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本发明公开了适用于将mRNA分子群体递送

至哺乳动物细胞的生物相容性核/壳组合物。所

公开的核‑壳结构多组分组合物被优化用于将编

码一种或多种癌症或肿瘤特异性抗原的mRNA递

送至抗原呈递细胞群体，所述抗原呈递细胞包括

例如人树突细胞、巨噬细胞和B细胞。本发明还公

开了使用这些组合物作为治疗性癌症疫苗的方

法。
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1.一种包含治疗性癌症疫苗的组合物，所述治疗性癌症疫苗包含编码至少第一肿瘤抗

原的mRNA分子群体，其中所述群体包含在多个多聚复合物或蛋白质核粒子内，所述多聚复

合物或蛋白质核粒子含有至少第一带正电荷的聚合物或蛋白质，并且其中所述多个多聚复

合物或蛋白质核粒子本身被囊封在第一生物相容性脂质双层壳中；其中

所述生物相容性脂质双层包含：

(a)45％至55％的1,2‑二油酰‑sn‑甘油‑3‑乙基磷酸胆碱(EDOPC)；

(b)45％至55％的1,2‑二油酰‑sn‑甘油‑3‑磷脂酰乙醇胺(DOPE)；和

(c)1％至2％的1,2‑二硬脂酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺‑N‑[氨基(聚乙二醇)‑2000]

(DSPE‑PEG)。

2.权利要求1的组合物，其还包含囊封在所述生物相容性脂质双层内的选自CpG、聚(I:

C)、明矾及其任何组合的佐剂。

3.权利要求1或2的组合物，其还包含囊封在所述生物相容性脂质双层之间的空间内的

免疫调节化合物。

4.权利要求3的组合物，其中所述免疫调节化合物包含IL‑12p70蛋白质、FLT3配体、或

吲哚胺2,3‑双加氧酶(IDO‑1)抑制剂。

5.权利要求4的组合物，其中所述吲哚胺2,3‑双加氧酶(IDO‑1)抑制剂是GDC‑0919、

INCB24360或其组合。

6.权利要求1的组合物，其中所述带正电荷的聚合物或蛋白质包含鱼精蛋白、聚乙烯亚

胺、聚(B‑氨基酯)或其任何组合。

7.权利要求1的组合物，其中所述mRNA分子群体编码至少一种对哺乳动物癌细胞具有

特异性的抗原。

8.权利要求7的组合物，其中所述mRNA分子群体编码至少一种癌症特异性肽或者其抗

原性片段。

9.权利要求7的组合物，其中所述mRNA分子群体编码至少一种肿瘤特异性肽或者其抗

原性片段。

10.权利要求7的组合物，其中所述mRNA分子群体编码至少一种癌症特异性多肽或者其

抗原性片段。

11.权利要求7的组合物，其中所述mRNA分子群体编码至少一种肿瘤特异性多肽或者其

抗原性片段。

12.权利要求7的组合物，其中所述mRNA分子群体编码至少一种癌症特异性蛋白质或者

其抗原性片段。

13.权利要求7的组合物，其中所述mRNA分子群体编码至少一种肿瘤特异性蛋白质或者

其抗原性片段。

14.权利要求7的组合物，其中所述mRNA分子群体编码至少一种选自HER2p66、HER2E75、

HER2YVMA、TRP2、p66及其任何组合的人肿瘤特异性肽。

15.权利要求7的组合物，其中所述mRNA分子群体编码至少一种选自HER2p66、HER2E75、

HER2YVMA、TRP2、p66及其任何组合的人肿瘤特异性多肽。

16.权利要求1的组合物，其还包含治疗剂。

17.权利要求16的组合物，其中所述治疗剂包含选自以下的药剂：抗肿瘤剂，神经活性
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剂，抗炎剂，抗血脂剂，抗感染剂，或其任何组合。

18.权利要求16的组合物，其中所述治疗剂包含免疫调节剂，细胞毒剂，细胞生长抑制

剂，或其任何组合。

19.权利要求16的组合物，其中所述治疗剂包含激素。

20.权利要求16的组合物，其中所述治疗剂包含受体激动剂，受体拮抗剂，或其任何组

合。

21.权利要求16的组合物，其中所述治疗剂包含肽。

22.权利要求16的组合物，其中所述治疗剂包含蛋白质。

23.权利要求16的组合物，其中所述治疗剂包含抗体，抗原结合片段，酶，或其任何组

合。

24.权利要求16的组合物，其中所述治疗剂包含DNA，RNA，或其任何组合。

25.权利要求16的组合物，其中所述治疗剂包含siRNA，mRNA，核酶，或其任何组合。

26.权利要求16的组合物，其中所述治疗剂包含辅因子，类固醇，反义分子，或其任何组

合。

27.权利要求16的组合物，其中所述治疗剂包含选自以下的化合物：环磷酰胺，多柔比

星，5‑氟尿嘧啶，多西紫杉醇，紫杉醇，曲妥珠单抗，甲氨蝶呤，表柔比星，顺铂，卡铂，长春瑞

滨，卡培他滨，吉西他滨，米托蒽醌，伊沙匹隆，艾日布林，拉帕替尼，卡莫司汀，氮芥，硫芥，

四硝酸铂，长春碱，依托泊苷，喜树碱，及其任何组合。

28.权利要求1的组合物，其还包含抗原性肽或其片段。

29.权利要求1的组合物，其还包含抗原性融合多肽或其片段。

30.权利要求1的组合物，其还包含一种或多种药学上可接受的载体、缓冲剂或者稀释

剂。

31.权利要求1的组合物，其还包含一种或多种药学上可接受的介质。

32.权利要求1的组合物，其还包含一种或多种药学上可接受的赋形剂。

33.权利要求1的组合物，其被配制用于向哺乳动物全身施用。

34.权利要求1的组合物，其被配制用于向人类皮内或静脉内施用。

35.一种分离的哺乳动物细胞群体，其包含权利要求1‑34中任一项的组合物，其被表征

为抗原呈递细胞。

36.权利要求35的哺乳动物细胞群体，其为人树突细胞、巨噬细胞、B细胞或其组合。

37.权利要求1‑34中任一项的组合物在制造用于治疗哺乳动物对象中疾病、病症或功

能障碍的药物中的应用；其中

所述疾病、病症或功能障碍为癌症的至少一种症状。

38.权利要求37的应用，其中所述疾病被诊断为或被鉴定为难治性、转移性、复发性或

治疗耐受性癌症。

39.权利要求37的应用，其中所述癌症是转移性乳腺癌、转移性肺癌或转移性黑素瘤。

40.权利要求37的应用，其中所述哺乳动物对象是人类、非人灵长类动物、伴侣动物、家

畜或供食用动物。

41.权利要求37的应用，其中所述组合物还包含化疗剂或第二种不同的治疗性癌症疫

苗。
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42.一种试剂盒，其包含：1)权利要求1‑34中任一项的组合物；和2)关于将所述组合物

施用于有需要的哺乳动物的说明书，作为预防或者治疗哺乳动物中疾病、病症、异常病况或

功能障碍的方案的一部分，其中所述疾病、病症、异常病况或功能障碍为癌症的一种或多种

症状。
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用于免疫疗法的核/壳结构平台

[0001] 发明背景

[0002] 相关申请的交叉参考

[0003] 本申请要求PCT国际专利申请号PCT/US2018/015601(待审；同期提交的，代理人档

案号37182.215WO01)以及2017年1月27日提交的美国临时专利申请号62/451,575(待审；代

理人档案号37182.215PV01)的优先权，所述申请的内容通过对其明确引用而以其整体特别

并入本文。

[0004] 关于联邦资助的研究或开发的声明

[0005] 本发明是在美国国防部(United  States  Department  of  Defense)授予的资助号

W81XWH‑12‑1‑0414和美国国立卫生研究院(National  Institutes  of  Health)授予的资助

号1R01‑CA193880‑01A1和U43‑CA210181下由政府支持完成的。政府享有本发明的一定权

利。

[0006] 联合研究协议各方的名称

[0007] 不适用。

技术领域

[0008] 本公开涉及分子生物学、肿瘤学并特别是针对mRNA疫苗优化的多组分组合物的领

域。还公开了包括这些组合物的制剂和药物，以及向哺乳动物细胞有效递送基于mRNA的疫

苗的方法，和用于治疗和/或改善患病哺乳动物中一种或多种癌症或肿瘤的症状的方法。

背景技术

[0009] 治疗性疫苗

[0010] 疫苗通常由能够被身体免疫系统识别的抗原和一种或多种能够加强身体免疫反

应的佐剂组成。然而，治疗性癌症疫苗与用于预防传染性疾病的预防性疫苗完全不同，因为

该疫苗必须足以强大到生成杀伤癌细胞的免疫细胞而不是产生对抗病原体的抗体。治疗性

疫苗在治疗多种类型的危及生命的疾病——包括癌症和传染病中具有巨大的潜力。决定癌

症疫苗接种成功的关键问题是有力诱导针对选定抗原的抗肿瘤应答。蛋白质肽和DNA质粒

二者传统上作为用于疫苗开发的抗原(Melero等人，2014；Schwartzentruber等人，2011；

Kantoff等人，2010)。蛋白质和肽相对容易制备并且可以大规模生产；然而，抗原肽的选择

取决于患者独特的主要组织相容性复合物(MHC)蛋白质的类型，因此需要定制来与个体患

者匹配。另一方面，DNA疫苗遭受低效力的困扰并冒着不受控制的基因组整合的风险

(McNamara等人，2015)。

[0011] 基于mRNA的癌症疫苗

[0012] mRNA近来已作为治疗性癌症疫苗的理想抗原来源而脱颖而出(Sullenger和Nair，

2016)。mRNA分子可被定制为编码多种抗原，并通过触发抗原呈递细胞中的Toll样受体

(TLR)信号转导而充当佐剂(Heil等人，2004；Diebold等人，2004)。另外，mRNA介导的基因转

移由于不需要核转位和转录而可以在非分裂细胞中发生，而质粒DNA介导的基因转移在分
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裂细胞中最有效(McNamara等人，2015；Kallen和Thess，2014)。

[0013] 由于带负电荷的mRNA分子不能直接进入抗原呈递细胞，所以通常通过电穿孔将

mRNA分子转染到患者来源的树突细胞(DC)中来制备基于mRNA的疫苗(Van  Tendeloo等人，

2001)。然后将DC疫苗重新引回至患者用于肿瘤抗原合成、加工和呈递。许多DC疫苗已达到

临床试验的不同阶段(Wilgenhof等人，2013)。然而，这种程序不允许大量生产现成的治疗

性疫苗。

[0014] 制备mRNA疫苗的另一种途径是将mRNA分子包装在纳米粒子中并将它们直接接种

到体内，疫苗在体内被抗原呈递细胞摄取。这种途径利用了抗原呈递细胞的高吞噬能力。鱼

精蛋白凝聚的mRNA疫苗构成该组的重要部分，并且它们中的一些处于临床前研究和临床试

验的不同阶段(Weide等人，2009)。用鱼精蛋白包装mRNA不仅能够使细胞摄取疫苗粒子，而

且促进宿主细胞中MyD88依赖性TLR‑7/8信号转导的刺激(Scheel等人，2005)。然而，mRNA降

解是潜在的顾虑，因为裸mRNA的一部分暴露于体液并且易受血浆和组织RNA酶的攻击。另

外，mRNA分子暴露于非抗原呈递细胞会冒着引发体内不良反应的风险。

[0015] 现有技术的不足

[0016] 工业界和学术界长期以来一直致力于开发有效的治疗性癌症疫苗，但到目前为止

几乎没有取得成功。正在临床前和临床研究中测试的一种治疗性癌症疫苗类型是mRNA疫

苗，其由凝聚在核结构(范围从～20纳米到几百纳米)中的mRNA分子构成。一旦mRNA疫苗被

抗原呈递细胞摄取，mRNA就会在这些细胞内释放，然后用作模板来产生所编码的抗原。这种

疫苗的一个实例是CuraVac  mRNA疫苗。

[0017] 此类疫苗的主要问题是：1)mRNA分子暴露于体液，因此易受到组织、细胞和/或血

浆酶的降解；2)“裸”mRNA分子能够与所有类型的免疫细胞相互作用，这可能引起不想要的

副作用(例如分泌高水平的细胞因子)；以及3)这样的mRNA没有被抗原呈递细胞很有效地内

化。

[0018] 由于大规模癌症基因组测序工作和在预测免疫原性肿瘤突变中的技术进步，不断

鉴定出肿瘤相关的新抗原(参见例如，Schumacher和Schreiber，2015；Shukla等人，2015；

Yadav等人，2014)。这种资源已经为开发新的和改进的癌症疫苗提供了前所未有的机会。不

幸的是，癌症疫苗的促成技术的发展已经落后。

[0019] 然而，诸如本文中公开的免疫疗法代表了癌症治疗的新途径。这些治疗剂可以基

于特定癌细胞的独特遗传特征，从而使身体免受常规标准化疗药物的不必要攻击。本文公

开的基于mRNA的疫苗具有在同一构建体内包含多种新抗原的灵活性，并且能够基于个体患

者的独特突变谱来定制抗原肽的选择，使得精准或“个性化”医学成为可能。

发明内容

[0020] 本文所述的生物相容性壳/核多组分疫苗递送平台通过提供在一般意义上用于在

刺激抗癌免疫的方法中将mRNA有效递送至抗原呈递细胞(例如树突细胞)并被所述抗原呈

递细胞有效摄取的组合物，代表了克服本领域中这些和其他固有限制的重大进步。

[0021] 在总体和一般意义上，所公开的核/壳组合物可以将包装在“核”结构内并用含有

外亲水性脂质双层的“壳”囊封的核酸分子(包括，例如，编码一种或多种癌症或肿瘤特异性

抗原的mRNA)有效递送至一种或多种选定的哺乳动物细胞(包括，例如，一种或多种抗原呈
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递细胞，如树突细胞、巨噬细胞和B细胞，但不限于此)。囊封所述内部疏水核的亲脂壳的存

在保护所述核酸免于被组织酶降解或与其他免疫细胞相互作用。此外，当与常规的基于

mRNA的治疗性疫苗相比，所述亲脂性壳还提供了所述组合物被抗原呈递细胞内化的增加，

并刺激更有力的抗肿瘤免疫。

[0022] 在一个超越现有技术的重要进步中，所公开的核/壳多组分疫苗递送系统通过刺

激强大的抗肿瘤免疫而准许了一种当前基于mRNA的癌症疫苗开发“瓶颈”的替选物，其优于

构成现有基于mRNA的疫苗的常规单组分“仅核+核酸”结构。这些多组分亲水/疏水‑壳/核有

助于制备在刺激树突细胞成熟上以及因此在抗原加工和呈递上比常规mRNA疫苗明显更有

力的mRNA疫苗。

[0023] 在特定实施方式中，本公开提供了核‑壳结构的mRNA疫苗，其在刺激干扰素‑β、干

扰素‑α和白细胞介素‑12上明显比常规mRNA‑核疫苗更有力。这样的多组分基于mRNA的、编

码肿瘤抗原的治疗性疫苗在制备用于治疗哺乳动物的一种或多种疾病、特别是用于治疗

和/或改善哺乳动物癌症的一种或多种症状的药物中具有特别的用途。

[0024] 包含治疗性癌症疫苗的组合物，其包含编码至少第一肿瘤抗原的mRNA分子群体，

其中所述群体包含在多个多聚复合物(Polyplex)核粒子内，所述多聚复合物核粒子含有至

少第一带正电荷的聚合物，并且其中所述多个多聚复合物核粒子本身被囊封在第一生物相

容性脂质双层壳中。

[0025] 优选地，所述第一生物相容性脂质双层壳促进一种或多种哺乳动物抗原呈递细胞

对所述多个多聚复合物核粒子的巨胞饮作用，所述抗原呈递细胞包括人树突细胞、人巨噬

细胞和人B细胞，但不限于此。

[0026] 这样的组合物也可以进一步任选包含一种或多种佐剂，例如CpG、聚(I:C)、明矾、

环GMP‑AMP(cGAMP)、脂多糖(LPS)、单磷酰脂质A(MPLA)或其任何组合，所述佐剂囊封在所述

生物相容性脂质双层内、包含在所述mRNA核内、或包含在所述核粒子和包围/围绕它们的包

封亲水性磷脂双层之间的空间内。

[0027] 在某些实施方式中，用于制备所述核粒子的带正电荷的药剂将包括鱼精蛋白、聚

乙烯亚胺、聚(B‑氨基酯)、聚精氨酸、聚赖氨酸及其组合中的一种或多种。

[0028] 类似地，用于制备所述亲水壳组分的生物相容性磷脂将优选包括以下中的一种或

多种：1,2‑二油酰‑sn‑甘油‑3‑乙基磷酸胆碱(EDOPC)；1,2‑二油酰‑sn‑甘油‑3‑磷脂酰乙醇

胺(DOPE)；1,2‑二硬脂酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺N‑[氨基(聚乙二醇)‑2000](DSPE‑PEG)；

1 ,2‑二棕榈酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸胆碱(DPPC)，1 ,2‑二棕榈酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺

(DPPE)，O‑乙基磷脂酰胆碱(EDPPC)，胆固醇，及其组合。

[0029] 在某些实施方式中，所述生物相容性磷脂双层将优选包括：

[0030] (a)约30％至约70％的1,2‑二油酰‑sn‑甘油‑3‑乙基磷酸胆碱(“EDOPC”)；

[0031] (b)约70％至约30％的1,2‑二油酰‑sn‑甘油‑3‑磷脂酰乙醇胺(“DOPE”)；或

[0032] (c)约0.5％至约5％的1,2‑二硬脂酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺N‑[氨基(聚乙二

