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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】新規炎症性関節疾患を治療法の提供。
【解決手段】リウマトイド及び骨関節炎、腱炎、滑液包炎、靭帯の炎症、滑膜炎、痛風、
及び全身性エリテマトーデスなどの関節の炎症性疾患を予防するための組成物及び方法。
この方法は、炎症を起こした関節に、細菌又はウイルスＩＬ－１０発現構築物を含む治療
用抗炎症組成物を注射するステップを含み、前記ＩＬ－１０発現構築物は、細菌骨格又は
ウイルス骨格と、インターロイキン－１０をコードする核酸配列とを含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における炎症性関節疾患を治療する方法であって、
　炎症を起こした前記関節に、治療に有効な量の細菌又はウイルスＩＬ－１０発現構築物
を含む治療用抗炎症組成物を注射するステップを含み、
　前記ＩＬ－１０発現構築物が、細菌骨格又はウイルス骨格と、インターロイキン－１０
をコード化する核酸配列とを含む方法。
【請求項２】
　前記ＩＬ－１０発現構築物が、アジュバントと一緒に投与される、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
　前記アジュバントが、Ｄ－マンノース、スクロース、グルコース、リン酸カルシウム、
デンドリマー、オリゴヌクレオチド、高分子量ヒアルロン酸、又はリポソームから選択さ
れる、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　インターロイキン－１０をコード化する前記核酸配列が、アミノ酸１２９位の野生型フ
ェニルアラニンのアミノ酸置換を有する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記アミノ酸置換が、セリン、アラニン、トレオニン又はシステインの群から選択され
る、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　インターロイキン１０をコード化する前記核酸配列が、ＩＬ－１０Ｆ１２９Ｓをコード
化する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　プラスミドＤＮＡが、前記ＩＬ－１０コード配列の５’側に少なくとも１つの核ターゲ
ティング配列を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　プラスミドＤＮＡが、前記ＩＬ－１０コード配列の３’側に少なくとも１つの核ターゲ
ティング配列を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　希釈剤をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記関節が、膝、肘、手首、足首、腰、肩、又は脊椎である、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記炎症性関節疾患が、関節炎、腱炎、滑液包炎、靭帯の炎症、滑膜炎、痛風、及び全
身性エリテマトーデスである、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　対象における炎症性関節疾患を治療する方法であって、
　炎症を起こした前記関節に、治療に有効な量の細菌又はウイルスＩＬ－１０発現構築物
を含む治療用抗炎症組成物を注射するステップを含み、
　前記ＩＬ－１０発現構築物が、細菌骨格又はウイルス骨格と、インターロイキン－１０
をコード化する核酸配列と；前記発現構築物をカプセル化する微小粒子とを含む方法。
【請求項１３】
　インターロイキン－１０をコード化する前記核酸配列が、アミノ酸１２９位の野生型フ
ェニルアラニンのアミノ酸置換を有する、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記アミノ酸置換が、セリン、アラニン、トレオニン又はシステインの群から選択され
る、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　インターロイキン－１０をコード化する前記核酸配列が、ＩＬ－１０Ｆ１２９Ｓをコー
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ド化する、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　ポリマーが、乳酸－グリコール酸共重合体を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１７】
　ポリマーが、５０：５０乳酸－グリコール酸共重合体を含む、請求項１６に記載の方法
。
【請求項１８】
　プラスミドＤＮＡが、前記ＩＬ－１０コード配列の５’側に少なくとも１つの核ターゲ
ティング配列を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１９】
　希釈剤をさらに含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項２０】
　前記関節が、膝、肘、手首、足首、腰、肩、又は脊椎である、請求項１０に記載の方法
。
【請求項２１】
　前記炎症性関節疾患が、関節炎、腱炎、滑液包炎、靭帯の炎症、滑膜炎、痛風、及び全
身性エリテマトーデスである、請求項１０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記炎症性関節疾患が、骨関節炎である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　対象における炎症性関節疾患を治療する方法であって、
　炎症を起こした前記関節に、１～５００μｇの細菌又はウイルスＩＬ－１０発現構築物
を含む治療用抗炎症組成物を注射するステップを含み、
　前記ＩＬ－１０発現構築物が、細菌骨格又はウイルス骨格と、インターロイキン－１０
をコード化する核酸配列と；５～１０００μｇのＤ－マンノースとを含む方法。
【請求項２４】
　Ｄ－マンノースが、前記ＩＬ－１０発現構築物と一緒に投与される、請求項２３に記載
の方法。
【請求項２５】
　Ｄ－マンノースが、前記ＩＬ－１０発現構築物の投与の最大１０日前に投与される、請
求項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　インターロイキン－１０をコード化する前記核酸配列が、アミノ酸１２９位の野生型フ
ェニルアラニンのアミノ酸置換を有する、請求項２４に記載の方法。
【請求項２７】
　前記アミノ酸置換が、セリン、アラニン、トレオニン又はシステインの群から選択され
る、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　インターロイキン－１０をコード化する前記核酸配列が、ＩＬ－１０Ｆ１２９Ｓをコー
ド化する、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　プラスミドＤＮＡが、ＩＬ－１０コード配列の５’側に少なくとも１つの核ターゲティ
ング配列を含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項３０】
　プラスミドＤＮＡが、ＩＬ－１０コード配列の３’側に少なくとも１つの核ターゲティ
ング配列を含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項３１】
　プラスミドＤＮＡが、ＩＬ－１０コード配列の５’及び３’側の両方に少なくとも１つ
の核ターゲティング配列を含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項３２】
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　対象における炎症性関節疾患を治療する方法であって、
　炎症を起こした前記関節に、１～５００μｇの細菌又はウイルスＩＬ－１０発現構築物
を含む治療用抗炎症組成物を注射するステップを含み、
　前記ＩＬ－１０発現構築物が、細菌骨格又はウイルス骨格と、ＩＬ－１０Ｆ１２９Ｓを
コード化する核酸配列と、ＩＬ－１０コード配列の５’又は３’側のいずれか又は両方に
少なくとも１つの核ターゲティング配列と；５～１０００μｇのＤ－マンノースとを含む
方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細菌又はウイルスのインターロイキン－１０（ＩＬ－１０）発現構築物を含
む治療用抗炎症組成物を、炎症を起こした関節に投与することにより、関節の炎症性疾患
に関連する臨床状態及びその関連症状を治療することに関する。
【背景技術】
【０００２】
　連邦政府資金による研究の記載
　本発明は、国立衛生研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌ
ｔｈ）により付与される助成金番号Ｕ４４－ＮＳ０７１６４２の下での政府支援を受けて
実現された。政府は、本発明に一定の権利を有する。
【０００３】
　以下の記述では、特定の物品及び方法を、背景及び序説の目的のために記載する。本明
細書に含まれる一切のものを従来の技術の「承認」として解釈すべきではない。出願人は
、適切であれば、本明細書で引用した物品及び方法が、適用可能な法律の条項の下で従来
技術を構成しないことを証明する権利を明白に留保する。
【０００４】
　関節痛は、例えば、極めて多様な関節の状態（中でも、関節リウマチ及び骨関節炎が最
も一般的である）、並びに腱炎、滑液包炎、靭帯の炎症、滑膜炎、痛風、及び全身性エリ
テマトーデスなどの結果として、多くの理由で突発し得る。負傷した場合、炎症カスケー
ドとして知られる免疫系におけるイベントの連鎖がトリガーされ、発赤、膨潤及び疼痛を
引き起こす。次に、一旦脅威が減少すると、抗炎症化合物が引き継いで、患部を治癒させ
る。このプロセス（局所又は急性炎症として知られる）が起これば、これは健全な免疫系
の兆候である。しかし、炎症が長引くと、より慢性の状態を招き得る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　関節リウマチ及び骨関節炎、腱炎、滑膜炎などの関節の炎症性疾患の現行の治療法は、
依然として最適とは言えない。投与頻度が少なくてすむ処置をみいだすことは、炎症性関
節疾患患者のクオリティ・オブ・ライフに有意に影響を与え得る；しかし、このような状
態の治療法の実質的研究及び開発にもかかわらず、安全、有効かつ投与が容易な処置につ
いてまだ大きなアンメットニーズが存在する。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、インターロイキン－１０（ＩＬ－１０）コード配列を発現するベクターを、
対象に、典型的には関節に注射して、投与することにより、関節の炎症性疾患、関節の炎
症性疾患に関連する症状を治療し、疾患の進行を遅らせる方法を提供する。一部の実施形
態では、ＩＬ－１０発現構築物を生分解性微小粒子中にカプセル化し、またこれらの実施
形態のいくつかの態様では、微小粒子は、希釈剤に懸濁させて、治療組成物を形成する。
【０００７】
　また別の代替的実施形態では、本発明の治療組成物は、ＩＬ－１０発現構築物（細菌骨
格又はウイルス骨格のいずれかを有する）であり、これは、「ネイキッド」ＤＮＡとして
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送達される。すなわち、カプセル化せずに、ＩＬ－１０発現構築物を送達する。このよう
な実施形態では、ＩＬ－１０発現構築物は、１種又は複数の希釈剤と一緒に送達し、これ
らの実施形態の好ましい態様では、ＩＬ－１０発現構築物は、１種又は複数のアジュバン
トと一緒に送達する。この実施形態の一部の態様では、１種又は複数のアジュバントは、
ＩＬ－１０発現構築物の投与と同時に、又はＩＬ－１０発現構築物の投与の最大１０日前
に、例えば「前処置」として対象に投与してもよい。
【０００８】
　一部の態様では、関節炎は、膝、肘、手首、足首、腰、肩、又は脊椎におけるものであ
る。本発明の方法により治療が可能な状態としては、関節リウマチ及び骨関節炎、並びに
腱炎、滑液包炎、靭帯の炎症、滑膜炎、痛風、及び全身性エリテマトーデスが挙げられる
。
【０００９】
　従って、本発明の一部の実施形態は、対象における関節の炎症性疾患又はそれに関連す
る障害若しくは症状の治療方法を提供し、該方法は、細菌骨格及び少なくとも１つのＩＬ
－１０コード配列を含むプラスミドＤＮＡと、希釈剤とを含む治療用抗炎症ＩＬ－１０化
合物を対象に投与するステップを含み、ここで、治療用抗炎症性ＩＬ－１０化合物は、約
１μｇのＤＮＡ～約１０００μｇのＤＮＡ、又は約５μｇのＤＮＡ～約９００μｇのＤＮ
Ａ、又は約１０μｇのＤＮＡ～約８５０μｇのＤＮＡ、又は約２０μｇのＤＮＡ～約８０
０μｇのＤＮＡ、又は約２５μｇのＤＮＡ～約７５０μｇのＤＮＡ、又は約４０μｇのＤ
ＮＡ～約５００μｇのＤＮＡ、又は約５０μｇのＤＮＡ～約２５０μｇのＤＮＡ、又は約
５μｇのＤＮＡ～約２００μｇのＤＮＡ、好ましくは約２．５μｇのＤＮＡ～約５００μ
ｇのＤＮＡで、治療に有効な用量を関節に供給する。別の実施形態では、細菌ベクターの
代わりに、ウイルスベクターを用いる。
【００１０】
　本発明の一部の実施形態では、本発明のＩＬ－１０治療化合物（すなわち、カプセル化
ＤＮＡ又はネイキッドＤＮＡ）を１種又は複数のアジュバントと一緒に投与する。本発明
のアジュバントは、ＩＬ－１０治療化合物と同時に、又はＩＬ－１０治療化合物を投与す
る前に前処置として、投与することができる生体適合性薬剤である。特に好ましいアジュ
バントとして、限定はしないが、マンノース、スクロース、グルコース、リン酸カルシウ
ム、デンドリマー、リポソーム（カチオン系リポソームなど）、及びオリゴデオキシヌク
レオチドが挙げられる。好ましい実施形態における本発明のアジュバントは、ＩＬ－１０
発現構築物の取込み又は効力を増加させるアジュバントである。同時投与又は前処置は、
約５μｇのアジュバント～約１０００μｇのアジュバント、又は約１０μｇのアジュバン
ト～約７５０μｇのアジュバント、又は約５０μｇのアジュバント～約５００μｇのアジ
ュバント、又は約２５μｇのアジュバント～約７５０μｇのアジュバントを、治療用抗炎
症ＩＬ－１０化合物の投与と同時に、又はその最大１０日前に関節に投与するステップを
含む。
【００１１】
　その他の代替的実施形態は、ＩＬ－１０発現構築物；ＩＬ－１０発現構築物をカプセル
化する微小粒子；及び希釈剤を含む治療用抗炎症組成物を対象に投与するステップを含む
、炎症性関節疾患の治療方法を提供し、ここで、治療用微小粒子化合物は、約２０μｇの
ＤＮＡ～約１０００μｇのＤＮＡ、又は約２５μｇのＤＮＡ～約７５０μｇのＤＮＡ、又
は約５０μｇのＤＮＡ～約５００μｇのＤＮＡ、又は約５０μｇのＤＮＡ～約２５０μｇ
のＤＮＡ、又は約５０μｇのＤＮＡ～約２００μｇのＤＮＡ、又は約２５μｇのＤＮＡ～
約１００μｇのＤＮＡで、治療に有効な用量を関節に供給する。
【００１２】
