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(57)摘要

本公开提供了可用于治疗多形性成胶质细

胞瘤(GBM)的组合物和方法，其包括与包含皂苷

和TLR4激动剂的佐剂一起配制的包含鼠白血病

病毒(MLV)核心蛋白和人巨细胞病毒表位gB和

pp65的病毒样颗粒(VLP))。
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1.一种免疫原性组合物，其包含：

(i)病毒样颗粒(VLP)，包含：

(a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

(b)HCMV  pp65蛋白；和

(c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

和

(ii)包含皂苷和TLR4激动剂的佐剂。

2.根据权利要求1所述的免疫原性组合物，用于治疗HCMV相关的癌症。

3.一种用于制备免疫原性组合物的试剂盒，所述试剂盒包括：

(i)包含病毒样颗粒的第一容器，所述病毒样颗粒包含：

(a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

(b)HCMV  pp65蛋白；和

(c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

和

(ii)包含佐剂的第二容器，所述佐剂包含皂苷和TLR4激动剂。

4.一种用于制备免疫原性组合物的试剂盒，所述试剂盒包括：

(i)包含病毒样颗粒的第一容器，所述病毒样颗粒包含：

(a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

(b)HCMV  pp65蛋白；和

(c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

(ii)包含皂苷的第二容器；

(iii)包含TLR4激动剂的第三容器。

5.用于与以下一起使用以在受试者中引发免疫反应的皂苷：

(i)病毒样颗粒，其包含：

(a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

(b)HCMV  pp65蛋白；和

(c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

和

(ii)TLR4激动剂。

6.用于与以下一起使用以在受试者中引发免疫反应的TLR4激动剂：

(i)病毒样颗粒，其包含：

(a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

(b)HCMV  pp65蛋白；和

(c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

和

(ii)皂苷。

7.一种用于与病毒样颗粒一起使用的包含皂苷和TLR4激动剂的佐剂，所述病毒样颗粒

包含：

(a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；
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(b)HCMV  pp65蛋白；和

(c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

8.一种在受试者中引发免疫反应的方法，所述方法包括施用皂苷、TLR4激动剂和病毒

样颗粒，所述病毒样颗粒包含：

(a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

(b)HCMV  pp65蛋白；和

(c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

9.根据权利要求8所述的方法，其中所述皂苷、TLR4激动剂和病毒样颗粒以根据权利要

求1所述的免疫原性组合物的形式施用。

10.一种在受试者中治疗HCMV相关的癌症的方法，所述方法包括施用皂苷、TLR4激动剂

和病毒样颗粒，所述病毒样颗粒包含：

(a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

(b)HCMV  pp65蛋白；和

(c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

11.皂苷、TLR4激动剂和病毒样颗粒在制备药物中，特别是在制备用于治疗HCMV相关的

癌症的药物中的用途，所述病毒样颗粒包含：

(a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

(b)HCMV  pp65蛋白；和

(c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

12.根据权利要求1至11中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中所述VLP包含gB蛋白，所述gB蛋白包含与SEQ  ID  NO:8至少80％，例如至少

90％，特别是至少95％，尤其是至少98％相同的氨基酸序列，例如由其组成。

13.根据权利要求1至12中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中所述VLP包含融合蛋白，所述融合蛋白包含与SEQ  ID  NO：4至少80％，例如至少

90％，特别是至少95％，尤其是至少98％相同的氨基酸序列，例如由其组成。

14.根据权利要求1至13中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中所述皂苷为Quil  A或其衍生物。

15.根据权利要求14所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，其中

所述皂苷为QS21。

16.根据权利要求1至15中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中所述TLR4激动剂为脂多糖。

17.根据权利要求16所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，其中

所述脂多糖为单磷酰脂质A。

18.根据权利要求17所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，其中

所述单磷酰脂质A为3‑O‑脱酰基单磷酰脂质A(3D‑MPL)。

19.根据权利要求1至18中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，用于施用于人，例如18至70岁的人。

20.根据权利要求1至19中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，用于治疗HCMV相关癌症，所述HCMV相关癌症选自乳腺癌、结肠癌、卵巢癌和前列腺
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癌、横纹肌肉瘤、肝细胞癌、唾液腺肿瘤、神经母细胞瘤和脑肿瘤(如髓母细胞瘤和GBM)。

21.根据权利要求1至20中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其用于治疗GBM。

22.根据权利要求21所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，其用

于治疗经历复发例如第一次复发的受试者的GBM。

23.根据权利要求21或22所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，

其用于治疗具有最大横截面积为400mm2或更小的肿瘤的受试者的GBM。

24.根据权利要求1至23中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其用于在治疗开始时具有至少2，例如至少2.5的CD4/CD8比率的受试者。

25.根据权利要求24所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，其用

于在治疗开始时具有至少3的CD4/CD8比率的受试者。

26.根据权利要求1至23中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其用于在治疗开始时CD4/CD8比率小于3，例如小于2.5，特别是小于2的受试者。

27.根据权利要求1至26中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其用于引发抗原特异性的抗体反应。

28.根据权利要求1至27中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其用于引发抗原特异性CD4+T细胞反应。

29.根据权利要求1至28中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其用于引发抗原特异性CD8+T细胞反应。

30.根据权利要求1至29中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中所述抗原特异性反应是针对pp65。

31.根据权利要求1至30中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中所述抗原特异性反应是针对gB。

32.根据权利要求1至31中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中人剂量包含以重量计的pp65含量的1/200至1/10的gB蛋白含量，例如pp65含量

的1/120至1/40，特别是pp65含量的1/100至1/60。

33.根据权利要求1至32中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中肌肉内施用含有VLP和脂质体制剂的佐剂的组合物且每4周重复施用，所述VLP

包含10ug  pp65蛋白，所述佐剂包含50ug  QS21和50ug  3D‑MPL。
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免疫治疗组合物

发明领域

[0001] 本发明属于免疫肿瘤学领域，特别是用于治疗人类巨细胞病毒(HCMV)相关癌症如

多形性成胶质细胞瘤(GBM)的含佐剂病毒样颗粒疫苗。

背景技术

[0002] HCMV感染与多种癌症有关，包括：GBMs(Cobbs  2002；Mitchel2008)、乳腺癌(Taher 

2013；Harkins  2010)；前列腺癌；髓母细胞瘤(Baryawno  2011；Libard  2014)；脑膜瘤

(Libard  2014)和神经母细胞瘤(Wolmer‑Solberg  2013)。

[0003] GBM是最常见和最具侵袭性的原发性脑肿瘤，未经治疗的中位生存时间仅为三个

月。在美国和欧洲，GBM每年影响每100,000人中的2至3名成年人。仅在美国，每年就有超过

20,000人被诊断为GBM，并导致约15,000人死亡。

[0004] 对于HCMV相关的癌症，特别是GBM，仍然需要替代或改进的治疗方法。

发明内容

[0005] 本公开涉及可用于治疗HCMV相关癌症包括GBM的组合物和方法。更具体地，本公开

提供了包含病毒样颗粒(VLP)的含佐剂组合物及其使用方法和相关方面，该病毒样颗粒

(VLP)包含鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白和HCMV抗原gB和pp65。

[0006] 本发明提供了一种免疫原性组合物，其包含：

[0007] (i)病毒样颗粒，包括：

[0008] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0009] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0010] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

[0011] 和

[0012] (ii)包含皂苷和TLR4激动剂的佐剂。

[0013] 适当地，佐剂包含为QS21的皂苷和为3‑O‑脱酰基单磷酰脂质A(3D‑MPL)的TLR4激

动剂。

[0014] 还提供在受试者中引发免疫反应的方法，所述方法包括施用皂苷、TLR4激动剂和

病毒样颗粒，病毒样颗粒包含：

[0015] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0016] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0017] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

[0018] 适宜地，皂苷、TLR4激动剂和病毒样颗粒以包含病毒样颗粒和含皂苷和TLR4激动

剂的佐剂的免疫原性组合物的形式施用。

[0019] 另外提供的是一种免疫原性组合物，其包含：

[0020] (i)病毒样颗粒，包含：

[0021] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；
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[0022] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0023] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

[0024] 和

[0025] (ii)包含皂苷和TLR4激动剂的佐剂；

[0026] 用于治疗HCMV相关癌症。

[0027] 本发明还提供了治疗受试者中与HCMV相关的癌症的方法，所述方法包括施用包含

皂苷和TLR4激动剂的佐剂，以及包含以下的病毒样颗粒：

[0028] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0029] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0030] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

[0031] 序列列表

[0032] 以下是本文提及的序列的列表：

[0033] SEQ  ID  NO:1是MMLV‑Gag氨基酸序列

[0034] SEQ  ID  NO：2是MMLV‑Gag核苷酸序列

[0035] SEQ  ID  NO：3是密码子优化的MMLV‑Gag核苷酸序列

[0036] SEQ  ID  NO:4是MMLV  Gag–CMV  pp65氨基酸序列

[0037] SEQ  ID  NO:5是MMLV  Gag–CMV  pp65核苷酸序列

[0038] SEQ  ID  NO:6是密码子优化的MMLV  Gag–CMV  pp65核苷酸序列

[0039] SEQ  ID  NO:7是密码子优化的MMLV  Gag–CMV  pp65核苷酸序列

[0040] SEQ  ID  NO：8是HCMV  gB氨基酸序列

[0041] SEQ  ID  NO：9是HCMV  gB核苷酸序列

[0042] SEQ  ID  NO:10是密码子优化的HCMV  gB核苷酸序列

[0043] SEQ  ID  NO:11是HCMV  pp65氨基酸序列

[0044] SEQ  ID  NO：12是HCMV  pp65核苷酸序列

[0045] SEQ  ID  NO:13是密码子优化的HCMV  pp65核苷酸序列

具体实施方式

[0046] 本发明提供了一种免疫原性组合物，其包含：

[0047] (i)病毒样颗粒，包含：

[0048] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0049] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0050] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

