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(57)【要約】
本発明は、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドおよび抗原ポリ
ペプチドを含む融合タンパク質を提供する。当該融合タ
ンパク質は、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドおよび抗原ポ
リペプチドを接合するリンカー配列またはヒンジ部をさ
らに含んでもよい。当該Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは
典型的にヒトＩｇＧ免疫グロブリンのＣＨ２定常ドメイ
ンを含む。当該抗原ポリペプチドは、免疫応答を誘導す
るあらゆるポリペプチドであってもよい。当該融合タン
パク質の対象への投与は、融合タンパク質内に提供され
た抗原ポリペプチドに対して誘導される細胞傷害性Ｔリ
ンパ球応答をもたらす。本発明はさらに、本発明の融合
タンパク質を用いた、対象における疾患状態の処置のた
めの方法にまで及ぶ。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　１または２以上の抗原ポリペプチド配列と、結合したＦｃ受容体の内部移行を引き起こ
すために十分な結合親和性でＦｃ受容体に結合するＦｃ受容体結合ポリペプチドとを含む
、融合タンパク質。
【請求項２】
　Ｆｃ受容体結合ポリペプチドが、ヒト免疫グロブリンのサブクラスＩｇＧの重鎖由来の
定常ドメインに由来する、請求項１に記載の融合タンパク質。
【請求項３】
　Ｆｃ受容体ポリペプチドが、ヒトＩｇＧ免疫グロブリンのＣＨ２定常ドメイン、または
前記ＣＨ２定常ドメインと同一の生物学的機能を示すそのフラグメントを含む、請求項１
または２に記載の融合タンパク質。
【請求項４】
　ヒトＩｇＧ免疫グロブリンがＩｇＧ１またはＩｇＧ３である、請求項３に記載の融合タ
ンパク質。
【請求項５】
　ＣＨ２配列が、ヒトＩｇＧ免疫グロブリンの重鎖定常ドメインのＣＨ２配列の位置２９
７に相当する残基において、アスパラギン残基を含む、請求項３または４に記載の融合タ
ンパク質。
【請求項６】
　Ｆｃ受容体結合ポリペプチドが、配列番号１のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の
融合タンパク質。
【請求項７】
　Ｆｃ受容体結合ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の
融合タンパク質。
【請求項８】
　Ｆｃ受容体結合ポリペプチドが、約１０－６Ｋｄ～約１０－９Ｋｄの解離速度定数でＦ
ｃ受容体に結合する、請求項１～７のいずれかに記載の融合タンパク質。
【請求項９】
　Ｆｃ受容体結合ポリペプチドが、約１×１０６Ｋａ～約３×１０９Ｋａの会合速度定数
でＦｃ受容体に結合する、請求項１～７のいずれかに記載の融合タンパク質。
【請求項１０】
　Ｆｃ受容体ポリペプチドおよび抗原ポリペプチドが共有結合によって結合される、請求
項１～９のいずれかに記載の融合タンパク質。
【請求項１１】
　Ｆｃ受容体ポリペプチドおよび抗原ポリペプチドが、非共有結合によって結合される、
請求項１～９のいずれかに記載の融合タンパク質。
【請求項１２】
　Ｆｃ受容体ポリペプチドおよび抗原ポリペプチドが、リンカー部分またはスペーサー配
列によって結合される、請求項１～９のいずれかに記載の融合タンパク質。
【請求項１３】
　抗原ポリペプチド配列が、ウイルス性ポリペプチド、細菌性ポリペプチド、真菌性ポリ
ペプチドおよび寄生虫由来のポリペプチドからなる群から選択される、請求項１～１２の
いずれかに記載の融合タンパク質。
【請求項１４】
　抗原ポリペプチド配列が、腫瘍特異抗原、自己免疫疾患および神経変性疾患からなる群
から選択される非病原性疾患由来である、請求項１～１２のいずれかに記載の融合タンパ
ク質。
【請求項１５】
　ポリペプチドがウイルス性ポリペプチドであり、ウイルスがＨＩＶ、Ｂ型肝炎またはＣ
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型肝炎である、請求項１３に記載の融合タンパク質。
【請求項１６】
　ポリペプチドがウイルス性ポリペプチドであり、ウイルスがインフルエンザＡ型である
、請求項１３に記載の融合タンパク質。
【請求項１７】
　インフルエンザＡ型ウイルスが、Ｈ５Ｎ１、Ｈ９Ｎ２、Ｈ７Ｎ１、Ｈ７Ｎ２、Ｈ７Ｎ３
およびＨ７Ｎ７からなる群から選択される、請求項１６に記載の融合タンパク質。
【請求項１８】
　１または２以上のさらなる異種ポリペプチドをさらに含む、請求項１～１７のいずれか
に記載の融合タンパク質。
【請求項１９】
　請求項１～１８のいずれかに記載の融合タンパク質を含む、免疫原性組成物。
【請求項２０】
　少なくとも１つのアジュバントをさらに含む、請求項１９に記載の免疫原性組成物。
【請求項２１】
　請求項１９または２０に記載の免疫原性組成物を、免疫応答を誘導するために十分な量
で対象に投与する工程を含む、対象において免疫応答を誘導する方法。
【請求項２２】
　免疫応答が、細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）応答である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　請求項１～１８のいずれかに記載の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド配列
。
【請求項２４】
　請求項２３のポリヌクレオチド配列を含むベクター。
【請求項２５】
　ポリヌクレオチド配列に操作可能なように結合した少なくとも１つの制御配列エレメン
トをさらに含む、請求項２４に記載のベクター。
【請求項２６】
　請求項２４または２５に記載のベクターもしくは請求項２３に記載のポリヌクレオチド
配列を含む宿主細胞。
【請求項２７】
　細胞が哺乳動物細胞である、請求項２６に記載の宿主細胞。
【請求項２８】
　細胞が、ＢＨＫ、ＶＥＲＯ、ＨＴ　１０８０、２９３、ＣＯＳおよびＣＨＯからなる群
から選択される、請求項２７に記載の宿主細胞。
【請求項２９】
　対象において免疫応答を誘導する方法であって、
―　請求項１～１８のいずれかに記載の融合タンパク質を提供する、および
―　治療有効量の前記融合タンパク質を、融合タンパク質内に提供される前記抗原ポリペ
プチドまたはそのフラグメントに対する免疫応答の誘導が望まれる対象に投与する
工程を含む、前記方法。
【請求項３０】
　病原性疾患を伴う感染の処置のために免疫応答を誘導することを含む、請求項２９に記
載の方法であって、
―　疾患の原因である病原体または該病原体由来の生成物由来の抗原ポリペプチド配列を
得る、
―　前記抗原ポリペプチド配列を融合タンパク質の形成において使用する、および
―　治療に有効または予防に有効な量の該融合タンパク質を含む組成物を、かかる処置を
必要とする対象に投与する
工程をさらに含む、前記方法。
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【請求項３１】
　抗原ポリペプチドが細菌性病原体またはウイルス性病原体由来である、請求項３０に記
載の方法。
【請求項３２】
　非病原性疾患状態の処置のために免疫応答を誘導することをさらに含む、請求項２９に
記載の方法であって、
―　該非病原性疾患状態に特異的な抗原ポリペプチド配列を得る、
―　前記抗原ポリペプチド配列を融合タンパク質の形成において使用する、および
―　治療に有効または予防に有効な量の融合タンパク質を含む組成物を、かかる処置を必
要とする対象に投与する
工程をさらに含む、前記方法。
【請求項３３】
　非病原性抗原ポリペプチドが、腫瘍特異的ペプチド、神経変性疾患に特異的なペプチド
、および自己免疫疾患に特異的なペプチドからなる群から選択される、請求項３２に記載
の方法。
【請求項３４】
　免疫応答が、細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）応答である、請求項２９～３３のいずれかに
記載の方法。
【請求項３５】
　対象が哺乳動物である、請求項２９～３４のいずれかに記載の方法。
【請求項３６】
　哺乳動物がヒトである、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）応答を対象において引き起こす方法であって、対象におい
てＣＴＬ応答をもたらすことを可能にする状況下で、対象に請求項１９または２９に記載
の免疫原性組成物を投与する工程を含む、前記方法。
【請求項３８】
　対象において免疫応答を生じさせる方法であって、ポリヌクレオチドの発現および融合
タンパク質の産生を可能にする状況下で、対象の細胞に請求項２３に記載のポリヌクレオ
チドまたは請求項２５に記載のベクターを投与することを含み、それによって前記融合タ
ンパク質に対する免疫応答を誘発する、前記方法。
【請求項３９】
　ベクターが、非ウイルスベクターである、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　ベクターが、ウイルスベクターである、請求項３８に記載の方法。
【請求項４１】
　ウイルスベクターが、レトロウイルスベクターである、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　レトロウイルスベクターが、レンチウイルスベクターである、請求項４１に記載の方法
。
【請求項４３】
　対象が哺乳動物である、請求項３８～４２のいずれかに記載の方法。
【請求項４４】
　哺乳動物がヒトである、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　ポリヌクレオチドまたはベクターを、静脈内または筋肉内投与する、請求項３８～４４
のいずれかに記載の方法。
【請求項４６】
　免疫応答の誘導に用いるための医薬組成物であって、１または２以上の抗原ポリペプチ
ド配列と、結合したＦｃ受容体の内部移行を引き起こすに十分な結合親和性でＦｃ受容体
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に結合するＦｃ受容体結合ポリペプチドとを含む融合タンパク質を、薬学的に許容される
賦形剤、担体または希釈剤とともに含む、前記医薬組成物。
【請求項４７】
　薬剤として用いるための、抗原ポリペプチド配列と、結合したＦｃ受容体の内部移行を
引き起こすために十分な結合親和性でＦｃ受容体に結合するＦｃ受容体結合ポリペプチド
とを含む、融合タンパク質。
【請求項４８】
　疾患の処置用または予防用薬剤の製造のための、１または２以上の抗原ポリペプチド配
列と、結合したＦｃ受容体の内在化を引き起こすために十分な結合親和性でＦｃ受容体に
結合するＦｃ受容体結合ポリペプチドとを含む融合タンパク質の使用。
【請求項４９】
　疾患が、病原性疾患である、請求項４８に記載の使用。
【請求項５０】
　病原性疾患がウイルス感染である、請求項４９に記載の使用。
【請求項５１】
　ウイルス感染が、ＨＩＶ、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎またはインフルエンザＡ型である、請求
項５０に記載の使用。
【請求項５２】
　インフルエンザＡ型が、Ｈ５Ｎ１、Ｈ９Ｎ２、Ｈ７Ｎ１、Ｈ７Ｎ２、Ｈ７Ｎ３およびＨ
７Ｎ７から選択されるサブタイプから選択される、請求項５１に記載の使用。
【請求項５３】
　疾患が非病原性疾患である、請求項４８に記載の使用。
【請求項５４】
　非病原性疾患が、癌性または悪性状態、神経変性疾患および自己免疫疾患からなる群か
ら選択される、請求項５３に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、宿主における免疫応答の調節に用いるための免疫複合体を提供する。さらに
具体的には、Ｆｃ受容体への結合に際して、Ｆｃ受容体および関連する結合融合タンパク
質の内部移行を引き起こす、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドを含む融合タンパク質が提供さ
れる。当該融合タンパク質は、病原性生物、特にウイルス性病原体によって引き起こされ
る感染の処置および予防のための方法において、特段の有用性を有する。
【背景技術】
【０００２】
　適応的免疫応答は、可溶性分子、特に免疫グロブリンに関係する体液性、およびリンパ
球、特にＴ細胞に関係する細胞性の、２つの相補的な機構によって調節される。
【０００３】
　免疫グロブリンのＦｃドメインは、主に補体結合およびＦｃ受容体（ＦｃＲ）結合であ
るエフェクター機能を有することが示されている。Ｆｃ受容体は免疫グロブリンの定常ド
メインに結合し、数多くの受容体が、オプソニン作用およびＡＤＣＣを含む補助機能を調
節すると考えられると定義されている（Daeron 1997、M. Annual Review Immunology、15
; 203-234.、Ravetch and Clynes、Annual Review of Immunology. 1998. 16:421-432）
。異なるＦｃ受容体は、結合すると、異なる下流シグナル伝達を調節することができる。
特に、いくつかのＦｃ受容体は、結合すると、免疫応答を活性化することが示され、一方
、他のＦｃ受容体は、免疫応答を抑制する。したがって、ＦｃＲｓは、それらの細胞質ド
メインにおける活性化（ＩＴＡＭ）または抑制（ＩＴＩＭ）モチーフの存在に依存して、
免疫応答に対して活性化するかまたは抑制するかのいずれかであることが示されている（
Daeron、M. Annual Review Immunology、15; 203-234. 1997）。
【０００４】
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　以前の特許は、ＦｃＲｓに対する抗体を含む二官能性の剤の使用を介して、活性化Ｆｃ
Ｒｓに抗原をターゲティングすることにより、免疫応答を活性化することを目指していた
（例えばWO 96/40788参照）。これらの試薬は、ＦｃＲに結合するが、それらの内部移行
を誘導しないので、関連するプロセシングおよび抗原提示を誘導しない（T. Keler et.al
. 2002 J Immunol. 165: 6738-6742）。免疫グロブリンのＦｃドメインを介したＦｃＲへ
の結合によって、当該結合が十分に高い結合力で生じた場合に、Ｆｃ受容体の内部移行は
誘導される（A. Yada et al. 2003 Cell Immunol 225(1):p21-32、P.T. Harrison et al.