醇)‑2000](“DSPE‑PEG”)。

[0033] 或者，所述生物相容性脂质双层可以优选包括：

[0034] (a)约45％至约55％的EDOPC；

[0035] (b)约55％至约45％的DOPE；和
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[0036] (c)约1％至约2％的DSPE‑PEG。

[0037] 在本发明的实践中，本文公开的组合物将优选包括编码至少一种抗原的核酸分子

群体，所述核酸分子例如mRNA，所述抗原对一种或多种哺乳动物癌症或肿瘤细胞具有特异

性。示例性的癌细胞特异性抗原包括但不限于肿瘤相关抗原，例如乳腺癌特异性HER2抗原

E75和p66、黑素瘤特异性抗原TRP2以及肿瘤突变抗原[新抗原]例如在乳腺癌和肺癌的外显

子20中有YVMA插入片段的HER2[HER2YVMA]，以及由于癌症基因组中的突变而生成的那些抗

原。示例性的癌症和肿瘤特异性抗原包括但不限于：HER2E75、HER2p66、HER2YVMA和TRP2。

[0038] 例如，本文公开的组合物优选适合于，当被引入合适的哺乳动物细胞时，增加I型

干扰素(IFN‑I)表达的水平；并且优选适合于增加IFN‑α4、IFN‑β以及它们的下游细胞因子

如CCL‑5中的一种或多种的表达。

[0039] 在某些实施方式中，所公开的组合物将适合于被引入到一种或多种类型的哺乳动

物细胞群体中。这样的细胞包括但不限于树突细胞、巨噬细胞、B细胞、癌细胞或其组合。

[0040] 本文公开的组合物可以进一步任选包括一种或多种另外的治疗剂，包括，例如但

不限于：药剂如免疫调节剂，抗肿瘤剂，神经活性剂，细胞毒剂，细胞生长抑制剂，抗炎剂，抗

血脂剂，激素，受体激动剂，受体拮抗剂，抗感染剂，蛋白质，肽，抗体，抗原结合片段，酶，

RNA，DNA，siRNA，mRNA，核酶，激素，辅因子，类固醇，反义分子，或其任何组合。在优选的实施

方式中，所述免疫调节剂是选自以下的化合物：IL‑12p70、蛋白质、FLT3配体[FLT3L]以及吲

哚胺2,3‑双加氧酶[IDO‑1]的小分子抑制剂例如GDC‑0919或INCB24360。

[0041] 在某些实施方式中，所述治疗剂可以包括(但不限于)一种或多种化合物如环磷酰

胺、多柔比星、5‑氟尿嘧啶、多西紫杉醇、紫杉醇、曲妥珠单抗、甲氨蝶呤、表柔比星、卡铂、长

春瑞滨、卡培他滨、吉西他滨、米托蒽醌、伊沙匹隆(isabepilone)、艾日布林、拉帕替尼、卡

莫司汀、氮芥、硫芥、四硝酸铂(例如顺铂)、长春碱、依托泊苷、喜树碱或其任何组合。

[0042] 在其他实施方式中，所述组合物可以进一步任选包括一种或多种抗原、抗原性多

肽或其抗原性肽片段，包括例如由细胞单独[即，来自不同mRNA分子]或一起[即，来自一个

mRNA分子]产生的多种抗原性肽。这样的抗原可以是可溶的，其中它们可以被纳入到由核的

外部与所述外脂质双层的内表面限定的腔或容积中，或者在不溶性抗原的情况下，可以被

纳入所述核结构内和/或所述脂质双层本身内。

[0043] 可溶性抗原的实例包括但不限于p66HER2抗原肽(HER2p66)及其同源物或抗原性

片段。

[0044] 微溶性抗原的实例包括但不限于E75HER2抗原肽(HER2E75)及其同源物或抗原性

片段。

[0045] 在某些实施方式中，本文公开的癌症疫苗递送组合物可以与一种或多种药学上可

接受的载体、缓冲剂、稀释剂、介质或赋形剂混合，或与一种或多种表面活性剂、脂质体、类

脂质体(niosomes)、醇质体(ethosomes)、转运体(transferosomes)、磷脂、鞘体

(sphingosomes)、外泌体或由细胞自身产生的其他类型的囊泡混合。

[0046] 这样的组合物优选被配制用于向哺乳动物全身施用，并优选用于皮内或静脉内施

用，肌肉内、腹膜内、结内或眼内施用，或者，以皮肤贴剂的形式施用于人类，并且特别是被

配制用于与一种或多种抗原呈递细胞接触并被其摄取，所述抗原呈递细胞包括但不限于人

树突细胞、巨噬细胞和B细胞。
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[0047] 在某些实施方式中，所公开的基于mRNA的疫苗组合物可以被改变并配置为治疗试

剂盒的一部分，所述治疗试剂盒包括所述组合物以及关于将所述组合物施用于有需要的哺

乳动物例如人类癌症患者的至少第一套说明书。这样的试剂盒可用作预防、诊断、治疗或改

善哺乳动物中癌症、过度增殖性病症或其他疾病、功能障碍、损伤或异常病况的一种或多种

症状的方案的一部分，所述其他疾病包括但不限于传染性疾病[例如用于西尼罗病毒和锥

虫病(Chagas)的疫苗]、心血管疾病[例如，预防心力衰竭的HSP60疫苗]等。

[0048] 本公开的另一方面是用于治疗或改善有需要的动物中的一种或多种癌症症状的

方法。在总体和一般意义上，这种方法一般至少包括向所述动物施用有效量的一种或多种

本文公开的基于mRNA的治疗性癌症疫苗组合物达足以治疗或改善所述动物中所述一种或

多种癌症症状的时间的步骤。在一些实施方式中，所述癌症可以被诊断为或被鉴定为难治

性、转移性、复发性或治疗耐受性癌症。

[0049] 这样的癌症的实例包括但不限于患病哺乳动物的乳腺癌、肺癌、结直肠癌、胃癌、

胰腺癌、胶质母细胞瘤、头颈癌、白血病、淋巴瘤、多发性骨髓瘤、肝癌、肾癌、膀胱癌、黑素瘤

和相关病况。

[0050] 在某些实施方式中，所述癌症可以是患病哺乳动物的转移性癌症如转移性乳腺

癌、转移性肺癌、转移性黑素瘤或转移性结直肠癌、胃癌、胰腺癌、胶质母细胞瘤、头颈癌、肝

癌、肾癌、膀胱癌或一种或多种相关病况。

[0051] 这样的方法可以进一步任选包括向所述动物施用治疗有效量的放射或另外的化

学治疗剂的步骤，以单次施用，或在一天或多天的时期内、在一周或多周的时期内、或在一

个月或多个月或更长的时期内以一系列多次施用。

[0052] 这种方法也可任选包括向受治疗的患病哺乳动物施用第二种不同的化疗剂或第

二种不同的治疗性癌症疫苗的步骤。

[0053] 在另一个实施方式中，本公开还提供了向有需要的哺乳动物对象的一种或多种细

胞、组织、器官或系统施用活性剂、并且特别是一种或多种抗癌抗原或一种或多种编码这种

抗癌抗原的mRNA的方法。所述方法一般包括向有需要的哺乳动物对象提供一种或多种本文

公开的组合物，其量和时间有效地将所述mRNA疫苗施用于存在于所述对象体内或体周围的

一种或多种选定的组织、器官、系统或细胞中的细胞(例如，抗原呈递细胞，如树突细胞)群

体。在特别优选的实施方式中，所述对象是人类，并且所述组合物包含mRNA抗原编码组分，

所述组分包含在多聚复合物核粒子群体内，所述多聚复合物核粒子群体本身包含在外脂质

双层内。

[0054] 所公开的组合物在各种体外、离体和体内治疗方案中具有特别的用途，并且它们

可以被单独配制，或者，与一种或多种另外的药剂组合配制，所述另外的药剂包括但不限于

一种或多种抗癌抗原、一种或多种抗原性肽、一种或多种诊断剂、一种或多种治疗剂、一种

或多种细胞毒性剂、一种或多种化学治疗剂、一种或多种佐剂、一种或多种免疫刺激剂、一

种或多种免疫调节剂或其任何组合，以用于各种治疗适应症，包括但不限于治疗或改善一

种或多种人类癌症、过度增殖性病症、感染性疾病、心脏病等的症状。

[0055] 如本文所述，所公开的疫苗体系可以进一步任选包括一种或多种活性剂，例如，一

种或多种预防剂、一种或多种治疗剂、一种或多种诊断剂、一种或多种疫苗、一种或多种显

像剂、一种或多种放射标记物、一种或多种辅助剂、一种或多种化疗剂、一种或多种细胞毒
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性剂、一种或多种检查点抑制剂药物[例如抗PD‑1抗体，抗PD‑L1抗体，抗‑CTLA‑4抗体等]或

其任何组合。

[0056] 在相关实施方式中，本发明还提供治疗和/或治疗试剂盒，其包括一种或多种本文

公开的基于核/壳的mRNA疫苗递送系统，通常与以下各项组合：一种或多种可药用的载体、

一种或多种用于向目标对象施用所述组合物的装置以及关于在诊断或治疗哺乳动物疾病

例如癌症等中使用所述组合物的一套或多套说明书。

[0057] 本发明还在总体和一般意义上提供了用于将mRNA分子群体有效递送至哺乳动物

体内的哺乳动物细胞(包括，例如，树突细胞、巨噬细胞、B细胞或肿瘤细胞)群体的组合物和

方法。这样的组合物优选以有效治疗或改善所述哺乳动物对象的一种或多种疾病或异常病

况的量和时间施用于所述对象。在某些实施方式中，所述对象有风险、被诊断有或怀疑患有

一种或多种异常细胞增殖性病况，包括例如一种或多种癌症或其他过度增殖性病症。

[0058] 如本文所述，本公开的组合物可通过任何一种或多种常规施用方法施用于所述对

象，所述施用方法包括但不限于静脉内、皮肤、皮下、或通过直接注射至所述对象体内或体

周围的一种或多种细胞或一种或多种组织、器官或肿瘤。

[0059] 如本文进一步所述，在某些应用中，可能需要将从对象获得的细胞群体与本文公

开的疫苗组合物离体接触，然后，随后将所生成的接触细胞重新引入所述对象体内。特别考

虑这样的离体疗法可用于将所公开的mRNA疫苗引入人树突细胞群体，使所述活性成分与所

述细胞接触，然后将所生成的转化细胞重新引回所述动物体内。优选地，被提取用于这种离

体操作的树突细胞将是正在接受治疗的实际患者的树突细胞。

[0060] 在特定的实施方式中，本发明的mRNA疫苗组合物可以配制用于药物施用，并且优

选用于施用于人类。这样的组合物可进一步包括一种或多种另外的治疗剂、化疗剂、佐剂或

第二种不同的mRNA疫苗。

[0061] 本文公开的mRNA疫苗也可以在体外用于扩增肿瘤抗原特异性T细胞群体。所述应

用的一个实例是与人类患者来源的T细胞共培养，以扩增肿瘤抗原特异性T细胞群体，然后

将它们输回至患者。

[0062] 另外，所公开的mRNA疫苗也可用于分离肿瘤抗原特异性T细胞受体以用于T细胞工

程。一个实例是含有mRNA疫苗的树突细胞与人T细胞共培养，并从中分离出具有高结合能力

的T细胞。一旦分离出所述T细胞，就可以通过测序确定它们的T细胞受体，并用于生成TCR‑T

细胞(癌症免疫疗法的另一个分支)。

附图说明

[0063] 以下附图构成本说明书的一部分，并且包括在内以示范本发明的某些方面。为了

促进对本发明原理的理解，现在将参考附图中所示的实施方式或示例，并且将使用特定语

言来描述它们。然而，应理解的是，不打算以此限制本发明的范围。所描述的实施方式中的

任何变更和进一步的修改，以及如本文所述的本发明的原理的任何进一步的应用，被视为

是本发明相关领域的普通技术人员会正常想到的。通过结合附图参考以下描述可以更好地

理解本发明，其中相同的数字标记代表相同的要素，并且其中：

[0064] 图1A、图1B、图1C、图1D、图1E、图1F、图1G、图1H、图1I、图1J、图1K、和图1L显示了脂

质多聚复合物(lipopolyplex)mRNA疫苗的结构和特征。图1A是根据本发明的一个方面制备
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的基于脂质多聚复合物‑mRNA的疫苗的示意图。示例性疫苗包括通过带正电荷的PbAE聚合

物和带负电荷的mRNA分子之间的静电相互作用组装的多聚复合物疏脂性“核”。然后将所生

成的多聚复合物‑mRNA核囊封在亲水性脂质双层“壳”中。图1B显示了对示例性多聚复合物‑

mRNA结合的凝胶阻滞分析。样品按以下顺序装载：游离mRNA，以10、20、30和40(重量/重量)

的多聚复合物/mRNA。图1C、图1D、和图1E显示了空脂质体壳(图1C)、多聚复合物/mRNA核(重

量/重量＝20)(图1D)和脂质多聚复合物/mRNA核‑壳结构(图1E)的透射电子显微镜(TEM)图

像。图1F、图1G、图1H、图1I、图1J和图1K示出了用mRNA包装的粒子处理的DC2.4细胞中的

eGFP表达。DC2.4细胞用PBS对照(图1F)、PbAE/eGFP  mRNA核(图1G)、EDOPC/DOPE‑包装的

PbAE/eGFP  mRNA(图1H)、DOTAP/Chol‑包装的PbAE/eGFP  mRNA(图1I)、CHEMS/DOPE/R8‑包装

的PbAE/eGFP  mRNA(图1J)或鱼精蛋白/eGFP  mRNA核(图1K)处理，并在24小时后通过荧光显

微术检测eGFP表达。图1L示出了用各种粒子类型处理后的DC2.4存活率；

[0065] 图2示出了示例性脂质多聚复合物/mRNA核‑壳疫苗被哺乳动物树突细胞群体优先

摄取。DC2.4、MDA‑MB‑231和mDMEC细胞在细胞分选之前与脂质多聚复合物/eGFP  mRNA温育

24小时之后，对GFP阳性细胞进行流式细胞术分析；在小鼠皮下注射LPP/Luc后48小时，利用

生物发光图像来检测荧光素酶表达。左侧是对照小鼠；右侧是LPP/Luc处理的小鼠。

[0066] 图3A、图3B、图3C、图3D、图3E、图3F、图3G和图3H显示了细胞进入的机制。图3A‑图

3F表示在模拟对照(图3A)、阿米洛利(图3B)、氯丙嗪(图3C)、氯喹(图3D)、染料木黄酮(图

3E)和匹莫齐特(图3F)存在下用LPP/0.5μg  FAM‑标记的eGFP  mRNA处理的DC2.4细胞的图

像。图3G显示了FAM阳性细胞的Image  J分析，而图3H示出了DC2.4细胞对LPP/FAM标记的

eGFP  mRNA的时间依赖性摄取。误差棒表示一式三份实验的平均值±标准偏差；

[0067] 图4A、图4B和图4C显示了LPP/mRNA疫苗对DC的刺激。图4A显示了用LPP/OVA(用OVA 

mRNA包装的EDOPC/DOPE/DSPE‑PEG)和对照处理的BMDC中的细胞因子分泌；图4B显示了

TLR7/8抑制剂ODN2087对IL‑12和IFN‑β表达的抑制；图4C是LPP/OVA  mRNA和LPP/OVA蛋白对

DC刺激之间的比较；显示了DC成熟标志物的流式细胞术分析。误差棒表示一式三份实验的

平均值±标准偏差；

[0068] 图5A、图5B和图5C显示了LPP/mRNA疫苗对DC抗原交叉呈递的刺激。图5A是H‑2kb‑

OVA257‑264呈递的流式细胞术分析。图5B显示了与处理后的BMDC共温育后OVA特异性CD4+

和CD8+T细胞的时间依赖性IL‑2分泌。B3Z：OVA特异性CD8+T细胞；DOBW：OVA特异性CD4+T细

胞。图5C显示了与处理后的DC2.4细胞共温育后OVA特异性CD4+和CD8+T细胞的时间依赖性

IL‑2分泌；显示了在与用LPP/OVA  mRNA或LPP/OVA蛋白预处理的DC2.4细胞共温育后，OVA特

异性CD8T细胞的IL‑2分泌的比较；

[0069] 图6A和图6B显示了LPP/OVA的体外和体内抗肿瘤活性。图6A显示了在皮下LPP/OVA 

mRNA疫苗接种后3、6和24小时的血清IFN‑β水平；图6B示出了LPP/OVA  mRNA对B16‑OVA黑素

瘤肺转移的抑制。显示了治疗程序(上图)和来自治疗后小鼠的肺的代表性图像(中图)，并

总结了肺中肿瘤结节的平均数量(下图)。数据按平均值±SEM呈现。每组中有5只小鼠；

[0070] 图7显示了将mRNA分子与递增量的聚合物(PbAE)混合，并且将样品通过琼脂糖凝

胶电泳分离。未结合的mRNA分子移动到底部，而与所述聚合物结合的mRNA分子停留在顶部。

泳道#1：游离mRNA，泳道2‑5：具有递增量的聚合物的mRNA分子；

[0071] 图8A和图8B分别显示了非靶向和靶向的mRNA疫苗纳米粒子的尺寸分析；
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[0072] 图9A、图9B和图9C分别显示了根据本公开的一个方面的示例性空脂壳(左)、mRNA

