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(54)【発明の名称】 疾患を促進するＣＤ４＋Ｔリンパ球によって認識されるペプチドエピトープ

(57)【要約】
本発明は、例えば自己免疫疾患などの、感受性が特定の
クラスII MHC遺伝子の発現によって決定される疾患
の発病に関係するCD4+ T細胞を活性化するペプチド
エピトープを同定する方法を提供する。本発明には、そ
のような方法によってIA-2ポリペプチドから誘導し
たペプチド、改変ペプチドリガンド、および改変ペプチ
ドリガンドの使用を含む治療方法が含まれる。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  以下の段階を含む、ポリペプチドのクラスII MHC結合断片を

同定する方法：

（a）第一のビオチン部分に結合したリガンドを提供する段階；

（b）第二のビオチン部分に結合したポリペプチドを提供する段階；

（c）クラスII MHC分子とリガンドに結合する細胞表面受容体とを発現する哺乳

類の抗原提示細胞（APC）を提供する段階；

（d）APCを（a）のビオチン結合リガンド、（b）のビオチン結合ポリペプチド、

およびアビジンと接触させて、細胞表面受容体に結合する複合体を形成する段階

；

（e）APCによる複合体の内在化が起こるような条件でAPCを維持する段階；

（f）ペプチドに結合したクラスII MHC分子をAPCから単離する段階；および

（g）ペプチドがポリペプチドのクラスII MHC結合断片である、該ペプチドをク

ラスII MHC分子から溶出する段階。

    【請求項２】  ペプチドのアミノ酸配列を同定する段階をさらに含む、請求

項１記載の方法。

    【請求項３】  哺乳類のAPC上のクラスII MHC分子によるペプチドの提示が

哺乳類疾患の病態に関連している、請求項１記載の方法。

    【請求項４】  哺乳類のAPC上のクラスII MHC分子によるペプチドの提示が

哺乳類疾患に対する保護に関連している、請求項１記載の方法。

    【請求項５】  疾患が、自己免疫疾患である、請求項３記載の方法。

    【請求項６】  疾患が、感染疾患または癌である、請求項３記載の方法。

    【請求項７】  感染疾患が、細菌性疾患、ウイルス性疾患、または寄生虫性

疾患である、請求項６記載の方法。

    【請求項８】  感染疾患がらい病である、請求項７記載の方法。

    【請求項９】  自己免疫疾患が、多発性硬化症、リウマチ性関節炎、重症筋

無力症、全身性紅斑性狼瘡、自己免疫性未成熟卵巣不全、グレーブス甲状腺炎、

橋本甲状腺炎、原発性甲状腺機能低下症、小児脂肪便症、原発性胆汁性肝硬変、

自己免疫性肝炎、アジソン病、白斑、全身性硬化症、または抗糸球体基底膜疾患
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である、請求項５記載の方法。

    【請求項１０】  自己免疫疾患がインスリン依存性糖尿病（IDDM）である、

請求項５記載の方法。

    【請求項１１】  ポリペプチドが、プレプロインスリン、プロインスリン、

またはインスリンである、請求項10記載の方法。

    【請求項１２】  ポリペプチドが、グルタミン酸デカルボキシラーゼ（GAD6

5）である、請求項10記載の方法。

    【請求項１３】  ポリペプチドが、IA-2チロシンホスファターゼ（IA-2）、

またはフォグリン（IA-2β）である、請求項10記載の方法。

    【請求項１４】  APCが樹状細胞である、請求項１記載の方法。

    【請求項１５】  APCがマクロファージまたは単球である、請求項１記載の

方法。

    【請求項１６】  APCがBリンパ球である、請求項１記載の方法。

    【請求項１７】  リガンドがAPC上で細胞表面受容体に結合するレクチン分

子である、請求項１記載の方法。

    【請求項１８】  レクチン分子が、フィトラッカ・アメリカーナ（Phytolac

ca americana）由来のアメリカヤマゴボウマイトゲン（pokeweed  mitogen）で

ある、請求項17記載の方法。

    【請求項１９】  細胞表面受容体が、APCによって内在化されうる細胞表面

分子であり、かつリガンドが細胞表面分子に結合する抗体分子である、請求項１

記載の方法。

    【請求項２０】  細胞表面分子が免疫グロブリン分子である、請求項19記載

の方法。

    【請求項２１】  哺乳類がヒトである、請求項1記載の方法。

    【請求項２２】  クラスII MHC分子がDRB1*0401、DRB1*0405、およびDRB1*0

101からなる群より選択される遺伝子によってコードされるβ鎖を有するDR分子

である、請求項10記載の方法。

    【請求項２３】  クラスII MHC分子が以下の(a)、(b)を有するDQ分子である

、請求項10記載の方法：
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（a）  DQA1*0501およびDQA1*0301からなる群より選択される遺伝子によってコ

ードされるα鎖；ならびに

（b）  DQB1*0302、DQB1*0201、およびDQB1*0501からなる群より選択される遺伝

子によってコードされるβ鎖。

    【請求項２４】  配列VSSQFSDAAQASP（配列番号：47）を含む、アミノ酸残

基26個未満の長さの単離ペプチド。

    【請求項２５】

からなる群より選択されるアミノ酸配列を有する、請求項24記載の単離ペプチド

。

    【請求項２６】  配列TQETRTL（配列番号：48）を含む、アミノ酸残基26個

未満の長さの単離ペプチド。

    【請求項２７】

からなる群より選択されるアミノ酸配列を有する、請求項26記載の単離ペプチド

。

    【請求項２８】  配列AYQAEPNT（配列番号：49）を含む、アミノ酸残基26個

未満の長さの単離ペプチド。

    【請求項２９】
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からなる群より選択されるアミノ酸配列を有する、請求項28記載の単離ペプチド

。

    【請求項３０】  配列FEFALTAVAEE（配列番号：50）を含む、アミノ酸残基2

6個未満の長さの単離ペプチド。

    【請求項３１】

からなる群より選択されるアミノ酸配列を有する、請求項30記載の単離ペプチド

。

    【請求項３２】  配列CTVIVMLT（配列番号：51）を含む、アミノ酸残基26個

未満の長さの単離ペプチド。

    【請求項３３】

からなる群より選択されるアミノ酸配列を有する、請求項32記載の単離ペプチド

。

    【請求項３４】  配列KVESSPSRSDY（配列番号：52）を含む、アミノ酸残基2

6個未満の長さの単離ペプチド。
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    【請求項３５】

からなる群より選択されるアミノ酸配列を有する、請求項34記載の単離ペプチド

。

    【請求項３６】  アミノ酸配列が１～６位のアミノ酸置換を除いてIA-2の断

片と同一であって、断片の長さがアミノ酸残基26個未満でAYQAEPNT（配列番号：

49）、VSSQFSDAAQASP（配列番号：47）、およびTQETRTL（配列番号：48）からな

る群より選択される配列を含み、改変ペプチドリガンドにおいて断片のアミノ酸

残基の30％以下が異なるアミノ酸残基に置換されている、改変ペプチドリガンド

。

    【請求項３７】  断片の配列が、
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からなる群より選択される、請求項36記載の改変ペプチドリガンド。

    【請求項３８】  アミノ酸配列が１～６位のアミノ酸置換を除いてIA-2の断

片と同一であって、断片の長さがアミノ酸残基26個未満で

からなる群より選択される配列を含み、改変ペプチドリガンドにおいて断片のア

ミノ酸残基の30％以下が異なるアミノ酸残基に置換されている、改変ペプチドリ

ガンド。

    【請求項３９】  断片の配列が、
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からなる群より選択される、請求項38記載の改変ペプチドリガンド。

    【請求項４０】  以下の段階を含む、改変ペプチドリガンドを作成する方法

：

（a）  請求項２記載の方法を実施する段階；および

（b）  ペプチドの１、２、３、４、５、または６位でアミノ酸置換を有するこ

とを除き、複合体から溶出されたペプチドの配列と同一である配列からなるAPL

を合成する段階。

    【請求項４１】  ポリペプチドが、インスリン、プロインスリン、またはプ

レプロインスリンである、請求項40記載の方法。

    【請求項４２】  ポリペプチドが、IA-2またはIA-2βである、請求項40記載

の方法。

    【請求項４３】  ポリペプチドが、GAD65である、請求項40記載の方法。

    【請求項４４】  以下の段階を含む、哺乳類においてT細胞自己反応性を減

少させる方法：

（a）  １～６位でのアミノ酸置換を除き、APLが哺乳類のクラスII MHC分子に結

合する、インスリン、プロインスリン、プレプロインスリン、IA-2、IA-2β、ま

たはGAD65の天然に処理された糖尿病関連ペプチド断片の配列と同一である配列
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を有するAPLを提供する段階；および

（b）  APLまたはAPLをコードするDNAを哺乳類に投与する段階。

    【請求項４５】  以下の段階を含む、ポリペプチドのクラスII MHC結合断片

を同定する方法：

（a）ビオチン部分に結合したリガンドを提供する段階；

（b）アビジン部分に結合したポリペプチドを提供する段階；

（c）クラスII MHC分子とリガンドに結合する細胞表面受容体とを発現する哺乳

類のAPCを提供する段階；

（d）APCを（a）のビオチン結合リガンド、および（b）のアビジン結合ポリペプ

チドと接触させて、細胞表面受容体に結合する複合体を形成する段階；

（e）APCによる複合体の内在化が起こるような条件でAPCを維持する段階；

（f）ペプチドに結合したクラスII MHC分子をAPCから単離する段階；および

（g）ペプチドがポリペプチドのクラスII MHC結合断片である、該ペプチドをク

ラスII MHC分子から溶出する段階。

    【請求項４６】  以下の段階をさらに含む、請求項45記載の方法：

（h）  個体のAPCがクラスII MHC分子を有する、該クラスII MHC分子によるペプ

チドの提示に関連した病態に対して感受性があることが疑われる個体からのCD4

リンパ球を提供する段階；

（i）  ペプチドが結合したクラスII MHC分子を有するAPCsの集団を提供する段

階；

（j）  （i）のAPCsの集団に（h）のCD4リンパ球を接触させる段階；および

（k）  ペプチドが該個体の病態に関連することの指標として、CD4リンパ球がク

ラスII MHC結合ペプチドを認識するか否かを決定する段階。

    【請求項４７】  上記の提示によって、CD4+ Tリンパ球の病的反応が起こる

、請求項45記載の方法。

    【請求項４８】  上記の提示によって、CD4+ Tリンパ球の保護的反応が起こ

る、請求項45記載の方法。

    【請求項４９】  以下の段階をさらに含む、請求項1記載の方法：

（h）  個体のAPCがクラスII MHC分子を有する、該クラスII MHC分子によるペプ
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チドの提示に関連した病態に対して感受性があることが疑われる個体からのCD4

リンパ球を提供する段階；

（i）  ペプチドが結合したクラスII MHC分子を有するAPCsの集団を提供する段

階；

（j）  （i）のAPCsの集団に（h）のCD4リンパ球を接触させる段階；および

（k）  CD4リンパ球がクラスII MHC結合ペプチドを認識するか否かを決定する段

階。

    【請求項５０】  上記の提示によって、CD4+ Tリンパ球の病的反応が起こる

、請求項49記載の方法。

    【請求項５１】  上記の提示によって、CD4+ Tリンパ球の保護的反応が起こ

る、請求項49記載の方法。

    【請求項５２】  IA-2ペプチドが
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からなる群より選択されるアミノ酸配列を有する、以下の段階を含む診断方法：

（a）  IDDMを有する、または感受性があることが疑われる個体からのCD4リンパ

球を提供する段階；

（b）  APCsの集団がIA-2ペプチドに接触されており、クラスII MHC分子がIA-2

ペプチドに結合している、個体によって発現されたものと同一の対立遺伝子のク

ラスII MHC分子をその表面に有するAPCsの集団を提供する段階；
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（c）  （b）のAPCsの集団を（a）のCD4リンパ球に接触させる段階；および

（d）  該個体がIDDMを有する、またはIDDMに対する感受性を有することの指標

として、CD4リンパ球がクラスII MHC結合ペプチドを認識するか否かを決定する

方法。

    【請求項５３】  ペプチドが、
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からなる群より選択されるアミノ酸配列を有する、被験者にペプチドを投与する

ことを含む、被験者をIDDMまたはIDDMの病的症状に対して保護する方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の背景

  本発明は、免疫学的病因を有する疾患、特にCD4+ Tリンパ球を含む疾患の分野

である。

      【０００２】

  抗原提示細胞（APCs）による無傷の蛋白質抗原の内在化および蛋白質分解によ

るプロセシングの後、APCs上のクラスII主要組織適合抗原複合体（MHC）分子は

、抗原に由来する短い抗原性ペプチド（エピトープ）に結合して、CD4+ Tリンパ

球に対して結合したペプチドを提示する[ジャーメイン（Germain, R. N.）、199

4、Cell 76：287～299]。クラスII MHC遺伝子およびそれらがコードする分子は

、個体によって非常に多様であり、クラスII MHC分子間の差は、どのペプチドが

T細胞エピトープとして提示されるように選択されるかに対して大きな影響を及

ぼす。個体によって発現されるクラスII MHC分子の型が異なること（対立遺伝子

）は、広い範囲のCD4+ T細胞媒介性疾患、最も特にインスリン依存型真性糖尿病

（IDDM）のような自己免疫疾患に対する個人の感受性に主要な影響を及ぼす[デ

ービース（Davies）ら、1994、Nature 371：130～136]。有効な治療および／ま

たは予防製剤およびプロトコールを開発するためには、これらの疾患を媒介する

CD4+ T細胞によって認識される抗原の抗原性エピトープを明らかにすることが重

要である。

      【０００３】

  米国特許第5,827,516号は、参照としてその全文が本明細書に組み入れられる

。

      【０００４】

発明の概要

  本発明は、特定の疾患、特にその感受性が、定義されたクラスII MHC分子の発

現によって決定される疾患の開始、促進、または悪化に関係するCD4+ Tリンパ球

反応を活性化するペプチドエピトープを同定する方法を特徴とする。本方法は、

ポリペプチド分子をAPCの細胞膜に人工的に結合させると、APCの抗原プロセシン
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グオルガネラへその分子の輸送が促進される、という発見に基づいている。本発

明には、糖尿病自己抗原、IA-2からそのような方法によって誘導したペプチドが

含まれる。アミノ酸残基１～６位が野生型ペプチドの対応する残基とは異なるが

、なおも野生型ペプチドと同じクラスII MHC分子に結合する変種ペプチドである

、改変ペプチドリガンド（APL）も同様に、APLを用いることを含む治療および予

防方法と共に、本発明に含まれる。APLは、CD4 T細胞において、親の野生型ペプ

チドとは異なるサイトカイン産生パターンの誘発能を有する。このように、例え

ば、野生型ペプチドは、Th1サイトカインの産生を誘導する可能性があるが、そ

れに由来するAPLはTh2サイトカインを誘発する可能性がある。または、野生型ペ

プチドは、Th2サイトカインの産生を刺激する可能性があり、対応するAPLはTh1

サイトカインの産生を誘発する。

      【０００５】

  特に、本発明は、以下の段階を含む、ポリペプチドのクラスII MHC結合断片を

同定する方法を特徴とする：（a）第一のビオチン部分に結合したリガンドを提

供する段階；（b）第二のビオチン部分に結合したポリペプチドを提供する段階

；（c）クラスII MHC分子と、リガンドに結合する細胞表面受容体とを発現する

哺乳類の抗原提示細胞（APC）を提供する段階；（d）APCを（a）のビオチン結合

リガンド、（b）のビオチン結合ポリペプチド、およびアビジンと接触させて、

細胞表面受容体に結合する複合体を形成する段階；（e）APCによる複合体の内在

化が起こるような条件でAPCを維持する段階；（f）ペプチドに結合したクラスII

 MHC分子をAPCから単離する段階；ならびに（g）ペプチドがポリペプチドのクラ

スII MHC結合断片である、ペプチドをクラスII MHC分子から溶出する段階。本方

法はさらに、ペプチドのアミノ酸配列を同定する段階を含みうる。本方法は、哺

乳類のAPC上のクラスII MHC分子によるその提示が哺乳類疾患の病態または哺乳

類疾患の保護のいずれかに関連している、ペプチドの同定に適用することができ

る。適当な疾患には、自己免疫疾患（例えば、インスリン依存型真性糖尿病（ID

DM）、多発性硬化症、リウマチ性関節炎、重症筋無力症、全身性紅斑性狼瘡、自

己免疫性未成熟卵巣不全、グレーブス甲状腺炎、橋本甲状腺炎、原発性甲状腺機

能低下症、小児脂肪便症、原発性胆汁性肝硬変、自己免疫性肝炎、アジソン病、
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白斑、全身性硬化症、もしくは抗糸球体基底膜疾患）、感染疾患（例えば、らい

