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(57)【要約】
本発明は、送達法と共に、腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNFRSF)アゴニスト、
Toll様受容体(TLR)アゴニスト、「NAIP、CIITA、HET-E、TP-I中に存在するドメイン(NACH
T)-ロイシンリッチ反復配列(LRR)」すなわち「NLR」アゴニスト、RIG-I様ヘリカーゼすな
わち「RLH」アゴニスト、プリン受容体アゴニスト、およびサイトカイン/ケモカイン受容
体アゴニストの組み合わせ免疫刺激剤を開示する。病変部位で単独で使用した場合、この
組み合わせ剤は、病原体または新生物を除去するための宿主の液性免疫応答および細胞性
免疫応答を誘導する免疫刺激を提供する。または、所定の抗原と共に使用した場合、これ
らの組み合わせ剤は、感染症に対する予防的および/または寛解的な治療様式、ならびに
腫瘍性疾患の治療として有用な、集中的な液性および細胞性の免疫応答を誘導し得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下を含むワクチン：
　(a) 腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNFRSF)アゴニストをコードする1つまた
は複数の核酸；ならびに
　(b) Toll様受容体(TLR)アゴニスト、NAIP、CIITA、HET-E、TP-1中に存在するドメイン(
NACHT)-ロイシンリッチ反復配列(LRR)すなわちNLRアゴニスト、RIG様ヘリカーゼ(RLH)ア
ゴニスト、サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト、プリン受容体アゴニスト、およ
びこれらの組み合わせからなる群より選択される1つまたは複数のアゴニスト。
【請求項２】
　以下を含む、請求項1記載のワクチン：
　(a) TNFRSFアゴニストをコードする1つまたは複数の核酸；
　(b) 1つまたは複数のNLRアゴニスト；および
　(c) 1つまたは複数のサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト。
【請求項３】
　以下を含む、請求項1記載のワクチン：
　(a) TNFRSFアゴニストをコードする1つまたは複数の核酸；
　(b) 1つまたは複数のTLRアゴニスト；および
　(c) 1つまたは複数のNLRアゴニスト。
【請求項４】
　以下を含む、請求項1記載のワクチン：
　(a) TNFRSFアゴニストをコードする1つまたは複数の核酸；
　(b) 1つまたは複数のTLRアゴニスト；および
　(c) 1つまたは複数のRLHアゴニスト。
【請求項５】
　以下を含む、請求項1記載のワクチン：
　(a) TNFRSFアゴニストをコードする1つまたは複数の核酸；
　(b) 1つまたは複数のTLRアゴニスト；
　(c) 1つまたは複数のNLRアゴニスト；および
　(d) 1つまたは複数のサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト。
【請求項６】
　以下を含む、請求項1記載のワクチン：
　(a) TNFRSFアゴニストをコードする1つまたは複数の核酸；
　(b) 1つまたは複数のTLRアゴニスト；
　(c) 1つまたは複数のRLHアゴニスト；および
　(d) 1つまたは複数のサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト。
【請求項７】
　TNFRSFアゴニストが、LTA(リンホトキシンA)、LTB(リンホトキシンB)、TNFSF4(OX-40L)
、TNFSF5(CD40L)、TNFSF6(FasL)、TNFSF7(CD27LまたはCD70またはCD27L/CD70)、TNFSF8(C
D30L)、TNFSF9(4-1BBL)、TNFSF1O(TRAIL)、TNFSF11(RANKL)、TNFSF12(TWEAK)、TNFSF13A(
APRIL)、TNFSF13B(BAFF)、TNFSF14(LIGHT)、TNFSF15(VEGI)、TNFSF18(GITRL)、およびこ
れらの組み合わせからなる群より選択される、請求項1～6のいずれか一項記載のワクチン
。
【請求項８】
　TLRアゴニストが、TLR1～TLR11のアゴニストまたはこれらの組み合わせである、請求項
1、3、4、5、および6のいずれか一項記載のワクチン。
【請求項９】
　NLRアゴニストが原核生物の細胞壁に由来する、請求項1～3および5のいずれか一項記載
のワクチン。
【請求項１０】
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　RLHアゴニストが二本鎖RNAである、請求項1、4、および6のいずれか一項記載のワクチ
ン。
【請求項１１】
　サイトカイン/ケモカインアゴニストが、インターロイキン、インターフェロン、顆粒
球マクロファージコロニー刺激因子、CXCLケモカイン、CXCケモカイン、Cケモカイン、CX
3Cケモカイン、CCケモカイン、およびこれらの組み合わせからなる群より選択される、請
求項1、2、5、および6のいずれか一項記載のワクチン。
【請求項１２】
　プリン受容体アゴニストが細胞外ATP(ATPe)である、請求項1記載のワクチン。
【請求項１３】
　以下を含む組成物：
　(a) 請求項1～12のいずれか一項記載のワクチン；
　(b) TNFRSFアゴニスト、TLRアゴニスト、RLHアゴニスト、プリン受容体アゴニスト、お
よびサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニストからなる群より選択される1つもしくは複
数のポリペプチドアゴニスト；ならびに/または
　(c) 二本鎖RNA、γ-D-Glu-メソ-ジアミノピメリン酸(DAP)もしくはその誘導体、および
ムラミルジペプチド(MDP)もしくはその誘導体からなる群より選択される1つもしくは複数
のNLRアゴニスト。
【請求項１４】
　ポリエチレンイミン、カチオン性脂質、カチオン性ポリマー、デンドリマーポリマー、
ポロキサミン、乳酸-グリコール酸共重合体(PLGA)微粒子、ポリ(βアミノエステル)(PBAE
)ポリマー、PLGA/PBAEエステル微粒子、ポリ[α-(4-アミノブチル)-l-グリコール酸]、ポ
リ(プロピレンイミン)デンドリマー、ポリ乳酸、ポリエチレングリコール(PEG)化ポリ(乳
酸)、乳酸-グリコール酸共重合体、ポリ(オルトエステル)、PEG化ポリ(オルトエステル)
、ポリ(カプロラクトン)、PEG化ポリ(カプロラクトン)、ポリリジン、PEG化ポリリジン、
ポリ(エチレンイミン)、PEG化ポリ(エチレンイミン)、ポリ(アクリル酸)、PEG化ポリ(ア
クリル酸)、ポリ(ウレタン)、PEG化ポリ(ウレタン)、ポリマー脂質-タンパク質-糖微粒子
、細胞エンドソームの内部で加水分解性であるポリマー、自己会合粒子、およびこれらの
誘導体からなる群より選択されるポリマーをさらに含む、請求項13記載の組成物。
【請求項１５】
　感染症または腫瘍性疾患に対する免疫治療応答を誘発する際に用いるための使用であっ
て、それによって、対象へのアゴニストの組み合わせ剤の投与が、感染症または腫瘍性疾
患に対する液性免疫応答および/または細胞性応答を誘発する、請求項1～12のいずれか一
項記載のワクチンの使用。
【請求項１６】
　感染症または腫瘍性疾患に対する免疫治療応答を誘発する際に用いるための医薬を製造
するための使用であって、それによって、対象へのアゴニストの組み合わせ剤の投与が、
感染症または腫瘍性疾患に対する液性免疫応答および/または細胞性応答を誘発する、請
求項1～12のいずれか一項記載のワクチンの使用。
【請求項１７】
　感染症または腫瘍性疾患に対する免疫治療応答を誘発する際に用いるための使用であっ
て、それによって、対象へのアゴニストの組み合わせ剤の投与が、感染症または腫瘍性疾
患に対する液性免疫応答および/または細胞性応答を誘発する、請求項13または14記載の
組成物の使用。
【請求項１８】
　感染症または腫瘍性疾患に対する免疫治療応答を誘発する際に用いるための医薬を製造
するための使用であって、それによって、対象へのアゴニストの組み合わせ剤の投与が、
感染症または腫瘍性疾患に対する液性免疫応答および/または細胞性応答を誘発する、請
求項13または14記載の組成物の使用。
【請求項１９】
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　請求項1～12のいずれか一項記載のワクチンの治療有効量をそれを必要とする対象に投
与する段階により、感染症または腫瘍性疾患を治療する方法。
【請求項２０】
　請求項13または14記載の組成物の治療有効量をそれを必要とする対象に投与する段階に
より、感染症または腫瘍性疾患を治療する方法。
【請求項２１】
　ワクチンまたは組成物の投与がエレクトロポレーション、微粒子銃、注射、またはこれ
らの組み合わせを含む、請求項19または20記載の方法。
【請求項２２】
　感染症または腫瘍性疾患に関連した抗原を投与する段階をさらに含む、請求項19～21の
いずれか一項記載の方法。
【請求項２３】
　抗原が、ウイルス抗原、細菌抗原、寄生虫抗原、原虫抗原、異常な宿主タンパク質、お
よび腫瘍抗原からなる群より選択される、請求項22記載の方法。
【請求項２４】
　免疫治療応答が予防的である、請求項22記載の方法。
【請求項２５】
　以下を含む組成物：
　a) 1つまたは複数の腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNFRSF)アゴニスト；
　b) 少なくとも2つのTLRアゴニスト；および
　c) カチオン性ポリマー。
【請求項２６】
　ポリマーが一般式(I)のものである、請求項25記載の組成物：

　式中、Rは水素原子または式

の基であり、
　R基は(CH2)末端において主式中のN原子に結合し、
　nは2～10の整数であり、かつ
　pおよびqは整数であり、
　ただし和p + qは、ポリマーの平均分子量が100～10,000,000となるような値である。
【請求項２７】
　TNFRSFアゴニストが、LTA(リンホトキシンA)、LTB(リンホトキシンB)、TNFSF4(OX-40L)
、TNFSF5(CD40L)、TNFSF6(FasL)、TNFSF7(CD27LまたはCD70)、TNFSF8(CD30L)、TNFSF9(4-
1BBL)、TNFSF1O(TRAIL)、TNFSF11(RANKL)、TNFSF12(TWEAK)、TNFSF13A(APRIL)、TNFSF13B
(BAFF)、TNFSF14(LIGHT)、TNFSF15(VEGI)、およびTNFSF18(GITRL)からなる群より選択さ
れる、請求項25記載の組成物。
【請求項２８】
　TNFRSFアゴニストがCD40Lである、請求項27記載の組成物。
【請求項２９】
　TNFRSFアゴニストがGITRLである、請求項27記載の組成物。
【請求項３０】
　TLRアゴニストの1つまたは複数がTLR9アゴニストである、請求項25記載の組成物。
【請求項３１】
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　TLR9アゴニストがCpGを含むオリゴヌクレオチドである、請求項30記載の組成物。
【請求項３２】
　多量体化ポリペプチドがC1qファミリーまたはコレクチンファミリーのメンバーである
、請求項25記載の組成物。
【請求項３３】
　ポリペプチドがAcrp30またはサーファクタントタンパク質D(SP-D)である、請求項32記
載の組成物。
【請求項３４】
　MAGE-1、MAGE-2、MUC-1、チロシナーゼ、表面Ig、サイクリン依存性キナーゼ4、βカテ
ニン、カスパーゼ8、HPV16型、E6およびE7タンパク質、CD5、CAMPATH-1、CEA、EGFR、FAP
-α、テネイシン、メタロプロテイナーゼ、HIV-1 gag、HIV-1 nef、HIV-1 env、HIV-1 gp
41-1、HIV-1 p24、HIV-1 gp 120、HIV-2 env、HIV-2 gp 36、HCVコア、HCV NS4、HCV NS3
、HCV p22ヌクレオカプシド、HCV NS5、A型インフルエンザ、B型インフルエンザ、SARS関
連スパイクモザイクS(N)、SARS関連スパイクモザイクS(M)、およびSARS関連コロナウイル
スヌクレオカプシドからなる群より選択される抗原をさらに含む、請求項13、14、および
25のいずれか一項記載の組成物。
【請求項３５】
　以下を含む組成物と対象の細胞を接触させる段階を含む、対象においてエフェクターT
細胞を含む細胞集団の増殖を誘導する方法：
　a) 1つまたは複数の腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNFSF)アゴニスト；
　b) 少なくとも2つのTLRアゴニスト；および
　c) カチオン性ポリマー。
【請求項３６】
　細胞をエクスビボで接触させ、その後対象に投与する、請求項35記載の方法。
【請求項３７】
　組成物を対象に投与することにより細胞を接触させる、請求項35記載の方法。
【請求項３８】
　対象の呈する腫瘍中に直接または腫瘍の周囲に組成物を投与する段階をさらに含む、請
求項37記載の方法。
【請求項３９】
　以下を含む薬学的に許容される組成物の治療有効量を投与する段階を含む、細胞増殖性
疾患を治療する方法：
　a) 1つまたは複数の腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNFSF)アゴニスト；
　b) 少なくとも2つのTLRアゴニスト；
　c) カチオン性ポリマー；および
　d) 薬学的に許容される担体。
【請求項４０】
　細胞増殖性疾患が癌である、請求項19～24および35～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項４１】
　以下の段階をさらに含む、請求項19～24および35～39のいずれか一項記載の方法：
　e) 免疫細胞を含む細胞を対象から抽出する段階；
　f) エクスビボで細胞を組成物と混合する段階；および
　g) 混合物を対象に投与する段階。
【請求項４２】
　組成物を腫瘍中に直接または腫瘍の周囲に投与する、請求項19～24および35～39のいず
れか一項記載の方法。
【請求項４３】
　薬学的に許容される担体と以下を含む組成物とを含む、薬学的組成物：
　a) 1つまたは複数の腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNFRSF)アゴニスト；
　b) 少なくとも2つのTLRアゴニスト；および
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　c) カチオン性ポリマー。
【請求項４４】
　以下を含むワクチン：
　a) 1つまたは複数の腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNFRSF)アゴニスト；
　b) 少なくとも2つのTLRアゴニスト； 
　c) カチオン性ポリマー：
　d) MAGE-1、MAGE-2、MUC-1、チロシナーゼ、表面Ig、サイクリン依存性キナーゼ4、β
カテニン、カスパーゼ8、HPV16型、E6およびE7タンパク質、CD5、CAMPATH-1、CEA、EGFR
、FAP-α、テネイシン、メタロプロテイナーゼ、HIV-1 gag、HIV-1 nef、HIV-1 env、HIV
-1 gp41-1、HIV-1 p24、HIV-1 gp 120、HIV-2 env、HIV-2 gp 36、HCVコア、HCV NS4、HC
V NS3、HCV p22ヌクレオカプシド、HCV NS5、A型インフルエンザ、B型インフルエンザ、S
ARS関連スパイクモザイクS(N)、SARS関連スパイクモザイクS(M)、およびSARS関連コロナ
ウイルスヌクレオカプシドからなる群より選択される抗原；ならびに
　e) 薬学的に許容される担体。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一部、米国立衛生研究所による助成金番号第1R21AI063982-01A1号の下に政
府の支援を受けてなされた。米国政府は、本発明において一定の権利を有する。
【０００２】
発明の分野
　本発明は一般に、分子アジュバントの組み合わせ免疫刺激剤およびDNAワクチンを含め
た遺伝子ワクチン、より具体的には、免疫療法様式としての腫瘍壊死因子受容体スーパー
ファミリー(TNFRSF)アゴニスト、Toll様受容体(TLR)アゴニスト、「NAIP、CIITA、HET-E
、TP-1中に存在するドメイン(NACHT)-ロイシンリッチ反復配列(LRR)」すなわち「NLR」ア
ゴニスト、RIG様ヘリカーゼ(RHR)アゴニスト、プリン受容体アゴニスト、およびサイトカ
イン/ケモカイン受容体アゴニストの組み合わせ剤に関する。
【背景技術】
【０００３】
背景情報
　多くのウイルス、細菌、および腫瘍は抗原を発現し、免疫系はこれらの病原体を認識す
る方法としてこの抗原を潜在的に使用し得るが、これらの抗原は有効な免疫応答を誘発で
きない場合が多い。樹状細胞(DC)がこれらの生存病原体の多くを認識できないことは、感
染症および/または腫瘍性疾患を治療するための有効なワクチン接種戦略を開発する上で
問題を生じている。さらに、生存病原体により作製されたワクチンは宿主を脅かすため、
弱毒化を行わないそのような生ワクチン様式は有望な免疫療法としては不評である。
【０００４】
　一般にワクチンは、抗原と、アジュバントと称される抗原提示細胞(特に樹状細胞)の活
性化剤を組み合わせて含む。抗原が宿主中に既に存在する場合には、単にアジュバントを
投与するだけで免疫応答が起こり得る場合が多い。抗原はDCによって取り込まれ、アジュ
バントは、種々の細胞表面受容体(例えば、CD40またはToll様受容体すなわちTLR)と相互
作用することによってDCを活性化する。
【０００５】
　腫瘍抗原は腫瘍内のDCによって提示されるが、腫瘍の産生する因子がDCの抗原提示を抑
制する。腫瘍内のDCを刺激するには、CD40の天然リガンドであるCD40リガンド(CD40L、CD
154、TNFSF5)が用いられている。TNFスーパーファミリー(TNFSF)の免疫刺激メンバーであ
るCD40Lは、三量体II型膜タンパク質として産生される。
【０００６】
　DNAワクチンは、抗原を提示させるおよび/またはCD40刺激を誘導するために用いること
ができ、そのようなワクチンは適切な免疫応答を誘発することが示されている。しかし、
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全長膜CD40Lをコードするプラスミドは通常、DNAワクチンに対する免疫応答を増強しない
。そのため、いくつかの研究では、可溶性1-三量体型のCD40L(sCD40LT、当初はImmunexに
よって作製された)を使用している。しかし、完全なCD40L刺激には、多量体型のCD40Lに
よってのみ達成され得る膜面での受容体のクラスター形成が必要であり、このことは、対
応する細胞型を完全に刺激するためにTNFSFは概して単一の三量体レベルを上回る多量体
化を必要とするという知見を裏付けるものである。
【０００７】
　上記で示唆されるように、DCを刺激するにはいくつかの方法が存在する：すなわち、CD
40受容体を刺激するか、または、Toll様受容体(TLR)アゴニストの受容体を刺激すること
による。重要なTLRアゴニストには、CpGリッチオリゴヌクレオチドおよび二本鎖RNA模倣
体、ポリイノシン酸:ポリシチジル酸(ポリI:C)が含まれる。CpGはMyD88経路を用いてDCに
シグナル伝達し、ポリI:CはTRIF経路を使用する。最近の報告から、CD40刺激と単一のTLR
アゴニストを併用することで、強力な免疫応答が促進されることが示されている。同様に
、他の報告から、2つのTLRアゴニストを共に併用することで(例えば、CpG + ポリI:C)、
著しく大きな応答が生じることが示されている。
【０００８】
　いくつかの感染性病原体(例えば、HIV)に関する知見と同様に、アジュバント/DNAワク
チン接種様式でマウスにおけるモデル腫瘍を治療することは非常に困難であった。これは
、B16-F10腫瘍を呈するマウスにおいて特に当てはまる。現在、確立されたB16-F10腫瘍は
、免疫細胞枯渇、トランスジェニック抗腫瘍CD8+ T細胞の注入、黒色腫抗原を発現するワ
クシニアによるワクチン接種、およびIL-2の併用によりマウスで治療され得る。しかし、
上記の段階を行わない場合には、腫瘍治療用のDNAワクチンに対する免疫応答を増強する
アジュバントをコードするプラスミドを使用しても、成功は限られている。
【０００９】
　免疫刺激剤は、共刺激分子を上方制御し、支持サイトカインを誘導し、かつ免疫記憶を
支持することによって、ワクチンの有効性に寄与する。理想的には、ワクチンは、安全で
あり、防御性が強く、かつ頻繁なワクチン再接種の必要性を軽減するよう永続的であるべ
きである。
【００１０】
　1世紀以上にわたり、癌の免疫療法は、正常組織にほとんど損傷を与えることのない、
腫瘍および転移の治療見込みを提供してきた。このような見込みを実現する上での度重な
る失敗の記録にもかかわらず、特定の腫瘍抗原、サイトカインを発現するように改変され
た腫瘍細胞、または腫瘍抗原を提示する樹状細胞を患者にワクチン接種することを含め、
癌免疫療法に新たな関心が寄せられている。
【００１１】
　ワクチン接種なしで免疫系が腫瘍細胞を認識できるならば、欠如している唯一の要素は
、抗腫瘍応答を増強するための強力なアジュバントである。いくつかの研究路線から、こ
れが事実であるという証拠が提供されている：(1) 未処置の癌患者において、MUC-1、HER
-2/neu、gp 100、およびテロメラーゼのような抗原に対するCD8+ T細胞が測定され得る；
(2) ワクチン接種していない患者の腫瘍浸潤リンパ球(TIL)をエクスビボで拡大し、患者
に再注入すると、転移性疾患においてさえも劇的な応答が起こり得る場合がある；(3) CT
LA-4遮断薬のような非特異的免疫刺激剤によって、有効な抗腫瘍応答が誘発され得る；お
よび(4) 治療によって免疫応答を誘導した場合、治療に用いたものと異なる特異性を有す
る多数のCD8+ T細胞の産生、いわゆる「エピトープ拡散」によって患者が応答する場合が
多い。
【００１２】
　腫瘍細胞は、免疫応答を不活化する種々の物質を産生する。これらの物質には、IL-10
、TGF-β、PGE2、およびさらには血管新生因子、VEGFが含まれる。しかし、抗腫瘍CD8+ T
細胞は、腫瘍およびその流入領域リンパ節内で見出され得る。これらの細胞はエフェクタ
ー機能を獲得するために成熟樹状細胞(DC)からの刺激を必要とし、かつ、腫瘍関連DCが腫
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瘍抗原を提示するという証拠が存在する。しかし、上記のIL-10、TGF-β、PGE2、およびV
EGFを含む腫瘍によって産生される抑制物質のために、癌内部のDCは典型的に成熟してい
ない。そのような未成熟DCによって、免疫抑制性調節性T細胞(すなわち、Treg)によって
媒介される免疫寛容が生じ得る。Tregは効果的なCD8+ T細胞応答を抑制する。Tregを除去
するかまたは不活化することで、抗腫瘍免疫は増大する。または、CD40を介したDCの刺激
によって例証される成熟DCに対する刺激により、効率的な抗腫瘍免疫が生じ得る。
【００１３】
　抗腫瘍療法を増強するために、免疫刺激剤を利用する多くのアプローチが用いられてい
る。例えば、IL-12の「裸の」プラスミドDNAを腫瘍周囲に繰り返し注射すると、マウスに
おいて腫瘍増殖が調節され得る。しかしながら、DNAワクチンが抗体応答を誘発する能力
は様々である。
【発明の開示】
【００１４】
発明の概要
　本発明は、腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNFRSF)アゴニスト、Toll様受容体
(TLR)アゴニスト、「NAIP、CIITA、HET-E、TP-1中に存在するドメイン(NACHT)-ロイシン
リッチ反復配列(LRR)」すなわち「NLR」アゴニスト、RHRアゴニスト、プリン受容体アゴ
ニスト、プリン受容体、およびサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニストの組み合わせ
免疫刺激剤に関する。病変部位で単独で使用した場合、これらの組み合わせ剤は、病原体
または新生物を除去するための宿主免疫応答を誘導する免疫刺激を提供する。明確な抗原
と共に使用した場合、これらの組み合わせ剤は、ワクチンとして、および腫瘍性疾患の治
療に有用な集中的な応答を引き起こし得る。
【００１５】
　1つの態様において、TNFRSF受容体の刺激は、DNAワクチンの有用な分子アジュバントと
して、可溶性多量体腫瘍壊死因子スーパーファミリー(TNFSF)リガンド(例えば、CD40Lお
よびグルココルチコイド誘導性TNFR関連遺伝子リガンド(GITRL))を含む組成物を介して達
成される。
【００１６】
　関連局面において、可溶性腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNFRSF)リガンドお
よび多量体化ポリペプチドを含む融合タンパク質をコードする核酸、少なくとも2つのTLR
アゴニスト、ならびにカチオン性ポリマーを含む組成物を開示する。さらに、そのような
多量体化ポリペプチドには、例えば、Acrp30またはサーファクタントタンパク質D(SP-D)
などのC1qおよびコレクチンファミリーのメンバーが含まれる。
【００１７】
　関連局面において、そのような組成物は、一般式(I)のポリマーを含み得る：

