
(57)【要約】

　本発明は、骨形成タンパク（BMPｓ）におけるCD4+ T細

胞エピトープを提供する。特定の態様において、本発明

はBMP-7およびBMP-14のCD4+ T細胞エピトープを提供する

。いくつかの好ましい態様において、本発明はBMP-7お

よびBMP-14タンパクの免疫原性を低減させる修飾に適切

なBMP-7およびBMP-14のCD4+ T細胞エピトープを提供する

。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
タ ン パ ク 質 の T細 胞 エ ピ ト ー プ を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 前 記 タ ン パ ク 質 は 骨 形 成
タ ン パ ク （ BMP） で あ り 、 以 下 の
（ ａ ） 単 一 の ヒ ト 血 液 源 か ら の 樹 状 細 胞 の 溶 液 お よ び 未 処 理 CD4＋ お よ び ／ ま た は CD8＋ T
細 胞 の 溶 液 を 得 る 工 程 、
　 （ ｂ ） 分 化 し た 樹 状 細 胞 の 溶 液 を 作 る た め に 、 前 記 樹 状 細 胞 の 溶 液 に お い て 前 記 樹 状 細
胞 を 分 化 す る 工 程 、
　 （ ｃ ） 前 記 タ ン パ ク 質 か ら ペ プ チ ド の ペ プ セ ッ ト を 調 製 す る 工 程 、
　 （ ｄ ） 前 記 分 化 し た 樹 状 細 胞 の 溶 液 お よ び 前 記 未 処 理 CD4＋ お よ び ／ ま た は CD8＋ T細 胞
エ ピ ト ー プ を 前 記 ペ プ セ ッ ト と 混 合 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 前 記 ペ プ セ ッ ト は 前 記 T細 胞
エ ピ ト ー プ を 含 む 工 程 、 お よ び
　 （ ｅ ） 前 記 工 程 （ ｄ ） に お け る 前 記 T細 胞 の 増 殖 を 測 走 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 タ ン パ ク 質 が BMP-7お よ び BMP-14か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ペ プ セ ッ ト が 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ４ 、 お よ び 配 列 番 号
５ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 ペ プ セ ッ ト が 、 配 列 番 号 ６ 、 配 列 番 号 ７ 、 お よ び 配 列 番 号 ８ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
変 異 体 タ ン パ ク を 生 成 す る た め に 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 修 飾 す る 工 程 を 更 に 含 み 、 こ こ で 前
記 タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 前 記 変 異 体 タ ン パ ク は 、 変 化 し た 免 疫 原 性 反 応 を 示 す こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 番 号 1、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ６ 、 配 列 番 号 7
、 お よ び 配 列 番 号 ８ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
タ ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 前 記 タ ン パ ク 質 は 骨 形 成 タ ン パ ク
で あ り 、 以 下 の
　 （ ａ ） 以 下 の 段 階 に よ っ て 、 前 記 タ ン パ ク 質 に お い て 1つ 以 上 の T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定
す る 工 程 で あ り 、
　 　 （ ｉ ） in vitroで 1つ 以 上 の サ イ ト カ イ ン に 晒 す こ と に よ っ て 分 化 さ れ た 接 着 単 球 由
来 樹 状 細 胞 を 、 前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 1つ 以 上 の ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び
（ ii） 前 記 樹 状 細 胞 お よ び 前 記 ペ プ チ ド を 未 処 理 T細 胞 と 接 触 さ せ る 段 階 、
こ こ で 、 前 記 未 処 理 T細 胞 は 前 記 接 着 単 球 由 来 樹 状 細 胞 と 同 一 の 源 か ら 得 ら れ る た め 前 記 T
細 胞 は 前 記 ペ プ チ ド に 反 応 し て 増 殖 す る 工 程 、 お よ び
　 （ ｂ ） 前 記 変 異 体 タ ン パ ク が 、 よ り 低 い ま た は 実 質 的 に 等 し い 前 記 未 処 理 T細 胞 の 基 本
増 殖 を 誘 導 す る よ う に 変 異 体 タ ン パ ク を 作 る た め 、 前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ を 中 和 す る た め
に 前 記 タ ン パ ク 質 を 修 飾 す る 工 程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 を 、 前 記 タ ン パ ク 質 の ホ モ ロ グ の 類 似 配 列 で
置 換 す る こ と に よ っ て 、 前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ が 修 飾 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 7に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2007-514411 A 2007.6.7



前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ の 主 要 三 次 構 造 特 性 を 実 質
的 に 模 倣 し た 配 列 で 置 換 す る こ と に よ っ て 、 前 記 T細 胞 エ ピ ト ー プ が 修 飾 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 7に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 タ ン パ ク 質 が BMP-7お よ び BMP-14か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 7
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 エ ピ ト ー プ 領 域 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 1、 配 列 番 号
２ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ６ 、 配 列 番 号 ７ 、 お よ び 配 列 番 号 ８
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 7に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
低 減 さ れ た ア レ ル ギ ー 誘 発 性 を 有 す る 変 異 体 タ ン パ ク を 生 成 す る 方 法 で あ っ て 、
以 下 の
　 （ ａ ） 天 然 発 生 タ ン パ ク 質 を 得 て 、 こ こ で 前 記 天 然 発 生 タ ン パ ク 質 が 骨 形 成 タ ン パ ク で
あ り 、 前 記 天 然 発 生 タ ン パ ク 質 の 断 片 を 調 製 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 前 記 天 然 発 生 タ ン パ ク 質 の 前 記 断 片 を 、 未 処 理 ヒ ト CD4＋ ま た は CD8＋ T細 胞 お よ
び 分 化 し た 樹 状 細 胞 を 含 む 第 一 溶 液 と 接 触 さ せ る 工 程 、
　 （ ｃ ） 前 記 天 然 発 生 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ 領 域 を 同 定 し 、 こ こ で 前 記 同 定 が 前 記 未 処
理 ヒ ト CD4＋ ま た は CD8+T 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る た め 前 記 天 然 発 生 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー
プ 領 域 の 前 記 断 片 の 能 力 を 測 走 す る こ と を 含 む 工 程 、 お よ び
　 （ ｄ ） 前 記 変 異 体 タ ン パ ク を 生 成 す る た め に 、 工 程 ｃ ） に お い て 同 定 さ れ た 前 記 エ ピ ト
ー プ 領 域 に お け る 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 修 飾 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 未 処 理 ヒ ト CD4＋ ま た は CD8+T 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る た め の 前 記 天 然 発 生 タ ン パ ク 質
の 前 記 断 片 の 能 力 を 、 前 記 未 処 理 ヒ ト CD4＋ ま た は CD8+T 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る た め の 前
記 変 異 体 タ ン パ ク の 前 記 断 片 の 能 力 と 比 較 す る 工 程 を 更 に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 12
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 タ ン パ ク 質 が 骨 形 成 タ ン パ ク で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 骨 形 成 タ ン パ ク が BMP-7お よ び BMP-14か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 14に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 エ ピ ト ー プ 領 域 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 こ こ で 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 1、 配
列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ５ 、 配 列 番 号 ６ 、 配 列 番 号 ７ 、 お よ び 配 列
番 号 ８ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 12に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 骨 形 成 タ ン パ ク （ BMPｓ ） に お け る CD4 + T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 特 定 の
態 様 に お い て 、 本 発 明 は BMP-7お よ び BMP-14の CD4 + T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 い く つ か
の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は BMP-7お よ び BMP-14タ ン パ ク の 免 疫 原 性 を 低 減 さ せ る
修 飾 に 適 切 な BMP-7お よ び BMP-14の CD4 + T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 「 骨 形 成 タ ン パ ク 」 （ 「 BMP」 ） は 、 も と も と 脱 塩 骨 抽 出 物 中 で 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質
フ ァ ミ リ ー の こ と を 言 及 す る た め に 使 わ れ る 総 称 で あ る 。 骨 物 質 （ お よ そ １ μ /kgの 骨 乾
燥 重 量 ） に 微 量 見 出 さ れ る こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 異 所 で の 骨 形 成 を 誘 発 す る こ と が 可 能
で あ る と 認 め ら れ た 。 他 方 、 「 BMP」 の 用 語 は そ れ ら の 特 性 を 示 す も の で あ り 、 こ れ ら の
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タ ン パ ク 質 は ま た 、 他 の 機 能 を 有 し 、 骨 形 成 以 外 の 過 程 に 関 与 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 BMP-1を 例 外 と し て 、 BMPタ ン パ ク は 、 形 質 転 換 成 長 因 子 β （ 「 TGF-β 」 ） ス ー パ ー フ ァ
ミ リ ー タ ン パ ク の 一 種 で あ る 。 異 な る 形 態 形 成 タ ン パ ク の 中 に は 、 同 様 の タ ン パ ク 質 を も
つ 数 種 を 含 め 、 か な り の 種 の 保 存 が 存 在 す る 。 BMPフ ァ ミ リ ー は 、 下 記 の タ ン パ ク 質 を 含
む 一 連 の タ ン パ ク 質 を 含 む 。 BMP-1( シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る 22ア ミ ノ 酸 を 含 む 730ア ミ
ノ 酸 )は 、 い く つ か の プ ロ コ ラ ー ゲ ン を 成 熟 コ ラ ー ゲ ン 繊 維 を 形 成 す る 断 片 に 開 裂 す る 、
シ ス テ イ ン に 富 む 亜 鉛 ぺ プ チ ダ ー ゼ で あ る 。 そ れ は 、 プ ロ コ ラ ー ゲ ン C-プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、
す な わ ち 細 胞 外 基 質 （ ECM） 形 成 に 関 与 す る メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ と 同 一 で あ る 。 BMP-2A(
「 BMP-2α 」 お よ び 「 BMP-2　 ア ル フ ァ 」 と し て も 知 ら れ る )は 、 BMP-2に 改 名 さ れ た 。 こ の
因 子 の 114ア ミ ノ 酸 は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 お よ び ラ ッ ト の タ ン パ ク 質 に お い て 同 一 で あ る こ
と が 示 さ れ た 。 更 に 、 こ の タ ン パ ク 質 は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ dpp（ す な わ ち 、 胚 発 生 に 関 与
す る 遺 伝 子 座 で あ る 「 デ カ ペ ン タ プ レ ジ ッ ク （ decapentaplegic） 」 と 68%の 相 同 性 を 示 す
。 BMP-2B(BMP-2β ) は 、 116ア ミ ノ 酸 を 含 む 因 子 で あ り 、 「 BMP-4」 と 改 名 さ れ た 。 マ ウ ス
お よ び ラ ッ ト の BMP-4タ ン パ ク は 、 そ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 同 一 で あ る 。 BMP-3 (11
0ア ミ ノ 酸 ) は 、 「 オ ス テ オ ゲ ニ ン （ osteogenin） 」 と 同 一 の 糖 タ ン パ ク で あ る 。 成 熟 し
た ヒ ト お よ び ラ ッ ト の BMP-3タ ン パ ク は 、 98%同 一 で あ る 。 ま た 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル （ Xe
nopus laevis） に は 、 密 接 に 関 連 し た 因 子 が あ る 。 BMP-3β （ 110ア ミ ノ 酸 ） は 、 BMP-3と
関 連 し て お り 、 82% の 同 一 性 を 共 有 し て い る 。 ヒ ト お よ び マ ウ ス の タ ン パ ク 質 は 97%の 同
一 性 を 示 し （ 3つ の 異 な る ア ミ ノ 酸 ） 、 他 方 、 ヒ ト お よ び ラ ッ ト の タ ン パ ク 質 配 列 は 2つ の
ア ミ ノ 酸 だ け が 異 な る 。 更 に 、 そ の 因 子 は GDF-10 (す な わ ち 、 「 成 長 ／ 分 化 因 子 ‐ 10」 )
と 同 一 で あ る 。 前 記 に 示 し た よ う に 、 BMP-４ は 、 BMP-2β と 同 一 で あ る 。 加 え て 、 そ れ は D
VR-4（ す な わ ち 「 デ カ ペ ン タ プ レ ジ ッ ク ‐ Vg関 連 ‐ ４ （ decapentaplegic-Vg-related-4）
」 ） と 同 一 で あ る 。 ま た 、 そ の タ ン パ ク 質 は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ dppと 72%の 相 同 性 を 示 す
。 加 え て 、 BMP-4は 、 ノ ギ ン （ noggin） お よ び コ ル デ ィ ン （ chordin） と の 結 合 を 示 し て い
る 。 BMP-5は 、 138の ア ミ ノ 酸 か ら な る タ ン パ ク 質 で あ る 。 ヒ ト お よ び マ ウ ス の BMP-5タ ン
パ ク は 96%同 一 で あ る 。 BMP-6（ 139ア ミ ノ 酸 ） は 、 DVR-6お よ び 生 長 特 異 関 連 ‐ １ （ vegeta
l-specific-related-1「 Vg-1」 ） タ ン パ ク と 同 一 で あ る 。 BMP-7（ 139ア ミ ノ 酸 ） は 、 OP-1
(「 骨 形 成 タ ン パ ク -1（ osteogenic protein-1） 」 )と 同 一 で あ る 。 マ ウ ス お よ び ヒ ト の BM
P-7は 98%同 一 で あ る 。 BMP-5、 BMP-6お よ び BMP-7の 成 熟 形 態 は 75%の 同 一 性 を 共 有 す る こ と
が 示 さ れ て い る 。 BMP-8aと も 言 わ れ る BMP-8（ 139ア ミ ノ 酸 ） は 、 「 OP-2」 と 同 一 で あ る 。
BMP-8b（ 139ア ミ ノ 酸 ） は 「 OP-3」 と 同 一 で あ り 、 ま た 「 OP-2」 と 言 わ れ る こ と も あ り 、
ネ ズ ミ だ け に 確 認 さ れ て き た 。 BMP-9（ 110ア ミ ノ 酸 ） も ま た 、 「 GDF-5」 （ す な わ ち 成 長
／ 分 化 因 子 ‐ ５ ） と 言 わ れ る 。 BMP-9は 、 肝 臓 網 内 系 に お い て 、 オ ー ト ク リ ン お よ び パ ラ
ク リ ン メ デ ィ エ ー タ ー で あ り 得 る 。 BMP-10（ 108ア ミ ノ 酸 ） は 、 様 々 な 生 物 源 か ら 分 離 さ
れ 、 ウ シ お よ び ヒ ト の タ ン パ ク 質 が 同 一 で あ る 。 マ ウ ス BMP-10の 発 現 は 心 臓 の 発 達 と 関 連
し 、 ま た 胎 児 心 の 横 線 （ trabeculation） に 関 係 す る 場 合 が あ る 。 BMP-11（ 109ア ミ ノ 酸 ）
も ま た 配 列 が 同 一 で あ る ヒ ト お よ び 牛 を 含 む 様 々 な 生 物 源 か ら 分 離 さ れ る 。 こ の タ ン パ ク
質 は ま た 「 GDF-11」 と 言 わ れ る 。 GMP-12（ 104ア ミ ノ 酸 ） も ま た 「 GDF-7」 お よ び 「 GDMP-3
」 （ す な わ ち 軟 骨 由 来 の 形 態 形 成 タ ン パ ク ‐ ３ （ cartilage-derived morphogenetic prot
ein-3） ） と 言 わ れ る 。 BMP-13（ 120ア ミ ノ 酸 ） も ま た 「 GDF-6」 お よ び 「 CDMP-2」 と し て
知 ら れ る 。 BMP-14（ 120ア ミ ノ 酸 ） も ま た 「 GDF-5」 お よ び 「 CDMP-1」 と 言 わ れ る 。 BMP-15
（ 125ア ミ ノ 酸 ） は 、 ど ち ら も X染 色 体 に つ い て の 遺 伝 子 マ ッ ピ ン グ を 含 め て マ ウ ス お よ び
ヒ ト に お い て 同 定 さ れ て い る 。 マ ウ ス タ ン パ ク 質 は GDF-9に 最 も 密 接 に 関 連 し て い る と 思
わ れ 、 卵 母 細 胞 に お い て 特 に 発 現 さ れ る 。 ま た こ れ ら の BMPの 何 種 類 か は ヘ テ ロ 二 量 体 形
成 に 存 在 す る こ と も 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 OP-1は BMP-2α と 結 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 BMP-１ 、 BMP-2α お よ び BMP-3を コ ー ド す る ヒ ト の 遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ 8、 20p12お よ び 4p
13-21染 色 体 に 位 置 す る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 軟 骨 お よ び 骨 組 織 の 形 成 に 関 与 す る 他 の 遺 伝
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子 の 周 辺 に 位 置 す る 。 BMP-5お よ び BMP-6遺 伝 子 は ヒ ト 染 色 体 ６ に 位 置 し 、 他 方 、 BMP-7遺
伝 子 は 染 色 体 20に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 以 下 に よ り 詳 細 に 記 述 す る よ う に 、 BMPは 胚 に お け る 様 々 な 上 皮 お よ び 間 葉 組 織 に 発 現
す る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 脱 塩 さ れ た 骨 お よ び 骨 肉 腫 細 胞 か ら 分 離 す る こ と が で き る
。 い く つ か の BMP（ 例 え ば 、 BMP-2お よ び BMP-4） は 、 質 的 に 同 様 の 効 果 （ 例 え ば 、 軟 骨 お
よ び 骨 形 成 ） を 引 き 出 す こ と が 示 さ れ て お り 、 ま た 、 相 互 に 代 替 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】

　 　 BMPは 、 骨 形 成 の 開 始 に 先 立 っ て 、 軟 骨 お よ び 骨 芽 細 胞 に 間 葉 型 細 胞 の 分 化 を 誘 導 す
る 。 そ れ ら は 異 所 性 配 置 の み な ら ず 骨 折 部 位 付 近 の 軟 骨 お よ び 骨 形 成 細 胞 の 分 化 を 促 進 す
る 。 い く つ か の BMPは 、 骨 芽 細 胞 に お け る ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び コ ラ ー ゲ ン の
合 成 を 誘 発 し 、 一 方 、 他 の BMPは 直 接 に 骨 芽 細 胞 に 作 用 し て 、 そ れ ら の 成 熟 を 促 進 し 、 筋
原 性 （ myogenous） 分 化 を 抑 制 す る 。 そ の 他 の BMPは 、 典 型 的 な 繊 維 芽 細 胞 の 軟 骨 細 胞 へ の
転 換 を 促 進 し 、 ま た そ れ ら は 非 骨 形 成 細 胞 タ イ プ に お い て 骨 芽 細 胞 フ ェ ノ タ イ プ の 発 現 を
誘 導 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 い く つ か の BMPタ ン パ ク へ の 受 容 体 の 関 与 に 続 く 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 は 、 SMAD(「 Sma お
よ び Mad 関 連 」 )タ ン パ ク の 作 用 を 含 む こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 更 に 、 い く つ か の BMP
お よ び 関 連 因 子 は 胚 発 生 に 関 わ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 骨 形 成 お よ び 関 連 BMPは 循 環 血
液 中 の 単 球 に 対 し て 強 力 な 化 学 誘 引 物 質 と し て 作 用 し 、 そ の 結 果 、 軟 骨 内 の 骨 形 成 カ ス ケ
ー ド に お い て 役 割 を 果 た す 。 更 に 、 こ れ ら の 因 子 は 単 球 に よ っ て TGF-β の 合 成 お よ び 分 泌
を 誘 導 す る 。 内 皮 お よ び 間 葉 細 胞 の 補 充 、 お よ び コ ラ ー ゲ ン お よ び 関 連 間 質 成 分 合 成 の 促
進 に お い て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
BMP-4お よ び BMP-7も ま た 交 感 神 経 ニ ュ ー ロ ン の 分 化 に 関 与 し て い る 。 こ れ ら の 因 子 は 神 経
堤 細 胞 の 培 養 に お け る 、 ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 ニ ュ ー ロ ン の 形 成 を 増 進 す る 。 こ の 作 用 は ま
た こ れ ら の 因 子 の 異 所 性 発 現 に 続 く 発 達 中 の 胚 に お い て in vivoで 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
い く つ か の BMPの 作 用 は 、 ア ク チ ビ ン Aお よ び ／ ま た は TGF-β に よ っ て 増 進 さ れ る 一 方 、 OI
P（ 骨 形 成 阻 害 タ ン パ ク （ osteogenesis inhibitory protein） ） は 、 in vivoお よ び in vi
troで BMP活 性 を 阻 害 す る 。 最 初 に ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル か ら 分 離 さ れ た 因 子 は 、 BMPア ン タ
ゴ ニ ス ト （ す な わ ち 、 グ レ ム リ ン （ Gremlin） 、 セ ル ベ ラ ス （ Cerberus） 、 ノ ギ ン （  nogg
in） 、 コ ル デ ィ ン （ chordin） お よ び DAN[神 経 芽 細 胞 腫 に お け る 分 化 ス ク リ ー ニ ン グ 選 択
遺 伝 子 変 型 （ differentiated screening-selected gene aberrative in neuroblastoma）
]と し て 作 用 す る と 思 わ れ る 。 続 い て 同 様 の 因 子 も ま た 他 の 種 か ら 分 離 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】

　 BMPの 臨 床 使 用 は 今 な お 初 期 段 階 で あ る が 、 多 く の 研 究 と 関 心 が こ れ ら の タ ン パ ク 質 の
適 切 な 使 用 の 間 質 に 向 け ら れ て い る 。 例 え ば 、 比 較 的 純 で な い BMPの 調 製 液 は 骨 折 の 治 療
に 使 わ れ て き た 。 更 に 、 骨 由 来 の 間 質 に お い て 骨 分 化 を 開 始 す る た め に 、 オ ス テ オ ゲ ニ ン
を 含 む 因 子 の 組 合 せ が 要 求 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 不 溶 性 コ ラ ー ゲ ン 骨 間 質 と 組 合 わ せ た オ ス
テ オ ゲ ニ ン は 、 成 長 霊 長 類 の 頭 蓋 冠 異 常 に お い て 局 部 軟 骨 内 の 骨 分 化 を 誘 発 す る た め に 使
用 さ れ て い る 。 そ の 他 の 設 定 に お い て 、 追 加 の 成 分 は 重 要 と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 多 孔 質 β
‐ リ ン 酸 三 カ ル シ ウ ム と 結 合 し た BMP調 製 液 の 骨 誘 導 能 力 お よ び 骨 移 植 術 材 料 と し て の ト
ゥ ル ー ボ ー ン （ true bone） セ ラ ミ ッ ク と 結 合 し た BMPの 使 用 は 、 骨 組 織 異 常 の 治 療 お よ び
新 骨 形 成 の 促 進 に つ い て BMPの み の 単 独 治 療 よ り も 優 れ て い る こ と が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
骨 形 成 に お け る そ の 役 割 に 加 え て 、 タ ン パ ク 質 の BMPフ ァ ミ リ ー の あ る １ つ の 投 与 も ま た
慢 性 腎 疾 患 の 修 復 お よ び 回 復 と 関 係 し て い る 。 BMP-7が 健 康 な 個 体 の 腎 臓 に お い て 高 度 に
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発 現 し た こ と が 認 め ら れ て い る た め 、 タ ン パ ク 質 が 腎 損 傷 に 何 ら か の 保 護 を 提 供 す る の か
否 か を 決 定 す る た め に 諸 研 究 が 行 わ れ た 。 ザ イ ス ベ ル ク （ Zeisberg） 他 （ ザ イ ス ベ ル ク 他
、 Nat.Med.,9:964-968 [2003]） お よ び ゴ ウ ル ド （ Gould） 他 （ ゴ ウ ル ド 他 、 Kiney Int’ l
.,61:51 [2002]） に よ っ て 述 べ ら れ た よ う に 、 慢 性 腎 損 傷 の マ ウ ス モ デ ル に お け る 組 み 換
え ヒ ト BMP-7の 投 与 は 、 か な り 損 傷 し た 尿 細 管 上 皮 細 胞 の 修 復 お よ び 慢 性 腎 損 傷 の 回 復 を
も た ら し た 。 従 っ て 、 BMP-7は ヒ ト お よ び そ の 他 の 動 物 に お け る 腎 疾 患 の 治 療 に 使 用 さ れ
る で あ ろ う と 考 え ら れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
し か し な が ら 、 BMPの 使 用 に 関 す る 組 成 お よ び 方 法 の 発 展 の 点 で い く ば く か の 進 歩 が あ っ
た と は い え 、 ま だ 多 く の こ と が な さ れ な け れ ば な ら な い 。 更 に 、 患 者 に こ れ ら 天 然 の タ ン
パ ク 質 を 投 与 す る こ と の 妥 当 性 に 関 す る 問 題 も 存 在 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ３ 】

