、ほぼ同じ配列の領域を含む上記会合ポリヌクレオチドまたはそのコピーを作製

し、上記ポリヌクレオチドまたはコピーに突然変異を最適に導入し、(2)  ポリ

ヌクレオチドまたはコピーをプールし、(3)  ランダムまたは特殊化プライミン

グおよび合成方法もしくは増幅方法を中断することにより、さらに小さいもしく

は短いポリヌクレオチドを生成し、(4)  増幅、好ましくはＰＣＲ増幅、ならび

に、任意で突然変異誘発を実施することにより、新たに合成したポリヌクレオチ

ドを相同的に組換えることから成る。

  本発明の特に好ましい目的は、下記を含む一連のステップにより有用なハイブ

リッドポリペプチドを発現するハイブリッドポリヌクレオチドを生成する方法を

提供することである：

  (a)  増幅または合成を停止または中断する手段を用いて、ポリヌクレオチド

増幅もしくは合成工程を中断することにより、ポリヌクレオチドを生成し、これ

によって、ポリヌクレオチドの複製が様々な完了段階にあるために、小さいまた

は短い複数のポリヌクレオチドを作製し；

  (b)  得られた一本鎖または二本鎖ポリヌクレオチドの集団に、１つ以上の一
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本鎖または二本鎖オリゴヌクレオチドを付加するが、このとき、該付加オリゴヌ

クレオチドは、上記集団の１つ以上の一本鎖または二本鎖ポリヌクレオチドに対

する異種性領域に同一領域を含み；

  (c)  得られた一本鎖または二本鎖オリゴヌクレオチドを変性して、一本鎖ポ

リヌクレオチドの混合物を生成し、任意で、小さい、または短いポリヌクレオチ

ドを、様々な長さを有するポリヌクレオチドのプール中に分離し、さらに任意で

、該ポリヌクレオチドをＰＣＲ工程に付して、上記ポリヌクレオチドプールの少

なくとも１つに含まれる１つ以上のオリゴヌクレオチドを増幅し；

  (d)  複数の上記ポリヌクレオチド、または、上記ポリヌクレオチドの少なく

とも１つのプールをポリメラーゼとインキュベートするが、その際の条件を、一

本鎖ポリヌクレオチド間の同一領域で、上記一本鎖ポリヌクレオチドのアニーリ

ングが起こり、これによって、突然変異を誘発した二本鎖ポリヌクレオチド鎖が

形成されるようなものとし；

  (e)  任意で、上記ステップ(c)および(d)を繰り返し;

  (f)  上記ポリヌクレオチド鎖から少なくとも一つのハイブリッドポリペプチ

ドを発現させ；

  (g)  有用な活性について、少なくとも一つのハイブリッドポリペプチドをス

クリーニングする。

  本発明の好ましい態様では、増幅または合成工程を停止または中断する手段は

、ＵＶ光線、ＤＮＡ付加物、ＤＮＡ結合タンパク質の使用によるものである。

  本発明のある態様では、ＤＮＡ付加物、もしくはＤＮＡ付加物を含むポリヌク

レオチドは、更なる処理の前に、ＤＮＡフラグメントを含有する溶液を加熱する

工程を包含する方法等により、ポリヌクレオチドまたはポリヌクレオチドプール

から除去する。

  以上、本発明の例示的態様を開示してきたが、これらの態様は例示のために過

ぎず、他の代替案、調整および変更を本発明の範囲内で実施できることに留意す

べきである。従って、本発明は、本書に示した具体的態様に制限されない。

  これ以上詳述することなく、これまでの説明に従い、当業者が、本発明をその

完全な範囲まで利用できると思われる。以下に示す実施例は、例示として考える
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べきであり、これら以外の開示を何ら制限するものではない。

      【０２０７】

実施例１

ＵＶ誘発光化学生成物を用いたランダムサイズポリヌクレオチドの生成

  １マイクログラムの鋳型ＤＮＡサンプルを採取し、ＵＶ光で処理することによ

り、ＴＴ二量体、特にプリン二量体等の二量体を形成させる。ＵＶ暴露は、鋳型

ＤＮＡサンプルの遺伝子毎に生成される光化学生成物がごく少数であるように、

制限する。複数のサンプルを時間を変えながらＵＶで処理し、ＵＶ暴露から可変

数の二量体を有する鋳型ＤＮＡサンプルを得る。

  非校正ポリメラーゼ（例えば、Stratagene Cloning Systems製のPrime-ItIIラ

ンダムプライマーラベリングキット）を用いたランダムプライミングキットを使

用して、ＵＶで作製した（上記の通り）鋳型のランダム部位でプライミングし、

鋳型に沿って伸長することにより、様々なサイズのポリヌクレオチドを生成する

。プライマーの伸長には、上記のようなPrime-ItIIランダムプライマーラベリン

グキット等のプライミングプロトコルを使用してよい。ＵＶ暴露により作製した

二量体は、非校正ポリメラーゼによる伸長のための障害物（roadblock）として

働く。従って、ランダムプライマーによる伸長が終了すると、ランダムサイズの

ポリヌクレオチドのプールが存在する。

      【０２０８】

実施例２

ランダムサイズポリヌクレオチドの単離

  実施例１で作製した目的のポリヌクレオチドを、1.5％アガロースゲルでゲル

単離する。100～300bpレンジのポリヌクレオチドをゲルから切り抜き、３容量の

６Ｍ ＮａＩをこのゲルスライスに添加する。混合物を10分間50℃でインキュベ

ートし、10μlのガラスミルク（Bio 101）を添加する。混合物を１分間回転させ

、上澄みを傾捨する。このペレットを500μlのカラムウォッシュ（カラムウォッ

シュは、50％エタノール、10mM Tris-ＨＣｌ pH7.5、100mM ＮａＣｌおよび2.5m

M ＥＤＴＡ）で洗浄し、１分間回転させた後、上澄みを傾捨する。次に、洗浄、

回転および傾捨を繰り返す。ガラスミルク（glass milk）ペレットを20μlのＨ2
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Ｏに再懸濁し、１分間回転させる。ＤＮＡを水相に維持する。

      【０２０９】

実施例３

単離したランダムサイズ100～300bpポリヌクレオチドのシャッフリング

  実施例２で作製した100～300bpポリヌクレオチドを、プライマーを添加せずに

、アニーリング混合物（0.2mMの各ｄＮＴＰ、2.2mM ＭｇＣｌ2、50mM ＫＣｌ、1

0mM Tris-ＨＣｌ pH8.8、0.1％ Triton X-100、0.3μ；TaqＤＮＡポリメラーゼ

、全量50μl）中で再結合させた。アニーリングステップは、Stratagene製のRob

ocyclerを用い、次の手順で実施した：30秒間95℃、25～50サイクルの［30秒間9

5℃、30秒間50～60℃（好ましくは58℃）、および30秒間72℃］、ならびに、５

分間72℃。このようにして、100～300bpポリヌクレオチドが結合し、これまでよ

り長い配列の二本鎖ポリヌクレオチドが得られた。再集合二本鎖ポリヌクレオチ

ドを分離し、これらを変性して、一本鎖ポリヌクレオチドを形成した後、任意で

、鋳型としての一本鎖とプライマーを用いたサンプル、ならびに、一本鎖に加え

てランダムプライマーDNAを用い、別のサンプルで、サイクルを繰り返す。

      【０２１０】

実施例４

シャッフリングしたポリヌクレオチドのスクリーニング

  実施例３のポリヌクレオチドを分離し、そこからポリペプチドを発現させる。

元の鋳型ＤＮＡを、そこから比較ポリペプチドを作製することにより、比較対照

として用いる。実施例３のシャッフリング済ポリペプチドから得られたポリペプ

チドを、元の鋳型から得られたポリペプチドの活性についてスクリーニングし、

対照の活性レベルと比較する。スクリーニング中に発見した目的のポリペプチド

をコードするシャッフリング済ポリヌクレオチドを、望ましい二次性質について

比較する。目的のものとは異なるスクリーニングされたポリペプチドに対応する

シャッフリングされたポリヌクレオチドを再シャッフリングに付す。

      【０２１１】

実施例５

飽和突然変異誘発による酵素の定方向進化
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  部位飽和突然変異誘発：部位飽和突然変異を達成するために、下記のように、

32倍縮重オリゴヌクレオチドプライマーを用いた部位定方向突然変異により、デ

ハロゲナーゼ酵素の各残基（316）を全20個のアミノ酸に変換した。

１．デハロゲナーゼ発現構築物の培養物を培養し、プラスミドの調製を行った。

２．各コドンをランダム化させるためのプライマーを作製した。これらは、共通

の構造：X20NN(G/T)X20を有する。

３．約50ngのプラスミド鋳型、125ngの各プライマー、1XネイティブPfuバッファ

ー、200μMの各ｄＮＴＰ、ならびに2.5UネイティブPfuＤＮＡポリメラーゼを含

む25μlの反応混合物を調製した。

４．Robo96 Gradient Cyclerで、以下のようなサイクル反応を行った：

    １分間95℃で初期変性、

    45秒間95℃、１分間53℃、11分間72℃のサイクルを20回

    10分間、72℃で最終伸長ステップ。

５．10ＵのＤｐｎＩを用いて、37℃で１時間反応混合物を消化させて、メチル化

鋳型ＤＮＡを消化した。

６．２ulの反応混合物を用いて、50ulのXL1-BlueMRF'細胞を形質転換し、全形質

転換ミックスを大型のLB-Amp-Metプレート上に平板培養し、200～1000のコロニ

ーを取得した。

７．LB-Amp-IPTGを含有する96ウェルマイクロプレートのウェルに、個々のコロ

ニーをツマヨウジで移し、一晩増殖させた。

８．これらプレート上のクローンを翌日検定した。

  スクリーニング：下記のように、各位置について突然変異体の約200クローン

を液体培地（384ウエルマイクロプレート）で増殖し、スクリーニングした。

１．384ウェルプレートに一晩放置した培養物を遠心分離にかけ、培地を除去し

た。各ウェルに、0.06mL 1mM Tris/ＳＯ4
2- pH7.8を添加した。

２．0.02mL細胞懸濁液から成る各親培養プレートから２つの検定プレートを作製

した。

３．所定時間（初め30分間）、一方の検定プレートを室温に、他方は、上昇させ

た温度（初期スクリーニングでは55℃）に置いた。
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４．規定時間後、0.08mL室温基質（1.5mM ＮａＮ3および0.1mMブロモチモールブ

