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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
製薬学的に受容できる担体、賦形剤または希釈剤および有効量の環状ジ－ＧＭＰからなる
、樹状細胞を活性化するための製薬組成物。
【請求項２】
（ｉ）ワクチンおよび（ｉｉ）ワクチンへの免疫応答を亢進するための賦活剤としての環
状ジ－ＧＭＰからなる、ワクチンへの免疫応答を亢進するための免疫化組成物。
【請求項３】
ワクチンへの免疫応答を亢進するための薬剤の調製において環状ジ－ＧＭＰを使用する方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は免疫または炎症応答の刺激および亢進に関し、ワクチンに対する免疫を亢進する
ためのアジュバントの使用を含む。また本発明は神経変性となる傷害、疾病、障害または
健康状態の治療に関する。
【背景技術】
【０００２】
世界中の多数の人々が感染性疾病、癌、リンパ腫、ＨＩＶ、ＡＩＤＳ、関節リウマチ、喘
息、欠損免疫を含む免疫不全障害および疾病、アレルギー、または炎症性応答に侵されて
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いる。多くの疾病や疾患の結果は免疫または炎症性応答を含み、樹状細胞（ＤＣｓ）の刺
激、Ｔ細胞、種々のサイトカイン、ケモカインおよびインターフェロンの生成または抑制
、およびサイトカインおよびケモカイン受容体の有効性における増減と関連する。さらに
、多くの神経学的および神経変性の疾病は神経またはニューロン細胞へのダメージを含む
。
   
【０００３】
樹状細胞
樹状細胞（ＤＣｓ）は最も有力な抗原呈示細胞であり、免疫の発生および調節において非
常に重要な役割を演じる（非特許文献１）。それらの初回刺激は成熟時に取得され転写因
子の活性化、抗原処理、転移のコントロールおよび炎症性応答の制御に特徴がある（非特
許文献２）。ＤＣｓの制御された転移は生理学的免疫応答の誘発に中心がある。抗原－呈
示因子に対して重大な意味をもつ既知のＤＣｓの表面分子の発現はＨＬＡ－ＤＲ、ＣＤ４
０、ＣＤ８３、ＣＸＣＲ４およびＣＤ８０およびＣＤ８６を含み、そしてこれは増加した
サイトカインおよびケモカイン生成および刺激性の能力と関連する。
【０００４】
ＤＣｓは病原体または痘苗源を検出し、種々の防御応答を表示することによって生得的な
順応性の免疫を連結する。ＤＣｓは抗原捕獲およびＴ細胞への提示において特定化する細
胞の系統群を含み、粘膜表面を横切る細菌の取り込みの役を演じ、タイトな接合部を開き
上皮を直接横切る抗原を試料とすることができる（Rimoldi　et　al.,2004）。ＤＣｓは
上皮粘膜固有層およびパイエル板の腸抗原を試料とし、それらをリンパ球にある腸間膜の
結節に輸送する（Macpherson　et　al.,2004）。ＤＣｓは強力な抗原呈示細胞であり、免
疫応答を開始し調節することができ、それゆえ免疫療法のような適用に対し細胞性のワク
チン成分として大いに活用される。排出リンパ節のＴ細胞領域へ末梢組織から移動する能
力はＴリンパ球の初回刺激に非常に重要である。有力なＴｈ－１細胞の刺激活性およびケ
モカインへの実質的な走化性の応答性を獲得するようにＤＣｓを促進する信号分子はワク
チンの開発において腫瘍免疫療法に対して有用である（Scandella　et　al.,2002）。
【０００５】
ＤＣｓはＨＩＶの第一の標的であり、Ｔ細胞をクラスター形成し活性化することによって
、抗ウイルス性の免疫を活性化しウイルス播種を容易にすることができる（Sewell　and
　Price,2001； Frank　and　Pope,2002）。ＨＩＶ感染中に、免疫抑制のロスがあり、Ｄ
Ｃｓの機能不全はＡＩＤＳ進行に関連した免疫抑制に貢献することができる（Quaranta　
et　al.,2004）。表現型の形態学的機能的発生的なプログラムを操作することによる未成
熟ＤＣｓの活性化はＡＩＤｓ患者に対し治療学的処置のための臨床応用に有用である。
【０００６】
サイトカインおよび同時刺激の分子
サイトカインは免疫および炎症性反応を調節するタンパク質である。サイトカインは生得
的および後天性の両方の免疫応答の活性化および維持に必要な役割を演じる。サイトカイ
ンおよびケモカインは伝統的およびＤＮＡの両方のワクチンとともにワクチンアジュバン
トとして用いられてきた。サイトカインは小さいタンパク質であり（～２５ｋＤａ）身体
の種々の細胞によって遊離し、通常活性化刺激に応答し、特異的受容体に結合して応答を
誘発する。自己分泌法で作用し、サイトカインを放出する細胞の挙動に影響し、またはパ
ラ分泌法において、隣接細胞の挙動に影響を与える。若干のサイトカインは内分泌法で作
用し、循環に入る能力および半減期に依るが、遠い細胞の挙動に影響する。
【０００７】
インターロイキン－１２（ＩＬ－１２）は細胞応答の強力なエンハンサーである。ＩＬ－
１２は細胞障害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）およびナチュラルキラー（ＮＫ）細胞の活性を亢
進する強力な抗腫瘍性効果をもつ強力な炎症誘発性のサイトカインである。マウスのＩＬ
－１２治療はＴ非依存性多糖体抗原に応答する（Bucchanan　et　al.,1998）。ＩＬ－１
２およびＩＬ－１は粘膜投与ワクチンに全身的免疫を誘発する事が示された（Boyak　and
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　McGhee,2001）。研究ではＩＬ－１２形質導入樹状細胞でワクチン注射したマウスで確
立された神経芽細胞腫の回帰を示した（Redlinger　et　al.,2003）。腫瘍内に注射した
ＩＬ－１２形質導入細胞を用いる同形のＡ／Ｊマウスを用いた他の研究では、ＤＣｓによ
る増加したＩＬ－１２生成が神経芽細胞腫の貧弱な免疫原性のマウスモデルにおいてかな
りの抗腫瘍性応答を誘発することを示す腫瘍回帰をマウスが受けたことを示した（Shimaz
u　et　al.,2001）。これらの結果は神経芽細胞腫の免疫生物学でのＤＣｓの重要な役割
を示し、アポトーシスを誘発した腫瘍からのこれら細胞の保護は攻撃的な腫瘍を処理する
免疫療法に対し決定的な側面であることを示した。サイトカイン、ケモカインおよび同時
刺激の分子の同時発現はＤＮＡワクチンの免疫原生を亢進する。
【０００８】
大抵の細胞内の病原体に真実であるように、生のクラミジア感染症は不活性化生物体での
免疫化よりも強い保護免疫を誘発し、高レベルの炎症誘発性サイトカインＩＬ－１２およ
び生きている生物体で免疫化したマウス間のＤＣｓの濃縮と関連する（Zhang,　et　al.,
1999）。これらの結果は炎症誘発性のサイトカインおよびＤＣｓの活性化と分化の誘発が
C.　trachomatis感染に活性な免疫を誘発するために重要であることを示している。
【０００９】
ケモカインはサイトカインのクラスであり、化学誘引物質の性質をもち、ケモカインの源
に移動する適当な受容体をもつ細胞を誘発する。一定のケモカインは感染部位に細胞を補
充することができる。ＲＡＮＴＥＳのようなケモカインはエフェクターＴ細胞を含むロイ
コサイトの範囲の組織に浸潤を促進することができる。組織中の病原体抗原を組織に認識
するエフェクターＴ細胞はサイトカイン、例えばＥ－セレクチンを発現するように内皮細
胞を活性化するＴＮＦ－α、ＶＣＡＭ－１、およびＩＣＡＭ－１、そしてケモカイン、例
えば接着分子を活性化するようにエフェクターＴ細胞に作用する事ができるＲＡＮＴＥＳ
を生成する。
【００１０】
ケモカインは少なくとも１９のＧタンパク質を結合した受容体（ＧＰＣＲｓ）を通して影
響を与える。ケモカイン受容体の命名法はケモカイン亜科に用いられる表示法に従い、Ｃ
ＣＲ１－１０（ＣＣケモカイン受容体１－１０）、ＣＸＣＲ１－６、ＸＣＲ１およびＣＸ
３ＣＲ１と呼ばれる。ケモカイン受容体の注目すべき特徴はリガンド結合での選択性の相
関的な不足であり、多くのケモカイン受容体は高親和性をもつ１以上のケモカインを結合
する。例えば、１１個のケモカインは、ＭＩＰ－１α（マクロファージ炎症性タンパク質
１α）、ＭＩＰ－１β、ＭＩＰ－１δ、ＲＡＮＴＥＳ（発現し分泌した活性化通常のＴ細
胞に規定された）、ＭＣＰ－１（単球走化性ペプチド１）、ＭＣＰ－２、ＭＣＰ－３、Ｍ
ＣＰ－４、Ｌｋｎ－１（ロイコタクチン－１）、ＭＰＩＦ－１（骨髄前駆体抑制性因子１
）およびＨＣＣ－１（血液濾過ＣＣケモカイン１）を含むＣＣＲ１受容体に結合すること
が報告されており、親和性を変え、異なる度合いの作用薬挙動で作用する。同様に、個々
のケモカインはリガンドとして異なる受容体に作用する。例えば、ＭＣＰ－３はＣＣＲ１
、ＣＣＲ２、ＣＣＲ３およびＣＣＲ５用のリガンドとして作用する。この乱雑さおよび生
じる信号を送る明らかな重複は、ケモカイン、受容体およびエフェクタの異なる組み合わ
せを発現する異なる組織で信号を送るケモカインのコントロールについて多くの疑問を与
える（ACTA　BIOCHIMICA　et　BIOPHYSICA　SINICA　2003,35(9)：779-788）。
【００１１】
ＨＩＶの異なる変異体があり、感染する細胞タイプは補助受容体として結合するケモカイ
ン受容体によって大きい程度に決定される。一次感染に関連したＨＩＶの変異体は、補助
受容体としてＣＣケモカインＲＡＮＴＥＳ、ＭＩＰ－１α、およびＭＩＰ－１βを結合す
るＣＣＲ５を使用し、感染する細胞に低レベルのＣＤ４のみを要する。ＨＩＶのこれら変
異体はインヴィヴォの樹状細胞、マクロファージ、およびＴ細胞を感染する。
【００１２】
ケモカイン信号システムの明らかな複雑さにかかわらず、個々のケモカイン受容体の重要
性はノックアウトマウス、標的遺伝子破壊および特異的ケモカイン拮抗薬の適用の詳細な
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研究から次第に分かってくる。例として、ＣＣＲ１ノックアウトマウスは骨髄の前駆体細
胞の無秩序な輸送および増殖をもつこと、および刺激の多様性への障害性炎症性応答を示
すことが報告された。ＣＣＲ１信号システムのコントロールはＣＣＲ１ノックアウトマウ
スがかなり減少した拒絶反応を心臓同種移殖に示すので臨床的重要性をもつことが示され
た。これはブロックするＣＣＲ１信号経路の戦略が移殖した組織の拒絶反応を避ける際に
有用であることを示唆している（ACTA　BIOCHIMICA　et　BIOPHYSICA　SINICA　2003,35(
9)：779-788）。
【００１３】
ＣＣＲ５はＨＩＶに対する補助受容体としての役割のために広範な関心を生じた。この受
容体、ＣＣＲ５Δ３２の自然発生の変異体の同定、およびこの変異体に対するホモおよび
ヘテロ接合体がＨＩＶ感染への耐性を増加しＡＩＤＳの開発がリガンドを結合するＣＣＲ
５の能力を調整することから引き出すことができるヒトの健康への潜在的利益をもつこと
の観察（非特許文献１）。
【００１４】
免疫療法
同時刺激の分子はＴ細胞活性化の重要な制御因子であり、従って免疫応答の治療学的処置
に対する有利な標的である。鍵となる同時刺激受容体の一つはＴ細胞リガンド、ＣＤ２８
、およびＣＴＬＡ－４を結合するＣＤ８０である。同時刺激分子のＣＤ８０、ＣＤ８６お
よびＣＤ８３の発現はアジュバント活性の重要な役割を演じることが示され、ＣＤ８６の
発現はＣＴ－ベースのアジュバントの特色であることが知られている（Lyke，2004）。従
って、ＣＤ８０発現に影響する分子または化合物は保護免疫を誘発する有望な新規の治療
学的免疫療法剤を示す。多数の免疫調節治療は臨床応用のために開発されている。これら
は抗原呈示および同時刺激を標的とするアプローチ、Ｔ細胞活性化、炎症誘発性媒介物の
作用およびサイトカインバランスを調節することを含む（Asadullah　et　al.,2002）。