核(中)和完整mRNA疫苗纳米粒子的透射电子显微镜(TEM)图像；

[0073] 图10A、图10B、图10C、图10D、图10E、和图10F显示了将DC2.4树突细胞与mRNA核形

式(PbAE/mRNA核或鱼精蛋白/mRNA核)或包装在脂质壳(我们的mRNA疫苗、DOTAP/胆固醇囊

封的mRNA或CHEMS/DOPE/R8囊封的mRNA)中的相同量的EGFP(绿色荧光蛋白)mRNA共温育。24

小时后在荧光显微镜下监测EGFP表达；

[0074] 图11显示了将DC2.4细胞与裸mRNA核或包装的mRNA一起温育，并在24小时后测定

细胞存活率；

[0075] 图12A和图12B显示了将Cy5标记的mRNA包装到非靶向或靶向疫苗中。然后将荧光

疫苗粒子与DC2.4细胞一起温育4小时。测量用荧光mRNA疫苗粒子内化的细胞的百分比(图

12A)和具有总荧光的细胞(图12B)；

[0076] 图13示出了mRNA疫苗刺激树突细胞成熟。用mRNA疫苗或疫苗的单独组分处理骨髓

来源的树突细胞(BMDC)，并通过酶联免疫吸附分析(ELISA)测量I型干扰素细胞因子干扰

素‑β(IFN‑β)和树突细胞成熟标记物IL‑12p70的分泌；

[0077] 图14证明了TLR7/8抑制剂ODN2095对mRNA疫苗介导的树突细胞刺激的抑制。用卵

清蛋白(OVA)、TLR7/8抑制剂ODN2095、表达OVA的mRNA疫苗或mRNA疫苗和ODN2095的组合处

理BMDC，并通过ELISA测量I型干扰素细胞因子干扰素‑β(IFN‑β)和树突状细胞成熟标志物

IL‑12p70的分泌；

[0078] 图15显示用PBS阴性对照、鱼精蛋白/mRNA核或OVA特异性mRNA疫苗(表达OVA蛋白

的mRNA疫苗)处理的BMDC；然后应用流式细胞术检测也显示MHCI‑OVA表位的CD11c阳性树突

细胞；

[0079] 图16A显示BMDC细胞并且图16B显示用OVA  mRNA疫苗处理的DC2.4细胞，所述细胞

与OVA特异性CD4T细胞(DOBW)和CD8T细胞(B3Z)共温育24或48小时。然后通过ELISA检测T细

胞的IL‑2表达并定量；

[0080] 图17显示将OVA  mRNA疫苗与IDO1抑制剂INCB024360共同包装，并用于处理BMDC。

然后将BMDC与OVA特异性T细胞共温育，并通过ELISA测量IL‑2分泌；

[0081] 图18A和图18B显示将C57BL6小鼠用PBS、OVA蛋白或OVAmRNA疫苗处理3次，并分离

来自脾和淋巴结的细胞(包括活化的T细胞)并用于测试T细胞刺激状态和肿瘤细胞杀伤活

性。在图18A中，用OTI和OTII  OVA特异性抗原肽挑战(即共温育)所述分离细胞后的干扰素‑

γ分泌。在图18B中，将分离的T细胞与B16‑OVA肿瘤细胞共温育，并测量细胞存活率；

[0082] 图19显示将有B16‑OVA肿瘤肺转移的C57BL6小鼠用OVAmRNA疫苗处理3次(在第3、7

和10天)。在第18天将小鼠安乐死，并计数肺中的肿瘤结节。上面的时间线显示了处理程序。

来自PBS对照组和OVA  mRNA疫苗治疗组的代表性肺显示在图像的中间；显示了基于肺中肿

瘤结节的数量的定量以用于比较；

[0083] 图20显示了根据本公开的一个具体方面的疫苗结构的示例性示意图。其中，可视

化了由(1)中心的mRNA核、(2)外部的脂质壳(有或没有寻靶部分)和(3)之间的小分子和/或

蛋白质组成的mRNA疫苗纳米粒子的概览；以及

[0084] 图21显示了与单独的单一抗原疫苗相比，将编码IL12p70的mRNA共包装进一步促

进了mRNA疫苗活性。
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[0085] 序列简要说明

[0086] SEQ  ID  NO：1是源自野生型TP53肽的示例性细胞毒性T细胞表位，并且其根据本公

开的一个或多个方面是有用的；

[0087] SEQ  ID  NO：2是源自突变的TP53肽的示例性细胞毒性T细胞表位，并且其根据本公

开的一个或多个方面是有用的；

[0088] SEQ  ID  NO：3是源自野生型TP53肽的示例性细胞毒性T细胞表位，并且其根据本公

开的一个或多个方面是有用的；

[0089] SEQ  ID  NO：4是源自突变的TP53肽的示例性细胞毒性T细胞表位，并且其根据本公

开的一个或多个方面是有用的；

[0090] SEQ  ID  NO：5是源自野生型PIK3CA肽的示例性细胞毒性T细胞表位，并且其根据本

公开的一个或多个方面是有用的；

[0091] SEQ  ID  NO：6是源自突变的PIK3CA肽的示例性细胞毒性T细胞表位，并且其根据本

公开的一个或多个方面是有用的；

[0092] SEQ  ID  NO：7是源自野生型PIK3CA肽的示例性细胞毒性T细胞表位，并且其根据本

公开的一个或多个方面是有用的；

[0093] SEQ  ID  NO：8是源自突变的PIK3CA肽的示例性细胞毒性T细胞表位，并且其根据本

公开的一个或多个方面是有用的；

[0094] SEQ  ID  NO：9是源自野生型PTEN肽的示例性细胞毒性T细胞表位，并且其根据本公

开的一个或多个方面是有用的；以及

[0095] SEQ  ID  NO：10是源自突变的PTEN肽的示例性细胞毒性T细胞表位，并且其根据本

公开的一个或多个方面是有用的。

具体实施方式

[0096] 下面描述本发明的说明性实施方式。为了清楚起见，在本说明书中并未描述实际

实施的所有特征。当然要领会，在开发任何这样的实际实施方式中，必须做出许多特定于实

施的决定来达到开发者的特定目标，例如遵守与系统相关的和与商业相关的约束，这些约

束将因实施而异。此外，应领会，这样的开发工作可能是复杂且耗时的，但对受益于本公开

的本领域普通技术人员来说，将是例行任务。

[0097] 癌症

[0098] 癌症可以认为是全球公众健康的最大威胁之一。癌症转移是恶性肿瘤的关键特

征，并造成超过90％的实体肿瘤相关死亡。由于对癌症转移的机制知之甚少，因此对于有效

控制肿瘤转移没有诊断/预后标签和专门的治疗可用。事实上，转移是一个复杂的过程，涉

及良好协调的事件序列，其中一些肿瘤细胞离开原发病灶并在远处的部位居留。因为原发

肿瘤中的并非所有细胞都具有转移能力，因此推测转移性癌细胞可能具有能够提供有价值

的治疗靶标的特殊特征。

[0099] 基于mRNA的治疗性癌症疫苗

[0100] 基于mRNA的治疗性癌症疫苗具有触发强大的抗癌免疫的益处，而没有来自DNA疫

苗的基因组整合的潜在危险或来自肽疫苗的抗原选择的局限性。然而，由带正电荷的蛋白

质核结构中凝聚的mRNA分子组成的常规mRNA疫苗不被抗原呈递细胞有效内化，因此不能为
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所述mRNA分子提供充分的保护以免受血浆和组织酶的降解。

[0101] 用于包装mRNA的脂质多聚复合物组合物

[0102] 在一个方面，本公开提供了基于脂质多聚复合物‑(LPP)和蛋白质的壳/核递送系

统，其被设计成将核酸分子(包括，例如mRNA)包装在聚合的多聚复合物“核”中，然后将其装

载到由磷脂双层组成的“壳”结构中。图1A中显示了说明性的系统，并且图20中显示了这样

的疫苗递送系统的一般化示意图。这些组合物不仅可以保护疏水性多聚复合物核结构内部

的mRNA分子免受RNA酶的攻击和随后的降解，而且包围所述核的包封性磷脂双层壳结构的

存在也有助于使载体被抗原呈递细胞(包括但不限于巨噬细胞、B细胞，树突细胞等)更有效

地内化，并促进粒子通过囊泡状系统转运以及mRNA分子从所述核结构最终释放到胞质溶胶

中以促进所编码的抗原的产生。

[0103] 在实施例1中，已经系统地表征了特定LPP的组成和形态，并且还研究了DC对LPP/

mRNA的细胞摄取以及所编码的肽抗原在DC中的最终蛋白质合成。通过应用卵清蛋白(OVA)

作为抗原模型，在细胞培养中检查对所述LPP/OVA  mRNA疫苗的免疫应答，并且还在用OVA表

达性B16黑素瘤细胞建立的黑素瘤肺转移的鼠模型中评价抗肿瘤免疫。

[0104] 药物制剂

[0105] 在某些实施方式中，本公开涉及以可药用制剂制备的疫苗递送组合物，其用于单

独地或与一种或多种其他形式的诊断、预防和/或疗法组合施用于动物的一种或多种细胞

或组织。可药用的赋形剂和载体溶液的制剂是本领域普通技术人员公知的，开发合适的剂

量和治疗方案以在各种诊断和癌症预后方案中使用本文所述的特定的基于LPP‑mRNA的疫

苗组合物也是如此。

[0106] 在某些情况下，希望通过一种或多种标准递送装置将所公开的基于聚合的多聚复

合物核/磷脂双层壳的疫苗递送系统在适当配制的药物介质中递送，包括但不限于皮下、肠

胃外、静脉内、肌内、鞘内、肿瘤内、腹膜内、透皮、局部、通过口或鼻吸入或通过直接注射至

动物、并优选人类体内或体周围的一种或多种细胞、组织或器官。

[0107] 所述施用方法也可以包括如美国专利号5,543,158；5,641,515，和5,399,363中所

述的那些方式，所述美国专利各自通过对其明确的引用以其整体特别并入本文。作为游离

碱或可药用盐的所述活性化合物的溶液可以在无菌水中制备，并且可以适当地与一种或多

种表面活性剂如羟丙基纤维素混合。也可以在甘油、液体聚乙二醇、油或其混合物中制备分

散体。在平常的储存和使用条件下，这些制剂含有防腐剂以防止微生物生长。

[0108] 对于可注射水溶液的施用，并非限制地，所述溶液如有必要可被适当地缓冲，并且

所述液体稀释剂首先用足够的盐水或葡萄糖使之等渗。这些特定的水溶液尤其适合用于静

脉内、肌内、皮下、透皮、真皮下和/或腹膜内施用。对此，本发明的组合物可以配制在一种或

多种可药用的介质中，包括例如无菌水性介质、缓冲剂、稀释剂等(参见，例如，“雷明顿药物

科学(REMINGTON'S  PHARMACEUTICAL  SCIENCES)”第15版，第1035‑1038和1570‑1580页)。虽

然取决于所治疗的对象的病况、治疗的程度和施用的部位，必然会发生一些剂量变化，但是

负责施用的人将能够利用医学和药学领域的普通知识来确定适合于个体对象的正确给药

方案。

[0109] 无菌注射组合物可以通过将所需量的所公开的疫苗组合物根据需要与上面列举

的若干其它成分一起掺入适当的溶剂中，然后过滤灭菌来制备。通常，可以通过将选定的已
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灭菌的活性成分掺入无菌介质中来制备分散体，所述无菌介质含有基础分散介质和所需的

来自上面列举的那些的其他成分。本文公开的疫苗组合物也可以以中性或盐形式配制。

[0110] 可药用盐包括(与蛋白质的游离氨基形成的)酸加成盐，并且其是用无机酸例如但

不限于盐酸或磷酸，或者有机酸例如但不限于乙酸、草酸、酒石酸、扁桃酸等形成的。与游离

羧基形成的盐也可以由无机碱例如但不限于氢氧化钠、氢氧化钾、氢氧化铵、氢氧化钙或氢

氧化铁，以及诸如异丙胺、三甲胺、组氨酸、普鲁卡因等的有机碱衍生而来。在配制时，溶液

将以与所述剂量制剂相容的方式并且以对预期应用有效的量施用。本发明化合物的制剂可

以容易地以多种剂型施用，所述剂型例如可注射溶液、局部制剂、口服制剂包括缓释胶囊、

水凝胶、胶体、粘性凝胶、透皮试剂、鼻内和吸入制剂等等。

[0111] 本文公开的疫苗组合物的量、给药方案、制剂和施用将在受益于本教导的普通技

术人员的权限内。然而，有可能可以通过单次施用来实现施用诊断有效(即，药学上有效)量

的一种或多种所公开的基于mRNA的疫苗组合物，例如但不限于向有此需要的患者单次注射

足量的所递送药剂以提供期望的益处。或者，在一些情况下，可能希望在相对短的或甚至相

对延长的时期内提供多次或连续施用所公开的组合物，这可由对此类组合物向正经历这种

程序的选定个人的施用进行监督的执业医师来决定。

[0112] 通常，一种或多种本文所述的基于聚合的多聚复合物核/磷脂双层壳的疫苗递送

系统的制剂将至少含有有效量的第一活性剂。优选地，所述制剂可含有至少约0.001％的各

活性成分，优选至少约0.01％的所述活性成分，然而所述活性成分的百分比当然可以变化，

并且可以基于总制剂适宜地以约0.01至约90重量％或体积％或约0.1至约80重量％或体

积％或更优选地约0.2至约60重量％或体积％的量存在。自然，各组合物中活性化合物的量

可以按照在任何给定单位剂量的化合物中将会获得合适的剂量这样的方式制备。制备此类

药物制剂领域的普通技术人员将考虑诸如溶解度、生物利用度、生物t1/2、施用途径、产品

储存期限以及其他药理学考虑的因素，并因此，可以需要各种各样的剂量和治疗方案。在优

选的实施方式中，所述活性剂是包含在所述内部多聚复合物内的mRNA疫苗组分。

[0113] 虽然预期全身施用在本发明的许多实施方式中是有效的，但也预期本文公开的制

剂适合于直接注射到体内的一种或多种器官、组织或细胞类型中。将所公开的组合物直接

施用于体内特定的不连续位置，或直接施用于肿瘤或癌组织，例如，可以利用相关医学肿瘤

学领域中普通技术人员知晓的合适手段进行。

[0114] 本发明的药物制剂可进一步包含一种或多种赋形剂、缓冲剂或稀释剂，它们被特

别配制用来与哺乳动物细胞、特别是人类细胞接触，和/或用来施用于哺乳动物对象如人类

患者。组合物可以进一步任选包含一种或多种诊断或预后剂，和/或可以被配制在微球、微

粒、纳米球或纳米粒子群体内，并且可以被配制用来施用于一种或多种细胞、组织、器官或

特别是人体。

[0115] 可药用赋形剂和载体溶液的配制是本领域技术人员公知的，开发合适的给药、诊

断和/或治疗方案用于以各种方式包括例如但不限于口服、肠胃外、静脉内、鼻内、肿瘤内和

肌内施用途径使用本文所述的特定组合物也是如此。

[0116] 使用所公开的疫苗制剂的组合物的具体组合物使用量、具体施用时间或给药方

案，将在受益于本教导的本领域普通技术人员的权限内。然而，有可能可以，在向正进行这

种治疗的患者有效提供期望的益处的时间期间，通过施用一剂或多剂的所述制剂来完成所
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公开制剂的施用。这样的给药方案可以取决于具体病况或患者、施行的疗法的程度或期限

等，由监督所述化合物的施用的执业医师决定。

[0117] 包含一种或多种如本文公开的活性成分的药物制剂不以任何方式限于仅用于人

类，或甚至仅用于灵长类动物或哺乳动物。在某些实施方式中，可以使用禽类、两栖动物、爬

行动物或其他动物物种来采用本文公开的方法和组合物。然而，在优选的实施方式中，本发

明的组合物优选被配制用于以各种方案施用于哺乳动物并特别是人类，以调节癌细胞的转

移潜力。如上所述，这样的组合物不仅限于在人类中使用，而且也可以被配制用于兽医施

用，包括但不限于选定的牲畜、外来或家养动物、伴侣动物(包括宠物等)、非人类的灵长类

动物以及动物园或其他圈养样本等。

[0118] 用于制备药物的组合物

[0119] 本发明的另一个重要方面涉及使用所公开的组合物(以及包含它们的制剂)制备

用于预防、诊断、治疗和/或改善动物、包括例如脊椎哺乳动物的一种或多种疾病、功能障

碍、异常病况或病症的一种或多种症状的药物的方法。所公开的组合物的用途特别被考虑

用于癌症的诊断和/或预后、癌症转移的检测或预测或其程度监测和/或为了抑制一种或多

种癌细胞类型的转移潜能。

[0120] 这样的用途一般涉及以足以诊断、治疗、减轻或改善患病哺乳动物的一种或多种

癌症症状的量和时间向有需要的哺乳动物施用一种或多种所公开的疫苗组合物。

[0121] 包含一种或多种所公开的基于mRNA的疫苗组合物的药物制剂也构成本发明的一

部分，特别是那些进一步包含至少第一可药用赋形剂以用于治疗和/或改善患病哺乳动物

中一种或多种癌症症状的那些组合物。

[0122] 示例性定义

[0123] 根据本发明，多核苷酸、核酸区段、核酸序列等包括但不限于DNA(包括但不限于基

因组或基因组外DNA)、基因、肽核酸(PNA)、RNA(包括但不限于rRNA、mRNA和tRNA)、核苷以及

合适的核酸区段，其得自天然来源、化学合成、修饰或以其它方式全部或部分由人工制备或

合成。

[0124] 除非另有定义，否则本文中使用的所有技术和科学术语所具有的含义与本发明所

属领域的普通技术人员通常理解的相同。以下参考文献为本领域技术人员提供了本发明中

使用的许多术语的一般定义：生物化学与分子生物学词典(Dictionary  of  Biochemistry 

and  Molecular  Biology)，(第2版)J.Stenesh(编著)，Wiley‑Interscience(1989)；微生物

学与分子生物学词典(Dictionary  of  Microbiology  and  Molecular  Biology)(第3版)，

P .Singleton和D .Sainsbury(编著)，Wiley‑Interscience(2007)；钱伯斯科技词典

(Chambers  Dictionary  of  Science  and  Technology)(第2版)，P .Walker(编著)，

Chambers(2007)；遗传学词汇(Glossary  of  Genetics)(第5版)，R .Rieger等(编著)，

Springer‑Verlag(1991)；以及哈珀柯林斯生物学词典(The  HarperCollins  Dictionary 

of  Biology)，W.G.Hale和J.P.Margham，(编著)，HarperCollins(1991)。

[0125] 尽管与本文所描述的类似或等效的任何方法和组合物可用于本发明的实践或检

验，但本文描述了优选的方法和组合物。出于本发明的目的，下面为了清楚和便于参考起见

对以下术语加以定义：

[0126] 根据长期以来的专利法惯例，当在本申请包括权利要求书中使用不带数量指示的
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指称物时，表示“一或多”。