　本発明のまた別の実施形態は、対象における炎症性関節疾患の進行を遅らせる方法を提
供し、該方法は、細菌骨格と少なくとも１つのＩＬ－１０コード配列とを含むプラスミド
ＤＮＡを含む治療用抗炎症ＩＬ－１０化合物を対象に投与するステップを含み、ここで、
治療用ＩＬ－１０発現構築物は、約１μｇのＤＮＡ～約１０００μｇのＤＮＡ、約５μｇ
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のＤＮＡ～約９００μｇのＤＮＡ、約１０μｇのＤＮＡ～約８５０μｇのＤＮＡ、約２０
μｇのＤＮＡ～約８００μｇのＤＮＡ、又は約２５μｇのＤＮＡ～約７５０μｇのＤＮＡ
、又は約５０μｇのＤＮＡ～約５００μｇのＤＮＡ、又は約５０μｇのＤＮＡ～約２５０
μｇのＤＮＡ、又は約５０μｇのＤＮＡ～約２００μｇのＤＮＡ、又は約２５μｇのＤＮ
Ａ～約１００μｇのＤＮＡで、治療に有効な用量を関節に供給する。このような実施形態
において、好ましくは、治療用抗炎症ＩＬ－１０化合物と一緒に、又は治療用抗炎症ＩＬ
－１０化合物の投与の最大１０日前に、例えば、前処置としてアジュバントを投与する。
【００１３】
　任意選択で、記載する実施形態において、ＩＬ－１０発現構築物は、少なくとも１つの
ＩＬ－１０コード配列の５’側１００～２０００ｂｐ、及び／又は少なくとも１つのＩＬ
－１０コード配列の３’側１５０～４５０ｂｐのいずれかに位置する少なくとも１つの核
ターゲティング配列を含む。本発明の他の態様では、ＩＬ－１０発現構築物は、１つの核
ターゲティング配列が、少なくとも１つのＩＬ－１０コード配列の５’側１００～２００
０ｂｐに位置し、かつ、１つの核ターゲティング配列が、少なくとも１つのコード配列の
３’側１５０～４５０ｂｐに位置する２つの核ターゲティング配列を含む。
【００１４】
　好ましくは、関節への注射により治療組成物を投与し、好ましい実施形態では、関節内
注射により治療組成物を投与する。
　一部の態様では、インターロイキン－１０をコード化する核酸配列は、アミノ酸１２９
位での野生型フェニルアラニンのアミノ酸置換を有し、一部の態様では、アミノ酸置換は
、セリン、アラニン、トレオニン又はシステインの群から選択される。一部の態様では、
インターロイキン－１０をコード化する核酸配列は、ＩＬ－１０Ｆ１２９Ｓをコード化す
る。また別の態様では、ＩＬ－１０発現構築物は、ＩＬ－１０コード配列の５’側に少な
くとも１つの核ターゲティング配列を含み、一部の態様では、ＩＬ－１０発現構築物は、
ＩＬ－１０コード配列の３’側に少なくとも１つの核ターゲティング配列を含む。
【００１５】
　本発明の一部の態様では、微小粒子は、以下：ポリ（２-ヒドロキシエチルメタクリレ
ート）、ポリ（Ｎ－ビニルピロリドン）、ポリ（メタクリル酸メチル）、ポリ（ビニルア
ルコール）、ポリ（アクリル酸）、ポリアクリルアミド、ポリ（エチレン－コ－酢酸ビニ
ル）、ポリ（エチレングリコール）、ポリ（メタクリル酸）、ポリラクチド（ＰＬＡ）、
ポリグリコリド（ＰＧＡ）、ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）（ＰＬＧＡ）、ポリ無水
物、ポリカプロラクトン、ポリ－３－ヒドロキシ酪酸、又はポリオルトエステルの１つ又
は複数を含む。本発明のいくつかの態様では、微小粒子は、ＰＬＧＡを含む。本発明の他
の態様では、微小粒子は、異なる相補的放出特性を示す生分解性ポリマーの混合物を含む
。
【００１６】
　本方法のいくつかの実施形態では、治療用抗炎症ＩＬ－１０発現構築物（及び任意のア
ジュバント又は「前処置」アジュバント）は、例えば、最大１年まで、治療効果のために
必要に応じて約４０～１２０日毎に送達する。別の実施形態では、治療用抗炎症組成物は
、１年を超える期間にわたり、治療効果の必要に応じて約４０～１２０日毎に送達する。
また別の実施形態では、治療用抗炎症組成物は、必要に応じて、対象の生涯にわたり、治
療効果の必要に応じて約４０～１２０日毎に送達する。
【００１７】
　本発明の方法は、治療用ＩＬ－１０発現構築物組成物と一緒に「カクテル」として用い
ることができる薬剤、小分子及び／又は生物製剤をみいだす研究ツールとして使用するこ
ともできる。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】本発明の治療用ＩＬ－１０発現構築物の投与後に、イヌの前肢関節の骨関節炎の
処置において達成された機能改善及び疼痛軽減の臨床評価を表す棒グラフ形態の結果を示
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す図。
【図２】本発明の治療用ＩＬ－１０発現構築物の投与後に、イヌの前肢関節の骨関節炎の
処置において達成された機能改善及び疼痛軽減の飼い主評価を表す棒グラフ形態の結果を
示す図。
【図３】本発明の治療用ＩＬ－１０発現構築物の投与後に、イヌの前肢関節の骨関節炎の
処置において達成された機能改善及び疼痛軽減の臨床評価を表す棒グラフ形態の結果（プ
ールされたデータ）を示す図。
【図４】本発明の治療用ＩＬ－１０発現構築物の投与後に、イヌの前肢関節の骨関節炎の
処置において達成された機能改善及び疼痛軽減の飼い主評価を表す棒グラフ形態の結果（
プールされたデータ）を示す図。
【図５】本発明の治療用ＩＬ－１０発現構築物の投与後に、イヌの前肢関節の骨関節炎の
処置において達成された関節可動域の改善を表す結果（プールされたデータ）を示す図。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　定義
　別に定義されない限り、本明細書に用いる全技術及び科学用語は、本発明が属する分野
の当業者によって一般的に理解されるものと同じ意味を有する。本明細書で述べるあらゆ
る刊行物、公開特許出願及び特許は、本明細書に記載する本発明に関連して用いることが
できる装置、動物モデル、製剤及び方法を説明及び開示する目的で、その全体を参照によ
り本明細書に組み込むものとする。
【００２０】
　本明細書で用いるアジュバントという用語は、他の薬剤の効果を改変する薬理学的又は
免疫学的物質を指す。本発明の場合には、治療用ＩＬ－１０抗炎症化合物の効力を高める
ために、アジュバントを用いる。本発明において特に有用なアジュバントとしては、例え
ば、関節の滑液中に存在するマクロファージ又は他の免疫細胞によるＩＬ－１０発現構築
物の取込み又は効力を増加させるアジュバントがある。
【００２１】
　本明細書で用いる場合、「抗炎症（性）」という用語は、神経、ニューロン、グリア細
胞、内皮細胞、線維芽細胞、筋肉、免疫細胞又は他の細胞型により産生される１種又は複
数の炎症誘発性サイトカイン又はタンパク質の作用又は生産を低減することを指す。
【００２２】
　本明細書で用いる場合、「抗炎症性サイトカイン」という用語は、神経、ニューロン、
グリア細胞、内皮細胞、線維芽細胞、筋肉、免疫細胞又は他の細胞型により産生される１
種又は複数の炎症誘発性サイトカイン又はタンパク質の作用又は産生を低減するタンパク
質を指す。炎症性サイトカイン及びタンパク質として、限定はしないが、インターロイキ
ン－１β（ＩＬ－１β）、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦ－α）、インターロイキン－６（ＩＬ
－６）、誘導性一酸化窒素シンテターゼ（ｉＮＯＳ）などが挙げられる。抗炎症性サイト
カインの非制限的例として、ウイルスＩＬ－１０などのインターロイキン－１０（ＩＬ－
１０）、インターロイキン－４（ＩＬ－４）、インターロイキン－１３（ＩＬ－１３）、
α－ＭＳＨ、トランスフォーミング増殖因子－β１（ＴＧＦβ１）などが挙げられる。こ
のように、抗炎症性サイトカインが治療に有効である限り、抗炎症性サイトカイン、並び
に天然配列に対する欠失、付加及び置換（天然で保存的若しくは非保存的のいずれか）な
どの修飾を有する抗炎症性サイトカインの完全長分子及び断片が、本発明での使用のため
に意図される。修飾は、部位指定変異誘発によるものなど、意図的であってもよいし、又
はＰＣＲ増幅に起因するタンパク質又は誤りを生成する宿主の突然変異によるものなど、
偶発的であってもよい。従って、活性タンパク質は、典型的に、親配列に対して実質的に
相同的であり、例えば、タンパク質は、典型的に、親配列に対して約７０・・・８０・・
・８５・・・９０・・・９５・・・９８・・・９９％等、相同的である。
【００２３】
　抗炎症性サイトカインの「コード配列」、すなわち抗炎症性サイトカインを「コード化
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する」配列は、適切な制御配列の制御下に置かれると、ｉｎ　ｖｉｖｏで転写される（Ｄ
ＮＡの場合）とともに、ポリペプチドに翻訳される（ｍＲＮＡの場合）核酸分子である。
コード配列の境界は、アミノ末端の開始コドンに対応するヌクレオチド、及びカルボキシ
末端の翻訳終結コドンに対応するヌクレオチドによって決定される。
【００２４】
　ＤＮＡ「制御配列」という用語は、集合的に、プロモータ配列、ポリアデニル化シグナ
ル、転写終結配列、上流調節ドメイン、複製起点、配列内リボソーム進入部位、エンハン
サーなどを指し、これは、集合的に、レシピエント細胞におけるコード配列の複製、転写
及び翻訳を可能にする。選択したコード配列が、適切な宿主細胞に複製、転写及び翻訳さ
れる能力を有する限り、これらのタイプの制御配列が全て存在する必要はない。
【００２５】
　本発明の方法で用いられる治療用ＩＬ－１０発現構築物の「有効量」又は「治療に有効
な量」という用語は、関節の炎症の軽減、関節の炎症性疾患により起こる症状の緩和、及
び／又は関節の炎症性疾患による関節損傷の進行の阻止などの要望される応答をもたらす
上で、非毒性であるが、十分な量のＩＬ－１０発現構築物を指す。必要とされる厳密な量
は、対象の種、年齢、及び全身状態、治療対象の状態の重症度、並びにＩＬ－１０発現構
築物が、微小粒子中で、又はネイキッドＤＮＡとして送達されるかにかかわらず、送達し
ようとする具体的ＩＬ－１０発現構築物、投与方法（例えば、関節内注射）などに応じて
、対象毎に変動しうる。本方法の用量パラメータは、本明細書に記載されている；しかし
、あらゆる個々のケースで、本明細書に記載の方法及び常用的実験を用いて、適切な「有
効」量の最適化が当業者により決定され得る。
【００２６】
　「賦形剤」又は「希釈剤」という用語は、治療用ＩＬ－１０発現構築物の投与を容易に
するために本発明の治療組成物に添加される不活性物質を指す。限定はしないが、賦形剤
の例として、食塩水、炭酸カルシウム、リン酸カルシウム、各種糖類及び各種のデンプン
、セルロース誘導体、ゼラチン、ヒアルロン酸（任意選択で界面活性剤、プルロニックＦ
－６８（Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ－６８）と一緒に製剤化）、植物油及びポリエチレングリ
コールが挙げられる。
【００２７】
　ヌクレオチドに関して言うとき、「単離（された）」とは、発現構築物が、同じタイプ
の他の生体高分子の実質的な非存在下で存在することを意味する。従って、「特定のポリ
ペプチドをコード化する単離核酸分子」とは、対象ポリペプチドをコード化しない他の核
酸分子を実質的に含まない核酸分子を指す；しかし、該分子は、組成物の基本的特性に有
害な影響を与えない幾分の塩基又は部分を含み得る。
【００２８】
　「関節」という用語は、２つの骨が出合う解剖学的構造を指し、骨を互いにつなぐ靭帯
、筋肉を骨に結合させる腱、関節包、滑液包及び滑液膜を含む。本明細書に記載の方法で
治療することができる関節として、固定、蝶番、枢軸又は球窩関節が挙げられる。
【００２９】
　「関節炎」という用語は、炎症によって引き起こされるあらゆるタイプの関節炎（この
場合、関節リウマチ、骨関節炎が最も一般的である）、並びに腱炎、滑液包炎、靭帯の炎
症、滑膜炎、痛風、及び全身性エリテマトーデスを指す。
【００３０】
　「核ターゲティング配列」という用語は、細胞における抗炎症性サイトカインの発現効
率を改善するように機能する核酸配列を指す。
　「作動可能に連結された」とは、そのように表現された要素が、その通常の機能を果た
すように構成されているエレメントの配置を指す。従って、コード配列に作動可能に連結
された制御配列は、コード配列の発現を実施することができる。制御配列は、これらが、
発現を指令するように機能する限り、コード配列と隣接している必要はない。従って、例
えば、翻訳されていないが、転写されている介在配列が、プロモータ配列とコード配列と
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の間に存在してもよく、このプロモータ配列も、やはりコード配列に「作動可能に連結さ
れた」とみなすことができる。
【００３１】
　「プロモータ」という用語は、本明細書において、その通常の意味で用いられ、ＤＮＡ
調節配列を含むヌクレオチド領域を指し、ここで、調節配列は、ＲＮＡポリメラーゼに結
合して、下流（３’方向）コード配列の転写を開始することができる遺伝子に由来する。
転写プロモータは、「誘導性プロモータ」（この場合、プロモータに作動可能に連結した
ポリヌクレオチド配列の発現は、被検物質、補因子、調節タンパク質などにより誘導され
る）、「抑制プロモータ」（この場合、プロモータに作動可能に連結したポリヌクレオチ
ド配列の発現は、被検物質、補因子、調節タンパク質などにより誘導される）、及び「構
成性プロモータ」を含み得る。
【００３２】
　本出願全体を通して、例えば、特定のヌクレオチド配列が、別の配列に対して「上流」
、「下流」、「３ダッシュ（３’）」又は「５ダッシュ（５’）」に位置すると表現され
ているとき、特定の核酸分子における核酸配列の相対位置を表す目的で、これが、当分野
で一般的に呼ばれるＤＮＡ分子の「センス」又は「コード」鎖における配列の位置である
と理解すべきである。
【００３３】
　本明細書で用いる場合、「研究ツール」という用語は、他の薬学的及び／又は生物学的
治療薬の開発を含む、学術又は商業的性質いずれかの科学的調査のために治療用ＩＬ－１
０発現構築物を用いる本発明の任意の方法を指す。本発明の研究ツールは、治療用である
こと、又は取締まり機関の承認を受けることを意図するのではなく、むしろ、本発明の研
究ツールは、開発活動（提出書類を支持する情報を作成する目的で実施される任意の活動
など）における研究及び支援を促進することを意図するものである。
【００３４】
　「対象」、「個体」又は「患者」という用語は、本明細書において置き換え可能に用い
ることができ、脊椎動物、好ましくは哺乳動物を指す。
　本明細書で用いる場合、「治療組成物」又は「治療用抗炎症組成物」という用語は、関
節の炎症を軽減し、関節の炎症性疾患によって引き起こされる症状の緩和をもたらし、及
び／又は関節の炎症性疾患に起因する関節損傷の進行を阻止する能力を有する組成物を指
し、こうした能力は、公知の動物モデルのいずれかにおいて、又はヒトで実施される評価
によって測定される。
【００３５】
　「治療」又は関節炎を「治療すること」は、以下：（１）関節炎の素因を有すると考え
られるが、症状をまだ経験していないか、呈示していない対象において、関節の炎症を軽
減するか、又は低い強度で炎症が起こるようにすること、あるいは、（２）関節炎を阻害
