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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳類においてウイルス抗原に対する免疫応答を誘発するための医薬の製造におけるリ
ガンド－標的化カチオン性リポソーム複合体の使用、ここで、該カチオン性リポソーム複
合体は以下を含む：
（ａ）カチオン性リポソーム；
（ｂ）カチオン性リポソームに化学的に結合していないが直接的に複合体化した、カルボ
キシ末端にてシステイン部分を含む抗－トランスフェリン受容体一本鎖Ｆｖ（ｃｙｓ－Ｔ
ｆＲｓｃＦｖ）である、リガンド；
（ｃ）カチオン性リポソームに結合した１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上
の核酸分子；および
（ｄ）カチオン性リポソームに結合した１以上のインターロイキンをコードする１以上の
核酸分子。
【請求項２】
　該ウイルス抗原が、インフルエンザウイルス、ＨＩＶウイルス、ＳＡＲＳウイルス、鳥
インフルエンザウイルス、エボラウイルス、Ｂ型肝炎ウイルスおよび天然痘ウイルスから
なる群から選択されるウイルスからのものであり、該１以上のウイルスタンパク質が、Ｈ
ＩＶウイルスタンパク質、エボラウイルスタンパク質、インフルエンザウイルスタンパク
質、ＳＡＲＳウイルスタンパク質、鳥インフルエンザウイルスタンパク質、Ｂ型肝炎ウイ
ルスタンパク質および天然痘ウイルスタンパク質からなる群から選択され、該１以上のイ
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ンターロイキンが、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、Ｉ
Ｌ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、ＩＬ
－１７、ＩＬ－１８およびＩＬ－２３からなる群から選択される、請求項１の使用。
【請求項３】
　該複合体が、静脈内投与、経口投与、筋肉内投与、病巣内投与、皮内投与、経皮投与、
眼内投与、腹腔内投与、経皮的投与、エアロゾル投与、鼻腔内投与、臓器内投与、脳内投
与、局所投与、皮下投与、内視鏡下投与、徐放インプラントおよび浸透圧または機械的ポ
ンプを介する投与からなる群から選択される経路を介して、ボーラスとしてまたは注入と
して投与される請求項１の使用。
【請求項４】
　該リガンド－標的化カチオン性リポソームが、該カチオン性リポソームに結合したＫ［
Ｋ（Ｈ）ＫＫＫ］５－Ｋ（Ｈ）ＫＫＣ（ＨｏＫＣ）（配列番号１）ペプチドを含むペプチ
ドをさらに含む請求項１の使用。
【請求項５】
　哺乳類におけるウイルス性疾患を治療または予防するための医薬の製造におけるカチオ
ン性リポソーム複合体の使用、ここで、該カチオン性リポソーム複合体は以下を含む：
（ａ）カチオン性リポソーム；
（ｂ）カチオン性リポソームに化学的に結合していないが直接的に複合体化した、カルボ
キシ末端にてシステイン部分を含む抗－トランスフェリン受容体一本鎖Ｆｖ（ｃｙｓ－Ｔ
ｆＲｓｃＦｖ）である、リガンド；
（ｃ）カチオン性リポソームに結合した１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上
の核酸分子；および、
（ｄ）カチオン性リポソームに結合した１以上のインターロイキンをコードする１以上の
核酸分子。
【請求項６】
　該ウイルス性疾患が、インフルエンザ、ＨＩＶ、ＳＡＲＳ、鳥インフルエンザ、エボラ
、Ｂ型肝炎および天然痘からなる群から選択され、該１以上のウイルスタンパク質が、Ｈ
ＩＶウイルスタンパク質、エボラウイルスタンパク質、インフルエンザウイルスタンパク
質、ＳＡＲＳウイルスタンパク質、鳥インフルエンザウイルスタンパク質、Ｂ型肝炎ウイ
ルスタンパク質および天然痘ウイルスタンパク質からなる群から選択され、該１以上のイ
ンターロイキンが、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、Ｉ
Ｌ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、ＩＬ
－１７、ＩＬ－１８およびＩＬ－２３からなる群から選択される請求項５の使用。
【請求項７】
　該複合体が、静脈内投与、経口投与、筋肉内投与、病巣内投与、皮内投与、経皮投与、
眼内投与、腹腔内投与、経皮的投与、エアロゾル投与、鼻腔内投与、臓器内投与、脳内投
与、局所投与、皮下投与、内視鏡下投与、徐放インプラントおよび浸透圧または機械的ポ
ンプを介する投与からなる群から選択される経路を介して、ボーラスとしてまたは注入と
して投与される請求項５の使用。
【請求項８】
　該リガンド－標的化カチオン性リポソームが、該カチオン性リポソームに結合したＫ［
Ｋ（Ｈ）ＫＫＫ］５－Ｋ（Ｈ）ＫＫＣ（ＨｏＫＣ）（配列番号１）ペプチドを含むペプチ
ドをさらに含む請求項５の使用。
【請求項９】
　哺乳類の抗原提示細胞（ＡＰＣ）に１以上のウイルスタンパク質および／または１以上
のインターロイキンをコードする核酸分子を送達するための、抗－トランスフェリン受容
体一本鎖Ｆｖ（ＴｆＲｓｃＦｖ）－標的化カチオン性免疫リポソーム複合体を含む組成物
、ここで、該抗－トランスフェリン受容体一本鎖Ｆｖ（ＴｆＲｓｃＦｖ）－標的化カチオ
ン性免疫リポソーム複合体は、カチオン性リポソーム、カルボキシ末端にてシステイン部
分を含む抗－トランスフェリン受容体一本鎖Ｆｖ（ｃｙｓ－ＴｆＲｓｃＦｖ）、および１
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以上のウイルスタンパク質および／または１以上のインターロイキンをコードする核酸分
子を含み、ｃｙｓ－ＴｆＲｓｃＦｖはカチオン性リポソームに化学的に結合していないが
直接的に複合体化している。
【請求項１０】
　該核酸分子が１以上のウイルスタンパク質と１以上のインターロイキンとの両方をコー
ドする請求項９の組成物。
【請求項１１】
　該１以上のウイルスタンパク質が、ＨＩＶウイルスタンパク質、エボラウイルスタンパ
ク質、インフルエンザウイルスタンパク質、ＳＡＲＳウイルスタンパク質、鳥インフルエ
ンザウイルスタンパク質、Ｂ型肝炎ウイルスタンパク質および天然痘ウイルスタンパク質
からなる群から選択され、該１以上のインターロイキンが、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－
３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ
－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８およびＩＬ－２３からなる群
から選択される請求項９の組成物。
【請求項１２】
　該組成物が、静脈内投与、経口投与、筋肉内投与、病巣内投与、皮内投与、経皮投与、
眼内投与、腹腔内投与、経皮的投与、エアロゾル投与、鼻腔内投与、臓器内投与、脳内投
与、局所投与、皮下投与、内視鏡下投与、徐放インプラントおよび浸透圧または機械的ポ
ンプを介する投与からなる群から選択される経路を介して、ボーラスとしてまたは注入と
して肝臓、脾臓、リンパ節、腸および／または呼吸器に位置するＡＰＣに投与される請求
項９の組成物。
【請求項１３】
　該カチオン性リポソームが１以上のカチオン性脂質と１以上の中性またはヘルパー脂質
との混合物を含む請求項１の使用。
【請求項１４】
　該ｃｙｓ－ＴｆＲｓｃＦｖと該カチオン性リポソームとが１：１から１：１００（ｗ：
ｗ）、または１：１０から１：５０（ｗ：ｗ）、または１：２０から１：４０（ｗ：ｗ）
の範囲の比である請求項１の使用。
【請求項１５】
　該カチオン性リポソームが、ジオレオイルトリメチルアンモニウムホスフェートとジオ
レオイルホスファチジルエタノールアミンおよび／またはコレステロール、ジオレオイル
トリメチルアンモニウムホスフェートとジオレオイルホスファチジルエタノールアミン、
ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロマイドとジオレオイルホスファチジルエタノー
ルアミンとの混合物；またはジメチルジオクタデシルアンモニウムブロマイドとジオレオ
イルホスファチジルエタノールアミンおよび／またはコレステロールとの混合物を含む請
求項１の使用。
【請求項１６】
　該核酸分子が、０．１モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分
子、対、１０モルの１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子；から、１
０モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、対、０．１モルの
１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子、のモル比にて存在するかまた
は、１モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、対、１モルの
１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子、のモル比にて存在する請求項
１の使用。
【請求項１７】
　該１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、該１以上のインターロ
イキンをコードする１以上の核酸分子、および該カチオン性リポソームが、０．５：１か
ら１：４０（μｇ全核酸：μｇリポソーム）、または１：５から１：２０（μｇ全核酸：
μｇリポソーム）の間の重量比、または１：１０（μｇ全核酸：μｇリポソーム）の重量
比にて存在する請求項１の使用。
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【請求項１８】
　該カチオン性リポソームが１以上のカチオン性脂質と１以上の中性またはヘルパー脂質
との混合物を含む請求項５の使用。
【請求項１９】
　該ｃｙｓ－ＴｆＲｓｃＦｖと該カチオン性リポソームとが、１：１から１：１００（ｗ
：ｗ）または１：１０から１：５０（ｗ：ｗ）または１：２０から１：４０（ｗ：ｗ）の
範囲の比にて存在する請求項５の使用。
【請求項２０】
　該カチオン性リポソームが、ジオレオイルトリメチルアンモニウムホスフェートとジオ
レオイルホスファチジルエタノールアミンおよび／またはコレステロール、ジオレオイル
トリメチルアンモニウムホスフェートとジオレオイルホスファチジルエタノールアミン、
ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロマイドとジオレオイルホスファチジルエタノー
ルアミンとの混合物；またはジメチルジオクタデシルアンモニウムブロマイドとジオレオ
イルホスファチジルエタノールアミンおよび／またはコレステロールとの混合物を含む請
求項５の使用。
【請求項２１】
　該核酸分子が、０．１モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分
子、対、１０モルの１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子；から、１
０モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、対、０．１モルの
１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子、のモル比、または１モルの１
以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、対、１モルの１以上のインタ
ーロイキンをコードする１以上の核酸分子、のモル比にて存在する請求項５の使用。
【請求項２２】
　該１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、該１以上のインターロ
イキンをコードする１以上の核酸分子、および該カチオン性リポソームが、０．５：１か
ら１：４０（μｇ全核酸：μｇリポソーム）、または１：５から１：２０（μｇ全核酸：
μｇリポソーム）、の間の重量比、または１：１０（μｇ全核酸：μｇリポソーム）の重
量比にて存在する請求項５の使用。
【請求項２３】
　以下を含む医薬組成物：
　カチオン性リポソーム、カルボキシ末端にてシステイン部分を含む抗－トランスフェリ
ン受容体一本鎖Ｆｖ（ｃｙｓ－ＴｆＲｓｃＦｖ）であるリガンドおよび１以上のウイルス
タンパク質をコードする１以上の核酸分子を含む第一のリガンド－標的化カチオン性リポ
ソーム複合体であって、該リガンドが該カチオン性リポソームに化学的に結合していない
が直接的に複合体化している第一のリガンド－標的化カチオン性リポソーム複合体；およ
び、
　カチオン性リポソーム、カルボキシ末端にてシステイン部分を含む抗－トランスフェリ
ン受容体一本鎖Ｆｖ（ｃｙｓ－ＴｆＲｓｃＦｖ）であるリガンドおよび１以上のインター
ロイキンをコードする１以上の核酸分子を含む第二のリガンド－標的化カチオン性リポソ
ーム複合体であって、該リガンドが該カチオン性リポソームに化学的に結合していないが
直接的に複合体化している第二のリガンド－標的化カチオン性リポソーム複合体。
【請求項２４】
　該核酸分子が該カチオン性リポソーム内にカプセル封入されているか、または該カチオ
ン性リポソームの内側または外側単層に結合している請求項２３の医薬組成物。
【請求項２５】
　該第一および第二のカチオン性リポソームが１以上のカチオン性脂質と１以上の中性ま
たはヘルパー脂質との混合物を含む請求項２３の医薬組成物。
【請求項２６】
　該カチオン性リポソームのそれぞれの該ｃｙｓ－ＴｆＲｓｃＦｖが１：１から１：１０
０（ｗ：ｗ）、または１：１０から１：５０（ｗ：ｗ）、または１：２０から１：４０（
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ｗ：ｗ）、の範囲の比にて存在する請求項２３の医薬組成物。
【請求項２７】
　該第一および第二のカチオン性リポソームが、ジオレオイルトリメチルアンモニウムホ
スフェートとジオレオイルホスファチジルエタノールアミンおよび／またはコレステロー
ル、ジオレオイルトリメチルアンモニウムホスフェートとジオレオイルホスファチジルエ
タノールアミン、ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロマイドとジオレオイルホスフ
ァチジルエタノールアミンとの混合物；またはジメチルジオクタデシルアンモニウムブロ
マイドとジオレオイルホスファチジルエタノールアミンおよび／またはコレステロールと
の混合物を含む請求項２３の医薬組成物。
【請求項２８】
　該核酸分子が、０．１モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分
子、対、１０モルの１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子；から、１
０モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、対、０．１モルの
１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子、のモル比、または１モルの１
以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、対、１モルの１以上のインタ
ーロイキンをコードする１以上の核酸分子、のモル比にて存在する請求項２３の医薬組成
物。
【請求項２９】
　該１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、該１以上のインターロ
イキンをコードする１以上の核酸分子、および該カチオン性リポソームがそれぞれ、０．
５：１から１：４０（μｇ全核酸：μｇリポソーム）、または１：５から１：２０（μｇ
全核酸：μｇリポソーム）、の間の重量比、または１：１０（μｇ全核酸：μｇリポソー
ム）の重量比にて該第一および第二のカチオン性リポソーム中に存在する請求項２３の医
薬組成物。
【請求項３０】
　該１以上のウイルスタンパク質が、ＨＩＶウイルスタンパク質、エボラウイルスタンパ
ク質、インフルエンザウイルスタンパク質、ＳＡＲＳウイルスタンパク質、鳥インフルエ
ンザウイルスタンパク質、Ｂ型肝炎ウイルスタンパク質および天然痘ウイルスタンパク質
からなる群から選択され、該１以上のインターロイキンが、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－
３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ
－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８およびＩＬ－２３からなる群
から選択される請求項２３の医薬組成物。
【請求項３１】
　該複合体のそれぞれに結合したＫ［Ｋ（Ｈ）ＫＫＫ］５－Ｋ（Ｈ）ＫＫＣ（ＨｏＫＣ）
（配列番号１）ペプチドを含むペプチドをさらに含む請求項２３の医薬組成物。
【請求項３２】
　抗原提示細胞（ＡＰＣ）と、カチオン性リポソーム、カルボキシ末端にてシステイン部
分を含む抗－トランスフェリン受容体一本鎖Ｆｖ（ｃｙｓ－ＴｆＲｓｃＦｖ）、および１
以上のウイルスタンパク質をコードするか、１以上のインターロイキンをコードするか、
または１以上のウイルスタンパク質および１以上のインターロイキンの両方をコードする
、１以上の核酸分子を含む抗－トランスフェリン受容体一本鎖Ｆｖ（ＴｆＲｓｃＦｖ）－
標的化カチオン性免疫リポソーム複合体とを接触させることを含む、哺乳類のＡＰＣに１
以上の核酸分子をインビトロで送達する方法であって、該ＴｆＲｓｃＦｖが該カチオン性
リポソームに化学的に結合していないが直接的に複合体化している方法。
【請求項３３】
　該１以上のウイルスタンパク質が、ＨＩＶウイルスタンパク質、エボラウイルスタンパ
ク質、インフルエンザウイルスタンパク質、ＳＡＲＳウイルスタンパク質、鳥インフルエ
ンザウイルスタンパク質、Ｂ型肝炎ウイルスタンパク質および天然痘ウイルスタンパク質
からなる群から選択され、該１以上のインターロイキンが、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－
３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ
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－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１５、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８およびＩＬ－２３からなる群
から選択される請求項３２の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
発明の背景
発明の分野
　本発明は、薬物送達、具体的には、カチオン性リポソームに基づくワクチンの分野にお
けるものである。態様において、本発明は、ウイルス抗原に対する免疫応答を誘発する、
または、ウイルス性疾患を治療または予防する、分子の送達に有用なリガンド-標的化 (
例えば、抗体-または抗体フラグメント-標的化) リポソームを製造する方法を提供する。
送達システムの特異性はターゲティングリガンドに由来する。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　ワクチンは、高度に伝染性の感染性病原体に対する強力な武器であり、前世紀において
感染性疾患の負荷を顕著に低減するのに役立った。しかし、感染性疾患によりもたらされ
る世界的な健康に対する脅威は低減しておらず、むしろ国家的および全世界的重要事項と
なっている。結核およびマラリアなどのウイルス性病原体の衝撃は、例えば、世界的規模
で感じられ続けており、新たに現れた病原体、例えば、 HIV/AIDS、SARS-コロナウイルス
および最近出現している感染爆発のインフルエンザ、即ち「鳥インフルエンザ」ウイルス
は公衆衛生に対する新たな挑戦である。 
【０００３】
　ほとんどのワクチン技術には、不活性化ワクチン製剤、タンパク質サブユニットに基づ
くものまたは弱毒性の性質のものを伴う。例えば、インフルエンザワクチンの現在の生産
および製造技術は、鶏卵の接種に基づき、依然として時間と労力のかかる方法である。弱
毒性ウイルスである天然痘ワクチンは、免疫不全集団においては重篤な有毒な事象が伴う
。したがって、現在のワクチン技術は旧式であり、ワクチンに対する国家的または世界的
要求を満たすには不十分である。 
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　それゆえ、高度に易変性の出現しつつある病原体によってもたらされる挑戦に取り組む
新しいワクチン技術を開発することが緊急の要求である。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、抗原に対する免疫応答の誘発における使用および患者におけるウイルス性疾
患の治療または予防のためのカチオン-リポソームに基づく薬物送達システムを提供する
ことによってかかる要求を満たすものである。
【０００６】
発明の簡単な概要
　一つの態様において、本発明は、リガンド-標的化 (ligand-targeted)(例えば、タンパ
ク質/ペプチド-標的化、抗体-または抗体フラグメント-標的化) カチオン性リポソームを
調製する方法を提供する。好適な態様において、かかる方法は、リガンド (例えば、トラ
ンスフェリン、ガラクトース、L-37pA、抗体、または抗体フラグメント)を調製する工程
およびリガンドとカチオン性リポソームとを混合してリガンド-標的化カチオン性リポソ
ームを形成させる工程を含む。好適には、リガンドはカチオン性リポソームと直接的に結
合(associate)/複合体化しているが、カチオン性リポソームに化学的に結合してはいない
。別の態様において、リガンドはカチオン性リポソームに化学的に結合していてもよい。
次いで、リガンド-標的化カチオン性リポソームを１以上のウイルスタンパク質をコード
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する１以上の核酸分子、および/または １以上のインターロイキンをコードする１以上の
核酸分子と混合して、リガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体を形成させる。好適
な態様において、抗体フラグメント、例えば、Fab フラグメント、または一本鎖 Fv フラ
グメント、例えば、抗-トランスフェリン 受容体 一本鎖 Fv (TfRscFv)が用いられる。さ
らなる態様において、方法はさらに、リガンド-標的化カチオン性リポソームとK[K(H)KKK
]5-K(H)KKC (HoKC) (配列番号1) ペプチドを含むペプチドとを混合する工程を含んでいて
もよい。
【０００７】
　好適には、リガンド (例えば、タンパク質/ペプチド、抗体または抗体フラグメント)は
カチオン性リポソームと約 1:1 から約 1:100、好適には 約 1:10 から約 1:50 (w:w)、
より好適には約 1:20 から約 1:40の範囲の比にて混合される。例示的な態様において、
カチオン性リポソームは、ジオレオイルトリメチルアンモニウム ホスフェート (DOTAP) 
とジオレオイルホスファチジルエタノールアミン (DOPE) および/または コレステロール
 (chol)との混合物;または、ジメチルジオクタデシルアンモニウム ブロマイド (DDAB)と
ジオレオイルホスファチジルエタノールアミン および/または コレステロールとの混合
物を含む。
【０００８】
　核酸は好適には約 0.1 モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸
分子、対、約 10 モルの１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子、のモ
ル比; 約 10 モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、対、約
 0.1 モルの１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子、のモル比にて存
在する。例えば、約 1 モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分
子、対、約 1 モルの１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子、の比が
利用できる。例示的な態様において、カチオン性免疫リポソームは、１以上のウイルスタ
ンパク質をコードする１以上の核酸分子、および１以上のインターロイキンをコードする
１以上の核酸分子と、約 1:1 から約 1:40 (μg 全核酸:μg リポソーム)、好適には 約 
1:5 から約 1:20 (μg 全核酸:μg リポソーム)、例えば、約 1:10 (μg 全核酸:μg リ
ポソーム)の重量比にて混合される。
【０００９】
　核酸分子によってコードされうるウイルスタンパク質の例としては、これらに限定され
ないが、HIV ウイルスタンパク質、インフルエンザウイルスタンパク質、A、BまたはC型
肝炎ウイルスタンパク質、SARS ウイルスタンパク質、鳥インフルエンザウイルスタンパ
ク質、エボラウイルスタンパク質、西ナイルウイルスタンパク質および天然痘ウイルスタ
ンパク質からなる群から選択されるウイルスタンパク質が挙げられる。核酸分子によって
コードされうるインターロイキンの例としては、これらに限定されないが、IL-1、IL-2、
IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7、IL-8、IL-9、IL-10、IL-12、IL-13、IL-15、IL-17、IL-
18およびIL-23からなる群から選択されるインターロイキンが挙げられる。好適な態様に
おいて、核酸は、IL-2、IL-12およびIL-15をコードする。本発明はまた、本発明の様々な
方法によって調製されるカチオン性免疫リポソーム複合体を提供する。
【００１０】
　さらなる態様において、本発明は、カチオン性リポソーム、リガンド (例えば、タンパ
ク質/ペプチド、抗体または抗体フラグメント)、１以上のウイルスタンパク質をコードす
る１以上の核酸分子、および１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子を
含むリガンド-標的化 (例えば、タンパク質/ペプチド、抗体または抗体フラグメント-標
的化) カチオン性リポソーム複合体を提供し、ここでリガンドはカチオン性リポソームに
化学的に結合していないが直接的に複合体化している。さらなる態様において、リガンド
はリポソームに化学的に結合していてもよい。
【００１１】
　本発明はさらに、本発明の様々なリポソーム複合体を含む医薬組成物を提供する。本発
明のさらなる医薬組成物は、カチオン性リポソーム、リガンド (例えば、タンパク質/ペ
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プチド、抗体または抗体フラグメント) および１以上のウイルスタンパク質をコードする
１以上の核酸分子を含む第一のリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体を含み、こ
こでリガンドはカチオン性リポソームに化学的に結合していないが直接的に複合体化して
いる。さらなる態様において、リガンドはカチオン性リポソームに化学的に結合していて
もよい。好適な態様において、医薬組成物はさらに、カチオン性リポソーム、リガンド (
例えば、タンパク質/ペプチド、抗体または抗体フラグメント)および１以上のインターロ
イキンをコードする１以上の核酸分子を含む第二のリガンド-標的化カチオン性リポソー
ム複合体を含み、ここでリガンドはカチオン性リポソームに化学的に結合していないが直
接的に複合体化している。さらなる態様において、リガンドはカチオン性リポソームに化
学的に結合していてもよい。
【００１２】
　さらなる態様において、本発明は、カチオン性リポソーム、TfRscFv、および１以上の 
活性薬剤を含む抗-トランスフェリン 受容体 一本鎖 Fv (TfRscFv)-標的化 カチオン性免
疫リポソーム複合体を哺乳類に投与することを含む、哺乳類の抗原提示細胞(APC)に１以
上の 活性薬剤を送達する方法を提供し、ここでTfRscFvはカチオン性リポソームに化学的
に結合していないが、直接的にカチオン性リポソームと結合/複合体化している。さらな
る態様において、TfRscFvはカチオン性リポソームに化学的に結合していてもよい。好適
には、方法は、プロフェッショナルおよび非プロフェッショナル APC、例えば肝臓、脾臓
、リンパ節、腸および/または 呼吸器に位置するAPCに薬剤(例えば、核酸)を送達する。
【００１３】
　本発明はまた、本発明の様々なカチオン性リポソーム複合体、または本発明の医薬組成
物を哺乳類に投与することを含む、哺乳類におけるウイルス抗原に対する免疫応答を誘発
する方法を提供する。
【００１４】
　さらなる態様において、本発明は、本発明の様々なカチオン性リポソーム複合体、また
は本発明の医薬組成物を哺乳類に投与することを含む、哺乳類におけるウイルス性疾患を
治療または予防する方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
図/図面の簡単な説明
　特許または出願のファイルはカラーでなされた少なくとも１つの図を含む。カラー図を
含むこの特許または特許出願公開のコピーは、請求および必要な料金の支払いにより庁に
よって提供される。 
【図１】図 1は、抗-トランスフェリン 受容体 一本鎖 抗体フラグメント (sc) およびル
シフェラーゼレポーター遺伝子と複合体化したリポソーム(HoKC ペプチドを含むまたは含
まない)によりトランスフェクトしたHep3B 細胞におけるルシフェラーゼ活性を示す。
【図２】図 2は、sc、GalまたはL-37-pAおよびルシフェラーゼレポーター遺伝子を発現す
るDNAと複合体化した３種類のリポソーム(A、DおよびG)によりトランスフェクトした初代
チンパンジー 肝細胞におけるルシフェラーゼ 発現を示す。すべてのデータは平均 +SD (
n=3)として示す。
【図３】図 3は、以下と複合体化したEGFPを発現する20-25μgのDNAを接種された２連の
マウスからの肝臓 抽出物におけるGFP 発現を非処理マウス(UT)と比較して示すウェスタ
ンブロットを示す： リピドA  (scLA)、リピドAおよびHoKC (scLAHK)、リピドDおよびHoK
C (scLDHK)、リピドGおよびHoKC (scLGHK) と結合したTfRscFv リガンド (sc)、リピドA 
 (GalLA) と結合したガラクトースおよびリピドA  (L-37pALA)と結合したL-37pA。
【図４】図 4は、HCV 抗原NS3-NS5Bを発現するDNA プラスミド(pAG410)によりトランスフ
ェクトされた細胞のウェスタンブロットを示す。ブロットは、NS5Bに対するモノクローナ
ル抗体(左)および慢性的に感染したチンパンジーからの血清(右)によりプローブした。
【図５】図 5は、pSCMVおよびCMV プロモーターの下でのIL-2の発現比較を示す。
【図６】図 6は、scL と複合体化したまたは遊離のpAG410の静脈内注射の後のマウス 肝
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臓におけるNS3のDNA PCR 増幅を示す。
【図７】図 7は、scL-HCV/scL-IL12を接種されたマウスにおけるHCV 組換え ワクシニア 
ウイルス 複製の阻害を示す。
【図８】図 8Aおよび8Bは、未処理 動物 (Ch1601)および回復した動物 (Ch1587)のワクチ
ン接種およびHCVによる攻撃の際のHCV 抗-HVR1 抗体(棒)およびRNA プロファイル (黒三
角)を示す。抗-HVR1はP/N比として表す。P/Nは試験血清のOD405を、同じチンパンジーか
らのワクチン前 サンプルについて得たものによって割ることにより算出する。カットオ
フ値は P/N=2である。
【図９】図9A-9Cは、２匹の回復したチンパンジー(Ch1588およびCh1606)および未処理 チ
ンパンジー (Ch6394)のT細胞に基づく ワクチン接種およびHCVによる攻撃の際の疾患 プ
ロファイルを示す。RNA タイター(titer)(黒四角)、ALT レベル(黒三角)。 免疫化動物の
HCV 攻撃は、0週目に行った (100 CID50のcHCV)。
【図１０】図 10A-10Cは、scL-HCV により免疫され、組換え アデノウイルスにより追加
免疫された チンパンジー(Ch1611およびCh6407)または、scL-空ベクターにより免疫され
、非組換え アデノウイルスにより追加免疫されたチンパンジー (Ch0257)におけるペプチ
ド プールに対するエリスポット 応答を示す。
【図１１】図 11A-11Cは、免疫化(Ch6407 および1611)および対照 (Ch 0257) チンパンジ
ーにおける攻撃前後のエリスポット 応答を示す。
【図１２】図 12A-12Cは、ワクチン接種した (Ch6407および1611)および対照 (Ch 0257)
チンパンジーにおける肝臓内 サイトカイン mRNA レベルを示す。
【図１３】図 13は、対照 (Ch 0257)およびワクチン接種した (Ch6407および1611) チン
パンジーにおける攻撃後のHCV RNA タイターを示す。
【図１４】図 14は、対照 (Ch 0257) およびワクチン接種した(Ch6407および1611) チン
パンジーにおける攻撃後の血清 ALT レベルを示す。
【図１５】図 15は、慢性的に感染した チンパンジーにおけるPBMC T-細胞 応答を示す。
【図１６】図16A-16C は、遊離 (裸(naked)) プラスミド DNA (LUC)として(B)、またはsc
L ナノ免疫リポソーム複合体 (scLLUC)にカプセル封入された (C)、ルシフェラーゼ 遺伝
子を発現するプラスミド DNA のIN 投与、次いでルシフェリン 基質 注射の後のBALB/cマ
ウスの光学イメージングを示す。 パネル Aは非処理対照を表す。
【図１７】図17A-17Cは、遊離 (裸) プラスミド DNA (LUC) として(B)、または scL ナノ
免疫リポソーム複合体 (scLLUC)にカプセル封入された(C)、ルシフェラーゼ 遺伝子を発
現するプラスミド DNA の静脈内投与、次いでルシフェリン 基質 注射の後のBALB/cマウ
スの光学イメージングを示す。パネル Aは非処理対照を表す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
発明の詳細な説明
　一つの態様において、本発明の態様によるリガンド-標的化 (例えば、タンパク質/ペプ
チド、抗体または抗体フラグメント- 標的化) カチオン性リポソームまたはカチオン性ポ
リマー 複合体は、好適には、所望の複合体の成分が所定の比および所定の順序にて混合
される簡便かつ効率的な非化学的結合方法によって作られる。さらなる態様において、リ
ガンド-標的化カチオン性リポソームまたはカチオン性ポリマー複合体は、リガンドがカ
チオン性リポソームの表面に化学結合を介して化学的に結合する化学的結合方法によって
作られうる。
【００１７】
　「免疫複合体」、「免疫リポソーム」、「複合体」、「ナノ複合体」、「免疫ナノ複合
体」、「リポソーム複合体」および「ナノ免疫リポソーム」という用語は本明細書に渡っ
て互換的に本発明のカチオン性リポソームを指すために用いられる。本発明の実施におけ
る使用のための例示的なカチオン性リポソームおよびその生産方法は、2006年９月14日出
願の米国公開特許出願番号2003/0044407 および 米国特許出願番号11/520,796に開示され
ており、それぞれの開示内容は引用によりその全体を本明細書に含める。
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【００１８】
　本明細書において用いる場合、「約」という用語は、言及された値ならびにその言及さ
れた値の10%の範囲内にある値をいう。例えば、「約 100 nm」には、その範囲の間の値を
含む90 nmから110 nmの値が含まれる。
【００１９】
　本明細書において用いる場合、「リガンド」という用語は、カチオン性リポソームに化
学的に結合していてもよいし、あるいはカチオン性リポソームに化学的に結合していない
が直接的に結合/複合体化していてもよい、あらゆる好適なターゲティング部分をいう。
本発明の実施における使用のための例示的なリガンドとしては、これらに限定されないが
、タンパク質(例えば、トランスフェリン または葉酸)、ペプチド(例えば、L-37pA)、抗
体、抗体フラグメント(例えば、Fab' フラグメントおよび一本鎖 Fv フラグメント) およ
び糖類(例えば、ガラクトース)、ならびにその他のターゲティング分子が挙げられる。
【００２０】
　本発明の態様による複合体が簡便かつ効率的な 非化学的結合によって作られる例示的
な方法および組成は、2006年９月１４日出願の米国公開特許出願番号2003/0044407 およ
び米国特許出願番号11/520,796に開示されている。本発明の態様による複合体が化学的結
合を介して作られる例示的な方法および組成は、2001年１０月１日出願の米国特許出願番
号09/914,046に開示されている。これら特許出願のそれぞれの開示内容はそれらの全体を
引用により本明細書に含める。 
【００２１】
　例示的な態様において、抗体全体または抗体フラグメントが本発明の複合体の作製のた
めのリガンドとして使用できる。好適な態様において、抗体フラグメントが用いられ、例
えば、抗体のFab フラグメントおよび一本鎖 Fv フラグメント(scFv)が挙げられる。一つ
の好適な抗体は抗-トランスフェリン 受容体 (抗-TfR) モノクローナル抗体であり、好適
な 抗体フラグメントは抗-TfR モノクローナル抗体に基づくscFvである。好適な 抗-TfR 
モノクローナル抗体は 5E9である (例えば、Hayes, B.F., et al., "Characterization o
f a Monoclonal Antibody (5E9) that Defines a Human Cell Surface Antigen of Cell 
Activation," J. Immunol. 127:347-352 (1981); Batra, J.K., et al., "Single-chain 
Immunotoxins Directed at the Human Transferrin Receptor Containing Pseudomonas E
xotoxin A or Diphtheria Toxin: Anti-TFR(Fv)-PE40 and DT388-Anti-TFR(Fv)," Mol. C
ell. Biol. 11:2200-2205 (1991)を参照; これらの開示内容は引用により本明細書に含め
る)。5E9 抗体に基づくscFvは、この MAbによって認識されるTfRのエピトープに対する完
全な抗体 結合部位を一本のおよそ 分子量 26,000のポリペプチド 鎖として含む。scFvは
第一の可変領域のC-末端と第二の可変領域のN-末端をVH-ペプチド-VLまたはVL-ペプチド-
VHの順で架橋する適宜に設計されたペプチドによりそれぞれ重鎖および軽鎖からの成分で
ある VH およびVL 可変領域を連結することにより形成される。さらなるリガンド、例え
ば、明細書中に記載のものも、本発明の実施において使用することができる。
【００２２】
　一つの態様において、システイン部分がscFvのC-末端に付加される。理論に拘束される
意図はないが、遊離のスルフヒドリル基を提供するシステインは、化学的結合および非化
学的結合の両方の態様において抗体とリポソームとの間の複合体の形成を促進しうると考
えられる。システインが無くてもあっても、タンパク質は大腸菌内のインクルージョンボ
ディーにて発現され得、再フォールディングされて活性形態における抗体フラグメントが
生産される。
【００２３】
　複合体の形成において立体的に安定化された免疫リポソームの使用が望ましい場合以外
は、例示的な非化学的結合した本発明の複合体の製造における第一工程は、カチオン性リ
ポソームまたはリポソームの組合せを選択された抗体または抗体フラグメントと混合する
ことを含む。多種多様なカチオン性リポソームが本発明の複合体の調製において有用であ
る。公開PCT 出願 WO99/25320は、いくつかのカチオン性リポソームの調製を記載してい
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る。好適なリポソームの例としては、 ホスファチジルコリン (PC)、ホスファチジルセリ
ン (PS)ならびにジオレオイルトリメチルアンモニウム ホスフェート (DOTAP)およびジオ
レオイルホスファチジルエタノールアミン (DOPE) および/または コレステロール (chol
)の混合物;ジメチルジオクタデシルアンモニウム ブロマイド (DDAB)およびDOPE および/
または cholの混合物を含むものが挙げられる。脂質の比は、特定の標的細胞のタイプに
対する治療用分子の取り込みの効率を最適化させるために変動されうる。リポソームは、
１以上の カチオン性脂質と１以上の 中性またはヘルパー脂質との混合物を含みうる。カ
チオン性脂質の中性またはヘルパー脂質に対する望ましい比は約 1:(0.5-3)、好ましくは
 1:(1-2) (モル比)である。
【００２４】
　好適なリガンド、例えば、タンパク質/ペプチド、抗体または抗体フラグメントは、標
的細胞の表面に結合するものであり、好ましくは、標的細胞上に示差的に発現する受容体
に結合するものである。リガンドはカチオン性リポソームまたはポリマーと、室温で、リ
ガンド (例えば、タンパク質):脂質比(重量:重量)が約 1:10 から約 1:50の範囲、好適に
は 約 1:20 から約 1:40 (w:w)の範囲にて混合される。
【００２５】
　リガンド (例えば、タンパク質/ペプチド、抗体または抗体フラグメント)およびリポソ
ームを室温で短時間、典型的には約 10-15 分間インキュベートし、次いで混合物を選択
した治療または診断薬と混合する。リポソーム複合体と複合体化されうる治療用分子また
は薬剤の例としては、遺伝子、高分子量 DNA (ゲノム DNA)、プラスミド DNA、アンチセ
ンス オリゴヌクレオチド、ペプチド、リボザイム、核酸 (例えば、 siRNAおよびアンチ
センス)、低分子、ウイルス粒子、免疫調節剤、イメージングのための造影剤、タンパク
質および化学薬品が挙げられる。 
【００２６】
　リガンド (例えば、タンパク質/ペプチド、抗体または抗体フラグメント)およびリポソ
ームの組合せは、治療薬と約 0.5:1 から約 1:40 (μgの治療薬:nmolの総脂質)、好適に
は 約 1:10から 1:20 (μgの治療薬:nmoleの総脂質) の範囲の比にて混合され、室温で短
時間、典型的には 約 10から15 分間インキュベートされる。リポソーム複合体のサイズ
は典型的にはMalvern ZETASIZER（登録商標）3000または Malvern ZETASIZER（登録商標

