
(57)【要約】

本発明は、アジュバント組成物と、このような組成物を

使用するワクチンおよび／または核酸免疫方法とに関す

る。本発明は、HIV感染症の予防および治療において、

より具体的には粒子媒介性送達によって投与される場合

に、有用なDNAワクチンに特に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る た め の 薬 剤 の 製 造 に お け る 、 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン
、 イ ミ ダ ゾ ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 6,7-融 合 シ ク ロ ア ル キ ル イ ミ ダ ゾ ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 1,2-架 橋
イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン 、 チ ア ゾ ロ -お よ び オ キ サ ゾ ロ -キ ノ リ ン ア ミ ン ま た は ピ リ ジ ン ア
ミ ン 、 イ ミ ダ ゾ ナ フ チ リ ジ ン ま た は テ ト ラ ヒ ド ロ イ ミ ダ ゾ ナ フ チ リ ジ ン ア ミ ン で あ る 化 合
物 の 使 用 で あ っ て 、 該 化 合 物 は 、 核 酸 ワ ク チ ン を 投 与 し た 12～ 36時 間 後 に 個 体 に 局 所 的 ま
た は 経 皮 的 に 投 与 さ れ 、 該 核 酸 ワ ク チ ン は 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 さ れ た 、 HI
V-1 gagタ ン パ ク 質 ま た は そ の gagエ ピ ト ー プ を 含 有 す る 断 片 と 第 2の HIV抗 原 ま た は 該 第 2
の HIV抗 原 の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 断 片 と を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 使 用
。
【 請 求 項 ２ 】
　 核 酸 ワ ク チ ン の 製 造 に お け る 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 さ れ た 、 HIV-1 gagタ
ン パ ク 質 ま た は そ の gagエ ピ ト ー プ を 含 有 す る 断 片 と 第 2の HIV抗 原 ま た は 該 第 2の HIV抗 原
の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 断 片 と を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 使 用 で あ っ て 、 個 体 に
核 酸 ワ ク チ ン を 投 与 し た 12～ 36時 間 後 に 、 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン 、 イ ミ ダ ゾ ピ リ ジ ン ア
ミ ン 、 6,7-融 合 シ ク ロ ア ル キ ル イ ミ ダ ゾ ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 1,2-架 橋 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ
ン 、 チ ア ゾ ロ -お よ び オ キ サ ゾ ロ -キ ノ リ ン ア ミ ン ま た は ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 イ ミ ダ ゾ ナ フ チ
リ ジ ン ま た は テ ト ラ ヒ ド ロ イ ミ ダ ゾ ナ フ チ リ ジ ン ア ミ ン で あ る 化 合 物 が 個 体 に 局 所 的 ま た
は 経 皮 的 に 投 与 さ れ る 、 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
　 化 合 物 が イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン で あ る 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
　 化 合 物 が イ ミ キ モ ド ま た は レ シ キ モ ド で あ る 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
　 核 酸 ワ ク チ ン が 局 所 的 ま た は 経 皮 的 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載 の 使
用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 核 酸 ワ ク チ ン が 粒 子 の 形 態 で 投 与 さ れ る 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 化 合 物 が 粒 子 の 形 態 で 投 与 さ れ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 核 酸 ワ ク チ ン ま た は 化 合 物 が コ ア キ ャ リ ア に コ ー テ ィ ン グ さ れ て い る 、 請 求 項 6ま た は 7
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 核 酸 ワ ク チ ン ま た は 化 合 物 が 無 針 シ リ ン ジ を 使 用 し て 投 与 さ れ る 、 請 求 項 6～ 8の い ず れ
か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 化 合 物 が ク リ ー ム の 形 態 で 投 与 さ れ る 、 請 求 項 1～ 9の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 抗 原 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 を 反 復 し て 初 回 抗 原 投 与 お よ び 追 加 免 疫 投 与 を 提 供
す る 、 請 求 項 1～ 10の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 2の 抗 原 が 、 Nef、 RT、 ま た は Nefも し く は RTの エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 断 片 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 gagタ ン パ ク 質 が p17を 含 む 、 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 gagタ ン パ ク 質 が p24を さ ら に 含 む 、 請 求 項 13記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 gag配 列 が 、 高 度 に 発 現 さ れ て い る ヒ ト 遺 伝 子 に お け る コ ド ン 使 用 頻 度 に 類 似 す る よ う
に 最 適 化 さ れ て い る コ ド ン で あ る 、 請 求 項 1～ 14の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 RT配 列 ま た は そ の 断 片 が 、 高 度 に 発 現 さ れ て い る ヒ ト 遺 伝 子 に 類 似 す る よ う に 最 適 化 さ
れ て い る コ ド ン で あ る 、 請 求 項 12～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が Nefタ ン パ ク 質 ま た は そ の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 、 請 求 項 1～ 16の
い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド が 、
- Gag(p17、 p24)Nef切 断
- Gag(p17、 p24)(最 適 化 さ れ て い る コ ド ン ) Nef(切 断 )
- Gag(p17、 p24)RT Nef(切 断 )
- Gag(p17、 p24)最 適 化 さ れ て い る コ ド ン RT Nef(切 断 )
- Gag(p17、 p24)最 適 化 さ れ て い る コ ド ン RT最 適 化 さ れ て い る コ ド ン Nef切 断
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 17の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 異 種 プ ロ モ ー タ ー が HCMV IE遺 伝 子 の 最 小 プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 1～ 18の い ず れ か
一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 プ ロ モ ー タ ー の 5’ 側 が エ ク ソ ン 1を 含 む 、 請 求 項 19記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 核 酸 配 列 が 2本 鎖 DNAプ ラ ス ミ ド の 形 態 で あ る 、 請 求 項 1～ 20の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 核 酸 配 列 が 、 Gag(ま た は エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片 )と 、 RT(ま た は エ ピ ト ー プ を 含 む そ
の 断 片 )と 、 Nef(ま た は エ ピ ト ー プ を 含 む そ の 断 片 )と を 任 意 の 順 序 で コ ー ド す る 、 請 求 項
1～ 21の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 核 酸 が 、 配 列 Nef-RT-GAG、 RT-Nef-Gag、 ま た は RT-Gag-Nefの タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片
を コ ー ド す る 、 請 求 項 22記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 1つ が 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求
項 1～ 23の い ず れ か 一 項 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 (i) 異 種 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 さ れ た 、 HIV-1 gagタ ン パ ク 質 ま た は そ の gagエ ピ
ト ー プ を 含 有 す る 断 片 と 第 2の HIV抗 原 ま た は 該 第 2の HIV抗 原 の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 断
片 と を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 ワ ク チ ン 、 お よ び (ii)逐 次 的 な 使 用 の た め
の イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン 、 イ ミ ダ ゾ ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 6,7-融 合 シ ク ロ ア ル キ ル イ ミ ダ ゾ
ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 1,2-架 橋 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン 、 チ ア ゾ ロ -お よ び オ キ サ ゾ ロ -キ ノ リ
ン ア ミ ン ま た は ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 イ ミ ダ ゾ ナ フ チ リ ジ ン ま た は テ ト ラ ヒ ド ロ イ ミ ダ ゾ ナ フ
チ リ ジ ン ア ミ ン で あ り 、 核 酸 ワ ク チ ン が 投 与 さ れ た 12～ 36時 間 後 に 局 所 的 ま た は 経 皮 的 に
投 与 さ れ る 化 合 物 を 含 有 す る 製 品 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 核 酸 ワ ク チ ン に よ っ て 形 成 さ れ る 免 疫 応 答 を 個 体 に お い て 増 強 す る 方 法 で あ っ て 、 イ ミ
ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン 、 イ ミ ダ ゾ ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 6,7-融 合 シ ク ロ ア ル キ ル イ ミ ダ ゾ ピ リ ジ
ン ア ミ ン 、 1,2-架 橋 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン 、 チ ア ゾ ロ -お よ び オ キ サ ゾ ロ -キ ノ リ ン ア ミ
ン ま た は ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 イ ミ ダ ゾ ナ フ チ リ ジ ン ま た は テ ト ラ ヒ ド ロ イ ミ ダ ゾ ナ フ チ リ ジ
ン ア ミ ン で あ る 化 合 物 を 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 該 化 合 物 は 、 核 酸 ワ ク チ ン が 投 与 さ れ た 12
～ 36時 間 後 に 個 体 に 局 所 的 ま た は 経 皮 的 に 投 与 さ れ 、 該 核 酸 ワ ク チ ン は 、 異 種 プ ロ モ ー タ
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ー に 機 能 的 に 結 合 さ れ た 、 HIV-1 gagタ ン パ ク 質 ま た は そ の gagエ ピ ト ー プ を 含 有 す る 断 片
と 第 2の HIV抗 原 ま た は 該 第 2の HIV抗 原 の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 断 片 と を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 異 種 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 さ れ た 、 HIV-1 gagタ ン パ ク 質 ま た は そ の gagエ ピ ト ー
プ を 含 有 す る 断 片 と 第 2の HIV抗 原 ま た は 該 第 2の HIV抗 原 の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 断 片 と
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 ワ ク チ ン を 投 与 す る 段 階 と 、 核 酸 ワ ク チ ン が 投
与 さ れ た 12～ 36時 間 後 に 請 求 項 26記 載 の 化 合 物 を 局 所 的 ま た は 経 皮 的 に 投 与 す る 段 階 と を
含 む 、 HIV感 染 症 ま た は AIDSを 予 防 ま た は 治 療 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ワ ク チ ン 分 野 、 ワ ク チ ン ア ジ ュ バ ン ト 分 野 、 分 子 生 物 学 分 野 お よ び 免 疫 学 分
野 に 関 し 、 一 般 に ア ジ ュ バ ン ト お よ び 核 酸 免 疫 技 法 に 関 す る 。 さ ら に 具 体 的 に は 、 本 発 明
は あ る 種 の ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物 と 、 こ の よ う な 組 成 物 を 使 用 す る ワ ク チ ン お よ び ／ ま た は
核 酸 免 疫 方 法 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 さ ら に 特 に 粒 子 媒 介 性 送 達 に よ っ て 投 与 さ れ る
場 合 に 、 HIV感 染 症 の 予 防 お よ び 治 療 に 有 用 な DNAワ ク チ ン に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 HIV-1は 、 世 界 の 主 要 な 健 康 問 題 の 1つ と し て 認 め ら れ て い る 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 (AID
S)の 主 要 な 原 因 で あ る 。 世 界 中 の 広 範 な 研 究 は ワ ク チ ン を 製 造 す る た め に 実 施 さ れ て い る
が 、 こ れ ま で の こ の よ う な 努 力 は 成 功 に 至 っ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 HIV-1非 エ ン ベ ロ ー プ が 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば 、 gagお よ び pol遺 伝 子 の 産 物 な ど の 内
部 構 造 タ ン パ ク 質 並 び に Rev、 Nef、 Vifお よ び Tatな ど の 他 の 非 構 造 タ ン パ ク 質 を 含 む (Gre
enら 、 New England J. Med, 324, 5, 308以 下 参 照 (1991)お よ び Bryantら (Pizzo編 )、 Pedi
atr. Infect. Dis. J., 11, 5, 390以 下 参 照 (1992)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Gag遺 伝 子 は 全 長 の RNAか ら 翻 訳 さ れ て 、 前 駆 体 ポ リ タ ン パ ク 質 を 生 じ 、 そ の 後 切 断 さ れ
て 3-5キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 、 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 お よ び 核
酸 結 合 タ ン パ ク 質 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ を 形 成 す る 。 (1. 基 礎 ウ ィ ル ス 学 (Fundamental Vir
ology), Fields BN, Knipe DMお よ び Howley M 1996 2. Fields Virology vol2 1996)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 gag遺 伝 子 は 、 非 ス プ ラ イ ス ウ ィ ル ス mRNAか ら 発 現 さ れ る p55と も 呼 ば れ る 55-キ ロ ダ ル
ト ン (kD)の Gag前 駆 体 タ ン パ ク 質 を 生 じ る 。 翻 訳 中 、 p55の N末 端 は ミ リ ス ト イ ル 化 さ れ 、
細 胞 膜 の 細 胞 質 側 と の 結 合 を 誘 発 す る 。 膜 結 合 Gagポ リ タ ン パ ク 質 は 、 ウ ィ ル ス ゲ ノ ム RNA
の 2つ の コ ピ ー と 他 の ウ ィ ル ス お よ び 細 胞 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 感 染 細 胞 の 表 面 か ら の
ウ ィ ル ス 粒 子 の 出 芽 を 誘 発 す る 。 出 芽 後 、 p55は ウ ィ ル ス の 成 熟 過 程 中 に ウ ィ ル ス に よ っ
て コ ー ド さ れ る プ ロ テ ア ー ゼ (pol遺 伝 子 の 産 物 )に よ っ て 切 断 さ れ て 、 MA(マ ト リ ッ ク ス [p
17])、 CA(キ ャ プ シ ド [p24])、 NC(ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド [p9])お よ び p6と 命 名 さ れ た 4つ の 小
型 の タ ン パ ク 質 を 形 成 す る 。 (4)
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 3つ の 主 要 な Gagタ ン パ ク 質 以 外 に 、 全 て の Gag前 駆 体 は 、 切 断 さ れ 、 種 々 の サ イ ズ の ペ
プ チ ド と し て ビ リ オ ン に 残 存 す る い く つ か の 他 の 領 域 を 含 有 す る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は
異 な る 役 割 を 有 し 、 例 え ば 、 p2タ ン パ ク 質 は プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 を 調 節 す る 際 に 提 案 さ れ
て い る 役 割 を 有 し 、 タ ン パ ク 質 分 解 過 程 の 適 切 な 時 期 に 寄 与 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 MAポ リ ペ プ チ ド は 、 p55の ミ リ ス ト イ ル 化 末 端 で あ る N-末 端 由 来 で あ る 。 ほ と ん ど の MA
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分 子 は 、 ビ リ オ ン 脂 質 の 内 側 表 面 に 結 合 し て 、 粒 子 を 安 定 化 さ せ て い る 。 MAの サ ブ セ ッ ト
は ビ リ オ ン の 深 層 の 内 側 に 使 用 さ れ て お り 、 ウ ィ ル ス DNAを 核 に 誘 導 す る 複 合 体 の 一 部 と
な る 。 (5)　 MAの 核 親 和 性 信 号 は 細 胞 の 核 移 入 機 構 に よ っ て 認 識 さ れ る の で 、 こ れ ら の MA
分 子 は ウ ィ ル ス ゲ ノ ム の 核 輸 送 を 促 進 す る 。 こ の 現 象 に よ り HIVは 非 分 裂 細 胞 に 感 染 す る
こ と が で き 、 異 例 の レ ト ロ ウ ィ ル ス の 特 性 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 p24(CA)タ ン パ ク 質 は ウ ィ ル ス 粒 子 の 円 錐 形 の コ ア を 形 成 す る 。 シ ク ロ フ ィ リ ン Aは 、 HI
V粒 子 へ の 組 み 込 み に 至 る p55の p24領 域 と 相 互 作 用 す る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 シ ク ロ ス
ポ リ ン Aに よ る こ の 相 互 作 用 の 崩 壊 は ウ ィ ル ス の 複 製 を 阻 止 す る の で 、 Gagと シ ク ロ フ ィ リ
ン の 相 互 作 用 が 必 須 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Gagの NC領 域 は 、 HIVの い わ ゆ る パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル の 特 異 的 な 認 識 を 担 当 し て い る
。 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル は 、 ウ ィ ル ス RNAの 5’ 末 端 付 近 に 位 置 す る 4つ の ス テ ム ル ー プ
構 造 か ら な り 、 異 種 RNAの HIV-1ビ リ オ ン へ の 組 み 込 み を 媒 介 す る の に 十 分 で あ る 。 NCは 、
2つ の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー モ チ ー フ に よ っ て 媒 介 さ れ る 相 互 作 用 に よ り パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ
ナ ル に 結 合 す る 。 NCは ま た 逆 転 写 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 p6ポ リ ペ プ チ ド 領 域 は p55Gagと ア ク セ サ リ ー タ ン パ ク 質 Vprの 相 互 作 用 を 媒 介 し て 、 Vpr
が ビ リ オ ン の 構 築 に 組 み 入 れ ら れ る 。 p6領 域 は ま た 、 感 染 細 胞 か ら 出 芽 し た ビ リ オ ン の 放
出 の 効 率 的 な 放 出 に 必 要 な 後 期 ド メ イ ン も 含 有 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Pol遺 伝 子 は 、 早 期 感 染 に お い て ウ ィ ル ス が 必 要 と す る 2つ の 活 性 を 有 す る 2つ の タ ン パ
ク 質 、 ウ ィ ル ス DNAの 細 胞 DNAへ の 組 み 込 み に 必 要 な RTお よ び イ ン テ グ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 。 Polの 主 要 な 産 物 は 、 ビ リ オ ン プ ロ テ ア ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ て 、 DNA合 成 に
必 要 な 活 性 (RNAお よ び DNA特 異 的 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ H)を 有 す る ア ミ ノ 末
端 RTペ プ チ ド と カ ル ボ キ シ 末 端 イ ン テ グ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 を 生 じ る 。 HIV Tは 全 長 の RT(p6
6)と カ ル ボ キ シ 末 端 Rnaseイ ン テ グ ラ ー ゼ ド メ イ ン を 欠 損 す る 切 断 産 物 (p51)の ヘ テ ロ ダ イ
マ ー で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 RTは 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ゲ ノ ム に よ っ て コ ー ド さ れ る 最 も 高 度 に 保 存 さ れ て い る タ ン パ ク
質 の 1つ で あ る 。 RTの 2つ の 主 要 な 活 性 は DNA Polお よ び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Hで あ る 。 RTの DN
A Pol活 性 は RNAお よ び DNAを 鋳 型 と し て 同 様 に 使 用 し 、 全 て の DNAと 同 様 に 、 既 知 の ポ リ メ
ラ ー ゼ は 新 規 DNA合 成 を 開 始 す る こ と が で き な い が 、 プ ラ イ マ ー (RNA)と し て 作 用 す る た め
の 既 存 の 分 子 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 全 て の RTタ ン パ ク 質 に 本 質 的 な Rnase H活 性 は 、 DNA合 成 が 進 行 す る と き RNAゲ ノ ム を 除
去 す る 複 製 初 期 に 必 須 の 役 割 を 果 た す 。 そ れ は 、 全 RNA-DNAハ イ ブ リ ッ ド 分 子 か ら RNAを 選
択 的 に 分 解 す る 。 構 造 的 に は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ お よ び リ ボ Hは 、 Polの 別 個 で 、 重 複 し な い ド
メ イ ン を 占 め 、 Polの 2/3の ア ミ ノ 酸 を カ バ ー す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 p66触 媒 サ ブ ユ ニ ッ ト は 5つ の 別 個 の サ ブ ド メ イ ン に 折 り た た ま れ て い る 。 こ れ ら の ア ミ
ノ 末 端 23は 、 RT活 性 を 有 す る 部 分 を 有 す る 。 こ れ ら の カ ル ボ キ シ 末 端 は Rnase Hド メ イ ン
で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 宿 主 細 胞 の 感 染 後 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス RNAゲ ノ ム は 、 感 染 粒 子 に 存 在 す る 逆 転 写 酵 素 に よ
っ て 鎖 状 の ds DNAに コ ピ ー さ れ る 。 イ ン テ グ ラ ー ゼ (Virus Res  271-273に お け る Skalk
a AM ’ 99 Advに 概 説 さ れ て い る )は ウ ィ ル ス DNAの 末 端 を 認 識 し 、 そ れ ら を 切 り 取 り 、 ウ
ィ ル ス DNAを 宿 主 染 色 体 部 位 に 搬 送 し て 組 み 込 み を 触 媒 す る 。 宿 主 DNAの 多 数 の 部 位 が 組 み
込 み の 標 的 と な り う る 。 イ ン テ グ ラ ー ゼ は イ ン ビ ト ロ に お け る 組 み 込 み を 触 媒 す る の に 十
分 で あ る が 、 そ れ は イ ン ビ ボ に お け る ウ ィ ル ス DNAに 結 合 す る 単 な る タ ン パ ク 質 で は な く
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、 感 染 細 胞 か ら 単 離 さ れ る 大 型 タ ン パ ク 質 -ウ ィ ル ス DNA複 合 体 は プ レ 組 み 込 み 複 合 体 と 名
づ け ら れ て い る 。 こ れ は 、 子 孫 ウ ィ ル ス ゲ ノ ム に よ る 宿 主 細 胞 遺 伝 子 の 獲 得 を 促 進 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 イ ン テ グ ラ ー ゼ は 、 3つ の 別 個 の ド メ イ ン 、 N末 端 ド メ イ ン 、 触 媒 中 心 お よ び c末 端 ド メ
イ ン か ら な る 。 触 媒 中 心 ド メ イ ン は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 輸 送 の 化 学 の 必 要 条 件 の 全 て を
含 有 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Nefタ ン パ ク 質 は 、 細 胞 表 面 か ら HIV受 容 体 で あ る CD4を 除 去 す る こ と が 知 ら れ て い る が
、 こ の 機 能 の 生 物 学 的 な 重 要 性 は 討 論 さ れ て い る 。 さ ら に 、 Nefは T細 胞 の 信 号 伝 達 経 路 と
相 互 作 用 し て 、 活 性 状 態 を 誘 導 し 、 よ り 効 率 的 な 遺 伝 子 発 現 を 促 進 す る こ と が で き る 。 HI
V単 離 株 に は 、 機 能 的 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド さ せ な い 突 然 変 異 を こ の 領 域 に 有 し 、 イ ン ビ
ボ に お い て 複 製 お よ び 病 原 性 が か な り 損 な わ れ て い る も の が あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 DNAワ ク チ ン は 、 通 常 抗 原 性 ペ プ チ ド お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 ／ 転 写 末 端 配 列 を コ ー ド す
る 関 心 対 象 の 遺 伝 子 で あ る 強 力 な プ ロ モ ー タ ー が 挿 入 さ れ て い る 細 菌 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー
か ら な る 。 関 心 対 象 の 遺 伝 子 は 、 予 防 す る こ と が 意 図 さ れ て い る 病 原 菌 、 腫 瘍 ま た は 他 の
起 因 菌 に 関 連 す る 全 長 タ ン パ ク 質 ま た は 単 に 抗 原 性 ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る こ と が で き
る 。 プ ラ ス ミ ド は 例 え ば 大 腸 菌 な ど の 細 菌 内 で 増 殖 さ れ 、 次 い で 単 離 さ れ 、 宿 主 に 投 与 さ
れ る 前 に 目 的 の 投 与 経 路 に 応 じ て 適 当 な 培 地 で 調 製 さ れ う る 。 投 与 後 、 プ ラ ス ミ ド は 宿 主
の 細 胞 に 取 り 込 ま れ 、 コ ー ド さ れ て い る ペ プ チ ド が 産 生 さ れ る 。 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 、
好 ま し く は 、 哺 乳 類 宿 主 に お け る プ ラ ス ミ ド の 複 製 お よ び 関 心 対 象 の 動 物 の 染 色 体 DNA内
へ の 組 み 込 み を 防 止 す る た め に 、 真 核 細 胞 に お い て 機 能 を 有 す る 複 製 起 点 を 伴 わ な い で 製
造 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 従 来 の ワ ク チ ン 接 種 技 法 に 対 し て DNAワ ク チ ン は 数 多 く の 利 点 が あ る 。 第 一 に 、 そ の DNA
配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は 宿 主 内 で 合 成 さ れ る の で 、 タ ン パ ク 質 の 構 造 ま た
は 立 体 配 座 は 疾 患 状 態 に 関 連 す る 本 来 の タ ン パ ク 質 に 類 似 し て い る こ と が 予 測 さ れ る 。 DN
Aワ ク チ ン 接 種 は 、 保 存 さ れ て い る タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 細 胞 障 害 性 Tリ ン パ
球 応 答 を 形 成 す る こ と に よ っ て 、 異 な る 株 の ウ ィ ル ス に 対 す る 防 御 を 提 供 す る こ と も あ り
う る 。 さ ら に 、 プ ラ ス ミ ド は 、 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る こ と が で き る 宿 主 細 胞 に よ っ
て 取 り 込 ま れ る の で 、 長 時 間 作 用 型 の 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 。 こ の 技 術 は ま た 、 種 々 の 免 疫
原 を 1つ の 製 剤 に 組 み 合 わ せ て 、 数 多 く の 疾 患 状 態 に 関 連 す る 同 時 免 疫 化 を 促 進 す る 可 能
性 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 発 現 産 物 に 対 す る 免 疫 化 の 目 的 の た め に DNAお よ び mRNAを 哺 乳 類 の 組 織 に 注 射 す る 技 法
は 当 技 術 分 野 に お い て 記 載 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に お い て 「 核 酸 免 疫 化 」 と 呼 ば れ る 技 法
は 液 性 お よ び 細 胞 性 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ
ン パ ク 質 、 gp160を コ ー ド す る DNA構 築 物 で 免 疫 化 し た マ ウ ス の 血 清 は イ ム ノ ア ッ セ イ に お
い て 組 換 え gp160と 反 応 す る こ と が 示 さ れ て お り 、 注 射 し た マ ウ ス の リ ン パ 球 は 組 換 え gp1
20に 応 答 し て 増 殖 す る こ と が 示 さ れ た 。 Wangら (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA : 
4156-4160。 同 様 に 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン (hGH)遺 伝 子 で 免 疫 化 し た マ ウ ス は 抗 体 系 免 疫 応 答
を 証 明 し た 。 Tangら (1992) Nature : 152-154。 哺 乳 類 プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 誘 導 さ れ
る イ ン フ ル エ ン ザ 核 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAの 筋 肉 内 注 射 は 、 そ の 後 の 致 死 的 な ウ ィ
ル ス の 抗 原 投 与 か ら マ ウ ス を 防 御 す る こ と が で き る CD8+CTL応 答 を 誘 発 す る こ と が 示 さ れ
て い る 。 Ulmerら (1993) Science : 1745-1749。 注 射 部 位 の 免 疫 組 織 化 学 的 検 討 は 、 DN
Aは 骨 髄 芽 球 に よ っ て 取 り 込 ま れ 、 ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 の 細 胞 質 産 生 を 少 な く と も 6ヶ 月 間
証 明 す る こ と が で き た こ と を 明 ら か に し た 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ １ 】
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　 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン 化 合 物 は 、 初 回 免 疫 化 ま た は 追 加 免 疫 化 の 12～ 36時 間 後 に 局 所
投 与 さ れ る 場 合 、 有 効 な ア ジ ュ バ ン ト と し て 作 用 す る こ と を 本 発 明 者 ら は 見 出 し た 。 ま た
、 こ の 化 合 物 は 、 細 胞 性 免 疫 を 刺 激 す る 際 に 有 効 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 こ の 化 合 物 は
、 免 疫 応 答 を 改 良 す る こ と が で き る こ と が 既 知 の 一 連 の 関 連 化 合 物 の 1つ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 さ ら に 本 発 明 者 ら は 、 HIV感 染 症 お よ び AIDSの 予 防 お よ び 治 療 の た め の 核 酸 ワ ク チ ン に
使 用 す る こ と が で き る 構 築 物 を 作 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 核 酸 ワ ク チ ン に よ っ て 形 成 さ れ る 個 体 の 免 疫 応 答 を 増 強 す る 方 法 で あ
っ て 、 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン 、 イ ミ ダ ゾ ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 6,7-融 合 シ ク ロ ア ル キ ル イ ミ
ダ ゾ ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 1,2-架 橋 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン 、 チ ア ゾ ロ -お よ び オ キ サ ゾ ロ -キ
ノ リ ン ア ミ ン ま た は ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 イ ミ ダ ゾ ナ フ チ リ ジ ン ま た は テ ト ラ ヒ ド ロ イ ミ ダ ゾ
ナ フ チ リ ジ ン ア ミ ン で あ り 、 核 酸 ワ ク チ ン を 投 与 し た 12～ 36時 間 後 に 個 体 に 局 所 的 ま た は
経 皮 的 に 投 与 さ れ る 化 合 物 を 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 核 酸 ワ ク チ ン は 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー に
機 能 的 に 結 合 さ れ た 、 HIV-1 gagタ ン パ ク 質 ま た は そ の gagエ ピ ト ー プ を 含 有 す る 断 片 と 第
2の HIV抗 原 ま た は 第 2の HIV抗 原 の エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 断 片 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 は 特 定 の 抗 原 ま た は 抗 原 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 限 定 さ れ な い こ と が 理
解 さ れ る べ き で あ る 。 開 示 さ れ て い る 方 法 の 異 な る 使 用 は 当 技 術 分 野 に お け る 具 体 的 な 必
要 性 に 合 わ せ て 調 整 し う る こ と も 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ て い
る 用 語 は 本 発 明 の 特 定 の 態 様 を 記 載 す る 目 的 の た め だ け で あ り 、 限 定 す る 意 図 の も の で は
な い こ と も 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 本 明 細 書 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 使 用 さ れ て い る 単 数 形 「 1つ の 」
、 「 あ る 」 、 お よ び 「 そ の 」 は 、 内 容 が 明 ら か に そ う で な い こ と を 記 載 し て い な い 限 り 、
複 数 の 言 及 も 含 む 。 従 っ て 、 例 え ば 、 「 あ る 1つ の 抗 原 」 へ の 言 及 は 2つ 以 上 の こ の よ う な
抗 原 の 混 合 物 を 含 み 、 「 あ る 1つ の 粒 子 」 へ の 言 及 は 2つ 以 上 の 粒 子 の 混 合 物 へ の 言 及 を 含
み 、 「 あ る 1つ の レ シ ピ エ ン ト 細 胞 」 へ の 言 及 は 2つ 以 上 の こ の よ う な 細 胞 を 含 む 等 で あ る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 さ れ て い る 全 て の 、 文 献 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 上 記 ま た は 下 記 す る
か ど う か に か か わ ら ず 、 全 体 の 内 容 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 ワ ク チ ン に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 に お い
て 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 ワ ク チ ン 投 与 の 12～ 36時 間 後 に 個 体 に 局 所 的 ま た は 経 皮 的 に 投 与
さ れ る 。 従 っ て 典 型 的 に は 、 本 発 明 の 化 合 物 は ワ ク チ ン 投 与 の 16～ 32時 間 後 、 20～ 28時 間
後 ま た は 好 ま し く は 22～ 26時 間 後 に 投 与 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 化 合 物 は ワ ク チ ン 投 与
の 約 24時 間 後 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ワ ク チ ン の 投 与 (そ の 後 、 本 発 明 の 化 合 物 が 投 与 さ れ る )は 、 投 与 療 法 に お い て 実 施 さ れ
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 抗 原 の 一 連 の 投 与 の 1つ で あ っ て も よ い 。 従 っ て 、 ワ ク チ ン の
投 与 は 初 回 免 疫 投 与 で あ っ て も 、 ま た は 追 加 免 疫 投 与 で あ っ て も よ い 。 従 っ て 、 本 発 明 の
一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 化 合 物 は 初 回 免 疫 投 与 の 12～ 36時 間 後 お よ び ／ ま た は 追 加 免 疫
投 与 の 12～ 36時 間 後 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 態 様 に お い て 、 ワ ク チ ン の 投 与 と 本 発 明 の 化 合 物 の 投 与 の 間 の 12～ 36時 間 の 期 間 (ま
た は 、 上 記 の 他 の 期 間 の い ず れ か )に は 個 体 に は 何 も さ ら に 投 与 さ れ な い 。 ま た は 、 い く
つ か の 態 様 で は 、 こ の 期 間 に ワ ク チ ン が 投 与 さ れ な い 、 ま た は 好 ま し く は 少 な く と も 前 回
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投 与 さ れ た も の と 同 じ ワ ク チ ン が 投 与 さ れ な い 。 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の さ ら に 別 の 化
合 物 は こ の 期 間 に 投 与 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 言 い 換 え る と 、 い く つ か の 態 様 で は 、 ワ ク チ ン 投 与 後 に 規 定 し た 期 間 の い ず れ か が 経 過
す る ま で 、 さ ら に 別 の ワ ク チ ン お よ び ／ ま た は 本 発 明 の 化 合 物 が 投 与 さ れ な い 。 こ の よ う
な ワ ク チ ン は 、 前 回 投 与 さ れ た も の と 同 じ ま た は 異 な っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 目 的 は ワ ク チ ン に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る こ と で あ る 。 好 ま し く は 、 細 胞 性
免 疫 が 増 強 さ れ 、 特 に CD8 T細 胞 応 答 が 増 強 さ れ る 。 こ の 場 合 に は 、 本 発 明 の 化 合 物 の 投
与 は CD8 T細 胞 応 答 の レ ベ ル を 増 加 し 、 例 え ば 抗 原 経 験 CD8 T細 胞 の レ ベ ル を 増 加 す る 。 CD
8 T細 胞 応 答 の 増 加 は 、 ELISPOTア ッ セ イ 、 好 ま し く は 、 IFN-ガ ン マ ELISPOTア ッ セ イ な ど
の 任 意 の 好 適 な ア ッ セ イ を 使 用 し て 測 定 す る こ と が で き る (従 っ て 、 こ の よ う な ア ッ セ イ
に お い て 検 出 す る こ と が で き る )。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 一 態 様 に お い て 、 CD4 Th1応 答 な ど の CD4 T細 胞 応 答 も 増 強 さ れ る 。 従 っ て 、 抗 原 経 験 CD
4 T細 胞 の レ ベ ル も 増 加 さ れ う る 。 CD4 T細 胞 の こ の よ う な 増 加 レ ベ ル は 、 増 殖 ア ッ セ イ な
ど の 好 適 な ア ッ セ イ を 使 用 し て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 の 投 与 は 、 免 疫 応 答 を 細 胞 性 応 答 に 移 行 さ せ る こ と が で き る 。 従 っ て 、
免 疫 応 答 は Th1応 答 に 移 行 す る こ と が で き る お よ び ／ ま た は IgG2aに 対 す る IgG1の 比 が 低 下
し う る 。 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 化 合 物 の 投 与 は 抗 体 応 答 の 低 下 を 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン 、 イ ミ ダ ゾ ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 6,7-融 合 シ ク
ロ ア ル キ ル イ ミ ダ ゾ ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 1,2-架 橋 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン 、 チ ア ゾ ロ -お よ
び オ キ サ ゾ ロ -キ ノ リ ン ア ミ ン ま た は ピ リ ジ ン ア ミ ン 、 イ ミ ダ ゾ ナ フ チ リ ジ ン ま た は テ ト
ラ ヒ ド ロ イ ミ ダ ゾ ナ フ チ リ ジ ン ア ミ ン か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 化 合 物 に は 、 以 下 の 式 1～ V：
式 I
　
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、
　 R11は 、 炭 素 原 子 数 1～ 10の ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 、 ア シ ル オ
キ シ 部 分 が 炭 素 原 子 数 2～ 4の ア ル カ ノ イ ル オ キ シ で あ り 、 ア ル キ ル 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 6
を 含 有 す る ア シ ル オ キ シ ア ル キ ル 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ チ ル お よ び フ ェ ニ ル か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ チ ル ま た は フ ェ ニ ル 置 換 基 は 、 任 意 に 、 炭 素 原
子 数 1～ 4の ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ お よ び ハ ロ ゲ ン か ら な る 群 よ り 独 立 に
選 択 さ れ る 1つ ま た は 2つ の 部 分 に よ っ て ベ ン ゼ ン 環 が 置 換 さ れ て お り 、 た だ し ベ ン ゼ ン 環
が 2つ の 部 分 で 置 換 さ れ て い る 場 合 に は 、 部 分 は 一 体 と し て 炭 素 原 子 数 が 6以 下 で あ り 、
　 R21は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 8の ア ル キ ル 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ チ ル お よ び フ ェ ニ
ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ チ ル ま た は フ ェ ニ ル 置 換 基 は 、 任 意
に 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ お よ び ハ ロ ゲ ン か ら な る 群
よ り 独 立 に 選 択 さ れ る 1つ ま た は 2つ の 部 分 に よ っ て ベ ン ゼ ン 環 が 置 換 さ れ て お り 、 た だ し
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ベ ン ゼ ン 環 が 2つ の 部 分 で 置 換 さ れ て い る 場 合 に は 、 部 分 は 一 体 と し て 炭 素 原 子 数 が 6以 下
で あ り 、
　 各 R1は 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル か ら
な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ 、 nは 0～ 2の 整 数 で あ る が 、 た だ し nが 2で あ る 場 合 に は 、 R1基
は 一 体 と し て 炭 素 原 子 数 が 6以 下 で あ る )、
式 II
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、
　 R12は 炭 素 原 子 数 2～ 10の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル ケ ニ ル お よ び 、 炭 素 原 子 数 2～ 10の 置 換
直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル ケ ニ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 置 換 基 は 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖
ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル お よ び 炭 素 原 子 数 3～ 6の シ ク ロ ア ル キ ル 並 び に 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直
鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル で 置 換 さ れ た 炭 素 原 子 数 3～ 6の シ ク ロ ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ 、
　 R22は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 8の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ
チ ル お よ び フ ェ ニ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ チ ル ま た は フ ェ ニ
ル 置 換 基 は 、 任 意 に 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直
鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル コ キ シ お よ び ハ ロ ゲ ン か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ る 1つ ま た は 2つ
の 部 分 に よ っ て ベ ン ゼ ン 環 が 置 換 さ れ て お り 、 た だ し ベ ン ゼ ン 環 が 2つ の こ の よ う な 部 分
で 置 換 さ れ て い る 場 合 に は 、 部 分 は 一 体 と し て 炭 素 原 子 数 が 6以 下 で あ り 、
　 各 R2は 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル コ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン お よ び 炭 素 原 子 数 1
～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ 、 nは 0～ 2の 整 数 で あ る が
、 た だ し nが 2で あ る 場 合 に は 、 R2基 は 一 体 と し て 炭 素 原 子 数 が 6以 下 で あ る ) 
式 III
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、
　 R23は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 8の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ
チ ル お よ び フ ェ ニ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ チ ル ま た は フ ェ ニ
ル 置 換 基 は 、 任 意 に 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直
鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル コ キ シ お よ び ハ ロ ゲ ン か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ る 1つ ま た は 2つ
の 部 分 に よ っ て ベ ン ゼ ン 環 が 置 換 さ れ て お り 、 た だ し ベ ン ゼ ン 環 が 2つ の こ の よ う な 部 分
で 置 換 さ れ て い る 場 合 に は 、 部 分 は 一 体 と し て 炭 素 原 子 数 が 6以 下 で あ り 、
　 各 R3は 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル コ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン お よ び 炭 素 原 子 数 1
～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ 、 nは 0～ 2の 整 数 で あ る が
、 た だ し nが 2で あ る 場 合 に は 、 R3基 は 一 体 と し て 炭 素 原 子 数 が 6以 下 で あ る )、
式 IV
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(式 中
　 R14は 、 -CHR x R y (式 中 、 R y は 水 素 ま た は 炭 素 -炭 素 結 合 で あ る が 、 た だ し R y が 水 素 で あ る
場 合 に は 、 R x は 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ヒ ド ロ キ シ ア ル コ キ シ 、
炭 素 原 子 数 2～ 10の 1-ア ル キ ニ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ ニ ル 、 ア ル コ キ シ 部 分 が 炭 素 原 子 数 1
～ 4で あ り 、 ア ル キ ル 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ ア ル キ ル で あ り 、 2-、 3-ま た は 4
-ピ リ ジ ル で あ る が 、 た だ し R y が 炭 素 -炭 素 結 合 で あ る 場 合 に は 、 R y と R x は 一 体 と し て 、 ヒ
ド ロ キ シ お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 4の ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ る 1
つ 以 上 の 置 換 基 で 任 意 に 置 換 さ れ た テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ニ ル 基 で あ る )で あ り 、
　 R24は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル 、 フ ェ ニ ル お よ び 置 換 基 が 炭 素 原 子 数 1～ 4の
ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ お よ び ハ ロ ゲ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 置 換 フ
ェ ニ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 R4は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル コ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン お よ び 炭 素 原 子
数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る )、
式 V
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、
　 R15は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 10の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル お よ び 置 換 基 が 、 炭 素 原 子
数 3～ 6の シ ク ロ ア ル キ ル お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル に よ っ て 置 換
さ れ て い る 炭 素 原 子 数 3～ 6の シ ク ロ ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 炭 素 原 子 数 1～ 10
の 置 換 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 2～ 10の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル ケ ニ ル お よ
び 置 換 基 が 炭 素 原 子 数 3～ 6の シ ク ロ ア ル キ ル お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア
ル キ ル に よ っ て 置 換 さ れ て い る 炭 素 原 子 数 3～ 6の シ ク ロ ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 炭 素 原 子 数 2～ 10の 置 換 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル ケ ニ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の ヒ ド ロ キ シ ア
ル キ ル 、 ア ル コ キ シ 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ り 、 ア ル キ ル 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 6で あ る
ア ル コ キ シ ア ル キ ル 、 ア シ ル オ キ シ 部 分 が 炭 素 原 子 数 2～ 4の ア ル カ ノ イ ル オ キ シ で あ り 、
ア ル キ ル 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 6の ア シ ル オ キ シ ア ル キ ル 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ チ ル お
よ び フ ェ ニ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ チ ル ま た は フ ェ ニ ル 置 換
基 は 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ お よ び ハ ロ ゲ ン か ら な る
群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ る 1つ ま た は 2つ の 部 分 に よ っ て ベ ン ゼ ン 環 が 任 意 に 置 換 さ れ て い る
が 、 ベ ン ゼ ン 環 が 2つ の 部 分 で 置 換 さ れ て い る 場 合 に は 、 部 分 は 一 体 と し て 炭 素 原 子 数 が 6
以 下 で あ り 、
　 R15は 、 好 ま し く は 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル に よ っ て 置 換 さ れ て い る C1
～ 2ア ル キ ル 基 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 、 R15は 、 炭 素 原 子 数 3の ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル に
よ っ て 置 換 さ れ て い る C1ア ル キ ル 基 で あ り 、
　 R25は 、
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(式 中 、
　 R S お よ び R T は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル 、 フ ェ ニ ル お よ び 置 換 基 が 炭 素 原 子 数
1～ 4の ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ お よ び ハ ロ ゲ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
置 換 フ ェ ニ ル か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ 、
　 Xは 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ 、 ア ル コ キ シ 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ り 、 ア ル キ
ル 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ る ア ル コ キ シ ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ヒ ド ロ キ シ ア ル キ
ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ハ ロ ア ル キ ル 、 ア ル キ ル 基 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ る ア ル キ ル ア ミ ド
、 ア ミ ノ 、 置 換 基 が 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル ま た は ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る 置 換 ア ミ
ノ 、 ア ジ ド 、 ク ロ ロ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 1-モ ル ホ リ ノ 、 1-ピ ロ リ ジ ノ 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル
キ ル チ オ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 R5は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル コ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン お よ び 炭 素 原 子
数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る )で あ る )
の 1つ に よ っ て 記 載 さ れ る 1H-イ ミ ダ ゾ [4,5-c]キ ノ リ ン -4-ア ミ ン ま た は 上 記 の い ず れ か の
薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 塩 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 好 ま し い 6,7融 合 シ ク ロ ア ル キ ル イ ミ ダ ゾ ピ リ ジ ン ア ミ ン 化 合 物 は 以 下 の 式 VI：
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 mは 1、 2ま た は 3で あ り 、
　 R16は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 3、 4ま た は 5の 環 状 ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 10の 直 鎖 ま た は
分 岐 鎖 ア ル キ ル お よ び 置 換 基 が 炭 素 原 子 数 3～ 6の シ ク ロ ア ル キ ル お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 4の
直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル に よ っ て 置 換 さ れ て い る 炭 素 原 子 数 3～ 6の シ ク ロ ア ル キ ル か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 炭 素 原 子 数 1～ 10の 置 換 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～
10で 、 フ ッ 素 ま た は 塩 素 原 子 数 1つ 以 上 の フ ル オ ロ -ま た は ク ロ ロ ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 2
～ 10の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル ケ ニ ル お よ び 置 換 基 が 炭 素 原 子 数 3～ 6の シ ク ロ ア ル キ ル お よ
び 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル に よ っ て 置 換 さ れ て い る 炭 素 原 子 数 3～ 6の
シ ク ロ ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 炭 素 原 子 数 2～ 10の 置 換 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル
ケ ニ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ り
、 ア ル キ ル 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 6で あ る ア ル コ キ シ ア ル キ ル 、 ア シ ル オ キ シ 部 分 が 炭 素 原
子 数 2～ 4の ア ル カ ノ イ ル オ キ シ ま た は ベ ン ゾ イ ル オ キ シ で あ り 、 ア ル キ ル 部 分 が 炭 素 原 子
数 1～ 6で あ る ア シ ル オ キ シ ア ル キ ル 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ チ ル お よ び フ ェ ニ ル
並 び に -CHRxRy
(式 中 、
　 R y は 水 素 ま た は 炭 素 -炭 素 結 合 で あ る が 、 た だ し R y が 水 素 で あ る 場 合 に は 、 R x は 炭 素 原
子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ヒ ド ロ キ シ ア ル コ キ シ 、 炭 素 原 子 数 2～ 10の 1-
ア ル キ ニ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ ニ ル 、 ア ル コ キ シ 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ り 、 ア ル キ ル
部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ ア ル キ ル で あ り 、 2-、 3-ま た は 4-ピ リ ジ ル で あ る が 、
た だ し R y が 炭 素 -炭 素 結 合 で あ る 場 合 に は 、 R y と R x は 一 体 と し て 、 ヒ ド ロ キ シ お よ び 炭 素
原 子 数 1～ 4の ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ る 1つ 以 上 の 置 換 基 で 任
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意 に 置 換 さ れ た テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ニ ル 基 で あ る )
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る が 、 た だ し 任 意 の こ の よ う な ア ル キ ル 、 置 換 ア ル キ ル 、 ア ル ケ
ニ ル 、 置 換 ア ル ケ ニ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ ア ル キ ル ま た は ア シ ル オ キ シ ア
ル キ ル 基 は 窒 素 原 子 に 直 接 結 合 す る 完 全 に 炭 素 置 換 さ れ た 炭 素 原 子 を 有 さ ず 、 ベ ン ジ ル 、
(フ ェ ニ ル )エ チ ル ま た は フ ェ ニ ル 置 換 基 は 、 任 意 に 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル 、 炭 素 原
子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ お よ び ハ ロ ゲ ン か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ る 1つ ま た は 2つ の 部
分 に よ っ て ベ ン ゼ ン 環 が 置 換 さ れ て お り 、 た だ し ベ ン ゼ ン 環 が 2つ の 部 分 で 置 換 さ れ て い
る 場 合 に は 、 部 分 は 一 体 と し て 炭 素 原 子 数 が 6以 下 で あ り 、
　 R26は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 8の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の 直 鎖 ま
た は 分 岐 鎖 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 、 モ ル ホ リ ノ ア ル キ ル 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ チ ル お よ
び フ ェ ニ ル 並 び に
　 -C(R S )(R T )(X)(式 中 、 R S お よ び R T は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル 、 フ ェ ニ ル お よ
び 置 換 基 が 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ お よ び ハ ロ ゲ ン か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 置 換 フ ェ ニ ル か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ れ 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ
ル )エ チ ル ま た は フ ェ ニ ル 置 換 基 は 、 任 意 に 、 メ チ ル 、 メ ト キ シ お よ び ハ ロ ゲ ン か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 部 分 に よ っ て ベ ン ゼ ン 環 が 置 換 さ れ て お り 、
　 Xは 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ 、 ア ル コ キ シ 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ り 、 ア ル キ
ル 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ る ア ル コ キ シ ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ハ ロ ア ル キ ル 、 ア
ル キ ル 基 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ る ア ル キ ル ア ミ ド 、 ア ミ ノ 、 置 換 基 が 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア
ル キ ル ま た は ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る 置 換 ア ミ ノ 、 ア ジ ド 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル
チ オ お よ び ア ル キ ル 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4の モ ル ホ リ ノ ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 R6は 、 水 素 、 フ ル オ ロ 、 ク ロ ロ 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル お よ び 炭
素 原 子 数 1～ 4で 、 フ ッ 素 ま た は 塩 素 原 子 が 少 な く と も 1の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 フ ル オ ロ -ま た
は ク ロ ロ ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る )ま た は 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 塩 に よ っ て 規
定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 ま し い イ ミ ダ ゾ ピ リ ジ ン ア ミ ン 化 合 物 は 、 以 下 の 式 VII、
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、
R17は 、 水 素 、 -CH 2 R W (式 中 、 R W は 炭 素 原 子 数 1～ 10の 直 鎖 、 分 岐 鎖 ま た は 環 状 ア ル キ ル 、
炭 素 原 子 数 1～ 10の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル ケ ニ ル 炭 素 原 子 数 1～ 6の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ヒ ド
ロ キ シ ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ り 、 ア ル キ ル 部 分 が 炭 素 原 子 数 1
～ 6で あ る ア ル コ キ シ ア ル キ ル 、 フ ェ ニ ル エ チ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る )お よ び -CH=CR

