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(57)摘要

在体外激活免疫细胞或者在受试者中诱发

免疫应答的组合物和方法，包括包含至少一种手

性阳离子脂质的组合物。在一个实施方案中所述

手性阳离子脂质包括具有式(I)表示的结构的非

甾体阳离子脂质；其中R1是季铵基团，Y1是选自

下列的间隔子：烃链、酯、酮和肽，C*是手性碳，R2

和R3独立地选自饱和脂肪酸、不饱和脂肪酸、酯

连接的烃、磷-二酯及其组合。

(I)
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1.一种组合物，其包含至少一种手性阳离子脂质，其剂量足以离体激活免疫系统的细

胞，或者激活受试者的免疫系统并且在该受试者中诱发免疫应答。

2.权利要求1的组合物，其中所述手性阳离子脂质包含具有下式表示的结构的非甾体

阳离子脂质：

其中R1是季铵基团；Y1选自下列的间隔基团：烃链、酯、酮和肽；C*是手性碳；R2和R3独立

地选自饱和脂肪酸、不饱和脂肪酸、酯连接的烃、磷-二酯、及其组合。

3.权利要求2的组合物，其中所述手性阳离子脂质选自DOTAP、DOTMA、DOEPC、及其组合。

4.权利要求1的组合物，其进一步包含至少一种抗原以形成阳离子脂质/抗原复合物，

其中所述阳离子脂质/抗原复合物刺激抗原特异性作用或免疫应答。

5.权利要求4的组合物，其中所述至少一种抗原选自肿瘤相关抗原、病毒抗原、微生物

抗原、及其组合。

6.权利要求4的组合物，其中所述至少一种抗原包括脂质化抗原或者被修饰以增加其

疏水性的抗原，并且其可在所述抗原和连接的疏水基之间含有氨基酸连接子序列。

7.权利要求6的组合物，其中所述至少一种抗原选自脂蛋白、脂肽、被具有疏水性增加

的氨基酸序列修饰的蛋白或肽、及其组合。

8.权利要求4的组合物，其中所述至少一种抗原包括共价连接到氨基酸序列的至少一

种抗原，所述氨基酸序列使该抗原具有与母体蛋白中存在序列不同的氨基酸序列。

9.离体激活免疫细胞或者在受试者中诱发免疫应答的方法，该方法包括给受试者以足

以激活该细胞或者在受试者中诱发免疫应答的剂量施用至少一种手性阳离子脂质。

10.权利要求9的方法，其中所述阳离子脂质包含具有下式表示的结构的非甾体阳离子

脂质：

其中R1是季铵基团、Y1选自烃链、酯、酮和肽；C*是手性碳；R2和R3独立地选自饱和脂肪

酸、不饱和脂肪酸、酯连接的烃、磷-二酯、及其组合。

11.权利要求10的方法，其中所述手性阳离子脂质选自DOTAP、DOTMA、DOEPC、及其组合。

12.权利要求9的方法，其进一步包含至少一种抗原以形成阳离子脂质/抗原复合物，其

中所述阳离子脂质/抗原复合物刺激抗原特异性免疫应答。

13.权利要求12的方法，其中所述至少一种抗原选自肿瘤相关抗原、病毒抗原、微生物

抗原、及其组合。

14.权利要求12的方法，其中所述至少一种抗原包括脂质化抗原或者被修饰以增加其

疏水性的抗原，并且其可在所述抗原和连接的疏水基之间含有氨基酸连接子序列。
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15.权利要求12的方法，其中所述至少一种抗原选自脂蛋白、脂肽、被具有疏水性增加

的氨基酸序列修饰的蛋白或肽、及其组合。

16.通过用手性阳离子脂质或者阳离子脂质/抗原复合物处理T-细胞以诱发T-细胞增

殖的方法，其中所述阳离子脂质由手性脂质或手性脂质的混合物组成。
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通过阳离子脂质的对映体刺激免疫应答

[0001] 本申请是国际申请日为2009年04月14日、国际申请号为PCT/US2009/040500、进入

国家阶段的申请号为200980121761.X、发明名称为“通过阳离子脂质的对映体刺激免疫应

答”的PCT申请的分案申请。

[0002] 交叉引用相关申请

本申请要求于2008年4月17日提交的Elizabeth  Vasievich ,  Weihsu  Chen ,  Kenya 

Toney,  Gregory  Conn,  Frank  Bedu-Addo和Leaf  Huang的并且标题为“通过阳离子脂质的

对映体刺激免疫应答”的美国临时申请No.  61/045,837的权益，其公开内容以其整体通过

引用并入本文。

技术领域

[0003] 本发明一般地涉及刺激免疫应答，更特别地涉及脂质的R和S对映体在刺激免疫应

答中的用途。

背景技术

[0004] 本部分的目的在于给读者介绍本领域的许多方面，这些方面与本发明下面描述

和/或权利主张的各个方面相关。相信此讨论能帮助给读者提供背景信息，以有助于更好地

理解本发明的各个方面。相应地，应当理解，这些说明是以其观点阅读，而不是作为对在先

技术的认可。

[0005] 安全有效的人用免疫治疗法的开发仍然是全球患者的急迫的医学需求。为了引发

适当的免疫应答，增强、引导或促进免疫应答的免疫调节剂("免疫调节剂")可用于疫苗设

计或免疫治疗[Gregoriadis,  G.,  Immunological  adjuvants：a  role  for  liposomes. 

Immunol  Today  11：89  (1990)]。例如，疫苗可以包括刺激免疫应答的抗原。然而，一些包含

抗原的有效疫苗是免疫应答的弱刺激物，因为该疫苗不能有效地将该抗原投递给免疫系统

的抗原递呈细胞("APC")，和/或该抗原免疫原性弱。因此，给APC有效投递抗原并且刺激该

免疫系统对抗原的应答的免疫治疗法是需要的，免疫调节剂有可能发挥作为免疫治疗法的

功能。此类免疫治疗法可能具有这些和其它益处。例如，当包括作为治疗性疫苗的一部分

时，免疫调节剂应当至少：(1)改善抗原投递和/或在APC中的处理[Wang ,  R ,  F .,  and 

Wang ,  H .  Y .  Enhancement  of  antitumor  immunity  by  prolonging  antigen 

presentation  on  dendritic  cells.  Nat  Biotechnol  20：149  (2002)]，(2)诱发免疫调

节细胞因子的产生，该免疫调节细胞因子偏好对疫苗抗原的免疫应答的发展，由此促进细

胞介导的免疫，包括细胞毒性T-淋巴细胞("CTL")，(3)减少免疫接种的次数或者有效疫苗

所需的抗原量[Vogel,  F.  R.  Improving  vaccine  performance  with  adjuvants.  Clin 

Infect  Dis  30  Suppl  3：S266  (2000)]，(4)增加疫苗抗原的生物学或免疫学半衰期，和

(5)通过抑制免疫抑制因子克服对抗原的免疫耐受性[Baecher-Allan,  C,  and  Anderson, 

D .  E .  Immune  regulation  in  tumor-bearing  hosts .  Curr  Opin  Immunol  18：214 

(2006)]。
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[0006] 近来，用于增强抗原例如肽或蛋白抗原在引发免疫应答中的有效性的主要类型的

药剂是佐剂，例如油包水乳剂、明矾(alum)和增强抗应答的其它化学品；然而，这些佐剂不

是上文所述的免疫调节剂，因为它们不具有自身的直接免疫调节作用[Vogel,  F.  R.,  and 

Powell ,  M .  F .  A  compendium  of  vaccine  adjuvants  and  excipients ,  Pharm 

Biotechnol  6：141  (1995)]。几种此类佐剂可有效用于动物，并且其中一些已测试用于临

床。除了常规佐剂例如铝盐外，已上市的有例如下列的产品：流行性感冒病毒小体[Gtuck, 

R.,  and  Walti,  E.  2000.  Biophysical  validation  of  Epaxal  Berna,  a  hepatitis  A 

vaccine  adjuvanted  with  immunopotentiating  reconstituted  influenza  virosomes 

(IRIV) .  Dev  Biol  (Basel)  103  ：189  (2000)]，以及Chiron's  MF59  [Kahn,  J.  O.,  et 

al.  Clinical  and  immunologic  responses  to  human  immunodeficiency  virus  (HIV) 

type  ISF2  gp120  subunit  vaccine  combined  with  MF59  adjuvant  with  or  without 

muramyl  tripeptide  dipalmitoyl  phosphatidylethanolamine  in  non-HIV-infected 

human  volunteers.  J  Infect  Dis  170：1288  (1994)]，它们具有内在的免疫作用。例如，

MF59(其是亚微粒乳剂基佐剂)被内陷到树状突细胞[Dupuis ,  M .,  et  al .,  dendritic 

cells  internalize  vaccine  adjuvant  after  intramuscular  injection .  Cell 

Immunol  186：18  (1998)]。然而，根据关于HSV和流行性感冒疫苗的临床试验报道[Jones, 

C.  A.,  and  Cunningham,  A.  L.  Vaccination  strategies  to  prevent  genital  herpes 

and  neonatal  herpes  simplex  virus  (HSV)  disease .  Herpes  11：12  (2004)；

Minutello ,  M .  et  al .,  Safety  and  immunogenicity  of  an  inactivated  subunit 

influenza  virus  vaccine  combined  with  MF59  adjuvant  emulsion  in  elderly 

subjects ,  immunized  for  three  consecutive  influenza  seasons .  Vaccine  17：99 