 1994 J Biol Chem. 269 (39): 24396- 24402）。これはしかし、この結合相互作用は、
ＣＤＲ－移植によって様々なドメインに導入された外来配列を含む、修飾された完全免疫
グロブリンの使用によって、模倣することができるが（WO 02/058728）、ＦｃＲｓの内部
移行を誘導するために、Ｆｃドメインが必須および／または十分であるかどうかは不明確
である（P.T. Harrison et al. 1994 J Biol Chem. 269 (39): 24396- 24402、A Yada et
 al. 2003 Cell Immunol 225(1):p21-32）。さらに、Ｆｃドメイン自体が、ＦｃＲｓの内
部移行を誘導するのに十分であるかも不明確である。事実、サイトカインおよびＴＮＦＲ
－Ｆｃ融合タンパク質エタネルセプト（ENBRELTM）などの他の免疫刺激剤のための多数の
Ｆｃ－融合タンパク質の開発と共に、Ｆｃドメインは、治療用タンパク質の循環半減期を
伸ばすために広く使用されている。
【０００５】
　広範囲な実験的研究および革新的な思考の後に、本発明者は、リガンド結合の後のＦｃ
Ｒの内部移行に必要なファクターを同定した。本発明の融合タンパク質は、抗原ポリペプ
チド配列およびＦｃＲ結合ポリペプチドを含む。さらに、本発明の融合タンパク質は、抗
原配列に対する免疫応答を誘導する。当該融合タンパク質において提供されるＦｃＲ結合
ポリペプチドは、Ｆｃ受容体および結合した融合タンパク質の内部移行が生じるほどの十
分な結合親和性でＦｃ受容体に結合するように、選択される。ＦｃＲ／免疫複合体錯体の
内部移行は、免疫複合体が細胞の抗原プロセシング経路によって処理されることを可能に
する。抗原プロセシングは免疫複合体のフラグメントへの分解を引き起こし、これらのフ
ラグメントを免疫系の細胞へ提示する。
【０００６】
　結合したＦｃ受容体の内部移行が誘導されないとき、リガンド結合は、Ｆｃ受容体の細
胞質部分によって調節される細胞内シグナル伝達をもたらすにすぎない。このシグナル伝
達は免疫応答の一因となり得るが、ＦｃＲの内部移行を生じるほど十分ではないので、Ｆ
ｃＲリガンドへ複合した抗原ペプチドのプロセシングおよび提示は起こらない。
【０００７】
　インフルエンザウイルスは、Ａ、ＢおよびＣの３タイプに分類されるオルトミクソウイ
ルスである。インフルエンザＡウイルスは、それらの表面タンパク質、ヘマグルチニン（
ＨＡまたはＨ）およびノイラミニダーゼ（ＮＡまたはＮ）によって、サブタイプに分ける
ことができる。１４の公知のＨサブタイプおよび９の公知のＮサブタイプが存在する。全
てのＨサブタイプは鳥類において発見されたが、３つのＨサブタイプ（Ｈ１、Ｈ２および
Ｈ３）および２つのＮサブタイプ（Ｎ１およびＮ２）のみが、一般にヒトに広まっている
と報告されている。
【０００８】
　ヒトにおける季節的なインフルエンザの流行は、「抗原連続変異」と呼ばれるプロセス
における、ヘマグルチニンおよびノイラミニダーゼタンパク質内の抗原サイトにおけるア
ミノ酸変化に関連する。主な世界的流行は、「抗原不連続変異」と呼ばれるプロセスにお
ける、現在広まっているヒトウイルスの遺伝的背景への、動物由来インフルエンザウイル
スからの新しいヘマグルチニンおよびノイラミニダーゼ遺伝子の、再集合による導入に関
連する。
【０００９】
　現在、ヒトにおける使用のためのＨ５Ｎ１に対するワクチンは存在しない。
　ＷＨＯによれば、Ｈ５Ｎ１の２００３株に対して開発中のワクチンは、２００４ベトナ
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ムＨ５Ｎ１株に対する保護用ではない。ヒト治療用途のためのワクチン開発は、ヒトから
ヒトへ感染可能な株が出現するまで可能ではなく、広範囲の投与が準備できるまで何ヶ月
もかかる。したがって、感染性株由来のワクチンの使用を介してインフルエンザ流行を防
ぐことは、病害拡大をコントロールするための確実な方法ではない。したがって、複数の
インフルエンザ株およびサブタイプからの感染を予防および処置するための、広域スペク
トラム治療薬の開発が非常に望まれる。
【００１０】
　本発明の発明者は、驚くべきことに、免疫複合体の抗原部が由来する病原体に対する長
期防御免疫を調節することができる、Ｆｃタンパク質－抗原融合タンパク質免疫複合体を
提供する。病原体に対して調節される免疫は、細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答によ
って誘導され、ここで、調節される応答は意外にも重要な中和抗体応答要素が欠如してい
る。一般に、ワクチンが投与される対象における長期防御免疫を調節するためののために
不可欠であると考えられる免疫応答の体液性要素であるので、これは重要である。
【００１１】
　本発明の融合タンパク質は、驚くべきことに、病原体の特定株のみならず、例えば突然
変異または抗原連続変異の結果生じ得る当該病原体のさらなる関連株への防御免疫を対象
に提供することができる免疫応答を誘導することが可能である。驚くべきことに、この免
疫は、本発明の融合タンパク質免疫複合体が投与される対象によって重大な体液性応答が
開始されることなく、実質的に与えられ、したがって、抗体産生およびセロコンバージョ
ンは、実質的に、対象における病原体に対する長期防御免疫の一因とならない。本発明者
は、当該免疫複合体が、感染症、疾患状態、例えば、ＨＩＶおよび、特にインフルエンザ
などのウイルス病原体によって調節される疾患に対する長期防御免疫を調節することにお
いて特定の有用性を有し、ここで抗原不連続変異および抗原連続変異などの出来事は、当
該疾患を引き起こす病原因子の変化を引き起こすことを同定した。さらに、当該免疫複合
体は、高率の配列突然変異および変化を示す病原体に対する免疫応答の誘導において特定
の有用性をも有する。
【発明の開示】
【００１２】
　発明の要旨
　本発明の第一の側面によると、１または２以上の抗原ポリペプチド配列と、結合したＦ
ｃ受容体の内部移行を引き起こすために十分な結合親和性でＦｃ受容体に結合するＦｃ受
容体結合ポリペプチドとを含む融合タンパク質が提供される。
【００１３】
　「結合したＦｃ受容体の内部移行を引き起こすために十分な結合親和性」という表現は
、Ｆｃ受容体が、結合した複合体を細胞内での内部移行させる結合親和性でリガンドによ
り結合されることを意味する。これは細胞の抗原プロセシング経路により処理される本発
明の結合した融合タンパク質をもたらす。これは、次いで、融合タンパク質が分解され、
主要組織適合性分子（ＭＨＣ）によって細胞の表面に提示されることをもたらし、これら
はペプチドフラグメントを免疫系の細胞に提示する。
【００１４】
　本明細書に定義するように、用語「内部移行」は、エンドサイトーシス、および特に、
受容体媒介エンドサイトーシスまたはＦｃ媒介食作用を意味する。エンドサイトーシスは
巨大分子または粒子の細胞への取り込みのプロセスである。本発明との関係において、内
部移行は、特に、Ｆｃ受容体がＦｃ受容体および結合したリガンドの内部移行が起こるた
めに十分な親和性を有するリガンドによって結合されたときに起こる。
【００１５】
　一態様において、内部移行を誘導するために、典型的に融合タンパク質のＦｃ受容体結
合ポリペプチドは、約１０－６Ｋｄ～約１０－９Ｋｄの解離速度定数の結合親和性でＦｃ
受容体に結合することが必要とされる。さらなる態様において、Ｆｃ受容体結合ポリペプ
チドとＦｃ受容体との間の結合親和性は、約１０－８Ｋｄ～約１０－９Ｋｄである。さら
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なる態様において、本発明の融合タンパク質のＦｃ受容体結合ポリペプチドとＦｃ受容体
との間の会合速度定数は、約１×１０６Ｋａ～約３×１０９Ｋａの範囲である。
【００１６】
　特定の態様において、Ｆｃ受容体結合タンパク質は免疫グロブリン、典型的にはヒト免
疫グロブリンの重鎖由来である。典型的に、免疫グロブリンはヒト免疫グロブリンＩｇＧ
であり、したがってＦｃ受容体結合タンパク質は、ヒトＩｇＧの重鎖、特にＩｇＧサブク
ラスＩｇＧ１の重鎖またはＩｇＧサブクラスＩｇＧ３の重鎖由来であり得る。
【００１７】
　さらなる特定の態様において、Ｆｃ受容体結合タンパク質は、ＩｇＧ１ヒト免疫グロブ
リンのＣＨ２定常ドメインまたはＩｇＧ３ヒト免疫グロブリンのＣＨ２定常ドメインを含
む。ヒトＩｇＧ１またはヒトＩｇＧ３のＣＨ２定常ドメインは、Ｃγ２ドメインまたはＣ
２ドメインとしても知られ、この代わりの用語は、γ鎖と称されるヒトＩｇＧの重鎖に由
来する。
【００１８】
　さらなる態様、特にＦｃ受容体結合タンパク質がヒトＩｇＧ１免疫グロブリンまたはヒ
トＩｇＧ３免疫グロブリンに由来する場合において、Ｆｃ受容体結合タンパク質内に存在
するＣγ２ドメインの配列は、位置２９７（Ｎ２９７）のアスパラギン（Ａｓｎ、Ｎ）残
基に、高度に保存されたＮ－結合糖鎖付加部位を保持する。この残基の糖鎖付加は、Ｆｃ
受容体の高親和性結合および活性化を調節するために重要であると確認されている。学説
に束縛されることを望まず、本発明者は、ＩｇＧ重鎖のＣ２定常ドメインの残基２９７に
おける糖鎖付加残基の存在が、Ｆｃ受容体への結合を可能にすることにおいて重要である
、三次構造の一因となると予測した。
【００１９】
　特に、ＣＨ２定常ドメイン配列に存在するアミノ酸残基または融合タンパク質のＦｃ受
容体結合ポリペプチド内に存在し得るそのフラグメントが、Ｎ２９７糖鎖付加部位の周辺
で折り畳まれ、このことにより、Ｎ２９７残基が隣接残基内に配置されるかまたは実質的
に被包されることが予測される。この折り畳みは、Ｆｃ受容体に結合されることができる
三次構造をもたらす。したがって、この位置の糖鎖付加残基の存在は、Ｆｃ受容体結合ポ
リペプチド中のさらなるアミノ酸がその周辺で折り畳まれることを可能にするフレームワ
ークとして働くことにおいて重要である。この位置または合成配列におけるこの位置に相
当する残基における糖鎖付加残基の欠如は、Ｆｃ受容体結合に影響する。
【００２０】
　さらなる態様において、部位特異的突然変異誘発を、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドをコ
ードするポリヌクレオチド配列において行ってもよい。この突然変異誘発は、置換、付加
または欠失によってコーディング配列を変更する働きをする。結果として得られるポリヌ
クレオチド配列における変化は、Ｆｃ受容体結合の親和性を変更し得る。本発明はしたが
って、そのアミノ酸配列において少なくとも１つの突然変異を受けたヒトＩｇＧ免疫グロ
ブリン、代表的にはサブクラスＩｇＧ１またはＩｇＧ３のＩｇＧ免疫グロブリン由来のＣ
γ２ドメインを含む、Ｆｃ受容体結合タンパク質にまでさらに及ぶ。例えば、この突然変
異は、位置２９８のセリン残基のアラニン残基による置換および／または位置２９５のグ
ルタミン残基のアラニン残基による置換に関連してもよい。ＣＨ２ドメイン配列に特定の
突然変異が提供される場合、ポリヌクレオチドは合成遺伝子構築物からコードされてもよ
い。
【００２１】
　様々なさらなる態様によると、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは、アスパラギン残基を位
置２９７に含むＣＨ２定常ドメインまたはそのフラグメントを含む。前記配列は、グリシ
ン残基を位置２９８におよび／またはアラニン残基を位置２９５にさらに含んでもよい。
前記配列は、ロイシン残基を位置２３４および２３５にさらに含んでもよい。
【００２２】
　さらなる態様において、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは、アスパラギン残基を位置２９
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７に含むＣＨ２定常ドメインまたはそのフラグメントを含む。前記配列は、グリシン残基
を位置２９８および／またはアラニン残基を位置２９５にさらに含んでもよい。前記配列
は、位置２３４および２３５においてロイシン残基をさらに含んでもよい。
【００２３】
　本明細書で参照および／または修飾される特定のアミノ酸残基の位置は、ヒトＩｇＧ重
鎖の定常ドメインに適用される残基番号をいう。したがって、一般的に、この番号はヒト
ＩｇＧ免疫グロブリンのＣＨ２定常ドメインに存在するアミノ酸残基に指定された番号に
関係する。当然のことながら、本発明のＦｃ受容体結合タンパク質は、ＣＨ２定常ドメイ
ンのフラグメント、誘導体、類似体または変異体を含んでもよい。かかる場合において、
この配列において存在するアミノ酸残基に適用される番号は、配列の長さに依存して異な
り得る。したがって、例えば、Kabatデータベースから得られる、規定のＣＨ２ドメイン
定常領域の残基２９７において存在するアスパラギン残基は、融合タンパク質またはＦｃ
受容体結合ポリペプチドのアミノ酸配列の位置２９７におけるその残基の位置と関連して
いないかもしれない。
【００２４】
　そういった場合には、当然のことながら、当業者は、Kabatデータベースにより規定の
ＣＨ２ヒトＩｇＧのアスパラギン２９７残基に相当する残基が、Ｆｃ受容体結合ポリペプ
チド配列上のどこに存在するかを同定するために、アラインメントプロセスを用いる。本
明細書に適用される、Ｆｃ受容体結合ドメインに関連する特定のアミノ酸に指定された番
号は、Kabatデータベース配列のＩｇＧ重鎖定常ドメインに規定の、相当する残基の番号
に基づいている。同じことが、ポリペプチドがＣＨ２定常ドメイン由来またはそのフラグ
メントである場合は特に、位置２９８のセリン残基および／または位置２９５のグルタミ
ン残基などの、Ｆｃ受容体結合タンパク質に重要な他の残基についても準用される。
【００２５】
　一態様において、Ｆｃ受容体結合タンパク質は、配列番号１のアミノ酸配列を含む。そ
のようなものとして、前記態様の融合タンパク質は、１または２以上の抗原ポリペプチド
配列を、配列番号１のアミノ酸配列を含むＦｃ受容体結合ポリペプチドと共に含む。
　またさらなる態様において、Ｆｃ受容体結合タンパク質は、配列番号１に示される配列
のフラグメント、変異体または誘導体を含み、ここで、前記フラグメント、変異体または
誘導体は、配列番号１を有する当該ポリペプチドの生物活性を有する。
【００２６】
【化１】

【００２７】
　特に、配列番号：１は、Ｆｃ受容体に結合することのできるポリペプチドを詳述する。
当該配列はKabat Database of Sequences of Proteins of Immunological Interest (www
.kabatdatabase.com)に規定のＩｇＧの重鎖定常領域のために決定された配列の残基２１
６～４４７とアラインメントすることができる。配列番号１の最初のアミノ酸残基を残基
２１６、最後の残基を残基４４７として番号付けることに基づいて、糖鎖付加されてもよ
いアスパラギン（Ａｓｎ、Ｎ）残基は残基２９７に提供される。配列番号：１の残基４１
