
JP 5872685 B2 2016.3.1

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式
　５’［Ｇ］ｘ｛ＴＣＧＴＣＧ｝ｎＴＣＧ［Ｇ］ｚ

３’

を有し、式中、
　ｘ＝３から２０；
　ｚ＝０から１０；
　ｎ＝２から１００；
　である、免疫刺激性非メチル化オリゴデオキシヌクレオチド、またはその医薬的に許容
可能な塩。
【請求項２】
　ｘ＝３から１０；
　ｚ＜５；
　ｎ＝３から１８；
　であることを特徴とする、請求項１に記載の免疫刺激性非メチル化オリゴデオキシヌク
レオチド。
【請求項３】
　５’［Ｇ］ｘおよび３’［Ｇ］ｚヌクレオチドがホスホロチオエート結合を有し、他の
ヌクレオチドがリン酸ジエステル結合を有する、請求項１または請求項２に記載のオリゴ
デオキシヌクレオチド。
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【請求項４】
　前記オリゴデオキシヌクレオチドが、担体またはハプテンに結合されている、請求項１
から請求項３の何れかに記載のオリゴデオキシヌクレオチド。
【請求項５】
　請求項１から請求項３の何れかに記載のオリゴデオキシヌクレオチドを含むベクター。
【請求項６】
　感染症を防ぐまたは感染症と闘うためのワクチンであって、前記ワクチンは、
　免疫刺激量の、請求項１から請求項４の何れかに記載のオリゴデオキシヌクレオチドお
よび免疫学的量の抗原成分若しくは抗原成分をコードするポリヌクレオチド、および／ま
たは
　請求項５に記載のベクターおよび免疫学的量の抗原成分もしくは抗原成分をコードする
ポリヌクレオチド、ならびに
　医薬的に許容可能な担体を含むことを特徴とするワクチン。
【請求項７】
　前記抗原成分が、野生型の形態で家禽類に対する病原性を有するウイルスまたは微生物
であるか、このウイルスまたは微生物に由来することを特徴とする、請求項６に記載のワ
クチン。
【請求項８】
　前記ウイルスまたは微生物が、伝染性気管支炎ウイルス、ニューカッスル病ウイルス、
伝染性ファブリキウスのう病（ガンボロ）、ニワトリ貧血エージェント、トリレオウイル
ス、マイコプラズマ・ガリセプティカム（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｇａｌｌｉｓｅｐｔｉ
ｃｕｍ）、シチメンチョウ鼻気管炎ウイルス、ヘモフィルス・パラガリナルム（Ｈａｅｍ
ｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｇａｌｌｉｎａｒｕｍ）（コリーザ）、ニワトリポックスウイ
ルス、トリ脳脊髄炎ウイルス、産卵低下症候群ウイルス、感染性咽頭気管炎ウイルス、シ
チメンチョウのヘルペスウイルス、アイメリア属種、オルニソバクテリウム・ライノトラ
キア（Ｏｒｎｉｔｈｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅａｌｅ）、パスツレ
ラ・ムルトシダ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、マイコプラズマ・シ
ノビエ （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｓｙｎｏｖｉａｅ）、サルモネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌ
ｌａ）属種および大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）からなる群から選択されることを特徴とする、
請求項７に記載のワクチン。
【請求項９】
　薬剤として使用するための、請求項１から請求項４の何れかに記載の免疫刺激性非メチ
ル化オリゴデオキシヌクレオチド、または請求項５に記載のベクター。
【請求項１０】
　家禽類において感染症を防ぐまたは感染症と闘うために使用するための、請求項１から
請求項４の何れかに記載の免疫刺激性非メチル化オリゴデオキシヌクレオチド、または請
求項５に記載のベクター。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫刺激性オリゴデオキシヌクレオチド、このようなオリゴデオキシヌクレ
オチドを含むベクターおよびワクチン、薬剤としてのこれらの使用、感染症を防ぐまたは
感染症と闘う際のこれらの使用、ならびにこのようなオリゴデオキシヌクレオチドの検出
方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　過去２０年の間に、免疫系科学において、脊椎動物の免疫系は、病原体の独特な特性に
対する受容体介在性認識を介して、微生物感染を検出し、かつ迅速な免疫活性化を誘発す
るメカニズムを有することが明らかとなってきており、これがいわゆる、同系（ｃｏｇｎ
ａｔｅ）宿主病原体認識受容体（ＰＲＲ）と相互作用する病原体関連分子パターン（ＰＡ
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ＭＰ）である（非特許文献１、非特許文献２）。
【０００３】
　ある種の型の病原体デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）が、これらＰＡＭＰの間で共通してい
ることが現在明らかである。１９９５年に、細菌ＤＮＡ中の非メチル化ＣｐＧモチーフが
、マウスのＢ細胞活性化を誘発することが報告された（非特許文献３）。この研究により
初めて、細菌免疫刺激性非メチル化ＣｐＧ含有ＤＮＡの特異的認識と、哺乳類のＤＮＡに
おける以前に認識されたＣｐＧの抑制および広範なＣｐＧメチル化との関連が生み出され
た。最も有効なＢ細胞刺激性非メチル化ＣｐＧオリゴデオキシヌクレオチド（ＣｐＧ　Ｏ
ＤＮ）は、配列要素ＧＡＣＧＴＴを有することが示された。
【０００４】
　当該分野における次の先例となる論文は、大阪（日本）のアキラシズオ研究室によって
発表された（非特許文献４）。遺伝子クローニングおよびマウスにおけるターゲット遺伝
子ノックアウトアプローチによって、ＣｐＧ－ＯＤＮに対するマウスの細胞反応が、Ｔｏ
ｌｌ様受容体９（ＴＬＲ９）によって媒介されることが明白に示された。その後、ＣｐＧ
－ＯＤＮは、主にＮＦカッパ－Ｂ経路を介したＴＬＲ９シグナリングのアゴニストである
ことが示された（非特許文献５）。その後１０年のうちに、基本的な研究トピックおよび
一般的な潜在的免疫療法用途について非常に数多くの研究が発表された（例えば、非特許
文献６から非特許文献８の総説；非特許文献９から非特許文献１５）。いくつかの総説記
事が、ＣｐＧ－ＯＤＮの抗感染用途（非特許文献１６）、癌治療におけるＴＬＲ９アゴニ
ストの利用（非特許文献１７、非特許文献１８）、喘息およびアレルギー治療のためのＴ
ＬＲ９活性化（非特許文献１９から非特許文献２１）、ならびにワクチンアジュバント（
非特許文献２２から非特許文献２７）に注目している。
【０００５】
　ＣｐＧ　ＯＤＮは、獣医学的用途、特にウシ、ブタ、ヒツジ、イヌ、ニワトリおよび魚
類における免疫刺激剤およびワクチンアジュバントとして記載および考察されている（非
特許文献２８から非特許文献３３）。
【０００６】
　ニワトリにおける獣医学的利用の分野では、ニワトリをニューカッスル病から保護する
ための例えばワクチンでのＣｐＧオリゴデオキシヌクレオチドの使用が記載されている（
非特許文献３４）。最近、ニワトリにおいて、ＴＬＲ２１が、ＣｐＧオリゴデオキシヌク
レオチドの認識において、哺乳類のＴＬＲ９に対する機能的相同体としての機能を果たし
ていることが示された（非特許文献３５）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｉｗａｓａｋｉ　Ａ，Ｍｅｄｚｈｉｔｏｖ　Ｒ．Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
　ｏｆ　ａｄａｐｔｉｖｅ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｉｎｎａｔｅ　ｉｍｍｕ
ｎｅ　ｓｙｓｔｅｍ．２０１０．Ｓｃｉｅｎｃｅ　３２７，２９１－２９５．
【非特許文献２】Ｍｅｄｚｈｉｔｏｖ　Ｒ．，Ａｐｐｒｏａｃｈｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｓｙ
ｍｐｔｏｔｅ：２０　ｙｅａｒｓ　ｌａｔｅｒ．２００９．Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　３０，７
６６－７７５．
【非特許文献３】Ｋｒｉｅｇ　Ａ．Ｍ．，Ｙｉ　Ａ，Ｋ．，Ｍａｔｓｏｎ　Ｓ．，Ｗａｌ
ｄｓｃｈｍｉｄｔ　Ｔ，Ｊ．，Ｂｉｓｈｏｐ　Ｇ．Ａ．，Ｔｅａｓｄａｌｅ　Ｒ．，Ｋｏ
ｒｅｔｚｋｙ　Ｇ．Ａ．，Ｋｌｉｎｍａｎ　Ｄ．Ｍ．，１９９５．ＣｐＧ　ｍｏｔｉｆｓ
　ｉｎ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ＤＮＡ　ｔｒｉｇｇｅｒ　ｄｉｒｅｃｔ　Ｂ－ｃｅｌｌ　
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ．Ｎａｔｕｒｅ　３７４，５４６－５４９．
【非特許文献４】Ｈｅｍｍｉ　Ｈ．，Ｔａｋｅｕｃｈｉ　Ｏ．，Ｋａｗａｉ　Ｔ．，Ｋａ
ｉｓｈｏ　Ｔ．，Ｓａｔｏ　Ｓ．，Ｓａｎｊｏ　Ｈ．，Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ　Ｍ．，Ｈｏ
ｓｈｉｎｏ　Ｋ．，Ｗａｇｎｅｒ　Ｈ．，Ｔａｋｅｄａ　Ｋ．，Ａｋｉｒａ　Ｓ．，２０
００．Ａ　Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｒｅｃｏｇｎｉｚｅｓ　ｂａｃｔｅ
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ｒｉａｌ　ＤＮＡ．Ｎａｔｕｒｅ　４０８，７４０－７４５．
【非特許文献５】Ｍｅｄｚｈｉｔｏｖ　Ｒ．，２００１．ＣｐＧ　ＤＮＡ：ｓｅｃｕｒｉ
ｔｙ　ｃｏｄｅ　ｆｏｒ　ｈｏｓｔ　ｄｅｆｅｎｓｅ．Ｎａｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２，１
５－１６．
【非特許文献６】Ｋｒｉｅｇ　Ａ．Ｍ．，２００２．ＣｐＧ　ｍｏｔｉｆｓ　ｉｎ　ｂａ
ｃｔｅｒｉａｌ　ＤＮＡ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｉｍｍｕｎｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ．Ａｎｎ
ｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２０，７０９－７６０．
【非特許文献７】Ｋｒｉｅｇ　Ａ．Ｍ．，２００３．ＣｐＧ　ｍｏｔｉｆｓ：ｔｈｅ　ａ
ｃｔｉｖｅ　ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ　ｉｎ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｅｘｔｒａｃｔｓ？Ｎ
ａｔ．Ｍｅｄ．９，８３１－８３５．
【非特許文献８】Ｋｒｉｅｇ　Ａ．Ｍ．，２００６．Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｐｏｔｅ
ｎｔｉａｌ　ｏｆ　Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　９　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
．Ｎａｔ．Ｒｅｖ．ＤｒｕｇＤｉｓｃｏｖ．５，４７１－４８４．
【非特許文献９】Ｋｌｉｎｍａｎ　Ｄ．Ｍ．，２００４．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｅｕ
ｔｉｃ　ｕｓｅｓ　ｏｆ　ＣｐＧ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ．Ｎａ
ｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４，２４９－２５８．
