
JP 4772667 B2 2011.9.14

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　補体古典経路Ｃ５変換酵素及び補体代替経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断を阻害するこ
とによって補体古典経路及び補体代替経路を阻害する、図４のアミノ酸配列の１９番～１
６８番のアミノ酸を含む、マダニ由来の補体阻害剤ポリペプチド。
【請求項２】
　Ｃ５に結合することによりＣ５切断を阻害する、請求項１に記載の補体阻害剤ポリペプ
チド。
【請求項３】
　Ｃ５と複合体を形成する、請求項２に記載の補体阻害剤ポリペプチド。
【請求項４】
　前記マダニがオルニトドロス・ムバータ（Ornithodoros moubata）である、請求項１に
記載の補体阻害剤ポリペプチド。
【請求項５】
　図４のアミノ酸配列の１番～１６８番のアミノ酸を含む、請求項４に記載の補体阻害剤
ポリペプチド。
【請求項６】
　補体古典経路及び補体代替経路を阻害するマダニ由来の補体阻害剤ポリペプチドであっ
て、前記補体阻害剤ポリペプチドは、
ａ）図４のアミノ酸配列の１９番～１６８番のアミノ酸或いは１番～１６８番のアミノ酸
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を含むタンパク質、
ｂ）ａ）に定義したタンパク質と少なくとも９０％の同一性を有する相同体、
又は
ｃ）上のａ）に定義したタンパク質或いは上のｂ）に定義した相同体の活性フラグメント
である補体阻害剤ポリペプチド。
【請求項７】
　Ｃ５変換酵素によるＣ５切断を阻害するマダニ由来の補体阻害剤ポリペプチドであって
、前記補体阻害剤ポリペプチドは、
ａ）図４のアミノ酸配列の１９番～１６８番のアミノ酸或いは１番～１６８番のアミノ酸
を含むタンパク質、
ｂ）ａ）に定義したタンパク質と少なくとも９０％の同一性を有する相同体、
又は
ｃ）上のａ）に定義したタンパク質或いは上のｂ）に定義した相同体の活性フラグメント
である補体阻害剤ポリペプチド。
【請求項８】
　Ｃ５に直接結合することによりＣ５切断を阻害する、請求項７に記載の補体阻害剤ポリ
ペプチド。
【請求項９】
　Ｃ５と複合体を形成する、請求項８に記載の補体阻害剤ポリペプチド。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の補体阻害剤ポリペプチドに結合する抗体。
【請求項１１】
　一以上のペプチド又はポリペプチドに遺伝子工学的或いは化学的に融合した請求項１～
１０のいずれか一項に記載の補体阻害剤ポリペプチドを含む融合タンパク質。
【請求項１２】
　前記補体阻害剤ポリペプチドがマーカードメインに遺伝子工学的或いは化学的に融合し
た、請求項１１に記載の融合タンパク質。
【請求項１３】
　前記マーカードメインが放射化学タグである、請求項１２に記載の融合タンパク質。
【請求項１４】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の補体阻害剤ポリペプチド又は請求項１１～１３の
いずれか一項に記載の融合タンパク質をコードする核酸配列を含む核酸分子。
【請求項１５】
　図４の核酸配列の５３番～５０７番のヌクレオチドを含む、請求項１４に記載の核酸分
子。
【請求項１６】
　図４の核酸配列の１番～５０７番のヌクレオチドを含む、請求項１４に記載の核酸分子
。
【請求項１７】
　非常にストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で請求項１４～１６のいずれ
か一項に記載の核酸分子とハイブリダイズするアンチセンス核酸分子。
【請求項１８】
　請求項１４～１７のいずれか一項に記載の核酸分子を含むベクター。
【請求項１９】
　請求項１４～１６のいずれか一項に記載の核酸分子、請求項１７に記載のアンチセンス
核酸分子又は請求項１８に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項２０】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の補体阻害剤ポリペプチド又は請求項１１～１３に
記載の融合タンパク質の調製方法であって、前記タンパク質が発現する条件下で請求項１
９に記載の宿主細胞を培養すること、及び産生された前記タンパク質を回収することを含
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む方法。
【請求項２１】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の補体阻害剤ポリペプチドのリガンドを特定するた
めの方法であって、
ａ）補体阻害剤ポリペプチドを候補リガンドに接触させる段階と、
ｂ）リガンド－補体阻害剤ポリペプチド複合体の形成を検出する段階とを含む方法。
【請求項２２】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の補体阻害剤ポリペプチド、請求項１１～１３のい
ずれか一項に記載の融合タンパク質又は請求項１４～１６のいずれか一項に記載の核酸分
子と、医薬的に許容される担体とを含む組成物。
【請求項２３】
　アジュバントを更に含む、請求項２２に記載の組成物。
【請求項２４】
　治療に使用するための、請求項１～９のいずれか一項に記載の補体阻害剤ポリペプチド
。
【請求項２５】
　治療に使用するための、請求項１１～１３のいずれか一項に記載の融合タンパク質。
【請求項２６】
　治療に使用するための、請求項１４～１６のいずれか一項に記載の核酸分子。
【請求項２７】
　補体仲介疾病或いは障害の治療又は予防のための医薬の製造における、請求項１～９の
いずれか一項に記載の補体阻害剤ポリペプチド、請求項１１～１３のいずれか一項に記載
の融合タンパク質又は請求項１４～１６のいずれか一項に記載の核酸分子の使用であって
、疾病或いは障害が、アルツハイマー病、リウマチ様関節炎、糸球体腎炎、再潅流障害、
移植拒絶、敗血病、免疫複合体病、或いは遅延型過敏症である、使用。
【請求項２８】
　マダニによって媒介される疾病或いは障害に対して動物を保護するためのワクチン製造
における、請求項１～９のいずれか一項に記載の補体阻害剤ポリペプチド、請求項１１～
１３のいずれか一項に記載の融合タンパク質又は請求項１４～１６のいずれか一項に記載
の核酸分子の使用。
【請求項２９】
　マダニがO.ムバータ（O.moubata）である、請求項２８に記載の使用。
【請求項３０】
　疾病或いは障害が回帰熱、アフリカ豚コレラ、或いは西ナイル熱である、請求項２９に
記載の使用。
【請求項３１】
　細胞又は組織における補体古典経路及び補体代替経路を阻害するin vitro方法であって
、請求項１～９のいずれか一項に記載の補体阻害剤ポリペプチド、請求項１１～１３に記
載の融合タンパク質又は請求項１４～１６のいずれか一項に記載の核酸分子を前記細胞又
は組織に投与することを含むin vitro方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、補体古典経路と補体代替経路の両方を阻害する補体阻害剤に関する。本発明
は特に、補体古典経路と補体代替経路の両方を阻害する、吸血性節足動物の唾液腺由来の
補体阻害剤に関する。更に本発明は疾患の治療及び予防におけるこのような補体阻害剤の
使用に関する。
【０００２】
　本文中に記載し本明細書の末尾に掲載した文献は、全て本明細書の一部を構成するもの
としてここに援用する。
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【背景技術】
【０００３】
　補体タンパク質は、エフェクター免疫系における重要な一翼を担っている（ロー（Law
）とレイド（Reid）、１９９５；ドッズ（Dodds）とシム（Sim）、１９９７；ウェーリー
（Whaley）、１９９３）。血清中或いは細胞表面の３０種を超えるタンパク質が補体系の
機能と調節とに関与している。この系は、外来の抗原の存在により活性化される。２種類
の活性経路が存在する。即ち、（１）IgMとIgGの複合体により或いは炭水化物の認識によ
り活性化される古典経路と、（２）非自己表面（特異的な調節分子を有さない）により或
いは細菌内毒素により活性化される代替経路とが存在する。これら２経路は、図１に示す
ように、細胞表面に類似のＣ３変換酵素及びＣ５変換酵素を形成して炎症の急性メディエ
ーター（Ｃ３ａとＣ５ａ）を放出し膜侵襲複合体を形成して補体活性化を生じせしめる並
列イベントカスケードを含む。
【０００４】
　補体活性化の影響は多岐に亘るが、例えば炎症の開始、とりわけ急性メディエーターＣ
３ａ及びＣ５ａの放出による炎症の開始；Ｃ４ｂ或いはＣ３ｂの付着（deposition）によ
る病原体のオプソニン化と貪食作用；マクロファージのリクルート（動員）による免疫細
胞複合体のクリアランス；抗原とＣ３ｄの共有結合（covalent association）によるＢ細
胞レセプターへの抗原提示効率の向上；肺中心における抗原の保持；抗原提示細胞による
抗原取込みの向上；外来細胞或いは障害細胞（細菌、寄生虫、腫瘍細胞等）の膜浸襲複合
体（ＭＡＣ）仲介破壊（disruption）等が挙げられる。
【０００５】
　補体の活性化は、生体自己組織に対する損傷を防ぐために綿密に制御されなければなら
ない。制御は、半減期の短い活性化タンパク質と血漿中或いは細胞膜上に存在する制御タ
ンパク質とによって仲介される。補体制御が間違って行われると、生体組織が損傷して疾
患を生じる可能性がある。サフ（Sahu）とランブリス（Lambris）（２０００）は、補体
活性化の制御が不十分であることが何らかの役割を果たしている２９の病態を挙げた。そ
の中には、急性膵炎、アルツハイマー病、アレルギー性脳脊髄炎、同種移植（allotransp
latation）、喘息、成人性呼吸窮迫症候群、火傷（burn injuries）、クローン病、糸球
体腎炎、溶血性貧血、血液透析、遺伝性血管浮腫、虚血性再潅流障害、多臓器不全、多発
性硬化症、重症筋無力症、心筋梗塞、乾癬、リウマチ様関節炎、敗血症性ショック、全身
性エリテマトーデス、卒中、血管漏出症候群、異種移植が含まれている。これら疾患の一
部における補体活性化の基本的な役割を示す動物モデル（ノックアウトマウスとトランス
ジェニックマウス）データがウォード（Ward）ら、２０００において詳細に検討されてい
る。
【０００６】
　補体活性化から生じる組織の損傷は、ＭＡＣとアナフィラトキシンＣ３ａ及びＣ５ａと
が仲介している。これら２種のペプチドは、好中球、好酸球、マクロファージ、小膠細胞
、好塩基球、及びマスト細胞に作用することにより損傷を誘起する。アナフィラトキシン
刺激細胞は、プロ炎症性メディエーター、組織分解酵素（tissue degradative enzymes）
、酸素フリーラジカルを放出し、接着分子と炎症性サイトカインの発現を増加させる（エ
ンバー（Ember）ら、１９９８）一方、免疫応答を複雑化すると共に凝固や繊維素溶解等
の止血機構の活性化を導く。感染性疾患或いは非感染性疾患におけるアナフィラトキシン
の役割は、最近コール（Kohl）（２００１）によって詳細に検討された。ＭＡＣのプロ炎
症性活性は主に、接着分子、組織因子及びケモカインの発現増加を生じさせ細胞活性化を
間接的に誘起させることにより仲介される。
【０００７】
　医学的疾患や障害の治療における補体制御の重要性に鑑み、各種補体阻害剤が治療用途
のために開発されつつある（表１）。これら阻害剤の一部は現在フェーズＩ／ＩＩの臨床
試験中ではあるものの、臨床の場では未だに利用可能となっていない。これら開発中の阻
害剤分子は、高分子量の天然の阻害剤（ヘベル（Hebell）ら、１９９１；ワイズマン（We
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isman）ら、１９９０）であり、工学的に特定の修飾を施されているものもある（ムリガ
ン（Mulligan）ら、１９９９；スミス（Smith）とスミス（Smith）、２００１；ザン（Zh
ang）ら、２００１）。これらは、特異的な補体成分を指向する抗体（フレイ（Frei）ら
、１９８７；リンク（Link）ら、１９９９）や、ＲＮＡアプタマーを含む小分子（ビエセ
ッカー（Biesecker）ら、１９９９）、補体レセプターを特異的にターゲットとする分子
である。
【０００８】
【表１】

【０００９】
　広範囲の疾患及び症状の処置において補体阻害剤が重要であることから、別の補体阻害
剤が未だに要求されている。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、その第１の様相において、補体活性化の古典経路及び代替経路を阻害する補
体阻害剤分子を提供する。
【００１１】
　ここで「阻害」とは、補体活性化の古典経路及び代替経路の作用が低減されることをい
う。分子が補体の古典経路及び代替経路の作用を低減する能力は、実施例やギクラス（Gi
clas）ら（１９９４）等に記載の当技術分野において知られている標準的な溶血アッセイ
によって測定できる。好ましくは、本発明の補体阻害剤分子が存在することにより、補体
活性化の古典経路及び代替経路のための標準的な溶血アッセイにおいて、補体阻害剤分子
の非存在下で行う標準的なアッセイと比べて赤血球溶解が少なくとも２０％、より好まし
くは少なくとも３０％、４０％、５０％、６０％、７０％或いは８０％減少する。
【００１２】