５におけるグリシン残基（Ｇ、Ｇｌｙ）は、規定のKabatデータベース配列に存在するセ
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リン（Ｓ、Ｓｅｒ）残基の置換を表す。
【００２８】
　配列番号：１はアラニン（Ａ、Ａｌａ）残基を位置３９３にさらに含み、これは、規定
のKabatデータベース配列において提供されるスレオニン残基（Ｔｈｒ、Ｔ）を置き換え
る。配列番号１の配列を、位置２９８のセリン（Ｓｅｒ、Ｓ）残基がアラニン残基（Ａｌ
ａ、Ａ）で置換されるようにさらに変異させてもよい。さらに、Ｆｃ受容体結合ポリペプ
チドとして配列番号１の配列を含む融合タンパク質の変異形を作製するために、配列番号
１の残基２３４および２３５に提供される２つのロイシン残基を、例えばＦｃ受容体結合
を損なうために、それぞれバリンおよびアラニンなどの残基に変異させてもよい。
【００２９】
　さらなる態様において、配列番号２の配列を有するＦｃ受容体結合ポリペプチドを、Ka
batデータベース配列に示されるように、位置３９３のアラニン（Ａｌａ、Ａ）残基がス
レオニン（Ｔｈｒ、Ｔ）残基に変更されるように変異させてもよい。配列番号２の配列を
以下に示す：
【００３０】
【化２】

【００３１】
　したがって、さらなる態様において、Ｆｃ受容体結合タンパク質は配列番号２に示され
る配列を含む。このような場合、前記態様の融合タンパク質は、１または２以上の抗原ポ
リペプチド配列、および配列番号２のアミノ酸配列を含むＦｃ受容体結合ポリペプチドを
含む。
　またさらなる態様において、Ｆｃ受容体結合タンパク質は、配列番号２に示される配列
のフラグメント、変異体または誘導体を含み、配列番号２を有するポリペプチドの生物活
性を有する。
【００３２】
　配列番号２の配列を、位置２９８のセリン（Ｓｅｒ、Ｓ）残基がアラニン残基（Ａｌａ
、Ａ）で置換されるようにさらに変異させてもよい。さらに、Ｆｃ受容体結合ポリペプチ
ドとして、配列番号２の配列を含む融合タンパク質の変異形を作製するために、配列番号
２の残基２３４および２３５に提供される２つのロイシン残基を、例えばＦｃ受容体結合
を損なうために、それぞれそれぞれバリンおよびアラニンなどの残基に変異させてもよい
。
【００３３】
　図５はヒトＩｇＧ重鎖定常ドメインの残基２１６～４４７を有する配列番号１のアライ
ンメントを示し、後者の配列を配列番号３と称する。
　特定のさらなる態様において、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドはヒトＩｇＧ免疫グロブリ
ン、特にＩｇＧ１、ＩｇＧ２またはＩｇＧ３に由来するＣγ２ドメインのフラグメント、
類似体または誘導体を含む。
【００３４】
　特定のさらなる態様において、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは、配列番号１、配列番号
２またはヒトＩｇＧ免疫グロブリン由来のＣγ２ドメインを含むことに加えて、さらなる
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定常ドメイン、例えば、限定されないが、Ｃγ３定常ドメインおよび／またはヒンジ領域
、例えばＣγ２およびＣγ３定常ドメインの間に存在するアミノ酸のプロリンリッチなス
トレッチを含むヒンジをさらに含んでもよく、前記ヒンジ領域は、Ｆｃ受容体結合ポリペ
プチドに構造的柔軟性を与える。
【００３５】
　１または２以上の抗原ポリペプチド配列は、共有結合によって、配列番号１または配列
番号２などのＦｃ受容体結合ポリペプチドへ結合してもよい。代替的に非共有結合を用い
てもよい。さらなる態様において、リンカー部分またはスペーサーを配列を結合するため
に用いてもよい。
　典型的には、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは、Ｆｃ受容体ＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）およ
び／またはＦｃ受容体ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ３２）、および／またはＦｃ受容体ＦｃγＲＩ
ＩＩ（ＣＤ１６）に結合することができる。特定の態様において、Ｆｃ受容体結合ポリペ
プチドは、その膜貫通配列における塩橋を介して、ＦｃＲ－ガンマ鎖と共役しているＦｃ
Ｒに結合することができる。
【００３６】
　本明細書において、用語「抗原ポリペプチド配列」は、対象に投与されたときに、前記
ポリペプチド配列に対して長期保護免疫応答を誘導するポリペプチドを意味する。
　抗原ポリペプチドは、あらゆる好適なソース、例えば病原性生物または腫瘍特異抗原に
由来してもよく、非病原性疾患、例えば自己免疫疾患または神経変性疾患などに由来する
こともできる。抗原ペプチドは、所与の条件の病原体に関連する内因性正常タンパク質の
同定に由来してもよい。このような場合、タンパク質全体またはそのフラグメント、類似
体または誘導体を用いることができる。
【００３７】
　特定のさらなる態様において、抗原ポリペプチド配列は、ウイルス性ポリペプチド、細
菌性ポリペプチド、腫瘍特異的ポリペプチドおよび免疫調節ポリペプチドからなる群から
選択される。ポリペプチドは、完全タンパク質、そのフラグメント、またはタンパク質も
しくはポリペプチドの誘導体または類似体であってもよい。
【００３８】
　好適には、抗原ポリペプチドはウイルス性ポリペプチドであり、ここでウイルスは、Ｈ
ＩＶ－１、ＨＩＶ－２、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎およびインフルエンザＡ型からなる群から選
択される。ウイルス性ポリペプチドが、トリインフルエンザウイルス由来である場合、当
該ポリペプチドは、Ｈ５Ｎ１、Ｈ９Ｎ２、Ｈ７Ｎ１、Ｈ７Ｎ２、Ｈ７Ｎ３およびＨ７Ｎ７
からなる群から選択されるインフルエンザＡ型ウイルス由来であってもよい。
【００３９】
　特定のさらなる態様において、部位特異的突然変異誘発を、抗原ポリペプチドをコード
するポリヌクレオチド配列において行ってもよい。この方法は、抗原タンパク質における
プロテアーゼ切断部位または可変ループの除去などの所望の遺伝子変化を導入するさらな
る利点を有する。例えば、インフルエンザＨＡにおけるＨＡ１／２切断部位またはＨＩＶ
　ｇｐ１２０におけるループの除去により、これらの抗原のより可変性が少ない領域へ再
特異化された免疫応答を誘導する融合タンパク質が得られる。さらなる態様において、上
記の変異を組み込んだ抗原ポリペプチド配列は、完全に化学合成によって製造することが
できる。
【００４０】
　さらなる態様において、抗原ペプチドは、１より多くの遺伝子の産物からなってもよく
、例えば、ＨＩＶ　ｔａｔ／ｒｅｖ、インフルエンザＨＡ／ＮＡまたはM. tuberculosis 
Ａｇ８５／ＥＳＡＴ－６またはＲｖ１０２５／１１９６　ＴＢ遺伝子融合物などの異種融
合抗原の生産である。かかる種融合抗原は、さらに化学合成によって生成されてもよい。
【００４１】
　したがってさらなる態様において、抗原ポリペプチドは、２または３以上の抗原ポリペ
プチドの融合を含む、抗原ポリペプチドフラグメントを含む。この２または３以上の抗原
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ポリペプチドは、同一の病原体由来であっても、異なる病原体由来であってもよい。例え
ば、特定の態様において、抗原ポリペプチドは、ＨＩＶのｔａｔおよびｒｅｖポリペプチ
ドまたはそのフラグメントの融合を含む。さらなる態様において、抗原ポリペプチドは、
インフルエンザ由来のヘマグルチニン（ＨＡまたはＨ）およびノイラミニダーゼ（ＮＡま
たはＮ）の融合またはそのフラグメントを含む。またさらなる態様において、抗原ポリペ
プチドは、結核のＡｇ８５／ＥＳＡＴ－６またはＲｖ１０２５／１１９６遺伝子によって
コードされるポリペプチドの融合を含んでもよい。さらなる態様において、異種抗原ポリ
ペプチドは、合成により、例えば化学合成により生成することができる。好適な化学合成
技術は、当業者に周知であり、限定しないが、標準的な液相または固相ペプチド合成法を
含む。
【００４２】
　さらなる態様において、抗原ポリペプチドはＴ細胞エピトープである。Ｔ細胞エピトー
プは、病原体エピトープまたは非病原体エピトープであってもよい。全ての態様において
、Ｔ細胞エピトープは、対象に投与されたときに、細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答
を調節することに適しているべきである。
　特定の態様において、融合タンパク質は１または２以上のさらなる異種ポリペプチド、
例えばサイトカインなどの免疫調節ペプチドをさらに含む。
【００４３】
　本発明のさらなる側面は、本発明の第一の側面の融合タンパク質を含む免疫原性組成物
を提供する。
　特定の態様において、免疫原性組成物はアジュバントをさらに含む。
【００４４】
　さらなる側面において、本発明は、本発明の前述の側面の免疫原性組成物を、免疫応答
を誘導するに十分な量で、対象に投与する工程を含む、対象において免疫応答を誘導する
方法に及ぶ。典型的には、免疫応答は細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答である。
【００４５】
　さらなる側面において、本発明は、本発明の第一の側面の融合タンパク質をコードする
か、または本発明の第一の側面の融合タンパク質の成分である少なくとも１つのポリペプ
チドをコードする、ポリヌクレオチド配列を提供する。
【００４６】
　一態様において、当該ポリヌクレオチドは、配列番号１または配列番号２のアミノ酸配
列を有するアミノ酸をコードする。前記アミノ酸を、その後、発明の融合タンパク質を形
成するために、少なくとも１つの抗原ペプチドに結合させることができる。
【００４７】
　本発明のさらなる態様は、本発明の融合タンパク質またはそのポリペプチドをコードす
る、少なくとも１つのポリヌクレオチド配列を含むベクターを提供する。好適には、ベク
ターは、少なくとも１つのポリヌクレオチド配列に作動的に結合した少なくとも１つの制
御配列エレメントを含む。前記制御エレメントは、典型的には、ベクターが発現する細胞
株に依存して選択される。
　本発明のまたさらなる側面は、本発明のベクターまたはポリヌクレオチド配列または融
合タンパク質を含む宿主細胞を提供する。
【００４８】
、
　本発明のまたさらなる側面は、本発明の融合タンパク質の製造方法を提供し、当該方法
は、１または２以上の抗原ポリペプチド配列と、結合したＦｃ受容体の内部移行を引き起
こすために十分な結合親和性でＦｃ受容体に結合するＦｃ受容体結合ポリペプチドとを含
む融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド、または前記ポリヌクレオチドを含むベ
クターを含む細胞を、当該融合タンパク質を製造するために好適な条件下において、イン
キュベートする工程を含む。
【００４９】
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　一態様において、当該Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは配列番号１のアミノ酸配列を含む
。さらなる態様において、当該Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは配列番号２のアミノ酸配列
を含む。
【００５０】
　本発明のさらなる側面によると、対象において免疫応答を誘導する方法が提供され、当
該方法は、
　－１または２以上の抗原ポリペプチド配列と、結合したＦｃ受容体の内部移行を引き起
こすために十分な結合親和性でＦｃ受容体に結合するＦｃ受容体結合ポリペプチドとを含
む融合タンパク質を提供する、および
　－治療有効量の前記融合タンパク質を、前記抗原ポリペプチドまたはそのフラグメント
に対する免疫応答の誘導が望まれる対象に投与する
工程を含む。
【００５１】
　特定の態様において、当該方法は、病原性疾患を伴う感染の処置のために免疫応答を誘
導することまで及び、当該方法は
　－疾患の原因である病原体または該病原体由来の生成物由来の抗原ポリペプチド配列を
得る、
　－本発明の第一の側面の融合タンパク質の形成において、前記抗原ポリペプチド配列を
使用する、および
　－治療に有効または予防に有効な量の融合タンパク質を含む組成物を、かかる処置を必
要とする対象に投与する
工程をさらに含む。
【００５２】
　典型的に、抗原ポリペプチドは、細菌性病原体、ウイルス性病原体、寄生性病原体また
は原虫病原体に由来する。
【００５３】
　さらなる態様において、当該方法は、非病原性疾患状態の処置のために免疫応答を誘導
することまでさらに及び、当該方法は、
　－該非病原性疾患状態に特異的な抗原ポリペプチド配列を得る、
　－前記抗原ポリペプチド配列を融合タンパク質の形成において用いる、および
　－治療に有効または予防に有効な量の融合タンパク質を含む組成物を、かかる処置を必
要とする対象に投与する
工程をさらに含む。
【００５４】
　一態様において、当該融合タンパク質は、配列番号１のアミノ酸配列を含むＦｃ受容体
結合ポリペプチドを含む。さらなる態様において、当該Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは配
列番号２のアミノ酸配列を含むＦｃ受容体結合ポリペプチドを含む。
【００５５】
　典型的に、非病原性抗原ポリペプチドは、腫瘍特異的ポリペプチド、神経変性疾患に特
異的なポリペプチドおよび自己免疫疾患に特異的なポリペプチドからなる群から選択され
る。
　好適には、免疫応答は細胞傷害性Ｔ細胞応答である。
　一態様において、対象は哺乳動物である。さらなる態様において、哺乳動物はヒトであ
る。
【００５６】
　典型的に融合タンパク質は、静脈内、皮下または筋肉内投与され、これらの経路は、こ
れらの組織がＦｃ受容体を発現する樹状細胞を含み、さらに前記組織は、Ｆｃ受容体結合
について競合し得る高レベルな血清ＩｇＧが欠如しているので、好ましい。
【００５７】
　本発明のさらなる側面によれば、対象において免疫応答を誘導する方法が提供され、当
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該方法は、
　－ポリヌクレオチドの発現および融合タンパク質の産成を可能にする状況下で、対象の
細胞に本発明の第一の側面の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドまたは遺伝子
送達ベクターを、治療有効量で投与し、これにより融合タンパク質への免疫応答を誘発す
る
工程を含む。
【００５８】
　好適には、免疫応答は細胞傷害性Ｔ細胞応答である。
　一態様において、対象は哺乳動物である。さらなる態様において哺乳動物はヒトである
