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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個体における癌の少なくとも１つの症状を予防、改善、もしくは治療すること、癌に罹
患している個体の生存期間を延長させること、および、前記個体における１つ以上の癌抗
原に対する治療的免疫応答を誘導することのうちの少なくともいずれか１つのための方法
に同時に使用される免疫療法組成物の組み合わせであって、前記免疫療法組成物の組み合
わせは、
　（ａ）Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐３またはその生物学的に活性な部分をコ
ードする核酸配列と、少なくとも１つの癌抗原またはその免疫原性ドメインをコードする
核酸配列とを含む組換えワクシニアウイルスを含む第１の免疫療法組成物；および
　（ｂ）少なくとも１つの癌抗原またはその免疫原性ドメインを含む酵母ビヒクルを含む
第２の免疫療法組成物
を含み、
　第１および第２の免疫療法組成物はそれぞれ同一の癌抗原またはその免疫原性ドメイン
を含む、免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項２】
　前記免疫療法組成物の組み合わせは、第１および第２の免疫療法組成物の投与の少なく
とも１週間後に、前記個体に同時に投与される下記の組成物、すなわち、
　（ａ）Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐３またはその生物学的に活性な部分をコ
ードする核酸配列と、前記少なくとも１つの癌抗原またはその免疫原性ドメインをコード
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する核酸配列とを含む組換え鶏痘ウイルスを含む第３の免疫療法組成物、および；
　（ｂ）前記少なくとも１つの癌抗原またはその免疫原性ドメインを含む酵母ビヒクルを
含む前記第２の免疫療法組成物
をさらに含み、
　第３の免疫療法組成物は、第１および第２の免疫療法組成物と同一の癌抗原を含む、請
求項１に記載の免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項３】
　第１の免疫療法組成物は、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）を
さらに含む、請求項１または２に記載の免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項４】
　ＧＭ－ＣＳＦは、ＧＭ－ＣＳＦをコードする組換え鶏痘ウイルスによって提供される、
請求項３に記載の免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項５】
　前記癌抗原は、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、突然変異型Ｒａｓオンコプロテイン、ブラキ
ュリ（Brachyury）、ＭＵＣ‐１、ＥＧＦＲ、ＢＣＲ‐Ａｂｌ、ＭＡＲＴ‐１、ＭＡＧＥ
‐１、ＭＡＧＥ‐３、ＧＡＧＥ、ＧＰ‐１００、ＭＵＣ‐２、正常および点突然変異型ｐ
５３オンコプロテイン、ＰＳＭＡ、チロシナーゼ、ＴＲＰ‐１（ｇｐ７５）、ＮＹ‐ＥＳ
Ｏ‐１、ＴＲＰ‐２、ＴＡＧ７２、ＫＳＡ、ＣＡ‐１２５、ＰＳＡ、ＨＥＲ‐２／ｎｅｕ
／ｃ‐ｅｒｂ／Ｂ２、ｈＴＥＲＴ、ｐ７３、Ｂ‐ＲＡＦ、大腸腺腫様ポリポーシス（ＡＰ
Ｃ）、Ｍｙｃ、フォンヒッペル・リンドウ（von Hippel－Lindau）タンパク質（ＶＨＬ）
、Ｒｂ‐１、Ｒｂ‐２、アンドロゲン受容体（ＡＲ）、Ｓｍａｄ４、ＭＤＲ１、Ｆｌｔ‐
３、ＢＲＣＡ‐１、ＢＲＣＡ‐２、ｐａｘ３‐ｆｋｈｒ、ｅｗｓ‐ｆｌｉ‐１、ＨＥＲＶ
‐Ｈ、ＨＥＲＶ‐Ｋ、ＴＷＩＳＴ、メソテリン、ＮＧＥＰ、そのような抗原の改変体、そ
のような抗原のスプライスバリアント、およびそのような抗原のエピトープアゴニストか
らなる群から選択される、請求項４に記載の免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項６】
　前記癌抗原は癌胎児性抗原（ＣＥＡ）である、請求項５に記載の免疫療法組成物の組み
合わせ。
【請求項７】
　ＣＥＡはＣＡＰ１‐６Ｄエピトープを含む、請求項６に記載の免疫療法組成物の組み合
わせ。
【請求項８】
　前記個体は化学療法および放射線照射療法の少なくともいずれか一方でさらに治療され
る、請求項１～７のいずれか１項に記載の免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項９】
　個体における感染症の少なくとも１つの症状を予防、改善、もしくは治療すること、感
染症に罹患している個体の生存期間を延長させること、および、前記個体における１つ以
上の感染症抗原に対する治療的免疫応答を誘導することのうちの少なくともいずれか１つ
のための方法に同時に使用される免疫療法組成物の組み合わせであって、前記免疫療法組
成物の組み合わせは、
　（ａ）Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐３またはその生物学的に活性な部分をコ
ードする核酸配列と、少なくとも１つの感染症抗原またはその免疫原性ドメインをコード
する核酸配列とを含む組換えワクシニアウイルスを含む第１の免疫療法組成物；および
　（ｂ）少なくとも１つの感染症抗原またはその免疫原性ドメインを含む酵母ビヒクルを
含む第２の免疫療法組成物
を含み、
　第１および第２の免疫療法組成物はそれぞれ同一の感染症抗原またはその免疫原性ドメ
インを含む、免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項１０】
　前記免疫療法組成物の組み合わせは、第１および第２の免疫療法組成物の投与の少なく
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とも１週間後に、前記個体に同時に投与される下記の組成物、すなわち、
　（ａ）Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐３またはその生物学的に活性な部分をコ
ードする核酸配列と、前記少なくとも１つの感染症抗原またはその免疫原性ドメインをコ
ードする核酸配列とを含む組換え鶏痘ウイルスを含む第３の免疫療法組成物、および；
　（ｂ）前記少なくとも１つの感染症抗原またはその免疫原性ドメインを含む酵母ビヒク
ルを含む前記第２の免疫療法組成物
をさらに含み、
　第３の免疫療法組成物は、第１および第２の免疫療法組成物と同一の感染症抗原を含む
、請求項９に記載の免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項１１】
　第１の免疫療法組成物は、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）ま
たはその生物学的に活性な部分をさらに含む、請求項９または１０に記載の免疫療法組成
物の組み合わせ。
【請求項１２】
　前記感染症抗原は、ウイルス抗原、真菌抗原、細菌抗原、蠕虫抗原、寄生虫抗原、外部
寄生生物抗原、および原生動物抗原からなる群から選択される、請求項９～１１のいずれ
か１項に記載の免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項１３】
　第１の免疫療法組成物中の前記ワクシニアウイルスは、改変ワクシニアアンカラ（ＭＶ
Ａ）またはワクシニア－ワイエス株に由来するものである、請求項１～１２のいずれか１
項に記載の免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項１４】
　第２の免疫療法組成物中の酵母ビヒクルは加熱殺滅された完全な酵母である、請求項１
～１３のいずれか１項に記載の免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項１５】
　酵母がサッカロマイセス属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）からのものである、請求項
１～１４のいずれか１項に記載の免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項１６】
　第１および第２の免疫療法組成物は、個体体内の異なる部位に投与されるか、あるいは
、第１および第２の免疫療法組成物は、個体体内の同じ部位に投与される、請求項１～１
５のいずれか１項に記載の免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項１７】
　１つ以上の前記免疫療法組成物を用いて個体をブーストすることをさらに含む、請求項
１～１６のいずれか１項に記載の免疫療法組成物の組み合わせ。
【請求項１８】
　下記の免疫療法組成物すなわち：
　（ａ）Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐３またはその生物学的に活性な部分をコ
ードする核酸配列と、少なくとも１つの癌抗原または感染症抗原あるいはその免疫原性ド
メインをコードする核酸配列とを含む組換えワクシニアウイルスを含むとともに、任意で
ＧＭ－ＣＳＦをさらに含む第１の免疫療法組成物；および
　（ｂ）少なくとも１つの癌抗原または感染症抗原あるいはその免疫原性ドメインを含む
酵母ビヒクルを含む第２の免疫療法組成物
を含み、
　第１および第２の免疫療法組成物はそれぞれ同一の癌抗原または感染症抗原あるいはそ
の免疫原性ドメインを含むキット。
【請求項１９】
　Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐３またはその生物学的に活性な部分をコードす
る核酸配列と、前記少なくとも１つの癌抗原または感染症抗原あるいはその免疫原性ドメ
インをコードする核酸配列とを含む組換え鶏痘ウイルスを含む第３の免疫療法組成物をさ
らに含み、
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　第３の免疫療法組成物は、第１および第２の免疫療法組成物と同一の癌抗原または感染
症抗原あるいはその免疫原性ドメインを含む、請求項１８に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（政府の権利）
　本発明は、米国保健社会福祉省（Department of Health and Human Services）の機関
である米国国立衛生研究所（National Institutes of Health）との共同研究開発契約の
履行において生み出された。米国政府は本発明において一定の権利を有する。
【０００２】
　（共同研究契約に関する言明）
　本発明は、２００８年５月８日に遂行された共同研究開発契約の当事者によって、また
は該当事者を代表してなされた。共同研究開発契約の当事者は、グローブイミューン社（
GlobeImmune，Inc．）、および、米国国立衛生研究所の研究所、中枢施設または一部門で
ある国立癌研究所によって代表される米国保健社会福祉省である。
【０００３】
　（配列表の参照）
　本願は、ＥＦＳ‐Ｗｅｂによりテキストファイルとして電子的に提出された配列表を含
んでいる。該テキストファイルはファイル名「3923－24－PCT＿ST25」であり、サイズは
バイト数４７ＫＢで、２０１０年４月１６日に登録された。該テキストファイルに含まれ
る情報は、米国連邦規則法典第３７部門１．５２（ｅ）（５）に準じ、参照により全体が
本願に組み込まれる。
【０００４】
　（技術分野）
　本発明は、概して、治療的免疫応答の誘導の改良のための、かつ／または、疾患、例え
ば限定するものではないが、癌および感染症の予防、改善および治療のうち少なくともい
ずれか１つのための、２つの異なる免疫療法組成物の同時使用に関する。
【背景技術】
【０００５】
　ワクチン剤などの免疫療法組成物は、疾患の予防および治療のための医療産業において
利用可能な最もコスト効率の良い手段のうちの１つである。しかしながら、様々な疾患、
例えば病原体感染を原因とするかまたは病原体感染に関連する疾患、癌、遺伝子欠損およ
び他の免疫系の障害についての、安全かつ有効な免疫療法の戦略およびアジュバントを開
発することが依然として切に必要とされている。癌および多くの感染症、例えばウイルス
疾患および細胞内病原体を原因とする疾患の治療については、細胞を媒介した（細胞性）
免疫応答を誘発する免疫療法を提供することが望ましいが、多くのワクチンは主に、また
は完全に、体液性免疫の誘発を対象としている。確かに、数多くのサブユニットワクチン
、および病原体死滅ワクチンまたは病原体減弱化ワクチンの欠点は、強い体液性免疫応答
を刺激するように見える一方で、防御的な細胞性免疫を誘発しないことである。
【０００６】
　癌は世界的に主要な死因であり、癌の有効な治療法の開発は最も活発な研究領域のうち
の１つであり続けている。癌を治療および予防するための様々な革新的手法が提案されて
きたが、多くの癌が高い死亡率を持ち続けており、治療が困難である場合もあれば、従来
型の治療法に対して比較的反応に乏しい場合もある。癌の生物学における新たな発見によ
り、標的特異的な抗癌剤を設計する機会がもたらされており、医薬品および免疫療法の開
発における進歩が促進されてきた。これらの発見は、癌細胞中の特異標的に対する高い選
択性を備えた分子および治療用組成物の設計を可能にする。
【０００７】
　同一の抗原を標的とするワクチンプラットフォームを、免疫細胞の活性および抗腫瘍効
果を引き起こす能力の点で比較した、多数の免疫療法研究が報告されている（例えば、非
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特許文献１～９を参照されたい）。ミラー（Millar）らは、同一抗原を標的とする２つの
異なるベクター（ｒＶおよび組換えアデノウイルス）によって誘導されるＴ細胞集団の機
能性には差異が無いことを示した（非特許文献５）。
【０００８】
　ネズミ科動物のＢ７‐１、ＩＣＡＭ‐１、およびＬＦＡ‐３遺伝子ならびにヒトの癌胎
児性抗原（ＣＥＡ）遺伝子を含有する組換えワクシニア（ｒＶ）ウイルスおよび組換え鶏
痘（ｒＦ）ウイルス（ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ）の多様なプライム‐ブーストワ
クチン接種法の抗腫瘍効果が、前臨床モデルにおいてこれまで報告されてきた（非特許文
献６、１０～１４）。最近では、組換え型のサッカロマイセス・セレビシエ（Saccharomy
ces cerevisiae）（酵母‐ＣＥＡ）ワクチンの抗腫瘍効果も前臨床モデルにおいて実証さ
れた（非特許文献１５、１６）。ｒＶ／ＦＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡのい
ずれかを用いたワクチン接種後の免疫応答の誘導が実証されており、いずれのワクチンに
よって誘発された抗腫瘍効果も、主としてＣＥＡ特異的なＴ細胞集団の誘導に起因する。
【０００９】
　いくつかの研究から、癌を含む疾患の様々なモデルにおける免疫応答の開始においては
、より多様なＴ細胞集団の誘導が有利であることが実証されている（非特許文献１７～２
４）。しかしながら、同一抗原を標的とするワクチンの同時使用の報告はない。上述され
たもののような、同一抗原を標的とする研究の次には、歴史的に見ても、研究者らは、さ
らなる研究のために最も効果的なワクチンを選択するか、またはＴ細胞応答を増幅するた
めに多様なプライム‐ブースト法を使用している。例えば、ＣＥＡを標的とする組換えの
ワクシニアベクターおよび鶏痘ベクターを用いた多様なプライム‐ブーストワクチン接種
法（非特許文献２５、２６）が使用されたのは、最初のワクチンへの免疫応答が同じベク
ターを用いた次のワクチン接種の効果を低減することが示されたからである（非特許文献
３、１２、２５および２７）。多様なプライム‐ブースト法の明らかな利点を実証する同
様の結果が、ＨＩＶおよびマラリアを含む、様々な癌およびその他の疾患のモデルにおい
て述べられている（非特許文献２７～３２）。これらの研究において観察された応答の増
強は、抗原特異的なＴ細胞の関連集団の増幅に起因していたが、この場合も、これらの結
果を達成するために多様なプライム‐ブースト法が使用された。
【００１０】
　従って、癌治療法および感染症の免疫療法／ワクチン技術における進歩にもかかわらず
、依然として、そのような疾患の治療についての安全かつ有効な免疫療法的手法の改良が
切実に必要とされ続けている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
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【非特許文献１】Weide et al．，Immunol Lett 2008 Jan 15；115（1）：33－42
【非特許文献２】Riezebos－Brilman et al．，Gene Ther 2007 Dec；14（24）：1695－7
04
【非特許文献３】Naslund et al．，J Immunol 2007 Jun 1；178（11）：6761－9
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【非特許文献５】Millar et al．，Cell Immunol 2007 Nov－Dec；250（1－2）：55－67
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【発明の概要】
【００１２】
　本発明の１つの実施形態は、個体における癌の少なくとも１つの症状を予防、改善、も
しくは治療すること、癌に罹患している個体の生存期間を延長させること、および該個体
における１つ以上の癌抗原に対する治療的免疫応答を誘導することのうちの少なくともい
ずれか１つのための方法に関する。該方法は、該個体に、（ａ）少なくとも１つの共刺激
分子をコードする核酸配列と、少なくとも１つの癌抗原またはその免疫原性ドメインをコ
ードする核酸配列とを含む組換えワクシニアウイルスを含む第１の免疫療法組成物；およ
び（ｂ）少なくとも１つの癌抗原またはその免疫原性ドメインを含む酵母ビヒクルを含む
第２の免疫療法組成物、を投与するステップを含む。第１および第２の免疫療法組成物は
、該個体に同時に投与される。１つの態様では、組換えワクシニアウイルスは、共刺激分
子であるＢ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐３をコードする核酸配列を含む。
【００１３】
　本発明の別の実施形態は、個体における癌の少なくとも１つの症状を予防、改善、もし
くは治療すること、癌に罹患している個体の生存期間を延長させること、および該個体に
おける１つ以上の癌抗原に対する治療的免疫応答を誘導することのうちの少なくともいず
れか１つのための方法に関する。該方法は、該個体に、（ａ）第１の免疫療法組成物であ
って：（ｉ）Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐１またはその生物学的に活性な部分
をコードする核酸配列と、少なくとも１つの癌抗原またはその免疫原性ドメインをコード
する核酸配列とを含む組換えワクシニアウイルス、および（ｉｉ）ＧＭ‐ＣＳＦまたはそ
の生物学的に活性な部分をコードする核酸配列を含む組換え鶏痘ウイルス、を含む免疫療
法組成物、ならびに（ｂ）少なくとも１つの癌抗原またはその免疫原性ドメインを含む酵
母ビヒクルを含む第２の免疫療法組成物、を投与するステップを含む。第１および第２の
免疫療法組成物は、該個体に同時に投与される。この実施形態の１つの態様では、該方法
は、最初の投与の少なくとも１週間後に、該個体に、（ａ）第３の免疫療法組成物であっ
て、（ｉ）Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐１またはその生物学的に活性な部分を
コードする核酸配列と、少なくとも１つの癌抗原またはその免疫原性ドメインをコードす
る核酸配列とを含む組換え鶏痘ウイルス、および（ｉｉ）ＧＭ‐ＣＳＦまたはその生物学
的に活性な部分をコードする核酸配列を含む組換え鶏痘ウイルス、を含む免疫療法組成物
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、ならびに（ｂ）少なくとも１つの癌抗原またはその免疫原性ドメインを含む酵母ビヒク
ルを含む第２の免疫療法組成物、を投与するステップをさらに含む。第２および第３の免
疫療法組成物は、該個体に同時に投与される。
【００１４】
　本発明のさらに別の実施形態は、個体における癌の少なくとも１つの症状を予防、改善
、もしくは治療すること、癌に罹患している個体の生存期間を延長させること、および該
個体における１つ以上の抗原に対する治療的免疫応答を誘導することのうちの少なくとも
いずれか１つのために、個体に同時投与するための医薬の調製における、免疫療法組成物
の組み合わせの使用に関する。該免疫療法組成物は、（ａ）第１の免疫療法組成物であっ
て、（ｉ）Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐１またはその生物学的に活性な部分を
コードする核酸配列と、少なくとも１つの癌抗原またはその免疫原性ドメインをコードす
る核酸配列とを含む組換えワクシニアウイルス、および（ｉｉ）ＧＭ‐ＣＳＦまたはその
生物学的に活性な部分をコードする核酸配列を含む組換え鶏痘ウイルス、を含む免疫療法
組成物、ならびに；（ｂ）少なくとも１つの癌抗原またはその免疫原性ドメインを含む酵
母ビヒクルを含む第２の免疫療法組成物、を含む。１つの態様では、免疫療法組成物は、
第３の免疫療法組成物であって、（ｉ）Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐１または
その生物学的に活性な部分をコードする核酸配列と、少なくとも１つの癌抗原またはその
免疫原性ドメインをコードする核酸配列とを含む組換え鶏痘ウイルス、ならびに（ｉｉ）
ＧＭ‐ＣＳＦまたはその生物学的に活性な部分をコードする核酸配列を含む組換え鶏痘ウ
イルス、を含む免疫療法組成物をさらに含む。
【００１５】
　本発明の１つの実施形態は、個体における疾患および病気のうち少なくとも１つの症状
を予防、改善、または治療する方法に関する。該方法は、該個体に（ａ）ウイルスゲノム
またはその一部を含む組換えウイルスを含む第１の免疫療法組成物；および（ｂ）酵母ビ
ヒクルを含む第２の免疫療法組成物、を投与するステップを含む。第１および第２の免疫
療法組成物は、該個体に同時に投与される。
【００１６】
　本発明の別の実施形態は、個体における１つ以上の抗原に対する治療的免疫応答を誘導
する方法に関する。該方法は、該個体に（ａ）ウイルスゲノムまたはその一部を含む組換
えウイルスを含む第１の免疫療法組成物；および（ｂ）酵母ビヒクルを含む第２の免疫療
法組成物、を投与するステップを含む。第１および第２の免疫療法組成物は、該個体に同
時に投与される。
【００１７】
　本発明の別の実施形態は、疾患または病気に罹患している個体の生存期間を延長させる
方法に関する。該方法は、該個体に（ａ）ウイルスゲノムまたはその一部を含む組換えウ
イルスを含む第１の免疫療法組成物；および（ｂ）酵母ビヒクルを含む第２の免疫療法組
成物、を投与するステップを含む。第１および第２の免疫療法組成物は、該個体に同時に
投与される。
【００１８】
　本発明のさらに別の実施形態は、個体における疾患および病気のうちの少なくとも１つ
の症状を予防、改善、または治療するために該個体に同時投与するための医薬の調製にお
ける、免疫療法組成物の組み合わせの使用に関する。該免疫療法組成物は、（ａ）ウイル
スゲノムまたはその一部を含む組換えウイルスを含む第１の免疫療法組成物；および（ｂ
）酵母ビヒクルを含む第２の免疫療法組成物、を含む。該組成物は同時投与のために製剤
化される。
【００１９】
　本発明の別の実施形態は、個体における１つ以上の抗原に対する治療的免疫応答を誘導
するために該個体に同時投与するための医薬の調製における、免疫療法組成物の組み合わ
せの使用に関する。該免疫療法組成物は、（ａ）ウイルスゲノムまたはその一部を含む組
換えウイルスを含む第１の免疫療法組成物；および（ｂ）酵母ビヒクルを含む第２の免疫
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療法組成物、を含む。第１および第２の免疫療法組成物のうち一方または両方は、少なく
とも１つの抗原またはその免疫原性ドメインを含む。該組成物は同時投与のために製剤化
される。
【００２０】
　本発明のさらに別の実施形態は、疾患または病気に罹患している個体の生存期間を延長
させるために該個体に同時投与するための医薬の調製における、免疫療法組成物の組み合
わせの使用に関する。該免疫療法組成物は、（ａ）ウイルスゲノムまたはその一部を含む
組換えウイルスを含む第１の免疫療法組成物；および（ｂ）酵母ビヒクルを含む第２の免
疫療法組成物、を含む。第１および第２の免疫療法組成物のうち一方または両方は、少な
くとも１つの抗原またはその免疫原性ドメインを含む。該組成物は同時投与のために製剤
化される。
【００２１】
　本発明のさらに別の実施形態は、（ａ）ウイルスゲノムまたはその一部を含む組換えウ
イルスを含む第１の免疫療法組成物と、（ｂ）酵母ビヒクルを含む第２の免疫療法組成物
と、を含む組成物に関する。第１および第２の免疫療法組成物のうち一方または両方は、
少なくとも１つの抗原またはその免疫原性ドメインを含む。第１および第２の免疫療法組
成物は混合剤として提供される。
【００２２】
　本発明の別の実施形態は、次の免疫療法組成物すなわち（ａ）少なくとも１つの共刺激
分子をコードする核酸配列と、少なくとも１つの抗原またはその免疫原性ドメインをコー
ドする核酸配列とを含む組換えワクシニアウイルスを含む第１の免疫療法組成物；および
（ｂ）少なくとも１つの抗原またはその免疫原性ドメインを含む酵母ビヒクルを含む第２
の免疫療法組成物、を含むキットに関する。１つの態様では、組換えワクシニアウイルス
は、共刺激分子であるＢ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐３をコードする核酸配列を
含む。１つの態様では、抗原は癌抗原である。１つの態様では、抗原はＣＡＰ‐１‐６Ｄ
エピトープを含む改変ＣＥＡである。本発明のキットの他の態様は下記に記載されている
。
【００２３】
　本発明の別の実施形態は、次の免疫療法組成物すなわち（ａ）第１の免疫療法組成物で
あって、（ｉ）Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐１またはその生物学的に活性な部
分をコードする核酸配列と、少なくとも１つの抗原またはその免疫原性ドメインをコード
する核酸配列とを含む組換えワクシニアウイルス、および（ｉｉ）ＧＭ‐ＣＳＦまたはそ
の生物学的に活性な部分をコードする核酸配列を含む組換え鶏痘ウイルス、を含む免疫療
法組成物、ならびに（ｂ）少なくとも１つの抗原またはその免疫原性ドメインを含む酵母
ビヒクルを含む第２の免疫療法組成物、を含むキットに関する。１つの態様では、該キッ
トは、第３の免疫療法組成物であって、（ｉ）Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐１
またはその生物学的に活性な部分をコードする核酸配列と、少なくとも１つの抗原または
その免疫原性ドメインをコードする核酸配列とを含む組換え鶏痘ウイルス、ならびに（ｉ
ｉ）ＧＭ‐ＣＳＦまたはその生物学的に活性な部分をコードする核酸配列を含む組換え鶏
痘ウイルス、を含む免疫療法組成物を、さらに含む。１つの態様では、抗原は癌抗原であ
る。１つの態様では、抗原はＣＡＰ‐１‐６Ｄエピトープを含む改変ＣＥＡである。本発
明のキットの他の態様は下記に記載されている。
【００２４】
　本発明の方法、使用、組成物またはキットに関する実施形態のうち任意のものなど、本
明細書中（上記または下記）に記載される実施形態のうち任意のものにおいて、第１およ
び第２の免疫療法組成物のうち一方または両方（または特定の実施形態においてはさらに
第３の免疫療法組成物のうち少なくともいずれか１つ）は、少なくとも１つの抗原または
その免疫原性ドメインを含む。１つの態様では、第１および第２の免疫療法組成物の両方
（または特定の実施形態においてはさらに第３の免疫療法組成物のうち少なくともいずれ
か１つ）が、少なくとも１つの抗原またはその免疫原性ドメインを含む。１つの態様では
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、第１の免疫療法組成物は少なくとも１つの抗原またはその免疫原性ドメインを含むが、
第２の免疫療法組成物は含まない。１つの態様では、第２の免疫療法組成物は少なくとも
１つの抗原またはその免疫原性ドメインを含むが、第１の免疫療法組成物は含まない。１
つの態様では、第１および第２の免疫療法組成物はそれぞれ同一の抗原またはその免疫原
性ドメインを含む。１つの態様では、第１および第２の免疫療法組成物（または特定の実
施形態においてはさらに第３の免疫療法組成物のうち少なくともいずれか１つ）は、異な
る抗原またはその免疫原性ドメインを含む。
【００２５】
　本発明の方法、使用、組成物またはキットに関する実施形態のうち任意のものなど、本
明細書中（上記または下記）に記載される本発明の実施形態または態様のうちいずれかの
１つの態様では、第１の免疫療法組成物および第３の免疫療法組成物のうち少なくともい
ずれか一方は、１つ以上の免疫刺激性分子をコードする１つ以上の核酸配列を含む組換え
ウイルスを含む。１つの態様では、第１の免疫療法組成物および第３の免疫療法組成物の
うち少なくともいずれか一方は、ウイルスゲノムまたはその一部と、少なくとも１つの抗
原またはその免疫原性ドメインをコードする核酸配列とを含む組換えウイルス、および１
つ以上の免疫刺激性分子をコードする１つ以上の核酸配列を含む組換えウイルスを含む。
１つの態様では、第１の免疫療法組成物および第３の免疫療法組成物のうち少なくともい
ずれか一方は、少なくとも１つの抗原またはその免疫原性ドメインをコードする核酸配列
と、１つ以上の免疫刺激性分子をコードする１つ以上の核酸配列とを含む組換えウイルス
を含む。
【００２６】
　本発明の方法、使用、組成物またはキットに関する実施形態のうち任意のものなど、本
明細書中（上記または下記）に記載される本発明の実施形態または態様のうちいずれか１
つの態様では、第１の免疫療法組成物および第３の免疫療法組成物のうち少なくともいず
れか一方における１つまたは複数の組換えウイルスは、ポックスウイルスである。１つの
態様では、第１の免疫療法組成物および第３の免疫療法組成物のうち少なくともいずれか
一方における１つまたは複数の組換えウイルスは、組換えワクシニアウイルスである。１
つの態様では、ワクシニアウイルスは改変ワクシニアアンカラ（ＭＶＡ）である。１つの
態様では、第１の免疫療法組成物および第３の免疫療法組成物のうち少なくともいずれか
一方における１つまたは複数の組換えウイルスは、鶏痘ウイルスである。
【００２７】
　本発明の方法、使用、組成物またはキットに関する実施形態のうち任意のものなど、本
明細書中（上記または下記）に記載される本発明の実施形態または態様のうちいずれかの
１つの態様では、免疫刺激性分子は１つ以上の共刺激分子を含む。１つの態様では、免疫
刺激性分子には、限定するものではないが、Ｂ７．１（Ｂ７‐１）、Ｂ７．２（Ｂ７‐２
）、ＩＣＡＭ‐１、ＬＦＡ‐３、４‐１ＢＢＬ、ＣＤ５９、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌおよび
／またはＣＤ７０が挙げられる。１つの態様では、免疫刺激性分子はＢ７‐１、ＩＣＡＭ
‐１およびＬＦＡ‐３のうち１つ、２つまたは３つすべてを含む。１つの態様では、免疫
刺激性分子は、１つ以上のサイトカイン、例えば、限定するものではないが、腫瘍壊死因
子‐α（ＴＮＦ‐α）、インターロイキン６（ＩＬ‐６）、顆粒球マクロファージコロニ
ー刺激因子（ＧＭ‐ＣＳＦ）、インターフェロン‐γ（ＩＦＮ‐γ）、ＩＦＮ‐α、ＩＦ
Ｎ‐λ、インターロイキン１２（ＩＬ‐１２）、ＲＡＮＴＥＳ、およびインターロイキン
２（ＩＬ‐２）を含む。１つの態様では、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（ＧＭ‐ＣＳＦ）である。
【００２８】
　本発明の方法、使用、組成物またはキットに関する実施形態のうち任意のものなど、本
明細書中（上記または下記）に記載される本発明の実施形態または態様のうちいずれかの
１つの態様では、第２の免疫療法組成物は、少なくとも１つの抗原またはその免疫原性ド
メインを発現する酵母ビヒクルを含む。１つの態様では、第２の免疫療法組成物の中の酵
母ビヒクルは完全な酵母である。１つの態様では、第２の免疫療法組成物の中の酵母ビヒ
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クルは加熱殺滅された完全な酵母である。１つの態様では、第２の免疫療法組成物の中の
酵母ビヒクルはサッカロマイセス属に由来する。
【００２９】
　本明細書中（上記または下記）に記載される本発明の方法または使用の実施形態または
態様のうちいずれかの１つの態様では、第１および第２の免疫療法組成物（または、ある
実施形態においてはさらに第３の免疫療法組成物のうち少なくともいずれか１つ）は、個