(1999)]，来自动物模型的证据表明，MF59佐剂会增强中和抗体的产生而不会增强T细胞应

答。因此需要有刺激细胞介导的免疫应答的新方法。

[0007] 此外，如上文提到的，有一些抗原是免疫应答的弱刺激子。因此，除了与刺激免疫

应答的物质共同施用抗原以外，如上文所述的，可以调节弱的免疫原性抗原以增加其免疫

原性.  例如，弱免疫原性抗原可以与免疫原性肽、多糖或脂质偶联以增加其免疫原性。然

而，使弱免疫原性抗原与这些类型的化合物偶联可能不足以引发免疫应答。例如，所得免疫

应答可以指向偶联的化合物上的免疫原性表位而不是该弱抗原，或者该偶联的抗原可能不

能有效地传递免疫系统的APC。因此，需要有其它方法来刺激对弱免疫原性的抗原的免疫应

答。

发明内容

[0008] 本发明某些示例性的方面说明于下文。应当理解，提供这些方面仅是给读者提供

本发明可采取的某些形式的简单概况，并且这些方面不是要限制本发明的范围。事实上，本

发明可包括可能未在下文明确说明的各个方面。

[0009] 本发明涉及阳离子脂质的手征性以及R和S阳离子脂质的对映体的用途，其在某些

剂量和组合物的条件下充当新类型的免疫刺激剂，以使其(1)给该免疫系统有效提供或投

递抗原，和(2)刺激免疫系统对抗原的应答。

[0010] 脂质体已被广泛用于投递小分子量药物、质粒DNA、寡核苷酸、蛋白和肽。与用于减
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活疫苗或病毒载体例如牛痘苗或流感病毒的传统免疫接种相比，使用脂质体介质作为非病

毒抗原载体的疫苗是优选的。本申请受让人的美国专利申请No.  12/049,957公开了简单然

而有效的脂质基免疫治疗法，其包括具有两个分子即阳离子脂质和抗原的阳离子脂质/抗

原复合物，以及脂质剂量对产生免疫应答的作用。报道的结果证实，与抗原复合的阳离子脂

质体用于刺激免疫应答并引起树突状细胞(APC)与T-细胞的相互作用。

[0011] 在本发明中，用所选阳离子脂质的两个对映体进行的附加研究发现，在不同条件

下阳离子脂质的R和S对映体发挥有效免疫活性剂的能力方面存在差异。在与抗原组合时，

含有R对映体的阳离子脂质/抗原复合物在各种剂量条件下(包括低剂量条件)会诱发特异

性针对配制在该复合物中的抗原的强烈免疫应答，并导致肿瘤退化。然而，包含S-DOTAP和

抗原的复合物仅能够诱发有限的肿瘤退化，但在R-DOTAP有效的所有剂量下却不会。然而，

DOTAP的两种对映体在诱发树状突细胞的成熟和活化方面是等效的，这是诱发细胞免疫应

答的第一步。

[0012] 因此，本发明的一个方面提供了其量足以在受试者中诱发免疫应答的阳离子脂质

的至少一种对映体的组合物。

[0013] 本发明另一方面提供了在受试者中通过给该受试者施用阳离子脂质的特定对映

体或对映体混合物来诱发免疫应答的方法。

[0014] 本发明另一方面提供了其量足以在受试者中诱发免疫应答的阳离子脂质的R或S

对映体的组合物。

[0015] 本发明其它方面涉及给R或S对映体添加至少一种抗原以形成阳离子脂质/抗原复

合物，在此情况下该免疫应答是抗原特异性的。

附图说明

[0016] 当结合附图阅读以下详述时，本发明的各种特征、方面和益处将变得更好理解，其

中：

图1A和1B描绘了1,2-二油酰基-3-三甲基铵丙烷("DOTAP")的手征性。

[0017] 图2是描绘通过R-DOTAP、S-DOTAP和外消旋混合物RS-DOTAP活化人树状突细胞导

致辅刺激分子CD  80的表达的图。

[0018] 图3是描绘通过R-DOTAP、S-DOTAP和外消旋混合物RS-DOTAP活化人树状突细胞导

致辅刺激分子CD  83的表达的图。

[0019] 图4是描绘通过R-DOTAP、S-DOTAP和外消旋混合物RS-DOTAP活化人树状突细胞导

致辅刺激分子CD  86的表达的图。

[0020] 图5是描绘通过R-DOTAP、S-DOTAP和外消旋混合物RS-DOTAP刺激人树状突细胞导

致趋化因子CCL-3产生的图。

[0021] 图6是描绘通过R-DOTAP、S-DOTAP和外消旋混合物RS-DOTAP刺激人树状突细胞导

致趋化因子CCL-4产生的图。

[0022] 图7是描绘通过R-DOTAP、S-DOTAP和外消旋混合物RS-DOTAP刺激人树状突细胞导

致趋化因子CCL-5产生的图。

[0023] 图8是描绘通过R-DOTAP、S-DOTAP和外消旋混合物RS-DOTAP刺激人树状突细胞导

致趋化因子CCL-19产生的图。
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[0024] 图9是描绘通过R-DOTAP、S-DOTAP和外消旋混合物RS-DOTAP刺激人树状突细胞导

致细胞因子IL-2产生的图。

[0025] 图10是描绘通过R-DOTAP、S-DOTAP和外消旋混合物RS-DOTAP刺激人树状突细胞导

致细胞因子IL-8产生的图。

[0026] 图11是描绘通过R-DOTAP、S-DOTAP和外消旋混合物RS-DOTAP刺激人树状突细胞导

致细胞因子IL-12产生的图。

[0027] 图12是根据注射后肿瘤大小和时间证实不同剂量阳离子脂质/抗原复合物的体内

抗肿瘤作用的图。

[0028] 图13是证实S-DOTAP剂量对阳离子脂质/抗原复合物的体内抗肿瘤效能的作用的

图。

[0029] 图14是证实R-DOTAP剂量对阳离子脂质/抗原复合物的体内抗肿瘤效能的作用的

图。

[0030] 图15是描绘DOTAP的外消旋混合物、R-DOTAP和S-DOTAP对阳离子脂质/抗原复合物

的体内抗肿瘤免疫应答的脂质剂量应答作用物图，抗原剂量为20μg。还证实了DOTAP的外消

旋混合物抗原剂量的作用。R-DOTAP相比于S-DOTAP：*  p<0.05，**  p<0.01，n=5-6。

具体实施方式

[0031] 本发明一个或多个特别的实施方案将描述于下文。在提供这些实施方案的简要说

明的努力中，所有确切实施方案的特征可能未描述于说明书中，应当理解，在开发任意这种

确切实施方案中，许多特定实施方案的论断有必要做出以实现开发者的特定目标，其可以

在不同的实施方案之间变化。此外，应当理解，这种开发的努力可能是复杂和耗时的，然而

对于具有本发明公开益处的常规技术的那些是常规性的。

[0032] 当介绍本发明的要素时(例如，其示例性实施方案)，冠词“一”、“一个”、“该”和“所

述”将表示存在有一个或多个要素。术语“包含”、“包括”和“具有”将是包涵性的并且表示除

了所罗列的要素以外还有其它要素。

[0033] 本发明的一个方面提供了在哺乳动物中刺激免疫应答以预防或治疗疾病的阳离

子脂质的对映体。该个别的手性脂质可以通过激活MAP激酶信号途径的各种组分以剂量依

赖性的方式独立地发挥免疫调节剂的功能，例如用于产生趋化因子和/或细胞因子。观察到

有效诱导免疫应答的剂量范围在R和S对映体之间是不同的，并且在不同哺乳动物物种之间

亦是不同的。例如，在啮齿目动物中，DOTAP的R-对映体在约30  nmol至约400  nmol的范围内

有效减弱肿瘤生长。相反，DOTAP的S-对映体在相同的啮齿目动物中在同样剂量范围内是有

效的，尽管其低于R-对映体。在另一方面，该手性阳离子脂质可能与用于给免疫系统的细胞

提供抗原或药物同时刺激强抗原特异性免疫应答有关。在本发明的一些方面，该抗原是脂

肽。

[0034] 通过引用并入本文的美国专利No.7,303,881公开了与疾病相关抗原复合的复合

阳离子脂质，其显示刺激防止特定疾病(例如，HPV-阳性癌症)的预防性免疫应答，以及杀灭

表达特定抗原的细胞并产生对疾病的有效治疗的治疗性免疫应答。目前，通过使用DOTAP的

R和S对映体进行研究，以进一步理解手征性对阳离子脂质的免疫刺激能力的作用。  (DOTAP

的R和S对映体显示于图1A和1B)。这些研究发现，有(或无)抗原时，个别阳离子脂质的对映
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体可独立地发挥免疫调节剂的功能以刺激免疫应答。此外，当阳离子脂质的对映体与抗原