。
　典型的に、遺伝子送達ベクターは、皮下、静脈内または筋肉内投与される。
　対象の細胞にポリヌクレオチドまたは遺伝子送達ビヒクルが移入される特定のさらなる
態様において、当該形質移入は生体外（in vitro）で行われ、そして移入された細胞を対
象に再度導入する。
　代わりの態様において、対象の細胞に生体内（in vivo）でポリヌクレオチドまたは遺
伝子送達ビヒクルを移入する。
【００５９】
　本発明のまたさらなる側面は、免疫応答を誘導するための医薬組成物を提供し、ここで
、前記医薬組成物は、１または２以上の抗原ポリペプチド配列と、結合したＦｃ受容体の
内部移行を引き起こすために十分な結合親和性でＦｃ受容体に結合するＦｃ受容体結合ポ
リペプチドとを含む融合タンパク質を、薬学的に許容される賦形剤、担体または希釈剤と
ともに含む。
　一態様において、当該Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは配列番号１のアミノ酸配列を含む
。さらなる態様において、当該Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは配列番号２のアミノ酸配列
を含む。
【００６０】
　本発明のさらなる側面は、薬剤として使用するための、１または２以上の抗原ポリペプ
チド配列と、結合したＦｃ受容体の内部移行を引き起こすために十分な結合親和性でＦｃ
受容体に結合するＦｃ受容体結合ポリペプチドとを含む融合タンパク質を提供する。
　一態様において、当該Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは配列番号１のアミノ酸配列を含む
。さらなる態様において、当該Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは配列番号２のアミノ酸配列
を含む。
【００６１】
　本発明のまたさらなる側面は、疾患の処置または予防用薬剤の製造のための、１または
２以上の抗原ポリペプチド配列と、結合Ｆｃ受容体の内部移行を引き起こすために十分な
結合親和性でＦｃ受容体に結合するＦｃ受容体結合ポリペプチドとを含む融合タンパク質
の使用を提供する。
　一態様において、当該Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは配列番号１のアミノ酸配列を含む
。さらなる態様において、当該Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは配列番号２のアミノ酸配列
を含む。
【００６２】
　特定の態様において、疾患は病原性疾患である。そのような場合、典型的に、病原性疾
患はウイルス感染であり、例えば、ＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎または
インフルエンザであり。ウイルス感染がインフルエンザＡ型である場合、サブタイプは、
Ｈ５Ｎ１、Ｈ９Ｎ２、Ｈ７Ｎ１、Ｈ７Ｎ２、Ｈ７Ｎ３およびＨ７Ｎ７から選択されてもよ
い。
　さらなる態様において、疾患は非病原性疾患であり、例えば、限定されないが、癌性ま
たは悪性の状態、神経変性疾患および自己免疫疾患である。
【００６３】
　典型的に、当該薬剤の使用は、細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答の誘導をもたらす
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。
　一態様において、当該薬剤はアジュバントをさらに含む。
　一態様において、当該薬剤は筋肉内または皮内投与のために提供される。
　典型的には、当該薬剤は、対象において融合タンパク質の抗原ポリペプチドフラグメン
トが由来する病原体に対する長期防御免疫を調節するために、予防的に投与できるワクチ
ンである。
【００６４】
　典型的には、当該薬剤は、免疫複合体の抗原ポリペプチドフラグメントが由来する癌性
状態に対する長期防御免疫を対象において調節するために、治療的に投与できるワクチン
であり、前記抗原ポリペプチドは腫瘍特異的抗原である。
　特定の態様において、疾患はウイルス感染、例えば限定されないが、ＨＩＶ－１、ＨＩ
Ｖ－２、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎またはインフルエンザである。
【００６５】
　本発明のさらなる側面は、１または２以上の抗原ポリペプチド配列と、結合したＦｃ受
容体の内部移行を引き起こすに十分な結合親和性でＦｃ受容体に結合するＦｃ受容体結合
ポリペプチドとを含む融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドの、疾患の処置およ
び／または予防用医薬の製造のための使用を提供する。
　典型的には、当該薬剤の使用は、細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答の誘導をもたら
す。
【００６６】
　本発明者は、疾患を予防および／または処置するために、他の治療とともに本発明の融
合タンパク質を投与してもよいことも見つけ出した。例えば、本発明の融合タンパク質を
含む組成物であって、抗原ポリペプチドが感染性ウイルス由来のウイルス性ポリペプチド
であり、少なくとも１つの薬学的に許容される担体をさらに含む前記組成物は、ウイルス
感染発症に予防的および／または治療的効果を有する、少なくとも１つのさらなる治療薬
と組み合わせて投与してもよい。これは、特に高い病原性を有するウイルス感染に関して
有用性を有する併用療法を提供する。
【００６７】
　したがって、本発明のさらなる側面は、対象における微生物感染を予防および／または
処置するための方法を提供し、当該方法は、
　－　１または２以上の抗原ポリペプチド配列と、結合したＦｃ受容体の内部移行を引き
起こすために十分な結合親和性でＦｃ受容体に結合するＦｃ受容体結合ポリペプチドとを
含む融合タンパク質を含む組成物を提供する、
　－　治療有効量の前記組成物を、処置を必要とする対象に投与する、および
　－　治療有効量の好適な第二の抗微生物化合物をさらに投与する
工程を含む。
【００６８】
　一態様において、第二の抗微生物化合物は、融合タンパク質とともに投与するが、さら
なる態様において、当該第二の抗微生物化合物は融合タンパク質を投与する前後に投与し
てもよい。
【００６９】
　一態様において、抗原ポリペプチドはウイルス性病原体由来であり、第二の化合物は抗
ウイルス性化合物である。第二の抗ウイルス化合物はリバビリン、アマンタジン、リマン
タジン、オセルタミビル（TAMIFLUTM）およびザナミビルからなる群から選択してもよい
。
【００７０】
　一態様において、ポリペプチド抗原ポリペプチドはインフルエンザウイルス由来である
。さらなる態様において、Ａ型インフルエンザウイルスは、Ｈ５Ｎ１、Ｈ９Ｎ２、Ｈ７Ｎ
２、Ｈ７Ｎ３またはＨ７Ｎ７株である。またさらなる態様において、Ａ型インフルエンザ
ウイルスは、サブタイプＨ５、Ｈ７またはＨ９のヘマグルチニンをあらゆるノイラミニダ
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ーゼサブタイプとともに含んでもよい。
【００７１】
　別の態様において、抗原ポリペプチドは、肝炎ウイルス由来である。さらなる態様にお
いて、肝炎ウイルスはＢ型ウイルスであり、好ましい抗ウイルス性化合物は、ラミブジン
である。またさらなる態様において、肝炎ウイルスはＣ型ウイルスであり好ましい抗ウイ
ルス性化合物は、リバビリンおよびインターロイキン２（ＩＬ－２）またはこれらの組み
合わせから選択される。
【００７２】
　本発明のまたさらなる側面によると、本発明の融合タンパク質および抗ウイルス性化合
物の、Ａ型インフルエンザサブタイプＨ５、Ｈ７またはＨ９による感染の処置または予防
のための併用薬剤の製造における使用を提供する。一態様において、Ａ型インフルエンザ
サブタイプはＨ５Ｎ１、Ｈ９Ｎ２、Ｈ７Ｎ１、Ｈ７Ｎ２、Ｈ７Ｎ３またはＨ７Ｎ７株であ
る。好ましい態様において、第二の抗ウイルス性化合物は、リバビリン、アマンタジン、
リマンタジン、オセルタミビル（TAMIFLUTM）またはザナミビルからなる群から選択して
もよい。
【００７３】
　別の態様において、本発明の融合タンパク質は、抗ウイルス性化合物との組み合わせに
おける断続的抗ウイルス治療スケジュールにおいて、医薬として投与してもよい。
　また別の態様において、本発明のポリペプチド複合体は、３剤併用抗ウイルス性化合物
との組み合わせにおいて、ＨＩＶ／ＡＩＤＳの断続的抗ウイルス治療において薬剤として
投与してもよい。
　本発明のそれぞれの側面および態様の好ましい特徴は、本文が要求しない限り、それぞ
れの他の側面に変更すべきことは変更する。
発明の詳細な説明
【００７４】
　本発明は、Ｆｃ受容体の内部移行を引き起こすために十分な結合親和性でＦｃ受容体に
結合するＦｃ受容体結合タンパク質を含む融合タンパク質および関連する結合複合体を提
供する。
【００７５】
　Ｆｃ受容体内部移行はＴ細胞応答を刺激するための効率的な抗原提示を可能にする。Ｆ
ｃ受容体内部移行はヘルパーＴ細胞応答を刺激するための飲作用よりも顕著により効率的
である。しかしながら、本発明者は、驚くべきことに、関連抗原をともなったＦｃ受容体
の内部移行が、Ｔヘルパー細胞応答のみならず細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答をも
もたらす効率的な抗原プロセシングをもたらすことができることを示した。細胞傷害性Ｔ
リンパ球（ＣＴＬｓ）は、直接細胞傷害によって、およびマクロファージ、Ｂ細胞および
他の種類の細胞などの他の免疫細胞に特異的および非特異的な補助を提供することによっ
て、病変または異常細胞を標的とし破壊する。内部移行したＦｃ受容体に結合した本発明
の融合タンパクは、融合タンパク質内に提供される抗原または抗原フラグメント（単数ま
たは複数）に向けた特異的ＣＴＬ応答を誘発することが示される。これはしたがって、感
染症、癌性状態および神経変性疾患などの状態に対して望まれる場合、長期保護免疫応答
を誘導する効果的な手段を提供する。
【００７６】
　本発明の融合タンパク質は、一次アミノ酸配列ＡＢＣによって定義することもでき、こ
こでＡは１または２以上の抗原ポリペプチド配列に関連し、Ｂは任意のリンカー部分であ
り、Ｃは結合したＦｃ受容体の内部移行を引き起こすために十分な結合親和性でＦｃ受容
体に結合するＦｃ受容体結合ポリペプチドである。
【００７７】
　一態様において、ＡはポリペプチドのＮ末端（アミノ）部分を定義し、Ｃはポリペプチ
ドのＣ－末端（カルボキシル）末端を定義する。かかる態様において、ＡとＣとを結合す
るためにリンカーが用いられる場合、リンカーは、抗原ポリペプチドフラグメントを定義
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するアミノ酸配列のＣ－末端、およびＦｃ受容体に結合するポリペプチドを定義するアミ
ノ酸配列のＮ－末端に結合する。
【００７８】
　本発明の一態様において、融合タンパク質のＦｃ受容体結合ポリペプチドはヒト免疫グ
ロブリンのＦｃ部分の少なくとも１つの定常ドメイン、典型的には、ＣＨ２ドメインまた
はその変異体に由来する。ヒト免疫グロブリン由来の定常領域は特に好ましい。異なるク
ラスのヒト免疫グロブリンが、免疫複合体のＦｃ受容体結合ポリペプチドを提供するため
に適しているかもしれない。
【００７９】
　抗体のクラスまたは「アイソタイプ」はその重鎖によって定義される。特にアイソタイ
プＩｇＧの免疫グロブリンが最も好ましいが、アイソタイプＩｇＡ、ＩｇＭ、ＩｇＥおよ
びＩｇＤの抗体も発明の異なるさらなる態様において有用性を有している。
【００８０】
　典型的に、融合タンパク質のＦｃ受容体結合ポリペプチドは、ヒト抗体、典型的にはア
イソタイプＩｇＧの抗体由来である。ＩｇＧは、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ、お
よびＩｇＧ３などの多数のサブクラスを有している。それぞれのＩｇＧサブクラスは非常
に高いレベルの相同性を有する定常ドメインを有するが、それぞれアイソタイプはヒンジ
領域において顕著に異なる。好適には、ヒトＩｇＧ１免疫グロブリンの重鎖由来のＣγ２
定常ドメインが用いられるか、またはそのフラグメント、類自体もしくは誘導体が用いら
れる。
【００８１】
　しかしながら、ＩｇＧのあらゆるサブクラスが本発明における有用性を有しているが、
典型的には、ＩｇＧサブクラスＩｇＧ３由来の少なくとも１つの定常ドメインまたはその
フラグメントをコードする配列が用いられる。本発明者は、ＩｇＧ３抗体の構造が、伸長
したヒンジ領域の存在のため、本発明にも特に適していることを同定した。抗体のヒンジ
領域は、一般的にはＣＨ１定常ドメインとＣＨ２定常ドメインとの間に配置され、抗体の
Ｆａｂ部分による結合を促進するために抗体に構造的柔軟性を与えると考えられている。
【００８２】
　抗体の定常ドメインは、免疫応答、特に、抗体結合に続く免疫応答を調節するエフェク
ター機能の補充を導くことにおいて重要性を有する。抗体の結合に続いて誘導されるエフ
ェクター機能のタイプは、重鎖の定常領域、特にＣＨ２およびＣＨ３ドメイン領域に依存
し得る。長期防御免疫を提供する免疫系からの応答を誘導する能力は、病原体に対する継
続した保護において重要である。
【００８３】
　かかる応答の不可欠な部分は、ＦｃＲｓの結合および活性化である。ＦｃＲｓは、抗原
提示細胞などの免疫系の多くの細胞、特にマクロファージ、Ｂ細胞、好中球、マスト細胞
、ＮＫ細胞および濾胞樹状細胞に存在する。ＦｃＲｓに結合するリガンドは、補体活性化
、ＡＤＣＣ（抗体依存性細胞媒介細胞毒性）などの数多くのエフェクター機構の活性化、
およびサイトカインなどの免疫メディエーターの放出をもたらす。Ｆｃ受容体は抗体クラ
ス特異的およびアイソタイプ選択的である。
【００８４】
　本発明の有用性は、ＦｃＲが発現される細胞内の結合ＦｃＲの内部移行を誘導するよう
に、十分高い結合親和性でＦｃＲｓに結合する本発明の融合タンパク質の能力にかかって
いる。この結合は、ケモカインおよびサイトカインなどの免疫メディエーターの放出など
数多くのエフェクター機構の活性化をもたらす。前述したように、ＦｃＲの結合はまた、
十分に高い結合親和性（結合親和力）でリガンドにより結合された場合に、ＦｃＲの内部
移行をもたらすことができる。抗原提示を上方制御することもでき、これはＦｃ受容体を
発現する細胞による融合タンパク質の取り込みおよび提示の増大をもたらす。
【００８５】
　ＩｇＧへの結合特異性を有すると知られているＦｃＲは３タイプあり、それぞれそれら
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へ帰する特定の機能を有する。ＦｃγＲＩ（別名ＣＤ６４）はマクロファージおよび単球
