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(54)【発明の名称】 ウイルスタンパク質結合組成物及び方法

(57)【要約】
ｉｎ  ｖｉｖｏでのクモカイン又はクモカイン類似体に
対する結合における使用のために、あるいはｉｎ  ｖｉ
ｖｏで対応する細胞表面受容体に対するクモカインの結
合を阻止し、免疫調節作用を生み出し、又は細胞内への
浸入を阻止するためにウイルス又はパラサイトに存在す
るクモカイン類似体と結合するために、ＭＨＶ６８によ
ってコードされるＭ３タンパク質、又は前記Ｍ３タンパ
ク質の相同体を含んで成る医薬組成物。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  免疫調節作用を生み出すための、ケモカイン又はケモカイン

類似体に対するｉｎ  ｖｉｖｏでの結合、又は対応する細胞表面受容体に対する

ｉｎ  ｖｉｖｏでのケモカインの結合の阻止における使用のための、ウイルスＭ

ＨＶ６８によってコードされるＭ３タンパク質、又は前記Ｍ３タンパク質の相同

体を含んで成る医薬組成物。

    【請求項２】  抗炎症作用を生み出す際の使用のための、請求項１に記載の

組成物。

    【請求項３】  ウイルス又はパラサイトの細胞への侵入を防ぐための、前記

ウイルス又はパラサイトに存在するケモカイン類似体に対する結合における使用

のための、ウイルスＭＨＶ６８によってコードされるＭ３タンパク質又は前記Ｍ

３タンパク質の相同体を含んで成る医薬組成物。

    【請求項４】  追加の免疫抑制剤又は抗炎症物質を含んで成る、請求項１～

３のいずれか１項に記載の組成物。

    【請求項５】  ケモカイン、ケモカイン類似体、又はケモカイン受容体をｉ

ｎ  ｖｉｔｒｏで検出し、又は測定するための、Ｍ３タンパク質又はその相同体

及び標識又は固定化反応物を含んで成る試験キット。

    【請求項６】  標識されたＭ３タンパク質又はその相同体が検出可能な標識

であることを特徴とする、請求項５に記載の試験キット。

    【請求項７】  Ｍ３タンパク質又はその相同体が固体支持材上に固定化され

ている、請求項５に記載の試験キット。

    【請求項８】  ケモカイン又はケモカイン類似体と結合し得る、Ｍ３タンパ

ク質のポリペプチド相同体（Ｍ３タンパク質自身以外）を含んで成る組成物。

    【請求項９】  Ｍ３タンパク質又はその相同体と別の物質とのカップリング

産物、あるいは他の起源のポリペプチド配列と融合したＭ３ポリペプチド配列又

はその相同体を含んで成る融合タンパク質を含んで成る、請求項８に記載の組成

物。

    【請求項１０】  前記Ｍ３タンパク質又はその相同体が検出可能な標識とカ

ップリングする、請求項８又は９に記載の組成物。
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    【請求項１１】  （ａ）Ｍ３の相同体、あるいは（ｂ）他の起源のポリペプ

チド配列と融合した、Ｍ３タンパク質又はその相同体を含んで成る融合ポリペプ

チド、のうちのいずれかをコードする配列を有するポリヌクレオチド。

    【請求項１２】  （ａ）又は（ｂ）をコードする前記配列が、組織特異的又

は構成的プロモーターと作用可能に会合している発現カセットを含んで成る、請

求項１１に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項１３】  （ａ）又は（ｂ）をコードする前記配列がウイルスベクタ

ー又は発現プラスミドの一部を形成する、請求項１１又は１２に記載のポリヌク

レオチド。

    【請求項１４】  抗炎症作用を生み出すための対象者に対する投与のための

薬剤の製造における、ウイルスＭＨＶ６８によってコードされるＭ３タンパク質

、又は前記タンパク質の相同体、あるいは前記タンパク質又はタンパク質相同体

を発現する発現ベクターの使用。

    【請求項１５】  ウイルス又はパラサイトの、細胞への侵入を防ぐために前

記ウイルス又はパラサイトに存在するケモカイン類似体と結合するための、対象

者に対する投与のための薬剤の製造における、ウイルスＭＨＶ６８によってコー

ドされるＭ３タンパク質、又は前記タンパク質の相同体、あるいは前記タンパク

質又はタンパク質相同体を発現する発現ベクターの使用。

    【請求項１６】  ケモカイン又はケモカイン類似体を含んで成る物質を検出

する方法であって、試験され得る前記物質をおそらく含んで成る試料と、ウイル

スＭＨＶ６８によってコードされるＭ３タンパク質、又は前記Ｍ３タンパク質の

相同体を含んで成る試薬とを接触させて、それによって前記ケモカイン又はケモ

カイン類似体と結合させることを含んで成る方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

本発明の分野：

  本発明は免疫系の成分及びその類似体にとっての結合パートナーとしてのウイ

ルスタンパク質及びその類似体の使用、並びに関連組成物及び方法、例えば医薬

組成物及び方法、並びに検出又はアッセイ用試薬及びキット及び方法。

      【０００２】

本発明の背景：

  ヘルペスウイルスタンパク質の中で知られているものに、マウスガンマヘルペ

スウイルス６８（ＭＨＶ６８）のＭ３遺伝子によってコードされるタンパク質が

ある（Ｖ  ｖａｎ  Ｂｅｒｋｅｌ  ｅｔ  ａｌ：Ｊ  Ｖｉｒｏｌ  ７３（５）（

１９９９）ｐｐ４５２４－４５２９）。

      【０００３】

  ＭＨＶ６８のＭ３タンパク質は、分泌タンパク質であることが報告されてきた

。このタンパク質は、前記ウイルスによる感染に対する宿主の免疫応答を調節し

得ることが示唆されてきた。

      【０００４】

  本発明は、ＭＨＶ６８のＭ３タンパク質の、特定の結合特性の新規発見に起因

している。

      【０００５】

本発明の要約及び説明：

  本発明の観点に従い、Ｍ３タンパク質及びその機能的相同体、例えば誘導体、

及びフラグメントは、免疫系のケモカイン及びその類似体を結合させるために、

そして対応する細胞表面受容体に対するケモカインの結合を阻止するために使用

され得る。Ｍ３は、例えば有用な免疫抑制剤として働くことができる。Ｍ３タン

パク質のこれらの結合作用の詳細を本明細書において下文に記載する。

      【０００６】

  Ｍ３タンパク質の相同体は、例えばＭ３をコードしているヌクレオチド配列の

突然変異及び突然変異した配列からの発現によって、そして／あるいは関連遺伝
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子配列からの、例えばクロクルドゥラ・ルスラ（ｃｒｏｃｌｄｕｒａ  ｒｕｓｓ

ｕｌａ）由来のヘルペスウイルスの使用によって得ることができる（Ｂｏｗｄｅ

ｎ，１９９７，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ＰｈＤ  ｔｈｅｓ

ｉｓ及びＣｈａｓｔｅｌ  ｅｔ  ａｌ，Ａｃｔａ  Ｖｉｒｏｌｏｇｉｃａ  １９

９４  ３８：３０９）。あるいは、それらは、例えばタンパク質の配列又はタン

パク質をコードするヌクレオチド配列のいずれかを含むデータベースをスクリー

ニングすることにより、例えば相同性がＢｌａｓｔプログラムを用いて、例えば

可能なアルゴリズムのいずれかを用いて決定され得る、Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔデー

タベースをスクリーニングすることにより、Ｍ３に対して相同な遺伝子配列を同

定することによって得られ得る。全配列に及ぶ、許容される相同性レベルは、少

なくとも約２０％、例えば約３０％である。Ｍ３の機能的フラグメントと、他の

タンパク質との相同性は、これよりも低いことがあり、例えば約１０％である。

      【０００７】

  Ｍ３の機能的相同体、例えば誘導体又はフラグメントは、例えば放射標識した

ケモカインを用いる、本明細書に記載の架橋アッセイの適当な等価物によって、

以下で言及するケモカインのいずれか又は全てと結合するそれらの能力について

調べられることがある。他の、例えばＭＨＶ６８の関連タンパク質、例えばＭＨ

Ｖ６８のＭ１タンパク質も、有用なケモカイン結合特性を有することがある。こ

のことは、例えば本明細書に記載の架橋アッセイ、又はそれらから容易に誘導可

能な、適当な等価物によっても評価され得る。

      【０００８】

  前記タンパク質は、前記タンパク質が発生する親ウイルスの宿主範囲に相当す

る動物種の起源又は特異性を有するケモカイン及びそれらの類似体、並びに／あ

るいはヒト起源及び／又は特異性を有するケモカイン及びそれらの類似体と結合

させるために使用され得る。

      【０００９】

  Ｍ３タンパク質は、Ｃケモカイン、ＣＣケモカイン、ＣＸＣケモカイン又はＣ

Ｘ３Ｃケモカイン、例えば以下の：ヒトリンホタクチン（Ｃケモカイン）；ＲＡ

ＮＴＥＳ，ＭＩＰ－１－アルファ、ＭＣＰ－１，ＭＣＰ－４（ＣＣケモカイン）
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；ＩＬ－８、マウスＫＣ、マウスＭＩＰ２、マウスＬＩＸ、ヒトＧＣＰ２、ヒト

ＩＰ１０（ＣＸＣケモカイン）；及びフラクタルカイン（ＣＸ３Ｃケモカイン）

と結合させるために使用され得る。

      【００１０】

  本発明の観点に従い、Ｍ３タンパク質及びその相同体、例えば誘導体又はフラ

グメントは、ｉｎ  ｖｉｔｒｏで、例えば生物学的試料中で、又はｉｎ  ｖｉｖ

ｏで、前記ケモカインの、それらの受容体に対する結合を阻害するために使用さ

れ得る。

      【００１１】

  この作用は、例えば診断及び測定目的のために、標識された反応物を用いて、

特異的な結合試験において利用され得る。標識された反応物は、進行中の所望の

目的のための構成に従い、Ｍ３タンパク質、又はケモカイン、又はケモカイン受

容体のいずれかであってもよい。

      【００１２】

  試験の構成、並びに対応する試薬の形態及び組成は、既知の特異的結合試験の

構成の中から選択されることがあり：例えばＥＬＩＳＡ試験；Ｙａｌｏｗ及びＢ

ｅｒｓｏｎ等の、独自のホルモン放射イムノアッセイの構成の類似型である。一

般的に、当該試験の構成は、おそらく試料中に存在する、ケモカイン結合価を有

する物質又はその受容体を検出し、又はアッセイするために、通常本明細書の上

文に列記したケモカインから選択されるであろう、ケモカイン結合価を有する材

料及び／又はケモカイン結合剤、並びにこの様なケモカインの、その受容体への

結合を妨害し得る化合物の、標識及び／又は固定化型と、生物学的試料とを接触

させることを含む。

      【００１３】

  従って、本発明の観点は、前記試験を実施するための組成物にあり、例えばＭ

３タンパク質又は相同体、例えば誘導体若しくはフラグメントの標識産物；これ

らのうちのいずれかの較正した試験用アリコート；本明細書で言及する様な特異

的結合試験に参加するのに適した固相に対して結合するＭ３タンパク質又は相同

体の産物；当該反応における結合パートナーのうちの１つの較正された試験用ア
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リコート；並びに２又はそれ以上の前記試薬を伴う試験キットである。

      【００１４】

  前記試験は、例えばケモカイン又はケモカイン受容体についてのアッセイであ

ってもよい。その様な試験の例は、以下に詳細に記載した結合試験方法の変形を

用いて改作され得る。

      【００１５】

  結合作用は、Ｍ３タンパク質又はその相同体と結合し得るケモカインによって

媒介される作用の阻害において利用されることもある。

      【００１６】

  例えば、乾癬において、ＩＬ－８が皮膚における生理作用のメディエーターで

あることが知られている。本明細書に記載の結合作用は、診断方法において、所

定の場合における、ＩＬ－８に対する皮膚作用の依存性の程度を評価するために

、又はその様な作用の有用な阻害の程度を生み出すために、そのいずれかで使用

され得る。

      【００１７】

  その様な診断方法において、試験下の皮膚組織由来の試料材料は、ケモカイン

、例えばＩＬ－８の存在及び／又はレベルを評価するために上文で示した様な特

異的結合アッセイにかけられ得る。

      【００１８】

  阻害的処理方法において、タンパク質Ｍ３又はその類似体、例えば誘導体又は

フラグメントは、組織におけるケモカインとその受容体との間の相互作用を調節

するために、局所的に、又は全身的に、そのいずれかで皮膚組織に適用され得る

。

      【００１９】

  本発明の更なる観点に従い、医薬組成物は、適当な治療的（抗炎症的）量の抗

炎症剤としての使用のための、Ｍ３タンパク質、又はその類似体、例えば上述し

た様な誘導体又はフラグメントを含んで成ることもある。

      【００２０】

  本発明の更なる観点に従い、Ｍ３をコードしている遺伝子又はその相同体、例
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えば誘導体又はフラグメントは、適当なプロモーター、例えば強力な組織特異的

又は構成的プロモーター例えばＨＣＭＶ  ＩＥプロモーターの管理下で、遺伝子

送達系において、例えばｉｎ  ｖｉｖｏでの遺伝子送達における使用のために挿

入され得る。前記遺伝子送達系は、ウイルス又は非ウイルスベクター系であって

もよい。その様なベクターは、標的のトランスフェクションされる細胞に対して

、Ｍ３タンパク質又はその相同体、例えば誘導体又はフラグメントを産生する能

力を賦与するために、例えば、標的細胞が、ｉｎ  ｖｉｖｏで処置の対象である

宿主に存する場合の抗炎症目的として使用され得る。その様な抗炎症目的は、例

えば、ケモカイン、例えば疾患、例えば炎症疾患、例えば乾癬又は関節リウマチ

を促進させ又はこれらと関連するケモカインによって媒介される作用を阻害する

ための使用を含み得る。抗炎症目的はまた、Ｍ３遺伝子を送達するものと同一の

ベクターか、又はその様な送達される遺伝子の別のもののための別個の送達ベク

ターに由来する、ベクター送達系の因子に対するそして／あるいはベクター系に

よる遺伝子送達後の標的細胞において発現する他の遺伝子産物に対する宿主免疫

応答の低下を含む。

      【００２１】

  中でも、本発明の範囲内のＭ３の誘導体は、Ｍ３のケモカイン結合特性を保持

する、欠失又は置換によって修飾されるＭ３配列を有するポリペプチドである。

例えば、任意の免疫原性アミノ酸モチーフ、例えばＭＨＣ分子と結合すると考え

られているいずれかのものを欠失すること、又はその様なモチーフを、あまり免

疫原性でないアミノ酸配列と置換することは有用だろう。免疫原性モチーフの例

は、Ｍ－Ｆ  Ｇｕｅｒｃｌｏ  ｅｔ  ａｌ．，１９９５，Ｊ．Ｉｍｍｕｒｏｌ．

，１５４，ｐｐ６８５－６９３に記載されている。あるいは、宿主において免疫

寛容を誘導し得る修飾は、Ｍ３配列に導入され得る。

      【００２２】

  Ｍ３タンパク質、例えば精製組換えＭ３タンパク質は、処置され得る対象者に

対する送達のための、適合性のある、本質的に常用の医薬賦形剤で調製され得る

。

      【００２３】
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  Ｍ３タンパク質又はＭ３を発現するベクターは、例えば任意の適当な全身送達