Z R Z (式 中 、 各 R Z は 、 独 立 に 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の 直 鎖 、 分 岐 鎖 ま た は 環 状 ア ル キ ル で あ る )
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 R27は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 8の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の 直 鎖 ま
た は 分 岐 鎖 ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ り 、 ア ル キ ル 部 分
が 炭 素 原 子 数 1～ 6で あ る ア ル コ キ シ ア ル キ ル 、 ベ ン ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ チ ル お よ び フ ェ ニ
ル 、 ア ル キ ル 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4の モ ル ホ リ ノ ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 ベ ン
ジ ル 、 (フ ェ ニ ル )エ チ ル ま た は フ ェ ニ ル 置 換 基 は 、 任 意 に 、 メ チ ル 、 メ ト キ シ お よ び ハ ロ
ゲ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 部 分 に よ っ て ベ ン ゼ ン 環 が 置 換 さ れ て お り 、
　 R67お よ び R77は 、 独 立 に 、 水 素 お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 5の ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る が 、 た だ し R67お よ び R77は 一 体 と し て 炭 素 原 子 数 が 6以 下 で あ り 、 R77が 水 素 で あ る 場
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合 に は 、 R67は 水 素 以 外 で あ り 、 R27は 水 素 ま た は モ ル ホ リ ノ ア ル キ ル 以 外 で あ り 、 R67が
水 素 で あ る 場 合 に は 、 R77お よ び R27は 水 素 以 外 で あ る )ま た は 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 塩 に
よ っ て 規 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し い 1,2-架 橋 イ ミ ダ ゾ キ ノ リ ン ア ミ ン 化 合 物 は 以 下 の 式 VIII、
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、
　 Zは 、
　 -(CH 2 )p-(式 中 、 pは 1～ 4で あ る )
　 -(CH 2 ) a -C(R D R E )(CH 2 ) b -(式 中 、 aお よ び bは 整 数 で あ り 、 a+bは 0～ 3で あ り 、 R D は 水 素 ま
た は 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル で あ り 、 R E は 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル 、 ヒ ド ロ キ シ 、 -O
R F (式 中 、 R F は 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル で あ る )お よ び -NR G R’ G (式 中 、 R G お よ び R’ G は
、 独 立 に 、 水 素 ま た は 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル で あ る )か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る )
　 -(CH 2 ) a -(Y)-(CH 2 ) b (式 中 、 aお よ び bは 整 数 で あ り 、 a+bは 0～ 3で あ り 、 Yは O、 Sま た は -
NR J (式 中 、 R J は 水 素 ま た は 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル で あ る )で あ る )
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
qは 0ま た は 1で あ り 、 R 8 は 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ア ル コ キ シ お よ
び ハ ロ ゲ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る )お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 塩 に よ っ て 規 定 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 好 適 な チ ア ゾ ロ -お よ び オ キ サ ゾ ロ -キ ノ リ ン ア ミ ン お よ び ピ リ ジ ン ア ミ ン 化 合 物 に は 、
式 IXお よ び 式 IXa、
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、
　 R19は 、 酸 素 、 硫 黄 お よ び セ レ ニ ウ ム か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 R29は 、
-水 素 、
-ア ル キ ル 、
-ア ル キ ル -OH、
-ハ ロ ア ル キ ル 、
-ア ル ケ ニ ル 、
-ア ル キ ル -X-ア ル キ ル 、
-ア ル キ ル -X-ア ル ケ ニ ル 、
-ア ル ケ ニ ル -X-ア ル キ ル 、
-ア ル ケ ニ ル -X-ア ル ケ ニ ル 、
-ア ル キ ル -N(R59) 2 、
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-ア ル キ ル -N 3 、
-ア ル キ ル -O-C(O)-N(R59) 2 、
-ヘ テ ロ サ イ ク リ ル 、
-ア ル キ ル -X-ヘ テ ロ サ イ ク リ ル 、
-ア ル ケ ニ ル -X-ヘ テ ロ サ イ ク リ ル 、
-ア リ ー ル 、
-ア ル キ ル -X-ア リ ー ル 、
-ア ル ケ ニ ル -X-ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-ア ル キ ル -X-ヘ テ ロ ア リ ー ル お よ び
-ア ル ケ ニ ル -X-ヘ テ ロ ア リ ー ル
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
　 R39お よ び R49は 、 各 々 独 立 に 、
-水 素 、
-X-ア ル キ ル 、
-ハ ロ 、
-ハ ロ ア ル キ ル 、
-N(R59) 2 、
で あ る か ま た は R39と R49は 一 体 と し た 場 合 、 融 合 芳 香 環 、 ヘ テ ロ 芳 香 環 、 シ ク ロ ア ル キ ル
環 ま た は 複 素 環 を 形 成 し 、
　 Xは 、 -O-、 -S-、 -NR59-、 -C(O)-、 -C(O)-、 -C(O)O-、 -OC(O)-お よ び 結 合 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ 、
　 各 R59は 、 独 立 に 、 Hま た は C 1 - 1 8 ア ル キ ル で あ 、
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 式 IXお よ び IXaに つ い て 、 「 ア ル キ ル 」 お よ び 「 ア ル ケ ニ ル 」 と い う 用 語 は 、 特 に 明 記
し な い 限 り 、 炭 素 原 子 数 1～ 20、 好 ま し く は 1～ 10、 さ ら に 好 ま し く は 1～ 8の 直 鎖 ま た は 分
岐 鎖 ま た は 環 状 基 (す な わ ち 、 シ ク ロ ア ル キ ル お よ び シ ク ロ ア ル ケ ニ ル )を い う )の 化 合 物
が 挙 げ ら れ る 。 典 型 的 な ア ル キ ル 基 は 、 例 え ば 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 n-プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ
ピ ル 、 n-ブ チ ル 、 イ ソ ブ チ ル 、 sec-ブ チ ル 、 tert-ブ チ ル 、 n-ペ ン チ ル 、 n-ヘ キ シ ル 、 n-
ヘ プ チ ル 、 n-オ ク チ ル 等 で あ る 。 例 示 的 な 環 状 基 に は 、 シ ク ロ プ ロ ピ ル 、 シ ク ロ ペ ン チ ル
、 シ ク ロ ヘ キ シ ル 、 シ ク ロ ヘ キ セ ニ ル お よ び ア ダ マ ン チ ル が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 「 ア ル
コ キ シ 」 等 に 使 用 す る 場 合 の 接 頭 語 「 ア ル ク 」 も 同 じ 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 ア リ ー ル 」 と い う 用 語 は 、 炭 環 式 芳 香 環 ま た は 環 系 を い う 。 ア リ ー ル 基 は 、 好 ま し く
は 、 フ ェ ニ ル な ど の 6員 環 ま た は ナ フ チ ル な ど の 芳 香 族 多 環 式 環 系 で あ る 。 最 も 好 ま し い
ア リ ー ル 基 は 、 以 下 に 規 定 す る 1つ 以 上 の 置 換 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い フ ェ ニ ル
で あ る 。 他 の 好 適 な ア リ ー ル 基 の 例 に は 、 ビ フ ェ ニ ル 、 フ ル オ レ ニ ル お よ び イ ン デ ニ ル が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 ヘ テ ロ ア リ ー ル 」 と い う 用 語 は 、 ヘ テ ロ 原 子 が 窒 素 、 酸 素 お よ び 硫 黄 か ら 選 択 さ れ る
1つ 以 上 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 有 す る 芳 香 族 環 ま た は 環 系 を い う 。 好 適 な ヘ テ ロ ア リ ー ル 基 に
は 、 フ リ ル 、 チ エ ニ ル 、 ピ リ ジ ル 、 キ ノ リ ニ ル 、 テ ト ラ ゾ リ ル 、 イ ミ ダ ゾ 等 が 挙 げ ら れ る
。 R3お よ び R4を 一 体 と し て 考 慮 し 、 5-ま た は 6-員 環 ヘ テ ロ 芳 香 族 環 を 形 成 す る 場 合 に は 、
ヘ テ ロ 原 子 は 窒 素 、 酸 素 ま た は 硫 黄 で あ り 、 環 は こ の よ う な 原 子 の 1つ 以 上 を 含 有 す る こ
と が で き る 。 好 ま し く は 、 ヘ テ ロ 原 子 は 窒 素 ま た は 硫 黄 で あ る 。 R3お よ び R4に よ っ て 形 成
さ れ る 好 ま し い ヘ テ ロ 芳 香 族 環 は 、 2本 の 線 が 融 合 さ れ て い る 場 所 を 示 す 以 下 の 式 に よ っ
て 例 示 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 複 素 環 状 」 お よ び 「 ヘ テ ロ シ ク リ ル 」 と い う 用 語 は 、 1つ 以 上 の 環 ヘ テ ロ 原 子 (例 え ば
、 O、 S、 N)を 含 有 す る 非 -芳 香 族 環 ま た は 環 系 を い う 。 例 示 的 な ヘ テ ロ 環 状 基 に は 、 ピ ロ
リ ジ ニ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ニ ル 、 モ ル ホ リ ニ ル 、 ピ ペ リ ジ ノ 、 ピ ペ ラ ジ ノ 、 チ ア ゾ リ ジ
ニ ル 、 イ ミ ダ ゾ リ ジ ニ ル 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 上 記 の 環 お よ び 環 系 は 全 て 、 ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ 、 ア ル キ ル チ オ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ
ゲ ン 、 ハ ロ ア ル キ ル 、 ポ リ ハ ロ ア ル キ ル 、 パ ー ハ ロ ア ル キ ル (例 え ば 、 ト リ フ ル オ ロ メ チ
ル )、 ト リ フ ル オ ロ ア ル コ キ シ (例 え ば 、 ト リ フ リ オ ロ メ ト キ シ )、 ニ ト ロ 、 ア ミ ノ 、 ア ル
キ ル ア ミ ノ 、 ジ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ア ル キ ル カ ル ボ ニ ル 、 ア ル ケ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 ア リ ー ル
カ ル ボ ニ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル カ ル ボ ニ ル 、 ア リ ー ル 、 ア リ ー ル ア ル キ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル
、 ヘ テ ロ ア リ ー ル ア ル キ ル 、 ヘ テ ロ シ ク リ ル 、 ヘ テ ロ シ ク ロ ア ル キ ル 、 ニ ト リ ル お よ び ア
ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル か ら 選 択 さ れ る 1つ 以 上 の 置 換 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い 。 好
ま し い 置 換 基 は C 1 - 4 ア ル キ ル 、 C 1 - 4 ア ル コ キ シ 、 ハ ロ 、 ア ミ ノ 、 ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ ア ル
キ ル ア ミ ノ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 C 1 - 4 ア ル コ キ シ メ チ ル お よ び ト リ フ ル オ ロ メ チ ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 ハ ロ 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 フ ッ 素 、 塩 素 、 臭 素 ま た は ヨ ウ 素 な ど の ハ ロ 原 子 を い
う 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 適 な イ ミ ダ ゾ ナ フ チ リ ジ ン お よ び テ ト ラ ヒ ド ロ イ ミ ダ ゾ ナ フ チ リ ジ ン (maphthyridine
)化 合 物 は 以 下 の 式 Xお よ び XIの も の で あ る ：
式 X
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、
Aは =N-CR=CR-CR=、 =CR-N=CR-CR=、 =CR-CR=N-CR=ま た は =CR-CR=CR-N=で あ り 、
　 R110は 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ ：
-水 素 、
-以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ 以 上 の 置 換 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い C 1 - 2 0 ア
ル キ ル C 2 - 2 0 ア ル ケ ニ ル ：
-ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
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-O-C 1 - 2 0 ア ル キ ル 、
-O-(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ア リ ー ル 、
- O-(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
- O-(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-C 1 - 2 0 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル 、
-S(O)0-2- C 1 - 2 0 ア ル キ ル 、
-S(O) 0 - 2 - (C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ア リ ー ル 、
-S(O) 0 - 2 - (C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-S(O) 0 - 2 - (C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-N(R310) 2 、
-N 3 、
オ キ ソ 、
-ハ ロ ゲ ン 、
-NO 2 、
-OHお よ び
-SHお よ び
-C 1 - 2 0 ア ル キ ル -NR310-Q-X-R410ま た は -C 2 - 2 0 ア ル ケ ニ ル -NR310-Q-X-R410(式 中 、 Qは -CO-
ま た は -SO 2 -で あ り 、 Xは 結 合 、 -O-ま た は -NR310-で あ り 、 R410は ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー
ル 、 ヘ テ ロ シ ク リ ル で あ る )ま た は 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ 以 上 の 置 換 基 に よ っ
て 置 換 さ れ て い て も よ い -C 1 - 2 0 ア ル キ ル ま た は -C 2 - 2 0 ア ル ケ ニ ル
-ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-O-C 1 - 2 0 ア ル キ ル 、
-O-(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ア リ ー ル 、
-O-(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-O-(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
- C 1 - 2 0 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル 、
-S(O) 0 - 2 -C 1 - 2 0 ア ル キ ル 、
-S(O) 0 - 2 -(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ア リ ー ル 、
-S(O) 0 - 2 -(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-S(O) 0 - 2 -(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-N(R310) 2 、
-NR310-CO-O-C 1 - 2 0 ア ル キ ル 、
-N 3 、
オ キ ソ 、
-ハ ロ ゲ ン 、
-NO 2 、
-OHお よ び
-SH、 ま た は R410は 、
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 Yは -N-ま た は -CR-で あ り 、
　 R210は 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ：
-水 素 、
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-C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、
-C 2 - 2 0 ア ル ケ ニ ル 、
-ア リ ー ル 、
- C 1 - 1 0 ア ル キ ル -O- C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、
- C 1 - 1 0 ア ル キ ル -O- C 2 - 2 0 ア ル ケ ニ ル お よ び
以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ 以 上 の 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る - C 1 - 1 0 ア ル キ ル ア ル キ
ル ま た は - C 2 - 2 0 ア ル ケ ニ ル ：
-OH、
-ハ ロ ゲ ン 、
-N(R310) 2 、
-CO-N(R310) 2 、
-CO- C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、
-N 3 、
-ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-CO-ア リ ー ル お よ び
-CO-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
各 R310は 、 独 立 に 、 水 素 お よ び C 1 - 1 0 ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
各 Rは 、 独 立 に 、 水 素 、 C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、 C 1 - 1 0 ア ル コ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン お よ び ト リ フ ル オ ロ
メ チ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る )で あ る )ま た は 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 塩
式 XI
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、
Bは -NR-C(R) 2 -C(R) 2 -、 -C (R) 2 -NR- C(R) 2 - C(R) 2 -、 C(R) 2 - C(R) 2 -NR -C(R) 2 -ま た は - C
(R) 2 - C(R) 2 - C(R) 2 -NR-で あ り 、
　 R111は 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ ：
-水 素 、
-以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ 以 上 の 置 換 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い C 1 - 2 0 ア
ル キ ル C 2 - 2 0 ア ル ケ ニ ル ：
-ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-O-C 1 - 2 0 ア ル キ ル 、
-O-(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ア リ ー ル 、
- O-(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
- O-(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-C 1 - 2 0 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル 、
-S(O)0-2- C 1 - 2 0 ア ル キ ル 、
-S(O) 0 - 2 - (C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ア リ ー ル 、
-S(O) 0 - 2 - (C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-S(O) 0 - 2 - (C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-N(R311) 2 、
-N 3 、
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オ キ ソ 、
-ハ ロ ゲ ン 、
-NO 2 、
-OHお よ び
-SHお よ び
-C 1 - 2 0 ア ル キ ル -NR311-Q-X-R411ま た は -C 2 - 2 0 ア ル ケ ニ ル -NR311-Q-X-R411(式 中 、 Qは -CO-
ま た は -SO 2 -で あ り 、 Xは 結 合 、 -O-ま た は -NR311-で あ り 、 R411は ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー
ル 、 ヘ テ ロ シ ク リ ル で あ る )ま た は 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ 以 上 の 置 換 基 に よ っ
て 置 換 さ れ て い て も よ い -C 1 - 2 0 ア ル キ ル ま た は -C 2 - 2 0 ア ル ケ ニ ル
-ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-O-C 1 - 2 0 ア ル キ ル 、
-O-(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ア リ ー ル 、
-O-(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-O-(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
- C 1 - 2 0 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル 、
-S(O) 0 - 2 -C 1 - 2 0 ア ル キ ル 、
-S(O) 0 - 2 -(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ア リ ー ル 、
-S(O) 0 - 2 -(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-S(O) 0 - 2 -(C 1 - 2 0 ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-N(R311) 2 、
-NR311-CO-O-C 1 - 2 0 ア ル キ ル 、
-N 3 、
オ キ ソ 、
-ハ ロ ゲ ン 、
-NO 2 、
-OHお よ び
-SH、 ま た は R411は 、
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、 Yは -N-ま た は -CR-で あ り 、
　 R211は 、 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ：
-水 素 、
-C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、
-C 2 - 1 0 ア ル ケ ニ ル 、
-ア リ ー ル 、
- C 1 - 1 0 ア ル キ ル -O- C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、
- C 1 - 1 0 ア ル キ ル -O- C 2 - 1 0 ア ル ケ ニ ル お よ び
以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ 以 上 の 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る - C 1 - 1 0 ア ル キ ル ア ル キ
ル ま た は - C 2 - 1 0 ア ル ケ ニ ル ：
-OH、
-ハ ロ ゲ ン 、
-N(R311) 2 、
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-CO-N(R311) 2 、
-CO- C1-10ア ル キ ル 、
-N 3 、
-ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-CO-ア リ ー ル お よ び
-CO-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
各 R311は 、 独 立 に 、 水 素 お よ び C 1 - 1 0 ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
各 Rは 、 独 立 に 、 水 素 、 C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、 C 1 - 1 0 ア ル コ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン お よ び ト リ フ ル オ ロ
メ チ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る )で あ る ) ま た は 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 塩 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 上 記 の 置 換 基 R11～ R111は 、 一 般 に 、 本 明 細 書 に お い て 「 1-置 換 基 」 と 命 名 さ れ る 。 好
ま し い 1-置 換 基 は 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の ア ル キ ル お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 6の ヒ ド ロ キ シ ア ル キ
ル で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 1－ 置 換 基 は 2-メ チ ル プ ロ ピ ル ま た は 2-ヒ ド ロ キ シ -2-メ チ ル
プ ロ ピ ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 記 の 置 換 基 R21～ R211は 、 一 般 に 、 本 明 細 書 に お い て 「 2置 換 基 」 と 命 名 さ れ る 。 好 ま
し い 2-置 換 基 は 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ
り 、 ア ル キ ル 部 分 が 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ る ア ル コ キ シ ア ル キ ル お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 4の ヒ
ド ロ キ シ ア ル キ ル で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 2-置 換 基 は 水 素 、 メ チ ル 、 ブ チ ル 、 プ ロ ピ
ル ヒ ド ロ キ シ メ チ ル 、 エ ト キ シ メ チ ル ま た は メ ト キ シ エ チ ル で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 nが 0、 1ま た は 2と な り う る 場 合 に は 、 nは 好 ま し く は 0ま た は 1で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 以 下 の 式 XII、
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、
R18は -ア ル キ ル -NR3-SO 2 -X-R4ま た は -ア ル ケ ニ ル -NR3-SO 2 -X-R4で あ り 、
Xは 結 合 ま た は -NR5-で あ り 、
R4は ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ シ ク リ ル 、 ア ル キ ル ま た は ア ル ケ ニ ル で あ り 、 そ の 各 々 は 以 下 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ 以 上 の 置 換 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い て も よ い ：
-ア ル キ ル 、
-ア ル ケ ニ ル 、
-ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-置 換 ア リ ー ル 、
-置 換 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-置 換 ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-O-ア ル キ ル 、
-O-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -ア リ ー ル 、
-O-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -置 換 ア リ ー ル 、
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-O-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-O-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -置 換 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-O-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-O-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -置 換 ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-COOH、
-CO-ア ル キ ル 、
-CO=ア ル キ ル 、
-S(O) 0 - 2 -ア ル キ ル 、
-S(O) 0 - 2 -(ア ル キ ル ) 0 - 1 -ア リ ー ル 、
-S(O) 0 - 2 -(ア ル キ ル ) 0 - 1 -置 換 ア リ ー ル 、
-S(O) 0 - 2 -(ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-S(O) 0 - 2 -(ア ル キ ル ) 0 - 1 -置 換 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-S(O) 0 - 2 -(ア ル キ ル ) 0 - 1 -ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-S(O) 0 - 2 -(ア ル キ ル ) 0 - 1 -置 換 ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -NR3 R3、
-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -NR3-CO-O-ア ル キ ル 、
-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -NR3-CO-ア ル キ ル 、
-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -NR3-CO-ア リ ー ル 、
-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -NR3-CO-置 換 ア リ ー ル 、
-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -NR3-CO-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-(ア ル キ ル ) 0 - 1 -NR3-CO-置 換 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-N 3 、
-ハ ロ ゲ ン 、
-ハ ロ ア ル キ ル 、
-ハ ロ ア ル コ キ シ 、
-CO-ハ ロ ア ル コ キ シ 、
-NO 2 、
-CN、
-OH、
-SHお よ び ア ル キ ル 、 ア ル ケ ニ ル ま た は ヘ テ ロ シ ク リ ル 場 合 に は 、 オ キ ソ 、
R28は 以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ：
-水 素 、
-ア ル キ ル 、
-ア ル ケ ニ ル 、
-ア リ ー ル 、
-置 換 ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-置 換 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-ア ル キ ル -O-ア ル キ ル 、
-ア ル キ ル -O-ア ル ケ ニ ル お よ び
以 下 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1つ 以 上 の 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る -ア ル キ ル ま た は ア ル ケ
ニ ル ：
-OH、
-ハ ロ ゲ ン 、
-N(R3) 2 、
-CO-N(R3) 2 、
-CO-C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、
-CO-C- C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、
-N 3 、
-ア リ ー ル 、
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-置 換 ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-置 換 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、
-ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-置 換 ヘ テ ロ シ ク リ ル 、
-CO-ア リ ー ル 、
-CO-(置 換 ア リ ー ル )、
-CO-ヘ テ ロ ア リ ー ル お よ び
-CO-(置 換 ヘ テ ロ ア リ ー ル )、
各 R3は 、 独 立 に 、 水 素 お よ び C 1 - 1 0 ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
R5は 、 水 素 お よ び C 1 - 1 0 ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る か 、 ま た は R4と R5が 組 み 合 わ
さ っ て 、 3～ 7員 環 の 複 素 環 ま た は 置 換 複 素 環 を 形 成 し 、
nは 0～ 4で あ り 、 存 在 す る 各 R80は 、 独 立 に 、 C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、 C 1 - 1 0 ア ル コ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン
お よ び ト リ フ ル オ ロ メ チ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る )ま た は 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 塩 に
よ っ て 規 定 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 以 下 の 式 (XIII)、
　
　
　
　
　
　
　
　
(式 中 、
　 R 1 3 1 は 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 6の 置 換 直 鎖
ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 置 換 基 は 、 ハ ロ ゲ ン 、 ア ミ ノ 、 モ ノ -ア
ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ -ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ア ル コ キ シ 、 ア ル キ ル チ オ 、 ヒ ド ロ キ シ ま た は ヒ ド
ロ キ シ ア ル キ ル か ら 選 択 さ れ 、 置 換 基 の ア ル キ ル 基 は 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ り 、
　 R 1 3 2 は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 6の 置
換 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 置 換 基 は X-R’ (式 中 、 Xは -NR’ ’ 、 -O-ま
た は -S-で あ り 、 R’ は 水 素 ま た は 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル で あ り 、 R
’ ’ は 水 素 ま た は 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 で あ る )で あ り 、
　 R 1 3 0 は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル コ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン お よ び 炭 素 原
子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル で あ る )に よ っ て さ ら に 規 定 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 化 合 物 は 式 (XIII)
　 (式 中 、
　 R 1 3 1 は 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の 置 換 直 鎖 ま た
は 分 岐 鎖 ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 置 換 基 は ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ ま た は ヒ ド
ロ キ シ ア ル キ ル か ら 選 択 さ れ 、 置 換 基 の ア ル キ ル 基 は 炭 素 原 子 数 1～ 4で あ り 、
　 R 1 3 2 は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 6の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 6の 置
換 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 置 換 基 は X-R’ (式 中 、 Xは -NR’ ’ で あ り 、
R’ は 水 素 ま た は 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル で あ る )で あ り 、
　 R 1 3 0 は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル コ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン お よ び 炭 素 原
子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル で あ る )の 化 合 物 で あ り 、
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 好 ま し い 化 合 物 は 式 (XIII)
(式 中 、
　 R 1 3 1 は 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 4の 置 換 直 鎖
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ま た は 分 岐 鎖 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 置 換 基 は ヒ ド ロ キ シ 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の ヒ ド ロ キ
シ ア ル キ ル か ら 選 択 さ れ 、
　 R 1 3 2 は 、 水 素 、 炭 素 原 子 数 1～ 4の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル お よ び 炭 素 原 子 数 1～ 4の 置
換 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 置 換 基 は X-R’ (式 中 、 Xは -Oで あ
り 、 R’ は 水 素 ま た は 炭 素 原 子 数 1ま た は 2の 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 ア ル キ ル で あ る )で あ り 、
　 R 1 3 0 は 、 水 素 で あ る )の 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る (特 に 、 式 XIIに 言 及 し て 使 用 す る )、 「 ア ル キ ル 」 、 「 ア ル
ケ ニ ル 」 、 「 ア ル キ ニ ル 」 お よ び 接 頭 語 「 -ア ル ク 」 と い う 用 語 は 、 特 に 規 定 し な い 限 り
、 直 鎖 お よ び 分 岐 鎖 基 並 び に 環 状 基 、 す な わ ち シ ク ロ ア ル キ ル お よ び シ ク ロ ア ル ケ ニ ル を
含 む 。 特 に 明 記 し な い 限 り 、 こ れ ら の 群 は 炭 素 原 子 数 が 1～ 20で あ り 、 ア ル ケ ニ ル お よ び
ア ル キ ニ ル 基 は 炭 素 原 子 数 2～ 20で あ る 。 好 ま し い 基 は 炭 素 原 子 数 の 合 計 が 最 高 10で あ る
。 環 状 基 は 炭 環 式 ま た は 多 環 式 で あ っ て も よ く 、 好 ま し く は 炭 素 原 子 数 3～ 10で あ る 。 例
示 的 な 環 状 基 に は 、 シ ク ロ プ ロ ピ ル 、 シ ク ロ ペ ン チ ル 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル お よ び ア ダ マ ン チ
ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 ハ ロ ア ル キ ル 」 と い う 用 語 は 、 利 用 可 能 な 水 素 原 子 が 全 て ハ ロ ゲ ン 原 子 で 置 換 さ れ て
い る 基 を 含 む 1つ 以 上 の ハ ロ ゲ ン 原 子 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 基 を 含 む 。 こ れ は ま た 、 接
頭 語 「 ハ ロ ア ル ク -」 を 含 む 基 に も 当 て は ま る 。 好 適 な ハ ロ ア ル キ ル 基 の 例 は ク ロ ロ メ チ
ル 、 ト リ フ ル オ ロ メ チ ル 等 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 ア リ ー ル 」 と い う 用 語 は 、 炭 環 式 芳 香 環 ま た は 環 系 を 含 む
。 ア リ ー ル 基 の 例 に は 、 フ ェ ニ ル 、 ナ フ チ ル 、 ビ フ ェ ニ ル 、 フ ル オ レ ニ ル お よ び イ ン デ ニ
ル が 挙 げ ら れ る 。 「 ヘ テ ロ ア リ ー ル 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も 1つ の 環 状 ヘ テ ロ 原 子 (例
え ば 、 O、 S、 O)を 含 有 す る 芳 香 環 ま た は 環 系 を 含 む 。 好 適 な ヘ テ ロ ア リ ー ル 基 に は 、 フ リ
ル 、 チ エ ニ ル 、 ピ リ ジ ル 、 キ ノ リ ニ ル 、 テ ト ラ ゾ リ ル 、 イ ミ ダ ゾ 、 ピ ラ ゾ ロ 、 チ ア ゾ ロ 、
オ キ サ ゾ ロ 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 「 ヘ テ ロ シ ク リ ル 」 は 少 な く と も 1つ の 環 状 ヘ テ ロ 原 子 (例 え ば 、 O、 S、 O)を 含 有 す る 非
芳 香 環 ま た は 環 系 を 含 む 。 例 示 的 な ヘ テ ロ シ ク リ ル 基 に は 、 ピ ロ リ ジ ニ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ
フ ラ ニ ル 、 モ ル ホ リ ニ ル 、 チ オ モ ル ホ リ ニ ル 、 ピ ペ リ ジ ニ ル 、 ピ ペ ラ ジ ニ ル 、 チ ア ゾ リ ジ
ニ ル 、 イ ミ ダ ゾ ロ ジ ニ ル 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 特 に 明 記 し な い 限 り 、 「 置 換 シ ク ロ ア ル キ ル 」 、 「 置 換 ア リ ー ル 」 、 「 置 換 ヘ テ ロ ア リ
ー ル 」 お よ び 「 置 換 ヘ テ ロ シ ク リ ル 」 と い う 用 語 は 、 関 心 対 象 の 環 ま た は 環 系 が 、 ア ル キ
ル 、 ア ル コ キ シ 、 ア ル キ ル チ オ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 ハ ロ ア ル キ ル 、 ハ ロ ア ル キ ル カ
ル ボ ニ ル 、 ハ ロ ア ル コ キ シ (例 え ば 、 ト リ フ ル オ ロ メ ト キ シ )、 ニ ト ロ 、 ア ル キ ル カ ル ボ ニ
ル 、 ア ル ケ ニ ル カ ル ボ ニ ル 、 ア リ ー ル カ ル ボ ニ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル カ ル ボ ニ ル 、 ア リ ー ル
、 ア リ ー ル ア ル キ ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル ア ル キ ル 、 ヘ テ ロ シ ク リ ル 、 ヘ テ
ロ シ ク リ ル ア ル キ ル 、 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ア ル カ ノ イ ル オ キ シ 、 ア ル カ ノ イ ル チ オ 並
び に シ ク ロ ア ル キ ル お よ び ヘ テ ロ シ ク リ ル の 場 合 に は オ キ ソ か ら な る 群 よ り 独 立 に 選 択 さ
れ る 1つ 以 上 の 置 換 基 に よ っ て さ ら に 置 換 さ れ て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 化 合 物 は イ ミ キ モ ド で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
　 イ ミ キ モ ド は 1-(2-メ チ ル -プ ロ ピ ル )-1H-イ ミ ダ ゾ [4,5-c]キ ノ リ ン -4-ア ミ ン で あ る 。
そ れ は 分 子 式 C 1 4 H 1 6 N 4 お よ び 分 子 量 240.3を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
式 (XIII)の 好 ま し い 化 合 物 は レ シ キ モ ド ：
　
　
　
　
　
　
　
で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 レ シ キ モ ド は 4-ア ミ ノ -2-エ ト キ シ メ チ ル -α 、 α -ジ メ チ ル -1H-イ ミ ダ ゾ [4,5-c]キ ノ リ
ン -1-エ タ ノ ー ル で あ る 。 (R-848、 S-28463)
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 例 え ば 、 US-B1-6,245,776号 、 US-A-4,689,338号 、 US-A-5,389,640
号 、 US-A-5,268,376号 、 US-A-4,929,624号 、 US-A-5,266,575号 、 US-A-5,352,784号 、 US-A
-5,494,916号 、 US-A-5,482,936号 、 US-A-5,346,905号 、 US-A-5,395,937号 、 US-A-5,238,9
44号 、 US-A-5,525,612号 、 US-B1-6,323,200号 、 US-B1-6,331,539号 お よ び 国 際 公 開 公 報 第
99/29693号 に 記 載 さ れ て い る 既 知 の 手 段 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 核 酸 ワ ク チ ン は 、 さ ら に 別 の HIV抗 原 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に 結 合 さ れ 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 さ れ て い る HIV gagタ ン パ ク 質 お
よ び そ の 断 片 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 を 含 む 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
断 片 は 、 HIVエ ピ ト ー プ を コ ー ド し 、 典 型 的 に は 少 な く と も 8つ の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 。 好 ま し く は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 好 ま し く は 複 製 起 点 を 含 有 し な い プ ラ ス ミ
ド に 含 有 さ れ る DNA配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 は 、 核 酸 の コ ー ド 配 列 が 、 哺 乳 類 の 細 胞 内 で 高 度 に 発 現 さ れ て い
る 遺 伝 子 の コ ド ン 使 用 頻 度 に 類 似 す る よ う に 最 適 化 さ れ て い る 。 特 に 、 gagタ ン パ ク 質 は
、 高 度 に 発 現 さ れ て い る ヒ ト 遺 伝 子 の コ ド ン 使 用 頻 度 に 類 似 す る よ う に 最 適 化 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 DNAコ ー ド は 、 生 物 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 を 発 現 す る 3つ の
文 字 「 コ ド ン 」 を 綴 る た め に こ れ ら を 使 用 す る 。 DNA分 子 の コ ド ン の 鎖 状 の 配 列 は 、 そ の
よ う な 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 の 鎖 状 の 配 列 に 翻 訳 さ れ る
。 コ ー ド は か な り 退 化 し て 、 61の コ ド ン が 20の 天 然 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て お り 、 3つ の
コ ド ン が 「 停 止 」 信 号 を 表 し て い る 。 従 っ て 、 ほ と ん ど の ア ミ ノ 酸 は 、 2つ 以 上 の コ ド ン
に よ っ て コ ー ド さ れ て お り 、 実 際 い く つ か は 4つ 以 上 の 異 な る コ ド ン に よ っ て コ ー ド さ れ
て い る 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
　 2つ 以 上 の コ ド ン が 所 定 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る た め に 利 用 可 能 で あ る 場 合 に は 、 生 物
の コ ド ン 使 用 頻 度 パ タ ー ン は か な り 非 ラ ン ダ ム で あ る 。 種 が 異 な る と コ ド ン 選 択 の 傾 向 も
異 な り 、 さ ら に コ ド ン の 使 用 頻 度 は 1つ の 種 の 発 現 レ ベ ル が 高 い 遺 伝 子 と 低 い 遺 伝 子 で は
顕 著 に 異 な る こ と が あ る 。 こ の 傾 向 は ウ ィ ル ス 、 植 物 、 細 菌 お よ び 哺 乳 類 細 胞 に お い て 異
な り 、 ラ ン ダ ム コ ド ン 選 択 が 他 の 種 よ り か な り 偏 っ て い る 種 も あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 例 え ば 、 ヒ ト お よ び 他 の 哺 乳 類 は あ る 種 の 細 菌 ま た は ウ ィ ル ス よ り 偏 り が 強 く な い 。 こ
れ ら の 理 由 の た め に 、 哺 乳 類 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 大 腸 菌 ま た は ウ ィ ル ス 遺 伝 子 で 発 現 さ れ
る 哺 乳 類 遺 伝 子 は 効 率 的 な 発 現 に は コ ド ン の 分 布 が 不 適 当 で あ る と い う 大 き な 可 能 性 が 存
在 す る 。 発 現 が 予 定 さ れ て い る 宿 主 に お い て あ ま り 観 察 さ れ な い コ ド ン ク ラ ス タ ー を 異 種
DNA配 列 に 存 在 さ せ る と そ の 宿 主 に お い て 異 種 発 現 レ ベ ル が 低 い こ と を 予 言 す る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で は 、 コ ド ン 使 用 頻 度 パ タ ー ン は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ ィ ル ス に
典 型 的 な も の か ら 、 標 的 生 物 、 例 え ば 哺 乳 類 、 特 に ヒ ト の コ ド ン 傾 向 を よ り 厳 密 に 発 現 す
る よ う に 変 更 し う る 。 「 コ ド ン 使 用 頻 度 係 数 」 は 、 所 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ド ン
パ タ ー ン が 標 的 種 の そ れ に ど の 程 度 厳 密 に 類 似 し て い る か の 尺 度 で あ る 。 コ ド ン 使 用 頻 度
は 、 多 数 の 種 の 高 度 に 発 現 さ れ て い る 遺 伝 子 に つ い て の 文 献 起 源 か ら 誘 導 す る こ と が で き
る (例 え ば 、 Nakamuraら 、 Nucleic Acids Research 1996, 24: 214-215を 参 照 さ れ た い )。
61コ ド ン の 各 々 の コ ド ン 使 用 頻 度 (選 択 し た ク ラ ス の 遺 伝 子 の 1000コ ド ン あ た り の 出 現 数
と し て 表 さ れ て い る )は 、 各 ア ミ ノ 酸 の 最 も 頻 度 高 く 使 用 さ れ る コ ド ン の 値 が 1に 設 定 さ れ
、 あ ま り 見 ら れ な い コ ド ン の 頻 度 が 0と 1の 間 に 存 在 す る よ う に 決 め ら れ る よ う に 、 20の 天
然 ア ミ ノ 酸 の 各 々 に つ い て 正 規 化 さ れ て い る 。 従 っ て 、 61の コ ド ン の 各 々 は 、 標 的 種 の 高
度 に 発 現 さ れ て い る 遺 伝 子 に つ い て 1以 下 の 値 が 割 り 付 け ら れ て い る 。 そ の 種 の 高 度 に 発
現 さ れ て い る 遺 伝 子 と 比 較 し て 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ド ン 使 用 頻 度 係 数 を 算 出 す る
た め に は 、 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 各 コ ド ン の 設 定 さ れ て い る 値 に 注 目 し 、 全 て の こ れ
ら の 値 の 幾 何 学 的 平 均 を 取 る (こ れ ら の 値 の 自 然 対 数 を コ ド ン の 総 数 で 割 る こ と に よ っ て
真 数 を 取 る )。 係 数 は 0と 1の 間 の 値 を 有 し 、 係 数 が 高 く な る ほ ど 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の
コ ド ン は 高 頻 度 に 使 用 さ れ る コ ド ン で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 1の コ ド ン 使 用 頻 度
係 数 を 有 す る 場 合 に は 、 コ ド ン の 全 て が 、 標 的 種 の 高 度 に 発 現 さ れ て い る 遺 伝 子 の 「 最 も
頻 度 の 高 い 」 コ ド ン で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ド ン 使 用 頻 度 パ タ ー ン は 、 好 ま し く は 、 標 的 生
物 の 高 度 に 発 現 さ れ て い る 遺 伝 子 の RSCU値 が 0.2未 満 の コ ド ン を 排 除 す る 。 同 義 語 の コ ド
ン の 使 用 頻 度 (RSCU)値 は 、 観 察 さ れ る コ ド ン 数 を 、 ア ミ ノ 酸 の 全 て の コ ド ン が 等 し い 頻 度
で 使 用 さ れ る 場 合 に 予 想 さ れ る 数 で 割 っ た も の で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一
般 に 、 高 度 に 発 現 さ れ て い る ヒ ト 遺 伝 子 の コ ド ン 使 用 頻 度 が 0.3で あ り 、 好 ま し く は 0.4よ
り 大 き く 、 最 も 好 ま し く は 0.5よ り 大 き い 。 ヒ ト の コ ド ン 使 用 頻 度 表 も Genebankに お い て
見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 比 較 と し て 、 高 度 に 発 現 さ れ て い る β ア ク チ ン は RSCUが 0.747で あ る 。 ホ モ サ ピ エ ン ス
の コ ド ン 使 用 頻 度 表 を 以 下 に 示 す ：
コ ド ン 使 用 頻 度 表 ：
ホ モ サ ピ エ ン ス [gbpri]:27143CDC’ s(12816923コ ド ン )
フ ィ ー ル ド ： [ト リ プ レ ッ ト ][頻 度 ： 1000あ た り ]([数 ])
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コ ー デ ィ ン グ GC 52.51%　 第 1文 字 GC 56.04%　 第 2文 字 GC42.35%　 第 3文 字 GC59.13%
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ワ ク チ ン の 核 酸 は 、 一 般 に 、 ベ ク タ ー の 形 態 で 存 在 す る 。 ベ ク タ ー は 、 細 菌 、 昆 虫 ま た
は 哺 乳 類 細 胞 、 特 に ヒ ト 細 胞 に お い て 異 種 DNAの 発 現 を 誘 導 す る の に 好 適 と な り う る 。 一
態 様 に お い て 、 発 現 ベ ク タ ー は p7313で あ る (図 1を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 一 態 様 に お い て 、 核 酸 内 で は 、 gag遺 伝 子 は 、 NEF、 そ の 断 片 ま た は HIV逆 転 写 酵 素 (RT)
を コ ー ド す る DNAま た は そ の 断 片 に 融 合 し た 異 種 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 gag遺 伝 子 は gag p6ペ プ チ ド を コ ー ド し な い 。 好 ま し く は 、 NEF
遺 伝 子 は 切 断 さ れ て 、 N末 端 の 81の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 配 列 を 除 去 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 RT遺 伝 子 は ま た 、 高 度 に 発 現 さ れ て い る ヒ ト 遺 伝 子 に 類 似 す る よ
う に 最 適 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 gag、 nefま た は RTタ ン パ ク 質 の 断 片 が 考 慮 さ れ て い る 。 例 え ば
、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は HIV gag、 nefま た は RTタ ン パ ク 質 の 断 片 を コ ー ド す る こ と
が で き る 。 鎖 長 が 少 な く と も 8、 例 え ば 8～ 10の ア ミ ノ 酸 ま た は 最 高 20、 50、 60、 70、 80、
100、 150も し く は 200ア ミ ノ 酸 の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ ー ド さ れ る オ
リ ゴ ま た は ポ リ ペ プ チ ド が HIV抗 原 性 を 証 明 す る 限 り 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 入 る こ と が 考 慮
さ れ て い る 。 特 に で あ っ て 、 限 定 す る も の で は な い が 、 本 発 明 の こ の 局 面 は 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド が 完 全 な HIVタ ン パ ク 質 配 列 の 断 片 を コ ー ド し 、 そ の タ ン パ ク 質 の 1つ 以 上 の 別 個 の
エ ピ ト ー プ を 発 現 す る こ と が で き る 状 況 を 含 む 。 こ の よ う な 断 片 は 、 断 片 が 、 高 度 に 発 現
さ れ て い る 哺 乳 類 の 遺 伝 子 の コ ド ン 使 用 頻 度 に 類 似 す る コ ド ン 使 用 頻 度 を 有 す る よ う に 最
適 化 さ れ た コ ド ン で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 に よ る 好 ま し い 構 築 物 に は 、 以 下 が 挙 げ ら れ る ：
2.　  p17、 p24、 切 断 型 NEF(末 端 ア ミ ノ 酸 1～ 85を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 欠 損 し て い る
)に 融 合 さ れ て い る 。
3.　 p17、 p24、 RT、 切 断 型 NEF(末 端 ア ミ ノ 酸 1～ 85を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 欠 損 し て
い る )。
4.　 p17、 p24(最 適 化 さ れ て い る gag)切 断 型 NEF(末 端 ア ミ ノ 酸 1～ 85を コ ー ド す る ヌ ク レ オ
チ ド を 欠 損 し て い る )。
5.　  p17、 p24(最 適 化 さ れ て い る gag)RT(最 適 化 さ れ て い る )切 断 型 NEF(末 端 ア ミ ノ 酸 1～ 8
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5を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 欠 損 し て い る )。
6.　  p17、 p24、 RT切 断 型 NEF(末 端 ア ミ ノ 酸 1～ 85を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 欠 損 し て い
る )。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 上 記 の よ う に 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 一 般 に 、 ワ ク チ ン (ま た は ワ ク チ ン 組 成 物 )の 形 態 で 投
与 さ れ る 。 「 ワ ク チ ン 」 ま た は 「 ワ ク チ ン 組 成 物 」 と い う 用 語 は 、 被 験 者 の 疾 患 ま た は 状
態 (一 般 に HIVお よ び ／ ま た は AIDS)を 予 防 ま た は 治 療 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 、
核 酸 を 含 有 す る 任 意 の 薬 学 的 組 成 物 を 意 図 し て い る 。 従 っ て 、 こ の 用 語 は 、 サ ブ ユ ニ ッ ト
ワ ク チ ン 、 す な わ ち 天 然 で は 結 合 し て い る 生 物 全 体 か ら 分 離 さ れ 、 別 個 の 状 態 に な っ て い
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は 抗 原 を 含 有 す る ワ ク チ ン 組 成 物 お よ び 死 滅 、 弱 毒 化 ま
た は 不 活 性 化 さ れ て い る 細 菌 、 ウ ィ ル ス 、 寄 生 虫 ま た は 他 の 微 生 物 全 体 を 含 有 す る 組 成 物
を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 本 発 明 の 化 合 物 は 局 所 的 ま た は 経 皮 的 に 送 達 さ れ る 。 ワ ク チ ン
も 局 所 的 ま た は 経 皮 的 に 送 達 す る こ と で き る 。 「 経 皮 的 」 と い う 用 語 は 、 皮 内 (例 え ば 、
真 皮 ま た は 表 皮 内 )、 経 皮 (例 え ば 、 「 経 皮 的 」 )お よ び 経 粘 膜 投 与 、 す な わ ち 、 皮 膚 も し
く は 粘 膜 組 織 内 ま た は 皮 膚 も し く は 粘 膜 組 織 を 介 し て 薬 剤 を 通 過 さ せ る こ と に よ る 送 達 を
意 図 し て い る 。 例 え ば 、 経 皮 的 薬 物 送 達 ： 開 発 の 問 題 点 お よ び 研 究 の 第 一 歩 (Transdermal
 Drug Delivery: Developmental Issues and Research Initiatives), Hadgraft お よ び G
uy(編 ), Marcel Dekker, Inc., (1989)、 薬 物 送 達 の 制 御 ： 基 礎 と 応 用 (Controlled Drug 
Delivery : Fundamentals and Applications), Robinsonお よ び Lee(編 ), Marcel Dekker 
Inc., (1987)並 び に 経 皮 的 薬 物 送 達 (Transdermal Delivery of Drugs), 1～ 3巻 、 Kydonie
usお よ び Berner(編 ), CRC Press, (1987)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 従 っ て 、 局 所 的 ま た は 経 皮 的 送 達 は 、 米 国 特 許 第 5,630,796号 に 記 載 さ れ て い る 粒 子 送
達 装 置 (例 え ば 、 無 針 シ リ ン ジ )か ら の 粒 子 の 送 達 お よ び 米 国 特 許 第 5,865,796号 に 記 載 さ
れ て い る コ ー テ ィ ン グ し た コ ア 担 体 の 粒 子 媒 介 性 送 達 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
「 コ ア 担 体 」 は 、 化 合 物 ま た は 核 酸 が 、 粒 子 媒 介 性 送 達 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,100,792
号 に 記 載 さ れ て い る も の を 使 用 し て 送 達 さ れ う る よ う に 、 細 胞 膜 透 過 に 必 要 な 推 進 力 を 得
る た め に 規 定 の 粒 子 サ イ ズ お よ び 十 分 に 高 い 密 度 を 与 え る た め に 化 合 物 ま た は 核 酸 が コ ー
テ ィ ン グ さ れ て い る 担 体 粒 子 を 意 味 す る 。 コ ア 担 体 は 、 典 型 的 に は 、 タ ン グ ス テ ン 、 金 、
白 金 、 フ ェ ラ イ ト 、 ポ リ ス チ レ ン お よ び ラ テ ッ ク ス な ど の 材 料 を 含 む 。 例 え ば 、 遺 伝 子 導
入 の た め の 粒 子 銃 技 術 (Particle Bombardment Technology for Gene Transfer), (1994) 
Yang, N. 編 、 Oxford University Press, New York, NY 10～ 11ペ ー ジ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 「 粒 子 送 達 装 置 」 ま た は 「 無 針 シ リ ン ジ 」 は 、 皮 膚 に 穿 刺 す る 従 来 の 針 を 用 い な い で 粒
状 組 成 物 を 経 皮 的 に 送 達 す る 装 置 を 意 味 す る 。 本 発 明 に 使 用 す る た め の 粒 子 送 達 装 置 は 本
発 明 の 書 類 に わ た っ て 考 察 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 「 抗 原 」 は 、 宿 主 の 免 疫 系 を 刺 激 し て 細 胞 抗 原 特 異 的 な 免 疫 応 答 ま た は 液 性 抗 体 応 答 を
形 成 す る 1つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 分 子 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 抗 原 に は 、 タ ン パ ク
質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 原 性 タ ン パ ク 質 断 片 、 オ リ ゴ 糖 、 多 糖 等 が 挙 げ ら れ る 。 同 様 に 、 DN
A免 疫 化 用 途 に お け る よ う に 抗 原 を 発 現 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
も 抗 原 の 定 義 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
合 成 抗 原 、 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 隣 接 エ ピ ト ー プ お よ び 他 の 組 換 え ま た は 合 成 誘 導 抗 原
も 含 ま れ る (Bergmannら (1993) Eur. J. Immunol. 23: 2777-2781、 Bergmannら (1996) J. 
Immunol. 157: 3242-3249、 Suhrbier, A. (1997) Immunol. and Cell Biol. 75: 402-408
、 Gardnerら (1998)第 12回 世 界 AIDS会 議 (12th World AIDS Conference), Geneva, Switzer
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land, 6月 28日 ～ 7月 3日 、 1998年 )。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 「 ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 広 義 的 な 意 味 に お い て 、 2つ 以 上 の サ ブ ユ ニ ッ ト ア ミ ノ 酸
、 ア ミ ノ 酸 類 似 物 ま た は 他 の ペ プ チ ド 模 倣 物 の 化 合 物 を 言 う た め に 使 用 さ れ る 。 サ ブ ユ ニ
ッ ト は ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て ま た は 他 の 結 合 に よ っ て 、 例 え ば 、 エ ス テ ル 、 エ ー テ ル 等 に
よ っ て 結 合 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 ア ミ ノ 酸 」 と い う 用 語 は 、 グ リ シ ン お よ び Dま た は L光 学 異
性 体 並 び に ア ミ ノ 酸 類 似 物 お よ び ペ プ チ ド 模 倣 物 を 含 む 、 天 然 お よ び ／ ま た は 非 天 然 ま た
は 合 成 ア ミ ノ 酸 を い う 。 3つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 鎖 が 短 い 場 合 に は 、
通 常 オ リ ゴ ペ プ チ ド と 呼 ば れ る 。 ペ プ チ ド 鎖 が 長 い 場 合 に は 、 ペ プ チ ド は 、 典 型 的 に は 、
ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 抗 原 ま た は タ ン パ ク 質 の 断 片 は 、 典 型 的 に は 、 1つ 以 上 の T細 胞 エ ピ
ト ー プ を 含 む 。 「 T細 胞 エ ピ ト ー プ 」 は 、 一 般 に 、 T細 胞 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る ペ プ
チ ド 構 造 の 特 徴 で あ る 。 こ れ に 関 し て は 、 T細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 MHC分 子 の ペ プ チ ド 結 合 裂
け 目 で 伸 張 し た 立 体 配 座 を 取 る 鎖 状 の ペ プ チ ド 決 定 因 子 を 含 む こ と が 当 技 術 分 野 に お い て
認 め ら れ て い る (Unanueら 、 (1987) Science 236: 551-557)。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る T
細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 一 般 に 、 約 8～ 15、 好 ま し く は 5～ 10以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る ペ プ
チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は ア ジ ュ バ ン ト と し て 作 用 す る 。 し か し 、 さ ら に 別 の ア ジ ュ バ ン ト も 本
発 明 の 方 法 に 使 用 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 こ の よ う な 別 の ア ジ ュ バ ン ト は ワ ク チ
ン と 同 時 投 与 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 ア ジ ュ バ ン ト 」 は 、 薬 物 、 抗 原 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 ベ ク タ ー 等 の 作 用 を 増 強 す る 任 意 の 材 料 を い う 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 従 っ て 、 ア ジ ュ バ ン ト の 一 例 は 「 サ イ ト カ イ ン 」 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「
サ イ ト カ イ ン 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 成 長 、 増 殖 ま た は 成 熟 を 誘 導 す る 細 胞 に 対 す る 種
々 の 影 響 を 発 揮 す る 数 多 く の 因 子 の 任 意 の 1つ を い う 。 あ る 種 の サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 、 T
RANCE、 flt-3Lお よ び CD40Lは 、 APCsの 免 疫 刺 激 能 力 を 増 強 す る 。 単 独 使 用 ま た は 併 用 使 用
す る こ と が で き る サ イ ト カ イ ン の 限 定 す る も の で は な い 例 に は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -2(IL-
2)、 幹 細 胞 因 子 (SCF)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 3(IL-3)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 6(IL-6)、 イ ン タ ー
ロ イ キ ン 12(IL-12)、 G-CSF、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (GM-CSF)、 イ ン タ ー
ロ イ キ ン -1α (IL-1a)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -11(IL-11)、 MIP-1a、 白 血 病 抑 制 因 子 (LIF)、 c-
kitリ ガ ン ド 、 ト ロ ン ボ ポ イ エ チ ン (TPO)、 CD40リ ガ ン ド (CD40L)、 腫 瘍 壊 死 因 子 関 連 活 性
化 誘 導 性 サ イ ト カ イ ン (TRANCE)お よ び flt3リ ガ ン ド (flt-3L)が 挙 げ ら れ る 。 サ イ ト カ イ ン
は 、 例 え ば 、 Genzyme(Framingham, MA)、 Genetech(South SanFrancisco, CA)、 Amgen(Tho
usand Oaks, CA)、 R&D Systems and Immunex(Seattle, WA)な ど の い く つ か の 製 造 供 給 元
か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ れ ら の 分 子 の 多 数 の 配 列 は 、 例 え ば 、 GenBankデ ー タ ベ ー ス か ら も 利 用 可 能 で あ る 。
常 に 明 白 に 記 載 さ れ て い る わ け で は な い が 、 野 生 型 ま た は 精 製 サ イ ト カ イ ン (例 え ば 、 組
換 え に よ り 作 製 さ れ て い る ま た は そ の 突 然 変 異 体 )と 同 様 の 生 物 活 性 を 有 す る 分 子 お よ び
こ れ ら の 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 は 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 内 で 使 用 さ れ る こ と が 意 図 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 核 酸 と (本 発 明 の 化 合 物 な ど の )ア ジ ュ バ ン ト の 組 成 物 ま た は ア ジ ュ バ ン ト と 同
時 投 与 さ れ る ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い な い で 投 与 し た 等 量 の ワ ク チ ン に よ
っ て 誘 発 さ れ る 免 疫 応 答 よ り 、 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 能 力 が 大 き い 場 合 に は 、 「 免 疫 原 性 の
増 強 」 を 示 す 。
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【 ０ ０ ９ １ 】
　 こ の よ う な 免 疫 原 性 の 増 強 は 、 動 物 に ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物 お よ び 抗 原 対 照 を 投 与 し 、 ラ
ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ELISAs、 CTLア ッ セ イ 等 な ど の 標 準 的 な ア ッ セ イ を 使 用 し て 両 者 の
抗 体 力 価 お よ び ／ ま た は 細 胞 免 疫 を 比 較 す る こ と に よ っ て 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 「 核 酸 分 子 」 お よ び 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 同 様 に 使 用 さ れ 、 任 意 の 鎖 長 の
ポ リ マ ー 形 態 の ヌ ク レ オ チ ド 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド も し く は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は そ れ ら の 類 似 物 を い う 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 限 定 す る も の で は な い 例 に は 、 遺 伝 子 、 遺
伝 子 断 片 、 エ ク ソ ン 、 イ ン ト ロ ン 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA(mRNA)、 ト ラ ン ス フ ァ ー RNA、 リ ボ
ソ ー ム RNA、 リ ボ ザ イ ム 、 cDNA、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 分 岐 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 プ ラ
ス ミ ド 、 ベ ク タ ー 、 任 意 の 配 列 の 単 離 型 DNA、 任 意 の 配 列 の 単 離 型 RNA、 核 酸 プ ロ ー ブ お よ
び プ ラ イ マ ー が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に は 、 4つ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 ： ア デ ニ ン (A)、 シ ト シ ン (C
)、 グ ア ニ ン (G)お よ び チ ミ ン (T)(ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が RNAの 場 合 に は 、 ウ ラ シ ル (U)が チ ミ
ン (T)に 代 わ る )の 特 定 の 配 列 を 含 む 。 従 っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と い う 用 語 は 、 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 分 子 の ア ル フ ァ ベ ッ ト 順 の 表 記 で あ る 。 こ の ア ル フ ァ ベ ッ ト 順 の 表 記 を 、 中
央 演 算 処 理 装 置 を 有 す る コ ン ピ ュ ー タ の デ ー タ ベ ー ス に 入 力 し て 、 機 能 的 ゲ ノ ム 工 学 お よ
び 相 同 性 検 索 な ど の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 用 途 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 に 関 連 し て 使 用 す る 「 遺 伝 子 」 は 、 遺 伝 的 機 能 が 関 連 し て い る 遺 伝 的 核 酸 (染 色
体 、 プ ラ ス ミ ド 等 )に お け る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 で あ る 。 遺 伝 子 は 、 生 物 の ゲ ノ ム 内 の 特
定 の 物 理 的 な 位 置 (「 遺 伝 子 座 (gene locus)」 ま た は 「 遺 伝 子 座 (genetic locus)」 を 占 め
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (例 え ば 、 哺 乳 類 の DNA配 列 )を 含 む 生 物 の 遺 伝 単 位 で あ る 。 遺 伝
子 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 tRNA)な ど の 発 現 産 物 を コ ー ド す る
こ と が で き る 。 ま た は 、 遺 伝 子 は 、 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は 核 酸 の 結 合 な ど の 特 定 の 事
象 ／ 機 能 の ゲ ノ ム 位 置 (例 え ば 、 フ ァ ー ジ 結 合 部 位 )を 規 定 す る 場 合 も あ り 、 こ の 遺 伝 子 は
発 現 さ れ る 産 物 を コ ー ド し な い 。 典 型 的 に は 、 遺 伝 子 は ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 な ど の コ
ー ド 配 列 お よ び プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 ポ リ -ア デ ニ ル 化 配 列 、 転 写 調 節 配 列 (例 え ば 、 エ ン ハ
ン サ ー 配 列 )な ど の 非 -コ ー ド 配 列 を 含 む 。 多 数 の 真 核 細 胞 遺 伝 子 は 、 「 イ ン ト ロ ン 」 (非 -
コ ー ド 配 列 )が 間 に 入 っ て い る 「 エ ク ソ ン 」 (コ ー ド 配 列 )を 有 す る 。 あ る 場 合 に は 、 遺 伝
子 は 別 の 遺 伝 子 と 配 列 を 共 有 す る 場 合 が あ る (例 え ば 、 重 複 遺 伝 子 )。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 「 コ ー ド 配 列 」 す な わ ち 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド を 「 コ ー ド す る 」 配 列 は 、 適 当 な 調 節 配
列 (ま た は 「 制 御 要 素 」 )の 制 御 下 に 置 か れ る 場 合 に 、 イ ン ビ ボ に お い て 転 写 さ れ (DNAの 場
合 )、 翻 訳 さ れ る (mRNAの 場 合 )核 酸 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 コ ー ド 配 列 の 領 域 は 、 5’ (ア ミ ノ )末 端 の 開 始 コ ド ン お よ び 3’ (カ ル ボ キ シ )末 端 の 翻 訳
停 止 コ ド ン に よ っ て 決 定 さ れ る 。 コ ー ド 配 列 に は 、 ウ ィ ル ス の cDNA、 原 核 細 胞 ま た は 真 核
細 胞 mRNA、 ウ ィ ル ス ま た は 原 核 細 胞 DNAの ゲ ノ ム DNA配 列 お よ び 合 成 DNA配 列 が 挙 げ ら れ る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 転 写 停 止 配 列 は コ ー ド 配 列 の 3’ に 位 置 す る 場 合 が あ る 。 コ
ー ド 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 は 、 典 型 的 に は 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 エ ン ハ ン サ ー 要 素 、
転 写 停 止 信 号 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 (翻 訳 停 止 コ ド ン の 3’ に 位 置 す る )、 翻 訳 の 開 始 を 最
適 化 す る 配 列 (コ ー ド 配 列 の 5’ に 位 置 す る )お よ び 翻 訳 停 止 配 列 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 「 制 御 要 素 」 に よ っ て 調 節 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 「 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 転 写 を 開 始 す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 プ ロ モ ー タ ー に は 、 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー (プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的
に 結 合 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 が 分 析 物 、 補 助 因 子 、 調 節 タ ン パ ク 質 等 に よ っ て
誘 導 さ れ る 場 合 )、 抑 制 性 プ ロ モ ー タ ー (プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 結 合 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ
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ド 配 列 の 発 現 が 分 析 物 、 補 助 因 子 、 調 節 タ ン パ ク 質 等 に よ っ て 抑 制 さ れ る 場 合 )お よ び 構
成 プ ロ モ ー タ ー を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー は 組 織 特 異 性 も 有
し う る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 「 プ ロ モ ー タ ー 」 ま た は 「 制 御 要 素 」 と い う 用 語 は 全 長 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 お よ び こ れ
ら の 領 域 の 機 能 的 な (例 え ば 、 転 写 ま た は 翻 訳 を 制 御 す る )セ グ メ ン ト こ と が 意 図 さ れ て い
る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 存 在 す る プ ロ モ ー タ ー は 、 皮 膚 周 辺 に 見 ら れ る 細 胞 に コ
ー ド 配 列 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ベ ク タ ー の 形 態 で 送 達 す る こ と が で き る 。 「 ベ ク タ ー 」 は
遺 伝 子 配 列 を 標 的 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る (例 え ば 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 、 非 -ウ ィ ル ス
ベ ク タ ー 、 粒 子 担 体 お よ び リ ポ ソ ー ム )。 典 型 的 に は 、 「 ベ ク タ ー 構 築 物 」 、 「 発 現 ベ ク
タ ー 」 お よ び 「 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー 」 は 、 関 心 対 象 の 遺 伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る こ と が で き
、 遺 伝 子 配 列 を 標 的 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 任 意 の 核 酸 構 築 物 を 意 味 す る 。 従 っ て 、
こ の 用 語 は ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 搬 送 体 並 び に ウ ィ ル ス ベ ク タ ー を 含 む 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 「 単 離 型 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 分 子 は 、 分 子 が 天 然 に 見 出 さ れ る 生 物 全 体 か ら 分 離 さ れ て
別 個 の 状 態 の 核 酸 分 子 ま た は 天 然 で は そ れ に 通 常 結 合 し て い る 配 列 の 全 て も し く は 一 部 を
欠 損 す る 核 酸 分 子 ま た は 天 然 に 存 在 す る が 、 異 種 配 列 (以 下 に 規 定 す る )が 結 合 し て い る 配
列 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 「 機 能 的 に 結 合 さ れ た 」 と は 、 そ の よ う に 記 載 さ れ て い る 成 分 が 通 常 の 機 能 を 果 た す よ
う に 構 成 さ れ て い る 要 素 の 配 列 を い う 。 従 っ て 、 コ ー ド 配 列 (例 え ば 、 関 心 対 象 の 抗 原 )に
機 能 的 に 結 合 し て い る 所 定 の プ ロ モ ー タ ー は 、 調 節 タ ン パ ク 質 お よ び 適 切 な 酵 素 が 存 在 す
る 場 合 に は 、 コ ー ド 配 列 の 発 現 に 影 響 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 例 で は 、 あ る 種 の 制
御 要 素 は 、 そ れ ら が 発 現 を 誘 導 す る 機 能 を 果 た す 限 り 、 コ ー ド 配 列 に 隣 接 す る 必 要 は な い
。 例 え ば 、 翻 訳 さ れ な い が 、 転 写 さ れ る 配 列 の 介 在 配 列 が プ ロ モ ー タ ー 配 列 と コ ー ド 配 列
の 間 に 存 在 す る こ と が で き 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は コ ー ド 配 列 に 「 機 能 的 に 結 合 し て い る 」
と 考 え ら れ う る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 核 酸 分 子 を 記 載 す る た め に 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 組 換 え 」 は 、 起 源 ま た は 操 作 に
関 し て 、 (1)天 然 に 結 合 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 て ま た は 一 部 に 結 合 し て い な い 、 お よ
び ／ ま た は (2)天 然 に 結 合 す る も の 以 外 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し て い る ゲ ノ ム 、 cDNA
、 半 合 成 ま た は 合 成 起 源 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド
に 関 し て 使 用 す る 「 組 換 え 」 と い う 用 語 は 、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に よ っ て 産 生
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 (本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る )本 発 明 に 使 用 す る Gag、 nefお よ び ／ ま た は RTな ど
の タ ン パ ク 質 (タ ン パ ク 質 抗 原 を 含 む )は 、 天 然 型 と の 相 同 性 お よ び ／ ま た は 配 列 の 同 一 性
を 有 す る こ と が あ る 。 同 様 に 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド コ ー ド 配 列 は 、 一 般 に 、 天 然 型 配 列 と の 相 同 性 お よ び ／ ま た は 配 列 の 同 一 性 を 有 す
る 。 核 酸 お よ び ア ミ ノ 酸 の 「 配 列 の 同 一 性 」 を 決 定 す る 技 法 も 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で
あ る 。 典 型 的 に は 、 こ の よ う な 技 法 は 、 遺 伝 子 の mRNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る 段 階
お よ び ／ ま た は そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 決 定 す る 段 階 お よ び こ れ ら の 配
列 を 第 2の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に 比 較 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 一 般 に 、 「 同 一 性 」 は 、 2つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 、 そ れ ぞ れ
、 正 確 な ヌ ク レ オ チ ド 対 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 対 ア ミ ノ 酸 対 応 を い う 。 「 同 一 性 の
割 合 」 を 求 め る こ と に よ っ て 2つ 以 上 の 配 列 (ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 )を 比 較 す
る こ と が で き る 。 2つ の 配 列 の 同 一 性 の 割 合 は 、 核 酸 配 列 で あ ろ う が ま た は ア ミ ノ 酸 配 列
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で あ ろ う が 、 並 べ た 2つ の 配 列 間 の 正 確 な 一 致 の 数 を 短 い 方 の 配 列 の 長 さ で 割 っ て 、 100倍
し た も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 核 酸 配 列 の 適 当 な ア ラ イ ン メ ン ト は 、 Smithお よ び Watermanの 局 所 的 な 相 同 性 ア ル ゴ リ
ズ ム 、 Advances in Applied Mathematics 2: 482-489(1981)に よ っ て 提 供 さ れ る 。 こ の ア
ル ゴ リ ズ ム は 、 Dayhoff, タ ン パ ク 質 配 列 お よ び 構 造 の ア ト ラ ス (Atlas of Protein Seque
nce and Structure), M. O. Dayhoff編 　 5 suppl. 3: 353-358、 National Biomedical Re
search Foundation, Washington, D. C. USAに よ っ て 開 発 さ れ 、 Gribskov, Nucl. Acids 
Res. 14(6): 6745-6763(1986)に よ っ て 正 規 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 置 換 行 列 を 使 用 す る こ と に
よ っ て ア ミ ノ 酸 配 列 に 適 用 す る こ と が で き る 。 配 列 の 同 一 性 の 割 合 を 求 め る た め の こ の ア
ル ゴ リ ズ ム の 例 示 的 な 実 施 は 、 Genetics Computer Group(Madison, WI)に よ っ て 「 BestFi
t」 利 用 性 用 途 に お い て 提 供 さ れ て い る 。 こ の 方 法 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー は Wisconsin
 Sequence Analysis Package Program Manual, Version 8(1995)(Genetics Computer Gro
up, Madison, WIか ら 入 手 可 能 )に 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 に 関 連 し て 同 一 性 の 割 合 を 確 立
す る 好 ま し い 方 法 は 、 Edinburgh大 学 が 著 作 権 を 有 し 、 John F. Collinsお よ び Shane S. S
turrokに よ っ て 開 発 さ れ 、 IntelliGenetics, Inc.(Mountain View, CA)に よ っ て 流 通 さ れ
て い る MPSRCHパ ッ ケ ー ジ の プ ロ グ ラ ム を 使 用 す る こ と で あ る 。 こ の 一 式 の パ ッ ケ ー ジ か ら
、 Smith-Watermanア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る こ と が で き 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を ア ミ ノ
酸 置 換 表 に 使 用 す る 8例 え ば 、 ギ ャ ッ プ オ ー プ ン ペ ナ ル テ ィ は 12、 ギ ャ ッ プ 延 長 ペ ナ ル テ
ィ は 1、 ギ ャ ッ プ は 6)。 作 製 さ れ た デ ー タ か ら 、 「 マ ッ チ 」 値 は 「 配 列 の 同 一 性 」 を 反 映
す る 。 配 列 間 の 同 一 性 ま た は 類 似 性 の 割 合 を 算 出 す る た め の 他 の 好 適 な プ ロ グ ラ ム は 一 般
に 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ り 、 例 え ば 、 別 の ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム は 、 デ フ ォ ル
ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 す る BLASTで あ る 。 例 え ば 、 BLASTNお よ び BLASTPは 以 下 の デ フ ォ ル
ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 し て 使 用 す る こ と が で き る ： 遺 伝 子 コ ー ド =標 準 、 フ ィ ル タ ー =な し
、 鎖 =両 方 、 カ ッ ト オ フ =60、 期 待 値 =10、 行 列 =BLOSUM62、 性 状 =50配 列 、 ソ ー テ ィ ン グ =HI
GH SCORE、 デ ー タ ベ ー ス =重 複 の な い 、 GenBank+EMBL+DDBJ+PDB+GenBank CDS翻 訳 +Swissタ
ン パ ク 質 +Spupdate+PIR。 こ れ ら の プ ロ グ ラ ム の 詳 細 は 以 下 の イ ン タ ー ネ ッ ト ア ド レ ス で
見 出 す こ と が で き る ： http://www.ncbi.nlm.gov/cgi-bin/BLAST。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ま た は 、 相 同 性 は 、 相 同 性 領 域 間 で 安 定 な 2本 鎖 を 形 成 す る 条 件 下 に お い て ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 そ の 後 1本 鎖 特 異 的 ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 し 、 消 化 し
た 断 片 の サ イ ズ 決 定 を す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 上 記 の 方 法 を 使 用 し て 測
定 す る と き 、 規 定 し た 長 さ の 分 子 に お い て 配 列 が 少 な く と も 約 80%～ 85%、 好 ま し く は 少 な
く と も 約 90%、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 95%～ 98%の 配 列 の 同 一 性 を 示 す 場 合 に は 、 2つ
の DNAま た は 2つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 互 い に 「 実 質 的 に 相 同 」 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 実 質 的 に 相 同 な は 、 明 記 さ れ て い る DNAま た は ポ リ ペ プ チ ド
配 列 と 完 全 な 同 一 性 を 示 す 配 列 も い う 。 実 質 的 に 相 同 な DNA配 列 は 、 そ の 特 定 の 系 に つ い
て 規 定 す る よ う に 、 例 え ば 、 緊 縮 条 件 下 に お け る サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 に お
い て 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 緊 縮 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 50%ホ ル ム ア ミ
ド 、 5× デ ン ハ ル ト 液 、 5× SSC、 0.1%SDSお よ び 100pg/ml変 性 サ ケ 精 子 DNAを 含 む こ と が で
き 、 洗 浄 条 件 は 37℃ に お い て 2× SSC、 0.1%SDS、 そ の 後 68℃ に お い て 1× SSC、 0.1%SDSを 含
む こ と が で き る 。 適 当 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 規 定 す る こ と は 当 技 術 分 野 の 範 囲
内 で あ る 。 例 え ば 、 Sambrookら 、 上 記 、 DNAク ロ ー ニ ン グ (DNA Cloning)、 上 記 、 核 酸 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (Nucleic acid Hybridization)上 記 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 治 療 」 と い う 用 語 は 以 下 の い ず れ か を 含 む ： 感 染 ま た は 再
感 染 の 予 防 、 症 状 の 低 下 ま た は 排 除 お よ び 病 原 (例 え ば 、 HIV)の 低 下 ま た は 完 全 な 排 除 。
治 療 は 予 防 的 (感 染 前 )に 実 施 さ れ て も ま た は 治 療 的 (感 染 後 で 、 AIDS発 症 の 前 ま た は 後 )に
実 施 さ れ て も よ い 。 「 有 効 な 量 」 は 、 有 用 な 結 果 ま た は 望 ま し い 結 果 を 得 る の に 十 分 な 量
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で あ る 。 有 効 な 量 は 用 量 の 1回 以 上 の 投 与 、 適 用 に お い て 投 与 す る こ と が で き る 。 「 同 時
投 与 す る 」 ま た は 「 同 時 投 与 」 と い う 用 語 は 少 な く と も 2つ の 物 質 の 投 与 を い う 。 同 時 投
与 は 、 物 質 を 同 時 ま た は 異 な る 時 期 に 投 与 す る こ と に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 ま た
、 同 時 投 与 は 、 1つ 以 上 の 送 達 手 段 を 使 用 し た 送 達 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 好 適 な 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 目 的 の た め に 実 施 さ れ る 。 好 適 な 免 疫 応 答
は 、 本 発 明 の 方 法 が 、 免 疫 化 し た 被 験 者 に お い て 、 抗 原 に 特 異 的 な Bお よ び ／ ま た は Tリ ン
パ 球 の 産 生 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 免 疫 応 答 を 生 じ 、 免 疫 応 答 は 同 種 ま た は 異 種 株 の HIV
に よ る そ の 後 の 感 染 か ら 被 験 者 を 防 御 す る こ と が で き 、 ウ ィ ル ス 負 荷 を 低 下 す る こ と が で
き 、 非 免 疫 化 被 験 者 と 比 較 し て 短 い 時 間 で 感 染 の 回 復 を 生 じ る こ と が で き ま た は AIDS症 候
群 な ど の 疾 患 症 状 の 臨 床 発 現 を 予 防 も し く は 低 下 す る こ と が で き る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る 被 験 者 は 、 典 型 的 に は HIVに よ っ て 感 染 さ れ う る 脊 椎
動 物 被 験 者 で あ る 。 「 脊 椎 動 物 」 は 、 ヒ ト お よ び 他 の 霊 長 類 (チ ン パ ン ジ ー お よ び サ ル (例
え ば 、 ア カ ゲ サ ル ))並 び に マ ウ ス お よ び ラ ッ ト な ど の げ っ 歯 類 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 脊 索 動 物 亜 門 、 特 に 哺 乳 類 の 任 意 の メ ン バ ー を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は 特 定 の 年 齢 を
指 定 し な い 。 従 っ て 、 成 人 お よ び 新 生 児 個 体 も 含 ま れ る こ と が 意 図 さ れ て い る 。 一 態 様 に
お い て 、 被 験 者 は HIVに 罹 患 し や す い か ま た は HIVの リ ス ク が あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 上 記 す る よ う に 、 HIVの 特 定 の HIVタ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断
片 を コ ー ド す る 核 酸 が 投 与 さ れ る 。 こ の よ う な 抗 原 を 発 現 す る こ と が で き る こ の よ う な 核
酸 は ま た DNA-ワ ク チ ン と 呼 ば れ る (本 明 細 書 の 開 示 内 容 か ら 明 ら か で あ る よ う に 、 こ れ は D
NAで は な く ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 場 合 が あ る )。 DNA-ワ ク チ ン は 、 一 般 に 、 標 的 化 さ
れ る 組 織 に 存 在 す る 細 胞 に よ っ て 新 規 合 成 の た め に 関 連 す る 抗 原 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド
か ら な る 。 ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス (CMV)の プ ロ モ ー タ ー
は 、 一 般 に 、 核 酸 に 使 用 さ れ て 、 抗 原 の 発 現 を 誘 導 す る 。 好 ま し い プ ロ モ ー タ ー 要 素 は 、
イ ン ト ロ ン Aを 欠 損 し て い る が 、 エ ク ソ ン 1を 含 む CMV即 時 型 早 期 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 従
っ て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は HCMV 1E早 期 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 「 未 処 理 の 」 形 態 お よ び 粒 子 に 結 合 し た 、 こ れ ら の DNA-ワ ク チ ン プ ラ ス ミ ド の 送 達 は 、
液 性 お よ び 細 胞 性 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 （ 例 え ば 、 Wangら 、 (1993) P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 4156-4160、 Tangら 、 (1992) Nature 356: 152-154、 Fyn
an、 上 記 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て ま た は 粒 子 に ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー テ ィ ン グ し て 、 コ ー テ ィ ン グ し た 粒 子 を 細 胞 に 投 与 す る こ と に よ っ
て イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に お い て 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド お よ び ／ ま た は ペ プ チ ド は 、 以 下 お よ び 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る
国 際 公 開 番 号 国 際 公 開 公 報 第 97/48485号 お よ び 国 際 公 開 公 報 第 98/10750号 の 開 示 内 容 に さ
ら に 詳 細 に 考 察 さ れ て い る 粒 子 状 の (例 え ば 、 粉 末 )形 態 で 提 供 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 抗 原 を コ ー ド す る 配 列 が 、 コ ー ド 配 列 の 発 現 を 生 じ る こ と が で き る
調 節 要 素 に 機 能 的 に 結 合 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 脊 椎 動 物 に
お い て CTL応 答 (典 型 的 に は CD8 T細 胞 応 答 )を 含 む 、 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ １ ５ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 方 法 は 、 AIDSな ど の HIV感 染 に よ っ て 生 じ る ま た は そ れ に よ
っ て 悪 化 す る HIV感 染 症 お よ び ／ ま た は 任 意 の 状 態 を 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 す る た め に
特 定 の 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
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本 発 明 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る 抗 原