ルーを含むＴＣＰ飽和１mM Tris/ＳＯ4
2- pH7.8）を各ウェルに添加した。

５．各時点で、620nmでの測定を実施し、各ウェルについてプログレス曲線を作

成した。

６．データを分析し、非加熱のものと、加熱細胞の速度論を比較した。各プレー

トには、１～２カラム（24ウェル）の突然変異していない20F12対照を含有させ

た。

７．安定性が向上したと思われるウェルを再培養した後、同じ条件下で試験した

。

  この手順によれば、９つの単一部位突然変異が、酵素に対して増大した熱安定

性を賦与していることがわかった。配列分析を実施して、具体的に改良の原因と

なった各位置での厳密なアミノ酸変化を測定した。すなわち、改良は、７つの部

位では一つのアミノ酸変化だけにより、８番部位では２つのアミノ酸変化の各々

により、９番部位では３つのアミノ酸変化の各々により賦与されていた。次に、

各々が、これら９つの有利な部位突然変化のうちの複数を併せ持つ突然変異体を

いくつか作製した。そのうちの二つの突然変異体が、単一点突然変異を含む他の

突然変異体すべてと比較して優れていることがわかった。

実施例６

末端選択を用いた直接発現

  5'ホスホリル化プライマーを用いて、標準ＰＣＲ反応で、エステラーゼ遺伝子

を増幅した（10ng鋳型；ＰＣＲ条件：３分間94℃；［１分間94℃；１分間50℃；

１分間30秒68℃］ｘ30；10分間68℃）。

順方向プライマー＝9511TopF

（CTAGAAGGGAGGAGAATTACATGAAGCGGCTTTTAGCCC）

逆方向プライマー＝9511TopR（AGCTAAGGGTCAAGGCCGCACCCGAGG）

得られたＰＣＲ産物（約1000bp）を、ゲル精製および定量化した。

  発現クローニングのためのベクター、pASK3（Institut fuer Bioanalytik、Go

ettingen、ドイツ）をXba IおよびBgl IIで切断し、CIPで脱リン酸した。

  0.5pモルのVaccina Topoisomerase I（Invitrogen、カリフォルニア州カール
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スバード）を、全量５μlのバッファーＮＥＢＩ（NewEngland Biolabs、マサチ

ューセッツ州ベバーリー）中で、5分間37℃、60ng（約0.1pmole）精製ＰＣＲ産

物に添加した。

  トポゲートした（topogated）ＰＣＲ産物を、室温で５分間、ベクターpASK3（

NEBI中の５μl、約200ng）中にクローニングした。

  混合物をＨ2Ｏに対し30分間透析した。

  ２μlを用いて、DH10B細胞の電気穿孔を実施した（Gibco BRL、メリーランド

州Geithersburg）。

  効率：実際のクローンの数によれば、この方法は、μgベクター当たり２ｘ106

クローンを産生することができる。試験した組換え体はすべて、アンヒドロテト

ラサイクリンによる誘発の後、エステラーゼ活性を示した。

      【０２１２】

実施例７

デハロゲナーゼ熱安定性

  本発明は、定方向進化により生成される望ましい性質が、苛酷な環境と考えら

れるもの等の、変化させた環境に特定時間供した後、分子の改良された残存活性

（例えば、酵素活性、免疫反応性、抗生物質活性等）により、制限的に実現され

ることを特徴とする。このような苛酷な環境には、下記のいずれかの組合せを含

むことができる（反復または反復しなくても、どんな順序もしくは順列でもよい

）：温度上昇（実施酵素の変性を起こし得る温度を含む）、温度低下、塩濃度上

昇、塩濃度低下、pH上昇、pH低下、圧力上昇、圧力低下、ならびに放射線源暴露

の変化（紫外線、可視光線、ならびに、全電磁スペクトルを含む）。

  以下の実施例は、上昇させた温度に暴露後に、酵素が活性を回復および／また

は保持する能力を進化させるための、定方向進化の使用を示す。

  デハロゲナーゼ酵素の各残基（316）を、32倍縮重オリゴヌクレオチドプライ

マーを用いて部位特異的突然変異により全20アミノ酸に変換した。これら突然変

異を、すでに速度改善した変異体Dhla20F12に導入した。各位置の約200のクロー

ンを液体培地（384ウェルマイクロプレート）で培養し、スクリーニングした。

スクリーニング手順は、次の通りである：
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１．384ウェルプレートに一晩放置した培養物を遠心分離にかけ、培地を除去し

た。各ウェルに、0.06mL 1mM Tris/ＳＯ4
2- pH7.8を添加した。

２．0.02mL細胞懸濁液から成る各親培養プレートから２つの検定プレートをロボ

ットにより作製した。

３．所定時間（初め30分間）、一方の検定プレートを室温に、他方は、上昇させ

た温度（初期スクリーニングでは55℃）に置いた。

４．規定時間後、0.08mL室温基質（1.5mM ＮａＮ3および0.1mMブロモチモールブ

ルーを含むＴＣＰ飽和１mM Tris/ＳＯ4
2- pH7.8）を各ウェルに添加した。ＴＣ

Ｐ＝トリクロロプロパン。

５．各時点で、620nmでの測定を実施し、各ウェルについてプログレス曲線を作

成した。

６．データを分析し、非加熱のものと、加熱細胞の速度論を比較した。各プレー

トには、１～２カラム（24ウェル）の突然変異していない20F12対照を含有させ

た。

７．安定性が向上したと思われるウェルを再培養した後、同じ条件下で試験した

。

  この手順によれば、９つの単一部位突然変異が、Dhla-20F12に対して増大した

熱安定性を賦与することがわかった。配列分析から、次の変化が有利であること

が明らかになった。

D89G

F91S

T159L

G189Q、G189V

I220L

N238T

W251Y

P302A、P302L、P302S、P302K

P302R/S306R

      【０２１３】
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  二つの部位（189および302）だけが、一つ以上の置換を有した。上記リストの

最初の５つは、単一遺伝子（この突然変異体は、「Dhla5」と呼ぶ）に（G189Qを

用いて）統合された。S306Rを除くすべての変化は、Dhla8と呼ばれる別の変異体

に組み込まれた。

  熱安定性は、所定時間、上昇させた温度（55℃および80℃）で酵素をインキュ

ベートすることにより評価し、活性検定を30℃で実施した。高い方の温度で、初

期速度を、時間毎に記録した。酵素は、インキュベーションおよび検定の両方で

、50mM Tris/ＳＯ4
2- pH7.8に含有させた。Ｆｅ（ＮＯ3）3およびＨｇＳＣＮを

用いた標準方法により産物（Ｃｌ-）を検出した。de facto野生型としてDhla20F

12を用いた。指数的崩壊関数にデータを当てはめることにより、見掛け半減期(

Ｔ1/2）を計算した。

      【０２１４】
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  エキソヌクレアーゼ活性。図１は、酵素エキソヌクレアーゼIIIの活性を示す
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。これは、ポリヌクレオチドビルディングブロックをシャッフル、集合、再集合

、再結合および／または連鎖（concatenate）させるのに用い得る典型的な酵素

である。星印は、この酵素が該ポリヌクレオチド基質の３′方向から5′方向へ

と作用することを表わしている。

    【図２】

  ポリメラーゼに基づく増幅による核酸ビルディングブロックの作製。図２は、

ポリメラーゼに基づく増幅反応（例えば、PCR）を用いた、２つの突出部を有す

る二本鎖核酸ビルディングブロックの作製方法を示す。図示のように、第1のプ

ライマーセット（F2およびR1）を用いる第1のポリメラーゼに基づく増幅反応を

用いて、平滑末端化した産物（反応１、産物１と記載）が得られ、これは本質的

に産物Ａと同一である。第2のプライマーセット（F1およびR2）を用いる第2のポ

リメラーゼに基づく増幅反応を用いて、平滑末端化した産物（反応２、産物２と

記載）が得られ、これは本質的に産物Ｂと同一である。次に、これら２つの産物

を混合し、融解およびアニーリングさせて、有用である可能性のある、２つの突

出部を有する二本鎖核酸ビルディングブロックを得る。図１の例において、３′

作用性エキソヌクレアーゼ（例えば、エキソヌクレアーゼIII）を用いた他の３

つの産物のヌクレアーゼに基づく分解により、３′突出部を有する産物（産物Ｃ

）が選択される。図示のように、用い得るプライマーが重複してもよいこと、そ

してさらに、用い得るプライマーが異なる長さであってもよいことを示すために

、代替のプライマーを括弧内に示す。

    【図３】

  ユニークな突出部およびユニークなカップリング（coupling）。図３は、各サ

イズのユニークな突出部の数（例えば、１個または２個または３個などのヌクレ

オチドからなるユニークな突出部の総数）が、そのサイズのユニークな突出部全

てを用いて生じる可能性があるユニークなカップリングの数を超えることを示す

。例えば、単一のヌクレオチドからなるユニークな３′突出部が４つ、および単

一のヌクレオチドからなるユニークな５′突出部が４つある。しかし、これら８

つのユニークな単一ヌクレオチドの３′突出部および単一ヌクレオチドの５′突

出部の全てを用いて作製可能なユニークなカップリングの総数は４つである。
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    【図４】