） NANO-ZSを用いて動的光散乱により測定して約 50-500 nmの範囲内である。その開示内
容全体を引用により本明細書に含める米国公開特許出願番号2003/0044407および米国特許
出願番号11/520,796を参照されたい。
【００２７】
　本発明の一つの態様において、複合体の形成に用いられるリポソームは立体的に安定化
されたリポソームである。立体的に安定化されたリポソームとは、そのなかに親水性 ポ
リマー、例えば、 PEG、ポリ(2-エチルアクリル酸)、またはポリ(n-イソプロピルアクリ
ルアミド (PNIPAM)が統合したリポソームである。かかる改変リポソームは治療薬と複合
体化した場合に特に有用であり得る。というのはそれらは典型的には、改変されていない
対応するリポソームと同じように迅速には細網内皮系によって血流から排除されないから
である。本発明の立体的に安定化されたリポソーム複合体を製造するためには、抗体また
は抗体フラグメント、リポソームおよび治療または診断薬を混合する順序を上記の順序と
は逆のものとする。第一工程において、上記のカチオン性リポソームはまず上記の治療薬
と約 0.5:1 から約 1:40 (μg の治療薬:nmol の脂質)、好適には 約 1:10から1:20 (μg
 の治療薬:nmoleの脂質) の範囲の比にて混合される。このリポプレックスに、生理的に
許容される 緩衝剤中のPEG ポリマー の溶液を約 0.1:100 (nmolのPEG:nmol のリポソー
ム)、好適には、約 0.5:50、例えば、約 1:40 (nmolのPEG:nmolのリポソーム)の比にて添
加する。その結果得られた溶液を、ポリマー がリポソーム複合体に統合するのに十分な
時間室温でインキュベートする。リガンド (例えば、タンパク質/ペプチド、抗体または
抗体フラグメント)を次いで、安定化されたリポソーム複合体 と室温でリガンド (例えば
、タンパク質):脂質の比が約 1:5 から約 1:40 (w:w)の範囲にて混合する。
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【００２８】
　本発明にしたがって調製されたリポソーム複合体は、医薬上許容される製剤としてイン
ビボ 投与のために製剤されうる。複合体は医薬上許容される 媒体または担体と混合され
てもよい。組成物は、例えば、治療用分子または複合体中のその他のペイロードの投与に
より利益を被る哺乳類、例えば、ヒト患者への静脈内 投与のために製剤されうる。複合
体は静脈内投与の後に体中に分布するのに適当なサイズとされる。あるいは、複合体は、
その他の投与経路、例えば、 腫瘍内 (IT)、病巣内 (IL)、エアロゾル、経皮的、経口、
内視鏡下、局所、筋肉内 (IM)、皮内 (ID)、眼内 (IO)、腹腔内 (IP)、経皮 (TD)、鼻腔
内 (IN)、脳内 (IC)、臓器内 (例えば、 肝臓内)、徐放インプラント、または皮下 投与
、あるいは浸透圧または機械的ポンプを用いる投与を介して送達されうる。かかる方法を
介する送達のための製剤の調製、およびかかる方法を用いる送達は当該技術分野において
周知である。
【００２９】
　複合体は、脂質の選択および比、リガンド (例えば、タンパク質/ペプチド、抗体また
は抗体フラグメント)のリポソームとの比、リガンドおよびリポソームの治療薬との比、
およびリガンドおよび治療薬の選択を介して標的細胞タイプについて最適化することが出
来る。
【００３０】
　本発明の方法にしたがって製造された複合体は、核酸、治療用分子、またはその他のペ
イロードの複合体による全身的送達における使用のためのキットの形態で提供されうる。
好適なキットは、別々に、好適な 容器、リポソーム、リガンド (例えば、タンパク質/ペ
プチド、抗体または抗体フラグメント)、および核酸、治療または診断薬を含みうる。成
分は無菌条件下で適当な順序で混合され得、調製の後、合理的な時間内、一般的には、約
 30 分間 から約 24 時間内に患者に投与されうる。キット成分は好ましくは、溶液また
は乾燥粉末として提供される。溶液形態にて提供される成分は、好ましくは、適当な緩衝
剤、浸透圧調節剤等とともに注射用無菌水中に製剤される。完全な複合体はまた乾燥粉末
として製剤してもよい(凍結乾燥) (例えば、その開示内容全体を引用により本明細書に含
める米国公開特許出願番号2005/0002998を参照されたい)。
【００３１】
　その開示内容を引用により本明細書に含める米国公開特許出願番号2003/0044407および
米国特許出願番号11/520,796にわたって議論されているように、記載されるカチオン性免
疫リポソーム複合体は、抗-トランスフェリン一本鎖  抗体フラグメント (TfRscFv)を用
いるターゲティングを介して腫瘍 細胞に様々な 治療および診断薬を送達するのに成功し
ている。具体的には、核酸分子、例えば、アンチセンスおよびsiRNA、ならびにプラスミ
ド DNA (例えば、 p53 およびRB94)が、本発明の免疫リポソーム複合体を用いる送達に成
功している (米国公開特許出願番号2003/0044407 および米国特許出願番号11/520,796を
参照)。低分子も開示されている方法およびリポソームによって送達されている (2007年
５月１１日出願のその開示内容全体を引用により本明細書に含める米国特許出願番号11/7
98,296を参照）。全体に渡って議論されているように、このたび、TfRscFvをターゲティ
ング部分として用いることにより、肝臓肝細胞、クッパー 細胞、肝臓 類洞上皮細胞(LSE
C) および 樹状細胞を含むがこれらに限定されない、体中のあらゆる場所における抗原提
示細胞(APC) に標的化され、それら細胞を効率的にトランスフェクトするためのワクチン
 コンストラクトを調製しうることが発見された。
【００３２】
ワクチン接種のためのカチオン性リポソーム複合体
　一つの態様において、本発明は、哺乳類 (本明細書において用いる場合、哺乳類、例え
ば、イヌ、ネコ、ブタ、ヒツジ、ウマ、ウシ、ラット、マウス、チンパンジー、サル、類
人猿などならびにヒト)におけるウイルス複製一次部位、例えばC型肝炎 ウイルス (HCV)
による場合は肝臓、具体的には抗原提示細胞 (APC)にて、カチオン性リポソーム複合体を
用いてウイルス抗原に対する免疫応答を誘発する方法を提供する。一例として、HCVにお
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いて、T 細胞 応答が感染の際にウイルス複製部位 (肝臓)にてより迅速かつより有効であ
ることが判明した。本発明はそれゆえ、HCVから回復した哺乳類において起こるT 細胞 プ
ライミングを模倣する方法を提供し、かかる方法は、組換え プラスミド DNAを送達する
カチオン性リポソーム、およびウイルスベクターを用いる(viral-vectored) 免疫を介し
てインビボで肝臓 (例えば、 クッパー 細胞、肝臓類洞上皮細胞、樹状細胞および肝細胞
)に位置する細胞を標的化する免疫応答(例えば、予防 ワクチン)を誘発することによる。
本発明はまた、慢性 (および急性) 病原体感染の予防および治療のための免疫治療薬とし
て使用するためのワクチンを提供する。様々な リガンド-標的化カチオン性リポソーム複
合体を体の正常細胞 (即ち、腫瘍ではない細胞)に送達する能力は予期せぬ驚くべき結果
である。本発明の例示的な方法は哺乳類(例えば、ヒト)の治療に用いられているが、本発
明の方法、リポソーム 製剤および組成物は、鳥類、魚類などを含むその他の動物の治療
にも利用可能であることを理解すべきである。 
【００３３】
　本発明のカチオン性免疫リポソーム複合体は好適には、抗-トランスフェリン 受容体 
一本鎖 抗体 分子 (TfRscFv)をその表面に含む。このターゲティング分子はウイルスタン
パク質を発現するカプセル封入/結合された核酸(例えば、プラスミド DNA)の、送達およ
びAPCによる取り込みを促進することが判明した。例えば、米国公開特許出願番号2003/00
44407および米国特許出願番号11/520,796を参照されたい。さらに、本発明は、免疫応答
を刺激するために同じ免疫リポソーム複合体中でのインターロイキン (IL) アジュバント
を発現する核酸の同時投与を提供する。
【００３４】
免疫応答のサイトカイン増強(enhancement)
　サイトカインは、活性化刺激に応答して体内の細胞によって放出される小さいタンパク
質(~25kDa)である。それらは自然および獲得免疫応答を調節する特定の受容体に結合する
ことによって自己分泌および傍分泌の様式で応答を誘発する。それらは精製タンパク質 (
Berzofsky J.A.、et al.、Immunological Reviews、170:151-172 (1999))または所望のサ
イトカイン産物を発現するDNA プラスミド(Toka F.N.、et al.、Immunological Reviews
、199:100-112 (2004))のいずれかの共投与を介してワクチンの活性を向上させるために
広く用いられている。これらアジュバントの遺伝子送達に関するほとんどの研究は投与の
筋肉内または皮内 経路に焦点をあてたものであり、静脈内送達は徹底的には評価されて
いない (Toka参照)。CD4 細胞はそれらのサイトカイン 遺伝子転写および分泌に基づいて
２つの主要なタイプに分けられる。Th1 細胞はそのIL-2 およびガンマインターフェロン 
(IFN-γ)の分泌によって特徴づけられるが、Th2 細胞はIL-4、IL-5、およびIL-10を産生
する。アジュバントはTh1 またはTh2 方向のいずれかに向けられたT-細胞 応答を誘発し
得、それはワクチンの結果に顕著な影響を有しうる。免疫を向上させ、有効な Th1-型応
答を刺激するために、IL-2、IL-12またはIL-15を発現する核酸、例えば、プラスミドが好
適には記載されるカチオン性リポソームに結合(associated)/カプセル封入される。
【００３５】
　IL-2: IL-2 (15.5-kDa 糖タンパク質)の大部分はCD4 Th1 型細胞によって産生され、そ
の主要な作用は、ヘルパーおよび細胞傷害性 T 細胞 (CTL)増殖、ナチュラルキラー (NK)
 細胞、リンホカイン活性化キラー 細胞、単球、およびマクロファージを刺激することで
ある。IL-2は抗原特異的 免疫応答の開始および維持において重要な役割を果たすことが
知られており、いくつかのDNA ワクチンによって誘発される免疫応答を増強することが示
された。その機構は、DCにおけるCD48および CD80の発現の上方制御ならびにそれらそれ
ぞれのリガンド、CD8+ T 細胞上のCD2およびCD28 の上方制御であるようである(Toka参照
)。
【００３６】
　IL-12: ヒト IL-12は、２つのサブユニットであるp35およびp40から構成されるヘテロ
ダイマーである。それは病原体 感染に応答して貪食細胞およびDCによって産生される炎
症誘発性 サイトカインであり、IFN-γ産生を誘発する。このサイトカインはTh2 細胞よ
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りもTh1の分化を好み、自然耐性と獲得免疫とを結びつける。DNAに基づくHCV ワクチンに
より免疫されたマウスにおいて、IL-12 DNA の送達はCTL 応答およびコア-rVVのクリアラ
ンスを向上させた。
【００３７】
　IL-15: IL-15は、多面的かつ多機能的に作用する14kDa 糖タンパク質である。それは多
種多様な 細胞、例えば、単球、マクロファージ、DC、クッパー 細胞、肝細胞および内皮
 細胞によって発現される。それは同じ受容体成分を用いる２つのサイトカインとしてIL-
2と共通して多くの生物活性を有する。IL-15は NK 細胞およびCTLの細胞溶解 活性を増強
し得、NKおよびT 細胞からのIFN-γ産生を誘発しうる。さらにそれはCD8+ メモリー およ
びエフェクター T 細胞の増殖を誘発し、そのためそれは抗ウイルス CD8+ メモリー T 細
胞 応答を誘発する場合にアジュバントとして含めるための魅力的な候補である。
【００３８】
　例示的な態様において、カチオン性リポソームはHK ペプチドを有するかまたは有さな
い、一本鎖 トランスフェリン 受容体 抗体 (scL または scLHK)およびHCVゲノムのNS3、
NS4A、NS4B、NS5A および NS5B (NS3-NS5B) 部分を発現する１以上の プラスミドを含む(
scL-HCVまたはscLHK-HCV)。しかし、記載されるように、いずれのウイルスタンパク質を
発現するいずれの核酸分子も本発明のリポソームにカプセル封入/結合(associated with)
されうることに注目すべきである。 
【００３９】
　ワクチン接種され、組換え アデノウイルスにより追加免疫された未処理(naive)チンパ
ンジーにおける結果は、アジュバントとしてIL-12を発現するプラスミド DNAを含む全身
的 scL-HCV アプローチは、HCV-特異的免疫応答を引き起こしうることを示す。HCV 複製
は攻撃の後に劇的に抑制され、それにはHCV-特異的 T 細胞応答が伴った。HCV NS3 タン
パク質を発現する組換え ワクシニア ウイルスによる接種後のT 細胞 応答「攻撃」を評
価するマウス 細胞性免疫実験においてもscL-HCV/IL 群におけるウイルス複製の阻害が示
され、これらの結果は、ウイルス抗原に対する免疫応答を誘発するための予防 ワクチン
接種についてのこのアプローチの使用を支持する。
【００４０】
　例示的な態様において、本発明は、リガンド-標的化 (例えば、タンパク質/ペプチド、
抗体または抗体フラグメント-標的化) カチオン性リポソーム複合体を調製する方法を提
供する。好適な態様において、かかる方法は、リガンド (例えば、タンパク質/ペプチド
、抗体または抗体フラグメント)を調製する工程、および、リガンドとカチオン性リポソ
ームとを混合してリガンド-標的化カチオン性リポソームを形成させる工程を含み、ここ
でリガンドは、カチオン性リポソームに化学的に結合していないがカチオン性リポソーム
に直接的に結合/複合体化している。リガンド-標的化カチオン性リポソームは次いで１以
上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、および１以上のインターロイキ
ンをコードする１以上の核酸分子と混合され、リガンド-標的化カチオン性リポソーム複
合体が形成される。別の例示的な態様において、本発明は、リガンド-標的化 (例えば、
タンパク質/ペプチド、抗体または抗体フラグメント-標的化) カチオン性リポソーム複合
体を調製する方法を提供する。好適な態様において、かかる方法は、リガンド (例えば、
タンパク質/ペプチド、抗体または抗体フラグメント)を調製する工程、および、リガンド
とカチオン性リポソームとを混合してリガンド-標的化カチオン性リポソームを形成させ
る工程を含み、ここでリガンドは、化学的結合を介してカチオン性リポソームと直接的に
複合体化される。リガンド-標的化カチオン性リポソームは次いで、１以上のウイルスタ
ンパク質をコードする１以上の核酸分子、および/または １以上のインターロイキンをコ
ードする１以上の核酸分子と混合され、リガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体が
形成される。
【００４１】
　本明細書において記載されるように、核酸分子は好適には、１以上の核酸分子とリポソ
ームとを処理の間に単に混合することによって、本発明のリポソーム複合体にカプセル封
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入、含有または複合体化/結合(associated with)される。核酸分子:リポソーム複合体の
好適な比は、当業者に容易に決定される。例示的な態様において、核酸は、約 1 モルの
１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、対、約 1 モルの１以上の
インターロイキンをコードする１以上の核酸分子、のモル比にて存在する。例えば、１以
上のウイルスタンパク質をコードする核酸分子は１以上の インターロイキンをコードす
る核酸分子と約 0.1:10 から約 10:0.1、好適には 約 0.5:1 から約 2:1、より好適には 
約 1:1 の範囲のモル比にて、例えば、リポソームとの複合体形成の前に一緒に混合され
、核酸 溶液が形成されるが、これら範囲外のさらなるモル比を用いることも可能である
。別の態様において、核酸分子はリポソームに対して別々に(即ち、異なる溶液中で) 複
合体化されうるが、依然として所望のモル比を維持している。
【００４２】
　好適には、核酸分子対リポソーム複合体のモル比は約 0.5:1 から約 1:40 (μg 全核酸
:μg リポソーム)、好適には 約 1:5 から約 1:20 (μg 全核酸:μg リポソーム)、より
好適には 約 1:10 (μg 全核酸:μg リポソーム)の範囲内である。本明細書において用い
る場合、核酸分子対リポソーム複合体のモル比には、核酸の両方の「集団」が含まれ、即
ち、核酸の総量には１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、および
１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子が含まれる。
【００４３】
　明細書中に記載されるように、核酸分子の送達のために望ましい カチオン性リポソー
ムの例としては、ジオレオイルトリメチルアンモニウム ホスフェート (DOTAP)とジオレ
オイルホスファチジルエタノールアミン (DOPE) および/または コレステロール (chol)
との混合物;およびジメチルジオクタデシルアンモニウム ブロマイド (DDAB)とDOPE およ
び/または cholとの混合物を含むものが挙げられる。脂質の比は、特定の標的細胞タイプ
に対する核酸分子の取り込み効率を最適化するために変動されうる。リポソームは、１以
上の カチオン性脂質と１以上の 中性またはヘルパー脂質との混合物を含みうる。カチオ
ン性 脂質対中性またはヘルパー脂質の望ましい比は、約 1:(0.5-3)、好ましくは 約 1:(
1-2) (モル比)である。本発明の実施に有用な様々な 脂質の例示的な比としては、これら
に限定されないが以下が挙げられる:

