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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
個体において抗原に対する免疫応答を誘起するための医薬であって、ＣＴＬＡ４をコード
する第１の配列と、前記抗原またはそのエピトープをコードする第２の配列とを含んでな
るＤＮＡ分子又は前記ＤＮＡ分子によってコードされるポリペプチドを含む医薬。
【請求項２】
前記第２の配列によりコードされる抗原またはそのエピトープが、前記ＤＮＡ分子により
コードされる産物の二量体化または多量体化を促進するポリペプチドである、請求項１に
記載の医薬。
【請求項３】
前記ＤＮＡ分子が、該ＤＮＡ分子によってコードされる産物の二量体化または多量体化を
促進するポリペプチドをコードする第３の配列を更に含む、請求項１に記載の医薬。
【発明の詳細な説明】
発明の分野
本発明は、免疫原に対する免疫応答を増強する方法およびこうした方法に使用するための
組成物に関する。特に、本発明は、DNAおよびタンパク質ワクチン接種におけるターゲッ
ティング分子の使用に関する。
発明の背景
ウイルスタンパク質をコードする非複製プラスミドDNAの直接注入により実験室モデルお
よび前臨床モデルにおいて防御免疫応答を誘発することができるため、DNA免疫化に対す
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る関心が高まっている。DNAワクチン接種についての有用なレビューは、Donnelly et al,
Journal of Immunological Methods 176（1994）145-152に報告されている。この報告の
開示内容は、参照により本明細書に組み入れる。
ワクチン接種の手段としてDNAを筋肉内注射すると、細胞性および体液性応答の両方を誘
発することができる（1）。リポータータンパク質を用いた研究により、筋肉細胞は筋肉
内DNA注射後のトランスフェクションの主要な標的であることが実証された（2）。DNA免
疫化後の免疫応答の誘発の根底をなす機構ははっきりしていない。筋細胞は低レベルでMH
CクラスIを発現するがクラスIIまたはB-7のような共刺激性分子（costimulatory molecul
e）を構成的に発現しないため（3）、AbまたはCTL応答の誘発を引き起こす候補にはなら
ないと思われる。注射部位で抗原提示細胞（APC）の低レベルのトランスフェクションが
起こり、次いで、これらのAPCがリンパ系器官に移動し、コードされた抗原をBおよびT細
胞に提示する可能性がある（4）。これについては、皮内DNA免疫化（5）およびバイオリ
スティック（biolistic）DNA免疫化（6）の後で起こることが実証されている。このほか
、筋細胞が単に抗原の供給源として働く可能性があり、ドレーン性リンパ節（draining l
ymph node）中で初回抗原刺激が起こる。後者の場合、分泌によりまたは細胞損傷に続い
て筋細胞から抗原が放出される場合に最適の免疫誘導が得られるであろう。
ポリヌクレオチドまたはDNAのワクチン接種に対する応答を増大させることが実証された
方法の1つは、サイトカインまたは共刺激性分子をコードする配列を使用するものである
（Conry et al,（1996）Gene Therapy 3:67-74）。これらの研究者らは、投与されるDNA
が、対象の抗原だけでなくB7-1をもコードする場合に、応答が増大することを示した。
本発明者らは、APCまたは免疫誘導部位にターゲッティングされるように抗原を改変する
効果について調べた。これにより免疫応答が著しく強化されるだけでなく、免疫偏向をも
生じることが分かった。
発明の概要
第1の態様において、本発明は、抗原に対する免疫応答を誘起するために使用するDNA分子
からなる。このDNA分子には、ターゲッティング分子をコードする第1の配列と、抗原また
はそのエピトープをコードする第2の配列と、場合により、コードされた産物の二量体化
または多量体化を促進するポリペプチドをコードする第3の配列とが含まれる。
当業者には分かるであろうが、多くの場合、第2の配列によりコードされる抗原またはエ
ピトープは、コードされた産物の二量体化または多量体化を促進するポリペプチドであろ
う。この場合には、第3の配列が省略可能であることが理解されるであろう。
第2の態様において、本発明は、本発明の第1の態様のDNA分子によりコードされるポリペ
プチドからなる。
第3の態様において、本発明は、個体中で免疫応答を誘起する方法からなる。この方法に
は、本発明の第1の態様のDNA分子または本発明の第2の態様のポリペプチドを個体に投与
するステップが含まれる。
ターゲッティング分子として使用可能な分子は多岐にわたる。こうした分子としては、リ
ンパ球様細胞（この細胞は免疫誘導部位に存在するかもしくは該部位にAgを提供するであ
ろう）、リンパ系部位（例えば、脾臓、リンパ節、パイエル板）、またはAPCを直接標的
とするリガンドが挙げられる。このようなリガンドとしては、例えば、CD40L、OX40、APC
上の受容体（例えば、DEC205、CD23、CD11c、MHCクラスII）に対する抗体、CD28、CTLA4
、およびL-セレクチンが挙げられるが、これらに限定されるものではない。現在のところ
、ターゲッティング分子はCTLA4またはL-セレクチンであることが好ましい。
第4の態様において、本発明は、個体中で抗原に対する免疫応答を偏向させる方法からな
る。この方法には、CTLA4をコードする第1の配列と、抗原またはそのエピトープをコード
する第2の配列と、場合により、コードされた産物の二量体化または多量体化を促進する
ポリペプチドをコードする第3の配列とを含むDNA分子を個体に投与するステップが含まれ
る。
二量体化または多量体化を起こす方法は多数存在する。例えば、縦列重複および通常多量
体を形成する任意の分子（例えば、免疫グロブリン、CD8、TNF、グルタチオン、s-トラン
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スフェラーゼ、ジンクフィンガー二量体など）の使用が挙げられる。この分野に関連した
技術文献中には多数の参考文献が存在する。こうした文献としては、Classon BJ et al（
1992）「CD8α鎖のヒンジ領域：構造、抗原性、および免疫グロブリンスーパーファミリ
ードメインの発現における効用」Int Immumol 4:215-25;Yang J,Moyana T,Xiang J（1995
）「遺伝子工学的に調製された1本鎖FV/TNF分子は、FVの抗腫瘍免疫反応性および腫瘍壊
死因子の細胞傷害活性を有する」Mol Immunol.32:873-81;Tudyka T,Skerra A（1977）「
グルタチオンs-トランスフェラーゼを、組換えプロテアーゼ阻害剤用のc-末端酵素活性二
量体化モジュールとして使用してEscherichia coliの周辺質中に機能的に分泌させること
ができる」Protein Science,6:2180-2187;Pomerantz JL,Wolfe SA,Pabo CO（1998）「構
造に基づく二量体ジンクフィンガータンパク質のデザイン」Biochemistry 37:965-970;お
よびWhiteheart SW,Rossnagel K,Buhrow SA,Brunner M,Jaenicke R,Rothman JE（1994「N
-エチルマレイミド感受性融合タンパク質：膜融合に必要とされる三量体ATPアーゼのATP
の加水分解」J Cell Biol 126:945-54が挙げられる。これらの参考文献および本願で引用
されている他の参考文献の開示内容は、相互参照により本明細書に組み入れる。
当業者には分かるであろうが、本発明の構築物において、第1、第2、および第3のDNA配列
は、任意の特定の順序であってよい。現在のところ、この順序は第1、第3、次に第2であ
ることが好ましい。
本明細書全体にわたり、文脈上、他の意味が必要となる場合を除き、「含む」という用語
またはその変化形、例えば、「含んでなる」もしくは「含有する」という用語は、記載の
要素もしくは完全体または要素もしくは完全体のクラスを包含することを意味するが、い
かなる他の要素もしくは完全体または要素もしくは完全体のクラスをも除外するものでは
ないことは理解されるであろう。
発明の詳細な説明
次に、本発明の特徴を更にはっきりと理解できるように、以下の実施例および図を参照し
て本発明の好ましい形態について説明する。