腫瘍壊死因子（ＴＮＦｓ）はマクロファージおよびリンパ球によって生成された細胞毒性
のサイトカインであることが知られており、癌患者または妊娠中の人々では抑制されてい
ることが見出されている。
【００１５】
癌のための免疫療法
免疫抑制は男性では進行性悪性の特徴である（Lents,1999）。免疫療法は癌を攻撃するた
めに免疫システムを用いる癌治療に与えられた名前である。すなわち、免疫システムは癌
の成長と進行を遅くするように刺激することができる。一定のサイトカインおよび抗体を
含む免疫治療は現在標準癌治療の一部となっている。癌の免疫治療はウイリアム・コーリ
ー博士が癌はバクテリア生成物およびコーリーの毒として知られた成分の注射によって調
整できることを示したとき、ほぼ１００年前に始まった。現在コーリーの毒の活性抗癌成
分は細菌性のオリゴヌクレオチドであることが知られている。
【００１６】
全身性の免疫治療は全身を治療する必要がある免疫治療を言い、特に癌が広がったとき、
身体の一の「局在性」部分を治療するために用いられる免疫治療を言う。確立された腫瘍
内に存在する抑圧された環境は効果的な免疫応答を示し、新しい戦略が免疫誘発性の環境
を促進し、樹状突起細胞活性化を促進し、抗腫瘍免疫を亢進するように局所的腫瘍環境を
操作するために現れる（Kaufman　and　Disis,2004）。
【００１７】
免疫治療は、ある程度の特殊性、固体腫瘍に血管外湧出する能力、および長期保護免疫応
答を誘発するための可能性を与えるので、脳腫瘍の治療に強力な有用な戦略である。サイ
トカインの使用を含む幾つかのアプローチが開発された。脳腫瘍の治療の研究では、炎症
誘発性のサイトカインＩＬ－１２を用いたＴ細胞刺激は抗腫瘍免疫を誘発することができ
る（Gawlic　et　al.,2004）。このようにして、腫瘍－標的同時刺激と組み合わせたサイ
トカイン治療、またはサイトカイン生成および炎症誘発性応答を刺激する方法は、脳腫瘍
に対し有用な補助的治療である。
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【００１８】
感染性疾病のための免疫治療
薬物－耐性マイコバクテリウム結核菌感染の増加する罹患率に戦うために、新しい薬物が
開発されている。一の約束する戦略は免疫調節するサイトカイン（特にＴｈ－１およびＴ
ｈ－１－様サイトカイン、例えばＩＬ－１２および炎症誘発性のサイトカイン、例えばＴ
ＮＦ－α）を用いるようにマイコバクテリア感染に応答してサイトカインネットワークを
動態化するため、適当な免疫調節体と組み合わせて通常のアンチミコバクエリア薬剤を用
いる抵抗性ミコバクテリアを用いて患者を治療することである（Tomioka　2004）。Ｔｈ
－１応答は細胞介在免疫に関係し細胞内病原体およびビールスによる感染を調整する際に
基本的である。
【００１９】
クリプトコックスネオフォルマンスは免疫無防備状態の宿主で優勢的にヒトの疾病を起こ
す真菌病原体であるが、重篤な感染は免疫的確性の個体に起きることができる。細胞の免
疫の活性化はアンチクリプトコッカスの防御において鍵となる役割を演じ、従って、免疫
および炎症誘発性の応答を増加する免疫治療が抵抗性クリプトコッカス髄膜炎に対し免疫
学的パラメーターおよび持続性臨床的回復を復活するために有用な治療である（Netea　e
t　al.,2004）。
【００２０】
バクテリアのバチルス・アントラシスは炭疽病の原因であり、治療しないままに放置する
と、細菌尿症、多システム機能障害および死となる。炭疽致死的毒は病原体に対し免疫の
確立に中心的である樹状細胞の機能および宿主免疫応答を激しく損なう（Agrawal　et　a
l.,2003）。致死毒に暴露し、次いでリポポリサッカリドに暴露した樹状細胞は同時刺激
分子をアップレグレートせず、炎症誘発性サイトカインの量を大きく減らして分泌し、T
細胞を効果的に刺激しない（Agrawal　et　al.,2003）。樹状細胞刺激する方法および炎
症誘発性応答は免疫応答を刺激するために、そして炭疽病感染の免疫治療に有効な戦略で
ある。
【００２１】
全身性真菌症に対する宿主防御は、生得的で、生得的耐性が炎症性応答を含む後天性機構
に依存して多因子性であり、これによって炎症誘発性のサイトカインの生成が殺生の宿主
防御能力を増加する（Clemons　and　Stevens,2001）。従って、強力のＴｈ－１応答は免
疫治療が真菌症を治療または抑制する際に基礎として有用性があることを示唆する保護的
免疫を与えることができる。
【００２２】
ＤＣｓにおいてサルモネラ感染中に起きる細胞内活性の研究は、細菌がＴ細胞増殖を抑え
ることを示す（Cheminay　et　al.,2005）。これは免疫治療がサルモネラのような細胞内
バクテリアによって起きる感染の抑制または治療に有用なアプローチであることを示唆す
る。
【００２３】
ＨＩＶ補助受容体に結合するケモカインはＨＩＶ感染の強力な選択的インヒビターであり
、体液性で細胞性の免疫および炎症性応答と協調してＨＩＶ感染をコントロールする際に
用いられる（Garzino-Demo　et　al.,2000）。これはケモカインの免疫刺激を促進する方
法または分子をＨＩＶ感染を阻止しまたは治療するために用いられることを示している。
【００２４】
抗癌剤としてのオリゴヌクレオチド分子
癌の治療または予防の際にメチル化していない（ＣｐＧ）オリゴヌクレオチドの使用が報
告された。適当な側方領域（ＣｐＧモチーフ）をもつＣｐＧを含む合成オリゴヌクレオチ
ドはマクロファージ、樹状細胞および、ＩＬ－６、ＩＬ－１２、ＩＬ－１８およびガンマ
インターフェロンのような種々の免疫調節性サイトカインを分泌するＢ細胞を活性化する
ことが見出された（Krieg, 2002）。ＣｐＧ ＤＮＡはまたＣＤ８０およびＣＤ８６のよう
な刺激分子を活性化することが示された。ＣｐＧ ＤＮＡは粘膜表面で強い生得的免疫を
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誘発する。ＣｐＧ
ＤＮＡの免疫刺激性はそのアジュバント性により長期ワクチン様効果を生成する。ＣｐＧ
オリゴヌクレオチドは抗体および細胞介在免疫の両方に影響を与え、応用にはワクチナジ
ュバント、馴化アレルギ反応および増強モノクローナル抗体および細胞障害性免疫細胞を
含む。また化学療法剤の抗腫瘍効果を高め固体腫瘍の外科的薄切後の生存率を改善する（
Weigel　et　al.,2003）。ＣｐＧオリゴヌクレオチドに対して、抗腫瘍効果は宿主免疫機
構の活性化を仲介とし、直接抗腫瘍効果を通らない。データは炎症誘発性試薬の系統的応
用が腫瘍組織へのエフェクター細胞の血管外遊走を亢進することを示し、臨床設定での固
体腫瘍の免疫治療の一般的重要性が観察された（Garbi　et　al.,2004）。それらの免疫
治療性に基づき、ＣｐＧオリゴヌクレオチドは種々の癌の治療と予防に用いられ、癌ワク
チンに用いられた（特許文献１、米国特許番号：6,429,199；6,406,705；6,194,388）。
【００２５】
神経変性病のための免疫治療
神経組織は中枢神経系および末梢神経系を含む。中枢神経系（ＣＮＳ）は脳および脊髄か
らなり末梢神経系（ＰＮＳ）は他の神経要素、すなわち脳および脊髄の外側に神経および
神経節からなる。
【００２６】
神経系へのダメージは外傷性傷害、例えば貫通性外傷または平滑末端化外傷、または、制
限するものではないが、アルツハイマー病、パーキンソン病、ハンチングトン病、筋萎縮
性外側硬化症（ＡＬＳ）、糖尿病神経障害、老人性痴呆、および虚血を含む疾病または障
害による。
【００２７】
中枢神経系の統合性維持は折衷物が免疫系で襲われる複雑な「平衡行動」である。大抵の
組織では、免疫系は保護、修復、および治癒において基本的役割を演じる。中枢神経系で
は、そのユニークな免疫特権のため免疫反応は比較的限られる（Streilen,1993　and　19
95）。証拠の成長体は障害後の機能的回復を達成するため哺乳類の中枢神経系の不全が損
傷した組織と免疫系間の無効性の議論の反映である。例えば、中枢神経系と血液－骨マク
ロファージ間の限定された伝達は再生するように自動化された能力の影響を受ける；活性
化したマクロファージの移殖は中枢神経系再生を促進できる（Lazarov　Spiegler　et　a
l.,1996； Rapalino　et　al.,1998）。
【００２８】
活性化したＴ細胞は、抗原特異性とは無関係に、中枢神経系実質に入るように示されるが
、中枢神経系抗原と反応することができるＴ細胞のみがそこで持続するように見える（Hi
ckey　et　al.,1991； Werkele,1993；　Kramer　et　al,1995）。ミエリンベーシックな
タンパク質（ＭＢＰ）のような、中枢神経系白い物質の抗原に反応するＴ細胞は、未処置
の受容体ラットに接種の数日内に麻痺性の病気の実験的自己免疫脳脊髄炎（ＥＡＥ）を誘
発することができる（Ben-Nun,1981a）。抗－ＭＢＰ Ｔ細胞はまたヒト疾病多発性硬化症
に含まれる（Ota,K.et　al,1990；Martin,1997）。しかし、それらの病原性の可能性にも
かかわらず、抗－ＭＢＰ
Ｔ細胞クローンは健康体の免疫系に存在する（Burns,1983；Pette,M.　Et　al,1990；Mar
tin　et　al.,1990；Schluesener　et　al.,1985）。活性化Ｔ細胞は、通常不活性中枢神
経系をパトロールし、中枢神経系白色物質病変の部位で瞬間的に蓄積する（Hirschberg　
et　al.,1998）。
【００２９】
中枢神経系傷害の破局的結果は一次の障害がしばしば、最初の障害によって、明らかに傷
害を受けていないかまたは縁で傷害を受けているに過ぎない近傍のニューロンの漸進的二
次ロスによって倍加されることである（Faden　et　al,1992；Faden　1993；McIntosh,19
93）。一次傷害は細胞外イオン濃度での変化、フリーラジカル量の増加、神経伝達物質の
放出、成長因子の枯渇、および局所炎症を引き起こす。これらの変化は、最初に一次傷害
を逃れた近傍のニューロンでの破壊的現象のカスケードの引き金になる（Lynch　et　al,
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1994；Bazan　et　al,1995；Wu　et　al,1994）。この二次傷害は電位依存または作用物
質ゲート制御チャネルの活性化、イオン漏出、カルシウム依存酵素、例えばプロテアーゼ
、リパーゼおよびヌクレアーゼ、ミトコンドリア機能不全およびエネルギー欠乏、ニュー
ロン細胞の死によって仲介される（Yoshina　et　al,1991；Hovda　et　al, 1991；Zivin
　et　al,1991；Yoles　et　al,1992）。一次傷害によって直接生じるロス以上にニュー
ロンの広範なロスは「二次変性」と呼ばれた。
【００３０】
一次リスク因子が除去されまたは減弱する場合にも病気の自己伝播を引き起こすもっとも
一般的媒介物のひとつはグルタメートであり、興奮性アミノ酸は二重の活性を示すことが
でき：基本的神経伝達物質として機能する通常の中枢神経系（ＣＮＳ）において中心的な
役を演じるが、その生理的レベルが超えると毒になる。グルタメートの上昇は多くのＣＮ
Ｓ障害において報告されてきた。興奮毒性化合物としてのその役割では、グルタメートは
急性または慢性（緑内障での視覚神経変性を含む）の退行性障害において毒性の最も一般
的媒介物の一つである（Pitt　et　al.,2000,Schoepp　et　al.,1996）。内因性グルタメ
ートはてんかん重積、脳虚血または外傷性脳傷害後に急性的に起きる脳障害に起因してい
た。また筋萎縮性硬化症およびハンチングトン舞踏病としてそのような障害での慢性神経
変性にも寄与する。
【００３１】
集中的な研究は局部的に作用する薬物、例えばＮＭＤＡ－受容体拮抗薬の使用によってグ
ルタメートの細胞障害性の効果を減弱するように充てられた（Brauner-Osborne　et　al.