　 　 本 発 明 は 骨 形 成 タ ン パ ク （ BMPs） に お け る CD4+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 特 定 の
態 様 に お い て 、 本 発 明 は BMP-７ お よ び BMP-14の CD4+T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 い く つ
か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は BMP-7お よ び BMP-14タ ン パ ク の 免 疫 原 性 （ 例 え ば 、
野 生 型 ） を 低 減 す る た め の 修 飾 に 適 切 な BMP-7お よ び BMP-14の CD4 + T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供
す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 　 本 発 明 は 、 た ん ぱ く 質 が BMPタ ン パ ク で あ る 、 タ ン パ ク 質 の T細 胞 エ ピ ト ー プ を 測 定 す
る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む 。 (ａ ) 一 人 の ヒ ト 血 液 源 か ら 樹 状 細 胞
の 溶 液 お よ び 未 処 理 CD4+お よ び ／ ま た は CD8+T細 胞 の 溶 液 を 得 る 工 程 、 （ ｂ ） 分 化 樹 状 細
胞 の 溶 液 を 生 産 す る た め に 樹 状 細 胞 の 溶 液 の 中 で 樹 状 細 胞 を 分 化 す る 工 程 、 （ ｃ ） タ ン パ
ク 質 か ら ペ プ チ ド の ペ プ セ ッ ト （ pepset） を 調 製 す る 工 程 、 （ ｄ ） 分 化 樹 状 細 胞 の 溶 液 お
よ び 未 処 理 CD4+お よ び ／ ま た は T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む ペ プ セ ッ ト を 伴 っ た CD8+T細 胞 と を
混 合 す る 工 程 、 お よ び （ ｅ ） 工 程 （ ｄ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 を 計 測 す る 工 程 で あ る 。
　 本 発 明 の 追 加 的 な 態 様 に お い て 、 そ の 方 法 は 更 に 、 親 （ す な わ ち 由 来 す る 又 は 源 の ） タ
ン パ ク 質 に 比 べ て 変 化 し た 免 疫 原 性 反 応 を 示 す 変 異 体 タ ン パ ク を 製 造 す る た め に タ ン パ ク
質 を 修 飾 す る 工 程 を 含 む 。 し か し な が ら 、 そ の こ と は 本 発 明 が 任 意 の 特 定 の 置 換 の 組 み 合
わ せ ま た は タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 他 の 変 換 に 限 定 さ れ る こ と を 意 図 す る も の で は な
い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 BMPタ ン パ ク の 免 疫 原 性 を 低 減 す る た め の 方 法 も 提 供 す る 。 こ の 方 法 は
、 以 下 の 工 程 を 含 む 。 （ ａ ） 以 下 の （ i） お よ び  (ii) に よ っ て タ ン パ ク 質 内 の 1つ 以 上 の
T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 す る 工 程 で 、 （ i） 1つ 以 上 の サ イ ト カ イ ン に in vitroで 晒 し て 分
化 さ せ た 単 球 由 来 の 接 着 樹 状 細 胞 を T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 1つ 以 上 の ペ プ チ ド に 接 触 さ せ
る 工 程 で 、 お よ び （ ii） 樹 状 細 胞 お よ び 前 記 ペ プ チ ド を 、 ペ プ チ ド に 反 応 し て T細 胞 が 増
殖 す る よ う に 単 求 由 来 の 接 着 樹 状 細 胞 と 同 じ 源 か ら 得 ら れ た 未 処 理 T細 胞 に 接 触 さ せ る 工
程 で あ り 、 お よ び （ ｂ ） 未 処 理 T細 胞 の ベ ー ス ラ イ ン 増 殖 と ほ ぼ 同 等 あ る い は そ れ よ り 少
な い 変 異 体 タ ン パ ク を 誘 導 す る よ う に 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 変 異 体 タ ン パ ク を 製 造 す る た め
に 中 性 T細 胞 エ ピ ト ー プ に 修 飾 す る 工 程 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 前 記 T細 胞 エ ピ
ト ー プ は 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 を タ ン パ ク 質 の ホ モ ロ グ に 類 似 し た 配
列 で 置 換 す る こ と に よ っ て 修 飾 さ れ る 。 選 択 的 な 態 様 に お い て 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 T細
胞 エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 を T細 胞 エ ピ ト ー プ の 主 要 な 三 次 構 造 特 性 に 実 質 的 に 模 倣 し
た 配 列 で 置 換 す る こ と に よ っ て 修 飾 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
更 に 本 発 明 は 、 低 減 し た ア レ ル ギ ー 誘 発 性 を 有 す る 変 異 体 タ ン パ ク を 製 造 す る 方 法 を 提 供
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す る 。 こ の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 。 ａ ） BMPタ ン パ ク の よ う な 天 然 発 生 タ ン パ ク を 得
て 、 天 然 発 生 タ ン パ ク の 断 片 を 調 製 す る 工 程 、 ｂ ） 天 然 発 生 タ ン パ ク の 断 片 を 未 処 理 ヒ ト
CD4+ま た は CD8+T細 胞 お よ び 分 化 し た 樹 状 細 胞 を 含 む 第 一 溶 液 に 接 触 さ せ る 工 程 、 ｃ ） 天
然 発 生 タ ン パ ク の エ ピ ト ー プ 領 域 を 同 定 す る 工 程 、 こ の 同 定 工 程 に は 未 処 理 ヒ ト CD4+ま た
は CD8+T細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 天 然 発 生 タ ン パ ク の エ ピ ト ー プ 領 域 の 断 片 の 能 力 を 測 定 す
る こ と を 含 む 、 お よ び ｄ ） 変 異 体 タ ン パ ク を 製 造 す る た め に 工 程 ｃ ） に お い て 同 定 さ れ た
エ ピ ト ー プ 領 域 に お け る 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 修 飾 す る 工 程 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お
い て 、 こ の 方 法 は 更 に 未 処 理 ヒ ト CD4+ま た は CD8+T細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 天 然 発 生 タ ン パ
ク の 断 片 の 能 力 を 、 未 処 理 ヒ ト CD4+ま た は CD8+T細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 変 異 体 タ ン パ ク の
断 片 の 能 力 と 比 較 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の い か な る 方 法 も ペ プ セ ッ ト の 調 製 お よ び 樹 状 細 胞 の 分 化 に 関 す る 限 り 、 任 意 の 特
別 の 順 序 で 実 施 さ れ る こ と を 意 図 し て い な い 。 例 え ば 、 い く つ か の 態 様 に お い て 樹 状 細 胞
が 分 化 さ れ る 前 に ペ プ セ ッ ト は 調 製 さ れ 、 他 方 、 他 の 態 様 に お い て ペ プ セ ッ ト が 調 製 さ れ
る 前 に 樹 状 細 胞 は 分 化 さ れ る 。 更 に 他 の 態 様 に お い て 、 同 時 に 樹 状 細 胞 が 分 化 さ れ 、 ペ プ
セ ッ ト が 調 製 さ れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 任 意 の 特 別 の 順 序 で こ れ ら の 工 程 を 有 す 方 法
に 限 定 さ れ る こ と を 意 図 し て い な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は T細 胞 エ ピ ト ー プ お よ び T細 胞 非 エ ピ ト ー プ の 同 定 の た
め の ア ッ セ イ 系 を 提 供 す る 。 こ の 系 は 分 化 さ れ た 樹 状 細 胞 と ヒ ト CD4+お よ び ／ ま た は CD8+
T細 胞 お よ び 関 心 の あ る ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 BMP由 来 の ペ プ チ ド ） と を 混 合 す る 工 程 を 有 す
る 方 法 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 よ り 具 体 的 に は 、 低 減 し た 免 疫 原 性 を
生 成 す る 関 心 の あ る ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 、 こ こ で T細 胞 エ ピ ト ー プ は 以 下 の 工 程 を 含 む こ
と が 確 認 さ れ る 。 す な わ ち 、 （ ａ ） 単 一 血 液 源 か ら 樹 状 細 胞 の 溶 液 お よ び CD4+お よ び ／ ま
た は CD8+T細 胞 の 溶 液 を 得 る 工 程 、 （ ｂ ） 樹 状 細 胞 の 分 化 を 促 進 す る 工 程 、 （ ｃ ） 分 化 さ
れ た 樹 状 細 胞 の 溶 液 、 CD4+細 胞 お よ び ／ ま た は CD8+T細 胞 を 関 心 あ る ペ プ チ ド （ 例 え ば 、
少 な く と も BMPの 一 部 を 含 む ペ プ チ ド ） と 混 合 す る 工 程 、 お よ び （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） に お け
る T細 胞 の 増 殖 を 測 定 す る 工 程 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 BMPの 全 て ま た は 一 部 に 相 当 す る 一 連 の ペ プ チ ド オ リ ゴ マ
ー が 調 製 さ れ る 。 例 え ば 、 関 連 し た 一 部 の ま た は 全 て の BMP-7ま た は BMP-14を 含 む ペ プ チ
ド ラ イ ブ ラ リ が 生 成 さ れ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド を 生 産 す る 方 法 は 、 ペ プ チ ド ラ
イ ブ ラ リ へ 重 複 を も た ら す で あ ろ う 。 例 え ば 、 BMPの ア ミ ノ 酸 配 列 １ － 15に 相 当 す る 第 １
ペ プ チ ド 、 BMPの ア ミ ノ 酸 配 列 ４ － 18に 相 当 す る 第 ２ ペ プ チ ド 、 BMPの ア ミ ノ 酸 配 列 7－ 21
に 相 当 す る 第 ３ ペ プ チ ド 、 BMPの ア ミ ノ 酸 配 列 10－ 24に 相 当 す る 第 ４ ペ プ チ ド 等 、 BMP分 子
全 体 に 相 当 し た 代 表 的 ペ プ チ ド が 生 成 さ れ る ま で の ペ プ チ ド で あ る 。 本 発 明 で 提 供 さ れ た
ア ッ セ イ に お け る 個 々 の ペ プ チ ド の 各 分 析 に よ っ て 、 T細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ た エ ピ ト ー
プ の 位 置 を 正 確 に 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 上 記 の 例 に お い て 、 近 隣 の も の よ り も あ る
特 定 の ペ プ チ ド の 反 応 が 大 き い ほ ど 、 ３ つ の ア ミ ノ 酸 の 範 囲 内 の エ ピ ト ー プ ア ン カ ー 領 域
の 同 定 は 容 易 に な る 。 こ れ ら の エ ピ ト ー プ の 位 置 の 決 定 後 、 ペ プ チ ド が 出 発 タ ン パ ク 質 か
ら 異 な る T細 胞 反 応 を 引 き 起 こ す ペ プ チ ド ま で 、 各 エ ピ ト ー プ 内 の ア ミ ノ 酸 を 変 更 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 更 に 本 発 明 は 、 天 然 発 生 の 形 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 望 ま し い 低
い T細 胞 エ ピ ト ー プ の 能 力 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 同 定 の た め の 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の よ う に 、 様 々 な in vitroお よ び in vivoア ッ セ イ は 、 様 々 な タ ン
パ ク 質 の 低 減 し た 低 減 変 異 免 疫 原 性 反 応 を 確 認 す る た め に 使 用 で き る 。 In vivoア ッ セ イ
に は 、 HLA-DR3／ DQ2マ ウ ス T細 胞 反 応 が 含 ま れ る が こ れ に 限 定 さ る も の で は な く 、 他 方 、
適 切 な in vitroア ッ セ イ に は ヒ ト 末 梢 血 液 単 球 細 胞 （ PBMC） ア ッ セ イ が 含 ま れ る が 、 こ れ
に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 （ ヘ ル マ ン （ （ Herman） ） 他 、 J.Immunol、 163： 6275-6282
（ （ 1999年 ） ） ； サ ン ダ ー ス ト ラ ッ プ （ （ Sonderstrup） ） 他 、 Immunol.Rev、 172:335-34
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3（ （ 1999年 ） ） ； タ ネ ジ ャ お よ び デ イ ビ ッ ト （ （ Taneja and David） ） 、 Immunol.Rev、
169:67-79((1999年 ))； グ ル ス ビ ィ （ （ Grusby） ） 他 、 Proc.Natl.Acad.Sci、 90:3913-391
7((1993年 ))を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 更 に 、 本 発 明 は BMP組 成 物 に 低 減 さ れ た 免 疫 原 性 を 提 供 す る 。 特 に 本 発 明 は 、 BMPに 対 す
る 免 疫 原 性 反 応 を 低 減 す る 本 発 明 に 記 載 の エ ピ ト ー プ を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 よ り 更 な
る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 野 生 型 タ ン パ ク を 含 む 組 合 わ せ だ け で な く 、 BMPの 様 々 な 組 合
わ せ に お い て 利 用 さ れ る 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 い く つ か の 特 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 RSQNRSKTPKNQEAL（ 配 列 番 号 1） 、
EALRMANVAENSSSD（ 配 列 番 号 2） 、 RMANVAENSSSDQRQ（ 配 列 番 号 3） 、 SFRDLGWQDWIIAPE（ 配
列 番 号 4） 、 SNVILKKYRNMVVRA（ 配 列 番 号 5） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る BMP-7エ ピ ト ー プ を
提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は こ れ ら の エ ピ ト ー プ の 変 異 体 を 提 供 す る 。
い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 変 異 体 エ ピ ト ー プ は 未 処 理 エ ピ ト ー プ と 比 し て 低 減 さ
れ た 免 疫 原 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 更 に 特 別 な 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は SPISILFIDSANNVV（ 配 列 番 号 6） 、 PLRSHLEP
TNHAVIQ（ 配 列 番 号 7） 、 お よ び SHLEPTNHAVIQTLM（ 配 列 番 号 8） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
BMP-７ エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は こ れ ら の エ ピ ト ー プ の
変 異 体 を 提 供 す る 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 変 異 体 エ ピ ト ー プ は 未 処 理 エ ピ ト
ー プ と 比 し て 低 減 さ れ た 免 疫 原 性 を 示 す 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

　 図 １ は 、 BMP-7（ パ ネ ル Ａ ） お よ び BMP-14（ パ ネ ル Ｂ ） 由 来 の ペ プ チ ド を 用 い て テ ス ト
さ れ た 83の 無 作 為 の 個 体 か ら な る 母 集 団 か ら の 応 答 の パ ー セ ン ト を 示 す 2つ の グ ラ フ を 提
供 す る 。 ま た 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド お よ び 構 造 値 も 示 さ れ る 。 3つ の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 分 け
ら れ る 連 続 15-merペ プ チ ド は X軸 に 記 載 さ れ （ 「 ペ プ チ ド 数 」 に よ っ て 示 し た ） 、 お よ び
各 ペ プ チ ド に 反 応 し た ド ナ ー の パ ー セ ン テ ー ジ が 、 Y軸 に 表 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 ２ は 、 BMP-7（ パ ネ ル Ａ ） お よ び BMP-14（ パ ネ ル Ｂ ） 由 来 の ペ プ チ ド を 用 い て テ ス ト
さ れ た 83の 無 作 為 の 個 体 か ら な る 母 集 団 か ら の 応 答 の パ ー セ ン ト を 示 す 2つ の グ ラ フ を 提
供 す る 。 ま た 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド お よ び 構 造 値 も 示 さ れ る 。 3つ の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 分 け
ら れ る 連 続 15-merペ プ チ ド は X軸 に 記 載 さ れ （ 「 ペ プ チ ド 数 」 に よ っ て 示 し た ） 、 お よ び
各 ペ プ チ ド に 反 応 し た ド ナ ー の パ ー セ ン テ ー ジ が Y軸 に 表 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 ３ は 、 BMP-7（ パ ネ ル Ａ ） お よ び BMP-14（ パ ネ ル Ｂ ） 由 来 の ペ プ チ ド を 用 い て テ ス ト
さ れ た 83の 無 作 為 の 個 体 か ら な る 母 集 団 か ら の 応 答 の 平 均 刺 激 指 数 （ SI） を 示 す 2つ の グ
ラ フ を 提 供 す る 。 デ ー タ セ ッ ト は QC法 を 使 っ て 分 析 さ れ た 。 平 均 SIは 各 ペ プ チ ド ＋ ／ － 平
均 標 準 誤 差 に つ い て 表 示 さ れ る 。 3つ の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 分 け ら れ る 連 続 15-merペ プ チ ド
は X軸 に 記 載 さ れ （ 「 ペ プ チ ド 数 」 に よ っ て 示 し た ） 、 お よ び 平 均 SIは Y軸 に 表 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 図 ４ は 、 BMP-7（ パ ネ ル Ａ ） お よ び BMP-14（ パ ネ ル Ｂ ） 由 来 の ペ プ チ ド を 用 い て テ ス ト
さ れ た 83の 無 作 為 の 個 体 か ら な る 母 集 団 か ら の 応 答 の 平 均 刺 激 指 数 （ SI） を 示 す 2つ の グ
ラ フ を 提 供 す る 。 デ ー タ セ ッ ト は QC法 を 使 っ て 分 析 さ れ た 。 平 均 SIは 、 各 ペ プ チ ド ＋ ／ －
平 均 標 準 誤 差 に つ い て 表 示 さ れ る 。 3つ の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 分 け ら れ る 連 続 15-merペ プ チ
ド は X軸 に 記 載 さ れ （ 「 ペ プ チ ド 数 」 に よ っ て 示 し た ） 、 お よ び 平 均 SIは 、 Y軸 に 表 示 さ れ
る 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 は 、 骨 形 成 タ ン パ ク （ BMPs） に お け る CD4＋ T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 特 別 な
態 様 に お い て 、 本 発 明 は BMP-7お よ び BMP-14の CD4＋ T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 い く つ
か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 （ 例 え ば 、 未 処 理 ） BMP-7お よ び BMP-14タ ン パ ク
の 免 疫 原 性 を 低 減 す る た め の 修 飾 に 適 し た BMP-7お よ び BMP-14の CD4＋ T細 胞 エ ピ ト ー プ を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 に 別 個 の 定 義 が な い 限 り 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 的 お よ び 科 学 的 用 語 は
、 本 発 明 に 関 連 す る 分 野 に お け る 当 業 者 に よ っ て 一 般 的 に 理 解 さ れ て い る も の と 同 じ 意 味
内 容 を 有 す る 。 例 え ば 、 シ ン グ レ ト ン お よ び セ イ ン ス べ リ ー 著 （ Singleton and Sainsbur
y） 『 微 生 物 学 お よ び 分 子 生 物 学 辞 典 』 第 2版 、 J.ワ イ リ ー 父 子 （ John Wiley and Sons）
編 、 ニ ュ ー ヨ ー ク (1994年 )、 そ し て ヘ イ ル お よ び マ ー ハ ム 著 （ Hale and Marham） 『 ハ ー
パ ー コ リ ン ズ 生 物 学 辞 典 』 ハ ー パ ー ・ ペ レ ニ ア ル 、 ニ ュ ー ヨ ー ク (1991年 )は 、 本 発 明 に お
い て 使 用 さ れ る 多 く の 用 語 の 一 般 辞 書 を 当 業 者 に 提 供 す る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て は 、 本
発 明 に 記 述 さ れ る も の と 類 似 の 、 ま た は 等 価 な 任 意 の 方 法 お よ び 材 料 が 用 い ら れ る が 、 好
ま し い 方 法 お よ び 材 料 は 本 発 明 に 記 述 さ れ る 。 従 っ て 、 以 下 に 定 義 さ れ る 用 語 は 全 体 と し
て 本 明 細 書 を 参 照 す る こ と に よ っ て 、 よ り 完 全 に 記 述 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る
よ う に 、 単 数 形 の 「 a」 、 「 an」 お よ び 「 the」 は 文 中 に 別 個 の 明 確 な 記 載 が な い 限 り 複 数
へ の 言 及 を 含 む 。 発 明 の 理 解 を 容 易 に す る た め に 多 く の 用 語 は 以 下 に 定 義 さ れ る 。
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 骨 形 成 タ ン パ ク 」 お よ び 「 BMP」 は 、 軽 質 転 換 成 長 因 子 ベ
ー タ （ 「 TGF-β 」 ） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 （ BMP-1を 例 外 と し て ） の 中 に あ る タ
ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の こ と を 言 う た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 「 抗 原 提 示 細 胞 」 は 、 T細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ 得 る あ る 形 態 で 表 面
に 抗 原 を 提 示 す る 免 疫 系 の 細 胞 の こ と を 言 う 。 抗 原 提 示 細 胞 の 具 体 例 は 、 樹 状 細 胞 、 掌 状
細 胞 （ interdigitating cell） 、 活 性 化 B細 胞 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 細 胞 株 ま た は 細 胞 に 関 連 し て 使 用 さ れ る 時 の 「 リ ン パ （ lymphoid） 」 と い う 用 語 は 、 細
胞 株 ま た は 細 胞 が リ ン パ 系 に 由 来 し 、 ま た 、 Bお よ び Tリ ン パ 系 両 方 の 細 胞 を 含 む こ と を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 Tリ ン パ 球 」 お よ び 「 T細 胞 」 と い う 用 語 は 、 T前 駆 細 胞 （
再 配 列 さ れ た T細 胞 受 容 体 遺 伝 子 を 持 た な い Thy1陽 性 細 胞 を 含 む ） か ら 成 熟 T細 胞 （ 例 え ば
、 CD4ま た は CD8の ど ち ら か に 対 し て 単 一 陽 性 な 表 面 TCR陽 性 細 胞 ） ま で の Tリ ン パ 球 系 内 の
任 意 の 細 胞 も 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 Bリ ン パ 球 」 お よ び 「 B細 胞 」 と い う 用 語 は 、 pre-B-細 胞 (
免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 遺 伝 子 の 再 配 列 を 開 始 し た B220 + 細 胞 )の よ う な B細 胞 前 駆 体 か ら 成 熟 B
細 胞 お よ び 形 質 （ plasma） 細 胞 ま で の B細 胞 系 内 の 任 意 の 細 胞 も 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 CD4 + T細 胞 」 お よ び 「 CD4T細 胞 」 は 、 ヘ ル パ ー T細 胞 （ ま た
は 「 Th」 お よ び 「 Tｈ 」 細 胞 と も 称 さ れ る ） の こ と を 言 い 、 他 方 「 CD8＋ T細 胞 」 お よ び 「 C
D8細 胞 」 は 、 細 胞 毒 性 T細 胞 （ ま た は 「 Tc」 お よ び 「 Tｃ 」 細 胞 と も 称 さ れ る ） の こ と を 言
う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 B細 胞 増 殖 」 は 、 抗 原 提 示 細 胞 の 存 在 下 で 、 抗 原 の 存 在 下
ま た は 非 存 在 下 に お い て 、 B細 胞 の 培 養 期 間 に 産 生 さ れ た B細 胞 の 数 の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 ベ ー ス ラ イ ン B細 胞 増 殖 」 は 、 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 抗
原 の 非 存 在 下 に お い て 、 抗 原 提 示 細 胞 に 晒 し た 反 応 個 体 内 に 通 常 見 ら れ る B細 胞 増 殖 の 程
度 の こ と を 言 う 。 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 ベ ー ス ラ イ ン B細 胞 増 殖 レ ベ ル は 、 抗 原 非 存 在
下 に お け る B細 胞 増 殖 の 際 の 各 個 体 に 関 す る サ ン プ ル ベ ー ス ご と に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 B細 胞 エ ピ ト ー プ 」 は 、 抗 原 （ す な わ ち 、 免 疫 原 ） を 含 む
ペ プ チ ド へ の 免 疫 原 性 反 応 に お い て B細 胞 レ セ プ タ ー に よ っ て 認 識 さ れ る ペ プ チ ド ま た は
タ ン パ ク 質 の 特 徴 の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 変 性 B細 胞 エ ピ ト ー プ 」 は 、 関 心 の あ る 変 異 ペ プ チ ド が ヒ
ト ま た は そ の 他 の 動 物 に お い て 異 な っ た （ す な わ ち 、 改 変 さ れ た ） 免 疫 原 性 反 応 を 生 じ る
よ う に 、 関 心 の あ る 前 駆 体 ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド と は 異 な っ た エ ピ ト ー プ ア ミ ノ 酸 配 列
の こ と を 言 う 。 改 変 さ れ た 免 疫 原 性 反 応 は 、 改 変 さ れ た 免 疫 原 性 お よ び ／ ま た は ア レ ル ギ
ー 誘 発 性 （ す な わ ち 、 増 大 ま た は 減 少 し た 全 体 の 免 疫 原 性 反 応 の ど ち ら か ） を 含 む と 考 え
ら れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 改 変 さ れ た B細 胞 エ ピ ト ー プ は 同 定 さ れ た エ ピ ト ー プ
の う ち の 残 留 物 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 置 換 お よ び ／ ま た は 欠 失 を 含 む 。 選 択 的 な 態 様
に お い て 、 改 変 さ れ た B細 胞 エ ピ ト ー プ は エ ピ ト ー プ の 内 の １ つ ま た は 2以 上 の 追 加 の 残 基
を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 T細 胞 エ ピ ト ー プ 」 は 、 そ の 抗 原 を 含 む ペ プ チ ド へ の 免 疫
反 応 の 開 始 に お け る T細 胞 レ セ プ タ ー に よ っ て 認 識 さ れ る ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 特
徴 を 意 味 す る 。 T細 胞 に よ る T細 胞 エ ピ ト ー プ の 認 識 は 、 通 常 T細 胞 が 、 抗 原 提 示 細 胞 に 発
現 し た ク ラ ス Iま た は ク ラ ス IIの 主 要 組 織 適 合 複 合 体 （ MHC） に 結 合 す る 抗 原 の ペ プ チ ド 断
片 を 認 識 す る メ カ ニ ズ ム を 経 由 す る と 信 じ ら れ て い る （ 例 え ば 、 モ エ ラ ー （ （ Moeller）
） 編 、 Immunol.Rev.,98:187 [1987年 ]を 参 照 ） 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発
明 に 記 述 さ れ て い る よ う に 同 定 さ れ る エ ピ ト ー プ ／ エ ピ ト ー プ 断 片 は 、 エ ピ ト ー プ ま た は
断 片 を 結 合 、 お よ び 示 す こ と が で き る MHC分 子 を 持 つ 抗 原 提 示 細 胞 の 検 出 に 用 い ら れ る 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 エ ピ ト ー プ ／ エ ピ ト ー プ 断 片 は 更 に 、 関 心 の あ る エ ピ ト ー プ ／
エ ピ ト ー プ 断 片 を 結 合 お よ び ／ ま た は 示 す 細 胞 の 同 定 を 容 易 に す る 検 出 可 能 な 標 識 （ 例 え
ば 、 マ ー カ ー ） を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 T細 胞 増 殖 」 は 、 抗 原 提 示 細 胞 の 存 在 下 で 、 抗 原 の 存 在 下
ま た は 非 存 在 下 に お い て T細 胞 の 培 養 期 間 に 産 生 さ れ た T細 胞 の 数 の こ と を 言 う 。
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 ベ ー ス ラ イ ン T細 胞 増 殖 」 は 、 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 抗
原 の 非 存 在 下 に お い て 、 抗 原 提 示 細 胞 に 晒 し た 反 応 に お い て 個 体 内 に 通 常 見 ら れ る T細 胞
増 殖 の 程 度 の こ と を 言 う 。 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 ベ ー ス ラ イ ン T細 胞 増 殖 レ ベ ル は 、 抗
原 非 存 在 下 に お け る 抗 原 提 示 細 胞 へ の 反 応 に お け る T細 胞 増 殖 の 際 の 各 個 体 に 関 す る サ ン
プ ル ベ ー ス ご と に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 改 変 免 疫 原 性 反 応 」 は 、 増 加 ま た は 減 少 し た 免 疫 原 性 反 応
の こ と を 言 う 。 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド は 、 そ れ ら が 引 き 起 こ す T細 胞 お よ び B細 胞 反 応
が 親 （ 例 え ば 、 前 駆 体 ） タ ン パ ク ま た は ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 関 心 の あ る タ ン パ ク 質 ） に よ
っ て 引 き 起 こ さ れ る 反 応 よ り も 大 き い と き 、 「 増 加 し た 免 疫 原 性 反 応 」 を 示 す 。 こ の よ り
高 い 反 応 の 実 質 的 結 果 は 、 変 異 体 タ ン パ ク ま た は ペ プ チ ド に 対 す る 増 加 し た 抗 体 反 応 で あ
る 。 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド は 、 そ れ ら が 引 き 起 こ す T細 胞 お よ び ／ ま た は B細 胞 反 応 が
親 （ 例 え ば 、 前 駆 体 ） タ ン パ ク ま た は ペ プ チ ド に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 反 応 よ り も 小 さ い
と き 、 「 減 少 し た 免 疫 原 性 反 応 」 を 示 す 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の よ り 低 い 反 応 の
実 質 的 結 果 は 、 変 異 体 タ ン パ ク ま た は ペ プ チ ド に 対 す る 減 少 し た 抗 体 反 応 で あ る 。 い く つ
か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 親 タ ン パ ク は 野 生 型 タ ン パ ク ま た は ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】

