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(57)【要約】
ＲＮＡ成分およびポリペプチド成分を含む免疫原性組成物。このＲＮＡ成分は自己複製Ｒ
ＮＡである。このポリペプチド成分は、インフルエンザウイルス抗原に由来するエピトー
プ（第１のエピトープ）を含み、そしてこのＲＮＡ成分は、インフルエンザウイルス抗原
に由来するエピトープ（第２のエピトープ）をまた含むポリペプチドをコードする。これ
ら２つの異なる様式におけるエピトープの送達は、このＲＮＡ単独またはこのポリペプチ
ド単独を用いた免疫化と比較して、インフルエンザウイルスに対する免疫反応を増強し得
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫原性組成物であって：（ｉ）インフルエンザウイルス抗原に由来する第１のエピト
ープを含む第１のポリペプチド抗原をコードする自己複製ＲＮＡ分子と；（ｉｉ）インフ
ルエンザウイルス抗原に由来する第２のエピトープを含む第２のポリペプチド抗原と；
を含み、ここにおいて：
　(a)該第１のエピトープおよび該第２のエピトープが、両方ともインフルエンザのヘマ
グルチニンに由来し；
　(b)該第１のエピトープおよび該第２のエピトープが、両方ともインフルエンザＡウイ
ルスに由来し；そして／または
　(c)該第１のエピトープおよび該第２のエピトープが、両方ともインフルエンザＢウイ
ルスに由来する、
免疫原性組成物。
【請求項２】
　前記第１のエピトープおよび前記第２のエピトープが、両方ともインフルエンザＡウイ
ルスのヘマグルチニンに由来する、請求項１に記載の免疫原性組成物。
【請求項３】
　前記第１のエピトープおよび前記第２のエピトープが、両方とも同じサブタイプのイン
フルエンザＡウイルスのヘマグルチニンに由来し、例えば、両方ともＨ５ヘマグルチニン
に由来する、請求項２に記載の免疫原性組成物。
【請求項４】
　前記第１のエピトープおよび前記第２のエピトープが、異なるサブタイプのインフルエ
ンザＡウイルスのヘマグルチニンに由来する、請求項２に記載の免疫原性組成物。
【請求項５】
　前記第１のエピトープおよび前記第２のエピトープが、両方とも同じインフルエンザＡ
ウイルスのヘマグルチニンに由来する、請求項３に記載の免疫原性組成物。
【請求項６】
　前記第１のエピトープおよび前記第２のエピトープが、両方ともインフルエンザＢウイ
ルスのヘマグルチニンに由来する、請求項１に記載の免疫原性組成物。
【請求項７】
　前記第１のエピトープおよび前記第２のエピトープが、両方とも同じ系統のインフルエ
ンザＢウイルスのヘマグルチニンに由来する、請求項６に記載の免疫原性組成物。
【請求項８】
　前記第１のエピトープおよび前記第２のエピトープが、両方とも同じインフルエンザＢ
ウイルスのヘマグルチニンに由来する、請求項７に記載の免疫原性組成物。
【請求項９】
　前記第１のエピトープおよび前記第２のエピトープが同一である、いずれかの前記請求
項に記載の免疫原性組成物。
【請求項１０】
　前記第１のポリペプチド抗原および前記第２のポリペプチド抗原が、少なくとも２つの
Ｂ細胞エピトープを共有する、いずれかの前記請求項に記載の免疫原性組成物。
【請求項１１】
　（ａ）前記第１のポリペプチド抗原および前記第２のポリペプチド抗原が、共通のアミ
ノ酸配列であって、複数のエピトープを含み、そして８０個のアミノ酸もしくはそれより
長いアミノ酸、例えば、１２０個のアミノ酸もしくはそれより長いアミノ酸、である、ア
ミノ酸配列を共有し、そして／または（ｂ）該第１のポリペプチド抗原および該第２のポ
リペプチド抗原が、互いに少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有する、いずれかの
前記請求項に記載の免疫原性組成物。
【請求項１２】
　前記自己複製ＲＮＡが、アルファウイルス由来ＲＮＡレプリコンである、いずれかの前
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記請求項に記載の免疫原性組成物。
【請求項１３】
　前記自己複製ＲＮＡ分子が、１つもしくはそれより多くの修飾されたヌクレオチドを含
む、いずれかの前記請求項に記載の免疫原性組成物。
【請求項１４】
　（ｉ）リポソーム、（ｉｉ）毒性がなくそして生分解性のポリマー微粒子、または（ｉ
ｉｉ）カチオン性サブミクロン水中油型エマルジョンを含む、いずれかの前記請求項に記
載の免疫原性組成物。
【請求項１５】
　前記第２のポリペプチド抗原が、不活化されたインフルエンザウイルスワクチン、例え
ば、全ビリオンワクチン、スプリットビリオンワクチンまたは精製された表面抗原ワクチ
ン、である、いずれかの前記請求項に記載の免疫原性組成物。
【請求項１６】
　前記不活化されたインフルエンザウイルスワクチンが、アジュバント化されている、例
えば、水中油型エマルジョンアジュバントでアジュバント化されている、請求項１５に記
載の免疫原性組成物。
【請求項１７】
　前記第２のポリペプチド抗原が、組み換えヘマグルチニンである、請求項１～請求項１
４のいずれか１項に記載の免疫原性組成物。
【請求項１８】
　インフルエンザ疾患および／またはインフルエンザ感染症を処置または予防するための
方法であって、それを必要としている被験者に、治療的に有効量の請求項１～請求項１７
のいずれか１項に記載の組成物を投与する工程を含む、方法。
【請求項１９】
　被験者において免疫反応を誘導するための方法であって、それを必要としている被験者
に、治療的に有効量の請求項１～請求項１７のいずれか１項に記載の組成物を投与する工
程を含む、方法。
【請求項２０】
　インフルエンザウイルス抗原に由来する第２のエピトープを含むポリペプチド抗原とと
もに使用するための、インフルエンザウイルス抗原に由来する第１のエピトープを含むポ
リペプチド抗原をコードする自己複製ＲＮＡ分子であって；ここにおいて（ａ）該第１の
エピトープおよび該第２のエピトープが、両方ともインフルエンザのヘマグルチニンに由
来し；（ｂ）該第１のエピトープおよび該第２のエピトープが、両方ともインフルエンザ
Ａウイルスに由来し；そして／または（ｃ）該第１のエピトープおよび該第２のエピトー
プが、両方ともインフルエンザＢウイルスに由来する、自己複製ＲＮＡ分子。
【請求項２１】
　インフルエンザウイルス抗原に由来する第１のエピトープを含むポリペプチド抗原をコ
ードする自己複製ＲＮＡ分子とともに使用するための、インフルエンザウイルス抗原に由
来する第２のエピトープを含むポリペプチド抗原であって；ここにおいて（ａ）該第１の
エピトープおよび該第２のエピトープが、両方ともインフルエンザのヘマグルチニンに由
来し；（ｂ）該第１のエピトープおよび該第２のエピトープが、両方ともインフルエンザ
Ａウイルスに由来し；そして／または（ｃ）該第１のエピトープおよび該第２のエピトー
プが、両方ともインフルエンザＢウイルスに由来する、ポリペプチド抗原。
【請求項２２】
　前記ポリペプチド抗原が、不活化されたインフルエンザウイルス抗原である、請求項２
０における使用のための自己複製ＲＮＡ分子、または請求項２１における使用のためのポ
リペプチド抗原。
【請求項２３】
　（ａ）インフルエンザウイルス抗原に由来するエピトープを含むポリペプチドを含む第
１のキット成分と、（ｂ）インフルエンザウイルス抗原に由来するエピトープを含むポリ
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ペプチドをコードする自己複製ＲＮＡを含む第２のキット成分と、を含むキット。
【請求項２４】
　前記第１のキット成分および前記第２のキット成分が、混合されて請求項１～請求項１
７のいずれか１項において定義される通りの組成物を提供することができる、請求項２３
に記載のキット。
【請求項２５】
　前記第１のキット成分が、必要に応じてアジュバント化されている不活化されたインフ
ルエンザウイルスワクチン（例えば、全ビリオンワクチン、スプリットビリオンワクチン
または精製された表面抗原ワクチン）である、請求項２３または請求項２４に記載のキッ
ト。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本特許出願は、２０１３年１月１０日に出願された米国仮出願第６１／７５１，０７７
号に対して利益を主張し、これの全体の内容が本明細書中に参考として援用される。
【０００２】
　政府補助の記述
　本発明は、国防高等研究計画局（ＤＡＲＰＡ）によって与えられた契約番号第ＨＲ００
１１－１２－３－０００１号の下で、部分的に政府補助とともになされた。政府は本発明
に対して特定の権利を有する。
【０００３】
　技術分野
　本発明は、インフルエンザウイルスに対する免疫化のための、ＲＮＡおよびタンパク質
の混合物の、ウイルスによらない送達の分野におけるものである。
【背景技術】
【０００４】
　発明の背景
　核酸を基礎とするワクチンは、免疫化に対する魅力的なアプローチである。例えば、国
際公開第２０１２／００６３６９号は、この目的のための自己複製ＲＮＡ分子の使用を開
示しており、そして国際公開第２０１３／００６８４２号は、第１のポリペプチドが第２
のポリペプチドをコードする自己複製ＲＮＡとともに共送達されるアプローチを記載して
いる。この２つのポリペプチドは同じ病原体に由来するが、同じポリペプチドである必要
はない。したがって、国際公開第２０１３／００６８４２号は、それらはエピトープを共
有してもよいか、または異なるエピトープを有してもよいが、同じ病原体に由来しなけれ
ばならない、と開示している。これは、二つの異なる形態におけるエピトープ（ＲＮＡに
コードされた形態における、病原体由来の第１のエピトープ；およびポリペプチドの形態
における、同じ病原体由来の第２のエピトープ）を送達する組成物を提供しており、これ
は、このＲＮＡ単独またはこのポリペプチド単独を用いた免疫化と比較したとき、この病
原体に対する免疫反応を増強し得る。
【０００５】
　自己複製ＲＮＡを使用する、免疫化に対してのさらなるアプローチを提供することが本
発明の目的である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開第２０１２／００６３６９号
【特許文献２】国際公開第２０１３／００６８４２号
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
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　発明の開示
　概して、本発明は、ＲＮＡ成分およびポリペプチド成分を含む免疫原性組成物に関する
。以下でより詳細に記載される通り、このＲＮＡ成分は自己複製ＲＮＡである。このポリ
ペプチド成分は、インフルエンザウイルス抗原由来のエピトープ（第１のエピトープ）と
、インフルエンザウイルス抗原由来のエピトープ（第２のエピトープ）をまた含むポリペ
プチドをコードするＲＮＡ成分とを含む。国際公開第２０１３／００６８４２号において
記載される通り、これらの２つの異なる様式においてエピトープを送達する免疫原性組成
物は、このＲＮＡ単独またはこのポリペプチド単独を用いた免疫化と比較したとき、病原
体（インフルエンザウイルス）に対する免疫反応を増強し得る。
【０００８】
　したがって、本発明は、（ａ）インフルエンザウイルス抗原由来のエピトープを含むポ
リペプチドと、（ｂ）インフルエンザウイルス抗原由来のエピトープを含むポリペプチド
をコードする自己複製ＲＮＡとを含む免疫原性組成物を提供する。
【０００９】
　本発明は、（ａ）インフルエンザウイルス抗原由来のエピトープを含むポリペプチドを
含む第１のキット成分と、（ｂ）インフルエンザウイルス抗原由来のエピトープを含むポ
リペプチドをコードする自己複製ＲＮＡとを含む免疫原性組成物を含む第２のキット成分
とを含むキットもまた提供する。
【００１０】
　本発明は、上述した通りの、ＲＮＡ分子およびポリペプチド分子の共送達（併用投与）
によって、インフルエンザウイルス疾患および／または感染症を処置および／または予防
するための方法、インフルエンザウイルスに対する免疫反応を誘導するための方法、なら
びに被験者にワクチン接種するための方法もまた提供する。
【００１１】
　本発明は、上述した通りの、ＲＮＡ分子およびポリペプチド分子の順次投与（プライム
－ブースト）によって、インフルエンザウイルス疾患および／または感染症を処置および
／または予防するための方法、インフルエンザウイルスに対する免疫反応を誘導するため
の方法、ならびに被験者にワクチン接種するための方法もまた提供する。
【００１２】
　本発明の第１の実施形態において、第１のエピトープおよび第２のエピトープは両方と
もインフルエンザヘマグルチニン（ＨＡ）に由来する。
【００１３】
　第２の実施形態において、第１のエピトープおよび第２のエピトープは両方ともインフ
ルエンザＡウイルスに由来する。理想的には、それらは両方とも、同じＨＡサブタイプを
有するインフルエンザＡウイルス株に由来し、例えば、両方ともＨ５サブタイプのインフ
ルエンザＡウイルスに由来する。この実施形態の特定の局面において、第１のエピトープ
および第２のエピトープは両方とも、同じＨＡサブタイプ由来のヘマグルチニンのエピト
ープである。しかし、第１のエピトープおよび第２のエピトープは、異なるＨＡサブタイ
プ、例えば、Ｈ１株由来のものおよびＨ５株由来のもの、を有するインフルエンザＡウイ
ルス株に由来することもまた可能である。