経路によって、ｉｎ  ｖｉｖｏの細胞に投与され得る。あるいは、投与は直接的

な注射、例えば標的細胞又はその付近並びに／あるいは処置され得る対象者の炎

症部位への静脈内注射によって標的とされ得る。有用に投与され得るＭ３タンパ

ク質量は、およそ、少なくとも１μｇ／kg（処置され得る対象者の体重）から推

移する。処置がＭ３タンパク質を発現し得るベクター、例えばヘルペスウイルス

の使用によって実施される場合、それは約１×１０3 ～約１０13pfu のウイルス

、例えば約１×１０3 ～約１×１０8pfuのウイルス量で、その様なベクターを送

達することが有用なこともある。

      【００２４】

  Ｍ３又はその相同体も、他の方法、例えば静脈内から、脱凝集したタンパク質

形態で、例えば単一のサブユニットとして投与され得る。投与形態は、Ｍ３に対

する宿主の免疫応答を制限するために選択され得る。例えば、Ｍ３タンパク質又

はＭ３を発現するベクターは、別の免疫抑制剤（Ｍ３自身以外）又は抗炎症物質

と一緒に、例えば副腎皮質コレステロイド、メトトレキサート又はＯＸ４０受容

体の誘導体、例えばＩｇＧ分子の定常ドメインと融合したＯＸ４０由来の配列を

含んで成る融合タンパク質、例えばＷＯ９５／１２６７３に記載のもの（Ｓｔａ

ｎｆｏｒｄ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ａｎｄ  Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏ

ｎ：Ｗ  Ｇｏｄｆｒｅｙ  ｅｔ  ａｌ）と一緒に送達され得る。

      【００２５】

  天然及び／又は修飾型のＭ３タンパク質の免疫原性は、動物、例えばマウスへ

のＭ３タンパク質の注射、その後の、生じた免疫応答の測定、例えば標準的な既

知の方法を用いる、抗体及びＴ細胞の両方を媒介する応答の測定によって評価さ

れ得る。

      【００２６】

  本発明の更なる実験において、Ｍ３タンパク質及びその相同体、例えば誘導体

又はフラグメントは、共有的又は非共有的に、他の物質とカップリングされ得る

。適当なカップリングパートナーは、例えばポリエチレングリコール（ＰＥＧ）

である。他のカップリング産物は、融合タンパク質、例えばＩｇ定常ドメイン配
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列を組み込んでいる融合タンパク質であってもよい。Ｍ３相同体は、例えば融合

タンパク質として産生することがあり、ここで、Ｍ３又は短くなったＭ３配列は

、米国特許第５，４２８，１３０号（Ｇｅｎｅｔｅｃｈ）に記載のものと類似の

方法によって作製される、ＩｇＧ分子の少なくとも１つの定常ドメインのＮ末端

に対して、そのＣ末端で融合される。その様なカップリング産物は、所望な薬理

動態特性、例えばｉｎ  ｖｉｖｏでの延長された半減期を有することがある。融

合タンパク質はまた、その結合標的についてのＭ３部分の結合力の向上を示し、

そして更に、Ｉｇ融合体の場合の様に、追加の有用なエフェクター機能を提供す

ることがある。

      【００２７】

  ある目的のために、カップリングパートナーは、既知の化学的カップリング方

法によって、例えば一方のパートナーのビオチン化及びビオチンの結合パートナ

ー、例えばアビジンによる他方の誘導体化によって、Ｍ３又はその相同体とカッ

プリングされ得る。

      【００２８】

  本発明のある態様において、機能的に活性な、短くなったＭ３タンパク質、す

なわち短くなった配列を有するＭ３タンパク質相同体が、例えばｉｎ  ｖｉｖｏ

で使用され得る。短くなったタンパク質は、天然Ｍ３と比較して増大した、組織

、例えば炎症部位に侵入する能力を有することがある。

      【００２９】

  本発明の更なる態様において、Ｍ３タンパク質及びその相同体、例えば誘導体

又はフラグメントは、更なる方法で、例えば他のケモカイン結合タンパク質（又

はその活性フラグメント若しくは誘導体を有するもの）と、例えばケモカイン結

合タンパク質Ｓｅｒｐ１とＭ３の融合によって、有用に修飾され得る。その様に

修飾されたタンパク質は、例えばＭ３の修飾型が、Ｍ３の非修飾型と比較して、

あるクラスのケモカインに対して、より高い又はより低い親和性で結合し得る様

に、ケモカインに対する変化した結合特異性を有することがある。

      【００３０】

  天然Ｍ３と比較して、変化した結合特異性を有する様に修飾されたＭ３タンパ
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ク質は、特定のタイプのケモカインの活性によって特徴づけられる、ある炎症性

疾患又は病気を処置するために特に有用なことがあり、例えばＩＬ－８は乾癬と

関連している。

      【００３１】

  前記のカップリングされ、短くされ、又は修飾されたＭ３タンパク質の結合活

性は、通常、本明細書に記載の架橋アッセイの適当な等価物を用いて、例えば放

射標識したケモカインを用いて調べられ得る。

      【００３２】

  本発明は、ヌクレオチド配列（例えば、Ｍ３タンパク質及びその修飾型、例え

ば相同体、例えばフラグメント又は他のポリペプチドとのそれらの融合産物、例

えば上述したものをコードしている、適当なプロモーターを組み込んでいるＤＮ

Ａカセット）及び適当なプラスミド又は他のベクター、例えばウイルスベクター

に含まれる、前記発現カセットに及ぶ。

      【００３３】

  本発明、並びにその態様の実施に適用可能な材料及び方法を更に例示するが、

下文で更に詳細に説明する、以下の説明及び添付した図面によってその範囲を限

定することは意図していない。

      【００３４】

  図面、並びに材料及び方法に対する言及を以下に示す。

      【００３５】

  本発明者は、本明細書に記載の様に、ＭＨＶ６８が広範な特異性を有する可溶

性ケモカイン結合タンパク質をコードしていることを確認した。最初に、前記活

性は、ＭＨＶ６８に感染した細胞培養上清において検出されてきた。ＭＨＶ６８

ゲノムの解析は、独特なＯＲＦのＭ３が、約４０kDa の分泌型タンパク質をコー

ドすることが予測され得ることを示唆した。Ｍ３のＯＲＦは、Ｍ３のＯＲＦがケ

モカイン結合活性をコードするか否かを調べるために、ＭＨＶ６８ゲノムから欠

失されてきた。Ｍ３のＯＲＦがウイルスゲノムに再インサートされた復帰変異体

ウイルスも、ウイルスゲノムの他の場所での相互作用について調節するために構

築された。野生型ＭＨＶ６８及びＭ３復帰変異体感染由来の上清は、架橋後の［
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１２５Ｉ］ＲＡＮＴＥＳとの複合体を形成し、一方、Ｍ３欠失感染及びモック感