に存在する。ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ３２）は、Ｂ細胞、マクロファージ、好中球および単球
に発現する。最後に、ＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）はマクロファージ、ＮＫ細胞および好
中球によって発現する。他の抗体アイソタイプに特異的なＦｃＲｓは、Ｂ細胞、単球およ
び濾胞樹状細胞によって発現され、ＩｇＥのＦｃ部分に対する特異性を有するＦｃεＲＩ
およびＦｃεＲＩＩ；ＩｇＡのＦｃ部分に対する特異性を有するＦｃαＲ、およびＩｇＭ
のＦｃドメインに対する特異性を有するＦｃμＲを含む。
【００８６】
　したがって、一態様において、免疫複合体のＦｃ受容体結合ポリペプチド部分は、Ｆｃ
γＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ３２）、またはＦｃγＲＩＩＩ（ＣＤ１６）を
含む群から選択されるＦｃ受容体の少なくとも１つに結合することができる。好ましい態
様において、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドはＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）およびＦｃγＲＩＩ
Ｉ（ＣＤ１６）の両方に結合することができる。より好ましい態様において、Ｆｃ受容体
結合ポリペプチドは、それらの膜貫通ドメインにおける塩橋を介してＦｃＲガンマ鎖へ共
役するＦｃＲｓへ結合することができる。
【００８７】
　典型的に、本発明の免疫複合体のＦｃ部分は、ＩｇＧ１抗体のＣＨ２定常ドメインまた
はその変異体もしくはフラグメントを定義するアミノ酸配列からなっている。特に、ＣＨ
２定常ドメインまたはその変異体もしくはフラグメント（Ｃ２定常ドメインとも呼ばれる
）は、ヒトＩｇＧ１抗体の重鎖由来であってもよい。
【００８８】
　代替的に、本発明の融合タンパク質のＦｃ部分は、ＩｇＧ３抗体またはその変異体もし
くはフラグメントのＣＨ２定常ドメインを定義するアミノ酸配列からなっている。好まし
い態様において、ＣＨ２定常ドメイン（Ｃ２定常ドメインとも呼ばれる）はヒトＩｇＧ３
抗体の重鎖由来である。
【００８９】
　特定のさらなる態様において、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは、配列番号１のアミノ酸
配列を含む。またさらなる態様において、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは、配列番号２の
アミノ酸配列を含む。
【００９０】
　Ｆｃ受容体結合ポリペプチドをコードするポリペプチドは組換え法により得ることがで
き、または代替的に合成的に製造してもよい。さらなる態様において、Ｆｃ受容体結合ド
メインは、例えば、免疫グロブリンのパパイン分解による、免疫グロブリン分子のタンパ
ク分解の後に得てもよい。抗原ペプチドは、化学結合を含む、当該技術分野において周知
のあらゆる方法によって、Ｆｃに共役してもよい。例えば、共役は、化学架橋分子の使用
、例えばサクシニミジルエステルなどのヘテロ二官能性架橋剤の使用を伴うことができ、
これは例えば、３－（２－ピリジルジチオ）プロピオン酸またはサクシニミジルアセチル
チオ酢酸（Molecular Probes Inc. Handbook, Chapter 5, section 5.3）である。
【００９１】
　抗原ポリペプチドフラグメントを、他の化学部分、例えばグリコシル基、ポリエチレン
グリコール（ＰＥＧ）基、脂質、リン酸基、アセチル基などと共有または集合複合体を形
成することによって、誘導体を作製するために修飾してもよい。
　本発明のポリペプチドの共有結合誘導体は、抗原ポリペプチドのアミノ酸の側鎖または
Ｎ末端もしくはＣ末端の官能基へ化学部分を結合させることにより製造できる。
【００９２】
　好適には、抗原ポリペプチドＡは病原生物由来である。代替的に、抗原ポリペプチドＡ
は、宿主において病気または疾患を引き起こす発病過程に関与するタンパク質由来である
。抗原ポリペプチドＡはさらに、感染症の原因である病原体由来であってもよい。代替的
に、抗原ポリペプチドＡは、宿主において病気または疾患を引き起こす発病過程に関与す
るタンパク質由来である。さらに、抗原ポリペプチドＡは、病原生物由来の分泌生成物ま
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たは他の病原性因子由来であってもよい。抗原ポリペプチドはさらに合成されてもよい。
かかる合成タンパク質の製造技術は、当業者に周知である。
【００９３】
　さらなる態様において、抗原ポリペプチドはウイルス性ペプチド、細菌性ポリペプチド
，腫瘍特異的ポリペプチド，神経変性疾患に特異的なポリペプチド、自己免疫疾患に特異
的なペプチドまたはあらゆる他の非病原性疾患に特異的なポリペプチドであってもよい。
【００９４】
　さらなる態様において、抗原ペプチドまたはそのフラグメントは、Ｔ細胞エピトープで
ある。Ｔ細胞エピトープは周知のアルゴリズムを用いて予測するかまたはペプチドとして
合成し、標準的なＴ細胞分析を用いてスクリーニングすることができる。同定したＴ細胞
エピトープは、細胞傷害性Ｔ細胞エピトープであり得、９～２０アミノ酸の好ましいアミ
ノ酸長を有し得る。
【００９５】
　またさらなる態様において、抗原ポリペプチドは、病原生物由来の分泌生成物または他
の病原菌由来である。特に、分泌生成物は細菌性病原体由来であってもよく、ロイコシジ
ン、ストレプトリジンＳ、ストレプトリジンＯ、NADase、ヒアルロニダーゼ、ストレプト
キナーゼおよび発熱性外毒素からなる群から選択される。
【００９６】
　一態様において、感染症は微生物病原体によって引き起こされる。さらなる態様におい
て、感染症は細菌性病原体によって引き起こされる。さらなる態様において、感染症は真
菌性病原体によって引き起こされる。さらなる態様において、感染症はウイルス性病原体
によって引き起こされる。さらなる態様において、感染症は腫瘍特異的病原体によって引
き起こされる。
【００９７】
　一態様において、抗原フラグメントはウイルス性ポリペプチドである。さらなる態様に
おいて、抗原ポリペプチドフラグメントは、ヒトにおける感染を引き起こすことのできる
インフルエンザウイルス株由来である。典型的に、抗原フラグメントは、Ａ型インフルエ
ンザウイルスの感染性株由来のヘマグルチニン（ＨＡまたはＨ）またはそのフラグメント
である。代替的に、抗原フラグメントは、Ａ型インフルエンザウイルスのＨＡ３成分であ
る。
【００９８】
　一態様において、抗原ポリペプチドは、Ａ型トリインフルエンザウイルス由来であって
もよい。Ａ型トリインフルエンザウイルスは、ヘマグルチニンサブタイプＨ５、Ｈ７また
はＨ９の存在によって定義してもよい。さらなる態様において、Ａ型インフルエンザウイ
ルスは、Ｈ５Ｎ１、Ｈ９Ｎ２、Ｈ７Ｎ１、Ｈ７Ｎ２、Ｈ７Ｎ３またはＨ７Ｎ７株である。
またさらなる態様において、Ａ型インフルエンザウイルスはサブタイプＨ５、Ｈ７または
Ｈ９のヘマグルチニンをあらゆるノイラミニダーゼサブタイプとともに含んでもよい。
【００９９】
　一態様において、感染症は肝炎、特にＣ型肝炎ウイルスによって引き起こされるもので
ある。また別の態様において、感染症は、肝炎、特にＢ型肝炎ウイルスによって引き起こ
されるものである。またさらなる態様において、感染症ＨＩＶ－１またはＨＩＶ－２レト
ロウイルスによって引き起こされるＨＩＶである。
【０１００】
　さらなる態様において、抗原ポリペプチドは、あらゆる病原体由来であってもよく、そ
の少なくとも１つの抗原は前記病原体による宿主の感染に続く免疫応答を調節する。かか
る病原体は特に「病原菌」または「感染症」と称する群のものであり、インフルエンザ、
ライノウイルス（感冒）、コロナウイルス（重症急性呼吸器症候群（ＳＡＲＳ）コロナウ
イルスなど）、レトロウイルス（ＨＩＶなど）、ヒトパピローマウイルス、天然痘、狂犬
病、風疹、肝炎、単純ヘルペスウイルス、帯状疱疹ウイルス、ウイルス性髄膜炎、黄熱、
西ナイル病、鶏痘（水痘）および口蹄疫ウイルス（ＦＭＤＶ）からなる群から選択される
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ウイルス性感染症であってもよいが、これらに限定されない。
【０１０１】
　抗原ポリペプチドはさらに、これらに限定されないが、結核、腸チフス、炭疽菌、細菌
性髄膜炎、コレラ、ジフテリア、淋疾、レジオネラ、レプトスピラ症、リステリア症、Ｍ
ＲＳＡ感染症および百日咳からなる群から選択される、細菌性感染症由来であってもよい
。
【０１０２】
　抗原ポリペプチドはさらに、限定されないが、リーシュマニア症、マラリアおよびトリ
パノソーマ症からなる群から選択される寄生性感染症、足白癬およびカンジダ症などの真
菌性感染症、牛海綿状脳症およびクロイツフェルトヤコブ病（ＣＪＤ）などのプリオン感
染症由来であってもよい。
【０１０３】
　またさらなる態様において、抗原フラグメントは、病原体に関与する宿主タンパク質由
来であってもよい。かかるタンパク質は、これらに限定されないが、アルツハイマー病に
おける病変形成を引き起こすアミロイドタンパク質、ニコチン依存症に関わるニコチン酸
受容体およびアテローム性動脈硬化症の病変形成に関わるコレステロールトランスフェラ
ーゼＣＴＥＰを含む。
【０１０４】
　本発明の融合タンパク質は、癌性または悪性状態の処置にさらなる有用性を有する。腫
瘍特異的抗原を含む本発明の融合タンパク質の対象への投与に続く細胞傷害性Ｔリンパ球
（ＣＴＬ）応答の誘導は、かかる治療を必要とする対象に治療有効量で投与したとき、腫
瘍細胞の増殖を顕著に抑制する事ができる治療を提供する。
【０１０５】
　融合タンパク質、融合タンパク質をコードするポリペプチド、または融合タンパク質を
コードするポリペプチドを含むベクターを、アジュバントとともに対象に投与してもよい
。アジュバントは、融合タンパク質の投与と同時にまたは連続して投与してもよい。
【０１０６】
　アジュバントは、対象の免疫系を非特異的に刺激する働きをする。本発明の方法にした
がって提供されてもよいアジュバントは、限定されないが、ミョウバン、ＭＦ５９、ＱＵ
ＩＬ－Ａ（Ｑｕｉｌ　Ａ　サポニン）、デトックス（detox）、ＩＳＣＯＭｓ、サイトカ
イン、スクアレン、ポリオール類、ポリアニオン、ペプチド、タンパク質、水酸化アルミ
ニウム、プルロニック、油類およびエマルジョンを含む。
【０１０７】
　抗原ポリペプチドは、そのＮ－（アミノ）またはＣ－（カルボキシル）末端のいずれか
でＦｃ受容体（ＦｃＲ）結合ポリペプチドへ共役してもよい。しかしながら典型的には、
抗原ポリペプチドをコードするアミノ酸配列は、免疫複合体のアミノ（Ｎ）末端領域にお
いて提供され、ＦｃＲ結合ポリペプチドをコードするアミノ酸配列は、免疫複合体のカル
ボキシル末端に提供される。
【０１０８】
　上記ＡおよびＣとして定義される、第一および第二配列はいかなる好適な技術によって
つなげてもよいが、典型的には、共有結合によって結合する。しかしながら、非共有結合
を用いてもよい。代替的に、ポリペプチド配列を、直接共役させるかまたはリンケージ部
分もしくはスペーサーによって結合させてもよい。免疫グロブリン由来のヒンジ領域など
のリンカー部分を用いてもよい。ヒンジ領域は、抗原ポリペプチドを定義するアミノ酸と
免疫複合体のＦｃＲ結合ポリペプチドを定義するアミノ酸とを結合する働きをするだけで
なく、免疫複合体の柔軟性を向上させ、これによって、結合特異性を向上させることがで
きる。典型的には、リンカーは主にスペーサーとして働く。典型的には、リンカーはペプ
チド結合によって結合されたアミノ酸からなる。リンカーは、例えば、１～２０のアミノ
酸を含む。好適には、リンカーは、グリシンおよびアラニンなどの立体障害のないアミノ
酸残基を含んでもよい。リンカー部分の好適な形状を後述する。
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【０１０９】
　免疫複合体の抗原フラグメントを定義するアミノ酸はそのＮ－（アミノ）またはＣ－（
カルボキシル）のいずれかでリンカー部分と結合してもよい。好ましい共役および結合技
術は当業者に周知であり、例えば、Ｆｃポリペプチドのシステイン残基を利用するチオ－
エステル架橋結合による共役を含む。代替的に、共役は、化学架橋結合分子の使用、例え
ばサクシニミジルエステルなどのヘテロ二官能性架橋剤の使用を含むことができ、例えば
３－（２－ピリジルジチオ）プロピオン酸またはサクシニミジルアセチルチオ酢酸（Mole
cular Probes Inc. Handbook, Chapter 5, section 5.3）である。
【０１１０】
　抗原フラグメントのＦｃ結合ポリペプチドへの共役における有用性を有するさらなる技
術は、公開国際特許出願番号WO 94/04690およびWO 96/27011に記載される技術を含む。
【０１１１】
　共役はさらに当該技術分野において周知の組換えＤＮＡ技術の使用を介する遺伝学的手
段によって達成してもよく、Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual
, 2 ed. Vol. 1, pp. 1.101-104, Cold Spring Harbor Laboratory Press, (1989)および
F.M. Ausubel et al. Current Protocols in Molecular Biology, Eds. J.Wiley Press (
2006)の教示に記載のものであり、これらの関連部分は参照として本明細書に組み入れら
れる。
【０１１２】
　一態様において、融合タンパク質は、抗原ドメインの隣接遺伝子融合およびＦｃ結合ポ
リペプチドの、好適な発現ベクターにおける使用によって提供される。特定の態様におい
て、遺伝子は、配列番号１のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするポリヌクレオ
チド配列を含んでもよい。さらなる態様において、遺伝子は、配列番号２のアミノ酸配列
を含むポリペプチド配列をコードしてもよい。
【０１１３】
　Ｆｃ受容体結合ポリペプチドの糖鎖付加が、十分な結合親和性でＦｃ受容体結合を促進
し、Ｆｃ受容体内部移行を誘導するために重要であることが確立された。
【０１１４】
　特に、前述したように、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドがヒトＩｇＧ１由来である場合、
（Kabatデータベースにおいて規定されるＩｇＧの重鎖定常領域の配列を参照して定義さ
れる）Ｃγ２定常ドメインの位置２９７におけるアスパラギン（ＡＳＮ、Ｎ）残基のＮ－
結合糖鎖付加が存在することが好ましい。なぜならば、上記に詳述したように、高親和性
結合を調節しＦｃ受容体を活性化するために、この残基の糖鎖付加が重要であると知られ
ているからである。
【０１１５】