体体内の異なる部位に投与される。別の態様では、第１および第２（かつ／または第３）
の免疫療法組成物は、個体体内の同じ部位に、または隣接した部位に投与される。
【００３０】
　本明細書中（上記または下記）に記載される本発明の方法または使用の実施形態または
態様のうちいずれかの別の態様では、方法または使用は、免疫療法組成物のうち一方また
は両方（またはある種の実施形態においては３つすべて）を用いて個体をブーストするス
テップをさらに含む。１つの態様では、個体は第１の免疫療法組成物を用いるよりも高頻
度で第２の免疫療法組成物を用いてブーストされる。
【００３１】
　第１および第２の免疫療法組成物が存在する、本明細書中（上記または下記）に記載さ
れる本発明の方法または使用の実施形態または態様のうちいずれかの別の態様では、方法
または使用は、第１の免疫療法組成物とは異なるウイルスゲノムまたはその一部を含む組
換えウイルスを含む第３の免疫療法組成物を用いて個体をブーストするステップをさらに
含む。例えば、１つの態様では、第１の免疫療法組成物は組換えワクシニアウイルスを含
み、第３の免疫療法組成物は鶏痘ウイルスを含む。
【００３２】
　本発明の方法、使用、組成物またはキットに関する実施形態のうち任意のものなど、本
明細書中に記載される本発明の実施形態または態様のうちいずれか１つの態様では、第１
または第２の免疫療法組成物の一方が他方より高頻度で投与される。例えば、１つの態様
では、第１の免疫療法組成物がウイルス由来の免疫療法組成物であり、第２の免疫療法組
成物が酵母由来の免疫療法組成物である場合、第２の免疫療法組成物は第１の免疫療法組
成物より高頻度で投与されうる。例えば、１つの態様では、第１および第２の免疫療法組
成物の同時投与と同時投与との合間に、第２の免疫療法組成物が１回、２回、３回または
それ以上投与されてもよい。
【００３３】
　本明細書中（上記または下記）に記載される本発明の方法または使用の実施形態または
態様のうちいずれかの別の態様では、該方法は、別の供給源の抗原またはその免疫原性ド
メインを用いて個体をブーストするステップをさらに含む。
【００３４】
　本明細書中（上記または下記）に記載される本発明の方法または使用の実施形態または
態様のうちいずれかの別の態様では、該方法は、少なくとも１つの生物学的応答調節物質
を個体に投与するステップをさらに含む。
【００３５】
　本発明の方法、使用、組成物またはキットに関する実施形態のうち任意のものなど、本
明細書中（上記または下記）に記載される本発明の実施形態または態様のうちいずれかの
１つの態様では、個体は癌に罹患している。１つの態様では、該方法または使用は、全身
腫瘍組織量を低減するか、または個体体内における腫瘍増殖を抑制する。本発明の方法、
使用、組成物またはキットに関する実施形態のうち任意のものなど、本発明の任意の実施
形態の１つの態様では、抗原は、黒色腫、扁平上皮癌、乳癌、頭頸部癌、甲状腺癌、軟部
組織肉腫、骨肉腫、精巣癌、前立腺癌、卵巣癌、膀胱癌、皮膚癌、脳腫瘍、血管肉腫（an
giosarcoma）、血管肉腫（hemangiosarcoma）、肥満細胞腫、白血病、リンパ腫、原発性
肝癌、肺癌、膵臓癌、胃腸の癌、腎細胞癌、造血性新生物形成またはこれらの転移癌、の
群から選択される癌に由来する。１つの態様では、抗原は、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、点
突然変異型Ｒａｓオンコプロテイン、ブラキュリ（Brachyury）、ＭＵＣ‐１、ＥＧＦＲ
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、ＢＣＲ‐Ａｂｌ、ＭＡＲＴ‐１、ＭＡＧＥ‐１、ＭＡＧＥ‐３、ＧＡＧＥ、ＧＰ‐１０
０、ＭＵＣ‐２、正常および点突然変異型ｐ５３オンコプロテイン、ＰＳＭＡ、チロシナ
ーゼ、ＴＲＰ‐１（ｇｐ７５）、ＮＹ‐ＥＳＯ‐１、ＴＲＰ‐２、ＴＡＧ７２、ＫＳＡ、
ＣＡ‐１２５、ＰＳＡ、ＨＥＲ‐２／ｎｅｕ／ｃ‐ｅｒｂ／Ｂ２、ｈＴＥＲＴ、ｐ７３、
Ｂ‐ＲＡＦ、大腸腺腫様ポリポーシス（ＡＰＣ）、Ｍｙｃ、フォンヒッペル・リンドウ（
von Hippel－Lindau）タンパク質（ＶＨＬ）、Ｒｂ‐１、Ｒｂ‐２、アンドロゲン受容体
（ＡＲ）、Ｓｍａｄ４、ＭＤＲ１、Ｆｌｔ‐３、ＢＲＣＡ‐１、ＢＲＣＡ‐２、ｐａｘ３
‐ｆｋｈｒ、ｅｗｓ‐ｆｌｉ‐１、ＨＥＲＶ‐Ｈ、ＨＥＲＶ‐Ｋ、ＴＷＩＳＴ、メソテリ
ン（Mesothelin）、ＮＧＥＰ、そのような抗原の改変体、そのような抗原のスプライスバ
リアント、およびそのような抗原のエピトープアゴニスト、ならびに、そのような抗原、
または、これらの免疫原性ドメイン、これらの改変体、これらの変異体、かつ／もしくは
これらのエピトープアゴニスト、のうち少なくともいずれかの組み合わせ、の群から選択
される。１つの態様では、抗原は癌胎児性抗原（ＣＥＡ）であり、癌胎児性抗原は、１つ
の実施形態ではＣＡＰ１‐６Ｄエピトープを含む。１つの態様では、抗原はＣＡＰ‐１‐
６Ｄエピトープを含む改変ＣＥＡである。１つの態様では、ＣＥＡは、配列番号２のアミ
ノ酸配列（配列番号１として本明細書中に表わされる核酸配列によってコードされる）を
含む。別の態様では、抗原は突然変異型Ｒａｓである。１つの態様では、抗原は、Ｒａｓ
の１つ以上のフラグメントを含む多重ドメイン融合タンパク質であり、各フラグメントは
Ｒａｓの１２位、１３位、５９位、６１位および７６位のうち少なくともいずれか１つの
部位に１つ以上の突然変異を含む。１つの態様では、該Ｒａｓ融合タンパク質は、配列番
号４（配列番号３として本明細書中に表わされる核酸配列によってコードされる）、配列
番号６（配列番号５として本明細書中に表わされる核酸配列によってコードされる）、配
列番号８（配列番号７として本明細書中に表わされる核酸配列によってコードされる）、
および配列番号１０（配列番号９として本明細書中に表わされる核酸配列によってコード
される）のうち少なくともいずれか１つのアミノ酸配列を有する。１つの態様では、抗原
はブラキュリ（Brachyury）である。１つの態様では、抗原はＭＵＣ‐１である。１つの
態様では、抗原はＥＧＦＲである。１つの態様では、抗原はＢＣＲ－Ａｂｌである。
【００３６】
　本明細書中（上記または下記）に記載される本発明の方法または使用の実施形態または
態様のうちいずれかの１つの態様では、方法または使用は、化学療法で個体を治療するス
テップ、および放射線照射療法で個体を治療するステップのうちの少なくともいずれか一
方のステップをさらに含む。
【００３７】
　本発明の方法、使用、組成物またはキットに関する実施形態のうち任意のものなど、本
明細書中（上記または下記）に記載される本発明の実施形態または態様のうちいずれかの
別の態様では、個体は病原体に起因するかまたは病原体に関係する疾患に罹患している。
１つの態様では、方法または使用は、病原体による個体の感染を低減または予防する。１
つの態様では、方法または使用は、個体における病原体の力価を低減する。
【００３８】
　本発明の方法、使用、組成物またはキットに関する実施形態のうち任意のものなど、本
発明の任意の実施形態の１つの態様では、抗原は、ウイルス抗原、真菌抗原、細菌抗原、
蠕虫抗原、寄生虫抗原、外部寄生生物抗原、および原生動物抗原の群から選択される。１
つの態様では、抗原は、アデノウイルス、アレナウイルス、ブンヤウイルス、コロナウイ
ルス、コクサッキーウイルス、サイトメガロウイルス、エプスタイン‐バーウイルス、フ
ラビウイルス、ヘパドナウイルス、肝炎ウイルス、ヘルペスウイルス、インフルエンザウ
イルス、レンチウイルス、麻疹ウイルス、ムンプスウイルス、ミクソウイルス、腫瘍ウイ
ルス、オルトミクソウイルス、乳頭腫ウイルス、パポバウイルス、パラインフルエンザウ
イルス、パラミクソウイルス、パルボウイルス、ピコルナウイルス、ポックスウイルス、
狂犬病ウイルス、呼吸器合胞体ウイルス、レオウイルス、ラブドウイルス、風疹ウイルス
、トガウイルス、水痘ウイルス、およびＴ‐リンパ好性ウイルス、から選択されたウイル
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スに由来する。１つの態様では、抗原は、アスペルギルス属、ボルデテラ属（Bordatella
）、ブルギア属、カンジダ属、クラミジア属、コクシジウム（Coccidia）、クリプトコッ
クス属、イヌ糸状虫属、エシェリヒア属、フランキセラ属、ゴノコックス（Gonococcus）
、ヒストプラスマ属、リーシュマニア属、ミコバクテリア属、マイコプラズマ属、ゾウリ
ムシ属、百日咳菌（Pertussis）、プラスモディウム属、肺炎球菌（Pneumococcus）、ニ
ューモシスティス属、リケッチア属、サルモネラ属、赤痢菌属、ブドウ球菌属、連鎖球菌
属、トキソプラズマ属、コレラ菌（Vibriocholerae）、およびエルシニア属からなる群か
ら選択される属の感染性病原体に由来する。１つの態様では、抗原は、シュードモナス属
、ボルデテラ属、ミコバクテリア属、ビブリオ属、バチルス属、サルモネラ属、フランキ
セラ属、ブドウ球菌属、連鎖球菌属、エシェリヒア属、腸球菌属、パスツレラ属、および
エルシニア属から選択された属の細菌に由来する。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】ｒＶ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡを用いたワクチン接種が差異の
ある血清サイトカインプロファイルを誘導することを示すグラフ（図１Ａ＝ＭＩＰ１α、
図１Ｂ＝ＲＡＮＴＥＳ、図１Ｃ＝ＧＭ‐ＣＳＦ、図１Ｄ＝ＩＬ‐６、図１Ｅ＝ＩＬ‐１２
ｐ７０、図１Ｆ＝ＩＬ‐１３、図１Ｇ＝ＩＬ‐１α、図１Ｈ＝ＩＬ‐１βおよび図１Ｉ＝
ＩＬ‐５）。
【図２】ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡを用いたワクチン接種から
誘導される個別のＴＣＲレパートリーを示す図。（Ｖαのプロファイルを、未処理（図２
Ａ）、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ（図２Ｂ）、および酵母‐ＣＥＡ（図２Ｃ）につ
いて示し、Ｖβプロファイルを、未処理（図２Ｄ）、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ（
図２Ｅ）、および酵母‐ＣＥＡ（図２Ｆ）について示す。）
【図３】図３Ａ：ＣＥＡのドメインＩＩＩのＡ３ループ上の、別々であって重複していな
いＣＥＡ‐５２６エピトープおよびＣＥＡ‐５７２エピトープを示す図。図３Ｂ～３Ｃ：
ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡを用いたワクチン接種が、２つの別
々のＣＥＡ特異的エピトープであるＣＥＡ‐５２６（図３Ｂ）およびＣＥＡ‐５７２（図
３Ｃ）を用いたｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激に応答して別個のサイトカインプロファイルを誘導
することを示す図。
【図４】ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡを用いたワクチン接種を受
けたマウス由来のＣＥＡ‐５７２エピトープに特異的なＴ細胞株が、別々のＴＣＲ　Ｖα
プロファイルを有することを示す図（ＣＥＡ‐５２６ペプチド（図４Ａ）およびＣＥＡ‐
５７２ペプチド（図４Ｂ）の存在下で維持されたｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ　Ｔ細
胞株のＶα　ＴＣＲレパートリー（黒色の棒グラフ）；ＣＥＡ‐５２６ペプチド（図４Ｃ
）およびＣＥＡ‐５７２ペプチド（図４Ｄ）の存在下で維持された酵母‐ＣＥＡ　Ｔ細胞
株のＶα　ＴＣＲレパートリー（白色の棒グラフ））。
【図５】ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡを用いたワクチン接種を受
けたマウスから生成されたエピトープ特異的なＴ細胞株は同水準の溶解活性を有するが特
有の親和性（avidity）を有することを示す図（図５Ａおよび５Ｃは、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ
／ＴＲＩＣＯＭワクチン接種から生成され、ＣＥＡ‐５２６ペプチド（図５Ａ）およびＣ
ＥＡ‐５７２ペプチド（図５Ｃ）に特異的なＴ細胞株を示し；図５Ｂおよび５Ｄは、酵母
‐ＣＥＡワクチン接種から生成され、ＣＥＡ‐５２６ペプチド（図５Ｂ）およびＣＥＡ‐
５７２ペプチド（図５Ｄ）に特異的なＴ細胞株を示し；図５Ｅおよび５Ｆは、ｒＶ／Ｆ‐
ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ（図５Ｅ）または酵母‐ＣＥＡ（図５Ｆ）を用いたワクチン接種を
受けたマウスから生成されたＣＥＡ‐５７２エピトープに特異的なＴ細胞株を示す）。
【図６】同所性肺転移モデルにおけるｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥ
Ａワクチンの同時投与により抗腫瘍効果が増大することを示す図。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
　発明の詳細な説明
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　本発明は、治療的免疫応答の誘導、ならびに、疾患、例えば、限定するものではないが
、癌および感染症の予防、改善および治療のうち少なくともいずれか１つ、のうち少なく
ともいずれか１つのための、２つの免疫療法組成物（本明細書中ではワクチンとも呼ばれ
る）の同時使用に関する。より具体的には、それぞれ同一の抗原またはその免疫原性ドメ
インを標的とする組換えウイルス免疫療法ワクチンおよび酵母由来免疫療法ワクチンを使
用して、ワクチンのベクターおよび抗原の両方が、共通かつ特有のサイトカイン応答、遺
伝子発現プロファイル、およびＴ細胞受容体表現型を有しているＴ細胞集団の誘導におい
て役割を有することが本明細書中で実証される。従って、抗原およびベクターの両方が別
個のＴ細胞集団の誘導において役割を果たす。本明細書中に示された研究は、表現型上か
つ機能的に別個のＴ細胞集団が、同一抗原を標的とする２つのベクタープラットフォーム
によって誘導されることを示す。最後に、本発明者らは、２つのワクチンを同時併用して
治療効力を改良することができることを実証し、ワクチンの同時投与が本明細書中に記載
された実験において抗腫瘍効果を向上させることを示した。これらの結果は、より多様な
Ｔ細胞集団の誘導および治療効力向上に起因する、単一の抗原を標的とする２つの別個の
ベクタープラットフォームの同時投与の治療的有益性を示している。
【００４１】
　本研究は、同一抗原を標的とする２つの異なるワクチンベクターの有効な同時投与を最
初に実証したものと考えられる。本明細書中に記載された研究で使用される各々のワクチ
ンは、同水準のＣＤ４＋Ｔ細胞の増殖およびＣＤ８＋Ｔ細胞の細胞溶解活性を個々に誘導
することが以前に示されているが（Wansley et al．，Clin Cancer Res，2008 Jul 1；14
（13）：4316－25）、これらのワクチンが表現型上かつ機能的に別個のＴ細胞集団を誘導
し、かつ該ワクチンを同時併用して十分に抗腫瘍効果を向上させることができるという発
見は、知られても予想されてもいなかった。
【００４２】
　同じ抗原（ＯＶＡ）を標的とする２つの異なるワクチンプラットフォーム（ｒＶおよび
組換えアデノウイルス）によって誘導されたＴ細胞集団の機能性は相違しなかったことを
示す先の研究（Millar et al．，2007，Cell Immunol 250（1－2）：55－67）とは対照的
に、本発明は、１つはウイルス由来の免疫療法組成物（本明細書中ではｒＶ‐ＣＥＡ／Ｔ
ＲＩＣＯＭと呼ばれる）であり、１つは酵母由来の免疫療法組成物（本明細書中では酵母
‐ＣＥＡと呼ばれる）である２つの異なる免疫療法ワクチンによって誘導されたＴ細胞集
団の機能性に、ベクターおよび抗原の両方が影響するという証拠を提供する。両ワクチン
によって誘導されたＴ細胞集団を、サイトカイン産生、遺伝子発現、およびＴＣＲプロフ
ァイリングの点で比較しつつ、本明細書中に示された研究は、ｒＶ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯ
ＭがＴｈ１応答およびＴｃ１表現型を備えたＣＤ８＋Ｔ細胞を誘導する一方、酵母‐ＣＥ
ＡがＴｈ１／Ｔｈ２混合応答およびＴｃ１／Ｔｃ２混合表現型を備えたＣＤ８＋Ｔ細胞を
誘導することを見出した（図１および３）。免疫細胞の遊走ならびにＴＣＲシグナル伝達
およびＴ細胞増殖に関与する遺伝子のアップレギュレーションが、両方のワクチンによっ
て観察された（表１）。興味深いことに、これらのワクチンは様々な細胞経路に関与する
遺伝子の発現を明白な不利なやり方で調節するとはいえ、抗原特異的免疫応答または抗腫
瘍効果は無効にならない（Wansley et al．，Clin Cancer Res 2008 Ju1 1；14（13）：4
316－25）。さらに、いずれのワクチンによって誘導されたＴ細胞集団も、共通かつ特有
のＶαおよびＶβ　ＴＣＲ遺伝子を使用すること（図２）、また、ワクチン接種を受けた
ＣＥＡ‐Ｔｇマウスから作出された、２つのＣＥＡエピトープのうちの１つに特異的なＴ
細胞株が、差異のある親和性および抗原特異的細胞溶解活性を示すこと（図５）も、本明
細書中で実証される。総合すれば、これらの研究は、２つの免疫療法ワクチンが別個のＴ
細胞集団を誘導し、これらのＴ細胞集団の表現型および機能の差はベクターおよび抗原の
両方に起因しうることを実証している。これらの知見は、免疫療法組成物に関連した任意
の抗原の使用に適用可能である。
【００４３】
　いずれのワクチンプラットフォームによる抗原送達の方法も、これらの別個の応答の生
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成に影響を及ぼす可能性がある。酵母‐ＣＥＡが主に免疫応答を活性化するメカニズムは
、樹状細胞（ＤＣ）による、ＣＥＡを発現する酵母の取り込みとその後のＣＥＡ抗原のプ
ロセシングおよび提示によるものであり（Bernstein et al．，Vaccine 2008 Jan 24；26
（4）：509－21）、一方、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭベクターは細胞に感染して、
ＣＥＡ抗原がプロセシングを受けて提示されるのを可能にする細胞内発現を誘導する（Ho
dge et al．，Cancer Res 1999 Nov 15；59（22）：5800－7）。観察された別の差異は、
ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭワクチン接種がＣＥＡ特異的抗体の産生を誘導する一方
、酵母‐ＣＥＡは誘導しないことである（データは示さない）。免疫系の細胞部門および
体液部門の活性化におけるそのようなメカニズムの差は、ベクターおよび抗原に特異的な
別個のＴ細胞集団の誘導をも左右する可能性がある。
【００４４】
　驚くべきことに、本発明者らは、同一の抗原を標的とする２つのワクチンの投与により
別個のＴ細胞集団が誘導され、ネズミ科動物の同所性肺転移モデルにおいて有意に高い抗
腫瘍免疫がもたらされることを発見した（図６）。この研究はさらに、同一の抗原を標的
とする２つのワクチンプラットフォームは、これらのワクチンプラットフォームが別々の
Ｔ細胞集団を誘導するという理由で同時投与可能であることも初めて示した。更に、これ
らのデータは、２つのワクチンの同時投与が、同一の抗原を標的とするより多様なＴ細胞
集団の誘導により、抗腫瘍効果の十分な増大をもたらすことを示している。これらの知見
は、これらのワクチンの同時併用が抗原特異的免疫を増大させるために利用されうること
を示している。本明細書中に記載されるような免疫療法ワクチンの同時使用は、両方のワ
クチンから生成されたＴ細胞で構成されるより多様なＴ細胞集団を誘導して、本発明以前
に使用された多様なプライム‐ブースト計画を不要とするが、多様なプライム‐ブースト
計画を本明細書中に記載された同時投与プロトコールと組み合わせることにより、有効な
免疫応答がさらに増強される可能性がある。本発明は、初回ワクチン接種で始まる免疫応
答を、より多様なＴ細胞集団を誘導し、次いでブーストして後続の各ワクチン接種を用い
て規模を拡大することにより、最大化する。治療の初期において、より多様なＴ細胞集団
が誘導されるので、そのような戦略は癌患者においても慢性感染症に罹患している患者に
おいても効果的であろう。
【００４５】
　従って、本発明は、１つ以上の抗原に対する治療的免疫応答を誘導すること、ならびに
、癌もしくは感染症などの疾患または病気の予防、改善および治療のうち少なくともいず
れか１つを行うことのうちの少なくともいずれか一方のための、２つ以上の異なる免疫療
法組成物の同時使用に関する。１つの実施形態では、２つ以上の異なる免疫療法組成物は
同じ抗原を標的とする。別の実施形態では、２つ以上の異なる免疫療法組成物のうち一方
は１つ以上の抗原を標的とし、免疫療法組成物のうち他方はアジュバントとして、必ずし
も抗原を標的とすることなく、または他方の組成物と同じ抗原を必ずしも標的とすること
なく（すなわち、１つの実施形態では、第２の組成物は異なる抗原を標的とする）、提供
される。上記の実施形態の任意の組み合わせを含みうる１つの実施形態において、２つ以
上の免疫療法組成物は同時に、しかし患者の異なる物理的部位に、投与される。上記の実
施形態の任意の組み合わせを含みうる別の実施形態において、２つ以上の異なる免疫療法
組成物は同時に、かつ患者の同じかまたはほぼ隣接した部位に、投与される。
【００４６】
　本発明で使用される２つ以上の異なる免疫療法組成物はそれぞれ、免疫応答を、好まし
くは少なくとも細胞性免疫応答を、より好ましくはＴ細胞による細胞性免疫応答を、個々
に誘導することが可能である。１つの態様では、組成物のうち少なくとも一方は、ＣＤ８
＋およびＣＤ４＋のうち少なくともいずれか一方であるＴ細胞による免疫応答を、より好
ましくはＣＤ８＋かつＣＤ４＋のＴ細胞による免疫応答を、誘導することができる。好ま
しくは、本発明によって同時に使用される組成物はすべて、ＣＤ８＋およびＣＤ４＋のう
ち少なくともいずれか一方であるＴ細胞による免疫応答を、より好ましくは、ＣＤ８＋か
つＣＤ４＋の免疫応答を、誘導することができる。任意選択で、組成物のうち少なくとも
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一方は体液性免疫応答を誘発することができる。好ましくは、免疫療法組成物のうち一方
によって誘発される、Ｔ細胞による免疫応答は、他方の免疫療法組成物によって誘発され
るＴ細胞による免疫応答とは１つ以上の側面において表現型上および機能上のうち少なく
ともいずれか一方において異なっている。１つの態様では、免疫療法組成物は、次の特徴
すなわち（ａ）抗原提示細胞を活性化するのに有効な１つ以上のパターン認識受容体を刺
激すること；（ｂ）抗原提示細胞上の、接着分子、共刺激分子、およびＭＨＣクラスＩ／
クラスＩＩ分子をアップレギュレートすること；（ｃ）抗原提示細胞による炎症誘発性サ
イトカインの産生を誘導すること；（ｄ）Ｔ細胞によるＴｈ１型サイトカインの産生を誘
導すること；（ｅ）Ｔ細胞によるＴｈ１７型サイトカインの産生を誘導すること；（ｆ）
Ｔｒｅｇを抑制またはダウンレギュレートすること；かつ／または（ｇ）ＭＨＣクラスＩ
および／またはＭＨＣクラスＩＩ、抗原特異的免疫応答を誘発すること、のうち１つ以上
を有する。適切な免疫療法組成物には、酵母由来の免疫療法組成物、ウイルス由来の免疫
療法組成物、抗体由来の免疫療法組成物、ＤＮＡの免疫療法組成物、サブユニットワクチ
ン、ならびに免疫応答を刺激または調整するのに有用な任意の成分またはアジュバント、
例えばＴＬＲアゴニスト、サイトカイン、免疫増強剤、およびその他の作用物質、ならび
にこれらの任意の組み合わせが挙げられるが、それらの多くが以下により詳細に記載され
る。１つの態様では、本発明で使用される免疫療法組成物は組換えウイルス由来の組成物
および酵母由来の組成物を含む（以下に詳細に記述）。
【００４７】
　［ウイルス由来の免疫療法組成物］
　本発明の１つの態様は、組換えウイルス由来の免疫療法組成物（この表現は、「ウイル
ス由来の免疫療法製品」、「ウイルス由来の組成物」、「ウイルス由来の免疫療法剤」、
「ウイルス由来のワクチン」、「組換えウイルスまたは組換えウイルスベクターを含むか
または備えている免疫療法組成物」、またはこれらの表現の任意の類似の派生表現と互換
的に使用されうる）に関する。本明細書中で使用されるように、「ウイルス由来の免疫療
法組成物」という表現は、ウイルスベクター成分（例えば、ウイルスベクターを構成する
のに有効な組換えウイルスまたはその一部）を含み、かつ、対象者において少なくとも１
つの治療的有用性を達成するのに十分な免疫応答を誘発する組成物を指す。ウイルス由来
の免疫療法組成物および同組成物を製造かつ一般的に使用する方法は、例えば、米国特許
第６，０４５，８０２号、米国特許第６，８９３，８６９号、米国特許第６，５４８，０
６８号および米国特許第６，９６９，６０９号明細書に詳細に記載されており、前記特許
文献は各々全体が参照により本願に組み込まれる。１つの態様では、本発明において有用
なウイルス由来の免疫療法組成物は、ＣＤ８＋およびＣＤ４＋のうち少なくともいずれか
一方であるＴ細胞による免疫応答を、また１つの態様では、ＣＤ８＋かつＣＤ４＋のＴ細
胞による免疫応答を、また１つの態様では、体液性免疫応答を、誘導する能力を有する。
本発明において有用なウイルス由来の免疫療法組成物は、例えば、個体において、該個体
が疾患もしくは病気について治療されるように、または疾患もしくは病気に起因する症状
が緩和もしくは治療されるように、免疫応答を誘発することができる。
【００４８】
　ウイルス由来の免疫療法組成物は、典型的には、ウイルスゲノムまたはその一部と（例
えば組換えウイルス）、疾患原因物質または疾患状態に由来する少なくとも１つの抗原（
例えば癌抗原、感染症抗原、およびそれらの少なくとも１つの免疫原性ドメインのうち少
なくともいずれか１つ）をコードする核酸配列とを含むウイルスベクターを含む。いくつ
かの実施形態では、ウイルス由来の免疫療法組成物は、１つ以上の免疫刺激性分子をコー
ドする１つ以上の核酸配列を含む少なくとも１つのウイルスベクターをさらに含む。いく
つかの実施形態では、免疫刺激性分子および抗原をコードする遺伝子は、同じウイルスベ
クター（同じ組換えウイルス）に挿入される。
【００４９】
　本発明のそのような免疫療法組成物において使用可能なウイルスは、細胞に感染して、
該ウイルスによって運ばれた抗原がプロセシングかつ提示されるのを可能にする該抗原の
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細胞内発現を誘導する、任意のウイルスである。これらのウイルスの中で好ましいのは、
Ｔｈ１応答およびＴｃ１表現型を備えたＣＤ８＋Ｔ細胞を誘導するものである。本発明の
組成物において使用可能なウイルスには、ウイルスの感染力を破壊することなく新しい遺
伝子を導入するためにゲノムの一部を削除することが可能なウイルスが挙げられる。
【００５０】
　本発明のウイルスベクターの製造において有用な親ウイルス（すなわちウイルスベクタ
ー／組換えウイルスの製造の元であり、派生元であり、母体である等のウイルス）には、
限定するものではないが、ポックスウイルス、ヘルペスウイルス、アデノウイルス、アル
ファウイルス、レトロウイルス、ピコルナウイルス、バキュロウィルス、およびイリドウ
イルスが挙げられる。本発明における有用性を有するポックスウイルス（ポックスウイル
ス科に属するもの）には、複製型および非複製型のベクターが含まれる。そのようなポッ
クスウイルスには、限定するものではないが、オルソポックス（オルソポックスウイルス
属）、例えばワクシニアウイルス（Perkus et al．，Science 229：981－984，1985；Kau
fman et al．，Int．J．Cancer 48：900－907，1991，Moss，Science 252：1662，1991）
、アライグマポックス、ラビットポックスなど、アビポックス（アビポックスウイルス属
）、例えば鶏痘ウイルス、スイポックス（スイポックスウイルス属）、カプリポックス（
カプリポックスウイルス属）などが挙げられる。ポックスウイルスは、ワクシニア‐コペ
ンハーゲン、ワクシニア‐ワイエス株、極めて減弱化されたワクシニアウイルス（ワクシ
ニア‐ＭＶＡ株）、改変ワクシニアアンカラ（Sutter and Moss，Proc．Nat’l Acad．Sc
i．U．S．A．89：10847－10851；Sutter et al．，Virology 1994）、ＮＹＶＡＣ、ＴＲ
ＯＶＡＣ、カナリアポックス、ＡＬＶＡＣ（Baxby and Paoletti，Vaccine 10：8－9，19
92；Rinns，M．M．et al．，（Eds）Recombinant Poxviruses CRC Press，Inc．，Boca R
aton 1992；Paoletti，E．，Proc．Nat’l Acad．Sci．USA 93：11349－11353，1996）、
スイポックスなどの群から選択されうる。ワクシニア‐ワイエス株の誘導体には機能的な
Ｋ１Ｌ遺伝子を欠くｖＴＢＣ３３が挙げられるがこれに限定はされない。さらに別の実施
形態では、ウイルスは、米国ジョージア州アトランタ所在の米国疾病管理センター（Cent
ers for Disease Control）から天然痘ワクチンとして入手可能なＤｒｙ‐Ｖａｘである
。１つの実施形態では、組換えベクターはワクシニアウイルスである。別の実施形態では
、組換えベクターは鶏痘ウイルス由来である。鶏痘ウイルスの１つの株は、例えば、ＰＯ
ＸＶＡＣ‐ＴＣ（シェーリング・プラウ株式会社（Schering－Plough Corporation））で
ある。
【００５１】
　本発明における有用性を有する組換えポックスウイルスはいくつかの属性を有し、該属
性には（ｉ）抗原提示細胞（ＡＰＣ）および腫瘍細胞を含む多種類の細胞への遺伝子の効
率的送達；（ｉｉ）高レベルのタンパク質発現；（ｉｉｉ）免疫系への最適な抗原提示；
（ｉｖ）細胞性免疫応答も抗体応答も誘発する能力；（ｖ）細胞の、恒久的ではなく一時
的な遺伝子組換え、ならびに（ｖｉ）免疫学的に交差反応しないため、異なる属に由来す
るポックスウイルスの組み合わせを使用する能力、が挙げられる。
【００５２】
　組換えワクシニアウイルス（ｒＶ、ｒＭＶＡ）および組換え鶏痘ウイルス（ｒＦ）は、
本発明のウイルス由来の免疫療法組成物に使用される２つの典型的なウイルスである。ネ
ズミ科動物のＢ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐３遺伝子ならびにヒトのＣＥＡ遺伝
子を含有している組換えワクシニアウイルスおよび鶏痘ウイルス（ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／Ｔ
ＲＩＣＯＭ）については記載があり（Hodge et al．，Cancer Res 1999 Nov 15；59（22
）：5800－7；Grosenbach et al．，Cancer Res 2001 Jun 1；61（11）：4497－505およ
びHodge et al．，Cancer Res 2003 Nov 15；63：7942－7949）、前記文献はそれぞれ全
体が参照により本願に組み込まれる。ネズミ科動物のＧＭ‐ＣＳＦを発現するｒＦウイル
ス（ｒＦ‐ＧＭ‐ＣＳＦ）は以前に記載されている（Kass et al．，Cancer Res 2001 Ja
n 1；61（1）：206－14）。本発明の目的に関しては、「ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯ
Ｍ」と呼ばれるワクチンは、ｒＦ‐ＧＭ‐ＣＳＦ（ＧＭ‐ＣＳＦをコードする遺伝子を含
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有している組換え鶏痘ウイルス）と混合されたｒＶ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ（Ｂ７‐１、
ＩＣＡＭ‐１、ＬＦＡ‐３およびＣＥＡをコードするポリヌクレオチドを含有する組換え
ワクシニアウイルス）を用いたプライミングと、該プライミングがｒＦ‐ＧＭ‐ＣＳＦと
混合されたｒＦ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ（Ｂ７‐１、ＩＣＡＭ‐１、ＬＦＡ‐３およびＣ
ＥＡをコードするポリヌクレオチドを含有する組換え鶏痘ウイルス）を用いて７日ごとに
ブーストされることとを含む完全なワクチンプロトコールを指している。当然ながら、Ｃ
ＥＡは、本発明の１つ以上の免疫療法組成物に関して使用される適切な抗原（この場合、
腫瘍関連抗原または癌抗原）の単なる一例である。
【００５３】
　本発明のウイルスベクターは、核酸配列に作動可能に連結された少なくとも１つの発現
制御要素を含む。発現制御要素は、核酸配列の発現を制御かつ調節するためにベクターに
挿入される（Ausubel et al．，1987，in “Current Protocols in Molecular Biology，
John Wiley and Sons，New York，N．Y．）。発現制御要素は当分野で知られており、プ