,2000）。このタイプの従来の治療法は不満足な場合が多いが、しかし、毒性効果を中和
する場合と同様に生理的機能性と衝突するらしい。ヒトではそのような化合物は向精神剤
および治療薬として不適当にする他の副作用をもつ。それらはまた遍在性ＣＮＳ神経伝達
物質としてグルタメートの基本的生理的機能化を妨害する欠点をもつ。グルタメート活性
は通常の生理的機能化には基本的であるので、急性傷害後または慢性ＣＮＳ障害において
潜在的に荒廃的であるにもかかわらず、身体の他の部位での基本的活性を除くことなく、
その有害な影響を中和する試みが為されなければならない。
【００３２】
中枢神経系傷害の他の悲劇的結果は、哺乳動物の中枢神経系におけるニューロンが傷害に
続く自発的再生を受けないことである。従って、中枢神経系傷害は運動および感覚機能の
持続的傷害を引き起こす。
【００３３】
脊髄破壊は、傷害の重症度にかかわらず、脊髄ショックとして知られている完全な機能的
麻痺に最初になる。脊髄ショックからの幾らかの自然な回復は、傷害発生から数日後、３
ないし４週間以内に自然に消滅することが観察される。発作の重篤性が小さくなる程、機
能的結果が良くなる。回復程度は二次変性によるロスを引いた損傷を受けていない組織の
量の関数である。傷害からの回復は二次変性を減らすことができた神経保護の処理によっ
て改善される。例えば、グルタメートの影響の軽減は神経保護の薬剤の開発の標的となる
ことが多い。このために開発される薬剤の中では、Ｎ－メチル－Ｄ－アスパルテート（Ｎ
ＭＤＡ）－受容体またはアルファ－アミノ－３－ヒドロキシ－５－メチル－４－イソキサ
ゾールプロピオン酸（ＡＭＰＡ）－受容体拮抗薬がある。３種の薬剤は、ＣＮＳ活性に重
大であるＮＭＤＡおよびＡＭＰＡ受容体の機能化を干渉するので必ず副作用が大きい。最
も熱心に研究されたＮＭＤＡ－受容体拮抗薬のひとつはＭＫ８０１であり、効果的な神経
保護を与えるが激しい副作用を伴う。脳虚血および外傷性脳傷害の動物モデルでは、ＮＭ
ＤＡおよびＡＭＰＡ受容体拮抗薬は急性の脳障害および遅延行動性不足に対し保護する。
そのような化合物はヒトでは試験を受けられるが、治療の有効性はまだ確立されていない
。グルタミン酸作動性の伝達に作用する薬剤に応答できる他の臨床的状態はてんかん、記
憶喪失、不安、痛覚過敏および精神病を含む（Meldrum，2000）。
【００３４】
緑内症は神経変性症と考えられ、神経変性症に適用できる任意の治療処置に必ず受け入れ
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られる。神経保護が薬理学的におよび免疫学的に達成でき、免疫学的処置はストレス信号
として作用する生理学的化合物の毒性を中和する身体の修復機構を追加免疫し、Ｔ－細胞
に基づく機構の追加免疫は損傷した視覚神経の回復を促進することが明らかである（Schw
arts，2003；Schwartz，2004）。
【００３５】
ラットの大脳皮質培養では、ニューロンの死滅は部分的または完全にＣＸＣＲ４、ＣＣＲ
３またはＣＣＲ５ケモカイン受容体を刺激するケモカインによって妨げられる（Brennema
n　et　al.,1999）。サイトカインは神経再生に含まれることが示された（Stroll　et　a
l.,2000）。
【００３６】
ワクチンおよびアジュバント
ワクチン化は感染性薬剤によって引き起こされる疾病を防ぐ際に簡単なもっとも価値のあ
るツールである。種々の感染性疾病に対し保護するためのワクチン化は選択的に免疫調節
性応答を刺激できるアジュバントを用いることによって高められる。抗原単独の注入と比
較して、抗原の注入プラスアジュバントは一般的に非常に少量の抗原を使用でき抗体力価
を増加する。合成ペプチド、サブユニットワクチン、多糖体、殺生細胞製剤およびプラス
ミドＤＮＡのような他の抗原のように、弱毒化ウイルスおよび組換えタンパク質は免疫原
生が乏しく効率的な免疫刺激にアジュバントを無条件に必要とする。例えば、破傷風毒素
はアジュバントがないと免疫原生ではない。これら抗原の若干は細胞生成物からの汚染を
避けるために必要な精製プロセスにより製造費のコストが高い。アジュバントは関心のあ
る部位で抗原の持効性製剤を形成することによって免疫応答を助けることができ、直接ま
たは間接的に、抗原が濾胞性ＤＣｓによって捕捉される脾臓またはリンパ節に抗原を運ぶ
助けとなるビヒクルとして働き、または免疫応答に含まれる種々の細胞を活性化すること
ができる。多くのバクテリアは、免疫系の細胞を活性化する物質または生成物（例えば、
内毒素または細胞壁）を含む。安全で強力な新しいアジュバントがワクチンに必要である
。これらは粘膜表面で投与されるワクチンを含む。ＤＣによる抗原提示を亢進する方法の
開発は成功したワクチンは、特に免疫無防備状態の患者に必要である。ＤＣｓの活性化は
腫瘍免疫で決定的な役割を持つ細胞毒性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）を準備刺激するために重大
であり、アジュバントはＤＣｓの活性化および細胞免疫の増強に必要であると考えられて
いる。Ｔｈ－１配向免疫応答は適当な細胞免疫応答、および自然感染またはワクチンを用
いた予防接種によって誘発された保護に対して重要である。考慮されねばならない強力な
持続した免疫刺激能とは別のアジュバントの望ましい性質はその安全性、生分解性、安定
性、混合および使用の容易性、使用できる広い範囲の抗原および投与経路、およびその経
済的な製造である。
【００３７】
多数のアジュバントが開発された。完全フロイントアジュバント（ＦＣＡ）は非代謝化オ
イル（鉱物油）、界面活性剤、および殺したミコバクテリア細胞の混合物であり、何年間
も抗原への免疫応答を亢進するために用いられてきた。ＦＣＡは抗体の生成に有効である
が、肉芽腫になる重症で痛い注射部位での慢性炎症応答を含むその使用と関連した問題お
よび危険がある（Broderson,1989）。ＦＣＡはまた研究室人員にも危険である（Chapel　
and　August,1976）。不完全フロイントアジュバント（ＦＩＡ）は何もミコバクテリアを
含まずアジュバントの性質を示す間は、ＦＣＡよりも強力ではない。多数の実験的アジュ
バントは最近では細菌性毒、例えばコレラ毒（ＣＴ）、エシェリシアコリ不安定毒（ＬＴ
）、ＩＬ－２、ＬＰＳ誘導体、およびＣｐＧモチーフを含むオリゴヌクレオチドを含むこ
とが報告されていた。それらの作用の形は異なるがａ）同時投与されるワクチン抗原の免
疫学的半減期の増強；ｂ）増加した抗原取り込みおよび提示；およびｃ）免疫応答の一定
のタイプの優先的開発となる免疫調節性サイトカインの生成に影響する（例えばＴｈ－１
対Ｔｈ－２、粘膜、細胞媒介、等）。アジュバントは２群に分けることができる：１）免
疫刺激分子、例えばＣｐＧオリゴヌクレオチド、細菌性毒および誘導体、リポポリサッカ
ライド、誘導体脂質Ａ、サイトカインおよびホルモン；および２）リポソーム、エマルジ
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ョン、ミクロ粒子のような固有の免疫刺激活性をもつ配達系。
【００３８】
癌ワクチンを用いて、それ自身の免疫応答を誘発する身体を得ることが目的である。癌ワ
クチンは代表的には、抗原に対して免疫応答をさらに刺激し追加免疫する他の化合物（例
えばアジュバント）とともに、患者に対し自己（自身から）または同種間（他から）であ
る癌関連物質または細胞（抗原）の源からなる。癌ワクチンは１または複数の特異的抗原
に対し抗体を免疫系に生成させ、および／またはそれら抗原をもつ癌細胞を攻撃するキラ
ーＴ細胞を生成させる。身体中のＴ細胞は患者のＴ細胞の刺激が癌細胞を認識するように
Ｔ細胞の能力を増加するように、癌細胞と反応する。さらに、樹状細胞は抗原呈示細胞を
特殊化し、Ｔ細胞に対し癌抗原を例示することによって癌細胞を認識するように免疫系を
助け、免疫系細胞に対しそれらと容易に反応し攻撃するようにする。樹状細胞は既知のも
っとも有効な抗原提示細胞である。樹状細胞は生得的な免疫および順応性の免疫を連結す
る。樹状細胞は免疫応答を活性化するように癌のタンパク質を効率的に示すことができ、
樹状細胞で活性化しまたは変化する薬剤および免疫応答は、癌を防ぎまたは治療する際に
臨床応用を行う。
【００３９】
抗腫瘍免疫の研究は無毒のコレラ毒サブユニットがＤＣ成熟を示唆するＤＣｓからＩＬ－
１２の分泌を上方制御でき、この分子はＤＣ成熟を通して免疫を亢進するようにアジュバ
ントとして作用し臨床応用において免疫を上げることができる有用なアジュバントと考え
ることができる（Isomura　et　al.,2005）。ＩＬ－１２は同時投与の抗原に対し粘膜ア
ジュバントとして作用することができる。研究ではＩＬ－１２のような炎症誘発性サイト
カインが抗体誘導のための粘膜アジュバントとしてコレラ毒（ＣＴ）を置換し、ＨＩＶと
他のワクチンを用いて粘膜アジュバントとして用いるために重要な候補である（Bradney
　et　al.,2002）。
【００４０】
メチル化していないＣｐＧモチーフ（ＣｐＧオチゴヌクレオチド）を含むＤＮＡは、強力
な免疫刺激体であり感染の闘いを促進する生得的な免疫応答の引き金となることができる
。メチル化していないＣｐＧモチーフを含むオリゴヌクレオチドは免疫アジュバントとし
て作用し、Ｔｈ－１炎症誘発性サイトカインの生成を促進する抗体応答を加速し追加免疫
し、ＤＣｓの成熟／活性化を誘発する（Klinman，2003）。ＣｐＧオリゴヌクレオチドは
強力なワクチナジュバントとして用いられるＴｈｈ－１極性化剤として作用することを示
すＩＬ－１２の強力な誘導物質である（Dalpke　et　al，2002）。細胞内バクテリアおよ
びウイルスによって引き起こされるもののような感染は、直接細菌性侵入者と戦う炎症誘
発性サイトカインを生成し、Ｔ細胞分化を誘発して順応性の免疫を発生する同時刺激する
表面分子を発現させて感染細胞を生じさせ、生得的免疫を誘発する。ＣｐＧ
ＤＮＡ免疫刺激性応答はインヴィトロとインヴィヴォの間の研究からなる（Zelenay　et
　al.,2003）。ＣｐＧ ＤＮＡと種々のワクチンの同時投与は動物挑戦モデルでの保護免
疫を改良し安全であり耐容性が良い（Klinman，2003）。ＣｐＧオリゴヌクレオチドは強
力なワクチン免疫賦活剤として用いられるＴｈ－１極性化剤として作用することを示すＩ
Ｌ－２の強力な誘導物質である（Dalpke　et　al.,2002）。腫瘍免疫治療に取り組む研究
はＣｐＧ
ＤＮＡの存在でＴヘルパー細胞の同系の腫瘍細胞と抗原呈示細胞を用いた刺激が多数の強
く極性化した腫瘍特異的Ｔｈ－１細胞の産生を可能にすることを示し、炎症誘発性の応答
を活性化しこの免疫刺激能に基づき確立された腫瘍とリンパ腫の根絶を示すことは、免疫
治療において臨床的な有用性がある（Egeter　et　al，2000）。
【特許文献１】米国特許第６６５３２９２号明細書
【非特許文献１】ACTA　BIOCHIMICA　et　BIOPHYSICA　SINICA　2003,35(9)：779-788
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００４１】