染由来の上清は、複合体を産生しなかった（図１を参照のこと）。

      【００３６】

  図１は、ＭＨＶ６８によって産生される可溶性ケモカイン結合活性を示す。レ

ーン１～４について、感染していない（モック）、又はＭＨＶ６８に感染した培

養物からの培地を［１２５Ｉ］ＲＡＮＴＥＳと一緒にインキュベートし、そして

クロスリンカーＢＳ３で処理した。使用した培地の量は、５×１０2 細胞に等し

かった。モックバキュロウイルス又はバキュロウイルス／Ｍ３に感染した細胞由

来のレーン５及び６の培地を［１２５Ｉ］ＩＬ－８と一緒にインキュベートし、

そしてクロスリンカーＢＳ３で処理した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析のオートラジオ

グラフを、kDa の分子量で示す。ＲＡＮＴＥＳ（Ｒ），ＩＬ－８及びリガンド受

容体複合体の位置（四角の括弧）を記す。レーン１：ＭＨＶ６８の野生型、レー

ン２：ＭＨＶ６８  Ｍ３復帰変異体、レーン３：ＭＨＶ６８  Ｍ３欠失、レーン

４：モック、レーン５：バキュロウイルスＡｃＢ１５Ｒ、レーン６：バキュロウ

イルス／Ｍ３。

      【００３７】

  ［１２５Ｉ］ＩＬ－８（ＣＸＣケモカイン）、［１２５Ｉ］ＲＡＮＴＥＳ及び

［１２５Ｉ］ＭＩＰ－１α（ＣＣケモカイン）及び［１２５Ｉ］フラクタルカイ

ン（ＣＸ３Ｃケモカイン）との結合アッセイは、ＭＨＶ６８に感染した細胞の上

清を用いて、続くＢＳ３との化学架橋により実施された。複合体は、試験したケ

モカインの３つのクラス全てを用いて検出された；モック感染は全く複合体を生

まない（図１、そして他のデータは図で示さない）。全ての場合の複合体のサイ

ズは約４５kDa であり、これはＭＨＶ６８ケモカイン結合タンパク質が、放射性

標識したリガンドのサイズを引いた後、約４０kDa のサイズであったことを示唆

していた。結合は、ＣＸＣ及びＣＣの代表的なメンバー並びに広範な結合特異性

を示すケモカインのＣＸ３Ｃサブファミリーの単一のメンバーで検出した。

      【００３８】

  Ｍ３によってコードされるタンパク質がケモカインと結合することができるこ

とを更に証明するために、タンパク質としてＭ３のＯＲＦを発現する組換えバキ
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ュロウイルスが構築された。この組換えバキュロウイルス／Ｍ３に感染した昆虫

細胞由来の上清は、ＭＨＶ６８に感染した細胞の上清で観察されたものと類似の

サイズの、［１２５Ｉ］ＩＬ－８との複合体（図１）を形成することが明らかと

なった。従って、本発明者は、ＭＨＶ６８に感染した細胞の上清のケモカイン結

合活性が、Ｍ３  ＯＲＦの産物に帰因すると結論づけた。

      【００３９】

  Ｍ３  ＯＲＦの産物の結合特異性を決定するために、架橋実験が２０００Ｍ以

上の未標識ケモカイン競合物を用いて行われた。［１２５Ｉ］ＲＡＮＴＥＳに対

する結合は、全部で４つのサブファミリー（ＣＸＣ，ＣＣ，Ｃ及びＣＸ３Ｃ）由

来のメンバー並びにヒト及びマウスケモカインの例を含めた、試験した全ての未

標識ケモカイン競合物によってある程度競合した（図２）。バンドの異なる強度

は、異なるケモカインについての、Ｍ３タンパク質の異なる親和性を示唆した。

更なる実験は、ＩＬ－８及びＭＩＰ－１αに対するＭ３の結合も、エクソダス－

２（Ｅｘｏｄｕｓ－２）（二次リンパ組織ケモカインＳＬＣとしても知られてい

る）並びに図２に列記されているケモカインと競合し得ることを示唆した。

      【００４０】

  図２は、異なる種に由来する、２０００倍の過剰な未標識ケモカインの非存在

下（レーン２）又は存在下（レーン３～１８）での、感染していない（モック）

、及び感染した培養物に由来する培地に対する、０．４nMヒト［１２５Ｉ］ＲＡ

ＮＴＥＳとＢＳ３との架橋による、ＭＨＶ６８  Ｍ３  ＯＲＦによってコードさ

れる可溶性ケモカイン結合タンパク質の結合特異性を示す。培地の量は５×１０

2 の感染細胞に等しい。リカンド－受容体の複合体を示すＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析

のオートラジオグラフを示す。レーン１：モック感染細胞、レーン２：競合して

いないＭＨＶ６８感染細胞、レーン３：ヒトＲＡＮＴＥＳ、レーン４：マウスＲ

ＡＮＴＥＳ、レーン５：ヒトＭＩＰ－１α、レーン６：マウスＭＩＰ－１α、レ

ーン７：ウイルスＭＩＰ－２、レーン８：ＭＣＰ－１、レーン９：ＭＣＰ－４、

レーン１０：マウスＫＣ、レーン１１：ヒトＧＲＯα、レーン１２：ヒトＩＬ－

８、レーン１３：マウスＭＩＰ－２、レーン１４：マウスＬＩＸ、レーン１５：

ヒトＧＣＰ－２、レーン１６：ＩＰ－１０、レーン１７：ヒトリンホタクチン、
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レーン１８：フラクタルカイン。

      【００４１】

  更に、ＭＨＶ６８可溶性ケモカイン結合タンパク質、Ｍ３が、細胞表面受容体

に対するケモカインの結合を阻止し得ることが示された。

      【００４２】

  この様に、ＣＣケモカインについてのＭ３の生物学的活性は、細胞の受容体に

対する［１２５Ｉ］ＲＡＮＴＥＳの結合を阻害する、ＭＨＶ６８感染細胞由来の

上清の能力によって示された。Ｕ９３７細胞に対する［１２５Ｉ］ＲＡＮＴＥＳ

の結合は、ＭＨＶ６８感染細胞の上清によって量依存型で阻害された（図３）。

これらの結果は、Ｍ３のＯＲＦにコードされる可溶性タンパク質が、それらの高

親和性の細胞受容体に対するＣＣケモカインの結合を阻止することを示唆した。

このことは、ＲＡＮＴＥＳ及び他のＣＣケモカインとＭ３タンパク質との高親和

性の相互作用と一致しており、そしてこのウイルスケモカイン結合タンパク質が

、それらの細胞受容体との相互作用によって媒介される、ケモカインの生物学的

活性の強力な阻害剤であることを強力に示唆した。

      【００４３】

  図３は、細胞等価物として発現した、異なる量のＭＨＶ６８感染細胞の上清の

存在下での、Ｕ９３７細胞に対する［１２５Ｉ］ＲＡＮＴＥＳの結合を例示する

。一点をモック感染上清（２００００個の細胞等価物）で示し、そして一点を１

００倍過剰な未標識ＲＡＮＴＥＳについて表す。２回１組の試料に由来する平均

を、競合物の非存在下で結合する総数のパーセンテージとして表す。

      【００４４】

  図４ａ及び４ｂは、それぞれ、バキュロウイルスで産生する異なる量の組換え

Ｍ３の存在下での、Ｕ９３７細胞に対する［１２５Ｉ］ＭＩＰ－１アルファ及び

［１２５Ｉ］ＩＬ－８の結合を例示する。Ｍ３及び未標識のＭＩＰ－１アルファ

又はＩＬ－８をそれぞれ発現しないバキュロウイルスに感染した細胞に由来する

上清は、図３に関するコントロールとして示される。図４（ａ）及び（ｂ）は、

それぞれ、Ｍ３がＵ９３７細胞上で発現するそれらの天然受容体に対するＭＩＰ

－１アルファ及びＩＬ－８の結合を阻害することを示す。
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      【００４５】

  Ｍ３がＵ９３７細胞の高親和性ケモカイン受容体に対するケモカインの結合を

阻止するという事実は、ケモカインについてのＭ３の親和性が、細胞のケモカイ

ン受容体について報告されているものと同じ又はそれ以上であるという指標とし

てみなされる。

      【００４６】

  本明細書に記載の細胞に対するケモカイン結合の阻害は、非常に少量のＭ３で

達成することができ、これは更にケモカイン－受容体結合の強力な阻害剤である

という指標も与えている。

      【００４７】

  Ｍ３による細胞に対するケモカイン結合の阻害は、試験される他のサイトカイ

ンよりも、ヒトＩＬ－８の場合により強力であると思われる。このことは、ある

ケモカインに対するＭ３の結合の、ある程度の特異性を示唆し得る。

      【００４８】

  図５は、Ｍ３がタンパク質のＧＡＧモチーフと結合しないことを例示している

。ヘパリン又はヘパリン硫酸（共にＧＡＧモチーフを含む）とのプレインキュベ

ーションは、Ｍ３に対するＩＬ－８又はＭＩＰ－１アルファの結合作用を持たず

、すなわち、ヘパリン及びヘパリン硫酸は、放射標識したＩＬ－８又はＭＩＰ－

１アルファと結合する、Ｍ３についての能力を妨害しない。

      【００４９】

  図６は、５０ng／mlのＲＡＮＴＥＳで刺激された末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）

における、精製Ｍ３タンパク質の量の変化による、カルシウム流入の阻害を例示

する。示したコントロールは、ＲＡＮＴＥＳ及びオボアルブミンで刺激されたＰ

ＢＭＣである。結果は、Ｍ３が量依存型でヒトＰＢＭＣにおいてＲＡＮＴＥＳ誘

導型カルシウム流入を阻害することを示す。

      【００５０】

  図７の部分（ａ）及び（ｂ）は、それぞれ、精製Ｍ３タンパクの量の変化によ

る、５０ng／mlのＭＣＰ－１に暴露される細胞におけるＴＨＰ－１の細胞遊走（

部分（ａ））、及び５０ng／mlのＩＬ－８に暴露される細胞における好中球遊走
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の阻害を例示する。示したコントロールは、ケモカイン又はＭ３単独と一緒にイ