【表１】

(DOTAP = ジオレオイルトリメチルアンモニウム(aminnonium)ホスフェート、DDAB = ジメ
チルジオクタデシルアンモニウム ブロマイド; DOPE = ジオレオイルホスファチジルエタ
ノールアミン; chol = コレステロール)。
【００４４】
　本明細書において議論されるように、好適な態様において、本発明の組成物および方法
において有用なリガンドは、抗体フラグメント、例えば、一本鎖 Fv フラグメント、例え
ば、抗-トランスフェリン 受容体 一本鎖 Fv (TfRscFv)である。好適には、抗体または抗
体フラグメントはカチオン性リポソームと約 1:1 から約 1:100、好適には 約 1:10 から
約 1:50 (w:w)、より好適には 約 1:30、または約 1:33 (抗体または抗体フラグメント:
脂質) の範囲の比にて混合され、標的化 カチオン性免疫リポソームが形成される。さら
なる態様において、リポソームはまた、エンドソーム破壊(endosomal disrupting)ペプチ
ド、例えば、Sigma-Genosys (The Woodlands、TX)により製造されているK[K(H)KKK]5-K(H
)KKC (HoKC) (HK) (配列番号1) ペプチドをリポソームと結合(associate)して含んでいて
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もよい。エンドソーム破壊 ペプチド HoKCは、細胞の細胞質における薬剤の放出を助けう
る。
【００４５】
　例示的な態様において、カチオン性 リポソーム 製剤A (1:1 モル比のDOTAP:DOPE)、B 
(1:1のDDAB:DOPE)、G (1:1:1のDOTAP:DOPE:コレステロール)および H (1:1:1のDDAB:DOPE
:コレステロール) または本明細書において記載されるいずれかの脂質 製剤は本明細書に
おいて記載されるようにエタノール 注射 方法を用いて調製される。各リポソーム 製剤
はまた好適には総脂質の5 モルパーセントにてMPB-DOPEを含む。HoKC ペプチド (K[K(H)K
KK]5-K(H)KKC) は末端システインを担持しているので、MPB-DOPE をすべてのリポソーム 
組成物に含めてペプチドのリポソームへの結合を可能とした。Lip-HoKC リポソームは、
マレイミド基を担持する カチオン性リポソーム(Lip-MPB)とペプチドとの間のカップリン
グ反応を用いて調製した。システイン上に遊離 チオール基を有するペプチドの0.1 mmol 
のアリコートを10 mM HEPES、pH 7.4中の2 mmolの Lip-MPB溶液に添加し、室温で2時間回
転させた(20-30 r.p.m.)。結果として得られたLip-HoKCの脂質濃度は1.4 mMである。
【００４６】
　完全な複合体は、HoKC を含まないTfRscFv:Lip:DNA 複合体の生産に用いられたものと
同じようにして形成される。この場合でも、抗-トランスフェリン 受容体 一本鎖 抗体フ
ラグメント (TfRscFv) が特定の比にて穏やかに反転させることによりLip-HoKCと混合さ
れ、室温で10分間インキュベートされる。 DNAが次いで TfRscFv:Lip-HoKC 溶液に添加さ
れ、穏やかに反転させることにより混合され、さらに室温で15分間インキュベートされ、
その後、 デキストロースまたはスクロースが5-10% の終濃度 となるように添加され、さ
らに穏やかに反転させることにより混合される。TfRscFv:Lip-HoKC:DNA 複合体について
の好適な比は0.3 mg:7 nmol:1 mgである。
【００４７】
　さらなる態様において、本発明の方法は、リガンド (例えば、タンパク質/ペプチド、
抗体または抗体フラグメント)を調製する工程、および、リガンドをカチオン性リポソー
ムの表面に化学的に結合させてカチオン性免疫リポソームを形成させる工程を含む。 カ
チオン性リポソームは次いで、１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分
子、および１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子と混合されて、リガ
ンド-標的化 リポソーム複合体が形成される。リガンド(例えば、タンパク質/ペプチド、
抗体または抗体フラグメント)をカチオン性リポソームに化学的に結合させるための例示
的な方法、組成、比および条件は、その開示内容全体を引用により本明細書に含める2001
年１０月１日出願の米国特許出願番号09/914,046に開示されている。
【００４８】
　本発明の実施における使用のための例示的な核酸分子としてはDNA および RNAが含まれ
、プラスミドおよびベクターが挙げられる。１以上のウイルスタンパク質をコードする核
酸分子はいずれのウイルスタンパク質をコードするものであってもよい。本明細書におい
て用いる場合、 「タンパク質」、「ペプチド」および「ポリペプチド」という用語は互
換的に用いられ、２以上のアミノ酸のあらゆる鎖または鎖群を意味し、産物の特定の長さ
を言及するものではない。したがって、ペプチド、ジペプチド、トリペプチド、オリゴペ
プチド、「タンパク質」、「アミノ酸 鎖」または２以上のアミノ酸の鎖または鎖群をい
うために用いられるあらゆるその他の用語は、「タンパク質」、「ポリペプチド」および
「ペプチド」という用語の定義に含まれる。 
【００４９】
　本発明を用いて送達される核酸によってコードされうるウイルスペプチド/タンパク質
の例としては、ウイルス性病原体 (例えば、インフルエンザ、HIV、エボラ、ポックスウ
イルス(天然痘)、西ナイル ウイルス、SARS、等)等が挙げられる。本発明において用いら
れる核酸によってコードされうるウイルスタンパク質のさらなる例としては、これらに限
定されないが、アデノウイルス ポリペプチド、アルファウイルス ポリペプチド、カリシ
ウイルス ポリペプチド、例えば、カリシウイルス カプシド 抗原、コロナウイルス ポリ
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ペプチド、ジステンパー ウイルス ポリペプチド、エボラ ウイルス ポリペプチド、エン
テロウイルス ポリペプチド、フラビウイルス ポリペプチド、例えば、西ナイル ウイル
ス E-糖タンパク質、肝炎 ウイルス (AE) ポリペプチド、例えば、A型肝炎、B型肝炎 お
よび/または C型肝炎、ヘルペスウイルス ポリペプチド、例えば、単純ヘルペス ウイル
スまたは水痘帯状疱疹 ウイルス 糖タンパク質、免疫不全 ウイルス ポリペプチド、例え
ば、ヒト 免疫不全 ウイルス エンベロープまたはプロテアーゼ、伝染性腹膜炎 ウイルス
 ポリペプチド、インフルエンザウイルス ポリペプチド、例えば、インフルエンザ A ポ
リペプチド、例えば、 赤血球凝集素 または細胞外 M2 タンパク質 (M2e)、ノイラミニダ
ーゼ、または核タンパク質、白血病 ウイルス ポリペプチド、マールブルグ ウイルス ポ
リペプチド、オルトミクソウイルス ポリペプチド、パピローマ ウイルス ポリペプチド
、ラッサ熱 ポリペプチド、パラインフルエンザウイルス ポリペプチド、例えば、赤血球
凝集素/ノイラミニダーゼ、パラミクソウイルス ポリペプチド、パルボウイルス ポリペ
プチド、ペスチウイルス ポリペプチド、ピコルナ ウイルス ポリペプチド、例えば、ポ
リオウイルス カプシド ポリペプチド、ポックス ウイルス ポリペプチド、例えば、ワク
シニア ウイルス ポリペプチド (例えば、天然痘)、 狂犬病 ウイルス ポリペプチド、例
えば、狂犬病 ウイルス 糖タンパク質 G、レオウイルス ポリペプチド、レトロウイルス 
ポリペプチド、およびロタウイルス ポリペプチドが挙げられる。かかるウイルスタンパ
ク質をコードする核酸分子は当該技術分野において入手可能であり、かかる核酸分子を含
むベクターおよびプラスミドが挙げられる。例えば、公共データベース、例えば、 GENBA
NK（登録商標） は、本発明の実施に使用できる核酸分子の様々な例を含んでいる。
【００５０】
　１以上の インターロイキンをコードする核酸分子も当該技術分野において周知であり
、公共データベース、例えば、 GENBANK（登録商標） から容易に入手可能である。本発
明の実施に有用な核酸分子によってコードされうる例示的なインターロイキンとしては、
これらに限定されないが、IL-1、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7、IL-8、IL-9、IL
-10、IL-12、IL-13、IL-15、IL-17、IL-18およびIL-23が挙げられる。好適な態様におい
て、核酸は IL-2、IL-12またはIL-15をコードする。
【００５１】
　本発明はまた、本明細書において記載される方法にしたがって調製されるカチオン性免
疫リポソーム複合体を提供する。例えば、本発明は、カチオン性リポソーム、リガンド (
例えば、タンパク質/ペプチド、抗体または抗体フラグメント)、１以上のウイルスタンパ
ク質をコードする１以上の核酸分子、および１以上のインターロイキンをコードする１以
上の核酸分子を含むリガンド-標的化 (例えば、タンパク質/ペプチド、抗体または抗体フ
ラグメント-標的化) カチオン性リポソーム複合体を提供し、ここでリガンドは、カチオ
ン性リポソームに化学的に結合してはいないが、カチオン性リポソームに直接的に複合体
化/結合(associated with)している。リガンド (例えば、タンパク質/ペプチド、抗体ま
たは抗体フラグメント)は好適には、リガンドとリポソームとの間の相互作用 (例えば、
静電気的、ファンデルワールス、またはその他の非化学的結合による相互作用)を介して
リポソームに結合(associated with) している。一般的に、リンカーまたはスペーサー 
分子 (例えば、ポリマーまたはその他の分子)は、非化学的結合している場合のリガンド
とリポソームとの結合には用いられない。
【００５２】
　本明細書において記載されるように、さらなる態様において、リガンド (例えば、タン
パク質/ペプチド、抗体または抗体フラグメント)は、例えば、マレイミジル基またはその
他のスルフヒドリル反応基を含むカチオン性リポソーム、およびリガンド (例えば、タン
パク質/ペプチド、抗体または抗体フラグメント)上の硫黄原子との間の化学的 相互作用
を介してカチオン性リポソームに化学的に結合している。核酸は次いでリポソームに添加
されてリポソーム-DNA 複合体が形成されるか、または核酸が最初に添加され、次いでリ
ガンドと複合体化されてもよい。かかる方法はその開示内容全体を引用により本明細書に
含める2001年１０月１日出願の米国特許出願番号09/914,046に開示されている。
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【００５３】
　核酸を含むトランスフェリン (Tf)-結合(conjugated)リポソーム(Tf-Lip-DNA)は、以前
に記載された処方にしたがって調製される(その開示内容全体を引用により本明細書に含
める、Xu, et al., "Transferrin-liposome-mediated systemic p53 gene therapy in co
mbination with radiation results in regression of human head and neck cancer xen
ografts," Hum Gene Ther. 10(18):2941-2952. (1999))。放射線照射と組合せたトランス
フェリン-リポソーム-媒介全身的 p53 遺伝子治療の結果、ヒト 頭頸部癌異種移植片の退
縮が起こる。簡単に説明すると、好適な 調製のために、25 mlのTf (5 mg/ml、鉄飽和 ホ
ロ-トランスフェリン; Sigma、St. Louis、MO)および50 mlのLip (2 mM 総脂質) ＋ 75 m
lの水をポリプロピレン チューブ中で混合し、5-15 分間 室温で頻繁に揺り動かしながら
インキュベートする。120 mlの20 mM HEPES 緩衝剤、pH 7.4中の10μgのプラスミド DNA
をチューブに添加し、すぐに徹底的に混合し、20 分間 室温で 頻繁に揺り動かしながら
インキュベートした。30μlの50% デキストロース 溶液を次いでチューブに添加する。最
終的なDNA:脂質:Tf 比は約 1:10:12.5 (mg/nmol/mg)である。さらなる態様において、HEP
ES 緩衝剤は水で置換してもよい。
【００５４】
　核酸分子はカチオン性リポソーム内にカプセル封入されてもよく、 カチオン性リポソ
ームの炭化水素 鎖 領域に含まれてもよく、カチオン性リポソームの内側または外側 単
層 (例えば、頭部領域) に結合していてもよく(associated with)、またはそれらのいず
れかの組合せであってもよい。好適には、本発明のカチオン性免疫リポソームは単層 リ
ポソーム(即ち、一つの二重層)であるが、いくつかの同心円状の二重層を含む多重膜 リ
ポソームも用いることが出来る。本発明の一つの二重層のカチオン性リポソームは、核酸
分子が中にカプセル封入されうる内部水性体積を含む。それらはまた、その中に中性また
はほとんど無電荷に調整された核酸分子が含まれうる炭化水素 鎖 領域 (即ち、脂質の脂
質鎖領域)を有する一つの二重層も含む。さらに、核酸分子は、例えば、負に荷電してい
る 核酸分子と正に荷電している カチオン性リポソームとの間の電荷-電荷 相互作用を介
してリポソーム 膜の内側単層 および/または外側単層(即ち、脂質の頭部領域)のいずれ
かまたは両方と複合体化または結合しうる(associated with）。さらなる態様において、
核酸分子は、本発明のカチオン性リポソーム複合体のこれらの領域のいずれかまたはすべ
ての中にカプセル封入/結合/複合体化されうる。
【００５５】
　本明細書において議論されるように、好適には、核酸分子は、約 0.1 モルの１以上の
ウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、対、約 10 モルの１以上のインター
ロイキンをコードする１以上の核酸分子;から 10 モルの１以上のウイルスタンパク質を
コードする１以上の核酸分子、対、約 0.1 モルの１以上のインターロイキンをコードす
る１以上の核酸分子、のモル比にて存在し; 特に、約 1 モルの１以上のウイルスタンパ
ク質をコードする１以上の核酸分子、対、約 1 モルの１以上のインターロイキンをコー
ドする１以上の核酸分子をリポソーム複合体において用いることが出来る。脂質、ターゲ
ティングリガンドおよび核酸分子の好適な量/比もまた本明細書において記載される。例
示的な態様において、１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子、１以
上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子、およびリポソームは、約 0.5:1 
から約 1:40 (μg 全核酸:μg 脂質)、好適には 約 1:5 から約 1:20 (μg 全核酸:μg 
脂質)、例えば、約 1:10 (μg 全核酸:μg 脂質) の重量比にて存在する。本発明の例示
的な リポソーム 組成物は、全核酸、脂質およびリガンド、例えば、一本鎖 抗体 (例え
ば、TfscFv)を、約 1:10:0.33 (μg 全核酸:μg 脂質:μg 一本鎖 抗体)の重量比にて含
む。
【００５６】
　本発明のカチオン性リポソームにおいて用いられる核酸分子によってコードされうる例
示的な ウイルスタンパク質としては、本明細書において記載されるものが含まれ、例え
ば、HIV ウイルスタンパク質、インフルエンザウイルスタンパク質、SARS ウイルスタン