　 抗 原 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 任 意 の 株 な ど の 入 手 可 能 な HIV単 離 株 (典 型 的 に は HI
V-1)由 来 で あ っ て も よ い 。 抗 原 は 、 p24gagお よ び p55gagな ど の gag抗 原 (ま た は エ ピ ト ー プ
を 含 有 す る 断 片 )並 び に HIVの pol、 env、 tat、 vif、 rev、 nef、 vpr、 vpuお よ び LTR領 域 由
来 の タ ン パ ク 質 (ま た は エ ピ ト ー プ を 含 有 す る 断 片 )を 含 む 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 核 酸 は 少 な く と も 3つ の HIV抗 原 、 好 ま し く は Gag、 nefお よ び RT
(ま た は タ ン パ ク 質 全 体 の 代 わ り に 、 エ ピ ト ー プ を 含 有 す る こ れ ら の タ ン パ ク 質 の い ず れ
か の 断 片 )を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の コ ー ド 配 列 は 任 意 の 順 序 で あ っ て も よ い が
、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Nef-RT-Gag、 RT-Nef、 Gagま た は RT-Gag-Nefの 順 序 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 一 態 様 に お い て 、 発 現 さ れ る HIVタ ン パ ク 質 は 、 (上 記 断 片 を 含 む )Nef、 RTお よ び Gagの
配 列 を 含 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 な ど の 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 典 型 的 に は 、 上 記 に 掲 載 し た 抗 原 の 1つ 以 上 に 対 応 す る (コ ー ド す る )ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 製 造 に 使 用 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ウ ィ ル ス 、 非 -ウ ィ ル ス 、 細 胞 ま た は 組 織 特 異 的 プ ロ モ
ー タ ー (例 え ば 、 ワ ク チ ン 化 対 象 の 被 験 者 の 種 の 細 胞 に お け る 配 列 の 転 写 を 制 御 す る 調 節
要 素 由 来 の プ ロ モ ー タ ー )に 機 能 的 に 結 合 し た 少 な く と も 2つ の HIV抗 原 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 に T-リ ン パ 球 を 活 性 化 す る 際 に 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答
を 誘 発 す る 際 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 に 使 用 す る た め に 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 例
え ば 、 標 準 的 な 技 法 を 使 用 し て 望 ま し い 遺 伝 子 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る 細 胞 か
ら こ れ を 単 離 す る こ と に よ っ て 既 知 の 起 源 か ら 誘 導 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 同 様 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 標 準 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 合
成 モ ー ド を 使 用 し て 合 成 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Edgeら (1981) Nature 29
2: 756-762、 Nambairら (1994) Science 223: 1299-1301、 Jayら (1984) J. Biol. Chem. 2
59: 6311-6317を 参 照 さ れ た い 。 一 般 に 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Edgeら 、 上 記 お よ
び Duckworthら (1981) Nucleic Acids Res. 9: 1691-1706に よ っ て 記 載 さ れ て い る ホ ス ホ
ト リ エ ス テ ル 方 法 ま た は Beaucageら (1981) Tet. Letts. 22: 1859お よ び Matteucciら (198
1) J. Am. CHem. Soc. 103: 3185に よ っ て 記 載 さ れ て い る ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 方 法 に よ っ
て 作 製 す る こ と が で き る 。 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 市 販 の 自 動 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 合 成 装 置 を 使 用 し て 作 製 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 特 定 の ア ミ
ノ 酸 配 列 の 適 当 な コ ド ン を 用 い て 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 一 般 に 、 目 的 の 宿 主 に お い て 発 現 す る の に 好 ま し い コ ド ン が 選 択 さ れ る 。 完 全 な 配 列 は
標 準 的 な 方 法 に よ っ て 作 製 さ れ る 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 集 め ら れ 、 完 全 な コ ー ド 配
列 に 集 成 さ れ る 。 例 え ば 、 Edgeら (上 記 )、 Nambairら (上 記 )お よ び Jayら (上 記 )を 参 照 さ れ
た い 。 本 明 細 書 に 使 用 す る 核 酸 配 列 を 得 る 別 の 方 法 は 組 換 え 手 段 に よ る 。 従 っ て 、 望 ま し
い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 標 準 的 な 制 限 酵 素 お よ び 手 法 を 使 用 し て こ れ を 保 有 す る プ ラ ス ミ
ド か ら 切 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 部 位 特 異 的 DNA切 断 は 一 般 に 当 技 術 分 野 に お い て 理 解 さ れ て お り 、 そ の 特 定 な も の は 市
販 の 制 限 酵 素 の 製 造 業 者 に よ っ て 明 記 さ れ て い る 条 件 下 に お い て 、 好 適 な 制 限 酵 素 (ま た
は 複 数 の 酵 素 )で 処 理 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る 。 望 ま し い 場 合 に は 、 切 断 さ れ た 断 片
の サ イ ズ 分 離 は 、 標 準 的 な 技 法 を 使 用 し て ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル ま た は ア ガ ロ ー ス ゲ ル
電 気 泳 動 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
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遺 伝 子 の 単 離 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 構 築



