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(57)【要約】
Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）に対するアゴニストであり、インビトロまたはインビボ
で抗ウイルス薬、抗増殖薬および免疫刺激薬のうち１以上として使用される、不適正塩基
対合した二本鎖リボ核酸。医療処置方法および医薬の製造方法を提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）のみにより仲介される自然免疫応答を開始する方法で
あって、少なくともポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）を他のＴｏｌｌ様受容体またはＲＮＡヘリカー
ゼを活性化することなくＴＬＲ３を活性化するのに十分な量にて対象に投与することを含
む方法。
【請求項２】
　（ｉ）ウイルスに感染している対象、または（ｉｉ）腫瘍細胞もしくは他のトランスフ
ォームした細胞を保有する対象を処置する方法であって、Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３
）に結合してそれぞれ（ｉ）対象のウイルスによる感染症または（ｉｉ）対象における腫
瘍細胞もしくは他のトランスフォームした細胞の増殖を軽減または排除するのに十分な量
のポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）を含む医薬組成物を投与することを含む方法。
【請求項３】
　対象がウイルスに感染している、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　ウイルスがブニヤウイルスである、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　ウイルスがフレボウイルスである、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　対象にウイルスまたは腫瘍に対するワクチンを接種する方法であって、（ｉ）ウイルス
または腫瘍に対する免疫応答を誘導するワクチンの投与、および（ｉｉ）Ｔｏｌｌ様受容
体３（ＴＬＲ３）に結合して対象におけるワクチンのウイルスまたは腫瘍抗原に対する免
疫応答を刺激するのに十分な量のポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）を含む医薬組成物を投与すること
を含む方法。
【請求項７】
　対象にウイルスに対するワクチンを接種する、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　ウイルスがブニヤウイルスである、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　ウイルスがフレボウイルスである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　対象がヒトである、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　ウイルスまたは腫瘍が、専らＴＬＲ３アゴニストとして作用するポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）
の唯一の作用に対して感受性である、請求項２～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　ウイルスまたは腫瘍が、ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）によりインサイチューターゲットとして
自然選択される抗原を発現し、その抗原に対する免疫応答が開始される、請求項２～９の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）を静脈内注入する、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）を皮内、皮下もしくは筋肉内に注射し；鼻内もしくは気管内吸入
し；または口腔咽頭曝露する、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　ウイルスに感染した、腫瘍を保有する、またはウイルスもしくは腫瘍に対するワクチン
を接種した対象の免疫細胞上のＴｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）に結合する医薬を製造す
るための、一般式ｒＩｎ・ｒ（Ｃ１１－１４Ｕ）ｎ（式中、ｎは４～２９の整数である）
の不適正塩基対合した二本鎖リボ核酸の使用。
【請求項１６】
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　ウイルスに感染した、腫瘍を保有する、またはウイルスもしくは腫瘍に対するワクチン
を接種した対象を処置するのに使用される、無菌条件下で製造された一般式ｒＩｎ・ｒ（
Ｃ１１－１４Ｕ）ｎ（式中、ｎは４～２９の整数である）の不適正塩基対合した二本鎖リ
ボ核酸。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の引照
　本出願は、米国仮出願Ｎｏ．６０／９０４，７９２（２００７年３月５日出願）に基づ
く優先権を主張する。
【０００２】
　連邦支援による研究または開発
　米国政府は、保健社会福祉省が授与するＮＩＨ－ＮＯ１－ＡＩ－１５４３５により提供
された本発明に一定の権利をもつ。
【０００３】
　本発明は、抗ウイルス薬、抗増殖薬、免疫刺激薬、またはそれらのいずれかの組合わせ
として使用するための、Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）に対するアゴニストの提供に関
する。医療処置方法および医薬の製造方法を提供する。
【背景技術】
【０００４】
　二本鎖ＲＮＡ様ポリ（Ｉ：Ｃ）がＴＬＲ３アゴニストとして用いられている。しかし、
医薬としてのそれの有用性はその毒性によって制限される。したがって、このファミリー
に属する他の受容体ではなくＴＬＲ３を特異的にターゲティングする抗ウイルス薬、抗増
殖薬および／または免疫刺激薬として使用できる改良された医薬が求められている。たと
えば、望ましい医薬は、初期または樹立した感染症の処置、前癌もしくは癌状態の処置、
またはＴＬＲ３により仲介される炎症反応の誘導について、高い治療指数（たとえば、毒
作用を生じる投与量を治療作用を生じる投与量で割った比率、たとえばＬＤ５０をＥＤ５

０で割ったもの）をもつであろう。
【０００５】
　二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）は、２’，５’－オリゴアデニル酸シンセターゼ／ＲＮ
アーゼＬおよびｐ６８プロテインキナーゼ経路を含めたｄｓＲＮＡ依存性細胞内抗ウイル
ス防御機序により、自然免疫（たとえばインターフェロンその他のサイトカインの産生）
を誘発する。ＨＥＭＩＳＰＨＥＲｘ（登録商標）　ＢｉｏｐｈａｒｍａからのＡＭＰＬＩ
ＧＥＮ（登録商標）ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）は、抗ウイルスおよび免疫刺激の特性を備えた
特異的構造のｄｓＲＮＡであるが、これは毒性の低下を示す。ＡＭＰＬＩＧＥＮ（登録商
標）ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）は、多面的活性によりウイルスおよび癌細胞の増殖を阻害する
：それは他のｄｓＲＮＡ分子が行なうのと同様に２’，５’－オリゴアデニル酸シンセタ
ーゼ／ＲＮアーゼＬおよびｐ６８プロテインキナーゼ経路を調節する。ここで、ポリ（Ｉ
：Ｃ１２Ｕ）は体内でＴＬＲ３の特異的アゴニストとして作用することによりその作用を
仲介することが見いだされた。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　したがって、抗ウイルス薬、抗増殖薬および／または免疫刺激薬を必要とする患者に対
する処置を提供することが目的である。これにより、長い間求められていた選択的ＴＬＲ
３アゴニストに対する要望に対処する。特に感染性疾患、細胞増殖および／またはワクチ
ン接種を伴う対象を処置する方法および医薬を製造する方法が提供される。本発明のさら
に他の目的および利点は以下に記載され、あるいはその考察から当業者に明らかであろう
。
【課題を解決するための手段】