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感染性疾病、癌、免疫不全および炎症性障害および神経学的および神経変性疾病のための
一定の治療が得られるが、改良された治療が必要である。またより良いワクチンアジュバ
ントの使用による種々の疾病のために改良されたワクチンの開発が必要である。
【００４２】
ここに含まれた文書の引用は先行文献であることまたは本願の特許請求の範囲の特許性を
考慮する材料であることを承認するものではない。文書の内容や日付についての記述は出
願時に出願者が入手できる情報に基づくものであり、そのような記述の正確性ひついて承
認するものではない。
【課題を解決するための手段】
【００４３】
本発明は、環状ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体の有効量を患者にその必
要に応じて投与し患者における免疫または炎症性の応答を刺激または亢進する方法を提供
する。この方法によって投与されたワクチンのためのアジュバントとして役立つ環状ジ－
ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体の有効量を投与することによってワクチンへ
の免疫応答が高められる。
【００４４】
本発明はまた患者への細胞性ワクチンとして活性化した樹状細胞またはＴ細胞を投与する
前に抗原を用いておよび環状ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体を用いて樹
状細胞またはＴ細胞を活性化することによって、患者における免疫応答を刺激または亢進
する方法を提供する。
【００４５】
さらに本発明はその必要に応じて患者に環状ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類
似体の有効量を投与して、患者において神経細胞の変性となる傷害、疾病、障害または健
康状態の影響を阻害、治療、または寛解させてなる、神経細胞の変性となる傷害、疾病、
障害または健康状態の影響を阻害、治療、または寛解させる方法を提供する。
【００４６】
本発明のさらなる面は、環状ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体を含む免疫
または炎症性の応答を刺激または亢進するための製薬組成物、およびワクチンおよび環状
ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体を含む免疫化組成物を含む。
【発明の効果】
【００４７】
以下に示される実施例の結果、ｃ－ジ－ＧＭＰはＤＣｓ、Ｔ細胞およびＴｈ－１応答を刺
激し活性化し、重要な同時刺激分子の発現および炎症誘発性応答を情報制御することを示
し、ｃ－ジ－ＧＭＰが向神経活性を有し神経損傷に対して神経保護性であることを示す。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４８】
免疫および炎症性応答の刺激または亢進（免疫刺激）は外来の環状ジ－ＧＭＰ又は環状ジ
ヌクレオチドおよび環状ヂヌクレオチド類似体によって得られる。従って、環状ジ－ＧＭ
Ｐおよびその環状ジヌクレオチド類似体はまた、制限されるものではないが、炎症性疾病
、癌、ＨＩＶおよびＡＩＤＳ、関節リウマチ、あよびホジキン病を含む種々の疾病および
免疫学的および炎症性疾病に対する製薬基準技術の開発に用いられる。環状ジ－ＧＭＰお
よびその環状ジヌクレオチド類似体はまた癌およびアレルギー反応に対する免疫治療剤と
しておよびワクチンアジュバントとして（例えばＤＮＡワクチン、減毒生ワクチン、殺生
ワクチンにおいて）有用である。環状ジ－ＧＭＰおよびその環状ジヌクレオチド類似体は
また神経活性および種々の脳、神経および神経障害の抑制または治療に有用である。
【００４９】
幾つかの走化性のサイトカイン、またはケモカインは、ウイルスに対し流入補助因子とし
て働くケモカイン受容体をブロックまたは下方制御することによってＨＩＶ複製を阻害す
る。ＨＩＶ病原性におけるケモカイン受容体の役割は非常に関心のある主題であった。
【００５０】
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環状ジヌクレオチドはサイトカインおよびケモカイン生成および従って関連する受容体の
活性を変えることができる。本発明の局面は、ＨＩＶおよびＡＩＤＳ、関節リウマチ、大
腸癌、乳癌、ホジキン病およびリンパ腫のような疾病の治療および／または抑制において
環状ジ－ＧＭＰまたは環状ジヌクレオチド類似体の免疫療法用途に関する。
【００５１】
ここに記載する環状ジヌクレオチドはＤＣｓ、Ｔ細胞、サイトカイン、ケモカイン、同時
刺激分子、および神経細胞の発現を変える。他の受容体を含む他のタンパク質の発現また
は活性はまた、環状ジヌクレオチド、例えばｃ－ジ－ＧＭＰ、またはｃ－ジ－ＧＭＰの環
状ジヌクレオチド類似体の存在によって変えられる。
【００５２】
本発明は従って患者の免疫または炎症性応答を刺激しまたは亢進する方法を提供する。こ
の方法はその必要に応じて、患者の免疫または炎症性応答を刺激しまたは亢進するために
有効な、環状ジ－ＧＭＰ、またはその環状ジヌクレオチド類似体の量を患者に投与するこ
とを含む。本発明において刺激されまたは高められる免疫応答は好ましくはＴｈ１配向免
疫応答を含む。
【００５３】
免疫または炎症性応答を刺激または亢進することによって、本発明は、これに限られない
が、関節炎、癌（例えば、肺癌、大腸癌、リンパ腫等）、自己免疫疾病または障害（例え
ば、関節リウマチ、多発性硬化症、エリトマトーデス等）、アレルギー反応（例えば喘息
等）、慢性感染疾病（例えば結核、クリプトコッカス感染症等）、生成した病原体または
毒素がそれに免疫応答を損なう感染性疾病（例えば炭疽等）、そして免疫不全疾病または
障害（例えば、ＨＩＶおよびＡＩＤＳ等）のような免疫または炎症性疾病または障害を治
療することができる。炭疽の場合、環状ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体
を使用して炭疽致死毒によって損なわれまたは失活された免疫または炎症性応答を刺激ま
たは亢進することができる。従って、環状ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチドは毒
素によって損なわれた樹脂状細胞の機能を修復することができる。この使用はまた患者の
能力を回復しＴ細胞を刺激し、同時刺激分子を上方制御し、毒素によって減少した炎症性
サイトカインを生成する。
【００５４】
癌細胞増殖を直接阻害するｃ－ジ－ＧＭＰの能力に基づき（カラオリスら、2005）、イン
ヴィトロに比較してインヴィヴォの増加した抗菌活性能によって見られるような感染に闘
う際の増加した宿主応答、ならびに免疫および炎症性応答、小分子の環状ジヌクレオチド
、例えばｃ－ジ－ＧＭＰおよびその環状ジヌクレオチド類似体を生物学的に変調する能力
は、免疫治療に対し用いられ癌を防ぎまたは治療することができる。
【００５５】
局所性免疫治療は身体の一部を治療することに関する。身体組織が炎症性になるとき、免
疫系の細胞が刺激され病原性バクテリア、ウイルスおよび他の「外来性」細胞と闘う。癌
細胞は環状ジヌクレオチドが局所性免疫治療に用いられるように免疫系によって外来細胞
として見られる。この場合に、癌または腫瘍は外科的に除去され環状ジヌクレオチドは（
単独または他の薬剤と組み合わせて）注射器またはカテーテルを用いる部位で投与される
。環状ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体はまた組織的免疫治療に臨床的に
用いられる。
【００５６】
本発明はまたニューロン変性となる傷害、疾病、障害または状態の影響を阻害、治療、ま
たは回復させる方法を提供する。この方法はその必要に応じて患者に、神経変性となる傷
害、疾病、障害、または状態を、抑制し、治療し、または回復させるために有効な、一定
量の環状－ジ－ＧＭＰ、またはその環状ジヌクレオチド類似体を投与することを含む。環
状ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体を使用して、一次神経系傷害に続いて
、または神経変性疾病または障害の結果として、ニューロンの損傷および変性に対して保
護することができる。さらに、そのような環状ジヌクレオチドを用いて変性プロセスに起
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【００５７】
制限されないが神経変性の例には種々の疾病または障害結果として灰色または白色物質（
または両方）で生じる変性を含み、これら疾病または障害は、糖尿病神経障害、老年痴呆
、アルツハイマー病、パーキンソン病、顔面神経（ベルの）麻痺、緑内障、ハンチントン
舞踏病、筋萎縮性側策硬化症（ＡＬＳ）、てんかん重積、非動脈の眼神経障害、椎間板ヘ
ルニア、ビタミン欠乏症、プリオン病、例えばクロイツフェルト－ヤコブ病、手根管シン
ドローム、種々の病気に関連した末梢性神経障害を含み、種々の病気には尿毒症、ポルフ
ィリン症、低血糖症、ショルグレン・ラルッソン・シンドローム、急性感覚神経障害、慢
性失調性神経障害、胆汁性肝硬変、一次類澱粉症、閉塞性灰疾患、末端肥大症、吸収不良
シンドローム、赤血球増加ベラ、ＩｇＡおよびＩｇＧ免疫グロブリン血症、種々の薬剤の
合併症（例えば、メトロニダゾール）および毒素（例えば、アルコールまたは有機リン酸
塩）、シャルコー・マリー歯疾患、運動失調毛細管拡張症、フリードライヒ遺伝性脊椎性
運動失調症、アミロイド多発神経症、副腎脊髄神経障害、巨大軸索神経障害、レフサム病
、ファブリー病、リポタンパク質血症等を含む。
【００５８】
制限されないが、神経系傷害の例には、閉鎖頭部傷害および平滑末端化外傷、例えば危険
なスポーツの関与で生じるもの、貫通性外傷、例えば発砲傷、出血打撃、虚血打撃、緑内
障、大脳虚血、毒素、毒物、化学（生物戦争）薬物によって生じる損傷、または腫瘍摘出
のような手術によって生じる損障を含む。
ビス（３’‐‐＞５’）－環状ジグアニル酸（ｃ－ジ－ＧＭＰ）、環状ジヌクレオチド、
は本発明方法で用いられる好適例である。ｃ－ジ－ＧＭＰの化学構造を以下に示す。
【００５９】
【化１】

【００６０】
ｃ－ジ－ＧＭＰの合成方法は、例えば、カワイらによって記載された（Kawai,Nagata　R,
Hirata　A,Hayakawa　Y(2003)。 環状ビス（３’‐‐＞５’）ジグアニル酸への新しい合
成アプローチ。Nucleic　Acids　Res　Suppl.3：103-4；ここに参考文献として組み込む
）。
【００６１】
ｃ－ジ－ＧＭＰのほかに、ｃ－ジ－ＧＭＰアゴニストとして働く、すなわち、ｃ－ジ－Ｇ
ＭＰとして同じ効果をもつその環状ジヌクレオチド類似体を用いることができる。ｃ－ジ
－ＧＭＰの環状ジヌクレオチド類似体の制限されない例には以下に示される化合物（Ｉ）
－（ＸＸ）がある。
【００６２】