　このように、本発明のさらなる側面は、糖鎖付加されるように翻訳後修飾されるること
を可能にする細胞タイプにおいて、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドを製造することにまで及
ぶ。特定の態様において、Ｆｃ受容体結合タンパク質はその後、リンカー部分および／ま
たは少なくとも１つの抗原ポリペプチドフラグメントに共役してもよく、代替的に融合タ
ンパク質が糖鎖付加細胞において全体として発現してもよい。
【０１１６】
　したがって、本発明のまたさらなる側面は、融合タンパク質の製造方法を提供し、該方
法は、
―発現したポリペプチドの糖鎖付加が可能な細胞内で、結合Ｆｃ受容体の内部移行を引き
起こすために十分な結合親和性によってＦｃ受容体に結合するＦｃ受容体結合ポリペプチ
ドを発現する、および
―さらに少なくとも１つの抗原ポリペプチドまたはそのフラグメントを前記細胞内で発現
する
工程を含む。
【０１１７】
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　一態様において、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは、配列番号１のアミノ酸配列を含む。
さらなる態様において、Ｆｃ受容体結合ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸配列を含
む。
【０１１８】
　一態様において、Ｆｃ受容体結合タンパク質および抗原フラグメントは、連続的なポリ
ヌクレオチド配列（核酸配列）から発現され、これは融合遺伝子として説明してもよい。
融合遺伝子は、Ｆｃ受容体結合タンパク質をコードするポリヌクレオチド配列から終止コ
ドンを除去し、これに、抗原ポリペプチドまたはそのフラグメントをコードするポリヌク
レオチド配列をフレーム中で（in frame）結合させることによって形成してもよい。ポリ
ヌクレオチドはベクターに提供されてもよく、ここでポリヌクレオチド配列の発現は、細
胞における発現に適合する制御エレメントに作動的に結合している。
【０１１９】
　当該方法は、細胞内でリンカー部分またはスペーサーを定義するポリヌクレオチドを発
現する工程をさらに含んでもよく、ここで前記リンカー部分またはスペーサーは、Ｆｃ受
容体結合ポリペプチドと抗原ポリペプチドとを結合する。
【０１２０】
　本発明の融合タンパク質は単量体型で提供されるが、さらなる態様において、融合タン
パク質は二量体融合分子として提供されてもよく、これは、２つの融合タンパク質の二量
体化から生じる。生じた二量体は、同一の抗原ポリペプチドを有する２つの融合タンパク
質からなるホモ二量体であってもよい。代替的に、二量体は、異なる抗原ポリペプチドを
有する２つの融合タンパク質を結合することによって形成されたヘテロ二量体であっても
よい。異なる抗原ポリペプチドが融合タンパク質によって発現される場合、これらの抗原
ポリペプチドは、異なる病原生物由来であってもよく、もしくは同一の病原生物または病
原性生成物の異なる標的部位由来であってもよい。代替的に、抗原ポリペプチドは、病原
生物以外のソース、例えば本明細書において説明されるような非病原性疾患状態および癌
性状態など由来であってもよい。
【０１２１】
　本発明のさらなる態様において、融合タンパク質は、多量体分子として提供してもよい
。かかる多価融合タンパク質は、Ｆｃ領域由来のＦｃ結合領域、または多価型で通常存在
する抗体、例えばクラスＩｇＭ（五量体構造）またはＩｇＡ（二量体構造）の一部を用い
て形成してもよい。多量体融合タンパク質分子が形成される場合、融合タンパク質は、類
似または異なる抗原ポリペプチドを含んでもよい。
【０１２２】
　またさらなる態様において、融合タンパク質は、免疫応答を調節または増強することに
有用性を有する、さらなる分子または化合物に共役されていてもよい。
【０１２３】
　そのリガンドによる結合の後にＦｃ受容体が内部移行されたか否かをモニターする方法
および技術は当業者に周知である。例えば、Ｆｃ受容体／融合タンパク質結合複合体の内
部移行の可視化は、当業者に周知の技術を用いた、細胞の免疫蛍光標識または免疫細胞化
学的標識などの技術の使用によって達成してもよい。本発明の一態様において、結合を可
視化し、適切なＦｃ受容体結合ペプチドを同定するために、蛍光タンパク質ドメインをＦ
ｃ結合ポリペプチドに融合させる。かかる内部移行スクリーニングは、Ｆｃ受容体／Ｆｃ
受容体結合ポリペプチド複合体の内部移行を引き起こすために十分な親和性でＦｃ受容体
に結合するＦｃ受容体結合タンパク質を同定するために用いることができる。抗原を提示
するあらゆる好適な細胞をかかる研究を行うために用いてもよいが、好ましくは樹状細胞
が用いられる。
　本発明の一態様において、結合を可視化し、ポリペプチド免疫複合体への有用性を有す
る適切なＦｃＲ結合フラグメントを同定するために、蛍光タンパク質ドメインをＦｃドメ
イン配列に融合する。
【０１２４】
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投与
　本発明の融合タンパク質は単体で投与してもよいが、好ましくは、意図する投与経路に
応じて選択される好適な薬学的に許容される賦形剤、希釈剤または担体を一般に含む医薬
組成物として投与される。
　好適な医薬担体の例は、水、グリセロール、エタノールなどを含む。
【０１２５】
　本発明の融合タンパク質は、処置を必要とする患者にあらゆる好適な経路を介して投与
してよい。本明細書に詳述したように、細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答の発達を増
強するために、皮下、皮内または筋肉内経路を用いて、非経口で組成物を投与することが
好ましい。投与経路は、粘膜（肺内を含む）および経口をさらに含んでもよい。
【０１２６】
　好ましい態様において、組成物は、注射用組成物として送達可能である。静脈注射のた
めに、活性成分は非経口で許容可能な水溶液の形態であり、これはピロゲンを含まず、好
適なｐＨ、等張性および安定性を有する。当業者は、例えば、塩化ナトリウム注射液、リ
ンゲル注射液または乳糖加リンゲル注射液などの等張のビヒクルを用いて、適した溶液を
調製することができる。必要に応じて、保存剤、安定剤、緩衝剤、酸化防止剤および／ま
たは他の添加物を含んでもよい。
【０１２７】
　疾患の処置または予防のための組成物の有効量は、単回投与計画または複数回投与計画
で提供する。
　組成物はまた、血液を含む特定の組織に置かれたミクロスフェア、リポソーム、他の微
粒子送達システムまたは徐放性製剤を介して投与してもよい。
【０１２８】
　上記の技術および手順ならびびに本発明にしたがって用いることができる他の技術およ
び手順の例は、Remington’s Pharmaceutical Sciences, 18th edition, Gennaro, A.R.,
 Lippincott Williams & Wilkins; 20th edition　ISBN 0-912734-04-3 and Pharmaceuti
cal Dosage Forms and Drug Delivery Systems; Ansel, H.C. et al. 7th Edition ISBN 
0-683305-72-7に見出すことができ、その開示全体を本明細書に参照として組み込む。
【０１２９】
用量および投与計画
　組成物は「治療有効量」で個体に投与することが好ましく、これは組成物が投与される
個体に効果を示すために十分なものである。実際に投与される用量、投与の速度および経
時変化は、処置される状態の性質および重症度、ならびに処置される患者の年齢、性別、
体重および投与経路などの要因に依存し、またこれらを十分に参考とすることにより決定
することができる。組成物の特性、例えばその結合活性およびin vivoでの血漿中の期間
（plasma life）、処方における融合タンパク質の濃度、ならびに経路、送達の部位およ
び経路に対して、さらなる十分な考慮がされるべきである。
【０１３０】
　投与計画は、本発明の組成物の単回投与または組成物の複数回投与可能な用量を含むこ
とができる。組成物は、本発明の融合タンパク質が処置するために投与される状態の処置
に用いられる他の治療薬および医薬と続けて、または別々に投与することもできる。
【０１３１】
　好適には、本発明の融合タンパク質を投与する場合、約１０ｎｇ／ｋｇ／日～１ｍｇ／
ｋｇ／日の用量範囲を利用してもよい。
　本発明の融合タンパク質は好ましくは「治療有効量」で個体に投与され、これは個体に
効果を示すために十分なものである。感染性疾患の場合、効果は感染または疾患症状の軽
減を含む。他の疾患の場合、効果は疾患症状の軽減を含む。
【０１３２】
　実際に投与される量、投与の速度および時間経過は、処置される状態の性質および重症
度に依存する。処置の指示、例えば投与量などの決定は、最終的には一般医および他の医
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師の責任内および裁量により、典型的には、処置される疾患疾病、個々の患者の状態、送
達部位、投与方法および医師に周知の他の要因を考慮する。
【０１３３】
　融合タンパク質の例は、２またはそれ以上のタンパク質から組換え手段によって作製さ
れるタンパク質である。これは一般的に、融合遺伝子を作製し、第一のタンパク質をコー
ドするＤＮＡ配列から終止コドンを除去し、フレーム内（in frame）で第二のタンパク質
のＤＮＡ配列を付加することにより達成される。必要な場合、さらなるタンパク質を加え
てもよい。そして、ＤＮＡ配列は細胞によって単一のタンパク質として発現される。
【０１３４】
　さらなる態様において、融合タンパク質のポリペプチドを、それぞれ独立して発現させ
、次いで融合タンパク質を形成するために結合してもよい。例えば、融合タンパク質の抗
原ポリペプチド成分は、病原性生物、癌性細胞などに直接由来してもよく、このポリペプ
チドは融合タンパク質のＦｃ受容体結合ポリペプチドに結合される。さらなる態様におい
て、抗原ポリペプチドフラグメントは、病原性生物または癌性細胞由来のより大きなポリ
ペプチドのフラグメントであり、さらには、熱ショックタンパク質から単離してもよく、
ここで、抗原ペプチドフラグメントは熱ショックタンパク質に結合しており、熱ショック
タンパク質－抗原ペプチドフラグメント複合体を形成する。
【０１３５】
　本発明の融合タンパク質またはこれに寄与するペプチドが、組換え手段または別の方法
によって、細胞内で生成される場合、当該ペプチドまたは融合タンパク質は、好ましくは
単離および精製された形態で提供する。前記単離および精製された形態は典型的に、それ
が生成される細胞において関連する物質を含まないか実質的に含まない融合タンパク質ま
たはペプチドを含む。
【０１３６】
　組換え手段によって調製される場合の融合タンパク質の精製を促進するために、融合タ
ンパク質は、Ｈｉｓ－タグ、ＦＬＡＧ－タグまたはＧＳＴ－タグなどのリガンド結合配列
をさらに含んでもよく、プロテアーゼまたは２つの分離タンパク質実体の遊離を可能にす
る化学剤のための切断部位を含むリンカーを用いて結合されてもよい、い。
【０１３７】
本発明の融合タンパク質の製造
　本発明のポリペプチドの発現、単離および精製はあらゆる好適な技術によって遂行して
よく、以下を含むが、これらに限定されない：
【０１３８】
　ＤＮＡを含む発現ベクターを、本発明の融合タンパク質または融合タンパク質の少なく
とも１つのペプチド成分を製造するために用いてもよい。融合タンパク質またはペプチド
の製造方法は、本発明の融合タンパク質またはペプチド成分をコードする組換え発現ベク
ターで形質転換された宿主細胞をペプチドの発現を促進する状況下で培養すること、そし
て培養物から発現されたペプチドを回収することを含む。当業者は、発現されたペプチド
を精製する手段は、用いられる宿主細胞のタイプ、およびペプチドが、細胞内、膜結合性
または宿主細胞から分泌される可溶性であるかなどの要因によって様々であることを認識
する。
【０１３９】
　いかなる好適な発現系を用いてもよい。ベクターは、本発明の融合タンパク質またはペ
プチドをコードするＤＮＡ（ポリヌクレオチド配列）を含み、好適な転写また翻訳調節ヌ
クレオチド配列、例えば哺乳動物、鳥類、微生物、ウイルスまたは昆虫遺伝子由来のもの
などへ作動的に結合する。調節配列の例は、転写プロモーター、オペレーターまたはエン
ハンサー、ｍＲＮＡリボソーム結合部位および転写および翻訳の開始および終止を調節す
る適切な配列を含む。調節配列がＤＮＡ配列に機能的に関連するとき、ヌクレオチド配列
は作動的に結合する。したがって、プロモーターヌクレオチド配列がＤＮＡ配列の転写を
調節する場合、プロモーターヌクレオチド配列はＤＮＡ配列に作動的に結合する。望まし
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い（E.coli）宿主細胞において複製する能力を与える複製起点、および形質転換細胞を同
定する選択遺伝子は、一般的に発現ベクターに組み込まれる。
【０１４０】
　さらに、適したシグナルペプチド（ネイティブまたは異種性）をコードする配列を発現
ベクターに組み込むこともできる。シグナルペプチド（分泌リーダー）のためのＤＮＡ配
列は、ＤＮＡが最初に転写され、ｍＲＮＡがシグナルペプチドを含む融合タンパク質に翻
訳するように、本発明の核酸配列にフレーム中（in frame）で融合してもよい。目的とす
る宿主細胞において機能するシグナルペプチドは、ペプチドの細胞外分泌を促進する。翻
訳の間にシグナルペプチドはペプチドから切断されるが、細胞からの融合タンパク質また
はペプチドの分泌を可能とする。
【０１４１】
　本発明のペプチドの発現に好適な宿主細胞は、原核生物、高等真核細胞および酵母を含
む。原核細胞、哺乳動物細胞、および特にＣＨＯ細胞、ＨｅＬａ細胞ならびにＣＯＳ細胞
が、宿主細胞としての使用に特に好ましい。
【０１４２】
　哺乳動物、酵母、真菌、原核生物および昆虫細胞宿主とともに使用するための適切なク
ローニングおよび発現ベクターは、例えば、Pouwels et al. Cloning Vectors: A Lab. M
anual, Elsevier, New York, (1986) (ISBN 0444904018)およびCurrent Protocols in Mo
lecular Biology, Eds. F.M. Ausubel et.al., J.Wiley Press (2006)に記載され、これ
らの開示を本明細書に参照として組み込む。
【０１４３】
　したがって、融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド配列を含むベクターを宿主
細胞に形質転換すること、ポリヌクレオチドによってコードされたポリペプチドが発現す
るように宿主細胞を培養すること、および宿主細胞、または分泌シグナルがタンパク質に