(19) JP 5890095 B2 2016.3.22

10

20

30

40

50

パク質、A、B および/または C型肝炎ウイルスタンパク質、鳥インフルエンザウイルスタ
ンパク質および天然痘 ウイルスタンパク質その他が挙げられる。本発明のカチオン性リ
ポソームにおいて用いられる核酸分子によってコードされうる例示的な インターロイキ
ンとしては、本明細書において記載されるものが含まれ、例えば、IL-1、IL-2、IL-3、IL
-4、IL-5、IL-6、IL-7、IL-8、IL-9、IL-10、IL-12、IL-13、IL-15、IL-17、IL-18および
IL-23が挙げられ、好適には、IL-2、IL-12およびIL-15である。
【００５７】
　例示的な態様において、本発明の実施における使用のためのウイルスタンパク質および
/またはインターロイキンをコードする核酸は、核酸 プロモーター、例えば、米国公開特
許出願番号2007/0065432に記載のプロモーターの下流に配置される。
【００５８】
　本発明はまた、本明細書において記載されるリガンド-標的化カチオン性リポソーム複
合体を含む医薬組成物を提供する。好適な態様において、医薬組成物はさらに、１以上の
 抗菌薬 (例えば、アンホテリシン B、クロルテトラサイクリン、ゲンタマイシン、ネオ
マイシン)、１以上の 保存料(例えば、塩化ベンゼトニウム、EDTA、ホルムアルデヒド、2
-フェノキシエタノール)、１以上の 緩衝剤 (例えば、リン酸緩衝剤、ホウ酸ナトリウム
、塩化ナトリウム)、１以上の 界面活性剤 (ポリソルベート 20、80)、１以上の タンパ
ク質 安定化剤 (例えば、アルブミン、ラクトース、グルタミン酸カリウム)、糖類、例え
ば、スクロースまたはデキストロース、およびアジュバント(例えば、水酸化アルミニウ
ム、リン酸アルミニウム ) からなる群から選択される１以上の 賦形剤を含む。さらなる
賦形剤は当該技術分野において周知であり、本発明の実施において容易に利用できる。
【００５９】
　本発明はまた、カチオン性リポソーム、リガンド (例えば、タンパク質/ペプチド、抗
体または抗体フラグメント)、および１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の
核酸分子を含む第一のリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体を含む医薬組成物を
提供し、ここでリガンドは、カチオン性リポソームに化学的に結合してはいないがカチオ
ン性リポソームと直接的に複合体化/結合している。さらなる態様において、リガンドは
カチオン性リポソームに化学的に結合したものであってもよい。医薬組成物はまた好適に
は、カチオン性リポソーム、リガンド (例えば、タンパク質/ペプチド、抗体または抗体
フラグメント)、および１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子を含む
第二のリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体を含み、ここで、リガンドは、カチ
オン性リポソームに化学的に結合してはいないがカチオン性リポソームと直接的に複合体
化/結合している。さらなる態様において、リガンドはカチオン性リポソームに化学的に
結合したものであってもよい。
【００６０】
　特定のかかる態様において、１以上のウイルスタンパク質をコードする核酸分子は１以
上の インターロイキンをコードする核酸と同じ組成物中にて送達されるが、同じカチオ
ン性リポソームにカプセル封入/結合(associated with)されるよりはむしろ、それらは２
種の(またはそれより多い)異なるカチオン性リポソームと結合され（associated with）
、その後、同じ組成物中にて送達される(即ち、２種類のリポソーム 集団が混合されて一
緒になる)。別の態様において １以上のウイルスタンパク質をコードする核酸分子および
１以上の インターロイキンをコードする核酸分子は同じプラスミド ベクターに含まれて
いてもよい。本発明はまた、 哺乳類に２つの別々の免疫リポソーム 組成物を投与するこ
とも包含し、一方はウイルスタンパク質をコードする核酸を含み、他方はインターロイキ
ンをコードする核酸を含む。本発明の医薬組成物に使用するための好適な脂質、ターゲテ
ィング分子および核酸分子の例ならびに、かかる成分の比は本明細書において記載される
。
【００６１】
　本発明はまた、１以上の 活性薬剤を哺乳類の抗原提示細胞(APC)に送達する方法を提供
する。好適な態様において、かかる方法は、カチオン性リポソーム、TfRscFv、および１
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以上の 活性薬剤を含む抗-トランスフェリン 受容体 一本鎖 Fv (TfRscFv)-標的化 カチ
オン性免疫リポソーム複合体を哺乳類に投与することを含み、ここで、TfRscFvはカチオ
ン性リポソームに化学的に結合してはいないがカチオン性リポソームと直接的に複合体化
/結合している。さらなる態様において、TfRscFvはカチオン性リポソームに化学的に結合
している。本発明のかかる方法は、体のあらゆる臓器または組織、例えば、肝臓、リンパ
節、腸および/または呼吸器におけるAPCに薬剤を送達するために用いることが出来る。好
適には、APCは、例えば、プロフェッショナル、または非プロフェッショナル APCであり
得る。「プロフェッショナル APC」とは、その表面上にMHC クラス II 分子を発現するも
のをいう。
【００６２】
　好適な態様において、送達される薬剤は核酸分子であるが、その他の薬剤、例えば、 
化学薬品、例えば、低分子、ならびにペプチドおよびタンパク質も送達され得る。薬剤は
、プロフェッショナルならびに非プロフェッショナル APC、例えば、肝臓、脾臓、リンパ
節、腸および/または 呼吸器に位置するAPCへと送達されうる。例示的な態様において、
送達される薬剤は、１以上のウイルスタンパク質(例えば、HIV ウイルスタンパク質、エ
ボラウイルスタンパク質、インフルエンザウイルスタンパク質、SARS ウイルスタンパク
質、鳥インフルエンザウイルスタンパク質または天然痘 ウイルスタンパク質) および/ま
たは １以上の インターロイキン(例えば、 IL-1、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-7
、IL-8、IL-9、IL-10、IL-12、IL-13、IL-15、IL-17、IL-18またはIL-23)をコードする。
【００６３】
　さらなる態様において、本発明は、リガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体を哺
乳類に投与することを含む、哺乳類においてウイルス抗原に対する免疫応答を誘発する方
法を提供する。好適な態様において、カチオン性リポソーム複合体は以下を含む：カチオ
ン性リポソーム;カチオン性リポソームに化学的に結合していないがカチオン性リポソー
ムと直接的に複合体化/結合したリガンド;カチオン性リポソームと結合した(associated 
with) １以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子;およびカチオン性リ
ポソームと結合した(associated with)１以上のインターロイキンをコードする１以上の
核酸分子。さらなる態様において、リガンドは、例えば、リガンド上(例えば、抗体また
は抗体フラグメント上)の硫黄含有基とリポソーム上の基、例えば、 マレイミド基との間
の化学的結合を介してカチオン性リポソームに化学的に結合している。例示的な リガン
ドが本明細書において記載され、例えば、これらに限定されないが、ガラクトース、L-37
pA、抗体および抗体フラグメント (例えば、scFv 抗体フラグメント、例えば、 抗-トラ
ンスフェリン 受容体 一本鎖 Fv (TfRscFv))が挙げられる。
【００６４】
　本明細書において用いる場合、「ウイルス抗原に対する免疫応答の誘発」とは、哺乳類
(例えば、いずれかの哺乳類、例えば、ヒト) の免疫系がウイルス抗原を同定し、それを
除くため、あるいはウイルス抗原の存在に対して応答するようにトリガーされるプロセス
をいう。抗原にはそれに対する抗体の産生が引き起こされるあらゆるウイルス性物質が含
まれる。特定のウイルス抗原または抗原の群に対する免疫応答を誘発することにより、哺
乳類はワクチン接種されることになり、抗原にさらに曝されると、結果として応答/抗原
の排除が起こる。
【００６５】
　免疫応答が引き起こされうるウイルス抗原の例としては、当該技術分野において知られ
ているあらゆるウイルス抗原が含まれ、本明細書において記載されるものが挙げられ、例
えば、肝炎 (A、BまたはC型) ウイルス、インフルエンザウイルス、HIV ウイルス、エボ
ラ ウイルス、SARS ウイルス、鳥インフルエンザウイルス、天然痘 ウイルス等と関連す
る抗原が挙げられる。カチオン性リポソームがAPCを標的化する能力により、免疫応答の
プライミングに関与する細胞への直接的かつ効率的な核酸分子の送達が可能となり、それ
により、哺乳類におけるウイルス抗原に対する免疫応答を誘発する非常に有効かつ強力な
方法が提供される。
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【００６６】
　本発明の治療方法に用いられる核酸分子によって発現されうる好適な ウイルスタンパ
ク質は本明細書において記載され、例えば、これらに限定されないが、HIV ウイルスタン
パク質、エボラウイルスタンパク質、インフルエンザウイルスタンパク質、SARS ウイル
スタンパク質、鳥インフルエンザウイルスタンパク質および天然痘 ウイルスタンパク質
が挙げられる。核酸分子によってコードされうる例示的な インターロイキンとしては本
明細書において記載されるものが含まれ、例えば、 IL-1、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-
6、IL-7、IL-8、IL-9、IL-10、IL-12、IL-13、IL-15、IL-17、IL-18およびIL-23が挙げら
れる。例示的な態様において、本発明の様々な 方法において送達されるリガンド-標的化
カチオン性リポソームは、カチオン性リポソームと結合して(associated with) K[K(H)KK
K]5-K(H)KKC (HoKC) (配列番号1) ペプチドを含むペプチドをさらに含む。
【００６７】
　さらなる態様において、本発明は、哺乳類におけるウイルス性疾患を治療または予防す
る方法を提供する。好適には、方法は哺乳類にカチオン性リポソーム複合体を投与するこ
とを含み、ここでカチオン性リポソーム複合体 は以下を含む: カチオン性リポソーム;カ
チオン性リポソームに化学的に結合していないが直接的に複合体化したリガンド;カチオ
ン性リポソームと結合した(associated with) １以上のウイルスタンパク質をコードする
１以上の核酸分子;およびカチオン性リポソームと結合した(associated with)１以上のイ
ンターロイキンをコードする１以上の核酸分子。投与方法としては、これらに限定されな
いが、静脈内 (IV)、腫瘍内 (IT)、病巣内 (IL)、エアロゾル、経皮的(percutaneous)、
経口、内視鏡下、局所、筋肉内 (IM)、皮内 (ID)、眼内 (IO)、腹腔内 (IP)、経皮 (tran
sdermal)(TD)、鼻腔内 (IN)、脳内 (IC)、臓器内 (例えば、肝臓内)、徐放インプラント
、または皮下 投与、または浸透圧または機械的ポンプを用いる投与を介するものが挙げ
られる。それらはボーラスとしてまたは注入として投与されうる。さらなる態様において
、リガンドは、本明細書に記載する様々な 方法またはその他の当該技術分野において公
知の方法を用いてカチオン性リポソームに化学的に結合していてもよい。
【００６８】
　本発明の方法を用いて治療または予防されうるウイルス性疾患の例としては、当該技術
分野において公知のあらゆるウイルス性疾患が含まれ、例えば限定されないが、本明細書
において記載されるもの、例えば、 肝炎 (A、B またはC型)、インフルエンザ、HIV、エ
ボラ、SARS、鳥インフルエンザ、天然痘等が挙げられる。したがって哺乳類においてウイ
ルス抗原に対する免疫応答を誘発することに加えて、本発明はまた、哺乳類におけるウイ
ルス性疾患を治療または予防する方法も提供する。これには最近(例えば、 約 1年未満内
、好適には、約 6ヶ月未満内または約 1ヶ月未満内)に感染した哺乳類ならびに慢性感染
を患う哺乳類 (例えば、例えば1年以上感染している哺乳類)が含まれる。
【００６９】
　本発明の治療または予防の方法における使用のための例示的な リガンドは本明細書に
おいて記載され、例えば、様々な ペプチドおよびタンパク質、例えば、 トランスフェリ
ン、ガラクトース、L-37pA、抗体および抗体フラグメント (例えば、一本鎖 Fv 抗体フラ
グメント、例えば、 抗-トランスフェリン 受容体 一本鎖 Fv (TfRscFv))が挙げられる。
本発明の治療および予防の様々な 方法を用いて送達される核酸分子によってコードされ
うる例示的な ウイルスタンパク質およびインターロイキンは本明細書において記載され
ている。例示的な態様において、本発明の様々な 治療および予防 方法において送達され
るリガンド-標的化カチオン性リポソームはさらに、カチオン性リポソームに結合した（a
ssociated with）K[K(H)KKK]5-K(H)KKC (HoKC) (配列番号1) ペプチドを含むペプチドを
含む。
【００７０】
　本発明はまた、本明細書において記載される様々な 方法によって調製されるリガンド-
標的化カチオン性リポソーム複合体を哺乳類に投与することを含む、哺乳類におけるウイ
ルス抗原 に対する免疫応答を誘発する方法を提供する。さらに、哺乳類におけるウイル
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ス性疾患を治療または予防する方法は、哺乳類に本発明の様々な方法/プロセスによって
調製されるリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体を投与することを含む。かかる
方法における使用のための 好適な リガンド、リポソームおよび核酸は本明細書において
記載されている。
【００７１】
　免疫応答の誘発およびウイルス性疾患の治療または予防ならびにAPCへの送達を含む本
発明の様々な 治療/予防 方法において、様々な 本発明のリポソーム複合体をいずれかの
所望の経路を介して投与することが出来る。例示的な 送達 経路としては、これらに限定
されないが、静脈内、経口、局所、吸入を介するもの、筋肉内 注射、腫瘍内 注射、皮内
 注射、経皮 注射、皮下 注射、腹腔内 注射、鼻腔内 注射、眼内 注射または点眼剤、頭
蓋内 注射、臓器内 投与 (例えば、肝臓内)またはその他の経路、例えば、 徐放インプラ
ントまたは浸透圧または機械的ポンプを介するものが挙げられる。それらはボーラスとし
てまたは注入として投与されうる。
【００７２】
　本発明はまた、様々な本発明のリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体を含む医
薬組成物を提供する。本発明の医薬組成物は、１以上の 賦形剤、例えば、１以上の 抗菌
薬、１以上の 保存料、１以上の 緩衝剤および/または １以上の 界面活性剤をさらに含
んでいてもよい。
【００７３】
　さらなる態様において、本発明はまた、２以上の リガンド-標的化カチオン性リポソー
ム複合体を含む医薬組成物を提供する。例えば、組成物は、 カチオン性リポソーム、リ
ガンド、および１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子を含む第一の
リガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体を含みうる。好適な態様において、リガン
ド はカチオン性リポソームに化学的に結合していないがカチオン性リポソームと直接的
に複合体化している。別の態様において、リガンドはカチオン性リポソームに化学的に結
合している。 
【００７４】
　組成物はさらに以下を含む第二のリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体を含み
うる：カチオン性リポソーム、リガンド、および１以上のインターロイキンをコードする
１以上の核酸分子。好適には、リガンドは該カチオン性リポソームに化学的に結合してい
ないが該カチオン性リポソームと直接的に複合体化しており、別の態様においては、リガ
ンドはカチオン性リポソームに化学的に結合している。
【００７５】
　以下に示す実施例は、 C型肝炎 ウイルス (HCV) タンパク質の送達のための免疫リポソ
ーム複合体の生産、および予防 ワクチン接種/ HCV に感染した哺乳類の治療について記
載するが、あらゆるウイルスタンパク質をコードする核酸分子 が本発明の様々な 方法に
おいて利用でき、本明細書において記載される免疫リポソーム複合体中に結合/カプセル
封入されうることを理解すべきである。核酸分子によってコードされる最終的なウイルス
タンパク質は本発明の免疫リポソーム複合体の形成能力に影響を有さない。単に核酸分子
の負の荷電が、核酸分子がカチオン性免疫リポソームと結合する/カチオン性免疫リポソ
ームにカプセル封入されることを可能にするようである。それゆえ、本発明は、HCV タン
パク質の送達に限定されず、あらゆるウイルスタンパク質 および/またはあらゆるインタ
ーロイキンをコードするあらゆる核酸 (例えば、プラスミド、ベクター)の送達を包含す
る。
【００７６】
　さらに、異なるウイルスタンパク質をコードする数種類の核酸が免疫リポソーム複合体
にカプセル封入/結合し得、したがって、本発明は一つのリポソーム系により、あるいは
複数の異なるリポソーム複合体により、多種多様なウイルス 感染についてワクチン接種/
治療するための複合体および方法を提供する。
【００７７】
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　関連技術分野の当業者には、本明細書に記載する方法および用途に対するその他の好適
な改変および適用が、本発明の範囲またはそのいずれかの態様から逸脱することなくなさ
れうることが明らかであろう。本発明を詳細に説明してきたが、本発明を限定する意図は
なく、例示の目的のみで本明細書に含める以下の実施例を参照することにより同じことは
より明確に理解されよう。 
【実施例】
【００７８】
実施例 1
カチオン性リポソームに基づく C型肝炎 ウイルス (HCV) ワクチン接種および治療システ
ムの調製および使用
　HCV 再感染からの保護は、チンパンジーにおいて自然の感染によっては誘発されないと
いう以前の教義(Farci P.、et al.、Science 258: 140 (1992); Prince A.M.、et al.、J
. Infect. Dis.、165: 438-443 (1992))に反して、回復したヒトおよびチンパンジーにお
いては、再感染は起こるもののメモリー免疫応答が存在し、それが再感染の際にウイルス
複製の即時の制御および迅速なクリアランスを導くということがこのたび明らかとなった
。HCVからの自然な回復の後、休止した HCV-特異的メモリー T 細胞が数十年間にわたり
末梢血において検出することが出来、多くの場合、検出可能な HCV-抗体の非存在下で検
出できる(Takaki A.、et al.、Nat. Med.、6:578-582 (2000))。HCV-特異的細胞免疫応答
は、回復したチンパンジーにおいて実証されるように肝臓においても存続し、再感染の際
の防御免疫を媒介する(例えば、Bassett S.E.、et al.、Hepatology、33:479-1487 (2001
) を参照)。二次感染の持続時間は短く、初期感染と比較して血液および肝臓におけるウ
イルスタイターは低下しており、アラニン アミノトランスフェラーゼ レベル(ALT)によ
って示されるように肝臓の炎症も低下している(Bassset et al.)。ヒトにおいても以前の
曝露の後に類似のメモリー応答が存在し、HCV 感染を迅速に制御し、排除することができ
るということが患者の研究から示されている(Mehta S.H.、et al.、Lancet、359:1478-14
83 (2002))。明細書中に記載されるように、本発明は、APC、例えば限定されないが肝臓
におけるAPCに効率的に送達される、HCV の非構造タンパク質に注目した、予防と治療の
両方のためのT細胞に基づく ワクチンを提供する。肝臓はHCV 複製の一次部位であり、し
たがって、肝臓における免疫応答の誘発は、自然の感染の際に誘発される免疫応答を模倣
し、攻撃の際に保護またはウイルスの迅速なクリアランスを導く。
【００７９】
　C型肝炎 ウイルス (HCV) は、一本鎖のプラス鎖 RNA ゲノムを有するエンベロープを持
ったウイルスである。そのRNAの長さは ~9.6 kbであり、~341-塩基の5' 非翻訳領域 (NTR
)、すべてのウイルス-特異的タンパク質(~3011 アミノ酸)をコードする長いオープンリー
ディングフレーム、および3' NTRからなる。ゲノム RNAの翻訳はキャップ非依存的であり
、配列内リボソーム進入部位として機能する5'NTRによって媒介される。その結果得られ
るポリタンパク質は、２つの宿主プロテアーゼおよび２つのウイルスプロテアーゼによっ
て翻訳中および翻訳後の両方に切断されて、以下の産物を生じる: NH2-C-E1-E2-p7-NS2-N
S3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH。構造タンパク質(C、E1、およびE2)は N-末端に位置する;
 非構造 (NS) 成分は残りの部分によってコードされる(総説としてその開示内容全体を引
用により本明細書に含めるMajor M.E., et al., Hepatitis C Viruses. In: Fields Viro
logy, Knipe D.M. and Howley P.M. (eds.), Lippincott, Williams & Wilkins, pp. 112
7-1161 (2001)を参照されたい)。すべてのRNA ウイルスについて、HCV RNA 複製は誤りが
ちであり、変異体が連続して生じることとなる。かかる変異体は、プール即ち「疑似種」
を提供し、これは迅速に、例えば、免疫応答によって奏される淘汰圧に適応することがで
きる。この変異性はHCV 生存および進化に重要であるようであるが、HCV 分子生物学、病
原性、免疫応答の正確な研究そして最終的にはワクチン開発を困難なものともする。
【００８０】
　HCV感染は典型的には非経口経路によるが、経粘膜感染、例えば、性的および母子感染
も起こる。慢性C型肝炎の治療において顕著な進展がなされた。ペグ化された IFN-αおよ
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びリバビリンによる現在の治療法では、およそ50% の症例においてHCV 感染が排除される
が、治療はいまだに非常に高価であり、6-12 ヶ月の治療を必要とし、そして重篤な副作
用の顕著なリスクが伴う。予防ワクチンが、米国および全世界の両方においてHCV-関連疾
患の最終的な制御のために重要である。治療のための免疫学的アプローチも必要である。
【００８１】
　キメラ ヒト 肝臓を有するSCID マウス モデルの開発にも拘わらず、チンパンジーがい
まだにHCV 感染についての唯一の確立された動物 モデルである(Grakoui A.、et al.、He
patology、33:489-495 (2001)に概説されている)。したがって、それは実験的ワクチンが
投与され、その有効性が評価されうる唯一のモデルである。チンパンジー免疫系に関与す
るタンパク質の多くは、ヒトオルソログと同一であるかまたは非常に密接に関連している
ので、検出に必要とされる試薬は互換的である。甚大なコストのために、チンパンジーに
おいてすべての有望な HCV ワクチンアプローチを試験することは不可能である。ワクチ
ン研究は現在まで、多数の免疫 戦略を試験するために正常免疫適格性マウスを使用して
いた(例えば、Forns X., et al., Vaccine, 17:1992-2002 (1999)を参照)。ヒト クラス 
I MHC 分子を発現するトランスジェニックマウスが、特異的HCV エピトープ 分析および
代替保護システムのために用いられてきた(Qiao M.、et al.、Hepatology、37:52-59 (20
03))。ワクチン戦略はしたがって今まで、組換えタンパク質、ウイルスベクター、ウイル
ス-様粒子およびDNA-に基づく 免疫に基づくものであった。急性感染の排除におけるHCV 
NS3 に対する免疫応答の関与についての強力な支持がある(Diepolder H.M.、et al.、J. 
Virol.、71:6011-6019 (1997))。この抗原は現在ではあらゆる HCV T 細胞 ワクチンの重
要な 成分であると考えられている。報告によると、NS3 タンパク質を発現するコンスト
ラクトにNS4Aを含めると、その結果としてマウスにおけるより良好な発現および向上した
免疫応答が起こることが示されている (Frelin L.、et al.、Gene Ther.、10:686-699 (2
003))。広範な、多選択性 T 細胞応答がHCV 感染の排除において重要であることも同定さ
れてきており、それゆえ、NS5AおよびNS5B タンパク質は重要な T 細胞 ワクチン成分で
あろう。
【００８２】
　HCVは、米国において慢性肝臓疾患の40-60%に関与している。これら患者のうち、３分
の１は、進行性の線維症および硬変を発症する (Liang T.J.、et al,. Ann. Intern. Med
.、132:296-305 (2000))。C型肝炎は現在ではB型肝炎にとってかわって日本における肝細
胞癌 (HCC)の主な原因となっており、CDCによると、HCV-関連硬変および癌に起因して米
国のみにおいて毎年8,000-10,000名が死亡している。HCV-関連HCCの機構は未知である。
それは主に長年の感染にわたる慢性免疫媒介肝細胞障害および再生により誘発されると考
えられている。HCVのコア遺伝子産物は、多数の細胞タンパク質と相互作用することが示
されている。それは核移行シグナルを含み、RNA 結合活性を有し、そして細胞において複
数の機能、例えば、トランス活性化および抑制、を発揮することが示されている(Matsumo
to M.、et al.、J. Virol.、71:1301-1309 (1997))。HCV コアのトランス活性化因子また
は抑制因子としての機能を同定する研究では、生物学的 レベルよりも桁違いに高いイン
ビトロでの発現 レベルを用いていた。しかし、数十年にわたるかかるタンパク質の低レ
ベルの発現は感染細胞において有害事象を導びき得、それがHCC 進行において役割を果た
している可能性がある。HCCと闘う最善の手段は、予防、初期の検出およびより良好な治
療法による。したがって、C型肝炎 ウイルス 感染を予防することによって、HCCも予防さ
れうる。
【００８３】
　HCV 複製を支持する特定の細胞タイプはいまだに同定されていないが、HCV 複製の主な
場所は肝臓であると考えられており、感染した個体の肝臓の病態と一致する。正常な肝臓
は、免疫応答の媒介において重要な役割を果たしている。ほとんどの臓器とは異なり、肝
臓における抗原の提示の結果、未処理(naive) T 細胞の活性化が起こりうるという証拠が
ある (Bertolino P., et al., Cell Biol., 80:84-92 (2002))。肝臓に入ると、血液中の
抗原はまず、類洞細胞集団、即ち肝臓類洞上皮細胞 (LSEC) およびクッパー 細胞と接触
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することになる。抗原の肝臓への送達の結果、T 細胞の局所活性化が起こり、それはおそ
らくこれら同じ細胞によるものであり、それら両方は抗原提示細胞として作用することが
示されている。肝臓における抗原の提示の結果、 T-細胞 プライミングまたはT-細胞トレ
ランスが起こりうる。
【００８４】
　癌の治療および腫瘍へのターゲティングのためのカチオン性免疫リポソームの使用に反
して(米国公開特許出願番号2003/0044407および米国特許出願番号11/520,796におけるよ
うなもの)、本願の実施例は、有効に取り込まれ(受容体媒介エンドサイトーシスおよび促
進されたエンドソーム放出)、肝臓を含む体内のいずれの場所で起こったとしても抗原がT
 細胞に提示されるように、HCV タンパク質を発現するDNAを送達するためにTfRscFv-リポ
ソーム (HK ペプチドを含むかまたは含まない) 複合体を利用する。
【００８５】
　TfRscFvの存在は、カチオン性リポソーム複合体を効率的に細胞内に移動させる受容体-
媒介エンドサイトーシスを提供し、一方HK ペプチドは(必要というわけではないが)DNAの
細胞質へのエンドソーム放出を促進する。
【００８６】
　肝細胞のためにインビボで使用するためのもっとも適当な製剤を決定するために様々な
リポソーム複合体を用いたインビトロでの比較研究を行った。２つの肝細胞-特異的リガ
ンドである、ガラクトース (GAL) (アシアロ糖タンパク質 受容体に結合する)およびL-37
pA ( HCVに対する推定受容体であるスカベンジャー 受容体、SR-B1に結合する)を試験し
た。これらを非改変リポソーム 製剤およびトランスフェリン (Tf) 受容体の一本鎖 Fv 
フラグメント(TfRscFv)で改変した複合体と比較した。３タイプの脂質をこれら分析に用
いた: リピドA  (DOTAP:DOPE、1:1 モル比); リピドD (DOTAP:Chol、1:1 モル比);および
リピドG (DOTAP:DOPE:Chol、1:1:1 モル比)である。３つのサンプル調製方法を比較した
。方法 A: DNAが直接リガンド-改変リポソームと混合されるプレコーティング 方法。方
法 B: DNAがリポソームと混合されてカチオン性 リピドDNA コア (リポプレックス)が形
成された後、リガンドがリポプレックスの表面に結合されるポストコーティング 方法。
方法 C: DNAがリポソームまたはヒスチジル化 オリゴリジン (HoKC) ペプチド 修飾を有
するリポソームと混合されてリポプレックスが形成された後、特定のリガンドを担持する
アニオン性 (PSchol)または中性 (PCchol) リポソームが添加されてリポプレックスをカ
プセル封入する方法。 
【００８７】
A. 方法
1. 複合体形成
化学的結合による複合体形成 
　リポソーム表面に直接的に化学的に結合した抗体または抗体フラグメントを含むカチオ
ン性免疫リポソームを調製するための例示的な 方法は、2001年１０月１日出願の、その
開示内容全体を引用により本明細書に含める米国特許出願番号09/914,046に開示されてい
る。例えば、4-(p-マレイミドフェニル)ブチレート-DOPE (MPB-DOPE) (Avanti Polar Lip
ids) は総脂質の5-8%モルにて上記に記載の７つのリポソーム製剤に含まれる。MPB-リポ
ソームは当該技術分野において周知の方法によって調製される。例えば、Campbell MJ (B
iotechniques 1995 Jun;18(6):1027-32)に記載のものから改変されたエタノール 注射 方
法を本発明において用いることが出来る。簡単に説明すると、すべての脂質をエタノール
に可溶化し、混合し、50-60℃のボルテックスしている 純水にハミルトンシリンジにて注
入する。溶液をさらに10-15 分間ボルテックスする。終濃度は1-2mM 総脂質である。1M H
EPES、pH7.5 (pH7.0-8.0)を終濃度10-20mMにて添加する。マレイミド基はpH >7の水溶液
中では不安定であるので、リポソームは 水 (pH 5-6.5)中で調製すべきである。pH はscF
v-SHとの結合の前に1M HEPES 緩衝剤、pH7.0-8.0を用いて7.0-8.0に調整するとよく、そ
れによりポストコーティング 反応が促進される。
【００８８】
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　scFv-SHを約 1:1 から約 1:100、好適には、約 1:10 から約 1:50 (w:w)、より好適に
は約 1:20 から約 1:40のタンパク質/脂質比にてMPB-リポソームに添加する。溶液を30 
分間 室温での穏やかな回転 (~20-30 RPM)により混合し、scFv-Lipを作る。scFv-Lipは精
製せずに用いられるが、それはSepharose CL-4B カラムクロマトグラフィーにより精製し
てもよい。プラスミド DNA を水に希釈し、scFv-Lip に約 0.5:1 から約 1:40 (μg 全核
酸:μg 脂質)、好適には 約 1:5 から約 1:20 (μg 全核酸:μg 脂質)、例えば、約 1:10
 (μg 全核酸:μg 脂質) のDNA/脂質比にて添加し、scFv-Lip-DNA 複合体を作る。scFv-L
ip-DNAは精製せずに用いられるが、それは Sepharose CL-4B カラムクロマトグラフィー
により精製してもよい。80-100%の scFvがリポソームに結合されると期待されうる。
【００８９】
単純な混合による複合体形成
　結合した TfRscFv-免疫リポソームはその免疫学的活性を保持している。cys-TfRscFv 
はリポプレックスに化学的に結合することができ(2001年１０月１日出願の米国特許出願
番号09/914,046参照)、ヒト 前立腺 腫瘍細胞をインビトロおよびインビボで効率的にト
ランスフェクトしうることが確立されている。様々な 化学的結合 方法を用いてリポソー
ムに結合させるのは一本鎖 抗体フラグメントについての慣行である。cys-TfRscFvとカチ
オン性リポソーム (還元性基、例えば、 マレイミド DOPEまたはいずれかの還元性基を有
する脂質を含まない)との、化学的結合ではなく単純な混合の結果、免疫学的に活性な複
合体が形成されることも判定され、ここでリガンドはリンカーまたは化学的結合分子を使
用せずにリポソームに直接的に結合しており、また、依然として腫瘍細胞に効率的に結合
しトランスフェクトすることが判定された (例えば、そこに開示される組成および方法を
含めてその開示内容を引用により本明細書に含める米国公開特許出願番号2003/0044407を
参照)。
【００９０】
　cys-TfRscFv-免疫リポソーム複合体は、本明細書において記載される範囲内において混
合された複合体中に所定の比の一本鎖 タンパク質対リポソーム、および、 DNA 対n モル
 (またはug) 総脂質となるようにcys-TfRscFv とリポソーム 組成物 Aとを混合すること
によって調製される。以下に記載する複合体の調製は以下の一般的手順にしたがった。適
当な量の2 mM リポソーム (上記のA-H)をなんらかの水 (例えば、DI 水)と混合して所望
の体積とし、反転させて混合する。リポソーム-水 混合物に、適当な量のcys-TfRscFvを
添加し、 所望の比とし、約 1 秒 から約 2 分間穏やかな反転により混合する。この混合
物を室温で約 10 分間 から約 20 分間維持する(およそ5 分間後、5-10 秒間穏やかに反
転させる)。同時に、適当な量のDNAを約 1 秒 から約 2 分間なんらかの水と反転により
混合し、所望の体積とする。典型的には、インビトロ アッセイにおける使用のためには
、DNA濃度がウェルあたり約 0.01 μg から約 2 μg の範囲にあるのが望ましく; インビ
ボでの使用のためには、注射あたり約 5 μg から約 100 μgのDNAを提供するのが望まし
い。 DNA 溶液をcys-TfRscFv-リポソーム 溶液に迅速に添加し、混合物を約 1 秒 から約
 2 分間反転させる。最終混合物を室温で約 10 分間 から約 20 分間維持し、およそ5 分
間後に5-10 秒間穏やかに反転する。インビボでの使用のためには 50% デキストロースま
たは50% スクロースを終濃度1-20% (V:V)、好適には 5-20% (V:V)となるように添加し、
穏やかな反転により約 1 秒 から約 2 分間混合する。 1:30 (cys-TfRscFv:リポソーム、
w:w)および1:14 (μg  DNA:n モル 総脂質) の好適な比での具体例は以下の通りである。
最終体積800 μl中の40 μgのDNAについて、183 μl 水と280 μl の2 mM リポソーム 溶
液を混合する。34 μl のcys-TfRscFv (濃度0.4 μg/ml)を添加する。 183 μl の水と40
 μlの1 μg/1 μl DNAを混合する。80 μlの50% デキストロースを最終工程として添加
する。
【００９１】
　本発明の方法によって調製される最終的な複合体のサイズは約 100 から400 (nm) であ
ってMalvern ZETASIZER（登録商標） 3000またはMalvern ZETASIZER（登録商標） NANO-Z
Sを用いる動的光散乱により判定して正のゼータ電位を有する。このサイズは腫瘍毛細血
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管床を効率的に通過し、腫瘍細胞に到達するのに十分に小さく、また、毛細血管床を効率
的に通過し、標的APC 細胞に到達するのに十分に小さい。
【００９２】
2. HCV-特異的抗原に対する免疫応答の評価
標的HCV抗原
　ワクチン 研究に含めるHCV 抗原は NS3からNS5Bである。これらの配列は遺伝子型 1a H
77 株に由来する。その開示内容全体を引用により本明細書に含めるMajor M.E., et al.,
 Hepatitis C Viruses. In: Fields Virology, Knipe D.M. and Howley P.M. (eds.), Li
ppincott, Williams & Wilkins, pp. 1127-1161 (2001)参照。回復した動物におけるこの
抗原のみに対するT-細胞 応答の増強の結果は、一過性の臨床的に有意でない感染である(
以下を参照)。CMV プロモーターの制御下で抗原を発現するプラスミドについて、293-Tお
よび Huh7.5 細胞を用いた。アデノウイルス ベクターについては、AD-293 細胞株を用い
た。発現は特異的抗体を用いた蛍光免疫染色およびウェスタンブロッティングにより判定
した。
【００９３】
アデノウイルス ベクター
　ADEASY（登録商標） システムを用いてHCV遺伝子を発現するヒト アデノウイルス 血清
型 5 組換え体が本発明に好適に用いられる(Stratagene、CA)。このベクターは E1および
E3 遺伝子の欠失により複製欠損とされたものである。目的遺伝子を大腸菌における組換
えを介してアデノウイルス バックボーンに導入する。組換え プラスミドを次いでAD-293
 細胞に形質転換し、ここで欠失したウイルスアセンブリー遺伝子が補完されてウイルス 
粒子が作られる。アデノウイルスもまた、HCV 治療のための魅力的なウイルス ベクター
である。というのはこのウイルスは肝臓において導入遺伝子を効率的に発現させることが
できたからである。 
【００９４】
インターロイキン-12 (免疫増強)
　インターロイキン-12 (IL-12) はIFN-γ産生を誘発し、Th2 細胞よりもTh1細胞への分
化を支持し、自然耐性と獲得免疫とを連結させる。DCおよび貪食細胞が感染の際に病原体
に応答してIL-12を産生する。免疫を増強し、効率的な Th1-型応答を刺激するために、IL
-12を発現する プラスミドをカチオン性免疫リポソーム 製剤に含める。マウスおよび ヒ
ト IL-12の両方を発現するプラスミドを、マウスおよび霊長類研究の間の一貫性を達成す
るために調製した。
【００９５】
マウス接種
　研究は、HCV 抗原を発現する組換え ベクターを用いるDNAプライム(prime)/アデノウイ
ルス 追加免疫を含む。マウスに 0および4 週目に本明細書に開示するリポソーム複合体
中の20-30 μg のDNAを接種し、組換え アデノウイルス (108 感染単位、皮下(s.c.)）に
よって、10-12 週目に追加免疫する。この追加免疫の４週間後に、肝臓および脾臓をフロ
ーサイトメトリーにより分析して肝臓におけるT 細胞の特徴を決定する。T 細胞は肝細胞
からフィコールグラジエントを用いて分離でき、標識化抗体を用いて特定の表面 マーカ
ーについて染色する。対照として、PBS 処理マウス、非リガンド化(unliganded)リポソー
ム/DNA 複合体、空ベクターを担持する複合体、筋肉内 (i.m.) (1- 50 μg/マウス)、腹
腔内(i.p.)、静脈内(i.v.)、および皮内 (i.d.) (1-50 μg/マウス) 注入された裸 DNA、
およびi.m.またはi.d.にて複合体を接種されたマウスを含める。用量および時期を最適化
し、6 ヶ月の期間にわたる肝臓におけるT 細胞の持続および復活を評価して 肝臓内 T 細
胞数およびマーカーに基づき最良のシステムを判定する。トランスフェリン 受容体は樹
状細胞上に発現し、複合体化した DNAは受容体-媒介エンドサイトーシスによって取り込
まれるので、scL-HCVまたは scLHK-HCV 複合体のi.m. および/または i.d. 接種の結果は
裸 プラスミド DNAよりも良好な全身的応答となると期待される。T 細胞集団は CD45RA、
CD62L、CD27 およびCCR7の発現に基づいて同定されうる。IL-7Rαは短命なエフェクター 
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細胞と機能的なメモリー 細胞へと発達する細胞とを識別することが出来る有用なマーカ
ーを提供する。これらマーカーを一次マウス研究において用いて長期免疫を確立する候補
ワクチンの能力を分析する。チンパンジーにおけるHCV の排除の後に肝臓におけるメモリ
ー CD8+ T 細胞の、排除の後6 ヶ月 の血液と比較して肝臓において~10-倍高いレベルの
選択的保持の証拠がある。
【００９６】
　脾臓および肝臓内 T 細胞の特異性をインビトロ イムノアッセイによって評価する。ま
ず、精製HCV抗原またはオーバーラップする18 mer ペプチドを用いるエリスポット アッ
セイを用いてIFN-γまたはIL-4を分泌する細胞を分析する。増殖 アッセイはまた、免疫
化マウスの脾臓から単離した細胞およびMikrogen (Germany)から購入した全タンパク質を
用いて行う。HLA-A2 トランスジェニック マウスを用いる。これらマウスはHLA-A2 MHC 
分子を発現し、HLA-A2 エピトープを提示することが出来る。これらトランスジェニック 
マウスをBALB/cマウスについて用いたものと同じプロトコールを用いて免疫することがで
きるが、 HLA-A2 ハプロタイプによって認識されるペプチドを免疫学的試験において用い
ることが出来る。これら分析のために、このハプロタイプに特異的なNS5AおよびNS5Bにつ
いて同定されたHLA-A2 テトラマーおよびエピトープを用いる。肝臓由来細胞を、 FACS 
緩衝剤 (カルシウムを含まないPBS中の1% BSA、0.1% アジ化ナトリウム)中の特異的ペプ
チドおよび表面 マーカー (CD4、CD8)に特異的なFITC 標識化抗体を提示するテトラマー-
フィコエリトリン (PE)により30 分間 室温または氷上で染色する。事象を、死細胞を排
除するために7AAD (BD Pharmigen)を用いる分析についてソフトウェア Cellquest (Becto
n Dickenson)を用いてFACS-Calibur (Becton Dickenson)で獲得する。非特異的バックグ
ラウンド 染色を未処理または偽接種 マウス由来のT 細胞を用いて判定する。クローン化
のために、リンパ球を抗原刺激し、γ照射した同系の APCとIL-2およびIL-7とともに限界
希釈にて共培養し、HCV 特異的増殖について試験する。 
【００９７】
B. 結果
1.インビトロでのヒト 肝細胞癌 (Hep3B) 細胞へのリポソーム複合体のターゲティング
　Hep3B HCC 細胞(5 x 104)を24 ウェルディッシュに播き、哺乳類プロモーターの制御下
でルシフェラーゼ 遺伝子を発現する上記のようなDNA プラスミド(0.05ug/ウェル) と複
合体化したリポソームによりトランスフェクトした。scL-HCVについて用いた比は、0.33u
g:10ug(14nmol):1ug (TfRscFv:LipA:DNA)であり、scLHK-HCVについては0.33ug:7nmol:1ug
 (TfRscFv:LipA-HoKC:DNA)であった。トランスフェクションの２４時間後、ルシフェラー
ゼ活性をルシフェラーゼ アッセイ システム (Promega、Madison、WI)を用いて判定した
。結果を図1に平均+ SD (n=3)として示す。効率的な トランスフェクションが抗-トラン
スフェリン 受容体 一本鎖 抗体フラグメント (sc)と複合体化したリポソームを用いた場
合に得られ、sc/LipAおよびsc/LipA-HoKC 複合体についてそれぞれルシフェラーゼ 値は2
57,815 RLUおよび1,120,643 RLU であった(図1)。 これを非修飾リピドA  (LipA) と複合
体化したルシフェラーゼ プラスミドについてのルシフェラーゼ 値が 538.9 RLU/μg タ
ンパク質であることと比較されたい。HoKC ペプチドをリポソーム複合体に組み込んだ場
合のこの肝細胞株へのDNAのトランスフェクション 効率の上昇は、前立腺および膵臓細胞
株を用いた以前の観察と一致する。 
【００９８】
2.インビトロでの初代チンパンジー 肝細胞へのリポソーム複合体のターゲティング
　正常肝細胞は肝細胞癌細胞と同じレベルの受容体を有さず、それゆえ、TfRscFv (sc)、
ガラクトース (GAL)およびL-37pA リガンドと結合した一連の脂質複合体を初代チンパン
ジー 肝細胞において比較した。５万の初代チンパンジー 肝細胞を24 ウェル プレートに
播き、ルシフェラーゼレポーター遺伝子 (0.1μg DNA プラスミド/ウェル)を担持し、HoK
C ペプチドを有するかまたは有さない複合体によりトランスフェクトした。sc/Lip-HoKC/
DNA (レーン 1-3)およびsc/Lip/DNA (レーン 7-9) 複合体は上記に開示の単純な混合方法
により調製した。即ち、TfRscFvを0.33ug sc:7nm Lip-HoKC および0.33ug sc:14nmol Lip
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の比にて適当なリポソーム (HoKCを有するかまたは有さない)と混合し、混合は、手によ
る10回の穏やかな反転または20-30 PRMでの15-60 秒の回転により行い、室温で10-15 分
間維持した。DNAを次いでsc/Lip-HoKCまたはsc/Lip 混合物 (1ug DNA:7nmol (Lip-HoKCに
ついて) および1ug DNA:14nmol (Lipについて) の比)に添加し、溶液を手による10回の穏
やかな反転または20-30 PRMでの15-60 秒の回転により混合し、室温で10-15 分間維持し
た。 非リガンド化(unliganded) 複合体も対照として同じ比にて調製し(レーン 4-6およ
び10-12)、同じ手順にしたがった。L-37pA リガンド (レーン 19-21)を用いる複合体は、
Lip-マレイミドを6.7% モル比にて含むリポソーム (A、D、またはG)にL-37pA リガンドを
化学的に結合させることによって形成させた。Lip-Malを14:7 (nmol:nmol) (Lip:L-37pA)
 の比にてL-37pA と混合し、1.5mM HEPES 緩衝剤 (終濃度)を添加し、20-30RPMで3 時間 
室温で回転させた。その後、DNAを1ug DNA:14nmol Lipの比にて添加し、上記のように混
合し、室温で15 分間保持した。比較のために、異なる方法もGAL リガンドとの複合体の
形成に用いた (レーン 13-18)。ここでは、DNAをなんらかの必要な水に添加し、上記のよ
うに混合する。リポソームA、D、またはG (HoKCを含むかまたは含まない)をなんらかの必
要な水に添加し、上記のように混合する。２つの溶液を室温で15 分間保持し、次いで一
緒に添加し、上記のように混合し、室温で15 分間保持し、カチオン性リポソーム/DNA コ
アを形成する。GAL リガンドは、以前にアニオン性 (ホスファチジルセリン:コレステロ
ール) リポソームとモル比1:1:0.05 (PS:chol:GAL)にて結合していた。このPScholGAL 混
合物を次いであらかじめ形成された カチオン性リポソーム/DNA 複合体に添加し、溶液を
上記のように混合し、室温で15 分間保持し、カチオン性リポソーム/DNA コアをカプセル
封入する。これら複合体についての成分の比は以下の通り: 7nmol:7nmol:1ug (PScholGAL
:Lip-HoKC:DNA)および7nmol:14nmol:1ug (PScholGAL:Lip:DNA)。トランスフェクションの
４８時間後、ルシフェラーゼ活性を上記のようにルシフェラーゼ アッセイ システムを用
いて判定した。図2は、初代チンパンジー 肝細胞におけるタンパク質１μgあたりのルシ
フェラーゼ RLUによって判定したトランスフェクション効率を示す。３つのすべての方法
によって３つのすべてのリガンドを用いて形成された複合体は、これら初代チンパンジー
 肝臓細胞をトランスフェクトすることができた。初代チンパンジー 肝細胞を用いること
により、使用した脂質にかかわりなく、scと複合体化したリポソームは、様々な方法を用
いてGAL (15,509 RLU) またはL-37pA (19,662 RLU) と複合体化した最良のリポソームと
比較してほぼ10-倍高いトランスフェクション効率 (~150,000 RLU) を与えた。期待され
たように、正常 肝細胞上にはTf 受容体の数がより少ないと推測されるために、sc/リポ
ソームの全体のトランスフェクション効率は同じ複合体を Hep3B 細胞において用いた場
合と比較して16-倍まで低かった。しかし、HoKC ペプチドを含めると、TfRscFvを用いる
トランスフェクションの効率が10-倍上昇した。 Hep3B 細胞を用いて以前に観察されたよ
うに、GALおよびL-27pA リガンドを用いる最良のトランスフェクション効率はHoKC ペプ
チドを GAL リガンドとともに含めた場合に観察された。したがって、これらの研究は、s
cLHK-DNA 複合体はDNAを正常 肝臓細胞内に送達することにおいて高度に効率的であった
こと、およびその他のリガンドも正常 肝臓 肝細胞をトランスフェクトするための複合体
において用いることが出来ることを示す。
【００９９】
3.インビボでの肝臓細胞へのリポソーム複合体のターゲティング
　インビトロ実験に続いて、非腫瘍担持 BALB/cマウスおよび特定のリポソーム複合体を
用いてインビボで試験を行った。６から９週齢の動物に尾静脈を介して、400μlの上記に
示す比にて上記のように調製したリポソーム複合体中の20-25μgのEGFPを発現するDNA プ
ラスミドを、2-3回 24時間の期間にわたってi.v. 接種した。最後の接種の24-48 時間後
、肝臓、脾臓、腎臓、肺および心臓からの組織切片を液体窒素で瞬間凍結し、-70℃で保
存した。さらに、肝臓組織切片を組織学的 分析のためにホルマリンで固定した。ウェス
タンブロット 分析のために、肝臓組織をプロテアーゼ インヒビターカクテル (Sigma)を
含むT-PER 組織抽出試薬 (Pierce、Rockford、IL)を用いて抽出し、上清を細胞片を除く
ために遠心分離した後回収した。タンパク質濃度をBCA タンパク質 アッセイ 試薬キット