【００１４】
　第３の実施形態において、第１のエピトープおよび第２のエピトープは両方ともインフ
ルエンザＢウイルスに由来する。この実施形態の特定の局面において、第１のエピトープ
および第２のエピトープは両方ともインフルエンザＢウイルス由来のヘマグルチニンのエ
ピトープである。
【００１５】
　第４の実施形態において、第１のエピトープおよび第２のエピトープは両方とも、Ｂ／
Ｙａｍａｇａｔａ／１６／８８様系統中のインフルエンザＢウイルス株に由来する。この
実施形態の特定の局面において、第１のエピトープおよび第２のエピトープは両方とも、
Ｂ／Ｙａｍａｇａｔａ／１６／８８様系統中のインフルエンザＢウイルス株由来のヘマグ
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ルチニンのエピトープに由来する。
【００１６】
　第５の実施形態において、第１のエピトープおよび第２のエピトープは両方とも、Ｂ／
Ｖｉｃｔｏｒｉａ／２／８７様系統中のインフルエンザＢウイルス株に由来する。この実
施形態の特定の局面において、第１のエピトープおよび第２のエピトープは両方とも、Ｂ
／Ｖｉｃｔｏｒｉａ／２／８７様系統中のインフルエンザＢウイルス株由来のヘマグルチ
ニンのエピトープに由来する。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　インフルエンザウイルス抗原
　インフルエンザウイルスには、３つの型（Ａ、ＢおよびＣ）がある。インフルエンザＡ
ウイルスは、ヒト、動物および鳥類に感染する最も一般的なインフルエンザウイルスであ
る。インフルエンザＢウイルス感染は殆どがヒトにおいて発生する。インフルエンザＣウ
イルスの感染は、ヒトまたは動物においていずれの重篤な症状も引き起こさない。
【００１８】
　インフルエンザウイルス株は季節ごとに変化し得る。近年のパンデミック間期において
、近年の季節毎の３価ワクチンは、２種類のインフルエンザＡ株（１種類のＨ１Ｎ１株お
よび１種類のＨ３Ｎ２株）ならびに１種類のインフルエンザＢ株を含む。パンデミックイ
ンフルエンザ株の特徴は以下のものである：（ａ）近年流行しているヒト株におけるヘマ
グルチニンと比較して新しいヘマグルチニン、すなわち、１０年以上にわたってヒト集団
中で顕性でなかったもの（例えばＨ２）、または以前にヒト集団中で全く見られなかった
もの（例えば、一般的に、鳥類集団中にのみ見出されるＨ９）、を含み、そのため、ワク
チン接種者および一般のヒト集団は、それらの株のヘマグルチニンに対して免疫学的にナ
イーブである；（ｂ）ヒト集団内で水平に伝染し得る；そして（ｃ）ヒトに対して病原性
である。一般的に、パンデミック株はＨ２、Ｈ５、Ｈ６、Ｈ７またはＨ９サブタイプのイ
ンフルエンザＡウイルス株、例えば、Ｈ５Ｎ１株、Ｈ５Ｎ３株、Ｈ９Ｎ２株、Ｈ２Ｎ２株
、Ｈ６Ｎ１株、Ｈ７Ｎ１株、Ｈ７Ｎ７株およびＨ７Ｎ９株である。Ｈ５サブタイプの中に
おいて、あるウイルスは異なる複数の分岐群に分類され得る。
【００１９】
　近年、インフルエンザＡウイルスは、１７種類のＨＡサブタイプ：Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３、
Ｈ４、Ｈ５、Ｈ６、Ｈ７、Ｈ８、Ｈ９、Ｈ１０、Ｈ１１、Ｈ１２、Ｈ１３、Ｈ１４、Ｈ１
５、Ｈ１６およびＨ１７を提示する。それはまた、９種類のＮＡ（ノイラミニダーゼ）サ
ブタイプ：Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３、Ｎ４、Ｎ５、Ｎ６、Ｎ７、Ｎ８およびＮ９を提示する。
【００２０】
　近年、インフルエンザＢウイルスは異なるＨＡサブタイプを提示しないが、インフルエ
ンザＢウイルス株は２つの異なる系統に分類される。これらの系統は１９８０年代後期に
出現した。そして、これらの系統は、抗原的および／または遺伝的に互いに区別され得る
ＨＡを有する（Ｒｏｔａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）Ｊ　Ｇｅｎ　Ｖｉｒｏｌ　７３：２
７３７－４２）。近年のインフルエンザＢウイルス株は、Ｂ／Ｖｉｃｔｏｒｉａ／２／８
７様であるか、またはＢ／Ｙａｍａｇａｔａ／１６／８８様であるかのいずれかである。
これら２つの系統中の株は、通常は抗原的に区別されるが、アミノ酸配列における相違も
また、それらを区別するために記載されており、例えば、Ｂ／Ｙａｍａｇａｔａ／１６／
８８様の株は多くの場合（常にではないが）、「Ｌｅｅ４０」ＨＡ配列（ＧｅｎＢａｎｋ
配列ＧＩ：３２５１７６）に関しての番号でアミノ酸残基１６４に欠失を有するＨＡタン
パク質を有する。
【００２１】
　いくつかの実施形態において、第１のエピトープおよび第２のエピトープは両方ともイ
ンフルエンザウイルスのヘマグルチニンに由来する。例えば：（ａ）第１のエピトープは
インフルエンザＡウイルスのヘマグルチニンに由来してもよく、そして第２のエピトープ
はインフルエンザＢウイルスのヘマグルチニンに由来してもよかった；（ｂ）第１のエピ
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トープはインフルエンザＡウイルスのヘマグルチニンに由来してもよく、そして第２のエ
ピトープはインフルエンザＡウイルスのヘマグルチニンに由来してもよかった；または（
ｃ）第１のエピトープはインフルエンザＢウイルスのヘマグルチニンに由来してもよく、
そして第２のエピトープインフルエンザＢウイルスのヘマグルチニンに由来してもよかっ
た。理想的には、これら２つのエピトープは両方とも、同じインフルエンザウイルス型に
由来し、例えば、両方ともＡに由来するか、または両方ともＢに由来する。
【００２２】
　第１のエピトープおよび第２のエピトープが両方ともインフルエンザＡウイルスに由来
する実施形態において、理想的には、それらは、両方ともヘマグルチニンのエピトープで
あり、そして同じＨＡサブタイプを有するインフルエンザＡウイルス株に由来する。例え
ば、両方のエピトープは、Ｈ１ヘマグルチニン、Ｈ２ヘマグルチニン、Ｈ３ヘマグルチニ
ン、Ｈ４ヘマグルチニン、Ｈ５ヘマグルチニン、Ｈ６ヘマグルチニン、Ｈ７ヘマグルチニ
ン、Ｈ８ヘマグルチニン、Ｈ９ヘマグルチニン、Ｈ１０ヘマグルチニン、Ｈ１１ヘマグル
チニン、Ｈ１２ヘマグルチニン、Ｈ１３ヘマグルチニン、Ｈ１４ヘマグルチニン、Ｈ１５
ヘマグルチニン、Ｈ１６ヘマグルチニンまたはＨ１７ヘマグルチニンに由来することが可
能であった。特定の実施形態において、両方のエピトープはＨ１ヘマグルチニン、Ｈ３ヘ
マグルチニンまたはＨ５ヘマグルチニンに由来する。しかし、上述の通り、第１のエピト
ープおよび第２のエピトープが両方ともインフルエンザＡウイルスのヘマグルチニンのエ
ピトープであるが、異なるＨＡサブタイプを有するインフルエンザＡウイルス株に由来す
ることもまた可能である（この場合において、これら２つのエピトープが、それでも、同
じ抗ＨＡ抗体によって認識され得ることは依然として可能であり、例えば、これら２つの
ＨＡサブタイプが交差反応性のエピトープを共有する場合である）。
【００２３】
　第１のエピトープおよび第２のエピトープが両方ともインフルエンザＢウイルスに由来
する実施形態において、理想的には、それらは、両方ともヘマグルチニンのエピトープで
あり、そして同じ系統中のインフルエンザＢウイルス株に由来する。例えば、両方のエピ
トープはＢ／Ｖｉｃｔｏｒｉａ／２／８７様系統中の株に由来してもよかったし、または
両方のエピトープはＢ／Ｙａｍａｇａｔａ／１６／８８様系統中の株に由来してもよかっ
た。
【００２４】
　全ての実施形態において、通常、第１のエピトープおよび第２のエピトープは同じイン
フルエンザウイルス株に由来する。特定の実施形態において、第１のエピトープおよび第
２のエピトープは同じエピトープでる。しかし、いくつかの実施形態において、第１のエ
ピトープおよび第２のエピトープは異なるインフルエンザウイルス株に由来し、これらは
、例えば、同じＨＡサブタイプを有するインフルエンザＡウイルス株（例えば、２ｘＨ１
株または２ｘＨ３株）であってもよいし、または異なるＨＡサブタイプを有するインフル
エンザＡウイルス株（例えば、Ｈ１株およびＨ５株）であってもよい。
【００２５】
　自己複製ＲＮＡ
　本発明の免疫原性組成物は、インフルエンザウイルス抗原由来のエピトープ（第２のエ
ピトープ）を含むポリペプチドをコードするＲＮＡ成分を含む。被験者への投与の後、こ
のＲＮＡは細胞の内部で翻訳されてインサイチュでインフルエンザウイルスのポリペプチ
ドを提供する。
【００２６】
　ＲＮＡは＋鎖であるべきであり、そしてそうすることで、いずれの介在する複製の工程
、例えば逆転写、も必要とせずに細胞によって翻訳され得る。有利な点として、これは、
免疫細胞によって発現されるＴＬＲ７受容体にもまた結合することができ、それによって
アジュバント効果を開始することができる。好ましい＋鎖ＲＮＡは自己複製ＲＮＡ分子で
ある。自己複製ＲＮＡ分子（レプリコン）は、脊椎動物細胞に送達されたとき、いずれの
タンパク質もない場合でさえ、それ自体からの（それ自体から生成するアンチセンスコピ
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ーを経由して）転写によって複数の娘ＲＮＡの産生をもたらし得る。したがって、典型的
には、自己複製ＲＮＡ分子は、細胞への送達の後に直接翻訳され得る＋鎖の分子であり、
そしてこの翻訳は、送達されたＲＮＡからアンチセンス転写物およびセンス転写物の両方
をその後産生するＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼを提供する。したがって、この送達さ
れたＲＮＡは、複数の娘ＲＮＡの産生をもたらす。これらの娘ＲＮＡおよび同じ鎖上のサ
ブゲノム転写物は、コードされるポリペプチドのインサイチュの発現を提供するためにそ
れら自体翻訳されてもよいし、またはこのポリペプチドのインサイチュの発現を提供する
ために翻訳される送達されたＲＮＡと同じセンスを有するさらなる転写物を提供するため
に転写されてもよい。この一連の転写の全体としての結果は、導入レプリコンＲＮＡの数
における膨大な増幅であり、そしてそれによって、コードされるポリペプチドはその細胞
の主要なポリペプチド産物となる。
【００２７】
　自己複製を達成するのに適した１つの系は、アルファウイルスを基礎とするＲＮＡレプ
リコンを使用することである。これらの＋鎖レプリコンは、レプリカーゼ（またはレプリ
カーゼ－トランスクリプターゼ）を産生するための細胞への送達の後に翻訳される。この
レプリカーゼは、＋鎖送達ＲＮＡのゲノム－鎖コピーを生成する複製複合体を提供するた
めに自己切断するポリタンパク質として翻訳される。これらの－鎖転写物は、それら自体
転写されることができて、＋鎖親ＲＮＡのさらなるコピーを与え、そしてまた、このポリ
ペプチドをコードするサブゲノム転写物も与える。したがって、このサブゲノム転写物の
翻訳は、感染細胞によるこのポリペプチドのインサイチュの発現をもたらす。適切なアル
ファウイルスレプリコンには、シンドビスウイルス、セムリキ森林ウイルス、東部ウマ脳
炎ウイルス、ベネズエラウマ脳炎ウイルスなどに由来するレプリカーゼを使用し得る。変
異型または野生型ウイルスの配列が使用され得、例えば、ＶＥＥＶの弱毒化ＴＣ８３変異
型が、レプリコン中で使用されている（国際公開第２００５／１１３７８２号）。
【００２８】
　したがって、好ましい自己複製ＲＮＡ分子は、（ｉ）この自己複製ＲＮＡ分子からＲＮ
Ａを転写し得るＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼおよび（ｉｉ）目的のポリペプチドをコ
ードする。このポリメラーゼは、例えば、１つもしくはそれ以上のアルファウイルスタン
パク質ｎｓＰ１、ｎｓＰ２、ｎｓＰ３およびｎｓＰ４を含むアルファウイルスレプリカー
ゼであり得る。
【００２９】
　天然アルファウイルスゲノムは、非構造レプリカーゼポリタンパク質に加えて構造ビリ
オンタンパク質をコードするのに対して、本発明の自己複製ＲＮＡ分子は、アルファウイ
ルス構造タンパク質をコードしないことが好ましい。したがって、好ましい自己複製ＲＮ
Ａは、細胞中でそれ自体のゲノムＲＮＡコピーの産生をもたらし得るが、ＲＮＡ含有ビリ
オンの産生はもたらさない。これらのビリオンを産生することができないということは、
野生型アルファウイルスと異なり、この自己複製ＲＮＡ分子は感染性形態においてそれ自
体を永続させることができないことを意味する。野生型ウイルスにおいて永続化のために
必要なアルファウイルス構造タンパク質は本発明の自己複製ＲＮＡに存在せず、そしてそ
れらの場所は、目的のポリペプチドをコードする遺伝子（単数または複数）によって使用
されており、そのため、サブゲノム転写物は、構造アルファウイルスビリオンタンパク質
ではなくこのポリペプチドをコードする。
【００３０】
　したがって、本発明に有用な自己複製ＲＮＡ分子は、２つのオープンリーディングフレ
ームを有し得る。第１の（５’）オープンリーディングフレームはレプリカーゼをコード
し；第２の（３’）オープンリーディングフレームはポリペプチドをコードする。いくつ
かの実施形態において、このＲＮＡは、例えば、さらなるポリペプチド（以下を参照のこ
と）をコードするためにか、またはアクセサリーポリペプチドをコードするために追加の
（例えば下流に）オープンリーディングフレームを有し得る。
【００３１】



