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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　５'ＴＬＲ活性化ドメインおよび少なくとも二つのパリンドローム領域を含む免疫賦活
オリゴヌクレオチドであって、一つのパリンドローム領域が少なくとも６ヌクレオチド長
の５'パリンドローム領域でありかつ直接的またはスペーサーを通じてのいずれかにより
少なくとも８ヌクレオチド長の３'パリンドローム領域に接続されており、
　当該オリゴヌクレオチドは少なくとも一つの非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含み、
　当該オリゴヌクレオチドは式５' ＸＰ1ＳＰ2Ｔ ３'（式中、ＸはＴＬＲ活性化ドメイン
であり、Ｐ1はパリンドロームであり、Ｓはスペーサーであり、Ｐ2はパリンドロームであ
り、そして、Ｔは０～１００ヌクレオチド長の３'テイルである）を有し、当該オリゴヌ
クレオチドは１７～１００ヌクレオチド長であり、Ｓは非ヌクレオチドスペーサーである
かまたは１～５０ヌクレオチドの長さを有する核酸であり、
　ここで「パリンドローム」または「パリンドローム領域」は自己完全反転相補鎖である
核酸配列である、免疫賦活オリゴヌクレオチド。
【請求項２】
　Ｘが、ＴＣＧ、ＴＴＣＧ、ＴＴＴＣＧ、ＴＹｐＲ、ＴＴＹｐＲ、ＴＴＴＹｐＲ、ＵＣＧ
、ＵＵＣＧ、ＵＵＵＣＧ、ＴＴＴ、またはＴＴＴＴである、請求項１に記載の免疫賦活オ
リゴヌクレオチド。
【請求項３】
　Ｘが５'パリンドローム領域のすぐ５'側にある、請求項１に記載の免疫賦活オリゴヌク
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レオチド。
【請求項４】
　３'パリンドローム領域および／または５'パリンドローム領域が一つの非メチル化Ｃｐ
Ｇジヌクレオチドを含む、請求項１に記載の免疫賦活オリゴヌクレオチド。
【請求項５】
　二つのパリンドローム領域が、１ヌクレオチドの長さを有する核酸であるスペーサーに
より接続されている、請求項１に記載の免疫賦活オリゴヌクレオチド。
【請求項６】
　スペーサーが非ヌクレオチドスペーサーである、請求項１に記載の免疫賦活オリゴヌク
レオチド。
【請求項７】
　非ヌクレオチドスペーサーがＤ－スペーサーである、請求項６に記載の免疫賦活オリゴ
ヌクレオチド。
【請求項８】
　非ヌクレオチドスペーサーがリンカーである、請求項６に記載の免疫賦活オリゴヌクレ
オチド。
【請求項９】
　免疫賦活オリゴヌクレオチドの少なくとも一つが２'修飾糖残基を含む、請求項１～８
のいずれか１項に記載の免疫賦活オリゴヌクレオチド。
【請求項１０】
　２'修飾糖残基が２'－Ｏ－メチル修飾糖残基である、請求項９に記載の免疫賦活オリゴ
ヌクレオチド。
【請求項１１】
　溶質を含む低塩緩衝液で処方された、請求項１～１０のいずれか１項に記載の二重鎖形
成オリゴヌクレオチドの混合物を含む、組成物。
【請求項１２】
　癌の処置において使用するための、請求項１～１０のいずれか１項に記載のオリゴヌク
レオチドまたは請求項１１に記載の組成物。
【請求項１３】
　癌の処置において使用するための医薬の製造における、請求項１～１０のいずれか１項
に記載のオリゴヌクレオチドまたは請求項１１に記載の組成物の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、概して、免疫賦活核酸、その組成物、および免疫賦活核酸の使用方法に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　癌は、米国において二番目に多い死因であり、死亡例の１／４を占める。１９９７年に
おける、肺癌、乳癌、前立腺癌、結腸直腸癌、および卵巣癌の新たな診断の推定総数はお
よそ２００万件であった。米国において高齢者が増えていることから、癌の発病率は増加
を続けると考えることが合理的である。
【０００３】
　喘息は、慢性的な炎症疾患であり、米国だけで１４００～１５００万人が罹患している
。
【０００４】
　感染疾患は、全世界を通じて上位の死因の一つである。米国だけで感染疾患に起因する
死亡の割合は１９８０～１９９２年の間に５８％増加している。この間、感染疾患に対抗
する抗感染療法の使用が大きく伸び、現在では年間数十億ドル産業である。このように抗
感染剤の使用は伸びているが、感染疾患の処置および予防は、世界の医療界にとって今も
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難題であることに変わりはない。
【０００５】
　細菌ＤＮＡは免疫賦活効果を有しＢ細胞およびナチュラルキラー細胞を活性化するが、
脊椎動物ＤＮＡはそのような効果を有さない（Ｔｏｋｕｎａｇａ，Ｔ．，ｅｔ　ａｌ．，
１９８８．Ｊｐｎ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．７９：６８２－６８６；Ｔｏｋｕｎａｇ
ａ，Ｔ．，ｅｔ　ａｌ．，１９８４，ＪＮＣＩ　７２：９５５－９６２；Ｍｅｓｓｉｎａ
，Ｊ．Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：１７５９－１７６
４；およびＡｐｐｌｉｅｄ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
Ｃ．Ａ．Ｓｔｅｉｎ　ａｎｄ　Ａ．Ｍ．Ｋｒｉｅｇ，（Ｅｄｓ．），Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅ
ｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ＮＹ，ｐｐ．４３１－４４８にお
けるＫｒｉｅｇ，１９９８のレビュー記事）。現在、細菌ＤＮＡのこれらの免疫賦活効果
は特定の塩基的背景（ＣｐＧモチーフ）における非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドの存在
の結果であると理解されており、これらは細菌ＤＮＡにおいては一般的であるが脊椎動物
ＤＮＡにおいてはメチル化されておりあまり存在しない（Ｋｒｉｅｇ　ｅｔ　ａｌ，１９
９５　Ｎａｔｕｒｅ　３７４：５４６－５４９；Ｋｒｉｅｇ，１９９９　Ｂｉｏｃｈｉｍ
．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ　９３３２１：１－１０）。細菌ＤＮＡの免疫賦活効果は、
これらのＣｐＧモチーフを含む合成オリゴデオキシヌクレオチド（ＯＤＮ）によって模倣
することができる。このようなＣｐＧ　ＯＤＮは、Ｂ細胞の増殖；サイトカインおよび免
疫グロブリンの分泌；ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞の溶解活性およびＩＦＮ－γの分泌
；ならびに樹状細胞（ＤＣ）および共起刺激分子を発現しサイトカイン、特にＴｈ１様Ｔ
細胞反応の進行の促進に重要なＴｈ１様サイトカインを分泌するその他の抗原提示細胞の
活性化を含む、ヒトおよびマウスの白血球に対する高い刺激効果を有する。ネイティブの
ホスホジエステル骨格性のＣｐＧ　ＯＤＮのこれらの免疫賦活効果は、ＣｐＧモチーフを
メチル化する、ＧｐＧに変化を加える、またはそれ以外の方法で除去もしくは変更すると
この効果が劇的に減少する点で、高度にＣｐＧ特異的である（Ｋｒｉｅｇ　ｅｔ　ａｌ，
１９９５　Ｎａｔｕｒｅ　３７４：５４６－５４９；Ｈａｒｔｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ，１
９９９　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９６：９３０５－１０）。
【０００６】
　以前の研究では、免疫賦活性ＣｐＧモチーフは、式プリン－プリン－ＣｐＧ－ピリミジ
ン－ピリミジンに従うものであると考えられていた（Ｋｒｉｅｇ　ｅｔ　ａｌ，１９９５
　Ｎａｔｕｒｅ　３７４：５４６－５４９；Ｐｉｓｅｔｓｋｙ，１９９６　Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．１５６：４２１－４２３；Ｈａｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８　ＥＭＢＯ　
Ｊ．１７：６２３０－６２４０；Ｌｉｐｆｏｒｄ　ｅｔ　ａｌ，１９９８　Ｔｒｅｎｄｓ
　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．６：４９６－５００）。しかし、現在、マウスリンパ球が
、この「式」に従わないホスホジエステルＣｐＧモチーフに対して十分に反応することが
明らかになっており（Ｙｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６０：５
８９８－５９０６）、同じことがヒトＢ細胞および樹状細胞についても言える（Ｈａｒｔ
ｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ，１９９９　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９
６：９３０５－１０；Ｌｉａｎｇ，１９９６　Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９８：１１
１９－１１２９）。
【０００７】
　近年、いくつかの異なるクラスのＣｐＧオリゴヌクレオチドが発表された。一つのクラ
スはＢ細胞の活性化が強力であるが、ＩＦＮ－αおよびＮＫ細胞の活性化の誘導について
は比較的弱く；このクラスはＢクラスと命名された。ＢクラスＣｐＧオリゴヌクレオチド
は、典型的には十分安定であり、特定の好ましい塩基的背景の中に非メチル化ＣｐＧジヌ
クレオチドを含む。例えば、米国特許第６,１９４,３８８号；同第６,２０７,６４６号；
同第６,２１４,８０６号；同第６,２１８,３７１号；同第６,２３９,１１６号；および同
第６,３３９,０６８号を参照のこと。別のクラスのＣｐＧオリゴヌクレオチドはＢ細胞お
よびＮＫ細胞を活性化しかつＩＦＮ－αを誘導し；このクラスはＣクラスと命名された。
ＣクラスＣｐＧオリゴヌクレオチドは、最初に特徴付けられたところによると、典型的に
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は十分安定であり；Ｂクラス型配列およびＧＣリッチパリンドロームまたはパリンドロー
ムに近い配列を含む。このクラスについては、同時係属中の２００１年８月１７日に出願
された米国仮特許出願６０／３１３,２７３および２００２年８月１９日に出願されたＵ
Ｓ　１０／２２４,５２３ならびに国際公開番号ＷＯ　０３／０１５７１１の下で公開さ
れた関連するＰＣＴ特許出願ＰＣＴ／ＵＳ０２／２６４６８に記載されている。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、一部、免疫賦活ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチド、特にＰクラスと命名した新
しいクラスの免疫賦活オリゴヌクレオチドに関する。当初、このＣｐＧオリゴヌクレオチ
ドの構造は、免疫活性化に特に重要であるとはみなされなかったが、その後に、一方また
は両方の末端にポリＧモチーフを含むオリゴヌクレオチド（Ａクラス）または３’パリン
ドロームを有するオリゴヌクレオチド（Ｃクラス）が、二次構造を形成する能力のないオ
リゴヌクレオチドよりも高レベルのＮＫ細胞活性化およびｐＤＣ　ＩＦＮ－α分泌を誘導
することが明らかになった。Ａクラスオリゴヌクレオチドは、非常に複雑な高次構造、例
えばナノ粒子を形成することができ（Ｋｅｒｋｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏｌ　
Ｃｈｅｍ．（２００５）２８０（９）：８０８６－９３．）、Ｃクラスは分子間二重鎖ま
たはヘアピンを形成し得る。本発明は、５’および３’の両方の末端またはその付近に、
コンカテマーを形成する能力を与える二重鎖形成領域、例えば完全または不完全パリンド
ロームを含む、新規のＣｐＧオリゴヌクレオチドのサブクラスの同定に関する。Ｐクラス
オリゴヌクレオチドと称されるこれらのオリゴヌクレオチドは、いくつかの例において、
Ｃクラスよりもずっと高レベルのＩＮＦ－α分泌を誘導する能力を有する。Ｐクラスオリ
ゴヌクレオチドは、インビトロおよび／またはインビボで自発的に自己会合してコンカテ
マーを形成する能力を有する。これらの分子の作用方法に関するいかなる具体的学説にも
拘束されずに言えば、一つの可能性のある仮説は、この特性が、Ｐクラスオリゴヌクレオ
チドに対して、以前に記載されたＣｐＧオリゴヌクレオチドのクラスと比較して特定の免
疫細胞内のＴＬＲ９とより高度に架橋し、別のパターンの免疫活性化を誘導する能力を授
けているということである。
【０００９】
　本発明の一つの局面において、免疫賦活オリゴヌクレオチドは、５’ＴＬＲ活性化ドメ
インおよび少なくとも二つのパリンドローム領域を含み、一つのパリンドローム領域が少
なくとも６ヌクレオチド長の５’パリンドローム領域でありかつ直接的またはスペーサー
を通じてのいずれかにより少なくとも８ヌクレオチド長の３’パリンドローム領域に接続
されており、当該オリゴヌクレオチドは少なくとも一つのＹｐＲジヌクレオチドを含み、
かつ当該オリゴヌクレオチドは、Ｔ*Ｃ＿Ｇ*Ｔ*Ｃ＿Ｇ*Ａ*Ｃ＿Ｇ*Ｔ*Ｔ*Ｃ＿Ｇ*Ｇ*Ｃ*