10

20

30

40

50

(10) JP 2007-514411 A 2007.6.7



　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 刺 激 指 数 （ SI） 」 は 、 対 照 と 比 較 し た ペ プ チ ド の T細 胞 増
殖 反 応 の 測 定 値 の こ と を 言 う 。 SIは 、 ペ プ チ ド を 含 む CD4 + T細 胞 お よ び 樹 状 細 胞 の 培 養 試
験 に お い て 得 ら れ た 平 均 CPM(分 あ た り カ ウ ン ト )を 、 ペ プ チ ド を 含 ま な い 樹 状 細 胞 お よ び C
D4 + T細 胞 を 有 す る 対 照 培 の 平 均 CPMで 割 る こ と に よ っ て 計 算 さ れ る 。 こ の 値 は 、 各 ド ナ ー
お よ び 各 ペ プ チ ド に つ い て 計 算 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 約 1.5か ら 4.5の 間 の SI
値 は 陽 性 反 応 を 示 す た め に 使 用 さ れ る 一 方 で 、 陽 性 反 応 を 示 す た め の 好 ま し い SI値 は 2.5
お よ び 3.5ま で の 間 で あ り 、 好 ま し く は 2.7か ら 3.2ま で 、 更 に よ り 好 ま し く は 2.9か ら 3.1
ま で を 含 む 。 本 発 明 で 記 述 さ れ た 最 も 好 ま し い 態 様 は 、 SI値 2.95を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 デ ー タ セ ッ ト 」 と い う 用 語 は 、 各 試 験 タ ン パ ク （ す な わ ち
、 関 心 の あ る タ ン パ ク 質 ） に 対 す る 反 応 に 関 す る 実 験 の た め の 一 組 の ペ プ チ ド お よ び 一 組
の ド ナ ー に つ い て 編 集 さ れ た デ ー タ の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 ペ プ セ ッ ト 」 と い う 用 語 は 、 各 試 験 タ ン パ ク （ す な わ ち 、
関 心 の あ る タ ン パ ク 質 ） の た め に 作 ら れ た 一 組 の ペ プ チ ド の こ と を 言 う 。 こ の ペ プ セ ッ ト
（ ま た は 「 ペ プ チ ド セ ッ ト 」 ） の 中 の こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 各 ド ナ ー か ら 得 ら れ た 細 胞 を
用 い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 構 造 」 お よ び 「 構 造 値 」 は 、 タ ン パ ク 質 の 相 対 的 な 免 疫 原
性 を ラ ン ク づ け す る た め の 値 の こ と を 言 う 。 構 造 値 は 、 下 記 の 「 同 一 式 ま で の 総 変 化 距 離
」 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ８ 】
式 中 、 Σ は 、 各 ペ プ チ ド へ の 反 応 比 率 の 絶 対 数 値 の 一 組 の ペ プ チ ド 中 の 全 ペ プ チ ド の 合 計
か ら 一 組 の ペ プ チ ド の 頻 度 を 引 い た も の で あ る 。 ｆ （ ｉ ） は 、 個 別 の ペ プ チ ド に つ い て の
反 応 の 頻 度 を 、 蓄 積 し た 反 応 の 総 数 に よ っ て 割 っ た も の と し て 定 義 さ れ 、 お よ び ｐ は 一 組
の ペ プ チ ド 中 の ペ プ チ ド の 数 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 構 造 値 は 試 験 さ れ
た 各 タ ン パ ク 質 に つ い て 決 定 さ れ る 。 得 ら れ た 構 造 値 に 基 づ い て 、 試 験 タ ン パ ク 質 は 一 連
の 試 験 さ れ た タ ン パ ク 質 に お い て 最 低 数 値 か ら 最 大 数 値 ま で ラ ン ク 付 け さ れ る 。 こ の ラ ン
ク 付 け さ れ た 一 連 の 組 に お い て 、 最 低 数 値 は 最 小 免 疫 原 性 の タ ン パ ク 質 を 示 し 、 他 方 、 最
高 数 値 は 最 大 免 疫 原 性 の タ ン パ ク 質 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 理 論 的 に は 、 仮 に デ ー タ セ ッ ト の 全 て の ペ プ チ ド が 同 一 の 反 応 数 を 持 つ 場 合 、 ｆ (i)－ 1
/pは ゼ ロ に 等 し く な る 。 換 言 す れ ば 、 各 ペ プ チ ド の 反 応 の 比 率 は 一 つ の ペ プ チ ド に よ っ て
表 さ れ た デ ー タ セ ッ ト の 割 合 と 等 し く な り 、 こ れ ら 数 値 の 差 は ゼ ロ に 等 し く な る 。 全 ペ プ
チ ド （ そ れ ぞ れ に つ い て ゼ ロ ） に つ い て の デ ー タ の 合 計 の 絶 対 数 値 は ゼ ロ に 等 し く な る 。
他 方 、 仮 に 全 て の 蓄 積 さ れ た 反 応 が 一 つ の ペ プ チ ド で 起 こ る と し た ら 、 値 は 2.0に 近 づ く
。 構 造 指 標 値 の 比 較 可 能 性 を 保 証 す る た め に 、 安 定 し た 反 応 パ タ ー ン が デ ー タ セ ッ ト 内 で
得 ら れ ね ば な ら な い 。 安 定 し た パ タ ー ン は 、 十 分 な ド ナ ー が 一 つ の ペ プ チ ド に つ き 約 3つ
の 反 応 を 与 え る た め に 試 験 さ れ た 後 に 達 成 さ れ る 。 従 っ て 好 ま し い 態 様 に お い て 、 一 組 の
ペ プ チ ド セ ッ ト は 、 特 定 の ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド 領 域 に 対 し て の 応 答 力 を 正 確 に 反 映 す
る デ ー タ の た め に 、 デ ー タ セ ッ ト の 大 部 分 に わ た っ て 反 応 が 起 こ る ま で 試 験 さ れ る べ き で
あ る 。 最 も 特 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 デ ー タ セ ッ ト の 全 て の ペ プ チ ド へ の 反 応 が 起 こ
る 。 し か し 、 い く つ か の デ ー タ セ ッ ト は 、 様 々 な 要 因 （ 例 え ば 、 不 溶 性 問 題 ） に よ っ て デ
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ー タ セ ッ ト 中 の 個 々 の ペ プ チ ド へ 反 応 を 示 さ な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 上 記 の 数 式 は 構 造 値 の 決 定 に 関 し て 使 用 す る た め の 好 ま し い 数 式 で あ り 、 一 方 、 他 の 等
価 な 数 式 が 本 発 明 で 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 当 業 者 に 既 知 の 他 の 様 々 な 数 式 と 同 様 に 、 「 分
布 の エ ン ト ロ ピ ー 」 式 は 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ペ プ チ ド セ ッ ト は 、 3％ 非 特 異 性 反 応 の 総 比 率 を 与 え ら れ た
、 少 な く と も 各 ペ プ チ ド に つ き 2か ら 3の 反 応 を 生 む こ と の で き る 数 の ド ナ ー に よ っ て 試 験
さ れ る 。 従 っ て 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ド ナ ー の 数 は ペ プ チ ド の 数 に 基 づ い て 調 整 さ
れ る 。 当 然 よ り 多 く の ド ナ ー が 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 試 験 さ れ う る し 、 一 組 の ペ プ セ ッ
ト 内 に よ り 少 な い ペ プ チ ド が 存 在 す る 場 合 に お い て も 同 様 で あ る 。 い く つ か の 好 ま し い 態
様 に お い て 、 良 好 な HLA対 立 遺 伝 子 提 示 を 提 供 す る た め に デ ー タ セ ッ ト は 50以 上 の ド ナ ー
を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 顕 著 な 反 応 」 と は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 率 の ２ 倍 よ り 大
き な デ ー タ セ ッ ト に お け る in vitro細 胞 反 応 速 度 を 生 成 す る ペ プ チ ド の こ と を 言 う 。 追 加
的 な 態 様 に お い て 、 前 記 反 応 は バ ッ ク グ ラ ン ド 反 応 率 よ り も 約 2倍 か ら 約 5倍 の 増 加 の こ と
を 言 う 。 ま た 、 こ の 用 語 に は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 率 よ り も 約 2.5か ら 3.5倍 の 増 加 、 約
2.8か ら 3.2倍 の 増 加 、 お よ び 2.9か ら 3.1倍 の 増 加 を 示 す 反 応 が 含 ま れ 、 例 え ば 、 本 発 明 の
進 展 の 間 、 顕 著 な 反 応 は い く つ か の ペ プ チ ド に 関 し て 言 及 さ れ た 。
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 顕 著 な 領 域 」 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 率 の 約 2倍 よ り 大
き な 、 特 定 の 一 組 の ペ プ チ ド を 用 い て 得 ら れ る I-MUNE（ 商 標 ） ア ッ セ イ 反 応 の こ と を 言 う
。 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 タ ン パ ク 質 の す べ て の 顕 著 な 領 域 は 、 本 発 明 の I-MUNE（
商 標 ） ア ッ セ 系 に お け る そ れ ら の 反 応 が 低 減 さ れ る よ う に 縮 小 さ れ る 。 追 加 的 な 態 様 に お
い て 、 顕 著 な 領 域 の 数 は 、 １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ ま た は そ れ 以 上 縮
小 さ れ 、 好 ま し く は 関 連 す る タ ン パ ク 質 に お い て １ か ら ５ の 間 の 顕 著 な 領 域 が 縮 小 さ れ る
。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 顕 著 な 領 域 は ま た Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 要 求 を 満 た す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 大 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 試 験 ド ナ ー プ ー ル 内 の 反 応
率 が 平 均 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 率 よ り ３ 標 準 偏 差 を 超 え る エ ピ ト ー プ （ す な わ ち 、 Ｔ 細 胞
お よ び ／ ま た は Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ ） の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 中 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 試 験 ド ナ ー プ ー ル 内 の 反 応 率
が 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 平 均 値 ま た は 3倍 よ り ２ 標 準 偏 差 を 超 え る エ ピ ト ー プ （ す な わ ち
、 Ｔ 細 胞 お よ び ／ ま た は Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ ） の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 小 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 試 験 ド ナ ー プ ー ル 内 の 反 応 率
が 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ２ 倍 以 上 の エ ピ ト ー プ （ す な わ ち 、 Ｔ 細 胞 お よ び ／ ま た は Ｂ 細 胞
エ ピ ト ー プ ） の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 有 意 な エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 試 験 ド ナ ー プ ー ル 内 の 反
応 率 が 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 率 の 3倍 以 上 の エ ピ ト ー プ （ す な わ ち 、 Ｔ 細 胞 お よ び ／ ま
た は Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ ） の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 弱 有 意 エ ピ ト ー プ 」 は 、 試 験 ド ナ ー プ ー ル 内 の 反 応 率 が 、 バ
ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 率 よ り 大 き い が 、 背 景 率 の 3倍 未 満 で あ る エ ピ ト ー プ （ す な わ ち 、 Ｔ
細 胞 お よ び ／ ま た は Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ ） の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル 」 お よ び 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 」
は 、 任 意 の 試 験 タ ン パ ク 質 の デ ー タ セ ッ ト に お い て 任 意 に 与 え ら れ た ペ プ チ ド へ の 応 答 者
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の 平 均 パ ー セ ン ト の こ と を 言 う 。 こ の 値 は 、 全 て の 試 験 ド ナ ー に つ い て 編 集 さ れ た セ ッ ト
中 の 全 ペ プ チ ド に 対 す る 平 均 応 答 者 パ ー セ ン ト に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
一 例 と し て 、 ３ ％ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 は 、 平 均 し て 、 100ド ナ ー を 対 象 に し た 試 験 で
の デ ー タ セ ッ ト に お け る 任 意 の ペ プ チ ド へ の ３ プ ラ ス (SIが 2.95よ り 大 き い )反 応 を 示 す こ
と に な る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 サ ン プ ル 」 と い う 用 語 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 で 使 用 さ れ る 。
し か し 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ の 用 語 は 、 分 析 さ れ 、 同 定 さ れ 、 修 飾 さ れ 、 お よ び ／
ま た は 他 の ペ プ チ ド と 比 較 さ れ る ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 関 心 の あ る タ ン パ ク 質 配 列 を 含 む
ペ プ セ ッ ト 中 の ペ プ チ ド ） を 含 む サ ン プ ル （ 例 え ば 、 ア リ コ ー ト ） に 関 連 し て 使 用 さ れ る
。 従 っ て 、 ほ と ん ど の 場 合 、 こ の 用 語 は 関 心 の あ る タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド を 含 む 物 質 に 関 連
し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 自 系 の （ autologous） 」 は 、 同 一 の 出 所 か ら 得 ら れ た サ ン プ
ル 、 サ ン プ ル 成 分 、 お よ び 他 の 物 質 の こ と を 言 う 。 例 え ば 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い
て 、 樹 状 細 胞 お よ び T細 胞 は 同 じ 出 所 （ す な わ ち 同 じ 個 体 ） か ら 得 ら れ 、 ま た 同 時 に 試 験
さ れ る 。 従 っ て 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 I-MUNE(商 標 )ア ッ セ イ 系 に お い て 利 用 さ れ る 細
胞 は 自 系 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 サ イ ト カ イ ン 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 系 の 細 胞 間 で 多 く の 重 要
な 相 互 作 用 を 制 御 す る 可 溶 性 メ デ ィ エ ー タ の こ と を 言 う 。 サ イ ト カ イ ン は 、 細 胞 間 情 報 伝
達 ペ プ チ ド お よ び 糖 タ ン パ ク の 異 な る 群 を 含 む 。 ほ と ん ど は 遺 伝 子 的 お よ び 構 造 的 に 相 互
に 類 似 し て い る 。 各 サ イ ト カ イ ン は 、 様 々 な 刺 激 に 反 応 し て 特 定 の 細 胞 型 か ら 分 泌 さ れ 、
標 的 細 胞 の 成 長 、 可 動 性 、 分 化 お よ び ／ ま た は 機 能 に 特 徴 的 な 効 果 を 生 ず る 。 全 体 と し て
、 サ イ ト カ イ ン は 免 疫 お よ び 炎 症 系 の 調 整 の み な ら ず 、 創 傷 治 癒 、 造 血 、 血 管 形 成 お よ び
多 く の 他 の 過 程 に 関 与 し て い る 。 こ の 用 語 は 、 そ れ ら の 構 造 お よ び 通 常 使 用 さ れ る 命 名 に
か か わ ら ず 全 て の 様 々 な サ イ ト カ イ ン を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。 例 え ば 、 こ の 用 語 は 「
モ ノ カ イ ン 」 （ す な わ ち 、 単 球 に よ り 生 成 さ れ た サ イ ト カ イ ン ） だ け で な く 「 リ ン フ ォ カ
イ ン 」 （ す な わ ち 、 リ ン パ 球 に よ り 生 成 さ れ た サ イ ト カ イ ン ） を 含 む こ と を 意 図 し て い る
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 」 は 、 サ イ ト カ イ ン を 認 知 し 、 サ イ ト カ
イ ン に 結 合 す る 受 容 体 分 子 の こ と を 言 う 。 こ の 用 語 は 、 細 胞 に 結 合 し た サ イ ト カ イ ン 受 容
体 だ け で な く 、 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。 ま た 、 こ の 用 語 は
、 そ れ ら の 置 換 、 欠 失 を 含 む 修 飾 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 分 子 （ す な わ ち 「 変 異 サ イ ト カ イ ン
受 容 体 」 ） お よ び ／ ま た は 更 に サ イ ト カ イ ン 受 容 体 ア ミ ノ 酸 お よ び ／ ま た は 核 酸 配 列 を 含
む こ と を 意 図 し て い る 。 従 っ て 、 こ の 用 語 は 、 組 み 換 え て 合 成 的 に 製 造 さ れ 、 お よ び 変 異
サ イ ト カ イ ン 受 容 体 だ け で な く 野 生 型 も 含 む こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ベ ー タ （ IFN-β ） 」 は 、 抗 ウ イ ル ス 活 性 を
示 し 、 脊 椎 動 物 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 し 、 お よ び 免 疫 反 応 を 調 節 す る 多 く の ク ラ ス の 分 泌 タ ン
パ ク 質 の 一 つ の 種 類 の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 イ ン タ ー ロ イ キ ン （ IL） 」 は 、 免 疫 系 、 炎 症 、 発 熱 、 造 血 、
血 小 板 産 生 、 リ ン パ 球 の 増 殖 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 発 現 、 急 性 期 反 応 、 活 性 化 、 多 様 な 多 核
白 血 球 の 成 長 お よ び 機 能 に 対 す る 多 く の 多 様 な 効 果 を 有 す 多 種 の 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ た
サ イ ト カ イ ン の 一 群 の こ と を 言 う 。 こ の 用 語 は 、 任 意 の イ ン タ ー ロ イ キ ン （ 例 え ば 、 IL-1
、 IL-2、 IL-３ 、 IL-４ 、 IL-５ 等 ） を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 関 心 あ る タ ン パ ク 質 」 は 、 分 析 、 同 定 お よ び ／ ま た は 修 飾 さ
れ る タ ン パ ク 質 の こ と を 言 う 。 組 み 換 え タ ン パ ク 、 合 成 に よ り 生 産 さ れ た 変 異 お よ び 誘 導
タ ン パ ク だ け で な く 天 然 発 生 の も の も 全 て 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 。
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 任 意 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 組 成 物 お よ び 当 業
者 に よ っ て タ ン パ ク 質 と し て 認 識 さ れ て い る も の の こ と を 言 う 。 「 タ ン パ ク 質 」 、 「 ペ プ
チ ド 」 の 用 語 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 に お い て 互 換 的 に 使 用 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 は 、
そ れ ら の 完 全 な 名 前 （ 例 え ば 、 ア ラ ニ ン ） に よ っ て 、 ま た は 認 め ら れ た １ 文 字 （ 例 え ば 、
A） ま た は 3文 字 （ 例 え ば 、 ala） の 略 記 に よ っ て 言 及 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド が タ ン
パ ク 質 の 一 部 で あ る 場 合 に つ い て は 、 当 業 者 は 文 脈 に お い て こ れ ら 用 語 の 使 用 を 理 解 す る
。 「 タ ン パ ク 質 」 の 用 語 は 、 関 連 す る タ ン パ ク 質 の プ レ （ pre-） お よ び プ レ プ ロ （ prepro
-） 形 態 だ け で な く タ ン パ ク 質 の 成 熟 形 態 も 含 む 。 タ ン パ ク 質 の プ レ プ ロ 形 態 は 、 タ ン パ
ク 質 の ア ミ ノ 末 端 に 操 作 可 能 に 結 合 し た 「 プ ロ 」 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 成 熟 形 態 、 お よ び
プ ロ 配 列 の ア ミ ノ 末 端 に 操 作 可 能 に 結 合 し た 「 プ レ 」 ま た は 「 シ グ ナ ル 」 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 機 能 的 に 類 似 の タ ン パ ク 質 は 、 「 関 連 タ ン パ ク 」 と 見 な さ れ る
。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 生 物 体 （ 例 え ば 、 細 菌 タ ン パ ク お よ び
真 菌 タ ン パ ク ） の ク ラ ス 間 の 相 違 を 含 む 、 異 な る 属 お よ び ／ ま た は 種 に 由 来 す る 。 追 加 的
な 態 様 に お い て 、 関 連 タ ン パ ク は 同 一 の 種 か ら 提 供 さ れ る 。 実 際 に 、 本 発 明 は 任 意 の 特 定
の 出 所 に 由 来 す る 関 連 タ ン パ ク に 限 定 さ れ る こ と を 意 図 し て い な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 誘 導 体 」 は 、 Cお よ び N末 端 の 一 方 ま た は 両 方 に １ つ ま た は ２
以 上 の ア ミ ノ 酸 の 付 加 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ つ ま た は 多 く の 異 な っ た 部 位 で の １ つ ま
た は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 の 両 端 の 一 方 ま た は 両 方 で の 、
ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ つ ま た は ２ 以 上 の 部 位 で の １ つ ま た は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の
欠 失 、 お よ び ／ ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ つ ま た は ２ 以 上 の 部 位 で の １ つ ま た は ２ 以
上 の ア ミ ノ 酸 の 挿 入 に よ っ て 前 駆 体 タ ン パ ク か ら 得 ら れ た タ ン パ ク 質 の こ と を 言 う 。 タ ン
パ ク 質 誘 導 体 の 調 製 は 、 未 処 理 タ ン パ ク を コ ー ド し た DNA配 列 の 修 飾 、 DNA配 列 の 適 切 な 宿
主 へ の 形 質 転 換 、 お よ び 誘 導 体 タ ン パ ク を 生 成 す る た め に 修 飾 さ れ た DNAの 発 現 に よ っ て
好 ま し く は 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
関 連 （ お よ び 誘 導 体 ） タ ン パ ク の 一 つ の 型 は 、 「 変 異 体 タ ン パ ク 」 で あ る 。 好 ま し い 態 様
に お い て 、 変 異 体 タ ン パ ク は わ ず か な ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 親 タ ン パ ク と 、 お よ び そ れ ら
の 間 で 相 互 に 異 な っ て い る 。 異 な る ア ミ ノ 酸 基 の 数 は 、 １ つ ま た は ２ 以 上 、 好 ま し く は １
、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残
基 で あ り 得 る 。 あ る 好 ま し い 態 様 に お い て 、 変 異 体 間 の 異 な る ア ミ ノ 酸 の 数 は １ か ら １ ０
の 間 で あ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 関 連 タ ン パ ク お よ び 特 定 の 変 異 体 タ ン パ ク は ５
０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９
８ ％ 、 ま た は ９ ９ ％ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 含 む 。 更 に 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に
関 連 タ ン パ ク ま た は 変 異 体 タ ン パ ク は 、 そ の 他 の 関 連 タ ン パ ク ま た は 顕 著 な 領 域 の 数 の 親
タ ン パ ク と 異 な る タ ン パ ク 質 の こ と を 言 う 。 例 え ば 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 変 異 体 タ
ン パ ク は １ 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ま た は １ ０ に 対 応 す る 親 タ ン パ ク と 異 な る 顕 著 な 領 域 を 有
す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
あ る 態 様 に お い て 、 変 異 体 の 顕 著 な 対 応 す る 領 域 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル の 免 疫 原 性
反 応 の み を 生 じ る 。 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 の た め に 同 定 さ れ た 残 基 の い く つ か は 保 存 残 基
で あ る が 、 他 は そ う で は な い 。 保 存 さ れ て い な い 残 基 の 場 合 、 １ つ ま た は ２ 以 上 の ア ミ ノ
酸 の 置 換 は 、 天 然 に 見 出 さ れ る も の と 対 応 し て な い ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 変 異 体 を 生 じ る
置 換 に 限 定 さ れ る 。 保 存 残 基 の 場 合 、 そ の よ う な 置 換 は 天 然 発 生 の 配 列 を も た ら す こ と は
な い は ず で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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い く つ か の 態 様 に お い て 、 他 の 方 法 も 使 用 可 能 で は あ る が 、 以 下 の カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発
法 が 本 発 明 の タ ン パ ク 質 変 異 体 の 構 築 に お い て 使 用 さ れ る 。 ま ず 最 初 に 、 タ ン パ ク 質 を コ
ー ド さ れ た 天 然 発 生 遺 伝 子 が 得 ら れ 、 全 体 に ま た は 部 分 的 に 配 列 さ れ る 。 次 に 、 こ の 配 列
は 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 中 の １ つ ま た は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 突 然 変 異 （ 欠 失 、 挿 入 、
ま た は 置 換 ） を 生 成 す る た め に 望 ま し い 地 点 を 目 指 し て 走 査 さ れ る 。 こ の 地 点 に 隣 接 す る
配 列 は 、 発 現 し た と き に 多 様 な 変 異 体 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ ド チ ド プ ー ル で 遺 伝 子 の
小 区 画 を 置 換 す る た め の 制 限 部 位 の 存 在 に つ い て 評 価 さ れ る 。 そ の よ う な 制 限 部 位 は 、 遺
伝 子 区 画 の 置 換 を 促 進 す る た め の タ ン パ ク 質 遺 伝 子 内 の 好 ま し く は 特 異 部 位 で あ る 。 し か
し 、 制 限 分 解 に よ っ て 生 成 さ れ た 遺 伝 子 断 片 が 適 切 な 配 列 で 再 び 組 み 立 て ら れ る な ら ば 、
タ ン パ ク 質 遺 伝 子 に お い て 過 度 に 縮 重 し て い な い 任 意 の 都 合 の よ い 制 限 部 位 が 使 用 可 能 で
あ る 。 仮 に 制 限 部 位 が 選 択 さ れ た 地 点 （ １ ０ か ら １ ５ の ヌ ク レ ド チ ド ） か ら 都 合 の よ い 間
隔 内 の 場 所 に 存 在 し な い な ら ば 、 そ の よ う な 部 位 は 、 リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム も コ ー ド さ
れ た ア ミ ノ 酸 も ど ち ら も 最 終 的 な 構 造 に お い て 変 化 し な い よ う な 方 法 で 遺 伝 子 に お い て ヌ
ク レ ド チ ド の 置 換 に よ っ て 生 成 さ れ る 。 望 ま し い 配 列 に 適 合 す る よ う に そ の 配 列 を 変 更 す
る た め の 遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 、 一 般 に 知 ら れ る 方 法 と 一 致 し た Ｍ 13プ ラ イ マ ー 延 長 法 に よ
っ て 行 わ れ る 。 適 切 な 隣 接 領 域 を 位 置 ど り し 、 2つ の 都 合 の よ い 制 限 部 位 配 列 に 到 達 す る
た め の 必 要 な 変 更 を 評 価 す る 仕 事 は 、 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 、 遺 伝 子 の 制 限 酵 素 マ ッ プ 、 お
よ び 数 多 く の 異 な る 制 限 酵 素 に よ り 決 ま っ た 手 順 で 行 わ れ る 。 仮 に 都 合 の よ い 隣 接 す る 制
限 部 位 が 利 用 で き る な ら ば 、 上 記 の 方 法 は 部 位 を 含 ま な い 隣 接 領 域 に 関 連 し て の み 使 用 さ
れ る こ と が 必 要 で あ る こ と に 注 意 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
い っ た ん 天 然 発 生 DNAま た は 合 成 DNAが 複 製 さ れ る と 、 突 然 変 異 す る 場 所 の 側 面 に 位 置 す る
制 限 部 位 は 同 種 の 制 限 酵 素 を 用 い て 分 解 さ れ 、 複 数 の 最 終 末 端 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