(9) JP 2016-506416 A 2016.3.3

10

20

30

40

50

　自己複製ＲＮＡ分子は、コードされるレプリカーゼと適合する５’配列を有し得る。
【００３２】
　自己複製ＲＮＡ分子は、アルファウイルス以外のウイルス、特に、プラス鎖ＲＮＡウイ
ルス、そして特に、ピコルナウイルス、フラビウイルス、ルビウイルス、ペスチウイルス
、ヘパシウイルス、カリシウイルスまたはコロナウイルスに由来してもよいし、またはそ
れに基づいてもよい。しかし、アルファウイルスが好ましく、そして適切な野生型アルフ
ァウイルス配列は周知であり、そして配列保管機関、例えばＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ
　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ、から入手可能である。適切なアルファウイル
スの代表的な例としてアウラ（ＡＴＣＣ　ＶＲ－３６８）、ベバルウイルス（ＡＴＣＣ　
ＶＲ－６００、ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２４０）、カバス（Ｃａｂａｓｓｏｕ）（ＡＴＣＣ　
ＶＲ－９２２）、チクングニヤウイルス（ＡＴＣＣ　ＶＲ－６４、ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２
４１）、東部ウマ脳脊髄炎ウイルス（ＡＴＣＣ　ＶＲ－６５、ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２４２
）、フォートモーガン（ＡＴＣＣ　ＶＲ－９２４）、ゲタウイルス（ＡＴＣＣ　ＶＲ－３
６９、ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２４３）、キジラガチ（ＡＴＣＣ　ＶＲ－９２７）、マヤロ（
ＡＴＣＣ　ＶＲ－６６）、マヤロウイルス（ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２７７）、ミッデルブル
グ（ＡＴＣＣ　ＶＲ－３７０）、ムカンボウイルス（ＡＴＣＣ　ＶＲ－５８０、ＡＴＣＣ
　ＶＲ－１２４４）、ヌドゥム（ＡＴＣＣ　ＶＲ－３７１）、ピクスナウイルス（ＡＴＣ
Ｃ　ＶＲ－３７２、ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２４５）、ロスリバーウイルス（ＡＴＣＣ　ＶＲ
－３７３、ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２４６）、セムリキ森林（ＡＴＣＣ　ＶＲ－６７、ＡＴＣ
Ｃ　ＶＲ－１２４７）、シンドビスウイルス（ＡＴＣＣ　ＶＲ－６８、ＡＴＣＣ　ＶＲ－
１２４８）、トナテ（Ｔｏｎａｔｅ）（ＡＴＣＣ　ＶＲ－９２５）、トリニティ（ＡＴＣ
Ｃ　ＶＲ－４６９）、ユナ（ＡＴＣＣ　ＶＲ－３７４）、ベネズエラウマ脳脊髄炎（ＡＴ
ＣＣ　ＶＲ－６９、ＡＴＣＣ　ＶＲ－９２３、ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２５０、ＡＴＣＣ　Ｖ
Ｒ－１２４９、ＡＴＣＣ　ＶＲ－５３２）、西部ウマ脳脊髄炎（ＡＴＣＣ　ＶＲ－７０、
ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２５１、ＡＴＣＣ　ＶＲ－６２２、ＡＴＣＣ　ＶＲ－１２５２）、ワ
タロア（ＡＴＣＣ　ＶＲ－９２６）およびＹ－６２－３３（ＡＴＣＣ　ＶＲ－３７５）が
挙げられる。複数の異なるアルファウイルス由来の成分を含むキメラのアルファウイルス
レプリコンもまた有用であり得る。
【００３３】
　自己複製ＲＮＡ分子は様々な長さを有し得るが、それらは典型的には５０００～２５０
００ヌクレオチド長であり、例えば、８０００～１５０００ヌクレオチドまたは９０００
～１２０００ヌクレオチドである。したがってこのＲＮＡは、ｓｉＲＮＡの送達において
見られるＲＮＡより長い。
【００３４】
　本発明に有用なＲＮＡ分子は、５’キャップ（例えば７メチルグアノシン）を有し得る
。このキャップはこのＲＮＡのインビボでの翻訳を増強し得る。
【００３５】
　本発明に有用なＲＮＡ分子の５’ヌクレオチドは５’トリホスフェート基を有し得る。
キャッピングされたＲＮＡ中で、これは５’－から－５’への架橋によって７メチルグア
ノシンに結合され得る。５’トリホスフェートは、ＲＩＧ－Ｉ結合を増強することができ
、そしてしたがってアジュバント効果を促進し得る。
【００３６】
　ＲＮＡ分子は、３’ポリＡテールを有し得る。それは、それの３’末端付近にポリＡポ
リメラーゼ認識配列（例えばＡＡＵＡＡＡ）をもまた含み得る。
【００３７】
　本発明に有用なＲＮＡ分子は典型的には一本鎖である。一般的に、一本鎖ＲＮＡは、Ｔ
ＬＲ７、ＴＬＲ８、ＲＮＡヘリカーゼおよび／またはＰＫＲとの結合によってアジュバン
ト効果を開始させることができる。二本鎖の形態で送達されたＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）はＴ
ＬＲ３と結合することができ、そしてこの受容体は、一本鎖ＲＮＡの複製の間か、または
一本鎖ＲＮＡの二次構造内かのいずれかにおいて形成されるｄｓＲＮＡによってもまた作
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動させられ得る。
【００３８】
　本発明に有用なＲＮＡ分子は、インビトロ転写（ＩＶＴ）によって従来的に調製され得
る。ＩＶＴには、細菌内でプラスミドの形態において生成され、そして増幅された（ｃＤ
ＮＡ）テンプレートを使用してもよいし、または（例えば、遺伝子合成および／またはポ
リメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）構築方法によって）合成的に生成された（ｃＤＮＡ）テン
プレートを使用してもよい。例えば、ＤＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ（例えば、バクテ
リオファージＴ７、Ｔ３またはＳＰ６　ＲＮＡポリメラーゼ）は、ＤＮＡテンプレートか
らＲＮＡを転写するために使用され得る。適切なキャッピング反応およびポリＡ付加反応
は必要に応じて使用され得る（けれども、通常、レプリコンのポリＡはＤＮＡテンプレー
ト内にコードされる）。これらのＲＮＡポリメラーゼは、転写された５’ヌクレオチド（
単数または複数）に対する厳密な必要条件を有し得、そしていくつかの実施形態において
、ＩＶＴによって転写されたＲＮＡが、それ自体にコードされるレプリカーゼの基質とし
て効率的に機能し得ることを確実にするために、これらの必要条件は、このコードされる
レプリカーゼの必要条件と適合しなければならない。
【００３９】
　国際公開第２０１１／００５７９９号において議論されている通り、自己複製ＲＮＡは
、修飾された核酸塩基を有する１つもしくはそれより多くのヌクレオチドを（任意の５’
キャップ構造に加えて）含み得る。例えば、自己複製ＲＮＡは、１つもしくはそれより多
くの修飾されたピリミジン核酸塩基、例えば、プソイドウリジンおよび／または５メチル
シトシン残基、を含み得る。しかし、いくつかの実施形態において、このＲＮＡは修飾さ
れた核酸塩基を含まず、そして修飾されたヌクレオチドを含まなくてもよい、すなわち、
このＲＮＡ内の全てのヌクレオチドは標準的なＡ、Ｃ、ＧおよびＵリボヌクレオチドであ
る（７’メチルグアノシンを含み得る任意の５’キャップ構造を除外して）。別の実施形
態において、このＲＮＡは、７’メチルグアノシンを含む５’キャップを含んでもよく、
そして最初の１個、２個または３個の５’リボヌクレオチドはそのリボースの２’位でメ
チル化されていてもよい。
【００４０】
　本発明に使用されるＲＮＡは、理想的には、ヌクレオチド間のホスホジエステル結合の
みを含むが、いくつかの実施形態において、これはホスホロアミデート、ホスホロチオエ
ートおよび／またはメチルホスホネート結合を含み得る。
【００４１】
　ＲＮＡは、上記でより詳細に記載される通り、インフルエンザウイルス抗原由来のエピ
トープを含むポリペプチドをコードする。理想的には、このＲＮＡはインフルエンザウイ
ルスのヘマグルチニンの断片を含むポリペプチドをコードする。これは、膜集合抗原また
は分泌抗原よりむしろ可溶性細胞質抗原をコードし得る（けれども、細胞は、免疫プロセ
ッシングの一環として細胞の表面上にこの細胞質抗原を提示し得る）。このポリペプチド
のインサイチュでの発現は抗インフルエンザ免疫反応を誘発する。例えば、それは、イン
フルエンザビリオンを認識する抗体、例えば、ビリオン表面ヘマグルチニンに結合する抗
体、の生産をもたらし得る。理想的には、この誘発された抗体は中和抗体または防御抗体
である。インサイチュで発現させられたポリペプチドによって誘発された抗体は、ポリペ
プチドと、そしてまた、本発明の免疫原性組成物の中で送達されたポリペプチドとの両方
に理想的には免疫特異的に結合し得る。
【００４２】
　ポリペプチド成分
　本発明の免疫原性組成物はポリペプチド成分を含み、そしてこのポリペプチドはインフ
ルエンザウイルス抗原由来のエピトープ（第１のエピトープ）を含む。
【００４３】
　ポリペプチド成分は単一のポリペプチドであってもよいが、複数鎖のポリペプチド構造
（例えば、ポリペプチド複合体、例えば、２つもしくはそれより多くのタンパク質によっ
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て形成される複合体）、多量体タンパク質（例えば、３量体ヘマグルチニン）または大き
なポリペプチド構造、例えばＶＬＰ（ウイルス様粒子）、であってもよい。同様に、自己
複製ＲＮＡは、１つより多くのインフルエンザウイルスポリペプチドをコードしてもよく
、例えば、それは、互いに結合して複合体を形成し得る２つもしくはそれより多くの異な
るポリペプチドをコードしてもよいし、または１種類より多くのインフルエンザウイルス
株に由来する（例えば、少なくとも１種類のインフルエンザＡウイルスおよび少なくとも
１種類のインフルエンザＢウイルスに由来する）ポリペプチド（例えばＨＡ）を発現して
もよい。実施上の利便性のために、理想的には、自己複製ＲＮＡは５つもしくはそれより
少ないポリペプチドを発現する。
【００４４】
　理想的には、組成物中のポリペプチド（第１のポリペプチド）および自己複製ＲＮＡに
よってコードされたポリペプチド（第２のポリペプチド）は少なくとも１つのエピトープ
を共有する。それらは多くのエピトープを共有してもよく、特に、この２つのポリペプチ
ドが長く（例えば、８０ａａより長く）、そしてそれぞれが複数のエピトープを含むとき
、そうである。
【００４５】
　特定の実施形態において、第１のポリペプチドおよび第２のポリペプチドは、少なくと
も２個、少なくとも３個、少なくとも４個または少なくとも５個のＢ細胞エピトープおよ
び／またはＴ細胞エピトープを共有する。特定の実施形態において、第１のポリペプチド
および第２のポリペプチドは、少なくとも１つの免疫優性エピトープを共有する。特定の
実施形態において、第１のポリペプチドおよび第２のポリペプチドは、同じ免疫優性エピ
トープ（単数または複数）または同じ一級（ｐｒｉｍａｒｙ）免疫優性エピトープを共有
する。
【００４６】
　通常、第１のポリペプチドおよび第２のポリペプチドは、共通のアミノ酸配列を共有し
、例えば、第１のポリペプチドおよび第２のポリペプチドが同一である場合、第１のポリ
ペプチドが第２のポリペプチドの断片である場合、第２のポリペプチドが第１のポリペプ
チドの断片である場合、第１のポリペプチドが、核となるインフルエンザ配列の、第１の
融合相手との融合物である場合、および第２のポリペプチドが、核となるインフルエンザ
配列の、第２の融合相手との融合物である場合などがある。理想的には、この共通のアミ
ノ酸配列は複数のエピトープを含み、そしてこれは４０個のアミノ酸またはそれより長く
てもよく、例えば、≧６０ａａ、≧８０ａａ、≧１００ａａ、≧１２０ａａ、≧１４０ａ
ａ、≧１６０ａａ、≧１８０ａａ、≧２００ａａ、≧２２０ａａ、≧２４０ａａ、≧２６
０ａａ、≧２８０ａａ、≧３００ａａ、≧３２０ａａ、≧３４０ａａ、≧３６０ａａ、≧
３８０ａａ、≧４００ａａまたはそれより多い。この共通のアミノ酸配列は、完全なＨＡ
１ヘマグルチニンサブユニットまたはそれの免疫原性断片を含み得る。
【００４７】
　いくつかの実施形態において、第１のポリペプチドおよび第２のポリペプチドは、互い
に少なくともｘ％のアミノ酸配列同一性を有し、ここでｘの値は８０、８５、９０、９２
、９４、９５、９６、９７、９８または９９である。一方のポリペプチドが他方より短い
場合、配列同一性は、より短いポリペプチドの長さにわたって計算されるべきである。２
つのアミノ酸配列間の百分率配列同一性への言及は、アラインメントさせられたとき、そ
の百分率のアミノ酸が、この２つの配列中で同じであることを意味する。このアラインメ
ントおよび百分率相同性もしくは配列同一性は、当技術分野において公知のソフトウェア
プログラムを使用して決定され得る。好ましいアラインメントは、１２のギャップ開始ペ
ナルティおよび２のギャップ伸張ペナルティ、６２のＢＬＯＳＵＭマトリックスを用いた
アフィンギャップ探索を使用してＳｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ相同性探索アルゴリズム
によって決定される。
【００４８】
　インフルエンザ由来アミノ酸配列に加えて、ポリペプチドは付加的な配列、例えば、発
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現、産生、精製または検出を容易にする配列（例えば、ポリＨｉｓ配列、タグなど）、を
含み得る。
【００４９】
　ポリペプチドは通常、単離または精製されている。したがって、これは、妥当な場合、
通常、それらが天然で共に見出される分子と会合していない。
【００５０】
　通常、ポリペプチドは、組換え宿主系における発現によって調製される。適切な組換え
宿主細胞として、例えば、昆虫細胞（例えば、Ａｅｄｅｓ　ａｅｇｙｐｔｉ、Ａｕｔｏｇ
ｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ、Ｂｏｍｂｙｘ　ｍｏｒｉ、Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ
　ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａおよびＴｒ
ｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ　ｎｉ）、哺乳類細胞（例えば、ヒト、非ヒト霊長類、ウマ、ウシ
、ヒツジ、イヌ、ネコおよびげっ歯類（例えばハムスター）、鳥類細胞（例えば、ニワト
リ、アヒルおよびガチョウ）、細菌（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂ
ｔｉｌｉｓおよびＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ種）、酵母細胞（例えば、Ｓａｃｃｈａｒ
ｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ、Ｃａｎｄｉ
ｄａ　ｍａｌｔｏｓａ、Ｈａｎｓｅｎｕａｌ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ、Ｋｌｕｙｖｅｒｏ
ｍｙｃｅｓ　ｆｒａｇｉｌｉｓ、Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓ、Ｐｉｃｈ
ｉａ　ｇｕｉｌｌｅｒｉｍｏｎｄｉｉ、Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ、Ｓｃｈｉｚｏ
ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅおよびＹａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏｌｙｔｉｃ
ａ）、テトラヒメナの細胞（例えばＴｅｔｒａｈｙｍｅｎａ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａ）
またはこれらの組合せが挙げられる。多くの適切な昆虫細胞および哺乳類細胞が当技術分
野において周知である。適切な昆虫細胞として、例えば、Ｓｆ９細胞、Ｓｆ２１細胞、Ｔ
ｎ５細胞、Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ　Ｓ２細胞および高度５細胞（Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ
　ｎｉのＢＴＩ－ＴＮ－５Ｂ１－４親細胞株（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に由来するクロー
ン分離株）が挙げられる。適切な哺乳動物細胞として、例えば、チャイニーズハムスター
卵巣（ＣＨＯ）細胞、ヒト胎児由来腎臓細胞（ＨＥＫ２９３細胞、典型的には剪断された
アデノウイルス５型ＤＮＡによって形質転換されている）、ＮＩＨ－３Ｔ３細胞、２９３
－Ｔ細胞、Ｖｅｒｏ細胞、ＨｅＬａ細胞、ＰＥＲＣ．６細胞（ＥＣＡＣＣ寄託番号９６０
２２９４０）、Ｈｅｐ　Ｇ２細胞、ＭＲＣ－５（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－１７１）、ＷＩ－３
８（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－７５）、胎児アカゲザル肺細胞（ＡＴＣＣ　ＣＬ－１６０）、メ
イディン－ダービーウシ腎臓（「ＭＤＢＫ」）細胞、メイディン－ダービーイヌ腎臓（「
ＭＤＣＫ」）細胞（例えば、ＭＤＣＫ（ＮＢＬ２）、ＡＴＣＣ　ＣＣＬ３４；またはＭＤ
ＣＫ　３３０１６、ＤＳＭ　ＡＣＣ　２２１９）、ベビーハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞
（例えばＢＨＫ２１－Ｆ）、ＨＫＣＣ細胞などが挙げられる。適切な鳥類細胞として、例
えば、ニワトリ胚性幹細胞（例えばＥＢｘ（登録商標）細胞）、ニワトリ胚性線維芽細胞
、ニワトリ胚性生殖細胞、アヒル細胞（例えば、ＡＧＥ１．ＣＲおよびＡＧＥ１．ＣＲ．
ｐＩＸ細胞株、これらは、例えば、Ｖａｃｃｉｎｅ　２７：４９７５－４９８２（２００
９）および国際公開第２００５／０４２７２８号において記載されている）、ＥＢ６６細
胞などが挙げられる。
【００５１】
　適切な昆虫細胞発現系、例えばバキュロウイルス系、は当業者に公知であり、そして例
えば、Ｓｕｍｍｅｒｓ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ，Ｔｅｘａｓ　Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　
Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　Ｓｔａｔｉｏｎ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　Ｎｏ．１５５５（１９８７
）において記載されている。バキュロウイルス／挿入細胞発現系のための材料および方法
はキットの形態で市販されている。同様に、細菌発現系および哺乳類細胞発現系もまた当
技術分野において公知である。
【００５２】
　ポリペプチドをコードする組換えコンストラクトは、従来の方法を使用して適切なベク
ター内に調製され得る。昆虫細胞または哺乳類細胞における組換えタンパク質の発現のた
めの多数の適切なベクターは、当技術分野において周知であり、そして慣用されるもので
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ある。適切なベクターは、多数の成分（１つもしくはそれより多くの以下のものを含むが
、これらに限定されない）を含み得る：複製の起点；選択マーカー遺伝子；１つもしくは
それより多くの発現制御エレメント、例えば、転写制御エレメント（例えば、プロモータ
ー、エンハンサー、ターミネーター）および／または１つもしくはそれより多くの翻訳シ
