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(57)【要約】
　新規なＣＸＣケモカイン結合タンパク質をクリイロコイタマダニ（Rhipicephalus sang
uineus）の唾液腺からクローン化する。本発明に従い調製された化合物は、抗炎症又は免
疫調節化合物化合物として、或いはＣＸＣケモカイン関連疾病の治療及び予防に使用する
ことができる。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号５）を含んでなるタンパク質と、
ｂ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号６）又は成熟Ｍｅｔ－Ｅｖａｓｉｎ
－３のアミノ酸配列（配列番号２６）を含んでなるタンパク質と、
ｃ）Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を含んでなるタンパク質
と、
ｄ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を含んでなるタンパ
ク質と、
ｅ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質をコード化する核酸配列とストリンジェン
トな条件下でハイブリダイズし得る核酸分子によりコード化されるタンパク質であって、
前記核酸分子がＣＸＣケモカインに結合するタンパク質をコード化する、タンパク質と、
ｆ）アミノ酸配列がａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質と少なくとも約７０％同一
であり、且つＣＸＣケモカインに結合するタンパク質と、
ｇ）ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、又はｆ）のタンパク質のフラグメントを含んでなる
タンパク質であって、そのフラグメントがＣＸＣケモカインに結合する、タンパク質と、
ｈ）ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、又はｆ）のタンパク質のフラグメントを含んでなる
タンパク質であって、そのフラグメント又はタンパク質が免疫調節活性を有する、タンパ
ク質と
からなる群より選択されるポリペプチド。
【請求項２】
　ａ）Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号５）を有するタンパク質と、
ｂ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号６）又は成熟Ｍｅｔ－Ｅｖａｓｉｎ
－３のアミノ酸配列（配列番号２６）を有するタンパク質と、
ｃ）Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を有するタンパク質と、
ｄ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を有するタンパク質
と、
ｅ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質のフラグメントを含んでなるタンパク質で
あって、そのフラグメントがＣＸＣケモカインに結合する、タンパク質と、
ｆ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質のフラグメントを含んでなるタンパク質で
あって、そのフラグメントが免疫調節活性を有する、タンパク質と
からなる群より選択される、請求項１記載のポリペプチド。
【請求項３】
　請求項１記載のタンパク質の活性突然変異体であって、その突然変異体において１又は
複数個のアミノ酸残基が付加、欠失、又は置換されており、且つその突然変異体がＣＸＣ
ケモカインに結合する、活性突然変異体。
【請求項４】
　前記突然変異体が、
ａ）配列番号５によるＥｖａｓｉｎ－３の残基４８、５２、５９、６３、６５、７６番に
相当する位置におけるシステイン残基と、
配列番号５によるＥｖａｓｉｎ－３のアスパラギン５１及び８２番に相当する位置におけ
るグリコシル化部位と
を含有することを特徴とする、請求項３に記載のタンパク質の活性突然変異体。
【請求項５】
　哺乳動物に投与された場合、前記アミノ酸の付加物、欠失物、又は置換物が前記ポリペ
プチドの免疫原性を低下させる、請求項３又は請求項４に記載のタンパク質の活性突然変
異体。
【請求項６】
　膜結合タンパク質の細胞外ドメイン、免疫グロブリン定常部、多量体化ドメイン、ヘテ
ロ二量体タンパク質ホルモン、シグナルペプチド、搬出シグナル、及びタグ配列の中から
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選択される１又は複数個のアミノ酸配列と作動式に連結した、請求項１から５の何れか一
項に記載のタンパク質を含んでなる融合タンパク質。
【請求項７】
　前記ポリペプチドが翻訳後に修飾されることを特徴とする、請求項１から６の何れか一
項に記載のタンパク質。
【請求項８】
　前記タンパク質がグリコシル化されることを特徴とする、請求項７記載のタンパク質。
【請求項９】
　前記タンパク質が、活性フラクション、前駆体、塩、誘導体、抱合体、複合体の形態で
あるか、又はＰＥＧ化されることを特徴とする、請求項１から８の何れか一項に記載のタ
ンパク質。
【請求項１０】
　請求項１から８の何れか一項に記載のポリペプチドをコード化する核酸分子。
【請求項１１】
　ａ）Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号５）を含んでなるタンパク質をコード
化する核酸分子と、
ｂ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号６）又は成熟Ｍｅｔ－Ｅｖａｓｉｎ
－３のアミノ酸配列（配列番号２６）を含んでなるタンパク質をコード化する核酸分子と
、
ｃ）Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を含んでなるタンパク質
をコード化する核酸分子と、
ｄ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を含んでなるタンパ
ク質をコード化する核酸分子と、
ｅ）ストリンジェントな条件下でａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）の核酸分子とハイブリダイ
ズする能力があり、且つＣＸＣケモカインに結合するタンパク質をコード化する核酸分子
と、
ｆ）アミノ酸配列がａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質と少なくとも約７０％同一
であり、且つＣＸＣケモカインに結合するタンパク質をコード化する核酸分子と、
ｇ）ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、又はｆ）の核酸分子によってコード化されるタンパ
ク質のフラグメントを含んでなるタンパク質をコード化する核酸分子であって、そのフラ
グメントがＣＸＣケモカインに結合する、核酸分子と、
ｈ）ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、ｆ）、又はｇ）の核酸分子の縮退変種と
からなる群より選択される、請求項１０記載の核酸分子。
【請求項１２】
　前記核酸分子が、
ａ）Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号５）を有するタンパク質と、
ｂ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号６）又は成熟Ｍｅｔ－Ｅｖａｓｉｎ
－３のアミノ酸配列（配列番号２６）を有するタンパク質と、
ｃ）Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を有するタンパク質と、
ｄ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を有するタンパク質
と、
ｅ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質のフラグメントを含んでなるタンパク質で
あって、そのフラグメントがＣＸＣケモカインに結合する、タンパク質と、
ｆ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質のフラグメントを含んでなるタンパク質で
あって、そのフラグメントが免疫調節活性を有する、タンパク質と、
ｇ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質の活性突然変異体であって、その突然変異
体において１又は複数個のアミノ酸残基が付加、欠失、又は置換されており、且つその突
然変異体がＣＸＣケモカインに結合する、活性突然変異体と、
ｈ）膜結合タンパク質の細胞外ドメイン、免疫グロブリン定常部、多量体化ドメイン、ヘ
テロ二量体タンパク質ホルモン、シグナルペプチド、搬出シグナル、及びタグ配列の中か
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ら選択される１又は複数個のアミノ酸配列と作動式に連結した、ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）
、ｅ）、ｆ）、又はｇ）のタンパク質を含んでなる融合タンパク質と
からなる群より選択されるタンパク質をコード化する、請求項１１記載の核酸分子。
【請求項１３】
　前記ＣＸＣケモカインがＣＸＣＬ８／ＩＬ－８であることを特徴とする、請求項１０か
ら１２の何れか一項に記載の核酸分子。
【請求項１４】
　前記分子がＤＮＡ分子、特にｃＤＮＡ分子である、請求項１０から１３の何れか一項に
記載の核酸分子。
【請求項１５】
　前記分子が、配列番号３又は１５のＤＮＡ配列を含んでなるか、或いは配列番号３又は
１５のＤＮＡ配列である、請求項１０記載の核酸分子。
【請求項１６】
　前記分子が、配列番号４又は２５のＤＮＡ配列を含んでなるか、或いは配列番号４又は
２５のＤＮＡ配列である、請求項１０記載の核酸分子。
【請求項１７】
　長さが少なくとも約２０ヌクレオチドのオリゴヌクレオチド、長さが少なくとも約３０
ヌクレオチドのオリゴヌクレオチド、及び長さが少なくとも約５０ヌクレオチドのオリゴ
ヌクレオチドからなる群より選択される、請求項１１又は請求項１２に記載の核酸のフラ
グメントを含んでなるオリゴヌクレオチド。
【請求項１８】
　請求項１０から１６の何れか一項に記載の核酸分子を含んでなる、クローニング又は発
現ベクター。
【請求項１９】
　前記核酸分子と作動式に結合するプロモーター、特に組織特異的、構成的、又は誘導性
プロモーターを更に含んでなる、請求項１８記載の発現ベクター。
【請求項２０】
　請求項１８又は請求項１９に記載の発現ベクターにより形質転換された、又は前記発現
ベクターをトランスフェクトされた宿主細胞。
【請求項２１】
　請求項１から８の何れか一項に記載のタンパク質を産生するように遺伝子改変された細
胞。
【請求項２２】
　発現を可能にする又は促進させる条件下で請求項２０又は請求項２１に記載の宿主細胞
を培養することを含んでなる、ポリペプチドを調製するための方法。
【請求項２３】
　前記タンパク質を精製することを更に含んでなる、請求項２２記載の方法。
【請求項２４】
　ヒト投与用に前記タンパク質を調合することを更に含んでなる、請求項２２又は請求項
２３に記載の方法。
【請求項２５】
　ＣＸＣケモカイン結合タンパク質を発現させるトランスジェニック非ヒト動物であって
、前記動物の細胞が、請求項１０から１６の何れか一項に記載の分離又は組み換え核酸分
子、或いは請求項１８又は１９に記載の発現ベクターを含有することを特徴とする、トラ
ンスジェニック非ヒト動物。
【請求項２６】
　請求項１から９の何れか一項に記載のポリペプチドに選択的に結合する抗体。
【請求項２７】
　モノクローナル抗体である、請求項２６記載の抗体。
【請求項２８】
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　キメラ、ヒト化、又はヒト抗体であるか、或いはＦａｂ、Ｆ（ａｂ）2、ｓｃＦｖ、又
はドメイン抗体等の抗体フラグメントである請求項２６又は請求項２７に記載の抗体。
【請求項２９】
　請求項１から９の何れか一項に記載のポリペプチド、或いは請求項１０から１９の何れ
か一項に記載の核酸、或いは請求項２０又は請求項２１に記載の細胞と、医薬的に許容し
得る希釈剤又は担体とを含んでなる医薬組成物。
【請求項３０】
　薬剤用である、請求項１から９の何れか一項に記載のポリペプチド又は請求項２９記載
の組成物。
【請求項３１】
　哺乳動物における免疫又は炎症反応の調節用である、請求項１から９の何れか一項に記
載のポリペプチド又は請求項２９に記載の組成物。
【請求項３２】
　動物におけるＣＸＣケモカイン関連疾病の治療又は予防用である、請求項１から９の何
れか一項に記載のポリペプチド又は請求項２９に記載の組成物。
【請求項３３】
　請求項１から９の何れか一項に記載のポリペプチドの使用であって、哺乳動物における
免疫又は炎症反応の調節用の医薬組成物の製造における活性成分としての使用。
【請求項３４】
　前記免疫又は炎症反応がＣＸＣＬ８／ＩＬ８に起因することを特徴とする、請求項３３
記載の使用。
【請求項３５】
　前記免疫性又は炎症性疾患が、自己免疫疾患、感染症、アレルギー性疾患、心血管疾患
、代謝性疾患、胃腸疾患、神経系疾患、敗血症、移植による拒絶反応に関連する疾患、又
は線維性疾患であることを特徴とする、請求項３３又は請求項３４に記載の使用。
【請求項３６】
　請求項１から９の何れか一項に記載のポリペプチドの使用であって、寄生虫、ウィルス
、又は細菌に対する哺乳動物の予防接種用の医薬組成物の調製における使用。
【請求項３７】
　請求項１０から１６の何れか一項に記載の核酸分子によってコード化されるタンパク質
の薬剤としての使用。
【請求項３８】
　請求項１０記載の核酸分子の使用であって、哺乳動物における免疫又は炎症反応の調節
用の医薬組成物の調製における使用。
【請求項３９】
　吸血性の外寄生虫に対して動物を免疫化するための方法であって、請求項１から９の何
れか一項に記載のポリペプチドを前記動物に投与することを含んでなる方法。
【請求項４０】
　免疫又は炎症反応の調節を、それを必要とする動物において行なう方法であって、治療
有効量の請求項１から９の何れか一項に記載のポリペプチドを前記動物に投与することを
含んでなる方法。
【請求項４１】
　ＣＸＣケモカイン関連疾患を治療又は予防するための方法であって、治療有効量の請求
項１から９の何れか一項に記載のポリペプチドを、それを必要とする被験体に投与するこ
とを含んでなる方法。
【請求項４２】
　ＣＸＣケモカイン又は類似体、ＣＸＣケモカイン結合タンパク質又は受容体、ＣＸＣケ
モカインとＣＸＣケモカイン結合タンパク質との相互作用、或いは前記相互作用のアンタ
ゴニスト又はアゴニストを検出するためのキットであって、検出試薬と、
ａ）請求項１０記載の核酸分子、
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ｂ）請求項１７記載のオリゴヌクレオチド、
ｃ）請求項１から９の何れか一項に記載のポリペプチド、及び
ｄ）請求項２６、２７、又は２８に記載の抗体
からなる群より選択される少なくとも１種類の化合物とを含んでなる、キット。
【請求項４３】
　ＣＸＣケモカイン又は類似体、ＣＸＣケモカイン結合タンパク質又は受容体、ＣＸＣケ
モカインとＣＸＣケモカイン結合タンパク質との相互作用、或いは前記相互作用のアンタ
ゴニスト又はアゴニストをインビトロ（in vitro）又はインビボ（in vivo）で検出する
ための方法であって、試料を、
ａ）請求項１０に記載の核酸分子、
ｂ）請求項１７に記載のオリゴヌクレオチド、
ｃ）請求項１から９の何れか一項に記載のポリペプチド、及び
ｄ）請求項２６、２７、又は２８に記載の抗体
からなる群より選択される化合物と接触させることを含んでなる方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はＣＸＣケモカインの新規なアンタゴニスト、特にＣＸＣＬ８及び関連ＣＸＣケ
モカインのアンタゴニストに関するとともに、それらの使用、特に抗炎症又は免疫調節化
合物としての使用、及び、ＣＸＣケモカイン関連疾病の治療又は予防における使用に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　ケモカインは、小型の分泌性、炎症促進性タンパク質であり、血液から損傷部位への白
血球の指向性遊走を媒介する。ケモカイン系統群は、この系統群のタンパク質を特徴づけ
る保存システインの位置に応じて、Ｃ、ＣＣ、ＣＸＣ、ＣＸ3Ｃケモカインに構造上類別
することができ、これらは一連の膜受容体に結合する（Baggiolini M. 等 (1997)）。こ
れらの膜受容体（何れも七重螺旋状Ｇ－タンパク質共役受容体）によって、ケモカインが
標的細胞に生理活性を発揮することが可能となる。かかる細胞はその状態及び／又は種類
に応じて、特定の受容体の組み合わせを発現し得るからである。ケモカインの生理効果は
、併起的な相互作用が複雑に統合された系の結果として生ずる。かかる受容体はリガンド
特異性が重複するため、単一の受容体が異なるケモカインに結合し得る。同様に、単一の
ケモカインが異なる受容体に結合し得る。
【０００３】
　構造と活性との関係に関する研究は、ケモカインがその受容体と相互作用する主要な部
位を２箇所（即ち、可動性アミノ末端領域と、第２システインに続く高次構造的に硬直し
たループ）有することを示している。ケモカインはそのループ領域によって受容体にドッ
キングするものと考えられ、この接触によって、受容体の活性化を生じさせるアミノ末端
領域の結合が起こり易くなるものと考えられる。
【０００４】
　通常、ケモカインは損傷部位で産生され、白血球の遊走及び活性化をひき起し、炎症、
免疫、恒常性維持、造血、及び脈管形成の過程に基本的役割を演じる。従ってこれらの分
子は、かかる過程に関連する疾患に治療介入する上で、好ましい対象候補であると考えら
れる。ケモカイン又はそれらの受容体を阻害によることによって、白血球の成熟、動員、
及び活性化、並びに脈管形成又は動脈硬化に関係する他の病理学的過程を低減することが
できる（Baggiolini M.(2001)）。
【０００５】
　突然変異を阻害するケモカイン、抗体、及びペプチドと、受容体をブロックする小分子
阻害薬とに加えて、効果的なケモカインアンタゴニストの探索は、ヒト又は哺乳動物の宿
主と接触するとその宿主に影響を及ぼす強力な免疫調節活性を示す、一連のウィルスや他
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の生物体にも拡大されている。
【０００６】
　サイトカイン、ケモカイン、及びそれらの受容体のウィルスによる模倣は、治療薬開発
における免疫調節の方策を示している。最近、吸血性節足動物（蚊、ブユ、及びダニなど
）が発現する免疫調節因子が再検討されている（Gillespie, RD等(2001)）。
【０００７】
　具体的には、ダニの唾液腺は、特に抗炎症、抗血液凝固、及び抗免疫活性を有する生理
活性分子の複雑な混合物を産生する。これらの中には、ヒスタミンを調節し、免疫グロブ
リンに結合し、或いは別の補体カスケード又は他のプロテアーゼを阻害する生理活性タン
パク質が含まれる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　大量の文献があるにもかかわらず、様々なダニの組織及び／又は種から作製されたライ
ブラリーのランダム配列決定及びディファレンシャルスクリーニングによって同定された
ｃＤＮＡ配列を列挙しているのは、僅かな論文のみに過ぎない。しかし、これら配列の大
部分は生化学的又は機能的な特性決定がなされておらず、基本的な細胞機能に関与する既
知のタンパク質（例えば、過去にダニ唾液腺において酵素活性又は抗体反応誘発に関する
特性決定がなされたもの）との配列類似性のみに基づいて、多くの注釈が書き入れられて
いる。特に、ＣＸＣケモカイン結合タンパク質として作用し、ＣＸＣケモカインアンタゴ
ニストとして機能するダニタンパク質については、何ら示されていない。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　驚くべきことに、クリイロコイタマダニ（Rhipicephalus sanguineus）の唾液に含まれ
るＥｖａｓｉｎ－３という新規なタンパク質が、ＣＸＣケモカインに結合してそれらの活
性を阻害することが見出された。Ｅｖａｓｉｎ－３はクリイロコイタマダニのｃＤＮＡラ
イブラリーからクローン化され、哺乳動物及びE. coli（大腸菌）の細胞で発現された。
このタンパク質、並びにその誘導体、フラグメント、又は模倣剤は、例えば哺乳動物生体
内におけるＣＸＣケモカインのアンタゴニストとして、或いは、予防接種用の標的やダニ
又はダニ媒介病原体の駆除用の標的として治療に用いることができる。
【００１０】
　即ち、本発明の第１の態様は、Ｅｖａｓｉｎ－３、或いはそのフラグメント又は類似体
のアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドに関する。本発明の好ましいポリペプチドは、
ＣＸＣケモカインに結合し、その生物学的活性を阻害する。かかるポリペプチドの特定の
例は、Ｅｖａｓｉｎ－３又はそのフラグメントである。
【００１１】
　本発明の第２の態様は、上記定義のポリペプチドをコード化する核酸分子に関する。か
かる核酸には、それらから分離されるオリゴヌクレオチドや、前記分子を含有するベクタ
ー、具体的には発現ベクターが含まれる。
【００１２】
　本発明の第３の態様は、上記定義のポリペプチドに選択的に結合する抗体に存する。
【００１３】
　本発明の第４の態様は、上記定義のポリペプチドを発現させる宿主細胞及びトランスジ
ェニック非ヒト動物、並びに、かかる細胞及びトランスジェニック非ヒト動物を産生する
方法に関する。
【００１４】
　本発明の第５の態様は、上記定義のポリペプチドを、典型的には組み換え技術を用いて
調製する方法である。
【００１５】
　本発明の第６の態様は、上記定義のポリペプチド又は核酸分子と、医薬的に許容し得る
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担体又はビヒクルとを含んでなる医薬（例えばワクチン又は免疫原性）組成物である。
【００１６】
　本発明の第７の態様は、上記定義のポリペプチド又は核酸分子の薬剤としての使用、特
に、哺乳動物中の免疫反応又は炎症反応を調節するための使用、並びに、対応する治療方
法に関する。
【００１７】
　本発明の他の特徴及び利点は、下記の詳細な説明から明らかになるはずである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　本発明は、ケモカイン活性を調節するための新規な組成物及び方法に関する。より具体
的には、本発明は、ＣＸＣケモカイン結合特性を有し、ケモカイン作用の阻害に使用し得
る新規なタンパク質を開示する。実施例は、ダニの唾液から得られるこのタンパク質が、
組み換え型として発現及び精製可能であるとともに、ＣＸＣケモカインに有効に結合する
ことにより、その作用（例えば、ＣＸＣケモカインによって誘導される細胞の特異的走化
性応答）を阻害し得ることを示している。
【００１９】
　従って、本発明の第１の態様は、Ｅｖａｓｉｎ－３ポリペプチド、即ちＥｖａｓｉｎ－
３のアミノ酸配列、或いはそのフラグメント又は類似体のアミノ酸配列を含んでなる任意
のポリペプチドに存する。本発明の好ましいポリペプチドはＣＸＣケモカイン、具体的に