  ビルディングブロックを逐次カップリングすることにより達成されるユニーク

な全体的集合順序。図４は、全部でｎ個の核酸ビルディングブロックを集合させ

るためには、ｎ－１個のカップリングが必要である、という事実を示す。しかし

、使用において可能なユニークなカップリングの数がｎ－１の値よりも少ない場

合もある。これらおよびその他の状況から鑑みて、ストリンジェントな非確率論

的な全体の集合順序は、一連のステップにおいて集合プロセスを実施することに

よっても達成可能である。この例では、５つの核酸ビルディングブロックについ

て設計された全体の集合順序を達成するために、２つの連続するステップが用い

られる。この説明では、その５つの核酸ビルディングブロックについて設計され

た全体の集合順序は、5’-(#1-#2-#3-#4-#5)-3’（ここで、#1はビルディングブ

ロック番号１を表わす、等々）である。

    【図５】

  ヌクレオチド２個からなる３′突出部を用いて可能なユニークなカップリング

。図５はさらに、各サイズのユニークな突出部の数（ここでは、例えば、ヌクレ

オチド２個からなるユニークな突出部の総数）が、そのサイズのユニークな突出

部全てを用いて生じる可能性のあるユニークなカップリングの数を超えることを

示す。例えば、図示するように、２個のヌクレオチドからなるユニークな３′突

出部が16、および２個のヌクレオチドからなるユニーク５′突出部が別に16、合

計で32ある。しかし、これら32のユニークなヌクレオチド２個の３′突出部およ

びヌクレオチド２個の５′突出部の全てを用いて作製可能なユニークで非自己結

合性のカップリングの総数は12である。幾つかの明らかにユニークなカップリン

グは「同一のツイン」を有し（同じ陰影付でマークしてある）、この図において

視覚的にすぐわかる。さらに別の突出部は、図示のように、そしてこの図中で表

示されているように、パリンドロームのような様式で自己結合し得るヌクレオチ

ド配列を含む。したがって、それらは、全体の集合順序に高いストリンジェンシ

ーをもたらさない。

    【図６】

  合成連結再集合によるキメラの組合せを網羅するセット（exhaustive set）の
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作製。図６は、本例で設計される核酸ビルディングブロックの可能性のある全て

の組合せを網羅的かつ系統的に作製する能力における本発明の効果を明確に示す

ものである。特に子孫キメラ分子の大きなセット（またはライブラリー）を作製

することができる。この方法は網羅的かつ系統的に実施することができるので、

この方法の適用は、新たな境界点（demarcation points）を選び、それに対応し

て新たに設計した核酸ビルディングブロックを用いることにより繰り返すことが

可能であり、前に検討されて排除された分子種を再度作製し再度スクリーニング

するという負担がなくなる。コドンの揺らぎを用いて、境界点の頻度を有利に増

大させることができることが理解される。つまり、コドンの縮重のために、前駆

コドン（つまり、ここで改変されているコドン）によりコードされるアミノ酸を

改変させることなしに、特定の塩基を核酸ビルディングブロックに置き換えるこ

とがしばしば可能である。図示のように、境界点は、８つの前駆鋳型のアライン

メント上で選ぶ。次に、突出部を含む核酸ビルディングブロック（順序どおりの

カップリングの形成に用い得る）を設計し、合成する。この例では、８つの前駆

鋳型の各々の配列に基づいて18の核酸ビルディングブロックが作製され、全部で

144の核酸ビルディングブロック（すなわち、二本鎖オリゴ）が得られる。次に

、連結合成手法を行うことにより、収量が８18個（つまり、1.8×1016個を超え

る数）のキメラを含む子孫分子のライブラリーが得られる。

    【図７】

  オリゴからの合成遺伝子。本発明の１つの実施形態によれば、複数の前駆核酸

鋳型のアラインメントをとることにより、二本鎖核酸ビルディングブロックが設

計される。好ましくは、これらの鋳型は、ある程度の相同性およびある程度の異

種性（heterology）を含む。該核酸は、関連酵素のような近縁タンパク質をコー

ドし得るものであり、その関係は機能もしくは構造またはそれらの双方に基づき

得る。図７は、３つのポリヌクレオチド前駆鋳型のアラインメント、および全て

の前駆分子に共通する境界点（四角枠で囲む）の選択を示す。この特定の例では

、該前駆鋳型の各々から誘導された核酸ビルディングブロックは、長さが約30～

50ヌクレオチドとなるように選択した。

    【図８】
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  合成連結遺伝子再集合のための核酸ビルディングブロック。図８は、図７の例

からの核酸ビルディングブロックを示す。ここでは、核酸ビルディングブロック

は、それらの互換性の突出部（５′突出部および３′突出部の両方を含む）と共

に概略的に示している。３つの前駆鋳型の各々から誘導された核酸ビルディング

ブロックが全部で22ある。したがって、連結合成手段により、収量が３22個（つ

まり3.1×1010個を超える数）のキメラを含む子孫分子のライブラリーを作製す

ることができる。

    【図９】

  合成連結再集合によるイントロンの付加。図９は、核酸ビルディングブロック

によりイントロンがキメラ子孫分子に導入され得ることを概略的に示す。イント

ロンは、それら自体を作動性にするために、両末端にコンセンサス配列を持つ場

合が多いことが理解される。また、イントロンは、遺伝子のスプライシングを可

能にすることに加えて、他の核酸に相同な部位を提供して相同組換えを可能にす

る、という別の目的もにも役立つことが理解される。この目的のために、そして

おそらくは他の目的のために、イントロンを導入するための大きな核酸ビルディ

ングブロックを作製することが望ましい場合もある。そのサイズが非常に大きく

て、２本の一本鎖オリゴの直接的な化学合成により容易に作製される場合には、

そのような特殊化した核酸ビルディングブロックはまた、２本より多い一本鎖オ

リゴの直接的な化学合成により、または本明細書に例示、記載、および／または

引用される（そして参照により本明細書中に組み入れられる）ポリメラーゼに基

づく増幅反応を用いることにより作製してもよい。

    【図１０】

  突出部のヌクレオチド全部を用いない連結再集合。図10は、カップリングが、

関係する突出部の全てのヌクレオチドを用いない様式で起こることを示す。この

カップリングは、リガーゼ酵素で処理することにより補強されて「ギャップ連結

」または「ギャップ形成連結(gapped ligation)」と呼べるものを形成した場合

に、（例えば、形質転換した宿主内で）特に活発に生存する。示されるように、

このタイプのカップリングは、望ましくないバックグラウンド産物の生成となる

可能性があるが、設計された連結再集合により得られる子孫ライブラリーの多様
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性を有利に増大させることにも用い得ることが理解される。

    【図１１】

  パリンドローム様カップリングにおける望ましくない自己連結の防止。上述し

、本明細書に例示、記載、および／または引用されるように（そして参照により

本明細書に組み入れられる）、ある特定の突出部は自己カップリングを受けて、

パリンドローム様のカップリングを形成する可能性がある。カップリングは、リ

ガーゼ酵素で処理することにより補強されると、実質的に強化される。したがっ

て、示すように、これらの突出部における５′リン酸の欠如は、このタイプのパ

リンドローム様自己連結を有利に防止するのに用い得ることが理解される。した

がって、本発明は、連結再集合プロセスにおけるパリンドローム様自己連結を防

止するために、５′リン酸基が欠損した（あるいは、それらは、例えば仔ウシ腸

アルカリホスファターゼ（CIAP）のようなホスファターゼ酵素で処理することに

より除去できる）、化学的に作製（または並べることが）できる核酸ビルディン

グブロックを提供する。

    【図１２】

  ポリメラーゼベースの伸長による部位特異的突然変異誘発。

パネルＡ。この図は、多くの部位特異的突然変異誘発法のうち、部位飽和突然変

異誘発を実施するのに用い得る１つの部位特異的突然変異誘発法を示す。セクシ

ョン(1)は、閉じた環状二本鎖プラスミドにアニーリングさせた第1および第2の

突然変異誘発性プライマーを示す。点および開いた側にある三角は、この突然変

異誘発性プライマー内の突然変異誘発部位を表わす。矢印は合成の方向を表わす

。セクション(2)は、互いにアニーリングした、新たに合成された（突然変異を

起こした）DNA鎖を示す。親DNAは選択酵素で処理可能である。これらの突然変異

を起こしたDNA鎖は、アニーリングされて突然変異を起こした二本鎖環状DNA中間

体を形成している様子が示されている。点および開いた側にある三角は、この実

験的に作製された子孫（突然変異を起こした）DNA鎖内の突然変異誘発部位を表

わす。この突然変異を起こしたDNA鎖上の互い違いに配置されている開口部分が

「付着」末端を形成していることに注目されたい。セクション(3)は、セクショ

ン(2)の突然変異を起こしたDNA鎖にアニーリングさせた第1および第2の突然変異



(535) 特表２００３－５２４３９２

誘発プライマーを示す。矢印は合成の方向を示す。この突然変異を起こしたDNA

鎖の各々の鎖上の開口部分（すなわち、それらは連結されていないこと）に注目

されたい。セクション(4)は、「ギャップ形成産物」を示しており、これは、鋳

型として突然変異を起こしたDNA鎖（ステップ(2)で示すもの）を用いて合成され

る、第2世代の突然変異を起こしたDNA鎖から構成される。これらの「ギャップ形

成産物」のDNA鎖は、アニーリングされて突然変異を起こした二本鎖環状DNA中間

体を形成している様子が示されている。点および開いた側にある三角は、この突

然変異を起こしたDNA鎖内の突然変異誘発部位を表わす。その突然変異を起こし

たDNA鎖の各々にある大きなギャップに注目されたい。セクション(5)は、親（突

然変異を起こしていない）プラスミドにアニーリングさせた「ギャップ形成産物

」を示し、ポリメラーゼベースの合成が起こり得るようになっている。矢印は合

成の方向を示す。セクション(6)は、新たに合成されたDNA鎖同士がアニーリング

されて突然変異を起こした二本鎖環状DNA産物を形成している様子が示されてい

る。点および開いた側にある三角は、この突然変異を起こしたDNA鎖内の突然変

異誘発部位を表わす。突然変異を起こしたDNA鎖上の互い違いに配置されている

開口部分に注目されたい。また、突然変異を起こしたDNA鎖の各々にある両者の

突然変異誘発部位の存在にも注目されたい。

パネルＢ。この図は、図12Aの増幅ステップから得られる、可能性のある２つの

分子構造を示す。分子(A)は、図12Aのセクション(2)にも示されている。分子(B)