复合时，产生抗原特异性免疫应答。在阳离子脂质的R和S对映体之间疾病特异性免疫应答

的程度显著不同。

[0035] 在另一方面，手性阳离子脂质以足以刺激免疫应答的剂量与一种或多种抗原组合

施用。在此情况下，该阳离子脂质/抗原组合能够产生免疫应答，该免疫应答对于与阳离子

脂质组合投予的一种或多种抗原是特异性的。产生的应答可包括产生特异性细胞毒性T细

胞、记忆T细胞或B细胞，造成对与一种或多种抗原相关的特定疾病的预防或治疗性应答。

[0036] 本发明的手性阳离子脂质可以呈阳离子脂质复合物的形式。该阳离子脂质复合物

可以呈各种小囊泡的形式，例如脂质体、胶束或乳液。该阳离子脂质复合物可以是单层的或

者多层的。当包含有抗原时，该抗原可以包囊在该阳离子脂质复合物中，或者可以是未包囊

的。包囊的理解为表示该抗原可被包含在该复合物的内部空间和/或掺入到该复合物的脂

质壁中。

[0037] 本发明另一方面涉及生产这些复合物的方法，其中该方法可任选包括从过量单一

组分中纯化这些成分的步骤。

[0038] 在某些实施方案中，该阳离子脂质复合物在pH  6.0-8.0处具有净正电荷和/或荷

正电的表面。

[0039] 可以与本发明阳离子脂质复合物包括的任选“抗原”可以是核酸、肽、脂肽、蛋白、

脂蛋白、多糖以及其它可能直接与阳离子脂质直接复合的大分子物质。然而，阳离子药物

(例如，大阳离子蛋白)可以直接与阴离子脂质复合，或者接着首先与阴离子脂质或聚合物

然后与手性阳离子脂质复合。应用此方法可以通过本发明复合物将荷阳性或中性电荷的药

物投递到细胞。

[0040] 本发明一个方面涉及手性阳离子脂质复合物的应用，以活化树状突细胞，以及刺

激趋化因子和细胞因子的产生。趋化因子和细胞因子是免疫应答的重要调节剂。趋化因子

最初鉴定为有效的化学引诱剂以用于炎症细胞，包括中性粒细胞、嗜酸性细胞和单核细胞/

巨噬细胞。后来的研究揭示，趋化因子对通过调节树状突细胞和其它淋巴细胞运输进入淋

巴样器官的免疫反应具有极深的影响。树状突细胞是移动细胞，其采样组织的抗原移动到

引流淋巴节并发育成熟以刺激T细胞应答。CC趋化因子的成员CCL2最初鉴定为一种单核细

胞/巨噬细胞的趋化因子和活化因子。后来的研究表明，其还可以影响T细胞、自然杀伤细胞

和中性粒细胞的功能。进一步探索发现，当存在Th1细胞因子、白介素-12  ("IL-  12")和干

扰素-γ  (“IFN-  γ”)时，CCL2是CD8+细胞毒性T淋巴细胞(“CTL”)活性的最有效的活化剂。

这可以通过CCL2与IFN-γ系统之间的正性相互作用来解释。细胞因子或趋化因子任一种的

缺乏可以干扰Th1极化以及后续的特异性肿瘤免疫性生成。另一种CC趋化因子CCL-4亦显示

在体内补充和扩张树状突细胞并赋予质粒DNA疫苗的免疫原性。最近，已经表明，趋化因子

通过引导na ϊve  CD8+  T细胞到CD4+  T细胞-树状突细胞相互作用的位点而增强免疫性，并

促进记忆CD8+  T细胞增殖。可通过本发明阳离子脂质复合物刺激的一些趋化因子的实例是

CCL-2、CCL-3和CCL-4。可通过本发明阳离子脂质复合物刺激的细胞因子的实例是IL-2、IL-

8、IL-  12和IFN-γ。本发明人注意到，本发明阳离子脂质复合物还可以刺激除了本说明书

公开的那些以外的趋化因子和细胞因子。

[0041] 脂质
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本发明手性阳离子脂质复合物可以形成任选与抗原混合的脂质体，并且可以单独含有

手性阳离子脂质或者与天然脂质组合的手性阳离子脂质。适宜的手性阳离子脂质种类包括

但不限于下列的R和S对映体：3-β[4N-(1N,  8-二胍基精脒)-氨基甲酰基]胆固醇(BGSC)；3-β

[N,N-二胍基乙基-氨基乙烷)-氨基甲酰基]胆固醇(BGTC)；N,N1N2N3四-甲基四棕榈基精胺

(cellfectin)；N-叔丁基-N'-四癸基-3-四癸基-氨基丙-脒(CLONfectin)；二甲基二十八烷

基铵溴化物(DDAB)；1,2-二肉豆蔻基氧基丙基-3-二甲基-  羟基乙基铵溴化物(DMRIE)；2,

3-二油酰基氧基-N-[2(精胺羧基氨基)乙基]-N,N-二甲基-1-丙铵三氟乙酸盐)  (DOSPA)；

1,3-二油酰基氧基-2-(6-羧基精基)-丙基酰胺(DOSPER)；4-(2 ,3-二-棕榈酰基氧基-丙

基)-1-甲基-1H-咪唑(DPIM)  N,N,N',N'-四甲基-N,N'-二(2-羟基乙基)-2,3-二油酰基氧

基-1,4-丁二铵碘化物)  (Tfx-50)；N-1-(2,3-二油酰基氧基)  丙基-N,N,N-三甲基铵氯化

物(DOTMA)或者其它N-(N,N-1-二烷氧基)-烷基-N,N,N-三取代的铵表面活性剂；1,2-二油

酰基-3-(4'-三甲基铵)丁醇-sn-甘油(DOBT)或胆固醇基(4'三甲基铵)丁酸盐(ChOTB)，其

中该三甲基铵基是通过丁醇间隔臂连接到双链(对于DOTB)或者胆固醇基(对于ChOTB)；

DOR1  (DL-1,2-二油酰基-3-二甲基氨基丙基-β-羟基乙基铵)或者DORIE  (DL-1,2-O-二油

酰基-3-二甲基氨基丙基-β-羟基乙基铵)  (DORIE)或者如WO  93/03709公开的其类似物；1,

2-二油酰基-3-琥珀酰基-sn-甘油胆碱酯(DOSC)；胆固醇基半琥珀酸酯(ChOSC)；脂多胺类

(lipopolyamines)例如二十八烷基氨基甘氨酰精胺(DOGS)和二棕榈酰基磷脂酰乙醇戊基

精胺(DPPES)或者公开于美国专利No.  5,283,185的阳离子脂质，胆固醇基-3β-羧基-氨基-

亚乙基三甲基铵碘化物，1-二甲基氨基-3-三甲基铵基-DL-2-丙基-胆固醇基羧酸碘，胆固

醇基-3-O-羧基氨基亚乙基胺，胆固醇基-3-β-氧基琥珀酰氨基-亚乙基三甲基铵碘化物，1-

二甲基氨基-3-三甲基铵-DL-2-丙基-胆固醇基-3-β-氧基琥珀酸碘，2-(2-三甲基铵)-乙基

甲基氨基乙基-胆固醇基-3-β-氧基琥珀酸碘，3-β-N-(N',N'-二甲基氨基乙烷)  氨基甲酰

基胆固醇(DC-chol)，和3-β-N-(聚乙烯亚胺)-氨基甲酰基胆固醇；O,O'-二肉豆蔻基-N-赖

氨酰基天冬氨酸盐(DMKE)；O ,O '-二肉豆蔻基-N-赖氨酰基-二肉豆蔻基-N-赖氨酰基

(DMKD)；1,2-二肉豆蔻基氧基丙基-3-二甲基-羟基乙基铵溴化物(DMRIE)；1,2-二月桂酰

基-sn-甘油-3-乙基磷酸胆碱(DLEPC)；1 ,2-二肉豆蔻基-sn-甘油-3-乙基磷酸胆碱

(DMEPC)；1,2-二油酰基-sn-甘油-3-乙基磷酸胆碱(DOEPC)；1,2-二棕榈酰基-sn--甘油-3-

乙基磷酸胆碱(DPEPC)；1,2-二硬脂酰基-sn-  甘油-3-乙基磷酸胆碱(DSEPC)；1,2-二油酰

基-3-三甲基铵丙烷(DOTAP)；二油酰基二甲基氨基丙烷(DODAP)；1,2-棕榈酰基-3-三甲基

铵丙烷(DPTAP)；1,2-二硬脂酰基-3-三甲基铵丙烷(DSTAP)，1,2-肉豆蔻基-3-三甲基铵丙

烷(DMTAP)；和十二烷基硫酸钠(SDS)。本发明考虑本申请公开的阳离子脂质的结构变异和

衍生物的应用。

[0042] 本发明的某些方面包括非甾体手性阳离子脂质，其具有下式表示的结构：

其中R1是季铵基团，Y1选自烃链、酯、酮和肽，C*是手性碳，R2和R3独立地选自饱和脂肪
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酸、不饱和脂肪酸、酯连接的烃、磷-二酯、及其组合。DOTAP、DMTAP、DSTAP、DPTAP、DPEPC、