Ｇ*Ｃ＿Ｇ*Ｃ*Ｇ*Ｃ*Ｃ*Ｇ（配列番号３３５）ではない。一つの実施態様において、免疫
賦活オリゴヌクレオチドは、少なくとも一つの非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含む。
別の実施態様において、ＴＬＲ活性化ドメインは、ＴＣＧ、ＴＴＣＧ、ＴＴＴＣＧ、ＴＹ
ｐＲ、ＴＴＹｐＲ、ＴＴＴＹｐＲ、ＵＣＧ、ＵＵＣＧ、ＵＵＵＣＧ、ＴＴＴ、またはＴＴ
ＴＴである。さらに別の実施態様において、ＴＬＲ活性化ドメインは５’パリンドローム
領域内にある。別の実施態様において、ＴＬＲ活性化ドメインは５’パリンドローム領域
のすぐ５’側にある。さらに別の実施態様において、５’パリンドローム領域は少なくと
も８ヌクレオチド長である。別の実施態様において、３’パリンドローム領域は少なくと
も１０ヌクレオチド長である。別の実施態様において、５’パリンドローム領域は少なく
とも１０ヌクレオチド長である。さらに別の実施態様において、３’パリンドローム領域
は一つの非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含む。別の実施態様において、３’パリンド
ローム領域は二つの非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含む。別の実施態様において、５
’パリンドローム領域は一つの非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含む。さらに別の実施
態様において、５’パリンドローム領域は二つの非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含む
。別の実施態様において、５’および３’パリンドローム領域は少なくとも２５の二重鎖
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安定価を有する。別の実施態様において、５’および３’パリンドローム領域は少なくと
も３０の二重鎖安定価を有する。別の実施態様において、５’および３’パリンドローム
領域は少なくとも３５の二重鎖安定価を有する。別の実施態様において、５’および３’
パリンドローム領域は少なくとも４０の二重鎖安定価を有する。別の実施態様において、
５’および３’パリンドローム領域は少なくとも４５の二重鎖安定価を有する。別の実施
態様において、５’および３’パリンドローム領域は少なくとも５０の二重鎖安定価を有
する。別の実施態様において、５’および３’パリンドローム領域は少なくとも５５の二
重鎖安定価を有する。別の実施態様において、５’および３’パリンドローム領域は少な
くとも６０の二重鎖安定価を有する。別の実施態様において、５’および３’パリンドロ
ーム領域は少なくとも６５の二重鎖安定価を有する。
【００１０】
　一つの実施態様において、二つのパリンドローム領域は直接的に接続されている。別の
実施態様において、二つのパリンドローム領域は３’－３’結合を通じて接続されている
。別の実施態様において、二つのパリンドローム領域はヌクレオチド一つ分重複している
。さらに別の実施態様において、二つのパリンドローム領域はヌクレオチド二つ分重複し
ている。別の実施態様において、二つのパリンドローム領域が重複していない。別の実施
態様において、二つのパリンドローム領域はスペーサーにより接続されている。一つの実
施態様において、スペーサーは１～５０ヌクレオチドの長さを有する核酸である。別の実
施態様において、スペーサーはヌクレオチド一つ分の長さを有する核酸である。別の実施
態様において、スペーサーは非ヌクレオチドスペーサーである。一つの実施態様において
、非ヌクレオチドスペーサーはＤ－スペーサーである。別の実施態様において、非ヌクレ
オチドスペーサーはリンカーである。
【００１１】
　一つの実施態様において、オリゴヌクレオチドは、式５'  ＸＰ1ＳＰ2Ｔ　３'［式中、
ＸはＴＬＲ活性化ドメインであり、Ｐ1はパリンドロームであり、Ｓはスペーサーであり
、Ｐ2はパリンドロームであり、Ｔは０～１００ヌクレオチド長の３’テイルである］を
有する。一つの実施態様において、ＸはＴＣＧ、ＴＴＣＧ、またはＴＴＴＣＧである。別
の実施態様において、Ｔは５～５０ヌクレオチド長である。さらに別の実施態様において
、Ｔは５～１０ヌクレオチド長である。一つの実施態様において、Ｓは１～５０ヌクレオ
チドの長さを有する核酸である。別の実施態様において、Ｓは１ヌクレオチドの長さを有
する核酸である。別の実施態様において、Ｓは非ヌクレオチドスペーサーである。一つの
実施態様において、非ヌクレオチドスペーサーはＤ－スペーサーである。別の実施態様に
おいて、非ヌクレオチドスペーサーはリンカーである。別の実施態様において、オリゴヌ
クレオチドはアンチセンスオリゴヌクレオチドまたはリボザイムではない。一つの実施態
様において、Ｐ1はＡおよびＴリッチである。別の実施態様において、Ｐ1は少なくとも４
つのＴを含む。別の実施態様において、Ｐ2は完全パリンドロームである。別の実施態様
において、Ｐ2はＧ－Ｃリッチである。さらに別の実施態様において、Ｐ2はＣＧＧＣＧＣ
Ｘ1ＧＣＧＣＣＧ（配列番号３３４）［Ｘ1はＴであるかまたは存在しない］である。
【００１２】
　一つの実施態様において、オリゴヌクレオチドは少なくとも一つのホスホロチオエート
結合を含む。別の実施態様において、オリゴヌクレオチド内の全てのインターヌクレオチ
ド結合はホスホロチオエート結合である。別の実施態様において、オリゴヌクレオチドは
少なくとも一つのホスホジエステル様結合を含む。別の実施態様において、ホスホジエス
テル様結合はホスホジエステル結合である。別の実施態様において、親油基がオリゴヌク
レオチドに結合されている。一つの実施態様において、親油基はコレステロールである。
【００１３】
　本発明の別の局面は、５’ＴＬＲ活性化ドメインおよび少なくとも二つの相補性内在領
域である５’および３’相補性内在領域を含む免疫賦活オリゴヌクレオチドであり、各相
補性内在領域は少なくとも８ヌクレオチド長でありかつ直接的またはスペーサーを通じて
のいずれかにより相互に接続されており、当該オリゴヌクレオチドは少なくとも一つのピ
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リミジン－プリン（ＹｐＲ）ジヌクレオチドを含み、相補性内在領域の少なくとも一つは
完全パリンドロームではない。一つの実施態様において、オリゴヌクレオチドは少なくと
も一つの非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含む。別の実施態様において、ＴＬＲ活性化
ドメインは、ＴＣＧ、ＴＴＣＧ、ＴＴＴＣＧ、ＴＹｐＲ、ＴＴＹｐＲ、ＴＴＴＹｐＲ、Ｕ
ＣＧ、ＵＵＣＧ、ＵＵＵＣＧ、ＴＴＴ、またはＴＴＴＴである。別の実施態様において、
ＴＬＲ活性化ドメインは５’相補性内在領域内にある。別の実施態様において、ＴＬＲ活
性化ドメインは５’相補性内在領域のすぐ５’側にある。別の実施態様において、３’相
補性内在領域は少なくとも１０ヌクレオチド長である。さらに別の実施態様において、５
’相補性内在領域は少なくとも１０ヌクレオチド長である。一つの実施態様において、３
’相補性内在領域は一つの非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含む。別の実施態様におい
て、３’相補性内在領域は二つの非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含む。さらに別の実
施態様において、５’相補性内在領域は一つの非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含む。
別の実施態様において、５’相補性内在領域は二つの非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを
含む。別の実施態様において、相補性内在領域は少なくとも一つのヌクレオチドアナログ
を含む。別の実施態様において、相補性内在領域は分子内二重鎖を形成する。
【００１４】
　一つの実施態様において、分子内二重鎖は少なくとも一つの非ワトソンクリック型塩基
対を含む。別の実施態様において、非ワトソンクリック型塩基対はＧ－Ｔ、Ｇ－Ａ、Ｇ－
Ｇ、またはＣ－Ａである。一つの実施態様において、相補性内在領域は分子間二重鎖を形
成する。別の実施態様において、分子間二重鎖の少なくとも一つは少なくとも一つの非ワ
トソンクリック型塩基対を含む。別の実施態様において、非ワトソンクリック型塩基対は
Ｇ－Ｔ、Ｇ－Ａ、Ｇ－Ｇ、またはＣ－Ａである。さらに別の実施態様において、相補性内
在領域は一つのミスマッチを含む。さらに別の実施態様において、相補性内在領域は二つ
のミスマッチを含む。別の実施態様において、相補性内在領域は一つの介在ヌクレオチド
を含む。別の実施態様において、相補性内在領域は二つの介在ヌクレオチドを含む。
【００１５】
　一つの実施態様において、５’および３’相補性内在領域は少なくとも２５の二重鎖安
定価を有する。別の実施態様において、５’および３’相補性内在領域は少なくとも３０
の二重鎖安定価を有する。別の実施態様において、５’および３’相補性内在領域は少な
くとも３５の二重鎖安定価を有する。別の実施態様において、相補性内在領域は少なくと
も４０の二重鎖安定価を有する。別の実施態様において、相補性内在領域は少なくとも４
５の二重鎖安定価を有する。別の実施態様において、相補性内在領域は少なくとも５０の
二重鎖安定価を有する。別の実施態様において、相補性内在領域は少なくとも５５の二重
鎖安定価を有する。別の実施態様において、相補性内在領域は少なくとも６０の二重鎖安
定価を有する。別の実施態様において、相補性内在領域は少なくとも６５の二重鎖安定価
を有する。
【００１６】
　別の実施態様において、二つの相補性内在領域は直接的に接続されている。別の実施態
様において、二つのパリンドローム領域は３’－３’結合を通じて接続されている。さら
に別の実施態様において、二つの相補性内在領域はヌクレオチド一つ分重複している。別
の実施態様において、二つの相補性内在領域はヌクレオチド二つ分重複している。別の実
施態様において、二つの相補性内在領域は重複していない。別の実施態様において、二つ
の相補性内在領域はスペーサーにより接続されている。別の実施態様において、スペーサ
ーは１～５０ヌクレオチドの長さを有する核酸である。別の実施態様において、スペーサ
ーはヌクレオチド一つ分の長さを有する核酸である。一つの実施態様において、スペーサ
ーは非ヌクレオチドスペーサーである。別の実施態様において、非ヌクレオチドスペーサ
ーはＤ－スペーサーである。さらに別の実施態様において、非ヌクレオチドスペーサーは
リンカーである。
【００１７】
　一つの実施態様において、オリゴヌクレオチドは、式５'  ＸＮＳＰＴ　３'［式中、Ｘ
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はＴＬＲ活性化ドメインであり、Ｎは非完全パリンドロームであり、Ｐはパリンドローム
であり、Ｓはスペーサーであり、Ｔは０～１００ヌクレオチド長の３’テイルである］を
有する。別の実施態様において、ＸはＴＣＧ、ＴＴＣＧ、またはＴＴＴＣＧである。別の
実施態様において、Ｔは５～５０ヌクレオチド長である。別の実施態様において、Ｔは５
～１０ヌクレオチド長である。別の実施態様において、Ｓは１～５０ヌクレオチドの長さ
を有する核酸である。別の実施態様において、Ｓはヌクレオチド一つ分の長さを有する核
酸である。別の実施態様において、Ｓは非ヌクレオチドスペーサーである。別の実施態様
において、非ヌクレオチドスペーサーはＤ－スペーサーである。別の実施態様において、
非ヌクレオチドスペーサーはリンカーである。別の実施態様において、オリゴヌクレオチ
ドはアンチセンスオリゴヌクレオチドまたはリボザイムではない。別の実施態様において
、ＮはＡおよびＴリッチである。別の実施態様において、Ｎは少なくとも４つのＴを含む
。別の実施態様において、Ｐは完全パリンドロームである。別の実施態様において、Ｐは
Ｇ－Ｃリッチである。別の実施態様において、ＰはＣＧＧＣＧＣＸ1ＧＣＧＣＣＧ（配列
番号３３４）［Ｘ1はＴであるかまたは存在しない］である。別の実施態様において、オ
リゴヌクレオチドは少なくとも一つのホスホロチオエート結合を含む。別の実施態様にお
いて、オリゴヌクレオチド内の全てのインターヌクレオチド結合はホスホロチオエート結
合である。別の実施態様において、オリゴヌクレオチドは少なくとも一つのホスホジエス
テル様結合を含む。別の実施態様において、ホスホジエステル様結合はホスホジエステル
結合である。別の実施態様において親油基がオリゴヌクレオチドに結合されている。一つ
の実施態様において、親油基はコレステロールである。
【００１８】
　本発明の別の局面は、上記オリゴヌクレオチドの治療用組成物を提供する。一つの実施
態様において、この組成物は、溶質を含む低塩緩衝液で処方された二重鎖形成免疫賦活オ
リゴヌクレオチドの混合物を含む。一つの実施態様において、溶質はアミノ酸である。一
つの実施態様において、アミノ酸は疎水性側鎖を有する。別の実施態様において、アミノ
酸はイソロイシンである。さらに別の実施態様において、アミノ酸はグリシンである。別
の実施態様において、アミノ酸は荷電側鎖を有する。別の実施態様において、溶質はアル
コールである。一つの実施態様において、アルコールは糖類である。いくつかの実施態様
において、糖類はデキストロース、フルクトース、ラクトース、スクロース、リボース、
アラビノース、または二糖類である。一つの実施態様において、二重鎖形成免疫賦活オリ
ゴヌクレオチドは上記オリゴヌクレオチドのいずれかである。別の実施態様において、組
成物は、異なるヌクレオチド配列を有する少なくとも二つの異なる二重鎖形成免疫賦活オ
リゴヌクレオチドを含む。別の実施態様において、組成物は、互いと同じヌクレオチド配
列を有する少なくとも二つの二重鎖形成免疫賦活オリゴヌクレオチドを含む。別の実施態
様において、各二重鎖形成免疫賦活オリゴヌクレオチドは少なくとも一つの二重鎖形成配
列を含む。別の実施態様において、各二重鎖形成免疫賦活オリゴヌクレオチドは少なくと
も二つの二重鎖形成配列を含む。別の実施態様において、各二重鎖形成配列は少なくとも
２５の二重鎖安定価を有する。別の実施態様において、各二重鎖形成配列は少なくとも３
０の二重鎖安定価を有する。別の実施態様において、各二重鎖形成配列は少なくとも３５
の二重鎖安定価を有する。別の実施態様において、二重鎖形成免疫賦活オリゴヌクレオチ
ドは、４連続Ｇヌクレオチドを有する少なくとも一つのポリＧ配列を含む。
【００１９】
　本発明の別の局面は、二重鎖形成免疫賦活オリゴヌクレオチドを同定し、低塩緩衝液お
よび溶質で当該二重鎖形成免疫賦活オリゴヌクレオチドを処方して実質的に均質なオリゴ
ヌクレオチドの混合物を製造することからなる、実質的に均質なオリゴヌクレオチドの混
合物の製造方法である。
【００２０】
　本発明の別の局面は、少なくとも二つの異なる二重鎖形成免疫賦活オリゴヌクレオチド
の混合物の組成物であり、少なくとも二つの異なる二重鎖形成免疫賦活オリゴヌクレオチ
ドが各々、非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含む５’ＴＬＲ活性化ドメインおよび少な
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くとも８ヌクレオチド長の３’二重鎖形成配列を有し、少なくとも二つの異なる二重鎖形
成免疫賦活オリゴヌクレオチドの各々の３’二重鎖形成配列は相互に相補的であり、少な
くとも二つの異なる二重鎖形成免疫賦活オリゴヌクレオチドは１１～１００ヌクレオチド
長である。一つの実施態様において、この組成物は、低塩緩衝液および溶質を含む。別の
実施態様において、ＴＬＲ活性化ドメインはＴＣＧ、ＴＴＣＧ、またはＴＴＴＣＧである
。一つの実施態様において、ＴＬＲ活性化ドメインは３’二重鎖形成配列に直接的に接続
されている。別の実施態様において、二つのパリンドローム領域は３’－３’結合を通じ
て接続されている。別の実施態様において、ＴＬＲ活性化ドメインおよび３’二重鎖形成
配列はスペーサーを通じて接続されている。一つの実施態様において、スペーサーは１～
５０ヌクレオチドの長さを有する核酸である。別の実施態様において、スペーサーはヌク
レオチド一つ分の長さを有する核酸である。さらに別の実施態様において、スペーサーは
非ヌクレオチドスペーサーである。さらに別の実施態様において、非ヌクレオチドスペー
サーはＤ－スペーサーである。別の実施態様において、非ヌクレオチドスペーサーはリン
カーである。一つの実施態様において、オリゴヌクレオチドは少なくとも一つのホスホロ
チオエート結合を含む。別の実施態様において、オリゴヌクレオチド内の全てのインター
ヌクレオチド結合はホスホロチオエート結合である。別の実施態様において、オリゴヌク
レオチドは少なくとも一つのホスホジエステル様結合を含む。別の実施態様において、ホ
スホジエステル様結合はホスホジエステル結合である。別の実施態様において親油基がオ
リゴヌクレオチドに結合されている。一つの実施態様において、親油基はコレステロール
である。
【００２１】
　本発明の別の局面は、癌を処置するのに有効な量の上記オリゴヌクレオチドのいずれか
一つまたは上記組成物のいずれかをそれを必要とする被検体に投与することによる、癌の
処置方法である。一つの実施態様において、抗癌処置が被検体に対して行われる。別の実
施態様において、抗癌処置は化学療法である。別の実施態様において、抗癌処置は放射線
照射である。別の実施態様において、抗癌処置は抗体を含む。
【００２２】
　本発明の別の局面は、喘息を処置するのに有効な量の上記オリゴヌクレオチドのいずれ
か一つまたは上記組成物のいずれかをそれを必要とする被検体に投与することによる、喘
息の処置方法である。一つの実施態様において、追加の喘息処置が被検体に対して同時に
行われる。
【００２３】
　本発明の別の局面は、アレルギーを処置するのに有効な量の上記オリゴヌクレオチドの
いずれか一つまたは上記組成物のいずれかをそれを必要とする被検体に投与することによ
る、アレルギーの処置方法である。一つの実施態様において、追加のアレルギー処置が被
検体に対して行われる。一つの実施態様において、被検体はアレルギー性鼻炎を有する。
別の実施態様において、被検体は眼アレルギーを有する。
【００２４】
　本発明の別の局面は、免疫反応を調節するのに有効な量の上記オリゴヌクレオチドのい
ずれか一つまたは上記組成物のいずれかをそれを必要とする被検体に投与することによる
、被検体における免疫反応の調節方法である。一つの実施態様において、追加の免疫調節
剤が被検体に対して投与される。別の実施態様において、オリゴヌクレオチドまたは組成
物は、被検体における自己免疫疾患を処置するために被検体に送達される。別の実施態様
において、オリゴヌクレオチドまたは組成物は、被検体における炎症疾患を処置するため
に被検体に送達される。別の実施態様において、オリゴヌクレオチドまたは組成物は、被
検体における気道リモデリングを処置するために被検体に送達される。別の実施態様にお
いて、オリゴヌクレオチドまたは組成物は抗原を伴わずに被検体に投与される。さらに別
の実施態様において、オリゴヌクレオチドまたは組成物は、経口、経鼻、舌下、静脈内、
皮下、粘膜、眼、呼吸器、直接注入、および皮内からなる群より選択される経路により送
達される。別の実施態様において、オリゴヌクレオチドまたは組成物が、サイトカインお
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よび／またはケモカインの発現を誘導するのに有効な量で被検体に送達される。別の実施
態様において、サイトカインおよび／またはケモカインは、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、Ｉ
Ｌ－２８、ＩＬ－２９、ＩＦＮ－ω、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１０、ＩＬ－６、ＩＦＮ－γ、
ＩＰ－１０、ＭＣＰ－１、およびＩＬ－１２からなる群より選択される。
【００２５】
　本発明の別の局面は、ウイルス感染により悪化した喘息を処置するのに有効な量の上記
オリゴヌクレオチドのいずれか一つまたは上記組成物のいずれかをそれを必要とする被検
体に投与することによる、ウイルス感染により悪化した喘息の処置方法である。
【００２６】
　本発明の別の局面は、感染疾患を処置するのに有効な量の上記オリゴヌクレオチドのい
ずれか一つまたは上記組成物のいずれかをそれを必要とする被検体に投与することによる
、感染疾患の処置方法である。一つの実施態様において、被検体はウイルス感染を有する
。一つの実施態様において、ウイルス感染は、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）、Ｃ型肝炎ウ
イルス（ＨＣＶ）、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、インフルエンザウイルス、呼吸器
合胞体ウイルス（ＲＳＶ）、またはヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）に起因するもので
ある。別の実施態様において、抗ウイルス剤が被検体に対して同時に投与される。一つの
実施態様において、抗ウイルス剤はオリゴヌクレオチドに連結されている。別の実施態様
において、オリゴヌクレオチドまたは組成物は、経口、経鼻、舌下、静脈内、皮下、粘膜
、眼、呼吸器、直接注入、および経皮からなる群より選択される経路により送達される。
【００２７】
　本発明はまた、本明細書中に記載される疾患、例えば癌、感染疾患、喘息、アレルギー
、炎症障害、および自己免疫疾患の処置のための、本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチド
または本発明の組成物のいずれかの使用に関する。
【００２８】
　本発明はまた、本明細書中に記載される疾患、例えば癌、感染疾患、喘息、アレルギー
、炎症障害、および自己免疫疾患の処置のための医薬の製造における、本発明の免疫賦活
オリゴヌクレオチドまたは本発明の組成物のいずれかの使用に関する。
【００２９】
　高レベルのＩＦＮ－αを誘導できる新規クラスの免疫賦活オリゴヌクレオチド、本明細
書中ではＰクラスオリゴヌクレオチドと称する、を発見した。オリゴヌクレオチドの３’
側半分またはその付近に単一のパリンドロームを含むＣクラスＣｐＧオリゴヌクレオチド
は、強力なＢ細胞増殖およびＩＦＮ－α産生の両方を誘導することが知られている。本発
明のＰクラスオリゴヌクレオチドは、Ｃクラスオリゴヌクレオチドと同様、Ｂ細胞活性化
およびＩＦＮ－α産生を誘導するが、いくつかの例においては、Ｃクラスオリゴヌクレオ
チドよりもずっと高レベルのＩＦＮ－αを産生させることができる。Ｃクラスオリゴヌク
レオチドの３’パリンドローム配列は、Ｃクラスオリゴヌクレオチドで観察される特異的
な免疫賦活プロフィールに必要であると考えられており、その理由は２つの遊離の５’末
端による二量体形成である可能性が高い。ＣｐＧ　ＯＤＮの５’末端は、ＴＬＲ９受容体
の活性化に最も重要な領域であると考えられており、単一のＯＤＮにおける二つの遊離の
５’末端は、二つのＴＬＲ９受容体の架橋を誘導し得る。ＴＬＲ９受容体の架橋は、形質
細胞様樹状細胞においてＩ型ＩＦＮＲフィードバックループを通じてより強力なＩＦＮ－
α分泌の活性化を誘導し得る。
【００３０】
　驚くべきことに、遊離の５’末端を維持するよう最適化されていない新規クラスのオリ
ゴヌクレオチドが高度にＩＦＮ－αを誘導できることを発見した。本発明のＰクラスオリ
ゴヌクレオチドは、二つの二重鎖形成領域を有し；一方は５’末端付近、もう一方はＯＤ
Ｎの３’側半分付近または３’側半分に位置する。このオリゴヌクレオチドデザインは、
コンカテマーと呼ばれる複雑な高次構造の形成をもたらすと考えられる。コンカテマーの
形成は、生理学的条件または高塩条件下の溶液中でのこのオリゴヌクレオチドのサイズ排
除クロマトグラフィ（ＳＥＣ）により観察することができる。本発明は特定のメカニズム
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に限定されるものではないが、これらの構造は、高度のＴＬＲ９架橋を引き起こすことに
よって機能し、それによってＩ型ＩＦＮＲフィードバックループを通じて形質細胞様樹状
細胞のＩＦＮ－α分泌を非常に強く活性化すると考えられる。これらの高次構造により、
ＴＬＲ９シグナル伝達複合体に対してさらなる補因子またはアダプター分子が動員される
可能性もある。別の可能性は、この高次構造に起因するコンカテマーＯＤＮの異なる細胞
内分布である。
【００３１】
　本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチドは、Ｔｈ１様の免疫賦活または免疫調節が有益な
疾患を処置するのに使用することができる。適用には、自己免疫疾患、炎症障害、感染疾
患、癌、喘息、およびアレルギーが含まれるがこれらに限定されない。高レベルのＩＦＮ
－αならびにＴｈ１およびＴｈ１様サイトカインを誘導する能力があるため、特に対象と
なるのは、ウイルス疾患、例えばＢ型肝炎およびＣ型肝炎、サイトメガロウイルス（ＣＭ
Ｖ）、パピローマウイルス、ＨＩＶ、および単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）の処置であ
る。本発明のオリゴヌクレオチドはまた、ワクチンアジュバントとしても有用である。本
発明の化合物は、単独療法としてまたは他の治療もしくは医療機器との併用のいずれにお
いても、予防および治療目的で使用することができる。
【００３２】
　本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチドは、概して、５’ＴＬＲ活性化ドメイン、二つの
二重鎖形成領域、ならびに任意のスペーサーおよび３’テイルを含むいくつかのドメイン
を有する。
【００３３】
　本明細書中で使用される場合、用語「二重鎖形成領域」は、別の二重鎖形成領域と二重
鎖を形成することのできる領域と定義される。このような領域は、パリンドローム、相補
性内在領域、不完全パリンドローム、または第二のオリゴヌクレオチドの相補的領域と分
子間ワトソン・クリックもしくは非ワトソン・クリック型塩基対を形成することのできる
非パリンドローム領域を含み得る。
【００３４】
　いくつかの例において、免疫賦活オリゴヌクレオチドは、分子内二重鎖の形成により生
ずる二次構造を形成することができる。本明細書中で使用される場合、「分子内二重鎖」
は、一つの分子上の複数の二重鎖形成領域が互いに二重鎖を形成する場合に形成される。
このような場合の多くにおいて、それらの領域はスペーサーを通じて接続されているであ
ろう。いくつかの例において、免疫賦活オリゴヌクレオチドは、分子間二重鎖を形成する
ことができる。本明細書中で使用される場合、「分子間二重鎖」は、二重鎖形成領域が異
なる分子上にありかつ互いにそれらの分子を接続する塩基対相互作用を形成する場合に形
成される。いくつかの例において、分子間二重鎖は、同じ配列を有する二つのオリゴヌク
レオチド間で形成される。他の例において、分子間二重鎖は、異なるヌクレオチド配列を
有する異なるオリゴヌクレオチド間で形成される。いくつかの例において、免疫賦活オリ
ゴヌクレオチドは、分子間二重鎖および分子内二重鎖の両方を形成することができる。
【００３５】
　二重鎖形成領域はパリンドロームであり得る。本明細書中で使用される場合、「パリン
ドローム」およびそれと同義の「パリンドローム領域」は、自己完全反転相補鎖である核
酸配列（すなわち、ＡＢＣＤＥＥ'Ｄ'Ｃ'Ｂ'Ａ'［ＡおよびＡ’、ＢおよびＢ’、Ｃおよ
びＣ’、ＤおよびＤ’、ならびにＥおよびＥ’が通常のワトソン・クリック塩基対、すな
わちＧ－Ｃ、Ａ－Ｔ、およびＡ－Ｕを形成できる塩基である］等の配列）を意味する。本
明細書中で使用される場合、厳密な意味での「パリンドローム」は、通常のワトソン・ク
リック塩基対の形成に関与しない介在配列または介在する非ヌクレオチド構造を含まない
。
【００３６】
　パリンドロームは３’または５’パリンドロームであり得る。二つのパリンドロームは
同じ場合も別個のものである場合もある。従って、５’パリンドローム領域および３’パ
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リンドローム領域は、相互に相補的である必要はない。事実、これらは完全に別個のもの
であり、同じオリゴヌクレオチドではなく他のオリゴヌクレオチド内のパリンドローム領
域とのみ対を形成する場合がある。あるいは、パリンドロームは一致し、分子内塩基対相
互作用を形成できる場合もある。両方のパリンドロームは、様々な塩基組成（Ａ、Ｔ、Ｇ
、またはＣ）を有し得るが、いくつかの実施態様においては、一つのパリンドローム（３
’または５’のいずれか）においてＧＣ含有量が高い方が好ましい。
【００３７】
　二つのパリンドローム領域は、異なる二重鎖安定価を有し得る。二重鎖安定価は、パリ
ンドロームと、分子間塩基対形成の場合は第二のオリゴヌクレオチド内の相手方または分
子内塩基対形成の場合はそれ自身もしくは第二のパリンドロームとの間で形成される二重
鎖の強度の指標である。本明細書中で使用される場合、「二重鎖安定性」は、それ独自の
相補配列と二重鎖を形成する場合のパリンドローム領域、相補性内在領域、または二重鎖
形成領域の強度の尺度である。二本鎖分子の二重鎖安定性の大きさは、総鎖濃度、塩基組
成、温度、ｐＨ、および緩衝塩に依存する。二重鎖安定価は、Ｊｏｈｎ　ＳａｎｔａＬｕ
ｃｉａ，Ｊｒ．（１９９８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９５　１４６０－
１４６５により開発された熱力学モデルにより算出することができる。このフォールディ
ングプログラムは、例えばｈｔｔｐ：／／ｌｎａ－ｔｍ．ｃｏｍ／またはｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏ．ｒｐｉ．ｅｄｕ／ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ／ｈｙｂｒｉｄ／
ｔｗｏｓｔａｔｅ．ｐｈｐから入手可能である。
【００３８】
　二重鎖安定性の計算例は、総鎖濃度０．１μＭオリゴヌクレオチドおよび塩濃度１４０
ｍＭ（ほぼ生理学的な塩）に基づく。推定融解温度（Ｔｍ）は、溶液中で完全に一致する
ＤＮＡヌクレオチドに対してハイブリダイズするＤＮＡオリゴヌクレオチドである。配列
番号２３４を用いた計算例を以下に示す。
【００３９】
　　配列番号２３４　　　ＴＣＧＴＣＧＡＣＧＡＴＣＧＧＣＧＣＧＣＧＣＣＧ
　　５’パリンドローム　　ＴＣＧＴＣＧＡＣＧＡ　　　　　Ｔｍ：４１℃
　　３’パリンドローム　　ＣＧＧＣＧＣＧＣＧＣＣＧ　　　Ｔｍ：６８℃
　ホスホロチオエート修飾の場合、予測されるＴｍは、一つの修飾ごとにおよそ１℃下が
る。従って、完全ホスホロチオエート分子においては、この修飾について補正した二重鎖
安定性は、
　　５’パリンドローム　　ＴＣＧＴＣＧＡＣＧＡ　　　　　Ｔｍ：３２℃
　　３’パリンドローム　　ＣＧＧＣＧＣＧＣＧＣＣＧ　　　Ｔｍ：５７℃
となろう。
【００４０】
　実際のＴｍ測定値は５～１０℃の範囲でずれる可能性がある。例えば、配列番号２３４
についての実際のＴｍ測定値は（ＰＢＳ中０．０４ｍｇ／ｍｌ　ＯＤＮ）：
　　５’パリンドローム　　ＴＣＧＴＣＧＡＣＧＡ　　　　　Ｔｍ：３３．９℃
　　３’パリンドローム　　ＣＧＧＣＧＣＧＣＧＣＣＧ　　　Ｔｍ：６５．７℃
であった。
【００４１】
　ＳａｎｔａＬｕｃｉａの式はオリゴヌクレオチドの二重鎖安定性を計算するのに有用で
あるが、ヘアピン構造を形成するいくつかのオリゴヌクレオチドについては不自然に低く
なる。ヘアピンの安定性の予測については、Ｍ．Ｚｕｋｅｒ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓ．３１（１３），３４０６－１５，（２００３）に記載される核酸のフォール
ディングおよびハイブリダイゼーションの予測のためのＭｆｏｌｄアルゴリズムが使用さ
れ、このアルゴリズムはｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏ．ｒｐｉ．ｅｄｕ／ａｐ
ｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ／ｍｆｏｌｄ／ｏｌｄ／ｄｎａ／ｆｏｒｍ１．ｃｇｉから入手可能
である。
【００４２】
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　　配列番号２３７　　　ＴＣＧＴＣＧＡＣＧＴＴＣＧＧＣＧＣＣＧＴＧＣＣＧ
　　３’パリンドローム　　ＣＧＧＣＧＣＣＧＴＧＣＣＧ　　　　Ｔｍ：７３℃　４つの
ワトソン・クリック塩基対を含むヘアピンの場合
　　３’パリンドローム　　ＣＧＧＣＧＣＣＧＴＧＣＣＧ　　　　Ｔｍ：７３℃　４つの
ワトソン・クリック塩基対ｂｐおよびＧ－Ｔ塩基対を含むヘアピンの場合
　対応する二量体は４２℃のＴｍ計算値を有し、従って分子内構造よりも好ましくない。
【００４３】
　「弱い二重鎖」は、少なくとも２５～４０の二重鎖安定価を有するものとする。「強い
二重鎖」は、少なくとも４０～６０の二重鎖安定価を有するものとする。分子内二重鎖、
例えばヘアピンは通常、分子間二重鎖と比較して、同じ二重鎖安定価を得るのに必要とす
る塩基対が少ない。さらに、分子内二重鎖安定性（例えばヘアピンの安定性）はＯＤＮ鎖
濃度に独立である。
【００４４】
　いくつかの実施態様において、５’パリンドローム領域は、同じ分子上の３’パリンド
ローム領域よりも弱い。従って、５’パリンドローム領域は、おそらくはＧＣ含有量の低
さが原因で、３’パリンドローム領域よりも、それ自身と複合体を形成する場合により小
さい二重鎖安定性を有し得る。あるいは、いくつかの例においては、５’パリンドローム
は３’パリンドロームよりも高い二重鎖安定性を有し得る。
【００４５】
　「相補性内在領域」は、本明細書中で使用される場合、完全パリンドロームまたは不完
全パリンドロームを含む二重鎖形成領域を意味する。不完全パリンドロームは、通常のワ
トソン・クリック塩基対を形成できるヌクレオチドと通常のワトソン・クリック塩基対の
形成に関与しないヌクレオチド、ヌクレオチドアナログ、または他の構造の両方を含む核
酸配列（例えば、ＡＢＣＤＥ－Ｓ－Ｅ'Ｄ'Ｃ'Ｂ'Ａ'［ＡおよびＡ'、ＢおよびＢ'、Ｃお
よびＣ'、ＤおよびＤ'、ならびにＥおよびＥ'は通常のワトソン・クリック塩基対を形成
できる塩基であり、Ｓは非パリンドローム配列または非ヌクレオチドリンカーもしくは脱
塩基リンカー（ｄＳｐａｃｅｒ）である］等の配列）である。非ヌクレオチドリンカーの
例には、１，３－プロパンジオールもしくはドデカン－１，１２－ジオール、シクロヘキ
サンジオール等のジオール、またはコレステロール、ニトロインドール、トリエチレング
リコール、およびヘキサエチレングリコール等のリンカーが含まれるがこれらに限定され
ない。特定の実施態様において、通常のワトソン・クリック塩基対の形成に関与しないヌ
クレオチド、ヌクレオチドアナログ、または他の構造は、それ以外の完全パリンドローム
の妨害をする。特定の実施態様において、通常のワトソン・クリック塩基対の形成に関与
しないヌクレオチドは、別のヌクレオチドと非ワトソン・クリック型塩基対、例えばＧ－
Ｔを形成することができる。本明細書中で使用される場合、非ワトソン・クリック型塩基
対は、フーグステン塩基対およびいわゆるゆらぎ塩基対を含むがこれらに限定されないワ
トソン・クリック塩基対以外の任意の塩基対である。特定の実施態様において、通常のワ
トソン・クリック塩基対の形成に関与しないヌクレオチドは、不一致でありかつワトソン
・クリック塩基対または非ワトソン・クリック型塩基対を形成するヌクレオチド塩基また
はヌクレオチド塩基アナログを有さない、例えばＧとｄＳｐａｃｅｒの対向である。いく
つかの実施態様において、非ワトソン・クリック型塩基対は、Ｇ－Ｔ、Ｇ－Ａ、Ｇ－Ｇ、
またはＣ－Ａである。二重鎖形成に対する不安定化効果が少ないという理由から、Ｇ－Ｔ
が好ましい非ワトソン・クリック型塩基対である。特定の実施態様において、塩基対形成
に関与しないヌクレオチドは、別のヌクレオチドと非標準的な塩基対を形成することがで
きる、例えばジアミノピリジンはキサントシンと塩基対を形成することができる。いくつ
かの例において、分子内の二本鎖部分はまた、不自然（非標準的）な塩基対（例えばジア
ミノピリジンとキサントシンの塩基対）を含み得る。Ｌｕｔｚ　ＭＪ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９８）Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｎｏｎ－ｓｔａｎｄａｒｄ　ｂａｓｅ　ｐ
ａｉｒ　ｂｙ　ｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｓ．Ｂｉｏｏ
ｒｇ　Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ　Ｌｅｔｔ　８：１１４９－５２。
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【００４６】
　特定の実施態様において、相補性内在領域は、ミスマッチを含み得る。本明細書中で使
用される場合、「ミスマッチ」は、その配列内の一つまたはそれ以上の塩基が二重鎖にお
いて対向する塩基と通常のワトソン・クリック塩基対を形成しない相補性内在領域の部分
を意味する。ミスマッチは、相補性内在領域の一部が二重鎖形成に関与していない「突起
」を形成し得る。いくつかの実施態様において、相補性内在領域は二つのミスマッチを含
み得る。
【００４７】
　一つの実施態様において、不完全パリンドロームは、「ヘアピンまたはステムループ構
造を形成できる逆方向反復」である。このタイプの構造は、３～１０連続塩基対の長さの
ＧＣリッチステムまたはヘアピンを形成するヌクレオチドの配列を含み得、かつ少なくと
も一つの不一致またはミスマッチの塩基を含む。個々の実施態様において、ＧＣリッチス
テムは、２、３、４、５、６、７、８、９、または１０連続塩基対長である。いくつかの
実施態様において、ＧＣリッチステムは、少なくとも２、３、または４個のＧ－Ｃ塩基対
を含む。別の実施態様において、ヘアピンまたはステムループ構造を形成できる逆方向反
復は、２～１０連続塩基対の長さのＡ－Ｔリッチステムまたはヘアピンを形成しかつ少な
くとも一つの不一致またはミスマッチの塩基を含むヌクレオチドの配列を意味する。個々
の実施態様において、ＡＴリッチステムは、３、４、５、６、７、８、９、または１０連
続塩基対長である。いくつかの実施態様において、ＡＴリッチステムは、少なくとも３、
４、５、または６個のＡ－Ｔ塩基対を含む。
【００４８】
　いくつかの例において、少なくとも一つの不一致またはミスマッチ塩基は、ステムまた
はヘアピンの末端を架橋する。これは、ステムが塩基対に対してフレキシブルな点をその
分子内で提供することによって二次構造の形成を可能にし、そしてヘアピンを形成し得る
。あるいは、不一致またはミスマッチ塩基はステム内に存在し得る。好ましくは、ミスマ
ッチ塩基がステム内に存在する場合、ステムは少なくとも３塩基対長である。不一致また
はミスマッチ塩基は任意のヌクレオチドであり得る。いくつかの実施態様において、不一
致またはミスマッチの塩基はＴである。二本鎖の末端の不一致ヌクレオチドは、オーバー
ハングヌクレオチドまたはダングリング末端（ｄａｎｇｌｉｎｇ　ｅｎｄｓ）としても知
られており、これらは二重鎖形成またはヘアピン形成を大きく安定化させることができる
。Ｆｒｅｉｅｒ　ＳＭ　ｅｔ　ａｌ．（１９８３）Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　３'  ｄａｎ
ｇｌｉｎｇ　ｅｎｄ　ｓｔａｃｋｉｎｇ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　Ｇ
ＧＣＣ　ａｎｄ　ＣＣＧＧ　ｄｏｕｂｌｅ　ｈｅｌｉｘｅｓ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
　２２：６１９８－２０６。
　相補性内在領域は、典型的には、少なくとも２０の二重鎖安定価を有するか、または５
ミスマッチ／１０塩基対領域および／もしくは１～５パリンドローム外（突起形成／介在
性）ヌクレオチド／１０塩基対領域未満を含み得る。
【００４９】
　二重鎖形成領域は、一つまたはそれ以上の免疫賦活ドメイン、例えばＴｏｌｌ様受容体
９（ＴＬＲ９）活性化ドメインを含み得る。このオリゴヌクレオチドは、その分子の５’
末端に位置する少なくとも一つのＴＬＲ９活性化ドメインを含む。いくつかの実施態様に
おいて、５’ＴＬＲ９活性化ドメインは、部分的にまたは完全に、５’二重鎖形成領域内
に包含されており、その二重鎖形成領域の一部または全てを形成している。あるいは、５
’ＴＬＲ９活性化ドメインは、５’二重鎖形成領域とは別個のものであり得る。これらの
二つのドメインが別個のものである場合、それらはインターヌクレオチド結合によって相
互に直接的に接続されているかまたはそれらはスペーサー、例えばヌクレオチドリンカー
もしくは非ヌクレオチドリンカーによって隔てられている場合がある。
【００５０】
　ＴＬＲ９活性化ドメインは、免疫賦活性の任意の配列モチーフを含み、ＴＬＲ９受容体
の活性化により観察される免疫活性化パターンと同じ免疫賦活パターンを生じる。これら
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のモチーフには、ＹｐＲ、ＣｐＧ、ＴＣＧ、ＴＴＣＧ、ＴＴＴＣＧ、ＴＹｐＲ、ＵＣＧ、
ＴＣＧ、ＴＴＹｐＲ、ＴＴＴＹｐＲ、ＵＵＣＧ、ＵＵＵＣＧ、ＴＴＴ、ＴＴＴＴ、メチル
化ＣｐＧ、およびＣｐＩが含まれるがこれらに限定されない。このモチーフのヌクレオチ
ドは、半柔軟性（ｓｅｍｉ－ｓｏｆｔ）または立体特異的な骨格を含み得る。
【００５１】
　本発明のＣｐＧオリゴヌクレオチドの実施態様は、以下の式によって示され得る：
５’　ＸＰ1ＳＰ2Ｔ　３’
および
５’　ＸＮＳＰＴ　３’
および
５’　ＸＰＳＮＴ　３’
および
５’　ＸＮ1ＳＮ2Ｔ　３’
　ＸはＴＬＲ活性化ドメインである。Ｐ、Ｐ1、およびＰ2はパリンドロームである。Ｓは
スペーサーである。Ｔは３’テイルである。Ｎ、Ｎ1、およびＮ2は不完全パリンドローム
を含む相補性内在領域である。この式において、５’はそのオリゴヌクレオチドの遊離の
５’末端を意味し、３’はそのオリゴヌクレオチドの遊離の３’末端を意味する。
【００５２】
　本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチドは、ＡおよびＴリッチ領域またはＧおよびＣリッ
チ領域を含み得る。本明細書中で使用される場合、「ＡおよびＴリッチ領域」は、Ａおよ
びＴヌクレオチドがその配列内のＧおよびＣヌクレオチドを数で上回る領域である。ある
いは、本明細書中で使用される場合、「ＧおよびＣリッチ領域」は、ＧおよびＣヌクレオ
チドがその配列内のＡおよびＴヌクレオチドを数で上回る領域である。いくつかの場合、
オリゴヌクレオチドは、その分子の３’末端付近に４個またはそれ以上のＧヌクレオチド
を有し得る。
【００５３】
　いくつかの実施態様において、この分子は３’テイルを含む。３’テイルは任意の長さ
のものであり得るが、好ましくは１００ヌクレオチド長未満である。この３’テイルは、
任意の塩基含量のものであり得る。いくつかの実施態様において、３’テイルは、一つま
たはそれ以上の免疫賦活ドメイン、例えばポリＴまたはＣｐＧモチーフを含む。
【００５４】
　スペーサーは、二つの二重鎖形成領域の間に配置され得る。スペーサーは、非ヌクレオ
チドリンカーであるフレキシブルリンカーまたは「介在ヌクレオチド」、すなわち二重鎖
を形成しないヌクレオチドのいずれかであり得る。いくつかの実施態様において、本発明
に従う「介在ヌクレオチド」は、０～１００個のヌクレオチドを含み得る。スペーサーが
核酸スペーサーである場合、任意のヌクレオチドもしくはヌクレオチド群、またはヌクレ
オシド（群）であり得る。いくつかの実施態様において、スペーサーは、ＴまたはＴリッ
チスペーサーである。本明細書中で使用される場合、「非ヌクレオチドリンカー」または
それと同義の「非ヌクレオチドスペーサー」は、プリンまたはピリミジン核酸塩基および
糖リン酸を含むヌクレオチドまたはそのポリマー（すなわちポリヌクレオチド）ではない
任意のリンカーエレメントを意味する。このような非ヌクレオチドリンカーは当該分野で
公知であり、単純な炭素鎖、脱塩基ヌクレオチド（ｄＳｐａｃｅｒ）、すなわち核酸塩基
が水素原子で置換されているヌクレオチド様糖リン酸単位、トリエチレングリコールおよ
びヘキサエチレングリコールを含むがこれらに限定されないポリエチレングリコールを含
むがこれらに限定されない。スペーサーは、一つまたはそれ以上の免疫賦活ドメイン、例
えばポリＴまたはＣｐＧモチーフを含み得る。いくつかの実施態様において、リンカーは
、二重鎖形成領域間の３’－３’結合である。
【００５５】
　二重鎖形成領域は、直接的または間接的に接続され得る。本明細書中で使用される場合
、用語「直接的に接続」は、パリンドロームのヌクレオシドがホスホジエステル、ホスホ
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ジエステル様、またはホスホロチオエート化学結合により結合されているオリゴヌクレオ
チドを意味する。二つの二重鎖形成領域が重複している可能性もある。いくつかの実施態
様において、二重鎖形成領域はヌクレオチド一つまたは二つ分重複している。二重鎖形成
領域が重複する場合、それらは直接的に接続されているとみなす。いくつかの実施態様に
おいて、二重鎖形成領域は重複していない。本明細書中で使用される場合、用語「間接的
に接続」は、二重鎖形成領域のヌクレオシドが上記のようなスペーサーを通じて接続され
ているオリゴヌクレオチドを意味する。
【００５６】
　本発明のオリゴヌクレオチドは、少なくとも一つのＹｐＲジヌクレオチドを含む。本明
細書中で使用される場合、「ＹｐＲジヌクレオチド」は、ピリミジンの後にプリンが続く
ジヌクレオチドである。特定の実施態様において、文字Ｙはシトシンまたは修飾シトシン
を含むヌクレオチドをさすのに使用される。本明細書中で使用される場合、修飾シトシン
は、シトシンの天然または非天然ピリミジン塩基アナログであって、そのオリゴヌクレオ
チドの免疫賦活活性を損なうことなくこの塩基を置換することができるものである。修飾
シトシンには５－置換シトシン（例えば５－メチル－シトシン、５－フルオロ－シトシン
、５－クロロ－シトシン、５－ブロモ－シトシン、５－ヨード－シトシン、５－ヒドロキ
シ－シトシン、５－ヒドロキシメチル－シトシン、５－ジフルオロメチル－シトシン、お
よび非置換または置換５－アルキニル－シトシン）、６－置換シトシン、Ｎ４－置換シト
シン（例えばＮ４－エチル－シトシン）、５－アザ－シトシン、２－メルカプト－シトシ
ン、イソシトシン、プソイド－イソシトシン、縮合環系を有するシトシンアナログ（例え
ばＮ’，Ｎ’－プロピレンシトシンまたはフェノキサジン）、ならびにウラシルおよびそ
の誘導体（例えば５－フルオロ－ウラシル、５－ブロモ－ウラシル、５－ブロモビニル－
ウラシル、４－チオ－ウラシル、５－ヒドロキシ－ウラシル、５－プロピニル－ウラシル
）が含まれるがこれらに限定されない。いくつかの好ましいシトシンには、５－メチル－
シトシン、５－フルオロ－シトシン、５－ヒドロキシ－シトシン、５－ヒドロキシメチル
－シトシン、およびＮ４－エチル－シトシンが含まれるがこれらに限定されない。本発明
の別の実施態様において、シトシン塩基は、ユニバーサル塩基（例えば３－ニトロピロー
ル、Ｐ塩基）、芳香族環系（例えばフルオロベンゼンもしくはジフルオロベンゼン）、ま
たは水素原子（ｄＳｐａｃｅｒ）で置換される。
【００５７】
　文字Ｒは、例えばＧおよびＡを含むプリンをさすのに使用される。いくつかの実施態様
においてＲはＺであり、Ｚはグアニンまたは修飾グアニン塩基をさすのに使用される。本
明細書中で使用される場合、修飾グアニンは、グアニンの天然または非天然プリン塩基ア
ナログであって、そのオリゴヌクレオチドの免疫賦活活性を損なうことなくこの塩基を置
換することができるものである。修飾グアニンには、７－デアザグアニン、７－デアザ－
７－置換グアニン（例えば７－デアザ－７－（Ｃ２～Ｃ６）アルキニルグアニン）、７－
デアザ－８－置換グアニン、ヒポキサンチン、Ｎ２－置換グアニン（例えばＮ２－メチル
－グアニン）、５－アミノ－３－メチル－３Ｈ，６Ｈ－チアゾロ［４，５－ｄ］ピリミジ
ン－２，７－ジオン、２，６－ジアミノプリン、２－アミノプリン、プリン、インドール
、アデニン、置換アデニン（例えばＮ６－メチル－アデニン、８－オキソ－アデニン）、
８－置換グアニン（例えば８－ヒドロキシグアニンおよび８－ブロモグアニン）、ならび
に６－チオグアニンが含まれるがこれらに限定されない。本発明の別の実施態様において
、グアニン塩基は、ユニバーサル塩基（例えば４－メチル－インドール、５－ニトロ－イ
ンドール、Ｋ塩基）、芳香族環系（例えばベンゾイミダゾールもしくはジクロロ－ベンゾ
イミダゾール、１－メチル－１Ｈ－［１，２，４］トリアゾール－３－カルボン酸アミド
）、または水素原子（ｄＳｐａｃｅｒ）で置換される。
【００５８】
　本発明の特定の実施態様において、免疫賦活オリゴヌクレオチドは、ＣｐＧジヌクレオ
チドであるＹｐＲモチーフを含む。ＣｐＧジヌクレオチドは、メチル化または非メチル化
であり得る。少なくとも一つの非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含む免疫賦活オリゴヌ
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クレオチドは、非メチル化シトシン－グアニンジヌクレオチド配列を含み（すなわち、非
メチル化の５’シトシンの後に３’グアノシンが続き、これらがリン酸結合により連結さ
れている）、かつ免疫系を活性化する核酸分子であり；このような免疫賦活オリゴヌクレ
オチドはＣｐＧオリゴヌクレオチドである。ＣｐＧオリゴヌクレオチドは、米国特許第６
,１９４,３８８号；同第６,２０７,６４６号；同第６,２１４,８０６号；同第６,２１８,
３７１号；同第６,２３９,１１６号；および同第６,３３９,０６８号を含む多くの発行さ
れた特許、公開された特許出願、およびその他の刊行物に記載されている。少なくとも一
つのメチル化ＣｐＧジヌクレオチドを含む免疫賦活オリゴヌクレオチドは、メチル化シト
シン－グアニンジヌクレオチド配列を含み（すなわち、メチル化の５’シトシンの後に３
’グアノシンが続き、これらがリン酸結合により連結されている）、かつ免疫系を活性化
するオリゴヌクレオチドである。
【００５９】
　いくつかの実施態様において、オリゴヌクレオチドは表１に示される構造のうちの一つ
を有する。
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【表１】