病のような細菌感染症、ウイルス疾患、もしくは寄生虫疾患）、または癌が含ま

れる。自己免疫疾患がIDDMである場合、ポリペプチドは、プレプロインスリン、

プロインスリン、インスリン、グルタミン酸デカルボキシラーゼ（GAD65）、IA-

2チロシンホスファターゼ（IA-2）、またはフォグリン（IA-2β）となりうる。

方法において用いられるAPCは、樹状細胞、マクロファージ、単球、またはBリン

パ球となりうる。方法に用いたリガンドは、APC上の細胞表面受容体（例えば、

表面免疫グロブリン分子）に結合するレクチン分子（例えば、フィトラッカ・ア

メリカーナ（Phytolacca americana）由来アメリカヤマゴボウマイトゲン）とな

りうる。本発明の方法によってターゲティングされる細胞表面受容体は、APCに

よって内在化されうる細胞表面分子（例えば、免疫グロブリン分子）となり、リ

ガンドは細胞表面分子に結合する抗体分子となりうる。APCが由来する哺乳類は

、ヒトとなり得て、クラスII MHC分子はDRB1*0401、DRB1*0405、またはDRB1*010

1遺伝子によってコードされるβ鎖を有するDR分子となりうる。または、クラスI

I MHC分子は、DQA1*0501もしくはDQA1*0301遺伝子によってコードされるα鎖と

、DQB1*0302、DQB1*0201、もしくはDQB1*0501遺伝子によってコードされるβ鎖

とを有するDQ分子となりうる。

      【０００６】

  記載の方法は、以下の段階をさらに含みうる：（h）個体のAPCsがクラスII MH

C分子を有する、クラスII MHC分子によるペプチドの提示に関連した病態に感受

性が高いことが疑われる個体からのCD4リンパ球を提供する段階；（i）ペプチド

が結合したクラスII MHC分子を有するAPCsの集団を提供する段階；（j）（i）の

APCsの集団を（h）のCD4リンパ球に接触させる段階；および（k）CD4リンパ球が

クラスII MHC結合ペプチドを認識するか否かを決定する段階。ペプチドの提示に

よって、CD4+ Tリンパ球の病的反応、またはCD4+ Tリンパ球の保護的反応のいず

れかが起こりうる。

      【０００７】

  本発明はまた、アミノ酸残基26個未満の長さであって、配列VSSQFSDAAQASP（

配列番号：47）、例えば
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を含む単離されたペプチドを含む。単離ペプチドはまた、アミノ酸残基26個未満

の長さであって、配列TQETRTL（配列番号：48）、例えば

を含みうる。その他の態様には、アミノ酸残基26個未満の長さであって、配列AY

QAEPNT（配列番号：49）、配列CTVIVMLT（配列番号：51）、FEFALTAVAEE（配列

番号：50）、または配列KVESSPSRSDY（配列番号：52）を含む単離ペプチドが含

まれる。そのようなペプチドの例は、
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である。

      【０００８】

  本発明はまた、IDDM、またはIDDMの病的症状に対して被験者を保護する方法を

特徴とする。保護には、被験者における病的症状の消失と共に緩和（または減少

）が含まれると理解される。方法には、本明細書に開示の経路のいずれによって

も本発明の上記のいかなるペプチドも被験者に投与する段階が含まれる。

      【０００９】

  同様に、そのアミノ酸配列が、アミノ酸１～６位の置換を除いて、IA-2の断片

と同一であって、断片が、アミノ酸26個未満の長さであって配列

を含む、改変ペプチドリガンドも本発明に含まれる。改変ペプチドリガンドにお
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いて、断片のアミノ酸残基の少なくとも１つであるが、わずか30％が異なるアミ

ノ酸残基に置換されている。そこから改変ペプチドリガンドを誘導することがで

きる断片の配列には：

が含まれる。

      【００１０】
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  本発明はまた、以下の段階を含む改変ペプチドリガンド（APL）を作製する方

法を特徴とする：（a）MHCクラス分子から溶出したペプチドのアミノ酸配列を同

定する段階を含む、ポリペプチドのクラスII MHC結合断片を同定する上記の方法

を実施する段階；および（b）ペプチドの１、２、３、４、５、または６位でア

ミノ酸置換を有することを除き、溶出したペプチドと同一である配列を含むAPL

を合成する段階。本方法は、ポリペプチドインスリン、プロインスリン、プレプ

ロインスリン、IA-2、IA-2β、またはGAD65を用いて行うことができる。

      【００１１】

  同様に、以下の段階を含む、哺乳類においてT細胞自己反応性を減少させる方

法も本発明に含まれる：（a）APLが哺乳類のクラスII MHC分子との結合特性を有

する、１～６位のアミノ酸置換を除き、インスリン、プロインスリン、プレプロ

インスリン、IA-2、IA-2β、またはGAD65の天然に処理された糖尿病関連ペプチ

ド断片の配列と同一である配列を有するAPLを提供する段階；および（b）APLま

たはAPLをコードするDNAを哺乳類に投与する段階。

      【００１２】

  本発明はまた、以下の段階を含む、ポリペプチドのクラスII MHC結合断片を同

定する方法を提供する：（a）ビオチン部分と結合したリガンドを提供する段階

；（b）アビジン部分と結合したポリペプチドを提供する段階；（c）クラスII M

HC分子と、リガンドに結合する細胞表面受容体とを発現する哺乳類APCを提供す

る段階；（d）APCを（a）のビオチン結合リガンドと（b）のアビジン結合ポリペ

プチドに接触させて、細胞表面受容体に結合する複合体を形成する段階；（e）A

PCによる複合体の内在化が起こるような条件でAPCを維持する段階；（f）ペプチ

ドに結合したクラスII MHC分子をAPCから単離する段階；および（g）ペプチドが

ポリペプチドのクラスII MHC結合断片である、クラスII MHC分子からペプチドを

溶出する段階。本発明は、さらに以下の段階を含みうる：（h）個体のAPCsがク

ラスII MHC分子を有する、クラスII MHC分子によるペプチドの提示に関連した病

態に感受性があることが疑われる個体からのCD4リンパ球を提供する段階；（i）

ペプチドが結合したクラスII MHC分子を有するAPCsの集団を提供する段階；（j

）（i）のAPCsの集団を（h）のCD4リンパ球に接触させる段階；および（k）ペプ
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チドが個体の病態に関連していることの指標として、CD4リンパ球がクラスII MH

C結合ペプチドを認識するか否かを決定する段階。ペプチドの提示によって、CD4

+ Tリンパ球の病的反応またはCD4+ Tリンパ球の保護的反応のいずれかが起こり

うる。本来、方法は、リガンドをアビジンに、そしてポリペプチドをビオチンに

結合させることによって行うことができる。

      【００１３】

  本発明のもう一つの態様は、以下の段階を含む診断方法である；（a）IDDMを

有する、またはIDDMに対して感受性があることが疑われる個体からのCD4リンパ

球を提供する段階；（b） APCsの集団がIA-2ペプチドに接触されており、APCsの

クラスII MHC分子がIA-2ペプチドに結合している、個体によって発現されるもの

と同一の対立遺伝子のクラスII MHC分子をその表面に有するAPCsの集団を提供す

る段階；（c）（b）のAPCsの集団を（a）のCD4リンパ球に接触させる段階；およ

び（d）個体がIDDMを有する、またはIDDMに対する感受性を有することの指標と

して、CD4リンパ球がクラスII MHC結合ペプチドを認識するか否かを決定する段

階。本発明において用いられるIA-2ペプチドは、以下のアミノ酸配列を有しうる

：
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      【００１４】

  本発明の「単離」ペプチドは、天然に存在する対の片方を有しない（例えば、

APLのような）、またはそれが天然に伴う成分、例えば膵臓、肝臓、脾臓、卵巣

、精巣、筋肉、関節組織、神経組織、胃腸管組織、または血液、血清、もしくは

尿のような体液から分離もしくは精製されているペプチドである。典型的に、ペ

プチドは、それが天然に会合する蛋白質および天然に存在する有機分子を、乾燥
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重量で少なくとも70％含まない場合に「単離された」と見なされる。好ましくは

、本発明のペプチドの調製物は、乾燥重量で、本発明のペプチドの少なくとも80

％、より好ましくは少なくとも90％、および最も好ましくは少なくとも99％であ

る。このように、例えば、ペプチドxの調製物は、乾燥重量でペプチドxの少なく

とも80％、より好ましくは少なくとも90％、および最も好ましくは少なくとも99

％である。化学合成されたペプチドは、その特性によって、それが天然に伴う成

分から分離されているため、合成ペプチドは「単離されている」。

      【００１５】

  本発明の単離ペプチドは、例えば、天然起源（例えば、ヒト組織または体液）

からの抽出によって；ペプチドをコードする組換え核酸の発現によって；または

化学合成によって得ることができる。それが天然において発端となる起源とは異

なる細胞系において産生されるペプチドは、それが天然に伴う成分から単離され

ているために、「単離されている」。単離または精製の程度は、任意の適当な方

法、例えばカラムクロマトグラフィー、ポリアクリルアミドゲル電気泳動、また

はHPLC分析によって測定することができる。

      【００１６】

  本明細書において用いられるように、「哺乳類疾患からの保護」とは、哺乳類

の疾患の発症を予防すること、または哺乳類に存在する疾患の重症度を弱めるこ

とを意味する。「予防」とは、疾患の進行の部分的または完全な遮断と共に、発

病の遅延を含みうる。

      【００１７】

  本明細書において用いられるように、「天然に処理された糖尿病関連ペプチド

断片」とは、哺乳類の抗原提示細胞において、蛋白質（例えば、インスリン、プ

ロインスリン、プレプロインスリン、IA-2、IA-2β、またはGAD65）の蛋白質分

解によって産生されたペプチド断片である。哺乳類（例えば、ヒト患者）のCD4 

T細胞によってそのようなペプチドが認識されれば、その哺乳類に糖尿病が存在

すること、または将来に発症することを示している。

      【００１８】

  特に明記していない限り、本明細書に記載の科学技術用語は全て本発明が属す
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る技術分野の当業者によって一般的に理解される意味と同じ意味を有する。矛盾

がある場合には、本定義を含む本発明が優先する。本発明の実践または試験の際

には、本明細書に記述の方法および材料と類似または同等の方法および材料を用

いることができるが、好ましい方法および材料を以下に記載する。特に明記して

いない限り、これらの材料および方法は説明するためであって、制限的に解釈さ

れない。本明細書において言及した全ての出版物、特許出願、特許およびその他

の引用文献は説明するためであって、制限すると解釈されない。

      【００１９】

  本発明のその他の特徴および長所、例えば、病的なCD4+ Tリンパ球反応を活性

化するペプチドを同定する方法は、以下の説明、図面および特許請求の範囲から

明らかとなると思われる。

      【００２０】

詳細な説明

  本発明は、当該ポリペプチド（PPI）をAPCの細胞膜に人工的に結合させると、

、APCは、細胞内の抗原処理オルガネラ、例えばエンドソーム、ライソゾーム、

およびライソゾーム特徴を有し、クラスII MHC分子に富むがクラスI MHC分子は

実質的に欠損する「MHCクラスIIコンパートメント」（MITC）と呼ばれる構造の

一つにPPIを輸送する、という新規発見に基づく[ピーター（Peter）ら、（1991

）、Nature  349：669～676]。次に、PPIは、蛋白質分解酵素によってペプチド

断片に分解される。これらのペプチド断片のいずれかが、APCが由来する個体に

よって発現されるクラスII MHC分子の一つとの結合能を有すれば、抗原処理オル

ガネラにおいてもそのようなことが起こるであろう。得られたペプチド・クラス

II MHC分子複合体は細胞膜に輸送され、ここで、その特定のペプチド・クラスII

 MHC複合体を特異的に認識する抗原特異的受容体を有するCD4+ T細胞と相互作用

するために利用できるようになる。ペプチドを、これらのAPCから単離したクラ

スII MHC分子から溶出することによって、PPIに由来すると共に、細胞内または

細胞外起源の他のポリペプチドに由来する天然に処理された一組のペプチドを得

る。次に、APCによって発現された特定のクラスII MHC分子に対して特異的であ

るペプチドを化学的に分離して、そのアミノ酸配列を決定する。ペプチドアミノ
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酸配列をPPIの配列と比較することによって、PPIに由来する配列を同定すること

が可能である。このように、発見は、APCによって天然に処理され、関連するク

ラスII MHC分子に対して固有の結合親和性を有するペプチド断片を同定する方法

を提供する。方法は、（a）疾患、特に感受性もしくは保護が特定のタイプのク

ラスII MHC分子の発現に関連している疾患の発病（病態）、または（b）疾患、

特に保護もしくは重症度の減少がクラスII MHC分子の特定のタイプの発現に関連

している疾患の症状の予防もしくは減少、のいずれかに関係するCD4+ T細胞を活

性化する抗原であることが疑われるポリペプチドに由来するペプチドを同定する

ために貴重となりうる。方法は、「免疫マスフィンガープリンティング」と呼ば

れる。

      【００２１】

  記載の方法は、同定されたペプチドが（i）APCによってインビボで天然に処理

されて、しかも（ii）APCにおいて、関連するクラスII分子に会合するようにな

るペプチドであることを保証する。

      【００２２】

  さらに、本発明は、所定の個体における特定のCD4+ T細胞媒介性疾患を如何な

る所定のペプチドとも結びつけるために本質的に重要な局面であるが、クラスII

 MHCタイプによって疾患の感受性または抵抗性が決定される障害において特に重

要であるクラスII MHCタイプを制御する。

      【００２３】

  PPIの断片に対応し、当該疾患に関連するクラスII MHC分子に結合する配列を

有する如何なる天然に処理されたペプチドも、疾患を開始、促進、もしくは悪化

させる、またはそれに対する免疫を媒介するCD4+ T細胞を活性化するペプチドと

なりうる。この可能性を確認する証拠を得るために、関連するクラスII MHC分子

を発現する被験者からの試験CD4+ T細胞を、本発明に従って同定したペプチドに

対する反応性に関してアッセイすることができる。対照CD4+ T細胞は、同様に、

クラスII MHC分子を発現するが疾患の症状を示さない被験者から得ることができ

る。試験CD4+ T細胞が有意な反応を示し、対照CD4+ T細胞の反応がなければ、関

連するペプチドが疾患の経過（疾患の病理）または疾患に対する免疫に関係して
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いることが示されるであろう。本方法の細胞反応相は、「エピトープ確認」（「

EV」）と呼ばれる。

      【００２４】

  本発明の方法を糖尿病自己抗原IA-2の細胞内部分に適用することによって、IA

-2由来ペプチドを、DR4クラスII MHC対立遺伝子を発現するヒトIDDM患者におい

て糖尿病の発病に関係しうるエピトープとして同定した。そのアミノ酸配列に基

づいて、これらのペプチドをネステッド群（nested group）６個に分類する。各

ネステッド群のコア領域に対応するコンセンサスペプチドを合成して、DR4発現I

DDM患者または疾患症状を有しないDR4発現被験者からのCD4+ T細胞の活性化能に

関して試験した。13人中９人の DR4発現IDDM患者の末梢血リンパ球において、ペ

プチド６個中少なくとも１個に対する有意な反応を検出した。対照被験者のT細

胞はいずれも如何なるペプチドにも反応せず、DR4非発現IDDM患者８人中１人か

らのT細胞は、如何なるペプチドにも反応した。これらの知見は、DR4発現IDDM患

者が反応するペプチド６個は、DR4分子を結合することができるコアエピトープ

を表し、IDDM患者において糖尿病原性CD4+ T細胞を活性化できることを示唆して

いる。６個全てのペプチドの単離DR4との結合能を、インビトロ結合アッセイ法

において確認した。

      【００２５】

  本発明の方法は、予想されるポリペプチド抗原のアミノ酸配列（または部分的

アミノ酸配列）が利用できる限り、広い範囲の疾患、特に相対的な感受性または

抵抗性が特定のクラスII MHC対立遺伝子の発現に関連している疾患のいずれの発

病または保護にも関係するペプチドを同定するために適用することができる。候

補となる疾患には、感染疾患（例えば、トラコーマクラミジア（Chlamydia trac

homatis）、ヘリコバクター・ピロリ（Helicobacter pylori）、髄膜炎菌（Neis

seria meningitidis）、らい菌（Mycobacterium leprae）、結核菌（Mycobacter

ium tuberculosis）、麻疹ウイルス、C型肝炎ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス

、および熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium falciparium）によって引き起こされ