　 制 限 酵 素 で 切 断 し た 断 片 は 、 標 準 的 な 技 法 を 使 用 し て 4つ の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ
ン 酸 (dNTPs)の 存 在 下 に お い て 大 腸 菌 DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 大 型 の 断 片 で 処 理 す る こ と に よ っ
て 平 滑 末 端 に す る こ と が で き る 。 ク レ ノ ー 断 片 は 5’  側 の 1本 鎖 オ ー バ ー ハ ン グ を 補 充 す
る が 、 4つ の dNTPsが 存 在 し て も 3’ 側 に 突 出 す る 1本 鎖 を 消 化 す る 。 望 ま し い 場 合 に は 、 オ
ー バ ー ハ ン グ の 性 質 に よ っ て 決 定 さ れ る 限 度 内 で 1つ だ け ま た は い く つ か の 選 択 さ れ た dNT
Psを 供 給 す る こ と に よ っ て 選 択 的 な 修 復 を 実 施 す る こ と が で き る 。 ク レ ノ ー 処 理 後 、 混 合
物 を 例 え ば 、 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し て 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 適 当 な 条 件 下 に お け る S 1ヌ ク レ ア ー ゼ ま た は BLA-31に よ る 処 理 に よ っ て 任 意 の 1本 鎖 部
分 は 加 水 分 解 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 特 定 の 核 酸 分 子 を 単 離 す る た め の さ ら に 別 の 便 利 な 方 法 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ レ ン サ 反 応 (P
CR)に よ る 。 Mullisら (1987) Methods Enzymol. 155: 335-350。 こ の 技 法 は DNAポ リ メ ラ ー
ゼ 、 通 常 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 DNAの 望 ま し い 領 域 を 複 製 す る 。 複 製 さ れ
る DNAの 領 域 は 、 望 ま し い DNAの 対 向 す る 末 端 お よ び 対 向 す る 鎖 に 双 方 的 な 特 定 の 配 列 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 同 定 さ れ て 複 製 反 応 を 開 始 す る 。 複 製 の 最 初 の 回 の 産 物 は そ の
後 の 複 製 の 鋳 型 で あ り 、 複 製 サ イ ク ル を 反 復 し て 連 続 し て 実 施 す る こ と に よ り 使 用 す る プ
ラ イ マ ー 対 が 定 め る DNA断 片 の 幾 何 学 的 な 増 幅 が 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ の 方 法 に よ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に 添 加 す る 配 列 を 組 み 込 む こ と に よ っ
て 、 DNA産 物 の 末 端 に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 容 易 に 付 加 す る こ と も で き る (例 え ば 、 PCRプ ロ
ト コ ー ル 、 方 法 と 応 用 指 針 (PCR Protocol, A Guide to Methods and Applications), Inn
isら 、 (編 ) Harcourt Brace Jovanovich Publishers, NY(1994)を 参 照 さ れ た い )。 各 増 幅
反 応 に 使 用 す る PCR条 件 は 実 験 的 に 決 定 さ れ る 。 数 多 く の パ ラ メ ー タ ー が 反 応 の 成 功 に 影
響 す る 。 特 に 、 ア ニ ー リ ン グ 温 度 お よ び 時 間 、 伸 張 時 間 、 Mg2+お よ び ATP濃 度 、 pH並 び に
プ ラ イ マ ー 、 鋳 型 お よ び デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 相 対 的 な 濃 度 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 望 ま し い タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 が 作 製 さ れ ま た は 単 離 さ れ た ら 、 こ の よ う な 配 列 を 任
意 の 好 適 な ベ ク タ ー ま た は レ プ リ コ ン に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 数 多 く の ク ロ ー
ニ ン グ ベ ク タ ー が 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 適 当 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 選 択 は 選 択 可 能 で
あ る 。 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 標 準 的 な 手 法 を 使 用 し て 他 の 配 列 へ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を
実 施 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 以 下 に 詳 細 に 記 載 す る よ う に 、 望 ま し い タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 が 、 こ の 発 現 構 築
物 を コ ー ド す る ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 組 織 の RNAに 転 写 さ れ る よ う に 、 選
択 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を プ ロ モ ー タ ー な ど の 調 節 配 列 の 制 御 下 に 置 く こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】

　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 選 択 さ れ た 抗 原 の 発 現 は 、 ウ ィ ル ス 、 非 -ウ ィ ル ス 、 好 ま
し く は 哺 乳 類 、 細 胞 -(ま た は 組 織 -)特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー な ど の プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 誘
導 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー 以 外 に 、 送 達 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 配 列 の 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る 他 の 調 節 配 列 を 付 加 す
る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る 。 好 適 な 追 加 の 調 節 配 列 は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 例 と し て 、
調 節 化 合 物 の 存 在 を 含 む 化 学 的 ま た は 物 理 的 刺 激 に 応 答 し て ス イ ッ チ が オ ン ま た は オ フ さ
れ る コ ー ド 配 列 を 発 現 さ せ る も の が 挙 げ ら れ る 。 他 の 種 類 の 調 節 要 素 、 例 え ば 、 エ ン ハ ン
サ ー 配 列 が ベ ク タ ー に 存 在 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 制 御 配 列 に 対 す る コ ー ド 配 列 の 位 置 づ け お よ び 配 向 に よ っ て 、 コ ー ド 配 列 が 制 御 配 列 の
「 制 御 」 下 に お い て 転 写 さ れ る よ う に 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 特 定 の コ ー ド 配 列 が 適 当 な 調 節
配 列 を 有 す る ベ ク タ ー 内 に 位 置 す る よ う に 構 築 さ れ る (す な わ ち 、 DNA分 子 の 制 御 配 列 に 結
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合 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ が コ ー ド 配 列 を 転 写 す る )。 関 心 対 象 の 特 定 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 配 列 の 改 変 は こ の 目 的 の た め に 望 ま し い 場 合 が あ る 。 例 え ば 、 い く つ か の 場 合 に お い
て 、 適 当 な 配 向 を 有 す る 制 御 配 列 に 結 合 す る よ う に 配 列 を 改 変 す る 、 す な わ ち 、 リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム を 維 持 す る こ と が 必 要 な 場 合 が あ る 。 制 御 配 列 お よ び 他 の 調 節 配 列 は 、 ベ ク
タ ー に 挿 入 さ れ る 前 に コ ー ド 配 列 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ま た は 、 コ ー ド 配 列 は 、 制 御 配 列 お よ び 適 当 な 制 限 部 位 を す で に 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー
に 直 接 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 核 酸 は 、 好 適 な 制 御 配 列 お よ び 任 意 に サ イ ト カ イ ン
ま た は 他 の 免 疫 増 強 作 用 の あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 補 助 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有
す る コ ー ド 領 域 を 含 有 す る 。 核 酸 分 子 は 、 一 般 に 、 レ シ ピ エ ン ト 細 胞 に 転 写 お よ び 翻 訳 を
誘 導 す る た め に 必 要 な 要 素 を 含 む ベ ク タ ー の 形 態 で 作 製 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】

　 被 験 者 の 免 疫 応 答 を 増 強 す る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 補 助 的
な 物 質 ／ ア ジ ュ バ ン ト お よ び 薬 剤 な ど の 本 発 明 の 化 合 物 、 サ イ ト カ イ ン 等 を さ ら に 含 む こ
と が で き る 。 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 抗
原 に 対 す る 被 験 者 の 免 疫 応 答 を 増 強 す る 任 意 の 物 質 を 含 む 。 そ れ ら は 、 例 え ば 、 抗 原 ／ MH
C複 合 体 を 安 定 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 よ り 多 く の 抗 原 ／ MHC複 合 体 を 細 胞 表 面 に 存 在 さ せ
る こ と に よ っ て 、 APCsの 成 熟 を 増 強 す る こ と に よ っ て ま た は APCsの 寿 命 を 延 長 す る こ と に
よ っ て （ 例 え ば 、 ア ポ ト ー シ ス を 阻 止 す る こ と に よ っ て ） 任 意 の 数 の 経 路 に 影 響 を 与 え る
こ と に よ っ て 免 疫 応 答 を 増 強 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 こ れ ら の サ
イ ト カ イ ン は 、 機 能 的 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て 送 達
さ れ 、 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 際 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 宿 主 の 免 疫 応 答 (例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン )を 刺 激 、 改 変 ま た は 調 節 す る こ と が 既 知 の ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 補 助 的 な 核 酸 配 列 を 、 上 記 の 抗 原 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は
ペ プ チ ド 抗 原 と 共 に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て 同 時 投 与 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ヌ ク レ
オ チ ド は 、 抗 原 を コ ー ド す る 配 列 を 保 有 す る 同 一 の ベ ク タ ー で 投 与 す る こ と も ま た は 別 個
の ベ ク タ ー で 投 与 す る こ と も で き る 。 い く つ か の 例 で は 、 抗 原 を コ ー ド す る 配 列 お よ び ア
ジ ュ バ ン ト を コ ー ド す る 配 列 が 同 一 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 設
計 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】

　 本 明 細 書 に 記 載 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ジ ュ バ ン ト お よ び 補 助 的 な 物 質 (本 発 明 の 化
合 物 を 含 む )は 任 意 の 好 適 な 方 法 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き る (本 発 明 の 化 合 物 は 局 所 的
ま た は 経 皮 的 に 投 与 さ れ る )。 以 下 に 記 載 す る 好 ま し い 態 様 に お い て 、 そ れ ら は 、 粒 子 に
コ ー テ ィ ン グ し 、 粒 子 を 被 験 者 ま た は 細 胞 に 投 与 す る こ と に よ っ て 投 与 さ れ る 。 し か し 、
そ れ ら は ま た 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の ウ ィ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て ま た は
例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,589,466号 に 記 載 さ れ て い る 非 -ウ ィ ル ス 系 を 使 用 す る こ と に よ っ て
送 達 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】

