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(57)【要約】
【課題】ＣＤ４０およびパターン認識受容体アダプターを誘発することによる免疫応答を
生成するための方法および組成物の提供。
【解決手段】誘発性パターン認識受容体アダプターまたはアダプター断片およびＣＤ４０
の活性を誘発することによって抗原提示細胞を活性化し、免疫応答を誘導するための方法
が提供される。誘発性ＣＤ４０ペプチドおよび誘発性パターン認識受容体アダプターまた
はアダプター断片を含むキメラタンパク質をコードする配列を含む核酸組成物もまた提供
される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
本願明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連する特許出願
　優先権を、２００９年５月２７日に出願され、表題「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｃｏｍ
ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　ａｎ　Ｉｍｍｕｎｅ　Ｒｅｓｐｏ
ｎｓｅ　ｂｙ　Ｉｎｄｕｃｉｎｇ　ＣＤ４０　ａｎｄ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｒｅｃｏｇｎｉ
ｔｉｏｎ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ａｄａｐｔｅｒｓ」の米国仮出願第６１／１８１，５７２
号、２００９年２月１８日に出願され、表題「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐｏｓｉ
ｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　ａｎ　Ｉｍｍｕｎｅ　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　
ｂｙ　Ｉｎｄｕｃｉｎｇ　ＣＤ４０　ａｎｄ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ
　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ａｄａｐｔｅｒｓ」の米国仮出願第６１／１５３，５６２号、およ
び２００８年９月２２日に出願され、表題「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐｏｓｉｔ
ｉｏｎｓ　ｆｏｒ　Ｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　ａｎ　Ｉｍｍｕｎｅ　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｂ
ｙ　Ｉｎｄｕｃｉｎｇ　ＣＤ４０　ａｎｄ　Ｐａｔｔｅｒｎ　Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　
Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　Ａｄａｐｔｅｒｓ」の米国仮出願第６１／０９９，１６３号（これら
は、全てそれらの全体が参考として本明細書に引用され、そして援用される）に対して主
張する。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、一般的に免疫学の分野、そして特に、抗原提示細胞を活性化する、および免
疫応答を誘発するための方法および組成物に関する。
【０００３】
　連邦政府によって後援された研究についての声明
　本発明は、ＮＩＨ助成金第Ｒ０１－ＣＡ１２０４１１号の下、政府の支援を受けてなさ
れた。政府は、本発明に一定の権利を有し得る。
【背景技術】
【０００４】
　背景
　抗原を処理し、かつ提示するそれらの特有の方法ならびに副刺激分子およびサイトカイ
ン分子の高レベルの発現に対する潜在能力により、樹状細胞（ＤＣ）は、ナイーブＴ細胞
を刺激し、かつ活性化するための、有効な抗原提示細胞（ＡＰＣ）となる（Ｂａｎｃｈｅ
ｒｅａｕ　Ｊ、Ｐａｃｚｅｓｎｙ　Ｓ、Ｂｌａｎｃｏ　Ｐら　Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅ
ｌｌｓ：　ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｅ　ｓｙｓｔｅｍ　ａｎ
ｄ　ａ　ｎｅｗ　ｐｒｏｍｉｓｅ　ｆｏｒ　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ．　Ａｎｎ　Ｎ
　Ｙ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ．　２００３年；９８７巻：１８０～１８７頁）。この特性は、
有望な結果を伴う、多くの臨床試験における予防接種のための細胞のプラットフォームと
してのそれらの広範囲の使用に至った（Ｏ’Ｎｅｉｌｌ　ＤＷ、Ａｄａｍｓ　Ｓ、Ｂｈａ
ｒｄｗａｊ　Ｎ．　Ｍａｎｉｐｕｌａｔｉｎｇ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ｂｉｏ
ｌｏｇｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｅ　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　ｃａｎ
ｃｅｒ．　Ｂｌｏｏｄ．　２００４年；１０４巻：２２３５～２２４６頁；Ｒｏｓｅｎｂ
ｅｒｇ　ＳＡ．　Ａ　ｎｅｗ　ｅｒａ　ｆｏｒ　ｃａｎｃｅｒ　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａ
ｐｙ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｓ　ｔｈａｔ　ｅｎｃｏｄｅ　ｃａｎｃｅｒ
　ａｎｔｉｇｅｎｓ．　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ．　１９９９年；１０巻：２８１～２８７頁）
。しかしながら、癌患者におけるＤＣワクチンの臨床的有効性は、最適以下の活性化、流
入領域リンパ節への限られた遊走、およびリンパ節環境における最適なＴ細胞活性化のた
めの不十分な寿命を含む、おそらく多くの重大な欠失により、不満足なものであった。



(3) JP 2015-129192 A 2015.7.16

10

20

30

40

50

【０００５】
　ＤＣベースの癌ワクチンの最適化におけるパラメーターは、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋Ｔ細胞
、および調節性Ｔ（Ｔｒｅｇ）細胞などのような免疫エフェクター細胞とのＤＣの相互作
用である。これらの相互作用では、ＤＣの成熟状態は、結果として生じるエフェクター機
能を決定する重要な因子である（Ｓｔｅｉｎｍａｎ　ＲＭ、Ｈａｗｉｇｅｒ　Ｄ、Ｎｕｓ
ｓｅｎｚｗｅｉｇ　ＭＣ．　Ｔｏｌｅｒｏｇｅｎｉｃ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ
．　Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００３年；２１巻：６８５～７１１頁）。
Ｔｒｅｇ増殖を最小限にしながら、ＣＤ４＋およびＣＤ８＋Ｔ細胞刺激を最大限にするた
めに、ＤＣは、完全に成熟し、高レベルの副刺激分子（ＣＤ４０、ＣＤ８０、およびＣＤ
８６のような）ならびにＩＬ－１２ｐ７０およびＩＬ－６のような炎症誘発性サイトカイ
ンを発現する必要がある。等しく重要なことに、ＤＣは、Ｔ細胞相互作用を開始するため
に予防接種の部位から流入領域リンパ節まで効率的に遊走することができなければならな
い（Ｖｉｅｗｅｇ　Ｊ、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ａ．　Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉ
ｔｕｍｏｒ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｂｙ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ．　Ｓｐｒｉ
ｎｇｅｒ　Ｓｅｍｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ．　２００５年；２６巻：３２９～３
４１頁）。
【０００６】
　単球由来未成熟ＤＣのｅｘ　ｖｉｖｏ成熟については、大多数のＤＣベースの治験は、
ＴＮＦ－アルファ、ＩＬ－１ベータ、ＩＬ－６、およびＰＧＥ２からなる、標準の成熟サ
イトカインカクテル（ＭＣ）を使用してきた。標準の成熟カクテルにおけるプロスタグラ
ンジンＥ２（ＰＧＥ２）の主要な機能は、ＣＣケモカイン受容体７（ＣＣＲ７）を、その
リガンド、ＣＣケモカインリガンド１９（ＣＣＬ１９）およびＣＣＬ２１に対して感作し
、それにより流入領域リンパ節へのＤＣの遊走性能を増強することである（Ｓｃａｎｄｅ
ｌｌａ　Ｅ、Ｍｅｎ　Ｙ、Ｇｉｌｌｅｓｓｅｎ　Ｓ、Ｆｏｒｓｔｅｒ　Ｒ、Ｇｒｏｅｔｔ
ｒｕｐ　Ｍ．　Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ　Ｅ２　ｉｓ　ａ　ｋｅｙ　ｆａｃｔｏｒ　
ｆｏｒ　ＣＣＲ７　ｓｕｒｆａｃｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｍｉｇｒａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ｍｏｎｏｃｙｔｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ．　Ｂ
ｌｏｏｄ．　２００２年；１００巻：１３５４～１３６１頁；Ｌｕｆｔ　Ｔ、Ｊｅｆｆｏ
ｒｄ　Ｍ、Ｌｕｅｔｊｅｎｓ　Ｐら　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｌｙ　ｄｉｓｔｉｎｃｔ　ｄ
ｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　（ＤＣ）　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂ
ｙ　ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃ　ｓｔｉｍｕｌｉ：　ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ　Ｅ（２
）　ｒｅｇｕｌａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｍｉｇｒａｔｏｒｙ　ｃａｐａｃｉｔｙ　ｏｆ　ｓｐ
ｅｃｉｆｉｃ　ＤＣ　ｓｕｂｓｅｔｓ．　Ｂｌｏｏｄ．　２００２年；１００巻：１３６
２～１３７２頁）。しかしながら、ＰＧＥ２はまた、Ｔ細胞増殖の抑制（Ｇｏｏｄｗｉｎ
　ＪＳ、Ｂａｎｋｈｕｒｓｔ　ＡＤ、Ｍｅｓｓｎｅｒ　ＲＰ．　Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ
　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　Ｔ－ｃｅｌｌ　ｍｉｔｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｂｙ　ｐｒｏｓｔａｇｌ
ａｎｄｉｎ．　Ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ　ｏｆ　ａ　ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ－ｐｒｏｄ
ｕｃｉｎｇ　ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ　ｃｅｌｌ．　Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．　１９７７年；
１４６巻：１７１９～１７３４頁；Ｇｏｏｄｗｉｎ　ＪＳ．　Ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａ
ｔｉｏｎ　ｂｙ　ｅｉｃｏｓａｎｏｉｄｓ　ａｎｄ　ａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒ
ｙ　ｄｒｕｇｓ．　Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１９８９年；２巻：２６４
～２６８頁）、炎症誘発性サイトカイン産生（例えばＩＬ－１２ｐ７０およびＴＮＦ－ア
ルファ）の阻害（Ｋａｌｉｎｓｋｉ　Ｐ、Ｖｉｅｉｒａ　ＰＬ、Ｓｃｈｕｉｔｅｍａｋｅ
ｒ　ＪＨ、ｄｅ　Ｊｏｎｇ　ＥＣ、Ｋａｐｓｅｎｂｅｒｇ　ＭＬ．　Ｐｒｏｓｔａｇｌａ
ｎｄｉｎ　Ｅ（２）　ｉｓ　ａ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　ｉｎｄｕｃｅｒ　ｏｆ　ｉｎｔｅ
ｒｌｅｕｋｉｎ－１２　ｐ４０　（ＩＬ－１２ｐ４０）　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ
　ａｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｏｆ　ｂｉｏａｃｔｉｖｅ　ＩＬ－１２ｐ７０　ｈｅｔｅ
ｒｏｄｉｍｅｒ．　Ｂｌｏｏｄ．　２００１年；９７巻：３４６６～３４６９頁；ｖａｎ
　ｄｅｒ　Ｐｏｕｗ　Ｋｒａａｎ　ＴＣ、Ｂｏｅｉｊｅ　ＬＣ、Ｓｍｅｅｎｋ　ＲＪ、Ｗ
ｉｊｄｅｎｅｓ　Ｊ、Ａａｒｄｅｎ　ＬＡ．　Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ－Ｅ２　ｉｓ
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　ａ　ｐｏｔｅｎｔ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
　１２　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ．　Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．　１９９５年；１８１巻：７７
５～７７９頁））の阻害、ならびに主要組織適合複合体（ＭＨＣ）ＩＩ表面発現のダウン
レギュレーション（Ｓｎｙｄｅｒ　ＤＳ、Ｂｅｌｌｅｒ　ＤＩ、Ｕｎａｎｕｅ　ＥＲ．　
Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓ　ｍｏｄｕｌａｔｅ　ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ　Ｉａ　ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ．　Ｎａｔｕｒｅ．　１９８２年；２９９巻：１６３～１６５頁）を含
む、免疫応答の刺激に対する、潜在的に有害な多数の特性を有することが報告されてきた
。そのため、遊走を促進しながら、ＰＧＥ２を回避することができる成熟プロトコールは
、おそらく、ＤＣベースのワクチンの治療上の有効性を改善するであろう。
【０００７】
　ＣＤ４０シグナル経路の標的一時的制御に基づくＤＣ活性化系は、リンパ組織内のＤＣ
の刺激誘発性（ｐｒｏ－ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ）状態を拡張するために開発されてきた
。ＤＣの機能性は、ＣＤ４０シグナル伝達の大きさおよび期間の両方を増加させることに
よって改善された（非特許文献１）。これを達成するために、ＣＤ４０受容体は、ＣＤ４
０の細胞質ドメインが膜ターゲティング配列と共に合成リガンド結合ドメインに融合され
るように再設計された。二量体化の化学的誘発物質（ＣＩＤ）と呼ばれる脂質透過性二量
体化薬物ＡＰ２０１８７（ＡＰ）の投与（非特許文献２）は、マウスＤＣにおけるＣＤ４
０依存的シグナル伝達カスケードのｉｎ　ｖｉｖｏ誘発に至った。この誘発戦略は、他の
活性化様式を用いて達成されるもの以上に、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける、明示される抗原お
よび腫瘍の両方に対する免疫原性を著しく増強した（非特許文献１）。マウスにおけるこ
のキメラリガンド誘発性ＣＤ４０（ｉＣＤ４０と命名される）の強い効力は、この方法が
、ヒトＤＣワクチンの効力を同様に増強するかもしれないことを示唆した。
【０００８】
　Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）シグナル伝達がその例であるパターン認識受容体（ＰＲＲ
）シグナル伝達もまた、ＤＣの成熟および活性化の誘発における重大な役割を果たし、ヒ
トＤＣは、多数の別のＴＬＲを発現する（非特許文献３）。１１種の哺乳動物ＴＬＲは、
様々な病原体由来巨大分子に応答し、適応免疫の開始と共に自然免疫応答の活性化に寄与
する。リポ多糖（ＬＰＳ）および臨床的に関係のある誘導体、モノホスホリルリピドＡ（
ＭＰＬ）は、細胞表面ＴＬＲ－４複合体に結合し（非特許文献３）、マイトジェン活性化
プロテインキナーゼ（ＭＡＰＫ）ｐ３８およびｃ－Ｊｕｎキナーゼ（ＪＮＫ）と共にＮＦ
－カッパＢおよびＩＲＦ３などのような転写因子の誘発に結果的になる様々なシグナル経
路に至る（非特許文献４；非特許文献５）。このプロセスの間に、ＤＣは、成熟し、ＩＬ
－６、ＩＬ－１２、およびＩ型インターフェロンのような炎症誘発性サイトカインを部分
的にアップレギュレートする（非特許文献６）。ＬＰＳ誘発成熟は、ＤＣがｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏにおいて抗原特異的Ｔ細胞応答を刺激する能力を増強すること
が示されてきた（非特許文献７）。ＣＤ４０ペプチドをコードする核酸を細胞に形質導入
するステップを含む、抗原提示細胞を活性化するための方法は、特許文献１において記載
されており、誘発性ＣＤ４０ペプチドおよびパターン認識受容体または経路における他の
下流タンパク質を含むキメラタンパク質をコードする核酸を細胞にトランスフェクトする
ステップを含む、抗原提示細胞を活性化するための方法は、本明細書において参照によっ
てこれによって組み込まれる、特許文献２として公開されている、２００７年１０月１９
日に提出された国際特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ２００７／０８１９６３号において記載され
ている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】米国特許第７，４０４，９５０号明細書
【特許文献２】国際公開第２００８／０４９１１３号
【非特許文献】
【００１０】



(5) JP 2015-129192 A 2015.7.16

10

20

30

40

50

【非特許文献１】Ｈａｎｋｓ　ＢＡ、Ｊｉａｎｇ　Ｊ、Ｓｉｎｇｈ　ＲＡら　Ｒｅ－ｅｎ
ｇｉｎｅｅｒｅｄ　ＣＤ４０　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｅｎａｂｌｅｓ　ｐｏｔｅｎｔ　ｐｈ
ａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ－ｃｅ
ｌｌ　ｃａｎｃｅｒ　ｖａｃｃｉｎｅｓ　ｉｎ　ｖｉｖｏ．　Ｎａｔ　Ｍｅｄ．　２００
５年；１１巻：１３０～１３７頁
【非特許文献２】Ｓｐｅｎｃｅｒ　ＤＭ、Ｗａｎｄｌｅｓｓ　ＴＪ、Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ
　ＳＬ、Ｃｒａｂｔｒｅｅ　ＧＲ．　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ　ｓｉｇｎａｌ　ｔｒａｎ
ｓｄｕｃｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｌｉｇａｎｄｓ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ
．　１９９３年；２６２巻：１０１９～１０２４頁
【非特許文献３】Ｋａｄｏｗａｋｉ　Ｎ、Ｈｏ　Ｓ、Ａｎｔｏｎｅｎｋｏ　Ｓら　Ｓｕｂ
ｓｅｔｓ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ　
ｅｘｐｒｅｓｓ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ａｎ
ｄ　ｒｅｓｐｏｎｄ　ｔｏ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ａｎｔｉｇｅｎ
ｓ．　Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．　２００１年；１９４巻：８６３～８６９頁
【非特許文献４】Ａｒｄｅｓｈｎａ　ＫＭ、Ｐｉｚｚｅｙ　ＡＲ、Ｄｅｖｅｒｅｕｘ　Ｓ
、Ｋｈｗａｊａ　Ａ．　Ｔｈｅ　ＰＩ３　ｋｉｎａｓｅ，　ｐ３８　ＳＡＰ　ｋｉｎａｓ
ｅ，　ａｎｄ　ＮＦ－ｋａｐｐａＢ　ｓｉｇｎａｌ　ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　ｐａｔ
ｈｗａｙｓ　ａｒｅ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ａｎｄ　ｍ
ａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ－ｓｔｉｍｕｌａｔ
ｅｄ　ｈｕｍａｎ　ｍｏｎｏｃｙｔｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ
ｓ．　Ｂｌｏｏｄ．　２０００年；９６巻：１０３９～１０４６頁
【非特許文献５】Ｉｓｍａｉｌｉ　Ｊ、Ｒｅｎｎｅｓｓｏｎ　Ｊ、Ａｋｓｏｙ　Ｅら　Ｍ
ｏｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ　ｌｉｐｉｄ　Ａ　ａｃｔｉｖａｔｅｓ　ｂｏｔｈ　ｈｕｍ
ａｎ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ．　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．　２００２年；１６８巻：９２６～９３２頁
【非特許文献６】Ｒｅｓｃｉｇｎｏ　Ｍ、Ｍａｒｔｉｎｏ　Ｍ、Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄ　
ＣＬ、Ｇｏｌｄ　ＭＲ、Ｒｉｃｃｉａｒｄｉ－Ｃａｓｔａｇｎｏｌｉ　Ｐ．　Ｄｅｎｄｒ
ｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ａｎｄ　ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ　ａｒｅ　ｒｅ
ｇｕｌａｔｅｄ　ｂｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｐａｔｈｗａｙｓ．
　Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．　１９９８年；１８８巻：２１７５～２１８０頁
【非特許文献７】Ｌａｐｏｉｎｔｅ　Ｒ、Ｔｏｓｏ　ＪＦ、Ｂｕｔｔｓ　Ｃ、Ｙｏｕｎｇ
　ＨＡ、Ｈｗｕ　Ｐ．　Ｈｕｍａｎ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ　ｒｅｑｕｉｒｅ
　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｓｉｇｎａｌｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｅｆｆ
ｉｃｉｅｎｔ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｕｍｏｒ　ａｎｔｉｇｅｎ－ｓｐｅｃｉ
ｆｉｃ　Ｔ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ．　Ｅｕｒ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２０００年；
３０巻：３２９１～３２９８頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　誘発性ＣＤ４０（ｉＣＤ４０）系は、ヒト樹状細胞（ＤＣ）に適用されており、ｉＣＤ
４０シグナル伝達をパターン認識受容体（ＰＲＲ）アダプター連結と組み合わせることに
より、ヒトＤＣの持続性で強い活性化が引き起こされることが実証されてきた。これらの
特徴は、例えば、進行ホルモン不応性前立腺癌のような癌を治療するための癌免疫療法の
基礎を形成する。したがって、誘発ＣＤ４０および誘発性ＰＲＲアダプターの組合せは、
抗原提示細胞を相乗的に活性化し、抗原に対する免疫応答を誘発することが発見された。
誘発性ＰＲＲアダプターは、例えば、ＭｙＤ８８およびＴＲＩＦを含み、例えばＮＯＤ様
受容体、例えばＮＯＤ１またはＮＯＤ２およびＲＩＧ様ヘリカーゼ、例えばＲＩＧ－Ｉま
たはＭｄａ－５などのような誘発性パターン認識受容体もまた、誘発性ＣＤ４０と組み合
わせて使用されてもよい。抗原提示細胞を活性化するための方法であって、抗原提示細胞
に、キメラタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有する核酸を形質導入するステッ
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プであって、前記キメラタンパク質は、（ｉ）膜ターゲティング領域、（ｉｉ）リガンド
結合領域、（ｉｉｉ）細胞質ＣＤ４０ポリペプチド領域、ならびに（ｉｖ）ＴＩＲドメイ
ンを欠く切断型ＭｙＤ８８ペプチドおよびＴＲＩＦペプチドからなる群より選択されるペ
プチドを含むステップならびに前記抗原提示細胞を、前記リガンド結合領域に結合する非
タンパク質多量体リガンドと接触させるステップを含み、それにより前記抗原提示細胞は
活性化される方法が本明細書において提供される。
【００１２】
　したがって、本明細書において、抗原提示細胞を活性化するための方法であって、抗原
提示細胞に、キメラタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有する核酸をトランスフ
ェクトまたは形質導入するステップであって、前記キメラタンパク質は、膜ターゲティン
グ領域、リガンド結合領域、細胞質ＣＤ４０ポリペプチド領域、ならびにＭｙＤ８８ペプ
チド、ＴＩＲドメインを欠く切断型ＭｙＤ８８ペプチド、ＮＯＤ２ペプチド、ＲＩＧ－１
ペプチド、およびＴＲＩＦペプチドからなる群より選択されるペプチドを含むステップな
らびに前記抗原提示細胞を、前記リガンド結合領域に結合する非タンパク質多量体リガン
ドと接触させるステップを含み、それにより前記抗原提示細胞は活性化される方法が提供
される。方法および組成物の細胞質ＣＤ４０ポリペプチド領域は、例えば、配列番号２の
細胞質領域のペプチド配列を有していてもよく、例えば、配列番号１における細胞質ポリ
ペプチド領域をコードするポリヌクレオチド配列によってコードされてもよい。
【００１３】
　抗原提示細胞を活性化するための方法であって、抗原提示細胞に、キメラタンパク質を
コードするヌクレオチド配列を有する核酸をトランスフェクトまたは形質導入するステッ
プであって、前記キメラタンパク質は、膜ターゲティング領域、リガンド結合領域、およ
びＴＩＲドメインを欠く切断型ＭｙＤ８８ペプチドを含むステップならびに前記抗原提示
細胞を、前記リガンド結合領域に結合する非タンパク質多量体リガンドと接触させるステ
ップを含み、それにより前記抗原提示細胞は活性化される方法もまた提供される。キメラ
タンパク質は、ＣＤ４０ポリペプチド領域をさらに含んでいてもよい。
【００１４】
　キメラタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有する核酸を含む組成物であって、
前記キメラタンパク質は、膜ターゲティング領域、リガンド結合領域、細胞質ＣＤ４０ポ
リペプチド領域、ならびにＭｙＤ８８ペプチド、ＴＩＲドメインを欠く切断型ＭｙＤ８８
ペプチド、ＮＯＤ２ペプチド、ＲＩＧ－１ペプチド、およびＴＲＩＦペプチドからなる群
より選択されるペプチドを含む組成物がさらに提供される。
【００１５】
　抗原提示細胞は、活性化抗原提示細胞と関連する１つまたは複数の活性が、当業者によ
って観察および／または測定される可能性がある場合、「活性化されている」。例えば、
抗原提示細胞は、本明細書において提示される発現ベクターとの接触後に、活性化と関連
する活性が、発現ベクターと接触させていない、またはネガティブ対照ベクターと接触さ
せた抗原提示細胞と比較して、発現ベクター接触細胞において測定され得る場合、活性化
されている。一実施例では、増加した活性は、非接触細胞またはネガティブ対照と接触さ
せた細胞の２、３、４、５、６、７、８、９、または１０倍以上のレベルであってもよい
。例えば、以下の活性のうちの１つは、発現ベクターと接触させた抗原提示細胞において
増強されてもよい：抗原提示細胞上の副刺激分子発現、抗原提示細胞におけるＮＦ－カッ
パＢの核転座、例えばｔｏｌｌ様受容体発現もしくはＣＣＲ７発現などのようなＤＣ成熟
マーカー発現、例えば腫瘍細胞に対して向けられる特異的な溶解活性などのような特異的
な細胞傷害性Ｔリンパ球応答、またはサイトカイン（例えばＩＬ－２）もしくはケモカイ
ン発現。抗原提示細胞の活性化をアッセイするための方法は、本明細書において、例えば
実施例１１～１７において提示される。
【００１６】
　免疫応答を「増強する」、抗原提示細胞を活性化する組成物の量は、組成物を追加せず
に測定される同じ免疫応答と比較して、組成物の追加により、多少なりとも大きい、また
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は強化された、または並外れた免疫応答が観察される量を指す。例えば、細胞傷害性Ｔ細
胞の溶解活性は、例えば、組成物を伴うおよびそれを伴わない５１Ｃｒ放出アッセイを使
用して測定することができる。組成物を伴わないＣＴＬ溶解活性と比較して、ＣＴＬ溶解
活性が増強される、物質の量は、抗原に対する動物の免疫応答を増強するのに十分な量で
あると表現される。例えば、免疫応答は、少なくとも約２の因子によってまたは例えば約
３以上の因子によって増強されてもよい。分泌されるサイトカインの量もまた、変化して
もよい。
【００１７】
　増強される免疫応答は、能動免疫応答または受動免疫応答であってもよい。その代わり
に、応答は、抗原提示細胞が被験体（例えば患者）から得られ、次いで、本明細書におい
て提示される発現ベクターまたは構築物を含む組成物を形質導入されるまたはトランスフ
ェクトされる、適応免疫療法アプローチの一部であってもよい。抗原提示細胞は、例えば
被験体の血液または被験体の骨髄から得られてもよい。次いで、抗原提示細胞は、同じも
しくは異なる動物または同じもしくは異なる被験体（例えば同じもしくは異なるドナー）
に投与されてもよい。ある実施形態では、被験体（例えば患者）は、例えば前立腺癌など
のような癌を有するもしくはそれを有する疑いがあるまたは感染症を有するもしくはそれ
を有する疑いがある。他の実施形態では、免疫応答を増強するための方法は、公知の癌療
法または感染症を治療するための任意の公知の療法と共に実施される。
【００１８】
　提供される方法のステップは、当業者に公知で、当業者によって選択される任意の適し
た方法を使用して実行されてもよく、これらの方法は、限定を伴うことなく、本明細書に
おいて提示される抗原提示細胞に核酸を形質導入する、形質転換する、または他の場合に
は提供するための方法を含む。いくつかの実施形態では、切断型ＭｙＤ８８ペプチドは、
配列番号５のヌクレオチド配列によってコードされる（ＤＮＡリンカーを有するまたは有
していない）。他の実施形態では、ペプチドは、ＴＲＩＦペプチドである。多くの場合、
ペプチドは、配列番号９のヌクレオチド配列によってコードされる（ＤＮＡリンカーを有
するまたは有していない）。いくつかの実施形態では、ＣＤ４０細胞質ポリペプチド領域
は、配列番号１におけるポリヌクレオチド配列によってコードされる。方法または組成物
のいくつかの実施形態では、ペプチドは、配列番号６、配列番号１０、配列番号１２、配
列番号１４、および配列番号１６からなる群より選択されるペプチド配列を有するまたは
ペプチドは、配列番号９、配列番号１１、配列番号１３、および配列番号１５からなる群
より選択されるヌクレオチド配列によってコードされる。ある実施形態では、切断型Ｍｙ
Ｄ８８は、配列番号６のペプチド配列を有し、例えば、配列番号５のヌクレオチド（ｎｕ
ｃｌｄｏｔｉｄｅ）配列によってコードされてもよい。多くの場合、核酸は、ポリヌクレ
オチド配列に作動可能に連結されたプロモーター配列を含む。一般に、用語「作動可能に
連結される」は、プロモーター配列が第２の配列に機能的に連結されることを示すことを
意味し、プロモーター配列は、第２の配列に対応するＤＮＡの転写を開始し、媒介する。
【００１９】
　当業者らは、限定を伴うことなく、本明細書において議論されるプロモーター配列を含
む適切なプロモーター配列を選択してもよい。
【００２０】
　当業者らは、限定を伴うことなく、ミリストイル化ターゲティング領域、パルミトイル
化ターゲティング領域、プレニル化領域、または受容体膜貫通領域を含む、任意の適切な
公知の膜ターゲティング領域を選択してもよい。多くの場合、膜ターゲティング領域は、
ミリストイル化ターゲティング領域である。
【００２１】
　ある実施形態では、リガンド結合領域は、ＦＫＢＰリガンド結合領域、サイクロフィリ
ン受容体リガンド結合領域、ステロイド受容体リガンド結合領域、サイクロフィリン受容
体リガンド結合領域、およびテトラサイクリン受容体リガンド結合領域からなる群より選
択される。多くの場合、リガンド結合領域は、Ｆｖ’Ｆｖｌｓ配列を含む。時に、Ｆｖ’
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Ｆｖｌｓ配列は、さらなるＦｖ’配列をさらに含む。
【００２２】
　いくつかの実施形態では、リガンドは、小分子である。当業者らは、選択されるリガン
ド結合領域に対する適切なリガンドを選択してもよい。多くの場合、リガンドは、二量体
であり、時に、リガンドは、二量体ＦＫ５０６または二量体ＦＫ５０６アナログである。
ある実施形態では、リガンドは、ＡＰ１９０３である。ある実施形態では、リガンドは、
ＡＰ２０１８７である。
【００２３】
　いくつかの実施形態では、核酸は、ウイルスベクター内に含有される。当業者らは、適
切なウイルスベクターを選択してもよい。ある実施形態では、ウイルスベクターは、アデ
ノウイルスベクターである。いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、ウイルスベクタ
ーとｅｘ　ｖｉｖｏにおいて接触させ、いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、ウイ
ルスベクターとｉｎ　ｖｉｖｏにおいて接触させることが理解される。
【００２４】
　いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、樹状細胞、例えば哺乳動物樹状細胞である
。多くの場合、抗原提示細胞は、ヒト樹状細胞である。
【００２５】
　ある実施形態では、抗原提示細胞はまた、抗原と接触させる。多くの場合、抗原提示細
胞は、抗原とｅｘ　ｖｉｖｏにおいて接触させる。時に、抗原提示細胞は、抗原とｉｎ　
ｖｉｖｏにおいて接触させる。いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、被験体中にあ
り、免疫応答は、抗原に対して生成される。時に、免疫応答は、細胞傷害性Ｔリンパ球（
ＣＴＬ）免疫応答である。時に、免疫応答は、腫瘍抗原に対して生成される。ある実施形
態では、抗原提示細胞は、アジュバントを追加せずに活性化される。
【００２６】
　いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて核酸が形質導入さ
れ、皮内投与によって被験体に投与される。いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、
ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて核酸が形質導入され、皮下投与によって被験体に投与される。時
に、抗原提示細胞は、ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて核酸が形質導入される。時に、抗原提示細
胞は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて核酸が形質導入される。
【００２７】
　抗原に対する細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）免疫応答を誘発するための方法であって
、抗原を用いて感作されたヒト抗原提示細胞を、（ａ）本来のＣＤ４０に結合し、その多
量体を形成する２つ以上の領域を有する多量体分子および（ｂ）誘発性ＰＲＲアダプター
、例えばＭｙＤ８８、切断型ＭｙＤ８８、またはＴＲＩＦと接触させるステップを含み、
それによりＣＴＬ免疫応答は、抗原に対して誘発される方法もまた提供される。ＭｙＤ８
８によって、骨髄分化一次応答遺伝子８８、例えば、これに限定されないが、ｎｃｂｉ遺
伝子ＩＤ４６１５として引用されるヒトバージョンが意味される。ＴＲＩＦによって、Ｔ
ＩＲドメイン含有アダプター誘発インターフェロン－ベータが意味される。「切断型」に
よって、タンパク質が完全長でなく、例えば、ドメインを欠いていてもよいことが意味さ
れる。例えば、切断型ＭｙＤ８８は、完全長でなく、例えば、ＴＩＲドメインが欠けてい
てもよい。切断型ＭｙＤ８８の例は、本明細書においてＭｙＤ８８Ｌとして示され、また
配列番号５（核酸配列）および６（ペプチド配列）としても提示される。配列番号５は、
サブクローニングの間に追加されたリンカーを含む。当業者らは、「切断型ＭｙＤ８８」
をコードする核酸配列によって、切断型ＭｙＤ８８ペプチドをコードする核酸配列が意味
され、用語はまた、リンカーによってコードされる任意のアミノ酸を含む、クローニング
の人工産物として追加される、任意のアミノ酸をコードする部分を含む核酸配列を指して
もよいことを認識する。そのような方法では、多量体分子は、ＣＤ４０の細胞外ドメイン
中のエピトープに結合する抗体とすることができる（例えばヒト化抗ＣＤ４０抗体；Ｔａ
ｉら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　６４巻、２８４６～２８５２頁（２００４年）
）、ＣＤ４０リガンドとすることができる（例えば米国特許第６，４９７，８７６号（Ｍ
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ａｒａｓｋｏｖｓｋｙら））、または他の副刺激分子（例えばＢ７／ＣＤ２８）であって
もよい。本明細書においてアッセイされるように、機能に影響を与えない、配列における
保存的変異は、本発明の請求項の範囲内にあることが当業者らによって理解される。
【００２８】
　本明細書において、キメラタンパク質をコードするポリヌクレオチド配列を有する核酸
を含む組成物であって、前記キメラタンパク質は、（ｉ）膜ターゲティング領域、（ｉｉ
）リガンド結合領域、（ｉｉｉ）細胞質ＣＤ４０ポリペプチド領域、ならびに（ｉｖ）Ｔ
ＩＲドメインを欠く切断型ＭｙＤ８８ペプチドおよびＴＲＩＦペプチドからなる群より選
択されるペプチドを含む組成物もまた提供される。いくつかの実施形態では、切断型Ｍｙ
Ｄ８８ペプチドは、配列番号５のヌクレオチド配列によってコードされる。他の実施形態
では、ペプチドは、ＴＲＩＦペプチドである。多くの場合、ペプチドは、配列番号９のヌ
クレオチド配列によってコードされる。いくつかの実施形態では、ＣＤ４０細胞質ポリペ
プチド領域は、配列番号１におけるポリヌクレオチド配列によってコードされる。多くの
場合、核酸は、ポリヌクレオチド配列に作動可能に連結されたプロモーター配列を含む。
当業者らは、限定を伴うことなく、本明細書において議論されるプロモーター配列を含む
適切なプロモーター配列を選択してもよい。
【００２９】
　当業者らは、限定を伴うことなく、ミリストイル化ターゲティング領域、パルミトイル
化ターゲティング領域、プレニル化領域、または受容体膜貫通領域を含む、任意の適切な
公知の膜ターゲティング領域を選択してもよい。多くの場合、膜ターゲティング領域は、
ミリストイル化ターゲティング領域である。
【００３０】
　ある実施形態では、リガンド結合領域は、ＦＫＢＰリガンド結合領域、サイクロフィリ
ン受容体リガンド結合領域、ステロイド受容体リガンド結合領域、サイクロフィリン受容
体リガンド結合領域、およびテトラサイクリン受容体リガンド結合領域からなる群より選
択される。多くの場合、リガンド結合領域は、Ｆｖ’Ｆｖｌｓ配列を含む。時に、Ｆｖ’
Ｆｖｌｓ配列は、さらなるＦｖ’配列をさらに含む。
【００３１】
　いくつかの実施形態では、核酸は、ウイルスベクター内に含有される。当業者らは、適
切なウイルスベクターを選択してもよい。ある実施形態では、ウイルスベクターは、アデ
ノウイルスベクターである。いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、ウイルスベクタ
ーとｅｘ　ｖｉｖｏにおいて接触させ、いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、ウイ
ルスベクターとｉｎ　ｖｉｖｏにおいて接触させることが理解される。
【００３２】
　いくつかの実施形態では、抗原提示細胞を活性化するための方法であって、抗原提示細
胞に、キメラタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有する核酸を形質導入するステ
ップであって、前記キメラタンパク質は、（ｉ）膜ターゲティング領域、（ｉｉ）リガン
ド結合領域、ならびに（ｉｉｉ）ＭｙＤ８８ペプチドまたはＴＩＲドメインを欠く切断型
ＭｙＤ８８ペプチドを含むステップならびに前記抗原提示細胞を、前記リガンド結合領域
に結合する非タンパク質多量体リガンドと接触させるステップを含み、それにより前記抗
原提示細胞は活性化される方法が提供される。多くの場合、ＭｙＤ８８ペプチドは、切断
型であり、限定を伴うことなく、配列番号５のヌクレオチド配列によってコードされる切
断型ＭｙＤ８８ペプチドを含む。提供される方法のステップは、当業者に公知で、当業者
によって選択される任意の適した方法を使用して実行されてもよく、これらの方法は、限
定を伴うことなく、本明細書において提示される抗原提示細胞に核酸を形質導入する、形
質転換する、または他の場合には提供するための方法を含む。多くの場合、核酸は、ポリ
ヌクレオチド配列に作動可能に連結されたプロモーター配列を含む。当業者らは、限定を
伴うことなく、本明細書において議論されるプロモーター配列を含む適切なプロモーター
配列を選択してもよい。
【００３３】