る疾患）、癌（例えば、黒色種、卵巣癌、乳癌、血腸癌、およびB細胞リンパ腫

）[トパリアン（Topalian, S. L.）、（1994）、Curr. Opinion in Immunol. 6
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：741～745；トパリアン（Topalian）ら、（1996）、J. Exp. Med. 183：1965～

1971]、および自己免疫疾患（例えば、IDDM、リウマチ性関節炎、多発性硬化症

、重症筋無力症、および全身性紅斑性狼瘡）が含まれるが、これらに限定される

ことはない。

      【００２６】

  本発明にはまた、実施例１に記載するように、上記の方法を用いてIA-2に由来

するペプチドが含まれる。免疫応答を活性化する天然に処理されたペプチドのア

ミノ酸残基１～６位（すなわち、１、２、３、４、５、または６位）を置換する

ことに由来するAPLも同様に本発明に含まれる。各残基を異なる残基に置換する

と、その結果、同じクラスII MHC対立遺伝子になおも結合するが、APLが由来す

る親ペプチドとは定性的に異なる反応をCD4+ T細胞において誘発する増強された

ペプチドが得られる。このように、APLは関連する親ペプチドに対するCD4+ T細

胞反応が病原性である疾患において治療的および／または予防的となる可能性を

有する。本発明は、APLを用いることを含む治療および予防方法を特徴とする。

本発明はまた、疾患の診断において、または免疫に基づく治療をモニターするた

めに疾患関連ペプチドを用いることを特徴とする。

      【００２７】

１．ポリペプチド抗原に由来するペプチドエピトープを活性化するCD4+ T細胞を

同定する方法

  本発明の方法は、異なる２つの相を有する。第一の相は、「免疫マスフィンガ

ープリンティング」（IMF）と呼ばれ、第二の相は「エピトープ確認」（EV）と

呼ばれる。IMFの目的は、候補ペプチドをペプチド断片に分解することができるA

PCの抗原処理コンパートメントのいずれか一つに指向することである。適当な長

さ（アミノ酸残基約９～25個）であって、APCによって発現される特定のクラスI

I MHC分子に対して特異的結合親和性を有するいかなるペプチドも、抗原処理コ

ンパートメントにおいてそのクラスII MHC分子に結合するであろう。次に、これ

らのペプチド・クラスII MHC分子複合体の大部分がAPCの細胞膜に移動する。複

合体（細胞膜会合複合体および細胞内複合体のいずれも）をAPCから単離して、

ペプチドを複合体から溶出する。次に、溶出したペプチドを分離して、そのアミ
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ノ酸配列を決定し、配列を候補ポリペプチドの配列と比較する。

      【００２８】

  IMFは一般的に、明確なクラスII MHC分子を発現するAPCによって産生されるペ

プチドの分析に適用することができる。そのような場合、方法は、基礎研究、例

えばAPCの蛋白質分解性の抗原処理酵素によって「切断」部位を決定する、ポリ

ペプチドのアミノ酸残基を同定することをねらいとした研究にとって有用となり

うる。または、ポリペプチドが特定の疾患を引き起こすもしくは促進する、また

は疾患からの保護を媒介するCD4+ T細胞を活性化する抗原であることが疑われる

場合、IMFを用いて、疾患に関連した、またはポリペプチドに由来する保護的ペ

プチドエピトープを同定することができる。この情報は、疾患の病因に対する基

礎研究にとって、または疾患の診断薬、治療薬、もしくはワクチンの開発の基礎

として有用となるであろう。

      【００２９】

  そのアミノ酸配列が候補ポリペプチドの領域の配列とマッチするペプチドは、

関連する疾患の発病またはそれに対する免疫に関係するCD4+ T細胞を活性化する

ペプチドである可能性が高い。そのようなペプチドに、試験および対照被験者か

らのCD4+ T細胞の活性化能をアッセイするEV技法を行うことができる。試験被験

者からのCD4+ T細胞を活性化するが、対照被験者からの細胞を活性化しないそれ

らのペプチドは、関連する疾患を開始、促進、もしくは悪化、または疾患または

その病的症状からの保護を媒介することができるペプチドとして同定される。

      【００３０】

  そのようなペプチドが同定されれば、それを化学的または組換え技術によって

大量に合成することができ、下記のEV技法と類似の診断アッセイ法において用い

ることができる。関連するペプチドは、単独、または組み合わせて用いることが

できる。または、そのようなペプチドまたはそのようなペプチドの組み合わせを

コードする発現ベクターを用いて、適当なAPC（下記参照）をトランスフェクト

または形質導入することができ、これらを類似の診断アッセイ法において用いる

ことができる。

      【００３１】
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  さらに、本発明の方法によって定義されたペプチドを含むクラスII MHC分子の

多量体（例えば、二量体、三量体、四量体、五量体、または六量体）を、検出可

能な標識（例えば、蛍光体、放射性核種、または規定の波長の光を吸収もしくは

放出する産物を生じる反応を触媒する酵素）と結合させると、そのような複合体

に対して特異的であり、従ってそれらに結合する細胞表面受容体を有する被験者

（例えば、ヒト被験者）からのT細胞を定量するために用いることができる。そ

のようなT細胞が比較的大量に存在すれば、関連する疾患の診断となる、またはT

細胞が疾患に対する免疫に関与していることを示す可能性がある。さらに、多量

体結合T細胞の相対数を連続的にモニターすることは、疾患の経過または治療の

有効性を確立する上で有用となりうる。そのようなアッセイ法は、HIV-1由来ま

たはインフルエンザウイルス由来ペプチドを含むクラスI MHC分子の四量体を用

いて開発されており[アルトマン（Altman）ら、（1996）、Science 274：94～96

；オッグ（Ogg）ら、（1998）、Science 279：2103～2106]、対応するクラスII 

MHC多量体も同様に有用であると予想されると思われる。そのような複合体は、

単一の明確なペプチドを含むクラスII MHC分子を産生するために、当該ペプチド

の存在下で集合した精製クラスII MHC分子の化学的クロスリンクによって、また

は既に確立された組換え技術の改変によって産生することができるであろう[カ

ゾノ（Kazono）ら、（1994）、Nature 369：151～154；ゴーシェ（Gauthier）ら

、（1998）、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95：11828～11833]。そのような多量

体のクラスII MHC分子単量体は、完全長のα鎖およびβ鎖からなる天然の分子と

なりうる。または、それらは、α鎖およびβ鎖の細胞外ドメインまたはペプチド

結合裂の「壁」および「床」を形成するα鎖およびβ鎖ドメインのいずれかを含

む分子となりうる。

      【００３２】

1.1  IMF

  本発明は、異なる２つのIMF方法、すなわち、IMF-1とIMF-2とを特徴とする。

      【００３３】

1.1.1  IMF-1

  IMF-1において、APCを、APCの表面上の受容体に対する固有の結合能を有する
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リガンドに接触させる。候補となる受容体リガンド対を下記に示す。APCに接触

させる前に、リガンドをビオチンに結合させる。リガンドが組換えDNA技術によ

って産生されている場合には、ビオチン結合は、実施例１において用いられるポ

リペプチド抗原をビオチン結合するために用いられる方法のような方法によって

リガンドが産生される、細胞（例えば、細菌）において行うことができる。また

は、単離されたリガンドを当技術分野で既知の方法によってインビトロでビオチ

ン結合することができる。リガンドは、１分子あたりビオチン部分少なくとも１

個に結合するであろう。細胞表面受容体との結合能を保持している限り、１分子

あたりビオチン部分２、３、４、６、または10個を有することができる。

      【００３４】

  ビオチン結合リガンド（b-L）が、細胞表面上のその受容体に結合した後、非

結合のb-Lを洗浄によって除去して、APCを、ビオチンに結合するポリペプチドで

あるアビジンに接触させる。アビジンは、卵アビジンまたはストレプトアビジン

となりうる。これはまた、ビオチン結合ドメインを少なくとも２個含む組換えア

ビジンとなりうる。本来のアビジンは、ビオチン結合ドメインを４個含む。

      【００３５】

  アビジンをAPCの表面に結合したb-L上のビオチン残基に結合させた後、非結合

のアビジンを洗浄によって除去し、APCを、予めビオチンに結合させた当該ポリ

ペプチド（PPI）に接触させる。PPIのビオチン結合は、リガンドに関して記載し

た方法と同じ方法によって行うことができ、ビオチン結合PPI（b-PPI）は、１分

子あたり同じ数のビオチン残基を含みうる。しかし、起こりうるプロセシングの

妨害を防止するために、PPIは１分子あたりビオチン部分を１個含むことが好ま

しいであろう。

      【００３６】

  ビオチン結合PPI（b-PPI）がAPC上のアビジンに結合した後、非結合のb-PPIを

洗浄によって除去して、APCをインキュベートする。この段階までの技法は一般

的に氷中（すなわち、約４℃）で行うが、インキュベーションは、37℃で実施す

る。または、インキュベーションは、室温（約25℃）で行ってもよく、または25

℃～37℃の温度で行ってもよい。インキュベーションは、ペプチドの最適な回収
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が得られる時間に応じて、30分、１時間、２時間、３時間、４時間、または６時

間行ってもよい。インキュベーション後、当該クラスII MHC分子を当技術分野で

既知の様々な方法の一つ、例えば、免疫沈降によって単離する。好ましくは、上

記の方法を用いるアフィニティクロマトグラフィーによって単離する[ゴルガ（G

orga）ら、（1987）、J. Biol. Chem. 262：16087～16094]。

      【００３７】

  次に、単離されたクラスII MHC分子に非共有結合したペプチドをそれらから溶

出させる。当技術分野で既知の多様な方法を用いることができる。好ましくは、

本方法は、これまでに記述されている方法[チックズ（Chicz）ら、（1992）、Na

ture 358：764～768]、および本明細書の実施例１に記載されている方法であろ

う。

      【００３８】

  溶出したペプチドを、可能性がある多様なクロマトグラフィー方法の一つ、例

えば、逆相クロマトグラフィーによって分離する。次に、得られたペプチドを含

む全ての分画を、ペプチドを断片化しない設定を用いて、マトリクス補助レーザ

ー脱離タイムオブフライト（MALDI-TOF）質量分析法によって個別に分析する。

次に、MALDI-TOFスペクトル上で得られた全ての「ピーク」に対応するペプチド

に、個々のアミノ酸配列分析を行うことができる。または、同一の技法であるが

、APCをb-PPIに接触させる段階を省略する方法によって得られたペプチドの試料

を用いて精製された対照スペクトルでは認められないピークに対応するペプチド

のみを、アミノ酸配列分析に供することができる。個々のペプチドの配列は、当

技術分野で既知の手段によって得ることができる。それらは、例えば、ペプチド

を質量分析計によって分析される小さい断片に断片化する機器設定を用いて、MA

LDI-TOFによって得ることができる。次に、ペプチドのアミノ酸配列をPPIの配列

と比較する。PPIの領域と同一である配列を有するペプチドがEVの候補である。

      【００３９】

  または、溶出したペプチドのアミノ酸配列を決定する代わりに、候補となる可

能性があるとみなされる「標準的な」ペプチドに、MALDI-TOF質量分析を行うこ

とができる。スペクトルにおいて、標準ペプチドと同じ位置でピークを示す試験
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ペプチドは、標準ペプチドと同じ配列を有する可能性があるであろう。

      【００４０】

1.1.2  IMF-2

  IMF-2方法は、APCをAPCをb-Lアビジンに接触させる代わりにb-PPIに接触させ

て、IMF-2においてAPCに結合したb-Lをアビジンに結合したPPI（av-PPI）に接触

させることを除いては、IMF-2方法と同一である。または、リガンドをアビジン

と化学結合させて、リガンド・アビジン複合体（L-av）を形成することができる

。av-PPIとL-av結合体は、当技術分野で既知の方法によって化学的に作製するこ

とができる。または、PPIとアビジンからなる、またはリガンドとアビジンから

なる融合蛋白質を標準的な組換えDNA技術によって作製することができる。いず

れの場合においても、アビジン成分は、完全長のアビジンとなり得て、ビオチン

結合ドメイン１、２、３または４個全てを含むアビジン分子の断片となりうる。

      【００４１】

1.2  EV

  EV技法は、溶出するクラスII MHCとの結合能および様々なCD4+ T細胞集団の活

性化能に関してIMFによって同定されたペプチドの試験を含む。IMFによって同定

された配列と同一である、またはIMFによって同定されたペプチドのネステッド

群に由来するコア配列に対応するアミノ酸配列を有するペプチドを合成する。次

に、合成ペプチドを、溶出したクラスII MHCとの結合能および（a）当該クラスI

I MHC分子を発現して、疾患の症状を少なくとも１つ有する試験被験者；および

（b）当該クラスII MHC分子を発現するが、疾患の症状を有しない対照被験者か

らのCD4+ T細胞の活性化能に関して試験する。さらなる対照被験者は、疾患の症

状を有するが、当該クラスII MHC分子を発現しない被験者となりうる。いくつか

の疾患（例えば自己免疫成分を有する疾患）において、試験被験者のCD4+ T細胞

における反応性は、関連するペプチドが、関連する疾患を開始、促進、または悪

化することができるCD4+ T細胞を活性化するエピトープであるという確証を提供

するが、（b）に記述した対照被験者の細胞は提供しない。他の疾患（例えば、

自己免疫成分を有しない癌または感染疾患）では、先の文章に記載した反応性と

非反応性の類似のパターンは、関連するペプチドが、疾患に対する免疫を媒介、
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または少なくとも疾患の症状の減少を媒介することができるCD4+ T細胞を活性化

するエピトープであることを示すであろう。

      【００４２】

  疾患の症状を有するがクラスII MHC分子を発現しない被験者において反応がな

いことは、ペプチドについて記述した活性に関するさらなる証拠を提供する。一

方、そのようなCD4+ T細胞における反応は、必ずしもそのような役割を除外しな

いが、関連する被験者によって発現されるいくつかのMHCクラスII分子と結合で

きること、および（ii）そのクラスII MHC分子に関連したCD4+ T細胞によって認

識されうることを示唆するであろう。

      【００４３】

  CD4+ T細胞反応は、当技術分野で既知の多様なインビトロ方法によって測定す

ることができる。例えば、全末梢血単核球（PBMC）は、候補となる合成ペプチド

と共に、または含まずに培養して、その増殖反応を、例えば、DNAへの[3H]チミ

ジン取り込みによって測定することができる。増殖するT細胞がCD4+ T細胞であ

ることは、アッセイ法の前にPBMCからCD4+ T細胞を除去することによって、また

はT細胞上のCD4+ 分子に結合する阻害抗体を加えることによって、それによって

後者の増殖を阻害することによって試験することができる。いずれの場合におい

ても、増殖反応は、CD4+ T細胞が増殖しつつある細胞である場合に限って阻害さ

れるであろう。

      【００４４】

  または、CD4+ T細胞は、PBMCから精製して、適当なクラスII MHC分子を発現す

るAPCの存在下でペプチドに対する増殖反応を調べることができる。そのようなA

PCは、Bリンパ球、単球、マクロファージ、もしくは樹状細胞、または全PBMCと

なりうる。APCはまた、Bリンパ球、単球、マクロファージ、または樹状細胞に由

来する不死化細胞株となりうる。APCは、当該クラスII MHC分子を内因性に発現

することができ、またはそれらは、そのような分子をコードするトランスフェク

トしたポリヌクレオチドを発現することができる。被験者がヒトである場合、ヒ

トT細胞はクラスII MHC分子を発現することができるために、APCはT細胞ともな

りうる。いずれにせよ、APCは、アッセイ法の前に、例えば電離放射線またはマ
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イトマイシンCによる処理によって非増殖性にすることができる。

      【００４５】

  細胞増殖を測定するもう一つの方法として、CD4+ T細胞によるサイトカイン産

生を、当技術分野で既知の方法によって測定することができる。サイトカインに

は、インターロイキン-2（IL-2）、IFN-γ、IL-4、IL-5、TNF-α、インターロイ

キン-3（IL-3）、インターロイキン-6（IL-6）、インターロイキン-10（IL-10）

、インターロイキン-12（IL-12）およびトランスフォーミング増殖因子β（TGF

β）が含まれるがこれらに限定されず、それらを測定するアッセイ法には、ELIS

A、および関連するサイトカインに対して反応する細胞を、試験試料の存在下で

の反応性（例えば、増殖）に関して調べるバイオアッセイ法が含まれるが、これ

らに限定されることはない。または、CD4+ Tリンパ球によるサイトカイン産生は

、細胞内免疫蛍光染色およびフローサイトメトリーによって直接可視化すること

ができる。

      【００４６】

  特定の疾患に関連するペプチドエピトープをを同定した後、上記のEVを疾患の

診断試験として用いることができる。このように、疾患を有する、または有する

ことが疑われる被験者からのリンパ球を、記載の方法のいずれによっても適当な

ペプチド１つまたはそれ以上（例えば、２、３、４、５、６、10、15、または20

）に対するCD4 Tリンパ球反応に関して試験することができる。有意なCD4 Tリン

パ球が検出されれば、被験者は疾患を有するまたは今後発症する可能性がある。

疾患は、例えばIDDMとなりえて、ペプチドは例えば、インスリン、プロインスリ

ン、プレプロインスリン、GAD65、IA-2、またはフォグリンとなりうる。適当な

ペプチドは例えば、下記のペプチドのいずれか（例えば、配列番号：１～42を有

するペプチド）となりうる。

      【００４７】

  さらに、本明細書に記載の疾患（例えば、IDDM、MS、またはRAのような自己免

疫疾患）のいずれかに関連すると同定されたペプチドを用いて、疾患の開始、進

行、または病理的症状に関連するリンパ球（例えば、CD4+ Tリンパ球）の免疫寛

容を誘導することができる。これらのリンパ球の寛容は、関連する疾患の予防お
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よび／または治療に対して有用となりうる。寛容の誘導は、被験者、例えば、本