(4) JP 2010-520284 A 2010.6.10

10

20

30

40

50

【０００７】
　本発明は、初期もしくは樹立したウイルス感染症、異常な細胞増殖を特色とする病的状
態（たとえば新生物または腫瘍）を伴う対象（たとえばヒトまたは動物）を処置するため
に、または対象にウイルス感染症に対するワクチンを接種するための免疫刺激薬として使
用できる。不適正塩基対合した二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）の使用量は、対象の免疫細
胞上のＴｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）を結合するのに十分であることが好ましい。これ
により自然免疫を誘発することができる。特に、特異的構造のｄｓＲＮＡを用いて、ＴＬ
Ｒ４など他のＴｏｌｌ様受容体、またはＲＩＧ－１もしくはｍｄａ－５などのＲＮＡヘリ
カーゼを活性化することなく、ＴＬＲ３を活性化することができる。
【０００８】
　対象は、ウイルス、特にブニヤウイルス（ｂｕｎｙａｖｉｒｕｓ）、またはより具体的
にはフレボウイルス（ｐｈｌｅｂｏｖｉｒｕｓ）に感染していてもよい。ＴＬＲ３に結合
するのに十分な量の特異的構造のｄｓＲＮＡを含む医薬組成物を対象に投与する。特異的
構造のｄｓＲＮＡで処置していない対象と比較した回復時間の短縮、免疫性の増大（たと
えば抗体価、リンパ球増殖、感染した細胞の死滅、またはナチュラルキラー（ＮＫ）細胞
活性の上昇）、ウイルス複製回数の減少、またはその組合わせにより評価されるように、
対象のウイルス感染症はこれにより軽減または排除される。
【０００９】
　対象は異常な細胞増殖（たとえば新生物または腫瘍、他のトランスフォームした細胞）
を伴っていてもよい。ＴＬＲ３に結合するのに十分な量の特異的構造のｄｓＲＮＡを含む
医薬組成物を対象に投与することができる。特異的構造のｄｓＲＮＡで処置していない対
象の状態と比較して、細胞増殖が低下し、新生細胞が排除され、および／または対象の罹
患率もしくは死亡率がこれにより改善される。
【００１０】
　対象はウイルスまたは新生物に対するワクチンを接種されてもよい。ワクチン接種の直
前、途中、または直後に、ＴＬＲ３に結合するのに十分な量の特異的構造のｄｓＲＮＡを
含む医薬組成物を対象に投与する。ワクチンに対する免疫応答がこれにより刺激される。
ワクチンは、死ウイルスもしくは弱毒ウイルス、新生細胞の断片、１種類以上の単離した
ウイルスタンパク質、または１種類以上の単離した腫瘍抗原からなっていてもよい。イン
サイチューワクチンは、その場で産生された抗原およびそれに対するアジュバントとして
作用する特異的構造のｄｓＲＮＡからなることができる。ウイルスはブニヤウイルス、よ
り具体的にはフレボウイルスであってもよい。
【００１１】
　抗原提示細胞（たとえば樹状細胞、マクロファージ）および粘膜組織（たとえば胃また
は呼吸器の上皮）が、特異的構造のｄｓＲＮＡに対する好ましい体内ターゲットである。
ウイルスまたは腫瘍を提示することができ、その抗原は専らＴＬＲ３アゴニストとして作
用する特異的構造のｄｓＲＮＡの唯一の作用に対して感受性であるべきである。特異的構
造のｄｓＲＮＡは、好ましくは静脈内注入；皮内、皮下もしくは筋肉内注射；鼻内もしく
は気管内吸入：または口腔咽頭曝露により投与される。
【００１２】
　医薬を使用および製造する方法も提供される。しかし、生成物に関する請求項は、その
方法の特定の工程を生成物請求項中に引用しない限り、必ずしもこれらの方法に限定され
ないことを留意すべきである。
【００１３】
　本発明のさらに他の観点は詳細な説明および特許請求の範囲ならびにそれの一般化から
当業者に明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１－１】ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）処理が、野生型マウスでは肝疾患および全身ウイルス
負荷を制限するが、ＴＬＲ３－／－マウスでは制限しないことを示す。８週令ＴＬＲ３－
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／－（図１Ａ）および野生型（図１Ｂ）マウスのグループをＰＴＶでウイルス攻撃し（０
日目）、１０μｇのポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）または生理食塩水プラセボで、感染後２４時間
目に処理した。感染後、指示した日数目に採集した試料について、平均血清ＡＬＴレベル
を示す。データは、グループ当たり５匹の動物の平均および標準偏差を表わす。ポリ（Ｉ
：Ｃ１２Ｕ）、ｍｄｓＲＮＡ。ＩＵ、国際単位。＊Ｐ＜０．０５；＊＊Ｐ＜０．０１；生
理食塩水処理した対照と比較。
【図１－２】ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）処理が、野生型マウスでは肝疾患および全身ウイルス
負荷を制限するが、ＴＬＲ３－／－マウスでは制限しないことを示す。８週令ＴＬＲ３－

／－（図１Ｃ）および野生型（図１Ｄ）マウスのグループをＰＴＶでウイルス攻撃し（０
日目）、１０μｇのポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）または生理食塩水プラセボで、感染後２４時間
目に処理した。感染後、指示した日数目に採集した試料について、肝スコアを示す。デー
タは、グループ当たり５匹の動物の平均および標準偏差を表わす。ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）
、ｍｄｓＲＮＡ。ＩＵ、国際単位。＊Ｐ＜０．０５；＊＊Ｐ＜０．０１；生理食塩水処理
した対照と比較。
【図１－３】ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）処理が、野生型マウスでは肝疾患および全身ウイルス
負荷を制限するが、ＴＬＲ３－／－マウスでは制限しないことを示す。８週令ＴＬＲ３－

／－（図１Ｅ）および野生型（図１Ｆ）マウスのグループをＰＴＶでウイルス攻撃し（０
日目）、１０μｇのポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）または生理食塩水プラセボで、感染後２４時間
目に処理した。感染後、指示した日数目に採集した試料について、肝ウイルス力価を示す
。データは、グループ当たり５匹の動物の平均および標準偏差を表わす。ポリ（Ｉ：Ｃ１

２Ｕ）、ｍｄｓＲＮＡ。ＩＵ、国際単位。＊Ｐ＜０．０５；＊＊Ｐ＜０．０１；生理食塩
水処理した対照と比較。
【図１－４】ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）処理が、野生型マウスでは肝疾患および全身ウイルス
負荷を制限するが、ＴＬＲ３－／－マウスでは制限しないことを示す。８週令ＴＬＲ３－

／－（図１Ｇ）および野生型（図１Ｈ）マウスのグループをＰＴＶでウイルス攻撃し（０
日目）、１０μｇのポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）または生理食塩水プラセボで、感染後２４時間
目に処理した。感染後、指示した日数目に採集した試料について、血清ウイルス力価を示
す。データは、グループ当たり５匹の動物の平均および標準偏差を表わす。ポリ（Ｉ：Ｃ

１２Ｕ）、ｍｄｓＲＮＡ。ＩＵ、国際単位。＊　Ｐ＜０．０５；＊＊　Ｐ＜０．０１；生
理食塩水処処理した対照と比較。
【図２】感染していないＴＬＲ３－／－マウスおよび野生型マウスの、ポリ（Ｉ：Ｃ１２