　好ましくは、本発明の補体阻害剤分子は、古典経路Ｃ５変換酵素のＣ５切断と代替経路
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Ｃ５変換酵素によるＣ５切断とを阻害する。図１に示すように、Ｃ５変換酵素によるＣ５
からＣ５ｂへの変換は、補体代替経路と補体古典経路の両方において起こる。古典経路に
おけるＣ５変換酵素はＣ４ｂ３ｂ２ａであり、代替経路におけるＣ５変換酵素はＣ３ｂ2

Ｂｂである。このように両経路のＣ５変換酵素によるＣ５切断を阻害することにより、補
体活性化の古典経路と代替経路の両方が阻害される。或る分子が古典経路Ｃ５変換酵素に
よるＣ５切断と代替経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断とを阻害する能力は標準的なインビ
トロアッセイによって測定できる。好ましくは、本発明の補体阻害剤分子が存在すること
により、補体阻害剤分子の非存在下で行う標準的なアッセイに比べ、古典経路Ｃ５変換酵
素及び代替経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断が少なくとも２０％、より好ましくは少なく
とも３０％、４０％、５０％、６０％、７０％或いは８０％減少する。好ましくは、本発
明の補体阻害剤分子は、特定の範囲の哺乳動物種において古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ
５切断と代替経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断とを阻害できる。
【００１３】
　本発明はその第２の様相において、Ｃ５変換酵素によるＣ５切断を阻害する補体阻害剤
分子を提供する。本発明の本様相に係る補体阻害剤分子は、補体活性化の古典経路Ｃ５変
換酵素によるＣ５切断を阻害するものでもよい。これに替え、本発明の本様相に係る補体
阻害剤分子は、補体活性化の代替経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断を阻害するものでもよ
い。或る分子が古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断か代替経路Ｃ５変換酵素によるＣ５
切断を阻害する能力は、上に述べたように標準的なインビトロアッセイによって測定でき
る。好ましくは、本発明の補体阻害剤分子が存在することにより、補体阻害剤分子の非存
在下で行う標準的なアッセイと比べて古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断か代替経路Ｃ
５変換酵素によるＣ５切断が少なくとも２０％、より好ましくは少なくとも３０％、４０
％、５０％、６０％、７０％或いは８０％減少する。
【００１４】
　本発明の補体阻害剤分子は、Ｃ５に直接結合することにより、或いはＣ５変換酵素の一
方又は両方に直接結合することにより、古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断、代替経路
Ｃ５変換酵素によるＣ５切断、或いは両経路のＣ５変換酵素によるＣ５切断を阻害するも
のとすることができる。好ましくは、本発明の補体阻害剤分子はＣ５に直接結合すること
によりＣ５切断を阻害する。これに替え、補体阻害剤分子は、Ｃ５とＣ５変換酵素からな
る複合体に結合することによりＣ５切断を阻害するものでもよい。本発明は更に、Ｃ５と
複合体を形成するか、Ｃ５変換酵素と複合体を形成するか、或いはＣ５とＣ５変換酵素の
双方と共に複合体を形成する補体阻害剤分子を提供する。これら複合体におけるＣ５変換
酵素は、古典経路Ｃ５変換酵素でもよいし、代替経路の変換酵素でもよい。
【００１５】
　好ましくは、補体阻害剤分子は吸血性節足動物由来のものである。「吸血性節足動物」
という用語は、適切な宿主から吸血する全ての節足動物を含み、例としては昆虫、マダニ
（ticks）、シラミ、ノミ、ダニ（mites）等が挙げられる。
【００１６】
　補体は、吸血期のマダニが吸血しようとするときに最初に遭遇する免疫防御系の一つで
ある。もし吸血中のマダニが、補体活性化に対する迅速な制御ができなければ、宿主の炎
症反応によってマダニ自身が傷害される可能性がある。補体活性化の代替経路を阻害する
、マダニの一種であるイクソデス・スカプラリス（Ixodes scapularis）から得た１８．
５ｋＤａのタンパク質がクローニングされ発現された（ヴァレンツェラ（Valenzuela）ら
、２０００）。また、ダーマセンター・アンダーソニ（森林ダニ；Dermacentor anderson
i）（リベイロ（Ribeiro）、１９８７）とオルニトドロス・ムバータ（Ornithodoros mou
bata）（アスティガラガ（Astigarraga）ら、１９９７）の唾液腺抽出物に補体阻害活性
があることが記載されているが、活性成分は特定されていない。マダニにおいては、補体
の代替経路と古典経路の両方を阻害する分子はこれまで特定されていない。
【００１７】
　本発明の補体阻害剤分子を吸血性節足動物から得る場合、マダニから得るのが好ましい
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。補体阻害剤分子はマダニのオルニトドロス・ムバータ（Ornithodoros moubata）由来で
あるのが好ましい。
【００１８】
　好ましくは、オルニトドロス・ムバータ（Ornithodoros moubata）由来の補体阻害剤分
子は、図４のアミノ酸配列の１９番～１６８番のアミノ酸を含むタンパク質又はその機能
同等物である。補体阻害剤分子は特に、図４のアミノ酸配列の１番～１６８番のアミノ酸
を含むタンパク質或いはその機能同等物である。
【００１９】
　図４に示すアミノ酸配列を有するタンパク質は、本明細書においては「OmCIタンパク質
」ともいうが、マダニであるオルニトドロス・ムバータ（Ornithodoros moubata）の唾液
腺から単離され、補体古典経路及び補体代替経路を阻害することがわかっている。より詳
細には、Ｃ３活性化に影響を及ぼすことなくＣ５ステップをターゲットとし、補体活性化
の古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断と代替経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断の両方を
阻害することがわかっている。このOmCIタンパク質は、特定の範囲の哺乳動物においてＣ
５変換酵素によるＣ５切断を阻害する。図４に示すOmCIタンパク質配列の最初の１８個の
アミノ酸は、補体阻害活性には必要ない信号配列を形成している。「OmCIタンパク質」と
いう用語は、本明細書においてはこの信号配列を含む場合と含まない場合とに関わらず図
４に示す配列をいう。
【００２０】
　「機能同等物」という用語は、本明細書においては、補体の古典経路と代替経路を阻害
する能力を有するOmCIタンパク質の相同体或いはフラグメントをいう。好ましくは、機能
同等物は、古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断と代替経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断
の両方を阻害する能力を有する。機能同等物には更に、古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５
切断の阻害により古典経路を阻害する能力を有するか或いは代替経路Ｃ５変換酵素による
Ｃ５切断を阻害することにより補体の代替経路を阻害する能力を有するOmCIタンパク質の
相同体及びフラグメントが含まれる。
【００２１】
　「相同体」という用語は、図４において明確に特定されるOmCI配列のパラログ(paralog
ues)及びオーソログ(orthologues)も含み、他のマダニ種、例えばリピセファラス・アッ
ペンディクラータス（Rhipicephalus appendiculatus）、Ｒ．サングイネウス（R.sangui
neus）、Ｒ．ブルサ（R.bursa）、Ａ．アメリカナム（A.americanum）、Ａ．カジェネン
セ（A.cajennense）、Ａ．ヘブレウム（A.hebraeum）、ブーフィラス・ミクロプラス（Bo
ophilus microplus）、Ｂ．アニュラトゥス（B.annulatus）、Ｂ．デコロラタス（B.deco
loratus）、ダーマセンター・レティキュラトゥス（Dermacentor reticulatus）、Ｄ．ア
ンダーソニ（D.andersoni）、Ｄ．マーギナツス（D.marginatus）、Ｄ．バリアビリス（D
.variabilis）、ヘマフィサリス・イネルミス（Haemaphysalis inermis）、Ｈａ．レアチ
イ（Ha.leachii）、Ｈａ．プンクタタ（Ha.punctata）、ヒアロンマ・アナトリクム・ア
ナトリクム（Hyalomma anatolicum anatolicum）、Ｈｙ．ドロメダリー（Hy.dromedarii
）、Ｈｙ．マージナトゥム・マージナトゥム（Hy.marginatum marginatum）、イクソデス
・リシナス（Ixodes ricinus）、Ｉ．ペルスルカトゥス（I.persulcatus)、Ｉ．スカプラ
リス（I.scapularis）、Ｉ．ヘキサゴナス（I.hexagonus）、アルガス・ペルシカス（Arg
as persicus）、Ａ．リフレクサス（A.reflexus）、オルニトドロス・エラティカス（Orn
ithodoros erraticus）、Ｏ．ムバータ・ムバータ（O.moubata moubata）、Ｏ．ｍ．ポル
シナス（O.m.porcinus）、Ｏ．サウィギニュイ（O.savignyi）からのOmCIタンパク質配列
も含む。「相同体」という用語は更に、例えばキュレックス（Culex）、アノフェレス（A
nopheles）、アエデス（Aedes）属、中でもキュレックス・キンクファッシアタス（Culex
  quinquefasciatus）、アエデス・アエジプチ（Aedes aegypti）、アノフェレス・ガン
ビエ（Anopheles gambiae等のカ（mosquito）種；クテノセファリデス・フェリス（Cteno
cephalides felis）（ネコノミ）等のノミ種；ウシアブ（horseflies）；サシチョウバエ
（sandflies）；ブヨ；ツェツェバエ；シラミ；ダニ（mites）；ヒル；扁形動物から得ら
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れるOmCIタンパク質配列も含む。
【００２２】
　図４に示すOmCI配列の相同体の特定方法は、当業者には明らかであろう。例えば、公的
或いは私的な配列データベースの相同性検索によって相同体を特定できる。公的に入手で
きるデータベースを用いるのが便利ではあるが、私的なデータベース或いは市販のデータ
ベースも、特に公的データベースに示されていないデータを含む場合に同様に役に立つ。
プライマリーデータベースは、プライマリーヌクレオチド或いはプライマリーアミノ酸配
列のデータ寄託サイトであり、公的に利用可能でもあるし市販されてもいる。公的に利用
可能なプライマリーデータベースの例としては、ＧｅｎＢａｎｋデータベース（http://w
ww.ncbi.nlm.nih.gov/）、ＥＭＢＬデータベース（http://www.ebi.ac.uk/）、ＤＤＢＪ
データベース（http://www.ddbj.nig.ac.jp/）、ＳＷＩＳＳ－ＰＲＯＴタンパク質データ
ベース（http://expasy.hcuge.ch/）、ＰＩＲ（http://pir.georgetown.edu/）、ＴｒＥ
ＭＢＬ（http://www.ebi.ac.uk/）、ＴＩＧＲデータベース（http://www.tigr.org/tdb/i
ndex.html参照）、ＮＲＬ－３Ｄデータベース（http://www.nbrfa.georgetown.edu）、タ
ンパク質データベース（http://www.rcsb.org/pdb）、ＮＲＤＢデータベース（ftp://ncb
i.nlm.nih.gov/pub/nrdb/README）、ＯＷＬデータベース（http://www.biochem.ucl.ac.u
k/bsm/dbbrowser/OWL/）、セカンダリーデータベースＰＲＯＳＩＴＥ（http://expasy.hc
uge.ch/sprot/prosite.html）、ＰＲＩＮＴＳ（http://iupab.leeds.ac.uk/bmb5dp/print
s.html）、Ｐｒｏｆｉｌｅｓ（http://ulrec3.unil.ch/software/PFSCAN form.html）、
Ｐｆａｍ（http://www.sanger.ac.uk/software/pfam）、Identify（http://dna.stanford
.edu/identify/）、Ｂｌｏｃｋｓ（http://www.blocks.fhcrc.org）の各データベースが
挙げられる。市販データベースと私的データベースの例としては、ＰａｔｈｏＧｅｎｏｍ
ｅ（Genome Therapeutics Inc.）とＰａｔｈｏＳｅｑ（Incyte Pharmaceuticals Inc.）
が挙げられる。
【００２３】
　通常、２個のポリペプチドの（好ましくは特定の領域に亘る）同一性（identity）が３
０％を超える場合、機能面において同等であり、従って２個のタンパク質は相同性を有す