[0127] 术语“约”和“近似”用于本文中时是可互换的，并且一般应理解为是指一个给定数

字周围的数字范围，以及所叙述的数字范围内的所有数字(例如，“约5至15”意味着“约5至

约15”，除非另有说明)。此外，本文中的所有数值范围应理解为包括该范围内的各个整数。

[0128] 用于本文中时，“抗原性多肽”或“免疫原性多肽”是这样的多肽，当其被引入脊椎

动物时，与脊椎动物的免疫系统分子反应，即是抗原性的，和/或在该脊椎动物中诱导免疫

应答，即是免疫原性的。

[0129] “生物相容”是指下述物质，当暴露于活细胞时将支持细胞的适当细胞活性而不会

在细胞中引起不想要的效应如细胞生命周期的变化、细胞增殖速率的变化或细胞毒性效

应。

[0130] 术语“生物功能等效”在本领域中是公知的，并且在本文中进一步详细定义。因此，

具有约85％至约90％、或更优选约91％至约95％、或甚至更优选约96％至约99％的核苷酸

与本文提供的一种或多种核苷酸序列一致或功能等效的序列，被特别考虑可用于本申请中

阐述的方法和组合物的实践。

[0131] 用于本文时，术语“缓冲剂”包括一种或多种组合物或其水溶液，当将酸或碱添加

到包含所述缓冲剂的溶液或组合物中时，所述缓冲剂抵抗pH的波动。这种对pH变化的抗性

是由于这种溶液的缓冲性质，并且可以是包含在所述组合物中的一种或多种特定化合物的

功能。因此，表现出缓冲活性的溶液或其他组合物被称为缓冲剂或缓冲溶液。缓冲剂一般不

具有无限的维持溶液或组合物的pH的能力；而是，它们通常能够将pH维持在一定范围内，例

如约5至7的pH。

[0132] 用于本文时，术语“载体(carrier)”旨在包括药学上可接受用于向相关动物施用

或者如果适用的话可接受用于治疗或诊断目的的任何溶剂、分散介质、包衣、稀释剂、缓冲

剂、等渗剂、溶液、悬浮液、胶体、惰性体等，或其组合。

[0133] 用于本文时，术语“DNA区段”是指已经从特定物种的总基因组DNA分离出来的DNA

分子。因此，使用本文公开的组合物之一从生物样品获得的DNA区段是指一种或多种已经从

从其获得它们的特定物种的总基因组DNA中分离出来或纯化出来的DNA区段。术语“DNA区

段”内包括DNA区段和这种区段的较小片段，以及重组载体，包括例如质粒、粘粒、噬菌体、病

毒等。

[0134] 术语“有效量”，用于本文时，是指能够治疗或改善疾病或病况或者能够产生预期

治疗效果的量。

[0135] 用于本文时，术语“表位”是指给定免疫原性物质的一部分，通过本领域已知的任

何方法确定，所述部分是已对所述给定的免疫原性物质发动免疫应答的宿主免疫系统的抗

体或细胞表面受体的靶标，即被所述抗体或细胞表面受体结合。进一步地，表位可以被定义

为免疫原性物质的一部分，如通过本领域可利用的任何方法所确定(参见，例如，Geysen等

人，1984)，所述部分在动物中引发抗体应答或诱导T细胞应答。表位可以是任何免疫原性物

质的一部分，所述免疫原性物质例如蛋白质、多核苷酸、多糖、有机或无机化学物质或其任

何组合。术语“表位”也可以与“抗原决定簇”或“抗原决定簇位点”可互换地使用。

[0136] 术语“例如”用于本文时仅用于举例而非意图限制，并且不应被解释为仅仅是指在

说明书中明确列举的那些项。
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[0137] 用于本文时，“异源的”是相对于预定的参考核酸序列定义的。例如，对于结构基因

序列，异源启动子被定义为不会与所述参考结构基因相邻地天然存在、但通过实验室操作

将其放置的启动子。同样地，异源基因或核酸区段被定义为不会与参考启动子和/或增强子

元件相邻地天然存在的基因或区段。

[0138] 用于本文时，当提及多核苷酸时，“同源的”是指尽管来自不同来源，但具有相同的

基本核苷酸序列的序列。通常，同源核酸序列源自于具有一个或多个基本相似的基因组序

列的密切相关的基因或生物体。相反，“同功的(analogous)”多核苷酸是与来自不同物种或

生物体的多核苷酸共有相同功能、但可具有明显不同的一级核苷酸序列的多核苷酸，其编

码一种或多种实现相似功能或具有相似生物活性的蛋白质或多肽。同功多核苷酸经常可以

源自于两种或更多种(例如，遗传上或系统发育上)不密切相关的生物体。

[0139] 用于本文时，术语“同源性”是指两个或更多个多核苷酸或多肽序列之间的互补性

程度。当第一核酸或氨基酸序列具有与第二核酸或氨基酸序列完全相同的一级序列时，词

语“同一性”可以代替词语“同源性”。序列同源性和序列同一性可通过使用本领域已知的算

法和计算机程序分析两个或更多个序列来确定。这样的方法可用于评估给定序列是否与另

一选定序列具有同一性或同源性。

[0140] 在两个或更多个核酸或多肽序列的环境下，术语“同一”或“同一性”百分比是指当

使用下面描述的序列比较算法之一(或普通技术人员可用的其他算法)或通过视觉检查测

量进行比较和比对最大对应性时，两个或更多个序列或子序列相同或具有特定百分比的相

同的氨基酸残基或核苷酸。

[0141] 用于本文时，短语“需要治疗”是指由护理人员例如医生或兽医做出的判断，患者

需要(或将以一种或多种方式受益于)治疗。这样的判断可以基于护理人员的专业知识领域

中的各种因素做出，并且可以包括下述认识，即患者因可由一种或多种化合物或药物组合

物例如本文陈述的那些进行治疗的疾病状态而抱病。

[0142] 短语“分离的”或“生物纯的”是指物质基本上或实质上不含在天然状态下通常伴

随该物质存在的组分。因此，根据本公开的分离的多核苷酸或多肽优选不含在它们的天然

或原位环境中通常与那些多核苷酸或多肽关联的物质。

[0143] 用于本文时，术语“试剂盒”可用于描述便携式自备外壳的变体，其包括至少一组

本发明的试剂、组分或药学上配制的组合物。任选地，这样的试剂盒可包括一套或多套说明

书，所述说明书关于，例如在实验室或临床应用中，使用所封装的组合物。

[0144] “联接”或“接合”是指本领域已知的用于功能性连接一种或多种蛋白质、肽、核酸

或多核苷酸的任何方法，包括但不限于重组融合、共价键合、二硫键键合、离子键合、氢键键

合、静电键合等。

[0145] 本文所用的术语“天然存在”在应用于物体时是指物体可以在自然界中存在的事

实。例如，存在于生物体(包括病毒)中、能够从自然界中的来源分离并且未在实验室中经人

工有意修饰的多肽或多核苷酸序列是天然存在的。用于本文时，已经根据经典遗传学选择

性繁殖的啮齿动物实验室品种被认为是天然存在的动物。

[0146] 用于本文时，术语“核酸”包括以下的一种或多种类型：多脱氧核糖核苷酸(含有2‑

脱氧‑D‑核糖)、多核糖核苷酸(含有D‑核糖)以及任何其他类型的多核苷酸，其是嘌呤或嘧

啶碱基或者修饰的嘌呤或嘧啶碱基(包括无碱基位点)的N‑糖苷。术语“核酸”，用于本文时，
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也包括核糖核苷或脱氧核糖核苷的共价键合的聚合物，所述共价键合通常通过亚基之间的

磷酸二酯键，但在有些情况下通过硫代磷酸酯、甲基膦酸酯等键合。“核酸”包括单链和双链

DNA以及单链和双链RNA。示例性核酸包括但不限于gDNA；hnRNA；mRNA；rRNA，tRNA，微小RNA

(miRNA)，小干扰RNA(siRNA)，小核仁RNA(snORNA)，小核RNA(snRNA)和小时序RNA(stRNA)

等，及其任何组合。

[0147] 术语“可操作地联接”，用于本文时，是指所联接的核酸序列通常是邻接的或基本

上邻接的，并且在需要接合两个蛋白质编码区的情况下，是邻接的并且在阅读框内。然而，

由于增强子一般在与启动子分隔数千碱基时起作用，并且内含子序列可以具有可变长度，

因此一些多核苷酸元件可以可操作地联接但不邻接。

[0148] 用于本文时，术语“患者”(也可互换地称为“接受者”、“宿主”或“对象”)是指可作

为本文所论述的一种或多种血管进入装置的接受者的任何宿主。在某些方面，所述接受者

将是脊椎动物，其旨在表示任何动物物种(并且优选地，哺乳动物物种，例如人类)。在某些

实施方式中，“患者”是指任何动物宿主，包括但不限于，人类和非人类灵长类动物、禽类、爬

行动物、两栖动物、牛、犬、山羊(caprines)、cavines、乌鸦、epines、马属动物、猫科动物、山

羊(hircines)、兔、野兔(leporines)、狼(lupines)、鼠科动物、绵羊、猪、racines、狐狸等，

包括但不限于家养的牲畜、放牧或迁徙的动物或鸟类、外来或动物园样本以及伴侣动物、宠

物和任何受执业兽医护理的动物。

[0149] 短语“可药用的”是指当施用于人时，特别是当施用于人眼时，不产生过敏或类似

的不良反应的分子实体和组合物。含有蛋白质作为活性成分的水性组合物的制备在本领域

中是公知的。通常，将这样的组合物制备成注射剂，或作为液体溶液或作为悬液。或者，它们

可以被制备成适合在注射前溶解或悬浮于液体中的固体形式。

[0150] 用于本文时，“可药用盐”是指保留想要的母体化合物生物活性并且不产生任何不

想要的毒理学效应的盐。这样的盐的实例包括但不限于与无机酸例如盐酸、氢溴酸、硫酸、

磷酸、硝酸等形成的酸加成盐；以及与有机酸例如乙酸、草酸、酒石酸、琥珀酸、马来酸、富马

酸、葡萄糖酸、柠檬酸、苹果酸、抗坏血酸、苯甲酸、鞣酸、扑酸(亚甲基双羟萘酸)、藻酸、萘甲

酸、聚谷氨酸、萘磺酸、萘二磺酸、聚半乳糖醛酸形成的盐；与多价金属阳离子例如锌、钙、

铋、钡、镁、铝、铜、钴、镍、镉等的盐；与由N,N'‑二苄基乙二胺或乙二胺形成的有机阳离子形

成的盐；及其组合。

[0151] 用于本文时，术语“质粒”或“载体(vector)”是指由遗传物质(即核酸)组成的遗传

构建体。通常，质粒或载体含有在细菌宿主细胞、例如大肠杆菌中有功能的复制起点，以及

用于检测包含所述质粒的细菌宿主细胞的选择性标志。本发明的质粒和载体可包括一个或

多个如本文所述的遗传元件，安排所述遗传元件使得插入的编码序列可在合适的表达细胞

中转录和翻译。另外，所述质粒或载体可包括一个或多个核酸区段、基因、启动子、增强子、

激活子、多克隆区或其任何组合，包括从一种或多种天然和/或人工来源获得或衍生的区

段。

[0152] 用于本文时，术语“多肽”旨在包涵单数“多肽”以及复数“多肽”，并且包括两个或

更多个氨基酸的任何链。因此，用于本文时，包括但不限于“肽”、“二肽”、“三肽”、“蛋白质”、

“酶”、“氨基酸链”和“连续氨基酸序列”的术语都包涵在“多肽”的定义内，并且术语“多肽”

可以代替这些术语中的任何一个或者可以与这些术语中的任何一个可互换地使用。该术语
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还包括已经历一种或多种翻译后修饰或通过包含一种或多种非天然存在的氨基酸进行修

饰的多肽，所述翻译后修饰包括，例如但不限于，糖化、乙酰化、磷酸化、酰胺化、衍生化、蛋

白水解切割、翻译后加工。本领域中存在对于多核苷酸和多肽结构的常规命名法。

[0153] 例如，一字母和三字母缩写被广泛用于描述氨基酸：丙氨酸(A；Ala)，精氨酸(R；

Arg)，天冬酰胺(N；Asn)，天冬氨酸(D；Asp)，半胱氨酸(C；Cys)，谷氨酰胺(Q；Gln)，谷氨酸

(E；Glu)，甘氨酸(G；Gly)，组氨酸(H；His)，异亮氨酸(I；Ile)，亮氨酸(L；Leu)，甲硫氨酸(M；

Met)，苯丙氨酸(F；Phe)，脯氨酸(P；Pro)，丝氨酸(S；Ser)，苏氨酸(T；Thr)，色氨酸(W；Trp)，

酪氨酸(Y；Tyr)，缬氨酸(V；Val)，和赖氨酸(K；Lys)。本文所述的氨基酸残基优选是“1”异构

形式。然而，“d”异构形式的残基可以取代l氨基酸残基，条件是保留想要的多肽性质。

[0154] 用于本文时，术语“预防”和“抑制”用于本文时是指在疾病状态的临床症状发作之

前施用单独的或包含在药物组合物中的化合物，以阻止所述疾病状态的任何症状、方面或

特征。这样的预防和抑制不需要是绝对被认为是医学上有用的。

[0155] “蛋白质”在本文中可与“肽”和“多肽”互换使用，并包括合成、重组或体外产生的

肽和多肽二者，以及在将核酸序列施用于宿主动物或人类对象后在体内表达的肽和多肽。

术语“多肽”优选意指任何氨基酸链长度，包括长度从约2至约20个氨基酸残基的短肽，长度

从约10至约100个氨基酸残基的寡肽，以及包括长度约100个氨基酸残基或更多的更长的多

肽。此外，该术语还旨在包括酶，即包括至少一种氨基酸聚合物的功能性生物分子。本发明

的多肽和蛋白质也包括被翻译后修饰或已经被翻译后修饰的多肽和蛋白质，并且包括添加

到主链氨基酸链中的任何糖或其他衍生物或缀合物。

[0156] “纯化”，用于本文时，意味着与许多其他化合物或实体分开。化合物或实体可以是

部分纯化的、基本纯化的或纯的。当化合物或实体从基本上所有其他化合物或实体中除去

时，其被认为是纯的，即优选至少约90％，更优选至少约91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％，或大于99％纯。部分或基本上纯化的化合物或实体可以除去天然与其一