グナル；ならびに選択された宿主細胞における分泌経路を標的とするためのシグナル配列
またはリーダー配列（例えば、哺乳類起源のもの、または異種の哺乳類もしくは哺乳類以
外の種に由来するもの）。例えば、昆虫細胞における発現のために、適切なバキュロウイ
ルス発現ベクター、例えばｐＦａｓｔＢａｃ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、が組換えバキュ
ロウイルス粒子を生産するために使用される。このバキュロウイルス粒子は増幅され、そ
して昆虫細胞に感染させて組換えタンパク質を発現させるために使用される。哺乳類細胞
における発現のために、所望の哺乳類宿主細胞（例えば、チャイニーズハムスター卵巣細
胞）においてこのコンストラクトの発現を駆動するベクターが使用される。
【００５３】
　ポリペプチドは、任意の適切な方法を使用して精製され得る。例えば、イムノアフィニ
ティークロマトグラフィーによりポリペプチドを精製するための方法が当技術分野におい
て公知である。沈殿および様々な種類のクロマトグラフィー（例えば、疎水性相互作用ク
ロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー
、キレート化クロマトグラフィーおよびサイズ除外クロマトグラフィー）を含む、所望の
タンパク質を精製するための適切な方法が、当技術分野において周知である。適切な精製
スキームは、２種類もしくはそれより多くのこれらの適切な方法もしくは他の適した方法
を使用して創出され得る。所望の場合、このポリペプチドは、精製を容易にする「タグ」
、例えば、エピトープタグまたはＨｉｓタグ、を含み得る。このようなタグ付けされたポ
リペプチドは、例えば、馴化培地から、キレート化クロマトグラフィーまたはアフィニテ
ィークロマトグラフィーにより簡便に精製され得る。
【００５４】
　本発明に使用されるポリペプチド抗原は、Ｆｌｕｂｌｏｋ（登録商標）製品の中に見ら
れるような組み換えポリペプチドであり得る。この製品は、化学的に規定された脂質、ビ
タミン、アミノ酸および無機塩から構成される無血清培地中で培養された、Ｓｐｏｄｏｐ
ｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ　Ｓｆ９細胞に由来する連続昆虫細胞株において発現さ
せられた精製ＨＡポリペプチドを含む。このポリペプチドは、バキュロウイルスベクター
（Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ核多角体病ウイルス）によってこの細
胞株中で発現させられ、そしてその後、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（登録商標）（ｔ－オ
クチルフェノキシポリエトキシエタノール）を用いてこの細胞から抽出され、そしてカラ
ムクロマトグラフィーによって精製される。Ｆｌｕｂｌｏｋ（登録商標）製品の一回量は
、インフルエンザ株毎に４５μｇのＨＡを含み、すなわち、３価の用量毎に１３５μｇを
含む。これは、塩化ナトリウム、一塩基性リン酸ナトリウム、二塩基性リン酸ナトリウム
およびポリソルベート２０もまた含む。
【００５５】
　組換え宿主系において発現させられたポリペプチドを使用することに代わる有用なもの
として、インフルエンザビリオン由来のヘマグルチニンを含む従来のインフルエンザワク
チンを使用することがある。したがって、本発明は、自己複製ＲＮＡを従来のインフルエ
ンザワクチンと併せて使用することができ、それによって後者を改善する。ビリオン由来
インフルエンザワクチンは、生ウイルスに基づくか、または不活化ウイルスに基づくかの
いずれかであり、そして不活化ワクチンは、全ビリオン、「スプリット」ビリオンに基づ
いてもよいし、または精製された表面抗原に基づいてもよい。ビリオン由来ＨＡは、ウイ
ロゾームの形態においてもまた提供され得る。本発明は、全てのこれらの種類のインフル
エンザワクチンとともに使用され得る。ビリオン由来インフルエンザワクチン組成物は、
アジュバント化されていなくてもよいし、または、例えば、水中油型エマルジョン、例え
ば、スクアレン含有エマルジョンＭＦ５９およびＡＳ０３、を用いてアジュバント化され
ていてもよい。
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【００５６】
　不活化ウイルスが使用される場合、ポリペプチド含有組成物は、全ビリオン、スプリッ
トビリオンまたは精製された表面抗原（ヘマグルチニンを含み、そして、通常、ノイラミ
ニダーゼもまた含む）を含み得る。ウイルスを不活化するための化学的手段として、有効
量の１種類もしくはそれより多くの以下の薬剤を用いた処理が挙げられる：界面活性剤、
ホルムアルデヒド、β－プロピオラクトン、メチレンブルー、ソラレン、カルボキシフラ
ーレン（Ｃ６０）、バイナリーエチルアミン、アセチルエチレンイミンまたはそれらの組
み合わせ。ウイルス不活化の非化学的方法は当技術分野において公知であり、例えば、Ｕ
Ｖ光またはガンマ線照射のようなものがある。
【００５７】
　スプリットビリオンは、精製されたビリオンを界面活性剤（例えば、エチルエーテル、
ポリソルベート８０、デオキシコレート、リン酸トリ－Ｎ－ブチル、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－
１００、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｎ１０１、セチルトリメチルアンモニウムブロミド、Ｔｅｒｇｉ
ｔｏｌ　ＮＰ９など）で処理することによって取得されてサブビリオン調製物を生産し、
これは「Ｔｗｅｅｎ－エーテル」スプリットプロセスを含む。インフルエンザウイルスを
スプリットする方法は、例えば、当技術分野において周知であり、例えば、国際出願第０
２／２８４２２号、国際出願第０２／０６７９８３号、国際出願第０２／０７４３３６号
、国際出願第０１／２１１５１号、国際出願第０２／０９７０７２号、国際出願第２００
５／１１３７５６号などを参照のこと。このウイルスのスプリットは、崩壊濃度のスプリ
ット剤を用いて全ウイルス（感染性であろうと非感染性であろうと）を典型的には崩壊さ
せるかまたは断片化させることによって遂行される。この崩壊は、ウイルスタンパク質の
完全または部分的な可溶化をもたらし、このウイルスの統合性を変化させる。好ましいス
プリット剤は非イオン性界面活性剤またはイオン性（例えばカチオン性）界面活性剤（例
えばカチオン性）であり、例えば、アルキルグリコシド、アルキルチオグリコシド、アシ
ル糖、スルホベタイン、ベタイン、ポリオキシエチレンアルキルエーテル、Ｎ，Ｎ－ジア
ルキル－グルカミド、Ｈｅｃａｍｅｇ、アルキルフェノキシ－ポリエトキシエタノール、
ＮＰ９、第四級アンモニウム化合物、サルコシル、ＣＴＡＢ（セチルトリメチルアンモニ
ウムブロミド）、リン酸トリ－Ｎ－ブチル、セタブロン、ミリスチルトリメチルアンモニ
ウム塩、リポフェクチン、リポフェクタミンおよびＤＯＴ－ＭＡ、オクチル－もしくはノ
ニルフェノキシポリオキシエタノール（例えば、Ｔｒｉｔｏｎ界面活性剤、例えば、Ｔｒ
ｉｔｏｎ　Ｘ－１００またはＴｒｉｔｏｎ　Ｎ１０１）、ポリオキシエチレンソルビタン
エーテル（Ｔｗｅｅｎ界面活性剤）、ポリオキシエチレンエーテル、ポリオキシエチレン
エステルなどである。１つの有用なスプリット手順は、デオキシコール酸ナトリウムおよ
びホルムアルデヒドの連続効果を使用し、そしてスプリットは最初のビリオン精製の間（
例えば、ショ糖密度勾配溶液中）に起こり得る。したがって、スプリットのプロセスは、
ビリオン含有材料の浄化（ビリオン以外の材料を除去するため）と、収集されたビリオン
の濃縮（例えば、吸着方法、例えばＣａＨＰＯ４吸着、を使用して）と、ビリオン以外の
材料からの全ビリオンの分離と、密度勾配遠心工程（例えば、スプリット剤、例えばデオ
キシコール酸ナトリウム、を含むショ糖勾配を使用する）における、スプリット剤を使用
したビリオンのスプリットと、その後の、望まない材料を除去するための濾過（例えば限
外濾過）とを含み得る。別の有用なスプリットビリオンの調製は、デオキシコール酸ナト
リウムでビリオンをスプリットさせ、そしてその後、不活化を確実にするためにデオキシ
コール酸ナトリウムおよびホルムアルデヒドを使用し、その後限外濾過および除菌濾過す
ることによってなされる。スプリットインフルエンザワクチンの例には、ＢＥＧＲＩＶＡ
Ｃ（登録商標）製品、ＦＬＵＡＲＩＸ（登録商標）製品、ＦＬＵＺＯＮＥ（登録商標）製
品およびＦＬＵＳＨＩＥＬＤ（登録商標）製品がある。
【００５８】
　精製されたインフルエンザウイルス表面抗原ワクチンは表面抗原ＨＡを含み、そして典
型的にはＮＡをもまた含む。精製された形態でこれらのタンパク質を調製するためのプロ
セスは当技術分野において周知である。ＦＬＵＶＩＲＩＮ（登録商標）製品、ＡＧＲＩＰ
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ＰＡＬ（登録商標）製品およびＩＮＦＬＵＶＡＣ（登録商標）製品は、インフルエンザサ
ブユニットワクチンである。
【００５９】
　別の形態の不活化抗原にはウイロソーム（核酸を含まないウイルス様リポソーム粒子；
Ｈｕｃｋｒｉｅｄｅ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ　３７
３：７４－９１）がある。ウイロソームは、界面活性剤を用いたウイルスの可溶化、その
後の、ヌクレオキャプシドの除去、およびウイルス糖タンパク質を含む膜の再構成によっ
て調製され得る。ウイロソームを調製するための代替的な方法は、リポソームの膜中にウ
イルスタンパク質を与えるために、ウイルス膜糖タンパク質を過剰量のリン脂質に添加す
ることを含む。
【００６０】
　ＨＡは、近年の不活化インフルエンザワクチンにおける主要な免疫原であり、そしてワ
クチン用量は、ＨＡレベル（典型的にはＳＲＩＤによって計測される）を参照することに
よって規格化される。既存のワクチンは、典型的には、株毎に約１５μｇのＨＡを含むが
、より低用量が使用され得る（例えば、子供に対して、またはパンデミックの状況下で、
あるいはアジュバントを使用するとき）。分割量、例えば、１／２（すなわち、株毎に７
．５μｇのＨＡ）、１／４および１／８、が使用され、同様に、より高用量（例えば、３
ｘまたは９ｘ用量；Ｔｒｅａｎｏｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｊ　Ｉｎｆｅｃｔ　Ｄｉ
ｓ　１７３：１４６７－７０，Ｋｅｉｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）Ｃｌｉｎ　Ｄｉ
ａｇｎ　Ｌａｂ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　３：５０７－１０）も使用される。したがって、ワク
チンは、インフルエンザ株毎に０．１μｇおよび１５０μｇの間のＨＡ、特に、０．１μ
ｇと５０μｇの間、例えば、０．１～２０μｇ、０．１～１５μｇ、０．１～１０μｇ、
０．１～７．５μｇ、０．５～５μｇ、のＨＡを含み得る。特定の用量として、例えば、
株毎に、約４５、約３０、約１５、約１０、約７．５、約５、約３．８、約３．７５、約
１．９、約１．５などが挙げられる。
【００６１】
　本発明は、生ワクチンとともにもまた使用され得る。通常、このようなワクチンは、ビ
リオン含有液からビリオンを精製することによって調製される。例えば、この液は遠心分
離によって浄化され、そして緩衝剤（例えば、ショ糖、リン酸カリウムおよびグルタミン
酸一ナトリウムを含む）を用いて安定化され得る。様々な形態のインフルエンザウイルス
ワクチンが近年利用可能である（例えば、Ｖａｃｃｉｎｅｓ（ｅｄｓ．　Ｐｌｏｔｋｉｎ
ｓ　＆　Ｏｒｅｎｓｔｅｉｎ）．４ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，２００４，ＩＳＢＮ：０－７
２１６－９６８８－０の第１７章および第１８章を参照のこと）。生ウイルスワクチンと
してＭｅｄＩｍｍｕｎｅのＦＬＵＭＩＳＴ（登録商標）製品が挙げられる。このウイルス
は典型的には弱毒化されており、そしてこれは温度感受性であってもよく、そして／また
は低温適応性であってもよい。生ワクチンについて、投与量は、ＨＡ含有量よりむしろ５
０％組織培養感染量（ＴＣＩＤ５０）または蛍光フォーカス単位（ＦＦＵ）によって計測
され、そして株毎に１０６および１０８の間の（特に、１０６．５～１０７．５の間の）
ＴＣＩＤ５０またはＦＦＵが典型的である。
【００６２】
　本発明に使用されるインフルエンザ株は、野生型のウイルスにおいて見出されるような
天然のＨＡ、または改変されたＨＡを有し得る。例えば、ウイルスを鳥類において高度に
病原性にさせる決定基（例えば、ＨＡ１／ＨＡ２切断部位周辺の超塩基性領域）を除去す
るためにＨＡを改変することは公知である。逆遺伝学の使用はこのような改変を容易にす
る。
【００６３】
　全ての実施形態において、従来のウイルス由来ポリペプチドを使用するものであろうと
組み換えポリペプチドを使用するものであろうと、本発明に使用される組成物は、単一株
のインフルエンザウイルスに由来するＨＡポリペプチド（１価）または複数株に由来する
ＨＡポリペプチド（多価）を含み得る。したがって、組成物は、１種類もしくはそれより
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多くの（例えば、１種類、２種類、３種類、４種類もしくはそれより多くの）インフルエ
ンザウイルス株、例えば、インフルエンザＡウイルスおよび／またはインフルエンザＢウ
イルス、に由来するＨＡを含み得る。ワクチンが１種類より多くの株に由来するＨＡを含
む場合、異なる株に由来するＨＡは、典型的には、別々に調製され、そしてその後混合さ
れる。３価ワクチンが典型的であり、２種類のインフルエンザＡウイルス株（例えば、Ｈ
１株およびＨ３株、例えば、Ｈ１Ｎ１およびＨ３Ｎ２）に由来するＨＡおよび１種類のイ
ンフルエンザＢウイルス株に由来するＨＡを含む（すなわち、典型的な３価季節性インフ
ルエンザワクチンにおいて見られる株の組み合わせ）。４価ワクチンもまた有用であり（
国際出願第２００８／０６８６３１号）、２種類のインフルエンザＡウイルス株に由来す
るＨＡおよび２種類のインフルエンザＢウイルス株に由来するＨＡ、あるいは３種類のイ
ンフルエンザＡウイルス株に由来するＨＡおよび１種類のインフルエンザＢウイルス株に
由来するＨＡを含む。２種類のインフルエンザＡ株（例えば、Ｈ１株およびＨ３株、例え
ば、Ｈ１Ｎ１およびＨ３Ｎ２）に由来するＨＡならびに２種類のインフルエンザＢ株（例
えば、Ｂ／Ｙａｍａｇａｔａ／１６／８８様株の１種類の株およびＢ／Ｖｉｃｔｏｒｉａ
／２／８７様株の１種類の株）に由来するＨＡを有する４価ワクチンは特に有用である。
【００６４】
　送達系
　ＲＮＡは、裸のＲＮＡとして（例えば、単なるＲＮＡの水溶液として）送達され得るが
、細胞内への移入を増強し、そしてまた、後の細胞内効果も増強するために、特定の実施
形態において、ＲＮＡ分子は、送達系、例えば、粒子状送達系またはエマルジョン送達系
、と組み合わせて投与される。したがって、ポリポプチド成分およびＲＮＡ成分に加え、
本発明の組成物は、追加の成分（例えば、脂質、ポリマーまたは標的細胞内へのＲＮＡの
移入を容易にし得る他の成分）を含み得る。多くの送達系は、当業者に周知である。
【００６５】
　ＲＮＡは、受容体媒介性エンドサイトーシスによって細胞内に導入され得る（例えば、
米国特許第６，０９０，６１９号、Ｗｕ　＆　Ｗｕ（１９８８）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ
．，２６３：１４６２１およびＣｕｒｉｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）ＰＮＡＳ　ＵＳ
Ａ　８８：８８５０）。米国特許第６，０８３，７４１号は、それ自体インテグリン受容
体結合部分（例えば、ＡＧＤ配列を有する環状ペプチド）にカップリングされているポリ
カチオン部分（例えば、３～１００個のリジン残基を有するポリＬ－リジン）に核酸を結
合させることによって、哺乳類細胞内に外因性の核酸を導入することを開示している。
【００６６】
　ＲＮＡ分子は、両親媒性物質によって細胞内に送達され得る（例えば、米国特許第６，
０７１，８９０号）。典型的には、核酸分子は、カチオン性両親媒性物質とともに複合体
を形成し得る。この複合体と接触させた哺乳類細胞は、容易にそれを取り込むことができ
る。
【００６７】
　３つの特に有用な送達系は、（ｉ）リポソーム、（ｉｉ）毒性がなく、そして生分解性
のポリマー微粒子、（ｉｉｉ）カチオン性サブミクロン水中油型エマルジョンである。
【００６８】
　リポソーム
　様々な両親媒性脂質が、水性環境において二重層を形成してリポソームとしてＲＮＡ含
有水性コアを被包し得る。これらの脂質は、アニオン性、カチオン性または両性イオン性
の親水性頭部基を有し得る。アニオン性リン脂質からのリポソームの形成は、１９６０年
代にさかのぼり、そしてカチオン性リポソーム形成脂質は、１９９０年代から研究されて
きた。いくつかのリン脂質はアニオン性であるのに対して、別のものは両性イオン性であ
り、そして別のものはカチオン性である。適切なクラスのリン脂質としてホスファチジル
エタノールアミン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルセリンおよびホスファチジル
－グリセロールが挙げられるが、これらに限定されず、そしていくつかの有用なリン脂質
は表１にリストされる。有用なカチオン性脂質としてジオレオイルトリメチルアンモニウ
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ムプロパン（ＤＯＴＡＰ）、１，２－ジステアリルオキシ－Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－アミ
ノプロパン（ＤＳＤＭＡ）、１，２－ジオレイルオキシ－Ｎ，Ｎ　ジメチル－３－アミノ
プロパン（ＤＯＤＭＡ）、１，２－ジリノレイルオキシ－Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－アミノ
プロパン（ＤＬｉｎＤＭＡ）、１，２－ジリノレニルオキシ－Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－ア
ミノプロパン（ＤＬｅｎＤＭＡ）が挙げられるがこれらに限定されない。両性イオン性脂
質としてアシル両性イオン性脂質およびエーテル両性イオン性脂質が挙げられるが、これ
らに限定されない。その他の有用な脂質は国際公開第２０１２／０３１０４６において開
示されている。これらの脂質は飽和であってもよいし、または不飽和であってもよい。リ
ポソームを調製するための少なくとも１種類の不飽和脂質の使用が好ましい。不飽和脂質
が２つの尾部を有する場合、両方の尾部は不飽和であってもよいし、またはこれは１つの
飽和尾部および１つの不飽和尾部を有してもよい。
【００６９】
　好ましいリポソームは、５．０～７．６（例えば、５．７～５．９）の範囲内のｐＫａ
を有する脂質、特に、３級アミンを有する脂質、を含む（国際出願第２０１２／００６３
７８号を参照のこと）。
【００７０】
　リポソームは、単一の脂質からかまたは脂質の混合物から形成され得る。混合物は、（
ｉ）アニオン性脂質の混合物（ｉｉ）カチオン性脂質の混合物（ｉｉｉ）両性イオン性脂
質の混合物（ｉｖ）アニオン性脂質およびカチオン性脂質の混合物（ｖ）アニオン性脂質
および両性イオン性脂質の混合物（ｖｉ）両性イオン性脂質およびカチオン性脂質の混合
物、または（ｖｉｉ）アニオン性脂質、カチオン性脂質および両性イオン性脂質の混合物
を含み得る。同様に、混合物は、飽和脂質および不飽和脂質の両方を含み得る。例えば、
混合物は、ＤＳＰＣ（両性イオン性、飽和）、ＤｌｉｎＤＭＡ（カチオン性、不飽和）お
よび／またはＤＭＧ（アニオン性、飽和）を含み得る。脂質の混合物が使用される場合、
この混合物中の成分脂質のすべてが、両親媒性であることが必要であるとは限らず、例え
ば、１種類またはそれより多くの両親媒性脂質はコレステロールと混合され得る。