ンキュベートされた細胞並びにケモカイン及び更にはＶＰ２２又はオボアルブミ

ンであるコントロールタンパク質と一緒にインキュベートされた細胞である。結

果は、Ｍ３が量依存型でＭＣＰ－１誘導型のＴＨＰ－１細胞の遊走及び好中球の

ＩＬ－８遊走を阻害することを示す。

      【００５１】

  図８は、マウスモデルにおける、ｉｎ  ｖｉｖｏでの接触感受性炎症応答に対

するＭ３の作用を例示する。応答の規模は、感作した動物において、マウスの耳

の厚さの差異を、同一の動物の処置及び未処置の耳との比較によって測定するこ

とによって決定する。Ｍ３は、オキサゾロンで処置したマウスの耳の炎症を低下

させることが示されている。図８に示す値は、コントロールと処置した耳との間

の厚さの平均差異±Ｓ．Ｄ．を表す。統計解析は、スチューデントＴ検定（★ｐ

＜０．０５）を用いて、Ｍ３処置群（１０及び１００μｇ／注射）及びオボアル

ブミン（ＯＶＡ）コントロール群との間で行われた。

      【００５２】

材料及び方法

ウイルス及び感染細胞の上清

  ウイルスを増植させ、そしてＢＨＫ２１細胞上でアッセイした。上清は、細胞

当たり５pfu で感染したＢＨＫ細胞から調製し；種菌を２時間後に除き、そして

感染細胞にグラスゴー（Ｇｌａｓｇｏｗ）改変イーグル培地（ＧＭＥＭ）を加え

た。感染から２日後、上清を回収し、細胞片を遠心によって除去し、そしてＨＥ

ＰＥＳ緩衝液（pH７．５）を２０mMの最終濃度で加えた。上清は、４，５′，８

－トリメチルソラレン及びＵＶ光で不活性化した（Ｔｓｕｎｇ  ｅｔ  ａｌ．，

１９９６）。

      【００５３】

試薬

  放射ヨウ素標識した組換えヒトＩＬ－８，ＲＡＮＴＥＳ及びＭＩＰ－１α（２

０００Ci／mmol）はＡｍｅｒｓｈａｍ（Ｌｉｔｔｌｅ  Ｃｈａｌｆｏｎｔ，ＵＫ

）から購入した。組換えＲＡＮＴＥＳはＲ  ＆  Ｄ  Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎ
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ｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）から購入した。組換えヒトマクロファージ炎症タンパク

質－１α（ＭＩＰ－１α）、ヒトヘルペスウイルス－８由来のウイルスＭＩＰ－

２、単球化学誘引タンパク質（ＭＣＰ）－１，ＭＣＰ－４、ヒトインターロイキ

ン－８（ＩＬ－８），ＧＲＯ－α、ＩＦＮ－γ誘導性タンパク質１０（ＩＰ－１

０）、ＧＣＰ２、リンホタクチン、フラクタルカイン及びマウスＲＡＮＴＥＳ、

マウスＭＩＰ－１α、マウスＫＣ、マウスＭＩＰ２、及びマウスリポポリ多糖誘

導型ＣＸＣケモカイン（ＬＩＸ）は、ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ（Ｒｏｃｋｙ  Ｈｉｌ

ｌ，ＮＪ）から購入した。

      【００５４】

結合アッセイ

  結合培地は、２０mM  ＨＥＰＥＳ（pH７．４）及び０．１％ＢＳＡを含むＲＰ

ＭＩ１６４０とした。ビス（スルホスクシニミジル）スベリン酸（ＢＳ３）（５

０μＭ）を用いた、［１２５Ｉ］ケモカイン（０．４nM）に対する架橋実験は、

記載通りに２５μｌで行った（Ａｌｃａｍｉ  ＆  Ｓｍｉｔｈ，１９９５，Ｕｐ

ｔｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，１９９２）。試料は、１２％のアクリルアミドＳＤＳ－

ＰＡＧＥゲルによって解析した。Ｕ９３７細胞を用いる競合アッセイにおいて、

上清は、１００μｌの１００pM［１２５Ｉ］ケモカインと一緒に、４℃で１時間

プレインキュベートした。続いて、５０μｌの２．５×１０6 Ｕ９３７細胞を加

え、そして４℃で２時間インキュベートした。結合した［１２５Ｉ］ケモカイン

は、記載通りにフタル酸油（ｐｈｔｈａｌａｔｅ  ｏｉｌ）遠心によって決定し

た（Ａｌｃａｍｉ  ＆  Ｓｍｉｔｈ，１９９２）。

      【００５５】

組換えバキュロウイルスの構築

  ＭＨＶ６８  Ｍ３のＯＲＦは、ＥｃｏＲＩ部位を挿入するオリゴヌクレオチド

５′－ＣＧＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＣＴＴＣＣＴＡＴＣＣＡＣＡＴＣＧ－３′

及びＮｏｔＩ部位を挿入する５′－ＧＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＴＧＡＴＣＣＣＣ

ＡＡＡＡＴＡＣＴＣＣＡＧＣ－３′を用いるＰＣＲによって、感染細胞のＤＮＡ

から増幅させた。１２３８塩基対の産物は、ＥｃｏＲＩ及びＮｏｔＩで消化し、

そしてその後、ＥｃｏＲＩ，ＮｏｔＩで消化したｐＢＡＣ－１（Ｎｏｖａｇｅｎ
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）にライゲーションしてｐＢＡＣＭ３を作製した。ＯＲＦは、記載通りに、組換

えバキュロウイルスが産生される前に配列決定によって確認した（Ａｌｃａｍｉ

  ＆  Ｓｍｉｔｈ，１９９５）。Ｃ末端の６ヒスチジンタグを含む組換えＭ３タ

ンパク質は、組換えバキュロウイルスに感染したｓｆ２１昆虫細胞において産生

した。ワクシニアウイルスの可溶性ＩＬ－１β受容体を発現する組換えバキュロ

ウイルスＡｃＢ１５Ｒは既に説明されている（Ａｌｃａｍｉ  ＆  Ｓｍｉｔｈ，

１９９２）。

      【００５６】

  時として、ヒスチジンを含む組換えＭ３を精製することは、本質的に知られて

いる方法で、最初に濾過膜によって前記タンパク質を含む上清を濃縮し、そして

次にリン酸緩衝液（ＰＢＳ）に対して濃縮液を透析し、そしてその後Ｎｉｃｋｅ

ｌ－ＮＴＡカラム（Ｑｉａｇｅｎ）上で透析産物を精製することによって、簡便

であることが明らかとなった。

      【００５７】

  精製組換えタンパク質産物は、例えば以下の様に使用されてきた：

      【００５８】

Ｍ３がケモカインのＧＡＧ結合モチーフと結合するか否かの決定

  結合アッセイは、放射標識したＩＬ－８及びＭＩＰ－１アルファが、Ｍ３を含

むＭＨＶ－６８の上清の添加前に過剰量のヘパリン又はヘパリン硫酸と一緒にプ

レインキュベーションされることを除き、上述の様に実施された。

      【００５９】

カルシウム流入アッセイにおける使用のための末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）の調

製

  ＰＢＭＣは、標準的な方法、例えばCurrent Protocols in Immunology, Vol.2

, Ed. by R. Coico, Willey and Sons, U.S.A に記載のものを用いて、全血液か

ら単離した。

      【００６０】

  単離した細胞は、続いて１％ウシ胎児血清を含むハンクス緩衝塩溶液（ＨＢＳ

Ｓ，Ｇｉｂｃｏ，ＵＫ）中で洗浄され、次にカルシウム及びマグネシウム塩を欠
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くＨＢＳＳ中で再懸濁された（１×１０7 細胞／mlの濃度まで）。続いて、細胞