(30) JP 5890095 B2 2016.3.22

10

20

30

40

50

 (Pierce、Rockford、IL) を用いて評価し、40 μg の総タンパク質を、モノクローナル 
抗-GFP 抗体 (BAbCo) およびECL ウェスタンブロットキット(Yu W., et al., Nucleic Ac
ids Research, 32:e48 (2004))を用いて分析した。同じ膜を、ウェルあたり等量のタンパ
ク質のローディングを確認するために抗-GAPDH 抗体で処理した。図3は、非処理マウス (
UT)と比較した、リピドA  (scLA)、リピドA およびHoKC (scLAHK)、リピドDおよびHoKC (
scLDHK)、リピドG およびHoKC (scLGHK) と結合したTfRscFv リガンド (sc)、リピドAと
結合したガラクトース (GalLA)およびリピドA と結合したL-37pA (L-37pALA)を接種した
二連のマウス からの肝臓 抽出物のウェスタンブロットを示す。左側のレーンは、GFP お
よびGAPDHの両方についての陽性対照 (PC)を示す。すべてのリポソーム複合体は、接種さ
れたマウスの肝臓においてGFPの発現をもたらした。リピドAを用いた場合HoKC ペプチド
を含めることにより、マウスの肝臓へのDNAの送達が向上した(scLAとscLAHKとを比較され
たい)。最高の発現レベルはscLGHK リポソーム複合体について観察されたが、これは２匹
のマウスのうち１匹のみにおけるものであり、 scLAHK 複合体が、複数の(replicate)動
物においてGFP タンパク質のより一貫して強力な発現をもたらすようであった。GalLAお
よびL-37pALA 改変リポソームもGFPの発現をもたらしたが、より低いレベルであった。
【０１００】
　総じて、このデータは、３つのすべてのリガンドが使用できるが、リポソーム中にター
ゲティングリガンド TfRscFvおよびHoKC ペプチドを含む遺伝子送達媒体が、ガラクトー
スまたはL-37pA ペプチドよりも肝臓細胞については良好であることを示す。これらの結
果は、ガラクトースが肝臓細胞の標的化にしばしば用いられているために予期せぬもので
ある(Wu, J., et al., "Targeting Hepatocytes for Drug and Gene Delivery: Emerging
 Novel Approaches and Applications," Frontiers in Bioscience 7:d717-725 (2002)。
【０１０１】
4. HCVに対する免疫応答を誘発させるためのDNAおよびウイルスベクターの構築
　当業者に周知の標準的クローニング方法を用いて、高発現プロモーター (pAG410) の制
御下でHCVのNS3 からNS5B タンパク質を発現するDNA ベクターを構築した。これらHCV-特
異的タンパク質を発現させるために用いたバックボーン ベクターは既に臨床用途につい
てFDAによって承認されており、現在、癌-特異的製剤を用いる患者におけるフェーズI 臨
床試験にある。発現をインビトロで293T およびHuh7.5 (肝細胞) 細胞を用いて試験し、
ウェスタンブロット (図4)と免疫蛍光法 (データ示さず) 分析との両方によってHCV 抗原
を特異的に発現することが示された。6 ウェルディッシュ中の細胞を製造業者のプロトコ
ールを用いてLipofectin (Invitrogen, CA)を用いてトランスフェクトした。48 時間後、
細胞を特異的遺伝子発現について分析した。ウェスタンブロット分析のために、細胞を、
プロテアーゼ インヒビターカクテル (Sigma)を含む250 μlの M-PER 試薬 (Pierce、Roc
kford、IL)を用いて溶解した。80μgの総タンパク質を8-20% SDS-PAGE グラジエントゲル
(Invitrogen)を用いるウェスタンブロットによって分析した。タンパク質をPVDF 膜にト
ランスファーし、1:500に希釈したNS5Bに対するモノクローナル抗体、または1:500に希釈
した慢性 チンパンジー血清によってプローブした。タンパク質を、抗-ヒトまたは 抗-マ
ウス IgG HRPO 結合体および化学発光 (West Pico system, Pierce, Rockford, IL)を用
いて可視化した。図4は、pAGVec (空ベクター)によりトランスフェクトされた細胞と比較
した、NS3、NS4B、NS5A および NS5Bについて観察された特異的バンドを示す。これら同
じ抗原のそれぞれを個別に発現するアデノウイルス 組換え体も標準的 クローニング 方
法を用いて構築した。これらウイルス ベクターのそれぞれからの発現もウェスタンブロ
ット 分析によって確認した(データ示さず)。
【０１０２】
5.高発現プロモーターへとクローニングされたヒト IL-2の増強した効率
　ILが効率的な アジュバント 分子として作用するためには、それらは Th-1 T 細胞応答
を効率的に刺激するために十分に高いレベルにて発現されなければならない。それらを高
発現プロモーターの制御下に配置することは、これを達成する一つの手段である。このア
プローチにより可能なILの発現の高いレベルを示すために、ヒト IL-2を高発現プロモー
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ターの制御下にてpSCMV ベクターにクローニングした(その開示内容を引用により本明細
書に含める、米国特許出願公開番号2007/0065432を参照)。インビボでの発現レベルを試
験し、標準的 CMV プロモーターからのレベルと比較した。両方の場合において、プラス
ミドは、本明細書において記載されるように調製されたHoKC ペプチドを有さない標的化 
リポソーム ナノ複合体によって送達された。PANC-1 ヒト 膵臓癌異種移植片腫瘍を、PAN
C-1 腫瘍 組織の皮下 接種により4-6 週齡雌性胸腺欠損 ヌードマウスにおいて誘発した
。およそ3 週間後、腫瘍は平均して 400-700 mm3となり、動物に6日間にわたって比 (0.3
3ug:10ug:1ug (TfRscFv:Lip:DNA))を用いて上記のように単純な混合によって調製された
、標準的 CMV プロモーターまたは高発現プロモーター (40 ug DNA/注射) のいずれかの
制御下でIL-2についての遺伝子を担持するナノ免疫リポソーム複合体によるi.v. (尾静脈
) 注射を6回与えた。マウスを最後の注射の24時間後に屠殺した。腫瘍および肺組織を採
取し、液体窒素で瞬間凍結し、 hIL-2に対する市販の ポリクローナル抗体およびECL 検
出を用いる標準的技術によるウェスタンブロット 分析によってhIL-2 タンパク質発現レ
ベルについて分析した。図5に示すように、psCMV-hIL-2 プラスミドを担持する複合体を
与えられた動物からの腫瘍はすべて、腫瘍における高レベルの発現を示した。一方、hIL-
2遺伝子が標準的 CMV プロモーターの制御下にある腫瘍においてはhIL-2 発現は明らかで
はなかった。
【０１０３】
6. scL を介するi.v. 送達後のマウス 組織におけるHCV DNA 配列/発現の検出
　scL-pAG410 複合体の全身的 投与の後の様々な 非腫瘍担持 マウス 組織におけるNS3か
らNS5Bをコードする遺伝子の存在を評価するための実験を行った。BALB/cマウス (3匹/群
) に、scL (一本鎖 トランスフェリン 抗体-標的化カチオン性リポソーム)と複合体化し
たプラスミド pAG410 DNAまたは遊離 プラスミド DNA (25 ug/マウス/注射) としてのプ
ラスミドpAG410 DNAのいずれかを、２回 (8時間間隔をあけて) i.v. 注入した。複合体は
上記のように比 (0.33ug:10ug:1ug (TfRscFv:Lip:DNA))にて単純な混合によって調製した
。一群のマウスには、同じ手法および同じ比にて調製した空の pSCMV ベクターを担持す
るscL を与えた。注射の48 時間後、動物を屠殺した。肝臓、肺、脾臓、および胸腺を収
集し、液体N2で瞬間凍結した。サンプルの一部はPCRのためにDNeasy Extraction Kit (Qi
agen)を用いてDNAを単離するために用いた。DNA PCR (1 ug DNA) を、NS3、NS5A および 
NS5B を増幅するプライマーを用い、Taq Gold ポリメラーゼを用いて別々の反応において
行った。PCR 条件は以下の通りとした: 50ulの総体積中、6ng DNA、2 mM MgCl2; 0.2 mM 
各 dATP、dCTP、dGTP、およびdTTP; 300 nM 各プライマー; および 1.25 ユニットの Amp
liTaq。増幅は反応混合物を94℃で10 分間、次いで 40サイクルの、94℃15 秒間および60
℃ 30秒間、次いで60℃で7 分間インキュベートすることにより行った。図6は、肝臓にお
けるNS3遺伝子についてのPCRデータを示すが、シグナルの相違はNS5A およびNS5Bについ
て類似であった。複合体となった 、および、遊離pAG410を与えられたマウスの間ですべ
ての臓器においてコピーレベルに有意差がある。肝臓 (図6)と同様に、肺、脾臓および胸
腺において、scL-pAG410は強いPCRバンドを有し、一方、遊離 DNAによってはシグナルは
検出されなかった。予測されたように、ベクター-処理マウスからはシグナルはなかった
。したがって、複合体となったHCV プラスミド DNAのi.v. 送達の結果、肝臓およびその
他の臓器において細胞による効率的な 取り込みが起こった。これらの結果は、正常肝臓
およびその他の正常細胞に対するHCV 抗原の全身的送達のためのこのアプローチの可能性
を確認し、かつ支持する。
【０１０４】
7. マウス 免疫応答
　マウスはHCVに感染しえない。しかし、誘発される T 細胞応答の効力を評価するため、
HCVのNS3 タンパク質を発現する組換え ワクシニア ウイルス (rVV)を代替 ウイルス 攻
撃 モデルとして用いた。このタイプのrVV モデルは当該技術分野において周知であり、 
T 細胞応答のインビボ有効性を評価するために受け入れられている手段である。マウス (
3匹/群)に0および4 週目に、上記のようにscLと複合体となった、または 遊離 プラスミ
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ド DNAとしての、HCV およびIL-12 プラスミド DNAをI.V. 接種した。TfRscFv/Lip/DNA 
複合体は上記のように0.33ug:10ug:1ug (TfRscFv:Lip:DNA) の比を用いる単純な混合によ
って調製した。DNAを等モル量にて混合した (計 50ug/マウス/注射)。マウスを8 週目に
、HCVのNS3 タンパク質を発現する106 プラーク形成単位 (pfu)の rVVによって攻撃した
。攻撃の5日後に、卵巣をマウスから取り出し、PBS中でホモジナイズし、3ラウンドの凍
結/融解および超音波処理に供した。タイター測定(titration)のために、卵巣抽出物(100
ul)を100 ulのトリプシンおよび100 ulのPBSと合わせ、37℃で30 分間インキュベートし
た。希釈(10-1 から10-6までの10-倍)を2% FBS/EMEM中で行い、250 ulを、12-ウェルディ
ッシュ中のBSC-1 細胞の二連のウェルの感染に用いた。感染後２日目に、培地を除き、細
胞を固定し、クリスタルバイオレット (20% エタノール、20% ホルムアルデヒド、0.3% 
クリスタルバイオレット)で染色した。群 1にはPBSを与え、群 2にはscL 複合体となった
 pAG410およびIL-12 プラスミドを与え、群 3にはscL 複合体となった空ベクターおよびI
L-12 プラスミドを与え、群 4 には裸 DNA としてのpAG410およびIL-12 プラスミドを与
えた。図7は、各群におけるpfu/卵巣として表したrVV タイターを示す。黒丸は個々のマ
ウスをあらわし、黒棒は群あたり平均タイターを示す。scL pAG410/IL-12 複合体による
免疫の結果、スチューデントのT分布を用いて評価して、PBS 群と比較して高度に有意な
ウイルス タイターの低下が起こった(p= 0.002)。 平均タイターはGp 2では104 であるの
に対してGp 1では106 であった。興味深いことに、scLと 複合体となったIL-12 ベクター
と空の バックボーンベクターのマウスへの接種もまた、ウイルス タイターの有意な低下
をもたらしたが(平均タイター2x105 pfu/卵巣)、 pAG410 プラスミドと組み合わせた場合
にみられた低下ほどは程度は高くなかった。ウイルス複製に対するこの効果はscL を用い
る送達の結果である。というのは裸 DNA としてのpAG410 およびIL-12(Gp 4)による免疫
は、ウイルス タイターの有意な低下をもたらさなかったからである。このデータは、 sc
L 複合体となった DNAによる免疫がウイルス 攻撃に対して保護することが出来るT 細胞 
応答の誘発をもたらすこと、およびこれら免疫応答は裸 DNAを用いて誘発されるものより
優れていることを示す。このデータは、サイトカイン を発現する プラスミドのみのscL 
送達でもウイルス複製を阻害する免疫応答を誘発することができることを示す。
【０１０５】
8. scL 複合体となったDNAによる免疫の後の肝臓内T-細胞浸潤
　scL 複合体となったDNAによる免疫が、肝臓指向性 ウイルスによる感染の際により良好
な肝臓内 T 細胞 浸潤をもたらしたかどうかを評価するために、上記と同じ4 群(上記と
同一の複合体により0および4週目に免疫したもの)を、免疫の8 週間後に、NS3、NS5Aおよ
びNS5B HCV タンパク質を発現する非複製的アデノウイルス 組換え体の3x108 の感染性粒
子によって、I.V. 攻撃した。攻撃の10日後、肝臓組織を収集し、ホルマリン-固定し、当
該技術分野において周知の標準的 プロトコールを用いてパラフィンブロックにマウント
した。切片を H&E 染色し、T-細胞浸潤について分析した。肝臓に浸潤する T-細胞の数を
異なるマウス群において評価した。3匹マウス/群のそれぞれについて３つの視野をカウン
トした。各群についてのカウントを足して平均をとり、T 細胞数/ 視野 (fov)を求めた。
データをスチューデントのＴ検定により分析した。scL pAG410/IL-12を与えたマウスにお
ける平均 T-細胞 浸潤は有意にPBSを与えたマウスにおけるものより高く、118.8 T 細胞/
fov 対70.2 T 細胞/fov (p=0.000007)であった。これをscL-ベクター/IL-12を与えたマウ
スについての71.5 T-細胞/fovと比較する。裸 pAG410/IL-12を与えたマウスにおいても有
意により高いレベルのT-細胞 浸潤、108.75 T-細胞/fov (p=0.001)がみられたが、 scL-p
AG410/IL-12によるものよりも程度は低かった。これらの観察は、HCV 抗原を発現するscL
 複合体となったプラスミドによる免疫は、組換え 肝臓指向性 ウイルスによる感染の際
に肝臓におけるより良好なT-細胞 応答をもたらすことを示す。
【０１０６】
9. HCV-特異的RNA、抗原および免疫応答についての発現および試験のためのツールの開発
　シンドビス 発現 システムを用いて、発現 組換え ウイルスが、HCVのコア、E1E2、お
よびNS3 タンパク質を発現するように操作された。これらタンパク質は次いでニッケルカ
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ラムを用いる精製を容易にするためにヒスチジンタグ付加される。効率的な精製が行われ
、特異性はマウス モノクローナルまたはウサギ ポリクローナル抗体を用いたウェスタン
ブロット 分析により判定される。慢性期血清が、HCVのE1E2、NS3、およびNS5A タンパク
質に対する高タイター抗体により感染したチンパンジーから同定された。この不活性化血
清はいくつかのウェスタンブロットおよび免疫蛍光法 アッセイに用いられ、組換え DNA
およびウイルス ベクターからのHCV 抗原の発現の検出が成功している。Mikrogen (Germa
ny) から市販されている、NS3、NS5AおよびNS5B タンパク質もまた、エリスポット、増殖
 アッセイ、およびフローサイトメトリー 分析を用いるチンパンジーにおけるHCVに対す
るT 細胞 応答の検出に用いられた。一連の オーバーラップする 18 mer ペプチドもまた
、NIH AIDS Research and Reference Reagent Programから得られ、これらはチンパンジ
ー 末梢血 単核細胞(PBMC)を用いるエリスポット アッセイでの使用が成功している1a H7
7 遺伝子型配列に対応する。ほとんどのHCV 抗原である、コア、E1E2、NS2、NS3、NS5Aお
よびNS5Bに対する抗体について試験するためのELISAが開発された。最近の研究は、ELISA
を用いて得られた抗-E1E2 タイターが、感染したチンパンジーにおける中和抗体タイター
の良好な指標であることが判明したことを示している。ネスト化 およびリアルタイム PC
R アッセイの両方が、血清中のHCV RNAを検出および定量するために開発された。これら
のアッセイの感度および特異性が評価され、たった40 RNA コピー/mL程度でもネスト化 P
CRを用いて検出可能であり、200 RNA コピー/mL (74 WHO IU/mL) 程度でもリアルタイム 
PCRを用いて検出可能である。これら試薬および検出システムはすべて、HCV 遺伝子型1a 
(HCV-H) 感染性 クローンから転写されたRNAを接種されたチンパンジーにおける感染の初
期急性期の間に収集された血漿に由来するモノクローナル ウイルスに対して特異的であ
る。
【０１０７】
10. HCV 攻撃の前の未処理(naive)および回復したチンパンジーの予防 ワクチン接種
　HCV 感染の経過を変化させる糖タンパク質-特異的または非構造 タンパク質-特異的 免
疫応答のいずれかを誘発するワクチンの能力を調べた。これらの研究は、中和抗体 (nAb)
 とワクチンとの両方によって誘発される T 細胞がチンパンジー モデルにおけるHCV 感
染を改変しうることを示す。
【０１０８】
a) エンベロープ に基づく ワクチンは HCV 感染を改変する
　ワクチン 実験において使用するためのHCV E1E2 タンパク質を生産するための発現およ
び精製 システムが開発された。ヒスチジンタグ付加されたE1E2 タンパク質をシンドビス
 発現 システムを用いて発現させ、当該技術分野においてよく確立された方法であるGNL 
レクチンおよびニッケルカラムを用いて>80% 純度にまで精製した。特異性および純度を 
E1 およびE2に対するモノクローナル 抗体を用いるウェスタンブロットおよびSDS PAGEゲ
ルの銀染色により評価した。２匹のチンパンジー、一方は未処理であり (Ch1601)、もう
一方は急性 HCV 感染から回復したもの (Ch1587) を、筋肉内送達された25 μg のrE1E2 
タンパク質により免疫し、100 チンパンジー 感染用量 (CID50) のクローン性(clonal)HC
V (図8Aおよび8B)により攻撃した。攻撃の結果を、ワクチン接種されていない 対照 動物
における感染と比較した。強力かつ特異的なT-細胞 増殖性 応答に加えて、両方の動物の
免疫により、E2の超可変領域(HVR1)に対する抗体を含むE1E2に対する高い抗体 タイター
が生じた。この領域は天然分離株においてもっとも可変性であることが示されており、ま
た、nAb エピトープを提示すると考えられている。抗体を、ビオチン化 HVR1 ペプチドま
たは E1E2を発現するワクシニア ウイルス 組換え体で感染したBSC-1 細胞から精製され
たE1E2 タンパク質を用いて開発された全タンパク質 E1E2および HVR1 ペプチド ELISA 
アッセイを用いて測定した。両方のワクチン接種した動物においてウイルス血症 が３週
間遅延した。Ch1601において、HCV RNA タイターは 5x104 コピー/ml未満に維持され、AL
T レベルはわずかに上昇した。肝臓内 サイトカイン mRNA レベルの上昇は、HCV RNAの定
量不可能な レベルまでの低下と一致した。この制御にもかかわらず、ウイルス血症は抗
体 タイターが低下すると再び現れ、 動物は慢性的に感染した状態となり、この再発は免
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疫エスケープを伴わなかった。急性 HCV 感染から回復するチンパンジーはnAbを発達させ
ない。一次感染において誘発された既存のメモリー T 細胞 応答に対してnAbを加えると
、動物を再感染から保護することができる免疫応答が生じた。Ch1587において、ウイルス
血症は 3週目の１つのサンプルにおいてのみ検出可能であり(<104 コピー/ml)、肝炎の証
拠はなかった。 
【０１０９】
b) T 細胞 ワクチンは HCV 感染を改変する
　HCV NS 抗原である NS3、NS5AおよびNS5Bのみを含む本発明の方法を用いないワクチン
を構築した。回復したチンパンジー (Ch1588)をNS3に対するDNA prime/rVV (組換え ワク
シニア ウイルス) 追加免疫レジメンで免疫した。第２の回復したチンパンジー (Ch1606)
をNS3、NS5AおよびNS5Bを含むワクチンで免疫した。チンパンジーを 100 CID50 のクロー
ン性 HCVにより攻撃した。両方の動物において、T 細胞応答がワクチン接種の後に追加免
疫された。両方の動物の攻撃の結果、無症候性の感染がもたらされ、注射後 (p.i.) 6 週
目に1 (Ch1606)または2 (Ch1588) 週間のみ持続する低レベルウイルス血症が伴った(図9A
-9C)。一方、ワクチン接種されていない 回復したチンパンジーはp.i. 1 週目にてウイル
ス血症を発症し、少なくとも14週目まで検出可能であった。
【０１１０】
　未処理 チンパンジー (Ch6394) を次いでNS3-NS5 ワクチンによりワクチン接種し、100
 CID50 のモノクローン性H77により攻撃した。T-細胞 応答を全抗原およびオーバーラッ
プする ペプチドを用いる増殖およびエリスポット アッセイを用いて試験した。Ch6394は
すべてのワクチン抗原に対するワクチン接種の後に特異的なT 細胞 応答を起こした。攻
撃により、この動物はp.i. 1 週目にてウイルス血症になったが、 最高のタイターは<105

 コピー/mlでありウイルス 複製は即時に制御された(図9A-9C)。未処理動物において、タ
イターは7日ごとに~2-倍上昇したが、Ch6394においては、同じ期間内にタイターは30-倍
低下した。しかし、10 週目において、ウイルス制御は失われ、動物は慢性感染を発症し
た。この欠失はNS3-特異的免疫応答(IFN-γ-生産性 T 細胞頻度および増殖) の欠失を伴
い、１つはNS3 領域におけるものであり１つはNS5A 領域におけるものである２つのアミ
ノ酸突然変異の発生と相関していた。エリスポット アッセイはこれら突然変異を担持す
るペプチドは、野生型 ペプチドと比較してCh6394からのPBMCによって認識されなくなる
ことを示し、これらの変化が免疫エスケープ突然変異であることを示す。CD4 T 細胞から
のエスケープはヘルパー機能の欠失を導いた可能性があり、それによるとこの動物におけ
るNS3特異的応答の欠失を説明することができる。これらの結果は HCV に対するT細胞に
基づく ワクチンは感染を制御する能力を有することを示唆する。
【０１１１】
11. HCV 攻撃の前の未処理 チンパンジーの予防 ワクチン接種
a)特異的T 細胞応答がi.v. リガンド-リポソーム ナノ複合体 (scL-HCV) ワクチン 戦略
を用いて未処理 チンパンジーにおいて誘発され、攻撃後に増強される
　明細書中に記載されるようなscL-HCV ナノ複合体を用いる未処理 チンパンジーにおけ
るワクチン研究を行った。免疫応答を開始させるための注射をscL-HCV 複合体を用いて0
、4および8 週目に行い、次いで組換え アデノウイルス (rAd) 追加免疫 (16 週目)を行
った。動物をワクチン接種するのに用いた複合体は、0.33ug:10ug:1ug (TfRscFv:Lip:DNA
)の比にて、5% デキストロースを賦形剤として含め、チンパンジー重量に基づいておよそ
0.164 mgDNA/Kg/注射にて作られた。調製した複合体をi.v. 注入のために250mlの 5% デ
キストロースバッグに注入し、動物に投与した。動物を32 週目 (追加免疫後16 週目)に
攻撃した。ナノ複合体の注入およびアデノウイルス 追加免疫は良好に耐用され、いずれ
の動物においても有害な反応は起こらなかった。
【０１１２】
　ワクチン接種後: エリスポット 研究は、2匹のワクチン接種した動物(Ch1611、Ch6407)
においてワクチン接種16 週後に強力かつ広範に反応性のHCV-特異的 IFN-γ 応答を示し 
(図10A-10C) 、空ベクター ナノ複合体および非-rAdを与えられた対照 動物 (Ch0257)に
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おいては最小または検出不可能な応答しか示されなかった。低-レベル IFN-γ 特異的T細
胞応答がsclHK-HCVの接種の後にCh1611およびCh6407においてみられ、ワクチンのこのプ
ライミング 成分に対する免疫応答が示された。肝臓内 IFN-γおよびCD3 mRNA レベルの
上昇も２匹のワクチン接種した動物において免疫後に観察された(図12A-12C 、12、16、
および32週目)。データは、0 週目(ワクチン接種前) に対するmRNA レベルとして表し、
内因性対照 (GAPDH)に対して正規化した。16 および32週目におけるCD3 mRNAの上昇もま
た、肝臓におけるT 細胞 浸潤を示す。対照 動物 (Ch0257)についてのサイトカインの上
昇は免疫後および攻撃前(32週目)のいつの時期においてもみられなかった(図12A-12C)。
このデータは、本明細書に開示する複合体およびアプローチを用いるワクチン接種の後に
肝臓および末梢血においてT 細胞 応答が誘発されたことを示し、Ch6407および対照 Ch02
57における (TransSignal Cytokine Antibody Array kit (Panomics)を用いる)血清 サイ
トカインの分析によって支持される。本発明者らは、最初のscL-HCV DNA ナノ複合体処理
の２週間後、ICAM-1、様々なインターロイキン、TGF-αおよびIFN-γを含むサイトカイン
の上方制御を、ワクチン接種したチンパンジーにおいてのみ観察し、対照動物においては
観察しなかった。
【０１１３】
　攻撃後:免疫したチンパンジーを、当該技術分野において周知の標準的方法を用いて、3
2週目に100 感染用量の HCVにより攻撃した。攻撃後、両方のワクチン接種した動物は、
ウイルス複製の即時の制御を示し、これは、エリスポット アッセイにより測定したHCV-
特異的 T-細胞 応答の上昇 (図11A-11C) および肝臓内 サイトカイン 応答の上昇と一致
した(図12A-12C)。攻撃の際、両方の動物は依然としてワクチン 抗原(NS3-NS5B)に対して
特異的な検出可能な T 細胞 応答を有していた。攻撃後およびウイルス複製に応答して、
これらの応答は上昇した。対照 チンパンジーからのPBMCを用いるエリスポット アッセイ
では、HCV-特異的応答は示されなかった(図11A-11C)。未処理感染動物の急性期における
検出可能な 免疫応答のこの非存在は、その他の公表された観察と一致する。肝臓内 IFN-
γ mRNAレベルは２匹の免疫化動物において攻撃の直後に上昇した(図12A-12C)。Ch6407お
よびCh1611についての34週目(攻撃後2 週目)のベースラインを超えるそれぞれ8- および1
0-倍の上昇により証拠づけられる。これらの上昇は、肝臓におけるウイルス 感染に対す
る即時の免疫応答を示す。対照 動物において、肝臓内 サイトカイン レベルは攻撃の数
週後においてのみ上昇し始め、41週目まで免疫化動物におけるレベルと匹敵するレベルに
は至らなかった。
【０１１４】
　ウイルス タイターを0 から8週目にリアルタイム PCR アッセイを用いて測定し、血清 
ALT レベルを0から6週目に測定した。図13は、両方のワクチン接種した動物が、対照 チ
ンパンジーにおいて観察されたものと比較して攻撃後に有意に低いウイルス タイターを
示したことを示す。さらに、タイターは、対照 チンパンジーにみられるように、そして
すべての未処理動物にみられるように、最初の5 週間の間は指数関数的に上昇しなかった
。実際、両方のワクチン接種した動物において、ウイルスタイターは、5週目まで4 log10
 を超えて対照動物より低い。両方のワクチン接種したチンパンジーはまた、感染の2 週
間後にALT 上昇を示したが対照 チンパンジーは示さず、肝臓における迅速な免疫応答を
示す肝臓内 サイトカインデータを確認する(図14)。予測されたように、対照 動物におけ
るALT レベルは感染の後期まで上昇しなかった。攻撃後のすべての動物の感染は予測され
たものである。というのはこれはT 細胞ワクチンであって、中和抗体および完全排除免疫
を誘発するよう設計されていないからである。ウイルスの最初の複製が以前に誘発された
 T 細胞応答を刺激するために必要とされる。このデータは、このI.V. scLHK-HCV ワクチ
ン 戦略がウイルスによる感染によって復活するメモリー T 細胞を誘発し、この復活応答
が、ウイルス複製を迅速に制御することにおいて有効であることを示す。
【０１１５】
12.慢性的に感染したチンパンジーにおける免疫治療薬 戦略の試験
　HCV NS3、NS5AおよびNS5Bを含むワクチンを構築して、T 細胞 免疫治療薬 ワクチンが
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慢性的に HCV-感染したチンパンジーにおいて有効であるかどうかを判定した。裸 DNA pr
ime (scL-HKではない) (i.m.)/組換え ワクシニア ウイルス (rVV) 追加免疫 レジメンを
用いて慢性的に感染した チンパンジーを処置した。このチンパンジーは3 用量の裸 DNA
をアジュバントとしてのCpG i.m.と組み合わせて送達するNS3、NS5AおよびNS5B ワクチン
により免疫された後、rVV 追加免疫されたものである。rVVの接種の後、末梢血におけるT
 細胞応答は、NS3、NS5AおよびNS5Bについて12-20倍上昇した (図15)。しかし、HCV RNA
および肝臓酵素のレベルには影響は無かった; RNA タイターは ~104 RNA コピー/mlのま
まであり、処置前レベルと同様であった。肝臓内 IFN-γ および TNF-α mRNAの分析の後
、これらサイトカインのいずれの上昇もみられず、血液におけるT 細胞活性の上昇はHCV 
複製部位における上昇をもたらさないことが示唆された。ウイルスを制御できないことは
、肝臓においてT 細胞が機能できないことの結果である可能性がある。
【０１１６】
　４匹の異なる慢性的に感染したチンパンジーに本明細書において記載されるように単純
な混合によって作られた本発明のscL-HCV複合体をi.v. 注入した。複合体は、NS3、NS4B
、NS5AおよびNS5Bをコードする遺伝子を担持するpSCMV プラスミド DNAをカプセル封入す
るもの、IL-2をコードする遺伝子を担持するpSCMV プラスミド DNAをカプセル封入するも
の、または空ベクターをカプセル封入するものであった。複合体は体重に基づいて0.2mg/
Kg/注射にて0.33ug:10ug:1ug (TfRscFv:Lip:DNA)の比で単純に混合することによって作ら
れる。5% デキストロースを賦形剤として添加する。DNAを複合体の調製の前に、HCV:IL-2
についてはモル比1:1または空ベクター:IL-2については2.5:1にて混合する。３匹の動物
にscL/HCV-IL-2をワクチン接種し、１匹には空ベクター-IL-2を担持する複合体を与えた
。各動物には３回の注射を4-6 週間間隔をあけて与えた。組換え アデノウイルス ベクタ
ーによる追加免疫を最後のワクチン接種の4 週後に行った。 
【０１１７】
　研究は、HCV 抗原およびIL-2を発現する等モル量の組換え ベクターを用いてi.v. 送達
されたscL-DNAまたはscLHK-DNA 接種を含む。すべての発現された遺伝子は同じバックボ
ーン ベクター中にあるので、モル量でのDNA 比に基づいて、すべての発現されたインサ
ートが同じように送達されることが確実となる。別々の HCVおよびIL DNAが等モル比のベ
クター インサートにて混合され、scLまたは scLHKにカプセル封入される。DNAは GLP 条
件下で(Aldevron、ND) 内毒素-非含有調製物(< 5EU/mg DNA)として産生される。DNA (~7m
g/動物/注射)はチンパンジー の重量に基づいて複合体中にて投与される(0.17mg/kg)。こ
の用量は60 kgのヒトに投与される用量にほぼ匹敵し、未処理 チンパンジーをワクチン接
種するために以前に用いられた用量である。複合体を調製し、凍結乾燥し、再構成および
注射のための動物の位置に運んだ。scL-HCV/IL-2またはscLHK-HCV/IL-2を3匹の動物に0、
4、8および12 週目にi.v.送達する。このスケジュールを、免疫系に接種に対して応答す
る時間を与えるために用いる。4 週後にT-細胞 応答またはRNA タイターに対して効果が
みられなければ、さらなる接種なしにはいずれの新しい効果もみられないと予測される。
4番目 (対照動物)には空ベクターおよび IL-2 プラスミドと複合体化したscL またはscLH
Kを同じ時点に与えた。これにより、このサイトカインのみのHCV 感染に対する効果が識
別される。4 用量の後にウイルス学的 応答が観察されなければ、予防 ワクチン研究にお
いて用いられたようにHCV 抗原NS3-NS5Bを発現するrAd (1011 感染単位)により追加免疫
をして免疫応答およびウイルス タイターのモニタリングを続ける。肝臓指向性 ウイルス
ベクターの使用はまた、肝臓区画へのターゲティングの目的も達成する。
【０１１８】
C. サンプリング 
　動物を24 週目まで研究する。サンプル収集は最初の接種の4 週前に開始する;これらサ
ンプルをベースラインおよび陰性対照として用いる。サンプリングを最後の接種の8 週後
まで続けることにより、処置が陽性の応答を与えるかどうかを判定する時間を確保する。
研究の間にわたり、肝臓組織診をNIRC SOPによって規定されるMenghini技術によって二週
間に一回行い、血液を大腿静脈を介して以下に詳細に示す研究に使用するために毎週採取
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する。40mL の全血を偶数週(-4、-2、0、2週目など)に得て、5mLの血漿を奇数週(-3、-1
、1週目など)に得る。プラスミドの安定性を判定するために、 1 mLの血液を投与前およ
び最初の接種の15 分、1、3、8、24、48、および72時間後に収集する。その他のすべての
血液採取および肝臓組織診は接種の前に得る。この出血スケジュールは、非-ヒト 霊長類
における血液収集についてのNIRCによって作成されたガイドラインに基づいている。１ヶ
月に90mLを収集し、これは許容可能な限界の範囲内である。血液をヘパリンを抗凝固剤と
して用いて採取する。血漿を5 mL および1 mL体積から2700 rpmで10 分間の遠心分離によ
って得る。血漿 サンプルを500ul アリコートに分けて-80℃で保存する。肝臓組織診の半
分をホルマリンで固定し、半分を2mmの切片に切り分けて液体 N2で瞬間凍結する。
【０１１９】
D.血液中のscL-HCVまたはscLHK-HCV 複合体の肝臓における存在および安定性の判定 
　本発明者らのマウスにおける予備的研究は、カプセル封入が有意に肝臓にみられる核酸
の量を上昇させ、血液中に検出されうる時間を延長させることを示す。これらの知見は、
チンパンジーにおけるカプセル封入されたHCV NS3-NS5B プラスミドにより確認される。
注射の後どれほど長い間 HCV DNAが循環中に存在するかを調べるために、1 mLの血液を、
投与前および最初の注射の15 分、1、3、8、24、48、および72時間後に収集する。血漿を
２つのアリコートに分けて-80℃で冷凍する。１つのアリコートをプラスミドの単離に用
いる(High Pure PCR Template Preparation kit (Roche))。DNAを瞬間凍結した肝臓組織
の１つの2mm の切片から単離する (DNeasy Extraction Kit (Qiagen))。陰性対照 サンプ
ルは接種前に採取した同じ動物からの血漿および肝臓組織である。外来性 HCV プラスミ
ドをPCRによって評価する。逆転写酵素の非存在下でのPCRの使用により、慢性感染に起因
して存在するウイルス RNAからプラスミドを識別する。さらに、pSCMV バックボーンに位
置する１つのプライマーとHCV インサートにおける１つのプライマーを用いる。したがっ
て、外来性 DNAのみが増幅される。このアプローチはpSCMV ベクター中のその他のインサ
ートでの使用が成功している (IND 体内分布研究についてp53)。定量するために、シグナ
ル 標準を既知量のNS3-NS5B プラスミドを、感染していないチンパンジーからの血漿また
は肝臓組織に添加することにより調製し、 次いで抽出を行う。 FDAは用いられた動物か
らの多量のアーカイブしたサンプルを有している。スキャンしたゲルをIMAGEQUANT（登録