起存在的物质例如细胞物质如细胞蛋白质和/或核酸的至少50％、至少60％、至少70％或至

少80％。

[0157] 术语“重组”表明通过人为干预人工或(非天然)合成改变的物质(例如，多核苷酸

或多肽)。所述改变可以对在其自然环境或天然状态下的物质进行，或对从其自然环境或天

然状态移除的物质进行。具体地，例如，当启动子序列通过表达被人工工程化的核酸区段而

产生时，它是“重组的”。例如，“重组核酸”是通过在例如克隆、DNA改组或其他程序期间的核

酸重组、或通过化学或其他诱变制成的；“重组多肽”或“重组蛋白质”是通过重组核酸的表

达而产生的多肽或蛋白质；以及“重组病毒”，例如重组AAV病毒，是通过重组核酸的表达而

产生的。

[0158] 术语“调节元件”，用于本文时，是指调节转录的核酸序列的区域。示例性调节元件

包括但不限于增强子、转录后元件、转录控制序列等。

[0159] 术语“RNA区段”是指已经从特定物种的总细胞RNA分离的RNA分子。因此，RNA区段

可以指一种或多种已经从其他RNA分离出来或纯化出来的RNA区段(天然或合成来源)。术语

“RNA区段”包括RNA区段和这种区段的较小片段。

[0160] 当提及氨基酸时，术语“序列”涉及给定氨基酸链、例如多肽或蛋白质内氨基酸的

线性N‑末端至C‑末端顺序的全部或一部分；“子序列”意指序列内任何连续的氨基酸段，例

说　明　书 16/38 页

20

CN 109152830 B

20



如给定蛋白质或多肽序列内的至少3个连续氨基酸。关于核苷酸链，“序列”和“子序列”具有

与5'至3'核苷酸顺序相关的相似含义。

[0161] 术语“基本上如SEQ  ID  NO：X所示的序列”是指该序列基本上对应于SEQ  ID  NO：X

的一部分并且有相对很少的核苷酸(或在多肽序列的情况下为氨基酸)与SEQ  ID  NO：X的核

苷酸(或氨基酸)不一致或为SEQ  ID  NO：X的核苷酸(或氨基酸)的生物学功能等效物。术语

“生物学功能等效物”在本领域中是公知的，并且在本文中进一步详细定义。因此，具有约

85％至约90％、或更优选约91％至约95％、或甚至更优选约96％至约99％的核苷酸与本文

提供的一种或多种核苷酸序列一致或功能等效的序列，被特别考虑可用于本发明的实践。

[0162] 用于本发明的适合的标准核酸杂交条件包括，例如，在50％甲酰胺、5×邓波特

(Denhardt’s)溶液、5×SSC、25mM磷酸钠、0.1％SDS和100μg/mL变性鲑鱼精子DNA中在42℃

下杂交16小时，然后用0.1×SSC、0.1％SDS溶液在60℃下连续洗涤1小时以除去要求量的背

景信号。严格性较低的本发明杂交条件包括，例如，在35％甲酰胺、5×邓波特溶液、5×SSC、

25mM磷酸钠、0.1％SDS和100μg/mL变性鲑鱼精子DNA或大肠杆菌DNA中在42℃下杂交16小

时，然后用0.8×SSC、0.1％SDS在55℃下连续洗涤。本领域普通技术人员将认识到，可以容

易地调节这样的杂交条件以获得针对特定应用的所需严格性水平。

[0163] 用于本文时，术语“结构基因”旨在一般性描述被表达而产生所编码的肽、多肽、蛋

白质、核酶、催化性RNA分子或反义分子的多核苷酸，例如基因。

[0164] 术语“对象”，用于本文时，描述了可以对其提供使用本发明组合物的治疗的生物

体，包括哺乳动物例如灵长类动物。可以从所公开的治疗方法中受益的哺乳动物物种包括

但不限于，猿；黑猩猩；猩猩；人类；猴子；家养动物例如狗和猫；牲畜例如马、牛、猪、绵羊、山

羊和鸡；以及其他动物，例如小鼠、大鼠、豚鼠和仓鼠。

[0165] 术语“基本互补”，当用于定义氨基酸或核酸序列时，意指特定的目标序列，例如寡

核苷酸序列，与选定序列的全部或一部分基本互补，并因此将与编码所述选定序列的mRNA

的一部分特异性结合。因此，通常所述序列将与mRNA“靶”序列高度互补，并且在所述序列的

互补部分中将具有不超过约1、约2、约3、约4、约5、约6、约7、约8、约9、或约10个等的碱基错

配。在许多情况下，可能希望所述序列是精确匹配的，即与所述寡核苷酸特异性结合的序列

完全互补，因此沿互补链段具有零错配。因而，高度互补的序列通常将相当特异性地与mRNA

的靶序列区域结合，因此将会高效地降低和/或甚至抑制靶mRNA序列翻译成多肽产物。

[0166] 基本互补的核酸序列将与和所述核酸特异性结合的相应核酸靶序列大于约80％

互补(或“％精确匹配”)，并将更优选与和所述核酸特异性结合的相应靶序列大于约85％互

补。在某些方面，如上所述，将会希望具有甚至更基本互补的核酸序列以用于本发明的实

践，并且在这样的情况下，所述核酸序列将与和所述核酸特异性结合的相应靶序列大于约

90％互补，并且在某些实施方式中可以与和所述核酸特异性结合的相应靶序列大于约95％

互补，并且甚至高达并包括与和所设计的核酸特异性结合的靶序列的全部或部分约96％、

约97％、约98％、约99％和甚至约100％的精确匹配互补。

[0167] 任何所公开的核酸序列的相似性百分比或互补百分比可以，例如，通过使用可从

威斯康星大学遗传学计算机小组(University  of  Wisconsin  Genetics  Computer  Group，

UWGCG)获得的GAP计算机程序6.0版比较序列信息来确定。GAP程序利用Needleman和Wunsch

的比对方法(1970)。简而言之，GAP程序将相似性定义为相似的比对符号(即，核苷酸或氨基
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酸)的数量除以两个序列的较短序列中的符号总数。GAP程序的优选默认参数包括：(1)核苷

酸的一元比较矩阵(包含表示同一性的值1和表示非同一性的值0)，和Gribskov和Burgess

的加权比较矩阵(1986)，2)每个间隙的罚分为3.0并且每个间隙中每个符号的额外0.10罚

分；以及(3)末端间隙没有罚分。

[0168] 自然，本发明也包括与至少一种或多种本文具体阐述的特定核苷酸序列互补、本

质互补和/或基本互补的核酸区段。“互补”的核酸序列是能够根据标准Watson‑Crick互补

规则进行碱基配对的核酸序列。用于本文时，术语“互补序列”是指基本互补的核酸序列，这

可以通过上文阐述的相同核苷酸比较来评估，或定义为能够在比较严格的条件、例如上面

刚刚描述的那些条件下与一种或多种本文公开的特定核酸区段杂交。

[0169] 用于本文时，与组分的量有关的术语“基本不含”或“本质不含”优选是指组合物含

有小于约10重量％、优选小于约5重量％、更优选小于约1重量％的某种化合物。在优选的实

施方式中，这些术语是指小于约0.5重量％、小于约0.1重量％或小于约0.01重量％。

[0170] 用于本发明的探针和引物可具有任何合适的长度。通过为序列分配数值，例如，第

一个残基是1，第二个残基是2等，可以提出限定给定序列内含有的所有探针或引物的算法：

[0171] n至n+y，其中n是从1到序列的最后一个数的整数，y是探针或引物的长度减去1，其

中n+y不超过序列的最后一个数。因此，对于25个碱基对的探针或引物(即“25聚体”)而言，

探针或引物的集合在序列的整个长度上对应于碱基1至25、碱基2至26、碱基3至27、碱基4至

28等等。类似地，对于35个碱基对的探针或引物(即“35聚体”)而言，示例性的引物或探针序

列包括但不限于在序列的整个长度上对应于碱基1至35、碱基2至36、碱基3至37、碱基4至38

等等的序列。同样地，对于40聚体而言，这样的探针或引物可以对应于从第一个碱基对到bp 

40、从序列的第二个bp到bp  41、从第三个bp到bp  42等等的核苷酸，而对于50聚体而言，这

样的探针或引物可以对应于从bp  1至bp  50、从bp  2至bp  51、从bp  3至bp  52、从bp  4至bp 

53延伸的核苷酸序列，等等。

[0172] 术语“基本对应于”、“基本同源的”或“基本同一性”，用于本文时，表示核酸或氨基

酸序列的特征，其中选定的核酸或氨基酸序列与选定的参考核酸或氨基酸序列相比具有至

少约70或约75％的序列同一性。更通常地，所述选定的序列和参考序列将具有至少约76、

77、78、79、80、81、82、83、84或甚至85％的序列同一性，更优选至少约86、87、88、89、90、91、

92、93、94或95％的序列同一性。还更优选地，高度同源序列在选定的序列和与它作比较的

参考序列之间经常共有大于至少约96、97、98或99％的序列同一性。

[0173] 用于本文时，“合成的”应该是指该物质不是人类或动物来源的。

[0174] 术语“治疗实践期”是指一种或多种活性剂对于治疗有效所必需的时间周期。术语

“治疗有效”是指降低一种或多种症状的严重性和/或频率，消除一种或多种症状和/或潜在

病因，预防症状和/或其潜在病因的发生，以及改善或修复损伤。

[0175] “治疗剂”可以是任何生理或药理活性物质，其可以在对象的靶向部位产生期望的

生物效应。所述治疗剂可以是化疗剂、免疫抑制剂、细胞因子、细胞毒性剂、核溶解化合物、

放射性同位素、受体和前药活化酶，其可以是天然存在的或通过合成或重组方法产生的或

其任何组合。受经典多药耐药影响的药物，例如长春花生物碱(例如长春碱和长春新碱)、蒽

环霉素(例如多柔比星和柔红霉素)、RNA转录抑制剂(例如放线菌素‑D)和微管稳定药物(例

如紫杉醇)，可具有作为治疗剂的特定用途。细胞因子也可用作治疗剂。这样的细胞因子的
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实例是淋巴因子、单核因子和传统的多肽激素。癌症化疗剂可以是优选的治疗剂。对于抗癌

剂和其他治疗剂的更详细描述，本领域技术人员可参考许多指导性手册，包括但不限于，医

师案头参考(Physician's  Desk  Reference)以及Goodman和Gilman的“治疗学的药理基础

(Pharmacological  Basis  of  Therapeutics)”，第十版，Hardman等(编著)(2001)。

[0176] 用于本文时，“转录因子识别位点”和“转录因子结合位点”是指多核苷酸序列或序

列基序，其被鉴定为是一个或多个转录因子的序列特异性相互作用的位点，经常采取直接

蛋白质‑DNA结合的形式。通常，转录因子结合位点可以通过DNA足迹法、凝胶迁移率变动分

析等鉴定，和/或可以基于已知的共有序列基序或通过本领域普通技术人员已知的其他方

法预测。

[0177] “转录调节元件”是指单独或与一种或多种其他核酸序列组合来激活转录的多核

苷酸序列。转录调节元件可以，例如，包含一个或多个启动子、一个或多个响应元件、一个或

多个负调节元件和/或一个或多个增强子。

[0178] “转录单元”是指包含至少第一结构基因的多核苷酸序列，所述第一结构基因与至

少第一顺式作用启动子序列可操作地联接并任选与有效转录所述结构基因序列所必需的

一个或多个其他顺式作用核酸序列可操作地联接，以及如可能是将所述结构基因序列的适

当组织特异性和发育性转录可操作地置于启动子和/或增强子元件控制下所需要的至少第

一远端调节元件，以及有效转录和翻译所必需的任何另外的顺式序列(例如，多腺苷酸化位

点，mRNA稳定性控制序列等)。

[0179] 用于本文时，术语“转化”旨在一般性地描述将外源多核苷酸序列(例如，病毒载

体、质粒或重组DNA或RNA分子)引入宿主细胞或原生质体中的方法，在所述宿主细胞或原生

质体中所述外源多核苷酸并入至少第一染色体中或能够在转化的宿主细胞内自主复制。转

染、电穿孔和“裸”核酸摄取都表示用于用一种或多种多核苷酸转化宿主细胞的技术的实

例。

[0180] 用于本文时，术语“转化细胞”意指已通过将一种或多种外源多核苷酸引入该细胞

而改变其核酸互补的宿主细胞。

[0181] “治疗”用于本文时是指向对象提供任何类型的医疗或手术管理。治疗可包括但不

限于向对象施用包含治疗剂的组合物。“治疗”包括为了诸如治愈、逆转、缓解、减轻疾病、病

症或病况或者疾病、病症或病况的一种或多种症状或表现的严重性、抑制其进展或降低其

可能性的目的而向对象施用或应用本发明的化合物或组合物。在某些方面，本发明的组合

物也可以被预防性施用，即，在病况的任何症状或表现形成之前施用，其中这样的预防是有

保证的。通常，在这样的情况下，所述对象将是由于家族史、病历或完成一项或多项指示随

后产生这样的疾病或病症的倾向性的诊断或预后检验而被诊断为“有风险”产生这样的疾

病或病症的对象。

[0182] 术语“载体(vector)”用于本文时是指核酸分子(通常由DNA组成)，其能够在宿主

细胞中复制和/或可以与另一核酸区段在操作上联接从而引起相连区段的复制。质粒、粘粒

或病毒是示例性的载体。

[0183] 如应用于来自所公开的疫苗递送组合物的活性剂的释放动力学的表述“零级”或

“接近零级”，旨在包括在施用所述组合物后的治疗实践时间周期内所述活性剂以受控方式

释放的速率，以此达到所述活性剂的治疗有效性血浆浓度。

说　明　书 19/38 页

23

CN 109152830 B

23



[0184] 在某些实施方式中，将本发明的一种或多种核酸区段与合适的可检测标志(即“标

记物”)组合使用将是有利的，例如在杂交分析中使用标记的多核苷酸探针确定给定的靶序

列的存在的情况下。本领域已知多种适当的指示剂化合物和组合物用于标记寡核苷酸探

针，包括但不限于荧光配体、放射性配体、酶配体或其他配体，例如亲和素/生物素等，它们

能够在合适的分析中被检测到。在具体的实施方案中，也可以使用一种或多种荧光标记物

或酶标签，例如脲酶、碱性磷酸酶或过氧化物酶，代替放射性或其他环境上不太理想的试

剂。在酶标签的情况下，已知比色、显色或荧光指示剂底物可用于提供人眼可见或通过分析

方法如闪烁扫描、荧光测定法、分光光度测定法等来检测样品的方法，以鉴定与含有一种或

多种互补或基本互补的核酸序列的样品的特异性杂交。在同时或依次检测两种或更多种标

记探针的所谓“多重”分析情况下，可能需要用具有第一检测性质或参数(例如，发射和/或

激发光谱最大值)的第一标记物标记第一寡核苷酸探针，其也用具有不同的(即与第一标记

物不相关或可辨别)的第二检测性质或参数的第二标记物标记第二寡核苷酸。多重分析的

使用，特别是在遗传扩增/检测方案的环境下，是分子遗传学领域的普通技术人员所公知

的。

[0185] 生物功能等效物

[0186] 可以对核酸的结构或包含它们的载体以及由它们编码的mRNA、多肽或治疗剂进行

修饰和改变，并仍然获得含有一种或多种具有期望特性的治疗剂的功能性疫苗递送系统。

如上所述，经常希望将一个或多个突变引入特定的多核苷酸序列中。在某些情况下，该突变

改变所生成的编码的多肽序列，或者在其他情况下，编码多核苷酸中的一个或多个突变不

改变所述多肽的序列。

[0187] 当期望改变多肽的氨基酸序列以产生等效的或甚至改进的第二代分子时，可以根

据表格1，通过改变编码DNA序列的一个或多个密码子来实现氨基酸改变。

[0188] 例如，某些氨基酸可以替换蛋白质结构中的其他氨基酸而不会明显丧失与结构例

如抗体的抗原结合区或底物分子上的结合位点的相互作用结合能力。由于蛋白质的相互作

用能力和性质决定了蛋白质的生物功能活性，因此可以在蛋白质序列中进行某些氨基酸序

列替换，并且当然，也可以在其基础DNA编码序列中进行，并仍然获得具有相似性质的蛋白

质。因此，发明人考虑，可以对所公开组合物的肽序列或编码所述肽的相应DNA序列进行各

种改变，而不明显丧失它们的生物学效用或活性。

[0189] 表1
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[0190]

[0191] 在进行这样的改变时，可以考虑氨基酸的亲水指数。亲水氨基酸指数在赋予蛋白

质相互作用生物功能方面的重要性在本领域中被普遍理解(Kyte和Doolittle，1982，通过

引用并入本文)。要接受的是，氨基酸的相对亲水特性对所生成的蛋白质的二级结构有贡

献，二级结构又限定了蛋白质与其他分子例如酶、底物、受体、DNA、抗体、抗原等的相互作

用。每种氨基酸已基于其疏水性和电荷特征被指定亲水指数(Kyte和Doolittle，1982)。这

些值是：异亮氨酸(+4.5)；缬氨酸(+4.2)；亮氨酸(+3.8)；苯丙氨酸(+2.8)；半胱氨酸/胱氨

酸(+2.5)；甲硫氨酸(+1.9)；丙氨酸(+1.8)；甘氨酸(–0.4)；苏氨酸(–0.7)；丝氨酸(–0.8)；

色氨酸(–0.9)；酪氨酸(–1 .3)；脯氨酸(–1 .6)；组氨酸(–3.2)；谷氨酸(–3.5)；谷氨酰胺(–

3.5)；天冬氨酸(–3.5)；天冬酰胺(–3.5)；赖氨酸(–3.9)；和精氨酸(–4.5)。

[0192] 本领域已知，某些氨基酸可被具有相似亲水指数或评分的其它氨基酸替换，并仍

然产生具有相似生物活性的蛋白质，即仍然获得生物功能等效的蛋白质。在进行这样的改

变时，优选亲水指数在±2以内的氨基酸的替换，特别优选在±1以内的氨基酸替换，甚至更

特别优选在±0.5以内的氨基酸替换。本领域还了解，可以基于亲水性有效地进行类似氨基

酸的替换。美国专利号4,554,101(通过对其明确引用以其整体特别并入本文)，指出蛋白质

的最大局部平均亲水性，由其相邻氨基酸的亲水性支配，与该蛋白质的生物学性质相关。
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[0193] 如美国专利号4,554,101中所详述，将以下亲水性值指定给氨基酸残基：精氨酸(+