【非特許文献１０】Ｖｏｌｌｍｅｒ　Ｊ．，２００５．Ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ｉｎ　ｄｒｕ
ｇ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ　ＣｐＧ　ｏ
ｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｌｉｇａｎｄｓ　ｆｏｒ　ＴＬＲ９．Ｅｘｐ
ｅｒｔ　Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｌ．Ｔｈｅｒ．５，６７３－６８２．
【非特許文献１１】Ｗｉｌｓｏｎ　Ｈ．Ｌ．，Ｄａｒ　Ａ．，Ｎａｐｐｅｒ　Ｓ．Ｋ．，
Ｍａｒｉａｎｅｌａ　Ｌｏｐｅｚ　Ａ．，Ｂａｂｉｕｋ　Ｌ．Ａ．，Ｍｕｔｗｉｒｉ　Ｇ
．Ｋ．，２００６．Ｉｍｍｕｎｅ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｒａｐｅｕｔ
ｉｃ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｏｆ　ＣｐＧ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｓ．Ｉｎｔ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２５，１８３－２１３．
【非特許文献１２】Ｋｉｎｄｒａｃｈｕｋ　Ｊ．，Ｐｏｔｔｅｒ　Ｊ．，Ｗｉｌｓｏｎ　
Ｈ．Ｌ．，Ｇｒｉｅｂｅｌ　Ｐ．，Ｂａｂｉｕｋ　Ｌ．Ａ．，Ｎａｐｐｅｒ　Ｓ．，２０
０８．Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｏｌｌ－ｌｉｋ
ｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　９：ＣｐＧｓ　ａｎｄ　ｂｅｙｏｎｄ．Ｍｉｎｉ　Ｒｅｖ．Ｍｅ
ｄ．Ｃｈｅｍ．８，５９０－６００．
【非特許文献１３】Ｄｏｒｎ　Ａ．，Ｋｉｐｐｅｎｂｅｒｇｅｒ　Ｓ．，２００８．Ｃｌ
ｉｎｉｃａｌ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣｐＧ－，ｎｏｎ－ＣｐＧ－，ａｎｄ　
ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｓ　ｉｍｍｕｎ
ｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ．Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．１０，１０－２０．
【非特許文献１４】Ｖｏｌｌｍｅｒ　Ｊ．，Ｋｒｉｅｇ　Ａ．Ｍ．，２００９．Ｉｍｍｕ
ｎｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ＣｐＧ　ｏｌｉｇｏｄ
ｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ＴＬＲ９　ａｇｏｎｉｓｔｓ．Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅ
ｌｉｖ．Ｒｅｖ．６１，１９５－２０４．
【非特許文献１５】Ｗｉｌｓｏｎ　Ｋ．Ｄ．，ｄｅ　Ｊｏｎｇ　Ｓ．Ｄ．，Ｔａｍ　Ｙ．
Ｋ．，２００９．Ｌｉｐｉｄ－ｂａｓｅｄ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　ＣｐＧ　ｏｌｉｇ
ｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ｅｎｈａｎｃｅｓ　ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｅ
ｕｔｉｃ　ｅｆｆｉｃａｃｙ．Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．６１，２３３－
２４２．
【非特許文献１６】Ｋｒｉｅｇ　Ａ．Ｍ．，２００７ａ．Ａｎｔｉ－ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ
　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　９　ａｇ
ｏｎｉｓｔｓ．Ｐｒｏｃ．Ａｍ．Ｔｈｏｒａｃ．Ｓｏｃ．４，２８９－２９４．
【非特許文献１７】Ｋｒｉｅｇ　Ａ．Ｍ．，２００７ｂ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ
　ＴＬＲ９　ａｇｏｎｉｓｔｓ　ｆｏｒ　ｃａｎｃｅｒ　ｔｈｅｒａｐｙ．Ｊ．Ｃｌｉｎ
．Ｉｎｖｅｓｔ．１１７，１１８４－１１９４．
【非特許文献１８】Ｗｅｉｎｅｒ　Ｇ．Ｊ．，２００９．ＣｐＧ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙ
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ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ－ｂａｓｅｄ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｏｆ　ｌｙｍｐｈｏｉｄ　ｍａｌ
ｉｇｎａｎｃｉｅｓ．Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．６１，２６３－２６７．
【非特許文献１９】Ｋｌｉｎｅ　Ｊ．Ｎ．，２００７．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ　ｏ
ｆ　ａｓｔｈｍａ　ｕｓｉｎｇ　ＣｐＧ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｓ．３９，２７９－２８６．
【非特許文献２０】Ｋｌｉｎｅ　Ｊ．Ｎ．，Ｋｒｉｅｇ　Ａ．Ｍ．，２００８．Ｔｏｌｌ
－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　９　ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＣｐＧ　ｏｌｉ
ｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ｆｏｒ　ａｓｔｈｍａ　ｔｈｅｒａｐｙ．Ｄｒ
ｕｇ　Ｎｅｗｓ　Ｐｅｒｓｐｅｃｔ．２１，４３４－４３９．
【非特許文献２１】Ｆｏｎｓｅｃａ　Ｄ．Ｅ．，Ｋｌｉｎｅ　Ｊ．Ｎ．，２００９．Ｕｓ
ｅ　ｏｆ　ＣｐＧ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ｉｎ　ｔｒｅａｔｍ
ｅｎｔ　ｏｆ　ａｓｔｈｍａ　ａｎｄ　ａｌｌｅｒｇｉｃ　ｄｉｓｅａｓｅ．Ａｄｖ．Ｄ
ｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．６１，２５６－２６２．
【非特許文献２２】Ｋｌｉｎｍａｎ　Ｄ．Ｍ，Ｃｕｒｒｉｅ　Ｄ．，Ｇｕｒｓｅｌ　Ｉ．
，Ｖｅｒｔｈｅｌｙｉ　Ｄ．，２００４．Ｕｓｅ　ｏｆ　ＣｐＧ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｓ　ｉｍｍｕｎｅ　ａｄｊｕｖａｎｔｓ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
Ｒｅｖ．１９９，２０１－２１６．
【非特許文献２３】Ｋｌｉｎｍａｎ　Ｄ．Ｍ．，２００６．Ａｄｊｕｖａｎｔ　ａｃｔｉ
ｖｉｔｙ　ｏｆ　ＣｐＧ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ．Ｉｎｔ．Ｒｅ
ｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２５，１３５－１５４．
【非特許文献２４】Ｄａｕｂｅｎｂｅｒｇｅｒ　Ｃ．Ａ．，２００７．ＴＬＲ９　ａｇｏ
ｎｉｓｔｓ　ａｓ　ａｄｊｕｖａｎｔｓ　ｆｏｒ　ｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ　ａｎｄ　
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｖａｃｃｉｎｅｓ．Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．
９，４５－５２．
【非特許文献２５】Ｗａｇｎｅｒ　Ｈ．，２００９．Ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉ
ｔｙ　ｏｆ　ＣｐＧ－ａｎｔｉｇｅｎ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ．Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ．Ｄｅ
ｌｉｖ．Ｒｅｖ．６１，２４３－２４７．
【非特許文献２６】Ｍｕｔｗｉｒｉ　Ｇ．，ｖａｎ　Ｄｒｕｎｅｎ　Ｌｉｔｔｅｌ－ｖａ
ｎ　ｄｅｎ　Ｈｕｒｋ　Ｓ．，Ｂａｂｉｕｋ　Ｌ．Ａ．，２００９．Ａｐｐｒｏａｃｈｅ
ｓ　ｔｏ　ｅｎｈａｎｃｉｎｇ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｓｔｉｍｕｌａｔ
ｅｄ　ｂｙ　ＣｐＧ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ．Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ
　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．６１，２２６－２３２．
【非特許文献２７】Ｋｌｉｎｍａｎ　Ｄ．Ｍ．，Ｋｌａｓｃｈｉｋ　Ｓ．，Ｓａｔｏ　Ｔ
．，Ｔｒｏｓｓ　Ｄ．，２００９．ＣｐＧ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｓ　ａｓ　ａｄｊｕｖａｎｔｓ　ｆｏｒ　ｖａｃｃｉｎｅｓ　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｉｎ
ｆｅｃｔｉｏｕｓ　ｄｉｓｅａｓｅｓ．Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖ．Ｒｅｖ．６１，
２４８－２５５．
【非特許文献２８】Ｂａｂｉｕｋ　Ｌ．Ａ．，Ｇｏｍｉｓ　Ｓ．，Ｈｅｃｋｅｒ　Ｒ．，
２００３．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ　ｔｏ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｃｏｎ
ｔｒｏｌ．Ｐｏｕｌｔ．Ｓｃｉ．８２，８７０－８７５．
【非特許文献２９】Ｃａｒｒｉｎｇｔｏｎ　Ａ．Ｃ．，Ｓｅｃｏｍｂｅｓ　Ｃ．Ｊ．，２
００６．Ａ　ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　ＣｐＧｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｒｅｌｅｖａｎｃｅ
　ｔｏ　ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ．Ｖｅｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ
．１１２，８７－１０１．
【非特許文献３０】Ｇｒｉｅｂｅｌ　Ｐ．Ｊ．，Ｂｒｏｗｎｌｉｅ　Ｒ．，Ｍａｎｕｊａ
　Ａ．，Ｎｉｃｈａｎｉ　Ａ．，Ｍｏｏｋｈｅｒｊｅｅ　Ｎ．，Ｐｏｐｏｗｙｃｈ　Ｙ．
，Ｍｕｔｗｉｒｉ　Ｇ．，Ｈｅｃｋｅｒ　Ｒ．，Ｂａｂｉｕｋ　Ｌ．Ａ．，２００５．Ｂ
ｏｖｉｎｅ　ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　９：ａ　ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ
　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｆｕｎｃｔｉｏ
ｎ　ａｎｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｖｅｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏ



(6) JP 5872685 B2 2016.3.1

10

20

30

40

50

ｌ．１０８，１１－１６．
【非特許文献３１】Ｍｕｔｗｉｒｉ　Ｇ．，Ｐｏｎｔａｒｏｌｌｏ　Ｒ．，Ｂａｂｉｕｋ
　Ｓ．，Ｇｒｉｅｂｅｌ　Ｐ．，ｖａｎ　Ｄｒｕｎｅｎ　Ｌｉｔｔｅｌ－ｖａｎ　ｄｅｎ
　Ｈｕｒｋ　Ｓ．，Ｍｅｎａ　Ａ．，Ｔｓａｎｇ　Ｃ．，Ａｌｃｏｎ　Ｖ．，Ｎｉｃｈａ
ｎｉ　Ａ．，Ｉｏａｎｎｏｕ　Ｘ．，Ｇｏｍｉｓ　Ｓ．，Ｔｏｗｎｓｅｎｄ　Ｈ．，Ｈｅ
ｃｋｅｒ　Ｒ．，Ｐｏｔｔｅｒ　Ａ．，Ｂａｂｉｕｋ　Ｌ．Ａ．，２００３．Ｂｉｏｌｏ
ｇｉｃａｌ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｉｍｍｕｎｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙ　ＣｐＧ　
ＤＮＡ　ｍｏｔｉｆｓ　ｉｎ　ｄｏｍｅｓｔｉｃ　ａｎｉｍａｌｓ．Ｖｅｔ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌ．９１，８９－１０３．
【非特許文献３２】Ｓｉｎｇｈ　Ｍ．，Ｏ’Ｈａｇａｎ　Ｄ．Ｔ．，２００３．Ｒｅｃｅ
ｎｔ　ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ　ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　ｖａｃｃｉｎｅ　ａｄｊｕｖａ
ｎｔｓ．Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐａｒａｓｉｔｏｌ．３３，４６９－４７８．
【非特許文献３３】Ｗｅｒｌｉｎｇ　Ｄ．，Ｊｕｎｇｉ　Ｔ．Ｗ．，２００３．ＴＯＬＬ
－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　ｌｉｎｋｉｎｇ　ｉｎｎａｔｅ　ａｎｄ　ａｄａｐｔ
ｉｖｅ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ．Ｖｅｔ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｐａ
ｔｈｏｌ．９１，１－１２．
【非特許文献３４】Ｌｉｎｇｈｕａ　Ｚｈａｎｇら，２００７．Ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ
　ｗｉｔｈ　Ｎｅｗｃａｔｌｅ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｖａｃｃｉｎｅ　ａｎｄ　ＣｐＧ　ｏ
ｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ｉｎｄｕｃｅｓ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｉｍ
ｍｕｎｉｔｙ　ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ａｇａｉｎｓｔ　Ｎｅｗｃａｓｔｌｅ　
ｄｉｓｅａｓｅ　ｖｉｒｕｓ　ｉｎ　ＳＰＦ　ｃｈｉｃｋｅｎ．Ｖｅｔ．Ｉｍｍｕｎ．Ａ
ｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈ．１１５，２１６－２２２．
【非特許文献３５】Ｂｒｏｗｎｌｉｅ，Ｒ．，Ｚｈｕ　Ｊ．，Ａｌｌａｎ　Ｂ．，Ｍｕｔ
ｗｉｒｉ　Ｇ．Ｋ．，Ｂａｂｉｕｋ　Ｌ．Ａ．，Ｐｏｔｔｅｒ　Ａ．，Ｇｒｉｅｂｅｌ　
Ｐ．，２００９．Ｃｈｉｃｋｅｎ　ＴＬＲ２１　ａｃｔｓ　ａｓ　ａ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｌ　ｈｏｍｏｌｏｇｕｅ　ｔｏ　ｍａｍｍａｌｉａｎ　ＴＬＲ９　ｉｎ　ｔｈｅ　ｒｅ
ｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣｐＧ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ．Ｍ
ｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４６，３１６３－３１７０．
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　免疫調節剤としての特異的ＣｐＧ　ＯＤＮの設計は、従来、完全にランダムなものであ
った。これは特に、非哺乳類ＣｐＧ　ＯＤＮについて当てはまる。その理由は多くの要因
からなり：先ず第１に、ヒトＴＬＲの免疫調節性ＣｐＧモチーフと非ヒトＴＬＲの免疫調
節性ＣｐＧモチーフとの相関関係について知識がなく、非哺乳類種については放っておか
れていること；第２に、非常に低い濃度のＣｐＧ　ＯＤＮの影響を選択的に試験できるほ
どノイズレベルの十分に低いバックグラウンドで利用可能な細胞系がないこと；さらに、
利用可能な高スループットのスクリーニング法がなく、たとえあったとしても、非哺乳類
種の免疫調節剤として、ＣｐＧ　ＯＤＮのインビボ有効性とインビトロ有効性との間に明
白な相関関係がないこと、である。
【０００９】
　従って、高い免疫調節効果を有することで、低ドーズでも効果のある新規なＣｐＧ　Ｏ
ＤＮが明らかに必要とされている。そして、ＣｐＧ－活性のインビトロ活性とインビボ活
性との相関関係を示すという獣医学的目的のために、選択的かつ感度の良いＣｐＧ　ＯＤ
Ｎ選択系が必要とされている。
【００１０】
　本発明の目的の１つは、このような新規のＣｐＧ　ＯＤＮを提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　この点で、本発明の一実施形態は、式
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を有し、式中、ｎ＝２から１００、ｘ＝３から２０、およびｚ＝０から１０である、免疫
刺激性非メチル化オリゴデオキシヌクレオチド、およびその医薬的に許容可能な塩に関す
るものである。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｃｈｉＴＬＲ２１のプラスミドマップである。
【図２】種々のｚｅｏ／Ｇ４１８二重耐性クローン細胞系のＳＥＡＰ活性の概要である。
【図３】種々のｚｅｏ／Ｇ４１８二重耐性クローン細胞系のＳＥＡＰ活性の概要である。
【図４】種々のｚｅｏ／Ｇ４１８二重耐性クローン細胞系のＳＥＡＰ活性の概要である。
【図５】種々のｚｅｏ／Ｇ４１８二重耐性クローン細胞系のＳＥＡＰ活性の概要である。
【図６】リポータ細胞（ＨＥＫ２９３－ｐＮｉｆｔｙ２－ｃｈｉｃｋｅｎＴＬＲ２１）に
おけるリポータ酵素ＳＥＡＰの有色産物量（４０５ｎｍで吸光する）を誘導する際の、Ｘ
２３－４からＸ２３Ｎ－２７の効果を示す図である。
【図７】リポータ細胞（ＨＥＫ２９３－ｐＮｉｆｔｙ２－ｃｈｉｃｋｅｎＴＬＲ２１）に
おけるリポータ酵素ＳＥＡＰの有色産物量（４０５ｎｍで吸光する）を誘導する際の、Ｘ
２３－４からＸ２３Ｎ－２７の効果を示す図である。
【図８】リポータ細胞（ＨＥＫ２９３－ｐＮｉｆｔｙ２－ｃｈｉｃｋｅｎＴＬＲ２１）に
おけるリポータ酵素ＳＥＡＰの有色産物量（４０５ｎｍで吸光する）を誘導する際の、Ｘ
２３－４からＸ２３Ｎ－２７の効果を示す図である。
【図９】Ｘ２３－４からＸ２３Ｎ－２７のＥＣ５０値（ピコモル）を示す図である。
【図１０】Ｘ４－ｐｅｎｔ（標準コントロール）、Ｘ２３－ｓｉｘ、Ｘ２３－ｎｉｎｅ－
３４５５およびＸ２３－ｎｉｎｅ－３４５１のＥＣ５０値を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　「免疫刺激性非メチル化オリゴデオキシヌクレオチド」は、シグナル伝達カスケードの
開始を刺激する非メチル化シチジン－リン酸－グアノシンジヌクレオチド配列を含むオリ
ゴデオキシヌクレオチドを指し、これにより転写因子（ＮＦ－κＢまたはインターフェロ
ン調節因子３（ＩＲＦ３）等）の活性化が導かれる。この活性化が今度は、炎症性サイト
カインの発現および他細胞の活性化イベントをもたらす。ＮＦ－κＢ結合部位およびＮＦ
－κＢによって影響される遺伝子発現は、とりわけＳｃｈｉｎｄｌｅｒおよびＢａｉｃｈ
ｗａｌ（１９９４）によって説明されている。
【００１４】
　用語オリゴデオキシヌクレオチドは、デオキシヌクレオチドの短い核酸ポリマー（すな
わち、リン酸基および交換可能な有機塩基と結合したデオキシリボースを多数含む分子）
を意味する。このような有機塩基として、置換ピリミジンまたは置換プリンがある。例と
してそれぞれ、シトシンおよびチミン、ならびにアデニンおよびグアニンがある。
【００１５】
　本発明に係るオリゴヌクレオチドは、修飾を含んでよい。このような修飾の例として、
例えば、ヌクレオシドの３’および／または５’末端に位置するリン酸ジエステルヌクレ
オシド間ブリッジにおける修飾がある。このような修飾はとりわけ、例えばホスホロチオ
エートまたはホスホロジチオエートによるリン酸ジエステルの置換えに関連する。
【００１６】
　他の修飾として例えば、デホスホブリッジによるホスホジエステルブリッジの置換えが
ある。デホスホブリッジの例として、メチルヒドロキシルアミン、ホルムアセタールおよ
びジメチレンスルホン基がある。
【００１７】
　さらに他の修飾として、天然のヌクレオシド塩基の、非天然のヌクレオシド塩基（イノ
シン、５－フルオロシトシン、７－デアザ－７－置換グアニン、７－デアザ－８－置換グ
アニン、２－チオウラシル、ジヒドロウラシル、５－ブロモ－シトシン、６－置換シトシ