ると考えられる。好ましくは、相同体であるタンパク質は、図４に示すOmCIタンパク質配
列に対し６０％超の配列同一性を有する。より好ましい相同体は、図４に示すOmCIタンパ
ク質配列に対し７０％、８０％、９０％、９５％、９８％或いは９９％超の同一性を有す
る。本明細書における同一率（percentage identity）は、ＢＬＡＳＴ２．１．３バージ
ョンで、ＮＣＢＩ（the National Center for Biotechnology Information；http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/）が規定するデフォルトパラメータ［Blosum 62 matrix；gap open pe
nalty=11、gap extension penalty=l］を用いて決定したものである。
【００２４】
　図４に示すOmCIタンパク質配列の相同体には、野生株タンパク質配列による補体古典経
路或いは補体代替経路の阻害が保持されるのであれば、野生株配列のアミノ酸が置換、挿
入、欠失した変異体（mutant）も含まれる。好ましくは、変異体は補体古典経路及び補体
代替経路の両方を阻害する能力を有する。好ましくは、このような変異体は代替経路Ｃ５
変換酵素によるＣ５切断と古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断の両方を阻害する能力を
有する。補体古典経路か補体代替経路を阻害する能力を有する変異体は、代替経路Ｃ５変
換酵素によるＣ５切断か古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断が阻害される能力を有する
のであれば、この変異体も相同体という用語に含まれる。従って、変異体には、前記タン
パク質の機能や活性に悪影響を及ぼさない保存性のアミノ酸置換（conservative amino a
cid substitutions）を有するタンパク質が含まれる。この用語は更に、天然の生物学的
バリアント（例えばOmCIタンパク質を得る種の中のアレルバリアント（allelic variants
）や配列バリエーション（geographical variations））も含む。前記タンパク質配列の
特定の残基を系統的且つ指向的に変異させることにより、野生株タンパク質配列に比べ古
典経路或いは代替経路の阻害活性の高い変異体を設計することもできる。好ましくは、こ
のような変異体は、古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断か代替経路Ｃ５変換酵素による
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Ｃ５切断の阻害の向上を示す。好ましくは、これら変異体は、代替経路Ｃ５変換酵素によ
るＣ５切断と古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断の両方の阻害の向上を示す。
【００２５】
　本発明は、OmCIタンパク質及びOmCIタンパク質の相同体のフラグメントも提供する。こ
のようなフラグメントには、本明細書の図４に明確に示すＯ．ムバータ（O.moubata）のO
mCIタンパク質のフラグメントだけでなく、上述のこのタンパク質の相同体のフラグメン
トも含まれる。このような相同体のフラグメントは通常、図４のOmCIタンパク質配列のフ
ラグメントに対し６０％超の同一性を有しているが、より好ましいフラグメントは、図４
のOmCIタンパク質配列に対して７０％、８０％、９０％、９５％、９８％或いは９９％超
の同一性を有する。図４の配列を含むOmCIタンパク質のフラグメント及び該タンパク質の
相同体のフラグメントは、好ましくは、補体古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断と代替
経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断の両方を阻害することにより古典経路と代替経路を阻害
する。補体古典経路か補体代替経路を阻害するOmCIタンパク質のフラグメントとその相同
体も、古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断か代替経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断を阻
害する能力を有するのであれば、本発明に含まれる。当然のことながら、野生株配列を系
統的に変異させ或いは断片化した後、適切な活性アッセイを行うことにより、補体古典経
路か補体代替経路の阻害活性の高いフラグメント、特に両Ｃ５変換酵素によるＣ５切断の
阻害活性の高いフラグメントを合理的に設計できる。
【００２６】
　「機能同等物」という用語は、OmCIタンパク質と構造的に類似している分子や、類似或
いは同一の三次構造を特にOmCIの一以上の活性部位の周辺において有する分子もいう。Om
CIは、前記Ｃ５変換酵素の一方又は両方に直接結合するか或いはＣ５とＣ５変換酵素から
なる複合体に直接結合することによりＣ５変換酵素によるＣ５切断を阻害すると考えられ
る。本明細書の実施例において、OmCIはＣ５に結合することが示されており、OmCIが単独
のＣ５に直接結合することにより、或いはＣ５変換酵素との複合体の一部を構成している
場合に、Ｃ５変換酵素によるＣ５切断を阻害するという示唆を裏づけている。本出願人は
理論に固執するものではないが、OmCIのＣ５への結合によって、Ｃ５変換酵素のＣ５切断
部位へのアクセスが阻害されることが考えられる。従って、OmCIの機能同等物として好ま
しいものには、Ｃ５に直接結合できる能力を有する相同体やフラグメント等の分子が含ま
れる。
【００２７】
　更にOmCIは、小リガンドを内的に結合するタンパク質のリポカリンファミリーのメンバ
ーと考えられている。小リガンドは通常、Ｃ５やＣ５変換酵素やＭＡＣに結合し正常機能
のために必要とされるが、OmCIがこの小リガンドに結合することにより、Ｃ５切断及び／
又はＭＡＣの付着（deposition）を間接的に阻害する。ＭＡＣのＣ８ガンマ成分は小リガ
ンドに結合するリポカリンであるが、これまで補体系機能に必須であるとして記載された
小リガンドはない。従って、その機能同等物には、Ｃ５或いはＣ５変換酵素に結合するOm
CIタンパク質の活性部位及び／又は小リガンドに結合するOmCIタンパク質の活性部位と類
似或いは同一の３次構造を有する分子が含まれる。特に、OmCIタンパク質の３次構造或い
は活性部位が類似するように設計した合成分子は機能同等物であると考えられる。
【００２８】
　本発明は更に、Ｃ５と複合体を形成しているか、Ｃ５変換酵素と複合体を形成している
か、Ｃ５とＣ５変換酵素の両方と複合体を形成しているOmCIタンパク質、OmCIタンパク質
のフラグメント或いは機能同等物を提供する。これら複合体におけるＣ５変換酵素は古典
経路Ｃ５変換酵素でもよいし、代替経路変換酵素でもよい。
【００２９】
　既にかなり詳細に説明したことではあるが、補体阻害剤、特に補体活性化の古典経路と
代替経路の両方を阻害する補体阻害剤が引続き必要とされている。OmCIタンパク質や該タ
ンパク質の機能同等物等の本発明の補体阻害剤分子は、各種疾病や症状の治療、予防或い
は診断における多様な医療用途で使用できると共に、補体阻害の研究や補体活性化の代替
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経路と古典経路の両経路の阻害の研究において研究ツールとして有用である。OmCIタンパ
ク質そのものが、多岐に亘る哺乳動物種の補体カスケードを阻害するため、これら用途に
おいて特に有用であろう。
【００３０】
　OmCIタンパク質やその機能同等物等の本発明の補体阻害剤分子は、宿主細胞内で発現さ
せることにより組換え体として調製できる。このような発現方法は当業者にはよく知られ
ており、サンブルック（Sambrook）ら（２０００）やフェルナンデス（Fernandez）とホ
フラー（Hoeffler）（１９９８）によって詳細に記述されている。本発明のタンパク質と
フラグメントは、タンパク質化学における従来の技法を用いても調製できる。例えば、化
学合成によってタンパク質の断片を調製できる。
【００３１】
　本発明はその更なる実施形態において、上に述べた補体阻害剤分子に結合する抗体を提
供する。詳細には、本発明はOmCIタンパク質或いはその機能同等物に結合する抗体を提供
する。OmCIタンパク質或いはその機能同等物等の補体阻害剤分子を免疫原として用いて標
準的なプロトコルにより免疫血清モノクローナル抗体を製造できる（例えば、「抗体：実
験マニュアル」　ハーロー及びレーン編（Antibodies：A Laboratory Manual ed．By Har
low and Lane）、Cold Spring Harbor Press、1988参照）。本明細書において「抗体」と
いう用語は、補体阻害剤分子に特異的に結合する抗体のフラグメントも含む。更に「抗体
」という用語には、本発明の補体阻害剤分子に特異性を有するヒト化キメラ抗体分子も含
まれる。検出を容易にするために抗体に標識を付けることが好ましい場合がある。好まし
くは、標識は酵素、放射標識或いは蛍光タグである。
【００３２】
　本発明の実施形態には、上述の補体阻害剤の誘導体も含まれる。詳細には、本発明は、
OmCIタンパク質の誘導体或いはその機能同等物の誘導体を提供する。このような誘導体は
、一以上のペプチド或いはポリペプチドと遺伝子工学的或いは化学的に融合した補体阻害
剤分子を含む融合タンパク質を含む。ペプチド或いはポリペプチドを融合させる目的は、
該タンパク質の検出、発現、分離、精製を容易にすること、或いは該タンパク質に所望の
特性を付加させることである。可能性のある融合パートナーの例としては、β－ガラクト
シダーゼ、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、ルシフェラーゼ、ポリヒスチジンタ
グ、Ｔ７ポリメラーゼフラグメント、分泌シグナルペプチド等が挙げられる。その他の可
能性のある融合パートナーとしては、特定の疾患を治療するための医薬として使用するた
めに開発中のタンパク質等の潜在的バイオ医薬等が挙げられる。
【００３３】
　補体阻害剤分子はマーカードメインと融合させることもできる。マーカードメインは好
ましくは、蛍光タグ、親和性結合による精製を行うことができるエピトープタグ、組織化
学的標識或いは蛍光標識を行うことができる酵素タグ、或いは放射化学タグである。好ま
しい実施形態においては、マーカードメインは放射化学タグである。
【００３４】
　融合タンパク質の製造方法は、当該技術分野における標準的な方法であるので、当業者
には公知であろう。例えば、大抵の一般分子生物学、微生物学、組換えＤＮＡ技術、及び
免疫学的技法については、サンブルック（Sambrook）ら（２０００）やオースベル（Ausu
bel）ら（１９９１）の文献を参照することができる。一般に、融合タンパク質は、最も
簡便には２個の核酸配列をインフレームで互いに融合させる組換え技法によって核酸分子
から製造することができる。これら融合タンパク質は、当該融合タンパク質のコード配列
を含む核酸分子によってコードされるであろう。
【００３５】
　本発明は、その更なる様相において、本発明の上述の様相に係る補体阻害剤分子をコー
ドするヌクレオチド配列を含む核酸分子を提供する。このような分子としては、一本鎖或
いは二本鎖のＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ＲＮＡの他、合成核酸種が挙げられる。好ましくは、こ
の核酸配列はＤＮＡを構成するものである。
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【００３６】
　好ましくは、核酸分子は、OmCIタンパク質或いはその機能同等物をコードするヌクレオ
チド配列を含む。好ましくは、このような核酸分子は、図４のヌクレオチド配列の５３～
５０７番の塩基を含む。このヌクレオチド配列は、シグナル配列を含まないOmCIタンパク
質をコードする。図４のヌクレオチド配列の最初の５４個の塩基は、補体活性剤の活性に
必要ないOmCIのシグナル配列をコードしている。本発明は更に、シグナル配列を含むOmCI
タンパク質をコードする、図４の核酸配列の１～５０７番の塩基を含む核酸分子を提供す
る。本明細書において「OmCIタンパク質をコードする核酸分子」という記載は、シグナル
配列を含むOmCIタンパク質をコードする核酸分子とシグナル配列を含まないOmCIタンパク
質をコードする核酸分子の両方を含む。
【００３７】
　本発明は更に、本発明の本様相における核酸分子を用いるクローニング及び発現ベクタ
ーを含む。この発現ベクターは、本発明の核酸分子にインフレームで結合した適切な転写
調節配列及び翻訳調節配列、例えばエンハンサー要素、プロモーター－オペレーター領域
、ターミネーションストップ配列（termination stop sequence）、ｍＲＮＡ安定化配列
（mRNA stability sequence）、開始コドンと終止コドン、リボソーム結合部位等を含む
ことができる。
【００３８】
　更に、特定の宿主から組換えタンパク質を分泌させるのが簡便であろう。従って、この
ようなベクターの更なる成分は、分泌配列、シグナル配列或いはプロセシング配列をコー
ドする核酸配列を含むことができる。
【００３９】