図1：NITトランスフェクタントからの△Ig、CTLA4Ig、およびL-SELIgタンパク質の分泌。
pRep10::CD5L-hIg、pRep7::mCTLA4-hIg、およびpRep10::hL-SEL-hIg発現プラスミドを用
いてNIT細胞をトランスフェクトした。固定化プロテインAを用いて分泌タンパク質を精製
し、還元および非還元条件下でサンプルをSDS PAGEにかけた。
図2：DNA免疫化マウスにおけるhIg特異的IgG応答。pRep10::CD5L-hIg、pRep7::mCTLA4-hI
g、およびpRep10::hL-SEL-hIgで免疫したBALB/cマウスから、免疫化後、記載の時間で血
清を採取し、ELISAによりhIg特異的IgGについてアッセイを行うまで-20℃で保存した。45
0nmで0.2 ODを与える最大希釈度として力価を定義した。結果は、各グループ中の5匹のマ
ウスから得られたlog力価の平均値±SEMとして表されている。正常マウス血清および高度
免疫マウス血清をそれぞれ陰性および陽性の対照として使用した。
図3：DNA免疫化マウスにおけるhIg特異的IgGサブクラス応答。A：pRep10::CD5L-hIg、pRe
p7::mCTLA4-hIg、およびpRep10::hL-SEL-hIgで免疫したBALB/cマウスから免疫化8週間後
に血清を採取し、ELISAによりhIg特異的IgG1、IgG2a、およびIgG2bについてアッセイを行
うまで-20℃で保存した。450nmでODが0.2に達する最大希釈度として力価を定義した。結
果は、各グループ中の5匹のマウスから得られたlog力価の平均値±SEMとして表されてい
る。B：各マウスごとにlog IgG1力価を対応するlog IgG2a力価で割ってlog IgG1:log IgG
2a比を求めた。結果は、各グループ中の5匹のマウスから得られた平均値±SEMとして表さ
れている。
図4：可溶性タンパク質免疫化マウスにおけるhIg特異的IgGサブクラス応答。5gのhIgまた
は5μgのCTLA4Igタンパク質を含有するPBS 100μlで免疫したBALB/cマウスから免疫化2週
間後に血清を採取し、ELISAによりhIg特異的IgGについてアッセイを行った。450nmでODが
0.2に達する最大希釈度として力価を定義した。結果は、各グループ中の5匹のマウスから
得られたlog力価の平均値±SEMとして表されている。
図5：CTLA4Ig DNA免疫化マウスにおけるhIg特異的IgGサブクラス応答。記載の用量のpRep
7::mCTLA4-hIgで免疫したBALB/cマウスから免疫化2週間後に血清を採取し、ELISAによりh
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Ig特異的IgG1、IgG2a、およびIgG2bについてアッセイを行った。450nmでODが0.2に達する
最大希釈度として力価を定義した。結果は、各グループ中の5匹のマウスから得られたlog
力価の平均値±SEMとして表されている。
図6：DNAの同時注入後におけるOVA特異的IgGおよびIgGサブクラス応答。pRep10::hL-SEL-
hIgおよびpCI-OVAまたはpRep7::mCTLA4-hIgおよびpCI-OVAで免疫したBALB/cマウスから免
疫化4週間後に血清を採取し、ELISAによりOVA特異的IgG（A）、またはOVA特異的IgG1、Ig
G2a、もしくはIgG2b（B）についてアッセイを行った。450nmでODが0.2に達する最大希釈
度として力価を定義した。結果は、各グループ中の5匹のマウスから得られたlog力価の平
均値±SEMとして表されている。
図7：hIg、Lsel-hIg、およびCTLA4-hIgを用いたときの刺激指数を表している。

図8：種々の構築物を用いたときの抗オボアルブミンIgG力価を表している。

図9：pCI::mCTLA4-g3h-OVAおよびpCI::mCTLA4-hIg-OVAを用いたときの抗OVA IgG力価を表
している。
図10：0日目および28日目に0.1mgのpCI::mCTLA4-hIg-45W（黒丸）またはpCI::CD5L-hIg-4
5W（灰色の丸）を筋肉内投与することにより、各グループ5匹ずつのBalb/cマウスにワク
チン投与した。0、7、14、28、35、および42日目にマウスに餌を与えた。組換え45W（His
）6を用いてELISAにより血清の抗45w抗体をアッセイした。2つのグループを比較するため
にスチューデントt検定を行い、各時点における2種のワクチンに対する確率の値（P）を
図の上部に示した。
図11：20gの組換え45w（His）6タンパク質（灰色の丸）を含むフロイント完全アジュバン
ドを腹腔内投与するかまたは0.1mgのpCI::mCTLA4-hIg-45W（黒丸）を含む生理食塩水0.1m
lを筋肉内投与することにより、各グループ5匹ずつのBalb/cマウスにワクチン投与した。
ワクチン投与後0、2、5、8、14、および28日目にマウスに餌を与え、45W（His）6タンパ
ク質を用いてELISAにより抗45w抗体のアッセイを行った。スチューデントt検定により応
答を比較したところ、8日目に差異を生じた（p<0.05）。
図12：Plasmodium chabaudi adami DSでチャレンジした後のマウスの生存％を表している

図13は、抗体力価を表している。
図14は、種々の免疫化における14日目の抗体力価を表している。
図15は、種々の免疫化における54日目の抗体力価を表している。
図16は、肺ウイルス力価を表している。
図17：免疫化後の抗hIg抗体力価の誘導動態。黒ぬりの記号は、hIgを含有するプラスミド
を表し、黒ぬりの四角形（pCI::bCTLA4-hIg-△PLD）、黒ぬりの丸（pCI::CD5L-hIg-△PLD
）、黒ぬりの三角形（pCI::bCTLA4-hIg）で記されている。白ぬきの記号は、いずれの形
態のhIgをも注入されていない対照動物グループを表し、白ぬきの丸（pCI::△PLD）、白
ぬきの四角形（ワクチン接種なしの対照）、および白ぬきの三角形（Glan-Vac）で記され
ている。
図18：真核および原核細胞により発現されたPLDのウェスタンブロット。レーン1～3：pCI
::PLD（レーン1）、pCI::△PLD（レーン2）、およびpCI単独（レーン3）でトランスフェ
クトしたCos-m6細胞由来の上清。レーン4：Corynebacterium pseudotuberculosisから発
現されたPLDを含有する細胞濾液。
図19：Corynebacterium pseudotuberculosisによるチャレンジからの防御。蹄冠（corone
t）上に注入された106 CFUのCorynebacterium pseudotuberculosisによるチャレンジから
防御された動物のパーセント。次のリンパ節：膝窩リンパ節、鼡径リンパ節、および左右
両方の前大腿部リンパ節のいずれにも膿瘍をもたない動物として防御を定義した。
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図20は、L.majorでチャレンジした後の種々の時点における病変を有するマウスの数を表
している（□ PBS;▲ pCI::CD5L-hIg-PSA2;
■ pCI::mCTLA4-hIg-PSA2;△ pCI::PSA2）。
実施例1
材料および方法
マウス
すべての実験で6～8週齢の雌のマウス（BALB/c、CBA、およびC57BI/6）を使用した。SPF
条件下でマウスを保持した。
プラスミドおよび免疫化
分泌形態のヒトIgG1のFc断片（△Ig）を産生するように、Rep7またはRep10ベクター（こ
れらのベクターは、多重クローニング部位の方向だけが異なる。Invitrogen,San Diego,C
A,USA）中においてRSVプロモーターの制御下で、Cd5リーダー配列（CD5L）を単独で、ま
たはマウスCTLA4（mCTLA4Ig）もしくはヒトL-セレクチン（hL-SELIg）と融合させて使用
することにより、発現プラスミドを構築した。pREP7::CTLA4-hIgの配列を配列番号1に示
す－プロモーターRSV:13-640,CTLA4-hIg:703-2462。これらの構築物は、P.Lane博士（Bas
el Institute,Switzerland）、B.Seed博士（Massachusetts General Hospital,Boston,US
A）、およびD.L.Simmons博士（Institute of Molecular Medicine,Oxford,UK）から戴い
