
(57)【要約】
【課題】 gp41、および gp36の改変体（これは、取り扱うことがより容易であり、そして／
または特に、イムノアッセイを実施するために必要とされるような、または免疫に必要と
されるような緩衝条件下では、複合体型（この改変体およびペプチジル－プロリル－イソ
メラーゼクラスのシャペロンのシャペロンを含む）で可溶性である）を用いたイムノアッ
セイを提供すること。
【解決手段】第１のシャペロン -抗原複合体を含有する第１の抗原および第２のシャペロ
ン -抗原複合体を含有する第２の抗原を含む二重抗原架橋概念によるイムノアッセイ。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 第 １ の シ ャ ペ ロ ン -抗 原 複 合 体 を 含 有 す る 第 １ の 抗 原 お よ び 第 ２ の シ ャ ペ ロ ン -抗 原 複 合
体 を 含 有 す る 第 ２ の 抗 原 を 含 む 二 重 抗 原 架 橋 概 念 に よ る イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 第 １ の シ ャ ペ ロ ン お よ び 第 ２ の シ ャ ペ ロ ン が 異 な る 種 に 由 来 す る 請 求 項 １ 記 載 の イ ム ノ
ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 第 １ の シ ャ ペ ロ ン が 好 熱 細 菌 に 由 来 す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 第 ２ の シ ャ ペ ロ ン が 好 熱 細 菌 に 由 来 す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 第 １ の シ ャ ペ ロ ン お よ び 第 ２ の シ ャ ペ ロ ン が 好 熱 細 菌 に 由 来 す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の
イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ６ 】
　 第 １ の 抗 原 複 合 体 が 固 相 結 合 基 を 含 有 す る 請 求 項 １ 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 第 ２ の 抗 原 複 合 体 が マ ー カ ー 基 を 含 有 す る 請 求 項 １ 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 HIV感 染 の 診 断 に 関 す る 。 本 発 明 は 特 に 、 可 溶 性 の レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ
ン パ ク 質 － （ ま た は 膜 貫 通 糖 タ ン パ ク 質 ） － シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 生 成 、 お よ び 特 に 、 好 ま
し く は 二 重 抗 原 架 橋 コ ン セ プ ト （ doubleantigen bridge concept） に よ る 、 イ ム ノ ア ッ セ
イ に お け る HIVに 対 す る 抗 体 の 検 出 に お け る シ ャ ペ ロ ン 抗 原 複 合 体 の 有 利 な 使 用 、 ま た は
免 疫 原 と し て の 使 用 を 教 示 し て い る 。 本 発 明 は ま た 、 そ れ ぞ れ 、 HIV-1gp41の 改 変 体 、 ま
た は HIV-2 gp36の 改 変 体 、 な ら び に ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル － イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス の シ ャ ペ
ロ ン か ら 選 択 さ れ た シ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 の 複 合 体 を 開 示 す る 。 そ れ ぞ れ 、 HIV-1gp41
の 、 ま た は HIV-2 gp36の Nヘ リ ッ ク ス 状 ド メ イ ン に お い て 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 改
変 体 が ま た 記 載 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 の 因 子 で あ り 、 通 常 、 そ の 頭
文 字 に よ っ て 、 AIDSと 呼 ば れ る 。 こ の ウ イ ル ス の 株 に は 、 HIV-1、 お よ び HIV-2と 命 名 さ れ
た 2つ の 主 な 株 が 存 在 す る 。 HIウ イ ル ス は 、 現 在 、 広 範 に 伝 播 し て お り 、 そ し て 世 界 的 な
健 康 お よ び 保 健 に 対 し て 重 大 な 脅 威 と な っ て お り 、 こ の せ い で 、 公 的 な 保 健 機 関 は 、 HIV
の 診 断 お よ び AIDSの 治 療 に 関 し て 、 莫 大 な 金 額 を 費 や さ せ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ウ イ ル ス 伝 播 の 経 路 の 1つ は 、 感 染 し た 血 液 ま た は 血 液 製 品 の 輸 血 で あ る 。 実 質 的 に 全
て の 先 進 工 業 国 、 お よ び 多 く の 発 展 途 上 国 は 、 現 在 の と こ ろ 、 こ の ウ イ ル ス の さ ら な る 伝
播 を 防 ぐ た め に は 、 全 て の 献 血 の 強 制 的 な 検 査 を 必 要 と す る 。 血 液 に よ る HIV感 染 を 、 で
き る だ け 確 実 に 、 か つ 感 染 後 す ぐ に 診 断 す る こ と が 、 こ の 分 野 に お け る 、 全 て の 診 断 方 法
の 課 題 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 基 本 的 に 、 以 下 の 3つ の 異 な る 診 断 様 式 が 利 用 可 能 で あ る ：
（ 1） ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） の よ う な 鋭 敏 な 核 酸 診 断 手 順 に よ る 、 血 液 由 来 の ウ イ
ル ス ゲ ノ ム 材 料 の 診 断 、
（ 2） 血 液 由 来 の ウ イ ル ス 抗 原 の 検 出 、 お よ び
（ 3） 体 液 由 来 の HIVに 対 す る 抗 体 の 検 出 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 HIV感 染 の 経 過 の 間 、 い く つ か の 診 断 上 別 個 で 、 か つ 診 断 上 関 連 す る 段 階 が 知 ら れ て い
る 。 感 染 の 初 期 段 階 で は 、 HIVウ イ ル ス 由 来 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の み が 見 出
さ れ 得 る （ 「 ウ イ ル ス 感 染 期 （ viraemicphase） 」 が 、 抗 HIV抗 体 は ま だ 存 在 し な い 。 そ の
後 の 、 セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン と 名 付 け ら れ る 段 階 で 、 HIV抗 原 に 対 す る 抗 体 が 出 現 し 、 一 方
で ウ イ ル ス 抗 原 の 量 （ ウ イ ル ス 量 ） が 低 下 す る 。 セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン の 初 期 段 階 で 形 成 さ
れ る 抗 体 の ほ と ん ど が 、 ク ラ ス Mの 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ IgM） に 属 す る 。 後 に 、 HIVに 対 す る
免 疫 応 答 は 、 ク ラ ス Gの 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ IgM） に 切 り 換 わ り 、 次 に こ れ が 、 HIVに 対 す る
抗 体 の ほ と ん ど を 構 築 す る 。 感 染 の さ ら な る 経 過 の 間 、 抗 HIV抗 体 の レ ベ ル は 、 低 下 し 得
る が 、 体 液 中 の ウ イ ル ス 量 （ ウ イ ル ス 粒 子 ま た は ウ イ ル ス 抗 原 の 存 在 ） は 再 度 増 大 し 得 る
。 HIV感 染 の 存 在 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 好 ま し く は 、 HIV抗 原 に 対 す る 抗 体 を 検 出
す る 血 清 学 的 ア ッ セ イ （ 時 々 、 HIV抗 原 の 検 出 と 組 み 合 わ せ て ） に よ っ て 行 わ れ る 。 患 者
内 の 免 疫 応 答 は 、 感 染 の 経 過 中 に 変 化 し 、 そ し て ま た 患 者 間 で 異 な る の で 、 サ ブ ク ラ ス Ig
M、 お よ び IgGに 属 す る 抗 HIV抗 体 を 検 出 す る 、 極 め て 感 受 性 で か つ 信 頼 の で き る イ ム ノ ア
ッ セ イ を 有 す る こ と が 重 要 で あ る 。 HIV感 染 の 検 出 の た め の 多 く の 異 な る ア プ ロ ー チ が 記
載 さ れ て い る 。 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 、 早 期 で 、 信 頼 で き 、 か つ 鋭 敏 な 検 出
は 、 重 大 で か つ 大 変 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 （ し ば し ば 、 ウ イ ル ス 抗 原 と 名 付 け ら れ る ） は 、 感 染 の 発 現 時 、 お
よ び こ の 疾 患 の 非 常 に 後 期 段 階 で の み 検 出 可 能 で あ り 得 る 。 従 っ て 、 p24（ HIV-1由 来 ） 、
ま た は p26（ HIV-2由 来 ） （ 両 方 と も ウ イ ル ス の コ ア タ ン パ ク 質 で あ る ） を 測 定 す る ア ッ セ
イ な ど の 、 ウ イ ル ス 抗 原 の 検 出 の た め の ア ッ セ イ は 、 HIV感 染 を 確 実 に 検 出 す る た め に 他
の 診 断 手 段 と 組 み 合 わ せ て の み 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 宿 主 中 に お い て 抗 体 形 成 を 誘 導 し 得 、 そ れ に よ っ て 診 断 手 順 に お い て 抗 原 と し て 用 い ら
れ 得 る 、 ウ イ ル ス 抗 原 の ３ つ の グ ル ー プ が 、 理 論 上 利 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら は 、 エ ン ベ ロ
ー プ タ ン パ ク 質 （ env遺 伝 子 領 域 に よ っ て コ ー ド さ れ る ） 、 ウ イ ル ス 酵 素 、 ま た は 調 節 性
タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 逆 転 写 酵 素 、 ま た は イ ン テ グ ラ ー ゼ ） （ pol遺 伝 子 領 域 に よ っ て コ
ー ド さ れ る ） 、 お よ び 構 造 的 な コ ア タ ン パ ク 質 （ gag遺 伝 子 領 域 に よ っ て コ ー ド さ れ る ）
で あ る 。 HIV-1、 お よ び HIV-2の 両 方 に お け る ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 は 、 ポ リ ペ
プ チ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 と し て 合 成 さ れ る 糖 タ ン パ ク 質 で あ る （ HIVに 関 し て は 、 gp160、
HIV-2に 関 し て は gp140） 。 こ れ ら の 高 分 子 量 前 駆 体 は 、 合 成 後 、 切 断 さ れ て 、 そ れ ぞ れ 、
gp120、 お よ び gp41（ HIV-1） 、 ま た は gp110、 お よ び gp36（ HIV-2） を 生 じ る 。 こ れ ら の 大
き い ポ リ ペ プ チ ド （ そ れ ぞ れ 、 gp120、 ま た は gp110） は 、 表 面 サ ブ ユ ニ ッ ト を 形 成 し 、 こ
れ が ル ー ズ な 接 触 を 介 し て 、 膜 を 貫 通 す る 、 さ ら に 小 さ い ポ リ ペ プ チ ド （ そ れ ぞ れ 、 gp41
、 お よ び gp36） に 会 合 す る 。 多 く の 宿 主 （ 患 者 ） に お い て は 、 エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質
が 、 抗 ウ イ ル ス 免 疫 応 答 の 好 ま し い 標 的 で あ る 。 Ratner,Lら 、 Nature 313（ 1985） 277-84
に よ っ て 、 特 に こ れ ら の エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の 膜 貫 通 （ す な わ ち 、 そ れ ぞ れ gp41、 ま
た は gp36） は 、 こ れ ら の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 中 で も 最 も 免 疫 学 的 な 可 能 性 を 保 有 す る こ
と が 実 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 HIウ イ ル ス に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る 、 例 え ば 、 ELISA（ 酵 素 結 合
免 疫 吸 着 ア ッ セ イ ） の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 診 断 、 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ に お い て
は 広 範 に 用 い ら れ て い る 。 ウ イ ル ス ポ リ ペ プ チ ド は 、 ウ イ ル ス 材 料 か ら 直 接 調 製 さ れ る か
、 ま た は 組 み 換 え DNA技 術 を 用 い る イ ン ビ ト ロ も し く は イ ン ビ ボ の 発 現 系 に 由 来 す る 。 抗
原 生 成 の 両 方 の 方 法 と も 、 重 大 な 限 界 が あ る 。 ウ イ ル ス 調 製 物 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 生
存 可 能 な ウ イ ル ス 、 ま た は 感 染 性 遺 伝 子 材 料 に よ っ て 汚 染 さ れ 得 、 こ れ に よ っ て 、 こ の 材
料 を 用 い る 人 に 対 し て 害 を も た ら す 。 組 み 換 え 体 由 来 材 料 は 、 非 HIV宿 主 タ ン パ ク 質 に よ
っ て 汚 染 さ れ 得 、 こ れ に よ っ て 、 こ の よ う な ア ッ セ イ の 特 異 性 の 低 下 、 ま た は 感 度 の 低 下
が 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 ウ イ ル ス 病 原 体 の よ う な 、 病 原 性 因 子 に 対 す る 抗 体 の 検 出 に お い て 、 例 え ば 、 特 許 文 献
１ に 記 載 さ れ る 、 二 重 抗 原 架 橋 形 式 （ doubleantigen bridge format） に 従 っ て 、 き わ め
て 高 頻 度 に 、 か つ 極 め て 有 利 な 抗 体 検 出 系 が 用 い ら れ る 。 こ の 架 橋 コ ン セ プ ト に よ る イ ム
ノ ア ッ セ イ は 、 固 相 に 直 接 ま た は 間 接 的 に 結 合 し た 抗 原 、 お よ び 同 じ ま た は 交 差 反 応 性 の
容 易 に 可 溶 性 の 抗 原 （ 直 接 ま た は 間 接 的 に 検 出 可 能 で あ る ） の 使 用 を 必 要 と す る 。 検 討 中
の 抗 体 は 、 も し 存 在 す る な ら ば 、 固 相 結 合 抗 原 と 、 標 識 さ れ た 検 出 抗 原 と の 間 の 架 橋 を 形
成 す る 。 ２ つ の 抗 原 が 、 特 定 の 抗 体 に よ っ て 架 橋 さ れ る 場 合 に の み 、 陽 性 の シ グ ナ ル が 生
じ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 抗 HIV抗 体 の 検 出 の た め の 抗 原 と し て 組 換 え 産 生 さ れ た gp41を 用 い る い く つ か の 試 み が
記 載 さ れ て い る 。 組 換 え 産 生 さ れ た gp41は 、 抗 HIV抗 体 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ 得 る が
、 い く つ か の 限 界 を 伴 う 。 こ の よ う な gp41は 、 抗 HIV抗 体 を 測 定 す る た め に 、 単 独 で 、 ま
た は 他 の HIV抗 原 と 組 み 合 わ せ て の い ず れ か で 用 い ら れ る 。 今 日 、 HIV抗 原 、 お よ び ／ ま た
は 抗 HIV抗 体 の 両 方 の 検 出 を 独 立 し て 目 的 と す る ア ッ セ イ が 公 知 で あ る 。 特 許 文 献 ２ に お
い て は 、 HIV-1gp41、 お よ び HIV-2 gp36に 対 す る gp24の 抗 原 お よ び 抗 体 の 同 時 の 検 出 の た
め の 「 組 み 合 わ せ 試 験 （ combi-test） 」 が 記 載 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ で は 、 固 相 が 用 い ら
れ 、 こ の 固 相 に 対 し て 組 み 換 え 産 生 さ れ た gp41が 直 接 コ ー デ ィ ン グ さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 極 度 に 高 い pH値 ま た は 低 い pH値 の 使 用 が 、 溶 液 中 で gp41（ ま た は gp36） を 保 持 す る た め
の １ つ の 方 法 で あ る と い う こ と も ま た 十 分 に 確 立 さ れ て い る 。 組 み 換 え 産 生 さ れ た gp41は
、 ほ ぼ pH3.0未 満 、 ま た は ほ ぼ pH11.0を 超 え て 可 溶 性 で あ る こ と が 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 し か し 、 不 幸 に も 、 そ れ ぞ れ 、 HIV-1 gp41、 お よ び HIV-2 gp36は 両 方 と も 、 生 理 的 な 緩
衝 条 件 下 で は 本 質 的 に 不 溶 性 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 一 般 的 な イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 生 理 的 な pHで 実 施 さ れ る 。 生 理 的 な 緩 衝 条 件 下 で の そ れ ら
の 不 溶 性 に 起 因 し て 、 多 く の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク
質 抗 原 は 、 固 相 材 料 上 に 直 接 コ ー テ ィ ン グ さ れ て 用 い ら れ る 。 し か し 、 固 相 材 料 に 対 す る
抗 原 の 直 接 コ ー テ ィ ン グ は 、 多 く の 場 合 、 有 害 で あ り 、 そ し て コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の 変 化
、 分 子 変 性 （ unfolding） 、 抗 原 性 の 変 化 、 不 安 定 性 、 お よ び バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 問 題 な
ど の 不 利 な 点 を 生 じ る （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 強 力 な カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 、 ま た は 適 切 な 界 面 活 性 剤 に よ っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ
ン パ ク 質 （ retroviral surface glycoprotein） （ rsgp） を 可 溶 性 に す る こ と が 可 能 で あ
る が 、 こ の よ う な 様 式 で 可 溶 性 に さ れ た 材 料 は 、 診 断 ツ ー ル と し て の 使 用 に 限 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 生 理 的 な 緩 衝 条 件 で の レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 の 不 溶 性 に よ っ て 、 さ ら に 、 こ
れ ら の タ ン パ ク 質 に は 、 慣 用 的 な （ 生 物 ） 化 学 的 手 順 の 極 め て 困 難 な 標 的 に な る 。 大 部 分
の 「 標 識 化 学 （ labeling chemistries） 」 、 す な わ ち 、 標 識 （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対
す る マ ー カ ー 基 ） を 結 合 す る た め に 用 い ら れ る 化 学 的 手 順 は 、 求 核 化 学 に 基 づ い て お り 、
従 っ て 、 pH約 6～ pH約 8の pH幅 に 制 限 さ れ る の で は な く 、 従 っ て 、 生 理 的 な 緩 衝 条 件 以 上 ま
た は 以 下 で の み 働 く 。 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ に 記 載 さ れ る よ う な 、 こ れ ら の 慣 用 的 な 手 順
は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 す る た め に 必 要 な 極 端 な pH値 （ ま た は SDS
の よ う な 界 面 活 性 剤 の 存 在 下 ） で は 適 切 に 作 用 し な い か 、 ま た は 実 行 す る こ と が 困 難 で あ
る か の い ず れ か で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 で 言 及 し た と お り 、 架 橋 コ ン セ プ ト に よ る イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 病 原 性 生 物 体 と 反 応
性 の 抗 体 の 検 出 を 目 的 と す る 広 範 な 種 々 の 異 な る ア ッ セ イ に お い て 利 点 が 証 明 さ れ て い る
。 し か し 、 そ の 不 溶 性 に 起 因 し て 、 こ の よ う な ア ッ セ イ の 設 定 に お い て 、 そ れ ぞ れ 、 HIV-
1の e-gp41分 子 （ す な わ ち 、 「 糖 タ ン パ ク 質 41の エ ク ト ド メ イ ン （ ectodomain of glycopr
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otein 41） 」 、 ま た は e-gp36分 子 を 用 い る こ と は 、 例 え ば 、 不 可 能 で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 直 接 の コ ー テ ィ ン グ の 不 利 な 点 を 補 償 す る た め に 、 種 々 の ア ッ セ イ が 設 計 さ れ て お り 、
こ の ア ッ セ イ は 、 e-gp41抗 原 を 用 い る こ と に 代 わ っ て 、 合 成 的 に 、 ま た は 組 換 え 産 生 さ れ
た そ の 抗 原 の 部 分 的 配 列 （ 多 少 と も イ ム ノ ド ミ ナ ン ト 、 い わ ゆ る ル ー プ 領 域 に ま た が る ）
を 利 用 す る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ の 例 は 、 以 下 に 考 察 す る 特 許 文 献 に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 gp41の 細 胞 外 部 分 に お け る ル ー プ 領 域 は 、 N末 端 ヘ リ ッ ク ス 状 ド メ イ ン を 、 同 様 に ヘ リ
ッ ク ス 状 の C末 端 ド メ イ ン に 連 結 す る 分 子 の 、 非 ヘ リ ッ ク ス 状 の 先 端 ヘ ア ピ ン で あ る 。 gp4
1に 対 し て 反 応 性 の 抗 血 清 の 大 部 分 は 、 こ の 先 端 ル ー プ モ チ ー フ に 対 す る 抗 体 を 含 む 。 従
っ て 、 こ の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 し た ヘ ア ピ ン 、 ま た は ル ー プ 構 造 は 、 gp41の イ ミ ノ ド ミ ナ ン
ト 領 域 を 示 す 。 従 っ て 、 組 み 換 え 的 に 駆 動 さ れ た gp41に 関 連 す る 問 題 を 克 服 す る た め の 迂
回 路 の 1つ は 、 gp41の 部 分 的 配 列 を 表 す ペ プ チ ド の 化 学 的 生 成 で あ る 。 そ れ ぞ れ gp41、 ま
た は gp36が 、 本 発 明 に お い て 言 及 さ れ る 場 合 、 い わ ゆ る エ ク ト ド メ イ ン （ ル ー プ 接 続 さ れ
た N-ヘ リ ッ ク ス 、 お よ び C-ヘ リ ッ ク ス を 包 含 す る が 、 N末 端 融 合 ペ プ チ ド 、 お よ び C末 端 膜
貫 通 セ グ メ ン ト は 欠 く ） と し て 規 定 さ れ る こ と に 注 意 す る こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 種 々 の HIV抗 原 の ペ プ チ ド 断 片 が 、 関 連 の 特 許 文 献 （ 特 許 文 献 ３ 、 特 許 文 献 ４ 、 お よ び
特 許 文 献 ５ ） 中 で 開 示 さ れ る 。 詳 細 に は 、 こ れ ら の 3つ の 明 細 書 は 、 gp41糖 タ ン パ ク 質 の
保 存 さ れ た イ ム ノ ド ミ ナ ン ト 領 域 （ HIV-1の 主 な エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の ル ー プ 領 域 ）
を 開 示 す る 。 HIV-2の gp36タ ン パ ク 質 の 類 似 の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト 領 域 が ま た 、 合 成 さ れ て
い る 。 こ れ ら の ル ー プ 領 域 に 対 応 す る ペ プ チ ド （ こ の エ ク ト ド メ イ ン の 先 端 部 を 構 成 す る
） は 、 HIV-1、 お よ び HIV-2の 早 期 診 断 を 可 能 に し 、 そ し て ア ッ セ イ に と っ て 十 分 だ が 至 適
で は な い 感 度 お よ び 良 好 な 特 異 性 を も た ら す 。 し か し 、 そ れ ら の 限 界 は 、 特 定 の 患 者 に お
け る セ ロ コ ン バ ー ジ ョ ン の 初 日 の IgM抗 体 の 検 出 に 関 し て 明 ら か に な る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 許 文 献 ６ は 、 骨 格 と 共 通 し て 、 す な わ ち 、 種 々 の 哺 乳 動 物 の 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の 膜 貫
通 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 gp41、 ま た は gp36） の イ ミ ノ ド ミ ナ ン ト 領 域 と 共 通
し て 、 免 疫 学 的 な 特 性 を 有 す る ペ プ チ ド を 開 示 す る 。 こ の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト 領 域 は 、 異 な
る 哺 乳 動 物 種 に 由 来 す る 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 単 離 体 に お い て 高 度 に 保 存 さ れ て い る 、 ジ ス ル
フ ィ ド ル ー プ を 含 む こ と を さ ら に 確 認 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 特 許 文 献 ７ は 、 HIVの 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 保 有 す る
、 人 工 的 ペ プ チ ド に 関 す る 。 こ の エ ピ ト ー プ は 、 や は り 、 そ れ ぞ れ gp41、 ま た は gp36の ル
ー プ 構 造 に 相 当 す る 配 列 に 由 来 す る 。 そ れ ら は 、 イ ミ ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ の 2つ の シ ス テ
イ ン 残 基 の 間 の 化 学 的 酸 化 段 階 に よ っ て 形 成 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む よ う に 、 さ ら
に 純 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 し か し 、 HIV感 染 し た 患 者 の 抗 HIV抗 血 清 に 含 ま れ た 抗 体 の か な り 大 き い 割 合 が 、 gp41ま
た は gp36の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト ル ー プ 由 来 の 配 列 モ チ ー フ 、 ま た は そ の 改 変 体 と は 反 応 し な
い 。 こ れ ら の ペ プ チ ド 抗 原 は 、 有 利 な 架 橋 コ ン セ プ ト と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ 得 る が 、 HI
Vgp41の ル ー プ 領 域 の 外 側 の エ ピ ト ー プ と 反 応 性 の 抗 体 は 、 検 出 さ れ な い 。 HIV感 染 の 非 常
に 早 期 の 診 断 が 重 要 な だ け で な く 、 HIV-1、 お よ び HIV-2の で き る だ け 多 く の サ ブ タ イ プ が
検 出 さ れ る こ と も 極 め て 重 要 で あ る 。 エ ピ ト ー プ が よ り 多 く 、 特 に 、 rsgpの 正 確 に 折 り 畳
ま れ た コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の エ ピ ト ー プ が 、 よ り 多 く 存 在 す る ほ ど 、 偽 陰 性 の 診 断 に 起 因
し て 、 感 染 し た サ ン プ ル を 見 逃 す 可 能 性 は 低 く な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 従 っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 分 子 の （ 特 に 、 HIV-1由 来 の gp41の ） よ り 大
き い 部 分 を 可 溶 型 で 提 供 す る た め に 、 継 続 的 な 努 力 が 行 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 gp41の 生 物 物 理 学 的 な 、 そ し て 生 化 学 的 な 特 性 は 、 過 去 に 広 範 に 研 究 さ れ て き た 。 非 特
許 文 献 ３ は 、 gp41の 三 量 体 構 造 を 部 分 的 に 解 明 し て い る 。 gp41は 、 生 理 的 な 条 件 下 で 、 不
溶 性 の 凝 集 物 を 形 成 す る の で 、 検 討 は 、 短 縮 型 の エ ク ト ド メ イ ン gp41に 対 し て 限 定 さ れ た
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 gp41の ネ イ テ ィ ブ な 三 量 体 が 、 3つ の 平 行 な N末 端 中 央 ヘ リ ッ ク ス （ こ れ に 対 し て C末 端
ヘ リ ッ ク ス は 、 逆 平 行 方 向 に 詰 め る ） を 含 む 、 6つ の ヘ リ ッ ク ス 状 バ ン ド ル を 形 成 す る こ
と が 、 NMR分 光 法 に よ っ て 最 近 確 認 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 gp41の 高 分 子 凝 集 物 が ま た 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 凝 集 物 は 、 gp41の い わ ゆ る 先 端
部 ル ー プ 領 域 の 相 互 作 用 に よ っ て 形 成 さ れ る 可 能 性 が 最 も 高 い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 設 計 に よ る 、 標 的 細 胞 へ の HIV-1進 入 の イ ン ヒ ビ タ ー は 、 非 特 許 文 献 ５ に よ
っ て 開 発 さ れ た 。 こ の イ ン ヒ ビ タ ー は 、 gp41由 来 の N末 端 ヘ リ ッ ク ス ド メ イ ン 由 来 の 3つ の
ス ト レ ッ チ 、 お よ び こ の 分 子 由 来 の C末 端 ヘ リ ッ ク ス ド メ イ ン の 2つ の ス ト レ ッ チ を 含 む 。
し か し 、 こ の 遺 伝 子 操 作 さ れ た 構 築 物 は 、 ネ イ テ ィ ブ な 分 子 の 多 く の ド メ イ ン 、 お よ び 多
く の 抗 原 性 エ ピ ト ー プ を 欠 き 、 特 に い わ ゆ る ル ー プ モ チ ー フ （ 特 に 免 疫 原 性 エ ピ ト ー プ を
保 有 す る こ と が 公 知 で あ る （ 上 記 を 参 照 の こ と ） ） を 含 ま な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 Ｕ Ｓ ４ ， ９ ４ ５ ， ０ ４ ２ 号
【 特 許 文 献 ２ 】 Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ２ １ ３ ４ ６ 号
【 特 許 文 献 ３ 】 オ ー ス ト ラ リ ア 特 許 出 願 番 号 ５ ９ ７ ， ８ ８ ４ （ ５ ７ ７ ３ ３ ／ ８ ６ ） 号
【 特 許 文 献 ４ 】 Ｕ Ｓ ４ ， ７ ３ ５ ， ８ ９ ６ 号
【 特 許 文 献 ５ 】 Ｕ Ｓ ４ ， ８ ７ ９ ， ２ １ ２ 号
【 特 許 文 献 ６ 】 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ２ ５ ７ ３ 号
【 特 許 文 献 ７ 】 Ｅ Ｐ ３ ９ ６ ５ ５ ９ 号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Butler,J. E.ら 、 J. Immunol. Methods 150(1992)77-90
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Aslam, M、 お よ び Dent, A.、 Thepreparation of protein-protein conj
ugates、 「 Bioconjugation」 （ 1998） 216～ 363、 M.Aslam、 お よ び A. Dent編 ,McMillan Re
ference, London、
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Lu,Mら 、 Nat. Struct. Biol.、 2（ 1995） 1075-82
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Caffrey,Mら 、 J Biol Chem、 275（ 2000） 19877-82
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Root, M.J.ら 、 Science、 291（ 2001） 884-8
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 従 っ て 、 で き る だ け 多 く の レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 エ ピ ト ー プ を 可 溶 型 で 提 供
す る と い う 非 常 に 大 き い 必 要 性 が 依 然 と し て 存 在 す る 。 特 に 種 々 の 治 療 的 な 適 用 、 お よ び
診 断 的 な 適 用 に お け る 使 用 の た め に 、 そ れ ぞ れ 、 HIV-1由 来 の gp41、 ま た は HIV-2由 来 の gp
36を 含 む 、 こ の よ う な 可 溶 性 抗 原 を 提 供 す る 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 よ り 多 く の レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 エ ピ ト ー プ 、 ま た は そ れ ぞ れ e-gp41分 子 も
し く は e-gp36で さ え 、 可 溶 型 で 提 供 す る こ と が 可 能 で あ る か 否 か を 検 討 す る こ と が 、 本 発
明 の 課 題 で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 課 題 は 、 そ れ ぞ れ gp41、 お よ び gp36の 改 変 体 （ こ れ は 、 取 り 扱 う こ と
が よ り 容 易 で あ り 、 そ し て ／ ま た は 特 に 、 イ ム ノ ア ッ セ イ を 実 施 す る た め に 必 要 と さ れ る
よ う な 、 ま た は 免 疫 に 必 要 と さ れ る よ う な 緩 衝 条 件 下 で は 、 複 合 体 型 （ こ の 改 変 体 お よ び
ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル － イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン の シ ャ ペ ロ ン を 含 む ） で 可 溶 性
で あ る ） を 提 供 す る こ と が 可 能 で あ る か 否 か を 検 討 す る こ と で あ っ た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ ３ １ 】
　 古 典 的 な 「 折 り 畳 み ヘ ル パ ー （ folding helpers） 」 と し て 知 ら れ る シ ャ ペ ロ ン は 、 他
の タ ン パ ク 質 の 折 り 畳 み 、 お よ び 構 造 的 な 完 全 性 の 維 持 を 補 助 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
そ れ ら は 、 イ ン ビ ボ 、 お よ び イ ン ビ ト ロ の 両 方 で ポ リ ペ プ チ ド の 折 り 畳 み を 促 進 す る 能 力
を 保 持 す る 。 一 般 に 、 折 り 畳 み ヘ ル パ ー は 、 折 り 畳 み 触 媒 、 お よ び シ ャ ペ ロ ン に 小 分 割 さ
れ る 。 折 り 畳 み 触 媒 は 、 そ の 触 媒 性 機 能 に 起 因 し て タ ン パ ク 質 折 り 畳 み に お け る 律 速 段 階
を 加 速 す る 。 触 媒 の 例 は 、 以 下 に さ ら に 記 載 さ れ る 。 シ ャ ペ ロ ン は 、 変 性 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド ま た は 部 分 的 に 変 性 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 こ れ に よ っ て タ ン パ ク 質 を 再 生 す
る こ と を 補 助 す る こ と が 公 知 で あ る 。 従 っ て 、 折 り 畳 み 触 媒 と は 異 な り 、 シ ャ ペ ロ ン は 、
結 合 機 能 を 発 揮 す る に 過 ぎ な い （ Buchner,J., Faseb J、 10（ 1996） 10-19） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 シ ャ ペ ロ ン は 、 タ ン パ ク 質 成 熟 、 折 り 畳 み 、 転 位 、 お よ び 分 解 に 関 与 す る 、 偏 在 性 の ス
ト レ ス 誘 導 性 タ ン パ ク 質 で あ る （ Gething, M. J.、 お よ び Sambrook, J., Nature、 355（ 1
992） 33-45） 。 正 常 な 増 殖 条 件 下 で も 存 在 す る が 、 そ れ ら は 、 ス ト レ ス 条 件 下 で 、 豊 富 に
誘 導 さ れ る 。 こ の こ と に よ っ て 、 そ れ ら の 生 理 的 な 機 能 が 、 ス ト レ ス 条 件 に 対 処 す る こ と
で あ る と い う 理 論 が さ ら に 支 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 現 在 の と こ ろ 、 い く つ か の 異 な る フ ァ ミ リ ー の シ ャ ペ ロ ン が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の シ
ャ ペ ロ ン の 全 て が 、 折 り 畳 ま れ て い な い か 、 ま た は 部 分 的 に 折 り 畳 ま れ て い な い タ ン パ ク
質 に 対 し て 結 合 す る 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ て お り 、 そ し て タ ン パ ク 質 の 正 確 な 折 り 畳
み 、 ま た は 変 性 も し く は 凝 集 し た タ ン パ ク 質 の 除 去 に 関 係 す る 生 理 的 機 能 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 シ ャ ペ ロ ン の 十 分 特 徴 付 け ら れ た 例 は 、 タ ン パ ク 質 の い わ ゆ る 熱 シ ョ ッ ク フ ァ ミ リ ー の
メ ン バ ー で あ る 。 こ れ ら は 、 相 対 的 な 分 子 量 に 従 っ て 命 名 さ れ る ； 例 え ば 、 hsp100、 hsp9
0、 hsp70、 お よ び hsp60、 な ら び に い わ ゆ る shsps（ 小 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 （ smallheat-
shock-proteins） ） （ Buchner, J., Faseb J、 10（ 1996） 10-19、 な ら び に Beissinger, M
.お よ び Buchner,J., Biol. Chem.、 379（ 1998） 245-59に よ っ て 記 載 さ れ る よ う な ） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 折 り 畳 み 触 媒 は 、 シ ャ ペ ロ ン と 異 な り 、 規 定 さ れ た 律 速 段 階 を 加 速 す る こ と に よ っ て 折
り 畳 み を 補 助 し 、 こ れ に よ っ て 凝 集 し や す い 折 り 畳 み 中 間 体 の 濃 度 を 低 下 さ せ る 。 触 媒 の
1つ の ク ラ ス で あ る 、 タ ン パ ク 質 ジ ス ル フ ィ ド ア イ ソ マ ー （ あ る い は 、 チ オ ー ル － ジ ス ル
フ ィ ド － オ キ シ ド － レ ダ ク タ ー ゼ と 命 名 さ れ た ） は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 に お け る ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 の 形 成 ま た は 再 編 成 を 触 媒 す る 。 グ ラ ム 陰 性 の 細 菌 に お い て 、 周 辺 質 に お け る 分 泌
タ ン パ ク 質 の 酸 化 的 折 り 畳 み は 、 DsbA、 DsbB、 DsbC、 お よ び DsbDと 命 名 さ れ た 、 タ ン パ ク