する、すなわち、炎症によって引き起こされる症状若しくは生理学的損傷の発生を停止さ
せるか、逆転させることを含む。
【００３６】
　本明細書で用いる場合、「ウイルスベクター」は、ｉｎ　ｖｉｖｏ、ｅｘ　ｖｉｖｏ若
しくはｉｎ　ｖｉｔｒｏのいずれかで、宿主細胞に送達させようとするＩＬ－１０発現構
築物を含む、組換えによるウイルス又はウイルス粒子である。ウイルスベクターの例とし
て、レトロウイルスベクター、レンチウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデ
ノ関連ウイルスベクター、αウイルスベクターなどが挙げられる。
【００３７】
　本明細書に記載する技術の実践では、別に記載のない限り、従来の技術、並びに有機化
学、ポリマー技術、分子生物学（組換え技術を含む）、細胞生物学、生化学、並びに配列
決定技術の記載を使用し得るが、これらは、当業者の技能の範囲内である。好適な技術の
具体的説明は、本明細書に記載の実施例を参照にして得ることができる。しかし、言うま
でもなく、他の同等の一般的手順も用いることができる。このような従来の技術及び記載
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は、例えば、以下のような標準的実験マニュアルにみいだすことができる：ルドゥックス
（ＬｅＤｏｕｘ）（編）（２００５年）、運動障害の動物モデル（Ａｎｉｍａｌ　Ｍｏｄ
ｅｌｓ　ｏｆ　Ｍｏｖｅｍｅｎｔ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ）（アカデミック・プレス（Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ））；チョウ（Ｃｈｏｗ）ら著、（２００８年）、生物医学研
究における動物モデルの使用（Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｉｍａｌ　Ｍｏｄｅｌｓ　ｉｎ　Ｂｉｏ
ｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）（ワールド・サイエンティフィック・パブリシング
社（Ｗｏｒｌｄ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．））；ウェイア
ー（Ｗｅｉｒ）及びブラックウェル（Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ）（編）、実験免疫法ハンドブ
ック（Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ）、
第Ｉ～ＩＶ巻、ブラックウェル・サイエンティフィック・パブリケーションズ（Ｂｌａｃ
ｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ）；クレイトン（Ｃｒｅ
ｉｇｈｔｏｎ）著（１９９３年）、タンパク質：構造及び分子特性（Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ）（Ｗ．Ｈ
．フリーマン商会（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ））；サンブルッ
ク（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）及びラッセル（Ｒｕｓｓｅｌｌ）著（２００６年）、分子クロー
ニングからの凝縮プロトコル：実験マニュアル（Ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ　ｆｒｏｍ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａ
ｎｕａｌ）；並びにサンブルック（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）及びラッセル（Ｒｕｓｓｅｌｌ）
著（２００２年）、分子クローニング：実験マニュアル（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ）（いずれも、コールド・スプリング
・ハーバー・ラボラトリー・プレス（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）から）；ストレイヤー，Ｌ．（Ｓｔｒｙｅｒ，Ｌ．）著（１
９９５年）生化学（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）、第４版、（Ｗ．Ｈ．フリーマン（Ｗ．
Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ））；ガイト（Ｇａｉｔ）著（１９８４年）、「オリゴヌクレオチド
合成：実用手法（Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃ
ｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ）」：（ＩＲＬプレス（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ））；ネルソ
ン（Ｎｅｌｓｏｎ）及びコックス（Ｃｏｘ）著（２０００年）、レニンガー（Ｌｅｈｎｉ
ｎｇｅｒ）著、生化学の原理（Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
）、第３版（Ｗ．Ｈ．フリーマン（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ））；並びにバーグ（Ｂｅｒ
ｇ）ら著（２００２年）、生化学（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）、第５版（Ｗ．Ｈ．フリ
ーマン（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ））；これらは全て、あらゆる目的のためにその全体を
参照により本明細書に組み込むものとする。
【００３８】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲で用いられる場合、単数形「１つの（ａ）」、「１
つの（ａｎ）」、及び「その（ｔｈｅ）」は、文脈が明らかに別のことを示すのでない限
り、複数の指示対象を含む。
【００３９】
　値の範囲が記載される場合、当該範囲の上限及び下限の間に介在する各値、並びに記載
された範囲内の他のあらゆる表示又は介在値が本発明に含まれることは理解されよう。こ
れらのより小さな範囲の上限及び下限は、独立して、これらの小さな範囲に含まれ得るが
、これらも、本発明に包含され、表示範囲において具体的に除外される任意の限界に従う
。表示範囲が、上下限の一方又は両方を含む場合、含まれる上下限のいずれか両方を除外
した範囲も本発明に包含される。
【００４０】
　以下の説明では、本発明のより全体的理解を促すために、多くの詳細事項が記載されて
いる。しかし、当業者であれば、本発明が、これらの詳細事項の１つ又は複数なしでも実
施できることは明らかであろう。別の例では、公知の特徴及び当業者には周知の手順は、
本発明を不明瞭にすることを避けるため、記載されていない。
【００４１】
　本発明の方法
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　本発明は、治療用インターロイキン－１０（ＩＬ－１０）発現構築物を発現するベクタ
ーを、対象に（典型的には関節内注射により注射して）投与することにより、関節の炎症
性疾患、関節の炎症性疾患に関連する症状を治療し、疾患の進行を遅らせる方法を提供す
る。一部の実施形態では、ＩＬ－１０発現構築物を生分解性微小粒子中にカプセル化し、
またこの実施形態の大部分の態様では、微小粒子を希釈剤に懸濁させて、治療組成物を形
成する。これに代わり、好ましい実施形態では、治療用ＩＬ－１０発現ベクターを、「ネ
イキッド」ベクターとして送達するが、ここで、ネイキッドＩＬ－１０発現ベクターの送
達は、核酸取込み用アジュバントの投与と一緒に、又は該アジュバントの投与後に実施す
る。核酸取込み用アジュバントは、ネイキッドＩＬ－１０発現ベクターの投与と同時に、
又はその投与の最大１０日若しくはそれ以上前のいずれに投与してもよい。本発明の方法
は、膝、肘、手首、足首、腰、肩、又は脊椎における関節炎を治療するために用いること
ができる。本発明の方法により治療が可能な状態としては、関節リウマチ及び骨関節炎、
並びに腱炎、滑液包炎、靭帯の炎症、滑膜炎、痛風、及び全身性エリテマトーデスが挙げ
られる。
【００４２】
　従って、本発明は、概して、関節の炎症性疾患、並びに関節の炎症性疾患に関連する症
状又は生理学的損傷を治療する方法を提供する。本発明はまた、治療用ＩＬ－１０発現構
築物と一緒に（「カクテル」として）用いることができる薬剤、小分子及び／又は生物製
剤をみいだすなどの関節の炎症性疾患の研究への本発明の方法の使用も提供する。本発明
の方法は、細菌骨格又はウイルス骨格及び少なくとも１つのＩＬ－１０コード配列を含む
ＩＬ－１０発現構築物を対象に（好ましくは関節内への注射により）投与するステップを
含む。一部の実施形態では、ＩＬ－１０発現構築物は、任意選択で、生分解性微小粒子中
にカプセル化する。抗炎症組成物は、一般に、関節への送達のために希釈剤に懸濁させる
。ＩＬ－１０発現構築物は、少なくとも１つの核ターゲティング配列を含んでもよく、こ
こで、少なくとも１つの核ターゲティング配列は、ＩＬ－１０コード配列の５’側、３’
側又は両側にある。
【００４３】
　本発明の抗炎症組成物は、少なくとも１つのＩＬ－１０コード配列を発現することがで
きる「ネイキッド」細菌ベクター又はウイルスベクターから構成されてもよいし、あるい
は、抗炎症組成物は、微小粒子又は他の送達デバイス中に包まれた細菌又はウイルスベク
ターから構成されてもよい。治療用ＩＬ－１０発現構築物の投与は、アジュバントの投与
と一緒に、又はアジュバントの投与後に行ってもよく、ネイキッドＩＬ－１０発現構築物
の送達の場合には、核酸取込みアジュバントは、ネイキッドＩＬ－１０発現構築物の投与
と同時に、又は最大１０日若しくはそれ以上前に投与してよい。
【００４４】
　本発明の方法の一部の実施形態で用いられるＩＬ－１０発現構築物は、細菌骨格（プラ
スミドＤＮＡ若しくはｐＤＮＡ）又はウイルス骨格、少なくとも１つのＩＬ－１０コード
配列、該少なくとも１つのＩＬ－１０コード配列の５’側（上流）、３’側（下流）又は
両側にある少なくとも１つの核ターゲティング配列、並びに１つ又は複数のＤＮＡ制御配
列を含む。任意選択で、ｐＤＮＡはまた、１つ又は複数の別の抗炎症性サイトカインコー
ド配列、及び／又はｐＤＮＡの増幅中に形質転換細胞の選択を可能にするマーカ配列を含
んでもよい。細菌骨格は、当業者には周知の任意の細菌骨格であってよい。典型的に、選
択される骨格は、例えば、クローニングしやすくするための適切な制限部位を含有するか
若しくは欠いたもの、容易に生成及び単離することができるもの、免疫原性ではないもの
などである。例えば、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）由来の細菌骨格は、本発明において有用で
ある。
【００４５】
　プラスミドＤＮＡは、少なくとも１つのＩＬ－１０コード配列を含む。ＩＬ－１０コー
ド配列は、野生型ＩＬ－１０をコードし得るか、又はＩＬ－１０は、突然変異型ＩＬ－１
０であってもよい。興味深い１つの突然変異型ＩＬ－１０は、野生型ＩＬ－１０と比較し
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て、ＩＬ－１０タンパク質の「ヒンジ」領域にアミノ酸置換、付加若しくは欠失をもたら
す１つ又は複数の突然変異を含む。ヒトＩＬ－１０タンパク質は、ホモ二量体であり、各
モノマーは、６つのαへリックスＡ→Ｆを含み、その長さは、それぞれ、２１、８、１９
、２０、１２及び２３アミノ酸である。１単量体のへリックスＡ→Ｆは、第２単量体のへ
リックスＥ及びＦと非共有結合的に相互作用して、非共有結合Ｖ型ホモ二量体を形成する
。本発明に従い、突然変異のためにターゲティングされる「ヒンジ」領域は、野生型ＩＬ
－１０のほぼアミノ酸Ｘ位からＹ位で、１つ又は両方の単量体上のＤ及びＥαへリックス
同士の間にアミノ酸を含む。例えば、野生型配列の１２９位のフェニルアラニンが、セリ
ン残基で置換された突然変異型ラット及びヒトＩＬ－１０タンパク質が記載されている。
（例えば、ソマー（Ｓｏｍｍｅｒ）ら著、国際公開第２００６／１３０５８０号、及びミ
リガン（Ｍｉｌｌｉｇａｎ）ら著、疼痛（Ｐａｉｎ）、第１２６巻、ｐ．２９４～３０８
（２００６年）を参照のこと）。こうして得られた突然変異型ＩＬ－１０は、ＩＬ－１０
Ｆ１２９Ｓと呼ばれる。アミノ酸１２９位の野生型フェニルアラニンの他の置換は、例え
ば、トレオニン、アラニン、又はシステインであってもよい。このように、さらに別の実
施形態における本発明は、ＩＬ－１０タンパク質のヒンジ領域内でのアミノ酸１２９位又
は他のアミノ酸で１つ又は複数の置換、又はそれらの機能的同等物を含む。
【００４６】
　本発明で有用な別の抗炎症性サイトカインとして、限定はしないが、インターロイキン
－４（ＩＬ－４）、インターロイキン－１３（ＩＬ－１３）、α－ＭＳＨ、トランスフォ
ーミング増殖因子－β１（ＴＧＦβ１）などが挙げられる。
【００４７】
　本発明の核ターゲティング配列は、少なくとも１つのＩＬ－１０コード配列及び任意選
択の別の抗炎症性サイトカインコード配列によってコード化されるタンパク質の発現を促
進する配列である。例えば、一態様では、核ターゲティング配列は、核輸送シャペロンタ
ンパク質に結合して、細胞核によるプラスミドＤＮＡの取込みを促進する。こうした配列
として、限定はしないが、転移因子などの散在（若しくは分散）ＤＮＡ反復又は反復配列
、ＳＶ４０のようなレトロウイルスゲノム上の長い末端反復（ＬＴＲ）などのフランキン
グ若しくは末端反復、タンデム反復、並びにアデノ関連ウイルス（Ａｄｅｎｏ－Ａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｄ　Ｖｉｒｕｓ）及びアデノウイルス（Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ）などのウイル
スゲノムの逆方向末端反復（ＩＴＲ）が挙げられる。他の態様では、核ターゲティング配
列は、核内への移入のために転写因子に結合するように作用する配列、例えば、エンハン
サー配列である。
【００４８】
　細菌骨格、少なくとも１つのＩＬ－１０コード配列、及び任意選択の１つ又は複数の別
の抗炎症性サイトカインコード配列、並びに任意選択での１つ又は複数の核ターゲティン
グ配列に加えて、本発明のプラスミドＤＮＡは、１つ又は複数のＤＮＡ制御配列、例えば
、プロモータ配列、ポリアデニル化シグナル、転写終結配列、上流調節ドメイン、複製起
点、内部リボソーム進入部位などを含み、これらは、集合的に、レシピエント細胞におけ
る抗炎症性サイトカインコード配列の複製、転写及び翻訳を可能にする。抗炎症性サイト
カインコード配列を、適切な宿主細胞に複製、転写及び翻訳することができる限り、これ