カ セ ッ ト は 遺 伝 子 に 結 合 さ れ る 。 全 て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 同 一 の 制 限 部 位 を 持 つ よ う
に 合 成 す る こ と が 可 能 で あ る た め 、 前 記 突 然 変 異 は こ の 方 法 に よ っ て 簡 略 化 さ れ 、 制 限 部
位 を 作 成 す る た め に 合 成 リ ン カ ー は 必 要 で は な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 に 相 当 す る （ corresponding to） 」 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ
プ チ ド に お け る 列 挙 さ れ た 位 置 の 残 基 、 ま た は タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に お け る 列 挙 さ
れ た 残 基 と 類 似 、 相 似 ま た は 同 等 な 残 基 の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 対 応 領 域 」 は 、 一 般 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 ま た は 親 タ ン パ ク
に 類 似 の 位 置 の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 類 似 配 列 」 と い う 用 語 は 、 関 心 あ る タ ン パ ク 質 （ す な わ ち 、
具 体 的 に も と も と 関 心 あ る タ ン パ ク 質 ） と 同 様 な 機 能 、 三 次 構 造 、 お よ び ／ ま た は 保 存 残
基 を 提 供 す る タ ン パ ク 質 内 の 配 列 の こ と を い う 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 類 似 配 列 は
エ ピ ト ー プ で 、 ま た は エ ピ ト ー プ 付 近 で の 配 列 を 含 む 。 例 え ば 、 ア ル フ ァ へ リ ッ ク ス ま た
は ベ ー タ シ ー ト 構 造 を 含 む エ ピ ト ー プ 領 域 に お い て 、 類 似 配 列 に お け る 置 換 ア ミ ノ 酸 は 好
ま し く は 同 一 の 特 異 的 構 造 を 保 存 す る 。 ま た 、 こ の 用 語 は ア ミ ノ 酸 配 列 だ け で な く 、 ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の こ と も 言 う 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 エ ピ ト ー プ で 、 ま た は エ ピ ト ー プ
付 近 で の 関 心 あ る タ ン パ ク 質 に お け る ア ミ ノ 酸 に 対 し て 、 置 換 ア ミ ノ 酸 が 同 様 な 機 能 、 三
次 構 造 お よ び ／ ま た は 保 存 残 基 を 示 す た め に 類 似 配 列 が 開 発 さ れ て い る 。 従 っ て 、 エ ピ ト
ー プ 領 域 が 、 例 え ば ア ル フ ァ ヘ リ ッ ク ス ま た は ベ ー タ シ ー ト 構 造 を 含 む 場 合 、 置 換 ア ミ ノ
酸 は 、 好 ま し く は 特 異 的 構 造 を 保 存 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 相 同 タ ン パ ク 」 は 、 関 心 あ る タ ン パ ク 質 と 同 様 な 作 用 、 構 造
、 抗 原 性 お よ び ／ ま た は 免 疫 原 性 反 応 を 有 す タ ン パ ク 質 の こ と を 言 う 。 関 心 あ る 相 同 体 お
よ び タ ン パ ク 質 は 必 ず し も 進 化 的 に 関 係 を 有 す る こ と を 意 図 し て い な い 。 従 っ て 、 こ の 用
語 は 異 な る 種 か ら 得 ら れ た 同 一 機 能 の タ ン パ ク 質 を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。 い く つ か の
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好 ま し い 態 様 に お い て 、 関 心 あ る タ ン パ ク 質 に お け る エ ピ ト ー プ を 相 同 体 か ら の 類 似 の 断
片 で 置 換 す る こ と が 変 化 の 破 壊 性 を 低 減 す る た め に 、 関 心 あ る タ ン パ ク 質 と 同 一 の 三 次 お
よ び ／ ま た は 一 次 構 造 を 有 す る 相 同 体 を 同 定 す る こ と は 望 ま し い 。 従 っ て 、 ほ と ん ど の 場
合 に お い て 、 密 接 に 相 同 的 な タ ン パ ク 質 は エ ピ ト ー プ 置 換 の 最 も 望 ま し い 源 を 提 供 す る 。
選 択 的 に 、 一 定 の タ ン パ ク 質 に 対 し て ヒ ト の 類 似 体 に 注 目 す る こ と は 有 益 で あ る 。 例 え ば
、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 一 つ の ヒ ト BMP型 に お け る 特 定 の エ ピ ト ー プ を 他 の BMPま た は
他 種 の BMPに 置 換 す る こ と は 、 ワ ク チ ン 製 剤 と し て の 使 用 に 適 切 な 水 準 ま で 免 疫 原 性 を 高
め る BMP型 の 生 産 を も た ら す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 相 同 遺 伝 子 」 は 、 相 互 に 一 致 し 、 お よ び 相 互 に 同 一 ま た は 非
常 に 類 似 し た 種 と 異 な る が 、 し か し 通 常 関 連 し た 一 組 以 上 の 遺 伝 子 の こ と を 言 う 。 こ の 用
語 は 、 遺 伝 子 複 製 （ 例 え ば 、 パ ラ ロ ガ ス 遺 伝 子 ） に よ っ て 分 化 さ れ た 遺 伝 子 だ け で な く 、
種 分 化 （ す な わ ち 、 新 し い 種 の 発 達 ） （ 例 え ば 、 オ ル ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 ） に よ っ て 分 化 さ れ
た 遺 伝 子 も 含 む 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 「 相 同 タ ン パ ク 」 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 オ ル ソ ロ グ 」 お よ び 「 オ ル ソ ロ ガ ス 遺 伝 子 」 は 、 種 分 化 に よ
っ て 共 通 の 先 祖 遺 伝 子 （ す な わ ち 、 相 同 遺 伝 子 ） か ら 進 化 し た 異 種 に お け る 遺 伝 子 の こ と
を 言 う 。 典 型 的 に は 、 オ ル ソ ロ グ は 進 化 の 過 程 に お い て 同 一 の 機 能 を 保 持 す る 。 オ ル ソ ロ
グ の 同 定 は 新 た に 配 列 さ れ た ゲ ノ ム に お け る 遺 伝 子 機 能 の 信 頼 性 の あ る 予 測 に 使 用 さ れ る
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 パ ラ ロ グ 」 お よ び 「 パ ラ ロ ガ ス 遺 伝 子 」 は 、 ゲ ノ ム 内 の 複 製
に よ り 関 連 す る 遺 伝 子 の こ と を 言 う 。 オ ル ソ ロ グ が 進 化 の 過 程 を 通 じ て 同 一 の 機 能 を 保 持
す る の に 対 し て 、 パ ラ ロ グ は 同 一 の 機 能 が し ば し ば 源 の 機 能 に 関 連 す る に も か か わ ら ず 、
新 し い 機 能 を 進 化 さ せ る 。 パ ラ ロ ガ ス 遺 伝 子 の 具 体 例 に は 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン
、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 お よ び ト ロ ン ビ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 こ れ ら は 全 て セ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ で あ り 、 同 種 内 で 共 に 生 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 野 生 型 」 お よ び 「 未 処 理 の 」 タ ン パ ク 質 は 自 然 に お い て 認 め
ら れ る タ ン パ ク 質 で あ る 。 「 野 生 型 配 列 」 お よ び 「 野 生 型 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明
に お い て 互 換 的 に 使 用 さ れ 、 未 処 理 の 、 ま た は 宿 主 細 胞 に お い て 自 然 に 発 生 す る 配 列 の こ
と を 言 う 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 野 生 型 配 列 は タ ン パ ク 質 工 学 事 業 の 出 発 点 で あ る 関
心 あ る 配 列 の こ と を 言 う 。 天 然 発 生 の （ す な わ ち 、 前 駆 体 ） タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝
子 は 、 当 業 者 に 既 知 の 一 般 的 な 方 法 に 従 っ て 得 る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 通 常 、 関 心 あ
る タ ン パ ク 質 領 域 を コ ー ド す る 推 定 配 列 を 有 す る 標 識 プ ロ ー ブ の 合 成 、 タ ン パ ク 質 を 発 現
す る 生 物 体 か ら の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ の 調 製 、 お よ び プ ロ ー ブ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
に よ る 関 心 あ る 遺 伝 子 に 関 す る ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む 。 陽 性 ハ イ ブ リ ダ イ ズ
ク ロ ー ン は 、 次 に マ ッ ピ ン グ お よ び シ ー ク エ ン シ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 組 み 換 え DNA分 子 」 と い う 用 語 は 、 分 子 生 物 学 技 術 を 用 い
て 結 合 さ れ た DNA断 片 か ら な る DNA分 子 の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 配 列 間 の 相 同 性 の 程 度 は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 の 任 意 の 適 切 な 方 法 を 用 い て 決 定 す る こ
と が で き る （ 例 え ば 、 ス ミ ス お よ び ウ ォ ー タ ー マ ン 、 Adv.Appl.Math.,2:482〔 198年 〕 ；
ニ ー ド ル マ ン お よ び ウ ン シ ュ 、 J.Mol.Biol.,48:443〔 1970年 〕 ； ピ ア ソ ン お よ び リ ッ プ マ
ン 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA　 85:2444 　 　 　 〔 1988年 〕 ； ウ ィ ス コ ン シ ン 遺 伝 子 ソ フ ト
ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ 収 録 の GAP、 BESTFIT、 お よ び TFASTAと い っ た プ ロ グ ラ ム （ ジ ェ ネ テ ィ ク
ス ・ コ ン ピ ュ ー タ ー ・ グ ル ー プ 、 マ デ ィ ソ ン 、 ウ イ ス コ ン シ ン 州 ） ； お よ び ド ゥ ブ リ ュ ー
（ Devereux） 他 .,Nucl.Acid Res.,12:387-395〔 1984年 〕 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
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　 例 え ば 、 PILEEUPは 、 配 列 相 同 性 レ ベ ル を 決 定 す る た め に 有 益 な プ ロ グ ラ ム で あ る 。 PIL
EEUPは 、 進 歩 し た ペ ア ワ イ ズ ・ ア ラ イ ン メ ン ト （ pairwise alignments） を 使 用 す る 一 群
の 関 連 配 列 か ら 多 数 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 生 成 す る 。 ま た そ れ は 、 ア ラ イ ン メ ン ト を 生
成 す る た め に 使 わ れ る ク ラ ス タ リ ン グ （ clustering） 関 係 を 示 す 系 統 樹 を 描 く こ と が で き
る 。 PILEEUPは 、 フ ェ ン お よ び ド ゥ ー リ ト ル の 進 歩 的 な ア ラ イ ン メ ン ト 法 （ Feng and
Doolittle, J.Mol.Evol.,35:351-360〔 1987年 〕 ） の 簡 略 化 を 利 用 す る 。 こ の 方 法 は ヒ ギ
ン ス お よ び シ ャ ー プ （ Higgins and Sharp, CABIOS 5:151-153〔 1989年 〕 ） に よ っ て 記 述
さ れ た 方 法 と 類 似 し て い る 。 有 用 な PILEEUPパ ラ メ ー タ は 、 3.00の デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ 重
み （ default gap weight） 、 0.10の デ フ ォ ル ト ギ ャ ッ プ 長 重 み （ default gap length wei
ght） お よ び 重 み 末 端 ギ ャ ッ プ （ weighted end gaps） を 含 む 。 有 用 な ア ル ゴ リ ズ ム の 他 の
具 体 例 は 、 Altschul他 （ Altschul他 、 J.Mol.Biol.,215:403-410、 〔 1990年 〕 ； お よ び カ
ー リ ン 他 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90： 5873-5787〔 1993年 〕 ） に よ っ て 記 述 さ れ た BLAS
Tア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 あ る 特 別 に 有 用 な BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 WU- BLAST-2プ ロ グ ラ ム で
あ る （ Altschul他 、 Meth.Enzumol、 266:460-480〔 1996年 〕 を 参 照 ） 。 パ ラ メ ー タ 「 W」 、
「 T」 お よ び 「 X」 は 、 ア ラ イ ン メ ン ト の 感 度 と 速 度 を 決 定 す る 。 BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 デ
フ ォ ル ト と し て 11の 語 長 （ W） 、 BLOSUM62ス コ ア マ ト リ ク ス （ ヘ ニ コ フ お よ び ヘ ニ コ フ （
（ Henikoff and Henikoff） ） 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA89:10915〔 1989年 〕 参 照 ） 、 50
の ア ラ イ ン メ ン ト （ B） 、 10の 期 待 値 、 M’ 5、 N’ -4、 お よ び 両 方 の 鎖 （ strands） の 比 較
を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 パ ー セ ン ト （ ％ ） 核 酸 配 列 同 一 性 」 は 、 配 列 ヌ ク レ オ チ ド 残
基 と 同 一 で あ る 候 補 配 列 に お け る ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 当 該 技 術 分 野 で
既 知 の よ う に 、 核 酸 鎖 が 塩 基 対 形 成 を 通 じ た 相 補 鎖 に 結 合 す る 過 程 の こ と を 言 う 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 最 大 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー （ stringency） 」 と は 、 典 型 的 に
は 、 Tm-約 5℃ （ プ ロ ー ブ の Tmよ り ５ ℃ 下 回 る ） で 生 じ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の レ ベ ル
の こ と を 言 う 。 「 高 度 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 と は 、 Tmよ り 約 5℃ か ら 10℃ 下 回 る と こ ろ で
の 、 「 中 度 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 と は 、 Tmよ り 約 10℃ か ら 20℃ 下 回 る と こ ろ で の 、 「 低 度
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 と は Tmよ り 約 20℃ か ら 25℃ 下 回 る と こ ろ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の レ ベ ル の こ と を 言 う 。 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ て い る よ う に 、 最 大 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 同 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 ま た は 検 出 す る た め に 使
用 す る こ と が で き 、 他 方 、 中 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ま た は 低 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 相 同 体 の 同 定 ま た は 検 出 に 使 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 二 つ の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 文 脈 に お い て 「 実 質 的 に 同 じ 」 お よ び 「 実 質 的 に 同 一
」 と い う 言 い 回 し は 、 具 体 的 に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 、 参 照 （ す な
わ ち 、 野 生 型 ） 配 列 と 比 較 し て 、 75％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 、 好 ま し く は 80％ 以 上 の 、 よ り
好 ま し く は 90％ 以 上 の 、 更 に よ り 好 ま し く は 95％ の 、 最 も 好 ま し く は 97％ の 、 時 と し て 98
％ お よ び 99％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 配 列 同 一 性 は 、 標 準 パ ラ
メ ー タ を 使 用 す る BLAST、 ALIGN、 お よ び CLUSTALの よ う な 既 知 の プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 決
定 さ れ る 。 （ 例 え ば 、 Atschul他 、 J.Mol.Biol. 215:403-410〔 1990年 〕 ； ヘ ニ コ フ 他 、 Pr
oc.Natl.Acad.Sci.USA 89:10915〔 1989年 〕 ； カ リ ン 他 、 Proc. Natl Acad.Sci USA 90:58
73〔 1993年 〕 ； お よ び ヒ ギ ン ス 他 、 Gene 73:237-244〔 1988年 〕 を 参 照 ） 。 BLAST分 析 を 実
行 す る た め の ソ フ ト ウ エ ア は 、 全 米 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー を 通 じ て 公 的 に 入 手
可 能 で あ る 。 ま た 、 デ ー タ ベ ー ス は FASTA ( ピ ア ソ ン 他 、 Proc.Natl.Acad.Sci. USA 85:2
444 －  2448〔 1988年 〕 )を 使 用 し て 検 索 で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 等 価 残 基 」 は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 共 有 す る タ ン パ ク 質
の こ と を 言 う 。 例 え ば 、 等 価 残 基 は そ の 三 次 構 造 が X線 結 晶 学 に よ っ て 決 定 さ れ た タ ン パ
ク 質 （ 例 え ば 、 BMP ） に 関 す る 三 次 構 造 の レ ベ ル で 相 同 性 を 決 定 す る こ と に よ っ て 同 定 す
る こ と が で き る 。 等 価 残 基 は 、 推 定 上 の 等 価 残 基 を 有 す タ ン パ ク 質 お よ び 関 心 あ る タ ン パ
ク 質 （  N on N、 CA on CA、 C on C、 お よ び 　 O on O ） の 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 主 鎖 原 子
の ２ つ ま た は 3以 上 の 原 子 座 標 が ア ラ イ ン メ ン ト に 0.13nm、 好 ま し く は 0.1nmの 範 囲 内 で あ
る も の と し て 定 義 さ れ る 。 分 析 さ れ た タ ン パ ク 質 の 非 水 素 タ ン パ ク 原 子 の 原 子 座 標 の 極 大
重 な り を 生 じ さ せ る た め に 最 良 の モ デ ル が 配 向 さ れ 、 位 置 づ け ら れ た 後 に 、 ア ラ イ ン メ ン
ト が 実 行 さ れ る 。 好 ま し い モ デ ル は 、 結 晶 学 お よ び タ ン パ ク 質 の 特 徴 づ け ／ 分 析 の 当 業 者
に 既 知 の 方 法 を 用 い て 決 定 さ れ た 、 利 用 可 能 な 最 高 の 分 解 能 で 実 験 回 折 デ ー タ の た め に 最
低 の R因 子 を 与 え る 結 晶 学 モ デ ル で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 い く つ い か の 態 様 に お い て 、 修 飾 は 、 好 ま し く は 前 駆 体 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す
る 「 前 駆 DNA配 列 」 の た め に 行 わ れ る が 、 前 駆 体 タ ン パ ク の 操 作 に よ っ て 行 う こ と が で き
る 。 保 存 さ れ な い 残 基 の 場 合 、 1つ ま た は 2以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 天 然 で 認 め ら れ て い る
も の に 一 致 し て な い ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す 変 異 体 を 生 じ る 置 換 に 限 定 さ れ る 。 保 存 さ れ る 残
基 の 場 合 、 そ の よ う な 置 換 は 、 結 果 と し て 自 然 発 生 の 配 列 に は な ら な い 。 本 発 明 に よ っ て
提 供 さ れ る 誘 導 体 は 、 更 に BMPの 特 徴 を 変 更 す る 化 学 的 修 飾 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 記 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 は 適 切 な 発 現 プ ラ ス ミ ド と 結
合 さ れ る 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た タ ン パ ク 質 遺 伝 子 は 、 次 に タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 発 現 す る た め
に 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 ま た は 形 質 移 入 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 プ ラ ス
ミ ド 複 製 に 必 要 な 周 知 の 要 素 を 含 む と い う 意 味 で 宿 主 に お い て 置 換 す る こ と が で き 、 ま た
は こ の プ ラ ス ミ ド は 宿 主 染 色 体 に 組 み 込 む こ と を 設 計 す る こ と が で き る 。 必 要 な 要 素 が 、
効 率 的 な 遺 伝 子 発 現 （ 例 え ば 、 関 心 あ る 遺 伝 子 に 操 作 可 能 的 に 結 合 さ れ た プ ロ モ ー タ ） の
た め に 提 供 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 必 要 な 要 素 は 、 そ れ が 認 識 さ れ る
（ す な わ ち 、 宿 主 に よ っ て 転 写 さ れ る ） な ら 、 遺 伝 子 自 身 の 相 同 的 な プ ロ モ ー タ と し て 供
給 さ れ 、 外 因 性 の 又 は タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 内 因 性 タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 に よ っ て 供 給 さ れ る
転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー （ 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 の ポ リ ア デ ニ ル 化 領 域 ） で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
い く つ か の 態 様 に お い て 、 抗 菌 剤 を 含 ん だ 培 地 中 で の 培 養 に よ り 、 プ ラ ス ミ ド に 感 染 し た
宿 主 細 胞 の 継 続 的 な 培 養 、 維 持 を 可 能 と す る 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 の よ う な 選 択 遺 伝 子 も ま
た 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 は 、 等 価 で あ る 変 更 さ れ た 免 疫 原 性 を 有 す タ ン パ ク 質 を 含 む 。 「 等 価 」 で あ る と
は 、 中 度 か ら 高 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 下 で 、 ヒ ト T細 胞 へ 変 更 さ れ た 免 疫 原 性 反
応 を 保 持 し つ つ 、 本 発 明 で 提 供 さ れ る 任 意 の 1つ に お い て 示 さ れ る 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 を 意
味 す る 。 「 等 価 」 で あ る と は 、 BMPが エ ピ ト ー プ 配 列 お よ び そ の よ う な エ ピ ト ー プ を 有 す
る 変 異 体 BMP（ 例 え ば 、 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す BMP） と の 、 55％ 以 上 、 65％ 以 上 、
70％ 以 上 、 75％ 以 上 、 80％ 以 上 、 85％ 以 上 、 90％ 以 上 、 95％ 以 上 、 97％ 以 上 ま た は 99％ 以
上 の 同 一 性 を 含 む こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 ハ イ ブ リ ッ ド ・ タ ン パ ク 質 」 お よ び 「 融 合 タ ン パ ク 」 と い
う 用 語 は 、 ２ つ 以 上 の 異 な る ま た は 「 親 の 」 タ ン パ ク 質 か ら 操 作 さ れ た タ ン パ ク 質 の こ と
を 言 う 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 親 の タ ン パ ク 質 は 相 互 に 相 同 体 で あ る 。 例 え ば
、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 好 ま し い ハ イ ブ リ ッ ド BMPま た は 融 合 タ ン パ ク は タ ン パ ク 質
の N末 端 お よ び タ ン パ ク 質 の 相 同 体 の C末 端 を 含 む 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ２
つ の 最 終 端 末 は 完 全 長 の 活 性 タ ン パ ク に 一 致 す る よ う に 結 合 さ れ る 。 選 択 的 な 好 ま し い 態
様 に お い て 、 相 同 体 は 実 質 的 な 類 似 性 を 共 有 す る が 、 同 一 な T細 胞 エ ピ ト ー プ は 持 た な い
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。 従 っ て 、 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は C末 端 に お け る 1つ ま た は 2以 上 の T細 胞 エ ピ ト ー プ
を 有 す る 関 心 あ る BMPを 提 供 す る が 、 そ こ に お い て C末 端 は C末 端 に お い て 作 用 の 弱 い T細 胞
エ ピ ト ー プ 、 ま た は 少 数 の エ ピ ト ー プ を 有 す る 、 ま た は T細 胞 エ ピ ト ー プ の 存 在 し な い 相
同 体 の C末 端 に 置 換 さ れ る 。 従 っ て 当 業 者 は 、 相 同 体 間 に T細 胞 エ ピ ト ー プ を 同 定 で き る こ
と に よ っ て 、 異 な っ た 免 疫 原 性 反 応 を 生 成 す る 多 様 な 変 異 体 を 形 成 で き る こ と を 理 解 し て
い る 。 更 に 、 内 在 性 タ ン パ ク 、 お よ び 1つ 以 上 の 相 同 体 は 本 発 明 の 変 異 体 を 生 成 す る た め
に 使 用 す る こ と が で き る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 2つ の DNA領 域 間 の 関 係 を 記 述 す る 場 合 に 、 「 操 作 可 能 に 連 関 し た 」 お よ び 「 操 作 可 能 な
組 み 合 わ せ 」 は 、 単 に 、 そ れ ら が 機 能 的 に 相 互 に 関 連 付 け ら れ て い る こ と を 意 味 す る 。 例
え ば 、 先 行 配 列 は そ れ が シ グ ナ ル 配 列 と し て 機 能 す る 場 合 、 ペ プ チ ド と 操 作 可 能 に 関 連 し
、 ほ と ん ど が シ グ ナ ル 配 列 の 開 裂 を 伴 う タ ン パ ク 質 の 成 熟 形 態 の 分 泌 に 関 与 し て い る 。 プ
ロ モ ー タ は そ れ が 配 列 の 転 写 を 制 御 し て い る 場 合 、 コ ー ド 配 列 に 操 作 可 能 に 関 連 し て お り
、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 部 位 は そ れ が 翻 訳 を 可 能 と す る よ う に 配 置 さ れ る 場 合 、 コ ー ド 配 列 に 操
作 可 能 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 １ つ の モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 五 炭 糖 の ５ ’ フ ォ ス フ ェ ー ト が 、 リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 を 介 し
て 、 一 方 向 に お い て 隣 接 の ３ ’ 酸 素 に 結 合 す る よ う な 方 法 で 、 モ ノ ヌ ク レ オ チ ド が オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 す る た め に 反 応 す る た め 、 DNA分 子 は 「 ５ ’ 末 端 」 お よ び 「 ３ ’ 末 端
」 を 有 す る と い わ れ る 。 従 っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 末 端 は 、 そ の ５ ’ フ ォ ス フ ェ ー ト
が モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 五 炭 糖 環 の ３ ’ 酸 素 に 結 合 し て い な い と き 、 「 ５ ’ 末 端 」 と 言 わ れ 、
そ の ３ ’ 酸 素 が 続 く モ ノ ヌ ク レ オ チ ド 五 炭 糖 環 の ５ ’ フ ォ ス フ ェ ー ト に 結 合 し て い な い と
き 、 「 ３ ’ 末 端 」 と 言 わ れ る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 、 核 酸 配 列 も ま た 、 よ り 大 き な
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て 内 的 で あ っ て も 、 ５ ’ お よ び ３ ’ 末 端 を 有 す る と い う こ と が
で き る 。 線 状 ま た は 環 状 DNA分 子 ど ち ら に お い て も 、 離 れ た 要 素 は 、 「 上 流 」 ま た は 「 下
流 」 の ５ ’ ま た は ３ ’ 要 素 と 言 わ れ る 。 こ の 用 法 は 、 転 写 が DNA鎖 に 沿 っ た ５ ’ か ら ３ ’
様 式 に 進 む 事 実 を 反 映 し て い る 。 連 鎖 遺 伝 子 の 転 写 を 指 示 す る プ ロ モ ー タ と エ ン ハ ン サ は
、 通 常 ５ ’ ま た は コ ー ド 領 域 の 上 流 に 位 置 す る （ エ ン ハ ン サ は プ ロ モ ー タ 因 子 の ３ ’ お よ
び コ ー ド 領 域 に 位 置 し た と き で あ っ て も そ の 効 果 を 発 揮 す る こ と が で き る ） 。 転 写 末 端 お
よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 信 号 は 、 ３ ’ ま た は コ ー ド 領 域 の 下 流 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
「 遺 伝 子 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝
子 の コ ー ド 領 域 ま た は 、 換 言 す れ ば 、 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 ん だ DNA配 列 を
意 味 す る 。 コ ー ド 領 域 は ｃ DNAま た は ゲ ノ ム DNA型 の ど ち ら に も 存 在 で き る 。 エ ン ハ ン サ ／
プ ロ モ ー タ 、 ス プ ラ イ ス 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 信 号 等 の よ う な 適 切 な 制 御 因 子 は 、 適 切 な
転 写 の 開 始 お よ び ／ ま た は 主 要 な RNA転 写 物 の 正 確 な プ ロ セ ッ シ ン グ を 行 う こ と が 必 要 と
さ れ る 場 合 、 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 接 近 し て 位 置 す る こ と が で き る 。 選 択 的 に 、 本 発 明 の
発 現 ベ ク タ ー で 利 用 さ れ る コ ー ド 領 域 は 、 内 在 性 の エ ン ハ ン サ ／ プ ロ モ ー タ 、 ス プ ラ イ ス
部 位 、 介 在 配 列 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 信 号 等 、 ま た は 内 在 性 お よ び 外 在 性 の 制 御 要 素 双 方 の 組
み 合 わ せ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 「 組 み 換 え オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 制 限 酵 素 で の
消 化 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 （ 例 え ば 、 プ ラ イ マ ー ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成
） な ど に よ っ て 生 成 さ れ た ２ つ ま た は ３ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 連 結 に 限 定 さ れ
な い が そ れ を 含 む 、 分 子 生 物 学 的 操 作 を 使 用 し て 作 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の こ と を
言 う 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 転 写 単 位 」 と い う 用 語 は 、 転 写 の 開 始 と 終 了 部 位 、 お よ び
効 率 的 な 開 始 と 終 了 に 必 要 な 制 御 要 素 と の 間 の DNAの 断 片 の こ と を 言 う 。 例 え ば 、 エ ン ハ
ン サ ／ プ ロ モ ー タ 、 コ ー ド 領 域 、 お よ び 末 端 と ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 を 含 む DNA断 片 は 、 転
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写 単 位 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 制 御 要 素 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 配 列 の 発 現 の 一 定 の 局 面 を
制 御 す る 遺 伝 子 要 素 の こ と を 言 う 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ は 、 操 作 可 能 に 結 合 し た コ ー ド 領
域 の 転 写 の 開 始 を 促 進 す る 制 御 要 素 で あ る 。 そ の 他 の 制 御 要 素 は 、 ス プ ラ イ シ ン グ 信 号 、
ポ リ ア デ ニ ル 化 信 号 、 終 結 信 号 等 で あ る 。 （ 以 下 に 定 義 す る ） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 発 現 ベ ク タ ー 」 は 、 特 定 の 宿 主 生 物 体 に お い て 操 作 可 能 に
結 合 し た コ ー ド 配 列 の 発 現 に と っ て 必 要 で あ る 望 ま し い コ ー ド 配 列 お よ び 適 切 な 核 酸 配 列
を 含 む 組 み 換 え DNA分 子 の こ と を 言 う 。 原 核 生 物 に お け る 発 現 に 必 要 な 核 酸 配 列 は 、 プ ロ
モ ー タ 、 任 意 に オ ペ レ ー タ 配 列 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 お よ び 場 合 に よ り 他 の 配 列 を 含 む 。
真 核 細 胞 は 、 プ ロ モ ー タ 、 エ ン ハ ン サ 、 お よ び 末 端 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 信 号 を 利 用 す る こ
と で 知 ら れ る 。 い っ た ん 適 切 な 宿 主 に 形 質 変 換 さ れ る な ら ば 、 ベ ク タ ー は 宿 主 ゲ ノ ム と 独
立 し て 複 製 お よ び 機 能 で き 、 ま た は 場 合 に よ っ て は ゲ ノ ム 自 体 に 組 み 入 れ ら れ る 。 本 明 細
書 に お い て 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 お よ び 「 ベ ク タ ー 」 は 、 プ ラ ス ミ ド が 現 在 ベ ク タ ー の 最 も 一
般 的 な 使 用 形 態 で あ る た め に 、 時 々 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 し か し 、 本 発 明 は 等 価 の 機 能 を
提 供 し 、 ま た 当 技 術 分 野 で 既 知 の 、 も し く は 知 ら れ る よ う に な る プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 粒
子 ま た は 単 に 潜 在 的 な ゲ ノ ム の 組 み 込 み を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 発 現 ベ ク タ ー の そ
の よ う な 他 の 形 態 を 含 む こ と を 目 的 と し て い る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 「 宿 主 細 胞 」 は 、 一 般 的 に 、 発 現 ベ ク タ ー お よ び ／ ま た は 関 心 あ る
遺 伝 子 を 有 す る 原 核 生 物 の ま た は 真 核 生 物 の 宿 主 で あ る 。 宿 主 細 胞 は 組 み 換 え DNA技 術 を
用 い て 組 み 立 て ら れ た ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ 、 ま た は 形 質 移 入 さ れ る 。 そ の よ う な 形 質
転 換 宿 主 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 変 異 体 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 複 製 し 、 ま た は 望 ま し い タ ン
パ ク 質 変 異 体 を 発 現 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 変 異 体 の プ レ 、 ま た は プ レ プ ロ 形 態 を
コ ー ド す る ベ ク タ ー の 場 合 、 発 現 す る と 、 そ の よ う な 変 異 体 は 典 型 的 に 宿 主 細 胞 か ら 宿 主
細 胞 培 地 に 分 泌 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 「 プ ロ モ ー タ ／ エ ン ハ ン サ 」 と い う 用 語 は 、 プ ロ モ ー タ お よ び エ ン ハ ン サ 機 能 の 両 方 を
提 供 す る こ と が 可 能 な 配 列 を 含 ん だ DNA断 片 を 意 味 す る （ 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の 長 い
末 端 反 復 は プ ロ モ ー タ お よ び エ ン ハ ン サ 機 能 の 両 方 を 含 む ） 。 エ ン ハ ン サ ／ プ ロ モ ー タ は
、 「 内 因 性 」 ま た は 「 外 因 性 」 ま た は 「 非 相 同 性 」 で あ る こ と が 可 能 で あ る 。 内 因 性 エ ン
ハ ン サ ／ プ ロ モ ー タ は 、 ゲ ノ ム に お い て 所 与 の 遺 伝 子 と 自 然 に 結 合 す る 因 子 で あ る 。 外 因
性 （ 非 相 同 性 ） エ ン ハ ン サ ／ プ ロ モ ー タ は 、 遺 伝 子 操 作 （ す な わ ち 、 分 子 生 物 学 技 術 ） を
用 い て 遺 伝 子 に 並 ん で 位 置 す る 因 子 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 発 現 ベ ク タ ー 上 の 「 ス プ ラ イ シ ン グ 信 号 」 の 存 在 は 、 し ば し ば 組 み 換 え 転 写 物 の よ り 高
い 発 現 レ ベ ル を も た ら す 。 ス プ ラ イ シ ン グ 信 号 は 、 主 要 な RNA転 写 物 か ら の イ ン ト ロ ン の
除 去 を 媒 介 し 、 ス プ ラ イ ス ド ナ ー お よ び 受 容 体 部 位 か ら な る （ サ ム ブ ル ク （ （ Sambrook）
） 他 、 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 室 マ ニ ュ ア ル 、 第 ２ 版 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー
研 究 所 出 版 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 〔 1989年 〕 、 16.7頁 － 16.8頁 ） 。 一 般 に 使 わ れ る ス プ ラ イ ス ド
ナ ー お よ び 受 容 体 部 位 は SV40の 16S RNAか ら の ス プ ラ イ ス 接 合 部 位 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 真 核 細 胞 に お け る 組 み 換 え DNA配 列 の 効 率 的 な 発 現 は 、 効 率 的 な 終 結 を 指 示 す る 信 号 お
よ び 結 果 と し て 得 ら れ る 転 写 物 の ポ リ ア デ ニ ル 化 を 必 要 と す る 。 転 写 終 結 信 号 は 、 一 般 に
ポ リ ア デ ニ ル 信 号 の 下 流 に 発 見 さ れ 、 長 さ に お い て 数 百 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 本 発 明 で
使 用 さ れ る よ う に 「 ポ リ Ａ 部 位 」 ま た は 「 ポ リ Ａ 配 列 」 は 、 新 生 RNA転 写 物 の 終 結 お よ び
ポ リ ア デ ニ ル 化 の 両 方 を 指 示 す る DNA配 列 を 意 味 す る 。 組 み 替 え 転 写 物 の 効 率 的 な ポ リ ア
デ ニ ル 化 は 、 ポ リ Ａ テ ー ル の 欠 け た 転 写 物 が 不 安 定 お よ び 急 速 に 分 解 さ れ る た め に 望 ま し
い 。 発 現 ベ ク タ ー に お い て 利 用 さ れ る ポ リ Ａ 信 号 は 、 「 非 相 同 性 」 ま た は 「 内 因 性 」 で あ
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り 得 る 。 内 因 的 ポ リ Ａ 信 号 は 、 ゲ ノ ム に お け る 所 与 の 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 の ３ ’ 末 端 で 、
天 然 に 認 め ら れ る 信 号 で あ る 。 非 相 同 性 ポ リ Ａ 信 号 は 、 １ つ の 遺 伝 子 か ら 分 離 さ れ 、 そ の
他 の 遺 伝 子 の ３ ’ を 位 置 す る 信 号 で あ る 。 一 般 に 使 用 さ れ る 非 相 同 性 ポ リ Ａ 信 号 は SV40ポ
リ Ａ 信 号 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 「 安 定 し た 形 質 移 入 」 お よ び 「 安 定 的 に 形 質 移 入 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 形 質 移 入 さ れ
た 細 胞 の ゲ ノ ム へ の 外 来 DNAの 導 入 お よ び 組 み 込 み の こ と を 言 う 。 「 安 定 し た 形 質 移 入 体
」 と い う 用 語 は 、 安 定 し て 外 来 DNAを ゲ ノ ム DNAへ 組 み 込 ん だ 細 胞 の こ と を 言 う 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 選 択 可 能 な マ ー カ ー 」 お よ び 「 選 択 可 能 な 遺 伝 子 産 物 」 と
い う 用 語 は 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー が 発 現 す る 細 胞 へ の 抗 生 剤 ま た は 薬 剤 に 対 す る 抵 抗 力 を
与 え る 酵 素 活 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 使 用 の こ と を 言 う 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 増 幅 」 お よ び 「 遺 伝 子 増 幅 」 と い う 用 語 は 、 増 幅 さ れ た 遺
伝 子 が 当 初 ゲ ノ ム に お い て 存 在 し た 遺 伝 子 よ り 高 い コ ピ ー 数 で 現 れ る よ う に な る よ う に 、
特 定 の DNA配 列 が 不 均 衡 に 複 製 さ れ る 過 程 の こ と を 言 う 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 薬 剤
（ 例 え ば 、 抑 制 可 能 酵 素 の 阻 害 剤 ） の 存 在 下 で 増 殖 に よ る 細 胞 の 選 択 は 、 薬 剤 の 存 在 の 下
で 増 殖 の た め に 必 要 と さ れ る 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 内 因 性 遺 伝 子 の 増 幅 、 ま た は こ の 遺
伝 子 産 物 を コ ー ド す る 外 因 性 （ す な わ ち 、 取 り 込 み ） 配 列 の 増 幅 に よ っ て 必 要 と さ れ る 遺
伝 子 産 物 を コ ー ド す る 内 因 性 遺 伝 子 の 増 幅 、 ま た は 両 方 の 増 幅 に 帰 結 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 遺 伝 子 増 幅 は 、 両 生 類 卵 母 細 胞 に お け る リ ボ ソ ー ム 遺 伝 子 の 増 幅 の よ う な 特 定 の 遺 伝 子
の 発 達 の 期 間 に 自 然 に 生 じ る 。 遺 伝 子 増 幅 は 、 培 養 細 胞 を 薬 剤 で 処 理 す る こ と に よ っ て 誘
発 さ れ る 。 薬 剤 誘 発 増 幅 の 具 体 例 は 、 哺 乳 類 細 胞 の 内 因 性 djfr遺 伝 子 の メ ト ト レ キ サ ー ト
誘 発 増 幅 で あ る （ Schmike他 、 サ イ エ ン ス  202:1051〔 1978年 〕 ） 。 薬 剤 （ 例 え ば 、 阻 害 可
能 酵 素 の 阻 害 剤 ） の 存 在 下 で 増 殖 に よ る 細 胞 の 選 択 は 、 薬 剤 の 存 在 下 で 増 殖 の た め に 必 要
と さ れ る 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る 内 因 性 遺 伝 子 の 増 幅 、 ま た は こ の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す
る 外 因 性 （ す な わ ち 、 取 り 込 み ） 配 列 の 増 幅 に よ っ て 必 要 と さ れ る 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す
る 内 因 性 遺 伝 子 の 増 幅 、 ま た は 両 方 の 増 幅 に 帰 結 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る よ う に 「 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 」 （ 「 PCR」 ） は 、 米 国 特 許 US.4,683,
195号 、 4,683,202号 お よ び 4,965,188号 の 方 法 の こ と を 言 い 、 こ れ ら は 参 照 に よ り 本 発 明
に 組 み 込 ま れ る 。 こ の 方 法 は 、 ク ロ ー ン 作 成 ま た は 精 製 を し な い ゲ ノ ム DNAの 混 合 に お け
る 標 的 配 列 断 片 の 濃 度 を 高 め る た め の 方 法 を 含 む 。 標 的 配 列 を 増 幅 す る た め の こ の 工 程 は
、 望 ま し い 標 的 配 列 を 含 む DNA混 合 物 に 対 し 大 過 剰 な ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ
ー を 導 入 し 、 そ の 後 に DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 存 在 下 で 温 度 サ イ ク リ ン グ の 正 確 な 繰 り 返 し を
行 う こ と を 含 む 。 ２ つ の プ ラ イ マ ー は 二 重 鎖 標 的 配 列 の 各 螺 旋 構 造 に 対 し て 相 補 的 で あ る
。 効 果 的 な 増 殖 の た め に 、 混 合 物 は 変 性 さ れ 、 次 に プ ラ イ マ ー は 標 的 分 子 内 の 相 補 配 列 の
た め に ア ニ ー ル （ anneal） さ れ る 。 ア ニ ー リ ン グ （ annealing） に 続 い て 、 プ ラ イ マ ー は
、 新 し い 一 対 の 相 補 鎖 を 形 成 す る よ う に ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 延 長 さ れ る 。 変 性 、 プ ラ イ
マ ー ア ニ ー リ ン グ 、 お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 延 長 の 工 程 は 、 望 ま し い 標 的 配 列 の 増 幅 さ れ た 断
片 の 高 い 濃 度 を 得 る た め に 、 幾 度 も 繰 り 返 す こ と が で き る （ す な わ ち 、 変 性 、 ア ニ ー リ ン
グ 、 お よ び 延 長 は 、 １ つ の 「 サ イ ク ル 」 を 構 成 す る 。 多 数 の 「 サ イ ク ル 」 が 存 在 し 得 る ）
。 増 幅 さ れ た 望 ま し い 標 的 配 列 の 断 片 の 長 さ は 相 互 の プ ラ イ マ ー の 相 対 的 位 置 に よ っ て 決
定 さ れ 、 従 っ て こ の 長 さ は 制 御 可 能 な パ ラ メ ー タ で あ る 。 工 程 を 繰 り 返 す た め 、 こ の 方 法
は 「 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 」 （ 以 下 「 PCR」 ） と 言 わ れ る 。 望 ま し い 増 殖 さ れ た 標 的 配 列
の 断 片 は 混 合 物 に お い て 主 要 な 配 列 （ 濃 度 の 点 で ） と な り 、 そ れ ら は 「 PCR増 幅 さ れ た 」
と 称 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 PCRを 用 い て 、 ゲ ノ ム DNAの 特 定 の 標 的 配 列 の 単 一 コ ピ ー を 、 い く つ か の 異 な っ た 方 法 （
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例 え ば 、 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ； ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー の 取 り 込
み と そ れ に 続 く ア ビ ジ ン 酵 素 結 合 体 検 出 ； ｄ CTPま た は ｄ ATPの よ う な 3 2 P標 識 デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 の 増 幅 断 片 へ の 組 み 込 み ） に よ っ て 検 出 で き る 水 準 ま で 増 幅 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 ゲ ノ ム DNAに 加 え て 、 任 意 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は プ ラ イ マ ー 分 子 の 適 切 な セ ッ ト を 用 い て 増 幅 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。 特 に 、 PCR
工 程 に よ っ て 生 成 さ れ た 増 幅 断 片 は 、 そ れ 自 体 が 続 く PCR増 幅 に と っ て の 効 率 的 な 鋳 型 で
あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 、 「 PCR生 産 物 」 、 「 PCR断 片 」 お よ び 「 増 幅 生 産 物 」 と い う
用 語 は 、 変 性 、 ア ニ ー リ ン グ お よ び 延 長 の PCR工 程 を 2回 以 上 繰 り 返 し 実 行 し た 後 に 得 ら れ
た 化 合 物 の 混 合 物 の こ と を 言 う 。 こ の 用 語 は 1つ 以 上 の 標 的 配 列 の 1つ 以 上 の 断 片 の 増 幅 が
あ る 場 合 を 含 む 。 　
【 ０ １ １ ２ 】
本 発 明 で 使 用 さ れ る よ う に 「 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 」 お よ び 「 制 限 酵 素 」 は 、 特 定 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 上 に 、 ま た は 近 接 し て 、 そ れ ぞ れ が 二 重 鎖 DNAを 切 断 す る 細 菌 酵 素 の こ と
を 言 う 。
　 「 核 酸 分 子 の コ ー ド す る 」 、 「 DNA配 列 の コ ー ド す る 」 、 お よ び 「 DNAの コ ー ド す る 」 の
用 語 は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 鎖 に 沿 っ た デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 順 番 ま た は 配 列 の こ と
を 言 う 。 こ れ ら の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 順 番 は ポ リ ペ プ チ ド （ タ ン パ ク 質 ） 鎖 に 沿
っ た ア ミ ノ 酸 の 順 番 を 決 定 す る 。 従 っ て DNA配 列 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は BMP配 列 に お け る CD4 + T細 胞 エ ピ ト ー プ の 同 定 お よ び CD4 + T
細 胞 反 応 の 開 始 を 可 能 と す る ペ プ チ ド の 生 成 の 方 法 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 各 種 の
設 定 に お け る 使 用 の た め の BMP免 疫 原 性 の 変 更 に 適 切 な 方 法 と 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 こ れ ら 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 関 心 あ る タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 BMP-7） を 含 む 様 々 な エ
ピ ト ー プ に 対 す る ヒ ト の T細 胞 反 応 を 測 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 追 加 的 な 態 様 に お
い て 、 い っ た ん 有 意 義 な エ ピ ト ー プ が 、 本 発 明 で 記 述 さ れ た I-MUNE測 定 装 置 を 使 用 し て 同
定 さ れ る と 、 有 意 な エ ピ ト ー プ が 、 変 化 し た 免 疫 反 応 を 誘 発 す る エ ピ ト ー プ を 生 成 す る た
め に 変 性 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 従 っ て 上 記 の 通 り 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ の 同 定 は 、 そ れ ら の
前 駆 体 DNAsに よ っ て コ ー ド さ れ た 未 処 理 タ ン パ ク と 比 較 し た と き 、 修 飾 免 疫 原 性 反 応 （ 例
え ば 、 抗 原 性 お よ び ／ ま た は 免 疫 原 性 ） を 示 す BMPsを 生 成 す る た め に 必 要 な 情 報 を 提 供 す
る 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 本 発 明 は 、 骨 形 成 タ ン パ ク （ BMPｓ ） に お け る CD4 + T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 特 定 の
態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 BMP-7お よ び BMP-14の CD4 + T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。 い く つ
か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は BMP-7お よ び BMP-14タ ン パ ク の 免 疫 原 性 （ 例 え ば 、
未 処 理 ） を 低 減 す る 修 飾 に 適 切 な BMP-7お よ び BMP-14の CD4 + T細 胞 エ ピ ト ー プ を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 方 法 は 、 抗 原 提 示 細 胞 と し て の 樹 状
細 胞 の 利 用 、 関 心 の あ る 完 全 な タ ン パ ク 質 配 列 を 含 む ３ ア ミ ノ 酸 に よ っ て 分 け ら れ た 15-m
er ペ プ チ ド 、 お よ び 樹 状 細 胞 ド ナ ー か ら 得 ら れ え た CD4＋ T細 胞 の 使 用 を 含 む 。 T細 胞 は ペ
プ チ ド （ 各 ペ プ チ ド は 個 々 に 試 験 さ れ る ） お よ び 分 化 し た 樹 状 細 胞 の 存 在 下 で 、 サ ン プ ル
に お い て 増 殖 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 任 意 の 方 法 は 、 ペ プ セ ッ ト の 調 製 お よ び 樹 状 細
胞 の 分 化 に 関 す る 限 り 、 任 意 の 特 定 の 順 序 で 行 わ れ る こ と を 意 図 し て い な い 。 例 え ば 、 い
く つ か の 態 様 に お い て 、 前 記 ペ プ セ ッ ト は 樹 状 細 胞 が 分 化 さ れ る 前 に 調 製 さ れ る が 、 他 の
態 様 に お い て は 、 樹 状 細 胞 は ペ プ セ ッ ト が 調 製 さ れ る 前 に 分 化 さ れ 、 更 に 他 の 態 様 に お い
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て は 、 樹 状 細 胞 が 分 化 さ れ 、 ペ プ セ ッ ト は 同 時 に 調 製 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 任 意 の
特 定 の 順 番 で こ れ ら の 工 程 を 有 す る 方 法 に 限 定 さ れ る こ と を 意 図 し て い な い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 仮 に 、 ペ プ チ ド に 反 応 し た 増 殖 が 、 1.5か ら 4.5以 上 の 刺 激 指 数 （ SI） を も た ら す な ら 、
反 応 は 「 陽 性 」 で あ る と 見 な さ れ 記 録 さ れ る 。 各 ペ プ チ ド に つ い て の 結 果 は ド ナ ー セ ッ ト
ご と に 表 に さ れ 、 一 定 の 偏 差 は あ る が 、 好 ま し く は 母 集 団 の 一 般 HLA対 立 遺 伝 子 頻 度 を 反
映 す る 。 線 形 性 の 相 違 の 同 定 に 基 づ く 「 構 造 値 」 が 決 定 さ れ 、 お よ び こ の 値 は タ ン パ ク 質
の 相 対 的 な 免 疫 原 性 の ラ ン ク 付 け に 使 用 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 ボ ラ ン テ ィ ア の 感 度
を 高 め る 必 要 な く 、 ヒ ト に お い て 効 果 的 で あ る と 予 想 さ れ る 減 少 し た 反 応 率 が 達 成 さ れ る
よ う に 、 タ ン パ ク 質 の 修 飾 に 有 益 な 情 報 を 提 供 す る 。 低 免 疫 原 性 で あ る よ う に 設 計 さ れ た
こ れ ら の 新 し い タ ン パ ク 質 に 基 づ い た ペ プ セ ッ ト へ 反 応 す る ド ナ ー の 分 析 は 、 次 に 新 し い
タ ン パ ク 質 の 構 造 値 を 計 算 し 、 お よ び そ れ ら の 免 疫 原 性 お よ び 発 現 可 能 性 を 確 認 す る た め
に 行 わ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 試 験 タ ン パ ク に 対 す る 試 験 母 集 団 の 免 疫 反 応 を 測 定 す る た め の 方 法 を 提
供 す る 。 そ れ は 以 下 の 工 程 か ら な る 。 す な わ ち 、 （ ａ ） 試 験 タ ン パ ク か ら ペ プ セ ッ ト を 調
製 す る 工 程 、 （ ｂ ） ヒ ト 樹 状 細 胞 を 含 む 多 数 の 溶 液 お よ び 未 処 理 の ヒ ト CD4＋ お よ び ／ ま
た は CD8＋ T細 胞 の 多 数 の 溶 液 を 得 る 工 程 で あ り 、 こ こ で ヒ ト 樹 状 細 胞 の 溶 液 お よ び 未 処 理
の ヒ ト CD4＋ お よ び ／ ま た は CD8＋ T細 胞 の 溶 液 は 、 試 験 母 集 団 内 の 多 数 の 個 体 か ら 採 取 さ
れ る 工 程 、 （ ｃ ） 分 化 し た 樹 状 細 胞 を 含 む 多 数 の 溶 液 を 作 成 す る た め の 樹 状 細 胞 を 分 化 す
る 工 程 、 （ ｄ ） 分 化 し た 樹 状 細 胞 の 多 数 の 溶 液 お よ び ペ プ セ ッ ト を 含 む 未 処 理 CD4＋ お よ
び ／ ま た は CD8＋ T細 胞 の 溶 液 を 混 合 す る 工 程 で あ り 、 こ こ で 分 化 し た 樹 状 細 胞 の 溶 液 お よ
び 未 処 理 CD4＋ お よ び ／ ま た は CD8＋ T細 胞 の 溶 液 の そ れ ぞ れ は 試 験 母 集 団 内 の 個 体 由 来 で
あ り 、 そ れ ぞ れ は 混 合 さ れ る 工 程 、 （ ｅ ） ペ プ セ ッ ト の 各 ペ プ チ ド へ の 反 応 を 同 定 す る た
め に 工 程 （ ｄ ） の T細 胞 の 増 殖 を 測 定 す る 工 程 、 （ ｇ ） 試 験 タ ン パ ク に 関 し て 工 程 （ ｅ ）
の T細 胞 の 反 応 を 集 め る 工 程 、 （ ｈ ） 試 験 タ ン パ ク に 関 し て 工 程 （ ｇ ） の 集 め ら れ た 反 応
の 構 造 値 を 決 定 す る 工 程 、 お よ び （ ｉ ） 試 験 タ ン パ ク へ の 多 く の 個 体 の 曝 露 レ ベ ル を 決 定
す る 工 程 で あ る 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て ペ プ セ ッ ト は 長 さ 約 15ア ミ ノ 酸 の ペ プ
チ ド を 含 み 、 他 方 い く つ か の 特 別 に 好 ま し い 態 様 に お い て 各 ペ プ チ ド は 約 3ア ミ ノ 酸 ほ ど
隣 接 の ペ プ チ ド と 重 な る 。 し か し 、 本 発 明 の 多 様 な 態 様 に お い て 他 の ペ プ チ ド の 長 さ お よ
び 重 な り 量 が 用 い ら れ る 場 合 に は 、 ペ プ セ ッ ト 内 部 の ペ プ チ ド が 、 特 定 の 長 さ ま た は 重 な
り に 限 定 さ れ る こ と を 意 図 し て い な い 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 2以 上 の 試 験 タ ン パ ク
が 試 験 さ れ る 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 試 験 タ ン パ ク へ の 複 数 の 個 体 の 曝 露 レ
ベ ル が 比 較 さ れ る 。 い く つ か の 特 別 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 試 験 タ ン パ ク は 試 験 母 集 団
に お け る 低 減 さ れ た 免 疫 原 性 反 応 を 示 す 変 異 体 タ ン パ ク を 生 成 す る た め に 修 飾 さ れ る 。 本
発 明 は ま た 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト お よ び 構 造 値 の 両 方 に 基 づ き タ ン パ ク 質 を
分 類 す る 手 段 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 い く つ か の 更 な る 態 様 に お い て 、 分 析 さ れ た タ ン パ ク
質 は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト お よ び 構 造 値 に 従 っ て 分 類 お よ び ／ ま た は ラ ン ク 付
け さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は タ ン パ ク 質 の 相 対 的 免 疫 原 性 を ラ ン ク 付 け