明細書に記載の自己免疫疾患のいずれか、例えばIDDM、MS、またはRAを有する、

有することが疑われる、または感受性がある被験者に適当なペプチドを投与する

ことによって得ることができる。寛容の誘導におけるペプチドの有効性を調べる

方法、投与方法および投与経路、ならびに投与用量はAPLに関する下記の記述と

本質的に同じである。ペプチドは、本明細書に開示のいかなるポリペプチド、例

えばインスリン、プロインスリン、プレプロインスリン、GAD65、IA-2、または

フォグリンの断片となりうる。それらはまた、例えば、配列番号：１～42を有す

る断片となりうる。

      【００４８】

  上記のEV方法の代わりとして、IMFによって同定されたペプチドは、例えば、

単離されたクラスII MHC分子またはそれらをコードする核酸分子をトランスフェ

クトした細胞を用いて、当技術分野で既知の方法によって適当なクラスII MHC分

子との結合能に関して試験することができる。そのような一つの方法を実施例２

に記載する。これらの結合アッセイ法はまた、もう一つのクラスII MHC分子、す

なわち、本発明のIMF方法を用いて溶出される分子以外のクラスII MHC分子との

結合能を調べるために用いることができる。そのようなペプチドを用いた本発明

の診断方法およびペプチドまたはそれに由来するAPLのいずれかを用いた本発明

の治療方法は、そのようなもう一つのクラスII MHC分子を発現する被験者に適用

することができる。

      【００４９】

1.3  疾患とクラスII MHC遺伝子との関連

  本発明の方法は、明確なクラスII MHC分子の発現に関連し、病態または保護が

活性化CD4+ T細胞の作用による疾患に関係するペプチドの分析に適用することが

できる。そのような疾患には、特定の感染疾患、癌、および自己免疫疾患が含ま

れるがこれらに限定されることはない。

      【００５０】

  上記の基準を満たす感染疾患の例は、らい菌（Mycobacterium leprae）によっ

て引き起こされるヒトらい病である。細菌は、末梢のシュワン細胞とマクロファ
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ージに感染して生き残る。この疾患は、細胞性免疫が抑制されるが、抗体反応は

正常であるという特徴を有する。らい病は、コドン13がアルギニンをコードする

、またはコドン70および71がアルギニンをコードするDRB1クラスII MHC分子の発

現に関連している[ゼルバ（Zerva）ら、（1996）、J. Exp. Med. 183：829～836

]。さらに、C型肝炎ウイルスを自発的に消失させる能力は、DQ B1*0301分子の発

現に関連しており、DQB1*0302は、C型肝炎ウイルス感染被験者では過小発現され

ているために、DQB1*0302を発現する個体は、ウイルスに対する感染から保護さ

れる可能性がある[クランプ（Cramp）ら、（1998）、J. Hepatol. 29：207～213

]。さらに、悪性黒色腫に対する保護的免疫応答に関係する可能性がある黒色腫

細胞特異的CD4+ T細胞は、HLA-DRB1*0401クラスII分子によって提示されるチロ

シナーゼエピトープを認識する[トパリアン（Topalian）ら、（1996）、上記]。

他のMHCクラスII 関連疾患は上記する。

      【００５１】

  本発明の方法を適用することができる自己免疫疾患の例には、IDDM、リウマチ

性関節炎（RA）、多発性硬化症（MS）、全身性紅斑性狼瘡（SLE）、および重症

筋無力症（MG）が含まれるがこれらに限定されることはない。RAは、アミノ酸残

基70～74位で（DRB1*0101、0401、0403、0405）モチーフQKRAA（配列番号：53）

、QRRAA（配列番号：54）、またはRRRAA（配列番号：55）をコードするDRB1対立

遺伝子の発現に関連している。MSはDRB1*1501、DQA1*0102、およびDQB1*0602対

立遺伝子の発現に関連している。SLEは、DRB1*03、DRB1*1501、DQA1*0501、およ

びDQB1*0201対立遺伝子の発現に関連している。MGはDR3およびDQ2（DQA1*0501～

DQB1*0201およびDQA1*0201～DQB1*0201）対立遺伝子の発現に関連している。自

己免疫性卵巣不全は、57位でアスパラギン酸をコードするDQB1遺伝子に関連する

。グレーブス甲状腺炎、橋本甲状腺炎、および原発性甲状腺機能低下症は全て、

DR5およびDR3対立遺伝子の発現に弱い関連を示す。小児脂肪便症は、HLA-DQA1*0

501、およびDQB1*0201対立遺伝子の発現に関連している。原発性胆汁性肝硬変は

、DRB1*0801～DQA1*0401/0601～DQB1*04対立遺伝子の発現に関連している。自己

免疫性肝炎は、DRB3*0101またはDRB1*0401対立遺伝子の発現に関連している。ア

ジソン病は、DRB1*03、DQA1*0501、およびDQB1*0201対立遺伝子の発現に関連し
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ている。白斑は、DRB1*0701およびDQ2対立遺伝子の発現に関連している。抗糸球

体基底膜疾患（グッドパスチャー症候群）は、DR15およびDR4対立遺伝子の発現

に関連している。

      【００５２】

  RA、MS、およびIDDMにおける病理は、主にCD4+ T細胞依存的細胞性自己免疫応

答によると考えられるが、SLEおよびMGの病理は、主にCD4+ T細胞依存的抗体媒

介性自己免疫応答によるものである。RAでは、活性化CD4+ T細胞によって誘導さ

れる炎症反応は、関節滑膜に集中するが、MSでは、神経ミエリン鞘に集中し、ID

DMではランゲルハンス島に存在する膵臓のβ細胞に集中する。SLEは、多数の臓

器を含む全身性の自己免疫疾患である。MGにおいて認められる筋肉疲労は、神経

筋接合部におけるアセチルコリン受容体に結合する抗体が患者に発生することに

よる。

      【００５３】

1.3.1  IDDM

  糖尿病は、血液中のグルコースレベルが異常に高い症候群である。血液中のグ

ルコースレベルは通常、膵臓のランゲルハンス島に存在するβ細胞からのホルモ

ンであるインスリンの放出によって制御される。本出願に関連する糖尿病のクラ

スである１型糖尿病（IDDM）は、β細胞の破壊が原因で起こる。その結果、高い

血液中グルコースレベルがチェックされないと、脱水、血液中の酸／塩基障害、

脳の腫脹、昏睡、および死亡に至る。合成ヒトインスリンの注射による治療は、

グルコースのコントロールを回復する。しかし、この治療は、一度開始すれば、

β細胞が再生しないために、一生の間必要である。一旦確立されると、糖尿病は

、患者にとって、患者の家族、そして社会にとって大きな負担となる。インスリ

ンの現代での用量および製剤は、血中のグルコースを妥当な範囲に維持すること

ができるが、数年のあいだに、必然的に疾患の合併症が起こる。糖尿病の最も一

般的な重度の合併症は、腎不全、失明、および神経機能の喪失である。先進諸国

では、糖尿病は、長期の透析または移植を必要とする慢性腎不全の単一の主な原

因である。糖尿病患者の寿命は、平均で10年短くなる。比較的一般的な疾患であ

るため（IDDMは、集団の1/200～1/400個体に罹患する）、これは多大な資源を消



(38) 特表２００２－５４２４８８

費する；先進諸国では、糖尿病治療の費用は急性期保健診療予算の８％であると

推定される。

      【００５４】

  この背景を考慮すれば、IDDMの進行を予防できる方法があるか否かを検討する

ことが重要である。第一に、β細胞破壊が何ヶ月または何年もの間に起こって初

めて、インスリンを合成する細胞が少なすぎて正常血糖を維持することができな

くなり、そして患者が糖尿病と診断される。β細胞障害のプロセスを停止するこ

とができれば、IDDMは進行しないであろう。第二に、現在では、単純な血液検査

によって、高度の感受性（すなわち良好な「発見」率）および特異性（低い疑陽

性率）でIDDMを将来発症する個体を予測することが可能である。第三に、β細胞

は、偶然的な免疫応答の一部として破壊され、そのあいだに細胞の正常な成分（

自己抗原と呼ばれる蛋白質）が自己免疫攻撃の標的となるように思われる。β細

胞からの主要な自己抗原のいくつかが同定されている（下記参照）。IDDMのもう

一つの重要な特徴は、疾患の発症に及ぼす強い遺伝的影響である。いくつかの遺

伝子が関係しているが、最も重要なものは、ヒトMHCのクラスII遺伝子、すなわ

ちヒト白血球抗原（HLA）遺伝子である。これらの遺伝子は、それに対する特定

の個体の免疫応答の攻撃が集中する自己抗原内のペプチドセグメント（エピトー

プ）を選択することによって、免疫応答に対して優勢な制御を発揮する。これら

のエピトープを同定することによって、前臨床段階で疾患の発症に介入する戦略

を考案することが可能であろう。本発明には、そのようなエピトープを正確に同

定するための新しい技術が含まれる。

      【００５５】

  HLA遺伝子複合体は、ヒトゲノムにおいて最も多形性であり、そのために個体

が異なるHLA分子を発現する可能性は高い。しかし、IDDM患者において、疾患の

発症に強く関連しているクラスII HLA遺伝子の組は、非常に限られている。その

結果、人種が定義された集団において、特定のクラスII HLA遺伝子は、総集団と

比較して糖尿病ではかなり一般的である。下記に、北米と北欧のIDDM患者におい

てより一般的に認められ、したがって、疾患の発症に対して強い貢献的役割を有

する可能性があるHLAクラスII遺伝子の例を示す：
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  クラスII HLA-DRタイプ：DRB1*0401、0405

  クラスII HLA-DQタイプ：DQB1*0302、0201、0501；

  DQA1*0501、0301。

      【００５６】

  白人、黒人、および日本人における感受性遺伝子型を下記に示す：

      【００５７】

  重要な疑問は、HLAクラスII分子の機能は、HLA-DQA1*0301/DQB1*0302（DQ8）

を有する糖尿病患者とHLA-DQA1*0102/DQB1*0602（DQ6）を有する非糖尿病患者と

のあいだでどのように異なるか、どれがIDDMに対して保護するように思われるか

という点である。異なるHLAクラスII分子が、T細胞受容体に対して異なるペプチ

ドエピトープを選択して提示することは知られている。このように、「糖尿病促

進性」のHLAクラスII分子は、危険な自己免疫応答を開始または助長するように

ペプチドエピトープを選択することが起こりうる。

      【００５８】

  北米および北欧のIDDM患者において、HLA-DRB1*0401は、IDDMに中等度に関連

するが、DRB1*0405タイプは疾患の発症に対してより強い影響を有する。しかし

、特定の群のHLA-DQ分子が最も強い感受性に関与している。この群には、52位で

アミノ酸アルギニンを有するαポリペプチド鎖（arg52α）、および57位でアス

パラギン酸以外のアミノ酸を有するβポリペプチド鎖（非asp57β）を含むHLA-D

Q分子が存在する。これらの中で最も特徴が調べられているのは、HLA-DQ8（上記

参照）であり、これは典型的にHLA DRB1*0401に連鎖している（すなわち二つの

遺伝子はしばしば同じ染色体上に認められる）。これらの遺伝子は、IDDMにとっ

て最も高いリスクを与える[カリル（Khalil）ら、（1992）、Diabetes 41：378
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～384]。IDDMに対して第一位の関係を有するarg52α/非asp57βHLA-DQ分子を発

現する個体は、自身がIDDMを発症する確率が１：４であり；すなわち集団のリス

クの100倍である[ネポム（Nepom, G.T.）、（1995）、Annu. Rev. Med. 46：17

～25]。

      【００５９】

1.4  種

  本発明の方法は、広い範囲の哺乳類種、例えば、ヒト、ヒト以外の霊長類、ウ

マ、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコ、ウサギ、モルモット、ハムスター

、ラット、およびマウスにおいて、記述の特徴を有する疾患に適用することがで

きる。それらは好ましくは、ヒトの疾患に適用される。

      【００６０】

  例えば、特定のマウス系統は、RA、MS、IDDMおよびSLEのマウス型に対して感

受性があることが知られている。その上、これらのマウスでは、感受性は特定の

クラスII MHC遺伝子の発現に関連し、組織損傷は、活性化CD4+ T細胞またはCD4+

 T細胞依存的抗体反応の作用が原因である。例えば、自然発生IDDMに対して感受

性がある非肥満糖尿病（NOD）マウスは、H-2Ag7分子を発現し、NODマウスのIDDM

に対する感受性は、H-2Ag7遺伝子に連鎖している。さらに、NOD IDDMにおける組

織破壊は、CD4+ T細胞によって媒介されることが知られている。さらに、マウス

におけるコラーゲン関節炎（CIA）に対する感受性は、H-2Aa、H-2Ar、H-2Aw3、

およびH-2Aw17クラスII MHC分子の発現に関連しており、CIAにおける関節の病態

は、一般的にCD4+ Tリンパ球によって媒介されると考えられている。

      【００６１】

  癌に関しては、SJLマウスの網様細胞肉腫は、活性化CD4+ T細胞によって産生

されたサイトカインに対する増殖に依存し、特定のクラスII MHC分子の発現を必

要とする。

      【００６２】

1.5  クラスII MHC分子

  クラスII MHC分子は、多数の哺乳類種において同定されている。これらの種の

いくつかにおいて、特定のクラスII MHC分子の発現は、特定のCD4+ T細胞媒介性
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疾患に関連している（上記を参照のこと）。ヒトにおいて、例えば、クラスII M

HC分子は、HLA-DR、HLA-DQ、およびHLA-DPと呼ばれ、マウスでは、H-2AおよびH-

2Eと呼ばれる。全ての種において、各遺伝子の多数の対立遺伝子が存在する。

      【００６３】

1.6  抗原提示細胞（APC）

  本発明のIMF方法に関して用いることができるAPCは、EVにおいて用いるために

先に記載したAPC、すなわち、Bリンパ球、マクロファージ、単球、樹状細胞であ

り、ヒトではT細胞である。または、そのような細胞の不死化株を用いることが

できる。

      【００６４】

  Bリンパ球APCと共に用いることができるリガンドには、アメリカヤマゴボウマ

イトゲン（PWM）のようなレクチン；抗原の内在化および提示のための細胞内機

構の成分であるAPC表面受容体に結合する、または抗原の内在化のためのシグナ

ル伝達に関与する抗体（またはFab、F(ab'）2、もしくはFv断片のような抗体の

機能的断片）、例えば、補体受容体（CD21、CD35、CD11b/CD18、CD11c/CD18）、

B細胞受容体複合体（免疫グロブリン分子を含む）、マンノース受容体、CD19、C

D22、CD40、CD20、およびCD45；B細胞（例えば、可溶性CD40リガンド）およびそ

の他のAPC上の上記の受容体のリガンド；ならびに無関係な特異性の全Ig分子、

またはPPIもしくはPPIに結合したタグ（例えば、ペプチドもしくはハプテン）と

の結合能を有する全Ig分子、またはFc部分を含み、このようにAPC細胞膜におい

てFc受容体に結合することができるそのような分子の断片が含まれる。

      【００６５】

  上記のリガンドが結合する受容体は以下の通りである。フィトラッカ・アメリ

カーナ（Phytolacca americana）に由来するPWMは、多くの炭化水素部分に結合

する。これは、蛋白質のIgファミリーのジスルフィド結合メンバー、例えばBリ

ンパ球の抗原特異的受容体を構成する表面Ig分子に選択的に結合する。PWMが結

合することができるB細胞表面上のいかなる分子も、PWMの受容体であろう。PWM

の代わりに用いることができるレクチンには、以下の炭化水素結合分子が含まれ

る：エンドウレクチン、コンカナバリンA、レンチルレクチン、インゲンマメ（P
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haseolus vulgaris）の植物性血球凝集素（PHA）、ピーナツ血球凝集素、大豆血