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【００６４】
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【００６５】
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【化５】

【００６６】
上の環状ジヌクレオチドはｃ－ジ－ＧＭＰの環状ジヌクレオチド類似体の好適例だけであ
り、制限されるものではない。例えば、グアニン塩基は他の塩基と置換される。
【００６７】
環状ジヌクレオチドはまた環状ジヌクレオチド類似体を生成するように変更されるので、
これら変更された環状ジヌクレオチド類似体、およびその使用方法は、本発明の局面とし
て含まれる。ｃ－ジ－ＧＮＰは、例えばＣ，Ｎ，ＯまたはＰで変更されｃ－ジ－ＧＭＰ類
似体を生成することができる。本発明で使用するためのｃ－ジーＧＭＰ類似体はｃ－ジ－
ＧＭＰのそれに似た活性をもつ。例えば、あるｃ－ジ－ＧＭＰ類似体はＤＣｓおよびＴ細
胞の刺激、種々のサイトカイン、ケモカイン、および／またはそれら関連の受容体の発現
を増加するかまたは減少する。ｃ－ジ－ＧＭＰの存在で減少した発現の程度は、ｃ－ジ－
ＧＭＰの存在で減少した発現の程度よりも同じか、小さいか、または大きい。一定のｃ－
ジ－ＧＭＰ類似体は一定のサイトキナーゼの発現を増加する。ｃ－ジ－ＧＭＰ類似体の存
在で増加したサイトカイン発現の程度はｃ－ジ－ＧＭＰの存在で増加したサイトカイン発
現の程度よりも同じか、小さいか、または大きい。
【００６８】
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ｃ－ジ－ＧＭＰ類似体はさらに変更されて、他のｃ－ジ－ＧＭＰ類似体を生成する。さら
に変更されたｃ－ジ－ＧＭＰ類似体は元のｃ－ジ－ＧＭＰ類似体に似た性質をもつ。これ
らさらなる変更は所望の性質、例えば、変化した毒性、変化した免疫なたは炎症性応答、
または細胞への取り込みとなることができる。
【００６９】
ＭｅＳａｔｅ－ｃ－ジ－ＧＭＰは、増加する細胞取り込みおよび細胞－膜透過性を増加す
るためのｃ－ジ－ＧＭＰを超えて疎水性および親油性を増加し、従って生体利用度を増加
した。ホスホトリエステルによるｃ－ジ－ＧＭＰでの１または両方のいずれかのホスホジ
エステル結合の変更は、ホスホジエステルに変えられ、細胞の内側に酵素による開裂を経
て生じる。この誘導体（類似体）はＳ－アシル－２－チオエチル（ＳＡＴＥ）基に不安定
なカルボキシエステラーゼで一時的にマスクしたホスフェート基の負電荷をもち、このよ
うな誘導体は身体内で加水分解され、親の環状ジヌクレオチド分子を放出することが期待
される。本発明は環状ジヌクレオチド（そしてオリゴヌクレオチドではない）の用途に関
するが、ＭｅＳａｔｅホスホトリエステル分子はオリゴヌクレオチドの貧弱な取り込みの
ハードルを解決するために合成された（Vives　et　al.,1999）。合成した分子はさらに
親油性を得るようにＳ－Ａｃｙｌ－２－チオエチル（ＳＡＴＥ）基に変わり易いカルボキ
シエステラーゼでマスキングする。このＳＡＴＥ基は効果的に細胞膜を交差させる。アセ
チルに等しいアシルを用いて酵素分解できるＳＡＴＥ基に関連する特別なオリゴヌクレオ
チド分子はＭｅＳＡＴＥ
ｐｒｏｏｌｉｇｏと命名された。ＭｅＳＡＴＥヌクレオシドモノホスフェートもまた合成
された（Peyrottes　et　al., 2004）。
【００７０】
２’－Ｏ－ＴＢＤＭＳ－ｃ－ジ－ＧＭＰは天然のｃ－ジ－ＧＭＰのそれらに似た化学的性
質をもつことが期待されるが、また天然のｃ－ジ－ＧＭＰのそれよりも高い細胞膜透過性
をもつことが期待される環状ジ－ＧＭＰの２’－Ｏ－ブロック誘導体（類似体）である。
２’－Ｏ－モノピレニルメチル－ｃ－ジ－ＧＭＰ（蛍光標識）および８－モノトリチウム
－標識ｃ－ジ－ＧＭＰ（放射性標識）を検出アッセイに用いることができる。
【００７１】
ｃ－ジ－ＧＭＰは治療用に良く適している。４００μＭのＣ－ジ－ＧＭＰに２４時間暴露
した正常のラット腎臓細胞に無毒であり、５０μｌの２００μＭのｃ－ジ－ＧＭＰを与え
たとき２４時間後にＣＤ１マウスでは致命的でない。ｃ－ジ－ＧＭＰは生理食塩水に溶解
し、生理学的条件で安定である（ｐＨ１０）。分子の構造は既知であり、おおきさが小さ
く約７００Ｄａである。類似体は容易に設計され合成される。
【００７２】
多数のｃ－ジ－ＧＭＰ類似体を容易に合成することができる。ｃ－ジ－ＧＭＰ類似体の数
の収集はｃ－ジ－ＧＭＰ類似体のライブラリーであると考えられる。ｃ－ジ－ＧＭＰ類似
体のライブラリーは本発明の方法に有用である。例えば、ｃ－ジーＧＭＰ類似体のライブ
ラリーはスクリーニングして所望の活性の特定のｃ－ジ－ＧＭＰ類似体を同定する。特定
のｃ－ジ－ＧＭＰ類似体は、免疫系を刺激するその能力をテストすること、ＤＣｓ、サイ
トカインのその効果をテストすること、一定の感染性疾病、癌、免疫および炎症性障害に
影響するその能力をテストすること、ワクチンアジュバントとしてのその用途をテストす
ること、アレルギー反応に対するその用途およびその神経保護能力を含めて種々のテスト
を受けることができる。
【００７３】
ケモカインへの抗体、タンパク質標識、結合アッセイ、および機能的アッセイを用いてサ
イトカイン、ケモカイン、および細胞中の受容体発現を検出することができる。
【００７４】
少なくとも１のｃ－ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体、またはその混合物
を含む製薬組成物は、本発明の方法に従って用いるため、１またはそれ以上の生理学的に
受容できるキャリヤまたは賦形剤を用いる従来法で処方することができる。キャリヤは組
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成物の他の成分と両立するという意味で「受容でき」そのレシピエントに無害でなければ
ならない。キャリヤは生物学的に受容でき不活性でなければならない、すなわち、本発明
の化合物がその阻害性活性に影響できるように細胞をその代謝反応を行わせなければなら
ない。
【００７５】
キャリヤ、投与方法、投薬形態等の次の例は、キャリヤ、投与方法、投薬形態等が本発明
に使用するために選択される既知の可能性として記載している。当業者は、しかしながら
、任意所定の製剤および選択された投与形態を最初に試験して所望の結果が得られるよう
に決定する必要がある。またｃ－ジ－GMPまたはその環状ジヌクレオチドは活性成分とし
て単独でまたは他の活性剤と組み合わせて用いられる。
【００７６】
「キャリヤ」の語はｃ－ジ－GMPまたは環状ジヌクレオチドと共に投与される希釈剤、ア
ジュバント、賦形剤、またはビヒクルのことである。製薬組成物中のキャリヤは、結合剤
、例えば微結晶セルロース、ポリビニルピロリドン（ポリビドンまたはポビドン）、トラ
ガカントゴム、ゼラチン、澱粉、ラクトースまたはラクトースモノchydrate；崩壊剤、例
えばアルギン酸、トウモロコシ澱粉等；潤滑剤または界面活性剤、ステアリン酸マグネシ
ウム、またはラウリル硫酸ナトリウム；glidant、例えばコロイドシリコンジオキサイド
；甘味剤、例えばスクロースまたはサッカリン；および／または香味剤、例えばペパーミ
ント、サリチル酸メチル、またはオレンジ香味剤からなる。
【００７７】
投与方法は、制限されないが、非経口、腹腔内、筋肉内、皮下、粘膜（例えば、経口、鼻
腔内、頬側、膣、直腸、眼内）、くも膜下腔内、局所的および皮内経路を含む。投与は系
統的または局所的である。
【００７８】
経口投与では、製薬学的製剤は液体形態、例えば、溶液、シロップまたは懸濁液であり、
または水または他の適当なビヒクルと共に使用前に再構成のための薬剤製品として示すこ
とができる。このような液体製剤は製薬学的に受容できる添加剤、例えば懸濁剤（例えば
、ソルビトールシロップ、セルロース誘導体または水素化可食脂肪）；乳化剤（例えば、
レシチンまたはアカシア）；非水性ビヒクル（例えば、アーモンドオイル、油性エステル
、または分画植物油）；および保存剤（例えば、メチルまたはプロピル－ｐ－ヒドロキシ
ベンゾエートまたはソルビン酸）を用いて従来法で調製できる。製薬学的に受容できる賦
形剤、例えば結合剤（例えば、事前にゼラチン化したトウモロコシ澱粉、ポリビニルピロ
リドンまたはヒドロキシプロピルメチルセルロース）；充填剤（例えば、ラクトース、微
結晶性セルロースまたはリン酸水素カルシウム）；潤滑剤（例えば、ステアリン酸マグネ
シウム、タルクまたはシリカ）；崩壊剤（例えばジャガイモ澱粉または澱粉グリコン酸ナ
トリウム）；または湿潤剤（例えば、ラウリルスルホン酸ナトリウム）を用いて製薬学的
組成物は、例えば、従来法によって調製された錠剤またはカプセルの形を取ることができ
る。
【００７９】
経口投与のための調製は活性化合物の放出を抑制するように適宜処方することができる。
【００８０】
局所的な投与に対しては、ｃ－ジ－GMPまたはその環状ジヌクレオチド類似体を軟膏また
は軟膏剤のような局所塗布ビヒクルに組み込まれる。
【００８１】
頬側投与に対しては、組成物は従来法で処方された錠剤またはトローチの形態を取ること
ができる。
【００８２】
注射によって、例えば大量瞬時投与注射または連続輸液によって、非経口的な投与のため
に組成物を処方することができる。注入のための製剤は単位投与量形態で、例えば、アン
プル、または多投与容器で、添加保存剤を用いて示される。組成物は油状または水性ビヒ
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クルで懸濁液、溶液またはエマルジョンとしての形状をとることができ、懸濁剤、安定剤
および／または分散剤のような処方剤を含むことができる。あるいは、活性成分は適当な
ビヒクル、例えば、殺菌パイロジェンフリー水とを構成するために使用前に粉末形態であ
っても良い。
【００８３】
また組成物は、例えば、ココアバターまたは他のグリセリドのような従来の座薬基剤を含
む座薬または保持浣腸のような直腸組成に処方することができる。
【００８４】
吸入による投与のために、本発明にしたがい使用するための組成物は、適当な噴霧剤、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
メタン、二酸化炭素または他の適当なガスを使用して、圧縮パックまたは噴霧器からエア
ロゾルスプレイ製剤の形で手軽に供給できる。経鼻スプレイは吸入スプレイのように圧縮
パックまたは噴霧器が必要ないが、代わりに鼻腔内投与に用いられる。圧縮エアロゾルの
場合は、投与単位は計量した分量を供給するためのバルブを提供することにより決定され
る。例えば、ゼラチン、のカプセルおよびカートリッジは吸入器またはガス注入に用いる
ため、化合物の粉末混合物およびラクトースまたは澱粉のような適当な粉末基剤を含むよ
うに処方される。
【００８５】
治療のための代表的療法は数日間、１週間以上および約６ヶ月にわたる有効量の投与を含
む。
【００８６】
免疫治療のための有効投与量はミクロモルの範囲であり、例えば約１μＭおよび２００μ