はＣＸＣＬ８（ＩＬ－８とも呼ばれる）に結合して前記ケモカインの活性を阻害する。本
発明の特定のポリペプチドは、
ａ）Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号５）を含んでなるタンパク質と、
ｂ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号６）又は成熟Ｍｅｔ－Ｅｖａｓｉｎ
－３のアミノ酸配列（配列番号２６）を含んでなるタンパク質と、
ｃ）Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を含んでなるタンパク質
と、
ｄ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を含んでなるタンパ
ク質と、
ｅ）タンパク質ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）をコード化する核酸配列とストリンジェント
な条件下でハイブリダイズし得る核酸分子によりコード化されるタンパク質であって、上
記核酸分子は、ＣＸＣケモカインに結合して上記ケモカインの活性を阻害するタンパク質
をコード化する、タンパク質と、
ｆ）アミノ酸配列がタンパク質ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）と少なくとも約７０％同一で
あるとともに、ＣＸＣケモカインに結合して前記ケモカインの活性を阻害するタンパク質
と、
ｇ）タンパク質ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、又はｆ）のフラグメントを含んでなるタ
ンパク質であって、そのフラグメントがＣＸＣケモカインに結合して前記ケモカインの活
性を阻害する能力を保持する、タンパク質と、
ｈ）タンパク質ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、又はｆ）のフラグメントを含んでなり、
そのフラグメントが免疫調節活性を有するタンパク質と
からなる群より選択される。
【００２０】
　好ましい実施形態によれば、このタンパク質は、
ａ）Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号５）を有するタンパク質と、
ｂ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号６）又は成熟Ｍｅｔ－Ｅｖａｓｉｎ
－３のアミノ酸配列（配列番号２６）を有するタンパク質と、
ｃ）Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を有するタンパク質と、
ｄ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を有するタンパク質
と、
ｅ）タンパク質ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のフラグメントを含んでなり、そのフラグメ
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ントがＣＸＣケモカインに結合し、そのケモカインの活性を阻害するタンパク質と、
ｆ）タンパク質ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のフラグメントを含んでなり、そのフラグメ
ントが免疫調節活性を有するタンパク質と
からなる群より選択される。
【００２１】
　別の態様によれば、本発明は、上記定義のタンパク質の活性突然変異体であって、その
突然変異体において１又は複数個のアミノ酸残基が付加、欠失、又は置換されており、且
つこの突然変異体がＣＸＣケモカインに結合して前記ケモカインの活性を阻害する、突然
変異体に関する。
【００２２】
　本発明のポリペプチドは、１又は２以上の翻訳後修飾（例えば、グリコシル化、リン酸
化、シグナルペプチドを除去するためのエンド／エキソペプチダーゼによる修飾）の結果
として得られる、或いは異種配列（検出及び／又は精製を改善するタグ又はドメインなど
）をコード化する配列のインフレーム付加の結果として得られる、成熟型であってもよい
。例えばＥｖａｓｉｎ－３は、哺乳動物及び昆虫の両細胞系において、完全型（配列番号
１７）及び成熟型（配列番号１８）の組み換えヒスチジンタグ付加タンパク質として発現
させることができる。
【００２３】
　本発明のポリペプチド、又はその対応する核酸は、組み換え又は合成のポリペプチド及
び核酸等の単離型（例えば、その自然環境にない状態）であってもよい。
【００２４】
　実施例は、Ｅｖａｓｉｎ－３ポリペプチドが、ＣＣＬ２、ＣＣＬ５、ＣＣＬ１１、又は
ＣＣＬ１７等のＣＣケモカインではなく、ＣＸＣケモカイン、特にＣＸＣＬ８（別名ＩＬ
－８）やＣＸＣＬ１（別名Ｇｒｏ－α）に結合すること、また、それらの活性を阻害（例
えば低下）し得ることを示している。この特性決定は、放射性ＣＸＣケモカインの使用を
含む、一連の生化学的アッセイを利用して行なった。実施例で示すように、Ｅｖａｓｉｎ
－３ポリペプチドは、ＣＸＣケモカイン、特にＣＸＣＬ８／ＩＬ－８に結合する。かかる
活性によって、本発明のＥｖａｓｉｎ－３ポリペプチドは、以下に考察するように、治療
上広範な実用性を有する。
【００２５】
　本発明との関係において、ポリペプチドのフラグメントとは、そのポリペプチド配列の
少なくとも５個、６個、７個、８個、９個、又は１０個の連続したアミノ酸残基を含んで
なる任意のフラグメントを意味する。本発明の特定のフラグメントは、本明細書に開示す
るように、Ｅｖａｓｉｎ－３タンパク質の１５個、２０個、２５個、又はそれ以上のアミ
ノ酸残基を含んでなる。好ましいフラグメントは、完全長のタンパク質の少なくとも１つ
の生理活性、例えば免疫原性活性又は免疫調節活性を保持する。
【００２６】
　これに関して、本発明との関係において「免疫調節活性」とは、インビトロ又はインビ
ボで検出される任意の活性であって、免疫反応に正又は負の何れかの影響を及ぼす活性を
意味する。かかる活性の例としては、免疫活性、免疫抑制活性、抗炎症活性、前／抗アポ
プトーシス活性、又は抗腫瘍活性が挙げられる。
【００２７】
　或いは、このフラグメントは、哺乳動物に投与した場合に免疫活性を与えるものとして
特定することもできる。これらのフラグメントは、必要な場合には、免疫反応（例えばダ
ニ又はダニ媒介病原体に対する）を高めるための適切な抗原特性、免疫原特性を有するべ
きである。かかる機能配列を候補ワクチン抗原として同定する方法や、更にはアジュバン
トと一緒に投与し、及び／又は、担体に架橋する方法に関して、文献には多くの例が示さ
れている（Mulenga A.他(2000）の国際公開第０１／８０８８１号、第０３／０３０９３
１号、第０１／８７２７０号）。Ｅｖａｓｉｎ－３において同定された特定の抗原又は抗
原群は、動物における外寄生虫の感染又は疾患の予防又は低減に使用することができる。
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動物がその外寄生虫に自然暴露されることによって、その外寄生虫に対する動物の免疫が
増強される（国際公開第９５／２２６０３号）。最後に、そのフラグメントは、スクリー
ニング又は診断用途において、完全タンパク質に対する抗体を産生するために使用するこ
ともできる。
【００２８】
　上記定義のＥｖａｓｉｎ－３の特性について、本明細書ではこの配列の組み換え変種を
用いて示したが、活性突然変異体によれば、かかる特性を維持し、更には強化することも
可能である。この種の分子としては、上記配列の天然又は合成の類似体であって、１又は
複数個のアミノ酸残基が付加、欠失、又は置換されたものが挙げられる。但し、後述の実
施例に記載の手段によって測定した場合に、本発明の特徴となる生理活性と同じ生理活性
を、同等か又はより高レベルで示すことを条件とする。
【００２９】
　具体的に、「活性」という語は、かかる代替化合物において、Ｅｖａｓｉｎ－３のＣＸ
Ｃケモカイン結合及び免疫調節特性が維持され、更には強化されることを意味する。
【００３０】
　活性突然変異分子は、部位特異的突然変異誘発法、コード化ＤＮＡ配列（ＤＮＡシャフ
リング、ファージディスプレイ／選択など）のレベルでのコンビナトリアル法、又はコン
ピューター支援設計での検討によって、或いは適切な他の任意の周知の手法によって生成
することができ、これらの手法によって、実質的に対応する突然変異型又は短縮型のペプ
チド又はポリペプチドの有限の組が得られる。当業者であればこれらの代替分子を、従来
技術や後述の実施例における教示に基づいて、定型的な手法で取得及び試験することがで
きる。
【００３１】
　本発明によれば、これらの活性突然変異体における好ましい変化は、一般に「保存的」
又は「安全」置換として知られる、重要でない残基における置換である。保存的アミノ酸
置換は、その分子の構造及び生物学的機能が保存される程度に、十分に類似した化学的性
質を有するアミノ酸による置換である。当然ながら、上記定義の配列は、その機能が変更
されない限りにおいて、アミノ酸の挿入及び欠失を有していてもよい。具体的には、かか
る挿入又は欠失が数個（例えば１０個未満、好ましくは３個未満）のアミノ酸しか伴わず
、また、タンパク質又はペプチドの機能的高次構造にとって重大なアミノ酸を除去又は置
換しない場合である。
【００３２】
　天然のタンパク質の配列及び／又は構造に関する統計的及び物理化学的な検討に基づい
た保存的アミノ酸置換の選択を可能とするモデルが、文献には多数示されている（Rogov 
SI.及びNekrasov AN.(2001)）。タンパク質設計実験によれば、アミノ酸の特定のサブセ
ットを用いて、折り畳み式の活性タンパク質を生成することができること、更にはこれが
、タンパク質構造内により容易に収容可能であり、且つ、機能的及び構造的なＥｖａｓｉ
ｎ－３のホモログ及びパラログの検出に使用可能な、アミノ酸「同義」置換の分類に有用
であることが示されている（Murphy LR.等(2000)）。置換用の同義アミノ酸基、並びに、
より好ましい同義アミノ酸基は、表Ｉに定義されるものである。
【００３３】
　但し、Ｅｖａｓｉｎ－３配列との関係においては、特定の残基がとりわけ重要である。
例えば、Ｅｖａｓｉｎ－３は、有意な相同性を示す既知のタンパク質を有しないものの、
成熟タンパク質中に（具体的には、成熟Ｅｖａｓｉｎ－３中の２２、２６、３３、３７、
３９、及び５０番に当る位置に）、対応する数個のシステイン残基を含有する。更に、Ｅ
ｖａｓｉｎ－３は、成熟Ｅｖａｓｉｎ－３中のアスパラギン２５及び５６番に当る位置に
、潜在的なグリコシル化部位を含有する。これらの残基は、正確な折り畳み及び／又は活
性に重要である可能性があるので、代替ポリペプチドの対応する位置に保存されることが
好ましい。或いは、欠失又は置換されたシステイン又はグリコシル化部位を、タンパク質
内の異なる位置に再建してもよい。
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【００３４】
　或いは、Ｅｖａｓｉｎ－３の活性突然変異体は、哺乳動物に投与した場合に上記ＣＸＣ
ケモカイン結合タンパク質の免疫原性を低減するような配列変更から得ることもできる。
かかる目的や、治療用タンパク質の安全且つ効果的な投与を可能にする他の機能最適化の
ために設計及び導入し得る配列変更の例は、特に非ヒト、非哺乳動物、又は非天然のタン
パク質の場合について、文献に多数示されている（Schellekens H.(2002)）。これらの分
子を得るための技術的アプローチの例としては、定方向進化（Vasserot AP.等(2003)）、
合理的設計（Marshall SA(2003)）、バイオインフォマティクス（Gendel SM.(2002)）、
ＣＤ４＋Ｔ細胞エピトープの同定及び中和（国際公開第０３／１０４２６３号、第０３／
００６０４７号、第０２／９８４５４号、第９８／５２９７６号、第０１／４０２８１号
）、他のタンパク質配列との融合（国際公開第０２／７９４１５号、第９４／１１０２８
号）、他の化合物との結合（国際公開第９６／４０７９２号）等が挙げられる。
【００３５】
　活性Ｅｖａｓｉｎ－３由来配列は、天然のＥｖａｓｉｎ－３の類似体又はオルソログで
あってもよい。これらは特に、他のダニ種、具体的にはマダニ（Ixodidae）科、より具体
的にはクリイロコイタマダニが属するRhipicephalinae亜科に属するもの、更にはマダニ
亜科（例えばマダニ（Ixodes scapularis）及びタネガタマダニ（Ixodes ricinus））やA
mblyomminae亜科（例えばAmblyomma variegatum及びAmblyomma americanum）等の他の亜
科から分離することができる。或いは、ヒト及びマウス等の哺乳動物でも、オルソログを
同定することができる。
【００３６】
　吸血性節足動物のゲノム及びトランスクリプトームについて入手可能な情報は限られて
おり、その大部分はリボソーム及びミトコンドリアの配列に関連するものである。これら
は、その保存に基づく系統発生関係の決定のために研究されたものである（Murrell A.等
(2001)）。ダニのゲノムデータは部分的且つ暫定的な形式でしか入手できない（Ullmann 
AJ.等(2002)）が、マダニ類から抽出したゲノムＤＮＡを用いれば、ＣＸＣケモカイン結
合タンパク質をコード化するダニ遺伝子について、更なる分析を行なうことが可能である
。かかるゲノムＤＮＡは、特定の方法及び条件を適用することにより（Hill CA.及びGuti
errez, JA.(2003)）、具体的には、既に実証されているように、唾液腺タンパク質におけ
る重要な多型の存在を検出するための方法及び条件を適用することにより（Wang H.等(19
99)）、抽出することができる。これらの生物におけるゲノム及びタンパク質の配列は、
その生理学及び生物学的理解にとって重要であり、宿主と寄生虫と寄生虫媒介病原体との
関係に本発明のタンパク質が果たす役割を理解する上で、有用な情報を提供する（Valenz
uela JG.(2002b)）。
【００３７】
　本発明においてＥｖａｓｉｎ－３と相同のタンパク質について記載した、ＣＸＣケモカ
イン結合活性の生化学的及び生理学的な特徴決定は、ダニ及びダニ媒介病原体の研究のた
めに近年改良された技術の何れかを適用することによって行なうことができる。かかる技
術としては、２次元ゲル電気泳動（Madden RD.等(2004)）やＲＮＡ干渉（Aljamali MN.等
(2003)）等が挙げられる。また、更なる検討によって、これらのタンパク質上におけるＣ
ＸＣケモカイン認識部位及びＣＸＣケモカイン拮抗作用機序のマッピング（Seet BT.等(2
001)、Beck CG等(2001)、Burns JM. 等(2002)、Webb LM. 等(2004)）や、関連する翻訳後
修飾の同定（Alarcon-Chaidez FJ.等(2003)）を行なうことも可能である。
【００３８】
　本発明の別の態様は、異種ドメインと作動式に連結された上記定義のＥｖａｓｉｎ－３
ポリペプチドを含んでなる融合タンパク質である。異種ドメインとしては、例えば、膜結
合タンパク質の細胞外ドメイン、免疫グロブリン定常部（Ｆｃ部）、多量体化ドメイン、
搬出シグナル、及びタグ配列（アフィニティーによる精製を補助するもの、即ち、ＨＡタ
グ、ヒスチジンタグ、ＧＳＴ、ＦＬＡＡＧペプチド、又はＭＢＰなど）の中から選択し得
る１又は２以上のアミノ酸配列が挙げられる。
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【００３９】
　融合タンパク質との関係において、「作動式に連結した」という表現は、Ｅｖａｓｉｎ
－３ポリペプチドと付加アミノ酸の配列とがペプチド結合により直接、或いはスペーサー
残基（例えばリンカー）を介して結合していることを示す。このようにすれば、融合タン
パク質をコード化する核酸分子を宿主細胞で直接発現させることにより、組み換え法での
融合タンパク質の産生が可能となる（これについては後に論じる）。また、必要であれば
、産生／精製過程の最後に、又はインビボで、融合タンパク質に含まれる余分なアミノ酸
配列を、例えば適切なエンドペプチダーゼ／エキソペプチダーゼによって除去することも
できる（これについても後に論じる）。この異種部分を作動式に連結させるのは、Ｅｖａ
ｓｉｎ－３ポリペプチドのＮ末端部でもＣ末端部でもよい。
【００４０】
　かかる部分及び／又はリンカーの設計、並びに融合タンパク質の作製、精製、検出、熟
成、及び使用の方法及び方策については、文献において広く論じられている（Nilsson J.
等の論文(1997)「Application of chimeric genes and hybrid proteins」、Methods Enz
ymol. Vol.326-328, Academic Press, 2000）。一般に、異種配列は、元のタンパク質の
治療活性（例えばＣＸＣケモカイン結合）を実質的に損なうことなく、更なる特性を付与
することを意図している。かかる更なる特性の例としては、精製手順の容易化、体液中で
の半減期の延長、結合部分の付与、細胞内タンパク質分解消化作用による成熟化、組み換
え産生時の安定性、又は細胞外局在化が挙げられる。この最後の特徴は、上記定義に含ま
れる特定の融合又はキメラタンパク質群を規定する上で、とりわけ重要である。かかる特
徴によって、ポリペプチドを容易に分離及び精製できる空間であって、ＣＸＣケモカイン
が通常活性な状態である空間に、ポリペプチドを局在化させることが可能となるからであ
る。
【００４１】
　Ｅｖａｓｉｎ－３ポリペプチドに融合されるこれらの配列のうち、１又は２以上の配列
の選択は、上記タンパク質の組み換えタンパク質としての具体的な用途及び／又は精製プ
ロトコルに応じて異なる。例えば、実施例ではＥｖａｓｉｎ－３の活性を試験するために
、Ｅｖａｓｉｎ－３の検出及び精製を共に容易にするヒスチジンタグ配列を含有する融合
タンパク質を用いた。これらの配列は、以下の３種類の基本的な異種配列群から選択する
ことができる。
【００４２】
　かかる配列の第１の群は、シグナルペプチド及び搬出シグナル等の組み換えＤＮＡ技術
を用いたタンパク質の分泌及び精製を補助する配列（Rapoport TA.等(1996)）、或いは、
アフィニティーによる精製を補助するタグ配列（ＨＡタグ、ヒスチジンタグ、ＧＳＴ、Ｆ
ＬＡＧ、又はＭＢＰ）からなる。
【００４３】
　異種配列の第２の群は、タンパク質の安定性及び生理活性の向上を可能とする配列に代
表されるものである。
【００４４】
　タンパク質の半減期の延長を可能にする方策の典型的な例としては、ヒト血清アルブミ
ンとの融合や、循環ヒト血清アルブミンとの結合を可能にするペプチド及び他の修飾配列
（例えばミリストイル化による）との融合が挙げられる（Chuang VT.等(2002)、Graslund
 T.等(1997)、国際公開第０１／７７１３７号）。或いは、この付加的な配列によって、
脳内など特定部位への局在化のためのターゲッティングを補助することもできる（国際公
開第０３／３２９１３号）。
【００４５】
　被験体に投与した場合の組み換えタンパク質の安定性を向上させる別の方法は、他のタ
ンパク質から分離された、二量体、三量体等の形成を可能にするドメインを融合すること
によって、そのタンパク質の多量体を作製することである。本発明のポリペプチドの多量
体化を可能にするタンパク質配列の例としては、ｈＣＧ（国際公開第９７／３０１６１号
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）、コラーゲンＸ（国際公開第０４／３３４８６号）、Ｃ４ＢＰ（国際公開第０４／２０
６３９号）、Ｅｒｂタンパク質（国際公開第９８／０２５４０号）、又はコイルドコイル
ペプチド（国際公開第０１／００８１４号）等のタンパク質から分離されたドメインが挙
げられる。
【００４６】
　かかる融合タンパク質のよく知られた例としては、ヒト免疫グロブリンタンパク質の定
常／Ｆｃ部に代表されるものが挙げられる。これは、ヒト免疫グロブリンによく見られる
二量体化を可能にするものである。治療に役立つタンパク質及び免疫グロブリンフラグメ
ントを含んでなる融合タンパク質を作製するための方策が、文献には種々開示されている
（国際公開第９１／０８２９８号、第９６／０８５７０、第９３／２２３３２号、第０４
／０８５４７８、第０１／０３７３７号、第０２／６６５１４号）。例えば、成熟Ｅｖａ
ｓｉｎ－３をコード化する核酸配列のクローン化は、その５′末端に元のＥｖａｓｉｎ－
３シグナル配列（又は任意の他の適切なシグナル／搬出配列）をコード化する核酸配列を
融合させ、且つ、その３′末端にヒト免疫グロブリンλ重鎖ＩｇＧ１（国立バイオテクノ
ロジー情報センター（ＮＣＢＩ）受託番号ＣＡＡ７５３０２、区分２４６－４７７）をコ
ード化する核酸配列を融合させた発現ベクターにより行なうことができる。得られたベク
ターを用いてＣＨＯ又はＨＥＫ２９３宿主細胞株を形質転換した上で、Ｎ末端にＥｖａｓ
ｉｎ－３、Ｃ末端にＩｇＧ１配列を有する組み換え融合タンパク質を安定的に発現させ、
分泌させるクローンを選択すればよい。続いてこのクローンを、産生の大規模化や、培養
液からの組み換え融合タンパク質の精製に用いることができる。或いは、ヒト免疫グロブ
リンλ重鎖ＩｇＧ１の定常部及びＥｖａｓｉｎ－３をコード化する核酸の位置を逆にして
もよく、得られるタンパク質を、Ｅｖａｓｉｎ－３の元のシグナル配列又は任意の他の適
切なシグナル／搬出配列を用いて発現させ、分泌させることもできる。また、この技術を
用いて、あるＥｖａｓｉｎ－３－Ｆｃ融合タンパク質と、別の異なるＦｃ系融合タンパク
質（例えば別のＣＸＣケモカインアンタゴニスト）とを発現する、２種類の異なるコンス
トラクトを同一の宿主細胞中で共発現させれば、ヘテロ二量体を産生することもできる（
国際公開第００／１８９３２号）。
【００４７】
　異種配列の更なる群は、Ｅｖａｓｉｎ－３が示す機能的活性に相乗作用を与え、又はこ
れを増幅し得る、更なる機能的活性を加える配列に代表されるものである。これらの配列
は、膜結合タンパク質（例えばＣＸＣケモカイン受容体）の細胞外ドメインから分離され
、或いは分泌タンパク質中に存在するものと推測されるが、ＣＸＣケモカインアンタゴニ
ストと同様に活性である可能性があり、一般に免疫調節活性を有するはずである。
【００４８】
　上記のように、これら融合タンパク質に含まれる更なる配列は、必要であれば、例えば
産生又は精製過程の終りに、又はインビボで、例えば適切なエンドペプチダーゼ／エキソ
ペプチダーゼによって除去してもよい。例えば、所望のタンパク質を異種配列からインビ
ボ又はインビトロで酵素分離するのに使用可能なエンドペプチダーゼ（カスパーゼなど）
の認識部位を、組み換えタンパク質に含まれるリンカー配列によって提示してもよい。或
いは、発現されるタンパク質配列が開始メチオニンを有しない場合（例えばその配列が、
シグナルペプチドのないタンパク質の成熟配列のみをコード化する場合）、本発明のタン
パク質を宿主細胞内で、開始メチオニンを用いて正確に発現させることができる。その後
、この更なるアミノ酸を、得られた組み換えタンパク質中に保持しておいてもよく、文献
に開示の方法に従って、メチオニンアミノペプチダーゼ等のエキソペプチダーゼで除去し
てもよい（Van Valkenburgh HA.及びKahn RA.(2002)、Ben-Bassat A(1991)）。
【００４９】
　本発明のポリペプチドの更なる変種又は類似体は、ペプチド模倣体（別名ペプチドミメ
ティクス）の形態で得られる。これは、ペプチド又はポリペプチドの性質が、アミノ酸側
鎖、アミノ酸キラリティ、及び／又はペプチド骨格のレベルで化学修飾されたものである
。これらの変更は、精製、効能、及び／又は薬物動態の特徴が改善されたアンタゴニスト