たプラスミドから得たものであった。以下の構築物を作製した。
pRep10::CD5T-hIG
pRep7::mCTLA4-hIg
pRep10::hLSEL-hIg
注入用プラスミドは、（7）に記載のPEG沈降によりE.coliから調製した。ただし、溶液I
、II、およびIIIの体積は、使用したブロス培地各1リットルあたり50mLの溶液I中にペレ
ットを再懸濁するように調節した。Triton X-114相分離（8）を4回行うことにより、プラ
スミド調製物からエンドトキシンを除去し、注入を行うまで、-20℃で生理食塩水中に保
存した。リムルス変形細胞分解産物アッセイ（limulus amoebocyte lysate assay）（QCL
-1000 BioWhittaker,Walkersville,MD,USA）により測定したところ、得られたプラスミド
調製物1mgあたり10 IU未満のエンドトキシンが含まれていた。各実験の0日目および14日
目に、マウスの両方の大腿四頭筋中にまたは尾の基部の皮内に100μgのプラスミドDNAを
投与した。
抗体アッセイ
4℃で一晩インキュベートすることよりヒトIg（hIg）タンパク質（Intragam,CSL,Parkvil
le,Australia;10μg/mlのPBS溶液）でマイクロタイタープレート（Dynatech,Chantilly,V
I,USA）をコーティングし、PBSで4回洗浄して未結合抗原を除去した。プレートは、ブロ
ッキング緩衝液（粉乳5％を含むPBS溶液）で段階的に希釈した血清と共に4℃で一晩イン
キュベートした。PBSで5回洗浄して未結合Abを除去した後、ブロッキング緩衝液で希釈し
たペルオキシダーゼ結合抗マウスIgG、IgG1、IgG2a、およびIgG2b抗体（Southern Biotec
hnology,Birmingham,AL,USA）と共にプレートをインキュベートした。PBSで5回洗浄した
後、基質溶液（3,3,5,5-テトラメチルベンジジン（T2885,Sigma St.Louis,MO,USA）0.1mg
/mlおよびH2O2 0.03％を含む0.1M酢酸ナトリウム溶液（pH6.0））を添加することにより
、結合Abの量を測定した。lM H2SO4で反応を停止させ、450nmにおけるODを読みとった。O
Dが0.2に達する最大希釈度として力価を定義した。
IgGサブクラスELISAの検量を行うために、4℃で一晩かけてマウス骨髄腫由来のIgG1、IgG
2a、またはIgG2b（0.5倍のPBS溶液中に10 g/mlの量で含まれる）でプレートをコーティン
グし、PBSで3回洗浄し、次いで、段階的に希釈した抗マウスIgGサブクラスHRP結合Abと共
にインキュベートした。この後、ELISAにおいて同等の吸光度を与える各抗マウスサブク
ラスAbの希釈度を使用した。
結果および考察
ヒトIgG1 Ｈ鎖を単独で（pRep10::CD5L-hIg）またはCTLA4（pRep7::mCTLA4-hIg）もしく
はL-セレクチン（pRep10::hLSEL-hIg）との融合体として分泌形態で産生するように、発
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現プラスミドを構築した。これらのプラスミドでトランスフェクトした細胞は、予想した
サイズのジスルフィド結合二量体として3種の分子を分泌した（図1）。他の場合（1）と
同じように、B細胞欠損免疫化マウスの筋肉ホモジネートおよび／または血清由来プロテ
インA精製物質のウェスタンブロットにより、in vivoタンパク質発現を検出することはで
きなかった（データは示さない）。しかしながら、免疫化マウスにおいて免疫応答を検出
できることから、in vivo発現が示唆される。非免疫化マウスまたはベクターだけを与え
たマウスでは、ヒトIgに対する免疫応答は検出されなかった（データは示さない）。しか
しながら、pRep10::CD5L-hIg、pRep10::hL-SEL-hIg△Ig、またはpRep7::mCTLA4-hIgで免
疫したマウスは、著しく異なる応答を示した（図2）。pRep7::mCTLA4-hIg免疫化マウスの
応答は、2、4、および8週間後の3つのすべての時点で、より速くかつより大きかった。4
週間後、pRep7::mCTLA4-hIgおよびpRep10::hLSEL-hIg免疫化マウスは共に、それぞれpRep
10::CD5L-hIg対照の1000倍および100倍のIgG応答を示した。観測された差異はエンドトキ
シンのアジュバント効果とはまったく関係なかった。なぜなら、Triton X-l14を用いてエ
ンドトキシンを除去し（8）、そのレベルは<10IU/mg（プラスミドDNA）であったからであ
る。BALB/cおよびCBAマウスを用いた3つの実験においても同様の結果が得られた（データ
は示さない）。
すべてのマウスにおいてpRep10::CD5L-hIgに対する応答は、IgG2aが優位であった（図3）
。これはウイルス感染とよく似ており、DNA免疫化後に他の抗原を用いた場合について報
告が出されている（9,10）。pRep10::hLSEL-hIg免疫化マウスにおけるIgGサブクラス応答
は、pRep10::CD5L-hIg対照と類似していたが（ただし、より大きい）、pRep7::mCTLA4-hI
g応答はIgG1優位に偏向していた（図3B）。用量が原因でAb応答に差異を生じた可能性は
少ない。なぜなら、構築物はいずれも、同等なプラスミドを基礎として用いて調製された
ものであり、可溶性CTLA4Igタンパク質で免疫したマウス（図4）は、同用量のhIgを投与
したマウスよりも高いAb応答を示したからである。また、pRep7::mCTLA4-hIgに対する応
答でIgG1優位となる原因が用量であるかを調べるために、様々な量のpRep7::mCTLA4-hIg
でマウスを免疫し、pRep10::hLSEL-hIgのマウスを基準にして全IgG抗体レベルのマウスを
比較できるようにした（図2および3）。pRep::mCTLA4-hIgのすべての用量においてIgG1優
位であることが分かった（図5）。
CTLA4を用いた実験から、CTLA4はB-7と結合し、他の免疫原に対する応答を低減させる共
刺激をブロックできることが実証された（11）。いくつかの理由により、CTLA4の非特異
的免疫調節作用が観測される見込みはなかった。第1に、本発明者らがDNAおよびタンパク
質免疫化で実証したように、少なくとも高用量のCTLA4Igタンパク質（この場合はB-7はブ
ロックされる）では免疫抑制性は生じるが免疫刺激性は生じなかった（11）。更に、CTLA
4IgとオボアルブミンをコードするDNA（pCI-OVA）とが同時注入されたマウスは、対照マ
ウスと類似のオボアルブミン特異的IgGおよびIgGサブクラス力価を示したことから、CTLA
4の免疫抑制作用はまったく存在しなかったことが示唆される。
実施例2
T細胞増殖応答を増強させるためのターゲッティングリガンドの使用および二量体化の必
要性
緒言
実施例1において、抗原をターゲッティングリガンドCTLA4またはL-セレクチンと融合させ
た場合、モデルDNAワクチンに対するAbレベルを増強できることが実証された。
hIg成分はまちがいなく二量体化を起こすであろう。一般に、二量体を用いると、受容体
へのリガンドの結合は強くなるので、本発明者らは、こうした二量体化は好ましいことで
あると考えた。しかしながら、本発明の系において、抗原ターゲッティングリガンド融合
タンパク質の二量体化が免疫応答を増大させるために必要であるかは明確ではなかった。
タンパク質をコードする抗原ターゲッティングベクターによるAb応答の強化が二量体形成
に依存するかを調べるために、単量体の抗原ターゲッティングリガンド融合タンパク質を
コードするプラスミドによる免疫化を基準にしてAb応答を比較した。二量体を形成しない
と思われる他のモデル抗原（オブアルブミン：OVA）に対するコード配列でベクターのhIg
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成分を置き換えた。
材料および方法
すべての実験で6～8週齢の雌のマウスを使用し、SPF条件下で保持した。
PCR増幅によりMlu I制限酵素認識配列を導入した後、Nsi I部位において4アミノ酸グリシ
ンリンカーを介してヒト免疫グロブリンFc（hIg）遺伝子の後ろにOVA cDNA（bp 470～117
0）を挿入した。これらのベクターは、hIgの鎖間ジスルフィド結合により二量体を形成す
るであろう。これは接尾辞hIg-OVAで表されている。二量体を形成しないと思われるター