球凝集素、ウレックス・ユーロパエウス（Ulex europaeus）血球凝集素-I、ドリ

コス（Dolichos biflorus）血球凝集素、ビシア・ビローサ（Vicia villosa）血

球凝集素、およびエンジュ（Sophora japonica）血球凝集素。APC表面受容体に

結合する抗体またはリガンドに対する受容体は、定義によって、その例を以下に

記載する、受容体そのものとなるであろう。無関係な特異性のIg分子の受容体、

またはPPIもしくはPPIに結合したタグとの結合能を有するIg分子の受容体、また

はFc部分を含むそのような分子の断片は、Bリンパ球、マクロファージ、および

単球上のFc受容体である。

      【００６６】

1.7  ポリペプチド抗原

  IMF法と共に用いることができるポリペプチド抗原は、既知のアミノ酸配列を

有するポリペプチドまたはアミノ酸配列の少なくとも一部が既知であるポリペプ

チドとなりうる。それらは、それ自身が疾患の過程に関係していることが知られ

ている（例えば、IDDMにおけるIA-2）もしくは疑われるポリペプチドとなりうる

か、またはそれらは、疾患の過程に関係することが知られている、もしくは疑わ

れる微生物（例えば、らい病におけるらい菌（M. leprae））に由来しうる。他

のポリペプチド抗原の例には、C型肝炎ウイルス、マイコバクテリアの熱ショッ

ク蛋白質、および黒色腫におけるチロシナーゼが含まれる。さらに、ポリペプチ

ド抗原は、完全長の蛋白質となりうる、または疾患の過程に関係することが知ら

れているもしくは疑われる蛋白質の断片（例えば、IDDMにおけるIA-2の細胞内部

分）となりうる。

      【００６７】

  MSにおける自己抗原（マウス実験的自己免疫脳脊髄炎）であると疑われるポリ

ペプチドの例は、ミエリン塩基性蛋白質（MBP）、プロテオリピッド蛋白質（PLP

）、ミエリン乏突起膠細胞蛋白質（MOG）、およびαB-クリスタリンである。コ

ラーゲンは、RAにおける自己抗原であると見なされ、MGではアセチルコリン受容

体、ならびにSLEではスミス蛋白質、RNPリボ核蛋白質、およびSS-AとSS-B蛋白質

が自己抗原であると見なされる。その他の自己免疫疾患およびその発生に関係す
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る自己抗原として関与しているポリペプチドを以下に記載する：

  自己免疫性卵巣不全：３βヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ

  グレーブス甲状腺炎：サイログロブリン、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

  橋本甲状腺炎：サイログロブリンおよび甲状腺ペルオキシダーゼ

  原発性甲状腺機能低下症：サイログロブリンおよび甲状腺ペルオキシダーゼ

  小児脂肪便症：トランスグルタミナーゼ

  原発性胆汁性肝硬変：ピルビン酸デヒドロゲナーゼ

  自己免疫性肝炎：チトクロームP4502D6

  アジソン病：21αヒドロキシラーゼ

  白斑：チロシナーゼ

  抗糸球体基底膜疾患（グッドパスチャー症候群）：IV型コラーゲン

  全身性強皮症：Scl-70

      【００６８】

  IDDMに関係することが疑われる自己抗原に関するより詳細な説明を以下に示す

。

      【００６９】

  IDDMに至る不適当な自己免疫反応は、膵臓のβ細胞における蛋白質を標的とす

る。IDDMに関連するいくつかの自己抗原があり、そのうち３個が主要なものであ

ると考えられている：インスリン／プロインスリン；グルタミン酸デカルボキシ

ラーゼ（65 kDaイソ型；GAD-65）；およびIA-2。ここにおいて、「主要な」とい

う用語は、（a）ほとんど（すなわち、80～90％）のIDDM患者がこれらの３つの

うち少なくとも１つに対して免疫応答を示す；および（b）高リスクの個体にお

けるIDDMの予測において、３つ全ての自己抗原に対する免疫応答は、将来のIDDM

の非常に強いリスクを有する、という事実を示すために用いられる。

      【００７０】

  インスリンは、当初プレプロインスリン（アミノ酸106個）として合成され、

リーダー配列の切断によって得られた分子をプロインスリンと呼ぶ。プロインス

リン（アミノ酸82個）は、鎖内ジスルフィド結合２個によってループを形成する
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単一のポリペプチドである。プロインスリンのC鎖（同様にC-ペプチドとも呼ば

れる、アミノ酸31個）を切断すると、ジスルフィド結合２個によって結合した２

つの鎖（A、長さがアミノ酸30個、およびB、長さがアミノ酸21個）を含むインス

リンの分泌型を生成する。

      【００７１】

  自然発生的に生じたインスリンに対する抗体（インスリン自己抗体、IAA）は

、当初、1983年に無処置の新たに診断された糖尿病患者において初めて同定され

た[パルマー（Palmer）ら、（1983）、Science 222：1337～1339]。典型的に、

若いIDDMまたは前段階のIDDM患者の40～50％がIAAを有するが、それらは青年期

および成人ではまれである。インスリン自己抗体は、ヒト、ブタ、ウシ、ラット

、ヒツジ、およびニワトリインスリンと同等に良好に反応するが、単離AまたはB

インスリン鎖とは反応しないことが示されており[カスターノ＆アイゼンバース

（Castano, L. and Eisenbarth, G.S.）、（1990）、Annu. Rev. Immunol. 8：6

47～79]、このことは双方の鎖がこれらの自己抗体のエピトープを形成する一因

となることを示唆している。最近の研究によって、A鎖とB鎖が共にエピトープの

形成に関係しているより多くの証拠が提供され、A鎖のアミノ酸６個の配列と、B

鎖のアミノ酸３個の配列が、インスリン自己抗体によって認識されるエピトープ

に含まれることを示唆している；この領域は、インスリン受容体結合ドメインと

は異なる[カスターノ（Castano）ら、（1993）、Diabetes 42：1202～1209]。プ

ロインスリンに対する自己抗体は、１型糖尿病の発症前の前糖尿病患者22％にお

いて検出することができる[クグリン（Kuglin）ら、（1990）、Diabet. Med. 7

：310～314]。

      【００７２】

  ベッケスコフ（Bakkeskov）と共同研究者は、新たに診断された糖尿病の小児

の80％以上が相対分子量64 kDaのβ細胞自己抗原に対する自己抗体を有すること

を示し[ベッケスコフ（Bakkeskov）、（1982）、Nature 298 : 167-169］、自己

抗体はまた、将来の糖尿病の開始に高リスクで関連して存在していた［ベッケス

コフ（Bakkeskov）、（1987）、J. Clin. Invest. 79：926～934；アトキンソン

（Atkinson）ら、（1990）、Lancet 335：1357～60]。64 kDa抗原をGADとして分
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子が同定されたのは、1990年であった[ベッケスコフ（Bakkeskov）ら、Nature 3

47：151～156]。GADは、阻害性神経伝達物質であるγアミノ酪酸の合成に関係す

る酵素であり、おそらくインスリン放出に対するシグナル伝達に何らかの役割を

有する。酵素には２つのイソ型、GAD65とGAD67が存在する。これまで、ヒトラン

ゲルハンス島において多くを占めるのはGAD65である。GAD65に対する自己抗体は

、新たに発症したIDDM患者の70～80％の血清に存在する[ピーターソン（Peterse

n）ら、（1994）、Diabetes 43：459～467]。IAAと同様に、GAD自己抗体は、疾

患の早期予測マーカーであり、IDDMを発症する高いリスクに関連している。それ

らは、家族の既往および免疫マーカーの存在により、IDDMを発症するリスクが高

いことがわかっている個体の80％以上に存在する[デアイツプルア（De Aizpurua

）ら、（1992）、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89：9841～9845；シスラー（Sei

ssler）ら、（1993）、J. Clin. Invest. 92：1394～1399]。

      【００７３】

  初期免疫沈降実験において、64 kDa島細胞蛋白質に軽度のトリプシン処理を行

うと、40 kDaおよび37 kDa蛋白質断片が形成され、これはIDDM患者の血清中に存

在する自己抗体に結合する[クリスティ（Christie）ら、（1990）、J. Exp. Med

. 172：782～794]。最も重要なことは、これらの断片に対する自己抗体は、高リ

スクの個体においてIDDMを非常に予測することが示された[クリスティ（Christi

e）ら、（1994）、Diabetes 43：1254～1259]。これらの自己抗体の分子標的は

現在では同定されている。40 kDa断片はIA-2の成分であり、同様に、ICA512と混

同して呼ばれている[ペイトン（Payton）ら、（1995）、J. Clin. Invest. 96：

1506～1511；ボニファシオ（Bonifacio）ら、（1995）、J. Immunol. 155：5419

～5426；およびラビン（Rabin）ら、（1994）、J. Immunol. 152：3183～3188]

。その後、37 kDa断片は、IA-2と85％の相同性を有するチロシンフォスファター

ゼであるフォグリン（IA-2β）として同定された。IA-2およびフォグリンに対す

る自己抗体は、前糖尿病期間に出現し[ボニファシオ（Bonifacio）ら、（1998）

、J. Immunol. 161：2648～2654]、高リスクの個体においてIDDM発症を強く予測

する。IA-2は、106 kDaの大きな蛋白質として合成され、これは603～1055位で細

胞内ドメインを有する。IA-2の細胞内ドメインは、IA-2に対するほぼ全ての自己



(46) 特表２００２－５４２４８８

抗体反応性の標的である[カワサキ（Kawasaki）ら、（1997）、J. Clin. Endocr

inol. Metab. 82：375～80]。

      【００７４】

２．ペプチド

  本発明のペプチドには、クラスII MHC分子に結合して、疾患の過程または疾患

に対する保護に関係するCD4+ T細胞を活性化するペプチドが含まれる。クラスII

 MHC分子は、疾患に対する感受性または抵抗性に関連するクラスII MHC分子とな

りうる。疾患は、本明細書において引用したいかなる疾患となりえて、ペプチド

が得られる種は、本明細書に引用したいかなる種ともなりうる。クラスII MHC分

子は好ましくはヒトクラスII HLA分子、すなわち、DR、DPまたはDQ分子である。

それらは、例えば、DR4またはDQ8分子に結合するペプチドとなりうる。本発明の

ペプチドが由来するポリペプチドは、本明細書に引用したいかなるポリペプチド

ともなりうる。ペプチドは一般的に、アミノ酸９～30個（例えば、13～25個）の

長さである。ポリペプチドおよびクラスII MHC分子は、本明細書に記載したいか

なる種に由来してもよく、疾患は、それらのいかなる種の疾患ともなりうる。

      【００７５】

  ペプチドは、例えば、IA-2から誘導することができ、HLA-DR4分子に結合する

ことができる。ペプチドは例えば、以下のペプチドのいずれか一つとなりうる：
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      【００７６】

  ペプチドは、記載のIMD方法論を用いて調製することができる。より小さいペ

プチド（アミノ酸50個未満の長さ）も同様に、標準的な化学的手段によって簡便

に合成することができる。さらに、ポリペプチドおよびペプチドはいずれも、適
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当なポリペプチドまたはペプチドをコードするヌクレオチド配列を用いて、標準

的なインビトロ組換えDNA技術、およびインビボ組換え／遺伝子組換えによって

産生することができる。当業者に周知の方法を用いて、関連するコード配列およ

び適当な転写／翻訳制御シグナルを含む発現ベクターを構築することができる。

例えば、マニアティス（Maniatis）らの「分子のクローニング：実験マニュアル

（Molecular Cloning：A Laboratory Manual）」[コールドスプリングハーバー

研究所、ニューヨーク州、1989]、およびアウスユベール（Ausubel）らの「分子

生物学の現行プロトコール（Current Protocols in Molecular Biology）」[グ

リーンパブリッシングアソシエーツ＆ウィレーインターサイエンス、ニューヨー

ク州、1989]を参照のこと。

      【００７７】

  多様な宿主発現ベクター系を用いて、ペプチドおよびポリペプチドを発現する

ことができる。そのような宿主発現系は、当該ポリペプチドが産生され、その後

精製される媒体を表すが、同様に、適当なヌクレオチドコード配列によって形質

転換またはトランスフェクトすると、インサイチューで関連するペプチドまたは

ポリペプチドを産生することができる細胞も表す。これらには、TR1-41ペプチド

コード配列を含む組換えバクテリオファージDNA、プラスミドまたはコスミドDNA

発現ベクターによって形質転換した細菌、例えば大腸菌、または枯草菌（B. sub

tilis）；適当なコード配列を含む組換え酵母発現ベクターによって形質転換し

た酵母、例えば、サッカロミセス（Saccharomyces）またはピチア（Pichia）；

組換えウイルス発現ベクター、例えばバキュロウイルスに感染させた昆虫細胞系

；組換えウイルス発現系、例えばカリフラワーモザイクウイルス（CaMV）もしく

はタバコモザイクウイルス（TMV）に感染させた、または適当なコード配列を含

む組換えプラスミド発現ベクター、例えばTiプラスミド、によって形質転換した

植物細胞系；または哺乳類細胞のゲノムに由来するプロモーター、例えばメタロ

チオネインプロモーター、または哺乳類ウイルスに由来するプロモーター、例え

ばアデノウイルス後期プロモーター、もしくはワクシニアウイルス7.5 Kプロモ

ーターを含む組換え発現構築物を有する哺乳類細胞系、例えば、COS、CHO、BHK

、293もしくは3T3が含まれるがこれらに限定されることはない。
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      【００７８】

３．APL

  改変ペプチドリガンド（APL）は、CD4+ T細胞における反応を活性化する親野

生型ペプチドのアミノ酸残基１～６位（すなわち、１、２、３、４、５、または

６）が変化している変種ペプチドである。本発明のAPLにおいて、親野生型ペプ

チドのアミノ酸残基の50％未満、40％未満、30％未満、25％未満、20％未満、15

％未満、10％未満、または５％未満を変化させることができる。このように、例

えば、アミノ酸20個の長さであって、野生型ペプチドとは６位で異なる野生型ペ

プチドに由来するAPLにおいて、野生型ペプチドのアミノ酸の30％を変化させる

。または、アミノ酸15個であって、野生型ペプチドとは３位で異なる野生型ペプ

チドに由来するAPLにおいて、野生型ペプチドのアミノ酸の20％を変化させる。

      【００７９】

  APLは、親ペプチドが結合し、適当なクラスII MHC分子に結合した親ペプチド

を認識するCD4+ T細胞の抗原特異的Tリンパ球受容体によって少なくともある程

度認識されることができるクラスII MHC分子に対して少なくともある程度の結合

能を保持する。しかし、APLは、親ペプチドによって活性化されたものとは定性

的に異なるCD4+ T細胞の反応を活性化する。例えば、親ペプチドは、ヘルパーT

細胞1（Th1）型反応を活性化することができ、その場合活性化CD4+ T細胞によっ

てサイトカインであるインターロイキン-2（IL-2）、インターフェロンγ（IFN-

γ）、および腫瘍壊死因子-α（TNF-α）が産生されるが、この親ペプチドに由

来するAPLは、その代わりにCD4+ T細胞におけるヘルパーT細胞２（Th2）型反応

を活性化する可能性がある。Th2反応では、サイトカインインターロイキン-4（I

L-4）、インターロイキン-5（IL-5）、およびインターロイキン-10（IL-10）が

活性化CD4+ T細胞によって産生される。または、特定の親ペプチドが所定のCD4+

 T細胞においてTh2反応を誘発する場合、親ペプチドに由来するAPLは、T細胞に

おいてTh1反応を活性化することができるであろう。いくつかのAPLは、Th1反応

を、Th1およびTh2型サイトカインがいずれも産生されるTh0反応に切り替えるこ

とが示されている。さらに、APLは、CD4+ T細胞反応をTh3型反応に再度指向させ

ることができ、この場合主に産生されるサイトカインはトランスフォーミング増
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殖因子-β（TGF-β）である。TGF-βは、広範囲の免疫応答を抑制することが示