をＦｌｕｏ－４ＡＭ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓから購入した、最終濃

度４μＭのもの）及びプルロニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）Ｆ－１２７標識（Ｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓから購入した、最終濃度０．０２％のもの）と一

緒に混合した。この後、細胞をインキュベートした（３７℃で２０分）。標識さ

れた細胞は、続いて１％ウシ胎児血清を含むＨＢＳＳ中で希釈され（１／５）、

そして３７℃で４０分間インキュベートされた。細胞をＨＥＰＥＳ緩衝塩（１．

１×１０6 細胞／ml）中で洗浄し、そして再懸濁し、そして３７℃で１０分間イ

ンキュベートした。９５０μｌの細胞懸濁液を続いてＦＡＣＳ管に移し、そして

カルシウム流入アッセイのために３７℃で保持した。

      【００６１】

カルシウム流入アッセイ

  ＲＡＮＴＥＳタンパク質（Ｐｅｐｒｏ  Ｔｅｃｈ）及び精製Ｍ３タンパク質（

上述の様に組換えバキュロウイルスにおいて産生される）を、緩衝液中での使用

の前に希釈した。３０μｌのＲＡＮＴＥＳ（２μｇ／ml）及びＭ３（１０μｇ／

ml～０．１６μｇ／mlに及んで変化する濃度）を両方一緒に混合し、そして室温

で６分間インキュベートした。続いて５０μｌの混合物を９５０μｌのＰＢＭＣ

（上述の様に得たもの）に加えた。コントロールはＲＡＮＴＥＳ単独で刺激した

ＰＢＭＣとし、そして更にＲＡＮＴＥＳ及びオボアルブミン（２５０ng／mlの最

終濃度）の混合物で刺激した細胞とした。細胞のカルシウム流入は、ＦＡＣＳ選

別機（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）及びセルクエストプログラム（Ｃｅ

ｌｌ  Ｑｕｅｓｔ  Ｐｒｏｇｒａｍ）を用いて細胞の蛍光を決定することによっ

て測定した。

      【００６２】

  カルシウム流入の阻害（パーセンテージ）は次の様に決定した：

  阻害（％）＝（（ＲＡＮＴＥＳコントロールの蛍光－ＲＡＮＴＥＳ及びＭ３の

蛍光）／ＲＡＮＴＥＳコントロールの蛍光）×１００

      【００６３】

細胞遊走アッセイにおける使用のためのＴＨＰ－１細胞及び好中球の増殖
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  ＴＨＰ－１細胞（ｅｕｒｏｐｅａｎ  Ｃｕｌｆｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

（ＥＣＡＣＣ）から得られたもの）を、１０％熱失活ウシ胎児血清（Ｓｉｇｍａ

）、ペニシリン（１００国際単位／ml）及びストレプトマイシン（１００mg／ml

）を含むＲＰＭＩ－１６４０培地（Ｓｉｇｍａ）中で増殖した（５％二酸化炭素

を含む、加湿された大気中で３７℃）。細胞遊走アッセイの前に、細胞は１％ヒ

ト血清アルブミンを含むＨＢＳＳ中で洗浄し、１ml当たり１×１０7 細胞の濃度

で、組織培養のウェル中で再懸濁した。

      【００６４】

  好中球は、標準的な方法、例えばCurrent Protocols in Immunology, Vol.2, 

Ed. by R. Coico, Willey and Sons, U.S.A に記載のものを用いて、全ヒト血液

から単離した。

      【００６５】

細胞遊走アッセイ

  ７５μｌのＭＣＰ－１（ＨＢＳ中で１００ng／mlであり、そして１％ヒト血清

アルブミンを含むもの）及びＭ３（１０００ng／ml～３１ng／mlに及んで濃度が

変化する）を共に混合し、そして３７℃で１５分間インキュベートした。インキ

ュベーションの終わりに、２９μｌの混合物をトランスウェル遊走チャンバー（

Ｃｈｅｍｏ  ＴＸ（商標）、Ｒｅｃｅｐｔｏｒ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｏ

ｘｏｎ，ＵＫ）の下端のウェルに加え、そしてヒト単球（ウェル当たり２．５×

１０5)を上端のウェルに加えた。ポリカーボネート膜（５μ（μｍ）の孔径）が

２つのウェルに分離した。前記チャンバーを続いて、５％二酸化炭素を含む加湿

された大気中で、３７℃で２時間インキュベートした。このインキュベーション

期間の終わりに、膜内に存在した細胞を除去し、そしてＥＤＴＡと一緒の膜のイ

ンキュベーション、続く遠心によって下端のウェルに加えた。遊走した細胞の数

は、血球計算器を用いて、下端のウェルにおいて計数することによって決定した

。コントロールは下端のウェル中での緩衝液単独とし、そして更に下端のウェル

中でのケモカイン単独とした。

      【００６６】

  ＩＬ－８及びＭ３の存在下での好中球の遊走は、次のものを除き、ＴＨＰ－１
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の遊走について上述した通りに決定した：ＩＬ－８は２００ng／mlの濃度で使用

し、そして０．５％ウシ胎児アルブミンを含むＲＰＭＩ中で希釈した。好中球は

、ウェル当たり５×１０4 細胞の濃度でチャンバーの上端のウェルに加えた。３

μ（μｍ）の孔径を有する膜が本実験において使用され、そして当該チャンバー

は１時間インキュベートされた。

      【００６７】

ｉｎ  ｖｉｖｏ接触感受性アッセイ

  マウスにおける接触感受性は、炎症の公知な動物モデルである。マウス（一群

当たり６匹）は、既知の感作物質であるオキサゾロン（Ｓｉｇｍａ）に対して感

作され、そして次の様な期間に及んで処置された：０日目に、２５μｌのオキサ

ゾロン（アセトン（４割）及びオリーブ油（１割）中で３％の溶液）をマウスの

腹部に塗り、後足のパッドにそれぞれ５μｌ塗った。５日目に、１０μｌの０．

６％オキサゾロンをマウスの右耳に塗り、そしてコントロールとして１０μｌの

アセトン／オリーブ油を左耳に塗った。１日前、０，１，４及び５日目に、マウ

スは１００μｌの精製Ｍ３タンパク質（０．１μｇ～１００μｇのＭ３を含む）

で腹腔内注射され、オボアルブミンをコントロールとして使用した。６日目に、

耳の厚さがエンジニアカリパス（ｅｎｇｉｎｅｅｒ  ｃａｌｉｐｅｒ）を用いて

測定された。炎症応答の測定は、マウスの右と左の耳の間で、耳の厚さに差異が

あった。

      【００６８】

  本明細書の方法の項目で引用されている更なる参考文献は以下の通りである：

    【表１】
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      【００６９】

  本発明は更にウイルス、例えば、ヒト免疫不全ウイルス、及びパラサイト、例

えばプラスモジウム・ビバックス（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ・ｖｉｖａｘ）と、そ

れらが感染する標的細胞の表面上の接着タンパク質との間の相互作用に適用され

得る。

      【００７０】

  この適用は、ウイルス、例えばヒト免疫不全ウイルス、及びパラサイト、例え

ばプラスモジウム・ビバックスによる感受性細胞の感染を阻害する方法を含む。

      【００７１】

  Ｍ３タンパク質が溶液中でケモカインと結合し、そしてその結果ケモカインと

細胞性ケモカイン受容体との相互作用を模倣するので、Ｍ３タンパク質は更にＨ

ＩＶ又はＰ．ビバックス感染の過程と相互作用することが予測され得る。

      【００７２】
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  特に、Ｍ３タンパク質はＨＩＶ又はプラスモジウム・ビバックスの接着タンパ