　式中、Rは水素原子または式

の基であり、
　R基は(CH2)末端において主式中のN原子に結合し、nは2～10の整数であり、かつpおよび
qは整数であり、ただし和p + qは、ポリマーの平均分子量が100～107となるような値であ
る。
【００１８】
　別の関連局面において、TNFRSFリガンドには、これらに限定されないが、CD40L、グル
ココルチコイド誘導性TNFR関連遺伝子リガンド(GITRL)、NGF、CD137L/4-1BBL、TNFα、CD
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143L/OX40L、CD27L/CD70、FasL、CD30L、TNFβ/LTα、LTβ、RANKL、LIGHT、およびTRAIL
が含まれる。
【００１９】
　関連局面において、そのような組成物は、これらに限定されないが、MAGE-1、MAGE-2、
MUC-1、チロシナーゼ、表面Ig、サイクリン依存性キナーゼ4、βカテニン、カスパーゼ8
、HPV16型、E6およびE7タンパク質、CD5、CAMPATH-1、CEA、EGFR、FAP-α、テネイシン、
メタロプロテイナーゼ、HIV-1 gag、HIV-1 nef、HIV-1 env、HIV-1 gp41-1、HIV-1 p24、
HIV-1 gp 120、HIV-2 env、HIV-2 gp 36、HBsAg、HCVコア、HCV NS4、HCV NS3、HCV p22
ヌクレオカプシド、HCV NS5、A型インフルエンザ、B型インフルエンザ、SARS関連スパイ
クモザイクS(N)、SARS関連スパイクモザイクS(M)、およびSARS関連コロナウイルスヌクレ
オカプシドなどの抗原を含み得る。
【００２０】
　別の態様においては、可溶性腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNFRSF)リガンド
および多量体化ポリペプチドを含む融合タンパク質をコードする核酸、少なくとも2つのT
LRアゴニスト、ならびにカチオン性ポリマーを含む組成物と対象の細胞を接触させる段階
を含む、対象においてエフェクターT細胞を含む細胞集団の増殖を誘導する方法を開示す
る。
【００２１】
　関連局面において、細胞をエクスビボで接触させて、その後対象に投与するか、または
組成物を対象に投与することにより細胞を接触させる。さらに、本方法は、対象の呈する
腫瘍中に直接または腫瘍の周囲に組成物を投与する段階を含み得る。
【００２２】
　別の態様においては、薬学的に許容される担体中に、少なくとも2つのTLRアゴニスト、
カチオン性ポリマーと組み合わせて、可溶性腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNF
RSF)リガンドと多量体化ポリペプチドとを含む融合タンパク質をコードする核酸と混合さ
れたカチオン性ポリマーを含む薬学的に許容される組成物の治療有効量を投与する段階を
含む、細胞増殖性疾患を治療する方法を開示する。
【００２３】
　関連局面において、細胞増殖性疾患は癌であり、対象からTリンパ球(T細胞)を含む細胞
を抽出する段階、エクスビボで細胞を組成物と混合する段階、および混合物を対象に投与
する段階を含み得る。または、組成物を、腫瘍中に直接または腫瘍の周囲に投与する。
【００２４】
　別の態様においては、薬学的に許容される担体、ならびに可溶性腫瘍壊死因子受容体ス
ーパーファミリー(TNFRSF)リガンドおよび多量体化ポリペプチドを含む融合タンパク質を
コードする核酸、少なくとも2つのTLRアゴニスト、およびカチオン性ポリマーを含む組成
物を含む薬学的組成物を開示する。
【００２５】
　別の態様においては、可溶性腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNFRSF)リガンド
および多量体化ポリペプチドを含む融合タンパク質をコードする核酸、少なくとも2つのT
LRアゴニスト、カチオン性ポリマー、MAGE-1、MAGE-2、MUC-1、チロシナーゼ、表面Ig、
サイクリン依存性キナーゼ4、βカテニン、カスパーゼ8、HPV16型、E6およびE7タンパク
質、CD5、CAMPATH-1、CEA、EGFR、FAP-α、テネイシン、メタロプロテイナーゼ、HIV-1 g
ag、HIV-1 nef、HIV-1 env、HIV-1 gp41-1、HIV-1 p24、HIV-1 gp 120、HIV-2 env、HIV-
2 gp 36、HCVコア、HCV NS4、HCV NS3、HCV p22ヌクレオカプシド、HCV NS5、A型インフ
ルエンザ、B型インフルエンザ、SARS関連スパイクモザイクS(N)、SARS関連スパイクモザ
イクS(M)、およびSARS関連コロナウイルスヌクレオカプシドを非限定的に含む抗原、なら
びに薬学的に許容される担体を含むワクチンを開示する。
【００２６】
　関連局面において、対象は感染症または腫瘍性疾患を呈し、投与は予防的または寛解性
である。
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【００２７】
　1つの態様において、1つまたは複数の核酸の組み合わせを含むDNAワクチンを開示する
が、該核酸は、1つまたは複数の腫瘍壊死因子受容体スーパーファミリー(TNFRSF)アゴニ
スト、ならびにToll様受容体(TLR)アゴニスト、NAIP、CIITA、HET-E、TP-1中に存在する
ドメイン(NACHT)-ロイシンリッチ反復配列(LRR)すなわちNLRアゴニスト、RIG様ヘリカー
ゼすなわちRHRアゴニスト、プリン受容体アゴニスト、サイトカイン/ケモカイン受容体ア
ンタゴニスト、およびこれらの組み合わせからなる群より選択される1つまたは複数のア
ゴニストをコードする。
【００２８】
　関連局面において、1つまたは複数の核酸は、1つまたは複数のTNFRSFアゴニスト、1つ
または複数のTLRアゴニスト、1つまたは複数のNLRアゴニスト、1つまたは複数のRHRアゴ
ニスト、1つまたは複数のプリン受容体アゴニスト、および1つまたは複数のサイトカイン
/ケモカイン受容体アゴニストをコードする。別の局面において、1つまたは複数の核酸は
、1つまたは複数のTNFRSFアゴニスト、1つまたは複数のTLRアゴニスト、および1つまたは
複数のNLRアゴニストをコードする。別の局面において、1つまたは複数の核酸は、1つま
たは複数のTNFRSFアゴニスト、1つまたは複数のTLRアゴニスト、1つまたは複数のNLRアゴ
ニスト、および1つまたは複数のサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニストをコードする
。
【００２９】
　別の態様において、DNAワクチン、TNFRSFアゴニスト、TLRアゴニスト、RIG様ヘリカー
ゼすなわちRHRアゴニスト、プリン受容体アゴニスト、およびサイトカイン/ケモカイン受
容体アゴニストを非限定的に含む1つもしくは複数のポリペプチドアゴニスト、ならびに/
または、二本鎖RNA、γ-D-Glu-メソ-ジアミノピメリン酸(DAP)もしくはその誘導体、ムラ
ミルジペプチド(MDP)もしくはその誘導体、細菌DNA、および細胞外ATP(ATPe)を非限定的
に含む1つもしくは複数のNLRアゴニストを含む組成物を開示する。
【００３０】
　1つの局面において、DNAワクチンまたは組成物は、感染症または腫瘍性疾患に対する免
疫治療応答を誘発するために用いられ、脊椎動物細胞におけるアゴニストの組み合わせ剤
の発現が、感染症または腫瘍性疾患に対する液性免疫応答および/または細胞性応答を誘
発する。
【００３１】
　別の局面において、DNAワクチンまたは組成物は、感染症または腫瘍性疾患に対する免
疫治療応答を誘発する際に使用する医薬の製造に用いられ、ここで脊椎動物細胞における
アゴニストの組み合わせ剤の発現が、感染症または腫瘍性疾患に対する液性免疫応答およ
び/または細胞性応答を誘発する。
【００３２】
　1つの態様において、DNAワクチンまたは組成物の治療有効量をそれを必要とする対象に
投与する段階を含む、感染症または腫瘍性疾患を治療する方法を開示する。関連局面にお
いて、本方法は、感染症または腫瘍性疾患に関連した抗原を投与する段階を含む。
【００３３】
　本発明による例示的な方法および組成物を、以下にさらに詳述する。
【００３４】
発明の詳細な説明
　本組成物、方法、および治療法について記載する前に、本発明が記載の特定の組成物、
方法、および実験条件に限定されず、したがって組成物、方法、および条件が変更可能で
あることが理解されるべきである。本発明の範囲は添付の特許請求の範囲によってのみ限
定されるため、本明細書で使用する専門用語は特定の態様を説明する目的のためのみのも
のであって、限定を意図するものではないこともまた理解されるべきである。
【００３５】
　本明細書および添付の特許請求の範囲で使用する単数形「1つの」、「ある」、および
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「本」とは、特記する場合を除き、その対象物の複数形も含む。したがって、例えば「本
方法」への言及は、本開示を読めば当業者に明らかとなるであろう本明細書に記載する種
類などの1つまたは複数の方法および/または段階を含む。
【００３６】
　特記しない限り、本明細書で使用する専門用語および科学用語はすべて、本発明が属す
る技術分野の当業者によって一般に理解される意味と同じ意味を有する。本発明の実施ま
たは試験において、本明細書に記載のものと類似のまたは同等の任意の方法および材料を
用いることができるが、好ましい方法および材料は以下に記載するものである。
【００３７】
　本発明の実施は、特にそうでないことが示されていない限り、ウイルス学、免疫学、微
生物学、分子生物学、および当技術分野の技術の範囲内である組換えDNA技術の従来法を
使用し、そのいくつかについては説明目的で後述する。このような技法は、文献で完全に
説明されている。例えば、Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (
2nd Edition, 1989)；Maniatis et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1982
)；DNA Cloning: A Practical Approach, vol. I & II (D．Glover, ed.)；Oligonucleot
ide Synthesis (N. Gait, ed., 1984)；Nucleic Acid Hybridization (B. Hames & S. Hi
ggins, eds., 1985)；Transcription and Translation (B. Hames & S. Higgins, eds., 
1984)；Animal Cell Culture (R. Freshney, ed., 1986)；Perbal, A Practical Guide t
o Molecular Cloning (1984)を参照されたい。
【００３８】
　「アゴニスト」という用語は、細胞受容体と相互作用して細胞で刺激シグナルを生じる
タンパク質、核酸、脂質、糖質、および/または化学物質を指す。特に好ましいアゴニス
トは、免疫細胞を刺激するアゴニストである。
【００３９】
　「抗原」という用語は、それに対して特異的な免疫応答が起こり得る微生物(細菌、真
菌、原虫、またはウイルス)由来の物質または内因性物質を指す。微生物抗原の例には、H
IV(Gag、Env、Nef)、インフルエンザ(HA、N)、マラリア原虫(CSP-1、MSP-1)、B型肝炎、C
型肝炎、パピローマウイルス、ヘルペスウイルス、オルソポックスウイルス(痘瘡の病原
体である天然痘など)由来のタンパク質が含まれる。連鎖球菌、髄膜炎菌、マイコバクテ
リウム属、マイコプラズマ属、クラミジア属、フランシセラ属、パスツレラ属、レジオネ
ラ属、およびバチルス属種(炭疽菌(B. anthracis)を含む)由来の糖質などの糖質もまた抗
原となり得る。糖脂質などの脂質も抗原となり得る。核酸もまた抗原となり得る。さらに
、タンパク質、糖質、脂質、および/または核酸から構成される複合物質も抗原となり得
る。内因性抗原としては、腫瘍に特異的な抗原が好ましい。他の内因性抗原には、プリオ
ン、またはアルツハイマー病のプラークで認められるような凝集タンパク質などの異常な
タンパク質が含まれる。
【００４０】
　抗原は、本出願における免疫刺激剤のいずれかに直接結合させることもできる。結合は
、共有結合または非共有結合相互作用(CpG ODNと正荷電ペプチド抗原との間の静電気的相
互作用など)によるものであってよい。例として、タンパク質抗原を、CpG含有免疫刺激オ
リゴデオキシヌクレオチド(ISS-ODN)または他のTLRアゴニストに共有結合させることがで
きる。適切な方法によりワクチン接種すると、これらの抗原-免疫刺激剤化合物により、2
つの成分を結合せずに共に使用した場合に起こる免疫応答よりも大きな免疫応答が起こり
得る。例えば、タンパク質をISS-ODNに結合させて、より強いワクチン応答を引き起こす
ことができる。同様に、タンパク質抗原をTLRアゴニストに共有結合させて、より強いワ
クチン応答をもたらすことができる。
【００４１】
　抗原をワクチン中で使用して、疾患を治療または予防することができる。抗原はまた、
診断検査またはキットで使用され得る抗体などの特異的免疫物質を産生させるために用い
ることができる。抗原含有ワクチンの対象は典型的に、脊椎動物、好ましくは哺乳動物、
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より好ましくはヒトである。
【００４２】
　この説明の目的のため、抗原は、免疫応答が所望される任意のタンパク質、糖質、脂質
、核酸、またはこれらの混合物、またはこれらの複数と定義される。抗原が分子用語とし
て見なされることが必ずしも必要でないことに留意することが重要である。例えば、免疫
応答がどの分子に対するものなのかを事前にまたは事後に知ることなく、腫瘍に対する免
疫応答を引き起こすことができる。このような場合、抗原という用語は、特異的免疫応答
が対象とする既知または未知の1つまたは複数の物質を指す。免疫応答の特異性は、1つの
腫瘍型に対して生じた免疫がその腫瘍型に特異的であって別の腫瘍型には特異的ではない
というような、抗原の機能上の定義を提供する。
【００４３】
　「相乗作用」という用語は、個々に投与した場合のタンパク質、脂質、核酸、糖質、ま
たは化合物の相加的活性よりも高い、タンパク質、脂質、核酸、糖質、または化合物の組
み合わせ投与の活性を指す。
【００４４】
　「併用投与」という用語は、単独で投与されたタンパク質、脂質、核酸、糖質、または
化合物の治療効果よりも組み合わせの治療または予防効果が高くなり得るように投与され
る、組み合わせによる2つのまたはそれ以上のタンパク質、脂質、核酸、糖質、または化
合物を指す。2つまたはそれ以上のタンパク質、脂質、核酸、糖質、または化合物は、同
時にまたは連続して投与することができる。同時に併用投与するタンパク質、脂質、核酸
、糖質、または化合物は、薬学的に許容される1つまたは複数の組成物中に提供され得る
。連続的な併用投与には、各タンパク質、脂質、核酸、糖質、または化合物が同時に治療
部位に存在し得るように、タンパク質、脂質、核酸、糖質、または化合物が投与される場
合が非限定的に含まれる。
【００４５】
　「アジュバント」という用語は、抗原に対する免疫応答を増強する化合物または混合物
を指す。アジュバントは、抗原をゆっくりと放出する組織貯蔵所として、およびまた免疫
応答を非特異的に増強するリンパ系活性化剤としてはたらき得る(Hood et al., Immunolo
gy, Second Ed., 1984, Benjamin/Cummings: Menlo Park, Calif., p. 384)。多くの場合
、アジュバント非存在下での抗原単独による一次刺激は、液性免疫応答も細胞性免疫応答
も誘発することができない。アジュバントには、完全フロイントアジュバント、不完全フ
ロイントアジュバント、サポニン、水酸化アルミニウムなどのミネラルゲル、リゾレシチ
ンなどの界面活性剤、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油または炭化
水素乳濁液、キーホールリンペットヘモシアニン、ジニトロフェノール、ならびにBCG(カ
ルメット・ゲラン桿菌)およびコリネバクテリウム・パルブム(Corynebacterium parvum)
などの潜在的に有用なヒトアジュバントが非限定的に含まれる。アジュバントは薬学的に
許容されることが好ましい。
【００４６】
　関連局面において、「分子アジュバント」という用語は、それに対して樹状細胞(DC)、
マクロファージ、B細胞、T細胞、および/またはNK細胞が公知の受容体を有し、その受容
体の占有により、一連の確立した細胞内シグナル伝達、およびその後の免疫応答の量また
は質の改善をもたらす表現形の変化が生じるタンパク質、脂質、核酸、糖質、または化合
物と定義される。関連局面において、上記の細胞はまとめて「免疫細胞」と称される。
【００４７】
　「抗原提示細胞」または「APC」という用語は、抗原を処理し、そのペプチド断片をリ
ンパ球活性化に必要な分子と共に細胞表面上に提示する、高度に特殊化した細胞を指す。
T細胞に対する主な抗原提示細胞はDC、マクロファージ、およびB細胞であり、B細胞に対
する主な抗原提示細胞は濾胞樹状細胞である。
【００４８】
　「樹状細胞」または「DC」という用語は、リンパ組織のT細胞領域において認められるA
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PCと定義される。(Banchereau et al., Nature 392:245-251, 1998)。DCは、抗原の取り
込み、輸送、処理、およびT細胞への提示に特殊化した、骨髄由来白血球のまばらに分布
した遊走群である。非リンパ組織もまたDCを含むが、これらは活性化されてリンパ組織に
移動するまでT細胞応答を刺激しない。一般に、樹状細胞は、典型的な形状(インサイチュ
ーで星状、インビトロで可視化可能な顕著な細胞質突起、樹状突起を有する)；高率で抗
原を取り込み、処理し、かつ提示する能力；およびナイーブT細胞応答を活性化する能力
に基づいて同定され得る。マウスおよびヒト樹状細胞の一般的総説に関しては、Shortman
 et al., Nat. Rev. Immunol. 2(3):151-61, 2002を参照されたい。
【００４９】
　「免疫原性」という用語は、体液または細胞媒介性の免疫応答を誘発する抗原の能力を
指す。本明細書で使用する「免疫原性有効量」とは、当業者に公知である標準的なアッセ
イ法によって測定される、免疫応答、細胞性(T細胞)または液性(B細胞または抗体)応答を
誘発するのに十分な抗原の量を指す。免疫源としての抗原の有効性は、増殖アッセイ法に
より、特定の標的細胞を溶解するT細胞の能力を測定するクロム放出アッセイ法などの細
胞溶解アッセイ法により、または抗原に特異的な血清中の循環抗体のレベルを測定して、
もしくは脾臓中の抗体スポット形成細胞の数を測定してB細胞活性のレベルを測定するこ
とにより測定することができる。さらに、免疫化した宿主を、注射した抗原を含む複製ウ
イルスまたは細胞で刺激することにより、免疫応答の防御レベルを測定することも可能で
ある。例えば、免疫応答が所望される抗原がウイルスまたは腫瘍細胞である場合、「免疫
原性有効量」の抗原によって誘導された防御レベルは、動物のウイルスまたは腫瘍細胞刺
激後に生存レベルを検出することにより測定される。あるいは、防御はまた、動物刺激後
のウイルス複製または腫瘍増殖の減少として測定することもできる。
【００５０】
　本明細書で使用するサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニストという用語は、これら
の免疫刺激タンパク質のいずれかを指す。IL-1(この分子ファミリーのすべてのメンバー
、特にIL-1β)、IL-2、IL-4、IL-12、IL-13、1L-15、IL-17、IL-18、CCL13、CCL20、IFN
α、IFNβ、IFNγ、IFNλ1、IFNλ2、IFNλ3、およびGM-CSFが好ましい。
【００５１】
　サイトカインおよびケモカインは、免疫細胞の機能に影響を及ぼすタンパク質である。
サイトカインの概要は、The Cytokine Referenceデータベース(Academic Press、米国、
マサチューセッツ州、バーリントン主催)においてOppenheimerらにより提供されている。
サイトカインの他のリストには以下のものがある：Cytokines and Cells Online Pathfin
der Encyclopedia(COPE)(Horst Ibelgaufts, Institute of Biochemistry, MPI of Bioch
emistry、ドイツ、ミュンヘン・マルティンスリート主催)；The Cytokines Web(PSINIX I
nformation Systems Ltd、中国主催)；およびThe Cytokine Handbook, Vol. 1 and 2, 4t
h Ed., 2003, (Thompson and Lotze, eds.), Academic Press、カリフォルニア州、サン
ディエゴ。いくつかのサイトカインはインターロイキン(IL)と命名され、IL-1～IL-33の
ように数字で表示される。他のサイトカインはインターフェロン(IFN)と命名され、ギリ
シャ文字を用いて表示される。他のサイトカインは、顆粒球マクロファージコロニー刺激
因子すなわちGM-CSFのように、その特性により命名されている。ケモカインとは一般に、
特定の細胞型の化学誘因をもたらすタンパク質である。ケモカインは、タンパク質内のシ
ステインの数および配置に基づいて4つのファミリー：CXC、C、CX3C、およびCCに分類さ
れる。ケモカインには、CXCL1～CXCL16、XCL1～XCL2、CX3CL1、およびCCL1～CCL28が含ま
れる。CCL3、CCL4、CCL5、CCL13、およびCCL20が特に好ましい。CCL3はマクロファージ炎
症性タンパク質1αとも称され、T細胞のような、CCケモカイン受容体1(CCR1)およびCCR5
を有する細胞の化学誘因物質である。CCL4はマクロファージ炎症性タンパク質1βとも称
され、T細胞のようなCCR5を有する細胞の化学誘因物質である。CCL5はRANTESとも称され
、T細胞のようなCCR5を有する細胞の化学誘因物質である。CCL3、CCL4、およびCCL5はま
た、ヒト免疫不全ウイルスの多くの株がCD4+ T細胞およびマクロファージに侵入するのを
阻止することができる。CCL13はマクロファージ走化性タンパク質4とも称され、血中単球
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または樹状細胞前駆体のような、CCR2およびCCR3を有する細胞の化学誘因物質である。CC
L20はマクロファージ炎症性タンパク質3αとも称され、未成熟樹状細胞のようなCCR6を有
する細胞の化学誘因物質である。CCL20および同じくCCL13は、抗腫瘍応答を増強すること
が示されている。ポリマー送達剤を使用することで、これらのサイトカインまたはケモカ
インをコードする核酸の注射の抗腫瘍用途を増強することができる。
【００５２】
　本明細書で使用する「ワクチン」とは、予防的または既存状態の治療のいずれのために
投与されるとしても、抗原に対する免疫応答を誘発するように設計された免疫刺激治療と
定義される。
【００５３】
　関連局面において、「遺伝子ワクチン」とは、免疫剤として使用する関心対象のタンパ
ク質をコードする遺伝物質(例えば、核酸配列)の使用を指す。この用語には、これらに限
定されないが、ウイルスもしくはウイルスベクター(例えば、改良型のアデノウイルス、
ポックスウイルス、ラブドウイルス、アルファウイルス、ヘルペスウイルス、インフルエ
ンザウイルス、レトロウイルス、またはレンチウイルス)、または細菌(例えば、改良型の
サルモネラ属種、リステリア属種、またはマイコバクテリウム属種)内で宿主細胞に輸送
される核酸が含まれる。この用語にはまた、これらに限定されないが、「DNAワクチン」
と称される、プラスミドDNAのような直接投与する核酸が含まれる。関心対象のタンパク
質をコードするDNAはまた、最小発現構築物としての直鎖状の二本鎖分子として非プラス
ミド型で投与することもできる。関心対象のタンパク質をコードするメッセンジャーRNA(
mRNA)もまた、直接投与することができる。1つの局面において、関心対象のタンパク質を
コードする核酸は、プラスミドを含むDNAワクチンとして投与する。
【００５４】
　1つの局面において、本発明は、タンパク質に対する免疫応答を誘発し得る外因性タン
パク質をコードする外因性または外来DNA分子の、個体の組織または細胞への導入に関す
る。外因性核酸配列は、単独でも、または、その配列がコードタンパク質の発現を調節し
得るプロモーターおよび/もしくはエンハンサーに機能的に連結されている、発現ベクタ
ーの状況でも導入することができる。外因性核酸配列の導入は、核酸配列の細胞内への取
り込みまたは組み込みを増強し得る細胞刺激剤の存在下で行うことができる。そのような
外因性核酸配列は、生物学的適合性を有するまたは薬学的に許容される担体を含む、組成
物中に投与することができる。外因性核酸配列は、本明細書に記載する、および当技術分
野で周知の種々の手段によって投与することができる。DNAは、個体の細胞における発現
に必要な調節因子に連結される。調節因子には、プロモーターおよびポリアデニル化シグ
ナルが含まれる。当業者に公知である他の因子を、適用に応じて本発明の遺伝子構築物に
含めることもできる。以下の参考文献は、生存している動物に核酸配列を直接導入するた
めの方法に関する：Nabel et al., (1990) Science 249:1285-1288；Wolfe et al., (199
0) Science 247:1465-1468；Acsadi et al. (1991) Nature 352:815-818；Wolfe et al. 
(1991) BioTechniques 11(4):474-485、およびFelgner and Rhodes, (1991) Nature 349:
351-352。このような方法は、個体が病原体に感染する危険を伴わずに、病原体に対する
免疫を誘発するために用いることができる。本発明は、一段階手順で個体の細胞にポリヌ
クレオチドを直接注射することにより病原体感染に対して個体を免疫化する方法を提示し
ているPCT国際出願第PCT/US90/01515号、および米国特許第6,635,624号；第6,586,409号
；第6,413,942号；第6,406,705号；第6,383,496号に記載されている手順など、当技術分
野で公知の手順を用いて実施することができる。
【００５５】
　「効果の増強」とは、ワクチンに対する免疫応答の増加、または抗腫瘍応答の増加を指
す。これには、有効性のわずかな増加、成分免疫促進剤のすべての合計である完全な相加
的増加、または成分すべての合計よりも大きな相乗的増加が含まれる。
【００５６】
　NLRタンパク質は大きなファミリーを形成する。これは、CATERPILLERファミリー(この
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用語は、CARD、転写エンハンサー、R(プリン)結合、ピリン、多数のロイシン反復配列の
頭字語である)のタンパク質と称されることもある。この分子ファミリー内のタンパク質
の多くは、NACHTドメイン(この用語は、NAIP、CIITA、HET-E、TP-1中に存在するドメイン
の頭字語である)を含む。また、この分子ファミリー内のタンパク質の多くはLRRドメイン
(この用語は、ロイシンリッチ反復配列の頭字語である)を含み、いくつかはピリンドメイ
ンを含む。このファミリーのいくつかのメンバーの別称は、NOD-LRRタンパク質(NODは、
ヌクレオチド結合オリゴマー化ドメインの頭字語である)である。このファミリーのいく
つかのメンバーの別称は、NALP(NACHT-LRR-PYD含有タンパク質の頭字語である)である。
【００５７】
　NLR刺激の重要な特徴は、インターロイキン1β変換酵素(ICE)としても知られるカスパ
ーゼ1の活性化を引き起こし得ることである。樹状細胞およびマクロファージの多くの刺
激はプロインターロイキン1βの合成をもたらし得るが、この不活性前駆体を切断して完
全に成熟したインターロイキン1β型(IL-1β)にするにはICEが必要である。例えば、CD40
L単独では、樹状細胞は相当量のIL-1βを放出するように誘導されない。同様に、ICEは、
プロIL-18を活性IL-18に変換するのに必要である。IL-1βおよびIL-18はいくつかの免疫
細胞型を活性化する上で重要であり、よってNLRアゴニストはワクチンおよび免疫刺激剤
の有用な成分である。例えば、IL-1βはCD40Lと相乗的に作用して、IL-12を作製するよう
にヒト単球由来樹状細胞を誘導する。
【００５８】
　TNFRSFアゴニストは、TNF受容体スーパーファミリー(TNFRSF)メンバーと相互作用して
細胞活性化応答を引き起こす任意の物質と定義される。典型的に、これは、TNFスーパー