されている。

      【００８０】

  一般的に、Th1反応は、細胞性免疫応答に関連し、およびTh2反応は抗体（すな

わちB細胞）媒介性免疫応答に関連する。このように、Th1対Th2型で反応するCD4

+ T細胞の相対数が、特定の個人において抗原によって産生される免疫応答の性

質（細胞性対抗体媒介）を左右するであろう。

      【００８１】

  何らかの条件、および特定の自己免疫疾患（例えば、RA、IDDM、およびMS）は

、細胞性免疫応答が原因であり、このように、Th1 CD4+ T細胞反応に依存するこ

とが示されている。その他の疾患（例えば、MGおよびSLE）は、抗体（すなわち

、B細胞）反応によって媒介され、このように、Th2 CD4+ T細胞反応に依存する

ことが示されている。このように、CD4+ T細胞反応をTh1からTh2反応に指向させ

るように作用するAPLは、第一分類の疾患の治療または予防において有用となり

得て、Th2からTh1方向にCD4+ T細胞を向ける役割を有するAPLは、第二分類の疾

患の治療または予防において有用となりうる。

      【００８２】

  APLにおけるアミノ酸置換は、根本的となりうる。例えば、陽性荷電側鎖を有

するアミノ酸（例えば、リジン）を、陰性荷電側鎖を有するアミノ酸（例えば、

アスパラギン酸）または疎水性側鎖（例えば、イソロイシン）に置換する、およ

びその逆を行うことができる。さらに、かさ高い側鎖を有するアミノ酸（例えば

、トリプトファン）を、小さい側鎖を有するアミノ酸（例えば、グリシンまたは

アラニン）に置換する、およびその逆を行うことができる。または、置換は保存

的となりうる。例えば、陰性荷電アミノ酸をもう一つの陰性荷電アミノ酸に（例

えば、アスパラギン酸をグルタミン酸に）、または疎水性アミノ酸をもう一つの

疎水性アミノ酸に（例えば、ロイシンをバリンまたはイソロイシンに）置換する

ことができる。

      【００８３】

  所定のAPLが優勢にTh1、Th2、Th3、またはTh0反応を誘発するか否かを調べる
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方法は、当技術分野で既知である。簡単に説明すると、当該APLを、当該クラスI

I MHC分子を発現する試験被験者（例えば、マウス）に、多様な投与経路、例え

ば、筋肉内、静脈内、皮下、皮内、腹腔内、直腸内、膣内、鼻腔内、胃内、気管

内、または肺内経路のいずれかによって、投与することができる。さらに、投与

は、胆汁酸塩、フシジン酸、または他の洗浄剤のような透過剤を用いることによ

って、経口または経皮となりうる。注射は、１回または複数回（例えば、２、３

、４、６、８、または10回）行うことができる。ペプチドは、生理的に許容され

る溶液（例えば、生理食塩水）中で投与することができ、アジュバント（例えば

、フロイントの完全もしくは不完全アジュバント、またはコレラ毒素）と共に、

またはアジュバントを用いないで投与することができる。免疫化の後、インビボ

またはインビトロのいずれかで、当技術分野で既知の方法によって動物にAPLを

投与して、産生された個々のサイトカインレベルを測定することができる。イン

ビボ投与の場合、血液もしくは他の体液（例えば、尿、唾液、もしくは精液）ま

たは洗浄液（例えば、鼻腔、胸腔、直腸、胃、もしくは膣内洗浄液）に分泌され

たサイトカインを測定することができる。または、リンパ様細胞を投与後に動物

から単離して、細胞によって産生されたサイトカインレベルを、例えば、培養し

て、培養上清中のサイトカインを、例えばELISAによって測定することで調べる

ことができる。単離されたリンパ様細胞はまた、ELISPOTアッセイ法、またはそ

れぞれが明確な波長の光を放出する異なる蛍光体に結合している１つもしくはそ

れ以上のサイトカイン結合抗体による細胞内染色後の蛍光分析のようなアッセイ

法によって、サイトカインを産生する細胞の相対数を調べることができる。異な

る波長（すなわち、色）の蛍光を発する蛍光体は当技術分野で既知である。その

ような蛍光アッセイ法を用いて、単一の細胞によって産生されるサイトカインの

範囲を確認することが可能である。リンパ様細胞をインビトロで投与すると、EL

ISPOTアッセイ法またはELISAのようなアッセイ法も用いることができる。APLに

よる免疫化および投与によって、比較的低いレベルのIL-2、IFN-γ、およびTNF-

α、そして比較的高いレベルのIL-4、IL-5、およびIL-10が得られたが、親ペプ

チドによる免疫化および投与によって逆のパターンが得られた場合、結論は、AP

Lがサイトカイン産生のTh1からTh2反応パターンの切り替えに有用であるという
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ことであろう。Th1反応が病原性である場合、APLによる処置は、治療的または予

防的となりうる。同様に、APLおよびその親ペプチドを、Th2型反応からTh1型反

応に、またはTh1型反応からTh0もしくはTh3型反応に反応をシフトさせる相対能

に関しても調べることができる。

      【００８４】

  APLはまた、ヒトボランティアにおいてプロトコールのいずれかによって試験

することができる。またはリンパ様細胞を被験者（例えば、ヒト被験者）から単

離して、免疫化してインビトロで投与することができる。さらに、マウスTおよ

びBリンパ球を遺伝的に欠損し、ヒトリンパ様細胞によって再構築したマウスで

ある「SCID-Hu」マウスに、APLを投与することができる。これらの動物では、固

有の免疫欠損により、ヒトリンパ様細胞は拒絶されず、定着するであろう。これ

らのマウスをAPLによって免疫化して投与すると（上記の方法論のいずれかを用

いて）、そのサイトカイン反応を上記の方法のいずれかによって測定することが

できる。アッセイ法において検出されたサイトカインがヒト起源であることを確

認するために、ヒトの種特異的試薬（例えば、抗体）をアッセイ法（例えば、EL

ISAまたはELISPOT）に用いることができる。さらに、マウスクラスII MHC分子に

よるヒトCD4+ T細胞に対するAPLの提示を除外するために、SCIDマウスをクラスI

I MHC「ノックアウト」マウスと交配させ、リンパ球とクラスII MHC分子の双方

を欠損するマウスを作成することができる。得られたマウスをヒトリンパ様細胞

によって再構築することによって、反応することができる唯一のCD4+ T細胞がヒ

トCD4+ T細胞であり、APLを提示することができる唯一のクラスII MHC分子がヒ

トリンパ様細胞表面上のヒトクラスII MHC分子である、SCID-Huマウスが提供さ

れる。またはヒトリンパ様細胞のレシピエントは、SCIDマウスと、クラスII MHC

ノックアウトバックグラウンドで作製したDR（例えば、DR4）またはDQ（例えば

、DQ8）トランスジェニックマウスとを交配させることに由来するハイブリッド

マウスとなりうる。この場合も、提示する唯一のクラスII MHC分子は、トランス

ジェニック親マウスによって与えられたヒトDRまたはDQ分子であろう。

      【００８５】

  RAG-1欠損マウスは、記載のヒトマウスキメラ動物を作製するためにSCIDマウ
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スの代わりに用いることができる。RAG-1欠損マウスは、SCIDマウスと同様に、T

およびBリンパ球を欠損するが、関連する変異が「漏出性」でないという長所を

有する。このように、SCIDマウスはその一生の後半になって少数のリンパ球を産

生するが、これはRAG-1欠損マウスでは起こらない。

      【００８６】

  本発明のAPLは、ペプチドおよびポリペプチドに関して先に記述した方法のい

ずれによっても得ることができる。本発明のAPLはまた、インビボで関連するペ

プチドの残存を促進するために、先に記述した通りであるが、アミノ末端とカル

ボキシル末端のいずれかまたは双方に、遮断剤を付加することによって、インビ

ボで用いられるように改変されたAPLを含む。これは、ペプチドの末端が、細胞

またはミトコンドリアに取り込まれる前に、プロテアーゼによって分解される傾

向がある状況では有用となりうる。そのような遮断剤は、投与されるペプチドの

アミノおよび／またはカルボキシル末端に結合することができるさらなる近縁ま

たは無関係なペプチド配列を含みうるが、これらに限定されることはない。これ

は、平均的な当業者に周知の方法によって、ペプチドの合成の際に化学的に、ま

たは組換えDNA技術によって行うことができる。

      【００８７】

  または、ピログルタミン酸もしくは当技術分野で既知の他の分子のような遮断

剤を、アミノおよび／もしくはカルボキシル末端残基に結合させることができ、

またはアミノ末端のアミノ基もしくはカルボキシル末端のカルボキシル基を異な

る部分に置換することができる。同様に、ペプチドは投与前に薬学的に許容され

る「担体」蛋白質に共有結合によって、または非共有結合によってカップリング

させることができる。

      【００８８】

  同様に重要であるのは、APLのアミノ酸配列に基づいてデザインされるペプチ

ド模倣化合物である。ペプチド模倣化合物は、選択されたペプチドの三次元構造

と実質的に同じである三次元構造（すなわち、「ペプチドモチーフ」）を有する

合成化合物である。ペプチドモチーフは、ペプチド模倣体が由来するAPLと定性

的に同一となるようにCD4+ T細胞を活性化することができるペプチド模倣化合物
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を提供する。ペプチド模倣化合物は、細胞透過性の増加および生物学的半減期の

延長のような治療的有用性を増強するさらなる特徴を有しうる。

      【００８９】

  ペプチド模倣体は典型的に、部分的または完全に非ペプチドである骨格を有す

るが、側鎖は、ペプチド模倣体が基づくペプチドにおいて起こるアミノ酸残基の

側鎖と同一である。いくつかのタイプの化学結合、例えば、エステル、チオエス

テル、チオアミド、レトロアミド、還元カルボニル、ジメチレン、およびケトメ

チレン結合がプロテアーゼ抵抗性ペプチド模倣体の構築において一般的に有用な

ペプチド結合置換体であることは当技術分野において周知である。

      【００９０】

４．APLを用いた治療方法

  非病原性であるCD4+ T細胞のサイトカイン産生の誘発能を有する、および／ま

たはAPL親ペプチドによって誘発された病原性CD4+ T細胞サイトカイン反応を抑

制するAPLは、親ペプチドに対する病原性CD4+ Tリンパ球反応によって引き起こ

される疾患の治療、軽減、または予防において有用となりうるであろう。

      【００９１】

  例えば、「ペプチドx」がHLA-DR4、DQ8ハプロタイプを有する患者においてCD4

+ T細胞の強力なTh1型糖尿病原性反応を誘発する場合、ペプチドxに由来するAPL

による患者の治療はその患者において治療的または軽減的となりうる。または、

患者が前糖尿病性である場合、APLによる治療は、臨床疾患の発病を予防または

遅らせることができるであろう。

      【００９２】

  本発明のこれらの方法は、２つの基礎的なクラス、すなわち、インビボアプロ

ーチを用いる方法と、エクスビボアプローチを用いる方法に分類される。

      【００９３】

4.1  インビボアプローチ

  一つのインビボアプローチにおいて、APL（ペプチドまたはペプチド模倣体）

そのものを上記の経路のいずれかによって被験者に投与する。好ましくは、適当

なリンパ様組織（例えば、脾臓、リンパ節、または粘膜関連リンパ様組織（MALT
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））に直接輸送する。

      【００９４】

  必要な用量は、APLの選択、投与経路、製剤の性質、患者の疾患の性質、およ

び主治医の判断に依存する。適した用量は、0.1～100.0 μg/kgの範囲である。

必要な用量は、利用される多様なAPLおよび様々な投与経路の異なる効率を考慮

して広く変化することが予測される。例えば、経口投与は、静脈内注射による投

与より高い用量を必要とすることが予測されるであろう。これらの用量レベルの

変動は、当技術分野で十分に理解されるように、最適化に関して標準的な経験的

な経路を用いて調節することができる。

      【００９５】

  または、APLをコードする「ミニ遺伝子」を含むポリヌクレオチドを、動物の

適当な細胞に輸送することができる。ミニ遺伝子の発現は、好ましくは、例えば

リンパ様組織へのポリヌクレオチドの輸送によって、被験者のリンパ様組織に向

けられる。これは、例えば、マクロファージのような貪食細胞による貪食を最適

にする大きさにした、ポリマーの生体分解性の微粒子またはマイクロカプセル輸

送媒体を用いることによって行うことができる。例えば、直径が約１～10 μmの

PLGA（ポリ-ラクト-コ-グリコリド）微粒子を用いることができる。ポリヌクレ

オチドをこれらの微粒子に封入して、これをマクロファージが取り込んで、細胞

内で徐々に分解され、それによってポリヌクレオチドを放出する。一度放出され

ると、DNAが細胞内で発現される。第二のタイプの微粒子は、細胞によって直接

取り込まれることを意図するのではなく、むしろ生体分解によって微粒子から放

出された場合に限って細胞によって取り込まれる、核酸の徐放性容器として主に

作用することを意図している。したがって、これらのポリマー粒子は、貪食を免

れるために十分に大きくなければならない（すなわち、５μm以上、好ましくは2

0 μm以上）。核酸輸送にとって有用な微粒子、それを作製する方法、およびそ

れを使用する方法は、その全文が参照として本明細書に組み入れられる、米国特

許第5,783,567号により詳しく記載されている。

      【００９６】

  APLsによる取り込みを得るもう一つの方法は、標準的な方法によって調製した
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リポソームを用いることである。ベクターは、これらの輸送媒体に単独で組み入

れることができ、または組織特異的抗体と共に組み入れることができる。または

、静電気または共有結合によってポリLリジンに結合したプラスミドまたは他の

ベクターからなる分子結合体を調製することができる。ポリLリジンは標的細胞

上の受容体に結合することができるリガンドである[クリスチアーノ（Christian

o）ら、（1995）、J. Mol. Med. 73：479]。または、リンパ様組織特異的ターゲ

ティングは、Bリンパ球、Tリンパ球、または選択的に樹状細胞特異的TREのよう

なリンパ様組織特異的転写調節エレメント（TRE）を用いることによって行うこ

とができる。リンパ様組織特異的TREは既知である[トンプソン（Thompson）ら、

（1992）、Mol. Cell. Biol. 12：1043～1053；トッド（Todd）ら、（1993）、J

. Exp. Med. 177：1663～1674；ペニックス（Penix）ら、（1993）、J. Exp. Me

d. 178：1483～1496]。

      【００９７】

  関連するポリヌクレオチド（例えば、発現ベクター）において、開始メチオニ

ンおよび選択的に輸送配列と共に当該APLをコードする核酸配列を、選択的に、

プロモーター、またはエンハンサー・プロモーター複合体に機能的に結合させる

。

      【００９８】

  短いアミノ酸配列は、特異的細胞内コンパートメントに蛋白質をターゲティン

グするためのシグナルとして作用しうる。例えば、疎水性シグナルペプチド（例

えば、MAISGVPVLGFFIIAVLMSAQESWA（配列番号：43）は、ERとなる運命の蛋白質

のアミノ酸末端に認められる。配列KFERQ（配列番号：44）（および他の近縁配

列）は、細胞内ポリペプチドをライソゾームにターゲティングすることが知られ

ているが、他の配列（例えば、MDDQRDLISNNEQLP（配列番号：45））は、ポリペ

プチドをエンドソームにターゲティングする。さらに、ペプチド配列KDEL（配列

番号：46）は、ERに関する保持シグナルとして作用することが知られている。こ

れらのシグナルペプチドのそれぞれ、またはその組み合わせを用いて、所望のよ

うに本発明のAPLを輸送させることができる。例えば、ER-ターゲティングシグナ

ルペプチドに結合した所定のAPLをコードする構築物は、ペプチドをERに指向さ
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せ、ここで、集合するとクラスII MHC分子に結合して、細胞内輸送に必須である

無傷の定常鎖（Ii）の結合を防止する。または、APL上のER保持シグナルは、ク

ラスII MHC分子がERを離れないようにするのに役に立つ構築物を作製することが

できる。本発明のAPLを、代わりにエンドソームコンパートメントにターゲティ

ングすれば、これによって、処理されたペプチドによって置換された場合に、大

量のAPLが確実に存在するようになり、それによってクラスII MHC複合体に組み

入れられたペプチドが、もう一つの天然に存在する不適切なペプチドではなくて

本発明のAPLである可能性が増加するであろう。APLがクラスII MHCに組み入れら

れるために利用される可能性は、APLを無傷のIiポリペプチド配列に結合させる

ことによって増加させることができる。IiがクラスII MHC分子をエンドソームに

輸送させることは知られているため、ハイブリッドIiは、クラスII MHC分子と共

にAPLの１つまたはそれ以上のコピーを有するであろう；一度エンドソームに入

ると、ハイブリッドIiは、通常のエンドソームプロセスによって分解され、APL

の多数のコピーまたはそれに類似の分子の双方、および開いたクラスII MHCペプ

チド結合裂溝を生じるであろう。ターゲティングシグナルを含むAPLをコードす

るDNAは、PCRまたは他の標準的な遺伝子操作または合成技術によって産生される

であろう。輸送配列は、その全文が参照として本明細書に組み入れられる、米国

特許第5,827,516号により詳しく記載される。

      【００９９】

  プロモーターは、典型的に転写開始点の上流100ヌクレオチド対以内のDNA分子

の領域からなるTREである。エンハンサーは、時間、位置、およびレベルに関し

て発現特異性を提供する。プロモーターとは異なり、エンハンサーは、プロモー

ターが存在すれば、転写部位から多様な距離離れて存在しても機能することがで

きる。エンハンサーはまた、転写開始部位の下流に存在しうる。発現ベクターの

コード配列は、転写終了領域に機能的に結合する。コード配列をプロモーターの

制御下に置くために、プロモーターの下流（3'）１ヌクレオチドから約50ヌクレ

オチドのあいだに、ペプチドまたはポリペプチドの翻訳読みとり枠の翻訳開始部

位が位置する必要がある。

      【０１００】
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  適した発現ベクターには、プラスミド、ならびに中でもヘルペスウイルス、レ