【００６０】
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【表２】

【００６１】
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【表３】

【００６２】
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【表４】

【００６３】
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【表５】

【００６４】
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【表６】

【００６５】
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【表７】

【００６６】
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【表８】

【００６７】
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【表９】

【００６８】
　上記のように、二本鎖分子の二重鎖安定性の大きさは、総鎖濃度、塩基組成、温度、ｐ
Ｈ、および緩衝塩に依存する。生理学的条件下では、二重鎖の形成は、対を形成していな
い塩基ストレッチよりも好まれる。一超のパリンドローム配列、相補性内在配列、または
二重鎖形成配列が一つの分子内に存在する場合、生理学的条件下で数個の分子の潜在的凝
集性は好ましいであろう。この凝集により高次のオリゴヌクレオチド構造の複合体が形成
され、これは分析が困難でありかつ最終的な薬品投与用溶液のロット間の均一性に関する
問題も生じる。このような凝集を防ぐために、温度、ｐＨの上昇、または緩衝塩を下げる
試みがなされ得る。しかし、その分子がその意図する動物またはヒトの処置用に処方され
ている場合、生理学的条件（周囲温度、生理学的浸透圧値、または中性ｐＨ）を維持する
必要があるため、温度、ｐＨの上昇、または緩衝塩の減少は利用することができない。本
発明はまた、これらの問題を扱う組成物を包含する。
【００６９】
　従って、いくつかの局面において、本発明は、インビボで自己会合してコンカテマーを
形成するのを妨げることなくインビトロでの凝集を減少させる様式で処方された二重鎖形
成オリゴヌクレオチドの組成物に関する。二重鎖形成オリゴヌクレオチドを実質的に均質
な状態または非凝集状態で維持するのに低塩緩衝液および溶質を使用することができるこ
とを発見した。これらの薬学的処方物において、化合物はより治療的開発に有用かつ実用
的であり、かつその構造が分析し易くかつ簡単により均一な投与用ロットを製造できるこ
とから規制当局の認可を受け易い。このような処方物は、薬物分析を困難にしロット間の
均一性を低下させる複雑なコンカテマーを回避することから、薬学的投与用溶液としてよ
り有用である。
【００７０】
　いくつかの実施態様において、有意に異なる融解温度を有する二つまたはそれ以上のパ
リンドローム領域または二重鎖形成領域を含む分子が使用される。特定条件下で、弱い方
の二重鎖（すなわち二重鎖安定性が低い方）の形成が妨げられつつ、強い方の二重鎖の形
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成が維持され、それによってこの化合物はインビトロでコンカテマーではなく二重鎖を形
成するが、インビボでの活性は維持され得る。
【００７１】
　従って、本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチドは、被検体への投与に適した組成物にお
いて使用することができる。二重鎖形成オリゴヌクレオチドは、このオリゴヌクレオチド
を低浸透圧緩衝液、例えば低塩緩衝液中に溶解し、溶質を添加することを含むオリゴヌク
レオチドの投与用溶液の製造において使用することができる。本明細書中で使用される場
合、「溶質」は、適当な濃度で溶液に添加された場合に、オリゴヌクレオチドが実質的に
均質な形態で存在するほぼ等張処方物を生成する成分である。いくつかの実施態様におい
て、溶質は、等張形成成分である。適当な溶質の例には、アルコール、例えばアミノ酸お
よび糖類が含まれるがこれらに限定されない。溶質として有用なアミノ酸は、疎水性側鎖
を有するもの、例えばイソロイシン、または荷電側鎖を有するもの、例えばリジンであり
得る。いくつかの実施態様において、アミノ酸はグリシンである。糖類には、デキストロ
ース、フルクトース、ラクトース、スクロース、リボース、アラビノース、または二糖類
が含まれるがこれらに限定されない。
【００７２】
　本明細書中で使用される場合、用語「実質的に均質」は、その分子の大部分が高分子量
コンカテマーとして存在しない溶液を意味する。従って、溶液中の分子の少なくとも５０
％は高分子量コンカテマーの一部ではない。他の実施態様において、溶液中の分子の少な
くとも４０％、３０％、２０％、１０％、５％、２％、または１％が高分子量コンカテマ
ーの一部ではない。コンカテマーの一部ではないオリゴヌクレオチドは、単量体または二
量体の形態で存在し得る。
【００７３】
　いくつかの実施態様において、この組成物は、全て同じ配列を有するオリゴヌクレオチ
ドを含む。従って、同じオリゴヌクレオチド配列の複数のコピーが組成物中に存在する。
あるいは、この組成物は、その混合物中の他のオリゴヌクレオチドと共通の少なくとも一
つの二重鎖形成配列を有する異なる配列のオリゴヌクレオチドの混合物を含み得る。典型
的には、異なるオリゴヌクレオチド配列を含む組成物は、その異なるオリゴヌクレオチド
内の二重鎖形成配列が互いに相補的でありかつ塩基対を形成することができるよう、相補
的な二重鎖形成配列を有する少なくとも二つの異なるオリゴヌクレオチドを含む。塩基対
の形成は、完全な塩基対形成の場合も不完全、例えば突起またはミスマッチを含む場合も
ある。
【００７４】
　当然、コンカテマーの形成に関与しない追加のオリゴヌクレオチドが、その組成物が同
じ配列のオリゴヌクレオチド内の二重鎖形成配列と塩基対を形成することができる二重鎖
形成配列を有する単一のオリゴヌクレオチドを含むかまたは複数のオリゴヌクレオチド配
列を含むかによらず、組成物中に含まれる場合がある。
【００７５】
　本発明の組成物は、オリゴヌクレオチドの処方に広く適用可能である。これらは免疫賦
活オリゴヌクレオチドの処方に限定されない。例えば、本発明の組成物は、治療用のＤＮ
Ａ、例えばアンチセンスオリゴヌクレオチド、またはＲＮＡ、例えばｓｉＲＮＡオリゴヌ
クレオチドを処方するのに使用され得る。いくつかの実施態様において、この組成物は、
免疫賦活オリゴヌクレオチドを処方するのに有用である。
【００７６】
　免疫賦活オリゴヌクレオチドは、概ね、６～１００ヌクレオチドの範囲の長さを有する
。いくつかの実施態様において、その長さは６～４０、１３～１００、１３～４０、１３
～３０、１５～５０、もしくは１５～３０ヌクレオチド、またはその間の任意の整数の範
囲である。
【００７７】
　用語「核酸」および「オリゴヌクレオチド」は、互換的に使用され、複数のヌクレオチ
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ド（すなわち、リン酸基および交換可能な有機塩基に連結された糖（例えばリボースまた
はデオキシリボース）を含む分子であり、置換ピリミジン（例えばシトシン（Ｃ）、チミ
ン（Ｔ）、もしくはウラシル（Ｕ））または置換プリン（例えばアデニン（Ａ）もしくは
グアニン（Ｇ））のいずれかである）を意味する。本明細書中で使用される場合、用語「
核酸」および「オリゴヌクレオチド」は、オリゴリボヌクレオチドおよびオリゴデオキシ
リボヌクレオチドを意味する。用語「核酸」および「オリゴヌクレオチド」はまた、ポリ
ヌクレオシド（すなわちポリヌクレオチドからリン酸基を除いたもの）および任意の他の
有機塩基を含有するポリマーを含む。核酸分子は、既存の核酸供給源（例えばゲノムまた
はｃＤＮＡ）から獲得することができるが、好ましくは合成物である（例えば核酸合成に
よって製造される）。
【００７８】
　本明細書中で使用される場合、用語「核酸」および「オリゴヌクレオチド」は、本発明
の核酸分子およびオリゴヌクレオチド、ならびに本発明のオリゴヌクレオチドアナログを
包含する。本明細書中で使用される場合、用語「オリゴデオキシヌクレオチド」およびそ
れと同義の「ＯＤＮ」は、本発明の非修飾オリゴデオキシヌクレオチドおよび本発明のオ
リゴデオキシヌクレオチドアナログを包含する。
【００７９】
　用語「核酸」および「オリゴヌクレオチド」はまた、例えば塩基および／または糖にお
ける置換または修飾を有する核酸またはオリゴヌクレオチドを包含する。例えば、これら
は、２’位においてヒドロキシル基以外の、および５’位においてリン酸基またはヒドロ
キシ基以外の低分子量有機基に共有結合により結合された糖骨格を有する核酸を包含する
。従って修飾核酸は、２’－Ｏ－アルキル化リボース基を含み得る。さらに、修飾核酸は
、リボースの代わりにアラビノースまたは２’－フルオロアラビノース等の糖を含み得る
。従って、核酸は、その骨格組成において異種性であり、ひとつながりのポリマー単位の
任意の可能性のある組み合わせを含む、例えばペプチド－核酸（これは核酸塩基を有する
ペプチド様骨格を有する）であり得る。いくつかの実施態様において、オリゴヌクレオチ
ドは一つまたはそれ以上の修飾を有し得、各々の修飾は、天然ＤＮＡで構成される同じ配
列のオリゴヌクレオチドとの比較で、特定のホスホジエステルインターヌクレオシド架橋
に、および／または特定のβ－Ｄ－リボース単位に、および／または特定の天然ヌクレオ
シド塩基位置に配置される。他の例は、以下により詳細に記載されている。
【００８０】
　本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチドは、ホスホジエステルインターヌクレオシド架橋
、β－Ｄ－リボース単位、および／または天然ヌクレオシド塩基（例えばアデニン、グア
ニン、シトシン、チミン、もしくはウラシル）を含む天然ＲＮＡおよびＤＮＡと比較して
様々な化学修飾および置換を含み得る。化学修飾の例は当業者に公知であり、例えばＵｈ
ｌｍａｎｎ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｃｈｅｍ　Ｒｅｖ　９０：５４３；“Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ　ｆｏｒ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｓ”
　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　＆　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎ
ｄ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｓ．Ａｇｒａｗａｌ，Ｅｄ，Ｈｕｍ
ａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，Ｔｏｔｏｗａ，ＵＳＡ　１９９３；Ｃｒｏｏｋｅ　ＳＴ　ｅｔ　ａ
ｌ．（１９９６）Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｔｏｘｉｃｏｌ　３６：１０
７－２９；およびＨｕｎｚｉｋｅｒ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｍｏｄ　Ｓｙｎｔｈ
　Ｍｅｔｈｏｄｓ　７：３３１－４１７に記載されている。本発明に従うオリゴヌクレオ
チドは一つまたはそれ以上の修飾を有し得、各々の修飾は、天然ＤＮＡまたはＲＮＡで構
成される同じ配列のオリゴヌクレオチドとの比較で、特定のホスホジエステルインターヌ
クレオシド架橋に、および／または特定のβ－Ｄ－リボース単位に、および／または特定
の天然ヌクレオシド塩基位置に配置される。
【００８１】
　例えば、オリゴヌクレオチドは一つまたはそれ以上の修飾を含み得、各々の修飾は独立
して以下から選択される：
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ａ）ヌクレオシドの３’末端および／または５’末端に位置するホスホジエステルインタ
ーヌクレオシド架橋の、修飾インターヌクレオシド架橋による置換、
ｂ）ヌクレオシドの３’末端および／または５’末端に位置するホスホジエステル架橋の
、脱リン酸架橋による置換、
ｃ）糖リン酸骨格の糖リン酸単位の別単位による置換、
ｄ）β－Ｄ－リボース単位の修飾糖単位による置換、および
ｅ）天然ヌクレオシド塩基の修飾ヌクレオシド塩基による置換。
【００８２】
　オリゴヌクレオチドの化学修飾のより詳細な例は以下の通りである。
【００８３】
　オリゴヌクレオチドは、修飾インターヌクレオチド結合、例えば上記のａまたはｂに記
載される結合を含み得る。これらの修飾結合は、分解に対して部分的に耐性であり得る（
例えば安定化され得る）。安定化オリゴヌクレオチド分子は、そのような修飾に起因して
、（例えばエキソまたはエンドヌクレアーゼを通じた）インビボでの分解に対して比較的
耐性のオリゴヌクレオチドを意味する。
【００８４】
　ホスホロチオエート結合を有するオリゴヌクレオチドは、いくつかの実施態様において
、最大の活性を提供しかつ細胞内エキソヌクレアーゼおよびエンドヌクレアーゼによる分
解からオリゴヌクレオチドを保護し得る。ヌクレオシドの３’および／または５’末端に
位置するホスホジエステルインターヌクレオシド架橋は、修飾インターヌクレオシド架橋
により置き換えることができ、修飾インターヌクレオシド架橋は、例えば、ホスホロチオ
エート、ホスホロジチオエート、ＮＲ1Ｒ2－ホスホラミデート、ボラノホスフェート、α
－ヒドロキシベンジルホスホネート、ホスフェート－（Ｃ1～Ｃ21）－Ｏ－アルキルエス
テル、ホスフェート－［（Ｃ6～Ｃ12）アリール－（Ｃ1～Ｃ21）－Ｏ－アルキル］エステ
ル、（Ｃ1～Ｃ8）アルキルホスホネートおよび／または（Ｃ6～Ｃ12）アリールホスホネ
ート架橋、（Ｃ7～Ｃ12）－α－ヒドロキシメチル－アリール（例えばＷＯ９５／０１３
６３に開示されている）［式中、（Ｃ6～Ｃ12）アリール、（Ｃ6～Ｃ20）アリール、およ
び（Ｃ6～Ｃ14）アリールは場合によりハロゲン、アルキル、アルコキシ、ニトロ、シア
ノで置換され、Ｒ1およびＲ2は、互いに独立して、水素、（Ｃ1～Ｃ18）－アルキル、（
Ｃ6～Ｃ20）－アリール、（Ｃ6～Ｃ14）－アリール－（Ｃ1～Ｃ8）－アルキル、好ましく
は水素、（Ｃ1～Ｃ8）－アルキル、好ましくは（Ｃ1～Ｃ4）－アルキル、および／または
メトキシエチルであるか、またはＲ1およびＲ2は、それらを保持する窒素原子と共に、５
～６員の複素環式環を形成し、この環はさらにＯ、Ｓ、およびＮの群から選択されるさら
なるヘテロ原子を含み得る］から選択される。
【００８５】
　ヌクレオシドの３’および／または５’末端に位置するホスホジエステル架橋の脱リン
酸架橋（脱リン酸架橋は、例えばＵｈｌｍａｎｎ　Ｅ　ａｎｄ　Ｐｅｙｍａｎ　Ａ　ｉｎ
　“Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ”，Ｖｏｌ．２０，“
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｆｏｒ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏ
ｇｓ”，Ｓ．Ａｇｒａｗａｌ，Ｅｄ．，Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，Ｔｏｔｏｗａ　１９
９３，Ｃｈａｐｔｅｒ　１６，ｐｐ．３５５　ｆｆに記載されている）による置換におい
て、脱リン酸架橋は、例えば、ホルムアセタール、３’－チオホルムアセタール、メチル
ヒドロキシルアミン、オキシム、メチレンジメチル－ヒドラゾ、ジメチレンスルホン、お
よび／またはシリル基の脱リン酸架橋から選択される。
【００８６】
　糖リン酸骨格（すなわち、糖リン酸骨格は糖リン酸単位で構成される）の糖リン酸単位
（すなわち、共に糖リン酸単位を形成するβ－Ｄ－リボースおよびホスホジエステルイン
ターヌクレオシド架橋）は、別の単位で置換することができ、他の単位は、例えば、「モ
ルホリノ誘導体」オリゴマー（例えばＳｔｉｒｃｈａｋ　ＥＰ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９
）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　１７：６１２９－４１に記載される）を構築す



(29) JP 5473336 B2 2014.4.16

10

20

30

40

50

るのに適したもの、例えば、モルホリノ誘導体単位による置換；またはポリアミド核酸（
「ＰＮＡ」、例えばＮｉｅｌｓｅｎ　ＰＥ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｂｉｏｃｏｎｊｕ
ｇ　Ｃｈｅｍ　５：３－７に記載される）を構築するのに適したもの、例えばＰＮＡ骨格
単位、例えば２－アミノエチルグリシンによる置換、である。オリゴヌクレオチドは、他
の炭水化物骨格の修飾および置換、例えばリン酸基を有するペプチド核酸（ＰＨＯＮＡ）
、ロック核酸（ｌｏｃｋｅｄ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄｓ）（ＬＮＡ）、およびアルキ
ルリンカーまたはアミノリンカーを含む骨格部分を有するオリゴヌクレオチドを有し得る
。アルキルリンカーは、分枝型または非分枝型、置換または非置換、およびキラル純粋ま
たはラセミ混合物であり得る。
【００８７】
　β－リボース単位またはβ－Ｄ－２’デオキシリボース単位は修飾糖単位で置換するこ
とができ、修飾糖単位は、例えば、β－Ｄ－リボース、α－Ｄ－２’－デオキシリボース
、Ｌ－２’－デオキシリボース、２’－Ｆ－２’－デオキシリボース、２’－Ｆ－アラビ
ノース、２’－Ｏ－（Ｃ1～Ｃ6）アルキル－リボース、好ましくは２’－Ｏ－（Ｃ1～Ｃ6