らの配列全部が常に存在する必要はない。本発明で有用なプロモータ配列として、限定は
しないが、ニワトリ若しくはヒトβアクチンプロモータ、サイトメガロウイルス最初期プ
ロモータ、グリセルアルデヒド３－リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＤＰＨ）プロモータ、
伸長因子１α（ｅＦ１α）プロモータ、ＧＦＡＰプロモータ、マウス白血病ウイルス（Ｍ
ＬＶ）プロモータ、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（ＴＫ）プロモータ、及びウ
ッドチャックＢ型肝炎ウイルス転写後調節エレメント（ＷＰＲＥ）プロモータが挙げられ
；本発明で有用な上流調節ドメインとして、限定はしないが、サイトメガロウイルス最初
期プロモータエンハンサー、マウス乳癌ウイルス（ＭＭＴＶ）エンハンサー及びシミアン
ウイルス４０（ＳＶ４０）エンハンサーが挙げられ；本発明において興味深いポリアデニ
ル化シグナルとして、限定はしないが、ＳＶ４０ポリアデニル化シグナル、ウシ成長ホル
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モンポリアデニル化シグナル、及び合成ポリアデニル化シグナルが挙げられる。任意選択
で、本発明のプラスミドＤＮＡは、選択マーカ遺伝子、例えば、抗生物質耐性をコードす
るものなども含む。本発明で有用なマーカ遺伝子として、限定はしないが、ネオマイシン
、ヒグロマイシン－Ｂ、アムピシリン、カノマイシン、又はプロマイシンが挙げられる。
【００４９】
　例えば、以下：２つのＡＡＶ　ＩＴＲによってフランキングされるラットＩＬ－１０配
列、サイトメガロウイルス最初期プロモータエンハンサー、ニワトリβアクチンプロモー
タ、ポリアデニル化シグナル、及びネオマイシン耐性マーカを駆動する単純ヘルペスチミ
ジンキナーゼプロモータを含むプラスミドを、本発明の有用性を証明する一部の実験に用
いた。他の実験では、以下：２つのＡＡＶ　ＩＴＲによってフランキングされるヒトＩＬ
－１０配列、サイトメガロウイルス最初期プロモータエンハンサー、サイトメガロウイル
ス最初期プロモータ、ポリアデニル化シグナル、及びアンピシリン耐性マーカを含むプラ
スミドを用いた。これらのプラスミドの詳細は、ミリガン（Ｍｉｌｌｉｇａｎ）ら著、疼
痛（Ｐａｉｎ）、第１２６巻、ｐ．２９４～３０８（２００６年）に開示されている。
【００５０】
　あるいは、ベクターは、ウイルスベクターであってもよい。一般に、遺伝子療法で用い
られるウイルス系の最もよく用いられる５つのクラスは、それらのゲノムが、宿主細胞ク
ロマチンに組み込まれる（オンコレトロウイルス及びレンチウイルス）か、又は大部分が
染色体外エピソームとして細胞核内で存続する（アデノ関連ウイルス、アデノウイルス、
ヘルペスウイルス、及び組込み欠損レンチウイルス）かに応じて、２つの群に分類するこ
とができる。例えば、本発明の一実施形態では、パルボウイルス（Ｐａｒｖｏｖｉｒｉｄ
ａｅ）科からのウイルスを使用する。パルボウイルス（Ｐａｒｖｏｖｉｒｉｄａｅ）科は
、長さ約５０００ヌクレオチドのゲノムを有する小さな一本鎖の非エンベロープＤＮＡウ
イルスの科である。この科のメンバーには、アデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）、すなわち、
定義により、生産的感染サイクルを開始し、維持するために、別のウイルス（典型的に、
アデノウイルス若しくはヘルペスウイルス）との共感染を要する依存性パルボウイルスが
含まれる。こうしたヘルパーウイルスの非存在下でも、ＡＡＶは、受容体媒介結合及び内
在化により標的細胞に感染又は形質導入して、非分裂及び分裂細胞の両方に核を挿入する
能力を依然として有する。
【００５１】
　本発明のＩＬ－１０発現構築物と共に有用な別のウイルス送達系は、レトロウイルス（
Ｒｅｔｒｏｖｉｒｉｄａｅ）科からのウイルスに基づく系である。レトロウイルスは、２
つのユニークな特徴によって特徴付けられる一本鎖ＲＮＡ動物ウイルスを含む。第１に、
レトロウイルスのゲノムは、ＲＮＡの２つのコピーからなる二倍体である。第２に、この
ＲＮＡは、ビリオン関連酵素逆転写酵素により、二本鎖ＤＮＡに転写される。次に、この
二本鎖ＤＮＡ又はプロウイルスは、宿主ゲノムに組み込まれて、宿主ゲノムの安定に組み
込まれた成分として親細胞から子孫細胞に継代され得る。
【００５２】
　一部の実施形態では、レンチウイルスが、本発明に使用するレトロウイルス科の好まし
いメンバーである。レンチウイルスベクターは、水疱性口炎ウイルス（ｖｅｓｉｃｕｌａ
ｒ　ｓｔｏｍａｔｉｔｉｓ　ｖｉｒｕｓ）糖タンパク質（ＶＳＶ－Ｇ）を用いて擬似型化
（ｐｓｅｕｄｏｔｙｐｅｄ）されることが多く、これらは、ヒト後天性免疫不全症候群（
ＡＩＤＳ）の病原体であるヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）；ヒツジにおいて脳炎（ビス
ナ）又は肺炎を引き起こすビサン－マエディ（ｖｉｓａｎ－ｍａｅｄｉ）；ウマにおいて
自己免疫性溶血性貧血及び脳障害を引き起こすウマ伝染性貧血ウイルス（ＥＩＡＶ）；ネ
コにおいて免疫不全を引き起こすネコ免疫不全ウイルス（ＦＩＶ）；畜牛においてリンパ
腺症及びリンパ球増加症を引き起こすウシ免疫不全ウイルス（ＢＩＶ）；並びに非ヒト霊
長類において免疫不全及び脳障害を引き起こすサル免疫不全ウイルス（ＳＩＶ）に由来し
ている。ＨＩＶに基づくベクターは、一般に、＜５％の親ゲノムを保持し、＜２５％のゲ
ノムをパッケージング構築物に組み込むことにより、復帰した複製能力を有するＨＩＶの
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生成の可能性を最小限にする。下流の長い末端反復配列中に調節エレメントの欠失を含み
、ベクター動態化に必要なパッケージングシグナルの転写を排除する自己不活化ベクター
の開発により、生物安全性がさらに高められている。レンチウイルスベクターの使用に関
する主な利点は、遺伝子導入が、ウイルスベクターの組込みによって、大部分の組織又は
細胞型において持続的であることである。しかし、インテグラーゼを欠損したレンチウイ
ルスも使用することができる。
【００５３】
　アデノウイルス（Ａｄ）は、比較的よく特性決定された均質なウイルス群であり、５０
を超える血清型を含む。例えば、国際ＰＣＴ出願国際公開第９５／２７０７１号を参照さ
れたい。アデノウイルスは、ヌクレオキャプシド及び二本鎖線状ＤＮＡゲノムから構成さ
れる、中サイズ（９０～１００ｎｍ）の非エンベロープ（外側脂質二重層なし）正２０面
体ウイルスである。ヒトの場合、５７の血清型が記載されており、これらは、小児におい
て５０～１０％の上気道感染、また成人においても多くの感染の原因となる。これらは、
ボルチモア分類スキーム（Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ　ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｓｃｈ
ｅｍｅ）に従って、Ｉ群として分類されるが、これは、そのゲノムが、二本鎖ＤＮＡから
なり、最も大型の非エンベロープウイルスであることを意味する。その大きなサイズのた
めに、これらは、エンドソームを通して輸送することができる（すなわち、エンベロープ
融合は必要ない）。ビリオンはまた、キャプシドの各ペントンベースを伴うユニークな「
スパイク」又は繊維を有し、これは、宿主細胞の表面上のコクサッキー－アデノウイルス
受容体を介して宿主細胞への結合を助ける。
【００５４】
　アデノウイルスゲノムは、直線状の非セグメント化二本鎖（ｄｓ）ＤＮＡであり、２６
～４５ｋｂで、ウイルスが、理論上、２２～４０個の遺伝子を有することを可能にする。
これは、そのボルチモア（Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ）群に属する他のウイルスよりも有意に大
きいが、やはり非常に単純なウイルスであり、生存及び複製のために宿主細胞に大きく依
存している。一旦ウイルスが宿主細胞内に侵入することに成功すると、エンドソームは酸
性化し、これは、キャプシド成分を解離させることによって、ウイルストポロジーを改変
する。細胞微小管の助けを借りて、ウイルスは、核孔複合体に輸送され、そこで、アデノ
ウイルス粒子は分解する。続いて、ウイルスＤＮＡが放出され、これは、核孔から核へと
侵入することができる。その後、ＤＮＡは、ヒストン分子と結合する。こうして、ウイル
ス遺伝子発現が起こり、新しいウイルス粒子が生成され得る。
【００５５】
　ほとんどのレンチウイルスベクター（すなわち、組み込みが可能、例えば、インテグラ
ーゼ欠損ではない）とは異なり、アデノウイルスＤＮＡは、ゲノム内に組み込まれず、細
胞分裂中に複製されない。アデノウイルスの主な用途は、遺伝子療法及びワクチン接種に
ある。また、組換えアデノウイルス由来のベクター、特に野生型ウイルスの組換え及び産
生の能力を低下させるベクターも構築されている。国際ＰＣＴ出願国際公開第９５／００
６５５号及び同第９５／１１９８４号を参照されたい。
【００５６】
　当業者には公知の他のウイルス又は非ウイルス系を用いて、本発明のＩＬ－１０発現構
築物を関節に送達することができ、このような系として、限定はしないが、宿主細胞中へ
の組込みによりｉｎ　ｖｉｖｏでウイルスコード化トランスジーンを安定に維持する遺伝
子欠失アデノウイルス－トランスポゾンベクター（ヤント（Ｙａｎｔ）ら著、ネイチャー
・バイオテクノロジー（Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．）、第２０巻、ｐ．９９９～１
００４（２００２年）を参照)；シンドビス（Ｓｉｎｄｂｉｓ）ウイルス若しくはセムリ
キ森林熱（Ｓｅｍｌｉｋｉ　ｆｏｒｅｓｔ）ウイルスに由来する系（ペリ（Ｐｅｒｒｉ）
ら著、ジャーナル・オブ・ビロロジー（Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．）、第７４巻、第２０号、ｐ．
９８０２～０７（２００２年）を参照)；ニューカッスル（Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ）病ウイ
ルス若しくはセンダイ（Ｓｅｎｄａｉ）ウイルスに由来する系；又は細菌性ＤＮＡ配列を
欠くミニサークルＤＮＡベクター（チェン（Ｃｈｅｎ）ら著、分子療法（Ｍｏｌｅｃｕｌ
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ａｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ）、第８巻、第３号、ｐ．４９５～５００（２００３年）を参照)
などが挙げられる。米国特許出願公開第２００４／０２１４３２９号明細書に記載のミニ
サークルＤＮＡは、高レベルの核酸転写を持続的に提供するベクターを開示する。
【００５７】
　当分野で公知の技術により、ＩＬ－１０発現構築物を構築、増幅及び単離したら、一部
の実施形態では、ＩＬ－１０発現構築物を微小粒子中に任意選択でカプセル化する。ＩＬ
－１０発現構築物をカプセル化する技術は、用いられる微小粒子のタイプに応じて異なり
、このような技術については後に詳しく説明する。本発明の微小粒子は、任意の生分解性
ポリマーから構成されるものでよい。本発明の制御薬剤送達製剤において生分解性ポリマ
ーとしての使用を成功させるために、材料は、化学的に不活性で、かつ溶出性不純物を含
まないものでなければならない。理想的には、ポリマーは、適切な物理的構造も有し、望
ましくない経年変化が最小で、しかも、容易に加工可能である。材料のいくつかは、ポリ
（２-ヒドロキシエチルメタクリレート）、ポリ（Ｎ－ビニルピロリドン）、ポリ（メタ
クリル酸メチル）、ポリ（ビニルアルコール）、ポリ（アクリル酸）、ポリアクリルアミ
ド、ポリ（エチレン－コ－酢酸ビニル）、ポリ（エチレングリコール）、及びポリ（メタ
クリル酸）を含む。本発明において特に有用な生分解性ポリマーとしては、ポリラクチド
（ＰＬＡ）、ポリグリコリド（ＰＧＡ）、ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）（ＰＬＧＡ
）、ポリ無水物、ポリカプロラクトン、ポリ－３－ヒドロキシ酪酸、及びポリオルトエス
テルが挙げられる。このような生分解性ポリマーは、広範囲にわたって特性決定されてお
り、当分野で公知のように、要望される分解特性を発揮するように製剤化することができ
る（例えば、エドルンド（Ｅｄｌｕｎｄ）及びアルバートソン（Ａｌｂｅｒｔｓｓｏｎ）
著、分解性脂肪族ポリエステル（Ｄｅｇｒａｄａｂｌｅ　Ａｌｉｐｈａｔｉｃ　ｐｏｌｙ
ｅｓｔｅｒｓ）、ｐ．６７～１１２（２００２年）、バーマン（Ｂａｒｍａｎ）ら著、制
御放出学誌（Ｊ．ｏｆ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ）、第６９巻、ｐ．３３
７～３４４（２０００年）；コーヘン（Ｃｏｈｅｎ）ら著、薬剤研究（Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓ．）、第８号、ｐ．７１３～７２０（１９９１年）を参照のこと）
。
【００５８】
　本発明の一具体的実施形態では、ポリマーは、ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）（Ｐ
ＬＧＡ）を含む。ＰＬＧＡは、その生分解性及び生体適合性のために、ＦＤＡ承認治療デ
バイスの母材に用いられているコポリマー（共重合体）である。ＰＬＧＡは、２つの異な
るモノマー（単量体）のランダム開環共重合である、グリコール酸と乳酸の環状二量体（
１，４－ジオキサン－２，５－ジオン）を用いて合成される。このポリマーの調製に用い
られる一般的触媒は、２－エチルヘキサン酸スズ（ＩＩ）、スズ（ＩＩ）アルコキシド、
又はアルミニウムイソプロポキシドが挙げられる。重合の間、グリコール酸又は乳酸の連
続的単量体単位が、エステル結合によりＰＬＧＡにおいて互いに連結され、このようにし
て、線状の脂肪族ポリマーが生成物として得られる。
【００５９】
　重合に用いられるラクチドとグリコリドの比に応じて、異なる形態のＰＬＧＡを得るこ
とができる：これらは、通常、用いられるモノマーの比に関して識別される（例えば、Ｐ
ＬＧＡ７５：２５は、その組成が、７５％（モルパーセント）乳酸と２５％（モルパーセ
ント）グリコール酸であるコポリマーを示す）。ＰＬＧＡは、水の存在下でのそのエステ
ル結合の加水分解により分解する。ＰＬＧＡの分解に必要な時間は、生成に用いられる単
量体の比に関連し：グリコリド単位の含有率が高いほど、分解に必要な時間は短くなるこ
とが示される。この法則の例外は、５０：５０単量体比のコポリマーであり、これは、よ
り高速の分解を呈示する（約２ヵ月）。さらに、エステルで末端がキャップされたポリマ
ー（自由カルボン酸とは反対に）は、より長い分解半減期を示す。本発明で特に有用なも
のは、２０％～８０％の乳酸と８０％～２０％のグリコール酸の組成を有するＰＬＧＡで
ある。本発明でより有用なものは、６５％～３５％の乳酸と３５％～６５％のグリコール
酸の組成を有するＰＬＧＡである。本発明の一態様では、５０％乳酸と５０％グリコール