質 ジ ス ル フ ィ ド イ ソ メ ラ ー ゼ の カ ス ケ ー ド に よ っ て 調 整 さ れ る （ Bardwell,J.C., Mol Mic
robiol、 14（ 1994） 199-205、 お よ び Missiakas, D.,ら 、 Embo J、 14（ 1995） 3415-24） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル シ ス ／ ト ラ ン ス イ ソ メ ラ ー ゼ （ PPI） と 呼 ば れ る 折 り 畳 み 酵 素 の 別
の 重 要 な ク ラ ス は 、 以 下 の よ う な 異 な る メ ン バ ー を 含 む ： CypA、 PpiD（ Dartigalongue,C.
、 お よ び Raina, S., Embo J、 17（ 1998） 3968-80） 、 FkpA（ Danese, P. N.ら 、 Genes Dev
、 9（ 1995） 387-98） 、 誘 発 因 子 （ triggerfactor） （ Crooke, E、 お よ び Wickner, W., Pr
oc Natl Acad Sci USA、 84（ 1987） 5216-20、 な ら び に Stoller,Gら 、 Embo J、 14（ 1995）
4939-48） 、 お よ び Sly D（ Hottenrott, Sら 、 J Biol Chem、 272（ 1997） 15697-701） 。 こ
れ ら の な か で も 、 FkpA、 SlyD、 お よ び 誘 発 因 子 は 、 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト に 基 づ い て 、 関
連 し て い る こ と が 見 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ FkpAは 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 周 辺 質 に 局 在 し て い る 。 こ
の シ ャ ペ ロ ン が 、 細 菌 の 外 部 膜 タ ン パ ク 質 の 輸 送 お よ び 転 位 に 重 要 で あ る こ と が 推 測 さ れ
て い る 。 Ramm,K.、 お よ び Pluckthun, A., J Biol Chem、 275（ 2000） 17106-13に よ っ て 、
FkpAは 、 タ ン パ ク 質 の 正 し い 折 り 畳 み に 対 す る 、 そ の 有 益 な 効 果 を 、 ２ つ の 異 な る 方 法 で
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表 す こ と が 示 さ れ て い る 。 第 一 に 、 FkpAは 、 初 期 の 折 り 畳 み 中 間 体 と 相 互 作 用 し 、 そ れ に
よ っ て そ れ ら の 凝 集 を 妨 げ る 。 第 二 に 、 FkpAは 、 可 能 性 と し て は 、 部 分 的 に 折 り 畳 ま れ て
い な い 種 （ そ れ は 、 凝 集 型 と 平 衡 し て 存 在 し 得 る ） に 対 す る 結 合 に よ っ て も 、 不 活 性 な タ
ン パ ク 質 を 再 活 性 化 す る 能 力 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 い く つ か の 折 り 畳 み ヘ ル パ ー は 、 触 媒 的 に 活 性 な ド メ イ ン 、 お よ び シ ャ ペ ロ ン （ ま た は
ポ リ ペ プ チ ド 結 合 ） ド メ イ ン の 両 方 を 含 む 。 代 表 的 な 例 は 、 例 え ば 、 誘 発 因 子 （ Zarnt, T
ら 、 J Mol Biol、 271（ 1997） 827-37、 Wang, C. C.、 お よ び Tsuo, C. L.,Faseb J、 7（ 19
93） 1515-7） 、 SurA（ Behrensら 、 EMBO J、 （ 2001） 20（ 1） 、 285-294） 、 お よ び DsbA（ F
rech,C.,ら 、 Embo J、 15（ 1996） 392-98） で あ る 。 本 発 明 者 ら の 観 察 に よ れ ば 、 同 じ モ ジ
ュ ー ル 構 造 が 、 そ れ ぞ れ 、 PPIases FkpA、 お よ び SlyDに お い て 現 実 化 さ れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 異 な る 独 立 し た 系 に お い て 、 シ ャ ペ ロ ン の 強 化 さ れ た 発 現 に よ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 組
み 換 え 生 成 が 促 進 さ れ 得 る こ と が 実 証 さ れ て い る 。 こ れ に 対 す る 例 は 、 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ０ ８ ０
１ ２ 号 に 見 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 の 産 生 の 増 大 は 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 、 お よ び シ ャ ペ ロ ン 配 列 を 含 む 遺
伝 子 構 築 物 を 用 い る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る こ と が ま た 、 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 こ の 融
合 コ ン セ プ ト は 、 ヒ ト の プ ロ イ ン ス リ ン （ pro-insulin） 遺 伝 子 、 お よ び DsbAを 含 む 遺 伝
子 構 築 物 を 用 い る こ と に よ っ て 、 Escherichia coliの 周 辺 質 に お け る ヒ ト の プ ロ イ ン ス リ
ン の 有 意 に 増 大 し た 産 生 を 生 じ る こ と が 示 さ れ て い る （ Winter,J.ら 、 Journal of Biotec
hnology、 84（ 2000） 175-185） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 未 変 性 様 の 折 り 畳 ま れ た ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 の 増 大 の た め に シ ャ ペ ロ ン を 用 い る ア プ ロ
ー チ は 主 に 、 結 合 、 お よ び こ れ に よ る シ ャ ペ ロ ン タ ン パ ク 質 の 機 能 の 可 溶 化 に 起 因 し て い
る 。 シ ャ ペ ロ ン お よ び 標 的 タ ン パ ク 質 を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 組 み 換 え 産 生 後 、 こ の シ
ャ ペ ロ ン は 習 慣 的 に 、 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド か ら 切 り 離 さ れ 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド が 純 粋
な 形 態 で 得 ら れ る 。 対 照 的 に 、 本 発 明 は 、 一 方 で は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 と
会 合 し て い る 、 適 切 な シ ャ ペ ロ ン の 有 益 な 可 溶 性 効 果 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 折 り 畳 み ヘ ル パ ー 、 例 え ば 、 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ （ PPI
） ク ラ ス の 多 く の メ ン バ ー （ 特 に FKBPフ ァ ミ リ ー 由 来 ） が 、 触 媒 性 活 性 を 示 す だ け で な く
、 ア ミ ロ イ ド 形 成 性 の タ ン パ ク 質 の （ ま た は よ り 一 般 的 に 言 え ば 、 凝 集 す る 傾 向 に あ る タ
ン パ ク 質 の ） 溶 解 度 に 対 し て 強 烈 な 有 益 な 効 果 を も た ら す こ と を 、 本 発 明 者 ら は 見 出 し た
。 そ れ ら が そ の よ う な 効 果 を も た ら す の は 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 （ そ う で な け れ ば （ す
な わ ち 、 非 シ ャ ペ ロ ン の 単 離 型 で は ） 凝 集 し や す い ） と 可 溶 性 の 複 合 体 を 形 成 す る こ と に
よ っ て で あ る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 （ さ も な け れ ば 、 生 理 的 条 件 下 で は 、 ほ と ん ど 溶 解
し な い か 、 ま た は 不 溶 性 で あ る ） は 、 一 旦 そ れ ら が 、 適 切 な PPIシ ャ ペ ロ ン と 複 合 し て 結
合 す れ ば 、 穏 や か な 生 理 的 条 件 下 で は 結 局 、 可 溶 性 に な る （ す な わ ち 、 界 面 活 性 剤 ま た は
カ オ ロ ト ピ ッ ク 剤 な ど の 可 溶 化 添 加 物 の 必 要 が な い ） 。 こ の よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 例 え
ば 、 可 溶 性 の タ ン パ ク 質 － シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 （ 例 え ば 、 凝 集 し や す い 標 的 タ ン パ ク 質 と し
て HIV-1の gp41タ ン パ ク 質 、 な ら び に 可 溶 性 付 与 シ ャ ペ ロ ン と し て FkpA、 ま た は 他 の FKBP
を 含 む ） を 産 生 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 そ れ ぞ れ 、 HIV-1 gp41、 ま た は HIV-2 gp36の 特 定 の 十 分 規 定 さ
れ た 改 変 体 が 、 PPI-ク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン と 可 溶 性 の 複 合 体 を 形 成 す る の に 特 に 適 切 で あ る
こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 第 １ の シ ャ ペ ロ ン -抗 原 複 合 体 を 含 有 す る 第 １ の 抗 原 お よ び 第 ２ の シ
ャ ペ ロ ン -抗 原 複 合 体 を 含 有 す る 第 ２ の 抗 原 を 含 む 二 重 抗 原 架 橋 概 念 に よ る イ ム ノ ア ッ セ
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イ 、 に 関 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 gp41、 お よ び FkpAの 複 合 体 、 ま た は gp36お よ び FkpAの 複 合 体 は 、 例 え ば 、 生 理 的 条 件 下
で 、 例 え ば 、 容 易 に 可 溶 性 で あ り 、 そ れ ら を 、 都 合 の 良 い pH範 囲 で 容 易 に 標 識 す る こ と が
可 能 で あ り 、 そ し て そ れ ら を 用 い て 、 HIV（ そ れ ぞ れ 、 1ま た は 2） の そ れ ぞ れ gp41、 ま た
は gp36に 対 す る 抗 体 の 検 出 に お い て 、 従 っ て HIV感 染 の 診 断 に お い て 、 多 大 な 利 益 を 得 る
こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 本 質 的 に 不 溶 性 で あ る 標 的 タ ン パ ク 質 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル － イ ソ
メ ラ ー ゼ ク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 複 合 体 を 生 成 す る 方 法 に 関 し 、 こ の 方 法 は 、 バ
ッ フ ァ ー 中 で こ の タ ン パ ク 質 お よ び こ の シ ャ ペ ロ ン を 混 合 す る 工 程 、 こ こ で こ の タ ン パ ク
質 お よ び シ ャ ペ ロ ン の 両 方 は 、 可 溶 化 さ れ る 、 な ら び に こ の バ ッ フ ァ ー を 生 理 的 な 条 件 に
調 整 す る 工 程 （ こ こ で 、 こ の 形 成 さ れ た タ ン パ ク 質 － シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 可 溶 性 で あ る ）
を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 「 標 的 タ ン パ ク 質 」 と は 、 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 150mM塩 化 ナ ト
リ ウ ム か ら な る pH7.4の 水 性 緩 衝 溶 液 中 で 本 質 的 に 不 溶 性 で あ る 任 意 の タ ン パ ク 質 で あ っ
て も よ い 。 例 え ば 、 好 ま し い 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 ア ミ ロ イ ド 形 成 性 タ ン パ ク 質 、 ア ミ ロ イ
ド 形 成 性 ウ イ ル ス の 表 面 糖 タ ン パ ク 質 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 、 特 に HIV-1gp4
1、 HIV-2 gp36、 お よ び HTLV gp21で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 重 要 な 群 の 1つ は 、 い わ ゆ る ア ミ ロ イ ド 形 成 性 タ ン パ ク 質 、 ま た は
ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ の よ う な ア ミ ロ イ ド 形 成 性 タ ン パ ク 質 は 、 体 液 ま た は 区 画 中 に お
い て 凝 集 型 で 見 出 さ れ て い る 。 周 知 の 例 は 、 血 清 ア ミ ロ イ ド A（ sAA） 、 い わ ゆ る b-A4、 ま
た は Ab（ ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 で 特 徴 的 な ア ミ ロ イ ド 沈 着 を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る
42ま た は 43個 の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド ） 、 い わ ゆ る プ リ オ ン タ ン パ ク 質 （ PrP s c 型 は 、 B
SEま た は ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 に お け る 凝 集 に お い て 蓄 積 す る ） 、 お よ び HIV-1gp41
の よ う な レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 （ HAD（ HIV関 連 痴 呆 ） に 罹 患 し て い る 患 者 の 脳
に お け る ア ミ ロ イ ド 様 プ ラ ー ク に お い て 見 出 さ れ る ） で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て
、 シ ャ ペ ロ ン 、 好 ま し く は PPIシ ャ ペ ロ ン を 用 い て 、 ア ミ ロ イ ド 形 成 性 タ ン パ ク 質 、 お よ
び シ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 複 合 体 を 形 成 す る 。 極 め て 有 利 に な る よ う に 、 こ の よ う な 複 合
体 を 、 多 く の 異 な る イ ム ノ ア ッ セ イ 手 順 に お い て 用 い て も よ い 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な
複 合 体 を 、 二 重 抗 原 架 橋 コ ン セ プ ト に 従 っ て 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 用 い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 HIVお よ び 他 の エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 HTLV、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 お よ
び エ ボ ラ ウ イ ル ス ） は 、 全 て が 、 表 面 糖 タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 こ れ が 細 胞 付 着 お よ び 膜 融
合 の 両 方 を 媒 介 す る 。 こ れ ら の 機 能 を 果 た す た め に 、 こ れ ら の 表 面 糖 タ ン パ ク 質 の 全 て が
、 極 端 に 疎 水 性 の セ グ メ ン ト を 含 み 、 こ れ が イ ン ビ ト ロ で そ れ ら を 取 り 扱 う こ と を 困 難 に
さ せ 、 凝 集 し や す く し 、 そ れ ら を 、 イ ン ビ ト ロ の 再 折 り 畳 み の 労 力 に 関 し て 困 難 な 標 的 に
さ せ る 。 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 PPIシ ャ ペ ロ ン 、 お よ び エ ン ベ ロ
ー プ ウ イ ル ス の 表 面 糖 タ ン パ ク 質 を 含 む 可 溶 性 複 合 体 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 PPIシ ャ ペ ロ
ン 、 お よ び エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス の 表 面 糖 タ ン パ ク 質 を 含 む 複 合 体 を 、 こ の 表 面 糖 タ ン パ
ク 質 に 対 す る 抗 体 の 検 出 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 用 い る こ と に 特 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 HADは 、 HIV感 染 の 周 知 の 合 併 症 で あ る 。 Caffrey, Mら （ 前 出 ） に よ っ て 記 載 さ れ た よ う
に 、 組 織 学 的 な 現 象 学 に 関 し て 、 HADは 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 と 呼 ば れ る 海 綿 状 脳
症 に 極 め て 類 似 し て い る 。 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ヤ コ ブ 病 の 病 因 論 は 一 般 に 、 改 変 プ リ オ ン タ
ン パ ク 質 を 含 む プ ラ ー ク の ア ミ ロ イ ド 形 成 性 蓄 積 か ら 生 じ る と 考 え ら れ る （ Prusiner,S. 
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B., Proc Natl Acad Sci USA 95（ 1998） 13363-83） 。 E-gp41の 高 分 子 量 凝 集 物 に 関 与 す
る HADに つ い て の 類 似 の 病 因 論 は 極 め て 確 率 が 高 い 。 HIV脳 症 に お け る 神 経 学 的 な 病 変 が 、
ビ ン ス ヴ ァ ン ガ ー 病 と 、 病 理 的 特 徴 お よ び 放 射 線 医 学 的 特 徴 を 共 有 す る こ と は 注 目 に 値 す
る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 に よ る 好 ま し い ア ミ ロ イ ド 形 成 性 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ぞ れ 、 HIV-1由 来 の gp41、 H
IV-2由 来 の gp36、 ま た は HTLV由 来 の gp21で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 は 、 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH7.4） 150mM NaClか ら な る バ ッ フ ァ ー に お い
て 、 そ の タ ン パ ク 質 が 、 50nM以 下 の 濃 度 で 可 溶 性 で あ る 場 合 に 、 「 本 質 的 に 不 溶 性 」 で あ
る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 PPIシ ャ ペ ロ ン お よ び 標 的 タ ン パ ク 質 を 含 む 本 発 明 の 複 合 体 は 、 生 理 的 な 緩 衝 条 件 下 で
、 例 え ば 、 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.4、 150mMNaClか ら な る バ ッ フ ァ ー に お い て 、 こ の
PPIシ ャ ペ ロ ン 複 合 体 中 に 含 ま れ る こ の 標 的 タ ン パ ク 質 が 、 100nM以 上 の 濃 度 で 可 溶 性 で あ
る 場 合 に 、 「 可 溶 性 」 で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 バ ッ フ ァ ー 中 で 標 的 タ ン パ ク 質 と シ ャ ペ ロ ン と を 混 合 す る 工 程 （ こ こ で
は 、 タ ン パ ク 質 お よ び シ ャ ペ ロ ン の 両 方 と も 可 溶 性 で あ る ） 、 お よ び こ の バ ッ フ ァ ー を 生
理 的 条 件 に 調 整 す る 工 程 （ こ こ で 、 こ の 形 成 さ れ た タ ン パ ク 質 － シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 可
溶 性 の ま ま で あ る ） を 包 含 す る 方 法 を 開 発 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 可 溶 性 シ ャ ペ ロ ン － 標 的 タ ン パ ク 質 複 合 体 の 生 成 は 、 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー 条 件 か ら 、 す な
わ ち 、 バ ッ フ ァ ー （ こ こ で は 、 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び シ ャ ペ ロ ン の 両 方 が 可 溶 性 で あ る ）
か ら 開 始 す る 。 「 非 生 理 的 な （ non-physiological） 」 、 ま た は 「 可 溶 化 （ solubilizing
） 」 バ ッ フ ァ ー と 名 付 け ら れ 得 る 、 適 切 な バ ッ フ ァ ー は 、 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び PPIシ ャ
ペ ロ ン の 両 方 が 変 性 さ れ な い か 、 ま た は 少 な く と も 不 可 逆 的 に 変 性 さ れ な い と い う 要 件 を
満 た さ な け れ ば な ら な い 。 こ の よ う な 緩 衝 条 件 か ら 開 始 す れ ば 、 シ ャ ペ ロ ン は 、 標 的 タ ン
パ ク 質 に 結 合 し 、 そ し て 非 生 理 的 な 条 件 か ら 生 理 的 な 条 件 へ の 緩 衝 条 件 の 変 化 は 、 標 的 タ
ン パ ク 質 の 沈 殿 な し に 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 適 切 な （ 非 生 理 的 な ） バ ッ フ ァ ー 、 す な わ ち 、 バ ッ フ ァ ー （ こ こ で 、 本 質 的 に 不 溶 性 で
あ る 標 的 タ ン パ ク 質 、 お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン の 両 方 が 、 可 溶 性 で あ る ） は 、 高 い pHも し く
は 低 い pH、 ま た は 高 い カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 濃 度 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ の い ず れ か を 利 用
す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 PPIシ ャ ペ ロ ン お よ び 標 的 タ ン パ ク 質 （ こ れ は 、 本 質 的 に 不 溶 性 で あ る ） を 含 む 分 子 内
複 合 体 の 産 生 の 場 合 、 非 生 理 的 な バ ッ フ ァ ー は 、 好 ま し く は 、 か な り 高 い pH、 ま た は か な
り 低 い pHを 有 す る バ ッ フ ァ ー で あ る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な バ ッ フ ァ ー は 、 高 い pH範 囲
に お い て 9～ 12の pH、 ま た は 低 い pH範 囲 に お い て は 2～ 4.5の pHを 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 PPIシ ャ ペ ロ ン お よ び 標 的 タ ン パ ク 質 （ こ れ は 、 本 質 的 に 不 溶 性 で あ る ） を 含 む 分 子 内
複 合 体 の 産 生 の 場 合 、 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー は 、 好 ま し く は 、 約 6の pHに お い て 、 か な り 高 い
濃 度 の カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 、 例 え ば 、 6.0M塩 化 グ ア ニ ジ ウ ム を 有 す る バ ッ フ ァ ー で あ る 。 再
生 の 際 、 標 的 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 未 変 性 様 の 構 造 お よ び 分 子 内 複 合 体 型 を 仮 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 状 況 に お い て 、 生 理 的 な バ ッ フ ァ ー 条 件 は 、 必 要 に 応 じ て こ の バ ッ フ ァ ー 中 に
存 在 し 得 る 他 の 非 塩 成 分 （ 例 え ば 、 糖 、 ア ル コ ー ル 、 界 面 活 性 剤 ） に か か わ ら ず 、 こ の よ
う な 添 加 物 が 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び シ ャ ペ ロ ン を 含 む 複 合 体 の 溶 解 度 を 損 な わ な い 限 り 、
5.0～ 8.5の 間 の pH値 、 お よ び 総 塩 濃 度 500mM未 満 に よ っ て 規 定 さ れ る 。
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【 ０ ０ ６ ０ 】
　 さ ら な る 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 可 溶 性 の レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ
ク 質 － シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 生 成 す る 方 法 に 関 し て お り 、 こ の 方 法 は 以 下 ： バ ッ フ ァ ー 中 で
レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ を 混 合 す る 工 程
（ こ こ で 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ の 両
方 は 、 可 溶 性 で あ り 、 複 合 体 を 形 成 す る ） 、 な ら び に こ の バ ッ フ ァ ー を 生 理 的 な 条 件 に 調
節 す る 工 程 （ こ こ で 、 こ の 複 合 体 は 可 溶 性 で あ る ） を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 」 、 ま た は 「 rsgp」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 に お い て
用 い る 場 合 、 HIV-1の gp41お よ び HIV-2の gp36、 な ら び に 他 の 哺 乳 動 物 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 由
来 の 対 応 す る エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 を 含 む は ず で あ る 。 好 ま し い レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面
糖 タ ン パ ク 質 は 、 HIV-1由 来 の gp41、 HIV-2由 来 の gp36、 お よ び HTLVの gp21で あ る 。 特 に 好
ま し い rsgpは 、 HIV-1の gp41、 お よ び HIV-2の gp36で あ る 。 rsgpと い う 用 語 は 、 こ こ で 概 説
さ れ る よ う に ま た 、 天 然 に 存 在 す る resp、 お よ び 合 成 的 に 操 作 さ れ た rsgpの 改 変 体 を 含 む
。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 そ れ ぞ れ gp41ま た は gp36の Nヘ リ ッ ク ス 状 ド メ イ ン 内 の ア ミ ノ 酸 の 特 定 の 十 分 規 定 さ れ
た 置 換 が 、 そ れ ぞ れ gp41ま た は gp39の 野 生 型 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 比 べ て 、 こ れ ら
の 分 子 の 全 体 的 特 性 に お い て さ ら な る 利 点 を 生 じ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 こ れ ら の 改 変
体 は 、 本 発 明 に 従 っ て 好 ま し い 実 施 形 態 を 示 す 。 特 に 、 Leu555、 Leu566、 Ile573、 お よ び
Ile580の 位 置 （ こ こ で 、 こ れ ら の 位 置 は 、 HIV-1gp41野 生 型 配 列 （ 配 列 番 号 1） か ら 公 知 の
位 置 で あ る か 、 ま た は そ れ か ら 公 知 の 位 置 に 相 当 す る ） の 群 か ら 選 択 さ れ た 1つ 以 上 の 位
置 に お い て 、 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 お よ び 多 く と も 4つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 み 、
そ の 置 換 ア ミ ノ 酸 が 、 そ れ ぞ れ 、 そ し て 独 立 し て 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、
グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る と い う 点 で
特 徴 付 け ら れ る 、 HIV-1gp41の 改 変 体 、 あ る い は 、 Leu554、 Leu565、 お よ び Val579の 位 置
（ こ こ で 、 こ れ ら の 位 置 は 、 HIV-2 gp36野 生 型 配 列 （ 配 列 番 号 2） か ら 公 知 の 位 置 で あ る
か 、 ま た は そ れ か ら 公 知 の 位 置 に 相 当 す る ） の 群 か ら 選 択 さ れ た 位 置 に お い て 、 少 な く と
も 1つ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 お よ び 多 く と も 3つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 み 、 そ の 置 換 ア ミ ノ 酸 が 、
そ れ ぞ れ 、 そ し て 独 立 し て 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ
ギ ン 酸 、 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ る HIV-2g
p36の 改 変 体 が 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 問 題 を 少 な く と も 部 分 的 に 解 決 す る た め に 適 切 で
あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 そ れ ぞ れ gp41ま た は gp36の 新 規 な 改 変 体 は 、 凝 集 す る 傾 向 が 低 い ほ ど 、 野 生 型 配 列 の そ
れ ら の 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド に 比 べ て 、 溶 解 度 が 向 上 し 、 取 り 扱 い が よ り 簡 単 に な る 。 生
理 的 緩 衝 条 件 下 で 、 gp41ま た は gp36を 可 溶 型 で 含 む 試 薬 を 提 供 す る た め の 労 力 が 一 旦 払 わ
れ れ ば 、 溶 解 度 の 改 善 は 、 特 に 明 白 に な る 。 ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル － イ ソ メ ラ ー ゼ （ PPI
） ク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン か ら 選 択 さ れ た シ ャ ペ ロ ン に よ っ て 付 与 さ れ た 効 果 を 有 す る 新 規 な
改 変 体 の 好 適 な 特 性 を 合 わ せ る こ と が 特 に 有 利 で あ る と 証 明 さ れ て い る 。 従 っ て 、 本 発 明
は 、 こ の 改 変 体 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル － イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン の シ ャ ペ
ロ ン を 含 む 可 溶 性 複 合 体 の 生 成 に お け る 、 本 発 明 に お い て 記 載 さ れ た よ う な gp41の 改 変 体
、 お よ び ／ ま た は gp36の 改 変 体 の 使 用 に さ ら に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 改 変 HIV糖 タ ン パ ク 質 、 お よ び PPIク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 複 合 体 は 好 ま し く は
、 そ れ ぞ れ 、 改 変 HIVgp41、 ま た は HIV-2 gp36、 な ら び に PPIク ラ ス シ ャ ペ ロ ン の 両 方 を 含
む 単 一 の 組 み 換 え タ ン パ ク 質 か ら 得 ら れ る 。 従 っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 本 発 明 に 記 載
さ れ る よ う な HIV-1gp41、 ま た は HIV-2 gp36の 改 変 体 、 お よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル － イ
ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン か ら 選 択 さ れ た シ ャ ペ ロ ン を 含 む 組 み 換 え タ ン パ ク 質 で あ
る 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
　 gp41、 ま た は gp36の 新 規 な 改 変 体 が 、 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド よ り も 、 取 り 扱 い が 容 易 で あ
る と い う 事 実 に よ っ て 、 そ れ ら の 改 変 体 は 、 免 疫 原 と し て の 使 用 、 ま た は 抗 原 と し て の 使
用 の よ う な 種 々 の 目 的 に 理 想 的 に さ れ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 イ ム ノ
ア ッ セ イ に お け る 、 本 発 明 に よ る gp41、 お よ び ／ も し く は gp36の 改 変 体 の 、 ま た は PPIシ
ャ ペ ロ ン お よ び こ の よ う な 改 変 体 を 含 む 複 合 体 の 、 例 え ば 、 単 一 の 組 み 換 え タ ン パ ク 質 と
し て の 使 用 に 関 す る 。 最 も 興 味 深 い こ と に は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 、 お よ び
PPIシ ャ ペ ロ ン の 両 方 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 適 切 な 条 件 下 で 可 溶 化 か つ 再 生 さ れ 得 、
そ し て HIVイ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 簡 便 な 標 識 お よ び 信 頼 性 の あ る 検 出 を 可 能 に す る 可 溶
性 の 分 子 内 rsgp-シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 見 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 と 、 シ ャ ペ ロ ン と の 間 の 可 溶 性 複 合 体 は 、 二 重 抗 原 架
橋 コ ン セ プ ト に 従 っ て 、 抗 体 の 検 出 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 非 常 に 有 利 に な る よ
う に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 HIV-1由 来 の gp41、 ま た は HIV-2由 来 の gp36を 含 む rsgpシ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 感 染 の 早 期
段 階 に お け る HIVに 対 す る 抗 体 の 検 出 に 特 に 有 利 で あ る 。 可 溶 性 の シ ャ ペ ロ ン － gp41複 合
体 、 ま た は 可 溶 性 の シ ャ ペ ロ ン － gp36複 合 体 を 用 い れ ば 、 好 ま し く は 架 橋 コ ン セ プ ト に 従
っ て 、 イ ム ノ ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ れ に よ っ て 、 体 液 サ ン プ ル 中 に お
け る HIVに 対 す る 抗 体 の 鋭 敏 か つ 早 期 の 検 出 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 シ ャ ペ ロ ン が 、 他 の 不 溶 性 タ ン パ ク 質 と 複 合 体 を 形 成 し 得 る と い う 事 実 を ま た 用 い て 、
イ ム ノ ア ッ セ イ （ 好 ま し く は 、 架 橋 コ ン セ プ ト に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ ） を さ ら に 大 幅 に 改
善 す る と い う 、 大 き い 利 点 を え る こ と が で き る 。 こ の 架 橋 コ ン セ プ ト に よ っ て 、 第 一 の 抗
原 と し て の シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 （ ほ と ん ど が 固 相 側 で の い わ ゆ る 捕 捉 抗 原 ） 、 お よ び
第 二 の シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 （ ほ と ん ど が 、 検 出 側 で の 検 出 抗 原 ） の 使 用 が 可 能 に な る
。 シ ャ ペ ロ ン 反 応 性 抗 体 の 結 合 に よ っ て 生 じ た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 の 問 題 を 最 小 化 す る
た め に 、 固 相 側 に つ い て 第 一 の シ ャ ペ ロ ン 、 そ し て 異 な る 種 由 来 の 検 出 側 に つ い て 第 二 の
シ ャ ペ ロ ン を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 こ の よ う な 架 橋 ア ッ セ イ を さ ら に 有 利 に 改 変 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ こ で 、 標 識 さ れ た シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 を 使 用 す る 、 架 橋 コ ン セ プ ト に 従 う イ ム ノ
ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。 シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 （ こ こ で は 、 こ の シ ャ ペ
ロ ン の み が 標 識 さ れ て お り 、 こ れ に よ っ て 、 こ の 抗 原 は 、 こ の よ う な 標 識 に よ っ て 改 変 も
さ れ ず 、 負 の 影 響 も さ れ な い （ 例 え ば 、 高 次 構 造 に 関 し て ） こ と が 確 実 に さ れ る ） を 生 成
す る こ と が ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 化 学 的 カ ッ プ リ ン グ の 様 式 お よ び ス ト ラ テ ジ ー は 、 必 要 に 応 じ て 選 択 さ れ 得 る 。 ポ リ ペ
プ チ ド の 場 合 、 -SH、 -NH 2 、 ま た は -COO - 残 基 、 な ら び に チ ロ シ ン の OH基 、 ヒ ス チ ジ ン の イ
ミ ダ ゾ ー ル 基 、 ま た は ト リ プ ト フ ァ ン の 複 素 環 式 イ ミ ノ 基 を 標 的 す る カ ッ プ リ ン グ 化 学 は
、 す ぐ 手 が 届 く も の で あ る 。 い く つ か の 適 切 な カ ッ プ リ ン グ 化 学 が 、 こ れ ら の 官 能 基 の 各
々 に つ い て 公 知 で あ る （ Aslam,M、 お よ び Dent, A.,前 出 ） 。 慣 用 的 な タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ
ン グ 化 学 は 、 作 用 す る 緩 衝 条 件 下 、 例 え ば 、 約 5～ 8.5の pH範 囲 内 で タ ン パ ク 質 が 可 溶 で あ
る こ と を 必 要 と す る 。 例 え ば 、 gp41が 、 こ の pH範 囲 内 で は 、 例 え ば SDSに よ っ て 変 性 さ れ
な い 限 り 可 溶 で は な い の で 、 未 変 性 様 に 折 り 畳 ま れ た gp41は 、 こ れ ま で は 、 化 学 的 カ ッ プ
リ ン グ を 受 け や す く は な か っ た 。 本 明 細 書 に お い て 本 発 明 者 ら が 記 載 す る 、 gp41－ シ ャ ペ
ロ ン 複 合 体 は 、 用 い ら れ る 検 出 様 式 に か か わ ら ず 、 イ ム ノ ア ッ セ イ の た め の 可 溶 性 の 標 識
さ れ た HIVエ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 、 都 合 の よ い 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 可 溶 性 の rsgp－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 生 成 の た め