は、図12Aのセクション(6)にも示されている。

    【図１３】

  ポリメラーゼベースの伸長およびリガーゼに基づく連結による部位特異的突然

変異誘発。

パネルＡ。この図は、多くの部位特異的突然変異誘発法のうち、部位飽和突然変

異誘発を実施するのに用い得る１つの部位特異的突然変異誘発法を示す。セクシ

ョン(1)は、閉じた環状二本鎖プラスミドにアニーリングさせた第1および第2の

突然変異誘発プライマーを示す。点および開いた側にある三角は、この突然変異

誘発プライマー内の突然変異誘発部位を表わす。矢印は合成の方向を表わす。セ

クション(2)は、互いにアニーリングした、新たに合成された（突然変異を起こ
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した）DNA鎖を示す。親DNAは選択酵素で処理可能である。これらの突然変異を起

こしたDNA鎖は、アニーリングされて突然変異を起こした二本鎖環状DNA中間体を

形成している様子が示されている。点および開いた側にある三角は、この実験的

に作製された子孫（突然変異を起こした）DNA鎖内の突然変異誘発部位を表わす

。この突然変異を起こしたDNA鎖上の互い違いに配置されている開口部分が「付

着」末端を形成していることに注目されたい。セクション(3)は、セクション(2)

の突然変異を起こした二本鎖環状DNA中間体を（例えばT4 DNAリガーゼで）連結

した後で生じる、結果的に得られる突然変異を起こした二本鎖環状DNA分子を示

す。セクション(4)は、セクション(3)の突然変異を起こしたDNA鎖にアニーリン

グさせた第1および第2の突然変異誘発プライマーを示す。矢印は合成の方向を示

す。セクション(5)は、新たに得られた（青色）突然変異を起こしたDNA鎖が、ア

ニーリングされて突然変異を起こした二本鎖環状DNA中間体を形成している様子

を示している。点および開いた側にある三角は、該新たに得られた突然変異を起

こしたDNA鎖（青色）内の突然変異誘発部位を表わす。突然変異を起こしたDNA鎖

上の互い違いに配置されている開口部分が「付着」末端を形成していることに注目

されたい。また、2つの新たに得られた突然変異を起こしたDNA鎖（青色）の各々

にある両者の突然変異誘発部位の存在にも注目されたい。突然変異を起こしたDN

A鎖の各々にある開口部分（すなわち、それらは連結されていない）に注目され

たい。セクション(6)は、セクション(5)の突然変異を起こした二本鎖環状DNA中

間体を（例えばT4 DNAリガーゼを用いて）連結した後で生じる、結果として得ら

れる突然変異を起こした二本鎖環状DNA分子を示す。点および開いた側にある三

角は、この突然変異を起こしたDNA分子内の突然変異誘発部位を表わす。ここで

もまた、突然変異を起こしたDNA鎖の各々にある両者の突然変異部位の存在に注

目されたい。

パネルＢ。この図は、図13Aの増幅ステップから得られる、２つの分子構造を示

す。分子(A)は、図13Aのセクション(3)にも示されている。分子(B)は、図13Aの

セクション(6)で得られる。

    【図１４】

  遺伝的ワクチンの侵入を容易にする核酸結合タンパク質を取得および使用する
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ための戦略。

  ここで示すものは、標的細胞への遺伝的ワクチン、特にむき出しのDNA、の侵

入を容易にする核酸結合タンパク質を取得および使用するための戦略である。本

明細書中に記載の定方向進化法により得られるライブラリーのメンバーは、M13

タンパク質VIIIのコード領域に結合し、融合タンパク質がファージ粒子の表面に

展示される。目的の標的組織に効率的に侵入するファージを同定し、次に、その

融合タンパク質を用いて遺伝的ワクチン核酸をコーティングする。

    【図１５】

  複数の抗原由来の免疫原性領域を有するキメラ多価抗原の作製方法の概略図。

非キメラ親免疫原性ポリペプチドの各々に対する抗体は、それぞれの生物（A、B

、C）に特異的である。しかし、本発明の定方向進化および選択の方法を行った

後では、これら３種の親免疫原性ポリペプチドの各々に対して生起される抗体に

より認識されるキメラ免疫原性ポリペプチドが得られる。

    【図１６】

  広範囲の免疫反応を誘導可能な非確率論的に生成されるポリペプチドの取得方

法。

  ここで示すものは、広範囲の免疫反応を誘導可能な、非確率論的に生成された

ポリペプチドを取得できる方法の概略である。図16Aにおいて、病原体Ａ、Ｂお

よびＣ由来の野生型免疫原性ポリペプチドは、対応する病原体（該ポリペプチド

が由来する）に対して防御をもたらすが、他の病原体に対する交差防御（cross-

protection）はほとんど、または全くもたらさない（左のパネル）。進化させた

後、３種の病原体のタイプ全てに対して防御的免疫反応を誘導することのできる

Ａ／Ｂ／Ｃキメラポリペプチドが得られる（右のパネル）。図16Bでは、２種の

病原体株（Ａ、Ｂ）に由来する基質核酸を用いた定方向進化が用いられており、

これらの核酸は対応する病原体に対してのみ防御的であるポリペプチドをコード

する。定方向進化の後、得られたキメラポリペプチドは、これら２種の親病原体

株だけでなく第3の病原体株（Ｃ）に対しても有効な免疫反応を誘導できる。

    【図１７】

  特定のポリヌクレオチドが所望の特性を有する免疫原性ポリペプチドをコード
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するか否かを判定可能な因子。

  ここで示すものは、特定のポリヌクレオチドが所望の特性（例えば、増大した

免疫原性および／または交差反応性）を有する免疫原性ポリペプチドをコードす

るか否かを判定することができる可能性のある因子の幾つかである。特定の特性

に正の影響を及ぼす配列領域は抗原遺伝子に沿ってプラスの印で示し、負の作用

を及ぼす配列領域はマイナスの印で示す。近縁の抗原遺伝子のプールは、本明細

書に記載の方法を用いて非確率論的に生成され、スクリーニングして、正の配列

領域を獲得し、負の領域は損失している進化させた核酸を得る。特定の特性（tr

ait）に関してどの領域が正または負であるのか、についての既存の知識は全く

必要ない。

    【図１８】

  抗原ライブラリースクリーニングのためのスクリーニング方法。

  ここで示すものは、抗原ライブラリースクリーニングのためのスクリーニング

方法の概略図である。

    【図１９】

  抗原ライブラリースクリーニングで用いられるプールおよびデコンボリュート

する（deconvolusion）ための方法。

  ここで示すものは、抗原ライブラリースクリーニングで用いられるプールおよ

びデコンボリュートする（deconvolusion）ための方法の概略図である。

    【図２０】

  部位飽和突然変異誘発の好ましい実施形態。

    【図２１】

  マルチモジュール遺伝的ワクチンベクターの概略図。

ここで示すものは、マルチモジュール遺伝的ワクチンベクターの概略図である。

典型的な遺伝的ワクチンベクターは、示すような成分を１つ以上含み、該成分の

各々は生来のものであってもよいし、あるいは本明細書に記載の定方向進化法を

用いて最適化されていてもよい。これらの定方向進化法は、本明細書に記載の「

遺伝子部位飽和突然変異誘発」を含む、確率論的方法および／または非確率論的

方法による点突然変異の導入を含み得る。これらの定方向進化法はまた、例えば
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（米国特許第5965408号に記載のような）断続的な合成（interrupted synthesis

）による、確率論的ポリヌクレオチド再集合法も含み得る。これらの定方向進化

法はまた、本明細書に記載の合成連結ポリヌクレオチド再集合を含む、本明細書

に記載の非確率論的ポリヌクレオチド再集合法も含み得る。上記成分は、同一の

ワクチンベクター上に存在してもよいし、あるいは別個の分子として遺伝的ワク

チン中に含まれていてもよい。

    【図２２】

  複数のＴ細胞エピトープを有するベクターの作製。ここで示すものは、例えば

定方向進化により得られる複数のＴ細胞エピトープを含むベクターを作製するた

めの２つの異なる方法である。図60Aでは、非確率論的に生成されたエピトープ

をコードする遺伝子の各々が単一のプロモーターに連結されており、複数のプロ

モーター－エピトープ遺伝子構築体が単一のベクターに配置される。本明細書に

例示、記載、および／または引用されている（参照により本明細書に組み入れら

れるものを含む）スキームは、複数のエピトープをコードする遺伝子を単一のプ

ロモーターに連結することを含む。

    【図２３】

  定方向進化による最適化された遺伝的ワクチンの生成。ここで示すものは、最

適化された遺伝的ワクチンの生成への定方向進化の適用の図である。既知の機能

的特性（例えば、調節、コード、など）を有するポリペプチドの様々な形態を進

化させ、スクリーニングして、遺伝的ワクチンとしての使用にとって向上した特

性を示す変異体を同定する。

    【図２４】

  フローサイトメトリーによるスクリーニング法の一例としての、定方向進化お

よび進化させたプロモーター配列の選択の反復的な適用。ここで示すものは、本

明細書に記載の定方向進化法の反復的適用を用いて進化させた最適化プロモータ

ー配列を選択するための、フローサイトメトリーによるスクリーニング方法（FA

CS）の図である。例として、サイトメガロウイルス（CMV）プロモーターを用い

る。

    【図２５】
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  皮膚および筋肉のマイクロインジェクションのための装置。ここで示すものは