(10) JP 2015-129192 A 2015.7.16

10

20

30

40

50

　当業者らは、限定を伴うことなく、ミリストイル化ターゲティング領域、パルミトイル
化ターゲティング領域、プレニル化領域、または受容体膜貫通領域を含む、任意の適切な
公知の膜ターゲティング領域を選択してもよい。多くの場合、膜ターゲティング領域は、
ミリストイル化ターゲティング領域である。
【００３４】
　ある実施形態では、リガンド結合領域は、ＦＫＢＰリガンド結合領域、サイクロフィリ
ン受容体リガンド結合領域、ステロイド受容体リガンド結合領域、サイクロフィリン受容
体リガンド結合領域、およびテトラサイクリン受容体リガンド結合領域からなる群より選
択される。多くの場合、リガンド結合領域は、Ｆｖ’Ｆｖｌｓ配列を含む。時に、Ｆｖ’
Ｆｖｌｓ配列は、さらなるＦｖ’配列をさらに含む。
【００３５】
　いくつかの実施形態では、リガンドは、小分子である。当業者らは、選択されるリガン
ド結合領域に対する適切なリガンドを選択してもよい。多くの場合、リガンドは、二量体
であり、時に、リガンドは、二量体ＦＫ５０６または二量体ＦＫ５０６アナログである。
ある実施形態では、リガンドは、ＡＰ１９０３である。ある実施形態では、リガンドは、
ＡＰ２０１８７である。
【００３６】
　いくつかの実施形態では、核酸は、ウイルスベクター内に含有される。当業者らは、適
切なウイルスベクターを選択してもよい。ある実施形態では、ウイルスベクターは、アデ
ノウイルスベクターである。いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、ウイルスベクタ
ーとｅｘ　ｖｉｖｏにおいて接触させ、いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、ウイ
ルスベクターとｉｎ　ｖｉｖｏにおいて接触させることが理解される。
【００３７】
　いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、樹状細胞、例えば哺乳動物樹状細胞である
。多くの場合、抗原提示細胞は、ヒト樹状細胞である。
【００３８】
　ある実施形態では、抗原提示細胞はまた、抗原と接触させる。多くの場合、抗原提示細
胞は、抗原とｅｘ　ｖｉｖｏにおいて接触させる。時に、抗原提示細胞は、抗原とｉｎ　
ｖｉｖｏにおいて接触させる。いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、被験体中にあ
り、免疫応答は、抗原に対して生成される。時に、免疫応答は、細胞傷害性Ｔリンパ球（
ＣＴＬ）免疫応答である。時に、免疫応答は、腫瘍抗原に対して生成される。ある実施形
態では、抗原提示細胞は、アジュバントを追加せずに活性化される。
【００３９】
　いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて核酸が形質導入さ
れ、皮内投与によって被験体に投与される。いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、
ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて核酸が形質導入され、皮下投与によって被験体に投与される。時
に、抗原提示細胞は、ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて核酸が形質導入される。時に、抗原提示細
胞は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて核酸が形質導入される。
【００４０】
　例えば、本発明の方法において使用されてもよい組成物もまた、本明細書において提供
される。したがって、キメラタンパク質をコードするポリヌクレオチド配列を有する核酸
を含む組成物であって、前記キメラタンパク質は、（ｉ）膜ターゲティング領域、（ｉｉ
）リガンド結合領域、（ｉｉｉ）細胞質ＣＤ４０ポリペプチド領域、ならびに（ｉｖ）Ｍ
ｙＤ８８ペプチドまたはＴＩＲドメインを欠く切断型ＭｙＤ８８ペプチドを含む組成物が
提供される。いくつかの実施形態では、ＭｙＤ８８ペプチドは、切断型である。時に、切
断型ＭｙＤ８８ペプチドは、配列番号５のヌクレオチド配列によってコードされる。多く
の場合、核酸は、ポリヌクレオチド配列に作動可能に連結されたプロモーター配列を含む
。当業者らは、限定を伴うことなく、本明細書において議論されるプロモーター配列を含
む適切なプロモーター配列を選択してもよい。
【００４１】
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　当業者らは、限定を伴うことなく、ミリストイル化ターゲティング領域、パルミトイル
化ターゲティング領域、プレニル化領域、または受容体膜貫通領域を含む、任意の適切な
公知の膜ターゲティング領域を選択してもよい。多くの場合、膜ターゲティング領域は、
ミリストイル化ターゲティング領域である。
【００４２】
　ある実施形態では、リガンド結合領域は、ＦＫＢＰリガンド結合領域、サイクロフィリ
ン受容体リガンド結合領域、ステロイド受容体リガンド結合領域、サイクロフィリン受容
体リガンド結合領域、およびテトラサイクリン受容体リガンド結合領域からなる群より選
択される。多くの場合、リガンド結合領域は、Ｆｖ’Ｆｖｌｓ配列を含む。時に、Ｆｖ’
Ｆｖｌｓ配列は、さらなるＦｖ’配列をさらに含む。
【００４３】
　いくつかの実施形態では、核酸は、ウイルスベクター内に含有される。当業者らは、適
切なウイルスベクターを選択してもよい。ある実施形態では、ウイルスベクターは、アデ
ノウイルスベクターである。いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、ウイルスベクタ
ーとｅｘ　ｖｉｖｏにおいて接触させ、いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、ウイ
ルスベクターとｉｎ　ｖｉｖｏにおいて接触させることが理解される。
【００４４】
　本明細書において提示される実施形態のいずれかの核酸組成物を形質導入された細胞を
含む組成物もまた、提供される。いくつかの実施形態では、細胞は、抗原提示細胞である
。多くの場合、細胞は、限定を伴うことなく、哺乳動物細胞、例えば、限定を伴うことな
く、ヒト樹状細胞を含む樹状細胞である。
【００４５】
　免疫応答を活性化することによる、状態の療法のための医薬の製造におけるキメラタン
パク質をコードするヌクレオチド配列を有する核酸を含む組成物であって、前記キメラタ
ンパク質は、（ｉ）膜ターゲティング領域、（ｉｉ）リガンド結合領域、（ｉｉｉ）細胞
質ＣＤ４０ポリペプチド領域、ならびに（ｉｖ）ＭｙＤ８８ペプチド、ＴＩＲドメインを
欠く切断型ＭｙＤ８８ペプチド、ＮＯＤ２ペプチド、ＲＩＧ－１ペプチド、およびＴＲＩ
Ｆペプチドからなる群より選択されるペプチドを含む組成物の使用もまた、本明細書にお
いて提供される。他の実施形態では、免疫応答を活性化することによる、状態の療法のた
めの医薬の製造における、キメラタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有する核酸
を形質導入されたまたはトランスフェクトされた細胞を含む組成物の使用であって、キメ
ラタンパク質は、（ｉ）膜ターゲティング領域、（ｉｉ）リガンド結合領域、（ｉｉｉ）
細胞質ＣＤ４０ポリペプチド領域、ならびに（ｉｖ）ＭｙＤ８８ペプチド、ＴＩＲドメイ
ンを欠く切断型ＭｙＤ８８ペプチド、ＮＯＤ２ペプチド、ＲＩＧ－１ペプチド、およびＴ
ＲＩＦペプチドからなる群より選択されるペプチドを含む、使用。組成物は、例えば、抗
原提示細胞をトランスフェクトまたは形質導入するために使用されてもよい。ペプチドは
、例えば、切断型ＭｙＤ８８ペプチドであってもよい。状態は、例えば、過剰増殖疾患ま
たは例えば感染症であってもよい。
【００４６】
　本明細書において提示される免疫応答を誘発するための方法において、抗原提示細胞は
、キメラタンパク質をコードする核酸をｅｘ　ｖｉｖｏにおいてまたはｉｎ　ｖｉｖｏに
おいて形質導入することができる。抗原提示細胞は、抗原提示細胞を多量体リガンドと接
触させるのと同時に、抗原に対して感作されてもよいまたは抗原提示細胞は、抗原提示細
胞を多量体化リガンドと接触させる前に、抗原に対してあらかじめ感作することができる
。いくつかの実施形態では、抗原提示細胞は、ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて抗原と接触させる
。ある実施形態では、抗原提示細胞は、ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて核酸が形質導入され、皮
内投与によって被験体に投与される。時に、抗原提示細胞は、ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて核
酸が形質導入され、皮下投与によって被験体に投与される。抗原は、腫瘍抗原であっても
よく、ＣＴＬ免疫応答は、流入領域リンパ節への抗原提示細胞の遊走によって誘発するこ
とができる。
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【００４７】
　本明細書における方法では、ペプチドの誘発性ＣＤ４０部分は、誘発性ＰＲＲアダプタ
ータンパク質部分の上流または下流に位置してもよい。また、誘発性ＣＤ４０部分および
誘発性ＰＲＲアダプタータンパク質部分は、シスで同じベクター上でまたはトランスで別
個のベクター上で細胞の中にトランスフェクトされてもよいまたは形質導入されてもよい
。
【００４８】
　リンパ節への抗原提示細胞の遊走を評価するための方法であって、（ａ）検出可能なタ
ンパク質を産生する抗原提示細胞を被験体に注射するステップおよび（ｂ）動物のリンパ
節における検出可能なタンパク質の量を決定するステップを含み、それによりリンパ節へ
の抗原提示細胞の遊走は、リンパ節における検出可能なタンパク質の量から評価される方
法もまた本明細書において提供される。そのような方法では、動物は、ラットまたはマウ
ス（例えば照射マウス）などのようなげっ歯動物とすることができる。いくつかの実施形
態では、検出可能なタンパク質は、コメツキムシ（ｃｈｉｃｋ）（例えばＰｙｒｏｐｈｏ
ｒｕｓ　ｐｌａｇｉｏｐｈａｌａｍｕｓ）赤方偏移ルシフェラーゼタンパク質などのよう
なルシフェラーゼタンパク質である。ある実施形態では、抗原提示細胞は、検出可能なタ
ンパク質をコードするポリヌクレオチド配列を有する核酸を用いて形質導入されている。
ある実施形態では、リンパ節は、膝窩リンパ節または鼠径リンパ節である。抗原提示細胞
は、ヒト樹状細胞などのような樹状細胞とすることができる。ある実施形態では、リンパ
節は、検出可能なタンパク質の量が決定される前に動物から摘出され、時に、Ｄ－ルシフ
ェリンは、摘出されたリンパ節に投与される。検出可能なタンパク質の量は、定質的なも
のであってもよい（例えば異なる試料にわたって比較される相対量）または定量的なもの
とすることができる（例えば濃度）。検出可能なタンパク質の量は、タンパク質を直接、
検出することによって決定されてもよい。例えば、タンパク質は、蛍光であってもよい（
例えば緑色蛍光タンパク質または赤方偏移もしくは青方偏移バージョン）または蛍光標識
（例えば、蛍光体に連結された抗体）に結合することができる。その代わりに、検出可能
なタンパク質の量は、タンパク質によって検出可能な産物に変換される基質を動物に投与
し、検出可能な産物を検出することによって、間接的に決定することができる。例えば、
ルシフェラーゼタンパク質の量は、Ｄ－ルシフェリンを動物に投与し、抗原提示細胞にお
いて産生されるルシフェラーゼによって生成されるＤ－ルシフェリン産物を検出すること
によって決定することができる。
【００４９】
　ある実施形態では、以下で記載される領域などのような他のタイプの膜貫通標的領域か
ら膜ターゲティング領域を選択することができるが、膜ターゲティング領域は、ミリスト
イル化ターゲティング領域である。いくつかの実施形態では、リガンドは、小分子であり
、時に、分子は、二量体である。二量体分子の例は、二量体ＦＫ５０６および二量体ＦＫ
５０６アナログである。ある実施形態では、リガンドは、ＡＰ１９０３またはＡＰ２０１
８７である。いくつかの実施形態では、キメラタンパク質は、例えば、２つまたは３つの
リガンド結合領域などのような、１つまたは複数のリガンド結合領域を含む。リガンド結
合領域は、多くの場合、直列型である。
【００５０】
　ある実施形態における核酸は、例えばアデノウイルスベクターなどのようなウイルスベ
クター内に含有される。いくつかの実施形態における抗原提示細胞は、時にｅｘ　ｖｉｖ
ｏにおいて抗原と接触させる。ある実施形態では、抗原提示細胞は、被験体中にあり、細
胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）免疫応答などのような免疫応答は、抗原に対して生成され
る。ある実施形態では、免疫応答は、腫瘍抗原（例えばＰＳＭＡ）に対して生成される。
いくつかの実施形態では、核酸は、ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて調製され、例えば、皮内投与
または皮下投与によって被験体に投与される。時に、抗原提示細胞は、ｅｘ　ｖｉｖｏに
おいてまたはｉｎ　ｖｉｖｏにおいて核酸を形質導入またはトランスフェクトされる。い
くつかの実施形態では、核酸は、ポリヌクレオチド配列に作動可能に連結されたプロモー
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ター配列を含む。その代わりに、核酸は、キメラタンパク質のタンパク質コード領域を含
有する、ｅｘ　ｖｉｖｏ転写ＲＮＡを含む。
　したがって、本発明は、以下の項目を提供する：
（項目１）
　抗原提示細胞を活性化するための方法であって、上記方法は：
　抗原提示細胞に、キメラタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有する核酸をトラ
ンスフェクトまたは形質導入するステップであって、上記キメラタンパク質は、（ｉ）膜
ターゲティング領域、（ｉｉ）リガンド結合領域、（ｉｉｉ）細胞質ＣＤ４０ポリペプチ
ド領域、ならびに（ｉｖ）ＭｙＤ８８ペプチド、ＴＩＲドメインを欠く切断型ＭｙＤ８８
ペプチド、ＮＯＤ２ペプチド、ＲＩＧ－１ペプチド、およびＴＲＩＦペプチドからなる群
より選択されるペプチドを含む、ステップと
　上記抗原提示細胞を、上記リガンド結合領域に結合する非タンパク質多量体リガンドと
接触させるステップと
を含み、それにより上記抗原提示細胞が活性化される、方法。
（項目２）
　抗原提示細胞を活性化するための方法であって、上記方法は：
　抗原提示細胞に、キメラタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有する核酸をトラ
ンスフェクトまたは形質導入するステップであって、上記キメラタンパク質は、（ｉ）膜
ターゲティング領域、（ｉｉ）リガンド結合領域、および（ｉｉｉ）ＴＩＲドメインを欠
く切断型ＭｙＤ８８ペプチドを含む、ステップと
　上記抗原提示細胞を、上記リガンド結合領域に結合する非タンパク質多量体リガンドと
接触させるステップと
を含み、それにより上記抗原提示細胞が活性化される、方法。
（項目３）
　上記キメラタンパク質は、細胞質ＣＤ４０ポリペプチド領域をさらに含む、項目２に記
載の方法。
（項目４）
　上記ペプチドは、配列番号６、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、および配
列番号１６からなる群より選択されるペプチド配列を有するか、または上記ペプチドは、
配列番号９、配列番号１１、配列番号１３、および配列番号１５からなる群より選択され
るヌクレオチド配列によってコードされる、項目１に記載の方法。
（項目５）
　上記切断型ＭｙＤ８８は、配列番号６のペプチド配列を有する、項目１から４のいずれ
か一項に記載の方法。
（項目６）
　上記切断型ＭｙＤ８８ペプチドは、配列番号５のヌクレオチド配列によってコードされ
る、項目１から５のいずれか一項に記載の方法。
（項目７）
　上記膜ターゲティング領域は、ミリストイル化ターゲティング領域、パルミトイル化タ
ーゲティング領域、プレニル化領域、および受容体膜貫通領域からなる群より選択される
、項目１から６のいずれか一項に記載の方法。
（項目８）
　上記膜ターゲティング領域は、ミリストイル化ターゲティング領域である、項目１から
７のいずれか一項に記載の方法。
（項目９）
　上記ＣＤ４０細胞質ポリペプチド領域は、配列番号２の細胞質領域のペプチド配列を有
する、項目１または３から８のいずれか一項に記載の方法。
（項目１０）
　上記ＣＤ４０細胞質ポリペプチド領域は、配列番号１における細胞質ポリペプチド領域
をコードするポリヌクレオチド配列によってコードされる、項目１または３から９のいず
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れか一項に記載の方法。
（項目１１）
　上記リガンド結合領域は、ＦＫＢＰリガンド結合領域、サイクロフィリン受容体リガン
ド結合領域、ステロイド受容体リガンド結合領域、サイクロフィリン受容体リガンド結合
領域、およびテトラサイクリン受容体リガンド結合領域からなる群より選択される、項目
１から１０のいずれか一項に記載の方法。
（項目１２）
　上記リガンド結合領域はＦｖ’Ｆｖｌｓ配列を含む、項目１から１１のいずれか一項に
記載の方法。
（項目１３）
　上記リガンド結合領域はさらなるＦｖ’配列をさらに含む、項目１２に記載の方法。
（項目１４）
　上記リガンドは小分子である、項目１から１３のいずれか一項に記載の方法。
（項目１５）
　上記リガンドは二量体である、項目１から１４のいずれか一項に記載の方法。
（項目１６）
　上記リガンドは二量体ＦＫ５０６または二量体ＦＫ５０６アナログである、項目１５に
記載の方法。
（項目１７）
　上記リガンドはＡＰ１９０３またはＡＰ２０１８７である、項目１６に記載の方法。
（項目１８）
　上記核酸はウイルスベクター内に含有される、項目１から１７のいずれか一項に記載の
方法。
（項目１９）
　上記ウイルスベクターはアデノウイルスベクターである、項目１８に記載の方法。
（項目２０）
　上記核酸はプラスミドベクター内に含有される、項目１から１７のいずれか一項に記載
の方法。
（項目２１）
　上記抗原提示細胞を、ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて上記ベクターと接触させる、項目１８か
ら１９のいずれか一項に記載の方法。
（項目２２）
　上記抗原提示細胞を、抗原と接触させる、項目１から２１のいずれか一項に記載の方法
。
（項目２３）
　上記抗原提示細胞を、ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて上記抗原と接触させる、項目２２に記載
の方法。
（項目２４）
　上記抗原提示細胞は、ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて上記ベクターでトランスフェクトまたは
形質導入され、そして被験体に投与される、項目２１から２３のいずれか一項に記載の方
法。
（項目２５）
　上記ベクターは、上記被験体に皮内投与または皮下投与によって投与される、項目２４
に記載の方法。
（項目２６）
　上記抗原提示細胞が、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて上記核酸で形質導入またはトランスフェ
クトされる、項目１８から２０のいずれか一項に記載の方法。
（項目２７）
　上記抗原に対して免疫応答が生成される、項目２４から２６のいずれか一項に記載の方
法。
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（項目２８）
　上記免疫応答は細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）免疫応答である、項目２７に記載の方
法。
（項目２９）
　上記免疫応答は腫瘍抗原に対して生成される、項目２７または２８に記載の方法。
（項目３０）
　上記抗原提示細胞は樹状細胞である、項目１から２９のいずれか一項に記載の方法。
（項目３１）
　上記抗原提示細胞はヒト樹状細胞である、項目３０に記載の方法。
（項目３２）
　上記核酸は、上記ポリヌクレオチド配列に作動可能に連結されたプロモーター配列を含
む、項目１から３１のいずれか一項に記載の方法。
（項目３３）
　上記抗原提示細胞は、アジュバントを追加せずに活性化される、項目１から３２のいず
れか一項に記載の方法。
（項目３４）
　キメラタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有する核酸を含む組成物であって、
上記キメラタンパク質は、（ｉ）膜ターゲティング領域、（ｉｉ）リガンド結合領域、（
ｉｉｉ）細胞質ＣＤ４０ポリペプチド領域、ならびに（ｉｖ）ＭｙＤ８８ペプチド、ＴＩ
Ｒドメインを欠く切断型ＭｙＤ８８ペプチド、ＮＯＤ２ペプチド、ＲＩＧ－１ペプチド、
およびＴＲＩＦペプチドからなる群より選択されるペプチドを含む、組成物。
（項目３５）
　キメラタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有する核酸を含む組成物であって、
上記キメラタンパク質は、（ｉ）膜ターゲティング領域、（ｉｉ）リガンド結合領域、お
よび（ｉｉｉ）ＴＩＲドメインを欠く切断型ＭｙＤ８８ペプチドを含む、組成物。
（項目３６）
　上記キメラタンパク質は細胞質ＣＤ４０ポリペプチド領域をさらに含む、項目３５に記
載の組成物。
（項目３７）
　上記ペプチドは、配列番号６、配列番号１０、配列番号１２、配列番号１４、および配
列番号１６からなる群より選択されるペプチド配列を有するか、または上記ペプチドは、
配列番号９、配列番号１１、配列番号１３、および配列番号１５からなる群より選択され
るヌクレオチド配列によってコードされる、項目３４に記載の組成物。
（項目３８）
　上記切断型ＭｙＤ８８は配列番号６のペプチド配列を有する、項目３４から３７のいず
れか一項に記載の組成物。
（項目３９）
　上記切断型ＭｙＤ８８ペプチドは、配列番号５のヌクレオチド配列によってコードされ
る、項目３４から３８のいずれか一項に記載の組成物。
（項目４０）
　上記膜ターゲティング領域は、ミリストイル化ターゲティング領域、パルミトイル化タ
ーゲティング領域、プレニル化領域、および受容体膜貫通領域からなる群より選択される
、項目３４から３９のいずれか一項に記載の組成物。
（項目４１）
　上記膜ターゲティング領域はミリストイル化ターゲティング領域である、項目３４から
４０のいずれか一項に記載の組成物。
（項目４２）
　上記ＣＤ４０細胞質ポリペプチド領域は、配列番号２の細胞質領域のペプチド配列を有
する、項目３４または３６から４１のいずれか一項に記載の組成物。
（項目４３）
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　上記ＣＤ４０細胞質ポリペプチド領域は、配列番号１における細胞質ポリペプチド領域
をコードするポリヌクレオチド配列によってコードされる、項目３４または３６から４１
のいずれか一項に記載の組成物。
（項目４４）
　上記リガンド結合領域は、ＦＫＢＰリガンド結合領域、サイクロフィリン受容体リガン
ド結合領域、ステロイド受容体リガンド結合領域、サイクロフィリン受容体リガンド結合
領域、およびテトラサイクリン受容体リガンド結合領域からなる群より選択される、項目
３４から４３のいずれか一項に記載の組成物。
（項目４５）
　上記リガンド結合領域はＦｖ’Ｆｖｌｓ配列を含む、項目３４から４４のいずれか一項
に記載の組成物。
（項目４６）
　上記リガンド結合領域はさらなるＦｖ’配列をさらに含む、項目４５に記載の組成物。
（項目４７）
　上記核酸はウイルスベクター内に含有される、項目３４から４６のいずれか一項に記載
の組成物。
（項目４８）
　上記ウイルスベクターはアデノウイルスベクターである、項目４７に記載の組成物。
（項目４９）
　上記核酸はプラスミドベクター内に含有される、項目３４から４８のいずれか一項に記
載の組成物。
（項目５０）
　上記核酸は、上記ポリヌクレオチド配列に作動可能に連結されたプロモーター配列を含
む、項目３４から４９のいずれか一項に記載の組成物。
（項目５１）
　項目３４から５０のいずれか一項に記載の核酸が形質導入された細胞を含む組成物。
（項目５２）
　上記細胞は抗原提示細胞である、項目５１に記載の組成物。
（項目５３）
　上記細胞は樹状細胞である、項目５１に記載の組成物。
（項目５４）
　上記細胞はヒト樹状細胞である、項目５３に記載の組成物。
（項目５５）
　免疫応答を増強することによって被験体の状態を治療するための方法であって、項目３
４から５４のいずれか一項に記載の組成物を上記被験体に投与するステップを含む方法。
（項目５６）
　上記状態は過剰増殖疾患である、項目５５に記載の方法。
（項目５７）
　上記状態は感染症である、項目５５に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【００５１】
【図１】図１は、ｉＣＤ４０およびヒトＤＣにおける発現の概略図である。Ａは、ヒトＣ
Ｄ４０細胞質ドメインが、ミリストイル化ターゲティングドメイン（Ｍ）および２つのタ
ンデムドメイン（Ｆｖ）の下流にサブクローニングできることを示す図である（Ｃｌａｃ
ｋｓｏｎ　Ｔ、Ｙａｎｇ　Ｗ、Ｒｏｚａｍｕｓ　ＬＷら、Ｒｅｄｅｓｉｇｎｉｎｇ　ａｎ
　ＦＫＢＰ－ｌｉｇａｎｄ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ　ｔｏ　ｇｅｎｅｒａｔｅ　ｃｈｅｍｉ
ｃａｌ　ｄｉｍｅｒｉｚｅｒｓ　ｗｉｔｈ　ｎｏｖｅｌ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ．　Ｐ
ｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．　１９９８年；９５巻：１０４３７
～１０４４２頁）。本明細書において誘導性ＣＤ４０（ｉＣＤ４０）と称される、Ｍ－Ｆ
ｖ－Ｆｖ－ＣＤ４０キメラタンパク質の発現は、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモ
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ーターの調節下であり得る。Ｂは、ウェスタンブロットにより評価した、ＣＤ４０の内因
性型（ｅＣＤ４０）および組換え誘導型（ｉＣＤ４０）の発現を示す図である。レーン１
：野生型ＤＣ（内因性ＣＤ４０対照）、レーン２：１マイクログラム／ｍｌのＬＰＳを用
いて刺激したＤＣ、レーン３および４：それぞれ、１０，０００ＶＰ／細胞（ＭＯＩ約１
６０）のＡｄ５／ｆ３５－ｉＣＤ４０（ｉＣＤ４０－ＤＣ）を形質導入し、ＡＰ２０１８
７二量体化薬物を用いたＤＣおよびＡＰ２０１８７二量体化薬物を用いなかったＤＣ、レ
ーン５：ＬＰＳおよびＡＰ２０１８７を用いて刺激したｉＣＤ４０－ＤＣ、レーン６：Ｃ
Ｄ４０Ｌ（ＣＤ４０リガンド、ＴＮＦファミリーメンバーのタンパク質）およびＬＰＳを
用いて刺激したＤＣ、レーン７：Ａｄ５／ｆ３５－ＧＦＰ（ＧＦＰ－ＤＣ）をＭＯＩ１６
０で形質導入し、ＡＰ２０１８７およびＬＰＳを用いて刺激したＤＣ、レーン８：ＡＰ２
０１８７を用いて刺激したＧＦＰ－ＤＣ、レーン９：Ａｄ５／ｆ３５－ｉＣＤ４０を形質
導入した２９３Ｔ細胞（ＣＤ４０の誘導型に対する陽性対照）。アルファチューブリンの
発現レベルを内部対照とした。
【図２】図２は、ｉＣＤ４０の概略図である。脂質透過性二量体化薬物であるＡＰ２０１
８７／ＡＰ１９０３１の投与は、ＡＰ２０１８７結合性ドメインおよびミリストイル化タ
ーゲティング配列を含有するように改変された、ＣＤ４０の細胞質ドメインのオリゴマー
化をもたらす。
【図３】図３は、ＣＩＤ誘導性ＴＬＲの概略図である。
【図４】図４は、ＣＩＤ誘導性複合Ｔｏｌｌ様受容体（ｉｃＴＬＲ）の概略図である。
【図５】図５は、ＣＤ誘導性複合ＴＬＲ（ｉｃＴＬＲ）／ＣＤ４０の概略図である。
【図６】図６は、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）、それらのアダプター、それらに結合して
いるタンパク質キナーゼおよび下流のシグナル伝達効果の間の主な関係を示す図である。
Ｎａｔｕｒｅ　４３０巻、２５７～２６３頁（２００４年７月８日）。
【図７】図７は、２９３細胞中のｉＮｏｄ２およびｉＣＤ４０の図である。２９３細胞に
、（６ウェルプレートの）１００万細胞／ウェルの割合で、３マイクログラムのキメラｉ
Ｎｏｄ－２のための発現プラスミド、および１マイクログラムのＮＦカッパＢ依存性ＳＥ
ＡＰレポータープラスミド（図においてＲとして示した）を、一過性に共トランスフェク
トした。ｉＣＤ４０は、陽性対照として使用した。
【図８】図８は、ＲＡＷ２６４．７細胞中のｉＲＩＧ－１およびｉＭｙＤ８８の図である
。ＲＡＷ２６４．７細胞に、３マイクログラムのｉＲＩＧ－１のための発現プラスミドお
よび１マイクログラムのＩＦＮガンマ依存性ＳＥＡＰレポータープラスミド；ならびに３
マイクログラムのｉＭｙＤ８８および１マイクログラムのＮＦ－カッパＢ依存性ＳＥＡＰ
レポータープラスミドを一緒に、一過性に共トランスフェクトした。
【図９】図９は、パターン認識受容体の概略図である。
【図１０Ａ】図１０Ａは、例であるｉＰＲＲプラスミドの概略図である。
【図１０Ｂ】図１０Ｂは、例であるｉＰＲＲプラスミドの概略図である。
【図１０Ｃ】図１０Ｃは、例であるｉＰＲＲプラスミドの概略図である。
【図１１】図１１は、ｉＲＩＧ、ｉＮＯＤ２およびｉＣＤ４０をトランスフェクトした２
９３細胞におけるＮＦカッパＢ　ＳＥＡＰレポーターの誘導のグラフである。
【図１２】図１２は、ｉＲＩＧ－ＩおよびｉＣＤ４０をトランスフェクトした２９３細胞
におけるＮＦカッパＢ　ＳＥＡＰレポーターの誘導のグラフである。
【図１３】図１３は、ｉＲＩＧ、ｉＣＤ４０およびｉＲＩＧ＋ＣＤ４０をトランスフェク
トした２９３細胞におけるＮＦカッパＢ　ＳＥＡＰレポーターの誘導のグラフである。
【図１４】図１４は、ｉＲＩＧ－ＩおよびｉＣＤ４０をトランスフェクトしたＪｕｒｋａ
ｔ　Ｔａｇ細胞におけるＮＦカッパＢ　ＳＥＡＰレポーターの誘導のグラフである。
【図１５】図１５Ａおよび１５Ｂは、それぞれ、ｐＳＨ１－Ｓｎ－ＲＩＧＩ－Ｆｖ’－Ｆ
ｖｌｓ－ＥおよびｐＳＨ１－Ｓｎ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＲＩＧＩ－Ｅに関するプラスミド
マップの図である。「Ｓｎ」という用語は、クローニング目的で付加したＮｃｏＩ部位を
有する「Ｓ」を表す。「Ｓ」という用語は、非標的という用語を表す。
【図１６】図１６は、誘導性ＣＤ４０およびＭｙＤ８８受容体ならびにＮＦカッパＢ活性
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の誘導の概略図である。
【図１７】図１７は、誘導性キメラＣＤ４０／ＭｙＤ８８レポーターおよびＮＦカッパＢ
活性の誘導の概略図である。
【図１８】図１８は、誘導性ＭｙＤ８８およびキメラＭｙＤ８８－ＣＤ４０受容体による
、２９３細胞におけるＮＦカッパＢの活性化のグラフである。ＣＤ４０Ｔは、「ターボ」
ＣＤ４０を示し、受容体は、ＦＫＢＰ１２ｖ３６ドメイン（Ｆｖ’）の３コピーを含む。
【図１９】図１９は、基質と共に３時間インキュベーション後の誘導性切断型ＭｙＤ８８
（ＭｙＤ８８Ｌ）およびキメラ誘導性ＭｙＤ８８／ＣＤ４０によるＮＦカッパＢ活性のグ
ラフである。
【図２０】図２０は、基質と共に２２時間インキュベーション後の誘導性切断型ＭｙＤ８
８（ＭｙＤ８８Ｌ）およびキメラ誘導性ＭｙＤ８８／ＣＤ４０によるＮＦカッパＢ活性の
グラフである。このアッセイにおいて、いくつかのアッセイ飽和が存在する。
【図２１】図２１は、２９３Ｔ細胞のアデノウイルスＭｙＤ８８Ｌ形質導入後のＨＡタン
パク質のウェスタンブロットの図である。
【図２２】図２２は、２９３Ｔ細胞のアデノウイルスＭｙＤ８８Ｌ－ＣＤ４０形質導入後
のＨＡタンパク質のウェスタンブロットの図である。
【図２３】表示の誘導性ＣＤ４０およびＭｙＤ８８構築体による、ＤＣ由来骨髄のアデノ
ウイルス感染後のＥＬＩＳＡアッセイのグラフである。
【図２４】図２４は、図２３におけるＥＬＩＳＡアッセイと同様のＥＬＩＳＡアッセイの
結果のグラフである。
【図２５】図２５は、より多量のアデノウイルスを用いた感染後の、図２３および２４に
おけるＥＬＩＳＡアッセイと同様のＥＬＩＳＡアッセイの結果のグラフである。
【図２６】図２６は、ｉＲＩＧ－１およびｉＣＤ４０をトランスフェクトした細胞におけ
る、ＮＦカッパＢ　ＳＥＡＰレポーターアッセイの結果のグラフである。
【図２７】図２７は、ｉＲＩＧ－１およびｉＴＲＩＦをトランスフェクトした細胞におけ
る、ＩＦＮベータＳＥＡＰレポーターアッセイの結果のグラフである。
【図２８】図２８は、トランスフェクトした細胞におけるＮＦカッパＢおよびＩＦＮベー
タレポーターのｉＴＲＩＦ活性化を比較するグラフである。
【図２９】図２９は、トランスフェクトした細胞におけるＮＦカッパＢレポーターのｉＮ
ＯＤ２活性化のグラフである。
【図３０】図３０は、ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－ｉＭｙＤ８８の構築物マップである。
【図３１】図３１は、ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－ＣＤ４－ＴＬＲ４Ｌ３－Ｅの構築物マップで
ある。
【図３２】図３２は、ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－ｉＭｙＤ８８Ｅ－ＣＤ４０の構築物マップで
ある。
【図３３】図３３は、誘導性ＭｙＤ８８．ＣＤ４０複合構築物を発現する、様々な感染の
多重度のアデノウイルスを形質導入したヒト単球由来樹状細胞（ｍｏＤＣ）におけるＩＬ
－１２ｐ７０発現の用量依存性誘導の結果を表す棒グラフである。
【図３４】図３４は、さまざまな誘導性構築物を発現するアデノウイルスを形質導入した
ヒト単球由来樹状細胞（ｍｏＤＣ）における、ＩＬ－１２ｐ７０発現の薬物依存性誘導の
結果を表す棒グラフである。
【図３５】図３５は、ワクチン接種前に形質導入した樹状細胞におけるＩＬ－１２ｐ７０
レベルを表す棒グラフである。
【図３６Ａ】図３６（ａ）は、形質導入した樹状細胞をワクチン接種したマウスにおける
ＥＧ．７－ＯＶＡ腫瘍成長阻害のグラフである。図３６（ｂ）は、代表的なワクチン接種
されたマウスの写真である。図３６（ｃ）は、エラーバーを含む３６（ａ）のグラフであ
る。
【図３６Ｂ】図３６（ａ）は、形質導入した樹状細胞をワクチン接種したマウスにおける
ＥＧ．７－ＯＶＡ腫瘍成長阻害のグラフである。図３６（ｂ）は、代表的なワクチン接種
されたマウスの写真である。図３６（ｃ）は、エラーバーを含む３６（ａ）のグラフであ
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る。
【図３６Ｃ】図３６（ａ）は、形質導入した樹状細胞をワクチン接種したマウスにおける
ＥＧ．７－ＯＶＡ腫瘍成長阻害のグラフである。図３６（ｂ）は、代表的なワクチン接種
されたマウスの写真である。図３６（ｃ）は、エラーバーを含む３６（ａ）のグラフであ
る。
【図３７】図３７（ａ）は、形質導入した樹状細胞により誘導されたＡｇ特異的ＣＤ８＋
Ｔ細胞の頻度の増強を示す散布図であり、３７（ｂ）は、棒グラフである。
【図３８】図３８は、形質導入した樹状細胞により誘導されたＡｇ特異的ＩＦＮガンマ＋
ＣＤ８＋Ｔ細胞およびＣＤ４＋ＴＨ１細胞の頻度の増強を示す棒グラフである。
【図３９】図３９は、ｉｎ　ｖｉｖｏの細胞傷害性リンパ球アッセイの概略および結果の
図である。
【図４０】図４０は、樹状細胞により誘導された、ｉｎ　ｖｉｖｏのＣＴＬ活性の増強に
よるデータを要約する棒グラフである。
【図４１】図４１は、形質導入した樹状細胞により誘導されたマウスにおけるＣＴＬアッ
セイの代表的結果の図である。
【図４２】図４２は、形質導入した樹状細胞を接種したマウスにおけるＩＬ－４産生ＴＨ

２細胞に関する内部細胞染色の結果である。
【図４３】図４３は、Ａｄ５－ｉＣＤ４０．ＭｙＤ８８を形質導入した細胞を用いて処理
したマウスにおける腫瘍成長阻害アッセイの結果である。
【図４４】Ａｄ５－ｉＣＤ４０．ＭｙＤ８８を形質導入した細胞を用いて処理したマウス
における腫瘍特異的Ｔ細胞アッセイの図である
【図４５】図４５は、エフェクターとして処理マウス由来脾細胞を使用する、ナチュラル
キラー細胞アッセイの結果である。
【図４６】図４６は、エフェクターとして処理マウス由来脾細胞を使用する、細胞傷害性
リンパ球アッセイの結果である。
【図４７】図４７は、表示のベクターを形質導入した樹状細胞と共培養したＴ細胞を使用
する、ＩＦＮガンマＥＬＩＳＰｏｔアッセイの結果である。
【図４８】図４８は、表示のベクターを用いて形質転換した樹状細胞を使用し、アジュバ
ントとしてＬＰＳを用いた、または用いない、ＣＣＲ７上方制御アッセイの結果である。
【図４９】図４９は、図４８に提示されたＣＣＲ７上方制御アッセイの結果を提示し、多
数の動物由来のデータが１つのグラフに含まれる。
【発明を実施するための形態】
【００５２】
　本明細書において使用されるように、単語「１つの（ａ）」または「１つの（ａｎ）」
の使用は、特許請求の範囲および／または明細書において用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉ
ｎｇ）」と共に使用される場合、「１つの（ｏｎｅ）」を意味してもよいが、それはまた
、「１つまたは複数の」、「少なくとも１つの」、および「１つのまたは１つを超える」
の意味と一致している。さらに、用語「有する」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「
含有する」、および「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」は、交換可能であり、当業者は、
これらの用語が制約がない用語であることを認識している。
【００５３】
　本明細書において使用される用語「同種異系」は、抗原性が別のＨＬＡ座またはＭＨＣ
座を指す。したがって、同じ種から移された細胞または組織は、抗原性が別となり得る。
同系マウスは、１つまたは複数の座で異なり得（コンジェニック）、同種異系マウスは、
同じバックグラウンドを有し得る。
【００５４】
　本明細書において使用される用語「抗原」は、免疫応答を誘発する分子として定義され
る。この免疫応答は、抗体産生もしくは特異的な免疫適格細胞の活性化またはその両方を
含んでいてもよい。抗原は、生物、タンパク質／抗原のサブユニット、死滅または不活性
化全細胞または溶解物に由来し得る。例示的な生物は、ヘリコバクター、カンピロバクタ
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ー、クロストリジウム、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａｅ、Ｂ
ｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ、インフルエンザウイルス、パラインフルエン
ザウイルス、呼吸器多核体ウイルス、Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｉ、プラス
モジウム、単純ヘルペスウイルス、ヒト免疫不全ウイルス、パピローマウイルス、Ｖｉｂ
ｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａ、Ｅ．　ｃｏｌｉ、麻疹ウイルス、ロタウイルス、赤痢菌、Ｓａ
ｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉ、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｅａを含むが、こ
れらに限定されない。そのため、当業者は、事実上すべてのタンパク質またはペプチドを
含む任意の巨大分子が抗原として果たし得ることを理解する。さらに、抗原は、組換えま
たはゲノムＤＮＡに由来し得る。当業者は、病原性ゲノムのヌクレオチド配列もしくは部
分的なヌクレオチド配列または免疫応答を誘導するタンパク質についての遺伝子もしくは
遺伝子の断片を含有する任意のＤＮＡは、抗原の合成をもたらすことを理解する。さらに
、当業者は、本発明が、遺伝子またはゲノムの全核酸配列の使用に限定されないことを理
解する。本発明は、１つを超える遺伝子またはゲノムの部分的な核酸配列の使用を含むが
、これらに限定されず、これらの核酸配列が、所望の免疫応答を誘導するために様々な組
合せで配置されることは容易に固有のものとなる。
【００５５】
　用語「抗原提示細胞」は、その細胞表面上に（またはそれに）少なくとも１つの抗原ま
たは抗原断片を示す、獲得する、提示することができる様々な細胞のいずれかである。一
般に、用語「抗原提示細胞」は、抗原または抗原組成物に対する免疫応答（つまり免疫系
のＴ細胞またはＢ細胞アーム（ａｒｍ）由来の）の増強を支援することによって本発明の
目標を達成する任意の細胞とすることができる。そのような細胞は、本明細書において開
示される、当技術分野における方法を使用して、当業者らによって定義することができる
。当業者によって理解され（例えば、参照によって本明細書において組み込まれるＫｕｂ
ｙ、２０００年、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第４増補版、Ｗ．Ｈ．　Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎ
ｄ　ｃｏｍｐａｎｙを参照されたい）、ある実施形態において本明細書において使用され
るように、免疫細胞にクラスＩＩ主要組織適合分子または複合体と共に抗原を正常にまた
は優先的に示す、または提示する細胞は、「抗原提示細胞」である。ある態様では、細胞
（例えばＡＰＣ細胞）は、所望の抗原を発現する組換え細胞または腫瘍細胞などのような
他の細胞と融合されてもよい。２つ以上の細胞の融合物を調製するための方法は、例えば
、それぞれが参照によって本明細書において組み込まれるＧｏｄｉｎｇ，　Ｊ．Ｗ．、Ｍ
ｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａ
ｃｔｉｃｅ、６５～６６頁、７１～７４頁（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、１９８６年
）；Ｃａｍｐｂｅｌｌ、ｉｎ：　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ，　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、１３巻、Ｂｕｒｄｅｎ　＆　
Ｖｏｎ　Ｋｎｉｐｐｅｎｂｅｒｇ、Ａｍｓｔｅｒｄａｍ、Ｅｌｓｅｖｉｅｗ、７５～８３
頁、１９８４年；Ｋｏｈｌｅｒ　＆　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ、Ｎａｔｕｒｅ、２５６巻：４９
５～４９７頁、１９７５年；Ｋｏｈｌｅｒ　＆　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ、Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．、６巻：５１１～５１９頁、１９７６年、Ｇｅｆｔｅｒら、Ｓｏｍａｔｉ
ｃ　Ｃｅｌｌ　Ｇｅｎｅｔ．、３巻：２３１～２３６頁、１９７７年において開示される
方法などのように、当技術分野において周知である。いくつかの場合では、抗原提示細胞
が抗原を示す、または提示する免疫細胞は、ＣＤ４＋ＴＨ細胞である。ＡＰＣまたは他の
免疫細胞上に発現される、さらなる分子は、免疫応答の増強を支援してもよいまたは改善
してもよい。例えばサイトカインおよびアジュバントなどのような分泌分子または可溶性
分子もまた、抗原に対する免疫応答を支援してもよいまたは増強してもよい。そのような
分子は、当業者に周知であり、様々な例は、本明細書において記載されている。
【００５６】
　本明細書において使用される用語「癌」は、独自特性－正常な制御の損失－が、無秩序
な成長、分化の欠如、局所的な組織浸潤、および転移をもたらす、細胞の過剰増殖として
定義される。例として、黒色腫、非小細胞肺、小細胞肺、肺、肝細胞癌、白血病、網膜芽
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細胞腫、星状細胞腫、膠芽腫、歯肉、舌、神経芽細胞腫、頭部、頸部、乳房、膵臓、前立
腺、腎臓、骨、精巣、卵巣、中皮腫、子宮頸部、胃腸、リンパ腫、脳、結腸、肉腫、また
は膀胱を含むが、これらに限定されない。
【００５７】
　本明細書において使用される用語「細胞」、「細胞株」、および「細胞培養物」は、区
別なく使用されてもよい。すべてのこれらの用語はまた、任意のおよびすべての続く世代
となる、それらの子孫を含む。すべての子孫が、故意または偶然の突然変異により同一だ
とは限らなくてもよいことが理解される。
【００５８】
　本明細書において使用されるように、用語「ｉＣＤ４０分子」は、誘発性ＣＤ４０とし
て定義される。このｉＣＤ４０は、内因的なＣＤ４０シグナル伝達を失わせるメカニズム
を回避することができる。用語「ｉＣＤ４０」は、「ｉＣＤ４０核酸」、「ｉＣＤ４０ポ
リペプチド」、および／またはｉＣＤ４０発現ベクターを包含する。さらに、本明細書に
おいて使用されるｉＣＤ４０の活性は、ＣＩＤによって駆動されることが理解される。
【００５９】
　本明細書において使用されるように、用語「ｃＤＮＡ」は、鋳型としてメッセンジャー
ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）を使用して調製されるＤＮＡを指すことが意図される。ゲノムＤＮＡ
またはゲノムの、非処理もしくは部分的に処理されたＲＮＡ鋳型から重合されたＤＮＡと
は対照的に、ｃＤＮＡを使用することの利点は、ｃＤＮＡが対応するタンパク質のコード
配列を主として含有するということである。非コード領域が最適な発現に必要とされる場
合またはイントロンなどのような非コード領域がアンチセンス戦略において標的とされる
ことになっている場合などのように、完全または部分的なゲノムの配列が好ましい場合が
ある。
【００６０】
　用語「「樹状細胞」（ＤＣ）は、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて
、ｅｘ　ｖｉｖｏにおいて、または宿主中にもしくは被験体中に存在し、または造血幹細
胞もしくは単球に由来し得る抗原提示細胞である。樹状細胞ならびにそれらの前駆型は、
様々なリンパ器官、例えば脾臓、リンパ節ならびに骨髄および末梢血から単離することが
できる。ＤＣは、樹状細胞本体から多数の方向に拡張する薄いシート（ｔｈｉｎ　ｓｈｅ
ｅｔ）（ラメリポディウム）を有する特徴的な形態を有する。典型的に、樹状細胞は、高
レベルのＭＨＣならびに副刺激（例えばＢ７－１およびＢ７－２）分子を発現する。樹状
細胞は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいてＴ細胞の抗原特異的な分化を誘発することができ、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏにおいて一次Ｔ細胞応答を開始することができる。
【００６１】
　本明細書において使用されるように、用語「発現構築物」または「導入遺伝子」は、配
列をコードする核酸の一部またはすべてを転写することができ、ベクターの中に挿入する
ことができる、遺伝子産物をコードする核酸を含有する、任意のタイプの遺伝子構築物と
して定義される。転写物は、タンパク質に翻訳されるが、その必要はない。ある実施形態
では、発現は、遺伝子の転写および遺伝子産物へのｍＲＮＡの翻訳の両方を含む。他の実
施形態では、発現は、対象の遺伝子をコードする核酸の転写のみを含む。用語「治療用構
築物」もまた、発現構築物または導入遺伝子を指すために使用されてもよい。当業者は、
発現構築物または導入遺伝子が、例えば、癌などのような過剰増殖疾患または障害を治療
するための療法として使用されてもよく、したがって、発現構築物または導入遺伝子が、
治療用構築物または予防構築物となることを理解する。
【００６２】
　本明細書において使用されるように、用語「発現ベクター」は、転写することができる
、遺伝子産物の少なくとも一部をコードする核酸配列を含有するベクターを指す。いくつ
かの場合では、次いで、ＲＮＡ分子は、タンパク質、ポリペプチド、またはペプチドに翻
訳される。他の場合では、これらの配列は、例えばアンチセンス分子またはリボザイムの
産生において翻訳されない。発現ベクターは、特定の宿主生物における、作動可能に連結
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されるコード配列の転写およびおそらく翻訳に必要な核酸配列を指す、様々な制御配列を
含有することができる。転写および翻訳を調節する制御配列に加えて、ベクターおよび発
現ベクターは、他の機能を同様に果たし、以下に記載される核酸配列を含有していてもよ
い。
【００６３】
　本明細書において使用されるように、用語「ｅｘ　ｖｉｖｏ」は、体「の外部」を指す
。当業者は、ｅｘ　ｖｉｖｏおよびｉｎ　ｖｉｔｒｏを区別なく使用することができるこ
とを知っている。
【００６４】
　本明細書において使用されるように、本明細書において使用される用語「機能的に等価
な」は、例えば、それが、ＣＤ４０核酸断片、変異体、またはアナログを指すように、Ｃ
Ｄ４０ポリペプチドまたは腫瘍もしくは過剰増殖疾患を破壊するために免疫応答を刺激す
るＣＤ４０ポリペプチドをコードする核酸を指す。「機能的に等価な」は、例えば、細胞
外ドメインを欠くが、抗原提示分子の樹状細胞発現をアップレギュレートすることによっ
て、Ｔ細胞媒介腫瘍死滅応答を増幅することができるＣＤ４０ポリペプチドを指す。
【００６５】
　用語「過剰増殖疾患」は、細胞の過剰増殖に起因する疾患として定義される。例示的な
過剰増殖疾患は、癌または自己免疫疾患を含むが、これらに限定されない。他の過剰増殖
疾患は、血管閉塞、再狭窄、アテローム性動脈硬化症、または炎症性腸疾患を含んでいて
もよい。
【００６６】
　本明細書において使用されるように、用語「遺伝子」は、機能的なタンパク質、ポリペ
プチド、またはペプチドコード単位として定義される。当業者らによって理解されるよう
に、この機能的な用語は、タンパク質、ポリペプチド、ドメイン、ペプチド、融合タンパ
ク質、および突然変異体を発現する、または発現するのに適応したゲノム配列、ｃＤＮＡ
配列、およびより小さな操作された遺伝子セグメントを含む。
【００６７】
　用語「免疫原性組成物」または「免疫原」は、免疫応答を誘発することができる物質を
指す。免疫原の例は、例えば、抗原、自己免疫疾患の誘発において役割を果たす自己抗原
、および癌細胞上に発現される腫瘍関連抗原を含む。
【００６８】
　本明細書において使用される用語「免疫無防備状態の」は、低下したまたは衰弱した免
疫系を有する被験体として定義される。免疫無防備状態の状態は、免疫系の欠損もしくは
機能不全または感染症および／もしくは疾患に対する感受性を高める他の因子によるもの
であってもよい。そのような分類は評価のための概念的な基礎を可能にするが、免疫無防
備状態の個人は、多くの場合、１つの群または他の群に完全には適合しない。体の防御メ
カニズムにおける１つを超える欠損が影響を与えられているかもしれない。例えば、ＨＩ
Ｖによって引き起こされる特異的なＴリンパ球欠損を有する個人はまた、抗ウイルス療法
のために使用される薬剤によって引き起こされる好中球減少症をも有しているかもしれな
いまたは皮膚および粘膜の完全性の欠陥のために免疫無防備状態であるかもしれない。免
疫無防備状態の状態は、留置しているセントラルラインまたは静脈内薬物乱用による他の
タイプの損傷に起因し得る、または二次悪性疾患、栄養失調症によってまたは結核もしく
は性感染病、例えば梅毒もしくは肝炎などのような他の感染病原体に感染していることに
よって引き起こされ得る。
【００６９】
　本明細書において使用されるように、用語「薬学的にまたは薬理学的に許容される」は
、動物またはヒトに投与された場合に、有害な、アレルギー性の、または他の不都合な反
応をもたらさない分子の実体および組成物を指す。
【００７０】
　本明細書において使用されるように、「薬学的に許容されるキャリア」は、任意のおよ
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びすべての溶媒、分散媒、コーティング剤、抗菌および抗真菌剤、等張および吸収遅延剤
、ならびにその他同種のものを含む。薬学的に活性な物質に対するそのような媒体および
作用物質の使用は、当技術分野において周知である。いかなる従来の媒体または作用物質
も、本明細書において提示されるベクターまたは細胞と不適合性である場合以外は、治療
用組成物におけるその使用は、企図される。補充性の活性成分もまた、組成物の中に組み
込むことができる。
【００７１】
　本明細書において使用されるように、用語「ポリヌクレオチド」は、ヌクレオチドの鎖
として定義される。さらに、核酸は、ヌクレオチドの多量体である。したがって、本明細
書において使用される核酸およびポリヌクレオチドは、交換可能である。当業者は、核酸
が、単量体「ヌクレオチド」に加水分解することができるポリヌクレオチドであるという
一般知識を有する。単量体ヌクレオチドは、ヌクレオシドに加水分解することができる。
本明細書において使用されるように、ポリヌクレオチドは、限定を伴うことなく、組換え
手段、つまり、通常のクローニング技術およびＰＣＲ（商標）ならびにその他同種のもの
を使用する、組換えライブラリーまたは細胞ゲノム由来の核酸配列のクローニングを含む
、当技術分野において入手可能な任意の手段によってならびに合成手段によって得られる
すべての核酸配列を含むが、これらに限定されない。さらに、当業者は、ポリヌクレオチ
ドがポリヌクレオチドの突然変異を含み、当技術分野において周知の方法によるヌクレオ
チドまたはヌクレオシドの突然変異を含むが、これらに限定されないことを認識している
。
【００７２】
　本明細書において使用されるように、用語「ポリペプチド」は、明示される配列を通常
有する、アミノ酸残基の鎖として定義される。本明細書において使用されるように、ポリ
ペプチドという用語は、用語「ペプチド」および「タンパク質」と交換可能である。
【００７３】
　本明細書において使用されるように、用語「プロモーター」は、遺伝子の特異的な転写
を開始するために必要とされる、細胞の合成装置または導入された合成装置によって認識
されるＤＮＡ配列として定義される。
【００７４】
　本明細書において使用されるように、用語「免疫応答を調節する」または「免疫応答を
調整する」は、免疫応答を修飾するための能力を指す。例えば、組成物は、免疫応答を増
強および／または活性化することができる。さらに、組成物はまた、免疫応答を阻害する
こともできる。調節の形態は、組成物と共に使用されるリガンドによって決定される。例
えば、化学物質の二量体アナログは、副刺激ポリペプチドの二量体化をもたらし、ＤＣの
活性化に至るが、化学物質の単量体アナログは、副刺激ポリペプチドの二量体化をもたら
さず、これは、ＤＣを活性化しないであろう。
【００７５】
　用語「トランスフェクション」および「形質導入」は、交換可能であり、外因性ＤＮＡ
配列が真核生物宿主細胞の中に導入されるプロセスを指す。トランスフェクション（また
は形質導入）は、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、遺伝子銃送達、
レトロウイルス感染、リポフェクション、スーパーフェクション（ｓｕｐｅｒｆｅｃｔｉ
ｏｎ）、およびその他同種のものを含む、多くの手段のいずれか１つによって達成するこ
とができる。
【００７６】
　本明細書において使用されるように、用語「同系」は、同一であり、もしくは組織移植
を可能にするのに十分に密接に関係し、または免疫学的に適合性である遺伝子型を有する
細胞、組織、または動物を指す。例えば、同じ近交系の一卵性双生児または動物。同系お
よび同遺伝子系は、交換可能に使用することができる。
【００７７】
　本明細書において使用される用語「被験体」は、生物または動物；例えばヒト、非ヒト
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霊長動物（例えばサル）、マウス、ブタ、雌ウシ、ヤギ、ウサギ、ラット、モルモット、
ハムスター、ウマ、サル、ヒツジ、または他の非ヒト哺乳動物を含む哺乳動物；例えば、
トリ（例えばニワトリもしくはアヒル）または魚などのような非哺乳動物脊椎動物および
非哺乳動物無脊椎動物を含む非哺乳動物を含むが、これらに限定されない。
【００７８】
　本明細書において使用されるように、用語「転写制御下」または「作動可能に連結され
る」は、プロモーターが、ＲＮＡポリメラーゼ開始および遺伝子の発現を制御するために
、核酸に関して正確な位置および方向づけにあるように定義される。
【００７９】
　本明細書において使用されるように、用語「治療」、「治療する」、「治療される」、
または「治療すること」は、予防法および／または療法を指す。例えば、感染症に関して
使用される場合、用語は、病原体による感染症に対する被験体の抵抗性を増加させ、また
は言いかえれば、被験体が病原体に感染し、もしくは感染症に起因する病気の徴候を示す
見込みを減少させる予防的治療ならびに被験体が感染した後に、感染症と戦う、例えば、
感染症を低下させ、もしくは排除し、またはそれがより悪くなるのを予防するための治療
を指す。
【００８０】
　本明細書において使用されるように、用語「ワクチン」は、動物に投与することができ
る形態をしている、本明細書において提示される組成物を含有する製剤を指す。典型的に
、ワクチンは、組成物が懸濁または溶解される従来の生理食塩水または緩衝水溶液媒体を
含む。この形態では、組成物は、状態を予防する、回復させる、または他の場合には治療
するために好都合に使用することができる。被験体への導入に際して、ワクチンは、抗体
、サイトカインの産生、および／または他の細胞応答を含むが、これらに限定されない免
疫応答を誘発することができる。
【００８１】
　樹状細胞
　自然免疫系は、微生物中に存在する、保存された分子パターンの認識のために生殖細胞
系コード受容体のセットを使用する。これらの分子パターンは、リポ多糖、ペプチドグリ
カン、リポタイコ酸、ホスファチジルコリン、リポタンパク質を含む細菌特異的タンパク
質、細菌ＤＮＡ、ウイルス一本鎖および二本鎖ＲＮＡ、非メチル化ＣｐＧ－ＤＮＡ、マン
ナン、ならびに様々な他の細菌および菌細胞壁成分を含む、微生物のある種の構成物中に
生じる。そのような分子パターンはまた、植物アルカロイドなどのような他の分子中にも
生じ得る。自然免疫認識のこれらの標的は、それらが感染宿主生物によってではなく微生
物によって産生されるので、病原体関連分子パターン（ＰＡＭＰ）と呼ばれる（Ｊａｎｅ
ｗａｙら（１９８９年）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂ．　Ｓｙｍｐ．　Ｑｕａｎｔ
．　Ｂｉｏｌ．、５４巻：１～１３頁；Ｍｅｄｚｈｉｔｏｖら、Ｎａｔｕｒｅ、３８８巻
：３９４～３９７頁、１９９７年）。
【００８２】
　ＰＡＭＰを認識する自然免疫系の受容体は、パターン認識受容体（ＰＲＲ）と呼ばれる
（Ｊａｎｅｗａｙら、１９８９年；Ｍｅｄｚｈｉｔｏｖら、１９９７年）。これらの受容
体は構造が異なり、いくつかの異なるタンパク質ファミリーに属する。これらの受容体の
いくつかは、ＰＡＭＰを直接、認識する（例えばＣＤ１４、ＤＥＣ２０５、コレクチン）
が、他のもの（例えば補体受容体）は、ＰＡＭＰ認識によって生成される産物を認識する
。これらの受容体ファミリーのメンバーは、一般に、３つのタイプ：１）血漿中で循環す
る体液性受容体、２）免疫細胞表面上に発現されるエンドサイトーシス受容体、および３
）細胞表面上にまたは細胞内で発現することができるシグナル伝達受容体に分類すること
ができる（Ｍｅｄｚｈｉｔｏｖら、１９９７年；Ｆｅａｒｏｎら（１９９６年）Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　２７２巻：５０～３頁）。
【００８３】
　細胞のＰＲＲは、適応免疫においてプロフェッショナル抗原提示細胞（ＡＰＣ）として
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機能する細胞を含む、自然免疫系のエフェクター細胞上に発現される。そのようなエフェ
クター細胞は、マクロファージ、樹状細胞、Ｂリンパ球、および表面上皮（ｓｕｒｆａｃ
ｅ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａ）を含むが、これらに限定されない。この発現プロファイルは、
ＰＲＲが、自然エフェクターメカニズムを直接、誘発することおよびまた、下記に議論さ
れる炎症性サイトカインおよびケモカインなどのような内因的なシグナルのセットの発現
を誘発することによって、感染病原体の存在に対して宿主生物に警告することをも可能に
する。この後者の機能は、侵入物を退治するためのエフェクター力の効率的な動員を可能
にする。
【００８４】
　樹状細胞（ＤＣ）の主要な機能は、末梢組織において抗原を獲得し、二次リンパ組織に
移動し、免疫系のエフェクターＴ細胞に抗原を提示することである（Ｂａｎｃｈｅｒｅａ
ｕ，　Ｊ．ら、Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ、２０００年、１８巻：７６７～８１
１頁；Ｂａｎｃｈｅｒｅａｕ，　Ｊ．，　＆　Ｓｔｅｉｎｍａｎ，　Ｒ．　Ｍ．　Ｄｅｎ
ｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ
．　Ｎａｔｕｒｅ　３９２巻、２４５～２５２頁（１９９８年））。ＤＣが免疫応答にお
いてそれらの重大な役割を実行するので、それらは、それらがそれぞれの環境に対して適
切な機能を実行することを可能にする成熟変化を受ける（Ｔｅｒｍｅｅｒ，　Ｃ．　Ｃ．
ら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ、２０００年８月１５日　１６５巻：１８６３～７０頁）。ＤＣ
の成熟の間に、抗原取り込み潜在能力は、失われ、主要組織適合複合体（ＭＨＣ）クラス
ＩおよびクラスＩＩ分子の表面密度は、１０～１００倍増加し、ＣＤ４０、副刺激分子、
および接着分子発現もまた、大幅に増加する（Ｌａｎｚａｖｅｃｃｈｉａ，　Ａ．および
Ｆ．　Ｓａｌｌｕｓｔｏ、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２０００年　２９０巻：９２～９６頁）。さ
らに、他の遺伝子改変は、ＤＣが、流入領域リンパ節の、Ｔ細胞に富んだ傍皮質に帰り、
ナイーブおよび記憶Ｔ細胞を誘引し、抗原特異的ナイーブＴＨ０細胞を刺激するＴ細胞ケ
モカインを発現することを可能にする（Ａｄｅｍａ，　Ｇ．　Ｊ．ら、Ｎａｔｕｒｅ、１
９９７年６月１２日　３８７巻：７１３～７頁）。このステージの間に、成熟ＤＣは、Ｃ
Ｄ４＋ヘルパーＴ細胞にそれらのＭＨＣ　ＩＩ分子を介して抗原を提示して、ＤＣ　ＣＤ
４０受容体に引き続いて結合するＴ細胞ＣＤ４０リガンド（ＣＤ４０Ｌ）のアップレギュ
レーションを誘発する。このＤＣ：Ｔ細胞相互作用は、ＭＨＣ　Ｉ分子およびＩＩ分子、
接着分子、副刺激分子（例えばＢ７．１、Ｂ７．２）、サイトカイン（例えばＩＬ－１２
）、ならびに抗アポトーシスタンパク質（例えばＢｃｌ－２）のさらなるアップレギュレ
ーションを含む、強力なＣＤ８＋細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答の開始に重大であ
る、さらなるＤＣ分子の急速な発現を誘発する（Ａｎｄｅｒｓｏｎ，　Ｄ．　Ｍ．ら、Ｎ
ａｔｕｒｅ、１９９７年１１月１３日　３９０巻：１７５～９頁；Ｏｈｓｈｉｍａ，　Ｙ
．ら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ、１９９７年１０月１５日　１５９巻：３８３８～４８頁；Ｓ
ａｌｌｕｓｔｏ，　Ｆ．ら、Ｅｕｒ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ、１９９８年９月２８日：２７
６０～９頁；Ｃａｕｘ，　Ｃ．　Ａｄｖ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ　Ｂｉｏｌ．　１９９７年、４
１７巻：２１～５頁；）。ＣＤ８＋Ｔ細胞は、リンパ節を出て、循環に再び入り、病原体
または悪性細胞を破壊するために炎症の本来の部位に帰る。
【００８５】
　ＤＣの機能に影響を及ぼす重要な１つのパラメーターは、ＤＣの「電源投入スイッチ（
ｏｎ　ｓｗｉｔｃｈ）」として果たすＣＤ４０受容体である（Ｂｅｎｎｅｔｔ，　Ｓ．　
Ｒ．ら、Ｎａｔｕｒｅ、１９９８年６月４日　３９３巻：４７８～８０頁；Ｃｌａｒｋｅ
，　Ｓ．　Ｒ．、Ｊ　Ｌｅｕｋｏｃ　Ｂｉｏｌ、２０００年５月　６７巻：６０７～１４
頁；Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ，　Ｎ．　Ｃ．ら、Ｎａｔ　Ｍｅｄ、１９９９年４月５日：４０
５～１１頁；Ｒｉｄｇｅ，　Ｊ．　Ｐ．、Ｄ．　Ｒ．　Ｆ、およびＰ．　Ｎａｔｕｒｅ、
１９９８年６月４日　３９３巻：４７４～８頁；Ｓｃｈｏｅｎｂｅｒｇｅｒ，　Ｓ．　Ｐ
．ら、Ｎａｔｕｒｅ、１９９８年６月４日　３９３巻：４８０～３頁）。ＣＤ４０は、Ｔ
ＮＦ受容体スーパーファミリーの４８ｋＤａ膜貫通メンバーである（ＭｃＷｈｉｒｔｅｒ
，　Ｓ．　Ｍ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、１９９９年７
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月２０日　９６巻：８４０８～１３頁）。ＣＤ４０－ＣＤ４０Ｌ相互作用は、ＴＮＦ受容
体関連因子（ＴＲＡＦ）を含むシグナル伝達カスケードを開始するために必要なＣＤ４０
三量体形成を誘発する（Ｎｉ，　Ｃ．ら、ＰＮＡＳ、２０００年、９７巻（１９号）：１
０３９５～１０３９９頁；Ｐｕｌｌｅｎ，　Ｓ．Ｓ．ら、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ、１９
９９年５月１４日　２７４巻：１４２４６～５４頁）。ＣＤ４０は、ＮＦ－カッパＢ、Ａ
Ｐ－１、ＳＴＡＴ３、およびｐ３８ＭＡＰＫを含む、ＤＣ中のいくつかの転写因子を活性
化するためにこれらのシグナル伝達分子を使用する（ＭｃＷｈｉｒｔｅｒ，　Ｓ．Ｍ．ら
、１９９９年）。
【００８６】
　新規なＤＣ活性化系は、ＤＣにおける活性化および／または生存の延長／増加をもたら
す、ＤＣのプラスミド膜（ｐｌａｓｍｉｄ　ｍｅｍｂｒａｎｅ）への、シグナル伝達分子
または副刺激ポリペプチドの補充に基づいて提供される。副刺激ポリペプチドは、ＮＦ－
カッパＢ経路、Ａｋｔ経路、および／またはｐ３８経路を活性化する任意の分子またはポ
リペプチドを含む。ＤＣ活性化系は、副刺激ポリペプチドが、オリゴマー化をもたらすリ
ガンド（つまり脂質透過性有機二量体化薬物）により活性化および／または調節される、
リガンド結合ドメイン（つまり小分子結合ドメイン）に融合される組換えシグナル伝達分
子の利用に基づく。副刺激ポリペプチドを架橋する、またはそれのオリゴマー化のために
使用されてもよい他の系は、抗体、天然リガンド、および／または人工交差反応リガンド
もしくは合成リガンドを含む。さらに、企図される他の二量体化系は、クーママイシン／
ＤＮＡジャイレースＢ系を含む。
【００８７】
　使用することができる副刺激ポリペプチドは、ＮＦ－カッパＢおよび他の可変性のシグ
ナル伝達カスケード、例えばｐ３８経路および／またはＡｋｔ経路を活性化するものを含
む。そのような副刺激ポリペプチドは、パターン認識受容体、Ｃ－反応性タンパク質受容
体（つまりＮｏｄ１、Ｎｏｄ２、ＰｔＸ３－Ｒ）、ＴＮＦ受容体（つまりＣＤ４０、ＲＡ
ＮＫ／ＴＲＡＮＣＥ－Ｒ、ＯＸ４０、４－１ＢＢ）、ならびにＨＳＰ受容体（Ｌｏｘ－１
およびＣＤ－９１）を含むが、これらに限定されない。パターン認識受容体は、エンドサ
イトーシスパターン認識受容体（つまりマンノース受容体、スカベンジャー受容体（つま
りＭａｃ－１、ＬＲＰ、ペプチドグリカン、タイコ酸（ｔｅｃｈｏｉｃ　ａｃｉｄ）、毒
素、ＣＤ１１ｃ／ＣＲ４））；外部シグナルパターン認識受容体（Ｔｏｌｌ様受容体（Ｔ
ＬＲ１、ＴＬＲ２、ＴＬＲ３、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５、ＴＬＲ６、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８、Ｔ
ＬＲ９、ＴＬＲ１０）、ペプチドグリカン認識タンパク質（ＰＧＲＰは細菌ペプチドグリ
カンおよびＣＤ１４に結合する）；内部シグナルパターン認識受容体（つまりＮＯＤ受容
体１＆２）、ＲＩＧ１、ならびに図８中に示されるＰＲＲを含むが、これらに限定されな
い。当業者らはまた、例えばＷｅｒｔｓ　Ｃ．ら、Ｃｅｌｌ　Ｄｅａｔｈ　ａｎｄ　Ｄｉ
ｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ（２００６年）１３巻：７９８～８１５頁；Ｍｅｙｌａｎ，
　Ｅ．ら、Ｎａｔｕｒｅ（２００６年）４４２巻：３９～４４頁；およびＳｔｒｏｂｅｒ
，　Ｗ．ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ（２００６年）６巻：９～２０頁において議
論されるものを含む、本発明の方法および組成物に適した他のパターン認識受容体を知っ
ている。
【００８８】
　発現構築物の操作
　すべてが作動可能に連結される、副刺激ポリペプチドおよびリガンド結合ドメインをコ
ードする発現構築物もまた提供される。より詳細には、１つを超えるリガンド結合ドメイ
ンが、発現構築物中に使用される。さらに、発現構築物は、膜ターゲティング配列を含有
する。当業者は、適切な発現構築物が、上記のＦＫＢＰリガンド結合エレメントのどちら
かの側に副刺激ポリペプチドエレメントを含んでいてもよいことを理解する。発現構築物
は、ベクター、例えばウイルスベクターまたはプラスミドの中に挿入されてもよい。
【００８９】
　Ａ．副刺激ポリペプチド
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　副刺激ポリペプチド分子は、抗原提示分子の樹状細胞発現をアップレギュレートするこ
とによってＴ細胞媒介応答を増幅することができる。企図される副刺激タンパク質は、例
えば腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）ファミリーのメンバー（つまりＣＤ４０、ＲＡＮＫ／ＴＲＡ
ＮＣＥ－Ｒ、ＯＸ４０、４－１Ｂ）、Ｔｏｌｌ様受容体、Ｃ－反応性タンパク質受容体、
パターン認識受容体、およびＨＳＰ受容体を含むが、これらに限定されない。典型的に、
これらの副刺激ポリペプチド由来の細胞質ドメインは、発現ベクター中に使用される。認
識配列が細胞質ドメインと関連する転写の開始に関与するその突然変異体を含む、様々な
副刺激ポリペプチドの１つからの細胞質ドメインは、公知であり、またはそのような配列
に応答性の遺伝子が公知である。
【００９０】
　特定の実施形態では、副刺激ポリペプチド分子は、ＣＤ４０である。ＣＤ４０分子は、
（１）公知のＣＤ４０遺伝子の配列を有する核酸とストリンジェントな条件下でハイブリ
ダイズし、（２）ＣＤ４０ポリペプチドをコードする核酸分子を含む。ＣＤ４０ポリペプ
チドは、ある実施例では、細胞外ドメインを欠いていてもよい。ＣＤ４０ポリペプチドを
コードする例示的なポリヌクレオチド配列は、配列番号１および他の種由来のＣＤ４０ア
イソフォームを含むが、これらに限定されない。ＣＤ４０の他の正常なまたは突然変異体
の変異体は、本発明の方法および組成物において使用することができることが企図される
。したがって、ＣＤ４０領域は、１つまたは複数のアミノ酸置換、欠失、および／または
挿入によって本来の配列と異なるアミノ酸配列を有し得る。例えば、１つまたは複数のＴ
ＮＦ受容体関連因子（ＴＲＡＦ）結合領域は、排除されてもよいまたは有効に排除されて
もよい（例えば、ＣＤ４０アミノ酸配列は、ＴＲＡＦタンパク質が結合しないまたはそれ
が本来のＣＤ４０配列に結合するよりも低い親和性で結合するように欠失し、または改変
される）。特定の実施形態では、ＴＲＡＦ３結合領域は、それが排除され、または有効に
排除されるように欠失し、または改変される（例えば、アミノ酸２５０～２５４は、改変
され、または欠失していてもよい；Ｈａｕｅｒら、ＰＮＡＳ　１０２巻（８号）：２８７
４～２８７９頁（２００５年））。
【００９１】
　ある実施形態では、本発明の方法は、ＣＤ４０の誘発性形態（ｉＣＤ４０）をコードす
る発現構築物を産生するための遺伝物質の操作を含む。そのような方法は、例えば、ＣＤ
４０細胞質ドメインをコードする異種核酸配列を含有する発現構築物の生成およびその発
現のための手段を含む。ベクターは、適切なヘルパー細胞中で複製することができ、ウイ
ルス粒子は、そこから産生されてもよく、細胞は、組換えウイルス粒子に感染されてもよ
い。
【００９２】
　したがって、本明細書において提示されるＣＤ４０分子は、例えば、細胞外ドメインを
欠いていてもよい。特定の実施形態では、細胞外ドメインは、切断型であり、または除去
される。細胞外ドメインは、機能的な細胞外ドメインを有していないＣＤ４０分子を産生
するために標準の突然変異誘発、挿入、欠失、または置換を使用して突然変異させること
ができることもまた企図される。ＣＤ４０核酸は、配列番号１の核酸配列を有していても
よい。ＣＤ４０核酸はまた、配列番号１の配列を有する核酸の相同体および対立遺伝子な
らびに先の核酸の機能的に等価な断片、変異体、およびアナログを含む。誘発性ＣＤ４０
ベクターを構築するための方法は、例えば、２００８年７月２９日に発行された米国特許
第７，４０４，９５０号において記載されている。
【００９３】
　遺伝子療法との関連において、遺伝子は、ベクターのバックボーンを提供する、ウイル
スゲノム以外の供給源に由来する異種ポリヌクレオチド配列となるであろう。遺伝子は、
細菌、ウイルス、酵母、寄生生物、植物、またはさらに動物などのような原核生物または
真核生物の供給源に由来する。異種ＤＮＡはまた、１つを超える供給源、つまり多重遺伝
子構築物または融合タンパク質に由来する。異種ＤＮＡはまた、ある供給源に由来する調
節配列および異なる供給源由来の遺伝子を含んでいてもよい。
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【００９４】
　Ｂ．リガンド結合領域
　発現構築物のリガンド結合（「二量体化」）ドメインは、天然または非天然リガンド、
例えば非天然合成リガンドを使用する誘発を可能にするであろう任意の好都合なドメイン
とすることができる。リガンド結合ドメインは、構築物の性質およびリガンドの選択に依
存して、細胞の膜に対して内部または外部であってもよい。上記に示される細胞質領域と
結合するリガンド結合タンパク質を含む、受容体を含む、種々様々のリガンド結合タンパ
ク質は、公知である。本明細書において使用されるように、用語「リガンド結合ドメイン
は、用語「受容体」と交換可能とすることができる。リガンド（例えば小さな有機リガン
ド）が公知であり、または容易に産生されてもよいリガンド結合タンパク質が特に興味深
い。リガンド結合ドメインまたは受容体は、ＦＫＢＰおよびサイクロフィリン受容体、ス
テロイド受容体、テトラサイクリン受容体、上記に示される他の受容体、ならびにその他
同種のものならびに抗体から得ることができる「非天然」受容体、特に重鎖サブユニット
または軽鎖サブユニット、その突然変異配列、確率的な手順、コンビナトリアル合成、お
よびその他同種のものによって得られるランダムアミノ酸配列を含む。例として、例えば
Ｋｏｐｙｔｅｋ，　Ｓ．Ｊ．ら、Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　＆　Ｂｉｏｌｏｇｙ　７巻：３１
３～３２１頁（２０００年）およびＧｅｓｔｗｉｃｋｉ，　Ｊ．Ｅ．ら、Ｃｏｍｂｉｎａ
ｔｏｒｉａｌ　Ｃｈｅｍ．　＆　Ｈｉｇｈ　Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
　１０巻：６６７～６７５頁（２００７年）；Ｃｌａｃｋｓｏｎ　Ｔ（２００６年）Ｃｈ
ｅｍ　Ｂｉｏｌ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓ　６７巻：４４０～２頁；Ｃｌａｃｋｓｏｎ，　Ｔ．
「Ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ　Ｐｒｏｔｅｉｎ－Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｓ　Ｕｓｉｎｇ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｉｎｄｕｃｅｒｓ　ａｎｄ　Ｄｉｓｒｕｐｔｅｒｓ
　ｏｆ　Ｄｉｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ」ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：　Ｆｒ
ｏｍ　Ｓｍａｌｌ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｔｏ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎ
ｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ（Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ，　ｓ．ら編、Ｗｉｌｅｙ、２００７
年））において記載されるものを含む。
【００９５】
　大部分については、リガンド結合ドメインまたは受容体ドメインは、天然ドメインまた
はその切断型活性部分として、少なくとも約５０アミノ酸、約３５０アミノ酸未満、通常
、２００アミノ酸未満であろう。結合ドメインは、例えば、小さくてもよい（＜２５ｋＤ
ａ、ウイルスベクターにおいて効率的なトランスフェクションを可能にするために）、単
量体（これはアビジン－ビオチン系を除外する）、非免疫原性であってもよく、二量体化
のために構成することができる、合成的に入手可能であり、細胞透過性で、無毒性のリガ
ンドを有するはずである。
【００９６】
　受容体ドメインは、発現構築物の設計および適切なリガンドの入手可能性に依存して、
細胞内または細胞外のものとすることができる。疎水性リガンドについては、結合ドメイ
ンは、膜のどちらの側にもあり得るが、親水性リガンド、特にタンパク質リガンドについ
ては、結合ドメインは、結合に利用可能である形態をしたリガンドを内部移行するための
輸送系がない限り、通常、細胞膜に対して外部にあるであろう。細胞内受容体については
、構築物は、受容体ドメイン配列の５’または３’にシグナルペプチドおよび膜貫通ドメ
インをコードすることができ、または受容体ドメイン配列の５’に脂質結合シグナル配列
を有していてもよい。受容体ドメインがシグナルペプチドおよび膜貫通ドメインの間にあ
る場合、受容体ドメインは、細胞外のものとなるであろう。
【００９７】
　受容体をコードする発現構築物の部分は、様々な理由で突然変異誘発にかけることがで
きる。突然変異誘発されたタンパク質は、より高い結合親和性をもたらすことができる、
自然発生の受容体および突然変異誘発された受容体のリガンドによる区別を可能にするこ
とができる、受容体－リガンド対を設計するための自由度を提供する、またはその他同種
のことをすることができる。受容体における変化は、結合部位にあることが公知のアミノ
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酸における変化、コンビナトリアル技術を使用するランダム突然変異誘発を含むことがで
き、結合部位と関連するアミノ酸または立体構造変化と関連する他のアミノ酸についての
コドンは、特定のアミノ酸についてコドン（複数可）を公知の変化を用いてまたはランダ
ムに交換することによって突然変異誘発にかけ、適切な原核生物の宿主において、結果と
して生じるタンパク質を発現させ、次いで、結合について、結果として生じるタンパク質
をスクリーニングすることができる。
【００９８】
　抗体および抗体サブユニット、例えば重鎖もしくは軽鎖、特に断片、より詳細には可変
領域のすべてもしくは一部、または重鎖および軽鎖の融合物は、高親和性結合を引き起こ
すために、結合ドメインとして使用することができる。企図される抗体は、免疫応答を引
き起こさず、一般に、末梢において（つまりＣＮＳ／脳エリアの外部で）発現されないで
あろう、細胞外ドメインなどのような、異所的に発現されるヒト産物であるものを含む。
そのような例は、低親和性神経増殖因子受容体（ＬＮＧＦＲ）および胚表面タンパク質（
つまり癌胎児性抗原）を含むが、これらに限定されない。
【００９９】
　さらに、抗体は、生理学的に許容されるハプテン分子に対して調製することができ、個
々の抗体サブユニットは、結合親和性についてスクリーニングすることができる。サブユ
ニットをコードするｃＤＮＡは、単離し、リガンドに対して適切な親和性を有する結合タ
ンパク質ドメインを得るために、定常領域、可変領域の部分の欠失、可変領域の突然変異
誘発、またはその他同種のものによって修飾することができる。このように、ほぼあらゆ
る生理学的に許容されるハプテン化合物は、リガンドとしてまたはリガンドに対するエピ
トープを提供するために用いることができる。抗体単位の代わりに、天然受容体を用いる
ことができ、結合ドメインは、公知であり、結合に有用なリガンドがある。
【０１００】
　Ｃ．オリゴマー化
　他の結合イベント、例えばアロステリック活性化をシグナルを開始するために用いるこ
とができるが、伝達されるシグナルは、通常、キメラタンパク質分子のリガンド媒介オリ
ゴマー化、つまり、リガンド結合後のオリゴマー化の結果に起因するであろう。キメラタ
ンパク質の構築物は、様々なドメインのオーダーおよび個々のドメインの繰り返しの数に
関して変わるであろう。
【０１０１】
　受容体の多量体を形成するために、キメラ表面膜タンパク質のリガンド結合ドメイン／
受容体ドメインに対するリガンドは、それが、少なくとも２つの結合部位を有し、それぞ
れの結合部位が、リガンド受容体ドメインに結合することができるという意味で、通常、
多量体であろう。望ましいように、本発明のリガンドは、二量体またはより高いオーダー
の、通常、約四量体を超えないオリゴマーの小さな合成有機分子となり、個々の分子は、
典型的に少なくとも約１５０Ｄａかつ約５ｋＤａ未満、通常、約３ｋＤａ未満となるであ
ろう。様々な対の合成リガンドおよび受容体を用いることができる。例えば、天然受容体
を含む実施形態では、二量体ＦＫ５０６は、ＦＫＢＰ１２受容体と共に使用することがで
き、二量体化シクロスポリンＡは、シクロフィリン受容体と共に使用することができ、二
量体化エストロゲンは、エストロゲン受容体と共に、二量体化グルココルチコイドは、グ
ルココルチコイド受容体と共に、二量体化テトラサイクリンは、テトラサイクリン受容体
と共に、二量体化ビタミンＤは、ビタミンＤ受容体と共に使用することができるなどであ
る。その代わりに、より高いオーダーのリガンド、例えば三量体を使用することができる
。非天然受容体、例えば抗体サブユニット、修飾抗体サブユニット、または修飾受容体、
およびその他同種のものを含む実施形態については、任意の種々様々の化合物を使用する
ことができる。これらのリガンド単位の重要な特徴は、それぞれの結合部位が高い親和性
で受容体に結合することができ、それらが化学的に二量体化することができることである
。また、当業者らは、それらが、機能的レベルで血清中に溶解することができ、さらに、
ほとんどの適用のために形質膜にわたって拡散することができるように、リガンドの疎水
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性／親水性の平衡を保つための方法をも知っている。
【０１０２】
　ある実施形態では、本発明の方法は、条件的に制御されるタンパク質またはポリペプチ
ドを産生するために、化学的に誘発される二量体化（ＣＩＤ）の技術を利用する。この技
術が誘発性であることに加えて、それはまた、不安定な二量体化剤の分解または単量体競
合的阻害剤の投与により、可逆的となる。
【０１０３】
　ＣＩＤ系は、リガンド結合ドメインに融合されたシグナル伝達分子を急速に架橋するた
めに合成二価リガンドを使用する。この系は、細胞表面タンパク質（Ｓｐｅｎｃｅｒ，　
Ｄ．　Ｍ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９９３年、２６２巻：１０１９～１０２４頁；Ｓｐｅ
ｎｃｅｒ　Ｄ．　Ｍ．ら、Ｃｕｒｒ　Ｂｉｏｌ　１９９６年、６巻：８３９～８４７頁；
Ｂｌａｕ，　Ｃ．　Ａ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　１９９
７年、９４巻：３０７６～３０８１頁）もしくは細胞質タンパク質（Ｌｕｏ，　Ｚ．ら、
Ｎａｔｕｒｅ　１９９６年、３８３巻：１８１～１８５頁；ＭａｃＣｏｒｋｌｅ，　Ｒ．
　Ａ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　１９９８年、９５巻：３６
５５～３６６０頁）のオリゴマー化および活性化、転写を調整するための、ＤＮＡエレメ
ントへの転写因子の動員（Ｈｏ，　Ｓ．　Ｎ．ら、Ｎａｔｕｒｅ　１９９６年、３８２巻
：８２２～８２６頁；Ｒｉｖｅｒａ，　Ｖ．　Ｍ．ら、Ｎａｔ．Ｍｅｄ．　１９９６年、
２巻：１０２８～１０３２頁）、またはシグナル伝達を刺激するための、形質膜へのシグ
ナル伝達分子の動員（Ｓｐｅｎｃｅｒ　Ｄ．　Ｍ．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　１９９５年、９２巻：９８０５～９８０９頁；Ｈｏｌｓｉｎｇｅｒ，
　Ｌ．　Ｊ．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　１９９５年、９５
巻：９８１０～９８１４頁）を引き起こすために使用されてきた。
【０１０４】
　ＣＩＤ系は、表面受容体の凝集が下流のシグナル伝達カスケードを有効に活性化すると
いう見解に基づく。最も単純な実施形態では、ＣＩＤ系は、脂質透過性免疫抑制薬の二量
体アナログ、ＦＫ５０６を使用し、これは、その正常な生物活性を失っているが、ＦＫ５
０６結合タンパク質、ＦＫＢＰ１２に遺伝子的に融合された分子を架橋するための能力を
獲得している。１つまたは複数のＦＫＢＰおよびミリストイル化配列を標的受容体の細胞
質シグナル伝達ドメインに融合することによって、二量体化化合物薬剤依存的にではある
が、リガンドおよび外部ドメイン非依存的にシグナル伝達を刺激することができる。これ
は、一時的な制御を有する系、単量体薬剤アナログを使用する可逆性、および増強された
特異性を提供する。それらの結合ドメイン、ＦＫＢＰ１２に対する第３世代ＡＰ２０１８
７／ＡＰ１９０３　ＣＩＤの高い親和性は、内因的なＦＫＢＰ１２を通しての非特異的副
作用の誘発を伴うことなく、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて組換え受容体の特異的な活性化を可
能にする。さらに、合成リガンドは、プロテアーゼ分解に対して抵抗性であり、ほとんど
の、送達されるタンパク質作用物質よりも、ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて受容体を活性化する
ことにおいてそれらをより効率的にする。
【０１０５】
　使用されるリガンドは、２つ以上のリガンド結合ドメインに結合することができる。当
業者は、キメラタンパク質が、１つを超えるリガンド結合ドメインを含有する場合、１つ
を超えるリガンドに結合することができてもよいことを理解する。リガンドは、典型的に
、非タンパク質または化学物質である。例示的なリガンドは、二量体ＦＫ５０６（例えば
ＦＫ１０１２）を含むが、これらに限定されない。
【０１０６】
　ＣＤ４０活性化のメカニズムは、三量体形成に基本的に基づくので、この受容体は、Ｃ
ＩＤ系に対して特に適用可能である。ＣＩＤ調節は、１）一時的な制御、２）自己免疫反
応の徴候に際しての非活性単量体の追加による可逆性、および３）非特異的副作用に対す
る限られた潜在能力を有する系を提供する。さらに、誘発性ｉｎ　ｖｉｖｏ　ＤＣ　ＣＤ
４０活性化は、ＣＤ４０シグナル伝達の完全な誘発のために通常、必要とされる第２の「
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危険」シグナルの必要を回避し、ｉｎ　ｓｉｔｕにおいてＤＣの生存を潜在的に促進し、
Ｔ細胞刺激の増強を可能にするであろう。したがって、ｉＣＤ４０を発現させるためのＤ
Ｃワクチンの操作は、抗原提示分子、接着分子、ＴＨ１促進サイトカイン、および生存促
進性因子のＤＣ発現をアップレギュレートすることによって、Ｔ細胞媒介死滅応答を増幅
する。
【０１０７】
　企図される他の二量体化系は、クーママイシン／ＤＮＡジャイレースＢ系を含む。クー
ママイシン誘発二量体化は、修飾Ｒａｆタンパク質を活性化し、ＭＡＰキナーゼカスケー
ドを刺激する。Ｆａｒｒａｒら、１９９６年を参照されたい。
【０１０８】
　Ｄ．膜ターゲティング
　膜ターゲティング配列は、細胞膜へのキメラタンパク質の輸送をもたらし、同じまたは
他の配列が、細胞膜へのキメラタンパク質の結合をコードすることができる。細胞膜と結
合する分子は、膜結合を促進する、ある種の領域を含有し、そのような領域は、膜ターゲ
ティング分子を生成するためにキメラタンパク質分子の中に組み込むことができる。例え
ば、いくつかのタンパク質は、アシル化されるＮ末端またはＣ末端の配列を含有し、これ
らのアシル成分は、膜結合を促進する。そのような配列は、アシルトランスフェラーゼに
よって認識され、多くの場合、特定の配列モチーフと一致する。ある種のアシル化モチー
フは、単一アシル成分（その後、陰イオン脂質頭部の基との結合を改善するためのいくつ
かの正荷電残基が続くことが多い
【０１０９】