　本発明に係るベクターはプラスミドとウイルス（バクテリオファージや真核ウイルスを
含む）を含むと共に、他の線形又は円形ＤＮＡキャリア、例えば転移因子や相同組換え技
法を用いるものを含む。このようなベクターと発現系の多くは公知であり本技術分野にお
いて文献に記載されている（フェルナンデス（Fernandez）とホフラー（Hoeffler）（１
９９８）。特に好適なウイルスベクターとしては、バキュロウイルス系ベクター、アデノ
ウイルス系ベクター、ワクシニアウイルス系ベクターが挙げられる。
【００４０】
　組換え発現に好適な宿主としては、一般的に使用されている大腸菌等の原核細胞種や、
高濃度の組換えタンパク質を発現するように作成でき大量増殖が容易に行える真核酵母が
挙げられる。好ましくは、宿主細胞は真核酵母細胞である。インビトロで増殖した哺乳動
物細胞系も、特に、ウイルスによる発現系を用いる場合に好適である。別の好適な発現系
は、昆虫細胞を宿主として用いたバキュロウイルス発現系である。発現系は更に、ゲノム
にＤＮＡが組み込まれた宿主細胞で構成することもできる。タンパク質或いはタンパク質
フラグメントは更に、インビボ、例えば昆虫の幼虫内や哺乳動物組織中で発現させること
もできる。
【００４１】
　本発明に係るベクターを原核細胞或いは真核細胞に導入するのに種々の技法を用いるこ
とができる。好適な形質転換或いはトランスフェクション技法が文献に記載されている（
サンブルック（Sambrook）ら、１９８９；オースベル（Ausubel）ら、１９９１；スペク
ター（Spector）、ゴールドマン（Goldman）及びレインワルド（Leinwald）、１９９８）
。真核細胞においては、発現系はそのニーズによって、一時的なもの（例えばエピソーム
）とすることもできるし、恒久的なもの（染色体の一体化）とすることもできる。
【００４２】
　本発明は更に、補体阻害剤分子をコードする核酸分子に非常にストリンジェントなハイ
ブリダイゼーション条件下でハイブリダイズするアンチセンス核酸分子を提供する。具体
的には、本発明は、OmCIタンパク質をコードする核酸分子に非常にストリンジェントなハ
イブリダイゼーション条件下でハイブリダイズするアンチセンス核酸分子を提供する。本
明細書において、非常にストリンジェントなハイブリダイゼーション条件とは、５０％ホ
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ルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１５ｍＭクエン酸三ナトリウム）、５
０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×Denhardts溶液、１０％硫酸デキストラン
及び２０(ｇ／ｍＬの変性せん断サケ精子ＤＮＡを含有する溶液中、４２℃で一晩インキ
ュベートした後、フィルターを０．１×ＳＳＣ中、約６５℃で洗浄することをいう。
【００４３】
　好ましい実施形態においては、検出可能な標識をこれらアンチセンス核酸分子に取り付
ける。好ましくは、標識は、放射性同位元素、蛍光化合物及び酵素からなる群から選択さ
れる。
【００４４】
　本発明は更に、上述の核酸分子、アンチセンス核酸分子又はベクターを含む形質転換さ
れた或いはトランスフェクトされた原核宿主細胞或いは真核宿主細胞を含む。宿主細胞が
原核細胞である場合、好ましくは大腸菌細胞である。好ましい真核宿主細胞としては、真
核酵母細胞、哺乳動物細胞等が挙げられる。
【００４５】
　本発明は更に、上述の補体阻害剤分子の調製方法であって、本発明に係る核酸分子を含
む宿主細胞を、前記タンパク質を発現させる条件で培養することと、産生されたタンパク
質を回収することとを含む方法を提供する。好ましくは、宿主細胞は酵母細胞である。
【００４６】
　機能同等物に関連して既に述べたように、OmCIはタンパク質のリポカリンファミリーの
メンバーであり、未確認の小リガンドに結合することによりその作用の一部を発揮するの
であろうと考えられている。本発明のその他の補体阻害剤分子及びその機能同等物も、小
リガンドに結合することにより補体活性化の各経路に対する阻害作用を発揮するのであろ
う。これら天然の（naturally-occuring）リガンドは、それ自体が補体活性化の古典及び
／又は代替経路のアゴニスト或いはアンタゴニストとして作用する可能性があるため、特
定することが望まれる。このような天然のリガンド自体が、補体経路の異常な高活性化或
いは低活性化に起因する疾患の治療に有用であるし、また、このような疾患の治療のため
の合成リガンドの有用な開発起点となるであろう。これに替え、天然のリガンドは、これ
らリガンドに結合する別の補体阻害剤分子の開発の有用なターゲットである。本発明は、
その更なる様相において、上述の補体阻害剤分子或いはその機能同等物のリガンドを特定
する方法であって、（ａ）補体阻害剤分子或いはその機能同等物を候補リガンドに接触さ
せる段階と（ｂ）リガンド－補体阻害剤分子の複合体の形成を検出する段階とを含む方法
を提供する。
【００４７】
　この方法においては任意の候補リガンドを使用できる。候補リガンドは、例えば細胞、
無細胞調製物、化学ライブラリー、天然物混合物から単離できる。補体阻害剤分子の天然
のリガンドを特定したら、この天然のリガンドの３次構造を模倣した合成小分子を設計す
ることが望ましい。このような合成分子が補体阻害剤分子と結合する能力も、本発明の方
法を用いて試験できる。
【００４８】
　この方法で使用する補体阻害剤分子は、溶液中に自由存在(free in solution)させるか
、固体サポートに付着させるか、細胞表面に支持させるか、細胞内に存在させることがで
きる。例えば、補体阻害剤分子を固体サポートに付着させた後、候補リガンドを添加する
ことができる。これに替え、一以上の候補リガンドを固体サポートに付着させ、補体阻害
剤分子に接触させることもできる。
【００４９】
　候補リガンドと補体阻害剤分子からなる複合体の形成を検出する段階は、候補リガンド
に直接的又は間接的に組み合わせた標識を用いて、或いは標識した競合物質との競合を用
いたアッセイによって行うことができる。別の実施形態においては、補体阻害剤分子に結
合可能な中和抗体と候補リガンドを競合させて該分子に特異的に結合させる競合スクリー
ニングアッセイを用いる。この方法では、この抗体を用いて、ポリペプチドに対して特異
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的結合親和性を有する任意の被検化合物の存在を検出できる。
【００５０】
　本発明の方法では、当業者に公知の高処理量（high throughput）スクリーニング技法
を用いることができ、これにより複数の候補リガンドの補体阻害剤分子との結合能力を同
時にスクリーニングすることができる。例えばＷＯ８４/０３５６４には、固体基体上で
多種の候補リガンドを合成することが開示されており、これらを本発明の補体阻害剤と反
応させ、洗浄する。補体阻害剤分子が候補リガンドに結合したか否かは、本技術分野にお
いてよく知られた方法を用いて検出できる。
【００５１】
　本発明は更に、上述の方法によって特定された或いは特定可能な、補体阻害剤分子のリ
ガンドを提供する。補体阻害剤分子がOmCIタンパク質又はその機能同等物である場合、リ
ガンドはＣ５かＣ５変換酵素かＭＡＣの成分に結合する小分子であると考えられる。
【００５２】
　本発明はその更なる様相において、上述の本発明の各様相にかかる補体阻害剤分子、補
体阻害剤分子を含む融合タンパク質、補体阻害剤分子をコードする核酸配列を含む核酸分
子、或いは補体阻害剤分子のリガンドと、医薬的に許容される担体とを含む組成物を提供
する。具体的には、OmCIタンパク質又はその機能同等物、OmCIタンパク質又はその機能同
等物を含む融合タンパク質、OmCIタンパク質又はその機能同等物をコードする核酸配列を
含む核酸分子、OmCIタンパク質又はその機能同等物のリガンドと医薬的に許容される担体
とを含む組成物を提供する。
【００５３】
　本明細書において「医薬的に許容される担体」という用語は、遺伝子、ポリペプチド、
抗体、リポソーム、多糖、ポリ乳酸、ポリグリコール酸、不活性ウイルス粒子を含むが、
実際にはそれらばかりか、賦形剤（excipient）が、それ自体毒性作用を誘起せず、医薬
組成物を受け入れる個体にとって有害な抗体を産生させないものである限り、その他の任
意の剤を含む。医薬的に許容される担体は更に、水、生理食塩水、グリセリン、エタノー
ル等の液体や、湿潤剤や乳化剤等の補助剤、ｐＨ調整剤等を含有することができる。賦形
剤を添加することによって、患者が摂取しやすいように医薬組成物を錠剤や丸剤、糖衣錠
、カプセル剤、液剤、ゲル剤、シロップ剤、スラリー剤、懸濁剤に調製できる。医薬的に
許容される担体については、レミントン医薬科学（Remington's Pharmaceutical Science
s）（Mack Pub．Co., N．J．1991）に詳細に議論されている。
【００５４】
　組成物はワクチン組成物として使用でき、従って、必要に応じアジュバント等の免疫刺
激剤を含むことができる。本発明はその更なる様相において、ワクチン組成物を調製する
ための方法であって、本発明の上述の各様相に係るOmCIタンパク質又はその機能同等物等
の補体阻害剤分子を、医薬的に許容される担体と、任意成分としてのアジュバントとを組
み合わせることを含む方法を提供する。適切なアジュバントは本技術分野においてよく知
られており、例としては水中油乳液調製物、サポニンアジュバント、完全フロイントアジ
ュバント（ＣＦＡ）、不完全フロイントアジュバント（ＩＦＡ）、組成物の有効性を高め
るための免疫刺激剤として作用するその他の物質等が挙げられる。
【００５５】
　本発明はその更なる様相において、治療に用いるための上述の補体阻害剤分子、補体阻
害剤分子を含む融合タンパク質、補体阻害剤分子をコードするヌクレオチド配列を含む核
酸分子、或いは補体阻害剤分子のリガンドを提供する。
【００５６】
　本発明は更に、補体仲介疾病或いは障害に罹患している動物を治療する、或いは動物が
補体仲介疾病或いは障害を発症することを予防する方法であって、治療有効量或いは予防
有効量の、本発明の上述の各様相に係る補体阻害剤分子、補体阻害剤分子を含む融合タン
パク質、補体阻害剤分子をコードするヌクレオチド配列を含む核酸分子、補体阻害剤分子
のリガンド、或いは医薬組成物を前記動物に投与することを含む方法を提供する。
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【００５７】
　好ましくは、前記動物は哺乳動物であり、より好ましくはヒトである。
【００５８】
　「治療有効量」という用語は、対象の疾患或いは症状を治療する或いは緩和するのに必
要な化合物量をいう。本明細書において「予防有効量」という用語は、対象の疾患或いは
症状を予防するのに必要な化合物量をいう。正確な用量は、通常、投与時の患者の症状に
よって決まる。用量を決定する際に考慮するファクターとしては、患者の病状の重篤度、
患者の一般的健康状態、年齢、体重、性別、食事、投与時間と投与頻度、薬の組合せ、反
応感度、治療に対する患者の耐容性や応答等が挙げられる。正確な量は通常の実験によっ
て決めることができるが、基本的には臨床医の判断に従うべきである。一般に、有効用量
は０．０１ｍｇ／ｋｇ（患者の体重に対する医薬の質量）～５０ｍｇ／ｋｇ、好ましくは
０．０５ｍｇ／ｋｇ～１０ｍｇ／ｋｇであろう。組成物は、患者に対し単独で投与するこ
ともできるし、他の剤、医薬、ホルモン剤と組合せて投与することもできる。
【００５９】
　本発明は更に、補体仲介疾患又は障害の治療或いは予防のための医薬の製造における、
本発明に係る補体阻害剤分子、補体阻害剤分子を含む融合タンパク質、補体阻害剤分子を
コードするヌクレオチド配列を含む核酸分子又は補体阻害剤分子のリガンドの使用を提供
する。
【００６０】
　本発明の補体阻害剤分子、とりわけOmCIタンパク質或いはその機能同等物は、補体が何
らかの役割を果たす全ての病状の治療において臨床的に使用できる可能性を有している（
サフ（Sahu）とランブリス（Lambris）、２０００）。
【００６１】
　本発明に係るOmCIタンパク質或いはその機能同等物等の補体阻害剤分子として好ましい
ものは、補体古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断と補体代替経路Ｃ５変換酵素によるＣ
５切断の両方の阻害によって古典経路と代替経路とを阻害する。両Ｃ５変換酵素によるＣ
５切断の特異的阻害は、Ｃ５ａ及びＭＡＣの生成を導く補体活性化の三経路全てをブロッ
クするが、Ｃ３ｂに依存した補体の免疫クリアランス機能とオプソニン化機能とは保存さ
れる。このようなプロファイルは、アルツハイマー病、リウマチ様関節炎、糸球体腎炎、
遅延型過敏症障害等の特定の疾患における治療的介入に有用であろう（コール（Kohl）、
２００１）．
【００６２】
　例えば、アルツハイマー病（ＡＤ）は（補体が部分的に仲介する）顕著な脳の炎症を伴
うが、そのマウスモデルにおいては、Ｃ３の阻害によってβアミロイドプラークの蓄積速
度が上昇した（ウィス－コライ（Wyss-Coray）ら、２００２）。従って、Ｃ３ではなくＣ
５の阻害はＡＤの治療に利益をもたらすであろう。
【００６３】
　Ｃ５変換酵素の役割の研究の結果、Ｃ５変換酵素によるＣ５切断を阻害するOmCIタンパ
ク質或いはその機能同等物等の本発明の補体阻害剤分子は、他の広範な種類の疾患や障害