、皮膚および筋肉のような組織への遺伝的ワクチンおよび他の試薬のマイクロイ

ンジェクションに適する装置である。この装置は、多数の物質をin vivoでスク

リーニングするのに特に有用であり、96ウェル形式をベースとしている。この装

置の先端は、該先端がマイクトタイタープレートに適合するよう調節可能なよう

に可動式になっている。プレートから目的の試薬を得た後、該先端は約２～３mm

の距離だけ離れるように調節されて、96個の異なるサンプルが約1.6cm×2.4cmか

ら約2.4cm×3.6cmの領域への移動を可能にする。所望により、移動させる各サン

プルの容量は電子的に制御できる。典型的には、移動させる容量は約２μlから

約５μlの範囲である。各試薬はマーカー物質または色素と混合して、組織内の

注射部位が容易に認知されるようにしてもよい。例えば、異なるサイズおよび形

状の金粒子を目的の試薬と混合し、顕微鏡および免疫組織化学を用いて各注射部

位を同定したり、各試薬により誘導される反応を調べることができる。筋肉組織

に注射した場合、注射部位はまず外科的手術により明らかになる。

    【図２６】

  ポリヌクレオチド再集合。パネルＡに示すのは、定方向進化の一例である。こ

の図では、ウイルスのｎ種の異なる株を用いているが、この方法は、あらゆる単

一核酸、ならびに、それに関して異なる株、種または遺伝子ファミリーが、他の

相同な核酸と比較して１以上のヌクレオチド変化を有する相同な核酸を有する、

あらゆる核酸に適用可能である。この異なる変異核酸は実験的に、好ましくは本

明細書に記載のように非確率論的に生成され、所望の特性を示す変異体を同定す

るためにスクリーニングまたは選択される。この定方向進化法およびスクリーニ

ングは、さらなる改良を達成するために、１回以上繰り返してよい。パネルＢは

、定方向進化を連続ラウンド行うことにより、特性を徐々に増大し得ること、お

よび、個々の有益な突然変異を組合せることにより、個々の有益な突然変異によ

ってのみ達成される改良と比べて増大した改良を導き得ること、を示している。

    【図２７】

  プロモーター進化のためのベクター。ここで示すものは、本明細書に記載の定

方向進化法を用いて進化させたプロモーター核酸のライブラリーから改良された
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プロモーターを同定するためのスクリーニングに有用なベクターの一例である。

実験的に作製された推定プロモーターをベクターに、発現を容易に検出するため

のレポーター遺伝子の上流において挿入する。多くの適用では、高レベルのレポ

ーター遺伝子を発現する細胞が、該レポーター遺伝子産物を用いたフローサイト

メトリーによるセルソーティングを用いて分別されるように、レポーター遺伝子

の産物は細胞表面タンパク質であることが望ましい。好適なレポーター遺伝子の

例としては、例えば、B7-2およびmAb179エピトープが含まれる。ポリアデニル化

領域は典型的には、レポーター遺伝子の下流に配置される（SV40のポリＡが図示

されている）。このベクターはまた、第2のレポーター遺伝子、つまり内部コン

トロール（GFP；緑色蛍光タンパク質）を含み得る。この遺伝子はプロモーター

（SR p）に連結される。このベクターはまた、典型的には、選択マーカー（カナ

マイシン／ネオマイシン耐性が示されている）および哺乳動物細胞内（SV40 ori

）および／または細菌細胞内（pUC ori）で機能性な複製起点も含む。

    【図２８】

  定方向進化およびフローサイトメトリーによる選択を用いた誘導性プロモータ

ーの反復進化。ここで示すものは、本明細書に記載の定方向進化法およびフロー

サイトメトリーによる選択を用いた誘導性プロモーターの反復進化のスキームの

図である。適当なベクターに存在する、実験的に作製した（すなわち、本明細書

に記載の１以上の定方向進化法により生成した）プロモーター核酸のライブラリ

ーを細胞にトランスフェクトし、非誘導条件下で増殖させた場合に最も低いマー

カー抗原の発現を示す細胞を選択する。ベクター（および／またはそれらを含む

細胞）を回収し、該ベクターを細胞に導入し（既に細胞に含まれていない場合）

、誘導的条件下で増殖させる。最も高レベルのマーカー抗原を発現する細胞を選

択する。

    【図２９】

  経口、静脈内、筋肉内、皮内、肛門内、膣内または局所的送達のための遺伝的

ワクチンベクターの進化。図示しているものは、各種の組織の所望のターゲッテ

ィングのためにM13ライブラリー（例えば、本明細書に記載の定方向進化を用い

て実験的に作製されたもの）をスクリーニングするための方法である。ここで示
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す特定の例は、改良された経口送達用の遺伝的ワクチンベクターを進化させるた

めの方法の概略図である。これは、胃の酸性条件下での安定性および消化管の他

の分解因子に対する耐性に関して選択することを含み得る。この図示している特

定の例は、改良された経口送達のためのスクリーニングに関するものであるが、

静脈内、筋肉内、皮内、肛門内、膣内または局所的を含む他の経路で投与された

ライブラリーにも同じ原理を適用する。試験動物に送達した後、M13ファージ（

またはその産物）を関心のある組織から回収する。さらなる最適化を達成するた

めに、この手法を繰り返してもよい。

    【図３０】

  ２種のヒトCMV株および１種のサル系統のヌクレオチド配列のアラインメント

。ここで示すものは、２種のヒト・サイトメガロウイルス（CMV）株および１種

のサル（アカゲザル）系統のヌクレオチド配列のアラインメントである。このア

ラインメントは、非確率論的ポリヌクレオチド再集合の実施に用い得る。２つの

配列間で共通するヌクレオチド配列は青字とし、３つの配列間で共通するヌクレ

オチド配列は赤字として、再集合点の好ましい（しかし非限定的な）例を示して

いる。

    【図３１】

  ３種の種（ヒト、霊長類およびイヌ科）由来のIL－4のヌクレオチド配列のア

ラインメント。ここで示すものは、ヒト、イヌおよび霊長類の種のIL－4のヌク

レオチド配列のアラインメントである。このアラインメントは、非確率論的ポリ

ヌクレオチド再集合の実施に用い得る。２つの配列間で共通するヌクレオチド配

列は青字とし、３つの配列間で共通するヌクレオチド配列は赤字として、再集合

点の好ましい（しかし非限定的な）例を示している。

    【図３２】

  対応する推定ポリヌクレオチドを（in vivoまたはin vitroで）合成し、該推

定ポリヌクレオチドを定方向進化に付し、続いて発現されるポリペプチドを発現

スクリーニングすることによるポリペプチドの進化。

    【図３３】

  オリゴにより指令されたCpGノックアウトの非確率論的再集合。ここで示すも
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のは、不必要なCpG配列が欠損しており、有用な可能性のあるCpG配列が付加され

ており、かつ置き換え不可能なCpG配列が同定されているプロモーター配列を得

るための、本明細書に記載の非確率論的方法の使用の概略図である。さらに、他

の配列（CpG配列以外）は実施中のポリヌクレオチドにおいて置換、付加および

／または欠失されていてもよい。

    【図３４】

  HbsAgポリペプチド（PreS2＋Ｓ領域）から得られるCTISの例。ここで示すもの

は、HBsAgポリペプチド（PreS2＋Ｓ領域）から得られる細胞傷害性Ｔ細胞誘導配

列（CTIS）の例である。

    【図３５】

  細胞質部分に結合させた異種エピトープを有するCTIS。ここで示すものは、細

胞質部分に結合させた異種エピトープを有するCTISである。

    【図３６】

  免疫原性アゴニスト配列（IAS）の調製方法。ここで示すものは、免疫原性ア

ゴニスト配列（IAS）の調製方法である。関心のあるポリペプチドをコードする

核酸の野生型（WT）および突然変異型を集合させ、非確率論的再集合に付して、

可能性のあるアゴニスト配列を含むポリエピトープ領域をコードする核酸を得る

。

    【図３７】

  定方向進化を用いた免疫刺激配列（ISS）の改良。ここで示すものは、本明細

書に記載の定方向進化法を用いた免疫刺激配列を改良するためのスキームである

。オリゴヌクレオチドビルディングブロック（例えば、合成により作製されたも

の）、既知のISSを有するオリゴ、CpG含有ヘキサマー、および／またはCpG含有

ヘキサマーを含むオリゴ（ポリＡ、Ｃ、Ｇ、Ｔ等）を集合させることができる。

次いで、その結果得られた分子は、本明細書に記載の１以上の定方向進化法に付

してもよい。

    【図３８】

  Ｔ細胞の増殖を誘導する能力が増大した組換えIL－12をコードするIL－12遺伝

子を同定するためのスクリーニング。ここで示すものは、Ｔ細胞の増殖を誘導す
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る能力が増大したIL－12の進化させた形態をコードする進化させたIL－12遺伝子