トロウイルス、ワクシニアウイルス、弱毒化ワクシニアウイルス、カナリアポッ

クスウイルス、アデノウイルス、およびアデノ随伴ウイルスのようなウイルスベ

クターが含まれる。

      【０１０１】

  ポリヌクレオチドは、薬学的に許容される担体と共に投与することができる。

薬学的に許容される担体は、ヒトへの投与に適した生物学的に適合性の媒体、、

例えば生理食塩水である。治療的有効量は、治療動物において医学的に所望の結

果を生じることができるポリヌクレオチドの量である。医学の技術分野で周知で

あるように、いかなる患者の用量も、患者の体格、体表面積、年齢、投与される

特定の化合物、性別、投与時間および投与経路、全身健康状態、ならびに同時投

与される他の薬剤を含む多くの要因に依存する。用量は変化するが、ポリヌクレ

オチドの好ましい投与用量は、ポリヌクレオチド分子約106～1012コピーである

。これは、必要に応じて、反復投与することができる。投与経路は、上記の経路

のいずれともなりうる。

      【０１０２】

4.2  エクスビボアプローチ

  一つのエクスビボアプローチにおいて、CD4+ Tリンパ球を含むリンパ様細胞を

、被験者から単離して、インビトロでAPLに暴露する。リンパ様細胞は、１回ま

たは複数回暴露することができる（例えば、２、３、４、６、８、または10回）

。リンパ様細胞によるサイトカイン産生パターンは、１回またはそれ以上の暴露

後に調べることができる。所望のサイトカインがリンパ様細胞によって産生され

ると、それらを、本明細書に記載の経路のいずれかによって被験者に再度導入す

る。このエクスビボアプローチの治療的または予防的有効性は、親野生型ペプチ

ドに対する病原性CF4+ T細胞反応をエクスビボAPL活性化リンパ球が能動的に抑

制できるか否かに依存する。そのようなアプローチの価値の可能性は、Th2（ま

たはTh0もしくはTh3）型サイトカインを産生するCD4+ T細胞が、進行中のTh1反

応およびそのようなTh1反応によって引き起こされた疾患を能動的に抑制する実

験によって示される[ニコルソン＆ククルー（Nicholson and Kuchroo）、Curr. 
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Opinion in Immunol. 8：837～842、（1996）]。

      【０１０３】

  もう一つのエクスビボ戦略は、上記のAPLコードミニ遺伝子を含むポリヌクレ

オチドを、被験者から得られた細胞にトランスフェクトまたは形質導入すること

を含みうる。次に、トランスフェクトまたは形質導入細胞を被験者に戻す。その

ような細胞は好ましくはリンパ様細胞であるが、被験者において生存することが

できる限りAPLの起源として作用する繊維芽細胞、骨髄細胞、マクロファージ、

単球、樹状細胞、上皮細胞、内皮細胞、表皮細胞、または筋細胞を含む広い範囲

のタイプとなりうるがこれらに限定されることはない。リンパ様細胞を用いるこ

とは、そのような細胞がリンパ様組織（例えば、リンパ節または脾臓）に戻ると

予想され、このようにそれらが作用を発揮する、すなわち、免疫応答を活性化す

る部位でAPLが高濃度で産生されるという点において、特に有利となるであろう

。このアプローチを用いて、APLコードポリヌクレオチドを用いる上記のインビ

ボアプローチと同様に、APLによる能動的なインビボ免疫が得られる。インビボ

アプローチについて記載したものと同じ遺伝子構築物および輸送配列をこのエク

スビボ戦略にも用いることができる。

      【０１０４】

  エクスビボ法には、被験者から細胞を採取する段階、細胞を培養する段階、そ

れらに発現ベクターを形質導入する段階、およびAPLの発現に適した条件で細胞

を維持する段階が含まれる。これらの方法は、分子生物学の分野で既知である。

形質導入段階は、リン酸カルシウム、リポフェクチン、電気穿孔、ウイルス感染

、およびバイオリスティック（biolistic）遺伝子移入を含む、エクスビボ遺伝

子治療のために用いられるいかなる標準的な手段によっても行われる。または、

リポソームまたはポリマー微粒子を用いることができる。次に、首尾よく形質導

入された細胞を、例えばミニ遺伝子の発現または薬剤抵抗性遺伝子の発現に関し

て選択する。次に細胞を致死的に放射線照射して（望ましければ）、患者に注射

または移植してもよい。

      【０１０５】

  本発明のこれらの方法は、本明細書に記載の疾患および種のいずれにも適用す
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ることができる。特定の疾患に対して、APLが治療的または予防的であるか否か

を調べる方法は、特定のAPLによって誘発されたCD4+ Tリンパ球反応のタイプを

確立する上記の方法の単なる改変となりうる。治療効果を調べる場合、疾患の症

状を示す試験集団（例えば、IDDM患者）を、上記の戦略のいずれかを用いて試験

APLによって処置する。同様に疾患の症状を示す対照集団も同様に同じ方法論を

用いてプラセボによって処置する。試験被験者において疾患症状が消失または減

少すれば、APLが有効な治療物質であることが示されるであろう。

      【０１０６】

  疾患の症状を発症する前の被験者（例えば、IDDM発症のおそらく候補者である

と考えられる前糖尿病患者、または適当な疾患、例えば実験的自己免疫脳脊髄炎

を故意に誘導することができる実験動物）に同じ戦略を適用することによって、

APLの予防薬、すなわちワクチンとしての有効性を調べることができる。この場

合、疾患症状の発現が予防されるか否かを調べる。

      【０１０７】

  以下の実施例は本発明を説明するためであって制限するためではないと解釈さ

れる。

      【０１０８】

実施例

材料および方法

エプスタイン・バー（Epstein-Barr）ウイルス（EBV）形質転換B細胞株の培養

  EBV形質転換Bリンパ球株は、グルタミン、ペニシリン／ストレプトマイシン、

および10％仔ウシ胎児血清（FCS）を加えたRPMI 1640培地中で、大量の細胞を得

るために50～100、175 cm2フラスコにおいて増殖させた。用いたEBV形質転換細

胞は、Priess細胞であり、これはIDDM許容DRB1*0401、DRB4*0101[DR4/DRw53]、D

QA1*0301/DQB1*0302[DQ8]HLA遺伝子型に関してホモ接合である。細胞の約50％を

２～３日毎に沈降させて採取し、ハンクス液（HBSS）によって洗浄して、計数し

、HBSSに再び懸濁して、IMF技法に用いた。

      【０１０９】

ビオチン結合ポリペプチド抗原
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  組換え抗原を大腸菌において作製した。IA-2の細胞内部分（IA-2ic）は、ピン

ポイントベクター（プロメガ社、マディソン、ウィスコンシン州）を用いて作製

し、これは、単一のリジン残基でビオチン標識したリーダー配列に、N末端でカ

ップリングした融合蛋白質を産生する。これによって、単量体アビジンカラムを

用いた精製を行うことができ、同様に、抗原輸送系（ADS）において用いられる

当該抗原のビオチン結合型をが生成された（下記参照）。IA-2icをコードするcD

NAを含むピンポイントベクターは、ロンドンのキングスカレッジのクリスティ博

士（M. Christie）によって寄贈された[ペイトン（Payton）ら、（1995）、J. C

lin. Invest. 96：1506～1511]。IA-2icを精製する条件は既に確立されている[

ペイトン（Payton）ら、（1995）、上記]。簡単に説明すると、大腸菌株JM109細

胞をIA-2ic cDNAを含むピンポイントベクターによって形質転換した。コロニー

を、最小培地／アガロースプレート上にサブクローニングして、単一のコロニー

を採取して、２μM d-ビオチンおよび100 μg/mlアンピシリンを含む最小培地に

おいて振とうしながら37℃で一晩培養した。培養のA600値が0.5に達した際に、

これを、２μM d-ビオチンを含むLB培地に移して（10倍希釈）、37℃で振とうし

ながら１時間培養した。蛋白質発現は、100 μMイソプロピルβ-D-チオガラクト

ピラノシド（IPTG）を用いて増殖の対数期において誘導した。37℃で３～５時間

振とうした後、４℃、8,000 gで細胞を回収した。細胞ペレットを細胞ペレット

緩衝液（CPB；10 mMベンザミジンおよび１ mMフェニルメチルスルホニルフルオ

ライドを含む100 mMリン酸緩衝液、pH 7.2）中に再び懸濁した。次に、細胞を氷

中で溶解して、ライソザイム（１ mg/ml）、トライトンX-100（0.1％）、および

デオキシリボヌクレアーゼ（200 U/ml）の組み合わせによる処置を用いて、可溶

性蛋白質を放出させた。細胞片を遠心（４℃、14,000 gで15分間）によって除去

した後、ビオチン結合融合蛋白質を、製造元の説明書に従って調製し、CPBで平

衡にしたアビジン樹脂カラム（ソフトリンク、プロメガ社、マディソン、ウィス

コンシン州）に流速８ ml/時間で通過させることによって、上清から精製した。

十分にカラムを洗浄した後、ビオチン結合融合蛋白質を過剰量の５μM d-ビオチ

ンを用いて溶出して、G-25カラム（ファルマシア社）を用いて、遊離のd-ビオチ

ンから分離して、アミコンB15濃縮器を用いて15 kDa分子量の「カットオフ値」
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を用いて10～100倍濃縮した。典型的に＞90％である純度は、SDS-PAGE法および

アビジンペルオキシダーゼを発色段階に用いるウェスタンブロット分析によって

評価した。

      【０１１０】

  ヒト膵島から抽出したRNAから得たGAD65 cDNAを、発現がビオチン結合タグ配

列の下流のT7プロモーターによって制御され、ヒスチジン精製タグがピンポイン

トベクターに基づいてデザインされる、pET 12ベクター（ストラタジーン社）に

クローニングした。このpET12ベクター系は、融合蛋白質の発現を、大腸菌BLR（

DE3）pLysSのプロテアーゼ欠損株において誘導することができるという長所を有

する。

      【０１１１】

  GAD65は、以下のように作製した。BLR（DE3）pLysS細菌を、ベクターを含むGA

D65 cDNAによって形質転換して、コロニーをLBに採取して、A600値が0.6～1.0に

達するまで225 rpmで振とうしながら37℃で増殖させた。細胞を新鮮なLBに再び

懸濁して、25倍希釈で播種して、A600値が0.4となるまで同じ条件で増殖させ、

２ mM IPTGによって30℃で３時間誘導した。遠心によって得られた細菌ペレット

を８ M塩酸グアニジン（GuHCl）、50 mM NaH2PO4、10 mMトリス、0.％トライト

ンX-100、50 mM 2-メルカプトエタノール（2-ME）、pH 8.0中に再び懸濁して、

超音波処理して、４℃で40,000 gで１時間遠心した。上清を2-MEを含まない10倍

量の８ M GuHCl緩衝液に対して透析して、その後50％ニッケル樹脂スラリーに加

えて、室温で１時間揺り動かした。ニッケル樹脂をカラムに再び懸濁して、ニッ

ケル樹脂の製造元（キアゲン社、ドイツ）によって提供された緩衝液に、５mM 2

-MEと0.1％トライトンX-100を加えた尿素緩衝液によって洗浄した。蛋白質は、p

H 5.9およびpH 4.5の尿素緩衝液を用いて溶出して、50 μMピリドキサルリン酸

、20 mMグルタミン酸ナトリウム、0.05％トライトンX-100、５ mM 2-ME、および

２M L-アルギニンを含む４M尿素に対して透析した。次に調製物を、2.5 mMグル

タチオン、50 μMピリドキサルリン酸を含むドデシル硫酸ナトリウム（SDS）（0

.1％）ゲル泳動緩衝液に対して透析した。透析は、SDSの10倍低い濃度を含む同

一の緩衝液に対して繰り返した。次に、４ mM ヘペス、20 mMグルタミン酸ナト
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リウム、50 μMピリドキサルリン酸、2.5 mMグルタチオンを含む溶液に対して透

析を行った。最後の透析はグルタミン酸ナトリウムを含まない同じ緩衝液に対し

て行った。この段階で、黄色のビオチン結合GAD65を４℃で保存するか、または

凍結乾燥した。

      【０１１２】

  ヒトプレプロインスリンcDNAは、スタイナー博士（D. Steiner）博士から寄贈

され、GAD65に関して先に記述したようにクローニングした。ビオチン結合プレ

プロインスリンは、GAD65の産生および精製に関して記述した条件と類似の条件

で産生および精製した。

      【０１１３】

抗原輸送系（ADS）

  ADSに関して、回収して洗浄したPriess細胞を５×107個/mlで、b-PMW（300 ng

/ml）を加えた冷HBSS中に懸濁させ、氷中で30分インキュベートした。HBSSによ

って洗浄した後、細胞を、0.5 mg/mlアビジンを含むHBSS中で５×107個/mlで再

び懸濁して、氷中で30分インキュベートした。洗浄後、細胞を10～40 μg/mlビ

オチン結合IA-2icを含むHBSS中に再び懸濁して、氷中で30分間インキュベートし

た。洗浄後、細胞を、予め加温したRPMI 1640/10％FCS（１×106個/ml）に再び

懸濁して、５％CO2中で37℃で６時間培養した。細胞を沈降させて、HLA分子の精

製を実施するまで－80℃で保存した。

      【０１１４】

HLAクラスII精製

  DR4分子の精製は、これまでに記述されているように実施した[ゴルガ（Gorga

）ら、（1987）、J. Biol. Chem. 262：16087～16094]。ADSから得て－80℃で保

存した細胞ペレットを融解して、低張緩衝液中でホモジナイズした。粗膜分画を

高速遠心によって調製して、NP40に可溶化した。洗浄剤溶可溶性分画を、MHCク

ラスI分子（mAb W6/32）、DR分子（mAb LB3.1またはmAb L243）、およびDQ3ファ

ミリー分子（mAb IVD12）にそれぞれ結合するモノクローナル抗体に結合させた

、プロテインAセファロースまたはアフィゲル10マトリクス材料を含む一連のイ

ムノアフィニティカラムに通過させた。これらのmAbのそれぞれは、表示のBリン
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パ球株の細胞上のHLAクラスIまたはクラスII分子の本来の二量体構造を認識する