ク質と結合し、そしてその結果宿主細胞のケモカイン受容体に対するＨＩＶ又は

Ｐ．ビバックスの結合及び／又はそれに続く細胞内への侵入を防ぎ得ると予測さ

れる。Ｍ３タンパク質は、この様にこれらの病原による標的細胞の感染を抑制し

、又は防ぐために使用されることがあり、そしてこの様に、ＨＩＶ又はＰ．ビバ

ックス感染から個体を保護する際に、保護し、又は補助することがある。Ｍ３タ

ンパク質はまた、ＨＩＶ及びＰ．ビバックスとそれらの標的細胞との相互作用を

研究するために使用され得る。

      【００７３】

  ケモカイン受容体は、ＣＤ４と一緒にウイルスの侵入及び感染に必要とされる

補助因子として働くことによって、ＨＩＶの伝染及び播種において必須の役割を

果たすことが知られている（Ｆａｉｃｕ，１９９６，Ｎａｔｕｒｅ  ３８４：５

２９）。ｉｎ  ｖｉｖｏでのケモカイン受容体の重要性は、ＣＣＲ５遺伝子の変

異版についてホモ接合体である個体が、ＨＩＶ感染にとって耐性があるという発

見によって証明されている。ケモカイン受容体に対するケモカイン又は変異ケモ

カインアンタゴニストの結合が、ＨＩＶ感染を阻止し得ることにより、ＨＩＶ－

ケモカイン受容体の相互作用の遮断の、ＨＩＶに対する予防的かつ治療的な戦略

としての可能性を例示している。

      【００７４】

  マラリアパラサイト（原虫）のプラスモジウム・ビバックスは、赤血球に侵入

し、そして感染するために、未知の機能のケモカイン受容体（ダッフィ抗原）を

使用することが知られている（Ｈｏｒｕｋ  ｅｔ  ａｌ．，１９９３，Ｓｃｉｅ

ｎｃｅ  ２６１：１１８２）。ＨＩＶ感染と同様に、ダッフィ抗原に対するケモ

カインの結合はＰ．ビバックスによる赤血球の感染を防ぎ、そして自身の赤血球

上にダッフィ抗原を欠いている個体は、Ｐ．ビバックスマラリアに対して耐性が

ある。この様に、Ｍ３及び相同体によるマラリアパラサイトとダッフィ抗原との

相互作用の遮断は、Ｐ．ビバックスのための薬剤の処置、研究、又は開発のいず

れかのための、Ｐ．ビバックス感染と関連している使用が予測され得る。

      【００７５】
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  ケモカイン受容体とのウイルス又はパラサイトの相互作用の阻害剤は、例えば

ＨＩＶ混入材料による偶発的な注射の場合において、伝染後の感染を防ぎ、又は

抑制するために使用され得る。Ｍ３タンパク質はまた、他の抗ＨＩＶ治療と組合

わせて使用され得る（いずれも１００％有効でない）。

      【００７６】

  Ｍ３の天然のリガンドはケモカインである。ＨＩＶの８ｐ１２０がケモカイン

を模倣し、そしてケモカイン受容体と相互作用することが知られているので、Ｍ

３はＨＩＶの８ｐ１２０と相互作用することが予測され、特にそれは本明細書に

示される様にケモカインについての広範な特異性を有する様である。しかしなが

ら、ｇｐ１２０についてのＭ３の親和性は、Ｍ３の天然のリガンドであるケモカ

インについてのものほど高くないと考えられる。

      【００７７】

  それ故に、本発明の観点に従い、Ｍ３遺伝子に基づくｉｎ  ｖｉｔｒｏでのＤ

ＮＡ突然変異誘発は、ＨＩＶのｇｐ１２０（又はＰ．ビバックスの接着タンパク

質）とより結合する変異体が選択され得る、Ｍ３の修飾型を作製するために使用

され得る。ポックスウイルスの３５Ｋケモカイン結合タンパク質を除き、Ｍ３は

ケモカインと結合することが知られている唯一の可溶性タンパク質である。よっ

て、Ｍ３タンパク質は、前記の結合剤／阻害剤を開発するための良好な出発点と

して使用され得る。

      【００７８】

  この様に、Ｍ３タンパク質は、初期の段階でのＨＩＶ感染の阻止を容易にする

ために、細胞性ケモカイン受容体と相互作用するＨＩＶ  ｇｐ１２０のドメイン

に対して、Ｍ３自身よりも高い親和性で結合し得る可溶性タンパク質を誘導する

目的で、突然変異作業のための出発材料として使用され得る。Ｍ３タンパク質は

また、赤血球上のダッフィ抗原に対するＰ．ビバックスの接着及び感染の開始を

防ぐための物質を誘導する目的で、突然変異作業のための出発材料として使用さ

れ得る。

      【００７９】

  記載した発明及び本明細書でなされた開示は、この開示の観点から当業者にと
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って明らかな様に、そして容易に実施可能な様に、多くの修飾及び変更が可能で

あり；そして本開示は特許請求の範囲を含む本明細書の説明において言及され、

そして／あるいは記載された様な特徴の改作、組合わせ及び副組合わせに及ぶ。

本明細書で引用した全ての文書が、全ての目的のためにそれらの全体を引用によ

って本明細書に組み入れる。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、可溶性ケモカインの結合活性がＭＨＶ６８によって生じるという実験

に由来する、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析のオートラジオグラフを分子量（kDa)で示す

。

    【図２】

  図２は、ＭＨＶ６８Ｍ３ＯＲＦにコードされる可溶性ケモカイン結合タンパク

質の結合特異性を示すための実験に由来する、別のＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析の更な

るオートラジオグラフを示す。

    【図３】

  図３は、細胞等価物として発現している、異なる量のＭＨＶ６８感染細胞上清

の存在下で（Ｕ９３７）細胞を試験するための、［１２５Ｉ］ＲＡＮＴＥＳの結

合を示すグラフである。

    【図４（ａ）】

  図４はＭＩＰ－１及びＩＬ－８の、Ｕ９３７細胞に対する結合を示すグラフ（

４（ａ）及び４（ｂ））を含んで成る。

    【図４（ｂ）】

  図４は、ＭＩＰ－１及びＩＬ－８の、Ｕ９３７細胞に対する結合を示すグラフ

（４（ａ）及び４（ｂ））を含んで成る。

    【図５】

  図５は、ＭＩＰ－１アルファ及びＩＬ－８に対するＭ３の結合に関与するＳＤ

Ｓ－ＰＡＧＥ解析実験のオートラジオグラフである。

    【図６】

  図６は、Ｍ３、培養細胞及びケモカインによる阻害実験の結果を示すグラフで
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ある。

    【図７（ａ）】

  図７（ａ）は、Ｍ３、培養細胞及びケモカインによる阻害実験の結果を示すグ

ラフである。

    【図７（ｂ）】

  図７（ｂ）は、Ｍ３、培養細胞及びケモカインによる阻害実験の結果を示すグ

ラフである。

    【図８】

  図８は、マウスにおける炎症応答に対する作用についての、ｉｎ  ｖｉｖｏで

の実験結果を示すグラフである。

【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４（ａ）】
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【図４（ｂ）】
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【図５】
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【図６】
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【図７（ａ）】
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【図７（ｂ）】



(35) 特表２００３－５０４４２０

【図８】
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【手続補正書】

【提出日】平成１４年２月７日（２００２．２．７）

【手続補正２】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図３

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図３】

【手続補正３】
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【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図４（ａ）

【補正方法】変更

【補正の内容】

【図４（ａ）】
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【手続補正４】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図４（ｂ）