10

20

30

40

50

(12) JP 2007-322436 A 2007.12.13



の プ ロ セ ス に 関 し 、 こ の プ ロ セ ス は 、 可 溶 化 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 、 お
よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス か ら 選 択 さ れ た シ ャ ペ ロ ン を 、 非 生 理 的 緩 衝
条 件 下 で 混 合 す る 工 程 、 お よ び そ の 後 に こ の バ ッ フ ァ ー を 生 理 的 条 件 に 調 整 し 、 そ れ に よ
っ て 分 子 内 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 シ ャ ペ ロ ン お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 は 、 別 々 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 用 い
る こ と が で き る だ け で は な い 。 本 発 明 者 ら は 、 驚 く べ き こ と に 、 両 方 の タ ン パ ク 質 を 共 有
結 合 さ せ る こ と が 有 利 で あ る と い う こ と を 観 察 し た 。 こ の よ う な 共 有 結 合 は 、 従 来 の 架 橋
手 順 に よ っ て 可 能 で あ る ； し か し 、 好 ま し く は 、 共 有 結 合 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン
パ ク 質 お よ び シ ャ ペ ロ ン を 含 む 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る
。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 可 溶 性 の rsgp-シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 生 成
の た め の プ ロ セ ス に 関 す る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 適 切 な 緩 衝 条 件 下 で 、 共 有 結 合 し た レ ト ロ
ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 、 お よ び ペ プ チ ジ ル イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス か ら 選 択 さ れ た シ ャ ペ
ロ ン タ ン パ ク 質 を 含 む タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 す る 工 程 、 そ し て そ の 後 に こ の バ ッ フ ァ ー を 生
理 的 条 件 に 調 節 す る 工 程 を 包 含 す る 。 こ れ に よ よ っ て 、 分 子 内 複 合 体 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 は 、 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル シ ス ／ ト ラ ン ス イ ソ メ ラ ー ゼ （ PPI） と 命 名 さ れ た 折 り
畳 み ヘ ル パ ー の ク ラ ス に 由 来 す る シ ャ ペ ロ ン の 使 用 を 教 示 す る （ Dartigalongue,C.、 お よ
び Raina（ 前 出 ） を 参 照 の こ と ） 。 こ の フ ァ ミ リ ー の 周 知 の 例 は 、 以 下 の よ う に 呼 ば れ る
メ ン バ ー で あ る ： CypA、 PpiD（ Dartigalongue,C.お よ び Raina, S., Embo J 17（ 1998） 39
68-80;Schmid, F. X., Molecular chaperones inthe life cycle of proteins（ 1998） 36
1-389, 編 集 A. L. Fink、 お よ び Y. Goto, Marcel DeckerIn., New York） ， FkpA（ Danese
, P. N.ら ., Genes Dev 9（ 1995） 387-98） 、 お よ び 誘 発 因 子 （ Crooke,E.、 お よ び Wickne
r, W., Proc Natl Acad Sci USA 84（ 1987） 5216-20;Stoller, G.ら 、 Embo J14（ 1995） 4
939-48） 。 こ の ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ は 、 以 下 の ３ つ の フ ァ ミ リ ー に 小 分 割 さ
れ る ： パ ル ビ ュ リ ネ ス （ parvulines） フ ァ ミ リ ー （ Schmid,F. X.（ 前 出 ） ， Rahfeld, J. 
U.ら 、 FEBS Lett 352（ 1994） 180-4） 、 サ イ ク ロ フ ィ リ ン フ ァ ミ リ ー （ Fischer, Gら 、 Na
ture337（ 1989） 476-8） 、 お よ び FKBPフ ァ ミ リ ー （ Lane, W. S.ら 、 J Protein Chem 10（
1991） 151-160） 。 FKBPフ ァ ミ リ ー は 、 興 味 深 い 生 化 学 的 特 徴 を 示 す 。 な ぜ な ら 、 そ の メ
ン バ ー は 、 マ ク ロ ラ イ ド （ 例 え ば 、 FK506、 お よ び ラ パ マ イ シ ン ） に 結 合 す る 能 力 に よ っ
て も と も と 同 定 さ れ た か ら で あ る （ Kay,J. E., Biochem J 314（ 1996） 361-85） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ は 、 異 な る 機 能 の 異 な る サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は モ ジ ュ ー ル 、 例 え ば
、 触 媒 活 性 を 示 す モ ジ ュ ー ル 、 お よ び シ ャ ペ ロ ン も し く は 結 合 活 性 を 示 す モ ジ ュ ー ル を 含
ん で も よ い 。 FKBPフ ァ ミ リ ー の こ の よ う な モ ジ ュ ー ル メ ン バ ー は 、 FkpA（ Ramm, K.お よ び
Pluckthun, A., J Biol.Chem275（ 2000） 17106-13） 、 SlyD（ Hottenrott, S.ら 、 J. Biol
 Chem 272（ 1997） 15697-701） 、 お よ び 誘 発 因 子 （ Scholz,Cら 、 Embo J 16（ 1997） 54-8
） で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 可 溶 性 複 合 体 で あ っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル
ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 、 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス の 折 り 畳 み 触 媒 か ら
選 択 さ れ た シ ャ ペ ロ ン を 含 む 複 合 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 当 然 な が ら 、 本 発 明 は 、 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス の 特 別 に 言 及 さ れ た メ
ン バ ー の 使 用 に 対 し て 制 限 さ れ る も の で は な く 、 ま た 、 同 じ ク ラ ス か ら 生 じ る が 、 異 な る
種 の 細 菌 か ら 派 生 す る シ ャ ペ ロ ン を 用 い て 実 施 す る こ と も で き る 。 PPIク ラ ス の シ ャ ペ ロ
ン の FKBPフ ァ ミ リ ー の 好 ま し い メ ン バ ー が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 真 核 生 物 由 来 の 相 同 体 を 使 用 す る こ と が 好 ま し く 、 そ し て
ヒ ト 起 源 の PPIaseを 使 用 す る こ と が 極 め て 好 ま し い 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら の PPIaseは 、 ヒ ト