(8) JP 5872685 B2 2016.3.1

10

20

30

40

50

ン、Ｎ４－置換シトシン等）による置換えに関する修飾がある。
【００１８】
　また、他の修飾として、糖単位（β－リボース糖またはβ－Ｄ－２’－リボース糖単位
）の修飾糖単位（例えばＬ－２’－デオキシリボースまたは２’－Ｌ－アラビノース等）
による置換えに関する修飾がある。
【００１９】
　オリゴヌクレオチドのさらなる見識を与えるテキストとして、例えば「ＰＣＲ　Ｐｒｉ
ｍｅｒ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」（第２版，２００３，Ｃａｒｌ　Ｗ
．Ｄｉｅｆｆｅｎｂａｃｈ編，Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ａｌｌｅ
ｒｇｙ　ａｎｄ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ；Ｇａｂｒｉｅｌａ　Ｓ．Ｄ
ｒｅｋｓｌｅｒ，Ｕｎｉｆｏｒｍｅｄ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ
　ｔｈｅ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ　ＩＳＢＮ　９７８－０８７９６９６５４－２）があ
る。
【００２０】
　ＣｐＧモチーフを有する構造５’｛ＴＣＧＴＣＧ｝ｎ

３’が、本発明に係るＯＤＮの活
性のある免疫刺激部分を表す。従って、本発明は、このいわゆる「バックボーン」を含む
免疫刺激性オリゴデオキシヌクレオチドを提供する。
【００２１】
　本発明に係るオリゴデオキシヌクレオチドのバックボーンは、構造５’｛ＴＣＧＴＣＧ
｝ｎ

３’が少なくとも２回、好ましくは３回存在しなければならないことがわかった。従
って、ｎは少なくとも２であるべきである。また、ｎが増大すると、オリゴデオキシヌク
レオチドの活性が増大することもわかった。この効果は、ｎが増大すると安定する。従っ
て、基本的に、バックボーン構造の数ｎは少なくとも２であるべきである。好ましくは、
ｎの範囲は３≦ｎ≦１００である。これは単に、合成配列がより長くなるほど製造がより
困難になるという事実によるためである。実際には、好ましくはｎの範囲は３≦ｎ≦１８
である。より好ましくは、ｎの範囲は４≦ｎ≦１８であり、さらにより好ましくは、ｎの
範囲は５≦ｎ≦１８であり、なおさらにより好ましくは、ｎの範囲は６≦ｎ≦１８である
。
【００２２】
　本発明に係るＣｐＧ　ＯＤＮの識別は、とりわけ、ＮＦ－κＢ活性化の検出に現在使用
されている検出系よりも選択的な検出系を用いることによって可能となった。Ｂｒｏｗｎ
ｌｉｅら（２００９）は、ＮＦ－κＢルシフェラーゼベースのリポータ系を記載している
。他の系は例えば、ＩＬ－８転写測定、サイトカイン分泌、またはＮＯ分泌の検出に基づ
くものである。
【００２３】
　これに反し、本発明では、分泌型アルカリホスファターゼ（ＳＥＡＰ）ベースの検出系
を用いた。ＳＥＡＰは、哺乳類の系におけるリポータ酵素である（Ｙａｎｇら，１９９７
）。この系は、驚くほど感度が良いことがわかっており、また、驚くべきことに、試験し
たＣｐＧ　ＯＤＮのインビトロ活性とインビボ活性との間で密接な相関関係が与えられる
。ＳＥＡＰ系は、基質としてパラ－ニトロフェニルリン酸（ｐＮＰＰ）と共に用いられた
。
【００２４】
　既存の系に対する別の改善が、ＳＥＡＰ遺伝子を有するプラスミドの細胞内への導入お
よび細胞内での安定した維持であった。これまで、全ての検出系が、リポータ遺伝子によ
る細胞の一過性トランスフェクションを用いていた。これは、リポータ遺伝子の、細胞内
への導入および細胞内での安定した維持によって初めて、ドーズ／応答曲線が作成され得
たことによるものである。このような曲線は、種々のＣｐＧ　ＯＤＮ活性間で信頼できる
比較がなされ得るとすれば、不可欠なものである。
【００２５】
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　従って、本発明の実施例部において詳細に記載される方法および細胞系は、種々のＣｐ
Ｇ　ＯＤＮ間の信頼できる逐次比較を初めて可能にするものである。
【００２６】
　用いられる系のさらなる詳細が、実施例部に与えられている。
【００２７】
　構造５’［Ｇ］ｘ｛ＴＣＧＴＣＧ｝ｎＴＣＧ［Ｇ］ｚ

３’の５’末端のＧの数が増大す
ると、ＣｐＧ　ＯＤＮの活性が増大することがわかった。ｘ値は好ましくは少なくとも３
であるべきであり、Ｇの数が増大して最大２０Ｇになるまで、ＣｐＧ　ＯＤＮの活性が向
上する。従って、より好ましくは、ｘは４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１
３、１４、１５、１６、１７、１８、１９または２０である（進むにつれ好ましい順であ
る）。
【００２８】
　また、構造５’［Ｇ］ｘ｛ＴＣＧＴＣＧ｝ｎＴＣＧ［Ｇ］ｚ

３’の３’末端のＧの数が
増大すると、ＣｐＧ　ＯＤＮの活性が（わずかに）減少することもわかった。ｚ値は好ま
しくは１０以下であるべきであり、Ｇの数が減少して０Ｇになるまで、ＣｐＧ　ＯＤＮの
活性が向上する。従って、より好ましくは、ｚは９、８、７、６、５、４、３、２、１ま
たは０である（進むにつれ好ましい順である）。
【００２９】
　前述のように、ヌクレオシドの３’および／または５’末端に位置するリン酸ジエステ
ルヌクレオシド間ブリッジにおける数種類の修飾が可能である。しかし、基本的に、合成
方法により、通常の一般的な２ヌクレオチド間の結合タイプは：リン酸ジエステル（ＰＤ
Ｅ）結合およびホスホロチオエート（ＰＴＯ）結合である。ＣｐＧ　ＯＤＮの安定性およ
び免疫刺激効果を向上させるために、合成オリゴデオキシヌクレオチドの構成ブロックに
通常ホスホロチオエートが与えられて、ＰＴＯ結合が形成される。
【００３０】
　しかしながら、驚くべきことに、５’［Ｇ］ｘおよび３’［Ｇ］ｚヌクレオチドだけが
ＰＴＯ結合によって結合され、他のヌクレオチドがＰＤＥ結合によって結合されると、本
発明に係るオリゴデオキシヌクレオチドの有効性がさらに増大することがわかった。（こ
のような場合、５’［Ｇ］ｘと｛ＴＣＧＴＣＧ｝ｎＴＣＧ［Ｇ］ｚ