）アルキル－リボースは２’－Ｏ－メチルリボースである、２’－Ｏ－（Ｃ2～Ｃ6）アル
ケニル－リボース、２’－［Ｏ－（Ｃ1～Ｃ6）アルキル－Ｏ－（Ｃ1～Ｃ6）アルキル］－
リボース、２’－ＮＨ2－２’－デオキシリボース、β－Ｄ－キシロ－フラノース、α－
アラビノフラノース、２，４－ジデオキシ－β－Ｄ－エリスロ－ヘキソ－ピラノース、な
らびに炭素環式（例えばＦｒｏｅｈｌｅｒ（１９９２）Ｊ　Ａｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ　１
１４：８３２０に記載される）および／または閉鎖糖アナログ（例えばＶａｎｄｅｎｄｒ
ｉｅｓｓｃｈｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　４９：７２２３に
記載される）および／またはビシクロ糖アナログ（例えばＴａｒｋｏｖ　Ｍ　ｅｔ　ａｌ
．（１９９３）ＨｅＩｖ　Ｃｈｉｍ　Ａｃｔａ　７６：４８１に記載される）から選択さ
れる。
【００８８】
　いくつかの実施態様において、糖は２’－Ｏ－メチルリボースであり、特に一方または
両方のヌクレオチドがホスホジエステルまたはホスホジエステル様インターヌクレオシド
結合により連結されたものである。
【００８９】
　本発明の免疫賦活核酸分子は、キメラ骨格を含み得る。本発明の目的上、キメラ骨格は
、部分的に安定化された骨格であって、少なくとも一つのインターヌクレオチド結合がホ
スホジエステルまたはホスホジエステル様であり、かつ少なくとも一つの他のインターヌ
クレオチド結合が安定化インターヌクレオチド結合であり、少なくとも一つのホスホジエ
ステルまたはホスホジエステル様結合および少なくとも一つの安定化結合が異なるものを
意味する。ボラノホスホネート結合は、その骨格のキメラ性にとって、ホスホジエステル
結合よりも安定であることが報告されているので、ボラノホスホネート結合は、状況に応
じてホスホジエステル様または安定化のいずれかとして分類することができる。例えば、
本発明に従うキメラ骨格は、一つの実施態様において、少なくとも一つのホスホジエステ
ル（ホスホジエステルまたはホスホジエステル様）結合および少なくとも一つのボラノホ
スホネート（安定化）結合を含み得る。別の実施態様において、本発明に従うキメラ骨格
は、ボラノホスホネート（ホスホジエステルまたはホスホジエステル様）およびホスホロ
チオエート（安定化）結合を含み得る。「安定化インターヌクレオチド結合」は、ホスホ
ジエステルインターヌクレオチド結合と比較して、相対的にインビボでの分解（例えばエ
キソまたはエンドヌクレアーゼを通じた分解）に対して耐性であるインターヌクレオチド
結合を意味する。好ましい安定化インターヌクレオチド結合には、ホスホロチオエート、
ホスホロジチオエート、メチルホスホネート、およびメチルホスホロチオエートが含まれ
るがこれらに限定されない。他の安定化インターヌクレオチド結合には、ペプチド、アル
キル、デホスホ、および上記のような他の結合が含まれるがこれらに限定されない。
【００９０】
　特に、ホスホジエステルまたはホスホジエステル様インターヌクレオチド結合は、「内
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部ジヌクレオチド」を含む。内部ジヌクレオチドは、一般的に、インターヌクレオチド結
合によって接続された任意の隣接するヌクレオチド対であって、そのヌクレオチド対のい
ずれのヌクレオチドも末端ヌクレオチドでない、すなわちヌクレオチド対のいずれのヌク
レオチドもそのオリゴヌクレオチドの５’または３’末端を規定するヌクレオチドでない
ものを意味する。従って、ｎヌクレオチド長の直鎖オリゴヌクレオチドは、合計してｎ－
１個のジヌクレオチドおよびｎ－３個のみの内部ジヌクレオチドを有する。内部ジヌクレ
オチドにおける各インターヌクレオチド結合は、内部インターヌクレオチド結合である。
従って、ｎヌクレオチド長の直鎖オリゴヌクレオチドは、合計してｎ－１個のインターヌ
クレオチド結合およびｎ－３個のみの内部インターヌクレオチド結合を有する。従って、
戦略的に配置されたホスホジエステルまたはホスホジエステル様インターヌクレオチド結
合は、核酸配列内の任意のヌクレオチド対の間に配置されたホスホジエステルまたはホス
ホジエステル様インターヌクレオチド結合を意味する。いくつかの実施態様において、ホ
スホジエステルまたはホスホジエステル様インターヌクレオチド結合は、その５’または
３’末端最近接のいずれかのヌクレオチド対の間に配置されることはない。
【００９１】
　ホスホジエステルインターヌクレオチド結合は、自然界で見出される核酸に特徴的な結
合のタイプである。ホスホジエステルインターヌクレオチド結合は、二つの橋架け酸素原
子に隣接し、かつ一方は荷電しもう一方は非荷電の二つのさらなる酸素原子に結合したリ
ン原子を含む。ホスホジエステルインターヌクレオチド結合は、そのオリゴヌクレオチド
の組織半減期を減少させるのが重要となる場合に特に好ましい。
【００９２】
　ホスホジエステル様インターヌクレオチド結合は、化学的および／またはジアステレオ
マー的にホスホジエステルと類似するリン含有架橋基である。ホスホジエステルとの類似
性の尺度には、ヌクレアーゼ消化に対する感受性およびＲＮａｓｅ　Ｈの活性化能が含ま
れる。従って、例えば、ホスホジエステルであるがホスホロチオエートではないオリゴヌ
クレオチドはヌクレアーゼ消化に対して感受性であり、ホスホジエステルでありホスホロ
チオエートでもあるオリゴヌクレオチドはＲＮａｓｅ　Ｈを活性化する。好ましい実施態
様において、ホスホジエステル様インターヌクレオチド結合は、ボラノホスフェート（ま
たはそれと同義のボラノホスホネート）結合である。米国特許第５,１７７,１９８号；米
国特許第５,８５９,２３１号；米国特許第６,１６０,１０９号；米国特許第６,２０７,８
１９号；Ｓｅｒｇｕｅｅｖ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９８）Ｊ　Ａｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ　
１２０：９４１７－２７。別の好ましい実施態様において、ホスホジエステル様インター
ヌクレオチド結合は、ジアステレオマー的に純粋なＲｐホスホロチオエートである。ジア
ステレオマー的に純粋なＲｐホスホロチオエートは、混合またはジアステレオマー的に純
粋なＳｐホスホロチオエートよりも、ヌクレアーゼ消化に対する感受性が高くかつＲＮａ
ｓｅ　Ｈを活性化する能力が高いと考えられている。ＣｐＧオリゴヌクレオチドの立体異
性体は、同時係属中の１９９９年７月２７出願の米国特許出願０９／３６１,５７５およ
び公開されたＰＣＴ出願ＰＣＴ／ＵＳ９９／１７１００（ＷＯ００／０６５８８）の主題
である。本発明の目的上、用語「ホスホジエステル様インターヌクレオチド結合」は、特
に、ホスホロジチオエートおよびメチルホスホネートインターヌクレオチド結合を除外す
ることに留意されたい。
【００９３】
　修飾骨格、例えばホスホロチオエートは、ホスホラミデートまたはＨ－ホスホネート化
学のいずれかを用いる自動化技術を用いて合成され得る。アリール－およびアルキル－ホ
スホネートは、例えば米国特許第４,４６９,８６３号に記載されるようにして製造するこ
とができ；アルキルホスホトリエステル（米国特許第５,０２３,２４３号および欧州特許
第０９２,５７４号に記載されるように荷電酸素部分がアルキル化されたもの）は、市販
の試薬を用いる自動化固相合成により作製することができる。他のＤＮＡ骨格の修飾およ
び置換の作製方法は記載されている。Ｕｈｌｍａｎｎ　Ｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）Ｃ
ｈｅｍ　Ｒｅｖ　９０：５４４；Ｇｏｏｄｃｈｉｌｄ　Ｊ（１９９０）Ｂｉｏｃｏｎｊｕ
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ｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ　１：１６５。キメラオリゴヌクレオチドの作製方法も公知である。
例えばＵｈｌｍａｎｎらに対して発行された特許がそのような技術を記載している。
【００９４】
　混合骨格修飾オリゴヌクレオチド（Ｍｉｘｅｄ　ｂａｃｋｂｏｎｅ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ
　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ）は、市販のＤＮＡ合成器および標準的なホスホラ
ミダイト化学を用いて合成され得る（Ｆ．Ｅ．Ｅｃｋｓｔｅｉｎ，“Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌ
ｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｕｅｓ　－  Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒ
ｏａｃｈ”　ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ．Ｏｘｆｏｒｄ，ＵＫ，１９９１，およびＭ．Ｄ．Ｍａ
ｔｔｅｕｃｃｉ　ａｎｄ　Ｍ．Ｈ．Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅ
ｔｔ．２１，７１９（１９８０））。カップリングの後、Ｂｅａｕｃａｇｅ試薬（Ｒ．Ｐ
．Ｉｙｅｒ，Ｗ．Ｅｇａｎ，Ｊ．Ｂ．Ｒｅｇａｎ　ａｎｄ　Ｓ．Ｌ．Ｂｅａｕｃａｇｅ．
Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１２，１２５３（１９９０））（アセトニトリル中０．
０７５Ｍ）またはフェニルアセチルジスルフィド（ＰＡＤＳ）を用いる硫化およびそれに
続く無水酢酸、２，６－ルチジン、テトラヒドロフラン中（１：１：８；ｖ：ｖ：ｖ）お
よびＮ－メチルイミダゾール（テトラヒドロフラン中１６％）によるキャッピングにより
ＰＳ結合が導入される。このキャッピング工程は、ホスホロチオエート結合が存在すべき
位置における望ましくないホスホジエステル（ＰＯ）結合の形成を最小限に抑えるために
硫化反応の後に行われる。ホスホジエステル結合を、例えばＣｐＧジヌクレオチドに導入
する場合は、水／ピリジン中ヨウ素溶液処理により中間体のリン－ＩＩＩを酸化させる。
固体支持体からの切断および濃アンモニア処理による最後の脱保護（５０℃で１５時間）
の後、ＮａＣｌ勾配（例えば緩衝液Ａ：アセトニトリル／水＝１：４／ｖ：ｖ中１０ｍＭ
　ＮａＨ2ＰＯ4、ｐＨ６．８；緩衝液Ｂ：アセトニトリル／水＝１：４／ｖ：ｖ中１０ｍ
Ｍ　ＮａＨ2ＰＯ4、１．５Ｍ　ＮａＣｌ；３０分間に１ｍｌ／分で５～６０％Ｂ）を用い
るＧｅｎＰａｋ（商標）Ｆａｘカラム（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ－Ｗａｔｅｒｓ）におけるＨ
ＰＬＣまたはキャピラリーゲル電気泳動によってＯＤＮを分析する。ＯＤＮは、Ｓｏｕｒ
ｃｅ　Ｈｉｇｈ　Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅカラム（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉ
ａ）におけるＨＰＬＣによってまたはＦＰＬＣによって精製することができる。ＨＰＬＣ
の同質フラクションをひとまとめにし、Ｃ１８カラムを通じてまたは限外ろ過によって脱
塩処理する。ＯＤＮは、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析によって分析し、算出された質量を
確認した。
【００９５】
　本発明の核酸は他の修飾も含み得る。これらには、非イオン性ＤＮＡアナログ、例えば
アルキル－およびアリール－ホスフェート（荷電ホスホネート酸素がアルキルまたはアリ
ール基で置換されたもの）、ホスホジエステル、およびアルキルホスホトリエステル（荷
電酸素部分がアルキル化されたもの）が含まれる。いずれかまたは両方の末端にジオール
、例えばテトラエチレングリコールまたはヘキサエチレングリコールを含む核酸もまた、
実質的にヌクレアーゼ分解に対して耐性であることが示されている。
【００９６】
　核酸はまた、置換プリンおよびピリミジン、例えばＣ－５プロピンピリミジンおよび７
－デアザ－７－置換プリン修飾された塩基を含む。Ｗａｇｎｅｒ　ＲＷ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９６）Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　１４：８４０－４。プリンおよびピリミジン
には、アデニン、シトシン、グアニン、チミン、およびウラシル、ならびにその他の天然
および非天然核酸塩基、置換および非置換芳香族部分が含まれるがこれらに限定されない
。
【００９７】
　修飾塩基は、典型的にはＤＮＡおよびＲＮＡにおいて見られる天然の塩基、例えばＴ、
Ｃ、Ｇ、Ａ、およびＵと化学的に異なるが、これらの天然の塩基と基本的な化学構造を共
有している任意の塩基である。修飾ヌクレオシド塩基は、例えば、ヒポキサンチン、ウラ
シル、ジヒドロウラシル、プソイドウラシル、２－チオウラシル、４－チオウラシル、５
－アミノウラシル、５－（Ｃ1～Ｃ6）－アルキルウラシル、５－（Ｃ2～Ｃ6）－アルケニ
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ルウラシル、５－（Ｃ2～Ｃ6）－アルキニルウラシル、５－（ヒドロキシメチル）ウラシ
ル、５－クロロウラシル、５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－ヒドロキシ
シトシン、５－（Ｃ1～Ｃ6）アルキルシトシン、５－（Ｃ2～Ｃ6）－アルケニルシトシン
、５－（Ｃ2～Ｃ6）－アルキニルシトシン、５－クロロシトシン、５－フルオロシトシン
、５－ブロモシトシン、Ｎ2－ジメチルグアニン、２，４－ジアミノ－プリン、８－アザ
プリン、置換７－デアザプリン、好ましくは７－デアザ－７－置換および／または７－デ
アザ－８－置換プリン、５－ヒドロキシメチルシトシン、Ｎ４－アルキルシトシン、例え
ばＮ４－エチルシトシン、５－ヒドロキシデオキシシチジン、５－ヒドロキシメチルデオ
キシシチジン、Ｎ４－アルキルデオキシシチジン、例えばＮ４－エチルデオキシシチジン
、６－チオデオキシグアノシン、ならびにニトロピロールのデオキシリボヌクレオシド、
Ｃ５－プロピニルピリミジン、ならびにジアミノプリン、例えば２，６－ジアミノプリン
、イノシン、５－メチルシトシン、２－アミノプリン、２－アミノ－６－クロロプリン、
ヒポキサンチン、またはその他の天然ヌクレオシド塩基の修飾から選択され得る。このリ
ストは例示を意味するものであって、限定と解釈されるべきでない。
【００９８】
　本明細書中に記載される特定の式には、修飾塩基が組み込まれ得る。例えば、シトシン
は、修飾シトシンで置換され得る。本明細書中で使用される場合、修飾シトシンは、シト
シンの天然または非天然のピリミジン塩基アナログであって、そのオリゴヌクレオチドの
免疫賦活活性を損なうことなくこの塩基を置換することができるものである。修飾シトシ
ンには５－置換シトシン（例えば５－メチル－シトシン、５－フルオロ－シトシン、５－
クロロ－シトシン、５－ブロモ－シトシン、５－ヨード－シトシン、５－ヒドロキシ－シ
トシン、５－ヒドロキシメチル－シトシン、５－ジフルオロメチル－シトシン、および非
置換または置換５－アルキニル－シトシン）、６－置換シトシン（例えば６－ヒドロキシ
－シトシン）、Ｎ４－置換シトシン（例えばＮ４－エチル－シトシン）、５－アザ－シト
シン、２－メルカプト－シトシン、イソシトシン、プソイド－イソシトシン、縮合環系を
有するシトシンアナログ（例えばＮ’，Ｎ’－プロピレンシトシンまたはフェノキサジン
）、ならびにウラシルおよびその誘導体（例えば５－フルオロ－ウラシル、５－ブロモ－
ウラシル、５－ブロモビニル－ウラシル、４－チオ－ウラシル、５－ヒドロキシ－ウラシ
ル、５－プロピニル－ウラシル）が含まれるがこれらに限定されない。いくつかの好まし
いシトシンには、５－メチル－シトシン、５－フルオロ－シトシン、５－ヒドロキシ－シ
トシン、５－ヒドロキシメチル－シトシン、およびＮ４－エチル－シトシンが含まれる。
本発明の別の実施態様において、シトシン塩基は、ユニバーサル塩基（例えば３－ニトロ
ピロール、Ｐ塩基）、芳香族環系（例えばフルオロベンゼンもしくはジフルオロベンゼン
）、または水素原子（ｄＳｐａｃｅｒ）で置換される。
【００９９】
　グアニンは、修飾グアニン塩基で置換され得る。本明細書中で使用される場合、修飾グ
アニンは、グアニンの天然または非天然プリン塩基アナログであって、そのオリゴヌクレ
オチドの免疫賦活活性を損なうことなくこの塩基を置換することができるものである。修
飾グアニンには、７－デアザグアニン、７－デアザ－７－置換グアニン（例えば７－デア
ザ－７－（Ｃ２～Ｃ６）アルキニルグアニン）、７－デアザ－８－置換グアニン、ヒポキ
サンチン、Ｎ２－置換グアニン（例えばＮ２－メチル－グアニン）、５－アミノ－３－メ
チル－３Ｈ，６Ｈ－チアゾロ［４，５－ｄ］ピリミジン－２，７－ジオン、２，６－ジア
ミノプリン、２－アミノプリン、プリン、インドール、アデニン、置換アデニン（例えば
Ｎ６－メチル－アデニン、８－オキソ－アデニン）、８－置換グアニン（例えば８－ヒド
ロキシグアニンおよび８－ブロモグアニン）、ならびに６－チオグアニンが含まれるがこ
れらに限定されない。本発明の別の実施態様において、グアニン塩基は、ユニバーサル塩
基（例えば４－メチル－インドール、５－ニトロ－インドール、およびＫ塩基）、芳香族
環系（例えばベンゾイミダゾールもしくはジクロロ－ベンゾイミダゾール、１－メチル－
１Ｈ－［１，２，４］トリアゾール－３－カルボン酸アミド）、または水素原子（ｄＳｐ
ａｃｅｒ）で置換される。
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【０１００】
　免疫賦活オリゴヌクレオチドはまた、ヌクレオチドまたはヌクレオチドアナログ部分の
間に一つまたはそれ以上の通常ではない結合を含み得る。通常のインターヌクレオシド結
合は、３’５’－結合である。他の全ての結合は、例えば２’５’－、５’５’－、３’
３’－、２’２’－、および２’３’－結合のような通常ではないインターヌクレオシド
結合とみなされる。２’～５’の命名法はリボースの炭素原子に従い選択される。しかし
、非天然の糖部分、例えば環拡張（ｒｉｎｇ－ｅｘｐａｎｄｅｄ）糖アナログ（例えばヘ
キサノース、シクロヘキセン（ｃｙｌｏｈｅｘｅｎｅ）もしくはピラノース）または二環
式もしくは三環式糖アナログが利用される場合、この命名法はその単量体の命名法に従い
変化する。３’－デオキシ－β－Ｄ－リボピラノースアナログ（ｐ－ＤＮＡとも呼ばれる
）においては、モノヌクレオチドは、例えば４’２’結合を通じて接続される。
【０１０１】
　原理的に、オリゴヌクレオチドの異なる部分間または異なるオリゴヌクレオチド間の結
合は、それぞれ、その受容体による認識に悪い意味で干渉しない限り、その分子の全ての
部分を通じて行われ得る。この核酸の性質に従い、糖部分（Ｓｕ）、複素環式核酸塩基（
Ｂａ）、またはリン酸骨格（Ｐｈ）が結合に関与し得る。従って、Ｓｕ－Ｓｕ型、Ｓｕ－
Ｐｈ型、Ｓｕ－Ｂａ型、Ｂａ－Ｂａ型、Ｂａ－Ｓｕ型、Ｂａ－Ｐｈ型、Ｐｈ－Ｐｈ型、Ｐ
ｈ－Ｓｕ型、およびＰｈ－Ｂａ型の結合が起こり得る。オリゴヌクレオチドが特定の非ヌ
クレオチド置換によりさらに修飾される場合、結合は、そのオリゴヌクレオチドの修飾部
分を通じても起こり得る。これらの修飾には、修飾核酸、例えばＰＮＡ、ＬＮＡ、または
モルホリノオリゴヌクレオチドアナログも含まれる。
【０１０２】
　結合は、好ましくは３～３００個の原子を含み、Ｃ、Ｈ、Ｎ、Ｏ、Ｓ、Ｂ、Ｐ、および
ハロゲンで構成される。３原子の例は、例えば第一のヌクレオチドの３’ヒドロキシ基と
第二のオリゴヌクレオチドの３’ヒドロキシ基を接続するアセタール結合（ＯＤＮ１－３
'－Ｏ－ＣＨ2－Ｏ－３'－ＯＤＮ２；ＦｒｏｅｈｌｅｒおよびＭａｔｔｅｕｃｃｉ）であ
る。約３００個の原子の例は、ＰＥＧ－４０（テトラコンタポリエチレングリコール）で
ある。好ましい結合は、ホスホジエステル、ホスホロチオエート、メチルホスホネート、
ホスホラミデート、ボラノホスホネート、アミド、エーテル、チオエーテル、アセタール
、チオアセタール、ウレア、チオウレア、スルホンアミド、シッフ塩基、およびジスルフ
ィド結合である。別の可能性は、Ｓｏｌｕｌｉｎｋ　ＢｉｏＣｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　Ｓ
ｙｓｔｅｍ（ＴｒｉＬｉｎｋ　ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，
ＣＡ）の使用である。
【０１０３】
　本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチドはまた、親油基に結合させることができる。本明
細書中で使用される場合、「親油基」は、脂質または非極性分子に対する化学的親和性を
有する化学官能基である。いくつかの実施態様において、親油基はコレステロールである
。
【０１０４】
　本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチドは、Ｔｈ１様免疫反応を誘導するのに有用である
。これらは、任意の目的で免疫賦活オリゴヌクレオチドを長期間または反復的に投与する
ことが必要とされる任意の状況において特に有用であると考えられる。従って、本発明の
免疫賦活オリゴヌクレオチドは、ワクチン接種のためのアジュバントとして有用であり、
かつこれらは癌、感染疾患、アレルギー、および喘息を含む疾患を処置するのに有用であ
る。
【０１０５】
　癌は、非制御的な細胞成長（すなわち分裂）を伴う疾患である。癌細胞の非制御的増殖
に寄与するいくつかの公知のメカニズムには、成長因子非依存化、ゲノム変異の検出不良
、および不適当な細胞シグナルが含まれる。癌細胞が正常な成長の制御を無視する能力は
、増殖速度の増加をもたらし得る。癌の原因はしっかりとは確立されていないが、いくつ
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かの要因が、癌に寄与するまたは少なくとも被検体を癌に傾斜させることが知られている
。このような要因には、特定の遺伝的変異（例えば乳癌におけるＢＲＣＡ遺伝子の変異、
結腸癌におけるＡＰＣ）、癌を誘発する疑いのある因子または発癌物質に対する被曝（例
えばアスベスト、ＵＶ照射）、および特定の癌、例えば乳癌については家族的素因が含ま
れる。
【０１０６】
　癌は、悪性癌または非悪性癌であり得る。癌または腫瘍には、胆道癌；脳癌；乳癌；子
宮頸癌；絨毛癌；結腸癌；子宮体癌；食道癌；胃癌；上皮内新生物；リンパ腫；肝癌；肺
癌（例えば小細胞および非小細胞）；黒色腫；神経芽細胞腫；口腔癌；卵巣癌；膵癌；前
立腺癌；直腸癌；肉腫；皮膚癌；精巣癌；甲状腺癌；および腎癌、ならびに他の癌腫およ
び肉腫が含まれるがこれらに限定されない。一つの実施態様において、癌は、ヘアリーセ
ル白血病、慢性骨髄性白血病、皮膚Ｔ細胞白血病、多発性骨髄腫、濾胞性リンパ腫、悪性
黒色腫、扁平上皮癌、腎細胞癌、前立腺癌、膀胱細胞癌、または結腸癌である。
【０１０７】
　癌を有する被検体は、検出可能な癌細胞を有する被検体である。癌処置を「必要とする
被検体」は、検出可能な癌細胞を有する被検体または癌を発症する危険のある被検体であ
る。
【０１０８】
　癌を発症する危険のある被検体は、通常よりも高い癌発症可能性を有する被検体である
。これらの被検体には、例えば、癌を発症する可能性の増加に関連することが実証されて
いる遺伝的異常を有する被検体、癌に対する家族的素因を有する被検体、癌誘発因子（す
なわち発癌物質）、例えばタバコ、アスベスト、またはその他の化学毒に被曝した被検体
、ならびに以前に癌の処置を受けかつ見かけ上寛解した被検体が含まれる。
【０１０９】
　ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドはまた、従来的な抗癌処置と併用して投与され得る
。本明細書中で使用される場合、「従来的な抗癌処置」は、癌医薬、放射線照射、および
外科的手技を意味する。本明細書中で使用される場合、「癌医薬」は、癌を処置する目的
で被検体に対して投与される薬剤を意味する。本明細書中で使用される場合、「癌を処置
する」には、癌の発症の予防、癌の症状の軽減、および／または発症した癌の成長の阻害
が含まれる。他の局面において、癌医薬は、癌を発症する危険を軽減する目的で、癌を発
症する危険のある被検体に対して投与される。様々なタイプの癌処置用医薬が本明細書中
に記載されている。本明細書の目的上、癌医薬は、化学療法剤、免疫療法剤、癌ワクチン
、ホルモン療法、および生物学的応答調節物質に分類される。いくつかの実施態様におい
て、抗癌医薬は、免疫賦活オリゴヌクレオチドに連結させることができる。
【０１１０】
　さらに、本発明の方法は、ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドと一超の癌医薬の併用を
包含することを意図している。例として、適当な場合、ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチ
ドは、化学療法剤および免疫療法剤の両方または抗血管新生剤と共に投与され得る。Ｐク
ラスＣｐＧ　ＯＤＮと抗血管新生剤の組み合わせは、一つまたはそれ以上の他の抗癌療法
との多重的組み合わせを含み得る。あるいは、癌医薬は、全て癌を有する被検体または癌
を発症する危険のある被検体を処置する目的で一人の被検体に対して投与される、免疫療
法剤および癌ワクチン、または化学療法剤および癌ワクチン、または化学療法剤、免疫療
法剤、および癌ワクチンを含む。いくつかの実施態様において、この処置はさらに抗体を
含む。
【０１１１】
　化学療法剤は、メトトレキサート、ビンクリスチン、アドリアマイシン、シスプラチン
、非糖質含有クロロエチルニトロソ尿素、５－フルオロウラシル、マイトマイシンＣ、ブ
レオマイシン、ドキソルビシン、ダカルバジン、タキソール、フラジリン（ｆｒａｇｙｌ
ｉｎｅ）、メグラミン（Ｍｅｇｌａｍｉｎｅ）ＧＬＡ、バルルビシン、カルムスタイン（
ｃａｒｍｕｓｔａｉｎｅ）およびポリフェルポサン（ｐｏｌｉｆｅｒｐｏｓａｎ）、ＭＭ
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Ｉ２７０、ＢＡＹ　１２－９５６６、ＲＡＳファルネシルトランスフェラーゼ阻害剤、フ
ァルネシルトランスフェラーゼ阻害剤、ＭＭＰ、ＭＴＡ／ＬＹ２３１５１４、ＬＹ２６４
６１８／ロメテキソール（Ｌｏｍｅｔｅｘｏｌ）、グラモレク（Ｇｌａｍｏｌｅｃ）、Ｃ
Ｉ－９９４、ＴＮＰ－４７０、ハイカムチン／トポテカン、ＰＫＣ４１２、バルスポダー
ル／ＰＳＣ８３３、ノバントロン／ミトキサントロン（Ｍｉｔｒｏｘａｎｔｒｏｎ）、メ
タレット（Ｍｅｔａｒｅｔ）／スラミン、バチマスタット、Ｅ７０７０、ＢＣＨ－４５５
６、ＣＳ－６８２、９－ＡＣ、ＡＧ３３４０、ＡＧ３４３３、インセル（Ｉｎｃｅｌ）／
ＶＸ－７１０、ＶＸ－８５３、ＺＤ０１０１、ＩＳＩ６４１、ＯＤＮ　６９８、ＴＡ　２
５１６／マルミスタット（Ｍａｒｍｉｓｔａｔ）、ＢＢ２５１６／マルミスタット、ＣＤ
Ｐ　８４５、Ｄ２１６３、ＰＤ１８３８０５、ＤＸ８９５１ｆ、レモナールＤＰ　２２０
２、ＦＫ　３１７、ピシバニール／ＯＫ－４３２、ＡＤ　３２／バルルビシン、メタスト
ロン／ストロンチウム誘導体、テモダール／テモゾロミド、エヴァセット（Ｅｖａｃｅｔ
）／リポソーム性ドキソルビシン、ユータキサン（Ｙｅｗｔａｘａｎ）／パクリタキセル
、タキソール／パクリタキセル、エクセロード（Ｘｅｌｏａｄ）／カペシタビン、フルツ
ロン／ドキシフルリジン、シクロパックス（Ｃｙｃｌｏｐａｘ）／経口パクリタキセル、
経口タキソイド、ＳＰＵ－０７７／シスプラチン、ＨＭＲ　１２７５／フラボピリドール
（Ｆｌａｖｏｐｉｒｉｄｏｌ）、ＣＰ－３５８（７７４）／ＥＧＦＲ、ＣＰ－６０９（７
５４）／ＲＡＳオンコジーン阻害剤、ＢＭＳ－１８２７５１／経口白金、ＵＦＴ（テガフ
ル／ウラシル）、エルガミソール（Ｅｒｇａｍｉｓｏｌ）／レバミソール、エニルウラシ
ル／７７６Ｃ８５／５ＦＵエンハンサー、カンプト／レバミソール、カンプトサール（Ｃ
ａｍｐｔｏｓａｒ）／イリノテカン、ツモデックス（Ｔｕｍｏｄｅｘ）／ラルチトレキセ
ド、ロイスタチン／クラドリビン、パゼックス（Ｐａｘｅｘ）／パクリタキセル、ドキシ
ル（Ｄｏｘｉｌ）／リポソーム性ドキソルビシン、カーリクス（Ｃａｅｌｙｘ）／リポソ
ーム性ドキソルビシン、フルダラ（Ｆｌｕｄａｒａ）／フルダラビン、ファーマルビシン
（Ｐｈａｒｍａｒｕｂｉｃｉｎ）／エピルビシン、デポサイト（ＤｅｐｏＣｙｔ）、ＺＤ
１８３９、ＬＵ　７９５５３／ビス－ナフタルイミド、ＬＵ　１０３７９３／ドラスタイ
ン（Ｄｏｌａｓｔａｉｎ）、カーティクス（Ｃａｅｔｙｘ）／リポソーム性ドキソルビシ
ン、ジェムザール／ゲムシタビン、ＺＤ　０４７３／アノルメド（Ａｎｏｒｍｅｄ）、Ｙ
Ｍ　１１６、ロジンシード（ｌｏｄｉｎｅ　ｓｅｅｄｓ）、ＣＤＫ４およびＣＤＫ２阻害
剤、ＰＡＲＰ阻害剤、Ｄ４８０９／デクスイホサミド（Ｄｅｘｉｆｏｓａｍｉｄｅ）、ア
イフェス（Ｉｆｅｓ）／メスネクス（Ｍｅｓｎｅｘ）／イホサミド（Ｉｆｏｓａｍｉｄｅ
）、ブモン（Ｖｕｍｏｎ）／テニポシド、パラプラチン／カルボプラチン、プランチノー
ル（Ｐｌａｎｔｉｎｏｌ）／シスプラチン、ベプシド（Ｖｅｐｅｓｉｄｅ）／エトポシド
、ＺＤ　９３３１、タキソテール／ドセタキセル、グアニンアラビノシドのプロドラッグ
、タキサンアナログ、ニトロソ尿素、アルキル化剤、例えばメルフェランおよびシクロホ
スファミド、アミノグルテチミド、アスパラギナーゼ、ブスルファン、カルボプラチン、
クロラムブシル、シスプラチン、シタラビンＨＣＩ、ダクチノマイシン、ダウノルビシン
ＨＣｌ、リン酸エストラムスチンナトリウム、エトポシド（ＶＰ１６－２１３）、フロク
スウリジン、フルオロウラシル（５－ＦＵ）、フルタミド、ヒドロキシ尿素（ヒドロキシ
カルバミド）、イホスファミド、インターフェロンアルファ－２ａ、アルファ－２ｂ、酢
酸ロイプロリド（ＬＨＲＨ放出因子アナログ）、ロムスチン（ＣＣＮＵ）、メクロレタミ
ンＨＣｌ（ナイトロジェンマスタード）、メルカプトプリン、メスナ、ミトタン（ｏ．ｐ
’－ＤＤＤ）、ミトキサントロンＨＣｌ、オクトレオチド、プリカマイシン、プロカルバ
ジンＨＣｌ、ストレプトゾシン、クエン酸タモキシフェン、チオグアニン、チオテパ、硫
酸ビンブラスチン、アムサクリン（ｍ－ＡＭＳＡ）、アザシチジン、エリスロポエチン（
Ｅｒｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ）、ヘキサメチルメラミン（ＨＭＭ）、インターロイキン２
、ミトグアゾン（メチル－ＧＡＧ；メチルグリオキサールビス－グアニルヒドラゾン；Ｍ
ＧＢＧ）、ペントスタチン（２’デオキシコホルマイシン）、セムスチン（メチル－ＣＣ
ＮＵ）、テニポシド（ＶＭ－２６）、ならびに硫酸ビンデシンからなる群より選択され得
るがこれらに限定されない。
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【０１１２】
　免疫療法剤または抗血管新生剤は、リツキサン（Ｒｉｔｕｘａｎ）、リブタキシン（Ｒ
ｉｂｕｔａｘｉｎ）、ハーセプチン、クアドラメット、パノレックス（Ｐａｎｏｒｅｘ）
、アイデック（ＩＤＥＣ）－Ｙ２Ｂ８、ＢＥＣ２、Ｃ２２５、オンコリム（Ｏｎｃｏｌｙ
ｍ）、スマート（ＳＭＡＲＴ）Ｍ１９５、アトラゲン（ＡＴＲＡＧＥＮ）、オバレックス
、ベキサール（Ｂｅｘｘａｒ）、ＬＤＰ－０３、ｉｏｒ　ｔ６、ＭＤＸ－２１０、ＭＤＸ
－１１、ＭＤＸ－２２、ＯＶ１０３、３６２２Ｗ９４、抗ＶＥＧＦ、抗ＣＴＬＡ－４、ア
バスチン、抗ＥＧＦＲ、イレッサ、ゼナパックス（Ｚｅｎａｐａｘ）、ＭＤＸ－２２０、
ＭＤＸ－４４７、メルイミューン２（ＭＥＬＩＭＭＵＮＥ－２）、メルイミューン１（Ｍ
ＥＬＩＭＭＵＮＥ－１）、シーサイド（ＣＥＡＣＩＤＥ）、プレターゲット（Ｐｒｅｔａ
ｒｇｅｔ）、ＮｏｖｏＭＡｂ－Ｇ２、ＴＮＴ、グリオマブＨ（Ｇｌｉｏｍａｂ－Ｈ）、Ｇ
ＮＩ－２５０、ＥＭＤ－７２０００、リンホシド（ＬｙｍｐｈｏＣｉｄｅ）、ＣＭＡ　６
７６、モノファームＣ（Ｍｏｎｏｐｈａｒｍ－Ｃ）、４Ｂ５、ｉｏｒ　ｅｇｆ．ｒ３、ｉ
ｏｒ　ｃ５、ＢＡＢＳ、抗ＦＬＫ－２、ＭＤＸ－２６０、ＡＮＡ　Ａｂ、スマート１Ｄ１
０　Ａｂ、スマートＡＢＬ　３６４　Ａｂ、およびイミュレイト（ＩｍｍｕＲＡＩＴ）－
ＣＥＡからなる群より選択され得るがこれらに限定されない。
【０１１３】
　癌ワクチンは、ＥＧＦ、抗イディオタイプ癌ワクチン、Ｇｐ７５抗原、ＧＭＫ黒色腫ワ
クチン、ＭＧＶガングリオシド結合ワクチン、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ、オバレックス、Ｍ－Ｖ
ａｘ、Ｏ－Ｖａｘ、Ｌ－Ｖａｘ、ＳＴｎ－ＫＨＬセラトープ（ｔｈｅｒａｔｏｐｅ）、Ｂ
ＬＰ２５（ＭＵＣ－１）、リポソーム性イディオタイプワクチン、メラシン（Ｍｅｌａｃ
ｉｎｅ）、ペプチドまたは組換えタンパク質抗原ワクチン、毒素／抗原ワクチン、ＭＶＡ
系ワクチン、ＰＡＣＩＳ、ＢＣＧワクチン、ＴＡ－ＨＰＶ、ＴＡ－ＣＩＮ、ＤＩＳＣ－ウ
イルス、一つまたはそれ以上の腫瘍関連抗原と他の免疫賦活タンパク質または分子の複合
体、およびイミュシスト（ＩｍｍｕＣｙｓｔ）／セラシス（ＴｈｅｒａＣｙｓ）からなる
群より選択され得るがこれらに限定されない。
【０１１４】
　ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドと免疫療法剤、例えばモノクローナル抗体の併用は
、（上記のような）ＡＤＣＣの有意な増強、ＮＫ細胞の活性化、およびＩＦＮ－αレベル
の上昇を含む多くのメカニズムを通じて長期間生存性を高めることができる。この核酸は
、モノクローナル抗体と併用される場合、生物学的効果を達成するのに必要とされる抗体
の用量を減らす働きをする。
【０１１５】
　ＣｐＧオリゴヌクレオチドが抗原と共に投与される例においては、被検体は抗原に被曝
され得る。本明細書中で使用される場合、用語「被曝」は、被検体を抗原と接触させる能
動的な工程またはインビボでの被検体の抗原への受動的な被曝のいずれかを意味する。被
検体を抗原に能動的に被曝させる方法は当該分野で周知である。一般的に、抗原は、任意
の手段、例えば静脈内、筋内、経口、経皮、粘膜、鼻腔内、気管内、または皮下投与によ
り被検体に対して直接的に投与される。抗原は、全身投与または局所投与することができ
る。抗原およびＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドを投与する方法は、以下により詳細に
記載されている。被検体は、抗原が体内の免疫細胞への暴露に利用できる場合、抗原に対
して受動的に被曝される。被検体は、例えば、体内への外来病原体の侵入またはその表面
に外来抗原を発現する腫瘍細胞の発生により、抗原に対して受動的に被曝され得る。
【０１１６】
　被検体を抗原に対して受動的に被曝させる方法は特に、ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオ
チドの投与のタイミングに依存し得る。例えば、癌または感染疾患またはアレルギーもし
くは喘息反応を発症する危険のある被検体の場合、被検体は、その危険が最も高い時期、
例えばアレルギーの季節の間または癌誘発因子への被曝後に、定期的にＣｐＧ免疫賦活オ
リゴヌクレオチドを投与され得る。さらに、ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドは、感染
因子への被曝のリスクがある外国の土地を旅行する前に旅行者に対して投与され得る。同
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様に、ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドは、被検体が被曝したときおよびもし被曝した
場合に抗原に対する全身性または粘膜性の免疫反応を誘導する生物戦争（ｂｉｏｗａｆａ
ｒｅ）への遭遇の危険のある兵士または市民に対して投与され得る。
【０１１７】
　本明細書中で使用される場合、抗原は、免疫反応を惹起することができる分子である。
抗原には、細胞、細胞抽出物、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、多糖類、多糖類複
合体、多糖類および他の分子のペプチドおよび非ペプチド模倣物、低分子、脂質、糖脂質
、炭水化物、ウイルスおよびウイルス抽出物、ならびに多細胞生物、例えば寄生虫、なら
びにアレルゲンが含まれるがこれらに限定されない。抗原という用語は、広義には、宿主
の免疫系により異物であると認識される任意のタイプの分子が含まれる。抗原には、癌抗
原、微生物抗原、およびアレルゲンが含まれるがこれらに限定されない。
【０１１８】
　本明細書中で使用される場合、癌抗原は、腫瘍または癌細胞の表面に存在しかつＭＨＣ
分子との関係で抗原提示細胞の表面上に発現された場合に免疫反応を惹起することができ
るペプチドまたはタンパク質等の化合物である。癌抗原は、例えばＣｏｈｅｎ　ＰＡ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９４）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　５４：１０５５－８に記載されるような
癌細胞の粗抽出物を調製することによって、抗原を部分精製することによって、組換え技
術によって、または既知の抗原のデノボ合成によってのいずれかによって癌細胞から得る
ことができる。癌抗原には、組換え発現された抗原、その免疫原性部分、または総腫瘍細
胞もしくは総癌細胞が含まれるがこれらに限定されない。このような抗原は、組換えまた
は任意の他の当該分野で公知の手段によって単離および製造することができる。
【０１１９】
　本明細書中で使用される場合、用語「癌抗原」および「腫瘍抗原」は互換的に使用され
、癌細胞により特異的に発現され、それゆえ癌細胞を標的化するのに利用できる抗原を意
味する。癌抗原は、潜在的に、見かけ上腫瘍特異的な免疫反応を刺激することができる抗
原である。これらの抗原のいくつかは、正常細胞にコードされているが必ずしも発現する
わけでない。これらの抗原は、通常は正常細胞において静的である（すなわち発現されな
い）抗原、特定の分化段階でのみ発現される抗原、および一時的に発現される抗原、例え
ば胚抗原および胎児抗原、と特徴付けることができる。他の癌抗原は、変異型細胞遺伝子
、例えばオンコジーン（例えば活性化ｒａｓオンコジーン）、サプレッサー遺伝子（例え
ば変異型ｐ５３）、または内部欠失もしくは染色体転座により生じる融合タンパク質によ
りコードされる。さらに他の癌抗原は、ウイルス遺伝子によりコードされ得る（例えばＲ
ＮＡおよびＤＮＡ腫瘍ウイルス上に保持される癌抗原）。
【０１２０】
　喘息の症状には、喘鳴、息切れ、および胸苦しさの反復的な発症、ならびに咳が含まれ
、これらは気道の閉塞に起因する。喘息に関連する気道炎症は、多くの生理学的変化、例
えば気道上皮の裸出、基底膜下へのコラーゲン沈着、浮腫、マスト細胞の活性化、好中球
、好酸球、およびリンパ球を含む炎症細胞の浸潤の観察を通じて検出できる。気道炎症の
結果、喘息患者は多くの場合、気道の反応性亢進、気道の制限、呼吸器系の症状、および
疾患の慢性化を経験する。気流の制限には、しばしば気管支閉塞をもたらす特徴である、
急性気管支収縮、気道浮腫、粘液栓の形成、および気道リモデリングが含まれる。一部の
喘息の症例において、肺機能の永続的な異常を引き起こす基底膜下線維症が起こり得る。
【０１２１】
　過去数年の研究は、喘息が、炎症細胞、メディエーター、ならびに気道に常在する他の
細胞および組織の間の複雑な相互作用から起きる可能性があることを明らかにした。マス
ト細胞、好酸球、上皮細胞、マクロファージ、および活性化Ｔ細胞は全て、喘息に関連す
る炎症プロセスにおいて重要な役割を果たす（Ｄｊｕｋａｎｏｖｉｃ　ｅｔ　ａｌ．，Ａ
ｍ．Ｒｅｖ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｄｉｓ；１４２：４３４－４５７；１９９０）。これらの細
胞は、局部組織に対して直接的または間接的に作用し得る、既に形成されているまたは新
たに合成されるメディエーターの分泌を通じて気道の機能に影響し得ると考えられる。Ｔ
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リンパ球（Ｔｈ２）の亜集団が、選択的なサイトカインを放出することによって気道にお
けるアレルギー性炎症を調節し、疾患を慢性化する上で重要な役割を果たしていることも
認識されている（Ｒｏｂｉｎｓｏｎ，ｅｔ　ａｌ．Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．；３２６
：２９８－３０４；１９９２）。
【０１２２】
　喘息は、発生の異なる段階で起こる複雑な障害であり、症状の程度に基づき急性、亜急
性、または慢性に分類することができる。急性炎症反応は、気道への細胞の初期動員を伴
う。亜急性炎症反応は、細胞の動員および常在細胞の活性化を伴い、より持続的な炎症パ
ターンを引き起こす。慢性炎症反応は、細胞の損傷および進行中の修復プロセスが持続的
レベルであることにより特徴付けられ、気道において恒久的な異常を引き起こし得る。
【０１２３】
　「喘息を有する被検体」は、炎症、気道の狭窄、および吸入因子に対する気道の反応過
多により特徴付けられる呼吸器系の障害を有する被検体である。喘息は多くの場合、しか
し絶対的ではないが、アトピー性またはアレルギー性の症状を伴う。イニシエーターは、
喘息を誘発する組成物または環境条件である。イニシエーターには、アレルゲン、低温、
運動、ウイルス感染、ＳＯ2が含まれるがこれらに限定されない。
【０１２４】
　このオリゴヌクレオチドは、Ｔｈ２免疫反応からＴｈ１免疫反応への免疫反応の方向転
換にも有用である。これにより、比較的Ｔｈ１／Ｔｈ２のバランスのとれた環境が形成さ
れる。Ｔｈ２免疫反応からＴｈ１免疫反応への免疫反応の方向転換は、この核酸に反応し
て生成されるサイトカインのレベルを測定することによって（例えば、単球および他の細
胞がＩＦＮ－αを含むＴｈ１サイトカインを産生するよう誘導することによって）評価す
ることができる。Ｔｈ２反応からＴｈ１反応への免疫反応の方向転換またはバランス調整
は、喘息の処置に特に有用である。例えば、喘息を処置するのに有効な量は、喘息に関連
するＴｈ２型の免疫反応をＴｈ１型の反応に方向転換させるかまたはＴｈ１／Ｔｈ２のバ
ランスのとれた環境に変えるのに有用な量であり得る。Ｔｈ２サイトカイン、特にＩＬ－
４およびＩＬ－５は、喘息被検体の気道において増加している。本明細書中に記載される
ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドは、免疫系をバランス調整し、Ｔｈ２免疫反応優位に
伴う有害な作用を予防または軽減するのを助けるＴｈ１サイトカインを増加させる。
【０１２５】
　Ｔｈ２免疫反応からＴｈ１免疫反応への免疫反応の方向転換はまた、特定の免疫グロブ
リンアイソタイプのレベルを測定することによって評価することができる。例えば、マウ
スにおいては、ＩｇＧ２ａがＴｈ１免疫反応に関連し、ＩｇＧ１およびＩｇＥがＴｈ２免
疫反応に関連する。
【０１２６】
　本明細書中で使用される場合、「ウイルス感染により悪化した喘息」は、ウイルス感染
時またはその後の喘息症状および／または症状の重症度の上昇を意味する。ウイルスの呼
吸器感染は、特に若年者において、ＴH２サイトカインの存在量を増加させることによっ
て喘息の症状および／または進行を悪化させ得る。ライノウイルス、コロナウイルス、イ
ンフルエンザ、パラインフルエンザ、および呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ）により引き
起こされる呼吸器ウイルス感染は、喘息発作の共通の誘発因子であり、喘息患者において
喘鳴および症状を増加させる。
【０１２７】
　本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチドは、喘息またはアレルギー患者における気道リモ
デリングを処置するのに使用することができる。肺における構造的および機能的な組織の
リモデリングは、慢性喘息患者にとって大きな死亡要因である。本明細書中で使用される
場合、「気道リモデリング」は、慢性喘息患者の肺に存在する慢性炎症により起きる肺組
織における変化を意味する。これらの変化には、コラーゲン沈着の増加および気道平滑筋
過多、マスト細胞および杯細胞の過形成、ならびに上皮細胞の肥厚が含まれ得る。このよ
うな変化の結果として、気道壁の構造が変化し得、これによりいくつかの症例においては
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処置によって完全に逆転させることができない閉塞が起きる。喘息の代わりにまたは喘息
に加えて、気道リモデリングの処置が必要な被検体は、慢性閉塞性肺疾患を有し得るかま
たは喫煙者である。いくつかの実施態様において、被検体は喘息の症状を示さない。
【０１２８】
　本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチドは、アレルギーを処置するために使用することが
できる。「アレルギー」は、ある物質（アレルゲン）に対する後天的過敏症を意味する。
アレルギー状態には、湿疹、「アレルギー性鼻炎」または鼻感冒、枯草熱、結膜炎、眼ア
レルギー、気管支ぜん息、じんま疹（ｕｒｔｉｃａｒｉａ）（じんま疹（ｈｉｖｅｓ））
および食物アレルギー、ならびに他のアトピー性の状態、アトピー性皮膚炎；アナフィラ
キシー；薬物アレルギー；血管性水腫；およびアレルギー性結膜炎が含まれるがこれらに
限定されない。イヌにおけるアレルギー性疾患には、季節性皮膚炎；通年性皮膚炎；鼻炎
；結膜炎；アレルギー性喘息；および薬物反応が含まれるがこれらに限定されない。ネコ
におけるアレルギー性疾患には、皮膚炎および呼吸器障害；ならびに食物アレルギーが含
まれるがこれらに限定されない。ウマにおけるアレルギー性疾患には、呼吸器障害、例え
ば「息労（ｈｅａｖｅｓ）」および皮膚炎が含まれるがこれらに限定されない。非ヒト霊
長類におけるアレルギー性疾患には、アレルギー性喘息、眼アレルギー、およびアレルギ
ー性皮膚炎が含まれるがこれらに限定されない。
【０１２９】
　アレルギーは、アレルゲンに対する特定クラスの免疫グロブリン、ＩｇＥの抗体の産生
に関連する疾患である。一般的な空気アレルゲンに対するＩｇＥ媒介性の反応の発生もま
た、喘息を発症する素因を示す要因である。アレルゲンが、好塩基球（血中を循環）また
はマスト細胞（固形組織全体に分散）表面上のＦｃ　ＩｇＥ受容体に結合した特異的なＩ
ｇＥに遭遇した場合、細胞は活性化され、メディエーター、例えばヒスタミン、セロトニ
ン、および脂質メディエーターを産生および放出する。アレルギー疾患には、鼻炎（枯草
熱）、喘息、じんま疹、およびアトピー性皮膚炎が含まれるがこれらに限定されない。
【０１３０】
　アレルギーを有する被検体は、アレルゲンに対するアレルギー反応を現在経験している
または過去に経験した被検体である。
【０１３１】
　アレルギーまたは喘息を発症する危険のある被検体は、過去にアレルギーまたは喘息を
有すると診断されたが、現在は活動期の疾患を経験していない被検体および遺伝的または
環境的要因から喘息またはアレルギーを発症する危険があるとみなされる被検体である。
アレルギーまたは喘息を発症する危険のある被検体には、アレルゲンに被曝する何らかの
危険または喘息を発症する危険を有する被検体、すなわち、過去に喘息発作を起こしたま
たは喘息発作の素因を有する被検体も含まれる。例えば、危険のある被検体は、特定のタ
イプのアレルゲンまたは喘息イニシエーターが見つかっている地域を旅行することを計画
している被検体であり得るし、またはアレルゲンが確認されている地域で生活している任
意の被検体でさえあり得る。被検体が特定の抗原に対するアレルギー反応を起こしかつ被
検体がその抗原に被爆され得る場合、すなわち花粉症の季節の間、その被検体は抗原に被
曝する危険がある。
【０１３２】
　現在、アレルギー疾患は、一般的に、低用量の抗原を注射した後、漸増用量の抗原を注
射することによって処置される。この手法は、そのアレルゲンに対する免疫寛容を誘導し
、さらなるアレルギー反応を防止する。しかし、これらの方法は、効果を発揮するのに数
年かかり、かつアナフィラキシーショック等の副作用の危険を伴うものである。本発明の
方法は、従来的なアレルギー処置と組み合わせることでその効果を高め、かつその効果が
患者において見られるまでの時間を大きく短縮させることができる。
【０１３３】
　アレルギー反応の症状は、ＩｇＥが抗原と反応する体の内部の部位によって異なる。反
応が気道上皮上で起こる場合、その症状は、くしゃみ、咳、および喘息反応である。食物
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アレルギーの例で消化管において相互作用が起こる場合、腹痛および下痢が多い。全身反
応、例えば蜂に刺された後の反応は重篤であり得、しばしば命を脅かすものとなり得る。
【０１３４】
　ＩＶ型アレルギー反応としても公知の遅延型過敏症は、アレルギー性の被検体に抗原が
侵入してからその炎症反応または免疫反応が見られるまでの少なくとも１２時間の遅延期
間により特徴付けられるアレルギー反応である。アレルギー状態の個人のＴリンパ球（感
作されたＴリンパ球）はその抗原と反応し、Ｔリンパ球に、炎症メディエーターとして機
能するリンホカイン（マクロファージ遊走阻止因子（ＭＩＦ）、マクロファージ活性化因
子（ＭＡＦ）、分裂促進因子（ＭＦ）、皮膚反応性因子（ＳＲＦ）、走化因子、新血管新
生促進因子等）を放出するよう促し、これらのリンホカインの生物学的活性は、局所的に
見られるリンパ球および他の炎症性免疫細胞の直接的および間接的効果と共に、ＩＶ型ア
レルギー反応を生ずる。遅延型アレルギー反応には、ツベルクリン型反応、同種移植片拒
絶反応、細胞依存型防御反応、接触皮膚炎、過敏性反応等が含まれ、これらはステロイド
剤によって最も強く抑制されることが知られている。その結果、ステロイド剤は、遅延型
アレルギー反応に起因する疾患に対して有効である。しかし、現在利用されている濃度で
ステロイド剤を長期間使用すると、ステロイド依存症として公知の重篤な副作用が生じる
。本発明の方法は、より低くかつより少ない投与用量を提供することによってこれらの問
題を解決する。
【０１３５】
　即時型過敏症（またはアナフィラキシー反応）は、非常に迅速に、すなわち患者が原因
アレルゲンに被曝してから数秒または数分以内に生ずるアレルギー反応形態であり、この
反応はＢリンパ球によって産生されたＩｇＥ抗体により媒介される。非アレルギー患者に
おいては、臨床的に関連するＩｇＥ抗体が存在しないが；アレルギー疾患に罹患した人間
においては、ＩｇＥ抗体は、皮膚、リンパ器官、眼、鼻、および口の膜、ならびに気道お
よび腸に豊富なマスト細胞を感作することによって即時型過敏症を媒介する。
【０１３６】
　マスト細胞はＩｇＥに対する表面受容体を有し、アレルギー患者のＩｇＥ抗体はこれら
に結合する。前で軽く触れられているように、結合したＩｇＥはその後に適当なアレルゲ
ンに接触し、それによってマスト細胞が脱顆粒し、生理活性メディエーターと呼ばれる様
々な物質、例えばヒスタミンを周囲の組織に放出する。これらの物質の生物学的活性は、
即時型過敏症に典型的な臨床的症状；すなわち気道または腸における平滑筋の収縮、小血
管の拡張ならびにそれらの水および血漿タンパク質に対する透過性の上昇、高粘性の粘液
の分泌、ならびに皮膚においては発赤、腫脹、およびかゆみまたは痛みをもたらす神経終
末の刺激を担う。
【０１３７】
　アレルゲンのリストは膨大であり、花粉、昆虫毒、動物のふけ、ほこり、真菌胞子、お
よび薬物（例えばペニシリン）が含まれ得る。自然アレルゲン、動物アレルゲン、および
植物アレルゲンの例には、以下の属に特異的なタンパク質が含まれるがこれらに限定され
ない：イヌ属（カニス・ファミリアリス（Ｃａｎｉｓ　ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ））；ヒョ
ウヒダニ属（例えばダーマトファゴイデス・ファリネ（Ｄｅｒｍａｔｏｐｈａｇｏｉｄｅ
ｓ　ｆａｒｉｎａｅ））；ネコ属（フェリス・ドメスチカス（Ｆｅｌｉｓ　ｄｏｍｅｓｔ
ｉｃｕｓ））；ブタクサ属（アンブロシア・アルテミイスフォリア（Ａｍｂｒｏｓｉａ　
ａｒｔｅｍｉｉｓｆｏｌｉａ）；ドクムギ属（例えばロリウム・ペレネ（Ｌｏｌｉｕｍ　
ｐｅｒｅｎｎｅ）またはロリウム・マルチフロラム（Ｌｏｌｉｕｍ　ｍｕｌｔｉｆｌｏｒ
ｕｍ））；スギ属（クリプトメリア・ジャポニカ（Ｃｒｙｐｔｏｍｅｒｉａ　ｊａｐｏｎ
ｉｃａ））；アルテルナリア属（アルテルナリア・アルテルナタ（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
　ａｌｔｅｒｎａｔａ））；ハンノキ属（Ａｌｄｅｒ）；ハンノキ属（Ａｌｎｕｓ）（ア
ルナス・グルチノアサ（Ａｌｎｕｓ　ｇｕｌｔｉｎｏａｓａ））；カバノキ属（ベツラ・
ベルコサ（Ｂｅｔｕｌａ　ｖｅｒｒｕｃｏｓａ））；カシ属（クエルカス・アルバ（Ｑｕ
ｅｒｃｕｓ　ａｌｂａ））；オリーブ属（オレア・ユーロパ（Ｏｌｅａ　ｅｕｒｏｐａ）
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）；ヨモギ属（アルテミシア・ブルガリス（Ａｒｔｅｍｉｓｉａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ））
；オオバコ属（例えばプランタゴ・ランセロオラタ（Ｐｌａｎｔａｇｏ　ｌａｎｃｅｏｌ
ａｔａ））；ヒカゲミズ属（例えばパリエタリア・オフィシナリス（Ｐａｒｉｅｔａｒｉ
ａ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ）またはパリエタリア・ジュダイカ（Ｐａｒｉｅｔａｒｉａ
　ｊｕｄａｉｃａ））；チャバネゴキブリ属（例えばブラテラ・ゲルマニカ（Ｂｌａｔｔ
ｅｌｌａ　ｇｅｒｍａｎｉｃａ））；ミツバチ属（例えばアピス・マルチフロラム（Ａｐ
ｉｓ　ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ））；イトスギ属（例えばクプレサス・セムペルビレンス
（Ｃｕｐｒｅｓｓｕｓ　ｓｅｍｐｅｒｖｉｒｅｎｓ）、クプレサス・アリゾニカ（Ｃｕｐ
ｒｅｓｓｕｓ　ａｒｉｚｏｎｉｃａ）、およびクプレサス・マクロカルパ（Ｃｕｐｒｅｓ
ｓｕｓ　ｍａｃｒｏｃａｒｐａ））；ビャクシン属（例えばジュニペラス・サビノイデス
（Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ　ｓａｂｉｎｏｉｄｅｓ）、ジュニペラス・バージニアナ（Ｊｕｎ
ｉｐｅｒｕｓ　ｖｉｒｇｉｎｉａｎａ）、ジュニペラス・コミュニス（Ｊｕｎｉｐｅｒｕ
ｓ　ｃｏｍｍｕｎｉｓ）、およびジュニペラス・アスヘイ（Ｊｕｎｉｐｅｒｕｓ　ａｓｈ
ｅｉ））；クロベ属（例えばチュヤ・オリエンタリス（Ｔｈｕｙａ　ｏｒｉｅｎｔａｌｉ
ｓ））；ヒノキ属（例えばチャマエシパリス・オブツサ（Ｃｈａｍａｅｃｙｐａｒｉｓ　
ｏｂｔｕｓａ））；ワモンゴキブリ属（例えばペリプラネタ・アメリカナ（Ｐｅｒｉｐｌ
ａｎｅｔａ　ａｍｅｒｉｃａｎａ））；カモジグサ属（例えばアグロピロン・レペンス（
Ａｇｒｏｐｙｒｏｎ　ｒｅｐｅｎｓ））；ライムギ属（例えばセカレ・セレアレ（Ｓｅｃ
ａｌｅ　ｃｅｒｅａｌｅ））；コムギ属（例えばトリチカム・エスチバム（Ｔｒｉｔｉｃ
ｕｍ　ａｅｓｔｉｖｕｍ））；カモガヤ属（例えばダクチリス・グロメラタ（Ｄａｃｔｙ
ｌｉｓ　ｇｌｏｍｅｒａｔａ））；ウシノケグサ属（例えばフェツカ・エラチオール（Ｆ
ｅｓｔｕｃａ　ｅｌａｔｉｏｒ））；イチゴツナギ属（例えばポア・プラテンシス（Ｐｏ
ａ　ｐｒａｔｅｎｓｉｓ）またはポア・コンプレッサ（Ｐｏａ　ｃｏｍｐｒｅｓｓａ））
；カラスムギ属（例えばアベナ・サチバ（Ａｖｅｎａ　ｓａｔｉｖａ））；シラゲガヤ属
（例えばホルカス・ラナタス（Ｈｏｌｃｕｓ　ｌａｎａｔｕｓ））；ハルガヤ属（例えば
アントキサンタム・オドラタム（Ａｎｔｈｏｘａｎｔｈｕｍ　ｏｄｏｒａｔｕｍ））；オ
オカニツリ属（例えばアレナテラム・エラチウス（Ａｒｒｈｅｎａｔｈｅｒｕｍ　ｅｌａ
ｔｉｕｓ））；コヌカグサ属（例えばアグロスティス・アルバ（Ａｇｒｏｓｔｉｓ　ａｌ
ｂａ））；アワガエリ属（例えばフレウム・プラテンス（Ｐｈｌｅｕｍ　ｐｒａｔｅｎｓ
ｅ））；クサヨシ属（例えばファラリス・アルンジナセア（Ｐｈａｌａｒｉｓ　ａｒｕｎ
ｄｉｎａｃｅａ））；スズメノヒエ属（例えばパスパラム・ノタツム（Ｐａｓｐａｌｕｍ
　ｎｏｔａｔｕｍ））；モロコシ属（例えばソルグム・ハレペンシス（Ｓｏｒｇｈｕｍ　
ｈａｌｅｐｅｎｓｉｓ））；ならびにスズメノチャヒキ属（例えばブロマス・イネルミス
（Ｂｒｏｍｕｓ　ｉｎｅｒｍｉｓ））。
【０１３８】
　アレルゲンは、実質的に精製され得る。本明細書中で使用される場合、実質的に精製と
いう用語は、自然界では共存している他のタンパク質、脂質、炭水化物、またはその他の
物質を実質的に含まない抗原、すなわちポリペプチドを意味する。当業者は、タンパク質
精製の標準的技術を用いてポリペプチド抗原を精製することができる。実質的に純粋なポ
リペプチドは、多くの場合、非還元型ポリアクリルアミドゲルにおいて単一の主要バンド
を示すであろう。部分的にグリコシル化されたポリペプチドまたはいくつかの開始コドン
を有するポリペプチドの場合、非還元型ポリアクリルアミドにおいては数個のバンドが見
られ得るが、これらはそのポリペプチドの異なるパターンをなすものであろう。ポリペプ
チド抗原の純度はまた、アミノ末端アミノ酸配列分析によって決定され得る。他のタイプ
の抗原、例えば多糖類、低分子、模倣物等も本発明に包含され、これらは場合により実質
的に純粋であり得る。
【０１３９】
　ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドは、免疫反応を調節するためにさらなる免疫調節物
質、例えばアジュバントと組み合わされ得る。ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドおよび
他の治療剤は、同時にまたは逐次的に投与され得る。他の治療剤が同時に投与される場合
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、それらは同じ処方物としてまたは別個の処方物として投与され得るが、同時に投与され
る。他の治療剤が互いに、またＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドと共に逐次的に投与さ
れる場合、他の治療剤およびＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドの投与時期は、時間的に
隔てられたものである。より具体的には、ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドは、少なく
とも一つの他の治療剤の投与（または暴露）の前または後に投与され得る。これらの化合
物の投与の間の時間的間隔は分単位であり得るしそれよりも長い場合もある。他の治療剤
には、アジュバント、サイトカイン、抗体、抗原等が含まれるがこれらに限定されない。
【０１４０】
　本発明の組成物はまた、非核酸アジュバントと共に投与され得る。非核酸アジュバント
は、体液性および／または細胞性免疫反応を刺激することのできる任意の分子または化合
物であって本明細書中に記載のＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドを除くものである。非
核酸アジュバントには、例えば、蓄積効果を生ずるアジュバント、免疫刺激性アジュバン
ト、および蓄積効果を生じかつ免疫系を刺激するアジュバントが含まれる。
【０１４１】
　ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドはまた、粘膜アジュバントとしても有用である。こ
れまでに、全身免疫および粘膜免疫の両方ともがＣｐＧ核酸の粘膜送達によって誘導され
ることが発見されている。従って、本オリゴヌクレオチドは、他の粘膜アジュバントと併
用して投与され得る。
【０１４２】
　免疫反応は、サイトカイン（Ｂｕｅｌｅｒ　＆　Ｍｕｌｌｉｇａｎ，１９９６；Ｃｈｏ
ｗ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｇｅｉｓｓｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｉｗａｓａ
ｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｋｉｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７）または共刺激分子、
例えばＢ７（Ｉｗａｓａｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｔｓｕｊｉ　ｅｔ　ａｌ．，１
９９７）とＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドとの共投与または同系統発現（ｃｏ－ｌｉ