DSEPC、DMEPC、DLEPC、DOEPC、DMKE、DMKD、DOSPA、DOTMA是具有此通式结构的脂质的实例。

[0043] 在一个实施方案中，本发明的手性阳离子脂质是这样的脂质，其中亲脂性基团与

氨基基团之间的键在水溶液中是稳定的。因此，本发明复合物的特征在于其在贮存期间稳

定(即，它们在形成后的时间能够保持小的直径并且保持生物学活性)。用于阳离子脂质的

此类键包括酰胺键、酯键、醚键和氨基甲酰基键。本领域技术人员容易理解，含有一种以上

种类的阳离子脂质的脂质体可用于制备本发明的复合物。例如，包含两种阳离子脂质(赖氨

酰-磷脂酰乙醇胺和β-内氨酰胆固醇酯)的脂质体已被公开用于某些药物投递的应用

[Brunette,  E.  et  al.,  Nucl.  Acids  Res.,  20：1151  (1992)]。

[0044] 还应理解，在考虑适用于本发明并任选与抗原混合的手性阳离子脂质时，本发明

方法不仅限于上文所文字阳离子脂质的应用，更确切地，任何脂质组合物均可使用，只要制

备阳离子脂质体并且所得阳离子荷电密度足以活化并诱发免疫应答。

[0045] 因此，除了手性阳离子脂质以外，本发明复合物还可以含有其它脂质。这些脂质包

括但不限于,实例有溶血磷脂胆碱  (1-油酰基溶血磷脂胆碱)的溶解性脂质，胆固醇，中性

磷脂其包括二油酰基磷脂酰乙醇胺(DOPE)或二油酰基磷脂酰胆碱(DOPC)以及包含聚乙二

醇部分的的各种亲脂性表面活性剂，其实例有Tween-80和PEG-PE。

[0046] 本发明的手性阳离子脂质复合物还可含有负电荷脂质以及阳离子脂质，只有所形

成的复合物的净电荷是正的，和/或该复合物的表面是正电荷。本发明的负电荷脂质是这样

的，它们包含至少一种脂质，所述脂质在生理pH值处或接近生理pH值处具有净负电荷。适宜

种类的负电荷脂质包括但不限于CHEMS(胆甾醇半琥珀酸酯)、NGPE  (N-戊二酰磷脂酰乙醇

胺)磷脂酰甘油和磷脂酸或相似的磷脂酸类似物。

[0047] 制备用于制备包含本发明药物投递复合物的脂质的脂质体的方法是本领域技术

人员已知的。脂质体制备方法的综述可见于：Liposome  Technology  (CFC  Press  New  York 

1984)；Ostro的Liposome  (Marcel  Dekker,  1987)；Methods  Biochem  Anal.  33  ：337-462 

(1988)以及美国专利No.  5,283,185。这些方法包括冷冻-融化挤出和声裂法。单层脂质体

(平均直径小于约200  nm)和多层脂质体(平均直径大于约300  nm)可用作起始成分以生产

本发明复合物。

[0048] 在用于制备本发明阳离子脂质复合物的阳离子脂质体中，该手性阳离子脂质是以

脂质体为总脂质体脂质的约10mol%至约100mol%的量存在，或者为约20mol%至约80mol%。中

性脂质(当包括在该脂质体中时)可以以总脂质体脂质的约0mol%至约90mol%的浓度存在，

或者为约20mol%至约80mol%，或者为40mol%至80mol%。负电荷脂质(当包括在该脂质体中

时)可以以总脂质体脂质的约0mol%至约49mol%的浓度范围存在，或者约0mol%至约40mol%。

在一个实施方案中，该脂质体含有手性阳离子和中性脂质，比率为约2：8至约6：4。

[0049] 还应理解，本发明的复合物可以含有修饰的脂质、蛋白、多聚阳离子或受体配体，

其发挥使该复合物引向特定组织或细胞类型的靶向因子的功能。靶向因子的实例包括但不

限于，无唾液酸糖蛋白、胰岛素、低密度脂蛋白(LDL)、叶酸盐/酯和对抗细胞表面分子的单

克隆和多克隆抗体。此外，为改变该复合物的循环半衰期，通过掺入含有聚乙二醇部分的亲

脂性表面活性剂可在空间上隔离该正表面电荷。

[0050] 在从蔗糖梯度中收集之后，该阳离子脂质复合物可以贮存在等渗蔗糖或葡萄糖溶
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液中，或者它们可以冷冻干燥，然后在临用前复溶于等渗溶液中。在一个实施方案中，该阳

离子脂质复合物贮存在溶液中。本发明阳离子脂质复合物的稳定性是通过测定该阳离子脂

质复合物经时贮存的物理稳定性和生物学活性的特殊测定法来测定的。该阳离子脂质复合

物的物理稳定性是通过测定该阳离子脂质复合物的直径和电荷来测定的，测定方法是本领

域技术人员已知的那些，包括例如，电子显微镜法、凝胶过滤色谱法，或者如实施例所述使

用例如Coulter  N4SD粒度分析仪的准弹性光散射的方式。当贮存的阳离子脂质复合物的直

径未增加到超过该阳离子脂质复合物纯化时测定的该阳离子脂质复合物的直径的100%、或

50%、或30%时，该阳离子脂质复合物的物理稳定性是“基本未变化”的。

[0051] 虽然手性阳离子脂质可能以纯的或基本上纯的形式施用，其优选以药物组合物、

配方或制剂存在。使用本发明手性阳离子脂质复合物的药物配方可包括在生理相容性无菌

缓冲溶液中的该阳离子脂质复合物，所述缓冲溶液例如磷酸盐缓冲盐水、等渗盐水或低离

子强度缓冲溶液例如乙酸盐或Hepes  (示例性的pH的范围为约3.0至约8.0)。该手性阳离子

脂质复合物可以以气溶胶或液体溶液施用，以供瘤内、动脉内、静脉内、气管内、腹膜内、皮

下和肌内施用。

[0052] 本发明的配方可以掺入本领域已知的任何稳定剂。示例性的稳定剂是胆固醇和有

助于脂质体双层硬化并防止双层分解或脱稳定化的其它固醇类。其它药剂例如聚乙二醇、

多糖或单糖可以掺入到脂质体中，以修饰脂质体表面并防止其因为与血液成分相互作用而

脱稳定化。其它示例性的稳定剂是蛋白质、糖类、无机酸或有机酸，其可以其本身使用或以

混合物使用。

[0053] 许多药学方法可用于控制、改变或延长免疫刺激的持续时间。控制释放制剂可以

通过使用聚合物复合物例如聚酯类、聚氨基酸、甲基纤维素、聚乙烯、聚(乳酸)和水凝胶来

实现，以将该阳离子脂质包裹或包埋并使其缓慢释放。类似的聚合物亦可用于吸附脂质体。

该脂质体可以包含在乳液配方中，以便改变该刺激剂的释放模式。或者，刺激剂存在于血液

循环中的持续时间可以通过用化合物包裹该脂质体的表面来增加，所述化合物例如聚乙二

醇或其它聚合物，以及其它物质例如糖类，其能够增加脂质体和乳液的循环时间或半衰期。

[0054] 当需要口服制剂时，手性阳离子脂质可以与本领域已知的典型药物载体例如蔗

糖、乳糖、甲基纤维素、羧甲基纤维素或阿拉伯胶等组合。阳离子脂质还可以被包衰在胶囊

或片剂中以供全身投药。

[0055] 本发明的手性阳离子脂质的施用可以是预防目的或治疗目的。当要提供预防时，

在任何情况或疾病症状下预先提供阳离子脂质。当要提供治疗时，在疾病发生时或发生后

提供阳离子脂质。免疫刺激剂的治疗性施用可用于减弱或者治愈疾病。为了两种目的时，阳

离子脂质可以与其它治疗剂或抗原施用，可以产生抑制特定疾病的预防或治疗作用。

[0056] 本发明的配方(不论是兽用还是人用)包括上文所述单独的手性阳离子脂质，R和S

对映体的混合物，或者还任选包括一种或多种其它治疗成分例如抗原或药物分子。所述配

方可以方便地以单位剂型提供，并且可通过制药领域已知的任何方法来制备。

[0057] 抗原

在一个实施方案中，手性阳离子脂质不与任何其它药剂施用，以便提高或降低各种免

疫应答，包括产生其它免疫调节剂，以及提供对所要战胜的疾病的免疫应答。在其它实施方

案中，该手性阳离子脂质与一种或多种抗原组合施用。在此情况下，目的是产生免疫应答，
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该免疫应答对于与阳离子脂质组合投递的所述抗原是特异性的。产生的应答可包括产生导