[0051] 和

[0052] (ii)包含皂苷和TLR4激动剂的佐剂。

[0053] 适当地，佐剂包含为QS21的皂苷和为3‑O‑脱酰基单磷酰脂质A(3D‑MPL)的TLR4激

动剂。

[0054] 还提供了在受试者中引发免疫反应的方法，所述方法包括施用皂苷、TLR4激动剂

和病毒样颗粒，所述病毒样颗粒包含：

[0055] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；
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[0056] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0057] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

[0058] 适宜地，皂苷、TLR4激动剂和病毒样颗粒以包含病毒样颗粒和含皂苷和TLR4激动

剂的佐剂的免疫原性组合物的形式施用。

[0059] 所引发的免疫反应通常包括抗原特异性抗体和/或CD4+T细胞和/或CD8+T细胞反

应，适宜地抗体、CD4+T细胞和CD8+T细胞反应，针对pp65和gB蛋白中的一种或两者(适宜地，

为两者)。

[0060] 本发明还提供了治疗受试者中HCMV相关的癌症的方法，所述方法包括施用包含皂

苷和TLR4激动剂的佐剂，以及包含以下的病毒样颗粒：

[0061] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0062] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0063] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

[0064] 本发明提供了皂苷、TLR4激动剂和病毒样颗粒在制备药物中，特别是在制备用于

治疗HCMV相关的癌症的药物中的用途，病毒样颗粒包含：

[0065] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0066] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0067] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

[0068] 另外提供了用于病毒样颗粒的包含皂苷和TLR4激动剂的佐剂，该病毒样颗粒包

含：

[0069] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0070] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0071] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

[0072] 包含VLP、皂苷和TLR4激动剂的组合物可以作为包括VLP、皂苷和TLR4激动剂的部

件的试剂盒提供。例如，第一容器可以包含VLP，第二容器可以包含皂苷和TLR4激动剂。或

者，第一容器可包含VLP，第二容器可包含皂苷，第三容器可包含TLR4激动剂。

[0073] 尽管组合物的组分作为单一混合物方便地施用至特定施用部位，但组分可单独

(或以不完全组合)施用至相同或不同部位(参见例如WO2018114982，该文献以引用的方式

并入本文以用于以下目的：提供有关基于皂苷和TLR4激动剂的佐剂递送的信息)。如果单独

地(或以不完全组合)向相同或不同部位施用，则理想地施用在给药时间和给药部位上都足

够接近，从而观察到的结果与通过单一混合物的施用观察到的结果基本相同。合适的单独

施用是在2小时内，例如30分钟内，至适当引流到相同淋巴结的位置，例如10cm内。

[0074] HCMV相关癌症

[0075] 如前所述，HCMV感染与多种癌症有关(Nauclér  2019)，包括：GBMs(Cobbs  2002；

Mitchel  2008)、乳腺癌(Taher  2013；Harkins2010)；前列腺癌；髓母细胞瘤(Baryawno 

2011；Libard  2014)；脑膜瘤(Libard  2014)和神经母细胞瘤(Wolmer‑Solberg  2013)。HCMV

一种β‑疱疹病毒，是一种普遍存在的病原体。在免疫功能正常的人中，HCMV感染通常不会被

注意，至多有轻微和非特异性的症状。

[0076] 本文中所用的术语“HCMV相关癌症”是指其中HCMV感染可能是促成因素并且其中

抗HCMV治疗可能是有益的癌症。与HCMV感染相关的癌症包括乳腺癌、结肠癌、卵巢癌和前列
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腺癌、横纹肌肉瘤、肝细胞癌、唾液腺肿瘤、神经母细胞瘤和脑肿瘤(髓母细胞瘤和GBM)。因

此，在本发明的一个实施方案中，HCMV相关癌症选自乳腺癌、结肠癌、卵巢癌和前列腺癌、横

纹肌肉瘤、肝细胞癌、唾液腺肿瘤、神经母细胞瘤和脑肿瘤(髓母细胞瘤和GBM)。特别感兴趣

的是GBM。

[0077] 患有GBM的受试者可能是第一次出现GBM的那些或可能是经历GBM复发的那些。在

一个实施方案中，受试者是第一次出现GBM的。在第二个实施方案中，受试者是具有GBM复发

(例如第一次复发)的。

[0078] 合适地，受试者具有小肿瘤，例如基于二维磁共振成像最大横截面为400mm2或更

小的肿瘤。通常，这是在治疗开始时时。

[0079] 人受试者在治疗开始时理想地具有至少2，例如至少2.5，特别是至少3的CD4/CD8

比率。人受试者在治疗开始时可具有小于3的CD4/CD8比率，例如小于2.5，特别是小于2。

[0080] 由于许多因素，包括肿瘤的定位、细胞对化疗的固有抗性以及脑细胞自我修复能

力差，GBM对治疗的反应很差。通常，GBM肿瘤尽可能通过手术切除，但是，由于GBM细胞迅速

侵入周围组织，通常不可能完全切除。放射和化学疗法通常在手术治疗后使用，以试图延缓

疾病的进展。然而，GBM肿瘤通常会复发，接受治疗的患者的中位生存时间仅为12至15个月。

[0081] 近年来，基于T细胞已被证明杀死肿瘤细胞和浸润脑肿瘤的知识，已提出免疫疗法

作为GBM的治疗方法。然而，由于肿瘤细胞的多样性和缺乏可作为免疫靶点的常见肿瘤排斥

抗原，治疗GBM的免疫治疗剂的开发已被证明具有挑战性。特别是，GBM患者表现出各种不同

的T细胞功能障碍，包括无反应性、耐受性和T细胞耗竭(Woroniecka  2018)。它们还显示出

减弱的抗体反应。在一项研究中，31％的具有HCMV阳性肿瘤的GBM患者缺乏抗HCMV抗体

(Rahbar  2015)。

[0082] 基于在GBM肿瘤细胞中发现病毒抗原而提出了治疗GBM的免疫治疗方法，这些病毒

抗原在正常脑组织中的表达较低。早在2002年，就发现人巨细胞病毒(HCMV)存在于GBM细胞

中(Cobbs  2002)。HCMV  DNA和蛋白质在超过90％的GBM细胞中表达，但不在周围的正常脑组

织中表达(Dziurzynski  2012)。尽管HCMV在GBM中的作用尚不清楚，但已显示HCMV糖蛋白B

(gB)通过与受体酪氨酸激酶PDGFR‑α(PDGFRα)结合来介导胶质瘤细胞进入，从而激活PI3激

酶/Akt信号传导通路，其增强肿瘤细胞生长和侵袭性(Cobbs  2014)。低水平的HCMV表达与

GBM患者的总体存活率提高相关(Rahbar  2012)。

[0083] GBM细胞中普遍存在HCMV导致建议HCMV抗原可以构成免疫治疗的治疗靶标。使用

HCMV抗原作为靶标的特别潜在好处是它们在免疫学上被认为是“外来的”，并且T细胞对外

来抗原的亲和力比对自身抗原的亲和力高得多。

[0084] 一些研究在GBM治疗中调查了针对HCMV抗原的免疫疗法。在一项研究中，HCMV特异

性T细胞(CD4+和CD8+多功能T细胞)被证明可以识别并杀死自体GBM肿瘤细胞，从而证明

HCMV抗原由肿瘤细胞以免疫学相关水平呈递(Nair  2014)。将这些观察结果扩展到临床，采

用自体HCMV特异性T细胞的过继性T细胞疗法显示出令人鼓舞的早期临床结果，在研究期

间，10名患者中有4名保持无疾病状态(Schuessler  2014)。

[0085] 虽然这些初步研究显示了HCMV靶向免疫疗法的前景，但其他研究表明，与健康人

相比，GBM患者对HCMV的免疫反应显著降低(Liu  2018)。特别是，与HCMV阳性的健康受试者

相比，GBM患者产生的抗HCMV抗体(IgG)显著降低(Liu  2018)。在一项研究中，31％患有具有
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HCMV的GBM肿瘤的患者完全缺乏抗CMV抗体(Rahbar  2015)。因此，GBM患者对HCMV的免疫有