3.0)；赖氨酸(+3.0)；天冬氨酸(+3.0±1)；谷氨酸(+3.0±1)；丝氨酸(+0.3)；天冬酰胺(+

0.2)；谷氨酰胺(+0.2)；甘氨酸(0)；苏氨酸(–0.4)；脯氨酸(–0.5±1)；丙氨酸(–0.5)；组氨

酸(–0.5)；半胱氨酸(–1 .0)；甲硫氨酸(–1 .3)；缬氨酸(‑1 .5)；亮氨酸(–1 .8)；异亮氨酸(–

1.8)；酪氨酸(–2.3)；苯丙氨酸(–2.5)；色氨酸(–3.4)。应理解，氨基酸可以替换具有相似亲

水性值的另一种氨基酸，并且仍然获得生物学上等效、特别是免疫学上等效的蛋白质。在这

样的改变中，优选亲水性值在±2以内的氨基酸的替换，特别优选在±1以内的氨基酸替换，

甚至更特别优选在±0.5以内的氨基酸替换。

[0194] 如上所述，氨基酸替换因此通常基于氨基酸侧链取代基的相对相似性，例如它们

的疏水性、亲水性、电荷、尺寸等。考虑一种或多种前述特征的示例性替换是本领域普通技

术人员公知的，并包括精氨酸和赖氨酸；谷氨酸和天冬氨酸；丝氨酸和苏氨酸；谷氨酰胺和

天冬酰胺；以及缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸。

[0195] 贯穿全文使用的章节标题仅用于组织目的，不应解释为限制所描述的主题。本申

请中引用的所有文献或文献的部分(包括但不限于专利、专利申请、文章、书籍和论文)通过

对其明确引用而以其整体明确地并入本文。如果一个或多个所并入的文献和类似材料以与

本申请中术语的定义相矛盾的方式定义该术语，则以本申请为准。

[0196] 实施例

[0197] 包括以下实施例以说明本发明的说明性实施方式。本领域普通技术人员应该理

解，这些实施例中公开的技术代表被发现在本发明的实践中很好地起作用的技术，并因此

可以认为构成其实践的优选模式。然而，根据本公开，本领域普通技术人员应该领会，在不

背离本发明的精神和范围下，可在所公开的具体实施方式中做出许多改变并仍然获得同样

的或相似的结果。

[0198] 实施例1‑脂质多聚复合物加强基于mRNA的疫苗的抗肿瘤免疫

[0199] 在该实施例中，描述了一种脂质多聚复合物mRNA疫苗，其由囊封在1,2‑二油酰‑

sn‑甘油‑3‑乙基磷酸胆碱/1,2‑二油酰‑sn‑甘油‑3‑磷脂酰乙醇胺/1,2‑二硬脂酰‑sn‑甘

油‑3‑磷酸乙醇胺‑N‑[氨基(聚乙二醇)‑2000(EDOPC/DOPE/DSPE‑PEG)脂质壳中的聚(β‑氨

基酯)聚合物mRNA核组成。这种核‑壳结构的mRNA疫苗通过巨胞饮作用进入树突细胞。它通

过Toll样受体7/8信号转导有力刺激树突细胞中干扰素‑α和白细胞介素‑12的表达，从而显

示出内在的佐剂活性。用所述mRNA疫苗处理的树突细胞显示出增强的抗原呈递能力。将携

带表达卵清蛋白抗原的肺转移性B16‑OVA肿瘤的小鼠用脂质多聚复合物mRNA处理，观察到

肿瘤结节减小超过90％。总的来说，这种核‑壳结构提供了用于将mRNA疫苗递送至哺乳动物

细胞的优异系统。

[0200] 图1A示意性地示出了根据本发明一个方面的示例性壳/核‑mRNA脂质多聚复合物

疫苗组合物的合成。在所述壳/核‑mRNA疫苗中，带负电荷的mRNA凝聚在带正电荷的聚合物

内，它们一起形成直径为几纳米到几百纳米的紧密多聚复合物“核”结构。然后由亲水性磷

脂双层“壳”囊封该多聚复合物核，所述壳既增强树突细胞的摄取，又保护内核内的mRNA分

子不被细胞的核酸酶降解。还可以通过将一种或多种可溶性佐剂加载到所述多聚复合物‑

mRNA内核和外脂质壳之间的空间中来进一步修饰所生成的三组分壳/核/mRNA组合物，以进

一步增强抗肿瘤免疫。
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[0201] 与常规的压缩核‑mRNA疫苗相比，本文所述的结果揭示了所公开的壳/核‑mRNA‑多

聚复合物结构疫苗系统的多种优点。将所述多聚复合物核‑mRNA粒子囊封到磷脂外壳中不

仅保护所述核mRNA分子免于降解，而且还显著改善了抗原呈递树突细胞对疫苗粒子的摄取

(图1A)。另外，囊封所述核的脂质壳结构的存在阻止了所述核‑mRNA分子与非DC免疫细胞相

互作用，这限制了潜在的不想要的副作用。此外，本文公开的LPP‑mRNA疫苗组合物在刺激

IFN‑α和IL‑12(通过促进DC成熟在介导抗肿瘤免疫中起重要作用的细胞因子)的表达方面

比常规的“裸”mRNA‑核疫苗更为有力(图4A)。此外，所述LPP‑mRNA疫苗在介导肿瘤细胞杀伤

方面非常有力。最后，每当需要进一步增强抗原呈递细胞的活性时，本文所述的壳/核/mRNA

多组分疫苗组合物还提供了将可溶性佐剂或其他刺激分子囊封在所述脂质壳中的有效选

项。所有这些性质突出了这种治疗性疫苗平台在快速发展的精准医学时代中创造新的免疫

治疗剂中的效用。

[0202] 材料和方法

[0203] 聚(β‑氨基酯)聚合物(PbAE)的合成.PbAE(MW～4kDa)如以前所述以两步反应程序

合成(Kamat等人，2013)。在第一步中，通过将1,4‑丁二醇二丙烯酸酯(Sigma‑Aldrich)与5‑

氨基‑1‑戊醇(Sigma‑Aldrich)以1.2:1的摩尔比混合来合成基础聚合物。将反应在配有特

氟隆(teflon)搅拌棒的玻璃闪烁小瓶中在90℃下维持24hr。将所述基础聚合物干燥，然后

以167mg/mL的终浓度溶解在无水二甲基亚砜(DMSO)中。在第二步中，将480μL的所述基础聚

合物溶液与320μL的0.5mol/L(PEO)4‑双胺(Molecular  Biosciences，Boulder，CO，美国)在

1.5mL  Eppendorf管中混合，并在室温下反应24hr。所述聚合物混合物首先在透析管(MWCO 

3,500Da)中对Milli‑Q水进行透析以除去大部分游离试剂，然后与4×体积的乙醚(Sigma‑

Aldrich)混合并剧烈涡旋，然后以4,000rpm离心5min，以进一步除去上清液中未反应的单

体。将纯化的聚合物真空干燥，然后溶于pH  5.2的25mM乙酸钠中。

[0204] PbAE/mRNA多聚复合物的制备.通过将一体积的所述PbAE聚合物与两体积的mRNA

分子(Trilink  Biotechnologies，San  Diego，CA，美国)混合来制备PbAE/mRNA多聚复合物。

在20℃温育20min后，使用Malvern  Zetasizer  Nano  ZS动态光散射仪(Malvern 

Instruments，Inc.，Worcestershire，英国)分析所述多聚复合物的尺寸分布和ζ电位。还将

所述PbAE/mRNA多聚复合物在凝胶阻滞分析中进行分析。简言之，将含有250ng  mRNA的多聚

复合物样品加载到每个孔中，并通过在具有1×TBE缓冲液(BioRad，Hercules，CA，美国)的

0.7％琼脂糖凝胶中电泳而分离。将RNA条带用Gelred核酸凝胶染色剂(Biotium，Hayward，

CA，美国)染色，并用GelDoc系统(BioRad，Hercules，CA，美国)可视化。

[0205] LPP/mRNA疫苗的制备和表征.脂质1 ,2‑二油酰‑sn‑甘油‑3‑乙基磷酸胆碱

(EDOPC)、1,2‑二油酰‑sn‑甘油‑3‑磷脂酰乙醇胺(DOPE)、1,2‑二硬脂酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙

醇胺‑N‑[氨基(聚乙二醇)‑2000(DSPE‑PEG‑2000)、胆固醇半琥珀酸酯(CHEMS)和1,2‑二油

酰‑3‑三甲基铵‑丙烷(DOTAP)购自Avanti  Polar  Lipids(Birmingham，AL，美国)。胆固醇得

自Sigma‑Aldrich(St.Louis，MO，美国)。将所述试剂以20mg/mL的终浓度溶解在氯仿中，并

在部分真空下在Buchi  Rotavapor(Oldham，UNITED  KINGDOM)中通过旋转蒸发施用来制备

薄脂质膜。所述薄脂质膜由49％EDOPC、49％DOPE和2％DSPE‑PEG组成。所述脂质膜用含有

PbAE/mRNA多聚复合物的溶液再水化以制备脂质多聚复合物mRNA疫苗。用DLS和透射电子显

微镜(TEM)测量所述LPP/mRNA疫苗的尺寸分布和ζ电位。将相同的程序应用于制备CHEMS/
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DOPE/八聚精氨酸(CHEMS/DOPE/R8)和DOTAP/胆固醇/DSPE‑PEG‑2000(DOTAP/Chol/DSPE‑

PEG‑2000)脂质多聚复合物。为了制备鱼精蛋白/mRNA复合物，将硫酸鱼精蛋白(X级，Sigma 

Aldrich)与mRNA以2:1的重量比在10mM  Tris‑HCL缓冲液中混合，然后在室温下温育30min。

[0206] LPP/mRNA疫苗的体外细胞摄取.应用永生化DC2.4(鼠骨髓来源的树突细胞系)细

胞对来自所述LPP/mRNA疫苗的蛋白质表达进行测试。简言之，将细胞以1.5×105细胞/孔的

接种密度接种在24孔板中，并维持在1mL  RPMI‑1640完全培养基(补充有10％胎牛血清

[FBS，Atlas  Biological，Fort  Collins，CO，美国]、1％青霉素/链霉素[10,000单位青霉素

和10mg链霉素，Sigma‑Aldrich]和0.1％β‑巯基乙醇[Sigma‑Aldrich])中。将细胞与包装有

0.5μg  eGFPmRNA的LPP(LPP/eGFP  mRNA)一起温育24hr，并使用Eclipse  TE2000‑S荧光显微

镜(Nikon  Corporation，Tokyo，日本)可视化eGFP表达。使用Accuri  C6流式细胞仪(Becton 

Dickinson，Franklin  Lakes，NJ，美国)进行流式细胞术以测量GFP阳性细胞的百分比。同样

的程序也应用于测定人MDA‑MB‑231乳腺癌细胞(美国典型培养物保藏中心(American  Type 

Culture  Collection)；Manassas，VA，USA)和鼠mDMEC皮肤内皮细胞在它们分别与LPP/eGFP 

mRNA温育后的eGFP表达。

[0207] 为了确定所述LPP/mRNA疫苗的细胞内化途径，将DC2.4细胞以1.5×105细胞/孔的

密度接种在24孔板中并在37℃温育24hr。然后将它们用包装在LPP中的FAM标记mRNA(LPP/

FAM‑mRNA)和下列小分子抑制剂之一处理：阿米洛利(0.2mM)，氯喹(100mM)，染料木黄酮(50

μM)，氯丙嗪(15μM)，或匹莫齐特(10μM)。让细胞生长4hr，然后用冰冷的PBS洗涤并应用于经

由荧光显微术确定粒子摄取。

[0208] LPP/mRNA的体外细胞毒性.为了测试来自LPP/mRNA疫苗的潜在细胞毒性，将

DC2.4、MDA‑MB‑231和内皮细胞以3×104细胞/孔的接种密度接种在96孔板中，并用LPP/0.1

μg  mRNA处理。24小时后，按照制造商的说明书，用基于四唑鎓的CellTiter Aqueous 

One  Solution  Cell  Proliferation(MTS)分析(Promega，Inc.，Madison，WI，美国)测量细

胞存活率。

[0209] 骨髓来源的树突细胞(BMDC)的制备.如以前所述(Xia等人，2015)从C57BL/6小鼠

制备BMDC。简而言之，使用注射器用含2％FBS的磷酸盐缓冲盐水(PBS)冲洗出股骨和胫骨的

骨髓细胞。将细胞以500×g离心4min，用ACK裂解缓冲液(Lonza，Inc.)处理以除去血红细

胞，并在补充有10％FBS、0.5％β‑巯基乙醇、1％青霉素/链霉素、20ng/mL粒细胞‑巨噬细胞

集落刺激因子(GM‑CSF)和20ng/mL白细胞介素‑4(IL4)的RPMI‑1640培养基中重悬浮。将它

们以1×106细胞/毫升的接种密度接种到6孔板中，并且每隔一天更换生长培养基。在第5天

收获非贴壁的树突细胞。

[0210] 促炎细胞因子的测量.将BMDC以3×105细胞/孔的密度接种在24孔板中，并用LPP/

0.5μg  OVA  mRNA处理。所述LPP/mRNA疫苗的解散组分(脂质体壳和多聚复合物核)用作阴性

对照。温育24hr后，收集上清液，用测量细胞因子的ELISA试剂盒(eBioscience，San  Diego，

CA，美国)测量IL‑6、TNF‑α、IFN‑β和IL‑12浓度。

[0211] TLR7/8抑制.将DC2.4细胞以1.5×105细胞/1mL  RPMI‑1640完全培养基的密度接

种在24孔板中，并在37℃温育24hr。然后将细胞用TLR7/8抑制剂ODN  2087(Militenly 

Biotec，San  Diego，CA，美国)以2.5μM的终浓度在37℃处理1hr。随后，将LPP/0 .5μg  OVA 

mRNA加入培养物中，并将细胞生长再维持24hr，然后收集细胞培养基用于细胞因子分析。未
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经TLR抑制剂处理的树突细胞充当阳性对照，未经LPP/OVA  mRNA处理的细胞用作阴性对照。

[0212] 树突细胞成熟的评价.将DC2.4细胞以1.5×105细胞/孔的密度接种在24孔板中，

所述孔供给有1mL  RPMI完全培养基。将它们用LPP/0.5μg  mRNA处理并在37℃温育24hr。然

后将细胞用PBS洗涤，用对CD11c、CD40、CD86和MHC  II特异的抗体(BD  Bioscience)染色，并

应用于使用BD  Accuri  C6流式细胞仪(Becton  Dickinson，Inc.，Franklin  Lakes，NJ，美

国)的流式细胞术分析。

[0213] MHC  I和II限制性抗原呈递分析.为了测量抗原呈递，将用LPP/OVA  mRNA处理的

BMDC在室温下用识别OVA257‑264‑H‑2Kb复合物的五聚体(H‑2Kb/SIINFEKL，BD 

Bioscience，San  Jose，CA，美国)染色10min。然后将细胞用抗CD11c抗体(BD  Bioscience)

染色30分钟并使用Accuri  C6流式细胞仪分析。

[0214] 为了测定T细胞活化，用LPP/0.5μg  OVA  mRNA处理BMDC和DC2.4细胞24hr。将细胞

用PBS洗涤，并与B3Z  OVA特异性CD8T细胞或DOBW  OVA特异性CD4T细胞以1:1的DC/T细胞比

率共培养。进行ELISA以测量活化的T细胞的IL‑2分泌。所有样品一式三份地测量。

[0215] 细胞毒性T细胞对B16‑OVA黑素瘤细胞的体外杀伤.将DC2.4以1.5×105细胞/孔的

密度接种在24孔板中。温育过夜后，将细胞在37℃用LPP/0.5μg  OVA  mRNA处理24hr。随后将

这些DC2.4细胞与B3Z  T细胞以1:2的DC2.4/T细胞比率共培养。温育24hr后，将活化的T细胞

应用于与B16黑素瘤细胞以5:1的T细胞/肿瘤细胞比率在37℃共培养4、8或24hr。然后使用

如上所述的MTS甲臢存活率分析(Promega，Inc.，Madison，WI，美国)测定肿瘤细胞存活率。

用未活化的T细胞或用HER2乳腺癌抗原肽活化的T细胞处理的肿瘤细胞充当阴性对照。所有

样品一式三份地测量。

[0216] 小鼠肺转移性黑素瘤模型的疗效试验 .按照以前描述的方案(Overwijk和

Restifo，2001)，通过尾静脉注射向8周龄雄性和雌性C57BL/6小鼠接种2.5×105B16‑OVA黑

素瘤肿瘤细胞来建立肺转移瘤。肿瘤接种后3天，将小鼠皮下疫苗接种LPP/OVA  mRNA(1μg)。

在第7天和第10天用另外两次接种加强疫苗接种。在第18天将小鼠安乐死，收获肺脏并用

4％多聚甲醛固定。在解剖显微镜下计数肺转移性肿瘤结节的数量。

[0217] 活体小鼠的生物发光成像.向BALB/c小鼠皮下施用10μg加载到LPP中的荧光素酶

mRNA(LPP/Luc  mRNA)。24或48小时后，将小鼠腹膜内注射30μg  RediJect  D‑luciferin 

Ultra(Perkin‑Elmer)，并在Xenogen  IVIS‑200成像系统中测量生物发光。

[0218] 鼠肺转移性黑素瘤模型的功效试验.将8周龄雄性和雌性C57BL/6小鼠通过尾静脉

注射接种2.5×105B16‑OVA黑素瘤肿瘤细胞来建立肺转移瘤。肿瘤接种后3天，将小鼠皮下

疫苗接种LPP/OVA  mRNA(1mg)。在第7天和第10天用另外两次接种加强疫苗接种。在第18天

将小鼠安乐死，收获肺脏并用4％多聚甲醛固定。在解剖显微镜下计数肺转移性肿瘤结节的

数量。

[0219] 体内T细胞活化分析.为了确定T细胞活化状态，将C57BL/6小鼠用2.5mg  LPP/OVA 

mRNA皮下免疫。为了通过表面标志物确定T细胞活化，24小时后将小鼠安乐死，收集脾脏和

淋巴结，加工，并用抗鼠CD3、CD4、CD8或CD69抗体(Ebioscience)在4℃染色30min，然后使用

BD  Accuri  C6流式细胞仪(BD  Bioscience，San  Jose，CA，美国)通过流式细胞术进行分析。

为了通过IFN‑γ分泌来测量T细胞活化，将C57BL/6小鼠在第1、4和7天用LPP/OVA  mRNA或

LPP/TRP2mRNA皮下免疫。在最后一次免疫后一周，收集脾脏、淋巴结和PBMC并进行加工用于
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单细胞分析。将细胞用OT‑I(OVA257‑264)、OT‑II(OVA323‑339)或PMA‑离子霉素在37℃再刺