致对与这些抗原有关的特定疾病的预防或治疗应答的特定的细胞毒性T-细胞、记忆T-细胞

或B-细胞。该抗原可以是任何肿瘤相关抗原或者微生物抗原或者本领域技术人员已知的任

何其它抗原。

[0058] 本文所用的"肿瘤相关抗原"是一种分子或化合物(例如，蛋白质、肽、多肽、脂蛋

白、脂肽、糖蛋白、糖肽、脂质、糖脂、碳水化合物、RNA和/或DNA)，其与肿瘤或癌细胞有关，并

且当在主要组织相容性复合物("MHC")分子的背景下在抗原递呈细胞表面表达时其能够激

起免疫应答(体液的和/或细胞的)。肿瘤相关抗原包括自身抗原，以及与癌症无特定关系的

其它抗原，但是在施用于动物时会增强对肿瘤细胞或癌细胞的免疫应答和/或减低肿瘤细

胞或癌细胞的生长。本文提供了更具体的实施方案。

[0059] 本文所用的"微生物抗原"是一种微生物的抗原，其包括但不限于传染性病毒、传

染性细菌、传染性寄生虫和传染性真菌。微生物抗原可以是完整的微生物，以及天然的分离

物、片段或共衍生物，与天然的微生物抗原相同或相似的合成化合物，并且优选地，会引起

对相应微生物(由其产生天然微生物抗原)的特异性免疫应答。在优选的实施方案中，如果

化合物诱发类似于天然微生物抗原相似的免疫应答(体液的和/或细胞的)，则该化合物类

似于天然微生物抗原。类似于天然微生物抗原的化合物或抗原是本领域技术人员已知的，

例如蛋白、肽、多肽、脂蛋白、脂肽、糖蛋白、糖肽、脂质、糖脂、碳水化合物、RNA和/或DNA。类

似于天然微生物抗原的化合物的另一非限制性实例是多糖抗原的肽拟似物。本文提供了更

具体的实施方案。

[0060] 术语"抗原"将进一步包括已知或野生型抗原的肽或蛋白类似物，例如本说明书中

描述的那些。所述类似物比之于野生型抗原可以是更易溶解或更稳定的，并且亦可含有使

该抗原更具免疫活性的突变或修饰。抗原可以以任何方式被修饰，例如加入脂质或糖部分、

突变肽或蛋白氨基酸序列、突变DNA或RNA序列，或者本领域技术人员已知的任何其它修饰。

可以使用本领域技术人员已知的标准方法修饰抗原。

[0061] 本发明组合物和方法中还有用的是具有与期望抗原的氨基酸序列同源的氨基酸

序列的肽或蛋白，其中该同源抗原诱导对各个肿瘤、微生物或受感染细胞的免疫应答。

[0062] 在一个实施方案中，在该阳离子脂质复合物中的抗原包括与肿瘤或癌症相关的抗

原(即肿瘤相关抗原)以制备疫苗来预防或治疗肿瘤。这样，在一个实施方案中，本发明的肿

瘤或癌症疫苗进一步包括至少一种肿瘤相关抗原的至少一种抗原决定簇。在另一优选的实

施方案中，本发明的肿瘤或癌症疫苗进一步包括来自一种或多种肿瘤相关抗原的多种抗原

决定簇。发现用于本发明阳离子脂质复合物和方法的肿瘤相关抗原可以是内在免疫原性

的，或者无免疫原性，或者是轻微免疫原性。如本文所证实的，甚至肿瘤相关自身抗原亦可

以有利地用于治疗作用的本发明疫苗，因为该本发明组成能够破坏抑制例如抗原的免疫耐

受性。示例性的抗原包括但不限于合成抗原、重组抗原、外来抗原或同源抗原，并且抗原性

物质可包括但不限于蛋白、肽、多肽、脂蛋白、脂肽、脂质、糖脂、碳水化合物、RNA和DNA。此类

疫苗的实例包括但不限于用于治疗或预防下列的那些：乳癌、头颈癌、黑素瘤、子宫颈癌、肺

癌，前列腺癌、消化道癌，或者使用与肿瘤相关抗原复合的阳离子脂质的本领域已知的任何

其它癌症。还可能使抗原与阳离子脂质配制而不将其包裹在脂质体中。因此，本发明的阳离

子脂质复合物可用于治疗或预防癌的方法。在此情况下，可以给被免疫的哺乳动物注射含
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有包裹抗原的脂质体的药物配方。

[0063] 适用于本发明的肿瘤相关抗原包括天然存在的以及修饰的分子，其可以是单一肿

瘤类型的表型，若干肿瘤类型中共有的表型，和/或与正常细胞相比唯一表达或过表达于肿

瘤细胞中的表型。除了蛋白、糖蛋白、脂蛋白、肽和脂肽以外，碳水化合物、神经节苷酯、糖脂

和粘蛋白的表达的肿瘤特异性模式亦已被证明。用于癌症疫苗的示例性肿瘤相关抗原包括

致癌基因、肿瘤抑制基因和具有对肿瘤细胞独特地突变或重排的蛋白产物，再活化胚胎基

因产物，癌胚抗原，组织特异性(但不是肿瘤特异性)分化抗原，生长因子受体，细胞表面碳

水化合物残基，外来病毒蛋白和一些其它自身蛋白。

[0064] 肿瘤相关抗原的具体实施方案包括，例如，突变或修饰抗原例如Ras  p21原癌基

因、肿瘤抑制基因p53和HER-2/neu和BCR-abl致癌基因的蛋白产物，以及CDK4、MUM1、半胱天

冬酶8和β连环蛋白；过表达的抗原例如半乳凝素4、半乳凝素9、碳酸酐酶、醛缩酶A、PRAME、

Her2/neu、ErbB-2和KSA，癌胚抗原例如α胎儿蛋白(AFP)、人体绒毛膜促性腺激素(hCG)；自

身抗原例如癌胚抗原(CEA)和黑素细胞分化抗原例如Mart  1/Melan  A、gp100、gp75、酪氨酸

酶、TRP1和TRP2；前列腺相关抗原例如PSA、PAP、PSMA、PSM-P1和PSM-  P2；再活化胚胎基因产

物例如MAGE  1、MAGE  3、MAGE  4、GAGE  1、GAGE  2、BAGE、RAGE和其它癌症睾丸抗原例如NY-

ESO1、SSX2和SCP1；粘蛋白例如Muc-1和Muc-2；神经节苷酯例如GM2、GD2和GD3，中性糖脂质

和糖蛋白例如Lewis  (y)和globo-H；以及糖蛋白例如Tn、Thompson-Freidenreich  抗原

(TF)和sTn。还包括在本文中肿瘤相关抗原是全细胞和肿瘤细胞溶胞产物和其免疫原性蛋

白，以及表达于B淋巴细胞的单克隆增殖物上用于抑制B细胞淋巴瘤的免疫球蛋白特异型。

[0065] 肿瘤相关抗原和它们各自的肿瘤细胞靶包括例如细胞角蛋白，特别是细胞角蛋白

8、18和19，作为癌症的抗原。上皮膜抗原(EMA)、人胚胎抗原(HEA-125)、人牛奶脂肪球、

MBr1、MBr8、Ber-EP4、17-1  A、C26和T16亦是已知的癌抗原。结合蛋白和肌肉特异性肌动蛋

白是肌原性肉瘤的抗原。胎盘碱性磷酸酶、β-人绒毛膜促性腺激素和α胎儿蛋白是滋养层和

生殖细胞肿瘤的抗原。前列腺特异性抗原是前列腺癌的抗原，结肠腺癌的癌胚抗原。HMB-45

是黑素瘤的抗原。在子宫颈癌中，有用的抗原可通过人乳头状瘤病毒来编码。嗜铬粒蛋白-A

和突触素是神经内分泌和神经外胚层肿瘤的抗原。特别感兴趣的是侵袭性肿瘤，其形成具

有坏死区域的实质瘤块。这种坏死细胞的溶化是抗原-呈递细胞的抗原的丰富来源，并且此

本发明治疗可发现有利地用于与常规化学治疗和/或放射治疗相结合。

[0066] 在一个实施方案中，使用人乳头瘤病毒属HPV  抗原。用作肿瘤相关抗原的特异性

HPV抗原是HPV亚型16  E7。HPV  E7抗原-阳离子脂质复合物在预防和治疗子宫颈癌中是有效

的。此外，具有抗原活性但不致瘤活性的遗传工程化E7蛋白即E7m蛋白是有效的肿瘤相关抗

原。E7m-阳离子脂质复合物诱发细胞免疫以引起已建立肿瘤的完全消退，并因此可用作有

效的抗-子宫颈癌疫苗。

[0067] 肿瘤相关抗原可通过本领域公知的方法来制备。例如，这些抗原可以从癌细胞通

过制备癌细胞的粗提物(例如，如描述于Cohen  et  al,  Cancer  Res.,  54：1055  (1994)中

的)，通过使该抗原部分纯化，通过重组技术，或通过已知抗原的从新合成来制备。该抗原亦

可以是编码抗原肽的核酸形式，该抗原肽呈适合于在受试者中表达并呈递给被免疫的受试

者的免疫系统的形式。此外，该抗原可以是完全抗原，或者其可以是包含至少一种抗原决定

簇的完全抗原的片段。
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[0068] 得自已知易感染某些癌症的病原体的抗原亦可以有利地包括在本发明的癌症疫