す る た め の ア ッ セ イ 系 （ す な わ ち 、 I-MUNE（ 商 標 ） 分 析 ） を 提 供 す る 。 あ る 態 様 に お い て
、 こ の 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 の ペ プ チ ド 断 片 へ の 反 応 に よ る in vitro CD4＋ T細 胞 増 殖 の 測
定 、 測 定 さ れ た タ ン パ ク 質 へ の 反 応 の 集 計 、 集 計 さ れ た 反 応 の 構 造 値 の 決 定 、 お よ び タ ン
パ ク 質 の 構 造 値 と 第 二 タ ン パ ク の 構 造 値 と の 比 較 を 含 む 。 こ こ で 、 最 低 の 構 造 値 を 含 む タ
ン パ ク 質 は よ り 高 い 構 造 値 を 有 す る タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 ヒ ト に 対 し て よ り 低 い 免 疫 原
性 の タ ン パ ク 質 と し て 位 置 づ け ら れ る 。 更 な る 態 様 に お い て 、 各 ペ プ チ ド 断 片 お よ び 各 タ
ン パ ク 質 の T細 胞 増 殖 は 、 並 行 試 験 で 測 定 さ れ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 「 陽 性 」 反 応 は 2.7
お よ び 3.2の 間 の SI値 に 基 づ い て 同 定 さ れ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 増 殖 指 数 は 2.9
5以 上 の 刺 激 指 数 を も た ら す 。
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【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト に お け る BMP-7お よ び BMP-14の よ う な 変 異 体 タ ン パ ク の 低 減 さ れ た
免 疫 原 性 能 力 を 分 析 す る 方 法 を 提 供 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 変 異 体
タ ン パ ク を 生 成 す る た め に 、 1つ お よ び 2以 上 の 親 タ ン パ ク の 顕 著 な 領 域 を バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド レ ベ ル ま で 低 減 し 、 変 異 体 の 構 造 値 を 測 定 し 、 変 異 体 の 構 造 値 を 親 タ ン パ ク の 構 造 値 と
比 較 す る 方 法 を 含 む 。 こ こ で 、 よ り 低 い 構 造 値 は 低 減 さ れ た 免 疫 原 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
を 示 す 。 更 な る 態 様 に お い て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル ま で 低 減 さ れ た 顕 著 な 領 域 の 数 は
１ お よ び 10の 間 、 好 ま し く は 1お よ び ５ の 間 で あ る 。 更 に 他 の 態 様 に お い て 、 1つ ま た は 2
以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 親 タ ン パ ク の 顕 著 な 領 域 に お い て 変 異 体 を 生 成 す る た め に 変 更 さ
れ る 。 本 発 明 は ま た 、 関 連 す る タ ン パ ク 質 の 一 群 か ら 最 小 の 免 疫 原 性 タ ン パ ク を 選 択 す る
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 こ れ ら タ ン パ ク 質 、 特 に BMP-7の 免 疫 原 性 の 低 減 は 様 々 な 治 療 計 画 に お い て 使 用 さ れ る
こ と が 意 図 さ れ て い る 。 例 え ば 、 BMP-7は か な り 長 期 間 一 定 の 患 者 に お い て 脊 髄 の 問 題 を
矯 正 す る こ と に 用 い ら れ て き た （ 例 え ば 、 ウ オ ー カ ー お よ び ラ イ ト （ （ Walker and Wrigh
t） ） 、 Neurosurg.Focus 13 (6)： 1-13〔 2002年 〕 ； お よ び ポ イ ン ト ン お よ び レ イ ン （ （ P
oynton and Lane） ） 、 Spine 27:540-548〔 2002年 〕 を 参 照 ） 。 こ れ ら の 治 療 を 受 け た 患
者 の 38％ が 検 出 可 能 な 抗 BMP抗 体 を 生 じ た こ と は 重 要 で あ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 患 者 は 現
在 、 自 然 発 生 の 内 因 性 ヒ ト タ ン パ ク に 対 す る 抗 体 を 生 産 す る 。 更 に 本 発 明 の 発 展 過 程 に お
い て 、 正 常 な コ ミ ュ ニ テ ィ ー の ド ナ ー か ら 得 ら れ た 抹 消 単 球 細 胞 は 、 3時 間 共 培 養 ア ッ セ
イ 系 に お い て BMP-7エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド に 反 応 す る 高 レ ベ ル の IL-2、 IFN-gamma、 お よ び IL
-4 を 生 成 す る こ と が 観 察 さ れ た 。 従 っ て 、 BMP-7タ ン パ ク 免 疫 原 性 だ け で な く 、 ラ ン ダ ム
な 個 体 も ま た BMP-７ エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド に 対 す る 記 憶 CD4＋ T細 胞 反 応 を 保 有 す る 。 免 疫 原
性 を 低 減 す る た め の BMP-７ タ ン パ ク の 修 飾 は 、 抗 BMP-７ 抗 体 の 潜 在 的 危 険 を 避 け る 代 替 的
治 療 手 段 と し て の 使 用 さ れ る こ と が 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 タ ン パ ク 質 の 、 特 に ヒ ト に お け る タ ン パ ク 質 の 免 疫 原 性 の 低 減 に 適 切 な
T細 胞 エ ピ ト ー プ 修 飾 を 決 定 す る た め に 関 連 タ ン パ ク の 相 対 的 ラ ン キ ン グ を 使 用 す る 方 法
を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト お よ び 構 造 値 の 両 方 に 基 づ
い て タ ン パ ク 質 を 分 類 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 い く つ か の 更 な る 態 様 に お い
て 、 分 析 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト お よ び 構 造 値 に 従 っ て 分
類 お よ び ／ ま た は ラ ン ク 付 け さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 第 一 タ ン パ ク お よ び １ 以 上 の 追 加 タ ン パ ク の 相 対
的 免 疫 原 性 を ラ ン ク 付 け る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ は 以 下 の 工 程 か ら な る 。 す な わ ち
、 （ ａ ） 第 一 タ ン パ ク か ら の 第 一 ペ プ セ ッ ト の 調 製 お よ び 追 加 タ ン パ ク の そ れ ぞ れ か ら の
1つ 以 上 の 追 加 ペ プ セ ッ ト の 調 製 を 行 う 工 程 、 こ こ で 各 ペ プ セ ッ ト が （ ｂ ） 単 一 の ヒ ト の
血 液 源 か ら 、 樹 状 細 胞 を 含 む 溶 液 お よ び 未 処 理 の CD4＋ お よ び ／ ま た は CD8＋ T細 胞 の 溶 液
を 得 る 工 程 、 (ｃ ) 分 化 し た 樹 状 細 胞 の 溶 液 を 作 成 す る た め に 樹 状 細 胞 を 分 化 す る 工 程 、
（ ｄ ） 分 化 し た 樹 状 細 胞 の 溶 液 お よ び 第 一 ペ プ セ ッ ト を 含 む 未 処 理 の CD4＋ お よ び ／ ま た
は CD8＋ T細 胞 を 混 合 す る 工 程 、 （ ｅ ） 分 化 し た 樹 状 細 胞 の 溶 液 お よ び 追 加 タ ン パ ク か ら の
各 ペ プ チ ド を 含 む 未 処 理 の CD4＋ お よ び ／ ま た は CD8＋ T細 胞 を 混 合 す る 工 程 、 （ ｆ ） 第 一
お よ び 追 加 ペ プ セ ッ ト に お け る 各 ペ プ チ ド へ の 反 応 を 決 定 す る た め に 、 工 程 （ ｄ ） お よ び
（ ｅ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 を 測 定 す る 工 程 、 （ ｇ ） 第 一 タ ン パ ク お よ び 追 加 タ ン パ ク に
関 し て 工 程 （ ｆ ） に お け る T細 胞 の 反 応 を 集 め る 工 程 、 （ ｈ ） 第 一 タ ン パ ク お よ び 追 加 タ
ン パ ク に 関 し て 工 程 （ ｇ ） で 集 め ら れ た 反 応 の 構 造 値 を 決 定 す る 工 程 、 お よ び （ ｉ ） 第 一
タ ン パ ク お よ び 追 加 タ ン パ ク の 免 疫 原 性 ラ ン キ ン グ を 測 定 す る た め に 、 第 一 タ ン パ ク で 得
ら れ る 構 造 値 を 追 加 タ ン パ ク で 得 ら れ る 構 造 値 と 比 較 す る 工 程 で あ る 。 い く つ か の 好 ま し
い 態 様 に お い て 、 前 記 ペ プ セ ッ ト は 長 さ 約 15ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド を 含 み 、 他 方 い く つ か の
特 別 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 各 ペ プ チ ド は 約 3ア ミ ノ 酸 ほ ど 隣 接 の ペ プ チ ド と 重 な る 。
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し か し 、 本 発 明 の 多 様 な 態 様 に お い て 他 の ペ プ チ ド の 長 さ お よ び 重 な り 量 が 用 い ら れ る 場
合 、 ペ プ セ ッ ト 内 の ペ プ チ ド は 特 定 の 長 さ ま た は 重 な り に 限 定 さ れ る こ と を 意 図 し て い な
い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 最 低 の 構 造 値 を 含 む タ ン パ ク 質 は 、 よ り 高 い 構 造 値 を 有 す る
タ ン パ ク 質 よ り も 低 い 免 疫 原 性 の タ ン パ ク と し て ラ ン ク さ れ る 。 更 な る 態 様 に お い て 、 第
一 タ ン パ ク に 対 す る 陽 性 反 応 は 、 約 2.7お よ び 約 3.2の 間 の 刺 激 指 数 値 を 含 む 。 更 に 他 の 態
様 に お い て 、 追 加 タ ン パ ク に 対 す る 陽 性 反 応 は 、 約 2.7お よ び 約 3.2の 間 の 刺 激 指 数 値 を 含
む 。 更 な る 態 様 に お い て 、 第 一 タ ン パ ク に 対 す る 陽 性 反 応 は 約 2.7お よ び 約 3.2の 間 の 刺 激
指 数 値 を 含 み 、 追 加 タ ン パ ク に 対 す る 陽 性 反 応 は 約 2.7お よ び 約 3.2の 間 の 刺 激 指 数 値 を 含
む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 工 程 （ ｄ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 は 約 2.95以 上 の 刺 激 指 数
を 生 じ 、 他 方 、 追 加 的 態 様 に お い て 、 工 程 （ ｅ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 は 約 2.95以 上 の 刺
激 指 数 を 生 じ る 。 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 工 程 （ ｄ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 は 約 2.95以
上 の 刺 激 指 数 を 生 じ 、 工 程 （ ｅ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 は 約 2.95以 上 の 刺 激 指 数 を 生 じ る
。 い く つ か の 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 １ 以 上 の 追 加 的 ヒ ト 血 液 源 が 工 程 （ ｂ ） で 使 用
さ れ る 。 追 加 的 な 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ヒ ト 血 液 源 お よ び タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ に
つ い て 得 ら れ る 構 造 値 が 比 較 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト お
よ び 構 造 値 の 両 方 に 基 づ い て タ ン パ ク 質 を 分 類 す る 手 段 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 い く つ か の
更 な る 態 様 に お い て 、 分 析 さ れ た タ ン パ ク 質 は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト お よ び 構
造 値 に 従 っ て 分 類 お よ び ／ ま た は ラ ン ク 付 け さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 第 二 タ ン パ ク が 第 一 タ ン パ ク の タ ン パ ク 質 変 異 体 で あ る 2つ の タ ン パ ク
質 の 相 対 的 免 疫 原 性 の ラ ン ク 付 け の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む
。 す な わ ち 、 （ ａ ） 第 一 タ ン パ ク か ら 第 一 ペ プ セ ッ ト を 、 お よ び 第 二 タ ン パ ク か ら 第 二 ペ
プ セ ッ ト を 調 製 す る 工 程 、 （ ｂ ） 樹 状 細 胞 を 含 む 溶 液 お よ び 未 処 理 の CD4＋ お よ び ／ ま た
は CD８ ＋ T細 胞 の 溶 液 を 単 一 の ヒ ト の 血 液 源 か ら 得 る 工 程 、 （ ｃ ） 分 化 し た 樹 状 細 胞 の 溶
液 を 作 成 す る た め に 樹 状 細 胞 を 分 化 す る 工 程 、 （ ｄ ） 分 化 し た 樹 状 細 胞 お よ び 未 処 理 の CD
4＋ お よ び ／ ま た は CD８ ＋ T細 胞 の 溶 液 を 第 一 ペ プ セ ッ ト と 混 合 す る 工 程 、 （ ｅ ） 分 化 し た
樹 状 細 胞 お よ び 未 処 理 の CD4＋ お よ び ／ ま た は CD８ ＋ T細 胞 の 溶 液 を 第 二 ペ プ セ ッ ト と 混 合
す る 工 程 、 （ ｆ ） 第 一 お よ び 第 二 ペ プ セ ッ ト に お け る そ れ ぞ れ の ペ プ チ ド へ の 反 応 を 測 定
す る た め に 、 工 程 （ ｄ ） お よ び （ ｅ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 を 測 定 す る 工 程 、 （ ｇ ） 第 一
タ ン パ ク お よ び 第 二 タ ン パ ク に つ い て 工 程 （ ｆ ） に お け る T細 胞 の 反 応 を 集 め る 工 程 、 （
ｈ ） 第 一 タ ン パ ク お よ び 第 二 タ ン パ ク に つ い て 工 程 （ ｇ ） で 集 め ら れ た 反 応 の 構 造 値 を 決
定 す る 工 程 、 （ ｉ ） 第 一 タ ン パ ク お よ び 第 二 タ ン パ ク の 免 疫 原 性 ラ ン ク を 決 定 す る た め に
、 第 一 タ ン パ ク に 関 し て 得 ら れ た 構 造 値 を 第 二 タ ン パ ク に 関 し て 得 ら れ た も の と 比 較 す る
工 程 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 第 二 タ ン パ ク は 第 一 タ ン パ ク よ り も 小 さ い 免 疫 原
性 の タ ン パ ク 質 と し て ラ ン ク 付 け ら れ 、 他 方 、 選 択 的 な 態 様 に お い て 、 第 一 タ ン パ ク は 第
二 タ ン パ ク よ り も 小 さ い 免 疫 原 性 の タ ン パ ク 質 と し て ラ ン ク 付 け ら れ る 。 い く つ か の 好 ま
し い 態 様 に お い て 、 ペ プ セ ッ ト は 長 さ 約 15ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド を 含 み 、 他 方 い く つ か の 特
別 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 各 ペ プ チ ド は 約 3ア ミ ノ 酸 ほ ど 隣 接 の ペ プ チ ド と 重 な る 。 し
か し 、 本 発 明 の 多 様 な 態 様 に お い て 、 他 の ペ プ チ ド の 長 さ お よ び 重 な り 量 を 使 用 す る 場 合
、 ペ プ セ ッ ト 内 の ペ プ チ ド は 特 定 の 長 さ 、 ま た は 重 な り に 限 定 さ れ る こ と を 意 図 し て い な
い 。 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 第 一 タ ン パ ク に 対 す る 陽 性 反 応 は 約 2.7お よ び 約 3.2の 間 の
刺 激 指 数 値 を 含 み 、 第 二 タ ン パ ク に 対 す る 陽 性 反 応 は 約 2.7お よ び 約 3.2の 間 の 刺 激 指 数 値
を 含 む 。 追 加 的 な 態 様 に お い て 、 第 一 タ ン パ ク に 対 す る 陽 性 反 応 は 約 2.7お よ び 約 3.2の 間
の 刺 激 指 数 値 を 含 み 、 第 二 タ ン パ ク に 対 す る 陽 性 反 応 は 約 2.7お よ び 約 3.2の 間 の 刺 激 指 数
値 を 含 む 。 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 工 程 （ ｄ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 は 約 2.95以 上 の 刺
激 指 数 を 生 じ 、 工 程 （ ｅ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 は 約 2.95以 上 の 刺 激 指 数 を 生 じ る 。 い く
つ か の 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 １ 以 上 の 追 加 的 な ヒ ト の 血 液 源 が 工 程 （ ｂ ） で 使 用 さ
れ る 。 い く つ か の 追 加 的 な 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ヒ ト の 血 液 源 お よ び タ ン パ ク 質 の
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そ れ ぞ れ に つ い て 得 ら れ る 構 造 値 が 比 較 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 第 二 タ ン パ ク
は 第 一 タ ン パ ク に お け る 1つ 以 上 の 顕 著 な 領 域 の 低 減 を 含 む 。 更 な る 態 様 に お い て 、 工 程
（ ｅ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル で あ る 。 い く つ か の 特 に 好 ま し い
態 様 に お い て 、 ヒ ト の 血 液 源 お よ び タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ か ら 得 ら れ た 構 造 値 は 比 較 さ れ
る 。 本 発 明 は ま た 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト お よ び 構 造 値 に 基 づ い て タ ン パ ク 質
を 分 類 す る 手 段 も 提 供 す る 。 従 っ て 、 い く つ か の 更 な る 態 様 に お い て 、 分 析 さ れ た タ ン パ
ク 質 は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト お よ び 構 造 値 に 従 っ て 分 類 お よ び ／ ま た は ラ ン ク
付 け さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 第 一 タ ン パ ク お よ び 1つ 以 上 の 変 異 体 タ ン パ ク の 相 対 的 免 疫 原 性 の ラ ン
ク 付 け の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む 。 す な わ ち 、 （ ａ ） 第 一 タ
ン パ ク か ら 第 一 ペ プ セ ッ ト を 、 お よ び 変 異 体 タ ン パ ク の そ れ ぞ れ か ら ペ プ セ ッ ト を 調 製 す
る 工 程 、 （ ｂ ） 樹 状 細 胞 を 含 む 溶 液 お よ び 未 処 理 の CD4＋ お よ び ／ ま た は CD８ ＋ T細 胞 の 溶
液 を 単 一 の ヒ ト の 血 液 源 か ら 得 る 工 程 、 （ ｃ ） 分 化 し た 樹 状 細 胞 の 溶 液 を 作 成 す る た め に
樹 状 細 胞 を 分 化 す る 工 程 、 （ ｄ ） 分 化 し た 樹 状 細 胞 お よ び 未 処 理 の CD4＋ お よ び ／ ま た は C
D８ ＋ T細 胞 の 溶 液 を 第 一 ペ プ セ ッ ト と 混 合 す る 工 程 、 （ ｅ ） 分 化 し た 樹 状 細 胞 お よ び 未 処
理 の CD4＋ お よ び ／ ま た は CD８ ＋ T細 胞 の 溶 液 を 変 異 体 タ ン パ ク の そ れ ぞ れ か ら 調 製 さ れ た
各 ペ プ セ ッ ト と 混 合 す る 工 程 、 （ ｆ ） 第 一 お よ び 第 二 ペ プ セ ッ ト そ れ ぞ れ へ の 反 応 を 決 定
す る た め に 、 工 程 （ ｄ ） お よ び （ ｅ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 を 測 定 す る 工 程 、 （ ｇ ） 第 一
タ ン パ ク お よ び 変 異 体 タ ン パ ク に つ い て 工 程 （ ｆ ） に お け る T細 胞 の 反 応 を 集 め る 工 程 、
（ ｈ ） 第 一 タ ン パ ク お よ び 変 異 体 タ ン パ ク に つ い て 、 工 程 （ ｇ ） で 集 め ら れ た 反 応 の 構 造
値 を 決 定 す る 工 程 、 お よ び （ ｉ ） 第 一 タ ン パ ク お よ び 変 異 体 タ ン パ ク の 免 疫 原 性 の ラ ン ク
付 け を 測 定 す る た め に 、 第 一 タ ン パ ク に 関 し て 得 ら れ た 構 造 値 を 変 異 体 タ ン パ ク に 関 し て
得 ら れ た 構 造 値 と 比 較 す る 工 程 で あ る 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 記 ペ プ セ ッ
ト は 長 さ 約 15ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド を 含 み 、 他 方 い く つ か の 特 別 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、
各 ペ プ チ ド は 約 3ア ミ ノ 酸 ほ ど 隣 接 の ペ プ チ ド と 重 な る 。 し か し 、 本 発 明 に お い て 他 の ペ
プ チ ド の 長 さ お よ び 重 な り 量 を 使 用 す る 場 合 、 ペ プ セ ッ ト 内 の ペ プ チ ド は 特 定 の 長 さ ま た
は 重 な り に 限 定 さ れ る こ と を 意 図 し て い な い 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て １ つ 以 上
の 変 異 体 タ ン パ ク は 第 一 タ ン パ ク よ り も 低 い 免 疫 原 性 と し て ラ ン ク 付 け ら れ 、 他 方 、 他 の
態 様 に お い て 第 一 タ ン パ ク は 1つ 以 上 の 変 異 体 タ ン パ ク よ り も 低 い 免 疫 原 性 と し て ラ ン ク
付 け ら れ る 。 更 な る 態 様 に お い て 、 第 一 タ ン パ ク に 対 す る 陽 性 反 応 は 約 2.7お よ び 約 3.2の
間 の 刺 激 指 数 値 を 含 み 、 他 方 、 他 の 態 様 に お い て 変 異 体 タ ン パ ク に 対 す る 陽 性 反 応 は 約 2.
7お よ び 約 3.2の 間 の 刺 激 指 数 値 を 含 む 。 追 加 的 な 態 様 に お い て 、 第 一 タ ン パ ク に 対 す る 陽
性 反 応 は 約 2.7お よ び 約 3.2の 間 の 刺 激 指 数 値 を 含 み 、 変 異 体 タ ン パ ク に 対 す る 陽 性 反 応 は
約 2.7お よ び 約 3.2の 間 の 刺 激 指 数 値 を 含 む 。 よ り 更 な る 態 様 に お い て 、 工 程 （ ｄ ） に お け
る T細 胞 の 増 殖 は 約 2.95以 上 の 刺 激 指 数 を 生 じ 、 工 程 （ ｅ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 は 約 2.95
以 上 の 刺 激 指 数 を 生 じ る 。 い く つ か の 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 １ 以 上 の 追 加 的 な ヒ ト
の 血 液 源 が 工 程 （ ｂ ） で 使 用 さ れ る 。 い く つ か の 追 加 的 な 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ヒ
ト の 血 液 源 お よ び タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ に つ い て 得 ら れ る 構 造 値 が 比 較 さ れ る 。 い く つ か
の 態 様 に お い て 、 変 異 体 タ ン パ ク は 第 一 タ ン パ ク に お け る 1つ 以 上 の 顕 著 な 領 域 の 低 減 を
含 む 。 更 な る 態 様 に お い て 、 工 程 （ ｅ ） に お け る T細 胞 の 増 殖 は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル
で あ る 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 1つ 以 上 の 変 異 体 タ ン パ ク に 関 す る 工 程 （ ｅ
） に お け る T細 胞 の 増 殖 は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル で あ る 。 い く つ か の 特 に 好 ま し い 態 様
に お い て 、 ヒ ト の 血 液 源 お よ び タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ か ら 得 ら れ た 構 造 値 は 比 較 さ れ る 。
更 な る 態 様 に お い て 、 1つ 以 上 の 追 加 的 な ヒ ト の 血 液 源 が 工 程 （ ｂ ） で 使 用 さ れ る 。 本 発
明 は ま た 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト お よ び 構 造 値 に 基 づ い て タ ン パ ク 質 を 分 類 す
る 手 段 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 い く つ か の 更 な る 態 様 に お い て 、 分 析 さ れ た タ ン パ ク 質 は そ
れ ら の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト お よ び 構 造 値 に 従 っ て 分 類 お よ び ／ ま た は ラ ン ク
付 け さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
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　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の あ る 好 ま し い 態 様 お よ び 局 面 を 明 示 お よ び さ ら に 説 明 す る た
め に 提 供 さ れ る も の で あ り 、 そ の 範 囲 を 限 定 す る も の と し て 解 釈 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
以 下 の 実 験 開 示 に お い て 、 以 下 の 略 語 を 適 用 す る 。 す な わ ち 、 Ｍ （ モ ル ） ； ｍ Ｍ （ ミ リ モ
ル ） ； μ Ｍ （ マ イ ク ロ モ ル ） ； ｎ Ｍ （ ナ ノ モ ル ） 、 mol（ モ ル ） ； mmol（ ミ リ モ ル ） ； μ m
ol（ マ イ ク ロ モ ル ） ； nmol（ ナ ノ モ ル ） ； ｇ ｍ （ グ ラ ム ） ； mg（ ミ リ グ ラ ム ） ； μ g（ マ
イ ク ロ グ ラ ム ） ；  pg（ ピ コ グ ラ ム ） ； L（ リ ッ タ ー ） ； ml（ ミ リ リ ッ ト ル ） ； μ l（ マ イ
ク ロ リ ッ ト ル ） ； cm（ セ ン チ メ ー ト ル ） ； mm（ ミ リ メ ー ト ル ） ； μ m（ マ イ ク ロ メ ー ト ル
） ； nm（ ナ ノ メ ー ト ル ） ； ℃ （ 摂 氏 温 度 ） ； cDNA（ コ ピ ー ま た は 相 補 的 DNA） ； DNA（ デ オ
キ シ リ ボ 核 酸 ） ； ssDNA（ 一 本 鎖 DNA） ； dsDNA（ 二 本 鎖 DNA） ； dNTP（ デ オ キ シ リ ボ 三 燐 酸
） ； RNA（ リ ボ 核 酸 ） ； PBS（ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ） ； g（ 重 力 ） ； RR（ 相 対 リ ス ク ） ； O
D（ 光 学 濃 度 ） ； ダ ル ベ ッ コ の リ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ DPBS） ； HEPES（ N-〔 2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル
〕 ピ ペ ラ ジ ン -N-〔 2-エ タ ン ス ル ホ ン 酸 〕 ； HBS（ HEPES 緩 衝 生 理 食 塩 水 ） ； SDS（ ド デ シ
ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） ； Tris-HCI（ ト リ ス 〔 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル 〕 ア ミ ノ メ タ ン 塩 酸 塩 ） ； DM
SO（ ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド ） ； EGTA（ エ チ レ ン グ ル コ ー ル － ビ ス （ β -ア ミ ノ エ チ ル エ ー
テ ル ） N,N,N’ ,N’ -四 酢 酸 ） ； EDTA（ エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 ） ； DPBS（ ダ ル ベ ッ コ の リ
ン 酸 塩 緩 衝 液 ） ； bla（ β -ラ ク タ マ ー ゼ ま た は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 ） ； エ ン ド ジ ェ ン
（ Endogen、 ウ ォ バ ー ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ） ； サ イ ト ・ ヴ ァ ッ ク ス （ Cyto Vax、 エ ド
モ ン ト ン 、 カ ナ ダ ） ； ワ イ ス ‐ ア イ エ ル ス ト （ Wyeth-Ayerst、 フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 、 ペ ン シ
ル バ ニ ア 州 ） ； NEN（ NENラ イ フ サ イ エ ン ス プ ロ ダ ク ツ 、 ボ ス ト ン 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ）
； ウ ォ レ ス ・ オ イ （ Wallace Oy、 ト ゥ ル ク 、 フ ィ ン ラ ン ド ） ； フ ァ ル マ  AS（ Pharma AS、
オ ス ロ 、 ノ ル ウ ェ ー ） ； ダ イ ナ ル （ Dynal、 オ ス ロ 、 ノ ル ウ ェ ー ） ； バ イ オ ・ シ ン セ シ ス
（ Bio-Synthesis、 レ シ ヴ ィ ル 、 テ キ サ ス 州 ） ； ミ モ ト プ ス （ Mimotopes、 Inc.、 サ ン デ ィ
エ ゴ 、 カ ル フ ォ ル ニ ア 州 ） ； ATCC（ ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン 、 ロ ッ ク ヴ
ィ ル 、 MD） ； ギ ブ コ ／ BRL（ Gibco／ BRL、 グ ラ ン ド ア イ ス ラ ン ド 、 NY） 、 シ グ マ （ Sigma C
hemical Co.、 セ ン ト ル イ ス 、 ミ ズ ー リ 州 ） ； フ ァ ー マ シ ア （ Pharmacia Biotech、 ピ ス カ
タ ウ ェ イ 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 ） ； イ ン ヴ ィ ト ロ ジ ェ ン （ Invitrogen、 Inc.、 グ ラ ン ド ア
イ ス ラ ン ド 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ） ； ア ボ ッ ト （ Abbott Laboratories、 ア ボ ッ ト パ ー ク 、 イ
リ ノ イ 州 ） ； リ ス ト （ List Biological Laboratories Inc,、 キ ャ ン ベ ル 、 カ ル フ ォ ル ニ
ア 州 ） ； ペ ル キ ン エ ル マ ー （ ペ ル キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス 、 ボ ス ト ン 、 マ サ チ ュ ー
セ ッ ツ 州 ） 、 お よ び ス ト ラ タ ジ ー ン （ ス ト ラ タ ジ ー ン 、 ラ ヨ ラ 、 カ ル フ ォ ル ニ ア 州 ） 。
【 ０ １ ３ ０ 】