10

20

30

40

50

(13) JP 2007-322436 A 2007.12.13



血 清 由 来 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ な い は ず で あ り 、 従 っ て 、 血 清 学 的 ア ッ セ イ （ す な わ ち
、 ヒ ト 抗 体 の 検 出 に 基 づ く ア ッ セ イ ） に お い て は 妨 害 し な い は ず で あ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 分 子 シ ャ ペ ロ ン の 完 全 な 配 列 を 常 に 使 用 す る 必 要 は な い と い う こ と が ま た 周 知 で あ り か
つ 理 解 さ れ る 。 必 要 な 能 力 お よ び 機 能 を 依 然 と し て 保 有 す る シ ャ ペ ロ ン の 機 能 的 断 片 （ い
わ ゆ る 、 モ ジ ュ ー ル ） が ま た 、 用 い ら れ 得 る （ WO98／ 13496を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 例 え ば 、 FkpAは 、 細 菌 の サ イ ト ゾ ル に お け る 不 活 性 前 駆 体 分 子 と し て 合 成 さ れ て 、 細 胞
質 膜 を 横 切 っ て 転 位 さ れ る 、 周 辺 質 PPIで あ る 。 FkpAの 活 性 型 （ 成 熟 FkpA、 ま た は 周 辺 質 F
kpA） は 、 シ グ ナ ル 配 列 （ ア ミ ノ 酸 1～ 25） を 欠 き 、 従 っ て 前 駆 体 分 子 の ア ミ ノ 酸 26～ 270
を 含 む 。 FkpAに 関 す る 関 連 の 配 列 情 報 は 、 登 録 番 号 P45523と し て 、 公 的 な デ ー タ ベ ー ス か
ら 、 例 え ば 、 「 SWISS-PROT」 か ら 容 易 に 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 FlpAに 密 接 に 関 連 し た 、 い わ ゆ る SlyDは 、 触 媒 性 お よ び シ ャ ペ ロ ン 機 能 を 担 う 構 造 化 さ
れ た N末 端 ド メ イ ン か ら 、 そ し て ほ と ん ど 構 造 化 さ れ て い な い C末 端 （ 例 外 的 に ヒ ス チ ジ ン
残 基 お よ び シ ス テ イ ン 残 基 に 富 む ） か ら な る （ Hottenrott,S.ら 、 J. Biol Chem 272（ 199
7） 15697-701） 。 本 発 明 者 ら は 、 ア ミ ノ 酸 1-165を 含 む SlyDの C末 端 短 縮 改 変 体 が 、 gp41、
お よ び gp36に お い て そ の 可 溶 性 機 能 を 効 率 的 に 発 揮 す る こ と を 見 出 し た 。 野 生 型 SlyDに お
い て と は 異 な り 、 ジ ス ル フ ィ ド シ ャ ッ フ リ ン グ を 損 な う 危 険 は 、 用 い ら れ た 短 縮 型 SlyD改
変 体 （ 1-165） に お い て は 、 首 尾 よ く 回 避 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 上 記 で 考 察 さ れ た シ ャ ペ ロ ン の 改 変 体 で あ っ て 、 1つ ま た は い く つ か の ア ミ ノ 酸 置 換 ま
た は 欠 失 を 保 有 す る 改 変 体 が ま た 、 本 発 明 に 従 う プ ロ セ ス を 実 施 す る た め に 用 い ら れ て も
よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 別 の 供 給 源 に 由 来 す る 適 切 な シ ャ ペ ロ ン 、 お よ び シ ャ ペ ロ ン の 適 切 な 断 片 ま た は 変 異 体
が 、 本 実 施 例 に 記 載 の よ う な 手 順 を 用 い る こ と に よ っ て 容 易 に 選 択 さ れ 得 る 。 そ れ ら は 、
可 溶 性 の rsgp-シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 生 成 す る た め に 、 遊 離 型 で 、 ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス 表
面 糖 タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 さ れ て の い ず れ か で 用 い ら れ 得 る 。 本 発 明 に よ る 好 ま し い 実 施
形 態 に お い て 、 結 合 に コ ン ピ テ ン ト な PPIaseシ ャ ペ ロ ン は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ
ク 質 に 組 み 換 え 的 に 結 合 さ れ て 、 細 菌 の サ イ ト ゾ ル 中 で こ の 遺 伝 子 産 物 の 高 い 発 現 を 生 じ
る 。 本 発 明 に お い て 言 及 さ れ る よ う な 結 合 コ ン ピ テ ン ト （ bindingcompetent） な PPIaseは
、 そ の 触 媒 性 の PPIase活 性 に か か わ ら ず 、 伸 長 し た ポ リ ペ プ チ ド 基 質 に 対 す る 結 合 （ す な
わ ち 、 基 質 結 合 、 ま た は シ ャ ペ ロ ン モ チ ー フ ） を 媒 介 す る 、 少 な く と も 機 能 的 な 単 位 を 含
む 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ま た 、 PPIク ラ ス の 折 り 畳 み 触 媒 に 属 さ な い い く つ か の シ ャ ペ ロ ン が 、
レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 と 可 溶 性 の 複 合 体 を 形 成 し 得 る と い う こ と を 観 察 し た 。
従 っ て 、 本 発 明 に 従 う さ ら な る 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 Skp（ OmpHと し て も 公 知 ； Missiakas
,D.ら 、 Mol Microbiol 21（ 1996） 871-84） と 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 と の 間
の 可 溶 性 複 合 体 で あ る 。 し か し 、 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン
パ ク 質 、 お よ び GroEL、 ま た は そ の 部 分 を 含 む 可 溶 性 複 合 体 で あ る 。 Skpに 対 し て 相 同 で あ
る シ ャ ペ ロ ン が ま た 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 モ ジ ュ ラ ー PPIが 、 変 性 さ れ た か ま た は 部 分 的 に 変 性 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 し て 優 先 的
に 結 合 す る こ と は 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 Scholzら 、 前 出 ） 。 PPIaseは 、 こ こ で 、 タ ン パ ク
質 の 折 り 畳 み を 触 媒 す る だ け で な く 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 と 安 定 な 複 合 体 を 形 成 し 、 そ
れ に よ っ て 、 溶 解 性 が 得 ら れ る と い う 顕 著 な 特 性 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 驚 く べ
き こ と に 、 研 究 さ れ た PPIase（ 例 え ば 、 TF、 SlyD、 お よ び FkpA） は 、 未 変 性 様 の 折 り 畳 ま
れ た レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 例 え ば 、 可 溶 化 す る 。 本 発
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明 に よ る 「 未 変 性 様 の （ native-like） 」 、 ま た は 「 未 変 性 様 に 折 り 畳 ま れ た （ native-li
kefolded） 」 gp41と は 、 遠 UV-CDに よ っ て 評 価 さ れ る 場 合 、 二 次 構 造 に お け る 高 ヘ リ ッ ク
ス 含 量 に よ っ て 、 お よ び 近 UV-CDに よ っ て 評 価 さ れ る 場 合 、 三 次 接 触 に よ っ て 、 そ の 両 方
で 特 徴 付 け ら れ る 、 こ れ は 、 そ れ ぞ れ 図 1Bお よ び 5に お い て 示 さ れ る と お り 、 代 表 的 な 「 g
p41-サ イ ン （ signature） 」 に 反 映 さ れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 に よ る 、 「 未 変 性 様 の （ nativ
e-like） 」 gp41の UVス ペ ク ト ル は 、 320nmよ り 高 い 波 長 で 有 意 な 吸 収 （ こ れ は 、 凝 集 物 の
よ う な 迷 光 粒 子 を 暗 示 す る ） を 示 さ な い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 モ デ ル 生 体 分 子 間 、 例 え ば 、 抗 体 と 抗 原 と の 間 の 複 合 体 形 成 に つ い て 大 量 の 情 報 が あ る
（ 概 説 に つ い て は 、 Braden, B. C.、 お よ び Poljak, R. J., Faseb J 9（ 1995） 9-16を 参
照 の こ と ） 。 通 常 、 複 合 体 の 形 成 、 お よ び 解 離 は 平 行 に 生 じ 、 こ の 複 合 体 お よ び 結 合 パ ー
ト ナ ー は 、 自 由 平 衡 に お い て 共 存 す る 。 同 様 に 、 本 発 明 に 記 載 さ れ る よ う な PPIシ ャ ペ ロ
ン と ア ミ ロ イ ド 形 成 性 タ ン パ ク 質 と の 間 の 複 合 体 に つ い て も 同 じ こ と が 真 で あ る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 に 記 載 さ れ る よ う に 、 複 合 体 の 形 成 は 、 特 に 重 要 な 特 性 で あ る 。 な ぜ な ら 、 PPI
シ ャ ペ ロ ン と タ ン パ ク 質 （ こ れ は 、 例 え ば 、 生 理 的 な 緩 衝 条 件 下 で 、 本 質 的 に 不 溶 性 で あ
る ） と の 間 の 複 合 体 は 、 例 え ば 、 生 理 的 緩 衝 条 件 下 で 容 易 に 可 溶 で あ る こ と が 見 出 さ れ て
い る か ら で あ る 。 生 理 的 条 件 下 で 可 溶 性 で あ る 抗 原 は 、 診 断 適 用 に お い て は 多 く の 利 点 を
有 す る 。 そ れ ら は 、 例 え ば 、 標 準 物 質 と し て 直 接 用 い ら れ て も よ い 。 さ ら に 、 そ れ ら は 、
適 切 な マ ー カ ー に 、 ま た は 適 切 な 結 合 基 に 複 合 体 化 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 上 記 で 考 察 さ れ た よ う に 、 HIV-2由 来 の gp36は 、 類 似 の 機 能 （ す な わ ち 、 膜 融 合 、 お よ
び ウ イ ル ス 侵 入 ） を 果 た し 、 そ し て HIV-1由 来 の gp41と 同 様 の 診 断 適 合 性 で あ る 。 レ ト ロ
ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 の プ ロ ト タ イ プ の 例 と し て HIV-1の gp41を 用 い る こ の 適 用 に お
い て 、 多 く の 技 術 的 問 題 が 考 察 さ れ る 。 単 に 明 確 化 の た め に 、 こ の 考 察 お よ び 説 明 は 、 主
に HIV-1の gp41に 集 中 す る 。 し か し 、 同 様 の 考 慮 が 、 他 の レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク
質 、 特 に HIV-2由 来 の gp36、 お よ び HTLV由 来 の gp21に あ て は ま る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 HIV-1、 ま た は HIV-2の 天 然 に 存 在 す る 単 離 体 は 、 も と も と 単 離 さ れ 、 か つ 記 載 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 の 改 変 体 を 含 み 得 る こ と が 公 知 で あ る 。 哺 乳 動 物 の 免 疫 不 全 rsgpの こ の よ う な
天 然 に 存 在 す る 改 変 体 、 お よ び 合 成 的 に 操 作 さ れ た 改 変 体 は ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る
。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 regp、 ま た は ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス ウ イ ル ス （
HIV） の 膜 貫 通 糖 タ ン パ ク 質 の 改 変 体 に 関 す る 。 HIV-1gp41、 ま た は HIV-2 gp36の Nヘ リ ッ
ク ス 状 ド メ イ ン に お け る 特 定 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 改 変 体 が 開 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 Nヘ リ ッ ク ス お よ び Cヘ リ ッ ク ス 状 ド メ イ ン （ ヘ リ ッ ク ス 対 ヘ リ ッ ク ス の 接 触 に 関 与 す る
） の 両 方 の ア ミ ノ 酸 位 置 は 、 HIV-1gp41の 文 献 か ら 公 知 で あ り 、 そ し て HIV-2相 同 性 gp36に
対 し て 外 挿 さ れ 得 る 。 こ れ ら の 位 置 を 突 然 変 異 さ せ る こ と は 、 特 に 、 こ の 改 変 体 お よ び PP
Iシ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 状 況 で は 、 そ れ ぞ れ gp41、 ま た は gp36の 特
性 に 影 響 す る こ と が 見 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 gp41ロ イ シ ン ジ ッ パ ー の ヘ リ ッ ク ス 状 ホ イ ー ル 突 出 部 に お け る 「 a」 、 お よ び 「 d」 の ア
ミ ノ 酸 位 置 は 、 本 発 明 に よ る 改 変 体 を 作 成 す る た め の 好 ま し い 標 的 で あ る 。 「 a」 位 置 に
お け る ア ミ ノ 酸 残 基 （ Chan,D. Cら 、 Cell 89（ 1997） 263-73に よ る 付 番 ） は 、 Q552、 I559
、 L566、 I573、 お よ び I580で あ る ； 各 々 の 「 d」 位 置 に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 I548、 I55
5、 Q562、 T569、 お よ び L576で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
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　 こ の ジ ッ パ ー モ チ ー フ の ヘ リ ッ ク ス 状 の 完 全 性 を 損 な う こ と な く 、 溶 解 度 を 改 善 す る た
め に 、 変 異 位 置 は 、 2つ 以 上 の ヘ リ ッ ク ス タ ー ン に よ っ て お 互 い か ら 離 さ れ る こ と が 好 ま
し い 。 こ の 必 要 条 件 は 、 例 え ば 、 保 存 的 な 「 a」 残 基 で あ る Q552、 I559、 L566、 お よ び I57
3の 置 換 に よ っ て 、 な ら び に 例 え ば 、 保 存 的 な 「 d」 残 基 で あ る I548、 L555、 Q562、 お よ び
T569の 置 換 に よ っ て 満 た さ れ る 。 言 い 換 え れ ば 、 突 然 変 異 さ れ た 残 基 は 、 少 な く と も 6つ
の 野 生 型 ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て お 互 い か ら 離 さ れ 、 従 っ て 正 確 に 7個 の モ チ ー フ が 続 く 。
置 換 位 置 が お 互 い か ら 2つ 以 上 の ヘ リ ッ ク ス タ ー ン に よ っ て 離 さ れ る と い う 前 述 の 状 況 下
で 改 変 体 内 の 「 a」 、 お よ び 「 d」 残 基 の 両 方 を 変 異 す る こ と が ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 同 様 に 、 HIV-2の gp36エ ク ト ド メ イ ン に お け る 変 更 は 、 驚 く べ き こ と に 、 SlyDま た は Fkp
Aに 対 し て 融 合 さ れ た 場 合 、 容 易 に 溶 解 す る 組 み 換 え タ ン パ ク 質 を 生 じ る こ と が 見 出 さ れ
た 。 こ こ で 、 「 a」 位 置 は 、 Q551、 V558、 L565、 T572、 V579で あ り 、 そ し て 「 d」 位 置 は 、
I547、 L554、 Q561、 T568、 お よ び L575で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 好 ま し く は 、 そ れ ぞ れ 、 HIV-1 gp41の 位 置 Q552、 I559、 L566、 I573、 I580、 I548、 L555
、 Q562、 T569、 お よ び L576、 HIV-2gp36の 位 置 Q551、 V558、 L565、 T572、 V579、 I547、 L55
4、 Q561、 T568、 お よ び L575を 含 む 位 置 の 群 か ら 選 択 さ れ る 1～ 6個 の ア ミ ノ 酸 が 、 よ り 小
さ い か 、 ま た は よ り 親 水 性 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 置 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 好 ま し く は 、 置 換 対 象 の ア ミ ノ 酸 位 置 は 、 そ れ ぞ れ HIV-1の Q552、 I559、 L566、 I573、
お よ び I580か ら な る 位 置 の 群 、 な ら び に HIV-2gp36の L554、 Q561、 T568、 お よ び L575か ら
な る 位 置 の 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 HIV-1 gp41の 改 変 体 で あ っ て 、 Leu555、 Leu566
、 Ile573、 お よ び Ile580の 位 置 （ こ こ で 、 こ れ ら の 位 置 は 、 配 列 番 号 1に 記 載 さ れ る gp41
野 生 型 配 列 か ら 公 知 の 位 置 で あ る か 、 ま た は そ れ か ら 公 知 の 位 置 に 相 当 す る ） の 群 か ら 選
択 さ れ た 位 置 に お い て 、 少 な く と も 1つ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 お よ び 多 く と も 4つ の ア ミ ノ 酸 置
換 を 含 む 改 変 体 で あ っ て 、 そ の 置 換 ア ミ ノ 酸 が 、 そ れ ぞ れ 、 そ し て 独 立 し て 、 セ リ ン 、 ト
レ オ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ る 、 改 変 体 、 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の こ の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 gp41野 生 型 配 列 の 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド に 比 べ て 、
有 意 な 改 善 を 示 す 野 生 型 gp41の 改 変 体 が 提 供 さ れ 得 る と い う 驚 く べ き 知 見 に 基 づ く 。 本 発
明 の 改 変 体 を も た ら す ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 Chan,D. C.ら 、 Cell 89（ 1997） 263-73か ら 公 知
で あ っ て 、 配 列 番 号 1に 示 さ れ る よ う な 、 ア ミ ノ 酸 組 成 お よ び gp41野 生 型 配 列 の 番 号 付 け
に 基 づ い て 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 明 白 に 、 本 発 明 に 記 載 さ れ る ア ミ ノ 酸 置 換 基 は ま た 、 他 の 公 知 の gp41、 お よ び ま だ 未 同
定 の HIV-1単 離 物 の 内 部 の 対 応 す る 配 列 位 置 で ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。
「 あ る 位 置 に 対 応 す る （ correspondingto a position） 」 と い う 用 語 は 、 HIV-1単 離 体 、
お よ び そ の 改 変 体 が 見 出 さ れ 得 る か 、 ま た は 生 成 さ れ 得 る が 、 こ れ が さ ら な る ア ミ ノ 酸 を
含 ん で い る か 、 ま た は ア ミ ノ 酸 を 欠 失 し て お り 、 そ れ に 基 づ い て 、 配 列 番 号 1に 対 す る 配
列 ア ラ イ ン メ ン ト で 、 対 応 す る 配 列 位 置 ま た は 配 列 モ チ ー フ に つ い て の 種 々 の 絶 対 数 が 得
ら れ る と い う こ と を 示 す た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 配 列 番 号 1の 野 生 型 配 列 と の gp41配 列 の マ ル チ ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 比 較 を 、 GCGPackag
e Version 10.2（ Genetics Computer Group,Inc） の PileUPプ ロ グ ラ ム を 用 い て 実 施 す る
。 PileUPは 、 Feng,D. F.Doolittle, R. F., J Mol Evol 25（ 1987） 351-60の プ ロ グ レ ッ
シ ブ ア ラ イ ン メ ン ト 法 の 簡 便 法 を 用 い て マ ル チ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 作 成 し 、 そ し て 同 一
、 類 似 、 ま た は 異 な る ア ミ ノ 酸 残 基 に つ い て の ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス が 適 宜 規 定 さ れ
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る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 2つ の 整 列 さ れ た 配 列 の ク ラ ス タ ー を 生 成 す る 、 2つ の ほ と ん ど 類 似
の 配 列 の ペ ア ワ イ ズ ア ラ イ ン メ ン ト で 開 始 す る 。 次 い で 、 こ の ク ラ ス タ ー は 、 次 の 最 も 関
連 し た 配 列 に 対 し て 、 ま た は 整 列 さ れ た 配 列 の ク ラ ス タ ー に 対 し て 整 列 さ れ 得 る 。 配 列 の
2つ の ク ラ ス タ ー は 、 2つ の 個 々 の 配 列 の ペ ア ワ イ ズ ア ラ イ ン メ ン ト の 単 純 な 伸 長 に よ っ て
整 列 さ れ 得 る 。 最 終 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 全 て の 配 列 が 、 最 終 ペ ア ワ イ ズ ア ラ イ ン メ ン ト に
含 ま れ る ま で 、 一 連 の プ ロ グ レ ッ シ ブ 、 ペ ア ワ イ ズ ア ラ イ ン メ ン ト （ 漸 増 的 に 異 な る 配 列
お よ び ク ラ ス タ ー を 含 む ） に よ っ て 達 成 さ れ る 。 従 っ て 、 新 規 な HIV-1単 離 物 の ア ミ ノ 酸
位 置 、 ま た は 操 作 さ れ た gp41の ア ミ ノ 酸 位 置 （ 野 生 型 配 列 の 555、 566、 573、 お よ び 580の
位 置 に 相 当 す る ） は 、 容 易 に 配 置 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 に よ る HIV-1 gp41ポ リ ペ プ チ ド の 好 ま し い 改 変 体 は 、 そ の 改 変 体 が 、 555位 に ア
ミ ノ 酸 置 換 基 を 含 む と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ 、 こ こ で Leu555は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 に よ っ て
、 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に よ っ て 置 換 さ れ 、 こ の グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 が 、 最 も 好 ま し い
置 換 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 に よ る HIV-1 gp41ポ リ ペ プ チ ド の さ ら な る 好 ま し い 改 変 体 は 、 そ の 改 変 体 が 、 56
6位 に ア ミ ノ 酸 換 基 を 含 む と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ 、 こ こ で Leu566は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 に
よ っ て 、 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に よ っ て 置 換 さ れ 、 こ の グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 が 、 最 も 好
ま し い 置 換 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 に よ る HIV-1 gp41ポ リ ペ プ チ ド の さ ら な る 好 ま し い 改 変 体 は 、 そ の 改 変 体 が 、 57
3位 に ア ミ ノ 酸 換 基 を 含 む と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ 、 こ こ で Ile573は 、 セ リ ン に よ っ て 、
ま た は ト レ オ ニ ン に よ っ て 置 換 さ れ 、 こ の セ リ ン に よ る 置 換 が 、 最 も 好 ま し い 置 換 で あ る
。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 に よ る HIV-1 gp41ポ リ ペ プ チ ド の さ ら な る 好 ま し い 改 変 体 は 、 そ の 改 変 体 が 、 58
0位 に ア ミ ノ 酸 換 基 を 含 む と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ 、 こ こ で Ile580は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 に
よ っ て 、 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に よ っ て 置 換 さ れ 、 こ の グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 が 、 最 も 好
ま し い 置 換 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 HIV-2 gp36の 改 変 体 で あ っ て 、 Leu554、 Leu565、 お よ び Val579の 位 置 （
こ こ で 、 こ れ ら の 位 置 は 、 HIV-2gp36野 生 型 配 列 （ 配 列 番 号 2） か ら 公 知 の 位 置 で あ る か 、
ま た は そ れ か ら 公 知 の 位 置 に 相 当 す る ） の 群 か ら 選 択 さ れ た 1つ の 位 置 に お い て 、 少 な く
と も 1つ の ア ミ ノ 酸 置 換 、 お よ び 多 く と も 3つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 改 変 体 で あ っ て 、 そ の
置 換 ア ミ ノ 酸 が 、 そ れ ぞ れ 、 そ し て 独 立 し て 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル
タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る と い う 点 で 特 徴
付 け ら れ る 改 変 体 、 に 関 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の 番 号 付 け は 、 Guyader, M.ら 、 Nature 326（ 1987） 662-9に よ っ て 公 開 さ れ た 野 生 型
配 列 （ 配 列 番 号 2） に 従 う 。 こ の 配 列 か ら 公 知 の 位 置 に 相 当 す る gp36内 の ア ミ ノ 酸 位 置 は
、 gp41に つ い て 上 記 さ れ た よ う に 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 に よ る HIV-2 gp36ポ リ ペ プ チ ド の 好 ま し い 改 変 体 は 、 そ の 改 変 体 が 、 554位 に ア
ミ ノ 酸 置 換 基 を 含 む と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ 、 こ こ で Leu554は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 に よ っ て
、 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に よ っ て 置 換 さ れ 、 こ の グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 が 、 最 も 好 ま し い
置 換 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 に よ る HIV-2 gp36ポ リ ペ プ チ ド の さ ら な る 好 ま し い 改 変 体 は 、 そ の 改 変 体 が 、 56
5位 に ア ミ ノ 酸 換 基 を 含 む と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ 、 こ こ で Leu565は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 に
よ っ て 、 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に よ っ て 置 換 さ れ 、 こ の グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 が 、 最 も 好
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ま し い 置 換 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 に よ る HIV-2 gp36ポ リ ペ プ チ ド の 好 ま し い 改 変 体 は 、 そ の 改 変 体 が 、 57９ 位 に ア
ミ ノ 酸 換 基 を 含 む と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ 、 こ こ で Val579は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 に よ っ て 、
ま た は グ ル タ ミ ン 酸 に よ っ て 置 換 さ れ 、 こ の グ ル タ ミ ン 酸 に よ る 置 換 が 、 最 も 好 ま し い 置
換 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 そ れ ぞ れ 改 変 体 gp41、 ま た は 改 変 体 gp36は 、 上 記
の よ う に こ の ア ミ ノ 酸 位 置 の う ち 2つ で 置 換 を 含 む 。 3つ の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 改 変 体 が ま
た 好 ま し い 。 な お さ ら な る 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 改 変 体 gp41は 、 上 記 に 詳 細 に 考 察
さ れ る 4つ の ア ミ ノ 酸 位 置 で 置 換 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 そ れ ぞ れ 、 gp41、 ま た は gp36（ す な わ ち 、 融 合 ペ プ チ ド 、
お よ び 膜 貫 通 セ グ メ ン ト を 欠 く エ ク ト ド メ イ ン ） の 完 全 な 配 列 、 ま た は 対 応 す る 哺 乳 動 物
免 疫 不 全 ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 HTLV由 来 の gp21） の 完 全 な 配 列 を 用
い て 、 PPIシ ャ ペ ロ ン と の 複 合 体 を 形 成 す る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 の 断 片 （
例 え ば 、 Luら （ 前 出 ） に よ っ て 記 載 さ れ た HIV-1由 来 の gp41に つ い て の 断 片 ） を 使 用 す る
こ と も ま た 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 断 片 は 好 ま し く は 、 gp41の 細 胞 外 部 分 の C末 端 ヘ リ ッ
ク ス 、 お よ び N末 端 ヘ リ ッ ク ス を 含 む 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 535位 ～ 681位 を 含 む 診 断 上 関 連 す る gp41（ Chan, D. C.ら 、 Cell89（ 1997） 263
-73に よ る 命 名 法 ） は 、 標 準 的 な 手 順 に よ る 組 み 換 え 技 術 に よ っ て 生 成 さ れ 得 る 。 Luら （
前 出 ） の 図 1に 記 載 さ れ る と お り 、 別 の 興 味 深 い gp41分 子 は 、 gp160前 駆 体 分 子 の ア ミ ノ 酸
540～ 669に ま た が る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 に つ い て の 代 表 的 な 例 と し て 、 HIVの 小 エ ン ベ ロ ー プ
タ ン パ ク 質 は 、 取 り 扱 い が 非 常 に 困 難 で あ り 、 か つ 非 常 に 異 例 な 特 性 を 示 す 。 既 に 言 及 し
た と お り 、 e-gp41分 子 の 最 も 重 要 な 特 徴 の 1つ は 、 生 理 的 な 緩 衝 条 件 で の そ の 不 溶 性 で あ
る 。 組 み 換 え 生 成 さ れ た gp41は 、 可 溶 性 で あ り 、 か つ pH3.0お よ び 低 イ オ ン 強 度 に お い て
未 変 性 様 の 構 造 を 示 す 。 し か し 、 こ の pHで さ え 、 バ ッ フ ァ ー 中 の 塩 濃 度 に は 敏 感 な ま ま で
あ る 。 用 い ら れ る 塩 に よ っ て 、 100～ 500mMを 超 え る 塩 の 存 在 下 で gp41は 、 沈 殿 す る 。 以 下
に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ る と お り 、 こ れ は 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 に よ っ て （ 再 度 ） 可 溶 化 （ 変
性 型 で ） さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 生 理 的 な 緩 衝 条 件 は 、 通 常 、 動 物 の 血 漿 ま た は 血 清 に 見 出 さ れ る 塩 お よ び pHの 条 件 に 相
当 す る と 理 解 さ れ て お り 、 そ し て 約 7.4の pH値 お よ び 約 150mMの 塩 濃 度 に よ っ て 規 定 さ れ る
。 本 発 明 に よ る rsgp-シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 こ れ ら の 緩 衝 条 件 下 で 容 易 に 可 溶 で あ る 。 そ
こ に 存 在 す る rsgpは 、 免 疫 学 的 に 活 性 で あ り 、 従 っ て 、 未 変 性 様 の 構 造 に 仕 向 け る 。 適 切
な 界 面 活 性 剤 の 非 存 在 下 で 、 ま た は 適 切 な 界 面 活 性 剤 に よ る 事 前 処 理 な し に は 、 gp41は 、
生 理 的 な 緩 衝 条 件 （ 例 え ば 、 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.4、 150mMNaCl） 下 で 、 本 質 的 に
不 溶 性 で あ る が 、 本 発 明 に よ っ て 記 載 さ れ た 複 合 体 は 、 適 切 な プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た 再 折
り 畳 み 後 に 、 容 易 に 可 溶 性 で あ る 。 gp41エ ク ト ド メ イ ン は 、 本 発 明 の 複 合 体 に 含 ま れ る 場
合 、 少 な く と も 100nMの 濃 度 、 好 ま し く は 、 1μ M以 上 の 濃 度 、 最 も 好 ま し く は 、 10μ M以 上
の 濃 度 で 可 溶 性 で あ る 。 従 っ て 、 溶 解 度 は 、 ナ ノ モ ル 未 満 の 濃 度 か ら 約 マ イ ク ロ モ ル 濃 度
へ 実 質 的 に 増 大 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の 範 囲 の さ ら に 良 好 な 理 解 の た め に 、 可 溶 化 お よ び 再 生 の た め に 適 用 さ れ た 緩 衝
条 件 は 、 必 要 に 応 じ て か つ 適 切 に 改 変 さ れ て も よ く 、 そ し て 本 発 明 の 過 度 の 限 定 と 理 解 さ
れ る べ き で は な く 、 本 発 明 は 広 範 な 範 囲 の 緩 衝 条 件 に わ た っ て 首 尾 よ く 実 行 さ れ る と い う
こ と を 強 調 す る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 生 理 的 バ ッ フ ァ ー の 全 体 的 塩 濃 度 は 、 シ ャ ペ ロ ン － gp41複 合 体 が 解 離 さ れ ず 、 そ し て gp
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41が 溶 液 中 に 留 ま る こ と に 注 意 を 払 い さ え す れ ば 、 重 要 で は な い 。 好 ま し く は 、 生 理 的 バ
ッ フ ァ ー は 、 少 な く と も 10mMの 緩 衝 系 、 お よ び 多 く と も 200mMを 含 む 。 バ ッ フ ァ ー 構 成 成
分 の 残 り は 、 も し あ れ ば 、 有 意 な 緩 衝 能 力 の な い 塩 、 例 え ば 塩 化 ナ ト リ ウ ム で あ り 得 る 。
こ の 生 理 的 バ ッ フ ァ ー は 、 好 ま し く は 、 20～ 500mM、 よ り 好 ま し く は 50～ 300mM、 そ し て 最
も 好 ま し く は 100～ 200mMの 塩 濃 度 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 に よ る プ ロ セ ス に お い て 、 こ の 生 理 的 な バ ッ フ ァ ー は 、 5.0～ 8.5の 範 囲 の pH値 を
有 す る よ う に 変 化 さ れ て も よ い ； よ り 好 ま し く は 、 こ の よ う な バ ッ フ ァ ー の 範 囲 は 、 pH5.
5～ pH8.3で あ る 。 な お よ り 好 ま し く は 、 こ の よ う な 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 条 件 は 、 上 記 で 示 さ
れ る よ う な 塩 濃 度 、 お よ び 6.0～ 8.0の pH値 に よ っ て 規 定 さ れ る ； 最 も 好 ま し く は 、 こ の よ
う な 生 理 的 バ ッ フ ァ ー の pHは 、 6.5～ 7.8で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 に お い て 記 載 さ れ る プ ロ セ ス に 従 っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 は 、 非
生 理 的 な 緩 衝 条 件 下 で 可 溶 化 さ れ 、 シ ャ ペ ロ ン が 添 加 さ れ （ ま た は 、 共 有 結 合 し た さ ら な
る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン と し て 既 に 存 在 す る ） 、 そ し て 可 溶 化 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖
タ ン パ ク 質 お よ び シ ャ ペ ロ ン を 含 む 混 合 物 が 次 に 、 生 理 的 緩 衝 条 件 に 調 節 さ れ る 。 レ ト ロ
ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 単 独 で は 、 そ う さ れ れ ば 、 自 然 に 沈 殿 す る が 、 そ れ は 、 上 記 の
プ ロ セ ス で は 驚 く べ き こ と に 溶 液 中 に と ど ま る 。 こ の 重 要 な 知 見 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面
糖 タ ン パ ク 質 と 、 シ ャ ペ ロ ン と の 間 の 複 合 体 の 形 成 に 起 因 す る 可 能 性 が 最 も 高 い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 E. coliに お け る gp41の 組 み 換 え 生 成 の 場 合 、 組 み 換 え 生 成 さ れ た gp41は 、 封 入 体 の 形
態 に お い て 得 ら れ る 。 こ の 材 料 は 、 高 度 に カ オ ト ロ ピ ッ ク な 試 薬 、 例 え ば 、 7.0Mグ ア ニ ジ
ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト を 用 い て 可 溶 化 さ れ る 。 gp41ポ リ ペ プ チ ド は こ れ ら の 条 件 下 で ほ と ん
ど 構 造 化 さ れ て い な い 。 適 切 な 工 程 に お い て こ の バ ッ フ ァ ー を 30mMギ 酸 （ pH3.0） に 変 え
る こ と に よ っ て 、 溶 液 中 の gp41は 、 そ の 未 変 性 様 の 全 ヘ リ ッ ク ス 状 構 造 と し て 認 知 さ れ る
も の の 形 態 に な る 。 タ ン パ ク 質 の 正 し い 折 り 畳 み ま た は 不 正 確 な 折 り 畳 み の 状 態 を モ ニ タ
ー す る た め の １ つ の 簡 易 な 方 法 は 、 ア ミ ド 領 域 （ 185-250nm） 、 お よ び 芳 香 族 領 域 （ 260-3
20nm） に お け る 対 応 す る CDス ペ ク ト ル を 分 析 す る こ と で あ る 。 そ れ に 加 え て 、 迷 光 粒 子 （
凝 集 物 の よ う な ） に つ い て の 情 報 は 、 標 準 的 な UVス ペ ク ト ル か ら 容 易 に 得 ら れ 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 こ こ で 強 調 す る の が 重 要 な こ と は 、 本 発 明 に よ る レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 － シ
ャ ペ ロ ン 複 合 体 内 の レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 は 、 未 変 性 様 折 り 畳 み と 考 え ら れ る
も の の 形 態 を と る と い う 事 実 で あ る 。 こ れ に 反 し て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 （
カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 に よ っ て 天 然 の pHで 可 溶 化 さ れ て い る ） は 、 ほ と ん ど 構 造 化 さ れ て お ら
ず 、 従 っ て 規 則 正 し い 高 次 構 造 （ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン ） エ ピ ト ー プ を 失 っ て い る 。 代 替 的
に 界 面 活 性 剤 を 用 い る こ と に よ っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 す る こ と
が ま た 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） は 、 gp41を 可 溶 化 す る た め
に 首 尾 よ く 用 い ら れ て い る 。 し か し 、 こ の よ う な 「 SDS－ 可 溶 化 材 料 （ SDS-solubilizedma
terial） 」 は 、 例 え ば 、 gp41に 対 す る 抗 体 の 検 出 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 使 用 の
た め の 、 選 り 抜 き の 材 料 で は な い 。 さ ら に 、 （ 上 記 で 考 察 し た よ う に ） 、 こ の よ う な イ ム
ノ ア ッ セ イ は 、 好 ま し く は ま た 、 gp41の 高 次 構 造 （ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン ） エ ピ ト ー プ に 対
す る 抗 体 を 検 出 す る 。 そ し て 界 面 活 性 剤 が 、 高 次 構 造 （ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン ） エ ピ ト ー プ
を 部 分 的 に 消 滅 さ せ る こ と は 排 除 で き な い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る rsgp-シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 未 変 性 様 折 り 畳 み さ れ て い る rsg
pに よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 。 こ の よ う な 複 合 体 内 の 、 こ の 未 変 性 様 折 り 畳 み さ れ た rsgpは
、 例 え ば 、 必 要 な 免 疫 学 的 ま た は 物 理 的 特 徴 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 未 変 性 様 折 り 畳 み を 、 好 ま し く は 、 近 UV CD分 光 法 に よ っ て 評 価 す る が 、 こ の 方 法 は 、
緻 密 な 球 状 タ ン パ ク 質 内 の 三 次 接 触 に つ い て 報 告 す る 。 gp41は 、 約 3.0の pHで 、 そ し て 低
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イ オ ン 強 度 の 塩 濃 度 で 容 易 に 可 溶 性 で あ る こ と が 公 知 で あ る 。 近 UVCDデ ー タ に よ っ て 、 こ
の よ う な バ ッ フ ァ ー 条 件 下 で は 、 gp41は 、 未 変 性 様 折 り 畳 み さ れ た 球 状 タ ン パ ク 質 の 代 表
的 な サ イ ン を と も な う 特 徴 的 な 楕 円 率 シ グ ナ ル を 示 す こ と が 実 証 さ れ る 。 図 ５ に 示 さ れ る
と お り 、 gp41、 お よ び FkpAを 含 む 融 合 ペ プ チ ド の gp41部 分 は 、 酸 性 バ ッ フ ァ ー 中 の こ の 代
表 的 な 近 UVCDス ペ ク ト ル を 示 す 。 生 理 的 緩 衝 条 件 下 で 、 本 発 明 に よ る 可 溶 性 複 合 体 の 近 UV
 CDス ペ ク ト ル は 、 正 確 に 折 り 畳 ま れ た シ ャ ペ ロ ン の ス ペ ク ト ル と 、 未 変 性 様 折 り 畳 み さ
れ た gp41の ス ペ ク ト ル の 両 方 か ら 構 成 さ れ る 。 こ れ は 、 図 7の FkpA-gp41融 合 タ ン パ ク 質 に
つ い て 示 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 に よ る 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 gp41-シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 中 の 未 変 性 様 折 り 畳
み を 、 近 UVCDを 分 析 す る こ と に よ っ て 評 価 す る 。 こ の 近 UV CDは 、 分 子 gp41、 お よ び シ ャ
ペ ロ ン の 両 方 が 未 変 性 様 折 り 畳 み さ れ て い る こ と を 実 証 す る た め に 用 い ら れ る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 可 溶 性 シ ャ ペ ロ ン － gp41複 合 体 の 生 成 は 、 非 生 理 的 緩 衝 条 件 か ら 開 始 す る 。 遊 離 の シ ャ
ペ ロ ン と 遊 離 の 標 的 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 HIV-1由 来 の gp41） と の 間 の 複 合 体 形 成 の 場 合
、 「 非 生 理 的 」 バ ッ フ ァ ー は 、 以 下 の 2つ の 要 件 を 満 た さ な け れ ば な ら な い ： （ a） gp41が
、 未 変 性 様 の 酸 性 構 造 で 存 在 す る こ と 、 お よ び （ b） PPIシ ャ ペ ロ ン が 、 少 な く と も 部 分 的
に 機 能 的 （ す な わ ち 結 合 コ ン ピ テ ン ト ） で あ る こ と 。 こ の よ う な 緩 衝 条 件 か ら 開 始 し て 、
シ ャ ペ ロ ン は 、 ア ミ ロ イ ド 形 成 性 タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 そ し て 非 生 理 的 条 件 か ら 、 幾 分 生
理 的 な 条 件 ま で の 緩 衝 条 件 の 変 化 が 、 ア ミ ロ イ ド 形 成 性 タ ン パ ク 質 の 沈 殿 な し に 、 可 能 で
あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 シ ャ ペ ロ ン は 、 通 常 変 性 さ れ た タ ン パ ク 質 に 結 合 し て 、 そ れ ら に 作 用 し 、 そ れ に よ っ て
そ れ ら の 正 確 な （ 再 ） 折 り 畳 み を 容 易 に す る が 、 本 発 明 が 基 づ く 状 況 は 著 し く 異 な る 。 適
切 な 非 生 理 的 緩 衝 条 件 下 で 可 溶 化 さ れ た gp41は 、 未 変 性 様 型 で 存 在 す る と 考 え ら れ る （ 図
１ A、 お よ び 1B、 な ら び に 図 5を 参 照 の こ と ） 。 シ ャ ペ ロ ン 機 能 の 慣 習 的 な 見 解 と は 異 な り
、 本 発 明 の 方 法 で は 、 シ ャ ペ ロ ン は 、 未 変 性 様 折 り 畳 み タ ン パ ク 質 に 結 合 し て 、 緩 衝 条 件
（ こ の 緩 衝 条 件 下 で は gp41は さ も な け れ ば 不 溶 性 で あ っ て 沈 殿 す る ） に お い て 、 こ の タ ン
パ ク 質 を 安 定 化 す る よ う で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 に よ る 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 PPIシ ャ ペ ロ ン は 、 FkpA、 SlyD、 お よ び 誘 発
因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 特 に FkpA、 ま た は SlyDが gp41の 溶 解 度 を 改 善 し て 、 そ れ と と も に か な り 安 定 な 複 合 体 を
形 成 す る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 従 っ て 、 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 こ の シ ャ ペ ロ ン が
、 FkpA、 お よ び SlyDを 含 む 群 か ら 選 択 さ れ る と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ る 。 最 も 好 ま し い の
は 、 シ ャ ペ ロ ン FkpAで あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 さ ら に 上 記 で 記 載 し た よ う に 、 ま た シ ャ ペ ロ ン の 断 片 は 、 所 望 の 機 能 を も た ら す た め に
用 い ら れ 得 る 。 モ ジ ュ ー ル シ ャ ペ ロ ン の 場 合 、 FKBPと 同 様 に 、 触 媒 性 モ ジ ュ ー ル 、 お よ び
結 合 モ ジ ュ ー ル を 含 み 、 こ の よ う な 断 片 は 、 結 合 ド メ イ ン を 少 な く と も 含 む こ と 、 ま た は
こ れ ら の 断 片 が 、 本 質 的 に こ の 結 合 ド メ イ ン に 匹 敵 す る 機 能 を 少 な く と も 示 す こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 FKBP12は 、 FKBPフ ァ ミ リ ー の ヒ ト メ ン バ ー で あ り 、 そ し て PPIaseの 触 媒 性 イ ソ メ ラ ー ゼ
ド メ イ ン か ら 本 質 的 に な る 。 FKBP12は 、 さ ら な る ポ リ ペ プ チ ド 結 合 ド メ イ ン を 欠 く の で 、
こ れ は 、 FKBPフ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー に 比 べ た 場 合 、 折 り 畳 ま れ て い な い か 、 ま た は 部
分 的 に 折 り 畳 ま れ た タ ン パ ク 質 基 質 に 対 し て 、 有 意 に 低 下 し た 結 合 親 和 性 を 示 す 。 FKBP12
の 変 性 お よ び 再 折 り 畳 み は 、 可 逆 プ ロ セ ス で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Egan,D. A.ら 、 Bi
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ochemistry 32（ 1993） 1920-7； Scholz, C.ら 、 J Biol Chem 271（ 1996） 12703-7） 。 本
発 明 者 ら は 、 FkpA（ 25-270） 、 お よ び SlyD（ 1-165） の 再 折 り 畳 み 、 お よ び 変 性 が 、 い ず
れ も 可 逆 で あ り 、 従 っ て こ こ に 記 載 さ れ た プ ロ セ ス の 中 心 的 な 必 要 条 件 を 満 た す と い う こ
と を 見 出 す 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 gp41、 お よ び （ FKBPフ ァ ミ リ ー か ら 選 択 さ れ た
） シ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 複 合 体 に 関 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 上 記 の よ う に 、 こ の よ う な 可 溶 性 複 合 体 で あ っ て 、 HIV-1由 来 の gp41、 ま た は 別 の 哺 乳
動 物 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 由 来 の 相 同 体 を 含 む 複 合 体 は 、 PPIシ ャ ペ ロ ン （ 例 え ば 、 組 み 換 え
技 術 に よ っ て 生 成 さ れ た ） 、 お よ び 組 み 換 え 生 成 さ れ た gp41を 混 合 す る こ と に よ っ て 容 易
に 調 製 さ れ 得 る 。 次 い で 、 こ の 複 合 体 は 、 2つ の 独 立 し た 分 子 の 間 で 、 す な わ ち 、 分 子 間
で 形 成 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 複 合 体 形 成 は 、 動 的 な プ ロ セ ス で あ っ て 、 こ こ で 解 離 お よ び 再 会 合 が 並 行 し て 生 じ る 。
こ れ は 、 例 え ば 、 FkpAと gp41と の 間 の 、 分 子 間 、 お よ び 分 子 内 （ 例 え ば 、 融 合 構 築 物 内 ）
の 会 合 の 両 方 に つ い て 真 で あ る 。 gp41は 、 生 理 的 バ ッ フ ァ ー か ら 直 ち に 、 か つ 定 量 的 に 沈
殿 す る の で 、 両 方 の パ ー ト ナ ー の 濃 度 を 、 選 択 し て 、 こ れ に よ っ て 非 臨 界 濃 度 、 ま た は 非
凝 集 濃 度 の 遊 離 型 gp41し か 存 在 し な い こ と 、 お よ び 大 量 の gp41が gp41－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体
の 型 で 結 合 さ れ か つ 安 定 化 さ れ る こ と を 確 実 に し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 用 い た シ ャ ペ ロ ン に よ っ て 、 gp41分 子 に 比 較 し て 、 モ ル 基 準 で 、 少 な く と も 2倍 多 い シ
ャ ペ ロ ン を 混 合 す る こ と が 必 要 で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て
は 、 従 っ て 、 本 発 明 は 、 gp41、 お よ び シ ャ ペ ロ ン （ 好 ま し く は FkpA） の 混 合 物 を 含 む 試 薬
に 関 す る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 混 合 物 は 、 gp41に 比 べ た 場 合 、 FkpAを モ ル 過 剰 で 含 む
。 FkpAよ り 3～ 10倍 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。 FkpA対 gp41の 最 も 好 ま し い モ ル 比 は 、 4～ 6
で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 例 え ば 、 共 有 結 合 し た 、 少 な く と も 1つ の rsgpド メ イ ン お よ び 少 な く と も 1つ の PPI-シ ャ
ペ ロ ン ド メ イ ン を 含 む タ ン パ ク 質 の 異 な る ド メ イ ン の 間 の 分 子 内 複 合 体 の 形 成 が 、 例 え ば
、 安 定 性 お よ び 生 成 の 容 易 さ に 関 し て 、 さ ら な る 有 利 な 効 果 を も た ら す と い う こ と が ま た
見 出 さ れ て い る 。 例 え ば 、 両 方 の ド メ イ ン が 共 有 結 合 さ れ て い る 場 合 、 1:1（ rsgp対 シ ャ
ペ ロ ン ） の 比 が 、 可 溶 性 複 合 体 を 形 成 す る の に 十 分 で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 お よ び シ ャ ペ ロ ン を 組 み 換 え 的 に 連 結 さ れ た 形 態 で 含
む 可 溶 性 複 合 体 は 、 本 発 明 に よ る さ ら な る 好 ま し い 実 施 形 態 を 表 す 。 こ の よ う な 組 み 換 え
ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 最 も 好 ま し い rsgpは 、 HIV-1由 来 の gp41、 お よ び HIV-2由 来 の gp36
で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 少 な く と も 1つ の rsgpド メ イ ン 、 お よ び 少 な く と も 1つ の PPIシ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン を 含 む
組 み 換 え タ ン パ ク 質 に つ い て 、 非 生 理 的 緩 衝 条 件 か ら 、 生 理 的 緩 衝 条 件 へ の 移 行 は 、 異 な
る 方 法 で 達 成 さ れ 得 る 。 gp41と FkpAと の 間 の 可 溶 性 分 子 内 複 合 体 は 、 非 生 理 的 緩 衝 条 件 を
、 透 析 、 急 速 希 釈 、 ま た は マ ト リ ッ ク ス 補 助 再 折 り 畳 み に よ っ て 生 理 的 緩 衝 条 件 に 調 節 す
る こ と に よ っ て 容 易 に 得 ら れ る 。 可 溶 性 gp41シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 含 む 混 合 物 は 、 改 変 の た
め に 直 接 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 に よ る 可 溶 性 複 合 体 （ 例 え ば 、 gp41お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 む ） は ま た 、 組 み
換 え 技 術 に よ っ て 得 ら れ た 両 方 の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン （ gp41、 お よ び シ ャ ペ ロ ン ） を 含 む
1つ の ポ リ ペ プ チ ド か ら 開 始 し て 生 成 さ れ て も よ い 。 gp41－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 そ の 点
で 、 事 実 上 、 分 子 内 で あ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 gp41と
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シ ャ ペ ロ ン 、 ま た は gp36と シ ャ ペ ロ ン を 含 む 。 な お さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 本 発 明
は 、 組 み 換 え タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 少 な く と も 1つ の rsgpド メ イ ン 、 お よ び 少 な く と も 2つ
の PPI－ シ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン を 含 む 組 み 換 え タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 1つ の rsgpド メ イ ン 、 お
よ び 2つ の PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 む 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド が ま た 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 標 準 的 な 分 子 生 理 的 技 術 を 適 用 し て 、 本 発 明 に よ る 可 溶 性 gp41－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 得
る た め に 用 い た 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 。 好 ま し く は 、 こ の シ ャ ペ ロ ン 遺 伝 子 は
、 発 現 ベ ク タ ー （ こ れ は 、 gp41お よ び シ ャ ペ ロ ン の 両 方 に つ い て の 遺 伝 情 報 、 な ら び に 必
要 に 応 じ て 、 適 切 な ペ プ チ ド 性 リ ン カ ー 配 列 に つ い て の 遺 伝 情 報 も 含 む ） 中 に 、 標 的 タ ン
パ ク 質 遺 伝 子 の 上 流 に イ ン フ レ ー ム で 位 置 す る 。 こ の よ う な 組 み 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 の 大
規 模 な 生 成 の た め に 好 ま し い 宿 主 は 、 E.coliで あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 可 溶 性 複 合 体 で あ っ て 、 そ れ ぞ れ gp41、 ま た は
gp36、 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン か ら 選 択 さ れ た シ ャ ペ
ロ ン を 含 む 複 合 体 に 関 す る 。 こ の 可 溶 性 複 合 体 が 、 分 子 内 複 合 体 、 で あ っ て 、 好 ま し く は
、 gp41、 ま た は gp36、 お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 む 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド 内 の 分 子 内 複 合
体 で あ る こ と が な お 、 さ ら に 好 ま し い 。 最 も 好 ま し く は 、 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の PPIシ
ャ ペ ロ ン 部 分 は 、 い ず れ の 輸 送 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ 対 応 す る 前 駆 体 分 子 の ） も 欠 き 、 そ し
て 成 熟 PPIシ ャ ペ ロ ン に 相 当 す る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 組 み 換 え タ ン パ ク 質
は 、 機 能 的 な シ グ ナ ル 配 列 を 欠 く の で 、 こ の 遺 伝 子 産 物 は 、 細 菌 の サ イ ト ゾ ル 中 に 蓄 積 す
る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 組 換 え 産 生 さ れ た FkpA-gp41に 含 ま れ る gp41の 著 し い 特 徴 は 、 「 非 シ ャ ペ ロ ン （ unchape
roned） 」 gp41エ ク ト ド メ イ ン に 比 較 し た 場 合 の 異 例 な 溶 解 度 で あ る 。 「 カ オ ト ロ ピ ッ ク
材 料 （ chaotropicmaterial） 」 （ す な わ ち 、 6.0-7.0M GuHCl中 の FkpA-gp41） は 、 異 な る
方 法 で 再 折 り 畳 み さ れ 得 、 全 て が 熱 力 学 的 に 安 定 、 か つ 可 溶 性 の 未 変 性 様 形 態 に な る こ と
は 興 味 深 い 。 再 折 り 畳 み は 、 透 析 お よ び 急 速 希 釈 の 両 方 に よ っ て 、 な ら び に 再 生 サ イ ズ 排
除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は マ ト リ ッ ク ス 補 助 再 折 り 畳 み に よ っ て 高 収 率 で 達 成 さ れ る
。 こ れ ら の 知 見 に よ っ て 、 こ の 共 有 結 合 型 に お い て 、 gp41-FkpA融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 、 準
安 定 な タ ン パ ク 質 よ り も 熱 力 学 的 に か な り 安 定 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 組 み 換 え FkpA-gp41ポ リ ペ プ チ ド は 、 異 な る 折 り 畳 み 要 件 を 有 す る 2つ の タ ン パ ク 質 ド メ
イ ン を 含 む 。 精 製 プ ロ ト コ ー ル は 、 初 期 の 変 性 工 程 を 含 む の で 、 シ ャ ロ ン の 折 り 畳 み が 可
逆 で あ る こ と は 必 須 で あ る 。 実 際 、 共 有 結 合 し た タ ン パ ク 質 複 合 体 内 で の FkpAお よ び gp41
の 両 方 の 可 逆 的 か つ 独 立 し た 再 折 り 畳 み に つ い て 、 説 得 力 の あ る 分 光 学 的 な 証 拠 が 存 在 す
る 。 C末 端 切 断 型 SlyDの 再 折 り 畳 み は 、 い ず れ に せ よ 可 逆 で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 、 お よ び シ ャ ペ ロ ン を 含 む 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ
っ て 、 さ ら に こ れ ら の 2つ の ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 間 に 適 切 な ペ プ チ ド リ ン カ ー 配 列 を
含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド が ま た 好 ま し い 。 こ の よ う な ペ プ チ ド リ ン カ ー 配 列 は 、 用 い ら れ た rs
gpお よ び シ ャ ペ ロ ン ド メ イ ン の 最 適 の 分 子 内 会 合 を 確 実 に す る よ う に 選 択 さ れ る 。 好 ま し
く は 、 こ の よ う な リ ン カ ー 配 列 は 、 約 20ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 そ し て 可 変 性 (flexibility)
お よ び 溶 解 度 の 両 方 を 支 持 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 グ リ シ ン 、 お よ び セ リ ン な ど ） を 含 む
。 好 ま し く は 、 こ の リ ン カ ー は 、 10～ 50ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 こ の 長 さ は
、 12～ 40ア ミ ノ 酸 で あ り 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 こ の リ ン カ ー は 、 15～ 35ア ミ ノ 酸 を 含
む 。 Rsgpお よ び シ ャ ペ ロ ン の 両 方 と も 、 常 に 密 接 に 近 接 し て い る （ 例 え ば 、 適 切 な リ ン カ
ー に よ っ て 互 い に 支 持 さ れ る ） 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 こ の 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド
は 、 可 変 性 の リ ン カ ー を 介 し て そ の 標 的 タ ン パ ク 質 に 連 結 さ れ た 成 熟 FkpAを 含 む 。 こ の こ
と に よ っ て 、 デ ー タ が 示 す と お り 、 さ ら な る 安 定 化 効 果 が も た ら さ れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
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　 驚 く べ き こ と に 、 gp41は 、 PPIシ ャ ペ ロ ン と gp41と の 間 の 分 子 内 複 合 体 の 一 部 と し て 、
可 溶 性 で あ り 、 か つ 安 定 で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 同 じ こ と が 、 PPIシ ャ ペ ロ ン と gp3
6、 ま た は PPIシ ャ ペ ロ ン と gp21（ HTLV由 来 ） を 含 む 分 子 内 複 合 体 に つ い て も 真 実 で あ る 。
こ の よ う な 複 合 体 に お け る gp41の 改 善 さ れ た 安 定 性 は 、 さ ら な る 利 点 を も た ら す 。 例 え ば
、 完 全 に 再 生 さ れ た 組 み 換 え gp41－ シ ャ ペ ロ ン 分 子 を 非 常 に 簡 単 に 獲 得 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 組 み 換 え タ ン パ ク 質 は 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 （ 例 え ば 、 塩 化 グ ア ニ ジ ウ ム ） を 用 い た
処 理 に よ っ て 最 初 に 可 溶 化 さ れ る 。 可 溶 化 さ れ た 材 料 を ゲ ル 濾 過 カ ラ ム （ 適 切 な 生 理 的 バ
ッ フ ァ ー を 用 い て 平 衡 化 さ れ た ） に 単 に 通 過 さ せ る こ と に よ っ て 、 共 有 結 合 し た タ ン パ ク
質 ド メ イ ン を 含 む 完 全 に 再 生 さ れ た タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る （ 実 施 例 2.3、 な ら び
に 図 7お よ び 8を 参 照 ） の こ と ） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 可 溶 性 分 子 内 gp41－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 な お 、 さ ら な る 顕 著 な 利 点 を 示 す ： こ れ は 、
界 面 活 性 剤 の 変 性 作 用 に 対 し て か な り 安 定 で あ る 。 こ の 効 果 は 、 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 が 、
そ れ ぞ れ 2つ の シ ャ ペ ロ ン お よ び 1つ の gp41、 ま た は 1つ の gp36を 含 む 場 合 、 な お さ ら に 明
白 に な る 。 ほ と ん ど の イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 非 特 異 的 な 結 合 に よ っ て 生 じ る 問 題 を 低 減 し 、
そ し て 少 な く と も 部 分 的 に 回 避 す る た め に 、 界 面 活 性 剤 の 存 在 下 で 実 施 さ れ る 。 HIV診 断
の 場 合 、 前 述 の 理 由 の せ い で 、 た だ し さ ら に ウ イ ル ス 粒 子 を 分 解 し か つ 破 壊 し て 、 こ れ に
よ っ て ウ イ ル ス 抗 原 （ gp24な ど ） の 検 出 を 容 易 に す る た め に 、 か な り 強 力 な 界 面 活 性 剤 が
用 い ら れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 SDS（ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） に よ っ て 可 溶 化 さ れ た 、 組 み 換 え 生 成 さ れ た gp41エ ク
ト ド メ イ ン は 、 例 え ば 、 抗 HIV抗 体 、 ま た は p24抗 原 の 検 出 に お い て 、 慣 用 的 に 用 い ら れ る
ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー に お い て 免 疫 反 応 性 で は な い （ 図 ９ を 参 照 の こ と ） 。 し か し 、 同 じ 緩
衝 条 件 下 で は 、 gp41（ 本 発 明 に よ る 、 PPIシ ャ ペ ロ ン と の 分 子 内 複 合 体 の 一 部 で あ る ） は
、 強 力 に 免 疫 反 応 性 で あ る 。 図 9か ら 判 明 す る と お り 、 同 じ ア ッ セ イ 条 件 下 で 、 か つ 同 じ
患 者 血 清 を 用 い て 、 こ の 材 料 は 、 未 変 性 様 可 溶 性 gp41（ さ ら に 、 試 験 さ れ た 界 面 活 性 剤 の
存 在 下 で 安 定 で あ る ） の 存 在 に よ っ て の み 説 明 さ れ 得 る 、 優 れ た 競 合 曲 線 を 生 じ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ れ は 、 本 発 明 に よ る 、 こ の 複 合 体 の 非 常 に 重 要 な 特 徴 で あ っ て 、 こ の 可 溶 性 rsgp－ シ
ャ ペ ロ ン 複 合 体 内 の rsgpは 、 生 理 的 な 緩 衝 条 件 、 例 え ば 、 20mMリ ン 酸 、 150mM塩 化 ナ ト リ
ウ ム バ ッ フ ァ ー 中 で 、 pH7.4に お い て 、 未 変 性 性 折 り 畳 み さ れ る 。 こ れ は 治 療 適 用 の た め
、 そ し て 診 断 適 用 の た め の 大 き な 利 点 で あ る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 生
理 的 緩 衝 条 件 下 で 可 溶 で あ る 試 薬 の 組 成 物 で あ っ て 、 分 子 内 複 合 体 ま た は 分 子 間 複 合 体 （
こ れ は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 、 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ
ス の シ ャ ペ ロ ン か ら 選 択 さ れ る シ ャ ペ ロ ン を 含 む ） を 含 む 、 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 従 っ て 、 HIV-1由 来 の 未 変 性 様 折 り 畳 み gp41、 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ
ク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン か ら 選 択 さ れ る シ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 複 合 体 は 、 本 発 明 の 非 常 に 好
ま し い 実 施 形 態 を 表 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 従 っ て 、 HIV-2由 来 の 未 変 性 様 折 り 畳 み gp36、 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ
ク ラ ス の シ ャ ペ ロ ン か ら 選 択 さ れ る シ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 複 合 体 は ま た 、 本 発 明 の 非 常
に 好 ま し い 実 施 形 態 を 表 す 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 治 療 に 関 し て 、 そ れ ぞ れ 、 「 可 溶 性 、 か つ 未 変 性 様 折 り 畳 み さ れ た （ soluble andnativ
e-like folded） 」 gp41ま た は gp36を 提 供 す る こ と に よ っ て な さ れ る 進 歩 は 、 か な り 明 白
で あ る 。 例 え ば 、 gp41は 、 生 理 的 緩 衝 条 件 下 で 、 初 め て 、 こ の 時 、 利 用 可 能 と な る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 記 載 さ れ る よ う な 可 溶 性 複 合 体 は 、 医 薬 と し て 用 い る た め
の 試 薬 の 組 成 物 を 生 成 す る た め に 用 い ら れ る 。 試 薬 の 組 成 物 は 、 生 理 的 に 許 容 さ れ 得 る 賦
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形 剤 、 な ら び に 必 要 に 応 じ て 、 適 切 な 添 加 物 、 お よ び ／ ま た は 従 来 の 補 助 物 質 と と も に 、
gp41-シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 gp41の 7残 基 反 復 か 、 ま た は gp41C末 端 ヘ リ ッ ク ス に 由 来 す る ペ プ チ ド が 、 抗 ウ イ ル ス 活
性 を 保 有 す る こ と は 公 知 で あ る （ Wild,C.ら 、 Proc Natl Acad Sci USA 89（ 1992） 10537-
41） 。 そ れ ら は 、 gp41の い わ ゆ る 「 ヘ ア ピ ン 中 間 体 （ hairpin－ intermediate） 」 と 特 異
的 に 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て ウ イ ル ス 侵 入 を 邪 魔 す る （ 概 説 に つ い て は 、 Doms,R. W.、
お よ び Moore, J. P., J Cell Biol 151（ 2000） F9-14を 参 照 の こ と ） 。 本 発 明 者 ら は 、 本
発 明 に よ る rsgp-シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 が 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 示 す こ と を 見 出 し た 。 gp41－ シ ャ
ペ ロ ン 複 合 体 、 も し く は gp36－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 、 ま た は 両 方 を 、 第 一 の 好 ま し い 治 療 適
用 に お い て 治 療 上 有 効 な 用 量 で 含 有 す る 、 試 薬 の 組 成 物 を 用 い て 、 宿 主 生 物 体 内 の HIV進
入 、 お よ び HIV伝 播 を 防 止 す る （ 「 ウ イ ル ス 侵 入 阻 害 （ virusentry inhibition） 」 ） 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 こ れ は 、 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る た め の 組 成 物 な ど を 使 用 す る た め の 、 gp
41－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 含 む 試 薬 の 組 成 物 の さ ら な る 好 ま し い 治 療 適 用 を 表 す 。 記 載 さ れ
た 複 合 体 は 、 公 知 の 他 の い ず れ の HIV免 疫 原 よ り も 多 い gp41エ ピ ト ー プ を 利 用 で き る （ 例
え ば 、 Rootら （ 前 出 ） を 参 照 の こ と ） 。 従 っ て 、 こ の 新 規 な 免 疫 原 は 、 か な り 広 範 な 免 疫
応 答 を 誘 導 す る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 診 断 手 順 に 関 し て 、 本 発 明 に よ る 可 溶 性 rsgp－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 明 白 な 利 点 は 、 例 え
ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 生 理 的 緩 衝 条 件 下 で の gp41） の 安 定 性 の
増 大 、 お よ び ／ ま た は 診 断 感 度 の 増 大 、 お よ び ／ ま た は 高 次 構 造 （ コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン ）
的 な エ ピ ト ー プ の 存 在 数 の 増 大 、 お よ び ／ ま た は 正 確 に 折 り 畳 ま れ た rsgp（ gp41な ど ） を
容 易 に 標 識 す る 能 力 で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 周 知 の 標 識 は 、 固 相 結 合 基 な ど の 、 マ ー カ ー 基 、 ま た は エ フ ェ ク タ ー 基 で あ る 。 標 識 さ
れ た 可 溶 性 rsgp－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 は 、 本 発 明 に よ る さ ら な る 好 ま し い 実 施 形 態 を 表 す 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 標 識 基 は 、 以 下 か ら 選 択 さ れ て も よ い ： 任 意 の 公 知 の 検 出 可 能 マ ー カ ー 基 （ 例 え ば 、 色
素 ） 、 蛍 光 標 識 基 （ 例 え ば 、 化 学 発 光 基 ） 、 例 え ば 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 ま た は ジ
オ キ セ タ ン 、 ま た は 蛍 光 色 素 、 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ク マ リ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 オ キ サ
ジ ン 、 レ ゾ ル フ ィ ン 、 シ ア ニ ン 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 。 標 識 基 の 他 の 例 は 、 蛍 光 金 属 錯
体 （ 例 え ば 、 ル テ ニ ウ ム 、 ま た は ユ ー ロ ピ ウ ム 錯 体 ） 、 例 え ば 、 ELISAの た め に 、 ま た は C