【００７１】
　脂質の親水性部分は、ＰＥＧ化され得る（すなわち、ポリエチレングリコールの共有結
合によって修飾される）。この修飾は、リポソームの安定性を増大させ、そしてリポソー
ムの非特異的吸着を防ぐことができる。例えば、脂質は、国際出願第２００５／１２１３
４８号においておよびＨｅｙｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｊ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ
　Ｒｅｌｅａｓｅ　１０７：２７６－８７において開示されているもののような技術を使
用してＰＥＧに結合体化させられ得る。様々な長さのＰＥＧが使用されることができ、例
えば、０．５～８ｋＤａの間、１～３ｋＤａの間（国際出願第２０１２／０３１０４３号
）または３～１１ｋＤａの間（国際出願第２０１３／０３３５６３号）である。
【００７２】
　ＤＳＰＣ、ＤｌｉｎＤＭＡ、ＰＥＧ－ＤＭＧおよびコレステロールの混合物は、実施例
において使用される。これらは、国際出願第２０１２／００６３７６号において開示され
ている通りに作製され得る。
【００７３】
　通常、リポソームは３つの群に分けられる：多重膜ベシクル（ＭＬＶ）；小型単層ベシ
クル（ＳＵＶ）；および大型単層ベシクル（ＬＵＶ）。ＭＬＶは、それぞれのベシクル内
に複数の二重層を有し、いくつかの分離した水性コンパートメントを形成する。ＳＵＶお
よびＬＵＶは、水性コアを被包する単一の二重層を有する；ＳＵＶは、典型的には、直径
≦５０ｎｍを有し、そしてＬＵＶは直径＞５０ｎｍを有する。理想的には、本発明に有用
なリポソームは、５０～２２０ｎｍの範囲内の直径を有するＬＵＶである。異なる直径を
有するＬＵＶの集団を含む組成物について：（ｉ）数の上で少なくとも８０％が、２０～
２２０ｎｍの範囲内の直径を有するべきであり、（ｉｉ）理想的には、この集団の平均直
径（Ｚａｖ、強度による）は、４０～２００ｎｍの範囲内にあり、そして／または（ｉｉ
ｉ）これらの直径は、多分散指数＜０．２を有するべきである。
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【００７４】
　６０～１８０ｎｍの範囲内の直径を有するリポソームは特に有用であり得（国際出願第
２０１２／０３０９０１号）、例えば、８０～１６０ｎｍの範囲内の直径を有するもので
ある。異なる直径を有するリポソームの集団を含む組成物について：（ｉ）数の上で少な
くとも８０％のリポソームが６０～１８０ｎｍ、そして特に８０～１６０ｎｍ、の範囲内
の直径を有すべきであり、そして／または（ｉｉ）理想的には、この集団の平均直径（強
度による、例えばＺ－平均）は、６０～１８０ｎｍ、そして特に８０～１６０ｎｍ、の範
囲内である。
【００７５】
　リポソームの懸濁液中の平均粒子径およびサイズ分布を決定するための装置は市販され
ている。これらは、典型的には、動的光散乱および／または単粒子光学検知の技術を使用
し、例えば、Ｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｓｉｚｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｓａｎｔａ　Ｂａｒｂ
ａｒａ、ＵＳＡ）から市販されているＡｃｃｕｓｉｚｅｒ（登録商標）およびＮｉｃｏｍ
ｐ（登録商標）シリーズの機器、またはＭａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（ＵＫ
）からのＺｅｔａｓｉｚｅｒ（登録商標）機器、あるいはＨｏｒｉｂａ（Ｋｙｏｔｏ、Ｊ
ａｐａｎ）からのＰａｒｔｉｃｌｅ　Ｓｉｚｅ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　Ａｎａｌｙ
ｚｅｒ機器がある。動的光散乱法は、リポソームの直径を決定する好ましい方法である。
リポソームの集団について、本発明の組成物中における平均リポソーム径を規定するため
の好ましい方法は、Ｚ－平均、すなわち、動的光散乱法（ＤＬＳ）によって計測されるリ
ポソームのアンサンブル収集物の強度加重平均流体力学的サイズである。Ｚ－平均は、計
測された相関曲線のキュムラント解析に由来し、ここにおいて、単一の粒子サイズ（リポ
ソーム径）が想定され、そして単一指数フィッティングが自己相関関数に適用される。キ
ュムラント解析アルゴリズムは分布を与えないが、強度加重Ｚ－平均に加えて、多分散指
数を与える。
【００７６】
　適切なリポソームを調製するための技術は、当技術分野において周知であり、例えば、
Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，Ｖｏｌｕｍｅ　１
：Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｎａｎｏｃａｒｒｉｅｒｓ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ
　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ．（ｅｄ．　Ｗｅｉｓｓｉｇ）．Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ，２０
０９．ＩＳＢＮ　１６０３２７３５９Ｘ、Ｌｉｐｏｓｏｍｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　
ｖｏｌｕｍｅｓ　Ｉ，ＩＩ　＆　ＩＩＩ．（ｅｄ．　Ｇｒｅｇｏｒｉａｄｉｓ）．Ｉｎｆ
ｏｒｍａ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，２００６．およびＦｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｐｏｌｙｍ
ｅｒ　Ｃｏｌｌｏｉｄｓ　ａｎｄ　Ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｖｏｌｕｍｅ　４　
（Ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ，　ｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅｓ　＆　ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ
）．（ｅｄｓ．　Ａｒｓｈａｄｙ　＆　Ｇｕｙｏｔ）．Ｃｉｔｕｓ　Ｂｏｏｋｓ，２００
２を参照のこと。１つの有用な方法は、Ｊｅｆｆｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００５）Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２２（３）：３６２－３７２において記載さ
れており、そして（ｉ）脂質のエタノール性溶液、（ｉｉ）核酸の水溶液および（ｉｉｉ
）緩衝液の混合、その後の、混合、平衡化、希釈ならびに精製を含む。
【００７７】
　特定の実施形態において、ＲＮＡはリポソーム内に被包され、そしてそれによって、こ
のリポソームは、水性のＲＮＡ含有コアの周辺に外層を形成する。この被包は、ＲＮアー
ゼ消化からＲＮＡを保護することが見出されている。このリポソームは、いくつかの外部
ＲＮＡを含み得る（例えば、このリポソームの表面上に）が、少なくとも半分のＲＮＡ（
そして理想的にはそのすべて）は被包されている。
【００７８】
　有用な組成物は、１：１および２０：１の間のＮ：Ｐ比を有するリポソームおよびＲＮ
Ａを含み得、ここで「Ｎ：Ｐ比」とは、カチオン性脂質中の窒素の、ＲＮＡ中のホスフェ
ートに対するモル比であり（国際出願第２０１３／００６８２５号を参照のこと）、例え
ば、２：１、４：１、８：１または１０：１のＮ：Ｐ比である。
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【００７９】
　ポリマー性微粒子　
　様々なポリマーが、微粒子を形成してＲＮＡを被包または吸着し得る（例えば、国際出
願第２０１２／００６３５９号を参照のこと）。実質的に毒性がないポリマーの使用は、
レシピエントが安全にこの粒子を受けることができることを意味し、そして生分解性ポリ
マーの使用は、この粒子が、送達後に代謝されて長期的な存続を回避することができるこ
とを意味する。有用なポリマーは、また滅菌可能でもあって薬学的等級の処方物の調製を
補助する。
【００８０】
　適切な、毒性のなくそして生分解性のポリマーとしてポリ（α－ヒドロキシ酸）、ポリ
ヒドロキシ酪酸、ポリラクトン（ポリカプロラクトンを含む）、ポリジオキサノン、ポリ
バレロラクトン、ポリオルトエステル、ポリ酸無水物、ポリシアノアクリレート、チロシ
ン由来ポリカーボネート、ポリビニルピロリジノンまたはポリエステルアミドおよびそれ
らの組み合わせが挙げられるが、これらに限定されない。
【００８１】
　いくつかの実施形態において、微粒子は、ポリ（α－ヒドロキシ酸）、例えば、ポリ（
ラクチド）（「ＰＬＡ」）、ラクチドおよびグリコリドのコポリマー、例えば、ポリ（Ｄ
，Ｌ－ラクチド－コ－グリコリド）（「ＰＬＧ」）、ならびにＤ，Ｌ－ラクチドおよびカ
プロラクトンのコポリマー、から形成される。有用なＰＬＧポリマーとして、例えば、２
０：８０～８０：２０の範囲（例えば、２５：７５、４０：６０、４５：５５、５０：５
０、５５：４５、６０：４０、７５：２５）のラクチド／グリコリドモル比を有するもの
が挙げられる。有用なＰＬＧポリマーとして、例えば、５，０００～２００，０００Ｄａ
（例えば、１０，０００～１００，０００、２０，０００～７０，０００、３０，０００
～４０，０００、４０，０００～５０，０００Ｄａ）の分子量を有するものが挙げられる
。
【００８２】
　理想的には、微粒子は、０．０２μｍ～８μｍの範囲内の直径を有する。異なる直径を
有する微粒子の集団を含む組成物について、数の上で少なくとも８０％が、０．０３～７
μｍの範囲内の直径を有するべきである。
【００８３】
　適切な微粒子を調製するための技術は、当技術分野において周知であり、例えば、Ａｒ
ｓｈａｄｙ　＆　Ｇｕｙｏｔ，Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　ｉｎ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ．
（ｅｄｓ．Ｕｃｈｅｇｂｕ　＆　Ｓｃｈａｔｚｌｅｉｎ，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，２００６
）、特に第７章、およびＭｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｕｌａｔｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　
ｔｈｅ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎｄ　Ｖａｃｃｉｎｅｓ．（ｅ
ｄｓ．Ｃｏｈｅｎ　＆　Ｂｅｒｎｓｔｅｉｎ）．ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，１９９６．を参照
のこと。ＲＮＡの吸着を容易にするために、微粒子はカチオン性の界面活性剤および／ま
たは脂質を含み得る（例えば、Ｏ’Ｈａｇａｎ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｊ　Ｖｉｒｏ
ｌｏｇｙ　７５：９０３７－９０４３およびＳｉｎｇｈ　ｅｔ　ａｌ．（２００３）Ｐｈ
ａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２０：２４７－２５１．において開示さ
れている通りに）。ポリマー性微粒子を作製する代替的な方法は、成形し、硬化させるこ
とによるものである（例えば、国際公開第２００９／１３２２０６号において開示されて
いる通りに）。
【００８４】
　本発明の微粒子は、４０～１００ｍＶの間のゼータ電位を有し得る。
【００８５】
　リポソームを超える微粒子の１つの長所は、それらが、安定した保管のために容易に凍
結乾燥させられることである。
【００８６】
　ＲＮＡは微粒子に吸着されていてもよく、そして吸着は、この微粒子中にカチオン性材
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料（例えばカチオン性脂質）を含むことによって容易になる。
【００８７】
　水中油型カチオン性エマルジョン　
　水中油型エマルジョンは、タンパク質を基とするインフルエンザワクチンをアジュバン
ト化することが公知であり、例えば、ＦＬＵＡＤ（登録商標）製品におけるＭＦ５９（登
録商標）アジュバント、およびＰＲＥＰＡＮＤＲＩＸ（登録商標）製品におけるＡＳ０３
アジュバントがある。エマルジョンが１種類もしくはそれより多くのカチオン性分子を含
むという条件において、本発明にしたがうＲＮＡ送達は水中油型エマルジョンを利用し得
る（国際出願第２０１２／００６３８０号、国際出願第２０１３／００６８３４号および
国際出願第２０１３／００６８３７号を参照のこと）。例えば、カチオン性脂質は、負に
荷電したＲＮＡが付着することができる正電荷の液滴表面を提供するためにエマルジョン
中に含まれ得る。したがって、特定の実施形態において、本発明のＲＮＡ送達は、カチオ
ン性サブミクロン水中油型エマルジョンを使用して達成される。
【００８８】
　エマルジョンは、１種類またはそれより多くの油を含む。適切な油（単数または複数）
として、例えば、動物（例えば魚類）起源または植物起源に由来するものが挙げられる。
理想的には、この油は、生分解性（代謝可能）かつ生体適合性である。植物油の起源とし
てナッツ、種子、および穀類が挙げられる。最も一般的に入手可能なピーナッツ油、ダイ
ズ油、ヤシ油およびオリーブ油は、ナッツ油の例示である。ホホバ油が使用され得、例え
ば、これはホホバ豆から取得される。種子油としてベニバナ油、綿実油、ヒマワリ種子油
、ゴマ油などが挙げられる。穀類の群において、コーン油は最も容易に入手可能なもので
あるが、他の穀物、例えば、コムギ、カラスムギ、ライムギ、イネ、テフ、ライコムギな
ど、の油もまた使用され得る。グリセロールおよび１，２－プロパンジオールの６～１０
炭素脂肪酸エステルは、種子油中で天然に生じないが、ナッツ油および種子油から出発し
て、適切な材料の加水分解、分離およびエステル化によって調製され得る。哺乳類の乳由
来の脂肪および油は代謝可能であり、そしてそのため、使用され得る。動物供給源から純
粋な油を取得するために必要な分離、精製、けん化およびその他の手段についての手順は
、当技術分野において周知である。
【００８９】
　ほとんどの魚は、容易に回収され得る代謝可能な油を含む。例えば、タラ肝油、サメ肝
油および鯨油、例えば鯨ろう、は、本明細書において使用され得るいくつかの魚油の例示
である。多くの分枝鎖油は、５－炭素イソプレン単位で生化学的に合成され、そして一般
的にテルペノイドと呼ばれる。好ましいエマルジョンはスクアレン、分枝状の不飽和テル
ペノイドであるサメ肝油を含み得る。スクアラン（スクアレンに対する飽和アナログ）も
また使用され得る。スクアレンおよびスクアランを含む魚油は、商業的供給源から容易に
入手可能であるか、または当技術分野において公知の方法によって取得され得る。
【００９０】
　他の有用な油は、トコフェロールであり、特に、スクアレンと組み合わせたものである
。エマルジョンの油相がトコフェロールを含む場合、α、β、γ、δ、εまたはζトコフ
ェロールのいずれかが使用され得るが、α－トコフェロールが好ましい。Ｄ－α－トコフ
ェロールおよびＤＬ－α－トコフェロールは両方とも使用され得る。好ましいα－トコフ
ェロールはＤＬ－α－トコフェロールである。スクアレンおよびトコフェロール（例えば
、ＤＬ－α－トコフェロール）を含む油の組み合わせが使用され得る。
【００９１】
　エマルジョン中の油は、油の組み合わせ、例えば、スクアレンおよび少なくとも１種類
の別の油、を含み得る。
【００９２】
　エマルジョンの水性成分は、淡水（例えばｗ．ｆ．ｉ．）であってもよいし、またはさ
らなる成分、例えば溶質、を含んでもよい。例えば、これは、緩衝液を形成するための塩
（例えば、クエン酸塩またはリン酸塩、例えばナトリウム塩）を含み得る。典型的な緩衝
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剤として、リン酸緩衝剤；Ｔｒｉｓ緩衝剤；ホウ酸緩衝剤；コハク酸緩衝剤；ヒスチジン
緩衝剤；またはクエン酸緩衝剤が挙げられる。緩衝化された水相が好ましく、そして緩衝
剤は、典型的には、５～２０ｍＭの範囲内において含まれる。
【００９３】
　エマルジョンはカチオン性脂質もまた含む。特定の実施形態において、このエマルジョ
ンの形成および安定化を容易にすることができるように、この脂質は界面活性剤である。
一般的に、有用なカチオン性脂質は、生理的条件下で正に荷電した窒素原子、例えば、第
三級アミンまたは第四級アミンとして、を含む。この窒素は、両親媒性界面活性剤の親水
性頭部基中にあり得る。有用なカチオン性脂質として以下のものが挙げられるが、これら
に限定されない：１，２－ジオレオイルオキシ－３－（トリメチルアンモニオ）プロパン
（ＤＯＴＡＰ）、３’－［Ｎ－（Ｎ’，Ｎ’－ジメチルアミノエタン）－カルバモイル］
コレステロール（ＤＣコレステロール）、ジメチルジオクタデシル－アンモニウム（ＤＤ
Ａ、例えばブロミド）、１，２－ジミリストイル－３－トリメチル－アンモニウムプロパ
ン（ＤＭＴＡＰ）、ジパルミトイル（Ｃ１６：０）トリメチルアンモニウムプロパン（Ｄ
ＰＴＡＰ）、ジステアロイルトリメチルアンモニウムプロパン（ＤＳＴＡＰ）が挙げられ
るが、これらに限定されない。他の有用なカチオン性脂質は以下である：ベンザルコニウ
ムクロリド（ＢＡＫ）、ベンゼトニウムクロリド、セトラミド（ｃｅｔｒａｍｉｄｅ）（
テトラデシルトリメチルアンモニウムブロミドならびに、場合によっては、少量のドデシ
ルトリメチルアンモニウム（ｄｅｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ）ブロ
ミドおよびヘキサデシルトリメチルアンモニウムブロミドを含む）、セチルピリジニウム
クロリド（ＣＰＣ）、セチルトリメチルアンモニウムクロリド（ＣＴＡＣ）、Ｎ，Ｎ’，
Ｎ’－ポリオキシエチレン（１０）－Ｎ－獣脂（ｔａｌｌｏｗ）－１，３－ジアミノプロ
パン、ドデシルトリメチルアンモニウムブロミド、ヘキサデシルトリメチル－アンモニウ
ムブロミド、混合アルキルトリメチル－アンモニウムブロミド、ベンジルジメチルドデシ
ルアンモニウムクロリド、ベンジルジメチルヘキサデシル－アンモニウムクロリド、ベン
ジルトリメチルアンモニウムメトキシド、セチルジメチルエチルアンモニウムブロミド、
ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロミド（ＤＤＡＢ）、メチルベンゼトニウムクロ
リド、デカメトニウムクロリド、メチル混合トリアルキルアンモニウムクロリド、メチル
トリオクチルアンモニウムクロリド）、Ｎ，Ｎ－ジメチル－Ｎ－［２（２－メチル－４－
（１，１，３，３テトラメチルブチル）－フェノキシ］－エトキシ）エチル］－ベンゼン
メタンアミニウムクロリド（ＤＥＢＤＡ）、ジアルキルジメチルアンモニウム塩、［１－
（２，３－ジオレイルオキシ）－プロピル］－Ｎ，Ｎ，Ｎ，トリメチルアンモニウムクロ
リド、１，２－ジアシル－３－（トリメチルアンモニオ）プロパン（アシル基＝ジミリス
トイル、ジパルミトイル、ジステアロイル、ジオレオイル）、１，２－ジアシル－３（ジ
メチルアンモニオ）プロパン（アシル基＝ジミリストイル、ジパルミトイル、ジステアロ
イル、ジオレオイル）、１，２－ジオレオイル－３－（４’－トリメチル－アンモニオ）
ブタノイル－ｓｎ－グリセロール、１，２－ジオレオイル　３－スクシニル－ｓｎ－グリ
セロールコリンエステル、コレステリル（４’－トリメチルアンモニオ）ブタノエート、
Ｎ－アルキルピリジニウム塩（例えば、セチルピリジニウムブロミドおよびセチルピリジ
ニウムクロリド）、Ｎ－アルキルピペリジニウム塩、ジカチオン性ボラ型電解質（Ｃ１２