ｎｅａｒ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）によっても誘導または増強することができる。サイト
カインという用語は、ナノ～ピコモル濃度で体液性の調節因子として作用し、正常条件ま
たは病的条件のいずれかの下で個々の細胞および組織の機能的活性を調節する多様な可溶
型タンパク質およびペプチドのグループの総称として使用される。これらのタンパク質は
また、細胞間の相互作用を直接的に媒介し、かつ細胞外環境で起こるプロセスを調節する
。サイトカインの例には、インターロイキン－１（ＩＬ－１）、ＩＬ－２、ＩＬ－３、Ｉ
Ｌ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、ＩＬ－
１８、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）、ＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、Ｔ
ＧＦ－β、Ｆｌｔ－３リガンド、およびＣＤ４０リガンドが含まれるがこれらに限定され
ない。ＣｐＧオリゴヌクレオチドは、サイトカインだけでなく、特定のサイトカインに対
する抗体、例えば抗ＩＬ－１０および抗ＴＧＦ－β、ならびにシクロオキシゲナーゼ阻害
剤、すなわちＣＯＸ－１およびＣＯＸ－２阻害剤とも併用され得る。
【０１４３】
　ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドはまた、炎症障害を処置および予防するのに有用で
ある。本明細書中で使用される場合、用語「炎症障害」は、感染、毒素被曝、または細胞
傷害の部位における白血球および血漿タンパク質の蓄積および活性化を伴う自然免疫系の
抗原非特異的反応に関連する状態を意味する。炎症に特徴的なサイトカインには、腫瘍壊
死因子（ＴＮＦ－α）、インターロイキン１（ＩＬ－１）、ＩＬ－６、ＩＬ－１２、イン
ターフェロンアルファ（ＩＦＮ－α）、インターフェロンベータ（ＩＦＮ－β）、および
ケモカインが含まれる。炎症障害には、例えば、喘息、アレルギー、アレルギー性鼻炎、
心血管疾患、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、気管支拡張症、慢性胆嚢炎、結核、橋本甲
状腺炎、敗血症、アルコイドーシス（ａｒｃｏｉｄｏｓｉｓ）、珪肺症、および他の塵肺
症、ならびに創傷における移植外来物質が含まれるがこれらに限定されない。
【０１４４】
　ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドはまた、自己免疫疾患を処置および予防するのに有
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用である。自己免疫疾患は、被検体自身の抗体が宿主組織と反応するまたは免疫エフェク
ターＴ細胞が内因性の自己ペプチドに対して自己反応性でありかつ組織の破壊を引き起こ
す疾患クラスである。従って免疫反応が、被検体自身の抗原、これを自己抗原と称する、
に対して惹起される。自己免疫疾患には、関節リウマチ、乾癬、炎症性腸疾患、潰瘍性大
腸炎、クローン病、多発性硬化症、全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）、自己免疫性脳脊
髄炎、重症筋無力症（ＭＧ）、橋本甲状腺炎、グッドパスチャー症候群、天疱瘡（例えば
尋常性天疱瘡）、グレーヴズ病、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性血小板減少性紫斑病
、抗コラーゲン抗体による強皮症、混合結合組織病、多発性筋炎、悪性貧血、特発性アジ
ソン病、自己免疫関連性の不妊症、糸球体腎炎（例えば半月体形成性糸球体腎炎、増殖性
糸球体腎炎）、水疱性類天疱瘡、シェーグレン症候群、インスリン抵抗性、および自己免
疫性糖尿病が含まれるがこれらに限定されない。
【０１４５】
　本明細書中で使用される場合、「自己抗原」は、正常な宿主組織の抗原を意味する。正
常な宿主組織は、癌細胞を含まない。従って、自己免疫疾患の関係では、自己抗原に対し
て惹起された免疫反応は望ましくない免疫反応でありかつ正常組織の破壊および損傷に寄
与するものであり、それに対して癌抗原に対して惹起された免疫反応は望ましい免疫反応
でありかつ腫瘍または癌の破壊に寄与するものである。従って、自己免疫障害を処置する
目的の本発明のいくつかの局面において、ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドが、自己抗
原、特に自己免疫障害の標的である自己抗原と共に投与されることは推奨されない。
【０１４６】
　その他の例において、ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドは、低用量の自己抗原と共に
送達され得る。多くの動物研究は、低用量の抗原の粘膜投与が免疫反応性低下状態すなわ
ち「免疫寛容」をもたらすことを実証している。その能動的なメカニズムは、Ｔｈ１から
Ｔｈ２およびＴｈ３優位（すなわちＴＧＦ－β優位）の反応へのサイトカイン媒介性の免
疫偏移のようである。低用量抗原の送達による能動的な抑制はまた、関連しない免疫反応
も抑制することができ（バイスタンダー抑制（ｂｙｓｔａｎｄａｒ　ｓｕｐｐｒｅｓｓｉ
ｏｎ））、これは自己免疫疾患、例えば関節リウマチおよびＳＬＥの治療において大いに
注目されている。バイスタンダー抑制は、炎症促進性およびＴｈ１サイトカインが抗原特
異的または抗原非特異的のいずれかの様式で放出される局所的環境におけるＴｈ１対抗調
節的なサプレッサーサイトカインの分泌を伴う。本明細書中で使用される場合、「免疫寛
容」は、この現象にさすのに使用される。実際、経口寛容は、実験的自己免疫性脳脊髄炎
（ＥＡＥ）、実験的自己免疫性重症筋無力症、コラーゲン関節炎（ＣＩＡ）、およびイン
スリン依存性糖尿病を含む動物における多くの自己免疫疾患の処置に有効であった。これ
らのモデルにおいて、自己免疫疾患の予防および抑制は、Ｔｈ１反応からＴｈ２／Ｔｈ３
反応への抗原特異的な液性反応および細胞性反応のシフトと関係する。
【０１４７】
　本発明はまた、ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドを用いる、抗原非特異的な自然免疫
の活性化および感染負荷に対する広範な抵抗性を誘導する方法を包含する。本明細書中で
使用される場合、自然免疫の活性化という用語は、メモリーＢ細胞以外の免疫細胞の活性
化を意味し、例えば単球、好中球、マクロファージ、樹状細胞、ＮＫ細胞、および／また
は抗原非依存的な様式で反応することができるその他の免疫細胞の活性化が含まれ得る。
感染負荷に対する広範な抵抗性は、免疫細胞が活性化形態にありかつ任意の侵入してくる
化合物または微生物に対して反応するよう刺激されることにより誘導される。細胞は、特
定の抗原に対して特異的に刺激されることを要しない。これは特に、細菌戦および上記の
他の状況、例えば旅行者に有用である。
【０１４８】
　他の実施態様において、本オリゴヌクレオチドは、サイトカインまたはケモカインの発
現を誘導するのに有効な量で被検体に送達される。状況に応じて、サイトカインまたはケ
モカインは、ＩＬ－６、ＴＮＦα、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－γ、およびＩＰ－１０からなる
群より選択される。他の実施態様において、オリゴヌクレオチドは、免疫反応をＴｈ１性
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反応からＴｈ２性反応へとシフトさせるのに有効な量で被検体に送達される。
【０１４９】
　本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチドは、感染疾患を処置または予防するのに使用する
ことができる。本明細書中で使用される場合、「感染疾患」は、感染性生物による外面的
、局所的、または全身的な宿主の侵襲に起因する障害を意味する。感染性生物には、細菌
、ウイルス、真菌、および寄生生物が含まれる。従って、「感染疾患」には、細菌感染、
ウイルス感染、真菌感染、および寄生生物感染が含まれる。
【０１５０】
　細菌は、二分裂により無性的に増殖する単細胞生物である。これらはその形態、染色反
応、栄養、および代謝性要求、抗原性構造、化学的組成、および遺伝的相同性に基づき分
類および命名される。細菌は、その形態に基づき、球状（球菌）、直棒状（桿菌）、およ
び湾曲棒状または螺旋棒状（ビブリオ属、カンピロバクター属、スピリルム属、およびス
ピロヘータ属）の三つのグループに分類することができる。細菌はまた、より一般的に、
その染色反応に基づきグラム陽性およびグラム陰性の二つの生物クラスに特徴付けられる
。グラムは、微生物研究において一般的に行われている染色法を意味する。グラム陽性生
物は、染色手順後も染色を維持し、深紫色に見える。グラム陰性生物は染色を維持しない
が、対比染色剤を取り込むので桃色に見える。２００１年３月８日に出願された米国非仮
特許出願０９／８０１,８３９は多くの細菌を列挙しており、本発明はそれらの感染の予
防および処置を意図している。
【０１５１】
　グラム陽性細菌には、パスツレラ種、ブドウ球菌種、および連鎖球菌種が含まれるがこ
れらに限定されない。グラム陰性細菌には、大腸菌、シュードモナス種、およびサルモネ
ラ種が含まれるがこれらに限定されない。感染性細菌の具体例には、ヘリコバクター・ピ
ロリ（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉｓ）、ボレリア・バーグドルフェリ（Ｂ
ｏｒｒｅｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ）、レジオネラ・ニューモフィラ（Ｌｅｇｉｏ
ｎｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌｉａ）、ミコバクテリア種（例えば、Ｍ．チューベル
クロシス（Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、Ｍ．アビウム（Ｍ．ａｖｉｕｍ）、Ｍ．イ
ントラセルレア（Ｍ．ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ）、Ｍ．カンザシイ（Ｍ．ｋａｎｓ
ａｓｉｉ）、Ｍ．ゴルドナエ（Ｍ．ｇｏｒｄｏｎａｅ））、スタフィロコッカス・アウレ
ウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、ナイセリア・ゴノレエ（Ｎｅｉ
ｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ）、ナイセリア・メニンジティディス（Ｎｅｉｓ
ｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）、リステリア・モノサイトゲンス（Ｌｉｓｔｅ
ｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）、ストレプトコッカス・ピオゲネス（Ｓｔｒｅｐ
ｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）（Ａ群連鎖球菌）、ストレプトコッカス・アガラ
クティエ（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅ）（Ｂ群連鎖球菌）、ス
トレプトコッカス（ヴィリダンス群）、ストレプトコッカス・フェカーリス（Ｓｔｒｅｐ
ｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ）、ストレプトコッカス・ボビス（Ｓｔｒｅｐｔｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ｂｏｖｉｓ）、ストレプトコッカス（嫌気性連鎖球菌）、ストレプトコッ
カス・ニューモニエ（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、病原性の
カンピロバクター種、エンテロコッカス種、ヘモフィラス・インフルエンザエ（Ｈａｅｍ
ｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）、バチルス・アンスラシス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
　ａｎｔｈｒａｃｉｓ）、コリネバクテリウム・ジフテリアエ（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ　ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａｅ）、コリネバクテリウム種、エリジペロスリックス・
リューシオパシエ（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ）、ク
ロストリジウム・パーフリンゲンス（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ
）、クロストリジウム・テタニ（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｔｅｔａｎｉ）、エンテロバ
クター・アエロゲネス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）、クレブシエ
ラ・ニューモニエ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、パスツレラ・マル
トサイダ（Ｐａｓｔｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、バクテロイド種、フソバクテ
リウム・ヌクレアタム（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｎｕｃｌｅａｔｕｍ）、ストレプ
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トバシラス・モニリフォルミス（Ｓｔｒｅｐｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍｏｎｉｌｉｆｏｒ
ｍｉｓ）、トレポネマ・パリダム（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｉｕｍ）、トレポ
ネマ・パーテニュエ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐｅｒｔｅｎｕｅ）、レプトスピラ、リケッ
チア、およびアクチノミセス・イスラエリ（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ｉｓｒａｅｌｌｉ
）が含まれるがこれらに限定されない。
【０１５２】
　真菌の例には、クリプトコッカス・ネオフォルマンス（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｎ
ｅｏｆｏｒｍａｎｓ）、ヒストプラズマ・カプスラーツム（Ｈｉｓｔｏｐｌａｓｍａ　ｃ
ａｐｓｕｌａｔｕｍ）、コクシジオイデス・イミチス（Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ　ｉｍ
ｍｉｔｉｓ）、ブラストミセス・デルマティティディス（Ｂｌａｓｔｏｍｙｃｅｓ　ｄｅ
ｒｍａｔｉｔｉｄｉｓ）、クラミジア・トラコマチス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈ
ｏｍａｔｉｓ）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）が含ま
れる。
【０１５３】
　その他の感染性生物（すなわち原生生物）には、プラスモディウム種、例えばプラスモ
ディウム・ファルシパルム（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ）、プラスモ
ディウム・マラリアエ（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｍａｌａｒｉａｅ）、プラスモディウム
・オバレ（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｏｖａｌｅ）、およびプラスモディウム・ビバクス（
Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｖｉｖａｘ）、ならびにトキソプラズマ・ゴンジイ（Ｔｏｘｏｐ
ｌａｓｍａ　ｇｏｎｄｉｉ）が含まれる。血液媒介性寄生生物および／または組織寄生生
物には、プラスモディウム種、バベシア・ミクロッチ（Ｂａｂｅｓｉａ　ｍｉｃｒｏｔｉ
）、バベシア・ディバーゲンス（Ｂａｂｅｓｉａ　ｄｉｖｅｒｇｅｎｓ）、リーシュマニ
ア・トロピカ（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ　ｔｒｏｐｉｃａ）、リーシュマニア種、リーシュ
マニア・ブラジリエンシス（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ　ｂｒａｚｉｌｉｅｎｓｉｓ）、リー
シュマニア・ドノバニ（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ　ｄｏｎｏｖａｎｉ）、トリパノソーマ・
ガムビエンス（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ　ｇａｍｂｉｅｎｓｅ）およびトリパノソーマ・
ローデシエンス（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ　ｒｈｏｄｅｓｉｅｎｓｅ）（アフリカ睡眠病
）、トリパノソーマ・クルジ（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ　ｃｒｕｚｉ）（シャーガス病）
、ならびにトキソプラズマ・ゴンジイ（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ　ｇｏｎｄｉｉ）が含まれ
る。寄生生物は、生存のために他の生物に依存する、従ってそのライフサイクルを継続す
るために別の生物に侵入または感染しなければならない生物である。感染された生物、す
なわち宿主は、寄生生物に対して栄養および生息環境の両方を提供する。広義には、寄生
生物という用語は、全ての感染因子（すなわち細菌、ウイルス、真菌、原生生物、および
蠕虫）を包含するものであり得るが、一般的には、この用語は、もっぱら、原生生物、蠕
虫、および外寄生性節足動物（例えばマダニ、ダニ等）をさすのに使用される。原生生物
は、細胞内および細胞外の両方で、特に血液、腸管、または組織の細胞外マトリクスにお
いて複製することができる単細胞生物である。蠕虫は、ほぼ常に細胞外にいる多細胞生物
である（例外は旋毛虫属である）。蠕虫は通常、複製するために一次宿主から出て二次宿
主に伝染する必要がある。これらの上記のクラスと異なり、外寄生性節足動物は、宿主の
身体の外表面と寄生的関係を構築する。
【０１５４】
　他の医学的に関連する生物は文献に広範囲にわたって記載されている。例えば、その全
内容が参照により本明細書に組み入れられるＣ．Ｇ．Ａ　Ｔｈｏｍａｓ，Ｍｅｄｉｃａｌ
　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，Ｂａｉｌｌｉｅｒｅ　Ｔｉｎｄａｌｌ，Ｇｒｅａｔ　Ｂｒ
ｉｔａｉｎ　１９８３を参照のこと。
【０１５５】
　本発明のオリゴヌクレオチドは、抗微生物剤と共に被検体に投与され得る。本明細書中
で使用する場合、抗微生物剤は、感染性微生物を殺滅または阻害することのできる天然化
合物または合成化合物を意味する。本発明に従い使用できる抗微生物剤のタイプは、被検
体が感染したまたは感染する危険のある微生物のタイプに依存する。抗微生物剤には、抗
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菌剤、抗ウイルス剤、抗真菌剤、および駆虫剤が含まれるがこれらに限定されない。「抗
感染剤」、「抗菌剤」、「抗ウイルス剤」、「抗真菌剤」、「駆虫剤」、および「殺寄生
生物剤」等の成句は、当業者に十分定着した意味を有し、かつ標準的な医学書において定
義されている。簡単に言うと、抗菌剤は細菌を殺滅または阻害し、抗生物質およびその他
の類似の機能を有する合成または天然化合物が含まれる。抗生物質は、細胞、例えば微生
物による二次代謝産物として産生された低分子量の分子である。一般的に、抗生物質は、
微生物に特異的でありかつ宿主細胞に存在しない一つまたはそれ以上の細菌機能または構
造を妨害する。抗ウイルス剤は、天然源から単離することも合成することもでき、これら
はウイルスを殺滅または阻害するのに有用である。抗真菌剤は、表在性真菌感染ならびに
日和見真菌感染および原発性全身性真菌感染を処置するために使用される。駆虫剤は寄生
生物を殺滅または阻害する。
【０１５６】
　ヒトへの投与に有用な、殺寄生生物剤とも称される駆虫剤の例には、アルベンダゾール
、アンホテリシンＢ、ベンズニダゾール、ビチオノール、クロロキンＨＣｌ、リン酸クロ
ロキン、クリンダマイシン、デヒドロエメチン、ジエチルカルバマジン、フロ酸ジロキサ
ニド、エフロルニチン、フラゾリドン（ｆｕｒａｚｏｌｉｄａｏｎｅ）、グルココルチコ
イド、ハロファントリン、ヨードキノール、アイバメクチン、メベンダゾール、メフロキ
ン、アンチモン酸メグルミン（ｍｅｇｌｕｍｉｎｅ　ａｎｔｉｍｏｎｉａｔｅ）、メラル
ソプロール、メトリホナート、メトロニダゾール、ニクロサミド、ニフルチモクス、オキ
サムニキン、パロモマイシン、イセチオン酸ペンタミジン、ピペラジン、プラジカンテル
、リン酸プリマキン、プログアニル、パモ酸ピランテル、ピリメタミン（ｐｙｒｉｍｅｔ
ｈａｎｍｉｎｅ）－スルホンアミド、ピリメタミン（ｐｙｒｉｍｅｔｈａｎｍｉｎｅ）－
スルファドキシン、キナクリンＨＣｌ、硫酸キニーネ、グルコン酸キニジン、スピラマイ
シン、スチボグルコネートナトリウム（グルコン酸アンチモンナトリウム）、スラミン、
テトラサイクリン、ドキシサイクリン、チアベンダゾール、チニダゾール、トリメトプリ
ム（ｔｒｉｍｅｔｈｒｏｐｒｉｍ）－スルファメトキサゾール、およびトリパルサミドが
含まれるがこれらに限定されず、これらのうちのいくつかは単独でまたは他と組み合わせ
て使用される。
【０１５７】
　抗菌剤は、細菌の成長または機能を殺滅または阻害する。抗菌剤の一つの大きなクラス
は抗生物質である。広範囲の細菌を殺滅または阻害するのに有効な抗生物質は、広域抗生
物質と称される。抗生物質の他のタイプは、主としてグラム陽性またはグラム陰性のクラ
スの細菌に対して有効である。これらの抗生物質のタイプは、狭域抗生物質と称される。
単一種の生物または疾患に対して有効であり、他の細菌のタイプに対しては有効でない他
の抗生物質は、限定スペクトル抗生物質（ｌｉｍｉｔｅｄ　ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ａｎｔｉ
ｂｉｏｔｉｃｓ）と称される。抗菌剤は、それらの主たる作用様式に基づき分類されるこ
とがある。一般的に抗菌剤は細胞壁合成阻害剤、細胞膜阻害剤、タンパク質合成阻害剤、
核酸合成または機能阻害剤、および競合的阻害剤である。
【０１５８】
　抗真菌剤は、感染性真菌の処置および予防に有用である。抗真菌剤は、それらの作用機
構により分類されることがある。一部の抗真菌剤は、グルコースシンターゼを阻害するこ
とによって細胞壁阻害剤として機能する。これらには、バシウンギン（ｂａｓｉｕｎｇｉ
ｎ）／ＥＣＢが含まれるがこれらに限定されない。他の抗真菌剤は、膜の完全性を不安定
化させることにより機能する。これらには、イミダゾール、例えばクロトリマゾール、セ
ルタコナゾール（ｓｅｒｔａｃｏｎｚｏｌｅ）、フルコナゾール、イトラコナゾール、ケ
トコナゾール、ミコナゾール、およびボリコナゾール（ｖｏｒｉｃｏｎａｃｏｌｅ）、な
らびにＦＫ　４６３、アンホテリシンＢ、ＢＡＹ　３８－９５０２、ＭＫ　９９１、プラ
ディマイシン、ＵＫ　２９２、ブテナフィン、およびテルビナフィンが含まれるがこれら
に限定されない。他の抗真菌剤は、キチンを分解（例えばキチナーゼ）するかまたは免疫
抑制を衰退（５０１クリーム）させることによって機能する。
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【０１５９】
　いくつかの実施態様において、抗微生物処置は、微生物抗原を含み得る。微生物抗原は
微生物の抗原であり、ウイルス、細菌、寄生生物、および真菌を含むがこれらに限定され
ない。このような抗原には、微生物そのものならびに自然分離株およびそのフラグメント
または誘導体だけでなく、天然の微生物抗原と同一または類似でありかつその微生物に対
して特異的な免疫反応を誘導する合成化合物も含まれる。化合物は、天然の微生物抗原に
対する免疫反応（体液性および／または細胞性）を誘導する場合、天然の微生物抗原に類
似する。このような抗原は、当該分野において従来から使用されており、当業者に周知で
ある。
【０１６０】
　本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチドは、ウイルス感染を処置または予防するのに使用
することができる。ウイルスは、一般的には核酸のコアおよびタンパク質コートを含むが
独立して生活する生物ではない小さな感染因子である。ウイルスはまた、タンパク質を欠
く感染性核酸の形態をとり得る。ウイルスは生存細胞の不在下で生存することができず、
その細胞内で複製することができる。ウイルスは、エンドサイトーシスまたはＤＮＡの直
接注入（ファージ）のいずれかによって特定の生存細胞に侵入して増殖し、疾患を引き起
こす。その後、増殖したウイルスは放出され、別の細胞に感染し得る。いくつかのウイル
スはＤＮＡ含有ウイルスであり、他のウイルスはＲＮＡ含有ウイルスである。
【０１６１】
　ヒトにおいて見出されたウイルスの例には、レトロウイルス科（例えばヒト免疫不全ウ
イルス、例えばＨＩＶ－１（ＨＴＬＶ－ＩＩＩ、ＬＡＶ、もしくはＨＴＬＶ－ＩＩＩ／Ｌ
ＡＶ、またはＨＩＶ－ＩＩＩとも称される；および他の単離株、例えばＨＩＶ－ＬＰ；ピ
コルナウイルス科（例えばポリオウイルス、Ａ型肝炎ウイルス；エンテロウイルス、ヒト
コクサッキーウイルス、ライノウイルス、エコーウイルス）；カルシウイルス科（Ｃａｌ
ｃｉｖｉｒｉｄａｅ）（例えば胃腸炎を引き起こす菌株）；トガウイルス科（例えばウマ
脳炎ウイルス、風疹ウイルス）；フラビウイルス科（例えばデング熱ウイルス、脳炎ウイ
ルス、黄熱病ウイルス）；コロナウイルス科（例えばコロナウイルス）；ラブドウイルス
科（例えば水疱性口内炎ウイルス、狂犬病ウイルス）；フィロウイルス科（例えばエボラ
ウイルス）；パラミクソウイルス科（例えばパラインフルエンザウイルス、流行性耳下腺
炎ウイルス、麻疹ウイルス、呼吸器合胞体ウイルス）；オルトミクソウイルス科（例えば
インフルエンザウイルス）；ブンヤウイルス科（例えばハンターンウイルス、ブンヤウイ
ルス、フレボウイルス、およびナイロウイルス）；アレナウイルス科（出血熱ウイルス）
；レオウイルス科（例えばレオウイルス、オルビウイルス、およびロタウイルス）；ビル
ナウイルス科；ヘパドナウイルス科（Ｂ型肝炎ウイルス）；パルボウイルス科（パルボウ
イルス）；パポバウイルス科（パピローマウイルス、ポリオーマウイルス）；アデノウイ
ルス科（大部分のアデノウイルス）；ヘルペスウイルス科（単純ヘルペスウイルス（ＨＳ
Ｖ）１および２、水痘帯状疱疹ウイルス、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、ヘルペスウ
イルス；ポックスウイルス科（痘瘡ウイルス、ワクシニアウイルス、ポックスウイルス）
；ならびにイリドウイルス科（例えばアフリカ豚コレラウイルス）；ならびに未分類のウ
イルス（例えばデルタ型肝炎因子（Ｂ型肝炎ウイルスの不完全サテライトであると考えら
れる）、Ｃ型肝炎；ノーウォークウイルスおよび関連ウイルス、ならびにアストロウイル
ス）が含まれるがこれらに限定されない。
【０１６２】
　本発明の免疫賦活オリゴヌクレオチドは、従来的な抗ウイルス処置と同時に投与するこ
とができる。いくつかの実施態様において、抗ウイルス剤および本発明のＣｐＧオリゴヌ
クレオチドは組み合わされる。抗ウイルス剤は、ウイルスによる細胞の感染または細胞内
でのウイルスの複製を防止する化合物である。ウイルスの複製プロセスは宿主細胞内での
ＤＮＡ複製に非常に緊密に関連し、非特異的な抗ウイルス剤は宿主に毒性であることが多
いため、抗ウイルス薬は、抗菌薬よりも数が少ない。ウイルスの感染プロセスにおけるい
くつかの段階が、抗ウイルス剤によってブロックまたは阻害できる。これらの段階には、
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ウイルスの宿主細胞への接着（免疫グロブリンまたは結合ペプチド）、ウイルスの脱殻（
例えばアマンタジン）、ウイルスｍＲＮＡの合成または翻訳（例えばインターフェロン）
、ウイルスＲＮＡまたはＤＮＡの複製（例えばヌクレオシドアナログ）、新たなウイルス
タンパク質の成熟（例えばプロテアーゼ阻害剤）、ならびにウイルスの出芽および放出が
含まれる。
【０１６３】
　ヌクレオチドアナログは、ヌクレオチドに類似するが不完全または異常なデオキシリボ
ース基またはリボース基を有する合成化合物である。ヌクレオチドアナログは、ひとたび
細胞内に入るとリン酸化されて三リン酸形態を形成し、これらはウイルスＤＮＡまたはＲ
ＮＡへの組み込みにおいて通常のヌクレオチドと競合する。ひとたびヌクレオチドアナロ
グの三リン酸形態が合成中の核酸鎖に取り込まれれば、それはウイルスポリメラーゼと不
可逆的に結合し、それによって連鎖を停止させる。ヌクレオチドアナログには、アシクロ
ビル（単純ヘルペスウイルスおよび水痘・帯状疱疹ウイルスの処置に使用される）、ガン
シクロビル（サイトメガロウイルスの処置に有用である）、イドクスウリジン、リバビリ
ン（呼吸器多核体ウイルスの処置に有用である）、ジデオキシイノシン、ジデオキシシチ
ジン、ジドブジン（アジドチミジン）、イミキモド、およびレジキモドが含まれるがこれ
らに限定されない。
【０１６４】
　インターフェロンは、ウイルス感染細胞および免疫細胞から分泌されるサイトカインで
ある。インターフェロンは、感染細胞に隣接する細胞上の特定の受容体に結合することに
より機能し、ウイルスによる感染から細胞を保護する細胞内変化を導く。αおよびβ－イ
ンターフェロンはまた、感染細胞の表面においてクラスＩおよびクラスＩＩ　ＭＨＣ分子
の発現を誘導し、宿主の免疫細胞の認識ための抗原提示を促進する。αおよびβ－インタ
ーフェロンは、組換え体として入手可能であり、慢性Ｂ型肝炎および慢性Ｃ型肝炎の処置
に使用されている。抗ウイルス療法において有効な用量において、インターフェロンは重
大な副作用、例えば発熱、倦怠感、および体重減を有する。
【０１６５】
　本発明において有用な他の抗ウイルス剤には、免疫グロブリン、アマンタジン、インタ
ーフェロン、ヌクレオシドアナログ、およびプロテアーゼ阻害剤が含まれるがこれらに限
定されない。抗ウイルス剤の具体例には、アセマンナン；アシクロビル；アシクロビルナ
トリウム；アデホビル；アロブジン；アルビルセプトスドトクス（Ａｌｖｉｒｃｅｐｔ　
Ｓｕｄｏｔｏｘ）；塩酸アマンタジン；アラノチン；アリルドン；アテビルジンメシレー
ト；アブリジン；シドホビル；シパムフィリン（Ｃｉｐａｍｆｙｌｌｉｎｅ）；塩酸シタ
ラビン；デラビルジンメシレート；デスシクロビル；ジダノシン；ジソキサリル；エドク
スジン；エンビラデン；エンビロキシム；ファムシクロビル；塩酸ファモチン；フィアシ
タビン；フィアルリジン；ホサリラート；ホスカルネトナトリウム；ホスホネトナトリウ
ム；ガンシクロビル；ガンシクロビルナトリウム；イドクスウリジン；ケトキサール（Ｋ
ｅｔｈｏｘａｌ）；ラミブジン；ロブカビル；塩酸メモチン；メチサゾン；ネビラピン；
ペンシクロビル；ピロダビル；リバビリン；塩酸リマンタジン；サキナビルメシレート；
塩酸ソマンタジン；ソリブジン；スタトロン（Ｓｔａｔｏｌｏｎ）；スタブジン；塩酸チ
ロロン；トリフルリジン；塩酸バラシクロビル；ビダラビン；リン酸ビダラビン；リン酸
ビダラビンナトリウム；ビロキシム；ザルシタビン；ジドブジン；およびジンビロキシム
が含まれるがこれらに限定されない。
【０１６６】
　ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドは、被検体に直接的に投与されることも、核酸送達
複合体と共に投与されることもある。核酸送達複合体は、標的化手段（例えば標的細胞に
対する結合の親和性を高める分子）を有する（例えばイオン的もしくは共有結合的に結合
されている；または被包されている）核酸分子を意味する。核酸送達複合体の例には、ス
テロール（例えばコレステロール）、脂質（例えば陽イオン性脂、ビロソーム、もしくは
リポソーム）、または標的細胞特異的結合因子（例えば標的細胞特異的な受容体によって
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認識されるリガンド）を有する核酸が含まれる。好ましい複合体は、インビボで、標的細
胞による取り込み前に有意に分解されるのを防止するのに十分安定なものであり得る。し
かし、この複合体は、オリゴヌクレオチドが機能的形態で放出されるよう、細胞内の適当
な条件下で切断可能であり得る。
【０１６７】
　ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドおよび／または抗原および／または他の治療剤は、
（例えば、生理食塩水もしくは緩衝液中で）単独で、または当該分野で公知の任意の送達
媒体を用いて投与され得る。例えば、以下の送達媒体が記載されている：渦巻体（Ｃｏｃ
ｈｌｅａｔｅｓ）；エマルソーム（Ｅｍｕｌｓｏｍｅｓ）；ＩＳＣＯＭ；リポソーム；生
細菌ベクター（例えばサルモネラ、大腸菌、カルメット・ゲラン杆菌、赤痢菌、乳酸杆菌
）；生ウイルスベクター（例えばワクシニア、アデノウイルス、単純ヘルペス）；マイク
ロスフィア；核酸ワクチン；ポリマー（例えばカルボキシメチルセルロース、キトサン）
；ポリマー環；プロテオソーム；フッ化ナトリウム；トランスジェニック植物；ビロソー
ム；ウイルス様粒子。他の送達媒体も当該分野で公知である。
【０１６８】
　用語「有効量」は、一般的に、所望の生物学的効果を実現するのに必要または十分な量
を意味する。例えば、粘膜免疫の誘導のために抗原と共に投与されるＣｐＧ免疫賦活オリ
ゴヌクレオチドの有効量は、抗原被曝により抗原に対するＩｇＡを生成させるのに必要な
量であり、全身性免疫を誘導するのに必要な量は、抗原被曝により抗原に対するＩｇＧを
生成させるのに必要な量である。本明細書中に提供される教示と併せて、様々な活性化合
物および重要因子（ｗｅｉｇｈｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒ）、例えば効能、相対的な生物利用
性、患者の体重、副作用の重度、および好ましい投与様式の中から選択することによって
、実質的な毒性をもたらさずなおかつ特定の被検体を処置するのに十分に効果的である有
効な予防的または治療的処置レジメンが計画できる。任意の特定の適用における有効量は
、処置したい疾患もしくは状態、投与される具体的なＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチド
、被検体のサイズ、または疾患もしくは状態の重症度に依存して変化し得る。当業者は、
過度の実験を要することなく、特定のＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドおよび／または
抗原および／または他の治療剤の有効量を経験的に決定することができる。
【０１６９】
　本明細書中に記載される化合物の粘膜または局所送達のための主な用量は、典型的には
、投与あたり１０μｇ～１０ｇの範囲であり、これはその適用によって、毎日、毎週、毎
月、およびその間の任意の他の期間またはそれ以外では必要に応じて与えられ得る。より
典型的には、粘膜または局所用量は、投与あたり１ｍｇ～５００ｍｇ、最も典型的には約
１ｍｇ～１００ｍｇの範囲であり、２～４回の投与が、数日または数週間空けて行われる
。より典型的には、免疫賦活用量は、投与あたり１０μｇ～１００ｍｇ、最も典型的には
１００μｇ～１０ｍｇの範囲であり、毎日または毎週の投与がなされる。本明細書中に記
載される化合物の、抗原特異的な免疫反応を誘導する目的での非経口送達（すなわちＳＣ
またはＩＭ）のための主な用量（この場合化合物は抗原と共に送達されるが別の治療剤と
共には投与されない）は、典型的には、ワクチンアジュバントまたは免疫賦活適用につい
ての粘膜有効用量（すなわちＩＮ、舌下、経口、膣内、直腸等）と同じ用量範囲であるか
またはそれよりもやや少ない。ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドを他の治療剤と併せて
もしくは特別な送達媒体により投与することによって自然免疫反応を誘導するか、または
ＡＤＣＣを高めるか、または抗原特異的な免疫反応を誘導する目的の非経口送達のための
本明細書中に記載される化合物の用量は、典型的には投与あたり約１００μｇ～１０ｇの
範囲であり、これはその適用によって、毎日、毎週、毎月、およびその間の任意の他の期
間またはそれ以外では必要に応じて与えられ得る。より典型的には、これらの目的におけ
る非経口用量は、投与あたり約１ｍｇ～５ｇ、最も典型的には約１ｍｇ～１ｇの範囲であ
り、２～４回の投与が、数日または数週間空けて行われる。しかし、いくつかの実施態様
において、これらの目的の非経口用量は、上記の典型的な用量よりも５～１０,０００倍
高い範囲で使用され得る。その適用によって、必要とされる投薬の期間は、一回または数
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回のみの投薬であり得るし、慢性的状態の処置のためには、投薬は数年の間、毎日、毎週
、または毎月行われ得る。
【０１７０】
　本明細書中に記載される任意の化合物についての治療有効量は、まず始めに動物モデル
から決定することができる。治療有効用量はまた、ヒトにおいて試験した（ヒト臨床試験
が実施中である）他のＣｐＧオリゴヌクレオチドおよび類似の薬理学的活性を示すことが
公知の化合物、例えば他のアジュバント、例えばＬＴおよびワクチン接種目的の他の抗原
についてのヒトデータから決定することもできる。非経口投与にはより高用量が必要とさ
れ得る。適用される用量は、相対的な生物利用性、体重、および投与される化合物の効能
に基づき調整され得る。上記の方法および当該分野で周知の他の方法に基づき最大の効果
を達成するための用量の調整は、十分に当業者の能力の及ぶ範囲である。
【０１７１】
　本発明の処方物は、薬学的に許容できる溶液として投与され、これは通常、薬学的に許
容される濃度の塩、緩衝剤、保存剤、適合する担体、アジュバント、および場合により他
の治療成分を含み得る。いくつかの処方物は、アルコール、例えば糖類（例えばデキスト
ロース）またはアミノ酸を含み得る。
【０１７２】
　治療用途においては、有効量のＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドおよび／または他の
治療剤は、化合物を所望の面、例えば局所、粘膜、全身に送達する任意の様式によって被
検体に投与することができる。本発明の医薬組成物の投与は、当業者に公知の任意の手段
によって達成され得る。好ましい投与経路には、経口、非経口、静脈内、筋内、皮下、病
巣内、腫瘍内、鼻腔内、舌下、気管内、吸入、眼内、膣内、および直腸内が含まれるがこ
れらに限定されない。
【０１７３】
　経口投与においては、化合物（すなわちＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチド、抗原、お
よび／または他の治療剤）は、活性化合物を当該分野で周知の薬学的に許容できる担体と
組み合わせることによって容易に処方できる。このような担体により、本発明の化合物を
、処置される被検体による経口摂取のために錠剤、丸剤、糖剤、カプセル剤、液剤、ゲル
剤、シロップ剤、スラリー剤、懸濁剤等として処方することができる。経口用途の医薬製
剤は固体賦形剤として得ることができ、場合により得られる混合物を粉砕し、必要な場合
は錠剤または糖剤のコアを得るために適当な補助物質を加えた後に顆粒の混合物を処理す
る。適当な賦形剤は、特に、増量剤、例えばラクトース、スクロース、マンニトール、ま
たはソルビトールを含む糖；セルロース調製物、例えばトウモロコシデンプン、コムギデ
ンプン、コメデンプン、ジャガイモデンプン、ゼラチン、トラガントゴム、メチルセルロ
ース、ヒドロキプロピルメチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナトリウム、お
よび／またはポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）である。必要な場合、崩壊剤、例えば架橋
型ポリビニルピロリドン、寒天、もしくはアルギン酸、またはそれらの塩、例えばアルギ
ン酸ナトリウムが添加され得る。場合により、経口用処方物はまた、内部の酸条件を中和
するため、生理食塩水または緩衝液中で処方され得るか、またはいかなる担体も伴わずに
投与され得る。
【０１７４】
　糖衣錠のコアは、適当なコーティングと共に提供される。この目的で、場合によりアラ
ビアゴム、タルク、ポリビニルピロリドン、カルボポールゲル、ポリエチレングリコール
、および／または二酸化チタン、ラッカー溶液、ならびに適当な有機溶媒または溶媒混合
物を含み得る濃縮糖溶液が使用され得る。染料または顔料は、活性化合物用量の異なる組
み合わせの識別または特徴付けのために錠剤または糖衣錠に添加され得る。
【０１７５】
　経口的に使用できる医薬製剤には、ゼラチンで形成されるプッシュフィットカプセルな
らびにゼラチンおよび可塑剤、例えばグリセロールまたはソルビトールで形成されるソフ
トシールカプセルが含まれる。プッシュフィットカプセルは、増量剤、例えばラクトース
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、結合剤、例えばデンプン、および／または滑沢剤、例えばタルクもしくはステアリン酸
マグネシウム、ならびに場合により安定剤と共に活性成分を含み得る。ソフトカプセルに
おいて、活性化合物は、適当な液体、例えば脂肪油、流動パラフィン、または液体ポリエ
チレングリコールに溶解または懸濁され得る。さらに、安定剤が添加され得る。経口投与
用に処方されたマイクロスフェアもまた使用され得る。このようなマイクロスフィアは当
該分野で十分明確である。全ての経口投与用処方物は、このような投与に適した用量であ
るべきである。
【０１７６】
　口腔投与のための組成物は、従来的な様式で処方された錠剤またはロゼンジ剤の形態を
とり得る。
【０１７７】
　化合物は、標準的な吸入デバイスを用いて、気道（ｐｕｌｍｏｎａｒｙ　ｔｒａｃｔ）
、特に気管支およびより具体的には肺深部の肺胞への吸入により投与され得る。化合物は
、適当な噴射剤、例えばジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロ
ロテトラフルオロエタン、二酸化炭素または他の適当なガスを使用して、加圧容器または
ネブライザーから射出するエアゾル噴霧の形態で送達され得る。加圧エアゾルの場合、投
与単位は、計量された量を送達するための弁を提供することによって決定され得る。被検
体に化合物を送達するために吸入装置が使用され得る。本明細書中で使用される場合、吸
入装置は、エアゾル、例えば化合物の乾燥粉末形態を投与するための任意のデバイスであ
る。このタイプの機材は当該分野で周知であり、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，１９th　Ｅｄｉｔｉｏｎ
，１９９５，Ｍａｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐｅｎｎ
ｓｙｌｖａｎｉａ，ｐａｇｅｓ　１６７６－１６９２に見られる記載等、詳細に記載され
ている。多くの米国特許、例えば米国特許第６，１１６，２３７号もまた、吸入デバイス
を記載している。
【０１７８】
　本明細書中で使用される場合、「粉末」は、細かく分散された固体粒子からなる組成物
を意味する。好ましくは、組成物は、比較的フリーフロー性であり、吸入デバイス内で分
散させることができ、その後に被検体によって吸入され化合物が肺に到達し肺胞への浸透
を実現する。「乾燥粉末」は、粒子が吸入デバイス内で容易に分散しエアゾルを形成する
ことができる程度の含水率を有する粉末組成物を意味する。この含水率は、概ね、約１０
重量％（％Ｗ）以下の水分であり、いくつかの実施態様においては、約５％ｗ以下であり
、好ましくは約３％ｗ未満である。粉末はポリマーと共に処方される場合があり、場合に
より他の物質、例えばリポソーム、アルブミン、および／または他の担体と共に処方され
る場合もある。
【０１７９】
　エアゾル投薬・送達系は、例えばＧｏｎｄａ，Ｉ．“Ａｅｒｏｓｏｌｓ　ｆｏｒ　ｄｅ
ｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ａｎｄ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　ａｇｅ
ｎｔｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｔｒａｃｔ，”ｉｎ　Ｃｒｉｔｉｃａ
ｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉｅｒ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ，６：２７３－３１３（１９９０）およびＭｏｒｅｎ，“Ａｅｒｏｓｏｌ　ｄ
ｏｓａｇｅ　ｆｏｒｍｓ　ａｎｄ　ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ，”ｉｎ　Ａｅｒｏｓｏｌ
ｓ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ．Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ，Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ａｎｄ　Ｔ
ｈｅｒａｐｙ，Ｍｏｒｅｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ｅｄｓ．，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ，Ａｍｓｔｅｒ
ｄａｍ，１９８５に記載されるように、具体的な治療適用ごとに当業者により選択され得
る。
【０１８０】
　化合物は、全身的に送達されることが望まれる場合、注入による、例えばボーラス注入
または持続注入による非経口投与用に処方され得る。注入用処方物は、例えば保存剤を添
加したアンプルまたは多重用量容器内の単位投薬剤形とされ得る。組成物は、油性または
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水性媒体中の懸濁物、溶液、またはエマルジョン等の形態をとり得、かつ懸濁剤、安定剤
、および／または分散剤等の処方用薬剤を含み得る。
【０１８１】
　非経口投与用の医薬処方物には、水溶性形態の活性化合物の水溶液が含まれる。さらに
、活性化合物の懸濁剤は、適当な油性注入用懸濁剤とされ得る。適当な親油性の溶媒また
は媒体には、脂肪油、例えばゴマ油もしくは合成脂肪酸エステル、例えばオレイン酸エチ
ルもしくはトリグリセリド、またはリポソームが含まれる。水性注入用懸濁剤は、懸濁剤
の粘性を高める物質、例えばカルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトール、ま
たはデキストランを含み得る。場合により、懸濁剤は、高濃度溶液の調製のため、適当な
安定剤または化合物の溶解性を高める薬剤も含み得る。
【０１８２】
　あるいは、活性化合物は、使用前に適当な媒体、例えば無菌・発熱物質非含有の水によ
る構成のための粉末形態であり得る。
【０１８３】
　化合物はまた、例えば坐剤用基剤、例えばカカオ脂またはその他のグリセリドを含有す
る直腸または膣用組成物、例えば坐剤または貯留浣腸剤として処方され得る。
【０１８４】
　上記の処方物に加えて、化合物は、デボー製剤としても処方され得る。このような長時
間持続型の処方物は、適当なポリマー性または疎水性物質（例えば許容できる油中のエマ
ルジョン）もしくはイオン交換樹脂と共に、または難溶性の誘導体、例えば難溶性の塩と
して処方され得る。
【０１８５】
　医薬組成物はまた、適当な固体またはゲル相の担体または賦形剤を含み得る。このよう
な担体または賦形剤の例には、炭酸カルシウム、リン酸カルシウム、様々な糖、デンプン
、セルロース誘導体、ゼラチン、およびポリマー、例えばポリエチレングリコールが含ま
れるがこれらに限定されない。
【０１８６】
　適当な液体または固体の医薬製剤形態は、例えば、吸入、マイクロカプセル化、渦巻化
（ｅｎｃｏｃｈｌｅａｔｅｄ）、微細金粒子へのコーティング、リポソームへの内包、噴
霧化、エアゾル、皮膚移植用ペレット、または皮膚を引っ掻いてこすりつけるための鋭利
物への乾燥付着用の水溶液または生理食塩水溶液である。医薬組成物には、顆粒、粉末、
錠剤、コーティング錠、（マイクロ）カプセル、坐剤、シロップ剤、エマルジョン剤、懸
濁剤、クリーム剤、ドロップ、または活性化合物の長期的放出用製剤も含まれ、これらの
製剤においては、賦形剤および添加剤ならびに／または補助物質、例えば崩壊剤、結合剤
、コーティング剤、膨張剤、滑沢剤、矯味剤、甘味剤、または溶解剤が上記の通りに慣習
的に使用される。医薬組成物は、様々な薬物送達系における使用に適したものである。薬
物送達法の簡単なレビューについては、参照により本明細書に組み入れられるＬａｎｇｅ
ｒ　Ｒ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：１５２７－３３を参照のこと。
【０１８７】
　ＣｐＧ免疫賦活オリゴヌクレオチドならびに場合により他の治療剤および／または抗原
は、それ自体を（生で）または薬学的に許容できる塩の形態で投与され得る。医薬として
使用される場合、塩は、薬学的に許容できるものでなければならないが、薬学的に許容で
きない塩も、その薬学的に許容できる塩を製造するために従来的に使用され得る。このよ
うな塩には、以下の酸：塩酸、臭化水素酸、硫酸、硝酸、リン酸、マレイン酸、酢酸、サ
リチル酸、ｐ－トルエンスルホン酸、酒石酸、クエン酸、メタンスルホン酸、ギ酸、マロ
ン酸、コハク酸、ナフタレン－２－スルホン酸、およびベンゼンスルホン酸から得られる
塩が含まれるがこれらに限定されない。また、このような塩は、アルカリ金属またはアル
カリ土類金属、例えばカルボン酸グループのナトリウム、カリウム、またはカルシウム塩
として得ることができる。
【０１８８】
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　適当な緩衝剤には：酢酸および塩（１～２％　ｗ／ｖ）；クエン酸および塩（１～３％
　ｗ／ｖ）；ホウ酸および塩（０．５～２．５％　ｗ／ｖ）；ならびにリン酸および塩（
０．８～２％　ｗ／ｖ）が含まれる。適当な保存剤には、塩化ベンザルコニウム（０．０
０３～０．０３％　ｗ／ｖ）；クロロブタノール（０．３～０．９％　ｗ／ｖ）；パラベ
ン（０．０１～０．２５％　ｗ／ｖ）、およびチメロサール（０．００４～０．０２％　
ｗ／ｖ）が含まれる。
【０１８９】
　本発明の医薬組成物は、場合により薬学的に許容できる担体中に含まれる有効量のＣｐ
Ｇ免疫賦活オリゴヌクレオチドならびに場合により抗原および／または他の治療剤を含む
。薬学的に許容できる担体という用語は、ヒトまたは他の脊椎動物への投与に適する一つ
またはそれ以上の適合性の固体もしくは液体増量剤、希釈剤、または被包物質を意味する
。担体という用語は、その適用を容易にするために活性成分と混合される有機または無機
、天然または合成性の成分をさす。医薬組成物の成分はまた、所望の薬学的効能を実質的
に損なわせる相互作用を生じない様式で、本発明の化合物とおよび相互に混合することが
できるものである。
【０１９０】
　本発明を以下の実施例によってさらに例証するが、この実施例はいかなる様式によって
もさらなる限定であると解釈されるべきではない。
【実施例】
【０１９１】
実施例
序論
　本発明の新規のＰクラスＣｐＧオリゴヌクレオチドは、以前に記載されたＣクラスＣｐ
Ｇオリゴヌクレオチドのサブセットである。改良型のＰクラスＯＤＮは、インビトロおよ
びインビボでの驚くほど高いＩＦＮ－αならびにＴｈ１およびＴｈ２様サイトカインおよ
びケモカイン分泌活性の点でそれらと異なる。これらはまた、他のサイトカイン／ケモカ
イン産生および細胞活性化を誘導する能力においても以前に記載されたＣクラスよりも優
れている。Ａｇｒａｗａｌらは、核酸標的配列に対して相補的な配列および３’ステムル
ープ構造（後者はＯＤＮをヌクレアーゼ分解に対して安定化する）を有するアンチセンス
オリゴヌクレオチドを記載している。Ａｇｒａｗａｌらの３’ステムループ構造は、認識
配列の一部ではない。本発明者らの二重パリンドロームＰクラスＣｐＧ　ＯＤＮは、二つ
のパリンドロームにおいて部分的に自己相補的である。これらのＯＤＮにおいて３’パリ
ンドロームは潜在的に３’末端ヘアピン構造を形成することができるが、そのコンカテマ
ー形態が細胞内での活性構造であり得、ヌクレアーゼに対する安定性を向上させる潜在的
な３’ヘアピンの能力はこの特有のＯＤＮ活性に大きな寄与をするものではないと考えら
れる。
【０１９２】
　本発明の新規化合物は、Ｔｈ１様免疫賦活または免疫調節が有利であるとされる疾患を
処置するのに使用することができる。適用領域は特に、感染疾患、癌、喘息、およびアレ
ルギーである。ウイルス疾患、例えばＢ型肝炎およびＣ型肝炎、サイトメガロウイルス（
ＣＭＶ）、パピローマウイルス、ＨＩＶ、および単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）の処置
を特に対象としているが、本発明の化合物は、リーシュマニア、リステリア、および炭疽
菌を含む任意の病原体により引き起こされるほとんどの疾患を処置するのに使用すること
ができる。ＩＦＮ－アルファおよびＩＦＮ－ガンマの分泌の誘導に加えて、この新規のＯ
ＤＮは、Ｔｈ１免疫反応が必要とされる場合にワクチンアジュバントとして使用すること
ができる。本発明の化合物は、単独療法としてまたは他の治療剤もしくは医療機器と併用
してのいずれかで予防的および治療的に使用することができる。
【０１９３】
　これまで、オリゴヌクレオチドと相補的塩基配列の二重鎖または凝集物の形成を差別的
に分解する組成物は記載されていない。凝集形成の防止のついて以前に記載された化学種
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は、単糖類および多価アルコールに限定されていた。オリゴヌクレオチドの二重鎖または
凝集物形成の防止のための、一つまたは一つ以上の化学種からなる一つ以上の化学的添加
物の組み合わせは記載されていない。以下の実施例は、新規のオリゴヌクレオチドおよび
オリゴヌクレオチド処方物を例証する。
【０１９４】
材料および方法
オリゴヌクレオチド（ＯＤＮ）
　全てのＯＤＮは、Ｂｉｏｓｐｒｉｎｇ（Ｆｒａｎｋｆｕｒｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）または
Ｓｉｇｍａ－Ａｒｋ（Ｄａｒｍｓｔａｄｔ，Ｇｅｒｍａｎｙ）から購入し、Ｃｏｌｅｙ　
Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　ＧｍｂＨ（Ｌａｎｇｅｎｆｅｌｄ，Ｇｅｒｍａｎｙ）が
同一性および純度を管理した。ＯＤＮは、０．５×Ｔｒｉｓ－ＥＤＴＡ（５ｍＭ　Ｔｒｉ
ｓ　Ｂａｓｅ、０．５ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０）に溶解させ、－２０℃で保存した。
細胞のインキュベーションのために、ＯＤＮをリン酸緩衝生理食塩水（Ｓｉｇｍａ，Ｇｅ
ｒｍａｎｙ）で希釈した。全ての希釈は、発熱物質非含有試薬を用いて行った。
【０１９５】
細胞の精製
　健常な男性および女性ドナー由来の末梢血軟膜調製物をＢｌｏｏｄ　Ｂａｎｋ　ｏｆ　
ｔｈｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｄｕｅｓｓｅｌｄｏｒｆ（Ｇｅｒｍａｎｙ）から
入手し、これらから、末梢血単核球（ＰＢＭＣ）を、Ｆｉｃｏｌｌ（登録商標）－Ｈｙｐ
ａｑｕｅ（Ｓｉｇｍａ）を用いた遠心分離により精製した。精製されたＰＢＭＣは、新鮮
なものを使用した（ほとんどのアッセイ）かまたは凍結培地に懸濁して－７０℃で保存し
た。必要な場合、これらの細胞のアリコートを解凍し、洗浄し、５％（ｖ／ｖ）熱不活性
化ヒトＡＢ血清（ＢｉｏＷｈｉｔｔａｋｅｒ，Ｂｅｌｇｉｕｍ）または１０％（ｖ／ｖ）
熱不活性化ＦＣＳ、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン（ＢｉｏＷｈｉｔｔａｋｅｒ）、１００Ｕ／
ｍｌペニシリン、および１００μｇ／ｍｌストレプトマイシン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（
Ｋａｒｌｓｒｕｈｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ））を補足したＲＰＭＩ　１６４０培養培地（Ｂｉ
ｏＷｈｉｔｔａｋｅｒ，Ｇｅｒｍａｎｙ）に再懸濁した。
【０１９６】
ＰＢＭＣにおけるサイトカインの誘導
　ヒト末梢血単核球を、４８時間、示された濃度のＣｐＧ　ＯＤＮと共にインキュベート
した。ヒトＰＢＭＣによるＩＦＮ－αの分泌を測定した。
【０１９７】
サイトカインの検出
　新鮮なＰＢＭＣを、５×１０6／ｍｌとなるよう９６ウェル丸底プレートに播種し、３
７℃の加湿インキュベーター中で示される濃度のＯＤＮと共にインキュベートした。培養
上清を回収し、直接使用しない場合は必要になるまで－２０℃で凍結した。上清中のサイ
トカインの量は、市販のＥＬＩＳＡキットまたは市販の抗体を用いて開発した自作のＥＬ
ＩＳＡを用いて評価した。
【０１９８】
サイズ排除クロマトグラフィ（ＳＥＣ）
　サイズ排除クロマトグラフィ（ＳＥＣ）は、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ（登録商標）７５　１０
／３００カラム（＃１７－５１７４－０１；ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，Ｍｕｎｉｃｈ
，Ｇｅｒｍａｎｙ）を流速０．４～１ｍＬ／分で使用して行った。サンプル緩衝液および
泳動緩衝液は同一であった。緩衝液は、２０ｍＭ塩化ナトリウムおよび示される割合（ｗ
／ｗ）の化学添加物を補足した１０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７．５）からなるものであっ
た。クロマトグラフィは、外界温度で行った。
　全ての試験ＯＤＮは、各泳動緩衝液中１ｍｇ／ｍＬ～３０ｍｇ／ｍＬの濃度で注入した
。ＨＰＬＣに投与する前に、サンプルを９５℃で５分間加熱し、室温まで冷ました。これ
は、クロマトグラフィ前のサンプルのインキュベーション条件を同じにするために行った
。注入量は、サンプル濃度に依存して０．１～５μｌであった。
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　異なる長さの単量体の泳動時間を確定するために参照標準を使用した。二量体形成性の
ＯＤＮを、ＯＤＮ二量体の泳動時間の確定に使用した。各緩衝液条件について、標準ＯＤ
Ｎを用いて得られた泳動時間を試験ＯＤＮの泳動時間と比較し、試験ＯＤＮ単量体および
試験ＯＤＮ二量体のパーセント値を、曲線下面積の積分により計算した。
　調査したこれらの緩衝液条件においては、デキストロースが１０ｍｇ／ｍｌ以下で凝集
物を示さなかったのを除いて、凝集物が観察されなかった。
【０１９９】
　ＳＥＣのフラクション分析は、１１００　Ｓｅｒｉｅｓ　Ｂｉｎａｒｙ　Ｐｕｍｐ（Ｇ
１３１２Ａ）、１１００　Ｓｅｒｉｅｓ　Ｗｅｌｌ－Ｐｌａｔｅ　Ｓａｍｐｌｅｒ（Ｇ１
３６７Ａ）、１１００　Ｓｅｒｉｅｓ　Ｍｉｃｒｏ　Ｖａｃｕｕｍ－Ｄｅｇａｓｓｅｒ（
Ｇ１３７９Ａ），および１１００　Ｓｅｒｉｅｓ　ＭＷＤ（Ｇ１３６５Ｂ）（全てＡｇｉ
ｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｂｏｅｂｌｉｎｇｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ製の機器
）を用いてまたはＢｅｃｋｍａｎ　ＨＰＬＣシステム（Ｓｙｓｔｅｍ　Ｇｏｌｄ（登録商
標）１２６　Ｓｏｌｖｅｎｔ　Ｍｏｄｕｌｅ，Ｓｙｓｔｅｍ　Ｇｏｌｄ（登録商標）５０
８　Ａｕｔｏｓａｍｐｌｅｒ、およびＳｙｓｔｅｍ　Ｇｏｌｄ（登録商標）１６８　Ｄｅ
ｔｅｃｔｏｒ、ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ　ＧｍｂＨ，Ｋｒｅｆｅｌｄ，Ｇｅｒｍａ
ｎｙ製）を用いて行った。
【０２００】
　データ分析は、機器のソフトウェアを用いる、得られたＯＤ２６０シグナルの積分によ
って行った。
【表１０】