明显的失调，这给开发基于HCMV抗原的免疫治疗带来了重大挑战。

[0086] 需要一种可获得的GBM免疫治疗方法，它有效地靶向GBM肿瘤细胞，但可以配制用

于广泛的患者群体。

[0087] 本公开提供了一种免疫治疗组合物及其用于治疗HCMV相关癌症例如GBM的方法。

本发明的免疫原性组合物刺激针对表达HCMV的肿瘤，例如表达HCMV的GBM肿瘤的抗HCMV  T

细胞免疫。

[0088] 免疫治疗组合物包含病毒样颗粒(“VLP”)。VLP是多蛋白结构，通常由一种或多种

病毒蛋白组成。VLP模似病毒的构象，但缺乏遗传物质，因此不具有传染性。它们可以在适当

情况下在病毒结构蛋白表达后形成(或“自组装”)。VLPs克服了使用减毒病毒制备的疫苗的

一些缺点，因为它们可以在生产过程中不需要存在任何活病毒的情况下生产。已有各种各

样的VLP被制备。例如，已经制备了包括单个或多个衣壳蛋白的VLP，有或没有包膜蛋白和/

或表面糖蛋白。在某些情况下，VLP是无包膜的，仅通过表达一种主要的衣壳蛋白来组装。在

其他情况下，VLP被包膜并可以包含在相应的天然病毒中发现的多种抗原蛋白。带包膜VLP

的自组装比非包膜VLP更复杂，因为与宿主细胞膜融合(Garrone  2011)和VLP“出芽”以形成

完全包膜的单独颗粒需要复杂的反应。可以通过使用电子显微镜对颗粒进行成像来确认完

整VLP的形成。

[0089] VLP通常类似于其相应的天然病毒，并且可以是多价颗粒状结构。与其他形式的抗

原呈递(例如，不与VLP结合的可溶性抗原)相比，在VLP的情况下呈递表面糖蛋白有利于诱

导针对多肽的中和抗体。中和抗体最常识别三级或四级结构；这通常需要呈递呈天然病毒

构象的抗原蛋白，如包膜糖蛋白。VLP表面上表达的抗原也诱导CD4限制性T辅助细胞反应，

其可帮助引发和维持中和抗体和细胞毒性T淋巴细胞(CTL)反应。相反，在VLP内部空间内表

达的抗原可在称为交叉激发和呈递的过程中通过VLP的树突细胞摄取来促进CD8限制性CTL

反应。

[0090] 本发明中使用的VLP通常来源于逆转录病毒载体。逆转录病毒是属于逆转录病毒

科的包膜RNA病毒。逆转录病毒感染宿主细胞后，RNA通过逆转录酶转录成DNA。然后通过整

合酶将DNA整合到宿主细胞的基因组中，然后作为宿主细胞DNA的一部分进行复制。逆转录

病毒科包括以下属：α逆转录病毒(Alpharetrovirus)、β逆转录病毒(Betaretrovirus)、γ

逆转录病毒(Gammaretrovirus)、δ逆转录病毒(Deltaretrovirus)、ε逆转录病毒

(Epsilonretrovirus)、慢病毒(Lentivirus)和泡沫病毒(Spumavirus)。这个逆转录病毒科

的宿主通常是脊椎动物。逆转录病毒产生感染性的病毒颗粒，该病毒颗粒包含被源自宿主

细胞膜的脂质双层包围的球形核衣壳(与病毒结构蛋白复合的病毒基因组)。

[0091] 逆转录病毒载体可用于生成缺乏逆转录病毒衍生基因组的VLP，因此是非复制的。

这是通过用待转移的基因或核苷酸序列替换逆转录病毒的大部分编码区来实现的；因此载

体无法制造额外复制轮次所需的蛋白质。根据颗粒表面上存在的糖蛋白的特性，VLP与宿主

细胞结合和进入宿主细胞的能力有限，但不能繁殖。因此，VLPs可以作为免疫原性组合物安

全地施用。

[0092] 本发明利用包含鼠白血病病毒(MLV)Gag蛋白，特别是莫洛尼鼠白血病病毒(MMLV)

的VLP。这些逆转录病毒的基因组在数据库中很容易获得。
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[0093] 逆转录病毒的Gag蛋白具有总体结构相似性，并且在每一组逆转录病毒中，通常在

氨基酸水平上是保守的。逆转录病毒Gag蛋白主要在病毒组装中起作用。一些病毒(例如，鼠

白血病病毒，如MMLV)的Gag在一些宿主细胞中表达可导致表达产物自组装成VLP。多蛋白形

式的Gag基因表达产物产生VLP的核心结构蛋白。在功能上，Gag多蛋白分为三个结构域：将

Gag多蛋白靶向细胞膜的膜结合结构域、促进Gag多聚化的相互作用结构域和促进新生病毒

颗粒从宿主细胞释放的晚期结构域。通常，介导病毒颗粒组装的Gag蛋白的形式是多蛋白。

逆转录病毒组装由Gag多蛋白组成，但没有其他病毒元件(如病毒蛋白酶)的未成熟衣壳，

Gag为未成熟病毒颗粒的结构蛋白。

[0094] MMLV  Gag基因编码65kDa的多蛋白前体，其在成熟病毒颗粒中被MLV蛋白酶水解切

割成4个结构蛋白(基质(MA)；p12；衣壳(CA)；和核衣壳(NC))。在没有MLV蛋白酶的情况下，

多蛋白保持未切割，并且所得颗粒保持在未成熟形式。编码MMLV核酸的基因是SEQ  ID  NO:

2。示例性的MMLV核酸的密码子优化序列提供为SEQ  ID  NO:3。

[0095] 因此，在一些实施方案中，适用于本发明的Gag多肽与为SEQ  ID  NO：1的MMLV  Gag

多肽基本上同源。在一些实施方案中，适用于本发明的Gag多肽具有与SEQ  ID  NO:1至少

80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更高同源的氨基酸

序列。在一些实施方案中，适用于本发明的Gag多肽与SEQ  ID  NO:1基本相同或相同。

[0096] 在一些实施方案中，合适的MMLV  Gag多肽由与SEQ  ID  NO:2具有至少80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％的序列同一性的核酸序列编码。

在一些实施方案中，合适的MMLV  Gag多肽由具有SEQ  ID  NO：2或其密码子简并形式的核酸

序列编码。

[0097] 如本领域技术人员所熟知的，可以通过将编码特定氨基酸(即密码子)的核酸替换

为另一种在宿主生物体中更好地表达的密码子来改进核酸序列在宿主生物体中的表达。产

生这种效应的一个原因是不同的生物体对不同的密码子表现出偏好这一事实。基于密码子

偏好改变核酸序列以实现更好表达的过程称为密码子优化。本领域已知各种方法来分析各

种生物体中的密码子使用偏倚，并且已经开发了许多计算机算法来在密码子优化基因序列

的设计中实施这些分析。因此，在一些实施方案中，合适的MMLV  Gag多肽由编码MMLV  Gag，

并且与SEQ  ID  NO:3具有至少80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％的序列同一性的核酸序列的密码子优化形式编码。在一些实施方案中，合适的

MMLV‑Gag多肽由与SEQ  ID  NO:3基本相同或相同的核酸序列编码。

[0098] 如本领域所熟知的，氨基酸或核酸序列可以使用多种算法中的任一种进行比较，

包括商业计算机程序中可用的那些算法，例如用于核苷酸序列的BLASTN和用于氨基酸序列

的BLASTP、带空位BLAST和PSI‑BLAST。此类程序的示例在Altschul等人，1990，

J.Mol.Biol.，215(3)：403‑410；Altschul等人，1996，Methods  in  Enzymology266：460‑

480；Altschul人，1997Nucleic  Acid  Res .25:3389‑3402；Baxevanis等人，1998，

Bioinformatics：A  Practical  Guide  to  the  Analysis  of  Genes  and  Proteins，Wiley；

和Misener等人,(eds .) ,1999 ,Bioinformatics  Methods  and  Protocols(Methods  in 

Molecular  Biology,Vol.132) ,Humana  Press。除了鉴定同源序列之外，上述程序通常提供

同源性程度的指示。在一些实施方案中，如果至少50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更多的相应残基在一段
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相关的残基上是同源的,则认为两个序列基本上同源。在一些实施方案中，相关的延伸段是

完整的序列。在一些实施方案中，相关延伸段为至少10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、

65、70、75、80、85、90、95、100、125、150、175、200、225、250、275、300、325、350、375、400、425、

450、475、500或更多个残基。

[0099] 本发明中使用的Gag多肽可以是修饰的逆转录病毒Gag多肽，与野生型或天然存在

的Gag多肽相比，其含有一个或多个氨基酸置换、缺失和/或插入，同时保留了基本的自组装

活性。通常，在自然界中，Gag蛋白包括大的C末端延伸，其可能含有逆转录病毒蛋白酶、逆转

录酶和整合酶的酶活性。然而，VLP的组装通常不需要此类组分的存在。在一些情况下，单独

的逆转录病毒Gag蛋白(例如，缺乏C末端延伸，缺乏基因组RNA、逆转录酶、病毒蛋白酶或包

膜蛋白中的一种或多种)可以在体外和体内自组装以形成VLP(Sharma  1997)。

[0100] 在一些实施方案中，VLP包含pp65蛋白，该蛋白包含与SEQ  ID  NO:11至少80％、

85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更多同源的氨基酸序列。

在一些实施方案中，pp65蛋白包含由与SEQ  ID  NO:12至少80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更多同源的核酸序列编码的多肽。

[0101] 根据本发明使用的Gag多肽适当地缺乏C‑末端延伸并且通常表达为与来自HCMV的

pp65抗原的融合蛋白。在天然存在的HCMV中，pp65位于衣壳和病毒包膜之间的被膜内。它是

细胞毒性T细胞反应的主要靶标，且已知刺激T辅助细胞的形成并诱导针对HCMV的细胞毒性

T淋巴细胞(CTL)。pp65多肽框内剪接成Gag多肽编码序列，例如在Gag多肽编码序列的3'端。

Gag多肽编码序列和pp65抗原通过单个启动子表达。

[0102] 在一些实施方案中，VLP包含与SEQ  ID  NO:4具有至少80％、85％、90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更多同源的氨基酸序列的融合蛋白。在一

些实施方案中，VLP包含由与SEQ  ID  NO:5至少80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或更多同源的核酸序列编码的融合蛋白。

[0103] 本发明中使用的VLP还在VLP表面上表达HCMV  gB包膜糖蛋白。gB是HCMV中的主要B

细胞抗原之一，从而诱导中和保护性免疫反应，包括有效的体液免疫反应。本发明的免疫原

性组合物可包含VLP，该VLP包含野生型包膜HCMV  gB多肽，其序列为SEQ  ID  NO：8或SEQ  ID 

NO.8的密码子简并形式。编码该多肽的核酸如SEQ  ID  NO:9所示。SEQ  ID  NO:9的密码子优

化形式如SEQ  ID  NO:10所示。

[0104] 在一些实施方案中，本发明的免疫原性组合物包含含有gB多肽的VLP，所述gB多肽

包含与SEQ  ID  NO:8至少80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、

99％或更多同源的氨基酸序列。在一些实施方案中，多肽由与SEQ  ID  NO:9至少80％、85％、

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更多同源的核酸序列编码。在

一些实施方案中，多肽由SEQ  ID  NO:9的核酸序列的密码子优化形式编码，其与SEQ  ID  NO：

10至少80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更多同源。

[0105] 在一些实施方案中，VLP包含由与SEQ  ID  NO:8至少80％、85％、90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更多相同的氨基酸序列组成的gB多肽，以及由与