苗中。据估计，全球癌症发生率中接近16%可能归因于感染病原体；并且许多恶性肿瘤的特

征在于特异性病毒基因产物的表达。因此，包括来自涉及引发癌症的病原体的一种或多种

抗原可以有助于拓宽宿主的免疫应答并增加该癌症疫苗的预防或治疗效果。用于本文提供

的癌症疫苗的特别感兴趣的病原体包括乙型肝炎病毒(肝细胞癌)，丙型肝炎病毒

(heptomas)，Epstein  Barr-病毒(EBV)  (伯基特淋巴瘤、鼻咽癌、免疫抑制个体中的PTLD)，

HTLVL  (成人型T细胞性白血病)，16、18、33、45型致瘤性人乳头状瘤病毒(成人子宫颈癌)，

和细菌幽门螺旋杆菌(B细胞胃淋巴瘤)。可以在哺乳动物特别是人中作为抗原的其它医学

上有关的微生物广泛描述于文献中，例如C.  G .  A  Thomas ,  Medical  Microbiology , 

Bailliere  Tindall,  Great  Britain  1983，其全部内容通过引用并入本文。

[0069] 在另一实施方案中，该阳离子脂质复合物的抗原包括得自病原体或与病原体有关

的抗原，即微生物抗原。这样，在一个实施方案中，本发明的病原体疫苗进一步包括至少一

种微生物抗原的至少一种抗原决定簇。可通过本发明疫苗靶向的病原体包括但不限于，病

毒、细菌、寄生虫和真菌。在另一实施方案中，本发明的病原体疫苗进一步包括来自一种或

多种微生物抗原的多种抗原决定簇。

[0070] 发现用于该阳离子脂质复合物和方法的微生物抗原可以是内在免疫原性、非免疫

原性、或微免疫原性的。示例性的抗原包括但不限于合成的、重组的、外源的、或同源的抗

原，并且抗原性物质可包括但不限于蛋白、肽、多肽、脂蛋白、脂肽、脂质、糖脂、碳水化合物、

RNA和DNA。

[0071] 示例性的病毒性病原体包括但不限于感染哺乳动物特别是人的病毒。病毒的实例

包括但不限于：逆转录病毒科(例如，人类免疫缺陷病毒)，例如HIV-1  (亦称为HTLV-UI、LAV

或HTLV-III/LAV)，或者HIV-III；以及其它分离物例如HIV-LP；小核糖核酸病毒科(例如脊

髓灰质炎病毒、甲肝病毒；肠道病毒、人类柯萨奇病毒、鼻病毒属、埃可病毒)；Calciviridae 

(例如引起胃肠炎的病毒株)；披膜病毒科(例如马脑炎病毒、风疹病毒)；Flaviridae  (例如

登革热病毒、脑炎病毒、黄热病病毒)；日冕形病毒科(例如冠形病毒)；弹状病毒科(例如疱

疹性口炎病毒、狂犬病病毒)；日冕形病毒科(例如冠形病毒)；弹状病毒科(例如疱疹性口炎

病毒、狂犬病病毒)；纤丝病毒科(例如依波拉病毒)；副粘病毒科(例如副流感病毒、腮腺炎

病毒、麻疹病毒、呼吸道合胞病毒)；正粘病毒科(例如流感病毒)；Bungaviridae  (例如汉坦

病毒、Bunga病毒、静脉病毒和Nairo病毒)；沙粒病毒科(出血热病毒)；呼肠孤病毒科(例如

呼肠病毒、orbiviurses和轮状病毒)；双RNA病毒；肝DNA病毒科(乙型肝炎病毒)；细小病毒

科(细小病毒组)；乳多空病毒科(乳头状瘤病毒、多瘤病毒)；腺病毒科(大多数腺病毒)；疱

疹病毒科单纯疱疹病毒(HSV)  1和2、水痘-带状疱疹病毒、细胞巨化病毒(CMV)、疱疹病毒；

Poxyiridae  (类天花病毒、痘苗病毒、痘病毒)；和虹彩病毒科(例如非洲猪瘟病毒)；和未分

类的病毒(例如海绵状脑病的病原因子、丁型病毒性肝炎的因子(认为是乙型肝炎病毒的缺

陷随体(satellite))、非-A非-B肝炎因子(1类=内部穿透的；2类=胃肠外穿透的(即丙型肝

炎)；Norwalk和相关病毒，以及星状病毒)。

[0072] 此外，革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌可通过本发明组合物和方法在脊椎动物靶

向。此类革兰氏阳性菌包括但不限于巴斯德菌属，葡萄球菌属和链球菌属。革兰氏阴性菌包

括但不限于大肠杆菌、假单胞菌属和沙门氏菌属。传染性细胞的具体实例包括但不限于包
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括但不限于：幽门螺旋杆菌、博氏疏螺旋体、军团杆菌属嗜肺性军团病菌、分枝杆菌属(例如

结核分支杆菌、鸟型分枝杆菌、细胞内分枝杆菌、堪萨斯分枝杆菌、戈登分枝杆菌)，金黄色

葡萄球菌，淋病奈瑟氏菌，脑膜炎萘瑟氏菌，单核细胞增多性李司忒菌，化脓性链球菌(A组

链球菌属)，无乳链球菌(B组链球菌属)，链球菌属(viridans组)，粪链球菌，牛链球菌，链球

菌属(厌氧菌属)，肺炎链球菌，病原体性弯曲杆菌属，肠球菌属，流感嗜血杆菌，炭疽芽孢杆

菌，白喉杆菌，棒状杆菌属，猪丹毒丹毒丝菌，产气荚膜梭状芽胞杆菌，破伤风梭状芽胞杆

菌，产气肠杆菌，肺炎克雷伯杆菌，多杀巴斯德菌，拟杆菌属，核粒梭杆菌，念珠状链杆菌、梅

毒密螺旋体，细弱密螺旋体，钩端螺旋体属，立克次体和衣氏放线菌。

[0073] 发现在本发明组合物中用作微生物抗原来源的细菌性病原体的多肽包括但不限

于铁调节外膜蛋白("IROMP")、外膜蛋白("OMP")和引起疖病的杀鲑气单胞菌的A-蛋白，引

起细菌性肾脏疾病("BKD")的沙门肾杆菌的p57  蛋白，主要表面相关抗原("msa")，表面表

达的细胞毒素("mpr")，表面表达的("ish")，和耶尔森菌病鞭毛抗原；细胞外蛋白("ECP")，

铁调节外膜蛋白("IROMP")，和巴斯德氏菌病的结构蛋白；鳗弧菌和病海弧菌的OMP和鞭毛

蛋白；鞭毛蛋白，OMP  蛋白，不动性爱德华菌和迟钝爱德华菌的aroA和purA；小瓜虫属的表

面抗原；和柱状噬纤维菌(Cytophaga  columnari)的结构和调节蛋白；和立克次体的结构和

调节蛋白。此类抗原可以分离或者重组法制备或者通过本领域已知的任何其它方法制备。

[0074] 病原体的实例进一步包括但不限于感染动物特别是人的真菌。真菌的实例包括但

不限于：新型隐球菌，夹膜组织胞浆菌，粗球孢子菌，皮炎芽生菌，沙眼衣原体和白色念珠

菌。感染性寄生虫的实例包括疟原虫例如镰状疟原虫，三日疟原虫，卵形疟原虫和间日疟原

虫。其它感染性有机体(即原生生物)包括鼠弓形体。寄生性病原体的多肽包括但不限于小

瓜虫属的表面抗原。

[0075] 在哺乳动物特别是人中用作抗原的其它医学相关微生物广泛描述于文献中(例

如，参见C.  G.  A  Thomas,  Medical  Microbiology,  Bailliere  Tindall,  Great  Britain 

1983)。除了治疗感染性人类疾病和人类病原体外，本发明的组合物和方法可用于治疗非人

类哺乳动物的感染。用于治疗非人类哺乳动物的许多疫苗公开于Bennett,  K.  Compendium 

of  Veterinary  Products,  3rd  ed.  North  American  Compendiums,  Inc.,  1995；亦见于

WO  02/069369，其公开内容以其整体通过引用清楚地并入本文。

[0076] 示例性的非人类病原体包括但不限于小鼠乳腺瘤病毒  ("MMTV")、劳斯氏肉瘤病

毒("RSV")、禽白血病病毒("ALV")、鸟类成髓细胞白血病病毒("AMV")、鼠白血病病毒("

MLV")、猫白血病病毒("FeLV")、鼠肉瘤病毒("MSV")、长臂猿白血病病毒("GALV")、脾坏死

病毒("SNV")、禽网状内皮组织增生病毒("RV")、猿猴肉瘤病毒("SSV")、梅森-菲舍猴病毒

("MPMV")、1型猿猴逆转录病毒("SRV-1")，慢病毒属例如HIV-1、HIV-2、SIV、绵羊髓鞘脱落

病毒、猫免疫缺损病毒("FIV")和马感染性贫血病毒("EIAV")、T细胞白血病病毒例如HTLV-

1、HTLV-II、猿猴T细胞白血病病毒("STLV")和牛白血病病毒("BLV")，以及泡沫病毒例如人

泡沫病毒("HFV")、猴泡沫病毒("SFV")和牛泡沫病毒("BFV")。

[0077] 在一些实施方案中，涉及感染性病原体的本文所用"治疗"、"治疗"和"治疗"是指

预防性治疗，该预防性治疗增加受试者对病原体感染的抵抗性或者减低该受试者被该病原

体感染的可能性；和/或受试者被感染之后的治疗以便战胜该感染，例如减少或消除感染或

者预防其变恶化。
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[0078] 微生物抗原可通过本领域公知的方法制备。例如，这些抗原直接从病毒和细菌制