【０２０１】
血漿サイトカインの検出
　ＢＡＬＢ／ｃマウス（ｎ＝５）に、示された濃度のＯＤＮまたはＰＢＳ　１００μｌを
皮下（ＳＣ）または静脈内（ＩＶ）注入した。注入３時間後に血漿サンプルを回収し、Ｅ
ＬＩＳＡによるサイトカイン／ケモカインのアッセイに使用した。
【０２０２】
ワクチン研究
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　雌ＢＡＬＢ／ｃマウス（ｎ＝１０／ｇｐ）をＨＢｓＡｇ（１μｇ）単独またはＯＤＮ（
１０μｇ）で免疫した。免疫４週間後に動物から採血し、ＨＢｓＡｇ特異的総ＩｇＧ価を
エンドポイントＥＬＩＳＡにより決定した。
　注入経路の違いの比較のために、ＰＢＳまたは５％緩衝化デキストロース溶液中のＯＤ
Ｎ（５ｍｇ／ｍｌ）を９５℃で５分間加熱し、次いで室温まで冷ました。ＢＡＬＢ／ｃマ
ウス（ｎ＝５／ｇｐ）にＯＤＮ　５００μｇをＩＶ注入し、注入３時間目に採血し、ＩＦ
Ｎ－アルファについて血漿を試験した。
【０２０３】
【表１１】