SEQ  ID  NO:4至少80％、85％、90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或

更多相同的氨基酸序列组成的Gag/pp65融合蛋白。

[0106] 应当理解，包含VLP的组合物通常包括具有一定尺寸范围的VLP的混合物。应当理
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解，下面列出的直径值对应于混合物中最常见的直径。在一些实施方案中，组合物中>90％

的囊泡将具有位于最常见值的50％以内(例如，1000±500nm)的直径。在一些实施方案中，

分布可以更窄，例如，组合物中>90％的囊泡可以具有位于最常见值的40、30、20、10或5％内

的直径。在一些实施方案中，声处理或超声处理可用于促进VLP形成和/或改变VLP尺寸。在

一些实施方案中，过滤、透析和/或离心可用于调节VLP尺寸分布。

[0107] 通常，本公开的VLP可以是任何尺寸。在某些实施方案中，组合物可以包括直径在

约20nm至约300nm范围内的VLP。在一些实施例中，VLP的特征在于其直径在以20、30、40、50、

60、70、80、90或100nm的下限为界且以300、290、280、270、260、250、240、230、220、210、200、

190、180或170nm的上限为界的范围内。在一些实施方案中，群体内的VLP显示出在以20、30、

40、50、60、70、80、90或100nm的下限为界并且以300、290、280、270、260、250、240、230、220、

210、200、190、180或170nm的上限为界的范围内的平均直径。在一些实施方案中，群体中的

VLP具有小于0.5(例如，小于0.45、小于0.4或小于0.3)的多分散指数。在一些实施例中，VLP

直径通过纳米定标(nanosizing)确定。在一些实施方案中，VLP直径通过电子显微镜确定。

[0108] 本发明的VLP可以根据本领域技术人员已知的一般方法来制备。例如，可以使用本

领域技术人员熟知的技术来制备核酸分子、重构载体或质粒。VLP的多肽的重组表达需要构

建含有编码一种或多种多肽的多核苷酸的表达载体。一旦获得了编码一种或多种多肽的多

核苷酸，就可以使用本领域已知的技术通过重组DNA技术来生产用于生产多肽的载体。可根

据本发明使用的表达载体包括但不限于哺乳动物和鸟类表达载体、杆状病毒表达载体、植

物表达载体(例如，花椰菜花叶病毒(CaMV)、烟草花叶病毒(TMV))、质粒表达载体(例如，Ti

质粒)等。

[0109] 本发明的VLP可以在任何可用的蛋白质表达系统中产生。通常，通过常规技术将表

达载体转移至宿主细胞，然后通过常规技术培养转染的细胞以产生VLP。在一些实施方案

中，使用细胞的瞬时转染产生VLP。在一些实施方案中，使用稳定转染的细胞产生VLP。可用

于VLP生产的典型细胞系包括但不限于哺乳动物细胞系，例如人胚肾(HEK)293、WI  38、中国

仓鼠卵巢(CHO)、猴肾(COS)、HT1080、C10、HeLa、小仓鼠肾(BHK)、3T3、C127、CV‑1、HaK、NS/O

和L‑929细胞。具体的非限制性实例包括但不限于BALB/c小鼠骨髓瘤系(NSO/l,ECACC  No:

85110503)；人成视网膜细胞(PER.C6(CruCell,Leiden,The  Netherlands))；通过SV40转化

的猴肾CV1系(COS‑7 ,ATCC  CRL  1651)；人胚胎肾系(亚克隆用于悬浮培养的293细胞，

Graham等人,J.Gen  Virol.,36:59(1977))；幼仓鼠肾细胞(BHK，ATCC  CCL10)；中国仓鼠卵

巢细胞+/‑DHFR(CHO,Urlaub  and  Chasin,Proc.Natl.Acad .Sci.USA,77:4216(1980))；小

鼠支持细胞(TM4,Mather,Biol .Reprod .,23:243‑251(1980))；猴肾细胞(CV1  ATCC  CCL 

70)；非洲绿猴肾细胞(VERO‑76、ATCC  CRL‑1587)；人宫颈癌细胞(HeLa、ATCC  CCL  2)；犬肾

细胞(MDCK、ATCC  CCL  34)；水牛鼠肝细胞(BRL  3A，ATCC  CRL  1442)；人肺细胞(W138、ATCC 

CCL75)；人肝细胞(Hep  G2，HB  8065)；小鼠乳腺肿瘤(MMT060562，ATCC  CCL51)；TRI细胞

(Mather等人，Annals  N.Y.Acad .Sci.,383:44‑68(1982))；MRC  5细胞；FS4细胞；和人肝癌

系(Hep  G2)。在一些实施方案中，可用于VLP生产的细胞系包括昆虫(例如，Sf‑9、Sf‑21、Tn‑

368、Hi5)或植物(例如，豆科植物、谷物或烟草)细胞。在一些实施方案中应当理解，特别是

当糖基化对于蛋白质功能重要时，哺乳动物细胞对于蛋白质表达和/或VLP产生是优选的

(参见例如，Roldao  A等人，2010Expt  Rev  Vaccines  9：1149‑76)。
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[0110] 应当理解，可以选择调节插入序列的表达或以特定方式修饰和加工基因产物的细

胞株。不同的细胞具有蛋白质和基因产物的翻译后加工和修饰的特征性和特定机制。可以

选择适当的细胞系或宿主系统以确保正确修饰和加工所表达的外源蛋白。通常，可以根据

本发明使用具有用于适当地加工初级转录物、基因产物的糖基化和磷酸化的适当细胞机制

的真核宿主细胞(也称为包装细胞(例如，293T人胚肾细胞))。

[0111] VLP可根据已知技术纯化，例如离心、梯度、蔗糖梯度超速离心、切向流过滤和色谱

法(例如离子交换(阴离子和阳离子)、亲和以及尺寸柱色谱法)或差异溶解度等。或者或另

外，可直接使用细胞上清液，无需纯化步骤。额外的实体，例如额外的抗原或佐剂可以添加

到纯化的VLP。

[0112] 为了产生本发明的VLP，用两种表达载体共转染细胞，第一载体编码Gag‑pp65融合

多肽，第二载体编码gB包膜糖蛋白。共转染的HCMV  gB质粒使从细胞表面出芽的颗粒能够将

gB蛋白整合到脂质双层中。结果，产生了包含HCMV  pp65非结构蛋白和HCMV  gB包膜糖蛋白

的“二价”VLP。

[0113] 本发明人先前已经报道了HCMV  VLP疫苗的开发，该疫苗包含以其天然构象呈递的

刺激中和抗体产生的gB表面抗原，以及诱导辅助性T细胞(TH淋巴细胞)和细胞毒性T细胞

(CTL)的pp65外膜蛋白。(参见WO2013068847，其通过引用并入本文以提供关于VLP及其制造

的详细信息的目的)。在一项使用来自健康受试者的外周血单核细胞的研究中，该VLP显示

出刺激CD4+和CD8+T细胞免疫反应，该反应优于由单独的重组gB和pp65抗原产生的反应(参

见实施例3)。

[0114] 皂苷和TLR4激动剂

[0115] 本发明的组合物、方法和用途使用皂苷和TLR4激动剂。

[0116] 皂苷

[0117] 适用于本发明的皂苷是Quil  A及其衍生物。Quil  A是一种从南美石碱木

(Quillaja  saponaria  Molina)中分离的皂苷制剂，并由Dalsgaard等人1974年首先将其描

述为具有佐剂活性(“皂苷佐剂”，Archiv .für  die  gesamte  Virusforschung，第44卷，

Springer  Verlag，柏林，p243‑254)。Quil  A的纯化级分已通过HPLC分离，其保留佐剂活性

而没有与Quil  A相关的毒性(参见例如EP0362278)。一般感兴趣的级分包括QS7、QS17、QS18

和QS21，例如QS7和QS21(也称为QA7和QA21)。QS21是特别令人感兴趣的皂苷。

[0118] 在本发明的某些实施方案中，皂苷是石碱木Quil  A的衍生物，合适地是可从Quil 

A获得的免疫活性级分，例如QS7、QS17、QS18或QS21，特别是QS21。

[0119] 通常皂苷，例如Quil  A，特别是QS21，为至少90％纯度，例如至少95％纯度，尤其是

至少98％纯度，特别是99％纯度。

[0120] QS21组分的纯度可以通过214nm处的UV吸光度作为所用皂苷中QS21组分的比例

(例如至少95％，尤其是至少98％，尤其是99％)来确定。

[0121] 本发明的有益特征是皂苷存在于反应原性较低的组合物中，其中它被外源甾醇如

胆固醇淬灭。特别地，如本文进一步描述的QS21与作为递送平台的基于胆固醇的脂质体一

起配制。用胆固醇淬灭的QS21显示出与游离QS21等同的免疫刺激特性，但裂解性更低且更

稳定(Garcon  2017)。

[0122] TLR4激动剂
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[0123] TLR4激动剂的合适例子是脂多糖，合适的是脂质A的无毒衍生物，特别是单磷酰基