　 数 多 く の ウ ィ ル ス に 基 づ い た 系 が 遺 伝 子 送 達 に 使 用 さ れ て い る 。 例 え ば 、 レ ト ロ ウ ィ ル
ス 系 が 既 知 で あ り 、 一 般 に ウ ィ ル ス の 遺 伝 子 の 全 て を 発 現 す る が 、 psi配 列 と し て 既 知 の
パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル の 欠 損 の た め に 自 身 の ゲ ノ ム を パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と が で き な
い 組 み 込 ま れ た 欠 陥 プ ロ ウ ィ ル ス (「 ヘ ル パ ー 」 )を 有 す る パ ッ ケ ー ジ ン グ 系 統 を 使 用 す る
。 従 っ て 、 細 胞 系 統 は 空 の ウ ィ ル ス 殻 を 産 生 す る 。 産 生 株 系 統 は 、 ヘ ル パ ー 以 外 に 、 長 い
末 端 反 復 (LTRs)と し て 既 知 の ウ ィ ル ス の 複 製 お よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ に 必 要 な 配 列 を cis内
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に 含 む ウ ィ ル ス ベ ク タ ー を 含 有 す る パ ッ ケ ー ジ ン グ 系 統 か ら 誘 導 す る こ と が で き る 。 関 心
対 象 の 遺 伝 子 は ベ ク タ ー 内 に 挿 入 し 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス ヘ ル パ ー に よ っ て 合 成 さ れ る ウ ィ ル
ス 殻 に パ ッ ケ ー ジ ン グ す る こ と が で き る 。 次 い で 、 組 換 え ウ ィ ル ス を 単 離 し 、 被 験 者 に 送
達 す る こ と が で き る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,219,740号 を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 代 表 的 な レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 全 体 の 内 容 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み
入 れ ら れ て い る 米 国 特 許 第 5,219,740号 に 記 載 さ れ て い る LHL、 N2、 LNSAL、 LSHLお よ び LHL
2ベ ク タ ー な ど の ベ ク タ ー 並 び に 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 改 変 N2ベ ク タ ー な ど の こ れ ら
の ベ ク タ ー の 誘 導 物 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は
、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 技 法 を 使 用 し て 構 築 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第
5,219,740号 、 Mannら (1983) Cell 33: 153-159を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ア デ ノ ウ ィ ル ス に 基 づ い た 系 は 遺 伝 子 送 達 の た め に 開 発 さ れ て お り 、 本 明 細 書 に 記 載 さ
れ て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 送 達 す る の に 好 適 で あ る 。 ヒ ト ア デ ノ ウ ィ ル ス は 、 受 容 体 媒
介 性 の エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ っ て 細 胞 に 侵 入 す る 2本 鎖 DNAウ ィ ル ス で あ る 。 こ れ ら の ウ
ィ ル ス は 、 増 殖 お よ び 操 作 が 容 易 で あ り 、 イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ に お い て 広 い 宿 主 範
囲 を 示 す の で 、 遺 伝 子 導 入 に 特 に 好 適 で あ る 。 例 え ば 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス は 、 造 血 、 リ ン パ
系 お よ び 骨 髄 起 源 の ヒ ト 細 胞 に 感 染 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス は 、 静 止
状 態 お よ び 複 製 中 の 標 的 細 胞 に 感 染 す る 。 宿 主 の ゲ ノ ム に 組 み 込 む レ ト ロ ウ ィ ル ス と は 異
な り 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス は 染 色 体 外 に 存 在 す る の で 、 挿 入 突 然 変 異 に 関 連 す る リ ス ク が 最 小
に な る 。 ウ ィ ル ス は 高 い 力 価 で 容 易 に 作 製 さ れ 、 安 定 で あ る の で 、 精 製 お よ び 保 存 す る こ
と が で き る 。 複 製 可 能 な 形 態 で あ っ て も 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス は 罹 病 率 は ご く 低 く 、 ヒ ト の 悪
性 化 に 関 連 し な い 。 従 っ て 、 こ れ ら の 利 点 を 利 用 し て い る ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー が 開 発
さ れ て い る 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス お よ び そ れ ら の 用 途 の 記 載 は 、 例 え ば 、 Haj-Ahmadお よ び Gra
ham(1986) J. Virol. 57: 267-274、 Bettら (1993) J. Virol. 67: 5911-5921、 Mitterede
rら (1994) Human Gene Therapy 5: 717-729、 Sethら (1994) J. Virol. 68: 933-940、 Bar
rら (1994) Gene Therapy 1: 51-58、 Berkner, K. L. (1988) Bio Techniques 6: 616-629
、 Richら (1993) Human Gene Therapy 4: 461-476を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー (AAV)も 本 明 細 書 に 記 載 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る
た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 AAVベ ク タ ー は 、 AAV-1、 AAV-2、 AAV-3、 AAV-4、 AAV-5、 AA
VX7等 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 任 意 の AAV血 清 型 か ら 誘 導 す る こ と が で き る 。 AAV
ベ ク タ ー は 、 全 て ま た は 一 部 を 欠 損 す る AAV野 生 型 遺 伝 子 、 好 ま し く は repお よ び ／ ま た は
cap遺 伝 子 の 1つ 以 上 を 有 す る が 、 隣 接 す る 機 能 的 な 1つ 以 上 の 逆 方 向 末 端 反 復 (ITR)配 列 を
保 持 す る こ と が で き る 。 機 能 的 な ITR配 列 は AAVビ リ オ ン の レ ス キ ュ ー 、 複 製 お よ び パ ッ ケ
ー ジ ン グ に 必 要 で あ る 。 従 っ て 、 AAVベ ク タ ー は 、 ウ ィ ル ス の 複 製 お よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ (
例 え ば 、 機 能 的 な ITRs)に 必 要 な 配 列 を 少 な く と も cisに 含 む 。 ITR配 列 は 野 生 型 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 で あ る 必 要 は な く 、 配 列 が 機 能 的 な レ ス キ ュ ー 、 複 製 お よ び パ ッ ケ ー ジ ン グ を 提
供 す る 限 り 、 例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 、 欠 損 ま た は 置 換 に よ っ て 改 変 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 AAV発 現 は 、 既 知 の 技 法 を 使 用 し て 、 転 写 の 方 向 に 機 能 的 に 結 合 さ れ た 成 分 と し て 転 写
開 始 領 域 、 関 心 対 象 の DNAお よ び 転 写 を 含 む 制 御 要 素 を 少 な く と も 提 供 す る よ う に 構 築 さ
れ る 。 制 御 要 素 は 、 哺 乳 類 細 胞 に お い て 機 能 的 で あ る よ う に 選 択 さ れ る 。 機 能 的 に 結 合 さ
れ て い る 成 分 を 含 有 す る 得 ら れ た 構 築 物 に 機 能 的 な AAV ITR配 列 が 結 合 さ れ る (5’ お よ び 3
’ )。 好 適 な AAV構 築 物 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 技 法 を 使 用 し て 設 計 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,173,414号 お よ び 同 第 5,139,941号 、 国 際 公 報 番 号 国 際 公 開 公 報
第 92/01070号 (1992年 1月 23日 公 開 )お よ び 国 際 公 開 公 報 第 93/03769号 (1993年 3月 4日 公 開 )
、 Lebkowskiら (1988) Molec. Cell. Biol. 8: 3988-3996、 Vincentら (1990) ワ ク チ ン 90(
Vaccines 90) (Cold Spring Harbor Laboratory Press)、 Carter, B. J. (1992) Current
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 Opinion in Biootechnology 3: 533539、 Muzyczka, N. (1992) Current Topics in Micr
obiol. and Immunol 158: 97-129、 Kotin, R. M. (1994) Human Gene Therapy 5: 703-80
1、 Shelling and Smith (1994) Gene Therapy 1: 165-169お よ び Zhouら (1994) J. Exp. M
ed. 179: 18671875を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ３ 】

　 ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物 を 添 加 し た ま た は 添 加 し な い 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 製 剤
の 製 剤 化 ま た は 本 発 明 の 化 合 物 の 製 剤 の 製 剤 化 は 、 全 て が 当 業 者 が 容 易 に 利 用 可 能 で あ る
標 準 的 な 薬 学 的 製 剤 の 化 学 お よ び 方 法 を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 適 当 な 場 合 に は
、 本 発 明 の 化 合 物 は 以 下 に 記 載 す る よ う に 製 剤 化 し 、 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 例 え ば 、 1つ 以 上 の 核 酸 分 子 (例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド ま た は ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 形 態 で 存 在
す る )を 含 有 す る 組 成 物 に 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 1つ 以 上 の 賦 形 剤 ま た は 担 体 と 組 み 合 わ せ
て 液 体 製 剤 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 湿 潤 剤 ま た は 乳 化 剤 、 pH緩 衝 物 質 等 な ど の 補 助 的 な 物 質 が 賦 形 剤 ま た は 担 体 に 存 在 し て
も よ い 。 こ れ ら の 賦 形 剤 、 担 体 お よ び 補 助 的 な 物 質 は 、 一 般 に 、 本 発 明 の 組 成 物 を 投 与 す
る 個 体 に 免 疫 応 答 を 誘 導 せ ず 、 過 度 の 毒 性 を 生 じ る こ と な く 投 与 す る こ と が で き る 薬 剤 で
あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 賦 形 剤 に は 、 水 、 生 理 食 塩 液 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ヒ ア ル
ロ ン 酸 、 グ リ セ ロ ー ル お よ び エ タ ノ ー ル な ど の 液 体 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 製 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 塩 、 例 え ば 、 塩 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 リ ン 酸 、 硫 酸 等 な ど の 鉱 物
酸 お よ び 酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 マ ロ ン 酸 塩 、 安 息 香 酸 塩 等 な ど の 有 機 酸 の 塩 の 塩 も 含
ま れ て も よ い 。 そ れ ら が ワ ク チ ン 組 成 物 に 含 ま れ る 予 定 の 場 合 に 、 特 に ペ プ チ ド 、 タ ン パ
ク 質 ま た は 他 の 同 様 の 分 子 の た め の 安 定 化 剤 と し て 作 用 す る 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 賦 形 剤
を 製 剤 が 含 有 す る こ と も 、 必 要 で は な い が 、 好 ま し い 。 ペ プ チ ド の 安 定 化 剤 と し て も 作 用
す る 好 適 な 担 体 の 例 に は 、 薬 学 等 級 の デ キ ス ト ロ ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ト レ ハ
ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 イ ノ シ ト ー ル 、 デ キ ス ト ラ ン 等 が 挙 げ ら れ る が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 他 の 好 適 な 担 体 に は 、 デ ン プ ン 、 セ ル ロ ー ス 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は カ ル シ ウ ム 、 ク
エ ン 酸 、 酒 石 酸 、 グ リ シ ン 、 高 分 子 量 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEGs)お よ び そ れ ら の 組 み
合 わ せ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 賦 形 剤 、 担 体 お よ
び 補 助 的 な 物 質 の 十 分 な 考 察 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る レ ミ ン ト ン の
薬 科 学 (REMINGTONS PHARMACEUTICAL SCIENCES)(Mack Pub. Co., N. J. 1991)に お い て 利
用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 例 え ば 、 ブ ビ バ カ イ ン 、 カ ル ジ オ ト キ シ ン お よ び ス ク ロ ー ス な ど の 促 進 因 子 並 び に 通 常
核 酸 分 子 を 送 達 す る た め に 使 用 さ れ る リ ポ ソ ー ム ま た は 脂 質 製 剤 な ど の ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 促 進 担 体 の よ う な 、 核 酸 取 り 込 み お よ び ／ ま た は 発 現 の あ る 種 の 促 進 因 子 (「 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 剤 」 )も 例 え ば 、 非 -ウ ィ ル ス ベ ク タ ー 組 成 物 に 含 む こ と が で き る 。 陰
イ オ ン 性 お よ び 中 性 リ ポ ソ ー ム は 、 核 酸 分 子 を 送 達 す る た め に 広 範 に 利 用 可 能 で あ り 、 既
知 で あ る 。 (例 え ば 、 (リ ポ ソ ー ム ： 実 用 方 法 (Liposomes: A Practical Approach) RPC Ne
w Ed., IRL Pressを 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 陽 イ オ ン 脂 質 製 剤 も 、 核 酸 分 子 の 送 達 に 使 用 す る た め に 既 知 の 担 体 で あ る 。 好 適 な 脂 質
製 剤 に は 、 商 標 名 Lipofectinと し て 入 手 可 能 な DOTMA(N-[1-(2,3ジ オ レ イ ル オ キ シ )プ ロ ピ
ル ]-N,N,N-ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド )お よ び DOTAP(1,2-ビ ス (オ レ イ ル オ キ シ )-
3-(ト リ メ チ ル ア ン モ ニ オ )プ ロ パ ン )が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 Felgnerら (1987) Proc. Nat

10

20

30

40

50

(36) JP 2005-533752 A 2005.11.10

薬 学 的 製 剤



l. Acad. Sci. USA 84: 7413-7416、 Maloneら (1989) Proc. NAtl. Acad. Sci. USA 86: 6
077-6081、 米 国 特 許 第 5,283,185号 お よ び 同 第 5,527,928号 並 び に 国 際 公 開 番 号 国 際 公 開 公
報 第 90/11092号 、 国 際 公 開 公 報 第 91/15501号 お よ び 国 際 公 開 公 報 第 95/26356号 を 参 照 さ れ
た い 。 こ れ ら の 陽 イ オ ン 脂 質 は 、 好 ま し く は 、 中 性 脂 質 、 例 え ば 、 DOPE(ジ オ レ イ ル ホ ス
フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン )と 関 連 し て 使 用 す る こ と が で き る 。 上 記 脂 質 ま た は リ ポ ソ
ー ム 製 剤 に 添 加 す る こ と が で き る さ ら に 別 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 促 進 組 成 物 に は 、 ス ペ
ル ミ ン 誘 導 体 (例 え ば 、 国 際 公 開 番 号 国 際 公 開 公 報 第 93/18759号 を 参 照 さ れ た い )お よ び GA
LA、 グ ラ ミ シ ジ ン Sお よ び 陽 イ オ ン 短 銃 酸 塩 な ど の 膜 透 過 性 化 合 物 (例 え ば 、 国 際 公 開 番 号
国 際 公 開 公 報 第 93/19768号 を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 ま た は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 粒 子 状 担 体 で 封 入 、 粒 子 状 担 体 に 吸 着 ま た は 粒 子 状 担 体 に
結 合 す る こ と が で き る 。 好 適 な 微 粒 子 担 体 に は 、 ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ポ リ マ ー か ら
誘 導 さ れ る も の お よ び ポ リ (ラ ク タ イ ド )お よ び ポ リ (ラ ク タ イ ド -コ -グ リ コ ラ イ ド )か ら 誘
導 さ れ る PLG微 粒 子 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 Jefferyら (1993) Pharm. Res. 10: 362368を
参 照 さ れ た い 。 他 の 粒 子 状 系 お よ び ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 ポ リ リ ジ ン 、 ポ リ ア ル ギ ニ ン 、 ポ
リ オ ル ニ チ ン 、 ス ペ ル ミ ン 、 ス ペ ル ミ ジ ン な ど の ポ リ マ ー お よ び こ れ ら の 分 子 の 結 合 物 も
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 従 っ て 、 製 剤 化 さ れ た ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 典 型 的 に は 、 免 疫 学 的 応 答 を 増 加 す る の に 十
分 な 量 の 関 心 対 象 の 抗 原 を コ ー ド す る 配 列 を 含 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 プ ラ ス
ミ ド )を 含 む 。 適 当 な 有 効 量 は 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 理 解 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な
量 は 、 通 常 の 治 験 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 比 較 的 広 い 範 囲 に 入 る 。 抗 原 の 場 合 に は 、
10 ug～ 1g、 例 え ば 、 100 ug～ 0.1gを 使 用 す る こ と が で き る 。 免 疫 応 答 は 、 1 pg程 度 の DNA
を 使 用 し て 得 ら れ て い る が 、 他 の 投 与 で は 、 最 高 2 mgの DNAが 使 用 さ れ て い る 。 ゲ ノ ム 断
片 を 含 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 有 効 な 量 は 約 10 pg～ 1000 ugの 範 囲 内 で あ る が 、 こ の 範
囲 を 超 え る 用 量 お よ び こ の 範 囲 よ り 少 な い 量 も 有 効 で あ る こ と が 見 出 さ れ る 場 合 も あ る こ
と が 一 般 に 予 想 さ れ る 。 従 っ て 、 組 成 物 は 、 本 発 明 の 抗 原 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 化 合
物 を 約 0.1%～ 約 99.9%を 含 有 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 化 合 物 の 場 合 に は 、 1 ug～ 10gが
典 型 的 に 投 与 さ れ 、 好 ま し く は 0.1mg～ 50mg、 最 も 好 ま し く は 1mg～ 5mgが 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 典 型 的 に は 、 本 発 明 の 化 合 物 (一 般 に 上 記 の 量 )が 、 直 径 1～ 6cm、 好 ま し く は 2～ 4cmの 領
域 に (局 所 的 ま た は 経 皮 的 に )適 用 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 化 合 物 は 、 一 般 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る 部 位 に 適 用 さ れ る (ま た は 、 そ の 部 位
の 2cm以 内 な ど の そ の 近 辺 )。 別 の 態 様 で は 、 化 合 物 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る 部 位
の 流 入 領 域 リ ン パ 節 な ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る 部 位 に 免 疫 学 的 に 関 連 す る 部 位 に
適 用 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 上 記 の 薬 学 的 製 剤 (ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る )の 投 与 は 、 1回 以 上 の 投 与 (典 型 的 に は
2、 3、 4回 以 上 の 投 与 )で 実 施 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
少 な く と も 1回 の 投 与 、 例 え ば 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 2、 3、 4回 以 上 の 投 与 の 少 な く と も 各
回 の 12～ 36時 間 後 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 送 達 は 、 粒 子 状 組 成 物 を 含 有 す る 液 体 組 成 物 お よ び 液 体 懸 濁 液 の た め の 従 来 の 針 お よ び
シ リ ン ジ を 介 し て も よ い 。 ま た 、 種 々 の 液 体 ジ ェ ッ ト 式 注 射 器 が 当 技 術 分 野 に お い て 既 知
で あ り 、 本 発 明 の 組 成 物 を 投 与 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 最 も 効 果 的 な 投 与 手 段
お よ び 投 与 量 を 決 定 す る 方 法 は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 送 達 担 体 、 治 療 組 成 物 、 標 的 細 胞 お
よ び 治 療 対 照 の 被 験 者 に よ っ て 異 な る 。 単 回 投 与 お よ び 多 数 回 投 与 が 実 施 さ れ る こ と が あ
り 、 用 量 レ ベ ル お よ び パ タ ー ン は 担 当 医 に よ っ て 選 択 さ れ る 。
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【 ０ １ ５ ６ 】
　 さ ら に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 他 の 好 適 な 組 成 お よ び 治 療 と 併 用 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 被 験 者 の 免 疫 応 答 を 増 加 す る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 薬 剤
、 サ イ ト カ イ ン 等 な ど の 補 助 的 な 物 質 (例 え ば 、 ア ジ ュ バ ン ト )を さ ら に 含 む こ と が で き る
。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 高 分 子 の よ う な 補 助 的 な 物 質 を 、 本 明 細 書 に 記 載 す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 と 同 時 、 投 与 の 前 ま た は 投 与 の 後 に 投 与 す る こ と が で き る 。 核 酸 分
子 組 成 物 は 、 当 業 者 に 既 知 の 方 法 を 使 用 し て 被 験 者 に 直 接 投 与 さ れ て も ま た は 別 の 方 法 と
し て 、 被 験 者 由 来 の 細 胞 に 半 ビ ボ に お い て 送 達 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】

　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 DNAワ ク チ ン )、 ア ジ ュ バ ン ト お
よ び ／ ま た は 化 合 物 は 担 体 粒 子 (例 え ば 、 コ ア 担 体 )を 使 用 し て 送 達 さ れ る 。 こ の よ う な 製
剤 を 送 達 す る 粒 子 媒 介 性 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 従 っ て 、 上 記 の 物 質 は 、
作 製 し 、 好 適 に 精 製 さ れ る と 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 種 々 の 技 法 を 使 用 し て 担 体 粒 子
(例 え ば 、 コ ア 担 体 )に コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 担 体 粒 子 は 、 適 当 な 粒 子 媒 介 性 送
達 装 置 か ら の 細 胞 内 送 達 の た め に 典 型 的 に 使 用 さ れ る 粒 子 サ イ ズ の 範 囲 内 の 好 適 な 密 度 を
有 す る 材 料 か ら 選 択 さ れ る 。 最 適 な 担 体 粒 子 サ イ ズ は 、 当 然 の こ と な が ら 、 標 的 細 胞 の 径
に 依 存 す る 。 ま た は 、 コ ロ イ ド 金 粒 子 を 使 用 す る こ と が で き 、 コ ー テ ィ ン グ し た コ ロ イ ド
金 は 組 織 (例 え ば 、 皮 膚 ま た は 筋 肉 )に 投 与 (例 え ば 、 注 射 )さ れ 、 そ の 後 免 疫 担 当 細 胞 に 取
り 込 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に は 、 タ ン グ ス テ ン 、 金 、 白 金 お よ び イ リ ジ ウ ム 担 体 粒 子 を 使 用 す
る こ と が で き る 。 タ ン グ ス テ ン お よ び 金 粒 子 が 好 ま し い 。 タ ン グ ス テ ン 粒 子 は 、 径 0.5～ 2
.0 umの 平 均 サ イ ズ が 容 易 に 入 手 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 粒 子 は 粒 子 加 速 送 達 方 法 に 使 用
す る の に 最 適 な 密 度 を 有 し 、 DNAに よ る 効 率 の 高 い コ ー テ ィ ン グ を 可 能 に す る が 、 タ ン グ
ス テ ン は あ る 種 の 細 胞 種 に 毒 性 を 生 じ る 可 能 性 が あ る 。 金 粒 子 ま た は 微 結 晶 金 (例 え ば 、
粉 末 A1570、 Engelhard Corp., East Newark, NJか ら 入 手 可 能 金 )も 本 発 明 に 用 途 を 見 出 し
て い る 。 金 粒 子 は サ イ ズ が 均 一 で あ る (粒 子 サ イ ズ 1～ 3 umは Alpha Chemicalsか ら 入 手 可
能 で あ り 、 0.95 umを 含 む 粒 子 サ イ ズ の 範 囲 は Degussa, South Plainfield, NJか ら 入 手 可
能 で あ る )。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 数 多 く の 方 法 が 既 知 で あ り 、 金 ま た は タ ン グ ス テ ン 粒 子 に DNAま た は RNAを コ ー テ ィ ン グ
ま た は 沈 降 す る た め に 記 載 さ れ て い る 。 ほ と ん ど の こ の よ う な 方 法 は 、 一 般 に 、 所 定 の 量
の 金 ま た は タ ン グ ス テ ン に プ ラ ス ミ ド DNA、 CaCl 2 お よ び ス ペ ル ミ ジ ン を 組 み 合 わ せ る 。 得
ら れ た 溶 液 は 、 コ ー テ ィ ン グ 手 法 中 連 続 的 に 撹 拌 し 、 反 応 混 合 物 の 均 一 性 を 確 実 に す る 。
核 酸 の 沈 降 後 、 コ ー テ ィ ン グ し た 粒 子 を 好 適 な 膜 に 移 し 、 使 用 前 に 乾 燥 し 、 試 料 モ ジ ュ ー
ル も し く は カ セ ッ ト の 表 面 に コ ー テ ィ ン グ す る か ま た は 好 適 な 粒 子 送 達 装 置 に 使 用 す る た
め の 送 達 カ セ ッ ト に 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ペ プ チ ド ア ジ ュ バ ン ト (サ イ ト カ イ ン )も 好 適 な 担 体 粒 子 、 例 え ば 、 金 ま た は タ ン グ ス テ
ン に コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 実 験 的 に 決 定 さ れ た 比 で 2つ の 成 分 を 単 純
に 混 合 す る こ と に よ っ て 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 も し く は 当 業 者 に 既 知 の 他 の 溶 媒 沈 降 法
に よ っ て ま た は 担 体 粒 子 に ペ プ チ ド を 化 学 的 に 結 合 す る こ と に よ っ て ペ プ チ ド を 担 体 粒 子
に 結 合 す る こ と が で き る 。 金 へ の L-シ ス テ イ ン 残 基 の 結 合 は 以 前 に 記 載 さ れ て い る (Brown
ら 、 Chemical Society Reviews 9: 271-311(1980))。 他 の 方 法 は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド を 無
水 エ タ ノ ー ル 、 水 ま た は ア ル コ ー ル ／ 水 混 合 物 に 溶 解 す る 段 階 と 、 こ の よ う 液 を 一 定 量 の
担 体 粒 子 に 添 加 す る 段 階 と 、 次 い で 撹 拌 し な が ら 、 空 気 ま た は 窒 素 の 気 流 下 に お い て 混 合
物 を 乾 燥 す る 段 階 を 含 む 。 ま た は 、 ペ プ チ ド 抗 原 は 、 真 空 下 に お い 遠 心 分 離 に よ っ て 担 体
粒 子 上 で 乾 燥 さ せ る こ と が で き る 。 コ ー テ ィ ン グ さ れ た 粒 子 は 、 一 旦 乾 燥 さ れ る と 、 好 適
な 溶 媒 (例 え ば 、 酢 酸 エ チ ル ま た は ア セ ト ン )に 再 懸 濁 さ せ 、 粉 砕 し て (例 え ば 、 超 音 波 処
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理 に よ っ て )、 実 質 的 に 均 一 な 懸 濁 液 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】

　 核 酸 製 剤 ま た は ペ プ チ ド も し く は タ ン パ ク 質 ア ジ ュ バ ン ト 製 剤 ま た は 本 発 明 の 化 合 物 を
コ ー テ ィ ン グ し た 担 体 粒 子 は 、 形 成 さ れ る と 、 粒 子 媒 介 性 送 達 技 法 を 使 用 し て 例 え ば 、 経
皮 的 に 被 験 者 に 送 達 さ れ る 。 粒 子 媒 介 性 送 達 技 法 に 好 適 な 種 々 の 粒 子 送 達 装 置 は 当 技 術 分
野 に お い て 既 知 で あ り 、 全 て 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 使 用 す る の に 好 適 で あ る 。 現 在 の 装 置
設 計 は 、 標 的 細 胞 に コ ー テ ィ ン グ し た コ ア 担 体 粒 子 を 噴 射 す る た め に 爆 発 的 、 電 気 的 ま た
は ガ ス 放 出 を 使 用 し て い る 。 コ ー テ ィ ン グ し た 粒 子 は 、 可 動 性 キ ャ リ ア シ ー ト に 剥 離 可 能
で あ る よ う に 結 合 す る こ と が で き 、 ま た は ガ ス の 流 動 が 通 過 す る 表 面 に 離 脱 可 能 で あ る よ
う に 結 合 し 、 粒 子 を 表 面 か ら 持 ち 上 げ 、 そ れ ら を 標 的 に 向 か わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ガ ス 放 出 装 置 の 一 例 は 米 国 特 許 第 5,204,253号 に 記 載 さ れ て い る 。 爆 発 型 装 置 は 米 国 特
許 第 4,945,050号 に 記 載 さ れ て い る 。 電 気 的 放 出 型 粒 子 加 速 装 置 の 一 例 は 米 国 特 許 第 5,120
,657号 に 記 載 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 使 用 す る た め に 好 適 な 別 の 電 気 的 放 出 装 置 は 米 国 特
許 第 5,149,655号 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 特 許 の 全 て の 開 示 内 容 は 全 体 の 内 容 が 参 照
と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 コ ー テ ィ ン グ さ れ た 粒 子 は 、 投 与 製 剤 に 適 合 す る 方 法 で 、 望 ま し い 免 疫 応 答 を 生 じ る の
に 有 効 な 量 が 治 療 対 象 の 被 験 者 に 投 与 さ れ る 。 核 酸 分 子 の 場 合 に は 、 一 般 に 用 量 あ た り 0.
001～ 100.0 ug、 さ ら に 典 型 的 に は 0.01～ 10.0 ugの 核 酸 分 子 、 本 発 明 の 抗 原 ペ プ チ ド ま た
は タ ン パ ク 質 分 子 ま た は 化 合 物 の 場 合 に は 、 1 ug～ 5mg、 さ ら に 典 型 的 に は 1～ 50ugの ペ プ
チ ド で あ る 送 達 さ れ る 組 成 物 の 量 は 、 治 療 対 象 の 被 験 者 に 依 存 す る 。 正 確 な 必 要 量 は 、 免
疫 化 さ れ る 個 体 の 年 齢 お よ び 全 身 状 態 並 び に 選 択 し た 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ペ プ
チ ド 並 び に 他 の 因 子 に 応 じ て 変 わ る 。 適 当 な 有 効 量 は 、 本 明 細 書 を 読 む と 当 業 者 に よ っ て
容 易 に 決 定 さ れ う る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 従 っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 抗 原 ま た は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 ま た は 本 発 明 の 化
合 物 の 有 効 量 は 、 免 疫 化 し た 被 験 者 に 好 適 な 免 疫 応 答 を 生 じ る の に 十 分 で あ り 、 通 常 の 治
験 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 比 較 的 広 い 範 囲 に 入 る 。 好 ま し く は 、 コ ー テ ィ ン グ さ れ た
粒 子 は 、 治 療 後 の 被 験 者 に 免 疫 応 答 (例 え ば 、 T-細 胞 活 性 化 )を 生 じ る た め に 好 適 な レ シ ピ
エ ン ト 細 胞 に 送 達 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】

　 ま た は 、 本 発 明 の 抗 原 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ジ ュ バ ン ト ま た は 化 合 物 は 粒 子 状 組 成 物
と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 全 て が 当 業 者 に 容 易 に 利 用 可 能 で あ る 標 準 的 な
薬 学 的 製 剤 の 化 学 お よ び 方 法 を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 粒 子 状 組 成 物 は 許 容 さ れ う る 賦 形 剤 ま た は 担 体 を 含 む 。 湿 潤 剤 ま た は 乳 化 剤 、 pH緩 衝 物
質 等 な ど の 補 助 的 な 物 質 が 賦 形 剤 ま た は 担 体 に 存 在 し て も よ い 。 こ れ ら の 賦 形 剤 、 担 体 お
よ び 補 助 的 な 物 質 は 、 一 般 に 、 組 成 物 を 投 与 す る 個 体 に 免 疫 応 答 を 誘 導 せ ず 、 過 度 な 毒 性
を 生 じ る こ と な く 投 与 す る こ と が で き る 薬 剤 で あ る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 賦 形 剤 に は 、
水 、 生 理 食 塩 液 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 、 グ リ セ ロ ー ル お よ び エ タ ノ ー
ル な ど の 液 体 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 製 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 塩 、 例 え
ば 、 塩 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 リ ン 酸 、 硫 酸 等 な ど の 鉱 物 酸 お よ び 酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 マ
ロ ン 酸 塩 、 安 息 香 酸 塩 等 な ど の 有 機 酸 の 塩 の 塩 も 含 ま れ て も よ い 。 特 に ペ プ チ ド 、 タ ン パ
ク 質 ま た は 他 の 同 様 の 抗 原 の た め の 安 定 化 剤 と し て 作 用 す る 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 を
抗 原 組 成 物 が 含 有 す る こ と も 、 必 要 で は な い が 、 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ペ プ チ ド の 安 定 化 剤 と し て も 作 用 す る 好 適 な 担 体 の 例 に は 、 薬 学 等 級 の デ キ ス ト ロ ー ス
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、 ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ト レ ハ ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 イ ノ シ ト ー ル
、 デ キ ス ト ラ ン 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 他 の 好 適 な 担 体 に は 、 デ ン プ
ン 、 セ ル ロ ー ス 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ま た は カ ル シ ウ ム 、 ク エ ン 酸 、 酒 石 酸 、 グ リ シ ン 、 高
分 子 量 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEGs)お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 賦 形 剤 、 担 体 、 安 定 化 剤 お よ び 補 助 的 な 物 質 の 十
分 な 考 察 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る レ ミ ン ト ン の 薬 科 学 (REMINGTONS 
PHARMACEUTICAL SCIENCES)(Mack Pub. Co., N. J. 1991)に お い て 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 製 剤 化 さ れ た 組 成 物 は 、 上 記 に 規 定 す る よ う に 、 免 疫 学 的 応 答 を 増 加 す る の に 十 分 な 量
の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 化 合 物 を 含 む 。 適 当 な 有 効 量 は 当 業 者 に よ っ て 容 易 に
決 定 さ れ う る 。 こ の よ う な 量 は 比 較 的 広 い 範 囲 に 入 り 、 一 般 に 約 0.1 ug～ 25mg以 上 の 範 囲
内 で あ り 、 具 体 的 な 好 適 な 量 は 通 常 の 治 験 に よ り 決 定 さ れ う る 。 組 成 物 は 約 0.1%～ 約 99.9
%の 抗 原 を 含 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト が 組 成 物 に 含 ま れ る 場 合 ま た は 本 発 明 の 方 法 が 粒 子 状 ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物
を 提 供 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 に は 、 ア ジ ュ バ ン ト は 上 記 の 好 適 な 量 が 存 在 す る 。 次 い
で 、 単 純 な 留 去 (空 気 乾 燥 )、 真 空 乾 燥 、 ス プ レ ー 乾 燥 、 凍 結 乾 燥 (凍 結 乾 燥 )、 ス プ レ ー -
凍 結 乾 燥 、 ス プ レ ー コ ー テ ィ ン グ 、 沈 降 、 超 臨 界 流 体 粒 子 形 成 等 な ど の 標 準 的 な 技 法 を 使
用 し て 組 成 物 を 粒 子 と し て 製 剤 化 す る 。 望 ま し い 場 合 に は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ て い る 共 通 の 所 有 で あ る 国 際 公 開 番 号 国 際 公 開 公 報 第 97/48485号 に 記 載 さ れ て い る
技 法 を 使 用 し て 、 得 ら れ た 粒 子 を 緻 密 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 こ れ ら の 方 法 は 、 約 0.1～ 約 250 um、 好 ま し く は 約 10～ 約 150 um、 最 も 好 ま し く は 約 20
～ 約 60 umの 範 囲 の サ イ ズ お よ び 約 0.1～ 約 25g/cm3の 粒 子 密 度 お よ び 約 0.5～ 3.0g/cm3以 上
の バ ル ク 密 度 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 粒 子 を 得 る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 同 様 に 、 約 0.1～ 約 250 um、 好 ま し く は 約 0.1～ 約 150 um、 最 も 好 ま し く は 約 20～ 約 60 u
mの 範 囲 の サ イ ズ 、 約 0.1～ 約 25g/cm3の 範 囲 の 粒 子 密 度 お よ び 好 ま し く は 約 0.5～ 約 3.0g/c
m3、 最 も 好 ま し く は 約 0.8～ 約 1.5g/cm3の バ ル ク 密 度 を 有 す る 本 発 明 の 抗 原 、 ア ジ ュ バ ン
ト ま た は 化 合 物 の 粒 子 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】