EDIAの た め に 用 い ら れ る よ う な 酵 素 （ Cloned Enzyme Donor Immunoassay、 例 え ば 、 EP-A-
0061 888） 、 な ら び に 放 射 性 同 位 体 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 エ フ ェ ク タ ー 基 は 、 例 え ば 、 バ イ オ ア フ ィ ン （ bioaffine） 結 合 対 の １ つ の パ ー ト ナ ー
を 含 む 。 ア ッ セ イ を 実 施 す る 間 、 エ フ ェ ク タ ー 基 は 、 バ イ オ ア フ ィ ン 結 合 対 の 他 の パ ー ト
ナ ー と 特 異 的 に 、 好 ま し く は 非 共 有 結 合 的 に 相 互 作 用 す る 。 適 切 な 結 合 対 の 例 は 、 以 下 で
あ る ： ハ プ テ ン 、 ま た は 抗 原 ／ 抗 体 、 ビ オ チ ン 、 ま た は ビ オ チ ン 類 似 体 （ 例 え ば 、 ア ミ ノ
ビ オ チ ン ） 、 イ ミ ノ ビ オ チ ン 、 ま た は デ ス チ オ ビ オ チ ン ／ ア ビ ジ ン 、 ま た は ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン 、 糖 ／ レ ク チ ン 、 核 酸 、 ま た は 核 酸 類 似 体 ／ 相 補 的 核 酸 、 お よ び レ セ プ タ ー ／ リ ガ
ン ド 、 例 え ば 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン レ セ プ タ ー ／ ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 。 好 ま し い 結 合 対 の
メ ン バ ー は 、 ハ プ テ ン 、 抗 原 、 お よ び ホ ル モ ン を 含 む 。 特 に 好 ま し い の は 、 ハ プ テ ン 様 ジ
ゴ キ シ ン 、 お よ び ビ オ チ ン 、 な ら び に そ れ ら の 類 似 体 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 rsgpお よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 複 合 体 は 、 好 ま し く は rsgpに 対 す る 抗 体 の 検 出
の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 用 い ら れ る 。 好 ま し く は 、 gp41－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 、 お
よ び ／ ま た は gp36－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 が 用 い ら れ る 。 非 常 に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、
gp41お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 む 標 識 さ れ た 可 溶 性 複 合 体 は 、 gp41に 対 す る 抗 体 の 検 出 の
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た め の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 用 い ら れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 標 識 さ れ た 複 合 体 は 、 PPI
シ ャ ペ ロ ン お よ び gp41を 含 む 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド 内 の 分 子 内 複 合 体 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 方 法 、
な ら び に 実 際 の 適 用 お よ び 手 順 は 、 関 連 の 教 科 書 に ま と め ら れ て い る 。 関 連 の 教 科 書 の 例
は 、 「 Practice and theory of enzyme immunoassays」 （ 1990） 221-278、 編 集 、 R. H.Bu
rdon、 お よ び v. P. H. Knippenberg, Elsevier, Amsterdam中 の 、 Tijssen, P., Preparat
ionof enzyme-antibody or other enzyme-macromolecule conjugates、 お よ び 「 Methods 
inenzymology」 （ 1980） 編 集 、 S.P.Colowick, N. O. Caplan、 お よ び S. P., Academic Pr
ess中 の Tijssenの 種 々 の 巻 で あ っ て 、 免 疫 学 的 検 出 法 を 取 り 扱 う 、 特 に 70、 73、 74、 84、
92、 お よ び 121巻 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 新 規 な 可 溶 性 rsgp－ PPIシ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 用 い て 、 検 出 の 様 式 （ 例 え ば 、 放 射 性 同 位
体 ア ッ セ イ 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 電 気 化 学 発 光 ア ッ セ イ な ど ） 、 ま た は ア ッ セ イ 原 理 （
例 え ば 、 テ ス ト ス ト リ ッ プ ア ッ セ イ 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 ま た は ホ モ ジ ニ ア ス ア ッ セ
イ な ど ） と は 独 立 し て 、 抗 HIV抗 体 の 検 出 の た め の ア ッ セ イ を 改 善 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 HIV感 染 の 確 実 で 、 か つ 鋭 敏 な 早 期 検 出 の た め に 、 体 液 サ ン プ ル 中 の ウ イ ル ス 抗 原 お よ
び 抗 ウ イ ル ス 抗 体 の 両 方 を 測 定 す る こ と が 必 須 で あ る 。 本 発 明 に よ る 可 溶 性 複 合 体 は 、 生
理 的 緩 衝 条 件 に お い て 、 抗 gp41抗 体 、 お よ び ／ ま た は 抗 gp36抗 体 の 検 出 を 可 能 に す る 。 抗
gp41抗 体 、 お よ び ／ ま た は 抗 gp36抗 体 の 検 出 は 、 こ の よ う な 併 用 型 HIV検 出 シ ス テ ム の 有
益 な 部 分 で あ る 。 従 っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 HIV検 出 シ ス テ ム で あ
っ て 、 gp41、 お よ び ／ ま た は gp36シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 使 用 に 基 づ く 抗 gp41抗 体 、 お よ び ／
ま た は 抗 gp36抗 体 の 検 出 を 包 含 す る シ ス テ ム に 関 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 こ の よ う な 複 合
体 に 基 づ く 、 抗 gp41抗 体 、 お よ び ／ ま た は 抗 gp36抗 体 の 検 出 は 、 HIV抗 原 、 好 ま し く は p24
抗 原 の 検 出 と と も に 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 先 行 技 術 か ら 公 知 の と お り 、 細 菌 、 真 菌 、 ま た は ウ イ ル ス の よ う な 感 染 因 子 に 対 す る 抗
体 は 、 好 ま し く は 、 二 重 抗 原 架 橋 コ ン セ プ ト に 従 っ て 実 施 さ れ る ア ッ セ イ に よ っ て 検 出 さ
れ る （ 時 に は 、 こ の ア ッ セ イ コ ン セ プ ト (double antigen bridge concept)は ま た 、 二 重
抗 原 架 橋 コ ン セ プ ト と 名 付 け ら れ る 、 な ぜ な ら 2つ の 抗 原 が 抗 体 に よ っ て 架 橋 さ れ る か ら
で あ る ） 。 こ の よ う な ア ッ セ イ に お い て は 、 抗 体 が 、 所 定 の 抗 原 の 少 な く と も 2つ の 異 な
る 分 子 に 、 そ の 2つ （ IgG、 IgA、 IgE） 、 ま た は 10（ IgM） の パ ラ ト ー プ （ 抗 原 結 合 部 位 ）
で 結 合 す る 能 力 が 必 要 と さ れ 、 か つ 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 こ の 架 橋 コ ン セ プ ト に 従 う 体 液 か ら の 抗 体 の 検 出 は 、 多 く の 異 な る ア ッ セ イ 設 定 で 実 施
さ れ 得 る 。 簡 易 な 設 定 は 、 固 相 に 対 す る 抗 原 の 直 接 コ ー テ ィ ン グ 、 お よ び 同 じ 抗 原 の 標 識
型 で の 使 用 を 含 む 。 適 切 な ア ッ セ イ 条 件 下 で 、 サ ン プ ル 中 の 抗 体 は 、 固 相 結 合 抗 原 と 標 識
抗 原 と の 間 の 架 橋 を 形 成 す る 。 従 っ て 、 検 討 中 の 抗 体 が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 場 合 の み 、
架 橋 が 形 成 さ れ て 、 シ グ ナ ル が 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 「 固 相 抗 原 （ solid phase antigen） 」 、 お よ び 「 検 出 抗 原 （ detectionantigen） 」 の
基 本 的 な 構 造 は 、 好 ま し く は 、 同 じ で あ る 。 例 え ば 、 1ま た は 数 個 の エ ピ ト ー プ を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 固 相 を 直 接 ま た は 間 接 的 に コ ー テ ィ ン グ し て も よ い が 、 標 識 ま た は
マ ー カ ー に 結 合 し た 同 じ 合 成 ポ リ ペ プ チ ド が 、 検 出 抗 原 と し て 用 い ら れ る 。 類 似 で あ る が
、 異 な る 抗 原 で あ っ て 、 二 重 抗 原 架 橋 ア ッ セ イ に お い て 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 性 で あ る 抗 原
を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ を 実 施 す る た め の 必 須 の 要 件 は 、 関 連
の エ ピ ト ー プ （ 単 数 ま た は 複 数 ） が 、 両 方 の 抗 原 上 に 存 在 す る こ と で あ る 。 も ち ろ ん 、 二
重 抗 原 架 橋 ア ッ セ イ 形 式 の 多 く の 改 変 型 が 存 在 す る 。 こ の よ う な 改 変 型 は 、 例 え ば 、 固 相
に 対 す る 抗 原 の 間 接 的 な コ ー テ ィ ン グ を 含 む 。 好 ま し く は 、 特 定 の 結 合 対 、 最 も 好 ま し く
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は 、 ビ オ チ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ ま た は ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン ） 系 が 、 固 相 に 対 し て 抗
原 を 間 接 的 に 結 合 す る た め に 用 い ら れ る 。 一 方 で は 、 こ の よ う な シ ス テ ム に お け る 検 出 の
た め に 用 い ら れ る 抗 原 は 、 マ ー カ ー （ 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 、 蛍 光 分 子 な ど ） を 直
接 有 し て い な く て も よ い が 、 そ れ よ り む し ろ 、 例 え ば 、 ハ プ テ ン （ 例 え ば 、 ジ ゴ キ シ ン ）
を 担 持 す る こ と に よ っ て 、 間 接 的 に 検 出 さ れ 得 る 。 次 い で 、 こ の よ う な 間 接 的 な 検 出 は 、
例 え ば 、 標 識 さ れ た 抗 ジ ゴ キ シ ン 抗 体 に よ っ て 実 施 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 第 一 の シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 を 含 む 第 一 の 抗
原 、 お よ び 第 二 の シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 を 含 む 第 二 の 抗 原 を 含 む 、 二 重 抗 原 架 橋 コ ン セ
プ ト に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ に 関 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 さ ら な る 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 二 重 抗 原 架 橋 コ ン セ プ ト に 従 う イ ム ノ
ア ッ セ イ で あ っ て 、 第 一 の シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 が 、 捕 捉 抗 原 と し て 用 い ら れ 、 そ し て
第 二 の シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 が 検 出 抗 原 と し て 用 い ら れ る こ と を 特 徴 と す る イ ム ノ ア ッ
セ イ に 関 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 記 載 さ れ た よ う な シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 は 、 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド （ さ
も な け れ ば 取 り 扱 い が 困 難 で あ る ） の 溶 解 性 を も た ら す だ け で な く 、 こ の 二 重 抗 原 架 橋 コ
ン セ プ ト に 従 っ て 、 極 め て 有 利 な イ ム ノ ア ッ セ イ を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 こ の 二 重 抗 原 架 橋 コ ン セ プ ト に よ る 、 こ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ の 特 に 魅 力 的 な 特 徴 は
、 そ れ ぞ れ 、 固 相 結 合 抗 原 と の 複 合 体 形 成 の た め 、 お よ び 検 出 抗 原 と の 複 合 体 形 成 の た め
に 、 異 な る シ ャ ペ ロ ン を 用 い る こ と が 可 能 と な る と い う こ と で あ る 。 ア ッ セ イ の こ の よ う
な 改 変 に よ っ て 、 非 特 異 的 結 合 の 問 題 を さ ら に 改 善 す る 。 サ ン プ ル 中 の 抗 体 （ シ ャ ペ ロ ン
に 対 し て 反 応 性 で あ り 、 従 っ て 偽 陽 性 の シ グ ナ ル を 生 じ 得 る ） は 、 異 な る シ ャ ペ ロ ン を 用
い て そ れ ぞ れ 、 固 相 抗 原 、 お よ び 検 出 抗 原 と 複 合 体 化 す る 場 合 、 架 橋 を 形 成 し な い 。 従 っ
て 、 本 発 明 の こ の 様 式 に お い て は 、 非 特 異 的 結 合 に 起 因 す る 陽 性 シ グ ナ ル の 可 能 性 は 、 大
き く 低 下 す る 。 従 っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 二 重 抗 原 架 橋 コ ン セ プ ト
に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ で あ っ て 、 第 一 お よ び 第 二 の シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 の 第 一 シ ャ ペ
ロ ン お よ び 第 二 シ ャ ペ ロ ン が 、 お 互 い に 異 な る こ と を 特 徴 と す る 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に 関 す
る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 最 も よ く 特 徴 付 け ら れ て い る シ ャ ペ ロ ン の ほ と ん ど は 、 Escherichia coliか ら 単 離 さ れ
て お り 、 生 物 工 学 の 研 究 に お い て 広 範 に 用 い ら れ る 。 Escherichiacoliは 、 広 範 に 分 布 し
た 細 菌 種 で あ る た め 、 多 く の 哺 乳 動 物 は 、 こ の 細 菌 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を
発 現 し て い る 。 こ の よ う な 抗 体 に よ っ て 生 じ る 偽 陽 性 反 応 の 可 能 性 を 減 少 さ せ る た め 、 別
個 の 細 菌 種 （ 好 ま し く は 好 熱 性 の 菌 種 ） 由 来 の 少 な く と も 1つ の PPIシ ャ ペ ロ ン を 使 用 す る
こ と が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 こ の シ ャ ペ ロ ン は 、 特 に 、 Thermatogamaritima、 Aquifex 
aeolicus、 お よ び Thermus thermophilusを 含 む 細 菌 の 群 の 、 好 極 限 性 細 菌 由 来 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ 一 般 に お け る 、 そ し て 好 ま し く は 架 橋 コ ン セ プ ト に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ
に お け る シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 の 使 用 は ま た 、 こ の よ う な 複 合 体 の シ ャ ペ ロ ン を 誘 導 体
化 す る 可 能 性 を 提 供 し 、 そ し て 抗 原 自 体 の 改 変 を 必 要 と し な い 。 第 二 の 化 学 部 分 に よ る ポ
リ ペ プ チ ド の 改 変 、 例 え ば 、 そ の 分 子 に 対 す る 標 識 の カ ッ プ リ ン グ は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド
に マ イ ナ ス に 影 響 す る リ ス ク を 含 む と い う こ と が 一 般 に 認 め ら れ る 。 例 え ば 、 検 討 中 の エ
ピ ト ー プ が 、 損 な わ れ 得 る か 、 ま た は 非 特 異 的 な 結 合 が 、 こ の よ う な 標 識 に よ っ て 生 じ 得
る 。 本 発 明 に 従 っ て 、 シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 内 の シ ャ ペ ロ ン を 特 異 的 に 誘 導 体 化 す る こ
と が 、 こ こ で 、 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 二 重 抗 原 架 橋 コ ン セ プ ト に よ る イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 捕 捉 抗
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原 と し て 用 い ら れ る 第 一 の シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 が 、 固 相 結 合 基 を 含 む こ と を さ ら な る
特 徴 と す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 さ ら な る 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 架 橋 コ ン セ プ ト に よ る イ ム ノ ア ッ セ イ が 実 施 さ れ
る 。 こ の イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 検 出 抗 原 と し て 用 い ら れ る 第 二 の シ ャ ペ ロ ン － 抗 原 複 合 体 が
マ ー カ ー 基 を 含 む こ と を さ ら な る 特 徴 と す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 rsgpお よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 複 合 体 （ 例 え ば 、 gp41
－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 、 お よ び ／ ま た は gp36－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 ） は ま た 、 被 験 体 （ 例 え ば
、 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 ） に お け る 免 疫 応 答 を 惹 起 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 こ の 可 溶 性
複 合 体 は 、 被 験 体 に 対 し て 組 成 物 （ 例 え ば 、 こ の 組 成 物 は 、 賦 形 剤 、 ま た は 担 体 を 含 ん で
も よ い ） と し て 投 与 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 組 成 物 は ま た 、 ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で も よ い 。
従 来 の ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て は 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 フ ロ イ ン ト の 完 全
ア ジ ュ バ ン ト 、 Merck65、 AS-2、 ミ ョ ウ バ ン 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 鉱 物 ゲ ル （ 例 え ば 、
水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム ） 、 お よ び 表 面 活 性 物 質 （ 例 え ば リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ
ー ル 類 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 状 エ マ ル ジ ョ ン 、 ス カ シ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン 、 お よ び
ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル ） が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 他 の 有 用 な ア ジ ュ バ ン ト と
し て は 、 細 菌 莢 膜 多 糖 類 、 デ キ ス ト ラ ン 、 IL-12、 GM-CSF、 CD40リ ガ ン ド 、 IFN-g、 IL-1、
IL-2、 IL-3、 IL-4、 IL-10、 IL-13、 IL-18、 ま た は 任 意 の サ イ ト カ イ ン も し く は 細 菌 の DNA
断 片 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 1用 量 （ 投 与 ） の 可 溶 性 複 合 体 組 成 物 が 与 え ら れ て も よ い 。 し か し 、 最 初 の 投 与 後 に 、
ブ ー ス ト 投 与 （ 例 え ば 、 1回 、 2回 、 3回 、 そ れ 以 上 ） が 続 け ら れ て も よ い 。 被 験 体 に 投 与
さ れ た 用 量 の 回 数 は 、 被 験 体 の 可 溶 性 複 合 体 組 成 物 に 対 す る 応 答 性 に あ る 程 度 依 存 す る 。
本 発 明 の 範 囲 内 で 、 適 切 な 投 薬 の 回 数 と し て は 、 可 溶 性 複 合 体 に 対 し て 動 物 を 免 疫 す る た
め に 必 要 な 任 意 の 回 数 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 適 切 な 複 合 体 組 成 物 の 第 二 の 投 与 （ ブ ー ス タ ー ） は 、 最 初 の 投 与 後 、 約 7日 ～ 1年 間 の 間
に 与 え ら れ 得 る 。 最 初 の 投 与 と 2回 目 の 投 与 と の 間 の 時 間 は 、 14日 ～ 6ヶ 月 、 21日 ～ 3ヶ 月
、 し ば し ば 、 最 初 の 投 与 後 、 約 28日 ～ 2ヶ 月 の 間 で あ り 得 る 。 第 3回 目 の 投 与 （ 2回 目 の ブ
ー ス タ ー ） は 、 最 初 の 投 与 後 、 約 14日 ～ 10年 の 間 に 、 例 え ば 、 最 初 の 投 与 後 、 約 14日 ～ 3
年 間 の 間 に 、 し ば し ば 、 約 21日 ～ 1年 の 間 に 、 非 常 に し ば し ば 、 最 初 の 投 与 後 、 約 28日 ～ 6
ヶ 月 の 間 に 与 え ら れ て も よ い 。 そ の 後 の ブ ー ス タ ー は 、 2週 間 間 隔 、 ま た は 1ヶ 月 、 3ヶ 月
、 も し く は 6ヶ 月 か ら 10年 間 の 間 隔 で 投 与 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 典 型 的 に は 、 抗 原 に 対 し て 動 物 を 免 疫 す る の に 十 分 で あ る 可 溶 性 複 合 体 の 量 （ す な わ ち
、 「 免 疫 学 的 に 有 効 な 用 量 」 、 ま た は 「 治 療 上 有 効 な 用 量 」 ） が 、 被 験 体 に 投 与 さ れ る 。
「 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 」 を 達 成 す る の に 十 分 な 量 は 、 被 験 体 の 体 重 お よ び 健 康 の 全 身 的 状
態 に 、 な ら び に 処 方 医 ま た は 資 格 の あ る 他 の 人 員 の 判 断 に 、 あ る 程 度 依 存 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 可 溶 性 複 合 体 の 有 効 用 量 は 、 免 疫 応 答 の 誘 導 を 達 成 す る た め に 動 物 モ デ ル に お い て 処 方
さ れ 得 る ； こ の よ う な デ ー タ を 用 い て 、 動 物 モ デ ル に 基 づ い て ヒ ト に 対 す る 投 与 を 容 易 に
最 適 化 し 得 る 。 用 量 は 典 型 的 に は 、 約 1fg～ 約 100μ gの 間 、 し ば し ば 、 約 1pg～ 約 100μ gの
間 、 そ れ よ り し ば し ば 、 約 1ng～ 約 50μ gの 間 、 そ し て 通 常 、 約 100ng～ 約 50μ gの 間 で あ る
。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 用 量 は 、 被 験 体 の 体 重 1kgあ た り 、 約 1fg～ 約 100μ gの 間
、 し ば し ば 被 験 体 の 体 重 1kgあ た り 、 約 1pg～ 約 100μ gの 間 、 そ れ よ り し ば し ば 、 約 1ng～
約 50μ gの 間 、 そ し て 通 常 、 約 100ng～ 約 50μ gの 間 で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 複 合 体 含 有 組 成 物 は 、 種 々 の 方 法 、 お よ び 種 々 の 形 式 で 投 与 さ れ 得 る 。
可 溶 性 複 合 体 組 成 物 は 、 担 体 、 お よ び 賦 形 剤 （ 例 え ば 、 バ ッ フ ァ ー 、 炭 水 化 物 、 マ ン ニ ト
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ー ル 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 グ リ シ ン ） 、 抗 酸 化 剤 、 静
菌 剤 、 キ レ ー ト 剤 、 懸 濁 剤 、 増 粘 剤 、 お よ び ／ ま た は 保 存 剤 ） ； 水 、 油 、 生 理 食 塩 水 、 水
性 デ キ ス ト ロ ー ス 、 お よ び グ リ セ ロ ー ル 溶 液 、 適 切 な 生 理 的 条 件 に 必 要 な 他 の 薬 学 的 に 許
容 さ れ 得 る 補 助 物 質 （ 例 え ば 、 緩 衝 化 剤 、 張 度 調 節 剤 、 湿 潤 剤 ） な ど を 含 ん で も よ い 。 従
来 の ア ジ ュ バ ン ト も ま た 、 こ の 組 成 物 中 に 組 み 込 ま れ て も よ い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 任 意 の 適 切 な 担 体 が 、 本 発 明 の 組 成 物 を 投 与 す る た め に 用 い ら れ 得 る が 、 担 体 の タ イ プ
は 、 投 与 の 様 式 に よ っ て 異 な る 。 化 合 物 は ま た 、 リ ポ ソ ー ム 内 に カ プ セ ル 化 さ れ 得 る 。 例
え ば 、 Ticeら 、 米 国 特 許 5,942,252,1999に 記 載 さ れ る よ う な 生 分 解 性 マ イ ク ロ ス フ ェ ア は
、 あ る 場 合 に は 担 体 と し て 都 合 が よ い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 従 来 の 技 術 （ 例 え ば 、 濾 過 滅 菌 ） に よ っ て 達 成 さ れ る よ う な 、 こ の 組 成 物 の 滅 菌 が 望 ま
し い 。 得 ら れ た 水 溶 液 は 、 そ の ま ま 用 い る た め に パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ て も よ い し 、 凍 結 乾
燥 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 可 溶 性 複 合 体 組 成 物 は 、 種 々 の 方 法 で 投 与 さ れ 得 る 。 こ の 方 法 と し て は 、 注 射
（ 例 え ば 、 皮 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 な ど ） に よ る 方 法 、 吸 入 に よ る 方 法 、 局 所 投 与 に
よ る 方 法 、 坐 剤 に よ る 方 法 、 経 皮 パ ッ チ を 用 い る こ と に よ る 方 法 、 ま た は 経 口 に よ る 方 法
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 注 射 に よ っ て 投 与 さ れ る 場 合 、 組 成 物 は 、 水 溶 液 中 に 、 好 ま し く は 生 理 的 に 適 合 す る バ
ッ フ ァ ー （ 例 え ば 、 ハ ン ク ス 溶 液 、 リ ン ガ ー 溶 液 、 20mMリ ン 酸 　 150mM塩 化 ナ ト リ ウ ム バ
ッ フ ァ ー （ pH7.4） 、 ま た は 生 理 的 食 塩 水 の バ ッ フ ァ ー ） 中 に 処 方 さ れ 得 る 。 こ の 溶 液 は
、 懸 濁 剤 、 安 定 化 剤 、 お よ び ／ ま た は 分 散 剤 の よ う な 処 方 剤 (formulatoryagent)を 含 ん で
も よ い 。 あ る い は 、 こ の 組 成 物 は 、 使 用 前 の 適 切 な ビ ヒ ク ル （ 例 え ば 、 滅 菌 発 熱 因 子 無 含
有 水 ） と の 構 成 の た め に 粉 末 型 で 存 在 し て も よ い 。 吸 入 送 達 型 組 成 物 は 、 適 切 な 噴 霧 剤 （
例 え ば 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 二 酸 化 炭 素 、 ま た は 他
の 適 切 な ガ ス ） の 使 用 に よ っ て 、 圧 縮 パ ッ ク ま た は ネ ブ ラ イ ザ ー か ら の エ ア ロ ゾ ル ス プ レ
ー と し て で あ っ て も よ い 。 圧 縮 さ れ た エ ア ロ ゾ ル の 場 合 、 投 薬 量 単 位 は 、 一 定 量 を 送 達 す
る た め の バ ル ブ を 備 え る こ と に よ っ て 決 定 さ れ 得 る 。 イ ン ヘ イ ラ ー ま た は 吸 入 器 （ insuff
lator） に お け る 使 用 の た め の 例 え ば ゼ ラ チ ン の カ プ セ ル 、 お よ び カ ー ト リ ッ ジ が 、 処 方
さ れ て も よ く 、 こ れ は 、 タ ン パ ク 質 お よ び 適 切 な 粉 末 基 剤 （ 例 え ば 、 ラ ク ト ー ス ま た は デ
ン プ ン ） の 粉 末 混 合 物 を 含 有 す る 。 局 所 投 与 の た め に 、 組 成 物 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の と お
り 、 溶 液 、 ゲ ル 、 軟 膏 、 ク リ ー ム 、 懸 濁 液 な ど と し て 処 方 さ れ て も よ い 。 い く つ か の 実 施
形 態 で は 、 投 与 は 、 経 皮 パ ッ チ に よ る 。 坐 剤 組 成 物 は ま た 、 従 来 の 坐 剤 基 剤 を 含 む よ う に
処 方 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 投 与 が 経 口 で あ る 場 合 、 組 成 物 は 、 こ の 組 成 物 と 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 と を 合 わ せ
る こ と に よ っ て 容 易 に 処 方 さ れ 得 る 。 固 体 担 体 と し て は 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス 、 ス
テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど が 挙 げ ら れ る ； こ の よ う な 担 体 は 、 経 口 摂 取 用 の 、 錠 剤 、 丸
剤 、 糖 衣 錠 、 カ プ セ ル 、 液 体 、 ゲ ル 、 シ ロ ッ プ 、 ス ラ リ ー 、 懸 濁 物 な ど の 形 成 を 可 能 に す
る 。 こ の よ う な 処 方 物 は 、 粉 末 、 カ プ セ ル 、 お よ び 錠 剤 で あ っ て も よ い ； 適 切 な 賦 形 剤 と
し て は 、 糖 、 セ ル ロ ー ス 調 製 物 、 顆 粒 化 剤 、 お よ び 結 合 剤 の よ う な 増 量 剤 （ filler） が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 結 合 断 片 （ 例 え ば 、 F（ ab） 2） 、 お よ
び 一 本 鎖 型 を 含 む ） を 生 成 す る た め の 方 法 は 、 周 知 で あ る 。 し か し 、 多 く の 抗 原 は 、 十 分
な 抗 体 応 答 を 誘 発 で き な い 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 可 溶 性 複 合 体 お よ び 抗 原
を 含 む 組 成 物 が 、 動 物 に 投 与 さ れ 、 こ れ に よ っ て 動 物 中 の 免 疫 応 答 が 惹 起 さ れ る 。 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 標 準 的 な 技 術 に よ っ て 引 き 続 き 調 製 さ れ る
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。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 rsgpお よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 複 合 体 （ 例 え ば 、 gp41－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 、 お
よ び ／ ま た は gp36－ シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 ） は ま た 、 膜 融 合 を 阻 害 す る こ と な ど に よ っ て 、 細
胞 へ の ウ イ ル ス 侵 入 を 阻 害 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ で あ っ て も 、 イ
ン ビ ボ で あ っ て も 、 ま た は エ キ ソ ビ ボ で あ っ て も よ い 。 組 成 物 お よ び 投 与 の 方 法 は 、 免 疫
応 答 を 惹 起 す る た め に 用 い ら れ た 組 成 物 お よ び 方 法 に つ い て 記 載 さ れ た も の と 同 様 で あ る
。 細 胞 へ の ウ イ ル ス 侵 入 阻 害 が 、 ワ ク チ ン 接 種 を 用 い て 達 成 さ れ る な ら ば 、 ア ジ ュ バ ン ト
が 用 い ら れ て も よ い 。 イ ン ビ ト ロ お よ び エ キ ソ ビ ボ 投 与 の た め に 、 当 業 者 は 、 細 胞 、 培 養
条 件 、 お よ び 時 間 制 限 （ も し あ れ ば ） に 部 分 的 に 基 づ い て 適 切 な 方 法 を 選 択 す る 。 例 え ば
、 こ の よ う な 有 用 な 方 法 の 1つ は 、 可 溶 性 複 合 体 を 担 持 す る リ ポ ソ ー ム を 処 方 す る こ と で
あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ８ ３ 】
　 以 下 の 実 施 例 、 参 考 文 献 、 お よ び 図 面 は 、 本 発 明 の 理 解 を 助 け る た め に 提 供 さ れ る も の
で あ っ て 、 本 発 明 の 真 の 範 囲 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ る 。 本 発 明 の 趣 旨 か ら
逸 脱 す る こ と な く 、 こ の 記 載 さ れ た 手 順 に お い て 改 変 が な さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
実 施 例 １ 　 gp41お よ び PPIシ ャ ペ ロ ン を 含 む 可 溶 性 分 子 間 複 合 体 の 生 成
1.1 E.coli FkpAの 生 成
　 Bothmann, H.、 お よ び Pluckthum, A., J Biol Chem275（ 2000） 17100-5に 従 っ て （ た だ
し そ れ を わ ず か に 改 変 し て ） 、 FkpAを ク ロ ー ニ ン グ し 、 発 現 さ せ 、 そ し て 精 製 し た 。 保 存
の た め に 、 20mM NaH 2 PO 4 ／ NaOH（ pH6.0） 、 100mMNaClに 対 し て タ ン パ ク 質 溶 液 を 透 析 し て
、 26mg／ ml（ 1mM） に 濃 縮 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 サ イ ト ゾ ル 発 現 の た め に 、 上 記 の 発 現 ベ ク タ ー の FkpAコ ー ド 配 列 を 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 配 列 部 分 を 欠 く よ う に 、 そ し て 代 わ り に 成 熟 FkpAの コ ー ド 領 域 の み を 含 む よ
う に 改 変 し た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
1.2 gp41（ 535-681） -His6の 生 成
　 gp41（ 535-681） － His 6 を 、 T7プ ロ モ ー タ ー ベ ー ス の 発 現 系 に お い て ク ロ ー ニ ン グ し て
発 現 し 、 宿 主 細 胞 の 封 入 体 中 に 蓄 積 さ せ た 。 単 離 し た 封 入 体 を 、 6M塩 化 グ ア ニ ジ ウ ム 中 で
溶 解 し た 。 His－ タ ク ゛ 化 タ ン パ ク 質 を 、 Ni－ キ レ ー ト カ ラ ム 上 で 精 製 し 、 そ の 後 に 、 Sep
hacryl100上 で 、 6Mグ ア ニ ジ ウ ム 中 で ゲ ル ろ 過 し た 。 Wingfield, P. T.ら 、 Protein Sci 6
（ 1997） 1653－ 60に 記 載 の と お り 、 急 速 希 釈 に よ っ て タ ン パ ク 質 を 再 折 り 畳 み し た 。 最 終
の 緩 衝 条 件 は 、 30mMギ 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH3.0） で あ っ た 。 折 り 畳 み の 状 況 を 、 近 UVCDお よ
び 遠 UV CDを 用 い て 両 方 の 緩 衝 条 件 に つ い て 評 価 し た 。 図 1Aお よ び 1Bか ら わ か る よ う に 、
遠 UV CDお よ び 近 UV CDの 両 方 の ス ペ ク ト ル に よ っ て 、 gp41が カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 の 非 存 在 下
に お い て 、 pH3.0で の み 、 未 変 性 様 折 り 畳 み を と る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
1.3 E.coli FkpAの 存 在 下 に お け る 、 gp41エ ク ト ド メ イ ン （ HIV） の pH3.0か ら 生 理 的 pHへ
の pHシ フ ト
1.3.1 コ ン ト ロ ー ル 実 験
　 コ ン ト ロ ー ル 実 験 に お い て 、 可 溶 性 e-gp41（ 30mMギ 酸 塩 、 pH3.0） を 、 20mMリ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム （ pH7.5） 、 50mMNaCl, 1mM EDTAの 最 終 緩 衝 条 件 中 に 100倍 希 釈 し た 。 最 終 タ ン パ ク
質 濃 度 は 、 約 1μ Mで あ っ た 。 UVス ペ ク ト ル を 、 1分 後 、 お よ び 10分 後 に 記 録 し た 。 非 シ ャ
ペ ロ ン の エ ク ト ド メ イ ン は 、 中 性 へ の pHシ フ ト の 際 に 、 自 然 に 凝 集 す る こ と が 、 図 2に お
け る UVス ペ ク ト ル か ら 明 白 で あ る 。 図 2は 、 gp41の 異 例 な 凝 集 傾 向 を 強 調 す る 意 図 が あ る
； こ の 分 子 の 自 発 的 な 凝 集 は 、 上 の 線 に よ っ て 示 さ れ る 段 階 を か な り 超 え て 進 行 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】