ファミリー(TNFSF)リガンドのような、TNFRSF受容体の同族リガンドの形態である(例えば
、CD40受容体のTNFRSFリガンドは典型的に、CD40リガンドまたはCD40Lである)。例示的な
TNFSFリガンドの遺伝子記号および一般名は、TNF、LTA(リンホトキシンA)、LTB(リンホト
キシンB)、TNFSF4(OX-40L)、TNFSF5(CD40L)、TNFSF6(FasL)、TNFSF7(CD27LもしくはCD70
またはCD27L/CD70)、TNFSF8(CD30L)、TNFSF9(4-1BBL)、TNFSF1O(TRAIL)、TNFSF11(RANKL)
、TNFSF12(TWEAK)、TNFSF13A(APRIL)、TNFSF13B(BAFF)、TNFSF14(LIGHT)、TNFSF15(VEGI)
、TNFSF18(GITRL)などである。TNFSFリガンドの最新リストは、National Center for Bio
technology Information, U.S. National Library of Medicine、米国、メリーランド州
、ベテスダにより維持されている。
【００５９】
　本出願では、TNFRSFアゴニストの定義をTNFSF分子自体に制限するのではなく、TNFRSF
受容体と相互作用して細胞活性化応答を引き起こす任意の物質を表すより一般的な用語と
して「TNFRSFアゴニスト」を使用する。TNFRSF受容体のオンラインデータベースは、Huma
n Genome Nomenclature Committeeにより維持されている。コレクチンまたはC1qファミリ
ーメンバーの主部とTNFSFの細胞外ドメインとの間の誘導タンパク質を構築することによ
って形成されるような、多量体可溶型のTNFRSFアゴニストが好ましい。これらの多量体可
溶性TNFSFの構築は、当技術分野において認識されている。しかし、本出願の目的のため
には、TNFRSF受容体と相互作用して細胞応答を誘導する任意の他の物質もまた、TNFRSFア
ゴニストという用語によって示される。そのような物質には以下のものが含まれ、多量体
可溶型、または応答細胞型においてTNFRSF受容体を効率的にクラスター化する形態でこれ
らのTNFRSFアゴニストを送達する方法が好ましい。(1) Hsp70などの熱ショックタンパク
質(Hsp)またはHsp70由来のペプチドは、CD40と相互作用して細胞を活性化することが報告
されている。そのため、TNFRSF受容体と相互作用し得るHspは、Antigenics, Inc.により
抗腫瘍剤として、およびHsp70の誘導体としてワクチン内で試験されている。(2) C4BPま
たはそれに由来するペプチドは、CD40と相互作用して細胞を活性化することが報告されて
いる。(3) 特定の抗受容体抗体はTNFRSF受容体を活性化することができ、この場合これら
は「アゴニスト抗体」と称される。マウスCD40に関して、そのようなアゴニスト抗体には
、モノクローナル抗体IC10、FGK4.5、およびそれらの誘導体が含まれる。ヒトCD40に関し
て、そのようなアゴニスト抗体には、B-B20(Diaclone、フランス、ブザンソン)、Mab89(I
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mmunotech)、G28-5(American Type Culture Collection、バージニア州、マナッサス)、
クローン64(Tanox Pharma、オランダ、アムステルダム)、CP-870,893(Pfizer Inc.、ニュ
ーヨーク州、ニューヨーク)、およびそれらの誘導体が含まれる。抗体分子の他の部分を
含むか含まないかにかかわらず、そのようなアゴニスト抗体の相補性決定領域(CDR)また
はこれらのCDRの変種を含む誘導体が特に好ましい。(4) 別の抗受容体抗体型は、TNFSFリ
ガンドとそれらのTNFRSF受容体との準最適レベルの相互作用を増強し得る。例として、CD
40LとCD40受容体との相互作用を安定化するように作用し、それによってCD40Lに対する細
胞応答を増強するS2C6(SGN-40、Seattle Genetics, Inc.)がある。(5) アゴニスト化合物
はまた、ランダム突然変異誘発法と、それに続くTNFRSF受容体への結合および活性化に関
する選択によって作製され得る。そのようなランダム突然変異誘発法には、ファージディ
スプレイ、ペプチドライブラリー、およびRNAまたはDNAアプタマー技法が含まれる。(6) 
TNFRSFアゴニスト(C4BP、抗受容体抗体、および受容体結合ペプチドまたはアプタマーな
どの上記のものを含む)はまた、多量体化足場に結合させることができる。
【００６０】
　そのような足場の例には：(1) 「結合価基盤」；(2) 「多量体バイオポリマー」；(3) 
「分子足場」；(4) 多量体化技法；(5) ポリエチレンオキシドに基づく多量体化足場；(6
) 油体に基づく多量体；(7) 相補的な表面を有する単位から構成される多量体化足場；(8
) ヘテロオリゴマー足場；(9) 多量体化成分と別の成分との間の遺伝子融合物；(10) 繋
留リガンド；および(11) CD40LのCD40への結合のための3つの「ホットスポット」残基を
含むC3対称ペプチド足場の構築(Lys-GlyTyr-Tyr)(配列番号:8)が含まれる。
【００６１】
　細胞内に導入されたCD40、Fas、または他のTNFRSF受容体の細胞内部分を使用すると、
これらの分子は選択的に多量体化されてシグナルを送達し得る。例えば、CD40の細胞内シ
グナル伝達部分を樹状細胞に導入して、これが多量体化されると、樹状細胞が活性化され
て腫瘍抗原を提示し、腫瘍を根絶する。TNFRSF受容体を刺激するためのこれらの多くのア
プローチを考慮すると、TNFRSFアゴニストという用語は本明細書において、TNFRSF受容体
のこれらの活性化剤、およびそれらの機能的な等価物または誘導体の全てを包含すると定
義される。
【００６２】
　TLRに結合しこれを活性化する物質はTLRリガンド、または同等にTLRアゴニストと称さ
れる。どのTLRが所与のアゴニストによって活性化されるかに関して、ヒトとマウスの間
に差があることに留意することが重要であり、使用する種に応じてこのことを考慮すべき
である。この記載を任意の特定の態様に限定するわけではないが、以下のTLRアゴニスト
は、本明細書に記載する組み合わせ免疫刺激剤に関する適切な例である：TLR2/1アゴニス
トおよびTLR2/6アゴニスト。TLR2は典型的に、TLR1またはTLR6と組み合わせて認められる
ヘテロマー受容体である。細菌リポペプチドは、TLR2含有受容体の主要なアゴニストであ
る。これらのアゴニストには、マイコプラズマのマクロファージ活性化リポタンパク質2
；トリパルミトイル-システイニル-セリル-(リジル)3-リジン(P3CSK4)、ジパルミトイル-
CSK4(P2- CSK4)、およびモノパルミトイル-CSK4(PCSK4)；ライム病スピロヘータボレリア
・ブルグドルフェリ(Borrelia burgdorferi)由来のOspAを含む、トリパルミトイル-S-グ
リセリル-システイン(Pam(3)Cys)修飾リポタンパク質；リポアラビノマンナンが濃縮され
たマイコバクテリア細胞壁画分、ミコリルアラビノガラクタン-ペプチドグリカン複合体
、または結核菌(M. tuberculoisis)総脂質が含まれる。
【００６３】
　TLR3アゴニストは、TRIF経路を介してシグナルを伝達して、サイトカインを生成させる
。dsRNAを生じるウイルスゲノムまたは部分的ゲノムの投与は、これらの系を活性化する
別の手段である。場合によっては、内因性メッセンジャーRNA(mRNA)でさえTLR3を刺激す
ることができ、細菌RNAは樹状細胞にとって特に刺激性であり得る。RNAがヌクレオチド受
容体を介して樹状細胞を刺激することもまた示唆されている。
【００６４】
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　ウイルス二本鎖RNA(dsRNA)を用いてTLR3を刺激することができるが、最も試験が行われ
ているTLR3アゴニストは、合成型のdsRNAであるポリリボイノシン酸-ポリリボシチジル酸
すなわちポリ(I:C)である。ポリ(I:C)は、腹腔内または静脈内に100 ug用量でマウスにお
いて抗腫瘍効果を有し、癌を有するヒトにおいて広く試験が行われている。ポリ(I:C)は
、マウスにおいて単純ヘルペス角結膜炎を寛解させること、およびマウス細胞においてリ
ーシュマニアの増殖を減少させることが示された。ペプチドワクチン接種に関して、ポリ
(I:C)は皮下に50 ug用量で使用された。単純ヘルペス感染および癌を有するヒトにおいて
、ポリ(I:C)は3～12 mg/kg用量で用いられている。Ampligen(ポリI:ポリC12U)は、同様に
試験が行われているミスマッチ型のdsRNAである。
【００６５】
　TLR4は、MyD88およびTRIF経路の両方を介して細胞にシグナルを伝達し得る。ヒト樹状
細胞の活性化におけるその特殊な有用性は、当技術分野で認識されている。TLR4の古典的
アゴニストは細菌リポ多糖(LPS)であり、LPSとはリピドAおよびその同類物を含む物質の
ファミリーを指す。LPSの例示的形態は、大腸菌(E. coli) B:O111(Sigma Chemicals)であ
る。しかし、より毒性の低い形態のTLR4アゴニストを作製する試みにおいて、モノホスホ
リルリピドA(MPL)化合物が作製され、いくつかはヒトにおいて活性を有する。合成アジュ
バントであるASO2(GlaxoSmithKline、英国)は、成分としてMPLを含む。
【００６６】
　TLR5の主要なアゴニストは細菌のフラジェリンである。
【００６７】
　TLR7アゴニストには、一本鎖RNA；レジキモドおよびイミキモドなどのイミダゾキノリ
ン化合物；ロキソリビン(7-アリル-7,8-ジヒドロ-8-オキソ-グアノシン)および関連化合
物；7-チア-8-オキソグアノシン、7-デアザグアノシン、および関連グアノシン類似体；A
NA975(Anadys Pharmaceuticals)および関連化合物；SM-360320(Sumimoto)；3M-01および3
M-03(3M Pharmaceuticals)；ならびにUC-1V150(Jin et al., Bioorganic Medicinal Chem
 Lett (2006) 16:4559-4563、化合物4)などのアデノシン類似体が非限定的に含まれる。T
LR7アゴニストはIFNαを作製するように形質細胞様樹状細胞を直接活性化するのに対して
、TLR8アゴニストは、TNF、IL-12、およびMIP-1などの炎症促進性サイトカインおよびケ
モカインを作製するように骨髄樹状細胞、単球、および単球由来樹状細胞を直接活性化す
ることが認められている。それにもかかわらず、多くの化合物はTLR7およびTLR8の両方の
アゴニストである。
【００６８】
　上記のように、TLR7を活性化する化合物の多くはTLR8もまた活性化する。3M-03はTLR7
およびTLR8の両方を活性化するが、3M-02はTLR8に対してより特異的である。繰り返すが
、多くの化合物はTLR7およびTLR8の両方のアゴニストである。ホスホロチオエート結合で
結合されたグアノシンヌクレオシドを10個含むポリG(ポリG10)もまた、調節性CD4+CD25+ 
T細胞の免疫抑制機能を遮断する物質として特に有用であり得るTLR8アゴニストである。
【００６９】
　CpG含有オリゴデオキシヌクレオチド(CpG ODN)などの免疫刺激オリゴヌクレオチドまた
はポリヌクレオチドは、TLR9の原型アゴニストである。より一般的には、多くの免疫刺激
オリゴヌクレオチド(ODN)はCpGモチーフを含まないため、これらはオリゴデオキシヌクレ
オチドの免疫刺激配列(ISS-ODN)と称される。典型的に、ODNは合成チオリン酸化結合化合
物である。しかし、細菌DNA、リポソーム脊椎動物DNA、昆虫DNA、クラミジアポリヌクレ
オチドなどを含む、DNAおよびRNAの多くの型がTLR9を活性化し得る。
【００７０】
　別のクラスのTLR9アゴニストは、免疫調節性オリゴヌクレオチド(IMO)(Hybridon, Inc.
)と称される、合成シトシン-リン酸-2'-デオキシ-7-デアザグアノシンジヌクレオチド(Cp
R)を含むヌクレオチド配列である。TLR9のアゴニストであるダンベル様共有結合構造もま
た、当技術分野で認識されている(dSLIM-30L1)。ポリGオリゴデオキシヌクレオチドもま
た、免疫刺激性であり得る。死滅していく細胞から放出されるような二本鎖DNAでさえ、
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免疫応答を増加させ得る。プラスミドDNAは特に免疫刺激性であり得る。これはCpGモチー
フに起因すると考えられるが、これが常にそのTLR9のアゴニスト活性によるのかは不明で
ある。それにもかかわらず、プラスミドがTNFRSFアゴニスト、TLRアゴニスト(Hsp60のよ
うな)、またはサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(インターフェロンγのような)
をコードする場合、プラスミドDNAのこの特性は組み合わせ免疫刺激剤の有効性に付加さ
れ得る。
【００７１】
　TLR10のリガンドは現在のところ不明である。
【００７２】
　TLR11の1つのアゴニストは、寄生原虫トキソプラズマ原虫(Toxoplasma gondii)由来の
プロフィリン様分子(PFTG)である。
【００７３】
　NLRアゴニストには、微生物産物およびその合成誘導体が含まれる。最も特徴づけられ
ているアゴニストは、NOD1、NOD2、NALP-3、RIG-I、およびMDA5のアゴニストである。
【００７４】
　NOD1はCARD-4とも称され、細菌細胞壁中のペプチドグリカンの分解産物である、GM-Tri
DAPとも称されるGlcNac-MurNAc-L-Ala-γ-D-Glu-メソ-ジアミノピメリン酸を含む化合物
によって活性化される。別のNOD1活性化剤は、M-TriDAPとも称されるMurNAc-L-Ala-γ-D-
Glu-メソ-ジアミノピメリン酸である。NOD1活性化の最小モチーフは、露出したDAP基部を
有する、iE-DAPとも称されるγ-D-Glu-メソ-DAPである。他のNOD1活性化剤は、FK156(D-
ラクトイル-L-アラニル-γ-D-グルタミル-(L)-メソ-ジアミノピメリル-(L)-グリシン)お
よびFK565(ヘプタノイル-γ-D-グルタミル-(L)-メソ-ジアミノピメリル-(D)-アラニン)で
ある。FK565は、0.01、0.1、および1 mg/kgの静脈内および皮下用量を投与した場合、ま
たは1 mg/kg用量を経口投与した場合に、マウスを単純ヘルペスウイルスから防御した。F
K565はまた、15 mg/kgの皮下用量で投与した場合に、マウスをサイトメガロウイルス感染
から防御し、0.001～1 mg/kgの静脈内、皮下、および経口用量で、インフルエンザウイル
スに対して防御的であった。
【００７５】
　NOD2はCARD-15とも称され、ムラミルジペプチド(MDP)、GM-Diとも称されるMurNAc-L-Al
a-D-イソGlnによって活性化される。別のNOD2活性化剤は、MtriLYSとも称されるMurNAc-L
-Ala-γ-D-Glu-L-Lysである。MDPは、ホスファチジルセリンおよびホスファチジルコリン
(3:7)比から構成され、MDP 2.5 ugを含むリポソーム中に製剤化されている。静脈内投与
した場合、この形態のMDPは、B16-BL6黒色腫腫瘍を有するマウスにおいて転移を顕著に減
少させる。骨肉腫を有するイヌおよびヒトにおける臨床試験では、リポソーム型のムラミ
ルトリペプチド(MTP)ホスファチジルエタノールアミン(MTP-PE)を使用し、これを1～2 mg
/mm2で静脈内投与する。MTP-PEリポソームの同様の試験により、イヌの黒色腫に対する軽
度の陽性効果が示された。
【００７６】
　PYPAF1とも称されるNALP-3はいくつかのスプライス変種を有し、そのうちの1つはクリ
オピリンと称される。MDPはNalp3と相互作用して、インターロイキン1β(IL-13)およびイ
ンターロイキン18(IL-18)のタンパク質分解プロセシングを促進し、これは、細菌RNA、お
よびプリンP2X7受容体に作用する細胞外ATP(ATPe)によって活性化され得る。1つの局面に
おいて、ATPγSおよびベンゾイル-安息香酸ATPはP2X7アゴニストである。関連局面におい
て、ATPeには、これらに限定されないが、ベンゾイルベンゾイルATP、またはP1、P2X、お
よびP2Y受容体ファミリーの任意のアゴニストが含まれる。
【００７７】
　NLRタンパク質の多くはCARDドメインを含む。最近記載されたCARD含有タンパク質は、I
PS-1、MAVS、VISA、およびCardifと様々に称されるが、ヘリカーゼドメインもまた含むレ
チノイン酸誘導性遺伝子I(RIG-I)および黒色腫分化関連遺伝子5(MDA5)からの活性化シグ
ナルの伝達に関与するアダプタータンパク質である。
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【００７８】
　「RHL受容体」は、RIG様ヘリカーゼタンパク質のクラスと定義される。関連局面におい
て、RHL受容体には、これらに限定されないが、RIG-I(GenBankアクセッション番号AF0389
63)および黒色腫分化関連遺伝子5(MDA5)(GenBankアクセッション番号AF095844)が含まれ
る。RIG-Iは5'-三リン酸RNAを認識し、ポリ(I:C)などのdsRNAはMDA5のリガンドである。
さらに、特定のウイルスの複製中に生成されることの多い三リン酸を含むdsRNAは、MDA5
と相互作用して、細胞における抗ウイルス防御のプログラムおよびI型インターフェロン
の産生を開始する転写因子であるインターフェロン調節因子3(IRF3)を活性化する。
【００７９】
　異なるNLRアゴニストは異なる応答を誘導する。例えば、MDPはNalp3と相互作用して、
インターロイキン1β(IL-1β)およびインターロイキン18(IL-18)のタンパク質分解プロセ
シングを促進する。二本鎖RNA(dsRNA)はMDA5と相互作用して、細胞における抗ウイルス防
御のプログラムおよびI型インターフェロンの産生を開始する転写因子であるインターフ
ェロン調節因子3(IRF3)を活性化する。上記の通り、天然dsRNAの模倣体としてポリ(I:C)
が通常用いられ、細胞外ポリ(I:C)はTLR3と相互作用して細胞を刺激することが示されて
いる。しかし、その細胞表面上にTLR3がない細胞、またはTLRシグナル伝達が遮断されて
いる細胞もなお、推定上の細胞RNAヘリカーゼであるレチノイン酸誘導性遺伝子I(RIG-I)
の発現を必要とするTLR3非依存的細胞内経路を介して、細胞内センダイウイルス感染によ
るdsRNAに応答し得る。dsRNAに関してこのアゴニストは、細胞型に応じてTLR3もしくはRI
G-Iのいずれかまたはその両方を用いてシグナルを伝達し得る。例えば、骨髄由来樹状細
胞はTLR3を用いてdsRNAに応答し、形質細胞様樹状細胞はRIG-Iを用いてdsRNAに応答する
。MDA5は、RIG-Iと同様に細胞内dsRNAを感知し、シグナルを伝達する別のRNAヘリカーゼ
である。
【００８０】
　要約すると、これまでに同定されたNLRおよびRLHアゴニストには、NOD1の最小活性化剤
であるγ-D-Glu-メソ-DAP；NOD2およびNALP-3の活性化剤であるMurNAc-L-Ala-D-イソGln
すなわちムラミルジペプチド(MDP)；同様にNOD2およびNALP-3を活性化する可能性の高いM
TP-PEリポソーム；ならびにRIG-IおよびMDA5の活性化剤であるポリ(I:C)などのdsRNA、細
菌DNA、およびATPe(クリオピリン/NALP3を介して作用する)が含まれる。
【００８１】
　「プリン受容体」は、1つまたは複数のプリンに結合する細胞膜受容体と定義される。
これらの受容体は当初、その主要なリガンドとしてアデノシンを有するP1受容体と、その
主要なリガンドとしてATPおよびADPを有するP2受容体に分類された。後にP2受容体は、イ
オンチャネル型P2Xサブタイプと代謝型P2YサブタイプP1プリン受容体に分類された(V. Ra
levic and G. Burnstock, Receptors for purines and pyrimidines. Pharmacol. Rev. 5
0:413-492, 1998)。P1受容体には、A1、A2A、A2B、およびA3が含まれる。P1受容体のオン
ラインデータベースは、The Neuromuscular Disease Center, Washington University、
ミズーリ州、セントルイスによって主催されている。P2受容体は、The Human Genome Org
anization Gene Nomenclature Committee, Department of Biology, University College
 London、英国により主催されているオンラインデータベースに記載されている。P2X受容
体には、ホモマーP2X1、P2X2、P2X3、P2X4、P2X5、P2X7、およびP2XL1チャネル、ならび
にヘテロマーP2X2/3およびP2X1/5チャネルが含まれる。P2X受容体は、The Neuromuscular
 Disease Center, Washington University、ミズーリ州、セントルイスによって主催され
るオンラインデータベースに記載されている。P2Y受容体には、P2Y1、P2Y2、P2Y4、P2Y6
、P2Y11、P2Y12、P2Y13、およびP2Y14が含まれる。P2Y受容体のオンラインリストは、The
 International Union of Basic and Clinical Pharmacology(IUPHAR)、University of K
ansas Medical Center、カンザス州、カンザスシティにより維持されている。1つの局面
において、受容体はP2X7である。P2X7の刺激は、多くの腫瘍細胞型を誘導して、アポトー
シス細胞死を引き起こし得る(N. White and G. Burnstock, P2 receptors and cancer, T
rends Pharmacol. Sci. 27:211-217, 2006)。ATPによるP2X7の刺激はカスパーゼ1を活性
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化し、カスパーゼ1は次に、プロインターロイキン1およびプロインターロイキン18のタン
パク質分解活性化を起こして、それぞれ活性インターロイキン1および活性インターロイ
キン18に変換する(D. Ferrari et al, The P2X7 Receptor: A Key Player in IL-1 Proce
ssing and Release, J. Immunol. 176:3877-83, 2006)。
【００８２】
　「プリン受容体アゴニスト」は、プリン受容体を活性化する物質と定義される。P2X受
容体のアゴニストが特に好ましく、P2X7のアゴニストが最も好ましい。P2X7のアゴニスト
には、アデノシン5'-三リン酸(ATP)、ATPγS(非加水分解型のATP)、2'-および3'-0-(4-ベ
ンゾイル-ベンゾイル)ATP(BzATP)が非限定的に含まれ、ATPγSが好ましい。ATPを細胞表
面においてプリン受容体に作用するように投与した場合、ATPは「細胞外ATP」すなわち「
ATPe」と称される。P2X7の別のアゴニストは、ヒトカテリシジン由来ペプチドLL37/nCAP-
18(GenBankアクセッション番号NM_004345)である。ATPγSは、マウス皮膚において免疫介
在性遅延型過敏反応を増加させることが示されている。ATPは、1分当たり50 ug/kgの最大
耐量で、非小細胞肺癌を有するヒトに静脈内注入される。
【００８３】
　「エクトヌクレオチダーゼ」は、細胞外ATPを分解する酵素と定義される。これは場合
により、「エクトATPアーゼ」と称される。以下を含むいくつかの酵素ファミリーが、エ
クトヌクレオチダーゼ活性を有する：NTPDアーゼ1、2、3、および8が細胞外性であるエク
トヌクレオシド三リン酸ジホスホヒドロラーゼ(E-NTPDアーゼ)；3つの型のエクトヌクレ
オチドピロホスファターゼ(E-NPP)、E-NPP-1、E-NPP-2/オートタキシン、およびE-NPP-3
；アルカリホスファターゼ；エクト-5'-ヌクレオチダーゼ；ならびにエクトヌクレオシド
ジホスホキナーゼ(E-NDPK)。これらの分解酵素は、ATPおよびATP類似体を分解することが
でき、それによってこれらのプリンアゴニストの効果を制限する点で重要である。逆に、
これらのエクトヌクレオチダーゼを阻害する薬剤は、プリンアゴニストの有効性を延長お
よび増強し得る。
【００８４】
　サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニストは、免疫刺激剤として単独で使用され得る
。例えば、IL-2(10 ug)およびIFNγ(10 ug)は、ヒトにおいて10 ug用量でらい腫らい病変
に注射され、良好な治療効果が得られている。イヌでのGM-CSFの有効用量は、9週間にわ
たる毎日の皮下注射による15 ug/kgであり、これは、インビトロにおいて単球が腫瘍細胞
増殖を制御する能力を増強した。同様に、サイトカインも、免疫応答を増強するためにDN
Aワクチンに含められている。
【００８５】
　IL-2は、2200万単位/バイアルの調製物でProleukin(Chiron Corp.)として市販されてい
る。投与の典型的スケジュールは、600,000単位を15分かけて、8時間ごとに最大で14用量
を静脈内注射するというものである。IFNγ1bは、3000万単位/mlの調製物でActimmune(In
terMune, Inc.)として市販されている。投与の典型的スケジュールは、100万単位/平方メ
ートルを週に3回皮下注射するというものである。GM-CSFは、500 ug/mlの調製物でLeukin
e(Berlex, Inc.)として市販されている。投与の典型的スケジュールは、250 ug/平方メー
トルを4時間かけて静脈内注射するというものである。
【００８６】
　いずれのサイトカインも、それをコードする核酸として投与することもできる。プラス
ミドDNAが好ましいが、その理由は、その投与によってワクチン接種部位または腫瘍免疫
治療部位においてタンパク質が持続的に放出され、これらの潜在的毒物への全身の曝露を
最小限に抑えつつ、流入領域リンパ節での高濃度が達成されるためである。
【００８７】
　多くの免疫刺激剤の組み合わせが使用可能性を有し、例えばTLRアゴニストを、DC活性
化の阻害剤を遮断する薬剤と併用することができる。さらに、腫瘍をCpG ODNおよびIL-10
に対する中和抗体と共に注射することができる。他の組み合わせも当技術分野で公知であ
る。以下の組み合わせを含む、相乗的な免疫刺激剤の組み合わせが好ましい。
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【００８８】
　インビトロで樹状細胞成熟化を誘導するためのTLRアゴニストの組み合わせの使用を含
む、イミダゾキノリンTLR7および/またはTLR8アゴニストとISS-ODNの併用が記載されてい
る。
【００８９】
　CD40Lはそれ自体では、樹状細胞によるIL-12産生の弱い刺激因子である。CD40LはdsRNA
と併用すると、形質細胞様DCを活性化して、インターロイキン12(IL-12)およびI型インタ
ーフェロンを産生させ、これが次に1型ヘルパーT細胞応答を活性化する。CD40LおよびCpG
 ODN(TLR9アゴニスト)は、樹状細胞を相乗的に活性化してIL-12を作製させる。アゴニス
ト抗CD40抗体 + ポリ(I:C)は、マウスにおいて相乗的抗腫瘍効果を有する。IL-1β、TNF
、およびIFNγと共に培養した樹状細胞にポリ(I:C)を加えることは、IL-12の産生に関し
て特に促進的であり、1型ヘルパーT細胞の生成が示されている。
【００９０】
　NOD1活性化剤であるGM-TriDAPは、ヒト末梢血単核細胞によるサイトカイン産生に関し
て、TLR1/2アゴニスト(Pam3CysLys4)、TLR2/6アゴニスト(MALP2)、TLR4アゴニスト(LPS)
、TLR7/8アゴニスト(レジキモド)と相乗的に作用することが認められた。ヒト単球および
樹状細胞において、NOD1活性化剤(M-triDAP)は、サイトカイン産生に関してTLR4アゴニス
ト(精製LPS)と相乗的に作用することが認められた。
【００９１】
　NOD2活性化剤であるMDPは、マウスマクロファージにおけるサイトカイン産生に関して
、TLR2アゴニスト(Pam3CysまたはMALP2のいずれか)、TLR3アゴニスト(ポリ(I:C))、また
はTLR4アゴニスト(LPS)と相乗的に作用することが認められた。別の研究から、ヒト末梢
血単核細胞によるサイトカイン産生に関して、TLR9アゴニストであるISS-ODNと相乗的に
作用するNOD2のMDP活性化が認められた。ヒトTHP-1細胞株において、MDPはIL-8産生に関
して、TLR1/2アゴニスト(Pam3CysLys4)、TLR4アゴニスト(リピドA)、またはTLR9アゴニス