【化１】

）を用いて修飾ことができ、他のものは、多数のアシル成分を用いて修飾することができ
る。例えば、タンパク質チロシンキナーゼＳｒｃのＮ末端配列は、単一のミリストイル成
分を含むことができる。二重のアシル化領域は、Ｓｒｃファミリーメンバーのサブセット
（例えばＹｅｓ、Ｆｙｎ、Ｌｃｋ）およびＧ－タンパク質アルファサブユニットなどのよ
うなある種のプロテインキナーゼのＮ末端領域内に位置する。そのような二重のアシル化
領域は、多くの場合、そのようなタンパク質の最初の１８アミノ酸内に位置し、配列モチ
ーフ、Ｍｅｔ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ－Ｘａａ－Ｃｙｓに一致し、Ｍｅｔは、切断され、Ｇｌｙ
は、Ｎ－アシル化され、一方のＣｙｓ残基は、Ｓ－アシル化される。Ｇｌｙは、多くの場
合、ミリストイル化され、Ｃｙｓは、パルミトイル化することができる。Ｇ－タンパク質
ガンマサブユニットおよび他のタンパク質のＣ末端由来のＣ１５またはＣ１０イソプレニ
ル成分を用いて修飾することができる配列モチーフＣｙｓ－Ａｌａ－Ａｌａ－Ｘａａ（い
わゆる「ＣＡＡＸボックス」）に一致するアシル化領域（例えばワールドワイドウェブア
ドレスｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／ｉｎｔｅｒｐｒｏ／ＤｉｓｐｌａｙＩｐｒｏＥｎｔｒｙ？ａ
ｃ＝ＩＰＲ００１２３０）もまた、利用することができる。これらおよび他のアシル化モ
チーフは、当業者に公知であり（例えばＧａｕｔｈｉｅｒ－Ｃａｍｐｂｅｌｌら、Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｅｌｌ　１５巻：２２０５～２２１７
頁（２００４年）；Ｇｌａｂａｔｉら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｊ．　３０３巻：６９７～７
００頁（１９９４年）、およびＺｌａｋｉｎｅら、Ｊ．　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　１
１０巻：６７３～６７９頁（１９９７年））、膜局在化を誘発するためにキメラ分子中に
組み込むことができる。ある実施形態では、アシル化モチーフを含有するタンパク質由来
の本来の配列は、キメラタンパク質の中に組み込まれる。例えば、いくつかの実施形態で
は、そのようなタンパク質由来の最初の２５Ｎ－末端アミノ酸以下のアミノ酸（例えば、
任意の突然変異を有する本来の配列の約５～約２０アミノ酸、約１０～約１９アミノ酸、
または約１５～約１９アミノ酸）などのような、Ｌｃｋ、Ｆｙｎ、もしくはＹｅｓまたは
Ｇ－タンパク質アルファサブユニットのＮ末端部分は、キメラタンパク質のＮ末端内に組
み込まれてもよい。ある実施形態では、ＣＡＡＸボックスモチーフ配列を含有するＧ－タ
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ンパク質ガンマサブユニット由来の約２５アミノ酸以下のアミノ酸（例えば、任意の突然
変異を有する本来の配列の約５～約２０アミノ酸、約１０～約１８アミノ酸、または約１
５～約１８アミノ酸）のＣ末端配列は、キメラタンパク質のＣ末端に連結することができ
る。
【０１１０】
　いくつかの実施形態では、アシル成分は、＋１～＋６の対数ｐ値を有し、時に、＋３～
＋４．５の対数ｐ値を有する。対数ｐ値は、疎水性の指標であり、多くの場合、オクタノ
ール／水分配研究に由来し、より高い度数での、オクタノールの中へのより高い疎水性分
配を有する分子は、より高い対数ｐ値を有すると特徴付けられる。対数ｐ値は、多くの親
油性分子について公開されており、対数ｐ値は、公知の分配プロセスを使用して計算する
ことができる（例えばＣｈｅｍｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ、７１巻、６号、５９９頁、エ
ントリー４４９３は、４．２の対数ｐ値を有するラウリン酸を示す）。任意のアシル成分
は、上記に記載されるペプチド組成物に連結することができ、公知の方法および以下に記
載されるものを使用して、抗菌活性について試験することができる。アシル成分は、時に
、例えばＣ１～Ｃ２０アルキル、Ｃ２～Ｃ２０アルケニル、Ｃ２～Ｃ２０アルキニル、Ｃ
３～Ｃ６シクロアルキル（ｃｙｃｌａｌｋｙｌ）Ｃ１～Ｃ４ハロアルキル、Ｃ４～Ｃ１２
シクロアルキルアルキル（ｃｙｃｌａｌｋｙｌａｌｋｙｌ）、アリール、置換アリール、
またはアリール（Ｃ１～Ｃ４）アルキルである。任意のアシル含有成分は、時に、脂肪酸
であり、脂肪酸成分の例は、プロピル（Ｃ３）、ブチル（Ｃ４）、ペンチル（Ｃ５）、ヘ
キシル（Ｃ６）、ヘプチル（Ｃ７）、オクチル（Ｃ８）、ノニル（Ｃ９）、デシル（Ｃ１
０）、ウンデシル（Ｃ１１）、ラウリル（Ｃ１２）、ミリスチル（Ｃ１４）、パルミチル
（Ｃ１６）、ステアリル（Ｃ１８）、アラキジル（Ｃ２０）、ベヘニル（Ｃ２２）、およ
びリグノセリル成分（Ｃ２４）であり、それぞれの成分は、０、１、２、３、４、５、６
、７、または８つの不飽和（つまり二重結合）を含有することができる。アシル成分は、
時に、ホスファチジル脂質（例えばホスファチジルセリン、ホスファチジルイノシトール
、ホスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルコリン）、スフィンゴ脂質（例えば
スフィンゴミエリン（ｓｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎ）、スフィンゴシン、セラミド、ガング
リオシド、セレブロシド）、またはその修飾バージョンなどのような脂質分子である。あ
る実施形態では、１、２、３、４、または５以上のアシル成分は、膜結合領域に連結され
る。
【０１１１】
　本明細書におけるキメラタンパク質はまた、単一通過または複数回通過膜貫通配列を含
んでいてもよい（例えばキメラタンパク質のＮ末端またはＣ末端に）。単一通過膜貫通領
域は、ある種のＣＤ分子、チロシンキナーゼ受容体、セリン／トレオニンキナーゼ受容体
、ＴＧＦベータ、ＢＭＰ、アクチビン、およびホスファターゼにおいて見つけられる。単
一通過膜貫通領域は、多くの場合、約２０～約２５アミノ酸のシグナルペプチド領域およ
び膜貫通領域を含み、これらの多くは、疎水性アミノ酸であり、αヘリックスを形成する
。正荷電アミノ酸の短いトラックは、多くの場合、膜中にタンパク質を固着させるために
膜貫通スパンに続く。複数回通過タンパク質は、イオンポンプ、イオンチャネル、および
輸送体を含み、複数回、膜をわたる２つ以上のヘリックスを含む。すべてまたは実質的に
すべての複数回通過タンパク質は、時に、キメラタンパク質中に組み込まれる。単一通過
および複数回通過膜貫通領域についての配列は、公知であり、当業者によって、キメラタ
ンパク質分子の中への組み込みのために選択することができる。
【０１１２】
　宿主において機能的であり、キメラタンパク質の他のドメインの１つと結合していても
よいまたは結合していなくてもよい任意の膜ターゲティング配列を、用いることができる
。いくつかの実施形態では、そのような配列は、ミリストイル化ターゲティング配列、パ
ルミトイル化ターゲティング配列、プレニル化配列（つまりファルネシル化、ゲラニル－
ゲラニル化（ｇｅｒａｎｙｌａｔｉｏｎ）、ＣＡＡＸボックス）、タンパク質－タンパク
質相互作用モチーフ、または受容体由来の膜貫通配列（シグナルペプチドを利用する）を
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含むが、これらに限定されない。例として、例えばｔｅｎ　Ｋｌｏｏｓｔｅｒ　ＪＰら、
Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｅｌｌ（２００７年）９９巻、１～１２頁、Ｖｉｎｃ
ｅｎｔ，　Ｓ．ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２１巻：９３６～４０
頁、１０９８頁（２００３年）において記載されるものを含む。
【０１１３】
　様々な膜でタンパク質保持を増加させることができるさらなるタンパク質ドメインが存
在する。例えば、約１２０アミノ酸プレクストリン相同性（ＰＨ）ドメインは、典型的に
細胞内シグナル伝達に関与する２００以上のヒトタンパク質中に見つけられる。ＰＨドメ
インは、膜内の様々なホスファチジルイノシトール（ＰＩ）脂質に結合することができ（
例えばＰＩ（３，４，５）－Ｐ３、ＰＩ（３，４）－Ｐ２、ＰＩ（４，５）－Ｐ２）、し
たがって、異なる膜または細胞コンパートメントにタンパク質を動員する際に重要な役割
を果たす。多くの場合、ＰＩ脂質のリン酸化状態は、ＰＩ－３キナーゼまたはＰＴＥＮに
よってなどのように、調節され、したがって、ＰＨドメインとの膜の相互作用は、アシル
脂質によるものほど安定していない。
【０１１４】
　Ｅ．選択可能マーカー
　ある実施形態では、発現構築物は、発現が、発現構築物中にマーカーを含むことによっ
てｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏにおいて同定される核酸構築物を含有する。そ
のようなマーカーは、細胞に同定可能な変化を与え、発現構築物を含有する細胞の簡単な
同定を可能にするであろう。通常、薬剤選択マーカーの包含は、クローニングおよび形質
転換体の選択を支援する。例えば、ネオマイシン、ピューロマイシン、ハイグロマイシン
、ＤＨＦＲ、ＧＰＴ、ｚｅｏｃｉｎ、およびヒスチジノールに対する抵抗性を与える遺伝
子は、有用な選択可能マーカーである。その代わりに、単純ヘルペスウイルスチミジンキ
ナーゼ（ｔｋ）などのような酵素が用いられる。細胞外非シグナル伝達ドメインまたは様
々なタンパク質（例えばＣＤ３４、ＣＤ１９、ＬＮＧＦＲ）を含有する免疫性表面マーカ
ーもまた、用いることができ、磁気または蛍光抗体媒介ソーティングのための簡単な方法
を可能にする。用いられる選択可能マーカーは、それが、遺伝子産物をコードする核酸と
同時に発現させることができる限り、重要であると考えられない。さらなる選択可能マー
カーの例は、当業者に周知であり、ＥＧＦＰ、ベータ－ｇａｌ、またはクロラムフェニコ
ールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）などのようなレポーターを含む。
【０１１５】
　Ｆ．制御領域
　１．プロモーター
　対象のポリヌクレオチド配列の発現を制御するために用いられる特定のプロモーターは
、それが標的細胞においてポリヌクレオチドの発現を指示することができる限り、重要で
あると考えられない。したがって、ヒト細胞が標的とされる場合、ポリヌクレオチド配列
コード領域を、ヒト細胞において発現することができるプロモーターに隣接して、プロモ
ーターの制御下に位置づけることが好ましいかもしれない。概して言えば、そのようなプ
ロモーターは、ヒトまたはウイルスプロモーターを含んでいてもよい。
【０１１６】
　様々な実施形態では、ヒトサイトメガロウイルス（ＣＭＶ）前初期遺伝子プロモーター
、ＳＶ４０初期プロモーター、ラウス肉腫ウイルス末端反復配列、β－アクチン、ラット
インスリンプロモーター、およびグリセリンアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼは
、対象のコード配列の高レベルの発現を得るために使用することができる。対象のコード
配列の発現を達成するための、当技術分野において周知の他のウイルスまたは哺乳動物細
胞または細菌ファージプロモーターの使用は、同様に企図される、ただし、発現のレベル
が所与の目的に十分であることを条件とする。周知の特性を有するプロモーターを用いる
ことによって、トランスフェクションまたは形質転換後の対象のタンパク質の発現のレベ
ルおよびパターンは、最適化することができる。
【０１１７】
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　特異的な生理的または合成シグナルに応じて調節されるプロモーターの選択は、遺伝子
産物の誘発性発現を可能にすることができる。例えば、多重シストロン（ｍｕｌｔｉｃｉ
ｓｔｒｏｎｉｃ）ベクターが利用される場合の導入遺伝子（複数可）の発現が　ベクター
が産生される細胞に対して毒性である場合、１つまたは複数の導入遺伝子の発現を妨げ、
または低下させることは望ましい。プロデューサー細胞株に対して毒性である導入遺伝子
の例は、アポトーシス促進性およびサイトカイン遺伝子である。いくつかの誘発性プロモ
ーター系は、導入遺伝子産物が毒性であるウイルスベクターの産生のために利用可能であ
る（より誘発性のプロモーター中に追加）。
【０１１８】
　エクジソン系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）は、１つのそのよう
な系である。この系は、哺乳動物細胞における対象の遺伝子の発現の調節を可能にするよ
うに設計される。それは、２００倍の誘導性を超えるが、事実上、導入遺伝子の基本レベ
ルの発現を可能にしない、緻密に調節される発現メカニズムから成る。系は、Ｄｒｏｓｏ
ｐｈｉｌａのヘテロ二量体エクジソン受容体に基づき、エクジソンまたはムリステロンＡ
などのようなアナログが受容体に結合する場合、受容体は、プロモーターを活性化して、
下流導入遺伝子の発現をオンにし、高レベルのｍＲＮＡの転写が達成される。この系では
、ヘテロ二量体受容体の両方の単量体は、１つのベクターから恒常的に発現されるのに対
して、対象の遺伝子の発現を駆動するエクジソン応答性プロモーターは、他のプラスミド
上にある。そのため、対象の遺伝子移入ベクターの中へのこのタイプの系の操作は、有用
であろう。プロデューサー細胞株における、対象の遺伝子および受容体単量体を含有する
プラスミドの同時トランスフェクションは、次いで、潜在的に毒性の導入遺伝子の発現を
伴わないで遺伝子移入ベクターの産生を可能にするであろう。適切な時に、導入遺伝子の
発現は、エクジソンまたはムリステロン（ｍｕｒｉｓｔｅｒｏｎ）Ａを用いて活性化する
ことができる。
【０１１９】
　有用であろう他の誘発性系は、もともとＧｏｓｓｅｎおよびＢｕｊａｒｄによって開発
されたＴｅｔ－Ｏｆｆ（商標）またはＴｅｔ－Ｏｎ（商標）系（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａ
ｌｏ　Ａｌｔｏ、ＣＡ）である（ＧｏｓｓｅｎおよびＢｕｊａｒｄ、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ
ｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、８９巻：５５４７～５５５１頁、１９９２年；Ｇ
ｏｓｓｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２６８巻：１７６６～１７６９頁、１９９５年）。この
系もまた、テトラサイクリンまたはドキシサイクリンなどのようなテトラサイクリン誘導
体に応じて高レベルの遺伝子発現が調節されることを可能にする。Ｔｅｔ－Ｏｎ（商標）
系では、遺伝子発現は、ドキシサイクリンの存在下においてオンにされるのに対して、Ｔ
ｅｔ－Ｏｆｆ（商標）系において、遺伝子発現は、ドキシサイクリンの非存在下において
オンにされる。これらの系は、Ｅ．　ｃｏｌｉのテトラサイクリン抵抗性オペロンに由来
する２つの調節エレメントに基づく。テトラサイクリンリプレッサーが結合するテトラサ
イクリンオペレーター配列およびテトラサイクリンリプレッサータンパク質。対象の遺伝
子は、その中に存在するテトラサイクリン応答性のエレメントを有するプロモーターの後
に、プラスミドの中にクローニングされる。第２のプラスミドは、テトラサイクリン制御
トランス活性化因子と呼ばれる調節エレメントを含有し、これは、Ｔｅｔ－Ｏｆｆ（商標
）系において、単純ヘルペスウイルス由来のＶＰ１６ドメインおよび野生型テトラサイク
リン（ｔｅｒｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ）リプレッサーから構成される。したがって、ドキシ
サイクリンの非存在下において、転写は、恒常的にオンの状態である。Ｔｅｔ－Ｏｎ（商
標）系において、テトラサイクリンリプレッサーは、野生型ではなく、ドキシサイクリン
の存在下において、転写を活性化する。遺伝子療法ベクター産生のために、Ｔｅｔ－Ｏｆ
ｆ（商標）系は、プロデューサー細胞が、テトラサイクリンまたはドキシサイクリンの存
在下において成長し、潜在的に毒性の導入遺伝子の発現を予防することができるが、ベク
ターが患者に導入された場合、遺伝子発現が恒常的にオンの状態となるように使用されて
もよい。
【０１２０】
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　いくつかの環境では、遺伝子療法ベクターにおいて導入遺伝子の発現を調節することは
望ましい。例えば、様々な強さの活性を有する異なるウイルスプロモーターは、所望の発
現のレベルに依存して利用される。哺乳動物細胞では、ＣＭＶ前初期プロモーターは、多
くの場合、強力な転写活性化をもたらすために使用される。ＣＭＶプロモーターは、Ｄｏ
ｎｎｅｌｌｙ，　Ｊ．Ｊ．ら、１９９７年　Ａｎｎｕ．　Ｒｅｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．．
　１５巻：６１７～４８頁において考察されている。それほど強力でない、ＣＭＶプロモ
ーターの修正バージョンもまた、導入遺伝子の発現のレベルの低下が所望の場合、使用さ
れてきた。造血細胞における導入遺伝子の発現が所望の場合、ＭＬＶまたはＭＭＴＶ由来
のＬＴＲなどのようなレトロウイルスプロモーターが、多くの場合、使用される。所望の
結果に依存して使用される他のウイルスプロモーターは、ＳＶ４０、ＲＳＶ　ＬＴＲ、Ｈ
ＩＶ－１およびＨＩＶ－２　ＬＴＲ、Ｅ１Ａ、Ｅ２Ａ、またはＭＬＰ領域などに由来する
アデノウイルスプロモーター、ＡＡＶ　ＬＴＲ、ＨＳＶ－ＴＫ、ならびにトリ肉腫ウイル
スを含む。
【０１２１】
　同様に、組織特異的プロモーターは、非標的組織に対する潜在的な毒性または望ましく
ない影響を低下させるために特異的な組織または細胞において転写を達成するために使用
される。これらのプロモーターは、ＣＭＶプロモーターなどのような、より強力なプロモ
ーターと比較して、発現の低下をもたらしてもよいが、また、より限られた発現および免
疫原性をもたらしてもよい（Ｂｏｊａｋ，　Ａ．ら、２００２年　Ｖａｃｃｉｎｅ．　２
０巻：１９７５～７９頁；Ｃａｚｅａｕｘ．，　Ｎ．ら、２００２年　Ｖａｃｃｉｎｅ　
２０巻：３３２２～３１頁）。例えば、ＰＳＡ関連プロモーターもしくは前立腺特異的腺
性カリクレインまたは筋肉クレアチンキナーゼ遺伝子などのような組織特異的プロモータ
ーは、適切な場合、使用されてもよい。
【０１２２】
　ある種の適用では、遺伝子療法ベクターの投与の後の特定の時に転写を活性化すること
が望ましい。これは、ホルモンまたはサイトカイン調節可能なものなどのようなプロモー
ターを用いて行われる。使用することができるサイトカインおよび炎症性タンパク質応答
性プロモーターはＫおよびＴキニノーゲン（Ｋａｇｅｙａｍａら、（１９８７年）Ｊ．　
Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．、２６２巻、２３４５～２３５１頁）、ｃ－ｆｏｓ、ＴＮＦ－ア
ルファ、Ｃ－反応性タンパク質（Ａｒｃｏｎｅら、（１９８８年）Ｎｕｃｌ．　Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓ．、１６巻（８号）、３１９５～３２０７頁）、ハプトグロビン（Ｏｌｉｖｉ
ｅｒｏら、（１９８７年）ＥＭＢＯ　Ｊ．、６巻、１９０５～１９１２頁）、血清アミロ
イドＡ２、Ｃ／ＥＢＰアルファ、ＩＬ－１、ＩＬ－６（ＰｏｌｉおよびＣｏｒｔｅｓｅ、
（１９８９年）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、８６巻、８２
０２～８２０６頁）、補体Ｃ３（Ｗｉｌｓｏｎら、（１９９０年）Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ．
　Ｂｉｏｌ．、６１８１～６１９１頁）、ＩＬ－８およびアルファ－１酸性糖タンパク質
（ＰｒｏｗｓｅおよびＢａｕｍａｎｎ、（１９８８年）Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ、８
巻、４２～５１頁）、アルファ－１抗トリプシン、リポタンパク質リパーゼ（Ｚｅｃｈｎ
ｅｒら、Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．、２３９４～２４０１頁、１９８８年）アン
ギオテンシノゲン（Ｒｏｎら、（１９９１年）Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ．　Ｂｉｏｌ．、２８
８７～２８９５頁）、フィブリノーゲン、ｃ－ｊｕｎ（ホルボールエステル、ＴＮＦ－ア
ルファ、ＵＶ照射、レチノイン酸、および過酸化水素によって誘発性）、コラゲナーゼ（
ホルボールエステルおよびレチノイン酸によって誘発される）、メタロチオネイン（重金
属およびグルココルチコイド誘発性）、ストロメライシン（ホルボールエステル、インタ
ーロイキン－１、およびＥＧＦによって誘発性）、アルファ－２マクログロブリン、なら
びにアルファ－１抗キモトリプシンを含む。他のプロモーターは、例えば、ＳＶ４０、Ｍ
ＭＴＶ、ヒト免疫不全ウイルス（ＭＶ）、モロニーウイルス、ＡＬＶ、エプスタインバー
ウイルス、ラウス肉腫ウイルス、ヒトアクチン、ミオシン、ヘモグロビン、およびクレア
チンを含む。
【０１２３】
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　上記のプロモーターのいずれも、単独でまたは他のものと組み合わせて、所望の作用に
依存して有用となり得ることが認識される。プロモーターおよび他の調節エレメントは、
それらが所望の細胞または組織において機能的となるように、当業者らによって選択され
る。さらに、プロモーターのこの列挙は、網羅的なまたは限定するものとして解釈される
べきでなく、当業者らは、本明細書において開示されるプロモーターおよび方法と共に使
用される他のプロモーターを知っているであろう。
【０１２４】
　２．エンハンサー
　エンハンサーは、ＤＮＡの同じ分子上の離れた位置に配置される、プロモーターからの
転写を増加させる遺伝エレメントである。以前の例は、共に、コード配列の側面に位置し
、いくつかのイントロン内に生じる、免疫グロブリンおよびＴ細胞受容体と関連するエン
ハンサーを含む。ＣＭＶ、ＳＶ４０、およびレトロウイルスＬＴＲなどのような多くのウ
イルスプロモーターは、エンハンサー活性と密接に関連し、多くの場合、単一エレメント
のように処理される。エンハンサーは、プロモーターのように非常に組織化されている。
すなわち、それらは、多くの個々のエレメントから構成され、これらのそれぞれは、１つ
または複数の転写タンパク質に結合する。エンハンサーおよびプロモーターの基本的な特
徴は、使用可能である。エンハンサー領域は、全体として、離れておよび多くの場合、方
向づけと無関係に転写を刺激することができなければならず、これは、プロモーター領域
またはその成分エレメントに当てはまる必要はない。他方では、プロモーターは、特定の
部位でおよび特定の方向づけでＲＮＡ合成の開始を指示する１つまたは複数のエレメント
を有していなければならないが、エンハンサーは、これらの特異性を欠く。プロモーター
およびエンハンサーは、多くの場合、重複し、近接しており、多くの場合、非常に類似す
るモジュール構造を有するように思われる。エンハンサーのサブセットは、ゲノムの中に
統合された場合、転写活性を増加させることができるだけでなく、（インスレーターエレ
メントを用いて）隣接配列由来の転写エレメントを遮断するのを支援することができる、
座制御領域（ＬＣＲ）である。
【０１２５】
　任意のプロモーター／エンハンサー組合せ（真核生物プロモーターデータベースＥＰＤ
Ｂにより）は、多くが、特定の組織型または組織のサブセットに発現を限るが、遺伝子の
発現を駆動するために使用することができる（例えばＫｕｔｚｌｅｒ，　Ｍ．Ａ．および
Ｗｅｉｎｅｒ，　Ｄ．Ｂ．、２００８年　Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｇｅｎｅｔｉ
ｃｓ　９巻：７７６～８８頁において考察されている）。例として、ヒトアクチン、ミオ
シン、ヘモグロビン、筋肉クレアチンキナーゼ配列由来のならびにウイルスＣＭＶ、ＲＳ
Ｖ、およびＥＢＶ由来のエンハンサーを含むが、これらに限定されない。当業者らは、特
定の適用に適切なエンハンサーを選択することができるであろう。真核細胞は、送達複合
体の一部としてまたはさらなる遺伝子発現構築物として適切な細菌ポリメラーゼが提供さ
れる場合、ある種の細菌プロモーターからの細胞質転写を支持することができる。
【０１２６】
　３．ポリアデニル化シグナル
　ｃＤＮＡ挿入物が用いられる場合、遺伝子転写物の適切なポリアデニル化を達成するた
めのポリアデニル化シグナルを含むことが典型的に望まれるであろう。ポリアデニル化シ
グナルの性質は、本発明の方法の実施の成功にとって重大であると考えられず、ヒトまた
はウシ成長ホルモンおよびＳＶ４０ポリアデニル化シグナルおよびＬＴＲポリアデニル化
シグナルなどのような任意のそのような配列が用いられる。非限定的な１つの例は、ｐＣ
ＥＰ３プラスミド中に存在するＳＶ４０ポリアデニル化シグナルである（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）。ターミネーターもまた、発現カセ
ットのエレメントとして企図される。これらのエレメントは、メッセージレベルを増強し
、かつカセットから他の配列への読み過ごしを最小限にするように果たし得る。終止また
はポリ（Ａ）シグナル配列は、例えば、ｍＲＮＡの３’末端の保存配列（ＡＡＵＡＡＡ）
から約１１～３０ヌクレオチド下流に位置づけられてもよい（Ｍｏｎｔｇｏｍｅｒｙ，　
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Ｄ．Ｌ．ら、１９９３年　ＤＮＡ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．　１２巻：７７７～８３頁；Ｋ
ｕｔｚｌｅｒ，　Ｍ．Ａ．およびＷｅｉｎｅｒ，　Ｄ．Ｂ．、２００８年　Ｎａｔｕｒｅ
　Ｒｅｖ．　Ｇｅｎ．　９巻：７７６～８８頁）。
【０１２７】
　４．開始シグナルおよび内部リボソーム結合部位
　特異的な開始シグナルもまた、コード配列の効率的な翻訳のために必要とされてもよい
。これらのシグナルは、ＡＴＧ開始コドンまたは隣接配列を含む。ＡＴＧ開始コドンを含
む外因性翻訳制御シグナルが提供される必要があってもよい。当業者は、これを容易に決
定し、必要なシグナルを提供することができるであろう。開始コドンは、全挿入物の翻訳
を確実にするために、所望のコード配列のリーディングフレームと共に、インフレームで
なければならないことが周知である。外因性翻訳制御シグナルおよび開始コドンは、天然
または合成のものとすることができる。発現の効率は、適切な転写エンハンサーエレメン
トの包含によって増強されてもよい。
【０１２８】
　ある実施形態では、内部リボソーム進入部位（ＩＲＥＳ）エレメントの使用は、多重遺
伝子または多シストロン性メッセージを作るために使用される。ＩＲＥＳエレメントは、
５’メチル化キャップ依存的翻訳のリボソームスキャニングモデルを回避し、内部部位で
翻訳を始めることができる（ＰｅｌｌｅｔｉｅｒおよびＳｏｎｅｎｂｅｒｇ、Ｎａｔｕｒ
ｅ、３３４巻：３２０～３２５頁、１９８８年）。ピコルナウイルスファミリーの２つの
メンバー由来のＩＲＥＳエレメント（ｐｏｌｉｏおよびｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｏｃａｒ
ｄｉｔｉｓ）（ＰｅｌｌｅｔｉｅｒおよびＳｏｎｅｎｂｅｒｇ、１９８８年）、加えて、
哺乳動物メッセージ由来のＩＲＥＳ（ＭａｃｅｊａｋおよびＳａｒｎｏｗ、Ｎａｔｕｒｅ
、３５３巻：９０～９４頁、１９９１年）が記載されている。ＩＲＥＳエレメントは、異
種オープンリーディングフレームに連結することができる。多数のオープンリーディング
フレームは、共に転写することができ、それぞれがＩＲＥＳによって分離され、多シスト
ロン性伝令ＲＮＡを作る。ＩＲＥＳエレメントによって、それぞれのオープンリーディン
グフレームは、効率的な翻訳のためにリボソームに到達できる。多数の遺伝子は、単一の
メッセージを転写するために単一のプロモーター／エンハンサーを使用して効率的に発現
することができる（米国特許第５，９２５，５６５号および第５，９３５，８１９号を参
照されたい。それぞれが、参照によって本明細書において組み込まれる）。
【０１２９】
　Ｇ．配列最適化
　タンパク質産生はまた、導入遺伝子中のコドンを最適化することによって増加されても
よい。当業者らに公知の種特異的コドン変化は、タンパク質産生を増加させるために使用
されてもよい。また、コドンは、最適化されたＲＮＡを産生するために最適化されてもよ
く、これは、より効率的な翻訳をもたらしてもよい。ＲＮＡ中に組み込まれることとなる
コドンを最適化することによって、不安定性を引き起こす二次構造をもたらすものなどの
ようなエレメント、例えばリボソーム結合を阻害し得る二次ｍＲＮＡ構造、またはｍＲＮ
Ａの核外輸送を阻害し得る潜在性配列を除去することができる（Ｋｕｔｚｌｅｒ，　Ｍ．
Ａ．およびＷｅｉｎｅｒ，　Ｄ．Ｂ．、２００８年　Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖ．　Ｇｅｎ．
　９巻：７７６～８８頁；Ｙａｎ．，　Ｊ．ら、２００７年　Ｍｏｌ．　Ｔｈｅｒ．　１
５巻：４１１～２１頁；Ｃｈｅｕｎｇ，　Ｙ．Ｋ．ら、２００４年　Ｖａｃｃｉｎｅ　２
３巻：６２９～３８頁；Ｎａｒｕｍ．，　Ｄ．Ｌ．ら、２００１年　６９巻：７２５０～
５５頁；Ｙａｄａｖａ，　Ａ．およびＯｃｋｅｎｈｏｕｓｅ，　Ｃ．Ｆ．、２００３年　
Ｉｎｆｅｃｔ．　Ｉｍｍｕｎ．　７１巻：４９６２～６９頁；Ｓｍｉｔｈ．，　Ｊ．Ｍ．
ら、２００４年　ＡＩＤＳ　Ｒｅｓ．　Ｈｕｍ．　Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ　２０巻：
１３３５～４７頁；Ｚｈｏｕ，　Ｗ．ら、２００２年　Ｖｅｔ．　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．
　８８巻：１２７～５１頁；Ｗｕ，　Ｘ．ら、２００４年　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｐ
ｈｙｓ．　Ｒｅｓ．　Ｃｏｍｍｕｎ．　３１３巻：８９～９６頁；Ｚｈａｎｇ，　Ｗ．ら
、２００６年　Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｐｈｙｓ．　Ｒｅｓ．　Ｃｏｍｍｕｎ．　３４
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９巻：６９～７８頁；Ｄｅｍｌ，　Ｌ．Ａ．ら、２００１年　Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．　７５
巻：１０９９～１１００１頁；Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ，　Ｒ．　Ｍ．ら、１９９７年　Ｊ．
　Ｖｉｒｏｌ．　７１巻：４８９２～４９０３頁；Ｗａｎｇ，　Ｓ．Ｄ．ら、２００６年
　Ｖａｃｃｉｎｅ　２４巻：４５３１～４０頁；ｚｕｒ　Ｍｅｇｅｄｅ，　Ｊ．ら、２０
００年　Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．　７４巻：２６２８～２６３５頁）。
【０１３０】
　Ｈ．リーダー配列
　リーダー配列は、ｍＲＮＡの安定性を増強し、より効率的な翻訳をもたらすために、当
業者らに公知のものとして、追加されてもよい。リーダー配列は、小胞体にｍＲＮＡを向
けることに通常、関与する。例として、それ自体の切断を遅らせる、ＨＩＶ－１外被糖タ
ンパク質（Ｅｎｖ）のためのシグナル配列およびＩｇＥ遺伝子リーダー配列を含む（Ｋｕ
ｔｚｌｅｒ，　Ｍ．Ａ．およびＷｅｉｎｅｒ，　Ｄ．Ｂ．、２００８年　Ｎａｔｕｒｅ　
Ｒｅｖ．　Ｇｅｎ．　９巻：７７６～８８頁；Ｌｉ，　Ｖ．ら、　２０００年　Ｖｉｒｏ
ｌｏｇｙ　２７２巻：４１７～２８頁；Ｘｕ，　Ｚ．Ｌ．ら　２００１年　Ｇｅｎｅ　２
７２巻：１４９～５６頁；Ｍａｌｉｎ，　Ａ．Ｓ．ら、２０００年　Ｍｉｃｒｏｂｅｓ　
Ｉｎｆｅｃｔ．　２巻：１６７７～８５頁；Ｋｕｔｚｌｅｒ，　Ｍ．Ａ．ら、２００５年
　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１７５巻：１１２～１２５頁；Ｙａｎｇ．，　Ｊ．Ｓ．ら、
２００２年　Ｅｍｅｒｇ．　Ｉｎｆｅｃｔ．　Ｄｉｓ．　８巻：１３７９～８４頁；Ｋｕ
ｍａｒ．，　Ｓ．ら、２００６年　ＤＮＡ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．　２５巻：３８３～９
２頁；Ｗａｎｇ，　Ｓ．ら、２００６年　Ｖａｃｃｉｎｅ　２４巻：４５３１～４０頁）
。ＩｇＥリーダーは、小胞体の中への挿入を増強するために使用されてもよい（Ｔｅｐｌ
ｅｒ，　Ｉら（１９８９年）Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．　２６４巻：５９１２頁）。
【０１３１】
　導入遺伝子の発現は、当業者らに公知の、発現を最適化するための適切な方法の選択に
よって最適化されてもよいおよび／または制御されてもよい。これらの方法は、例えば、
プロモーター、送達方法、および遺伝子配列の最適化を含む（例えば、Ｌａｄｄｙ，　Ｄ
．Ｊ．ら、２００８年　ＰＬｏＳ．ＯＮＥ　３巻　ｅ２５１７頁；Ｋｕｔｚｌｅｒ，　Ｍ
．Ａ．およびＷｅｉｎｅｒ，　Ｄ．Ｂ．、２００８年　Ｎａｔｕｒｅ　Ｒｅｖ．　Ｇｅｎ
．　９巻：７７６～８８頁において提示される）。
【０１３２】
　遺伝子移入の方法
　細胞における導入遺伝子発現の効果を媒介するために、細胞の中に発現構築物を移入す
ることが必要であろう。そのような移入は、遺伝子移入のウイルスまたは非ウイルス方法
を用いてもよい。この節は、遺伝子移入の方法および組成物の議論を提供する。
【０１３３】
　発現ベクターを含む形質転換細胞は、細胞の中に発現ベクターを導入することによって
生成される。現在の方法と共に使用するための、細胞小器官、細胞、組織、または生物の
形質転換のためのポリヌクレオチド送達のために適した方法は、本明細書において記載さ
れ、または当業者に公知である、ポリヌクレオチド（例えばＤＮＡ）を細胞小器官、細胞
、組織、または生物の中に導入することができる任意の方法を事実上、含む。
【０１３４】
　宿主細胞は、ベクターのためのレシピエントとして使用することができ、使用されてき
た。宿主細胞は、所望の結果が、ベクターの複製またはベクターコードポリヌクレオチド
配列の一部もしくはすべての発現かどうかに依存して、原核生物または真核生物に由来し
てもよい。多数の細胞株および培養物は、宿主細胞として使用するために入手可能であり
、それらは、生きている培養物および遺伝物質のための記録保管所として果たす組織であ
るＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）を
通して得ることができる。特定の実施形態では、宿主細胞は、抗原提示細胞である樹状細
胞である。
【０１３５】
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　適切な宿主を決定することは、十分に、当業者の知識および技術の範囲内にある。一般
に、これは、ベクターバックボーンおよび所望の結果に基づく。プラスミドまたはコスミ
ドは、例えば、多くのベクターの複製のために原核生物宿主細胞の中に導入することがで
きる。ベクター複製および／または発現のために宿主細胞として使用される細菌細胞は、
ＤＨ５アルファ、ＪＭ１０９、およびＫＣ８ならびにＳＵＲＥ（登録商標）　Ｃｏｍｐｅ
ｔｅｎｔ　ＣｅｌｌおよびＳＯＬＯＰＡＣＫ　Ｇｏｌｄ　Ｃｅｌｌ（ＳＴＲＡＴＡＧＥＮ
Ｅ（登録商標）、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、ＣＡ）などのような、多くの市販で入手可能な細菌
宿主を含む。その代わりに、Ｅ．　ｃｏｌｉ　ＬＥ３９２などのような細菌細胞は、ファ
ージウイルスのための宿主細胞として使用することができる。宿主細胞として使用するこ
とができる真核細胞は、酵母、昆虫、および哺乳動物を含むが、これらに限定されない。
ベクターの複製および／または発現のための哺乳動物真核生物の宿主細胞の例は、ＨｅＬ
ａ、ＮＩＨ３Ｔ３、Ｊｕｒｋａｔ、２９３、ＣＯＳ、ＣＨＯ、Ｓａｏｓ、およびＰＣ１２
を含むが、これらに限定されない。酵母株の例は、ＹＰＨ４９９、ＹＰＨ５００、および
ＹＰＨ５０１を含むが、これらに限定されない。
【０１３６】
　核酸ワクチンは、当業者らに公知であり、例えば、非ウイルスＤＮＡベクター、「裸の
」ＤＮＡおよびＲＮＡ、ならびにウイルスベクターを含む。これらのワクチンを細胞に形
質転換し、これらのワクチン中に含まれる遺伝子の発現を最適化するための方法は、公知
であり、また、本明細書においても議論される。
【０１３７】
　Ａ．核酸またはウイルスベクター移入の方法の例
　１．ｅｘ　ｖｉｖｏ形質転換
　ｅｘ　ｖｉｖｏ環境において、生物から摘出される血管細胞および組織にトランスフェ
クトするための方法は、当業者らに公知である。例えば、イヌ内皮細胞は、レトロウイル
ス遺伝子移入によってｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて遺伝的に改変され、イヌの中に移植され
た（Ｗｉｌｓｏｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４４巻：１３４４～１３４６頁、１９８９年）
。他の例において、Ｙｕｃａｔａｎ　ｍｉｎｉｐｉｇ内皮細胞は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにお
いてレトロウイルスがトランスフェクトされ、ダブルバルーンカテーテルを使用して、動
脈の中に移植された（Ｎａｂｅｌら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４４巻（４９１０号）：１３４
２～１３４４頁、１９８９年）。したがって、細胞または組織は、摘出され、本明細書に
おいて提示されるポリヌクレオチドを使用してｅｘ　ｖｉｖｏにおいてトランスフェクト
されてもよいことが企図される。特定の態様では、移植細胞または組織は、生物の中に配
置されてもよい。したがって、動物から樹状細胞を単離し、発現ベクターを細胞にトラン
スフェクトし、次いで、トランスフェクトまたは形質転換された細胞を動物に投与して戻
すことは、十分に、当業者の知識の範囲内にある。
【０１３８】
　２．注射
　ある実施形態では、ポリヌクレオチドは、例えば皮下に、皮内に、筋肉内に、静脈内に
、腹腔内になどのように、１回または複数回の注射（つまり針注射）を介して細胞小器官
、細胞、組織、または生物に送達されてもよい。ワクチンの注射の方法は、当業者らに周
知である（例えば、食塩水を含む組成物の注射）。さらなる実施形態は、直接的なマイク
ロインジェクションによるポリヌクレオチドの導入を含む。使用される発現ベクターの量
は、抗原の性質および使用される細胞小器官、細胞、組織、または生物で変わってもよい
。
【０１３９】
　皮内注射、結節内（ｉｎｔｒａｎｏｄａｌ）注射、またはリンパ内注射は、ＤＣ投与の
、より一般に使用される方法のうちのいくつかである。皮内注射は、血流の中への低い吸
収速度であるが、リンパ系の中への急速な取り込みによって特徴付けられる。真皮におけ
る、多くのランゲルハンス樹状細胞の存在は、そのままのおよび処理された抗原を流入領
域リンパ節に輸送するであろう。適切な部位の処理は、これを正確に実行するのに必要で
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ある（つまり、体毛は適切な針の配置を確認するために切られなければならない）。結節
内注射は、リンパ組織への抗原の直接的な送達を可能にする。リンパ内注射は、ＤＣの直
接的な投与を可能にする。
【０１４０】
　３．エレクトロポレーション
　ある実施形態では、ポリヌクレオチドは、エレクトロポレーションを介して細胞小器官
、細胞、組織、または生物の中に導入される。エレクトロポレーションは、高電圧放電へ
の細胞の浮遊液およびＤＮＡの曝露を含む。この方法のいくつかの変形では、ペクチン分
解酵素などのようなある種の植物細胞壁分解酵素は、未処理細胞よりも、エレクトロポレ
ーションによる形質転換に対して標的レシピエント細胞を、より感受性にするために用い
られる（参照によって本明細書において組み込まれる米国特許第５，３８４，２５３号）
。
【０１４１】
　エレクトロポレーションを使用する真核細胞のトランスフェクションは、完全に成功し
てきた。このようにして、マウスプレＢリンパ球は、ヒトカッパ免疫グロブリン遺伝子が
トランスフェクトされ（Ｐｏｔｔｅｒら、（１９８４年）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃ
ａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、８１巻、７１６１～７１６５頁）、ラット肝細胞は、クロラ
ムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ遺伝子がトランスフェクトされた（Ｔｕｒ－
Ｋａｓｐａら、（１９８６年）Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．、６巻、７１６～７１８
頁）。
【０１４２】
　４．リン酸カルシウム
　他の実施形態では、ポリヌクレオチドは、リン酸カルシウム沈降を使用して、細胞に導
入される。ヒトＫＢ細胞は、この技術を使用してアデノウイルス５　ＤＮＡがトランスフ
ェクトされた（Ｇｒａｈａｍおよびｖａｎ　ｄｅｒ　Ｅｂ、（１９７３年）Ｖｉｒｏｌｏ
ｇｙ、５２巻、４５６～４６７頁）。さらに、このようにして、マウスＬ（Ａ９）、マウ
スＣ１２７、ＣＨＯ、ＣＶ－１、ＢＨＫ、ＮＩＨ３Ｔ３、およびＨｅＬａ細胞は、ネオマ
イシンマーカー遺伝子がトランスフェクトされ（ＣｈｅｎおよびＯｋａｙａｍａ、Ｍｏｌ
．　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．、７巻（８号）：２７４５～２７５２頁、１９８７年）、ラッ
ト肝細胞は、様々なマーカー遺伝子がトランスフェクトされた（Ｒｉｐｐｅら、Ｍｏｌ．
　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．、１０巻：６８９～６９５頁、１９９０年）。
【０１４３】
　５．ＤＥＡＥ－デキストラン
　他の実施形態では、ポリヌクレオチドは、ＤＥＡＥ－デキストラン、その後にポリエチ
レングリコールを使用して、細胞の中に送達される。このようにして、レポータープラス
ミドは、マウス骨髄腫および赤白血病の細胞の中に導入された（Ｇｏｐａｌ，　Ｔ．Ｖ．
、Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．　１９８５年５月；５巻（５号）：１１８８～９０頁）
。
【０１４４】
　６．超音波処理負荷（ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ　ｌｏａｄｉｎｇ）
　さらなる実施形態は、直接的な音波負荷（ｓｏｎｉｃ　ｌｏａｄｉｎｇ）によるポリヌ
クレオチドの導入を含む。ＬＴＫ線維芽細胞は、超音波処理負荷によってチミジンキナー
ゼ遺伝子がトランスフェクトされた（Ｆｅｃｈｈｅｉｍｅｒら、（１９８７年）Ｐｒｏｃ
．　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、８４巻、８４６３～８４６７頁）。
【０１４５】
　７．リポソーム媒介トランスフェクション
　さらなる実施形態では、ポリヌクレオチドは、例えばリポソームなどのような脂質複合
体中に封入されてもよい。リポソームは、リン脂質二重層膜および内部水性媒体によって
特徴付けられる小胞構造である。多重膜リポソームは、水性媒体によって分離される、多
数の脂質層を有する。リン脂質が過剰な水溶液中に懸濁される場合、それらは、自然に形
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成される。脂質成分は、閉鎖構造の形成前に自己再配列を受け、脂質二重層の間に水およ
び溶解された溶質を封入する（ＧｈｏｓｈおよびＢａｃｈｈａｗａｔ、（１９９１年）Ｉ
ｎ：　Ｌｉｖｅｒ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ，　Ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ａｎ
ｄ　Ｔｈｅｒａｐｙ　Ｕｓｉｎｇ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ａｎｄ　Ｌ
ｉｇａｎｄｓ．　８７～１０４頁）。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ
）またはＳｕｐｅｒｆｅｃｔ（Ｑｉａｇｅｎ）と複合体を形成したポリヌクレオチドもま
た、企図される。
【０１４６】
　８．受容体媒介トランスフェクション
　さらに、ポリヌクレオチドは、受容体媒介送達媒介物を介して標的細胞に送達されても
よい。これらは、標的細胞中に生じるであろう受容体媒介エンドサイトーシスによる巨大
分子の選択的な取り込みを利用する。様々な受容体の細胞型特異的分布を考慮して、この
送達方法は、他の特異性を付加する。
【０１４７】
　ある種の受容体媒介遺伝子ターゲティング媒介物は、細胞受容体特異的リガンドおよび
ポリヌクレオチド結合剤を含む。他のものは、送達されることとなるポリヌクレオチドが
作動可能に結合された細胞受容体特異的リガンドを含む。いくつかのリガンドは、受容体
媒介遺伝子移入のために使用されており（ＷｕおよびＷｕ、（１９８７年）Ｊ．　Ｂｉｏ
ｌ．　Ｃｈｅｍ．、２６２巻、４４２９～４４３２頁；Ｗａｇｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．　Ｎ
ａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、８７巻（９号）：３４１０～３４１４頁、１
９９０年；Ｐｅｒａｌｅｓら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ
、９１巻：４０８６～４０９０頁、１９９４年；Ｍｙｅｒｓ、ＥＰＯ　０２７３０８５）
、これは、技術の操作性を確立する。他の哺乳動物細胞型との関連における特異的な送達
が記載されてきた（ＷｕおよびＷｕ、Ａｄｖ．　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖ．
、１２巻：１５９～１６７頁、１９９３年；参照によって本明細書において組み込まれる
）。ある態様では、リガンドは、標的細胞集団上に特異的に発現される受容体に対応させ
るように選ばれる。
【０１４８】
　他の実施形態では、細胞特異的ポリヌクレオチドターゲティング媒介物のポリヌクレオ
チド送達媒介物成分は、リポソームと組み合わせた特異的な結合リガンドを含んでいても
よい。送達されることとなるポリヌクレオチド（複数可）は、リポソーム内に含まれ、特
異的な結合リガンドは、リポソーム膜の中に機能的に組み込まれる。したがって、リポソ
ームは、標的細胞の受容体（複数可）に特異的に結合し、細胞に内容物を送達するであろ
う。そのような系は、例えば、上皮増殖因子（ＥＧＦ）が、ＥＧＦ受容体のアップレギュ
レーションを示す細胞へのポリヌクレオチドの受容体媒介送達において使用される系を使
用して、機能的であることが示されてきた。
【０１４９】
　さらなる実施形態において、標的とされる送達媒介物のポリヌクレオチド送達媒介物成
分は、例えば、細胞特異的結合を指示する１つまたは複数の脂質または糖タンパク質を含
んでいてもよいリポソーム自体であってもよい。例えば、ラクトシル－セラミド、ガラク
トース末端アシアロガングリオシドは、リポソームの中に組み込まれ、肝細胞によるイン
スリン遺伝子の取り込みの増加が確認されてきた（Ｎｉｃｏｌａｕら、（１９８７年）Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．、１４９巻、１５７～１７６頁）。組織特異的形質転換
構築物は、類似する方法で標的細胞の中に特異的に送達されてもよいことが企図される。
【０１５０】
　９．微粒子銃
　微粒子銃技術は、少なくとも１つの細胞小器官、細胞、組織、または生物の中にポリヌ
クレオチドを導入するために使用することができる（米国特許第５，５５０，３１８号；
米国特許第５，５３８，８８０号；米国特許第５，６１０，０４２号；およびＰＣＴ出願
ＷＯ　９４／０９６９９；それぞれが参照によって本明細書において組み込まれる）。こ
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の方法は、ＤＮＡコート微粒子を高速度まで加速するための能力に依存し、それらが細胞
膜を貫通し、かつそれらを死滅させることなく細胞に入ることを可能にする（Ｋｌｅｉｎ
ら、（１９８７年）Ｎａｔｕｒｅ、３２７巻、７０～７３頁）。当技術分野において公知
の種々様々の微粒子銃技術があり、これらの多くは、本発明の方法に適用可能である。
【０１５１】
　この微粒子銃では、１つまたは複数の粒子は、少なくとも１つのポリヌクレオチドを用
いてコートされ、推進力によって細胞の中に送達されてもよい。小さな粒子を加速するた
めのいくつかのデバイスが、開発されている。そのような１つのデバイスは、電流を生成
するために高電圧放電に依存し、これは、引き続いて原動力を提供する（Ｙａｎｇら、（
１９９０年）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、８７巻、９５６
８～９５７２頁）。使用される微粒子は、タングステンもしくはゴールド粒子またはビー
ズなどのような生物学的に不活性の物質から成った。例示的な粒子は、タングステン、白
金、およびある例ではゴールドから成るものを含む。いくつかの実例では、金属粒子上へ
のＤＮＡ沈降は、微粒子銃を使用する、レシピエント細胞へのＤＮＡ送達に必要ではない
であろうということが企図される。しかしながら、ＤＮＡを用いてコートされるのではな
く、粒子がＤＮＡを含有していてもよいことが企図される。ＤＮＡコート粒子は、粒子銃
を介してのＤＮＡ送達のレベルを増加させてもよいが、それら自身およびそれらだけでは
必要とならない。
【０１５２】
　Ｂ．ウイルスベクター媒介移入の方法の例
　ある実施形態では、導入遺伝子は、細胞への遺伝子移入を媒介するために、ウイルス粒
子の中に組み込まれる。典型的に、ウイルスは、生理的条件下で適切な宿主細胞に単に曝
露され、ウイルスの取り込みを可能にするであろう。本発明の方法は、下記に議論される
ように、様々なウイルスベクターを使用して有利に用いられる。
【０１５３】
　１．アデノウイルス
　アデノウイルスは、その中型のＤＮＡゲノム、操作の容易性、高い力価、広い標的細胞
範囲、および高い感染力のために遺伝子移入ベクターとしての使用に特に適している。約
３６ｋｂのウイルスゲノムは、１００～２００塩基対（ｂｐ）逆位末端配列（ＩＴＲ）に
よって境界をつけられ、ウイルスＤＮＡ複製およびパッケージングに必要なシス作用エレ
メントが含有されている。異なる転写単位を含有するゲノムの初期（Ｅ）および後期（Ｌ
）領域は、ウイルスＤＮＡ複製の開始によって分けられる。
【０１５４】
　Ｅ１領域（Ｅ１ＡおよびＥ１Ｂ）は、ウイルスゲノムおよび少数の細胞遺伝子の転写の
調節を担うタンパク質をコードする。Ｅ２領域（Ｅ２ＡおよびＥ２Ｂ）の発現は、ウイル
スＤＮＡ複製のためのタンパク質の合成をもたらす。これらのタンパク質はＤＮＡ複製、
後期遺伝子発現、宿主細胞の停止に関与する（Ｒｅｎａｎ，　Ｍ．　Ｊ．（１９９０年）
Ｒａｄｉｏｔｈｅｒ　Ｏｎｃｏｌ．、１９巻、１９７～２１８頁）。大多数のウイルスカ
プシドタンパク質を含む後期遺伝子（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４、およびＬ５）の産物は、
主な後期プロモーター（ＭＬＰ）によって生じた単一の主要な転写物の著しい処理の後に
のみ発現される。ＭＬＰ（１６．８マップ単位の位置する）は、感染症の後期の間に特に
効率的であり、このプロモーターから生じたｍＲＮＡはすべて、５’三連リーダー（ｔｒ
ｉｐａｒｔｉｔｅ　ｌｅａｄｅｒ）（ＴＬ）配列を有し、これは、それらを翻訳に有用に
する。
【０１５５】
　アデノウイルスが遺伝子療法のために最適化されるために、ＤＮＡの大きなセグメント
を含むことができるように運搬能を最大限にすることが必要である。ある種のアデノウイ
ルス産物と関連する毒性および免疫反応を低下させることもまた非常に望ましい。２つの
目標は、アデノウイルス遺伝子の除去が両方の目的を果たすという点で、ある程度、一致
している。本発明の方法の実施によって、比較的容易に、治療用構築物を操作するための
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能力を保持しながら、これらの両方の目標を達成することが可能である。
【０１５６】
　ＤＮＡの大規模な置換は、ウイルスＤＮＡ複製に必要とされるシスエレメントが、すべ
て、線状ウイルスゲノムのどちらかの末端の逆位末端配列（ＩＴＲ）（１００～２００ｂ
ｐ）中に局在化するので、可能である。ＩＴＲを含有するプラスミドは、非欠損アデノウ
イルスの存在下において複製することができる（Ｈａｙ，　Ｒ．Ｔ．ら、Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂ
ｉｏｌ．　１９８４年６月５日；１７５巻（４号）：４９３～５１０頁）。そのため、ア
デノウイルスベクターにおけるこれらのエレメントの包含は、複製を可能にするはずであ
る。
【０１５７】
　さらに、ウイルス封入のためのパッケージングシグナルは、ウイルスゲノムの左端の１
９４～３８５ｂｐ（０．５～１．１マップ単位）の間に局在化する（Ｈｅａｒｉｎｇら、
Ｊ．（１９８７年）Ｖｉｒｏｌ．、６７巻、２５５５～２５５８頁）。このシグナルは、
バクテリオファージラムダＤＮＡ中のタンパク質認識部位に似ており、左端に近いが、付
着末端配列の外部の特異的配列が、頭部構造の中へのＤＮＡの挿入に必要とされるタンパ
ク質への結合を媒介する。ＡｄのＥ１置換ベクターは、ウイルスゲノムの左端の４５０ｂ
ｐ（０～１．２５マップ単位）断片が２９３細胞においてパッケージングを指示すること
ができたことを実証した（Ｌｅｖｒｅｒｏら、Ｇｅｎｅ、１０１巻：１９５～２０２頁、
１９９１年）。
【０１５８】
　以前に、アデノウイルスのゲノムのある種の領域を、哺乳動物細胞のゲノムの中に組み
込むことができ、それによって、コードされた遺伝子を発現させることができたことが示
された。これらの細胞株は、細胞株によってコードされるアデノウイルスの機能が欠乏し
たアデノウイルスベクターの複製を支持することができる。ベクター、例えば野生型ウイ
ルスまたは条件的に欠損の突然変異体を「支援する」ことによる、複製欠乏アデノウイル
スベクターの補完の報告もまたある。
【０１５９】
　複製欠乏アデノウイルスベクターは、ヘルパーウイルスによってトランスで補完するこ
とができる。しかしながら、複製機能を提供するために必要であるヘルパーウイルスの存
在が、あらゆる調製物を汚染するので、この知見のみでは、複製欠乏ベクターの単離を可
能にしない。したがって、複製欠乏ベクターの複製および／またはパッケージングに特異
性を追加する、さらなるエレメントが必要であった。そのエレメントは、アデノウイルス
のパッケージング機能に由来する。
【０１６０】
　アデノウイルスのためのパッケージングシグナルは、従来のアデノウイルスマップの左
端中に存在することが示された（Ｔｉｂｂｅｔｔｓら（１９７７年）Ｃｅｌｌ、１２巻、
２４３～２４９頁）。後の研究は、ゲノムのＥ１Ａ（１９４～３５８ｂｐ）領域中に欠失
を有する突然変異体が、初期（Ｅ１Ａ）機能を補完した細胞株中でさえ不十分にしか成長
しなかったことを示した（ＨｅａｒｉｎｇおよびＳｈｅｎｋ（１９８３年）Ｊ．　Ｍｏｌ
．　Ｂｉｏｌ．　１６７巻、８０９～８２２頁）。代償アデノウイルスＤＮＡ（０～３５
３ｂｐ）が突然変異体の右端の中に組換えられた場合、ウイルスは正常にパッケージされ
た。さらなる突然変異分析により、Ａｄ５ゲノムの左端中に短く、繰り返される、位置依
存的エレメントが同定された。繰り返しの１つのコピーは、ゲノムのどちらかの末端に存
在するが、Ａｄ５　ＤＮＡ分子の内部の方に移動しない場合、効率的なパッケージングに
十分であることが分かった（Ｈｅａｒｉｎｇら、Ｊ．（１９８７年）Ｖｉｒｏｌ．、６７
巻、２５５５～２５５８頁）。
【０１６１】
　パッケージングシグナルの突然変異バージョンを使用して、様々な効率でパッケージさ
れるヘルパーウイルスを作ることが可能である。典型的に、突然変異は、点突然変異また
は欠失である。低効率パッケージングを有するヘルパーウイルスが、ヘルパー細胞中で成
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長する場合、野生型ウイルスと比較して低下した速度にもかかわらず、ウイルスは、パッ
ケージされ、それによってヘルパーの増殖を可能にする。しかしながら、これらのヘルパ
ーウイルスが野生型パッケージングシグナルを含有するウイルスと共に細胞中で成長する
場合、野生型パッケージングシグナルは、突然変異バージョンに対して優先的に認識され
る。限られた量のパッケージング因子を考慮すると、野生型シグナルを含有するウイルス
は、ヘルパーと比較した場合、選択的にパッケージされる。優先度が十分に大きい場合、
均質に近づく株が達成されるはずである。
【０１６２】
　特定の組織または種に対するＡＤＶ構築物のトロピズムを改善するために、受容体結合
ファイバー配列は、多くの場合、アデノウイルスの分離株の間で置換することができる。
例えばアデノウイルス５において見つけられたコクサッキー－アデノウイルス受容体（Ｃ
ＡＲ）リガンドは、アデノウイルス３５由来のＣＤ４６結合ファイバー配列と置換し、ヒ
ト造血細胞に対する非常に改善された結合親和性を有するウイルスを作製することができ
る。結果として生じる「シュードタイプ」ウイルス、Ａｄ５ｆ３５は、いくつかの臨床的
に開発されたウイルス分離株の基礎となってきた。さらに、様々な生化学的方法が、樹状
細胞などのような標的細胞に対するウイルスの再ターゲティングを可能にするためにファ
イバーを修飾するために存在する。方法は、二機能性抗体の使用（ＣＡＲリガンドに結合
する一方の末端および標的配列に結合する一方の末端）ならびに注文生産されたアビジン
ベースのキメラリガンドとの結合を可能にするための、ファイバーの代謝性のビオチン化
を含む。その代わりに、リガンド（例えば抗ＣＤ２０５）をヘテロ二機能性リンカー（例
えばＰＥＧ含有）によってアデノウイルス粒子に結合することができる。
【０１６３】
　２．レトロウイルス
　レトロウイルスは、逆転写のプロセスによってそれらのＲＮＡを感染細胞中で二本鎖Ｄ
ＮＡに変換するための能力によって特徴付けられる一本鎖ＲＮＡウイルスのグループであ
る（Ｃｏｆｆｉｎ、（１９９０年）Ｉｎ：Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｒａｖ
ｅｎ　Ｐｒｅｓｓ編、１４３７～１５００頁）。次いで、結果として生じるＤＮＡは、プ
ロウイルスとして細胞の染色体の中に安定して統合し、ウイルスタンパク質の合成を指示
する。統合は、レシピエント細胞およびその子孫におけるウイルス遺伝子配列の保持をも
たらす。レトロウイルスゲノムは、カプシドタンパク質、ポリメラーゼ酵素、および外被
成分をそれぞれコードする３つの遺伝子－ｇａｇ、ｐｏｌ、およびｅｎｖ－を含有する。
ｐｓｉと称される、ｇａｇ遺伝子の上流に見つけられる配列は、ビリオンの中へのゲノム
のパッケージングのためのシグナルとして機能する。２つの末端反復配列（ＬＴＲ）配列
は、ウイルスゲノムの５’および３’末端に存在する。これらは、強力なプロモーターお
よびエンハンサー配列を含有し、宿主細胞ゲノム中への統合に必要とされる（Ｃｏｆｆｉ
ｎ、１９９０年）。
【０１６４】
　レトロウイルスベクターを構築するために、プロモーターをコードする核酸は、複製欠
損のウイルスを産生するために、ある種のウイルス配列の場所のウイルスゲノムの中に挿
入される。ビリオンを産生するために、ｇａｇ、ｐｏｌ、およびｅｎｖ遺伝子を含有する
が、ＬＴＲおよびｐｓｉ成分を有していないパッケージング細胞株が、構築される（Ｍａ
ｎｎら、（１９８３年）Ｃｅｌｌ、３３巻、１５３～１５９頁）。レトロウイルスＬＴＲ
およびｐｓｉ配列と一緒にヒトｃＤＮＡを含有する組換えプラスミドが、この細胞株の中
に導入される場合（例えばリン酸カルシウム沈降によって）、ｐｓｉ配列は、組換えプラ
スミドのＲＮＡ転写物がウイルス粒子の中にパッケージされることを可能にし、次いで、
これらは、培養培地の中に分泌される（Ｎｉｃｏｌａｓ，　Ｊ．Ｆ．およびＲｕｂｅｎｓ
ｔｅｉｎ，　Ｊ．Ｌ．Ｒ．、（１９８８年）Ｉｎ：　Ｖｅｃｔｏｒｓ：　ａ　Ｓｕｒｖｅ
ｙ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　Ｔｈｅｉｒ
　Ｕｓｅｓ、ＲｏｄｒｉｑｕｅｚおよびＤｅｎｈａｒｄｔ編）．ＮｉｃｏｌａｓおよびＲ
ｕｂｅｎｓｔｅｉｎ；Ｔｅｍｉｎら、（１９８６年）Ｉｎ：　Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅ
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ｒ、Ｋｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉ（編）、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ、
１４９～１８８頁；Ｍａｎｎら、１９８３年）。組換えレトロウイルスを含有する媒体は
、収集され、任意選択で濃縮され、遺伝子移入に使用される。レトロウイルスベクターは
、広く様々な細胞型に感染することができる。しかしながら、多くの型のレトロウイルス
の統合および安定した発現は、宿主細胞の分裂を必要とする（Ｐａｓｋｉｎｄら、（１９
７５年）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、６７巻、２４２～２４８頁）。
【０１６５】
　レトロウイルスベクターの特異的なターゲティングを可能にするように設計されたアプ
ローチは、最近、ウイルス外被へのガラクトース残基の化学的追加によるレトロウイルス
の化学的修飾に基づいて最近、開発された。これが所望される場合、この修飾は、アシア
ロ糖タンパク質受容体を介しての、肝細胞などのような細胞の特異的感染を可能にするこ
とができる。
【０１６６】
　レトロウイルス外被タンパク質および特異的な細胞受容体に対するビオチン化抗体が使
用される、組換えレトロウイルスのターゲティングに対する異なるアプローチが、設計さ
れた。抗体は、ストレプトアビジンを使用することによってビオチン成分を介して結合さ
れた（Ｒｏｕｘら、（１９８９年）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ
ＳＡ、８６巻、９０７９～９０８３頁）。主要組織適合複合体クラスＩおよびクラスＩＩ
抗原に対する抗体を使用して、それらの表面抗原を運ぶ、様々なヒト細胞の感染は、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏにおいて、エコトロピックウイルスを用いて実証された（Ｒｏｕｘら、１９
８９年）。
【０１６７】
　３．アデノ随伴ウイルス
　ＡＡＶは、約４７００塩基対の線状一本鎖ＤＮＡを利用する。逆位末端配列は、ゲノム
の側面に位置する。ゲノム内に２つの遺伝子が存在し、多くの別の遺伝子産物を誘発する
。第１のｃａｐ遺伝子は、ＶＰ－１、ＶＰ－２、およびＶＰ－３と命名される、３つの異
なるビリオンタンパク質（ＶＰ）を産生する。第２のｒｅｐ遺伝子は、４つの非構造タン
パク質（ＮＳ）をコードする。１つまたは複数のこれらのｒｅｐ遺伝子産物は、ＡＡＶ転
写をトランス活性化することを担う。
【０１６８】
　ＡＡＶ中の３つのプロモーターは、ゲノム中のマップ単位中のそれらの位置によって命
名される。これらは、左から右に、ｐ５、ｐ１９、およびｐ４０となる。転写は、６つの
転写物を誘発し、２つは、３つのプロモーターのそれぞれで開始され、それぞれの対の一
方は、スプライスされている。マップ単位４２～４６に由来するスプライス部位は、それ
ぞれの転写物で同じである。明らかに、４つの非構造タンパク質は、長い方の転写物に由
来し、３つのビリオンタンパク質はすべて、最も小さな転写物から生じる。
【０１６９】
　ＡＡＶは、ヒトにおけるあらゆる病的状態にも関連しない。興味深いことには、効率的
な複製のために、ＡＡＶは、単純ヘルペスウイルスＩおよびＩＩ、サイトメガロウイルス
、仮性狂犬病ウイルス、ならびにもちろんアデノウイルスなどのようなウイルスからの「
支援」機能を必要とする。最も特徴付けられたヘルパーは、アデノウイルスであり、この
ウイルスの多くの「初期」機能が、ＡＡＶ複製を支援することが示されてきた。ＡＡＶ　
ｒｅｐタンパク質の低レベルの発現は、ＡＡＶ構造発現を抑制すると考えられ、ヘルパー
ウイルス感染は、このブロックを除去すると考えられる。
【０１７０】
　ＡＡＶベクター末端配列は、ＡＡＶまたは修飾ＡＡＶゲノムを含有する、ｐ２０１など
のようなプラスミドの制限酵素消化によって（Ｓａｍｕｌｓｋｉら、Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．
、６１巻：３０９６～３１０１頁（１９８７年））またはＡＡＶの公開配列に基づく末端
配列の化学的もしくは酵素的合成を含むが、これらに限定されない当業者に公知の他の方
法によって得ることができる。当業者は、機能、つまり安定した部位特異的な統合を可能
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にするために必要とされるＡＡＶ　ＩＴＲの最小の配列または部分を、欠失分析などのよ
うな周知の方法によって決定することができる。当業者はまた、安定した部位特異的な統
合を指示するための末端配列の能力を維持しながら配列のどの小さな修飾を許容すること
ができるかを決定することができる。
【０１７１】
　ＡＡＶベースのベクターは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける遺伝子送達のための安全で有効
な媒介物であることが証明されており、これらのベクターは、開発されており、ｅｘ　ｖ
ｉｖｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏの両方における潜在的な遺伝子療法における広範囲の適用の
ために前臨床および臨床的ステージにおいて試験されている（ＣａｒｔｅｒおよびＦｌｏ
ｔｔｅ、（１９９５年）Ａｎｎ．　Ｎ．Ｙ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．、７７０巻；７９～
９０頁；Ｃｈａｔｔｅｉｊｅｅら、（１９９５年）Ａｎｎ．　Ｎ．Ｙ．　Ａｃａｄ．　Ｓ
ｃｉ．、７７０巻、７９～９０頁；Ｆｅｒｒａｒｉら、（１９９６年）Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ
．、７０巻、３２２７～３２３４頁；Ｆｉｓｈｅｒら、（１９９６年）Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ
．、７０巻、５２０～５３２頁；Ｆｌｏｔｔｅら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．
　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、９０巻，１０６１３～１０６１７頁、（１９９３年）；Ｇｏｏｄｍ
ａｎら（１９９４年）、Ｂｌｏｏｄ、８４巻、１４９２～１５００頁；Ｋａｐｌｉｔｔら
、（１９９４年）Ｎａｔ’ｌ　Ｇｅｎｅｔ．、８巻、１４８～１５３頁；Ｋａｐｌｉｔｔ
，　Ｍ．Ｇ．ら、Ａｎｎ　Ｔｈｏｒａｃ　Ｓｕｒｇ．　１９９６年１２月；６２巻（６号
）：１６６９～７６頁；Ｋｅｓｓｌｅｒら、（１９９６年）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ　Ａ
ｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、９３巻、１４０８２～１４０８７頁；Ｋｏｅｂｅｒｌら、
（１９９７年）Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、９４巻、１４
２６～１４３１頁；Ｍｉｚｕｋａｍｉら、（１９９６年）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、２１７巻、
１２４～１３０頁）。
【０１７２】
　肺中のＡＡＶ媒介性の効率的な遺伝子移入および発現は、嚢胞性線維症の治療のための
臨床試験に至った（ＣａｒｔｅｒおよびＦｌｏｔｔｅ、１９９５年；Ｆｌｏｔｔｅら、Ｐ
ｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ、９０巻、１０６１３～１０６１
７頁、（１９９３年））。同様に、骨格筋へのジストロフィン遺伝子のＡＡＶ媒介性の遺
伝子送達による筋ジストロフィー症の、脳へのチロシンヒドロキシラーゼ遺伝子送達によ
るパーキンソン病の、肝臓への第ＩＸ因子遺伝子送達による血友病Ｂの、および潜在的に
、心臓への血管内皮増殖因子遺伝子による心筋梗塞の治療の見込みは、これらの器官にお
けるＡＡＶ媒介性の導入遺伝子発現が高度に効率的なことが最近示されたので、有望に見
える（Ｆｉｓｈｅｒら、（１９９６年）Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．、７０巻、５２０～５３２頁
；Ｆｌｏｔｔｅら、１９９３年；Ｋａｐｌｉｔｔら、１９９４年；１９９６年；Ｋｏｅｂ
ｅｒｌら、１９９７年；ＭｃＣｏｗｎら、（１９９６年）Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．、７１３
巻、９９～１０７頁；Ｐｉｎｇら、（１９９６年）Ｍｉｃｒｏｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ、
３巻、２２５～２２８頁；Ｘｉａｏら、（１９９６年）Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．、７０巻、８
０９８～８１０８頁）。
【０１７３】
　４．他のウイルスベクター
　他のウイルスベクターは、本発明の方法および組成物において発現構築物として用いら
れる。ワクシニアウイルス（Ｒｉｄｇｅｗａｙ、（１９８８年）Ｉｎ：　Ｖｅｃｔｏｒｓ
：　Ａ　ｓｕｒｖｅｙ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｖｅｃｔｏｒｓ　
ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｕｓｅｓ、４６７～４９２頁；ＢａｉｃｈｗａｌおよびＳｕｇｄｅ
ｎ、（１９８６年）Ｉｎ，　Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ、１１７～１４８頁；Ｃｏｕｐ
ａｒら、Ｇｅｎｅ、６８巻：１～１０頁、１９８８年）、カナリアポックスウイルス、お
よびヘルペスウイルスなどのようなウイルスに由来するベクターが用いられる。これらの
ウイルスは、様々な哺乳動物細胞の中への遺伝子移入において使用するためのいくつかの
特徴を提供する。
【０１７４】
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　一度、構築物が細胞の中に送達されたら、導入遺伝子をコードする核酸は、異なる部位
に位置づけられ、発現する。ある実施形態では、導入遺伝子をコードする核酸は、細胞の
ゲノムの中に安定して統合される。この統合は、相同組換えを介して関連する位置および
方向づけにある（遺伝子置換）またはそれは、ランダムで非特異的な位置に統合される（
遺伝子増大）。さらなる実施形態では、核酸は、ＤＮＡの別個のエピソームセグメントと
して細胞において安定して維持される。そのような核酸セグメントまたは「エピソーム」
は、宿主細胞サイクルと無関係のまたはそれと同期した維持および複製を可能にするのに
十分な配列をコードする。発現構築物がどのように細胞に送達され、細胞において核酸が
どこにとどまるかは、用いられる発現構築物のタイプに依存する
　免疫応答の増強
　ある実施形態では、ＮＦ－カッパＢ経路、Ａｋｔ経路、および／またはｐ３８経路を活
性化するシグナル伝達副刺激ポリペプチドの操作を組み込む新規なＤＣ活性化戦略が、企
図される。このＤＣ活性化系は、それがＡＰＣ活性化の間のＣＤ４＋Ｔ細胞支援のための
必要を補充するので、免疫応答を増強するために標準のワクチンと共にまたはそれを伴わ
ないで使用することができる（Ｂｅｎｎｅｔｔ，　Ｓ．　Ｒ．ら、Ｎａｔｕｒｅ、１９９
８年６月４日　３９３巻：４７８～８０頁；Ｒｉｄｇｅ，　Ｊ．　Ｐ．、Ｄ．　Ｒ．　Ｆ
、およびＰ．　Ｎａｔｕｒｅ、１９９８年６月４日　３９３巻：４７４～８頁；Ｓｃｈｏ
ｅｎｂｅｒｇｅｒ，　Ｓ．　Ｐ．ら、Ｎａｔｕｒｅ、１９９８年６月４日　３９３巻：４
８０～３頁）。したがって、本明細書において提示されるＤＣ活性化系は、ＭＨＣクラス
ＩＩ特異的ペプチドの生成の必要性を回避することによって免疫応答を増強する。
【０１７５】
　特定の実施形態では、ＤＣの活性化は、ＣＤ４０活性化を介してのものである。したが
って、内因的なＣＤ４０／ＣＤ４０Ｌ相互作用によるＤＣの活性化は、負のフィードバッ
クによるダウンレギュレーションになりやすく、「ＩＬ－１２切れの結果」に急速に至り
得る。ＣＤ４０活性化後の７～１０時間以内に、ＣＤ４０（ＩＩ型）の代替スプライスア
イソフォームが、分泌可能因子として産生される（Ｔｏｎｅ，　Ｍ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａ
ｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ、２００１年　９８巻（４号）：１７５１～１７５
６頁）。ＩＩ型ＣＤ４０は、優性の負の受容体として作用し、ＣＤ４０Ｌを通してのシグ
ナル伝達をダウンレギュレートし、生成される免疫応答の効力を潜在的に制限し得る。そ
のため、本発明の方法は、化学的に誘発される二量体化（ＣＩＤ）と称される技術を通し
て、細胞外ドメインを欠き、その代わりに合成二量体化リガンド（Ｓｐｅｎｃｅｒ，　Ｄ
．　Ｍ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９９３年　２６２巻：１０１９～１０２４頁）によって
活性化されるＣＤ４０の誘発性形態（ｉＣＤ４０）を作ることによって、ＣＤ４０の自然
調節を選ぶ。
【０１７６】
　本発明の方法は、被験体において免疫応答を増強するための方法であって、発現ベクタ
ー、発現構築物、または形質導入抗原提示細胞を被験体に投与するステップを含む方法を
含む。発現ベクターは、ｉＣＤ４０などのような副刺激ポリペプチドをコードする。
【０１７７】
　ある実施形態では、抗原提示細胞は、ヒト、非ヒト霊長動物、雌ウシ、ウマ、ブタ、ヒ
ツジ、ヤギ、イヌ、ネコ、またはげっ歯動物などのような動物中に含まれる。被験体は、
例えばヒト、例えば感染症に罹患している患者および／または免疫無防備状態であり、も
しくは過剰増殖疾患に罹患している被験体であってもよい。
【０１７８】
　さらなる実施形態では、発現構築物および／または発現ベクターは、抗原提示細胞を活
性化する組成物または物質として利用することができる。「抗原提示細胞を活性化する」
または「活性抗原提示細胞を増強する」ような組成物は、抗原提示細胞と関連する、１つ
または複数の活性を刺激するための能力を指す。そのような活性は、当業者らによって周
知である。例えば、本発明の方法の発現構築物またはベクターなどのような組成物は、抗
原提示細胞上の副刺激分子のアップレギュレーションを刺激する、抗原提示細胞における
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ＮＦ－カッパＢの核転座を誘発する、抗原提示細胞におけるｔｏｌｌ様受容体またはサイ
トカインもしくはケモカインを伴う他の活性を活性化することができる。
【０１７９】
　発現構築物、発現ベクター、ならびに／または形質導入抗原提示細胞は、例えば、高度
に精製された、もしくは組換え抗原などのような、より弱い抗原の免疫原性を増強するこ
とによって、免疫応答に必要とされる抗原の量を低下させることによって、防御免疫をも
たらすのに必要とされる免疫化の頻度を低下させることによって、新生児、高齢者、およ
び免疫無防備状態の個人などのような、低下もしくは衰弱した免疫応答を有する被験体に
おいてワクチンの有効性を改善することによって、ならびに粘膜の免疫などのような標的
組織の免疫を増強することによってワクチンの有効性を増強し、もしくはそれに寄与する
ことができ、または特定のサイトカインプロファイルを誘導することによって細胞性もし
くは体液性免疫を促進することができる。
【０１８０】
　さらに、免疫無防備状態の個人または被験体は、低下または衰弱した免疫応答を有する
被験体である。そのような個人はまた、衰弱した免疫系をもたらす、化学療法もしくは任
意の他の療法を受けたことのある被験体、移植レシピエント、免疫抑制薬を現在、服用し
ている被験体、高齢の個人、または低下したおよび／もしくは障害性のＣＤ４ヘルパーＴ
細胞を有する任意の個人を含んでいてもよい。本発明の方法は、免疫無防備状態の被験体
においてＣＤ４ヘルパーＴ細胞の量および／または活性を増強するために利用することが
できることが企図される。
【０１８１】
　特定の実施形態では、形質導入抗原提示細胞を投与する前に、細胞は、抗原（本明細書
において「標的抗原」とも称される）を用いて抗原投与される。抗原投与の後に、形質導
入され、負荷をかけられた抗原提示細胞は、非経口的に、皮内に、結節内に、またはリン
パ内に被験体に投与される。さらなる非経口ルートは、皮下、筋肉内、腹腔内、静脈内、
動脈内、心筋内、経心内膜、経心外膜（ｔｒａｎｓｅｐｉｃａｒｄｉａｌ）、髄腔内、お
よび注入技術を含むが、これらに限定されない。
【０１８２】
　本明細書において使用される標的抗原は、抗原または抗原上の免疫学的エピトープであ
り、これは、哺乳動物における、免疫認識および疾患を引き起こす作用物質または疾患状
態の最終の排除または制御において重大である。免疫認識は、細胞性および／または体液
性であってもよい。細胞内病原体および癌の場合には、免疫認識は、例えばＴリンパ球応
答であってもよい。
【０１８３】
　標的抗原は、例えば、ＨＩＶ（Ｋｏｒｂｅｒら編　ＨＩＶ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍ
ｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｄａｔａｂａｓｅ、Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ、Ｎ．　Ｍｅｘ．　１９７７年）、インフルエ
ンザ、単純ヘルペス、ヒトパピローマウイルス（米国特許第５，７１９，０５４号）、Ｂ
型肝炎（米国特許第５，７８０，０３６号）、Ｃ型肝炎（米国特許第５，７０９，９９５
号）、ＥＢＶ、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、およびその他同種のものを含むウイル
スなどのような病原微生物に由来してもよいまたはそれから単離されてもよい。標的抗原
は、例えばクラミジア（米国特許第５，８６９，６０８号）、ミコバクテリア、レジオネ
ラ、髄膜炎菌、Ａ群レンサ球菌、サルモネラ、リステリア、Ｈｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎ
ｆｌｕｅｎｚａｅ（米国特許第５，９５５，５９６号）、およびその他同種のものなどの
ような病原細菌に由来してもよいまたはそれから単離されてもよい。
【０１８４】
　標的抗原は、例えばアスペルギルス、侵襲性のカンジダ（米国特許第５，６４５，９９
２号）、ノカルジア、ヒストプラスモーシス、クリプトスポリジウム、およびその他同種
のものを含む病原性酵母に由来してもよいまたはそれから単離されてもよい。
【０１８５】
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　標的抗原は、例えば、Ｐｎｅｕｍｏｃｙｓｔｉｓ　ｃａｒｉｎｉｉ、トリパノソーマ、
リーシュマニア（米国特許第５，９６５，２４２号）、プラスモジウム（米国特許第５，
５８９，３４３号）、およびＴｏｘｏｐｌａｓｍａ　ｇｏｎｄｉｉを含むが、これらに限
定されない病原性原生動物および病原性寄生体に由来してもよいまたはそれから単離され
てもよい。
【０１８６】
　標的抗原は、新生物発生前または過形成の状態と関連する抗原を含む。標的抗原はまた
、癌と関連してもよいまたはその原因となってもよい。そのような標的抗原は、例えば腫
瘍特異的抗原、腫瘍関連抗原（ＴＡＡ）、組織特異的抗原、そのエピトープ、およびその
エピトープアゴニストであってもよい。そのような標的抗原は、ＣＡＰ－１、ＣＡＰ－１
－６Ｄ、およびその他同種のもの（ＧｅｎＢａｎｋ受入番号Ｍ２９５４０）などのような
癌胎児性抗原（ＣＥＡ）およびそのエピトープ、ＭＡＲＴ－１（Ｋａｗａｋａｒｎｉら、
Ｊ．　Ｅｘｐ．　Ｍｅｄ．　１８０巻：３４７～３５２頁、１９９４年）、ＭＡＧＥ－１
（米国特許第５，７５０，３９５号）、ＭＡＧＥ－３、ＧＡＧＥ（米国特許第５，６４８
，２２６号）、ＧＰ－１００（Ｋａｗａｋａｍｉら　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ
．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９１巻：６４５８～６４６２頁、１９９２年）、ＭＵＣ－１、Ｍ
ＵＣ－２、点突然変異ｒａｓ癌遺伝子、正常および点突然変異ｐ５３癌遺伝子（Ｈｏｌｌ
ｓｔｅｉｎら　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　２２巻：３５５１～３５５５頁
、１９９４年）、ＰＳＭＡ（Ｉｓｒａｅｌｉら　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　５３巻：２２
７～２３０頁、１９９３年）、チロシナーゼ（Ｋｗｏｎら　ＰＮＡＳ　８４巻：７４７３
～７４７７頁、１９８７年）、ＴＲＰ－１（ｇｐ７５）（Ｃｏｈｅｎら　Ｎｕｃｌｅｉｃ
　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．　１８巻：２８０７～２８０８頁、１９９０年；米国特許第５，８
４０，８３９号）、ＮＹ－ＥＳＯ－１（Ｃｈｅｎら　ＰＮＡＳ　９４巻：１９１４～１９
１８頁、１９９７年）、ＴＲＰ－２（Ｊａｃｋｓｏｎら　ＥＭＢＯＪ、１１巻：５２７～
５３５頁、１９９２年）、ＴＡＧ７２、ＫＳＡ、ＣＡ－１２５、ＰＳＡ、ＨＥＲ－２／ｎ
ｅｕ／ｃ－ｅｒｂ／Ｂ２、（米国特許第５，５５０，２１４号）、ＢＲＣ－Ｉ、ＢＲＣ－
ＩＩ、ｂｃｒ－ａｂｌ、ｐａｘ３－ｆｋｈｒ、ｅｗｓ－ｆｌｉ－１、ＴＡＡおよび組織特
異的抗原の修飾体、ＴＡＡのスプライス変異体、エピトープアゴニスト、ならびにその他
同種のものを含むが、これらに限定されない。他のＴＡＡは、米国特許第４，５１４，５
０６号において開示されるものなどのような、当技術分野において公知の方法によって同
定され、単離され、クローニングされてもよい。標的抗原はまた、１つまたは複数の増殖
因子およびそれぞれのスプライス変異体を含んでいてもよい。
【０１８７】
　抗原は、非癌細胞よりも癌細胞においてより頻繁に発現されてもよい。抗原は、修飾樹
状細胞を、前立腺特異的膜抗原（ＰＳＭＡ）またはその断片と接触させることに起因して
もよい。ある実施形態では、修飾樹状細胞は、配列番号４のアミノ酸配列（例えば、配列
番号３のヌクレオチド配列によってコードされる）を有するＰＳＭＡ断片と接触させる。
【０１８８】
　ＤＮＡゲノムを含有する生物については、対象の標的抗原またはその免疫学的エピトー
プをコードする遺伝子は、ゲノムＤＮＡから単離される。ＲＮＡゲノムを有する生物につ
いては、所望の遺伝子は、ゲノムのｃＤＮＡコピーから単離されてもよい。ゲノムの制限
地図が入手可能な場合、対象の遺伝子を含有するＤＮＡ断片は、当技術分野においてルー
チン的な方法によって制限エンドヌクレアーゼ消化によって切断される。所望の遺伝子が
以前にクローニングされた実例では、遺伝子は、入手可能なクローンから容易に得られて
もよい。その代わりに、遺伝子のＤＮＡ配列が公知の場合、遺伝子は、デオキシリボ核酸
の合成のための従来の技術のいずれかによって合成することができる。
【０１８９】
　対象の抗原をコードする遺伝子は、例えば、細菌宿主の中に遺伝子をクローニングする
ことによって増幅することができる。この目的のために、様々な原核生物のクローニング
ベクターを使用することができる。例としてプラスミドｐＢＲ３２２、ｐＵＣ、およびｐ
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ＥＭＢＬがある。
【０１９０】
　少なくとも１つの標的抗原またはその免疫学的エピトープをコードする遺伝子は、標準
の技術によるウイルスを用いる組換えのために設計されるプラスミドベクターの中への挿
入のために調製することができる。一般に、クローニングされた遺伝子は、制限酵素消化
によって原核生物のクローニングベクターから切り取ることができる。ほとんどの場合で
は、切り取られた断片は、遺伝子の全コード領域を含有するであろう。クローニングされ
た遺伝子を運搬するＤＮＡ断片は、例えば、ウイルスを用いる組換えのために使用される
ＤＮＡベクターの挿入部位と適合性の断片の末端を作製するために必要に応じて修飾する
ことができ、次いで、制限エンドヌクレアーゼ切断部位（クローニング部位）でのベクタ
ーの中への挿入前に精製することができる。
【０１９１】
　抗原を用いる樹状細胞の抗原負荷は、例えば、ポリペプチド、ＤＮＡ（裸もしくはプラ
スミドベクター内）、またはＲＮＡとまたは抗原発現組換え細菌またはウイルス（例えば
ワクシニア、鶏痘、アデノウイルス、もしくはレンチウイルスベクター）と樹状細胞また
は前駆細胞をインキュベートすることによって達成されてもよい。負荷前に、ポリペプチ
ドは、Ｔ細胞支援を提供する免疫学的パートナー（例えばキャリア分子）に共有結合で結
合体化されてもよい。その代わりに、樹状細胞は、別々にまたはポリペプチドの存在下に
おいて、非結合体化免疫学的パートナーを適用されてもよい。細胞由来の抗原またはＭＨ
Ｃ分子は、当技術分野において公知の酸溶出または他の方法によって得られてもよい（Ｚ
ｉｔｖｏｇｅｌ　Ｌら、Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ　１９９６年　１８３巻：８７～９７頁を参
照されたい）。
【０１９２】
　さらなる実施形態では、形質導入抗原提示細胞は、腫瘍細胞ｍＲＮＡがトランスフェク
トされる。形質導入されたトランスフェクト抗原提示細胞は、細胞傷害性Ｔリンパ球およ
びナチュラルキラー細胞の抗腫瘍抗原免疫応答を達成するために動物に投与され、二量体
ＦＫ５０６および二量体ＦＫ５０６アナログを使用して調節される。腫瘍細胞ｍＲＮＡは
、例えば、前立腺腫瘍細胞由来のｍＲＮＡであってもよい。
【０１９３】
　さらに、形質導入抗原提示細胞は、腫瘍細胞溶解物を適用される。適用された形質導入
抗原提示細胞は、細胞傷害性Ｔリンパ球およびナチュラルキラー細胞の抗腫瘍抗原免疫応
答を達成するために動物に投与され、二量体ＦＫ５０６および二量体ＦＫ５０６アナログ
を使用して調節される。腫瘍細胞溶解物は、例えば、前立腺腫瘍細胞溶解物であってもよ
い。
【０１９４】
　当業者は、本発明の副刺激分子の活性化が、その活性を誘発するために、リガンド結合
ドメインのオリゴマー化、例えばＣＩＤに依存することを十分に知っている。特定の実施
形態では、リガンドは、非タンパク質である。例えば、リガンドは、二量体ＦＫ５０６ま
たは二量体ＦＫ５０６アナログであってもよく、これは、免疫応答の増強または正の調節
をもたらす。単量体ＦＫ５０６または単量体ＦＫ５０６アナログの使用は、免疫応答にお
ける阻害または低下を負にもたらす。
【０１９５】
　Ｔリンパ球は、本明細書において議論される発現ベクターを含む抗原提示細胞との接触
によって活性化されてもよく、抗原提示細胞は、抗原を抗原投与、トランスフェクト、適
用または電気融合されている。
【０１９６】
　電気融合は、ハイブリッド細胞を生成するための方法である。電気融合によって細胞の
ハイブリッドを産生するのにいくつかの利点がある。例えば、融合パラメーターは、融合
されることとなる細胞に依存する条件に容易におよび正確に電子的に制御することができ
る。さらに、細胞の電気融合は、化学的手段による、または生物学的融合剤（ｆｕｓｏｇ
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ｅｎ）を介しての融合に対して融合効率を増加させる能力を示した。電気融合は、浮遊液
中の細胞に電気パルスをかけることによって実行される。交流電場に細胞を曝露すること
によって、細胞は、誘電泳動整列と称されるプロセスにおいてパールチェーンを形成する
際に互いに接近するようになる。続くより高い電圧パルスにより、細胞はより近くに接触
するようになり、細胞膜を可逆的に透過性にし、機械的に破壊する際に可逆的なエレクト
ロポア（ｅｌｅｃｔｒｏｐｏｒｅ）が形成され、融合をもたらす。
【０１９７】
　Ｔ細胞は、それらの膜上に特有の抗原結合受容体（Ｔ細胞受容体）を発現し、これは、
他の細胞の表面上の主要組織適合複合体（ＭＨＣ）分子と結合した抗原のみを認識するこ
とができる。ヘルパーＴ細胞およびＴ細胞傷害性細胞などのようなＴ細胞のいくつかの集
団がある。ヘルパーＴ細胞およびＴ細胞傷害性細胞は、それぞれ、膜結合糖タンパク質Ｃ
Ｄ４およびＣＤ８のそれらの表示によって主として区別される。ヘルパーＴ細胞は、Ｂ細
胞、Ｔ細胞傷害性細胞、マクロファージ、および免疫系の他の細胞の活性化のために重大
である、様々なリンホカインを分泌する。対照的に、抗原－ＭＨＣ複合体を認識するナイ
ーブＣＤ８　Ｔ細胞は、増殖し、細胞傷害性ＣＤ８　Ｔリンパ球（ＣＴＬ）と呼ばれるエ
フェクター細胞に分化する。ＣＴＬは、細胞溶解をもたらす物質を産生することによって
、ウイルス感染細胞および腫瘍細胞などのような、抗原を示す、体の細胞を排除する。
【０１９８】
　ＣＴＬ活性は、本明細書において記載され、または当業者に公知であろう方法によって
評価することができる。例えば、ＣＴＬは、標準の４時間の５１Ｃｒ放出マイクロ毒性（
ｍｉｃｒｏｔｏｘｉｃｉｔｙ）アッセイを使用して、ＰＢＭＣから確立されたフィトヘマ
グルチニン（ｐｈｙｔｏｈａｅｍａｇｌｕｔｉｎｉｎ）刺激ＩＬ－２増殖細胞株において
新たに単離された末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）において（Ｂｅｒｎａｒｄら、ＡＩＤＳ、
１２巻（１６号）：２１２５～２１３９頁、１９９８年）または以前に免疫した被験体か
ら単離され、抗原を含有するアデノウイルスベクターを感染させたＤＣを用いて６日間、
新たに再刺激されたＴ細胞によって評価されてもよい。あるタイプのアッセイは、クロー
ニングＴ細胞を使用する。クローニングＴ細胞は、リダイレクト細胞毒性アッセイ（ｒｅ
ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ　ａｓｓａｙ）においてパーフォリンおよ
びＦａｓリガンド依存的死滅の両方を媒介するそれらの能力について試験されてきた（Ｓ
ｉｍｐｓｏｎら、Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ、１１５巻（４号）：８４９～８５
５頁、１９９８年）。クローニング細胞傷害性Ｔリンパ球は、Ｆａｓおよびパーフォリン
－依存的死滅の両方を示した。最近、新しい蛍光増幅系を利用するｉｎ　ｖｉｔｒｏデヒ
ドロゲナーゼ放出アッセイが、開発されている（Ｐａｇｅ，　Ｂ．ら、Ａｎｔｉｃａｎｃ
ｅｒ　Ｒｅｓ．１９９８年７月～８月；１８巻（４Ａ号）：２３１３～６頁）。このアプ
ローチは、感度がよく、急速で、再生可能であり、混合リンパ球反応（ＭＬＲ）に有利に
使用されてもよい。それは、容易に、細胞膜完全性を使用して大規模細胞毒性試験のため
にさらに自動化されてもよく、したがって、よく考えられている。細胞媒介性細胞傷害の
検出のために開発された他の蛍光定量的アッセイでは、使用される蛍光体は、無毒性分子
ＡｌａｍａｒＢｌｕｅである（Ｎｏｃｉａｒｉら、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ、２１３巻（２号）：１５７～１６７頁、１９９８年）。ＡｌａｍａｒＢｌｕｅは、
ミトコンドリアの還元が生じるまで、蛍光が消光されており（つまり低い量子収量）、こ
れは、次いで、ＡｌａｍａｒＢｌｕｅ蛍光強度の劇的な増加をもたらす（つまり、量子収
量の増加）。このアッセイは、非常に感度がよく、特異的であることが報告されており、
標準の５１Ｃｒ放出アッセイよりも著しく少ない数のエフェクター細胞を必要とする。
【０１９９】
　本発明の方法によって誘発される他の免疫細胞は、ナチュラルキラー細胞（ＮＫ）を含
む。ＮＫは、抗原特異的受容体を欠き、自然免疫系の一部であるリンパ球様細胞である。
典型的に、感染細胞は、細胞表面ＭＨＣに結合した外来粒子によって警告されたＴ細胞に
よって通常、破壊される。しかしながら、ウイルス感染細胞は、抗体によって認識される
ウイルスタンパク質を発現することによって感染をシグナル伝達する。これらの細胞は、
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ＮＫによって死滅させることができる。腫瘍細胞において、腫瘍細胞がＭＨＣ　Ｉ分子の
発現を失う場合、それはＮＫに対して感受性であるかもしれない。
【０２００】
　患者への投与のための製剤およびルート
　臨床適用が企図される場合、意図した適用に適切な形態をした医薬組成物、発現構築物
、発現ベクター、融合タンパク質、形質導入細胞、活性化ＤＣ、形質導入し、負荷をかけ
たＤＣを調製することが必要となるであろう。一般に、これは、発熱物質およびヒトまた
は動物に対して有害となり得る他の不純物が本質的にない組成物を調製することを要する
であろう。
【０２０１】
　送達ベクターを安定させ、かつ標的細胞による取り込みを可能にするために適切な塩お
よび緩衝液を用いることを一般に望んでもよい。組換え細胞が患者の中に導入される場合
、緩衝液もまた、用いられてもよい。水性組成物は、薬学的に許容されるキャリアまたは
水性媒体中に溶解されたまたは分散した、細胞に対する有効量のベクターを含む。そのよ
うな組成物はまた、接種物とも称される。「薬学的にまたは薬理学的に許容される」とい
う語句は、動物またはヒトに投与された場合に、有害な、アレルギー性の、または他の不
都合な反応をもたらさない分子の実体および組成物を指す。薬学的に許容されるキャリア
は、任意のおよびすべての溶媒、分散媒、コーティング剤、抗菌および抗真菌剤、等張お
よび吸収遅延剤、ならびにその他同種のものを含む。薬学的に活性な物質に対するそのよ
うな媒体および作用物質の使用は、当技術分野において周知である。いかなる従来の媒体
または作用物質も、ベクターまたは細胞と不適合性である場合以外は、治療用組成物にお
けるその使用は、企図される。補充性の活性成分もまた、組成物の中に組み込むことがで
きる。
【０２０２】
　活性組成物は、典型的な医薬調製物を含んでいてもよい。標的組織がそのルートを介し
て利用可能である限り、これらの組成物の投与は、任意の一般的なルートを介してのもの
となるであろう。これは、例えば経口、経鼻、頬側、直腸、腟内、または局部を含む。そ
の代わりに、投与は、同所性、皮内、皮下、筋肉内、腹腔内、または静脈内注射によるも
のであってもよい。そのような組成物は、本明細書において議論される、薬学的に許容さ
れる組成物として通常、投与されるであろう。
【０２０３】
　注射用の使用に適した医薬形態は、滅菌注射液または分散剤の即時調製のための滅菌水
溶液または分散剤および滅菌粉末剤を含む。すべての場合において、その形態は、滅菌で
なければならず、容易な注射可能性（ｓｙｒｉｎｇａｂｉｌｉｔｙ）が存在する程度まで
液体でなければならない。それは、製造および保管の条件下で安定していなければならず
、細菌および菌類などのような微生物の汚染作用に対して保護されなければならない。キ
ャリアは、例えば水、エタノール、ポリオール（例えばグリセロール、プロピレングリコ
ール、および液体ポリエチレングリコール、ならびにその他同種のもの）、その適した混
合物、ならびに植物油を含有する溶媒または分散媒とすることができる。適切な流動性は
、例えば、レシチンなどのようなコーティング剤の使用によって、分散剤の場合に必要と
される粒径の維持によって、および界面活性剤の使用によって維持することができる。微
生物の作用の予防は、様々な抗菌、抗真菌剤、例えばパラベン、クロロブタノール、フェ
ノール、ソルビン酸、チメロサール、およびその他同種のものによってもたらされ得る。
ある実施例では、等張剤、例えば糖または塩化ナトリウムが、含まれていてもよい。注射
用組成物の吸収の延長は、吸収を遅らせる作用物質、例えばモノステアリン酸アルミニウ
ムおよびゼラチンの組成物における使用によってもたらすことができる。
【０２０４】
　経口投与のために、組成物は、添加剤が組み込まれてもよく、非摂取可能なうがい薬お
よび歯みがき剤の形態で使用されてもよい。うがい薬は、ホウ酸ナトリウム溶液などのよ
うな適切な溶媒において必要とされる量の活性成分を組み込んで、調製されてもよい（ド
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ーベル液）。その代わりに、活性成分は、ホウ酸ナトリウム、グリセリン、および炭酸水
素カリウムを含有する防腐洗浄液の中に組み込まれてもよい。活性成分はまた、例えばゲ
ル、ペースト剤、粉末剤、およびスラリーを含む歯みがき剤中に分散されてもよい。活性
成分は、例えば水、結合剤、研磨剤、香味料、起泡剤、および湿潤剤を含んでいてもよい
ペースト歯みがき剤に治療有効量で追加されてもよい。
【０２０５】
　組成物は、中性または塩の形態で製剤されてもよい。薬学的に許容される塩は、例えば
酸付加塩（タンパク質の遊離アミノ基を用いて形成される）を含み、これは、例えば塩酸
もしくはリン酸などのような無機酸または酢酸、シュウ酸、酒石酸、マンデル酸、および
その他同種のもののような有機酸を用いて形成される。遊離カルボキシル基を用いて形成
される塩もまた、例えばナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、または水酸
化第二鉄などのような無機塩基ならびにイソプロピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチ
ジン、プロカイン、およびその他同種のもののような有機塩基に由来し得る。
【０２０６】
　製剤に際して、溶液は、投薬製剤と適合性となるようにおよび治療上有効となる量で加
えられるであろう。製剤は、注射液、薬剤放出カプセル剤、およびその他同種のものなど
のような様々な剤形で容易に投与される。水溶液中の非経口投与について、例えば、溶液
は、必要ならば、適切に緩衝剤で処理をされるべきであり、液体希釈液は、最初に、十分
な生理食塩水またはグルコースを用いて等張にしなければならない。これらの特定の水溶
液は、静脈内、筋肉内、皮下、および腹腔内投与に特に適している。この関係では、用い
ることができる滅菌水性媒体は、本発明の開示を考慮して当業者らに公知になるであろう
。例えば、１回分の投薬量は、１ｍｌの等張ＮａＣｌ溶液中に溶解することができ、１０
００ｍｌの皮下注入の液体に追加し、または注入の提唱部位に注射することができる（例
えば「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ」第
１５版、１０３５～１０３８頁および１５７０～１５８０頁を参照されたい）。投薬にお
けるいくつかの変更は、治療されている被験体の状態に依存して必然的に生じるであろう
。投与の担当者は、どんな場合も、個々の被験体に適切な用量を決定するであろう。さら
に、ヒト投与について、調製物は、ＦＤＡ　Ｏｆｆｉｃｅ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ　
ｓｔａｎｄａｒｄｓによって必要とされる無菌性、発熱性、ならびに一般的な安全性およ
び純度の基準を満たすべきである。
【０２０７】
　疾患を治療するための方法
　本発明の方法はまた、病原微生物によって引き起こされる疾患および／または過剰増殖
疾患の治療または予防の方法をも包含する。
【０２０８】
　治療されてもよいまたは予防されてもよい疾患は、ウイルス、細菌、酵母、寄生生物、
原生動物、癌細胞、およびその他同種のものによって引き起こされる疾患を含む。医薬組
成物（形質導入ＤＣ、発現ベクター、発現構築物など）は、全身性免疫エンハンサー（Ｄ
Ｃ活性化組成物または系）として使用されてもよく、そのため、疾患を治療する際に有用
性を有する。治療および／または予防することができる例示的な疾患は、ＨＩＶ、インフ
ルエンザ、ヘルペス、ウイルス性肝炎、エプスタインバー、ポリオ、ウイルス性脳炎、麻
疹、水痘、パピローマウイルスなどのようなウイルス病因の感染症；または肺炎、結核、
梅毒などのような細菌病因の感染症；またはマラリア、トリパノソーマ症、リーシュマニ
ア症、トリコモナス症、アメーバ症などのような寄生生物病因の感染症を含むが、これら
に限定されない。
【０２０９】
　医薬組成物（形質導入ＤＣ、発現ベクター、発現構築物など）を使用して治療されても
よいまたは予防されてもよい新生物発生前か過形成の状態は、結腸ポリープ、クローン病
、潰瘍性大腸炎、乳房病変、およびその他同種のものなどのような新生物発生前または過
形成の状態を含むが、これらに限定されない。
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【０２１０】
　医薬組成物を使用して治療されてもよい癌は、原発性または転移性黒色腫、腺癌、扁平
上皮癌、腺扁平上皮細胞癌（ａｄｅｎｏｓｑｕａｍｏｕｓ　ｃｅｌｌ　ｃａｒｃｉｎｏｍ
ａ）、胸腺腫、リンパ腫、肉腫、肺癌、肝臓癌、非ホジキンリンパ腫、ホジキンリンパ腫
、白血病、子宮癌、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、膵癌、結腸癌、多発性骨髄腫、神経芽細胞
腫、ＮＰＣ、膀胱癌、子宮頸癌、およびその他同種のものを含むが、これらに限定されな
い。
【０２１１】
　本明細書において提示されるＤＣ活性化系を使用して治療されてもよい他の過剰増殖疾
患は、関節リウマチ、炎症性腸疾患、変形性関節症、平滑筋腫、腺腫、脂肪腫、血管腫、
線維腫、血管閉塞、再狭窄、アテローム性動脈硬化症、新生物発生前病変（腺腫様増殖お
よび前立腺上皮内腫瘍など）、上皮内癌、口腔毛様白斑症、または乾癬を含むが、これら
に限定されない。
【０２１２】
　治療の方法では、医薬組成物（発現構築物、発現ベクター、融合タンパク質、形質導入
細胞、活性化ＤＣ、形質導入し、負荷をかけたＤＣ）の投与は、「予防」または「治療」
目的のためのものであってもよい。予防的に提供される場合、医薬組成物は、あらゆる症
状より前に提供される。医薬組成物の予防の投与は、あらゆる続く感染症または疾患を予
防し、または回復させるように果たす。治療上、提供される場合、医薬組成物は、感染症
または疾患の症状の発症時にまたはその後に提供される。したがって、本明細書において
提示される組成物は、疾患を引き起こす作用物質への予期される曝露もしくは疾患状態の
前にまたは感染症もしくは疾患の開始の後に提供されてもよい。
【０２１３】
　用語「単位用量」は、それが接種物に関するように、哺乳動物のための単一体の投薬と
して適した物理的に別々の単位を指し、それぞれの単位は、必要とされる希釈液と関連し
て、所望の免疫原性効果をもたらすように計算された、医薬組成物の所定の量を含有する
。接種物の新規な単位用量についての規格は、規定され、医薬組成物の特有の特徴および
達成されることとなる特定の免疫効果に依存的である。
【０２１４】
　医薬組成物の有効量は、免疫応答を増強するこの選択される結果を達成する量となり、
そのような量は、当業者によってルーチンとして決定することができる。例えば、免疫系
欠失を治療するための有効量は、免疫系の活性化を引き起こし、抗原への曝露に際して抗
原特異的免疫応答の増強をもたらすのに必要な量とすることができる。用語はまた、「十
分な量」とも同義である。
【０２１５】
　任意の特定の適用のための有効量は、治療されている疾患もしくは状態、投与されてい
る特定の組成物、被験体のサイズ、および／または疾患もしくは状態の重症度などのよう
な因子に依存して変わり得る。当業者は、不必要な実験を必要とせずに、本明細書におい
て提示される特定の組成物の有効量を経験的に決定することができる。
【０２１６】
　Ａ．遺伝子ベースの療法
　ある実施形態では、細胞は、抗原提示細胞などのような細胞にＣＤ４０などのような副
刺激ポリペプチドを提供し、ＣＤ４０を活性化することができる発現構築物を提供される
。発現ベクターおよびそこに用いられる遺伝エレメントの長い議論は、参照によってこの
節の中に組み込まれる。ある実施例では、発現ベクターは、アデノウイルス、アデノ随伴
ウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルス、およびレトロウイルスなどのような
ウイルスベクターであってもよい。他の実施例では、ベクターは、リソソーム被包性発現
ベクターであってもよい。
【０２１７】
　当業者らは、ｉｎ　ｖｉｖｏおよびｅｘ　ｖｉｖｏの状況への遺伝子送達を適用する方
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法を十分に知っている。ウイルスベクターについて、一般に、ウイルスベクター株を調製
するであろう。ｅｘ　ｖｉｖｏにおけるウイルスベクター媒介遺伝子送達の例は、本出願
において提示されている。ウイルスの種類および達成可能な力価に依存するｉｎ　ｖｉｖ
ｏ送達について、例えば、１×１０４、１×１０５、１×１０６、１×１０７、１×１０
８、１×１０９、１×１０１０、１×１０１１、または１×１０１２感染性粒子を患者に
送達するだろう。同様の量は、相対的な取り込み効率を比較することによってリポソーム
または他の非ウイルス製剤について推定されてもよい。薬学的に許容される組成物として
の製剤は、下記に議論される。
【０２１８】
　Ｂ．細胞ベースの療法
　企図される他の療法は、形質導入抗原提示細胞の投与である。抗原提示細胞は、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏにおいて形質導入されてもよい。薬学的に許容される組成物としての製剤は、
本明細書において議論される。
【０２１９】
　細胞ベースの療法では、形質導入抗原提示細胞は、例えば、ｍＲＮＡもしくはＤＮＡな
どのような標的抗原核酸またはタンパク質がトランスフェクトされてもよい、細胞溶解物
、タンパク質、もしくは核酸を適用されてもよい、または細胞と電気融合されてもよい。
細胞、タンパク質、細胞溶解物、または核酸は、腫瘍細胞などのような細胞または他の病
原微生物、例えばウイルス、細菌、原生動物に由来してもよい。
【０２２０】
　Ｃ．併用療法
　本明細書において提示される発現ベクターの有効性を増加させるために、疾患の治療に
おいて有効な作用物質とこれらの組成物および方法を組み合わせることは望ましいかもし
れない。
【０２２１】
　ある実施形態では、抗癌剤は、本発明の方法と組み合わせて使用されてもよい。「抗癌
」剤は、例えば、１つもしくは複数の癌細胞を死滅させる、１つもしくは複数の癌細胞に
おいてアポトーシスを誘発する、１つもしくは複数の癌細胞の増殖速度を低下させる、転
移の発生率もしくは数を低下させる、腫瘍のサイズを低下させる、腫瘍の増殖を阻害する
、腫瘍または１つもしくは複数の癌細胞への血液供給を低下させる、１つもしくは複数の
癌細胞または腫瘍に対する免疫応答を促進する、癌の進行を予防もしくは阻害し、または
癌を有する被験体の寿命を増加させることによって、被験体において癌に負に影響を与え
ることができる。抗癌剤は、例えば化学療法剤（化学療法）、放射線療法剤（放射線療法
）、外科手技（外科手術）、免疫療法剤（免疫療法）、遺伝子療法剤（遺伝子療法）、ホ
ルモン療法、他の生物学的作用物質（生物療法）、および／または代替療法を含む。
【０２２２】
　さらなる実施形態では、抗生物質は、感染症を治療および／または予防するために医薬
組成物と組み合わせて使用することができる。そのような抗生物質は、アミカシン、アミ
ノグリコシド（例えばゲンタマイシン）、アモキシシリン、アムホテリシンＢ、アンピシ
リン、アンチモン薬、アトバコンナトリウムスチボグルコネート、アジスロマイシン、カ
プレオマイシン、セフォタキシム、セホキシチン、セフトリアキソン、クロラムフェニコ
ール、クラリスロマイシン、クリンダマイシン、クロファジミン、サイクロセリン、ダプ
ソン、ドキシサイクリン、エタンブトール、エチオナミド、フルコナゾール、フルオロキ
ノロン、イソニアジド、イトラコナゾール、カナマイシン、ケトコナゾール、ミノサイク
リン、オフロキサシン、パラアミノサリチル酸、ペンタミジン、ポリミキシンデフェンシ
ン（ｄｅｆｉｎｓｉｎｓ）、プロチオナミド、ピラジンアミド、ピリメタミンスルファジ
アジン、キノロン（例えばシプロフロキサシン）、リファブチン、リファンピン、スパル
フロキサシン、ストレプトマイシン、スルホンアミド、テトラサイクリン、チアセタゾン
、トリメトプリム（ｔｒｉｍｅｔｈａｐｒｉｍ）－スルファメトキサゾール合剤、バイオ
マイシン、またはその組合せを含むが、これらに限定されない。
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【０２２３】
　より一般に、そのような作用物質は、癌細胞および／または微生物を死滅させ、または
その増殖を阻害するのに有効な発現ベクターと組み合わせた量で提供されるであろう。こ
のプロセスは、作用物質（複数可）および医薬組成物と細胞（複数可）を同時にまたはあ
る期間内に接触させることを含んでいてもよく、細胞、組織、または生物への医薬組成物
および作用物質の別個の投与は、所望の治療上の有益性をもたらす。これは、単一の組成
物または医薬組成物および１つもしくは複数の作用物質の両方を含む薬理学的製剤と細胞
、組織、もしくは生物を接触させることによってまたは２つ以上の別の組成物もしくは製
剤と細胞を接触させることによって達成されてもよく、一方の組成物は、医薬組成物を含
み、他方は１つまたは複数の作用物質を含む。
【０２２４】
　用語「接触させる」および「曝露する」は、細胞、組織、または生物に適用される場合
、医薬組成物および／または例えば化学療法もしくは放射能療法剤などのような他の作用
物質が、標的細胞、組織、または生物に送達され、または標的細胞、組織、もしくは生物
と直接、並べて置かれるプロセスを記載するために本明細書において使用される。細胞死
滅または血行静止を達成するために、医薬組成物および／またはさらなる作用物質（複数
可）は、細胞（複数可）を死滅させ、またはそれらが分裂するのを予防するのに有効な、
組み合わせた量で、１つまたは複数の細胞に送達される。
【０２２５】
　医薬組成物の投与は、数分間～数週間の範囲の間隔で、他の作用物質（複数可）に先行
してもよい、それと並行（ｃｏ－ｃｕｒｒｅｎｔ）してもよい、および／またはそれに続
いてもよい。医薬組成物および他の作用物質（複数可）が細胞、組織、または生物に別々
に適用される実施形態では、一般に、医薬組成物および作用物質（複数可）が、細胞、組
織、または生物に対する、有利に組み合わせられた効果をなお働かせることができるよう
に、それぞれの送達の回の間に長期間が過ぎてしまわないことを確実にするであろう。例
えば、そのような実例では、２、３、または４回以上の様式で、細胞、組織、または生物
を医薬組成物と実質的に同時に（つまり約１分間未満以内）接触させてもよいことが企図
される。他の態様では、１つまたは複数の作用物質は、発現ベクターを投与する前および
／またはその後に、実質的に同時に、約１分間～約２４時間、約７日間、約１週間～約８
数週間以上およびその中の推論可能な任意の範囲以内に投与されてもよい。さらに、本明
細書において提示される医薬組成物および１つまたは複数の作用物質の様々な組合せのレ
ジメンが用いられてもよい。
【実施例】
【０２２６】
　以下に説明する実施例は例示であり、本発明を限定するものではない。
【０２２７】
　（実施例１）
　材料および方法
　この後に続く実施例に記載の研究に利用する材料および方法を、この後に記載する。
【０２２８】
　腫瘍細胞系およびペプチド
　ＮＡ－６－Ｍｅｌ、Ｔ２、ＳＫ－Ｍｅｌ－３７およびＬＮＣａＰ細胞は、Ａｍｅｒｉｃ
ａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）（Ｍａｎａｓｓａ
ｓ、ＶＡ）から購入した。ＨＬＡ－Ａ２拘束性ペプチドＭＡＧＥ－３　ｐ２７１－２７９
（ＦＬＷＧＰＲＡＬＶ）、インフルエンザマトリックス（ＩＭ）ｐ５８－６６（ＧＩＬＧ
ＦＶＦＴＬ）およびＨＩＶ－１　ｇａｇ　ｐ７７－８５（ＳＬＹＮＴＶＡＴＬ）を使用し
、ＣＤ８＋Ｔ細胞応答を分析した。ヘルパーＴ細胞分極実験において、破傷風トキソイド
ペプチドＴＴｐ３０　ＦＮＮＦＴＶＳＦＷＬＲＶＰＫＶＳＡＳＨＬＥを使用した。すべて
のペプチドは、Ｇｅｎｅｍｅｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｉｎｃ（Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓ
ｃｏ、ＣＡ）により合成され、ＨＰＬＣ決定純度は９５％を超える。
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【０２２９】
　ヒト誘導性ＣＤ４０をコードする組換えアデノウイルス
　ヒトＣＤ４０細胞質ドメインは、ＸｈｏＩ隣接５’プライマー（５ｈＣＤ４０Ｘ）、５
’－ａｔａｔａｃｔｃｇａｇａａａａａｇｇｔｇｇｃｃａａｇａａｇｃｃａａｃｃ－３’
およびＳａｌＩ隣接３’プライマー（３ｈＣＤ４０Ｓ）、５’－ａｔａｔａｇｔｃｇａｃ
ｔｃａｃｔｇｔｃｔｃｔｃｃｔｇｃａｃｔｇａｇａｔｇ－３’を使用する、ヒト単球由来
ＤＣ　ｃＤＮＡから増幅されたＰｆｕＩポリメラーゼ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｌａ　Ｊ
ｏｌｌａ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）であった。ＰＣＲ断片を、ＳａｌＩ消化ｐＳＨ１／Ｍ
－ＦｖＦｖｌｓ－Ｅ１５にサブクローニングし、配列決定し、ｐＳＨ１／Ｍ－ＦｖＦｖｌ
ｓ－ＣＤ４０－Ｅを作製した。誘導性ＣＤ４０を、次いで、サイトメガロウイルス初期／
即時型プロモーターの下でトランス遺伝子を発現する、非複製Ｅ１、Ｅ３欠失Ａｄ５／ｆ
３５に基づくベクターにサブクローニングした。ｉＣＤ４０コード配列を、制限消化およ
び配列決定によって確認した。すべてのアデノウイルスの増幅、精製および力価決定は、
Ｖｉｒａｌ　Ｖｅｃｔｏｒ　Ｃｏｒｅ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ　ｏｆ　Ｂａｙｌｏｒ　Ｃｏｌ
ｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅにおいて実施した。
【０２３０】
　ウェスタンブロット
　全細胞抽出液を、プロテアーゼ阻害カクテル（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌ
ｏｕｉｓ、ＭＯ）を含有するＲＩＰＡ緩衝液を用いて調製し、界面活性剤相溶性タンパク
質濃度アッセイ（ｄｅｔｅｒｇｅｎｔ－ｃｏｍｐａｔｉｂｌｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ａｓｓａｙ）（Ｂｉｏ－Ｒａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）を使
用して定量した。１０～１５マイクログラムの全タンパク質を、常法に従って１２％ＳＤ
Ｓ－ＰＡＧＥゲルにおいて分離し、タンパク質をニトロセルロース膜（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）
に転写した。ブロットを、ヤギ抗ＣＤ４０（Ｔ－２０、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、ＣＡ）およびマウス抗アルファチューブリ
ン（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）Ａｂとハイブリダイズさせ、
その後、それぞれロバ抗ヤギおよびヤギ抗マウスＩｇＧ－ＨＲＰ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ
　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）とハイブリダイズさせた。ブロットを、ＳｕｐｅｒＳｉ
ｇｎａｌ　Ｗｅｓｔ　Ｄｕｒａ　Ｓｔａｂｌｅ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ｓｙｓｔｅｍ（Ｐ
ｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）を使用して発光させた。
【０２３１】
　ヒトＤＣの作製および刺激
　健康なドナー由来の末梢血単核球（ＰＢＭＣ）を、Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ（Ｎｙｃｏｍ
ｅｄ、Ｏｓｌｏ、Ｎｏｒｗａｙ）におけるヘパリン添加血の密度遠心分離により単離した
。ＰＢＭＣをＰＢＳで洗浄し、ＣｅｌｌＧｅｎｉｘ　ＤＣ培地（Ｆｒｅｉｂｕｒｇ、Ｇｅ
ｒｍａｎｙ）に再懸濁し、培養プレート中で３７℃および５％ＣＯ２において２時間接着
させた。非接着性細胞を多数回の洗浄により取り除き、接着性単球を単球５００Ｕ／ｍｌ
のｈＩＬ－４および８００Ｕ／ｍｌのｈＧＭ－ＣＳＦ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎ
ｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ）の存在下で、５日間培養した。形態分析およびＦＡＣＳ分析に
より評価されたように、得られた未熟ＤＣ（ｉｍＤＣ）はＭＨＣ－クラスＩ、ＩＩｈｉお
よび発現ＣＤ４０ｌｏ、ＣＤ８０ｌｏ、ＣＤ８３ｌｏ、ＣＤ８６ｌｏであった。ｉｍＤＣ
は、ＣＤ１４ｎｅｇであり、ＣＤ３＋Ｔ細胞、ＣＤ１９＋Ｂ細胞のおよびＣＤ１６＋ＮＫ
細胞の汚染を３％未満含有した。
【０２３２】
　およそ２×１０６細胞／ｍｌを２４ウェルディッシュにおいて培養し、アデノウイルス
を１０，０００ウイルス粒子（ｖｐ）／細胞（約１６０ＭＯＩ）で、３７℃および５％Ｃ
Ｏ２において９０分間形質導入した。形質導入後すぐに、ＤＣを、ＭＰＬ、ＦＳＬ－１、
Ｐａｍ３ＣＳＫ４（ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）、ＬＰＳ（Ｓｉｇ
ｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）、ＡＰ２０１８７（ＡＲＩＡＤ　Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡのご好意による贈呈）または１
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０ｎｇ／ｍｌのＴＮＦ－アルファ、１０ｎｇ／ｍｌのＩＬ－１β、１５０ｎｇ／ｍｌのＩ
Ｌ－６（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ）および１マイクログ
ラム／ｍｌのＰＧＥ２（Ｃａｙｍａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ、ＭＩ
）を含有する成熟化カクテル（ＭＣ）を用いて刺激した。Ｔ細胞アッセイにおいて、ＤＣ
を、アデノウイルス形質導入の前後２４時間に５０マイクログラム／ｍｌのＰＳＭＡまた
はＭＡＧＥ３ペプチドをパルスした。
【０２３３】
　表面マーカーおよびサイトカインの産生
　細胞表面染色を、蛍光色素結合体化モノクロナール抗体（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を用いて実施した。細胞を、ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ血
球計算器（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）において分析した
。サイトカインを、ヒトＩＬ－６およびＩＬ－１２ｐ７０（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ）用の酵素結合免疫吸着アッセイキットを使用して培養上清中で測定した。
【０２３４】
　ヒトＳＯＣＳ１に関するリアルタイムＱ－ＰＣＲアッセイ
　全ＲＮＡを精製し、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＲＴａｓｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）を使用して、ランダムな六量体を用いて逆転写した。ｍＲ
ＮＡのレベルを、ｃＤＮＡを、ＧｅｎｅＡｍｐ　５７００　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄｅｔｅ
ｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃ
ｉｔｙ、ＣＡ）を使用して、ＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ分析に供することによって、ＤＣにお
いて定量した。フォワードおよびリバースプライマーならびに蛍光発生性ＴａｑＭａｎ　
ＦＡＭ標識ハイブリダイゼーションプローブを含む、ヒトＳＯＣＳ１および１８Ｓ　ｒＲ
ＮＡに特異的なＰｒｅ－ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ配列検出試薬（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙ
ｓｔｅｍｓ）を、混合物として供給し、１マイクロリットル／２０マイクロリットルＰＣ
Ｒで使用した。試料は、２連で処理した。個々の試料におけるＳＯＣＳ１の発現レベルを
、同じ試料に由来する１８Ｓ　ｒＲＮＡのレベルに対して、比較２－デルタ・デルタＣＴ
法（Ｌｉｖａｋ　ＫＪ、Ｓｃｈｍｉｔｔｇｅｎ　ＴＤ．　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｒｅ
ｌａｔｉｖｅ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓ　ｄａｔａ　ｕｓｉｎｇ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ
　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ＰＣＲ　ａｎｄ　ｔｈｅ　２（－Ｄｅｌｔａ　Ｄｅｌｔａ
　Ｃ（Ｔ））　Ｍｅｔｈｏｄ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ．　２００１年；２５巻：４０２～４０
８頁）を使用して正規化した。
【０２３５】
　ＤＣ遊走アッセイ
　ＤＣの走化性を、９６－Ｍｕｌｔｉｗｅｌｌ　ＨＴＳ　Ｆｌｕｏｒｏｂｌｏｋプレート
（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）において、８マイクロメーターの細孔径を有するポリ
カーボネートフィルターを通過する遊走によって測定した。１００ｎｇ／ｍｌのＣＣＬ１
９（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を含有するアッセイ培地（２５０マイクロリットル）また
はアッセイ培地単独（自然発生的遊走に関する対照として）を、下方のチャンバーに投入
した。ＤＣ（５０，０００）を、Ｇｒｅｅｎ－ＣＭＦＤＡ　ｃｅｌｌ　ｔｒａｃｋｅｒ（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて標識し、刺激はしない、または表示の試薬を用いて４８
時間刺激し、総容量５０マイクロリットルで３７℃および５％ＣＯ２において１時間、上
方チャンバーに加えた。微細孔膜を通過して遊走した細胞の蛍光を、ＦＬＵＯｓｔａｒ　
ＯＰＴＩＭＡリーダー（ＢＭＧ　Ｌａｂｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．、Ｄｕｒｈａｍ、ＮＣ）を使
用して測定した。自然発生的に遊走する細胞の平均蛍光を、各条件に関する総遊走細胞数
から差し引いた。
【０２３６】
　ＩＦＮガンマＥＬＩＳＰＯＴアッセイ
　ＨＬＡ－Ａ２陽性の健康なボランティア由来のＤＣに、ＭＡＧＥ－３　Ａ２．１ペプチ
ド（２７１～２７９残基；ＦＬＷＧＰＲＡＬＶ）を培養４日目にパルスし、その後Ａｄ－
ｉＣＤ４０を形質導入し、５日目にさまざまな刺激剤を用いて刺激した。自己Ｔ細胞を、
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陰性選択（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ、Ａｕｂｕｒｎ、ＣＡ）によりＰＢＭＣから
精製し、ＤＣ：Ｔ細胞が１：３で、ＤＣと混合した。細胞を、２０Ｕ／ｍｌのｈＩＬ－２
（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）および２５マイクログラム／ｍｌのＭＡＧＥ３　Ａ２．１ペ
プチドと共に完全ＲＰＭＩ中でインキュベートした。Ｔ細胞を、７日目に再刺激し、培養
１４日目にアッセイした。
【０２３７】
　ＥＬＩＳＰＯＴによる定量
　平底の９６ウェルニトロセルロースプレート（ＭｕｌｔｉＳｃｒｅｅｎ－ＨＡ；Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ、Ｂｅｄｆｏｒｄ、ＭＡ）を、ＩＦＮ－ガンマｍＡｂ（２μｇ／ｍｌ、１－
Ｄ１Ｋ；Ｍａｂｔｅｃｈ、Ｓｔｏｃｋｈｏｌｍ、Ｓｗｅｄｅｎ）を用いてコーティングし
、４℃において一晩インキュベートした。０．０５％のＴＷＥＥＮ２０を含有するＰＢＳ
を用いて洗浄後、プレートを、完全ＲＰＭＩを用いて、３７℃において２時間ブロックし
た。総量１×１０５の予備感作ＣＤ８＋Ｔエフェクター細胞を各ウェルに加え、２５マイ
クログラム／ｍｌのペプチドと一緒に２０時間インキュベートした。その後、プレートを
、０．０５％のＴＷＥＥＮ２０を含有するＰＢＳを用いて完全に洗浄し、抗ＩＦＮ－ｍＡ
ｂ（０．２μｇ／ｍｌ、７－Ｂ６－１－ビオチン；Ｍａｂｔｅｃｈ）を各ウェルに加えた
。３７℃において２時間インキュベーション後、プレートを洗浄し、ストレプトアビジン
－アルカリホスファターゼ（１μｇ／ｍｌ；Ｍａｂｔｅｃｈ）を用いて、室温において１
時間発色させた。洗浄後、基質（３－アミノ－９－エチル－カルバゾール；Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ）を加え、５分間インキュベートした。暗いピンク色のスポットを提示す
るプレート膜をスキャンし、ＺｅｌｌＮｅｔ　Ｃｏｎｓｕｌｔｉｎｇ　Ｉｎｃ．（Ｆｏｒ
ｔ　Ｌｅｅ、ＮＪ）が分析した。
【０２３８】
　クロム放出アッセイ
　抗原認識を、クロム－５１（Ａｍｅｒｓｈａｍ）を用いて３７℃において１時間標識し
、３回洗浄した標的細胞を使用して評価した。次いで、標識標的細胞（５０マイクロリッ
トル中５０００細胞）を、エフェクター：標的細胞の表示の割合で、Ｖ底のマイクロウェ
ルプレートにおいて表示の濃度で、エフェクター細胞（１００マイクロリットル）に加え
た。上清を３７℃において６時間インキュベーション後に収穫し、クロム放出を、Ｍｉｃ
ｒｏＢｅｔａ　Ｔｒｉｌｕｘカウンター（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ　Ｉｎｃ、Ｔｏｒｒ
ａｎｃｅ　ＣＡ）を使用して測定した。ＬＮＣａＰ細胞に関連するアッセイを１８時間実
施した。比溶解のパーセントを、１００×［（実験の放出－自然発生的放出）／（最大放
出－自然発生的放出）］として計算した。
【０２３９】
　四量体染色
　ＭＡＧＥ－３．Ａ２ペプチド（ＦＬＷＧＰＲＡＬＶ）と会合したＨＬＡ－Ａ２四量体を
、Ｂａｙｌｏｒ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　Ｔｅｔｒａｍｅｒ　Ｃｏｒ
ｅ　Ｆａｃｉｌｉｔｙ（Ｈｏｕｓｔｏｎ、ＴＸ）から入手した。０．５％のＦＣＳを含有
する５０μｌのＰＢＳ中の予備感作ＣＤ８＋Ｔ細胞を、ＰＥ標識四量体を用いて氷上にお
いて１５分間、ＦＩＴＣ－ＣＤ８ｍＡｂ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）の添加前に染
色した。、洗浄後、結果をフローサイトメトリによって分析した。
【０２４０】
　ナイーブヘルパーＴ細胞の分極化
　ＨＬＡ－ＤＲ１１．５陽性ドナー由来のナイーブＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＡ＋Ｔ細胞（ＦＡ
ＳＴＹＰＥ　ＨＬＡ－ＤＮＡ　ＳＳＰタイピングキット；ＢｉｏＳｙｎｔｈｅｓｉｓ、Ｌ
ｅｗｉｓｖｉｌｌｅ、ＴＸを使用して遺伝子型を同定）を、ナイーブＣＤ４＋Ｔ細胞単離
キット（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ、Ａｕｂｕｒｎ、ＣＡ）を使用する陰性選択に
よって単離した。Ｔ細胞を、破傷風トキソイド（５ＦＵ／ｍｌ）をパルスした自己ＤＣを
用いて刺激し、刺激物質とレスポンダーの比が１：１０でさまざまな刺激剤を用いて刺激
した。７日後、Ｔ細胞を、ＨＬＡ－ＤＲ１１．５拘束性ヘルパーペプチドのＴＴｐ３０を
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パルスした自己ＤＣを用いて再刺激し、アデノベクターＡｄ－ｉＣＤ４０を形質導入した
。細胞を、ＰＥ－抗－ＣＤ４Ａｂ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を用いて染色し、固
定し、ＢＤ　Ｃｙｔｏｆｉｘ／Ｃｙｔｏｐｅｒｍキット（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
）を使用して透過処理し、次いで、ｈＩＦＮ－ガンマｍＡｂ（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ、
Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）を用いて染色し、フローサイトメトリによって分析した。上
清を、ヒトＴＨ１／ＴＨ２　ＢＤ　Ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ　Ｂｅａｄ　Ａｒｒａｙ　Ｆｌ
ｅｘ　Ｓｅｔ　ｏｎ　ＢＤ　ＦＡＣＳＡｒｒａｙ　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ（ＢＤ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を使用して分析した。
【０２４１】
　ＰＳＭＡタンパク質の精製
　ＰＳＭＡ（４４～７５０残基）の細胞外部分のｃＤＮＡを含有する、バキュロウイルス
トランスファーベクター、ｐＡｃＧＰ６７Ａ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）は、Ｄｒ
　Ｐａｍｅｌａ　Ｊ．Ｂｊｏｒｋｍａｎ（Ｈｏｗａｒｄ　Ｈｕｇｈｅｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ
　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｙ、Ｐａｓａｄｅｎａ、ＣＡ）のご厚意により提供された。ＰＳＭＡは、疎水性
分泌シグナル、Ｘａ因子切断部位およびＮ末端６×Ｈｉｓ親和性タグと融合させた。高力
価バキュロウイルスは、Ｂａｙｌｏｒ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅのバキ
ュロウイルス／モノクロナール抗体中核施設によって作製された。ＰＳＭＡタンパク質は
、組換えウイルスに感染したＨｉｇｈ５細胞中に産生され、以前に記載されたように（Ｃ
ｉｓｃｏ　ＲＭ、Ａｂｄｅｌ－Ｗａｈａｂ　Ｚ、Ｄａｎｎｕｌｌ　Ｊら、Ｉｎｄｕｃｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｕｓ
ｉｎｇ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＲＮＡ　ｅｎｃｏｄｉｎｇ　ａ　ｄｏｍ
ｉｎａｎｔ　ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　４．　Ｊ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．　２００４年；１７２巻：７１６２～７１６８頁）、細胞の上清から、Ｎ
ｉ－ＮＴＡアフィニティカラム（Ｑｉａｇｅｎ、Ｃｈａｔｓｗｏｒｔｈ、ＣＡ）を使用し
て精製した。精製後、ＰＳＭＡタンパク質の約１００ｋＤａの単一バンドを、アクリルア
ミドゲルの銀染色によって検出した。
【０２４２】
　マウス宿主におけるヒトＤＣの遊走　ｉｎ　ｖｉｖｏのヒトＤＣの遊走を評価するため
に、Ｐｙｒｏｐｈｏｒｕｓ　ｐｌａｇｉｏｐｈａｌａｍｕｓクリックビートル由来の赤方
偏移（発光ピーク＝６１３ｎＭ）ルシフェラーゼ（Ｐｒｏｍｅｇａ、Ｍａｄｉｓｏｎ、Ｗ
Ｉ）を発現するアデノベクターＡｄ５－ＣＢＲを発育させた。ヒトＤＣに、約５０ＭＯＩ
のＡｄ５－ＣＢＲおよび１６０ＭＯＩのＡｄ５ｆ３５－ｉＣＤ４０を形質導入した。その
後、ＤＣを、ＭＣまたは１マイクログラム／ｍｌのＬＰＳ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ
、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）を用いて成熟させた。ＤＣ由来のマウス骨髄を１３以前に記
載のように得、１マイクログラム／ｍｌのＬＰＳを用いて成熟させた。およそ２×１０６