Ｕ）曝露後におけるＩＦＮ－β誘導を示す。８週令マウスのグループに１０μｇのポリ（
Ｉ：Ｃ１２Ｕ）を腹腔内注射し、曝露後、指示した時間に採集した血清試料について、全
身ＩＦＮ－βレベルを測定した。データは、グループ当たり３匹の動物の平均および標準
偏差を表わす。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明は、バルチモア分類システムのグループＩＩＩ、グループＩＶまたはグループＶ
に属するＲＮＡウイルスによる感染症を処置することができる。それは、その遺伝子物質
としてリボ核酸（ＲＮＡ）をもち、ＤＮＡ中間体を用いて複製することはない。ＲＮＡは
通常は一本鎖（ｓｓＲＮＡ）であるが、場合により二本鎖（ｄｓＲＮＡ）の可能性がある
。ＲＮＡウイルスはさらにそれらのＲＮＡのセンスまたは極性に従ってマイナスセンスと
プラスセンスのＲＮＡウイルスに分類できる。プラスセンスのウイルスＲＮＡはウイルス
ｍＲＮＡと同一であり、したがって宿主細胞が直ちに翻訳することができる。マイナスセ
ンスのウイルスＲＮＡはｍＲＮＡに対して相補的であり、したがって翻訳前にＲＮＡポリ
メラーゼによりプラスセンスＲＮＡに変換されなければならない。したがって、プラスセ
ンスウイルスの精製したＲＮＡは直接に感染を引き起こすことができるが、全ウイルス粒
子より感染性が低い可能性がある。マイナスセンスウイルスの精製ＲＮＡはプラスセンス
ＲＮＡに転写される必要があるので、それ自体では感染性がない。
【００１６】
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　ヒトおよび動物に感染するＲＮＡウイルスには、ビルナウイルス科（Ｂｉｒｎａｖｉｒ
ｉｄａｅ）およびレオウイルス科（Ｒｅｏｖｉｒｉｄａｅ）（グループＩＩＩ　ｄｓＲＮ
Ａウイルス）；アルテリウイルス科（Ａｒｔｅｒｉｖｉｒｉｄａｅ）、アストロウイルス
科（Ａｓｔｒｏｖｉｒｉｄａｅ）、カリシウイルス科（Ｃａｌｉｃｉｖｉｒｉｄａｅ）、
ヘペウイルス科（Ｈｅｐｅｖｉｒｉｄａｅ）、およびロニウイルス科（Ｒｏｎｉｖｉｒｉ
ｄａｅ）（グループＩＶプラスセンスｓｓＲＮＡウイルス）；ならびにアレナウイルス科
（Ａｒｅｎａｖｉｒｉｄａｅ）、ボルナウイルス科（Ｂｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ）、ブニ
ヤウイルス科（Ｂｕｎｙａｖｉｒｉｄａｅ）、フィロウイルス科（Ｆｉｌｏｖｉｒｉｄａ
ｅ）、パラミクソウイルス科（Ｐａｒａｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ）、およびラブドウイル
ス科（Ｒｈａｂｄｏｖｉｒｉｄａｅ）（グループＶマイナスセンスｓｓＲＮＡウイルス）
に属するものが含まれる。特異的構造の二本鎖リボ核酸（ｄｓＲＮＡ）は、フラビウイル
ス科（Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ）、ヘパドナウイルス科（Ｈｅｐａｄｎａｖｉｒｉｄａ
ｅ）、オルトミクソウイルス科（Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ）、ピコルナウイル
ス科（Ｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｉｄａｅ）、レトロウイルス科（Ｒｅｔｒｏｖｉｒｉｄａｅ
）、およびトガウイルス科（Ｔｏｇａｖｉｒｉｄａｅ）に属するＲＮＡウイルスによる感
染を処置することも知られている。これらの科のウイルスは本発明の範囲に含まれる場合
と含まれない場合がある。
【００１７】
　異常な増殖を伴う対象の細胞は、新生物または腫瘍（たとえば癌、肉腫、白血病、リン
パ腫）、特に腫瘍ウイルス（たとえば、トランスフォーミング遺伝子または癌遺伝子を保
有するＤＮＡウイルスまたはＲＮＡウイルス）によりトランスフォームした細胞、または
他の形で癌関連ウイルスに感染した細胞であってもよい。たとえば、エプスタイン-バー
ウイルスは鼻咽頭癌、ホジキンリンパ腫、バーキットリンパ腫、および他のＢリンパ腫に
関連し；ヒトＢおよびＣ型肝炎ウイルス（ＨＢＶおよびＨＣＶ）は肝癌に関連し；ヒトヘ
ルペスウイルス８（ＨＨＶ８）はカポジ肉腫に関連し；ヒトパピローマウイルス（たとえ
ばＨＰＶ６、ＨＰＶ１１、ＨＰＶ１６、ＨＰＶ１８、またはその組合わせ）は子宮頚癌、
肛門癌および性器いぼに関連し；ヒトＴ－リンパ栄養性ウイルス（ｈｕｍａｎ　Ｔ－ｌｙ
ｍｐｈｏｔｒｏｐｈｉｃ　ｖｉｒｕｓ）（ＨＴＬＶ）はＴ－細胞白血病およびリンパ腫に
関連する。癌には、消化器系（たとえば食道、結腸、腸、回腸、直腸、肛門、肝臓、膵臓
、胃）、尿生殖器系（たとえば膀胱、腎臓、前立腺）、筋骨格、神経、肺器官系（たとえ
ば肺臓）、または生殖器系（たとえば子宮頸、卵巣、精巣）を起源とするものが含まれる
。
【００１８】
　ポリ（リボイノシン酸）をポリ（リボシトシン１２ウラシル）に部分ハイブリダイズさ
せ、これをｒＩｎ・ｒ（Ｃ１２Ｕ）ｎと表わすことができる。使用できる他の特異的構造
のｄｓＲＮＡは、ポリ（ＣｎＵ）およびポリ（ＣｎＧ）から選択されるコポリヌクレオチ
ド（ここでｎは４～２９の整数である）に基づくか、あるいはポリリボイノシン酸および
ポリリボシチジル酸の複合体の不適正塩基対合類似体であり、ｒＩｎ・ｒＣｎを修飾して
ポリリボシチジル酸（ｒＣｎ）鎖に沿って非対合塩基（ウラシルまたはグアニン）を取り
込ませることにより形成される。あるいは、不適正塩基対合ｄｓＲＮＡはｒ（Ｉ）・ｒ（
Ｃ）ｄｓＲＮＡから、たとえば２’－Ｏ－メチルリボシル残基を含有させてポリリボイノ
シン酸（ｒＩｎ）のリボシル主鎖を修飾することにより誘導できる。不適正塩基対合ｄｓ
ＲＮＡをＲＮＡ安定化ポリマー、たとえばリジンセルロースと複合体形成させることがで
きる。これらのｒＩｎ・ｒＣｎの不適正塩基対合類似体のうち好ましいものは一般式ｒＩ