BMPエ ピ ト ー プ の 調 製
ヒ ト BMP-7（ GenBank Accession No.P18075） お よ び BMP-14（ GenBank Accession No.P4302
6） 前 駆 タ ン パ ク の 完 全 な 長 さ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 15-merの ペ プ チ ド セ ッ ト に 使 用 さ れ た
。 こ れ ら の 前 駆 ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 周 知 の マ ル チ ピ ン シ ス テ ム （ マ エ ジ 他 .、 J.Immunol
. Meth.,134:23-33〔 1990年 〕 参 照 ） を 使 用 し た ミ ノ ト ー プ ス に よ っ て 合 成 さ れ た 。 15mer
の ペ プ チ ド は 、 12ア ミ ノ 酸 を 共 有 し た 隣 接 す る ペ プ チ ド を 有 す 配 列 に 作 ら れ た （ す な わ ち
、 各 ペ プ チ ド は 、 3つ の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 分 け ら れ た ） 。 ペ プ チ ド は 、 濃 度 お よ そ 2 mg/ml
の ス ト ッ ク を 提 供 す る た め に DMSOを 用 い て 希 釈 さ れ た 。 各 分 析 法 に お い て 使 用 さ れ る ペ プ
チ ド の 最 終 濃 度 は 、 ５ μ /mlで あ っ た 。
【 ０ １ ３ １ 】