ゲッティングベクターは、OVAのcDNAをCTLA4のcDNAに（pCI::mCTLA4-OVA）または対照と
してCD5のリーダー配列に（pCI::CD5L-OVA）直接融合することによって得た。PCR増幅に
よりHind IIIおよびNsi I制限部位を導入した後、pCI::mCTLA4-hIg-OVAの全hIg成分をヒ
トIgG3ヒンジ領域（日本のY Akahori博士よりの提供品）で置き換え、pCI::mCTLA4-g3h-O
VAを形成した。注入用プラスミドは、製造業者の取扱説明書に従ってendofree QIAGEN ma
xiキットを用いてE.coliから調製し、注入を行うまで、-20℃で生理食塩水中に保存した
。各実験の0日目に、50μgのプラスミドDNAを含む生理食塩水100μlをマウスの両方の大
腿四頭筋中に筋肉内投与した。
初回免疫の6週間後、標準的な5日間の3H-チミジン取込プロトコルにより2×105個の脾臓
細胞の増殖を測定した。平均刺激指数は、抗原併用時のcpm／脾臓細胞単独時のcpmとして
計算した。
4℃で一晩インキュベートすることよりOVAタンパク質（A-5503,Sigma,St.Louis,MO;10μg
/mlのPBS溶液）でマイクロタイタープレート（NUNC,Maxisorb）をコーティングし、PBSで
4回洗浄して未結合抗原を除去した。プレートは、ブロッキング緩衝液（カゼイン1％を含
むPBS溶液）で段階的に希釈された血清と共に4℃で一晩インキュベートした。PBSで5回洗
浄して未結合Abを除去した後、ブロッキング緩衝液で希釈したペルオキシダーゼ結合抗マ
ウスIgG（Southern Biotechnology,Birmingham,AL）と共にプレートをインキュベートし
た。PBSで5回洗浄した後、テトラメチルベンジジン基質溶液を添加することにより、結合
Abの量を測定した。1M H2SO4で反応を停止させ、450nmにおけるODを読みとった。ODが0.2
に達する最大希釈度として力価を定義した。
結果および考察
初回免疫の6週間後、標準的な5日間3H-チミジン取込プロトコルにより増殖脾臓細胞を測
定した（図7）。刺激指数は、抗原併用時のcpm／脾臓細胞単独時のcpmとして計算した。3
つの異なる抗原濃度でインキュベートした後、各グループ中の3匹のマウスから得られた
平均値±SDが示されている。DNA構築物pCI::mCTLA4-hIgおよびpCI::Lsel-hIgで免疫した
マウスは、それぞれ対照（pCI:CD5L-hIg）の8倍および3倍のT細胞増殖応答を示した。こ
のデータから、抗原のターゲッティングにはT細胞の活性化を増強する作用があることが
示唆された。
0日目に、単量体のターゲッティングベクターpCI::mCTLA4-OVA、単量体の対照pCI::CD5L-
OVA、または二量体のベクターpCI:CD5L-hIg-OVA（対照）、pCI::Lsel-hIg-OVA、もしくは
pCI::CTLA4-hIg-OVAを発現するDNAで各グループ8匹ずつのマウスを免疫し、免疫化の2お
よび4週間後に餌を与えた。ELISAによりOVA特異的IgGレベルを測定した。免疫化の2およ
び4週間後に得られた結果を図8に示す（2週間後：陰影カラム、4週間後：黒ぬりカラム）
。pCI::CD5L-OVAまたはpCI::mCTLA4-OVA単量体DNAベクターで免疫したマウスでは、2また
は4週間後のAbレベルに差異は生じなかった。単量体（pCI::CD5L-OVA）または二量体（pC
I:CD5L-hIg-OVA）対照と比較して、二量体を形成するpCI::mCTLA4-hIg-OVAベクターを用
いたときに最も高いAb応答が得られた。
驚くべきことに、pCI::Lsel-hIg-OVA免疫化マウスは、両方の時点で最も低い応答を示し
た。このデータは、L-セレクチンとだけ融合させたときにhIgに対する応答が増強したこ
とと対照的である。pCI::Lsel-hIg-OVAを用いて得られた応答の大きさが単量体抗原融合
体を用いて得られたものと類似したものであったという観察結果は、Lsel-hIgへのOVA（
または他の抗原）の融合がリガンドへのL-セレクチンの結合の効率を低下させている可能
性があることを示唆するものである（例えば、二量体化による妨害、アロステリック効果
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、またはL-セレクチンに対する配座変化が原因となって）。これに代わる融合方法を調べ
る必要がある。
全体として、これらの結果から、効果的な抗原ターゲッティングを行うためには、抗原自
体が二量体化または多量体化を促進する場合を除き、二量体化を促進するhIgのような分
子を導入することが不可欠であることが示唆される。このデータは、ヒトIgG1のヒンジ、
CH2、およびCH3ドメインを使用して得られたものであった。hIgの二量体化は、ヒンジド
メイン中のシステイン残基間のジスルフィド結合により促進される。同様に二量体化を促
進する他の分子をhIg成分と置き換えることが可能であるかを調べるために、ヒトIgG3の
ヒンジ領域を使用してmCTLA4をOVAと連結させた。ターゲッティングベクターpCI::mCTLA4
-hIg-OVAまたはpCI::mCTLA4-g3h-OVAを発現するDNAで各グループ中の8匹のマウスを免疫
した。免疫化の2週間後、血清を回収したところ、同レベルの抗OVA抗体が含まれているこ
とが分かった（図9）。従って、このことから、ヒンジ領域だけに対して抗原ターゲッテ
ィングベクターのhIg成分を減少させるか、またはhIgG1成分を、他の免疫グロブリンヒン
ジ領域、他の分子またはその一部分（例えば、hIgG3ヒンジ）と置き換えて二量体化を促
進することが可能であることが示唆される。このことは、ターゲッティングリガンドが、
二量体化しないL-セレクチンもしくは他の分子である場合、またはhIgを介して抗原の融
合を行うことにより構造的に阻害を受ける場合、特に適用可能性があるだろう。
実施例1から、ターゲッティングリガンドhIg融合体を用いて、DNAおよびタンパク質免疫
化後におけるhIgに対する免疫応答を増強させることができることが実証された。それに
続く実施例は、hIg以外の抗原を用いて免疫応答を増強させることができるかを調べるた
めに行った。これらのデータは、hIg単独の場合に見られたように、二量体形成を促進し
うるhIgのC-端末に抗原を付加させることによって得たものであった。hIgと抗原との間に
、gly-gly-gly-gly-thrスペーサーを導入した。これらの構築物を使用したが、常法を用
いた最適化により応答を改良できることは分かるであろう。こうした最適化としては、本
発明の範囲内にあるとみなされる構築物の改変、例えば、異なるターゲッティング分子、
多量体化を促進する様々な配列、異なるリンカーが挙げられる。
実施例３
45Wとして知られるTaenia ovisの宿主保護抗原に対する免疫応答を促進するためのCTLA4
の使用
序論
45W抗原は、Taenia ovisオンコスフェラ中に存在し、またはその被膜に潜在する推定上の
膜糖タンパク質である。T.ovisは、ニュージーランド及び他の重要なヒツジ産出国におい
てヒツジ肉および羊毛の商業的損失の原因となるヒツジの病原体である。T.ovisから部分
精製した45Wタンパク質を用いた初期の免疫研究では、それが有望なワクチン抗原である
ことを表していた。大腸菌で発現させた45Wの組換え体をワクチンとして用いるその後の
試用によれば、保護レベルが非常に高い（約95%）ことが報告された13。45W抗原はヒツジ
においてＤＮＡワクチンとして用いられ、45Wの組換え体を用いて測定したところ、抗体
レベルが低いことが観察された14。
材料および方法
ＣＭＶプロモーター、並びにCTLA4、ヒト免疫グロブリン（hIg）のＦｃ部分及びＣＤ５シ
グナルペプチドをコードする遺伝子を含むプラスミドは上述した。45Wをコードする遺伝
子はMarshall Lightowlers博士（メルボルン大学、獣医学部）より得た。
６－８週齢の同系Balb/cマウスはメルボルン大学、微生物学・免疫学アニマルハウス部（
Dept.Microbiology and Immunology Animal House）から得た。
標準的ＤＮＡ操作法とCsCl精製法を用いた。45Wをコードする遺伝子は二つのＤＮＡワク
チンにライゲートした。
構築物pCI::mCTLA4-hIg-45WはCTLA4シグナルペプチド、マウスCTLA4エクトドメイン、hIg