のＤＣを、被照射（２５０Ｒａｄ）Ｂａｌｂ／ｃマウス（３匹のマウスの両方の後ろ肢／
群、ｎ＝６）の左右の後肢足蹠に注射した。マウスに、Ｄ－ルシフェリン（約１ｍｇ／２
５ｇ動物）をｉ．ｐ．注射し、ＩＶＩＳ（商標）１００イメージングシステム（Ｘｅｎｏ
ｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．、Ａｌａｍｅｄａ、ＣＡ）を使用して数日にわたって画像化した。発
光シグナルを３マウス／群において測定し、膝窩および鼠径のリンパ節（ＬＮ）を、ＤＣ
接種の２日後に取り出した。ＬＮのシグナルを測定し、各群に関してバックグラウンドを
差し引いた（ｎ＝６）。
【０２４３】
　データ分析
　結果を、平均±標準誤差で表した。試料サイズを、パワーが０．８、片側アルファレベ
ルが０．０５で決定した。実験群間の差は、スチューデントｔ検定によって決定した。
【０２４４】
　（実施例２）
　ｉＣＤ４０の発現およびＤＣ成熟の誘導
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　ｉＣＤ４０のシグナル伝達が、ヒトＤＣの免疫原性機能を増強できるかどうかを調査す
るために、誘導性ヒトＣＤ４０受容体を発現するアデノウイルス、Ａｄ５／ｆ３５－ｉｈ
ＣＤ４０（Ａｄ－ｉＣＤ４０に対して単純化）を、前記マウスｉＣＤ４０ベクター１３（
図１）に基づき作製した。普通の当業者は、これが、キメラｉＣＤ４０タンパク質、例え
ば、ｉＣＤ４０－ＭｙＤ８８または本明細書における他のキメラの例などの形質導入後の
、ＤＣ成熟を試験するために使用できるアッセイの例であることを認識するであろう。ヒ
トＣＤ４０細胞質のシグナル伝達ドメインを、ミリストイル化ターゲティングドメインお
よび２つのタンデムドメイン（ヒトＦＫＢＰ１２（Ｖ３６）由来、「Ｆｖ’」と指定）の
下流にクローニングし、これは、二量化剤のＡＰ２０１８７（Ｃｌａｃｋｓｏｎ　Ｔ、Ｙ
ａｎｇ　Ｗ、Ｒｏｚａｍｕｓ　ＬＷら　Ｒｅｄｅｓｉｇｎｉｎｇ　ａｎ　ＦＫＢＰ－ｌｉ
ｇａｎｄ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ　ｔｏ　ｇｅｎｅｒａｔｅ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｄｉｍｅ
ｒｉｚｅｒｓ　ｗｉｔｈ　ｎｏｖｅｌ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ．　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ
　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．　１９９８年；９５巻：１０４３７～１０４４２頁）
と結合する。未熟ＤＣは、ＬＰＳおよびＣＤ４０Ｌにより誘導される内因性ＣＤ４０を発
現した。Ａｄ－ｉＣＤ４０の形質導入は、区別可能なサイズのｉＣＤ４０の発現をもたら
し、このことは内因性ＣＤ４０の発現に干渉しなかった。興味深いことに、ｉＣＤ４０の
発現は、ＬＰＳの刺激によって有意に増強され、「構成的」ＣＭＶプロモーターと結合す
る普遍的転写因子の誘導性のためと思われる。
【０２４５】
　成熟状態は、活性化、免疫原性状態に対する寛容原性からの推移と関連しているので、
ＤＣに基づくワクチンの設計に関する問題の１つは、完全に成熟し、活性化したＤＣを得
ることである（Ｓｔｅｉｎｍａｎ　ＲＭら、Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２０
０３年；２１巻：６８５～７１１頁；Ｈａｎｋｓ　ＢＡ，　ら、Ｎａｔ　Ｍｅｄ．　２０
０５年；１１巻：１３０～１３７頁；Ｂａｎｃｈｅｒｅａｕ　Ｊ，　Ｓｔｅｉｎｍａｎ　
ＲＭ．　Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｏｆ　ｉ
ｍｍｕｎｉｔｙ．　Ｎａｔｕｒｅ．　１９９８年；３９２巻：２４５～２５２頁）。マウ
ス変異体Ａｄ－ｉＣＤ４０の発現が、ネズミ骨髄由来ＤＣの成熟を誘導できることが示さ
れている（Ｈａｎｋｓ　ＢＡら、Ｎａｔ　Ｍｅｄ．２００５年；１１巻：１３０～１３７
頁）。ヒト化ｉＣＤ４０が、ＤＣ中の成熟マーカーの発現に影響を与えるかどうかを決定
するために、ＤＣにＡｄ－ｉＣＤ４０を形質導入し、成熟マーカーであるＣＤ４０、ＣＤ
８０、ＣＤ８３およびＣＤ８６の発現を評価した。ＬＰＳまたはその誘導体のＭＰＬによ
り仲介されるＴＬＲ－４のシグナル伝達は、ＤＣ成熟の強力なインデューサーである（Ｉ
ｓｍａｉｌｉ　Ｊら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００２年；１６８巻：９２６～９３２頁
；Ｃｉｓｃｏ　ＲＭら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００４年；１７２巻：７１６２～７１
６８頁；Ｄｅ　Ｂｅｃｋｅｒ　Ｇ、Ｍｏｕｌｉｎ　Ｖ、Ｐａｊａｋ　Ｂら、Ｔｈｅ　ａｄ
ｊｕｖａｎｔ　ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌ　ｌｉｐｉｄ　Ａ　ｉｎｃｒｅａｓｅｓ　
ｔｈｅ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｇｅｎ－ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ
．　Ｉｎｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２０００年；１２巻：８０７～８１５頁；Ｇｒａｎｕｃ
ｃｉ　Ｆ、Ｆｅｒｒｅｒｏ　Ｅ、Ｆｏｔｉ　Ｍ、Ａｇｇｕｊａｒｏ　Ｄ、Ｖｅｔｔｏｒｅ
ｔｔｏ　Ｋ、Ｒｉｃｃｉａｒｄｉ－Ｃａｓｔａｇｎｏｌｉ　Ｐ．　Ｅａｒｌｙ　ｅｖｅｎ
ｔｓ　ｉｎ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｉｎｄｕｃｅｄ　
ｂｙ　ＬＰＳ．　Ｍｉｃｒｏｂｅｓ　Ｉｎｆｅｃｔ．　１９９９年；１巻：１０７９～１
０８４頁）。内因性ＣＤ４０のシグナル伝達が、ヒトＤＣにおいてＣＤ８３の発現を特異
的に上方制御することも、以前に報告されていた（Ｍｅｇｉｏｖａｎｎｉ　ＡＭ、Ｓａｎ
ｃｈｅｚ　Ｆ、Ｇｌｕｃｋｍａｎ　ＪＣ、Ｒｏｓｅｎｚｗａｊｇ　Ｍ．　Ｄｏｕｂｌｅ－
ｓｔｒａｎｄｅｄ　ＲＮＡ　ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ　ｏｒ　ＣＤ４０　ｌｉｇａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ｍｏｎｏｃｙｔｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ　ａｓ
　ｍｏｄｅｌｓ　ｔｏ　ｓｔｕｄｙ　ｔｈｅｉｒ　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｍａ
ｔｕｒａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ．　Ｅｕｒ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｎｅｔｗ．　２００
４年；１５巻：１２６～１３４頁）。これらの先の報告と一致して、ＣＤ８３の発現レベ
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ルは、Ａｄ－ｉＣＤ４０の形質導入において上方制御され、ＣＤ８３の発現は、ＬＰＳま
たはＭＰＬの追加後にさらに上方制御された。
【０２４６】
　（実施例３）
　ｉＣＤ４０のシグナル伝達と、誘導性ＰＲＲアダプタータンパク質のライゲーションと
の間の相乗効果に関するアッセイ
　普通の当業者は、この実施例において提示されるアッセイを改良し、ｉＣＤ４０のシグ
ナル伝達と、誘導性ＰＲＲアダプタータンパク質のライゲーションとの間の相乗効果を観
察できる。
【０２４７】
　インターロイキン－１２（ＩＬ－１２）は、Ｔ細胞およびＮＫ細胞の応答を活性化し、
ＩＦＮ－ガンマの産生を誘導する。インターロイキン－１２（ＩＬ－１２）は、ＴＨ１細
胞の分化を助け、先天性面系および獲得免疫の間の生体リンクである（Ｂａｎｃｈｅｒｅ
ａｕ　Ｊら、Ａｎｎ　Ｎ　Ｙ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ．　２００３年；９８７巻：１８０～１
８７頁；Ｐｕｃｃｅｔｔｉ　Ｐ、Ｂｅｌｌａｄｏｎｎａ　ＭＬ、Ｇｒｏｈｍａｎｎ　Ｕ．
　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＩＬ－１２　ａｎｄ　ＩＬ－２３　ｏｎ　ａｎｔｉｇｅｎ－ｐ
ｒｅｓｅｎｔｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ　ａｔ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒｆａｃｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ
　ｉｎｎａｔｅ　ａｎｄ　ａｄａｐｔｉｖｅ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ．　Ｃｒｉｔ　Ｒｅｖ　
Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００２年；２２巻：３７３～３９０頁）。したがって、生物学的に
活性なＩＬ－１２ｐ７０ヘテロ二量体の誘導は、最適なＤＣに基づくワクチンにとって重
要であると思われる。それにもかかわらず、ＰＧＥ２を含む現在のＤＣワクチン接種プロ
トコールは、限られたＩＬ－１２だけを産生する（Ｌｅｅ　ＡＷ、Ｔｒｕｏｎｇ　Ｔ、Ｂ
ｉｃｋｈａｍ　Ｋら、Ａ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｇｒａｄｅ　ｃｏｃｋｔａｉｌ　ｏｆ　ｃ
ｙｔｏｋｉｎｅｓ　ａｎｄ　ＰＧＥ２　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｉｎ　ｕｎｉｆｏｒｍ　ｍａｔ
ｕｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｍｏｎｏｃｙｔｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｄｅｎｄｒｉ
ｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ：　ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐ
ｙ．　Ｖａｃｃｉｎｅ．　２００２年；２０巻Ｓｕｐｐｌ４：Ａ８～Ａ２２）。ＩＬ－１
２は、ｐ４０およびｐ３５鎖からなるヘテロ二量体サイトカインである。すでに、誘導性
ＣＤ４０のシグナル伝達が、マウス骨髄由来ＤＣにおいてＩＬ－１２ｐ７０のｐ３５サブ
ユニットの発現を促進することが報告されていた（Ｈａｎｋｓ　ＢＡら、Ｎａｔ　Ｍｅｄ
．　２００５年；１１巻：１３０～１３７頁）。ＴＬＲ－４のライゲーションが、ｐ４０
の発現を促進できることもまた報告されていた（Ｌｉｕ　Ｊ、Ｃａｏ　Ｓ、Ｈｅｒｍａｎ
　ＬＭ、Ｍａ　Ｘ．　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｉｎｔ
ｅｒｌｅｕｋｉｎ　（ＩＬ）－１２　ｐ３５　ａｎｄ　ｐ４０　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ　ａｎｄ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　（ＩＦＮ）－ｇａｍｍａ－ｐｒｉｍｅｄ　Ｉ
Ｌ－１２　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｙ　ＩＦＮ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ
　１．　Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．　２００３年；１９８巻：１２６５～１２７６頁）。した
がって、ｉＣＤ４０－ＤＣを、ＬＰＳまたはＭＰＬの存在下で培養し、上清をＥＬＩＳＡ
により、ＩＬ－１２ｐ７０の産生に関してアッセイした。
【０２４８】
　予想通りに、標準的ＭＣを用いて処理したＤＣと同様に、ｉＣＤ４０－ＤＣは検出可能
なＩＬ－１２ｐ７０ヘテロ二量体を産生しなかった。ＰＧＥ２がＭＣに抑制される場合、
ＤＣは、検出可能であるが低レベルのＩＬ－１２ｐ７０を産生し、ＰＧＥ２に関する潜在
的に有害な役割と一致する。さらに、ＬＰＳまたはＭＰＬ単独の存在下で１２時間培養さ
れたＤＣもまたＩＬ－１２を産生できない（＜３０ｐｇ／ｍｌ）。しかし、Ａｄ－ｉＣＤ
４０－形質導入ＤＣを、ＭＰＬまたはＬＰＳのどちらかの存在下で培養した場合、それら
は、非常に高レベルのＩＬ－１２ｐ７０を産生した（ＭＰＬに関して１６．４±７．８ｎ
ｇ／ｍｌ）。ＩＬ－１２のこのレベルは、ＰＧＥ２を欠く標準ＭＣにより誘導されたレベ
ルより約２５倍高かった。興味深いことに、ｉＣＤ４０とＴＬＲ４とのこの相乗効果は、
ＡＰ２０１８７の添加から部分的に独立しており、基本的なｉＣＤ４０シグナル伝達が、
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ＴＬＲ４のライゲーションと相乗効果を与え得ることを暗示する。ＩＬ－１２のレベルは
ウイルス粒子の用量と相関したので、ｉＣＤ４０－ＤＣにおけるＩＬ－１２ｐ７０の産生
は、用量依存性である。
【０２４９】
　ＣＤ４０のシグナル伝達は、通常は比較的短時間に厳しく制限されているので、（Ｃｏ
ｎｔｉｎ　Ｃ、Ｐｉｔａｒｄ　Ｖ、Ｉｔａｉ　Ｔ、Ｎａｇａｔａ　Ｓ、Ｍｏｒｅａｕ　Ｊ
Ｆ、Ｄｅｃｈａｎｅｔ－Ｍｅｒｖｉｌｌｅ　Ｊ．　Ｍｅｍｂｒａｎｅ－ａｎｃｈｏｒｅｄ
　ＣＤ４０　ｉｓ　ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｔｕｍｏｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ
　ｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ－ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ　ｅｎｚｙｍｅ．　Ｉｍｐｌｉｃａ
ｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ＣＤ４０　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ．　Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．　２
００３年；２７８巻：３２８０１～３２８０９頁；Ｔｏｎｅ　Ｍ、Ｔｏｎｅ　Ｙ、Ｆａｉ
ｒｃｈｉｌｄ　ＰＪ、Ｗｙｋｅｓ　Ｍ、Ｗａｌｄｍａｎｎ　Ｈ．　Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
　ｏｆ　ＣＤ４０　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｂｙ　ｉｔｓ　ｉｓｏｆｏｒｍｓ　ｇｅｎｅｒａ
ｔｅｄ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　ｓｐｌｉｃｉｎｇ．　Ｐｒｏｃ　Ｎ
ａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．　２００１年；９８巻：１７５１～１７５６頁
）、潜在的には獲得免疫にかぎって、ｉＣＤ４０が、ＴＬＲ－４－刺激ＤＣにおけるＩＬ
－１２ｐ７０の発現の増強だけでなく、延長も誘導できるかどうかを決定した。ＩＬ－１
２発現の動態を評価するために、ＬＰＳ処理ｉＣＤ４０－ＤＣと、ＬＰＳおよびＣＤ４０
Ｌにより刺激したＤＣとを比較した。ＬＰＳ刺激を除去した場合、ＩＬ－１２ｐ７０の発
現が停止される、ＣＤ４０Ｌまたは対照ベクター形質導入ＤＣと比較して、ｉＣＤ４０－
ＤＣが、刺激後７２時間にわたってＩＬ－１２ｐ７０を産生できることが観察された。こ
れらの結果は、誘導性ＣＤ４０シグナル伝達により、ＤＣがＴＬＲ－４刺激に応答して、
増加レベルのＩＬ－１２ｐ７０を連続的に産生可能になることを示す。
【０２５０】
　最終的に、サイトカインシグナル伝達のサプレッサー（ＳＯＣＳ１）の誘導を評価した
。ＳＯＣＳ１は、ＤＣ活性化のネガティブフィードバック阻害剤であり、弱毒化できる（
Ｗｅｓｅｍａｎｎ　ＤＲ、Ｄｏｎｇ　Ｙ、Ｏ’Ｋｅｅｆｅ　ＧＭ、Ｎｇｕｙｅｎ　ＶＴ、
Ｂｅｎｖｅｎｉｓｔｅ　ＥＮ．　Ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｓｉ
ｇｎａｌｉｎｇ　１　ｉｎｈｉｂｉｔｓ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ
　ＣＤ４０　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．　Ｊ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．　２００２年；１６９巻：２３５４～２３６０頁）ＬＰＳおよびサイトカイン刺激
に対して応答性である（Ｅｖｅｌ－Ｋａｂｌｅｒ　Ｋ、Ｓｏｎｇ　ＸＴ、Ａｌｄｒｉｃｈ
　Ｍ、Ｈｕａｎｇ　ＸＦ、Ｃｈｅｎ　ＳＹ．　ＳＯＣＳ１　ｒｅｓｔｒｉｃｔｓ　ｄｅｎ
ｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ’　ａｂｉｌｉｔｙ　ｔｏ　ｂｒｅａｋ　ｓｅｌｆ　ｔｏｌｅ
ｒａｎｃｅ　ａｎｄ　ｉｎｄｕｃｅ　ａｎｔｉｔｕｍｏｒ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ　ｂｙ　ｒ
ｅｇｕｌａｔｉｎｇ　ＩＬ－１２　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
．　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ．　２００６年；１１６巻：９０～１００頁）。以前に
報告されたように、ＬＰＳの刺激は、ＤＣにおいてＳＯＣＳ１の発現を上方制御した（Ｗ
ｅｓｅｍａｎｎ　ＤＲら、Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００２年；１６９巻：２３５４～２
３６０頁）。しかし、ＬＰＳの存在下では著しく、ｉＣＤ４０－ＤＣはＣＤ４０Ｌ刺激Ｄ
ＣよりＳＯＣＳ１の発現レベルが３倍低かった。さらに、ｉＣＤ４０はＣＤ４０Ｌとは異
なり、それ自体ではＳＯＣＳ１を誘導しなかった。これらのデータは、ヒトＤＣにおいて
ｉＣＤ４０がＳＯＣＳ１誘導を部分的にバイパスでき、ＩＬ－１２レベルおよびＤＣ成熟
マーカーの持続的上昇の観察を部分的に説明できることを示す。
【０２５１】
　ＩＬ－１２に加えて、ＩＬ－６は、細胞生存および制御性Ｔ細胞に対する耐性において
重要な役割を果たす（Ｒｅｓｃｉｇｎｏ　Ｍら、Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．　１９９８年；１
８８巻：２１７５～２１８０頁；Ｐａｓａｒｅ　Ｃ、Ｍｅｄｚｈｉｔｏｖ　Ｒ．　Ｔｏｌ
ｌ　ｐａｔｈｗａｙ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｂｌｏｃｋａｄｅ　ｏｆ　ＣＤ４＋ＣＤ２５
＋　Ｔ　ｃｅｌｌ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｂｙ　ｄｅｎｄｒｉｔ
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ｉｃ　ｃｅｌｌｓ　Ｓｃｉｅｎｃｅ．　２００３年；２９９巻：１０３３～１０３６頁）
。Ａｄ－ｉＣＤ４０のトランスフェクションにおいて、ｉＣＤ４０－ＤＣを二量化剤およ
びＴＬＲ－４リガンドを用いて刺激した場合、ＩＬ－６の発現は有意に増強され、さらに
上方制御されたことが観察された。したがって、ｉＣＤ４０のシグナル伝達は、一部の炎
症性サイトカインの産生には十分であるが、鍵となるＴＨ１サイトカインのＩＬ－１２の
産生のためにはさらなるＴＬＲのシグナル伝達が必要である。
【０２５２】
　（実施例４）
　抗原特異的ＴＨ１の分極化
　抗原特異的ＴＨ１の分極化アッセイを、本明細書において提示する。普通の当業者は、
誘導性ＰＲＲおよびＰＲＲアダプタータンパク質の関連において分極化をアッセイするた
めに提示された実施例を改良できる。
【０２５３】
　ＴＬＲ－４リガンドにより成熟されたｉＣＤ４０－ＤＣが、ＣＤ４＋ヘルパーＴ（ＴＨ
）細胞を有効に予備刺激するかどうかをさらに調査するために、それらが、ＣＤ４＋エピ
トープ特異的Ｔ細胞応答をｉｎ　ｖｉｔｒｏで増大できるかどうかを決定した。ナイーブ
ＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＡ＋Ｔ細胞を、モデル抗原の破傷風トキソイドをパルスした自己Ａｄ
－ｉＣＤ４０ＤＣの存在下で、７日間刺激した。７日目に、Ｔ細胞を、ＭＨＣクラスＩＩ
拘束性破傷風トキソイドのエピトープ、ＴＴｐ３０を用いて刺激した。ＩＦＮ－ガンマの
産生は、ｉＣＤ４０－ＤＣと同時培養したＣＤ４＋Ｔ細胞およびＭＰＬまたはＭＣのどち
らかを用いて刺激したｉＣＤ４０－ＤＣにおいて有意に増加した。ＩＦＮ－ガンマの産生
は、対照ウイルスＡｄ－ＧＦＰ形質導入ＤＣによって、またはＭＰＬもしくはＭＣ刺激単
独によって誘導されなかったので、ＩＦＮ－ガンマの産生はｉＣＤ４０特異的であった。
さらに、Ｔ細胞の分極化を、Ｔ細胞の上清中のＴＨ１／ＴＨ２サイトカインレベルを、サ
イトメトリービーズアレイ（ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ　ｂｅａｄ　ａｒｒａｙ）を使用して
評価することによって分析した。ＩＦＮ－ガンマ、ＴＮＦ－アルファ、ＩＬ－４およびＩ
Ｌ－５分泌サイトカインのレベルは、ｉＣＤ４０－ＤＣによって刺激されたヘルパーＴ細
胞において増加し、ＴＨ１およびＴＨ２両方の分極化Ｔ細胞の拡大を示す。しかし、ＴＨ
１サイトカインのレベルは、ＴＨ２関連サイトカインより有意に高く、ＴＨ１細胞の拡大
の優勢を示す。対照的に、ナイーブＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＡ＋細胞由来のＴＴ特異的ＣＤ４
＋ヘルパーＴ細胞の、ＭＣ－成熟ＤＣを使用する誘導は、ＴＴエピトープ特異的なＴＨ１
の分化において中程度の偏向のみをもたらした。これらの結果はＤＣにおけるｉＣＤ４０
のシグナル伝達が、おそらくＩＬ－１２のより多くの産生のために、ＤＣを、抗原特異的
なＴＨ１の分化を有効に誘導可能にすることを示唆する。
【０２５４】
　（実施例５）
　腫瘍抗原特異的ＣＴＬ応答アッセイ
　本明細書において、抗原特異的ＴＨ１分極化アッセイを提示する。普通の当業者は、誘
導性ＰＲＲおよびＰＲＲアダプタータンパク質の関連において分極化をアッセイするため
に提示された実施例を改良できる。
【０２５５】
　ｉＣＤ４０およびＭＰＬが、免疫原性の不十分なメラノーマ自己抗原のＭＡＧＥ－３に
対する細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答を増強できるかどうかを決定した。ＨＬＡ－
Ａ２陽性ドナー由来のｉＣＤ４０－ＤＣに、クラス－Ｉ　ＨＬＡ－Ａ２．１拘束性ＭＡＧ
Ｅ３由来免疫優勢ペプチドのＦＬＷＧＰＲＡＬＶをパルスし、自己Ｔ細胞と同時培養した
。一連の刺激後、抗原特異的Ｔ細胞の頻度を、ＩＦＮ－ガンマ特異的ＥＬＩＳＰＯＴアッ
セイによって評価した。ＭＰＬを用いて刺激したｉＣＤ４０－ＤＣは、ＭＣを用いて刺激
したｉＣＤ４０－ＤＣと比較して、ＭＡＧＥ－３特異的Ｔ細胞において５０％の増加をも
たらし、対照の非形質導入（ＷＴ）ＤＣと比較して、抗原特異的Ｔ細胞において約５倍の
増加をもたらした。
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【０２５６】
　ｉＣＤ４０－ＤＣが、抗原特異的様式で腫瘍細胞のＣＴＬ仲介死を増強できるかどうか
をさらに決定した。ＨＬＡ－Ａ２陽性の健康なボランティア由来の未熟ＤＣに、Ａｄ－ｉ
ＣＤ４０をトランスフェクトし、ＭＡＧＥ－３タンパク質をパルスし、刺激物質として使
用し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでＣＴＬを作製した。ＳＫ－ＭＥＬ－３７細胞（ＨＬＡ－Ａ２＋
、ＭＡＧＥ－３＋）およびＭＡＧＥ－３　Ａ２．１ペプチド（ＨＬＡ－Ａ２＋、ＭＡＧＥ
－３＋）をパルスしたＴ２細胞を標的として利用した。ＮＡ－６－ＭＥＬ細胞（ＨＬＡ　
Ａ２－、ＭＡＧＥ－３＋）および無関係なＡ２．１拘束性インフルエンザマトリックスペ
プチドをパルスしたＴ２細胞（ＨＬＡ－Ａ２＋）は陰性対照として機能した。ｉＣＤ４０
－ＤＣにより誘導されたＣＴＬは、それらの同種の標的（ＳＫ－ＭＥＬ－３７）およびさ
らにＭＡＧＥ－３　Ａ２．１ペプチドをパルスしたＴ２細胞をも有効に認識し、溶解でき
、ＭＡＧＥ－３特異的ＣＴＬの存在を示す。対照的に、対照標的は、有意に低いレベルで
溶解された。ＭＰＬまたはＭＣを用いて処理したｉＣＤ４０－ＤＣを刺激物質として使用
した場合、ＭＰＬまたはＭＣ単独で処理した非形質導入ＤＣと比較した溶解活性の改善は
連続的に観察された。加えて、ＭＰＬを用いて処理したｉＣＤ４０－ＤＣによる、ＭＡＧ
Ｅ－３／ＨＬＡ－Ａ２特異的四量体陽性ＣＤ８＋ＣＴＬの有意な拡大が観察された。
【０２５７】
　同様に、ＬＰＳおよびｉＣＤ４０刺激ＤＣがＣＴＬ溶解活性を増強できるかどうかを試
験するために、前立腺特異的膜抗原（ＰＳＭＡ）に対する耐性を壊すそれらの能力を検査
した。健康なＨＬＡ－Ａ２＋ボランティアから作製したＤＣに、ＰＳＭＡタンパク質（Ｄ
ａｖｉｓ　ＭＩ、Ｂｅｎｎｅｔｔ　ＭＪ、Ｔｈｏｍａｓ　ＬＭ、Ｂｊｏｒｋｍａｎ　ＰＪ
．　Ｃｒｙｓｔａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｐｒｏｓｔａｔｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ
　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ａｎｔｉｇｅｎ，　ａ　ｔｕｍｏｒ　ｍａｒｋｅｒ　ａｎｄ　ｐｅ
ｐｔｉｄａｓｅ．　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．　２００５年
；１０２巻：５９８１～５９８６頁）またはＭＡＧＥ－３をパルスし、ＡＤ－ｉＣＤ４０
またはＡｄ－Ｌｕｃを形質導入し、自己Ｔ細胞と同時培養した。３ラウンドの刺激後、抗
原特異的ＣＴＬ活性を、クロム放出アッセイにより、ＬＮＣａＰ細胞（ＨＬＡ－Ａ２＋Ｐ
ＳＭＡ＋）を標的として、およびＳＫ－Ｍｅｌ－３７（ＨＬＡ－Ａ２＋ＰＳＭＡ－）をＰ
ＳＭＡ－パルスＤＣに対する対照として使用して測定した。同じドナーのＤＣにＭＡＧＥ
－３をパルスし、ＬＮＣａＰ細胞（ＭＡＧＥ－３－）を陰性対照として使用した場合、Ｓ
Ｋ－Ｍｅｌ－３７細胞（ＭＡＧＥ－３＋）を標的として使用した。まとめると、これらの
データはｉＣＤ４０－形質導入ＤＣは、ＭＣ処理ＤＣより強力な抗原特異的ＣＴＬ応答を
ｉｎ　ｖｉｔｒｏで有意に誘導できることを示す。普通の当業者は、このアッセイを改良
して、キメラｉＣＤ４０誘導性ＰＲＲアダプタータンパク質を使用して、腫瘍抗原特異的
ＣＴＬ応答を試験できる。
【０２５８】
　（実施例６）
　誘導性ＣＤ４０は、ＣＣＲ７の発現およびＰＧＥ２有さないＤＣの遊走能力を増強する
。
【０２５９】
　抗原特異的ＴＨ１の分極化アッセイを本明細書において提示する。普通の当業者は、誘
導性ＰＲＲおよびＰＲＲアダプタータンパク質の関連において分極化をアッセイするため
に提示された実施例を改良できる。
【０２６０】
　他の成熟マーカーに加えて、ＣＣＲ７は、成熟に関してＤＣにおいて上方制御され、そ
れらの流入領域リンパ節へ向かう遊走に関与する（Ｃｙｓｔｅｒ　ＪＧ．　Ｃｈｅｍｏｋ
ｉｎｅｓ　ａｎｄ　ｃｅｌｌ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｌｙｍ
ｐｈｏｉｄ　ｏｒｇａｎｓ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ．　１９９９年；２８６巻：２０９８～２
１０２頁）。近年、いくつかの報告により、走化性とは別に、ＣＣＲ７もまたＤＣの「細
胞構築」、エンドサイトーシスの速度、生存、遊走速度および成熟に影響を与えることが
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示された（Ｓａｎｃｈｅｚ－Ｓａｎｃｈｅｚ　Ｎ、Ｒｉｏｌ－Ｂｌａｎｃｏ　Ｌ、Ｒｏｄ
ｒｉｇｕｅｚ－Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ　ＪＬ．　Ｔｈｅ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｐｅｒｓｏｎ
ａｌｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ＣＣＲ７　ｉ
ｎ　Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　Ｃｅｌｌｓ．　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００６年；１７６巻
：５１５３～５１５９頁）。共刺激分子およびＴＨ１サイトカインに加えて、ｉＣＤ４０
は、ヒトＤＣにおいてＣＣＲ７の発現を特異的に上方制御する。さらに、ＣＣＲ７の発現
は、Ａｄ－ｉＣＤ４０ウイルス用量の増大と相関した。
【０２６１】
　ＣＣＲ７の発現レベルは、ＭＩＰ－３ベータＣＣＬ１９に向かう遊走の増強と相関する
ので、ヒトｉＣＤ４０－ＤＣが、ＭＩＰ－３ベータに向かってｉｎ　ｖｉｔｒｏで遊走で
きるかどうかを、トランスウェルアッセイにおいて決定した。ＡＰ２０１８７二量体化薬
物を用いて処理したｉＣＤ４０－ＤＣは、ＭＣにより誘導された遊走レベルに相当する遊
走レベルを有する。さらに、ｉＣＤ４０－ＤＣの遊走は、ＰＧＥ２が例え存在しない場合
も、ＭＰＬまたはＭＣの刺激によりさらに増加した。これらのデータは高度に再現可能で
あり、ＰＧＥ２がヒトＤＣのリンパ節ホーミングにとって必須であるという、広く支持さ
れている意見とは対照的に、ｉＣＤ４０がｉｎ　ｖｉｔｒｏのＣＣＲ７の発現およびＤＣ
の遊走を誘導するのに十分であることを示す。
【０２６２】
　ケモカインおよびケモカイン受容体は、１つの種の中および種の間で、配列同一性を高
い割合で共有している（Ｄｅ　Ｖｒｉｅｓ　ＩＪ、Ｋｒｏｏｓｈｏｏｐ　ＤＪ、Ｓｃｈａ
ｒｅｎｂｏｒｇ　ＮＭら、Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｇ
ｅｎ－ｐｕｌｓｅｄ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ　ｔｏ　ｌｙｍｐｈ　ｎｏｄｅｓ
　ｉｎ　ｍｅｌａｎｏｍａ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｉｓ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ　ｂｙ　ｔ
ｈｅｉｒ　ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ　ｓｔａｔｅ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　２００３年
；６３巻：１２～１７頁）。この知見に基づいて、ｉｎ　ｖｉｖｏでヒトＤＣにおいて遊
走をモニタリングするための新規な異種移植片モデルを開発した。ヒトＤＣにｉＣＤ４０
を形質導入し、ＬＰＳまたはＭＣを用いて成熟させ、マウスＤＣを、ＬＰＳを用いて成熟
させた。ＤＣにＡｄ５－ＣＢＲを同時形質導入したので、生物発光は即時に可視化された
。期待通りに、未熟ＤＣは膝窩の流入リンパ節に遊走しなかった。しかし、ＬＰＳまたは
ＭＣを用いて成熟させたｉＣＤ４０－ＤＣは、異種の膝窩リンパ節において、接種２日後
以内に検出可能であった。ＬＰＳを用いて刺激したｉＣＤ４０－ＤＣの遊走は、非刺激Ｄ
Ｃより有意に高く（ｐ＝０．０３６）、マウスＤＣの遊走に相当した。さらに、２日目に
、ｉＣＤ４０－ＤＣが鼠径ＬＮにおいて検出され、一方ＭＣ刺激ＤＣは検出されず、ｉＣ
Ｄ４０－ＤＣの遊走能力はＭＣを用いて刺激されたＤＣよりも高いことを示唆した。まと
めると、これらの結果は、ＤＣにおけるｉＣＤ４０のシグナル伝達が、ＣＣＲ７の発現の
調節におい重要な役割を果たし、リンパ節へのＤＣの遊走にとって十分であることを示し
ている。ｉＣＤ４０－ＤＣの遊走は、細胞をＬＰＳを用いて刺激した場合さらに増強され
、ＣＣＲ７の発現の増強と相関する。普通の当業者は、キメラｉＣＤ４０誘導性ＰＲＲア
ダプタータンパク質のアッセイのために、このアッセイを改良できる。
【０２６３】
　（実施例７）
　ｉＣＤ４０およびＰＲＲを用いた、実施例２から実施例６において提示したアッセイに
よる観察の要約
　樹状細胞の有効性は、多くの変異、特に成熟状態およびリンパ節への効率的な遊走に依
存する。癌患者におけるいくつかの臨床試験は、腫瘍特異的抗原に対する獲得免疫を誘導
するＤＣの効力を示した（Ｎｅｓｔｌｅ　ＦＯ、Ｂａｎｃｈｅｒｅａｕ　Ｊ、Ｈａｒｔ　
Ｄ．　Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ：　Ｏｎ　ｔｈｅ　ｍｏｖｅ　ｆｒｏｍ　ｂｅｎ
ｃｈ　ｔｏ　ｂｅｄｓｉｄｅ．　Ｎａｔ　Ｍｅｄ．　２００１年；７巻：７６１～７６５
頁；Ｓｃｈｕｌｅｒ　Ｇ、Ｓｃｈｕｌｅｒ－Ｔｈｕｒｎｅｒ　Ｂ、Ｓｔｅｉｎｍａｎ　Ｒ
Ｍ．　Ｔｈｅ　ｕｓｅ　ｏｆ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｃａｎｃｅｒ　
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ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ．　Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００３年；
１５巻：１３８～１４７頁；Ｃｒａｎｍｅｒ　ＬＤ、Ｔｒｅｖｏｒ　ＫＴ、Ｈｅｒｓｈ　
ＥＭ．　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃ
ｅｌｌ　ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｃａｎｃ
ｅｒ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．　２００４年；５３巻
：２７５～３０６頁）。しかし、臨床応答は一時的であり、ＤＣワクチン設計のさらなる
改善を保証する（Ｒｉｄｇｗａｙ　Ｄ．　Ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　１０００　ｄｅｎｄｒｉ
ｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ｖａｃｃｉｎｅｓ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｖｅｓｔ．　２００３年；
２１巻：８７３～８８６頁；Ｄａｌｌａｌ　ＲＭ、Ｌｏｔｚｅ　ＭＴ．　Ｔｈｅ　ｄｅｎ
ｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ａｎｄ　ｈｕｍａｎ　ｃａｎｃｅｒ　ｖａｃｃｉｎｅｓ．　Ｃ
ｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２０００年；１２巻：５８３～５８８頁）。現在
のＤＣに基づくワクチンの制限は、リンパ組織内の一時的活性化状態、ＣＤ４＋Ｔ細胞免
疫の誘導の低さおよび流入領域リンパ節への遊走能力の損傷である（Ａｄｅｍａ　ＧＪ、
ｄｅ　Ｖｒｉｅｓ　ＩＪ、Ｐｕｎｔ　ＣＪ、Ｆｉｇｄｏｒ　ＣＧ．　Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
　ｏｆ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ｂａｓｅｄ　ｃａｎｃｅｒ　ｖａｃｃｉｎｅｓ
：　ｉｎ　ｖｉｖｏ　ｖｅｒｉｔａｓ？　Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２０
０５年；１７巻：１７０～１７４頁）。ＬＰＳへの曝露後２４時間未満で、ＤＣは、ＴＨ
１－分極化サイトカインのＩＬ－１２の合成を終了し、さらなる刺激剤に対して不応性に
なり（Ｌａｎｇｅｎｋａｍｐ　Ａ、Ｍｅｓｓｉ　Ｍ、Ｌａｎｚａｖｅｃｃｈｉａ　Ａ、Ｓ
ａｌｌｕｓｔｏ　Ｆ．　Ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ａｃ
ｔｉｖａｔｉｏｎ：　ｉｍｐａｃｔ　ｏｎ　ｐｒｉｍｉｎｇ　ｏｆ　ＴＨ１，　ＴＨ２　
ａｎｄ　ｎｏｎｐｏｌａｒｉｚｅｄ　Ｔ　ｃｅｌｌｓ．　Ｎａｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２
０００年；１巻：３１１～３１６頁）、ヘルパーＴ細胞およびＣＴＬを活性化するそれら
の能力を制限する。他の研究は、皮内投与された成熟ＤＣの５％未満がリンパ節に到達し
、非効率的なホーミング３９を示すことを示している。これらの発見は、活性化状態の延
長およびＤＣの遊走能力および／またはリンパ節内の同系のＴ細胞が関与するＤＣ活性化
「ウインドウ」の時間的調整のいずれかの必要性を強調している。
【０２６４】
　ｉｎ　ｖｉｖｏでマウスＤＣ機能を促進する方法を、キメラ誘導性ＣＤ４０受容体の操
作によって開発した（Ｈａｎｋｓ　ＢＡら、Ｎａｔ　Ｍｅｄ．　２００５年；１１巻：１
３０～１３７頁）。誘導性ＣＤ４０の取り組みは、ヒトＤＣの免疫刺激性機能の増強にお
いても有効であることが観察されている。ＩＬ－１２ｐ７０分泌に関するＴＬＲおよびＣ
Ｄ４０シグナル伝達の組み合わせの相乗的活性の以前の報告に一致して、ｉＣＤ４０＋Ｔ
ＬＲ４シグナル伝達は、高レベルのＩＬ－１２分泌、ＤＣの成熟、Ｔ細胞刺激機能および
遊走能力の拡大を誘導した（Ｌａｐｏｉｎｔｅ　Ｒら、Ｅｕｒ　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　
２０００年；３０巻：３２９１～３２９８頁；Ｎａｐｏｌｉｔａｎｉ　Ｇ、Ｒｉｎａｌｄ
ｉ　Ａ、Ｂｅｒｔｏｎｉ　Ｆ、Ｓａｌｌｕｓｔｏ　Ｆ、Ｌａｎｚａｖｅｃｃｈｉａ　Ａ．
　Ｓｅｌｅｃｔｅｄ　Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ａｇｏｎｉｓｔ　ｃｏｍ
ｂｉｎａｔｉｏｎｓ　ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙ　ｔｒｉｇｇｅｒ　ａ　Ｔ　ｈｅ
ｌｐｅｒ　ｔｙｐｅ　１－ｐｏｌａｒｉｚｉｎｇ　ｐｒｏｇｒａｍ　ｉｎ　ｄｅｎｄｒｉ
ｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ．　Ｎａｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００５年；６巻：７６９～７７６
頁）。
【０２６５】
　ｉＤＣにおけるＩＬ－１２ｐ７０の分泌の増加および延長は、ＩＬ－１２シグナル伝達
を阻害するＳＯＣＳ１の産生を最優先に一部起因すると思われる自己免疫寛容を壊すこと
ができることを実証した（Ｅｖｅｌ－Ｋａｂｌｅｒ　Ｋら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ
．　２００６年；１１６巻：９０～１００頁）。可溶性ＣＤ４０Ｌにより刺激された内因
性ＣＤ４０のシグナル伝達は、ＳＯＣＳ１の上方制御をもたらすが、ｉＣＤ４０は、有意
なＳＯＣＳ１導入が無くてもＤＣを活性化することが決定されている。加えて、ｉＣＤ４
０のシグナル伝達は、ＤＣにおいて、ＣＤ４＋Ｔ細胞およびＣＴＬの刺激における効力の
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増強を示すＩＬ－１２ｐ７０の高度かつ延長された発現を招く。
【０２６６】
　ＩＬ－６は、ｐ３８ＭＡＰＫ、ＥＲＫ１，２　４７およびＰＩ３－キナーゼなどの抗ア
ポトーシス経路の活性化による、多くの異なる細胞型の生存に関わっている（Ｂｉｓｐｉ
ｎｇ　Ｇ、Ｋｒｏｐｆｆ　Ｍ、Ｗｅｎｎｉｎｇ　Ｄら、Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ　ｋｉｎａｓｅｓ　ｂｙ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｉｎｄｏｌｉｎｏｎｅ　ｄｅｒｉｖａ
ｔｉｖｅ　ｉｎ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｍｙｅｌｏｍａ：　ａｂｒｏｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　
ｓｔｒｏｍａ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｉｎｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６　ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ　
ａｎｄ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｐｏｐｔｏｓｉｓ　ｉｎ　ｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉ
ｃａｌｌｙ　ｄｅｆｉｎｅｄ　ｓｕｂｇｒｏｕｐｓ．　Ｂｌｏｏｄ．　２００６年；１０
７巻：２０７９～２０８９頁）。ＤＣにおけるｉＣＤ４０およびＴＬＲ－４のシグナル伝
達によるＩＬ－６の発現の誘導を、さらに特定した。この発見は、前記のＤＣの生存延長
を部分的に説明できる（Ｈａｎｋｓ　ＢＡら、Ｎａｔ　Ｍｅｄ．　２００５年；１１巻：
１３０～１３７頁）。さらに、ＩＬ－６の発現は、ＣＤ４＋ＣＤ２５＋制御性Ｔ細胞の作
製を阻害するＤＣの能力において重要である（Ｐａｓａｒｅ　ＣおよびＭｅｄｚｈｉｔｏ
ｖ　Ｒ．、Ｓｃｉｅｎｃｅ．　２００３年；２９９巻：１０３３～１０３６頁）。この関
連において、ｉＣＤ４０－ＤＣ－に基づくワクチンは、ターゲッティング抗原に対する末
梢寛容を阻害する、負の制御因子を、ｉｎ　ｖｉｖｏで潜在的に抑制できる。
【０２６７】
　癌免疫療法の１つの主要な焦点は癌患者において強力な腫瘍抗原特異的ＣＴＬ応答を促
進するワクチンの設計であった（Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ　ＳＡ．、Ｉｍｍｕｎｉｔｙ．　１
９９９年；１０巻：２８１～２８７頁）。しかし、累積証拠は、ＣＤ４＋Ｔ細胞は、ＣＤ
８＋Ｔ細胞の誘導、持続および拡大に寄与するので、ＣＤ４＋Ｔ細胞が、抗腫瘍免疫にお
いて重要な役割を果たすこと示唆している（Ｋａｌａｍｓ　ＳＡ、Ｗａｌｋｅｒ　ＢＤ．
　Ｔｈｅ　ｃｒｉｔｉｃａｌ　ｎｅｅｄ　ｆｏｒ　ＣＤ４　ｈｅｌｐ　ｉｎ　ｍａｉｎｔ
ａｉｎｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ　ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｔ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ．　Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．　１９９８年；１８８巻：２１９９～２２
０４頁）。本発明者らの研究は、ｉＣＤ４０－ＤＣがナイーブＴ細胞を有効に刺激し、免
疫応答の両方の腕（すなわち、ＭＡＧＥ－３およびＰＳＭＡ特異的ＣＴＬならびにＴＴ特
異的ＣＤ４＋Ｔ細胞）を表す抗原特異的細胞を有効に拡大することを示した。ＴＨ１（Ｉ
ＦＮ－ガンマおよびＴＮＦ－アルファ）サイトカインが、ｉＣＤ４０－ＤＣ刺激ＣＤ４＋
Ｔ細胞の環境下で優勢に産生されたことを実証し、ＴＨ１細胞の拡大を示す。ＰＧＥ２（
ＭＣの鍵となる成分）は、ＴＨ１応答の強力なサプレッサーであるので、Ｔ細胞を、ＭＣ
処理ＤＣを用いて刺激した場合、期待通りに、これらのサイトカインは検出されなかった
（Ｋａｌｉｎｓｋｉ　Ｐ、Ｈｉｌｋｅｎｓ　ＣＭ、Ｓｎｉｊｄｅｒｓ　Ａ、Ｓｎｉｊｄｅ
ｗｉｎｔ　ＦＧ、Ｋａｐｓｅｎｂｅｒｇ　ＭＬ．　Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ，　
ｏｂｔａｉｎｅｄ　ｆｒｏｍ　ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　ｂｌｏｏｄ　ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　ＰＧＥ２，　ｐｒｏｍｏｔｅ　Ｔｈ２　ｒ
ｅｓｐｏｎｓｅｓ．　Ａｄｖ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ　Ｂｉｏｌ．　１９９７年；４１７巻：３
６３～３６７頁；Ｍｃｌｌｒｏｙ　Ａ、Ｃａｒｏｎ　Ｇ、Ｂｌａｎｃｈａｒｄ　Ｓら、Ｈ
ｉｓｔａｍｉｎｅ　ａｎｄ　ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ　Ｅ　ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅ
　ｔｈｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔｈ２－ａｔｔｒａｃｔｉｎｇ　ｃｈｅｍｏｋ
ｉｎｅｓ　（ＣＣＬ１７　ａｎｄ　ＣＣＬ２２）　ａｎｄ　ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅ
　ＩＦＮ－ｇａｍｍａ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ＣＸＣＬ１０　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｂｙ　
ｉｍｍａｔｕｒｅ　ｈｕｍａｎ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ．　Ｉｍｍｕｎｏｌｏ
ｇｙ．　２００６年；１１７巻：５０７～５１６頁；Ｍｅｙｅｒ　Ｆ、Ｒａｍａｎｕｊａ
ｍ　ＫＳ、Ｇｏｂｅｒｔ　ＡＰ、Ｊａｍｅｓ　ＳＰ、Ｗｉｌｓｏｎ　ＫＴ．　Ｃｕｔｔｉ
ｎｇ　ｅｄｇｅ：　ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ－２　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｓｕｐ
ｐｒｅｓｓｅｓ　Ｔｈ１　ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｔｏ　
Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ．　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００３年；１７
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１巻：３９１３～３９１７頁）。
【０２６８】
　近年のマウス研究により、ＤＣの遊走がＴ細胞の増殖と直接相関することが示された（
Ｍａｒｔｌｎ－Ｆｏｎｔｅｃｈａ　Ａ、Ｓｅｂａｓｔｉａｎｉ　Ｓ、Ｈｏｐｋｅｎ　ＵＥ
ら、Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
　ｔｏ　ｔｈｅ　ｄｒａｉｎｉｎｇ　ｌｙｍｐｈ　ｎｏｄｅ：　ｉｍｐａｃｔ　ｏｎ　Ｔ
　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　ｔｒａｆｆｉｃ　ａｎｄ　ｐｒｉｍｉｎｇ．　Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍ
ｅｄ．　２００３年；１９８巻：６１５～６２１頁）。したがって、遊走の増加は、ＤＣ
に基づくワクチン４５の有効性を増強するはずである。最新のＤＣワクチンのプロトコー
ルは、炎症性サイトカインを用いたワクチン注射部位のプレコンディショニングまたはＴ
ＬＲリガンドおよび主にＭＣ成分からなる炎症促進性サイトカインを用いたＤＣのｅｘ　
ｖｉｖｏ刺激を含む（Ｍａｒｔｌｎ－Ｆｏｎｔｅｃｈａ　Ａら、Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．　
２００３年；１９８巻：６１５～６２１頁；Ｐｒｉｎｓ　ＲＭ、Ｃｒａｆｔ　Ｎ、Ｂｒｕ
ｈｎ　ＫＷら、Ｔｈｅ　ＴＬＲ－７　ａｇｏｎｉｓｔ，　ｉｍｉｑｕｉｍｏｄ，　ｅｎｈ
ａｎｃｅｓ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ａｎｄ　ｐｒｏｍｏｔ
ｅｓ　ｔｕｍｏｒ　ａｎｔｉｇｅｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｔ　ｃｅｌｌ　ｐｒｉｍｉｎｇ
：　ｒｅｌａｔｉｏｎ　ｔｏ　ｃｅｎｔｒａｌ　ｎｅｒｖｏｕｓ　ｓｙｓｔｅｍ　ａｎｔ
ｉｔｕｍｏｒ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ．　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００６年；１７６巻：１
５７～１６４頁）。ＣＣＲ７およびそのリガンドに対する感作の両方を上方制御すること
によって、ＤＣの遊走能力を刺激するので、その多数の免疫抑制機能８～１２にもかかわ
らず、ＰＧＥ２は過去数年の間、ＤＣ成熟カクテルの不可欠な成分として使用されてきた
。ＰＧＥ２を用いないＤＣの遊走能力を増強する別の取り組みは、ＤＣに基づくワクチン
の改善によって有益であるはずである。
【０２６９】
　これらの研究の結果は、ＤＣにおいてｉＣＤ４０のシグナル伝達がＣＣＲ７の発現を上
方制御するだけでなく、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでＣＣＬ１９に対するそれらの走化性を刺激す
ることを示す。加えて、ｉＣＤ４０を形質導入した未熟ＤＣは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよび
ｉｎ　ｖｉｖｏの両方で、ＭＣ刺激ＤＣと同様に効率的に遊走できた。さらに、ｉＣＤ４
０－ＤＣの遊走は、細胞を、ＴＬＲ－４リガンドを用いて刺激した場合さらに誘導された
。ＣＣＲ７の刺激は、ＤＣの遊走速度を上昇させ、この受容体がＤＣの移動および運動性
を制御できることを示すことが最近示された（Ｒｉｏｌ－Ｂｌａｎｃｏ　Ｌ、Ｓａｎｃｈ
ｅｚ－Ｓａｎｃｈｅｚ　Ｎ、Ｔｏｒｒｅｓ　Ａら、Ｔｈｅ　ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ　ｒｅｃ
ｅｐｔｏｒ　ＣＣＲ７　ａｃｔｉｖａｔｅｓ　ｉｎ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ　
ｔｗｏ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｍｏｄｕｌｅｓ　ｔｈａｔ　ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ
　ｒｅｇｕｌａｔｅ　ｃｈｅｍｏｔａｘｉｓ　ａｎｄ　ｍｉｇｒａｔｏｒｙ　ｓｐｅｅｄ
．　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　２００５年；１７４巻：４０７０～４０８０頁；Ｐａｌｅｃ
ｅｋ　ＳＰ、Ｌｏｆｔｕｓ　ＪＣ、Ｇｉｎｓｂｅｒｇ　ＭＨ、Ｌａｕｆｆｅｎｂｕｒｇｅ
ｒ　ＤＡ、Ｈｏｒｗｉｔｚ　ＡＦ．　Ｉｎｔｅｇｒｉｎ－ｌｉｇａｎｄ－ｂｉｎｄｉｎｇ
　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｇｏｖｅｒｎ　ｃｅｌｌ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｓｐｅｅｄ　
ｔｈｒｏｕｇｈ　ｃｅｌｌ－ｓｕｂｓｔｒａｔｕｍ　ａｄｈｅｓｉｖｅｎｅｓｓ．　Ｎａ
ｔｕｒｅ．　１９９７年；３８５巻：５３７～５４０頁；Ｙａｎａｇａｗａ　Ｙ、Ｏｎｏ
ｅ　Ｋ．　ＣＣＬ１９　ｉｎｄｕｃｅｓ　ｒａｐｉｄ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｅｘｔｅｎ
ｓｉｏｎ　ｏｆ　ｍｕｒｉｎｅ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ．　Ｂｌｏｏｄ．　２
００２年；１００巻：１９４８～１９５６頁）。ＣＣＲ７の刺激は、ＤＣ５８の成熟表現
型を増強することが示されている。したがって、ＤＣにｉＣＤ４０を形質導入することに
よって、ＣＣＲ７の発現、ＤＣの遊走および成熟状態は、増強され、ＰＧＥ２の必要性が
取り除かれる。
【０２７０】
　最終的に、ＤＣのｉＣＤ４０刺激は、標的ＬＮＣａＰ細胞の死を有意に増加できる前立
腺特異的抗原、ＰＳＭＡに対する強力な細胞傷害性Ｔ細胞応答を誘導できる（Ｄｕｄｌｅ
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ｙ　ＭＥ、Ｗｕｎｄｅｒｌｉｃｈ　ＪＲ、Ｙａｎｇ　ＪＣら、Ａｄｏｐｔｉｖｅ　ｃｅｌ
ｌ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ　ｎｏｎ－ｍｙｅｌｏａｂ
ｌａｔｉｖｅ　ｂｕｔ　ｌｙｍｐｈｏｄｅｐｌｅｔｉｎｇ　ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ　
ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｒｅｆｒａ
ｃｔｏｒｙ　ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ　ｍｅｌａｎｏｍａ．　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎｃｏｌ。
２００５年；２３巻：２３４６～２３５７頁；Ｍｏｒｇａｎ　ＲＡ、Ｄｕｄｌｅｙ　ＭＥ
、Ｗｕｎｄｅｒｌｉｃｈ　ＪＲら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　Ｐａｔ
ｉｅｎｔｓ　Ａｆｔｅｒ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｏｆ　Ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ　Ｅｎｇｉ
ｎｅｅｒｅｄ　Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ．　２００６年）。本明細書
に引用した他の文献は、「Ｉｎｄｕｃｅｄ　Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　Ｉｎ　Ｄｅｎｄｒｉ
ｔｉｃ　Ｃｅｌｌｓ」と題され、発明者としてＳｐｅｎｃｅｒらの名が挙げられ、現在米
国特許第７，４０４，９５０号として発行された、２００４年２月１８日提出の米国特許
出願第１０／７８１，３８４号に参照された。
【０２７１】
　（実施例８）
　誘導性ＣＤ４０
　先天性免疫系は、パターン認識受容体、ＰＲＲのいくつかのファミリーを使用して病原
体感染または損傷を感知する。ＰＲＲの１つのファミリーは、現在哺乳動物中に約１１の
メンバーを含むＴｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）である。これらは通常、ロイシンリッチモチ
ーフ（ＬＲＭ）を介して多価リガンドと結合する。リガンドは、細菌、ウイルス、真菌ま
たは宿主細胞に由来でき、細胞表面または細胞内小胞（特にＴＬＲ３、７、８および９）
内のどちらかにおいてＴＬＲと結合できる。それらの細胞質シグナル伝達ドメイン内で、
それらは、下流のＴＩＲ含有アダプター分子、例えば、ＭｙＤ８８およびＴＲＩＦ／ＴＩ
ＣＡＭ－１ならびにアダプターＴＩＲＡＭ／ＴＩＣＡＭ－２およびＭＡＬ／ＴＩＲＡＰと
結合する、保存ＴＩＲ（Ｔｏｌｌ／ＩＬ－１Ｒ）ドメインを共有する。さらなるＰＲＲは
、ＮＯＤ様受容体（例えば、ＮＯＤ１およびＮＯＤ２）およびＲＩＧ様ヘリカーゼ、ＲＩ
Ｇ－ＩおよびＭｄａ－５を含む。多くのＰＲＲは、フレキシブルＬＲＭを介してリガンド
と結合し、タンパク質－タンパク質結合モチーフ、例えば、ＴＩＲまたはＣＡＲＤ（カス
パーゼ動員ドメイン）ドメインを介して下流のシグナル伝達分子とカップリングする。
【０２７２】
　ＴＬＲ－４を介した刺激と、共刺激性分子ＣＤ４０を介したシグナル伝達とを併せると
、ヒト単球由来樹状細胞（ＭｏＤＣ）において高レベルの成熟および遊走特性を促進でき
る。公開および非公開データ２～７の両方に基づき、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよび／またはｉ
ｎ　ｖｉｖｏのヒトＭｏＤＣの活性化状態のこの延長および増強は、獲得免疫療法のため
の自己腫瘍特異的Ｔ細胞の活性化および拡大の両方を促進でき、ワクチン接種のための自
己限定ｅｘ　ｖｉｖｏ成熟ＤＣの問題を克服できる。
【０２７３】
　さまざまな取り組みは、さまざまなＰＲＲと、誘導性ＣＤ４０との組み合わせの使用を
評価するために利用できる。これらの取り組みおよびこれらの評価を実施するために使用
した実験方法はまた、誘導性ＣＤ４０と、誘導性ＰＲＲアダプタータンパク質、例えば、
ＭｙＤ８８およびＴＲＩＦとの組み合わせを研究するためにも使用できる。
【０２７４】
　複合体を交換するために、不明なところが多いＭｏＤＣ成熟カクテル、またはアジュバ
ントならびにＣＤ４０シグナル伝達、Ｔｏｌｌ様受容体４のＣＩＤ誘導性型（ｉＴＬＲ４
と呼ばれる）および他のｉＴＬＲ（すなわち、ＴＬＲ３、７、８および９）との組み合わ
せを開発し、ｉＴＬＲを、同じポリペプチド鎖内でトランスまたはシスのどちらかでｉＣ
Ｄ４０との相乗効果に関してアッセイする。有効性は、転写因子ＮＦカッパＢおよびＩＲ
Ｆ３／７の誘導ならびにＤＣ系、Ｄ２ＳＣ／１におけるｐ３８およびＪＮＫのリン酸化に
基づく。最も強力な誘導性受容体を、ＭｏＤＣの効率的な形質導入のために、アデノベク
ター内にサブクローニングする。
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【０２７５】
　樹状細胞（ＤＣ）は、獲得免疫の開始および制御において重要な役割を果たす７、８。
「危険なシグナル」の検出において、ＤＣは、遺伝的成熟プログラムを受けることによっ
て、それらの微小環境に生理学的に適応する６。抗原提示および共刺激性分子を使用して
、ＤＣは、ナイーブ抗原特異的Ｔリンパ球を強力に活性化でき、それらのその後の表現型
および機能を制御できる９。ほとんどの場合、ＤＣによる強固な細胞傷害性Ｔリンパ球（
ＣＴＬ）免疫の開発は、ＣＤ４＋Ｔ細胞由来の「ヘルパー」シグナルを必要とする１０。
このシグナルは、可溶性サイトカイン、例えばＩＬ－２およびＤＣの表面ＣＤ４０受容体
のＣＤ４０Ｌ仲介刺激の両方からなる１１～１３。腫瘍壊死因子受容体（ＴＮＦＲ）スー
パーファミリーのメンバー、ＣＤ４０は、いくつかの抗原提示、共刺激性サイトカインお
よび生存促進性遺伝子の上方制御をもたらすＤＣ内でさまざまな経路を誘発し、ＣＤ４０
は、集約的にＤＣがＣＴＬの活性化を誘導できるようにする１４、１５。
【０２７６】
　抗原提示細胞（ＡＰＣ）としてのＤＣの抜群の役割を得、それらを、さまざまな悪性腫
瘍の治療のためのワクチン接種プロトコールにおける天然のアジュバントとして活用でき
る１６、１７。通常、適用は、いくつかの方法のうちの１つ、例えば、未熟ＤＣへの非分
画腫瘍溶解物のパルス、ＭＨＣ溶出ペプチド、腫瘍由来熱ショックタンパク質（ＨＳＰ）
、腫瘍関連抗原（ＴＡＡ（ペプチドまたはタンパク質））あるいはＤＣへの巨大腫瘍のｍ
ＲＮＡまたはＴＡＡをコードするｍＲＮＡのトランスフェクト（１８、１９において再考
される）による、白血球除去、ＧＭ－ＣＳＦおよびＩＬ－４中の培養における分化ならび
に未熟単球（またはＣＤ３４＋前駆体細胞）－由来ＤＣ（ＭｏＤＣ）への腫瘍抗原の投入
を介した末梢血単球の収穫を含む。次いで、抗原投入ＤＣを、炎症性サイトカイン（例え
ば、ＴＮＦアルファ、ＩＬ１ベータ、ＩＬ６およびＰＧＥ２）または他のアジュバント（
例えば、ＬＰＳ、ＣｐＧオリゴヌクレオチド）を用いて、通常通りｅｘ　ｖｉｖｏで成熟
させ、患者に注射した。個々の場合において、ＤＣの免疫刺激特性は、多くの変異、特に
リンパ節への遊走能力および完全な成熟状態に依存する。しかし、ＤＣ免疫療法を用いた
最近の臨床試験における成功が限定されていることは、ＤＣに基づく免疫療法が、抗癌治
療のより従来型のモダリティと平行して治療の宝庫に含まれる場合、現在のプロトコール
を改良する必要を示唆している２０、２１。
【０２７７】
　ＤＣに基づくワクチンの２つの鍵となる制限は、成熟ＤＣの寿命の短さおよびリンパ組
織内でのそれらの一時的活性化状態である。リポ多糖類（ＬＰＳ）への曝露後２４時間未
満で、ＤＣは、ＴＨ１－分極化サイトカインのＩＬ－１２の合成を終了し、さらなる刺激
剤に対して不応性になり２２、細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）を活性化するそれらの能
力を制限する。他の研究は、流入領域リンパ節（ＬＮ）内の抗原パルスＤＣの生存は、そ
れらの送達後４８時間だけに制限され、主として抗原特異的ＣＴＬによる排除によるもの
であることを示す２３。これらの発見は、ＤＣの活性化状態および寿命の延長および／ま
たはＬＮ内の同系のＴ細胞が関与するＤＣ活性化「ウインドウ」の時間的調整のいずれか
の方法の改良の必要性を強調している。したがって、ＤＣの活性化および生存の増強は、
腫瘍に対する免疫の促進に重要であると思われる。
【０２７８】
　ＤＣの生存は、少なくとも部分的には、１種または複数種の保存Ｔｏｌｌ様受容体（Ｔ
ＬＲ）およびＴ細胞発現共刺激性分子（例えば、ＣＤ４０ＬおよびＴＲＡＮＣＥ）を介し
て作用する病原体由来分子により制御され、抗アポトーシス活性に関してＢｃｌ－２およ
びＢｃｌ－ｘＬに部分的に依存する３、２４～２７。ＴＬＲ－、ＣＤ４０－またはＢｃｌ
－２に仲介されるＤＣの長寿は十分立証されているが、恒常性フィードバック機構は、腫
瘍ワクチンプロトコールにおけるＤＣの長寿を拡大するＴＬＲ－リガンドまたはＢｃｌ－
２ファミリーのメンバーの有用性を制限すると思われる。これらは、受容体の脱感作また
は下方制御４、２８、２９、ＩＲＡＫ－Ｍ３０およびＳＯＣＳ－１５のようなＴＬＲ／Ｉ
Ｌ－１Ｒに対する負のレギュレーターの発現ならびにＢｉｍ３１などのアポトーシス促進
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性分子の誘導を含み、ＴＬＲシグナルによる抗アポトーシス分子の中和をもたらす。
【０２７９】
　操作のための魅力的な標的は、ＴＮＦファミリー受容体、ＣＤ４０である。ＤＣが末梢
のいたるところで遭遇する炎症促進性サイトカインまたは病原体関連分子とは異なり、Ｄ
Ｃ発現ＣＤ４０受容体は、その同質リガンド、ＣＤ４０Ｌを介して、ＬＮ副皮質内でＣＤ
４＋ヘルパーＴ細胞により関与される１２、１３、３７。最近の研究は、ＣＤ４０の刺激
が、ＤＣを「交差提示」抗原可能にし３８、末梢Ｔ細胞寛容性を克服し３９、ＣＤ４０の
刺激に基づく治療研究を促進することをさらに示した。戦略は、ＣＤ４０特異的モノクロ
ナール抗体（ｍＡｂ）または三量体ＣＤ４０Ｌ４０の全身送達を含み、ＣＤ４０刺激の利
用、抗原投入ＤＣに基づくワクチン４１および遺伝子改変ＣＤ４０リガンド（ＣＤ４０Ｌ
）発現ＤＣの投与４２を含んだ。大きな潜在力にもかかわらず、Ｂ細胞、マクロファージ
および内皮細胞を含むさまざまな他の細胞型によるＣＤ４０のユビキタスな発現を含む、
ＣＤ４０のいくつかの特性はその治療的開発を制限し１４、ＣＤ４０刺激剤の全身投与に
よる副作用の可能性を増加する。さらに、いくつかの機序は、マトリックスメタロプロテ
アーゼ酵素によるＣＤ４０Ｌ誘導性切断２９、選択的にスプライシングされたＣＤ４０ア
イソフォームによるネガティブフィードバックの分解２８およびＣＤ４０のＣＤ４０Ｌ仲
介エンドサイトーシスを含む、その細胞外ドメインをターゲティングすることによってＣ
Ｄ４０の表面発現を制御する。
【０２８０】
　したがって、ＤＣターゲット化の機能性を提供することによりリンパ組織内のＤＣの刺
激促進状態を拡大するための、ＣＤ４０シグナル伝達経路に基づくＤＣの活性化系、時間
的制御およびＣＤ４０制御機構に対する耐性が開発されている。この操作された組換え受
容体は、リガンド結合ドメインと融合されたＣＤ４０の細胞質ドメインおよび膜ターゲテ
ィング配列を含む（図２）。脂質透過性二量体化薬物の腹腔内投与は、ＣＤ４０依存性シ
グナル伝達カスケードの強力な誘導をもたらし、他の活性化モダリティと比較して、ｉｎ
　ｖｉｖｏの規定された抗原および腫瘍の両方に対して免疫原性が非常に改善された４。
それ故、キメラＣＤ４０を、誘導性ＣＤ４０（ｉＣＤ４０）と名付けた。マウス中のｉＣ
Ｄ４０活性化ＤＣの高度な有用性は、内因性ＣＤ４０シグナル伝達を安定化させる方法が
、ＤＣワクチンの効力を増強させるであろうことを示唆した。
【０２８１】
　ＴＬＲはさまざまなウイルスおよび細菌由来分子と結合し、これらは標的細胞、例えば
Ｔ細胞、マクロファージおよび樹状細胞の活性化を誘発する。１０種ほどの哺乳動物のＴ
ＬＲの大部分が、誘導性ＰＲＲアダプタータンパク質である、ＮＦカッパＢの活性化をも
たらすＭｙＤ８８により開始されるシグナル伝達を利用するが、ＴＬＲ３は、その代わり
に、ＩＲＦ３およびＩ型インターフェロンの誘導をもたらす誘導性ＰＲＲアダプターＴＲ
ＩＦに頼る。一緒になって、これらのシグナル伝達経路は相乗効果を与えて、高レベルの
Ｔｈ１サイトカイン、ＩＬ－１２を産生できる４３。興味深いことに、ＴＬＲ－４は、強
力なマイトジェン、ＬＰＳまたは誘導体の結合後に両方の経路を利用できる。共刺激分子
ＣＤ４０を介したシグナル伝達と併せたＴＬＲ－４を介した刺激は、ヒトＭｏＤＣにおい
て高レベルの成熟および遊走特性を促進できる。
【０２８２】
　細胞膜を通過するシグナルを生み出す多くの細胞表面受容体のように、ＴＬＲはホモも
しくはヘテロ二量体化またはオリゴマー化によってすべて活性化されると思われる。ＴＬ
Ｒ－４のホモ二量体化およびＴＬＲ２およびＴＬＲ１ならびにＴＬＲ６のヘテロ二量体化
仲介活性化の報告がすでにある４４～４８。さらに、最近の記事で、Ｉａｎ　Ｗｉｌｓｏ
ｎおよび同僚は、ＴＬＲ－３を結晶化し、細胞外ドメイン内の二量体化領域を特定し、ｄ
ｓＲＮＡの結合後のホモ二量体として、二量体化領域がシグナル伝達することを示唆した
４９。したがって、ＴＬＲ、特にＴＬＲ－４の化学的に誘導された二量体化は、それらの
誘導をもたらすと思われる。
【０２８３】
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　ｅｘ　ｖｉｖｏで成熟した、単球由来「増強」ヒトＤＣの開発に関する考察。公開４お
よび非公開の研究は、ｉｎ　ｖｉｖｏでＤＣ機能を増強する２つの強力な方法、最適化さ
れた構成的Ａｋｔ（ＭｙｒＦ－ΔＡｋｔ）の異所性発現およびｉｎ　ｖｉｖｏのキメラ誘
導性ＣＤ４０の操作を示唆している。この作業を完全にするために、Ｓｉ－Ｙｉ　Ｃｈｅ
ｎ（Ｂａｙｌｏｒ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、Ｈｏｕｓｔｏｎ、Ｔｅｘ
ａｓ）は、ＤＣにおいてＳＯＣＳ－１レベルを低下させることが、有効性をさらに増強可
能にすることを示している５。ｉＣＤ４０、ＭｙｒＦ－ΔＡｋｔおよびＳＯＣＳ－１の取
り組みに関する、マウスにおける有意に支持するデータは蓄積されているが、ヒトＭｏＤ
Ｃは、ネズミ骨髄由来ＤＣと同一ではない。特に、最も一般的に使用されるヒトＤＣワク
チンのプロトコールは、ＴＮＦ－アルファ、ＩＬ－１－ベータ、ＩＬ－６およびＰＧＥ２