(16) JP 2020-37562 A 2020.3.12

10

20

30

40

50

酸の組成を有するＰＬＧＡが用いられる。
【００６０】
　さらに、ＩＬ－１０発現構築物（ｐＤＮＡ）は、様々な放出プロフィールを有する微小
粒子のバッチにカプセル化してもよく；例えば、送達しようとする１０％のｐＤＮＡを、
例えば、１日～４週間の放出プロフィールを有する微小粒子中にカプセル化してもよく；
送達しようとする３０％のｐＤＮＡを、例えば、３週間～６週間の放出プロフィールを有
する微小粒子中にカプセル化してもよく；送達しようとする３０％のｐＤＮＡを、例えば
、６週間～１０週間の放出プロフィールを有する微小粒子中にカプセル化してもよく；送
達しようとする３０％のｐＤＮＡを、例えば、８週間～１２週間の放出プロフィールを有
する微小粒子中にカプセル化してもよい。このような実施形態では、単一の種類の生分解
性ポリマーを用いるが、これを異なる放出プロフィールを有する製剤に使用してもよく；
あるいは、様々な放出特性を有する異なる生分解性ポリマーを用いてもよい。また別の実
施形態では、微小粒子の製剤は、例えば、必要に応じて、関節の滑液からの治療組成物の
移動を増強するか、又は遅らせるために、微小粒子の表面を変化させるように改変しても
よい。
【００６１】
　微小粒子が得られたら、許容可能な希釈剤に懸濁させて、対象への投与のための治療組
成物を形成する。同様に、本発明のＩＬ－１０発現構築物がカプセル化とは反対にネイキ
ッドＤＮＡとして送達する場合にも、対象への投与のために希釈剤を用いる。このような
希釈剤（又は賦形剤）は、それ自体が、組成物を受ける個体に対して有害な抗体の産生を
誘導せず、しかも、過度の毒性なしに投与することができる任意の薬剤を含む。薬学的に
許容される希釈剤としては、ソルビトール、ミョウバン、デキストラン、硫酸塩、高分子
ポリマーアニオン、各種ＴＷＥＥＮ化合物のいずれか、水、食塩水、グリセロール若しく
はエタノール、油及び水性エマルジョンなどの液体、又はフロイントアジュバントなどの
アジュバントが挙げられ得る。薬学的に許容される塩も含有させることができ、このよう
な塩として、例えば、塩酸塩、臭化水素酸塩、リン酸塩、硫酸塩などの鉱酸塩；及び酢酸
塩、プロピオン酸塩、マロン酸塩、安息香酸塩などの有機酸の塩がある。さらに、補助物
質、例えば、湿潤剤若しくは乳化剤、ｐＨ緩衝物質などがこのようなビヒクル中に存在し
てもよい。本発明の一態様では、関節内の標的部位から移動するその能力に応じて、様々
な希釈剤を使用する。例えば、成人のヒトへの送達のためには、関節からの治療組成物の
より迅速な広がりを促進する希釈剤が好ましいと考えられ；反対に、関節の大きさがそれ
ほど重要ではない小児又は小動物の場合、治療組成物が急速に分散しない希釈剤を使用す
ることができる。薬学的に許容される希釈剤／賦形剤の網羅的な記述は、レミントン：薬
学の科学と実践（Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉ
ｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ）、第２１版、リッピンコット・ウィリアムズ（Ｌｉｐｐ
ｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ）及びウィルキンズ（Ｗｉｌｋｉｎｓ）（２００５年）
において入手可能である。好ましい希釈剤として、限定はしないが、フィジオゾール（登
録商標）（Ｐｈｙｓｉｏｓｏｌ（登録商標））、人工滑液、防腐剤無添加０．９％ＮａＣ
ｌ、乳酸加リンガー注射液、及びエリオットＢ（登録商標）溶液（Ｅｌｌｉｏｔｔｓ　Ｂ
（登録商標）　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ）が挙げられる。
【００６２】
　本発明の方法で用いる組成物の合成及び投与は、一連のステップを含む。最初に、前述
した様々な成分を含むプラスミドを構築する。次に、プラスミドＤＮＡ（ｐＤＮＡ）を増
幅し、当分野で公知の技術により単離する。ｐＤＮＡを単離したら、ポリマーと組み合わ
せて、ｐＤＮＡ含有微小粒子を形成し得る。微小粒子形成の方法は、用いるポリマーに応
じて異なるが、典型的には、二相エマルジョン法を使用する。まず、ポリマーを有機溶媒
中に溶解させる。次に、ｐＤＮＡを水溶液中に懸濁させた後、ポリマー溶液に添加する。
続いて、２つの溶液を混合して、第１エマルジョンを形成する。溶液は、ボルテックス若
しくは振盪、又は乱流を生成する粒状媒体への通過によって混合するか、あるいは、混合
物を音波処理することができる。最も好ましいのは、適切なエマルジョンの形成を可能に
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すると同時に、核酸が受ける、切れ目、せん断、又は分解といった形態の損傷を最少量に
する任意の方法である。この工程で、ポリマーは、微小粒子に形成され、その多くはｐＤ
ＮＡを含有する。必要に応じて、例えば、ゲル電気泳動により完全性を評価するために、
この時点で少量の核酸を単離することができる。
【００６３】
　次に、第１エマルジョンを有機溶液に添加する。溶液は、例えば、塩化メチレン、酢酸
エチル、又はアセトンから構成することができ、典型的には、ポリビニルアルコール（Ｐ
ＶＡ）を含有し、多くの場合、約１：１００比のＰＶＡの重量：溶液の体積を有する。第
１エマルジョンは、一般に、ホモジナイザー又は超音波破砕機中で攪拌しながら、有機溶
液に添加する。この工程で、第２エマルジョンが形成され、その後これを攪拌しながら（
例えば、ホモジナイザー中で）、別の有機溶液に添加する。本方法の一態様では、後者の
溶液は、０．０５％ｗ／ｖＰＶＡである。得られた微小粒子を水で数回洗浄して、有機化
合物を除去する。本発明の一部の態様では、得られた微小粒子の約４０％超が、ｐＤＮＡ
を含有する。また別の態様では、得られた微小粒子の約５０％超、本発明のさらに別の態
様では、得られた微小粒子の約５５％超が、ｐＤＮＡを含有する。
【００６４】
　粒径の異なる微小粒子を内在化する能力は、細胞型によって異なる。本発明のいくつか
の実施形態では、マクロファージ及び抗原提示細胞をターゲティングした。このような細
胞は、約５μ未満の微小粒子をより効率的に内在化する（シャクウェー（Ｓｈａｋｗｅｈ
）ら著、薬学及び生物薬学の欧州学会誌（Ｅｕｒ　Ｊ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ
ｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ）、第６１巻、第１～２号、ｐ．１～１
３（２００５年）を参照のこと）。従って、必要に応じて、粒子を分粒篩にかけて、要望
される粒度より大きい粒子を選択的に除去することもできる。本発明の一具体的態様では
、５μ未満の微小粒子を治療組成物に用い、本発明の別の具体的態様では、３μ未満の微
小粒子を治療組成物に用いる。洗浄後、粒子を直ちに使用してもよいし、又は保存のため
に凍結乾燥してもよい。本明細書に記載する方法により調製される微小粒子の粒度分布は
、例えば、コールター（商標）カウンター（Ｃｏｕｌｔｅｒ（商標）　ｃｏｕｎｔｅｒ）
又はレーザ回析により決定することができる。あるいは、粒子の平均粒度は、サイジング
スライド又は接眼レンズを備えた顕微鏡下での視覚化により決定することもできる。ある
いはまた、走査型電子顕微鏡を用いて、粒度及び微小粒子形態の両方を評価することもで
きる。
【００６５】
　ＩＬ－１０発現構築物含有微小粒子が得られたら、これらの微小粒子を直ちに希釈剤に
懸濁させるか、又は保存のために凍結乾燥することができる。微小粒子と希釈剤の組合せ
によって、関節への注射により対象動物に投与され得る治療微小粒子組成物が形成される
。組換えベクターは、関節炎を治療するために、ｉｎ　ｖｉｖｏ又はｉｎ　ｖｉｔｒｏ（
ｅｘ　ｖｉｖｏとも呼ばれる）のいずれかで導入することができる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏで
形質導入する場合には、所望のレシピエント細胞又は滑液が対象から採取され、ｐＤＮＡ
含有微小粒子で処置されて、対象に再導入される。あるいは、同系細胞又は異種細胞が対
象において不適切な免疫応答を概して生成しない場合、送達のためにこれらの細胞を形質
転換することができる。ｉｎ　ｖｉｖｏで投与する場合、組換えベクター、又はｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏにてベクターで形質転換された細胞を関節への注射により直接送達する。
【００６６】
　本発明のＩＬ－１０発現構築物は、別の実施形態では、ネイキッドＤＮＡとして投与さ
れる。このような実施形態では、例えば、適正製造基準（ｇｏｏｄ　ｍａｎｕｆａｃｔｕ
ｒｉｎｇ　ｐｒａｃｔｉｃｅｓ）を用いて、ＩＬ－１０発現構築物を増幅する。ＧＭＰは
、米国において、米国食品医薬品局（Ｆｏｏｄ　ａｎｄ　Ｄｒｕｇ　Ａｄｍｉｎｉｓｔｒ
ａｔｉｏｎ（ＦＤＡ））により、１９３８年食品・医薬品・化粧品法（Ｆｏｏｄ，Ｄｒｕ
ｇ，ａｎｄ　Ｃｏｓｍｅｔｉｃ　Ａｃｔ）の第５０１（Ｂ）項（２１ＵＳＣＳ§３５１）
の下で施行されている。
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【００６７】
　本発明に適したアジュバントは、本発明のＩＬ－１０発現構築物の取込みを高めるアジ
ュバントを含む；すなわち、本発明に適したアジュバントは、陰荷電膜を有する細胞に陰
荷電ＤＮＡを導入する課題を解消又は回避する任意の生体適合性薬剤を含む。このような
アジュバントとしては、マンノース、グルコース及びスクロースなどの糖；リン酸カルシ
ウム；デンドリマー（繰り返し分岐した分子）；カチオン系リポソームなどのリポソーム
（脂質二重層を含む球状の小胞）；ＤＥＡＥ－デキストランポリエチレンイミンなどのＤ
ＥＡＥ－デキストラン；オリゴデオキシヌクレオチド；及び高分子量ヒアルロン酸（＞１
ＭＤａ）、アニオン系非硫酸化グリコサミノグリカンが挙げられる。
【００６８】
　特に有用な１つのアジュバントは、Ｄ－マンノースである。Ｄ－マンノースは、分子量
１８０．２の単純な六単糖であり、創傷治癒中の炎症プロセスを低減し（コッシ　Ｊ（Ｋ
ｏｓｓｉ　Ｊ）ら著、欧州外科研究（Ｅｕｒ　Ｓｕｒｇ　Ｒｅｓ）、第３１巻、第１号、
ｐ．７４～８２（１９９９年）、炎症の際に必要な酸化バースト（ｏｘｉｄａｔｉｖｅ　
ｂｕｒｓｔ）を軽減し（レスト　ＲＦ（Ｒｅｓｔ　ＲＦ）ら著、血液病理学誌（Ｊ　Ｌｅ
ｕｋｏｃ　Ｂｉｏｌ）、第４３巻、第２号、ｐ．１５８～１６４（１９８８年））、ラッ
トモデルにおけるアジュバント誘導性関節炎を抑制し（ウィレンボーグ　ＤＯ（Ｗｉｌｌ
ｅｎｂｏｒｇ　ＤＯ）ら著、免疫学及び細胞生物学（Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏ
ｌ）、第７０巻、第６部、ｐ．３６９～３７７（１９９６年））、ＬＰＳ誘導性ＩＬ－１
β、ＴＮＦ－αを阻害し、炎症誘発性サイトカイン発現に極めて重要なＮＦ－ｋＢ／ｐ６
５を低減すると共に、ＬＰＳの気管内点滴後の白血球流入（敗血症関連急性肺傷害及び呼
吸困難症候群のモデルである）を低減する（シュー　ＸＬ（Ｘｕ　ＸＬ）ら著、炎症研究
（Ｉｎｆｌａｍｍ　Ｒｅｓ）、第５７巻、第３号、ｐ．１０４－１１０（２００８年）；
シュー　Ｘ（Ｘｕ　Ｘ）ら著、欧州薬理学誌（Ｅｕｒ　Ｊ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ）、第６
４１巻、第２～３号、ｐ．２２９～２３７　２０１０年））ことがわかっている。ＭＲは
、マンノシル化リガンド（例えば、リソソームヒドロラーゼ）を認識することにより、先
天性免疫の宿主防御に関与する膜貫通糖タンパク質パターン認識であり、これは、マンノ
シル化分子を発現する多様な細菌、酵母及び寄生体を含み得る（例えば、エンゲリング　
ＡＪ（Ｅｎｇｅｒｉｎｇ　ＡＪ）ら著、実験医学及び生物学における進歩（Ａｄｖ　Ｅｘ
ｐ　Ｍｅｄ　Ｂｉｏｌ）、第４１７巻、ｐ．１８３～１８７（１９９７年）；リネハン　
ＳＡ（Ｌｉｎｅｈａｎ　ＳＡ）ら著、実験医学及び生物学における進歩（Ａｄｖ　Ｅｘｐ
　Ｍｅｄ　Ｂｉｏｌ）、第４７９巻、ｐ．１～１４（２０００年）；ストール　ＰＤ（Ｓ
ｔａｈｌ　ＰＤ）ら著、免疫学総説（Ｃｕｒｒ　Ｏｐｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ）、第１０巻
、第１号、ｐ．５０～５５（１９９８年）を参照のこと）。
【００６９】
　本発明の治療組成物は、対象における免疫応答又は用量寛容性を有意には誘導しないた
め、治療効果の必要に応じて投与することができる。すなわち、治療用抗炎症組成物は、
短期療法では、治療効果の必要に応じ約４０～１２０日毎に（又は必要に応じて）送達す
ることができる。しかし、より長期の療法が要望される場合には、１年を超える期間；必
要であれば、対象の生涯にわたって、治療組成物を治療効果の必要に応じ約４０～１２０
日毎（又はその前後）に送達することができる。投与頻度は、投与量、使用するアジュバ
ント及び対象の健康状態に応じて変動する。
【００７０】
　本発明の方法に用いる治療組成物の投与量範囲は、対象の種、年齢、及び全身状態、治
療対象の状態の重症度、関節部位、及び送達しようとする具体的ＩＬ－１０発現構築物、
ＩＬ－１０発現構築物がカプセル化されているか否か、投与方法などに応じて、対象毎に