ロモータが挙げられる。本発明において有用なプロモータは、当分野で知られているよう
なポックスウイルスプロモータであり、例えば、限定するものではないが３０Ｋ、Ｉ３、
ｓＥ／Ｌ、７．５Ｋ、４０Ｋ、およびＣ１が挙げられる。３０Ｋプロモータの核酸配列は
、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｍ３５０２７の塩基番号２８，０１２～２８，４２３（アンチ
センス）に開示されている。１３の核酸配列は、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｊ０３３９９の
塩基番号１１００～１３０１（アンチセンス）に開示されている。７．５Ｋプロモータの
核酸配列は、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｍ３５０２７の塩基番号１８６５５０～１８６６８
０に開示されている。４０Ｋプロモータの核酸配列は、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｍ１３２
０９の塩基番号９７００～９８５８（アンチセンス）に開示されている。Ｃ１プロモータ
の核酸配列は、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｍ５９０２７の塩基番号１～２４２に、また米国
特許第５，０９３，２５８号明細書に、開示されている。ｓＥ／Ｌプロモータの配列は当
分野において既知である。他のポックスウイルスのプロモータ、例えばデービソン（Davi
son）およびモス（Moss）（J．Mol．Biol．210：749－769．（1989））によって記述され
たものが使用されてもよい。これらのプロモータのうちいずれも、当分野の標準的な方法
を使用して合成可能である。適切なプロモータの選択は、該プロモータの発現のタイミン
グおよび発現レベルに基づく。初期プロモータまたは初期／後期プロモータが１つの態様
において使用される。１つの実施形態では、利用されるプロモータまたはプロモータの組
み合わせにより、相乗的な免疫応答を提供するための、感染宿主における各抗原および共
刺激分子のうち少なくともいずれか一方の最適な発現が可能となる。１つの実施形態では
、抗原または共刺激分子をコードする核酸分子はそれぞれ、別個かつ異なるプロモータに
よって制御される。
【００５４】
　本発明で使用するために記載された任意の免疫療法組成物と共に本明細書中で使用され
るように、免疫刺激性分子には、限定されるものではないが、サイトカインおよび共刺激
分子が挙げられる。例えば、サイトカインには、限定されるものではないが、腫瘍壊死因
子α（ＴＮＦ‐α）、インターロイキン６（ＩＬ‐６）、顆粒球マクロファージコロニー
刺激因子（ＧＭ‐ＣＳＦ）、インターフェロンγ（ＩＦＮ‐γ）、ＩＦＮ‐α、ＩＦＮ‐
λ、インターロイキン１２（ＩＬ‐１２）、ＲＡＮＴＥＳ、およびインターロイキン２（
ＩＬ‐２）が挙げられる。共刺激分子には、限定されるものではないが、Ｂ７．１（本明
細書中ではＢ７‐１とも呼ばれる）、Ｂ７．２（本明細書中ではＢ７‐２とも呼ばれる）
、ＩＣＡＭ‐１、ＬＦＡ‐３、４‐１ＢＢＬ、ＣＤ５９、ＣＤ４０、ＣＤ４０ＬおよびＣ
Ｄ７０が挙げられる。免疫刺激性分子は、本発明の免疫療法組成物中で単独で提供されて
もよいし、様々な組み合わせで提供されてもよく、１つ以上のウイルスベクターまたは他
のワクチンベクターによって発現されうる。１つの態様では、本発明の組換えベクターは
、単一または２つの共刺激分子の使用では得られない、免疫応答の相乗的な増強のために
、少なくとも３つの共刺激分子をコードする遺伝子を含む。様々な組み合わせの共刺激分
子をコードする遺伝子は、組換えベクターで使用するための本発明の要素であり、所望の
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免疫応答および治療すべき疾患または病気に応じて、例えば次のような組み合わせ：Ｂ７
．１、Ｂ７．２、ＩＣＡＭ‐１、およびＬＦＡ‐３；Ｂ７．１、ＩＣＡＭ‐１、およびＬ
ＦＡ‐３；Ｂ７．１、Ｂ７．２、ＩＣＡＭ‐１、および４‐１ＢＢＬ；Ｂ７．１、Ｂ７．
２、ＩＣＡＭ‐１、ＬＦＡ－３、および４‐１ＢＢＬ；ＣＤ５９およびＶＣＡＭ‐１；な
らびにＢ７．１およびＢ７．２；ＣＤ５９、ＣＤ４０、４‐ＢＢＬ、ＣＤ７０およびＶＣ
ＡＭ‐１、Ｂ７．１、Ｂ７．２；ＯＸ－４０Ｌ、４‐１ＢＢＬ；が挙げられる。
【００５５】
　Ｂ７．１（ＣＤ８０）は、Ｔ細胞抗原ＣＤ２８の天然リガンドであり、Ｔ細胞およびＢ
細胞の接着を仲介する。Ｂ７．１は、活性化Ｂ細胞およびγインターフェロンで刺激され
た単球において発現される。ＣＤ２８およびＣＴＬＡ‐４へのＣＤ８０の結合はＴ細胞に
共刺激シグナルを提供し、アップレギュレートされたリンホカイン産生をもたらす。Ｂ７
．２（ＣＤ８６）はＣＤ２８およびＣＴＬＡ‐４の他のリガンドである。
【００５６】
　ＣＤ５４としても知られるＩＣＡＭ‐１（細胞間接着分子１）は白血球および内皮に関
連する細胞間接着分子であり、白血球受容体であるＬＦＡ‐１（インテグリン）のリガン
ドである。ＩＣＡＭ‐１はサイトカイン刺激でアップレギュレートされ、細胞間相互作用
、白血球の経内皮遊走、および炎症誘発性免疫細胞の動員に関係するシグナル伝達に関与
する。
【００５７】
　ＬＦＡ‐３（リンパ球機能関連抗原３）、すなわちＣＤ５８は、抗原提示細胞（ＡＰＣ
）によって発現される接着分子であり、Ｔ細胞およびナチュラルキラー（ＮＫ）細胞の上
に見出される接着分子ＣＤ２を介して共刺激シグナルを仲介する。この相互作用は細胞間
接着およびＴ細胞の活性化を促進する。
【００５８】
　４‐１ＢＢＬは活性化された抗原提示細胞（ＡＰＣ）上で発現され、かつ、活性化され
たＣＤ４およびＣＤ８　Ｔ細胞上で発現される腫瘍壊死因子受容体ファミリーに属する共
刺激分子である４‐１ＢＢのリガンドである。これらの分子の相互作用はＴ細胞の増殖お
よび生存を増強し、ＣＤ８＋Ｔ細胞の記憶を拡張かつ活性化することができる（Bukczyns
ki et al．，Proc．Natl．Acad．Sci．U．S．A．2004，101（5）：1291－6）。
【００５９】
　ＣＤ５９は補体調節タンパク質である。ワクシニアウイルスなどのウイルス、ワクシニ
アは、補体による溶解を防止するために自身のウイルスエンベロープに宿主細胞のＣＤ５
９を組み入れる（Bohana－Kashtan et al．，2004，Mol．Immunol．41（6－7）：583－97
）。
【００６０】
　ＶＣＡＭ‐１（血管細胞接着分子１）、すなわちＣＤ１０６は、内皮細胞によって発現
される接着分子であり、血管内皮へのリンパ球、単球、好酸球および好塩基球の接着を仲
介する。ＶＣＡＭ‐１はさらに、白血球‐内皮細胞シグナル伝達において機能する。
【００６１】
　ＣＤ４０は抗原提示細胞（ＡＰＣ）によって発現される共刺激タンパク質である。ＣＤ
４０による、そのＴ細胞上の天然リガンドＣＤ４０Ｌへの結合はＡＰＣを活性化し、様々
な免疫応答および炎症性応答を仲介するシグナル伝達カスケードを引き起こす。
【００６２】
　ＣＤ７０は、長期的なＴ細胞免疫の生成および維持に必要な受容体であるＣＤ２７のリ
ガンドである。
　ＯＸ４０‐Ｌは活性化されたＢ細胞、Ｔ細胞、樹状細胞および内皮細胞の表面上で発現
され、その天然の受容体であるＯＸ４０に結合するが、ＯＸ４０は活性化されたＣＤ４＋
Ｔ細胞によって主として発現されるので、この相互作用はＴ細胞の活性化と関係がある。
【００６３】
　ＧＭ‐ＣＳＦ（顆粒球マクロファージ・コロニー刺激因子）は、Ｔ細胞、マクロファー
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ジおよびその他の細胞によって産生される白血球増殖因子として機能するサイトカインで
ある。ＧＭ‐ＣＳＦは幹細胞を刺激して顆粒球（好中球、好酸球および好塩基球）ならび
に単球を産生させるので、免疫系活性化および発生過程の不可欠な要素である。
【００６４】
　ウイルス複製／感染の部位（いずれにせよ抗原産生の部位）における免疫刺激性分子お
よび抗原の同時産生は、特定のエフェクターの生成を増強する。特定の免疫刺激性分子に
応じて、免疫原性増強に種々のメカニズム、すなわち：ヘルプシグナルの増強（ＩＬ‐２
）、プロフェッショナルＡＰＣの動員（ＧＭ‐ＣＳＦ）、ＣＴＬ頻度の増大（ＩＬ‐２）
、および／または抗原プロセシング経路およびＭＨＣ発現への影響（ＩＦＮ‐γおよびＴ
ＮＦα）が関与する。ある場合には、多価ワクチンを取得する目的で、２つ以上の対象と
する抗原を含む組換えウイルスを製造することが有益な場合もある。
【００６５】
　１つの実施形態では、医薬組成物は、複数の共刺激分子をコードする核酸分子を含有す
る組換えウイルス（例えばポックスウイルス）を、薬学的に許容可能な担体中に含む。該
組換えウイルスは、少なくとも１つの抗原またはその免疫原性ドメインをコードする核酸
配列をさらに含むこともできるし、別例として、少なくとも１つの抗原またはその免疫原
性ドメインをコードしている第２の組換えウイルス（例えばポックスウイルス）が提供さ
れてもよい。
【００６６】
　１つの実施形態では、本発明において有用なウイルス由来の免疫療法組成物は、Ｂ７．
１またはＢ７．２をコードする核酸配列、ＩＣＡＭ‐１をコードする核酸配列、およびＬ
ＦＡ‐３をコードする核酸配列を含む組換えウイルス（例えば組換えポックスウイルス）
ならびに薬学的に許容可能な担体を含む医薬組成物を含む。Ｂ７、ＩＣＡＭ‐１、ＬＦＡ
‐３構築物に加えて、医薬組成物の組換えウイルスは、少なくとも１つの抗原またはその
免疫原性ドメインをコードする核酸配列をさらに含むこともできるし、別例として、少な
くとも１つの抗原またはその免疫原性ドメインをコードする核酸配列が、第２の組換えウ
イルスによって組成物中に提供されてもよい。
【００６７】
　１つの実施形態では、免疫応答のさらなる相乗作用または増強のために、該組成物はさ
らに、当分野で知られているような外から追加された免疫刺激性分子、例えば、限定する
ものではないが、共刺激分子であるＢ７、ＩＣＡＭ‐１、ＬＦＡ‐３、４‐１ＢＢＬ、Ｃ
Ｄ５９、ＣＤ４０、ＣＤ７０、ＶＣＡＭ‐１、ＯＸ‐４０Ｌ、かつ／またはそのような免
疫刺激性分子に結合する抗体、かつ／またはそのような免疫刺激性分子のアゴニストもし
くはアンタゴニスト、かつ／またはサイトカインおよびケモカイン、例えば、限定するも
のではないが、ＩＬ‐２、ＧＭ‐ＣＳＦ、ＴＮＦ‐α、ＩＦＮ‐γ、ＩＦＮ‐α、ＩＦＮ
‐λ、ＩＬ‐１２、ＲＡＮＴＥＳ、Ｍ１Ｐ‐１ａ、Ｆｌｔ‐３Ｌ（米国特許第５，５５４
，５１２号；同第５，８４３，４２３号明細書）などを含むこともできる。サイトカイン
およびケモカイン自体が組成物中に提供されてもよいし、または別例として、サイトカイ
ンおよびケモカインは、サイトカインもしくはケモカインをコードする組換えウイルスベ
クターによって提供されてもよい。
【００６８】
　本発明の１つの実施形態では、ＬＦＡ‐３またはその機能的な部分をコードする核酸配
列を３０Ｋポックスウイルスプロモータの制御下に、ＩＣＡＭ‐１またはその一部をコー
ドする核酸配列をＩ３ポックスウイルスプロモータの制御下に、かつＢ７．１またはその
一部をコードする核酸配列をｓＥ／Ｌポックスウイルスプロモータの制御下に含む組換え
ポックスウイルスが提供される。該組換えポックスウイルスは、少なくとも１つの抗原ま
たはその免疫原性ドメインをコードする核酸配列をさらに提供してもよい。
【００６９】
　本発明の別の実施形態では、Ｂ７．１をコードする核酸配列をｓＥ／Ｌポックスウイル
スプロモータの制御下に、ＬＦＡ‐３またはその一部をコードする核酸配列をＩ３ポック
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スウイルスプロモータの制御下に、かつＩＣＡＭ‐１またはその一部をコードする核酸配
列を７．５Ｋポックスウイルスプロモータの制御下に含む組換えポックスウイルスが提供
される。任意選択で、該構築物は、少なくとも抗原またはその免疫原性ドメインをコード
する核酸配列をさらに含む。
【００７０】
　本発明の１つの実施形態において、組換え鶏痘ウイルスは、Ｂ７．１またはその一部を
コードする核酸配列をｓＥ／Ｌポックスウイルスプロモータの制御下に、ＬＦＡ‐３また
はその一部をコードする核酸配列をＩ３ポックスウイルスプロモータの制御下に、またＩ
ＣＡＭ‐１またはその一部をコードする核酸配列を７．５Ｋポックスウイルスプロモータ
の制御下に含む。組換え鶏痘ウイルスは、標的抗原をコードする核酸配列を４０Ｋポック
スウイルスプロモータのようなポックスウイルスプロモータの制御下にさらに含むことも
できる。
【００７１】
　本発明のいくつかの実施形態では、組換えウイルス由来の免疫療法組成物は抗原を発現
しないが、そのような場合、そのような組成物の組換えウイルスベクターは本明細書中に
別記される１つ以上の免疫刺激性分子をなおも発現することが好ましい。本発明のこの実
施形態では、抗原は、本発明の酵母由来の免疫療法組成物のような、本明細書中に記載さ
れるような１つまたは複数の別の免疫療法組成物によって提供される。本発明において使
用される免疫療法組成物の各々が免疫系に対して何らかの独自の「危険シグナル」または
共刺激シグナルを提供しうるので、ベクターの寄与を提供すると同時に組成物のうち１つ
だけが抗原を含むことで十分な場合がある。
【００７２】
　本発明は、抗原および複数の共刺激分子のうち少なくともいずれか一方をコードする核
酸配列を含む組換えウイルスを生成する方法をさらに提供する。組換えポックスウイルス
を生成する１つの方法は、米国特許第５，０９３，２５８号明細書に開示されるように、
ｉｎ　ｖｉｖｏにおける親ポックスウイルスのゲノムＤＮＡと挿入すべき異種配列を担持
するプラスミドベクターとの間の相同組換えによって遂行される。ポックスウイルス中へ
外来配列を挿入するためのプラスミドベクターは、組換えＤＮＡ技術の標準的な方法によ
って構築される。該プラスミドベクターは、それぞれタンパク質コード配列に連結された
ポックスウイルスプロモータを含み、ポックスウイルスゲノムの非必須領域由来のウイル
ス配列によって挟まれた、１つ以上のキメラ外来遺伝子を含有している。プラスミドは、
当分野で一般に認められているトランスフェクション方法を使用して、親ポックスウイル
スに感染した細胞の中にトランスフェクトされ、プラスミド上のポックスウイルス配列と
親ウイルスゲノム中の対応するＤＮＡとの間の組換えにより、プラスミドから、キメラの
外来遺伝子のウイルスゲノム中への挿入がもたらされる。組換えウイルスは、当分野で知
られているように、様々な選択システムまたはスクリーニングシステムのうち任意のもの
を使用して、選択および精製される。ワクシニアゲノム中への外来遺伝子の挿入はポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）分析によって確認される。外来遺伝子の発現はウエスタンブロ
ット解析によって実証される。組換えポックスウイルスの生成の別法は直接的な連結反応
によって遂行される（Pleiderer et al．，J．Gen．Virol．76：2957－2962，1995；Merc
hlinsky et al．，Virol．238：444－451，1997）。
【００７３】
　［酵母由来の免疫療法組成物］
　本発明の１つの実施形態では、本発明は、少なくとも１つの「酵母由来の免疫療法組成
物」（この表現は、「酵母由来の免疫療法製品」、「酵母由来の組成物」、「酵母由来の
免疫療法剤」、「酵母由来のワクチン」、「酵母ビヒクルを含む免疫療法組成物」、また
はこれらの表現の任意の類似の派生表現と、互換的に使用可能である）の使用を含む。本
明細書中で使用されるように、「酵母由来の免疫療法組成物」という表現は、酵母ビヒク
ル成分を含み、かつ対象者において少なくとも１つの治療的利益を達成するのに十分な免
疫応答を誘発する組成物を指す。より具体的には、酵母由来の免疫療法組成物は、酵母ビ
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ヒクル成分を含み、細胞性免疫応答のような免疫応答、例えば、限定するものではないが
Ｔ細胞による細胞性免疫応答を、誘発または誘導することができる組成物である。１つの
態様では、本発明において有用な酵母由来の免疫療法組成物はＣＤ８＋およびＣＤ４＋の
うち少なくともいずれか一方であるＴ細胞による免疫応答を誘導することが可能であり、
また１つの態様ではＣＤ８＋およびＣＤ４＋のＴ細胞による免疫応答を誘導することが可
能である。任意選択で、酵母由来の免疫療法組成物は体液性免疫応答を誘発することがで
きる。本発明において有用な酵母由来の免疫療法組成物は、例えば、個体において、該個
体が疾患もしくは病気について治療されるように、または疾患もしくは病気に起因する症
状が緩和または治療されるように、免疫応答を誘発することができる。
【００７４】
　典型的には、酵母由来の免疫療法組成物は、酵母ビヒクルと、該酵母ビヒクルによって
発現されるか、該酵母ビヒクルに付着されるか、または該酵母ビヒクルと混合される少な
くとも１つの抗原またはその免疫原性ドメインを含む。いくつかの実施形態では、抗原ま
たはその免疫原性ドメインは融合タンパク質として提供される。本発明の１つの態様では
、融合タンパク質は２つ以上の抗原を含むことができる。１つの態様では、融合タンパク
質は、１つ以上の抗原の２つ以上の免疫原性ドメイン、または１つ以上の抗原の２つ以上
のエピトープを含むことができる。ＴＡＲＭＯＧＥＮ（Ｒ）は、本発明において有用な酵
母由来の免疫療法組成物の１つの非限定的な例である。ＴＡＲＭＯＧＥＮ（Ｒ）（TARget
ed MOlecular immunoGEN、米国コロラド州ルイビル所在のグローブイミューン社）は概し
て、酵母ビヒクルであって１つ以上の異種抗原を細胞外で（その表面で）、細胞内で（内
部で、もしくは細胞質で）、または細胞外および細胞内の両方で発現するものを指す。
【００７５】
　酵母由来の免疫療法組成物、および同組成物を製造かつ一般的に使用する方法は、例え
ば、米国特許第５，８３０，４６３号、米国特許第７，０８３，７８７号、米国特許第７
，４６５，４５４号、米国特許出願公開第２００７‐０２２４２０８号、米国特許出願公
開第ＵＳ２００８‐０００３２３９号、およびStubbs et al．，Nat．Med．7：625－629
（2001）、Lu et al．，Cancer Research 64：5084－5088（2004）、ならびにBernstein 
et al．，Vaccine 2008 Jan 24；26（4）：509－21に詳細に記載されており、前記文献は
それぞれその全体が参照により本願に組み込まれる。これらの酵母由来の免疫療法製品は
細胞性および体液性免疫応答を含む免疫応答を誘発することが示されている。酵母由来の
免疫療法製品は、様々な動物種においてｉｎ　ｖｉｖｏで様々な抗原を発現する標的細胞
を殺滅することが可能であり、またその殺滅は、抗原特異的な、ＣＤ８＋およびＣＤ４＋
のうち少なくともいずれか一方による免疫応答を介して行われる。さらなる研究により、
酵母は、樹状細胞によって貪食されて該樹状細胞を直接活性化し、該樹状細胞は次いで非
常に効率的な方法でＣＤ４＋およびＣＤ８＋Ｔ細胞に対して酵母関連タンパク質を提示す
る。例えば、Stubbs et al．Nature Med．5：625－629（2001）および米国特許第７，０
８３，７８７号明細書を参照されたい。
【００７６】
　本発明で使用される酵母由来の免疫療法組成物のうちいずれにおいても、酵母ビヒクル
に関係する次の態様が本発明に含まれる。本発明によれば、酵母ビヒクルは、本発明の治
療用組成物において、１つ以上の抗原、その免疫原性ドメインまたはそのエピトープと共
に使用可能である任意の酵母細胞（例えば完全な細胞または無傷の細胞）またはその誘導
体（以下を参照）であり、あるいは１つの態様では、酵母ビヒクルは単独で使用されても
アジュバントとして使用されてもよい。したがって、酵母ビヒクルには、限定するもので
はないが、生きている無傷の酵母微生物（すなわち、細胞壁を含め、その成分をすべて有
している酵母細胞）、殺滅（死滅）もしくは不活性化された酵母微生物、またはその誘導
体、例えば：酵母スフェロプラスト（すなわち細胞壁を欠く酵母細胞）、酵母サイトプラ
スト（すなわち細胞壁および核を欠く酵母細胞）、酵母ゴースト（すなわち細胞壁、核お
よび細胞質を欠く酵母細胞）、細胞レベル以下の酵母細胞膜抽出物もしくはその画分（酵
母膜粒子および以前は細胞レベル以下の酵母粒子とも呼ばれる）、任意の他の酵母粒子、
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または酵母細胞壁調製物が挙げられる。
【００７７】
　酵母スフェロプラストは、典型的には酵母細胞壁の酵素消化によって製造される。その
ような方法は、例えば、Franzusoff et al．，1991，Meth．Enzymol．194，662－674に記
載されており、前記文献は全体が参照により本願に組み込まれる。
【００７８】
　酵母サイトプラストは、典型的には酵母細胞の除核によって製造される。そのような方
法は、例えば、Coon，1978，Natl．Cancer Inst．Monogr．48，45－55に記載されており
、前記文献は全体が参照により本願に組み込まれる。
【００７９】
　酵母ゴーストは、典型的には、透過化または溶解された細胞を再封鎖することにより製
造され、その細胞の細胞小器官のうち少なくとも一部を含有していてもよいが、含有する
必要はない。そのような方法は、例えば、Franzusoff et al．，1983，J．Biol．Chem．2
58，3608－3614およびBussey et al．，1979，Biochim．Biophys．Acta 553，185－196に
記載されており、前記文献は全体が参照により本願に組み込まれる。
【００８０】
　酵母膜粒子（細胞レベル以下の酵母細胞膜抽出物またはその画分）は、天然の核または
細胞質を欠く酵母膜を指す。該粒子は、任意の大きさ、例えば天然の酵母膜の大きさから
、超音波処理またはその他の当分野で知られた膜破壊方法とその後の再封鎖によって生じ
た微粒子に及ぶ大きさのものであってよい。細胞レベル以下の酵母細胞膜抽出物を作製す
る方法は、例えばFranzusoff et al．，1991，Meth．Enzymol．194，662－674に記載され
ている。酵母の膜部分と、抗原または他のタンパク質が酵母膜粒子の調製に先立って酵母
により組換え発現される場合は抗原または対象とする他のタンパク質と、を含有する酵母
膜粒子の画分が使用されてもよい。抗原または対象とする他のタンパク質は、膜の内部に
担持されてもよいし、膜の一方の表面に担持されてもよいし、またはその組み合わせ（す
なわち、タンパク質が膜の内側および外側の両方にあり、かつ／または酵母膜粒子の膜を
貫通する）でもよい。１つの実施形態では、酵母膜粒子は、少なくとも１つの所望抗原ま
たは対象とする他のタンパク質を、膜の表面にまたは少なくとも部分的に膜内に埋め込ま
れた状態で含んでいる無傷の酵母膜、破壊された酵母膜、または破壊かつ再封鎖された酵
母膜でありうる組換え酵母膜粒子である。
【００８１】
　酵母細胞壁調製物の一例は、単離された酵母細胞壁であってその表面上に抗原を担持す
るかまたは細胞壁内に少なくとも部分的に埋め込まれた抗原を担持しており、該酵母細胞
壁調製物が、動物に投与された時、疾患標的に対する所望の免疫応答を促すようになって
いるものである。
【００８２】
　本発明の酵母ビヒクルを製造するために任意の酵母株を使用することができる。酵母は
、３つの種類すなわち：子嚢菌類（Ascomycetes）、担子菌類（Basidiomycetes）および
不完全菌類（Fungi Imperfecti）、のうちの１つに属する単細胞微生物である。免疫モジ
ュレータとして使用するための酵母の種類の選択に対する１つの留意事項は、酵母の病原
性である。１つの実施形態では、酵母はサッカロマイセス・セレビシエのような非病原性
の菌株である。非病原性の酵母菌株の選択により、酵母ビヒクルが投与される個体への何
らかの副作用が最小限となる。しかしながら、酵母の病原性を当業者に既知の任意の手段
によって無効にすることができる場合は（例えば突然変異株）、病原性酵母が使用されて
もよい。本発明の１つの態様に従えば、非病原性の酵母菌株が使用される。
【００８３】
　本発明において使用可能な酵母菌株の属には、限定するものではないが、サッカロマイ
セス属、カンジダ属（病原性の可能性がある）、クリプトコックス属、ハンゼヌラ属、ク
リベロマイセス属、ピチア属、ロードトルラ属、シゾサッカロマイセス属およびヤロウィ
ア属が挙げられる。１つの態様では、酵母の属は、サッカロマイセス属、カンジダ属、ハ
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ンゼヌラ属、ピチア属またはシゾサッカロマイセス属から選択され、１つの態様ではサッ
カロマイセス属が使用される。本発明において使用可能な酵母菌株の種には、限定するも
のではないが、サッカロマイセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）、サッカロ
マイセス・カールスベルゲンシス（Saccharomyces carlsbergensis）、カンジダ・アルビ
カンス（Candida albicans）、カンジダ・ケフィール（Candida kefyr）、カンジダ・ト
ロピカリス（Candida tropicalis）、クリプトコックス・ラウレンチイ（Cryptococcus l
aurentii）、クリプトコックス・ネオフォルマンス（Cryptococcus neoformans）、ハン
ゼヌラ・アノマラ（Hansenula anomala）、ハンゼヌラ・ポリモルファ（Hansenula polym
orpha）、クリベロマイセス・フラギリス（Kluyveromyces fragilis）、クリベロマイセ
ス・ラクティス（Kluyveromyces lactis）、クリベロマイセス・マルキシアヌス・バラエ
ティ・ラクティス（Kluyveromyces marxianus var．lactis）、ピチア・パストリス（Pic
hia pastoris）、ロードトルラ・ルブラ（Rhodotorula rubra）、シゾサッカロマイセス
・ポンベ（Schizosaccharomyces pombe）、およびヤロウィア・リポリティカ（Yarrowia 
lipolytica）が挙げられる。当然ながら、これらの生物種のうちいくつかは、前述の生物
種の中に含まれるように意図される様々な亜種、タイプ、サブタイプなどを含む。１つの
態様では、本発明において使用可能な酵母の生物種には、Ｓ．セレビシエ、Ｃ．アルビカ
ンス、Ｈ．ポリモルファ、Ｐ．パストリスおよびＳ．ポンベが挙げられる。Ｓ．セレビシ
エは、取り扱いが比較的簡単であること、食品添加物としての使用について「一般に安全
と認められる（Generally Recognized As Safe）」すなわち「ＧＲＡＳ」である（ＧＲＡ
Ｓ、ＦＤＡ規則案６２ＦＲ１８９３８、１９９７年４月１７日）ことから、有用である。
本発明の１つの実施形態は、Ｓ．セレビシエのｃｉｒ°株のような、プラスミドを特に高
いコピー数へと複製することができる酵母菌株である。このＳ．セレビシエ菌株は、１つ
または複数の標的抗原、抗原融合タンパク質、および他のタンパク質のうち少なくともい
ずれか１つを高レベルで発現させることを可能とする発現ベクターを支援することができ
るような菌株である。加えて、任意の突然変異型酵母菌株、例えば発現された標的抗原ま
たは他のタンパク質の翻訳後修飾の低下を示すもの、例えばＮ‐結合型グリコシル化を行
う酵素の変異体などを本発明の中で使用することができる。
【００８４】
　１つの実施形態では、本発明の酵母ビヒクルは、酵母ビヒクルおよび抗原／作用物質の
送達を受ける細胞種類、例えば樹状細胞またはマクロファージと融合することによって、
該細胞種類に、酵母ビヒクル、および多くの実施形態では抗原またはその他の作用物質の
、特に効率的な送達を達成することができる。本明細書中で使用されるように、酵母ビヒ
クルの標的の細胞種類との融合は、酵母菌の細胞膜またはその粒子が、標的の細胞種類（
例えば樹状細胞またはマクロファージ）の細胞膜と融合して融合細胞の形成をもたらす能
力を指す。本明細書中で使用されるように、融合細胞は細胞の融合によって生じた多核の
原形質の塊である。いくつかのウイルス表面タンパク質（ＨＩＶのような免疫不全ウイル
ス、インフルエンザウイルス、ポリオウイルスおよびアデノウイルスのウイルス表面タン
パク質を含む）、およびその他の融合誘起剤（卵子と精子との間の融合に関与するものな
ど）は、２つの細胞膜の間の（すなわちウイルスの膜と哺乳動物細胞の細胞膜との間、ま
たは哺乳動物細胞の細胞膜どうしの間の）融合をもたらすことができることが示されてい
る。例えば、表面にＨＩＶのｇｐ１２０／ｇｐ４１異種抗原を生産する酵母ビヒクルは、
ＣＤ４＋Ｔリンパ球と融合する能力を有する。しかしながら、標的とする成分の酵母ビヒ
クル内への組み込みは、状況によっては望ましい場合もあるが、必ずしも必要ではないこ
とに注意されたい。抗原を細胞外に発現する酵母ビヒクルの場合、このことが本発明の酵
母ビヒクルの一層の利点となりうる。一般に、本発明において有用な酵母ビヒクルは、樹
状細胞（およびマクロファージのようなその他の細胞）によって容易に取り込まれる。
【００８５】
　本発明のいくつかの実施形態では、酵母由来の免疫療法組成物は、少なくとも１つの抗
原、その免疫原性ドメイン、またはそのエピトープを含む。本発明で使用するために企図
される抗原には、その抗原に対する免疫応答を誘発することが望まれるあらゆる抗原が含
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まれる（以下により詳細に記載される）。
【００８６】
　本発明のいくつかの実施形態では、酵母由来の免疫療法組成物は抗原を発現しないかそ
うでなければ含有も提示もしないが、ただしこの場合、酵母ビヒクルは任意選択で１つ以
上の免疫刺激性分子を発現することができる。本発明のこの実施形態では、抗原は、ウイ
ルス由来の免疫療法組成物など、本明細書中に記載されるような１つ以上の別の免疫療法
組成物によって提供される。本発明において使用される免疫療法組成物の各々が免疫系に
対して何らかの独自の「危険シグナル」または共刺激シグナルを提供しうるので、組成物
のうち１つだけが抗原を含むと同時にベクターの寄与を提供することで十分な場合がある
。
【００８７】
　本発明によれば、用語「酵母ビヒクル‐抗原複合体」または「酵母‐抗原複合体」は一
般に酵母ビヒクルの抗原との何らかの関連について述べるために使用され、そのような組
成物が上述のような免疫応答を誘発するために使用される場合は「酵母由来の免疫療法組
成物」と互換的に使用可能である。そのような関連には、酵母（組換え酵母）による抗原
の発現、酵母の中への抗原の導入、酵母への抗原の物理的な付着、およびバッファー中ま
たはその他の溶液中もしくは調合物中などにおける、酵母と抗原とを合わせた混合、が挙
げられる。これらの複合体の種類は以下に詳細に記載される。
【００８８】
　１つの実施形態では、酵母ビヒクルを調製するために使用されるかまたは酵母ビヒクル
である酵母細胞（例えば完全な酵母）は、タンパク質が該酵母細胞によって発現されるよ
うに該タンパク質（例えば抗原または作用物質）をコードする異種核酸分子でトランスフ
ェクトされる。そのような酵母は、本明細書中において組換え酵母または組換え酵母ビヒ
クルとも呼ばれる。該酵母細胞は次いで投与されてもよいし、該酵母細胞は殺滅処理され
てもよいし、または酵母スフェロプラスト、サイトプラスト、ゴーストもしくは細胞レベ
ル以下の粒子の形成などによって誘導体化されてもよい。酵母スフェロプラストは、抗原
または他のタンパク質を発現する組換えスフェロプラストを生産するために、組換え核酸
分子を用いて直接トランスフェクトされてもよい（例えば、スフェロプラストが酵母全体
から生産され、次いでトランスフェクトされる）。
【００８９】
　１つの態様では、酵母ビヒクルを調製するために使用される酵母細胞または酵母スフェ
ロプラストは、抗原または他のタンパク質が該酵母細胞または酵母スフェロプラストによ
って組換え発現されるように、該抗原または他のタンパク質をコードする組換え核酸分子
でトランスフェクトされる。この態様では、抗原または他のタンパク質を組換え発現する
酵母細胞または酵母スフェロプラストは、酵母サイトプラスト、酵母ゴースト、または酵
母膜粒子もしくは酵母細胞壁粒子、またはその画分を含む酵母ビヒクルを作製するために
使用される。
【００９０】
　本発明の酵母ビヒクルによって生産されるいくつかの抗原および他のタンパク質のうち
少なくともいずれか一方は、酵母ビヒクルによって適切に生産可能であり、かつ典型的に
は少なくとも１個～少なくとも約６個以上、例えば約２個～約６個の範囲の異種抗原およ
び他のタンパク質である、任意の数の抗原および他のタンパク質のうち少なくともいずれ
か一方である。
【００９１】
　本発明の酵母ビヒクルにおける抗原または他のタンパク質の発現は、当業者に既知の技
術を使用して遂行可能である。簡潔に述べると、１つの態様では、少なくとも１つの所望
の抗原または他のタンパク質をコードする核酸分子が、該核酸分子が宿主酵母細胞中に形
質転換された時に該核酸分子の構成的発現または調節された発現のうちいずれかを達成す
ることができるように転写制御配列に作動可能に連結される方式で、発現ベクターに挿入
される。１つ以上の抗原および他のタンパク質のうち少なくともいずれか一方をコードす