を同定するために、実験的に作製された分子（例えば、非確率論的に作製された

ヒトIL－12遺伝子のライブラリー）をスクリーニングできる手法の図である。

    【図３９】

  異なるCD80変異体および／またはCD86変異体をコードする遺伝的ワクチンベク

ターによるＴ細胞の活性化またはアネルギーの誘導モデル。ここで示すものは、

どのようにしてＴ細胞の活性化またはアネルギーが異なるB7-1（CD80）変異体お

よび／またはB7-2（CD86）変異体をコードする遺伝的ワクチンベクターにより誘

導され得るのか、を示すモデルである。

    【図４０】

  T細胞の活性化またはアネルギーを誘導する能力が向上したCD80／CD86変異体

のスクリーニング。ここで示すものは、T細胞の活性化またはアネルギーを誘導

する能力が向上したCD80／CD86変異体を得るための、本明細書に記載の定方向進

化の使用方法である。

    【図４１】

  ヒトおよび霊長類の種からの、２種のCMV由来のヌクレオチド配列のアライン

メント。ここで示すものは、ヒトおよび霊長類の種の、２種のCMV由来のヌクレ

オチド配列のアラインメントである。このアラインメントは、非確率論的ポリヌ

クレオチド再集合を実施するのに利用可能である。２つの配列間で共通するヌク

レオチド配列は赤字として、再集合点の好ましい（しかし非限定的な）例を示し

ている。

    【図４２】

  ヒト、ネコ、齧歯類の種からの、IFN－γヌクレオチド配列のアラインメント

。ここで示すものは、ヒト、ネコ、齧歯類の種からの、IFN－γヌクレオチド配

列のアラインメントである。このアラインメントは、非確率論的ポリヌクレオチ

ド再集合を実施するのに利用可能である。２つの配列間で共通するヌクレオチド

配列は青字とし、３つの配列間で共通するヌクレオチド配列は赤字として、再集

合点の好ましい（しかし非限定的な）例を示している。



(545) 特表２００３－５２４３９２

【図１】



(546) 特表２００３－５２４３９２

【図２】



(547) 特表２００３－５２４３９２

【図３】



(548) 特表２００３－５２４３９２

【図４Ａ】



(549) 特表２００３－５２４３９２

【図４Ｂ】



(550) 特表２００３－５２４３９２

【図５】



(551) 特表２００３－５２４３９２

【図６Ａ】



(552) 特表２００３－５２４３９２

【図６Ｂ】



(553) 特表２００３－５２４３９２

【図６Ｃ】



(554) 特表２００３－５２４３９２

【図７Ａ】



(555) 特表２００３－５２４３９２

【図７Ｂ】



(556) 特表２００３－５２４３９２

【図７Ｃ】



(557) 特表２００３－５２４３９２

【図７Ｄ】



(558) 特表２００３－５２４３９２

【図８】



(559) 特表２００３－５２４３９２

【図９】



(560) 特表２００３－５２４３９２

【図１０】



(561) 特表２００３－５２４３９２

【図１１】



(562) 特表２００３－５２４３９２

【図１２】



(563) 特表２００３－５２４３９２

【図１３】



(564) 特表２００３－５２４３９２

【図１４】



(565) 特表２００３－５２４３９２

【図１５】

【図１６】



(566) 特表２００３－５２４３９２

【図１７】



(567) 特表２００３－５２４３９２

【図１８】



(568) 特表２００３－５２４３９２

【図１９】



(569) 特表２００３－５２４３９２

【図２０】

【図２１】



(570) 特表２００３－５２４３９２

【図２２Ａ】



(571) 特表２００３－５２４３９２

【図２２Ｂ】



(572) 特表２００３－５２４３９２

【図２３】



(573) 特表２００３－５２４３９２

【図２４】



(574) 特表２００３－５２４３９２

【図２５】



(575) 特表２００３－５２４３９２

【図２６Ａ】



(576) 特表２００３－５２４３９２

【図２６Ａ－１】

【図２６Ｂ】



(577) 特表２００３－５２４３９２

【図２７】



(578) 特表２００３－５２４３９２

【図２８】



(579) 特表２００３－５２４３９２

【図２９】



(580) 特表２００３－５２４３９２

【図３０Ａ】



(581) 特表２００３－５２４３９２

【図３０Ｂ】



(582) 特表２００３－５２４３９２

【図３０Ｃ】



(583) 特表２００３－５２４３９２

【図３０Ｄ】



(584) 特表２００３－５２４３９２

【図３０Ｅ】



(585) 特表２００３－５２４３９２

【図３０Ｆ】



(586) 特表２００３－５２４３９２

【図３０Ｇ】



(587) 特表２００３－５２４３９２

【図３０Ｈ】



(588) 特表２００３－５２４３９２

【図３０Ｉ】



(589) 特表２００３－５２４３９２

【図３１Ａ】



(590) 特表２００３－５２４３９２

【図３１Ｂ】



(591) 特表２００３－５２４３９２

【図３１Ｃ】



(592) 特表２００３－５２４３９２

【図３２Ａ】



(593) 特表２００３－５２４３９２

【図３２Ｂ】



(594) 特表２００３－５２４３９２

【図３３】



(595) 特表２００３－５２４３９２

【図３４】

【図３５】



(596) 特表２００３－５２４３９２

【図３６】



(597) 特表２００３－５２４３９２

【図３７】



(598) 特表２００３－５２４３９２

【図３８】



(599) 特表２００３－５２４３９２

【図３９】



(600) 特表２００３－５２４３９２

【図４０】



(601) 特表２００３－５２４３９２

【図４１Ａ】



(602) 特表２００３－５２４３９２

【図４１Ｂ】



(603) 特表２００３－５２４３９２

【図４１Ｃ】



(604) 特表２００３－５２４３９２

【図４１Ｄ】



(605) 特表２００３－５２４３９２

【図４１Ｅ】



(606) 特表２００３－５２４３９２

【図４１Ｆ】



(607) 特表２００３－５２４３９２

【図４２Ａ】



(608) 特表２００３－５２４３９２

【図４２Ｂ】



(609) 特表２００３－５２４３９２

【手続補正書】

【提出日】平成１４年９月２０日（２００２．９．２０）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  免疫反応に最適化された調節効果を及ぼす、または免疫反応

に最適化された調節効果を及ぼすポリペプチドをコードする、最適化されたポリ

ヌクレオチドを取得する方法であって、

  a)  親ポリヌクレオチドのセットから非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオ

チドのライブラリーを、非確率論的な定方向進化法により親ポリヌクレオチドを

進化させることにより作製し、ここで、定方向進化法は、(i)非確率論的な遺伝

子部位飽和突然変異誘発、および/または(ii)非確率論的なポリヌクレオチドの

再集合、および/または（iii）非確率論的な合成リガンド再集合を、任意の順序

で含むものであり、そして、

  b)  上記の進化した子孫ポリヌクレオチドをスクリーニングして免疫反応に調

節効果を及ぼすポリヌクレオチドを同定することによって、免疫反応に調節効果

を及ぼす最適化されたポリペプチドを取得する、

ことを含んでなる、上記方法。

    【請求項２】  進化が、該ライブラリーの由来となった親ポリヌクレオチド

によりコードされるポリペプチドに比べて免疫反応を調節する能力の増大を示す

ポリペプチドをコードする子孫ポリヌクレオチドを同定するためのスクリーニン

グを含んでなる、請求項１記載の方法。

    【請求項３】  免疫反応に最適化された調節効果が遺伝子ワクチンにより誘

導されることを特徴とする、請求項１記載の方法。

    【請求項４】  最適化されたポリヌクレオチドをベクターに挿入することを

特徴とする、請求項１～３のいずれか1項に記載の方法。
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    【請求項５】  ライブラリーが、遺伝子再集合、および/またはオリゴヌク

レオチド特異的遺伝子部位飽和突然変異誘発からなる群より選択される過程を利

用して作られる、請求項１～４のいずれか1項に記載の方法。

    【請求項６】  進化が、少なくとも２つの親鋳型ポリヌクレオチドを再集合

させることを含んでなり、

  ここで、それぞれの親鋳型は、免疫反応を調節するか、免疫反応を調節するポ

リペプチドをコードするものであり、２つの親ポリヌクレオチドはその配列にお

いて２個以上のヌクレオチドが相違していることを特徴とする、請求項１～５の

いずれか1項に記載の方法。

    【請求項７】  さらに、

  a)  請求項１で取得した最適化されたポリヌクレオチドを、少なくとも2つの

親鋳型ポリヌクレオチドと同一であるかまたはこれと異なる少なくとも１つの追

加のポリヌクレオチドとの非確率論的再集合に付すことにより、第２のライブラ

リーを作製し、

  b)  該第２ライブラリーをスクリーニングすることにより、該第２ライブラリ

ーが由来するポリヌクレオチドと比較して、免疫反応を調節する能力の増大を示

す少なくとも１つのさらなる最適化されたポリヌクレオチドを同定し；そして、

  c)  必要に応じてステップa)および/またはb)を繰り返す、

ことを含む、請求項６記載の方法。

    【請求項８】  最適化されたポリヌクレオチドが、免疫反応の制御に関与す

る細胞受容体をコードしており、該ポリペプチドが該受容体のアゴニストまたは

アンタゴニストとして作用する、請求項１または２に記載の方法。

    【請求項９】  受容体がマクロファージのスカベンジャー受容体である、請

求項８記載の方法。

    【請求項１０】  受容体がサイトカイン受容体およびケモカイン受容体から

なる群より選択される、請求項８記載の方法。

    【請求項１１】  ケモカイン受容体がCCR5またはCCR6である、請求項１０記

載の方法。

    【請求項１２】  前記ポリペプチドが該受容体の天然リガンドの結合活性を
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模倣する、請求項８記載の方法。