異なる。投与量範囲は、関節当たり約１～１０００μｇのベクターＤＮＡ、約５～７５０
μｇのベクターＤＮＡ、約１０～６００μｇのベクターＤＮＡ、２０～５００μｇのベク
ターＤＮＡ、２５～２５０μｇのベクターＤＮＡ、又は５０～１００μｇのベクターＤＮ
Ａの治療に有効な量を含む。
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【００７１】
　本発明の方法に用いるＩＬ－１０発現構築物、又はＩＬ－１０発現構築物を含有する微
小粒子は、関節炎の治療に有用な他の治療薬との「カクテル」として共投与してもよく、
このような薬剤として、グルココルチコイド：メトトレキセート；ヒドロキシクロルキン
；スルファサラジン；レフノミド；エタネルセプト、インフリキシマブ及びアダリムマブ
などの抗ＴＮＦ剤；アバタセプト；ヒアルロン酸、特に高分子量ヒアルロン酸（＞１ＭＤ
ａ）、例えば、関節当たり１～５ｍＬ、従って、５ｍｇ～１２５ｍｇの例えば、０．５～
２．５％（５～２５ｍｇ／ｍＬ）の用量のヒアルガン（Ｈｙａｌｇａｎ）、オルトビスク
（Ｏｒｔｈｏｖｉｓｃ）、又はシンビスク（Ｓｙｎｖｉｓｃ）など；並びに非ステロイド
性抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）が挙げられる。さらに、本発明の方法に用いるＩＬ－１０発現
構築物又はＩＬ－１０発現構築物を含有する微小粒子は、細胞、例えば、間葉系幹細胞又
は他の幹細胞（ＩＬ－１０発現構築物を発現するように遺伝子改変された幹細胞を含む）
と一緒に共投与してもよい。一般に、当分野で公知の任意の方法を用いて、ヒトにおける
治療の成功をモニターすることができ、これは、臨床指標及び表現型指標の両方を含む。
【００７２】
　本発明のさらに別の目的、利点、及び新規の特徴は、限定を意図するものではない以下
の実施例を考察することにより、当業者には明らかになるであろう。実施例において、法
定の実施化がされた手順は現在形で記載し、実験室で実施された手順は過去形で記載する
。
【００７３】
　（実施例）
　以下の実施例は、本発明をどのように実現及び使用するかについて完全な開示及び説明
を当業者に提供するために記載するものであり、本発明者らがその発明として考える範囲
を制限する意図はなく、また、以下に示す実験が、実施された全て又は唯一の実験である
ことを表現又は意味することも意図されない。当業者であれば、具体的な実施形態に示す
ように、広範に記載する本発明の精神又は範囲を逸脱することなく、本発明に様々な変更
及び／又は修正を加えられ得ることは理解されよう。従って、本実施形態は、あらゆる点
で、例示的であり、限定的ではないものと考慮すべきである。
【００７４】
　用いられる数値（例えば、量、温度など）に関して、正確度を確実にするように努めた
が、幾分かの実験誤差及び偏差は計算に入れるべきである。別に記載のない限り、部は、
重量部であり、分子量は、重量平均分子量であり、温度は、摂氏温度であり、圧力は、大
気圧又はほぼ大気圧である。
【００７５】
　ｐＤＮＡの増幅及び精製
　ラットインターロイキン－１０をコードするプラスミド構築物（ｐＤＮＡ－ＩＬ－１０
Ｆ１２９Ｓ）は、既に、ミリガン（Ｍｉｌｌｉｇａｎ）ら著、疼痛（Ｐａｉｎ）、第１２
６巻、第１～３号、ｐ．２９４～３０８（２００６年）に詳しく記載されている。手短に
は、プラスミドは、点突然変異（Ｆ１２９Ｓ）及びウイルスＳＶ４０ポリアデニル化シグ
ナルを含むラットＩＬ－１０遺伝子の発現を駆動するサイトメガロウイルスエンハンサー
／ニワトリβ－アクチンプロモータ（ＣＭＶ　ｅｎｈ／ＣＢ　ｐｒｏ）から構成される転
写カセットを含む５．９キロベース（Ｋｂ）の環状プラスミドＤＮＡからなる。転写カセ
ットは、１４９ｂｐ逆方向末端反復配列によってフランキングされている。ＩＬ－１０を
欠いた同一のプラスミドをｐＤＮＡ対照として用いた。いずれのプラスミドも、ＳＵＲＥ
　２スーパーコンピテント（Ｓｕｐｅｒｃｏｍｐｅｔｅｎｔ）大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細
胞（アジレント・テクノロジー（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、米国（
ＵＳＡ））において増幅し、製造者の指示に従い、無内毒素ギガ（Ｇｉｇａ）プラスミド
精製キット（キアゲン（Ｑｉａｇｅｎ）、バレンシア（Ｖａｌｅｎｃｉａ）、カリフォル
ニア州（ＣＡ）、米国（ＵＳＡ））を用いて単離した。精製済の無内毒素プラスミドを、
３％スクロースを含む滅菌ダルベッコＰＢＳ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　ＰＢＳ）（ＤＢＰ
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Ｓ、１、０．１ミクロン孔径でろ過済、ｐＨ７．２、カタログ＃１４１９０～１４４、ギ
ブコ（Ｇｉｂｃｏ）、インビトロジェン社（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ）、グラン
ドアイランド（Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ）、ニューヨーク州（ＮＹ）、米国（ＵＳＡ）
）（ＤＰＢＳ－３％）中に再懸濁させた。ＤＰＢＳ－３％のビヒクルは、ＤＰＢＳ中の分
子生物学グレードＤ（＋）－スクロース（ｂ－Ｄ－フルクトフラノシル－ａ－Ｄ－グルコ
ピラノシド；シグマ－アルドリッチ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）、セントルイス（Ｓ
ｔ．Ｌｏｕｉｓ）、ミズーリ州（ＭＯ）、米国（ＵＳＡ））を用いて調製し、０．２ｕｍ
滅菌ろ過（パイロジェンフリーシリンジフィルタユニット、カタログ＃２５ＡＳ０２０Ａ
Ｓ、ライフ・サイエンス・プロダクツ社（Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ
，Ｉｎｃ．，ＣＯ）、米国（ＵＳＡ））した後、使用時まで、４℃で１５ｍｌ円錐チュー
ブ中に滅菌状態で保存した。
【００７６】
　微小粒子調製及び特性決定
　微小粒子は、改変型二相エマルジョン／溶媒蒸発プロトコル（Ａ．Ｍ．ティンスレイ－
ブラウン（Ａ．Ｍ．Ｔｉｎｓｌｅｙ－Ｂｒｏｗｎ）ら著、制御放出学会誌（Ｊ．ｏｆ　Ｃ
ｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ）、第６６巻、第２～３号、ｐ．２２９～４１（２
００６年））を用いて調製した。手短には、５０：５０ＰＬＧＡコポリマー（ＭＷ７５，
０００、ラクテル吸収性ポリマー（Ｌａｃｔｅｌ　Ａｂｓｏｒｂａｂｌｅ　Ｐｏｌｙｍｅ
ｒｓ））を酢酸エチル（シグマ（Ｓｉｇｍａ））中に溶解させた。ビヒクル単独（リン酸
緩衝食塩水（ＰＢＳ）＋３％（ｗ／ｖ）スクロース（シグマ（Ｓｉｇｍａ）））又はビヒ
クル中のｐＤＮＡをＰＬＧＡ溶液中に乳濁させた後、５％（ｗ／ｖ）ポリビニルアルコー
ル、２８％塩化カルシウム、３％スクロース（シグマ（Ｓｉｇｍａ））及び７％（ｖ／ｖ
）酢酸エチル溶液中に再度乳濁させた。洗浄液中での４時間の硬化後、得られた微小粒子
を回収し、凍結乾燥した後、４℃で保存した。走査型電子顕微鏡検査（ＳＥＭ）を用いて
、微小粒子の形態を調べた。ＮＩＨイメージＪ（ＮＩＨ　ＩｍａｇｅＪ）ソフトウェアに
より、１０の異なる画像中に存在する粒径＞１０００の微小粒子が測定され、ビン化粒径
を用いて、正規化度数分布を作成した。ナイコンプ３８０ＺＬＳゼータ電位計（Ｎｉｃｏ
ｍｐ　３８０　ＺＬＳ　Ｚｅｔａ　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　Ａｎａｌｙｚｅｒ）により微小
粒子のゼータ電位を測定した後、阻害の対照として階段希釈物を用い、ＬＡＬアッセイに
より、得られた微小粒子の内毒素レベルを試験した。使用した微小粒子は、ＳＥＭの下で
球状の滑らかな形態を示し、ゼータ電位は、－２８．０４±２．１２ｍＶであった。微小
粒子は、全体中央粒径が４．６７±０．２６μｍの不均質な粒度分布を示したが、これは
、類似する微粒子製造方法と一致しており、粒子のｐＤＮＡカプセル化効率は、５５．１
％であった。
【００７７】
　水酸化ナトリウム溶解により微小粒子からｐＤＮＡを抽出し、２６０ｎｍでの吸光度を
測定した後、得られた値を既知濃度のＤＮＡ標準と比較することによって、全ｐＤＮＡカ
プセル化を評価した。最終的ｐＤＮＡローディングは、ＰＬＧＡ－ｐＤＮＡ－ＩＬ－１０
微小粒子の場合、８．７８±０．６５μｇのｐＤＮＡ／ｍｇＰＬＧＡであった。クロロホ
ルム中に微小粒子を溶解させて、ｐＤＮＡを水性バッファー中に泳動させることにより、
ｐＤＮＡの水性抽出を実施した。続いて、抽出したｐＤＮＡを、エタノールを用いた沈殿
により濃縮してから、ＰＢＳ＋３％スクロースビヒクル中に再懸濁させた。２μｇの全ｐ
ＤＮＡを、臭化エチジウム含有の１．０％アガロースゲルのウェルにロードし、ゲルを７
５Ｖで２時間にわたり泳動させ、３０５ｎｍでのＵＶ徹照によりゲルをイメージングする
ことによって、水性抽出ｐＤＮＡの構造的完全性を非カプセル化ｐＤＮＡ（これも同様に
水性抽出工程に付した）と比較した。製造者プロトコル（インビトロジェン（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ））に従い、ヒト胎児由来腎臓２９３細胞へのリポフェクタミン媒介トランス
フェクションにより、水性抽出ｐＤＮＡの生物活性を評価した後、水性抽出及び非カプセ
ル化ｐＤＮＡでのトランスフェクションから２４時間後に回収した細胞培養上清中のＩＬ
－１０タンパク質濃度をＥＬＩＳＡ（Ｒ＆Ｄシステムズ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ））に
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より評価した。３７℃での水浴中で、時間をかけてＰＢＳ中の微小粒子をインキュベート
することにより、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ放出プロファイリングを実施した後、上清中のｐＤＮ
Ａ含量をピコグリーン（ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ）アッセイ（ミリガン（Ｍｉｌｌｉｇａｎ）
ら著、ニューロングリア生物学（Ｎｅｕｒｏｎ　Ｇｌｉａ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）、第２巻、
第４号、ｐ．２９３～３０８（２００６年））により定量した。
【００７８】
　非カプセル化ｐＤＮＡと比較した微小粒子からの水性抽出ｐＤＮＡのアガロースゲル電
気泳動は、線状化ｐＤＮＡのわずかな検出及び多量体ｐＤＮＡ種の泳動の若干の変化がカ
プセル化後に観測されたものの、有意な量の緩和及びスーパーコイルｐＤＮＡ構造の完全
性がカプセル化後に保存されていたことを示した。リポフェクタミン媒介トランスフェク
ションから２４時間後に、ヒト胎児由来腎臓２９３細胞の上清中に得られたＩＬ－１０タ
ンパク質発現レベルを用量適合微小粒子抽出又は非カプセル化ｐＤＮＡと比較することに
より、微小粒子抽出ｐＤＮＡ－ＩＬ－１０が、得られたＩＬ－１０の生成について９６．
８％の生物活性保持を示すことが判明した（データは示していない）。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
　ｐＤＮＡ放出分析により、ｐＤＮＡの３０％が３日後に放出され、７５日を超える期間
にわたって、安定した放出が達成されることが証明された。この２段階放出プロフィール
は、エマルジョンベースのＰＬＧＡ微小粒子からの高分子放出の共通する特徴であり、初
期ｐＤＮＡ放出の増強段階は、微小粒子の表面上又はその付近のｐＤＮＡ含量の増加によ
るものであり、その後、微小粒子内部からのｐＤＮＡの持続的放出及び拡散が続く（イエ
オ（Ｙｅｏ）著、内毒素研究のアーカイブ（Ａｒｃｈｉｖｅ　ｏｆ　Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ
　Ｒｅｓ．）、第２７巻、第１号、ｐ．１～１２（２００４年））。カプセル化ｐＤＮＡ
を含む、又は含まない微小粒子からの内毒素レベルは、１０ｍｇ／ｍｌの微小粒子濃度（
１ｍｇの微小粒子／ウェル）以下で、ＬＡＬアッセイの場合検出限界に満たなかった。
【００７９】
　Ｄ－マンノース
　Ｄ－マンノースなどのアジュバントを使用する実施形態では、Ｄ－マンノース（カタロ
グ＃Ｍ６０２０）をシグマ－アルドリッチ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）（セントルイ
ス（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ）、ミズーリ州（ＭＯ））からキャリアフリーで購入することがで
きる。Ｄ－マンノースを滅菌食塩水中の０．１％ＢＳＡと合わせて、ＩＬ－１０発現構築
物と同時に、又はＩＬ－１０発現構築物の投与の１～１０日前のいずれかに関節内注射に
より投与する。Ｄ－マンノースは、典型的に、イヌにおいて関節当たり２．５μｇ～５０
０μｇの用量で送達する。
【００８０】
　イヌにおける関節炎の治療のための投与
　「ネイキッド」ｐＤＮＡとしてのＩＬ－１０発現構築物（ｐＤＮＡ－ＩＬ－１０Ｆ１２