ｎ・ｒ（Ｃ１１－１４Ｕ）ｎのものであり、Ｕ．Ｓ．Ｐａｔｅｎｔｓ　４，０２４，２２
２および４，１３０，６４１に記載されており；これらを本明細書に援用する。それらに
記載されるｄｓＲＮＡは、一般に本発明に従って使用するのに適切である。Ｕ．Ｓ．Ｐａ
ｔｅｎｔ　５，２５８，３６９も参照。
【００１９】
　特異的構造のｄｓＲＮＡは、下記を含むいずれか適切な局所または全身経路で投与する
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ことができる：経腸（たとえば経口、胃ゾンデ、注腸）、局所（たとえば、皮膚上で作用
するパッチ、直腸または膣において作用する坐剤）、および非経口（たとえば経皮パッチ
；皮下、静脈内、筋肉内、皮内または腹腔内注射；口腔、舌下または経粘膜；鼻内または
気管内への吸入または点滴注入）。吸入のために核酸を微粉砕し、注射もしくは点滴注入
のためにビヒクル（たとえば無菌の緩衝化生理食塩水または水）に溶解し、またはターゲ
ティッド送達のためにリポソームその他のキャリヤーに封入することができる。好ましい
ものは、核酸を抗原提示細胞および上皮におけるＴＬＲ３受容体へターゲティングするキ
ャリヤーである。無菌条件下で製造（および場合により貯蔵）し、微生物および内毒素の
混入が低いことについて試験した、少なくとも有効量の特異的構造のｄｓＲＮＡを含有す
る医薬組成物として、医薬を配合することができる。これらの医薬は生理的に許容できる
ビヒクルまたはキャリヤーをさらに含有することができる。好ましい経路が対象の状態お
よび年齢、感染性疾患または新生物疾患の性質、ならびに選択した有効成分に従って異な
る可能性があることは認識されるであろう。
【００２０】
　前記核酸の推奨される投与量は、対象の臨床状態、およびウイルス感染症または腫瘍疾
患を処置する医師または獣医の経験に依存するであろう。特異的構造のｄｓＲＮＡは、７
０ｋｇの対象に約２００ｍｇ～約４００ｍｇで静脈内注入により週２回の計画で投与でき
る；ただし、投与量および／または頻度は医師または獣医が対象の状態に応じて変更でき
る。ＴＬＲ３を発現する細胞または組織、特に抗原提示細胞（たとえば樹状細胞、マクロ
ファージ）および内皮（たとえば呼吸器系および胃系）は核酸の送達に好ましい部位であ
る。特異的構造のｄｓＲＮＡの作用は、ＴＬＲ３遺伝子の変異（たとえば欠失）、それの
発現のダウンレギュレーション（たとえばｓｉＲＮＡ）、ＴＬＲ３のリガンド結合部位に
対する競合物質（たとえば中和抗体）もしくは受容体アンタゴニストとの結合、またはＴ
ＬＲ３シグナル伝達経路の下流成分（たとえばＭｙＤ８８またはＴＲＩＦ）との干渉によ
り、阻害または遮断される可能性がある。
【００２１】
　ＡＭＰＬＩＧＥＮ（登録商標）ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）は、ＴＬＲ３活性化が免疫系に及
ぼす影響を調べるための選択的物質を提供し、これはこれまで得られなかったものである
。他の物質、たとえばＴＬＲアダプターであるＭｙＤ８８およびＴＲＩＦは、それぞれ全
ＴＬＲまたはＴＬＲ３／ＴＬＲ４によりシグナル伝達を仲介する。したがって、ＭｙＤ８
８またはＴＲＩＦによるシグナル伝達の活性化または阻害は、その生物学的作用をＴＬＲ
３により仲介されるものに限定されないであろう。ＴＬＲ３およびそれのシグナル伝達が
存在することは、ＡＭＰＬＩＧＥＮ（登録商標）ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）が受容体アゴニス
トとして作用するための必要条件なので、このアゴニストを投与する前に、対象の細胞ま
たは組織にＴＬＲ３変異が存在しないこと、ＴＬＲ３タンパク質が存在すること、ＴＬＲ
３仲介シグナル伝達が無傷であること、またはそのいずれかの組合わせを調べることがで
きる。そのようなＴＬＲ３活性の確認は、このアゴニストの投与の前、途中または後に行
なうことができる。このアゴニストは、免疫応答を他のＴｏｌｌ－様受容体またはＲＮＡ
ヘリカーゼの活性化なしにＴＬＲ３の活性化に限定するために使用できる。
【００２２】
　以下の例は本発明の具体的態様をさらに説明するものであり、前記の本発明の範囲を限
定するためのものではない。
【実施例】
【００２３】
　プンタ・トロ（Ｐｕｎｔａ　Ｔｏｒｏ）ウイルス（ＰＴＶ）は、リフトバレー熱および
砂バエ熱を引き起こすウイルスに系統発生的に近縁である。病原性の高いフレボウイルス
によるものと異なり、ＰＴＶによるヒト感染は通常は軽度の発熱疾患に限定される疾患を
生じる。小型げっ歯類における感染モデルが記載されており、これはヒトおよび家畜有蹄
類のリフトバレー熱ウイルス感染症にみられるものと同様に肝臓に波及する急性疾患を生
じる。幾つかのグループが、ハムスターはＰＴＶ感染により誘発される重篤な疾患に罹患
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しやすいことを記載している。これらのげっ歯類モデルを利用できることにより、ＰＴＶ
は抗ウイルス研究のためのリフトバレー熱ウイルスの使用に代わる実用的なものとなる；
後者は高度に制限されており、高レベルの隔離施設を必要とするからである。そのため、
急性フレボウイルス誘発疾患のＰＴＶモデルを用いて有望な抗ウイルス薬の評価が多数行
われた。さらに、幾つかの大規模研究は、免疫調節薬の評価を伴い、ＰＴＶがＩＦＮ誘導
物質に対して強い感受性をもつことを証明した。Ｉ型ＩＦＮの重要性がマウスＰＴＶ感染
症モデルにおいて実証される。ＩＦＮ－α／βに対する中和抗体で処理すると、成体マウ
スにおいて報告された感染抵抗性が完全に無効になる。有効なＩ型ＩＦＮ誘導物質、たと
えばポリ（Ｉ：Ｃ）またはポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）は、離乳したばかりの（ｗｅａｎｌｉｎ
ｇ）マウスを致死的なＰＴＶ攻撃から防御するのにきわめて有効であることが一貫して証
明された。
【００２４】
　ＲＮＡウイルスの複製中間体であるｄｓＲＮＡへの曝露により生じる活性化事象に２つ
の経路が関与するという証拠が累積しつつある。ＴＬＲ３応答経路のほかに、ＴＬＲ３に
依存しない経路であって、カスパーゼ動員ドメイン（ｃａｓｐａｓｅ－ｒｅｃｒｕｉｔｉ
ｎｇ　ｄｏｍａｉｎｓ（ＣＡＲＤｓ））を含むＲＮＡヘリカーゼ系の細胞質センサーによ
り仲介される経路が最近明らかになってきた。これらのｄｓＲＮＡセンサーによるシグナ
ル伝達は、別個の経路を通して起き、これらが収束して、抗ウイルス免疫の調節において
重要な因子であるＩＦＮ－βの産生を調節する各種キナーゼおよび転写因子を共有する。
ＴＬＲ３はエンドソームに限定されるため、これは細胞の食細胞プロセスを介して取り込
まれるｄｓＲＮＡの認識に関与すると思われる。ＲＮＡヘリカーゼ系のｄｓＲＮＡ検知物
質であるレチノイン酸誘導タンパク質Ｉ（ＲＩＧ－Ｉ）および黒色腫分化関連遺伝子－５
（ｍｄａ－５）が細胞質ゾルに位置することにより、細胞内のウイルス感染を感知するこ
とができる。最近の証拠は、ポリ（Ｉ：Ｃ）に対するＩ型ＩＦＮの応答に際して、ｍｄａ
－５がＴＬＲ３を上回る主要な役割を果たすことを示唆している。本明細書には、ポリ（
Ｉ：Ｃ１２Ｕ）による防御免疫の誘導に際してのＴＬＲ３の役割を証明するデータを示す
。
【００２５】
　　被験動物
　ＴＬＲ３－／－マウスは、エール大学において誘導され、Ｃ５７ＢＬ／６バックグラウ
ンドに戻し交配された(Alexopoulou et al., Nature 413: 732-738, 2001)。それらはユ
タ州立大学において病原体の無い特別な条件下で飼育および収容された。Ｃ５７ＢＬ／６
マウス（野生型）をＴｈｅ　Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（メーン州バー・ハ
ーバー）から入手した。すべての実験に年齢が一致した雌マウスを用いた。これらの試験
に用いた動物の取扱いはすべて、米国農務省、およびユタ州立大学動物の飼育および使用
に関する委員会（Utah State University Animal Care and Use Committee）が設定した
指針に従った。
【００２６】
　　免疫調節物質
　ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）はＨＥＭＩＳＰＨＥＲｘ（登録商標）　Ｂｉｏｐｈａｒｍａ（ペ
ンシルベニア州フィラデルフィア）により２．４ｍｇ／ｍＬの濃度で提供された。それを
注射する直前に無菌生理食塩水で適切な濃度に希釈した。カチオン性リポソーム－ＤＮＡ
複合体（ＣＬＤＣ）を作成する材料は、Ｊｕｖａｒｉｓ　ＢｉｏＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｓ，Ｉｎｃ．（カリフォルニア州プレザントン）により提供された。注射用のリポソーム
、ＤＮＡ、およびＣＬＤＣ調製は、先にGowen et al. (Antiviral Res. 69: 165-172, 20
06)が記載している。組換えアイメリア属（Ｅｉｍｅｒｉａ）原虫抗原（ｒＥＡ）は、Ｂ
ａｒｒｏｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ（ミシガン州ホルト）により提供さ
れ、Gowen et al. (Anti- microbiol. Agents Chemother. 50: 2023-2029, 2006)の記載
に従って用いられた。リバビリン（ｒｉｂａｖｉｒｉｎ）はＩＣＮ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕ
ｔｉｃａｌｓ（カリフォルニア州コスタメーサ）により供給された。すべての物質を腹腔
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内（ｉ．ｐ．）経路で投与した。
【００２７】
　　ＰＴＶ感染したＴＬＲ３－／－マウスおよび野生型マウスにおけるポリ（Ｉ：Ｃ１２