10

20

30

40

50

(29) JP 2007-322436 A 2007.12.13



1.3.2 pH3.0で の FkpAと の gp41の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 中 性 pHに シ フ ト で き る
　 分 子 シ ャ ペ ロ ン FkpAの 可 溶 化 能 力 に つ い て 試 験 す る た め に 、 エ ク ト ド メ イ ン gp41、 お よ
び FkpAを 、 1:2、 お よ び 1:4の 分 子 比 で 混 合 し て （ 約 3.5の pHで 30mMギ 酸 塩 ） 、 1分 間 、 同 時
イ ン キ ュ ベ ー ト さ せ た 。 次 い で 、 得 ら れ た 複 合 体 を 、 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH7.4） 、 5
0mMNaCl、 1mM EDTAの 緩 衝 条 件 中 へ の 12倍 希 釈 に よ っ て 、 中 性 の pHに シ フ ト さ せ た 。 試 験
管 中 に お け る 結 合 パ ー ト ナ ー の 最 終 濃 度 は 、 そ れ ぞ れ 、 1μ Mの gp41、 2μ Mお よ び 4μ Mの Fk
pAで あ っ た 。 全 て の 反 応 を 室 温 で 実 施 し た 。 1分 後 、 お よ び 10分 後 、 凝 集 に つ い て gp41サ
ン プ ル を 試 験 す る た め に 、 UVス ペ ク ト ル を 記 録 し た 。 図 3A、 お よ び 3Bか ら 、 FkpAが 、 用 量
依 存 性 の 様 式 で 、 gp41の 凝 集 を か な り 低 下 さ せ る こ と が 明 白 で あ る 。 Thermatogamaritima
由 来 の 誘 発 因 子 、 お よ び E. coli由 来 の C末 端 切 断 型 SlyDを 用 い て 匹 敵 す る デ ー タ が 得 ら れ
て い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
実 施 例 ２ 　 共 有 結 合 し た gp41－ FkpAの 組 み 換 え 生 成
2.1 FkpA、 お よ び gp41を 含 む 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築
　 第 一 の 工 程 に お い て 、 Stratagene（ La Jolla、 CA;USA） の QuickChange部 位 特 異 的 変 異
誘 発 キ ッ ト を 用 い て 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い 、 実 施 例 1.1の プ ラ ス ミ ド か ら 、 成 熟 E.col
i FkpAの コ ー ド 領 域 に お け る 制 限 部 位 BamHIを 欠 失 さ せ た ：
5’ － gcgggtgttccgggtatcccaccgaattc－ 3’ （ 配 列 番 号 3）
5’ － gaattcggtgggatacccggaacacccgc－ 3’ （ 配 列 番 号 4）
こ の 構 築 物 を 、 EcFkpA（ DbamHI） ［ GGGS］ 3 と 命 名 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 第 二 の 工 程 に お い て 、 HIV-1エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 由 来 の ア ミ ノ 酸 535-681を コ ー ド す
る 遺 伝 子 断 片 を 、 実 施 例 1.2の 構 築 物 か ら 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 PCRに よ っ て 増 幅
し た ：
5’ － cgggatccggtggcggttcaggcggtggctctggtggcggtacgctg-acggtacaggccag－ 3’ （ 配 列 番
号 5）
5’ － ccgctcgaggtaccacagccaatttgttat－ 3’ （ 配 列 番 号 6）
【 ０ １ ９ １ 】
　 こ の 断 片 を 、 BamHIお よ び XhoI制 限 部 位 を 用 い て 、 EcFkpA（ DbamHI） ［ GGGS］ 3 中 に 挿 入
し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 FkpAと 、 e-gp41と の 間 に グ リ シ ン － セ リ ン リ ン カ ー の コ ド ン を 、 FkpAの ク ロ ー ニ ン グ の
た め の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と と も に 、 お よ び e-gp41の ク ロ ー ニ ン グ の た め の フ ォ ワ ー ド プ
ラ イ マ ー と と も に 挿 入 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 得 ら れ た 構 築 物 を 配 列 決 定 し て 、 所 望 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
2.2 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製
　 発 現 プ ラ ス ミ ド を 保 有 す る E. coli BL21細 胞 を 、 0.7の OD 6 0 0 ま で 増 殖 さ せ て 、 37℃ の 増
殖 温 度 で 1mMの IPTGを 添 加 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 質 過 剰 発 現 を 誘 導 し た 。 誘 導 の 4時 間 後
、 遠 心 分 離 に よ っ て 細 胞 を 収 集 し た （ 5000gで 20分 ） 。 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.8、 6.0M
GuHCl（ 塩 化 グ ア ニ ジ ウ ム ） 、 5mMイ ミ ダ ゾ ー ル 中 に 、 細 菌 ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し て 、 完 全 に
溶 か す た め に 室 温 で （ 10分 ） 撹 拌 し た 。 繰 り 返 し 遠 心 分 離 （ SorvallSS34, 20000rpm, 4℃
） 後 、 上 清 を 濾 過 （ 0.8／ 0.2μ m） し て 、 Ni－ NTA－ カ ラ ム （ NTA: ニ ト リ ロ 三 酢 酸 ； Qiage
n;Germantown,MD） （ 溶 解 バ ッ フ ァ ー 中 で 事 前 に 平 衡 化 し た ） に か け た 。 10カ ラ ム 容 積 の
溶 解 バ ッ フ ァ ー を 与 え る こ と に よ っ て 、 洗 浄 工 程 で 、 非 特 異 的 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 取
り 除 い た 。 最 終 的 に 、 結 合 し た 標 的 タ ン パ ク 質 を 、 50mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH2.5、 6.0
MGuHClを 用 い て 溶 出 さ せ て 、 4ml画 分 中 に 収 集 し た 。 吸 光 度 を 280nmで 記 録 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 得 ら れ た 酸 性 溶 液 お よ び カ オ ト ロ ピ ッ ク 溶 液 は 、 さ ら な る 精 製 工 程 、 ま た は イ ン ビ ト ロ
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再 折 り 畳 み 実 験 の た め に 4℃ で 保 存 し て も よ い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 こ の 変 性 材 料 で 開 始 し て 、 異 な る 再 折 り 畳 み 方 法 （ 例 え ば 、 透 析 、 急 速 希 釈 、 再 生 サ イ
ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は マ ト リ ッ ク ス 補 助 再 折 り 畳 み ） を 首 尾 よ く 用 い か つ 実
施 す る こ と が で き 、 そ の 全 て が 、 実 質 的 に 同 じ 未 変 性 様 折 り 畳 み 、 お よ び 可 溶 性 タ ン パ ク
質 を も た ら す 。
【 ０ １ ９ ７ 】
2.3 透 析 お よ び 急 速 希 釈 に よ る 再 生
　 上 記 の よ う に 可 溶 化 さ れ た 材 料 を 、 透 析 に よ っ て 生 理 的 緩 衝 条 件 に 移 行 す る 。 透 析 チ ュ
ー ブ の 選 択 さ れ た 排 除 値 は 、 4000-6000ダ ル ト ン で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 エ ク ト ド メ イ ン （ 共 有 結 合 し た gp41お よ び FkpAタ ン パ ク 質 ド メ イ ン の gp41部 分 ） の 再 折
り 畳 み を 誘 導 す る た め に 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH2.5、 50mM NaCl（ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ）
に 対 す る 透 析 に よ っ て 、 溶 出 し た タ ン パ ク 質 か ら 、 GuHClを 除 去 し た 。 単 離 さ れ た エ ク ト
ド メ イ ン は 、 全 て ヘ リ ッ ク ス で あ っ て 、 こ の 極 端 な pHで 三 次 接 触 を 形 成 す る こ と が 周 知 で
あ る 。 近 UVCDに よ っ て 、 組 換 え 産 生 さ れ た FkpAを 分 析 す る 場 合 、 FkpAは 、 同 じ 条 件 下 で は
本 質 的 に 未 構 築 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 透 析 に よ る gp41-FkpAの 再 折 り 畳 み が 、 共 有 結
合 し た gp41お よ び FkpAタ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 含 む 、 容 易 に 可 溶 性 の タ ン パ ク 質 複 合 体 を 生
じ る こ と は 驚 く べ き こ と で あ る 。 UVス ペ ク ト ル （ 図 4） は 、 迷 光 、 す な わ ち 、 300nmを 超 え
る 明 白 な 吸 収 を 欠 く 。 迷 光 は 、 凝 集 の 指 標 で あ り 、 従 っ て 図 4に 示 さ れ る ス ペ ク ト ル は 、
こ の 再 折 り 畳 み さ れ た 材 料 が 、 有 意 な 量 の 凝 集 物 を 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 円 偏 光 二 色 性 分 光 法 （ CD） は 、 タ ン パ ク 質 中 の 二 次 構 造 お よ び 三 次 構 造 の 両 方 を 評 価 す
る た め の 選 り 抜 き の 方 法 で あ る 。 芳 香 族 領 域 に お け る 楕 円 率 （ 260-320nm） は 、 タ ン パ ク
質 内 の 三 次 接 触 （ す な わ ち 、 規 則 的 に 折 り 畳 ま れ た タ ン パ ク 質 の 球 状 構 造 ） を 報 告 す る が
、 ア ミ ド 領 域 に お け る 楕 円 率 は 、 タ ン パ ク 質 骨 格 中 の 規 則 的 な 反 復 性 エ レ メ ン ト （ す な わ
ち 、 二 次 構 造 ） を 反 映 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 図 5に 示 さ れ る 近 UV CDス ペ ク ト ル に よ っ て 、 エ ク ト ド メ イ ン （ 融 合 タ ン パ ク 質 の 状 況 に
お い て ） が 、 pH2.5で 、 未 変 性 様 三 次 接 触 を 提 示 す る と い う 、 説 得 力 の あ る 証 拠 が 提 供 さ
れ る 。 共 有 結 合 し た gp41／ FkpAタ ン パ ク 質 ド メ イ ン の ス ペ ク ト ル は 、 同 一 条 件 下 で 単 離 さ
れ た エ ク ト ド メ イ ン の ス ペ ク ト ル と ほ と ん ど 一 致 す る （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 以 下 の 、 gp41の
典 型 的 な サ イ ン が 見 出 さ れ た ： 290nmで の 最 大 楕 円 率 、 285nmで の 特 徴 的 な 肩 部 分 、 お よ び
260nmで の 別 の 最 大 値 （ 光 学 的 に 活 性 な ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 反 映 す る ） 。 FkpAは 、 全 て の
各 々 の 条 件 下 で 、 近 UVシ グ ナ ル に 貢 献 し な い こ と に 注 目 す る こ と が 重 要 で あ る 。 実 際 、 pH
2.5に お け る FkpAの 芳 香 族 楕 円 率 は 事 実 上 、 基 準 値 に 等 し い （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 近 UV領 域 か ら の 結 果 と 一 致 し て 、 pH2.5の 融 合 構 築 物 の 遠 UV CDは 、 ほ と ん ど 構 造 化 さ れ
た gp41分 子 を 暗 示 す る 。 220nmお よ び 208nmの 2つ の 最 大 値 は 、 全 ヘ リ ッ ク ス 状 エ ク ト ド メ
イ ン の 典 型 的 サ イ ン を 形 成 し 、 か つ そ れ に 相 当 す る （ 図 6） 。 FkpA-gp41融 合 ポ リ ペ プ チ ド
は 、 急 速 希 釈 に よ っ て 、 示 さ れ た 条 件 （ 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH2.5、 50mM NaCl） か ら
、 生 理 的 緩 衝 条 件 に 容 易 に 移 行 さ れ 得 る 。 結 論 と し て 、 近 UV CDお よ び 遠 UV CDの 両 方 と も
、 未 変 性 様 構 造 の gp41は 、 非 常 に 都 合 の よ い 様 式 で （ FkpAも 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 状 況 に
お い て ） 利 用 可 能 で あ る こ と を 強 調 す る 。 興 味 深 い こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 SlyD（ 1-165
） -gp41型 の 未 変 性 様 融 合 ポ リ ペ プ チ ド が 、 室 温 で の 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH7.4、 150mMN
aClに 対 す る カ オ ト ロ ピ ッ ク 材 料 （ 例 え ば 、 7.0M GuHClに 溶 解 さ れ た ） の 透 析 に よ っ て 、
さ ら に 簡 易 に 得 ら れ 得 る こ と を 見 出 す 。 完 全 に 本 発 明 に 従 っ て 、 例 外 的 に 実 施 さ れ た 、 2
つ の シ ャ ペ ロ ン -gp41融 合 構 築 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 、 配 列 番 号 7お よ び 配 列
番 号 8に 記 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
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2.4 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ SEC） に よ る 再 生
　 変 性 gp41-FkpAポ リ ペ プ チ ド （ 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.8、 7.0MGuHClに 溶 解 し た ）
を 、 Superdex 200ゲ ル 濾 過 カ ラ ム （ 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.4、 50mM NaCl、 1mM EDTA
で 平 衡 化 し た ） に か け た 。 FkpA-gp41は 、 本 質 的 に 、 3つ の 主 な 画 分 ： 高 分 子 量 の 要 素 と し
て 、 明 ら か な ヘ キ サ マ ー 種 と し て 、 そ し て 明 ら か な 三 量 体 種 と し て 溶 出 す る 。 こ の 明 白 な
三 量 体 画 分 を 濃 縮 し て 、 近 UVCD測 定 に お い て 、 そ の 三 次 構 造 に つ い て 評 価 し た （ 図 7） 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 得 ら れ た グ ラ フ は 、 事 実 上 、 オ ー バ ー レ イ の （ か ぶ さ っ た ） 曲 線 で あ る が 、 こ れ に は 、
キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 FkpA、 お よ び 標 的 タ ン パ ク 質 gp41の 両 方 が 1:1の 比 で 寄 与 す る 。 最 も
幸 運 な こ と に 、 gp41は 、 中 性 の pHで 三 次 構 造 を 示 し 、 そ し て 共 有 結 合 し た シ ャ ペ ロ ン に よ
っ て 明 白 に 可 溶 化 さ れ る 。 言 い 換 え れ ば 、 シ ャ ペ ロ ン FkpAは 、 基 質 と し て 、 未 変 性 様 構 造
の エ ク ト ド メ イ ン gp41を 受 容 し 、 そ し て 中 性 の 作 業 pHに お い て こ の 折 り 畳 み 困 難 な タ ン パ
ク 質 を 可 溶 化 す る よ う で あ る 。 従 っ て 、 診 断 目 的 の た め の 多 量 の 可 溶 性 gp41抗 原 を 生 成 す
る た め に 重 要 な 要 件 は 満 た さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 pH7.4で の FkpA-gp41の 遠 UV CD（ 図 8） に よ っ て 、 近 UV CDは 、 そ れ ぞ れ FkpAお よ び gp41
の シ グ ナ ル 寄 与 の 加 算 性 を 示 す と い う こ と が 確 認 さ れ る 。 期 待 通 り 、 こ の ス ペ ク ト ル は 、
高 度 に ヘ リ ッ ク ス 状 の gp41エ ク ト ド メ イ ン に よ っ て 支 配 さ れ る （ そ れ ぞ れ 、 220nm、 お よ
び 208nmで 最 大 楕 円 率 ） 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 上 述 の 条 件 下 で 、 pH7.4で 可 溶 化 さ れ た 、 共 有 結 合 さ れ た gp41／ FkpAタ ン パ ク 質 ド メ イ
ン を 用 い て 得 ら れ た デ ー タ に よ っ て 、 FkpAお よ び gp41が 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド 構 築 物 内 の 独
立 し て 折 り 畳 む 単 位 と し て 挙 動 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
実 施 例 3　 イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 抗 原 と し て 用 い ら れ る 組 み 換 え gp41、 お よ び 組 み 換 え F
kpA-gp41複 合 体 に 対 す る 、 異 な る 界 面 活 性 剤 の 効 果
3.1 競 合 型 イ ム ノ ア ッ セ イ
　 COBAS CORE HIV Combi試 験 （ Roche DiagnosticsGmbH, Germany） は 、 組 み 換 え gp41の 免
疫 反 応 性 に つ い て 試 験 す る た め の 従 来 の 手 段 を 提 供 す る 。 原 理 的 に 、 こ の ア ッ セ イ は ま た
、 HIVの gp41に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る た め の 二 重 抗 原 コ ン セ プ ト に 従 っ て 働 く 。 こ の 固 相
抗 原 は 、 直 接 コ ー テ ィ ン グ さ れ る 。 検 出 抗 原 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 さ れ た gp41で あ っ
て 、 た だ し 、 SDS可 溶 化 さ れ た gp41材 料 を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 HIVの 検 出 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 、 用 い ら れ る 試 薬 は 、 か な り 高 濃 度 の 界 面
活 性 剤 を 含 む イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 中 で 容 易 に 溶 解 さ れ 、 か つ 安 定 で あ る こ と が
非 常 に 所 望 さ れ る 。 こ の よ う な 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば 、 TritonX-100（ 登 録 商 標 ） 、 ま た は N
onident P-40（ 登 録 商 標 ） ） は 、 ウ イ ル ス 粒 子 を 破 壊 す る た め に 0.1～ 0.2%の 濃 度 で 用 い
ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 実 施 例 1に 記 載 の よ う に 生 成 さ れ た SDS可 溶 化 gp41、 お よ び FkpA-gp41の 両 方 が 、 COBASCO
RE HIV Combiア ッ セ イ に お い て 競 合 抗 原 と し て 試 験 さ れ た 。 そ れ を 行 う た め に 、 市 販 の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー の 代 わ り に 、 ヒ ト 血 清 を 含 ま な い バ ッ フ ァ ー マ ト リ ッ ク ス 中
に 0.1%TritonX100（ 登 録 商 標 ） を 含 む イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー が 用 い ら れ る 。 試 験
さ れ る べ き 抗 原 は 、 gp41と 反 応 性 で あ る こ と が 公 知 の ヒ ト 血 清 と 同 時 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ
る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 gp41－ FkpA抗 原 は 、 用 量 依 存 性 の 様 式 に お い て 、 競 合 型 ア ッ セ イ 中 の シ グ ナ ル を 強 力 に
ク エ ン チ す る が 、 SDS可 溶 化 gp41は 、 本 質 的 に 非 反 応 性 で あ る （ 図 9） 。 50%阻 害 が 、 0.1μ
g／ ml（ 2.2nMの モ ル 濃 度 に 相 当 す る ） の FkpA－ gp41抗 原 濃 度 で 達 成 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
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　 試 験 中 で 、 イ ン タ ク ト な ウ イ ル ス 膜 を 分 解 す る た め に 、 界 面 活 性 剤 （ ヘ ル パ ー 界 面 活 性
剤 ） と し て 0.1%TritonX-100を 含 む 希 釈 バ ッ フ ァ ー を 用 い た 事 前 処 理 後 に 、 FkpA－ gp41が
、 優 れ た 免 疫 反 応 性 を 保 持 す る こ と が 、 際 立 っ て い る 。 こ れ は 、 gp41エ ク ト ド メ イ ン 単 独
（ SDS中 の gp41） に 比 べ て 顕 著 で あ る 。 gp41エ ク ト ド メ イ ン 単 独 で は 、 へ ル パ ー 界 面 活 性
剤 の 存 在 下 で 、 免 疫 活 性 を ほ ぼ 完 全 に 失 う （ 図 9） 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 FkpAが 、 不 十 分 な 結 合 動 態 に 起 因 し て 重 要 な エ ピ ト ー プ を マ ス ク す る か 、 ま た は 試 験 に
内 在 性 の 界 面 活 性 剤 TritonX-100が 、 gp41抗 原 の 凝 集 を 誘 導 す る こ と に よ っ て 試 験 能 力 を
破 壊 す る こ と の い ず れ か が 、 共 有 結 合 さ れ た gp41－ FkpA構 築 物 の 開 発 に お い て 主 要 な 懸 念
で あ っ た 。 COBASCOREプ ラ ッ ト フ ォ ー ム に 対 す る 多 く の 競 合 試 験 の 実 験 結 果 に よ っ て 、 重
要 な gp41エ ピ ト ー プ が 、 共 有 結 合 さ れ た タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の 状 況 で 、 十 分 に 接 近 可 能 で
あ る と い う 説 得 力 の あ る 証 拠 が 得 ら れ る 。 さ ら に 、 分 子 内 シ ャ ペ ロ ン -gp41複 合 体 内 の gp4
1の 免 疫 反 応 性 は 、 TritonX-100の よ う な ヘ ル パ ー 界 面 活 性 剤 の 存 在 下 で 保 持 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
3.2 電 気 化 学 発 光 ア ッ セ イ
　 二 重 抗 原 架 橋 形 式 に よ る 免 疫 ア ッ セ イ は 、 感 染 性 因 子 の 血 清 学 的 な 診 断 に お い て 大 き な
利 点 が あ る ア ッ セ イ で あ る 。 本 発 明 に よ る FkpA-gp41は 、 生 理 的 緩 衝 条 件 で 可 溶 性 で あ る
の で 、 検 出 原 理 と し て 電 気 化 学 発 光 を 使 用 す る 二 重 抗 原 架 橋 に お け る 使 用 に 、 こ の 材 料 が
適 切 で あ る か 否 か を 検 討 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 ル テ ニ ウ ム 標 識 に 対 し て SDS可 溶 化 gp41を 結 合 さ せ る 試 み は 成 功 し て い な い 。 し か し 、 F
kpA-gp41は 、 生 理 的 緩 衝 条 件 下 で 、 容 易 に 可 溶 で あ る の で 、 疎 水 性 Ru-標 識 に 対 す る こ の
材 料 の 結 合 は 、 直 接 証 明 さ れ た 。 記 載 さ れ た 方 法 で 改 変 さ れ た 標 的 － シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 で
さ え 可 溶 性 の ま ま で あ る こ と は 注 目 す べ き で あ る 。 Elecsys（ 登 録 商 標 ） 試 験 シ ス テ ム （ R
ocheDiagnostics GmbH, Germany） に お い て ア ッ セ イ を 実 施 す る た め に 、 FkpA-gp41を 、 そ
れ ぞ れ ビ オ チ ン 化 し 、 ル テ ニ ル 化 し 、 そ し て 二 重 抗 原 架 橋 ア ッ セ イ に お い て 、 免 疫 反 応 性
に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 い く つ か の 典 型 的 な 抗 HIV血 清 で あ っ て 、 主 に IgG（ 免 疫 グ ロ ブ リ ン G） ク ラ ス の 抗 体 を
含 む 血 清 を 試 験 し た と こ ろ 、 共 有 結 合 し た FkpA－ gp41タ ン パ ク 質 ド メ イ ン を 用 い て 陽 性 で
あ っ た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の シ グ ナ ル は 、 500ng／ ml程 度 の 高 さ の 抗 原 濃 度 で さ え 、 内 在
す る ガ ジ ェ ッ ト （ gadget） バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 達 す る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 こ の シ グ ナ
ル 対 ノ イ ズ 比 は 優 れ て い る こ と が わ か っ た 。 さ ら に 、 キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 （ E.coli由 来 の
分 子 、 シ ャ ペ ロ ン FkpA） が 、 こ れ ら の ヒ ト 血 清 に 含 ま れ る 抗 体 の 非 特 異 的 結 合 を 生 じ る と
い う 証 拠 は な い 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 上 記 で 考 察 し た よ う に 、 血 清 変 換 の 早 期 検 出 は 、 HIVの 確 実 な 診 断 に 重 要 で あ る 。 感 染
の 経 過 の 間 に 、 IgMク ラ ス の 抗 体 が 最 初 に 出 現 す る 。 非 常 に 早 期 に 、 HIV感 染 を 確 実 に 検 出
す る た め に は 、 従 っ て 、 IgMの 認 識 お よ び 結 合 に つ い て 高 い エ ピ ト ー プ 密 度 を 有 す る 抗 原
モ ジ ュ ー ル を 設 計 す る こ と が 必 須 で あ る 。 実 際 、 FkpA-gp41は 、 典 型 的 な 抗 HIV、 IgM型 血
清 に よ っ て 十 分 に 認 識 さ れ る 。 さ ら に よ り 重 要 で あ る の は 、 陽 性 を 試 験 す る の が 困 難 で あ
る サ ン プ ル （ NABI（ Miami， Florida） に よ っ て 供 給 さ れ た 9003お よ び 4009の 血 清 変 換 パ ネ
ル 由 来 の B血 清 お よ び C血 清 な ど ） が 、 本 発 明 に よ る 融 合 構 築 物 を 用 い て 陽 性 と 試 験 さ れ た
と い う 事 実 で あ る 。 こ れ は 主 要 な 成 果 で あ る 。 な ぜ な ら 、 ペ プ チ ド に 基 づ く gp41抗 原 は 、
こ れ ら の IgM血 清 と 試 験 さ れ た 場 合 、 全 く 反 応 性 で は な い か ら で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
実 施 例 4　 可 溶 性 シ ャ ペ ロ ン -gp41複 合 体 は 、 ウ イ ル ス 侵 入 を 阻 害 す る
　 異 な る gp41－ シ ャ ペ ロ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ に お い て 、 HIV-1-媒 介
膜 融 合 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て 評 価 し た 。 要 す る に 、 CD4、 CCR5、 お よ び CXCR4を 発 現 す る
MAGIP4-CCR5レ ポ ー タ ー 細 胞 株 を 、 HIV-1株 NL4-3を 用 い て 感 染 さ せ て 、 Meisterら 、 Virolo
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gy（ 2001） 284（ 2） 、 287-296に 従 っ て Tat依 存 性 b－ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 に つ い て 評 価
し た 。 実 際 、 本 発 明 者 ら は 、 nM範 囲 の IC 5 0 値 を 有 す る 感 染 の 実 質 的 阻 害 を 観 察 す る 。 例 え
ば 、 SlyD-gp41（ 配 列 番 号 6を 参 照 の こ と ） は 、 IC 5 0 ＜  70nMで も っ て 、 ウ イ ル ス 侵 入 を 有
意 に 阻 害 す る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 結 論 と し て 、 そ れ ぞ れ 、 HIV-1 gp41、 ま た は HIV-2 gp36を 含 む 可 溶 性 分 子 内 複 合 体 、 お
よ び ペ プ チ ジ ル － プ ロ リ ル － イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン は 、 可 溶 性 お よ び 高 次 構 造 の 統 合 性
（ 改 善 さ れ た 抗 HIV抗 体 試 験 の 設 計 、 お よ び 他 の 市 販 の 適 用 を 可 能 に す る ） に 関 し て 、 著
名 な 特 色 を 保 有 す る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
実 施 例 ５ 　 gp36エ ク ト ド メ イ ン に 対 す る シ ャ ペ ロ ン FkpAの 融 合 に よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ で 容
易 に 再 折 り 畳 み さ れ 得 る サ イ ト ゾ ル ポ リ ペ プ チ ド が 生 じ る
　 gp36（ gp41の HIV-2ホ モ ロ グ ） を 、 可 溶 性 か つ 免 疫 学 的 に 活 性 な 形 態 で 得 る た め に 、 本
発 明 者 ら は 、 FF36と 名 付 け ら れ た 構 築 物 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、
2つ の FkpA単 位 、 お よ び gp36単 位 （ 各 々 、 可 変 性 の グ リ シ ン リ ッ チ ス ト レ ッ チ に よ っ て 連
結 さ れ る ） を 含 む 。 精 製 を 容 易 に す る た め に 、 こ の 融 合 構 築 物 を His 6 C末 端 を 用 い て タ グ
化 し た 。 本 質 的 に 、 前 述 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 こ の タ ン パ ク 質 を 精 製 し た ： シ ャ ペ ロ
ン 溶 解 後 、 タ ン パ ク 質 を Ni-NTA-カ ラ ム に 結 合 さ せ て 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.8、 7.
0MGuHClを 用 い た 過 剰 な 洗 浄 後 、 pHを 下 げ る こ と に よ っ て 溶 出 さ せ た 。 次 い で 、 50mMリ ン
酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.8、 100mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 1mM EDTAで 平 衡 化 し た ゲ ル 濾 過 カ ラ ム を 通
過 さ せ る こ と に よ っ て 、 溶 出 し た タ ン パ ク 質 を 、 再 折 り 畳 み さ せ た 。 こ の 「 再 生 ゲ ル 濾 過
（ renaturinggel filtration） 」 法 か ら 得 ら れ た ネ ィ テ ィ ブ な タ ン パ ク 質 は 、 満 足 な 免 疫
学 的 か つ 分 光 学 的 特 性 を 示 し （ 図 10を 参 照 の こ と ） 、 従 っ て 、 F41、 ま た は FF41の よ う な g
p41対 応 物 に 相 当 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 、 こ の 精 製 、 お よ び 再 折 り 畳 み の プ ロ ト コ
ー ル は 、 gp36の N末 端 7残 基 反 復 領 域 に お い て 3つ の 点 突 然 変 異 を 保 有 す る FF36を 用 い て 実
施 し た （ 配 列 に つ い て は 、 配 列 番 号 9を 参 照 の こ と ） 。 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の よ り 低 い 収 率