３’との結合はＰＴＯ
であり、５’［Ｇ］ｘ｛ＴＣＧＴＣＧ｝ｎＴＣＧと［Ｇ］ｚ

３’との結合はＰＤＥである
。）
　従って、本実施形態の別の好ましい形は、５’［Ｇ］ｘおよび３’［Ｇ］ｚヌクレオチ
ドがホスホロチオエート結合を有し、他のヌクレオチドはリン酸ジエステル結合を有する
本発明に係るオリゴデオキシヌクレオチドに関するものである。
【００３１】
　通常、インビトロ試験系およびインビボの双方において、ＣｐＧオリゴデオキシヌクレ
オチドは、ナノモルの量で活性がある。
【００３２】
　しかしながら、驚くべきことに、本発明に係るＣｐＧオリゴデオキシヌクレオチドは、
ピコモル（サブナノモル）の量でなお一層の活性がある；このＥＣ５０は１ｎＭ未満であ
る。
【００３３】
　オリゴデオキシヌクレオチドの最大半量濃度（ＥＣ５０）とは、リポータ細胞（ＨＥＫ
２９３－ｐＮｉｆｔｙ２－ｃｈｉｃｋｅｎＴＬＲ２１またはＨＤ１１－ｐＮｉｆＴｙ２Ｈ
ｙｇ）におけるリポータ酵素ＳＥＡＰ（の有色産物（４０５ｎｍで吸光する）を生産する
）量を誘導するのに必要なオリゴデオキシヌクレオチドの、最大半量酵素反応速度をもた
らす量である。オリゴデオキシヌクレオチドのＥＣ５０がこれらの細胞において１ｎＭ未
満であるならば、ピコモル（サブナノモル）の量で活性があると考えられる。
【００３４】
　本発明に係るオリゴデオキシヌクレオチドを、反応性化学基を介して、担体またはハプ
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テンに結合することは確実に可能である。このような結合により、組み合わせた分子の免
疫刺激効果は増進する。
【００３５】
　そのような成分の単なる例として、例えばジゴキシゲニン、アミノヘキシル、テキサス
レッドおよびビオチンがある。好ましい担体またはハプテンは、３’－および５’－標識
化テキサスレッドならびに５’－標識化ジゴキシゲニンである。オリゴデオキシヌクレオ
チドのハプテン／担体への結合は、当該技術において周知である。
【００３６】
　本発明の別の実施形態は、本発明に係る免疫刺激性非メチル化オリゴデオキシヌクレオ
チドを含むベクターに関するものである。このようなベクターは、核酸分子（プラスミド
、ウイルス、バクテリオファージまたは分子生物学で用いられる他の任意のベクター等）
であってよい。単なる例として、免疫刺激性非メチル化オリゴデオキシヌクレオチドを含
むベクターは例えば、細菌中で増やされ得るプラスミド等のＤＮＡ分子であってよい（本
発明に係る免疫刺激性非メチル化オリゴデオキシヌクレオチドがクローン化されている）
。このようなプラスミドは好ましくは活性な複製起源を有し、これにより大量のプラスミ
ドが宿主内に存在することになる。このような細菌の大規模な増殖に続くプラスミドの単
離が、本発明に係る免疫刺激性非メチル化オリゴデオキシヌクレオチドの合成生産の代替
方法を提供する。
【００３７】
　本発明の目的の１つは、感染症を防ぐまたは感染症と闘うためのワクチン中の良好な免
疫刺激性成分として、抗原成分または抗原成分をコードする遺伝的情報と併せて用いられ
得る新規のＣｐＧ　ＯＤＮ、および医薬的に許容可能な担体を提供することである。
【００３８】
　通常、用語抗原成分は、ヒトまたは動物に投与された場合に、免疫応答を誘導、刺激ま
たは増進することができる少なくとも１つのエピトープを含む物質の組成物を指す。
【００３９】
　抗原成分は、任意の種類の抗原成分であってよいが、好ましくは、野生型の形態でヒト
または動物に対する病原性を有する微生物またはウイルスに由来するものである。
【００４０】
　抗原成分は、完全な病原体（好ましくは不活性化または弱毒化された形態である）、病
原体の抽出物、または病原体の免疫原性タンパク質であってよい。
【００４１】
　抗原成分が病原体の免疫原性タンパク質である場合、その免疫原性タンパク質は好まし
くは、インビトロ培養細胞中で発現されて、インビトロ培養細胞から回収される。
【００４２】
　従って、別の実施形態は、感染症を防ぐまたは感染症と闘うためのワクチンに関するも
のであり、前記ワクチンは、免疫刺激量の本発明に係るオリゴデオキシヌクレオチド、お
よび／または本発明に係るベクター、免疫原性量の抗原成分もしくは抗原成分をコードす
る遺伝的情報、ならびに医薬的に許容可能な担体を含むことを特徴とする。
【００４３】
　当然、オリゴデオキシヌクレオチドの免疫刺激量と抗原成分の免疫原性量とは、相互に
強く関連付けられる。本発明の利点の１つは、本発明に係るオリゴデオキシヌクレオチド
の存在が、感染症を防ぐまたは感染症と闘うのに必要な抗原成分の量を少なくすることが
できることである。
【００４４】
　感染症を防ぐまたは感染症と闘うのに必要な抗原成分の量は、抗原成分の免疫原性量と
呼ばれる。
【００４５】
　オリゴデオキシヌクレオチドの免疫刺激量は、抗原成分の免疫原性量（すなわち、感染
症を防ぐまたは感染症と闘うのに必要な抗原成分の量）を減少させることができる量であ
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る。
【００４６】
　そのため、基本的に、表現「オリゴデオキシヌクレオチドの免疫刺激量」および「免疫
原性量」は、互いに関連させて見なければならない。
【００４７】
　勿論、ワクチンが、抗原成分をコードする遺伝的情報を含む場合、この遺伝的情報によ
って発現される抗原成分の量は、感染症を防ぐまたは感染症と闘うに十分であるべきであ
り；それはすなわち、免疫原性量でなければならない。
【００４８】
　本発明に係る非メチル化オリゴデオキシヌクレオチドが免疫刺激性であるという事実は
、これによりワクチン中の抗原成分の免疫学的有効性が増進されることを意味する。この
理由で、本発明に係るワクチンは、多くの場合、本発明に係るオリゴデオキシヌクレオチ
ドが存在しない場合よりも少ない抗原成分または抗原成分をコードする遺伝的情報を含む
こととなる。従って、場合によっては、このような抗原成分は、免疫刺激性オリゴヌクレ
オチドを加えなければ、免疫原性特性が低いことがあるので、所望の免疫原性レベルに達
しないにもかかわらず、結局のところ多量に与えられなければならない。そのような場合
、抗原成分は、通常の高い濃度で投与されるが、しかしながらここで所望のレベルの免疫
原性を得るために本発明に係るオリゴデオキシヌクレオチドと共に与えられる。
【００４９】
　従って、本発明に係るオリゴヌクレオチドと共に投与される抗原成分または抗原成分を
コードする遺伝的情報の量は、経験則として、オリゴヌクレオチドがない場合に与えられ
る量以下であろう。特異的ワクチンの製造に従事する当業者であれば、その特異的ワクチ
ン量がわかるであろう。また、実施例は、例えば、（例えば３つの異なる不活化ウイルス
ワクチン（ニューカッスル病ウイルスワクチン、感染性気管支炎ウイルスワクチンおよび
シチメンチョウ鼻気管炎ワクチン）において）用いられる抗原成分量についての十分なガ
イダンスを与えている。
【００５０】
　抗原成分または抗原成分をコードする遺伝的情報と共に投与される必要がある本発明に
係るオリゴデオキシヌクレオチドの量は、選択されるオリゴデオキシヌクレオチドおよび
抗原成分の双方に依存する。
【００５１】
　本発明に係るオリゴデオキシヌクレオチドの非常に適切な量は、通常１から１００ナノ
モルの間で変化するであろう。非常に良好なインビボ結果は例えば、３０のデオキシヌク
レオチドの平均長さを有する、１から１０μｇの本発明のオリゴデオキシヌクレオチド（
インビトロ試験においてナノモル範囲で活性があることが示された）で得られた。
【００５２】
　オリゴデオキシヌクレオチドが、ピコモル範囲で活性があるオリゴデオキシヌクレオチ
ドの群から選ばれる場合、当業者は、１ナノモルより下、１ナノモルをずっと下回る量（
すなわち、ピコモル量）を、ナノモル量を試験する前に試験する価値があるかもしれない
ということに気付くであろう。
【００５３】
　本発明に係るワクチンは、医薬的に許容可能な担体を含む。この担体の性質はとりわけ
、投与経路に依存する。投与経路が経口経路または鼻腔内経路を介するものである場合、
担体は、滅菌水、生理的塩類液またはバッファのような簡単なものであってよい。注射が
好ましい経路である場合、担体は好ましくは等張性であるべきであり、かつ注射に適する
ようなｐＨ制限を有するべきである。しかしながら、このような担体は当該技術において
広く知られている。
【００５４】
　本発明に係るワクチンは、抗原成分または抗原成分をコードする遺伝的情報、および本
発明に係るオリゴデオキシヌクレオチドに加えて、アジュバントを含んでよい。アジュバ
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ントは一般に、非特異的な方法で宿主の免疫応答を増大させる物質である。
【００５５】
　多くのアジュバントが当該技術において適していることが知られている（フロイントの
完全および不完全アジュバント、ビタミンＥ、非イオン性ブロックポリマーおよびポリア
ニオン、例えばデキストラン硫酸、ｃａｒｂｏｐｏｌおよびピラン、水酸化アラム（ａｌ
ｕｍ　ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ）等）。また、多用されるのは、リン酸アラム、サポニン、植
物油（トコフェロール等）および鉱油である。非常に有効なアジュバントは、水中油エマ
ルジョンおよび特に油中水エマルジョンであり、さらに水中油アジュバントおよび油中水
アジュバントとも呼ばれる。このようなエマルジョンは当該技術において周知である。従
って、好ましくは、ワクチンは油中水アジュバントを含む。
【００５６】
　好ましくは、抗原成分は、野生型の形態で家禽類に対する病原性を有するウイルスまた
は微生物であるか、このウイルスまたは微生物に由来する。
【００５７】
　より好ましくは、前記ウイルスまたは微生物は、伝染性気管支炎ウイルス、ニューカッ
スル病ウイルス、伝染性ファブリキウスのう病（ガンボロ）、ニワトリ貧血エージェント
、トリレオウイルス、マイコプラズマ・ガリセプティカム（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｇａ
ｌｌｉｓｅｐｔｉｃｕｍ）、シチメンチョウ鼻気管炎ウイルス、ヘモフィルス・パラガリ
ナルム（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐａｒａｇａｌｌｉｎａｒｕｍ）（コリーザ）、ニワ