商標） 画像分析 ソフトウェア (Molecular Dynamics)を用いて定量し、プラスミドの量
を標準との比較により算出する。DNAを第２のアリコートの血漿、 および瞬間凍結した 
肝臓組織の第２の切片から単離し、Stratagene DNA 抽出キットを用いるサザン分析に供
する。接種の前に採取した血漿および肝臓組織を陰性対照として含める。ハイブリダイゼ
ーションをGene Image Alkaline Phosphatase DNA Labeling and Detection System (Ame
rsham)を用いて行う。上記のように、サザン分析による外来性 DNAの検出のためのプロー
ブは、ベクターとインサートとの接合部をまたがる。このプローブはIDT, Inc. (Coralvi
lle, IA)により合成される。この方法はまた、組織における外来性 DNA の分析にも用い
られた。標準を上記のように調製する。サンプルを次いでアガロースゲル、ブロッティン
グおよびハイブリダイゼーションによって分析する。10-から 50-倍過剰のプローブを用
いることにより、すべてのバンドの飽和を確証する。スキャンしたオートラジオグラフを
IMAGEQUANT（登録商標） ソフトウェア (Molecular Dynamics) を用いて定量し、プラス
ミド DNA の量を標準との比較により算出する。この非放射方法の感度レベルが低すぎる
場合は、γ32 P-ATP による5- 末端標識を用いてもよいし、またはネスト化 PCR を以前
に記載されているようにして行ってもよい(Fernandez J.、et al.、J. Virol、78、9782-
9789 (2004))。血液および肝臓におけるDNAを評価するために両方の方法を用いることに
より、一つの方法が成功しなくても結果が確実に得られることになる。試験は三連で行い
、それぞれの動物からの順次の血漿 サンプルにおけるプラスミド レベルを t-検定を用
いて15 分において観察されたレベルと統計的に比較し、経時的な DNA 濃度における有意
な低下を評価する。統計的比較は肝臓については行わない。というのはこの組織について
の研究は、この臓器におけるDNA の存在を調べるためであって、経時的安定性を調べるた
めではないからである。
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【０１２０】
E.慢性的に感染した チンパンジーのI.V. 接種の後のscLHK-HCV 複合体に対する応答の試
験
1.末梢血における免疫応答の評価
　治療ワクチンを与えられた慢性的に HCV-感染したチンパンジーの末梢血における特異
的T 細胞 活性の上昇は、肝臓におけるより高いT 細胞 活性および低下したウイルス タ
イターを必ずしも導くわけではない。したがって、これら動物の肝臓におけるT 細胞 浸
潤およびサイトカイン 応答を分析することが必須である。しかし、末梢血が、誘発され
た免疫応答の程度および特異性を評価するための第一のソースとして用いられ得る。肝臓
 組織診は貴重であり制限されており、より多くのT-細胞が末梢血から得られる。肝臓の
研究は、末梢血における免疫応答の上昇が、肝臓におけるより大きいT-細胞 活性と相関
しているかどうかを判定するために用いられる。PBMCを、当該技術分野において以前に記
載されているように フィコールグラジエント 遠心分離を用いて２週間に１回得られる全
血から単離する(Puig M., et al., Vaccine, 22, 991-1000 (2004))。血漿をグラジエン
トの頂点から取り出し、-80℃で 1mL および200uL アリコート中で保存する。およそ 108

 のPBMCおよび15mLの血漿が40mLの全血から得られる。凍結細胞の１つの アリコート(107

/mL)を融解し、AIM-V 培地 (Invitrogen)＋ 2% ヒト AB 血清 (Biowhittaker)中で洗浄す
る。生細胞数を評価し、細胞をエリスポットにより試験する (Shoukry N.H.、et al. J. 
Exp. Med.、197、1645-1655 (2003))。各分析に用いる細胞の総数は、１つのアッセイに
おいて試験する抗原の数に依存する。オーバーラップする ペプチドの完全なパネルを用
いて(11 aaによりオーバーラップする18-mer、NIH Reagent Program)、1a ゲノムを包含
させ、それに対応させる。これらのペプチドは、チンパンジーの感染に用いたウイルスお
よび、scL-HCVまたはscLHK-HCVにおけるHCV プラスミドに用いた配列に対応する。サンプ
ルをスクリーニングするための30-45のオーバーラップする ペプチドを含む10のペプチド
 プールを用いる。陰性 卵白アルブミン ペプチド 対照、陽性 フィトヘマグルチニン 対
照および媒体対照を各アッセイに含める。サンプルを105 細胞/ウェルを用いて三連で試
験する。サンプルを全ウイルス ゲノムをカバーするペプチドに対して試験する。ワクチ
ンは抗原NS3-NS5Bに対する応答を刺激すると予測されるが、この刺激の結果、T ヘルパー
 応答の上昇またはIL-2 産生の上昇が起こりえ、これはワクチンに含まれないウイルス抗
原に対する応答の増強を導く。PBMCの前刺激およびIFNγ、IL4、IL2およびIL10を産生す
る細胞のエリスポット 分析を、1μg/ml の各個々のペプチドおよびヒト エリスポット試
験キットにて96-ウェル プレートにおいて行う (U-Cytech、Netherlands) (Shoukry N.H.
、et al. J. Exp. Med.、197、1645-1655 (2003)) 。特異的スポット形成単位(SFU)の数
を、三連の試験ウェルの平均値から三連の対照 (抗原なし)の平均値を差し引くことによ
って計算する。T 細胞 増殖 アッセイを当該技術分野において以前に記載されているよう
にしてPBMCに対して96-ウェル プレート (105 細胞/ウェル、三連)を用いて行う (Puig M
., et al., Vaccine, 22, 991-1000 (2004))。細胞を1ug/mL のタンパク質 (NS3、NS5Aま
たはNS5B) (Mikrogen、Germany) またはペプチドで刺激する。後の研究のために CD4+ お
よびCD8+ T 細胞を抗-ヒト CD4+ または CD8+ dynabeads (Dynal)を用いて全集団から枯
渇させ (Puig M.、et al.、Hepatology、44、736-745 (2006)) 、特異的抗原を認識する
特異的細胞タイプを判定するために試験する。これらの研究から得られるデータはHCV-特
異的 T 細胞 応答の増強の最良の指標を与える。結果を各動物についてワクチン前および
ワクチン後のサンプルの間で比較する。t-検定を用いてワクチン接種の後のSFUの有意な
上昇を評価する。末梢血に対する研究の結果を、肝臓内 T 細胞 浸潤、サイトカイン 応
答およびウイルス RNA レベルの変化の分析と合わせてこの治療戦略の有効性を判定する
。
【０１２１】
2.血漿 サイトカイン レベルにおける変化の検出
　未処理 チンパンジーへのscL-HCVの接種後の血清 サイトカインの分析により、ワクチ
ン接種した動物において多数の サイトカイン (ICAM-1、TGF-βおよびIFN-β)の変化が示
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されたが対照においては示されなかった。治療ワクチン接種後の血清 サイトカインのパ
ネルにおける変化を調べ、処理前 サンプルおよび対照動物と比較する。サイトカインを
ワクチン接種前および後に採取した1-2mLの血漿についてTransSignal Human Cytokine An
tibody Array kitを用いて分析する。感染していないチンパンジーからの正常血漿を陰性
対照として含める。血清 サイトカインにみられる変化(種類とレベルとの両方)を肝臓に
おけるmRNA レベルにおいてみられたものと比較する。血清 サイトカインに対するこれら
の研究をmRNAの肝臓内分析に加えて行う。mRNA 分析を定量し、統計的に分析し、肝臓に
おけるサイトカイン レベルの指標を提供する。末梢血における応答が肝臓において観察
されたものを反映しているかを決定するためにこれらの分析を組み合わせることが重要で
ある。サイトカインパターンにおける変化をメモリー T 細胞の持続と相関させる。正の
相関は排除に関連する特異的T 細胞の存在を判定するより簡便な手段の開発に対する第一
工程である。
【０１２２】
3.組織学的およびサイトカイン 分析による肝臓におけるHCV-特異的 応答の評価
a)肝臓に浸潤する T-細胞の存在についての試験
　浸潤性T-細胞の証拠を組織学的 分析およびサイトカイン 応答によって肝臓において試
験する。治療ワクチンを与えられた慢性的に感染した チンパンジーの末梢血におけるHCV
-特異的 T 細胞 活性の上昇は、肝臓におけるより高いT 細胞 活性およびウイルス タイ
ターの低下を必ずしも導くわけではない。したがって、これら動物の肝臓におけるT 細胞
 浸潤およびサイトカイン 応答を分析することが重要である。
【０１２３】
b)ホルマリン-固定した肝臓組織の分析: 
　ホルマリン 固定し、パラフィン包埋した 組織を切片とし、以下の特異的タンパク質お
よび 細胞 マーカーについて染色する: CD4; CD8; パーフォリン; IFN-γ; IL-2; CD45RA
/ROおよびCCR-7。T 細胞 集団は CD45RAおよび CCR7 の発現に基づいて同定することがで
きる(Campbell J.J.、et al.、Journal of Immunology、166、877-884 (2001); Sallusto
 F.、et al. Nature、401、708-712 (1999); Seder R.A. and Ahmed R.、Nature Immunol
ogy、4、835-842 (2003))。肝臓 切片の免疫組織学的分析を、各組織診について肝臓に存
在するリンパ球の数、種類および位置を識別するために行う。切片をキシレン中で脱パラ
フィンし、アルコール中で水分補給し、PBSで洗浄する。抗原賦活化のために、組織を10m
M クエン酸緩衝液 pH 6.0 で100℃で10 分間処理する。組織切片上の非特異的部位を 5%
ミルクでブロッキングした後、 特異的抗体とともにインキュベーションする。感染の前(
以前の保存サンプル)および処理前に同じ動物から得た肝臓組織診を、比較のために用い
る。これらの研究は標識化ストレプトアビジン-ビオチン技術およびDABを用いて開発され
た製品により行う。６つの視野を処理前および処理後切片について分析し、陽性 細胞タ
イプを計数する。この 染色方法により、門脈または特定の肝臓細胞タイプと比較しての
肝臓内の細胞の位置を評価する。統計分析をT 細胞 浸潤についてt-検定を用いて行う。
【０１２４】
c) 瞬間凍結した肝臓組織の分析: 
　トータルRNAをRNeasy Mini Kit (Qiagen、CA)を用いて瞬間凍結した 組織の一部から単
離する。RNAをFirst Strand cDNA Synthesis Kit (Pharmacia)を用いて逆転写し、当該技
術分野において以前に記載されているように IFN-γ、IL2、CD3、CD8、およびCD4に対す
る特異的プライマー プローブセットを用いて サイトカイン mRNA レベルについてリアル
タイム PCR により試験する(Major M.E.、et al. Hepatology、39、1709-1720 (2004))。
これらサイトカインレベルを内因性 対照 (GAPDH)に対して正規化し、各動物について処
理前 組織診におけるレベルと統計的に比較する (Thimme R.、et al. Proc. Natl. Acad.
 Sci. U. S. A、99、15661-15668 (2002))。同時に凍結肝臓組織の小さい部分を用い、Tr
ansSignal Human Cytokine Antibody Array kit (Panomics)を用いて36のサイトカインの
パネルのタンパク質 レベルを同時に分析する。
【０１２５】
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F.毒性評価
　慢性的に感染した個体における肝臓に関連する治療ワクチンの効果の研究が特に重要で
ある。ワクチンは肝臓における免疫応答の増強に起因してウイルス タイターの低下を導
きうるが、それは肝炎を悪化させ、肝臓疾患を導く可能性がある。チンパンジーからの血
清および肝臓組織を毒性の指標である肝臓-特異的 酵素および組織病理学的 変化につい
て分析する。血漿のアリコート (2mL)を肝臓 機能に特異的な以下のマーカーのパネルに
ついて民間試験所 (ANTECH Diagnostics)によって毎週試験する: 総ビリルビン、ALT、ア
ルカリホスファターゼ (ALP)、血清 アルブミン、γ-グルタミルトランスフェラーゼ (GG
T)およびグルタチオン-S-トランスフェラーゼ (GST)。接種の後<2 週間持続する正常範囲
を超えるこれらマーカーのレベルの上昇は許容可能とみなす。正常範囲を超える持続的レ
ベルは毒性を示す。これは肝臓 疾患に特異的なわずかな試験の１つであるため (McIntyr
e, N. and Rosalki, S. Biochemical investigations in the management of liver dise
ase. In: Oxford Textbook of Clinical Hepatology McIntyre, Benhamou, Bircher, Riz
zetto and Rodes (eds). Oxford University Press, 293-309. (1991))、処理前および処
理後の ALT レベルを各動物について比較し、毒性を統計的に評価する。
【０１２６】
　アポトーシスを評価するため、組織をインサイチュ細胞死検出キットである TMR Red (
Roche)を用いて改変蛍光 TUNEL アッセイにより染色する。このシグナルは近赤外範囲に
おいて発光し、アルゴンレーザーの下での赤血球 細胞の自己蛍光により、 肝臓 切片に
おけるアポトーシスについてのシグナルとしてFITC よりも優れている。蛍光強度および
分布をLaser Scanning Cytometer (LSC)を用いて評価する。これはスライドに基づく装置
であり、フローサイトメーターと類似の様式で作動し、FITC、PE、PI、Cy5 およびDAPIを
検出する。走査設定を最適化し、バックグラウンド、陰性および陽性 シグナルを測定す
る同じプロトコールによって、すべてのサンプルに対して適用する。ヒストグラムとして
示されるデータはCompucyte プログラムによるシグナルの統計分析および組織における陽
性 アポトーシス シグナルの領域のパーセンテージならびにシグナル強度の定量評価を可
能とする。 
【０１２７】
　H&E 染色した肝臓切片を、組織病理学的変化について有資格の獣医病理学者によって評
価する。処理前および処理後の切片をIshak スコア付け システム (0-4 スケール)を用い
てランク付けして慢性肝炎について評価する(Ishak K.、et al.、Journal of Hepatology
、22、696-699 (1995))。これは肝臓組織診のランク付けのための確立された方法であり
、臨床設定において広く用いられている。ランク付けは、門脈、門脈周囲および腺房内の
炎症性細胞 浸潤および肝臓細胞傷害および壊死の評価を含む。肝臓 毒性を分析するため
にこれら3つの方法を用いることにより、将来の臨床用途についての安全性を評価するた
めのこの臓器に対するこの治療ワクチンの効果の完全像が提供される。 
【０１２８】
G. ウイルス タイターの変化のモニタリング 
　scL-HCV または scLHK-HCV治療アプローチの免疫応答および成功の最初の試験は、血液
におけるHCV RNA タイターの変化である。これらは院内のリアルタイム RT-PCR アッセイ
を用いて判定する (Major M.E.、et al.、J. Virol、73、3317-3325 (1999); Major M.E.
、et al.、J. Virol、73、3317-3325 (1999))。トータルRNAを処理前および処理後出血か
らの200 uLの血清からTriZol (Invitrogen)および当該技術分野において以前に記載され
ているようにして行う(Major M.E.、et al.、J. Virol、73、3317-3325 (1999); Fernand
ez J.、et al.、J. Virol、78、9782-9789 (2004)) RT PCRを用いて単離する。RNAをレプ
リカウェル(n=4)に分け、RNA 濃度を 一連の HCV RNA 標準を用いて算出し、RNA コピー/
mL血漿として表す。本発明者らはクリーンな制御された条件下でHCV 配列を増幅する経験
を非常に多く有する(Major M.E.、et al.、J. Virol、73、3317-3325 (1999); Fernandez
 J.、et al.、J. Virol、78、9782-9789 (2004))。手順を汚染を避けるため別々の部屋で
行い、すべての場合において指定されたピペットおよび試薬を用いる。すべての抽出にお
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いて、感染していないチンパンジーからの陰性対照血漿を含め、抽出された RNAを RT-PC
R アッセイにおいて用いる。処理前および処理後 RNA タイターを比較してタイターにお
ける統計的に有意な変化を判定する。肝臓よりもむしろ血漿をウイルス RNA タイターに
ついて分析する。肝臓組織診は制限されており、血漿におけるタイターは肝臓におけるレ
ベルの直接的な指標である。動物がウイルスの排除を示す場合のみ、肝臓を ウイルス RN
A について、40 RNA コピー/mL程度さえ検出するより感度の高いネスト化 PCRにて試験す
る (Major M.E., et al. Hepatology, 39, 1709-1720 (2004), Puig M., et al.. J. Vir
ol. Methods, 105, 253-263 (2002))。
【０１２９】
　標的化 治療ワクチンが、RNA タイターの低下、肝臓内 T 細胞、肝臓内 サイトカイン
および末梢HCV T-細胞 応答の上昇を導く場合、これは、HCV-特異的 応答が、特に対照 
動物と比較して肝臓において機能していることの強い指標である。肝臓内 T 細胞および
サイトカイン レベルが上昇するが、ウイルス RNA タイターが 低下しない場合、これは 
誘発されたT 細胞が、エスケープ 突然変異またはT 細胞機能不全によってウイルス エピ
トープを認識しなかったことを示唆する。RNA タイターの一過性の低下、次いで、処理前
レベルへの復活は、新たに 誘発されたT 細胞 応答をエスケープするためにウイルスにお
いて突然変異が発生していることの指標である。これは復活前および復活後のウイルスの
配列 分析を介して調べる。突然変異が観察される場合、T 細胞 エスケープを、PBMCおよ
び突然変異を含むことが判明した領域にわたる新旧のアミノ酸 配列を表すペプチドを用
いてインビトロで試験することが出来る。
【０１３０】
　慢性的に HCV-感染したチンパンジーにおけるこれらの研究は慢性的に感染した 患者に
おいて使用されうるHCV-特異的 治療ワクチンの評価に必須である。HCV-特異的T細胞応答
の増強が臨床処理のために許容されないレベルへと肝臓の炎症を上昇させないことを示す
ことが重要である。
【０１３１】
実施例 2
免疫リポソームの鼻腔内(IN)投与
　IN 経路を介するワクチン投与は、特定のタイプのウイルス、例えば、頭頸部の組織(こ
れには鼻および喉が含まれる)に対して指向性を有するものに対して特に有用である。例
としては呼吸器疾患を誘発するウイルスが挙げられ、呼吸器疾患にはインフルエンザのみ
ならずSARSおよび鳥インフルエンザも含まれる。しかし、この経路はその他のタイプの 
ワクチンの送達にも同様に利用可能である。INにて与えられた場合に、scL 複合体が局所
組織を標的化し、トランスフェクトする能力を比較するため、非腫瘍担持 BALB/cマウス
に、ルシフェラーゼ遺伝子を発現するプラスミド DNAをカプセル封入するscL ナノ免疫リ
ポソーム複合体(scLLUC)、または等量の遊離の複合体化していない (裸) プラスミド DNA
 (LUC) (両方の処理について10 ug/マウス/用量)を与えるか、あるいは処理をしなかった
 (CTL)。実施例 1におけるように、0.33ug:10ug:1ug (TfRscFv:Lip:DNA)の比にて、5% デ
キストロースを賦形剤として用いて、単純な混合によりscLLUC 複合体を調製した。２回
の用量を24 時間以内に投与した。最後の投与の48 時間後、動物にルシフェリン 基質 (i
p 投与) を ~3mg/マウスにて注入し、動物全体を、IVIS 100 光学イメージング システム
 (Xenogen、Alameda CA) を用いて麻酔下で可視化した(図16A-16C)。現れたシグナルの強
度は実際の測定においては色によって示される。赤色/黄色は最も高い強度であり、トラ
ンスフェクトされたルシフェラーゼ 遺伝子の最も高い発現レベルに対応し、一方、青色
は最小の 発現を表し、緑色は中程度の発現である。これらの発現レベル(高/中程度/最小
)をカラー表示の代わりに図16A-16Cおよび17A-17Cに示した。図16A-16C から、scL 複合
体 (scLLUC)のIN 投与(パネル C) の結果、遊離の裸 DNA (LUC) (パネル B)と比較して鼻
領域におけるトランスフェクション/発現のより高いレベルがもたらされたことが明らか
である。パネル Aは非処理対照を表す。scL ナノ免疫リポソーム複合体と裸 DNA との両
方がトランスフェクトされる組織に直接的に投与(局所送達)された場合に、scLナノ免疫
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リポソーム複合体が 裸 DNA (今回用いられたような)よりもかなり良好な結果をもたらし
たということは、驚くべき予期せぬことである。
【０１３２】
A.静脈内投与の後に裸 DNAと比較してプラスミド DNA ペイロードの分布および局在が増
強されることの実証
　IVIS 100 光学イメージング システム (Xenogen、Alameda CA)を用いて、ルシフェラー
ゼ遺伝子を発現するプラスミド DNAをカプセル封入するscL ナノ免疫リポソーム複合体(s
cLLUC) (上記のもの)、または等量の遊離の複合体化していない (裸) プラスミド DNA (L
UC) (両方の処理について25ug/マウス/用量) をIV 尾静脈 注射を介して与えた、非腫瘍
担持 BALB/cマウスまたは非処理マウス (CTL)を画像化した。２用量を24 時間以内に投与
した。最後の投与の48 時間後、動物にルシフェリン 基質 (ip 投与)を~3mg/マウスにて
注入し、動物全体を麻酔下で可視化した。図17A-17Cに示すように、尾部における注射部
位を除いては裸 DNA (パネル B) を与えたマウス(LUC)においては シグナルはみられない
(口での少量はおそらく注射部位でのなめる行為による)。一方、同じ量の プラスミド DN
Aを担持するscL 複合体の静脈内投与の後は(scLLUC) (パネル C)、動物のほぼ全体にわた
って中程度から高レベルのシグナルがみられた。パネル Aは非処理対照を表す。リンパ節
および肝臓が位置している位置ではより強度が高い。これはおそらく、 樹状細胞および
クッパー 細胞が実際にトランスフェリン 受容体を発現しており、そのため複合体を取り
込むことができるという事実に起因する。しかし、正常の非腫瘍組織におけるこの高レベ
ルの取り込みおよび発現は、予期せぬ驚くべきことである。
【０１３３】
実施例 3 
マウス モデルを用いるインビボでの肝細胞へのscL-HCVまたはscLHK-HCVの送達の最適化
　リピドA を用いて製剤されたscLまたはscLHK をマウス研究において用いる。リポソー
ム複合体中の２０から３０ μgのDNAを24 時間かけて2-3回の接種により尾静脈を介して
複数連のマウスにリポソーム複合体を介して送達する。リポソームの特定の細胞タイプへ
のエンドサイトーシスを追跡するために、ローダミン-DOPEで標識したリン脂質を総脂質
の0.05 モルパーセントにて用いる (Avanti Polar Lipids, AL)。組織 サンプルをウェス
タンブロット、組織学的 染色により分析し、細胞の高分解能 イメージングはHCV 特異的
タンパク質の発現について注射の24-48 時間後にフローサイトメトリーによって行う。組
織学的分析のために、組織をTissue-Tek培地中に瞬間凍結するか、またはホルマリン固定
する。組織をクリオスタットまたはミクロトームを用いて切片とし、特異的タンパク質ま
たは細胞 マーカーについて染色する。パラフィン包埋し、ホルマリン 固定した組織につ
いて、切片をキシレン中で脱パラフィンし、アルコール中で水分補給した後、PBSで洗浄
する。抗原賦活化のために、組織を10 mM クエン酸緩衝液 pH 6.0 によりマイクロ波で10
0℃で10 分間処理する。冷却および洗浄の後、内因性 ペルオキシダーゼ 活性のクエンチ
ングを0.3% H2O2を用いて達成する。組織 切片上の非特異的部位を次いで5% ミルクまた
は正常 血清でブロッキングした後、特異的抗体とともにインキュベーションする。
【０１３４】
　フローサイトメトリーによる肝細胞の分析のために、フローサイトメトリー 分析のた
めにマウスから全肝臓細胞および常在性 T 細胞を単離するための灌流 技術が開発された
。マウスを手順にわたって麻酔下で維持することにより、血圧を最初に維持する。これに
より静脈の崩壊が妨げられることにより、次に行う カニューレ挿入の成功率が上昇する
。マウスをイソフルランで麻酔し、ノーズ・コーンの装着によって手順の間中麻酔を維持
する。腹部を切開して肝臓を露出させ、腸管をマウスの左側に移して門脈を露出させる。
24G IV 注入セットを門脈に挿入する。肝臓をあらかじめ温めておいたLiver Perfusion M
edium(Gibco; 肝臓を血液から洗浄し、凝固を防止し、細胞と細胞との接着をゆるめるこ
とを開始させるよう製剤された緩衝平衡塩類溶液) により5 分間3ml/分にて灌流する。あ
らかじめ温めておいた Liver Digest Medium (Gibco;生きた肝臓細胞の解離のための条件
付き(qualified) Collagenase-Dispase 培地)で 肝臓を 3ml/にて10-12 分間灌流する。
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肝臓 をついでマウスから取り出し、氷上に置く。肝細胞を取り出し、100 μm篩に通すこ
とにより細胞片から精製し、次いで低速遠心分離に供する。ローダミン-標識化リポソー
ムを用いることにより、細胞をフローサイトメトリーにより直接的に分析してリポソーム
/DNA 複合体のトランスフェクション 効率または細胞内局在を判定することが出来る。複
合体の肝細胞への取り込みを、脾臓 細胞による 取り込みまたは非-標的化 リポプレック
スの取り込みに対してフローサイトメトリーを用いて比較する。細胞を低速遠心分離によ
って脾臓 細胞片から単離する。赤血球 細胞を ACK 溶解緩衝剤 (Biowhittaker、MD)によ
って溶解し、洗浄後、細胞を100 μm 細胞 濾過器 (Falcon、BD、NJ)に通す。さらなる組
織をDNAのその他の臓器への取り込みを分析するために取り出す。具体的には、腎臓、心
臓および肺 組織を取り出し、タンパク質 抽出物をウェスタンブロットにより分析する。
【０１３５】
A.インビボ有効性についてのscL-HCVまたはscLHK-HCVの用量 最適化
　BALB/cマウスを用いて、持続的な肝臓酵素の上昇の非存在下での良好な免疫応答を達成
するための最適 生物学的 用量 (OBD)を決定する。対照として、遊離の(複合体化してい
ない) プラスミド、空ベクターを担持する改変リポソームおよびHCV遺伝子を欠く非組換
え アデノウイルスを用いる。群あたり５匹の動物を用いる。最も高い投与用量は約 50 
μgである。マウスの群に、1、5、10、20、および50 μg/注射を含むリポソーム/DNA 複
合体(実施例 1に記載のように調製)を静脈内注射により与える。接種は0および4 週目に
行い、次いで10 週目にアデノウイルス 追加免疫を行う。この追加免疫の４週後、肝臓お
よび脾臓をフローサイトメトリーおよびインビトロ試験により分析し、上記のような免疫
の際に誘発されたT 細胞の特徴および特異性を判定する。この実験を簡略化するために、
対照動物には最も高い 用量の DNA およびアデノウイルスのみを与える。動物を肝臓 酵
素および肝臓における組織学的 変化についてモニターする。OBD がいったん確立された
ら、この用量を各注射について用いるが、注射の回数は４週間隔で1から5回まで変動させ
、 次いで最後の注射の6 週後にアデノウイルス追加免疫を行う。４週間後に、肝臓およ
び脾臓を最適 応答をもたらす注射回数を判定するために上記のように分析する。
【０１３６】
B.誘発されたT 細胞応答の交差反応性
　米国において支配的なHCV 遺伝子型は1aであるが、ワクチン 開発においては２以上のH
CV 遺伝子型からのウイルス エピトープの認識に取り組む必要がある。誘発された免疫応
答の交差反応性を、遺伝子型1bおよび2aからのコンセンサス 配列に対応するオーバーラ
ップする ペプチドを用いてマウスにおいて評価する。1a H77 ゲノム 配列に対応するオ
ーバーラップする 18 mer ペプチドの完全なセットはNIH AIDS Research and Reference 
Reagent Programによって提供されている。この同じプログラムにより1b J4 遺伝子型に
対応する類似のセットのオーバーラップする ペプチドが入手可能である。タイプ 2 ペプ
チドセットはMimotopes (Washington、NC)から購入した。患者集団において起こりうる交
差反応性をよりよく評価するために、これら分析を上記のHLA-A2 トランスジェニック マ
ウスを用いて行う。これらマウスはHLA-A2 MHC 分子を発現し、HLA-A2 エピトープを提示
することが出来る。異なる遺伝子型を表すペプチド プールに対する応答をエリスポット 
アッセイを用いて評価し、免疫のために用いられる1a H77 配列に対応するペプチドと並
行して行う。交差反応性が観察されなければ、三価のワクチンを3つのすべての遺伝子型
に対応するDNA プラスミドを含むナノリポプレックスを用いて試験すべきであり、次いで
それぞれこれら３つの異なる遺伝子型に対応する３つのrAd を用いる追加免疫を行う。各
個々の遺伝子型に対する免疫応答を評価し、個々の遺伝子型配列を単独で用いた場合に得
られる応答と比較する。
【０１３７】
C. インビボでの安全性研究
　scL-HCV またはscLHK-HCVのマウス LD10は上記のように判定されるOBDに基づく。OBDか
ら出発して、徐々に増加する用量のプラスミド DNA (100 μgまで)を、５週間毎週１回注
入する。複合体における成分の比は決められているので、プラスミド DNAの量を増やすこ
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とにより、複合体(実施例 1のように調製)中のTfRscFvおよびLipまたはLip-HKの量も上昇
する。scL-HCV またはscLHK-HCVを、10 マウス/群の雄性および雌性 4-6 週齡 BALB/cマ
ウスにi.v.、i.p.、i.m.またはi.d. 注入する。動物の重量を週に２回評価し、毒性 (例
えば、消耗)の兆候について毎日モニターする。遊離 プラスミド DNAまたは非リガンド化
 リポソーム-DNAを与えた動物を対照として用いる。短期毒性を評価するため、最後の注
射の２日後にマウスの半数を屠殺する。残りの半分は最後の投与の２週後に屠殺して長期
毒性を評価する。肝臓、性腺、肺、膵臓、腎臓、心臓、皮膚、脾臓、脳、腸、および骨髄
を含む様々な臓器および組織を組織学的に調べる。肝臓酵素レベルも週ごとにモニターす
る(Antech Diagnostics)。臓器からの組織 サンプルを瞬間凍結し、DNA 抽出のために-70
℃で保存する。PCR 分析をすべての組織サンプルについて行って接種後のすべての組織に
おけるscLHK-HCVの体内分布およびDNAの持続を評価する。HCV遺伝子に特異的なプライマ
ーは入手可能である。
【０１３８】
　DNA/リポソーム複合体についてのLD10がいったん確立されると、以下の一工程での用量
が、徐々に上昇する用量の組換え アデノウイルスと組合せて雄性および雌性 BALB/cマウ
スの処理に用いられる。10 マウスからなる各群に 1または3 回のscL-HCVまたはscLHK-HC
V (実施例1のように調製)のi.v.、i.p.、i.m.、または i.d. 注射/週を5 週間与え、次い
で徐々に上昇する用量の組換え アデノウイルス (108 から 109 感染単位)を週に２回3 
週間皮下 (s.c.) 投与する。上記のように、マウスの半分を最後の投与の２日後に屠殺し
て 短期応答を評価し、半分を2 週間後に屠殺して長期応答を評価する。性腺、肺、膵臓
、腎臓、心臓、皮膚、脾臓、脳、腸、および骨髄を含む臓器および組織を組織学的に分析
し、肝臓組織学について特に強調する。 血液を採取し、肝臓 酵素をこの研究の間毎週評
価する。脾臓を取り出し、T 細胞応答について分析し、トレランス 誘発がこれらの動物
において起こっているか否かを評価する。
【０１３９】
　血漿薬物動態分析および体内分布研究を雄性および雌性ヌードマウスにおいて行う。動
物にはscL-HCVまたはscLHK-HCV 複合体 (実施例1のように調製)をOBDにて１回i.v.、i.p.
、i.m.、またはi.d. 注射する。血液 サンプルを麻酔下で心穿刺を介して、複合体投与前
および複合体投与の5 分後、15 分後、30 分後、1時間後、2時間後、4時間後、8時間後、
24時間後、48時間後および72時間後に、抗凝固剤としてヘパリンナトリウムを含むチュー
ブ中に得る。マウスを安楽死させ、肝臓、膵臓、性腺、脾臓、腎臓、肺、心臓、リンパ節
および脳を迅速に切り出し、氷冷生理食塩水ですすぎ、  ドライアイスで瞬間凍結する。
血液サンプルを3000 rpmで10 分間4℃で遠心分離して血漿を細胞から分離する。血漿およ
び組織サンプルの両方を-80℃で保存する。
【０１４０】
　血漿、および組織サンプルにおけるHCV プラスミド 濃度を決定する。簡単に説明する
と、プラスミド DNAをフェノール・クロロホルム抽出法を用いて血漿 サンプルから、そ
してDNA 抽出キット (Stratagene, La Jolla, CA))を用いて組織 サンプルから単離する
。HCV 濃度標準を既知量のプラスミドをブランク 血漿 またはブランク 組織 サンプル中
に添加することによって調製し、次いで抽出する。抽出物を次いでアガロースゲル、ブロ
ッティングおよびハイブリダイゼーションによって分析する。ハイブリダイゼーションは
Gene Image Alkaline Phosphatase DNA Labeling and Detection System (Amersham)を用
いてHCV 配列をプローブとして用いて行う。10-から50-倍過剰のプローブを用いてすべて
のバンドの飽和を確実にする。オートラジオグラフをスキャンし、IMAGEQUANT（登録商標