Ｍｅ６；Ｃ１２Ｂｕ６）、ジアルキルグリセチルホスホリルコリン、リソレシチン、Ｌ－
αジオレオイル－ホスファチジルエタノールアミン、コレステロールヘミスクシネートコ
リンエステル、リポポリアミン（以下のものが挙げられるが、これらに限定されない）、
ジオクタデシルアミドグリシルスペルミン（ＤＯＧＳ）、ジパルミトイルホスファチジル
エタノール－アミドスペルミン（ＤＰＰＥＳ）、リポポリ－Ｌ（またはＤ）－リジン（Ｌ
ＰＬＬ、ＬＰＤＬ）、Ｎ－グルタリルホスファチジルエタノールアミンに結合体化された
ポリ（Ｌ（またはＤ）－リジン、ペンダントアミノ基を有するジドデシルグルタミン酸エ
ステル（Ｃ１２ＧｌｕＰｈＣｎＮ＋）、ペンダントアミノ基を有するジテトラデシルグル
タミン酸エステル（Ｃ１２ＧｌｕＰｈＣｎＮ＋）、コレステロールのカチオン性誘導体（
以下のものが挙げられるが、これらに限定されない）、コレステリル－３β－オキシスク
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シンアミドエチレントリメチルアンモニウム塩、コレステリル－３β－オキシスクシンア
ミドエチレンジメチルアミン、コレステリル－３β－カルボキシアミドエチレントリメチ
ルアンモニウム塩、およびコレステリル－３β－カルボキシアミドエチレンジメチルアミ
ン。他の有用なカチオン性脂質は、ＵＳ－２００８／００８５８７０およびＵＳ－２００
８／００５７０８０において記載されている。
【００９４】
　特定の実施形態において、カチオン性脂質は、生分解性（代謝可能）かつ生体適合性で
ある。
【００９５】
　油およびカチオン性脂質に加えて、エマルジョンは、非イオン性界面活性剤および／ま
たは両性イオン性界面活性剤を含み得る。そのような界面活性剤として、ポリオキシエチ
レンソルビタンエステル界面活性剤（一般的にＴｗｅｅｎと呼ばれる）、特に、ポリソル
ベート２０およびポリソルベート８０；エチレンオキシド（ＥＯ）、プロピレンオキシド
（ＰＯ）および／またはブチレンオキシド（ＢＯ）のコポリマー（ＤＯＷＦＡＸ（登録商
標）商標下で販売されている、例えば、直鎖状ＥＯ／ＰＯブロックコポリマー；オクトキ
シノール、これは、繰り返しのエトキシ（オキシ－１，２－エタンジイル）基の数が変動
し得、オクトキシノール－９（Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００またはｔ－オクチルフェノキシ
ポリエトキシエタノール）が特に興味深い；（オクチルフェノキシ）ポリエトキシエタノ
ール（ＩＧＥＰＡＬ　ＣＡ－６３０／ＮＰ－４０）；リン脂質、例えばホスファチジルコ
リン（レシチン）；ラウリル、セチル、ステアリルおよびオレイルアルコールから誘導さ
れるポリオキシエチレン脂肪エーテル（Ｂｒｉｊ界面活性剤として公知）、例えば、トリ
エチレングリコールモノラウリルエーテル（Ｂｒｉｊ　３０）；ポリオキシエチレン－９
－ラウリルエーテル；ならびにソルビタンエステル（Ｓｐａｎとして一般的に公知）、例
えば、ソルビタントリオレエート（Ｓｐａｎ８５）およびソルビタンモノラウレート、が
挙げられるが、これらに限定されない。このエマルジョン中に含むための好ましい界面活
性剤には、ポリソルベート８０（Ｔｗｅｅｎ８０；ポリオキシエチレンソルビタンモノオ
レエート）、Ｓｐａｎ８５（ソルビタントリオレエート）、レシチン、およびＴｒｉｔｏ
ｎ　Ｘ－１００がある。
【００９６】
　これらの界面活性剤の混合物は、エマルジョン中に含まれることができ、例えば、Ｔｗ
ｅｅｎ８０／Ｓｐａｎ８５混合物またはＴｗｅｅｎ８０／Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００混合物
がある。ポリオキシエチレンソルビタンエステル（例えば、ポリオキシエチレンソルビタ
ンモノオレエート（Ｔｗｅｅｎ８０））およびオクトキシノール（例えば、ｔ－オクチル
フェノキシ－ポリエトキシエタノール（Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００））の組み合わせもま
た適している。他の有用な組み合わせは、ラウレス９＋ポリオキシエチレンソルビタンエ
ステルおよび／またはオクトキシノールを含む。有用な混合物は、１０～２０の範囲内の
ＨＬＢ値を有する界面活性剤（例えば、１５．０のＨＬＢを有するポリソルベート８０）
および１～１０の範囲内のＨＬＢ値を有する界面活性剤（例えば、１．８のＨＬＢを有す
るソルビタントリオレエート）を含み得る。
【００９７】
　最終エマルジョン中の油の好ましい量（体積％）は、２～２０％の間、例えば、５～１
５％、６～１４％、７～１３％、８～１２％、である。約４～６％または約９～１１％の
スクアレン含有量は特に有用である。
【００９８】
　最終エマルジョン中の界面活性剤の好ましい量（重量％）は、０．００１％および８％
の間である。例えば：０．２～４％、特に、０．４～０．６％の間、０．４５～０．５５
％の間、約０．５％または１．５～２％の間、１．８～２．２％の間、１．９～２．１％
の間、約２％または０．８５～０．９５％もまたは約１％、のポリオキシエチレンソルビ
タンエステル（例えば、ポリソルベート８０）；０．０２～２％、特に、約０．５％また
は約１％のソルビタンエステル（例えば、ソルビタントリオレエート）；０．００１～０
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．１％、特に、０．００５～０．０２％、のオクチル－またはノニルフェノキシポリオキ
シエタノール（例えば、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）；０．１～８％、特に、０．１～１
０％、そして特に、０．１～１％または約０．５％、のポリオキシエチレンエーテル（例
えば、ラウレス９）である。
【００９９】
　油および界面活性剤の絶対量ならびにそれらの比は、依然としてエマルジョンを形成し
たまま、広い範囲内で変動され得る。当業者は、所望のエマルジョンを取得するために成
分の相対的な割合を容易に変動させ得るが、４：１および５：１の間の、油および界面活
性剤についての重量比が典型的である（過剰な油）。
【０１００】
　エマルジョンの免疫賦活活性を確実にするための重要なパラメーターは、特に、大型の
動物において、油滴サイズ（直径）である。最も有効なエマルジョンは、サブミクロンの
範囲の液滴サイズを有する。適切には、この液滴サイズは、範囲５０～７５０ｎｍ内であ
る。最も有用には、平均液滴サイズは、２５０ｎｍ未満、例えば、２００ｎｍ未満、１５
０ｎｍ未満である。平均液滴サイズは、有用には、８０～１８０ｎｍの範囲内である。理
想的には、エマルジョンの油滴の少なくとも８０％（数の上で）が、直径で２５０ｎｍ未
満であり、そして特に、少なくとも９０％がそうである。エマルジョン中の平均液滴サイ
ズおよびサイズ分布を決定するための装置は、市販されている。これらのこれらは、典型
的には、動的光散乱および／または単粒子光学検知の技術を使用し、例えば、Ｐａｒｔｉ
ｃｌｅ　Ｓｉｚｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｓａｎｔａ　Ｂａｒｂａｒａ、ＵＳＡ）から市
販されているＡｃｃｕｓｉｚｅｒ（登録商標）およびＮｉｃｏｍｐ（登録商標）シリーズ
の機器、またはＭａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（ＵＫ）からのＺｅｔａｓｉｚ
ｅｒ（登録商標）機器、またはＨｏｒｉｂａ（Ｋｙｏｔｏ、Ｊａｐａｎ）からのＰａｒｔ
ｉｃｌｅ　Ｓｉｚｅ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　Ａｎａｌｙｚｅｒ機器がある。
【０１０１】
　理想的には、液滴サイズの分布（数の上で）は１つの最大値のみを有する、すなわち、
平均値（モード）の周辺に分布する液滴の単一の集団があり、２つの最大値を有するので
はない。好ましいエマルジョンは、＜０．４、例えば、０．３、０．２またはそれより小
さい多分散性を有する。
【０１０２】
　サブミクロンの液滴および狭いサイズ分布を有する適切なエマルジョンは、微少溶液操
作の使用によって取得され得る。この技術は、高圧および高速度で、幾何学的に固定され
たチャネルを通して投入成分のストリームを推進することによって、平均油滴サイズを減
少させる。これらのストリームは、チャネル壁、チャンバー壁および互いに接触する。そ
の結果としての剪断力、衝撃力、およびキャビテーション力は、液滴サイズにおける減少
を引き起こす。微少溶液操作の繰り返しのステップは、所望の液滴サイズ平均および分布
を有するエマルジョンが達成されるまで実行され得る。
【０１０３】
　微少溶液操作に代わるものとして、熱的方法が、転相を引き起こすために使用され得る
（ＵＳ２００７／００１４８０５において開示される通りに）。これらの方法もまた、厳
密な粒度サイズ分布を有するサブミクロンのエマルジョンを提供することができる。
【０１０４】
　好ましいエマルジョンは、濾過滅菌され得る、すなわち、それらの液滴は、２２０ｎｍ
のフィルターを通過することができる。滅菌の提供と同様に、この手順はまた、エマルジ
ョン中のいずれの大きな液滴をも除去する。
【０１０５】
　特定の実施形態において、エマルジョン中のカチオン性脂質はＤＯＴＡＰである。カチ
オン性水中油型エマルジョンは、約０．５ｍｇ／ｍｌ～約２５ｍｇ／ｍｌのＤＯＴＡＰを
含み得る。例えば、このカチオン性水中油型エマルジョンは、約０．５ｍｇ／ｍｌ～約２
５ｍｇ／ｍｌでＤＯＴＡＰを含み得る。例示的な実施形態において、このカチオン性水中
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油型エマルジョンは、約０．８ｍｇ／ｍｌ～約１．６ｍｇ／ｍｌのＤＯＴＡＰを含み、例
えば、０．８ｍｇ／ｍｌ、１．２ｍｇ／ｍｌ、１．４ｍｇ／ｍｌまたは１．６ｍｇ／ｍｌ
である。
【０１０６】
　特定の実施形態において、カチオン性脂質はＤＣコレステロールである。カチオン性水
中油型エマルジョンは、約０．１ｍｇ／ｍｌ～約５ｍｇ／ｍｌのＤＣコレステロールで、
ＤＣコレステロールを含み得る。例えば、このカチオン性水中油型エマルジョンは、約０
．１ｍｇ／ｍｌ～約５ｍｇ／ｍｌのＤＣコレステロールを含み得る。例示的な実施形態に
おいて、このカチオン性水中油型エマルジョンは、約０．６２ｍｇ／ｍｌ～約４．９２ｍ
ｇ／ｍｌのＤＣコレステロールを含み、例えば２．４６ｍｇ／ｍｌである。
【０１０７】
　特定の実施形態において、カチオン性脂質はＤＤＡである。カチオン性水中油型エマル
ジョンは、約０．１ｍｇ／ｍｌ～約５ｍｇ／ｍｌのＤＤＡを含み得る。例えば、このカチ
オン性水中油型エマルジョンは、ＤＤＡを約０．１ｍｇ／ｍｌ～約２５ｍｇ／ｍｌで含み
得る。例示的な実施形態において、このカチオン性水中油型エマルジョンは、約０．７３
ｍｇ／ｍｌ～約１．４５ｍｇ／ｍｌのＤＤＡを含み、例えば１．４５ｍｇ／ｍｌである。
【０１０８】
　患者への投与のための、本発明の特定の好ましい組成物はスクアレン、スパン８５、ポ
リソルベート８０およびＤＯＴＡＰを含む。例えば：スクアレンは５～１５ｍｇ／ｍｌで
存在し得；スパン８５は０．５～２ｍｇ／ｍｌで存在し得；ポリソルベート８０は０．５
～２ｍｇ／ｍｌで存在し得；そしてＤＯＴＡＰは０．１～１０ｍｇ／ｍｌで存在し得る。
エマルジョンは、同じ量の（体積の上で）スパン８５およびポリソルベート８０を含み得
る。このエマルジョンは界面活性剤より多くのスクアレンを含み得る。このエマルジョン
はＤＯＴＡＰより多くのスクアレンを含み得る。
【０１０９】
　免疫原性組成物
　典型的には、免疫原性組成物は、ＲＮＡおよびポリペプチド（ならびに任意の送達系）
に加えて薬学的に受容可能な担体を含む。このような担体の徹底的な議論は、Ｇｅｎｎａ
ｒｏ（２０００）Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ：Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉ
ｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，２０ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎにおいて得られる。
【０１１０】
　本発明の薬学的組成物は、淡水（例えば、ｗ．ｆ．ｉ．）の中、または緩衝液、例えば
、リン酸緩衝液、Ｔｒｉｓ緩衝液、ホウ酸緩衝液、コハク酸緩衝液、ヒスチジン緩衝液ま
たはクエン酸緩衝液、の中に活性のある成分（ＲＮＡおよびポリペプチド）を含み得る。
典型的には、緩衝剤の塩は、５～２０ｍＭの範囲内で含まれる。
【０１１１】
　本発明の薬学的組成物は、５．０および９．５の間、例えば、６．０および８．０の間
、のｐＨを有し得る。
【０１１２】
　本発明の組成物は、浸透圧を与えるためにナトリウム塩（例えば塩化ナトリウム）を含
み得る。１０±２ｍｇ／ｍｌの濃度のＮａＣｌが典型的であり、例えば約９ｍｇ／ｍｌで
ある。
【０１１３】
　本発明の組成物は金属イオンキレート剤を含み得る。これらは、ホスホジエステルの加
水分解を加速させ得るイオンを除去することによってＲＮＡの安定性を延長させ得る。　
したがって、組成物は、１種類もしくはそれより多くのＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ、ＢＡＰＴＡ
、ペンテト酸などを含み得る。典型的には、このようなキレート剤は、１０～５００μＭ
の間、例えば０．１ｍＭ、で存在する。有益なことに緩衝作用もまた提供しながら、クエ
ン酸塩、例えばクエン酸ナトリウム、はキレート剤としてもまた働く。
【０１１４】
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　本発明の薬学的組成物は、２００ｍＯｓｍ／ｋｇおよび４００ｍＯｓｍ／ｋｇの間、例
えば、２４０～３６０ｍＯｓｍ／ｋｇの間または２９０～３１０ｍＯｓｍ／ｋｇの間、の
モル浸透圧濃度を有し得る。
【０１１５】
　本発明の薬学的組成物は、１種類もしくはそれより多くの保存料、例えば、チメロサー
ルまたは２－フェノキシエタノール、を含み得る。水銀を含まない組成物が好ましく、そ
して保存料を含まないワクチンが調製され得る。
【０１１６】
　特定の実施形態において、本発明の薬学的組成物は滅菌されている。
【０１１７】
　別の特定の実施形態において、本発明の薬学的組成物は、発熱原性でなく、例えば、用
量毎に＜１のＥＵ（エンドトキシン単位、標準的な尺度）を含み、そしていくつかの実施
形態において、用量毎に＜０．１のＥＵを含む。
【０１１８】
　特定の実施形態において、本発明の薬学的組成物はグルテンを含まない。
【０１１９】
　本発明の薬学的組成物は、単位用量の形態において調製され得る。いくつかの実施形態
において、単位用量は、０．１～１．０ｍｌの間、例えば約０．５ｍｌ、の体積を有し得
る。
【０１２０】
　本発明の薬学的組成物は、１種類もしくはそれより多くの小分子免疫増強剤を含み得る
。例えば、この組成物は、ＴＬＲ２アゴニスト（例えばＰａｍ３ＣＳＫ４）、ＴＬＲ４ア
ゴニスト（例えば、アミノアルキルグルコサミニドホスフェート、例えばＥ６０２０）、
ＴＬＲ７アゴニスト（例えばイミキモド）、ＴＬＲ８アゴニスト（例えばレシキモド）お
よび／またはＴＬＲ９アゴニスト（例えばＩＣ３１）を含み得る。理想的には、いずれの
このようなアゴニストも＜２０００Ｄａの分子量を有する。
【０１２１】
　組成物は注射剤として調製され得、これは溶液としてか、または懸濁液としてかのいず
れかである。この組成物は、肺内投与（例えば、細微なスプレーを使用する吸入器による
）のために調製され得る。この組成物は、鼻腔内投与、耳内投与または眼投与（例えば、
スプレーまたは液滴として）のために調製され得る。筋肉内投与のための注射剤が典型的
である。
【０１２２】
　組成物は、免疫学的有効量のＲＮＡおよびポリペプチドならびに、必要に応じて、任意
の他の成分、を含む。「免疫学的有効量」によって、固体にその量を投与すること（単一
用量においてか、または一連のものの部分としてかのいずれかによって）が、処置または
予防に有効であることが意味される。この量は、処置されるべき固体の健康状態および身
体状態、年齢、処置されるべき固体の分類群（例えば、ヒト以外の霊長類、霊長類など）
、固体の免疫系の抗体を合成する能力、所望の予防の程度、ワクチンの製剤形態、処置す
る医者による医学的状況の評価、およびその他の関係する因子に依存して変動する。この
量は、通例の試験を通して決定され得る比較的広い範囲内に収まることが期待される。概
して、本発明の組成物のポリペプチドおよびＲＮＡ含有量は、用量毎のＲＮＡの量の観点
から表される。好ましい用量は≦１００μｇのＲＮＡ（例えば、１０～１００μｇ、例え
ば、約１０μｇ、２５μｇ、５０μｇ、７５μｇまたは１００μｇ）を有する。発現物は
、はるかにより低いレベル（例えば、≦１μｇ／用量、≦１００ｎｇ／用量、≦１０ｎｇ
／用量、≦１ｎｇ／用量）で認められ得るが、０．１μｇの最小用量が好ましい（国際出
願第２０１２／００６３６９号を参照のこと）。
【０１２３】
　本発明は、本発明の薬学的組成物を含む送達器具（例えば、シリンジ、ネブライザー、