及び45W抗原を含む融合タンパク質を発現した。構築物pCI::CD5L-hIg-45Wは、CD5由来の
シグナルペプチド、hIg及び45W抗原を含む融合タンパク質を発現した。
ＤＮＡ（100μg）を０日目と28日目にマウスの大腿四頭筋に注射した。ワクチン後、適当
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な間隔で血清を採取し、西洋ワサビペルオキシダーゼ結合抗マウスイムノグロブリンを用
いたELISA滴定15で、組換え45W抗原に特異的な全抗体について分析した。
精製組換え45W（His）6は、Rothelら14に従い、ポリヒスチジンタグ（‘tag’）とニッケ
ルアフィニティークロマトグラフィーを用いて大腸菌から得た。
結果
ＤＮＡワクチンpCI::mCTLA4-hIg-45W又はpCI::CD5L-hIg-45W（図10）を用いて免疫した。
０日目と28日目にＤＮＡ100ugを投与したマウスから一週間隔で採血した。hIg/45Wワクチ
ンに融合したCTLA4を発現するＤＮＡワクチンを接種したマウスは、類似のプラスミドワ
クチン構築物、即ちCTLA4遺伝子を含まないpCI::CD5L-hIg-45Wを接種したマウスよりも迅
速な抗体応答を起こした。CTLA4を有するワクチンを接種したマウスは7、14及び28日目に
高力価（即ち、10,000以上）の血清抗体を産生した。これに対して、CTLA4を欠いた構築
物を接種したマウスは28日目の第２回の免疫後まで高力価（即ち、10,000以上）の抗体を
産生しなかった。CTLA4を欠くＤＮＡワクチンを接種したマウスは1匹/5匹しか免疫後７日
目までに抗体を産生しなかったのに対し、CTLA4を含む同等のＤＮＡワクチンを接種した
全てのマウス（即ち、5匹/5匹）は免疫後７日目までに45W-特異的抗体を産生した。デー
タはスチューデントt検定を用いて分析した。
完全フロイントアジュバント中の精製組換え45W（His）6タンパク質を20μg、またはCTAL
4 DNAワクチン（即ち、pCI::mCTLA4-hIg-45）（図11）のいずれかをマウスに投与する第
２回の試行に取りかかった。血清抗体応答を０,２,５,８,14及び28日目に調べた。45Wに
特異的な血清抗体応答は、8日目には45Wタンパク質ワクチンを接種したマウスよりもＤＮ
Ａワクチンを接種したマウスの方が高かった。
考察
45W DNAワクチン接種に対するマウス血清抗体応答は、CTLA4のhIG-45W融合タンパク質へ
の融合によって促進された。45Wに対する抗体応答はT.ovis病に対するヒツジの防御と相
関する。CTLA4を添加すると、免疫後、より短い非防御期間を伴って、より迅速で高力価
の応答へと導かれる。抗－45W応答の大きさに対するCTLA4の効果は、上記のヒトIgに対す
る効果ほど劇的ではなかった。これは、45W抗原の種々の分子の融合からの立体抑制また
は幾つかの固有の性質によるものであるかもしれない。さらに、本実施例で用いた免疫感
作プロトコールは、２週間というよりむしろ４週間で追加接種を行う点で実施例１と異な
っている。CTLA4ターゲッティングを介した応答のより速い動力学のために、追加接種は
最適ではなかったかもしれず、よってその大きさは達成されなかった。
実施例４
マウスにおけるPlasmodium chabaudi adamiに対する防御のためのCTLA4とAMA1との併用
序論
AMA116はマラリアに対する候補ワクチン抗原である。我々は、AMA1のドメイン3が個々に
折り畳まれているという証拠を有しており、それでhIgとの融合タンパク質を産生する上
で優れた候補であるかもしれない。しかしながら、AMA1はマウスマラリアに防御を与える
ことが示されているにもかかわらず17、ドメイン3が防御的であることを示す研究はこれ
まで見つかっていない。
材料および方法
ＣＭＶプロモーター及びCTLA4、ヒト免疫グロブリン（hIg）のＦｃ部分、及びＣＤ５シグ
ナルペプチドをコードする遺伝子を含むプラスミドは上述した。Plasmodium chabaudi ad
ami DS株16由来AMA-1のドメイン3をCTLA4Ig及びCD5LIgに融合した（pCI::mCTLA4-hIg-AMA
及びpCI::CD5L-hIg-AMA）。プラスミドpCI::mCTLA4-hIgを陰性対照として用いた。
６－８週齢の同系雌性Balb/cマウスを使用した。
ＤＮＡ（100ug）を０日目にのみマウスの大腿四頭筋に注射した。マウスをPlasmodium ch
abaudi adami DSでチャンレンジし、死亡数を記録した。
抗体力価は、大腸菌中で発現させたAMA1の再生全エクトドメインを用いるELISAによって
測定した17。力価はOD＞0.1を与える最終血清希釈度の逆数の対数として表わした。
結果
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１回目の試験においては、１グループ当り８匹のマウスとした。DNAワクチンpCI::mCTLA4
-hIg-AMAでの一回の免疫感作で、100,000の寄生生物の腹腔内チャレンジに対して部分的
な防御を与えた（図12）。チャレンジは免疫感作後14日目に行った。これは対照pCI::mCT
LA4-hIg群に比べて顕著であった（logランク検定；ｐ＜0.05）。CTLA4はpCI::CD5L-hIg-A
MA群よりも良好な防御を与えることが明白に示されたが、これは統計学的有意性までは到
達しなかった。その抗体力価（図13）はCTLA4標的化リガンドがAMA1に対する抗体応答を
増強することを示す（ｐ＜0.005）。
２回目の試験は、より大きなグループ（16／グループ）を用い且つ10,000の寄生生物の静
脈内チャレンジを用いて行われた。この２回目の試験では、防御は見られなかった。
考察
１回目の試験では、CTLA4は、抗原AMA1のドメイン3によってマラリアに対していくらかの
防御を与えた。これは２回目の試験では見られなかった。我々には、何故この２回の試験
の間に差異が存在したのかわからなかった。なぜなら比較のためのフルセットの抗体デー
タがなかったからであり、我々には到達した抗体のレベルが、試験２において死亡したマ
ウス中で十分であったかどうか、またはこの効果が異なるチャレンジ経路のためであった
のかどうかわからなかった。我々はまた、追加抗原投与が行われた場合、CTLA4IgAMAがど
のくらい効果的で有り得るのかもわからない。
実施例５
マウスのインフルエンザ感染におけるCTLA4の使用
序論
防御効果を試験するための別のモデルとして、我々はマウス気道のインフルエンザ感染を
使用した。インフルンザ赤血球凝集素（HA）遺伝子を標的化分子の後ろにクローン化し、
そして得られたDNAワクチンを、より高い抗ウイルス抗体力価を生じ、そして標的化分子
を発現しない対照ワクチンに比較して、生のウイルスチャレンジに対し、より高い防御を
与える能力について試験した。
材料及び方法
ウイルス
この研究に使用したＡ型インフルエンザウイルスは、PR8＝A/Puerto Rico/8/34（H1N1）
であった。ウイルスを35℃で２日間、10日目の胚発生させたニワトリの卵の尿膜腔中で増
殖させた。この尿膜液を遠心分離（2000g,15分間、4℃）によって、回収しそして清澄化
した。感染ウイルスを含む尿膜液のアリコートを－70℃にて保存し、マウスの免疫感作及
びチャレンジに使用した。ELISAアッセイに用いた精製PR8ウイルスは、CSL Ltd（Parkvil
le,Victoria,Australia）から、区分的に精製されたストックとして得た。赤血球凝集ア
ッセイ18を用いてウイルスを定量し、力価を１ml当りの赤血球凝集単位（HAU）として表
わした。
免疫感作
10匹のBALB/cマウスの群を、50μｇのプラスミドを含むDNAワクチン0.1mlを、０日目に麻
酔下で筋肉内（i.m.）注射することにより免疫感作した。免疫感作に使用した構築物は、
pCI::CD5L-hIg-HA、pCI::mCTLA4-hIg-HA（これらは、シグナル及び膜貫通配列を欠くPR8H
Aに基づいている）、及び陰性対照としてpCI::CD5L-hIg-SIINFEKL（ニワトリオボアルブ
ミン由来の８アミノ酸配列を発現するもの）であった。陽性対照として、一群の10匹BALB
/cマウスを感染性PR8ウイルスの50プラーク形成単位（pfu）で鼻内（i.n.）感染させ、そ
して別のグループをβ-プロピオラクトン（BPL）で不活性化され且つタウロデオキシコー
ル酸ナトリウムで破壊された１μｇのPR8ウイルス（破片化ウイルス）で皮下に免疫感作
した。血清サンプルを７日目、14日目及び54日目に全てのマウスから採取し、次いでマウ