の治療においても役立つであろうことが判明している。Ｃ５変換酵素の天然の阻害剤は報
告されていないため、このステップを研究対象とする研究者はこれまで、阻害性を有する
抗Ｃ５抗体、阻害性を有するＲＮＡアプタマー、或いはＣ５ａ受容体を標的とする合成ペ
プチドを開発することによって研究を行ってきた（サフ（Sahu）とランブリス（Lambris
）、２０００に詳細に記載されている）。抗Ｃ５ｍＡｂＢＢ５．１を用いた初期の研究（
フレイ（Frei）ら、１９８７）では、免疫複合体腎炎（ワング（Wang）ら、１９９６）、
コラーゲン誘起関節炎（ワング（Wang）ら、１９９５）、心筋虚血及び再潅流（Vakevaら
、１９９８）、心肺バイパス患者（ローリンス（Rollins）ら、１９９８）等の各種疾患
におけるＣ５ａとＭＡＣの病理的役割を明確に確立している。抗Ｃ５ｍＡＢ（１８Ａ１０
）は、ラットにおける神経移植片残存性を高めることがわかっている（チッケティ（Cicc
heti）ら、２００２）。
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【００６４】
　従って、補体古典経路Ｃ５変換酵素によるＣ５切断と補体代替経路Ｃ５変換酵素による
Ｃ５切断の両方を阻害することによって両経路を阻害する、OmCIタンパク質或いはその機
能同等物等の本発明の補体阻害剤分子は、次の重要な三領域、即ち（１）リウマチ様関節
炎等の自己免疫疾患の制御、（２）手術後の補体による組織損傷の低減、及び（３）組織
拒絶、特にトランスジェニック器官移植分野における組織拒絶の抑制の領域においてこれ
ら疾患及び障害の治療に使用できるであろう。
【００６５】
　リウマチ様関節炎や糸球体腎炎等の自己免疫疾患の病理は多くの病因因子を有している
。補体活性化の古典経路は、両疾患において一定の役割を果たしており、自己抗体の存在
によってＩｇＧ及びＩｇＡ抗体－抗原免疫複合体が滑液或いは糸球体内に形成される（ダ
ーハ（Daha）、１９９３）結果、補体の不適切な活性化と組織損傷を起こす。また、Ｃｒ
ｒｙ（ＣＲ１マウス相同体）の過剰発現は、トランスジェニックマウスを抗体誘起急性腎
不全から守る（シラー（Schiller）ら、２００１）。更に、補体仲介免疫沈降を妨げるこ
とができるＩｇＭリウマチ様因子の存在によって（ヤービス（Jarvis）ら、１９９３）、
或いはＭＡＣが仲介する細胞作用と溶解に対する滑膜細胞の保護が低減することによって
（コンティネン（Kontinnen）、１９９６）リウマチ様関節炎免疫複合体は複雑化する。
補体代替経路によって作用するＣ５は、Ｋ／ＢｘＮマウスのリウマチ様関節炎モデルにお
いて重要な役割を果たしていると見られる（ソロモン（Solomon）ら、２００２）。従っ
て、OmCIタンパク質或いはその機能同等物等の本発明の補体阻害剤分子はこれら自己免疫
疾患の治療に有用であろう。
【００６６】
　補体活性化は、心筋機能の低下と冠再潅流圧力及びリンパ流量の上昇を惹き起こす。こ
れら変化の多くはＭＡＣによって仲介される（ホメイスター（Homeister）、１９９２）
。組換えＤＮＡ技術によって産生される溶解性ＣＲ１タンパク質は、ラットの一過性心筋
虚血の再潅流傷害モデルにおける補体活性化とそれに続く炎症性作用を阻害するのに有効
である（ワイズマン（Weisman）ら、１９９０）。Ｃｒｒｙは、マウスの腸に対する虚血
再潅流傷害を低減させる（レーリッヒ（Rehrig）ら、２００１）。ヒトにおいては、単鎖
ヒト化抗体ｈ５Ｇ１．１－ＳｃＦＶによるＣ５の阻害によって、心肺バイパス後の患者に
おける術後心筋傷害、認知欠損（cognitive deficits）、血液損失がかなり緩和される（
フィッチ（Fitch）ら、１９９９）。従って、古典経路Ｃ５変換酵素及び代替経路Ｃ５変
換酵素の作用を阻害する本発明の補体阻害剤分子は、再潅流傷害等の術後心筋傷害の予防
治療に有用であろう。
【００６７】
　超急性異系及び異種臓器（心臓と肝臓）拒絶に有効と考えられる古典経路及び代替経路
補体阻害剤は目下注目の的となっている（ダイアモンド（Diamond）ら、１９９５；トー
マス（Thomas）ら、１９９６；プラット（Pratt）ら、１９９６；タナカ（Tanaka）ら、
１９９６；フィオランテ（Fiorante）ら、２００１；バオ（Bao）ら、２００２）。ヒト
とブタの間の異種移植に対する主要な免疫学的なバリアは、プレフォームド天然抗体（pr
eformed natural antibodies）と補体即ち古典経路の活性化によって仲介される急速な拒
絶プロセスである。正常な状態では細胞を傷害から保護する補体調節タンパク質が異種補
体の調節においてあまり機能しないため、異種移植した器官の移植片は特に補体仲介傷害
を受けやすい。従って、本発明の補体阻害剤分子は、移植拒絶の予防においても有用であ
ろう。OmCIタンパク質或いはその機能同等物は特に、OmCIタンパク質が広範な種類の哺乳
動物種のＣ５変換酵素を阻害するため、移植拒絶の予防に有用であろう（齧歯動物と霊長
類は今日までに調べられている）。
【００６８】
　Ｃ５変換酵素によるＣ５の変換中に産生されるアナフィロトキシンＣ５ａは、敗血病、
免疫複合体疾患、遅延型過敏症に関与することがわかっている。Ｃ５変換酵素を阻害する
OmCIタンパク質或いはその機能同等物と本発明の他の補体阻害剤タンパク質はこれら障害
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の治療に有用であろう。OmCIタンパク質或いはその機能同等物は、移植の動物モデルにお
いてＣ５ａ形成の阻害と、組織因子及びＰ－セレクチンの発現のアップレギュレーション
を惹き起こす可能性のあるＭＡＣの付着の阻止によって、異種移植中のアジュバント治療
剤として有用であることが立証されるかもしれない（フェッケ（Fecke）ら、２００２）
。
【００６９】
　その他の可能性のある具体的な用途としては、（１）血小板濃縮物の保管中の補体によ
る血小板活性化の防止（ミレティック（Miletic）とポポビック（Popovic）、１９９３）
、（２）輸血中のバイオ材料表面による補体活性化、（３）不妊治療（ベッドフォード（
Bedford）とウィトキン（Witkin）、１９８３）、（４）遺伝子治療中の天然抗体及び補
体による遺伝子治療レトロウィルスベクターの溶解からの保護（ローリンス（Rollins）
ら、１９９６）が挙げられる。
【００７０】
　マダニ等の吸血性節足動物は疾患の媒介体として非常に有効である。従来、マダニの数
を制御する技法においては、動物を殺ダニ剤等の薬剤で処理していた。この方法では、耐
性を有するマダニを発生させてしまったが、これは新たな種類の薬剤を導入しなければな
らないことを意味している。更に、このような薬剤は殆ど効果が残存しないため、頻繁に
使用しなければならない。第２の方法は、マダニ耐性を有する動物を育てることであるが
、得られる耐性は理想のレベルからは程遠い。
【００７１】
　寄生虫媒介疾患を克服するため、マダニ全体の抽出物或いはマダニの消化管の抽出物を
用いて動物を免疫感作する試みが数多くなされてきた。幾つかの報告においては、組換え
マダニタンパク質を用いている（例えば、国際特許出願ＷＯ８８/０３９２９参照）。し
かしながら、このように開発されてはいるものの、市販のマダニワクチンはＢ．ミクロプ
ラス（B.microplus）マダニの成体段階にしか効果がなく、この種が生息する地理学的地
域によって効率も様々である。
【００７２】
　本発明はその更なる様相において、吸血性節足動物によって媒介される疾病或いは障害
に対して動物に予防接種をする方法であって、上述の本発明の各様相に係る補体阻害剤分
子、補体阻害剤分子を含む融合タンパク質、補体阻害剤分子をコードする核酸分子又は組
成物を前記動物に投与することを含む方法を提供する。
【００７３】
　好適なワクチン対象候補としては、ヒトや、ウシ、ヤギ、ヒツジ、イヌ、ネコ等の吸血
性節足動物（特にマダニ）とそれらが伝搬する感染に対して保護する必要のあるその他の
動物等の飼育動物が挙げられる。ワクチンは単独で投与してもよいし、他の免疫原と組み
合わせて投与することもできる。本発明の本様相の方法は、吸血性節足動物が伝搬する任
意の疾患或いは障害に対して動物の予防接種を行うのに使用できる。吸血性節足動物は好
ましくはマダニ、好ましくはＯ．ムバータ（O.moubata）である。オルニトドロス（Ornit
hodoros）類のマダニが伝搬する疾患或いは障害としては、ヒトについては回帰熱（Borre
liosis）や西ナイルウイルス、ブタについてはアフリカ豚コレラウイルスが挙げられる。
【００７４】
　本発明は更に、診断ツールとしての本発明の上述の各様相に係る補体阻害剤分子の使用
を提供する。本発明において補体阻害剤分子が特定されたことによって、研究者は、補体
古典経路と補体代替経路の両方を同時に阻害する効果を検討できるであろう。とりわけOm
CIタンパク質の特定によって、Ｃ５変換酵素の阻害による補体古典経路と補体代替経路の
両方の同時阻害の効果を研究者は検討できるであろう。
【００７５】
　本発明は更に、細胞、組織又は非ヒト生物における補体古典経路及び補体代替経路を阻
害する方法であって、本発明の上述の各様相に係る補体阻害剤分子、補体阻害剤分子を含
む融合タンパク質、補体阻害剤分子をコードする核酸分子を前記細胞、組織又は生物に投
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与することを含む方法を提供する。具体的には本発明は、細胞、組織或いは非ヒト生物に
おけるＣ５変換酵素の作用を阻害する方法であって、OmCIタンパク質若しくはその機能同
等物、OmCIタンパク質若しくはその機能同等物を含む融合タンパク質、OmCIタンパク質若
しくはその機能同等物をコードする核酸分子を前記細胞、組織又は生物に投与することを
含む方法を提供する。この方法によって研究者は、様々な疾患或いは障害におけるＣ５の
役割を明確にすることができる。例えば、Ｃ５は喘息予防において予防を促進する役割を
果たすかもしれないということが示唆されている（コール（Kohl）、２００１）。本発明
のＣ５変換酵素阻害剤は、それが本当であるかを決定するのに使用できる。
【００７６】
　次に、本発明の様々な様相及び実施形態を実施例によってより詳細に説明する。本発明
の範囲から逸脱することなく詳細の変更を行うことができることは明らかであろう。
【実施例】
【００７７】
実施例
材料及び方法
材料
　ヒツジ及びウサギの赤血球は組織培養サービス（Tissue Culture Services）から入手
し、溶血素、プール正常ヒト血清（ＮＨＳ）及び除去血清（depleted sera）は全てシグ
マ社から入手した。モルモット血清は家庭用動物から得た。不純物を含まないＣ３、Ｃ４
、Ｃ５、Ｃ８及びＣ９、並びにＢ因子及びＤ因子はカルビオケム（Calbiochem）から購入
した。抗ヒトＣ３ａウサギポリクローナル抗血清はカルビオケム（Calbiochem）から入手
し、コブラ毒因子（ＣＶＦ）はキデル（Quidel）から入手した。Ｃ５ａＥＬＩＳＡ検出キ
ットは、イムノ－バイオロジカル研究所（Immuno-Biological Laboratories）（ＩＢＬ）
から購入した。
【００７８】
マダニ
　オルニトドロス・ムバータ（Ornithodorus moubata ）マダニはジョーンズ（Jones）ら
（１９８８）に従い飼育した。
【００７９】
唾液腺試料の調製と精製
　唾液腺を顕微鏡下で切り取り、冷ＰＢＳ緩衝液（０．O１Ｍリン酸緩衝液と０．１５Ｍ
　ＮａＣｌ　ｐＨ７．２）中で簡単に濯ぎ、ドライアイスに入れたエッペンドルフ管に移
して－２０℃で凍結保存した。使用時に３０対の唾液腺を解凍し、１ｍＬダウンス(Dounc
e)ホモジナイザーを用いてＰＢＳ（５００μＬ）に破壊した。ベンチトップ遠心分離機を
用いて１５０００ＲＰＭでホモジネートを遠心分離し、上清（唾液腺抽出物（ＳＧＥ）と
いう）を回収して－７０℃で保存、或いは補体阻害剤作用について試験をし、活性画分の
分離に用いた。
【００８０】
補体溶血アッセイの古典経路（ＣＨ５０）
　新鮮なヒツジ血液をＡｌｓｅｖｅｒ’ｓ溶液に添加したもの（５ｍＬ、１：１　ｖｏｌ
／ｖｏｌ）をゼラチンベロメナールバルビタール－ＥＤＴＡ（ＧＶＢ－ＥＤＴＡ）（５０
ｍＬ）中で１回、ＧＶＢ2+緩衝液（Ｍｇ2+及びＣａ2+を含有するＧＶＢ緩衝液）（５０ｍ
Ｌ）中で３回洗浄した。この血液を１×１０9細胞／ｍＬとなるように希釈した。赤血球
は、文献（コリガン（Coligan）、１９９４）の記載に従い力価を測定したウサギ溶血素
を用いて感作した。アッセイは、補体材料としてのＮＨＳ或いはモルモット血清のＧＶＢ
2+希釈液（１：４０）（１００μＬ）と、２×１０8個の感作赤血球（ＥＡ）（１００μ
Ｌ）とを合せた総量２００μＬを用いて標準的なプロトコル（ギクラス（Giclas）、１９
９４）に従い行った。ＳＧＥ、ネイティブ或いは組換えOmCI（ｎOmCI或いはｒOmCI）、或
いはＰＢＳ（１～５μＬ）を最後に添加し、反応物を３７℃でインキュベートした。所定
の時間（～３２分）の後、全細胞を１２０００×ｇで５秒間遠沈させ、分光測定（４１２
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ｎｍ）により溶血を測定した（コリガン（Coligan）、１９９４）。全てのアッセイは少
なくとも３回行った。
【００８１】
補体溶血アッセイの代替経路（ＡＨ５０）
　新鮮なウサギ血液をＡｌｓｅｖｅｒ'ｓ溶液に添加したもの（５ｍＬ、１：１　ｖｏｌ