９Ｓ）は、一群のイヌの罹患関節に急性関節内注射によって投与した。静脈内鎮静法及び
麻酔モニタリングの下で、イヌ患者の罹患関節を、外科的に剃毛することにより、罹患関
節を覆う全ての毛を除去し、クロルヘキシジン（Ｃｈｌｏｒａｈｅｘｉｄｉｎｅ）２％な
どの外科用スクラブを使用して殺菌した。患者の心拍数、血圧、酸素飽和度、換気及び心
リズムを連続的にモニターした。２２又は２０ゲージの皮下注射針を滑膜腔に挿入した。
針の適正な配置を確実にするために、ｐＤＮＡの投与前に滑液を吸引した。関節内での針
の配置は維持しながら、滑液吸引物を含有する注射器を取り換えた。滑液を吸引したら、
同じ関節内針を使用して、関節中に治療用抗炎症組成物を投与した。最大１ｍｇのプラス
ミドＤＮＡ当量を注射したが、７００μｇという少量で有効であることが判明した。投与
に際し、関節注射当たりの量が、１ｍｌを超えた場合には、釣り合わせるために関節滑液
を吸引した。関節腔内に治療用抗炎症組成物を首尾よく導入した後、患者を鎮静作用から
逆転させ、臨床的にモニターした。処置中の血圧、心拍数、酸素投与、換気又は心リズム
に対するあらゆる変化を適正な医療措置で補正した。鎮静法の予想される作用には、徐脈
、低血圧、低換気などがある。酸素療法は、酸素飽和レベルを最大限にするために、処置
全体を通じて継続した。以下に示す個々の患者に合わせた鎮静薬並びに単剤又は併用：
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　Ａ：デクスメデトミジン０．５ｍｇ／ｍ２、逆転（アチパマゾール０．０５～０．２ｍ
ｇ／ｌｂ）
　Ｂ：オピオイド－ブトルファノール（０．０５～０．１ｍｇ／ｌｂ）、
　Ｃ：プロポフォール－ｉ．ｖ．で実施
　Ｄ：ベンゾジアゼピン（ジアゼパム）：０．１～０．２ｍｇ／ｌｂ
対象は、当日（１２時間未満）院内施設に残り、その後帰宅が許可された。
【００８１】
　臨床評価は、飼い主のイヌ簡易疼痛調査票（Ｃａｎｉｎｅ　Ｂｒｉｅｆ　Ｐａｉｎ　Ｉ
ｎｖｅｎｔｏｒｙ）挙動評価、疼痛及び運動性に関する獣医臨床視覚的評価スケール（Ｖ
ｉｓｕａｌ　Ａｎａｌｏｇ　Ｓｃａｌｅ）、斜角台検査、薬剤減少／依存性、並びにビデ
オ及び歩行モニタリングを含んだ。図１は、本発明の治療用ＩＬ－１０発現構築物の投与
後に、イヌの前肢関節の骨関節炎の処置において達成された機能改善及び疼痛軽減の臨床
評価を表す棒グラフ形態の結果を示す。本発明のＩＬ－１０発現構築物の投与によって、
歩行、小走り、触診、関節可動域及び機能的障害の全てにおいて、特に１１週の時点で有
意な機能改善及び疼痛軽減がもたらされたことに留意されたい。
【００８２】
　図２は、本発明の治療用ＩＬ－１０発現構築物の投与後に、イヌの前肢関節の骨関節炎
の処置において達成された機能改善及び疼痛軽減の飼い主評価を表す棒グラフ形態の結果
を示す。ここでも、活動度、クオリティ・オブ・ライフ、立ち上がり、歩行、走り及び階
段上りの全てのパラメータにおいて、１週間の時点でも有意な改善があったことに留意さ
れたい。
【００８３】
　図３は、本発明の治療用ＩＬ－１０発現構築物の投与後に、イヌの前肢関節の骨関節炎
の処置において達成された機能改善及び疼痛軽減の臨床評価を表す棒グラフ形態の結果（
プールされたデータ）を示す。臨床評価の結果は、特に疼痛において有意にプラスの結果
を示している。
【００８４】
　図４は、本発明の治療用ＩＬ－１０発現構築物の投与後に、イヌの前肢関節の骨関節炎
の処置において達成された機能改善及び疼痛軽減の飼い主評価を表す棒グラフ形態の結果
（プールされたデータ）を示す。これらの結果では、図２に示す結果と同様に、活動度、
クオリティ・オブ・ライフ、立ち上がり、歩行、走り及び階段上りの全てのパラメータに
おいて、１週間の時点でも、有意な改善があったことに留意されたい。
【００８５】
　図５は、本発明の治療用ＩＬ－１０発現構築物の投与後に、イヌの前肢関節の骨関節炎
の処置において達成された関節可動域の改善を表す結果（プールされたデータ）を示す。
角度の変化が有意な改善を示すことに留意されたい。
【００８６】
　本発明の以上の記述を、例示及び説明を目的として提示してきた。以上の内容は、本明
細書に開示される１つ又は複数の形態に本発明を限定することを意図するものではない。
本発明の記載には、１つ又は複数の実施形態並びに特定の改変及び修正の記載が含まれて
いるが、その他の改変及び修正も、例えば、本開示を理解した後、当業者の技能及び知識
の範囲内であり得るように、本発明の範囲に含まれる。特許請求の範囲に記載されるもの
に対する代替的、置き換え可能な及び／又は同等の構造、機能、範囲若しくはステップな
ど、許容される程度まで代替的実施形態を含む権利を、こうした代替的、置き換え可能な
及び／又は同等の構造、機能、範囲若しくはステップが、本明細書に開示されているかい
ないかにかかわらず、取得することが意図され、また、いずれの特許可能な対象も公用に
提供しないものとする。
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【図５】