激48hr。通过ELISA(eBioscience)分析IFN‑γ分泌。

[0220] 统计分析.应用双尾学生t检验进行实验组之间的比较。P<0.05被认为具有统计显

著性。

[0221] 结果

[0222] 基于脂质多聚复合物的mRNA疫苗对于树突细胞摄取和蛋白质表达是最佳的.描述

了基于mRNA的疫苗的平台，所述疫苗包含包装在脂质双层包膜中的PbAE/mRNA多聚复合物

核结构(图1A)。进行琼脂糖凝胶电泳以检查mRNA与阳离子PbAE聚合物的结合能力，并且确

定，当PbAE/mRNA比率(重量/重量)为20或更高时，mRNA被完全囊封在PbAE中(图1B)。因此，

在本研究的其余部分中，选择PbAE/mRNA比率为20来制备LPP  mRNA疫苗。TEM分析检测到50‑

nm  PbAE/mRNA多聚复合物核(图1C)被EDOPC/DOPE/DSPE‑PEG‑2000脂质壳包围(图1D，图1E，

和图1F)。

[0223] 将LPP/mRNA疫苗的脂质壳在EDOPC/DOPE/DSPE‑PEG‑2000、DOTAP/Chol/DSPE‑PEG‑

2000和CHEMS/DOPE/R8之中进行比较。DOTAP/Chol/DSPE‑PEG‑2000形成阳离子脂质壳，

CHEMS/DOPE/R8是具有活性寻靶部分的脂质壳；两者均在以前已应用于RNA递送(Wang等人，

2013；Hayashi等人，2015)。DC2.4充当抗原呈递细胞，并且应用编码eGFP蛋白的mRNA分子来

制备所述多聚复合物核。与PbAE/mRNA核一起温育的细胞没有表达可检测水平的eGFP(图

1G)。虽然用EDOPC/DOPE/DSPE‑PEG‑2000和DOTAP/Chol/DSPE‑PEG‑2000包装的粒子处理的

细胞表达明亮的eGFP蛋白，但与CHEMS/DOPE/R8包装的多聚复合物一起温育的细胞不具有

可检测水平的eGFP(图1H，图1I，和图J)。有趣的是，用鱼精蛋白/eGFP处理的细胞也没有高

水平的eGFP表达(图1K)，尽管所述基于鱼精蛋白的mRNA疫苗处于临床试验的不同阶段

(Kallen和Thess，2014)。另外，从DOTAP/Chol/DSPE‑PEG‑2000制剂检测到高水平的细胞毒

性(图1L)。因此，在所有后续研究中选择EDOPC/DOPE/DSPE‑PEG‑2000用于LPP/mRNA疫苗制

备。

[0224] LPP/mRNA疫苗通过巨胞饮作用进入树突细胞.研究了不同细胞类型对LPP/mRNA疫

苗粒子的摄取。将等量的包装有PbAE/eGFPmRNA的EDOPC/DOPE/DSPE‑PEG‑2000粒子加入DC 

2.4细胞、MDA‑MB‑231人乳腺癌细胞或mDMEC鼠内皮细胞的培养物中，并在24hr后检测表达

eGFP的细胞。与DC是具有高吞噬潜能的最有效抗原呈递细胞的观点(Banchereau和

Steinman，1998)相符，所有DC2.4细胞都内化了疫苗粒子并表达了绿色荧光蛋白；相比之

下，大约一半数量的MDA‑MB‑231细胞为GFP阳性，而仅有一小部分内皮细胞合成GFP(图2)。

[0225] 通过用胞吞作用、巨胞饮作用和吞噬作用的抑制剂处理DC2.4细胞来考查细胞摄

取的机制。用阿米洛利——一种巨胞饮作用抑制剂(Koivusalo等人，2010)处理，将EDOPC/

DOPE/DSPE‑PEG‑2000‑包装的、FAM‑荧光染料标记的mRNA(LPP/FAM‑mRNA)的细胞摄取减少

了70％。相比之下，所述粒子的细胞摄取不受窖蛋白介导的胞吞作用抑制剂——染料木黄

酮、网格蛋白介导的胞吞作用抑制剂——氯丙嗪、或吞噬作用抑制剂——匹莫齐特的显著

影响(参见图3A，图3B，图3C，图3D，图3E，图3F和图3G)。

[0226] 这些结果表明，巨胞饮作用是所公开的基于LPP  mRNA的疫苗进入细胞的主要途

径。值得注意的是，氯喹——一种阻止内体酸化和成熟的试剂，不影响mRNA蓄积(图3A，图

3B，图3C，图3D，图3E，图3F和图3G)。氯喹处理的细胞的时间依赖性监测显示延迟的荧光强
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度增加，温育后120min达到峰值强度(图3H)。该结果表明所述mRNA分子成功地离开内体并

进入胞质溶胶。

[0227] LPP  mRNA疫苗促进DC成熟.过表达卵清蛋白(OVA)的鼠肿瘤模型已被广泛应用于

测试癌症疫苗的有效性(Kim等人，2015；Avci等人，2011；Uhlig等人，2015)。应用OVA  mRNA

以组装所述治疗性mRNA疫苗(LPP/OVA)，并在体外和体内考查抗肿瘤免疫。在体外环境中，

将骨髓来源的DC(BMDC)与LPP/OVA或对照共温育，并测量细胞生长培养基中的细胞因子水

平。有趣的是，多聚复合物/OVA核和LPP/OVA二者以及鱼精蛋白/OVA都可以引发显著的TNF‑

α表达(图4A)。以前已经报道，TNF‑α依赖性DC成熟对于激活针对病毒感染的适应性免疫应

答(Trevejo等人，2001)和对于抗肿瘤免疫(Brunner等人，2000)是至关重要的。然而，多聚

复合物/OVA和鱼精蛋白/OVA二者在刺激IFN‑β和IL‑12表达上均不如LPP/OVA有力(图4A)。

以前已经表明，I型干扰素IFN‑β促进DC成熟、抗原加工和呈递，以及刺激T细胞克隆扩增

(Xia等人，2015)。同样，IL‑12是Th1细胞因子之一(Mills和Ley，2014)，而产生IL‑12的DC促

进I型CD8+T细胞免疫(Carreno等人，2013；Carreno等人，2015)。结果表明，为了使疫苗的佐

剂效应最大化，需要多聚复合物/mRNA核和脂质壳两者。LPP/mRNA介导的佐剂效应是通过激

活TLR‑7/8信号转导介导的，与鱼精蛋白凝聚的mRNA粒子一致(Scheel等人，2005；Fotin‑

Mleczek等人，1997)，因为用短的单链寡脱氧核苷酸TLR7/8抑制剂ODN2087处理完全抑制了

LPP/OVA刺激的IL12和IFNβ表达(图4B)。

[0228] 还在LPP/OVA处理的DC2.4细胞中考查了DC成熟标志物。处理后细胞显示出急剧增

加的MHC  II表达水平(图4C)。已经报道，DC在活化后表达较高水平的载有源自质膜上抗原

的肽的MHC  II(Trombetta和Mellman，2005)。另外，所述处理细胞中其他DC成熟标志物——

CD40和CD86的水平也更高(图4C)。

[0229] LPP  mRNA疫苗刺激抗原呈递.在用LPP/OVA处理的BMDC中分析抗原加工和呈递。流

式细胞术检测到CD11c+DC，其也在细胞表面上显示MHCI‑OVA表位(图5A)。当所述处理后细

胞与OVA特异性的CD4+或CD8+T细胞共温育时，我们检测到所述抗原特异性T细胞分泌IL‑2的

显著增加(图5B)，表明所述DC已成功加工并呈递出可被T细胞识别的OVA表位。这些结果证

明BMDC可以正确翻译mRNA抗原，以及加工和呈递所述抗原表位。在另一项分开的研究中，用

处理后DC2.4细胞观察到类似的效应(图5C)。

[0230] LPP  mRNA疫苗具有强有力的抗肿瘤活性.为了体外测试肿瘤细胞杀伤，将活化的

OVA特异性T细胞与B16‑OVA黑素瘤细胞以5:1的效应T细胞/肿瘤细胞的比率共培养，并检查

时间依赖性肿瘤细胞杀伤。早在共温育后4小时就观察到B16‑OVA肿瘤细胞存活率显著降

低，并且在24‑hr时间点大多数肿瘤细胞死亡(图6A)。

[0231] 相比之下，用原初T细胞处理的肿瘤细胞未显示出显著的细胞死亡。为了确认抗原

特异性肿瘤细胞杀伤，将B16‑OVA细胞与对HER2乳腺癌抗原而不是OVA具有特异性的T细胞

共温育，未观察到细胞死亡。

[0232] 在B16‑OVA黑素瘤肺转移模型中进一步评价抗肿瘤活性。小鼠以皮下注射LPP/OVA

三次进行处理，并在最后一次处理后8天安乐死以检查肺中的肿瘤生长。PBS对照组中的小

鼠发生广泛的肺转移；相比之下，用LPP/OVA  mRNA处理的小鼠显示肺中肿瘤结节数减少

96％(图6B)，证明了LPP  mRNA疫苗在治疗转移性肿瘤中的能力。。

[0233] 在另一项分开的研究中，用另一种靶向TRP2的mRNA疫苗(LPP/TRP2mRNA)处理携带
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B16黑素瘤的C57BL6小鼠。在接种疫苗的小鼠中检测到显著的PBMC的IFN‑γ表达水平。约

4％的总PBMC是TRP2特异性 T细胞。这些结果表明，LPP/mRNA平台不局限于一种特定

的mRNA，表明它在对抗癌症中有广泛的应用潜能。

[0234] 实施例2‑脂质多聚复合物加强基于mRNA的疫苗的抗肿瘤免疫

[0235] 图8A和图8B显示非靶向和靶向mRNA疫苗粒子的尺寸分布。靶向mRNA疫苗在脂质壳

的表面上具有甘露糖。由于树突细胞表达甘露糖受体并且倾向于与表面上具有甘露糖部分

的粒子以高结合亲和力结合。它按照与非靶向mRNA疫苗相同的程序制备。用于所述壳的脂

质组合物是49％EDOPC、49％DOPE、1％DSPE‑PEG和1％DSPE‑PEG‑甘露糖。非靶向和靶向mRNA

疫苗粒子二者均在40‑200nm范围内，而靶向粒子的中位数尺寸比非靶向粒子大。

[0236] 图12A和图12B显示了树突细胞摄取靶向mRNA疫苗比非靶向mRNA疫苗更有效。靶向

mRNA疫苗在脂质壳的表面上具有甘露糖。它按照与非靶向mRNA疫苗相同的程序制备。用于

所述壳的脂质组合物是49％EDOPC、49％DOPE、1％DSPE‑PEG和1％DSPE‑PEG‑甘露糖。将Cy5

荧光染料标记的mRNA分子包装在非靶向或靶向疫苗中。将所述疫苗与DC2.4细胞(永生化树

突细胞系)一起温育4小时，并进行流式细胞术以检测已摄取所述荧光疫苗粒子的细胞。用

所述荧光mRNA疫苗内化的DC2.4细胞的百分比在图12A中显示，而图12B显示DC2.4细胞中的

总荧光强度。这些结果表明亲和部分(即甘露糖)的表面缀合是增强树突细胞摄取疫苗粒子

的有效途径。

[0237] 图17显示了IDO1抑制剂增强树突细胞的抗原呈递。mRNA疫苗通过将OVA  mRNA核和

IDO1抑制剂INCB024360囊封在所述脂质壳内来制备。将有或者没有INCB024360的mRNA疫苗

用于处理BMDC，然后将所述BMDC应用于与B3Z  OVA特异性T细胞共温育。被刺激的T细胞将

IL‑2分泌到生长培养基中，并且应用ELISA来测量IL‑2水平。基于该结果，包含IDO1抑制剂

可以进一步刺激T细胞活化。

[0238] 图18A和图18B显示来自OVA  mRNA疫苗的抗肿瘤免疫应答。将C57BL6小鼠在第1、4

和7天用OVA蛋白或OVA  mRNA疫苗处理。最后一次处理后一周，对小鼠实施安乐死，并收集脾

脏、淋巴结和外周血样品。(图18A)将从脾脏和淋巴结制备的单细胞用OTI(OVA257‑2640)或

OTII(OVA323‑339)肽再刺激48小时，并应用ELISA测量培养基中分泌的干扰素‑γ水平。(图

18B)将来自外周血的T细胞与B16‑OVA肿瘤细胞共温育，并在24hr后测量细胞存活率。该结

果表明用OVA  mRNA疫苗而不是OVA蛋白处理促进了OVA抗原特异性T细胞的生成，其有效杀

伤表达抗原的肿瘤细胞。

[0239] 实施例3–mRNA疫苗平台的一般性描述

[0240] 图20示出了本文公开的mRNA疫苗平台的总体描述。所述疫苗优选由多个疏水“核”

结构(每个包含至少一种编码目标抗原的mRNA)组成，所述“核”结构包含在亲水性“壳”结构

(由脂质体‑双层组成并配制成将所述核结构有效囊封在其中)内。所述疏水性“核”优选包

含带负电荷的mRNA分子和带正电荷的多聚复合物(例如PbAE)或蛋白质(例如鱼精蛋白)分

子的群体，而所述亲水性“壳”优选由以预先选择和优化的比率的脂质和/或磷脂的组合组

成。在某些实施方式中，可能期望将所述脂质壳的表面通过将一个或多个亲和部分与其缀

合(例如，糖部分例如甘露糖、结合蛋白或对一种或多种DC表达表位具有特异性的抗体)进

行“官能化”，以通过增强疫苗粒子与所述疫苗核/壳复合物要靶向的抗原呈递细胞(例如树

突细胞、巨噬细胞和B细胞)之间的相互作用和/或增加它们之间的结合。在含有mRNA的内部
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核和外部脂质体双层壳之间形成的“胞质”空间也可以被优化，以含有一种或多种细胞因子

(例如CpG)、蛋白质(例如FLT3L)或小分子(例如免疫调节剂如IDO‑1抑制剂)，从而进一步增

强/扩展所述疫苗在选定的细胞和患者中的活性。

[0241] 在优选的实施方式中，确定≥20:1聚合物比mRNA分子(或者，≥1:1鱼精蛋白比

mRNA分子)的比率以在制备用于本文公开的治疗组合物的壳/核递送构建体时提供最理想

的结果。同样地，约1μg  mRNA与2μg鱼精蛋白与20μg脂质的比率显示出在配制用于人类施用

的疫苗中特别有利。

[0242] 实施例4–两种mRNA可被共同包装在单个壳中用于双重免疫疗法

[0243] 在图21所示的研究中，将500ng  OVA  mRNA与递增量的编码IL12p70的mRNA混合以

制备鱼精蛋白/mRNA核，然后将所述核包装到脂质壳中。因此所生成的mRNA疫苗含有两种不

同的mRNA分子：编码OVA抗原的mRNA和编码树突细胞刺激细胞因子IL12p70的mRNA。首先用

所述mRNA疫苗处理DC2.4细胞，然后与B3Z  OVA特异性T细胞共温育。24hr后测量细胞生长培

养基中的IL‑2水平。结果显示500ng  IL12p70mRNA的共包装提升了疫苗活性。这证明了1)可

以将两种不同类型的mRNA分子包装在一个疫苗粒子中；和2)这两种类型的mRNA分子可以用

于不同的目的‑‑一种用于抗原产生，另一种用于树突细胞刺激。

[0244] 该结果证明了本发明的一个重要方面，特别是关于为特定患者创建的“个性化”癌

症免疫疗法的设计。这种应用在以下实施例描述的研究中进一步扩展：

[0245] 实施例5‑用于个性化癌症免疫疗法的基于mRNA的疫苗

[0246] 从癌症基因组中鉴定体细胞突变和预测免疫原性肿瘤突变上的进步为开发用于

个体化癌症免疫疗法的治疗性疫苗提供了前所未有的机会。然而，制备传统的基于蛋白质

或肽的疫苗以在给定肿瘤中靶向具有异质突变谱的癌细胞是一项艰巨的任务。所公开的

mRNA疫苗平台已为此目的而专门设计。在此，这种高效的平台被用来检验这样的假设，即通

过基于患者独特的癌症基因组特征定制的疫苗接种可以实现个性化乳腺癌治疗。

[0247] 本实施例解决了乳腺癌研究中的三个主要挑战：

[0248] a)改革治疗方案，用更有效、毒性更小并且影响存活的治疗方案取而代之；

[0249] b)消除与转移性乳腺癌相关的死亡；和

[0250] c)确定乳腺癌细胞潜伏多年然后重新出现的原因和方式，并利用这些信息来防止

这种复发。

[0251] 近年来，癌症免疫疗法在多种类型的癌症中实现了前所未有的临床疗效。然而，只

有少数癌症患者受益于免疫疗法，并且许多患者未能应答或发动有效的抗肿瘤免疫应答。

多条证据显示，肿瘤浸润性淋巴细胞(TIL)的存在充当预后标志物并预测对不同疗法包括

免疫疗法和化学疗法的反应。缺乏TIL的肿瘤已被表征为“冷的(non‑inflamed)”，并且一般

与治疗失败和预后不良相关。例如，检查点阻断抗体在具有相对较少TIL的乳腺癌患者中的

功效与黑素瘤或非小细胞肺癌患者相比有效性低得多，后者是具有丰富TIL并且被表征为

“热(inflamed)”的肿瘤类型。因此，促进T细胞浸润和维持T细胞在肿瘤微环境中的功能的

手段是开发有效免疫疗法的焦点，尤其是对于包括乳腺癌在内的“冷”肿瘤类型而言。

[0252] 治疗性癌症疫苗具有刺激强有力的抗肿瘤免疫的潜力。在最近的一项研究中，利

用含有p66HER2抗原肽的基于纳米技术的树突细胞疫苗(纳米DC疫苗)靶向HER2阳性乳腺

癌，并检测到抗原特异性CD8+T细胞的大量肿瘤浸润以及刺激Th1‑偏向型细胞因子，导致在
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乳腺癌鼠模型中强有力地抑制HER2阳性肿瘤生长。