备，其方式是通过制备粗提物、通过部分纯化该抗原，或者另选地通过重组技术或者通过已

知抗原的重新合成。该抗原亦可以适合于在受试者中表达并呈递到被免疫受试者的免疫系

统中的形式呈编码抗原肽的核酸形式。此外，该抗原可以是完全抗原，或者其可以是包含至

少一种抗原决定簇的完全抗原。

[0079] 为了提高抗原掺入到手性阳离子脂质囊泡中并提高投递到免疫系统的细胞，该抗

原可以与脂质链结合以便提高其在阳离子脂质的疏水性酰基链中的溶解度，同时保持分子

的抗原性质。脂质化抗原可以是脂蛋白或脂肽及其组合。脂质化抗原可以具有脂质和抗原

之间结合的连接子，例如，N-末端α或ε-棕榈酰赖氨酸可以通过二肽Ser-Ser连接子连接到

抗原。美国申请No.  12/049,957公开了，与DOTAP/E7配方相比，DOTAP/E7-脂肽复合物显示

增强的功能抗原特异性CD8+  T淋巴细胞应答，并因此提供了优良的抗肿瘤效果。

[0080] 根据以下实施例将进一步理解本发明。

实施例

[0081] 通过阳离子脂质的对映体有效刺激免疫系统

1.  细胞系和肽

TC-1细胞是C57BL/6小鼠肺上皮细胞，其已用HPV16  E6和E7致癌基因和活化的H-ras转

化。使细胞生长于RPMI培养基(商购自Invitrogen，Carlsbad ,  CA)，该培养基补充了10%胎

牛血清和100  U/ml青霉素，以及100  mg/ml链霉素。来自HPV  16  E7 蛋白的I型MHC限制性肽

(氨基酸11至20，YMLDLQPETT  [SEQ .  ID.  NO .  1])是通过匹兹堡大学肽合成实验室使用

Advanced  ChemTech模型200肽合成器并通过HPLC纯化经固相合成法合成的。

[0082] 2.脂质/抗原复合物的制备和物理性质的测定

DOTAP的对映体由瑞士Merck  AG  (EPROVA)提供。所有其它的脂质购自Avanti  Polar 

Lipids  (Alabaster,  AL)。小单层DOTAP脂质体是通过薄膜水合法接着挤出来制备的。氯仿

中的脂质是在玻璃管中在氮气流下以薄层干燥的。使该薄膜真空干燥2-3小时，然后重新水

化于含有E7  肽的细胞培养级水中(商业得自Walkersville的Cambrex，MD)或缓冲液(此缓

冲液虽本领域技术人员公知的)中，达到每mL含有0.7mg脂质和0.1mg  E7的最终浓度每mL 

(摩尔比=11：1)。使该脂质分散体依次通过孔径0.4、0.2和0.1 μm的聚碳酸酯膜挤出。没有

除去未包埋的肽。使该脂质体保存于4℃直到使用。与脂质体缔合的E7肽是通过测定脂质

体-结合肽的百分数来确定的。简而言之，通过Microcon ®离心过滤装置(Millipore , 

Bedford ,  MA)分离来自R-DOTAP/E7、S-DOTAP/E7或RS-  DOTAP/E7  复合物的未结合的E7 

肽，再通过Micro  BCA ™蛋白分析试剂盒(Pierce,  Rockford,  IL)测定未结合的肽的浓度。

肽缔合的效能是以未结合肽的百分数确定的。还可以使用本领域技术人员公知的用于一般

而论脂质体制备的其它方法。

[0083] 3. 统计分析

数据是以至少3个独立试验的均值±  SD提供的。使用双侧Student氏t检验来评价均值

差异的统计学显著性。显著设定为p<0.05。

[0084] 4.  阳离子脂质的单一R和S对映体/E7  复合物活化人树状突细胞与DOATP外消旋

混合物相似。
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[0085] 如上文所述制备阳离子脂质体。用于配方的E7抗原是经鉴别的被HLA-A*0201限制

的人E7  肽[HPV-16  E7，氨基酸11-20，YMLDLQPETT  (SEQ.  ID.  NO.  1)]。通过匹兹堡PA的匹

兹堡大学分子医学研究所合成该肽。人HLA-A2人树状突细胞得自Lonza  (Walkersville，

MD)。使冷冻的冷冻小瓶融化，再使树状突细胞培养于LGM-3培养基(购自Lonza，

Walkersville,  MD)中，该培养基补充了50微克/ml  IL-4和GM-CSF，37°C和5%  CO2，初始铺

板密度为125,000细胞/cm2，在12孔组织培养皿的2  ml培养基中。使细胞在培养物中生长3

天，通过显微镜检查显示为粘附和圆形细胞的混合物。

[0086] 用新配的50  微克/ml的IL-4和GM-CSF  (全部孔)在第3天处理细胞，测试孔用下列

任一混合物处理：10  ng/ml的白细胞介素1-β("IL-β")、白细胞介素6  ("IL-6")和TNF-α，和

10 μg/ml的前列腺素E2  ("PGE-2")  (用于激活的阳性对照)，未处理(阴性激活对照)，以及

2.5、10和40微摩尔最终浓度的S-DOTAP/E7，以及2.5、10和40微摩尔最终浓度的R-DOTAP/

E7。使处理的树状突细胞保持在培养物中达24小时，采集细胞表面标记染色并用流式细胞

计量术分析。通过血细胞计数器计数收获的细胞，再将10μl的下列抗体结合物连续加至各

样品中以用于标记表面标记：CD80-FITC、CD83-APC和CD86-PE  (BD  Biosciences)。该表面

标记的细胞接着通过流式细胞计量法使用BD  FACxcaliber流式细胞测定器分析，监测共刺

激树状突细胞标记分子CD80、CD83和CD86，它们是在激活时产生的。如图2、3和4所示，用两

种阳离子脂质对映体/E7复合物处理的主要的人树状突细胞均使全部三种共刺激树状突细

胞活化的标记的表达上调节，评价并要求成功地使抗原呈递到T-细胞，这类似于阳离子脂

质的外消旋混合物(RS-DOTAP)所观察到并报道于本申请的申请人的美国申请No.  12/049,

957中的。

[0087] 5.  含有单个R和S对映体的阳离子脂质/E7复合物在活化人树状突细胞以诱导趋

化因子和细胞因子产生中显示出不同的效能

如上文所述对人HLA-A2  树状突细胞(Lonza，Walkersville,  MD)进行处理并生长于培

养物中。在第3天，使细胞用40微摩尔DOTAP/E7复合物或者50微摩尔浓度的有效的免疫刺激

剂脂多糖(LPS)(阳性对照)进行处理。除去来自分析孔中的培养基，再在microfuge中以

1300  rpm离心5分钟成片状的未附着的树状突细胞。除去上清液，再用10微升/ml的

Calbiochem  (La  Jolla ,  CA)  蛋白酶抑制剂鸡尾酒组I  (Cat.  No.  539131)处理，再在分

析之前冷冻贮存。通过Searchlight  Protein  Array  Multiplex  ELISA分析法[Pierce 

Biotechnology  (Woburn,  MA)]分析针对趋化因子和细胞因子表达分析样品。

[0088] 评价选择的已知在细胞免疫应答中是必要的趋化因子的产生CCL3、CCL4、CCL5和

CCL19，并评价IL-2、11-8和IL-12的产生(图5-11，它们说明了R-DOTAP/E7和S-DOTAP/E7诱

发  CCL3、CCL4、CCL5、CCL-19、IL-2、IL-8和IL-12产生的能力)。这些图说明，含有单个DOTAP

的对映体的DOTAP/E7复合物通过人树状突细胞诱发产生细胞因子和趋化因子。然而，两种

对映体均不同程度地活化免疫系统，其中R-对映体显示更高的效能。

[0089] 6 .  在不同剂量的DOTAP外消旋混合物下用DOTAP/E7组合物治疗的小鼠中TC-1 

HPV-阳性肿瘤生长的动力学。

[0090] 在图12中，在第0天给小鼠皮下注射TC-1细胞，以诱发HPV-阳性肿瘤的生长。

DOTAP/E7组合物包含DOTAP的外消旋混合物。在第6天，小鼠在腹部对侧皮下接受含有10 μg 

E7肽的DOTAP/E7组合物。在该复合物中的DOTAP脂质浓度在3至600  nmol间变化(3、15、30、
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75、150、300和600  nmol)。在第23天，与未治疗的对照相比，低剂量的DOTAP  (15  nmol)显示