ト(ISS-ODN)と相乗的に作用した。ヒト単球および樹状細胞において、NOD2活性化剤(MDP
またはMtriLYSのいずれか)は、サイトカイン産生に関してTLR4アゴニスト(精製LPS)と相
乗的に作用することが認められた。マウスにおいて、MDPはTLR2、TLR4、またはTLR9のア
ゴニストと相乗的に作用する。
【００９２】
　培養したヒト単球由来樹状細胞では、Pam3CSSNAではなくリピドA、ポリ(I:C)、およびC
pG DNAと併用したMDP(NOD2アゴニスト)およびFK565(NOD1アゴニスト)による刺激が、培養
上清中のインターロイキン12(IL-12) p70およびγインターフェロン(IFNγ)を相乗的に誘
導したが、IL-18は誘導せず、また細胞表面上のIL-15を誘導した。
【００９３】
　イヌ由来の単核血液細胞がインビトロで腫瘍細胞の増殖を制御する能力は、リポ多糖(L
PS)とMDPの併用によって相乗的に増加した。
【００９４】
　IFNγならびに同じくIL-3およびGM-CSFは、ヒト単球上のCD40受容体を上方制御し、こ
れらの細胞においてCD40LがIL-6、IL-8、TNFを誘導する能力を劇的に増強する。重要なこ
とには、IFNγは、樹状細胞においてCD40LがIL-12産生を誘導する能力を大幅に増強する
。一方、IL-4、IL-13、およびGM-CSFなどの付加的なサイトカインもまた、樹状細胞によ
るIL-12産生に関して、CD40Lと相乗的に作用し得る。IL-4およびTNFもまた、腫瘍の治療
に関して相乗的に作用し得る。
【００９５】
　LPS刺激後に、IFNγはマウスマクロファージを刺激してIL-12を産生させる。カチオン
性脂質製剤中でポリ(I:C)と併用した、IFNβをコードするプラスミドDNAは、マウスの結
腸癌モデルにおいて転移を減少させた。ISS-ODNと、IL-2、IL-12、およびIFNγ、IFNα、
IFNβ、またはこれらの組み合わせなどのサイトカインとの併用が実証されている。
【００９６】
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　インビトロにおいて、IL-2とFK565の併用により、腫瘍細胞を死滅させ得るリンホカイ
ン活性化キラー(LAK)細胞の相乗的活性化が起こった。IFNγおよびムラミルジペプチド(M
DP)リポソームは、インビトロでヒト単球の腫瘍細胞死滅活性を相乗的に誘導した。GM-CS
Fおよびムラミルトリペプチドリポソーム(L-MTP-PE)は、イヌの肺胞マクロファージによ
る抗腫瘍死滅（anti-tumor killing）の誘導において相乗的であり、この場合、L-MTP-PE
は1～2 mg/mm2で静脈内投与された。
【００９７】
　DC送達を増強してそれに対する免疫応答を調節するための抗原の選択は、免疫応答の増
強が所望されるかまたは抗原に対する免疫系の寛容が所望される任意の抗原であってよい
。関心対象の特定の抗原に対する免疫応答の増強が所望される場合、そのような抗原には
、防御免疫応答が誘発され得る感染症抗原が非限定的に含まれる。例えば、検討中のHIV
由来の抗原は、gag、env、pol、tat、rev、nef、逆転写酵素、および他のHIV成分である
。ヒトパピローマウイルス由来のE6およびE7タンパク質もまた検討中である。さらに、単
純ヘルペスウイルス由来のEBNA1抗原もまた検討中である。検討対象となる他のウイルス
抗原は、肝炎ウイルス抗原、例えば、B型肝炎ウイルスのS、M、およびLタンパク質、B型
肝炎ウイルスのプレS抗原、ならびにC型肝炎ウイルスRNAなどの他の肝炎(例えばA型、B型
、およびC型肝炎)ウイルス成分など；インフルエンザウイルス抗原、例えば、赤血球凝集
素、ノイラミニダーゼ、核タンパク質、M2、および他のインフルエンザウイルス成分など
；麻疹ウイルス抗原、例えば、麻疹ウイルス融合タンパク質および他の麻疹ウイルス成分
など；風疹ウイルス抗原、例えば、タンパク質E1およびE2ならびに他の風疹ウイルス成分
など；ロタウイルス抗原、例えば、VP7scおよび他のロタウイルス成分など；サイトメガ
ロウイルス抗原、例えば、エンベロープ糖タンパク質Bおよび他のサイトメガロウイルス
抗原成分など；呼吸器合胞体ウイルス抗原、例えば、RSV融合タンパク質、M2タンパク質
、および他の呼吸器合胞体ウイルス抗原成分など；単純ヘルペスウイルス抗原、例えば、
前初期タンパク質、糖タンパク質D、および他の単純ヘルペスウイルス抗原成分など；水
痘帯状疱疹ウイルス抗原、例えば、gpI、gpII、および他の水痘帯状疱疹ウイルス抗原成
分など；日本脳炎ウイルス抗原、例えば、タンパク質E、M-E、M-E-NS 1、NS 1、NS 1-NS2
A、80% E、および他の日本脳炎ウイルス抗原成分など；狂犬病ウイルス抗原、例えば、狂
犬病糖タンパク質、狂犬病核タンパク質、および他の狂犬病ウイルス抗原成分など；ウエ
ストナイルウイルスprMおよびEタンパク質；ならびにエボラエンベロープタンパク質であ
る。ウイルス抗原のさらなる例に関しては、Fundermental Virology, Second Edition, e
ds. Knipe, D.M. and, Howley P.M. (Lippincott Williams & Wilkins, New York, 2001)
を参照されたい。加えて、細菌抗原もまた開示する。本発明の組成物および方法において
使用され得る細菌抗原には、これらに限定されないが、百日咳細菌抗原、例えば、百日咳
毒素、線維状赤血球凝集素、パータクチン、FIM2、FIM3、アデニル酸シクラーゼ、および
他の百日咳細菌抗原成分など；ジフテリア細菌抗原、例えば、ジフテリア毒素またはトキ
ソイドおよび他のジフテリア細菌抗原成分など；破傷風細菌抗原、例えば、破傷風毒素ま
たはトキソイドおよび他の破傷風細菌抗原成分など；連鎖球菌細菌抗原、例えば、Mタン
パク質および他の連鎖球菌細菌抗原成分など；ブドウ球菌細菌抗原、例えば、IsdA、IsdB
、SdrD、およびSdrEなど；グラム陰性桿菌細菌抗原、例えば、リポ多糖、フラジェリン、
および他のグラム陰性細菌抗原成分など；結核菌(Mycobacterium tuberculoisis)細菌抗
原、例えば、ミコール酸、熱ショックタンパク質65(HSP65)、30 kDa主要分泌タンパク質
、抗原85A、ESAT-6、および他のマイコバクテリア抗原成分など；ピロリ菌(Helicobacter
 pylori)細菌抗原成分；肺炎球菌細菌抗原、例えば、ニューモリシン、肺炎球菌莢膜多糖
、および他の肺炎球菌細菌抗原成分など；インフルエンザ菌(haemophilus influenza)細
菌抗原、例えば、莢膜多糖および他のインフルエンザ菌細菌抗原成分など；炭疽菌細菌抗
原、例えば、炭疽菌防御抗原、炭疽菌致死因子、および他の炭疽菌細菌抗原成分など；ペ
スト菌(Yersinia pestis)由来のF1およびVタンパク質；リケッチア細菌抗原、例えば、ro
mpおよび他のリケッチア細菌抗原成分などが含まれる。任意の他の細菌抗原、マイコバク
テリア、マイコプラズマ、リケッチア、またはクラミジア抗原もまた、本明細書に記載の
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細菌抗原と共に含まれる。原虫および他の寄生虫抗原の例には、これらに限定されないが
、熱帯熱マラリア原虫(Plasmodium faciparum)抗原、例えば、メロゾイト表面抗原、スポ
ロゾイト表面抗原、スポロゾイト周囲抗原、生殖母細胞/配偶子表面抗原、血液期抗原pf 
1 55/RESA、および他のマラリア原虫抗原成分など；トキソプラズマ抗原、例えば、SAG-1
、p30、および他のトキソプラズマ抗原成分；住血吸虫抗原、例えば、グルタチオン-S-ト
ランスフェラーゼ、パラミオシン、および他の住血吸虫抗原成分など；森林型熱帯リーシ
ュマニア(leishmania major)および他のリーシュマニア抗原、例えば、gp63、リポホスホ
グリカンおよびその関連タンパク質、ならびに他のリーシュマニア抗原成分など；ならび
にクルーズトリパノソーマ(trypanosoma cruzi)抗原、例えば、75～77 kDa抗原、56 kDa
抗原、および他のトリパノソーマ抗原成分などが含まれる。真菌抗原の例には、これらに
限定されないが、カンジダ属種、アスペルギルス属種、ブラストミセス属種、ヒストプラ
ズマ属種、コクシジオイデス属種、癜風菌(Malassezia furfur)および他のマラセジア属
種、エクソフィアラ・ウェルネッキイ(Exophiala werneckii)および他のエクソフィアラ
属種、ピエドライア・ホルタイ(Piedraia hortai)および他のピエドライア属種、トリコ
スポルム・ベイゲリイ(Trichosporum beigelii)および他のトリコスポルム属種、ミクロ
スポルム属種、白癬菌属種、エピデルモフィトン属種、スポロトリクス・シェンキイ(Spo
rothrix schenckii)および他のスポロトリクス属種、フォンセカエア・ペドロソイ(Fonse
caea pedrosoi)および他のフォンセカエア属種、ワンギエラ・デルマチチジス(Wangiella
 dermatitidis)および他のワンギエラ属種、シュードアレシェリア・ボイディ(Pseudalle
scheria boydii)および他のシュードアレシェリア属種、マヅレラ・グリセア(Madurella 
grisea)および他のマヅレラ属種、リゾプス属種、ユミケカビ属種、ならびにケカビ属種
由来の抗原が含まれる。プリオン病抗原の例には、PrP、βアミロイド、および他のプリ
オン関連タンパク質が含まれる。
【００９８】
　上記の感染性および寄生性の病原体に加えて、非感染性病原体に対する免疫原性の増強
が所望されるもう一つの分野とは、癌を非限定的に含む悪性増殖性疾患の分野であり、こ
こでは、癌抗原を発現する細胞が体内から排除されることが望ましい。本発明の組成物お
よび方法において使用され得る腫瘍抗原には、これらに限定されないが、前立腺特異抗原
(PSA)、乳房、卵巣、精巣、黒色腫、テロメラーゼ；P糖タンパク質などの多剤耐性タンパ
ク；MAGE-1、αフェトプロテイン、癌胎児抗原、変異p53、パピローマウイルス抗原、ガ
ングリオシド、または黒色腫もしくは他の腫瘍細胞の他の糖質含有成分が含まれる。本明
細書に記載の組成物および方法において任意の腫瘍細胞型由来の抗原を使用できることが
、本発明により意図される。抗原は、癌細胞、または膜タンパク質のような癌細胞から単
離された免疫原性物質であってよい。サバイビンおよびテロメラーゼ共通抗原、ならびに
MAGEファミリーの癌精巣抗原が含まれる。自己免疫に関与することが示されており、寛容
を誘導するために本発明の方法において使用され得る抗原には、これらに限定されないが
、ミエリン塩基性タンパク質、多発性硬化症のミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク
質およびプロテオリピドタンパク質、ならびに関節リウマチのCIIコラーゲンタンパク質
が含まれる。
【００９９】
　抗原は、非限定的な例として、強力なT細胞媒介免疫(樹状細胞による)を動員するワク
チンを必要とするHZV-1、EBV、HBV、インフルエンザウイルス、SARSウイルス、ポックス
ウイルス、マラリア、またはHSVなどの感染性病原体の一部であってよい。
【０１００】
　「腫瘍」という用語は、内因性組織の(多少脱抑制された）組織新生物の形態、特に自
発的、自律的、かつ不可逆的な過剰増殖の形態の、少なくとも1つの細胞または細胞塊を
表し、その増殖は一般に、特定の細胞および組織機能の多少の明白な喪失を伴う。この細
胞または細胞塊は、例えば黒色腫または癌腫などのように、その増殖に関して、それ自体
によっても宿主生物の調節機構によっても効率的に阻害されない。腫瘍抗原には、悪性細
胞自体の内部またはその表面上に存在する抗原ばかりでなく、内皮細胞および他の血管成
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分を含む腫瘍の間質支持組織に存在する抗原も含まれる。
【０１０１】
　関連局面において、新生物とは異常な新規増殖物を指し、したがって腫瘍と同じ意味を
表し、良性または悪性であり得る。さらに、そのような新生物には細胞増殖性疾患が含ま
れる。
【０１０２】
　本明細書で使用する「ポリペプチド」という用語は、その従来の意味で、すなわちアミ
ノ酸の配列として用いられる。ポリペプチドは特定の長さの産物に限定されず；したがっ
て、ペプチド、オリゴペプチド、およびタンパク質はポリペプチドの定義に含まれ、この
ような用語は、特記しない限り本明細書で互換的に用いられ得る。本用語はまた、ポリペ
プチドの発現後修飾、例えばグリコシル化、アセチル化、リン酸化など、ならびに当技術
分野で公知の天然および非天然の他の修飾を指すわけではないが、除外するわけでもない
。ポリペプチドはタンパク質全体であってもよいし、またはそのサブ配列であってもよい
。本発明の状況において関心対象となる特定のポリペプチドは、エピトープ、すなわち、
ポリペプチドの免疫原特性に実質的に関与し、免疫応答を誘発し得る抗原決定基を含むア
ミノ酸サブ配列である。
【０１０３】
　1つの態様において、関心対象のポリペプチドには、これらに限定されないが、CD40L(G
enBankアクセッション番号P633O5、P63304、Q918D8、Q9BDN3、Q9BDM7)；グルココルチコ
イド誘導性TNFR関連遺伝子リガンド(GIRTL)(GenBankアクセッション番号Q9Y5U5)；NGF(Ge
nBankアクセッション番号AAA40599、AAA30666、AAA72805、CAA37703、AAB58676)；CD137L
/4-1BBL(GenBankアクセッション番号NP_033430、P41274)；TNFα(GenBankアクセッション
番号NP_001003244、NP_038721、AAB06492、AAB01775)；CD143L/OX40L(GenBankアクセッシ
ョン番号P23510、AAX43997、NP_003317)；CD27L/CD70(GenBankアクセッション番号P32970
、O55237)；FasL(GenBankアクセッション番号P63308、P63307、P63308)；CD30L(GenBank
アクセッション番号NP_001235、AAH93630、P32971)；TNFβ/LTα(GenBankアクセッション
番号AAA18593、NP_034865)；LTβ(GenBankアクセッション番号Q5TM22、Q9TSV8)；TRAIL(G
enBankアクセッション番号AAC52345、AAC50332)；BAFF(GenBankアクセッション番号Q9Y27
5)；LIGHT(GenBankアクセッション番号AAQ89171、AAC39563)、RANKL(GenBankアクセッシ
ョン番号AAB86811、NP_003692)；Acrp30(GenBankアクセッション番号AAZ81421、AAH92565
、AAK13417、AA80543)；およびサーファクタントタンパク質D(SP-D)(Genbankアクセッシ
ョン番号NP_033186、AAB25038、AAB25037、AAH03705)が含まれる。
【０１０４】
　1つの態様において、ポリペプチドは構造ドメインにより定義される。例えば、受容体
結合時の伝達に関連し、細胞の細胞質区画中に見出されるシグナル伝達ドメインは、機能
に基づいて区切られるタンパク質分子の領域と定義され、受容体の細胞質基質と関連して
いる。そのようなシグナル伝達ドメインには、例えば、TNFSFRのCD40の細胞質ドメインが
含まれる。
【０１０５】
　別の局面において、本発明は、本明細書に記載するポリペプチド組成物の変種を提供す
る。本発明によって一般的に包含されるポリペプチド変種は典型的に、本明細書に記載の
ポリペプチド配列に対し、その長さに沿って、(後述のように決定される)少なくとも約70
%、75%、80%、85%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%、または99%もしくは
それ以上の同一性を示す。
【０１０６】
　他の例示的な態様において、ポリペプチドは、本明細書に記載の複数のポリペプチドを
含むか、または本明細書に記載の少なくとも1つのポリペプチド、および公知の細菌タン
パク質などの非関連配列を含む融合ポリペプチドであってよい。融合パートナーは例えば
、Tヘルパーエピトープ、特にヒトによって認識されるTヘルパーエピトープを提供する上
で役立ち得るか(免疫学的融合パートナー)、または天然組換えタンパク質よりも高い収率
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でタンパク質を発現させる上で役立ち得る(発現エンハンサー)。特定の融合パートナーは
、多量体の形成を増強する。関連局面において、「多量体化」し、関心対象のタンパク質
を凝集させるための融合パートナーとして役立ち得るポリペプチドには、コレクチン(コ
ラーゲン性レクチン)およびフィコリン(例えば、Ohashi and Erikson, J Biol Chem (200
4) 279(8):6534-6539を参照されたい)、Acrp30などのC1qファミリータンパク質が含まれ
る。
【０１０７】
　1つの態様において、CD40Lは可溶性多量体分子として発現させている。関連局面におい
ては、CD40Lの2-および4-三量体多量体をコードするDNAワクチンアプローチを開示する。
例えば、TNFSFリガンドの細胞外ドメイン(ECD)を、典型的にC1qおよびコレクチンファミ
リーメンバーから得られた多量体化ドメインと組み合わせることによって、そのような融
合タンパク質を生成することができ、この場合、C1q/コレクチンファミリーメンバーの糖
鎖認識ドメイン(CRD)をTNFSFリガンドのECDにより置換する。別の態様では、関心対象の
抗原、腫瘍壊死因子スーパーファミリー受容体(TNFSFR)またはトール様受容体(TLR)のシ
グナル伝達ドメイン、およびクラスター化ペプチドを含む融合タンパク質が想定される。
関連局面において、本発明に開示する融合タンパク質は、翻訳エンハンサー因子(TEE)を
含み得る。本明細書で使用する「翻訳エンハンサー因子(TEE)」とは、その文法上の変化
形も含めて、単位mRNA当たりの誘導されるタンパク質量を増加させるシス作動性配列を意
味する。関連局面において、TEEには、Gtx配列(例えば、Gtx9-nt、Gtx8-nt、Gtx7-nt)を
非限定的に含む、HCV-IRES、IRES、およびIRES因子が含まれる。別の関連局面において、
TEEには、シストロンに機能的に連結させた場合に単位mRNA当たりの誘導されるタンパク
質量を増加させる、N-18ランダムヌクレオチドが含まれ得る。
【０１０８】
　別の関連局面において、そのような因子の配列には、これらに限定されないが、GenBan
kアクセッション番号AX205123およびAX205116(Gtx IRES因子)、D 17763(HCV-IRES、5'非
翻訳領域)が含まれる。
【０１０９】
　いくつかの他のTNFSFリガンドもまた、候補分子アジュバント/融合パートナーである。
1つの態様では、GITR(グルココルチコイド誘導性TNF受容体関連)がCD4+ CD25+調節性T細
胞(Treg)上に発現されることから、GITRのリガンドが想定される。TregのGITR刺激はその
免疫抑制効果を消失させ、免疫応答を増強する。関連局面において、4-三量体可溶性多量
体型のGITRLもまた、CD8+ T細胞の強力な分子アジュバントである。
【０１１０】
　融合ポリペプチドは一般に、化学的結合を含む標準的技法を用いて調製され得る。融合
ポリペプチドを組換えポリペプチドとして発現させることが好ましく、これによって発現
系において、非融合ポリペプチドと比較して高いレベルの産生が可能になる。簡潔に説明
すると、ポリペプチド成分をコードするDNA配列を個別に構築し、適切な発現ベクターに
連結する。1つのポリペプチド成分をコードするDNA配列の3'末端を、配列の読み枠が一致
するように、ペプチドリンカーを伴いまたは伴わずに、第2ポリペプチド成分をコードす
るDNA配列の5'末端に連結する。これによって、両方の成分ポリペプチドの生物学的活性
を保持する単一の融合タンパク質への翻訳が可能になる。
【０１１１】
　ペプチドリンカー配列を使用して、第1および第2ポリペプチド成分を、各ポリペプチド
が確実にその二次構造および三次構造に折りたたまれるのに十分な距離で分離することが
できる。このようなペプチドリンカー配列は、当技術分野で周知の標準的な技法を使用し
て融合ポリペプチドに組み込まれる。適切なペプチドリンカー配列は、以下の要因に基づ
いて選択することができる：(1) 可動性のある伸長した高次構造をとる能力；(2) 第1お
よび第2ポリペプチド上の機能的エピトープと相互作用し得る二次構造をとれないこと；
ならびに(3) ポリペプチドの機能的エピトープと反応し得る疎水性残基または荷電残基の
欠如。好ましいペプチドリンカー配列は、Gly、Asn、およびSer残基を含む。ThrおよびAl
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aなどのほぼ中性の他のアミノ酸もまた、リンカー配列に使用することができる。リンカ
ーとして有用に使用され得るアミノ酸配列には、Maratea et al., Gene 40:39-46, 1985
；Murphy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8258-8262, 1986；米国特許第4,935,
223号および米国特許第4,751,180号に開示されているアミノ酸配列が含まれる。リンカー
配列は一般に、1～約50アミノ酸長であってよい。第1および第2ポリペプチドが、機能的
ドメインを分離しかつ立体的干渉を妨げるために用いられ得る非必須N末端アミノ酸領域
を有する場合には、リンカー配列は必要ではない。
【０１１２】
　連結されたDNA配列を、適切な転写または翻訳調節因子に機能的に連結させる。DNAの発
現に関与する調節因子は、第1ポリペプチドをコードする配列の5'側にのみ位置する。同
様に、翻訳の終了に必要な終止コドンおよび転写終結シグナルは、第2、第3、または第4
などのポリペプチドをコードするDNA配列の3'側にのみ存在する(すなわち、終止コドンは
、キメラタンパク質分子を構成する異なるポリペプチドの数に応じて、最終ポリペプチド
上に存在することになる)。
【０１１３】
　本発明は他の局面において、ポリヌクレオチド組成物を提供する。「DNA」および「ポ
リヌクレオチド」という用語は、本明細書において本質的に互換的に用いられ、特定種の
全ゲノムDNAを含まない単離されたDNA分子を指す。本明細書で使用する「単離された」と
は、ポリヌクレオチドが他のコード配列から実質的に分離されていること、およびDNA分
子が、大きな染色体断片または他の機能的遺伝子もしくはポリペプチドコード領域などの
、非関連コードDNAの大部分を含まないことを意味する。当然のことながら、これは元々
単離されているDNA分子を指し、後に人工的にその部分に付加された遺伝子またはコード
領域を除外するものではない。
【０１１４】
　当業者に理解されるように、本発明のポリヌクレオチド組成物は、タンパク質、ポリペ
プチド、ペプチドなどを発現するか、または発現するように適合化され得るゲノム配列、
ゲノム外配列およびプラスミドコード配列、ならびにより小さな改変遺伝子部分を含み得
る。このような部分は、天然で単離され得るか、または人工的に合成により改変され得る
。
【０１１５】
　同様に当業者によって認識されるように、本発明のポリヌクレオチドは一本鎖でも二本
鎖であってもよく、かつDNA分子(ゲノム、cDNA、または合成)でもRNA分子でもよい。RNA
分子には、イントロンを含みかつ1対1の様式でDNA分子に対応するHnRNA分子、および、イ
ントロンを含まないmRNA分子が含まれ得る。その必要はないものの、さらなるコード配列
または非コード配列が本発明のポリヌクレオチド内に存在してもよく、その必要はないも
のの、ポリヌクレオチドは他の分子および/または支持材に連結されてもよい。
【０１１６】
　ポリヌクレオチドは、天然配列(すなわち、本発明のポリペプチド/タンパク質またはそ
の一部をコードする内因性配列)を含み得るか、またはこのような配列の免疫原性変種ま
たは誘導体を含む変種または誘導体をコードする配列を含み得る。
【０１１７】
　比較のためのポリペプチドまたは核酸配列の最適アライメントは、バイオインフォマテ
ィクスソフトウェアのLasergeneスイート(DNASTAR, Inc.、ウィスコンシン州、マディソ
ン)におけるMegalignプログラムを使用して、初期設定パラメータを用いて行うことがで
きる。このプログラムは、以下の参考文献に記載されているいくつかのアライメント図式
を具体化している：Dayhoff, M. O. (1978) A model of evolutionary change in protei
ns-Matrices for detecting distant relationships., Dayhoff, M. O. (ed.) Atlas of 
Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation, Washing
ton D.C. Vol. 5, Suppl. 3, pp. 345-358；Hein J. (1990) Unified Approach to Align
ment and Phylogenes pp. 626-645 Methods in Enzymology vol. 183, Academic Press, 
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Inc., San Diego, Calif.；Higgins, D. G. and Sharp, P. M. (1989) CABIOS 5:151-153
；Myers, E. W. and Muller W. (1988) CABIOS 4:11-17；Robinson, E. D. (1971) Comb.
 Theor 11:105；Saitou, N. Nei, M. (1987) Mol. Biol. Evol. 4:406-425；Sneath, P. 
H. A. and Sokal, R. R. (1973) Numerical Taxonomy--the Principles and Practice of
 Numerical Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, Calif.；Wilbur, W. J. and Lip
man, D. J. (1983) Proc. Natl. Acad., Sci. USA 80:726-730。
【０１１８】
　または、比較のための配列の最適アライメントは、Smith and Waterman (1981) Add. A
PL. Math 2:482の局所的同一性アルゴリズムにより、Needleman and Wunsch (1970) J. M
ol. Biol. 48:443の同一性アラインメントアルゴリズムにより、Pearson and Lipman (19
88) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 2444の類似性検索法により、これらのアルゴリズ
ムのコンピューターによる実行(Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Compu
ter Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, Wis.のGAP、BESTFIT、BLAST、FASTA、お
よびTFASTA)により、または目視により行うことができる。
【０１１９】
　パーセント配列同一性および配列類似性を決定するのに適したアルゴリズムの一例は、
Altschul et al. (1977) Nucl. Acids Res. 25:3389-3402、およびAltschul et al. (199
0) J. Mol. Biol. 215:403-410にそれぞれ記載されているBLASTおよびBLAST 2.0アルゴリ
ズムである。BLASTおよびBLAST 2.0は、本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドに
ついてパーセント配列同一性を決定するために、例えば本明細書中に記載のパラメータを
用いて使用することができる。BLAST解析を行うためのソフトウェアは、National Center
 for Biotechnology Informationを通して公的に利用可能である。アミノ酸配列に関して
は、スコアリング行列を使用して累積スコアを算出することができる。各方向へのワード
ヒットの伸長は、以下の場合に中断される：累積アライメントスコアが、最大達成値から
X量減少した場合；1つまたは複数の負のスコア残基アラインメントの累積に起因して、累
積スコアがゼロ以下になった場合；またはどちらか一方の配列の末端に到達した場合。BL
ASTアルゴリズムパラメータ、W、T、およびXによって、アラインメントの感度および速度
が決まる。
【０１２０】
　本発明はまた、開示した核酸組成物と併用できる、例えば式(I)のカチオン性ポリマー
の使用に関する。