[0253] 一项随访研究也证明了用癌症疫苗治疗和用抗PD‑1抗体治疗之间在进一步促进T

细胞的肿瘤浸润中的协同作用，如通过肿瘤相关CD45+细胞群体内CD3+T细胞增加所证明的。

[0254] 在个性化免疫疗法的新时代中的治疗性mRNA疫苗.虽然乳腺癌中的整体突变负荷

不如黑素瘤或非小细胞肺癌中那么重，但最近对560个乳腺癌全基因组序列的研究鉴定出

93个癌基因中1,628个可能的驱动突变，而TP53是雌激素受体(ER)阴性乳腺癌中最常见的

突变驱动癌基因。这一结果与以前的报告很好地匹配，即TP53突变在HER2阳性(72％)和基

底样(80％)乳腺癌中更经常发生，而PIK3CA突变在基底样乳腺癌中(9％)与其他亚型(29‑

45％)相比罕见。使用基于蛋白酶体切割基序的在线工具，已经鉴定了多种在人和鼠蛋白质

之间100％保守的细胞毒性T细胞表位，包括在TP53、PIK3CA和PTEN中的那些(表2)。这些表

位充当开发“下一代”免疫治疗剂的最佳试剂，并且从使用鼠肿瘤模型的功效研究获得的结

果可以直接被应用于预测患者反应。

[0255] 表2

[0256] BC中的细胞毒性T细胞表位

[0257]

[0258] *提供野生型蛋白质的氨基酸序列作为参考，突变氨基酸加下划线。

[0259] 为此目的，理想地开发了本文公开的基于mRNA的疫苗平台。使用LPP  mRNA疫苗，所
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述疫苗由脂质体壳结构中的mRNA核组成，其中多聚复合物/mRNA核由聚(β‑氨基酯)聚合物/

mRNA(PβAE/mRNA)或鱼精蛋白/mRNA组成，并且脂质体壳由中性和带正电荷的磷脂的混合物

组成，所述平台允许从mRNA分子稳固地表达蛋白质。与常规基于肽的疫苗相比，基于mRNA的

疫苗具有在一个小基因构建体中纳入多个抗原表位的优点，因此可以基于患者在个体癌基

因组中的突变谱快速定制以满足个体患者的需要。它们与传统的质粒衍生疫苗的不同还在

于(除了其他优点之外)，它们在分裂和非分裂细胞两者中都起作用，同时也没有基因组整

合的风险。有趣的是，虽然基于鱼精蛋白的mRNA疫苗产品已被测试了多年，但来自裸鱼精蛋

白/mRNA的蛋白质抗原表达仅是LPP/mRNA的几分之一。可能的原因在于所述裸构建体中的

mRNA分子易受血浆RNA酶的攻击。

[0260] 或者，LPP/mRNA触发DC以表达高得多的水平的IL‑12，IL‑12是对于抗原呈递细胞

的最大抗原加工和呈递活性必不可少的细胞因子。mRNA核还通过激活Toll样受体7和8

(TLR7/8)信号转导来作为疫苗的强佐剂，如通过TLR7/8抑制剂ODN2095抑制细胞因子表达

所证明的。为了测试mRNA疫苗的活性，应用卵清蛋白(OVA)作为模型抗原，并将骨髓来源的

树突细胞(BMDC)与LPP/OVA一起温育来确定抗原呈递和T细胞活化。与LPP/OVA但不是鱼精

蛋白/OVA一起温育的BMDC在表面上展现出高水平的主要组织相容性复合物I型(MHCI)‑OVA

表位。用LPP/OVA  mRNA疫苗处理引起脾脏和淋巴结中CD4+和CD8+T细胞的刺激。该疫苗还有

效抑制表达OVA的肿瘤的生长。尽管近期有杰出的著作发表了用于癌症和传染性疾病的具

有相似结构和组成的脂质体mRNA疫苗，但在一项单独的研究中，显示所公开的LPP/mRNA疫

苗比简单的脂质体mRNA疫苗(即那些缺乏mRNA保护性核结构的疫苗)在促进抗原表达和刺

激DC活化方面更有效。总之，这些数据显示LPP/mRNA疫苗平台通过强有力的抗原加工和呈

递提供强健的抗肿瘤免疫。所述多聚复合物/mRNA核‑脂质体壳结构在刺激抗肿瘤免疫方面

远远优于其它基于mRNA的平台(裸鱼精蛋白/mRNA和脂质体囊封的mRNA)。

[0261] 众所周知，人类癌症在分子和结构特征两个方面是异质的，并且在肿瘤生长、克隆

扩增和药物治疗期间经常发生基因突变/扩增/缺失。加重这种复杂性的是每种癌症类型都

有其独特的特征。例如，三阴性乳腺癌(TNBC，缺乏雌激素受体、孕酮受体或HER2/neu的表

达)具有高的TP53突变率，并与多种基因中的低频突变组合。这些突变事件最有可能会导致

在单个肿瘤中形成具有特定基因扩增/突变特征的不同克隆(一些显性和一些未充分表

现)。因此，在同一患者的不同的肿瘤结节中或原发性和转移性肿瘤之间鉴定出不同的突变

谱并不罕见。癌症免疫疗法的目标是高效消除肿瘤中的所有克隆，并且所述mRNA癌症疫苗

非常好地适合这一目的，因为可以工程改造一种单一疫苗构建体来靶向多种抗原以匹配每

个患者中癌基因组的复杂性。

[0262] 在免疫活性小鼠中产生原发性和转移性肿瘤：4T1鼠乳腺肿瘤细胞(p53null)将被

工程改造以用CRISPR/Cas9技术在PIK3CA或PTEN基因中生成点突变，所述技术是一种在实

验室中常规进行的实践。然后用携带突变TP53基因和荧光素酶基因的逆转录病毒感染具有

野生型或PIK3CA和PTEN突变的4T1细胞。所生成的同基因4T1细胞将携带TP53基因中的单个

突变(4T1/TP53*)、TP53基因和PIK3CA或PTEN中的双重突变(4T1/TP53*PIK3CA*或4T1/

TP53*PTEN*)或所有三个基因中的突变(4T1/TP53*PIK3CA*PTEN*)。将所有四种同基因系以

1:1:1:1的比率汇集在一起，并接种到6至8周龄雌性BALB/c小鼠的乳腺脂肪垫中以生成原

发性肿瘤。如以前的例子所证明的，4T1原发性肿瘤高效率地转移至肝和肺。进行组织学分
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析以表征原发性肿瘤和转移性肿瘤结节，并与亲代4T1肿瘤进行比较。来自肿瘤的单细胞可

以使用聚合酶链反应(PCR)分离和定量，以测量在给定肿瘤中携带单个TP53*突变或双重或

三重突变的肿瘤细胞的百分比。

[0263] 体外免疫应答试验：在mRNA疫苗应用于处理携带肿瘤的鼠模型之前可进行基于细

胞的研究，以确保它们可以发挥其预期的功能。可以将单独的mRNA疫苗与骨髓来源的树突

细胞(BMDC)一起温育6hr，然后将BMDC与鼠T细胞共温育。DC成熟可以通过对CD40和CD86表

达的流式细胞术分析和通过对白细胞介素‑12(IL‑12)表达的ELISA来确定。T细胞活化通过

干扰素(IFN‑I)和白细胞介素‑2(IL‑2)表达来测定。

[0264] 检查mRNA疫苗的体内免疫应答：BALB/c小鼠将在乳腺脂肪垫中接种包含4种同基

因克隆的混合物的4T1细胞。当原发性肿瘤达到200‑300mm3时，将小鼠分成4组(n＝10只小

鼠/组)并用4种mRNA疫苗皮内处理，一周后将再一次疫苗接种进行加强。血样在第二次疫苗

接种之前收集一次，并在实验完成时再收集一次。小鼠将在第二次疫苗接种后3天实施安乐

死，并将收集脾脏、淋巴结和肿瘤样品。所有样品将应用于使用EasySepTM小鼠T细胞分离试

剂盒(StemCell  Technologies)来分离CD3+T细胞，并遵照与我们描述的相同的方案，基于

IL‑2和IFN‑I表达水平或表面成熟标志或利用ELISPOT测定来检测活化细胞。还将检测检查

点抑制蛋白的表达水平。

[0265] 评价mRNA疫苗的抗肿瘤活性：BALB/c小鼠将用亲本4T1肿瘤或来源于4种同基因克

隆的混合物的肿瘤(n＝10只小鼠/组)接种，将被分成4组，并每周用4种mRNA疫苗皮内(id)

处理，为期4周。维持小鼠以监测肿瘤生长(基于肿瘤尺寸)和肿瘤转移到远处器官(使用

Xenogen  IVIS‑200成像系统)。当原发肿瘤的重量(基于肿瘤体积计算，假设密度为1g/cm3)

超过体重的10％、肿瘤溃烂或患病迹象包括无精打采、弓背和皮毛发皱时，将对小鼠实施安

乐死。

[0266] HLA‑A2转基因小鼠中对mRNA疫苗的免疫应答：来自Jackson  Laboratories的HLA‑

A2转基因小鼠(C57BL/6‑Tg[HAL‑A2.1]1Enge/J)在来自脾脏、骨髓和胸腺的细胞上表达人

HLA‑A2.1MHCI白细胞抗原。为了预测患者对所述mRNA疫苗的免疫应答，用四种列出的mRNA

疫苗处理HLA‑A2小鼠(n＝10只小鼠/组)，收集血液和组织样品并检查抗原特异性T细胞活

性。

[0267] 鼠肿瘤模型：用混合的同基因克隆接种的小鼠将产生具有混合分子特征的肿瘤。

在来自一个同基因克隆的肿瘤细胞比其余克隆生长得快得多的情况下，这将基于肿瘤样品

的PCR分析被检测到，则可以在肿瘤细胞接种之前调整这些克隆的比率。如果来自原发性肿

瘤的信号干扰转移性结节的检测，则当原发性肿瘤达到500cm3时可以将它们手术切除，并

通过发光测定来监测肿瘤转移。

[0268] 抗肿瘤免疫：对免疫应答的分析揭示，mRNA疫苗可以发挥强大的抗肿瘤免疫。与具

有单一表位(即LPP/p53)的疫苗相比，预期编码多个新抗原表位(例如LPP/p53‑PI3K‑PTEN)

的疫苗具有促进更强的抗肿瘤免疫的优势，并且该效应将通过T细胞活性测量以及抑制肿

瘤生长和转移来反映。如果用某些疫苗如LPP/p53或LPP/p53‑PI3K处理仅导致肿瘤生长的

部分抑制，则可以从疫苗接种后的小鼠收集肿瘤组织，并分析肿瘤组成，重点关注来自4种

单独的同基因克隆的肿瘤细胞的百分比。肿瘤组成的变化将表明来自某种(某些)疫苗的功

效(或缺乏功效)。用mRNA疫苗的一个潜在风险在于MHCI新抗原表位是基于一组算法选择
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的，但尚未以生物学研究加以证实。在基于来自特定体外研究的结果将观察到从选定的表

位没有应答或应答非常弱的情况下，则可以在重复的所述研究中使用替代表位，直到获得

许多成功的候选表位。或者，可以用单个氨基酸替换来修饰抗原表位以增强MHC结合，该策

略已成功应用于开发WT1MHCI抗原。

[0269] 用HLA‑A2小鼠进行研究：由于覆盖所述MHCI新抗原表位区域的肽序列在人类蛋白

质和小鼠同源物之间是保守的，我们期望从BALB/c小鼠和HLA‑A2转基因小鼠中观察到类似

的免疫应答。

[0270] 治疗性癌症疫苗必须激活抗原呈递细胞，主要是DC，以发挥它们的抗肿瘤活性。为

了完全了解基于mRNA的治疗性癌症疫苗的作用机制并鉴定进一步改善该新型治疗剂活性

的途径，首先有必要鉴定驱动抗肿瘤免疫所必需的DC亚群。在该研究中，选择实验来确定3

个主要DC亚群在mRNA疫苗活性中的作用：常规CD8+和CD8‑DC(cDC)以及浆细胞样DC(pDC)。从

Jackson  Laboratories得到了三个基因工程改造的小鼠系用于该研究：Batf3‑/‑敲除，zDC‑

DTR(在Zbt646基因的3'非翻译区中的白喉毒素受体[DTR])，和Cd11c‑DTR(在CD11c启动子

控制下的DTR)。Batf3‑/‑敲除小鼠不生成CD8+DC。用白喉毒素(DT)处理zDC‑DTR小鼠清除来

自骨髓的两种类型的cDC，但不影响pDC，而Cd11c‑DTR小鼠的DT处理将从动物体清除所有

DC。

[0271] 野生型和基因工程改造小鼠的抗肿瘤免疫：为了评估CD8+DC在抗肿瘤免疫中的作

用，将4T1肿瘤细胞接种于BALB/c背景的Batf3‑/‑敲除小鼠或对照野生型小鼠(n＝10只小

鼠/组)中，并用LPP/p53‑PI3K‑PTEN  mRNA疫苗每周一次地处理动物，为期4周。为了评价cDC

和pDC对mRNA疫苗活性的影响，将携带肿瘤的zDC‑DTR和Cd11c‑DTR小鼠每系分成2个处理组

(n＝10只小鼠/组)。对照组中的小鼠不接受用DT处理，而处理组中的小鼠在疫苗接种前

24hr用DT给药(20μg/kg，i.p.)。在全规模功效研究之前，通过流式细胞术分析确认DC亚群

的清除。监测肿瘤生长和转移，并且当小鼠显示出患病迹象时将它们安乐死。

[0272] 基于mRNA疫苗的作用机制，清除Cd11c‑DTR小鼠中的所有DC应该完全消除mRNA疫

苗的抗肿瘤免疫。来自Batf3‑/‑敲除和zDC‑DTR小鼠的结果应说明哪个DC亚群在促进mRNA疫

苗活性中起必要作用。在先前的实施例中，从BMDC观察到对mRNA疫苗治疗的强烈应答，表明

涉及CD8+DC。如果在20μg/kg  DT处理(多个实验室使用的方案)后在zDC‑DTR或Cd11c‑DTR小

鼠中未完全去除DC的目标亚群，则可根据需要调整DT剂量和/或给药方案。
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[0017] <211>  9

[0018] <212>  PRT

[0019] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0020] <400>  2

[0021] Thr  Glu  Val  Val  His  Arg  Cys  Pro  His

[0022] 1               5

[0023] <210>  3

[0024] <211>  8

[0025] <212>  PRT

[0026] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0027] <400>  3

[0028] Thr  Leu  Glu  Asp  Ser  Ser  Gly  Asn

[0029] 1               5

[0030] <210>  4

[0031] <211>  8

[0032] <212>  PRT

[0033] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0034] <400>  4

[0035] Thr  Asp  Glu  Asp  Ser  Ser  Gly  Asn

[0036] 1               5

[0037] <210>  5

[0038] <211>  9
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[0039] <212>  PRT

[0040] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0041] <400>  5

[0042] Gly  Asn  Arg  Glu  Glu  Lys  Asn  Arg  Glu

[0043] 1               5

[0044] <210>  6

[0045] <211>  9

[0046] <212>  PRT

[0047] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0048] <400>  6

[0049] Gly  Asn  Arg  Glu  Asn  Lys  Asn  Arg  Glu

[0050] 1               5

[0051] <210>  7

[0052] <211>  10

[0053] <212>  PRT

[0054] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0055] <400>  7

[0056] Gln  Glu  Lys  Leu  Lys  Asp  Glu  Thr  Gln  Lys

[0057] 1               5                   10

[0058] <210>  8

[0059] <211>  10

[0060] <212>  PRT

[0061] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0062] <400>  8

[0063] Gln  Glu  Lys  Leu  Lys  Asp  Lys  Thr  Gln  Lys

[0064] 1               5                   10

[0065] <210>  9

[0066] <211>  9

[0067] <212>  PRT

[0068] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0069] <400>  9

[0070] Asn  His  Tyr  Lys  Ile  Tyr  Asn  Leu  Cys

[0071] 1               5

[0072] <210>  10

[0073] <211>  9

[0074] <212>  PRT

[0075] <213>  智人（Homo  sapiens）

[0076] <400>  10

[0077] Asn  His  Tyr  Asn  Ile  Tyr  Asn  Leu  Cys
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[0078] 1               5
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