／ｖｏｌ）をＧＶＢ／Ｍｇ（１０ｍＭ）ＥＧＴＡ緩衝液（５０ｍＬ）中で３回洗浄した。
各洗浄の間には１５００×ｇで１０分間遠心分離を行った。このウサギ血液を、２×１０
8細胞／ｍＬとなるように希釈した。ＮＨＳをＧＶＢ／Ｍｇ　ＥＧＴＡ緩衝液に希釈した
。アッセイ量は、調製した血液５０μＬを用いて１５０μＬとした。最後に１～５μＬの
ＳＧＥ、ＰＢＳ、ネイティブOmCI或いは組換えOmCIを反応物に添加し、反応物を３７℃で
インキュベートした。所定の時間（～６０分）の後、全細胞を１２０００×ｇで５秒間遠
沈させ、分光測定（４１２ｎｍ）により溶血を測定した（コリガン（Coligan）、１９９
４）。全てのアッセイは少なくとも３回行った。
【００８２】
特定の補体成分を除去した血清を用いた溶解アッセイ
　ヒト除去血清をメーカーの指示に従い用いたが、各反応物の総量は減らして２００μＬ
とした。９０％溶解を示す不純物を含まない補体成分の量及び希釈度は経験的に決定した
。反応物は３７℃で３０分間インキュベートした。全てのアッセイは少なくとも３回行っ
た。
【００８３】
ＳＧＥからのＯ．ムバータ（O.moubata）補体阻害剤（OmCI）の精製
　ＳＧＥ（１５０μＬ）を２５ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．８）、５０ｍＭ　
ＮａＣｌ（５ｍＬ）に希釈し、１ｍＬのＱ－セファロースＨＰ陽イオン交換カラム（ファ
ルマシア）に流量１ｍＬ／分で通した。カラム体積の１０倍量のランニングバッファで洗
浄した後、結合したタンパク質を４０分、０．０５～０．７５Ｍ　ＮａＣｌ勾配を用いて
流量０．５ｍＬ／分で溶離させ、２８０ｎｍを観測した。１ｍＬずつの画分として回収し
、１０μＬをアッセイに用いて補体阻害剤作用を測定し、総量２００μＬのＣＨ５０アッ
セイを行った。代表的な活性画分及び非活性画分をセントリコン３濾過装置（アミコン）
を用いて５０μＬに濃縮し、ＰＢＳ（２ｍＬ）を添加し、画分を再度５０μＬに濃縮し、
各１．５μＬを４～１２％トリス－トリシン変性ＳＤＳゲル（インビトロジェン）上で泳
動させた。活性画分及び非活性画分について１レーンあたり５μＬをｐＨ３～７のＩＥＦ
ゲル（インビトロジェン）上を泳動させ、０．７％酢酸を用いてイモビロンTM－Ｐ（Immo
bilonTM-P）（ミリポア）にエレクトロブロッティングした。膜をポンソーＳで染色し、
主要なバンドを切り取って、１分間ボルテックスし１０分間１５０００回転で３回遠心分
離をすることによって２００μＬの５０ｍＭトリス（ｐＨ８）、２％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１
００に溶出させた。Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００は、上述の条件下でタンパク質をＱ－セファ
ロースＨＰカラムで再精製することによって除去した。セントリコン３濃縮を行い、緩衝
液をＰＢＳに交換した後、補体阻害剤活性測定のため、試料をアッセイして、４～１２％
ゲル上で調べるか、ＨＰＬＣ分画とタンパク質配列解析に付した。
【００８４】
溶血アッセイ中のＣ３ａ産生の検出
　ＣＨ５０／ＡＨ５０アッセイは、ネイティブOmCIを含有している或いは含有していない
ＮＨＳ又はモルモット血清を総量２００μＬ（最終希釈度１：８０）で用いて行った。反
応物を３７℃とし、所定の時間に水槽から取り出し、１２０００ｇで１０秒間スピンし、
上清を取って続くイムノブロッティングによる分析に用いた。減少（reduced）した各上
清試料（ｌ０μＬ）を４～１２％ビス－トリスゲル上でＭＥＳランニングバッファ（イン
ビトロジェン）を用いて電気泳動した後、ニトロセルロースに転写した。全てのレーンに
等しくローディングされ均一に転写されていることは、ポンソー染色した血清アルブミン
の強度で判断した。Ｃ３のＣ３ａ切断は抗ヒトＣ３ａウサギ単一特異的抗血清（カルビオ
ケム）を用いたイムノブロッティングにより検出した。ニトロセルロース膜をリン酸緩衝
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生理食塩水、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０、５％無脂肪乾燥ミルク（ＰＢＳＴＭ）で一晩ブロ
ッキングした。この後に行う全ての希釈及び洗浄工程は、特段の記載のないかぎりこの緩
衝液を用いた。抗Ｃ３ａ抗血清を１：５００に希釈し、膜を２時間インキュベートした。
次に膜を２０分間２回洗浄し、抗ウサギアルカリホスファターゼコンジュゲート（シグマ
）のＰＢＳＴＭ希釈物（１：３０００）を添加した。膜を更に２時間インキュベートした
後、５分間２回洗浄し、水で簡単にすすぎ、ＢＣＩＰ／ＮＢＴパープルリキッドアルカリ
ホスファターゼサブストレート（シグマ）（１０ｍＬ）を添加した。
【００８５】
溶血アッセイ中のＣ５ａ産生の検出
　Ｃ３ａ検出と同様にして溶血アッセイを行った。Ｃ５ａＥＬＩＳＡキット（ＩＢＬ）を
用いてＣ５からＣ５ａへの切断を検出した。未切断のＣ５との交叉反応が起こらないよう
にするため、キットメーカーが提供した試薬を用いて、溶血アッセイから得た上清中のＣ
５を沈澱させた。キットの測定範囲は０．１～１０μｇ／Ｌである。検出下限は０．０２
μｇ／Ｌである。
【００８６】
コブラ毒因子（ＣＶＦ）による血清からの補体除去
　ヒト血清（５μＬ）に０．２５μｇのＣＶＦ（０．２５μｇ/μＬストック）とネイテ
ィブOmCI（１μＬ）或いはＰＢＳ（１μＬ）とを添加し３７℃で１時間インキュベートし
た。このＣＶＦ処理血清の半分量をＧＶＢ2+（９７．５μＬ）及びＥＡ（１００μＬ）に
添加した。３７℃で２０分間インキュベートした後、反応上清中のＣ５ａの溶解率及び濃
度（上を参照）を測定した。
【００８７】
活性画分のＨＰＬＣ、タンパク質配列解析及びトリプシン消化
　ＩＥＦ分解タンパク質から溶出した活性画分（２０μＬ）をジュピター（Jupiter）Ｃ
４カラム／１５０×１．０ｍｍ（０．１％トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）含有勾配１０～４
０％アセトニトリル（ＡＣＮ）、流量１ｍＬ/分、０．５％ＡＣＮ／分漸増）に通し、２
１５ｎｍをモニターした。約５３分における４本の近接したランニングピークをイモビロ
ン（Immobilon）－Ｐ膜に転写し、アプライドバイオシステムズミニブロット（Mini-Blot
t）カートリッジを用いて配列解析した。各タンパク質に対し２５サイクル行った。
【００８８】
　トリプシン消化産物の配列解析のため、（最初のＨＰＬＣ分離において観察された４本
のピーク全てを含む）５３分の主要ピークをＳｐｅｅｄＶａｃで乾燥し、６Ｍグアニジン
　０．５Ｍ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ８．０に再度溶解後、４－ビニルピリジン使用下で減容化し
アルキル化した（reduced and alkylated）。これを再度、同じジュピター（Jupiter）Ｃ
４カラムに通した。保持時間の変化は見られなかった。主要ピークをＳｐｅｅｄＶａｃで
乾燥し、０．１Ｍ重炭酸アンモニウムｐＨ８．１に再溶解した。１０μＬのピアス（Pier
ce）固定化トリプシンを添加し、間欠的に混合しながら３７℃で５時間インキュベートし
た。次に混合物を１００００ｒｐｍでスピンし、上清について１７３ａマイクロブロッテ
ィングＨＰＬＣ（アクアポア（Aquapore）Ｃ１８カラム／１００×０．５ｍｍ）を行った
。目的のピークを膜から切り取り配列解析を行った。各タンパク質に対して１５サイクル
行った。
【００８９】
Ｏ．ムバータ（O.moubata）ｃＤＮＡライブラリーの構築
　３回乃至４回の給餌後のＯ．ムバータ（O.moubata）幼虫から６０対の唾液腺を上述の
ように切り取り、１ｍＬのＲＮＡｌａｔｅｒTM（アンビオン（Ambion））（ＰＢＳの替わ
り）に添加し－２０℃で保存した。ＦａｓｔＴｒａｃｋTM２．０ｍＲＮＡ単離キット（イ
ンビトロジェン）を用いてｍＲＮＡを単離し、ストラタジーンｃＤＮＡ合成キット（カタ
ログ番号２００４０１－５）を用いてｃＤＮＡを合成した。セファロースＣＬ－２Ｂカラ
ムを通して大きなｃＤＮＡと小さなｃＤＮＡを分画後、エタノール沈澱させた各ｃＤＮＡ
ペレットをｄｄＨ2Ｏ（３．５μＬ）に再懸濁させた。ｃＤＮＡ収量は、大きな分子につ
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いては約３．０ｎｇ／μＬ、小さな分子については５ｎｇ／μＬであった。残留した大き
なｃＤＮＡと小さなｃＤＮＡは全て、ストラタジーン　ＵｎｉＺＡＰ　ＸＲファージベク
ター（カタログ番号２３７２１１）を用いて連結し、Ｇｉｇａｐａｃｋ（登録商標）ＩＩ
Ｉ　Ｇｏｌｄパッケージングエキストラクトを用いてパッケージングした。大きなｃＤＮ
Ａのライブラリーには１１５００のプライマリープラークがあり、小さなｃＤＮＡのライ
ブラリーには４８０５００のプライマリープラークがあった。増幅後の大ライブラリー及
び小ライブラリーのタイターはそれぞれ１．５×１０8ｐｆｕ／ｍＬ及び４×１０9ｐｆｕ
／ｍＬであった。
【００９０】
　各ライブラリーから２０個のプラークを取り出して０．５ｍＬのＳＭ緩衝液（０．１Ｍ
　ＮａＣｌ、８ｍＭ　ＭｇＳＯ4、５０ｍＭ　ＴＲＩＳ．ＨＣｌ　ｐＨ７．５、０．０１
％ゼラチン）１％クロロホルムに添加し、ボルテックスによりアガロースプラグから溶出
させる。ファージ挿入サイズを、Ｔ７（Ｔ７　５’ＴＡＡ　ＴＡＣ　ＧＡＣ　ＴＣＡ　Ｃ
ＴＡ　ＴＡＧ　３’）プライマー及びＴ３（５’ＡＡＴ　ＴＡＡ　ＣＣＣ　ＴＣＡ　ＣＴ
Ａ　ＡＡＧ３’）プライマーを用いてＰＣＲにより確認する。各１００μＬの反応液は、
溶出されたファージ（２μＬ）、１０ｍＭ　ｄＮＴＰｓ（２μＬ）、各プライマー（２μ
Ｌ）（０．５μｇ／ｍＬのストックから）、１０Ｘ　ＲＥＤＴａｑ（シグマ）ＰＣＲ反応
緩衝液（１０μＬ）（１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ８．３、５００ｍＭ　ＫＣ１
、ｌｌｍＭ　ＭｇＣｌ2、０．１％ゼラチン）、ＲＥＤＴａｑ（シグマ）ＤＮＡポリメラ
ーゼ（３μＬ）（２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣＩ、ｐＨ８．０、１００ｍＭ　ＫＣｌ、０．
１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭ　ＤＴＴ、０．５％　Ｔｗｅｅｎ２０、０．５％　Ｉｇｅｐａ
ｌ　ＣＡ－６３０、不活性染色剤、５０％グリセロール中に１ｕｎｉｔ／μＬ）、及びｄ
ｄＨ2Ｏ（７９μＬ　）からなる。熱サイクル（Hybaid Touchdown thermal cycler）パラ
メータは、１×９４℃　４分、３０×９４℃　１分、４８．５℃　４５秒、７２℃　９０
秒、１×７２℃　５分とした。このＰＣＲ産物のアガロースゲル電気泳動を行った結果、
大ライブラリーインサートは≧１０００塩基対であり、小ライブラリーインサートは≦１
０００塩基対であることがわかった。
【００９１】
ｃＤＮＡコード補体阻害剤のクローニング
　ＨＰＬＣで５３分に溶出された２本の主要ピークについて決定した各Ｎ末端配列を用い
て、Ｔ７プライマー（ＵｎｉＺＡＰ　ＸＲベクターに結合）と共に用いるための縮重（de
generate）プライマー（ＯＦ４）を設計し、補体阻害剤をコードするｃＤＮＡを増幅した
。ＯＦ４の配列は、５’ＧＴＡＣ　ＷＳＮ　ＧＧＮ　ＷＳＮ　ＧＡＲ　ＣＣＮ　ＧＴ３’
（Ｎ＝Ａ又はＣ又はＧ又はＴ；Ｒ＝Ｇ又はＡ；Ｓ＝Ｇ又はＣ；Ｗ＝Ａ又はＴ）であった。
１００μＬの反応液は、大又は小のｃＤＮＡライブラリー（３μＬ）、１０ｍＭ　ｄＮＴ
Ｐｓ（３μＬ）、Ｔ７（２μＬ）とＯＦ４（４μＬ）（０．５μｇ／ｍＬのストックから
）、１０Ｘ　ＲＥＤＴａｑ　ＰＣＲ反応緩衝液（１０μＬ）、ＲＥＤＴａｑＤＮＡポリメ
ラーゼ（３μＬ）及びｄＨ2Ｏ（７５μＬ）からなる。熱サイクルパラメータは１×９４
℃　４分、３０×９４℃　ｌ分、４８．５℃　４５秒、７２℃　９０秒、１×７２℃　５
分であった。
【００９２】
　アガロースゲル電気分解の結果、各種ＰＣＲ産物が示された。ＯＦ４プライマー由来の
２種の産物をＱｉａｅｘ　ＩＩゲル抽出キット（キアゲン）を用いて精製し、ＡＢＩ　Ｐ
ＲＩＳＭTMダイターミネーター法サイクル・シーケンシング・レディ・リアクション・キ
ット（dye terminator cycle sequencing ready reaction kit）とＡＢＩシーケンサ（パ
ーキン・エルマー）を用いて配列解析した。
【００９３】
　Ｔ７と共にプライマーＯＦ４を用いて小ｃＤＮＡライブラリーから得た最大（約５００
ｂｐ）で最も強度の強いＰＣＲ産物のコンセプト翻訳（conceptual translation）を行っ
た結果、Ｏ．ムバータ（O.moubata）血小板凝固阻害剤ムバチン（moubatin）（ワックス
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マン（Waxman）とコノリー（Connolly）、１９９３）のＣ末端配列との高いＢｌａｓｔＸ
（アルツシュル（Altschul）ら、１９９７）マッチングが示された。この配列は、このペ
プチドをコードするｃＤＮＡの停止コドンを超えて延びている。この停止コドンを超えた
領域に適合するリバースプライマー（ＯＲ１　５’ＧＧＧ　ＡＧＧ　ＣＴＴ　ＴＣＴ　Ｇ
ＴＡ　ＴＣＣ　３’）をＴ３プライマー（ＵｎｉＺＡＰ　ＸＲベクターに連結）と共に用