　 粒 子 状 組 成 物 (例 え ば 、 粉 末 )は 、 形 成 後 、 好 適 な 経 皮 的 粒 子 送 達 技 法 を 使 用 し て 脊 椎 動
物 組 織 に 経 皮 的 に 送 達 す る こ と が で き る 。 関 心 対 象 の 物 質 を 投 与 す る の に 好 適 な 種 々 の 粒
子 送 達 装 置 が 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ り 、 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 用 途 を 見 出 し て い る
。 特 に 好 ま し い 経 皮 的 粒 子 送 達 シ ス テ ム は 、 制 御 さ れ た 用 量 の 固 体 粒 子 を 無 傷 の 皮 膚 お よ
び 組 織 内 お よ び そ れ ら を 介 し て 放 出 す る た め に 無 針 シ リ ン ジ を 使 用 す る 。 例 え ば 、 無 針 シ
リ ン ジ (「 パ ワ ー ジ ェ ッ ト 粒 子 送 達 装 置 」 と し て も 既 知 )に つ い て 記 載 し て い る 、 Belhouse
ら に 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,630,796号 を 参 照 さ れ た い 。 他 の 無 針 シ リ ン ジ 構 成 が 当 技 術
分 野 に お い て 既 知 で あ り 、 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 次 い で 、 経 皮 的 な 送 達 技 法 を 使 用 し て 粒 子 状 の 組 成 物 を 投 与 す る こ と が で き る 。 好 ま し
く は 、 粒 子 状 組 成 物 は 、 高 圧 注 射 法 を 介 し て 送 達 さ れ 、 例 え ば 、 全 て が 参 照 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 共 通 の 所 有 の 国 際 公 開 番 号 国 際 公 開 公 報 第 94/24263号 、 国 際 公 開
公 報 第 96/04947号 、 国 際 公 開 公 報 第 96/12513号 お よ び 国 際 公 開 公 報 第 96/20022号 に 記 載 さ
れ て い る も の な ど の 無 針 シ リ ン ジ か ら 送 達 さ れ る 。 こ の よ う な 粒 子 送 達 装 置 か ら の 粒 子 の
送 達 は 、 一 般 に 0.1～ 250 umの 範 囲 、 好 ま し く は 約 10～ 70 umの 範 囲 の 適 当 な サ イ ズ を 有 す
る 粒 子 を 用 い て 実 施 さ れ る 。 約 250 umよ り 大 き い 粒 子 も 装 置 を 用 い て 送 達 す る こ と が で き
、 上 限 は 、 粒 子 サ イ ズ が 皮 膚 細 胞 に 有 害 な 障 害 を 生 じ る と 思 わ れ る 点 で あ る 。 送 達 さ れ る
粒 子 が 標 的 表 面 を 貫 通 す る 実 際 の 距 離 は 、 粒 子 サ イ ズ (例 え ば 、 公 称 粒 子 径 は ほ ぼ 球 形 の
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粒 子 幾 何 学 を 取 る )、 粒 子 密 度 、 粒 子 が 表 面 に 衝 突 す る 初 速 度 並 び に 標 的 と さ れ る 皮 膚 組
織 の 密 度 お よ び 運 動 学 的 粘 性 に 依 存 す る 。 こ れ に 関 し て は 、 無 針 注 射 に 使 用 す る た め の 最
適 な 粒 子 密 度 は 、 一 般 に 、 約 0.1～ 25 g/cm3、 好 ま し く は 約 0.9～ 1.5 g/cm3の 範 囲 で あ り
、 注 射 速 度 は 、 一 般 に 、 約 100～ 3,000 m/sec以 上 の 範 囲 で あ る 。 適 当 な ガ ス 圧 で は 、 平 均
径 が 10～ 70 umの 粒 子 は 、 誘 導 ガ ス 流 動 の 超 音 速 速 度 に 近 い 速 度 で ノ ズ ル を 介 し て 加 速 さ
れ う る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 望 ま し い 場 合 に は 、 こ れ ら の 粒 子 送 達 装 置 (例 え ば 、 無 針 シ リ ン ジ )は 、 関 心 対 象 の 抗 原
お よ び ／ ま た は 選 択 し た ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 粒 子 の 好 適 な 用 量 を 含 有 す る 負 荷 前 の 状 態 で
提 供 さ れ る 。 負 荷 後 の シ リ ン ジ は 、 上 記 の よ う に ラ ベ ル を さ ら に 付 け る こ と が で き る 密 閉
容 器 に 詰 め る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 有 効 な 量 の 粉 末 分 子 を 含 有 す る 組 成 物 は 、 上
記 の 粒 子 送 達 装 置 に よ り 任 意 の 好 適 な 標 的 組 織 に 送 達 さ れ う る 。 例 え ば 、 組 成 物 は 、 筋 肉
、 皮 膚 、 脳 、 肺 、 肝 臓 、 脾 臓 、 骨 髄 、 胸 腺 、 心 臓 、 リ ン パ 液 、 血 液 、 骨 、 軟 骨 、 膵 臓 、 腎
臓 、 胆 嚢 、 胃 、 腸 、 精 巣 、 卵 巣 、 子 宮 、 直 腸 、 神 経 系 、 眼 、 腺 お よ び 結 合 組 織 に 送 達 さ れ
う る 。 核 酸 分 子 で は 、 送 達 は 、 好 ま し く は 、 分 子 が 発 現 さ れ る 最 終 分 化 細 胞 に 実 施 さ れ る
が 、 分 子 は 血 液 の 幹 細 胞 お よ び 皮 膚 線 維 芽 細 胞 な ど の 非 分 化 ま た は 部 分 的 に 分 化 し た 細 胞
に も 送 達 さ れ う る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 粉 末 状 組 成 物 は 、 投 与 製 剤 に 適 合 す る 方 法 で 、 予 防 的 お よ び ／ ま た は 治 療 的 に 有 効 な 量
が 治 療 対 象 の 被 験 者 に 投 与 さ れ る 。 送 達 さ れ る 組 成 物 の 量 は 、 一 般 に 用 量 あ た り 0.5 ug/k
g～ 100 ug/kgの 核 酸 分 子 の 範 囲 で あ る が 、 治 療 対 象 の 被 験 者 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 用 量 は 50 kgの 被 験 者 に 対 し て 0.5 ug程 度 で あ っ て も ま た は 約 0.01 ug/kgで あ っ て も よ
い 。 生 理 学 的 に 活 性 な ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 な ど の 他 の 薬 剤 の 用 量 は 、 一 般 に 約 0.1 
ug～ 約 20 mg、 好 ま し く は 10 ug～ 約 3 mgの 範 囲 で あ る 。 正 確 な 必 要 量 は 、 治 療 対 象 の 個 体
の 年 齢 お よ び 全 身 状 態 、 治 療 さ れ る 状 態 の 重 症 度 、 送 達 さ れ る 特 定 の 製 剤 、 投 与 部 位 並 び
に 他 の 因 子 に 応 じ て 変 わ る 。 適 当 な 有 効 量 は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ う る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 粒 子 状 組 成 物 の 「 治 療 的 に 有 効 な 量 」 は 疾 患 ま た は 状 態 の 症 状 の 治 療
ま た は 予 防 を 生 じ る の に 十 分 で あ り 、 通 常 の 治 験 で 決 定 す る こ と が で き る 比 較 的 広 い 範 囲
に 入 る 。
【 ０ １ ７ ９ 】

　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 薬 物 の 局 所 的 ま た は 経 皮 的 送 達 に 好 適 な 薬 学 的 製 剤 の 形 態 で 投 与 さ
れ る 。 製 剤 は 、 治 療 的 に 有 効 な 量 の 本 発 明 の 化 合 物 と 、 一 般 に 薬 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体
を 含 む 。 典 型 的 に は 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 製 剤 中 で 、 製 剤 の 総 重 量 に 対 し て 約 0.05～ 20重
量 パ ー セ ン ト 、 好 ま し く は 0.5～ 約 10重 量 パ ー セ ン ト の 量 が 存 在 す る 。 好 ま し い 態 様 に お
い て 、 製 剤 は 約 2～ 約 7重 量 パ ー セ ン ト の 本 発 明 の 化 合 物 、 例 え ば 約 5パ ー セ ン ト を 含 有 す
る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 典 型 的 に は 、 製 剤 は ク リ ー ム 、 軟 膏 ま た は 絆 創 膏 (adhesive coating)(感 圧 性 絆 創 膏 (ad
hesive coating)ま た は 接 着 剤 を コ ー テ ィ ン グ し た シ ー ト 材 な ど )の 形 態 で あ る 。 製 剤 は 、
薬 物 の 皮 膚 透 過 性 を 増 強 す る 物 質 を さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 製 剤 は 、 好 ま し く は 実 質 的 に 刺 激 性 が な い 。 こ の よ う な 製 剤 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に
組 み 入 れ ら れ て い る 、 米 カ ン ザ ス 州 Topekaの 食 品 医 薬 品 協 会 に よ っ て 1959年 に 初 版 が 発 行
さ れ た 食 品 医 薬 品 局 の 薬 理 学 部 門 作 製 の Draizeら 、 「 食 品 、 薬 物 お よ び 化 粧 品 に お け る 化
合 物 の 安 全 性 評 価 (Appraisal of the Safety of Chemicals in Food, Drugs and Cosmeti
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cs)」 に 記 載 さ れ て い る も の な ど の 白 ウ サ ギ に お け る 従 来 の 反 復 皮 膚 刺 激 試 験 に お い て 許
容 さ れ な い 皮 膚 刺 激 を 生 じ な い (第 2版 は 1965年 に 印 刷 )。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 イ ソ ス テ ア リ ン 酸 、 オ レ イ ン 酸 ま た は そ れ ら の 混 合 物 な ど の 脂 肪 酸 が 本 発 明 の 製 剤 に 組
み 入 れ ら れ る 。 製 剤 に 存 在 す る 脂 肪 酸 の 総 量 は 、 製 剤 の 総 重 量 に 対 し て 約 3重 量 パ ー セ ン
ト ～ 約 45重 量 パ ー セ ン ト 、 好 ま し く は 約 5重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 25重 量 パ ー セ ン ト で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 製 剤 は 、 好 ま し く は 、 本 発 明 の 化 合 物 と 、 任 意 に 脂 肪 酸 を 含 有 す る ク リ ー ム で あ る 。 ク
リ ー ム は 、 一 般 に 、 混 合 物 中 に 油 相 と 水 相 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 任 意 に 、 本 発 明 の 製 剤 (特 に 、 そ れ が ク リ ー ム ま た は 軟 膏 の 場 合 に は )皮 膚 軟 化 剤 、 乳 化
剤 、 増 粘 剤 お よ び ／ ま た は 保 存 剤 を 1種 以 上 含 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 皮 膚 軟 化 剤 は 、 典 型 的 に は 、 セ チ ル ア ル コ ー ル 、 ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル お よ び セ テ ア リ
ル ア ル コ ー ル な ど の 長 鎖 ア ル コ ー ル 、 ワ セ リ ン お よ び 軽 油 な ど の 炭 化 水 素 ま た は ア セ チ ル
化 ラ ノ リ ン で あ る 。 製 剤 中 の 皮 膚 軟 化 剤 の 総 量 は 、 好 ま し く は 、 製 剤 の 総 重 量 に 対 し て 約
5重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 30重 量 パ ー セ ン ト 、 さ ら に 好 ま し く は 約 5重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 10重 量
パ ー セ ン ト で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 乳 化 剤 は 、 典 型 的 に は 、 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 60(ICI America
s製 )、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ソ ル ビ タ ン 、 ポ リ グ リ セ リ ル -4-オ レ エ ー ト お よ び ポ リ オ キ シ エ
チ レ ン (4)ラ ウ リ ル エ ー テ ル ま た は 3価 陽 イ オ ン で あ る 。 一 般 に 、 乳 化 剤 の 総 量 は 、 好 ま し
く は 、 製 剤 の 総 重 量 に 対 し て 約 2重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 14重 量 パ ー セ ン ト で あ り 、 さ ら に 好
ま し く は 約 2重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 6重 量 パ ー セ ン ト で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 Veegum. TM.K(R.T. Vanderbilt Company, Inc.製 )お よ び 長 鎖 ア ル コ ー ル (す な わ ち 、 セ
チ ル ア ル コ ー ル 、 ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル ま た は セ テ ア リ ル ア ル コ ー ル )な ど の 薬 学 的 に 許
容 さ れ う る 増 粘 剤 を 使 用 す る こ と が で き る 。 存 在 す る 増 粘 剤 の 総 量 は 、 好 ま し く は 、 製 剤
の 総 量 に 対 し て 約 3重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 12重 量 パ ー セ ン ト で あ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 メ チ ル パ ラ ベ ン 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン お よ び ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル な ど の 保 存 剤 が 製 剤 に 存
在 し て も よ い 。 こ の よ う な 保 存 剤 の 適 当 な 量 は 当 業 者 に 既 知 で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 任 意 に 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 乳 酸 、 酢 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 ま た は 塩 酸 な ど の 追 加 の 可 溶
化 剤 が 製 剤 に 含 ま れ る こ と も あ る 。 追 加 の 可 溶 化 剤 を 使 用 す る 場 合 に は 、 存 在 す る 量 は 、
好 ま し く は 、 ク リ ー ム の 総 重 量 に 対 し て 約 1重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 12重 量 パ ー セ ン ト で あ る
。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 任 意 に 、 製 剤 は 、 グ リ セ リ ン な ど の 保 湿 剤 お よ び ス テ ア リ ン 酸 ブ チ ル な ど の 皮 膚 透 過 増
強 剤 を 含 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 1つ の ク リ ー ム に お い て 1つ の 成 分 が 2つ 以 上 の 機 能 を 果 た す こ と が あ る 、 す な わ ち 、 セ
チ ル ア ル コ ー ル が 皮 膚 柔 軟 剤 お よ び 増 粘 剤 と し て 作 用 す る こ と が で き る こ と は 当 業 者 に 既
知 で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 の ク リ ー ム は 、 油 相 と 水 相 が 混 合 さ れ た も の か ら な り 、 エ マ ル ジ ョ ン を
形 成 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ク リ ー ム に 存 在 す る 水 の 量 は 、 ク リ ー ム の 総 重 量 に 対 し
て 約 45重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 85重 量 パ ー セ ン ト で あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 製 剤 が 軟 膏 で あ る 場 合 に は 、 ワ セ リ ン ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 400(Union Carbid
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e製 )を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 3350(Union Carbide製 )と 組 み 合 わ せ た も の な ど の 薬 学 的
に 許 容 さ れ う る 軟 膏 基 剤 を 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 軟 膏 に 存 在 す る 軟 膏 基 剤 の 量
は 、 好 ま し く は 、 軟 膏 の 総 重 量 に 対 し て 約 60重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 95重 量 パ ー セ ン ト で あ る
。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 製 剤 は 、 イ ソ ス テ ア リ ン 酸 (isotearic acid)、 セ チ ル ア ル コ ー
ル 、 ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル 、 白 色 ワ セ リ ン 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 60、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ソ ル ビ
タ ン 、 グ リ セ リ ン 、 キ サ ン タ ン ガ ム (xanthum gum)、 精 製 水 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 メ チ
ル パ ラ ベ ン お よ び プ ロ ピ ル -パ ラ ベ ン を 含 む 水 中 油 型 ク リ ー ム 基 剤 を 含 む ク リ ー ム で あ る
。 こ の よ う な ク リ ー ム は 、 5%イ ミ キ モ ド を 含 有 す る ア ル ダ ラ -イ ミ キ モ ド ク リ ー ム の 形 態
で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 製 剤 は 、 本 発 明 の 化 合 物 約 1パ ー セ ン ト 、 イ ソ ス テ ア リ ン
酸 約 10パ ー セ ン ト 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 約 2パ ー セ ン ト 、 セ チ ル ア ル コ ー ル 約 2.2パ ー セ ン
ト 、 ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル 約 3.1パ ー セ ン ト 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 60約 2.55パ ー セ ン ト 、 モ ノ
ス テ ア リ ン 酸 ソ ル ビ タ ン 約 0.45パ ー セ ン ト 、 グ リ セ リ ン 約 2パ ー セ ン ト 、 メ チ ル パ ラ ベ ン
約 0.2パ ー セ ン ト 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 約 0.02パ ー セ ン ト お よ び 精 製 水 約 76.48パ ー セ ン ト を
含 み 、 全 て の 割 合 は 製 剤 の 総 重 量 に 対 し て で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 製 剤 は 、 本 発 明 の 化 合 物 約 1パ ー セ ン ト 、 イ ソ ス テ ア リ ン 酸 約 10パ
ー セ ン ト 、 セ チ ル ア ル コ ー ル 約 6パ ー セ ン ト 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 60約 2.55パ ー セ ン ト 、 モ ノ
ス テ ア リ ン 酸 ソ ル ビ タ ン 約 0.45パ ー セ ン ト 、 グ リ セ リ ン 約 2パ ー セ ン ト 、 メ チ ル パ ラ ベ ン
約 0.2パ ー セ ン ト 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 約 0.02パ ー セ ン ト お よ び 精 製 水 約 77.78パ ー セ ン ト を
含 み 、 全 て の 割 合 は 製 剤 の 総 重 量 に 対 し て で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 本 発 明 の 化 合 物 約 1パ ー セ ン ト 、 イ ソ ス テ ア リ ン 酸 約 10パ
ー セ ン ト 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 約 2パ ー セ ン ト 、 セ チ ル ア ル コ ー ル 約 1.7パ ー セ ン ト 、 ス テ
ア リ ル ア ル コ ー ル 約 2.3パ ー セ ン ト 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 60約 2.55パ ー セ ン ト 、 モ ノ ス テ ア リ
ン 酸 ソ ル ビ タ ン 約 0.45パ ー セ ン ト 、 グ リ セ リ ン 約 2パ ー セ ン ト 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 約 0.2パ ー
セ ン ト 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 約 0.02パ ー セ ン ト お よ び 精 製 水 約 77.78パ ー セ ン ト を 含 み 、 全
て の 割 合 は 製 剤 の 総 重 量 に 対 し て で あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 製 剤 は 、 本 発 明 の 化 合 物 約 5パ ー セ ン ト 、 イ ソ ス テ ア リ ン 酸 約 25パ ー セ ン ト 、 ベ ン ジ ル
ア ル コ ー ル 約 2パ ー セ ン ト 、 セ チ ル ア ル コ ー ル 約 2.2パ ー セ ン ト 、 ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル 約
3.1パ ー セ ン ト 、 ワ セ リ ン 約 3パ ー セ ン ト 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト 60約 3.4パ ー セ ン ト 、 モ ノ ス テ
ア リ ン 酸 ソ ル ビ タ ン 約 0.6パ ー セ ン ト 、 グ リ セ リ ン 約 2パ ー セ ン ト 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 約 0.2
パ ー セ ン ト 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 約 0.02パ ー セ ン ト お よ び 精 製 水 約 53.48パ ー セ ン ト を 含 ん
で も よ く 、 全 て の 割 合 は 製 剤 の 総 重 量 に 対 し て で あ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 ま た は 、 製 剤 は 、 本 発 明 の 化 合 物 約 1パ ー セ ン ト 、 イ ソ ス テ ア リ ン 酸 約 5パ ー セ ン ト 、 ワ
セ リ ン 約 15パ ー セ ン ト 、 軽 油 約 12.8パ ー セ ン ト 、 ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 約 8パ ー セ ン
ト 、 セ チ ル ア ル コ ー ル 約 4パ ー セ ン ト 、 ポ リ グ リ セ リ ル -オ レ エ ー ト 約 3パ ー セ ン ト 、 ア セ
チ ル 化 ラ ノ リ ン 約 1パ ー セ ン ト 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 約 0.063パ ー セ ン ト 、 Veegum K約 1パ ー
セ ン ト 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 約 0.12パ ー セ ン ト お よ び 精 製 水 約 49.02パ ー セ ン ト を 含 ん で も よ
く 、 全 て の 割 合 は 製 剤 の 総 重 量 に 対 し て で あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 感 圧 性 接 着 剤 組 成 物 は 、 一 般 に 、 本 発 明 の 化 合 物 、 脂 肪 酸 お よ び 感 圧 性 接 着 剤
ポ リ マ ー を 含 む 。 本 発 明 の 感 圧 性 接 着 剤 組 成 物 に 存 在 す る 本 発 明 の 化 合 物 の 量 は 、 好 ま し
く は 、 接 着 剤 組 成 物 の 総 量 の 約 0.5重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 9重 量 パ ー セ ン ト 、 さ ら に 好 ま し く
は 約 3重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 7重 量 パ ー セ ン ト で あ る 。 存 在 す る 脂 肪 酸 の 量 は 、 好 ま し く は 、
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接 着 剤 組 成 物 の 総 重 量 の 約 10重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 40重 量 パ ー セ ン ト 、 さ ら に 好 ま し く は 約
15重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 30重 量 パ ー セ ン ト で あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 感 圧 性 接 着 剤 組 成 物 に 使 用 さ れ る 接 着 剤 ポ リ マ ー は 、 本 発 明 の 化
合 物 に 実 質 的 に 化 学 的 に 不 活 性 で あ る 。 接 着 剤 ポ リ マ ー は 、 好 ま し く は 組 成 物 の 総 重 量 に
対 し て 約 55重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 85重 量 パ ー セ ン ト の 量 が 存 在 す る 。 好 適 な 接 着 剤 ポ リ マ ー
に は 、 主 要 な 成 分 と し て (す な わ ち 、 ポ リ マ ー の 総 モ ノ マ ー の 少 な く と も 約 80重 量 パ ー セ
ン ト )、 炭 素 原 子 数 4～ 10の ア ル キ ル ア ル コ ー ル の 疎 水 性 モ ノ マ ー ア ク リ ル 酸 ま た は メ タ ク
リ ル 酸 エ ス テ ル を 含 有 す る ア ク リ ル 接 着 剤 が 挙 げ ら れ る 。 好 適 な モ ノ マ ー の 例 は 、 「 Aモ
ノ マ ー (A Monomer)」 に 関 連 し て 以 下 に 考 察 さ れ て い る も の で あ る 。 こ れ ら の 接 着 剤 ポ リ
マ ー は 、 以 下 に 掲 載 す る 「 B　 モ ノ マ ー (B Monomers)」 な ど の 少 量 の 他 の モ ノ マ ー を さ ら
に 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 好 ま し い 接 着 剤 に は 、 以 下 の よ う に Aお よ び Bモ ノ マ ー を 含 有 す る ア ク リ ル 系 感 圧 性 接 着
剤 コ ポ リ マ ー が 挙 げ ら れ る ： モ ノ マ ー Aは 、 炭 素 原 子 数 4～ 10、 好 ま し く は 炭 素 原 子 数 6～ 1
0、 さ ら に 好 ま し く は 炭 素 原 子 数 6～ 8、 最 も 好 ま し く は 炭 素 原 子 数 8の ア ル キ ル ア ル コ ー ル
の 疎 水 性 モ ノ マ ー ア ク リ ル 酸 ま た は メ タ ク リ ル 酸 エ ス テ ル で あ る 。 好 適 な Aモ ノ マ ー の 例
は 、 n-ブ チ ル 、 n-ペ ン チ ル 、 n-ヘ キ シ ル 、 n-イ ソ ヘ プ チ ル 、 n-ノ ニ ル 、 n-デ シ ル 、 イ ソ ヘ
キ シ ル 、 2-エ チ ル オ ク チ ル 、 イ ソ オ ク チ ル お よ び 2-エ チ ル ヘ キ シ ル ア ク リ レ ー ト で あ る 。
最 も 好 ま し い Aモ ノ マ ー は イ ソ オ ク チ ル ア ク リ レ ー ト で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 モ ノ マ ー Bは 、 ア ク リ ル 酸 、 メ タ ク リ ル 酸 、 ア ル キ ル 基 の 炭 素 原 子 数 が 1～ 3で あ る ア ル
キ ル ア ク リ レ ー ト お よ び メ タ ク リ レ ー ト 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ タ ク リ ル ア ミ ド 、 第 三 ブ チ
ル ア ク リ ル ア ミ ド な ど の 低 級 ア ル キ ル 置 換 ア ク リ ル ア ミ ド (す な わ ち 、 ア ル キ ル 基 が 炭 素
原 子 数 1～ 4で あ る ) 、 ジ ア セ ト ン ア ク リ ル ア ミ ド 、 n-ビ ニ ル -2-ピ ロ リ ド ン 、 ビ ニ ル 第 三
ブ チ ル エ ー テ ル な ど の ビ ニ ル エ ー テ ル 、 無 水 マ レ イ ン 酸 の 誘 導 体 な ど の 置 換 エ チ レ ン 、 ジ
メ チ ル イ タ コ ネ ー ト お よ び モ ノ エ チ ル ホ ル メ ー ト お よ び ビ ニ ル パ ー フ ル オ ロ -n-ブ チ レ ー
ト か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 強 化 モ ノ マ ー で あ る 。 好 ま し い Bモ ノ マ ー は ア ク リ ル 酸 、 メ
タ ク リ ル 酸 、 上 記 の ア ル キ ル ア ク リ レ ー ト お よ び メ タ ク リ レ ー ト 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ タ
ク リ ル ア ミ ド お よ び 上 記 の 低 級 ア ル キ ル 置 換 ア ク リ ル ア ミ ド で あ る 。 最 も 好 ま し い Bモ ノ
マ ー は ア ク リ ル ア ミ ド で あ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 感 圧 性 接 着 剤 組 成 物 の 一 態 様 に お い て 、 上 記 の Aお よ び Bモ ノ マ ー を 含 有 す る 感
圧 性 接 着 剤 コ ポ リ マ ー は 、 好 ま し く は 、 コ ポ リ マ ー の 全 モ ノ マ ー の 総 重 量 に 対 し て 約 80重
量 パ ー セ ン ト ～ 約 98重 量 パ ー セ ン ト の 量 の Aモ ノ マ ー を 含 有 す る 。 Aモ ノ マ ー は 、 さ ら に 好
ま し く は 、 約 88重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 98重 量 パ ー セ ン ト の 量 が 存 在 し 、 最 も 好 ま し く は 、 約
91重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 98重 量 パ ー セ ン ト の 量 が 存 在 す る 。 こ の よ う な コ ポ リ マ ー の Bモ ノ
マ ー は 、 好 ま し く は 、 コ ポ リ マ ー の モ ノ マ ー の 総 重 量 に 対 し て 約 2重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 20
重 量 パ ー セ ン ト 、 さ ら に 好 ま し く は 約 2重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 12重 量 パ ー セ ン ト 、 最 も 好 ま
し く は 2～ 9重 量 パ ー セ ン ト の 量 が 感 圧 性 接 着 剤 コ ポ リ マ ー に 存 在 す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 感 圧 性 接 着 剤 組 成 物 の 別 の 態 様 に お い て 、 接 着 剤 コ ポ リ マ ー は コ ポ リ マ ー の 全
モ ノ マ ー の 総 重 量 に 対 し て 約 60～ 約 80重 量 パ ー セ ン ト (好 ま し く は 、 約 70～ 約 80重 量 パ ー
セ ン ト )の ア ル キ ル ア ル コ ー ル の 上 記 疎 水 性 モ ノ マ ー ア ク リ ル 酸 ま た は メ タ ク リ ル 酸 エ ス
テ ル (す な わ ち 、 上 記 の モ ノ マ ー A)、 コ ポ リ マ ー の 全 モ ノ マ ー の 総 重 量 に 対 し て 約 4～ 約 9
重 量 パ ー セ ン ト の 、 ア ク リ ル 酸 、 メ タ ク リ ル 酸 、 ア ル キ ル 基 の 炭 素 原 子 数 が 1～ 3の ア ル キ
ル ア ク リ レ ー ト ま た は メ タ ク リ レ ー ト 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ タ ク リ ル ア ミ ド 、 低 級 ア ル キ
ル 置 換 ア ク リ ル ア ミ ド 、 ジ ア セ ト ン ア ク リ ル ア ミ ド お よ び N-ビ ニ ル -2-ピ ロ リ ド ン か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 強 化 モ ノ マ ー お よ び コ ポ リ マ ー の 全 モ ノ マ ー の 総 重 量 に 対 し て 約 15～
約 35重 量 パ ー セ ン ト (好 ま し く は 、 約 15重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 25重 量 パ ー セ ン ト )の ビ ニ ル ア
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セ テ ー ト を 含 む 。 こ の 態 様 で は 、 好 ま し い ア ク リ ル 酸 ま た は メ タ ク リ ル 酸 エ ス テ ル は イ ソ
オ ク チ ル ア ク リ レ ー ト で あ り 、 好 ま し い 強 化 モ ノ マ ー は ア ク リ ル ア ミ ド で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 上 記 の 接 着 剤 コ ポ リ マ ー は 既 知 で あ り 、 製 造 方 法 は 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 例 え ば 、 開 示
内 容 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ て い る 米 国 特 許 第 24,906(Ulrich)に 記 載 さ れ て
い る 。 重 合 反 応 は 、 有 機 ペ ル オ キ シ ド (例 え ば 、 ベ ン ゾ イ ル ペ ル オ キ シ ド )ま た は 有 機 ア ゾ
化 合 物 (例 え ば 、 DuPont製 の 商 標 名 「 Vazo 53」 で 入 手 可 能 な 2,2’ -ア ゾ ビ ス (2,4-ジ メ チ
ル ペ ン タ ン ニ ト リ ル ))な ど の フ リ ー ラ ジ カ ル 開 始 剤 を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 上 記 の も の な ど の 感 圧 性 接 着 剤 は 本 質 的 に 弾 性 お よ び 粘 性 で 、 好 適 に 熱 お よ び 光 安 定 性
で あ る の で 、 増 粘 剤 ま た は 安 定 化 剤 を 添 加 す る 必 要 性 が な い 。 し か し 、 望 ま し い 場 合 に は
、 こ れ を 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 任 意 に 、 本 発 明 の 感 圧 性 接 着 剤 組 成 物 (ま た は 実 際 に は 本 明 細 書 に 記 載 す る 任 意 の 他 の
組 成 物 )は 、 モ ノ ラ ウ リ ン 酸 グ リ セ リ ル 、 オ レ イ ン 酸 エ チ ル 、 ミ リ ス チ ン 酸 イ ソ プ ロ ピ ル
、 ア ジ ピ ン 酸 ジ イ ソ プ ロ ピ ル お よ び N,N-ジ メ チ ル ド デ シ ル ア ミ ン -N-オ キ シ ド な ど の 皮 膚
透 過 増 強 剤 を 1種 以 上 を 1つ の 成 分 と し て ま た は 2つ 以 上 の 成 分 の 組 み 合 わ せ と し て 含 有 す
る こ と も で き る 。 皮 膚 透 過 増 強 剤 は 、 好 ま し く は 、 感 圧 性 接 着 剤 ポ リ マ ー ま た は コ ポ リ マ
ー と 実 質 的 に 均 質 な 混 合 物 を 形 成 す る 。 本 発 明 の 感 圧 性 接 着 剤 組 成 物 に 存 在 す る 皮 膚 透 過
増 強 剤 の 総 量 は 、 好 ま し く は 、 接 着 剤 組 成 物 の 総 重 量 に 対 し て 約 3重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 25
重 量 パ ー セ ン ト 、 さ ら に 好 ま し く は 約 3重 量 パ ー セ ン ト ～ 約 10重 量 パ ー セ ン ト で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 皮 膚 透 過 増 強 剤 が 1つ の 製 剤 で あ る 場 合 に は 、 好 ま し く は 、 ミ リ ス チ ン 酸 イ ソ プ ロ ピ ル
、 ア ジ ピ ン 酸 ジ イ ソ プ ロ ピ ル 、 オ レ イ ン 酸 エ チ ル ま た は モ ノ ラ ウ リ ン 酸 グ リ セ リ ル な ど の
皮 膚 透 過 増 強 剤 で あ る 。 皮 膚 透 過 増 強 剤 の 組 み 合 わ せ を 使 用 す る 場 合 に は 、 好 ま し く は 、
オ レ イ ン 酸 エ チ ル と モ ノ ラ ウ リ ン 酸 グ リ セ リ ル 、 オ レ イ ン 酸 エ チ ル と N,N-ジ メ チ ル ド デ シ
ル ア ミ ン -N-オ キ シ ド 、 モ ノ ラ ウ リ ン 酸 グ リ セ リ ル と N,N-ジ メ チ ル ド デ シ ル ア ミ ン -N-オ キ
シ ド お よ び オ レ イ ン 酸 エ チ ル と モ ノ ラ ウ リ ン 酸 グ リ セ リ ル お よ び N,N-ジ メ チ ル ド デ シ ル ア
ミ ン -N-オ キ シ ド な ど の 組 み 合 わ せ で あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 上 記 の 感 圧 性 接 着 剤 組 成 物 は 、 好 ま し く は 、 フ ィ ル ム な ど の シ ー ト 材 の 好 適 な バ ッ キ ン
グ の 表 面 に コ ー テ ィ ン グ さ れ て 、 感 圧 性 接 着 剤 コ ー テ ィ ン グ シ ー ト 材 を 形 成 す る 。 本 発 明
の 感 圧 性 接 着 剤 コ ー テ ィ ン グ シ ー ト 材 は 、 湿 式 接 着 剤 を 所 定 の 均 一 な 厚 さ ま で 好 適 な 剥 離
ラ イ ナ ー に ナ イ フ コ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 接 着 剤
を コ ー テ ィ ン グ し た こ の 剥 離 ラ イ ナ ー を 乾 燥 し 、 従 来 の 方 法 を 使 用 し て バ ッ キ ン グ に 積 層
す る 。 好 適 な 剥 離 ラ イ ナ ー に は 、 Daubert Co.製 の 商 標 名 Daubert 164Zと し て 入 手 可 能 な
も の な ど の 好 適 な シ リ コ ー ン 型 コ ー テ ィ ン グ を コ ー テ ィ ン グ し た 、 ポ リ エ ス テ ル ウ ェ ブ 、
ポ リ エ チ レ ン ウ ェ ブ ま た は ポ リ ス チ レ ン ウ ェ ブ ま た は ポ リ エ チ レ ン コ ー テ ィ ン グ 紙 な ど の
既 知 の シ ー ト 材 を 含 む 従 来 の 剥 離 ラ イ ナ ー が 挙 げ ら れ る 。 バ ッ キ ン グ は 、 適 宜 密 閉 、 非 -
密 閉 ま た は 通 気 性 フ ィ ル ム で あ っ て も よ い 。 バ ッ キ ン グ は 、 ポ リ エ チ レ ン 、 特 に 低 密 度 ポ
リ エ チ レ ン 、 鎖 状 低 密 度 ポ リ エ チ レ ン 、 高 密 度 ポ リ エ チ レ ン 、 ラ ン ダ ム 配 向 ナ イ ロ ン 繊 維
、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 エ チ レ ン -ビ ニ ル ア セ テ ー ト コ ポ リ マ ー 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 レ ー ヨ ン 等
な ど の 感 圧 性 接 着 剤 テ ー プ の 従 来 の 材 料 の い ず れ で あ っ て も よ い 。 ポ リ エ チ レ ン -ア ル ミ
ニ ウ ム -ポ リ エ チ レ ン 複 合 体 な ど の 層 状 化 さ れ た バ ッ キ ン グ も 好 適 で あ る 。 バ ッ キ ン グ は
、 接 着 剤 コ ー テ ィ ン グ の 成 分 と 実 質 的 に 無 反 応 で な け れ ば な ら な い 。 本 発 明 の 好 ま し い バ
ッ キ ン グ は 低 密 度 ポ リ エ チ レ ン で あ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 本 発 明 の 感 圧 性 接 着 剤 を コ ー テ ィ ン グ し た シ ー ト 材 は 、 テ ー プ 、 パ ッ チ 、 シ ー ト 、 包 帯
ま た は 当 業 者 に 既 知 の 任 意 の 他 の 形 態 な ど の 物 品 の 形 態 で 製 造 さ れ う る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
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　 好 ま し く は 、 パ ッ チ 形 態 の 物 品 は 、 本 発 明 の 接 着 剤 を コ ー テ ィ ン グ し た シ ー ト 材 か ら 製
造 さ れ 、 哺 乳 類 の 皮 膚 に 適 用 さ れ る 。 パ ッ チ は 、 適 宜 、 新 鮮 な パ ッ チ と 交 換 さ れ て 、 本 発
明 の 化 合 物 の 特 定 の 望 ま し い 治 療 効 果 を 維 持 す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る の に 好 適 な 製 剤 は 、 従 来 技 術 、 例 え ば 、 (本 発 明 の 方 法 に 使 用
す る た め の 好 ま し い 製 剤 を 開 示 し て い る )US-A-5,238,944号 、 US-A-4,689,338号 、 (ニ ト ロ
グ リ セ リ ン の 皮 膚 透 過 増 強 剤 と し て の オ レ イ ン 酸 エ チ ル と モ ノ ラ ウ リ ン 酸 グ リ セ リ ル の 組
み 合 わ せ の 用 途 を 開 示 し て お り 、 3つ の 成 分 は 全 て 経 皮 的 パ ッ チ の 接 着 剤 層 に 含 有 さ れ る )
米 国 特 許 第 4,751,087号 、 (水 性 系 に お け る 皮 膚 透 過 増 強 剤 と し て の N,N-ジ メ チ ル ド デ シ ル
ア ミ ン -N-オ キ シ ド の 用 途 を 開 示 し て い る )米 国 特 許 第 4,411,893号 、 (吸 収 -増 強 量 の 炭 素
原 子 数 6～ 12の 少 な く と も 1種 の 脂 肪 酸 と 任 意 に 脂 肪 酸 モ ノ グ リ セ リ ド を 含 む 担 体 に 分 布 し
た 薬 理 学 的 に 活 性 な 薬 剤 を 含 む 容 易 に 吸 収 可 能 な 薬 学 的 組 成 物 を 開 示 し て い る )米 国 特 許
第 4,722,941号 、 (無 傷 の 皮 膚 を 介 し て 経 皮 的 に 送 達 可 能 な 薬 物 の 経 皮 的 流 入 を 増 強 す る た
め に モ ノ ラ ウ リ ン 酸 グ リ セ リ ル を 使 用 す る 方 法 を 開 示 し て い る )米 国 特 許 第 4,746,515号 に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 以 下 は 、 本 発 明 を 実 施 す る た め の 具 体 的 な 態 様 の 実 施 例 で あ る 。 実 施 例 は 、 例 示 の 目 的
だ け の た め に 提 供 さ れ て お り 、 い か な る 意 味 に お い て も 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る 意 図 の も
の で は な い 。
【 ０ ２ １ ５ 】