Ｍ、好ましくは約５μＭないし１００μＭ、さらに好ましくは５０μＭないし１００μＭ
である。神経変性からの保護（すなわち、神経保護）のための有功投与量は約０．１ない
し１００μＭ、好ましくは約１ないし５０μＭ、さらに好ましくは約１ないし１０μＭの
範囲である。ｃ－ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体の投与量がどのくらい
必要かという日常的な実験で決定することは製薬分野の当業者の範囲にあり、そのような
有効な投与をするため、投与経路による。望ましい投与量は必要により適当な間隔で投与
される１ないし６回またはそれ以上の副次的投与として投与される。化合物は繰り返し投
与され、または徐々に連続して患者に注入される。さらに高いおよびさらに低い投与量で
投与できる。
【００８７】
インヴィヴォで投与されるｃ－ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体の投与量
は年齢、性、健康、およびレシピエントの体重、併用の治療の種類、たとえあるにしても
、治療回数、および望まれる製薬学的効果の性質による。ここで提供される有効投与量の
範囲は好ましい投与量範囲を制限し提示するつもりはない。しかし、ここで提供される最
も好ましい投与量は、当業者によって理解され決定されるように、各対象に調整される。
参照、例えばBerkow　et　al.,eds.,The　Merck　Manual,16th　edition,Merck　and　co
.,Rahway,N.J.,1992；Goodman　et　al.,eds.,Goodman　and　Gilman's　The　Pharmacol
ogical　Basis　of　Therepeutics,8thedition,Pergamon　Press,Inc.,Elmsford,N.Y.(19
90)；Katzung,Basic　and　Clinical　Pharmacology,Appleton　and　Lange,Norwalk,Con
n.,(1992)；Avery's　Druf　Treatment：Principles　and　Practic　of　Clinical　Pha
rmacology　and　Therapeutics,3rdedition,ADIS　Press,LTD.,Williams　and　Wilkins,
Baltimore,MD(1987),Ebadi,Pharmacology,Little,Brown　and　Col,Boston,(1985),Remin
gton's　Pharmaceutical　Sciences,seventeenth　edition,　ed.　Alfonso　R.　Gennar
o,　Mack　Publishing　Company,　Easton,　PA(1985)。これらは全体をここに参考文献
として組み入れる。
【００８８】
本発明の方法は、それ自身または製薬組成物における抗ウイルス化合物および／または抗
菌剤を含む他の活性成分と組み合わせてｃ－ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類
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似体の投与によって行われる。ここで使用するために適している他の活性剤は意図する目
的のために同じかまたは他の機構によって影響される任意の適合性の薬剤、または本薬剤
のそれと相補的な薬剤である。これらは有効な抗菌剤である薬剤を含む。
【００８９】
環状ｃ－ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体は免疫応答を追加免疫、刺激ま
たは変調するためにアジュバントとしてワクチン製剤に用いることができる。従って、本
発明による免疫または炎症応答を刺激しまたは高める方法の一局面は、有効量のワクチン
または抗原をその必要に応じて環状ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体の量
と組み合わせて患者のワクチンへの免疫応答を高めるように患者に投与されるワクチンへ
の免疫応答を高めることである。
【００９０】
アジュバントとしてｃ－ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体を患者に投与さ
れる抗原はタンパク質、ペプチド、炭水化物または脂質抗原、および／または全細胞、特
に抗原と混合した樹状細胞と結合した抗原の、精製したまたは部分的に精製した調製物を
含む。全体では、任意の病原体または腫瘍および／または分化結合した抗原が、アジュバ
ントとして、環状ジ－ＧＭＰ、またはその環状ジヌクレオチド類似体と同時に与えられる
ように、可能な免疫原と考えることができる。
【００９１】
本発明は、タンパク質ワクチン、多糖類ワクチン、ＤＮＡワクチン、殺したまたは生きて
いる弱毒化した細菌またはウイルスワクチン、自己または同種間の癌ワクチン、樹枝状ま
たはＴ細胞ワクチン等を含む任意のワクチンの投与に対し免疫応答を高めることが充分に
期待される。語「ワクチン」は予防を誘発するためのワクチン接種のみを意味するために
用いられるが、本明細書および特許請求の範囲全体に用いられる語はさらに治療目的のた
めのワクチン接種を含む。例えば、腫瘍関連の抗原からなるワクチンは腫瘍に対し免疫応
答を誘発することを意図する。ウイルス粒子へのワクチンはウイルスに対して予防をする
ためだけではなく、現存のウイルス感染を根絶するために用いられる。従って、例えば、
ワクチンはＨＢＶおよびＡＩＤＳおよびＨＣＶに対する他のものにも入手でき、有効に開
発中である。アミロイド－βプラークに対する有効なワクチン接種はまたアルツハイマー
病の治療のために開発中である。従って、語「ワクチン」はあの抗原に対しまたはそのま
ま存在する交差反応性抗原への免疫応答を誘発するための任意の抗原の投与に利用する。
好ましいワクチンはインフルエンザ、天然痘、炭疽、Ｂ型肝炎ウイルス、ヒト乳頭腫ウイ
ルス、ヘルペス単一性ウイルス、ポリオ、結核または抗癌ワクチンを含む。
【００９２】
各ワクチン投与に存在する抗原の量は、ワクチン化対象での保護性免疫応答を誘発する出
来る量として選択される。この量は特異的抗原および代表的アジュバントの可能な存在に
依存し、当業者によって同定される。一般に、各投与量は抗原１－１０００マイクログラ
ム、好ましくは１０－２００μｇを含む。さらに成分はまたワクチン中に有利に存在でき
る。免疫組成物中のアジュバントとしての環状ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド
類似体の有効量は約１－２００μＭ、好ましくは約５ないし１００μＭ、さらに好ましく
は約５０ないし１００μＭの範囲である。
【００９３】
ワクチン組成物は任意の従来法で、生理食塩水溶液、賦形剤、アジュバント（たとえある
としても、環状ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチド類似体に加えて）、保存剤、安
定剤等のような無菌の生理学的相溶性キャリヤからなる製薬学的組成物として処方される
。
【００９４】
ワクチンは使用前に無菌キャリヤ中で溶解するために、液体または凍結乾燥した形である
事ができる。抗原を徐々に放出するために有用であるので、処方においてミョウバンまた
はリポソーム様粒子の存在がまた可能である。ワクチンを徐々に放出するための他の戦略
は当業者には容易に同定でき、この発明の範囲内に含まれる。
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【００９５】
製薬学的に受容できるキャリヤ、賦形剤、希釈剤または補助剤は従って当業者によって製
剤のために容易に同定できる。
【００９６】
本発明の本方法は感染性疾病や癌の予防的および治療学的治療の療法に用いられる。特に
、本方法はウィルスおよびバクテリアの疾病の予防のため（すなわち、予防的ワクチン）
および重症の慢性の感染病の治療のため（治療的ワクチン）の処置に用いられる。さらに
、本方法はまた予防／抑制および癌または他の疾病および適当な抗原を用いる際の状態で
用いられる。
【００９７】
これはヒトの悪性度、例えば、ＥＢＶ、ＨＰＶおよびＨ．ピロリと関連した感染性薬剤に
対する抗原、またヒト黒色腫において、ならびに他のヒト腫瘍において、特徴となるもの
のような良く限定された腫瘍関連抗原、例えば、ＭＡＧＥ抗原、チロシナーゼｇａｐ１０
０、およびＭＡＲＴを用いることによって達成される。
【００９８】
また当業者によって高く評価されるように、本発明により包含されるものは、活性化した
樹状細胞またはＴ細胞を細胞性ワクチンとして患者に投与する前に、有効量の抗原および
有効量の環状ジ－ＧＭＰまたはその環状ジヌクレオチドを用いて生体外の樹状細胞または
Ｔ細胞（自己または同種間のいずれか）を活性化することにより患者の免疫応答を刺激ま
たは高める方法である。
【００９９】
本発明を一般的に説明したが、これは、実例によって提供される次の実施例を参照してさ
らに容易に理解されるが、本発明を限定するものではない。
【実施例１】
【０１００】
細胞培養および処理
末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、ローマ・ラ・サピエンツァ大学の輸血センターの健康な
血液ドナーボランティアから得た軟膜から、フィコール－ハイパーク法の傾斜分離によっ
て単離した。ＤＣｓを、j磁気細胞分離カラムおよびＣＤ１４マイクロビーズを使用した
正の選択によってＰＢＭＣから精製した単球から産生した。高濃単球（＞９５％、ＣＤ１
４＋）を、１５％牛胎児熱不活性化血清（ＦＣＳ）、Ｌ－グルタミンおよびペニシリン－
ストレプトマイシンならびに２５０ｎｇ／ｍｌ顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（
ＧＭ－ＣＳＦ）および５００Ｕ／ｍｌインターロイキン（ＩＬ）－４を添加したＲＰＭＩ
１６４０培地６×１０５／ｍｌで、３７℃にて５日間培養した。ＤＣの分化を、形態学的
観察およびフローサイトメトリー法による特異的表在マーカーの検出によって評価した。
これらの細胞は、未成熟ＤＣ表現型に一致したＣＤ１４－、ＣＤ１ａ＋、ＨＬＡ－ＤＲ中
間体、ＨＬＡ－ＡＢＣ中間体、ＣＤ８０ｌｏｗ、ＣＤ８６ｌｏｗであった。非処理未成熟
ＤＣを対照といて使用した。５日間の培養後、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰおよび／またはリポポリ
サッカライド（ＬＰＳ）（大腸菌抗原型０１１１：Ｂ４）２００ｎｇ／ｍｌを非処理未成
熟ＤＣに加えた。ＬＰＳ処理ＤＣは刺激／活性化され、成熟ＤＣ表現型に一致して、ＣＤ
８３＋、ＨＬＡ－ＤＲhigh、ＨＬＡ－ＡＢＣhighを産生した。
【０１０１】
用量－反応滴定曲線を、０．５、５、５０、１００および２００μＭのｃ－ｄｉ－ＧＭＰ
を用いて実施した。０．５μＭのｃ－ｄｉ－ＧＭＰを使用したときは効果が得られず、２
００μＭでは一貫性のない結果が得られた。濃度が５、５０および１００μＭのｃ－ｄｉ