(25) JP 5759980 B2 2015.8.5

10

20

30

40

50

る核酸分子は、１つ以上の発現制御配列に作動可能に連結された１つ以上の発現ベクター
上にあってよい。特に重要な発現制御配列は、プロモータおよび上流活性化配列のような
、転写開始を制御する配列である。任意の適切な酵母プロモータも本発明において使用可
能であり、様々なそのようなプロモータは当業者には周知である。サッカロマイセス・セ
レビシエにおける発現のためのプロモータには、限定するものではないが、次の酵母タン
パク質すなわち：アルコール脱水素酵素Ｉ（ＡＤＨ１）またはＩＩ（ＡＤＨ２）、ＣＵＰ
１、ホスホグリセリン酸キナーゼ（ＰＧＫ）、トリオースリン酸イソメラーゼ（ＴＰＩ）
、ペプチド伸長因子ＥＦ‐１α（ＴＥＦ２）、グリセリンアルデヒド‐３‐リン酸デヒド
ロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ；トリオースリン酸デヒドロゲナーゼについてはＴＤＨ３とも呼
ばれる）、ガラクトキナーゼ（ＧＡＬ１）、ガラクトース‐１‐リン酸ウリジルトランス
フェラーゼ（ＧＡＬ７）、ＵＤＰ‐ガラクトースエピメラーゼ（ＧＡＬ１０）、チトクロ
ムｃ１（ＣＹＣ１）、Ｓｅｃ７タンパク質（ＳＥＣ７）および酸性ホスファターゼ（ＰＨ
Ｏ５）をコードする遺伝子のプロモータ、例えばＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモータおよび
ＣＹＣ１／ＧＡＬ１０プロモータのようなハイブリッドプロモータ、また例えば細胞内の
グルコース濃度が低い（例えば約０．１～約０．２パーセント）時に誘導されるＡＤＨ２
／ＧＡＰＤＨプロモータ、ならびにＣＵＰ１プロモータおよびＴＥＦ２プロモータが挙げ
られる。同様に、エンハンサーとも呼ばれるいくつかの上流活性化配列（ＵＡＳ）が知ら
れている。サッカロマイセス・セレビシエにおける発現のための上流活性化配列には、限
定するものではないが、次のタンパク質すなわち：ＰＣＫ１、ＴＰＩ、ＴＤＨ３、ＣＹＣ
１、ＡＤＨ１、ＡＤＨ２、ＳＵＣ２、ＧＡＬ１、ＧＡＬ７およびＧＡＬ１０をコードする
遺伝子のＵＡＳ、ならびにＧＡＬ４遺伝子産物によって活性化される他のＵＡＳがあり、
１つの態様ではＡＤＨ２　ＵＡＳが使用される。ＡＤＨ２　ＵＡＳはＡＤＲ１遺伝子産物
によって活性化されるので、異種遺伝子がＡＤＨ２　ＵＡＳに作動可能に連結される場合
、ＡＤＲ１遺伝子を過剰発現させることが好ましい場合がある。サッカロマイセス・セレ
ビシエにおける発現のための転写終結配列には、α因子、ＧＡＰＤＨ、およびＣＹＣ１遺
伝子の終結配列が挙げられる。
【００９２】
　Ｃ１化合物資化性の（methyltrophic）酵母において遺伝子を発現させる転写制御配列
には、アルコールオキシダーゼおよびギ酸デヒドロゲナーゼをコードする遺伝子の転写制
御領域が挙げられる。
【００９３】
　本発明による酵母細胞内への核酸分子のトランスフェクションは、細胞内へ核酸分子を
投与する任意の方法により達成可能であり、例えば、限定するものではないが、拡散、能
動輸送、浴槽式超音波処理、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、リポ
フェクション、吸着、およびプロトプラスト融合が挙げられる。トランスフェクトされた
核酸分子は、当業者に周知の技術を使用して、酵母染色体に一体化されてもよいし、染色
体外のベクター上に維持されてもよい。そのような核酸分子を担持する酵母ビヒクルの例
は、本明細書中に詳細に開示される。上記に議論されるように、酵母サイトプラスト、酵
母ゴースト、および酵母膜粒子調製物または細胞壁調製物は、所望の核酸分子を用いて完
全な酵母微生物または酵母スフェロプラストをトランスフェクトするステップと、その内
部で抗原を生産するステップと、その後さらに、当業者に周知の技術を使用して該微生物
またはスフェロプラストを操作して、サイトプラスト、ゴーストまたは細胞レベル以下の
酵母細胞膜抽出物もしくはその所望の抗原もしくは他のタンパク質を含有する画分を生産
するステップとにより組換え生産されてもよい。
【００９４】
　本発明の１つの態様では、酵母ビヒクルは、抗原が発現タンパク質産物の送達または移
動によって、部分的にまたは完全に、酵母ビヒクルの表面上に発現または提供（細胞外発
現）されるように、操作される。本発明のこの態様を遂行する１つの方法は、酵母ビヒク
ルの表面上に１つ以上のタンパク質を配置するためのスペーサーアームを使用することで
ある。例えば、抗原または他の対象タンパク質と、該抗原または他の対象タンパク質を酵
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母細胞壁に対して標的化するタンパク質との融合タンパク質を作出するために、スペーサ
ーアームを使用することが可能である。例えば、他のタンパク質を標的化するために使用
することができるような１つのタンパク質は、抗原または他のタンパク質が酵母細胞壁に
対して標的化されるのを可能にして該抗原または他のタンパク質が酵母の表面に位置する
ようにする酵母タンパク質（例えば細胞壁タンパク質２（ｃｗｐ２）、Ａｇａ２、Ｐｉｒ
４またはＦｌｏ１タンパク質）である。酵母タンパク質以外のタンパク質がスペーサーア
ームに使用されてもよい。しかしながら、いかなるスペーサーアームタンパク質について
も、免疫応答をスペーサーアームタンパク質ではなく標的抗原に対して向けさせることが
最も望ましい。そのため、他のタンパク質がスペーサーアームに使用される場合、使用さ
れるスペーサーアームタンパク質は、標的抗原に対する免疫応答が圧倒されるほど大きな
スペーサーアームタンパク質自体への免疫応答を生じるべきでない。当業者は、標的抗原
への免疫応答に比べて小さなスペーサーアームタンパク質への免疫応答を目標としなけれ
ばならない。スペーサーアームは、必要に応じて、抗原を容易に除去するかまたはプロセ
シングして酵母から離脱させるのを可能にする切断部位（例えばプロテアーゼ切断部位）
を有するように構築されうる。免疫応答の規模を測定する任意の既知の方法（例えば抗体
産生アッセイ、細胞溶解アッセイなど）が使用可能であり、該方法は当業者には容易に知
ることができる。
【００９５】
　標的抗原またはその他のタンパク質を酵母表面上に露出させるように位置決めする別の
方法は、目標物を酵母細胞壁へつなぎ留めるためにグリコシルホスファチジルイノシトー
ル（ＧＰＩ）のようなシグナル配列を使用することである。別例として、位置決めは、抗
原が細胞壁に結合されたタンパク質（例えばｃｗｐ）に結合するように、抗原または他の
対象タンパク質を小胞体（ＥＲ）内への移動を介して分泌経路へと向けるシグナル配列を
付加することにより、行われてもよい。
【００９６】
　１つの態様では、スペーサーアームタンパク質は酵母タンパク質である。該酵母タンパ
ク質は、約２～約８００アミノ酸の酵母タンパク質で構成されていてよい。１つの実施形
態では、該酵母タンパク質は約１０～７００アミノ酸である。別の実施形態では、該酵母
タンパク質は約４０～６００アミノ酸である。本発明の他の実施形態は、少なくとも２５
０アミノ酸、少なくとも３００アミノ酸、少なくとも３５０アミノ酸、少なくとも４００
アミノ酸、少なくとも４５０アミノ酸、少なくとも５００アミノ酸、少なくとも５５０ア
ミノ酸、少なくとも６００アミノ酸、または少なくとも６５０アミノ酸である酵母タンパ
ク質を含む。１つの実施形態では、酵母タンパク質の長さは少なくとも４５０アミノ酸で
ある。
【００９７】
　酵母タンパク質の使用により、酵母ビヒクル内の融合タンパク質の発現の安定化、発現
された融合タンパク質の翻訳後修飾の防止、および、酵母内の特定のコンパートメントへ
の融合タンパク質の標的化（例えば酵母細胞表面で発現させること）のうち少なくともい
ずれか１つを行うことができる。酵母分泌経路への送達については、使用する典型的な酵
母タンパク質として、限定するものではないが、Ａｇａ（例えば、限定するものではない
が、Ａｇａ１およびＡｇａ２のうち少なくともいずれか一方）；ＳＵＣ２（酵母インベル
ターゼ）；α因子シグナルリーダー配列；ＣＰＹ；細胞壁内への局在化および保持のため
のＣｗｐ２ｐ；娘細胞形成の初期段階の間に酵母細胞芽体に局在化するためのＢＵＤ遺伝
子；Ｆｌｏ１ｐ；Ｐｉｒ２ｐ；ならびにＰｉｒ４ｐ、が挙げられる。
【００９８】
　他の配列が、例えば、タンパク質を酵母ビヒクルの他の部分に対して、例えば細胞質ゾ
ルまたはミトコンドリアの中に、標的化、保持および安定化のうち少なくともいずれか１
つを行うために使用されてもよい。上記の実施形態のうちいずれかに使用することができ
る適切な酵母タンパク質の例には、限定するものではないが、ＳＥＣ７；ホスホエノール
ピルビル酸カルボキシキナーゼＰＣＫ１、ホスホグリセロキナーゼＰＧＫおよびトリオー
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スリン酸イソメラーゼＴＰＩの遺伝子産物であって、グルコースおよび細胞質ゾル局在化
におけるそれらの抑制性発現のためのもの；細胞を熱処理に曝露すると発現が誘導されて
そのタンパク質がより熱安定性となる、熱ショックタンパク質ＳＳＡ１、ＳＳＡ３、ＳＳ
Ａ４、ＳＳＣ１；ミトコンドリア内への移行のためのミトコンドリアタンパク質ＣＹＣ１
；ＡＣＴ１、が挙げられる。
【００９９】
　１つの実施形態では、酵母グリコシル化量の制御は、酵母による、特に表面上での抗原
の発現を制御するために使用される。糖部分は嵩高くなる傾向があるため、酵母グリコシ
ル化量は、表面において発現される抗原の免疫原性および抗原性に影響を及ぼす可能性が
ある。そのため、酵母の表面における糖部分の存在、および標的抗原周辺の三次元空間へ
のその影響は、本発明による酵母の改変において考慮されるべきである。酵母のグリコシ
ル化量を低減する（または、必要に応じて増加させる）ために、任意の方法を使用するこ
とができる。例えば、低グリコシル化であるように選択されてきた酵母突然変異株（例え
ばｍｎｎ１、ｏｃｈ１およびｍｎｎ９突然変異）を使用することも考えられるし、変異に
より標的抗原上のグリコシル化アクセプタ配列を除去することも考えられる。別例として
、簡略化されたグリコシル化パターンを備えた酵母、例えばピチア属を使用することも考
えられる。さらに、グリコシル化を低減または変更する方法を使用して酵母を処理するこ
ともできる。
【０１００】
　本発明の１つの実施形態では、酵母ビヒクル内で抗原または他のタンパク質が組換え発
現される代わりに、酵母ビヒクルは、該タンパク質もしくはペプチドとともに、または、
抗原としての役割を果たし、かつ／または本発明による免疫調節剤もしくは生体応答調節
剤として有用である炭水化物もしくは他の分子とともに、細胞内に充填される。続いて、
こうして抗原および他のタンパク質のうち少なくともいずれか一方を細胞内に含有させた
酵母ビヒクルは、患者に投与されてもよいし、樹状細胞のような担体に充填されてもよい
。ペプチドおよびタンパク質は、当業者に周知の技術、例えば拡散、能動輸送、リポソー
ム融合、エレクトロポレーション、貧食作用、凍結融解サイクルおよび浴槽式超音波処理
によって、本発明の酵母ビヒクル内に直接挿入可能である。ペプチド、タンパク質、炭水
化物、または他の分子を直接充填することができる酵母ビヒクルには、無傷の酵母のほか
、製造後に抗原および他の作用物質を充填することができるスフェロプラスト、ゴースト
またはサイトプラストが挙げられる。別例として、無傷の酵母に抗原および作用物質のう
ち少なくともいずれか一方を充填し、次いで該酵母からスフェロプラスト、ゴースト、サ
イトプラスト、または細胞レベル以下の粒子が調製されてもよい。任意の数の抗原および
他の作用物質のうち少なくともいずれか一方を、例えば、微生物またはその一部の充填に
よって提供されるであろう少なくとも１、２、３、４個または任意の整数から最大で何百
もしくは何千個の抗原、および他の作用物質のうち少なくともいずれか一方を、この実施
形態の酵母ビヒクルに充填することが可能である。
【０１０１】
　本発明の別の実施形態では、抗原および他の作用物質のうち少なくともいずれか一方は
、酵母ビヒクルに物理的に付着される。酵母ビヒクルへの抗原および他の作用物質のうち
少なくともいずれか一方の物理的付着は、当分野において適切な任意の方法により、例え
ば共有結合および非共有結合の結合法により、例えば、限定するものではないが、抗原お
よび他の作用物質のうち少なくともいずれか一方を酵母ビヒクルの外側表面に化学的に架
橋すること、または、抗原および他の作用物質のうち少なくともいずれか一方を酵母ビヒ
クルの外側表面に生物学的に、例えば抗体もしくは他の結合パートナーを用いて連結する
ことにより、遂行可能である。化学的架橋は、例えば、グルタルアルデヒド結合、フォト
アフィニティーラベリング、カルボジイミドを用いた処理、ジスルフィド結合を形成する
ことができる化学物質を用いた処理、および当分野において標準的なその他の架橋形成を
なす化学物質を用いた処理などの方法によって、達成することができる。別例として、酵
母細胞膜の脂質二重層の電荷または細胞壁の組成を変化させる化学物質を酵母ビヒクルと