(14) JP 2009-513124 A 2009.4.2

10

20

30

40

50

を提供することを意図している。例えば、被験体への注入後にペプチドがペプチダーゼ開
裂の影響を受け易いという問題がある場合、特に敏感なペプチド結合を非開裂性ペプチド
模倣体で置換することにより、治療薬としてより安定な、ひいてはより有用なペプチドを
提供することができる。同様に、Ｌ－アミノ酸残基の置換は、タンパク質分解に対するペ
プチドの感受性を低減し、最終的にはペプチドよりも他の有機化合物に類似したものにす
る標準的な方法である。また、アミノ末端保護基、例えばｔ－ブチルオキシカルボニル、
アセチル、テイル（theyl）、スクシニル、メトキシスクシニル、スベリル、アジピル、
アゼライル、ダンシル、ベンジルオキシカルボニル、フルオレニルメトキシカルボニル、
メトキシアゼライル、メトキシアジピル、メトキシスベリル、及び２，４－ジニトロフェ
ニル等も有用である。更に、効能の増強、活性の長期化、精製の容易化、及び／又は半減
期の延長を可能にする他の修飾が、本技術分野では多数知られている（国際公開第０２／
１０１９５号、Villain M.他(2001)）。ペプチド模倣体に含まれるアミノ酸誘導体用の好
ましい代替「同義」基としては、表IIに規定するものが挙げられる。「アミノ酸誘導体」
とは、遺伝的にコード化される２０種の天然アミノ酸の何れとも異なるアミノ酸又はアミ
ノ酸様化学物質を意味する。具体的には、このアミノ酸誘導体は、置換又は非置換のアル
キル部分（直鎖状、分枝鎖状、又は環状の何れでもよい）を有していてもよく、また、１
又は２以上のヘテロ原子を有していてもよい。アミノ酸誘導体は新規に作製したものでも
よく、また、商業的供給源から調達したものでもよい（Calbiochem-Novabiochem AG, Swi
tzerland、Bachem, USA）。ペプチド模倣体（並びに非ペプチド模倣体）の合成及び開発
の手法は、本技術分野では周知である（Hruby VJ.及びBalse PM.(2000)、Golebiowski A.
等(2001)）。タンパク質の構造及び機能を探索及び／又は改良するべく、インビボ及びイ
ンビトロ双方の翻訳系を用いてタンパク質に非天然のアミノ酸を導入するための方法論に
ついても、文献に種々開示されている（Dougherty DA.(2000)）。
【００５０】
　下記で考察することにするが、本発明のポリペプチドは、組み換え技術及び化学合成技
術を含む、本技術分野で周知の任意の手順によって調製することができる。
【００５１】
　更なる態様によれば、本発明は、上記定義のポリペプチド、即ちＥｖａｓｉｎ－３のア
ミノ酸配列又はそのフラグメント或いは類似体をコード化する核酸分子にある。本発明の
特定の核酸分子は、
ａ）Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号５）を含んでなるタンパク質をコード化
する核酸分子と、
ｂ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号６）又は成熟Ｍｅｔ－Ｅｖａｓｉｎ
－３のアミノ酸配列（配列番号２６）を含んでなるタンパク質をコード化する核酸分子と
、
ｃ）Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を含んでなるタンパク質
をコード化する核酸分子と、
ｄ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を含んでなるタンパ
ク質をコード化する核酸分子と、
ｅ）ストリンジェントな条件下でａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）の核酸分子とハイブリダイ
ズする能力があり、且つＣＸＣケモカインに結合するタンパク質をコード化する、核酸分
子と、
ｆ）アミノ酸配列がａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質と少なくとも約７０％同一
であり、且つＣＸＣケモカインに結合するタンパク質をコード化する、核酸分子と、
ｇ）ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、又はｆ）の核酸分子によってコード化されるタンパ
ク質のフラグメントを含んでなるタンパク質をコード化する核酸分子であって、そのフラ
グメントがＣＸＣケモカインに結合するタンパク質をコード化する、核酸分子と、
ｈ）ａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、ｆ）、又はｇ）の核酸分子の縮退変種と
からなる群より選択される。
【００５２】
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　具体的には、この核酸分子は、
ａ）Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号５）を有するタンパク質と、
ｂ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３のアミノ酸配列（配列番号６）又は成熟Ｍｅｔ－Ｅｖａｓｉｎ
－３のアミノ酸配列（配列番号２６）を有するタンパク質と、
ｃ）Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１７）を有するタンパク質と、
ｄ）成熟Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのアミノ酸配列（配列番号１８）を有するタンパク質
と、
ｅ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質のフラグメントを含んでなり、そのフラグ
メントがＣＸＣケモカインに結合するタンパク質と、
ｆ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質のフラグメントを含んでなり、そのフラグ
メントが免疫調節活性を有するタンパク質と、
ｇ）ａ）、ｂ）、ｃ）、又はｄ）のタンパク質の活性な突然変異体であって、その変異体
において１又は複数個のアミノ酸残基が付加、欠失、又は置換されており、且つＣＸＣケ
モカインに結合する、突然変異体と、
ｈ）膜結合タンパク質の細胞外ドメイン、免疫グロブリンの定常部、多量体化ドメイン、
シグナルペプチド、搬出シグナル、及びタグ配列の中から選択される１又は複数個のアミ
ノ酸配列と作動式に連結したａ）、ｂ）、ｃ）、ｄ）、ｅ）、ｆ）、又はｇ）のタンパク
質を含んでなる融合タンパク質と
からなる群より選択されるタンパク質をコード化する。
【００５３】
　本発明との関連において「縮退変種」とは、遺伝子コードの縮退に起因する核酸配列で
あって、基準となる核酸と同じアミノ酸配列をコード化する全ての核酸配列を指す。
【００５４】
　更に用語「核酸分子」は、制限なしにデオキシリボ核酸（例えばＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｇ
ＤＮＡ、合成ＤＮＡ等）、リボ核酸（例えばＲＮＡ、ｍＲＮＡ等）、及びペプチド核酸（
ＰＮＡ）を含めた全ての異なる種類の核酸を包含する。好ましい実施形態では核酸分子は
、二重鎖ＤＮＡ分子等のＤＮＡ分子、典型的にはｃＤＮＡである。
【００５５】
　主要な態様のうち、実施例に開示したＥｖａｓｉｎ－３のＤＮＡ及びタンパク質の配列
を対象とする態様の具体的な実施形態としては、一連のＥｖａｓｉｎ－３関連配列が挙げ
られる。例としては、中程度にストリンジェントな条件下（５×ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳ
、１．０ｍＭ ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）の予洗浄液、及び５０℃、５×ＳＳＣ、一晩のハ
イブリダイゼーション条件）において、Ｅｖａｓｉｎ－３をコード化するＤＮＡ配列とハ
イブリダイズする能力があり、且つＣＸＣケモカイン結合タンパク質をコード化する、Ｄ
ＮＡ又はＲＮＡ配列等が挙げられる。
【００５６】
　例えば、本発明は、Ｅｖａｓｉｎ－３を発現するクリイロコイタマダニのｃＤＮＡの配
列（配列番号３）、関連するオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ、配列番号４）、Ｅ
ｖａｓｉｎ－３をヒスチジンタグと融合させた組み換えタンパク質として、哺乳動物又は
昆虫の宿主細胞において発現させることを可能にする、修飾ｃＤＮＡ配列（配列番号１５
）を提供する。
【００５７】
　他の好ましい実施形態によれば、Ｅｖａｓｉｎ－３配列は、Ｅｖａｓｉｎ－３と少なく
とも約７０％、好ましくは８０％、最も好ましくは９０％のアミノ酸配列が同一のタンパ
ク質をコード化するＤＮＡ分子である。この値は、任意の専用プログラム、例えばＦＡＳ
ＴＡ（Pearson WR.(2000)）によって計算することができる。また、フラグメント又は部
分配列の場合には、フラグメント内に存在するＥｖａｓｉｎ－３部分に関して、その値を
計算する。
【００５８】
　別の好ましい実施形態として、上記定義の核酸分子の配列のフラグメントを含んでなる
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、或いはかかる配列の一領域と特異的にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドがある。
かかるオリゴヌクレオチドは通常、そのヌクレオチド長が５個から１００個の間であり、
例えば、ヌクレオチド長が少なくとも約２０個のオリゴヌクレオチド、ヌクレオチド長が
少なくとも約３０個のオリゴヌクレオチド、及び、ヌクレオチド長が少なくとも約５０個
のオリゴヌクレオチドからなる群より選択し得る。これらのオリゴヌクレオチドは、Ｅｖ
ａｓｉｎ－３コード化転写物中の非コーディング／コーディング配列及び試料中の関連配
列を（例えばＰＣＲ又はサザンブロット法で）検出するために、或いは、Ｅｖａｓｉｎ－
３の組み換え変種を作製し、サブクローン化するために使用することができる。これを示
すのが、Ｅｖａｓｉｎ－３コード化配列をヒスチジンタグ化変種としてサブクローン化及
び修飾するために使用されるプライマーの３′末端に関する実施例である（Ｅｖａｓｉｎ
－３ ＰＣＲ順方向及び逆方向（forward and reverse）、配列番号７及び８）。
【００５９】
　更なる態様では、上記定義の核酸分子を、クローニングベクター又は発現ベクターに含
入させてもよい。これに関連して、本発明の特定の実施形態は、上記定義の核酸分子と作
動式に結合したプロモーター、具体的には組織特異的な構成プロモーター、又は調節性（
例えば誘発性）プロモーターを含んでなる発現ベクターに存する。このベクターは、更な
る任意の調節エレメント、例えばターミネーター、エンハンサー、複製起点、選択マーカ
ー等を含んでいてもよい。このベクターは、プラスミド、ファージミド、コスミド、ウィ
ルスベクター、ファージ、人工染色体等の何れであってもよい。
【００６０】
　特定の実施形態によれば、このベクターは、
ａ）本発明のＤＮＡと、
ｂ）発現カセットと
を含んでなるものでもよい。
　ここで、上記ＤＮＡ（ａ）は、配列（ｂ）に含まれる組織特異的、構成的、又は誘発性
プロモーターと作動式に結合する。
【００６１】
　任意により、コーディング核酸（即ち配列（ａ））が開始メチオニンのコドンを含有し
ない場合（例えばその配列が、タンパク質の成熟配列のみを（シグナルペプチド抜きで）
コード化する場合）、そのベクター又は発現カセットが、開始メチオニンを適切に発現し
得るよう、かかる配列の５′にクローン化されたＡＴＧ配列を含有していてもよい。その
後、この更なるアミノ酸は、得られた組み換えタンパク質内に残存させておいてもよく、
文献に開示の方法に従ってメチオニンアミノペプチダーゼ等の酵素を用いて除去してもよ
い（Van Valkenburgh HA.及びKahn RA.(2002)、Ben-Bassat A.(1991)）。
【００６２】
　このベクターによれば、実験又は治療の何れの理由でも、組織培養の条件下のみならず
インビボでも、本発明のタンパク質の発現が可能となる。例えば、本発明のタンパク質を
過剰発現する細胞を動物モデルにトランスフェクトして（例えば封入して）、そのタンパ
ク質の常時投与の生理学的効果を確認してから、最終的にその細胞をヒトに適用すること
が可能となる。或いは、レトロウィルス媒介遺伝子移入のために、或いは動物におけるベ
クター又は単離ＤＮＡコーディング配列の導入及び発現を内因性プロモーターの制御下で
可能にする任意の他の技術のために、このベクターを使用することができる。この手法に
よれば、本発明のタンパク質が構成的に、又は調節下で（例えば特定の細胞内で、及び／
又は、特定の化合物による誘導に引き続いて）発現されるトランスジェニック非ヒト動物
の産生が可能となる。同様の手法は、様々な発生的及び病理学的効果を示す他の非哺乳動
物のケモカイン結合タンパク質に応用されてきた（Jensen KK.等(2003)、Pyo R.等(2004)
、Bursill CA.等(2004)）。
【００６３】
　本発明の別の態様は、上記に示したクローニング又は発現ベクターにより形質転換され
た、又はそれをトランスフェクトされた宿主細胞である。これらのベクターは、本発明の
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ポリペプチドの調製過程において使用することができる。この点に関して、本発明の一態
様は、上述のＥｖａｓｉｎ－３ポリペプチドの調製方法であって、上記定義の組み換え細
胞を、発現を可能とし、或いは促進する条件下で培養することと、上記定義のＥｖａｓｉ
ｎ－３ポリペプチドを回収することとを含んでなる方法である。ベクターがこのポリペプ
チドを細胞外空間分泌タンパク質として発現する場合、更なる処理を考慮して、このタン
パク質をより容易に培養細胞から回収し、精製することができる。
【００６４】
　ベクターや原核又は真核の宿主細胞を用いた組み換えタンパク質のクローン化及び産生
に関し、多数の著書や概説が教示を与えている。例としては、Oxford University Press
により出版されたシリーズ「A Practical Approach」の中の幾つかの表題（「DNA Clonin
g 2: Expression Systems」(1995)、「DNA Cloning 4: Mammalian Systems」(1996)、「P
rotein Expression」(1999)、「Protein Purification Techniqueｓ」(2001)）が挙げら
れる。具体的に、これらの例は、クリイロコイタマダニｃＤＮＡライブラリーのスクリー
ニングによってＥｖａｓｉｎ－３をコード化するＤＮＡ配列が同定された後、対応する組
み換えタンパク質を得るためにＯＲＦを適合させ、修飾し、更には発現ベクターに挿入す
る方法を示している。
【００６５】
　一般に、これらのベクターはエピソーム型ベクターでも、非相同／相同組込み型ベクタ
ーでもよく、任意の適切な手段（形質転換、トランスフェクション、結合、プロトプラス
ト融合、電気穿孔、リン酸カルシウム沈殿法、直接マイクロインジェクション等）によっ
て、適切な宿主細胞内に導入し、宿主細胞を形質転換することができる。具体的なプラス
ミド、ウィルス、又はレトロウィルスベクターを選択する上で重要な因子としては、ベク
ター含有受容細胞をベクター非含有受容細胞から識別・選択する際の容易さ、特定の宿主
におけるベクターの所望のコピー数、及び、様々な種の宿主細胞間でベクターを「往復さ
せる（shuttle）」能力を所望するか否か等が挙げられる。これらベクターは、本発明の
分離タンパク質又はそれらを含んでなる融合タンパク質が、原核又は真核の宿主細胞内で
、適切な転写開始／停止調節配列の制御下において発現することを許容するものである必
要がある。かかる調節配列としては、前記細胞内で構成的に活性であるか、誘導可能であ
るものが選択される。次いで、かかる細胞群内で実質的に濃縮された細胞株を分離するこ
とにより、（ＨＥＫ２９３及びＴＮ５細胞株を用いた実施例で示すように）安定な細胞株
を得ることができる。
【００６６】
　真核生物の宿主細胞（例えば酵母、昆虫、又は哺乳動物の細胞）の場合、その宿主の性
質に応じて様々な転写及び翻訳調節配列を使用することができる。それらは、調節シグナ
ルが高レベル発現性の特定の遺伝子と関連している、アデノウィルス、ウシ乳頭腫ウィル
ス、サルウィルス等のウィルス源から得られたものでもよい。例としては、ヘルペスウィ
ルスのＴＫプロモーター、ＳＶ４０初期プロモーター、酵母ｇａｌ４遺伝子プロモーター
等が挙げられる。遺伝子の発現を調節できるように、抑制及び活性化を可能にする転写開
始調節シグナルを選択してもよい。導入されたＤＮＡによって安定的に形質転換される細
胞は、発現ベクターを含有する宿主細胞の選択を可能にする１又は２以上のマーカーの導
入によっても選択することができる。また、このマーカーによって、栄養要求性宿主に対
する光合成能の提供や、殺生物剤（例えば抗生物質や、銅等の重金属）に対する抵抗性等
の提供も可能である。選択マーカー遺伝子は、発現するＤＮＡ遺伝子に直接連結してもよ
く、コトランスフェクションによって同一の細胞内に導入してもよい。また、本発明のタ
ンパク質の最適合成にとって、付加的な要素が必要な場合もある。
【００６７】
　組み換え産生用の宿主細胞は、原核生物と真核生物の何れの細胞であってもよい。特に
好適な原核生物細胞には、組み換えによるバクテリオファージ、プラスミド、又はコスミ
ドＤＮＡ発現ベクターを用いて形質転換された細菌（枯草菌（Bacillus subtillis）や大
腸菌（E. coli）など）が挙げられる。真核生物の宿主細胞、例えばヒト、サル、マウス
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、及びチャイニーズハムスターの卵巣（ＣＨＯ）の細胞等の哺乳動物の細胞は、適切な折
り畳みや適切な部位でのグリコシル化等、タンパク質分子に対する翻訳後修飾を可能にす
るという点で好ましい。別の真核生物の宿主細胞としては、酵母発現ベクターを用いて形
質転換した酵母細胞が挙げられる。酵母細胞によっても、グリコシル化等の翻訳後ペプチ
ド修飾を行なうことができる。強力なプロモーター配列と高コピー数のプラスミドとを用
いた、酵母内で所望のタンパク質の産生に利用可能な組み換えＤＮＡ戦略が種々存在する
。酵母は、クローン化された哺乳動物遺伝子産物中のリーダー配列を認識し、リーダー配
列（即ちプレペプチド）を有するペプチドを分泌する。
【００６８】
　組み換えポリペプチドを長期間、高収量で産生させるには、安定した発現が好ましい。
例えば、関心のあるポリペプチドを安定的に発現する細胞株を、ウィルスの複製起点及び
／又は内因性発現エレメントを含有し得る発現ベクターと、同一又は別のベクター上の選
択マーカー遺伝子とを用いて形質転換すればよい。ベクターの導入後、選択培地に切り替
えるに先立って細胞を富化培地中で１～２日間成長させてもよい。選択マーカーの目的は
、選択に対する抵抗性を付与することであり、その存在によって、導入された配列を首尾
よく発現させる細胞の成長及び回収が可能になる。安定的に形質転換された細胞の耐性ク
ローンを、その細胞型に適した組織培養技術を用いて増殖させればよい。その後、かかる
細胞群において実質的に濃縮された細胞株を分離すれば、安定な細胞株を得ることができ
る。
【００６９】
　本発明の組み換えポリペプチドの高収量生産の特に好ましい方法は、米国特許第４，８
８９，８０３号に記載のようにメトトレキセートのレベルを連続的に増加させるステップ
の使用によって、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）欠損ＣＨＯ細胞中でのＤＨＦＲ
の増幅を用いることによるものである。得られたポリペプチドは、グリコシル化された形
態であってもよい。
【００７０】
　発現用の宿主として利用可能な哺乳動物細胞株は本技術分野で公知であり、例えば米国
基準菌株保有機構（ＡＴＴＣ）から多数の不死化細胞株が入手可能である。例としては、
これらに限定されるものではないが、チャイニーズハムスターの卵巣（ＣＨＯ）、Ｈｅｌ
ａ、幼児ハムスターの腎臓（ＢＨＫ）、サルの腎臓（ＣＯＳ）、Ｃ１２７、３Ｔ３、ＨＥ
Ｋ２９３、ボーズ（Ｂｏｗｅｓ）黒色腫及びヒト肝細胞性癌腫（例えばＨｅｐ Ｇ２）細
胞、並びに幾つかの他の細胞株が挙げられる。バキュロウィルス系ではバキュロウィルス
／昆虫細胞発現系用の物質が、特にInvitrogenからキットの形態で市販されている。
【００７１】
　或いは、本発明のポリペプチドは、人工合成によって調製することもできる。これに関
して、化学合成技術の例としては、固相合成と液相合成とが挙げられる。固相合成として
は、例えば、合成対象となるペプチドのカルボキシ末端に当たるアミノ酸を有機溶媒に不
溶性の保持体に結合させるとともに、２つの反応（即ち、アミノ基を有するとともに、適
切な保護基で保護された側鎖官能基を有するアミノ酸を、カルボキシ末端からアミノ末端
へと１つずつ順に縮合させる反応、並びに、樹脂に結合しているアミノ酸や、ペプチドの
アミノ基の保護基に結合しているアミノ酸を遊離させる反応）を交互に反復することによ
り、ペプチド鎖を伸長させる方法が挙げられる。固相合成法は、使用する保護基の種類に
応じて、ｔＢｏｃ法とＦｍｏｃ法とに大別される。一般に使用される保護基には、アミノ
基についてはｔＢｏｃ（ｔ－ブトキシカルボニル）、Ｃｌ－Ｚ（２－クロロベンジルオキ
シカルボニル）、Ｂｒ－Ｚ（２－ブロモベンジルオキシカルボニル）、Ｂｚｌ（ベンジル
）、Ｆｍｏｃ（９－フルオレニルメトキシカルボニル）、Ｍｂｈ（４，４′－ジメトキシ
ジベンズヒドリル）、Ｍｔｒ（４－メトキシ－２，３，６－トリメチルベンゼンスルホニ
ル）、Ｔｒｔ（トリチル）、Ｔｏｓ（トシル）、Ｚ（ベンジルオキシカルボニル）、及び
Ｃｌ２－Ｂｚｌ（２，６－ジクロロベンジル）、またグアニジノ基についてはＮＯ２（ニ
トロ）及びＰｍｃ（２，２，５，７，８－ペンタメチルクロマン－６－スルホニル）、ま
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た、水酸基についてはｔＢｕ（ｔ－ブチル）が挙げられる。所望のポリペプチドの合成後
、これを脱保護反応に供し、固体保持体から分離する。かかるペプチド切断反応は、Ｂｏ
ｃ法の場合はフッ化水素又はトリフルオロメタンスルホン酸、またＦｍｏｃ法の場合はＴ
ＦＡを用いて行なうことができる。Ｅｖａｓｉｎ－３と同等のサイズの完全合成タンパク
質が、文献に開示されている（Brown A.等(1996)）。
【００７２】
　本発明のポリペプチドは、所望の使用及び／又は製法によって、他の好ましい代替形態