Ｕ）の評価
　ＰＴＶ、Ａｄａｍｅｓ株は、米国陸軍感染性疾患医学研究所（U.S. Army Medical Rese
arch Institute for Infectious Diseases）（メリーランド州フレデリック）のＤｒ．Ｄ
ｏｍｉｎｉｑｕｅ　Ｐｉｆａｔから入手された。ＬＬＣ－ＭＫ２細胞（アメリカン・タイ
プ・カルチャー・コレクション、バージニア州マナッサス）により元のウイルス原液を４
回継代することによってウイルス原液を調製した。離乳したばかりのＴＬＲ３－／－マウ
スおよびＣ５７ＢＬ／６マウス（３～４週令）に、皮下（ｓ．ｃ．）注射により２ｘ１０
４　５０％細胞培養感染量（ＣＣＩＤ５０）のＰＴＶを接種した。
【００２８】
　最初の試験では、１回量の１０μｇポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）、１μｇ　ＣＬＤＣ、または
生理食塩水プラセボを、感染攻撃後２４時間目に腹腔内投与した。リバビリン処理グルー
プも含めた；この場合、ウイルス攻撃の４時間前に開始して１日２回、５日間、処理を行
なった。各グループのマウスを死亡について２１日目まで観察した。２回目の試験では、
１μｇ　ｒＥＡ処理グループでＣＬＤＣおよびリバビリングループを置き換えた。感染３
日目の肝疾患の分析のために、追加の動物をも含めた。感染３日目に屠殺したマウス（ｎ
＝５）から血清を採集し、肝臓を肝性黄疸について０～４の尺度で採点した：０は正常、
４は最大の黄変。血清アラニンアミノトランスフェラーゼ（ＡＬＴ）活性を、Ｐｏｉｎｔ
ｅ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｉｎｃ．（ミシガン州リンカーン・パーク）から購入したＡ
ＬＴ（ＳＧＰＴ）試薬セットにより測定した。
【００２９】
　ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）で処理したＴＬＲ３－／－マウスおよび野生型マウスにおいて全
身および肝臓のウイルス負荷、肝変色、およびＡＬＴレベルを比較するために、時間試験
を行なった。８週令のマウスのグループ（ｎ＝５）を、試料採集のために、ポリ（Ｉ：Ｃ