(28) JP 5759980 B2 2015.8.5

10

20

30

40

50

接触させて、酵母の外側表面が、特定の電荷特性を有している抗原および他の作用物質の
うち少なくともいずれか一方とより融合または結合しやすくなるようにしてもよい。抗体
、結合性ペプチド、可溶性受容体、および他のリガンドのような標的化物質が、融合タン
パク質として抗原に組み入れられてもよいし、抗原を酵母ビヒクルに結合させるために他
の方法で抗原と関連付けられてもよい。
【０１０２】
　さらに別の実施形態では、酵母ビヒクルと、抗原または他のタンパク質とは、より受動
的な非特異的または非共有結合的な結合メカニズムによって、例えばバッファーまたはそ
の他の適切な調合物（例えば混合剤）の中で酵母ビヒクルと抗原または他のタンパク質と
を静かに混合することによって、互いに関連付けられる。
【０１０３】
　本発明の１つの実施形態では、酵母ビヒクルおよび抗原または他のタンパク質はいずれ
も、樹状細胞またはマクロファージのような担体の細胞内に充填されて、本発明の治療用
組成物またはワクチンを形成する。
【０１０４】
　１つの実施形態では、無傷の酵母（異種抗原または他のタンパク質の発現の有無に関わ
らない）は、粉砕されるかまたは酵母細胞壁調製物、酵母膜粒子もしくは酵母フラグメン
ト（すなわち完全体でないもの）を製造する方法で処理され、かついくつかの実施形態で
は、酵母フラグメントは、免疫応答を増強するための抗原を含む他の組成物（例えばＤＮ
Ａワクチン、タンパク質サブユニットワクチン、殺滅処理または不活性化された病原体）
とともに提供されてもよいし、または該組成物とともに投与されてもよい。例えば、酵素
処理、化学処理または物理的力（例えば機械的せん断または超音波処理）を使用して、酵
母がアジュバントとして使用される部分まで細分化されてもよい。
【０１０５】
　本発明の１つの実施形態では、本発明において有用な酵母ビヒクルには、殺滅処理また
は不活性化された酵母ビヒクルが含まれる。酵母の殺滅処理または不活性化は、当分野で
既知の様々な適切な方法のうちいずれによっても遂行可能である。例えば、酵母の熱不活
性化は酵母を不活性化する標準的な方法であり、当業者は、必要に応じて、当分野で既知
の標準的な方法によって標的抗原の構造上の変化をモニタリングすることができる。別例
として、酵母を不活性化する他の方法、例えば化学的方法、電気的方法、放射線による方
法、ＵＶ法が使用されてもよい。例えば、Methods of Enzymology，Vol．194，Cold Spri
ng Harbor Publishing（1990）のような標準的な酵母培養の教科書に開示された方法を参
照されたい。使用される不活性化戦略のうちいずれも、標的抗原の二次、三次、または四
次構造を考慮して、その免疫原性を最適化するような構造を保存するべきである。
【０１０６】
　組換え酵母ビヒクルの生産および該酵母ビヒクルによる抗原および他のタンパク質（例
えば本明細書中に記載されるような作用物質）のうち少なくともいずれか一方の発現のた
めの有効な条件には、酵母株の培養が可能な有効な培地が含まれる。有効な培地は、典型
的には、同化可能な炭水化物、窒素およびリン酸供給源のほか、適切な塩類、無機質、金
属、および他の栄養素、例えばビタミンおよび成長因子、を含む水性培地である。培地は
複雑な栄養素を含む場合もあるし、規定の最少培地であってもよい。本発明の酵母株は、
様々な容器において、例えば、限定するものではないが、バイオリアクタ、エルレンマイ
ヤーフラスコ、試験管、マイクロタイターディッシュ、およびペトリ皿において培養可能
である。培養は、該酵母株に適切な温度、ｐＨおよび酸素含量で行なわれる。そのような
培養条件は、当業者の専門知識の範囲内で十分である（例えば、Guthrie et al．（eds．
），1991，Methods in Enzymology，vol．194、サンディエゴ所在のアカデミックプレス
、を参照されたい）。
【０１０７】
　本発明のいくつかの態様では、酵母は、中性のｐＨ条件下で、具体的には、少なくとも
５．５のｐＨレベルに維持された培地で増殖する、すなわち培地のｐＨは、ｐＨ５．５よ
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り下に低下してはならない。他の態様では、酵母は約５．５に維持されたｐＨレベルで増
殖する。当業者には当然のことであるが、培養プロセスには酵母培養の開始だけでなく培
養の維持管理も含まれる。酵母の培養は時間を経るにつれて酸性になる（すなわちｐＨが
低下する）ことが知られているので、培養プロセス中のｐＨレベルをモニタリングするよ
うに注意しなければならない。このプロセスは、２００８年８月１４日に公開された国際
公開公報第２００８／０９７８６３号パンフレットに詳細に記載されている。
【０１０８】
　酵母ビヒクルは、当業者に周知の数多くの技術を使用して、本発明の酵母由来免疫療法
組成物または製品、例えば対象者に直接投与されるかまたは最初に担体に充填される調製
物へと製剤化されうる。例えば、酵母ビヒクルは凍結乾燥によって乾燥されてもよい。酵
母ビヒクルを含む調合物は、製パン作業または醸造作業に使用される酵母について行われ
るように、酵母を塊または錠剤に詰めることにより調製されてもよい。さらに、酵母ビヒ
クルは、宿主または宿主細胞によって忍容される等張バッファーのような薬学的に許容可
能な賦形剤と混合されてもよい。そのような賦形剤の例には水、生理食塩水、リンゲル液
、デキストロース溶液、ハンクス溶液、およびその他の水性の生理学的に平衡な塩類溶液
が挙げられる。固定油、胡麻油、オレイン酸エチル、またはトリグリセリドのような非水
性のビヒクルも使用可能である。他の有用な調合物には、カルボキシメチルセルロースナ
トリウム、ソルビトール、グリセロールまたはデキストランのような粘度増強剤を含有す
る懸濁剤が挙げられる。賦形剤はさらに、等張性および化学的安定性を増強する物質のよ
うな少量の添加剤も含有することができる。バッファーの例には、リン酸バッファー、重
炭酸塩バッファーおよびトリスバッファーが含まれ、保存剤の例には、チメロサール、ｍ
‐またはｏ‐クレゾール、ホルマリンおよびベンジルアルコールが含まれる。標準的な調
合物は、液体注射剤、または注射用の懸濁物または溶液として適切な液体中に溶解させる
ことが可能な固形物であってよい。したがって、非液体の調合物中においては、賦形剤は
、例えば、デキストロース、ヒト血清アルブミン、および保存剤のうち少なくともいずれ
か１つを含むことが可能であり、該賦形剤に、投与に先立って滅菌水または生理食塩水を
加えることができる。
【０１０９】
　［本発明の免疫療法組成物において有用な抗原］
　本発明によれば、用語「抗原」の本明細書中における一般的な使用は：天然に存在する
かまたは合成由来のタンパク質の任意の部分（ペプチド、部分的なタンパク質、完全長タ
ンパク質）、細胞組成物（細胞全体、細胞溶解物または破壊された細胞）、生物体（生物
全体、溶解物または破壊された細胞）もしくは炭水化物、または他の分子、またはこれら
の一部を指す。抗原は、いくつかの実施形態では、免疫系の構成要素（例えばＴ細胞、抗
体）が遭遇する同一または類似の抗原に対する抗原特異的免疫応答（例えば、体液性免疫
応答および細胞性免疫応答のうち少なくともいずれか一方）を誘発することができる。用
語「癌抗原」は、本明細書中において用語「腫瘍特異抗原」、「腫瘍関連抗原」、「癌関
連標的」あるいは「腫瘍関連標的」と互換的に使用可能である。
【０１１０】
　抗原は単一のエピトープと同程度に小さくてもよいし、またそれより大きくてもよく、
多数のエピトープを含むことができる。そのため、抗原の大きさは約５～１２アミノ酸ほ
どの大きさであってもよく（例えばペプチド）、また部分的なタンパク質、マルチマーお
よび融合タンパク質を含む完全長タンパク質、キメラタンパク質、またはアゴニスト・タ
ンパク質もしくはペプチドと同程度の大きさであってもよい。さらに、抗原は炭水化物を
含むことができる。
【０１１１】
　免疫応答の刺激を指す場合、用語「免疫原」は用語「抗原」の部分集合であり、したが
って、場合によっては、用語「抗原」と互換的に使用することができる。免疫原とは、本
明細書中で使用されるように、体液性および細胞性のうち少なくともいずれか一方の免疫
応答を誘発し（すなわち免疫原性であり）、該免疫原の個体への投与により、該個体の免
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疫系が遭遇する同一または類似の抗原に対する抗原特異的免疫応答が開始されるようにす
る抗原について述べている。
【０１１２】
　所与の抗原の「免疫原性ドメイン」とは、動物に投与された時に免疫原として働く少な
くとも１つのエピトープを含有する抗原の任意の部分、フラグメントまたはエピトープ（
例えばペプチドフラグメントもしくはペプチドサブユニット、または抗体エピトープもし
くは他の立体構造依存的エピトープ）であってよい。例えば、単一タンパク質は多数の異
なる免疫原性ドメインを含有することができる。免疫原性ドメインは、体液性免疫応答の
場合のように、タンパク質内の線状に連なる配列である必要はない。
【０１１３】
　「エピトープ」は、本明細書中では、所与の抗原内の、免疫応答を誘発するのに十分な
単一の免疫原性部位として定義される。当業者であれば、Ｔ細胞エピトープは大きさおよ
び組成においてＢ細胞エピトープとは異なること、またクラスＩ　ＭＨＣ経路を介して提
示されるエピトープはクラスＩＩ　ＭＨＣ経路を介して提示されるエピトープとは異なる
ことを認識するであろう。エピトープは線状に連なる配列であってもよいし、立体構造依
存的エピトープ（保存された結合領域）であってもよい。
【０１１４】
　本明細書中に記載された免疫療法組成物のうち任意のものにおいて有用な抗原には、免
疫応答を誘発することが望ましいあらゆる抗原またはその免疫原性ドメインが含まれるが
、特に、そのような抗原に対する治療的免疫応答が個体にとって有益であると思われる任
意の抗原またはその免疫原性ドメインが含まれる。抗原としては、限定するものではない
が、癌抗原、ウイルス抗原、過剰発現された哺乳動物細胞表面分子、細菌抗原、真菌抗原
、原生動物抗原、蠕虫抗原、外部寄生生物抗原、１つ以上の突然変異アミノ酸を有する哺
乳動物細胞分子、哺乳動物細胞によって出生前または新生児期に正常に発現されるタンパ
ク質、疫学的作用物質（例えばウイルス）の挿入によって発現が誘導されるタンパク質、
遺伝子転座によって発現が誘導されるタンパク質、および調節配列の突然変異によって発
現が誘導されるタンパク質、が挙げられる。
【０１１５】
　本発明の１つの態様では、本発明の１つ以上の免疫療法組成物において有用な抗原は任
意の癌関連抗原または腫瘍関連抗原を含む。１つの態様では、抗原は、前新生物状態また
は過形成状態に関連した抗原を含む。抗原はまた、癌に関連していてもよいし、癌の原因
であってもよい。そのような抗原は、腫瘍特異抗原、腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）もしくは組
織特異抗原、これらのエピトープ、またはこれらのエピトープアゴニストであってもよい
。癌抗原には、限定するものではないが、任意の腫瘍または癌、例えば、限定するもので
はないが、黒色腫、扁平上皮癌、乳癌、頭頸部癌、甲状腺癌、軟部組織肉腫、骨肉腫、精
巣癌、前立腺癌、卵巣癌、膀胱癌、皮膚癌、脳腫瘍、血管肉腫（angiosarcoma）、血管肉
腫（hemangiosarcoma）、肥満細胞腫、白血病、リンパ腫、原発性肝癌、肺癌、膵臓癌、
胃腸の癌（結腸直腸癌を含む）、腎細胞癌、造血性新生物形成およびこれらの転移癌、に
由来する抗原が挙げられる。
【０１１６】
　適切な癌抗原には、限定するものではないが、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）およびそのエピ
トープ、例えばＣＡＰ‐１、ＣＡＰ‐１‐６Ｄ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｍ２９５４０ま
たはZaremba et al．，1997，Cancer Research 57：4570－4577）、ＭＡＲＴ‐１（Kawak
ami et al，J．Exp．Med．180：347－352，1994）、ＭＡＧＥ‐１（米国特許第５，７５
０，３９５号明細書）、ＭＡＧＥ‐３、ＧＡＧＥ（米国特許第５，６４８，２２６号明細
書）、ＧＰ‐１００（Kawakami et al．，Proc．Nat’l Acad．Sci．USA 91 ：6458－646
2，1992）、ＭＵＣ‐１（例えばJerome et al．，J．Immunol．，151 ：1654－1662（199
3））、ＭＵＣ‐２、突然変異型Ｒａｓオンコプロテイン（例えば米国特許第７，４６５
，４５４号および同第７，５６３，４４７号明細書を参照されたい）正常および突然変異
型ｐ５３オンコプロテイン（Hollstein et al Nucleic Acids Res．22：3551－3555，199
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4）、ＰＳＭＡ（前立腺特異的膜抗原；Israeli et al．，Cancer Res．53：227－230，19
93）、チロシナーゼ（Kwon et al PNAS 84：7473－7477，1987）、ＴＲＰ‐１（ｇｐ７５
）（Cohen et al Nucleic Acid Res．18：2807－2808，1990；米国特許第５，８４０，８
３９号明細書）、ＮＹ‐ＥＳＯ‐１（Chen et al PNAS 94：1914－1918，1997）、ＴＲＰ
‐２（Jackson et al．，EMBOJ，11 ：527－535，1992）、ＴＡＧ７２、ＫＳＡ、ＣＡ‐
１２５、ＰＳＡ（前立腺特異抗原；Xue et al．，The Prostate，30：73－78（1997））
、ＨＥＲ‐２／ｎｅｕ／ｃ‐ｅｒｂ／Ｂ２（米国特許第５，５５０，２１４号明細書）、
ＥＧＦＲ（表皮成長因子受容体；Harris et al．，Breast Cancer Res．Treat，29：1－2
（1994））、ｈＴＥＲＴ、ｐ７３、Ｂ‐ＲＡＦ（Ｂ‐Ｒａｆ癌癌原遺伝子セリン／トレオ
ニンプロテインキナーゼ；Sithanandam et al．，（1990），Oncogene 5（12）：1775－8
0）、大腸腺腫様ポリポーシス（ＡＰＣ）、Ｍｙｃ、フォンヒッペル・リンドウタンパク
質（ＶＨＬ）、Ｒｂ‐１、Ｒｂ‐２、アンドロゲン受容体（ＡＲ）、Ｓｍａｄ４、ＭＤＲ
１（Ｐ‐糖タンパク質としても知られる）、Ｆｌｔ‐３、ＢＲＣＡ‐１（乳癌１；米国特
許第５，７４７，２８２号明細書）、ＢＲＣＡ‐２（乳癌２；米国特許第５，７４７，２
８２号明細書）、Ｂｃｒ‐Ａｂｌ、ｐａｘ３‐ｆｋｈｒ、ｅｗｓ‐ｆｌｉ‐１、ブラキュ
リ（Brachyury）（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＮＰ＿００３１７２．１もしくはＮＭ＿００
３１８１．２；Edwards et al．，1996，Genome Res．6：226－233）、ＨＥＲＶ‐Ｈ（ヒ
ト内在性レトロウイルスＨ）、ＨＥＲＶ‐Ｋ（ヒト内在性レトロウイルスＫ）、ＴＷＩＳ
Ｔ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＮＭ＿０００４７４およびＮＰ＿０００４６５）、メソテリ
ン（Mesothelin）（Kojima et al．，1995，J．Biol．Chem．270（37）：21984－90；Cha
ng and Pastan，1996，Proc．Natl．Acad．Sci．U．S．A．93（1）：136－40）、ＮＧＥ
Ｐ（前立腺において発現される新規遺伝子（New Gene Expressed in Prostate）；Bera e
t al．，2004，Proc．Natl．Acad．Sci．U．S．A．101（9）：3059－3064；Cereda et al
．，2010，Cancer Immunol．Immunother．59（1）：63－71；ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ａ
ＡＴ４０１３９もしくはＡＡＴ４０１４０）、そのような抗原および組織特異抗原の改変
体、そのような抗原のスプライスバリアント、およびそのような抗原のエピトープアゴニ
ストのうち少なくともいずれか１つ、が挙げられる。他の癌抗原は当分野において周知で
ある。他の癌抗原は、米国特許第４，５１４，５０６号明細書に開示された方法のような
当分野で既知の方法によって、同定、単離、およびクローン化されてもよい。癌抗原はさ
らに、１つ以上の成長因子および各々のスプライスバリアントを含む場合もある。
【０１１７】
　本発明の１つの態様では、癌抗原は、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、そのエピトープを含む
かもしくはそのエピトープで構成されているポリペプチド、例えばＣＡＰ‐１、ＣＡＰ‐
１‐６Ｄ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｍ２９５４０またはZaremba et al．，1997，Cancer 
Research 57：4570－4577）、改変ＣＥＡ、ＣＥＡのスプライスバリアント、そのような
ＣＥＡタンパク質のエピトープアゴニスト、およびＣＥＡの少なくとも１つの免疫原性ド
メインを含む融合タンパク質またはそのアゴニストエピトープ、のうち少なくともいずれ
か１つである。１つの態様では、ＣＥＡは、２００７年３月１日に公開された米国特許出
願公開第２００７＿００４８８６０号明細書に記載の配列番号４６で表されるアミノ酸配
列であって、配列番号４５の核酸配列によってコードされるアミノ酸配列を有する改変Ｃ
ＥＡに相当する改変ＣＥＡである。１つの態様では、抗原は、本明細書中の配列番号２で
表わされるアミノ酸配列であって、配列番号１で表わされる核酸配列によってコードされ
るアミノ酸配列を有する改変ＣＥＡである。
【０１１８】
　本発明の１つの態様では、抗原は突然変異型Ｒａｓオンコプロテインである。典型的な
Ｒａｓオンコプロテインは、例えば米国特許第７，４６５，４５４号および同第７，５６
３，４４７号明細書に記載されている。Ｒａｓはオンコプロテインの１つの例であり、特
定の位置にいくつかの突然変異が生じ、かつ１種類以上の癌の進行に関係していることが
知られている。したがって、ある種の癌において突然変異していることが知られている特
定の残基を含有するペプチドで構成された融合タンパク質であって、その部位における数
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個または全ての既知の突然変異を網羅するために各ドメインがその部位に異なる突然変異
を含有している融合タンパク質を構築することができる。本発明において有用な融合タン
パク質は、１個、２個、または多数のドメインを有し、各ドメインは特定のタンパク質（
同一または異なるタンパク質）由来のペプチドで構成され、各ペプチドはエピトープまた
は突然変異アミノ酸（該タンパク質中に見出される突然変異アミノ酸など）を含みかつそ
の両側に隣接する少なくとも４つのアミノ酸残基で構成され、該突然変異は特定の疾患（
例えば癌）に関係している。例えば、Ｒａｓに関しては、１２位を含みかつその両側の少
なくとも４つのアミノ酸を含む１個、２個、３個またはそれ以上の免疫原性ドメインであ
って、各ドメインが非突然変異型Ｒａｓタンパク質に通常存在するグリシンについて様々
な置換（例えば該グリシンのバリン、システイン、アルギニン、アスパラギン酸、セリン
、またはアラニンによる置換）を有するドメインを提供することができる。別の例として
、１３位を含みかつその両側の少なくとも４つのアミノ酸を含む１個、２個、３個または
それ以上の免疫原性ドメインであって、各ドメインが非突然変異型Ｒａｓタンパク質に通
常存在するグリシンについて様々な置換（例えば該グリシンのアスパラギン酸による置換
）を有するドメインを提供することができる。さらに別の例として、６１位を含みかつそ
の両側の少なくとも４つのアミノ酸を含む１個、２個、３個またはそれ以上の免疫原性ド
メインであって、各ドメインが非突然変異型Ｒａｓタンパク質に通常存在するグルタミン
について様々な置換（例えば該グルタミンのロイシン、アルギニン、またはヒスチジンに
よる置換）を有するドメインを提供することができる。一例では、癌抗原は、野生型Ｒａ
ｓタンパク質に関するアミノ酸部位１２、１３、５９、６１または７６を包含する、野生
型Ｒａｓタンパク質の少なくとも５～９個連続したアミノ酸残基のフラグメントであって
、１２、１３、５９、６１または７６位のアミノ酸残基が野生型Ｒａｓタンパク質に対し
て突然変異しているフラグメントを含む。１つの態様では、融合タンパク質構築物は、別
の突然変異型腫瘍抗原（例えば野生型Ｒａｓタンパク質配列と比べて少なくとも１つの突
然変異を含むＲａｓタンパク質）とインフレームで融合された少なくとも１つのペプチド
で構成され、該ペプチドは、（ａ）野生型Ｒａｓ（ヒトまたはネズミ科動物のＫ‐Ｒａｓ
、Ｎ‐ＲａｓまたはＨ‐Ｒａｓ）の少なくとも８～１６位を含むペプチドであって、野生
型Ｒａｓに関して１２位のアミノ酸残基が野生型Ｒａｓと比べて突然変異しているペプチ
ド；（ｂ）野生型Ｒａｓの少なくとも９～１７位を含むペプチドであって、野生型Ｒａｓ
に関して１３位のアミノ酸残基が野生型Ｒａｓと比べて突然変異しているペプチド；（ｃ
）野生型Ｒａｓの少なくとも５５～６３位を含むペプチドであって、配列番号３に関して
５９位のアミノ酸残基が野生型Ｒａｓと比べて突然変異しているペプチド；（ｄ）野生型
Ｒａｓの少なくとも５７～６５位を含むペプチドであって、野生型Ｒａｓに関して６１位
のアミノ酸残基が野生型Ｒａｓと比べて突然変異しているペプチド；または（ｅ）野生型
Ｒａｓの少なくとも７２～８０位を含むペプチドであって、野生型Ｒａｓに関して７６位
のアミノ酸残基が野生型Ｒａｓと比べて突然変異しているペプチド、からなる群から選択
される。上記の部位は、ヒトおよびマウスの配列が該タンパク質のこの領域において同一
であり、かつＫ‐Ｒａｓ、Ｈ‐ＲａｓおよびＮ‐Ｒａｓはこの領域において同一であるの
で、ヒトおよびマウスのＫ‐Ｒａｓ、Ｎ‐ＲａｓおよびＨ‐Ｒａｓにおいて同一であるこ
とに注目されたい。１つの態様では、本発明における抗原として使用するのに適したＲａ
ｓ融合タンパク質は、配列番号４（本明細書中に配列番号３として表わされる核酸配列に
よりコードされる）、配列番号６（本明細書中に配列番号５として表わされる核酸配列に
よりコードされる）、配列番号８（本明細書中に配列番号７として表わされる核酸配列に
よりコードされる）、および配列番号１０（本明細書中に配列番号９として表わされる核
酸配列によりコードされる）、のうち少なくともいずれか１つから選択される。
【０１１９】
　本発明の１つの態様では、抗原はヒトのブラキュリ（Brachyury）である。ヒト・ブラ
キュリのアミノ酸配列は本明細書中に配列番号１５によって表わされており、該配列は配
列番号１４によって表わされる核酸配列によってコードされる。
【０１２０】
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　本発明の別の態様では、本発明の１つ以上の免疫療法組成物において有用な抗原は、病
原体に関連するか、または病原体に起因するかもしくは関連する疾患もしくは病気に関連
する、任意の抗原を含む。そのような抗原には、限定するものではないが、ウイルス抗原
、真菌抗原、細菌抗原、蠕虫抗原、寄生虫抗原、外部寄生生物抗原、原生動物抗原、また
はその他任意の感染性病原体由来の抗原が挙げられる。
【０１２１】
　１つの態様では、抗原は、ウイルス由来、例えば、限定するものではないが、アデノウ
イルス、アレナウイルス、ブンヤウイルス、コロナウイルス、コクサッキーウイルス、サ
イトメガロウイルス、エプスタイン‐バーウイルス、フラビウイルス、ヘパドナウイルス
、肝炎ウイルス、ヘルペスウイルス、インフルエンザウイルス、レンチウイルス、麻疹ウ
イルス、ムンプスウイルス、ミクソウイルス、オルトミクソウイルス、乳頭腫ウイルス、
パポバウイルス、パラインフルエンザウイルス、パラミクソウイルス、パルボウイルス、
ピコルナウイルス、ポックスウイルス、狂犬病ウイルス、呼吸器合胞体ウイルス、レオウ
イルス、ラブドウイルス、風疹ウイルス、トガウイルス、および水痘ウイルス由来である
。他のウイルスには、Ｔ‐リンパ好性ウイルス、例えばヒトＴリンパ好性ウイルス（ＨＴ
ＬＶ、例えばＨＴＬＶ‐ＩおよびＨＴＬＶ‐ＩＩ）、ウシ白血病ウイルス（ＢＬＶＳ）お
よびネコ白血病ウイルス（ＦＬＶ）が挙げられる。レンチウイルスには、限定するもので
はないが、ヒト（ＨＩＶ、例えばＨＩＶ‐１またはＨＩＶ‐２）、サル（ＳＩＶ）、ネコ
科動物（ＦＩＶ）およびイヌ科動物（ＣＩＶ）の免疫不全ウイルスが挙げられる。１つの
実施形態では、ウイルス抗原には、非腫瘍原性ウイルス由来の抗原も含まれる。
【０１２２】
　別の態様では、抗原は、以下すなわち：アスペルギルス属、ボルデテラ属（Bordatella
）、ブルギア属、カンジダ属、クラミジア属（Chlamydia）、コクシジウム（Coccidia）
、クリプトコックス属、イヌ糸状虫属、エシェリヒア属、フランキセラ属、ゴノコックス
（Gonococcus）、ヒストプラスマ属、リーシュマニア属、ミコバクテリア属、マイコプラ
ズマ属、ゾウリムシ属、百日咳菌（Pertussis）、プラスモディウム属、肺炎球菌（Pneum
ococcus）、ニューモシスティス属、リケッチア属、サルモネラ属、赤痢菌属、ブドウ球
菌属、連鎖球菌属、トキソプラズマ属、コレラ菌（Vibriocholerae）、およびエルシニア
属、から選択される属の感染性病原体に由来する。１つの態様では、感染性病原体は熱帯
熱マラリア原虫または三日熱マラリア原虫から選択される。
【０１２３】
　１つの態様では、抗原は以下すなわち：腸内細菌科、球菌科、ビブリオ科、パスツレラ
科、マイコプラズマ科、およびリケッチア科、から選択された科の細菌に由来する。１つ
の態様では、細菌は以下すなわち：シュードモナス属、ボルデテラ属、ミコバクテリア属
、ビブリオ属、バチルス属、サルモネラ属、フランキセラ属、ブドウ球菌属、連鎖球菌属
、エシェリヒア属、腸球菌属、パスツレラ属、およびエルシニア属から選択された属のも
のである。１つの態様では、細菌は以下すなわち：緑膿菌（Pseudomonas aeruginosa）、
鼻疽菌（Pseudomonas mallei）、偽鼻疸菌（Pseudomonas pseudomallei）、百日咳菌（Bo
rdetella pertussis）、結核菌（Mycobacterium tuberculosis）、癩菌（Mycobacterium 
leprae）、野兎病菌（Francisella tularensis）、コレラ菌（Vibrio cholerae）、炭疽
菌（Bacillus anthracis）、サルモネラ菌（Salmonella enteric）、ペスト菌（Yersinia
 pestis）、大腸菌（Escherichia coli）および気管支敗血症菌（Bordetella bronchisep
tica）から選択された生物種に由来する。
【０１２４】
　１つの態様では、抗原は、真菌、例えば、限定するものではないが、サッカロマイセス
属菌、アスペルギルス属菌、クリプトコックス属菌、コクシジオイデス属菌、ニューロス
ポラ属菌、ヒストプラスマ属菌、またはブラストミセス属菌由来の真菌などの真菌に由来
する。１つの態様では、真菌は：アスペルギルス・フミガーツス（Aspergillus fumigatu
s）、Ａ・フラバス（A．flavus）、Ａ・ニガー（A．niger）、Ａ・テレウス（A．terreus
）、Ａ・ニデュランス（A．nidulans）、コクシジオイデス・イミチス（Coccidioides im
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mitis）、コクシジオイデス・ポサダシ（posadasii）またはクリプトコックス・ネオフォ
ルマンス（Cryptococcus neoformans）から選択された生物種に由来する。感染病の原因
となる最も一般的なアスペルギルス属生物種には、Ａ・フミガーツス、Ａ・フラバス、Ａ
・ニガー、Ａ・テレウスおよびＡ・ニデュランスがあり、例えば、免疫抑制状態にあるか
またはＴ細胞もしくは食細胞の機能障害を有する患者において見つかる場合がある。Ａ・
フミガーツスは、喘息、アスペルギルス腫および侵入性アスペルギルス症に関係している
。サン・ジョーキン・バレー熱としても知られるコクシジオイデス症は、コクシジオイデ
ス・イミチスを原因とする真菌性疾患であり、急性呼吸器感染症および慢性肺疾患、また
は髄膜、硬骨および関節への播種をもたらす可能性がある。例えば非免疫抑制状態または
免疫抑制状態の対象者、例えばＨＩＶに感染している対象者における、クリプトコックス
症関連症状も、本発明の方法の対象である。
【０１２５】
　いくつかの実施形態では、抗原は融合タンパク質である。本発明の１つの態様では、融
合タンパク質は２つ以上の抗原を含むことができる。１つの態様では、融合タンパク質は
、２つ以上の免疫原性ドメイン、および１つ以上の抗原の２つ以上のエピトープのうち少
なくともいずれか一方を含むことができる。抗原、その免疫原性ドメイン、およびそのエ
ピトープのうち少なくともいずれかの任意の組み合わせが、本発明の組成物における使用
について企図される。そのような抗原、その免疫原性ドメイン、およびそのエピトープの
うち少なくともいずれか１つを含有する免疫療法組成物は、様々な患者において抗原特異
的な免疫処置を提供することができる。例えば、本発明において有用な融合タンパク質は
複数のドメイン（２つ以上のドメイン）を有し、各ドメインは特定のタンパク質由来のペ
プチドまたはポリペプチドで構成され、該ペプチドまたはポリペプチドは、該タンパク質