スを６５日目にチャレンジした。
マウスの鼻内チャレンジ及びマウス肺抽出物の調製
ペンスレン（penthrane）で麻酔したマウスを50pfuの感染性PR8インフルエンザウイルス
で鼻内チャレンジした。各マウスには、リン酸緩衝化生理食塩水（PBS）中に希釈した尿
膜液の形態で50μlのウイルスを接種した。チャレンジ５日後、マウスを頚部脱臼によっ
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て殺し、肺を取り出し、100U/mlのペニシリン、100μｇ/mlのストレプトマイシン及び30
μg/mlのゲンタマイシンを補充した1.5mlのハンクス平衡塩類溶液（HBSS）を含むボトル
中に無菌的に移した。組織ホモゲナイザーを用いて肺ホモジネートを調製した。次いで、
各肺懸濁液を300×gで５分間遠心分離し、上清を取り出し、小分けし、感染性ウイルスの
アッセイを行う前に－70℃にて保存した。
酵素結合イムノソルベントアッセイ
酵素結合イムノソルベントアッセイ（ELISA）を、１ウエル当り50HAUの精製PR8ウイルス
を含む溶液でコーティングした96ウエルのポリビニルマイクロタイタートレイ（Dynatech
,Australia）を用い、Jacksonら19によって先に記載されたようにして実施した。抗体力
価は0.2単位の吸収を与える抗体希釈の逆数として表わした。
感染性ウイルスのプラークアッセイ
ウイルス力価を35mmペトリ皿（Nunc,Roskilde,Denmark）中のMadin-Darby canine kidney
（MDCK）細胞の単層上のプラークアッセイによって測定した。培地は、2mMグルタミン、2
mMピルビン酸ナトリウム、100単位／mlのペニンシリン、100μg／mlのストレプトマイシ
ン、30μg／mlのゲンタマイシン及び10%（vol/vol）のウシ胎児血清（56℃で30分間熱不
活性化したもの）を補充したRPMI-1640であった。単層を抗生物質を含む無血清RPMI-1640
で洗浄し、そして同培地中で肺ホモジネートの100μlの希釈液を用い２連で接種した。ウ
イルス吸着のために加湿インキュベーター（37℃、5％CO2）中に45分間放置後、45℃のア
ガロース重層培地３mlを加えた。インキュベーションをさらに３日間続け、そしてプラー
ク数を計測した。アガロース重層培地は、100U/mlのペニシリン、100μｇ/mlのストレプ
トマイシン、0.01M HEPES緩衝液pH6.8（Calbiochem、Australia）、0.1％トリプシン-TPC
K（Worthington,Biological Systems Inc.,U.S.A.）及び0.9％アガロース（ICN Biomedic
als Sydney,Australia）を補充したレイボビッツ L-15培地pH6.8（Gibco Laboratories,U
.S.A）であった。
統計学的分析
データは、非パラメトリックなMann-Whitney U検定（nonparametric Mann-Whitney U tes
t）を用いて２組の不対サンプルを比較することにより分析した。帰無仮説（null hypoth
esis）によれば、２つの集団の中央値（median）は等しく、特定の比較によって得られる
P値が与えられる。
結果と考察
マウスの血清抗体応答
DNA構築物、破片化PR8ウイルスのPBS溶液、または感染性PR8ウイルスで免疫感作したマウ
スから採取した血清の抗ウイルス抗体をELISAによってアッセイした。初回免疫後7日目に
、感染性PR8ウイルスで免疫感作したマウスだけが、対照DNA構築物pCI::CD5L-hIg-SIINFE
KLを投与したマウスで検出されたバックグラウンドの力価よりも有意に高い抗ウイルス抗
体力価を示した（p=0.0002）。しかし、14日目には、ウイルスを感染させたマウスで検出
された高い抗ウイルス抗体力価に加えて、pCI::mCTLA4-hIg-HA構築物で免疫感作したマウ
スの抗体力価が、対照DNA構築物pCI::CD5L-hIg-HA（p=0.0003）またはpCI::CD5L-hIg-SII
NFEKL（p=0.0004）を投与したマウスよりも有意に高かった（図14）。さらに、pCI::mCTL
A4-hIg-HA構築物で免疫感作したマウスでは、破片化ウイルスワクチンを投与したマウス
と同レベルの抗ウイルス抗体が生じた（p=0.97）。初回免疫後54日目に採取した血清の抗
ウイルス抗体力価も測定した（図15）。全体的にみて、54日目の力価は14日目に採取した
血清において測定した力価と類似していた。さらに、pCI::mCTLA4-hIg-HA構築物を投与し
たマウスの54日目の血清における抗体レベルは、pCI::CD5L-hIg-HA（p=0.009）またはpCI
::CD5L-hIg-SIINFEKL（p=0.0028）を投与したマウスよりも有意に高いレベルを維持し、
破片化ウイルスと同レベルであった（p=0.85）。
PR8 HA構築物の防御免疫誘発能
ワクチン接種したマウスのインフルエンザ感染からの防御を、感染後5日間で肺からチャ
レンジ量（challenge dose）のウイルスを除去するマウスの能力を測定することにより評
価した。抗体と細胞障害性T細胞の両者が媒介する応答は、この5日間でウイルス力価の低
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下を生じさせ得ることに留意すべきである。マウスを初回免疫後65日目にチャレンジし、
肺におけるウイルス力価をプラーク法によって測定した。図16は、感染性ウイルスで免疫
感作した全てのマウスがチャレンジ量のウイルスを除去できたことを示す。DNA構築物を
投与したマウスのうち、pCI::mCTLA4-hIg-HA構築物で免疫感作したマウスの肺におけるウ
イルス力価は、pCI::CD5L-hIg-HA（p=0.0004）またはpCI::CD5L-hIg-SIINFEKL（p=0.0002
）のいずれかで免疫感作したマウスよりも有意に低かった。また、pCI::mCTLA4-hIg-HA構
築物で免疫感作したマウスで観察された除去（clearance）のレベルは、破片化ウイルス
ワクチンを投与したマウスで観察されたレベルとほとんど同等であった。
結論
pCI::CTLA4-hIg-HAは、対照ベクターpCI::CD5L-hIg-HAと比較して、より高レベルの抗体
とチャレンジに対するより良好な防御を与えた。このことは、標的化分子との結合により
増強した免疫効果を示す。
実施例５
ヒツジのコリネバクテリウム・シュードツベルクローシス（Corynebacterium pseudotube
rculosis）におけるCTLA4の使用
緒言
コリネバクテリウム・シュードツベルクローシスは、ヒツジにおける乾酪性リンパ節炎（
CLA）の病原体である。これらの細菌による感染が成立すると、リンパ節、特に感染部位
のドレーン性（draining）リンパ節において膿瘍が形成される。ホスホリパーゼD（PLD）
は、病原性因子及びCLAに対する防御性抗原として特徴づけられている。実際に、ホルマ
リンで処理したPLD20または遺伝的にトキソイド化したPLD（△PLD22）がCLAからヒツジを
防御することが示されている。
本発明者らは、遺伝的にトキソイド化したPLDを本発明のDNAワクチン接種アプローチの基
礎として使用し、ウシ（b）CTLA4-hIgまたはhIgのみを△PLD構築物へ付加することにより
PLD及びhIgに対する免疫応答が増強されるかを検討した。
材料及び方法
DNA構築物
bCTLA4の公知の配列（GenBank登録番号X15070）を利用して、bCTLA4遺伝子をウシ末梢血
単核細胞から単離した。bCTLA4のPCR産物（729bp）を製造業者の説明書に従ってZeroblun
t TMクローニングベクター（Invitrogen）にクローニングし、Applied Biosystems autom
ated sequencerを使用して配列決定した。bCTLA4の配列は、公表されている配列と同一で
あった。
DNA免疫感作のために、pCIベクターを用いて以下の構築物を作製した。
pCI::bCTLA4-hIg-△PLD
pCI::△PLD
pCI::bCTLA4-hIg
pCI::CD5L-hIg-△PLD★
★CD5Lは、huIg-△PLDタンパク質の分泌を可能にするCD5のリーダー配列である。
実験動物及び免疫感作法
雑種の雌羊（12週令）をチャレンジ実験に使用した。10匹の動物を任意に各グループに割