【０１２１】
　1つの態様において、式(I)中、Rは水素原子または式

の基であり、
　R基は(CH2)末端において主式中のN原子に結合し、nは2～10の整数であり、かつpおよび
qは整数であり、ただし和p + qは、ポリマーの平均分子量が100～107となるような値であ
る。非限定的な例として、そのようなポリマーの有用なR基には、D.G. Anderson et al.,
 A Polymer library approach to suicide gene therapy for cancer, Proc Natl Acad S
ci USA, 101:16028-16033, 2004によって提供されるものが含まれる。1つの局面において
、ポリ(βアミノエステル)のライブラリーに由来するアミノアルコールはR基を含む。1つ
の局面において、2-(ピリジルジチオ)-エチルアミン(PDA)はR基を含む。別の局面におい
て、チオール反応性側鎖を有するポリ(βアミノエステル)はR基を含む。そのような成分R
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基は当技術分野において公知である。
【０１２２】
　1つの局面において、ポリエチレンイミン(PEI)およびポリプロピレンイミン(PPI)ポリ
マーは有利な特性を有する。
【０１２３】
　関連局面において、本発明を実行するためのポリマーは、分子量が103～5×106のポリ
マーである。一例として、これには、平均分子量50,000 Daのポリエチレンイミン(PEI50K
)または平均分子量800,000 Daのポリエチレンイミン(PEI800K)が含まれる。
【０１２４】
　本発明の状況において用いられるポリマーは、種々の方法で得ることができる。ポリマ
ーは、まず初めの段階で、アニオン重合条件下で対応する単量体から(例えば、エチレン
イミンの重合)、または、二酸とジアミンとの重縮合によって得られたポリアミドの還元
によって、もしくは代替的に、ジアルデヒドとジアミンとの重縮合によって得られたイミ
ンの還元によって、化学的に合成することができる。さらに、これらのポリマーのいくつ
か、特にPEI50KまたはPEI800Kなどは市販されている。
【０１２５】
　本発明の組成物において、核酸はデオキシリボ核酸またはリボ核酸であってよい。問題
の配列は天然または人工起源のもの、特にゲノムDNA、cDNA、mRNA、tRNA、rRNA、ハイブ
リッド配列、または合成もしくは半合成配列であってよい。さらに核酸は、オリゴヌクレ
オチドから染色体までの非常に様々な大きさであってよい。これらの核酸は、ヒト、動物
、植物、細菌、ウイルスなどに由来してよい。これらは、当業者に公知の任意の技法によ
って、特にライブラリーのスクリーニングによって、化学合成によって、または代替的に
、ライブラリーのスクリーニングにより得られた配列の化学的もしくは酵素的修飾を含む
混合法によって得ることができる。これらはさらに、プラスミドベクターなどのベクター
中に組み込んでもよい。所望のポリペプチドを発現させるには、ポリペプチドをコードす
るヌクレオチド配列またはその機能的等価物を、適切な発現ベクター、すなわち挿入され
たコード配列の転写および翻訳に必要な因子を含むベクターに挿入し得る。当業者に周知
の方法を用いて、関心対象のポリペプチドをコードする配列、ならびに適切な転写および
翻訳制御因子を含む発現ベクターを構築することができる。これらの方法には、インビト
ロ組換えDNA技法、合成技法、およびインビボ遺伝子組換えが含まれる。このような技法
は、例えば、Sambrook, J. et al. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, C
old Spring Harbor Press, Plainview, N. Y.、およびAusubel, F. M. et al. (1989) Cu
rrent Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York. N.Y.に記載さ
れている。
【０１２６】
　ポリヌクレオチド配列を含めてこれを発現させるために、種々の発現ベクター/宿主系
を使用することができる。これには、組換えバクテリオファージ、プラスミド、もしくは
コスミドDNA発現ベクターで形質転換された細菌などの微生物；酵母発現ベクターで形質
転換された酵母；ウイルス発現ベクター(例えば、バキュロウイルス)を感染させた昆虫細
胞系；ウイルス発現ベクター(例えば、カリフラワーモザイクウイルス、CaMV；タバコモ
ザイクウイルス、TMV)もしくは細菌発現ベクター(例えば、TiまたはpBR322プラスミド)で
形質転換された植物細胞系；または動物細胞系が含まれるが、これらに限定されない。
【０１２７】
　発現ベクター中に存在する「制御因子」または「調節配列」は、ベクターの非翻訳領域
--エンハンサー、プロモーター、5'および3'非翻訳領域--であり、これらは宿主細胞タン
パク質と相互作用して転写および翻訳を行う。このような因子は、長さおよび特異性が異
なり得る。使用するベクター系および宿主に応じて、構成的プロモーターおよび誘導性プ
ロモーターを含む、任意数の適切な転写および翻訳因子を使用することができる。例えば
、細菌系でクローニングする場合、pBLUESCRIPTファージミド(Stratagene、カリフォルニ
ア州、ラホーヤ)またはpSPORT1プラスミド(Gibco BRL、メリーランド州、ゲイサーズバー
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グ)などのハイブリッドlacZプロモーターのような誘導性プロモーターを使用することが
できる。哺乳動物細胞系では、哺乳動物遺伝子または哺乳動物ウイルス由来のプロモータ
ーが一般に好ましい。非限定的な例として、プロモーターには、CMV、βアクチン、EF2α
、RSV LTR、HIV LTR、HTLV-1 LTR由来のプロモーター、および複合プロモーター(D.H. Ba
rouch et al, A human T-cell leukemia virus type 1 regulatory element enhances th
e immunogenicity of human immunodeficiency virus type 1 DNA vaccines in mice and
 nonhuman primates, J. Virol. 79: 8828-8834, 2005)が含まれる。1つの局面において
、プロモーターは、CMVプロモーター、またはニワトリβアクチンプロモーターの一部を
含むプロモーター(H. Niwa et al, Efficient selection for high-expression transfec
tants with a novel eukaryotic vector, Gene 108:193-199, 1991)である。ポリペプチ
ドをコードする配列の複数コピーを含む細胞株を作製する必要がある場合には、SV40また
はEBVに基づくベクターを、適切な選択マーカーと共に有利に使用することができる。
【０１２８】
　細菌系では、発現させるポリペプチドの意図される用途に応じて、いくつかの発現ベク
ターのうちのいずれかを選択することができる。例えば抗体の誘導用など大量に必要な場
合には、例えば、容易に精製される融合タンパク質の高レベル発現を導くベクターが使用
され得る。このようなベクターには、関心対象のポリペプチドをコードする配列が、ハイ
ブリッドタンパク質が産生されるようにβ-ガラクトシダーゼのアミノ末端Metおよび次の
7残基の配列と共にインフレームでベクターに連結され得るpBLUESCRIPT(Stratagene)など
の、多機能性大腸菌クローニングおよび発現ベクターや、pINベクター(Van Heeke, G. an
d S. M. Schuster (1989) J. Biol. Chem. 264:5503-5509)などが非限定的に含まれる。p
GEXベクター(Promega、ウィスコンシン州、マディソン)もまた、グルタチオンS-トランス
フェラーゼ(GST)との融合タンパク質として外来ポリペプチドを発現させるために用いら
れ得る。一般に、このような融合タンパク質は可溶性であり、グルタチオン-アガロース
ビーズへの吸着、およびそれに続く遊離グルタチオンの存在下での溶出によって、溶解細
胞から容易に精製することができる。このような系で作製されるタンパク質は、関心対象
のクローニングされたポリペプチドがGST成分から自由に放出され得るように、へパリン
、トロンビン、またはXA因子プロテアーゼ切断部位を含むように設計することができる。
【０１２９】
　酵母すなわちサッカロミセス・セレビシエ(Saccharomyces cerevisiae)では、α因子、
アルコールオキシダーゼ、およびPGHなどの構成的プロモーターまたは誘導性プロモータ
ーを含むいくつかのベクターを使用することができる。総説については、Ausubel et al.
(前記)、およびGrant et al. (1987) Method Enzymol. 153:516-544を参照されたい。
【０１３０】
　昆虫系もまた、関心対象のポリペプチドを発現させるために使用することができる。例
えば、1つのこのような系では、オートグラファ・カリフォルニカ(Autographa californi
ca)核多角体病ウイルス(AcNPV)が、ヨトウガ(Spodoptera frugiperda)細胞またはトリコ
プルシア・ラーバエ(Trichoplusia larvae)で外来遺伝子を発現させるためのベクターと
して用いられる。ポリペプドをコードする配列をポリへドリン遺伝子などのウイルスの非
必須領域にクローニングして、ポリへドリンプロモーターの制御下に置くことができる。
ポリペプチドコード配列の挿入の成功によりポリへドリン遺伝子は不活化され、コートタ
ンパク質を欠く組換えウイルスが産生される。次いでこの組換えウイルスを用いて、例え
ばヨトウガ細胞またはトリコプルシア・ラーバエを感染させることができ、そこで関心対
象のポリペプチドが発現され得る(Engelhard, E. K. et al. (1994) Proc. Natl. Acad. 
Sci. 91:3224-3227)。
【０１３１】
　哺乳動物宿主細胞では、ウイルスに基づくいくつかの発現系が一般に利用可能である。
例えば、アデノウイルスを発現ベクターとして使用する場合には、後期プロモーターおよ
び3連リーダー配列からなるアデノウイルス転写/翻訳複合体に、関心対象のポリペプチド
をコードする配列を連結できる。ウイルスゲノムの非必須のE1またはE3領域における挿入
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により、感染宿主細胞においてポリペプチドを発現し得る生存ウイルスを得ることができ
る(Logan, J. and Shenk, T. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. 81:3655-3659)。さらに、
哺乳動物宿主細胞における発現を増加させるために、ラウス肉腫ウイルス(RSV)エンハン
サーなどの転写エンハンサーを使用することもできる。
【０１３２】
　関心対象のポリペプチドをコードする配列のより効率的な翻訳を達成するために、特定
の開始シグナルを使用することもできる。このようなシグナルには、ATG開始コドンおよ
び隣接配列が含まれる。ポリペプチドをコードする配列、その開始コドン、および上流配
列を適切な発現ベクターに挿入した場合、さらなる転写および翻訳制御シグナルは必要で
ないと考えられる。しかし、コード配列またはその一部のみを挿入した場合には、ATG開
始コドンを含む外因性翻訳制御シグナルが提供されるべきである。さらに、挿入物全体の
翻訳を確実にするには、開始コドンは正確な読み枠内にあるべきである。外因性翻訳因子
および開始コドンは、天然および合成の種々の起源のものであってよい。発現効率は、文
献に記載されているような(Scharf, D. et al. (1994) Results Probl. Cell Differ. 20
:125-162)、使用する特定の細胞系に適したエンハンサーを含めることによって増強する
ことができる。
【０１３３】
　さらに、挿入配列の発現を調節する能力、または所望の様式で発現タンパク質を処理す
る能力に関して、宿主細胞株を選択することができる。ポリペプチドのこのような修飾に
は、これらに限定されないが、アセチル化、カルボキシル化、グリコシル化、リン酸化、
脂質付加、およびアシル化が含まれる。タンパク質の「プレプロ」型を切断する翻訳後プ
ロセシングを用いて、正確な挿入、折りたたみ、および/または機能を促進することも可
能である。外来タンパク質の正確な修飾およびプロセシングを確実にするために、このよ
うな翻訳後活性に関して特定の細胞機構および特徴的な機構を有するCHO、COS、HeLa、MD
CK、HEK293、およびWI38などの種々の宿主細胞を選択することができる。
【０１３４】
　通常はウイルスによる微生物送達に依存しない、一般的クラスの遺伝子または核酸送達
は、「非ウイルス性遺伝子送達」と称される。別称は、遺伝子送達用の「合成ベクター」
または「人工的ベクター」である。これらは典型的に、DNAプラスミドまたは他の核酸と
共に複合体、ナノ粒子(直径1ミクロン未満と定義される)、またはさらには微粒子(直径1
ミクロン以上と定義される)を形成するポリマーを含む。細胞において核酸がコードする
遺伝子の発現を増強する多くの種類のポリマーが記載されている。
【０１３５】
　1つの局面においては、ポリエチレンイミン(PEI)を送達剤として使用できる。ポリエチ
レンイミン(PEI)は、DNA送達用に最も確立されたポリマーの1つである。PEIは正に荷電し
ており、負に荷電したDNAと複合体を形成することが可能である。そのマンノシル型は、
プラスミドDNAを静止マクロファージおよび樹状細胞に指向し、これらの細胞はそのマン
ノース受容体を使用してこれをエンドサイトーシスにより取り込む(QBioGene, Inc.によ
りMan jetPEIとして販売されている)。PEIはそのアミン基のために、エンドソーム小胞中
で通常酸性であるpHを効率的に緩衝し、それによって、DNA積載物に対する酸損傷を防ぐ
「プロトンスポンジ」として役立つ。PEIの多くの変化形が記載されている。
【０１３６】
　別の局面では、カチオン性脂質を核酸の送達剤として使用できる。カチオン性脂質およ
び関連化合物は、ワクチンの有効性、および細胞において核酸がコードする遺伝子の発現
を増強するために使用されている。DNAまたはRNAはまた、アミノアルキルグルコサミニド
4-リン酸(AGP)からなるミクロスフェアに封入され得る。場合によっては、脂質-DNA複合
体(「リポプレックス」)は、免疫刺激性であり、プラスミドDNAの抗腫瘍効果を増強する
直接的な炎症活性を有する。
【０１３７】
　ポリ-L-リジン、ポリ-L-グルタミン酸、またはブロック共重合体などのカチオン性ポリ
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マーもまた、核酸の送達剤となり得る。一例として、ポリ-L-アルギニンは、免疫応答の
増強および延長に関して、CpGモチーフを含むオリゴデオキシヌクレオチド(CpG-ODN)と相
乗的に作用することが認められ、炎症促進性サイトカインのCpG-ODN誘導性全身放出を妨
げた。抗原、CpGモチーフを含む免疫原性オリゴデオキシヌクレオチド(CpG-ODN)、および
ポリカチオン性ポリマーを含む薬学的組成物が、当技術分野において公知である。
【０１３８】
　関連局面において、CpG-ODNとは、ホスホロチオエート結合を用いて生成された、非メ
チル化シトシン-グアノシンモチーフを含む一本鎖オリゴデオキシヌクレオチドを指す。
【０１３９】
　1つの局面において、デンドリマーポリマー送達剤には、Starburstポリマー(Dow Chemi
cal)が含まれる。別の局面では、ポロキサマーおよびポロキサミン組成物を両方含むポロ
キサミン送達剤が使用され得る。
【０１４０】
　乳酸-グリコール酸共重合体(PLGA)は、縫合糸を作製するために用いられる。これはま
た、ワクチン成分を送達するために製剤化され得る。例えば、HIVタンパク質をコードす
るプラスミドDNAは、臭化セチルトリメチルアンモニウム(CTAB)と共にPLGAで製剤化され
、得られたPLG-CTAB-DNA微粒子は、改善された免疫応答を誘発することが判明した。PLGA
はまた、DNA送達用のミクロスフェアを作製するために、ポリエチレンイミン(PEI)と併用
され得る。DNAおよびTLRアゴニストを取り込む、PLGAおよび他の材料から作製された微粒
子が、Chironによって開発された。ポリマー成分は、(1) ポリ(a-ヒドロキシ酸)、ポリヒ
ドロキシ酪酸、ポリカプロラクトン、ポリオルトエステル、ポリ酸無水物、およびポリシ
アノアクリル酸からなる群、ならびに(2) 界面活性剤から選択され、ポリヌクレオチド、
ポリヌクレオシド、ポリペプチド、免疫調節剤、抗原、およびアジュバントを送達するた
めに使用された。
【０１４１】
　別の種類の遺伝子送達ポリマーは、β-アミノエステルから形成される。C32、U28、お
よびJJ28などのこの系列の薬剤は、コンビナトリアルライブラリーアプローチを用いて同
定された。C32は、腫瘍におけるプラスミドDNA遺伝子発現を4倍増加させることが示され
たため、腫瘍免疫療法に特に有用であると考えられる。プラスミドDNAをC32、U28、また
はJJ28と複合体形成させるには、ポリマーを最初にDMSOに溶解する(100 mg/ml)。次いで
、DNA(50μg)を25 mM酢酸ナトリウム緩衝液(pH 5.0) 25μlに懸濁し、同じく25 mM酢酸ナ
トリウム緩衝液(pH 5.0) 25μlに希釈したポリマー溶液(1,500μgまたは25μg)と混合す
る。ポリマー/DNA混合物を室温で5分間インキュベートした後、PBS中の30%グルコース10
μlをポリマー/DNA混合物50-μlに添加する。DNA 50μgをポリマー1,500μgと共に使用す
る場合、これは1:30比と見なされる。DNA 50μgをポリマー25μgと共に使用する場合、こ
れは2:1比と見なされる。以前の研究では、腫瘍内注射には1:30比が良好に作用し、筋肉
内DNAワクチン接種には2:1比が最良に作用した。
【０１４２】
　DNAワクチン接種に関して、DNAをDCに標的化する1つのアプローチは、DNAをカチオン性
乳酸-グリコール酸共重合体(PLGA)粒子に吸着させることであり、これによってDNAは食作
用性APCに標的化され、CD8+ T細胞応答および抗体価はそれぞれ100倍および1,000倍増強
される。この利点にもかかわらず、低分子量のPLGA系でさえ、インビトロにおいてDC取り
込み後に封入DNAを完全に放出するのに最長で13日要する。大部分のDCは、活性化および
流入領域リンパ節への遊走後7日以内に死滅するため、この期間は長すぎる。さらにPLGA
微粒子は、水性環境においてわずか3日後に、極めて低いpH環境(pH < 3.5)を生じ得る。
この酸性レベルは、プラスミドDNAの活性を大幅に減少させることが示されている。PLGA
微粒子はまたファゴリソソーム小胞に限局して残り、そのため移入されたDCにおける遺伝
子発現が制限される。したがって、微粒子が細胞内pH変化後にその積載物を即座に放出で
きるように、PLGAと組み合わせて生分解性pH感受性ポリアミノエステル(PBAE)を含めるこ
とができる。これらのハイブリッドPLGA/PBAE微粒子内にDNAワクチンを封入することで、
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CD8+ T細胞応答は強く増強され、またDCは刺激されてCD40を上方制御した。PBAEおよびPL
GAでマイクロカプセル化されたプラスミドDNAを調製するには、プラスミドDNA 1 mgを1 m
M EDTAおよび300 nM D(+)-ラクトースの水溶液に添加し、次いで超音波処理器にてCH2Cl2
中のPBAE/PLGA混合物 200 mgで乳化する。得られた乳濁液を次に50%ポリ(ビニルアルコー
ル)および0.2 M NaClの溶液に添加し、次いでポリ(ビニルアルコール)の第2溶液に添加し
て3時間置き、遠心分離を繰り返して洗浄した後、凍結乾燥して-20℃で保存する。2種類
のPBAE/PLGA混合物が好ましい：15% PBAE/85% PLGAおよび25% PBAE/75% PLGA。25% PBAE
混合物がインビトロでDCに対して有意により刺激性であったが、皮内DNAワクチン接種に
使用した場合、15% PBAE混合物および25% PBAE混合物はほぼ同等であった。いずれの場合
にも、最終的な凍結乾燥微粒子調製物は、使用のため10μg/50μlの濃度でPBSに再懸濁す
るが、ここで10μgは微粒子中のDNA量を指す。
【０１４３】
　IL-12の「裸の」プラスミドDNAを腫瘍周囲に注射することが、マウスの抗腫瘍治療に用
いられている。さらに、IL-12プラスミドDNAを腫瘍保有マウスに送達するためのポリ[α-
(4-アミノブチル)-l-グリコール酸](PAGA)の使用が、当技術分野で公知である。さらに、
分枝ポリエチレンイミンおよびクロロギ酸コレステリルを用いた、IL-12遺伝子の送達を
増強するための、水溶性リポポリマー(WSLP)およびインターロイキン12(IL-12)発現プラ
スミドの使用もまた記載されている。送達剤としてのポリ(プロピレンイミン)デンドリマ
ーの使用を含む、プラスミドDNA発現ベクターを送達するための別法としての、ポリエチ
レンイミンに基づく小胞-ポリマーハイブリッド遺伝子送達。また、プラスミドDNAおよび
他の核酸の制御放出に用いられ得る様々な種類のポリマーを含む、ポリエチレングリコー
ル(PEG)共重合体が、プラスミドDNA送達を改善することが認められた。そのような分子に
は、ポリ(乳酸)およびその誘導体、PEG化ポリ(乳酸)、乳酸-グリコール酸共重合体および
その誘導体、ポリ(オルトエステル)およびその誘導体、PEG化ポリ(オルトエステル)、ポ
リ(カプロラクトン)およびその誘導体、PEG化ポリ(カプロラクトン)、ポリリジンおよび
その誘導体、PEG化ポリリジン、ポリ(エチレンイミン)およびその誘導体、PEG化ポリ(エ
チレンイミン)、ポリ(アクリル酸)およびその誘導体、PEG化ポリ(アクリル酸)、ポリ(ウ
レタン)およびその誘導体、PEG化ポリ(ウレタン)、ならびにこれらのすべての組み合わせ
が含まれる。本発明の1つの目的は、核酸の送達にポリマー脂質-タンパク質-糖微粒子を
使用することである。さらなる目的は、核酸積載物が細胞内環境において適切に放出され
るように、細胞エンドソームの内部で加水分解性であるポリマーを使用することである。
核酸を送達するために生分解性粒子を使用する一般的有用性は、当技術分野において公知
である。
【０１４４】
　自己会合粒子送達系は多くの場合、核酸と、マンノース-ポリエチレングリコール(PEG)
-PAMAM-G3.0、-G4.0、または-G5.0から構成されるハイブリッドポリマーとの間のポリプ
レックスとして作製され得る自己会合粒子を含む複合物質である。PAMAMはポリ(アミドア
ミン)の分枝デンドリマーを指し、Gは分枝数を示す。このような線状-樹状ハイブリッド
ポリマーの溶液とプラスミドDNAを併用することで、中心にDNAがあり外側にマンノース残
基がある直径約200 nmの自己会合粒子が得られた。この場合にはナノ粒子の外殻を形成す
るためにマンノースが用いられるが、その理由は、未成熟DCおよびマクロファージが、そ
のマンノース受容体(これはDC成熟に際して下方制御される)およびおそらくはDS-SIGNな
どの他のマンノース結合受容体を用いてマンノシル化物質を活発に取り込むためである。
P388D1マクロファージ細胞株を使用したところ、ルシフェラーゼプラスミドとMan-PEG-PA
MAM-G5.0または-G6.0から得られたポリプレックスにより、市販のJetPEI(QBioGene, Inc.
)と複合化したプラスミドよりも4倍多い遺伝子発現が起こり、G4.0ポリマーはJetPEIと同
等であった。-G6.0ポリマーはこれらの細胞に対する毒性が軽度であったが、G5.0ポリマ
ーは、JetPEIの毒性用量よりも100倍高い濃度において本質的に非毒性であった。
【０１４５】
　ポリマー送達系の免疫刺激特性。ポリマー遺伝子送達系は、生物学的に不活性である必
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要はない。実際に、送達系はそれ自体で免疫刺激性である場合にさらにより効果的となり
得、このような場合、この送達系はワクチン接種および腫瘍免疫療法に好ましいと考えら
れる。例えば、ポリマーは固有の抗癌効果を有し得る。ポリプロピレンイミン(PPI)デン
ドリマーは、TNFプラスミドDNAの抗腫瘍効果を増強することが認められている。興味深い
ことに、PPIデンドリマーは、トランスフェクション細胞において遺伝子発現を誘導する
という、免疫刺激または抗腫瘍活性に有用であり得る特性も含めて、線状ポリエチレンイ
ミン(PEI)およびポリアミドアミンデンドリマーと同様に、単独でいくらかの抗腫瘍効果
を有した。異なるポリマーを使用して、プラスミドDNAを乳酸-グリコール酸共重合体(PLG
A)/ポリアミノエステル(PBAE)混合物中にマイクロカプセル化すると、樹状細胞の直接的
活性化が起こる。
【０１４６】
　1つの局面において、核酸はエレクトロポレーションによって送達される。エレクトロ
ポレーションは電気パルスを使用して、タンパク質、核酸、脂質、糖質、またはこれらの
混合物を宿主に導入し、効果をもたらす。エレクトロポレーションの典型的な使用とは、
核酸によってコードされるタンパク質が効率的に産生されるように核酸を宿主に導入する
ことである。
【０１４７】
　別の局面において、核酸は微粒子銃により送達される。Powderject(Norvartis Pharmac
eutical Corporation)は、金粒子を核酸および他の物質で被覆し、次いで微粒子銃によっ
てその粒子を宿主に強制的に導入する方法を開発した。抗原をコードする核酸に関しては
、この方法によって、抗原に対する免疫応答が改善された。
【０１４８】
　本発明の1つの目的は、ISS-ODNと改善された送達剤とを併用することである。例えば、
CpG-ODNをポリカチオン性ポリマーと併用することで、ワクチン接種に対する応答が改善
された。または、CpG-ODNを水中油型乳剤中に混合して、その免疫刺激能を改善する小胞
を形成することができる。CpG-ODNはまた、大きさ10ミクロン未満の微小担体複合体中に
取り込むことができる。乳酸-グリコール酸共重合体微粒子にCpG-ODNを吸着させると、炭
疽菌ワクチンに対する免疫応答が改善された。本発明の1つの目的は、PLGAおよび他の材
料から、DNAおよびCpG-ODNなどのTLRアゴニストを取り込む送達剤を形成することである
。
【０１４９】
　いくつかの態様において、組み合わせ免疫刺激剤は抗原をさらに含み得る。組み合わせ
免疫刺激剤中に存在する場合、抗原は、組み合わせ剤の他の成分と併用して抗原に対する
免疫応答を生じるのに有効な量で投与され得る。例えば、抗原は約100 ng/kg～約100 mg/
kgの量で投与され得る。いくつかの態様において、抗原は約10μg/kg～約10 mg/kgの量で
投与され得る。いくつかの態様において、抗原は約1 mg/kg～約5 mg/kgの量で投与され得
る。しかし、免疫応答を生じるのに効果的な量を構成する抗原の特定量は、例えば投与す
る抗原の特徴；投与するアゴニストの特徴およびその量；投与するアゴニストの特徴およ
びその量；免疫系の状態；アゴニストおよび抗原の投与の方法およびその順序；製剤を投
与する種；ならびに所望の治療結果などの特定の要因にある程度依存する。したがって、
抗原の有効量を構成する量を一般的に記載することは実際的ではない。しかし、当業者で
あれば、そのような要因を十分に考慮して適量を容易に決定することができる。
【０１５０】
　抗原は、Th1免疫応答を起こし得る任意の物質であってよく、そのような応答には、例
えばCD8+ T細胞応答、NK T細胞応答、γ/δ T細胞応答、またはTh1抗体応答の1つまたは
複数が含まれ得る。適切な抗原には、これらに限定されないが、ペプチド；ポリペプチド
；脂質；糖脂質；多糖；糖質；ポリヌクレオチド；プリオン；生存または不活化細菌、ウ
イルス、または真菌；および細菌、ウイルス、真菌、原虫、腫瘍由来、または生物由来の
抗原、毒素、またはトキソイドが含まれる。
【０１５１】
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　さらに、現在の実験に基づくある種の抗原、特に強力な免疫応答を引き起こさない組換
えタンパク質、糖タンパク質、およびペプチドなどの物質を、本発明のアジュバント組み
合わせ剤と共に使用することができる。例示的な実験的サブユニット抗原には、アデノウ
イルス、AIDS、水痘、サイトメガロウイルス、デング熱、ネコ白血病、家禽ペスト、A型
肝炎、B型肝炎、HSV-1、HSV-2、ブタコレラ、A型インフルエンザ、B型インフルエンザ、
日本脳炎、麻疹、パラインフルエンザ、狂犬病、呼吸器合胞体ウイルス、ロタウイルス、
疣贅、および黄熱病などのウイルス性疾患に関連した抗原が含まれる。
【０１５２】
　1つの態様において、抗原は癌抗原または腫瘍抗原であってよい。癌抗原および腫瘍抗
原という用語は互換的に用いられ、癌細胞によって差次的に発現される抗原を指す。した
がって、癌抗原は、癌細胞に対する免疫応答を差次的に標的化するために利用することが
できる。したがって癌抗原は、腫瘍特異的免疫応答を潜在的に刺激し得る。ある種の癌抗
原は、必ずしも発現されないが、正常細胞によってコードされる。これらの抗原のいくつ
かは、正常細胞では通常はサイレントである(すなわち、発現されない)、分化の特定段階
でのみ発現される、および時間的に発現される(例えば、胚および胎児抗原)と特徴づけら
れ得る。他の癌抗原は、例えば癌遺伝子(例えば、活性化ras癌遺伝子)、抑制遺伝子(例え
ば、変異p53)などの変異細胞遺伝子によってコードされ得るか、または内部欠失もしくは
染色体転座に起因する融合タンパク質であってよい。さらなる他の癌抗原は、RNAおよびD
NA腫瘍ウイルスによって運ばれるようなウイルス遺伝子によってコードされ得る。
【０１５３】
　腫瘍抗原の例には、MAGE、MART-1/Melan-A、gp100、ジペプチジルペプチダーゼIV(DPPU
V)、アデノシンデアミナーゼ結合タンパク質(ADAbp)、シクロフィリンb、結腸直腸関連抗
原(CRC)-COl7-1A/GA733、癌胎児抗原(CEA)ならびにその抗原エピトープCAP-1およびCAP-2
、etv6、aml1、前立腺特異抗原(PSA)ならびにその抗原エピトープPSA-1、PSA-2、およびP
SA-3、前立腺特異的膜抗原(PSMA)、T細胞受容体/CD3ζ鎖、MAGEファミリーの腫瘍抗原(例
えば、MAGE-A1、MAGE-A2、MAGE-A3、MAGE-A4、MAGE-A5、MAGE-A6、MAGE-A7、MAGE-A8、MA
GE-A9、MAGE-A1O、MAGE-A11、MAGE-A12、MAGE-Xp2(MAGE-B2)、MAGE-Xp3(MAGE-B3)、MAGE-
Xp4(MAGE-B4)、MAGE-C1、MAGE-C2、MAGE-C3、MAGE-C4、MAGE-C5)、GAGEファミリーの腫瘍
抗原(例えば、GAGE-1、GAGE-2、GAGE-3、GAGE-4、GAGE-5、GAGE-6、GAGE-7、GAGE-8、GAG
E-9)、BAGE、RAGE、LAGE-1、NAG、GnT-V、MUM-1、CDK4、チロシナーゼ、p53、MUCファミ
リー、HER2/neu、p21ras、RCASl、αフェトプロテイン、Eカドヘリン、αカテニン、βカ
テニン、γカテニン、pl20ctn、gpl00Pmel117、PRAME、NY-ESO-1、cdc27、大腸腺腫症タ
ンパク質(APC)、フォドリン、コネキシン37、Ig-イディオタイプ、p15、gp75、GM2および
GD2ガングリオシド、ヒトパピローマウイルスタンパク質などのウイルス産物、Smadファ
ミリーの腫瘍抗原、Imp-1、P1A、EBVコード核抗原(EBNA)-1、脳グリコーゲンホスホリラ
ーゼ、SSX-1、SSX-2(HOM-MEL-40)、SSX-3、SSX-4、SSX-5、SCP-1、およびCT-7、ならびに
c-erbB-2が含まれる。
【０１５４】
　癌または腫瘍、およびそのような腫瘍に関連した(しかし排他的ではない)特定の腫瘍抗
原には、急性リンパ性白血病(etv6, aml1、シクロフィリンb)、B細胞リンパ腫(Ig-イディ
オタイプ)、神経膠腫(Eカドヘリン、αカテニン、βカテニン、γカテニン、p120ctn)、
膀胱癌(p21ras)、胆道癌(p21ras)、乳癌(MUCファミリー、HER2/neu、c-erbB-2)、子宮頸
癌(p53、p21ras)、結腸癌(p21ras、HER2/neu、c-erbB-2、MUCファミリー)、結腸直腸癌(
結腸直腸関連抗原(CRC)-CO17-1A/GA733、APC)、絨毛癌(CEA)、上皮細胞癌(シクロフィリ
ンb)、胃癌(HER2/neu、c-erbB-2、ga733糖タンパク質)、肝細胞癌(αフェトプロテイン)
、ホジキンリンパ腫(Imp-1、EBNA-1)、肺癌(CEA、MAGE-3、NY-ESO-1)、リンパ球由来白血
病(シクロフィリンb)、黒色腫(p5タンパク質、gp75、癌胎児抗原、GM2およびGD2ガングリ
オシド、Melan-A/MART-1、cdc27、MAGE-3、p21ras、gpl00Pmel117)、骨髄腫(MUCファミリ
ー、p21ras)、非小細胞肺癌(HER2/neu、c-erbB-2)、鼻咽頭癌(Imp-1、EBNA-1)、卵巣癌(M
UCファミリー、HER2/neu、c-erbB-2)、前立腺癌(前立腺特異抗原(PSA)ならびにその抗原
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エピトープPSA-1、PSA-2、およびPSA-3、PSMA、HER2/neu、c-erbB-2、ga733糖タンパク質
)、腎癌(HER2/neu、c-erbB-2)、頸部および食道の扁平上皮癌(ヒトパピローマウイルス産
物などのウイルス産物)、精巣癌(NY-ESO-1)、およびT細胞白血病(HTLV-1エピトープ)が含
まれる。
【０１５５】
　抗原を含む本発明の組み合わせ免疫刺激剤は、ワクチンを形成し得る。そのようなワク
チンは、当業者に周知の付加的な薬学的に許容される成分、賦形剤、担体などを含み得る
。
【０１５６】
　本発明の組み合わせ免疫刺激剤は、当業者に周知の従来法に従って(例えば、経口、皮
下、経鼻、局所)、動物、例えば哺乳動物(ヒトおよび非ヒト)、家禽などに投与すること
ができる。
【０１５７】
　本発明はまた、本発明の組み合わせ免疫刺激剤を対象に投与する段階を含む治療および
/または予防法を提供する。
【０１５８】
　特定の投与順序が提供されていない限り、組み合わせ免疫刺激剤の成分は、抗原と同時
に(混合物中で一緒にまたは別々に、例えば経口または別々の注射によって）、または組
み合わせ免疫刺激剤の1つもしくは複数の他の成分の投与後に投与することができる。
【０１５９】
　治療的組み合わせ剤は、1つまたは複数の薬学的に許容される担体とのさらなる組み合
わせで提供することができる。開示の組み合わせ剤および抗原(組み合わせ剤中に存在す
る場合)は、異なる部位におよび/または異なる経路により連続して併用投与することがで
きるため、治療的組み合わせ剤は2つまたはそれ以上の製剤として提供することができる
。2つまたはそれ以上の製剤として提供する場合、各製剤は、その他の製剤中に含まれる1
つまたは複数の担体と同様のまたは異なる担体を含み得る。または、開示の組み合わせ剤
および抗原(組み合わせ剤中に存在する場合)は、単一の担体または担体の組み合わせを含
み得る単一の製剤として提供することもできる。
【０１６０】
　各成分または成分の混合物は、例えば錠剤、トローチ剤、非経口製剤、シロップ、クリ
ーム、軟膏、エアロゾル製剤、経皮パッチ、経粘膜パッチなどの任意の適切な従来の剤形
で投与することができる。
【０１６１】
　治療的組み合わせ免疫刺激剤は、治療計画において単一の治療薬として投与することが
できる。または、本発明の治療的組み合わせ免疫刺激剤は、本発明の別の治療的組み合わ
せ剤と、1つもしくは複数の薬学的組成物と、または抗ウイルス剤、抗生物質などの他の
活性薬剤と併用して投与することができる。
【０１６２】
　本発明はまた、本発明の組み合わせ免疫刺激剤の治療有効量を動物に投与する段階を含
む、動物におけるウイルス感染症を治療する方法、および動物における腫瘍性疾患を治療
する方法を提供する。ウイルス感染症を治療または阻害するための治療有効量とは、ウイ
ルス性病変、ウイルス量、ウイルス産生速度、および死亡率のようなウイルス感染症の症
状発現の1つまたは複数を、未処置対照動物と比較して減少させる量である。腫瘍性疾患
を治療するための組み合わせ剤の治療有効量とは、未処置動物と比較して、例えば腫瘍の
大きさの減少、腫瘍病巣数の減少、または腫瘍増殖の遅延をもたらす量である。
【０１６３】
　本発明による治療は、1回または2回以上の免疫化を含み得る。2回以上の免疫化を含む
場合、治療は、任意の適切な頻度で投与される任意の適切な回数の免疫化を含み得る。治
療計画における免疫化の回数および頻度は、治療する状態およびその病期、患者の免疫系
の状態、投与するアゴニストの特徴およびその量、ならびに投与する抗原(存在する場合)
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の特徴およびその量を非限定的に含む1つまたは複数の要因に少なくとも一部依存する。
【０１６４】
　「薬学的に許容される」という語句は、ヒトに投与した際に、生理学的に許容されかつ
アレルギー反応も同等の有害反応(胃の不調、めまいなど)も通常生じない、分子実体およ
び組成物を指す。1つの態様において、本明細書で使用する「薬学的に許容される」とい
う用語は、米国政府もしくは州政府の管理機関によって承認されていること、または動物
、より詳細にはヒトにおける使用のために米国薬局方もしくは他の一般的に認識されてい
る薬局方に収載されていることを意味する。「担体」という用語は、化合物と共に投与す
る希釈剤、補助剤、賦形剤、または溶媒を指す。このような薬学的担体は無菌液体、例え
ば水および油であってよく、これには石油、動物、植物、または合成起源の油、例えば落
花生油、大豆油、鉱油、ゴマ油などが含まれる。水または生理食塩水溶液ならびにデキス
トロース水溶液およびグリセロール水溶液が、特に注射液の担体として使用されることが
好ましい。適切な薬学的担体は、E. W. Martinにより「Remington's Pharmaceutical Sci
ences」に記載されている。
【０１６５】
　さらなる態様において、本発明は、単独でまたは1つもしくは複数の他の治療様式と共
に細胞または動物に投与するための薬学的に許容される担体と組み合わせた、本明細書に
開示のポリヌクレオチド、TLRアゴニスト、および/またはカチオン性ポリマー組成物のう
ち1つまたは複数の製剤に関する。
【０１６６】
　別の態様において、ワクチンは、融合タンパク質をコードするDNAを生物学的作用物質
に組み入れることにより送達し得る。本明細書で使用する「生物学的作用物質」とは、原
核細胞、真核細胞、またはウイルスを指す。そのような作用物質には腫瘍細胞もまた含ま
れる。本明細書に開示するそのような作用物質は、単独でまたは1つもしくは複数の他の
治療様式と共に細胞または動物に投与するための薬学的に許容される担体と組み合わせる
ことができる。他の態様において、そのような融合タンパク質をコードするDNAワクチン
は、単独でまたは1つもしくは複数の他の治療様式と共に細胞または動物に投与するため
の薬学的に許容される担体と共に製剤化することができる。
【０１６７】
　関連局面において、そのような薬学的組成物を、予防または寛解様式で対象に投与する
ことができる。本明細書で使用する「寛解」とは、疾患に伴う症状について対象を改善ま
たは緩和することを指し、これにはそのような疾患の治癒も含まれる。例えば、本発明に
開示するワクチンは、感染症の発症前、または対象が感染した後に対象に投与することが
できる。
【０１６８】
　必要に応じて、本明細書に開示の組成物は、例えば他のタンパク質もしくはポリペプチ
ドまたは種々の薬学的活性薬剤などの他の薬剤と併用して投与できることが理解されよう
。実際に、付加的な薬剤が標的細胞または宿主組織との接触に際して顕著な副作用を起こ
さない限り、含めることのできる他の成分に実質的に制限はない。したがって組成物は、
特定の場合に必要な種々の他の薬剤と共に送達することができる。このような組成物は宿
主細胞または他の生物学的供給源から精製することができ、または本明細書に記載のよう
に化学合成することができる。同様に、このような組成物は、置換または誘導体化された
RNAまたはDNA組成物をさらに含み得る。
【０１６９】
　したがって、本発明の別の局面では、薬学的に許容される担体と組み合わせた、本明細
書に記載のポリヌクレオチド、TLRアゴニスト、および/またはカチオン性ポリマー組成物
の1つまたは複数を含む薬学的組成物を提供する。特定の好ましい態様において、本発明
の薬学的組成物は、予防および治療的ワクチン用途において使用するための、本発明の免
疫原性ポリヌクレオチドおよび/またはポリペプチド組成物を含む。ワクチン調製物は一
般に、例えば、M. F. Powell and M. J. Newman, eds., 「Vaccine Design (the subunit
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 and Adjuvant approach)」, Plenum Press (NY, 1995)に記載されている。一般に、その
ような組成物は、1つまたは複数の免疫刺激剤と組み合わせて、本発明の1つまたは複数の
ポリヌクレオチドおよび/またはポリペプチド組成物を含む。
【０１７０】
　本明細書に記載の全ての薬学的組成物が、本発明のポリヌクレオチドおよび
ポリペプチドの薬学的に許容される塩を含み得ることは明白である。そのような塩は、例
えば、有機塩基(例えば、一級、二級、および三級アミンならびに塩基性アミノ酸の塩)お
よび無機塩基(例えば、ナトリウム、カリウム、リチウム、アンモニウム、カルシウム、
およびマグネシウム塩)を含む薬学的に許容される非毒性塩基から調製され得る。
【０１７１】
　別の態様において、本発明の例示的な免疫原性組成物、例えばワクチン組成物は、ポリ
ペプチドがインサイチューで生成されるように上記のポリペプチドの1つまたは複数をコ
ードするDNAを含む。上記の通り、ポリヌクレオチドは、当業者に公知の種々の送達系の
いずれかにおいて投与することができる。実際に、Rolland, Crit. Rev. Therap. Drug C
arrier Systems 15:143-198, 1998により記載されているような多くの遺伝子送達技法が
当技術分野で周知である。当然のことながら、適切なポリヌクレオチド発現系は、患者に
おける発現に必要な調節性DNA調節配列(適切なプロモーターおよび終結シグナルなど)を
含む。または、生物学的送達系は、その細胞表面上にポリペプチドの免疫原性部分を発現
するかまたはそのようなエピトープを分泌する感染性病原体または新生物細胞もしくは組
織の投与を含み得る。
【０１７２】
　特定の態様では、本明細書に記載の免疫原性ポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ドは、ウイルスに基づくいくつかの公知の系のいずれかを用いて、発現に適した哺乳動物
宿主細胞に導入する。1つの態様において、レトロウイルスまたはレンチウイルスは、遺
伝子送達系の簡便かつ効率的な基盤を提供する。当技術分野で公知の技法を用いて、本発
明のポリペプチドをコードする選択されたヌクレオチド配列をベクターに挿入し、レトロ
ウイルスまたはレンチウイルス粒子中にパッケージングすることができる。次いで組換え
ウイルスを単離し、対象に送達することができる。いくつかの例示的なレトロウイルス系
が記載されている(例えば、米国特許第5,219,740号；Miller and Rosman (1989) BioTech
niques 7:980-990；Miller , A. D. (1990) Human Gene Therapy 1:5-14；Scarpa et al.
 (1991) Virology 180:849-852；Burns et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
8033-8037；およびBoris-Lawrie and Temin (1993) Cur. Opin. Genet. Develop. 3:102-
109)。例示的なレンチウイルス系は、L. Naldini et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 9
3: 11382-11388, 1996により記載されている。
【０１７３】
　加えて、アデノウイルスに基づくいくつかの例示的な系もまた記載されている。宿主ゲ
ノム中に組み込まれるレトロウイルスとは異なり、アデノウイルスは染色体外に存続し、
したがって挿入による変異誘発と関連した危険性が最小限に抑えられる(Haj-Ahmad and G
raham (1986) J. Virol. 57:267-274；Bett et al. (1993) J. Virol. 67:5911-5921；Mi
ttereder et al. (1994) Human Gene Therapy 5:717-729；Seth et al. (1994) J. Virol
. 68:933-940；Barr et al. (1994) Gene Therapy 1:51-58；Berkner, K. L. (1988) Bio
Techniques 6:616-629；およびRich et al. (1993) Human Gene Therapy 4:461-476)。
【０１７４】
　種々のアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクター系もまた、ポリヌクレオチド送達に関して開
発されている。AAVベクターは、当技術分野で周知の技法を用いて容易に構築することが
できる。例えば、米国特許第5,173,414号および第5,139,941号；WO 92/01070およびWO 93
/03769；Lebkowski et al. (1988) Molec. Cell. Biol. 8:3988-3996；Vincent et al. (
1990) Vaccines 90 (Cold Spring Harbor Laboratory Press)；Carter, B. J. (1992) Cu
rrent Opinion in Biotechnology 3:533-539；Muzyczka, N. (1992) Current Topics in 
Microbiol. and Immunol. 158:97-129；Kotin, R. M. (1994) Human Gene Therapy 5:793
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-801；Shelling and Smith (1994) Gene Therapy 1:165-169；ならびにZhou et al. (199
4) J. Exp. Med. 179:1867-1875を参照されたい。
【０１７５】
　遺伝子導入により本発明のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを送達するのに
有用な追加のウイルスベクターには、ワクシニアウイルスおよびトリポックスウイルスな
どのポックスファミリーのウイルスに由来するものが含まれる。例として、新規分子を発
現するワクシニアウイルス組換え体は、以下のように構築することができる。最初に、ポ
リペプチドをコードするDNAを、ワクシニアプロモーターおよび隣接ワクシニアDNA配列、
例えばチミジンキナーゼ(TK)をコードする配列に隣接するように、適切なベクターに挿入
する。次にこのベクターを使用して、ワクシニアを同時に感染させる細胞にトランスフェ
クションする。相同組換えにより、ワクシニアプロモーターおよび関心対象のポリペプチ
ドをコードする遺伝子がウイルスゲノムに挿入される。5-ブロモデオキシウリジンの存在
下で細胞を培養し、それに耐性であるウイルスプラークを採取することにより、生じたTK
(-)組換え体を選択することができる。
【０１７６】
　ワクシニアに基づく感染/トランスフェクション系は、生物の宿主細胞における、本明
細書に記載する1つまたは複数のポリペプチドの誘導可能な一過性発現または同時発現を
提供するために、都合よく使用することができる。この特定の系では、まず最初に細胞に
、バクテリオファージT7 RNAポリメラーゼをコードするワクシニアウイルス組換え体をイ
ンビトロで感染させる。このポリメラーゼは、T7プロモーターを有する鋳型のみを転写す
る点で、優れた特異性を示す。感染後、T7プロモーターによって駆動される関心対象の1
つまたは複数のポリヌクレオチドを細胞にトランスフェクションする。ワクシニアウイル
ス組換え体から細胞質中で発現されたポリメラーゼは、トランスフェクションされたDNA
をRNAに転写し、このRNAは次いで宿主翻訳機構によってポリペプチドに翻訳される。この
方法は、大量のRNAおよびその翻訳産物の高レベルかつ一過性の細胞質産生を提供する。
例えば、Elroy-Stein and Moss, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1990) 87:6743-6747；Fu
erst et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1986) 83:8122-8126を参照されたい。
【０１７７】
　代替的に、鶏痘ウイルスおよびカナリア痘ウイルスなどのアビポックスウイルスもまた
、関心対象のコード配列を送達するために使用することができる。哺乳動物病原体由来の
免疫原を発現する組換えアビポックスウイルスは、非鳥類種に投与された場合に、防御免
疫を付与することが知られている。アビポックス属のメンバーは、感受性の鳥類種におい
てのみ増殖複製することができ、そのため哺乳動物細胞では感染性ではないことから、ア
ビポックスベクターの使用はヒトおよび他の哺乳動物種において特に望ましい。組換えア
ビポックスウイルスを作製する方法は当技術分野で公知であり、ワクシニアウイルスの作
製に関して上記した遺伝子組換えを使用する。例えば、WO 91/12882；WO 89/03429；およ
びWO 92/03545を参照されたい。
【０１７８】
　米国特許第5,843,723号；第6,015,686号；第6,008,035号、および第6,015,694号に記載
されるベクターのようないくつかのアルファウイルスベクターのいずれかを、本発明のポ
リヌクレオチド組成物を送達するために使用することもできる。ベネズエラウマ脳炎(VEE
)に基づく特定のベクターもまた使用することができ、その具体例は、米国特許第5,505,9
47号および第5,643,576号に見出され得る。
【０１７９】
　さらに、Michael et al. J. Biol. Chem. (1993) 268:6866-6869、およびWagner et al
. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89:6099-6103に記載されるアデノウイルスキメラ
ベクターなどの分子複合体ベクターもまた、本発明における遺伝子送達に使用することが
できる。
【０１８０】
　ウイルスに基づくこれらおよび他の公知の送達系に関するさらなる例示的な情報は、例