中に見出される特定の疾患または病気に関係している突然変異を生じたアミノ酸を含みか
つその両側に隣接する少なくとも４つのアミノ酸残基で構成されている。
【０１２６】
　１つの実施形態では、本発明において有用な酵母由来の免疫療法組成物の成分として使
用される融合タンパク質は、酵母における異種抗原の発現に特に有用な構築物を使用して
生産される。典型的には、所望の抗原性タンパク質またはペプチドはそのアミノ末端にお
いて、（ａ）酵母ビヒクル中の融合タンパク質の発現を安定させるか、または発現された
融合タンパク質の翻訳後修飾を防止する、特殊な合成ペプチド（そのようなペプチドは、
例えば、２００４年８月１２日に公開された米国特許出願公開第２００４‐０１５６８５
８Ａ１号明細書に詳細に記載されており、前記特許文献は全体が参照により本願に組み込
まれる）；（ｂ）内在性の酵母タンパク質の少なくとも一部であって、いずれかの融合パ
ートナーが酵母内におけるタンパク質発現の安定性を著しく増強し、かつ／または酵母細
胞によるタンパク質の翻訳後修飾を防止するもの（そのようなタンパク質も、例えば上述
の出願公開第２００４‐０１５６８５８Ａ１号明細書に詳細に記載されている）；および
（ｃ）融合タンパク質を酵母の表面で発現させる酵母タンパク質の少なくとも一部（例え
ば国際公開第２００８／０１９３６６号パンフレットに詳細に記載されているようなＡｇ
ａタンパク質）、のうち少なくともいずれか１つに融合される。さらに、本発明は、特に
タンパク質の選択および同定に使用するために、抗原をコードする構築物のＣ末端に融合
されるペプチドの使用を含む。そのようなペプチドには、限定するものではないが、任意
の合成または天然ペプチド、例えばペプチドタグ（例えば、６×Ｈｉｓ）またはその他の
短いエピトープタグが挙げられる。本発明による抗原のＣ末端に付着されるペプチドは、
上記に議論されたＮ末端ペプチドの付加と共に使用されてもよいし、Ｎ末端ペプチドの付
加を伴わずに使用されてもよい。
【０１２７】
　本発明によれば、１つの実施形態では、２つ以上の異なる免疫療法組成物は同一の抗原
を標的とすることが好ましい。この実施形態では、同一の抗原またはその免疫原性ドメイ
ンは、典型的には各々の免疫療法組成物のベクターによって発現されるが、抗原およびそ
の免疫原性ドメインのうち少なくともいずれか一方が一方または両方の組成物と混合され
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てもよいし、かつ／または、酵母由来の免疫療法組成物の場合、抗原は酵母ビヒクルに付
着されるか、または酵母ビヒクルの内部に担持されるか、またはその両方であってよい。
１つの実施形態では、両方の組成物が同じ抗原を標的としてもよいが、各組成物が同じ抗
原内の異なるエピトープまたは免疫原性ドメインを標的としてもよい。１つの実施形態に
おいて、各免疫療法組成物は、異なる抗原、その免疫原性ドメイン、およびエピトープの
うち少なくともいずれか１つを標的とする。例えば、１つの組成物を使用してＲａｓのよ
うな１つの抗原を標的とし、かつ別の免疫療法組成物を使用してＣＥＡのような同じ癌ま
たは同じ癌のサブセットにおいて同様に発現される別の癌抗原を標的とすることは好都合
であるかもしれない。別の実施形態では、同じ種類の少なくとも２つの異なる抗原組成物
が存在する、１種類の免疫療法組成物の組み合わせ（例えば、突然変異型Ｒａｓまたは突
然変異型Ｒａｓの複数の免疫原性ドメインを含む融合タンパク質を発現する酵母由来の免
疫療法組成物と、ＣＥＡまたは本明細書中に記載されるような改変ＣＥＡを発現する酵母
由来の免疫療法組成物との組み合わせ）が提供される。この組み合わせは、同一または異
なる抗原を発現する他の種類の免疫療法組成物（例えばウイルス由来の組成物）と同時に
投与される。そのような実施形態の１つの態様では、様々な組み合わせが混合されてよい
し、別の態様では、物理的に混合される必要はなく、同じ部位もしくは異なる部位へ、ま
たは同じ投与期間内に、同時投与されてもよい。さらに別の実施形態では、２つ以上の異
なる免疫療法組成物のうちの一方は１つ以上の抗原を標的とし、他方の免疫療法組成物は
アジュバントとして提供されて必ずしも何らかの抗原を標的とする必要はないか（すなわ
ち、該組成物はその抗原非特異的な免疫療法的効果のために使用される）、または必ずし
も他方の組成物と同じ癌抗原を標的とする必要はない。より具体的には、本明細書中に記
載される各々の免疫療法ベクターは、組成物の有効性にベクター特異的な効果を提供する
ことが示されているので、いくつかの実施形態では、１つのベクターだけが抗原に関連付
けられるかまたは抗原を発現してもよく、かつ別のベクターは抗原非特異的な免疫療法的
効果を提供するために併用される。
【０１２８】
　［本発明の組成物の使用方法］
　本発明の方法では、本明細書中に記載されるような２つ以上の免疫療法組成物が、個体
に対して最初に同時投与される。組成物の投与に関して本明細書中で使用されるように、
用語「同時（に）」とは、各々の組成物を、特にそのような組成物の初回投与量を、実質
的に同時もしくは同じ投与期間内に、または該免疫療法組成物による免疫系のプライミン
グの初期効果が生じる期間内に（例えば１～２日以内および好ましくはより短期間に）、
投与することを意味する。明確に述べれば、同時投与とは、全ての組成物を正確に同時に
投与する必要はなく、むしろ、すべての組成物の投与が、各々の組成物を用いて免疫系を
同時にプライミングするために、患者への１つの予定された投薬の範囲内においてなされ
るべきである（例えば、１つの組成物が最初に投与され、続いて直ちに、または即座に第
２の組成物の投与が行われる、など）。組成物が同じ部位に投与される場合のような、い
くつかの状況では、組成物は混合剤で提供されてもよいが、同じ部位に投与される場合で
あっても、同じ投与期間中に各組成物を連続投与することが好ましい場合もある。１つの
態様では、組成物は同じ１～２日の内に投与され、また１つの態様では同じ日に、また１
つの態様では同じ１２時間の内に、また１つの態様では同じ８時間の内に、また１つの態
様では同じ４時間の内に、また１つの態様では同じ１、２または３時間の内に、また１つ
の態様では同じ１、２、３、４、６、７、８、９、または１０分間の内に、投与される。
【０１２９】
　いくつかの状況では、第１または第２の免疫療法組成物のうち一方が他方より高頻度に
投与される。例えば、１つの態様では、第１の免疫療法組成物がウイルス由来の免疫療法
組成物であり、第２の免疫療法組成物が酵母由来の免疫療法組成物である場合、第２の免
疫療法組成物は第１の免疫療法組成物より高頻度に投与される場合がある。例えば、１つ
の態様では、第１および第２の免疫療法組成物の同時投与の合間に、第２の免疫療法組成
物が１回、２回または３回以上追加で投与されてもよい。例えば、ウイルス由来の免疫療
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法組成物を用いた免疫処置は長時間の抗原提示をもたらすので、この組成物をより短期の
頻度で投与することは必要でないかまたは有益でない可能性がある一方、酵母由来の免疫
療法組成物は別々の抗原ボーラス投与を提供するので、免疫応答を抑制する恐れを伴わず
により高頻度で投与されうる。例えば、１つの態様では、ウイルス由来の免疫療法組成物
は２、３、４週ごとまたはそれ以上の週ごとに投与される一方、酵母由来の免疫療法組成
物は１週間間隔で投与され、この間隔は、全治療期間が長くなるにつれてより長い間隔（
２、３または４週間以上）に延ばされてもよい。
【０１３０】
　本発明の１つの実施形態では、２つ以上の免疫療法組成物は、同時に、しかし患者の異
なる物理的部位へ投与される。例えば、１つの組成物が個体の身体の一方の側の部位に投
与され、別の組成物が個体の身体の反対側の部位に投与されてもよい。別例として、１つ
の組成物が特定の流入領域リンパ節の近くの部位に投与され、別の組成物が異なる流入領
域リンパ節の近くの部位に投与されてもよい。別の実施形態では、２つ以上の異なる免疫
療法組成物は、同時に、かつ患者の中の同じ部位またはほぼ隣接する部位に投与される。
ほぼ隣接する部位とは、第１の組成物が投与されるのと正確に同じ注射部位ではないが、
第１の注射部位にごく接近した（隣接した、または近接した）部位である。１つの実施形
態では、２つ以上の異なる免疫療法組成物は混合剤の状態で投与される。本発明の１つの
態様では、ウイルス由来の免疫療法組成物は皮下、筋肉内、または腫瘍内に投与され、本
発明の酵母由来の組成物は皮下投与される。
【０１３１】
　いくつかの実施形態は、投与方法の組み合わせを含むことができる。例えば、酵母由来
の免疫療法組成物（第１の組成物）およびウイルス由来の免疫療法組成物（第２の組成物
）の同時投与の典型的な事例を使用して、酵母由来の組成物の投与量の一部分（例えば酵
母由来の組成物の総投与量の一部）が、ウイルス由来の免疫療法組成物の投与量の一部も
しくは全部との混合物として、またはウイルス由来の免疫療法組成物の投与量の一部もし
くは全部と同じ部位もしくは隣接する部位に、投与されてもよく、その後、酵母由来の免
疫療法組成物の投与量の残りの部分が個体の他の部位へ投与される。同様に、ウイルス由
来の組成物の投与量の一部分が、酵母由来の組成物の投与量の一部もしくは全部との混合
物として、または酵母由来の組成物の投与量の一部もしくは全部と同じ部位もしくは隣接
する部位に、投与されてもよく、その後、ウイルス由来の免疫療法組成物の残りの部分が
個体の他の部位へ投与される。１つの実施形態では、個体の異なる部位に分けて投与され
ることになっているウイルス由来の免疫療法組成物および酵母由来の免疫療法組成物のう
ち少なくともいずれか一方の単回投与量の範囲内において、ある部分が標的抗原を含有ま
たは発現し、かつ他の部分は含有または発現しない場合もある（すなわち、他の部分は空
のベクターであってもよいし、共刺激分子、サイトカイン、またはその他の非抗原物質を
コードしてもよい）。
【０１３２】
　ワクチンまたは組成物の投与は、全身投与であってもよいし、粘膜投与であってもよく
、かつ／または標的部位の所在場所の近位（例えば腫瘍付近）への投与であってもよい。
好ましい投与経路は、予防または治療すべき病気の種類、使用される抗原、および標的の
細胞集団もしくは組織のうち少なくともいずれか１つに応じて、当業者には明白であろう
。様々な許容可能な投与方法には、限定するものではないが、静脈内投与、腹腔内投与、
筋肉内投与、結節内（intranodal）投与、冠動脈内投与、動脈内投与（例えば頚動脈内）
、皮下投与、経皮的送達、気管内投与、皮下投与、関節内投与、脳室内投与、吸入（例え
ばエアロゾル）、頭蓋内、脊髄内、眼内、耳内、鼻腔内、経口、経肺投与、カテーテル移
植、および組織内への直接注入が挙げられる。１つの態様では、投与経路には：静脈内、
腹腔内、皮下、皮内、結節内、筋肉内、経皮的、吸入、鼻腔内、経口、眼内、関節内、頭
蓋内、および脊髄内が含まれる。非経口送達には、皮内、筋肉内、腹腔内、胸膜腔内、肺
内、静脈内、皮下、心房（atrial）カテーテルおよび静脈（venal）カテーテルの経路が
挙げられる。耳内送達には点耳剤が挙げられる。鼻腔内送達には点鼻剤または鼻腔内注入
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が挙げられる。また、眼内送達には点眼剤が挙げられる。エアロゾル（吸入）送達は、当
分野で標準的な方法（例えば、Stribling et al．，Proc．Natl．Acad．Sci．USA 189：1
1277－11281，1992を参照されたい。この文献は参照により全体が本願に組み込まれる）
を使用して実施されてもよい。粘膜の免疫を調節する他の投与経路はウイルス感染の治療
に有用である。そのような経路には、気管支経路、皮内経路、筋肉内経路、鼻腔内経路、
その他の吸入経路、直腸経路、皮下経路、局所経路、経皮的経路、膣内および尿道内経路
が挙げられる。１つの態様では、本発明の免疫療法剤組成物は皮下投与される。好ましい
投与方法には、限定するものではないが、静脈内、腹腔内、皮下、皮内、結節内、筋肉内
、経皮または腫瘍内が挙げられる。投与量は少なくとも一回投与される。その後の投与量
は、適応があれば投与可能であり、一般的に利用される。
【０１３３】
　より具体的には、１つの実施形態では、本発明の２つ以上の異なる免疫療法組成物の最
初の同時投与に続いて、１つの免疫療法組成物、および１つの実施形態では両方またはす
べての免疫療法組成物の、ブースター投与が行われてもよい。ブースター投与（ブースト
）は、任意の適切な期間をおいて投与可能であり、典型的には１、２、３、４、５、６、
７、または８週間おいて投与される。２つ以上の免疫療法組成物のブースター投与は、必
要に応じて同時投与されても別々に投与されてもよいが、最も典型的にはプライミング投
与のように同時に投与される。プライミング投与と同様に、投与方法はプライミング投与
に関して上述されるような部位および投与戦略の任意の組み合わせを使用することが可能
であるが、プライミング投与と同じ投与プロトコールに限定はされない。例えば、プライ
ミング投与が２つの異なる部位に投与される場合（各部位に１つの免疫療法組成物）、ブ
ースター投与は、その同じ２つの部位へ投与されてもよいし、１つの部位または隣接しあ
う部位へ投与されてもよいし、２つの異なる部位へ投与されてもよく、上述の部分分け戦
略が使用されてもよい。
【０１３４】
　さらに、ブースター投与はプライミング投与と厳密に同じ方法で製剤化される必要はな
い。例えば、プライミング投与における免疫療法組成物がそれぞれ抗原およびその免疫原
性ドメインのうち少なくともいずれか一方を提供した場合、ブースター投与においては、
両方の免疫療法組成物が再び抗原およびその免疫原性ドメインのうち少なくともいずれか
一方を提供してもよいし、免疫療法組成物のうち一方のみが抗原およびその免疫原性ドメ
インのうち少なくともいずれか一方を提供し、かつ他方の免疫療法組成物が空のベクター
であるか、非抗原物質（例えば免疫刺激性分子またはその他の作用物質）を提供してもよ
い。本明細書中に記載されるような、組成物のその他の可能な改変、例えば、使用される
ウイルスベクターの改変または変更（例えば、プライミング組成物にワクシニアウイルス
、およびブースト組成物に鶏痘ウイルスを使用する、またはその逆）、酵母ビヒクルの改
変または変更（例えば、酵母菌株の変更、酵母生産方法の変更、酵母が抗原を提供する方
法の変更、例えば、発現か混合物か、など）、投与量、組成物のうち１つ以上によって提
供される抗原またはドメイン、および、免疫刺激性分子または他の作用物質の包含または
排除もしくは置換も、ブースト段階において企図される。
【０１３５】
　用語「単位投与量」とは、該用語が本発明の組成物の接種材料に関するものであるよう
に、哺乳動物用のまとまった投与量として適切な、物理的に別々の単位であって、各単位
が、所要の希釈剤を伴って所望の免疫原性効果を生じると算定された予め規定された量の
免疫療法組成物を含有している単位を指す。本発明の接種材料の新規な単位投与量に関す
る仕様は、特定の免疫療法組成物の独自の特性および達成すべき特定の免疫学的効果によ
って決まり、かつ依存している。個体、好ましくはヒトに本発明の免疫療法組成物を提供
する際に、投与される組換えベクターの投与量は、その個体の年齢、体重、身長、性別、
全般的な健康状態、かつての病歴、疾患の進行、全身腫瘍組織量、病原体負荷などのよう
な要因に応じて決められることになる。
【０１３６】
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　接種材料は、一般に、忍容可能な（許容可能な）希釈剤、例えば生理食塩水、リン酸緩
衝生理食塩水またはその他の生理学的に忍容可能な希釈剤などの溶液として調製されて水
性の医薬組成物を形成する。
【０１３７】
　本発明の組換えウイルス由来の免疫療法組成物に関しては、一般に、被接種者に約１０
５～約１０１０プラーク形成単位の範囲の組換えウイルス投与量を提供することが望まし
いが、より低用量または高用量、例えば、限定するものではないが、１０２、１０３、１
０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９　１０１０、１０１１プラーク形成単位
またはそれ以上が投与されてもよい。個体に組換えウイルスベクターを投与する方法の例
には、限定するものではないが、ｅｘ　ｖｉｖｏにおける組換えウイルスへの腫瘍細胞の
曝露、またはウイルスの静脈内投与、皮下投与（Ｓ．Ｃ．）、皮内投与（Ｉ．Ｄ．）、も
しくは筋肉内投与（Ｉ．Ｍ．）による罹患宿主への組換えベクターの注入が挙げられる。
別例として、組換えウイルスベクターまたは組換えウイルスベクターの組み合わせは、癌
病変部もしくは腫瘍の中への直接注入または薬学的に許容可能な担体に含めての局所適用
により、局所投与されてもよい。投与すべき複数の共刺激分子をコードする核酸配列と併
せて１つ以上の抗原の核酸配列を担持する組換えベクターの量は、ウイルス粒子の力価に
基づく。投与すべき抗原の好ましい範囲は、哺乳動物（好ましくはヒト）１個体当たり１
０５～１０１０個のウイルス粒子であるが、より低用量または高用量、例えば、限定する
ものではないが、１０２、１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９　
１０１０、１０１１プラーク形成単位またはそれ以上が投与されてもよい。
【０１３８】
　本発明の酵母由来の免疫療法組成物に関しては、適切な単回投与量は、一般に、適切な
期間にわたって１回以上投与された時、抗原特異的な免疫応答を誘発するのに有効な量で
、患者の身体の所与の細胞種類、組織、または領域に酵母ビヒクルおよび抗原（含まれる
場合）を有効に提供することができる投与量である。例えば、１つの実施形態では、本発
明の酵母ビヒクルの単回投与量は、組成物を投与される生物体の体重１キログラム当たり
約１×１０５～約５×１０７個の酵母細胞等量である。より好ましくは、本発明の酵母ビ
ヒクルの単回投与量は、１投与量あたり（すなわち生物１個体当たり）約０．１Ｙ．Ｕ．
（細胞１×１０６個）～約１００Ｙ．Ｕ．（細胞１×１０９個）、例えば細胞０．１×１
０６個の増分で任意の中間的な用量（すなわち１．１×１０６、１．２×１０６、１．３
×１０６．．．）である。好ましい投与量には１Ｙ．Ｕ．～４０Ｙ．Ｕ．投与量が含まれ
、より好ましくは１０Ｙ．Ｕ．～４０Ｙ．Ｕ．である。１つの実施形態では、該投与量は
、個体の異なる部位に、ただし同じ投与期間中に投与される。例えば、４０Ｙ．Ｕ．投与
量が、１つの投与期間中に個体の４つの異なる部位に１０Ｙ．Ｕ．投与量を注入すること
により、投与されてもよい。
【０１３９】
　免疫すべき哺乳動物が既に疾患（例えば、癌もしくは転移癌、または慢性の病原体感染
）に罹患している場合、ワクチンは、本明細書中に記載された異なる免疫療法組成物の同
時投与に加えて、その疾患を治療するために使用される他の治療処置（例えば、化学療法
、放射線照射療法、小分子療法、サイトカイン療法、抗ウイルス療法、生体応答調節剤療
法、手術など）と併せて投与されてもよい。
【０１４０】
　本発明の免疫療法組成物の使用方法は、個体において免疫応答を誘発して、該個体が疾
患もしくは病気から、または疾患もしくは病気に起因する症状から保護されるようにする
。本明細書中で使用されるように、「疾患から保護される」という言葉は、疾患を予防す
ること、疾患の少なくとも１つの症状を予防すること、疾患の発病を遅延させること、疾
患の１つ以上の症状を低減すること、疾患の発生を低減すること、および、疾患の重症度
を低減することのうち少なくともいずれか１つを指す。癌に関しては、本発明の免疫療法
組成物の同時投与は、好ましくは以下すなわち：腫瘍増殖の予防、疾患の発病の遅延、全
身腫瘍組織量の低減、腫瘍増殖の低減、生存期間の延長、臓器機能の改善、または個体の
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健康状態の改善、のうち１つ以上をもたらす。感染症および他の疾患に関しては、免疫療
法組成物の同時投与は、好ましくは以下すなわち：疾患または病気の予防、感染予防、疾
患の発病の遅延、生存期間の延長、病原体負荷の低減（例えば、ウイルス力価の低減）、
個体における感染に起因する少なくとも１つの症状の低減、感染または疾患に起因する臓
器損傷または器官系損傷の低減、および臓器または器官系の機能の改善、のうち１つ以上
をもたらす。
【０１４１】
　本発明の治療法では、本発明の免疫療法組成物の投与は「予防的」または「治療的」の
いずれであってもよい。予防的に提供される場合、本発明の免疫療法組成物は疾患または
病気の任意の症状よりも前に提供される。免疫療法組成物のこの予防的投与は、任意のそ
の後生じる疾患を予防もしくは改善し、または発病時期を遅延させる役割を果たす。治療
的に提供される場合、免疫療法組成物は、疾患の症状の発現時または発現後に提供される
。用語「疾患」は、動物の正常な健康状態からの何らかの乖離を指し、疾患の症状が存在
する状況、および乖離（例えば腫瘍増殖、感染など）は生じているが症状は未だ現われて
いない状態を含んでいる。
【０１４２】
　本発明の任意の実施形態において、本発明の免疫療法組成物の個体への投与に加えて、
追加の外生的な免疫調節剤もしくは免疫刺激性分子、化学療法薬、抗生物質、抗真菌薬、
抗ウイルス薬、癌治療剤、サイトカイン、および他の治療剤、治療用組成物、または治療
プロトコールが、単独または組み合わせで、治療すべき病気に応じて投与されてもよい。
本発明の免疫療法組成物と併用可能な適切な生体応答調節剤には、限定するものではない
が、サイトカイン、ケモカイン、ホルモン、脂質誘導体、ペプチド、タンパク質、多糖類
、小分子薬剤、抗体およびその抗原結合フラグメント（例えば、限定するものではないが
、抗サイトカイン抗体、抗サイトカイン受容体抗体、抗ケモカイン抗体）、ビタミン、ポ
リヌクレオチド、核酸結合部分、アプタマー、ならびに増殖調節因子が挙げられる。外か
ら追加される作用物質および生体応答調節剤の例には、限定するものではないが、Ｆｌｔ
‐３Ｌ、シクロホスファミド、シスプラチン、ガンシクロビル、アンホテリシンＢ、５フ
ルオロウラシル、インターロイキン２（ＩＬ‐２）、インターロイキン４（ＩＬ‐４）、
ＩＬ‐６、インターロイキン１０（ＩＬ‐１０）、インターロイキン１２（ＩＬ‐１２）
、Ｉ型インターフェロン（ＩＦＮ‐αを含む）またはＩ型インターフェロンもしくはその
受容体のアゴニストもしくはアンタゴニスト；ＩＩ型インターフェロン（ＩＦＮ‐γを含
む）またはＩＩ型インターフェロンもしくはその受容体のアゴニストもしくはアンタゴニ
スト；ＩＩＩインターフェロン（ＩＦＮ‐λを含む）またはＩＩＩ型インターフェロンも
しくはその受容体のアゴニストもしくはアンタゴニスト；腫瘍壊死因子α（ＴＮＦ‐α）
；形質転換増殖因子β（ＴＧＦ‐β）；抗ＣＤ４０；ＣＤ４０Ｌ；抗ＣＴＬＡ‐４抗体（
例えば、アネルギーＴ細胞を放出するため）；Ｔ細胞共刺激物質（例えば抗ＣＤ１３７、
抗ＣＤ２８、抗ＣＤ４０）；アレムツズマブ（例えばＣａｍＰａｔｈ（登録商標））、デ
ニロイキンジフチトクス（例えばＯＮＴＡＫ（Ｒ））；抗ＣＤ４；抗ＣＤ２５；抗ＰＤ‐
１、抗ＰＤ‐Ｌ１、抗ＰＤ‐Ｌ２；ＦＯＸＰ３を阻害する（例えば、ＣＤ４＋／ＣＤ２５
＋制御性Ｔ細胞の活性／殺滅を無効にする）作用物質；Ｆｌｔ３リガンド、イミキモド（
Ａｌｄａｒａ（登録商標））、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ‐ＣＳＦ）
；顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ‐ＣＳＦ）、サルグラモスチム（Ｌｅｕｋｉｎｅ（Ｒ））
；限定するものではないがプロラクチンおよび成長ホルモンなどのホルモン；トール様受
容体（ＴＬＲ）アゴニスト、例えば、限定するものではないがＴＬＲ‐２アゴニスト、Ｔ
ＬＲ‐４アゴニスト、ＴＬＲ‐７アゴニスト、およびＴＬＲ‐９アゴニスト；ＴＬＲアン
タゴニスト、例えば、限定するものではないがＴＬＲ‐２アンタゴニスト、ＴＬＲ‐４ア
ンタゴニスト、ＴＬＲ‐７アンタゴニスト、およびＴＬＲ‐９アンタゴニスト；抗炎症薬
および免疫調節剤、例えば、限定するものではないが、ＣＯＸ‐２阻害剤（例えばセレコ
キシブ、ＮＳＡＩＤＳ）、グルココルチコイド、スタチン、ならびにサリドマイドおよび
その類似化合物、例えばＩＭｉＤＴＭ（サリドマイドの構造的かつ機能的な類似化合物（
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例えばＲＥＶＬＩＭＩＤ（登録商標）（レナリドマイド）、ＡＣＴＩＭＩＤ（登録商標）
（ポマリドマイド））；炎症誘発性の作用物質、例えば真菌もしくは細菌の成分または任
意の炎症誘発性サイトカインもしくはケモカイン；免疫療法ワクチン、例えば、限定する
ものではないが、ウイルス由来のワクチン、細菌由来のワクチン、または抗体由来のワク
チン；ならびに、任意の他の免疫調節剤、免疫強化物質、抗炎症薬、および炎症誘発性物
質のうち少なくともいずれか１つ、が挙げられる。
【０１４３】
　これらの外生的な作用物質および治療法は、本発明の免疫療法組成物と同時に施用され
てもよいし、異なる時点で施用されてもよい。例えば、化学療法と併せて個体に提供され
る場合、免疫療法組成物の有効性を最大限にするために、化学療法剤の投薬の間の「休日
」に免疫療法組成物を投与することが望ましい場合がある。
【０１４４】
　本発明の組成物および治療ワクチンは、特定の疾患または病気、例えば病原体による感
染症から対象者を保護するのに有用な任意の他の化合物、そのような感染症の何らかの症
状を治療または改善する任意の化合物、および癌に対する任意の化合物または治療法、を
さらに含むことができる。
【０１４５】
　本発明の方法では、組成物および治療用組成物は、動物、例えば任意の脊椎動物、特に
脊椎動物の哺乳綱に属する任意のもの、例えば、限定するものではないが、霊長類、げっ
歯類、家畜および家庭のペットに投与されうる。家畜には、食用の哺乳動物、または有用
な農産物を生産する哺乳動物（例えば羊毛生産用のヒツジ）が挙げられる。保護すべき哺
乳動物には、ヒト、イヌ、ネコ、マウス、ラット、ヤギ、ヒツジ、ウシ、ウマおよびブタ
が挙げられる。
【０１４６】
　［本発明において有用な一般的技術］
　本発明の実施には、別途指摘のないかぎり、当業者に良く知られた、分子生物学（組換
え技術を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学、核酸化学、および免疫学の従来技術を
使用することになろう。そのような技術は文献に十分に説明されており、該文献は例えば
、Methods of Enzymology，Vol．194，Guthrie et al．，eds．，Cold Spring Harbor La
boratory Press（1990）；Biology and activities of yeasts，Skinner，et al．，eds
．，Academic Press（1980）；Methods in yeast genetics：a laboratory course manua
l，Rose et al．，Cold Spring Harbor Laboratory Press（1990）；The Yeast Saccharo
myces：Cell Cycle and Cell Biology，Pringle et al．，eds．，Cold Spring Harbor L
aboratory Press（1997）；The Yeast Saccharomyces：Gene Expression，Jones et al．
，eds．，Cold Spring Harbor Laboratory Press（1993）；The Yeast Saccharomyces：G
enome Dynamics，Protein Synthesis，and Energetics，Broach et al．，eds．，Cold S
pring Harbor Laboratory Press（1992）；Molecular Cloning：A Laboratory Manual，s
econd edition（Sambrook et al．，1989）およびMolecular Cloning：A Laboratory Man
ual，third edition（Sambrook and Russel，2001）（本明細書中では合わせて「サムブ
ルック（Sambrook）」と呼ぶ）；Current Protocols in Molecular Biology（F．M．Ausu
bel et al．，eds．，1987、２００１年までの追補を含む）；PCR：The Polymerase Chai
n Reaction，（Mullis et al．，eds．，1994）；Harlow and Lane（1988）Antibodies，
A Laboratory Manual，Cold Spring Harbor Publications，New York；Harlow and Lane
（1999）Using Antibodies：A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s，Cold Spring Harbor，NY（本明細書中では合わせて「ハーロウ・アンド・レーン（Har
low and Lane）」と呼ぶ）；Beaucage et al．eds．，Current Protocols in Nucleic Ac
id Chemistry John Wiley and Sons，Inc．，New York，2000）；Casarett and Doull’s
 Toxicology The Basic Science of Poisons，C．Klaassen，ed．，6th edition（2001）
、ならびにVaccines，S．Plotkin and W．Orenstein，eds．，3rd edition（1999）であ
る。