【０２０４】
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実施例１：ヒトＰＢＭＣにおけるＰクラス（二重パリンドローム）ＣｐＧオリゴヌクレオ
チドによるＩＦＮ－αの誘導
　実施した研究において、二重パリンドロームＯＤＮがＣクラスＯＤＮよりも強力なＩＦ
Ｎ－α誘導因子であることを観察した。図１は、Ｂ、Ｃ、およびＰクラスならびに非Ｃｐ
Ｇコントロールを含む様々なＯＤＮによるＩＦＮ－αの誘導を示すグラフを示す。いくつ
かの例におけるＰクラスＯＤＮにおいて、５’塩基は、配列番号２３４のようにパリンド
ローム領域の一部であったが、５’塩基または塩基群は、配列番号２２０のように、５’
パリンドローム領域の一部である必要はなかった。ＯＤＮは、パリンドローム間のスペー
サーが１ヌクレオチドと短い場合に活性を保持した。例えば、配列番号２３４におけるス
ペーサーはＴである。Ｄ－スペーサーおよび非ヌクレオチドスペーサーもまた有効であっ
た。
　ＯＤＮは、３’パリンドローム領域の長さが少なくとも１０ヌクレオチドの場合に最も
効果的であった。３’パリンドロームは、Ａ／Ｔ塩基対を含むことができそれでもなお有
効であった。図２は、様々なＰクラスＯＤＮによるＩＦＮ－αの誘導を示すグラフを示す
。さらに、不完全パリンドローム／相補性内在領域を有するＯＤＮは、それらが十分な長
さである場合にＩＦＮ－αを誘導することができた。実施した実験において、このような
ＯＤＮは、配列番号２４７のように、相補性内在領域が１０ヌクレオチドまたはそれ以上
の場合に有効であった（図３）。
【０２０５】
実施例２：ＰクラスＣｐＧ　ＯＤＮは、従来的なＣクラスよりも血漿サイトカインおよび
ケモカインの産生を誘導する
　従来的なＣクラスＯＤＮ、例えば配列番号３４１は、マウスにおいてインビボでＴｈ１
様サイトカインおよびケモカイン反応を刺激することが示されている。皮下（ＳＣ）適用
による血漿中のＩＬ－１２およびＩＰ－１０産生の比較は、ＰクラスＣｐＧ　ＯＤＮであ
る配列番号２３４および２３７についての用量依存的なＩＬ－１２およびＩＰ－１０反応
を明らかにし、これは配列番号３４１と比較して驚くほど高かった（図４）。非ＣｐＧコ
ントロールである配列番号３３９は、サイトカインまたはケモカイン産生を誘導しなかっ
た。
【０２０６】
実施例３：ＰクラスＣｐＧ　ＯＤＮはインビボ投与によって最も強いＩＦＮ－α産生を刺
激する
　実施例１において実証されたように、ＰクラスＣｐＧ　ＯＤＮは、他のＣｐＧ　ＯＤＮ
クラス、例えばＣおよびＢクラスと比較して、ヒトＰＢＭＣの刺激により最も高いＩＦＮ
－α産生をもたらした。同様の観察が、異なるクラスのＣｐＧ　ＯＤＮをマウスに注入し
ＩＦＮ－α血漿レベルを測定した場合にもなされた。他のクラス（配列番号３４４：Ａク
ラス；配列番号３３６、３４７、３４３：Ｂクラス；配列番号３４６、２５７：Ｃクラス
）と比較して、ＰクラスＯＤＮは、ＳＣおよび静脈内（ＩＶ）投与によって最も強いＩＦ
Ｎ－α産生を刺激した（図５）。非ＣｐＧコントロールである配列番号３３９はＩＦＮ－
α産生を誘導しなかった。
【０２０７】
実施例４：ＰクラスＣｐＧ　ＯＤＮは強い適応免疫反応を刺激する
　ＣｐＧ　ＯＤＮは、自然免疫反応および適応免疫反応を刺激する。ＰクラスＯＤＮであ
る配列番号２３４および２３７は、ＨｂｓＡｇに添加した場合に強い抗体（Ａｂ）反応を
刺激し、Ｐクラスである配列番号２３４はＣおよびＡクラスと比較して最も強いＡｂ反応
を刺激した（図６）。Ａｂ反応は、インビボで最も強いＡｂ反応を刺激することが公知の
ＢクラスＯＤＮと同等ですらあった。
【０２０８】
実施例５：ＰクラスＣｐＧ　ＯＤＮのコンカテマー形成および処方
　二重パリンドロームＰクラスＣｐＧ　ＯＤＮの設計においては、二つのパリンドローム
の長さおよびＧＣ含有量が生物学的活性の重要な決定因子であった。いずれかのパリンド
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の長さが最も高い生物学的活性を示したが、８～２０塩基または４～３０塩基の長さのＯ
ＤＮもまた活性を示した。いくつかの例において、パリンドロームは少なくとも５０％の
ＧＣ含有量、より好ましくは少なくとも７０％、最も好ましくは１００％を有する。しか
し、０～４９％のＧＣ含有量を有するパリンドロームもまた、特に二量体形成を安定化さ
せる塩基もしくは糖の修飾または一つもしくはそれ以上のインターヌクレオチド結合の変
更を行った場合に有効であり得る。図７は、二重パリンドローム・コンカテマー形成性Ｐ
クラスＯＤＮ（配列番号２３４）の例を示す。
【０２０９】
　免疫賦活ＯＤＮの処方は、コンカテマー形成の程度に影響し得る。免疫賦活ＯＤＮの５
％デキストロース処方は、最終薬品におけるコンカテマーの形成を回避した。これにより
細胞取り込みおよび免疫細胞内で十分な生物学的活性を有するコンカテマー構造の形成を
実現しつつ医薬開発プロセスを簡略化できるであろう。バイアルとした製品における高次
構造形成を回避する処方は一定の実用的利点を有するが、ＯＤＮは任意の薬理学的処方で
提供することができる。
【０２１０】
　二つのパリンドローム領域を含む配列番号２３４は、高いＩＦＮ－α誘導活性を示すこ
とが記載されているが；サイズ排除クロマトグラフィ（ＳＥＣ）は、ＰＢＳ溶液中での大
きい凝集物の存在がこの溶液中での分子の正確な特徴付けを妨げていることを明らかにし
た。塩化ナトリウムまたは他の緩衝塩を様々な化学物質で交換すればこのおよび類似の分
子の凝集は防止できる。５％（ｗ／ｖ）デキストロース水溶液は臨床的に許容できる溶液
なので、分析の出発点として利用した。塩濃度を下げつつ大体の浸透力を維持するため、
ＰＢＳ溶液中の１３０ｍＭ　ＮａＣｌを、５％（ｗ／ｗ）の糖、アルコール、およびアミ
ノ酸以外の化学種で置き換えた。
【０２１１】
　図８は、排除クロマトグラフィ（ＳＥＣ）により測定した、様々な５％溶液中での配列
番号２３４による二重鎖形成を示す。驚くべきことに、いくつかのタイプのパリンドロー
ムによる二重鎖形成は妨げられたが、その他による二重鎖形成は維持された。各々の緩衝
液中でＳＥＣを行うことにより、配列番号２３４および２３７のＡＴリッチパリンドロー
ムにおける二重鎖形成の防止、および配列番号２３４および３４１のＧＣリッチパリンド
ロームにおける二重鎖の不安定化が観察された。有意に相違する二重鎖安定性を有する二
つまたはそれ以上の二重鎖形成領域を含む分子においては、安定性が低い方の二重鎖の形
成は妨げることができるが、安定性の高い二重鎖の形成はこれらの溶液中で維持されると
結論付けられた。この観察は、この現象を担う主たる効果としての二重鎖安定性の低下を
示している。図８において、バーは、二量体ピークについてのピーク領域の％価を表して
いる。単量体ＯＤＮの割合は、式１００－（％二量体ピーク領域）を用いて算出すること
ができる。これらの緩衝液においては凝集物は観察されなかった。
【０２１２】
　表３は、配列番号２３４が、デキストロース緩衝液およびグリシン緩衝液の両方におい
て低安定性の二重鎖の形成の防止を示すが、１×ＰＢＳにおいてはそうではないことを実
証するデータを示す。デキストロース緩衝液：５％デキストロース、２０ｍＭ　ＮａＣｌ
、１０ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ約７．２。グリシン緩衝液：５％グリシン、２０ｍＭ　Ｎ
ａＣｌ、１０ｍＭリン酸緩衝液、ｐＨ約７．２。ＯＤＮの濃度は５×１０6Ｍ（０．０４
ｍｇ／ｍｌ）であった。波長（１）：２６０ｎｍ。温度範囲は２０℃～９０℃*であった
。デキストロースおよびグリシン緩衝液のＴｍ１の融解温度は２５℃以下であり、実験温
度範囲を用いて決定することができなかった。
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【表１２】