スプレイヤー、吸入器、皮膚パッチなど）もまた提供する。この器具は、被験者にこの組
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成物を投与するために使用され得る。
【０１２４】
　処置の方法および医学的使用
　本発明の薬学的組成物は、インフルエンザウイルスに対する免疫反応を誘発するための
インビボでの使用のためのものである。
【０１２５】
　本発明は、有効量の本発明の薬学的組成物を投与する工程を含み、脊椎動物における免
疫反応を生じさせるための方法を提供する。この免疫反応は、好ましくは、防御的であり
、そして好ましくは、抗体および／または細胞媒介性免疫を含む。この方法はブースター
反応を生じさせ得る。
【０１２６】
　本発明は、脊椎動物におけるインフルエンザウイルスに対する免疫反応を生じさせるた
めの方法における使用のための本発明の薬学的組成物もまた提供する。
【０１２７】
　本発明は、脊椎動物におけるインフルエンザウイルスに対する免疫反応を生じさせるた
めの薬物の製造における、上記で記載される通りの、ＲＮＡ分子およびポリペプチドの使
用もまた提供する。
【０１２８】
　これらの使用および方法によって脊椎動物において免疫反応を生じさせることによって
、この脊椎動物はインフルエンザウイルス感染および／または疾患に対して保護され得る
。この組成物は免疫原性であり、そして特定の実施形態において、より多くのワクチン組
成物である。本発明にしたがうワクチンは、予防的か（すなわち、感染を予防するため）
または治療的か（すなわち、感染症を処置するため）のいずれかであり得るが、典型的に
は、予防的である。
【０１２９】
　特定の実施形態において、脊椎動物は哺乳類、例えば、ヒトまたは大型の獣医学的哺乳
類（例えば、ウマ、ウシ、シカ、ヤギ、ブタ）である。ワクチンが予防的使用のためのも
のである場合、特定の実施形態において、ヒトは、子供（例えば、歩き始めの子供または
幼児）あるいはティーンエイジャーである；ワクチンが治療的使用のためのものである場
合、特定の実施形態において、ヒトはティーンエイジャーまたは大人である。子供のため
に意図されたワクチンは、大人にもまた投与され得る（例えば、安全性、用量、免疫原性
などを評価するために）。　
【０１３０】
　本発明にしたがって調製されたワクチンは、子供および大人の両方を処置するために使
用され得る。したがって、ヒト患者は、１歳未満、５歳未満、１～５歳、５～１５歳、１
５～５５歳または少なくとも５５歳であり得る。特定の実施形態において、このワクチン
を受けるための患者は、年配者（例えば、≧５０歳、≧６０歳および特に≧６５年）、年
少者（例えば、≦５歳）、入院患者、医療従事者、軍人（ａｒｍｅｄ　ｓｅｒｖｉｃｅ）
および軍関係者、妊娠女性、慢性的に病気の患者または免疫不全の患者である。しかし、
このワクチンは、これらの群についてのみ適切であるのではなく、そしてより一般的に集
団において使用され得る。
【０１３１】
　一般的に、本発明の組成物は、直接的に患者に投与される。直接送達は、非経口的な注
射（例えば、皮下にか、腹腔内にか、静脈内にか、筋肉内にか、皮内にか、または組織の
間質の空間に）によって成し遂げられ得る。代替的な送達経路として、直腸投与、経口投
与（例えば、錠剤、スプレー）、口腔投与、舌下投与、膣内投与、局所投与、経皮（ｔｒ
ａｎｓｄｅｒｍａｌ）投与もしくは経皮（ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ）投与、鼻腔内
投与、眼投与、耳内投与、肺内投与あるいはその他の粘膜投与が挙げられる。皮内投与お
よび筋肉内投与が２つの好ましい経路である。注射は、針（例えば皮下注射針）によって
もよいが、針を使わない注射が代替的に使用され得る。典型的な筋肉内投与量は０．５ｍ
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ｌである。
【０１３２】
　本発明は、全身性免疫および／または粘膜免疫を誘発するために、特に、全身性免疫お
よび／または粘膜免疫の増強を誘発するために、使用され得る。
【０１３３】
　治療的処置の有効性を確認する一つの方法は、組成物の投与後に病原体感染をモニタリ
ングすることを含む。予防的処置の有効性を確認する一つの方法は、抗原に対する、全身
性の（例えば、ＩｇＧ１およびＩｇＧ２ａ生産のレベルをモニタリングして）および／ま
たは粘膜性の（例えば、ＩｇＡ生産のレベルをモニタリングして）、免疫反応をモニタリ
ングすることを含む。典型的には、抗原特異的血清抗体反応は免疫化後に決定される。組
成物の免疫原性を評価する別の方法は、標的ポリペプチドに対して患者血清または粘膜分
泌物をスクリーニングすることである。タンパク質と患者試料との間の陽性反応は、この
患者が、問題のポリペプチドに対する免疫反応を開始したことを示す。組成物の有効性は
、目的の感染症の病原体の適切な動物モデルを曝露させることによってインビボにおいて
もまた決定され得る。
【０１３４】
　投薬は、単一用量スケジュールまたは複数用量スケジュールによるものであり得る。複
数用量は、一次免疫化スケジュールにおいて、そして／またはブースター免疫化スケジュ
ールにおいて使用され得る。複数用量スケジュールにおいて、様々な用量は、同一または
異なる経路（例えば、非経口的なプライムおよび粘膜的なブースト、粘膜的なプライムお
よび非経口的なブースト、など）によって与えられ得る。複数用量は、典型的には、少な
くとも１週間（例えば、約２週間、約３週間、約４週間、約６週間、約８週間、約１０週
間、約１２週間、約１６週間など）離して投与される。一つの実施形態において、複数用
量は、生後およそ、６週間後、１０週間後および１４週間後に、（例えば、世界保健機関
のＥｘｐａｎｄｅｄ　Ｐｒｏｇｒａｍ　ｏｎ　Ｉｍｍｕｎｉｓａｔｉｏｎ（「ＥＰＩ」）
において多くの場合使用される通り、６週、１０週および１４週の週齢で）投与され得る
。代替的な実施形態において、２回の一次用量は、約２か月離して（例えば、約７、８も
しくは９週間離して）投与され、その後、２回目の一次用量の約６か月後～１年後（例え
ば、２回目の一次用量の約６、８、１０または１２か月後）に１回もしくはそれより多く
のブースター用量が用いられる。さらなる実施形態において、３回の一次用量は、約２か
月離して（例えば、約７、８または９週間離して）投与され、その後、３回目の一次用量
の約６か月後～１年後に（例えば、３回目の一次用量の約６、８、１０または１２か月後
に）１回もしくはそれより多くのブースター用量が用いられる。
【０１３５】
　キット
　本発明は、（ａ）インフルエンザウイルス抗原由来のエピトープを含むポリペプチドを
含む第１のキット成分、および（ｂ）インフルエンザウイルス抗原由来のエピトープを含
むポリペプチドをコードする自己複製ＲＮＡを含む第２のキット成分、を含むキットもま
た提供する。
【０１３６】
　一つの局面において、この２つのキット成分は、本発明の免疫原性組成物を与えるため
に混合され得る。別の局面において、このキットは、インフルエンザウイルスに対する免
疫反応を引き起こすために、第２の組成物の前に第１の成分が投与される免疫化投与計画
で投与するのに適している。
【０１３７】
　第１のキット成分および第２のキット成分は別々に保存される。それらの容器は互いに
分離されていてもよいし（例えば、２つのバイアル）、または互いに結合されていてもよ
い（例えば、デュアルチャンバーシリンジにおける２つのチャンバー）。
【０１３８】
　これらキット成分のいずれかまたは両方は、水性の形態であり得る。これらキット成分
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のいずれかまたは両方は、固体の形態または乾燥形態であり得る（例えば、凍結乾燥され
ている）。
【０１３９】
　このＲＮＡおよびポリペプチドが併用投与されるとき、それらを別々に詰めそして保存
することがいっそう望ましくあり得る。これら２つの成分は、例えば、投与の約７２時間
前以内、約４８時間前以内、約２４時間前以内、約１２時間前以内、約１０時間前以内、
約９時間前以内、約８時間前以内、約７時間前以内、約６時間前以内、約５時間前以内、
約４時間前以内、約３時間前以内、約２時間前以内、約１時間前以内、約４５分前以内、
約３０分前以内、約１５分前以内、約１０分前以内または約５分前以内に合わせられ得る
。例えば、このポリペプチドおよびＲＮＡは、患者のベッドサイドで合わせられ得る。
【０１４０】
　これらの成分が順々に投与される場合、それらは、互いに約４時間以内、約３時間以内
、約２時間以内、約１時間以内、約４５分以内、約３０分以内、約１５分以内、約１０分
以内または約５分以内に投与され得る。プライム組成物、ブースト組成物またはその両方
は、必要に応じて、本明細書中に記載される通りの、１種類もしくはそれより多くの送達
系、免疫制御剤（例えばアジュバント）を含み得る。
【０１４１】
　キットの成分のための適切な容器として、例えば、ボトル、バイアル、シリンジおよび
試験管が挙げられる。容器は、ガラスまたはプラスチックを含む様々な材料から形成され
得る。容器は、無菌のアクセスポートを有し得る（例えば、容器は、静脈内溶液バッグま
たは皮下注射針により穿刺可能なストッパーを有するバイアルであり得る）。
【０１４２】
　キットは、薬学的に受容可能な緩衝液、例えば、リン酸緩衝食塩水、リンゲル液または
デキストロース溶液、を含む第３の容器をさらに含み得る。これは、エンドユーザーに有
用な他の材料（例えば、薬学的に受容可能な他の処方溶液、例えば、緩衝剤、希釈剤、フ
ィルター、注射針、およびシリンジ、または他の送達器具）もまた含み得る。キットは、
アジュバント（例えば、水中油型エマルジョン）を含む第４の容器もさらに包含し得る。
【０１４３】
　キットは、免疫を誘導する方法についての、または感染症を処置することについての書
面による指示を含む添付文書もまた含みうる。この添付文書は、未承認である添付文書の
草稿であってもよいし、または米国食品医薬品局（ＦＤＡ）または他の規制機関により承
認された添付文書であってもよい。
【０１４４】
　キット成分は、異なる場所で（例えば、異なる商業的実体によって、異なる国において
でさえ）製造され、そしてその後に合わせられてキットを形成してもよい。したがって、
本発明は、本明細書中で定義される通りのポリペプチドとともにキットの中へとアセンブ
リするための本明細書中で定義される通りのＲＮＡ、ならびに本明細書中で定義される通
りのＲＮＡとともにキットの中へとアセンブリするための本明細書中で定義される通りの
ポリペプチドを包含する。
【０１４５】
　本発明の１つの局面は、プライム組成物によって誘導された免疫反応がブースト組成物
によってブーストされる「プライムおよびブースト」免疫化投与計画に関する。例えば、
抗原を用いたプライム（少なくとも１回）の後の（例えば、ＲＮＡまたはポリペプチドの
投与後の）、実質的に異なる形態の抗原（例えば、ポリペプチドの代わりにＲＮＡ、逆も
またしかり）を含むブースト組成物。ブースト組成物の投与は、一般的に、プライム組成
物の投与後、数週間後または数か月後である（例えば、プライム組成物が投与された後、
約１週間後、約２週間後、約３週間後、約４週間後、約８週間後、約１２週間後、約１６
週間後、約２０週間後、約２４週間後、約２８週間後、約３２週間後、約３６週間後、約
４０週間後、約４４週間後、約４８週間後、約５２週間後、約１か月後、約２か月後、約
３か月後、約４か月後、約５か月後、約６か月後、約７か月後、約８か月後、約９か月後
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、約１０か月後、約１１か月後、約１２か月後、約１８か月後、約２年後、約３年後、約
４年後、約５年後、約６年後、約７年後、約８年後、約９年後または約１０年後）。
【０１４６】
　一般
　用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」は、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」および「
からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ）」を包含し、例えば、Ｘを「含む」組成物は、排他的
にＸからなってもよいし、または追加的な何かを含んでもよい（例えば、Ｘ＋Ｙ）。
【０１４７】
　数値ｘに関して、用語「約」とは、必要に応じたものであり、そして例えば、ｘ±１０
％を意味する。
【０１４８】
　「実質的に」という言葉は、「完全に」を除外せず、例えば、Ｙを「実質的に含まない
」組成物は、Ｙを完全に含まない、であってもよい。必要に応じて、「実質的に」という
言葉は、本発明の定義から省略され得る。
【０１４９】
　本発明の組成物の活性のある成分は、異なる場所で製造され、そしてその後に合わせら
れそして製剤化されてもよい。したがって、プロセスの異なる工程は、異なる場所で（例
えば、異なる国で）異なる人々によって大きく異なる回数実行されてもよい。したがって
、いくつかの実施形態において、インフルエンザウイルス抗原由来のエピトープを含むポ
リペプチドおよび自己複製ＲＮＡは、別々に（そして異なる実態によってでさえ）調製さ
れ、その後合わせられてもよいし、または一緒に使用されてもよい。本発明は、本明細書
中で定義される通りのポリペプチドとともにその後使用するための本明細書中で定義され
る通りのＲＮＡ、ならびにまた本明細書中で定義される通りのＲＮＡとともにその後使用
するための本明細書中で定義される通りのポリペプチドを包含する。これら２つの成分は
、それらの調製（例えば、異なる商業的実体による、そして／または異なる国における）
の後の任意の時点で、合わせられてもよいし、共製剤化されてもよいしまたは一緒に併せ
て使用されてもよい。したがって、ＲＮＡおよびポリペプチドは同じ場所で作製される必
要はない。
【０１５０】
　「エピトープ」とは、免疫系によって（例えば、抗体によって、またはＴ細胞受容体に
よって）認識される抗原の部位である。ポリペプチドエピトープは、直鎖状であってもよ
いし、または立体構造的であってもよい。Ｔ細胞およびＢ細胞は、異なる方法で抗原を認
識する。Ｔ細胞が、クラスＩＩ　ＭＨＣ分子またはクラスＩ　ＭＨＣ分子に埋め込まれた
タンパク質のペプチド断片を細胞の表面において認識するのに対し、Ｂ細胞は、免疫グロ
ブリン様細胞表面受容体によって、プロセシングされていない抗原の表面特徴を認識する
。Ｔ細胞の抗原認識機構とＢ細胞の抗原認識機構との差違は、それらのエピトープの異な
る性格に反映される。したがって、Ｂ細胞は、抗原または病原体の表面特徴を認識するの
に対して、Ｔ細胞エピトープ（約８～１２アミノ酸の長さのペプチドを含む）は、抗原の
三次元構造の文脈で見たとき、「表面」エピトープであると同時に「内部」エピトープで
もあり得る。したがって、Ｂ細胞エピトープは、好ましくは、抗原または病原体の表面上
に露出されており、そして直鎖状または立体構造的であり得るのに対して、Ｔ細胞エピト
ープは、典型的には、直鎖状であるが、利用可能であるかまたは抗原の表面にあることが
必要とされない。通常、Ｂ細胞エピトープは、少なくとも約５個のアミノ酸を含むが、３
～４個のアミノ酸ほどに小さくてもよい。Ｔ細胞エピトープ、例えばＣＴＬエピトープ、
は典型的には、少なくとも約７～９個のアミノ酸を含み、そしてヘルパーＴ細胞エピトー
プは典型的には、少なくとも約１２～２０個のアミノ酸を含む。
【０１５１】
　個体が、複数のエピトープを有するポリペプチド抗原で免疫化される場合、多くの場合
において、反応するＴリンパ球の大部分は、その抗原に由来する１つまたは少数の直鎖状
エピトープに特異的であり、そして／または応答するＢリンパ球の大部分は、その抗原に
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る。このようなエピトープは、典型的には「免疫優性エピトープ」と呼ばれる。いくつか
の免疫優性エピトープを有する抗原において、単一のエピトープが最も優性となり得、そ
して典型的には、これは「一級（ｐｒｉｍａｒｙ））」免疫優性エピトープと呼ばれる。
残りの免疫優性エピトープは、典型的には、「二級（ｓｅｃｏｎｄａｒｙ）」免疫優性エ
ピトープ（単数または複数）と呼ばれる。
【実施例】
【０１５２】
　発明を実施するための形態
　実施例１：Ｈ５Ｎ１の研究
　Ｂａｌｂ／Ｃマウスを、インフルエンザＡ／Ｔｕｒｋｅｙ／Ｔｕｒｋｅｙ／２００５（
Ｈ５Ｎ１）由来のヘマグルチニンで免疫化した。組成物を０日目および５６日目に投与し
、そして血清を０日目、２１日目、５６日目および７２日目に採取した。ヘマグルチニン
を、タンパク質としてか、または自己複製アルファウイルスＲＮＡレプリコンの中にコー
ドさせてかのいずれかによって（あるいは両方の組み合わせで）送達した。ＲＮＡはカチ
オン性ナノエマルジョン（ＣＮＥ）を用いて送達し、そしてタンパク質は、緩衝液中か、
または水中油型エマルジョンアジュバント（ＭＦ５９）とともにかのいずれかによって送
達した。対照群には、オボアルブミンまたは緩衝液（ＰＢＳ）単独を与えた。マウスは１
０グループに分け、グループ毎に１２匹のマウスがいた：
【数１】