として生産し、処方し、投与し、又は一般的に使用することができる。本発明のタンパク
質に対して、例えば実施例に示すグリコシル化等、翻訳後修飾を行なってもよい。
【００７３】
　一般的に、本発明のタンパク質は、活性な画分、前駆体、塩、誘導体、抱合体、又は複
合体の形態で得ることができる。
【００７４】
　上述したように、「活性な」又は「生物学的に活性な」という語は、かかる代替化合物
がＥｖａｓｉｎ－３のＣＸＣケモカイン結合特性及び／又は免疫調節特性を維持し、更に
は強化し得ることを意味する。
【００７５】
　「画分」という語は、化合物自体のポリペプチド鎖の任意のフラグメントを単独で、或
いは関連分子や前記化合物に結合する残基（例えば糖又はリン酸の残基）との組み合わせ
で指す。また、かかる分子は、合成時及び／又は更なる加工段階において、一次配列を通
常は変更しない他の修飾、例えばインビトロでのペプチドの化学的誘導体化（アセチル化
又はカルボキシル化）によって、またタンパク質の翻訳後修飾、例えばリン酸化（ホスホ
チロシン、ホスホセリン、又はホスホトレオニン残基の導入）によって、或いは（グリコ
シル化に影響を及ぼす酵素、例えば哺乳動物のグリコシル化酵素又は脱グリコシル化酵素
に、ペプチドを曝すことによる）グリコシル化の結果として得られたものでもよい。特に
、Ｅｖａｓｉｎ－３はダニの唾液でも、また本明細書中で開示した二つの組み換え形態の
何れにおいても、程度の差はあれ多量にグリコシル化されることを特徴とした。この修飾
は、適切な修飾用酵素を使用することによってインビボで行なうこともでき、組み換え産
生用の適切な宿主細胞を選択することによってインビトロで行なうこともできる。
【００７６】
　「前駆体」とは、細胞又は身体への投与前又は投与後の代謝的及び酵素的プロセシング
によって、本発明の化合物に変換され得る化合物である。
【００７７】
　本明細書において「塩」という語は、本発明のペプチド、ポリペプチド、又はそれらの
類似体のカルボキシル基の塩及びアミノ基の酸付加塩の両方を指す。カルボキシル基の塩
は、本技術分野で公知の手段で形成することができ、例としては、ナトリウム、カルシウ
ム、アンモニウム、鉄（III）、又は亜鉛の塩等の無機塩と、トリエタノールアミン、ア
ルギニン又はリシン、ピペリジン、プロカイン等のアミン等の有機塩基により形成される
塩とが挙げられる。酸付加塩の例としては、塩酸や硫酸等の鉱酸による塩と、酢酸やシュ
ウ酸等の有機酸による塩とが挙げられる。かかる塩は何れも、本発明のペプチド及びポリ
ペプチド又はそれらの類似体と実質上同様の活性を有することが望まれる。
【００７８】
　本明細書で用いられる「誘導体」という語は、そのアミノ酸部分の側鎖上に存在する、
或いはアミノ末端基やカルボキシ末端基上に存在する官能基から、周知の方法により調製
し得る誘導体を指す。かかる誘導体には、例えばカルボキシル基のエステル又は脂肪族ア
ミドと、遊離アミノ基のＮ－アシル誘導体又は遊離水酸基のＯ－アシル誘導体とが挙げら
れ、例えばアルカノイル又はアロイル基等のアシル基によって形成される。
【００７９】
　本発明のタンパク質は、放射性標識、ビオチン、蛍光標識、細胞毒性薬、及び薬物送達
物質の中から選択される分子を含んでなる活性な抱合体又は複合体の形態であってもよい
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。有用な抱合体又は複合体は、本技術分野で公知の分子及び方法を用いて、様々な理由に
おいて作製することができる。かかる理由としては、例えば、ＣＸＣケモカインや他のタ
ンパク質（放射性又は蛍光標識、ビオチン）との相互作用、治療効果（細胞毒性薬）の検
出を可能にする、或いは、薬物送達効果の点からポリエチレングリコール及び他の天然又
は合成ポリマー等の薬品を改良する等が挙げられる（Harris JM.及びChess RB.(2003)、G
reenwald RB.等(2003)、Pillai O.及びPanchagnula R.(2001)）。これに関して本発明は
、本明細書に開示するように、化学的に修飾されたポリペプチド及びタンパク質、即ちポ
リマーと連結されたポリペプチド又はタンパク質を意図している。このポリマーは通常、
抱合体が生理的環境等の水性環境中で沈殿しないように、水溶性である。好適なポリマー
の例としては、単一の反応性基（例えばアシル化用の活性エステルや、アルキル化用のア
ルデヒド）を有するように修飾されたものが挙げられる。これによって、重合度を制御す
ることができる。反応性アルデヒドの例としては、ポリエチレングリコールプロピオンア
ルデヒド、又はモノ－（Ｃ１～Ｃ１０）アルコキシ、又はそれらのアリールオキシ誘導体
が挙げられる（例えば、米国特許第５，２５２，７１４号参照）。このポリマーは分枝し
ていてもよく、非分枝でもよい。更に、ポリマー混合物を用いて抱合体を作製することも
できる。治療に使用される抱合体は、医薬的に許容し得る水溶性ポリマー部分を含んでな
るものでもよい。好適な水溶性ポリマーとしては、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、
モノメトキシ－ＰＥＧ、モノ－（Ｃ１～Ｃ１０）アルコキシ－ＰＥＧ、アリールオキシ－
ＰＥＧ、ポリ－（Ｎ－ビニルピロリドン）ＰＥＧ、トレシルモノメトキシＰＥＧ、ＰＥＧ
プロピオンアルデヒド、ビス－スクシンイミジルカーボナートＰＥＧ、プロピレングリコ
ールホモポリマー、ポリプロピレンオキシド／エチレンオキシドコポリマー、ポリオキシ
エチル化ポリオール（例えばグリセロール）、ポリビニルアルコール、デキストラン、セ
ルロース、又は他の炭水化物系ポリマーが挙げられる。好適なＰＥＧの分子量としては、
約６００から約６０，０００の間、例えば５，０００、１２，０００、２０，０００、及
び２５，０００党が挙げられる。また、抱合体は、かかる水溶性ポリマーの混合物を含ん
でなるものでもよい。実例として、本発明のＥｖａｓｉｎ－３ポリペプチド又は変種を、
ＰＥＧにより修飾することができる。これは「ＰＥＧ化」として知られる手法である（例
えば、欧州特許第０ １５４ ３１６号参照）。例えば、ＰＥＧ化は、反応性ポリエチレン
グリコール分子とのアシル化反応又はアルキル化反応によって行なうことができる。別の
手法として、活性化ＰＥＧの縮合、即ち、ＰＥＧの末端水酸基又はアミノ基を活性化リン
カーで置換することによって、抱合体を形成することもできる（例えば、米国特許第５，
３８２，６５７号参照）。このＰＥＧは直鎖状でも分枝鎖状でもよい。これによってタン
パク質の安定化、半減期の延長、或いは生理活性の向上を達成し得る。
【００８０】
　これらのＥｖａｓｉｎ－３由来化合物の作製は、内部又は末端に位置する適切な残基の
部位特異的修飾に続いて行なうこともできる。ポリマー結合には、かかる結合を受容し易
い側鎖（即ち、リシン、アスパラギン酸、グルタミン酸、システイン、ヒスチジン等の、
官能基を有するアミノ酸側鎖）を有する残基を用いることができる。或いは、ポリマーが
結合される側鎖を有する別のアミノ酸で、これらの部位の残基を置換してもよい。
【００８１】
　例えば、直接のＰＥＧ化を可能にするべく、組み換えＤＮＡ技術により、或いは酵素の
働きにより、付加的なシステインを成熟タンパク質配列のＮ又はＣ末端に付加してもよい
。或いは、グリコシル化部位に相当する残基の置換によって、システインをタンパク質中
に導入することもできる。
【００８２】
　別の態様によれば、本発明は、本発明のタンパク質と選択的に結合する抗体に関する。
【００８３】
　本明細書で用いられる「抗体」という語は、以下で更に説明するように、モノクローナ
ル及びポリクローナル抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、完全ヒト抗体、二重特異性又は多
重特異性抗体、並びに単鎖抗体（ｓｃＦｖ）又はドメイン抗体等の抗体フラグメントをも
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包含する。
【００８４】
　本発明との関連において「選択的」結合という語は、抗体が標的のポリペプチド又はエ
ピトープに対して優先的に（即ち、他の何れの抗原又はエピトープとの何れの結合よりも
高い親和力で）結合することを指す。換言すれば、標的ポリペプチドとの結合は、他の抗
原との非特異的結合と区別することが可能である。本発明に係る抗体は、標的ポリペプチ
ド又はエピトープに対して１０6Ｍ-1以上、好ましくは１０7Ｍ-1以上、より好ましくは１
０8Ｍ-1以上、最も好ましくは１０9Ｍ-1以上の結合親和力（Ｋａ）を示す。抗体の結合親
和力は、当業者であれば、例えばスキャッチャード分析（Scatchard G.(1949)）によって
容易に求めることができる。
【００８５】
　本発明の抗体はモノクローナル抗体でもポリクローナル抗体でもよく、或いは実質的に
同じ抗原特異性を有するそれらのフラグメント又は誘導体であってもよい。
【００８６】
　齧歯類、霊長類、及びウマ類を含む様々な種からポリクローナル抗体を調製する方法が
、例えばVaitukaitis等(1971)において報告されている。ポリクローナル抗体は、例えば
、免疫剤（及び所望によりアジュバント）を哺乳動物に１回又は複数回注入することによ
り、産生することができる。通常、この免疫剤及び／又はアジュバントは、複数回の皮下
又は腹膜内注射により哺乳動物に注入されることになる。免疫剤としては、前述した配列
番号５、６、１７、１８のポリペプチド又は変種、或いはそれらの融合タンパク質が挙げ
られる。その免疫剤を、免疫されるその哺乳動物において免疫原性があることが知られて
いるタンパク質と結合させることが有用な場合もある。かかる免疫原性タンパク質の例と
しては、これらに限定されるものではないが、スカシ貝（keyhole limpet）ヘモシアニン
、血清アルブミン、ウシのチログロブリン、及びダイズトリプシン阻害薬が挙げられる。
使用し得るアジュバントの例としては、フロイント完全アジュバントやＭＰＬ－ＴＤＭア
ジュバント（モノホスホリルリピドＡ、合成トレハロースジコリノミコラート）が挙げら
れる。注射を繰り返し行なってもよい。血液試料を回収し、免疫グロブリン又は血清を分
離する。
【００８７】
　或いは、抗体はモノクローナル抗体であってもよい。本明細書で用いられる「モノクロ
ーナル抗体」という語は、実質上均一な抗体集団（即ち、集団を構成する個々の抗体が、
自然発生し得る少量の突然変異体を除いて同一である集団）から得られる抗体を意味する
。モノクローナル抗体は極めて特異性が高く、単一の抗原部位を対象とする。その修飾語
である「モノクローナル」とは、実質的に均一な抗体集団から得られる抗体の性質を指す
ものであって、何れか特定の方法によって抗体を産生する必要があるものと解釈すべきで
はない。
【００８８】
　モノクローナル抗体を産生する方法は、例えばKohler等（Nature 256(1975)495）に開
示されている。これは援用により本明細書内に組み込まれる。
【００８９】
　ハイブリドーマ法では、マウス、ハムスター、又は他の適切な宿主動物を、一般には免
疫剤（この免疫剤は通常、先に述べた配列番号５、６、１７、１８のポリペプチド又は変
種、或いはそれらの融合タンパク質、或いは上記タンパク質のコード配列を含有する発現
ベクターを含むことになる）で免疫化して、この免疫剤と特異的に結合するであろう抗体
を産生するか、又は産生し得るリンパ球を引き出す。或いは、このリンパ球をインビトロ
で免疫化してもよい。一般に、ヒト起源の細胞が望ましい場合は、末梢血のリンパ球（「
ＰＢＬ」）を使用し、非ヒト哺乳動物源が望ましい場合は、脾臓細胞又はリンパ節細胞を
使用する。次いで、ポリエチレングリコール等の適切な融合剤を用い、リンパ球を不死化
細胞株と融合させてハイブリドーマ細胞を形成する（Goding(1986)）。これら不死化細胞
株は、一般的には形質転換された哺乳動物細胞、特に齧歯類、ウシ、及びヒト起源の骨髄
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腫細胞である。通常はラット又はマウスの骨髄腫細胞株が使用される。このハイブリドー
マ細胞を適切な培地中で培養すればよいが、かかる培地は、融合されていない不死化細胞
の成長又は生存を阻害する１又は２以上の物質を含有することが好ましい。例えば、親細
胞が酵素、ヒポ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（ＨＧＰＲＴ又は
ＨＰＲＴ）を欠く場合、ハイブリドーマ用の培地は通常、ヒポキサンチン、アミノプテリ
ン、及びチミジンを含有する培地（「ＨＡＴ培地」）であり、これらの物質がＨＧＰＲＴ
欠損細胞の成長を妨げることになる。好ましい不死化細胞株は、効率的に融合し、選択さ
れた抗体産生細胞による抗体の安定した高レベルの発現を支え、且つＨＡＴ培地等の培地
に対して感受性を有するものである。より好ましい不死化細胞株はネズミの骨髄腫株であ
り、例えばカリフォルニア州サンディエゴのSalk Institute Cell Distribution Center
、及び、バージニア州マナサスのAmerican Type Culture Collectionから得ることができ
る。ヒト骨髄腫及びマウス－ヒト異型骨髄腫の細胞株もまた、ヒトモノクローナル抗体産
生用に記述されている。
【００９０】
　次いで、ハイブリドーマ細胞が培養されている培地に、免疫ペプチドに対するモノクロ
ーナル抗体が存在するかどうかをアッセイすればよい。ハイブリドーマ細胞によって産生
されたモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降法によって、或いはラジオイムノア
ッセイ（ＲＩＡ）や酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）等のインビトロ結合アッセ
イによって定量することが好ましい。かかる技術やアッセイは、本技術分野では公知であ
る。
【００９１】
　所望のハイブリドーマ細胞が同定されたら、そのクローンを限界希釈法によりサブクロ
ーン化し、標準的な方法により成長させる（Goding、上記）。この目的に適した培地とし
ては、例えばダルベッコ変法イーグル培地（Dulbecco's Modified Eagle's Medium）及び
ＲＰＭＩ－１６４０培地が挙げられる。或いは、ハイブリドーマ細胞をインビボで、哺乳
動物の腹水で成長させてもよい。
【００９２】
　サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ－セファ
ロース、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析、又はアフィ
ニティークロマトグラフィー等の通常の免疫グロブリン精製手順によって、培地又は腹水
から分離又は精製することができる。
【００９３】
　また、組み換えＤＮＡ法、例えば米国特許第４，８１６，５６７号に記載の方法によっ
て、モノクローナル抗体を作製することもできる。本発明のモノクローナル抗体をコード
化するＤＮＡは、通常の手順を用いて（例えば、ネズミ抗体の重鎖及び軽鎖をコード化す
る遺伝子と特異的に結合し得るオリゴヌクレオチドプローブを使用することによって）容
易に分離し、配列決定することができる。本発明のハイブリドーマ細胞は、かかるＤＮＡ
の好適な供給源となる。分離後のＤＮＡを発現ベクターに導入してもよい。次いでこの発
現ベクターを、サルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、又は通常
は免疫グロブリンタンパク質を産生しない骨髄腫等の宿主細胞にトランスフェクトさせ、
その組み換え宿主細胞中でモノクローナル抗体の合成物を得る。
【００９４】
　また、「モノクローナル抗体」は、Clackson等(1991)及びMarks等(1991)に記載の技術
を用いて、ファージ抗体ライブラリーから分離することもできる。
【００９５】
　これら抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体を調製するための方法は、本技術分野
では周知である。例えば、一つの方法としては、免疫グロブリンの軽鎖と修飾重鎖の組み
換え発現を伴うものが挙げられる。この重鎖は一般にＦｃ領域内の任意の点で切断され、
これにより重鎖の架橋が防止される。或いは、架橋を防ぐために関連したシステイン残基
を別のアミノ酸残基で置換するか、又は欠失させる。
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【００９６】
　インビトロ法も一価抗体の調製に適している。抗体のフラグメント、特にＦａｂフラグ
メントを産生させるための抗体の消化は、本技術分野で周知の定型的な技術を用いて達成
することができる。
【００９７】
　また、例えばWard等(1989)に開示のように、免疫グロブリンのコンビナトリアルライブ
ラリーの選択によって抗体を作製してもよい。
【００９８】
　更に、本発明の抗体は、ヒト化抗体又はヒト抗体を含んでいてもよい。非ヒト（例えば
ネズミ）抗体のヒト化形態としては、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖、又は非
ヒト免疫グロブリンから得られる最小の配列を含有するそれらのフラグメント（Ｆｖ、Ｆ
ａｂ、Ｆａｂ′、Ｆ（ａｂ′）2、又は抗体の他の抗原結合サブ配列）が挙げられる。ヒ
ト化抗体としては、受容体の相補性決定領域（ＣＤＲ）由来の残基を、望ましい特異性、
親和性、及び能力を有するマウス、ラット、又はウサギ等の非ヒトの種（ドナー抗体）の
ＣＤＲ由来の残基によって置換したヒト免疫グロブリン（受容抗体）が挙げられる。場合
によっては、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク残基が、対応する非ヒトの残基に
よって置換される。
【００９９】
　非ヒト抗体をヒト化するための方法は、本技術分野では周知である。ヒト化は基本的に
、Winter及び共同研究者の方法（Jones等、Nature, 321:522-525 (1986)）に則って、齧
歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配列でヒト抗体の対応する配列を置換することにより行なうこ
とができる。従って、かかる「ヒト化」抗体はキメラ抗体であり（米国特許第４，８１６
，５６７号）、無傷のヒト可変ドメインは実質的には少しも非ヒトの種由来の対応する配
列によって置き換えられていない。
【０１００】
　また、ヒト抗体は、本技術分野で公知の様々な技術を用いて作製することもできる。例
えばファージディスプレイライブラリーが挙げられる（Hoogenboom及びWinter(1991)）。
同様に、ヒト抗体は、内因性免疫グロブリン遺伝子が部分的又は完全に不活性化されてい
るトランスジェニック動物（例えばマウス）に、ヒト免疫グロブリン座を導入することに
よって作製することができる。抗原暴露に伴いヒト抗体の産生が観察され、それは遺伝子
の再配列、作製、及び抗体レパトアを含め、あらゆる点でヒトに見られるものに酷似して
いる。この手法は、例えば米国特許第５，５４５，８０７号、第５，５４５，８０６号、
第５，５６９，８２５号、第５，６２５，１２６号、第５，６３３，４２５号、第５，６
６１，０１６号に記載されている。
【０１０１】
　また、本発明は、異種部分と連結された抗体を含んでなる免疫抱合体に関する。異種部
分としては、細胞毒性薬、標識、薬物、又は他の治療薬が挙げられ、これらは共有結合か
否かによらず、直接又はカップリング剤やリンカー等の使用により連結される。細胞毒性
薬としては、化学療法剤、毒素（例えば、細菌、真菌、植物、又は動物起源の酵素的に活
性な毒素、又はそれらのフラグメント）、或いは放射性同位元素（即ち放射性抱合体）が
挙げられる。
【０１０２】
　使用可能な酵素的に活性な毒素及びそれらのフラグメントとしては、ジフテリアＡ鎖、
ジフテリア毒素の非結合性の活性フラグメント、エキソトキシンＡ鎖（緑膿菌（Pseudomo
nas aeruginosa）由来）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシンＡ鎖、α－サルシン、
シナアブラギリ（Aleurites fordii）タンパク質、ジアンチン（dianthin）タンパク質、
ヨウシュヤマゴボウ（Phytolaca americana）タンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及び
ＰＡＰ－Ｓ）、ツルレイシ（momordica charantia）阻害薬、クルシン（curcin）、クロ
チン（crotin）、サボンソウ（saponaria officinalis）阻害薬、ゲロニン（gelonin）、
ミトゲリン（mitogellin）、レストリクトシン（restrictocin）、フェノマイシン（phen
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omycin）、エノマイシン（enomycin）、及びトリコセセンス（tricothecenes）が挙げら
れる。様々な放射性核種が、放射性抱合抗体の産生に利用できる。例としては、212Ｂｉ
、131Ｉ、131Ｉｎ、90Ｙ、及び186Ｒｅが挙げられる。
【０１０３】
　別の実施形態によれば、この抗体を「受容体」（ストレプタビジン等）と結合させて、
腫瘍プレターゲティングに利用してもよい。この場合、抗体－受容体抱合体を患者に投与
し、続いて除去薬（clearing agent）を用いて非結合抱合体を循環から除去し、次いで細
胞毒性薬（例えば放射性ヌクレオチド）に結合した「リガンド」（例えばアビジン）を投
与する。
【０１０４】
　更に、本発明の抗体又は抗体フラグメントを、本技術分野で方法の手法や本明細書に記
載の方法を用いてＰＥＧ化することもできる。また、本明細書に開示の抗体を、イムノリ
ポソームとして製剤してもよい。循環時間の改善されたリポソームが、米国特許第５，０
１３，５５６号に開示されている。
【０１０５】
　また、本発明は、無傷の抗体の一部分、好ましくは無傷の抗体の抗原結合領域又は可変
部を含んでなる「抗体フラグメント」に関する。抗体フラグメントの例としては、Ｆａｂ
、Ｆａｂ′、Ｆ（ａｂ′）2、及びＦｖフラグメント；ダイアボディー；線状抗体；単鎖
抗体分子；モノボディー；ダイアボディー；ラクダ化（camelized）モノボディー；抗体
フラグメントから形成されるドメイン抗体及び多重特異的抗体が挙げられる。
【０１０６】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含有する最小の抗体フラグメントである。
この領域は、非共有結合により強固に結合した１個の重鎖及び１個の軽鎖可変ドメインの
二量体からなる。この配置により、各可変ドメインの３個のＣＤＲが相互に作用して、Ｖ