出部分的肿瘤抑制作用(P  <  0.05)，而30、150或300  nmol的DOTAP显示出提高的效能(P  < 

0.01)。75nmol的DOTAP显示最显著的肿瘤退化作用(P  <  0.001)。此外，给予高剂量DOTAP 

(600  nmol)的小鼠未显示抗肿瘤活性，证实高剂量下DOTAP  脂质体可能会诱发对免疫应答

的负调节。此外，100  nmol剂量的DOTAP  脂质体(无E7肽)未显示肿瘤生长的显著抑制作用，

表明该抗肿瘤作用是抗原特异性的。进一步地，150  nmol的1,2-二油酰基-sn-甘油-3-磷酸

甘油(DOPG，一种阴离子脂质)的脂质体与抗原施用未能显著抑制肿瘤生长。

[0091] 7 .  在用不同剂量的R和S的DOTAP的R-DOTAP/E7和S-DOTAP组合物治疗的小鼠中

TC-1  HPV-阳性肿瘤生长的动力学。

[0092] 在图13和14中，在第0天给小鼠皮下注射TC-1细胞，以便诱发HPV-阳性肿瘤的生

长。在第6天，使小鼠在腹部的对侧皮下接受R和S-  DOTAP  /E7组合物，其中含有20 μg  E7 

肽。在该复合物中的R或S-DOTAP脂质浓度范围为3至600  nmol  (3、15、30、75、100、125、150、

300和600  nmol)。与DOTAP的外消旋混合物(图12)不同，S-DOTAP 复合物未显示出抑制肿瘤

生长的能力并且未观察到肿瘤退化(图13)。然而，观察到了剂量应答作用，并且在第23天与

对照相比，600  nmol的S-DOTAP剂量诱发最慢的肿瘤生长(P  <  0 .05)。参见图14，含有R-

DOTAP和抗原的复合物的抗肿瘤作用与在外消旋混合物(图12)中观察到的结果相似。在第

23天与对照相比，75-150  nmol剂量的R-DOTAP显示出部分肿瘤抑制作用(P  <  0.001)。此

外，给予高剂量的R-DOTAP  (600  nmole)的小鼠未显示出显著的抗肿瘤活性，证实高剂量的

R-DOTAP  脂质体会诱发对免疫应答的负调节。单独的E7肽未显示出肿瘤生长的任何抑制作

用(未示出)。图15显示了不同的阳离子脂质/E7抗原复合物DOTAP、S-DOTAP和R-DOTAP(20μg

的抗原)以及DOTAP(10 μg的抗原)的肿瘤退化效能的脂质剂量应答曲线。

[0093] 8. 通过S-DOTAP和R-DOTAP组合物诱发T细胞增生

我们在以前的归于本申请的申请人的美国临时专利申请No .  60/983 ,799中证实， 

DOTAP/E7直接与人T淋巴细胞相互作用，导致克隆细胞表达和T细胞活化。这些研究检测了

DOTAP的外消旋混合物刺激T细胞的克隆细胞表达的能力。在这些研究中，从HLA-A2+健康供

者获得的浓缩的人淋巴细胞是直接通过培养基、单独的DOTAP、单独的肽或DOTAP/hE7刺激

的。以7-天的间隔重复该刺激3次。第三次刺激之后3天，与在培养基对照中的非克隆扩张相

比，用DOTAP或DOTAP/E7处理的淋巴细胞在培养基中显示T细胞克隆的广泛扩张。该扩张的

T-细胞还证实了显著的CTL活性。

[0094] 在这些研究中，DOTAP-介导的T细胞活化通过T细胞中的ERK磷酸化而被进一步确

证。还观察到在人T淋巴细胞中辅刺激分子CD86的DOTAP-诱导的表达。这些结果表明，DOTAP

通过MAP激酶介导的细胞增殖而对T细胞活化有直接影响。

[0095] 在本研究中，使用得自Lonza,  MA的纯化的T-细胞研究并确证了通过DOTAP的R和S

对映体诱导的人T-细胞增殖。与S-DOTAP相比R-DOTAP诱发更多的T-细胞增殖，并且活性类

似于DOTAP外消旋混合物。

[0096] 讨论

如美国专利No.  7,303,881所讨论的，广泛种类的阳离子脂质可以与抗原作为有效的

免疫刺激剂，以疾病的治疗中产生抗原特异性免疫应答。例如，美国专利No.  7,303,881公

开了包含阳离子脂质的脂质体活化树状突细胞，这是通过辅刺激分子CD80/CD86对DC2.4 
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树状突细胞的表达的阳离子脂质来刺激所证实的(图14A和14B)。如美国专利No.  7 ,303 ,

881的图14A所示，通过不同阳离子脂质体对DC2.4细胞刺激CD80/CD86的表达的能力非常不

同。Lipofectamine .RTM.(一种聚阳离子脂质2,3-二油酰基氧基-N-[2(精胺羧基氨基)乙

基]-N,N-二甲基-1-丙烷铵三氟乙酸盐(DOSPA)和中性脂质二油酰基磷脂酰乙醇胺(DOPE)

的3：1  (w/w)脂质体配方)以及从O,O'-二肉豆蔻基-N-赖氨酰天冬氨酸酯(DMKE)和O,O'-二

肉豆蔻基-N-赖氨酰-谷氨酸酯(DMKD)制备的脂质体通过CD2.4细胞强烈地刺激CD80/CD86

的表达。

[0097] 如在美国专利No.  7,303,881中进一步公开的，不同的阳离子脂质经CD2.4细胞刺

激CD  80的表面的能力是不同的。该脂质的亲水性头部和亲脂性尾部均显著影响此种能力。

例如，具有乙基磷酸胆碱(EPC)头部基团的DXEPC脂质通常显示比之于具有三甲基铵丙烷

(TAP)  头部基团的DXTAP  脂质更为有效。在带有一个特别的头部基团结构的脂质中，具有

更短的(1,2-二月桂酰基-sn-甘油-3-乙基磷酸胆碱(DLEPC-12：0)、1,2-二肉豆蔻酰基-sn-

甘油-3-乙基磷酸胆碱(DMEPC-14：0))或者不饱和的(1,2-二油酰基-sn-甘油-3-乙基磷酸

胆碱(DOEPC-18：1))酰基链的脂质显示比之于具有更长(1,2-二棕榈酰基-sn-甘油-3-乙基

磷酸胆碱(DPEPC-16：0))或者饱和的(1,2-  二硬脂酰基-sn-甘油-3-乙基磷酸胆碱(DSEPC-

16：0))酰基链的那些更为有效。然而，这些数据证实，多种阳离子脂质能够刺激树状突细胞

活化。美国申请No.  12/049,957中报道的研究强调通过阳离子脂质作为免疫刺激剂的机

制。

[0098] 来自上述研究的数据已得到这样的观察，即：该阳离子脂质不但靶向免疫系统的

APC并投递抗原的载体到免疫系统的APC，而且在低剂量组合物下作为有效佐剂功能在MAP

激酶依赖信号途径的整个活化中直接延伸到影响免疫系统功能，结果产生免疫系统调节分

子包括细胞因子和趋化因子。一种明确的阳离子脂质对该配方的免疫刺激能力的剂量-应

答作用已补充证实。其证实，在接受脂质/抗原复合物后，该粒子主要被树状突细胞吸收，该

树状突细胞是主要的专业抗原递呈细胞。树状突细胞活化开始并迁移到引流淋巴结促进对

抗抗原特异性TC-1肿瘤的免疫应答，这已被证实。功能性CD8+  T淋巴细胞是在小鼠中在接

受DOTAP/E7注射时产生的，肿瘤大小减小并且显示增加的编程性细胞死亡，原因是在肿瘤

微环境中浸润T细胞的数量增加。得到的钟形(在高于和低于最佳剂量下活性减小)阳离子

脂质剂量应答曲线证实了在非常低的剂量下的活性，这表明，阳离子脂质作为佐剂或免疫

刺激剂的活性是如此有效以致于EC50低到约15  nmol/注射。高剂量的阳离子脂质消除了免

疫刺激活性。我们还证实，当将抗原例如卵白蛋白掺入到阳离子脂质体中并以单次皮下注

射施用时，产生的抑制该抗原的有效抗体。阳离子脂质体还能诱发辅刺激分子CD80和CD83

的表达并活化人树状突细胞。人们清楚，在最佳剂量组合物下，阳离子脂质和阳离子脂质/

抗原复合物除了有效投递到树状突细胞以外还是有效的免疫系统活化剂，并且提供简单、

安全和非常有效的免疫治疗法以用于预防和治疗疾病。

[0099] 根据对免疫刺激机制的理解，进行进一步研究以评价阳离子脂质中的手征性的作

用以及阳离子脂质的免疫刺激能力。为达到此效果，使用纯合成的DOTAP的R和S对映体，并

与通常使用的外消旋混合物比较。关于树状突细胞的活化和成熟方面，DOTAP的R和S对映体

二者均证实具有类似于外消旋DOTAP的能力。所有三种脂质诱发树状突细胞表达辅刺激分

子CD  80、CD  83和CD  86。
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[0100] 诱发细胞对疾病的免疫应答的免疫刺激能力的重要特征是其能够诱发产生关键

的趋化因子和细胞因子。如在实施例中所报道的，DOTAP的R和S对映体之间在其诱发趋化因

子和细胞因子产生方面观察到显著差异。观察到R-DOTAP是一种比S-DOTAP更有效的免疫活

化剂。在所有情况下，R-DOTAP的效能等于或高于DOATP外消旋混合物的效能。

[0101] 为了确定细胞因子诱导作用的体外效能是否可以转化到体内治疗效能，对三种配

方(R-DOTAP/E7、S-DOTAP/E7和DOTAP/E7(外消旋混合物))评价它们在荷瘤小鼠中根除HPV-

E7阳性肿瘤的能力。每种配方是以多种脂质剂量评价的。如在图12-15中所证实的，含有R-

DOTAP和DOTAP的两种配方均显示钟形的脂质-剂量应答，在特异性最佳剂量范围内强烈的

E7特异性活性导致肿瘤退化。含有S-DOTAP的配方在任何观察的条件下均未诱发肿瘤退化，

尽管高脂质配方减缓了肿瘤生长。

[0102] 由此证明，DOTAP的R对映体是所观察到的DOTAP的佐剂作用的主要原因。然而，两

种对映体均是树状突细胞引起成熟的有效活性剂。

[0103] 以上报道的研究表明，包含手性脂质或手性脂质的混合物的阳离子脂质的特别独

特的组合物和应用，能够对其利用以发开简单、价廉和更为需要的免疫治疗法以用于多种

虚弱性疾病。

[0104] 在上述方面和示例性的实施方案中可以进行许多变化而不会脱离本发明的范围，

期望的是，包含于以上说明中的所有内容将解释为说明性的而非限制性的含义。这样，虽然

实话例主要讨论了阳离子脂质  DOTAP的对映体，本领域技术人员理解，这种阳离子脂质仅

是示例性的，并且该方法和机制能够用于其它阳离子脂质。
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