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図４（ｂ）】

【手続補正５】

【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図５

【補正方法】変更
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【補正の内容】

【図５】

【手続補正６】
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【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図６

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図６】

【手続補正７】
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【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図７（ａ）

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図７（ａ）】

【手続補正８】
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【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図７（ｂ）

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図７（ｂ）】

【手続補正９】
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【補正対象書類名】図面

【補正対象項目名】図８

【補正方法】変更

【補正の内容】
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【図８】
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【国際調査報告】



(51) 特表２００３－５０４４２０



(52) 特表２００３－５０４４２０



(53) 特表２００３－５０４４２０

─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ａ６１Ｐ  33/00                                       Ａ６１Ｐ  37/02                       
             37/02                                       Ｇ０１Ｎ  33/53                 Ｓ    
   Ｃ１２Ｎ  15/09         ＺＮＡ                                  33/566                      
   Ｇ０１Ｎ  33/53                                       Ａ６１Ｋ  37/02                       
             33/566                                      Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ    
(81)指定国          ＥＰ(ＡＴ，ＢＥ，ＣＨ，ＣＹ，
ＤＥ，ＤＫ，ＥＳ，ＦＩ，ＦＲ，ＧＢ，ＧＲ，ＩＥ，Ｉ
Ｔ，ＬＵ，ＭＣ，ＮＬ，ＰＴ，ＳＥ)，ＯＡ(ＢＦ，ＢＪ
，ＣＦ，ＣＧ，ＣＩ，ＣＭ，ＧＡ，ＧＮ，ＧＷ，ＭＬ，
ＭＲ，ＮＥ，ＳＮ，ＴＤ，ＴＧ)，ＡＰ(ＧＨ，ＧＭ，Ｋ
Ｅ，ＬＳ，ＭＷ，ＭＺ，ＳＤ，ＳＬ，ＳＺ，ＴＺ，ＵＧ
，ＺＷ)，ＥＡ(ＡＭ，ＡＺ，ＢＹ，ＫＧ，ＫＺ，ＭＤ，
ＲＵ，ＴＪ，ＴＭ)，ＡＥ，ＡＧ，ＡＬ，ＡＭ，ＡＴ，
ＡＵ，ＡＺ，ＢＡ，ＢＢ，ＢＧ，ＢＲ，ＢＹ，ＢＺ，Ｃ
Ａ，ＣＨ，ＣＮ，ＣＲ，ＣＵ，ＣＺ，ＤＥ，ＤＫ，ＤＭ
，ＤＺ，ＥＥ，ＥＳ，ＦＩ，ＧＢ，ＧＤ，ＧＥ，ＧＨ，
ＧＭ，ＨＲ，ＨＵ，ＩＤ，ＩＬ，ＩＮ，ＩＳ，ＪＰ，Ｋ
Ｅ，ＫＧ，ＫＰ，ＫＲ，ＫＺ，ＬＣ，ＬＫ，ＬＲ，ＬＳ
，ＬＴ，ＬＵ，ＬＶ，ＭＡ，ＭＤ，ＭＧ，ＭＫ，ＭＮ，
ＭＷ，ＭＸ，ＭＺ，ＮＯ，ＮＺ，ＰＬ，ＰＴ，ＲＯ，Ｒ
Ｕ，ＳＤ，ＳＥ，ＳＧ，ＳＩ，ＳＫ，ＳＬ，ＴＪ，ＴＭ
，ＴＲ，ＴＴ，ＴＺ，ＵＡ，ＵＧ，ＵＳ，ＵＺ，ＶＮ，
ＹＵ，ＺＡ，ＺＷ
(71)出願人  アルカミ，アントニオ
            イギリス国，ケンブリッジ  シービー２  
            ５エイチジェイ，リトル  シェルフォー
            ド，ホークストン  ロード  46
(71)出願人  パーリー，クリストファー  マーク
            イギリス国，ケンブリッジ  シービー１  
            ３エスディー，ラングハム  ロード  37
(72)発明者  エフスタショー，ステイシー
            イギリス国，ケンブリッジ  シービー２  
            １エヌイー，ノーウィッチ  ストリート  
            18
(72)発明者  アルカミ，アントニオ
            イギリス国，ケンブリッジ  シービー２  
            ５エイチジェイ，リトル  シェルフォー
            ド，ホークストン  ロード  46
(72)発明者  パーリー，クリストファー  マーク
            イギリス国，ケンブリッジ  シービー１  
            ３エスディー，ラングハム  ロード  37
(72)発明者  スミス，ビンセント  ピーター
            イギリス国，ケンブリッジ  シービー４  
            １エヌエス，チェスタートン，ヒッチ  ス
            トリート  156



(54) 特表２００３－５０４４２０

(72)発明者  モンテイロ  エ  ロウロ  マチャド  デ  
            サイマス，ジョアオ  ペドロ
            ポルトガル国，ペー－1250  リスボア，ア
            ール／シー，ルア  プロフェッサー  ブラ
            ンコ  ロドリゲス，ナンバー  ５
Ｆターム(参考） 4B024 AA01 BA80 CA04 CA07 DA02
                      EA04 FA02 GA11 
                4C084 AA02 AA13 AA19 BA03 CA01
                      DC50 ZB07 ZB33 ZB37 
                4C087 AA01 AA02 BC83 CA16 CA47
                      ZB07 ZB33 ZB37 



专利名称(译) 病毒蛋白结合组合物和方法

公开(公告)号 JP2003504420A 公开(公告)日 2003-02-04

申请号 JP2001510560 申请日 2000-07-17

[标]申请(专利权)人(译) 剑桥大学技术服务有限公司
F-明星秀斯泰西
阿尔卡米安东尼奥
珠光克里斯托弗·马克

申请(专利权)人(译) 剑桥大学技术服务Rimitido
F-明星秀，斯泰西
Arukami，安东尼奥
珠光，克里斯托弗·马克

[标]发明人 エフスタショーステイシー
アルカミアントニオ
パーリークリストファーマーク
スミスビンセントピーター
モンテイロエロウロマチャドデサイマスジョアオペドロ

发明人 エフスタショー,ステイシー
アルカミ,アントニオ
パーリー,クリストファー マーク
スミス,ビンセント ピーター
モンテイロ エ ロウロ マチャド デ サイマス,ジョアオ ペドロ

IPC分类号 G01N33/53 A61K35/76 A61K38/00 A61K45/00 A61K48/00 A61P31/12 A61P33/00 A61P37/02 C07K14
/03 C12N15/09 G01N33/566 G01N33/68

CPC分类号 C07K14/005 A61K38/00 C12N2710/14143 C12N2710/16022 G01N33/6863 Y10S530/826

FI分类号 A61K35/76 A61K45/00 A61K48/00 A61P31/12 A61P33/00 A61P37/02 G01N33/53.S G01N33/566 
A61K37/02 C12N15/00.ZNA.A

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/BA80 4B024/CA04 4B024/CA07 4B024/DA02 4B024/EA04 4B024/FA02 4B024
/GA11 4C084/AA02 4C084/AA13 4C084/AA19 4C084/BA03 4C084/CA01 4C084/DC50 4C084/ZB07 
4C084/ZB33 4C084/ZB37 4C087/AA01 4C087/AA02 4C087/BC83 4C087/CA16 4C087/CA47 4C087
/ZB07 4C087/ZB33 4C087/ZB37

优先权 1999016703 1999-07-16 GB

外部链接 Espacenet

摘要(译)

用于在体内与蜘蛛或蜘蛛类似物结合，或在体内用于阻止蜘蛛与其相应的细胞表面受体结合，产生免疫调节作用或阻止细胞内进入 
包含由MHV68编码的M3蛋白或所述M3蛋白的同源物的药物组合物，用于与病毒或寄生虫中存在的蜘蛛因子类似物结合。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/6563e0fc-0b2f-4608-95e7-c67ef2ff9f7a
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/010857360/publication/JP2003504420A?q=JP2003504420A