を含有する「ゴールドスタンダード」炎症促進性成熟カクテルを用いた治療に先立って、
単球由来ＭｏＤＣの分化に関与する。ＰＧＥ２は、ＣＣＲ７の上方制御およびリンパ節由
来ケモカイン、ＣＣＬ１９およびＣＣＬ２１に対する走化性反応の増加に必要であると思
われるが５０、５１、ＰＧＥ２は、生理活性ＩＬ１２ｐ７０の産生の抑制によって、ＤＣ
シグナル伝達を損なうこともあり得る５２。ＩＬ１２の抑制はｉｎ　ｖｉｖｏで永続性で
あるとは考えにくいが、ＤＣワクチンのゆっくりと積み上げられている成功率を得７、上
に要約したどの方法が、遊走能力に干渉せずに、ヒトＭｏＤＣにおけるＰＧＥ２仲介ＩＬ
１２抑制を最もよく克服できるかを、臨床応用前に決定することが重要であると思われる
。
【０２８４】
　ＤＣに基づくワクチンにおける臨床成功は中程度であるが７、２０、非常に低い副作用
および申し分の無い特異性および感受性がこのモダリティを魅力的にしている。抗原特異
的Ｔ細胞との相互作用が延長されるように思われるので、これらの増強されたＤＣは、Ｄ
Ｃワクチンの臨床転帰を改善すると思われる。増強された抗原発現ＤＣの開発は、悪性腫
瘍の治療に対する潜在的適用性を有するだけでなく、多くの病原体などの治療にも適用可
能なはずである。さらに、この高度に影響を与える取り組みは、腫瘍抗原を特定した、多
数の研究室による先行する試みを補完するはずである。
【０２８５】
　一次ＤＣにおけるｉＣＤ４０の機能性の特徴付けおよびｉＣＤ４０発現ＤＣに基づく前
立腺癌ワクチンの開発。新鮮に単離されたＤＣの多くの特徴を保有する、ネズミＤ２ＳＣ
／１細胞におけるｉＣＤ４０の機能性の実証後（４および非掲載）、一次骨髄由来ＤＣ（
ＢＭＤＣ）におけるｉＣＤ４０の機能性を、ｉＣＤ４０発現アデノウイルスを利用するこ
とにより試験した。Ａｄ－ｉＣＤ４０－ＧＦＰと名付けた、ヘルパー依存性、ΔＥ１、Δ
Ｅ３－の５型アデノウイルスベクターを、ＣＭＶ初期／即時型プロモーター／エンハンサ
ーの調節下で、ｉＣＤ４０およびＥＧＦＰの両方を発現するように操作した。Ａｄ－ｉＣ
Ｄ４０－ＧＦＰの形質導入に成功し、精製ＢＭＤＣにおいてＡｄ－ｉＣＤ４０－ＧＦＰは
ｉＣＤ４０トランス遺伝子およびＥＧＦＰマーカーを発現した。Ｂ７．２（ＣＤ８６）の
ｉＣＤ４０誘導性上方制御を測定しながら、Ａｄ－ｉＣＤ４０－ＧＦＰを力価決定するこ
とにより、最大の薬剤仲介ｉＣＤ４０活性化はおよそ１００ｍｏｉで起こり、より高いウ
イルス力価で漸近的に停滞状態が始まることが示された（データ非掲載）。効果は中程度
であったが、ＡＰ２０１８７は、ｉＣＤ４０発現ＢＭＤＣにおいて１００ｍｏｉでＭＨＣ
クラスＩＫｂ、Ｂ７．２ならびに内因性ＣＤ４０の表面発現を誘導したが、非形質導入Ｄ
Ｃにおいては誘導しなかった。その後、ＢＭＤＣについてのＡｄ－ｉＣＤ４０－ＧＦＰの
効果を、ＴＨ１分極化サイトカイン、ＩＬ－１２のＤＣにおける発現を評価するための細
胞内サイトカイン染色を使用して、調査した。これらの発見は、空のアデノウイルスベク
ターが、このサイトカインの低レベルの産生を刺激することによって、バックグラウンド
の蛍光読み取りに寄与できるという多数の先の報告を確認した５３。これらの実験は、ｉ
ＣＤ４０トランス遺伝子が、ＣＩＤが存在しなくてもこれらの力価で有意なレベルの基底
シグナル伝達を発生できることを、さらに明らかにした。しかし、これらのｉＣＤ４０発
現ＤＣのＡＰ２０１８７への曝露は、何とか再生可能な方法でこれらの累積効果を克服し
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、ＩＬ－１２＋ＤＣのパーセントをさらに増加させた。興味深いことに、ＬＰＳおよびＣ
Ｄ４０Ｌを用いたＩＬ－１２ｐ７０／ｐ４０合成の刺激は、８時間でピークに達し、その
後減少したが、ＩＬ－１２＋ＤＣのパーセントは、少なくともＡｄ－ｉＣＤ４０－ＧＦＰ
形質導入後２４時間まで増加し続けた。Ｌａｎｇｅｎｋａｍｐらによる以前の研究は、Ｄ
ＣのＬＰＳ処理の延長は、サイトカイン産生に関するそれらの能力を使い果たすことを実
証している５４。これらの結果は、ＬＰＳの危険なシグナルに対抗するＡｄ－ｉＣＤ４０
－ＧＦＰベクターが、ＢＭＤＣによるより耐久性のあるＩＬ－１２応答の促進および維持
を可能にすることを暗示する。
【０２８６】
　ＤＣ活性化状態に加えて、ＤＣの長寿が、Ｔ細胞依存性免疫の発生に影響を与える別の
重要な変異である。事実、ＤＣのＣＴＬ仲介死は、宿主を自己免疫疾患から保護しながら
、免疫応答を調節する有意な機序と考えられる５５、５６。他の研究は、ＤＣのＣＤ４０
刺激は、抗アポトーシスタンパク質のｂｃｌ－ＸＬおよびグランザイムＢ阻害剤のＳｐｉ
－６の上方制御を含むさまざまな機序により、それらの生存を延長する５７、５８。ＤＣ
の生存に関する、ＣＤ４０Ｌと比較したｉＣＤ４０の効果を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの血清飢
餓培養アッセイにおいて比べた。生体染色色素（ヨウ化プロピジウム（ＰＩ））陽性細胞
集団を、フローサイトメトリによって分析することによって、ＢＭＤＣを発現するｉＣＤ
４０が、ＣＤ４０Ｌを用いて処理した非形質導入ＤＣと比較して、これらの条件下でより
長い長寿を示すことが発見された。Ａｄ－ＧＦＰ－形質導入ＤＣは、これらの条件下で生
存の改善に反映できなかったのでこの効果はｉＣＤ４０依存性であった。この研究は、未
処理ＢＭＤＣと比較して、ｉＣＤ４０ＢＭＤＣのＡＰ２０１８７二量体化薬物への曝露が
、この生存効果をさらに増強することをさらに示した。さらに、Ａｄ－ｉＣＤ４０形質導
入ＤＣをＣＦＳＥ染色し、足蹠に注射した場合、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで刺激されたｉＣＤ４
０ＤＣまたはＬＰＳ／ＣＤ４０Ｌ処理ＤＣに対して、ＡＰ２０１８７のｉ．ｐ．注射後に
ＤＣ数の有意な増加が膝窩リンパ節において発見された。
【０２８７】
　一次ＢＭＤＣにおけるｉＣＤ４０の周知のＡｄ依存性成熟シグナルおよび基底シグナル
伝達効果にもかかわらず、ＡＰ２０１８７の存在下でＤＣ活性化の増強が検出された。全
体として、このデータは、薬剤に対する応答のために設計された誘導性ＣＤ４０受容体が
、ＣＤ４０Ｌ刺激のより一時的な効果および抗ＣＤ４０抗体の潜在的により複合的な効果
と比較して、活性化の持続状態で一次ＤＣを維持できることを示唆する。このデータは、
内因性ＣＤ４０を標的とする刺激剤に対する短期ＤＣ調節のみを記載する初期発見と一致
する。
【０２８８】
　抗腫瘍ＤＮＡワクチンのための強力なアジュバントとしてのｉＣＤ４０活性化スイッチ
機能。
【０２８９】
　以前の研究は、ＤＣが、Ｔ細胞に応答するＤＮＡワクチンの加工および提示において重
要な役割を果たすことを実証している５９。ｉＣＤ４０ＤＣに基づくワクチンのｉｎ　ｖ
ｉｖｏの抗腫瘍有効性および腫瘍の免疫学的監視におけるｉＣＤ４０発現ＤＣのｉｎ　ｓ
ｉｔｕの役割を研究した。治療的腫瘍モデルを確立するために、Ｃ５７ＢＬ／６マウスに
ＥＧ．７－ＯＶＡ胸腺腫瘍系を皮下に接種し、腫瘍体積がおよそ０．５ｃｍ３に達するま
で進行させた。これらの腫瘍支持マウスに、ＳＩＩＮＦＥＫＬパルスｗｔまたはｉＣＤ４
０ＢＭＤＣのどちらかをワクチン接種した。ｗｔＢＭＤＣのワクチン接種、未処理もしく
はＬＰＳおよびＣＤ４０Ｌを含む培養においての刺激またはｉｎ　ｖｉｖｏでの抗ＣＤ４
０ｍＡｂの使用のいずれもが、全体の腫瘍成長速度を遅くできなかった。しかし、ＢＭＤ
Ｃワクチンのｉｎ　ｖｉｖｏの薬剤仲介ｉＣＤ４０活性化は、腫瘍サイズの持続的縮小を
もたらした。さらに、ｉｎ　ｖｉｖｏの活性化ｉＣＤ４０発現ＢＭＤＣワクチンに対する
応答速度は、すべての他のワクチン接種条件（７０％対３０％）の下で、野生型ＢＭＤＣ
に対する応答速度より有意に速かった。腫瘍支持マウスにおける腫瘍抗原特異的Ｔ細胞応
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答の誘発を確認するために、本発明者らは、Ｈ－２ＫｂＯＶＡ２５７－２６４四量対分析
を、末梢血ＣＤ８＋Ｔ細胞について実施した。この分析は、ｉｎ　ｖｉｖｏの活性化ｉＣ
Ｄ４０ＢＭＤＣをワクチン接種したマウスにおいて排他的な、ＫｂＯＶＡ２５７－２６４