いてこのｃＤＮＡの５’末端を得た。６５０ｂｐのＰＣＲ産物をクローニングしてｐＧＥ
Ｍ(－Ｔ　Ｅａｓｙベクター（プロメガ）とした後、別のプライマー（ＯＲ３　５’ＣＧ
Ｔ　ＣＣＡ　ＡＴＣ　ＧＧＴ　ＴＧＡ　ＡＧ　３’及びＯＦ６　５’ＧＡＣ　ＴＣＧ　
ＣＡＡ　ＡＧＴ　ＣＡＴ　ＣＡＣ　３’）を用いて配列解析した。
【００９４】
配列解析
　解析は、ＧＣＧの一連のプログラム（ウィスコンシン・パッケージ（Wisconsin Packag
e）バージョン１０．１、ジェネティックス・コンピュータ・グループ（Genetics Comput
er Group）（ＧＣＧ）、ウィスコンシン州マジソン）とスイス・バイオインフォマティク
ス研究所（Swiss Institute of Bioinformatics）（http://expasy.hcuge.ch/）のＥｘＰ
ＡＳｙ（エキスパートタンパク質解析システム（Expart Protein Analysis System））プ
ロテオミクス・サーバーとを用いて行った。配列は、ＢｌａｓｔＸプログラム（アルツシ
ュル（Altschul）ら、１９９７）を用いてＧｅｎＢａｎｋノンリダンダント（non-redund
ant）（ＮＲ）タンパク質データベースと比較し、Ｐｆａｍ（ベートマン（Bateman）ら、
２０００）タンパク質ドメインとＳＭＡＲＴ（シュルツ（Schultz）ら、２０００）タン
パク質ドメインとについて検索した。Ｃｌｕｓｔａｌ　Ｘ（ジーンムジン（Jeanmougin）
ら、１９９８）を用いて多重配列アラインメントを行った。
【００９５】
酵母の発現とOmCIの精製
　OmCIコード領域をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ；９５℃　３０”、５０℃　３０”、
７２℃　３０”；１８サイクル）により増幅した。増幅には、フォワードプライマーとし
てＯＭ１Ｙ（５’－ＡＴＡＧＡＧＣＴＣＡＡＡＡＴＧＣＴＧＧＴＴＴＴＧＧＴＧＡＣＣ－
３’）を用い、リバースプライマーとしてＯＲ７ａ（タグ化産物のための５’ＡＣＴＧＡ
ＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴＡＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴ　ＧＡＣＣＧＣＡＧＴＣＣ
ＴＴＧＡＧＡＴＧＧＧＧ　３’）或いはＯＲ６（５’ＡＣＴ　ＧＡＧＣＧＧＣＣＧＣＣＴ
ＡＧＣＡＧＴＣＣＴＴＧＡＧＡＴＧＧＧＧ　３’　非タグ化産物）を用いた。これらプラ
イマーは制限部位に組み込み、開始コドンの上流にＳａｃ　Ｉ部位が挿入され、停止コド
ンの下流にＮｏｔ　Ｉ部位が挿入されるようにした。これをｐＭＥＴαＣトランスファー
ベクター（インビトロジェン）のＳａｃ　Ｉ部位とＮｏｔ　Ｉ部位の間に連結した。この
プラスミド（ＸＬ１－Ｂｌｕｅ細胞（ストラタジーン）において増幅）を、供給者（イン
ビトロジェン）の指示に従いピッチア・メタノリカ（Pichia methanolica）のｐＭＡＤ１
６株及びｐＭＡＤｌｌ株に形質転換した。陽性クローンは緩衝デキストロース複合培地（
Buffered Dextrose-complex Medium）ＢＭＤＹ中で増殖させ、タンパク質発現を緩衝メタ
ノール複合培地（Buffered Methanol-complex Medium）中で誘起した。上清及び６種の陽
性クローンにおけるタンパク質発現をＣＨ５０溶解アッセイにより２４時間毎に５日間ア
ッセイした。
【００９６】
　９６時間インキュベーション後、５００ｍＬの酵母細胞培地を６３７０×ｇで１５分間
遠心分離し、３０％（ｗ／ｖ）のＰＥＧ－８０００を添加し氷冷下１時間攪拌して上清か
ら阻害剤を沈澱させた。２３７００×ｇで１時間遠心分離後、タンパク質ペレットを５０
ｍＬの２５ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．８）、５０ｍＭ　ＮａＣｌに再懸濁さ
せ、６０００ｒｐｍで遠心分離して不溶物を除去した。除去後の溶液を１ｍＬのＱ－セフ
ァロースＨＰ陽イオン交換カラムに通し、各画分の補体阻害活性を上述のように測定した
。活性画分をプールし、セントリコン（Centricon）３濾過装置（アミコン）を用いてＰ
ＢＳ（３００μＬ）に対し交換した。１８９００×ｇで１０分間遠心分離後、ランニング
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バッファとして２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ７．６）、２００ｍＭ　ＮａＣｌを用い流速０
．５ｍＬ／分でスーパーデックス（Superdex）TM７５カラム（ファルマシア）に付した。
各画分（０．５ｍＬ）について２８０ｎｍを監視し、３０分間回収した。各画分（５μＬ
）の阻害活性をアッセイし、活性画分をＰＢＳに対して交換し、変性ＳＤＳ－ＰＡＧＥに
より視覚化した。
【００９７】
　精製したｒOmCIをメーカー（ニュー・イングランド・バイオラボ（New England Biolab
s））の指示に従いペプチドＮ－グリコシダーゼＦ（ＰＮＧａｓｅＦ）で処理した。脱グ
リコシル化されたｒOmCIを上述の通りにゲル濾過により再精製した。ＣＨ５０により阻害
性を有する画分を５画分特定し、各１５μＬを変性条件下或いは非変性条件下でＳＤＳ　
ＰＡＧＥに供した。
【００９８】
ネイティブOmCIの熱安定性及びｐＨ安定性
　モルモット血清１：４０希釈物の場合に古典経路仲介細胞溶解を約９０％阻害するネイ
ティブOmCIの最小量は、全反応量１００μＬに対して２５ｎｇであった。熱安定性を確認
するため次の処理を行った。１μＬのネイティブOmCI（２５０ｎｇ）をＰＢＳ（９μＬ）
に希釈した。各試料を０、３、９、２７分沸騰させ、急速に氷冷し、１μＬ（２５ｎｇ）
を１００μＬのＣＨ５０アッセイ試料（１：４０モルモット血清希釈物）に添加した。ｐ
Ｈ安定性を測定するため次の処理を行った。１μＬのネイティブOmCI（２５０ｎｇ）を９
μＬの１０ｍＭ酢酸ナトリウム（ｐＨ４．５及び５．５）、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ．Ｃｌ（
ｐＨ７及び８．２）或いは１０ｍＭ　ＣＡＰＳ（ｐＨ１０及び１１）緩衝液で希釈した。
３７℃で３０分間インキュベート後、１μＬ（２５ｎｇ）を１００μＬのＣＨ５０アッセ
イ試料（１：４０モルモット血清希釈物）に添加した。対照として、１：４０血清希釈物
の存在下或いは非存在下において各緩衝液１μＬのみを含有する物を用いた。全てのアッ
セイは三連で行った。
【００９９】
OmCIに結合しているＣ５の検出方法
　０．５μｇのネイティブOmCI及び５μｇのＲａＨＢＰ２を非変性ＳＤＳ－ＰＡＧＥに付
し、ニトロセルロースに転写して、ＰＢＳ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、５％無脂肪乾燥
ミルク（non-fat dried milk）（ＰＢＳＴＭ）中で一晩ブロッキングした。Ｃ３及びＣ５
をＩｏｄｏｇｅｎを用いてメーカー（ピアス社）の指示に従いＩ125で標識した。ブロッ
トを、ＰＢＳＴＭ（１５ｍＬ）中、Ｉ125標識Ｃ３（１４４０ｋｃｐｍ／分）（２μｇ）
及びＩ125標識Ｃ５（２１６０ｋｃｐｍ／分）（２μｇ）を用いて室温で４時間インキュ
ベートした。室温でＰＢＳＴＭを用いて３×２０分洗浄後、ニトロセルロース膜を乾燥し
、オートラジオグラフィーに付した。
【０１００】
　ゲル濾過クロマトグラフィーのため、０．０７μｇのＩ125標識OmCI（１６８７ｋｃｐ
ｍ／分）を２μｇの純粋なＣ３又はＣ５で、或いは２３．８μＬのＮＨＳ或いはＣ３又は
Ｃ５除去血清でインキュベートした。ＰＢＳを全量１００μＬとなるように添加し、混合
物を１０分間インキュベート後、１ｍＬ／分ＰＢＳの流速でスーパーローズ（Superose）
１２　１０／３０カラムを用いてクロマトグラフィーを行った。各１ｍＬの画分を回収し
、手持ちサイズのガイガーカウンターを用いて所定の距離においてｃｐｍを測定した。
【０１０１】
結果
Ｏ．ムバータ（O.moubata）ＳＧＥからの活性画分の精製及び特定
　陽イオン交換クロマトグラフィー後、活性画分を０．２５Ｍ　ＮａＣｌで溶出させた（
図２ａ及び図２ｂ、矢印）。活性画分と対照画分（図３ａ）をＩＥＦゲル（図３ｂ）から
ＰＶＤＦ膜に電気ブロットし、膜をポンソーＳで染色した。主要なバンドを切り取り、溶
出させ、陽イオン交換クロマトグラフィーにより精製して、補体阻害活性をアッセイした
。変性ＳＤＳ　ＰＡＧＥの結果、阻害活性は、質量約１９ｋＤａのトリプレットのタンパ
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ク質に関連していることが分かった（図３ａ）。ＩＥＦの結果、阻害活性はｐＩが約４．
２のシングルの支配的バンドに関連していることが分かった（図３ｂ、画分１７からの上
方バンドキャリーオーバー）。ＰＶＤＦ溶出画分のＨＰＬＣでは、隣接する４本のピーク
を示した（図３ｃ）。最も大きなピーク（図３ｃ、ピークＤ）から獲られた１７アミノ酸
Ｎ末端配列（ＤＳＥＳＤＸＳＧＳＥＰＶＤＡＦＱＡ）を用いて、このＮ末端配列に適合す
るＯ．ムバータ（O.moubata）ｃＤＮＡライブラリーからのＰＣＲ産物を精製する縮重プ
ライマーを設計した。
【０１０２】
　ｃＤＮＡコードOmCIの一次構造
　完全長クローンの配列から、OmCIは１６８個のアミノ酸長であることが分かる（図４）
。このタンパク質は最初の１８個の残基からなるＮ末端分泌シグナルを有する。Ｎ末端配
列解析によると、シグナルペプチド切断部位はＡｌａ１８～Ａｓｐｌ９である。成熟（ma
ture）タンパク質の予想分子量は１６．７７ｋＤａであり、等電点は４．３である。予想
されるＮグルコシル化部位（Ａｓｎ７８とＡｓｎｌ０２）は２箇所であり、１２の潜在的
リン酸化部位（Ｓｅｒ２０、２２、２５、８４、１１３、１１５、１５６、Ｔｈｒ９０、
Ｔｙｒ１７、４３、１１１、１３０、１６２）が存在する。しかしながら、このような部
位の出現可能性は高く（タンパク質キナーゼＣ部位、カゼインキナーゼＩＩ部位、チロシ
ンキナーゼ部位）、部位予想は必ずしも真の変化（genuine modification）を示していな
い。
【０１０３】
　OmCIの一次配列は、ソフトマダニ（soft tick）であるオルニトドロス・サウィギニュ
イ（Ornithodorus savignyi）のマダニ唾液腺タンパク質２及び３（ＴＳＧＰ２及び３）
に対する同一率が５８％であり（マンズ（Mans）ら、２００１）、オルニトドロス・ムバ
ータ（Ornithodorus moubata）からのムバチンに対する同一率は４９％である（ワックス
マン（Waxman）とコノリー（Connolly）、１９９３）。これら４種のタンパク質には、全
てのシステイン残基、従って恐らくはジスルフィド架橋パターンが保存されている（図５
）。このアラインメント分析から、OmCIには、２個の明らかな短いアミノ酸挿入、即ちア
ミノ末端のＳＥＳＤと成熟ペプチドの配列全体の２／３程度の部分のＰＤとが挿入されて
いることが分かる（図５）。この一次配列は、Ｉ．スカプラリス（I.scapularis）の抗補
体タンパク質を含む、各種公共データベース上の他のいずれの配列とも顕著なマッチング
を示していない（ヴァレンツェラ（Valenzuela）ら、２０００）。ムバチンとＴＳＧＰ２
及び３とは、マダニ特異的タンパク質のヒスタミン結合タンパク質ファミリーを含む、ベ
ータバレル形成タンパク質のリポカリンファミリーのメンバーであると考えられる（ピー
セン（Paesen）ら、２０００）。
【０１０４】
組換え（ｒ）OmCIの発現及び精製
　アッセイした６種の陽性酵母クローンは、様々なレベルのOmCI発現を示した（図６ａ及
びｂ）。発現が検出された場合は全て、阻害活性は５日目の最終アッセイポイントまで増
加し続けた。発現されたタンパク質の約９０％は上清中に存在していた（図６ｂ）。クロ
ーン１３．１は、最も高い発現レベルを示したので、続く発現研究に用いた。ＰＥＧ沈澱
及び２回のクロマトグラフィー段階を経て一部精製された活性ｒOmCIは、かなりグリコシ
ル化された形態（図７ａ、画分９、１０及び１１）とグリコシル化されていない形態（図
７ａ、画分１２及び１３）で存在する。グリコシル化された形態は、ＰＮＧａｓｅＦで処
理することにより、グリコシル化されていない形態に対応することが示された（図７ｂ）
。グリコシル化されたｒOmCI及びネイティブOmCIと、グリコシル化されていない或いは脱
グリコシル化されたｒOmCI及びネイティブOmCIとは、ＣＨ５０アッセイにおいていずれも
等しく活性を有していた（データは示さず）。ｒOmCIの最終収量は約０．３μｇ／ｍＬ培
地であった。
【０１０５】
OmCIの作用機構
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　OmCIは両方の補体経路を阻害する。しかしながら、古典経路は完全に阻害できるが、代
替経路による赤血球の溶解の阻害は、過剰量のOmCIを使用した場合であっても８０％しか
阻害できない（図８）。
【０１０６】
　OmCIは、事前形成された(preformed)Ｃ５ｂ－７及びＣ５ｂ－８へのＣ８及びＣ９のそ
れぞれの取り込みを阻害しない（図９）。更に、OmCIは、古典経路或いは代替経路による
Ｃ３α切断によるＣ３ａ生成速度に影響を与えることもない（図１０）。OmCIは、正に両
経路によるＣ５からのＣ５ａの生成を阻止するのである（図１１）。過剰な純粋Ｃ５は、