    【請求項１３】  前記スクリーニングが、

  i)  ポリペプチドが複製可能な遺伝子パッケージの表面に展示された融合タン

パク質として産生されるように、子孫ポリヌクレオチドを発現させ、

  ii)  該複製可能な遺伝子パッケージを、該受容体を展示する複数の細胞に接

触させ、そして、

  iii)  免疫反応の調節を示す細胞を同定する、

ことを含む、請求項８記載の方法。

    【請求項１４】  複製可能な遺伝子パッケージがバクテリオファージ、細胞

、胞子およびウイルスからなる群より選択される、請求項１３記載の方法。

    【請求項１５】  複製可能な遺伝子パッケージがM13バクテリオファージで

あり、かつ融合タンパク質がgeneIIIまたはgeneVIIIにより一部コードされる、

請求項１３記載の方法。

    【請求項１６】  最適化されたポリヌクレオチドをワクチンに挿入すること

をさらに含み、該ポリペプチドが発現されることを特徴とする、請求項８記載の

方法。

    【請求項１７】  最適化されたポリヌクレオチドによりコードされるポリペ

プチドを産生させることをさらに含む、請求項８記載の方法。

    【請求項１８】  最適化されたポリヌクレオチドがワクチンの抗原をコード

するヌクレオチド配列に挿入される、請求項８記載の方法。

    【請求項１９】  抗原をコードするヌクレオチド配列が、HbsAgポリペプチ

ドのMループをコードする、請求項１８記載の方法。

    【請求項２０】  最適化されたポリヌクレオチドが非メチル化CpGに富むヌ

クレオチド配列を含む、請求項１または２に記載の方法。

    【請求項２１】  最適化されたポリヌクレオチドがアレルギー反応を抑制す

るポリペプチドをコードする、請求項１または２に記載の方法。

    【請求項２２】  前記ポリペプチドがインターフェロン－α、インターフェ

ロン－γ、IL-10、IL-12、IL-4のアンタゴニスト、IL-5のアンタゴニスト、およ

びIL-13のアンタゴニストからなる群より選択される、請求項２１記載の方法。
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    【請求項２３】  最適化されたポリヌクレオチドがIL-10のアンタゴニスト

をコードする、請求項１または２に記載の方法。

    【請求項２４】  IL-10のアンタゴニストが、可溶性IL-10、欠損IL-10受容

体またはIL-20/MDA-7ポリペプチドである、請求項２３記載の方法。

    【請求項２５】  最適化されたポリヌクレオチドが補助的刺激物質をコード

する、請求項１または２に記載の方法。

    【請求項２６】  補助的刺激物質がB7-1(CD80)またはB7-2(CD86)、CD1、CD4

0、CD154(CD40に対するリガンド)またはCD150(SLAM)である、請求項２５記載の

方法。

    【請求項２７】  補助的刺激物質がサイトカインである、請求項２５記載の

方法。

    【請求項２８】  サイトカインが、IL-1、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、

IL-7、IL-8、IL-9、IL-10、IL-11、IL-12、IL-13、IL-14、IL-15、IL-16、IL-17

、

IL-18、GM-CSF、G-CSF、TNF-α、IFN-α、IFN-γおよびIL-20(MDA-7)からなる群

より選択される、請求項２７記載の方法。

    【請求項２９】  スクリーニングが、ポリヌクレオチドによりコードされる

サイトカインが、該サイトカインの受容体を発現する細胞を活性化するか否かを

試験することを含む、請求項２８記載の方法。

    【請求項３０】  前記細胞が該サイトカインの受容体をコードする異種核酸

を含む、請求項２９記載の方法。

    【請求項３１】  サイトカインがインターロイキン-12であり、スクリーニ

ングが、該細胞の培養培地との接触によりＴ細胞増殖またはＴ細胞分化が誘導さ

れるか否かを検出することを含む、請求項２９記載の方法。

    【請求項３２】  サイトカインがインターフェロン-αであり、スクリーニ

ングが、

  a)  複製可能な遺伝子パッケージの表面に展示された融合タンパク質として進

化したポリヌクレオチドを発現させ、

  b)  該複製可能な遺伝子パッケージを複数のＢ細胞に接触させ、そして、
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  c)  Ｂ細胞の増殖を阻害するライブラリーのメンバーを同定する、

ことを含む、請求項２９記載の方法。

    【請求項３３】  スクリーニングが、Ｔ細胞の集団を、サイトカインをコー

ドするポリヌクレオチドに接触させて、サイトカインがIL-2およびインターフェ

ロン-αを産生するＴ細胞を誘導するか否かを判定することを含む、請求項２９

記載の方法。

    【請求項３４】  サイトカインが、進化に付していないポリヌクレオチドに

よってコードされるサイトカインに比べて免疫原性の低下を示すことを特徴とす

る、請求項２８記載の方法。

    【請求項３５】  免疫原性の低下が、非確率論的に生成したポリヌクレオチ

ドによってコードされるサイトカインを哺乳動物に導入して、サイトカインに対

して免疫反応が誘導されるか否かを判定することにより検出される、請求項３４

記載の方法。

    【請求項３６】  補助的刺激物質がB7-1(CD80)またはB7-2(CD86)であり、前

記細胞が免疫反応を共刺激する能力について試験される、請求項２９記載の方法

。

    【請求項３７】  最適化されたポリヌクレオチドがサイトカインアンタゴニ

ストをコードする、請求項１または２に記載の方法。

    【請求項３８】  サイトカインアンタゴニストが可溶性のサイトカイン受容

体および欠損シグナル配列をもつ膜貫通サイトカイン受容体からなる群より選択

される、請求項３７記載の方法。

    【請求項３９】  サイトカインアンタゴニストがIL-1およびIL-4Rまたはこ

れらの組み合わせからなる群より選択される、請求項３７記載の方法。

    【請求項４０】  最適化されたポリヌクレオチドが、主にＴH1免疫反応を誘

導することができるポリペプチドをコードする、請求項１または２に記載の方法

。

    【請求項４１】  最適化された非確率論的に生成したポリヌクレオチドが主

にＴH2免疫反応を誘導することができるポリペプチドをコードする、請求項１ま

たは２に記載の方法。



(614) 特表２００３－５２４３９２

    【請求項４２】  免疫反応への最適化された調節効果が、免疫反応への望ま

しくない調節効果の低下である、請求項１または２に記載の方法。

    【請求項４３】  免疫反応への最適化された調節効果が、免疫反応への望ま

しい調節効果の増加である、請求項１または２に記載の方法。

    【請求項４４】  免疫反応への最適化された調節効果が、免疫反応への第１

の望ましくない調節効果の低下と、免疫反応への第２の望ましい調節効果の増加

の双方である、請求項１または２に記載の方法。

    【請求項４５】  免疫反応への第１および第２の調節効果が、ワクチンの第

１配列および第２配列それぞれについて進化したものである、請求項４４記載の

方法。

    【請求項４６】  配列が、抗原コード配列、ポリアデニル化配列、共刺激分

子のコード配列、誘導性のリプレッサーまたはトランスアクチベーターをコード

する配列、真核生物の複製起点または複製配列、原核生物の複製起点または複製

配列、原核生物のマーカーをコードする配列、エンハンサー配列、プロモーター

配列、オペレーター配列、イントロン配列、およびこれらの任意のフラグメント

、誘導体または類似体からなる群より選択される、請求項４５記載の方法。

    【請求項４７】  免疫反応への最適化された調節効果が、それによってコー

ドされるポリペプチドの安定性の増加からなる、請求項１または２記載の方法。

    【請求項４８】  ポリヌクレオチドまたはそれによってコードされるポリペ

プチドがヒト宿主レシピエントの免疫反応に最適化された調節効果を有すること

を特徴とする、請求項１または２記載の方法。

    【請求項４９】  ポリヌクレオチドまたはそれによってコードされるポリペ

プチドが動物宿主レシピエントの免疫反応に最適化された調節効果を有すること

を特徴とする、請求項１または２記載の方法。

    【請求項５０】  細胞による抗原の輸送または提示を向上させるアクセサリ

ー分子をコードする最適化されたポリヌクレオチドを取得する方法であって、

  a)  １つ以上のアクセサリー分子の全部または一部をコードする親ポリヌクレ

オチドから非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオチドのライブラリーを、非確

率論的な定方向進化法により親ポリヌクレオチドを進化させることにより作製し
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、ここで、定方向進化法は、(i)非確率論的な遺伝子部位飽和突然変異誘発、お

よび/または(ii)非確率論的なポリヌクレオチドの再集合、および/または（iii

）非確率論的な合成リガンド再集合を、任意の順序で含んでなり、そして、

  b)  上記の進化した子孫ポリヌクレオチドをスクリーニングして、進化に付し

ていない親ポリヌクレオチドによりコードされるアクセサリー分子と比べて、細

胞表面上に抗原を輸送または提示する能力の向上または低下を細胞に賦与する組

換えアクセサリー分子をコードする最適化されたポリヌクレオチドを同定する、

ことを含んでなる上記方法。

    【請求項５１】  スクリーニングが、

  i)  ライブラリーを抗原をコードする配列をさらに含むワクチンベクターに挿

入して、ワクチンベクターのライブラリーを作製し、該ベクターのライブラリー

を哺乳動物細胞に導入し、そして、

  ii)  該抗原に対する免疫原性の増加または低下を示す哺乳動物細胞を同定す

る、

ことを含む、請求項５０記載の方法。

    【請求項５２】  アクセサリー分子がプロテアソームまたはTAPポリペプチ

ドを含む、請求項５０記載の方法。

    【請求項５３】  アクセサリー分子が細胞傷害性Ｔ細胞を誘導する配列を含

む、請求項５０記載の方法。

    【請求項５４】  細胞傷害性Ｔ細胞を誘導する配列がＢ型肝炎表面抗原に由

来するものである、請求項５３記載の方法。

    【請求項５５】  アクセサリー分子が免疫原性アゴニスト配列を含む、請求

項５０記載の方法。

    【請求項５６】  組換え体発現宿主において最適化された発現を示す免疫調

節性ポリヌクレオチドを取得する方法であって、

  a)  親ポリヌクレオチドのセットから非確率論的に生成した子孫ポリヌクレオ

チドのライブラリーを、非確率論的な定方向進化法により親ポリヌクレオチドを

進化させることにより作製し、ここで、定方向進化法は、(i)非確率論的な遺伝

子部位飽和突然変異誘発、および/または(ii)非確率論的なポリヌクレオチドの
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再集合、および/または（iii）非確率論的な合成リガンド再集合を、任意の順序