(39) JP 2009-522372 A 2009.6.11

10

20

30

40

50

えば、Fisher-Hoch et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:317-321, 1989；Flexner e
t al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 569:86-103, 1989；Flexner et al., Vaccine 8:17-21, 1
990；米国特許第4,603,112号、第4,769,330号、および第5,017,487号；WO 89/01973；米
国特許第4,777,127号；GB 2,200,651；EP 0,345,242；WO 91/02805；Berkner, Biotechni
ques 6:616-627, 1988；Rosenfeld et al., Science 252:431-434, 1991；Kolls et al.,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:215-219, 1994；Kass-Eisler et al., Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA 90:11498-11502, 1993；Guzman et al., Circulation 88:2838-2848, 1993
；ならびにGuzman et al., Cir. Res. 73:1202-1207, 1993に見出すことができる。
【０１８１】
　特定の態様において、ポリヌクレオチドは標的細胞のゲノムに組み込まれ得る。この組
み込みは、相同組換えを介して特定の位置および方向であってよく(遺伝子置換)、または
無作為な非特異的位置に組み込まれてもよい(遺伝子増大)。なおさらなる態様では、ポリ
ヌクレオチドは、DNAの別のエピソーム部分として細胞内で安定に維持され得る。このよ
うなポリヌクレオチド部分すなわち「エピソーム」は、宿主細胞周期とは独立してまたは
これと同調して維持および複製を可能にするのに十分な配列をコードする。発現構築物を
細胞に送達し、その細胞中にポリヌクレオチドが残存する様式は、使用する発現構築物の
種類に依存する。
【０１８２】
　本発明の別の態様では、例えば、Ulmer et al., Science 259:1745-1749, 1993に記載
され、Cohen, Science 259: 1691-1692, 1993によって概説されるように、ポリヌクレオ
チドを「裸の」DNAとして投与/送達する。裸のDNAの取り込みは、細胞へと効率的に輸送
される生分解性ビーズ上にDNAを被覆することによって増加させることができる。
【０１８３】
　さらに別の態様において、本発明の組成物は、微粒子銃アプローチによって送達され得
り、その多くが記載されている。1つの具体例においては、いずれも現在はNovartisのChi
ron部門の一部であるPowderject Pharmaceuticals PLC(英国、オックスフォード)およびP
owderject Vaccines Inc.(ウィスコンシン州、マディソン)によって製造されたような装
置を使用して、ガス駆動粒子加速が達成され得る。そのいくつかの例は、米国特許第5,84
6,796号；第6,010,478号；第5,865,796号；第5,584,807号；および欧州特許第0500 799号
に記載されている。このアプローチは無針送達アプローチを提供し、ポリヌクレオチドま
たはポリペプチド粒子などの微細粒子の乾燥粉末製剤は、手持ち式装置によって生成され
たヘリウムガス噴射内で高速に加速され、粒子は関心対象の標的組織内へ推進される。
【０１８４】
　関連態様において、本発明の組成物のガス駆動無針注射に有用であり得る他の装置およ
び方法には、Bioject, Inc.(オレゴン州、ポートランド)によって提供されるものが含ま
れ、そのいくつかの例は、米国特許第4,790,824号；第5,064,413号；第5,312,335号；第5
,383,851号；第5,399,163号；第5,520,639号；および第5,993,412号に記載されている。
【０１８５】
　典型的に、これらの製剤は少なくとも約0.1%またはそれ以上の活性化合物を含むが、活
性成分の割合は当然のことながら変化してよく、適宜、全製剤の重量または体積の約1%ま
たは約2%～約60%または約70%もしくはそれ以上であってよい。当然ながら、治療上有用な
各組成物中の活性化合物の量は、適切な投与量が化合物の任意の所定の単位用量として得
られるような様式で調製され得る。溶解度、生物学的利用能、生物学的半減期、投与経路
、産物の有効期間のような要因、および他の薬理学的考慮事項が、このような薬学的製剤
を調製する技術分野の当業者によって考慮され、したがって種々の投与量および処置計画
が所望され得る。
【０１８６】
　経口投与に関して、本発明の組成物は代替的に、口腔洗浄剤、歯磨剤、舌下錠、経口ス
プレー、または舌下経口投与製剤の形態の1つまたは複数の賦形剤と共に組み込まれても
よい。または、活性成分は、ホウ酸ナトリウム、グリセリン、および炭酸水素カリウムを
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含む溶液などの経口溶液中に組み込まれ得るか、または歯磨剤中に分散され得るか、また
は水、結合剤、研磨剤、香味料、起泡剤、および湿潤剤を含み得る組成物に治療有効量で
添加され得る。または組成物は、舌下に置かれ得るかまたはさもなければ口腔内で溶解さ
れ得る、錠剤または溶液形態に成形され得る。ワクチン製剤はまた、経鼻粘膜へ送達する
こと、吸入送達用にエアロゾル化すること、または女性および男性の生殖系もしくは直腸
の粘膜表面に送達することができる。ワクチン製剤はまた、経皮送達用に製剤化すること
もできる。
【０１８７】
　特定の状況では、本明細書に開示する薬学的組成物を、非経口送達、静脈内送達、筋肉
内送達、またはさらに腹腔内送達することが望ましい。このようなアプローチは当業者に
周知であり、そのうちのいくつかは、例えば米国特許第5,543,158号；米国特許第5,641,5
15号、および米国特許第5,399,363号にさらに記載されている。特定の態様において、遊
離塩基または薬学的に許容される塩としての活性化合物の溶液は、ヒドロキシプロピルセ
ルロースなどの界面活性剤と適切に混合された水中で調製され得る。分散液もまた、グリ
セロール、液体ポリエチレングリコール、およびそれらの混合物中で、ならびに油中で調
製され得る。保存および使用の通常の条件下で、これらの調製物は一般に、微生物の増殖
を防止するために保存剤を含む。
【０１８８】
　注射用途に適した例示的な薬学的形態には、滅菌水溶液または分散液、および滅菌注射
用溶液または分散液を即時調製するための滅菌粉末が含まれる(例えば、米国特許第5,466
,468号を参照されたい)。いずれの場合にも、その形態は滅菌でなければならず、容易に
注射することができる程度に流動性でなければならない。それは製造および保存条件下に
おいて安定でなければならず、細菌および真菌などの微生物の汚染作用を受けないよう保
存されねばならない。担体は、例えば水、エタノール、ポリオール(例えば、グリセロー
ル、プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど)、それらの適切な
混合物、および/または植物油を含む溶媒または分散媒であってよい。例えば、レシチン
などの被覆剤を使用することによって、分散液の場合には必要な粒径を維持することによ
って、および/または界面活性剤を使用することによって、適切な流動性を維持すること
ができる。微生物作用の予防は、種々の抗菌剤および抗真菌剤、例えばパラベン、クロロ
ブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサールなどによって促進され得る。多くの
場合、等張剤、例えば糖類または塩化ナトリウムを含めることが好ましい。注射用組成物
の持続的吸収は、吸収遅延剤、例えばモノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンを組
成物中に使用することによってもたらされ得る。
【０１８９】
　1つの態様において、水溶液中での非経口投与に関しては、溶液は必要に応じて適切に
緩衝化されるべきであり、液体希釈液は十分な生理食塩水またはグルコースを用いて最初
に等張化されるべきである。このような特定の水溶液は、静脈内投与、筋肉内投与、皮下
投与、および腹腔内投与に特に適している。これに関連して、使用できる滅菌水性媒体は
、本開示の観点から当業者に明らかになるであろう。例えば、単回投与量を等張NaCl溶液
1 mlに溶解し、皮下注入液1000 mlに添加するか、または注入の予定部位に注射すること
ができる(例えば、「Remington's Pharmaceutical Sciences」 15th Edition, pages 103
5-1038 and 1570-1580を参照されたい)。治療する対象の状態に応じて、投与量のいくら
かの変動は必然的に生じることになる。さらに、ヒト投与に関しては、調製物は当然のこ
とながら、FDA Office of Biologics基準によって義務づけられている無菌性、発熱性、
ならびに一般的安全性および純度基準を満たすことが好ましい。
【０１９０】
　本発明の別の態様において、本明細書に開示する組成物は、中性形態または塩形態で製
剤化され得る。例示的な薬学的に許容される塩には、無機酸(例えば、塩酸またはリン酸
など)または有機酸(酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸など)によって形成される酸付
加塩(タンパク質の遊離アミノ基によって形成される)が含まれる。遊離カルボキシル基に
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よって形成される塩はまた、無機塩基(例えば、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水
酸化アンモニウム、水酸化カルシウム、または水酸化第二鉄など)および有機塩基(イソプ
ロピルアミン、トリエチルアミン、ヒスチジン、プロカインなど)に由来し得る。製剤化
により、溶液は、投薬製剤と適合する様式で、かつ治療上有効であるような量で投与され
る。
【０１９１】
　担体とは、全ての溶媒、分散媒、媒体、被覆剤、希釈剤、抗菌剤および抗真菌剤、等張
剤および吸収遅延剤、緩衝液、担体溶液、懸濁液、コロイドなどをさらに含み得る。薬学
的活性物質へのこのような媒体および薬剤の使用は、当技術分野において周知である。任
意の従来の媒体または薬剤が活性成分と不適合である場合を除き、治療組成物におけるそ
の使用が意図される。補助的な活性成分もまた組成物中に取り込まれ得る。「薬学的に許
容される」という語句は、ヒトに投与した際に、アレルギー反応も同様の有害反応も生じ
ない分子実体および組成物を指す。
【０１９２】
　特定の態様において、薬学的組成物は、鼻腔内スプレー、吸入、および/または他のエ
アロゾル送達媒体によって送達され得る。遺伝子、核酸、およびペプチド組成物を経鼻エ
アロゾルスプレーにより肺に直線送達する方法は、例えば米国特許第5,756,353号および
米国特許第5,804,212号に記載されている。同様に、鼻腔内微粒子樹脂(Takenaga　et al.
, J Controlled Release (1998) 52(1-2):81-7)およびリゾホスファチジルグリセロール
化合物(米国特許第5,725,871号)を使用する薬物の送達もまた、薬学分野において周知で
ある。同様に、ポリテトラフルオロエチレン支持マトリックスの形態での例示的な経粘膜
薬物送達が、米国特許第5,780,045号に記載されている。
【０１９３】
　特定の態様においては、適切な宿主細胞/生物に本発明の組成物を導入するために、リ
ポソーム、ナノカプセル、微粒子、脂質粒子、小胞などを使用する。特に、本発明の組成
物は、脂質粒子、リポソーム、小胞、ナノスフェア、またはナノ粒子などのいずれかに封
入して送達するために製剤化され得る。または、本発明の組成物は、このような担体媒体
の表面に、共有結合または非共有結合させることができる。
【０１９４】
　潜在的な薬物担体としてのリポソームおよびリポソーム様調製物の形成および使用は一
般に、当業者に公知である(例えば、Lasic, Trends Biotechnol (1998) 16(7):307-21；T
akakura, Nippon Rinsho (1998) 56(3):691-5；Chandran et al., Indian J Exp Biol (1
997) 35(8):801-9；Margalit, Crit Rev Ther Drug Carrier Syst (1995) 12(2-3):233-6
1；米国特許第5,567,434号；米国特許第5,552,157号；米国特許第5,565,213号；米国特許
第5,738,868号、および米国特許第5,795,587号を参照されたい)。
【０１９５】
　リポソームは、T細胞懸濁液、初代肝細胞培養物、およびPC12細胞を含む、他の手順に
よるトランスフェクションが通常困難であるいくつかの細胞型との使用が成功している(R
enneisen et al., J Biol. Chem (1990) 265(27):16337-42；Muller et al., DNA Cell B
iol (1990) 9(3):221-9)。さらに、リポソームは、ウイルスに基づく送達系に典型的なDN
A長の制限がない。リポソームは、遺伝子、種々の薬物、放射線治療薬、酵素、ウイルス
、転写因子、アロステリックエフェクターなどを種々の培養細胞株および動物に導入する
ために効果的に使用されている。さらに、リポソームの使用は、全身送達後の自己免疫応
答にも、許容されない毒性にも関連しないようである。
【０１９６】
　特定の態様において、リポソームは、水性媒体中に分散されたリン脂質から形成され、
多層同心性二重層小胞(多層小胞(MLV)とも称される)を自発的に形成する。
【０１９７】
　または他の態様において、本発明は、本発明の組成物の薬学的に許容されるナノカプセ
ル製剤を提供する。ナノカプセルは一般に、化合物を安定かつ再現可能な様式で捕捉し得
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る(例えば、Quintanar-Guerrero et al., Drug Dev India Pharm (1998) 24(12):1113-28
を参照されたい)。細胞内ポリマー過負荷に起因する副作用を回避するために、このよう
な超微粒子(約0.1μmの大きさ)は、インビボで分解され得るポリマーを使用して設計され
得る。このような粒子は、例えば、Couvreur et al., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst
. 1988; 5(1):1-20；zur Muhlen et al., Eur J Pharm Biopharm (1998) 45(2):149-55；
Zambaux et al., J Controlled Release (1998) 50(l-3):31-40；および米国特許第5,145
,684号に記載されるように作製することができる。
【０１９８】
　以下の実施例は本発明を説明することを目的とするものであって、限定を意図するもの
ではない。
【０１９９】
実施例
方法
　CD40Lの細胞外ドメインを2つのタンパク質、肺サーファクタントタンパク質D(SP-D、4
つの三量体)またはACRP 30(2つの三量体)の主部に融合することにより、可溶性多量体型
のCD40Lを作製した。マウスにおいて、HIV抗原をコードするプラスミドによるDNAワクチ
ン接種は、pSP-D-CD40L、pACRP-30-CD40L、pSP-D-GITRLを同時注射することにより有意に
増強されたが、単一三量体pTrCD40Lおよび全長基盤CD40Lでは増強されなかった。抗腫瘍
活性を試験するため、DNA 50 mgをB16-F10黒色腫またはA20リンパ腫に注射した。B16-F10
の増殖は、pSP-D-CD40Lの腫瘍周囲注射によって有意に遅延された。A20腫瘍ではより劇的
な効果が認められた。TNFスーパーファミリー(TNFSF)の可溶性多量体メンバーを作製する
ためのこの方法によって、確立された腫瘍の効果的な治療法としてCD40L、GITRL、および
他のTNFSFリガンドを使用することの実現可能性が強化される。
【０２００】
　腫瘍が腫瘍抗原を提示する樹状細胞を既に含んでいることが知られているので、抗原な
しで本構築物を腫瘍周囲に直接注射することの効果を本発明は認めた。しかし、これらの
DCは局所的な腫瘍環境によって抑制されているため、CD8+抗腫瘍免疫を活性化するために
は何らかの形の免疫刺激を必要とする。
【０２０１】
　可溶性多量体CD40Lの抗腫瘍効果を増強するため、アジュバントプラスミドをいくつか
のTLRアゴニストと共に腫瘍に注射した。結果から、TLR 9またはTLR 3の刺激が、インビ
ボにおいてCD40刺激と相乗的に作用して顕著な抗腫瘍効果を生じ得ることが示される。
【０２０２】
実施例1. プラスミドの構築
　プラスミドは、pcDNA3.1発現ベクター(Invitrogen、カリフォルニア州、カールズバッ
ド)で構築した。マウスCD40Lの全長天然型である膜CD40L(p-Mem-CD40L)を、抗CD3/抗CD26
刺激マウス脾臓細胞からRT-PCRによりクローニングした。
【０２０３】
　1-三量体可溶性CD40L(pTr-CD40L)は、マウスCD40Lの細胞外ドメイン(柄を含む)に融合
されたイソロイシンジッパーを生じるPCRを用いて構築した。次いで、構築物をpcDNA3.1
発現ベクターにクローニングした(図1)。
【０２０４】
　2-三量体可溶性CD40L(pAcrp30-CD40L)に関しては、マウスAcrp30の主部をマウスCD40L
の細胞外ドメインに融合した。Acrp30は、2つの三量体TNFSF細胞外ドメインを提示し得る
2つの三量体アームを有するV型分子である(図1)。
【０２０５】
　4-三量体可溶性CD40LおよびGITRL(pSP-D-CD40LおよびpSP-D-GITRL)に関しては、マウス
サーファクタントタンパク質D(SP-D)の主部をマウスCD40LまたはGITRLの細胞外ドメイン(
柄を含む)に融合した。SP-Dは、4つの三量体TNFSF細胞外ドメインを提示し得る4つの三量
体アームを有するプラス記号型分子である(図1)。
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【０２０６】
　また、プラスミド、特にマウスSP-D-CD40LまたはSP-D-GITRLを発現するプラスミドにつ
いては、pVAX1発現ベクター(Invitrogen)を用いて構築した。
【０２０７】
　さらに、pVAX1発現ベクターを用いて、マカクSP-D-CD40L、ACRP30-CD40L、またはSP-D-
GITRLを発現するプラスミドを構築した。
【０２０８】
　pcDNA3.1ベクターにおける先のpSP-D-CD40Lプラスミドの改良として、挿入物をpCAGEN(
AddGene, Inc.、マサチューセッツ州、ケンブリッジ)に移した。pCAGENは、種々の組織に
おいて発現を増加させることが判明しているニワトリβアクチンプロモーターの因子を含
むpCAGGSの派生物である(H. Niwa et al, Efficient selection for high-expression tr
ansfectants with a novel eukaryotic vector, Gene 108:193-199, 1991)。さらなる改
変として、シグナル配列を、サーファクタントタンパク質D(SP-D)のものからヒト組織プ
ラスミノーゲンアクチベーター(GenBankアクセッション番号P00750およびNP_127509)のも
のに変更した。加えて、CD40Lはその細胞外柄領域においてプロテイナーゼにより切断さ
れ得ることが示されている(Pietravalle, F. et al, Eur. J. Immunol. 26:725-728, 199
6)。この切断を回避するために、マウスCD40Lの柄領域を欠失させた。最終版をpSP-D-CD4
0L-NSTと称する(NSTとは、柄なし/tPAシグナル配列を指す)。このプラスミドをインビト
ロで293T細胞にトランスフェクションしたところ、上記のpSP-D-CD40L構築物よりも約8倍
多いCD40Lタンパク質がELISAにより検出された。
【０２０９】
毒性
　マウスは、ワクチン接種実験を通して正常に見えた。pcDNA3.1ベクター中のpSP-D-CD40
Lによるワクチン接種の48時間後の筋肉内注射部位の組織像では炎症が示されず、また実
験終了時に肺の組織像は正常であった。他のアジュバントとは異なり、脾臓の大きさおよ
び細胞数はpSP-D-CD40Lによって増加しなかった。さらに、pScGag抗原プラスミドおよびp
SP-D-CD40Lアジュバントプラスミドを混合せずに代わりに反対側の四頭筋に別々に注射し
た場合、ワクチン応答は認められず、このことは、pSP-D-CD40Lが(TLRアゴニストと異な
り)全身免疫活性化を誘導しないことを示す。腫瘍注射の後、マウスは正常に見え、色素
の喪失を含む自己免疫応答の徴候を示さなかった。
【０２１０】
HIV-1 Gagワクチン法
ワクチンプラスミド
　分泌性のコドン最適化HIV GAGのプラスミド(pScGag)を試験抗原として使用した。HIVエ
ンベローププラスミドおよびプラスモディウム・ヨエリ(Plasmodium yoelii)のMSP-1タン
パク質のプラスミドを用いても、同様の結果が得られた。
【０２１１】
マウスのワクチン接種
　全DNA濃度 1 ug/ulでリン酸緩衝生理食塩水に懸濁したpScGag(80μg)およびCD40Lプラ
スミドまたは空対照ベクター(20μg)の組み合わせ剤を1週間おきに3回、BALB/cマウスの
両四頭筋に筋肉内注射した。28Gインスリンシリンジを用いて、50μlを各四頭筋に注射し
た。マウスは、短時間の注射中に動かないようにするために、イソフルオランガス麻酔で
鎮静させた。
【０２１２】
免疫測定
　最後のワクチン接種の2週間後に、マウスを安楽死させた。脾細胞CD8+ T細胞活性を、
ペプチドパルスP815細胞を使用してCTL活性により測定した。脾臓CTLは5日間にわたり再
刺激した後に測定し、H-2Kd免疫優性ペプチド、AMQMLKETI(配列番号:6)でパルスしたP815
標的の死滅に関して試験した。
【０２１３】