－ＧＭＰを使用して実施した実験でのみ記録された。トリパンブルー排除試験を用いた実
験を、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰの任意の非特異的毒性を排除する目的で常に実施した。化合物を
再懸濁するために使用されたＮａＣｌ（０．９％）は、常に対照として含まれている。
ｃ－ｄｉ－ＧＭＰはヒト樹状細胞を刺激および活性化する
【０１０２】
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　マウスモノクローナル抗体ＦＩＴＣ－共役またはＰＥ－共役を用いて、細胞染色を行っ
た。以下のｍＡｂを用いた。ＣＤ１４（ＩｇＧ１、ＰＥ）、ＣＤ１ａ（ＩｇＧ１、ＦＩＴ
Ｃ）、ＨＬＡ－ＤＲ（ＩｇＧ２ａ、ＦＩＴＣ）、ＨＬＡ－ＡＢＣ（ＩｇＧ１、ＦＩＴＣ）
、ＣＤ８０（ＩｇＧ１、ＦＩＴＣ）、ＣＤ８６（ＩｇＧ１、ＦＩＴＣ）、ＣＤ８３（Ｉｇ
Ｇ２ｂ、ＰＥ）、ＣＸＣＲ４（ＩｇＧ２ａ、ＰＥ）、ＣＣＲ５（ＩｇＧ２ａ、ＦＩＴＣ）
、ＣＤ３２（ＩｇＧ２ｂ、ＦＩＴＣ）。ＣＤ４０、ＣＣＲ７およびマンノース受容体（Ｍ
Ｒ）染色を、マウスｍＡｂ、続いてＦＩＴＣ共役精製アイソタイプ特異的ヤギ抗マウスＡ
ｂを用いて、行った。試料を、ＦＡＣＳｃａｎフローサイトメーターおよびＣｅｌｌＱｕ
ｅｓｔソフトウェア（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）を用いて解析した。ｃ－ｄｉ
－ＧＭＰが、ヒトＤＣの表現型差を誘導するかどうかを調べるため、未成熟および成熟Ｄ
Ｃをｃ－ｄｉ－ＧＭＰとともに２４時間培養し、そして表面の分子発現を分析した。
【０１０３】
結果は、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰが未成熟ＤＣを刺激することを示す。図１Ａ中、平均蛍光強度
（ＭＦＩ）の上昇がみられるようにｃ－ｄｉ－ＧＭＰはＤＣ抗原提示細胞ＭＨＣ関連ＨＬ
Ａ－ＤＲの発現をアップレギュレートし、そしてＬＰＳ処置の結果と類似したポジティブ
（発現）細胞の高パーセンテージをもたらす。ＨＬＡ－ＤＲは、ＣＤ４＋Ｔ細胞に対する
抗原性ペプチドの提示にかかわる重要な分子である。ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは、ケモカイン受
容体ＣＸＣＲ４およびＣＣＲ７の発現を有意に増加する（図１Ｃおよび１Ｄ中の、平均蛍
光および発現細胞の割合劇的な増加によって示されている）。これらの重要なケモカイン
受容体は、リンパ節への成熟ＤＣの移動に関わっていることが知られている。ＣＸＣＲ４
発現細胞は炎症部位へひきつけられ、ＣＣＲ７はＤＣのマーカーなので、これらの発見は
、炎症性反応における増加およびこれら細胞の炎症部位への誘引を示す。ｃ－ｄｉ－ＧＭ
ＰはわずかにＣＤ８３の発現を用量依存的にアップレギュレートし（ポジティブ細胞の平
均蛍光に見られるように）、高濃度においてみられるように刺激過度では無効な結果とな
る（図１Ｂ）。ＣＤ８３は成熟抗原である。図１Ｆ中、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは、ＤＣ抗原提
示細胞共起刺激分子ＣＤ８６（Ｂ７－２）もアップレギュレートおよび刺激する（ポジテ
ィブ細胞のパーセンテージにおける増加によって示される）。ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは共刺激
分子ＣＤ８０（Ｂ７－１）の発現を用量依存的にわずかに増加する（平均蛍光および発現
細胞のパーセンテージによって示される）（図１Ｅ）。図１Ｇ中、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰはマ
ンノース受容体（ＭＲ）の発現を用量依存的に減少する（平均蛍光によって示される）。
【０１０４】
　ＤＣのｃ－ｄｉ－ＧＭＰによる処理が、抗原取り込みに寄与する細胞表面分子の発現を
調節するかどうかを決定するために、ＭＲおよびＣＤ３２の発現を試験した。ｃ－ｄｉ－
ＧＭＰが、最大投与では、ＬＰＳ類似であり、最小投与では、未成熟ＤＣの表面上のＭＲ
分子はダウンレギュレートし（図１Ｇ），一方、ＣＤ３２発現は影響されなかった（図１
Ｈ）。ｃ－ｄｉ－ＧＭＰはＬＰＳ誘導成熟とは干渉しない（データは示されていない）。
ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは明らかに未成熟ＤＣに対する活性化効果をもつので、ＬＰＳ成熟化Ｄ
Ｃ上にすでに大きく発現しているマーカーの表面発現をアップレギュレートすることがで
きないのは明らかである。興味深いことに、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは、ＣＤ１ａおよびＨＬＡ
－ＡＢＣの表面発現に影響せず、脂質ペプチドおよび抗原ペプチドの提示にそれぞれ関わ
る。すなわち、炎症組織中の未成熟ＤＣの移動に関与するケモカインレセプターＣＣＲ５
、および活性化シグナルを形質導入するＣＤ４０（データは示されていない）。
【０１０５】
　総合すれば、これらのデータは、Ｔ細胞がｃ－ｄｉ－ＧＭＰによって活性化されること
を示唆する。この結果は、ｉＤＣはｃ－ｄｉ－ＧＭＰによって活性化／成熟化されること
を示す。この結果は、共起刺激分子ＣＤ８０およびＣＤ８６が、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ処理に
よってアップレギュレートされることを示す。ＣＤ８３は有意には影響されていない（多
くの細胞および分子に影響するＬＰＳと対象的）という所見は、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰが特異
的に有用性をもつと同時に免疫反応の全ての細胞に普遍的な影響を与えるものではないこ
とを示唆する。この発見は、抗原提示細胞ならびにシグナル１ＭＨＣファクター（たとえ
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ば、ＨＬＡ－ＤＲ）およびシグナル２共起刺激分子（ＣＤ８６およびＣＤ８０）といった
抗原特異的受容体の刺激を明らかに示す。
ｃ－ｄｉ－ＧＭＰはＤＣエンドサイトーシス活性を調節しない
【０１０６】
　マンノース受容体（ＭＲ）介在エンドサイトーシスを、ＦＩＴＣ－デキストラン（ＤＸ
）の細胞への取り込みによって測定し、フローサイトメトリによって定量化した。ＦＩＴ
Ｃ－ＤＸ（１ｍｇ／ｍｌ）（ＭＶ４０，０００）を含む培地にて、１試料につき２×１０
５の細胞を培養した。３７℃または４℃（対照）にて１５分間の培養後、細胞を１％ＦＣ
Ｓおよび０．０１％ＮａＮ３を含む冷ＰＢＳで４回洗浄して、１％ホルムアルデヒド中に
固定した。バックグラウンド（４℃にてパルスする細胞）を常に引いた。図２に示すよう
に、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰはいかなる大きな効果も導かない。予想したとおり、ＬＰＳはＦＩ
ＴＣ－ＤＸの取り込みをダウンレギュレートし、成熟表現型に一致する。
ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは樹状細胞によるサイトカイン産生を刺激／アップレギュレートする。
【０１０７】
　上清サイトカイン内容物の分析を、処理（ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ）または未処理食塩水コン
トロール（ＮａＣｌ）の、未成熟ＤＣ（ｉＤＣ）または成熟ＤＣ（ｍＤＣ）について行っ
た。培養上清を処理２４時間後に収集し、ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＩＬ－１
２、およびＴＮＦ－α内容物を、製造業者の説明書に従ってサンドイッチＥＬＩＳＡを使
用して測定した。
【０１０８】
　結果は明らかに、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰがサイトカイン生成を、ｉＤＣおよびｍＤＣの両方
について刺激し、そして明らかにｉＭＣがｃ－ｄｉ－ＧＭＰによって活性化／成熟化され
ていることを示した（図３Ａ）。ｉＤＣにおいて、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰの５μＭ投与が、Ｔ
ＮＦ－αの生成について劇的な増加を誘発し、炎症性の分子の生成について増加を示した
。ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは１００μＭでｍＤＣ中にＩＬ－６の増加およびｍＤＣ中にＩＬ－１
βの大きな増加を誘引して、炎症反応性の誘発を支持する（図３Ｂ）。ＩＬ－１２は、Ｉ
ＦＮ－γ生成を導くＴｈ－１反応中の中心的なサイトカインである。ＩＬ－１２分泌は未
成熟ＤＣにおいては検出できないが、しかし、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは、５０μＭでｍＤＣ中
にＩＬ－１２の劇的な増加を誘引する。ＩＬ－１２の増加はさらに、免疫刺激および炎症
反応の誘引を、特にＴＨ－１反応を、確証および一致する。抗炎症性分子であるＩＬ－１
０発現には大きな影響はなかった。この結果は、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ処理が免疫刺激性でか
つ炎症反応性反応を誘引するという先の結果に一致し、そしてこのために、免疫治療薬ま
たはワクチン開発のための補助薬といった、種々の治療への応用に使用されることができ
る。
ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは樹状細胞の免疫刺激能をアップレギュレートする
【０１０９】
　ＤＣをｃ－ｄｉ－ＧＭＰまたはＬＰＳで２４時間処理し、次に十分に洗浄し、１０％ヒ
ト血清、Ｌ－グルタミン、およびペニシリン／ストレプトマイシンを添加したＰＲＭＩ１
６４０中に攪拌し、放射線照射（１３７Ｃｓ源からの３，０００ｒａｄ）し、９６平底マ
イクロプレート中で１×１０５キラーＴ細胞にグレード付けして投与する。キラー細胞は
、自系または同種異型ＰＢＭＣである。５日間後、培養を［３Ｈ］チミジンの０．５□Ｃ
ｉ／ウェルで１８時間パルスをかけた。細胞を次にグラスファイバーフィルター上で採取
し、そして［３Ｈ］チミジン組み込みを液体シンチレーションスペクトロスコピーで測定
した。
【０１１０】
　ＤＣが活性化されて炎症反応性サイトカインが刺激されたならば、次にＴ細胞が活性化
される。放射線照射されたならば（すなわち死んだ場合）、ＤＣは正常Ｔ細胞と混合し、
ＤＣの増殖は予想されないが、しかし、Ｔ細胞の増殖が予想される。このため、本実施例
において、チミジン組み込みはＴ細胞の刺激を示す。図４Ａおよび図４Ｂ中の結果は、Ｄ
Ｃの増殖を示し、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ処理がＴ細胞を活性化することを示す。この結果は、