トリポックスウイルス、トリ脳脊髄炎ウイルス、産卵低下症候群ウイルス、感染性咽頭気
管炎ウイルス、シチメンチョウのヘルペスウイルス、アイメリア属種、オルニソバクテリ
ウム・ライノトラキア（Ｏｒｎｉｔｈｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｒｈｉｎｏｔｒａｃｈｅａ
ｌｅ）（トリ感染症病原菌）、パスツレラ・ムルトシダ（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ　ｍｕ
ｌｔｏｃｉｄａ）、マイコプラズマ・シノビエ （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｓｙｎｏｖｉ
ａｅ）、サルモネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）属種および大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉ
ａ　ｃｏｌｉ）からなる群から選択される。
【００５８】
　また、本発明の別の実施形態は、薬剤として使用するための本発明に係る免疫刺激性非
メチル化オリゴデオキシヌクレオチドに関するものである。
【００５９】
　また、本発明の別の実施形態は、家禽類において感染症を防ぐまたは感染症と闘う際に
使用するための本発明に係る免疫刺激性非メチル化オリゴデオキシヌクレオチドに関する
ものである。
【００６０】
　これまで、全ての検出系は、リポータ遺伝子による細胞の一過性トランスフェクション
を用いていた。このような一過性の系では、ＣｐＧ　ＯＤＮの有効性の信頼できる逐次比
較が可能ではない。前述したように、既存の系に対する主要な改善は、リポータ遺伝子を
有するプラスミドの、細胞内への導入および細胞内での安定した維持であった。安定とは
、何回かの細胞分裂周期の後にプラスミドが細胞中に存在したままであることを意味する
ものである。
【００６１】
　プラスミドの安定した維持が、１つまたは複数の選択剤（抵抗遺伝子がプラスミド上に
存在することによる抗生物質等）の圧力下で細胞を増殖させることによって、頻繁に得ら
れる。プラスミドを損失すると、プラスミドを失った細胞が死ぬこととなる。残りの生存
細胞にはプラスミドがまだ存在することとなる。
【００６２】
　安定維持の別の方法として、線状化プラスミドによるトランスフェクションがあろう。
このようなプラスミドは通常、細胞のゲノム中に統合されるので、安定して維持される。
従って、本発明のさらに別の実施形態は、ＴＬＲ２１－受容体と、ＮＦ－κＢリポータ遺
伝子をコードするプラスミドとを含む細胞に関するものであり、プラスミドは細胞中に安
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定して維持される。このような細胞は、ＣｐＧ分子のスクリーニング、より具体的には本
発明に係るＣｐＧ分子のスクリーニングにおいて使用するのに非常に適している。
【００６３】
　実施例は、細胞中に安定して維持され得る、リポータ遺伝子をコードするプラスミドを
含むこのような細胞を得る方法について、十分なガイダンスを与えている。
【００６４】
　上でも言及したように、分泌型アルカリホスファターゼ（ＳＥＡＰ）に基づく検出系が
、使用される検出系に非常に適していることが示された。
【００６５】
　従って、好ましくは、リポータ遺伝子は、分泌型アルカリホスファターゼをコードする
遺伝子である。
【００６６】
　基本的に、ＴＬＲ２１を有し、かつこれを発現する任意の細胞または細胞系（上述した
ように、ＮＦ－κＢリポータ遺伝子、好ましくはＳＥＡＰ遺伝子を有するプラスミドの導
入、および好ましくはその安定した維持を可能とする）が、ＴＬＲ２１特異的ＣｐＧ　Ｏ
ＤＮを試験するのに適している。
【００６７】
　ＴＬＲ２１特異的ＣｐＧ　ＯＤＮを試験するのに適したそのような細胞系の好ましい例
として、ニワトリ細胞系ＨＤ１１がある。
【００６８】
　従って、好ましくは、検出系において使用するための細胞系は、リポータ遺伝子をコー
ドする安定したプラスミドを含むＨＤ１１細胞系である。
【００６９】
　ニワトリ細胞系（ＨＤ１１細胞系等）は、ニワトリＴＬＲの全パネルを示す。これによ
り、ある種の条件において、ある種のバックグラウンド活性が生じ得る。
【００７０】
　従って、哺乳類細胞系のような非家禽類細胞系が、より好ましい細胞系である。このよ
うな哺乳類細胞系の例として、ＴＬＲ２１がクローン化されているＨＥＫ２９３細胞があ
る。このような細胞系は、ＴＬＲ２１活性化シグナルに対する選択性がより特異的である
。
【００７１】
　従って、より好ましくは、検出系において使用するための細胞系は、安定して維持され
るリポータ遺伝子を含み、かつＴＬＲ２１がクローン化されている哺乳類細胞系ＨＥＫ２
９３である。
【００７２】
　本発明のさらに別の実施形態は、本発明に係る免疫刺激性オリゴデオキシヌクレオチド
の検出方法に関するものであり、当該方法は、ａ）本発明に係るオリゴデオキシヌクレオ
チドを細胞に接触させるステップと、ｂ）リポータ遺伝子の産物のレベルを検出するステ
ップとを含む。
【００７３】
　この方法の好ましい形において、リポータ遺伝子の産物はＳＥＡＰである。
　本実施形態のより好ましい形は、本発明に係る免疫刺激性オリゴデオキシヌクレオチド
の検出方法に関するものであり、細胞は、ニワトリ細胞系ＨＤ１１、またはニワトリＴＬ
Ｒ２１がクローン化されているＨＥＫ２９３細胞系の細胞である。
【００７４】
実施例
実施例１
ニワトリＴＬＲ２１の遺伝子クローニングおよび非相同発現
　ニワトリＴＬＲ研究における最近の進展により、ＴＬＲ２１が、鳥種において、哺乳類
ＴＬＲ９の機能的相同体であることが示唆されている（Ｋｅｅｓｔｒａ　２００８、Ｂｒ
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ｏｗｎｌｉｅら　２００９）。
【００７５】
ＴＬＲ２１遺伝子クローニングの概略
　Ｇｅｎｂａｎｋデータベース配列ＮＭ＿００１０３０５５８に基づいて、プライマーペ
アを、ニワトリＴＬＲ２１遺伝子のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅用に合成した：
Ｇａ－ＴＬＲ２１－ｆｏｒ１
　ＧＡＡＧＣＴＴ（ＡＣＣ）［ＡＴＧ］ＡＴＧＧＡＧＡＣＡＧＣＧＧＡＧＡＡＧＧＣ
Ｇａ－ＴＬＲ２１－ｒｅｖ１
　ＧＧＣＧＧＣＣＧ［ＣＴＡ］ＣＡＴＣＴＧＴＴＴＧＴＣＴＣＣＴＴＣＣＣＴＧ
　プライマーは、フランキング位置制限クローニング部位（下線）、ならびにコザック配
列（丸括弧）、開始コドンおよび終止コドン（角括弧）を与えるように設計した。これら
のプライマーおよびテンプレートとしてニワトリ脾臓総ＲＮＡを用いて、ＲＴ－ＰＣＲを
実行した。予想されるサイズ（約３０００ｂｐ）のＰＣＲ産物を、ｐＣＲ２．１－Ｔｏｐ
ｏ内にクローン化し、５つの独立したプラスミドクローン（Ｐ１、Ｐ２、Ｐ１２、Ｐ１３
、Ｐ１４）を配列決定した。
【００７６】
用いたニワトリＴＬＲ２１のＤＮＡ配列。
【００７７】
ＡＡＧＣＴＴ（ＡＣＣ）［ＡＴＧ］ＡＴＧＧＡＧＡＣＡＧＣＧＧＡＧＡＡＧＧＣＡＴＧＧ
ＣＣＣＡＧＣＡＣＣＡＧＧＡＴＧＴＧＣＣＣＣＴＣＣＣＡＣＴＧＣＴＧＴＣＣＡＣＴＣＴ
ＧＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＧＴＧＡＣＡＧＴＧＡＣＡＣＴＧＡＴＧＣＣＧＡＴＧＧＴ
ＧＣＡＣＣＣＧＴＡＴＧＧＣＴＴＴＣＧＣＡＡＣＴＧＣＡＴＴＧＡＧＧＡＴＧＴＣＡＡＧ
ＧＣＡＣＣＴＴＴＧＴＡＣＴＴＣＣＧＣＴＧＣＡＴＣＣＡＧＣＧＣＴＴＣＣＴＧＣＡＧＴ
ＣＧＣＣＧＧＣＣＣＴＧＧＣＡＧＴＧＴＣＴＧＡＣＣＴＧＣＣＡＣＣＡＣＡＴＧＣＣＡＴ
ＣＧＣＧＣＴＣＡＡＴＣＴＧＴＣＡＴＡＣＡＡＣＡＡＡＡＴＧＣＧＣＴＧＣＣＴＧＣＡＧ
ＣＣＣＴＣＴＧＣＣＴＴＴＧＣＣＣＡＣＣＴＧＡＣＡＣＡＧＣＴＧＣＡＴＡＣＣＣＴＧＧ
ＡＣＣＴＧＡＣＣＴＡＣＡＡＣＣＴＣＣＴＧＧＡＧＡＣＣＣＴＣＴＣＣＣＣＴＧＧＴＧＣ
ＣＴＴＣＡＡＴＧＧＧＣＴＧＧＧＴＧＴＧＣＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＧＧＡＣＣＴＧＴＣＴ
ＣＡＣＡＡＣＡＡＧＣＴＧＡＣＣＡＣＡＣＴＴＧＣＴＧＡＡＧＧＧＧＴＧＴＴＣＡＡＣＡ
ＧＣＴＴＧＧＧＣＡＡＣＣＴＧＴＣＣＴＣＧＣＴＧＣＡＧＧＴＡＣＡＡＣＡＴＡＡＣＣＣ
ＣＣＴＣＡＧＣＡＣＧＧＴＧＴＣＡＣＣＡＡＧＴＧＣＴＣＴＧＣＴＡＣＣＣＣＴＧＧＴＣ
ＡＡＣＣＴＧＣＧＣＣＧＣＣＴＧＴＣＴＣＴＡＣＧＧＧＧＣＧＧＧＣＧＧＣＴＧＡＡＴＧ
ＧＧＴＴＧＧＧＧＧＣＡＧＴＧＧＣＡＧＴＧＧＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＣＴＴＧＧＣＡＣＡ
ＧＣＴＧＧＡＧＣＴＧＴＴＧＧＡＣＣＴＡＴＧＴＧＡＡＡＡＣＡＡＣＣＴＧＡＣＡＡＣＧ
ＣＴＧＧＧＧＣＣＡＧＧＣＣＣＡＣＣＧＣＴＡＣＣＣＧＣＣＴＣＧＣＴＧＣＴＣＡＣＣＣ
ＴＧＣＡＧＣＴＧＴＧＣＡＡＣＡＡＣＴＣＧＣＴＧＡＧＧＧＡＧＴＴＡＧＣＧＧＧＧＧＧ
ＣＡＧＣＣＣＧＧＡＧＡＴＧＣＴＡＴＧＧＣＡＣＧＴＧＡＡＧＡＴＡＣＴＣＧＡＣＣＴＣ
ＴＣＣＴＡＣＡＡＣＡＧＴＡＴＣＴＣＡＣＡＧＧＣＧＧＡＧＧＴＣＴＴＣＡＣＣＣＡＧＣ
ＴＣＣＡＣＣＴＧＣＧＣＡＡＣＡＴＣＡＧＣＣＴＧＣＴＣＣＡＣＣＴＧＡＴＣＧＧＣＡＡ
ＣＣＣＣＴＴＧＧＡＴＧＴＣＴＴＣＣＡＣＣＴＧＴＴＧＧＡＣＡＴＣＴＣＴＧＡＣＡＴＣ
ＣＡＡＣＣＴＣＧＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＴＴＣＴＣＴＧＧＧＴＴＧＧＴＧＣＴＧＧＧＧＧ
ＣＴＣＡＧＧＧＧＣＴＧＧＡＴＡＡＧＧＴＧＴＧＣＣＴＧＡＧＧＣＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣ
ＣＣＡＧＧＣＣＴＴＧＣＧＧＣＧＧＣＴＧＣＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＣＡＡＣＧＧＧＣＴＧ
ＡＡＧＧＴＧＣＴＧＣＡＴＴＧＴＡＡＴＧＣＡＣＴＧＣＡＧＴＴＧＴＧＴＣＣＴＧＴＧＣ
ＴＧＡＧＡＧＡＧＣＴＧＧＡＣＣＴＧＴＣＣＴＧＧＡＡＣＣＧＧＣＴＡＣＡＧＣＡＣＧＴ
ＧＧＧＣＴＧＴＧＣＣＧＧＣＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧＧＣＡＡＧＡＡＧＣＡＧＣＧＧＧＡＧ
ＡＡＧＣＴＧＧＡＡＧＴＧＣＴＧＡＣＡＧＴＧＧＡＡＣＡＣＡＡＣＣＴＧＣＴＧＡＡＧＡ
ＡＡＣＴＧＣＣＧＴＣＴＴＧＣＣＴＧＧＧＧＧＣＣＣＡＧＧＴＧＣＴＧＣＣＴＣＧＧＣＴ