【手続補正書】
【提出日】令和1年11月6日(2019.11.6)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　対象における炎症性関節疾患を治療する方法であって、
　炎症を起こした前記関節に、治療に有効な量の細菌又はウイルスＩＬ－１０発現構築物
を含む治療用抗炎症組成物を注射するステップを含み、
　前記ＩＬ－１０発現構築物が、細菌骨格又はウイルス骨格と、インターロイキン－１０
をコード化する核酸配列とを含む方法。
【手続補正書】
【提出日】令和2年1月10日(2020.1.10)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　炎症性関節疾患を治療するための治療用抗炎症組成物であって、
　前記組成物が、アジュバントとともに投与される２５～７５０μｇのＤＮＡ　ＩＬ－１
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０Ｆ１２９Ｓ発現構築物を含み、前記アジュバントは糖を含み、
　前記ＩＬ－１０Ｆ１２９Ｓ発現構築物が、プラスミド骨格と、インターロイキン－１０
Ｆ１２９Ｓをコードする核酸配列と、インターロイキン－１０Ｆ１２９Ｓをコードする前
記核酸配列をフランキングするアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）逆方向末端反復（ＩＴＲ）
配列と、インターロイキン－１０Ｆ１２９Ｓをコードする前記核酸配列に作動可能に連結
した１以上のプロモータ配列及びポリアデニル化シグナルと、マーカ遺伝子と、を含み、
　前記組成物が、炎症を起こした関節に、６０日毎を超えない頻度で注射により投与され
る、治療用抗炎症組成物。
【請求項２】
　前記アジュバントが、Ｄ－マンノース、スクロース、及びグルコースから選択される、
請求項１に記載の治療用抗炎症組成物。
【請求項３】
　炎症性関節疾患を治療するための治療用抗炎症組成物であって、
　炎症を起こした前記関節に、微小粒子中に製剤化された２５～７５０μｇのＤＮＡ　Ｉ
Ｌ－１０Ｆ１２９Ｓ発現構築物を含み、
　前記ＩＬ－１０Ｆ１２９Ｓ発現構築物が、プラスミド骨格と、インターロイキン－１０
Ｆ１２９Ｓをコードする核酸配列と、インターロイキン－１０Ｆ１２９Ｓをコードする前
記核酸配列をフランキングするアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）逆方向末端反復（ＩＴＲ）
配列と、インターロイキン－１０Ｆ１２９Ｓをコードする前記核酸配列に作動可能に連結
した１以上のプロモータ配列及びポリアデニル化シグナルと、マーカ遺伝子とを含み、
　前記組成物が、炎症を起こした関節に、６０日毎を超えない頻度で注射により投与され
る、治療用抗炎症組成物。
【請求項４】
　前記微小粒子が、乳酸－グリコール酸共重合体の微小粒子を含む、請求項３に記載の治
療用抗炎症組成物。
【請求項５】
　乳酸－グリコール酸共重合体が、５０：５０乳酸－グリコール酸共重合体を含む、請求
項４に記載の治療用抗炎症組成物。
【請求項６】
　前記治療用抗炎症組成物が、アジュバントとともに投与される、請求項３～５のいずれ
か一項に記載の治療用抗炎症組成物。
【請求項７】
　前記アジュバントが、Ｄ－マンノース、スクロース、グルコース、リン酸カルシウム、
デンドリマー、オリゴヌクレオチド、高分子量ヒアルロン酸、及び脂質から選択される、
請求項６に記載の治療用抗炎症組成物。
【請求項８】
　前記プラスミド骨格が、ウイルスまたは細菌の骨格である、請求項１～７のいずれか一
項に記載の治療用抗炎症組成物。
【請求項９】
　前記組成物が、希釈剤をさらに含む、請求項１～８のいずれか一項に記載の治療用抗炎
症組成物。
【請求項１０】
　前記関節が、膝、肘、手首、足首、腰、肩、又は脊椎である、請求項１～９のいずれか
一項に記載の治療用抗炎症組成物。
【請求項１１】
　前記炎症性関節疾患が、関節炎、腱炎、滑液包炎、靭帯の炎症、滑膜炎、痛風、または
全身性エリテマトーデスである、請求項１～１０のいずれか一項に記載の治療用抗炎症組
成物。
【請求項１２】
　前記関節炎が、関節リウマチまたは骨関節炎である、請求項１～１１のいずれか一項に
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記載の治療用抗炎症組成物。
【請求項１３】
　前記ＩＬ－１０発現構築物が、インターロイキン－１０Ｆ１２９Ｓをコードする前記核
酸配列に作動可能に連結した、転写終結配列、上流調節ドメイン、及び配列内リボソーム
進入部位からなる群から独立して選択される１以上の制御配列をさらに含む、請求項１～
１２のいずれか一項に記載の治療用抗炎症組成物。
【請求項１４】
　前記１以上のプロモータ配列が、ニワトリ若しくはヒトβアクチンプロモータ、サイト
メガロウイルス最初期プロモータ、グリセルアルデヒド３－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ
ＡＤＰＨ）プロモータ、伸長因子１α（ｅＦ１α）プロモータ、ＧＦＡＰプロモータ、マ
ウス白血病ウイルス（ＭＬＶ）プロモータ、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（Ｔ
Ｋ）プロモータ、及びウッドチャック肝炎ウイルス転写後調節エレメント（ＷＰＲＥ）プ
ロモータからなる群から独立して選択される、請求項１～１２のいずれか一項に記載の治
療用抗炎症組成物。
【請求項１５】
　前記ポリアデニル化シグナルが、ＳＶ４０ポリアデニル化シグナル、ウシ成長ホルモン
ポリアデニル化シグナル、及び合成ポリアデニル化シグナルからなる群から独立して選択
される、請求項１～１４のいずれか一項に記載の治療用抗炎症組成物。
【請求項１６】
　前記構築物が、
　２つのＡＡＶ　ＩＴＲ、ニワトリβアクチンプロモータ、単純ヘルペスウイルスチミジ
ンキナーゼ（ＴＫ）プロモータ、ＳＶ４０ポリアデニル化シグナル、サイトメガロウイル
ス最初期プロモータエンハンサー、及びネオマイシン耐性マーカ；または、
　２つのＡＡＶ　ＩＴＲ、サイトメガロウイルス最初期プロモータ、ＳＶ４０ポリアデニ
ル化シグナル、サイトメガロウイルス最初期プロモータエンハンサー、及びアンピシリン
耐性マーカ；または、
　２つのＡＡＶ　ＩＴＲ、サイトメガロウイルス最初期プロモータ、ＳＶ４０ポリアデニ
ル化シグナル、サイトメガロウイルス最初期プロモータエンハンサー、及びカナマイシン
耐性マーカ；を含む、
　請求項１または３に記載の治療用抗炎症組成物。
【請求項１７】
　非ヒト対象における炎症性関節疾患を治療するための方法であって、
　請求項１～１６のいずれか一項に記載の治療用抗炎症組成物を、炎症を起こした関節に
注射することを含む、方法。
【請求項１８】
　炎症を起こした関節に６０日毎を超えない頻度で注射することを含む、請求項１７に記
載の方法。
【請求項１９】
　前記関節が、膝、肘、手首、足首、腰、肩、又は脊椎である、請求項１７または１８に
記載の方法。
【請求項２０】
　前記炎症性関節疾患が、関節炎、腱炎、滑液包炎、靭帯の炎症、滑膜炎、痛風、または
全身性エリテマトーデスである、請求項１７～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記関節炎が、関節リウマチまたは骨関節炎である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記非ヒト対象が、イヌである、請求項１７～２１のいずれか一項に記載の方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００４８
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【補正方法】変更
【補正の内容】
【００４８】
　細菌骨格、少なくとも１つのＩＬ－１０コード配列、及び任意選択の１つ又は複数の別
の抗炎症性サイトカインコード配列、並びに任意選択での１つ又は複数の核ターゲティン
グ配列に加えて、本発明のプラスミドＤＮＡは、１つ又は複数のＤＮＡ制御配列、例えば
、プロモータ配列、ポリアデニル化シグナル、転写終結配列、上流調節ドメイン、複製起
点、内部リボソーム進入部位などを含み、これらは、集合的に、レシピエント細胞におけ
る抗炎症性サイトカインコード配列の複製、転写及び翻訳を可能にする。抗炎症性サイト
カインコード配列を、適切な宿主細胞に複製、転写及び翻訳することができる限り、これ
らの配列全部が常に存在する必要はない。本発明で有用なプロモータ配列として、限定は
しないが、ニワトリ若しくはヒトβアクチンプロモータ、サイトメガロウイルス最初期プ
ロモータ、グリセルアルデヒド３－リン酸デヒドロゲナーゼ（ＧＡＤＰＨ）プロモータ、
伸長因子１α（ｅＦ１α）プロモータ、ＧＦＡＰプロモータ、マウス白血病ウイルス（Ｍ
ＬＶ）プロモータ、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（ＴＫ）プロモータ、及びウ
ッドチャック肝炎ウイルス転写後調節エレメント（ＷＰＲＥ）プロモータが挙げられ；本
発明で有用な上流調節ドメインとして、限定はしないが、サイトメガロウイルス最初期プ
ロモータエンハンサー、マウス乳癌ウイルス（ＭＭＴＶ）エンハンサー及びシミアンウイ
ルス４０（ＳＶ４０）エンハンサーが挙げられ；本発明において興味深いポリアデニル化
シグナルとして、限定はしないが、ＳＶ４０ポリアデニル化シグナル、ウシ成長ホルモン
ポリアデニル化シグナル、及び合成ポリアデニル化シグナルが挙げられる。任意選択で、
本発明のプラスミドＤＮＡは、選択マーカ遺伝子、例えば、抗生物質耐性をコードするも
のなども含む。本発明で有用なマーカ遺伝子として、限定はしないが、ネオマイシン、ヒ
グロマイシン－Ｂ、アンピシリン、カナマイシン、又はプロマイシンが挙げられる。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００７５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００７５】
　ｐＤＮＡの増幅及び精製
　ラットインターロイキン－１０をコードするプラスミド構築物（ｐＤＮＡ－ＩＬ－１０
Ｆ１２９Ｓ）は、既に、ミリガン（Ｍｉｌｌｉｇａｎ）ら著、疼痛（Ｐａｉｎ）、第１２
６巻、第１～３号、ｐ．２９４～３０８（２００６年）に詳しく記載されている。手短に
は、プラスミドは、点突然変異（Ｆ１２９Ｓ）を含むラットＩＬ－１０遺伝子及びウイル
スＳＶ４０ポリアデニル化シグナルの発現を駆動するサイトメガロウイルスエンハンサー
／ニワトリβ－アクチンプロモータ（ＣＭＶ　ｅｎｈ／ＣＢ　ｐｒｏ）から構成される転
写カセットを含む５．９キロベース（Ｋｂ）の環状プラスミドＤＮＡからなる。転写カセ
ットは、１４９ｂｐ逆方向末端反復配列によってフランキングされている。ＩＬ－１０を
欠いた同一のプラスミドをｐＤＮＡ対照として用いた。いずれのプラスミドも、ＳＵＲＥ
　２スーパーコンピテント（Ｓｕｐｅｒｃｏｍｐｅｔｅｎｔ）大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）細
胞（アジレント・テクノロジー（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、米国（
ＵＳＡ））において増幅し、製造者の指示に従い、無内毒素ギガ（Ｇｉｇａ）プラスミド
精製キット（キアゲン（Ｑｉａｇｅｎ）、バレンシア（Ｖａｌｅｎｃｉａ）、カリフォル
ニア州（ＣＡ）、米国（ＵＳＡ））を用いて単離した。精製済の無内毒素プラスミドを、
３％スクロースを含む滅菌ダルベッコＰＢＳ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　ＰＢＳ）（ＤＢＰ
Ｓ、１、０．１ミクロン孔径でろ過済、ｐＨ７．２、カタログ＃１４１９０～１４４、ギ
ブコ（Ｇｉｂｃｏ）、インビトロジェン社（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ）、グラン
ドアイランド（Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ）、ニューヨーク州（ＮＹ）、米国（ＵＳＡ）
）（ＤＰＢＳ－３％）中に再懸濁させた。ＤＰＢＳ－３％のビヒクルは、ＤＰＢＳ中の分
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子生物学グレードＤ（＋）－スクロース（ｂ－Ｄ－フルクトフラノシル－ａ－Ｄ－グルコ
ピラノシド；シグマ－アルドリッチ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）、セントルイス（Ｓ
ｔ．Ｌｏｕｉｓ）、ミズーリ州（ＭＯ）、米国（ＵＳＡ））を用いて調製し、０．２ｕｍ
滅菌ろ過（パイロジェンフリーシリンジフィルタユニット、カタログ＃２５ＡＳ０２０Ａ
Ｓ、ライフ・サイエンス・プロダクツ社（Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ
，Ｉｎｃ．，ＣＯ）、米国（ＵＳＡ））した後、使用時まで、４℃で１５ｍｌ円錐チュー
ブ中に滅菌状態で保存した。



(29) JP 2020-37562 A 2020.3.12

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｋ  47/10     (2006.01)           Ａ６１Ｋ   47/10     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｋ  47/26     (2006.01)           Ａ６１Ｋ   47/26     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｋ  47/34     (2017.01)           Ａ６１Ｋ   47/34     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｋ  47/36     (2006.01)           Ａ６１Ｋ   47/36     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｋ  48/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ   48/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   19/02     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/06     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   19/06     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  29/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   29/00     　　　　        　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   37/02     　　　　        　　　　　

３．ＴＷＥＥＮ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

(71)出願人  308032460
            ザ　リージェンツ　オブ　ザ　ユニバーシティ　オブ　コロラド，ア　ボディー　コーポレイト
            ＴＨＥ　ＲＥＧＥＮＴＳ　ＯＦ　ＴＨＥ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ　ＯＦ　ＣＯＬＯＲＡＤＯ，ａ　
            ｂｏｄｙ　ｃｏｒｐｏｒａｔｅ
            アメリカ合衆国　コロラド　８０２０３，　デンバー，　グラント　ストリート　１８００，　８
            ティーエイチ　フロアー
(74)代理人  100105957
            弁理士　恩田　誠
(74)代理人  100068755
            弁理士　恩田　博宣
(74)代理人  100142907
            弁理士　本田　淳
(74)代理人  100152489
            弁理士　中村　美樹
(72)発明者  チャベス、レイモンド　エイ．
            アメリカ合衆国　９４５０１　カリフォルニア州　アラメダ　コート　ストリート　１３３１
(72)発明者  ワトキンズ、リンダ　アール．
            アメリカ合衆国　８０３０４　コロラド州　ボールダー　クインス　サークル　７６７
(72)発明者  ランドリー、ロバート
            アメリカ合衆国　８０５１６　コロラド州　エリー　プリムローズ　プレイス　１７７１
Ｆターム(参考) 4C076 AA12  AA19  BB11  CC04  DD26A DD67A EE17A EE37A
　　　　 　　  4C084 AA13  MA01  NA14  ZA962 ZB052 ZB112 ZC312
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  EA16  MA01  MA04  NA14  ZA96  ZB05  ZB11  ZC31 
　　　　 　　  4C087 AA01  AA02  AA03  BC30  BC83  CA09  CA12  MA01  MA05  MA66 
　　　　 　　        NA14  ZA96  ZB05  ZB11  ZC31 



(30) JP 2020-37562 A 2020.3.12

【外国語明細書】
2020037562000001.pdf


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	written-amendment
	overflow
	foreign-language-body