【０２１３】
　このアッセイは、この効果が塩化ナトリウムの減少に起因するだけでなく、試験した化
学種の少なくともいくつか（すなわち糖類（デキストロース；フルクトース）；二糖類（
ラクトース）；一価アルコール（エタノール；イソプロパノール）；ジオール（プロパン
ジオール）；多価アルコール（グリセロール、マンニトール、ソルビトール）、およびア
ミノ酸（イソロイシン；グリシン；スレオニン）が二重鎖安定性をさらに低下させること
を示している。特にイソロイシンは、１％　ｗ／ｗという低濃度で低温融解性二重鎖の形
成を低下させた。この効果は、記載されている種の他の化学添加物と共に低い割合のイソ
ロイシンを混合添加することによってさらに増強することができた。疎水性側鎖を有する
他のアミノ酸、例えばバリン、ロイシン、フェニルアラニン、プロリン、チロシン、およ
びトリプトファン、または荷電側鎖を有するアミノ酸、例えばグルタミン酸、アスパラギ
ン酸、およびリジンも類似の効果を有するはずである。
【０２１４】
　上記の予期せぬ効果は、二重鎖形成オリゴヌクレオチドの凝集形成を解決し、均質な溶
液特性を提供する。驚くべきことに、調査したＣｐＧ　ＯＤＮは、この新規の処方を適用
した場合もそれらの免疫賦活活性を維持していた。これにより、ハイブリダイゼーション
を完全に抑制するよう、類似の二重鎖安定性を有する二つまたはそれ以上の二重鎖形成領
域を含む分子を処方し、オリゴヌクレオチドが単量体の形態で存在する薬品投与溶液を提
供することができる。さらに、オリゴヌクレオチドのＧテトラッド形成が、この新規のタ
イプの処方により減少した。本明細書中に記載される処方を用いることで、Ｇテトラッド
形成配列を含み、一つのパリンドロームも含むオリゴヌクレオチド、例えばＡクラスＣｐ
Ｇである配列番号３４４またはＳクラスＣｐＧである配列番号３３７の均質な投与溶液を
実現し、これにより、上記の化学種の一つまたはそれ以上を含む組成物はこれらの塩基ス
トレッチにおける凝集形成を防止するのに使用することができることが示された。
【０２１５】
実施例６：最終薬品におけるコンカテマーの形成を回避する５％デキストロース処方され
たＰクラスＯＤＮはＳＣおよびＩＶ誘導のいずれかによって最も強いＴｈ１様サイトカイ
ンおよびケモカイン反応を刺激する
　異なる経路を通じたインビボ投与によるＴｈ１様サイトカインの刺激の間には相違点が
存在する。例えば、ＡクラスＯＤＮ、例えば配列番号３４４および３４０は、ＩＶ投与に
よってのみ血漿中の有意なＩＦＮ－αを刺激し、ＳＣ注入によってはＩＦＮ－αレベルは
低いまたはバックグラウンド付近であった。対照的に、ＰクラスＯＤＮは、ＩＶおよびＳ
Ｃの両方の経路による投与によって最も高いＩＦＮ－αレベルを刺激した（図９）。さら
に、ＰクラスＯＤＮである配列番号２３４の５％デキストロース処方物は、ＩＶ注入にお
いて、ＰＢＳ処方物と比較して一層強いＩＦＮ－α反応を刺激した。
【０２１６】
実施例７：ＴＬＲ活性化ドメインと二重鎖形成領域の間にリンカーを有するＰクラスＯＤ
Ｎは高いＩＦＮ－α分泌を刺激することができる
　ＰクラスＯＤＮの免疫賦活活性に対する様々なリンカーの効果を決定するため、脱塩基
スペーサー（Ｄ－スペーサー）、１，３－プロパン－ジオール、ヘキサエチレングリコー
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ルをＰクラスＯＤＮである配列番号２３４に組み込んだ。ＰＢＭＣを、０．１μＭ～１μ
Ｍの濃度のＯＤＮと共に４８時間インキュベートし、その上清においてＥＬＩＳＡアッセ
イを行った。ヘキサエチレングリコールを導入は、効能をわずかに減少させた（図１０）
。１，２－プロパン－ジオールまたは脱塩基スペーサーの導入は、効能をわずかに減少さ
せたが、ＩＦＮ－α産生の増加により測定したところ、非ＣｐＧコントロール（配列番号
３４３）、Ａクラス（配列番号３４０および３４１）、ならびにＣクラス（配列番号３４
３）よりもＩＦＮ－α産生を増加させた（図１０ａ）。全ての修飾は、ＩＬ－１０（図１
０ｂ）およびＩＬ－６（図１０ｃ）の産生を減少させた。
【０２１７】
実施例８．２’－Ｏ－メチル修飾を有するＰクラスＯＤＮは高いＩＦＮ－α分泌を刺激す
る
　オリゴヌクレオチド中のリボースおよびデオキシリボースの修飾は、オリゴヌクレオチ
ドの活性に影響を及ぼし得る。ＰクラスＯＤＮの活性に対する修飾糖残基の効果を決定す
るため、Ｏ－メチル基を、配列内の様々な位置の糖部分の２’位に導入した（表１を参照
のこと）。ヒトＰＢＭＣを、０．０１～１μＭの範囲の濃度のＯＤＮと共に４８時間イン
キュベートした。その上清をＥＬＩＳＡにより分析した。図１１に示されるように、全て
の修飾ＯＤＮ（配列番号３４４～３４７）が、同じ塩基配列の非修飾コントロール（配列
番号２３４）と比較して、効能をわずかに減少させるが、ＩＦＮ－α産生の誘導を増加さ
せることを示した。
【０２１８】
　添付図面は、正確な縮尺率で描かれることを意図したものではない。図面においては、
様々な図に示される各々の同一またはほぼ同一の要素は、似た数字により表されている。
理解を助けるために、全ての図の全ての要素に標識していないこともある。
【図面の簡単な説明】
【０２１９】
【図１】二つのパリンドロームを含むＰクラスオリゴヌクレオチドと一つの３’パリンド
ロームを含むＣクラスオリゴヌクレオチドの比較のための、オリゴヌクレオチド量に対す
るＩＦＮ－αの誘導を示す二つのグラフである。ｙ軸はＩＦＮ－α量、ｐｇ／ｍｌであり
、ｘ軸はオリゴヌクレオチド濃度、μＭである。
【図２】パリンドロームの長さの効果の分析のための、オリゴヌクレオチド量に対するＩ
ＦＮ－αの誘導を示す二つのグラフである。ｙ軸はＩＦＮ－α量、ｐｇ／ｍｌであり、ｘ
軸はオリゴヌクレオチド濃度、μＭである。
【図３Ａ】二重鎖形成領域、例えば不完全パリンドロームの分析のための、オリゴヌクレ
オチド量に対するＩＦＮ－αの誘導を示す二つのグラフである。ｙ軸はＩＦＮ－α量、ｐ
ｇ／ｍｌであり、ｘ軸はオリゴヌクレオチド濃度、μＭである。
【図３Ｂ】二重鎖形成領域、例えば不完全パリンドロームの分析のための、オリゴヌクレ
オチド量に対するＩＦＮ－αの誘導を示す二つのグラフである。ｙ軸はＩＦＮ－α量、ｐ
ｇ／ｍｌであり、ｘ軸はオリゴヌクレオチド濃度、μＭである。
【図４】従来的なＣクラスＯＤＮによる処置後のマウスにおけるインビボでのＴｈ１様サ
イトカインおよびケモカイン反応の刺激を示す二つのグラフである。図４ＡはＩＬ－１２
の誘導を示し、図４ＢはＩＰ－１０の誘導を示す。ｙ軸は誘導をｐｇ／ｍｌで表し、ｘ軸
はＯＤＮを表す。
【図５】ＣクラスおよびＰクラスのＯＤＮに対する、マウスにおけるインビボでのＩＦＮ
－α誘導を示す二つのグラフである。図５ＡはＯＤＮの皮下（ＳＣ）投与後のＩＦＮ－α
誘導を示し、図５ＢはＯＤＮの静脈内（ＩＶ）投与後のＩＦＮ－α誘導を示す。ｙ軸はＩ
ＦＮ－α誘導を表し、ｘ軸は使用したＯＤＮを表す。
【図６】Ａ、Ｂ、Ｃ、およびＰクラスのＯＤＮのインビボ刺激後の抗ＨＢ反応の比較を示
すグラフである。ｙ軸は抗ＨＢを表し、ｘ軸は使用したＯＤＮを表す。
【図７】二つのパリンドローム領域を含むＰクラスオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼ
ーションにより形成されるコンカテマーを示すダイアグラムである。
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【図８】様々な添加物を含むリン酸溶液中での配列番号２３４の二量体形成を示すグラフ
である。ｙ軸は％二量体形成であり、ｘ軸は異なる添加物を示す。
【図９】Ａ、Ｂ、Ｃ、およびＰクラスのＯＤＮに対する、マウスにおけるインビボでのＩ
ＦＮ－α誘導を示す二つのグラフである。図９ＡはＯＤＮのＳＣ投与後のＩＦＮ－α誘導
を示し、図９ＢはＩＶ投与後のＩＦＮ－α誘導を示す。ｙ軸はＩＦＮ－αをｐｇ／ｍｇで
表し、ｘ軸は使用したＯＤＮを表す。
【図１０】リンカーの追加の効果の分析のための、オリゴヌクレオチド量に対するＩＦＮ
－αの誘導を示す三つのグラフである。図１０ＡはＩＦＮ－α誘導を示し、図１０ｂはＩ
Ｌ－１０誘導を示し、図１０ｃはＩＬ－６誘導を示す。ｙ軸はサイトカイン濃度、ｐｇ／
ｍｌであり、ｘ軸はオリゴヌクレオチド濃度、μＭである。
【図１１】ＰクラスＯＤＮの糖修飾の効果の分析のための、オリゴヌクレオチド量に対す
るＩＦＮ－αの誘導を示すグラフである。ｙ軸はＩＦＮ－α濃度、ｐｇ／ｍｌであり、ｘ
軸はオリゴヌクレオチド濃度、μＭである。

【図１】 【図２】
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【図３Ａ】 【図３Ｂ】

【図４】 【図５】



(63) JP 5473336 B2 2014.4.16

【図６】 【図７】

【図８】 【図９】
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【図１０】 【図１１】
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