付加されている場合は周囲の培地から、ポリペプチドを回収することにより、本発明の融
合タンパク質を得ることができる。本発明の融合タンパク質の生成に用いてもよい好適な
宿主細胞についてのさらなる詳細を以下に示す。
【０１４４】
　原核生物は、グラム陰性またはグラム陽性の生物を含む。形質転換のために好適な原核
生物宿主細胞は、例えば、E.coli、B.subtilis、S.typhimuriumおよびPseudomonas、Stre
ptomycesおよびStaphylococcus属内の様々な他の種を含む。E. coliなどの原核生物の宿
主細胞において、ポリペプチドは、原核生物の宿主細胞において組換えポリペプチドの発
現を促進するために、Ｎ－末端メチオニン（ｍｅｔ）残基を含んでもよい。Ｎ－末端Ｍｅ
ｔは、発現組換えポリペプチドから切断してもよい。
【０１４５】
　原核生物宿主細胞において用いられる発現ベクターは、一般的に１または２以上の表現
型の選択可能なマーカー遺伝子を含む。表現型の選択可能なマーカー遺伝子は、例えば、
抗生物質抵抗性を与えるか、または独立栄養要件を供給するタンパク質をコードする遺伝
子である。
【０１４６】
　本発明のポリペプチド免疫複合体をコードするＤＮＡは、通常の細菌性発現ベクターの
多重クローニング部位にフレーム中（in frame）でクローニングされてもよい。理想的に
は、誘導因子の付加が所望の時間に組換えタンパク質の高レベルの産成を導くように、ベ
クターはクローニング部位の上流に誘導プロモーターを含む。
【０１４７】
　組換えタンパク質の発現のために、細菌性細胞はあらかじめ決定された最適な密度に達
するまで増殖培地において増殖させる。そして組換えタンパク質の発現を誘導する。
　そして、精製およびリフォールディングを当業者に周知の技術を用いて行ってもよい。
【０１４８】
　哺乳動物細胞または昆虫宿主細胞の培養系を組換えポリペプチドを発現するために用い
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てもよい。これらの系は、生成されるポリペプチドが糖鎖付加などの翻訳後修飾を経て、
投与される際にタンパク質のより大きな生体内安定性をもたらすという利点を有する。
【０１４９】
　昆虫細胞における異種タンパク質の生成のためのバキュロウイルス系は当業者に周知で
ある。さらに、哺乳動物由来の確立された細胞株も周知であり、例えばサル腎細胞のＣＯ
Ｓ－７株およびチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞などである。
【０１５０】
　哺乳動物細胞にＤＮＡを導入する確立された方法も説明されている。哺乳動物宿主細胞
発現ベクターのための転写および翻訳調節配列は、ウイルスゲノムから摘出することがで
きる。哺乳動物発現ベクターからの異種遺伝子の発現を向上することが示されているさら
なる調節配列を用いてもよい。
【０１５１】
　本発明の融合タンパク質はさらに、酵母宿主細胞において、好ましくはSaccharomyces 
genus(例えばS. cerevisiae)、HansuelaまたはPichiaから、またはAspergillusなどの他
の真菌性発現系において、発現してもよい。酵母形質転換手順は当業者に周知である。か
かる手順の１つは、Hinnen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:1929, 1978によっ
て説明されている。
【０１５２】
　当業者に周知なように、宿主細胞のあらゆるタイプに関して、組換えポリペプチドまた
はフラグメントを精製するための手続きは、用いられる宿主細胞のタイプおよび組換えポ
リペプチドまたはフラグメントが培地へ分泌されるか否かなどの要因にしたがって、様々
である。
【０１５３】
　２または３以上のポリヌクレオチド配列は、それらの「同一性率（percentage identit
y）」を判断することにより比較することができる。同様に、２または３以上のポリペプ
チド配列も、それら同一性率を決定することにより比較することができる。２つのアミノ
酸配列または２つの核酸配列の同一性率は、最適な比較目的のために配列を整列させ（例
えば、その配列による最良のアラインメントのために、ギャップを第一の配列に導入して
もよい）、対応する位置におけるアミノ酸残基またはヌクレオチドと比較することによっ
て決定してもよい。「最良のアラインメント」は、最も高い同一性率をもたらす２つの配
列のアラインメントである。同一性率は、比較される配列における同一のアミノ酸残基ま
たはヌクレオチドの数によって決定する（すなわち、％同一性＝同一の位置の数／位置の
合計数×１００）。
【０１５４】
　本発明は、本発明による融合タンパク質にまで及び、ここで、Ｆｃ受容体結合タンパク
質は、配列番号１または２のアミノ酸配列と、少なくとも９０％同一、少なくとも９５％
同一、少なくとも９６％同一、少なくとも９７％同一、または少なくとも９８％同一、少
なくとも９９％同一、少なくとも９９．５％同一、または少なくとも９９．９％同一のア
ミノ酸配列を有する。典型的には、前記相同配列は、配列番号１または２のアミノ酸配列
を有するポリペプチドの生物学的機能を示す。
【０１５５】
　２つの配列間の同一性率判断は、当業者に周知の数学アルゴリズムを用いることによっ
て遂行できる。NBLASTおよびXBLASTプログラムは、かかるアルゴリズムを行うコンピュー
タープログラムの例である。BLASTヌクレオチド検索を、本発明の核酸分子と相同のヌク
レオチド配列を得るために、NBLASTプログラムで行うことができる。BLASTタンパク質検
索を、本発明のタンパク質分子に相同なアミノ酸配列を得るために、XBLASTプログラムで
行うことができる。
【０１５６】
　比較のためのギャップ（gapped）アラインメントを得るために、Gapped　BLASTを利用
することができる。代替的に、分子間の距離関係を判断する反復検索を行うために、PSI
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－Blastを用いることができる（Idem．）。BLAST、Gapped　BLASTおよびPSI－Blastプロ
グラムを利用するとき、それぞれのプログラム（例えばXBLASTおよびNBLAST）のデフォル
トパラメーターを用いることができる。ＵＲＬ　http://www.ncbi.nlm.nih.gov参照。さ
らなる好適なコンピューターベースのアルゴリズムプログラムを利用することもでき、こ
れらは当業者には周知である。
【０１５７】
　１つより多いコドンが同一のアミノ酸をコードし得る遺伝子コードの周知の重複性に起
因して、本発明の融合タンパク質または成分ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
配列はその配列において様々であり得、それでもなお未改変のポリヌクレオチド配列から
コードされるものと同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする。かかる変異
体ＤＮＡ配列は、（例えばＰＣＲ増幅の間に起こる）サイレント突然変異によって起こる
か、またはネイティブ配列の意図的な突然変異形成の生成物であり得る。
【０１５８】
　一態様において、本発明の核酸分子は、本発明の融合タンパク質またはそのポリペプチ
ド成分、例えば配列番号１または２のアミノ酸結合配列を含むＦｃ受容体結合ポリペプチ
ドなど、をコードするネイティブ配列に少なくとも８０％同一であるヌクレオチド配列も
含む。また、核酸分子が当該融合タンパク質または成分であるポリペプチドに少なくとも
９０％同一、少なくとも９５％同一、少なくとも９８％同一、少なくとも９９％同一また
は少なくとも９９．９％同一の配列を含む態様も考えられる。
【０１５９】
　他に定義されない限り、本明細書において用いられる全ての技術および科学用語は、本
発明の技術分野における当業者によって通常理解される意味を有する。
【０１６０】
　本明細書を通して、その文脈が他に要求しない限り、用語「含む（comprise）」または
「含む（include）」もしくは「comprises」または「comprising」、「includes」または
「including」などの変形は、当然のことながら、定義された完全体または完全体の群を
含むことを示唆するが、他の完全体や完全体の群を排除することを示唆しない。
【０１６１】
　本明細書において用いられるように、文脈が明確に要求しない限り、用語「ａ」、「an
」および「the」は単数および複数の指示を含む。したがって、例えば、「活性剤（an ac
tive agent）または「薬学的に許容される活性剤（a pharmacologically active agent）
」の言及は、単数の活性剤だけでなく、２または３以上の異なる活性剤の組み合わせを含
み、一方「担体（a carrier）」の言及は、２または３以上の担体の混合物だけでなく、
単数の担体を含む、などである。
【０１６２】
　発明の融合タンパク質のポリペプチド成分を説明するために用いられた命名法は、それ
ぞれのアミノ酸残基の左にアミノ基（Ｎ）、右側にカルボキシル基が提供される、従来の
習慣に従う。
【０１６３】
　本明細書における「アミノ酸」の語句は、天然および合成アミノ酸の両方、ならびにＤ
およびＬアミノ酸の両方を含むことが意図される。合成アミノ酸は、塩、およびアミドな
どのアミノ酸誘導体を含むがこれらに限定されない化学修飾アミノ酸も包含する。本発明
のポリペプチド内に存在するアミノ酸は、メチル化、アミド化、アセチル化、またはそれ
らの生物学的活性に悪影響を及ぼさずに、循環半減期を変化させる他の化学基による置換
によって修飾してもよい。
【０１６４】
　用語、「ペプチド」、「ポリペプチド」および「タンパク質」は本明細書において交換
可能に用いられ、ペプチド結合またはアイソスターなどの修飾ペプチド結合により共有結
合した少なくとも２つのアミノ酸を記載する。ペプチドまたはタンパク質を構成し得るア
ミノ酸の最大数には限定がない。用語「オリゴマー」および「オリゴペプチド」もまた本
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明細書に記載されたペプチドを意味することが意図される。さらに、用語ポリペプチドは
、ペプチドのフラグメント、類似体、誘導体を含み、ここで前記フラグメント、類似体ま
たは誘導体は、当該フラグメント、類似体または誘導体が由来するペプチドと同じ生物学
的機能性活性を保持する。
【０１６５】
　さらに、本明細書において用いられる用語「融合タンパク質」は、融合ポリペプチド、
融合ペプチドなどを意味するととらえられ、または免疫複合体と呼んでもよい。用語「融
合タンパク質」は、２または３以上のサブユニット分子、典型的にはポリペプチドが共有
結合または非共有結合する分子をいう。
【０１６６】
　本明細書において用いられるように、用語「治療有効量」は、病原性疾患、癌性状態も
しくは自己免疫疾患または神経変性疾患などの疾患もしくはそれらの少なくとも１つの兆
候の重症度を軽減および／または改善するために必要な、あるいは病原性疾患、癌性状態
もしくは自己免疫疾患または神経変性疾患などの疾患、もしくはこれらに関連する１また
は２以上の症状の進行を予防するために働く、本発明の融合タンパク質の量を意味する。
【０１６７】
　本明細書において用いられるように、用語「予防に効果的な量」は、本発明の化合物の
投与の後、対象において、病原性疾患、癌性状態、もしくは自己免疫疾患または神経変性
疾患などの疾患の初期発病、進行または再発、あるいはこれらの症状の少なくとも１つを
予防するために必要な組成物の量に関する。
【０１６８】
　本明細書において用いられるように、用語「処置（treatment）」および「処置する（t
reat）」および「処置すること（treating）」などの関連用語は、病原性疾患、癌性状態
、もしくは自己免疫疾患または神経変性疾患などの疾患の進行、重症度および／または期
間の軽減、またはそれらの症状の少なくとも１つの改善を意味し、ここで前記軽減または
改善は本発明の融合タンパク質の投与によってもたらされる。用語「処置」はしたがって
、対象に利益を与えるあらゆるレジメンに関する。処置は、現状に関するものでもよく、
または予防的（予防的処置）であってもよい。処置は、治療、緩和または予防効果を含ん
でもよい。本明細書における「治療的」および「予防的」処置への言及は、それらの最も
広い状況において考慮する。用語「治療的」は、対象が完全に回復するまで処置すること
を必ずしも示唆しない。同様に、「予防的」は、対象が最終的に疾患状態にかからないこ
とを必ずしも意味しない。
【０１６９】
　本明細書において用いられるように、用語「対象」は動物、このましくは哺乳動物、と
くにヒトに関する。特定の態様において、対象は、例えば、化学療法または放射線治療な
どの放射線療法で、放射線を浴びたかまたは浴びる予定の哺乳動物、特にヒトである。用
語「対象」は、用語「患者」と交換可能である。
【０１７０】
　本明細書に定義された、融合タンパク質のまたはポリペプチドのフラグメントは、一般
的に少なくとも５～７連続したアミノ酸、しばしば少なくとも７～９連続したアミノ酸、
典型的には少なくとも９～１３連続したアミノ酸、より好ましくは少なくとも２０～３０
連続したアミノ酸またはさらに連続したアミノ酸および最も好ましくは少なくとも３０～
４０またはそれ以上連続したアミノ酸を意味する。
【０１７１】
　本明細書に定義されたポリペプチドの「誘導体」または「変異体」、例えば配列番号１
、配列番号３のものや、本発明の融合タンパク質を定義するものなどは、ポリペプチドの
アミノ酸配列に変化を持たせることにより、例えば、ポリペプチドをコードする核酸の操
作によって、またはポリペプチド自体を変化させることによって、修飾されたポリペプチ
ドを意味する。天然アミノ酸配列のかかる誘導体は、好ましくはインターフェロンアルフ
ァ結合活性を有するポリペプチドを提供すると同時に、１または２以上のアミノ酸の挿入
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、付加、欠失および／または置換に関わってもよい。典型的には、かかる誘導体は、２５
以下、より好ましくは１５以下、さらに好ましくは１０以下、さらに好ましくは４以下、
最も好ましくは１または２つのアミノ酸の挿入、付加、欠失および／または置換に関わる
。
【０１７２】
　当然のことながら、アミノ酸レベルにおける相同性は、一般的にアミノ酸の類似性また
は同一性の観点からみる。類似性は、イソロイシン、バリン、ロイシンまたはメチオニン
などの１つの疎水性残基の他のものへの置換、または例えばアスパラギン酸をリジン、グ
ルタミン酸に、またはアスパラギンをグルタミンに置換するなどの１つの極性残基で他の
残基を置換などの「保存的変化（conservative variation）」を可能にする。非ペプチド