(41) JP 5759980 B2 2015.8.5

10

20

30

40

50

【０１４７】
　［一般的定義］
　「免疫治療組成物」とは、対象者において少なくとも１つの治療的利益を達成するのに
十分な免疫応答を誘発する組成物である。
【０１４８】
　一般に、用語「生物学的に活性な」とは、化合物が、ｉｎ　ｖｉｖｏ（すなわち天然の
生理的環境）またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ（すなわち実験室条件下）において計測または観察
されるような、細胞または生物体の代謝またはその他のプロセスに影響を及ぼす少なくと
も１つの検出可能な活性を有することを示す。従って、タンパク質の生物学的に活性な部
分またはフラグメントまたはドメインとは、例えば、完全長タンパク質の生物学的活性を
有するために十分な大きさの部分、フラグメントまたはドメインを指す。そのような活性
は、種類としてはすべてのタンパク質の活性ではなくそのタンパク質に特有の活性である
。
【０１４９】
　「個体」または「対象者」または「患者」（これらの用語は互換的に使用可能である）
は、脊椎動物、好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒトである。哺乳動物には、例えば
、限定するものではないが、家畜、スポーツ動物、ペット、霊長類、マウスおよびラット
が挙げられる。
【０１５０】
　本発明によれば、用語「調節する」は、「制御する、調節する（regulate）」と互換的
に使用可能であり、概して特定の活性のアップレギュレーションまたはダウンレギュレー
ションを意味する。本明細書中で使用されるように、用語「アップレギュレートする」は
、概して、特定の活性に関して、誘発、開始、増加、増大、ブースト、改善、増強、増幅
、促進、または提供、のうちいずれかを述べるために使用されうる。同様に、用語「ダウ
ンレギュレートする」は、概して、特定の活性に関して、減少、低減、抑制、回復、縮小
、低下、阻止、または防止、のうちいずれかを述べるために使用されうる。
【０１５１】
　本発明における単離タンパク質または単離ポリペプチドへの言及は、完全長タンパク質
、融合タンパク質、またはそのようなタンパク質の任意のフラグメント、ドメイン、立体
構造依存的エピトープ、もしくはホモログを含む。より具体的には、単離タンパク質は、
本発明によれば、その本来の環境から取り出された（すなわち人為操作を受けた）タンパ
ク質（ポリペプチドまたはペプチドを含む）であり、例えば、精製タンパク質、部分精製
タンパク質、組換え生産されたタンパク質、および合成的に生産されたタンパク質を含む
ことができる。そのため、「単離（された）」は、そのタンパク質が精製された程度を反
映しない。好ましくは、本発明の単離タンパク質は組換え生産される。本発明によれば、
「改変」および「突然変異」という用語は、特に本明細書中に記載されたタンパク質また
はその一部分のアミノ酸配列（または核酸配列）への改変／突然変異に関して、互換的に
使用されうる。
【０１５２】
　本明細書中で使用されるように、用語「ホモログ」は、天然に存在するタンパク質また
はペプチド（すなわち「原型」または「野生型」タンパク質）に対する軽微な改変により
、天然に存在するタンパク質またはペプチドとは異なっているが、天然に存在する形態の
基本的なタンパク質および側鎖の構造を維持しているタンパク質またはペプチドを指すた
めに使用される。そのような変更には、限定するものではないが、１つもしくは少数のア
ミノ酸側鎖の変更；１つもしくは少数のアミノ酸の変更であって、例えば欠失（例えばタ
ンパク質もしくはペプチドの短縮型）挿入および置換のうち少なくともいずれか１つ；１
つもしくは少数の原子の立体化学的変更；かつ／または軽微な誘導体化であって、例えば
、限定するものではないが、メチル化、グリコシル化、リン酸化、アセチル化、ミリスト
イル化、プレニル化、パルミチン酸化（palmitation）、アミド化、およびグリコシルホ
スファチジルイノシトールの付加のうち少なくともいずれか１つ、が挙げられる。ホモロ
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グは、天然に存在するタンパク質またはペプチドと比較して、増強された、減少した、ま
たはほぼ同様の特性を有することができる。ホモログは、タンパク質のアゴニストまたは
タンパク質のアンタゴニストを含むことができる。ホモログは、タンパク質の生産のため
の当分野で周知の技術、例えば、限定するものではないが、単離された天然に存在するタ
ンパク質の直接改変、直接的なタンパク質合成、または、例えば無作為もしくは部位特異
的な遺伝子突然変異誘発を行うための古典的ＤＮＡ技術もしくは組換えＤＮＡ技術を用い
たタンパク質をコードする核酸配列の改変、を使用して生産可能である。
【０１５３】
　所与のタンパク質のホモログは、基準となるタンパク質のアミノ酸配列に対して、少な
くとも約４５％、または少なくとも約５０％、または少なくとも約５５％、または少なく
とも約６０％、または少なくとも約６５％、または少なくとも約７０％、または少なくと
も約７５％、または少なくとも約８０％、または少なくとも約８５％、または少なくとも
約９０％、または少なくとも約９５％同一、または少なくとも約９５％同一、または少な
くとも約９６％同一、または少なくとも約９７％同一、または少なくとも約９８％同一、
または少なくとも約９９％同一（または４５％～９９％の全ての整数値において任意の同
一率）のアミノ酸配列を含むこともできるし、該アミノ酸配列から本質的に構成されるこ
ともできるし、該アミノ酸配列で構成されることもできる。１つの実施形態では、ホモロ
グは、基準となるタンパク質の天然に存在するアミノ酸配列に対して、１００％未満同一
、約９９％未満同一、約９８％未満同一、約９７％未満同一、約９６％未満同一、約９５
％未満同一など、１％間隔で約７０％未満同一までのアミノ酸配列を含むこともできるし
、該アミノ酸配列から本質的に構成されることもできるし、該アミノ酸配列で構成される
こともできる。
【０１５４】
　本明細書中で使用されるように、別段の定めがない限り、同一率（％）への言及は、（
１）アミノ酸の検索にｂｌａｓｔｐ、および核酸の検索にｂｌａｓｔｎを標準デフォルト
パラメータとともに使用するＢＬＡＳＴ　２．０　Ｂａｓｉｃ　ＢＬＡＳＴホモロジー検
索であって、クエリ配列はデフォルト設定により低複雑性領域についてフィルタリングさ
れるホモロジー検索（Altschul，S．F．，Madden，T．L．，Schaeaeffer，A．A．，Zhang
，J．，Zhang，Z．，Miller，W．and Lipman，D．J．（1997）“Gapped BLAST and PSI－
BLAST：a new generation of protein database search programs．”Nucleic Acids Res
．25：3389－3402に記載。この文献は参照により全体が本願に組み込まれる）；（２）Ｂ
ＬＡＳＴ２アラインメント（後述のパラメータを使用）；および（３）標準デフォルトパ
ラメータを用いたＰＳＩ‐ＢＬＡＳＴ（位置特異的繰り返しＢＬＡＳＴ（Position－Spec
ific Iterated BLAST）、のうち少なくともいずれか１つを使用して行なわれる、ホモロ
ジー評価を指す。ＢＬＡＳＴ　２．０　Ｂａｓｉｃ　ＢＬＡＳＴとＢＬＡＳＴ　２との間
の標準パラメータの若干の違いにより、２つの特異的配列がＢＬＡＳＴ　２プログラムを
使用して有意なホモロジーを有すると認識される一方で、該配列のうちの一方をクエリ配
列として使用するＢＬＡＳＴ　２．０　Ｂａｓｉｃ　ＢＬＡＳＴで実施された検索が、他
方の配列を上位マッチに同定しない場合もあることが知られている。加えて、ＰＳＩ‐Ｂ
ＬＡＳＴは、自動化された簡便なバージョンの「プロファイル」検索を提供するが、これ
は配列ホモログを捜す高感度な方法である。このプログラムは最初にギャップ有りＢＬＡ
ＳＴデータベース検索を行なう。ＰＳＩ‐ＢＬＡＳＴプログラムは、回答された任意の有
意なアラインメントからの情報を使用して位置特異的なスコアマトリクスを構築し、これ
が次回のデータベース探索のためのクエリ配列を交換する。したがって、当然ながら、こ
れらのプログラムのうちのいずれか１つを使用することにより同一率（％）を決定可能で
ある。
【０１５５】
　２つの特異的配列は、Tatusova and Madden，（1999），“Blast 2 sequences － a ne
w tool for comparing protein and nucleotide sequences”，FEMS Microbiol Lett．17
4：247－250（この文献は参照により全体が本願に組み込まれる）に記載されるようにし
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て、ＢＬＡＳＴ　２を使用して互いにアラインすることができる。ＢＬＡＳＴ　２配列ア
ラインメントは、その２つの配列の間で、得られるアラインメントにおけるギャップ（欠
失および挿入）の導入を可能にするＧａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ検索（ＢＬＡＳＴ　２．０
）を実施するように、ＢＬＡＳＴ　２．０アルゴリズムを使用してｂｌａｓｔｐまたはｂ
ｌａｓｔｎにおいて実施される。本明細書中では、明瞭にするために、ＢＬＡＳＴ　２配
列アラインメントは以下のような標準デフォルトパラメータを使用して行なわれる。
ｂｌａｓｔｎについては、０　ＢＬＯＳＵＭ６２マトリクスを使用し：
マッチに対する報酬＝１
ミスマッチに対するペナルティ＝－２
オープンギャップペナルティ（５）および伸長ギャップペナルティ（２）
ギャップｘ＿ドロップオフ（５０）期待値（１０）ワードサイズ（１１）フィルタ（ｏｎ
）。
ｂｌａｓｔｐについては、０　ＢＬＯＳＵＭ６２マトリクスを使用し：
オープンギャップペナルティ（１１）および伸長ギャップペナルティ（１）
ギャップｘ＿ドロップオフ（５０）期待値（１０）ワードサイズ（３）フィルタ（ｏｎ）
。
【０１５６】
　本明細書中で使用されるように、「アゴニスト」とは、受容体もしくはリガンドに結合
するか、または別の分子と相互作用するかもしくは化学系内や生体系内で相互作用して、
応答を生成もしくは誘起する、任意の化合物または作用物質、例えば、限定するものでは
ないが小分子、タンパク質、ペプチド、抗体、核酸結合物質などであり、天然に存在する
物質の作用を模倣する作用物質（例えばタンパク質またはペプチドのアゴニスト）が挙げ
られる。「アンタゴニスト」とは、アゴニストまたは天然に存在する物質の作用を阻止ま
たは抑制または低減する、任意の化合物または作用物質、例えば、限定するものではない
が小分子、タンパク質、ペプチド、抗体、核酸結合物質などである。
【０１５７】
　単離（された）核酸分子とは、その本来の環境から取り出された（すなわち人為操作を
受けた）核酸分子であり、その本来の環境とは自然界において該核酸分子が見出されるゲ
ノムまたは染色体である。よって、「単離（された）」とは、核酸分子が精製されている
程度を必ずしも反映するものではなく、その分子が、自然界において核酸分子が見出され
るゲノム全体または染色体全体を含んでいないことを示している。単離核酸分子は遺伝子
を含むことができる。遺伝子を含む単離核酸分子は、そのような遺伝子を含む染色体のフ
ラグメントではなく、該遺伝子に関連したコード領域および調節領域を備えているが同じ
染色体上に本来見出される別の遺伝子は備えていない。単離核酸分子はさらに、特定の核
酸配列であって、自然界において通常は該特定の核酸配列に隣接していない追加の核酸（
つまり異種配列）が隣接している（すなわち該特定の配列の５’末端および３’末端のう
ち少なくともいずれか一方にある）核酸配列を含むこともできる。単離核酸分子には、Ｄ
ＮＡ、ＲＮＡ（例えばｍＲＮＡ）、またはＤＮＡもしくはＲＮＡのいずれかの誘導体（例
えばｃＤＮＡ）が含まれうる。「核酸分子」という言葉は主として物理的な核酸分子を指
し、「核酸配列」という言葉は主として核酸分子上のヌクレオチドの配列を指すが、この
２つの言葉は、特にタンパク質またはタンパク質のドメインをコードすることができる核
酸分子または核酸配列に関しては、互換的に使用可能である。用語「ポリヌクレオチド」
も、「核酸分子」または「核酸配列」という用語と互換的に使用可能である。
【０１５８】
　組換え核酸分子とは、本明細書中に記載された１つ以上の任意のタンパク質をコードす
る少なくとも１つの任意の核酸配列を、トランスフェクトすべき細胞において該核酸分子
の発現を有効に調節することができる少なくとも１つの任意の転写制御配列に、作動可能
に連結された状態で含むことができる分子である。「核酸分子」という言葉は主として物
理的な核酸分子を指し、「核酸配列」という言葉は主として核酸分子上のヌクレオチドの
配列を指すが、この２つの言葉は、特にタンパク質をコードすることができる核酸分子ま
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たは核酸配列に関しては、互換的に使用可能である。加えて、「組換え分子」という言葉
は主として、転写制御配列に作動可能に連結された核酸分子を指すが、動物に投与される
「核酸分子」という言葉と互換的に使用可能である。
【０１５９】
　組換え核酸分子は組換えベクターを含み、組換えベクターは、本発明の融合タンパク質
をコードする単離核酸分子に作動可能に連結され、該融合タンパク質の組換え製造を可能
にし、かつ、本発明に従って該核酸分子を宿主細胞へ送達する能力を有する、任意の核酸
配列、典型的には異種配列である。そのようなベクターは、該ベクターに挿入される単離
核酸分子に自然状態では隣接することのない核酸配列を含有することができる。該ベクタ
ーは、ＲＮＡまたはＤＮＡのいずれであってもよく、原核生物由来または真核生物由来の
いずれであってもよく、本発明では好ましくはウイルスまたはプラスミドである。組換え
ベクターは、核酸分子のクローニング、配列決定、およびその他の操作のうち少なくとも
いずれか１つにおいて使用可能であり、そのような分子の（例えば、ＤＮＡ組成物または
ウイルスベクター由来の組成物としての）送達において使用可能である。組換えベクター
は、核酸分子の発現において使用されることが好ましく、発現ベクターと呼ぶこともでき
る。好ましい組換えベクターは、トランスフェクトされた宿主細胞中で発現される能力を
有する。
【０１６０】
　本発明の組換え分子において、核酸分子は、調節配列、例えば転写制御配列、翻訳制御
配列、複製開始点、およびその他の調節配列であって宿主細胞との適合性を有しかつ本発
明の核酸分子の発現を制御する調節配列を含有している発現ベクターに、作動可能に連結
される。特に、本発明の組換え分子には、１つ以上の発現制御配列に作動可能に連結され
た核酸分子が含まれる。「作動可能に連結された」という言葉は、核酸分子を、宿主細胞
内へトランスフェクトされた（すなわち形質転換、形質導入またはトランスフェクトされ
た）時に該分子が発現されるように、発現制御配列に連結することを指す。
【０１６１】
　本発明によれば、用語「トランスフェクション」は、外生的な核酸分子（すなわち組換
え核酸分子）を細胞内に挿入することができる任意の方法を指すために使用される。用語
「形質転換」は、そのような用語が藻類、細菌および酵母のような微生物細胞の中への核
酸分子の導入を指すために使用される場合、用語「トランスフェクション」と互換的に使
用可能である。微生物系においては、用語「形質転換」は、該微生物体が外生的な核酸を
獲得することによる遺伝性変化について述べるために使用され、用語「トランスフェクシ
ョン」と本質的に同義である。したがって、トランスフェクション技術には、限定するも
のではないが、形質転換、細胞の化学処理、粒子衝突、エレクトロポレーション、マイク
ロインジェクション、リポフェクション、吸着、感染およびプロトプラスト融合が挙げら
れる。
【０１６２】
　次の実験結果は例証を目的として提供されており、本発明の範囲を限定することが意図
されたものではない。
　実施例
　次の材料および方法が、以下の実施例において使用された。
【０１６３】
　［マウスおよび腫瘍細胞株］
　リンパ球のｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激については、雌のＣ５７ＢＬ／６（Ｈ‐２ｂ）マウス
を米国国立癌研究所（National Cancer Institute）フレデリック癌研究開発センター（F
rederick Cancer Research and Development Facility）（米国メリーランド州フレデリ
ック）から入手した。ヒトＣＥＡ遺伝子（ＣＥＡ‐Ｔｇ）の発現についてホモ接合の１つ
がいのＣ５７ＢＬ／６マウスを、ジョン・シャイヴリー博士（Dr．John Shively）（米国
カリフォルニア州ドアルテ、シティ・オブ・ホープ）より寄贈いただいた。ＣＥＡ発現に
ついてホモ接合であることは、マウス尾部ＤＮＡのＰＣＲ分析（Greiner et al．，Cance
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r Res 2002 Dec 1；62（23）：6944－51）によって確認した。６～８週齢の雌マウスをす
べての実験に使用し、ＡＡＡＬＡＣガイドラインに従って病原体の無い条件下でマイクロ
アイソレータケージに収容した。実証研究はＮＩＨの所内動物実験委員会（NIH Intramur
al Animal Care and Use Committee）の承認の下で行なった。標的腫瘍細胞株ＥＬ‐４（
Ｈ‐２ｂ、胸腺腫）はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション（American Type 
Culture Collection）（米国バージニア州マナッサス）から入手した。ネズミ科動物の肺
腺癌腫瘍細胞ＬＬ／２　６は、チャンダン・グーハ博士（Dr．Chandan Guha）（米国ニュ
ーヨーク州ニューヨークのアルバート・アインシュタイン医学大学（Albert Einstein Co
llege of Medicine））から寄贈された。ヒトＣＥＡを発現するＬＬ／２ネズミ科動物肺
癌細胞（ＬＬ２‐ＣＥＡ）は、先述（Robbins et al．，Cancer Res 1991 Jul 15；51（1
4）：3657－62）のようにして、ＣＥＡ　ｃＤＮＡを用いたレトロウイルス形質導入によ
って生成した。細胞は、完全培地（１０％ウシ胎児血清、２ｍＭグルタミン、１００ユニ
ット／ｍｌペニシリン、および１００μｇ／ｍｌストレプトマイシンが補足されたＤＭＥ
Ｍ）中で維持した。
【０１６４】
　［ワクチン構築物］
　ネズミ科動物のＢ７‐１、ＩＣＡＭ‐１およびＬＦＡ‐３遺伝子ならびにヒトＣＥＡ遺
伝子を含有している組換えワクシニア（ｒＶ）および組換え鶏痘（ｒＦ）ウイルス（ｒＶ
／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ）については、既に記載がある（Hodge et al．，Cancer Re
s 1999 Nov 15；59（22）：5800－7；およびGrosenbach et al．，Cancer Res 2001 Jun 
1；61（11）：4497－505）。ネズミ科動物のＧＭ‐ＣＳＦ発現ｒＦウイルス（ｒＦＧＭ‐
ＣＳＦ）については既に記載がある（Kass et al．，Cancer Res 2001 Jan 1；61（1）：
206－14）。完全長ＣＥＡタンパク質を発現する組換えサッカロマイセス・セレビシエ構
築物（酵母‐ＣＥＡ）については既に記載がある（Bernstein et al．，Vaccine 2008 Ja
n 24；26（4）：509－21）。酵母‐ＣＥＡは、以前に記載されているようにして本研究の
ために生産および加熱殺滅した（Haller et al．，Vaccine 2007 Feb 9；25（8）：1452
－63）。
【０１６５】
　［ワクチン接種スケジュール］
　血清中サイトカイン分析については、ＣＥＡ‐Ｔｇマウス（ｎ＝２）を、先述のように
して（Wansley et al．，Clin Cancer Res 2008 Jul 1；14（13）：4316－25）、１×１
０８ｐｆｕのｒＶＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは動物１匹あたり４ＹＵの酵母‐ＣＥＡ（１
ＹＵ＝１０７個の酵母粒子）を用いてワクチン接種した。他のすべての研究（ｒＶ／Ｆ‐
ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭワクチン群）について、ＣＥＡ‐Ｔｇマウスを、第０日に、１×１
０８ｐｆｕのｒＶ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭを１×１０７ｐｆｕのｒＦ‐ＧＭ‐ＣＳＦと混
合したものを用いてプライミングし、７日ごとに、１×１０８ｐｆｕのｒＦ‐ＣＥＡ／Ｔ
ＲＩＣＯＭを１×１０７ｐｆｕのｒＦ‐ＧＭ‐ＣＳＦと混合したものを用いてブーストし
た。残りの実施例および本発明の他所については、このワクチンプロトコールは概して「
ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ」として示されることになる。酵母‐ＣＥＡワクチン群
では、ＣＥＡ‐Ｔｇマウスを７日ごとに酵母‐ＣＥＡ（マウス１匹あたり４ＹＵ）を用い
てワクチン接種した。ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭワクチンおよび酵母‐ＣＥＡワク
チンの組み合わせを接種されるマウスは、背側右側部に１×１０８ｐｆｕのｒＶ‐ＣＥＡ
／ＴＲＩＣＯＭを皮下投与すること、ならびに、下肢内側および肩甲骨にマウス１匹あた
り４ＹＵの酵母‐ＣＥＡを皮下送達することによりプライミングした。複数部位にわたる
酵母‐ＣＥＡ投薬の分離については既に記述があり（上述のWansley，2008）、ここでは
、マウスの複数の流入領域リンパ節を標的とするように、酵母‐ＣＥＡワクチンだけでな
くｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭをも分離するために採用されている。組み合わせ群の
マウスは、１×１０８ｐｆｕのｒＦ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥＡ（マウス
１匹あたり４ＹＵ）を用いて残りの研究期間について１週間間隔でブーストした。
【０１６６】
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　［サイトカイン発現プロファイル］
　血清中サイトカイン分析については、ワクチン接種したマウス（上記のワクチン接種ス
ケジュールを参照）を、ワクチン接種後０日、２日および４日に採血し、血清を単離した
。サイトカイン発現は、リンコ・ダイアグノシス・サービシズ（Linco Diagnostic Servi
ces）（米国ミズーリ州セントチャールズ）によるＴｈ１／Ｔｈ２および炎症誘発性サイ
トカインパネルを使用して分析した。ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥ
Ａでワクチン接種されたマウス（ｎ＝５）由来のＣＤ８＋Ｔ細胞によって分泌されるサイ
トカインを計測するために、ＣＤ８＋Ｔ細胞をバルク培養し、以前に記述されたようにし
て（Wansley et al．，2008、上述）、ＣＥＡ‐５７２～５７９ペプチド（ＧＩＱＮＳＶ
ＳＡ、ＣＥＡ‐５７２と指定、また本明細書中に配列番号１１で示す）またはＣＥＡ‐５
２６～５３３ペプチド（ＥＡＱＮＴＴＹＬ、ＣＥＡ‐５２６と指定、また本明細書中に配
列番号１２で示す）（１０μｇ／ｍｌ）の存在下で再刺激した。サイトカインレベルは、
マウス炎症性サイトカインサイトメトリックビーズアレイ（Inflammatory Cytokine Cyto
metric Bead Array）キットおよびマウスＴｈ１／Ｔｈ２サイトカインサイトメトリック
ビーズアレイ（Th1/Th2 Cytokine Cytometric Bead Array）キット（ＢＤバイオサイエン
シズ（BD Biosciences）、米国カリフォルニア州サンホセ）を使用して、製造業者の指示
に従って計測した。
【０１６７】
　［Ｔ細胞受容体（ＴＣＲ）プロファイル］
　ＲＮＡは、ＲＮｅａｓｙ（登録商標）ミニキット（キアゲン社（Qiagen，Inc．）、米
国カリフォルニア州バレンシア）を使用して製造業者の指示に従って単離した。その後、
ＲＮＡを、ＲＴ‐ＰＣＲのためのＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（登録商標）Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉ
ｐｔ（登録商標）ファーストストランド合成システム（Invitrogen SuperscriptR First
－Strand Synthesis System for RT－PCR）（インビトロジェン（Invitrogen）、米国カ
リフォルニア州カールスバード８）を用いて、製造業者の指示に従ってＲＴ‐ＰＣＲ反応
に使用した。ＶαおよびＶβ遺伝子を、１９個のＶα遺伝子および２４個のＶβ遺伝子に
ついて以前に記述されたプライマーおよび条件（Pannetier et al．，Proc Natl Acad Sc
i USA 1993 May 1；90（9）：4319－23；Arden et al．，Nature 1985 Aug 29－Sep 4；3
16（6031）：783－7）を使用して増幅した。ＰＣＲ生成物を、Ａｇｉｌｅｎｔ（登録商標
）２１００バイオアナライザー（Agilent 2100 Bioanalyzer）およびＡｇｉｌｅｎｔ（登
録商標）ＤＮＡ１０００試薬キット（Agilent DNA 1000 Reagent Kit）（アジレント・テ
クノロジー（Agilent Technologies）、米国カリフォルニア州サンタクララ）を使用して
製造業者の指示に従ってオンチップ電気泳動により分析した。Ａｇｉｌｅｎｔ（登録商標
）２１００エキスパート・ソフトウェア（Agilent 2100 Expert Software）（バージョン
Ｂ．０２．０６ＳＩ４１８［パッチ０１］）を、ＰＣＲ生成物のサイズ（ｂｐ）および量
（ｎｍｏｌ／Ｌ）を同定するために使用した。各試料について存在する各遺伝子の量を合
計し、各遺伝子について、合計のＴＣＲ　ＶαまたはＶβレパートリーの割合（％）を計
算した。
【０１６８】
　マウスＴＣＲ　Ｖβ２、３、４、５．１および５．２、６、７、８．１および８．２、
８．３、９、１０、１１、１２、１３、１４ならびに１７に特異的なモノクローナル抗体
で構成されているマウスＶβＴＣＲスクリーニングパネル（ＢＤファーミンジェン（BD P
harmingen）、米国カリフォルニア州サンホセ）を使用して、ＦＡＣＳｃａｎ（登録商標
）サイトメータ（ベクトン・ディキンソン（Becton Dickinson））を用いたフローサイト
メトリーによりタンパク質レベルでＴＣＲ　Ｖβ発現を同定した。
【０１６９】
　［ｃＤＮＡオリゴアレイ］
　ＣＥＡ‐Ｔｇマウスを、未処理とするか、またはｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭもし
くは酵母‐ＣＥＡを用いた１週間間隔で３回のワクチン接種を行うかのいずれかとした。
第３３日において、脾細胞を採取し、ＲＮＡを単離した。Ｔ細胞およびＢ細胞活性化、ケ
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モカインおよびケモカインレセプター、ならびに一般的なサイトカインのｃＤＮＡオリゴ
アレイ（ＳＡバイオサイエンシズ（SABiosciences）、米国メリーランド州フレデリック
）を使用して、遺伝子発現の変化を調査した。遺伝子は、製造業者の推奨に従って、その
標準化した強度比が＞２または＜０．５（２倍切り捨て）である場合にそれぞれアップレ
ギュレートまたはダウンレギュレートされたとみなした。
【０１７０】
　［ＣＥＡ特異的ＣＴＬ細胞株およびｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ］
　ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡでワクチン接種されたマウスから
生じたＣＥＡ‐５２６特異的およびＣＥＡ‐５７２特異的なＴ細胞株を、ＣＥＡ‐５２６
またはＣＥＡ‐５７２ペプチド（１μｇ／ｍｌ）およびＩＬ‐２（１０Ｕ／ｍｌ）を含ん
だ培養中で新鮮な照射処理されたＡＰＣとともに維持した。このＴ細胞株が１１１Ｉｎ標
識された標的を溶解する能力を計測するために、様々な比率のＴ細胞を、標識された標的
とともに３連として９６ウェルＵ底プレートで３７℃および５％ＣＯ２にてインキュベー
トした。ある研究では、抗ＭＨＣクラスＩ遮断抗体（Ｈ２Ｄｂ、ＢＤファーミンジェン）
を使用して、ＴＣＲを介した細胞毒性とＮＫ様の細胞毒性とを識別した。上清中の放射活
性は、ガンマカウンタ（Ｃｏｒｂａ　Ａｕｔｏｇａｍｍａ、パッカード・インスツルメン
ツ（Packard Instruments）、米国イリノイ州ダウナーズグローヴ）を使用して計測した
。腫瘍溶解率（％）を以下のようにして計算した。すなわち、腫瘍溶解率（％）＝［（実
験のｃｐｍ－自然発生のｃｐｍ）／（最大のｃｐｍ－自然発生のｃｐｍ）］×１００であ
る。ＣＥＡ特異的ＣＴＬ株の親和性を評価するために、既述（Hodge et al，2005，J Imm
unol 174（10）：5994－6004）のようにして殺腫瘍活性を試験した。データを平均化し、
Δ％の特異的溶解としてグラフ化した。各実験内の群を標準化するために、データをペプ
チド濃度に対する最大溶解率（％）としても表した。最後に、標準化したデータの自然対
数をペプチド濃度に対してプロットした。各Ｔ細胞集団の親和性を、最大の標的溶解の５
０％をもたらすペプチド濃度の負の対数として定義し（Hodge et al．，2005、上述およ
びDerby et al，2001，J Immunol 166（3）：1690－1697）、ｎＭで表した。ＨＩＶ‐ｇ
ａｇ‐３９０～３９８ペプチド（ＳＱＶＴＮＰＡＮＩ、ＨＩＶ‐ｇａｇペプチドと指定、
また本明細書中では配列番号１３で示す）を、本実験において陰性対照として使用した。
ＣＥＡ‐５２６およびＣＥＡ‐５７２に特異的なＭＨＣクラスＩペプチド四量体を、ベッ
クマン・コールター（Beckman Coulter）（米国カリフォルニア州フラートン）から入手
した。表示する場合は、ＣＴＬ活性を、ウンダーリヒ（Wunderlich）らの記載（1994，“
Induction and measurement of cytotoxic T lymphocyte activity．”In：Coligan J，K
ruisbeek A，Margulies D，Shevach E，Strober W（eds）Current Protocols in Immunol
ogy，Wiley，Hoboken，NJ）のように、溶解ユニット（ＬＵ）に変換した。
【０１７１】
　［腫瘍治療法研究］
　ＬＬ２‐ＣＥＡ腫瘍に関する治療法研究については、６～８週齢の雌のＣＥＡ‐Ｔｇマ
ウスに体積１００μｌ中３×１０５個のＬＬ２‐ＣＥＡ細胞を用いて尾静脈注射を行った
。腫瘍移植の４日後、マウスを上述のようにしてプライミングし、次いでブーストした。
肺転移を計数するために、屠殺したマウスの肺を膨らませて墨で染色し、フェケテ（Feke
te）の溶液で固定した（Wexler，J Natl Cancer Inst 1966 Apr；36（4）：641－5）。
【０１７２】
　［統計解析］
　マッキントッシュ（登録商標）用のＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍバージョン４．０ａ
（グラフパッド・ソフトウェア（GraphPad Software）、米国カリフォルニア州サンディ
エゴ）を使用して、ｉｎ　ｖｉｖｏデータに対する統計解析を実施した。ノンパラメトリ
ックのマン・ホイットニー両側検定を、第４５日におけるマウス１匹当たりの平均腫瘍数
について実施した。生存が≦１週間と見なされた、第４５日時点で＞１０個の肺腫瘍小結
節を担持するマウスについて、ログランク（マンテル・コックス）検定を実施した。値は
すべて９５％信頼区間で計算し、ｐ値≦０．０５を有意とみなした。
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【０１７３】
　実施例１
　以下の実施例は、後にＣＥＡ特異的なＴ細胞応答に影響を及ぼす可能性のあるサイトカ
インおよびケモカインの宿主先天性免疫応答の誘導における免疫療法ベクターの役割を示
す。
【０１７４】
　この実験では、後にＣＥＡ特異的なＴ細胞応答に影響を及ぼす可能性のあるサイトカイ
ンおよびケモカインの宿主先天性免疫応答の誘導における免疫療法ベクターの役割を調査
した。簡潔に述べると、ＣＥＡ‐Ｔｇマウス（ｎ＝２）をｒＶ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭま
たは酵母‐ＣＥＡでワクチン接種した。血清を０日、２日および４日目に採取し、プール
し、Ｔｈ１／Ｔｈ２および炎症誘発性サイトカインのパネルを使用してサイトカインのパ
ネルについて分析した。図１に示されるように、ｒＶ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ（塗り潰さ
れた正方形）は、ＭＩＰ１α、ＲＡＮＴＥＳ、ＧＭ‐ＣＳＦ、およびＩＬ‐１２ｐ７０の
レベルが高くＩＬ‐５レベルは低い、Ｔｈ１型のサイトカインプロファイルを誘導する（
それぞれ図１Ａ、Ｂ、Ｃ、およびＥ）。対照的に、酵母‐ＣＥＡワクチン接種は、高レベ
ルのＩＬ‐６（図１Ｄ）、低レベルのＭＩＰ１α、ＲＡＮＴＥＳ、ＩＬ‐１３、およびＩ
Ｌ‐５（それぞれ図１Ａ、Ｂ、Ｆ、およびＩ）を備えたＴｈ１／Ｔｈ２混合型のサイトカ
インプロファイルを誘導する。データは各日におけるサイトカインのｐｇ／ｍｌとして示
されている。これらのデータは、ｒＶ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭを用いたワクチン接種と酵
母‐ＣＥＡを用いたワクチン接種とでは異なるサイトカインの発現を誘導することを示し
、各々のワクチンプラットフォームによって異なるＴ細胞集団が誘導されることを示して
いる。
【０１７５】
　実施例２
　以下の実施例は、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭを用いたワクチン接種と酵母‐ＣＥ
Ａを用いたワクチン接種とでは別個のＴＣＲレパートリーが誘導されることを実証する。
【０１７６】
　この実験では、いずれのプラットフォームを用いたワクチン接種も特徴のあるＴＣＲレ
パートリーを備えたＣＤ８＋Ｔ細胞集団を誘導するかどうかを測定することを目指した。
ＣＥＡ‐Ｔｇマウス（１群あたりｎ＝５）を、上記の材料および方法の節で述べたような
ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡのいずれかを用いてワクチン接種し
た。未処理のマウスを陰性対照とした（図２Ａおよび２Ｄ）。ワクチン接種されたマウス
由来の脾臓を、ワクチン接種の１４日後に採取してプールした。１９個のＶα特異的プラ
イマーおよび２４個のＶβ特異的プライマーを使用してＲＴ‐ＰＣＲ反応を実施した。そ
の後、ＰＣＲ生成物を分析し、各遺伝子についてＴＣＲレパートリー全体のうちの割合（
％）を計算した（図２；星印は、一方のワクチンで接種されたマウス由来のＴ細胞におい
て他方と比較して特異な発現を示す遺伝子を示す）。未処理マウスおよびｒＶ／Ｆ‐ＣＥ
Ａ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡでワクチン接種されたマウス由来の脾細胞のＴＣＲ
　Ｖαプロファイルは、各群が別個のＴＣＲ　Ｖα発現プロファイルを有することを示し
ている（図２Ａ～Ｃ）。１９個のＶα遺伝子のうちの１２個の発現は、両ワクチンによっ
て誘導されたＴ細胞の間で類似していたが、７個のＶα遺伝子は、一方のワクチン由来の
Ｔ細胞集団について、他方と比較して特有である（図２ＢおよびＣ）。これらの同じ動物
由来のＶβレパートリーの比較から、少数の例外を除いて、Ｖβプロファイルも２群のマ
ウスの中で異なることが示された（図２Ｄ～Ｅ）。２４個のＶβ遺伝子のうち１４個の発
現は、両ワクチンによって誘導されたＴ細胞の間で類似していたが、ワクチンはまた特有
のＶβ遺伝子も誘導する。図２ＥおよびＦに示されるように、１０個のＶβ遺伝子が、ｒ
Ｖ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡのいずれかでワクチン接種されたＣＥ
Ａ‐Ｔｇマウス由来のＴ細胞による特有の発現を示した（Ｖβ１、Ｖβ４、Ｖβ５．１、
Ｖβ５．２、Ｖβ５．３、Ｖβ８．１、Ｖβ８．３、Ｖβ９、Ｖβ１０、およびＶβ２０
）。これらのデータは、未処理マウスおよびｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母