　 B型 肝 炎 表 面 抗 原 (HBsAg)に よ る 免 疫 化 の た め に 、 HCMVプ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー を 含
有 す る プ ラ ス ミ ド を 使 用 し て 、 HBsAgの 発 現 を 誘 導 し た 。 1つ の 実 験 で は 、 本 発 明 者 ら は 、
ケ ラ チ ン 14プ ロ モ ー タ ー を HCMVプ ロ モ ー タ ー の 代 わ り に 使 用 し た プ ラ ス ミ ド も 使 用 し た 。
こ の プ ロ モ ー タ ー は 、 発 現 パ タ ー ン が さ ら に 制 限 さ れ て お り 、 多 数 の 細 胞 種 に お い て 発 現
さ れ る HCMVプ ロ モ ー タ ー と 異 な っ て 、 皮 膚 に お い て だ け 発 現 さ れ る こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 HSV-2抗 原 に よ る 免 疫 化 で は 、 い く つ か の 場 合 に お い て 、 HCMVプ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る g
Dま た は gBタ ン パ ク 質 を 発 現 す る 単 一 遺 伝 子 の プ ラ ス ミ ド を 使 用 し た 。 単 一 遺 伝 子 の プ ラ
ス ミ ド は 、 PCRに よ っ て ゲ ノ ム 配 列 を 増 幅 し 、 pTARGET発 現 ベ ク タ ー に PCR断 片 を 挿 入 す る
こ と に よ っ て 作 製 し た 。 い く つ か の 例 に お い て 、 HSV-2の ゲ ノ ム 断 片 を 、 本 発 明 者 ら が サ
ブ ゲ ノ ム ワ ク チ ン と 呼 ぶ 免 疫 化 に 使 用 し た 。 こ れ ら は HCMVプ ロ モ ー タ ー を 使 用 し な い で 、
断 片 に 存 在 す る 遺 伝 子 の 本 来 の プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る 。 ゲ ノ ム 断 片 は 、 Stratagene製 の
SuperCosバ ッ ク ボ ー ン に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 サ ブ ゲ ノ ム ワ ク チ ン は 、 ゲ ノ ム の ヌ ク レ オ チ
ド 110,931～ 147,530を 含 有 す る 約 36,000塩 基 の ゲ ノ ム セ グ メ ン ト を 有 す る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 い く つ か の 実 験 に お い て 、 コ レ ラ 毒 素 (CT)遺 伝 子 Aお よ び Bサ ブ ユ ニ ッ ト を 含 有 す る プ ラ
ス ミ ド を 使 用 し た 。 使 用 し た 別 の プ ラ ス ミ ド は HSP70位 で を 発 現 し た 。 こ の 遺 伝 子 は 、 マ
ウ ス 脾 細 胞 か ら 得 ら れ る RNAの RT-PCR反 応 か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 pTARGETベ ク タ ー に ク ロ
ー ニ ン グ さ れ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 全 て の DNA構 築 物 は 、 精 製 キ ッ ト (Qiagen)を 使 用 し て 細 菌 抽 出 物 か ら 精 製 し 、 純 度 は 、
全 ま た は 消 化 後 の プ ラ ス ミ ド の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び A260／ A280比 を 求 め る こ と
に よ っ て 評 価 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
局 所 的 ア ジ ュ バ ン ト
　 イ ミ キ モ ド は 、 処 方 箋 に よ っ て ア ル ダ ラ ク リ ー ム の 形 態 で 入 手 し た 。 塗 布 は 、 消 毒 綿 を
使 用 し て つ ま ん だ マ ウ ス の 腹 部 に ク リ ー ム を こ す り つ け た 。 ク リ ー ム は 5%溶 液 で あ る 。 約
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20 ulを 使 用 し 、 従 っ て 約 1 mgが 各 マ ウ ス に 投 与 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
DNAワ ク チ ン の 作 製
　 金 粒 子 へ の DNAの 沈 降 は 、 DNAワ ク チ ン の カ ル シ ウ ム ／ ス ペ ル ミ ジ ン 製 剤 化 の 標 準 的 な 手
法 を 使 用 し て 実 施 し た 。 50 mMス ペ ル ミ ジ ン の 300 mlを 含 有 す る 小 型 の 遠 心 管 中 で DNAを 2
ミ ク ロ ン の 金 粒 子 と 混 合 し た 。 添 加 す る DNAの 量 は 、 金 粒 子 1 mgあ た り 2 ugで あ り 、 典 型
的 に は 金 26 mg(DNA52 ug)の バ ッ チ を 作 製 し た 。 DNAは 、 回 転 式 ミ キ サ ー で 管 を 連 続 撹 拌 中
に 、 10%CaCl 2 の 1/10容 量 を 添 加 す る こ と に よ っ て 金 に 沈 降 さ せ た 。 DNA-金 複 合 体 は 無 水 エ
タ ノ ー ル で 3回 洗 浄 し 、 次 い で Tefzel管 に 添 加 し 、 乾 燥 し 、 XR-1装 置 に 使 用 す る た め に 0.5
イ ン チ の セ グ メ ン ト に 切 断 し た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 2つ 以 上 の DNAを 使 用 す る 例 は 、 先 ず DNA構 築 物 を 混 合 し 、 次 い で 金 に 沈 降 さ せ る こ と に
よ っ て 実 施 し た 。 こ う す る こ と に よ り DNAsが 同 一 粒 子 上 に 配 置 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 免 疫 化 の た め に は 、 DNAワ ク チ ン は 、 XR-1装 置 に よ っ て Balb/Cマ ウ ス の 腹 部 に 送 達 さ れ
る 。 1回 の シ ョ ッ ト を 免 疫 化 の た め に 実 施 し た 。 い く つ か の 実 験 は 初 回 免 疫 投 与 だ け を 使
用 し 、 他 は 初 回 免 疫 投 与 お よ び 4週 間 経 過 時 の 追 加 免 疫 投 与 を 使 用 し た 。 試 料 は 、 最 後 の
免 疫 化 の 2週 間 後 に 動 物 か ら 採 取 し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
抗 体 ELISA
　 ELISAア ッ セ イ を 使 用 し て 血 清 抗 体 を 抗 体 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 Falcon Pro Bind マ
イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 4℃ に お い て 抗 原 の PBS溶 液 (リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 、 Bio Whitt
aker)を 終 夜 コ ー テ ィ ン グ し た 。 HBsAg ELISAの た め に は 、 抗 原 は 、 ウ ェ ル あ た り 0.1 ugの
精 製 HBsAg(BioDesign)で あ り 、 HSV ELISAaの た め に は 、 抗 原 は 、 ウ ェ ル あ た り 5 ugの 感 染
細 胞 抽 出 物 (Advanced Biotechnologies Incorporated) で あ っ た 。 プ レ ー ト は 5%粉 乳 /PBS
で 室 温 に お い て 1時 間 ブ ロ ッ ク し 、 洗 浄 緩 衝 液 (10 mM Tris緩 衝 生 理 食 塩 液 、 0.1%Brij-35)
で 3回 洗 浄 し 、 希 釈 緩 衝 液 (2%粉 乳 /PBS/0.05%Tween20)で 希 釈 し た 血 清 試 料 を プ レ ー ト に 添
加 し 、 室 温 に お い て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 プ レ ー ト を 3回 洗 浄 し 、 希 釈 緩 衝 液 で 8000倍 希 釈 し た ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗 -マ ウ ス 抗 体 (Sou
thern Biotechnology)を プ レ ー ト に 添 加 し 、 室 温 に お い て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 プ レ ー ト を 3回 洗 浄 し 、 PBSで 8000倍 に 希 釈 し た ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン -西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 物 (Southern Biotechnology)を 添 加 し 、 プ レ ー
ト を 室 温 に お い て さ ら に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 プ レ ー ト を 3回 洗 浄 し 、 次 い で 基
質 溶 液 を 添 加 し (BioRad)、 反 応 を 1N H 2 SO 4 で 停 止 し た 。 光 学 密 度 を 450 nmで 読 ん だ 。 試 料
を 既 知 の 力 価 の 標 準 と 比 較 す る こ と に よ っ て HBsAgの エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 を 算 出 し た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
細 胞 培 養
　 単 細 胞 懸 濁 液 を マ ウ ス 脾 臓 か ら 得 た 。 脾 臓 は メ ッ シ ュ を 介 し て 圧 搾 し て 、 単 細 胞 懸 濁 液
を 作 製 し 、 次 い で 細 胞 を 沈 殿 さ せ 、 ACK緩 衝 液 (Bio Whittaker, Walkersville MD)で 処 理
し て 、 赤 血 球 細 胞 を 溶 解 さ せ た 。 HEPES、 1%グ ル タ ミ ン (Bio Whittaker)お よ び 5%熱 不 活 性
化 ウ シ 胎 仔 血 清 (FCS、 Harlan, Indianapolis IN)を 添 加 し た RPMI 1640培 地 で 2回 洗 浄 し た
。 細 胞 を 計 数 し 、 5%熱 不 活 性 化 FCS、 50 mMメ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (Gibco-BRL, Long Islan
d NY)、 ゲ ン タ マ イ シ ン (Gibco-BRL)、 1 mM MEMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco-BRL)お よ び M
EM非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Sigma, St. Louis MO)を 添 加 し た HEPESお よ び 1%グ ル タ ミ ン を 含 有 す る
RPMI 1640か ら な る 「 ト ー タ ル 」 培 地 に 適 当 な 濃 度 に 再 懸 濁 し た 。 次 い で 、 細 胞 懸 濁 液 を
種 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ に 使 用 し た 。 CD8特 異 的 ア ッ セ イ の た め に は 、 既 知 の CD8エ ピ ト ー プ
に 対 応 す る ペ プ チ ド の 存 在 下 に お い て 細 胞 を イ ン ビ ト ロ で 培 養 し た 。 BALB/Cマ ウ ス に お け
る HBsAgに つ い て は 、 ペ プ チ ド の 配 列 は IPQSLDSWWTSL(QCB Inc)で あ っ た 。 Balb/Cマ ウ ス に
お け る HSV CD8応 答 に つ て は 、 ICP27に 見 ら れ る HGPSLYRTFペ プ チ ド を 使 用 し た 。 ペ プ チ ド
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は DMSO(10 mg/ml)中 で 作 製 さ れ 、 培 養 培 地 で 10 mg/mlに 希 釈 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
ELISPOT
　 IFN-g ELISPOTア ッ セ イ の た め に は 、 Millipore Multiscreen膜 濾 過 プ レ ー ト に 、 15 ug/
ml抗 -IFN-g抗 血 清 (Pharmingen)の 滅 菌 0.1 M炭 酸 緩 衝 液 pH9.6溶 液 50 ulで 4℃ に お い て 終 夜
コ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー ト を 滅 菌 PBSで 6回 洗 浄 し 、 次 い で 10%ウ シ 胎 仔 血 清 (FBS)を 含 有
す る 組 織 培 養 培 地 で 室 温 に お い て 1～ 2時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 培 地 を 除 去 し 、 脾 細 胞 を 、 ウ ェ
ル あ た り 合 計 1× 10 6 細 胞 を ウ ェ ル に 分 注 し た 。 免 疫 化 し た 動 物 の 細 胞 が 1× 10 6 細 胞 未 満 し
か 添 加 さ れ な い ウ ェ ル に つ い て は 、 未 処 理 の 動 物 の 細 胞 を 使 用 し て 合 計 を 1× 10 6 に し た 。
細 胞 は 、 上 記 の ペ プ チ ド の 存 在 下 に お い て 組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に お い て 終 夜 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 プ レ ー ト を PBSで 2回 お よ び 蒸 留 水 で 1回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 PBSで 3回
洗 浄 し た 。 ビ オ チ ン 化 抗 IFN-gモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Pharmingen)を プ レ ー ト に 添 加 し (1 ug
/mlの PBS溶 液 50ug)、 室 温 に お い て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 プ レ ー ト を PBSで 6回 洗
浄 し 、 次 い で ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 体 (PBSで 1000倍 希 釈 、 Ph
armingen)を 添 加 し 、 室 温 に お い て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 プ レ ー ト を PBSで 6回 洗
浄 し 、 発 色 基 質 (BioRad)を 添 加 し 、 黒 点 が 出 現 す る ま で 反 応 を 進 行 さ せ た 。 水 で 3回 洗 浄
す る こ と に よ っ て 反 応 を 停 止 し た 。 プ レ ー ト を 乾 燥 し 、 顕 微 鏡 下 で ス ポ ッ ト を 計 数 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
IFN-g ELISA
　 CD8 IFN-g ELISAに つ い て は 、 ペ プ チ ド の 存 在 下 に お い て 細 胞 を 丸 底 96ウ ェ ル 組 織 培 養
プ レ ー ト で 終 夜 培 養 し た 。 上 清 の 試 料 を 取 り 、 IFN-gレ ベ ル の 測 定 に 使 用 し た 。 高 結 合 プ
レ ー ト (Costar)に 、 0.5 ug/mlの 抗 -マ ウ ス IFN-g抗 体 (Pharmingen)の 炭 酸 緩 衝 液 pH 9.6溶
液 の 100 ulを コ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー ト は 10% FBSを 含 有 す る 組 織 培 養 培 地 で 室 温 に お
い て 1時 間 ブ ロ ッ ク し 、 次 い で TBS洗 浄 緩 衝 液 で 3回 洗 浄 し た 。 培 養 細 胞 か ら 得 ら れ た 上 清
試 料 を 組 織 培 養 培 地 で 希 釈 し て 、 プ レ ー ト に 添 加 し 、 室 温 に お い て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し た 。 プ レ ー ト は 洗 浄 緩 衝 液 で 3回 洗 浄 し 、 二 次 抗 体 (0.5 ug/mlの ビ オ チ ン 化 ラ ッ ト
抗 -マ ウ ス IFN-gの PBS溶 液 、 Pharmingen)を プ レ ー ト に 添 加 し 、 室 温 に お い て 1時 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 プ レ ー ト を 3回 洗 浄 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 結 合 物 (PBSで 2000倍 希 釈 、 Southern Biotechnology)を 添 加 し て 室 温 に お い て 1時 間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 プ レ ー ト を 3回 洗 浄 し 、 次 い で 基 質 溶 液 を 添 加 し (BioRad)、 反 応
を 1N H 2 SO 4 で 停 止 し た 。 光 学 密 度 を 450 nmで 読 ん だ 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 UV-不 活 性 化 HSV-2で 刺 激 し た 細 胞 で IFN-g ELISAを 実 施 す る 場 合 に は 、 増 殖 プ レ ー ト の
上 清 (下 記 )を 実 験 IFN-g源 と し て 使 用 し た 。 そ れ 以 外 は 手 法 は 上 記 と 同 じ で あ っ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
増 殖 ア ッ セ イ 法
　 増 殖 の た め に は 、 細 胞 は Costar96ウ ェ ル プ レ ー ト (Corning Incorporated, Corning NY)
で 3× 10 5 細 胞 /ウ ェ ル の 濃 度 で 培 養 し た 。 UV-不 活 性 化 し た ウ ィ ル ス (最 初 の moi 2)ま た は
感 染 細 胞 タ ン パ ク 質 抽 出 物 (ウ ェ ル あ た り 2お よ び 0.5 ug)を ト ル プ リ ケ ー ト で ウ ェ ル に 添
加 し 、 細 胞 を CO 2 雰 囲 気 下 で 37℃ に お い て 3日 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 い で 、 メ チ ル
- 3 Hチ ミ ジ ン (NEN, Boston MD)を 添 加 し (ウ ェ ル あ た り 0.5 mC)、 細 胞 を さ ら に 18時 間 培 養
し て か ら 、 プ レ ー ト を 処 理 し た 。 刺 激 指 数 は 、 抗 原 で 刺 激 し た 細 胞 の ト リ プ リ ケ ー ト ウ ェ
ル の 平 均 cpmを 培 地 だ け で 培 養 し た 細 胞 の ト リ プ リ ケ ー ト ウ ェ ル の 平 均 で 割 る こ と に よ っ
て 算 出 し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

　 マ ウ ス は 、 高 用 量 (1 ug)ま た は 低 用 量 (50 ng)の ワ ク チ ン を 使 用 し て 、 HBsAgを 発 現 す る
プ ラ ス ミ ド を 含 有 す る DNAワ ク チ ン で 免 疫 化 し た 。 免 疫 化 の 1日 前 (-1日 目 )、 免 疫 化 当 日 (0
日 目 )、 免 疫 化 の 1日 後 ま た は 2日 後 に 、 ア ル ダ ラ 5%イ ミ キ モ ド ク リ ー ム で 処 理 し た 。 1つ の
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実 施 例 1
イ ミ キ モ ド の ア ジ ュ バ ン ト 作 用 の 可 能 性 を 検 討 す る 最 初 の 実 験



群 は 3日 間 (0、 1お よ び 2日 目 )処 理 し た 。 マ ウ ス に は ワ ク チ ン の 投 与 は 1回 で 、 2週 間 後 に 犠
牲 に し て 免 疫 応 答 を 測 定 し た 。 図 1に 示 す 結 果 は CD8 IFN-g ELISAの も の で あ る 。 こ の デ ー
タ か ら は 、 ア ル ダ ラ は 細 胞 免 疫 応 答 を 増 加 す る こ と を 示 し た 。 い く つ か の 影 響 が 0日 目 に
見 ら れ た が 、 1日 目 に は さ ら に 良 好 に な っ た と 思 わ れ る が 、 こ れ は 主 に 2つ の 強 力 な 応 答 因
子 に よ る も の で あ っ た 。 値 は 4匹 の 別 個 の マ ウ ス の 平 均 で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 血 清 抗 体 も 試 験 し た が (図 2)、 こ れ ら は 初 回 免 疫 投 与 の わ ず か 2週 間 後 で あ る の で 、 変 化
の 傾 向 が あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】

　 実 施 例 1に 記 載 す る 実 験 を 反 復 し た 。 ま た 、 種 々 の 用 量 の 別 の ア ジ ュ バ ン ト (ア ジ ュ バ ン
ト A)を 試 験 し た 。 HCMVプ ロ モ ー タ ー に よ り HBsAg遺 伝 子 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 使 用 し て
動 物 に 初 回 免 疫 投 与 お よ び 追 加 免 疫 投 与 を 実 施 し た 。 抗 体 レ ベ ル は ア ジ ュ バ ン ト Aに よ っ
て わ ず か に 影 響 さ れ た が 、 こ の 場 合 で は イ ミ キ モ ド の 影 響 を 明 ら か に 見 る こ と が で き 、 抗
体 レ ベ ル の 強 力 な 低 下 が 見 ら れ た (図 3)。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 IFN-g ELISAお よ び ELISPOTに よ っ て 示 さ れ る 細 胞 応 答 は 、 イ ミ キ モ ド に よ る 処 理 は 応 答
を 増 強 す る こ と を 示 し た 。 免 疫 化 の 0日 目 に ア ル ダ ラ で 処 理 し た 動 物 は 最 も 強 力 な 影 響 を
示 し た (図 4)。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 こ れ は 図 5に 示 す デ ー タ に よ っ て 確 認 さ れ る 。 以 下 の 実 験 の 全 て に お い て 、 ア ル ダ ラ ク
リ ー ム は 免 疫 化 の 0日 目 に 投 与 し た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】

　 こ の 実 験 は 、 ケ ラ チ ン 14プ ロ モ ー タ ー に よ り HBsAgを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 含 む 。 こ れ
を 使 用 し て 、 異 な る 細 胞 に お け る こ の 抗 原 の 発 現 を 実 施 し て 変 更 し 、 こ れ が 免 疫 応 答 に 影
響 を 与 え る か ど う か を 見 た 。 マ ウ ス は 2回 免 疫 化 し た 。 い く つ か は 初 回 免 疫 投 与 時 の み に
ア ル ダ ラ ク リ ー ム で 処 理 し 、 い く つ か は 追 加 免 疫 投 与 時 の み に ア ル ダ ラ を 投 与 し 、 1つ の
群 は 初 回 免 疫 投 与 時 お よ び 追 加 免 疫 投 与 時 に ア ル ダ ラ を 投 与 し た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 結 果 を 図 6に 示 す 。 抗 体 力 価 は こ れ ら の 処 理 に よ っ て 増 加 せ ず 、 実 際 に は 低 下 が 見 ら れ
る こ と が 多 か っ た 。 2回 免 疫 化 し た マ ウ ス の 最 も 顕 著 な 低 下 は 、 初 回 免 疫 投 与 時 お よ び 追
加 免 疫 投 与 時 に ア ル ダ ラ ク リ ー ム を 投 与 し た 群 で あ る 。 図 に お い て 、 未 処 理 の 動 物 は 「 N
」 と 表 示 を つ け 、 HA-と 表 示 を つ け た 動 物 (第 6群 )は 1回 だ け 免 疫 化 を 実 施 し た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 細 胞 性 免 疫 応 答 を 測 定 し た と き (図 7お よ び 8)、 本 発 明 者 ら は 予 想 し た パ タ ー ン を 得 ら れ
な か っ た 。 そ の 理 由 は 、 HCMVプ ラ ス ミ ド (H,H)で 2回 免 疫 化 し た 対 照 群 は 、 前 に 見 ら れ た (
先 の 実 験 を 参 照 さ れ た い )よ り か な り 高 い 応 答 を 示 し た か ら で あ っ た 。 異 常 に 高 い 対 照 に
よ り ア ル ダ ラ の 影 響 の 解 釈 を 不 可 能 に し た が 、 H,H対 照 は そ の そ ば の H,K群 に よ り 類 似 し て
い る と 考 え る と 、 ア ル ダ ラ の 影 響 を 外 挿 す る こ と が で き る 。 全 体 的 に み る と 、 ア ル ダ ラ は
細 胞 応 答 を 増 強 し 、 抗 体 応 答 を 阻 害 す る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】

　 こ の 実 験 に 使 用 し た 3種 の DNAワ ク チ ン 。 膜 タ ン パ ク 質 で あ る と 思 わ れ る 全 長 の 糖 タ ン パ
ク 質 を 発 現 す る 単 一 遺 伝 子 gDプ ラ ス ミ ド 。 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る よ う に 切 断 型 の タ ン パ ク 質
を 発 現 す る 単 一 遺 伝 子 gBプ ラ ス ミ ド 。 第 3の 種 類 の プ ラ ス ミ ド は 、 HSV-2の ゲ ノ ム 断 片 を 含
有 す る サ ブ ゲ ノ ム ワ ク チ ン (SV)で あ る 。 こ の 断 片 に は 、 gDの 遺 伝 子 が 存 在 す る が 、 gBの 遺
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実 施 例 2
免 疫 化 後 1日 目 に 適 用 し た 場 合 、 イ ミ キ モ ド 細 胞 応 答 を 増 強 す る

実 施 例 3
種 々 の 異 な る 追 加 免 疫 投 与 お よ び 初 回 免 疫 投 与 法 に 対 す る イ ミ キ モ ド の 影 響

実 施 例 4
イ ミ キ モ ド を 使 用 し て HSV-2抗 原 に 対 す る 応 答 を 増 強 す る



伝 子 は 存 在 し な い 。 こ の ワ ク チ ン の 関 心 対 象 の 他 の 遺 伝 子 は 即 時 型 早 期 遺 伝 子 ICP0、 4 22
お よ び 27で あ る 。 使 用 し た ア ジ ュ バ ン ト は 局 所 的 に 適 用 さ れ る ア ル ダ ラ ク リ ー ム で あ り 、
CT遺 伝 子 は 0、 1お よ び 2日 目 に 投 与 し た ワ ク チ ン お よ び 別 の ア ジ ュ バ ン ト (ア ジ ュ バ ン ト B)
と 同 じ 金 粒 子 で 同 時 送 達 し た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 細 胞 性 免 疫 測 定 (図 9お よ び 10)は 、 CTア ジ ュ バ ン ト は 他 の ア ジ ュ バ ン ト よ り 優 れ て い る
こ と を 示 す が 、 ア ル ダ ラ ク リ ー ム の 何 ら か の 作 用 も 明 ら か で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

　 ア ジ ュ バ ン ト 群 を 、 サ ブ ゲ ノ ム ワ ク チ ン で あ る HSV-2ワ ク チ ン と の 作 用 に つ い て 試 験 し
た 。 こ の 場 合 に は 、 ア ジ ュ バ ン ト Aお よ び HSP遺 伝 子 並 び に ア ル ダ ラ ク リ ー ム お よ び CT遺 伝
子 を 使 用 し た 。 全 て の ア ジ ュ バ ン ト は 、 本 発 明 者 ら が 以 前 に HBsAgを 用 い た 実 験 に お い て
最 適 な 影 響 を 観 察 し た 用 量 を 投 与 し た 。 ア ル ダ ラ は 免 疫 化 の 1日 後 に 適 用 し 、 ア ジ ュ バ ン
ト A(150 ng)は 免 疫 化 当 日 に 投 与 し 、 CTお よ び HSP遺 伝 子 は 、 そ れ ぞ れ ワ ク チ ン ： ア ジ ュ バ
ン ト 比 9： 1お よ び 20： 1で サ ブ ゲ ノ ム ワ ク チ ン と 同 時 送 達 し た 。 動 物 は 初 回 免 疫 投 与 お よ
び 追 加 免 疫 投 与 し た 。 抗 体 応 答 は ワ ク チ ン か ら 典 型 的 に 低 く 、 ア ジ ュ バ ン ト は ど れ も 抗 体
応 答 を 増 加 す る 強 力 な 能 力 を 示 さ な か っ た (図 11)。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 細 胞 性 免 疫 応 答 は 、 UV-不 活 性 化 HSV-2に 対 し て 応 答 す る 増 殖 お よ び ワ ク チ ン か ら 発 現 さ
れ る ICP27タ ン パ ク 質 に 対 す る 特 異 的 な CD8応 答 に よ っ て 測 定 し た (図 12～ 14)。
【 ０ ２ ４ ２ 】

　 HBsAg特 異 的 抗 体 の サ ブ ク ラ ス を 検 討 す る た め に 、 異 な る 実 験 の 血 清 試 料 に つ い て ELISA
を 実 施 し た 。 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い な い DNAワ ク チ ン の 応 答 は IgG1/IgG2aの 比 が 約 3を 示 す 。
免 疫 応 答 の 強 い 細 胞 性 へ の 偏 り が 強 力 な IgG2a応 答 に よ っ て 示 さ れ 、 従 っ て こ の 比 は 1以 下
に 近 づ く と 思 わ れ る 。 本 発 明 者 ら が ア ル ダ ラ と 共 に 試 験 し た ア ジ ュ バ ン ト に は 、 こ の 比 が
低 下 す る も の が あ り 、 免 疫 応 答 を 細 胞 性 応 答 に 偏 ら せ る こ と が で き る こ と を 示 し て い る (
図 15)。 例 え ば 、 PGE2は 、 そ れ が ア ル ダ ラ の よ う に 細 胞 性 応 答 を 増 強 し て も 、 全 体 的 に は
同 じ 影 響 を 示 さ な い が 、 そ れ は 免 疫 応 答 を 等 し く 移 行 す る と は 思 わ れ な い 。 イ ミ キ モ ド の
こ の 特 徴 は 、 抗 体 応 答 が 有 害 で あ る ま た は 大 き く 偏 っ た 細 胞 性 応 答 が 必 要 と さ れ る 場 合 に
は 重 要 で あ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】

　 DNAに よ る 粒 子 媒 介 性 免 疫 化 (PMID)の ア ジ ュ バ ン ト と し て の イ ミ キ モ ド (ア ル ダ ラ ク リ ー
ム )の 有 効 性 を 評 価 す る た め に さ ら に 2つ の 実 験 を 実 施 し た 。 両 方 の 実 験 は 、 試 験 ワ ク チ ン
と し て HBV sAgお よ び cAgを 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 使 用 し た 。 DNAの 投 与 量 、 ア ル ダ ラ の 製
剤 (未 処 理 対 対 照 ク リ ー ム で 希 釈 )お よ び ア ル ダ ラ の 投 与 回 数 は 変 え た 。 読 み 取 り は 、 2つ
の 抗 原 に 対 す る 抗 体 力 価 お よ び サ イ ト カ イ ン ELISPOTを 含 ん だ 。 先 の 実 施 例 の 結 果 か ら 予
想 さ れ る よ う に 、 イ ミ キ モ ド は 、 主 に IFN-g ELISPOT応 答 を 増 強 し 、 抗 体 力 価 お よ び IL-4 
ELISPOTに 対 し て は ほ と ん ど 影 響 し な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 も 、 PMIDの 1日 目 ま た は 7日 目
の ア ル ダ ラ の 送 達 は 、 一 般 に 、 PMID投 与 時 に 送 達 さ れ た 対 照 ク リ ー ム ま た は ア ル ダ ラ と 比
較 し て よ り 効 果 的 で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 PMIDの ア ジ ュ バ ン ト と し て の イ ミ キ モ ド の 有 効 性 を 試 験 す る た め に 、 ND5.5装 置 を 使 用
し て HBVs Ag-お よ び cAg-を コ ー ド す る DNAを 投 与 し 、 イ ミ キ モ ド を ア ル ダ ラ ク リ ー ム と し
て 投 与 し た 。 第 一 の 実 験 に お い て 、 DNAの 異 な る 用 量 お よ び ア ル ダ ラ の 投 与 回 数 を 試 験 し
た (表 1)。 第 二 の 実 験 に お い て 、 HBV-を コ ー ド す る DNA(2μ g)の 単 回 投 与 を 、 PMIDワ ク チ ン
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実 施 例 5
ア ジ ュ バ ン ト 群 の 試 験

実 施 例 6
抗 体 サ ブ ク ラ ス 試 験

実 施 例 7
イ ミ キ モ ド の ア ジ ュ バ ン ト 活 性 の さ ら に 別 の 特 徴



化 の 1日 目 の ア ル ダ ラ 、 PMIDと 同 時 の 希 釈 ア ル ダ ラ お よ び PMIDの 1週 間 後 の ア ル ダ ラ と 共 に
試 験 し た (表 2)。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 5～ 10匹 の Balb/cマ ウ ス か ら な る 群 は 、 0日 目 (初 回 免 疫 投 与 の み )ま た は 0日 目 お よ び 28
日 目 (初 回 免 疫 投 与 お よ び 追 加 免 疫 投 与 )に 各 々 1回 の シ ョ ッ ト で 剃 毛 し た 腹 部 に ワ ク チ ン
化 し た 。 PMIDは 、 1mg Auの ペ イ ロ ー ド お よ び 35barシ リ ン ダ ー を 備 え る ND5.5装 置 を 使 用 し
て 投 与 し た 。 ア ル ダ ラ は 、 上 記 の 表 に 示 す 用 量 お よ び 回 数 で 投 与 し た 。 イ ミ キ モ ド は 、 薬
局 か ら 得 ら れ る ア ル ダ ラ ク リ ー ム (5%イ ミ キ モ ド )と し て 投 与 し た 。 実 験 1で は 、 少 量 の 未
計 量 の 量 の ア ル ダ ラ を 、 ク リ ー ム を す り 込 ん だ 消 毒 綿 を 使 用 し て 示 し た 経 過 時 間 に 送 達 し
た 。 実 験 2で は 、 20 mlの ア ル ダ ラ を 計 量 し 、 マ ウ ス に 塗 布 し た 。 対 照 ク リ ー ム は 、 ア ル ダ
ラ 系 ク リ ー ム と 同 じ 成 分 の 多 く を 含 有 す る 市 販 の ハ ン ド ク リ ー ム で あ っ た 。 ア ル ダ ラ を 希
釈 し た 群 で は 、 対 照 ク リ ー ム と ア ル ダ ラ の 5:1混 合 物 を 、 3方 向 ス ト ッ プ コ ッ ク を 使 用 し て
2つ の シ リ ン ジ 間 で 乳 化 し た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 マ ウ ス は 、 初 回 免 疫 投 与 ／ 追 加 免 疫 投 与 群 で は 4週 間 目 に 眼 窩 か ら 採 血 し た 。 血 液 は 心
臓 内 穿 刺 に よ っ て 採 血 し 、 2週 間 目 (初 回 免 疫 投 与 の み )ま た は 6週 間 目 (追 加 免 疫 投 与 +2週
間 )の 犠 牲 時 に 細 胞 ア ッ セ イ の た め に 脾 臓 を 切 除 し た 。 血 清 は 、 実 験 室 内 ELISAsを 使 用 し
て 抗 -sAgお よ び 抗 -cAg抗 体 に つ い て 分 析 し た 。 個 々 の マ ウ ス の 脾 細 胞 は 、 g-IFNお よ び IL-
4 ELISPOTア ッ セ イ の た め に タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド で 刺 激 し た 。 3つ の セ ッ ト の 抗 原 を
使 用 し た ： 1)Biodesign製 の 無 傷 の cAg、 2)重 複 sAgペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ ー (Chiron社 が 合
成 し た 3ア ミ ノ 酸 が オ フ セ ッ ト さ れ た 15 mers)お よ び 3)MHCク ラ ス I分 子 L d に 結 合 す る こ と
が 既 知 の sAg(ア ミ ノ 酸 28～ 39)の 主 要 抗 原 ペ プ チ ド 。 特 異 的 な ス ポ ッ ト 形 成 細 胞 は 、 培 地
だ け で 培 養 し た 細 胞 で 形 成 さ れ た ス ポ ッ ト の 数 を 引 く こ と に よ っ て 算 出 し た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 先 に 観 察 さ れ た よ う に 、 イ ミ キ モ ド は ど ち ら の HBV抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 も 増 加 し な か
っ た (デ ー タ は 示 し て い な い )。 第 一 の 実 験 に お い て 、 ELISPOTア ッ セ イ で 測 定 し た と き 、 I
L-4分 泌 に 対 す る イ ミ キ モ ド の 影 響 も 示 さ れ な か っ た (示 し て い な い )。 図 16に 示 す よ う に
、 抗 原 に 応 答 し て g-IFNを 分 泌 す る 細 胞 の 頻 度 の 増 加 が 観 察 さ れ た 。 sAgペ プ チ ド ラ イ ブ ラ
リ ー に 対 す る 応 答 (主 に CD4+細 胞 )が 示 さ れ る が 、 同 じ 応 答 は 、 CD8+細 胞 を 刺 激 す る ク ラ ス
I-制 限 ペ プ チ ド で 観 察 さ れ た (示 し て い な い )。 低 容 量 の HBVを コ ー ド す る す る DNAで は 、 イ
ミ キ モ ド は 、 3つ の 経 過 時 点 の 全 て に お い て 投 与 す る と き 、 g-IFN分 泌 を 増 加 し た が 、 PMID
後 24時 間 に お け る 投 与 が 最 も 有 効 で あ っ た 。 最 高 用 量 の DNAで は 、 イ ミ キ モ ド 投 与 は 、 PMI
D直 前 ま た は 直 後 に 送 達 さ れ る 場 合 に は わ ず か に 抑 制 的 で あ る が 、 24時 間 後 に 投 与 さ れ る
場 合 に は 、 増 加 す る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 第 二 の 実 験 で は 、 初 回 免 疫 投 与 ／ 追 加 免 疫 投 与 法 お よ び ア ル ダ ラ を 対 照 ク リ ー ム と 混 合
す る こ と に よ っ て イ ミ キ モ ド の 用 量 を 低 下 す る 試 み を 行 っ た 。 本 発 明 者 ら が イ ミ キ モ ド を
測 定 す る 方 法 を 持 っ て い な か っ た と き 、 本 発 明 者 ら は 混 合 が ど の よ う に 有 効 で あ る か に つ
い て 不 確 か で あ る こ と が 注 目 さ れ る べ き で あ る 。 こ の 検 討 で は 、 対 照 ク リ ー ム を 投 与 し た
マ ウ ス の g-IFN ELISPOT応 答 は 初 回 免 疫 投 与 の み で は 正 常 よ り 高 か っ た 。 従 っ て 、 ア ル ダ
ラ に よ る 応 答 の 増 加 は 観 察 さ れ な か っ た (デ ー タ は 示 し て い な い )。 こ れ は 、 残 念 な こ と に
、 第 一 の 検 討 と 一 致 し な い 。 し か し 、 追 加 免 疫 投 与 し た 動 物 で は 、 g-IFNを 分 泌 す る 細 胞
の 頻 度 の 増 加 が 、 以 下 の 経 過 時 点 に お い て ア ル ダ ラ を 投 与 し た 場 合 に 観 察 さ れ た ： 初 回 免
疫 投 与 の み の 24時 間 後 、 初 回 免 疫 投 与 お よ び 追 加 免 疫 投 与 の 24時 間 後 、 追 加 免 疫 投 与 の み
の 24時 間 後 お よ び 追 加 免 疫 投 与 の 7日 後 。 最 も 大 き な 影 響 は ア ル ダ ラ の 後 期 の 投 与 で 観 察
さ れ た (追 加 免 疫 投 与 の 1お よ び 7日 後 )(図 17)。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 追 加 免 疫 投 与 お よ び ア ル ダ ラ 処 理 後 長 期 間 の 経 過 時 点 に お い て ELISPOT
を 試 験 し な か っ た の で 、 こ の 影 響 が 一 過 的 で あ る か ど う か は わ か ら な い 。 実 験 1と 同 様 に
、 CD+応 答 は CD4+応 答 と 同 様 で あ り 、 例 外 は 、 追 加 免 疫 投 与 の み の 24時 間 後 に 送 達 し た ア
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ル ダ ラ は 、 初 回 免 疫 投 与 の み の 後 に 送 達 し た 場 合 と 比 較 し て 高 く な か っ た 。 実 験 1(初 回 免
疫 投 与 の み の 検 討 )と 異 な り 、 IL-4 ELISPOT応 答 の 増 加 が 追 加 免 疫 投 与 後 に 観 察 さ れ 、 特
に 追 加 免 疫 投 与 の 7日 目 に 処 理 し た 群 に 観 察 さ れ た (デ ー タ は 示 し て い な い )。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 こ れ ら の 実 験 は 、 イ ミ キ モ ド は 、 PMIDワ ク チ ン 化 後 に g-IFN分 泌 細 胞 の 頻 度 を 増 加 す る
こ と を 示 す 。 こ の 影 響 の 最 適 な 経 過 時 点 は 、 PMIDの ほ ぼ 1日 目 ～ 最 長 7日 目 で あ る と 思 わ れ
る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ２ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ３ 】