Ｈ－ＶＬ二量体表面の抗原結合部位を規定することになる。これら６個のＣＤＲが全体と
して、抗体に抗原結合特異性を付与することになる。但し、単一の可変ドメイン（即ち、
抗原特異的な３個のＣＤＲのみを含んでなるＦｖの半分）であっても、抗原を認識し、結
合する能力を有する。
【０１０７】
　また、Ｆａｂフラグメントは、軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第１定常ドメイン（ＣＨ
１）を含有する。ＦａｂフラグメントがＦａｂ′フラグメントと異なる点は、重鎖ＣＨ１
ドメインのカルボキシ末端に数個の残基が追加されている点であり、かかる残基には抗体
ヒンジ領域由来の１又は２以上のシステインが含まれる。本明細書においてＦａｂ′－Ｓ
Ｈとは、定常ドメインのシステイン残基が遊離チオール基を有するＦａｂ′の呼称である
。Ｆ（ａｂ′）2抗体フラグメントは元来、ヒンジシステインで連結されたＦａｂ′フラ
グメント対として産生された。その他の抗体フラグメントの化学的結合も知られている。
任意の脊椎動物種由来の抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、定常ドメインのアミノ酸
配列に基づいて、明確に区別される２つの型（κ及びλと呼ばれる）の何れかに分類され
る。
【０１０８】
　「単鎖抗体分子」は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含んでなり、それらのドメインが
単一のポリペプチド鎖に存在する抗体フラグメントである。Ｆｖポリペプチドは更に、単
鎖抗体分子が抗原結合に望ましい構造を形成し得るよう、ＶＨドメインとＶＬドメインと
の間にポリペプチドリンカーを有することが好ましい。
【０１０９】
　「ダイアボディー」という語は、２つの抗原結合部位を有する小型の抗体フラグメント
を指す。このフラグメントは、軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に連結した重鎖可変ドメイン（
ＶＨ）を、同一のポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）内に含んでなる。同一鎖上にあるこれら
２つのドメインが対合しないよう、十分に短いリンカーを使用することによって、これら
のドメインを別の鎖の相補ドメインと強制的に対合させ、２つの抗原結合部位を生じさせ
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る。ダイアボディーについては、例えば欧州特許第４０４，０９７号、国際公開第９３／
１１１６１号に、より詳しく記載されている。
【０１１０】
　本明細書で用いられる「モノボディー」という語は、重鎖可変ドメインを有し、軽鎖可
変ドメインのない抗原結合分子を意味する。モノボディーは、軽鎖の不在下でも抗原と結
合することができ、通常はＣＤＲＨ１、ＣＤＲＨ２、及びＣＤＲＨ３と名付けられた３個
のＣＤＲ領域を有する。重鎖ＩｇＧモノボディーは、ジスルフィド結合によって連結され
た２つの重鎖抗原結合分子を有する。この重鎖可変ドメインは、１又は２以上のＣＤＲ領
域、好ましくはＣＤＲＨ３領域を含んでなる。
【０１１１】
　「ラクダ化モノボディー」は、ラクダ科の動物源から得られるモノボディー又はその抗
原結合部分を指す。ラクダ科に含まれる動物は、２つの蹄と革状の足底とを有する脚を有
する。ラクダ科の動物としては、ラクダ類、ラマ類、及びアルパカ類が挙げられる。ラク
ダ類（ヒトコブラクダ（Camelus dromedaries）及びフタコブラクダ（Camelus bactrianu
s））の血清由来のＩｇＧ様物質を分析すると、しばしば可変軽鎖ドメインの欠落が見ら
れることが報告されている。これは、ＶＨドメイン（３つのＣＤＲループ）単独でも、十
分な抗体特異性及び親和性が得られることを示唆している。
【０１１２】
　本発明には単一ドメイン抗体も含まれる。単一ドメイン抗体（別名ドメイン抗体又はｄ
Ａｂｓ）は、ヒト抗体の重鎖（ＶＨ）又は軽鎖（ＶＬ）の何れかの可変部に対応する抗体
の最小の機能的結合単位である。ドメイン抗体は分子量約１３ｋＤａ、即ち完全抗体の十
分の一未満の大きさである。通常の抗体とは対照的に、ドメイン抗体は、細菌、酵母、及
び哺乳動物の細胞系でも十分に発現する。更に、ドメイン抗体の多くは安定性が高く、広
範な医薬品の調合条件及び製造工程に従わせるための凍結乾燥又は熱変性等の過酷な条件
に曝された後でも、活性を保持する。
【０１１３】
　本発明のタンパク質は、程度の差こそあれ、精製した形態で提供してもよい。実施例で
は、組み換えＥｖａｓｉｎ－３を発現させるのに必要な核酸をクローン化する方法、ＣＸ
Ｃケモカインに対する親和性及びクロマトグラフ技術を用いて組み換え又は天然Ｅｖａｓ
ｉｎ－３を精製する方法、また、ＣＸＣケモカイン結合活性（特にＣＸＣＬ８結合活性）
を検出するためのアッセイによってこのタンパク質を適切に発現する細胞を選択する方法
を示す。
【０１１４】
　具体的に、本発明の天然、合成、又は組み換えアンタゴニストの精製は、この目的のた
めに知られている方法の何れか（即ち、抽出、沈殿、クロマトグラフィー、電気泳動等を
伴う任意の従来法）によって行なうことができる。本発明のタンパク質の精製に優先的に
使用し得る更なる精製手順としては、標的タンパク質に結合するモノクローナル抗体又は
親和性基を用いたアフィニティークロマトグラフィーが挙げられる。かかるモノクローナ
ル抗体又は親和性基は、カラム内のゲルマトリックス上に形成、固定化される。タンパク
質を含有する不純調製物をカラムに通過させる。タンパク質はヘパリンによって、或いは
特異的抗体によってカラムと結合するのに対し、不純物はそのまま通過する。洗浄後、ｐ
Ｈ又はイオン強度を変えることによって、タンパク質をゲルから溶出させる。或いは、Ｈ
ＰＬＣ（高性能液体クロマトグラフィー）を用いてもよい。溶離は、タンパク質精製用に
一般に使用される水－アセトニトリル系溶媒を用いて行なうことができる。本発明のタン
パク質の精製済み調製物とは、本明細書で用いる場合、上記タンパク質が（乾燥重量で）
少なくとも１％、好ましくは少なくとも５％の調製物を意味する。
【０１１５】
　本発明の別の態様は、上記定義のＥｖａｓｉｎ－３ポリペプチドを（タンパク質の形態
で、或いは上述した他の形態で）活性成分として含んでなるとともに、適切な希釈剤又は
担体を含んでなる医薬組成物である。
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【０１１６】
　本発明の別の態様は、上記定義のＥｖａｓｉｎ－３ポリペプチドをコード化する核酸分
子、或いは対応するベクター又は組み換え宿主細胞と、適切な希釈剤又は担体とを含んで
なる医薬組成物である。
【０１１７】
　本発明の更なる態様は、被験体における免疫反応の調節用薬剤の製造における、上記定
義のＥｖａｓｉｎ－３ポリペプチド、或いはそれをコード化する核酸の使用に関する。
【０１１８】
　これらの組成物は薬剤、特に哺乳動物における免疫又は炎症反応を調節するための薬剤
、より具体的には抗炎症性化合物として使用することができる。
【０１１９】
　一般的に、ＣＸＣケモカインが多数のヒト及び獣医学の疾病に関与していることを考慮
すると、本発明のＣＸＣケモカイン結合タンパク質は、動物におけるＣＸＣケモカイン関
連疾病の治療及び予防用のＣＸＣケモカインのアンタゴニストとして使用し得る。ＣＸＣ
ケモカイン関連疾病の非網羅的なリストには、炎症性疾患、自己免疫疾患、免疫病、感染
症、アレルギー性疾患、心血管疾患、代謝性疾患、胃腸疾患、神経系疾患、敗血症、移植
による拒絶反応に関連する疾患、又は線維性症候群が含まれる。これら疾患の例としては
、限定されるものではないが、関節炎、慢性関節リウマチ（ＲＡ）、乾癬性関節炎、乾癬
、慢性関節リウマチ、再狭窄、敗血症、変形性関節症、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ
）、全身性硬化症、強皮症、多発性筋炎、糸状体腎炎、線維症、アレルギー性又は過敏性
症候群、皮膚炎、喘息、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、クロ
ーン病、線維腫、潰瘍性大腸炎、多発性硬化症、敗血性ショック、ウィルス感染、癌、子
宮内膜症、移植、移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）、心臓及び腎臓再潅流傷害、及びアテロー
ム性動脈硬化症が挙げられる。
【０１２０】
　特に、本発明のＣＸＣケモカイン結合タンパク質は、乾癬の治療及び予防に使用するこ
とができる。
【０１２１】
　本発明のタンパク質又は特異的フラグメントは、哺乳動物における免疫又は炎症反応を
調節するための医薬組成物、例えば抗炎症性組成物の製造において、活性成分として使用
することができる。或いは、本発明のタンパク質又は特異的フラグメントは、寄生虫、ウ
ィルス、又は細菌に対する哺乳動物の予防接種用の医薬組成物の製造において、活性成分
として使用することができる。かかる医薬組成物を調製するための工程は、Ｅｖａｓｉｎ
－３を医薬的に許容し得る希釈剤又は担体と混合するステップを含んでなる。
【０１２２】
　本発明のタンパク質を活性成分として含有する医薬組成物を用いれば、インビボでＣＸ
Ｃケモカインを結合させ、対応する細胞表面の受容体とＣＸＣケモカインとの結合を遮断
し、その結果として抗炎症効果等の潜在的な治療効果を生じさせることが可能となる。ま
た、本発明のタンパク質を活性成分として含有する医薬組成物を用いれば、ウィルス、細
菌、又は寄生虫に存在するＣＸＣケモカイン類似体を結合することにより、これらのウィ
ルス、細菌、又は寄生虫が細胞内に侵入するのを阻止することもできる。ウィルス、細菌
、又は寄生虫に対する哺乳動物の予防接種用の医薬組成物は、活性成分として本発明のタ
ンパク質のフラグメントを含んでいてもよい。上に示した組成物は、更に追加の免疫抑制
剤又は抗炎症性物質を含んでいてもよい。
【０１２３】
　医薬組成物は、活性成分としての本発明のタンパク質に加えて、医薬的に許容し得る適
切な希釈剤、担体、生物学的適合性ビヒクル、並びに動物への投与に適した添加剤（例え
ば生理的塩類溶液）を含んでいてもよい。また、最終的には、活性化合物の医薬的に使用
可能な調製剤への加工を容易にする補助剤（ビヒクル、安定剤、又はアジュバント等）を
含んでなる。医薬組成物の製剤は、投与方式の要請を満たす任意の許容し得る方法で処方
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し得る。例えば、薬物送達用の生体適合材料及び他のポリマーの使用、並びに特定の投与
方式を有効にする様々な方法及びモデルが、文献に開示されている（Luo B.及びPreswich
 GD.(2001)、Cleland JL.等(2001)）。
【０１２４】
　「医薬的に許容し得る」とは、活性成分の生物学的活性の有効性を妨げず、且つ、投与
される宿主にとって有毒でない任意の担体を包含する意味である。例えば、非経口投与の
場合、塩類溶液、デキストロース溶液、血清アルブミン、及びリンガー液等のビヒクルに
活性成分を溶解させた注射用の単位剤形に処方することができる。また、担体は、デンプ
ン、セルロース、タルク、グルコース、ラクトース、スクロース、ゼラチン、麦芽、コメ
、小麦粉、チョーク、シリカゲル、ステアリン酸マグネシウム、ステアリン酸ナトリウム
、モノステアリン酸グリセロール、塩化ナトリウム、脱脂粉乳、グリセロール、プロピレ
ングリコール、水、エタノール、及び石油、動物、植物、又は合成起源の油を含めた様々
な油（落花生油、大豆油、鉱油、ゴマ油）から選択することができる。
【０１２５】
　所望の活性成分の血中濃度を達成するために、当業者であれば、容認される何れの投与
方式を使用及び決定してもよい。例えば投与は、皮下、静脈内、皮内、筋肉内、腹膜内、
鼻腔内、経皮的、直腸、経口、又は頬内経路等の様々な非経口経路によって行なうことが
できる。また、本発明の医薬組成物は、ポリペプチドを所定の速度で長時間投与するため
に、蓄積注射、浸透流ポンプ等の持続又は制御放出剤形で投与してもよいが、正確な用量
での単回投与に適した単位剤形で投与することが好ましい。
【０１２６】
　非経口投与は、ボーラス投与で行なってもよく、時間をかけて徐放灌流により行なって
もよい。非経口投与用の製剤としては、滅菌した水性又は非水性溶液、懸濁液、及び乳化
液が挙げられる。これらは本技術分野で周知の補助剤又はビヒクルを含有していてもよく
、また、定型的な方法に従って調製することができる。加えて、活性化合物の懸濁液を適
切な油性注射用懸濁液として投与することもできる。好適な親油性溶媒又はビヒクルとし
ては、脂肪油類、例えばゴマ油や、合成脂肪酸エステル類、例えばゴマ油の合成脂肪酸エ
ステルや、合成脂肪酸エステル類、例えばオレイン酸エチル又はトリグリセリド類が挙げ
られる。水性注射用懸濁液は、懸濁液の粘度を増加させる物質（例えばカルボキシメチル
セルロースナトリウム、ソルビトール、及び／又はデキストラン）を含有していてもよい
。また、懸濁液は任意により、安定剤を含有していてもよい。医薬組成物には注射による
投与に適した溶液が含まれ、かかる溶液は約０．０１から９９．９９パーセント、好まし
くは約２０から７５パーセントの活性化合物を、ビヒクルと共に含有する。
【０１２７】
　当然ながら、投与される用量は、受容者の年齢、性別、健康状態、及び体重、併用治療
を行なう場合はその種類、治療の頻度、更には所望する効果の性質に依存することになる
。その用量は（当業者であれば理解し、決定し得るように）個々の被験体に合わせて決定
される。各治療に必要な総用量は、多回投与で与えてもよく、単回投与で与えてもよい。
本発明の医薬組成物は単独で投与してもよいが、対象となる病状（又は対象となる病状に
関連する他の症状）に対する他の治療薬と組み合わせて投与してもよい。活性成分の１日
投与量は通常、１日当たり体重１キログラム当たり０．０１から１００ミリグラムの範囲
である。普通は１日当たり１キログラム当たり１から４０ミリグラムを分割量又は持続放
出形態で投与するのが、所望の結果を得る上で効果的である。二回目以降の投与における
用量は、同一個体に投与された最初又は以前の用量と比べて、同一でもよく、少なくても
よく、多くてもよい。
【０１２８】
　本発明の別の態様は、本発明のＤＮＡによってコード化されるタンパク質の薬剤として
の使用、具体的には哺乳動物の免疫又は炎症反応の調節用の組成物の調製における使用で
ある。
【０１２９】
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　本発明の更なる態様は、動物を吸血性の外寄生虫に対して免疫化する方法、又は免疫又
は炎症反応の調節が必要な動物においてかかる調節を行なう方法であって、前記動物に本
発明のタンパク質を、免疫反応を調節するのに十分な期間及び条件の下で投与することを
含んでなる方法である。
【０１３０】
　本発明の別の態様は、ＣＸＣケモカイン関連疾患を治療又は予防する方法であって、本
発明の化合物の有効量の投与を含んでなる方法である。
【０１３１】
　「有効量」とは、その疾患の経過及び重症度に影響を及ぼし、かかる病状の縮小又は寛
解をもたらすのに十分な活性成分量を意味する。有効量は、投与経路及び患者の状態に応
じて異なる。
【０１３２】
　「ＣＸＣケモカイン関連疾患」という表現は、過剰又は非制御のＣＸＣケモカインの産
生に起因し、大量の単核細胞／マクロファージ／好中球／Ｔ細胞浸潤を伴う疾患であって
、Ｅｖａｓｉｎ－３の投与によって有益な効果が得られ得る任意の疾患を指す。かかる慢
性、急性、又は遺伝性疾患の非網羅的なリストは上に示されている。
【０１３３】
　本発明のＣＸＣケモカインアンタゴニスト及び関連する試薬の治療用途は、哺乳動物の
細胞、組織、及びモデルを利用したインビボ又はインビトロアッセイによって評価（安全
性、薬物動態、及び有効性の見地から）し得る（Coleman R.等(2001)、Li A.(2001)、Met
hods Mol. Biol vol.138「Chemokines Protocols」(Proudfoot A.等編、Human Press Inc
.,2000)、Methods Enzymol, vol.287及び288(Academic Press,1997)）。アッセイ法の非
限定的なリストには、カルシウム動員、脱顆粒、炎症促進性サイトカインの上方調節、プ
ロテアーゼの上方調節、インビボ又はインビトロでの細胞動員の阻害が含まれる。
【０１３４】
　本発明の更なる態様は、本発明のＣＸＣケモカイン結合タンパク質に関連して開示され
た化合物の何れかを含有する試験キットである。例えば、検出試薬と、本発明のＣＸＣケ
モカイン結合タンパク質に由来する
ａ）核酸分子（例えばＤＮＡ）、
ｂ）オリゴヌクレオチド、
ｃ）タンパク質、及び
ｄ）抗体
からなる群より選択される少なくとも１種類の化合物とを含んでなる、ＣＸＣケモカイン
又は類似体、或いはＣＸＣケモカイン結合タンパク質又は受容体、或いはＣＸＣケモカイ
ンとＣＸＣケモカイン結合タンパク質との相互作用、或いは上記相互作用のアンタゴニス
ト又はアゴニストを検出するためのキットである。
【０１３５】
　これらのキットは、インビトロ又はインビボに適用可能な方法に使用することができる
。この場合、試料を上記化合物の何れかと接触させる。かかる化合物は標識してもよく、
固体支持体に固定化してもよい。
【０１３６】
　特定の実施形態を参照しながら本発明を説明したが、この説明の内容は、当業者が特許
請求の範囲の意味及び目的を越えることなく行ない得る、あらゆる修正及び置換を含んで
なる。
【０１３７】
　以下、実施例を用いて本発明を説明するが、これらは何ら本発明を限定するものと解し
てはならない。実施例では以下に指定される図を参照する。
【実施例】
【０１３８】
実施例１：ＣＸＣケモカイン結合活性に関するクリイロコイタマダニｃＤＮＡライブラリ
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ーのスクリーニング及びＥｖａｓｉｎ－３のクローニング
【０１３９】
　材料及び方法
ｂ．クリイロコイタマダニｃＤＮＡライブラリーの作製及びｖＣＣＩを発現させる制御プ
ラスミドの作製
【０１４０】
　１００匹の成虫のダニ（クリイロコイタマダニ）から唾液腺を採取し、直ちに氷冷RNAl
ater(商標)溶液（Ambion）に入れ、使用するまで保存した。TRIzol(商標)法（Invitrogen
）を用い、メーカーの使用説明書に従って全ＲＮＡを抽出した。SMART ｃＤＮＡライブラ
リー作製キット（Clontech）を用いて、ファージミドベクターλＴｒｉｐＩＥＸ２中でｃ
ＤＮＡライブラリーを構築した。このｃＤＮＡを、ベクターとの連結反応に先立って、Ch
romaSpin 400カラム（Clontech）により、メーカーの使用説明書に従ってサイズ分画した
。ライブラリー中のクローン化ｃＤＮＡ挿入断片のサイズは約０．６ｋｂから１．５ｋｂ
の範囲であり、挿入断片の頻度は約８０％であった。
【０１４１】
　ｐＴｒｉｐＩＥＸ２中のクリイロコイタマダニ唾液腺ｃＤＮＡライブラリー由来のｃＤ
ＮＡ挿入断片を制限酵素ＳｆｉＩで切除し、哺乳動物細胞発現ベクターｐＥＸＰ－ｌｉｂ
（Clontech）中にサブクローン化した。このｐＥＸＰ－ｌｉｂベクターは、ヒトサイトメ
ガロウィルス（ＣＭＶ）の主要な極初期プロモーター／エンハンサーとそれに続くマルチ
クローニング部位、脳心筋ウィルス（ＥＣＭＶ）のリボソームエントリー部位（ＩＲＥＳ
）、ピューロマイシン耐性をコード化する遺伝子（ピューロマイシン－Ｎ－アセチルトラ
ンスフェラーゼ）、及びウシ成長ホルモンのポリアデニル化シグナルを含んでなる発現カ
セットを含有する。このマルチクローニング部位は、２つの別個のＳｆｉ Ｉ部位（イン
ターパリンドローム配列が異なるＳｆｉ ＩＡ及びＳｆｉ ＩＢ）を含有する。これによっ
て、ｐＴｒｉｐＩＥＸ２ベクターからｐＥＸＰＩＩへのｃＤＮＡ挿入断片の定方向サブク
ローン化が可能となる。
【０１４２】
　この制御タンパク質ｖＣＣＩ（国立バイオテクノロジー情報センター（ＮＣＢＩ）受託
番号ＣＡＣ０５５７５、配列番号１）を、タンパク質（ＮＣＢＩ受託番号ＡＪ２７７１１
１、配列番号２）コード化ｃＤＮＡを上記のようにｐＥＸＰ－ｌｉｂ中にクローン化する
ことにより発現させて、ｐＥＸＰ－ｌｉｂ ｖＣＣＩを産生した。
【０１４３】
ｃ．ＨＥＫ２９３細胞上清を用いたライブラリーのスクリーニング
【０１４４】
　ヒト胎児腎臓細胞２９３（ＨＥＫ２９３細胞、米国基準菌株保有機構（ＡＴＣＣ）カタ
ログ番号ＣＲＣ－１５７３）を、ＤＭＥＭ－Ｆ１２ Ｎｕｔ Ｍｉｘ、熱不活性化１０％ウ
シ胎児血清、２ｍＭのＬ－グルタミン、１００単位／ｍｌのペニシリン－スプレプトマイ
シンの溶液中に維持した。
【０１４５】
　クリイロコイタマダニｃＤＮＡライブラリーを発現するｐＥＸＰ－ｌｉｂプラスミドを
複数のプールに分割し、GenePorter2トランスフェクションキット（Gene Therapy System
s）を使用して、メーカーのプロトコルに従ってＨＥＫ２９３細胞にトランスフェクトさ
せた。制御タンパク質ｖＣＣＩを発現するｐＥＸＰ－ｌｉｂプラスミドを、同様にＨＥＫ
２９３にトランスフェクトさせた。
【０１４６】
　トランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞由来の培地を、完全培地で生育させた成長さ
せた細胞から、３日間の培養後に採取した。条件培地を遠心分離して細胞デブリを除去し
、上清を架橋アッセイに使用した。
【０１４７】
　架橋実験については、条件培地試料を９６ウェルプレート（Costar）に移した。上清試
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料各５０μｌに、放射線標識したＣＣケモカイン（125Ｉ－ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８）を加
えて最終濃度０．２３ｎＭとし、振盪しながら室温で１時間インキュベートした。次いで
各ウェルからのアリコート２５μｌを、２５ｍＭ ＢＳ３（架橋試薬）５μｌを含有する
新しいウェルに移し、振盪しながら更に１時間インキュベートした。この時間の後、１０
×試料緩衝液（１０％ＳＤＳ、５ｍＭ ＥＤＴＡ、２０％グリセロール、０．２％（ｗ／
ｗ）ブロモフェノールブルー、１ＭのＤＴＴを含有する１２５ｍＭトリス塩基（ｐＨ６．
８））５μｌを各ウェルに加えて架橋反応を停止した。次いで、これら試料を５分間煮沸
し、１０％Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル（Invitrogen NuPAGE、カ
タログ番号NP0301BOX）を用いて電気泳動した。電気泳動後、ゲルをサランラップ(商標)