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細胞をＬＰＳで処理した場合、Ｔ細胞は既知のＴ細胞刺激活性と一致して非常に刺激され
ることを示す。またこの結果は、１００μＭのｃ－ｄｉ－ＧＭＰ処理未成熟ＤＣが、自系
（図４Ａ）および異種（図４Ｂ）の両方のＴ細胞増殖を、未処理ＤＣ（それぞれ５倍およ
び２倍である）に比して導くことも示す。以上より、また先の結果と一致して、これらの
結果は、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ処理がＴ細胞の増殖をアップレギュレートおよび活性化／刺激
し、さらに、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰが内在性刺激物質であり免疫治療への応用に臨床的に使用
されることができることを示す。
ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは樹状細胞のアポトーシスは調節しない
【０１１１】
　ＦＩＴＣ－アネキシンＶ／プロピジウムヨウ素（ＰＩ）二重染色を使用して、ｃ－ｄｉ
－ＧＭＰ処理ＤＣのアポトーシスを検出した。ｃ－ｄｉ－ＧＭＰで未処理および２４時間
処理の、未成熟および成熟ＤＣを、採取して氷冷ＰＢＳで二回洗浄した。製造業者の説明
書に従って、アポトーシス検出キットを用いてＦＩＴＣ－アネキシンＶへの特異的結合お
よびＰＩの染色を実施した。細胞を次にフローサイトメトリー法によって分析した。
　表１に示したとおり、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰがＤＣアポトーシスに影響を与えるかは明らか
ではない。ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは２４時間処理後のアネキシンＶ＋／ＰＩ－（初期アポトー
シス）およびアネキシンＶ＋／ＰＩ＋ＤＳ（後期アポトーシス）の割合を調節しなかった
。これらの結果は、抗炎症反応性反応の欠如を示し、そしてＤＣがｃ－ｄｉ－ＧＭＰに対
して耐性がないことを示す。これらの結果は、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰが免疫刺激性分子であり
、炎症反応性反応を活性化するという、先のデータに一致する。
【０１１２】

【表１】

ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは望ましい免疫療法および補助薬の性質をもつ
【０１１３】
　ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ処理の示す得られたデータは、免疫刺激性、Ｔｈ－１反応誘引および
炎症反応性反応が、明らかに、生体内での感染との戦いにおける宿主反応における増加と
一致する。この細胞データは、感染の動物モデルにおいてｃ－ｄｉ－ＧＭＰが毒性を減少
しバクテリア感染を阻害するということを示す本発明者の実験室からの生体内データと、
一致する。ｃ－ｄｉ－ＧＭＰといった環状ジヌクレオチドは、脊椎未成熟免疫細胞を刺激
して成熟化を誘導し、そしてＩＬ－１２といったＴｈ－１サイトカインと同様にＴＮＦ－
αを含む種々のファクターを生成する。このため、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰはＴｈ－１反応のイ
ニシエーションを調節する補助薬として機能し、ワクチン開発において臨床的有用性をも
つ。
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【０１１４】
　補助薬としての使用に関連して、本データは総体的に、抗原とともに投与した場合、Ｈ
ＬＡ－ＤＲの刺激を通じて抗原提示の増強が存在することを示す。環状ｄｉ―ＧＭＰは、
ＣＤ８０およびＣＤ８６の増加を通じて副刺激を促進および誘引し、ＩＬ－１２の誘導に
よって示されるＴｈ－１免疫反応の活性化を促進し、ＩＬ－１βおよびＴＮＦ－αの増加
によって示される総体的な炎症反応性パターンの刺激を促進し、そして混合白血球反応に
おけるデータによって示されるＴ細胞の刺激を促進する。しかしながら、&shy;ｃ－ｄｉ
－ＧＭＰ処理が、ＣＤ８３を刺激することは明らかではなく、これは望ましいことである
が、広範な過剰刺激およびその結果過剰反応となるＬＰＳに比して、ＣＤの選択性の程度
を示唆する。
ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは神経保護作用性をもつ
【０１１５】
　神経学的な反応の調節、すなわち一次海馬神経細胞におけるスタウロスポリン（ＳＴＳ
）によって誘導される細胞死の阻害、における環状ジヌクレオチドの役割を評価するため
に、海馬細胞におけるｃ－ｄｉ－ＧＭＰの効果を分析した。一次海馬細胞を、前記の方法
（Pereiraら、１９９３）にしたがって調整した。簡単にいうと、海馬を１８日齢胎児ラ
ットの脳から解剖した。酵素的および機械的分離に引き続き、細胞を１０，０００／ウェ
ルの濃度で、あらかじめマトリゲルでコートした９６－ウェルプレートに平板培養した。
培養７日目に、培養液を以下のうちひとつで処理した。（ｉ）賦形剤（２４時間）、（ｉ
ｉ）ＳＴＳ（１００ｎＭ、２２時間）、（ｉｉｉ）ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ（２４時間）、（ｉ
ｖ）ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ（２時間）後にｃ－ｄｉ－ＧＭＰおよびＳＴＳ（２２時間）、（ｖ
）ｃ－ｄｉ－ＧＭＰおよびＳＴＳ（２４時間）、または（ｖｉ）ＳＴＳ（２時間）後にｃ
－ｄｉ－ＧＭＰおよびＳＴＳ（２２時間）。処理後、細胞生存率を、ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ
９６（登録商標）ＡＱｕｅｏｕｓ　Ａｓｓａｙ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用いて分析した。前
記分析は、ミトコンドリアが行うテトラゾリウム染料から色彩にとむ生成物への変換の分
光光度測定（４９０ｎｍ）を含む。前記分析の吸光は、代謝的に活性な細胞数に関連する
。
【０１１６】
　得られた結果は、海馬細胞がｃ－ｄｉ－ＧＭＰに感受性であることを示唆する。初代培
養のＳＴＳによる処理は、予想されたとおり重要な細胞死をもたらす。ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ
は一次海馬培養に対して毒性はない。ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ（０．１ないし１０μＭ）での培
養の前処理は、ＳＴＳ誘導細胞死を防ぐ（図５、図中ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは、図中「類似物
」として記載されている）。ｃ－ｄｉ－ＧＭＰ（０．１ないし１０μＭ）を、ＳＴＳとと
もにまたはＳＴＳの後に適用すると、代謝的に活性な細胞の数は、ＳＴＳ単独で処理した
培養においての観察に比して平均的に高い。
【０１１７】
　この結果は、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰが神経保護性をもつことを示す。０．１ないし１０μＭ
の濃度は、海馬神経細胞を、スタウロスポリンすなわち神経損傷剤から保護する。さらに
重要なことには、ｃ－ｄｉ－ＧＭＰは顕著な神経保護活性を後処理で示し、損傷を受けも
しくは死んだ神経細胞をコントロール水準にまで復元するように考えられる。この物質を
単独または他の物質との組み合わせまたはワクチンの一部として使用することで、機械的
または生化学的原因の、急性および慢性的な損傷に対する保護的な免疫反応が安全に高め
られる。前記物質は、損傷後に投与されたときにおいても効果的であるので、またスタウ
ロスポリン（二次変性のごく一般的なメディエーター）の毒性に対しても保護するので、
神経学的、脳、または脳卒中、緑内障、アルツハイマー病、パーキンソン病、および筋萎
縮性側索硬化症といった慢性神経変性障害といった疾患（しかしこれらに限定されない）
の予防または治療に臨床的に用いることができる。
【０１１８】
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【図面の簡単な説明】
【０１２４】
【図１】図１Ａ－１Ｈはｃ－ジ－ＧＭＰに暴露されたＤＣｓの表面表現型のグラフである
。ＤＣｓは未処理（Ｕｎｔｒ）のまま、またはＮａＣｌ、ｃ－ジ－ＧＭＰまたはＬＰＳで
２４時間処理した。ついでＤＣｓは指示マーカー、ＨＬＡ－ＤＲ（図１Ａ）、ＣＤ８３（
図１Ｂ）、ＣＸＣＲ４（図１Ｃ）、ＣＣＲ７（図１Ｄ）、ＣＤ８０（図１Ｅ）、ＣＤ８６
（図１Ｆ）、ＭＲ（図１Ｇ）、およびＣＤ３２（図１Ｈ）の表現のため、ＰＥ－またはＦ
ＩＴＣ共役ｍＡｂｓで染色して分析した。直接染色のためのアイソタイプ調節は平均蛍光
＜５を示した。結果は正の細胞（□）のパーセント、平均蛍光強度（ＭＦＩ、黒い四角）
として表す。
【図２】図１Ｇおよび１Ｈは図1で説明した通りである。図２はｃ－ジ－ＧＭＰに暴露し
たＤＣｓのエンドサイトーシス活性を示すグラフである。ＤＣｓは未処理（Ｕｎｔｒ）の
まま、またはＮａＣｌ、ｃ－ジ－ＧＭＰまたはＬＰＳで２４時間処理した。マンノース受
容体仲介エンドサイトーシスはＦＩＴＣ－デキストラン（ＤＸ）の細胞の取り込みとして
評価し、ＦＡＣＳを用いて測定した。結果は正の細胞のパーセントとして表す。
【図３】図３Ａと３Ｂはサイトカイン生成のｃ－ジ－ＧＭＰの効果を示すグラフである。
ＮａＣｌ（コントロールとして用いた）のサイトカイン上澄み濃度またはｃ－ジ－ＧＭＰ
－処理の未成熟（図３Ａ）または成熟（ＬＰＳ－処理；図３Ｂ）ＤＣｓの分析はＥＬＩＳ
Ａによって決定した。上澄みを処理の２４時間後に収集しＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－
１β、ＩＬ－１０およびＩＬ－１２をテストした。結果はｐｇ／ｍｌとして表した。ＩＬ
－１２濃度は未熟なＤＣ培養上澄みに検出しなかった。ｉＤＣ＝未熟ＤＣ；ｍＤＣ＝熟し
たＤＣ。
【図４】図４Ａと４Ｂは自己および同種間のＰＢＭＣの刺激を示すグラフである。ＤＣｓ
は未処理（Ｕｎｔｒ）のままであり、またはＮａＣｌ、ｃ－ジ－ＧＭＰまたはＬＰＳで２
４時間処理した。１×１０５自己（図４Ａ）または同種間（図４Ｂ）ＰＢＭＣで異なる細
胞番号で培養した照射したＤＣｓで、混合白血球反応は、ついでセットアップした。［Ｈ
３］チミジン取り込みは５日後に測定した。結果は分当りのカウント（ｃｐｍ）として表
した。
【図５】図５は神経損傷剤スタウロスポリンによって前処理および後処理の損傷から細胞
を保護する、海馬細胞のｃ－ジ－ＧＭＰの神経保護活性を示すグラフである。
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