に も か か わ ら ず 、 同 じ プ ロ ト コ ー ル が ま た 、 wtgp36エ ク ト ド メ イ ン を 含 む 融 合 構 築 物 に 首
尾 よ く 適 用 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
実 施 例 6 可 溶 性 の 免 疫 反 応 性 FkpA－ gp21は 、 好 都 合 で か つ 再 現 可 能 な 様 式 で 獲 得 で き る
　 FkpA-gp21-過 剰 産 生 E. coli細 胞 （ 配 列 番 号 10を 含 む ） を 、 前 記 の と お り 、 増 殖 さ せ 、
誘 導 し て 、 回 収 し た 。 完 全 に 溶 解 す る た め に 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH
7.8、 7.0MGuHCl中 で 、 室 温 で １ 時 間 撹 拌 さ せ た 。 カ オ ト ロ ピ ッ ク 細 胞 溶 解 物 を 、 溶 解 バ ッ
フ ァ ー 中 で 事 前 に 平 衡 化 し た Ni-NTA-カ ラ ム 上 に 付 与 し た 。 洗 浄 工 程 後 、 pHを 低 下 さ せ る
こ と に よ っ て 、 標 的 タ ン パ ク 質 （ C末 端 Hexa-His-Tagを 保 有 す る ） を 溶 出 さ せ た 。 再 折 り
畳 み の た め に 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.8、 7.0M100mM塩 化 ナ ト リ ウ ム 中 で 事 前 に 平 衡
化 し た Superdex 200ゲ ル 濾 過 カ ラ ム に 、 GuHCl中 FkpA－ gp21（ 50mM、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 p
H6.0、 7.0MGuHCl 4℃ ） を 通 過 さ せ た 。 UVス ペ ク ト ル に よ っ て 、 FkpA-gp21が 、 可 溶 性 タ ン
パ ク 質 （ こ れ は 、 非 シ ャ ペ ロ ン の gp21と は 対 照 的 に 、 そ れ 以 上 凝 集 す る 傾 向 が な い ） と し
て 溶 出 す る こ と が 実 証 さ れ た （ 図 11／ 1） 。 さ ら に 、 得 ら れ た FkpA－ gp21は 、 競 合 型 COBAS
CORE実 験 に お い て 評 価 さ れ た 場 合 、 優 れ た 免 疫 学 的 活 性 を 示 す （ 図 11／ 2） 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
実 施 例 7： FkpA-gp41に 対 す る さ ら な る FkpAサ ブ ユ ニ ッ ト の 融 合 は 、 gp41エ ク ト ド メ イ ン の
免 疫 学 的 特 性 を 改 善 す る
　 本 発 明 者 ら は 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 状 況 に お け る さ ら な る PPIaseサ ブ ユ ニ ッ ト が 、 gp41エ
ク ト ド メ イ ン － シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 全 体 的 特 性 を 改 善 し 得 る か 否 か と い う 疑 問 に 取 り 組 ん
だ 。 こ の た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 、 F41（ gp41改 変 体 の
上 流 に 位 置 す る FkpAド メ イ ン の 1つ ） 、 お よ び FF41（ gp41改 変 体 の 上 流 に 位 置 す る 2つ の Fk
pAド メ イ ン ） の 両 方 を 調 製 し た 。 次 い で 、 ビ オ チ ン 化 し 、 か つ ル テ ニ ル 化 し た 融 合 タ ン パ
ク 質 を Elecsys（ 登 録 商 標 ） E2010シ ス テ ム に お い て 評 価 し た 。 こ の 結 果 は 、 さ ら な る シ ャ
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ペ ロ ン ド メ イ ン を 含 む 、 FF41構 築 物 の 改 善 さ れ た 特 性 を 強 力 に 示 す 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 陰 性 の 血 清 に よ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル で あ っ て 、 シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 、 お よ び 力
価 の 低 い 血 清 の 確 実 な 測 定 に 決 定 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル は 、 FF41（ 約 1600カ ウ ン
ト ） を 、 F41（ 約 3800カ ウ ン ト ） と 比 較 し た 場 合 、 50パ ー セ ン ト よ り も 低 下 さ れ る こ と が
見 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 SS41融 合 タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 、 2つ の SlyDド メ イ ン 、 お よ び 1つ の gp41ド メ イ ン （ シ ャ
ペ ロ ン ド メ イ ン に 対 し て C末 端 ） を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 同 様 の 陽 性 の 結 果 が 得
ら れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 態 様 と し て 、 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る 。
〔 １ 〕 　 バ ッ フ ァ ー 中 で 、 本 質 的 に 不 溶 性 で あ る 標 的 タ ン パ ク 質 と ペ チ ジ ル -プ ロ リ ル -イ
ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス シ ャ ペ ロ ン と を 混 合 す る 工 程 、 こ こ で 該 タ ン パ ク 質 お よ び 該 シ ャ ペ ロ ン
の 両 方 が 可 溶 化 さ れ る 、 お よ び 形 成 さ れ る タ ン パ ク 質 -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 が 可 溶 で あ る 生
理 的 条 件 に バ ッ フ ァ ー を 調 整 す る 工 程 を 含 む 、 本 質 的 に 不 溶 性 で あ る 標 的 タ ン パ ク 質 お よ
び ペ プ チ ジ ル -プ ロ リ ル -イ ソ メ ラ ー ゼ ク ラ ス シ ャ ペ ロ ン を 含 有 す る 可 溶 性 複 合 体 の 製 造 方
法 。
〔 ２ 〕 　 生 理 的 バ ッ フ ァ ー が 10～ 200mMの 濃 度 の バ ッ フ ァ ー 化 合 物 お よ び 20～ 500mMの 総 濃
度 の 塩 を 含 有 す る 前 記 〔 １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ３ 〕 　 タ ン パ ク 質 が 組 換 え 産 生 さ れ る 前 記 〔 １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ４ 〕 　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が 組 換 え 産 生 さ れ る 前 記 〔 １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ５ 〕 　 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が 組 換 え 産 生 さ れ る 前 記 〔 １
〕 記 載 の 方 法 。
〔 ６ 〕 　 タ ン パ ク 質 が ア ミ ロ イ ド 形 成 性 タ ン パ ク 質 で あ る 前 記 〔 １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ７ 〕 　 ア ミ ロ イ ド 形 成 性 タ ン パ ク 質 が レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 前 記 〔 １
〕 記 載 の 方 法 。
〔 ８ 〕 　 タ ン パ ク 質 が HIV-2 gp36ま た は HIV-1 gp41で あ る 前 記 〔 １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ９ 〕 　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ の 結 合 コ ン
ピ テ ン ト 断 片 で あ る 前 記 〔 １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 １ ０ 〕 　 バ ッ フ ァ ー 中 で レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 と ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ
ラ ー ゼ と を 混 合 す る 工 程 、 こ こ で レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ
リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ の 両 方 が 可 溶 化 さ れ 、 複 合 体 を 形 成 す る 、 お よ び 複 合 体 が 可 溶 で あ る 生
理 的 条 件 に バ ッ フ ァ ー を 調 整 す る 工 程 を 含 む 、 可 溶 性 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 -
シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 製 造 方 法 。
〔 １ １ 〕 　 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 が 組 換 え 産 生 さ れ る 前 記 〔 １ ０ 〕 記 載 の 方 法
。
〔 １ ２ 〕 　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が 組 換 え 産 生 さ れ る 前 記 〔 １ ０ 〕 記 載 の 方 法
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。
〔 １ ３ 〕 　 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が 組
換 え 産 生 さ れ る 前 記 〔 １ ０ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 １ ４ 〕 　 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 が HIV gp36ま た は gp41で あ る 前 記 〔 １ ０ 〕 記
載 の 方 法 。
〔 １ ５ 〕 　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が 、 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ の 結 合
コ ン ピ テ ン ト 断 片 を 含 有 す る 前 記 〔 １ ０ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 １ ６ 〕 　 バ ッ フ ァ ー 中 で ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ に 共 有 結 合 し た レ ト ロ ウ イ ル
ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 さ せ る 工 程 、 こ こ で レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 が 可 溶
化 さ れ る 、 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 が 可 溶 で あ る 生 理
的 条 件 に バ ッ フ ァ ー を 調 整 す る 工 程 を 含 む 、 可 溶 性 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 -シ
ャ ペ ロ ン 複 合 体 の 製 造 方 法 。
〔 １ ７ 〕 　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が FKBPシ ャ ペ ロ ン で あ る 前 記 〔 １ 〕 、 〔 １ ０
〕 ま た は 〔 １ ６ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 １ ８ 〕 　 FKBPシ ャ ペ ロ ン が SlyD、 FkpAお よ び ト リ ガ ー 因 子 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 前 記
〔 １ ７ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 １ ９ 〕 　 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ を 含
有 し て な る 可 溶 性 複 合 体 。
〔 ２ ０ 〕 　 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ
ペ ロ ン が 共 有 結 合 さ れ て い る レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル
イ ソ メ ラ ー ゼ を 含 有 し て な る 可 溶 性 複 合 体 。
〔 ２ １ 〕 　 共 有 結 合 が 化 学 的 共 役 を 含 む 前 記 〔 ２ ０ 〕 記 載 の 複 合 体 。
〔 ２ ２ 〕 　 共 有 結 合 が 組 換 え 結 合 を 含 む 前 記 〔 ２ １ 〕 記 載 の 複 合 体 。
〔 ２ ３ 〕 　 組 換 え 結 合 が ペ プ チ ド リ ン カ ー を 含 む 前 記 〔 ２ ２ 〕 記 載 の 複 合 体 。
〔 ２ ４ 〕 　 ペ プ チ ド リ ン カ ー が 少 な く と も 10ア ミ ノ 酸 を 含 有 し て な る 前 記 〔 ２ ３ 〕 記 載 の
複 合 体 。
〔 ２ ５ 〕 　 ペ プ チ ド リ ン カ ー が 少 な く と も 15ア ミ ノ 酸 を 含 有 し て な る 前 記 〔 ２ ３ 〕 記 載 の
複 合 体 。
〔 ２ ６ 〕 　 ペ プ チ ド リ ン カ ー が 多 く と も 50ア ミ ノ 酸 を 含 有 し て な る 前 記 〔 ２ ３ 〕 記 載 の 複
合 体 。
〔 ２ ７ 〕 　 ペ プ チ ド リ ン カ ー が 多 く と も 40ア ミ ノ 酸 を 含 有 し て な る 前 記 〔 ２ ３ 〕 記 載 の 複
合 体 。
〔 ２ ８ 〕 　 前 記 〔 １ ９ 〕 ～ 〔 ２ ７ 〕 い ず れ か 記 載 の 可 溶 性 複 合 体 を 含 有 し て な る 試 薬 の 組
成 物 。
〔 ２ ９ 〕 　 サ ン プ ル と 、 表 面 糖 タ ン パ ク 質 と ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ シ ャ ペ ロ ン
を 含 有 す る 複 合 体 を 含 有 す る 組 成 物 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び 結 合 抗 体 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 、 サ ン プ ル 中 の エ ン ベ ロ ー プ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 に 対 す る 少 な く と も １ つ の
抗 体 を 検 出 す る 方 法 。
〔 ３ ０ 〕 　 接 触 さ せ る 工 程 が 、 表 面 糖 タ ン パ ク 質 へ の 抗 体 の 結 合 に 適 切 な 条 件 下 で 行 わ れ
る 前 記 〔 ２ ９ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ３ １ 〕 　 結 合 し た 抗 体 の 検 出 が サ ン プ ル 中 の 抗 -ウ イ ル ス 抗 体 の 存 在 を 示 す 前 記 〔 ３ ０
〕 記 載 の 方 法 。
〔 ３ ２ 〕 　 第 １ の シ ャ ペ ロ ン -抗 原 複 合 体 を 含 有 す る 第 １ の 抗 原 お よ び 第 ２ の シ ャ ペ ロ ン -
抗 原 複 合 体 を 含 有 す る 第 ２ の 抗 原 を 含 む 二 重 抗 原 架 橋 概 念 に よ る イ ム ノ ア ッ セ イ 。
〔 ３ ３ 〕 　 第 １ の シ ャ ペ ロ ン お よ び 第 ２ の シ ャ ペ ロ ン が １ つ の 種 に 由 来 す る 異 な る 分 子 で
あ る 前 記 〔 ３ ２ 〕 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ 。
〔 ３ ４ 〕 　 第 １ の シ ャ ペ ロ ン お よ び 第 ２ の シ ャ ペ ロ ン が 異 な る 種 に 由 来 す る 前 記 〔 ３ ２ 〕
記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ 。
〔 ３ ５ 〕 　 第 １ の シ ャ ペ ロ ン が 好 熱 細 菌 に 由 来 す る 前 記 〔 ３ ２ 〕 ～ 〔 ３ ４ 〕 い ず れ か 記 載
の イ ム ノ ア ッ セ イ 。
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〔 ３ ６ 〕 　 第 ２ の シ ャ ペ ロ ン が 好 熱 細 菌 に 由 来 す る 前 記 〔 ３ ２ 〕 ～ 〔 ３ ４ 〕 い ず れ か 記 載
の イ ム ノ ア ッ セ イ 。
〔 ３ ７ 〕 　 第 １ の シ ャ ペ ロ ン お よ び 第 ２ の シ ャ ペ ロ ン が 好 熱 細 菌 に 由 来 す る 前 記 〔 ３ ２ 〕
ま た は 〔 ３ ４ 〕 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ 。
〔 ３ ８ 〕 　 第 １ の 抗 原 複 合 体 が 固 相 結 合 基 を 含 有 す る 前 記 〔 ３ ２ 〕 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ
。
〔 ３ ９ 〕 　 第 ２ の 抗 原 複 合 体 が マ ー カ ー 基 を 含 有 す る 前 記 〔 ３ ２ 〕 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ
。
〔 ４ ０ 〕 　 可 溶 性 レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 -シ ャ ペ ロ ン 複 合 体 を 含 有 す る ワ ク チ
ン を 被 験 体 に 注 入 し 、 そ れ に よ り 被 験 体 に お い て レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 糖 タ ン パ ク 質 に 結 合
す る 抗 体 を 誘 発 す る 工 程 を 含 む 、 免 疫 応 答 の 誘 発 方 法 。
〔 ４ １ 〕 　 前 記 〔 １ ０ 〕 記 載 の 可 溶 性 複 合 体 を 細 胞 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 細 胞 へ の ウ イ
ル ス 侵 入 の 阻 害 方 法 。
〔 ４ ２ 〕 　 ウ イ ル ス 侵 入 の 阻 害 が 膜 融 合 を 阻 害 す る こ と を 含 む 前 記 〔 ４ １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ４ ３ 〕 　 生 理 的 バ ッ フ ァ ー が 、 10～ 200mMの 濃 度 の バ ッ フ ァ ー 化 合 物 お よ び 20～ 500mMの
総 濃 度 の 塩 を 含 む 前 記 〔 ４ １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ４ ４ 〕 　 タ ン パ ク 質 が 組 換 え 産 生 さ れ る 前 記 〔 ４ １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ４ ５ 〕 　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が 組 換 え 産 生 さ れ る 前 記 〔 ４ １ 〕 記 載 の 方 法
。
〔 ４ ６ 〕 　 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が 組 換 え 産 生 さ れ る 前 記 〔
４ １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ４ ７ 〕 　 タ ン パ ク 質 が ア ミ ロ イ ド 形 成 性 タ ン パ ク 質 で あ る 前 記 〔 ４ １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ４ ８ 〕 　 タ ン パ ク 質 が レ ト ロ ウ イ ル ス 表 面 ア ミ ロ イ ド 形 成 性 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 前 記 〔
４ １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ４ ９ 〕 　 タ ン パ ク 質 が HIV-2 gp36ま た は HIV-1 gp41で あ る 前 記 〔 ４ １ 〕 記 載 の 方 法 。
〔 ５ ０ 〕 　 ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ が ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ の 結 合 コ
ン ピ テ ン ト 断 片 で あ る 前 記 〔 ４ １ 〕 記 載 の 方 法 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ２ ６ 】
【 図 １ 】 図 １ Aお よ び １ Bは 、 HIV-1エ ク ト ド メ イ ン gp41（ 535-681） -His 6 の 遠 UVCD（ 1A）
、 お よ び 近 UV CD（ 1B） を 示 す 。 折 り 畳 ま れ た gp41（ 太 線 ） ： 緩 衝 条 件 （ 30mM ギ 酸 ナ ト リ
ウ ム ， pH3.0） を 設 定 し て 、 gp41の 未 変 性 様 の 全 ヘ リ ッ ク ス 状 高 次 構 造 （ コ ン フ ォ メ ー シ
ョ ン ） を 誘 導 し た ； 変 性 さ れ た gp41（ 細 線 ） ： 緩 衝 条 件 （ 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム pH3.0,7.
0MGuHCl） を 設 定 し て 、 gp41（ 変 性 ） を 完 全 に 変 性 す る 。 カ オ ト ロ ピ ッ ク 塩 の 高 い モ ル 濃
度 に 起 因 し て 、 図 1A中 の 参 照 二 色 性 シ グ ナ ル （ 細 線 ） は 、 215nm未 満 の 波 長 領 域 で 確 実 に
モ ニ タ ー す る こ と は で き な い 。 こ の ス ペ ク ト ル は 、 Jasco-720分 光 偏 光 計 で 記 録 さ れ 、 ノ
イ ズ を 低 下 さ せ る た め に ９ 回 平 均 さ れ た 。 パ ス レ ン グ ス は 、 遠 UVCDに つ い て は 0.2cm（ 図 1
A） 、 そ し て 近 UV CDに つ い て は 0.5cm（ 図 1B） で あ っ た 。 そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 1
.5μ M、 お よ び 29μ Mで あ っ た 。 縦 軸 の 単 位 は 、 平 均 残 余 楕 円 率 （ meanresidue ellipticit
y） で あ り 、 そ し て deg× cm 2 × dmol - 1 の 次 元 を 有 す る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 生 理 的 バ ッ フ ァ ー 中 に お け る 「 非 シ ャ ペ ロ ン （ unchaperoned） 」 gp41の
凝 集 を 示 す 。 3.0か ら 7.5へ の pHジ ャ ン プ 後 、 1分 （ 下 の 線 ） 、 お よ び 10分 （ 上 の 線 ） の gp4
1エ ク ト ド メ イ ン の UVス ペ ク ト ル を 示 す 。 凝 集 す る 分 子 は 、 迷 光 効 果 を も た ら し 、 そ し て 3
10nmを 超 え て 明 白 な 吸 収 を 生 じ る 。 こ の 図 は 、 gp41の 甚 大 な 凝 集 傾 向 を ま さ に 実 証 す る こ
と を 意 味 す る ； 凝 集 過 程 が 、 上 の 線 に よ っ て 示 さ れ た 段 階 で 停 止 し な い こ と は 注 目 に 値 す
る 。
【 図 ３ 】 図 ３ Aお よ び ３ Bは 、 FkpAが 中 性 の pHで gp41エ ク ト ド メ イ ン を 可 溶 化 す る こ と を 示
す 。 gp41、 お よ び 成 熟 FkpAを 、 低 い pHで 同 時 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 そ の 後 に 20mMリ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム 、 pH7.4； 50mMNaCl, 1mM EDTAの 最 終 バ ッ フ ァ ー に シ フ ト し た ； 1分 後 、 お よ び 10
分 後 （ そ れ ぞ れ 、 下 の 線 、 お よ び 上 の 線 ） 、 UVス ペ ク ト ル を 記 録 し て 、 サ ン プ ル 中 の 凝 集
の 程 度 を 評 価 し た 。 図 3Aは 、 2倍 モ ル 過 剰 の シ ャ ペ ロ ン に よ る 凝 集 の 抑 制 を 示 し 、 図 3Bは
、 4倍 過 剰 の 効 果 を 示 す 。 gp41の 最 終 濃 度 は 、 約 1μ Mで あ っ た 。 迷 光 （ 300nmを 超 え て 明 白
な 吸 収 を も た ら す ） は 、 最 小 ま で 低 下 し た の で 、 FkpAは 、 gp41エ ク ト ド メ イ ン を 用 量 依 存
性 の 様 式 で 効 率 的 に 可 溶 化 す る と い う 、 説 得 力 の あ る 分 光 光 度 的 な 証 拠 が あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 pH2.5で の FkpA-gp41の UVス ペ ク ト ル を 示 す 。 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH
2.5;50mMNaClに 対 す る 透 析 後 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド FkpA-gp41の UVス ペ ク ト ル 。 驚 く べ き こ
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と に 、 2つ の ド メ イ ン 構 築 物 は 、 可 溶 化 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 CuHClの 除 去 後 、 完 全 に 可 溶 性 の
ま ま で あ る 。 300nmを 超 え る 波 長 で 基 線 ド リ フ ト （ baselinedrift） お よ び 有 意 な 明 白 な 吸
収 を 生 じ る こ と が 期 待 さ れ る 、 迷 光 す る 凝 集 物 が 存 在 す る と い う 証 拠 は な い 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 pH2.5で の FkpA-gp41の 近 UV CDス ペ ク ト ル を 示 す 。 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 pH2.5;50mMNaCl（ 20℃ ） 中 で 、 Jasco 720分 光 偏 光 計 に お い て ス ペ ク ト ル を 記 録 し て
、 ノ イ ズ を 低 下 さ せ る た め に 9回 蓄 積 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 0.5cmの パ ス レ ン グ ス で 22
.5μ Mで あ っ た 。 芳 香 族 の 楕 円 率 は 、 gp41の 典 型 的 な 特 徴 を 示 す （ 基 準 に つ い て は 、 図 1B
を 参 照 の こ と ） 。 pH2.5で は 、 FkpAは 、 大 部 分 が 構 造 化 さ れ て お ら ず 、 近 UV-CDに お け る シ
グ ナ ル に 対 し て 全 く 寄 与 し な い 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 pH2.5で の FkpA-gp41の 遠 UV CDス ペ ク ト ル を 示 す 。 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 pH2.5;50mMNaCl（ 20℃ ） 中 で 、 Jasco 720分 光 偏 光 計 に お い て ス ペ ク ト ル を 記 録 し て
、 シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 を 改 善 す る た め に 9回 蓄 積 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 0.2cmの パ ス レ
ン グ ス で 2.25μ Mで あ っ た 。 220お よ び 208nmで の 最 小 値 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 状 況 で は 、 g
p41の 大 部 分 の ヘ リ ッ ク ス 構 造 を 暗 示 す る 。 197nm未 満 の ス ペ ク ト ル ノ イ ズ は 、 高 い ア ミ ド
吸 収 に 起 因 し て お り 、 そ し て 融 合 タ ン パ ク 質 の い ず れ の 構 造 的 特 徴 に つ い て も 報 告 し な い
。 そ れ に も か か わ ら ず 、 193nmで 典 型 的 な ヘ リ ッ ク ス 最 大 値 が 推 測 さ れ 得 る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 生 理 的 な 緩 衝 条 件 下 で の FkpA-gp41の 近 UV CDで あ る 。 20mMリ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム 、 pH7.4;50mMNaCl（ 20℃ ） 中 で 、 Jasco 720分 光 偏 光 計 に お い て ス ペ ク ト ル を 記 録 し
て 、 ノ イ ズ を 低 下 さ せ る た め に 9回 蓄 積 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 0.5cmの パ ス レ ン グ ス で
15.5μ Mで あ っ た 。 著 し い こ と に 、 gp41お よ び FkpAの 共 有 結 合 し た タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の
芳 香 族 楕 円 率 （ 実 線 ） は 、 pH3.0で の 未 変 性 様 の 全 ヘ リ ッ ク ス 状 gp41の 寄 与 （ 下 の 破 線 ）
、 お よ び pH7.4の FkpAの 寄 与 （ 上 の 破 線 ） か ら 相 加 的 に 作 成 さ れ る 。 こ れ に よ っ て 、 キ ャ
リ ア FkpA、 お よ び 標 的 gp41（ す な わ ち 、 2つ の 別 個 の 機 能 的 な 折 り 畳 み 単 位 ） が 、 ポ リ ペ
プ チ ド 融 合 タ ン パ ク 質 に お い て 連 結 さ れ る 場 合 、 可 逆 的 か つ 半 独 立 的 に 再 折 り 畳 み す る こ
と が 示 さ れ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 生 理 的 な 緩 衝 条 件 下 で の FkpA-gp41の 遠 UV CDを 示 す 。 20mMリ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム 、 pH7.4;50mMNaCl（ 20℃ ） 中 で 、 Jasco 720分 光 偏 光 計 に お い て ス ペ ク ト ル を 記 録 し
て 、 シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 を 改 善 す る た め に 9回 蓄 積 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 0.2cmの パ ス
レ ン グ ス で 1.55μ Mで あ っ た 。 220お よ び 208nmで の 強 力 な シ グ ナ ル は 、 そ れ ぞ れ 、 融 合 タ
ン パ ク 質 の 状 況 で は 、 gp41の 大 部 分 の ヘ リ ッ ク ス 状 構 造 を 暗 示 す る 。 198nm未 満 の ノ イ ズ
は 、 高 い タ ン パ ク 質 吸 収 に 起 因 し て お り 、 そ し て FkpA-gp41の い ず れ の 二 次 構 造 的 な 特 性
も 反 映 し な い 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 FkpA連 結 し た gp41が HIVア ッ セ イ に お い て 可 溶 性 で あ り 、 か つ 高 度 に 免
疫 反 応 性 で あ る こ と を 示 す 。 FkeA-gp41は 、 COBASCORE HIV Combiア ッ セ イ に お け る 強 力 な
競 合 因 子 で あ る 。 gp41エ ク ト ド メ イ ン 単 独 （ 白 丸 ） と 比 較 し た 、 希 釈 バ ッ フ ァ ー （ ヘ ル パ
ー 界 面 活 性 剤 と し て TritonX-100を 含 有 す る ） を 用 い た 前 処 理 後 の 可 溶 性 FkpA-gp41ポ リ ペ
プ チ ド （ 黒 丸 ） の 阻 害 能 力 を 示 す 。 gp41エ ク ト ド メ イ ン （ 融 合 タ ン パ ク 質 の 分 子 内 複 合 体
内 ） は 、 界 面 活 性 剤 の 存 在 下 で さ え 高 い 免 疫 反 応 性 を 保 持 し て い る が 、 一 方 で 裸 の エ ク ト
ド メ イ ン は 、 ほ と ん ど 完 全 に 免 疫 反 応 性 を 失 っ て い る と い う こ と が 明 白 で あ る 。 試 験 し た
HIV陽 性 血 清 は 、 1:3000希 釈 で 、 内 部 血 清 数 21284で あ っ た 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 再 生 ゲ ル 濾 過 後 の FF36の UVス ペ ク ト ル で あ る 。 こ の ス ペ ク ト ル は 、
gp36融 合 ペ プ チ ド が 、 実 施 例 の 節 に 記 載 の と お り の 再 生 ゲ ル 濾 過 法 に 従 っ て Sux200カ ラ ム
上 で 再 折 り 畳 み さ れ た 場 合 に 、 可 溶 性 で あ り 、 か つ 凝 集 し な い と い う 有 力 な 証 拠 を 提 供 す
る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ （ 1＋ 2） は 、 FkpA-gp21が 可 溶 性 で あ り 、 か つ 免 疫 学 的 に 反 応 性 の 融 合
ポ リ ペ プ チ ド で あ る こ と を 示 す 。 再 生 ゲ ル 濾 過 後 、 再 折 り 畳 み さ れ た FkpA-gp21融 合 タ ン
パ ク 質 は 、 高 度 に 可 溶 性 に 溶 出 し て 、 UVス ペ ク ト ル に お い て は 凝 集 傾 向 を 示 さ な い （ 11／
1） 。 HTLV陽 性 血 清 858893-00（ 1:10希 釈 ） を 用 い た COBASCOREに お け る 競 合 型 の 免 疫 ア ッ
セ イ 実 験 に お い て 評 価 し た 場 合 、 FkpA-gp21は 、 結 局 、 優 れ た 免 疫 学 的 特 性 を 保 有 す る よ
う に な る （ 11／ 2） 。
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