脂质A，更特别是3‑O‑脱酰基单磷酰基脂质A(3D‑MPL)。

[0124] 3D‑MPL由GlaxoSmithKline  Biologicals  N.A.以“MPL”的名义出售，并在整个文

件中称为3D‑MPL。例如，参见美国专利号4,436,727；4,877,611；4,866,034和4,912,094。

3D‑MPL可以根据GB  2220  211A中描述的方法生产。化学上它是具有4、5或6个酰化链的3‑脱

酰基单磷酰基脂质A的混合物。在本发明的上下文中，小颗粒3D‑MPL可用于制备水性佐剂组

合物。小颗粒3D‑MPL的粒径使其可以通过0.22um过滤器进行无菌过滤。此类制剂描述于

WO94/21292中。合适地，粉末状3D‑MPL用于制备用于本发明的水性佐剂组合物。

[0125] 其他可以使用的TLR4激动剂是氨基烷基氨基葡萄糖苷磷酸盐(AGP)，例如在WO98/

50399或美国专利号6,303,347中描述的那些(也描述了制备AGP的方法)。有些AGP是TLR4激

动剂，有些是TLR4拮抗剂。

[0126] 可用于本发明的其他TLR4激动剂包括吡喃葡萄糖基脂质佐剂(GLA)，例如WO2008/

153541或WO2009/143457或文献文章Coler  RN等人(2011) Development  and 

Characterization  of  Synthetic  Glucopyranosyl  Lipid  Adjuvant  System  as  a 

Vaccine  Adjuvant.PLoS  ONE  6(1)：e16333.doi:10.1371/journal.pone.0016333和Arias 

MA等人(2012) ,Glucopyranosyl  Lipid  Adjuvant(GLA)，a  Synthetic  TLR4  Agonist ,

Promotes  Potent  Systemic  and  Mucosal  Responses  to  Intranasal  Immunization 

with  HIVgp140.PLoS  ONE  7(7)：e41144.doi:10.1371/journal.pone .0041144中所述。

WO2008/153541或WO2009/143457通过引用并入本文以用于定义可用于本发明的TLR4激动

剂的目的。

[0127] 通常，TLR4激动剂，例如脂多糖，尤其是3D‑MPL，是至少90％的纯度，例如至少95％

的纯度，特别是至少98％的纯度，尤其是99％的纯度。

[0128] AGP是TLR4调节剂。TLR4识别细菌LPS(脂多糖)并在被激活时，启动先天免疫反应。

AGP是细菌LPS的脂质A部分的单糖模拟物，并且已在化合物的“酰基链”上发生醚键和酯键。

制备这些化合物的方法是已知的并且公开于例如WO  2006/016997、美国专利号7,288,640

和6,113,918以及WO  01/90129中，为了定义用于本发明的AGP及其制造方法的目的而通过

引用将其全部并入本文中。其他AGP和相关方法公开于美国专利第7,129,219号、美国专利

第6,525,028号和美国专利第6,911,434号中，为了定义用于本发明的AGP及其制造方法的

目的而通过引用将其全部并入本文中。在本发明的组合物中使用的酰基链上具有醚键的

AGP是已知的并且公开于WO  2006/016997中，该专利在此通过引用整体并入，目的是定义在

本发明中使用的AGP及其制造方法。特别感兴趣的是在WO  2006/016997的第[0019]至

[0021]段中根据式(III)示出和描述的AGP。

[0129] 因此，术语AGP包括下式化合物：

说　明　书 10/27 页

14

CN 114466659 A

14



[0130]

[0131] 其中，

[0132] m为0至6；

[0133] n为0至4；

[0134] X是O或S，特别是O；

[0135] Y是O或NH；

[0136] Z是O或H；

[0137] R1、R2、R3各自独立地选自C1‑20酰基和C1‑20烷基；

[0138] R4是H或甲基；

[0139] R5独立地选自‑H、‑OH、‑(C1‑C4)烷氧基、‑PO3R8R9、‑OPO3R8R9、‑SO3R8、‑OSO3R8、‑

NR8R9、‑SR8、‑CN、‑NO2、‑CHO、‑CO2R8和‑CONR8R9，

[0140] 其中R8和R9各自独立地选自H和(C1‑C4)烷基；和

[0141] R6和R7各自独立地是H或PO3H2。

[0142] 技术人员将理解AGP可以盐的形式存在，特别是以药学上可接受的盐的形式存在。

尽管在制造过程中可以使用非药学上可接受的盐，但理想地避免使用它们。

[0143] 正构脂肪酰基残基(即仲酰氧基或烷氧基残基，例如R1O、R2O和R3O)所连接的3'立

体中心的构型是R或S，合适的是R(如按照Cahn‑Ingold‑Prelog优先级规则命名的)。R4和R5
所连接的苷元立体中心的构型可以是R或S。所有立体异构体，对映异构体和非对映异构体，

以及它们的混合物，都包含在该式中。

[0144] 杂原子X和苷元氮原子之间的碳原子数由变量“n”确定，该变量可以是0到4的整数

(即0、1、2、3或4)，合适地是0到2的整数(即0、1或2)。

[0145] 正构脂肪酸R1、R2和R3的链长度适当地为6至20个碳，尤其是6至16个碳，尤其是9至

14个碳。链长可以相同或不同。理想的实施方案包括其中R1、R2和R3独立地选自6、8、10、12或

14的链长。

[0146] 在一个实施方案中，R1、R2和R3是相同的。在第二实施方案中，所有的R1、R2和R3都是

不同的。在第三实施方案中，R1、R2和R3之一不同于其他两个。该式涵盖L/D‑丝氨酰、‑苏氨

酰、‑半胱氨酰醚和酯脂质AGP，激动剂和拮抗剂两者及其同系物(n＝1‑4)，以及各种羧酸生

物电子等排体(即R5是能够成盐的酸性基团；磷酸盐可以在葡糖胺单元的4位或6位，但合适
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的是在4位)。

[0147] 在AGP化合物的一个具体实施方案中，n为0，R5为CO2H，R6为PO3H2，并且R7为H。因此

此类AGP化合物由式1a定义:

[0148]

[0149] 其中X是O或S；Y是O或NH；Z是O或H；R1、R2、R3各自独立地选自C1‑20酰基和C1‑20烷基；

R4为H或甲基。

[0150] 在式1a中，正构脂肪酰基残基(即仲酰氧基或烷氧基残基，例如R1O、R2O和R3O)所连

接的3'立体中心的构型为R或S，优选R(如按照Cahn‑Ingold‑Prelog优先级规则指定的)。R4
和CO2H所连接的苷元立体中心的构型可以是R或S。所有立体异构体，对映异构体和非对映

异构体两者，以及它们的混合物都包含在该式中。

[0151] 式1a涵盖L/D‑丝氨酰、‑苏氨酰、‑半胱氨酰醚或酯脂质AGP，激动剂和拮抗剂两者。

[0152] 在式1和式1a中，Z是通过双键连接的O或各自通过单键连接的两个氢原子。即当Z

＝Y＝O时，该化合物是酯连接的；当Z＝O和Y＝NH时，是酰胺连接的；和当Z＝H/H和Y＝O时，

是醚连接的。

[0153] 式1的特定化合物称为CRX601：
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[0154]

[0155] 吡喃葡萄糖基脂质佐剂

[0156] GLA是TLR4调节剂，例如在WO2008/153541或WO2009/143457或文献文章Coler  RN

(2011)等人，Development  and  Characterization  of  Synthetic  Glucopyranosyl  Lipid 

Adjuvant  System  as  a  Vaccine  Adjuvant .PLoS  6(1)：e16333 .doi:10 .1371/

journal.pone.0016333，Arias  MA等人(2012)，Glucopyranosyl  Lipid  Adjuvant(GLA)，

Synthetic  TLR4Agonist ,Promotes  Potent  Systemic  and  Mucosal  Responses  to 

Intranasal  Immunization  with  HIVgp140 .PLoS  7(7)：e41144 .doi:10 .1371/

journal.pone.0041144中所述。

[0157] 因此，术语GLA包括下式化合物：

[0158]

[0159] 其中：
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[0160] R1、R3、R5和R6各自独立地为C11‑20烷基；和

[0161] R2和R4各自独立地是C12‑20烷基；

[0162] 及其盐，例如药学上可接受的盐。

[0163] 特别感兴趣的是具有立体化学的式2化合物：

[0164]

[0165] 及其盐，例如药学上可接受的盐。

[0166] 合适地，对于式2和2b的化合物，R1至R6全部都是直链烷基。

[0167] 合适地，R1、R3、R5和R6各自选自C11‑15烷基。适当地，R1、R3、R5和R6中的每一个都是相

同的。理想地，R1、R3、R5和R6中的每一个是C11烷基。

[0168] 合适地，R2和R4各自独立地选自C12‑16烷基。适当地，R2和R4中的每一个都是相同的。

适当地，R2和R4中的每一个都是相同的。理想地，R2和R4中的每一个是C13烷基。

[0169] 感兴趣的TLR4激动剂包括:

[0170] 3‑脱酰基单磷酰基六酰基脂质A。

[0171] 另一种感兴趣的TLR4激动剂是：
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[0172] 3‑脱酰基单磷酰基脂质A。

[0173] 感兴趣的TLR激动剂是dLOS(如Han，2014中所述)：

[0174]