(44) JP 2009-522372 A 2009.6.11

10

20

30

40

50

実施例2. DNAワクチンアジュバントとしての可溶性多量体CD40LおよびGIRTL
　4-三量体可溶性CD40Lは、DNAワクチンに対する細胞傷害性CD8+ T細胞応答を劇的に増強
した(図2)。他の研究者らによって認められているように、全長膜CD40Lのプラスミド(pMe
mCD40L)を添加しても増強効果はなかった。一方、4-三量体可溶性CD40Lのプラスミド(pSP
-D-CD40L)は、2-三量体型および1-三量体型と比較してGagに対するCTL応答を劇的に増加
させた。
【０２１４】
　4-三量体可溶性GITRLをDNAワクチン接種に加えると、CTLは有意に増加した(図3)。しか
し、これらのCD8+ T細胞応答は、4-三量体CD40Lを分子アジュバントとして使用して生じ
た応答ほど強くはなかった。
【０２１５】
実施例3. 腫瘍免疫治療法
　BALB/cマウスに1×106個のA 20腫瘍細胞を皮下注射し、C57B5/6マウスに1×106個のB16
-F10腫瘍細胞を皮下注射した。明白な腫瘍が出現した後(> 4 mm)、50μl PBSまたはプラ
スミドDNA(50μg)をTLRアゴニスト分子と共にまたはこれを伴わずに、腫瘍中および腫瘍
周囲に1日おきに5回注射した。1日おきに腫瘍を計測した。マウスがストレスの徴候を示
すか、または腫瘍が1.5 cm×1.5 cmよりも大きくなった場合に、マウスを屠殺した。
【０２１６】
腫瘍周囲へのプラスミド注射による確立されたA20リンパ腫腫瘍の治癒
　A20リンパ腫腫瘍に対して、非分泌性膜CD40L(pMemCD40L)、2-三量体可溶性CD40L(pAcrp
30-CD40L)、4-三量体可溶性CD40L(pSP-D-CD40L)、および4-三量体可溶性GITRL(pSP-D-GIT
RL)のプラスミドを注射した。これらのプラスミドはいずれもpcDNA3.1ベクターを使用し
た。3種の可溶性多量体TNFSFプラスミドはいずれも抗腫瘍活性を有し、4/5の症例で、マ
ウスの局所腫瘍を治癒させることができた(図4)。膜CD40Lのプラスミド(pMemCD40L)は不
活性であった(図4)。
【０２１７】
A20リンパ腫に対する多量体TNFSFリガンドの延命効果
　pAcrp30-CD40LおよびpSP-D-CD40Lはいずれも、マウスの80%を治癒させることができた(
p<0.05)。pSP-D-GITRLもマウスの80%を治癒させることができた(図5)。治癒は、治療の90
日後における腫瘍非存在下における生存と定義した。
【０２１８】
確立されたB16-F10腫瘍に対してCD40Lと相乗作用するTLR 3刺激(ポリI:C)
　ポリ(I:C)とpSP-D-CD40Lを併用することで、対照プラスミドまたはpSP-D-CD40L単独と
比較して有意な抗腫瘍効果がもたらされた(p<0.05)(図6)。この例では、pSP-D-CD40L(PBS
 50 ul中50 ug)を0、2、4、6、および8日目に腫瘍周囲に注射し、ポリ(I:C)(PBS 50 ul中
25 ug)を1、3、5、7、および9日目に注射した。
【０２１９】
強力な抗腫瘍免疫を誘導する2-三量体pAcrp30-CD40L
　A20リンパ腫においてpAcrp30-CD-40Lの強力な抗腫瘍効果が認められたため、B16-F10腫
瘍に対するその効果について調べた。局所腫瘍の大きさの有意な減少は認められたが(p<0
.05)(図7)、延命は有意に増大されなかった。
【０２２０】
確立されたB16-F10腫瘍に対してCD40Lと相乗作用するTLR 9刺激(CpG)
　pSP-D-CD40Lプラスミドは、腫瘍進行を有意に変更することができなかった(図8)。しか
し、CpGとpSP-D-CD40Lの併用は有意な抗腫瘍活性を有した(p<0.05)。この例では、pSP-D-
CD40L(PBS 50 ul中50 ug)を0、2、4、6、および8日目に注射し、CpG-ODN 1018(PBS 50 ul
中25 ug)を1、3、5、7、および9日目に腫瘍周囲に注射した。
【０２２１】
確立されたB16-F10腫瘍に対してTLR 9と相乗作用するCD40刺激
　CpG単独および空プラスミドを伴うCpGの効果を制御するために、第2の実験を行った。
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やはり、pSP-D-CD40LとCpGの併用は、CpG単独およびCpGと併用したpcDNA3.1の両方と比較
して有意な抗腫瘍活性を有した(p>0.05)(図9)。
【０２２２】
CD40Lアジュバントと相乗作用するTLRアゴニスト
　TLR 3およびTLR 9のみが、確立されたB16-F10腫瘍に対する抗腫瘍効果に関してCD40L刺
激と相乗的に作用する(表1)。
【０２２３】
　（表１）CD40刺激とのTLRアゴニスト効果

【０２２４】
実施例4. カチオン性ポリマーと併用して可溶性多量体CD40LおよびTLRアゴニストを使用
する腫瘍免疫治療法
　C57B5/6マウスに、1×106個のB16-F10腫瘍細胞を皮下注射した。触知可能な腫瘍が出現
した後(> 4 mm)、50μl PBSまたはプラスミドDNA(50μg)をTLRアゴニストと共にまたはこ
れを伴わずに、カチオン性ポリマー(JetPEI(商標) Qbiogene、カリフォルニア州、アーバ
イン)分子の存在下または非存在下において、腫瘍中および腫瘍周囲に1日おきに5回注射
した。1日おきに腫瘍を計測した。マウスがストレスの徴候を示すか、または腫瘍が1.5 c
m×1.5 cmよりも大きくなった場合に、マウスを屠殺した。
【０２２５】
カチオン性ポリマーと併用したTNFSFプラスミド/TLRアゴニストの抗腫瘍効果
　予想通り、TLRアゴニストと併用した可溶性多量体TNFSFプラスミドは、抗腫瘍活性を有
した(図10)。しかし、カチオン性ポリマーをTNFSFプラスミド/TLRアゴニスト組み合わせ
剤に追加すると、活性の著しい増大が示された(図10)。
【０２２６】
B16-F10腫瘍に対するTNFSFプラスミド/TLRアゴニスト-ポリマー組み合わせ剤の延命効果
　pSP-D-CD40L + CpG + ポリI:C + ポリマーの組み合わせ剤は、マウスの80%を治癒させ
ることができた(p<0.05)(図11)。治癒とは、治療の90日後における腫瘍非存在下における
生存と定義した。
【０２２７】
実施例5：サーファクタントタンパク質Dとの融合タンパク質として産生され得る可溶性多
量体CD40L
　受容体保有細胞を刺激するためには、CD40Lを、多くのTNFSFリガンドと同様に、多量体
(多くの三量体)として提示させなくてはならない。単一三量体型のCD40Lを作製するため
に、イソロイシンジッパーを使用して細胞外ドメインと遺伝子融合させた。TNFSFリガン
ドの細胞外ドメインを、それぞれコレクチンおよびC1qファミリーの2つの天然多量体タン
パク質であるサーファクタントタンパク質D(SP-D)またはAcrp30(アディポネクチン)の主
部に遺伝子融合して、多量体可溶性TNFSFリガンドを作製した(図12)。
【０２２８】
実施例6：DNAワクチンにおけるアジュバント活性と直接関連するCD40L三量体の結合価
　図12に示すように3つの形態の可溶性CD40Lを作製した：イソロイシンジッパーを含む1-
三量体CD40L(pTr-CD40L)；Acrp30の主部との融合タンパク質として作製された2-三量体CD
40L(pAcrp30-CD40L)；サーファクタントタンパク質Dの主部との融合タンパク質として作
製された4-三量体CD40L(pSP-D-CD40L)。
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【０２２９】
方法：
　プラスミドは、大腸菌株XL1ブルーまたはTOP10で増殖させた。陰イオン交換クロマトグ
ラフィー樹脂(EndoFree Plasmid MaxiKit、QIAgen, Inc、カリフォルニア州、バレンシア
)により、スーパーコイルプラスミドDNAを単離した。本方法によって単離した対照ベクタ
ーが、緩衝液単独と比較してなお免疫刺激活性を保持することが最初の実験から示された
後、その後のプラスミド単離物をTriton X-114抽出によりさらに精製した。簡潔に説明す
ると、10倍量のTE緩衝液を添加し、4℃で6時間インキュベートし、37℃で一晩インキュベ
ートすることによりTriton X-114(Sigma)を予め平衡化し、次いで上(水)層および界面の
混濁物を除去した。この手順を繰り返して合計3回抽出を行い、この界面活性剤を4℃で保
存した。EndoFreeキット精製手順を完了した後、プラスミドDNAを0.8 mg/mlの濃度でTE緩
衝液に懸濁した。酢酸ナトリウム、pH 5.2を最終濃度0.3 Mになるように添加した。合計0
.03量の予め平衡化したTriton X-114を添加して、試料を十分にボルテックスした。氷上
で15分間インキュベートした後、試料を37℃で10分間加熱して2層を分離させ、その後室
温またはそれ以上の温度で400×gで2分間遠心分離した。次いで水性上層を新しいチュー
ブに移し、追加量のTriton X-114を添加して、全3回の抽出を行った。0.7量の室温イソプ
ロパノールを添加し、最大速度で10分間遠心分離して、プラスミドDNAを回収した。ペレ
ットを冷70%エタノール(エンドトキシン不含)で洗浄した後乾燥させ、エンドトキシン不
含10 mM Tris-HCl/1 mM EDTA、pH 7.5 TE緩衝液に5～7 mg/ml濃度で再懸濁した。使用前
に、DNAをリン酸緩衝生理食塩水で希釈した。分泌型のHIV-1 Gag(pScGag)を抗原プラスミ
ドとして使用した。各免疫化は、抗原プラスミドpScGag 80μg、およびCD40LまたはGITRL
プラスミドのうちの1つ20 ugを含む、リン酸緩衝生理食塩水100μlからなった。対照とし
て、数匹のマウスは免疫化しないか(「無処置」)、またはアジュバントプラスミドの無い
抗原プラスミド80 ugで免疫化した(この場合、増量DNAとして、空の発現ベクターpcDNA3.
1 20 ugで置き換えた)。6～9週齢の雌BALB/cByJマウス(The Jackson Laboratory、メイン
州、バーハーバー)を5匹の群として試験した。28ゲージ針を備えたインスリンシリンジを
用いて各後肢の四頭筋にプラスミドDNA溶液50 ulを注射することで(合計100 ug DNA)、3
回の免疫化をイソフルオラン麻酔下において2週間間隔で行った。最終免疫化の2週間後に
、マウスをペントバルビタールで安楽死させ、脾臓細胞を回収した。Gagペプチドでパル
スしたP815細胞に対する細胞傷害活性に関するアッセイ、およびインターフェロンγの産
生に関する一晩のELISPOTアッセイを、記載の標準的な方法により行った。
【０２３０】
結果：
　抗原プラスミドであるpScGagと併用した場合、CD40Lのアジュバント活性は図13に示す
ように、三量体の数に直接関連した(4 > 2 > 1)。このことから、4-三量体型および2-三
量体型のTNFRSFリガンド、特にSP-Dとの融合タンパク質として産生される4-三量体型が好
ましい。
【０２３１】
実施例7：マラリア用のDNAワクチンにおけるTNFRSFアゴニストとTLRアゴニストの併用
方法：
　pcDNA3.1(空プラスミド)、pSP-D-CD40L、pSP-D-GITRL(4-三量体型の可溶性GITRリガン
ド)、およびpMSP-1(プラスモディウム・ヨエリに由来する分泌性でコドン最適化型のメロ
ゾイト表面タンパク質1)のいずれかを用いて、上記の通りにプラスミドDNAを調製した。B
ALB/cByJマウスにpMSP-1抗原プラスミド80 ugおよびpcDNA3.1またはpSP-D-GITRLのいずれ
か20 ugの全量を、以前の通りに2週間ごとに3回、筋肉内よりワクチン接種した。さらに
、プラスミドDNAおよびISS-ODNの両方が同じ注射剤中に存在するように、一部の群ではIS
S-ODN 25 ugを注射剤と混合した。使用した特定のISS-ODNは、ODN 1018、BクラスISS-ODN
とも称される、ホスホチオエート型の5'-TGACTGTGAACGTTCGAGATGA-3'(配列番号:5)であっ
た。最終ワクチン接種の2週間後に、2×104個のP. ヨエリ17XL寄生赤血球を腹腔内注射し
てマウスを刺激した。マウスは毎日追跡し、瀕死に見えた時点で安楽死させた。生存をカ