特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞の拡大した集団の存在を検証した。
【０２９０】
　皮下腫瘍モデルは、腫瘍サイズの概算のために便利なツールを提供するが、それらの有
用性は、通常、ある程度左右対称な非同所性腫瘍に限られる。さらに転移の定量は安楽死
を必要とし、単一の測定に限られる。この主力の取り組みについての改善として、Ｃａｒ
ｉｂｂｅａｎ　ｃｌｉｃｋ　ｂｅｅｔｌｅｓ（Ｐｙｒｏｐｈｏｒｕｓ　ｐｌａｇｉｏｐｈ
ｔｈａｌａｍｕｓ）由来の赤方偏移ルシフェラーゼを安定して発現するように腫瘍細胞を
発達させた。基質のＤ－ルシフェリンの投与後の、マウスにおける画像化が、冷却ＣＣＤ
カメラ（ＩＶＩＳ（商標）Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ、Ｘｅｎｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．
）または標準的キャリパーのどちらかによって容易に検出されることを確認する。さらに
、赤方偏移（約６１３ｎＭ発光）ルシフェラーゼレポーターは、表面遠隔転移のより線形
の定量を可能にするはずである。
【０２９１】
　ＣＩＤ誘導性ＴＬＲ（ｉＴＬＲ）の発達：亜局在性および利用したシグナル伝達経路に
基づくＴＬＲのいくつかのサブグループがある。リガンド結合細胞外ドメインの通常の細
胞内局在に関わらず、シグナル伝達ドメインは細胞質であり、ホモ二量体化が通常のシグ
ナル伝達機序である場合、すべての場合において適切にシグナル伝達するはずである。ｉ
ＣＤ４０に類似して、ＴＬＲ細胞質シグナル伝達ドメインを、２つの二量体化の化学イン
デューサー（ＣＩＤ）結合ドメイン（ＣＢＤ）、ＦＫＢＰ１２Ｖ３６の５’側または３’
側のサブクローニングのための隣接するＸｈｏＩおよびＳａｌＩ制限部位にＰＣＲ増幅し
た１。キメラＣＢＤ－ＴＬＲを、細胞膜に、ミリストイル化ターゲティングモチーフを使
用して局在化した（図３）。
【０２９２】
　ＴＬＲの初期試験は、発現ベクターとＮＦカッパＢ応答性ＳＥＡＰ（分泌型アルカリホ
スファターゼ）レポータープラスミドとを併せたＪｕｒｋａｔ－ＴＡｇまたは２９３細胞
への同時トランスフェクションを含んだ６６。興味深いことに、予備データは、ｉＴＬＲ
７およびｉＴＬＲ８だけがＪｕｒｋａｔ－ＴＡｇ細胞において機能し、ＣＢＤおよびＴＬ
Ｒの相対的な位置に関わらずｉＴＬＲ３、４および９は機能しなかったことを示唆した。
細胞のパネルにおけるさらなるトランスフェクションは、このことが、これらのキメラの
構築物の生理学的組織特異的シグナル伝達の差または他の特異体質を反映するかどうかを
決定する必要があるだろう。
【０２９３】
　普通の当業者は、以下の方法において、ＴＬＲではなくアダプタータンパク質の使用の
ために実施可能な改良を認識するであろう。
【０２９４】
　誘導性ＴＬＲの開発：誘導性キメラＴＬＲは、ＤＣの活性化において、病原体由来（ま
たは合成）アジュバントの必要性を回避するために開発できる。初めに、キメラｉＴＬＲ
３，４，７，８および９を、ＣＩＤ－結合ドメインのＴＬＲ５’（上流）または３’（下
流）の細胞質シグナル伝達ドメインをクローニングすることによって開発した（図３）。
Ｊｕｒｋａｔ－ＴＡＧ細胞における最初のスクリーニングは、ｉＴＬＲ８（およびより少
ない程度にｉＴＬＲ７）が、ＮＦカッパＢの最も大きな誘導を誘発することを明らかにし
た。しかし、さまざまなＴＬＲの相対的強度は、組織特異的パラメーターであってよい。
このことに対処するために、これらの構築物を、多重発現プラスミドの標的細胞への一過
性トランスフェクションに基づくＮＦカッパＢ　ＳＥＡＰレポーター系を使用して、ＮＦ
カッパＢの活性化に関して、ＤＣ細胞系のＤ２ＳＣ／１において試験できる。２ＤＳＣ／
１細胞は、未熟ＤＣ表現型および活性化シグナルに従った成熟能力の両方を保有する不死
化ＤＣ系の稀なサブセットを表す６７。ＮＦカッパＢの誘導はＴＬＲの唯一の機能ではな
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いので、ＩＲＦ３／７の導入はＩＲＦと結合するインターフェロン（ＩＦＮ）刺激性応答
要素（ＩＳＲＥ）－ＳＥＡＰレポータープラスミドを使用してスクリーニングでき、レポ
ーター活性を誘導する。ＩＳＲＥ－ＳＥＡＰを開発するために、ＩＳＲＥ－ｌｕｃ（Ｓｔ
ｒａｔａｇｅｎｅ）由来のＩＳＲＥ含有プロモーターは、構成的レポータープラスミドｐ
ＳＨ１／ｋＳＥＡＰ中のＳＲアルファプロモーターを交換できる。ＴＬＲシグナル伝達の
二次誘導として、ＪＮＫおよびｐ３８のリン酸化を、リン酸化特異的抗体を使用してウェ
スタンブロットによりモニターする。
【０２９５】
　さまざまな異なるＴＬＲが、ＩＲＦおよびＮＦカッパＢを差次的に誘導でき、ＤＣの活
性化およびＩＬ－１２の産生において相乗効果を与えることができ４３、誘導性ＴＬＲの
初期試験は、ｉＴＬＲの同時トランスフェクションにより２つ同時にコンビナトリアル試
験を続けることができる。通常のホモ二量体かおよびより予測不可能なヘテロ二量体化の
両方が起こりうるが、この取り組みは、ＴＬＲの異なるクラスの間の相乗効果を明らかに
するはずである。ＴＬＲ対の相乗的活性化は、ＤＣに免疫刺激能力の増強をもたらすはず
である。相乗効果が検出できる場合、誘導性複合ＴＬＲ（ｉｃＴＬＲ）と呼ばれる２つの
タンデムな異なる（または同一の）ＴＬＲからなる新規な一連の構築物を試験する（図４
）。この場合、上記の細胞質ＸｈｏＩ－ＳａｌＩ－隣接ＴＬＲシグナル伝達ドメインを、
ＣＢＤの上流および下流でさまざまな配置で組み合わせる。最終的に２つの最も強力な構
築物を、ＣＤ４０の細胞質ドメインを含有するように改良し、ＣＩＤにより活性化される
ことがすでに実証さている（図５）。
【０２９６】
　ＤＣのトランスフェクションは問題があり得るが、エレクトロポレーションの改善され
た方法が、Ｖｉｅｗｅｇおよび同僚によって最近記載された６８。彼らの取り組みでは、
エレクトロポレーション後の生存が、（３００Ｖ、１５０ｍＦ（Ｇｅｎｅ　Ｐｕｌｓｅｒ
　ＩＩ：Ｂｉｏ－Ｒａｄ））高カリウムイオンのＶｉａＳｐａｎ緩衝液（Ｂａｒｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）中にＤＣ（４×１０７／ｍｌ）を再懸濁することによって増強さ
れる。加えて、トランスフェクションの有効性が未だ低い場合、本発明者らのｐＳＨ１シ
リーズの発現ベクターを増幅するためにＳＶ４０ラージＴ抗原を含有する、すべてがＳＶ
４０複製起点を含有する発現ベクターｐＲＳＶ－ＴＡｇを同時トランスフェクトする。
【０２９７】
　一体化された活性化遺伝子ｉｃＴＬＲ／ＣＤ４０を発現するアデノベクターの開発：Ｄ
２ＳＣ／１は、前臨床試験のための有用な細胞モデルであるが、臨床適用の前に、一次マ
ウスおよびヒトＤＣにおいて免疫制御遺伝子を次にアッセイするつもりである。一次細胞
への有効な遺伝子輸送を容易にするために、最も強力な構築物（複数可）に、アデノウイ
ルスシャトルベクター、ｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＸまたはｐＤＮＲ－ＣＭＶをサブクローニン
グし、それぞれ、Ａｄ５ベクター、ｐＡｄｅｎｏ－Ｘ（ＢＤ）またはＡｄＸＬＰ（ＢＤ）
に転写した。高力価ウイルスの調製を実施する。すでに開発されたＡｄ５／ｆ３５－ｉＣ
Ｄ４０を用いて達成されているように、このベクターを、ヒトおよびマウスの両方のＤＣ
において試験する。Ａｄ５／ｆ３５偽型アデノベクターは、形質導入の有効性をヒトＤＣ
において少し改善するが、「純粋な」Ａｄ５に包まれるアデノベクターは、ネズミＤＣの
さらなる形質導入を可能にするために使用できる。
【０２９８】
　ヒトの研究のために、ＭｏＤＣを、ＧＭ－ＣＳＦおよびＩＬ－４において接着性末梢血
ＤＣ前駆体の標準的インキュベーションにより、調製する。未熟ＤＣに、開発されたｉｃ
ＴＬＲ／ＣＤ４０ベクターおよび対照ベクター（例えば、Ａｄ５／ｆ３５－ｉＣＤ４０お
よびＡｄ５／ｆ３５－ＥＧＦＰ）を形質導入する。成熟および活性のための標準的ＭｏＤ
Ｃアッセイを本明細書に記載し、成熟および活性のための標準的ＭｏＤＣアッセイは、例
えば、成熟マーカー（例えば、ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＨＬＡクラスＩおよびＩ
Ｉ、ＣＣＲ７）、ＩＬ－１２の産生、抗原特異的Ｔ細胞の遊走および活性化のフローサイ
トメトリ分析をさらに含む。
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【０２９９】
　ＣＤ４０およびＴＬＲシグナル伝達ドメインをタンデムに配置することが、単離ドメイ
ンにより活性化されるシグナル伝達経路に干渉し得る事象において、構築物は、別の戦略
、例えば、バイシストロニック発現カセットの使用またはデルタＥ１デルタＥ３アデノベ
クターのＥ３領域へのクローニングなどを使用して、ウイルスベクターにおいて同時発現
できる。さらに、キメラ受容体は、内因性タンパク質と同一にシグナル伝達できない。特
定のＰＲＲまたはＰＲＲアダプターは骨髄ＤＣの活性化にとって最も強力なＴＬＲである
と考えられるが、ＣＩＤ活性化受容体に転換した場合、代替物はよりよく機能できる。さ
らに、さまざまな誘導性ＰＲＲおよびＰＲＲアダプターと、構成的Ａｋｔ、ＭＦ－デルタ
ＡｋｔまたはｓｉＲＮＡ　ＳＯＣＳ－１との間の相乗効果は、より強力であることが発見
され得る。これらの場合、免疫制御遺伝子のさまざまな組み合わせは、マルチシストロニ
ックなアデノベクターにおいて組み合わせることができる。
【０３００】
　ＣＩＤ誘導性アダプターをアッセイするさらなる方法
　当業者は、以下の方法において、ＴＬＲではなくアダプタータンパク質の使用のために
実施可能な改良を認識するであろう。
【０３０１】
　獲得免疫の制御においてＤＣが果たす極めて重要な役割のために、ＤＣ活性を下方制御
する多くの恒常性機序がある。それにもかかわらず、増大した活性化が、腫瘍由来または
ウイルス由来の寛容原性機序を克服するために必要であり得る。これらの恒常性機序を回
避するいくつかの方法を、本明細書おいて考察する。誘導性ＣＤ４０は、免疫学的シナプ
スとの関連でｉｎ　ｖｉｖｏで活性化でき、その細胞外ドメインを欠いており、このドメ
インを標的とするいくつかのネガティブフィードバック機序を回避する。「最適化された
」構成的に活性なＡｋｔ、ＭＦ－デルタＡｋｔは、切断型Ａｋｔ１対立遺伝子の脂質ラフ
トターゲティングに基づく。ｓｉＲＮＡ技術を用いた阻害剤ＳＯＣＳ－１の減少は、ｔｏ
ｌｌ－受容体シグナル伝達およびＩ型インターフェロン産生を増加させる。したがって、
３つすべての方法は、ＭｏＤＣを増強する能力を有する。
【０３０２】
　ＭｏＤＣの調製：増強ＤＣ（ｅＤＣ）の最適化に基づく実験の大部分に関して、単球由
来ＤＣは分化し、Ｂｌｏｏｄ　Ｂａｎｋまたは健康なボランティアから得た末梢血単核細
胞から濃縮された。簡潔に言うと、ＤＣ前駆体を、浮遊密度技術（Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ
：Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）によって単離し、その後接着（および半接着）細胞を無
血清Ｘ－ＶＩＶＯ１５ＤＣ培地（Ｃａｍｂｒｅｘ　Ｂｉｏ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）において、
サイトカインＧＭ－ＣＳＦ（８００Ｕ／ｍｌ）およびＩＬ－４（５００Ｕ／ｍｌ）（Ｒ＆
ＤＳｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ、ＭＮ）の存在下で５日間培養した。培養５
日後、未熟ＤＣを、ｉＣＤ４０を発現するアデノベクター（すなわち、Ａｄ５／ｆ３５－
ｉＣＤ４０）、構成的Ａｋｔ（Ａｄ５／ｆ３５－ＭＦ－ｄｅｌｔａＡｋｔ）、ｓｈＲＮＡ
　ＳＯＣＳ１（Ａｄ５－ｓｈＳＯＣＳ１）またはＡｄ５－ｉＴＬＲ／ＣＤ４０を１０，０
００ウイルス粒子（ｖｐ）／細胞（注：Ａｄ５ベクターは、２０，０００ｖｐで加え、形
質導入の効率の若干の減少を部分的に補うことができる）の存在下でさらに２４時間イン
キュベートする。試料のサブセットにおいて、さらなるＴＬＲ４リガンドモノホスホリル
リピドＡ（ＭＰＬ；１ｍｇ／ｍｌ）または二量体化薬物ＡＰ２０８１７（１００ｎＭ；ｉ
ＣＤ４０－ＤＣのみ）を、完全な成熟のために加えるものとする。
【０３０３】
　ＭｏＤＣの成熟状態の決定：ＣＤ２５、ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８３、ＣＤ８６、Ｈ
ＬＡクラスＩおよびクラスＩＩ、ＣＣＲ７などを含む多くの表面タンパク質（「マーカー
」）を、ＭｏＤＣ活性化の間に誘導する。予備試験により、ｉＣＤ４０シグナル伝達単独
で、ＭｏＤＣに関してＣＤ８３およびＣＣＲ７の上方制御に十分であることが実証された
（非掲載）。さらなるＴＬＲ４シグナル伝達（ＭＰＬ経由）は、全成熟マーカーの相加的
（または相乗的）活性化をもたらす。したがって、固定ｖｐ数で、４種のウイルスベクタ
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ーすべてによる、単独またはＭＰＬと組み合わせた成熟マーカーの誘導（フローサイトメ
トリにより決定）を評価した。これらの実験および以下の実験において、ＩＬ－１ａ、Ｉ
Ｌ－６、ＴＮＦアルファおよびＰＧＥ２を含む先の「ゴールドスタンダード」成熟カクテ
ル（ＭＣ）による成熟は、陽性対照として作用し、未処理（ｍｏｃｋ）の未熟ＤＣは、陰
性対照として機能する。細胞表面マーカーの表現型分析に加えて、ＩＬ－１２および他の
ＴＨ１分極化サイトカイン（例えば、ＩＬ－２３、ＴＮＦアルファ）の産生もまた、最適
な抗腫瘍免疫にとって重要である。ｉＣＤ４０は、ＩＬ－１２の産生にとって十分ではな
いが、ＭＰＬとｉＣＤ４０との組み合わせは、ＩＬ－１２の強力な相乗的産生をもたらす
。したがって、上記のように刺激したＤＣの培養上清を、形質導入および成熟の２４時間
および４８時間後に収穫する。ＩＬ－１２　ｐ７０のレベル、ＩＬ－１２／ＩＬ－２３ｐ
４０二量体およびＴＮＦアルファの濃度を、比色サンドイッチＥＬＩＳＡアッセイ（ＢＤ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）によって決定した。あるいは、多数のさらなるサイトカイン
（例えば、ＩＬ－１、ＩＬ－６、ＩＦＮアルファなど）を同時にアッセイするために、Ｂ
Ｄにより開発されたマルチプレックスビーズを使用できる。
【０３０４】
　遊走能力の決定：ＬＮの遊走にとって有能な、ネズミ骨髄由来ＤＣ（ＢＭＤＣ）とは異
なり、この極めて重要な機能において、未熟ＭｏＤＣが欠けている。通常、ＰＧＥ２がＣ
ＣＲ７および遊走能力の上方制御に使用されるが、ＰＧＥ２の有用性は、ＣＤ４０シグナ
ル伝達およびＩＬ－１２の産生の下方制御およびＩＬ－１０の上方制御を含む、潜在的悪
影響によって抑えられている５０、５２、６９。さらに、ＰＧＥ２の存在下でさえ、ＬＮ
に対する遊走は中程度であり、注射した細胞のおよそ１～２％である７０。ＣＣＲ７の発
現は、リンパ節への遊走にとって必須条件であると思われるが、ＬＮ由来ＣＣＲ７ケモカ
イン、ＣＣＬ１９およびＣＣＬ２１に対する走化性反応は、リンパ節への遊走のより直接
的尺度であると思われる。したがって、ＣＣＬ１９／ＭＩＰ３ｂへの遊走は、改良された
２チャンバーアッセイにおいて比較できる。
【０３０５】
　予備実験は、ｉＣＤ４０のシグナル伝達は、ＰＧＥ２が不在であっても遊走能力にとっ
て十分であるという驚くべき結果を実証している。このアッセイにおいて、ＭｏＤＣにＡ
ｄ５／ｆ３５－ｉｈＣＤ４０を形質導入し、蛍光染料Ｇｒｅｅｎ－ＣＭＦＤＡ（Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を用いて標識した。細胞を、２チャンバー８ｍｍアッセイプ
レートの上方チャンバーに配置し、下方チャンバーにおける全蛍光を定量し、ＰＧＥ２仲
介刺激と比較した。同様に、ｉＣＤ４０－ＴＬＲ－、ｉＣＤ４０－およびＡｋｔ－のＭｏ
ＤＣならびにＳＯＣＳ１－欠損ＭｏＤＣのｉｎ　ｖｉｔｒｏの遊走能力を、個別に、およ
びＴＬＲ４リガンドと組み合わせて、または組み合わせないで比較できる。
【０３０６】
　遊走能力のための第２の直接アッセイとして、ｉｎ　ｖｉｖｏの遊走を、ｅＤＣを、非
骨髄機能廃絶的に放射線照射した免疫不全ＳＣＩＤマウスの下肢に注射することによって
比較できる。最小の放射（約２５０Ｒａｄ）は、異種細胞に対するナチュラルキラー（Ｎ
Ｋ）細胞の活性を抑制するために必要である。種の違いに関わらず、ヒトＭｏＤＣは、ネ
ズミケモカインに応答し、流入領域ＬＮに遊走する７１。遊走に成功したＭｏＤＣを可視
化するために、細胞を蛍光染料のＧｒｅｅｎ－ＣＭＦＤＡセルトラッカーを用いて標識し
、フローサイトメトリにより定量する。第２に、アデノベクター仲介「増強」に加えて、
ＭｏＤＣに、アデノベクター、Ａｄ５／ｆ３５－ＣＢＲを形質導入し赤方偏移（励起ピー
ク５１０ｎｍ）ｃｌｉｃｋ　ｂｅｅｔｌｅｓ（Ｐｙｒｏｐｈｏｒｕｓ　ｐｌａｇｉｏｐｈ
ｔｈａｌａｍｕｓ）ルシフェラーゼ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を発現する。ＣＢＲルシフェラー
ゼ対立遺伝子の使用は、流入領域膝窩ＬＮ内、およびより離れた膜遠位部位の両方におい
て、生物発光ＤＣをより容易に検出させるはずである（本発明者らのＩＶＩＳ（登録商標
）Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｘｅｎｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ、Ａｌａｍｅｄａ、ＣＡ）
を使用）。
【０３０７】
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　自己Ｔ細胞の活性化および分極化：成熟および遊走に加えて、ＴＨ１－偏向抗原特異的
免疫応答のｉｎ　ｖｉｖｏの活性化能力は、固形腫瘍に対するＤＣワクチン接種の必須条
件である。したがって、ヘルパーＴおよび細胞傷害性機能の両方を刺激するｅＤＣの能力
が評価可能である。初めに、同種異系ＣＤ４＋Ｔ細胞の増殖の刺激をアッセイできる。増
強されたＤＣは、上記の条件を使用して成熟し、活性化され、放射線照射（３０００ｒａ
ｄ）され、同種異系の磁気ビーズにより精製された（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ、
Ａｕｂｕｒｎ、ＣＡ）ＣＤ４＋Ｔ細胞と１：１０で培養さる。［３Ｈ］－チミジンと共に
１６時間インキュベーション後、４日後に増殖を評価した。これらの研究を補完するため
に、さまざまな標準またはｅＤＣによるＴＨ１の分極化（ＩＬ－４およびＩＦＮガンマに
対するＥＬＩＳｐｏｔアッセイにより決定）能力を決定できる。ＤＣの成熟状態をより具
体的にアッセイするために、ナイーブＣＴＬ機能を刺激する能力を、ＨＬＡ－Ａ２拘束性
四量体分析およびＣＴＬアッセイを使用して決定する（注：いくつかのＨＬＡ－Ａ２担体
は、近年遺伝子型が同定されている）。ＨＬＡ－Ａ２拘束性抗原の、一方は強く、一方は
弱い２種の異なるカクテルを提示するさまざまなｅＤＣによる、健康なドナーの自己Ｔ細
胞の活性化を比較する。ＣＴＬアッセイは、標準またはｅＤＣを用いて上記のように刺激
されたＴ細胞の抗原比溶解活性に基づくものである。これらの４種のＴ細胞アッセイは、
釣り合った増強されたＤＣの前臨床分析と共にさまざまな取り組みの機能分析を提供する
はずである。
【０３０８】
　本実施例において参照した、および／またはさらなる技術支援を提供する引用文献
【０３０９】

【数１】

【０３１０】
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【数２】

【０３１１】
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【数３】

【０３１２】
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【数４】

【０３１３】
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【数５】

【０３１４】
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【数６】

　（実施例９）
　発現構築物および試験
　ＴＬＲ３、４、７、８および９は、単球由来ＤＣにおいてＴｈ１サイトカイン、ＩＬ－
１２を誘発することが知られている異なるサブファミリー由来のＴＬＲを提示するので、
まず、ＴＬＲ３、４、７、８および９を、誘導性キメラタンパク質を構築するために選択
した。さらに、ＴＬＲ４は、異種細胞外ドメインを介したキメラＴＬＲ４対立遺伝子の架
橋後、シグナル伝達を誘発することが示されている。個々の（ＴＩＲを含む）細胞質ドメ
インをＰＣＲ増幅し、２つの（２）ＦＫＢＰ１２（Ｖ３６）（ＦｖおよびＦｖ’（ゆらぎ
（ｗｏｂｂｌｅｄ）））遺伝子に隣接して（５’および３’）配置し、これらはｃ－Ｓｒ
ｃ由来のミリストイル化－ターゲティング配列を使用して細胞膜に結合した。第３のＦＫ
ＢＰ遺伝子を有するキメラタンパク質は、オリゴマー化の改善のために開発されている。
【０３１５】
　加えて、誘導性ＰＲＲアダプターＭｙＤ８８およびＴＲＩＦのキメラ型は、これらの細
胞質タンパク質と、２つの（２）ＦＫＢＰとの融合によって作製されている。最終的に、
細胞質のＰＲＲ、ＮＯＤ２およびＲＩＧ－Ｉ由来のタンデムＣＡＲＤドメインは、タンデ
ムＦＫＢＰに融合される。これらの構築物およびレポーターアッセイを以下に記載する。
【０３１６】
　構築物：
　（ｉ）誘導性ｉＴＬＲ：ＴＬＲ３、４、７、８および９をＭｏＤＣに由来するｃＤＮＡ
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からＰＣＲ増幅した。ＰＣＲプライマーを、ＸｈｏＩおよびＳａｌＩ制限部位に隣接させ
、それぞれ、ｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＥのＸｈｏＩおよびＳａｌＩ部位にタン
デムＦＫＢＰの５’および３’にクローニング可能にした１、２。使用したプライマーは
、（ａ）５ＴＬＲ３ｃＸ（５’－ｃｇａｔｃａｃｔｃｇａｇｇｇｃｔｇｇａｇｇａｔａｔ
ｃｔｔｔｔｔａｔｔｇｇ－３’）および３ＴＬＲ３ｃＳ（５’－ｔｇａｔｃｇｇｔｃｇａ
ｃａｔｇｔａｃａｇａｇｔｔｔｔｔｇｇａｔｃｃａａｇｔｇ－３’）であり、ｐＳＨ１／
Ｍ－ＴＬＲ３－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＥおよびｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＴＬＲ３
－Ｅを得た；（ｂ）５ＴＬＲ４ｃＸ（５’－ｃｇａｔｃａｃｔｃｇａｇｔａｔａａｇｔｔ
ｃｔａｔｔｔｔｃａｃｃｔｇａｔｇｃｔｔｃ－３’）および３ＴＬＲ４ｃＳ（５’－ｔｇ
ａｔｃｇｇｔｃｇａｃｇａｔａｇａｔｇｔｔｇｃｔｔｃｃｔｇｃｃａａｔｔｇ－３’）で
ありｐＳＨ１／Ｍ－ＴＬＲ４－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＥおよびｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖ

ｌｓ－ＴＬＲ４－Ｅを得た；（ｃ）５ＴＬＲ７ｃＳ（５’－ｃｇａｔｃａｇｔｃｇａｃｇ
ａｔｇｔｇｔｇｇｔａｔａｔｔｔａｃｃａｔｔｔｃｔｇ－３’）および３ＴＬＲ７ｃＳ（
５’－ｔｇａｔｃｇｇｔｃｇａｃｇａｃｃｇｔｔｔｃｃｔｔｇａａｃａｃｃｔｇａｃ－３
’）であり、ｐＳＨ１／Ｍ－ＴＬＲ７－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＥおよびｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ

’－Ｆｖｌｓ－ＴＬＲ７－Ｅを得た；（ｄ）５ＴＬＲ８ｃＸ（５’－ｃｇａｔｃａｃｔｃ
ｇａｇｇａｔｇｔｔｔｇｇｔｔｔａｔａｔａｔａａｔｇｔｇｔｇ－３’）および３ＴＬＲ
８ｃＳ（５’－ｔｃｇｇｔｃｇａｃｇｔａｔｔｇｃｔｔａａｔｇｇａａｔｃｇａｃａｔａ
ｃ－３’）であり、ｐＳＨ１／Ｍ－ＴＬＲ８－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＥおよびｐＳＨ１／Ｍ
－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＴＬＲ８－Ｅを得た；（ｅ）５ＴＬＲ９ｃＸ（５’－ｃｇａｔｃａ
ｃｔｃｇａｇｇａｃｃｔｃｔｇｇｔａｃｔｇｃｔｔｃｃａｃｃ－３’）および３ＴＬＲ９
ｃＳ（５’－ｔｇａｔｃｔｇｔｃｇａｃｔｔｃｇｇｃｃｇｔｇｇｇｔｃｃｃｔｇｇｃ－３
’）であり、ｐＳＨ１／Ｍ－ＴＬＲ９－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＥおよびｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ

’－Ｆｖｌｓ－ＴＬＲ９－Ｅを得た。すべてのインサートはシークエンシングにより確認
し、３’ヘマグルチニン（ｈｅｍａｇｌｕｔｔｉｎｉｎ）（ＨＡ）エピトープ（Ｅ）に対
する適切なサイズに関してはウェスタンブロットにより確認した。Ｍ、ｃ－Ｓｒｃ由来の
ミリストイル化－ターゲティング配列（１～１４残基）。ｐＳＨ１、発現ベクター。加え
て、第３のＸｈｏＩ／ＳａｌＩ－連結Ｆｖ’ドメインを、ｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌ

ｓ－ＴＬＲ４－ＥおよびｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＴＬＲ８－ＥのＸｈｏＩ部位
に加え、それぞれ、ｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’２－Ｆｖｌｓ－ＴＬＲ４－ＥおよびｐＳＨ１／
Ｍ－Ｆｖ’２－Ｆｖｌｓ－ＴＬＲ８－Ｅを得、オリゴマー化を改善した。
【０３１７】
　生理学的ＴＬＲ４シグナル伝達を忠実に反映するために、完全長２．５－ｋｂ　ＴＬＲ
４を、ＴＬＲ４　ｃＤＮＡ（Ｍｅｄｚｈｉｔｏｖ　ｌａｂから）から、それぞれ、Ｓａｃ
ＩＩおよびＸｈｏＩ結合プライマーの５ｈＴＬＲ４（５’－ａａｔｃｔａｃｃｇｃｇｇｃ
ｃａｃｃａｔｇａｔｇｔｃｔｇｃｃｔｃｇｃｇｃｃｔｇ－３’）および３ｈＴＬＲ４（５
’－ｔｃａｇｔｔｃｔｃｇａｇｇａｔａｇａｔｇｔｔｇｃｔｔｃｃｔｇｃｃａａｔｔｇ－
３’）を使用してＰＣＲ増幅した。２５４６－ｂｐのＰＣＲ産物を、ｐＣＲ－Ｂｌｕｎｔ
－ＴＯＰＯにサブクローニングし、シークエンシングした。配列検証済インサートを、Ｓ
ａｃＩＩ／ＸｈｏＩ消化し、ＳａｃＩＩ／ＸｈｏＩ消化（および「ＣＩＰｐｅｄ」）ｐＳ
Ｈ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－Ｅにサブクローニングし、ｐＳＨ１／ｈＴＬＲ４－Ｆｖ’

－Ｆｖｌｓ－Ｅを得た。さらなるＦｖ’を、ＸｈｏＩ部位に付加しｐＳＨ１／ｈＴＬＲ４
－Ｆｖ’２－Ｆｖｌｓ－Ｅを得た。
【０３１８】
　（ｉｉ）誘導性複合体ｉＴＬＲ４－ＣＤ４０：１９１－ｂｐのＸｈｏＩ－ＳａｌＩ－連
結ヒトＣＤ４０細胞質ドメインを、プライマーｈＣＤ４０５Ｘ（５’－ａｔａｔａｃｔｃ
ｇａｇａａａａａｇｇｔｇｇｃｃａａｇａａｇｃｃａａｃｃ－３’）およびｈＣＤ４０３
Ｓｎｓ（５’－ａｃａｔａｇｔｃｇａｃｃｔｇｔｃｔｃｔｃｃｔｇｃａｃｔｇａｇａｔｇ
－３’）を用いてＰＣＲ増幅し、ｐＳＨ１／ｈＴＬＲ４－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－Ｅおよびｐ
ＳＨ１／ｈＴＬＲ４－Ｆｖ’２－Ｆｖｌｓ－ＥのＳａｌＩ部位にサブクローニングし、ｐ
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ＳＨ１／ｈＴＬＲ４－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＣＤ４０－ＥおよびｐＳＨ１／ｈＴＬＲ４－Ｆ