。イムノアフィニティカラムは、50 mMグリシン、pH 11.5／0.1％デオキシコー

ル酸ナトリウムによって溶出して、直ちに中和して、10 mMトリス、pH 8.0/0.1

％デオキシコール酸ナトリウムに対して透析した。蛋白質の純度はSDS-PAGE法に

よって評価して、BCAアッセイ法によって定量した。

      【０１１５】

ペプチド分析

  HLAクラスII蛋白質試料は全て、ペプチドを抽出する前に限外濾過装置（アミ

コン・セントリコン10）を用いて100 μlに濃縮した。天然に処理されたペプチ

ド範囲は、記述のように、10％酢酸800 μlを加えて、70℃で15分インキュベー

トすることによってHLAクラスII分子から酸溶出した[チックズ（Chicz）ら、（1

993）、J. Exp. Med. 178：24～47]。ペプチドは、セントリコン10装置による限

外濾過によって残りのHLA蛋白質から分離した。酸抽出したペプチドを含む「フ

ロースルー」分画は、セイバント・スピードバックによって約20～30 μlの容積

に濃縮して、－80℃で保存した。次に、酸抽出したペプチド混合物を、これまで

に記載されているとおりであるが[チックズ（Chicz）ら、（1993）、上記]、軽

微な改変を加えた逆相クロマトグラフィーによって分離した。簡単に説明すると

、分離は、マイクロボアC18カラム（1.0×250 mm；バイダック、ヘスペリア、カ

リフォルニア州）を用いて流速50 μl/分で実施した。カラム溶出液は、２％が

マトリクス補助レーザー脱離タイムオブフライト（MALDI-TOF）質量分析試料プ

レートに直ちにローディングされて、残りの98％が回収されて、－20℃で保存さ

れるように分けた。試料は、マトリクス（α-シアノ-4-ヒドロキシシナム酸、10

 mg/mlの50％アセトニトリル／0.1％トリフルオロ酢酸）0.4 μLを加えることに

よって質量分析のために調製し、風乾させた。マススペクトルは、直線および反

射モードの双方で、一段階拡張長反射材タイムオブフライト質量分析計（ボヤガ

ー・エリートXL：パーセプティブバイオシステムズ、フラミンガム、マサチュー

セッツ州）を用いて、128人のスキャンからのイオンシグナルを平均することに

よって最適なレーザー強度で得た。質量変換までの時間は、合成ペプチドを用い

た外部較正によって実施した。
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      【０１１６】

  天然に処理されたHLA関連ペプチドの低レベルをシークエンシングするための

、データ依存的衝突補助解離（CAD）によるマイクロキャピラリー液体クロマト

グラフィー・質量分析（LC-MS）アプローチは、先に記述したMALDI-TOFアプロー

チによって決定されるターゲティングされたペプチド質量を直接シークエンシン

グするために開発された。逆相クロマトグラフィーによって分離したペプチド分

画は、取り扱いを容易にするために、そして二次元逆相分離を用いることができ

るように、最終容積を５～20 μlに希釈する。得られたペプチド溶液は、ポリマ

ー逆相支持体の小さい支持床（0.5～1.0 μL）を用いてペプチドを捕獲すること

によって予め濃縮することができる。これによってまた、捕獲物を水溶液で洗浄

することによる親水性混入物の除去が容易となる。その後、ペプチドを捕獲相か

らキャピラリー上に逆流させて（内径75 μmおよび１～７μmの100～200 ÅC18

または非多孔性材料で５～15 cmを充填する）、非直線勾配を用いて分離を行う

。移動相の流速～0.5 μL/分は、ポンプからの流れを枝分かれさせて、バランス

カラムを用いることによって行う。ペプチド検出は、μ-エレクトロスプレーMS

による。エレクトロスプレーを行うために必要な電圧をキャピラリーカラムの頭

部に適用して、ペプチドがキャピラリーから溶出する際にペプチドを質量分析装

置に直接エレクトロスプレーする。CAD実験は、データ依存的モードで、ユーザ

ー設定閾値より豊富に存在するイオンを用いて誘発する。動的排除を用いて、所

定のイオンが多数のCAD実験によって分析されないように、アッセイ進行の際に

除外リストを作製することによって、最大のペプチド範囲（すなわち、ユーザー

が単一のペプチド反応に関してユーザーが決定した回数のCAD実験を行った後、C

ADによって軽微な反応を分析する）を確保する。所定のイオンが除外リストに記

載される時間は、クロマトグラフィー分離の品質に依存する。これは、実験的に

決定しなければならない。このように、分離したアイソバリック反応を分析して

もよい。この方法を用いて、１ fmol以上のペプチドのシークエンシング感度を

得ることができる。

      【０１１７】

エピトープ確認（EV）
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  同定されたペプチドエピトープがIDDMに関連することを確立するために（すな

わち、それらがDR4分子を発現するIDDM患者またはプレIDDM患者のCD4+ T細胞に

よって認識されるが、DR4分子を発現する非糖尿病対照のCD4+ T細胞によっては

認識されない）、質量分析によってIA-2icに由来すると同定されたペプチドに基

づくアミノ酸配列を有する合成ペプチドを用いて、T細胞増殖アッセイを行った

。ペプチドは、アプライドバイオシステムズ社のシナジー（SYNERGY）ペプチド

シンセサイザーによってFmoc化学を用いて合成し、ラジカル圧縮モジュールを備

えたウォータース2690アライアンスシステム上で調製的RP-HPLCによって精製し

た。全ての合成ペプチドに関してアミノ酸配列および90％以上の純度が、MALDI-

MSおよび分析的HPLCによって確認された。最近発症した（診断から＜６ヶ月）ID

DM患者および適当なHLA DR4分子を発現する健康対照者からの末梢血単核球を、

密度勾配遠心によって分離し、96ウェルU底プレートのウェルにおいて、RPMI 16

40/10％プールした正常AB血清150 μl中でペプチド10 μg/mlの濃度と共に５日

間培養した後、0.5 μCiの[3H]-チミジン／ウェルによってパルスして、フィル

ター上に回収して、放射活性計数を１分間あたりのカウント数（cpm）として測

定した。試験群に対して同じウェル12個を作製した。結果は、ペプチドを有しな

い培養から得たcpmに対する、ペプチドを含む培養から得たcpmの比である刺激指

数（SI）として表記した（それぞれの場合についてウェル12個の平均cpm）。デ

ータは同様に、「陽性培養ウェル」の分画に関しても分析した。陽性培養ウェル

は、ペプチドを含むウェルであり、ペプチドを有しない培養から得た平均cpm＋2

SDより大きなcpmが得られた。T細胞反応は、SIが＞2.0で、＞40％のウェルが陽

性である場合に有意であると見なされた。

      【０１１８】

結合アッセイ法：

  IMFによって同定されたコア領域６個に基づくアミノ酸配列を有する合成ペプ

チドを、本質的にこれまでの記載通りに実施した結合阻害アッセイ法において単

離HLA-DR4分子との結合能に関して調べた[チックズ（Chicz）ら、（1997）、J. 

Immunol. 159：4935～4942]。簡単に説明すると、HLA-DR4の免疫精製調製物のア

リコート（最終濃度10 μg/ml）を、0.2 ml試験管においてビオチン結合HLA-DR4
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結合ペプチド（クラスII MHC定常鎖の残基98～117位からなる）（「指示ペプチ

ド」）（１μM）と試験ペプチドの様々な濃度と共にインキュベートした。室温

で一晩インキュベートした後、各試験管の内容物を、抗HLA-DR4抗体で予めコー

ティングした96ウェルプラスチックマイクロタイタープレートのウェルに移した

。マイクロタイタープレートを室温で60分間揺り動かした後、非結合物質を激し

く洗浄することによって除去した。各ウェル中の結合した標準物質ペプチドの相

対量は、ストレプトアビジン結合アルカリフォスファターゼを加えて、洗浄し、

色素発生性のアルカリフォスファターゼ基質を加えた後に発色を測定することに

よって決定した。

      【０１１９】

実施例１．Bリンパ球によるIA-2icの天然のプロセシングに由来するHLA DR4結合

ペプチドの分析

  記載のADSによって、親ポリペプチドの天然の取り込み後にAPCによって産生さ

れたペプチドと類似のペプチドを産生するか否かを確立するために、破傷風毒素

（TT-）特異的Cd4+ T細胞株（NG2）を作製した。NG2細胞は、ビオチン結合TTが

記載のADSを用いて抗原プロセシングオルガネラに向けられるAPCと共に培養する

と、正常なAPCおよびTTと共に培養した場合（平均cpm＝8427）と類似の高レベル

の[3H]-チミジン取り込みを示した（培養３日後で平均cpm＝7750）。TTを有しな

いAPCを用いて得られたバックグラウンドの値は、2528 cpmであった。ADSを行っ

た後、Priess細胞のアリコートを37℃で０、１、３、または６時間インキュベー

トして、その後、ウサギ抗TT（「抗-TT」）抗血清およびFITCヤギ抗ウサギIg（

「FARIG」）によって連続的に処理して、フローサイトメトリー分析（図１）を

行うことによってその表面上のTTの有無を調べた。FARIGによって処置したが抗T

Tによって処置していない（－）バックグラウンド試料と比較すると、TTの表面

発現は０時間で高く（●●●●）、１時間（－●－）および３時間（－－－）ま

でに消失し、６時間（●  ●  ●）までに完全に消失した。この実験は、ADSに

よって輸送された蛋白質が迅速に内在化されて、HLAクラスII抗原プロセシング

経路に向けられること、そして関連するペプチドエピトープが反応性CD4+ Tリン

パ球に提示されることを示している。
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      【０１２０】

  島（islet）自己抗原IA-2icを、上記の抗原輸送系（ADS）を用いて、Priess E

BV形質転換Bリンパ球の表面にターゲティングした。第一段階において、Priess 

EBV形質転換B細胞５～10×107個をb-PWMと共にインキュベートした。非結合のb-

PWMを洗浄して除去した後、アビジンを細胞懸濁液に加えて、b-PWMとb-IA-2icと

の間に架橋を形成した。

      【０１２１】

  ビオチン結合IA-2icをパルスした後、細胞を37℃で１～６時間インキュベート

して、内在化、プロセシング、および提示を行った。細胞の対照集団には、b-PW

Mおよびアビジンのみをパルスした。HLA-DR4（0401）分子は、各細胞ペレットか

ら精製して、結合したペプチドを溶出して、RP-HPLCによって分離し、分画100個

それぞれをMALDI-TOFによって分析した。RP-HPLC分析は非常に再現性が高く、IA

-2icパルスおよび対照HLA-DR調製物からのクロマトグラフィー軌跡は、96～99％

の類似性指標を示した。サブトラクティブアプローチを用いて、IA-2ic由来ペプ

チドを同定した。ビオチン結合IA-2icパルスおよび対照調製物からの同等のRP-H

PLC分画のマススペクトルを重ねて、双方に共通する質量を今後の分析から除外

した。そのようなプロフィールの例を図２に示す。IA-2icをパルスしたPriess細

胞から単離したHLA-DR4（0401）ペプチド範囲のマススペクトルを、対照Priess

細胞から単離したペプチド範囲のスペクトルと比較して、IA-2icに由来するペプ

チドに対応する新規m/z（質量対荷電比）値を同定した。図２において、m/z値約

1747と1822を有するピークは、IA-2icパルスおよび対照Priess細胞の双方からの

ペプチド混合物から得たスペクトルに認められるが、1779.75および1935.8のm/z

値を有するピークはIA-2icパルスPriess細胞からのペプチド混合物について得ら

れたスペクトルに限って認められた。

      【０１２２】

  実験は、１試料あたり３個ずつ行った。認められた約3000 m/zのうち、新規質

量85個がIA-2icから可能性がある天然に処理されたペプチドとして当初同定され

た。より高い解像度およびよりストリンジェントな質量の精度を用いるその後の

質量分析によって、IA-2icに由来する候補合成ペプチドに対応する質量を有する
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24 m/z値が明らかになった。これらの合成ペプチドに質量分析を行った。質量の

同定は非常に再現性が高く、同じ質量24個が、３つの異なるB細胞調製物および

３つの異なるRP-HPLC分離において同定された。同じ質量は、B細胞を、抗原を１

時間および６時間内在化、処理および提示させた場合に認められたが、DR4分子

のよりよいペプチドローディングは１時間で認められた。質量の配列を表１に示

す。各配列は、ペプチドのネステッドのセット６個の中の１個のメンバーであっ

た。ネステッドのセットは、同じコア領域周辺に基づくペプチドの群であるが、

NおよびC末端で多様に切断または伸長されている。コア領域６個全てがHLA-DR4

（0401）結合にとって好ましいことが知られているアミノ酸を含んだ。配列番号

：10、配列番号：13、および配列番号：25を有するペプチドの配列は、関連する

MALDI-TOF分離材料の試料に適用した上記のCAD方法論を用いて確認した。これま

でに記載されたコア領域のそれぞれからのいくつかのペプチドに対応する部分的

配列も得られている。

      【０１２３】

【表１】  HLA-DR4（0401）から溶出したIA-2由来ペプチドについて実験的に認

められ計算された質量
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      【０１２４】

  IA-2icのコア領域６個に基づくアミノ酸配列を有する合成ペプチド６個を用い

て、IDDM患者（HLA-DR4を発現するおよび発現しない）ならびにHLA-DR4を発現す

る健康対照被験者における末梢血T細胞反応を調べた（表２）。HLA-DR4 IDDM患

者13人中、９人がペプチド６個の少なくとも１つに対して有意な（表２における

「POS」）増殖反応を示すT細胞を有した。DR4患者の11人は、0401対立遺伝子を
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発現し、２人は、0403対立遺伝子および0405対立遺伝子の双方を発現した。0401

、0403、および0405遺伝子は、類似のDRβ鎖をコードし、57位（0405ではSがD）

、71位（0403および0405ではRがK）、74位（0403ではEがA）、および86位（0403

ではVがG）のみが異なる［マーシュ（Marsh, S.G.）、Tissue Antigens 51：467

～507、（1998）]。これらのHLA-DR4タイプのペプチド結合モチーフは既知で類

似であり、全てが、IA-2icコアペプチド領域６個に結合すると予想される。ペプ

チドのいずれかに暴露した場合に、非DR4 IDDM患者８人中１人のみからのT細胞

が増殖したが、対照被験者からのT細胞（全て0401）はいずれもいかなるペプチ

ドにも反応しなかった。コア領域６個中６個全てからのペプチドがT細胞反応を

誘発したが、最も反応する患者からのT細胞は、単一のペプチドに対して増殖し

た。

      【０１２５】

  全体として、これらのデータは、IA-2icの天然のプロセシングによって産生さ

れたペプチドの分析にIMF方法を適用した結果、特にHLA DR4発現IDDM患者からの

CD4+ Tリンパ球によって認識され、このように、IDDM疾患プロセスに関与してい

る可能性があるペプチドの特徴付けが得られた。この知見は、IDDMの病因に関す

る知識の重要な進歩を表し、IDDMの治療および／または予防物質、例えばAPLの

開発の基礎を提供する。類似の方法論は、感受性が特定のクラスII MHC分子の発

現に連鎖している他の疾患（上記参照）のCD4+ Tリンパ球媒介性発病に関係する

ペプチドを同定する場合にも同様に成功しうると予想される。

      【０１２６】

【表２】  溶出したIA-2ペプチドに対するIDDM患者および対照被験者からのT細

胞反応
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      【０１２７】

実施例２．単離HLA-DR4分子に対するコンセンサスペプチドの結合

  実施例１において記述されたIMFによって定義されたコア領域６個のコンセン

サスペプチド６個の提示能を調べるために、結合阻害アッセイ法を実施した（図

３）。R1は、IA-2の残基797～817位からなるペプチドであった；R2は、IA-2の残

基854～872位からなるペプチドであった；R3はIA-2の残基753～771位からなるペ

プチドであった；R4は、IA-2の654～674位からなるペプチドであった；R5は、IA

-2の残基709～732位からなるペプチドであった；R6は、IA-2の残基995～975位か

らなるペプチドであった；およびIi-cは、指示ペプチド（すなわち、クラスII M

HC定常鎖の残基98～117位からなるペプチド）と同じであった。図３に示すデー

タは、R4とR5がHLA-DR4分子に強く結合すること；Ii-c、R1、およびR6は、中間

の結合能で結合すること；ならびにR2とR3は弱く結合することを示している。こ

れらの知見は、実施例１に記載のIMFおよびEV技法から予測されるように、コン
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センサスペプチド６個（R1、R2、R3，およびR4～R6）全てがDR4分子に結合する

ことを確認する。このように、このタイプの結合アッセイ法、または当技術分野

で既知の他のアッセイ法（例えば、結合阻害アッセイ法よりむしろ直接結合）を

、実施例１に記載の方法に対するさらなるまたは代わりのEV技法として用いるこ

とができる。

      【０１２８】

  本発明は、現在好ましい態様に関して記述してきたが、様々な改変を行うこと

ができ、それらも本発明の精神に含まれると理解すべきである。従って、本発明

は特許請求の範囲によってのみ制限される。

【図面の簡単な説明】

    【図１】  ポリペプチド抗原として破傷風毒素を用いて抗原輸送系（ADS）

に供した後様々な時間での、破傷風毒素特異的ウサギ抗体およびウサギ免疫グロ

ブリンに対して特異的なFITC結合ヤギ抗体によって染色したPriess細胞の蛍光活

性化フローサイトメトリープロフィールを示すヒストグラムである。

    【図２】  Priess細胞の個々のアリコートを、ビオチン結合Ia-2icへの暴露

を含む免疫マスフィンガープリンティング（IMF）技法の全ての段階、またはビ

オチン結合IA-2icへの暴露を除くIMF技法の全ての段階によって処理した、IMF技

法によって得られたペプチドの２つの混合物に由来する２つの適切に配置したMA

LDI-TOFスペクトルを示す図である。

    【図３】  ペプチド６個（IMFによって同定されたIA-2のコア領域６個に基

づくアミノ酸配列を有する）の、単離HLA DR4分子に対する定常鎖（Ii）ペプチ

ドの結合の相対的阻害能を示す一連の折れ線グラフである。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【国際調査報告】
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本发明提供了鉴定激活与疾病如自身免疫疾病有关的疾病发病机理的
CD4 + T细胞的肽表位的方法，所述疾病的易感性由某些II类MHC基因的
表达决定。 本发明包括通过此类方法衍生自IA-2多肽的肽，修饰的肽配
体和涉及使用修饰的肽配体的治疗方法。