１２Ｕ）または生理食塩水で療法介入した後、感染２、３、４または５日目に屠殺した。
１日目の試料は感染初期のベースラインを得るためにも採集された。より高齢のマウスを
この試験で用いたのは、報告によればそれらがＰＴＶ感染に対してより抵抗性であり、感
染後期での分析が可能になるからであった。Sidwell et al. (Antimicrob. Agents. Chem
other. 32: 331-336, 1988)による記載に従って、感染性細胞培養アッセイを用いてウイ
ルス力価をアッセイした。要約すると、特定体積の肝ホモジェネートまたは血清を系列希
釈し、９６ウェルマイクロプレート内のＬＬＣ－ＭＫ２細胞単層の三重試験ウェルに添加
した。ウイルス曝露後６日目にウイルスの細胞変性作用（ＣＰＥ）を測定し、Reed & Mue
nch (Am. J. Hyg. 27: 493-497, 1938)の記載に従って５０％エンドポイントを計算した
。
【００３０】
　　ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）処理後のＴＬＲ３－／－マウスおよび野生型マウスにおけるＩ
ＦＮ－β
　８週令のＴＬＲ３－／－マウスおよび野生型マウスのグループ（各グループにつきｎ＝
３）を、１０μｇのポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）で処理した。曝露後、０、１．５、３、６およ
び２４時間目に血清を採集した。ＰＢＬ（ニュージャージー州ピスカッタウェイ）からの
ＥＬＩＳＡ試薬を用い、製造業者の説明に従って全身ＩＦＮ－βレベルを測定した。
【００３１】
　　統計分析
　記録順位分析（ｌｏｇ－ｒａｎｋ　ａｎａｌｙｓｉｓ）を用いて生存データの差を評価
した。総生存動物の増加を評価するために、フィッシャーの正確検定（Ｆｉｓｈｅｒ'ｓ
　ｅｘａｃｔ　ｔｅｓｔ）（２テイル）を用いた。マン－ホイットニー検定（Ｍａｎｎ－
Ｗｈｉｔｎｅｙ　ｔｅｓｔ）（２テイル）を実施して、死亡までの平均日数、ウイルス力
価、および血清ＡＬＴレベルの差を分析した。平均肝スコア比較のためにウィルコクソン
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順位和検定（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ　ｒａｎｋｅｄ　ｓｕｍ　ａｎａｌｙｓｉｓ）を用いた。
スチューデントのｔ－検定（Ｓｔｕｄｅｎｔ'ｓ　ｔ－ｔｅｓｔ）（２テイル）を用いて
、ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）で処理したＴＬＲ３－／－マウスと野生型マウスの間におけるＩ
ＦＮ－βレベルの差を判定した。
【００３２】
　　ＴＬＲ３欠損マウスはポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）処理後にＰＴＶ感染に対する防御免疫を
発現できない
　ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）は、離乳したばかりのＣ５７ＢＬ／６に致死的ＰＴＶ攻撃に対す
る完全防御を付与し、ウイルス力価を低下させ、ＰＴＶ感染に関連する肝機能障害および
肝疾患を制限することがこれまでに報告されている薬物である(Sidwell et al., Ann. N.
Y. Acad. Sci. 653:344-35, 1992)。ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）によりＰＴＶに対する抗ウイ
ルス防御を誘導する際にＴＬＲ３活性が重要な役割を果たすかどうかを判定するために、
最初の実験では３～４週令のＴＬＲ３－／－マウスおよび野生型マウスを感染攻撃後２４
時間目に処理した。ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）で処理したＴＬＲ３－／－グループのマウスに
は生存動物がいなかった（表１）。これに対し、ＣＬＤＣで刺激した８匹中５匹のマウス
がこの感染で生存した；これは主に、ＴＬＲ９がプラスミドＤＮＡ主鎖中に存在するＣｐ
Ｇモチーフを認識することにより作用すると思われる。野生型マウスでは、ｄｓＲＮＡお
よびＣＬＤＣの両方ともマウスを１００％防御し（表１）、これらの免疫調節薬製剤は有
効性が高いことが証明された。リバビリン処理も追加の陽性対照として含めた；これは９
０％以上の野生型マウスを致死的ＰＴＶ攻撃から日常的に防御するからである。注目すべ
きことに、リバビリンはＴＬＲ３－／－マウスの７５％（８匹中６匹のマウス）を死亡か
ら防御したにすぎず、これに対し野生型動物では完全防御が観察された（表１）。これは
わずかに大きな野生型マウス（約３～４週令）と比較して小さなＴＬＲ３－／－マウス（
約３週令）を用いたことに帰因する可能性がある。あるいは、ＴＬＲ３欠損はこれらのマ
ウスの感染制限能および疾患対処能を低下させる可能性がある。ＣＬＤＣおよびリバビリ
ンは両方とも生存結果を有意に改善した。
【００３３】
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【表１】

【００３４】
　ａ　ウイルス攻撃後２４時間目に腹腔内投与した１回量のポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）、ＣＬ
ＤＣ、および生理食塩水処理。リバビリンは、ウイルス攻撃の４時間前に開始して１日２
回、５日間投与された；
　ｂ　２１日目以前のマウスの死亡日数の平均および範囲；
　＊　Ｐ＜０．０５；＊＊　Ｐ＜０．０１；＊＊＊　Ｐ＜０．００１；生理食塩水処理し
た対照と比較。
【００３５】
　２回目の試験は、最初の所見を証明するために行なわれた。年齢がより一致したマウス
（～４週令）を用いるほか、ＰＴＶ感染の結果としての肝疾患の差を評価するために感染
３日目の屠殺用にさらに５匹のマウスを含めた。表２に示すように、ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ
）はこの場合もＴＬＲ３－／－マウスを高い致死量のウイルスから防御できず、血清ＡＬ
Ｔレベルおよび肝スコアの低下に反映されるように肝疾患を制限できなかった。ＴＬＲ１
１により作用する陽性対照の免疫調節物質であるｒＥＡは、マウスを死から防御し、血清
ＡＬＴレベルを有意に低下させるのにきわめて有効である。予想どおり、ポリ（Ｉ：Ｃ１

２Ｕ）およびｒＥＡによる野生型マウスの処理は、致死性の高い攻撃接種に対して１００
％の防御を誘発した（表２）。興味深いことに、Ｉ型ＩＦＮを誘導することが知られてい
るポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）療法は肝性黄疸を劇的に排除し、一方、Ｉ型ＩＦＮを誘導するこ
とが知られていないｒＥＡはいずれの系統のマウスにおいても平均肝スコアを低下させな
かった。ＴＬＲ３－／－と野生型の生理食塩水処理プラセボグループおよびｒＥＡ処理グ
ループを比較した場合には有意差がなく、ＰＴＶ感染に対して両系統とも同等に感受性で
あり、ｒＥＡに対して同様に応答することが示唆された。
【００３６】
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【表２】