で密閉し、Ｋ型ストレージホスホイメージングスクリーン（storage phosphoimaging scr
een）（Biorad）に３～１６時間暴露した。イメージングスクリーンの走査は、Biorad Pe
rsonal FX phosphoimagerを用いて１００μｍの分解能で行なった。
【０１４８】
　結果
　ダニクリイロコイタマダニの唾液は、ＩｇＧ及びサイトカイン産生の抑制（Matsumoto 
K.等(2003)）又はＴ細胞の増殖（Ferreira BR.及びSilva JS.(1998)）等の免疫調節活性
を有することが示されたが、ＣＣ又はＣＸＣケモカインに対する特異的な活性は見られな
かった。しかし、他のダニ種の唾液ではケモカイン結合活性が検出されている（Hajnicka
等(2005)）。
【０１４９】
　クリイロコイタマダニのＣＸＣケモカイン結合活性をＤＮＡ／タンパク質配列レベルで
検出するために、クリイロコイタマダニの唾液腺からｃＤＮＡライブラリーを作製した。
このライブラリーからのｃＤＮＡのプールを用いて、哺乳動物細胞（ＨＥＫ２９３）にト
ランスフェクトさせた。
【０１５０】
　この系において、分泌タンパク質をコード化するｃＤＮＡをＨＥＫ２９３細胞に発現さ
せ、培地中に分泌させた。上清の試験は直接、放射線標識ＣＸＣケモカイン（125Ｉ－Ｃ
ＸＣＬ８／ＩＬ－８）を用いた架橋アッセイで行なうことができる。放射線標識ＣＸＣケ
モカイン／ＣＸＣケモカイン結合タンパク質に架橋試薬を加えると、これら二つの分子が
共有結合で連結され、タンパク質複合体が安定化する。得られた複合体は、ＳＤＳ－ポリ
アクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）及びその後のオートラジオグラフィー
によって、本来のケモカインの分子量から複合体の分子量へのバンドシフトに基づいて同
定することができる。この架橋法は極めて感度が高く、ナノグラムの量のタンパク質を検
出可能である。
【０１５１】
　陽性対照として、ｖＣＣＩをトランスフェクトされたＨＥＫ細胞由来の条件培地を並行
して試験した。陰性対照として偽トランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞由来の条件培
地を使用した。架橋アッセイで陽性シグナルを生じさせたｃＤＮＡプールを、ＣＸＣケモ
カイン結合活性の原因である単一のトランスフェクトされたｃＤＮＡが同定できるように
なるまで、スクリーニング及び逆重畳の周回を繰り返し実施した。得られたｃＤＮＡをＥ
ｖａｓｉｎ－３と呼ぶ（図１）。
【０１５２】
　Ｅｖａｓｉｎ－３をコード化するｃＤＮＡ（配列番号３）は、アミノ酸９２個のタンパ
ク質（配列番号５）をコード化するオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ、配列番号４
）を含有する。このタンパク質配列はシグナルペプチド配列（残基１～２６個）を含有し
、これを切断するとアミノ酸６６個の成熟タンパク質（配列番号６）が産生されると予想
される。Ｅｖａｓｉｎ－３は、他のどの既知のタンパク質とも有意な相同性を有しない。
【０１５３】
　Ｅｖａｓｉｎ－３の更なる特徴は、２つの潜在的なグリコシル化部位（完全タンパク質
の付番によれば５１及び８２番アスパラギン）、及び、対合してジスルフィド架橋を形成
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し得る一連のシステイン（完全タンパク質の付番によれば４８、５２、５９、６３、６５
、及び７６番残基）である。
【０１５４】
実施例２：ＨＥＫ２９３ ＥＢＮＡ細胞培養上清中に６Ｈｉｓタグ化組み換えタンパク質
として発現されたＥｖａｓｉｎ－３の精製及び特性決定
【０１５５】
　材料及び方法
ａ．Gateway(商標)クローニング過程を用いた発現ベクターｐＤＥＳＴ８及びｐＥＡＫ１
２ｄ中へのＥｖａｓｉｎ－３ ｃＤＮＡのサブクローン化
【０１５６】
　Gatewayクローニング過程の第１段階は、２ステップＰＣＲ反応（ＰＣＲ１及びＰＣＲ
２）を伴う。これによって、ａｔｔＢ１組み換え部位及びＫｏｚａｋ配列が５′末端に隣
接し、インフレームの６ヒスチジン（６Ｈｉｓ）タグをコード化する配列と、停止コドン
と、ａｔｔＢ２組み換え部位とが３′末端に隣接したＥｖａｓｉｎ－３のＯＲＦが生成さ
れる（Gateway適合性ｃＤＮＡ、図２）。ＰＣＲ１反応物（最終体積５０μｌ中）は、２
μｌ（５０ｎｇ）のｐＥＸＰ－Ｌｉｂ－Ｅｖａｓｉｎ－３、３μｌのｄＮＴＰｓ（５ｍＭ
）、５μｌの１０×Ｐｆｘポリメラーゼ緩衝液、１μｌのＭｇＳＯ4（５０ｍＭ）、各１
．５μｌの遺伝子特異的プライマー（１０μＭ）（Ｅｖａｓｉｎ－３ ＰＣＲ１Ｆ（配列
番号７）及びＥｖａｓｉｎ－３ ＰＣＲ１Ｒ（配列番号８））、及び０．５μｌのPlatinu
m Pfx ＤＮＡポリメラーゼ（Invitrogen）を含有する。第１ＰＣＲ反応は、初回変性ステ
ップを９５℃で２分間行なった後、９４℃で３０秒、４８℃で３０秒、及び６８℃で１分
３０秒のサイクルを１０回行ない、最後に４℃の保持サイクルを行った。この増幅産物を
、QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN）を用いて直接精製した。このＰＣＲ産物を
メーカーの使用説明書に従って、５０μｌのＥＢ緩衝液（１０ｍＭトリスＨＣｌ、ｐＨ８
．５）中に溶出した。
【０１５７】
　第２ＰＣＲ反応物（最終体積５０μｌ中の）は、１０μｌの精製ＰＣＲ１産物、３μｌ
のｄＮＴＰｓ（５ｍＭ）、１０μｌの１０×Ｐｆｘポリメラーゼ緩衝液、１μｌのＭｇＳ
Ｏ4（５０ｍＭ）、各１．５μｌのGateway変換プライマー（１０μＭ）（Ｅｖａｓｉｎ－
３ ＰＣＲ２Ｆ（配列番号９）及びＥｖａｓｉｎ－３ ＰＣＲ２Ｒ（配列番号１０））、及
び０．５μｌのPlatinum Pfx ＤＮＡポリメラーゼを含有する。第２ＰＣＲ反応の条件は
、９５℃で１分間の後、９４℃で１５秒、５０℃で３０秒、及び６８℃で２分のサイクル
を４回、次いで９４℃で１５秒、５５℃で３０秒、及び６８℃で１分のサイクルを２０回
、最後に４℃の保持サイクルとした。得られたＰＣＲ産物を、１×ＴＡＥ緩衝液（Invitr
ogen）中１．５％アガロースゲル上で可視化し、予想分子質量（４３０ｂｐ）まで泳動し
たバンドを、QIAquick Gel Extraction Kit（QIAGEN）を用いて、メーカーの使用説明書
に従ってゲルから精製し、５０μｌのＥＢ緩衝液中に溶出した。
【０１５８】
　Gatewayクローニング過程の第２段階は、Gateway修飾ＰＣＲ産物のGatewayエントリー
ベクターｐＤＯＮＲ２２１へのサブクローン化を伴う。５μｌの精製ＰＣＲ２産物を、１
．５μｌのｐＤＯＮＲ２２１ベクター（０．１μｇ／μｌ）、２μｌのＢＰ緩衝液、及び
１．５μｌのBP clonase酵素混合物（Invitrogen）と混合し、最終体積を１０μｌとして
、室温で１時間インキュベートした。１μｌ（２μｇ／μｌ）のプロテイナーゼＫを加え
て反応を停止させ、３７℃で更に１０分間インキュベートした。この反応物のアリコート
（１μｌ）を用いて、以下の手順で電気穿孔することにより、大腸菌（E.Coli）ＤＨ１０
Ｂ細胞に形質転換した。即ち、DH10B electrocompetent細胞（Invitrogen）の２０μｌア
リコートを氷上で解凍し、ＢＰ反応混合物１μｌを加えた。この混合物を、冷却した０．
１ｃｍ電気穿孔キュベットに移し、それら細胞に対して、BioRad Gene-Pulser(商標)を用
いてメーカーのプロトコルに従って電気穿孔した。電気穿孔後、直ちに、予め室温まで温
めたＳＯＣ培地（１ｍｌ）を加えた。この混合物を１５ｍｌスナップキャップ管に移し、
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振盪（２２０ｒｐｍ）しながら３７℃で１時間インキュベートした。次いでこの形質転換
混合物のアリコート（１０μｌ及び１００μｌ）を、カナマイシン（４０μｇ／ｍｌ）を
含有するＬ－ブイヨン（ＬＢ）プレート上に塗布し、３７℃で一晩インキュベートした。
【０１５９】
　この得られた４つのカナマイシン耐性コロニー由来の培養物５ｍｌからQiaprep Turbo 
9600ロボットシステム（Qiagen）を用いてプラスミドミニプレップ（mini-prep）ＤＮＡ
を調製した。プラスミドＤＮＡ（２００～５００ｎｇ）について、BigDye Terminator sy
stem（Applied Biosystemsカタログ番号4336919）を用い、メーカーの使用説明書に従っ
て、２１Ｍ１３及びＭ１３ＲｅｖプライマーとともにＤＮＡシークエンシングにかけた。
配列決定反応物を、Montage SEQ 96 クリーンアッププレート（Milliporeカタログ番号LS
KS09624）を用いて精製し、次いでApplied Biosystems 3700 ＤＮＡシークエンサーで分
析した。
【０１６０】
　次いで、適切な配列（ｐＤＯＮＲ２２１　Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳ、図３Ａ）を含有
する１つのクローンから得られたプラスミド溶出液（１．５μｌ又は約１００ｎｇ）を用
いて、ｐＤＥＳＴ８ベクター又はｐＥＡＫ１２ｄベクターの何れか１．５μｌ（０．１μ
ｇ／μｌ）、ＬＲ緩衝液２μｌ、及びLR clonase（Invitrogen）１．５μｌを含有する最
終体積１０μｌの組み換え反応物を調製した。これら混合物を室温で１時間インキュベー
トした。プロテイナーゼＫ（２μｇ）を加えて反応を停止し、３７℃で更に１０分間イン
キュベートした。各反応物のアリコート（１μｌ）を用いて、以下の手順で電気穿孔を行
なうことにより、大腸菌ＤＨ１０Ｂ細胞に形質転換した。即ち、ＤＨ１０Ｂ electrocomp
etent細胞（Invitrogen）のアリコート２０μｌを氷上で解凍し、このＬＲ反応混合物１
μｌを加えた。この混合物を、冷却した０．１ｃｍ電気穿孔キュベットに移し、それら細
胞をBioRad Gene-Pulser(商標)を用いて、メーカーが推奨するプロトコルに従って電気穿
孔した。電気穿孔後直ちに、予め室温まで温めたＳＯＣ培地（１ｍｌ）を加えた。この混
合物を１５ｍｌスナップキャップ管に移し、振盪（２２０ｒｐｍ）しながら３７℃で１時
間インキュベートした。次いで、この形質転換混合物のアリコート（１０μｌ及び１００
μｌ）を、アンピシリン（１００μｇ／ｍｌ）を含有するＬ－ブイヨン（ＬＢ）プレート
上に塗布し、３７℃で一晩インキュベートした。
【０１６１】
　この得られた６つのアンピリシン耐性コロニーを接種した培養物５ｍｌからプラスミド
ミニプレップ（mini-prep）ＤＮＡを調製し、Qiaprep BioRobot 8000（Qiagen）を用いて
各ベクター中にサブクローン化した。このｐＥＡＫ１２ｄベクター中のプラスミドＤＮＡ
（２００～５００ｎｇ）をｐＥＡＫ１２Ｆ（配列番号１１）及びｐＥＡＫ１２Ｒ（配列番
号１２）プライマーによるＤＮＡシークエンシングにかけた。同様に、ｐＤＥＳＴ８ベク
ター中のプラスミドＤＮＡ（２００～５００ｎｇ）を上記のｐＤＥＳＴ８Ｆ（配列番号１
３）及びｐＤＥＳＴ８Ｒ（配列番号１４）プライマーによるＤＮＡシークエンシングにか
けた。
【０１６２】
　配列確認済クローン（ｐＥＡＫ１２ｄ　Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳ及びｐＤＥＳＴ８　
Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳ）（それぞれ図３Ｃ及び３Ｂ）の培養物５００ｍｌから、Qiag
en Plasmid MEGA Kit（QIAGEN）を用いて、メーカーの使用説明書に従ってプラスミドマ
キシプレップ（maxi-prep）ＤＮＡを調製した。プラスミドＤＮＡを滅菌水（又は１０ｍ
ＭトリスＨＣｌ、ｐＨ８．５）に濃度１μｇ／μｌとなるよう再懸濁し、－２０℃で保存
した。
【０１６３】
　様々なサブクローニング／クローニングのステップで使用したプライマー配列を表III
に纏めて示す。
【０１６４】
ｂ．QuikChamge II Site-Directed Mutagenesis Kit（Stratagene）を用いたｐＥＸＰＩ