模倣剤も、本発明の範囲内でさらに提供する。したがって、変異体は、変化していないポ
リペプチド配列と好ましくは少なくとも８０％同一、最も好ましくは少なくとも９０％同
一であるアミノ酸配列を有する。同一性率は、例えば、Devereux et al.（Nucl. Acids R
es. 12:387, 1984）に記載され、the University of Wisconsin Genetics Computer Grou
p (UWGCG)から入手可能なＧＡＰコンピュータープログラム、バージョン６．０を用いて
配列情報を比較することにより、判断してもよい。
【０１７３】
　本発明の一態様において、融合タンパク質のＦｃ受容体結合ポリペプチドの誘導体は、
ＦｃＲに結合し、その内部移行を誘導するのに十分である。ポリペプチドの精製に必要で
あれば、融合タンパク質は、Ｆｃドメインのタンパク質Ａおよびタンパク質Ｇ結合領域、
または他のリガンド結合配列、例えばＨｉｓタグまたはＧＳＴ－タグなどをさらに含んで
もよい。
【０１７４】
　本発明を以下の例を参照しながら詳述するが、これは説明の目的で提供されるものであ
って、本発明を制限するように解釈されることを意図するものではない。
【０１７５】
例
例１－免疫複合体の生成
　インフルエンザウイルスヘマグルチニン（ＨＡ）を抗原フラグメントとして含む免疫複
合体（融合タンパク質）の生成のために、ＨＡ遺伝子をNational Institute of Biologic
al Standards and Control, Potters Bar (NIBSC)から得たウイルス標準からＰＣＲを用
いて増幅し、Ｆｃ遺伝子フラグメントを融合タンパク質として含む好適な発現ベクターに
クローニングした。ｐｕｃ－ベースベクターpAcVSVTMSfi（SD Chapple and IM Jones J.B
iotech.(2002) vol.95, p269-27およびYao YY. J Infect Disease (2004) vol.190, p91-
98）における増幅の後、ＨＡ３遺伝子の外側のドメインをA/Bangkok/1/79 (BK79)からフ
ォワード５’－ＧＣＧＣＧＧＣＣＡＴＴＡＴＧＧＣＣＣＡＡＡＡＣＣＴＴＣＣＣＧＧＡＡ
ＡＴＧ－３’およびリバース５’－ＧＣＧＣＧＧＣＣＧＡＧＧＣＧＧＣＣＣＣＡＧＴＣＴ
ＴＴＧＴＡＴＣＣＴＧＡＣ－３’プライマーを用いて増幅し、増幅されたフラグメントを
に精製し、Ｓｆｉ（下線部位）で切断し、ヒトＩｇＧ１　Ｆｃドメインを含むＦｃ融合タ
ンパク質ベクターpAc3cFcHisへクローニングした。このように、免疫複合体は、ＢＫ７９
　ＨＡ３およびヒトＩｇＧ１のＣ２／３ドメインを含めてアミノ酸１７～５３０を含み、
最終プラスミドの配列を決定することにより再確認した。
【０１７６】
　プラスミドと線形化バキュロウイルスAcMNPV　ＤＮＡ（Yao YY J.Infect. Disease (20
04) vol.190, p91-98）との共トランスフェクションの迅速組換え法を用いた組換えバキ
ュロウイルスの構築により、融合タンパク質を昆虫細胞に発現した。組換えバキュロウイ
ルスをマルチウェルプレートにおけるＳｆ９細胞に滴定し、静置培養において血清フリー
Insect Express培地（Invitrogen）を用いて大量調製をおこなった。また、これらの静置
培養からの免疫複合体（融合タンパク質）を用いて、ＮＩＢＳＣから得たＨＡ抗血清によ
る免疫組織化学染色を用いて、タンパク質発現ならびにＦｃＲの結合および内部移行を確
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認した。代替的に、市販のＢＡＣ－ＴＯ－ＢＡＣシステム（Invitrogen）も用いた。免疫
複合体を、HIGHFIVETMまたはＳｆ９細胞において、５ＬのWave Bioreactor容器（www.wav
ebiotech.com）を用いて発現させ、効力試験用ワクチンの製造のために、標準的なアフィ
ニティークロマトグラフィー法およびカラム（GE Healthcare, UK）を用いて精製した。
【０１７７】
　同様に、Ｈ５トリインフルエンザウイルスA/Vietnam/1194/04からのＨＡを含む免疫複
合体を、以下のフォワード５’－ＧＣＧＣＧＧＣＣＡＴＴＡＴＧＧＣＣＡＡＧＡＴＣＡＧ
ＡＴＴＴＧＣＡＴＴＧＧ－３’およびリバース５’－ＧＣＧＣＧＧＣＣＧＡＧＧＣＧＧＣ
ＣＴＴＧＧＴＡＡＡＴＴＣＣＴＡＴＴＧ－３’プライマーを用いた外ドメインのＰＣＲ増
幅により作成し、上記のＳｆ９細胞におけるバキュロウイルス発現による大量調製のため
にＦｃＲベクターへクローニングした。免疫複合体は、Ｈ５　ＨＡおよびヒトＩｇＧ１の
Ｃ２／３ドメインを含むアミノ酸１７－５３０を含み、最終プラスミドの配列を決定する
ことにより再確認した。
【０１７８】
　免疫複合体もまた、合成遺伝子コンストラクトを用いて作成した。このアプローチは、
インフルエンザＨＡもしくはＨＩＶ　ｇｐ１２０遺伝子におけるプロテアーゼ切断部位も
しくは可変ループの除去、またはＡｇ８５／ＥＳＡＴ－６もしくはＲｖ１０２５／１１９
６　ＴＢ遺伝子融合などの異種融合抗原の生成などの所望の遺伝子変化を導入するという
、さらなる利点を有した。さらに、位置２３４および２３５の２つのロイシン残基をそれ
ぞれバリン残基およびアラニン残基で置き換えるなどの、Ｆｃドメインにおける配列変更
によって、ＦｃＲ結合変異体を生成するために、合成遺伝子を用いた。
【０１７９】
例２－結合および内部移行スクリーニング
　免疫複合体を、それらがＦｃＲｓに結合し、内部移行を誘導する能力によって、さらに
選択した。市販の血液ＤＣ精製キット（Miltenyi Biotec）を用いて、ＣＤ３２およびＣ
Ｄ６４を発現する樹状細胞（ＤＣｓ）を末梢血液から単離した。免疫複合体をＤＣｓと共
に、２％ウシ胎仔血清を添加したＲＰＭＩにおいて１５～３０分室温でインキュベートし
た。細胞を０．１％グルタルアルデヒドにおいて固定し、０．３～０．５％非イオン洗浄
剤、例えばTriton X100またはNonidet P40などを用いて浸透化させ、適切なＨＡ分子に対
するウサギ抗血清とその後のＦＩＴＣ－標識ヤギ抗ウサギ第二層を用いた免疫蛍光によっ
て、免疫複合体を可視化した。ＴＨＰ－１細胞を用いたフローサイトメトリー（ＦＡＣＳ
分析）によって、ヒトＦｃ受容体およびＲＡＷ細胞（マウス樹状細胞）への結合を見て、
マウスＦｃＲへの結合を確かめ、そして免疫原性研究のための動物モデルの有効性を確か
にするために、ＴＨＰ－１細胞を用いたフローサイトメトリー（ＦＡＣＳ分析）によって
結合を評価した。
【０１８０】
　内部移行は、Ｎｉｋｏｎ共焦点顕微鏡での細胞内小胞の観察によって評価した。得られ
たデータの図解を図２、図３および図４に示し、これらは、ＲＡＷおよびＴＨＰ－１細胞
の両方を用いる、例１に説明されるように生成した２つのＦｃ変異体免疫複合体を識別す
る能力を示し、ＬＬ変異体はＦｃＲ結合を示すが、一方、ＶＡ変異体はＦｃＲに結合しな
いか、またはＦｃＲの内部移行を引き起こさないことを示す。
【０１８１】
　具体的には、図２は、融合タンパク質によるヒトＴＨＰ－１へのＦｃ受容体の結合のＦ
ＡＣＳトレース図を示す。中央（中間）ピークは、例１において説明したインフルエンザ
ウイルス由来のヘマグルチニンを抗原ペプチドとして含む融合タンパク質、およびＦｃ受
容体結合ドメインに関係し、ここで、Ｆｃ結合ポリペプチドドメインのアミノ酸配列（こ
れは、改変されていない場合、配列番号１のアミノ酸配列を含む）は、変異させられて変
異体（「ＬＬ」変異体）を形成し、ここで位置２３４および２３５に存在する２つのロイ
シン残基がバリンおよびアラニンによって置き換えられた。このピークは、この変異体融
合タンパク質が、ＴＨＰ－１細胞に存在するＦｃ受容体に結合しないことを示す。
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【０１８２】
　図２に示された３つのピークの最も右のものは、ヘマグルチニン抗原ポリペプチドと配
列番号１のアミノ酸配列を含むＦｃ受容体結合ポリペプチドとを含む本発明の融合タンパ
ク質の結合を示す。このピークの位置は、ＴＨＰ－１細胞に存在するＦｃ受容体への融合
タンパク質の結合を示す。
【０１８３】
　図３は、ＲＡＷ細胞に存在するＦｃ受容体への上記２つの融合タンパク質の結合を示す
。変異体融合タンパク質による結合は、中央ピークによって図示され、これは変異体融合
タンパク質の結合が存在しないことを示す（Ｆｃ受容体結合ポリペプチドの配列内に存在
するロイシン置換のため）。変異していない融合タンパク質によって調節された結合は、
右側のピークによって図示され、これは融合タンパク質がマウスＲＡＷ細胞に存在するＦ
ｃ受容体に結合することを裏付ける。
【０１８４】
　図４は、代わりの融合タンパク質のヒトＴＨＰ－１細胞に存在するＦｃ受容体への結合
を示す。図４の左側のピークは、ＨＩＶのｇｐ１２０由来の抗原ポリペプチドを含む変異
体融合タンパク質の結合に関連し、さらにここでＦｃ受容体結合ポリペプチドは、上述の
二つのロイシンの突然変異を受けた配列番号１のアミノ酸配列を含む。ピークの位置は、
この変異体によるＦｃ受容体への結合は起こらないことを示す。右側のピークは、ＨＩＶ
のｇｐ１２０由来の抗原ポリペプチドと配列番号１のアミノ酸配列を含むＦｃ受容体結合
ポリペプチドとを含む変異体融合タンパク質に関連する。ピークの位置は、融合タンパク
質がＴＨＰ－１細胞に存在するＦｃ受容体に結合することを図示する。
【０１８５】
例３－異種ウイルスに対する防御（遺伝子突然変異によるウイルス配列の連続変異）
　ＩｇＧ１からのＦｃドメインに共役したA/Bangkok/1/79ウイルス由来のＨＡ３の免疫複
合体を用いてbalbcマウスを免疫し、そして、ワクチン株からの３つの連続変異現象の分
離をもたらす株突然変異を含む、異種ウイルスA/Victoria/75（Ｈ３Ｎ２）に暴露した。
免疫を与えられた動物において誘発された抗血清のヘマグルチニン抑制（ＨＡＩ）力価を
、ニワトリおよびシチメンチョウ赤血球の両方を用いて分析した。免疫複合体ワクチンが
体重減少を予防する能力および肺におけるウイルス負荷を軽減する能力の両方を、免疫さ
れた動物における防御のレベルを評価するために用いた。動物に０日目、１３日目および
２７日目にアジュバントを含まない５μｇの免疫複合体を予防接種し、４１日目に非致死
量の感染性異種ウイルスに暴露した。免疫された動物は、体重減少の著しい軽減（図１）
および肺ウイルス力価における３倍の軽減の両方を示し、免疫複合体が異種ウイルスによ
るウイルス感染から動物を防御したことを示す。ＶＡ変異体を含む免疫複合体は防御を示
さず、肺ウイルス力価における軽減は観察されなかった。
【０１８６】
　しかしながら、免疫された動物は、ＨＡＩ感度を高めるためにシチメンチョウ赤血を使
った場合においてですら、暴露の前にも後にも、検出可能なＨＡＩ力価を示さなかった。
これらの結果は非常に驚くべきものであった。なぜならば、ＨＡＩ力価は防護の示標とし
て広く認識され、ＨＡＩ力価の誘発は、実際に、年次インフルエンザワクチンを許諾する
ために用いられる主な基準の１つであるので、したがって、強い体液性免疫応答を欠く場
合であっても、Ｆｃ－免疫複合体が細胞免疫応答を誘発するの能力は、インフルエンザに
対する防御に十分であると思われる。本発明の免疫複合体によって誘発された免疫は、単
に３つの連続変異現象の分だけ離れた異種株だけに対して防御を与えるのではなく、年次
インフルエンザワクチンにおける同種株に対する防御を誘発するために与えられる常用量
の三分の一でこれを行うので、より驚くべくものであった。
【０１８７】
例４－流行性ウイルスに対する防御（トリインフルエンザ）
　ＩｇＧ１からのＦｃドメインに共役したA/Vietnam/1194/2004（H5N1）トリインフルエ
ンザウイルス由来のＨＡ５の免疫複合体を、balbcマウスを免疫するために用い、そしてA
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/Vietnam/1194/2004　HA5とＰＲ８ウイルス（NIBRG－14）との取り合わせを含む同種ウイ
ルスに暴露した。
【０１８８】
　このマウスモデルにおける以前の研究は、ＨＡ５サブユニットワクチンが、アジュバン
トの存在下で高用量で用いられない限り、感染に対して防御しないことを示している。免
疫された動物において誘発された抗血清のヘマグルチニン抑制（ＨＡＩ）力価をニワトリ
赤血球を用いて分析した。免疫複合体ワクチンが体重減少を予防する能力および肺におけ
るウイルス負荷を軽減する能力両方を、免疫された動物における防御のレベルを評価する
ために用いた。動物に、０、１４および２８日目に、アジュバントを含まない１５ｕｇの
免疫複合体を予防接種し、４３日目に致死量のトリ流行性株からのＨ５遺伝子を有する感
染性ウイルスに暴露した。免疫された動物は、感染に対する顕著な防御ならびに６７％の
生存率、免疫された動物の肺におけるウイルス力価の顕著な軽減を示し、これは、生存し
たものの一部における検出可能なウイルスが存在しなかったことを含む。この場合もまた
、免疫された動物は、暴露の前に検出可能なＨＡＩ力価を示さないが、免疫された動物は
、ウイルス暴露後、Ｈ５に対して、年次インフルエンザワクチンの許諾に必要とされる力
価の４倍の増加よりわずかに少ないＨＡＩ力価を示した。したがって、Ｆｃ免疫複合体の
細胞免疫応答を誘導する能力がトリインフルエンザに対する防御に十分であり、免疫複合
体を生成するための迅速組換えＤＮＡ技術の使用が突発的な流行性ウイルスに対するワク
チンの製造における特別な有用性を有すると考えられる。
【０１８９】
　本明細書において引用された全ての文献は、参考として本明細書に組み入れられる。本
発明の範囲から外れることなく、本発明の記載された態様への、様々な修正および変更が
当業者に明らかである。本発明は特定の好ましい態様において説明したが、当然のことな
がら、請求の範囲における本発明は、かかる特定の態様へ過度に限定されるべきでない。
実際には、当業者に明らかである、本発明を実施する記載された形式の様々な修正が本発
明の範囲内として意図される。
【図面の簡単な説明】
【０１９０】
【図１】例３の手順に従って免疫された動物の体重減少データを示すグラフである。
【図２】ヒトＴＨＰ－１細胞におけるＦｃ受容体への融合タンパク質の結合を示すＦＡＣ
Ｓ分析の結果である。
【図３】ＲＡＷ細胞（マウス樹状細胞）におけるＦｃ受容体への融合タンパク質の結合を
示すＦＡＣＳ分析の結果である。
【図４】ヒトＴＨＰ－１細胞におけるＦｃ受容体への融合タンパク質の結合を示すＦＡＣ
Ｓ分析の結果である。
【図５】配列番号１のアミノ酸配列（*で示される上の配列）とKabatデータベースに由来
するＩｇＧの重鎖定常ドメインの残基２１６～４４７（配列番号３）（**で示される下の
配列）との比較を示すアラインメントである。
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