ペ プ チ ド の 同 定 の た め の ア ッ セ イ 系 に お い て 使 用 さ れ る 細 胞 の 調 製 － BMP-7お よ び BMP-14
に お け る T細 胞 エ ピ ト ー プ
　 新 鮮 な ヒ ト 抹 消 血 球 は 、 83グ ル ー プ の ド ナ ー か ら 集 め ら れ た 。 実 施 例 ３ で 記 述 さ れ る よ
う に 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 BMP-7お よ び BMP-14に お け る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ を 測 定 す る た め に
試 験 さ れ た 。
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実 施 例 １

実 施 例 ２



【 ０ １ ３ ２ 】
　 抹 消 単 核 血 球 （ PBMCs） （ 24時 間 以 内 、 室 温 で 保 存 さ れ た ） は 、 以 下 の 利 用 の た め に 調
製 さ れ た 。 PBMCsは 、 30分 に つ き 、 1000× gで Lymphoprepの 下 敷 き を 遠 心 分 離 機 に か け る 事
に よ っ て 、 軟 膜 か ら 分 離 さ れ た 。 イ ン タ ー フ ェ イ ス レ イ ヤ ー は 、 Cell-Dyn3700シ ス テ ム （
Abbott） を 使 用 し て 、 修 正 、 洗 浄 、 計 算 さ れ た 。 次 に 、 30mlの AIM-Vで 再 懸 濁 さ れ た 10 3  P
BMCsを 含 む 試 験 液 が 調 製 さ れ 、 お よ び 細 胞 は 2時 間 に わ た っ て プ ラ ス チ ッ ク の T-75培 養 瓶
に 接 着 す る こ と が で き た 。 細 胞 の 残 り は 、 90％  FCS（ Gibco/ BRL） お よ び 10％ DMSO（ Sigm
a） に お い て 、 ５ × 10 7  cell/mlで 氷 結 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 2時 間 の 培 養 期 間 の 後 に 、 非 接 着 性 の 細 胞 は 培 養 瓶 か ら 除 去 さ れ た 。 接 着 性 の 細 胞 は 、 3
7℃ 、 5％ 二 酸 化 炭 素 で 、 800units/mlの 組 み 換 え ヒ ト GM-CSF（ Endogen） お よ び 100units/m
lの 組 み 換 え ヒ ト IL-4（ Endogen） の 入 っ た フ ラ ス コ に お い て 培 養 さ れ た 。 培 養 の 5日 目 に
、 50units/ml組 み 換 え ヒ ト I1-1α （ Endogen） お よ び 0.2 units/ml組 み 換 え ヒ ト TNF-α が
培 養 液 に 加 え ら れ た 。 接 着 性 お よ び 非 接 着 性 樹 状 細 胞 は 、 30mg/mlの マ イ ト マ イ シ ン C ( S
igma )お よ び 10mの M EDTAを 用 い た １ 時 間 の 処 置 の 後 に 、 7日 目 に 収 集 、 洗 浄 、 計 算 さ れ た
。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 自 己 CD4＋ T細 胞 は 、 氷 結 さ れ た PBMCsの 一 定 分 量 か ら 調 製 さ れ た 。 DPBSで の 解 凍 お よ び
洗 浄 の 後 、 CD4＋ T細 胞 は 、 製 造 設 備 に 準 じ た 、 市 販 の CD4陰 性 選 択 キ ッ ト ( Dynal )
を 使 用 し て 分 離 さ れ た 。 細 胞 は 、 Abbot Cell-Dyn 3700シ ス テ ム を 使 用 し て 計 算 さ れ た 。
こ れ ら の 方 法 を 用 い て 得 ら れ た 純 度 は 、 通 常 90％ 以 上 で あ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】

　 こ の 実 施 は 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る ア ッ セ イ 系 に つ い て 記 述 す る 。 こ の ア ッ セ イ 系
は 、 I-MUNE（ 商 標 ） ア ッ セ イ 反 応 と も 言 わ れ る 。 96-well、 丸 底 の プ レ ー ト に お い て 、 自
己 樹 状 細 胞 お よ び CD4＋ T細 胞 は 、 試 験 ペ プ チ ド と 混 合 さ れ た 。 よ り 具 体 的 に は 、 AIM Vに
お け る 100μ /well、 ２ × 10４ の 樹 状 細 胞 は 個 体 の ペ プ チ ド と 混 合 さ れ た （ 最 終 的 な ペ プ チ
ド 濃 度 は ５ μ g/mlお よ び 最 終 的 な DMSO濃 度 は 0.25％ ） 。 37℃ 、 5％ の 二 酸 化 炭 素 で の 一 時
間 の 培 養 の 後 、 ２ × 10４ の CD4＋ T細 胞 が 、 総 量 200μ lの 培 養 液 に 加 え ら れ た 。 陰 性 対 照 ウ
エ ル は 、 樹 状 細 胞 、 CD4＋ T細 胞 お よ び 0.25％ の DNSOを 含 ん で い た 。 陽 性 対 照 ウ エ ル は 、 樹
状 細 胞 、 CD4＋ T細 胞 （ 試 験 ウ エ ル と お な じ 濃 度 ） お よ び 0.4μ g/ｍ lの 破 傷 風 ト キ ソ イ ド （
List） を 有 す 0.25％ の DMSOを 含 ん で い た 。 個 体 の ペ プ チ ド は 各 ド ナ ー に 関 し て 二 度 づ つ 試
験 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 37℃ 、 5％ の 二 酸 化 炭 素 で の 5日 間 の 培 養 の 後 、 培 養 液 0.25μ Ci /wellト リ ウ ム チ ミ ジ ン
と 共 に 振 動 し た （ Perkin Elmer） 。 続 く 24時 間 の 培 養 の 後 に 、 ウ ォ ラ ス マ イ ク ロ ベ ー タ ト
リ ラ ッ ク ス （ Wallace Microbeta TriLux） 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ （ Perkin Elmer
） を 使 用 し て 、 プ レ ー ト は 収 集 さ れ 、 ト リ ウ ム チ ミ ジ ン の 混 和 に つ い て 評 価 さ れ た 。 　
【 ０ １ ３ ７ 】

　 各 個 体 の 軟 膜 資 料 に 関 し て 、 全 ペ プ チ ド の 平 均 CPM数 値 が 分 析 さ れ た 。 「 刺 激 指 数 」 （ S
I） を 測 定 す る た め に 、 各 ペ プ チ ド の 平 均 CPMを 、 対 照 （ DMSOの み ） ウ ェ ル の 平 均 CPM数 値
で 除 し た 。 ド ナ ー は 、 各 ペ プ チ ド セ ッ ト を 用 い て 、 １ ペ プ チ ド に つ き ２ 以 上 の 反 応 の 平 均
が 集 め ら れ る ま で 試 験 さ れ た 。 各 タ ン パ ク 質 に つ い て の デ ー タ は 、 セ ッ ト 内 の 各 ペ プ チ ド
へ の 応 答 者 率 を 示 す た め グ ラ フ に さ れ た 。 SI値 が 2.95以 上 で あ っ た 場 合 、 陽 性 反 応 が 照 合
さ れ た 。 こ の 数 値 は 、 標 準 の 母 集 団 分 布 に お け る 3つ の 標 準 偏 差 の 差 異 に 近 似 す る た め に
選 択 さ れ た 。 各 タ ン パ ク 質 の 評 価 の た め に 、 個 々 の ド ナ ー に よ る 個 々 の ペ プ チ ド へ の 陽 性
反 応 が 集 め ら れ た 。
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実 施 例 ３
T細 胞 増 殖 ア ッ セ イ

実 施 例 ４
デ ー タ 分 析



【 ０ １ ３ ８ 】
　 所 与 の タ ン パ ク 質 へ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 を 測 定 す る た め に 、 セ ッ ト の 各 ペ プ チ ド へ
の 応 答 者 率 は 平 均 化 さ れ 、 お よ び 標 準 偏 差 が 計 算 さ れ た 。 各 ド ナ ー に つ い て の SI値 は 、 各
ペ プ チ ド セ ッ ト 、 お よ び 記 録 さ れ た 応 答 者 率 に 関 し て 集 め ら れ た 。 各 ペ プ チ ド セ ッ ト に つ
い て の 平 均 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト は 、 セ ッ ト の 全 ペ プ チ ド へ の 反 応 パ ー セ ン ト
を 平 均 す る こ と に よ っ て 計 算 さ れ た 。 統 計 的 有 意 性 は 、 デ ー タ セ ッ ト 内 部 の 各 ペ プ チ ド へ
の 反 応 者 数 に つ い て ポ ア ソ ン 統 計 を 用 い て 、 以 下 に 記 述 す る よ う に 計 算 さ れ た 。 こ れ ら の
統 計 方 法 は 、 「 大 （ メ ジ ャ ー ） 」 お よ び 「 小 （ マ イ ナ ー ） 」 決 定 要 因 指 定 に 加 え て 使 用 さ
れ る 。 本 発 明 で 記 述 さ れ る よ う に 、 BMP-7エ ピ ト ー プ の い く つ か は 、 そ れ ら が ３ つ の 標 準
偏 差 定 義 を 満 た し て い る た め に 「 大 （ メ ジ ャ ー ） 」 で あ る 。 ペ プ チ ド 反 応 の 統 計 的 な 有 意
性 は 、 ポ ワ ソ ン 統 計 に 基 づ い て 計 算 さ れ た 。 応 答 者 の 平 均 頻 度 は 、 応 答 者 総 数 お よ び セ ッ
ト 内 の ペ プ チ ド 数 に 基 づ い た ポ ワ ソ ン 分 布 計 算 が 使 用 さ れ た 。 反 応 は 、 ｐ ＜ 0.05の と き 、
有 意 で あ る と み な さ れ た 。 加 え て 、 異 な っ た 分 散 を 持 つ の ス チ ュ ー デ ン ト の 両 側 ｔ 検 定 が
行 わ れ た 。 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト の デ ー タ を 用 い た エ ピ ト ー プ 測 定 に 関 し
て 、 下 記 に 基 づ く 保 存 的 ポ ワ ソ ン が 適 用 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
【 数 ２ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ０ 】
こ こ で 、 ｎ ＝ セ ッ ト 中 の ペ プ チ ド の 数 、 ｘ ＝ 関 心 あ る ペ プ チ ド で の 反 応 頻 度 、 お よ び λ ＝
デ ー タ セ ッ ト 内 の 反 応 頻 度 の 中 央 値 。 高 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 パ ー セ ン ト の デ ー タ に 基
づ く エ ピ ト ー プ 測 定 に 関 し て 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト で な い ポ ア ソ ン 定 義 が 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
【 数 ３ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ２ 】
こ こ で 、 λ ＝ デ ー タ セ ッ ト の 反 応 頻 度 の 中 央 値 、 お よ び ｘ ＝ 関 心 あ る ペ プ チ ド で の 反 応 頻
度 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 い く つ か の デ ー タ 分 析 に お い て 、 デ ー タ は 、 実 験 複 製 に お け る 不 一 致 に 関 し て 検 査 さ れ
、 非 複 製 値 は 破 棄 さ れ た 。 破 傷 風 の 陽 性 対 照 が 増 殖 を 招 か な か っ た 場 合 、 デ ー タ は ま た デ
ー タ セ ッ ト か ら 破 棄 さ れ た 。 こ の 分 析 結 果 は 、 図 １ （ 「 Ｑ Ｃ 」 手 法 と し て 表 示 さ れ る ） に
示 さ れ て い る 。 こ の 方 法 に よ っ て 分 析 さ れ た こ れ ら 二 つ の タ ン パ ク 質 を 含 む 構 造 値 は 、 BM
P-7が BMP-14よ り も 免 疫 原 性 が 強 い こ と を 示 し た 。 BMP-7は 、 特 に こ れ が ヒ ト タ ン パ ク で あ
る こ と に つ い て 考 慮 す れ ば 、 観 察 さ れ た エ ピ ト ー プ 反 応 の 数 お よ び ロ バ ス ト 性 は 顕 著 で あ
る 。 関 心 あ る エ ピ ト ー プ 配 列 は 、 下 記 の 表 １ 、 お よ び ２ に 示 さ れ る 。 BMP-7の ペ プ チ ド セ
ッ ト に お い て 、 ペ プ チ ド 41の 数 値 は ｐ ＜ 0.05カ ッ ト オ フ に 達 し な か っ た が 、 デ ー タ セ ッ ト
に お い て 2番 目 に 大 き な 数 値 で あ っ た （ す な わ ち 、 こ れ ら は 「 小 （ マ イ ナ ー ） 」 エ ピ ト ー
プ で あ る ） 。 BMP-14の デ ー タ セ ッ ト に お い て は 、 ペ プ チ ド 19お よ び 20の 数 値 は 、 ｐ ＜ 0.05
カ ッ ト オ フ に 達 し な か っ た が 、 デ ー タ セ ッ ト に お い て 2番 目 に 大 き な 数 値 で あ っ た （ す な
わ あ ち 、 小 （ マ イ ナ ー ） エ ピ ト ー プ ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ６ 】
　 他 の 分 析 に お い て 、 そ れ ら が 複 製 さ れ た か 否 か に か か わ り な く （ 「 非 Ｑ Ｃ 」 手 法 ） 、 デ
ー タ は 削 除 さ れ な か っ た 。 こ の 分 析 手 法 は 、 よ り 厳 格 で な い 方 法 で の タ ン パ ク 質 試 験 に 対
す る よ り 高 い 全 体 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 に 結 果 し た 。 し か し 、 ペ プ チ ド の デ ー タ セ ッ ト
内 で 、 ポ ワ ソ ン 分 布 解 析 （ カ ッ ト オ フ ｐ ＜ 0.05） に よ っ て 検 定 さ れ た CD4＋ T細 胞 エ ピ ト ー
プ は 、 エ ピ ト ー プ の セ ッ ト と ほ ぼ 同 じ で あ る と 同 定 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 図 ２ （ 「 No Q
C」 と し て 示 さ れ て い る ） に 示 さ れ て い る 。 上 記 の よ り 厳 密 な 分 析 手 法 の 結 果 と 一 致 し て
、 BMP-7タ ン パ ク は 、 BMP-14タ ン パ ク よ り も 免 疫 原 性 が 強 い こ と が 解 っ た 。 上 述 の 通 り 、
エ ピ ト ー プ 反 応 は 、 BMP-7に お い て 、 更 に 著 し い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 BMP-７ お よ び BMP-１ ４ に つ い て の 構 造 値 は 、 0.70お よ び 0.57で あ っ た 。 BMP-14の よ り 低
い 構 造 値 は 、 BMP-7と 比 較 さ れ た 場 合 の BMP-14の 相 対 的 に 低 い 免 疫 原 性 の 有 力 な 証 拠 を 提
供 す る 。 こ の こ と は 、 仮 に ア プ リ ケ ー シ ョ ン が BMP-7ま た は BMP-14の い ず れ か を 使 用 で き
る 場 合 、 BMP-14が 好 ま し い 組 成 物 で あ ろ う 。 し か し 、 本 発 明 は 、 両 方 が 異 な っ た 設 定 に お
い て 使 用 で き る と 考 え ら れ て い る よ う に 、 BMP-14ま た は BMP-7エ ピ ト ー プ の 使 用 を 制 限 す
る こ と を 意 図 し て い な い 。
【 ０ １ ４ ８ 】

以 上 の 分 析 に 加 え て 、 平 均 刺 激 指 数 ま た は BMP-7、 BMP-14が 測 定 さ れ た 。 全 部 で 83の ド ナ
ー に つ い て の 刺 激 指 数 が 平 均 化 さ れ た 。 図 3に QCデ ー タ に つ い て 、 お よ び 図 4に 非 QCデ ー タ
に つ い て 、 結 果 が 示 さ れ た 。 前 記 に 詳 述 し た ペ プ チ ド 反 応 は 、 全 ド ナ ー に つ い て の よ り 強
い 増 殖 反 応 に よ っ て 支 持 さ れ る 。 BMP-7ペ プ チ ド セ ッ ト に お け る ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ へ の
増 殖 反 応 の 大 き さ は 、 BMP-14に お け る 反 応 よ り も 高 い こ と が 判 明 し た 。 こ れ ら の ペ プ チ ド
セ ッ ト が 、 83の ド ナ ー に お い て パ ラ メ ト リ ッ ク に 試 験 さ れ た の で 、 こ の 結 果 は 、 BMP-7は B
MP-14よ り も 総 合 的 に よ り 免 疫 原 性 が 強 い と い う 構 造 値 測 定 を 支 持 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
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上 記 分 析 に 加 え て 、 BMP-7お よ び BMP-14エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド を 有 す HLA関 連 が 測 定 さ れ た 。
こ れ ら の 実 験 に お い て 、 5つ の エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド （ ＃ ３ 、 ＃ ７ 、 ＃ ８ 、 ＃ 16、 ＃ 31） の
増 殖 反 応 デ ー タ が 、 83の ド ナ ー に つ い て 、 DRB1で の HLA ClassIIの 発 現 に 関 し て 試 験 さ れ
、 お よ び DQB1も 試 験 さ れ た 。 4つ の ペ プ チ ド に 関 し て 、 二 つ の 方 法 （ す な わ ち 、 上 述 し た
よ う に “ QC” お よ び “ non-QC” 、 〔 “ nQC” 〕 ） に よ っ て 、 反 応 が 評 価 さ れ た 。 両 方 の 方
法 に よ っ て 見 出 さ れ た 統 計 的 に 有 意 な 関 連 は 、 以 下 の 通 り で あ っ た 。 エ ピ ト ー プ ＃ ３ お よ
び DR11に つ い て 、 相 対 リ ス ク （ RR） は 、 6.25； ｐ ＜ 0.0005〔 QC〕 、 RR=4.17 ｐ ＜ 0.005〔
ｎ QC〕 で あ っ た 。 エ ピ ト ー プ ＃ ３ お よ び DQ２ に つ い て 、 RRは 、 0.17ｐ ＜ 0.04〔 QC〕 、 RR=0
.13 ｐ ＜ 0.01〔 ｎ QC〕 で あ っ た 。 エ ピ ト ー プ ＃ ３ お よ び DQ9に つ い て 、 RRは 、 6.67； ｐ ＜ 0
.003〔 QC〕 、 RR=4.85　 ｐ ＜ 0.013〔 ｎ QC〕 で あ っ た 。 エ ピ ト ー プ ＃ 8お よ び DR11に つ い て
、 RRは 、 6.6； ｐ ＜ 0.0003。 エ ピ ト ー プ ＃ 31お よ び DR7に つ い て 、 RRは 、 8.32； ｐ ＜ 0.001
〔 QC〕 、 RR=4.44 ｐ ＜ 0.002〔 ｎ QC〕 で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
更 に 、 ペ プ チ ド ＃ ３ (QC) ( 5.8倍 、 ｐ ＜ 0.0004 ) お よ び ペ プ チ ド ＃ 8（ 2.3倍  p＜ 0.007に
関 す る 平 均 刺 激 指 数 （ SI） は 、 DR11＋ の ド ナ ー 間 が 、 DR11－ の ド ナ ー 間 よ り 高 か っ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 ま た 、 ペ プ チ ド ＃ 31(QC) ( 2.7倍 、 ｐ ＜ 0.0007 ) に 関 す る 平 均 SIは 、 DR７ ＋ の ド ナ ー
間 が 、 DR7－ の ド ナ ー 間 よ り 高 か っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 上 記 明 細 書 に お い て 言 及 さ れ た 全 て の 公 報 お よ び 特 許 は 、 参 照 に よ り 本 発 明 に 組 み 込 ま
れ る 。 発 明 の 前 記 の 方 法 お よ び シ ス テ ム の 種 々 の 修 飾 が 、 本 発 明 の 範 囲 と 精 神 か ら 逸 脱 し
な い こ と は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ る 。 本 発 明 が 特 定 の 好 ま し い 態 様 に 関 連 し て 記 述
さ れ た に も か か わ ら ず 、 請 求 さ れ た よ う に 本 発 明 は 、 そ の よ う な 特 定 の 態 様 に 過 度 に 限 定
す る べ き で な い こ と を 理 解 す べ き で あ る 。 実 際 に 、 分 子 生 物 学 、 免 疫 学 、 お よ び ／ ま た は
関 連 し た 分 野 に お け る 当 業 者 に と っ て 明 白 で あ る 発 明 を 実 施 す る た め の 前 記 の 様 式 の 種 々
の 修 飾 は 、 本 発 明 の 範 囲 に お い て 目 的 と さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ３ 】
【 図 １ 】 BMP-7（ パ ネ ル Ａ ） お よ び BMP-14（ パ ネ ル Ｂ ） 由 来 の ペ プ チ ド を 用 い て テ ス ト さ
れ た 83の 無 作 為 の 個 体 か ら な る 母 集 団 か ら の 応 答 の パ ー セ ン ト を 示 す 2つ の グ ラ フ を 示 す
図 で あ る 。
【 図 ２ 】 BMP-7（ パ ネ ル Ａ ） お よ び BMP-14（ パ ネ ル Ｂ ） 由 来 の ペ プ チ ド を 用 い て テ ス ト さ
れ た 83の 無 作 為 の 個 体 か ら な る 母 集 団 か ら の 応 答 の パ ー セ ン ト を 示 す 2つ の グ ラ フ を 示 す
図 で あ る 。
【 図 ３ 】 BMP-7（ パ ネ ル Ａ ） お よ び BMP-14（ パ ネ ル Ｂ ） 由 来 の ペ プ チ ド を 用 い て テ ス ト さ
れ た 83の 無 作 為 の 個 体 か ら な る 母 集 団 か ら の 応 答 の 平 均 刺 激 指 数 （ SI） を 示 す 2つ の グ ラ
フ を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 BMP-7（ パ ネ ル Ａ ） お よ び BMP-14（ パ ネ ル Ｂ ） 由 来 の ペ プ チ ド を 用 い て テ ス ト さ
れ た 83の 無 作 為 の 個 体 か ら な る 母 集 団 か ら の 応 答 の 平 均 刺 激 指 数 （ SI） を 示 す 2つ の グ ラ
フ を 示 す 図 で あ る 。

10

20

30

40

(31) JP 2007-514411 A 2007.6.7

実 施 例 ６
HLＡ 結 合



【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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摘要(译)

本发明提供骨形态发生蛋白（BMP）中的CD4 + T细胞表位。在一个具
体实施方案中，本发明提供BMP-7和BMP-14的CD4 + T细胞表位。在一
些优选的实施方案中，本发明是BMP-7和相应的BMP-7修饰的BMP-14蛋
白的CD4 + T细胞表位来降低免疫原性和BMP-14提供。 背景技术
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