(33) JP 2009-513124 A 2009.4.2

10

20

30

40

50

Ｉ－Ｅｖａｓｉｎ３プラスミドのＯＲＦ配列のＣ末端への６Ｈｉｓタグの挿入
【０１６５】
　部位特異的突然変異誘発過程の第１段階は、インフレームの６ヒスチジン（６Ｈｉｓ）
タグコード化配列が３′末端に隣接したＥｖａｓｉｎ－３のＯＲＦによって、突然変異プ
ラスミドを産生するＰＣＲ反応を伴う。このＰＣＲ反応物（最終体積５０μｌ）は、メー
カーの使用説明書に従い、１μｌ（５０ｎｇ）のプラスミドｐＥＸＰ－Ｌｉｂ－Ｅｖａｓ
ｉｎ－３、１μｌのｄＮＴＰ混合物、５μｌの１０×反応緩衝液、各２μｌの遺伝子特異
的プライマー（６２．５μＭ）（Ｅｖａｓｉｎ－３－６ＨｉｓＦ及びＥｖａｓｉｎ－３－
６ＨｉｓＲ、配列番号１９及び配列番号２０）、及び１μｌのPfu Ultra HF ＤＮＡポリ
メラーゼを含有する。ＰＣＲ反応は、９５℃で３０秒間の初回変性ステップを行なった後
、９５℃で３０秒、５５℃で１分、及び６８℃で５分３０秒のサイクルを１８回行ない、
最後に４℃の保持サイクルを行った。
【０１６６】
　部位特異的突然変異誘発過程の第２段階は、メチル化及びヘミメチル化ＤＮＡに特異的
なＤｐｎ１エンドヌクレアーゼでＰＣＲ産物を処理して、親のメチル化プラスミドＤＮＡ
を消化し、突然変異を含有する新規合成ＤＮＡを選択することを伴う。ＰＣＲ産物を、メ
ーカーの使用説明書に従って、Ｄｐｎ１制限酵素１μｌ（１０Ｕ／μｌ）と共に３７℃で
１時間インキュベートした。
【０１６７】
　Ｄｐｎ１制限消化反応物のアリコート（１μｌ）を用いて、下記手順に従い、熱ショッ
クによって大腸菌ＸＬ－１ ｂｌｕｅ細胞に形質転換した。即ちＸＬ－１ ｂｌｕｅ コン
ピテント細胞（Stratagene）のアリコート５０μｌを氷上で解凍し、このＤｐｎ１反応混
合物１μｌを加えた。この混合物を氷上で３０分間インキュベートし、細胞を氷浴に移し
て２分後、細胞に４２℃で４５秒間熱ショックを与えた。次いで、予め４２℃まで温めた
ＮＺＹ培地（０．５ｍｌ）を加えた。この混合物を１５ｍｌスナップキャップ管に移し、
振盪（２２０ｒｐｍ）しながら３７℃で１時間インキュベートした。次いで、この形質転
換混合物のアリコート（２５０μｌ）を、アンピシリン（１００μｇ／ｍｌ）を含有する
Ｌ－ブイヨン（ＬＢ）プレート上に塗布し、３７℃で一晩インキュベートした。
【０１６８】
　得られた４つのコロニー由来の各培養物５ｍｌから、Qiaprep Turbo 9600ロボットシス
テム（Qiagen）を用いてプラスミドミニプレップ（mini-rep）ＤＮＡを調製した。プラス
ミドＤＮＡ（２００～５００ｎｇ）を、BigDye Terminator system（Applied Biosystems
カタログ番号4336919）を用いて、メーカーの使用説明書に従って、Ｔ７プライマー（配
列番号１６）によるＤＮＡシークエンシングにかけた。これら配列決定反応物をMontage 
SEQ 96クリーンアッププレート（Milliporeカタログ番号ＬＳＫＳ０９６２４）を用いて
精製し、次いでApplied Biosystems 3700 ＤＮＡシークエンサー上で分析した。
【０１６９】
　配列の検証されたクローン（ｐＥＸＰＩＩ　Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳ）（図３Ｄ）の
培養物５００ｍｌから、Qiagen Plasmid MEGA Kit（QIAGEN）を用いてメーカーの使用説
明書に従ってプラスミドマキシプレップ（maxi-prep）ＤＮＡを調製した。プラスミドＤ
ＮＡを滅菌水（又は１０ｍＭトリスＨＣｌ、ｐＨ８．５）中に、濃度１μｇ／μｌとなる
ように再懸濁し、－２０℃で保存した。
【０１７０】
　様々なサブクローニング／クローニングのステップで使用したプライマー配列は表III
に纏めて示す。
【０１７１】
ｃ．ＨＥＫ２９３細胞において発現された組み換えＥｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳの精製
【０１７２】
　ＨＥＫ２９３－ＥＢＮＡ細胞由来の細胞培養上清４５０ｍｌ又は２５０ｍｌを、ｐＥＡ
Ｋ１２ｄ－Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳ又はｐＥＸＰＩＩ－Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳの何
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れかによる形質転換の６日後に採取し、０．６Ｍ ＮａＣｌ及び８．７％（ｖｏｌ／ｖｏ
ｌ）グリセロールを含有する２倍量の５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．５）で
希釈した。この試料を０．２２μｍメンブランフィルターを通して濾過し、次いで、Visi
on Workstation system（PerSeptive Biosystem）により、Ｎｉ2+イオンを充填した４ｍ
ｌの金属キレートアフィニティーカラムPORUS 20 MC（PerSeptive Biosystem）に、１０
０ｍＭ Ｎｉ（II）ＳＯ4（Fluka番号72280）溶液を用いて、４℃で２０ｍｌ／分でローデ
ィングした。このカラムを、０．６Ｍ ＮａＣｌ、８．７％グリセロール（Ｆｕｌｋａカ
タログ番号４９７８１）、及び２０ｍＭイミダゾール（Fulka番号56749）を含有する２８
カラム体積（ＣＶ）の５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．５）により２０ｍｌ／
分で洗浄することにより、非特異的に結合した物質を除去した。カラムは、０．６Ｍ Ｎ
ａＣｌ、８．７％グリセロール、及び４００ｍＭイミダゾール（Fulkaカタログ番号56749
）を含有する５．５ＣＶの５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．５）により２．０
ｍｌ／分で２．７ｍｌの各画分中に溶出した。この溶出タンパク質のピークを、２０ｍｌ
のSephadex G-25カラム（Pharmacia）を用いたサイズ排除クロマトグラフィーによって脱
塩し、２０％グリセロール含有ＰＢＳ１ＣＶを用いて、各２．７ｍｌの画分に溶出した。
【０１７３】
　Ｅｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳを含有する画分をプールし、５ｌの５０ｍＭ重炭酸アンモニ
ウム（ｐＨ８．０）で１６時間透析し、次いでFreeze-dryer mobile 12EL（Virtis）を用
いて凍結乾燥し、１００μｌの滅菌水中に再懸濁させた。この濃縮プールを精製の第２ス
テップとしてサイズ排除クロマトグラフィーにかけた。最初に５０ｍＭ重炭酸アンモニウ
ム中で平衡化したSX200 10/300 GLカラム（カラム体積２５ｍＬ、Amersham Biosciences
カタログ番号17-5175-01）に、１倍量の５０ｍＭ重炭酸アンモニウムで希釈した２００μ
ｌのＥｖａｓｉｎ－３を注入した。タンパク質は、２．５ｍｌ／分で各０．５ｍｌの画分
中に溶出された。これらＥｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳタンパク質を含有する画分をプールし
、凍結乾燥し、等分し、－８０℃で保存した。
【０１７４】
ｄ．組み換えＥｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳのウェスタンブロット、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ架橋、
及びサイズ排除クロマトグラフィー分析
【０１７５】
　ウェスタンブロット分析については、カラム溶出液を３×試料緩衝液（２０％グリセロ
ール、１０％ＳＤＳ、５ｍＭ ＥＤＴＡ、及び１００ｍＭ ＤＴＴを含有する１２５ｍＭト
リスＨＣｌ（ｐＨ６．８）と組み合わせたブロモフェノールブルー）で１：３に希釈し、
９５℃で５分間煮沸した。これら試料及びＨＩＳタグ化分子量標準（Invitrogenカタログ
番号LC5606）を、ＭＥＳ緩衝液中１０％Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓゲル流路により、２００Ｖで３
５分間電気泳動した。この電気泳動タンパク質に、トランスファー緩衝液（３９ｍＭグリ
シン、４８ｍＭトリス塩基、及び２０％メタノール（ｐＨ８．３））中で２９０ｍＡの定
電流をかけ、室温で１時間かけて、０．４５μｍニトロセルロース膜（Invitrogenカタロ
グ番号LC2001）上へエレクトロトランスファーした。この膜を、ロッカープラットホーム
上で、２０ｍｌブロッキング溶液（０．１％Ｔｗｅｅｎ２０及び５％粉乳含有ＰＢＳ）中
、室温で１時間インキュベートしてブロックした。次いでこの膜を、一次抗ヒスチジンタ
グ抗体を含有する溶液（０．１％Ｔｗｅｅｎ２０及び２．５％粉乳含有ＰＢＳで１：１０
００に希釈）１５ｍｌ中で振盪しながら室温で２時間インキュベートした。使用した一次
抗体はＨｉｓプローブＨ－１５（sc-803、Santa Cruz Biotechnology）又はＨｉｓプロー
ブＧ－１８（sc-804、Santa Cruz Biotechnology）である。この膜を洗浄緩衝液（ＰＢＳ
に溶かした０．１％Ｔｗｅｅｎ２０）で洗い流し、洗浄緩衝液を３回交換して洗浄（各１
０分間）した。次いでこの膜を、ＨＲＰ結合二次抗体（０．１％Ｔｗｅｅｎ２０、２．５
％粉乳含有ＰＢＳで１：３０００に希釈）中で振盪しながら室温で２時間インキュベート
した。この膜を上述と同様にして再洗浄した。最後にこの膜をブロット乾燥し、抗体の染
色をＥＣＬ(商標)Western Blotting Detection Reagents kit（Amersham Pharmaciaカタ
ログ番号RPN2106）を用いて、メーカーの使用説明書に従って可視化した。
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【０１７６】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析についてはカラム溶出液を、１００ｍＭ ＤＴＴを含有する２×
試料緩衝液（Invitrogen）で１：１に希釈し、５分間煮沸した。これら試料及び分子量標
準（Invitrogen、Benchmark Protein Ladder）を、ＭＥＳ緩衝液中１０％Ｂｉｓ－Ｔｒｉ
ｓゲル流路を用いて、２００Ｖで３５分間電気泳動した。この電気泳動後のタンパク質を
、Simply Blue SafeStain（Invitrogen）を用いて、メーカーの使用説明書に従って染色
し、このゲルを蒸留水で５分間、３回洗い流し、室温で１時間染色し、水で１時間洗浄し
た。
【０１７７】
　架橋実験については、ＨＥＫ２９３細胞にｐＥＡＫ１２ｄ－Ｅｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉ
ｓをトランスフェクトした。６時間後、培養上清５０μｌを９６ウェルプレート（Costar
）に移した。125Ｉ－ＣＣケモカイン（125Ｉ－ＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥＳ、125Ｉ－ＣＣＬ
１１／エオタキシン、ＣＣＬ２／125Ｉ－ＭＣＰ－１、125Ｉ－ＣＣＬ１７／ＴＡＲＣ、又
は125Ｉ－ＣＣＬ２７／ＣＴＡＣＫ）、125Ｉ－ＣＸＣケモカイン（125Ｉ－ＣＸＣＬ８／
ＩＬ－８、125Ｉ－ＣＸＣＬ１／Ｇｒｏ－α、又は125Ｉ－ＣＸＣＬ１０／ＩＰ－１０）、
或いはサイトカイン（125Ｉ－ＩＬ－１又は125Ｉ－ＩＬ－２）の何れかを加えて、最終濃
度を０．２３ｎＭとし、振盪しながら室温で１時間インキュベートした。次いで、各ウェ
ルからのアリコート２５μｌを、２５ｍＭ ＢＳ３（架橋試薬）を５μｌ含有する新しい
ウェルに移し、振盪しながら更に１時間インキュベートし、１０×試料緩衝液（１０％Ｓ
ＤＳ、５ｍＭ ＥＤＴＡ、２０％グリセロール、０．２％（ｗ／ｗ）ブロモフェノールブ
ルー、１Ｍ ＤＴＴを含有する１２５ｍＭトリス塩基、ｐＨ６．８）５μｌを加えること
によって反応を失活させた。次いで試料を５分間煮沸し、１０％Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ ＳＤ
Ｓ－ポリアクリルアミドゲル（Invitrogen NuPAGE、カタログ番号NP0301BOX）で電気泳動
した。電気泳動後、ゲルをサランラップ(商標)中に密閉し、Ｋ型ストレージホスホイメー
ジングスクリーン（Biorad）に３～１６時間暴露した。イメージングスクリーンの走査は
、Biorad Personal FX phosphoimagerを用いて、１００μｍの分解能で行なった。
【０１７８】
　競合アッセイについては、５００倍過剰量の非標識ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８又はＣＸＣＬ
１／Ｇｒｏ－αを加えた125Ｉ－ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８を用い、上記架橋実験の場合と同
じプロトコルを用いた。
【０１７９】
　サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）は、組み換えＥｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ及
びＣＸＣＬ８／ＩＬ－８をＰＢＳに１ｍｇ／ｍｌで懸濁させて行なった。Ｅｖａｓｉｎ－
３－６Ｈｉｓを１００μｇ（１００μｌ）のＣＸＣＬ８／ＩＬ－８と１：１の比率で混合
し、室温で１時間インキュベートして、複合体Ｅｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ－ＣＸＣＬ８
／ＩＬ－８を形成させた。次いで２００μｇ（２００μｌ）のＣＸＣＬ８／ＩＬ－８、２
００μｇ（２００μｌ）の組み換えＥｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ、又は２００μｇ（２０
０μｌ）の複合体の何れかを、予め１×ＰＢＳ１．５ＣＶで平衡化したSuperdex 75 10/3
00 GLカラム（容積２３．５６ｍｌ、Invitrogen）に加えた。このカラムは、ブルーデキ
ストラン（２０００ｋＤａ）、チログロブリン（６６９ｋＤａ）、フェリチン（４４０ｋ
Ｄａ）、ＢＳＡ（６７ｋＤａ）、オボアルブミン（４３ｋＤａ）、リボヌクレアーゼＡ（
１３．７ｋＤａ）、及びシトクロムＣ（１３．６ｋＤａ）で予め較正した。このカラムを
１×ＰＢＳ１．５ＣＶを用いて溶出し、そのピークに一致する画分を、銀染色を用いたＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥで分析した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析においては、１００ｍＭ ＤＴＴ含有
４×試料緩衝液（Invitrogen）で試料を３：１に希釈し、５分間煮沸した。これら試料及
び分子量標準（Invitrogen、Benchmark Protein Ladder）を、ＭＥＳ緩衝液中１０％Ｂｉ
ｓ－Ｔｒｉｓゲル流路を用いて、２００Ｖで３５分間電気泳動した。この電気泳動にかけ
たタンパク質を、SilverQuest kit（Invitrogen）を用いてメーカーの使用説明書に従っ
て染色した。このゲルを４０％エタノール及び１０％酢酸の溶液で固定し、３０％エタノ
ール溶液で洗浄し、３０％エタノール及び１０％増感剤の溶液で感度を上げ、水で２回洗
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浄し、１％染色剤溶液で染色し、水で洗浄し、１０％顕色剤溶液で顕色させ、１０％停止
剤を加えて停止させた。
【０１８０】
　結果
　組み換えＥｖａｓｉｎ－３を産生するために、ＯＲＦを、３′末端に６ＨＩＳタグ配列
を有する状態、又は有しない状態で、Gatewayクローニングシステムを用いて、哺乳動物
細胞発現ベクターｐＥＡＫ１２ｄ又は昆虫細胞発現ベクター（ｐＤＥＳＴ１２．２）にサ
ブクローン化した。更に、原ｐＥＸＰ　ｌｉｂ　ｅｖａｓｉｎ－３コンストラクトを部位
特異的突然変異誘発法によって突然変異させ、ＨＥＫ２９３細胞における発現用ＯＲＦの
３′末端に６ＨＩＳタグ配列を導入した。組み換えＥｖａｓｉｎ－３－Ｈｉｓの精製は、
ＨＥＫ２９３ ＥＢＮＡ細胞上清又はｐＥＸＰＩＩ－Ｅｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓトラン
スフェクト済ＨＥＫ２９３ ＥＢＮＡ細胞上清の何れかから、Ｎｉ2+アフィニティークロ
マトグラフィー、続いてサイズ排除クロマトグラフィーを用いて行なった。精製タンパク
質を装填したＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルのクーマシーブルー染色は、Ｅｖａｓｉｎ－３－６Ｈ
ｉｓが、様々な翻訳後修飾形態の混合物として発現され、精製されたことを示唆している
。かかる修飾はおそらく、昆虫細胞で発現させた別のダニタンパク質について示されてい
るように（Alarcon-Chaidez FJ.等(2003)）、グリコシル化によるものと思われる。実際
にこのタンパク質は、ＨＥＫ２９３において発現された組み換えタンパク質の場合、約２
０～３０Ｋｄの平均分子量を有するスメアなバンドとして現れる（図４）。
【０１８１】
　ＨＥＫ２９３からの種々の精製ステップにおいて組み換えＥｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ
が存在する場合、引き続いて一次抗体としての抗ヒスチジンタグによるウェスタンブロッ
トを行なった。精製した成熟配列のＮ末端を配列決定したところ、Ｓ及びＴ残基上でグリ
コシル化されている成熟タンパク質の８０％のＮ末端が、配列ＬＶＳＴＩＥＳＲＴＳから
なり、グリコシル化の存在しない成熟タンパク質の２０％のＮ末端が、配列ＶＳＴＩＥＳ
ＲＴＳＡからなることが確認された。
【０１８２】
　クリイロコイタマダニ由来のダニ唾液における活性の特徴を明らかにするために、最初
に用いた架橋アッセイを使用して、精製したＥｖａｓｉｎ－３－６ＨｉｓのＣＸＣケモカ
イン結合活性を、陽性対照（ウィルスＣＣケモカイン結合タンパク質ｖＣＣＩ）を用いて
観察された活性と比較した。
【０１８３】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析では、遊離の125Ｉ標識ＣＸＣケモカインＣＸＣＬ８／ＩＬ－８
が、８ｋＤａのバンドとして泳動される（図４、レーン２）。架橋剤を加えた場合、放射
能の一部が、組み換えＥｖａｓｉｎ－３含有試料の分子量２８～４０ｋＤａのタンパク質
複合体に保持される（図４、レーン３）。タンパク質ｖＣＣＩと、架橋実験用の対照とし
て用いたタンパク質125Ｉ－ＣＣＬ２／ＭＣＰ－１との間に形成される複合体に対応する
バンドは、約４５ｋＤａに移動する（図４、レーン１）。成熟Ｅｖａｓｉｎ－３ポリペプ
チド（アミノ酸６６個）の分子量が７００５Ｄａであることを考慮すると、この組み換え
タンパク質は、翻訳後修飾の生じる真核生物の宿主細胞で発現された場合に活性であるよ
うに見える。この修飾は最大２０～３０ｋＤａを占める可能性があり（図６のクーマシー
染色も同様のことを示唆している）、おそらくは主に選択的グリコシル化によるものと考
えられる。
【０１８４】
　組み換えＥｖａｓｉｎ－３の選択性を、まず、125Ｉ－ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８との架橋
による競合アッセイで試験した。非標識ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８及びＣＸＣＬ１／Ｇｒｏ－
αの何れによっても、放射線標識複合体が消滅したことから（図５、矢印により示す）、
組み換えＥｖａｓｉｎ－３とＣＸＣＬ１／Ｇｒｏ－αとの結合が確認された。試験された
その他のケモカインは何れも、放射線標識複合体の消滅を生じなかった（図５）。
【０１８５】
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　精製された組み換えＥｖａｓｉｎ－１を使用して、様々な125Ｉ－ＣＣケモカイン、Ｃ
ＸＣケモカイン、及びサイトカインを用いた架橋アッセイによって、更に選択性の検証を
行なった（図７）。上述の架橋については、その複合体に一致する２８～４０ｋＤａの間
のバンド（矢印で示す）は、125Ｉ－ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８を加えると可視化される（図
７、レーン７）。また、サイズが同一で強度がより低いバンド（矢印の移動で示す）も、
125Ｉ－ＣＸＣＬ１／Ｇｒｏ－αと架橋させると可視化されることから、組み換えＥｖａ
ｓｉｎ－３がこのＣＸＣケモカインとも複合体を形成し得ることが分かる（図７、レーン
２）。試験した他の125Ｉ－タンパク質の場合、ゲルで可視化された複合体形成は存在し
なかった。更に、125Ｉ－ＭＣＰ－１と一緒にインキュベートしたｖＣＣＩを陽性対照と
して使用した（図７、レーン１、矢印で示す）。
【０１８６】
　従って、Ｅｖａｓｉｎ－３はＣＸＣケモカイン結合特性を有し、それによりケモカイン
の作用を阻害する、新規なタンパク質であると結論することができる。
【０１８７】
実施例３：大腸菌（Escherichia coli）で発現させたＥｖａｓｉｎ－３の精製及び確認
【０１８８】
　材料及び方法
ａ．Ｅｖａｓｉｎ－３ ｃＤＮＡの発現ベクターｐＥＴ３０ａへのサブクローン化
【０１８９】
　クローニング過程の第１段階はＰＣＲ反応を伴う。これは、開始メチオニン及びＮｄｅ
ｌ制限部位が５′末端に隣接し、２つの停止コドン（ＴＡＡ　ＴＡＡ）及びＸｈｏｌ制限
部位が３′末端に隣接する、シグナルペプチド非含有Ｅｖａｓｉｎ－３のＯＲＦを生成す
るものである（図８）。このＰＣＲ反応物（最終体積５０μｌの）は、１μｌ（１００ｎ
ｇ）のプラスミドｐＥＸＰ－Ｌｉｂ－Ｅｖａｓｉｎ－３、３．０μｌのｄＮＴＰｓ（５ｍ
Ｍ）、１０μｌの１０×Ｐｆｘポリメラーゼ緩衝液、１μｌのＭｇＳＯ4（５０ｍＭ）、
それぞれ１．５μｌの遺伝子特異的プライマー（１０μＭ）（５′Ｎｄｅｌ－ｅｖａ３　
ｅｃｏｌｉ（配列番号２１）、３′Ｘｈｏｌ－ｅｖａ３　ｅｃｏｌｉ（配列番号２２））
（表IV）、及び０．５μｌのPlatinum Pfx ＤＮＡポリメラーゼ（Invitrogen）を含有す
る。ＰＣＲ反応では、９５℃で４分間の初回変性ステップを行なった後、９４℃で３０秒
、５５℃で３０秒、及び６８℃で１分のサイクルを３０回行ない、更に４℃の保持サイク
ルを行なった。得られたＰＣＲ産物を、１×ＴＡＥ緩衝液（Invitrogen）中１．５％アガ
ロースゲル上で可視化し、予想分子質量（３２１ｂｐ）まで泳動したバンドをWizard PCR
 Preps DNA Purification System（Promega）を用いてゲルから精製し、メーカーの使用
説明書に従って５０μｌの滅菌水中で溶出した。
【０１９０】
　クローニング過程の第２段階は、制限酵素Ｎｄｅｌ及びＸｈｏｌを用いた修飾ＰＣＲ産
物の消化、続いてｐＥＴ３０ａベクターへの連結反応を伴う。ＰＣＲからの精製産物５μ
ｌを、１．０μｌのＮｄｅｌ（５０’０００ｕ／ｍｌ、BioLabs）、１μｌのＸｈｏｌ（
５０’０００ｕ／ｍｌ、BioLabs）、６μｌの１００×ＮＥＤ２緩衝液（BioLab）、及び
０．６μｌの１００×ＢＳＡ（BioLab）と混合し、最終体積６０μｌとして、３７℃で１
６時間インキュベートした。この反応混合物を、１×ＴＡＥ緩衝液（Invitrogen）中１．
５％アガロースゲル流路を用いて可視化し、予想分子質量（３２０ｂｐ）まで泳動したバ
ンドをWizard PCR Preps DNA Purification System（Promega）を用いてゲルから精製し
、メーカーの使用説明書に従って５０μｌの滅菌水中で溶出した。この精製済み挿入断片
を、予め脱リン酸化し、Ｎｄｅｌ及びＸｈｏｌ制限酵素で消化したベクターｐＥＴ３０ａ
中に次の通り結合させた。即ち１５μｌの消化由来の精製済み産物を３μｌのｐＥＴ３０
ａベクター（１５０ｎｇ）、１μｌのＴ４リガーゼＴ４（４００’０００ｕ／ｍｌ、BioL
abs）、及び２．２μｌのＴ４緩衝液１０×（BioLabs）と混合して最終体積２２μｌとし
、室温で４時間インキュベートした。
【０１９１】
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　この反応物のアリコート（１μｌ）を用いて大腸菌ＤＨ１０Ｂ細胞を電気穿孔により次
の通り形質転換した。即ちＤＨ１０Ｂエレクトロコンピテント細胞（Invitrogen）の２５
μｌアリコートを氷上で解凍し、ＢＰ反応混合物１μｌを加えた。この混合物を冷却した
０．１ｃｍ電気穿孔キュベットに移し、細胞をBioRad Gene-Pulser(商標)を用いてメーカ
ーのプロトコルに従って電気穿孔した。電気穿孔後直ちに、予め室温まで温めたＳＯＣ培
地（０．５ｍｌ）を加えた。この混合物を１５ｍｌスナップキャップ管に移し、振盪（２
２０ｒｐｍ）しながら３７℃で１時間インキュベートした。次いでこの形質転換混合物の
アリコート（１０μｌ及び５０μｌ）を、カナマイシン（４０μｇ／ｍｌ）を含有するＬ
－ブイヨン（ＬＢ）プレート上に塗布し、３７℃で一晩インキュベートした。
【０１９２】
　得られた６つのコロニー由来の培養物５ｍｌからQiaprep Turbo 9600ロボットシステム
（Qiagen）を用いてプラスミドミニプレップ（mini-rep）ＤＮＡを調製した。プラスミド
ＤＮＡ（１５０～２００ｎｇ）を、BigDye Terminator system（Applied Biosystemsカタ
ログ番号4336919）を用いてメーカーの使用説明書に従ってＴ７（配列番号２３）プライ
マー及びｐＲＳＥＴ－Ｒ（配列番号２４）プライマー（表IV）によるＤＮＡシークエンシ
ングにかけた。これら配列決定反応物をMontage SEQ 96クリーンアッププレート（Millip
oreカタログ番号LSKS09624）を用いて精製し、次いでApplied Biosystems 3700シークエ
ンサー上で分析した。
【０１９３】
　次いで、適切な配列（ｐＥＴ３０ａ－Ｅｖａｓｉｎ－３）を含有する１つのクローンに
由来するプラスミドＤＮＡ（１μｌ又は１００ｎｇ）を用いて、以下の手順に従い、大腸
菌ＢＬ２１Ｄ３細胞を熱ショックにより形質転換した。即ち、ＢＬ２１ＤＥ３細胞（Nova
gen）の２０μ１アリコートを氷上で解凍して１．５ｍｌエッペンドルフ管に入れ、プラ
スミド１μｌを加え、混合物を氷上で５分間インキュベートした。次いでこの細胞に４２
℃の水浴中で３０秒間熱ショックを与え、氷上で２分間放置した。室温のＳＯＣ培地８０
μｌを加えた後、細胞を振盪しながら３７℃で１時間インキュベートし、次いでこの形質
転換混合物のアリコート（２０μｌ及び８０μｌ）を、カナマイシン（４０μｇ／ｍｌ）
を含有するＬ－ブイヨン（ＬＢ）プレート上に塗布し、３７℃で一晩インキュベートした
。１つのカナマイシン耐性コロニーをＥｖａｓｉｎ－３の発現用に選択した。形質転換E.
 coli株におけるタンパク質発現の検証は、単一のカナマイシン耐性コロニーを、５０ｍ
ｌのＬＢ（Luria-Bertani）ブイヨン及び４０μｇ／ｍｌのカナマイシンの入ったエルレ
ンマイヤーフラスコに接種して行なった。培養物のＯ．Ｄ．が０．６単位に達した時、０
．５ｍＭ ＩＰＴＧ（イソプロピル－β－Ｄ－チオガラクトシド）を加え、更に３時間イ
ンキュベートした。次いで、ＩＰＴＧ誘発後に最良の発現レベルが得られたクローンを用
いて培養物１００ｍｌを作製し、次いでこれを、炭素供給源であるグリセロール、窒素供
給源である硫酸アンモニウム、酵母抽出液、リン酸塩、塩類、オリゴエレメント、消泡剤
、及び４０μｇ／ｌのカナマイシンを含有するｐＨ７の培地を含んでなる５リットル発酵
槽に接種し、３７℃で発酵させた。空気流量を２．５ｌ／分で一定とし、Ｏ2流量を０～
５ｌ／分の間で変動させ、撹拌速度を１０００～１２００ｒｐｍとし、ＣＯ2を３０％に
維持した。ＯＤ２０～３０において、１ｍＭ ＩＰＴＧによりタンパク質発現を誘発した
。誘発３時間後に細胞を３０～４０のＯＤで採取した。得られた湿潤細胞重量は２００～
３００ｇであり、これは乾燥細胞重量１０～２０ｇ／ｌに相当した。
【０１９４】
ｂ．大腸菌で発現された組み換えＥｖａｓｉｎ－３の精製
【０１９５】
　大腸菌のペレット（２５０ｇ）をＩＰＴＧによる誘発後３時間で５リットル発酵槽から
採取した。このペレットを１．２５ｌの細胞切断緩衝液（２ｍＭ ＭｇＣｌ2、ＥＤＴＡ非
含有コンプリートカクテルプロテアーゼ阻害剤（１錠／緩衝液５０ｍｌ、Roche）、及び
２０ｍｇ／ｌのＤＮアーゼを含有する５０ｍＭトリスＨＣｌ、ｐＨ８．５）中に懸濁させ
た。細胞をFrench Press（Constant Cell Distribution System）に１．７ｋＰａで１回
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通過させて破壊し、その溶液を２７’５００×ｇ（１３’０００ｒｐｍ）で２時間遠心分
離した。
【０１９６】
　この可溶性細胞質画分のｐＨを、酢酸によってｐＨ４．５に調整し、１００’０００×
ｇ（３５’０００ｒｐｍ）で１時間遠心分離した。０．２２μｍメンブランフィルターを
通して濾過した後、その上清中のタンパク質を定量した。定量には、標準としてアルブミ
ンを用いたクマシープラス・タンパク質アッセイ試薬（Coomassie Plus Protein Assay R
eagent：PIERCE）による比色アッセイと、VERSAmax マイクロプレートリーダー（Molecul
ar Devices）を用いた７８０ｎｍでのＯＤ測定とによって定量した。この上清を、Akta p
urifier system（Amersham Biosciences）を用いて、予め５０ｍＭ ＣＨ3ＣＯＯＮａ（ｐ
Ｈ４．５）で平衡化したFractogel ＳＯ3