【０１５３】
　表２は、７２日目における血球凝集阻害（ＨＩ）力価（ＧＭＴ）を示す。ＲＮＡおよび
タンパク質の混合物（グループ９）は、ＭＦ５９アジュバント化タンパク質（グループ８
）と同じ程度に高い力価を示した。同様の効果がマイクロ中和試験において見られ、ここ
で３つの異なるＨ５Ｎ１株に対する力価もまた、ＭＦ５９アジュバント化タンパク質を使
用して取得した力価に匹敵していた。
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【表２】

【０１５４】
　ＣＤ８＋Ｔ細胞を、ＨＡ５３３～５４１ペプチドに特異的なＭＨＣＩ五量体を使用して
１０５日目に計測した。このペプチドはＨ１株とＨ５株との間で保存されている。表３は
、五量体陽性細胞の頻度（ＣＤ８＋ＣＤ４４ｈＴ細胞の％）を示し、その結果は、混合Ｒ
ＮＡ／タンパク質組成物の使用が、免疫化後長期間にわたって抗原特異的Ｔ細胞を循環中
に留まらせたことを示す。

【表３】

【０１５５】
　表４は、第２投与の１２週間後のＨ５特異的ＣＤ８＋Ｔ細胞応答（抗原特異的ＣＤ８＋
Ｔ細胞、ＩＦＮγの％）を示す。グループ９は、最も高い比率の抗原特異的ＣＤ８＋Ｔ細
胞を示した。　
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【表４】

【０１５６】
　実施例２：Ｈ１Ｎ１／Ｈ５Ｎ１研究
　マウスを、異なるＨＡサブタイプを有する２つのインフルエンザＡウイルス株：Ａ／Ｃ
ａｌｉｆｏｒｎｉａ／７／０９（Ｈ１Ｎ１）；およびＡ／Ｔｕｒｋｅｙ／Ｔｕｒｋｅｙ／
２００５（Ｈ５Ｎ１）、に由来するヘマグルチニンを用いて免疫化した。組成物を０日目
および５６日目に投与し、そして血清を０日目、２１日目、４２日目、５５日目および７
０日目に採取した。ヘマグルチニンは、タンパク質としてか、または自己複製アルファウ
イルスＲＮＡレプリコンの中にコードさせてかのいずれかによって（あるいは両方の組み
合わせで）送達した。ＲＮＡはカチオン性ナノエマルジョン（ＣＮＥ）を用いて送達し、
そしてタンパク質は、緩衝液中か、または水中油型エマルジョンアジュバント（ＭＦ５９
）とともにかのいずれかによって送達した。対照群には、緩衝液（ＰＢＳ）単独を与えた
。マウスは１０グループに分け、以下の通りにグループ毎に６匹のマウスがいた：

【数２】

【０１５７】
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　表５は、示される実験グループにおける７０日目でのＨＩ力価（ＧＭＴ）を示す。抗Ｈ
５の結果は、Ｈ５レプリコンが、タンパク質の形態で送達されたＨ５ヘマグルチニンに対
する免疫反応を増強することを裏付ける（グループ３およびグループ５を比較のこと）。
さらに、グループ６についての抗Ｈ１の結果は、Ｈ５レプリコンが、抗Ｈ１応答をもまた
、ＭＦ５９を用いてアジュバント化したＨ１タンパク質によって達成された増強（グルー
プ９）に到達するレベルまで増強することができる（グループ６およびグループ８を比較
のこと）ことを示す。
【表５】

【０１５８】
　表６は、Ｈ１またはＨ５ヘマグルチニンについて応答する抗原特異的ＩＦＮγ＋ＣＤ８
＋Ｔ細胞の％を示す。Ｈ５についての抗原特異的なＴ細胞応答は、Ｈ５レプリコンが、タ
ンパク質の形態で送達されたＨ５ヘマグルチニンに対する免疫反応を増強することをさら
に裏付け、最良の結果はグループ５において見られる。全てのレプリコンのグループ（す
なわち、グループ２、グループ５、グループ６およびグループ７）は、タンパク質がＭＦ
５９を用いてアジュバント化されている場合でさえ（グループ４）、タンパク質抗原を用
いて達成されたＨ５特異的応答（すなわち、グループ３およびグループ４）より高いＨ５
特異的応答を示す。同じ効果がＨ１特異的応答で見られた。
【０１５９】
　したがって、２つの異なる様式でヘマグルチニンを送達するためのタンパク質およびレ
プリコンの組み合わせ（すなわちグループ５およびグループ６）は、強いＨＩ力価と一緒
に高い比率のインフルエンザ特異的機能性Ｔ細胞を与える。
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【表６】

【０１６０】
　本発明は、単に例示の方法によって記載されているだけであり、そして本発明の範囲お
よび精神の中に留まったまま、改変がなされ得ることが理解される。
 
表１：有用なリン脂質
ＤＤＰＣ　１，２－ジデカノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＥＰＡ　１，２－ジエルコイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフェート
ＤＥＰＣ　１，２－エルコイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＥＰＥ　１，２－ジエルコイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノールアミ
ン
ＤＥＰＧ　１，２－ジエルコイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－（１
－グリセロール．．．）
ＤＬＯＰＣ　１，２－リノレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＬＰＡ　１，２－ジラウロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフェート
ＤＬＰＣ　１，２－ジラウロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＬＰＥ　１，２－ジラウロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノールアミ
ン
ＤＬＰＧ　１，２－ジラウロイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－（１
－グリセロール．．．）
ＤＬＰＳ　１，２－ジラウロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルセリン
ＤＭＧ　１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン
ＤＭＰＡ　１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフェート
ＤＭＰＣ　１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＭＰＥ　１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノールア
ミン
ＤＭＰＧ　１，２－ミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－（１
－グリセロール．．．）
ＤＭＰＳ　１，２－ジミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルセリン
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ＤＯＰＡ　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフェート
ＤＯＰＣ　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＯＰＥ　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノールアミ
ン
ＤＯＰＧ　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－（１
－グリセロール．．．）
ＤＯＰＳ　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルセリン
ＤＰＰＡ　１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフェート
ＤＰＰＣ　１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＰＰＥ　１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノールア
ミン
ＤＰＰＧ　１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－（
１－グリセロール．．．）
ＤＰＰＳ　１，２－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルセリン
ＤＰｙＰＥ　１，２－ジフィタノイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスホエタノールアミン
ＤＳＰＡ　１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスフェート
ＤＳＰＣ　１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコリン
ＤＳＰＥ　１，２－ジオステアルピル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエタノール
アミン
ＤＳＰＧ　１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－（
１－グリセロール．．．）
ＤＳＰＳ　１，２－ジステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルセリン
ＥＰＣ　卵ＰＣ
ＨＥＰＣ　水素添加卵ＰＣ
ＨＳＰＣ　高純度水素添加大豆ＰＣ
ＨＳＰＣ　水素添加大豆ＰＣ
ＬＹＳＯＰＣ　ＭＹＲＩＳＴＩＣ　１－ミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチ
ジルコリン
ＬＹＳＯＰＣ　ＰＡＬＭＩＴＩＣ　１－パルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチ
ジルコリン
 
ＬＹＳＯＰＣ　ＳＴＥＡＲＩＣ　１－ステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジ
ルコリン
ミルクスフィンゴミエリンＭＰＰＣ　１－ミリストイル，２－パルミトイル－ｓｎ－グリ
セロ３－ホスファチジルコリン
ＭＳＰＣ　１－ミリストイル，２－ステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジル
コリン
ＰＭＰＣ　１－パルミトイル，２－ミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジル
コリン
ＰＯＰＣ　１－パルミトイル，２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコ
リン
ＰＯＰＥ　１－パルミトイル－２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルエ
タノールアミン
ＰＯＰＧ　１，２－ジオレオイル－ｓｎ－グリセロ－３［ホスファチジル－ｒａｃ－（１
－グリセリン）．．．］
ＰＳＰＣ　１－パルミトイル，２－ステアロイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジル
コリン
ＳＭＰＣ　１－ステアロイル，２－ミリストイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジル
コリン
ＳＯＰＣ　１－ステアロイル，２－オレオイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジルコ
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リン
ＳＰＰＣ　１－ステアロイル，２－パルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ホスファチジル
コリン　。
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【国際調査報告】
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