(47) JP 2009-522372 A 2009.6.11

10

20

30

40

50

プラン・マイヤーグラフとしてプロットした。
【０２３２】
結果：
　図14に示すように、pSP-D-GITRLとISS-ODN(CpGと表示)の併用により、100%のマウスが
マラリアによる死亡から防御された。
【０２３３】
実施例8：中皮腫腫瘍を治療するためのTNFRSFアゴニストと2つのTLRアゴニストの併用
方法：
　AB1マウス中皮腫細胞を、10%ウシ胎仔血清を添加したRPMI 1640中で培養した。トリプ
シン-EDTAで細胞を剥離し、リン酸緩衝生理食塩水(PBS)中で洗浄した。次いで、PBS 100 
ul中の104個細胞を、6～9週齢の雌BALB/cByJマウス(Jackson Laboratories)の腹部に皮下
注射した。直径≧4 mmの腫瘍が形成された時点で、腫瘍に、28G針を備えたインスリンシ
リンジを用いて、ポリ(I:C) 25 ugおよび/またはCpG ODN 1018 25 ugと共にまたはこれを
伴わずに、pSP-D-CD40L 50 ugを含むリン酸緩衝生理食塩水50 ulを1日おきに5回注射した
。
【０２３４】
結果：
　図15に示すように、1つのTNFRSFアゴニスト(すなわち、pSP-D-CD40L)と2つのTLRアゴニ
スト(すなわち、CpGすなわちISS-ODN + ポリ(I:C))の併用は、この腫瘍に対してそれ自体
では効果をもたないpSP-D-CD40L単独と比較して、優れた抗腫瘍効果を有した。
【０２３５】
実施例9：黒色腫腫瘍を治療するためのTNFRSFアゴニストと2つのTLRアゴニストの併用
方法：
　B16-F10黒色腫細胞を、10%ウシ胎仔血清を添加したRPMI 1640中で培養した。トリプシ
ン-EDTAで細胞を剥離し、リン酸緩衝生理食塩水(PBS)中で洗浄した。次いで、PBS 100 ul
中の105個細胞を、6～9週齢の雌C57BL/6雌マウス(Jackson Laboratories)の腹部に皮下注
射した。直径≧4 mmの腫瘍が形成された時点で、腫瘍に、28G針を備えたインスリンシリ
ンジを用いて、ポリ(I:C) 25 ugおよび/またはCpG ODN 1018 25 ugと共にまたはこれを伴
わずに、pSP-D-CD40L 50 ugを含むリン酸緩衝生理食塩水50 ulを1日おきに5回注射した。
【０２３６】
結果：
　図16に示すように、1つのTNFRSFアゴニスト(すなわち、pSP-D-CD40L)と2つのTLRアゴニ
スト(すなわち、CpGすなわちISS-ODN + ポリ(I:C))の併用は、この腫瘍に対してそれ自体
では効果をもたないpSP-D-CD40L単独と比較して、優れた抗腫瘍効果を有した。
【０２３７】
実施例10：黒色腫腫瘍を治療するためのTNFRSFアゴニスト、2つのTLRアゴニスト、および
ポリマー送達の併用
方法：
　B16-F10黒色腫細胞を、10%ウシ胎仔血清を添加したRPMI 1640中で培養した。トリプシ
ン-EDTAで細胞を剥離し、リン酸緩衝生理食塩水(PBS)中で洗浄した。次いで、PBS 100 ul
中の105個B16-F10細胞を、6～9週齢の雌C57BL/6雌マウス(Jackson Laboratories)の腹部
に皮下注射した。直径≧4 mmの腫瘍が形成された時点で、腫瘍に、ポリエチレンイミン(J
etPEI、QBioGene, Inc.)と共にまたはこれを伴わずに、pcDNA3.1またはpSP-D-CD40L 50 u
gを注射した。DNA/PEI混合物を作製するため、プラスミドDNA 50 ugを5%グルコースで希
釈して50 ul量とした。別のチューブで、jetPEI 10 ulを5%グルコースと混合して50 ul量
とした。各チューブをボルテックスした後、2本のチューブを混合して、室温で15分間イ
ンキュベートした。マウスの腫瘍周囲に、PBS 50 ul中の単独のpcDNA3.1またはpSP-D-CD4
0L 50 ugを1日おきに5回注射し(0、2、3、6、および8日目)、数匹のマウスにはDNA/JetPE
I混合物を注射した。CpG ODNはDNA/JetPEI混合物中で沈殿するため、PBS 50 ul中のCpG O
DN 1018および/またはポリ(I:C)各25 ugの溶液は、DNA±JetPEI注射の間の日(1、3、5、7
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、および9日目)に腫瘍周囲に注射した。
【０２３８】
結果：
　図17に示すように、JetPEIによるポリマー送達を用いた、1つのTNFRSFアゴニスト(すな
わち、pSP-D-CD40L)と2つのTLRアゴニスト(すなわち、CpGすなわちISS-ODN + ポリ(I:C))
の併用は、優れた抗腫瘍効果を有した。
【０２３９】
実施例11：黒色腫腫瘍を治療するためのTNFRSFアゴニストおよびサイトカイン/ケモカイ
ン受容体アゴニストの併用
方法：
　実施例10と同様に、B16-F10黒色腫腫瘍をC57BL/6マウスで確立した。直径≧4 mmの腫瘍
が形成された時点で、腫瘍に、PBS単独50 ul、または、pcDNA3.1 50 ug、pSP-CD40L-NST 
50 ug、もしくはマウスMIP3α(CCL20、pMIP3α；GenBankアクセッション番号AF099052)の
プラスミド25 ugと組み合わせたpSP-D-CD40L-NST 50 ugを含むPBS 50 ulを、0、2、4、6
、および8日目に注射した。選択したマウスにはまた、ISS-ODN(CpG 1018) 25 ugおよびポ
リ(I:C) 25 ugを含むPBS 50μlを、1、3、5、7、および9日目に注射した。
【０２４０】
結果：
　MIP3αが腫瘍およびその流入領域リンパ節の部位へと樹状細胞を誘引すること、ならび
に、pSP-D-CD40Lがこれらの樹状細胞を刺激することが予測された。図18のカプラン・マ
イヤープロットに示されるように、pMIP3αなしでの同じ処置と比較して、pSP-D CD40L-N
ST/pMIO-3α + CpG/ポリ(I:C)組み合わせ剤の延命効果が認められた。
【０２４１】
実施例12：マウスにおけるEnvに対する組み合わせDNAワクチン
　DNAワクチンは抗体応答を誘発する能力が異なり、例えば、HBsAg DNAワクチンは、十分
な液性応答を誘発するために強力なCTLエピトープを含むことが必要であることが知られ
ている。CTLはDNAワクチンに対する抗体応答を1,000倍増強し得ることが以前に認められ
た。特定の条件下において、CTLおよびAbは、両抗原が同一ワクチン接種中に存在する限
り、別々のタンパク質に向けられ得る。理論によって縛られることはないが、Agが流入リ
ンパ節領域中のB細胞へと移動し得るように、ワクチン部位において細胞に結合したAgをC
TLが遊離させるように作用すると仮定された(図19を参照されたい)。
【０２４２】
　やはり理論によって縛られることはないが、反復Agにより、不規則なAgよりも高い抗体
価が生じると考えられる。さらにデータから、高密度Agがより多くのB細胞受容体と複合
化し、低密度Agよりも強力な活性化シグナルを生じることが示唆される。このことから、
高密度Env発現トランスフェクション筋細胞に由来する、CTLにより生成された膜断片は、
EnvをB細胞に送達する方法となり得ることが示唆される。1つの局面においては、Envプラ
スミド(pEnv、すなわち、DC5シグナル配列を用いてpcDNA3.1中のコドン最適化型のサブタ
イプC株96ZM651由来gp160タンパク質p96ZM651gp160-CD5-optをコードするプラスミド)を
トランスフェクションした細胞を用いて、正確に折りたたまれたEnv免疫原を生成し、中
和抗体応答を誘発する。
【０２４３】
　CTLがHIVワクチンに対するAb応答を増強するかどうかを判定するため、BALB/cマウスに
最初に、分泌性Gag(pScGag) + 4-三量体可溶性CD40L(pSP-D-CD40L)のプラスミドを用いて
Gagに対してワクチン接種した。2週間ごと3回のpScGag + pSP-D-CD40L筋肉内注射(i.m.)
によるワクチン接種により、Gagに対する強力なCTL応答が生じる。他のマウスは、抗Gag 
CTLなしの対照とするために、ワクチン接種をしないでおいた。
【０２４４】
結果：
　最後のGagワクチン接種の2週間後に、非分泌性Gagのプラスミド(p96ZM651gag-opt、pGa
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gまたはサブタイプCと省略するが、BALB/cマウスにおいて免疫優性MHC-Iエピトープであ
るAMQMLKETI配列(配列番号:6)を含むように変異させてある)と共にまたはこれを伴わずに
、Envのプラスミド(上記のpEnv)をマウスに一度ワクチン接種した。また、pEnv±pGag DN
Aによるいくつかのワクチン接種には、4-三量体可溶性GITRL(pSP-D-GIRTL)またはBAFF(pS
P-D-BAFF)を含めた。この単回Envプラスミドワクチン接種の1週間後に、静脈血を採血し
、抗Env IgGをELISAにより測定した。グラフは、マウス5匹/群の平均力価を示す(図20)。
【０２４５】
実施例13：組み合わせ免疫刺激剤の成分としての細胞外ATP(ATPe)
　非加水分解型のATPであるATPγSを種々のアゴニストに添加し(pSP-D-CD40L + CpG + ポ
リ(I:C) + ATPe)、確立したB16F10黒色腫を呈するマウスにこの組み合わせ剤を筋肉内注
射した。腫瘍は、以前のようにC57BL/6マウスにB16F10腫瘍細胞を皮下注射することによ
り形成した。腫瘍の平均直径が≧4 mmであると認められた時点で、腫瘍に、ATPγSと併用
したまたは併用しない種々のアゴニスト(上記)を0、2、4、6、および8日目に注射した。
処置は、腫瘍内または腫瘍周囲への1日おきの5回の注射に限定した。1日おきに腫瘍の大
きさを測定し、2つの直行する直径(すなわち、「腫瘍面積」)の産物としてプロットした
。腫瘍が消失した場合、44日間の観察中に腫瘍が再発もせず、マウスが遠位腫瘍により死
亡もしない限り、腫瘍なしと見なした。
【０２４６】
結果：
　図21に、確立された腫瘍に対する種々の組み合わせ免疫刺激剤の効果を実証する9つの
実験治療群を示す。上段パネル：四重組み合わせ剤(すなわち、pSP-D-CD40L-NST + CpG +
 ポリ(I:C) + ATPe)による処置は、20日目までに腫瘍の大きさの減少を示したが、他の処
置治療群ではいずれも腫瘍は増殖した。中段パネル：四重組み合わせ剤が他の実験条件を
上回る顕著な延命効果を示したことを示すカプラン-マイヤー生存プロット。ログランク
検定によると、pSP-D-CDL-NSTを含む四重組み合わせ剤は、この組み合わせ剤においてpSP
-DCD40L-NSTをpcDNA3.1に置換すること以外は同じ組み合わせ剤よりも有意に優れていた
、p=0.03。下段パネル：腫瘍のないマウスの割合は、pSP-D-CD40L-NSTおよびATPγS(ATPe
)を両方含む四重組み合わせ剤群においてのみ増加した。
【０２４７】
その他の組み合わせ免疫刺激剤
　これらの実施例の範囲を越えて、以下にその他の組み合わせ免疫刺激剤を挙げる。
【０２４８】
条件#1：1つのTNFRSFアゴニスト
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL)
RANKLアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT)
【０２４９】
条件#2：2つのTNFRSFアゴニスト
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL)
CD40アゴニスト + RANKLアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT)
【０２５０】
条件#3：1つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト
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CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C))
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL)
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + TLR7アゴニスト(例えば、イサトリビン)
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + TLR8アゴニスト(例えば、レジキモド
)
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + TLR9アゴニスト(例えば、ISS-ODN)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C))
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + TLR7アゴニスト(例えば、イサトリビン)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + TLR8アゴニスト(例えば、レジキモド
)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + TLR9アゴニスト(例えば、ISS-ODN)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C))
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + TLR7アゴニスト(例えば、イサトリビン)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + TLR8アゴニスト(例えば、レジキモド
)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + TLR9アゴニスト(例えば、ISS-ODN)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C))
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + TLR7アゴニスト(例えば、イサトリビン)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + TLR8アゴニスト(例えば、レジキモド)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + TLR9アゴニスト(例えば、ISS-ODN)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C))
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + TLR7アゴニスト(例えば、イサトリビン)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + TLR8アゴニスト(例えば、レジキモド)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + TLR9アゴニスト(例えば、ISS-ODN)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C))
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + TLR7アゴニスト(例えば、イサトリビン)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + TLR8アゴニスト(例えば、レジキモド)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + TLR9アゴニスト(例えば、ISS-ODN)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C))
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + TLR7アゴニスト(例えば、イサトリビン)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + TLR8アゴニスト(例えば、レジキモド)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + TLR9アゴニスト(例えば、ISS-ODN)
【０２５１】
条件#4：1つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR4ア
ゴニスト(例えば、MPL)
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR7ア
ゴニスト(例えば、イサトリビン)
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR8ア
ゴニスト(例えば、レジキモド)
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR9ア
ゴニスト(例えば、ISS-ODN)
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR7アゴニス
ト(例えば、イサトリビン)
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CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR8アゴニス
ト(例えば、レジキモド)
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR9アゴニス
ト(例えば、ISS-ODN)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR4ア
ゴニスト(例えば、MPL)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR7ア
ゴニスト(例えば、イサトリビン)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR8ア
ゴニスト(例えば、レジキモド)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR9ア
ゴニスト(例えば、ISS-ODN)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR7アゴニス
ト(例えば、イサトリビン)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR8アゴニス
ト(例えば、レジキモド)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR9アゴニス
ト(例えば、ISS-ODN)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR4ア
ゴニスト(例えば、MPL)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR7ア
ゴニスト(例えば、イサトリビン)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR8ア
ゴニスト(例えば、レジキモド)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR9ア
ゴニスト(例えば、ISS-ODN)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR7アゴニス
ト(例えば、イサトリビン)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR8アゴニス
ト(例えば、レジキモド)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR9アゴニス
ト(例えば、ISS-ODN)
OX40Lアゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR4
アゴニスト(例えば、MPL)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR7ア
ゴニスト(例えば、イサトリビン)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR8ア
ゴニスト(例えば、レジキモド)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR9ア
ゴニスト(例えば、ISS-ODN)
OX40Lアゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR7アゴニ
スト(例えば、イサトリビン)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR8アゴニス
ト(例えば、レジキモド)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR9アゴニス
ト(例えば、ISS-ODN)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR4
アゴニスト(例えば、MPL)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR7
アゴニスト(例えば、イサトリビン)
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4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR8
アゴニスト(例えば、レジキモド)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR9
アゴニスト(例えば、ISS-ODN)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR7アゴニ
スト(例えば、イサトリビン)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR8アゴニ
スト(例えば、レジキモド)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR9アゴニ
スト(例えば、ISS-ODN)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR4ア
ゴニスト(例えば、MPL)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR7ア
ゴニスト(例えば、イサトリビン)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR8ア
ゴニスト(例えば、レジキモド)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR9ア
ゴニスト(例えば、ISS-ODN)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR7アゴニス
ト(例えば、イサトリビン)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR8アゴニス
ト(例えば、レジキモド)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR9アゴニス
ト(例えば、ISS-ODN)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR4ア
ゴニスト(例えば、MPL)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR7ア
ゴニスト(例えば、イサトリビン)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR8ア
ゴニスト(例えば、レジキモド)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + TLR3アゴニスト(例えば、ポリ(I:C)) + TLR9ア
ゴニスト(例えば、ISS-ODN)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR7アゴニス
ト(例えば、イサトリビン)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR8アゴニス
ト(例えば、レジキモド)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + TLR4アゴニスト(例えば、MPL) + TLR9アゴニス
ト(例えば、ISS-ODN)
【０２５２】
条件#5：2つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + TLR3アゴニ
スト(例えば、ポリ(I:C))
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + TLR4アゴニ
スト(例えば、MPL)
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + TLR7アゴニ
スト(例えば、イサトリビン)
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + TLR8アゴニ
スト(例えば、レジキモド)
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + TLR9アゴニ
スト(例えば、ISS-ODN)
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CD40アゴニスト + RANKL(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + TLR3アゴニスト(例え
ば、ポリ(I:C))
CD40アゴニスト + RANKL(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + TLR4アゴニスト(例え
ば、MPL)
CD40アゴニスト + RANKL(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + TLR7アゴニスト(例え
ば、イサトリビン)
CD40アゴニスト + RANKL(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + TLR8アゴニスト(例え
ば、レジキモド)
CD40アゴニスト + RANKL(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + TLR9アゴニスト(例え
ば、ISS-ODN)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + TLR3アゴニス
ト(例えば、ポリ(I:C))
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + TLR4アゴニス
ト(例えば、MPL)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + TLR7アゴニス
ト(例えば、イサトリビン)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + TLR8アゴニス
ト(例えば、レジキモド)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + TLR9アゴニス
ト(例えば、ISS-ODN)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + TLR3アゴニ
スト(例えば、ポリ(I:C))
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + TLR4アゴニ
スト(例えば、MPL)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + TLR7アゴニ
スト(例えば、イサトリビン)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + TLR8アゴニ
スト(例えば、レジキモド)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + TLR9アゴニ
スト(例えば、ISS-ODN)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + TLR3アゴ
ニスト(例えば、ポリ(I:C))
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + TLR4アゴ
ニスト(例えば、MPL)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + TLR7アゴ
ニスト(例えば、イサトリビン)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + TLR8アゴ
ニスト(例えば、レジキモド)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + TLR9アゴ
ニスト(例えば、ISS-ODN)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + TLR3アゴニ
スト(例えば、ポリ(I:C))
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + TLR4アゴニ
スト(例えば、MPL)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + TLR7アゴニ
スト(例えば、イサトリビン)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + TLR8アゴニ
スト(例えば、レジキモド)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + TLR9アゴニ
スト(例えば、ISS-ODN)
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【０２５３】
条件#6：2つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + TLR3アゴニ
スト+ TLR7アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + イサトリビン)
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + TLR3アゴニ
スト+ TLR8アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + レジキモド)
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + TLR3アゴニ
スト+ TLR9アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + ISS-ODN)
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + TLR4アゴニ
スト+ TLR7アゴニスト(例えば、MPL + イサトリビン)
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + TLR4アゴニ
スト+ TLR8アゴニスト(例えば、MPL + レジキモド)
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + TLR4アゴニ
スト+ TLR9アゴニスト(例えば、MPL + ISS-ODN)
CD40アゴニスト + RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + TLR3アゴニ
スト+ TLR7アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + イサトリビン)
CD40アゴニスト + RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + TLR3アゴニ
スト+ TLR8アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + レジキモド)
CD40アゴニスト + RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + TLR3アゴニ
スト+ TLR9アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + ISS-ODN)
CD40アゴニスト + RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + TLR4アゴニ
スト+ TLR7アゴニスト(例えば、MPL + イサトリビン)
CD40アゴニスト + RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + TLR4アゴニ
スト+ TLR8アゴニスト(例えば、MPL + レジキモド)
CD40アゴニスト + RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + TLR4アゴニ
スト+ TLR9アゴニスト(例えば、MPL + ISS-ODN)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + TLR3アゴニス
ト+ TLR7アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + イサトリビン)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + TLR3アゴニス
ト+ TLR8アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + レジキモド)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + TLR3アゴニス
ト+ TLR9アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + ISS-ODN)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + TLR4アゴニス
ト+ TLR7アゴニスト(例えば、MPL + イサトリビン)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + TLR4アゴニス
ト+ TLR8アゴニスト(例えば、MPL + レジキモド)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + TLR4アゴニス
ト+ TLR9アゴニスト(例えば、MPL + ISS-ODN)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + TLR3アゴニ
スト+ TLR7アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + イサトリビン)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + TLR3アゴニ
スト+ TLR8アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + レジキモド)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + TLR3アゴニ
スト+ TLR9アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + ISS-ODN)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + TLR4アゴニ
スト+ TLR7アゴニスト(例えば、MPL + イサトリビン)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + TLR4アゴニ
スト+ TLR8アゴニスト(例えば、MPL + レジキモド)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + TLR4アゴニ
スト+ TLR9アゴニスト(例えば、MPL + ISS-ODN)
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CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + TLR3アゴ
ニスト+ TLR7アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + イサトリビン)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + TLR3アゴ
ニスト+ TLR8アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + レジキモド)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + TLR3アゴ
ニスト+ TLR9アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + ISS-ODN)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + TLR4アゴ
ニスト+ TLR7アゴニスト(例えば、MPL + イサトリビン)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + TLR4アゴ
ニスト+ TLR8アゴニスト(例えば、MPL + レジキモド)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + TLR4アゴ
ニスト+ TLR9アゴニスト(例えば、MPL + ISS-ODN)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + TLR3アゴニ
スト+ TLR7アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + イサトリビン)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + TLR3アゴニ
スト+ TLR8アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + レジキモド)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + TLR3アゴニ
スト+ TLR9アゴニスト(例えば、ポリ(I:C) + ISS-ODN)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + TLR4アゴニ
スト+ TLR7アゴニスト(例えば、MPL + イサトリビン)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + TLR4アゴニ
スト+ TLR8アゴニスト(例えば、MPL + レジキモド)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + TLR4アゴニ
スト+ TLR9アゴニスト(例えば、MPL + ISS-ODN)
【０２５４】
条件#7：1つのTNFRSFアゴニスト + 1つのNLRまたはRLHアゴニスト
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + NOD1アゴニスト(例えば、M-TriDAP)
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriLys)
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + MDA5アゴニスト(例えば、dsRNA)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + NOD1アゴニスト(例えば、TriDAP)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriLys)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + MDA5アゴニスト(例えば、dsRNA)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + NOD1アゴニスト(例えば、TriDAP)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriLys)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + MDA5アゴニスト(例えば、dsRNA)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + NOD1アゴニスト(例えば、TriDAP)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriLys)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + MDA5アゴニスト(例えば、dsRNA)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + NOD1アゴニスト(例えば、TriDAP)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriLys)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + MDA5アゴニスト(例えば、dsRNA)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + NOD1アゴニスト(例えば、TriDAP)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriLys)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + MDA5アゴニスト(例えば、dsRNA)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + NOD1アゴニスト(例えば、TriDAP)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriLys)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + MDA5アゴニスト(例えば、dsRNA)
【０２５５】
条件#8：1つのTNFRSFアゴニスト + 2つのNLRまたはRLHアゴニスト
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + NOD1 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M
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-TriLys)
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + NOD1 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriDAP + d
sRNA)
CD40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L) + NOD2 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriLys + d
sRNA)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + NOD1 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M
-TriLys)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + NOD1 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriDAP + d
sRNA)
GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-GITRL) + NOD2 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriLys + d
sRNA)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + NOD1 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M
-TriLys)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + NOD1 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriDAP + d
sRNA)
RANKアゴニスト(例えば、pSP-D-RANKL) + NOD2 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriLys + d
sRNA)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + NOD1 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M
-TriLys)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + NOD1 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriDAP + d
sRNA)
OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-OX40L) + NOD2 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriLys + d
sRNA)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + NOD1 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriDAP +
 M-TriLys)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + NOD1 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriDAP +
 dsRNA)
4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-4-1BBL) + NOD2 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriLys +
 dsRNA)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + NOD1 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M-
TriLys)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + NOD1 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriDAP + ds
RNA)
CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD70) + NOD2 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriLys + ds
RNA)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + NOD1 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M
-TriLys)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + NOD1 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriDAP + d
sRNA)
HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-LIGHT) + NOD2 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriLys + d
sRNA)
【０２５６】
条件#9：2つのTNFRSFアゴニスト + 1つのNLRまたはRLHアゴニスト
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + NOD1アゴニ
スト(例えば、M-TriDAP)
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + NOD2アゴニ
スト(例えば、M-TriLys)
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + MDA5アゴニ
スト(例えば、dsRNA)
CD40アゴニスト + RANKL(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + NOD1アゴニスト(例え
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ば、M-TriDAP)
CD40アゴニスト + RANKL(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + NOD2アゴニスト(例え
ば、M-TriLys)
CD40アゴニスト + RANKL(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + MDA5アゴニスト(例え
ば、dsRNA)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + NOD1アゴニス
ト(例えば、M-TriDAP)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + NOD2アゴニス
ト(例えば、M-TriLys)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + MDA5アゴニス
ト(例えば、dsRNA)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + NOD1アゴニ
スト(例えば、M-TriDAP)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + NOD2アゴニ
スト(例えば、M-TriLys)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + MDA5アゴニ
スト(例えば、dsRNA)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + NOD1アゴ
ニスト(例えば、M-TriDAP)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + NOD2アゴ
ニスト(例えば、M-TriLys)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + MDA5アゴ
ニスト(例えば、dsRNA)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + NOD1アゴニ
スト(例えば、M-TriDAP)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + NOD2アゴニ
スト(例えば、M-TriLys)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + MDA5アゴニ
スト(例えば、dsRNA)
【０２５７】
条件#10：2つのTNFRSFアゴニスト + 2つのNLRまたはRLHアゴニスト
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + NOD1 + NOD2
アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M-TriLys)
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + NOD1 + MDA5
アゴニスト(例えば、M-TriDAP + dsRNA)
CD40アゴニスト + GITRアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-GITRL) + NOD2 + MDA5
アゴニスト(例えば、M-TriLys + dsRNA)
CD40アゴニスト + RANKL(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + NOD1 + NOD2アゴニス
ト(例えば、M-TriDAP + M-TriLys)
CD40アゴニスト + RANKL(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + NOD1 + MDA5アゴニス
ト(例えば、M-TriDAP + dsRNA)
CD40アゴニスト + RANKL(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-RANKL) + NOD2 + MDA5アゴニス
ト(例えば、M-TriLys + dsRNA)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + NOD1 + NOD2
アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M-TriLys)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + NOD1 + MDA5
アゴニスト(例えば、M-TriDAP + dsRNA)
CD40アゴニスト + CD27アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-CD70) + NOD2 + MDA5
アゴニスト(例えば、M-TriLys + dsRNA)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + NOD1 + NOD2
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アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M-TriLys)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + NOD1 + MDA5
アゴニスト(例えば、M-TriDAP + dsRNA)
CD40アゴニスト + OX40アゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-OX40L) + NOD2 + MDA5
アゴニスト(例えば、M-TriLys + dsRNA)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + NOD1 + NO
D2アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M-TriLys)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + NOD1 + MD
A5アゴニスト(例えば、M-TriDAP + dsRNA)
CD40アゴニスト + 4-1BBアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-4-1BBL) + NOD2 + MD
A5アゴニスト(例えば、M-TriLys + dsRNA)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + NOD1 + NOD2
アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M-TriLys)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + NOD1 + MDA5
アゴニスト(例えば、M-TriDAP + dsRNA)
CD40アゴニスト + HVEMアゴニスト(例えば、pSP-D-CD40L + pSP-D-LIGHT) + NOD2 + MDA5
アゴニスト(例えば、M-TriLys + dsRNA)
【０２５８】
条件#11：1つのTNFRSFアゴニスト + 1つのサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト
条件#1の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#1の組み合わせ剤 +サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２５９】
条件#12：2つのTNFRSFアゴニスト + 1つのサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト
条件#2の組み合わせ剤 +サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#2の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２６０】
条件#13：1つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト + 1つのサイトカイン/ケモカイ
ン受容体アゴニスト
条件#3の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#3の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２６１】
条件#14：1つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト + 1つのサイトカイン/ケモカイ
ン受容体アゴニスト
条件#4の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#4の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２６２】
条件#15：2つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト + 1つのサイトカイン/ケモカイ
ン受容体アゴニスト
条件#5の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#5の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２６３】
条件#16：2つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト + 1つのサイトカイン/ケモカイ
ン受容体アゴニスト
条件#6の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#6の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２６４】
条件#17：1つのTNFRSFアゴニスト + 1つのNLRまたはRLHアゴニスト + 1つのサイトカイン
/ケモカイン受容体アゴニスト
条件#7の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#7の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
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【０２６５】
条件#18：1つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLR + 1つのサイトカイン/ケモカイン受容体ア
ゴニスト
条件#8の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#8の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２６６】
条件#19：2つのTNFRSFアゴニスト + 1つのNLRまたはRLHアゴニスト + 1つのサイトカイン
/ケモカイン受容体アゴニスト
条件#9の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#9の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２６７】
条件#20：2つのTNFRSFアゴニスト + 1つのNLRまたはRLHアゴニスト + 1つのサイトカイン
/ケモカイン受容体アゴニスト
条件#10の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#10の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２６８】
条件#21：1つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト + 1つのNLRまたはRLHアゴニス
ト
条件#3の組み合わせ剤 + NOD1アゴニスト(例えば、M-TriDAP)
条件#3の組み合わせ剤 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriLys)
条件#3の組み合わせ剤 + MDA5アゴニスト(例えば、dsRNA)
【０２６９】
条件#22：1つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト + 2つのNLRまたはRLHアゴニス
ト
条件#3の組み合わせ剤 + NOD1 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M-TriLys)
条件#3の組み合わせ剤 + NOD1 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriDAP + dsRNA)
条件#3の組み合わせ剤 + NOD2 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriLys + dsRNA)
【０２７０】
条件#23：1つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト + 1つのNLRまたはRLHアゴニス
ト
条件#4の組み合わせ剤 + NOD1アゴニスト(例えば、M-TriDAP)
条件#4の組み合わせ剤 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriLys)
条件#4の組み合わせ剤 + MDA5アゴニスト(例えば、dsRNA)
【０２７１】
条件#24：1つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト + 2つのNLRまたはRLHアゴニス
ト
条件#4の組み合わせ剤 + NOD1 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M-TriLys)
条件#4の組み合わせ剤 + NOD1 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriDAP + dsRNA)
条件#4の組み合わせ剤 + NOD2 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriLys + dsRNA)
【０２７２】
条件#25：2つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト + 1つのNLRまたはRLHアゴニス
ト
条件#5の組み合わせ剤 + NOD1アゴニスト(例えば、M-TriDAP)
条件#5の組み合わせ剤 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriLys)
条件#5の組み合わせ剤 + MDA5アゴニスト(例えば、dsRNA)
【０２７３】
条件#26：2つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト + 2つのNLRまたはRLHアゴニス
ト
条件#5の組み合わせ剤 + NOD1 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M-TriLys)
条件#5の組み合わせ剤 + NOD1 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriDAP + dsRNA)
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条件#5の組み合わせ剤 + NOD2 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriLys + dsRNA)
【０２７４】
条件#27：2つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト + 1つのNLRアゴニスト
条件#6の組み合わせ剤 + NOD1アゴニスト(例えば、M-TriDAP)
条件#6の組み合わせ剤 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriLys)
条件#6の組み合わせ剤 + RIG-Iアゴニスト(例えば、dsRNA)
【０２７５】
条件#28：2つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト + 2つのNLRまたはRLHアゴニス
ト
条件#6の組み合わせ剤 + NOD1 + NOD2アゴニスト(例えば、M-TriDAP + M-TriLys)
条件#6の組み合わせ剤 + NOD1 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriDAP + dsRNA)
条件#6の組み合わせ剤 + NOD2 + MDA5アゴニスト(例えば、M-TriLys + dsRNA)
【０２７６】
条件#29：1つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト + 1つのNLRまたはRLHアゴニス
ト + 1つのサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト
条件#21の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#21の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２７７】
条件#30：1つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト + 2つのNLRまたはRLHアゴニス
ト + 1つのサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト
条件#22の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#22の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２７８】
条件#31：1つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト + 1つのNLRまたはRLHアゴニス
ト + 1つのサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト
条件#23の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#23の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２７９】
条件#32：1つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト + 2つのNLRまたはRLHアゴニス
ト + 1つのサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト
条件#24の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#24の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２８０】
条件#33：2つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト + 1つのNLRまたはRLHアゴニス
ト + 1つのサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト
条件#25の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#25の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２８１】
条件#34：2つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト + 2つのNLRまたはRLHアゴニス
ト + 1つのサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト
条件#26の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#26の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２８２】
条件#35：2つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト + 1つのNLRまたはRLHアゴニス
ト + 1つのサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト
条件#27の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#27の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２８３】
条件#36：2つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト + 2つのNLRまたはRLHアゴニス
ト + 1つのサイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト
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条件#28の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、IFNγ)
条件#28の組み合わせ剤 + サイトカイン/ケモカイン受容体アゴニスト(例えば、CCL20)
【０２８４】
条件#37：1つのTNFRSFアゴニスト + 1つのプリンアゴニスト
条件#1の組み合わせ剤 + プリンアゴニスト(例えば、ATPγS)
【０２８５】
条件#38：2つのTNFRSFアゴニスト + 1つのプリンアゴニスト
条件#2の組み合わせ剤 + プリンアゴニスト(例えば、ATPγS)
【０２８６】
条件#39：1つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト + 1つのプリンアゴニスト
条件#3の組み合わせ剤 + プリンアゴニスト(例えば、ATPγS)
【０２８７】
条件#40：1つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト + 1つのプリンアゴニスト
条件#4の組み合わせ剤 + プリンアゴニスト(例えば、ATPγS)
【０２８８】
条件#41：2つのTNFRSFアゴニスト + 1つのTLRアゴニスト + 1つのプリンアゴニスト
条件#5の組み合わせ剤 + プリンアゴニスト(例えば、ATPγS)
【０２８９】
条件#42：2つのTNFRSFアゴニスト + 2つのTLRアゴニスト + 1つのプリンアゴニスト
条件#6の組み合わせ剤 + プリンアゴニスト(例えば、ATPγS)
【０２９０】
　同様に、条件#43～#72は、条件#7～#36 + 1つのプリンアゴニスト(例えば、ATPγS)で
ある。
【０２９１】
　さらに、条件#73～#102は、条件#43～#72(すなわち、プリンアゴニストを添加したもの
)に、プリンアゴニストの有効性を延長するためにエクトヌクレオチダーゼの阻害剤を添
加したものである。
【０２９２】
　上記の実施例を参照して本発明を説明したが、修正および変更が本発明の趣旨および範
囲に包含されることが理解されよう。したがって、本発明は添付の特許請求の範囲によっ
てのみ制限される。
【図面の簡単な説明】
【０２９３】
【図１】可溶性多量体CD40L融合タンパク質を示す。
【図２】HIV-1 Gag DNAワクチンにおいて、可溶性多量体CD40Lが単一三量体よりも活性が
高いことを実証する(1 < 2 < 4-三量体)。
【図３】CD40Lに加えて、多量体GITRLもHIV GagワクチンのCTL活性を増加させることを実
証する。
【図４】確立されたA20リンパ腫腫瘍が腫瘍周囲プラスミド注射により治癒され得ること
を実証する。
【図５】A20リンパ腫に対する多量体TNFSFリガンドの延命効果を示す。
【図６】確立されたB16-F10腫瘍に対して、TLR 3刺激(ポリI:C)がCD40Lと相乗的に作用す
ることを実証する。
【図７】確立されたB16-F10腫瘍に対する、PBS、対照プラスミド、および2 CD40L三量体
を含むプラスミドの効果を比較する。
【図８】確立されたB16-F10腫瘍に対して、TLR 9刺激(CpG)がCD40Lと相乗的に作用するこ
とを実証する。
【図９】確立されたB16-F10腫瘍に対して、CD40刺激がTLR 9と相乗的に作用することを実
証する。
【図１０】JetPEIと併用したCD40L、TLR 3、およびTLR 9刺激が、確立されたB16-F10腫瘍



(62) JP 2009-522372 A 2009.6.11

10

20

30

40

50

に対して効果的であることを実証する。
【図１１】B16-F10腫瘍に対するCD40L、TLR 3/TLR 9アゴニスト、JetPEI組み合わせ剤の
延命効果を示す。
【図１２】TNFRSFアゴニストであるCD40Lの1-、2-、および4-三量体可溶型を示す。マウ
スCD40Lの細胞外ドメイン(ECD)をイソロイシンジッパーに融合させて、1-三量体可溶性CD
40Lを作製した。マウスCD40LのECDをマウスAcrp30(アディポネクチン)の主部に融合させ
て、2-三量体可溶性CD40Lを作製した。マウスCD40LのECDをマウスサーファクタントタン
パク質D(SP-D)の主部に融合させて、4-三量体可溶性CD40Lを作製した。各プラスミドDNA
は、pTr-CD40L、pAcrp30-CD40L、およびpSP-D-CD40Lと称する。GITRL(pSP-D-GITRL)、RAN
KL(pSP-D-RANKL)、4-1BBL(pSP-D-4-1BBL)、OX40L(pSP-D-OX40L)、CD27L/CD70(pSP-D-CD27
L/CD70)、BAFF(pSP-D-BAFF)、およびLIGHT(pSP-D-LIGHT)についても、同様の4-三量体構
築物を作製した。
【図１３】ワクチンにおける可溶性CD40Lのアジュバント活性が三量体の結合価に関連す
ることを実証する。1-、2-、および4-三量体型の可溶性CD40Lのプラスミドを分泌性HIV-1
 Gagの抗原プラスミド(pScGag)と併用して、5匹のマウス群を免疫化した。
【図１４】マラリア用のワクチンにおけるTNFRSFアゴニストとTLRアゴニストの相乗作用
を示す。マウスに、コドン最適化した分泌型のメロゾイト表面タンパク質1をコードするD
NAワクチン(pMSP-1)または空ベクターpcDNA3.1をワクチン接種した。アジュバントとして
、4-三量体GITRL(TNFSF18)のプラスミドDNA、pSP-D-GITRLをまた、CpG-ODNを付加してま
たは付加せずに使用した。次いで、プラスモディウム・ヨエリ寄生赤血球を注射して、マ
ウスを刺激した。
【図１５】中皮腫に対する腫瘍免疫治療手順におけるTNFRSFアゴニストと2つのTLRアゴニ
ストの相乗作用を示す。マウスに中皮腫細胞を注射し、腫瘍を形成させた。腫瘍が直径≧
4 mmに到達したら、腫瘍に、空プラスミド(pcDNA3.1)、4-三量体CD40L(pSP-D-CD40L)、ま
たはpSP-D-40Lを50μg含むリン酸緩衝液50μlを0、2、4、6、および8日目に注射し(パネ
ルAにおける矢印)、ポリ(I:C) 25 ugと共にまたはこれを伴わずに、CpG-ODN 1018(すなわ
ち、配列5'-TGAACTGTGAACGTTCGAGATTGA-3'（配列番号:7）を有するホスホロチオエート結
合オリゴヌクレオチド) 25 ugを含むリン酸緩衝生理食塩水50μlを1、3、5、7、および9
日目に注射した。
【図１６】黒色腫に対する腫瘍免疫治療手順におけるTNFRSFアゴニストと2つのTLRアゴニ
ストの相乗作用を示す。マウスにB16-F10黒色腫細胞を注射し、腫瘍を形成させた。腫瘍
が直径≧4 mmに到達したら、腫瘍に、空プラスミド(pcDNA3.1)、4-三量体CD40L(pSP-D-CD
40L)、またはpSP-D-40Lを50 ug含むリン酸緩衝生理食塩水50μlを0、2、4、6、および8日
目に注射し(パネルAにおける矢印)、ポリ(I:C) 25 ugと共にまたはこれを伴わずに、CpG-
ODN 1018 25 ugを含むリン酸緩衝生理食塩水50μlを1、3、5、7、および9日目に注射した
。
【図１７】0、2、4、6、および8日目に投与したTNFRSFアゴニストのプラスミドの有効性
に対するポリエチレンイミンの有益な効果を実証するが、この場合、黒色腫に対する腫瘍
免疫治療手順には2つのTLRアゴニストが存在した。マウスには、図16に記載した通りにB1
6-F10腫瘍を注射した。
【図１８】黒色腫に対する腫瘍免疫治療手順におけるTNFRSFアゴニストとサイトカイン/
ケモカイン受容体アゴニストの相乗作用を示す。マウスにB16-F10黒色腫細胞を注射し、
腫瘍を形成させた。腫瘍が直径≧4 mmに到達したら、腫瘍に、空プラスミド(pcDNA3.1)、
4-三量体CD40L(pSP-D-CD40L)、および/またはMIP3α(CCL20とも称される)のプラスミド、
pMIP3αを50 ug含むリン酸緩衝生理食塩水50μlを0、2、4、6、および8日目に注射した(
パネルAにおける矢印)。
【図１９】筋肉のトランスフェクションおよび正確に折りたたまれたEnvの高密度発現を
示すが、ここで、細胞溶解後に、筋細胞断片は流入領域リンパ節に移動する。
【図２０】pEnvワクチン接種したマウスに由来する抗Env IgGの相対力価を図示する。
【図２１】分子アジュバントおよびプリン受容体アゴニストである細胞外ATP(ATPe)の相
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乗効果を図示する。マウスにB16-F10黒色腫細胞を注射し、腫瘍を形成させた。腫瘍が直
径≧4 mmに到達したら、腫瘍に、リン酸緩衝生理食塩水(PBS)単独50 ul、または空プラス
ミド(pcDNA3.1)もしくは4-三量体CD40Lをコードするプラスミド(pSP-D-CD40L-NST)のいず
れかを50 ug含むPBS 50 ulを、0、2、4、6、および8日目に注射した。また表示のように
、いくつかの実験治療群には、100 uM ATPγSと共にまたはこれを伴わずに、ポリ(I:C) 2
5 ugと共にまたはこれを伴わずに、CpG-ODN 1018 25 ugを含むリン酸緩衝生理食塩水50 u
lを、1、3、5、7、および9日目に投与した。パネルBは生存に対するこれら処置の効果を
示すが、腫瘍の平均直径が15 mmよりも大きくなる、腫瘍が潰瘍化する、またはマウスが
瀕死となった場合にマウスを安楽死させた。パネルCは、局所腫瘍に対するこれら処置の
効果を示す。全マウスが最初から腫瘍を有したため、処置の0日目における腫瘍なしは0%
であった。Y軸は、各条件で処置した後に腫瘍なしとなったマウスの%を示す。

【図１】 【図２】

【図３】
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