-のカチオン交換カラム（Amersham）に、４℃で
３．５ｍｌ／分でローディングした。このカラムを５カラム体積（ＣＶ）の５０ｍＭ Ｃ
Ｈ3ＣＯＯＮａ（ｐＨ４．５）により５ｍｌ／分で洗浄し、非特異的に結合した物質を除
去した。１７．５カラム体積（ＣＶ）の同じ緩衝液を用い、０～０．７Ｍ ＮａＣｌの直
線的濃度勾配によって、タンパク質を各５ｍｌの画分中に溶出した。
【０１９７】
　Ｅｖａｓｉｎ－３を含有する画分をプールし、３．５ｋＤａのカットオフを有する遠心
濾過装置（Amicon、Millipore）を用いて１０倍に濃縮した。この濃縮したプールを、精
製の第２ステップとしてサイズ排除クロマトグラフィーにかけた。２ｍｌの濃縮Ｅｖａｓ
ｉｎ－３溶液を、予めＰＢＳ（リン酸緩衝塩類液）中で平衡化したSX75 16/60カラム（カ
ラム体積１２０ｍｌ、Amersham Biosciences）上へローディングした。このタンパク質は
２ｍｌ／分で２ｍｌの各画分中に溶出した。Ｅｖａｓｉｎ－３を含有する画分をプールし
、等分し、－８０℃で保存した。
【０１９８】
ｄ．組み換えＥｖａｓｉｎ－３のＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び架橋分析
【０１９９】
　このカラム溶出液を、１００ｍＭ ＤＴＴを含有する２×試料緩衝液（Invitrogen）で
１：１に希釈し、５分間煮沸した。この試料を分子量標準（Invitrogen、Benchmark Prot
ein Ladder）とともに、ＭＥＳ緩衝液中１０％Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓゲル流路を用いて、２０
０Ｖで３５分間電気泳動した。この電気泳動後のタンパク質を、Simply Blue SafeStain
（Invitrogen）を用いて、メーカーの使用説明書に従って染色した。即ちゲルを蒸留水で
３回、５分間洗い流し、室温で１時間染色し、水で１時間洗浄した。
【０２００】
　結果
　Ｅｖａｓｉｎ－３をコード化するＯＲＦを、大腸菌での高レベル産生を可能にする発現
ベクターにサブクローン化した。
【０２０１】
　Ｅｖａｓｉｎ－３の完全長ｃＤＮＡを含有するプラスミド（ｐＥＸＰ－Ｌｉｂ　Ｅｖａ
ｓｉｎ－３）をＰＣＲの鋳型として用ることにより、Ｅｖａｓｉｎ－３の成熟タンパク質
コード配列（予想シグナルペプチド配列除去後）からなるとともに、Ｎ末端に開始メチオ
ニンを保持するＥｖａｓｉｎ－３ ＯＲＦを作製した。Ｍｅｔ－Ｅｖａｓｉｎ－３のＯＲ
Ｆ（配列番号２５）は、アミノ酸６７個の配列（配列番号２６）をコード化する。ベクタ
ーｐＥＴ３０ａ－Ｅｖａｓｉｎ－３を図９に示す。
【０２０２】
　組み換えＥｖａｓｉｎ－３は大腸菌から精製した。様々な精製ステップ時に組み換えＥ
ｖａｓｉｎ－３が存在する場合、その後にSimply Blue SafeStainで染色したゲルを用い
たＳＤＳ－ＰＡＧＥを行なった。Ｅｖａｓｉｎ－３は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ後のクーマシー
染色で確認されたように、分子質量７ｋＤａまで泳動した（図１０）。
【０２０３】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析では、125Ｉ標識ＣＸＣケモカインＣＸＣＬ８／ＩＬ－８が８ｋ
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Ｄａのバンドとして移動する。架橋剤ＢＳ３を加えた場合、放射能の一部は、１４ｋＤａ
に泳動したタンパク質複合体中に検出されるが、これは組み換えＥｖａｓｉｎ－３とＩＬ
－８との間に形成される複合体によるものである（図１１）。
【０２０４】
　大腸菌中で産生される組み換えタンパク質は一般にグリコシル化されないので、Ｅｖａ
ｓｉｎ－３の翻訳後グリコシル化は、ＩＬ－８との結合にとって必須ではないと考えられ
る。
【０２０５】
　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦによる質量分析による組み換えタンパク質の分析の結果、質量は７
，１３１．４２Ｄａであることが分かった。これは開始メチオニンを含んでなる組み換え
タンパク質の予想質量に一致する。その活性は、開始メチオニンの存在によって影響をイ
受けないように思われる。
【０２０６】
実施例４．ＣＸＣケモカインに及ぼす組み換えＥｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ及びＥｖａｓ
ｉｎ－３の阻害活性の特性決定
【０２０７】
材料及び方法
受容体結合アッセイ
【０２０８】
　平衡競合受容体結合アッセイ（equilibrium competition receptor binding assay）を
用いて、ケモカイン／ケモカイン受容体相互作用に対するＥｖａｓｉｎ－３の阻害特性を
求めた。結合実験は、ヒトＩＬ－８受容体ＣＸＣＲ１（ＣＨＯ／ＣＸＣＲ１）を安定的に
発現するＣＨＯ細胞（チャイニーズハムスター卵巣細胞）を用いて行なった。細胞を、１
０％ＦＣＳ（ウシ胎児血清、TerraCellカタログ番号CS-C08-1000-A）、２ｍＭ Ｌ－グル
タミン（Invitrogenカタログ番号25030-024）、０．６ｍｇ／ｍｌのジェネテシン（Genet
icin：Invitrogenカタログ番号11811-031）、及び１％ペニシリン－ストレプトマイシン
（Invitrogenカタログ番号15140-148）を補充したＤ－ＭＥＭ Ｆ１２培地（ダルベッコ変
法イーグル培地、Invitrogenカタログ番号４１９６５０３９）中で維持した。この細胞を
２３０×ｇで５分間遠心分離して採取し、１ｍＭ ＣａＣｌ2、５ｍＭ ＭｇＣｌ2、及び０
．５％ＢＳＡを含有する５０ｍＭトリス／ＨＣｌ（ｐＨ７．５）緩衝液に、４×１０6細
胞／ｍｌの細胞密度で再懸濁させた。ＨＥＫ２９３又は大腸菌細胞からそれぞれ精製した
組み換えＥｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ又はＥｖａｓｉｎ－３を、同一培地中に０．０１ｍ
ｇ／ｍｌで懸濁させ、MultiScreen HTS ９６ウェル濾過システム（Millipore）中で１１
回の４倍連続希釈液を調製した。ＣＨＯ／ＣＸＣＲ１細胞（１×１０5細胞）、０．１ｎ
Ｍ［125Ｉ］ＩＬ－８（Amershamカタログ番号IM249）、及び組み換えＥｖａｓｉｎ－３－
６Ｈｉｓ又はＥｖａｓｉｎ－３の連続希釈液２５μｌをプレートの各ウェル内に入れて最
終体積１００μｌとし、組み換えタンパク質の最終濃度を３５０μＭから０．０８ｐＭの
範囲とした。次いで、この混合物を振盪しながら室温で４時間インキュベートした。次い
で、この細胞を、１ｍＭ ＣａＣｌ2、５ｍＭ ＭｇＣｌ2、０．５％ＢＳＡ、及び２Ｍ Ｎ
ａＣｌを含有する５０ｍＭトリス／ＨＣｌ（ｐＨ７．５）緩衝液で３回洗浄した。シンチ
レーション液（５０μｌ）（PerkinElmer）を各ウェルに加え、放射能をβ－シンチレー
ション計数管（Wallac）を用いて測定した。結果及び図１２を参照されたい。
【０２０９】
ｂ．ＣＸＣケモカインに誘発される化学走性
【０２１０】
　化学走性実験は、University of Geneva Hospitalから得たヒト血液から精製した好中
球を用いて行なった。ヒト好中球は天然でＣＸＣＲ１及びＣＸＣＲ２を発現する。ヒト好
中球を実験の当日、次の通り精製した。即ち、ヒト軟膜由来の血液を滅菌したＰＢＳで２
×希釈し、５０ｍｌを円錐形ポリプロピレンチューブに入れた。デキストラン５００（Am
ersham Biosciencesカタログ番号17-0320-02）をこの血液に加え（３ｍｌ／血液２０ｍｌ
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）、赤血球を室温で１時間沈降させた。上清を新鮮なチューブ中にデカントし、２３０×
ｇで５分間遠心分離した。細胞ペレットを、２％ＦＣＳを補充したＲＰＭＩ１６４０培地
（Invitrogenカタログ番号31870-025）１０ｍｌに懸濁させた。この細胞溶液上にFicoll-
Plaque（１０ｍｌ）を慎重に積層し、３４５×ｇで４℃で３０分間遠心分離機（制動なし
）にかけた。この細胞ペレットをＲＰＭＩ培地で１回洗浄し、１０ｍｌの０．２％ＮａＣ
ｌを加えて２０秒間の低張性ショックをかけ、残存する赤血球を破壊した。１０ｍｌの１
．６％ＮａＣｌ溶液を加え、迅速に等張性を回復させた。この懸濁液を２３０×ｇで５分
間遠心分離し、慎重に上清を廃棄し、細胞ペレットを培地で２回洗浄した。この精製好中
球を、化学走性培地（２％ＦＣＳ補充、フェノールレッド指示薬非含有ＲＰＭＩ１６４０
培地（Invitrogenカタログ番号32404-014）に、２×１０6細胞／ｍｌの濃度で懸濁させた
。
【０２１１】
　Ｅｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓを、化学走性培地中に１．２５×１０-2ｍｇ／ｍｌで懸濁
させ、１ｎＭ ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８又はＣＸＣＬ１／Ｇｒｏ－αを含有する培地を用い
て１１回の３倍連続希釈液を調製した。この連続希釈したケモカイン溶液又はケモカイン
－Ｅｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ溶液のアリコート（３２μｌ）を化学走性槽の下側の室に
三重に加え、この下側の室の上部に８μｍ孔径フィルターユニット（Neuroprobe ChemoTx
 Systemカタログ番号101-8）を慎重に置いた。好中球細胞懸濁液（２０μｌ）を化学走性
槽の上側の室（フィルターユニット）に加え、このアッセンブリーを給湿型５％ＣＯ2イ
ンキュベーター中で３７℃で２時間インキュベートした。
【０２１２】
　次いで２時間後、化学走性槽の蓋を慎重に取り除き廃棄した。９６ウェル漏斗板（Neur
oprobe ChemoTx Systemカタログ番号FP1）を化学走性槽の下側室の上部に上下逆にして載
置した。次いで、ブラックマトリックスプレート（black-matrix plate）（Vitarisカタ
ログ番号3915）をこの漏斗板の上部に上下逆にして載置し、この化学走性槽／漏斗板／ブ
ラックマトリックスプレートのアッセンブリーを上下逆にした。次いで、化学走性槽の下
側室内の培地を、７００×ｇで２分間の遠心分離によってブラックマトリックスプレート
に移した。移動した細胞を含有するブラックマトリックスプレートを密封し、－８０℃で
２時間冷凍保存した。化学走性槽の下側室に移動した細胞の数を、CyQUANT細胞増殖アッ
セイキット（Molecular Probesカタログ番号C7026）を用いて次の通り直接測定した。即
ち、ブラックプレートを解凍し、細胞を迅速且つ完全に、このキットで準備されている染
料を含有する細胞溶解緩衝液２００μｌ中に、メーカーの使用説明書に従って懸濁させた
。蛍光の測定は、Wallac Victorプレート読取装置を用いて、４８０ｎｍ／５２０ｎｍの
励起／発光波長で行なった。結果及び図１３を参照されたい。
【０２１３】
ｃ．表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）による結合分析
【０２１４】
　表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）を用いて、Ｅｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ又はＥｖａｓｉ
ｎ－３によるＣＸＣケモカイン結合の親和力及び反応速度を直接測定した。Ｅｖａｓｉｎ
－３－６Ｈｉｓ又はＥｖａｓｉｎ－３を、それぞれｐＨ４．５又はｐＨ４の１０ｍＭ酢酸
ナトリウム緩衝液（Biacore）中に２０μｇ／ｍｌとなるように懸濁させ、Biacore Amine
 coupling kit（Biacore）による標準的なアミン結合化学によって、Biacore3000 system
を用いてCM4チップ（Biacore）上に直接固定化し、２００～３００応答単位（ＲＵ）のレ
ベルとした。付加的なタンパク質を全く含まない化学結合を有する対照としてブランク細
胞を調製した。実験は、ＨＢＳ－Ｐランニングバッファー（running buffer）（０．０１
Ｍ ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）、０．１５Ｍ ＮａＣｌ、及び０．００５％界面活性剤P20
）（Biacore）を用いて、２５℃、３０μｌ／分で行なった。全ての結合実験について、
ケモカインはランニングバッファー中に０．５μｇ／ｍｌで懸濁させ、０．２２μｍフィ
ルターを通して濾過した。３分間の注入時間、続いて注入後２．５分間の解離時間がある
。このチップを５０ｍＭグリシン緩衝液（ｐＨ２）を用いて３０秒間再生させた。各実験
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についてケモカインは、ランダムな順序で三重に注入された。反応速度実験についてはラ
ンニングバッファーに溶かした０．１μｇ／ｍｌから６ｎｇ／ｍｌまでのＣＸＣＬ１／Ｇ
ｒｏ－α、ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８、ネズミＣＸＣＬ１／ＫＣ、及びネズミＣＸＣＬ２／Ｍ
ＩＰ－２の６種類の希釈液を調製し、０．２２μｍフィルターを通して濾過し、実験及び
ブランクのフロー細胞を覆って注入した。３分間の注入時間、その後に１５分間の解離時
間が続く。このチップを５０ｍＭグリシン（ｐＨ２）緩衝液を用いて３０秒間再生させた
。更に各ケモカイン希釈液をランダムな順序で三重に注入した。この分析の場合、ランニ
ングバッファーのみで得られたセンソグラムの外にブランク細胞由来のセンソグラムを結
合から減じて系のノイズを除去した。反応速度については、結合（Ｋa）及び解離（Ｋb）
の値は、ラングミュア・フィッティングモデルに従ってセンソグラムをケモカイン濃度の
全範囲に対して全体的に当てはめることによって同時に求めた。見掛けの平衡解離定数（
Ｋd）は、等式Ｋd＝Ｋb／Ｋaによる平均反応速度値から求めた。結果及び図１４、１５、
及び１６を参照されたい。
【０２１５】
ｄ．インビボでのケモカインが介在する好中球の動員の阻害
【０２１６】
　Ｃ５７Ｂ１６マウスの右膝関節への３０ｎｇのＫＣ（ネズミＣＸＣＬ１）投与の４５分
前に、マウスにＥｖａｓｉｎ－３又はビヒクル（塩類液）を０．０１から１００μｇ／マ
ウスの範囲の用量で皮下（ｓ．ｃ．）に与えた。４時間後にマウスを屠殺し、浸潤白血球
の総数（好中球がこれら細胞の９５％超を構成する）をＮｅｕｂａｕｅｒチャンバー上で
数えた。それらの分画は染色したサイトスピンスライド上で行なった。各実験群の動物は
３～４頭とした。結果及び図１７を参照されたい。
【０２１７】
結果
　Ｅｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ及びＥｖａｓｉｎ－３のＣＸＣケモカイン結合特性を、受
容体結合アッセイ、ＣＸＣケモカイン誘発細胞移動アッセイ、及び表面プラズモン共鳴法
により検討した。
【０２１８】
　受容体結合アッセイは、６Ｈｉｓタグを付けたタンパク質としての哺乳動物細胞（ＨＥ
Ｋ２９３細胞）中又は原核生物発現系（大腸菌）中の何れかにおいて発現させたＥｖａｓ
ｉｎ－３が、ヨウ素化ＩＬ－８とその受容体ＣＸＣＲ１との結合を、それぞれ１及び２０
ｎＭのＩＣ50値で阻害し得ることを実証した（図１２）。
【０２１９】
　Ｅｖａｓｉｎ－３（ＨＥＫ細胞中で産生したＥｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ）もまた、Ｉ
Ｌ－８及びＧｒｏ－αに誘発される好中球化学走性を、それぞれ１６及び２０ｎＭのＩＣ

50値で阻害することができた（図１３）。
【０２２０】
　ＳＰＲ分析は、哺乳動物細胞中又はＥ．ｃｏｌｉ中で産生したＥｖａｓｉｎ－３が、Ｃ
ＸＣＬ８／ＩＬ－８、ＣＸＣＬ１／Ｇｒｏ－α、ネズミＣＸＣＬ１／ＫＣ、及びネズミＣ
ＸＣＬ２／ＭＩＰ－２の結合に対して高度に選択的であることを示した。組み換えタンパ
ク質は何れも、その他の試験されたケモカイン、ＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥＳ、ＣＸ３ＣＬ１
／フラクタルカイン、ＣＣＬ１１／エオタキシン、ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１－α、ＣＣＬ４
／ＭＩＰ－１－β、ＣＣＬ１８／ＰＡＲＣ、ＣＣＬ２／ＭＣＰ－１、及びＣＸＣＬ１２／
ＳＤＦ－１－αと結合することができなかった（図１４）。Ｅｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ
及びＥｖａｓｉｎ－３に対するＳＰＲによって求められた親和力（Ｋd）及び反応速度パ
ラメーター（図１５及び１６）を表Ｖに示す。
【０２２１】
　Ｅｖａｓｉｎ－１の阻害活性は更に、０．０１～１００μｇ／マウスの用量のネズミ好
中球化学誘引物質ＫＣの投与により、好中球動員の阻害能力が誘発されることによって実
証された（図１７）。
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　従って、Ｅｖａｓｉｎ－３は、好中球動員を標的とし得る新規なＣＸＣケモカイン結合
タンパク質であると結論付けることができる。このタンパク質は、ダニ媒介性感染物質を
含むダニ寄生作用に関連する医学的及び獣医学的適応症の問題のみならず、抗炎症化合物
としてヒトの薬剤に有効に利用できる可能性がある。本発明のタンパク質に基づく分子で
あって、かかるタンパク質の機能と干渉する分子は、ダニの生活環を中断し、外寄生虫や
その病原体を抑制し、或いはダニの疾患原因生物伝播能力を低下させる可能性がある。
【０２２３】
【表１】

【０２２４】
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【表２】

【０２２５】
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【表３】

【０２２６】
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【０２２７】
【表５】

【０２２８】
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【表７】

【図面の簡単な説明】
【０２３０】
【図１】Ｅｖａｓｉｎ－３ ｃＤＮＡ配列のヌクレオチド配列、及びオープンリーディン
グフレーム（ＯＲＦ）の翻訳。ＳＩＧＮＡＬＰアルゴリズムによって予測されるシグナル
配列（残基１～２６番）は下線で示す。予測されるポリアデニル化部位は囲み線で示す。
成熟タンパク質中に存在するシステイン残基は強調して示す。予測されるＮ型グリコシル
化部位は太字で示す。
【図２】連続２周回のＰＣＲにより生成した５′及び３′フランキングａｔｔＢ部位を有
するGateway適合Ｅｖａｓｉｎ－３ ｃＤＮＡのヌクレオチド配列及び翻訳。矢印は関連Ｐ
ＣＲプライマー（プライマー配列は表IIIに示す）の位置及び方向を示す。開始及び停止
コドンは太字で示す。予測されるシグナル配列は下線で示す。
【図３】（Ａ）ｐＤＯＮＲ２２１　Ｅｖａｓｉｎ－３－６ＨＩＳ Gatewayエントリーベク
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ターのマップ。（Ｂ）ＴＮ５（昆虫）細胞における発現用のｐＤＥＳＴ８　Ｅｖａｓｉｎ
－３－６ＨＩＳ Gateway発現ベクターのマップ。（Ｃ）ヒト胎児腎臓細胞ＨＥＫ２９３／
ＥＢＮＡ細胞における発現用のｐＥＡＫ１２ｄ　Ｅｖａｓｉｎ－３－６ＨＩＳ Gateway発
現ベクターのマップ。（Ｄ）ＨＥＫ２９３／ＥＢＮＡ細胞における発現用のｐＥＸＰＩＩ
　Ｅｖａｓｉｎ－３－６ＨＩＳ発現ベクターのマップ。
【図４】組み換えＥｖａｓｉｎ－３をトランスフェクトされたＨＥＫ２９３細胞由来の上
清と、125Ｉ標識ＣＸＣケモカインＣＸＣＬ８（ＩＬ－８）とのクロスリンカーＢＳ３を
用いた架橋により形成される複合体を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルのオートラジオグラフ。
レーン１では、ウィルスＣＣケモカイン結合タンパク質（ｐ３５）が、陽性対照である12

5Ｉ標識エオタキシンと架橋されている。レーン２では、ウィルスＣＣケモカイン結合タ
ンパク質（ｐ３５）が、ＢＳ３の非存在下で125Ｉ－エオタキシンと共インキュベートさ
れている。レーンで３は、プール６９．１９由来のＨＥＫ２９３細胞培養物の上清が、12

5Ｉ－ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８及びＢＳ３と共インキュベートされている。
【図５】125Ｉ－ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８との複合体形成における、未標識ＣＸＣＬ８／Ｉ
Ｌ－８とＣＸＣＬ１／Ｇｒｏ－αとの競合を示す、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルのオートラジオ
グラフ。未標識タンパク質を架橋剤（ＢＳ3）の存在下、放射能標識ＣＸＣケモカイン（1

25Ｉ－ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８）に加えた。分子量基準（Ｍ）（単位Ｋｄ）をゲルの左側に
示す。レーン１は、125Ｉ－ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８と架橋した組み換えＥｖａｓｉｎ－３
を発現するＨＥＫ２９３細胞上清、レーン２～１１は、１μｇの未標識ＣＣＬ３／ＭＩＰ
－１α（レーン２）、ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８（レーン３）、ＣＸＣＬ１／Ｇｒｏ－α（レ
ーン４）、ＣＸＣＬ４／ＰＦ４（レーン５）、ＣＸＣＬ７／ＮＡＰ－２（レーン６）、Ｃ
ＸＣＬ９／Ｍｉｇ（レーン７）、ＣＸＣＬ１０／ＩＰ－１０（レーン８）、ＣＸＣＬ１１
／Ｉ－ＴＡＣ（レーン９）、ＣＸＣＬ１２／ＳＤＦ－１α（レーン１０）、又はＣＸＣＬ
１３／ＢＣＡ－１（レーン１１）の存在下で、125Ｉ－ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８と架橋した
組み換えＥｖａｓｉｎ－３を発現するＨＥＫ２９３細胞上清。
【図６】Ｎｉ2+アフィニティークロマトグラフィーを用いてＨＥＫ２９３細胞から精製し
たＥｖａｓｉｎ－３－ＨＩＳを示す、クーマシーブルー染色１０％ＳＤＳ－ポリアクリル
アミドゲル（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）。レーン１は分子量マーカー、レーン２はＮｉ2+アフィ
ニティーカラムから溶離した後の組み換えＥｖａｓｉｎ－３－６ＨＩＳプール。
【図７】125Ｉ標識ケモカインを、精製した組み換えＥｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓと架橋
させて形成した複合体を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルのオートラジオグラフ。レーン１は、
ＭＣＰ－１と架橋した４０ｎｇのウィルスＣＣケモカイン結合タンパク質（ｐ３５）（陽
性対照）、レーン２～１１は、Ｇｒｏ－α／ＣＸＣＬ１（レーン２）、エオタキシン／Ｃ
ＣＬ１１（レーン３）、ＲＡＮＴＥＳ／ＣＣＬ５（レーン４）、ＴＡＲＣ／ＣＣＬ１７（
レーン５）、ＭＣＰ－１／ＣＣＬ２（レーン６）、ＩＬ－８／ＣＸＣＬ８（レーン７）、
ＩＰ－１０／ＣＸＣＬ１０（レーン８）、ＣＴＡＣＫ／ＣＣＬ２７（レーン９）、ＩＬ－
２（レーン１０）、ＩＬ－１α（レーン１１）と架橋した１０ｎｇのＥｖａｓｉｎ－３－
６Ｈｉｓ。Ｅｖａｓｉｎ－３－６ＨＩＳ複合体は矢印で示す。
【図８】ＰＣＲによって生成したプライマー５′Ｎｄｅｌ及び３′Ｘｈｏｌ制限部位を含
有するＥｖａｓｉｎ－３ ｃＤＮＡのアラインメント。矢印は関連ＰＣＲプライマーの位
置及び方向を示す（表IVに要約する）。開始コドンは太字体、停止コドンはイタリック体
で示す。
【図９】大腸菌（Escherichia Coli）での発現に用いられるｐＥＴ３０ａ－Ｅｖａｓｉｎ
－３ベクターのマップ。
【図１０】E. coliから精製したＥｖａｓｉｎ－３を示すクーマシーブルー染色ＳＤＳ－
ＰＡＧＥゲル。分子量基準を左側に示す（ＭR）。
【図１１】ＨＥＫ２９３で発現された組み換えＥｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ又はE. coli
において発現されたＥｖａｓｉｎ－３と、125Ｉ標識ＣＸＣケモカインＣＸＣＬ８／ＩＬ
－８とを架橋させて形成された複合体を示す、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルのオートラジオグラ
フ。分子量基準（Ｋｄ）を左側に示し（Ｍｋ）、複合体及びヨウ素化ＣＸＣＬ８／ＩＬ－
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８を矢印で示す。
【図１２】（Ａ）ＨＥＫ２９３細胞から精製された組み換えＥｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ
による、125Ｉ－ＩＬ－８のＣＸＣＲ１に対する結合の阻害（ＩＣ50値は１ｎＭ）。（Ｂ
）E. coli中に産生された組み換えＥｖａｓｉｎ－３による、125Ｉ－ＩＬ－８のＣＸＣＲ
１に対する結合の阻害（ＩＣ50値は２０ｎＭ）。
【図１３】ＩＬ－８（Ａ）及びＧｒｏ－α（Ｂ）により誘導されるヒト好中球の化学走性
に対するＥｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓの阻害効果。Ｙ軸上の任意単位は、遊走した細胞の
数に比例する。ＩＣ50値は、ＩＬ－８については１６ｎＭ、Ｇｒｏ－αについては２０ｎ
Ｍである。
【図１４】ＣＭ４チップ上に固定化された（Ａ）Ｅｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓ又は（Ｂ）
Ｅｖａｓｉｎ－３に結合するＣＸＣケモカインのＳＰＲ分析。ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８（黒
色）、Ｇｒｏ－α／ＣＸＣＬ１（灰色）、ネズミＣＸＣＬ１／ＫＣ（点線）、及びネズミ
ＣＸＣＬ２／ＭＩＰ－２（淡い灰色）は陽性結合を示したのに対し、その他の試験された
ケモカイン、即ちＣＣＬ５／ＲＡＮＴＥＳ、ＣＸ３ＣＬ１／フラクタルカイン、ＣＣＬ１
１／エオタキシン、ＣＣＬ３／ＭＩＰ－１－α、ＣＣＬ４／ＭＩＰ－１－β、ＣＣＬ１８
／ＰＡＲＣ、ＣＣＬ２／ＭＣＰ－１、及びＣＸＣ１２／ＳＤＦ－１－αは陰性結合であっ
た。
【図１５Ａ－Ｃ】Ｅｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓに結合するＣＸＣケモカインのＳＰＲ反応
速度分析。典型的な滴定実験を、ケモカイン（Ａ）ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８、（Ｂ）Ｇｒｏ
－α／ＣＸＣＬ１、及び（Ｃ）ネズミＣＸＣＬ１／ＫＣについて示す。ラングミュア・フ
ィッティングモデルを用いて実験曲線を大域フィッティングし、表２に示す反応速度パラ
メーターを決定した。
【図１５Ｄ】Ｅｖａｓｉｎ－３－６Ｈｉｓに結合するＣＸＣケモカインのＳＰＲ反応速度
分析。典型的な滴定実験を、ケモカイン（Ｄ）ネズミＣＸＣＬ２／ＭＩＰ－２について示
す。ラングミュア・フィッティングモデルを用いて実験曲線を大域フィッティングし、表
２に示す反応速度パラメーターを決定した。
【図１６Ａ－Ｃ】Ｅｖａｓｉｎ－３に結合する（Ａ）ＣＸＣＬ８／ＩＬ－８、（Ｂ）Ｇｒ
ｏ－α／ＣＸＣＬ１、及び（Ｃ）ネズミＣＸＣＬ１／ＫＣのＳＰＲ反応速度分析。ラング
ミュア・フィッティングモデルを用いて実験曲線を大域フィッティングし、表２に示す反
応速度パラメーターを決定する。
【図１６Ｄ】Ｅｖａｓｉｎ－３に結合する（Ｄ）ネズミＣＸＣＬ２／ＭＩＰ－２のＳＰＲ
反応速度分析。ラングミュア・フィッティングモデルを用いて実験曲線を大域フィッティ
ングし、表２に示す反応速度パラメーターを決定する。
【図１７】好中球動員の阻害。ＫＣ投与の４５分前にＥｖａｓｉｎ－１をマウスの膝関節
に投与した。
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