　 哺 乳 類 細 胞 に お い て 発 現 す る た め に 最 適 化 し た 、 HIV-1ク レ ー ド B株 HXB2(GenBankエ ン ト
リ ー K03455)の p55gag抗 原 を コ ー ド す る 合 成 遺 伝 子 を PCRに よ っ て 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
か ら 構 築 し た 。 最 適 化 は 、 ウ ィ ル ス 遺 伝 子 の コ ド ン 使 用 頻 度 パ タ ー ン を 変 更 し て 、 高 度 に
発 現 さ れ て い る ヒ ト 遺 伝 子 に 見 ら れ る も の に 近 似 し た コ ド ン 使 用 頻 度 を 提 供 す る こ と を 含
む 。 コ ド ン は 、 Syngeneと 呼 ば れ る 統 計 的 な Visual Basicプ ロ グ ラ ム (Calcgeneの 最 新 版 、
R. S. Haleお よ び G. Thompson著 、 タ ン パ ク 質 発 現 と 精 製 (Protein Expression and Purif
ication) 12巻 、 185～ 188ペ ー ジ 、 1998年 )を 使 用 し て 割 り 付 け た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 1528bp gag PCR産 物 は ゲ ル 精 製 し 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ NotIお よ び Bam HIで 切 断 し
、 NotI/BamHIカ ッ ト し た ベ ク タ ー WRG7077に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。 こ れ は 、 CMVプ ロ モ ー タ
ー ／ イ ン ト ロ ン Aと ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 間 に 遺 伝 子 を 挿 入 す る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し 、 エ ラ ー を チ ェ ッ ク し た 。 100%正 し い シ ン グ ル ク ロ ー ン は な か っ
た 。 従 っ て 、 最 適 オ リ ゴ セ ッ ト の 適 当 な 組 み 合 わ せ を 使 用 す る オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ PCRに
よ っ て 、 2つ の ク ロ ー ン の 正 し い 配 列 領 域 を 組 み 合 わ せ て 、 完 全 長 コ ド ン を 最 適 化 し た gag
遺 伝 子 を 提 供 し た 。 こ の 最 終 的 な ク ロ ー ン は 、 そ の 後 、 フ レ ー ム シ フ ト お よ び 翻 訳 の 早 期
停 止 を 生 じ る 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 欠 損 を 含 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 欠 損 は 、 正 し く な い 配
列 を 含 有 す る 遺 伝 子 の 領 域 を 切 断 し 、 別 の ク ロ ー ン の 等 価 な 領 域 の 正 し い 配 列 に ク ロ ー ニ
ン グ す る こ と に よ っ て 修 復 し た 。 こ れ ら に よ り 、 コ ド ン を 最 適 化 し た 最 終 p55 gagク ロ ー
ン ： Gagoptrpr2が 得 ら れ た (図 19を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ２ ５ ６ 】

　 HIV-1ク レ ー ド B株 HXB2か ら 誘 導 し た p55gag遺 伝 子 の p17お よ び p24部 分 を プ ラ ス ミ ド pHXB
?Prか ら PCR増 幅 し た  (B. Maschera, E. Furfineお よ び E. D. Blair 1995 J. Virol 69 54
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実 施 例 8
高 度 に 発 現 さ れ る ヒ ト 遺 伝 子 の コ ド ン 使 用 頻 度 に 類 似 さ せ る た め の p55 gag(p17、 p24、 p1
3)の 最 適 化

実 施 例 9
p17/p24切 断 型 Nef融 合 遺 伝 子 の 作 製



31-5436)。 pHXB?Pr。 HXB2 nef遺 伝 子 の 3’ 末 端 の 426bpを 同 じ プ ラ ス ミ ド か ら 増 幅 し た 。 H
XB2 nef遺 伝 子 は 早 期 停 止 コ ド ン を 含 有 す る の で 、 2回 の オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ PCRsを 使 用 し
て 、 コ ド ン を 修 復 し た (TGA[停 止 ]か ら TGG[Trp])。 PCR反 応 に お い て 、 p17/p24リ ン カ ー お
よ び trNEFリ ン カ ー PCR産 物 を 結 合 し て 、 p17/p24trNEF融 合 遺 伝 子 (図 20)を 作 製 し た (ア ン
チ セ ン ス )。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 1542bp産 物 を ゲ ル 精 製 し 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ NotIお よ び BamHIで 切 断 し て 、 ベ ク
タ ー WRF7077の NotI BamHI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ れ に よ り 、 CMVプ ロ モ ー タ ー ／ イ ン
ト ロ ン Aと ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 間 に 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】

　 HIV-1ク レ ー ド B株 HXB2か ら 誘 導 し た コ ド ン 最 適 化 p55gag遺 伝 子 の p17/p24部 分 を プ ラ ス
ミ ド pGagOPTTrpr2か ら PCR増 幅 し た 。 TGA[停 止 ]か ら TGG[Trp]に 修 復 し た 早 期 停 止 コ ド ン を
有 す る 切 断 型 NXB2 Nef遺 伝 子 を プ ラ ス ミ ド 7077trNef20か ら PCR増 幅 し た 。 2つ の PCR産 物 は
、 2つ の 遺 伝 子 が 2回 目 の PCRで 結 合 さ れ る よ う に 重 複 末 端 を 有 す る よ う に 設 計 し た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 1544bp産 物 を ゲ ル 精 製 し 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ NotIお よ び BamHIで 切 断 し て 、 ベ ク
タ ー WRF7077の NotI BamHI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た (図 を 参 照 さ れ た い )。 こ れ に よ り 、 CMV
プ ロ モ ー タ ー ／ イ ン ト ロ ン Aと ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 間 に 遺 伝 子 が
挿 入 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】

　 哺 乳 類 の 細 胞 に お い て 発 現 す る た め に 最 適 化 さ れ た 、 HIV-1ク レ ー ド B株 HXB2か ら 誘 導 し
た pol遺 伝 子 の RT部 分 を コ ー ド す る 合 成 遺 伝 子 を PCRに よ っ て 重 複 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら
構 築 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ し た 配 列 は 、 HXB2基 準 配 列 の 位 置 2550～ 4222と 等 価 で あ る (GenBa
nkエ ン ト リ ー K03455)。 発 現 を 確 実 に す る た め に 、 ク ロ ー ニ ン グ し た 配 列 は 、 元 の 遺 伝 子
に は 存 在 し な い 2つ の 追 加 の コ ド ン -AUG GGC(Met Gly)を 5’ 末 端 に 有 す る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 最 適 化 は 、 ウ ィ ル ス 遺 伝 子 の コ ド ン 使 用 頻 度 パ タ ー ン を 変 更 し て 、 高 度 に 発 現 さ れ て い
る ヒ ト 遺 伝 子 に 見 ら れ る も の に 近 似 し た コ ド ン 使 用 頻 度 を 提 供 す る こ と を 含 む 。 コ ド ン は
、 Syngeneと 呼 ば れ る 統 計 的 な Visual Basicプ ロ グ ラ ム (Calcgeneの 最 新 版 、 R. S. Haleお
よ び G. Thompson著 、 タ ン パ ク 質 発 現 と 精 製 (Protein Expression and Purification) 12
巻 、 185～ 188ペ ー ジ 、 1998年 )を 使 用 し て 割 り 付 け た 。 最 終 ク ロ ー ン は 、 2つ の 中 間 ク ロ ー
ン #16お よ び #21か ら 構 築 し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 1.7kb PCR産 物 を ゲ ル 精 製 し 、 NotIお よ び BamHIで 切 断 し て 、 PCRク リ ー ニ ン グ し て か ら
、 NotI/BamHIカ ッ ト し た pWRG7077に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た 。 こ れ に よ り 、 CMVプ ロ モ ー タ ー
と ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 間 に 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ る 。 ク ロ ー ン を 配 列
決 定 し た 。 100%正 し い ク ロ ー ン は な か っ た が 、 ク ロ ー ン 16は 、 3つ の エ ラ ー を 含 有 す る 403
bp KpnI-BamHI断 片 を ク ロ ー ン #21の 正 し い Kpn1-BamHI断 片 と 交 換 す る こ と に よ っ て 修 復 し
た 。 最 終 ク ロ ー ン は 、 配 列 決 定 に よ っ て 証 明 し た (図 22を 参 照 さ れ た い )。
【 ０ ２ ６ ３ 】

　 哺 乳 類 細 胞 に お い て 発 現 す る た め に 最 適 化 さ れ た 、 HIV-1ク レ ー ド B株 HXB2の pol遺 伝 子
の RT部 分 を コ ー ド す る 合 成 遺 伝 子 を 、 1697bp NotI/BamHI断 片 と し て プ ラ ス ミ ド p7077-RT3
か ら 切 断 し 、 ゲ ル 精 製 し 、 p7313-ie(pspC31由 来 )の NotI&BamHI部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し て 、
Iowa鎖 長 の HCMVプ ロ モ ー タ ー +エ ク ソ ン 1の 下 流 お よ び ウ サ ギ グ ロ ビ ン ポ リ -ア デ ニ ル 化 シ
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実 施 例 10
Gag p17/24opt/trNef1(「 Gagopt/Nef」 )融 合 遺 伝 子 の 作 製

実 施 例 　 11
プ ラ ス ミ ド ： p7077-RT3ク ロ ー ン #A

実 施 例 12
最 適 化 さ れ た RT



グ ナ ル の 上 流 に 挿 入 し た (R7004 p27)(図 23)。
【 ０ ２ ６ ４ 】

　 プ ラ ス ミ ド DNA(約 1μ g/μ l)、 例 え ば 100 ugお よ び 2μ mの 金 粒 子 、 例 え ば 50 mg(PowderJ
ect)を 0.05Mス ペ ル ミ ジ ン 、 例 え ば 100 ul(Sigma)に 懸 濁 さ せ た 。 1M CaCl 2 、 例 え ば 100 ul
(American Pharmaceutical Partners, Inc., USA)を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 DNAを 金 粒 子
に 沈 殿 さ せ た 。 DNA／ 金 複 合 体 を 室 温 に お い て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 無 水 エ タ ノ
ー ル で 3回 洗 浄 、 例 え ば 1mlで 3回 洗 浄 し た (モ レ キ ュ ラ ー シ ー ブ 3A(BDH)で あ ら か じ め 脱 水 )
。 0.05mg/mlの ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン (PVP、 Sigma)を 含 有 す る 無 水 エ タ ノ ー ル に 試 料 を 懸
濁 さ せ 、 1.5 mlの 微 量 遠 心 管 (Eppendorf)に 等 し い 分 量 で 3つ に 分 け た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 分 割 試 料 は 、 (a)「 金 ス ラ リ ー 」 の 分 析 の た め 、 (b)溶 出 液 -(a)か ら 溶 出 さ れ た プ ラ ス ミ
ド の 分 析 の た め お よ び (c)「 遺 伝 子 銃 」 (以 下 を 参 照 さ れ た い )の た め の 金 ／ プ ラ ス ミ ド コ
ー テ ィ ン グ し た Tefzelカ ー ト リ ッ ジ を 作 製 す る た め で あ っ た 。 試 料 (a)お よ び (b)の 調 製 は
、 エ タ ノ ー ル ／ PVP中 に プ ラ ス ミ ド DNA／ 「 金 ス ラ リ ー 」 を 含 有 す る 管 を Eppendorf 5418微
量 遠 心 分 離 器 で 最 高 速 度 で 2分 間 回 転 さ せ 、 上 清 を 除 去 し 、 「 金 ス ラ リ ー 」 を 室 温 に お い
て 10分 間 乾 燥 し た 。 試 料 (a)を 、 TE pH8.0で 0.5～ 1.0 ug/ulの プ ラ ス ミ ド DNA濃 度 に 再 懸 濁
さ せ る と 、 約 50%コ ー テ ィ ン グ と 考 え ら れ る 。 溶 出 は 、 試 料 (b)を 、 TE pH8.0で 0.5～ 1.0 u
g/ulの プ ラ ス ミ ド DNA濃 度 に 再 懸 濁 さ せ 37℃ に お い て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 は げ
し く 振 盪 し 、 次 い で Eppendorf 5418微 量 遠 心 分 離 器 で 最 高 速 度 で 2分 間 回 転 さ せ 、 上 清 、
溶 出 液 を 取 り 、 -20℃ に お い て 保 存 し た 。 溶 出 し た 正 確 な DNA濃 度 は 、 Genequant II(Pharm
acia Biotech)を 使 用 す る 分 光 学 的 な 定 量 に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】

　 ACCell遺 伝 子 導 入 装 置 の た め の カ ー ト リ ッ ジ の 作 製 は 以 前 に 記 載 さ れ て い る (Eisenbaum
ら 、 DNAと 細 胞 生 物 学 (DNA and Cell Biology), 1993年 12巻 、 9号 791～ 797ペ ー ジ 、 Petner
ら )。 簡 単 に 説 明 す る と 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 2 mm金 粒 子 (DeGussa Corp., South Plainfield
, N. J., USA)に コ ー テ ィ ン グ し 、 Tefzel管 に 充 填 し 、 そ の 後 カ ー ト リ ッ ジ と し て 使 用 す
る た め に 長 さ 1.27 cmに 切 断 し て 、 使 用 時 ま で 4℃ に お い て デ シ ケ ー タ ー に 保 存 し た 。 典 型
的 な ワ ク チ ン で は 、 各 カ ー ト リ ッ ジ は 合 計 0.5mg DNA／ カ ー ト リ ッ ジ を コ ー テ ィ ン グ し た 0
.5mgの 金 を 含 有 し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】

　 マ ウ ス (n=3／ 群 )を 、 核 酸 が コ ー ド し 、 2つ の ベ ク タ ー に 位 置 す る 抗 原 で ワ ク チ ン 化 し た
。 P7077は 、 イ ン ト ロ ン Aお よ び エ ク ソ ン 1を 含 む HCMV IEプ ロ モ ー タ ー (fcmvプ ロ モ ー タ ー )
を 使 用 し て い る 。 P73Iは 同 じ 抗 原 を 送 達 す る が 、 イ ン ト ロ ン Aを 欠 損 す る が 、 エ ク ソ ン 1を
含 む HCMV IEプ ロ モ ー タ ー (icmvプ ロ モ ー タ ー )を 含 有 す る 。 プ ラ ス ミ ド は 、 F1(C3H× Balb/
c)マ ウ ス の 腹 部 部 位 の 剃 毛 し た 標 的 部 位 に 送 達 し た 。 マ ウ ス に は 、 0日 目 に 2× 0.5 ugDNA
の 初 回 免 疫 投 与 、 35日 目 に 2× 0.5μ gの DNAに よ る 追 加 免 疫 投 与 を 実 施 し 、 IFN-γ Elispot
を 使 用 し て 40日 目 に 細 胞 性 応 答 を 検 出 し た 。
　 P73I　 　 　 　 　 　 -　 　 　  空 の ベ ク タ ー
　 P7077　 　 　 　 　  -　 　 　  空 の ベ ク タ ー
　 P7077　 　 GRN　 　 -　 　 　  (fCMVプ ロ モ ー タ ー )Gag, RT, Nef
　 P73I　 　  GRN　 　 -　 　 　  (iCMVプ ロ モ ー タ ー ) Gag, RT, Nef
　 P73I　 　  GR3N　  -　 　 　  (CMVプ ロ モ ー タ ー )最 適 化 Gag,最 適 化 RT, Nef
　 P7077　 　 GN　 　  -　 　 　  (fCMVプ ロ モ ー タ ー )Gag,Nef
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実 施 例 13
「 遺 伝 子 銃 」 DNAカ ー ト リ ッ ジ の た め の プ ラ ス ミ ド を コ ー テ ィ ン グ し た 「 金 ス ラ リ ー 」 の
作 製

実 施 例 14
DNA免 疫 化 の た め の カ ー ト リ ッ ジ の 作 製

実 施 例 15
遺 伝 子 銃 を 使 用 し た DNAワ ク チ ン 化 後 の HIV抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答



　 P73I　 　  GN　 　  -　 　 　  (iCMVプ ロ モ ー タ ー ) Gag, Nef
【 ０ ２ ６ ８ 】

　 細 胞 障 害 性 T細 胞 応 答 は 、 5日 後 に 採 取 し た 脾 細 胞 の CD8+T細 胞 -制 限 -IFN-g ELISPOTア ッ
セ イ に よ っ て ア ッ セ イ し た 。 断 頭 に よ っ て マ ウ ス を 犠 牲 に し 、 脾 臓 を 氷 冷 PBSに 採 取 し た
。 脾 細 胞 は リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 (PBS)中 で 細 分 化 し 、 そ の 後 赤 血 球 を 溶 血 さ せ た (155 mM
 NH 4 Cl、 10 mM KHCO 3 、 0.1 mM EDTAか ら な る 緩 衝 液 中 で 1分 間 )。 PBSで 2回 洗 浄 し て 粒 子 状
物 質 を 除 去 し た 後 、 捕 獲 IFN-g抗 体 を あ ら か じ め コ ー テ ィ ン グ し て お い た ELISPOTプ レ ー ト
に 単 細 胞 懸 濁 液 を 分 割 し 、 CD8-制 限 同 族 ペ プ チ ド (Gag、 Nefま た は RT)で 刺 激 し た 。 終 夜 培
養 後 、 抗 -マ ウ ス IFN-g-ビ オ チ ン 標 識 抗 体 (Pharmingrn)を 適 用 し 、 そ の 後 ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン 結 合 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 適 用 す る こ と に よ っ て IFN-g産 生 細 胞 を 可 視 化 し 、
画 像 分 析 を 使 用 し て 定 量 し た 。 こ の 実 験 の 結 果 図 24～ 26に 示 す 。
【 ０ ２ ６ ９ 】

　 レ シ キ モ ド は 、 0日 目 の 免 疫 化 の -2、 -1、 0、 1、 2ま た は 3日 目 に Balb/cマ ウ ス の 腹 部 の
皮 膚 に 局 所 的 に 送 達 す る 。 レ シ キ モ ド に よ る 治 療 後 に 見 ら れ る 細 胞 応 答 お よ び 抗 体 応 答 を
評 価 し 、 大 量 の 従 来 の デ ー タ と 比 較 す る こ と が で き る よ う に 、 免 疫 化 は 、 B型 肝 炎 表 面 抗
原 を 発 現 す る DNAワ ク チ ン を 使 用 す る 。 製 剤 は 0.05%ク リ ー ム ま た は DMSO溶 液 (約 5 mg/ml)
か ら な る 。 理 想 的 に は 、 両 方 の 種 類 の 製 剤 を 試 験 し た 。 マ ウ ス の 半 数 を 免 疫 化 の 7日 後 に
犠 牲 に し て 細 胞 性 免 疫 応 答 (CD8 ELISPOT)を 測 定 す る 。 残 り の マ ウ ス は 免 疫 化 後 28日 間 飼
育 し 、 初 回 免 疫 投 与 と 同 じ ス ケ ジ ュ ー ル で 追 加 免 疫 投 与 し 、 次 い で 2週 間 後 に 犠 牲 に し て
抗 体 お よ び 細 胞 応 答 を 試 験 し た 。 血 清 を 使 用 し て 抗 体 力 価 お よ び 免 疫 応 答 の 傾 向 を 示 す Ig
G抗 体 の サ ブ ク ラ ス の 分 布 を 評 価 す る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 免 疫 化 の 前 ま た は 後 に 、 レ シ キ モ ド は DNAワ ク チ ン に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る 。 同 様
の 化 合 物 で あ る ア ル ダ ラ に つ い て 見 ら れ る よ う に 、 レ シ キ モ ド を 免 疫 化 の 1日 後 に 送 達 す
る と 増 強 が 生 じ る 可 能 性 が あ る 。 最 も 高 い 可 能 性 で 、 細 胞 性 免 疫 応 答 の 増 加 が 見 ら れ る 。
レ シ キ モ ド は 抗 体 応 答 を 増 強 す る 能 力 を 有 す る 可 能 性 が あ る が 、 こ れ は 本 発 明 者 ら が 使 用
す る 送 達 部 位 お よ び 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル で は 生 じ な い 場 合 が あ る 。 理 論 的 に は 、 1つ の 経 過
時 点 (増 強 時 点 と は 異 な る )で は 、 レ シ キ モ ド の 抑 制 作 用 が 見 ら れ る 場 合 も あ り 、 他 の 用 途
に 利 用 す る こ と が で き る 。 使 用 す る 用 量 は 、 レ シ キ モ ド の 活 性 が イ ン ビ ボ に お い て 見 ら れ
る 範 囲 で あ る と 思 わ れ 、 本 発 明 の 方 法 を さ ら に 改 良 す る と 、 レ シ キ モ ド の 用 量 お よ び 製 剤
が 最 適 化 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
材 料 お よ び 方 法
プ ラ ス ミ ド
　 免 疫 化 の た め に は 、 既 知 の 免 疫 応 答 を 有 す る DNAワ ク チ ン プ ラ ス ミ ド を 使 用 す る 。 プ ラ
ス ミ ド WRG7128は 、 HCMVプ ロ モ ー タ ／ エ ン ハ ン サ ー を 使 用 し て B型 肝 炎 表 面 抗 原 (HBsAg)を
発 現 し 、 細 胞 応 答 お よ び 抗 体 応 答 を 形 成 す る 適 当 な 選 択 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
局 所 的 な ア ジ ュ バ ン ト
　 レ シ キ モ ド は 、 0.05%ク リ ー ム ま た は 5 mg/mlの DMSO溶 液 と し て 製 剤 化 さ れ る 。 ク リ ー ム
の 塗 布 は 、 消 毒 綿 を 使 用 し て マ ウ ス の 腹 部 に こ す り つ け る 。 約 20mlの ク リ ー ム を こ の 方 法
に よ っ て 適 用 す る 。 DMSO溶 液 は 、 50ugを 送 達 す る ピ ペ ッ タ ー を 使 用 し て マ ウ ス の 腹 部 に 拡
散 す る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
DNAワ ク チ ン
　 金 粒 子 へ の DNAの 沈 降 は 、 DNAワ ク チ ン の カ ル シ ウ ム ／ ス ペ ル ミ ジ ン 製 剤 の 標 準 的 な 手 法
を 使 用 し て 実 施 さ れ る 。 50 mMス ペ ル ミ ジ ン 300 mlを 含 有 す る 小 型 の 遠 心 管 内 で DNAを 2ミ

10

20

30

40

50

(56) JP 2005-533752 A 2005.11.10

細 胞 障 害 性 T細 胞 応 答

実 施 例 16
レ シ キ モ ド の ア ジ ュ バ ン ト 活 性



ク ロ ン の 金 粒 子 と 混 合 す る 。 添 加 す る DNAの 量 は 金 粒 子 1mgあ た り 2 ugで あ り 、 典 型 的 に は
26 mgの 金 の バ ッ チ (52 ugの DNA)を 作 製 し た 。 DNAは 、 回 転 式 ミ キ サ ー で 管 を 連 続 的 に 撹 拌
中 に 、 10%CaCl 2 の 1/10容 量 を 添 加 す る こ と に よ っ て 金 に 沈 降 さ せ る 。 DNA-金 複 合 体 を 無 水
エ タ ノ ー ル で 3回 洗 浄 し 、 テ フ ゼ ル 管 に 添 加 し 、 乾 燥 し て 、 XR-1装 置 に 使 用 す る た め に 0.5
イ ン チ の セ グ メ ン ト に 切 断 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 免 疫 化 の た め に は 、 DNAワ ク チ ン を Balb/Cマ ウ ス の 腹 部 に XR-1装 置 に よ っ て 送 達 す る 。
免 疫 化 の た め に 1回 の シ ョ ッ ト を 適 用 す る 。 い く つ か の 実 験 は 初 回 免 疫 投 与 だ け を 使 用 し
、 他 は 初 回 免 疫 投 与 お よ び 4週 間 目 の 追 加 免 疫 投 与 を 実 施 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
抗 体 ELISA
　 血 清 試 料 は 、 ELISAア ッ セ イ を 使 用 し て 抗 体 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 Falcon Pro Bind 
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 、 抗 原 の PBS(リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 、 BioWhittaker)を 4℃ に
お い て 終 夜 コ ー テ ィ ン グ す る 。 HBsAg ELISAの た め に は 、 抗 原 は 、 ウ ェ ル あ た り 0.1 ugの
精 製 HBsAg(BioDesign)で あ る 。 プ レ ー ト は 5%粉 乳 /PBSで 室 温 に お い て 1時 間 ブ ロ ッ ク し 、
洗 浄 緩 衝 液 (10 mM Tris緩 衝 生 理 食 塩 液 、 0.1%Brij-35)で 3回 洗 浄 し 、 希 釈 緩 衝 液 (2%粉 乳 /
PBS/0.05%Tween20)で 希 釈 し た 血 清 試 料 を プ レ ー ト に 添 加 し 、 室 温 に お い て 2時 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン す る 。 プ レ ー ト を 3回 洗 浄 し 、 希 釈 緩 衝 液 で 8000倍 希 釈 し た ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗 -
マ ウ ス 抗 体 (Southern Biotechnology)を プ レ ー ト に 添 加 し 、 室 温 に お い て 1時 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 プ レ ー ト を 3回 洗 浄 し 、 PBSで 8000倍 に 希 釈 し た ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン -西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 物 (Southern Biotechnology)を 添 加 し 、 プ レ ー
ト を 室 温 に お い て さ ら に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 プ レ ー ト を 3回 洗 浄 し 、 次 い で 基
質 溶 液 を 添 加 し (BioRad)、 反 応 を 1N H 2 SO 4 で 停 止 す る 。 光 学 密 度 を 450 nmで 読 む 。 試 料 を
既 知 の 力 価 の 標 準 と 比 較 す る こ と に よ っ て HBsAgの エ ン ド ポ イ ン ト 力 価 を 算 出 す る 。 サ ブ
ク ラ ス 評 価 の た め に は 、 使 用 す る ビ オ チ ン 化 抗 -マ ウ ス 抗 体 は IgG1ま た は IgG2a特 異 的 で あ
る が 、 ア ッ セ イ は 同 一 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
細 胞 培 養
　 単 細 胞 懸 濁 液 を マ ウ ス 脾 臓 か ら 得 る 。 脾 臓 は メ ッ シ ュ を 介 し て 圧 搾 し て 、 単 細 胞 懸 濁 液
を 作 製 し 、 次 い で 細 胞 を 沈 殿 さ せ 、 ACK緩 衝 液 (Bio Whittaker, Walkersville MD)で 処 理
し て 、 赤 血 球 細 胞 を 溶 血 さ せ る 。 HEPES、 1%グ ル タ ミ ン (Bio Whittaker)お よ び 5%熱 不 活 性
化 ウ シ 胎 仔 血 清 (FCS、 Harlan, Indianapolis IN)を 添 加 し た RPMI 1640培 地 で 2回 洗 浄 す る
。 細 胞 を 計 数 し 、 5%熱 不 活 性 化 FCS、 50 mMメ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (Gibco-BRL, Long Islan
d NY)、 ゲ ン タ マ イ シ ン (Gibco-BRL)、 1 mM MEMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco-BRL)お よ び M
EM非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Sigma, St. Louis MO)を 添 加 し た HEPESお よ び 1%グ ル タ ミ ン を 含 有 す る
RPMI 1640か ら な る 「 ト ー タ ル 」 培 地 に 適 当 な 濃 度 に 再 懸 濁 す る 。 CD8特 異 的 ア ッ セ イ の た
め に は 、 既 知 の CD8エ ピ ト ー プ に 対 応 す る ペ プ チ ド の 存 在 下 に お い て 細 胞 を イ ン ビ ト ロ で
培 養 す る 。 BALB/Cマ ウ ス に お け る HBsAgに つ い て は 、 ペ プ チ ド の 配 列 は IPQSLDSWWTSL(QCB 
Inc)で あ る 。 ペ プ チ ド は DMSO(10 mg/ml)中 で 作 製 し 、 培 養 培 地 で 10 mg/mlに 希 釈 す る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
ELISPOT
　 IFN-g ELISPOTア ッ セ イ の た め に は 、 Millipore Multiscreen膜 ろ 過 プ レ ー ト に 、 15 ug/
ml抗 -IFN-g抗 血 清 (Pharmingen)の 滅 菌 0.1 M炭 酸 緩 衝 液 pH9.6溶 液 50 ulで 4℃ に お い て 終 夜
コ ー テ ィ ン グ す る 。 プ レ ー ト を 滅 菌 PBSで 6回 洗 浄 し 、 次 い で 10%ウ シ 胎 仔 血 清 (FBS)を 含 有
す る 組 織 培 養 培 地 で 室 温 に お い て 1～ 2時 間 ブ ロ ッ ク す る 。 培 地 を 除 去 し 、 脾 細 胞 は 、 ウ ェ
ル あ た り 合 計 1× 10 6 細 胞 を ウ ェ ル に 分 注 す る 。 免 疫 化 し た 動 物 の 細 胞 が 1× 10 6 細 胞 未 満 し
か 添 加 さ れ な い ウ ェ ル に つ い て は 、 未 処 理 の 動 物 の 細 胞 を 使 用 し て 合 計 を 1× 10 6 に す る 。
細 胞 は 、 上 記 の ペ プ チ ド の 存 在 下 に お い て 組 織 培 養 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に お い て 終 夜 イ ン キ
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ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 プ レ ー ト を PBSで 2回 お よ び 蒸 留 水 で 1回 洗 浄 す る 。 次 い で 、 PBSで 3回
洗 浄 す る 。 ビ オ チ ン 化 抗 IFN-gモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Pharmingen)を プ レ ー ト に 添 加 し (1 ug
/mlの PBS溶 液 50ug)、 室 温 に お い て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 プ レ ー ト を PBSで 6回 洗
浄 し 、 次 い で ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 体 (PBSで 1000倍 希 釈 、 Ph
armingen)を 添 加 し 、 室 温 に お い て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 プ レ ー ト を PBSで 6回 洗
浄 し 、 発 色 基 質 (BioRad)を 添 加 し 、 黒 点 が 出 現 す る ま で 反 応 を 進 行 さ せ る 。 水 で 3回 洗 浄
す る こ と に よ っ て 反 応 を 停 止 す る 。 プ レ ー ト を 乾 燥 し 、 顕 微 鏡 下 で ス ポ ッ ト を 計 数 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 　 （ 図 １ ～ 図 １ ７ ） 一 連 の ワ ク チ ン 化 実 験 に お け る 本 発 明 の 化 合 物 の ア ジ ュ バ ン ト 活 性
を 示 す 。
　 　 （ 図 １ ６ ） イ ミ キ モ ド を pdpsc18.1の ア ジ ュ バ ン ト と し て 使 用 す る 場 合 に 、 初 回 免 疫
投 与 の 2週 間 後 の IFN-γ  sAgELISPOTを 示 す 。 図 の 1～ 13の カ ラ ム の 投 与 は 以 下 の よ う で あ
る ：
　 　 　 1.　 2.0 ug pdsc 18
　 　 　 2.　 0.2 ug pdsc 18
　 　 　 3.　 0.02 ug pdsc 18
　 　 　 4.　 2.0 ug pdsc 18 IMQ前
　 　 　 5.　 0.2 ug pdsc 18 IMQ前
　 　 　 6.　 0.02 ug pdsc 18 IMQ前
　 　 　 7.　 2.0 ug pdsc 18 IMQ後
　 　 　 8.　 0.2 ug pdsc 18 IMQ後
　 　 　 9.　 0.02 ug pdsc 18 IMQ後
　 　 　 10.　 2.0 ug pdsc 18 IMQ24時 間 pp
　 　 　 11.　 0.2 ug pdsc 18 IMQ24時 間 pp
　 　 　 12.　 0.02 ug pdsc 18 IMQ24時 間 pp
　 　 　 13.　 2 ug p7313plc
　 　 （ 図 １ ７ ） HBV sAgペ プ チ ド の IFN-γ ELISPOTを 示 す 。
　 　 （ 図 １ ８ ～ 図 ２ ６ ） 本 発 明 の 構 築 物 に 関 す る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ － １ 】
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【 図 ２ １ － ２ 】

【 図 ２ ２ － １ 】
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