） ソフトウェア (Molecular Dynamics) を用いて定量し、様々な サンプルにおけるプラ
スミド DNAの量を標準との比較により算出する。あるいは、プローブをγ32 P-ATP によ
り5’-末端標識するかまたはHCVに特異的なネスト化 PCRを行う。血漿 薬物動態 パラメ
ーターを標準的方法によって評価する(例えば、Gokhale, P.C., et al., Gene Therapy 4
: 1289-1299 (1997)を参照)。 
【０１４１】
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霊長類における肝臓へのターゲティングの安全性および効率の評価
　用量 応答 研究をアカゲザルにおいて scL-HCVまたはscLHK-HCV (実施例1のように調製
)およびアデノウイルス 組換え体を用いて行う。特異的メモリー マーカーを担持する最
良のHCV-特異的 T 細胞を誘発する免疫系および用量を、アカゲザル モデルにおける出発
用量として用いる。アカゲザルにscL-HCVまたはscLHK-HCVを接種し、s.c. 送達により 10
12 感染単位までの組換え アデノウイルスにより追加免疫する。提案されるワクチン接種
 レジメンは0 および 3 ヶ月目のDNAプライムおよび追加免疫、次いで6 ヶ月目のアデノ
ウイルスからなる。 対照群には空ベクター 遊離 プラスミド DNAと複合体化したscL-HCV
またはscLHKおよび非組換え アデノウイルスを接種する。
【０１４２】
　第一の研究は4 群 (3のワクチンおよび1の対照)を用い、群あたり動物は２匹とする。
群1-3 には徐々に上昇する用量のナノ複合体 scL-HCVまたはscLHK-HCVを与えるが、rAd 
接種は上記のマウスにおける用量 最適化 研究から決定されたレベルに維持する。群 4は
対照群であり、scL またはscLHK-空ベクターを与えた後、非組換え アデノウイルスによ
り追加免疫する。応答におけるプラトーが観察されると、プラトーの中央におけるscL-HC
VまたはscLHK-HCV 用量にて残りの４匹の動物を用いて免疫 研究を行い、rAd 用量を0.5 
log10上昇させる(2 群の 動物、群あたり2匹の動物、2回の上昇用量のrAd)。研究 1にお
ける対照 群からのデータはこれら動物についての対照データを提供する。プラトーが観
察されず、最小の ALT 上昇による用量上昇と比較して免疫応答が上昇すると、第二の研
究を上昇用量のscLHK-HCVを用いて残りの4匹の動物において行う。
【０１４３】
　ワクチン接種したアカゲザルにおいて、末梢血および肝臓の両方においてエリスポット
、フローサイトメトリーおよび組織学的分析を用いて特異的免疫およびメモリー T 細胞
の証拠を評価する。経皮的 肝臓 組織診を月に２回行う;組織 サンプルの半分を培地に入
れ、４分の１を液体窒素で瞬間凍結し、４分の１をホルムアルデヒドで固定する。肝臓 
切片の免疫組織学的 分析を行って、各接種の後に2-4 週間隔で肝臓に存在するリンパ球
の数、種類および位置を識別する。特にこの種における メモリー T 細胞サブセットの同
定における有用なマーカーであると考えられるCD95、CD45RA/CD45RO、CD62LおよびCD28の
発現を評価する。
【０１４４】
　アカゲザルのハプロタイプを決定し、末梢血において同定されたT 細胞エピトープを用
いる。テトラマーを作り、マウス T 細胞 分析について上記したようにフローサイトメト
リー 分析によりメモリー T 細胞の特異性を示すのに用いる。既知のT 細胞 エピトープ
および多色フローサイトメトリー表現型により、T 細胞に関連するサイトカインおよび細
胞溶解 分子が非常に少数の細胞を用いて評価することが出来る。血液をALT 上昇につい
て分析し、組織をアポトーシスのマーカーについて染色して 、肝臓における細胞がプラ
イミングの際に誘発されたHCV 抗原に特異的な細胞傷害性 T リンパ球(CTL)の作用によっ
てアポトーシスを経ているかどうかを判定する。
【０１４５】
E.慢性 チンパンジーのリポソーム/DNA 複合体による処理
　scL-HCVまたはscLHK-HCV/アデノウイルス ワクチンを慢性 チンパンジーにおいて治療
ワクチンとして用いる。４匹の慢性的に感染した チンパンジーはすべて最初は遺伝子型 
1a (H77 株)に対応する単一配列 モノクローン性ウイルスにより感染されている。これら
の 動物は3.5-5年間慢性的に感染している。HCVはRNA ウイルスであり、それゆえゲノム
は複製の際に突然変異を受ける。この同じモノクローン性ストックの接種後に持続的に感
染している動物からのウイルスはおそらく免疫圧の結果として、感染のおよそ 6 ヶ月後
には突然変異を蓄積している。感染の38 週後にCh6412から単離したウイルスについての
配列データが準備された。完全なコード領域の分析により9 アミノ酸の変化が明らかとな
り、そのなかの6つはNS3、NS5AおよびNS5B 領域に位置していた。循環しているウイルス 
ゲノムにおけるこれらの突然変異にもかかわらず、野生型配列をこれらの動物における治
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療ワクチンにおいて用いる。多数の よく保存されたエピトープに対応する野生型配列の
使用は、ウイルス タイターの低減に有効である。主要エンドポイントとして、ウイルス 
RNA タイターの低下を、第二のエンドポイントしての処理前 レベルと比較して、各動物
の血清において評価する。上昇した T 細胞 活性を肝臓において測定し、肝臓内 サイト
カイン mRNA レベルの上昇も測定する。処理前 レベルと比較して、0.5 log10 を超えるR
NA タイターの低下および2-倍を超えるT 細胞数またはサイトカイン mRNA レベルの上昇
を、有意であるとみなす。２匹の動物には治療ワクチンを接種し、２匹の動物にはベクタ
ー 対照を接種する。
【０１４６】
　治療ワクチンについては、OBDにてi.v.で、3-週間隔で3回scL-HCVまたはscLHK-HCV (実
施例1のように調製)を送達するか、または対照 動物については空のDNA ベクターを送達
する。最後の DNA 接種の４週後 (13週目)、これら同じ HCV 抗原を発現する組換え アデ
ノウイルス(1012 感染単位、i.v.)または非組換え ウイルスを投与する。動物を6 ヶ月ま
で追跡する。研究に渡って、組織診を２週間に１回得、血液 (20-50ml)を毎週得て、動物
を血清 ALT 上昇、HCV RNA タイターおよび肝臓内 T 細胞 浸潤についてモニターする。 
HCV RNA タイターをHCVの5’UTR およびコア 領域を標的とするプライマーおよびプロー
ブを用いるリアルタイム RT-PCR アッセイを用いて判定する。特異的免疫およびメモリー
 T 細胞の増強の証拠を末梢血と肝臓との両方において、エリスポット、フローサイトメ
トリー および組織学的 分析を用いて調べる。経皮的 肝臓組織診をKlatskin 技術によっ
て行う;組織 サンプルの半分を培地に入れ、４分の１を液体窒素で瞬間凍結し、４分の１
をホルマリン固定する。
【０１４７】
F. 新鮮な肝臓組織の分析
　リンパ球を肝臓組織診から機械的ホモゲニゼーションによって単離し、次いで洗浄およ
び計数を行う。細胞をCD4、CD8、CD45RA/CD45RO、CD95、CD62Lおよび CD28に対する抗体(
BD Pharmingen)で染色し、数をフローサイトメトリーによって判定する。事象をFACS-Cal
ibur (Becton Dickenson)を用いて獲得し、死細胞の排除のために7AAD (BD Pharmigen)を
用いる分析のためにソフトウェアCellquest (Becton Dickenson)を用いる。マウスおよび
アカゲザル研究について記載したように、テトラマーを処理したチンパンジーからの特異
的T細胞の機能の研究に用いる。
【０１４８】
　チンパンジーにおいて、MHC ハプロタイプはPatr (チンパンジー(Pan Troglodytes)) 
型として知られている。これらPatr 対立遺伝子のいくつかがチンパンジーおよび慢性動
物について同定されており、これら動物のそれぞれからのT 細胞によって認識されるPatr
 対立遺伝子およびHCV エピトープ配列が同定されている。これら動物における循環する
ウイルスは、持続的な感染の際に突然変異を組み込んでおり、それはおそらく以前に同定
されたエピトープにおけるものである。T 細胞エピトープの詳細な分析の後に、新しいテ
トラマーをフローサイトメトリー 分析における使用のためにT 細胞 エピトープを用いて
合成する。T 細胞 クローンもインビトロでのより長期の分析のために開発する。リンパ
球を100,000のガンマ照射されたPBMC、0.01 μg/mlの抗-CD3および 100 U/mlの1L-2を用
いてクローン化する。
【０１４９】
G.瞬間凍結した肝臓組織の分析
　トータルRNAを RNeasy Mini Kit (Qiagen、CA)を用いて瞬間凍結した組織から単離する
。RNA をFirst Strand cDNA Synthesis Kit (Pharmacia)を用いて逆転写し、リアルタイ
ム PCRによって、IFN-γ、CD3、CD8、および CD4 についての特異的プライマー プローブ
セットを用いて(Perkin-Elmer Applied Biosystems, CA) サイトカイン mRNA レベルにつ
いて試験する。これらサイトカインのレベルを内因性対照 (GAPDH)に対して正規化し、そ
れぞれの動物についての処理前組織診におけるレベルと比較する。サイトカイン mRNA レ
ベルの2-倍を超える上昇または低下を有意であるとみなす。
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【０１５０】
H. ホルマリン-固定した肝臓組織の分析
　ホルマリン固定した組織をミクロトームを用いて切片とし、アポトーシスの特異的タン
パク質、細胞 マーカーまたはマーカーについて染色し、肝臓における細胞がワクチン接
種の際に誘発されたHCV 抗原に特異的なCTLの作用に起因してアポトーシスを経ているか
どうかを判定する。免疫組織学的 分析を肝臓切片に対して行って、各組織診について肝
臓に存在するリンパ球の数、タイプおよび位置を識別する。切片をキシレン中で脱パラフ
ィンし、アルコール中で水分補給した後、PBSで洗浄する。抗原賦活化のために、組織を1
0 mM クエン酸緩衝液 pH 6.0で マイクロ波で100℃で 10 分間処理する。組織切片上の非
特異的部位を次いで5% ミルクまたは正常血清によりブロッキングした後、特異的抗体と
ともにインキュベーションする。感染の前に同じ動物から得られた肝臓組織診 (以前に保
存されたサンプル) および処理後のものを比較のために用いる。
【０１５１】
I.フェーズI 臨床試験に向けての正式な薬物動態および毒性学研究
　毒性学研究を低い (OBDまたはLD10より10x低い)および高い (OBDまたはLD10より10高い
) 用量の実施例 1に記載のように調製されたこれらscL-DNAまたはscL-HK-DNA 複合体を用
いて1つの対照群 (30匹のマウス)および 2つの処理群(それぞれ30匹のマウスであって、
半数は雄性であり半数は雌性)について行う。複合体の注入を上記に決定した投与スケジ
ュールにて１日目から開始する。各群からの１０匹のマウスを最後の注射の２日後、３週
間後および６週間後に屠殺する。体重および食餌摂取を毎日モニターする。対照および処
理群についての臨床病理 (尿血液学、臨床化学、特に肝臓酵素)および組織病理学を評価
する。以下の臓器を含める: 注射部位、脳、膵臓、鼠径リンパ節、骨髄 (組織およびスメ
ア)、肝臓、腎臓、精巣/卵巣、脾臓、肺、心臓。
【０１５２】
　体内分布研究: この研究には、複合体の単回注射の後4つの時点(2日間、2 週間、4 週
間、および6 週間)にて最も高い 用量にて１つ対照 (10匹のマウス)および４つの処理群(
それぞれ10匹のマウス)を含める。すべての群における以下の臓器について上記のようにD
NA PCR による分析を行う: 肝臓、骨髄、膵臓、腎臓、脾臓、注射部位、精巣/卵巣、鼠径
リンパ節、肺、心臓、脳。
【０１５３】
実施例 4
化学的結合によって調製されたナノ免疫リポソームによるヒトにおけるウイルス抗原に対
する免疫応答の誘発
　本発明はまた、ウイルスタンパク質およびインターロイキンをコードする核酸分子、例
えば、１以上のインターロイキンをコードする抗原 遺伝子として作用するウイルスタン
パク質をコードする遺伝子を含む１以上の プラスミド、を含むリガンド-標的化カチオン
性リポソーム複合体を個体に投与することを含む、ヒト (およびその他の哺乳類および動
物)においてウイルス抗原に対する免疫応答を誘発する方法を提供する。様々な標的化リ
ガンドを含む複合体はリポソームの表面に直接的に化学的に結合したものであり得、以下
に記載のように実施例 1 において実質的に記載したように調製される: 
【０１５４】
　MPB-リポソームはCampbell MJ (Biotechniques 1995 Jun;18(6):1027-32)によって記載
されたものから改変されたエタノール 注射 方法によって調製される。4-(p-マレイミド
フェニル)ブチレート-DOPE (MPB-DOPE) (Avanti Polar Lipids)をリポソーム 製剤 [リピ
ドA  (DOTAP:DOPE、1:1 モル比); リピド B (DDAB:DOPE、1:1 モル比); リピドD (DOTAP:
Chol、1:1 モル比);およびリピドG (DOTAP:DOPE:Chol、1:1:1 モル比)]に、総脂質の5-8%
 モルとなるように含める。簡単に説明すると、すべての脂質をエタノール中に可溶化し
、混合し、ボルテックスしている50-60℃の純水にハミルトンシリンジによって注入する
。溶液をさらに10-15 分間ボルテックスする。終濃度は1-2 mM 総脂質である。1M HEPES
、pH7.5 (pH7.0-8.0)を終濃度10-20 mMとなるように添加する。マレイミド基はpH >7の水
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溶液中では安定ではないので、リポソームは好適には水 (pH 5-6.5)中で調製される。pH
は1M HEPES 緩衝剤、pH7.0-8.0を用いてscFv-SHと連結する前に7.0-8.0に調整してよく、
それによりポストコーティング反応が促進される。
【０１５５】
　scFv-SHまたは-SH基を有するいずれかの抗体または抗体フラグメント (例えば、Fab’ 
またはMab)をMPB-リポソームにタンパク質/脂質 の比 が約 1:1 から約 1:100、好適には
 約 1:10 から約 1:50 (w:w)、より好適には 約 1:20 から約 1:40、例えば1:30となるよ
うに添加する。溶液を30 分間 室温での穏やかな回転 (~20-30 RPM)により混合し、scFv-
Lipを作る。scFv-Lipは精製せずに用いられるが、それはSepharose CL-4B カラムクロマ
トグラフィーによって精製してもよい。scFv-Lip-DNA 複合体を作るために、プラスミド 
DNAを必要であれば水で希釈し、scFv-LipにDNA/脂質 の比が約 0.5:1 から約 1:40 (μg 
全核酸：μg 脂質)、好適には 約 1:5 から約 1:20 (μg 全核酸：μg 脂質)、例えば、1
:10 (μg 全核酸：μg 脂質)となるように添加し、混合物を5-10 秒間反転させ、より大
きい体積の場合は20-30 RPMで 1-2 分間回転させる。最終的な混合物を室温で10-15 分間
維持し、およそ5 分後に再び5-10 秒間穏やかに反転させる。インビボでの使用のために 
50% デキストロースまたは50% スクロースを終濃度5-20% (V:V)となるように添加し、5-1
0 秒間の穏やかな反転により混合し、より大きな体積の場合は20-30 RPMで 1-2 分間回転
させることにより混合する。 scFv-Lip-DNA は精製せずに用いられるが、それはSepharos
e CL-4B カラムクロマトグラフィーにより精製してもよい。80-100%のscFv (または-SH基
を有するいずれかの抗体)がリポソームに結合すると予測される。
【０１５６】
　複合体との結合/カプセル封入の前に、ウイルス抗原およびインターロイキンをコード
するプラスミドをインサート対インサートのモル比が、0.1 モルの１以上のウイルスタン
パク質をコードする１以上の核酸分子、対、10 モルの１以上のインターロイキンをコー
ドする１以上の核酸分子;から、10 モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以
上の核酸分子、対、0.1 モルの１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分子
、となるように一緒に混合する。例えば、1 モルの１以上のウイルスタンパク質をコード
する１以上の核酸分子のインサート、対、1 モルの１以上のインターロイキンをコードす
る１以上の核酸分子のインサートの比が用いられる。
【０１５７】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、HIVである場合、使用されるプラスミド DNA 
は好適には、以下の１以上をコードする遺伝子を含むものである：エンベロープ タンパ
ク質 (Vanniasinkam,T. and Ertl, H.C. (2005): Adenoviral gene delivery for HIV-1 
vaccination.  Current Gene Therapy, 5:203-212.; Ferrantelli, F. and Ruprecht, R.
M. (2002): Neutralizing antibodies against HIV -- back in the major leagues?  Cu
rrent Opinion in Immunology, 14:495-502.) および/または Nef タンパク質 (Vanniasi
nkam, T. and Ertl, H.C. (2005): Adenoviral gene delivery for HIV-1 vaccination. 
 Current Gene Therapy, 5:203-212.; Lichterfeld, M., Yu, X.G., Cohen, D., Addo, M
.M., Malenfant, J., Perkins, B., Pae, E., Johnston, M.N., Strick, D., Allen, T.M
., Rosenberg, E.S., Korber, B., Walker, B.D., and Altfeld, M. (2004): HIV-1 Nef 
is preferentially recognized by CD8 T cells in primary HIV-1 infection despite a
 relatively high degree of genetic diversity.  AIDS, 18:1383-1392.); および/また
は gp140 (Smith, S.M. (2002): HIV vaccine development in the nonhuman primate mo
del of AIDS.  Journal of Biomedical Science, 9:100-111.)。このDNAによってコード
されるタンパク質は免疫応答を誘発するための抗原として作用する。さらに、同複合体は
好適には、いずれかのインターロイキン、好適には インターロイキン 2、および/または
 インターロイキン 12 および/または インターロイキン 15をコードする遺伝子を含むプ
ラスミドを含む。
【０１５８】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、インフルエンザである場合、使用されるプラ
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スミド DNAは好適には、 赤血球凝集素 (HA) (Tamura, S., Tanimoto, T., and Kurata, 
T. (2005): Mechanisms of broad cross-protection provided by influenza virus infe
ction and their application to vaccines.  Japanese Journal of Infectious Disease
s, 58:195-207.; Cox, M.M. (2005): Cell-based protein vaccines for influenza.  Cu
rrent Opinion in Molecular Therapeutics, 7:24-29.; Ze, C., Kurata, T., and Tamur
a, S. (2000): Identification of effective constituents of influenza vaccine by i
mmunization with plasmid DNAs encoding viral proteins.  Japanese Journal of Infe
ctious Diseases, 53:219-228.)、および/または ノイラミニダーゼ (NA) (Tamura, S., 
Tanimoto, T., and Kurata, T. (2005): Mechanisms of broad cross-protection provid
ed by influenza virus infection and their application to vaccines.  Japanese Jou
rnal of Infectious Diseases, 58:195-207.; Cox, M.M. (2005): Cell-based protein v
accines for influenza.  Current Opinion in Molecular Therapeutics, 7:24-29.; Ze,
 C., Kurata, T., and Tamura, S. (2000): Identification of effective constituents
 of influenza vaccine by immunization with plasmid DNAs encoding viral proteins.
  Japanese Journal of Infectious Diseases, 53:219-228.)、および/または ヌクレオ
カプシド (Cox, M.M. (2005): Cell-based protein vaccines for influenza.  Current 
Opinion in Molecular Therapeutics, 7:24-29.) および/またはマトリックスタンパク質
 M2 (Cox, M.M. (2005): Cell-based protein vaccines for influenza.  Current Opini
on in Molecular Therapeutics, 7:24-29.) をコードする遺伝子を含むものである。この
DNAによってコードされるタンパク質は免疫応答を誘発するための抗原として作用する。
さらに、同複合体は好適には、いずれかのインターロイキン、好適には インターロイキ
ン 2、および/または インターロイキン 12 および/または インターロイキン 15をコー
ドする遺伝子を含むプラスミドを含む。
【０１５９】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、SARSである場合、使用されるプラスミド DNA
は好適には、スパイク 糖タンパク質、および/またはヌクレオカプシド および/または 
構造タンパク質 S1、および/または 構造タンパク質 M、および/または 構造タンパク質 
N (Weiss, S.R. and Navas-Martin, S. (2005): Coronavirus pathogenesis and the eme
rging pathogen severe acute respiratory syndrome coronavirus.  Microbiology & Mo
lecular Biology Reviews, 69:635-664.) をコードする遺伝子を含むものである。このDN
Aによってコードされるタンパク質は免疫応答を誘発するための抗原として作用する。さ
らに、同複合体は好適には、いずれかのインターロイキン、好適には インターロイキン 
2、および/または インターロイキン 12 および/または インターロイキン 15をコードす
る遺伝子を含むプラスミドを含む。
【０１６０】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、鳥インフルエンザ(H5N1としても称される)で
ある場合、使用されるプラスミド DNAは好適には、赤血球凝集素 (Wong, S.S. and Yuen,
 K.Y. (2006): Avian influenza virus infections in humans.  Chest, 129:156-168.; 
Stephenson, I., Bugarini, R., Nicholson, K.G., Podda, A., Wood, J.M., Zambon, M.
C., and Katz, J.M. (2005): Cross-reactivity to highly pathogenic avian influenza
 H5N1 viruses after vaccination with nonadjuvanted and MF59-adjuvanted influenza
 A/Duck/Singapore/97 (H5N3) vaccine: a potential priming strategy.  Journal of I
nfectious Diseases, 191:1210-1215.; Treanor, J.J., Wilkinson, B.E., Masseoud, F.
, Hu-Primmer, J., Battaglia, R., O'Brien, D., Wolff, M., Rabinovich, G., Blackwe
lder, W., and Katz, J.M. (2001): Safety and immunogenicity of a recombinant hema
gglutinin vaccine for H5 influenza in humans.  Vaccine, 19:1732-1737.) をコード
する遺伝子を含むものである。このDNAによってコードされるタンパク質は免疫応答を誘
発するための抗原として作用する。さらに、同複合体は好適には、いずれかのインターロ
イキン、好適には インターロイキン 2、および/または インターロイキン 12 および/ま
たは インターロイキン 15をコードする遺伝子を含むプラスミドを含む。
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【０１６１】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、エボラ、マールブルグまたはフィロウイルス
科(filoviridae)のいずれかである場合、使用されるプラスミド DNAは好適には、VP24、
および/または VP30、および/または VP35、および/または VP40および/または sGP、お
よび/または糖タンパク質、および/または核タンパク質 (Hart, M.K. (2003): Vaccine r
esearch efforts for filoviruses.  International Journal for Parasitology, 33:583
-595.; Wilson, J.A., Bosio, C.M., and Hart, M.K. (2001): Ebola virus: the search
 for vaccines and treatments.  Cellular & Molecular Life Sciences, 58:1826-1841.
) をコードする遺伝子を含むものである。このDNAによってコードされるタンパク質は免
疫応答を誘発するための抗原として作用する。さらに、同複合体は好適には、インターロ
イキン 2、および/または インターロイキン 12 および/または インターロイキン 15を
コードする遺伝子を含むプラスミドを含む。
【０１６２】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、B型肝炎である場合、使用されるプラスミド 
DNAは好適には、B型肝炎 表面 抗原 (HBsAg) (Hanke, T. (2006): On DNA vaccines and 
prolonged expression of immunogens.  European Journal of Immunology, 36:806-809.
; Zuckerman, J.N. (2006): Vaccination against hepatitis A and B: developments, d
eployment and delusions.  Current Opinion in Infectious Diseases, 19:456-459.)、
および/またはヌクレオカプシド (HBc) (Michel, M.L. and Mancini-Bourgine, M. (2005
): Therapeutic vaccination against chronic hepatitis B virus infection.  Journal
 of Clinical Virology, 34 Suppl 1:S108-S114.) をコードする遺伝子を含むものである
。このDNAによってコードされるタンパク質は免疫応答を誘発するための抗原として作用
する。さらに、同複合体は好適には、いずれかのインターロイキン、好適には インター
ロイキン 2、および/または インターロイキン 12 および/または インターロイキン 15
をコードする遺伝子を含むプラスミドを含む。
【０１６３】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、西ナイル ウイルス、デング熱、黄熱病、ま
たはいずれかのフラビウイルス科(flaviviridae)である場合、使用されるプラスミド DNA
は好適には、ほとんどのウイルス-中和抗体を誘発する タンパク質であるE-糖タンパク質
(Sampathkumar, P., "West Nile Virus: Epidemiology, Clinical Presentation, Diagno
sis and Prevention," Mayo Clinic Processings 78:1137-1144 (2003); King, N.J.C., 
"Immunopathology of Flavivirus Infections, Immunology," Immunology and Cell Biol
ogy 85:33-42 (2007)参照) をコードする遺伝子を含むものである。 このDNAによってコ
ードされるタンパク質は免疫応答を誘発するための抗原として作用する。さらに、同複合
体は好適には、いずれかのインターロイキン、好適には インターロイキン 2、および/ま
たは インターロイキン 12 および/または インターロイキン 15をコードする遺伝子を含
むプラスミドを含む。
【０１６４】
　上記のように調製した最終的な複合体のサイズは好適には約 50 から500 (nm)の間であ
り、Malvern ZETASIZER（登録商標） NANO-ZSのMalvern ZETASIZER（登録商標） 3000を
用いる動的光散乱によって判定したゼータ電位が正のものである。このサイズは毛細血管
床を効率的に通過し、標的APC 細胞に到達するために十分に小さいものである。
【０１６５】
　上記のように調製した複合体は、予防または治療ワクチンとして使用される。予防のた
めには、上記のように調製したリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体 ナノリポプ
レックス ワクチンは、哺乳類、例えば、ウイルス性疾患に以前に曝露されていないヒト
に静脈内注入される。注射は複合体を用いて0、4および8 週目になされる。対象にワクチ
ン接種するのに用いられる複合体は好適には0.33ug:10ug:1ug (TfRscFv:Lip:DNA)の比に
て作られ、5% デキストロースが賦形剤として用いられる。複合体中の DNA の総量は、 0
.01から10 mg/kg/注射である。好適な 量は0.164 mg/kg/注射であり、これは対象の重量
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に基づいて7-12 mg DNA/注射である。調製された複合体は250ml 5% デキストロースバッ
グにi.v. 注入のために注入されるか、またはボーラスとして、 静脈内 (IV)、腫瘍内 (I
T)、病巣内 (IL)、エアロゾル、経皮的、経口、内視鏡下、局所、筋肉内 (IM)、皮内 (ID
)、眼内 (IO)、腹腔内 (IP)、経皮 (TD)、鼻腔内 (IN)、脳内 (IC)、臓器内 (例えば、肝
臓内)、徐放インプラント、または皮下 投与、あるいは浸透圧または機械的ポンプを用い
る投与を介して注入される。
【０１６６】
　治療用途のためには、上記のように調製したリガンド-標的化カチオン性リポソーム複
合体 ナノリポプレックス ワクチンは、哺乳類、例えば、ウイルス性疾患 (例えば、B型
肝炎) に慢性的に感染した、または急性にウイルス性疾患 (例えば、 エボラ、SARS、H5N
1、天然痘、西ナイル ウイルス)に曝露されたヒトに静脈内注入される。予防用途につい
てのものと同じ範囲の量のDNAを含む複合体は、250 ml の5% デキストロース 溶液中でi.
v. 送達されるか、またはボーラスとして、0、4および 8週目に３回、静脈内 (IV)、腫瘍
内 (IT)、病巣内 (IL)、エアロゾル、経皮的、経口、内視鏡下、局所、筋肉内 (IM)、皮
内 (ID)、眼内 (IO)、腹腔内 (IP)、経皮 (TD)、鼻腔内 (IN)、脳内 (IC)、臓器内 (例え
ば、肝臓内)、徐放インプラント、または皮下 投与によって、あるいは浸透圧または機械
的ポンプを用いる 投与を介して送達される。
【０１６７】
実施例 5
単純な混合により調製されたナノ免疫リポソーム複合体によるヒトにおけるウイルス抗原
に対する免疫応答の誘発
　本発明はまた、ヒト(ならびにその他の哺乳類および動物)においてウイルス抗原に対す
る免疫応答を誘発する方法を提供し、該方法は、個体に、ウイルスタンパク質およびイン
ターロイキンをコードする核酸分子、例えば、１以上のインターロイキンをコードする抗
原 遺伝子として作用するウイルスタンパク質をコードする遺伝子を含む１以上の プラス
ミドを含むリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体を投与する工程を含む。リポソ
ーム表面に化学的に結合していないが直接的に複合体化/結合した様々な ターゲティング
リガンドを含む複合体は本質的に実施例 1に記載のようにして以下のように調製される: 
【０１６８】
　リポソーム[リピドA  (DOTAP:DOPE、1:1 モル比); リピド B (DDAB:DOPE、1:1 モル比)
; リピドD (DOTAP:Chol、1:1 モル比); およびリピドG (DOTAP:DOPE:Chol、1:1:1 モル比
)]は、Campbell, MJ (Biotechniques 1995 Jun;18(6):1027-32)によって記載された方法
を改変したエタノール 注射 方法によって調製される。簡単に説明すると、すべての脂質
がエタノール中に可溶化され、混合され、ボルテックスしている50-60℃の純水にハミル
トンシリンジを用いて注入される。溶液をさらに10-15 分間ボルテックスする。終濃度は
1-2mM 総脂質である。
【０１６９】
　TfRscFvまたはいずれかの抗体または抗体フラグメント (例えば、scfv、Fab’ またはM
ab) -免疫リポソーム複合体は、TfRscFvとリポソーム 組成物 A (またはいずれかの上記
のリポソーム 組成物) とを、一本鎖 タンパク質とリポソームおよびDNAとが混合された
複合体中で所定の比となるように混合することによって調製される。複合体の調製は、以
下の一般的手順にしたがう。適当な量の2 mM リポソーム (上記のA-H)を なんらかの必要
な水 (例えば、DI 水)と混合し、 所望の体積とし、穏やかに10回反転して混合するか、