【００３７】
　　ＴＬＲ３欠損マウスはポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）に応答して疾患重症度およびウイルス負
荷を軽減することができない
　ＰＴＶは離乳したばかりのＣ５７ＢＬ／６マウスにおいては致死性が高いが、８週令の
動物は報告によれば感染に対して不応性である。したがって、ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）免疫
療法の防御効果に対するＴＬＲ３の寄与をさらに評価するために、より高齢のマウスを用
いて感染および疾患プロセス全体にわたる時間経過試験を実施した。図１Ａにみられるよ
うに、ＴＬＲ３－／－マウスおよび野生型マウスにおいて顕著なレベルのＡＬＴは感染３
日目まで存在せず、４日目にピークに達した後、下降した。ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）処理と
生理食塩水処理のＴＬＲ３－／－マウス間のＡＬＴレベルには差がなく、一方、ｄｓＲＮ
Ａ療法を受けた野生型マウスにおいてはレベルがベースライン近くに留まった（図１Ａ－
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１Ｂ）。興味深いことに、生理食塩水処理した野生型マウスは、感染の３日目と４日目で
大きな変化はみられたが、それらのＴＬＲ３欠損同等動物より３倍高い平均ＡＬＴレベル
を示した。目視検査により評価した肝損傷について、生理食塩水処理マウスでは変色を指
標とする疾患がまず２日目に認められ、４日目にピークに達した（図１Ｃ－１Ｄ）。ＡＬ
Ｔデータに反映される肝疾患と一致して、４および５日目の生理食塩水処理対照と比較し
た肝性黄疸の有意の軽減は、ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）に対して応答性である野生型マウスに
のみ証明された。この場合も、野生型マウスの方が肝疾患重症度が大きいという示唆が認
められた；それらはＴＬＲ３－／－マウスと比較して高い４日目の平均肝スコアを示した
からである（それぞれ３．７±０．３および３．４±０．４）。そして先の攻撃試験でみ
られた防御欠如と一致して（表１および２）、このデータはポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）処理後
のＰＴＶに対する防御免疫の仲介においてＴＬＲ３が生存上の役割を果たすことを指摘す
る。
【００３８】
　ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）または生理食塩水処理後の感染の経過中における肝臓および全身
のウイルス負荷の制御も調べた。予想外に、肝ウイルス負荷には認めうるほどの差がみら
れなかった；これは、一部は野生型マウスについてみられた高度の変動性に帰因する（図
１Ｅ－１Ｆ）。平均力価はポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）処理した野生型マウスでは２および３日
目に高かったが、血清ＡＬＴレベルおよび肝スコアについて数例で証明されたように統計
的に有意ではなかった。注目すべきことに、ＴＬＲ３－／－マウスと対照的に数匹の野生
型動物では既に１日目にウイルスが検出された（図１Ｅ－１Ｆ）。血清ウイルスは感染１
日目には検出できなかったが、２日目までに劇的に急増した；ただし、ｄｓＲＮＡ処理し
た野生型マウスは３ｌｏｇ以上のウイルス減少により分かるように、かろうじて検出でき
るレベルにまで感染を制御できた（図１Ｇ－１Ｈ）。この場合も、野生型動物にみられた
ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）療法の効果がＴＬＲ欠損マウスでは失われた。ＴＬＲ３－／－マウ
スと野生型マウスにおける肝ウイルス負荷の比較と同様に、生理食塩水処理グループのピ
ーク力価に全身的な有意差はみられなかった（図１Ｇ－１Ｈ）。ただし、ＴＬＲ３－／－

マウスにおける平均ウイルス力価は３日目以後に急勾配で３ｌｏｇ以上低下し、一方、野
生型では緩徐な低下がみられたにすぎない。生理食塩水処理グループのマウス間の比較は
、野生型動物でみられた、より重篤な肝疾患プロフィールの示唆を裏付ける。野生型動物
では肝ウイルスをより早期に（１日目）検出でき、全身ウイルスはより長期間存続した（
図１Ｅ－１Ｈ）。
【００３９】
　　ＴＬＲ３欠損マウスはポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）処理に応答してＩＦＮ－βを産生しない
　ｄｓＲＮＡは、宿主の抗ウイルス防御を樹立する際に重要な因子であるＩＦＮ－βの主
な誘導物質である。機能性ＴＬＲ３の欠如がＩＦＮ－β応答プロフィールを変化させるか
どうかを調べるために、野生型マウスおよびＴＬＲ３－／－マウスのグループを、すべて
の実験に用いた１０μｇのポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）投与量で処理し、全身ＩＦＮ－β産生を
種々の時点で測定した。１．５時間の曝露期間後、ＴＬＲ３－／－マウスと比較して野生
型マウスでは有意のＩＦＮ－βレベル上昇がみられた（図２）。３時間目、ＩＦＮ－βレ
ベルは野生型マウスではピークに達し、一方、ＴＬＲ３－／－マウスでは基礎レベルに留
まった。６時間目までに、野生型マウスではＩＦＮ－βレベルがベースラインに戻った（
図２）。ＴＬＲ３－／－マウスについては、評価したいずれの時点でもＩＦＮ－β誘導が
示されなかった。１．５および３時間目のサンプリング時点でのＩＦＮ－β産生の差は、
ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）がＴＬＲ３欠損動物においてＰＴＶ感染に対する防御免疫を誘発で
きないことにおける有意かつ可能性のある要因であった。
【００４０】
　　考察
　ｄｓＲＮＡに対する古典的な細胞質ゾルセンサーであるｄｓＲＮＡ依存性プロテインキ
ナーゼ（ＰＫＲ）がＩ型ＩＦＮ誘導および抗ウイルス宿主防御の主要な経路であるという
ことに反論する幾つかの系統の証拠がある。前記の結果は、パターン認識受容体ＴＬＲ３
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がマウスにおいてポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）により誘導される防御免疫に必須であることを示
す。最近見いだされた他の細胞質ｄｓＲＮＡセンサーおよび宿主抗ウイルス免疫における
それらの関与は、ｍｄａ－５がＩ型ＩＦＮ誘導およびその結果生じる抗ウイルス状態のた
めの主要な機序であることを示唆している。しかし、ＴＬＲ３を欠損する動物は、ポリ（
Ｉ：Ｃ１２Ｕ）による１回量処理後にＰＴＶ感染に対する防御免疫を発現できず、それに
関連する疾患を制限できないことが見いだされた。さらに、ＴＬＲ３が欠損すると、ウイ
ルスの複製が抑制されず、かつポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）で処理した野生型動物に明らかに証
明されるＩＦＮ－β応答が存在しなかった。
【００４１】
　ＴＬＲ３欠損などの免疫欠損を伴うマウスにおける抗ウイルス試験に関連する注意点は
、有効性の欠如が一部はポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）とは無関係にＰＴＶ感染に対するＴＬＲ３
仲介応答の撹乱に帰因する可能性があるという点である。そのため、ＴＬＲ３欠損はより
重篤な疾患を発症する素因をマウスに与え、結果的に感染の処置がより困難になると考え
られる。最初の試験からの結果（表１）は、その可能性があることを示唆した；普通は攻
撃されたマウスをそれぞれ１００％および８０％以上防御する陽性対照薬物リバビリンお
よびＣＬＤＣの有効性がより低かったからである。しかし、これらの結果はＴＬＲ３－／

－マウスの年齢によって影響を受けた可能性がある；この実験で、これらは野生型より明
らかに小さく、おそらく数日は若かった。この説明は、２回目の試験からの結果により支
持される；この場合、マウスの年齢をより厳密に一致させてそれらがすべてほぼ４週令に
なるようにした。実際に、これら２つのマウス系統の間に、ｒＥＡに応答してきわめて類
似する防御がみられ、かつ生理食塩水プラセボグループについて類似する致死性が観察さ
れた（表２）。このようにＴＬＲ３－／－マウスがＰＴＶ感染と戦う能力が低下するとい
うことに反論するさらに他の証拠は、より高齢のマウスでもみられた。ポリ（Ｉ：Ｃ１２

Ｕ）に応答する能力におけるＴＬＲ３－／－マウスと野生型マウスの差をさらに解決する
ために実施した時間経路試験では、プラセボ処理マウス間の比較により、ＴＬＲ３－／－