ｖ’２－Ｆｖｌｓ－ＣＤ４０－Ｅを得た。
【０３１９】
　（ｉｉｉ）誘導性ｉＮＯＤ２：約８００－ｂｐのＰＲＲ　ＮＯＤ２（タンデムＣＡＲＤ
ドメイン含有）のアミノ末端を、ＸｈｏＩ／ＳａｌＩ－連結プライマー５ＮＯＤ２Ｘ（５
’－ａｔａｇｃａｃｔｃｇａｇａｔｇｇｇｇｇａａｇａｇｇｇｔｇｇｔｔｃａｇ－３’）
および３ＮＯＤ２Ｓｂ（５’－ｃｔｔｃａｔｇｔｃｇａｃｇａｃｃｔｃｃａｇｇａｃａｔ
ｔｃｔｃｔｇｔｇ－３’）を用いてＰＣＲ増幅し、ｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－Ｅ
のＸｈｏＩおよびＳａｌＩ部位にサブクローニングし、ｐＳＨ１／Ｍ－ＮＯＤ２－Ｆｖ’

－Ｆｖｌｓ－ＥおよびｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＮＯＤ２－Ｅ＝Ｆｖ’ＮＯＤ２
を得た。
【０３２０】
　（ｉｖ）誘導性ｉＲＩＧ－Ｉ：約６５０ｂｐのＲＮＡヘリカーゼＲＩＧ－Ｉ（タンデム
ＣＡＲＤドメイン含有）のアミノ末端を、ＸｈｏＩ／ＳａｌＩ－連結プライマー５ＲＩＧ
Ｘ（５’－ａｔａｇｃａｃｔｃｇａｇａｃｃａｃｃｇａｇｃａｇｃｇａｃｇｃａｇ－３’
）および３ＲＩＧＳ（５’－ｃｔｔｃａｔｇｔｃｇａｃａａｔｃｔｇｔａｔｇｔｃａｇａ
ａｇｔｔｔｃｃａｔｃ－３’）を用いてＰＣＲ増幅し、ｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ

－ＥのＸｈｏＩおよびＳａｌＩ部位にサブクローニングし、ｐＳＨ１／Ｍ－ＲＩＧＩ－Ｆ

ｖ’－Ｆｖｌｓ－ＥおよびｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＲＩＧＩ－Ｅ＝Ｆｖ’ＲＩ
Ｇ－Ｉを得た。
【０３２１】
　（ｖ）誘導性ｉＭｙＤ８８：ヒトＴＩＲ含有誘導性ＰＲＲアダプターＭｙＤ８８（約９
００－ｂｐ）を、２９３ｃＤＮＡからＸｈｏＩ／ＳａｌＩ－連結プライマー５ＭｙＤ８８
Ｓ（５’－ａｃａｔｃａａｃｔｃｇａｇａｔｇｇｃｔｇｃａｇｇａｇｇｔｃｃｃｇｇ－３
’）および３ＭｙＤ８８Ｓ（５’－ａｃｔｃａｔａｇｔｃｇａｃｃａｇｇｇａｃａａｇｇ
ｃｃｔｔｇｇｃａａｇ－３’）を使用してＰＣＲ増幅し、ｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌ

ｓ－ＥのＸｈｏＩおよびＳａｌＩ部位にサブクローニングし、それぞれ、ｐＳＨ１／Ｍ－
ＭｙＤ８８－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＥおよびｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＭｙＤ８８
－Ｅを得た。
【０３２２】
　（ｖｉ）誘導性ｉＴＲＩＦ：ヒトＴＩＲ含有誘導性ＰＲＲアダプターＴＲＩＦ２（約２
１５０－ｂｐ）を、２９３のｃＤＮＡからＸｈｏＩ／ＳａｌＩ－連結プライマー５ＴＲＩ
ＦＸ（５’－ａｃａｔｃａａｃｔｃｇａｇａｔｇｇｃｃｔｇｃａｃａｇｇｃｃｃａｔｃａ
ｃ－３’）および３ＴＲＩＦＳ（５’－ａｃｔｃａｔａｇｔｃｇａｃｔｔｃｔｇｃｃｔｃ
ｃｔｇｃｇｔｃｔｔｇｔｃｃ－３’）を使用してＰＣＲ増幅し、ＳａｌＩ消化ｐＳＨ１／
Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－Ｅにサブクローニングし、ｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－Ｔ
ＲＩＦ－Ｅを得た。
【０３２３】
　（ｖｉｉ）ＩＦＮｂ－ＳＥＡＰ：最小ＩＦＮｂｌプロモーターを、ヒトゲノムＤＮＡか
らプライマー５ＩＦＮｂＭｌ（５’－ａａｃｔａｇａｃｇｃｇｔａｃｔａｃｔａａａａｔ
ｇｔａａａｔｇａｃａｔａｇｇａａａａｃ－３’）および３ＩＦＮｂＨ（５’－ｇａｃｔ
ｔｇａａｇｃｔｔａａｃａｃｇａａｃａｇｔｇｔｃｇｃｃｔａｃｔａｃ－３’）を使用し
てＰＣＲ増幅した。ＭｌｕＩ－ＨｉｎｄＩＩＩ消化断片を、プロモーターレスＳＥＡＰレ
ポータープラスミドにサブクローニングした。
【０３２４】
　特定の構築物は、Ｆｙｎ由来ミリストイル化配列およびＴＩＲＡＰのＰＩＰ２膜ターゲ
ティングドメインを使用して、細胞膜脂質ラフトを特異的に標的化した。（５）　分泌型
アルカリホスファターゼ（ＳＥＡＰ）アッセイ：レポーターアッセイを、ヒトＪｕｒｋａ
ｔ－ＴＡｇ（Ｔ細胞）または２９３（腎臓胚上皮）細胞またはネズミＲＡＷ２６４．７（
マクロファージ）細胞において実施した。対数増殖期のＪｕｒｋａｔ－ＴＡｇ細胞（１０
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７）を、２ｍｇの発現プラスミドおよび２ｍｇのレポータープラスミドＮＦ－ｋＢ－ＳＥ
ＡＰ３またはＩＦＮｂ－ＴＡ－ＳＥＡＰを用いて、エレクトロポレートした（９５０ｍＦ
、２５０Ｖ）（上を参照されたい）。対数期の２９３またはＲＡＷ２６４．７細胞（約２
×１０５細胞／３５－ｍｍディッシュ）に、６ｍｌのＦｕＧＥＮＥ－６を成長培地におい
てトランスフェクトした。２４時間後、形質転換細胞を、ＣＩＤを用いて刺激した。さら
に２０時間後、上清を、前記のようにＳＥＡＰ活性に関してアッセイした３。
【０３２５】
　組織培養：Ｊｕｒｋａｔ－ＴＡｇおよびＲＡＷ２６４．７細胞を、ＲＰＭＩ１６４０培
地、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．ｌ４）、ペニシリ
ン（１００Ｕ／ｍｌ）およびストレプトマイシン（１００ｍｇ／ｍｌ）において成長させ
た。２９３細胞は、ダルベッコ変法イーグル培地、１０％ＦＢＳおよびｐｅｎ－ｓｔｒｅ
ｐにおいて成長させた。
【０３２６】
　ウェスタンブロット分析：タンパク質の発現を、一般的なヘマグルチニン（ＨＡ）エピ
トープ（Ｅ）タグに対する抗体を使用して、ウェスタンブロットにより決定した。
【０３２７】
　結果
　キメラｉＴＬＲ４は、ＰＩＰ２膜ターゲティングモチーフにより、２倍活性される。構
築物は、２つのリガンド結合ドメインをコードする。しかし、残りのｉＴＬＲは、レポー
ターアッセイにおいて観察されるように、２９３、ＲＡＷまたはＤ２ＳＣ１細胞において
ＣＩＤにより強いレベルで誘導されない。このことが、ｉＴＬＲの多様な膜ターゲティン
グの必要条件の原因であると思われる。したがって、本発明者らは、細胞膜に対するター
ゲティングを必要としない細胞質ＰＲＲである、誘導性Ｎｏｄ２およびＲＩＧ－１を開発
した。ｉＮｏｄ２は２９３細胞において二量体化薬物により２倍に活性化されたが、ＲＡ
Ｗ２６４．７細胞においてはこのような効果は観察されない。ＣＩＤの漸増濃度の添加に
より、ＲＡＷ細胞においてｉＮｏｄ２活性は減少する。さらに、ｉＮｏｄ２およびｉＣＤ
４０一緒の効果は、ＮＦカッパＢ活性化について２９３細胞において相加的である（図７
）。ｉＲＩＧ－１は、２．５倍に活性化される（図８）。ＴＬＲのシグナル伝達下流の一
次メディエーターである、完全長誘導性ＰＲＲアダプター分子のＭｙＤ８８およびＴＲＩ
Ｆの誘導型は、スクリーニング過程に存在する。
【０３２８】
　本実施例において参照した、およびさらなる技術支援を提供する引用文献
【０３２９】
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【数７】

　（実施例１０）
　ｉＲＩＧ－Ｉ、ｉＣＤ４０およびｉＮＯＤ２をトランスフェクトされた細胞におけるＮ
ＦカッパＢ活性の薬物依存性誘導
　２９３細胞に、１マイクログラムのＮＦカッパＢ－ＳＥＡＰレポーター構築物＋１マイ
クログラムの誘導性ＰＲＲ構築物を、Ｆｕｇｅｎｅ６トランスフェクション試薬を使用し
てトランスフェクトした。トランスフェクションは６ウェルプレートにおいて、１×１０
６細胞／ウェルまたはトランスフェクションで実施した。
【０３３０】
　Ｊｕｒｋａｔ　ＴＡｇ細胞に、２マイクログラムのＮＦカッパＢ－ＳＥＡＰレポーター
構築物および３マイクログラムの誘導性ＰＲＲ構築物を、９５０マイクロＦおよび０．２
５ｋＶでエレクトロポレーションを使用してトランスフェクトした。この細胞に、１０×
１０６細胞／トランスフェクションでトランスフェクトした。
【０３３１】
　２４時間後、細胞を、９６ウェルプレートに、２種の異なる濃度のＡＰ２０１８７（１
００ｎＭおよび１０００ｎＭ）で播種した。３７℃、５％ＣＯ２において、さらにインキ
ュベーション２４時間後、上清を回収し、ＳＥＡＰ基質、リン酸４－メチルウンベリフェ
リル（ＭＵＰ）と一緒のインキュベーションによりＳＥＡＰ活性に関して分析した。蛍光
を、励起３５５ｎｍおよび発光４６０ｎｍにおいて、ＦＬＵＯｓｔａｒ　Ｏｐｔｉｍａプ
レートリーダー（ＢＭＧ　Ｌａｂｔｅｃｈ）を使用して決定した。
【０３３２】
　ｉＮＯＤ２および組み合わせ実験に関して、トランスフェクションを、全ＤＮＡに対し
て「空」発現ベクター、ｐＳＨ１／Ｓ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－Ｅを使用して正規化した。
【０３３３】
　図１１～１４は、ＮＦカッパＢ活性およびＳＥＡＰレポーターカウントの薬物依存性誘
導を示すグラフである。各グラフは、別々の個別の実験の代表である。
【０３３４】
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　グラフにおける明確さのために、いくつかのベクターを図のために新たに命名した。
Ｆｖ’ＲＩＧ－Ｉ＝ｐＳＨ１－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－ＲＩＧ－Ｉ＝ｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆ
ｖｌｓ－ＲＩＧ－Ｉ
Ｆｖ’ＮＯＤ２＝ｐＳＨ１－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－ＮＯＤ２＝ｐＳＨ１／Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌ
ｓ－ＮＯＤ２－Ｅ
Ｆｖ’２ＮＯＤ２＝ｐＳＨ１－Ｆｖ’２Ｆｖｌｓ－ＮＯＤ２
Ｆｖ’ＮＯＤ２＋＝ｐＳＨ１－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－ＮＯＤ２（Ｎｕｎｅｚ　ＮＯＤ２配列と
同じ）
Ｆｖ’ＣＤ４０＝ｐＳＨ１－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－ＣＤ４０
　（実施例１１）
　誘導性ＭｙＤ８８および複合体ＭｙＤ８８－ＣＤ４０は、２９３細胞においてＮＦカッ
パＢを活性化する。
【０３３５】
　構築物のセットを、ＴＩＲドメインを欠いたＭｙＤ８８の切断型を含む、誘導性受容体
を発現するように設計した。２９３細胞に、ＮＦカッパＢレポーターを同時トランスフェ
クトし、ＳＥＡＰレポーターアッセイを、基本的にＳｐｅｎｃｅｒ，　Ｄ．Ｍ．、Ｗａｎ
ｄｌｅｓｓ，　Ｔ．Ｊ．、Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ，　Ｓ．Ｌ．およびＣｒａｂｔｒｅｅ，　
Ｇ．Ｒ．　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ　ｓｉｇｎａｌ　ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　ｗｉｔ
ｈ　ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｌｉｇａｎｄｓ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ２６２巻、１０１９～１０
２４頁（１９９３年）に記載のように実施した。独自に設計したベクターは、ｐＢＪ５－
Ｍ－ＭｙＤ８８Ｌ－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－Ｅであった。ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－Ｍ－ＭｙＤ８８
Ｌ－Ｆｖ’Ｆｖｌｓを使用して、アデノウイルスを作製した。これらのベクターの両方を
、ＳＥＡＰアッセイにおいて試験した。２４時間後、ＡＰ２０１８７を加え、さらに２０
時間後、細胞上清をＳＥＡＰ活性に関して試験した。これらのキメラ構築物および活性化
に関するグラフを、図１６および１７に提供する。結果を図１８に示す。
【０３３６】
　構築物：
　対照：ＮＦカッパＢレポーターだけをトランスフェクトした
　ＴＬＲ４ｏｎ：ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－ＣＤ４／ＴＬＲ４－Ｌ３－Ｅ：ＣＤ４／ＴＬＲ４
Ｌ３－Ｅは、マウスＣＤ４の細胞外ドメインとタンデムでヒトＴＬＲ４の膜貫通ドメイン
および細胞質ドメイン（Ｍｅｄｚｈｉｔｏｖ　Ｒ、　Ｐｒｅｓｔｏｎ－Ｈｕｒｌｂｕｒｔ
　Ｐ、Ｊａｎｅｗａｙ　ＣＡ　Ｊｒ、Ａ　ｈｕｍａｎ　ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ　ｏｆ　ｔｈ
ｅ　Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　Ｔｏｌｌ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｓｉｇｎａｌｓ　ａｃｔｉｖａ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｄａｐｔｉｖｅ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ．　Ｎａｔｕｒｅ．　１９９７年
７月２４日；３８８巻（６６４０号）：３９４～７頁に記載のように）続いて３つの６ア
ミノ酸リンカーおよびＨＡエピトープを含有するＴＬＲ４の構成型である。
【０３３７】
　ｉＭｙＤ８８：Ｍ－ＭｙＤ８８Ｌ－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－Ｅ含有
　ｉＣＤ４０：Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＣＤ４０－Ｅ含有
　ｉＣＤ４０Ｔ：Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ＣＤ４０－Ｅ含有－ｉＣＤ４０Ｔは追
加のＦｖ’を含有する（バリンにゆらぎを有するＦＫＢＰ）
　ｉＭｙＤ８８：ＣＤ４０：Ｍ－ＭｙＤ８８Ｌ－ＣＤ４０－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－Ｅ含有
　ｉＭｙＤ８８：ＣＤ４０Ｔ：Ｍ－ＭｙＤ８８ＬＣＤ４０－Ｆｖ’Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－Ｅ含
有－ｉＭｙＤ８８：ＣＤ４０と比較して追加のＦｖ’を含有する。
【０３３８】
　（実施例１２）
　誘導性ＣＤ４０－ＭｙＤ８８、ＣＤ４０－ＲＩＧ－１およびＣＤ４０：ＮＯＤ２
　以下の構築物を設計し、ＮＦカッパＢレポーター系においてアッセイした。２９３細胞
に、ＮＦカッパＢレポーターおよび構築物の１つを同時トランスフェクトした。２４時間
後、ＡＰ２０１８７を加え、さらに３時間（図１９）または２２時間（図２０）後、細胞
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上清を、ＳＥＡＰ活性に関して試験した。トランスフェクション約２０～２４時間後、細
胞を、二量体化薬物のＡＰ２０１８７を用いて処理した。二量体化薬物を用いた処理後約
２０～２４時間、細胞を、ＳＥＡＰ基質のリン酸４－メチルウンベリフェリル（ＭＵＰ）
を用いて処理した。一晩のインキュベーション後（１６～２２時間の範囲）、ＳＥＡＰカ
ウントを、ＦＬＵＯＳｔａｒ　ＯＰＴＩＭＡ機において記録した。
【０３３９】
　ＭｙＤ８８ＬＦｖ’ＦｖｌｓＣＤ４０：ｐＢＪ５骨格およびＭｙＤ８８Ｌから上流のミ
リストイル化配列で作製された。
【０３４０】
　Ｆｖ’ＦｖｌｓＣＤ４０ＭｙＤ８８Ｌ：ｐＢＪ５骨格およびＦｖ’から上流のミリスト
イル化配列で作製された。
【０３４１】
　ＭｙＤ８８ＬＣＤ４０Ｆｖ’Ｆｖｌｓ：２つのベクター骨格（ｐＢＪ５）およびＭｙＤ
８８Ｌから上流のミリストイル化配列で作製された。
【０３４２】
　ＣＤ４０Ｆｖ’ＦｖｌｓＭｙＤ８８Ｌ：ｐＢＪ５骨格およびＣＤ４０から上流のミリス
トイル化配列で作製された。
【０３４３】
　Ｆｖ’２ＦｖｌｓＣＤ４０ｓｔＭｙＤ８８Ｌ：ＣＤ４０の後ろの終止配列が、ＭｙＤ８
８Ｌを翻訳から保護する構築物。ｉＣＤ４０Ｔとも呼ばれる。
【０３４４】
　Ｆｖ’２Ｆｖｌｓは、ｇｔｃｇａｇ配列で隔てられたＦｖ’の２コピーを含む。
【０３４５】
　ＭｙＤ８８ＬＦｖ’Ｆｖｌｓ
　Ｆｖ’ＦｖｌｓＭｙＤ８８Ｌ：ｐＢＪ５骨格およびＦｖ’から上流のミリストイル化配
列で作製された。
【０３４６】
　Ｆｖ’ＦｖｌｓＣＤ４０：ｐＢＪ５およびｐＳｈｕｔｔｌｅＸにおいて利用可能
　ＣＤ４０Ｆｖ’Ｆｖｌｓ：ｐＢＪ５骨格およびＣＤ４０から上流のミリストイル化配列
で利用可能
　ＭＦｖ’Ｆｖｌｓ：ｐＢＪ５骨格およびＭで示されるミリストイル化配列で利用可能
　Ｆｖ’’ＦｖｌｓＮＯＤ２：ｐＢＪ５－Ｓｎ－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－ＮＯＤ２－Ｅミリスト
イル化配列を有さないｐＢＪ５骨格および、２つのＦＫＢＰ続けてＮＯＤ２の２つのＣＡ
ＲＤドメインおよびＨＡエピトープを含有。
【０３４７】
　Ｆｖ’ＦｖｌｓＲＩＧ－１：ｐＢＪ５－Ｓｎ－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－ＲＩＧ－Ｉ－Ｅミリス
トイル化配列を有さないｐＢＪ５骨格および、２つのＦＫＢＰ続けてＲＩＧ－Ｉの２つの
ＣＡＲＤドメインおよびＨＡエピトープを含有。
【０３４８】
　アデノウイルス産生のために使用したｐＳｈｕｔｔｌｅＸ型に関する構築マップの例を
、図３０、３１および３２に提示する。普通の当業者は、これらの構築物の改良方法に気
が付き、本明細書に記載した方法および組成物に使用した他の構築物を作製する。
【０３４９】
　（実施例１３）
　２９３Ｔ細胞のＭｙＤ８８Ｌアデノウイルストランスフェクションはタンパク質発現を
もたらす。
【０３５０】
　以下のｐＳｈｕｔｔｌｅＸ構築物は、アデノウイルス産生のために構築された。
【０３５１】
　ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－ＭｙＤ８８Ｌ－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－Ｅ
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　ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－ＭｙＤ８８ＬＣＤ４０－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－Ｅ
　ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－ＣＤ４／ＴＬＲ４－Ｌ３－Ｅ
　Ｌ３は、ＤＮＡ配列：ＧＧＡＧＧＣＧＧＡＧＧＣＡＧＣＧＧＡＧＧＴＧＧＣＧＧＴＴＣ
ＣＧＧＡＧＧＣＧＧＡＧＧＴＴＣＴ
タンパク質配列：ＧｌｙＧｌｙＧｌｙＧｌｙＳｅｒＧｌｙＧｌｙＧｌｙＧｌｙＳｅｒＧｌ
ｙＧｌｙＧｌｙＧｌｙＳｅｒ
を有する３つの６アミノ酸のリンカーを示し、
　ＥはＨＡエピトープである。
【０３５２】
　組換えアデノウイルスを、普通の当業者に公知の方法を使用して、および基本的にＨｅ
，　Ｔ．Ｃ．，　Ｓ．　Ｚｈｏｕら、（１９９８年）　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａ
ｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９５巻（５号）：２５０９～１４頁に記載のように得た。
【０３５３】
　個々のアデノウイルス　アッセイのために、いくつかのウイルスプラーク由来の粗生成
物を、ウェスタンブロッティングにより、タンパク質の発現に関してアッセイした。ウイ
ルス粒子を、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｃｏｒｅ　ａｔ　Ｂａｙｌｏｒ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｍ
ｅｄｉｃｉｎｅ　（ｗｏｒｌｄ　ｗｉｄｅ　ｗｅｂ　ａｄｄｒｅｓｓ　ｏｆ　ｈｔｔｐ：
／／ｖｅｃｔｏｒ．ｂｃｍ．ｔｍｃ．ｅｄｕ／）により供給された細胞ペレットから、凍
結解凍ペレットにより３回放出した。２９３Ｔ細胞を、１×１０６細胞／ウェルで６ウェ
ルプレートに播種した。培養２４時間後、細胞を、抗生物質を含む無血清ＤＭＥＭ培地を
用いて２回洗浄し、続いて２５マイクロリットルまたは１００マイクロリットルのウイル
ス溶解物を、５００マイクロリットルの無血清培地中の細胞単層に加えた。２時間後、２
．５ｍｌの血清補給ＤＭＥＭを、６ウェルプレートの各ウェルに加えた。
【０３５４】
　２４～４８時間後、細胞を収穫し、１×ＰＢＳを用いて２回洗浄し、ＲＩＰＡ溶解緩衝
液に再懸濁した（１００マイクロモルのＰＭＳＦ含有）（例えば、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅま
たはＴｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃから入手可能）。細胞を、１０分ごとに混合し
ながら、氷上で３０分間インキュベートし、続いて、１０，０００ｇで４℃において１５
分間回転させた。上清を、ＳＤＳ　Ｌａｅｍｍｌｉ緩衝液＋ベータ－メルカプトエタノー
ルと１：２の割合で混合し、１００℃において１０分間インキュベートし、ＳＤＳゲルに
投入し、ＨＡエピトープに対する抗体を使用してニトロセルロース膜においてプローブし
た。結果を、図２１および２２に示す。残存細胞溶解物は、今後の使用のために－８０℃
において保存した。細胞に、個別に各ウイルス、ｖｉｚ．、Ａｄ５－ｉＭｙＤ８８および
Ａｄ５－ＴＬＲｏｎを別々に形質導入した。
【０３５５】
　（実施例１４）
　ＭｙＤ８８Ｌ－アデノウイルス形質導入細胞におけるＩＬ－１２ｐ７０の発現
　骨髄由来樹状細胞（ＢＭＤＣｓ）を、抗生物質を含む無血清ＲＰＭＩ培地を用いて２回
洗浄後、０．２５×１０６細胞／ウェルで、４８ウェルプレートに播種した。細胞に、１
２５マイクロリットルの無血清培地中６マイクロリットルの粗ウイルス溶解物を、形質導
入した。２時間後、３７５マイクロリットルの血清補給ＲＰＭＩを、４８ウェルプレート
の各ウェルに加えた。４８時間後、上清を収穫し、マウスＩＬ－１２ｐ７０　ＥＬＩＳＡ
キット（ＢＤ　ＯｐｔＥＩＡ（ＢＤ　ＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ、Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ）
を使用して分析した。２連のアッセイを、１００ｎＭのＡＰ２１０８７を添加して、また
は添加しないでのいずれかで、各試料関して実施した。ＣＤ４０－Ｌは、ＣＤ４０のリガ
ンド、ＣＤ４０受容体に結合するＴＮＦファミリーメンバーである。ＬＰＳリポ多糖類で
ある。結果を図２３に示す。アッセイの反復の結果を図２４に示す。粗アデノウイルス溶
解物を、６．２マイクロリットル／２５万細胞で加えた。図２５は、より多くのウイルス
溶解物、１２．５マイクロリットル／２５万細胞を使用し、ＢＭＤＣを感染させた、追加
のアッセイの結果を示す。
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【０３５６】
　（実施例１５）
　誘導性ｉＲＩＧ－１、ｉＮＯＤ２およびｉＴＲＩＦの活性
　ｐＢＪ５－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－ＲＩＧ－１およびｐＢＪ５－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－ＣＤ４０の
それぞれ１マイクログラムを、１マイクログラムのＮＦカッパＢ－ＳＥＡＰレポーターと
共に、２９３細胞にトランスフェクトし、細胞を、漸増用量の二量体化薬物ＡＰ２０１８
７による処理についてのレポーター活性に関して分析した。ｐＢＪ５－ＲＩＧ－１－Ｆｖ
’Ｆｖｌｓ構築物もまた試験した。結果を、図２６に示す。結果は、ｉＲＩＧ－Ｉおよび
ｉＣＤ４０両方の構築物を２９３細胞にトランスフェクトした場合、ＮＦカッパＢレポー
ターアッセイにおいて見られる相加効果により実証されるように、ｉＲＩＧ－ＩはｉＣＤ
４０と共に潜在的に十分作用できることを示す。
【０３５７】
　１マイクログラムのｐＢＪ５－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－ＲＩＧ－１を、１マイクログラムのＩ
ＦＮベータ－ＳＥＡＰレポーターと共に２９３細胞にトランスフェクトし、細胞を、二量
体化薬物ＡＰ２０１８７の半対数希釈液（ｈａｌｆ－ｌｏｇ　ｄｉｌｕｔｉｏｎ）を用い
た処理についてのレポーター活性に関して分析した。同時に、ｉＴＲＩＦ（ｐＢＪ５－Ｆ
ｖ’Ｆｖｌｓ－ＴＲＩＦ）構築物もまた、漸増量で、２９３細胞へトランスフェクトする
ことによって試験した。ｐＢＪ５－Ｍ－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－ＴＲＩＦ－Ｅは、ｐＢＪ５骨格
およびミリストイル化配列、２つのＦＫＢＰ、完全長ＴＲＩＦおよびＨＡエピトープで作
製された。結果を図２７および２８に示す。結果は、ｉＴＲＩＦは、２９３細胞において
、ＮＦカッパＢを構成的に活性化し、より高い程度で、ＩＦＮベータレポーターを活性化
することを実証している。
【０３５８】
　同様のアッセイを、図２９に示すように、ｉＮＯＤ２を使用して実施した。結果は、ｉ
ＮＯＤ２がＮＦカッパＢを、薬物依存性の様式で活性化することを示す。ＮＦカッパＢの
この活性化は、第３のＦＫＢＰドメインのｉＮＯＤ２（ｉＮＯＤ２Ｔｕｒｂｏ）への付加
において増加する。ｐＢＪ５－Ｓｎ－Ｆｖ’Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－ＮＯＤ２－Ｅは、ｐＢＪ５
骨格で作製され、ミリストイル化配列、３つのＦＫＢＰ、ＮＯＤ２の２つのＣＡＲＤドメ
インおよびＨＡエピトープを含有する。
【０３５９】
　（実施例１６）
　ＭｙＤ８８Ｌ－アデノウイルス形質導入ヒト単球由来樹状細胞におけるＩＬ－１２ｐ７
０の発現
　未熟ヒト単球由来樹状細胞（ｍｏＤＣ）を、抗生物質を含む無血清ＲＰＭＩ培地を用い
て２回洗浄後、０．２５×１０６細胞／ウェルで、４８ウェルプレートに播種した。細胞
に、さまざまな感染の多重度（ＭＯＩ）のアデノウイルスＡＤ５－ｉＭｙＤ８８．ＣＤ４
０を形質導入し、１００ｎＭの二量体化薬物ＡＰ２０１８７を用いて刺激した。使用した
ウイルスは、実施例１３および１４に使用したウイルス溶解物の最適化型であった。４８
時間後、上清を収穫し、ＩＬ１２ｐ７０ＥＬＩＳＡアッセイにおいてアッセイした。図３
３は、この力価決定の結果を表す。
【０３６０】
　未熟ヒトｍｏＤＣを、抗生物質を含む無血清ＲＰＭＩ培地を用いて２回洗浄後、０．２
５×１０６細胞／ウェルで、４８ウェルプレートに播種した。次いで、細胞に、Ａｄ５ｆ
３５－ｉＣＤ４０（１０，０００ＶＰ／細胞）、Ａｄ５－ｉＭｙＤ８８．ＣＤ４０（１０
０ＭＯＩ）、Ａｄ５．ｉＭｙＤ８８（１００ＭＯＩ）またはＡｄ５－ＴＬＲ４ｏｎ（１０
０ＭＯＩ）のいずれかを形質導入し、示した１マイクログラム／ミリリットルＬＰＳおよ
び図３４に示した１００ｎＭの二量体化薬物ＡＰ２０１８７を用いて刺激した。４８時間
後、上清を収穫し、ＩＬ１２ｐ７０　ＥＬＩＳＡアッセイにおいてアッセイした。
【０３６１】
　Ａｄ５ｆ３５－ｉＣＤ４０を、ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－ｉｈＣＤ４０（Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖ
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ｌｓ－ｈＣＤ４０；ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－Ｍ－Ｆｖ’－Ｆｖｌｓ－ｈＣＤ４０としても公
知）を使用して作製した。図３３および３４に示したように、ＭｙＤ８８は、本明細書に
おいてＭｙＤ８８Ｌとして示した型と同じＭｙＤ８８の切断型である。Ａｄ５．ｉＭｙＤ
８８として示したアデノウイルスを、ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－ＭｙＤ８８Ｌ－Ｆｖ’Ｆｖｌ
ｓ－Ｅを使用して作製した。Ａｄ５－ｉＭｙＤ８８．Ｃｄ４０として示したアデノウイル
スを、ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－ＭｙＤ８８ＬＣＤ４０－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－Ｅを使用して作製
した。Ａｄ５－ＴＬＲ４Ｏｎとして示したアデノウイルスは、ｐＳｈｕｔｔｌｅＸ－ＣＤ
４／ＴＬＲ４－Ｌ３－Ｅを使用して作製した。
【０３６２】
　（実施例１７）
　樹状細胞の非ウイルス性形質転換
　Ｆｖ’Ｆｖｌｓ配列に作動可能に連結したｉＭｙＤ８８－ＣＤ４０配列、例えばｐＳｈ
ｕｔｔｌｅＸ－ＭｙＤ８８ＬＣＤ４０－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－Ｅインサートを含むプラスミド
ベクターを構築する。プラスミド構築物は、ＭｙＤ８８ｌＣＤ４０－Ｆｖ’Ｆｖｌｓ－Ｅ
配列に作動可能に連結した以下の制御要素：プロモーター、開始コドン、終止コドン、ポ
リアデニル化シグナルをさらに含む。ベクターは、エンハンサー配列をさらに含むことが
できる。ＭｙＤ８８Ｌ、ＣＤ４０およびＦｖＦｖｌｓ配列を、最適化コドンを含む、当分
野において公知の合成技術を使用して改良できる。
【０３６３】
　未熟ヒト単球由来樹状細胞（ＭｏＤＣ）を、抗生物質を含む無血清ＲＰＭＩ培地を用い
て２回洗浄後、０．２５×１０６細胞／ウェルで４８ウェルプレートに播種した。細胞に
、普通の当業者に公知の任意の適切な方法、例えば、ＡＭＡＸＡキットを使用したヌクレ
オフェクション（ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｉｏｎ）、エレクトロポレーション、リン酸カル
シウム、ＤＥＡＥ－デキストラン、超音波処理、リポソーム仲介トランスフェクション、
受容体仲介トランスフェクションまたは微粒子銃照射（ｍｉｃｒｏｐｒｏｊｅｃｔｉｌｅ
　ｂｏｍｂａｒｄｍｅｎｔ）を使用して形質導入した
　ＤＮＡワクチンは、例えば、２００８年１１月６日公開の米国特許公開第２００８０２
７４１４０号において論じられている。Ｆｖ’Ｆｖｌｓ配列に作動可能に連結したｉＭｙ
Ｄ８８－ＣＤ４０配列をＤＮＡワクチンベクターに挿入し、これらは、例えば、宿主組織
においてｉＭｙＤ８８－Ｃｄ４０Ｆｖ’Ｆｖｌｓキメラタンパク質の発現にとって必要な
制御要素を含む。これらの制御要素は、限定するものではないが、プロモーター、開始コ
ドン、終止コドン、ポリアデニル化シグナルおよびエンハンサーを含み、キメラタンパク
質をコードするコドンは最適化できる。
【０３６４】
　（実施例１８）
　マウス腫瘍モデルを使用した、ｉｎ　ｖｉｖｏのＭｙＤ８８ＣＤ４０形質転換樹状細胞
の評価
　骨髄樹状細胞を、本明細書の実施例において提示したアデノウイルスベクターを使用し
て形質導入した。これらの形質導入ＢＭＤＣを、ＥＧ．７－ＯＶＡモデルにおいて、それ
らの腫瘍成長の阻害能力に関して試験した。ＥＧ．７－ＯＶＡ細胞（５×１０５細胞／１
００ｍｌ）を、Ｃ５７ＢＬ／６雌マウスの右わき腹に接種した。全群のＢＭＤＣに、５０
マイクログラム／ｍｌのオボアルブミンタンパク質をパルスし、上記のように活性化した
。腫瘍細胞摂取のおよそ７日後、ＢＭＤＣを解凍し、マウスの後肢足蹠に皮下注射した。
【０３６５】
　腫瘍成長を、全群のマウスにおいて週に２回モニターした。全群のランダム選択のマウ
ス由来の末梢血を四量体染色およびｉｎ　ｖｉｖｏのＣＴＬアッセイによって分析した。
表１は実験計画を表し、これは、非形質導入樹状細胞（第１群および第２群）、対照アデ
ノウイルスベクターを形質導入した樹状細胞（第３群）、ベクターをコードするＣＤ４０
細胞質を形質導入した樹状細胞（第４群）、切断型ＭｙＤ８８ベクターを形質導入した樹
状細胞（第５群および第６群）およびキメラＣＤ４０－切断型ＭｙＤ８８ベクターを形質
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導入した樹状細胞（第７群および第８群）を含む。細胞を、ＡＰ－１９０３、ＬＰＳまた
はＣＤ４０リガンドを用いて、表示のように刺激した。
【０３６６】
【表１】

　腫瘍接種マウスのワクチン接種前に、形質導入樹状細胞のＩＬ－１２ｐ７０レベルをｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏで測定した。ＩＬ－１２ｐ７０レベルは、図３５に提示する。図３６は、
形質導入マウスにおいて観察された腫瘍成長阻害のチャートを示す。ＭｙＤ８８を形質導
入し、ＡＰ１９０３で処理した樹状細胞の接種は、１／６の治癒率をもたらし、一方、Ａ
Ｐ１９０３を用いない、ＭｙＤ８８－ＣＤ４０形質導入樹状細胞の接種は、４／６の治癒
率をもたらし、二量体独立性の効果の可能性を示した。アスタリスクは、Ｌｕｃ＋ＬＰＳ
＋ＡＰと、ｉＣＤ４０ＭｙＤ８８＋ＬＰＳ＋／－ＡＰ１９０３との比較を示す。図３６は
、代表的なワクチン接種マウスの写真をさらに提供する。
【０３６７】
　図３７は、ｉＭｙＤ８８－ＣＤ４０形質導入樹状細胞を用いて処理したマウスにおける
、Ａｇ特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞の誘導頻度増強の分析を提示する。７日目にワクチン接種し
た１０日後に、処理マウス由来の末梢骨髄細胞を収穫した。ＰＢＭＣを、抗ｍＣＤ８－Ｆ
ＩＴＣおよびＨ２－Ｋｂ－ＳＩＩＮＦＥＫＬ－四量体－ＰＥを用いて染色し、フローサイ
トメトリにより分析した。
【０３６８】
　図３８は、ｉＭｙＤ８８－ＣＤ４０－形質導入樹状細胞処理後のマウスにおいて誘導さ
れた、Ａｇ特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞およびＣＤ４＋ＴＨ１細胞の頻度増強を提示する。全実
験群の３匹のマウスをワクチン接種１８日後に犠牲にした。３匹のマウス／群の脾細胞を
一緒に「プール」し、ＩＦＮ－ガンマＥＬＩＳＰＯＴアッセイにより分析した。Ｍｉｌｌ
ｉｐｏｒｅ　ＭｕｌｔｉＳｃｒｅｅｎ－ＨＡプレートを、１０マイクログラム／ｍｌの抗
マウスＩＦＮ－ガンマＡＮ１８抗体（Ｍａｂｔｅｃｈ　ＡＢ、Ｉｎｃ．、Ｎａｃｋａ、Ｓ
ｗｅｄｅｎ）を用いてコーティングした。脾細胞を加え、完全ＥＬＩＳｐｏｔ培地（ＲＰ
ＭＩ、１０％ＦＢＳ、ペニシリン、ストレプトマイシン）中で、５％ＣＯ２中３７℃にお
いて２０時間培養した。脾細胞を、２マイクログラム／ｍｌのＯＴ－１（ＳＩＩＮＦＥＫ
Ｌ）、ＯＴ－２（ＩＳＱＡＶＨＡＡＨＡＥＩＮＥＡＧＲ）またはＴＲＰ－２ペプチド（対
照の非標的化ペプチド）と共にインキュベートした。洗浄後、マウスＩＦＮ－ガンマ（Ｒ
４－６Ａ２、Ｍａｂｔｅｃｈ　ＡＢ）に対するビオチン化モノクロナール二次抗体を、１
マイクログラム／ｍｌの濃度でウェルに適用し、続いて，ストレプトアビジン－アルカリ
ホスファターゼ複合体（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｌｔｄ．、Ｂｕｒｌ
ｉｎｇａｍｅ、ＣＡ）と共にインキュベートした。その後、プレートをアルカリホスファ
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ターゼ基質、３－アミノ－９エチルカルバゾール（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｉｎｃ
．、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）を用いて発色させた。ウェル中のスポットの数を、Ｚｅｌ
ｌＮｅｔ　Ｃｏｎｓｕｌｔｉｎｇ，Ｉｎｃ．および自動ＥＬＩＳＰＯＴリーダーシステム
（Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ，Ｉｎｃ、Ｔｈｏｒｎｗｏｏｄ　ＮＹ）により点数化した。
【０３６９】
　図３９は、ｉｎ　ｖｉｖｏの細胞傷害性リンパ球アッセイの概略図および結果を提示す
る。ＤＣワクチン接種の１８日後、ｉｎ　ｖｉｖｏのＣＴＬアッセイを実施した。同系ナ
イーブ脾細胞を、ｉｎ　ｖｉｖｏの標的細胞として使用した。同系ナイーブ脾細胞を、Ｃ
ＴＬ培地中６マイクロモルのＣＦＳＥ（ＣＦＳＥｈｉ細胞）または０．６マイクロモルの
ＣＦＳＥ（ＣＦＳＥｌｏ細胞）のどちらかと共に、３７℃において１０分間のインキュベ
ーションによって標識した。ＣＦＳＥｈｉ細胞に、ＯＴ－１　ＳＩＩＮＦＥＫＬペプチド
をパルスし、ＣＦＳＥｌｏ細胞を、対照ＴＲＰ２ペプチドと共にインキュベートした。４
×１０６のＣＦＳＥｈｉ＋４×１０６のＣＦＳＥｌｏ細胞の混合物を、尾静脈を介して静
脈注射した。ｉｎ　ｖｉｖｏのインキュベーション１６時間後、脾細胞を回収し、単一細
胞懸濁液を、ＣＦＳＥ－標識細胞の検出および定量に関して分析した。図４０は、接種マ
ウスにおいてｉＭｙＤ８８－ＣＤ４０－形質導入樹状細胞により誘導されたＣＴＬ活性の
増強を提示するチャートである。図４１は、ｉＭｙＤ８８－ＣＤ４０形質導入樹状細胞に
より誘導されたｉｎ　ｖｉｖｏのＣＴＬ活性の増強を示す、選択試料に関する未加工のＣ
ＴＬヒストグラムを示す。
【０３７０】
　図４２は、形質導入細胞をワクチン接種したマウスにおいて、ＴＨ２細胞を産生するＩ
Ｌ－４に関する細胞内染色の結果を提示する。マウスの脾細胞（３匹のマウスからプール
した細胞）を、２マイクログラム／ｍｌのＯＴ－２ペプチドを用いて再構成した。細胞を
、１０マイクログラム／ｍｌのブレフェルジンＡと共に６時間インキュベートし、分泌を
抑制した。その後、細胞を固定し、透過処理し、抗ｍＩＬ－４－ＡＰＣおよび抗ｍＣＤ４
－ＦＩＴＣを用いた細胞内染色により分析した。
【０３７１】
　ｉＣＤ４０－ＭｙＤ８８配列を含むアデノウイルスベクターを、マウスモデルにおいて
腫瘍細胞を阻害するその能力に関して、再度評価した。第１の実験において、薬物依存性
腫瘍成長阻害を、誘導性ＣＤ４０－切断型ＭｙＤ８８ベクターを用いて改良された樹状細
胞（Ａｄ－ｉＣＤ４０．ＭｙＤ８８）の接種後測定した。Ｃ５７ＢＬ／６マウス由来の骨
髄由来樹状細胞に、１０マイクログラム／ｍのオボアルブミンをパルスし、アデノウイル
ス構築物、Ａｄ５－ｉＣＤ４０．ＭｙＤ８８、Ａｄ５－ｉＭｙＤ８８またはＡｄ５－Ｌｕ
ｃ（対照）の２０，０００ウイルス粒子／細胞（ＶＰ／ｃ）を形質導入した。細胞を２マ
イクログラム／ｍｌのＣＤ４０Ｌ、２００ｎｇ／ｍｌのＬＰＳまたは５０ｎＭのＡＰ１９
０３二量化剤のいずれかを用いて活性化した。５×１０５のＥ．Ｇ７－ＯＶＡ胸腺腫細胞
を、Ｃ５７ＢＬ／６マウス（Ｎ＝６／群）の背中に接種した。腫瘍が直径約５ｍｍに達し
た時（接種後８日目）、マウスを、２×１０６のＢＭＤＣの皮下注射により処理した。翌
日、細胞ワクチン接種後、マウスを、５ｍｇ／ｋｇのＡＰ１９０３の腹腔内注射により処
理した。腫瘍成長を、週に２回モニターした。結果を図４３Ａに示す。実験の別のセット
において、上記のようにＥ．Ｇ７－ＯＶＡ腫瘍を確立させた。マウス（Ｎ＝６／群）を、
２×１０６のＢＭＤＣ（オボアルブミン添加）を用いて処理し、２０，０００または１，
２５０ＶＰ／ｃのどちらかのＡｄ５－ｉＣＤ４０．ＭｙＤ８８を形質導入した。ＡＰ１９
０３群のＢＭＤＣを、５０ｎＭのＡＰ１９０３を用いてｉｎ　ｖｉｔｒｏで処理した。翌
日、細胞ワクチン接種後、ＡＰ１９０３群のマウスを、５ｍｇ／ｋｇのＡＰ１９０３の腹
腔内注射により処理した。結果を図４３Ｂに示す。図４３Ｃは、冷凍保存前の、さまざま
なワクチン細胞を一晩培養した後に産生された相対的ＩＬ－１２ｐ７０レベルを表す。Ｉ
Ｌ－１２ｐ７０はＥＬＩＳＡアッセイによりアッセイした。
【０３７２】
　改良された骨髄樹状細胞により免疫化されたマウス由来の血液を、四量体染色を使用し
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て、腫瘍特異的Ｔ細胞の頻度および機能に関して分析した。図４４Ａは、マウス（Ｎ＝３
～５）を、皮下にＢＭＤＣを用いて免疫化し、オボアルブミンをパルスし、図４３に記載
のように活性化した実験の結果を示す。ワクチン接種の１週間後、末梢血単核細胞（ＰＢ
ＭＣ）を、抗ｍＣＤ８－ＦＩＴＣおよびＳＩＩＮＦＥＫＬ－Ｈ２－Ｋｂ－ＰＥを用いて染
色し、フローサイトメトリにより分析した。図４４Ｂは、上記のようにＢＭＤＣをワクチ
ン接種されたマウスにおいて実施したｉｎ　ｖｉｖｏのＣＴＬアッセイの結果を示す。Ｂ
ＭＤＣによる免疫化の２週間後、同系Ｃ５７ＢＬ／６マウス由来の脾細胞に、ＴＲＰ－２
対照ペプチドのＳＶＹＤＦＦＶＷＬまたは標的ペプチドのＳＩＮＦＥＫＬ標的のどちらか
をパルスし、ｉｎ　ｖｉｖｏ標的として使用した。脾細胞の半数を、６マイクロモルのＣ
ＦＳＥ（ＣＦＳＥｈｉ細胞）または０．６マイクロモルのＣＦＳＥ（ＣＦＳＥｌｏ細胞）
を用いて標識した。ＣＦＳＥｈｉ細胞に、ＯＴ－１（ＳＩＩＮＦＥＫＬ）ペプチドをパル
スし、ＣＦＳＥｌｏ細胞を、対照ＴＲＰ－２（ＳＶＹＤＦＦＶＷＬ）ペプチドと共にイン
キュベートした。４×１０６のＣＦＳＥｈｉ＋４×１０６のＣＦＳＥｌｏ細胞の混合物を
、尾静脈を介して静脈注射した。翌日、脾細胞を回収し、単一細胞懸濁液を、ＣＦＳＥ－
標識細胞の検出および定量に関して分析した。図４４Ｃおよび４４Ｄは、ＩＦＮ－ガンマ
アッセイの結果を示す。図４３に記載のように処理したＥ．Ｇ７－ＯＶＡ支持マウス由来
の末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、１マイクログラム／ｍｌのＳＩＩＮＦＥＫＬペプチド
（ＯＴ－１）、ＩＳＱＡＶＨＡＡＨＡＥＩＮＥＡＧＲ（ＯＴ－２）およびＴＲＰ－２（無
関係なＨ２－Ｋｂ拘束性）ペプチドを用いてＩＦＮ－ガンマＥＬＩＳｐｏｔアッセイにお
いて分析した。ＩＦＮ－ガンマ産生リンパ球の数を、３連のウェルにおいて評価した。３
匹のマウス／群由来の細胞をプールし、３連のウェルにおいてＩＦＮ－ガンマＥＬＩＳｐ
ｏｔにより分析した。アッセイは２回実施した。
【０３７３】
　図４５は、この実施例に示されたように処理されたマウス由来の脾細胞を使用して実施
したナチュラルキラー細胞アッセイの結果を提示する。マウス（３匹／群）から得た脾細
胞を、エフェクター（Ｅ）として使用した。Ｙａｃ－１細胞を、５１Ｃｒを用いて標識し
、標的（Ｔ）として使用した。ＥＬ－４細胞系を、無関係な対照として使用した。
【０３７４】
　図４６は、抗原特異的細胞傷害性リンパ球の検出に関するアッセイの結果を提示する。
マウス（３匹／群）から得た脾細胞を、エフェクターとして使用した。ＥＧ．７－Ｏｖａ
細胞を、５１Ｃｒを用いて標識し、標的（Ｔ）として使用した。ＥＬ－４細胞系を、無関
係な対照として使用した。
【０３７５】
　図４７は、誘導性ＣＤ４０－切断型ＭｙＤ８８（ｉＣＤ４０．ＭｙＤＤ）アデノウイル
スベクターを形質導入した人細胞の活性化の結果を提示する。３つの異なるＨＬＡ－Ａ２
＋ドナー由来の樹状細胞（培養５日目）を、プラスチック接着法により精製し、１０，０
００ＶＰ／細胞のＡｄ５－ｉＣＤ４０．ＭｙＤ８８、Ａｄ５－ｉＭｙＤ８８またはＡｄ５
－Ｌｕｃを形質導入した。細胞を、１００ｎＭのＡＰ１９０３または０．５マイクログラ
ム／ｍｌのＣＤ４０Ｌおよび２５０ｎｇ／ｍｌのＬＰＳまたはＴＮＦ－アルファ、ＩＬ－
１ベータ、ＩＬ－６およびプロスタグランジンＥ２（ＰＧＥ２）を含有する標準成熟カク
テル（ＭＣ）を用いて活性化した。自己ＣＤ８＋Ｔ細胞を、マイクロビーズを使用して陰
性選択により精製し、１０マイクログラム／ｍｌのＨＬＡ－Ａ２拘束性ＦＬＷＧＰＲＡＬ
Ｖ　ＭＡＧＥ－３ペプチドを１：５（ＤＣ：Ｔ）の割合でパルスしたＤＣと、７日間同時
培養した。ＤＣによる刺激の第２ラウンドの５日後（７日目）、Ｔ細胞を、標準的ＩＦＮ
－ガンマＥＬＩＳｐｏｔアッセイにおいてアッセイした。細胞に、１マイクログラム／ｍ
ｌのＭＡＧＥ－３または無関係のＨＬＡ－Ａ２拘束性ＰＳＭＡペプチド（ＰＳＭＡ－Ｐ２
）をパルスした。実験は３連に実施した。
【０３７６】
　図４８および４９は、細胞遊走アッセイの結果である。
ｍＢＭＤＣに、１０，０００ＶＰ／細胞のＡｄ５．ルイシフェラーゼまたはＡｄ５．ｉＭ
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ｙＤ８８．ＣＤ４０を、Ｇｅｎｅ　Ｊａｍｍｅｒ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｓａｎ　Ｄｉ
ｅｇｏ、Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ）の存在下で形質導入し、１００ｎＭのＡＰ１９０３（Ａ
Ｐ）またはＬＰＳ（１マイクログラム／ｍｌ）により４８時間刺激した。ＣＣＲ７の発現
を、ＣＤ１１ｃ＋樹状細胞の表面において、ＰｅｒＣＰ．Ｃｙ５．５結合体化抗体を使用
する細胞内染色により分析した。図４８は、個別に提示された各アッセイの実験結果を示
し、図４９は、同じグラフにおける結果を提供する。
【０３７７】
　（実施例１９）
　具体的な核酸配列およびアミノ酸配列の例。
【０３７８】
【化２】

【０３７９】
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【０３８１】
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【０３８２】
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【化７】

　本明細書において参照した個々の特許、特許出願、刊行物および文献の全体は、参照に
よって組み込まれる。上記の特許、特許出願、刊行物および文献の引用は、前述のいずれ
もが関連のある先行技術であることの承認ではなく、これらの広報または文献の内容また
は日付に関していかなる承認をも構成するものではない。
【０３８４】
　本発明の基本的態様から逸脱することなく、改良が可能である。本発明は、１つまたは
複数の具体的実施形態の参照により、実質的に詳細に記載されているが、普通の当業者は
、本出願において具体的に開示される実施形態に対する変更が実施可能であることを認識
すると思われ、さらにこれらの改良および改善は、本発明の範囲および精神の範囲内であ
る。
【０３８５】
　本明細書に例示的に記載された発明は、本明細書に具体的に開示されない任意の要素（
複数可）の不在下でも、適切に実践可能である。したがって、例えば、本明細書のいかな
る場合においても、「含む」、「から本質的になる」および「からなる」という用語のい
ずれも、他の２つの用語のどれとも交換可能である。採用されている用語および表現は、
説明の用語として使用し、限定するものではなく、このような用語および表現の使用は、
示されたまたは記載された特徴の任意の均等物またはそれらの一部を排除するものではな
く、特許請求した本発明の精神の範囲内でさまざまな改良が可能である。１つの要素か、
または複数の要素のどちらかを記載していることが文脈上明らかでない限り、「１つの（
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ａ）」または「１つの（ａｎ）」という用語は、それが修飾する１つまたは複数の要素を
指す（例えば、「１つの試薬（ａ　ｒｅａｇｅｎｔ）」は１つまたは複数の試薬を意味す
ることができる）。本明細書において使用する「約」という用語は、基本的なパラメータ
ーの１０％以内の値を指し（すなわち、プラスマイナス１０％）、一連の値の先頭にある
「約」という用語の使用は、個々の値を修飾する（すなわち、「約１、２および３」は約
１、約２および約３）。例えば、「約１００グラム」の重量は、９０グラムから１１０グ
ラムの間の重量を含むことができる。したがって、本発明は、代表的実施形態および任意
選択の特徴により具体的に開示されているが、本明細書に開示の概念の、改良および変更
は、当業者により再分類可能であると理解するべきであり、このような改良および変更は
本発明の範囲内であると考えられる。
【０３８６】
　本発明の実施形態は、以下に続く特許請求の範囲において説明する。

【図３０】 【図３１】
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