ＧＴＡＣＡＡＣＡＴＴＴＣＣＴＴＣＣＧＣＴＴＴＡＡＣＣＧＣＡＴＣＣＴＧＡＣＴＧＴＴ
ＧＧＧＣＣＣＣＡＡＧＣＣＴＴＴＧＣＣＴＡＣＧＣＣＣＣＧＧＣＣＣＴＧＣＡＧＧＴＧＴ
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ＴＧＴＧＧＣＴＣＡＡＴＡＴＴＡＡＣＡＧＣＣＴＧＧＴＧＴＧＧＣＴＧＧＡＣＡＧＧＣＡ
ＧＧＣＡＣＴＧＴＧＧＡＧＧＣＴＧＣＡＣＡＡＣＣＴＧＡＣＡＧＡＧＣＴＧＣＧＣＣＴＧ
ＧＡＣＡＡＣＡＡＣＣＴＧＣＴＧＡＣＣＧＡＣＣＴＣＴＡＴＣＡＣＡＡＣＴＣＣＴＴＣＡ
ＴＴＧＡＣＣＴＣＣＡＣＡＧＡＣＴＧＣＧＣＡＣＣＣＴＣＡＡＣＣＴＧＣＧＣＡＡＣＡＡ
ＣＣＧＴＧＴＣＴＣＣＧＴＣＣＴＣＴＴＣＴＣＴＧＧＴＧＴＣＴＴＣＣＡＧＧＧＧＣＴＧ
ＧＣＴＧＡＧＣＴＧＣＡＧＡＣＧＣＴＧＧＡＴＴＴＡＧＧＧＧＧＣＡＡＣＡＡＣＴＴＧＣ
ＧＣＣＡＣＣＴＧＡＣＴＧＣＡＣＡＧＴＣＡＣＴＧＣＡＧＧＧＧＣＴＧＣＣＣＡＡＡＣＴ
ＧＣＧＣＡＧＧＣＴＧＴＡＣＣＴＧＧＡＣＣＧＣＡＡＣＡＧＡＴＴＧＣＴＧＧＡＧＧＴＧ
ＡＧＣＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＣＧＣＣＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＣＴＡＣＣＣＴＧＧＧＧＧ
ＴＧＣＴＧＧＡＣＣＴＧＣＧＧＧＣＣＡＡＣＡＡＣＣＴＧＣＡＧＴＡＣＡＴＣＴＣＡＣＡ
ＧＴＧＧＣＴＧＣＧＣＡＡＧＣＣＧＣＣＡＣＣＣＴＴＣＣＧＣＡＡＣＣＴＧＡＧＣＡＧＣ
ＣＴＧＴＡＣＧＡＣＣＴＧＡＡＧＣＴＧＣＡＧＧＣＧＣＡＧＣＡＧＣＣＣＴＡＴＧＧＡＣ
ＴＧＡＡＧＡＴＧＣＴＧＣＣＴＣＡＣＴＡＣＴＴＣＴＴＣＣＡＧＧＧＣＴＴＧＧＴＧＡＧ
ＧＣＴＧＣＡＧＣＡＧＣＴＧＴＣＧＣＴＧＴＣＡＣＡＧＡＡＣＡＴＧＣＴＧＣＧＧＴＣＣ
ＡＴＣＣＣＡＣＣＧＧＡＴＧＴＣＴＴＣＧＡＧＧＡＣＴＴＧＧＧＣＣＡＧＣＴＧＣＧＣＴ
ＣＣＣＴＧＧＣＡＴＴＧＧＣＴＧＡＣＡＧＣＡＧＣＡＡＴＧＧＧＣＴＧＣＡＴＧＡＣＣＴ
ＧＣＣＴＧＡＣＧＧＣＡＴＣＴＴＣＡＧＡＡＡＣＣＴＧＧＧＣＡＡＣＣＴＧＣＧＧＴＴＣ
ＣＴＧＧＡＣＣＴＧＧＡＧＡＡＴＧＣＡＧＧＧＣＴＧＣＡＣＴＣＧＣＴＣＡＣＴＣＴＧＧ
ＡＡＧＴＣＴＴＣＧＧＣＡＡＴＣＴＣＡＧＣＣＧＧＣＴＧＣＡＧＧＴＧＣＴＧＣＡＣＴＴ
ＧＧＣＣＡＧＡＡＡＣＧＡＧＣＴＧＡＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＴＧＡＣＡＧＣＧＴＴＧＣＣ
ＡＧＣＣＧＧＣＴＧＴＣＣＴＣＣＴＴＧＣＧＣＴＡＣＣＴＧＧＡＣＣＴＧＣＧＣＡＡＧＴ
ＧＴＣＣＧＣＴＣＡＧＣＴＧＣＡＣＣＴＧＴＧＡＣＡＡＣＡＴＧＴＧＧＣＴＧＣＡＧＧＧ
ＣＴＧＧＣＴＧＡＡＣＡＡＣＡＧＣＣＧＴＧＴＧＣＡＧＧＴＴＧＴＣＴＡＣＣＣＣＴＡＣ
ＡＡＣＴＡＣＡＣＣＴＧＴＧＧＣＴＣＡＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＣＣＴＡＣＡＴＣＣＡＣＡ
ＧＣＴＴＴＧＡＣＡＣＡＣＡＣＧＴＣＴＧＣＴＴＣＣＴＧＧＡＣＣＴＧＧＧＧＣＴＣＴＡ
ＴＣＴＣＴＴＴＧＣＴＧＧＧＡＣＴＧＣＡＣＣＧＧＣＡＧＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧ
ＧＴＧＧＴＧＣＣＧＧＴＧＧＴＧＴＡＣＣＡＣＣＧＣＧＣＣＴＡＣＴＧＧＡＧＧＣＴＧＡ
ＡＧＴＡＣＣＡＣＴＧＧＴＡＣＣＴＴＣＴＧＣＧＧＴＧＣＴＧＧＧＴＣＡＡＣＣＡＧＣＧ
ＧＴＧＧＣＧＧＣＧＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧＴＧＣＴＡＣＣＴＣＴＡＴＧＡＣＡＧＣＴＴＴ
ＧＴＧＴＣＣＴＡＣＡＡＴＴＣＡＧＣＴＧＡＴＧＡＡＡＧＴＴＧＧＧＴＧＴＴＧＣＡＧＡ
ＡＧＣＴＧＧＴＧＣＣＴＧＡＧＣＴＧＧＡＧＣＡＣＧＧＴＧＣＣＴＴＣＣＧＣＣＴＣＴＧ
ＣＴＴＧＣＡＣＣＡＣＣＧＣＧＡＣＴＴＣＣＡＧＣＣＧＧＧＣＣＧＣＡＧＣＡＴＣＡＴＴ
ＧＡＣＡＡＣＡＴＴＧＴＧＧＡＴＧＣＴＧＴＣＴＡＣＡＡＣＡＧＣＣＧＧＡＡＧＡＣＧＧ
ＴＧＴＧＣＧＴＧＧＴＧＡＧＣＣＧＣＡＧＣＴＡＣＣＴＧＣＧＣＡＧＣＧＡＧＴＧＧＴＧ
ＣＴＣＴＣＴＡＧＡＧＧＴＧＣＡＧＴＴＧＧＣＣＡＧＣＴＡＣＣＧＧＣＴＧＴＴＧＧＡＴ
ＧＡＧＣＧＧＣＧＴＧＡＣＡＴＣＣＴＧＧＴＡＣＴＧＧＴＧＣＴＧＣＴＧＧＡＧＧＡＣＧ
ＴＧＧＧＴＧＡＴＧＣＴＧＡＧＣＴＧＴＣＴＧＣＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＡＴＧＣＧＧＣＧ
ＧＧＴＧＣＴＧＣＴＧＣＧＧＣＧＣＡＣＣＴＡＣＣＴＧＣＧＣＴＧＧＣＣＴＣＴＴＧＡＣ
ＣＣＣＧＣＡＧＣＴＣＡＧＣＣＧＣＴＣＴＴＴＴＧＧＧＣＡＣＧＧＣＴＧＡＡＧＡＧＧＧ
ＣＡＣＴＧＡＧＧＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡＡＧＡ
ＡＧＧＴＴＴＧＧＧＴＧＧＡＧＧＧＡＣＧＧＧＡＡＧＧＣＣＣＡＧＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣ
ＡＡＡＣＡＧＡＴＧ［ＴＡＧ］ＣＧＧＣＣＧＣ
【００７８】
ｐｃＤＮＡ３．１（＋）－Ｎｅｏ－ｃｈｉＴＬＲ２１によるＨＥＫ２９３－ｐＮｉｆＴｙ
２－Ｚｅｏ（クローン細胞系）のトランスフェクション
　ヒト胚腎臓（ＨＥＫ）細胞２９３は、１９７０年代にウイルストランスフォーメーショ
ン（Ｇｒａｈａｍら，１９７７）によって生み出されたものであり、現在、細胞系リポジ
トリ（ＡＴＣＣ等）を経由して、研究コミュニティが利用できるものである。
【００７９】
　ｐＮｉｆｔｙ２は、ＮＦκＢ転写因子活性化（多くの免疫刺激性作用（そのなかでも、
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Ｔｏｌｌ様受容体活性化）のホールマークである）の検出を可能にするプラスミドである
。ＮＦκＢ活性化に関する転写／翻訳に依存的なｐＮｉｆＴｙ２中のリポータ遺伝子は、
分泌型アルカリホスファターゼ（ＳＥＡＰ）である。詳細は、このプラスミドを販売して
いる企業（Ｉｎｖｉｖｏｇｅｎ）のデータシートに記載されている。ｐＮｉｆｔｙ２によ
るトランスフォーメーション／トランスフェクションイベントを、細菌および哺乳類細胞
の双方において、増殖培地へのゼオシンの添加により選択する。
【００８０】
　ＨＥＫ２９３細胞を、標準的な方法（リポフェクション）によってｐＮｉｆＴｙ２によ
りトランスフェクトし、安定した細胞系を選択し、ＮＦ－κＢ／ＳＥＡＰ軸の機能性を、
ヒト腫瘍壊死因子α（Ｓｉｇｍａ）による刺激によって確立した。刺激した細胞の培養上
清中の分泌ＳＥＡＰを、発色基質ｐ－ニトロフェニルホスフェート（ｐＮＰＰ、５ｍＭ）
（アルカリ性バッファ（５０ｍＭ　ＮａＨＣＯ３、ｐＨ　９．６、２ｍＭ　ＭｇＣｌ２）
中）を用いるマイクロタイタープレート比色アッセイによって判定した。発色（λ＝４０
５ｎｍ）を、マイクロタイタープレートリーダによって監視した。また、この読取りを用
いて、高いシグナル対ノイズ比のクローン系を（限界希釈法によって）選択した。これら
の選択したクローンの１つ（ダブ（ｄｕｂｂｅｄ）クローン１１）を、ニワトリＴＬＲ２
１を用いるさらなる研究に用いた。
【００８１】
　ｐｃＤＮＡ３．１（＋）－ｎｅｏは、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎから購入した標準的な哺乳
類発現ベクターである。このベクター内へのニワトリＴＬＲ２１遺伝子のサブクローニン
グを、ＰＣＲによって導入したフランキング位置Ｈｉｎｄ　ＩＩＩ（開始コドン）および
Ｎｏｔ　Ｉ（終止コドン）部位を介して行った（図１参照）。
【００８２】
　続いて、このプラスミドをクローンＨＥＫ２９３－ｐＮｉｆｔｙ２－ｚｅｏ系内にトラ
ンスフェクトし（リポフェクション）、組換え細胞を、ゼオシンおよびＧ４１８双方の増
殖培地中への添加により選択した。生じたポリクローナル組換え細胞系の機能性を、ＯＤ
Ｎ－Ｘ４およびＯＤＮ－ＨＥＫ１－ＰＴＯによる培養物の刺激、ならびにＳＥＡＰの検出
によって評価した。続いて、優れたクローン系を、限界希釈法とその後の刺激およびＳＥ
ＡＰ検出とによって識別した。
【００８３】
　ＳＥＡＰは、哺乳類系におけるリポータ酵素である（Ｙａｎｇら，１９９７）。ＳＥＡ
Ｐは、分泌型ヒト胚アルカリホスファターゼである。この主要な利点は、高い安定性およ
び非常に高い特異的活性であり、これらにより検出の感度およびロバスト性が確実なもの
となる。ＳＥＡＰ検出用のいくつかの基質が記載されているが、経済的かつロバストなｐ
ＮＰＰを選択した（その反応産物ｐ－ニトロフェノラートが高い感度（ε４０５＝１８５
００Ｍ－１ｃｍ－１）で検出されるからである）。発明者らの試験セットアップでは、カ
イネティックアッセイを実行する（より広い定量化ダイナミックレンジをもたらすからで
ある）。
【００８４】
　ＨＥＫ２９３－ｐＮｉｆＴｙ２－Ｚｅｏ細胞を、ｐｃＤＮＡ３．１（＋）－Ｎｅｏ－ｃ
ｈｉＴＬＲ２１（ＰｖｕＩで線状化した）によりトランスフェクトし、培地を３５０μｇ
／ｍｌゼオシンおよび６００μｇ／ｍｌ　Ｇ４１８で補充することにより、ポリクローナ
ル細胞系を選択した。ＯＤＮ－Ｘ４（ＰＤＥ）およびＯＤＮ－ＨＥＫ１（ＰＴＯ）により
細胞を刺激することによって、機能性試験を実行した。分泌型アルカリホスファターゼ（
ＳＥＡＰ）が、選択した細胞によって生産されたが、親ＨＥＫ２９３－ｐＮｉｆＴｙ２－
Ｚｅｏ細胞系によっては生産されなかった。単一細胞クローニングを実行し、個々のクロ
ーンを、ＯＤＮ－Ｘ４（ＰＤＥ）（ＧＧＧＧＧＧＴＴＣＧＴＴＴＴＣＧＴＴＴＴＣＧＴＴ
ＧＧＧＧＧ）およびＯＤＮ－ＨＥＫ１（ＰＴＯ）（ＴＣＧＴＣＧＴＴＴＴＧＴＣＧＴＴＴ
ＧＴＣＧＴＴ）に対する反応性について分析した。
【００８５】
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　４６のｚｅｏ／Ｇ４１８二重耐性クローン細胞系のうち、わずか３つが明らかにＯＤＮ
刺激に反応し、さらに３つから４つの細胞系がより弱いシグナルを示した。従って、選択
したクローンの８５％が機能的でなかった。
【００８６】
　さらなる全ての研究用に、クローン細胞系３８（ＯＤＮ－Ｘ４（ＰＤＥ）およびＯＤＮ
－ＨＥＫ１（ＰＴＯ）刺激に対する反応に関して飛びぬけた最も高いＳＥＡＰ読取りシグ
ナルを生じた）を用いた。
【００８７】
　図２から図５は、種々のｚｅｏ／Ｇ４１８二重耐性クローン細胞系のＳＥＡＰ活性の概
要を示す。
【００８８】
実施例２
　モチーフ５’［Ｇ］ｘ｛ＴＣＧＴＣＧ｝ｎＴＣＧ［Ｇ］ｚ