マウスはＰＴＶ感染および疾患に対してより抵抗性である可能性が示唆された。野生型マ
ウスはより高いレベルのＡＬＴおよび肝スコアを示し、かつ類似のピーク血清力価をもつ
にもかかわらずウイルスはより長期間持続し、緩徐な低下を示した；これに対し、ＴＬＲ
３－／－マウスにおける力価は感染３日目以後に急激に低下した。処理していないＴＬＲ
３－／－マウスおよび野生型マウスにおける追加の攻撃試験は、これらの所見を裏付け、
ＴＬＲ３－／－マウスはＰＴＶ感染に対してそれらの野生型同等動物より以上に感受性で
はないことを指摘する。
【００４２】
　一般に用いられているｄｓＲＮＡ模倣薬ポリ（Ｉ：Ｃ）に対する宿主応答の基礎となる
機序に関する最近の研究は、細胞質ゾルｄｓＲＮＡセンサーであるｍｄａ－５がＩ型ＩＦ
Ｎ産生に対する主な応答経路であるという説得力のある証拠を提供している。前記の結果
は、ＴＬＲ３が主要なｄｓＲＮＡ応答機序であることを示唆する。これは抗ウイルス活性
およびＩＦＮ－β誘導のために必須である。これらの所見をＧｉｔｌｉｎらの所見と比較
する際、幾つかの事柄が考えられる。彼らの試験では１００μｇのポリ（ｌ：Ｃ）を静脈
内注射により投与し、一方、本発明の試験の処理は腹腔内経路により投与する１０μｇの
ポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）に限定された。この１０μｇ量は、ＰＴＶ感染モデルにおいて最大
の抗ウイルス活性を得るのに最適な投与量を決定するために設計した実験に基づいた。お
そらく、ｄｓＲＮＡの組成、その投与経路、および接種量が、Ｉ型ＩＦＮ応答にみられた
相異に有意に寄与したのであろう。ｍｄａ－５はポリ（ｌ：Ｃ）型のｄｓＲＮＡに対して
より大きな特異性をもち、一方、ＴＬＲ３はポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）に対してより大きな親
和性をもつと考えるのが妥当であろう。ｄｓＲＮＡ認識において細胞タイプ特異的な相異
があるらしいという点で、送達経路も重要である。ｄｓＲＮＡを静脈内送達することによ
り、その物質は有意レベルのＴＬＲ３を発現しない樹状細胞（ＤＣ）が存在する脾臓の周
縁帯域に最初に到達し、これにより主にｍｄａ－５仲介によるＩ型ＩＦＮ誘導を生じる。
これに対し、腹腔内投与では、定住する浸潤性の炎症性腹腔マクロファージ集団が最初に
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遭遇する；ここではＴＬＲ３仲介による活性化が使われる主要な経路であると思われる。
この考えは、ＴＬＲ３およびＴＲＩＦを欠損する腹腔マクロファージ培養物によるｄｓＲ
ＮＡ応答を調べた多数のエクスビボ試験により支持される。したがって、マクロファージ
が腹腔内でｄｓＲＮＡに直接曝露されると、ｍｄａ－５仲介によるＩ型ＩＦＮ誘導に適し
たＣＤ８陰性樹状細胞をターゲティングする直接全身送達により曝露が起きる場合にみら
れるものと異なる応答プロフィールが生じる。
【００４３】
　本発明の試験とＧｉｔｌｉｎらの試験の間にみられた相異に寄与する前記の可能性の根
源のほか、ｄｓＲＮＡの使用量が有意に異なっていた。本発明の場合は１０倍少ないｄｓ
ＲＮＡを用い、これと腹腔内送達経路の組合わせにより、全身ＩＦＮ－βが相対的に低い
レベルとなった。１００μｇの裸のｄｓＲＮＡを静脈内経路で投与すると、本発明の試験
でみられたものより１０倍以上多いＩＦＮ－βが産生された(参照：Gitlin et al., Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 103:8459-8464, 2006)。それにもかかわらず、より低い投与量
で誘導されたＩＦＮ－βの量はＰＴＶ感染モデルにおいて防御免疫を誘導するのに十分な
量より多かった。事実、１μｇ以下のポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）物質がなお、致死的ＰＴＶ攻
撃に対して適切な防御を提供する；これは、ウイルス感染およびポリ（Ｉ：Ｃ１２Ｕ）に
よる潜在免疫療法に関して生理的に有意義な可能性がより大きい。ポリ（Ｉ：Ｃ）の既知
の毒性を考慮すると、後者は特に重要である。おそらく、腹腔内投与したポリ（Ｉ：Ｃ１

２Ｕ）への曝露後にＩＦＮ－β型を産生できなかったのが、ＴＬＲ３－／－マウスについ
ての攻撃試験の結果にとって生存上の障害だったのであろう。
【００４４】
　本明細書中に引用した特許、特許出願、書籍、および他の刊行物の全体を援用する。
　数値範囲を記載する際、その範囲内のすべての数値も記載されていると理解すべきであ
る（たとえば１～１０は、１と１０の間のあらゆる整数値、ならびにすべての中間範囲、
たとえば２～１０、１～５、および３～８をも含む）。用語”約”は測定に関連する統計
的不確実性または数量における変動性を表わすことができ、当業者が理解するように本発
明の操作または本発明の特許性に影響を及ぼさない。
【００４５】
　特許請求の範囲およびそれらの法的均等物の範囲の意味に含まれるすべての改変および
置換は、本発明の範囲に含まれる。”含む”と記載した特許請求の範囲は、他の要素をそ
の特許請求の範囲に含むことができる；本発明は、”含む”ではなく、移行句”本質的に
・・・からなる”（すなわち、実質的に本発明の操作に影響を及ぼさないならば、他の要
素をその特許請求の範囲に含むことができる）または”からなる”（すなわち、本発明に
通常付随する不純物または重要でない活性以外は、特許請求の範囲に列記した要素のみが
許容される）を用いた特許請求の範囲によっても記載される。これら３つの移行句を特許
請求の範囲の記載に使用できる。
【００４６】
　本明細書に記載した要素は、特許請求の範囲に明白に引用されていない限り、特許請求
の範囲に記載した本発明の限定とみなすべきではないことを理解すべきである。したがっ
て、記載した特許請求の範囲は、特許請求の範囲に読み込まれる本明細書から限定するの
ではなく法的保護の範囲を決定するための基礎である。対照的に、先行技術は特許請求の
範囲に記載した本発明を予期させるかまたは新規性を妨げる特定の態様の範囲までは、明
らかに本発明から除外される。
【００４７】
　さらに、特許請求の範囲にそのような関係が明らかに引用されていない限り、特許請求
の範囲の限定間に特別な関係はないものとする（たとえば生成物請求項における成分の配
列または製造方法請求項における工程順序は、限定であると明記されない限り、特許請求
の範囲の限定ではない）。本明細書に開示する個々の要素の可能なすべての組合わせおよ
び並べ換えを本発明の観点とみみなす。同様に、本発明者らによる記載の一般化も本発明
の一部であるとみなす。
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【００４８】
　以上から、本発明の精神または必須の特徴から逸脱することなく本発明を他の特定の形
態で実施できることは当業者に明らかであろう。本発明により提供される法的保護範囲は
本明細書ではなく特許請求の範囲により指示されるので、記載した態様は説明にすぎず、
限定ではないとみなすべきである。

【図１－１】 【図１－２】
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【図１－３】 【図１－４】

【図２】
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