り当てた。各動物について、PLD及びコリネバクテリウム・シュードツベルクローシス溶
解物に対する抗体の存在を予めスクリーニングしておいた。陽性の動物はこの実験から排
除した。動物に対して剪毛しワクチン接種すること及び断尾することは、コリネバクテリ
ウム・シュードツベルクローシスの感染の危険性を最小化するために避けた。
動物に対して、LPS不含pCIプラスミドDNA（pCI::bCTLA4-hIg-△PLD、pCI::△PLD、pCI::b
CTLA4-huIgまたはpCI::CD5L-huIg-△PLDのいずれかをコードする）500μgを含有するPBS 
5mlを筋肉内に注射した。対照動物は、Glanvacを投与するか、または免疫感作せずにおい
た。4週間後、全ての動物に同一のワクチンを、同一の投与量で投与した。
チャレンジ
野生型のコリネバクテリウム・シュードツベルクローシスの培養物を、0.1％Tween80（BH
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I）含有ブレインハートインヒュージョンブロス（Brain heart in fusion broth）（Difc
o Laboratories）中、37℃で増殖させた。
初回免疫感作の６週間後に、106CFUのCorynebacterium pseudotuberculosisの1ml用量を
左後側爪の蹄冠の直上に注射することにより、全てのヒツジをチャレンジした。
免疫学的アッセイ
血清を上記のヒツジから一週間毎に採取し、遺伝的に無毒化したPLD（ΔPLD）およびhIg
に対する抗体の存在についてELISAを用いてアッセイした。1/50のΔPLD発現Corynebacter
ium pseudotuberculosisからの培養物上清または５g/mlのhIgタンパク質でプレートをコ
ーティングした。抗ΔPLDおよび抗hIg抗体の検出のために、血清をそれぞれ1/100および1
/10からスタートして２倍ステップで希釈した。グラフの直線部分の二重対数スケールで
の線形回帰法により抗体価を算出した。抗体価は希釈率として定義し、ELISAでは0.D.0.3
であった。
Ｔ細胞増殖アッセイは、抗原として２種の濃度のΔPLD（1/50および1/250）またはhIg（
５g/mlおよび25g/ml）を用いて、三重で（つまり、それぞれにつき３回）行った。PBMCは
、フィコール勾配により精製し、in vitroで３日間培養した。培養物を3H-メチル-チミジ
ンで18時間にわたってパルスした後、ガラス繊維フィルターで収集し、放射能取込みの評
価を行った。結果は刺激指数（すなわち、抗原を用いた場合に得られるカウント数と抗原
を用いなかった場合に得られるカウント数との比率）として表わす。
統計学的分析をSystatプログラムを用いて行った。非パラメトリックなMann-Whitney Ｕ
検定を用いて、有意性を算出した。0.05未満のｐ値は有意であると考えた。
結果
抗hIg抗体レベル
ヒト免疫グロブリン（hIg）に対する抗体価は、bCTLA4-hIg-ΔPLD、CD5L-hIg-ΔPLDおよ
びbCTLA4-hIgの場合、融合タンパク質のhIg部分に対するDNAワクチン接種への免疫応答を
反映するものである。pCI::bCTLA4-hIg-ΔPLDを注射した動物由来のhIgに対する応答をpC
I::CD5L-hIg-ΔPLDを注射した動物由来のhIgに対する応答と比較することにより、hIgの
免疫原性を対象としたbCTLA4の効果を具体的に評価することが可能になる。図17に示す結
果から、pCI::bCTLA4-hIg-ΔPLDを注射した動物におけるhIgに対する抗体応答（黒四角）
が、pCI::CD5L-hIg-ΔPLDで免疫感作した動物において誘発される抗hIg応答（黒丸）より
も早く、しかも強いことが示される。Mann-Whitney Ｕ検定から、第３週および第４週に
ついては統計学的に有意な差異が示されている。これらの結果の裏付けとして、pCI::bCT
LA4-hIgを注射した群における抗hIg応答（黒三角）もまた、pCI::CD5L-hIg-ΔPLDを注射
した動物における応答よりも早く、かつ強い。
抗ΔPLD抗体レベル
無毒化PLDタンパク質抗原（Glan-Vac）で免疫感作したところ、免疫感作後の最初の７週
間の間には、検出可能な抗体はほとんど、または全く生じなかった。チャレンジの２週間
後、抗体レベルは飛躍的に増大した。このことは、先に報告されている結果21と一致する
。
ΔPLD抗原をコードするpCIを単独で、またはbCTLA4-hIgもしくはCD5L-hIgとの融合タンパ
ク質として用いて免疫感作した群は全て、同様の抗体産生の動態を示した。実際、チャレ
ンジ後２週間（つまり第８週目）までは有意な抗ΔPLD抗体レベルは全く検出されなかっ
た。各時点で、異なるpCI構築物により誘導される抗体のレベルの間には有意な差異はな
く、このことは、全ての構築物がΔPLDに対して同様の免疫記憶誘発能を有することを示
している。しかし、この結果は、２用量のタンパク質抗原（Glan-Vac群）が実質的な抗体
レベルを誘発できなかったという点において無毒化PLDが古典的な抗原ではないという事
実に鑑みれば、驚くことではない。この結果は、他の研究者によっても報告されている22

。したがって、無毒化PLDにより、高い抗体価の誘発を伴わずに免疫記憶の誘発が起こる
と思われる。その後、この免疫記憶は、Corynebacterium pseudotuberculosisにより発現
されるPLDによるチャレンジの初期段階に活性化される。興味深いことに、真核細胞（COS
m6細胞）において発現されるΔPLDが、Corynebacterium pseudotuberculosisにおいて発
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現されるΔPLDと比較してわずかに大きなサイズを有することに注目されたい（図18）。
この差は、真核細胞内ではΔPLDのグリコシル化が起こり得ることによって説明できる。
抗hIg抗体レベルの場合、ヒツジは、マウスとは違って、DNAワクチン接種の後では長期間
にわたって抗体を産生しないことに注目されたい。
ΔPLDおよびhIgに対するＴ細胞の応答
ΔPLDおよびhIgに対するＴ細胞の応答を３週目、６週間目および９週間目に分析した。末
梢血単核細胞（PBMC）においては、いずれの時点においても、これら２種の抗原に対する
有意な抗原特異的増殖は実証できなかった。これはおそらく、技術的困難性によるものと
思われる。何故ならば、抗ΔPLD応答の動態は、ワクチン接種した動物において記憶Ｔ細
胞の存在の可能性を示しているからである。
ビルレントC.pseudotuberculosisでチャレンジした後の抗ΔPLD応答
チャレンジは、免疫感作の６週間後（すなわち、追加免疫の２週間後）に行った。第10週
目に接種部位を観察しても、免疫感作法との相関関係はわからなかった。ワクチン接種し
なかった対照およびpCI::bCTLA4-hIgで免疫感作した動物の場合、ΔPLDに対する抗体応答
はチャレンジの２週間後（第８週目）に増大した。このことは、DNAで免疫感作すること
により誘発される免疫記憶が、Corynebacterium pseudotuberculosisにより産生されるΔ
PLDによって高まり得ることを示している。このことは、DNAワクチン接種により産生され
るΔPLDは最もグリコシル化を受けやすいと思われるが、依然として細菌性野生型PLDとの
交差反応があることを示している。
非免疫感作対照動物では、抗ΔPLD抗体のレベルはチャレンジ後３～４週間（第９週目）
までは低いままである。抗体出現のこの動態は先に文献記載されている22。興味深いこと
に、DNAワクチン接種によりΔPLDで、またはGlan-Vac注射により無毒化PLDで刺激（prime
）した動物における抗体レベルは第８週以後は減少し、このことは、PLD抗原がもはや免
疫応答を高めていないことを示している。これは、Corynebacterium pseudotuberculosis
を浄化（cleaning）している動物による低下したPLD分泌レベルに起因している可能性が
ある。
毒性コリネバクテリウム・シュードツベルクローシス（Corynebacterium pseudotubercul
osis）によるチャレンジからの防御
ワクチン接種後12週（チャレンジ後６週）で全ての動物の剖検を行って免疫感作プロトコ
ールの防御効力を評価した。左と右の膝窩、鼠蹊部および大腿前リンパ節を切開し、コリ
ネバクテリウム・シュードツベルクローシスにより生じた特徴的な膿瘍を肉眼で評価した