[0175] 在一个实施方案中，TLR4激动剂是盐的形式，例如药学上可接受的盐。在第二实施

方案中，TLR4激动剂不是盐的形式。

[0176] 通常，GLA至少为90％纯度，例如至少95％纯度，尤其是至少98％纯度，特别是99％

纯度。

[0177] 受试者通常是哺乳动物，特别是人。人类可能是人类孩子。例如，在施用第一剂量

时，人类受试者可能小于18岁。人可以是成年人。例如，在施用第一剂量时，人类受试者可以

是18至60岁，例如18至40岁。

[0178] 人可以是老年人。例如，在施用第一剂量时，人类受试者可能大于60岁(例如60至

80岁)，例如大于65岁。人可以是18‑70岁。

[0179] 典型的人剂量包含具有1至25ug  pp65蛋白质含量的VLP，例如5至20ug，特别是8至

12ug，尤其是10ug。典型的人剂量包含gB蛋白含量以重量计为pp65含量的1/200至1/10，例

如pp65含量的1/120至1/40，特别是pp65含量的1/100至1/60的VLP。蛋白质含量可以通过如

定量ELISA的方法确定。当pp65蛋白存在于融合蛋白中时，pp65含量基于融合蛋白的pp65部

分。

[0180] 通常会根据需要重复施用。例如，可以每周至每6个月，例如每2周至每6周，例如大

约每4周(+/‑3天)重复施用。
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[0181] 组合物可以包含至少一种另外的药学上可接受的赋形剂、辅助剂和/或载体。典型

的载体包括乳液、ISCOMS和脂质体，特别是脂质体。

[0182] 术语“脂质体”在本领域中是众所周知的并且定义了囊泡的一般类别，其包含围绕

水性空间的一个或多个脂质双层。因此，脂质体由一种或多种脂质和/或磷脂双层组成，并

且在其结构中可以包含其他分子，例如蛋白质或碳水化合物。因为存在脂质相和水相，脂质

体可以包封或截留水溶性材料、脂溶性材料和/或两亲性化合物。

[0183] 脂质体的大小可以从30nm到几微米不等，这取决于磷脂组成及其制备方法。在本

发明中，脂质体大小将在50nm至200nm的范围内，尤其是60nm至180nm，例如70‑165nm。最佳

情况下，脂质体应该是稳定的，直径为～100nm，以允许通过过滤进行方便的灭菌。

[0184] 脂质体的结构完整性可以通过诸如动态光散射(DLS)的方法，从而测量脂质体的

大小(Z‑平均直径，Zav)和多分散性，或通过电子显微镜分析脂质体的结构来评估。合适地，

平均粒度在95和120nm之间，和/或多分散性(PdI)指数不超过0.35，特别是不超过0.3，例如

不超过0.25。在一个实施方案中，平均粒度在95和120nm之间，和/或多分散性(PdI)指数不

超过0.2。

[0185] 本发明的脂质体可以含有磷脂酰胆碱脂质，例如二油酰基磷脂酰胆碱(DOPC)。适

当地，脂质体还含有甾醇，例如胆固醇。

[0186] 皂苷，例如QS21，可以以每人剂量1至100ug，例如20至60ug的量使用。QS21的使用

量约为50ug。合适范围的例子是40‑60ug，适当地45‑55ug或49‑51ug，例如50ug。在进一步的

实施方案中，人剂量包含约25ug水平的QS21。较低范围的例子包括20‑30ug，适当地22‑28ug

或24‑26ug，例如25ug。

[0187] TLR4激动剂，例如3D‑MPL，可以以每人剂量1到100ug之间的量使用，例如20到

60ug。3D‑MPL的使用量可以为约50ug。合适范围的例子是40‑60ug，适当地45‑55ug或49‑

51ug，例如50ug。在进一步的实施方案中，人剂量包含约25ug水平的3D‑MPL。较低范围的例

子包括20‑30ug，适当地22‑28ug或24‑26ug，例如25ug。

[0188] TLR4激动剂与皂苷的重量比合适地在1:5至5:1之间，尤其是1.2:1至1:1.2，例如

1:1。

[0189] 与意图用于成人的剂量相比，意图用于儿童的人剂量可能会减少(例如减少

50％)。

[0190] 皂苷:DOPC的比率通常为约1:50至1:10(w/w)，适宜为1:25至1:15(w/w)，优选1:22

至1:18(w/w)，例如1:20(w/w)。

[0191] 在进一步的实施方案中，将缓冲剂添加到组合物中。液体制剂的pH值根据组合物

的组分和对受试者给药所需的适宜性进行调节。合适地，液体混合物的pH为至少4、至少5、

至少5.5、至少5.8、至少6。液体混合物的pH可以小于9、小于8、小于7.5或小于7。在其他实施

方案中，液体混合物的pH在4和9之间，在5和8之间，例如在5.5和8之间。因此，pH适当地在6‑

9之间，例如6.5‑8.5。在一个特别优选的实施方案中，pH在5.8和6.4之间。

[0192] 合适的缓冲剂可以选自乙酸盐、柠檬酸盐、组氨酸、马来酸盐、磷酸盐、琥珀酸盐、

酒石酸盐和TRIS。在一个实施方案中，缓冲剂是磷酸盐缓冲剂，例如Na/Na2PO4、Na/K2PO4或

K/K2PO4。

[0193] 缓冲剂可以至少6mM、至少10mM或至少40mM的量存在于液体混合物中。缓冲剂可以
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以小于100mM、小于60mM或小于40mM的量存在于液体混合物中。

[0194] 众所周知，对于肠胃外施用，溶液应具有药学上可接受的渗透压，以避免细胞变形

或溶解。药学上可接受的渗透压通常意味着溶液将具有近似等渗或轻度高渗的渗透压。合

适地，当重构时，本发明的组合物将具有250至750mOsm/kg范围内的渗透压，例如，渗透压可

以在250至550mOsm/kg范围内，例如在280至500mOsm/kg范围内。在一个特别优选的实施方

案中，渗透压可以在280至310mOsm/kg的范围内。

[0195] 渗透压可以根据本领域已知的技术测量，例如通过使用市售的渗透压计，例如可

从Advanced  Instruments  Inc.(USA)获得的AdvancedTM2020型。

[0196] “等渗剂”是生理上耐受的并且赋予制剂合适的张力以防止水净流过与制剂接触

的细胞膜的化合物。在一些实施方案中，用于组合物的等渗剂是盐(或盐的混合物)，合适地

盐是氯化钠，合适地浓度为约150nM。然而，在其他实施方案中，组合物包含非离子等渗剂并

且组合物中氯化钠的浓度小于100mM，例如小于80mM，例如小于50mM，例如小于40mM，小于

30mM，尤其是小于20mM。组合物中的离子强度可以小于100mM，例如小于80mM，例如小于

50mM，小于40mM或小于30mM。

[0197] 在一个具体实施方案中，非离子等渗剂是多元醇，例如蔗糖和/或山梨糖醇。山梨

糖醇的浓度可以例如为约3％至约15％(w/v)，例如约4％至约10％(w/v)。WO2012/080369中

已经描述了包含免疫活性皂苷级分和TLR4激动剂的佐剂，其中等渗剂是盐或多元醇。

[0198] 适当地，人剂量体积在0.05ml和1ml之间，例如在0.1和0.5ml之间，特别是约0.5ml

或0.7ml的剂量体积。所用组合物的体积可能取决于递送途径和位置，皮内途径给予的剂量

较小。单位剂量容器可能含有过量(overage)，以允许在单位剂量施用期间对材料进行适当

操作。

[0199] 此类组合物可以任选地与一种或多种另外的治疗活性物质如化疗治疗组合施用。

[0200] 组合物旨在用于施用，且因此通常以无菌注射形式(例如，适合肌肉内注射的形

式)提供。例如，在一些实施方案中，药物组合物以适合注射的液体(例如水性)剂型提供。

[0201] 在一些实施方案中，所提供的组合物包含一种或多种药学上可接受的赋形剂(例

如，防腐剂、惰性稀释剂、分散剂、表面活性剂和/或乳化剂、缓冲剂等)。合适的赋形剂包括

例如水、盐水、右旋糖、蔗糖、海藻糖、甘油、乙醇或类似物，以及它们的组合。Remington’s 

The  Science  and  Practice  of  Pharmacy,第21版,A.R.Gennaro,(Lippincott,Williams&

Wilkins,Baltimore,MD,2006)公开了用于配制药物组合物的各种赋形剂及其已知的制备

技术。除非任何常规赋形剂介质与物质或其衍生物不相容，例如通过产生任何不希望的生

物学效应或以其他方式与组合物的任何其他组分以有害方式相互作用，其用途预期在本发

明的范围内。在一些实施方案中，组合物包含一种或多种防腐剂。在一些实施方案中，组合

物不包含防腐剂。

[0202] 在一些实施方案中，组合物以可以冷藏和/或冷冻的形式提供。在一些实施方案

中，重构溶液和/或液体剂型可以在重构之后储存一定时间段(例如，2小时、12小时、24小

时、2天、5天、7天、10天、2周、一个月、两个月或更长时间)。在一些实施方案中，VLP制剂的储

存超过指定时间导致VLP降解。

[0203] 本文所述的组合物的制剂可以通过药理学领域中已知的或以后开发的任何方法

来制备。在一些实施方案中，此类制备方法包括使活性成分与一种或多种赋形剂和/或一种
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或多种其他辅助成分结合的步骤，然后，如果有必要和/或需要，将产品包装成所需的单一