Ｃ３と異なり、古典的溶血アッセイにおけるOmCI阻害剤の作用に打ち勝つ（図１２）。Om
CIは、ＣＶＦによる血清からの補体除去（decomplementation）を阻止しない（データは
示さず）。またOmCIは、ＣＶＦＣ３/Ｃ５変換酵素（ＣＶＦＢｂ）によるＣ５ａの産生も
阻止しない（図１１）。
【０１０７】
ネイティブOmCIの熱安定性及びｐＨ安定性
　OmCIの煮沸は、９分まで行ってもこのタンパク質の阻害活性には大きく影響しないが、
２７分後までには阻害活性が低減する（図１３）。ネイティブOmCIは、ｐＨ１１までのア
ルカリ性緩衝液との接触による影響を受けない（図１４）。OmCIの阻害活性はｐＨ４．５
の緩衝液との接触により大きく低減する（図１４）。銀染色ゲルにより、これが単にこの
ｐＨにおけるOmCIの沈澱によるものではないことが分かった。
【０１０８】
OmCIに結合しているＣ５の検出
　Ｉ125標識Ｃ３及びＩ125標識Ｃ５のウェスタンブロッティングから、OmCIは、関連する
タンパク質Ｃ３に結合するのではなくＣ５に直接結合することが分かる（図１５）。
【０１０９】
　OmCIとＣ５が直接相互作用することに対する別の証拠を、ゲル濾過クロマトグラフィー
により得た。精製したＣ５の存在下においてはＩ125標識ｎOmCIの一部の明らかな質量シ
フトが観察されたが、Ｃ３存在下においては観察されなかった（図１６ａ）。同様の質量
シフトが、ＮＨＳ或いはＣ３除去血清の存在下において見られたが、Ｃ５除去血清存在下
では見られなかった（図１６ｂ）。１Ｍ　ＮａＣｌ存在下においても質量シフトは見られ
たが、２Ｍ　ＮａＣｌ存在下では観察されなかったことから、阻害剤とＣ５の間に強い静
電相互作用があることが分かる（データは示さず）。
【０１１０】
考察
他の各種タンパク質と従来の補体阻害剤との関係
　OmCIは、ソフトマダニであるＯ．サウィギニュイ（O.savignyi）（マンズ（Mans）ら、
２００１）のマダニ唾液腺タンパク質２及び３（ＴＳＧＰ２及び３）と血小板凝固阻害剤
のムバチン（ワックスマン（Waxman）とコノリー（Connolly）、１９９３）とに最も密接
に関連している。これら３種のタンパク質（図５）のいずれも補体を阻害することはこれ
まで示されてもいないし、示唆もされていない。これら密接に関連する各タンパク質（図
５）には存在せずOmCIには存在するこの２個の小さなアミノ酸挿入は、将来、OmCIにおけ
る補体結合部位を確定するための突然変異研究において注目される部位であることはが明
らかである。
【０１１１】
　ＴＳＧＰ２と３のアミノ酸同一性は９５％であり、マダニ唾液腺における顆粒（granul
e）のバイオゲネシスにおいて役割を有しているのではないかと提唱されている（マンズ
（Mans）ら、２００１）。ＴＳＧＰ２はマウスに対し毒性を有するが、ＴＳＧＰ３は有さ
ない（マンズ（Mans）ら、２００２）。Ｏ．ムバータ（O.moubata）が非毒性であるため
、OmCIは毒物となる可能性は低い（アスティガラガ（Astigarraga）ら、１９９７）が、
Ｏ．サウィギニュイ（O.savignyi）は幅広い種類の哺乳動物においてスナダニ中毒（sand
 tampan toxicoses）を惹き起こす（マンズ（Mans）ら、２００２）。更に、抗血清製造
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時にモルモットに１００μｇの精製ネイティブOmCIを接種しても、何ら明白な病態生理学
的作用を示さない（個人的な観察）。
【０１１２】
　OmCIは恐らく、マダニ特異的タンパク質のヒスタミン結合タンパク質ファミリーを含む
タンパク質のリポカリンファミリーのメンバーである（ピーセン（Paesen）ら、２０００
）。リポカリンは主に、そのベータバレル構造内の小さな疎水性細胞外リガンドと結合す
る。しかしながら、マダニのリピセファラス・アッペンディクラータス（Rhipicephalus 
appendiculatus）のヒスタミン結合タンパク質は、このタンパク質を親水性分子に結合す
ることができる通常のリポカリンとは非常に異なる構造を有する（ピーセン（Paesen）ら
、１９９９；ピーセン（Paesen）ら、２０００）。OmCIがどの小リガンドとも結合するか
否かについては未だ分かっていない。
【０１１３】
　OmCIの一次配列は、生体自身が保有する補体阻害剤（Ｈ因子、Ｃ４ＢＰ、ＣＲ１、ＣＲ
２、ＭＣＰ、ＤＡＦ等）の多くを形成する補体制御タンパク質（ＣＣＰ）ドメイン（複数
の約６０アミノ酸の繰返し部分）に対し、検知可能な同一性を有さない。しかも、イクソ
デス・スカプラリス（Ixodes scapularis）の唾液腺補体代替経路阻害剤タンパク質Ｉｓ
ａｃを含め、公的データベースに載っている従来知られた他のどの補体阻害剤とも類似し
ていない（ヴァレンツェラ（Valenzuela）ら、２０００）。また、Ｏ．ムバータ（O.moub
ata）やＯ．エラティカス（O.erraticus）のＳＧＥにおいて従前観察された強力な補体阻
害をもたらす因子ではないか（アスティガラガ（Astigarraga）ら、１９９７）として挙
げられたＯ．ムバータ（O.moubata）抗原２０Ａ１のＮ末端配列とも関連していない（バ
ランダ（Baranda）ら、２０００）。
【０１１４】
補体阻害機構
　酵母に発現したグリコシル化ｒOmCIと脱グリコシル化ｒOmCIの両方とも、ＳＧＥから精
製されたネイティブタンパク質と同等に強力である。昆虫細胞において発現したＣ末端ヒ
スチジンタグ化OmCIはそれ程強力ではない（データは示さず）。OmCIは、ヒトとモルモッ
トの補体活性化の古典経路と代替経路の両方を阻害するので、恐らく他の哺乳動物の経路
も同様に阻害するであろう。この性質は、どのようにOmCIが作用するかを正確に規定する
のに有用であろう。また、現在のＣ５阻害剤の種特異性が齧歯目動物を用いたインビボ研
究の妨げとなる場合には、この性質は補体仲介疾患の動物モデルの開発においては価値が
ないものであろう（リンク（Link）ら、１９９９）。
【０１１５】
　OmCIはＣ３α切断速度に何ら影響しない（図１０）ので、古典経路の（Ｃ４ｂＣ２ａ）
Ｃ３変換酵素も代替経路の（Ｃ３ｂＢｂ）Ｃ３変換酵素も阻害しない。しかしOmCIはＣ５
からのＣ５ａ産生を阻害する（図１１）。過剰なＣ５が阻害剤OmCIの作用に競い勝つ（図
１２）ことからみて、本マダニ阻害剤存在下で機能的古典経路Ｃ５変換酵素（Ｃ４ｂＣ２
ａＣ３ｂ）と代替経路Ｃ５変換酵素（Ｃ３ｂ2Ｂｂ）とが形成されているに相違ない。OmC
Iは変換酵素触媒成分Ｃ２ａ或いはＢｂの直接的なセリンプロテアーゼ阻害剤ではないで
あろう。もし阻害剤であるならば、Ｃ５ａ産生と同様にＣ３ａ産生も阻害するであろう。
本阻害剤はＣＶＦＣ３/Ｃ５変換酵素（ＣＶＦＢｂ）によるＣ５ａ産生を阻止しない（図
１１）が、これは、OmCIはＣ５に結合せず、Ｃ５ａ切断部位をブロックするのでもないこ
とを示唆する。後者の知見は、OmCIがＣＶＦ変換酵素に結合するのではなく正常血清のＣ
５変換酵素への結合を阻害するＣ５上の部位に結合するという可能性を排除するものでは
ない（サンドバル（Sandoval）ら、２０００）。
【０１１６】
　独立して行った２系統の証拠から、OmCIの作用はＣ５への直接的な結合によって仲介さ
れることが示唆される（図１５及び図１６）。
【０１１７】
　OmCIは両方の補体経路を阻害するが、過剰の阻害剤を用いた場合であっても、代替経路
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はせいぜい８０％しか阻害されない（図８）。これは、古典経路（Ｃ４ｂＣ２ａＣ３ｂ）
と代替経路（Ｃ３ｂ2Ｂｂ）で使用されるＣ５変換酵素が異なるということで説明できる
が、この機構は調査中である。
【０１１８】
　要約すると、OmCIは恐らく、Ｃ５に結合してＣ５がＣ５変換酵素と相互作用するのを阻
害するか、或いはＣ５変換酵素とＣ５とに結合してＣ５切断を阻害する。現時点では、本
発明者らは一方の可能性が他方より高いことを確信できる証拠は得ていない。
【０１１９】
ネイティブOmCIの熱安定性及びｐＨ安定性
　OmCIは熱安定性を有するが、２７分間煮沸すると活性は失われ始める。OmCIは酸による
影響は受けるが、アルカリには影響されないと考えられる。恐らく、より長時間の煮沸と
酸への曝露によってこのタンパク質を不活性化する立体配置変化が起こるであろう。
【０１２０】
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【図面の簡単な説明】
【０１２６】
【図１】補体活性化の古典経路及び代替経路の概略図（酵素成分は濃い灰色で示し、アナ
フィラトキシンは白抜き多型星印で囲む）。
【図２】Ｏ．ムバータ（O.moubata）補体阻害剤（OmCI）の精製。ａ．陽イオン交換クロ
マトグラフィー。ピークは、矢頭で示す阻害剤を含む。ｂ．古典的溶血アッセイ。試料１
（黒バー）は１００％溶解；試料２は０％溶解；試料３（斜線ハッチバー）は血清のみ；
試料４は血清＋ＳＧＥ（１μＬ）；試料５～２３（灰色バー）は血清＋パネルａに示す画
分１０～２８（１０μＬ）。３連の平均。
【図３】精製OmCIの（ａ）変性ＳＤＳ－ＰＡＧＥ解析、（ｂ）等電点電気泳動（ＩＥＦ）
解析、（ｃ）高圧液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）解析。パネルａとｂの画分ｆ１５
及びｆ１７は同一である。画分ｆ１５は回収後ＨＰＬＣ解析を行った。ｃパネルについて
は、サイズマーカー及び等電点（ＰＩ）マーカーはパネルａ及びｂの左に示す。
【図４】OmCIの一次配列。シグナル配列には下線を付した。システイン残基は太字で示し
、ヌクレオチド番号及びアミノ酸番号は右に記す。
【図５】OmCI、マダニ唾液腺タンパク質２及び３（ＴＳＧＰ２及び３）、並びにムバチン
のクルスタルＸ配列アラインメント。同一の残基は灰色（システインは黒）でハイライト
しアスタリスクを付す。
【図６】OmCIをゲノムに挿入した酵母クローン（１３．１～１３．５）と、ベクターのみ
をゲノムに挿入したクローン（対照）の上清（ａ）及び細胞ペレット（ｂ）における阻害
活性。
【図７】酵母細胞発現ｒOmCIの発現（ａ）及び脱グリコシル化（ｂ）。ａ．スーパーデッ
クス－７５ゲル濾過カラムからの画分９～１３のＳＤＳ　ＰＡＧＥ、ｂ．ＰＮＧａｓｅＦ
処理による高度にグリコシル化されたｒOmCI（パネルａの画分９～１１）の移動度への影
響。矢印はＰＮＧａｓｅＦ（上の矢印）とネイティブOmCI（下の矢印）を示す。ＥＶ５０
４はOmCIとの関連が薄く、グリコシル化されることが知られている。サイズマーカー（ｋ
Ｄａ）はパネルの左に示す。
【図８】異なる濃度のネイティブOmCI用いた、補体活性化の古典（ＣＨ５０）及び代替（
ＡＨ５０）経路により惹き起こされる溶解の阻害。４連の平均。
【図９】部分的に形成された膜浸襲複合体（ＭＡＣ）へのＣ８及びＣ９の添加に対するOm
CIの影響。１００％溶解及び０％溶解、阻害剤（ＰＢＳ）非存在下、並びに阻害剤（ＳＧ
Ｅ）存在下の吸光度を示す。６連の平均。
【図１０】（ａ）変性ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び（ｂ）Ｃ３ａ特異的抗血清を用いたイムノブ
ロットにより解析した結果、Ｃ３αからＣ３ａへの古典経路切断に対してOmCIの影響がな
いことを示す時間変化。ａ．反応開始後の時間（分）を示す。反応は、阻害剤（OmCI）あ
り或いは阻害剤なし（ＰＢＳ）で、或いは１０ｍＭ　ＥＤＴＡ存在下で行った。ウシ血清
アルブミン（ＢＳＡ）及びヘモグロビン（ＨＡＥ）の位置を示す。サイズマーカー（ｋＤ
ａ）はパネルの左に示す。ｂ．パネルａと同様に、Ｃ３ａ及びＣ３αの位置を示す。
【図１１】古典経路Ｃ５変換酵素、代替経路Ｃ５変換酵素、或いはコブラ毒因子（ＣＶＦ
）Ｃ５変換酵素によるＣ５αからＣ５ａへの切断に対するOmCIの影響（ＥＬＩＳＡ解析）
。放出された数ピコグラム／μＬのＣ５ａを測定した。測定は、水によるヒツジ赤血球の
１００％溶解後、ＧＶＢ2+のみにおける０％溶解後、阻害剤（OmCI）を用いた反応後、及
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び阻害剤なし（ＰＢＳ）での反応後に行った。４連の平均。
【図１２】完全に溶解を阻止できるOmCI最小量の存在下（＋）又は非存在下（－）におけ
るヒツジ赤血球の古典経路溶解に対する、Ｃ３除去血清及びＣ５除去血清への純粋なＣ３
及びＣ５添加の影響（１対数倍過剰における）。４連の平均。
【図１３】ＣＨ５０アッセイにおけるOmCIの阻害活性に対する煮沸の影響。
【図１４】ＣＨ５０アッセイにおけるOmCIの阻害活性に対するｐＨ処理の影響。
【図１５】ｎOmCIに結合しているＣ５の検出。ニトロセルロースに転写したｎOmCI及びＲ
ａＨＢＰ２（対照）をＩ125標識Ｃ３或いはＣ５でプローブ後、オートラジオグラフィー
に付した。タンパク質サイズマーカー（ｋＤａ）はパネルの左に示す。
【図１６】ゲル濾過クロマトグラフィーによるＣ５に結合しているｎOmCIの検出。（ａ）
精製Ｃ３及びＣ５（純粋Ｃ３／Ｃ５）の存在下或いは非存在下の、或いは（ｂ）ＮＨＳ、
Ｃ３除去血清或いはＣ５除去血清（デルタＣ３／Ｃ５）の存在下或いは非存在下の放射線
標識ｎOmCI。タンパク質サイズマーカー（ｋＤａ）は矢印で示す。

【図１】 【図２】
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