で含んでなり、

  b)  上記の進化した子孫ポリヌクレオチドをスクリーニングして、組換え体発

現宿主において最適化された発現を示すポリヌクレオチドを同定することによっ

て、組換え体宿主において最適化した発現を示す免疫調節ポリヌクレオチドを取

得する、

ことを含んでなる、上記方法。

    【請求項５７】  組換え体発現宿主が原核生物である、請求項５６記載の方

法。

    【請求項５８】  組換え体発現宿主が真核生物である、請求項５６記載の方

法。

    【請求項５９】  組換え体発現宿主が植物である、請求項５６記載の方法。

    【請求項６０】  組換え体発現宿主が単子葉植物である、請求項５９記載の

方法。

    【請求項６１】  組換え体発現宿主が双子葉植物である、請求項５９記載の

方法。

    【請求項６２】  非確率論レンジの単一アミノ酸置換が各アミノ酸位置に呈

示される子孫ポリペプチドのセットを作る方法であって、

  a)  コドン含有鋳型ポリヌクレオチドを、突然変異を起こそうとする各コドン

についての縮重オリゴヌクレオチドを用いてポリメラーゼ増幅反応に付すことに

より、非確率論レンジの単一アミノ酸置換が各アミノ酸位置に呈示されている子

孫ポリヌクレオチドのセットを作り、ここで、縮重オリゴヌクレオチドのそれぞ

れは鋳型ポリヌクレオチドに相同的な第1配列と縮重オリゴヌクレオチドカセッ

トを含み、

  b)  該子孫ポリヌクレオチドのセットを発現させることにより、それによりコ

ードされるポリペプチドを産生させ、ここで、非確率論レンジの単一アミノ酸置

換が、ポリペプチドの各アミノ酸位置で置換されるべき予め決められた数のアミ

ノ酸を含むものである、

ことを含んでなる上記方法。
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    【請求項６３】  該縮重オリゴヌクレオチドカセットが第2相同配列をさら

に含む、請求項６２記載の方法。

    【請求項６４】  縮重オリゴヌクレオチドカセットが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、および

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される第１モノヌクレオチドカセットを含み、

  該縮重オリゴヌクレオチドカセットがさらに第２および第３モノヌクレオチド

カセットを含み、そのそれぞれが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Aモノヌクレオチドカセット、
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  非縮重Cモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Gモノヌクレオチドカセット、および

  非縮重Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される、請求項６２記載の方法。

    【請求項６５】  縮重オリゴヌクレオチドカセットが、

  縮重N,N,Nトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Tトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Cトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/C/Gトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/G/Tトリヌクレオチドカセット、および

  縮重N,N,C/G/Tトリヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される、請求項６２記載の方法。

    【請求項６６】  縮重オリゴヌクレオチドが複数のオリゴヌクレオチドカセ

ットをさらに含み、子孫ポリペプチドが同時に複数の単一アミノ酸変化を含有す

る、請求項６２記載の方法。

    【請求項６７】  縮重オリゴヌクレオチドカセットが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、および

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される第１モノヌクレオチドカセットを含み、

  該縮重オリゴヌクレオチドカセットがさらに第２および第３モノヌクレオチド
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カセットを含み、そのそれぞれが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Aモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Cモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Gモノヌクレオチドカセット、および

  非縮重Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される、請求項６６記載の方法。

    【請求項６８】  縮重オリゴヌクレオチドカセットが、

  縮重N,N,Nトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Tトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Cトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/C/Gトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/G/Tトリヌクレオチドカセット、および

  縮重N,N,C/G/Tトリヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される、請求項６２記載の方法。

    【請求項６９】  縮重オリゴヌクレオチドが複数のオリゴヌクレオチドカセ

ットおよび第2相同配列をさらに含む、請求項６２記載の方法。

    【請求項７０】  非確率論レンジの単一アミノ酸置換が各アミノ酸位置に呈

示される子孫ポリペプチドのセットを作り、該子孫分子のなかでアミノ酸置換ま
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たはその組合せを同定する方法であって、

  a)  コドン含有鋳型ポリヌクレオチドを、突然変異を起こそうとする各コドン

についての縮重オリゴヌクレオチドカセットを用いてポリメラーゼ増幅反応に付

すことにより、非確率論レンジの単一アミノ酸置換が各アミノ酸位置に呈示され

る子孫ポリヌクレオチドのセットを作り、ここで、縮重オリゴヌクレオチドのそ

れぞれは、鋳型ポリヌクレオチドに相同的な第１配列と縮重オリゴヌクレオチド

カセットからなり、

  b)  該子孫ポリヌクレオチドのセットを発現させることにより、子孫ポリペプ

チドのセットを作り、ここで、非確率論レンジの単一アミノ酸置換がポリペプチ

ドの各アミノ酸位置で置換されるべき予め決められた数のアミノ酸を含んでおり

、

  c)  発現された子孫ポリペプチドをスクリーニングに付して、鋳型ポリペプチ

ドによりコードされるポリペプチドによって呈示される同一の特性と比較して、

特性の増大を呈する1つ以上の子孫ポリペプチドを同定し、そして、

  d)  同定された子孫ポリペプチドのアミノ酸配列を決定する、

ことを含んでなる、上記方法。

    【請求項７１】  縮重オリゴヌクレオチドカセットが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、および

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される第１ヌクレオチドを含み、
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  該縮重オリゴヌクレオチドカセットがさらに第２および第３モノヌクレオチド

カセットを含み、そのそれぞれが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Aモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Cモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Gモノヌクレオチドカセット、および

  非縮重Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される、請求項７０記載の方法。

    【請求項７２】  縮重オリゴヌクレオチドカセットが、

  縮重N,N,Nトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Tトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Cトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/C/Gトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/G/Tトリヌクレオチドカセット、および

  縮重N,N,C/G/Tトリヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される、請求項７０記載の方法。

    【請求項７３】  縮重オリゴヌクレオチドが複数のオリゴヌクレオチドをさ

らに含み、かつ子孫ポリペプチド同時に複数の単一アミノ酸の変化を含む、請求

項７０記載の方法。
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    【請求項７４】  縮重オリゴヌクレオチドカセットが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、および

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される第１モノヌクレオチドカセットを含み、

  該縮重オリゴヌクレオチドカセットがさらに第２および第３モノヌクレオチド

カセットを含み、そのそれぞれが、

  縮重A/Cモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Tモノヌクレオチドカセット、

  縮重A/C/Gモノヌクレオチドカセット、

  縮重NまたはA/C/G/Tモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Aモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Cモノヌクレオチドカセット、

  非縮重Gモノヌクレオチドカセット、および
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  非縮重Tモノヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される、請求項７０記載の方法。

    【請求項７５】  縮重オリゴヌクレオチドカセットが、

  縮重N,N,Nトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Tトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,G/Cトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/C/Gトリヌクレオチドカセット、

  縮重N,N,A/G/Tトリヌクレオチドカセット、および

  縮重N,N,C/G/Tトリヌクレオチドカセット、

からなる群より選択される、請求項７０記載の方法。

    【請求項７６】  宿主の免疫反応を生起する能力の低下を示す最適化された

ポリペプチドであって、宿主はヒトまたは動物であり、ポリペプチドは請求項１

～７５のいずれか1項に記載の方法によって産生されたものである、上記ポリペ

プチド。

    【請求項７７】  請求項１～７５のいずれか1項に記載の方法によって産生

されたポリペプチドの少なくとも１つの宿主レシピエントについて抗原性の減少

を示す最適化されたポリペプチド。

    【請求項７８】  宿主の免疫反応を生起する能力の増大を示す最適化された

ポリペプチドであって、宿主はヒトまたは動物であり、ポリペプチドは請求項１

～７５のいずれか1項に記載の方法によって産生されたものである、上記ポリペ

プチド。

    【請求項７９】  該ポリペプチドの第1宿主レシピエントの第1免疫反応を生

起する能力の低下および該ポリペプチドの第２宿主レシピエントの第２免疫反応

を生起する能力の増大の両方を示す、請求項１～７５のいずれか1項に記載の方

法によって産生された最適化ポリペプチド。

    【請求項８０】  ex vivoの安定性の向上を示す、請求項１～７５のいずれ

か1項に記載の方法によって産生された最適化ポリペプチド。

    【請求項８１】  in vivoの安定性の向上を示す、請求項１～７５のいずれ

か1項に記載の方法によって産生された最適化ポリペプチド。
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    【請求項８２】  最適化ポリヌクレオチドがサイトカイン、癌抗原、細菌抗

原、ウイルス抗原、寄生虫抗原または自己抗原をコードする、請求項１～７５の

いずれか1項に記載の方法。

    【請求項８３】  体液性免疫反応もしくは細胞性免疫反応、またはこの両方

である免疫反応が生起される、請求項１～７５のいずれか1項に記載の方法。

    【請求項８４】  子孫ポリヌクレオチドによる調節効果の呈示がin vitroま

たはin vivoで測定される、請求項１～７５のいずれか1項に記載の方法。

    【請求項８５】  請求項７６～８１のいずれか1項に記載の最適化ポリペプ

チドの、薬物の調剤における使用。

    【請求項８６】  治療に有効な量の、請求項７６～８１のいずれか1項に記

載の最適化ポリペプチドの、治療を必要とする患者の治療における使用。
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【国際調査報告】
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