。肺を触診して膿瘍を調べたところ、肺の膿瘍はいずれの動物にも存在しなかった。防御
は、いずれのリンパ節にも特徴的なコリネバクテリウム・シュードツベルクローシス膿瘍
が存在しないことと定義される。２匹のヒツジでは、ドレーン性（draining）膝窩リンパ
節に小さな乾いた病巣が認められ、これは他の動物における膿瘍と明らかに区別される。
これらの病巣は、有効な免疫応答に直面して退行していたコリネバクテリウム・シュード
ツベルクローシスの巣である可能性が最も高かった。これらの動物も「防御された」と評
価された。図19から、非ワクチン接種動物の約10%は病巣を発生しなかったが、90%はGlan
-Vacを接種することにより防御されたことがわかる。pCI::CTLA4-hIgを注射した10匹の動
物のうちの１匹だけが、リンパ節に膿瘍を有さなかった。ΔPLD（pCI::bCTLA4-hIg-ΔPLD
,pCI::ΔPLDおよびpCI::CD5L-hIg-ΔPLD）をコードするDNAを接種した全ての動物はいく
らか防御された。防御レベルは40～70%の範囲であり、最大防御レベルはpCI::CTLA4-hIg-
ΔPLDを注射したグループに観察された。
結論
この研究では、ヒツジのDNA免疫感作において抗原に対する免疫応答を高めるbCTLA4の能
力が試験された。bCTLA4はhIgに対する免疫応答を促進しかつ増加する能力がある。コリ
ネバクテリウム・シュードツベルクローシスによるチャレンジは、DNAワクチン接種が防
御免疫応答を引き出し得ることを示した。pCI::bCTLA4-hIg-ΔPLDおよびpCI::CD5L-hIg-
ΔPLDの場合に得られた防御と比べると、実質的な差異が認められた。
CD5L-hIg-ΔPLDにより誘導された防御は、それ自体上のΔPLDにより誘導された防御より
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低いものである。この差異は、ΔPLD分子がbCD5L-hIg-ΔPLDよりもかなり小さく、それゆ
えに許容可能なコンホメーションで容易に発現され得るという事実によるのかもしれない
。したがって、さらに大きなbCTLA4-hIg-ΔPLD分子はより一層発現されにくいことが予想
されよう。それゆえ、bCTLA4-hIg-ΔPLD分子がより高いレベルの防御を引き出したという
事実は、CTLA4分子が融合タンパク質の免疫原性を効率的に高めることを示している。前
記分子の発現レベルおよびフォールディング（folding）を向上させることにより、一層
良好な防御が得られることが、理にかなって期待される。これを達成するための一方法は
、融合タンパク質のhIg部分のサイズを縮小することであろう。
実施例７
リューシュマニア・メジャー（Leishmania major）の寄生表面抗原２（Parasite Surface
 Antigen 2:PSA2）をコードするDNAによるC3H/Heマウスのワクチン接種
序
この真正細胞内寄生虫による感染からの防御は、マクロファージ活性化Th1型のCD4+Ｔ細
胞により提供される。我々は、全長PSA2をコードするプラスミドDNAの注射がC3H/Heマウ
スにおいてチャレンジ感染に対する顕著な防御を引き出したことを示した。この防御は、
非常に低いが一定したTh1型の免疫応答の誘導、すなわちインターフェロンγを分泌する
がIL-4は分泌しないＴ細胞の誘導と相関していた。ここでは、我々はCTLA4-Igの防御レベ
ル改善能について調べることを目的としている。
材料および方法
残基33-357をコードするPSA2（リーダーおよびgpiシグナルを欠失）をpCI::CD5L-hIgまた
はpCI::mCTLA4-hIgのいずれかのＣ末端側に融合させた。分泌型のPSA2（残基1-357）をコ
ードするDNAも作製した（pCI::PSA2）。
１群８匹のマウスに、リン酸緩衝化食塩水（PBS）100μl中のDNA 100μgを２週間おきに
２回筋肉内注射した。各注射の２週間後、マウスから採血し、血清をPSA2に対する抗体に
ついて試験した。２回目の注射の２週間後、マウスに100,000個のプロマスチゴートを皮
内注射した。感染部位での病巣の発生を毎週モニタリングして、大きさにより評価した。
病巣をドレーンするリンパ節中の寄生虫量は、チャレンジ感染の７週間後に限界希釈法に
より測定した。
結果
抗体生産
抗体は、１点のELISA ODのみによって測定した。最初の免疫感作の２週間後に、pCI::mCT
LA4-hIg-PSA2で免疫感作したマウス８匹のうちの４匹が、そしてpCI::CD5L-hIg-PSA2を与
えたマウス８匹のうちの３匹が、1:500希釈において有意な量の抗体を生産した。しかし
、２回目のDNA注入の後に、pCI::mCTLA4-hIg-PSA2、pCI::CD5L-hIg-PSA2及び我々独自の
分泌型のPSA-2で免疫感作したマウスは、同じ希釈において有意なレベルの抗体を示した
。PBS対照はバックグラウンドの抗体を有していた。
感染に対する防御
pCI::CD5L-hIg-PSA2をコードするDNA、並びに対照PBS及びベクターDNAで免疫感作したマ
ウスでは、チャレンジの１週間後に、感染部位において病巣が発生した。pCI::mCTLA4-hI
g-PSA2又はpCI::PSA2で免疫感作したマウスでは、感染の３週間後まで病巣が発生せず、
病巣のサイズは他と比べて小さかった。また、pCI::mCTLA4-hIg-PSA2又はpCI::PSA2で免
疫感作したマウスでは、病巣の発生するマウスの数が最も少なく、疾患曲線のピークにお
いて何らかの病巣が見られたマウスは８匹のうちの５匹だけだった（図２０）。特筆すべ
きは、pCI::mCTLA4-hIg-PSA2がpCI::CD5L-hIg-PSA2よりも良好な防御を与えたということ
である（p=.0001;logランク検定）。
まとめ
DNA免疫感作において応答性が低いか又は無いという問題を抗原ターゲッティングによっ
て克服できることにより、遺伝子ワクチンの潜在能力が増強される。本発明者らもまた、
DNAの筋肉内注射を用いて、同じ抗原に対する免疫応答を偏移させることもでき、これに
より、防御を最も与えやすい応答を得ることのできるワクチンの開発が可能となることを
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示す。
発現プラスミドの筋肉内注射は、遺伝子ワクチンに対する大いなる可能性を示している。
本発明者らは、抗原及び細胞表面受容体リガンドからなる融合タンパク質が抗原を免疫誘
発部位に送達でき、これにより、免疫応答が増強され、そして遺伝子ワクチンの有効性も
増強され得ることを示した。上述のように、マウスを、ヒトIgG1のFcフラグメントをコー
ドするプラスミドを抗原として、免疫感作した。このIgフラグメントは、B-7を発現する
抗原提示細胞（APC）への送達のためにCTLA4と融合させたもの（CTLA4Ig）、又はリンパ
節の高内皮性細静脈細胞への送達のためにL-セレクチンと融合させたもの（L-SELIg）で
ある。L-セレクチンはCD34及びMadCAM-1に結合するため、これらの受容体を有するあらゆ
るリンパ系器官をその標的とすることができる（12）。抗体応答の増強が、CTLA4Ig免疫
感作マウス及びL-SELIg免疫感作マウスの双方において示され、４週間でそれぞれ1000倍
及び100倍であった。さらに、CTLA4Ig免疫感作後の応答が最も迅速だった。IgG2aからIgG
1への免疫偏移がCTLA4Ig免疫感作マウスにおいて生じた主要な応答であり、これにより、
防御を最も与えやすい応答を得ることのできるワクチンの開発が可能となる。
特定の実施形態において示した本発明に対し、広範に記載された本発明の精神及び範囲か
ら逸脱することなく、様々な変更及び／又は改変をなし得ることが当業者には理解される
であろう。従って、ここに示す実施形態は、いかなる場合にも説明のためのものとして考
慮されるべきであり、制限的に考慮してはならない。
参考文献
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配列表
配列番号：１
配列の長さ：11265塩基対
配列の型：核酸
鎖の数：二本鎖
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トポロジー：環状
配列の種類：DNA（ゲノム）
ハイポセティカル：No
アンチセンス：No
配列
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