３’に基づくこの一連のホモ
ポリマーにおいて、３’－ｄＧランを、試験した全てのＯＤＮについて、１Ｇにまで短く
した。
【００８９】
　例えば：例Ｘ２３Ｎ－５は、［Ｇ］ｘ｛ＴＣＧＴＣＧ｝ｎＴＣＧ［Ｇ］ｚ

３’を表し、
式中、ｘ＝７、ｚ＝０およびｎ＝２である：Ｇ７｛ＴＣＧＴＣＧ｝２ＴＣＧ
　例えば：例Ｘ２３Ｎ－７は、［Ｇ］ｘ｛ＴＣＧＴＣＧ｝ｎＴＣＧ［Ｇ］ｚ

３’を表し、
式中、ｘ＝７、ｚ＝０およびｎ＝３である：Ｇ７｛ＴＣＧＴＣＧ｝３ＴＣＧ
　Ｘ２３Ｎ－５　ＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
　Ｘ２３Ｎ－７　ＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
　Ｘ２３Ｎ－９　ＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴ
ＣＧ
　Ｘ２３Ｎ－１１　ＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
ＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
　Ｘ２３Ｎ－１３　ＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
ＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
　Ｘ２３Ｎ－１５　ＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
ＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
　Ｘ２３Ｎ－１７　ＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
ＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
　Ｘ２３Ｎ－１９　ＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
ＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
　Ｘ２３Ｎ－２１　ＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
ＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
　Ｘ２３Ｎ－２３　ＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
ＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴ
ＣＧＴＣＧ
　Ｘ２３Ｎ－２５　ＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
ＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴ
ＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
　Ｘ２３Ｎ－２７　ＧＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
ＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴ
ＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ
　図６から図８は、リポータ細胞ＨＥＫ２９３－ｐＮｉｆｔｙ２－ｃｈｉｃｋｅｎＴＬＲ
２１におけるリポータ酵素ＳＥＡＰの有色産物量（４０５ｎｍで吸光する）を誘導する際
の、Ｘ２３－４からＸ２３Ｎ－２７の効果を示す。
【００９０】
　驚くべきことに、図６から、ｎ＝３であると免疫刺激効果が予想外に高いと結論するこ
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とができる。この効果は、図９（下記参照）において、予想外に低いＥＣ５０値ではっき
りと定量化されている。
【００９１】
　さらに、図６から図８から、ｎ＝３からｎ＝１３にまで増大すると、活性がより一層増
大する（＝ＥＣ５０の低下）と結論することができる。この増大は、かなり早くに下げ止
まりを示す（ｎが５の値に達したとき）。
【００９２】
　図９は、Ｘ２３－４からＸ２３Ｎ－２７のＥＣ５０値（ピコモル）を示す。
【００９３】
　図９からわかるように、ｎ＝４の値でＥＣ５０は２００ｐＭをほんのわずかに超えるだ
けであり、ｎ＝１０の値を過ぎてから、ＥＣ５０値は１００ｐＭをわずかに下回るプラト
ーに達する。
【００９４】
実施例３
　モチーフ５’［Ｇ］ｘ｛ＴＣＧＴＣＧ｝ｎＴＣＧ［Ｇ］ｚ

３’に基づくこの一連のホモ
ポリマーにおいて、ｎ＝４のまま、３’－Ｇの数を変えた。
【００９５】
　以下の構築体を試験した：
　Ｘ２３－ｓｉｘ　５’－ＧＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＧＧＧＧ
－３’
　（＝Ｘ２３、標準形１）
　Ｘ４－ｐｅｎｔ　５’－ＧＧＧＧＧＧＴＴＣＧＴＴＴＴＣＧＴＴＴＴＣＧＴＴＴＴＣＧ
ＴＴＴＴＣＧＴＴＧＧＧＧＧ－３’
　（＝標準形２）
　Ｘ２３－ｎｉｎｅ－３４５５　５’－ＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣ
ＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＧＧＧＧ－３’
　（→ｎ＝４、ｘ＝５、ｚ＝４）
　Ｘ２３－ｎｉｎｅ－３４５１　５’－ＧＧＧＧＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧＴＣ
ＧＴＣＧＴＣＧＴＣＧ－３’
　（→ｎ＝４、ｘ＝５、ｚ＝０）
　図１０は、リポータ細胞ＨＥＫ２９３－ｐＮｉｆｔｙ２－ｃｈｉｃｋｅｎＴＬＲ２１に
おけるリポータ酵素ＳＥＡＰの有色産物量（４０５ｎｍで吸光する）を誘導する際の、３
’－Ｇの数を変えた効果を示す。
【００９６】
　これらのＣｐＧモチーフについて、ＥＣ５０は以下の通りである：
　Ｘ４－ｐｅｎｔ（標準コントロール）　　　　　　　　　　３４０ｐＭ
　Ｘ２３－ｎｉｎｅ－３４５５（ｎ＝４、ｘ＝５、ｚ＝４）　＜＜１００ｐＭ
　Ｘ２３－ｎｉｎｅ－３４５１（ｎ＝４、ｘ＝５、ｚ＝０）　＜＜１００ｐＭ
　この結果から、３’－Ｇの数は、ｚ＝４または４未満であるならば、ＥＣ５０に特に関
連しないと推論することができる。
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