或多剂量单位。

[0204] 根据本发明的组合物可以作为单一单位剂量和/或作为多个单一单位剂量批量制

备、包装和/或出售。如本文所用，“单位剂量”是包含预定量的活性成分的药物组合物的离

散量。活性成分的量通常等于将施用于受试者的剂量和/或这种剂量的便利部分，例如这种

剂量的二分之一或三分之一。

[0205] 根据本发明的药物组合物中的活性成分、药学上可接受的赋形剂和/或任何其他

成分的相对量可以变化，这取决于受试者的身份、大小和/或状况和/或取决于该组合物将

被施用的途径。

[0206] 在一些实施方案中，治疗包括在时间上适当间隔地多次施用本公开的组合物。本

文所述的组合物通常在它们继续诱导免疫反应的这段时间内施用，或直到患者经历其疾病

进展的这段时间。在本发明的一个优选实施方案中，本发明的组合物每4周施用。

[0207] 优选的剂量可能因受试者而异，并且可能取决于几个因素。因此，应当理解，一般

而言，所使用的精确剂量将由开处方的医师确定，并且不仅取决于受试者的体重，而且取决

于受试者的年龄，并且可能取决于疾病的进展，患者中针对HCMV的免疫失调的程度。

[0208] 在某些实施方案中，所提供的组合物可以配制用于肠胃外递送，例如通过注射。在

这样的实施方案中，施用可以是例如静脉内、肌肉内、皮内或皮下，或通过输注或无针注射

技术。在一个优选的实施方案中，组合物被配制用于肌内注射。

[0209] 根据本发明的组合物的施用可以改善受试者的生活质量、减轻症状、减缓进展和/

或延长生存期。

[0210] 本发明通过以下条款进一步阐明：

[0211] 条款1.一种免疫原性组合物，包含：

[0212] (i)病毒样颗粒(VLP)，其包含：

[0213] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0214] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0215] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

[0216] 和

[0217] (ii)包含皂苷和TLR4激动剂的佐剂。

[0218] 条款2.根据条款1的免疫原性组合物，用于治疗HCMV相关癌症。

[0219] 条款3.一种用于制备免疫原性组合物的试剂盒，所述试剂盒包括：

[0220] (i)包含病毒样颗粒的第一容器，所述病毒样颗粒包含：

[0221] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0222] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0223] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

[0224] 和

[0225] (ii)包含佐剂的第二容器，佐剂包含皂苷和TLR4激动剂。

[0226] 条款4.一种用于制备免疫原性组合物的试剂盒，所述试剂盒包括：

[0227] (i)包含病毒样颗粒的第一容器，所述病毒样颗粒包含：

[0228] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；
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[0229] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0230] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

[0231] (ii)包含皂苷的第二容器；

[0232] (iii)包含TLR4激动剂的第三容器。

[0233] 条款5.用于与以下一起使用以在受试者中引发免疫反应的皂苷：

[0234] (i)病毒样颗粒，包含：

[0235] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0236] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0237] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

[0238] 和

[0239] (ii)TLR4激动剂。

[0240] 条款6.用于与以下一起使用以在受试者中引发免疫反应的TLR4激动剂：

[0241] (i)病毒样颗粒，包含：

[0242] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0243] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0244] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白；

[0245] 和

[0246] (ii)皂苷。

[0247] 条款7.一种用于与病毒样颗粒一起使用的包含皂苷和TLR4激动剂的佐剂，所述病

毒样颗粒包含：

[0248] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0249] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0250] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

[0251] 条款8.一种在受试者中引发免疫反应的方法，所述方法包括施用皂苷、TLR4激动

剂和病毒样颗粒，所述病毒样颗粒包含：

[0252] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0253] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0254] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

[0255] 条款9.根据条款8的方法，其中皂苷、TLR4激动剂和病毒样颗粒以根据条款1的免

疫原性组合物的形式施用。

[0256] 条款10.用于治疗受试者的HCMV相关癌症的方法，所述方法包括施用皂苷、TLR4激

动剂和病毒样颗粒，所述病毒样颗粒包含：

[0257] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0258] (b)HCMV  pp65蛋白；和

[0259] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

[0260] 条款11.皂苷、TLR4激动剂和病毒样颗粒在制备药物中，特别是在制备用于治疗

HCMV相关癌症的药物中的用途，所述病毒样颗粒包含：

[0261] (a)鼠白血病病毒(MLV)gag蛋白；

[0262] (b)HCMV  pp65蛋白；和
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[0263] (c)HCMV糖蛋白B(gB)蛋白。

[0264] 条款12.根据条款1至11中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中所述MLV  Gag蛋白是莫洛尼鼠白血病病毒(MMLV)Gag蛋白。

[0265] 条款13.根据条款1至12中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中VLP包含MLV  Gag多肽，所述MLV  Gag多肽包含与SEQ  ID  NO：1至少80％，例如至

少90％，尤其是至少95％，尤其是至少98％相同的氨基酸序列，例如由其组成。

[0266] 条款14.根据条款1至13中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中VLP包含由与SEQ  ID  NO：2具有至少80％，例如至少90％，尤其是至少

95％，尤其是至少98％相同的核酸序列编码的多肽。

[0267] 条款15.根据条款1至14中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中所述VLP包含gB蛋白，所述gB蛋白包含与SEQ  ID  NO:8至少80％，例如至少

90％，尤其是至少95％，尤其是至少98％相同的氨基酸序列，例如由其组成。

[0268] 条款16.根据条款1至15中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中所述VLP包含由与SEQ  ID  NO:9具有至少80％，例如至少90％，特别是至少

95％，尤其是至少98％相同的核酸序列编码的gB蛋白。

[0269] 条款17.根据条款1至16中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中所述VLP包含pp65蛋白，所述pp65蛋白包含与SEQ  ID  NO:11至少80％，例

如至少90％，特别是至少95％，尤其是至少98％相同的氨基酸序列，例如由其组成。

[0270] 条款18.根据条款1至17中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中VLP包含由与SEQ  ID  NO:12至少80％，例如至少90％，特别是至少95％，尤

其是至少98％相同的核酸序列编码的pp65蛋白。

[0271] 条款19.根据条款1至18中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中所述VLP包含MLV  Gag和HCMV  pp65蛋白的融合物。

[0272] 条款20.根据条款19的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，其中

MLV  Gag在N端直接或间接融合至pp65蛋白。

[0273] 条款21.根据条款20所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，

其中所述VLP包含融合蛋白，所述融合蛋白包含与SEQ  ID  NO：4至少80％，例如至少90％，特

别是至少95％，特别是至少98％相同的氨基酸序列，例如由其组成。

[0274] 条款22.条款1至21中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用

途，其中皂苷是Quil  A或其衍生物。

[0275] 条款23.根据条款22的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，其中

皂苷是QS21。

[0276] 条款24.根据条款1至23中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中所述TLR4激动剂是脂多糖。

[0277] 条款25.根据条款24的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，其中

所述脂多糖是单磷酰脂质A。

[0278] 条款26.根据条款25的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，其中

单磷酰脂质A是3‑O‑脱酰基单磷酰脂质A(3D‑MPL)。

[0279] 条款27.根据条款1至24中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、
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方法或用途，其中所述TLR4激动剂是AGP，例如式1或式1a的化合物，特别是CRX601。

[0280] 条款28.根据条款1至24中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中所述TLR4激动剂是吡喃葡萄糖基脂质佐剂，例如式2或式2b的化合物，特

别是：

[0281]

[0282] 条款29.根据条款1至24中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中所述TLR4激动剂是：

[0283] 3‑脱酰基单磷酰基六酰基脂质A。

[0284] 条款30.根据条款1至24中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中所述TLR4激动剂是：
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[0285] 3‑脱酰基单磷酰脂质A。

[0286] 条款31.根据条款1至24中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中所述TLR4激动剂是：

[0287]

[0288] 条款32.根据条款1至31中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，用于施用于人，例如18至70岁的人。

[0289] 条款33.根据条款1至32中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，用于治疗HCMV相关癌症，所述HCMV相关癌症选自乳腺癌、结肠癌、卵巢癌和前列腺

癌、横纹肌肉瘤、肝细胞癌、唾液腺肿瘤、神经母细胞瘤和脑肿瘤(如髓母细胞瘤和GBM)。

[0290] 条款34.根据条款1至33中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，用于治疗GBM。

[0291] 条款35.根据条款34的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，用于

治疗第一次发生GBM的受试者的GBM。

[0292] 条款36.根据条款34的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，用于

治疗经历复发例如第一次复发的受试者的GBM。

[0293] 条款37.根据条款34至36中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐

剂、方法或用途，用于治疗患有最大横截面积为400mm2或更小的肿瘤的受试者的GBM。

[0294] 条款38.根据条款1至37中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，用于在治疗开始时具有至少2，例如至少2.5的CD4/CD8比率的受试者。
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[0295] 条款39.根据条款38的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，用于

在治疗开始时具有至少3的CD4/CD8比率的受试者。

[0296] 条款40.根据条款1至37中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，用于在治疗开始时CD4/CD8比率小于3，例如小于2.5和特别是小于2的受试者。

[0297] 条款41.条款1至40中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用

途，用于引发抗原特异性抗体反应。

[0298] 条款42.条款1至41中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用

途，用于引发抗原特异性CD4+T细胞反应。

[0299] 条款43.条款1至42中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用

途，用于引发抗原特异性CD8+T细胞反应。

[0300] 条款44.条款1至43中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用

途，其中抗原特异性反应是针对pp65。

[0301] 条款45.条款1至44中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用

途，其中抗原特异性反应是针对gB。

[0302] 条款46.根据条款1至45中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中施用是肌内施用。

[0303] 条款47.根据条款1至46中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中人剂量包含1至25ug的pp65蛋白含量，例如5至20ug，特别是8到12ug，尤其是

10ug。

[0304] 条款48.根据条款1至47中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中人剂量包含以重量计pp65含量的1/200至1/10的gB蛋白含量，如为pp65含量的

1/120至1/40，特别是pp65含量的1/100至1/60。

[0305] 条款49.根据条款1至48中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中人剂量包含1至100ug皂苷，例如50ug。

[0306] 条款50.条款1至49中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用

途，其中人剂量包含1至100ug  TLR4激动剂，例如50ug。

[0307] 条款51.根据条款1至50中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中皂苷和/或TLR4激动剂与脂质体载体一起配制。