またはより大きい体積の場合は20-30 RPMで1-2 分間回転させる。リポソーム-水 混合物
に対して、適当な量のTfRscFvを添加して、所望の比とし、穏やかな反転により約 5-10 
秒間混合するか、またはより大きい体積の場合は、20-30 RPMで1 分間回転させる。この
混合物を室温で10-15 分間維持する (およそ5 分後に再び穏やかに5-10 秒反転させる)。
同時に、適当な量の DNAを5-10 秒間の反転により混合し、またはより大きい体積の場合
は20-30 RPM で 1-2 分間回転させ、なんらかの必要な水を用いて所望の体積とする。典
型的には、インビボで使用するためには、注射あたり約 5 μg から約 100 mg のDNAを提
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供することが望ましい。DNA 溶液をTfRscFv-リポソーム 溶液に迅速に添加し、混合物を5
-10 秒間反転させるか、または、より大きい体積の場合は20-30 RPMで1-2 分間回転させ
る。最終混合物を 室温で10-15 分間維持し、およそ5 分後に5-10 秒間再び穏やかに反転
させる。インビボでの使用のためには、50% デキストロースまたは50% スクロースを終濃
度が5-20% (V:V)となるように添加し、5-10 秒間の穏やかな反転により混合するか、また
はより大きい体積の場合は、20-30 RPMで1-2 分間回転させる。1:30 (TfRscFv:リポソー
ム、w:w) および 1:14 (μg  DNA:n モル 総脂質) の好適な比 での具体例は以下の通り
である。最終体積800 μl中の40 μgの DNAについては、183 μlの水と280 μlの2 mM リ
ポソーム 溶液を混合する。34 μlの TfRscFv (濃度 0.4 μg/ml)を添加する。183 μl 
の水と40 μl の1 μg/1 μl DNAを混合する。80 μlの50% デキストロースを最終工程に
て添加する。
【０１７０】
　Tf-Lip-DNA 複合体を以前に記載されたインビボ 製剤にしたがって調製する。Xu et al
., Human Gene Therapy, 10(18):2941-52 (1999)。トランスフェリン-リポソーム-媒介全
身的 p53 遺伝子治療と放射線照射との組合せの結果、ヒト 頭頸部癌 異種移植片が退縮
する。最適化されたインビボ 製剤による典型的な調製のために、25 mlのTf (5 mg/ml、
鉄飽和 ホロ-トランスフェリン; Sigma、St. Louis、MO)および50 mlのLip (2 mM 総脂質
) ＋ 75 mlの水をポリプロピレンチューブ中で混合し、5-15 分間 室温で頻繁に揺り動か
しながら保持するか、またはより大きい体積のためには、20-30 RPMで1-2 分間回転させ
る。120 mlの20 mM HEPES 緩衝剤、pH 7.4中の10 μgのプラスミド DNAをチューブに添加
し、すぐに徹底的に穏やかに10回反転させることによって混合し、より大きい体積のため
には20-30 RPMで1-2 分間回転させ、10-20 分間 室温で頻繁に揺り動かしながら保持する
。30μlの50% デキストロース 溶液を次いでチューブに添加し、すぐに徹底的に穏やかに
10回反転させることによって混合するか、またはより大きい体積のためには、20-30 RPM 
で1-2 分間回転させ、室温で10-15 分間保持する。最終的なDNA:脂質:Tf 比は1:10:12.5 
(mg/nmol/mg)である。HEPES 緩衝剤を水と置換してもよい。
【０１７１】
A. Lip-HoKCの調製
　{K[K(H)KKK]5-K(H)KKC} ペプチド (HoKC)を複合体に含める場合は、カチオン性 リポソ
ーム 製剤A (DOTAP:DOPE、1:1 モル比)、B (DDAB:DOPE、1:1)、G (DOTAP:DOPE:コレステ
ロール、1:1:1) およびH (DDAB:DOPE:コレステロール、1:1:1) (または上記のいずれかの
リポソーム製剤)を上記のようにエタノール 注射 方法を用いて調製する。各リポソーム 
製剤にはまた、MPB-DOPEを総脂質の5 モルパーセントにて含める。HoKC ペプチドは末端 
システインを担持するため、MPB-DOPEをすべてのリポソーム組成物に含めることにより、
ペプチドとリポソームとの結合を可能とする。Lip-HoKC リポソームをマレイミド基を担
持するカチオン性リポソーム (Lip-MPB) とペプチドとの以下のようなカップリング反応
を用いて調製する。0.1 mmol のシステイン上に遊離 チオール基を有するペプチドのアリ
コートを10 mM HEPES、pH 7.4溶液中の2 mmolのLip-MPBに添加し、室温で2時間回転させ
る(20-30 r.p.m.)。結果として得られるLip-HoKCの脂質濃度は1.4 mMである。
【０１７２】
　リポソームがHoKCを含む場合、完全な複合体がHoKCを有さないTfRscFv-Lip-DNA 複合体
の生産に使用されたものと同一の方法で形成される。この場合もTfRscFvまたはいずれか
の抗体または抗体フラグメント (例えば、Fab’ またはMab)を Lip-HoKC と(10回の穏や
かな反転により、またはより大きな体積については20-30 RPMで1-2 分間回転させること
により)特定の比にて混合し、室温で10-15 分間インキュベートする。DNAを次いで TfRsc
Fv-Lip-HoKC 溶液に添加し、穏やかな10回の反転により、またはより大きな体積について
は20-30 RPMで 1-2 分間回転させることにより混合し、再び室温で10-15 分間インキュベ
ートし、その後、デキストロースまたはスクロースを終濃度 5-20%となるように添加し、
穏やかに10回反転させることにより、またはより大きな体積については20-30 RPMで1 分
間回転させることにより混合し、室温で10-15 分間インキュベートする。複合体中のTfRs
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cFv:LipA-HoKC:DNAの比は0.3 mg:7 nmol:1 mgである。
【０１７３】
　複合体中へのカプセル封入の前に、ウイルス抗原およびインターロイキンをコードする
プラスミドを、インサートとインサートのモル比が、0.1 モルの１以上のウイルスタンパ
ク質をコードする１以上の核酸分子、対、10 モルの１以上のインターロイキンをコード
する１以上の核酸分子; から、10 モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以
上の核酸分子、対、 0.1 モルの１以上のインターロイキンをコードする１以上の核酸分
子となるように混合する。例えば、1 モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１
以上の核酸分子のインサート、対、1 モルの１以上のインターロイキンをコードする１以
上の核酸分子のインサートの比が用いられる。
【０１７４】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、HIVである場合、用いられるプラスミド DNA 
は好適にはエンベロープ タンパク質(Vanniasinkam, T. and Ertl, H.C. (2005): Adenov
iral gene delivery for HIV-1 vaccination.  Current Gene Therapy, 5:203-212.; Fer
rantelli, F. and Ruprecht, R.M. (2002): Neutralizing antibodies against HIV -- b
ack in the major leagues?  Current Opinion in Immunology, 14:495-502) および/ま
たは Nef タンパク質 (Vanniasinkam, T. and Ertl, H.C. (2005): Adenoviral gene del
ivery for HIV-1 vaccination.  Current Gene Therapy, 5:203-212.; Lichterfeld, M.,
 Yu, X.G., Cohen, D., Addo, M.M., Malenfant, J., Perkins, B., Pae, E., Johnston,
 M.N., Strick, D., Allen, T.M., Rosenberg, E.S., Korber, B., Walker, B.D., and A
ltfeld, M. (2004): HIV-1 Nef is preferentially recognized by CD8 T cells in prim
ary HIV-1 infection despite a relatively high degree of genetic diversity.  AIDS
, 18:1383-1392.); および/または gp140 (Smith,S.M. (2002): HIV vaccine developmen
t in the nonhuman primate model of AIDS.  Journal of Biomedical Science, 9:100-1
11.) の１以上をコードする遺伝子を含むものである。このDNAによってコードされるタン
パク質は免疫応答を誘発するための抗原として作用する。さらに、同複合体は好適にはい
ずれかのインターロイキン、好適には インターロイキン 2、および/または インターロ
イキン 12 および/または インターロイキン 15をコードする遺伝子を含む プラスミドを
含む。
【０１７５】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、インフルエンザである場合、使用されるプラ
スミド DNA は好適には赤血球凝集素 (HA) (Tamura, S., Tanimoto, T., and Kurata, T.
 (2005): Mechanisms of broad cross-protection provided by influenza virus infect
ion and their application to vaccines.  Japanese Journal of Infectious Diseases,
 58:195-207.; Cox, M.M. (2005): Cell-based protein vaccines for influenza.  Curr
ent Opinion in Molecular Therapeutics, 7:24-29.; Ze, C., Kurata, T., and Tamura,
 S. (2000): Identification of effective constituents of influenza vaccine by imm
unization with plasmid DNAs encoding viral proteins.  Japanese Journal of Infect
ious Diseases, 53:219-228.)、および/または ノイラミニダーゼ (NA) (Tamura, S., Ta
nimoto, T., and Kurata, T. (2005): Mechanisms of broad cross-protection provided
 by influenza virus infection and their application to vaccines.  Japanese Journ
al of Infectious Diseases, 58:195-207.; Cox, M.M. (2005): Cell-based protein vac
cines for influenza.  Current Opinion in Molecular Therapeutics, 7:24-29.; Ze, C
., Kurata, T., and Tamura, S. (2000): Identification of effective constituents o
f influenza vaccine by immunization with plasmid DNAs encoding viral proteins.  
Japanese Journal of Infectious Diseases, 53:219-228.)、および/またはヌクレオカプ
シド (Cox, M.M. (2005): Cell-based protein vaccines for influenza.  Current Opin
ion in Molecular Therapeutics, 7:24-29) および/またはマトリックスタンパク質 M2 (
Cox, M.M. (2005): Cell-based protein vaccines for influenza.  Current Opinion in
 Molecular Therapeutics, 7:24-29.) をコードする遺伝子を含むものである。このDNAに
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よってコードされるタンパク質は免疫応答を誘発するための抗原として作用する。さらに
、同複合体は好適にはいずれかのインターロイキン、好適には インターロイキン 2、お
よび/または インターロイキン 12 および/または インターロイキン 15をコードする遺
伝子を含む プラスミドを含む。
【０１７６】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、SARSである場合、使用されるプラスミド DNA
 は好適にはスパイク 糖タンパク質、および/またはヌクレオカプシド および/または 構
造タンパク質 S1、および/または 構造タンパク質 M、および/または 構造タンパク質 N 
(Weiss, S.R. and Navas-Martin, S. (2005): Coronavirus pathogenesis and the emerg
ing pathogen severe acute respiratory syndrome coronavirus.  Microbiology & Mole
cular Biology Reviews, 69:635-664.) をコードする遺伝子を含むものである。このDNA
によってコードされるタンパク質は免疫応答を誘発するための抗原として作用する。さら
に、同複合体は好適にはいずれかのインターロイキン、好適には インターロイキン 2、
および/または インターロイキン 12 および/または インターロイキン 15をコードする
遺伝子を含む プラスミドを含む。
【０１７７】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、鳥インフルエンザ (H5N1としても知られる)
である場合、使用されるプラスミド DNA は好適には、赤血球凝集素 (Wong, S.S. and Yu
en, K.Y. (2006): Avian influenza virus infections in humans.  Chest, 129:156-168
.; Stephenson, I., Bugarini, R., Nicholson, K.G., Podda, A., Wood, J.M., Zambon,
 M.C., and Katz, J.M. (2005): Cross-reactivity to highly pathogenic avian influe
nza H5N1 viruses after vaccination with nonadjuvanted and MF59-adjuvanted influe
nza A/Duck/Singapore/97 (H5N3) vaccine: a potential priming strategy.  Journal o
f Infectious Diseases, 191:1210-1215.; Treanor, J.J., Wilkinson, B.E., Masseoud,
 F., Hu-Primmer, J., Battaglia, R., O'Brien, D., Wolff, M., Rabinovich, G., Blac
kwelder, W., and Katz, J.M. (2001): Safety and immunogenicity of a recombinant h
emagglutinin vaccine for H5 influenza in humans.  Vaccine, 19:1732-1737.) をコー
ドする遺伝子を含むものである。このDNAによってコードされるタンパク質は免疫応答を
誘発するための抗原として作用する。さらに、同複合体は好適にはいずれかのインターロ
イキン、好適には インターロイキン 2、および/または インターロイキン 12 および/ま
たは インターロイキン 15をコードする遺伝子を含む プラスミドを含む。
【０１７８】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、エボラ、マールブルグまたはいずれかのフィ
ロウイルス科である場合、使用されるプラスミド DNA は好適には、 VP24、および/また
は VP30、および/または VP35、および/または VP40および/または sGP、および/または
糖タンパク質、および/または 核タンパク質 (Hart, M.K. (2003): Vaccine research ef
forts for filoviruses.  International Journal for Parasitology, 33:583-595.; Wil
son, J.A., Bosio, C.M., and Hart, M.K. (2001): Ebola virus: the search for vacci
nes and treatments.  Cellular & Molecular Life Sciences, 58:1826-1841.) をコード
する遺伝子を含むものである。このDNAによってコードされるタンパク質は免疫応答を誘
発するための抗原として作用する。さらに、同複合体は好適にはいずれかのインターロイ
キン、好適には インターロイキン 2、および/または インターロイキン 12 および/また
は インターロイキン 15をコードする遺伝子を含む プラスミドを含む。
【０１７９】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、B型肝炎である場合、使用されるプラスミド 
DNA は好適には、B型肝炎 表面 抗原 (HBsAg) (Hanke, T. (2006): On DNA vaccines and
 prolonged expression of immunogens.  European Journal of Immunology, 36:806-809
.; Zuckerman, J.N. (2006): Vaccination against hepatitis A and B: developments, 
deployment and delusions.  Current Opinion in Infectious Diseases, 19:456-459.)
、および/またはヌクレオカプシド (HBc) (Michel, M.L. and Mancini-Bourgine, M. (20
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05): Therapeutic vaccination against chronic hepatitis B virus infection.  Journ
al of Clinical Virology, 34 Suppl 1:S108-S114.) をコードする遺伝子を含むものであ
る。このDNAによってコードされるタンパク質は免疫応答を誘発するための抗原として作
用する。さらに、同複合体は好適にはいずれかのインターロイキン、好適には インター
ロイキン 2、および/または インターロイキン 12 および/または インターロイキン 15
をコードする遺伝子を含む プラスミドを含む。
【０１８０】
　それに対してワクチン接種すべき疾患が、西ナイル ウイルス、デング熱、黄熱病、ま
たはいずれかのフラビウイルス科である場合、使用されるプラスミド DNA は好適には、
ウイルス-中和抗体のほとんどを誘発するタンパク質であるE-糖タンパク質(Sampathkumar
, P., "West Nile Virus: Epidemiology, Clinical Presentation, Diagnosis and Preve
ntion," Mayo Clinic Processings 78:1137-1144 (2003); King, N.J.C., "Immunopathol
ogy of Flavivirus Infections, Immunology," Immunology and Cell Biology 85:33-42 
(2007)参照) をコードする遺伝子を含むものである。このDNAによってコードされるタン
パク質は免疫応答を誘発するための抗原として作用する。さらに、同複合体は好適にはい
ずれかのインターロイキン、好適には インターロイキン 2、および/または インターロ
イキン 12 および/または インターロイキン 15をコードする遺伝子を含む プラスミドを
含む。
【０１８１】
　これらの方法により調製した最終的な複合体のサイズは約 50 から400 (nm)の間であり
、Malvern ZETASIZER（登録商標） 3000 またはMalvern ZETASIZER（登録商標） NANO-ZS
を用いる動的光散乱によって判定したゼータ電位が正のものである。このサイズは毛細血
管床を効率的に通過し、標的APC 細胞に到達するために十分に小さいものである。
【０１８２】
　上記のように調製した複合体は、好適には予防または治療ワクチンとして使用される。
予防のためには、上記のように調製したリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体 ナ
ノリポプレックス ワクチンは、哺乳類、例えば、ウイルス性疾患に以前に曝露されてい
ないヒトに静脈内注入される。静脈内注射は複合体を用いて0、4および8 週目になされる
。対象にワクチン接種するのに用いられる複合体は好適には1:10:12.5 (mg/nmol/mg) (DN
A:脂質:Tf)の比にて作られ、5-210%デキストロースまたはスクロースが賦形剤として用い
られる；HoKC が複合体の成分でない場合は0.33ug:10ug:1ug (TfRscFv:Lip:DNA) の比に
て作られ、5-20% デキストロース またはスクロースが賦形剤として用いられる; および
複合体が HoKCを含む場合は 0.3 mg:7 nmol:1 mg (TfRscFv:Lip-HoKC:DNA) の比にて作ら
れ、5% デキストロースまたはスクロースが用いられる。複合体中の DNA の総量は、 0.0
1から10 mg/kg/注射である。好適な 量は0.164 mg/kg/注射であり、これは対象の重量に
基づいて7-12 mg DNA/注射である。調製された複合体は250ml 5% デキストロースバッグ
にi.v. 注入のために注入されるか、またはボーラスとして、 静脈内 (IV)、腫瘍内 (IT)
、病巣内 (IL)、エアロゾル、経皮的、経口、内視鏡下、局所、筋肉内 (IM)、皮内 (ID)
、眼内 (IO)、腹腔内 (IP)、経皮 (TD)、鼻腔内 (IN)、脳内 (IC)、臓器内 (例えば、肝
臓内)、徐放インプラント、または皮下 投与、あるいは浸透圧または機械的ポンプを用い
る投与を介して注入される。
【０１８３】
　治療用途のためには、上記のように調製したリガンド-標的化カチオン性リポソーム複
合体 ナノリポプレックス ワクチンは、哺乳類、例えば、ウイルス性疾患 (例えば、B型
肝炎) に慢性的に感染した、または急性にウイルス性疾患 (例えば、 エボラ、SARS、H5N
1、天然痘、西ナイル ウイルス)に曝露されたヒトに注入される。予防用途についてのも
のと同じ範囲の量のDNAを含む複合体は、250 ml の5% デキストロース 溶液中でi.v. 送
達されるか、またはボーラスとして、0、4および 8週目に３回、静脈内 (IV)、腫瘍内 (I
T)、病巣内 (IL)、エアロゾル、経皮的、経口、内視鏡下、局所、筋肉内 (IM)、皮内 (ID
)、眼内 (IO)、腹腔内 (IP)、経皮 (TD)、鼻腔内 (IN)、脳内 (IC)、臓器内 (例えば、肝
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臓内)、徐放インプラント、または皮下 投与によって、あるいは浸透圧または機械的ポン
プを用いる 投与を介して送達される。
【０１８４】
実施例 6
化学的結合によって調製された２つのナノ免疫リポソーム複合体の共注射によるヒトにお
けるウイルス抗原に対する免疫応答の誘発
　本発明はまた、ヒト（ならびにその他の哺乳類および動物)においてウイルス抗原に対
する免疫応答を誘発する方法を提供し、該方法は、個体にウイルスタンパク質およびイン
ターロイキンをコードする核酸分子、例えば、１以上のインターロイキンをコードする 
抗原 遺伝子として作用するウイルスタンパク質をコードする遺伝子を含む１以上の プラ
スミドを含むリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体を投与することを含む。リポ
ソームの表面に直接的に化学的に結合した様々な ターゲティング 薬剤を含む複合体は実
施例 4において記載のように調製される。 
【０１８５】
　抗原として作用するウイルスタンパク質をコードする遺伝子を担持するプラスミド DNA
 は実施例 4に記載のものと同じである。例えば、インターロイキン 2、インターロイキ
ン 12 および/または インターロイキン 15をコードする遺伝子を含むプラスミド DNAを
含む別々のリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体は、ウイルスタンパク質をコー
ドする遺伝子を担持する プラスミド DNAについて用いられたものと同じ手順および比を
用いて調製される。
【０１８６】
　上記のように調製した最終的な複合体のサイズは約 50 から500 (nm)の間であり、Malv
ern ZETASIZER（登録商標） 3000 またはMalvern ZETASIZER（登録商標） NANO-ZSを用い
る動的光散乱によって判定したゼータ電位が正のものである。このサイズは毛細血管床を
効率的に通過し、標的APC 細胞に到達するために十分に小さいものである。
【０１８７】
　上記のように調製した複合体は、予防または治療ワクチンとして使用される。ワクチン
として使用するために、２つの複合体はそれぞれの複合体中のプラスミド DNA インサー
トのモル比を反映する複合体:複合体の比にて混合されて一緒にされる。したがって、２
つの複合体の比は、0.1 モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上の核酸分
子を含む複合体の量、対、10 モルの１以上のインターロイキンをコードする１以上の核
酸分子を含む複合体の量; から、 10 モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１
以上の核酸分子を含む複合体の量、対、 0.1 モルの１以上のインターロイキンをコード
する１以上の核酸分子を含む複合体の量である。例えば、1 モルの１以上のウイルスタン
パク質をコードする１以上の核酸分子を含む複合体の量、対、1 モルの１以上のインター
ロイキンをコードする１以上の核酸分子を含む複合体の量の比が用いられる。ウイルスタ
ンパク質をコードするプラスミド DNAを含む複合体がインターロイキンをコードするプラ
スミド DNA を含む複合体に添加され、溶液が穏やかに10回反転されるかまたは20-30RPM
で１分間回転されて、ヒト対象において使用するための最終的なワクチンが形成される。
【０１８８】
　予防のためには、上記のように調製したリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体 
ナノリポプレックス ワクチンは、哺乳類、例えば、ウイルス性疾患に以前に曝露されて
いないヒトに静脈内注入される。注射は複合体を用いて0、4および8 週目になされる。対
象に投与されるワクチンを形成するのに用いられるそれぞれの複合体(ウイルス遺伝子を
含むものおよびインターロイキン 遺伝子を含むもの)は好適には0.33ug:10ug:1ug (TfRsc
Fv:Lip:DNA)の比にて作られ、5%デキストロースが賦形剤として用いられる。ワクチン中
の DNA の総量は、 0.01から10 mg/kg/注射である。好適な 量は0.164 mg/kg/注射であり
、これは対象の重量に基づいて7-12 mg DNA/注射である。調製された複合体は250ml 5% 
デキストロースバッグにi.v. 注入のために注入されるか、またはボーラスとして、 静脈
内 (IV)、腫瘍内 (IT)、病巣内 (IL)、エアロゾル、経皮的、経口、内視鏡下、局所、筋
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肉内 (IM)、皮内 (ID)、眼内 (IO)、腹腔内 (IP)、経皮 (TD)、鼻腔内 (IN)、脳内 (IC)
、臓器内 (例えば、肝臓内)、徐放インプラント、または皮下 投与、あるいは浸透圧また
は機械的ポンプを用いる投与を介して注入される。
【０１８９】
　治療用途のためには、上記のように調製したリガンド-標的化カチオン性リポソーム複
合体 ナノリポプレックス ワクチンは、哺乳類、例えば、ウイルス性疾患 (例えば、B型
肝炎) に慢性的に感染した、または急性にウイルス性疾患 (例えば、 エボラ、SARS、H5N
1、天然痘、西ナイル ウイルス)に曝露されたヒトに注入される。予防用途についてのも
のと同じ範囲の量のDNAを含む調製された複合体は、250 ml の5% デキストロース 溶液中
でi.v. 送達されるか、またはボーラスとして、0、4および 8週目に３回、静脈内 (IV)、
腫瘍内 (IT)、病巣内 (IL)、エアロゾル、経皮的、経口、内視鏡下、局所、筋肉内 (IM)
、皮内 (ID)、眼内 (IO)、腹腔内 (IP)、経皮 (TD)、鼻腔内 (IN)、脳内 (IC)、臓器内 (
例えば、肝臓内)、徐放インプラント、または皮下 投与によって、あるいは浸透圧または
機械的ポンプを用いる 投与を介して送達される。
【０１９０】
実施例 7
単純な混合によって調製された２つのナノ免疫リポソーム複合体の共注射によるヒトにお
けるウイルス抗原に対する免疫応答の誘発
　本発明はまた、個体に、ウイルスタンパク質およびインターロイキンをコードする核酸
分子、例えば、１以上のインターロイキンをコードする抗原 遺伝子として作用するウイ
ルスタンパク質をコードする遺伝子を含む１以上の プラスミドを含むリガンド-標的化カ
チオン性リポソーム複合体を同時投与することを含む、ヒトにおけるウイルス抗原に対す
る免疫応答の誘発方法も提供する。リポソームの表面(HoKC ペプチドを有するかまたは有
さない) に化学的に結合していないが直接的に複合体化した様々な リガンドを含む複合
体は実施例 5に記載のように調製される。抗原として作用するウイルスタンパク質をコー
ドする遺伝子を担持するプラスミド DNAは、実施例 5に記載のものと同一である。いずれ
かのインターロイキン、例えば、インターロイキン 2、インターロイキン 12 および/ま
たは インターロイキン 15をコードする遺伝子を含むプラスミド DNAを含む別々のリガン
ド-標的化カチオン性リポソーム複合体は、ウイルスタンパク質をコードする遺伝子を担
持するプラスミド DNAに用いられたものと同一の手順および比を用いて調製される。
【０１９１】
　上記のように調製した最終的な複合体のサイズは約 50 から400 (nm)の間であり、Malv
ern ZETASIZER（登録商標） 3000 またはMalvern ZETASIZER（登録商標） NANO-ZSを用い
る動的光散乱によって判定したゼータ電位が正のものである。このサイズは毛細血管床を
効率的に通過し、標的APC 細胞に到達するために十分に小さいものである。
【０１９２】
　ワクチンとして使用するために、２つの複合体はそれぞれの複合体中のプラスミド DNA
 インサートのモル比を反映する複合体:複合体の比にて混合されて一緒にされる。したが
って、２つの複合体の比は、0.1 モルの１以上のウイルスタンパク質をコードする１以上
の核酸分子を含む複合体の量、対、10 モルの１以上のインターロイキンをコードする１
以上の核酸分子を含む複合体の量; から、 10 モルの１以上のウイルスタンパク質をコー
ドする１以上の核酸分子を含む複合体の量、対、 0.1 モルの１以上のインターロイキン
をコードする１以上の核酸分子を含む複合体の量である。例えば、1 モルの１以上のウイ
ルスタンパク質をコードする１以上の核酸分子を含む複合体の量、対、1 モルの１以上の
インターロイキンをコードする１以上の核酸分子を含む複合体の量の比が用いられる。ウ
イルスタンパク質をコードするプラスミド DNAを含む複合体がインターロイキンをコード
するプラスミド DNA を含む複合体に添加され、溶液が穏やかに10回反転されるかまたは2
0-30RPMで１分間回転されて、ヒト対象において使用するための最終的なワクチンが形成
される。
【０１９３】
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　上記のように調製した複合体は予防または治療ワクチンとして用いられる。予防のため
には、上記のように調製したリガンド-標的化カチオン性リポソーム複合体 ナノリポプレ
ックス ワクチンは、哺乳類、例えば、ウイルス性疾患に以前に曝露されていないヒトに
注入される。静脈内注射は複合体を用いて0、4および8 週目になされる。対象にワクチン
接種するのに用いられる複合体は好適には1:10:12.5 (mg/nmol/mg) (DNA:脂質:Tf)の比に
て作られ、5-20% デキストロース またはスクロースが賦形剤として用いられる; HoKCが
複合体の成分ではない場合0.33ug:10ug:1ug (TfRscFv:Lip:DNA) の比にて作られ、 5-20%
 デキストロースまたは スクロースが賦形剤として用いられ、複合体が HoKCを含む場合
、0.3 mg:7 nmol:1 mg (TfRscFv:Lip-HoKC:DNA) の比にて作られ 5% デキストロース ま
たはスクロースが用いられる。複合体中の DNA の総量は、 0.01から10 mg/kg/注射であ
る。好適な 量は0.164 mg/kg/注射であり、これは対象の重量に基づいて7-12 mg DNA/注
射である。調製された複合体は250ml 5% デキストロースバッグにi.v. 注入のために注入
されるか、またはボーラスとして、 静脈内 (IV)、腫瘍内 (IT)、病巣内 (IL)、エアロゾ
ル、経皮的、経口、内視鏡下、局所、筋肉内 (IM)、皮内 (ID)、眼内 (IO)、腹腔内 (IP)
、経皮 (TD)、鼻腔内 (IN)、脳内 (IC)、臓器内 (例えば、肝臓内)、徐放インプラント、
または皮下 投与、あるいは浸透圧または機械的ポンプを用いる投与を介して注入される
。
【０１９４】
　治療用途のためには、上記のように調製したリガンド-標的化カチオン性リポソーム複
合体 ナノリポプレックス ワクチンは、哺乳類、例えば、ウイルス性疾患 (例えば、B型
肝炎) に慢性的に感染した、または急性にウイルス性疾患 (例えば、 エボラ、SARS、H5N
1、天然痘、西ナイル ウイルス)に曝露されたヒトに注入される。予防用途についてのも
のと同じ範囲の量のDNAを含む複合体は、250 ml の5% デキストロース 溶液中でi.v. 送
達されるか、またはボーラスとして、0、4および 8週目に３回、静脈内 (IV)、腫瘍内 (I
T)、病巣内 (IL)、エアロゾル、経皮的、経口、内視鏡下、局所、筋肉内 (IM)、皮内 (ID
)、眼内 (IO)、腹腔内 (IP)、経皮 (TD)、鼻腔内 (IN)、脳内 (IC)、臓器内 (例えば、肝
臓内)、徐放インプラント、または皮下 投与によって、あるいは浸透圧または機械的ポン
プを用いる 投与を介して送達される。
【０１９５】
　本明細書において言及するすべての刊行物、特許および特許出願が個々の刊行物、特許
または特許出願が具体的かつ個別に引用により含まれて示されているのと同じ程度に、引
用により本明細書に含まれる。
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