(49) JP 5759980 B2 2015.8.5

10

20

30

‐ＣＥＡでワクチン接種されたマウス由来のＴ細胞のＶαおよびＶβ　ＴＣＲレパートリ
ーが、ＴＣＲ遺伝子発現の共通パターンおよび特有パターンの両方を有することを示す。
しかしながら、これらの違いが、異なるベクターに感染した細胞によるＣＥＡ抗原の異な
るプロセシングおよび提示に起因するのか、ベクター自体に起因するのかは未知である。
２つのベクタープラットフォームを用いてワクチン接種されたＣＥＡ‐Ｔｇマウスから作
られた２つの異なるＣＥＡエピトープに特異的なＴ細胞株のＴＣＲレパートリーについて
、以下の実施例において述べる。
【０１７７】
　実施例３
　以下の実施例は、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡを用いたワクチ
ン接種がベクターおよび抗原に応じた共通および特有の両方の遺伝子発現を誘導すること
を示す。
【０１７８】
　脾細胞の遺伝子発現に対するベクターおよび抗原の両方の影響を調べるために、ｃＤＮ
Ａオリゴアレイを使用して、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡを用い
たワクチン接種により誘導されたＴ細胞集団をさらに特徴解析した。ｒＶ／ＦＣＥＡ／Ｔ
ＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡを用いてワクチン接種されたＣＥＡ‐Ｔｇマウスの脾細胞
による、Ｔ細胞およびＢ細胞の活性化、ケモカイン、ケモカインレセプター、ならびにサ
イトカインに関与する２５２種の遺伝子の発現を調査した。表１は、各アレイについて、
ｒＶ／ＦＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥＡの両方が同じ遺伝子の発現の変化を、
例えば、大多数がサイトカインシグナル伝達系に関与する２６個の遺伝子の少なくとも２
倍のアップレギュレーションを誘導することを示している。さらに、いずれのワクチンも
、免疫細胞の走化性に関与するロイコトリエンレセプターであるＬｔｂ４ｒ２、分泌型リ
ン酸化タンパク質１（Ｓｐｐ１、またはオステオポンチン）のようなＴ細胞の増殖に関与
する遺伝子、および腫瘍抑制因子Ｉｎｈａをアップレギュレートした。同時に、各ワクチ
ンプラットフォームはいくつかの遺伝子の発現において特有の変化を誘導する（表１、太
字）。酵母‐ＣＥＡは、Ｃｃｌ１２、Ｃｘｃｌ９、Ｃｃｒ９のような免疫細胞の走化性に
関与する遺伝子をダウンレギュレートする一方、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭはこれ
らの遺伝子いずれの発現も変化させない。この実験の結果は、２つのワクチンプラットフ
ォームが遺伝子発現において共通および特有の両方の変化を誘導することを示している。
【０１７９】
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【表１】

　実施例４
　以下の実施例は、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥＡが機能的に異な
るＴ細胞集団を誘導することを実証する。
【０１８０】
　該ワクチンによって誘導されたＴ細胞集団の抗原特異的応答を測定するために、２つの
異なるＣＥＡエピトープ（ＣＥＡ‐５７２およびＣＥＡ‐５２６）のうちいずれかを用い
たｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激の後に、ワクチン接種された動物由来のＴ細胞によって生産され
るサイトカインを調べた。図３Ａは、ドメインＩＩＩのＡ３ループ上の、別々の重なり合
わないＣＥＡ‐５２６およびＣＥＡ‐５７２エピトープを示しているＣＥＡタンパク質を
図示している。
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【０１８１】
　図３を参照すると、ＣＥＡ‐Ｔｇマウス（ｎ＝５）を第０日にｒＶ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣ
ＯＭでプライミングし（塗り潰された棒グラフ）、第７日および第１４日にｒＦＣＥＡ／
ＴＲＩＣＯＭでブーストした。一方、ＣＥＡ‐Ｔｇマウス（ｎ＝５）を、酵母‐ＣＥＡを
用いて第０日にプライミングし、第７日および第１４日にブーストした（白抜きの棒グラ
フ）。３３日目にマウスを屠殺し、脾臓をプールし、（図３Ｂ）ＣＥＡ‐５２６ペプチド
または（図３Ｃ）ＣＥＡ‐５７２ペプチドのいずれかとともに７日間バルク培養した。リ
ンパ球をＣＥＡ特異的なペプチドまたはＶＳＶＮペプチド対照で２４時間再刺激した後、
ＩＬ‐２、ＩＬ‐１０、ＴＮＦ‐α、ＩＦＮ‐γ、ＩＬ‐５およびＩＬ‐４を、サイトカ
インビーズアレイによって計測した（ｐｇ／ｍｌ／Ｌ×１０６個細胞）。データはすべて
ＶＳＶＮペプチド対照に対して標準化した。
【０１８２】
　２つの異なるＣＥＡエピトープが、ワクチン接種された動物由来のＴ細胞から異なるレ
ベルのサイトカイン産生を誘導することが観察された。ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ
ワクチン接種の後には、酵母‐ＣＥＡと比べると、ＣＥＡ‐５２６に応答してより高レベ
ルのＴＮＦ‐αが分泌されるが（図３Ｂ、塗り潰された棒グラフ）、酵母‐ＣＥＡワクチ
ン接種は、Ｔ細胞がＣＥＡ‐５７２ペプチドで刺激されると著しく高レベルのＴＮＦ‐α
を産生する（図３Ｃ、白抜きの棒グラフ）。さらに、酵母‐ＣＥＡワクチン接種由来のＴ
細胞は、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭワクチン接種由来のＴ細胞と比較して、ＣＥＡ
‐５２６およびＣＥＡ‐５７２ペプチドで刺激された時に、より高レベルのＩＬ‐２を誘
導する（図３Ｂおよび３Ｃ、白抜きの棒グラフ）。同様に、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣ
ＯＭを用いたワクチン接種の後、Ｔ細胞は、酵母‐ＣＥＡワクチン接種と比較して、ＣＥ
Ａ‐５２６およびＣＥＡ‐５７２ペプチドに応答して、より高レベルのＩＦＮ‐γを誘導
する（図３Ｂおよび３Ｃ、塗り潰された棒グラフ）。
【０１８３】
　データはさらに、ワクチン接種された動物由来のＴ細胞が単一のＣＥＡエピトープに応
答して異なるレベルの様々なサイトカインを分泌することも示す。酵母‐ＣＥＡでワクチ
ン接種されたマウス由来のＴ細胞は、ＣＥＡ‐５７２エピトープに応答してＩＬ‐４、Ｉ
Ｌ‐１０、ＴＮＦ‐α、ＩＦＮ‐γ、ＩＬ‐５、およびＩＬ‐２を分泌する（図３Ｃ、白
抜きの棒グラフ）。他方、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭでワクチン接種されたマウス
由来のＴ細胞は、ＣＥＡ‐５７２ペプチドに応答して、酵母‐ＣＥＡと比較して著しく高
レベルのＩＦＮ‐γを分泌し、かつＣＥＡ‐５７２エピトープに応答してより低レベルの
ＩＬ‐１０およびＴＮＦ‐αを分泌する（図３Ｃ、塗り潰された棒グラフ）。これらの結
果は、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡを用いたワクチン接種によっ
て誘導されたＴ細胞集団が、抗原特異的かつ機能的に別個であることを示している。
【０１８４】
　実施例５
　以下の実施例は、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭでワクチン接種されたマウスから生
じたＴ細胞株と、酵母‐ＣＥＡでワクチン接種されたマウスから生じたＴ細胞株とでは、
１４種の異なるＴＣＲレパートリーおよび機能的親和性を有することを実証する。
【０１８５】
　ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡのいずれかでワクチン接種された
マウス由来のＴ細胞の機能における潜在的な差異をさらに調査するために、ＣＥＡ‐５２
６またはＣＥＡ‐５７２ペプチドのいずれかに特異的なＴ細胞株を、［材料および方法］
に記載したようにワクチン接種されたＣＥＡ‐Ｔｇマウスから作出した。簡潔に述べると
、ＣＥＡ‐Ｔｇマウス（１群当たりｎ＝５）を、上述のようにｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩ
ＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡでワクチン接種した。最後のワクチン接種の２週間後に、脾臓
を採取してプールし、脾細胞をＣＥＡ‐５２６またはＣＥＡ‐５７２ペプチドとともに７
日間バルク培養した。リンパ球を新鮮なペプチド、ＩＬ‐２で再刺激し、７日ごとにＡＰ
Ｃを照射処理し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ実験のために培養物中に維持した。ＴＣＲプロファイ
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ル解析を１８回の刺激サイクルの後に実施した。
【０１８６】
　４つの細胞株のＶαＴＣＲプロファイルは、該Ｔ細胞集団が共通のＶαＴＣＲレパート
リーおよび別個のＶαＴＣＲレパートリーを有することを示している。図４を参照すると
、（図４Ａ）ＣＥＡ‐５２６ペプチドおよび（図４Ｂ）ＣＥＡ‐５７２ペプチドの存在下
で維持されたｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭのＴ細胞株のＶαＴＣＲレパートリー（黒
色棒グラフ）が示されている。図４はさらに、（図４Ｃ）ＣＥＡ‐５２６ペプチドおよび
（図４Ｄ）ＣＥＡ‐５７２ペプチドの存在下で維持された酵母‐ＣＥＡのＴ細胞株のＶα
ＴＣＲレパートリー（白色棒グラフ）も示している。結果は、Ｖα鎖ＴＣＲレパートリー
全体に対する割合（％）として表されている。星印は、一方のワクチンを接種されたマウ
ス由来のＴ細胞において他方と比較して特有の発現を示す３１個の遺伝子を示す。
【０１８７】
　ＣＥＡ‐５２６エピトープで刺激された、ワクチン接種されたマウス由来のＴ細胞では
、Ｔ細胞は、１９個のＶα遺伝子のうち１６個の共通な発現と、３個のＶα遺伝子の特有
な発現を示した（図４ＡおよびＣ）。ＣＥＡ‐５７２エピトープで刺激された、ワクチン
接種されたマウス由来のＴ細胞では、Ｔ細胞は、１９個のＶα遺伝子のうち１５個の共通
な発現と、４個のＶα遺伝子の特有な発現を示した（図４ＢおよびＤ）。ＶβＴＣＲプロ
ファイルを分析すると同様の結果が見られた（データは示さない）。さらに、該Ｔ細胞株
の選択されたＶβＴＣＲ遺伝子の発現が、市販のモノクローナル抗体を使用したフローサ
イトメトリーによって確認された（データは示さない）。これらのデータは、ｒＶ／Ｆ‐
ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡのいずれかでワクチン接種されたマウス由来の
Ｔ細胞集団がベクター特異的でもあり抗原特異的でもあるというさらなる証拠を提供する
。
【０１８８】
　いずれかのベクター由来のＴ細胞の間の機能的な差異を特徴解析するために、ｒＶ／Ｆ
ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭから生成されたＴ細胞のＣＥＡ特異的な細胞溶解活性を、酵母‐Ｃ
ＥＡワクチン接種から生成されたものと比較した。Ｔ細胞株培養物の純度は、ＣＤ８、Ｃ
Ｄ４、およびＮＫ細胞を同定するためのモノクローナル抗体を用いた細胞表面染色とその
後のフローサイトメトリーによって確認した（データは示さない）。さらに、ＣＥＡ‐５
２６またはＣＥＡ‐５７２に特異的なＭＨＣクラスＩ‐ペプチド四量体を使用する四量体
染色により、該Ｔ細胞株についてペプチド特異性が確認された（データは示さない）。
【０１８９】
　簡潔に述べると、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭワクチン接種から生成され、（図５
Ａ）ＣＥＡ‐５２６ペプチドおよび（図５Ｃ）ＣＥＡ‐５７２ペプチドに特異的なＴ細胞
株を、記載の比率のペプチドパルスした１１１Ｉｎ標識ＥＬ‐４細胞標的とともに４時間
インキュベートした。酵母‐ＣＥＡワクチン接種から生成され、（図５Ｂ）ＣＥＡ‐５２
６ペプチドおよび（図５Ｄ）ＣＥＡ‐５７２ペプチドに特異的なＴ細胞株も、記載の比率
の１１１Ｉｎ標識ＥＬ‐４細胞標的とともに４時間インキュベートした。図５を参照する
と、ＣＥＡ‐５７２およびＣＥＡ‐５２６ペプチドでパルスした１１１Ｉｎ標識ＥＬ‐４
細胞は、実線でつながれた黒塗りの正方形によって表わされ、ＶＳＶＮＰ（陰性対照）で
パルスした１１１Ｉｎ標識ＥＬ‐４細胞は、点線でつながれた白円によって表わされてい
る。Ｔ細胞の親和性を測定するために、（図５Ｂ、挿入図）ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣ
ＯＭ（黒塗りの正方形）および酵母‐ＣＥＡ（白円）由来のＣＥＡ‐５２６特異的なＴ細
胞株を、１μＭ～０μＭの範囲の様々な濃度のＣＥＡ‐５２６（またはＨＩＶ‐ｇａｇ対
照）ペプチドの存在下で１１１Ｉｎ標識ＥＬ‐４細胞とともに４時間インキュベートした
。ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ（図５Ｅ）または酵母‐ＣＥＡ（図５Ｆ）でワクチン
接種されたマウスから生成された、ＣＥＡ‐５７２エピトープに特異的なＴ細胞株も、１

１１Ｉｎ標識ＬＬ２‐ＣＥＡとともに細胞溶解Ｔ細胞アッセイに使用し、様々な比率でＬ
Ｌ２（陰性対照）腫瘍標的に対して標準化した。バーは、３連ウェルからの標準誤差を示
す。
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【０１９０】
　図５Ａおよび５Ｂは、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭから生成されたＣＥＡ‐５２６
ペプチド特異的なＴ細胞株が、酵母‐ＣＥＡワクチン接種から生成されたＴ細胞株と比較
してより高い溶解活性を有することを示す。ＣＥＡ‐５７２エピトープに特異的なＴ細胞
株はいずれも同水準の細胞溶解活性を示した（図５Ｃおよび５Ｄ）。図５Ｂの挿入図は、
ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭワクチン接種から生成されたＣＥＡ‐５２６特異的なＴ
細胞株が酵母‐ＣＥＡワクチン接種から生成されたＣＥＡ‐５２６特異的なＴ細胞株より
２３．３倍高い親和性を有していたことを示す。
【０１９１】
　ＣＥＡ‐５７２特異的なＴ細胞株も、１１１Ｉｎ標識ＬＬ２‐ＣＥＡ細胞を標的とする
ＣＴＬアッセイに使用した。ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡのいず
れかでワクチン接種されたマウス由来のＣＥＡ‐５７２特異的なＴ細胞を、このアッセイ
に先立って２０週間培養した。いずれのＴ細胞株もＬＬ２‐ＣＥＡ標的を溶解し、溶解は
、Ｔ細胞とエフェクター細胞（ＬＬ２‐ＣＥＡ標的）との比率が低下するにつれて低下す
る（図５Ｅおよび５Ｆ）。これらの結果は、いずれのＴ細胞株もＣＥＡを発現する細胞を
溶解することができるが、ＬＬ２‐ＣＥＡ細胞の溶解をＬＬ２細胞の溶解に対して標準化
すると、酵母‐ＣＥＡでワクチン接種されたマウス由来のＴ細胞株（図５Ｆ）は、ｒＶ／
ＦＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭでワクチン接種されたマウス由来のＴ細胞株（図５Ｅ）と比較し
てより高レベルの活性を有していたことを示している。
【０１９２】
　図５Ｅおよび５Ｆで観察された細胞溶解がＴＣＲを介したものであってＮＫ細胞の活性
によるものではないことを確認するために、ＭＨＣクラスＩ分子に対して特異的なモノク
ローナル遮断抗体を用いたＣＴＬ実験を、ＬＬ２‐ＣＥＡ腫瘍標的を用いて実施し、対照
のＬＬ２標的細胞に対して標準化し、ＭＨＣクラスＩ遮断抗体の存在が細胞溶解を無効に
したことを示した。ＮＫ細胞を介した細胞溶解の欠如を、ＹＡＫ１標的を使用したＣＴＬ
においてさらに確認したが、このことは、ＭＨＣクラス遮断抗体の存在が様々なＴ細胞株
によるＹＡＫ１細胞の溶解を無効にすることを見出した。これらの結果を合わせると、同
じＣＥＡエピトープを標的とする異なるベクターから作出されたＴ細胞株の溶解活性はＴ
ＣＲを介するものであり、細胞溶解のレベルは、ペプチドパルスした標的細胞を標的とす
る場合は類似しているが、ＣＥＡを発現する腫瘍標的を溶解する能力については異なって
いることが示される。さらに、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭで誘導されたＴ細胞株の
親和性は、酵母‐ＣＥＡワクチン接種から作出されたＴ細胞株の親和性より高い可能性が
ある。これらの結果はさらに、ｒＶ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭまたは酵母‐ＣＥＡでワクチ
ン接種されたマウス由来のＴ細胞集団をプラットフォーム特異的であると特徴づけている
。
【０１９３】
　実施例６
　以下の実施例は、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥＡを組み合わせる
ことが、ネズミ科動物の同所性肺転移モデルにおける効果的な抗腫瘍療法であることを実
証する。
【０１９４】
　研究は、２つのワクチンの同時投与がいずれか一方のワクチンプラットフォームを単独
で用いたワクチン接種より優れた抗腫瘍活性を生じるかどうかを判断するために行なわれ
た。簡潔に述べると、ＣＥＡ‐ＴｇマウスにＬＬ２‐ＣＥＡ腫瘍細胞を静脈注射した。４
日目に、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ（ｎ＝１０）、酵母‐ＣＥＡ（ｎ＝１４）、ま
たはｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥＡ（ｎ＝１０）でマウスをプライ
ミングし、対照群（ｎ＝１７）は未処理とした。マウスを実験期間中７日ごとにブースト
した。ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ群はｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭでブースト
した。酵母‐ＣＥＡ群は酵母‐ＣＥＡのみでブーストした。組み合わせ群はｒＶ／Ｆ‐Ｃ
ＥＡ／ＴＲＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥＡでブーストした。これらの研究については、ｒＶ
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下肢内側および肩甲骨に皮下注射して、複数の流入領域リンパ節を標的とした。４５日目
にマウスを屠殺し、肺を採取し、染色し、固定した。図６に示されるデータは、２つの別
個の実験（白抜きの記号と塗り潰された記号で図示）由来のマウス１匹当たりの肺転移の
数を表わす。バーは、マウス１匹当たりの転移の平均数ｐ＝０．０１５を、未処理のマウ
スとｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥＡの組み合わせ群とを比較して示
す。
【０１９５】
　未処理のマウスは、マウス１匹当たり平均１０．８４個の腫瘍を有していた（＋２．４
１）。ｒＶ／ＦＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭでワクチン接種されたマウスはマウス１匹当たり平
均７．５０個の転移を有し（＋２．０２）、酵母‐ＣＥＡでワクチン接種されたマウスは
マウス１匹当たり平均９．７１個の転移を有していた（＋１．２２）。しかしながら、ｒ
Ｖ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥＡの組み合わせでワクチン接種されたマ
ウスはマウス１匹当たり２．８０個の転移を有し（＋０．７７）、この組み合わせ群は、
未処理の対照と比較して転移の数が有意に低い唯一の群であった（ｐ＝０．０１５）。ま
た、未処理群、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭ群、および酵母‐ＣＥＡ群についてのマ
ウス１匹当たりの転移の最大数はそれぞれ３６、２４および１８であったが、組み合わせ
群における転移の最大数は７であった。さらに、ログランク検定（４５日目において＞９
個の肺腫瘍小結節を担持するマウス；生存は＜１週間と思われる）から、未処理のマウス
と、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥＡの組み合わせで処理されたマウ
スとの間の統計的有意差が示された（ｐ＝０．００２７）。また、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／Ｔ
ＲＩＣＯＭ単独で処理されたマウスとｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥ
Ａを用いた同時ワクチン接種で処理されたマウスとの間に統計的有意差があった（ｐ＝０
．０２９３）。加えて、酵母‐ＣＥＡ単独で処理されたマウスとｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ／ＴＲ
ＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥＡを用いた同時ワクチン接種で処理されたマウスとの間に統計
的有意差があった（ｐ＝０．００１７）。これらの結果を合わせると、ｒＶ／Ｆ‐ＣＥＡ
／ＴＲＩＣＯＭおよび酵母‐ＣＥＡワクチンの同時投与は抗腫瘍効果を増大させうること
が示される。
【０１９６】
　上記に議論されるように、ワクチンプラットフォームを比較する報文は、免疫系の刺激
においてあるものが他のものより有効であることを歴史的に結論付けており、従って臨床
研究用のためにより有効なプラットフォームのさらなる開発を推奨してきた（Riezebos－
Brilman et al．，Gene Ther 2007 Dec；14（24）：1695－704；およびCasimiro et al．
，J Virol 2003 Jun；77（11）：6305－13）。本明細書中に提供された結果は、各プラッ
トフォームにより誘発されたＴ細胞集団が、異なるＣＥＡエピトープに対して特有かつ共
通の表現型上および機能上の応答を示すことを実証した。本明細書中に示された結果は、
（ａ）同じ抗原を標的とする２つのワクチンプラットフォームが別個のＴ細胞集団を誘導
すること、（ｂ）これらのＴ細胞集団の誘導はベクター特異的かつ抗原特異的であること
、ならびに（ｃ）ワクチンは抗腫瘍効果を改善するために抗腫瘍モデルにおいて同時使用
が可能であること、を初めて示している。
【０１９７】
　本発明の様々な実施形態について詳細に説明してきたが、当然ながら、当業者にはこれ
らの実施形態の改変形態および修正形態が思い浮かぶであろう。しかしながら、明白に了
解されるべきことであるが、そのような改変形態および修正形態は、添付の特許請求の範
囲に記載されるように、本発明の範囲内にある。
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