[0308] 条款52.根据条款51的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法或用途，其中

皂苷和/或TLR4激动剂与包含甾醇例如胆固醇的脂质体载体一起配制。

[0309] 条款53.根据条款1至53中任一项的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、方法

或用途，其中每周至每6个月重复施用，例如每2周至每6周，例如每4周一次。

[0310] 条款54.根据条款1至53中任一项所述的组合物、试剂盒、皂苷、TLR4激动剂、佐剂、

方法或用途，其中肌肉内施用包含VLP和脂质体制剂形式的佐剂的组合物且每4周重复施

用，所述VLP包含10ug  pp65蛋白，所述佐剂包含50ug  QS21和50ug  3D‑MPL。

[0311] 实施例

[0312] 以下实施例描述了制备和实施本文所述免疫原性组合物的一些示例性模式。应当

理解，这些实施例仅用于说明目的，并不意味着限制本文所述的组合物和方法的范围。

[0313] 实施例1：DNA表达质粒的构建
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[0314] 本实施例描述了用于表达重组HCMV基因序列(gB(SEQ  ID  NO:10)和Gag/pp65融合

基因(SEQ  ID  NO:6序列)的表达质粒和构建体的开发。标准表达质粒通常由哺乳动物来源

的启动子序列、内含子序列、聚腺苷酸化信号序列(PolyA)、pUC复制起点序列(pUC–pBR322

是colE1复制起点/起始位点，且用于在如大肠杆菌(DH5α)的细菌中复制质粒)以及抗生素

抗性基因(作为质粒噬斑选择的选择标记)组成。在内含子之后的质粒内有多种限制酶位

点，其可用于剪接感兴趣的基因或部分基因序列。

[0315] Propol  II表达质粒包含pHCMV(HCMV的早期启动子)、β‑珠蛋白内含子(BGL 

Intron)、兔珠蛋白多腺苷酸化信号序列(PolyA)、pUC复制起点序列(pUC–pBR322是colE1复

制起点/复制起始位点，且用于在如大肠杆菌(DH5α)的细菌中复制质粒)，以及氨苄青霉素

抗性基因β‑内酰胺酶(Amp  R–质粒的选择性标记，赋予对氨苄青霉素(100μg/ml)的抗性)。

[0316] 为了开发Gag  MMLV表达构建体(“MLV‑Gag”)，将编码MMLV的Gag多蛋白(Gag，没有

其C末端Pol序列)的互补DNA(cDNA)序列(Seq  ID  NO：3)克隆到Propol  II中表达载体中。为

了开发gB表达构建体(“gB”)，gB的全长序列针对人类表达进行了密码子优化(GenScript)

(SEQ  ID  NO:10)，并被克隆到Propol  II表达载体中，包括gB的细胞外部分、跨膜结构域

(TM)和胞质部分(Cyto)。为了开发Gag/pp65表达构建体(“Gag/pp65”)，将编码MMLV的Gag多

蛋白(Gag，没有其C末端Pol序列)的序列与为人类表达进行密码子优化(GenScript)的pp65

全长序列融合(SEQ  ID  NO:6)并克隆到Propol  II表达载体中。

[0317] DNA质粒在感受态大肠杆菌(DH5α)中扩增，并根据标准方案用无内毒素制备试剂

盒纯化。

[0318] 实施例2：病毒样颗粒的生产

[0319] 该实施例描述了用于生产含有实施例1中描述的各种重组HCMV抗原的病毒样颗粒

的方法。

[0320] 源自HEK  293细胞的293SF‑3F6细胞系是一种专有的悬浮细胞培养物，在无血清化

学成分确定的培养基中生长(CA  2,252,972和US6,210,922)。细胞使用磷酸钙方法用MMLV‑

Gag/pp65  DNA表达质粒瞬时转染，并用实施例1中描述的gB  DNA表达质粒共转染。通过流式

细胞术证实HEK  293细胞表达HCMV抗原。转染48至72小时后，收获含有VLP的上清液并通过

0.45um孔径的膜过滤，并在SW32Beckman转头中通过20％蔗糖垫超速离心(25,000rpm，2小

时，4℃)进一步浓缩和纯化。将沉淀物重新悬浮在无菌无内毒素PBS(GIBCO)中以获得500倍

浓缩的VLP原液。通过Bradford测定定量试剂盒(BioRad)在等分试样上测定总蛋白质。纯化

的VLP储存在‑80℃下直至使用。通过SDS‑Page和蛋白质印迹使用针对gB(针对gB的CH  28小

鼠单克隆抗体；Virusys  Corporation；Pereira，L等人.1984Virology139:73‑86)和pp65

(针对UL83/pp65的CH12小鼠单克隆抗体；Virusys  Corporation；Pereira ,L .等人

1982Infect  Immun  36:924‑932)的特异性抗体对每批纯化的VLP分析gB和MMLV‑Gag/pp65

融合蛋白的表达。使用增强化学发光(ECL)检测抗体。

[0321] 实施例3：使用gB/pp65Gag  VLP刺激来自健康HCMV阳性受试者的PBMC中的T细胞

[0322] 本研究的目的是评估如实施例2中所述产生并通过蔗糖垫超速离心纯化的gB/

pp65Gag  VLP激活来自健康的HCMV阳性受试者的外周血单核细胞(“PBMC”)中预先存在的

HCMV特异性CD4+和CD8+T细胞的能力。

[0323] 人外周血获自CMV+健康供体。使用Ficoll梯度分离从全血中分离PBMC，并创建单
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次使用等分试样。PBMC在分离后新鲜使用或在‑170℃储存后使用。简而言之，PBMC在4mL  PP

培养管中以1x  106个细胞/mL培养。将gB/pp65  eVLP和对照添加到细胞中。在加入莫能菌素

之前用刺激剂细胞培养3小时，并再培养10小时。

[0324] 根据分泌IFN‑γ的CD4+和CD8+T细胞的频率，在离体PBMC培养物中评估效力。收集

细胞并使用PerCP缀合的抗CD3、PE缀合的抗CD4和APC缀合的抗CD8单克隆抗体对表面抗原

染色。然后对细胞进行透化和固定以用BV510缀合的抗IFN‑γ进行细胞内染色。通过流式细

胞术分析在FACS  Accuri(Beckton‑Dickinson)上分析染色的孔。使用FlowJo软件

(TreeStar)，首先对CD3+细胞进行门控，以评估CD3+CD4+或CD3+CD8+细胞群体中IFN‑γ分泌

细胞的比例。

[0325] 数据如下表1所示。数据显示为细胞的平均百分比，在减去对用空VLP(在包含gB/

pp65  VLP的组合物的情况下)或未刺激的细胞(在重组蛋白的情况下)刺激的背景反应后。

[0326] 表1

[0327]

[0328] *pp65含量未显示，因为该实验早于经过验证的pp65  ELISA的开发

[0329] 如上表1所示，二价gB/pp65Gag  VLP在体外刺激分泌IFN‑γ的CD4+和CD8+T细胞反

应。重组gB和pp65蛋白的组合在刺激来自健康受试者的PBMC中的CD8+和尤其是CD4+T细胞反

应方面不如二价VLP有效。

[0330] 实施例4：人类GBM患者中gB/pp65Gag  VLPs的临床试验

[0331] gB/pp65Gag  VLPs将在I/II期研究中进行测试，以确定包含gB/pp65Gag  VLPs(基

于pp65蛋白含量为10ug  gB/pp65Gag  VLP)的免疫原性组合物在GBM患者上的安全性、耐受

性和影响，该gB/pp65Gag  VLPs与脂质体佐剂(包含QS21(每剂50ug)和3D‑MPL(每剂50ug))

一起配制。

[0332] 具有肿瘤大小为400mm2或更小的GBM首次复发的成年受试者(18‑70岁)将参加。患

者之前接受手术肿瘤减积术，然后进行放射治疗及替莫唑胺和皮质类固醇治疗。每4周对每

个受试者肌肉内施用测试治疗。

[0333] 通过使用MRI测量肿瘤大小来监测临床疾病进展。

[0334] 对研究药物的反应确定如下：

[0335] ·在基线和每次治疗后2周通过ELISA测定针对HCMV  gB抗原的抗体滴度，结果以

基线和注射后样品中的血清IgG抗gB抗体滴度提供。

[0336] ·使用IFN‑γ和IL‑5ELISPOT在基线和每次治疗后2周评估针对HCMV  gB和pp65抗

原的细胞免疫。结果提供为在基线和每次治疗后HCMV刺激后每3×105铺板的PBMC的IFN‑γ

和IL‑5斑点的频率。

[0337] ·从首次给药日期到进展(或死亡)日期的无进展生存期(PFS)。
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[0338] 细胞免疫(CMI)数据表示为每106个PBMC的斑点形成细胞(SFC)。

[0339] 肿瘤反应显示为SD(疾病稳定)或PD(疾病进展)。

[0340] 在整个说明书和随后的权利要求中，除非上下文另有要求，否则“包含”一词以及

诸如“包括(comprises)”和“含有(comprising)”之类的变体将被理解为暗示包含所述整

数、步骤、整数组或一组步骤，但不排除任何其他整数、步骤、整数组或步骤组。

[0341] 构成本说明书和权利要求书一部分的申请可以用作任何后续申请的优先权基础。

这种后续申请的权利要求可以针对本文所述的任何特征或特征的组合。实施方案被设想为

独立地，在条件适合的情况下完全可彼此组合以形成本发明的进一步实施方案。它们可以

采取产品、组合物、工艺或用途权利要求的形式，并且可以包括但不限于以下的权利要求。

[0342] 在本说明书中引用的所有出版物，包括但不限于专利和专利申请，都通过引用并

入本文，就好像每个单独的出版物被具体地和单独地指出通过引用并入本文一样，就好像

完全阐述了一样。
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