
(57)【要約】
本発明は、メチル化核酸、特別にはメチル化オリゴヌクレオチド、そしてより特別にはメ
チル化された CpGジヌクレオチドモチーフのシトシンを含むメチル化オリゴヌクレオチド
が、脂質粒子中に核酸を内包することによって、免疫刺激性とされ得ることを開示する。
通常はインビボで免疫刺激性でない内包されたメチル化核酸が、内包されたそれらの非メ
チル化対応物と同等又はより有効であることがさらに開示される。本明細書中に開示され
た組成物及び方法を使用する抗原性刺激に応答して、樹状細胞集団を活性化及び／又は増
殖させるための方法も開示される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 脂 質 － メ チ ル 化 核 酸 製 剤 で あ っ て 、 脂 質 成 分 及
び メ チ ル 化 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 成 分 を 含 む 、 前 記 製 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 メ チ ル 化 核 酸 配 列 が 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 有 す る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も
１ つ 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 脂 質 － 核 酸 製 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 メ チ ル 化 シ ト シ ン が 、 ４ 位 の 炭 素 （ 4-mC） 又 は ５ 位 の 炭 素 （ 5-mC） に 結 合 し た メ チ
ル 又 は ヒ ド ロ キ シ メ チ ル 基 を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 製 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
　 脂 質 － 核 酸 （ LNA） 製 剤 を 含 む ア ジ ュ バ ン ト で あ っ て 、 こ こ で 、 前 記 LNA製 剤 が 以 下 の ：
　 ａ ） 少 な く と も １ の 陽 イ オ ン 性 脂 質 を 含 む 脂 質 成 分 ； 及 び
　 ｂ ） 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 成 分 ；
を 含 み 、 こ こ で 、 前 記 ア ジ ュ バ ン ト が 抗 原 刺 激 に 応 答 し て 、 イ ン ビ ボ で 樹 状 細 胞 を 刺 激 す
る こ と が で き る 、 前 記 ア ジ ュ バ ン ト 。
【 請 求 項 ５ 】
　 CD11c及 び DEC205マ ー カ ー の う ち の 少 な く と も １ を 発 現 す る 抗 原 提 示 細 胞 の 数 を 増 加 さ
せ る こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ボ で の 樹 状 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る こ と の で き る 、 請 求 項 ４
に 記 載 の ア ジ ュ バ ン ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 CD86マ ー カ ー と と も に 、 CD11c及 び DEC205マ ー カ ー の う ち の 少 な く と も １ を 発 現 す る 抗
原 提 示 細 胞 の 数 を 増 加 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ボ で の 樹 状 細 胞 の 活 性 化 を 刺 激 す
る こ と の で き る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の ア ジ ュ バ ン ト 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 有 す る 単 一 の
CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ４ に 記 載 の ア ジ ュ バ ン ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 ５ ’ TAACGTTGAGGGGCAT３ ’ を
含 む （ ODN1ｍ ） 、 請 求 項 ７ に 記 載 の ア ジ ュ バ ン ト 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ２ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、
こ こ で 、 前 記 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 少 な く と も １ の シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ て い る 、 請
求 項 ４ に 記 載 の ア ジ ュ バ ン ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 メ チ ル 化 核 酸 配 列 が 、 配 列 ５ ’ TTCCATGACGTTCCTGACGTT３ ’ を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド （ ODN2ｍ ） で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 製 剤 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 有 す る CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も １ つ 含 む 、 請 求 項 ４ に 記 載 の ア ジ ュ バ ン ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 修 飾 さ れ た リ ン 酸 骨 格 を 含 む 、 請 求 項 ４ ～ １ １ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の ア ジ ュ バ ン ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 修 飾 さ れ た リ ン 酸 骨 格 が 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ア ジ ュ
バ ン ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 少 な く と も １ の 標 的 抗 原 と と も に 脂 質 － 核 酸 （ LNA） 製 剤 を 含 む ワ ク チ ン で あ っ て 、 こ
こ で 、 前 記 少 な く と も １ の 標 的 抗 原 が 、 前 記 LNA製 剤 と 混 合 又 は 会 合 さ せ ら れ 、 前 記 製 剤
が 、 以 下 の ：

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-532315 A 2005.10.27



　 ａ ） 少 な く と も １ の 陽 イ オ ン 性 脂 質 を 含 む 脂 質 成 分 ； 及 び
　 ｂ ） 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 成 分 ；
を 含 み 、 こ こ で 、 前 記 ワ ク チ ン が 、 前 記 製 剤 に よ る 、 前 記 少 な く と も １ の 標 的 抗 原 の 抗 原
提 示 細 胞 へ の 提 示 に 応 答 し て 、 イ ン ビ ボ で 樹 状 細 胞 を 刺 激 す る こ と が で き る 、 前 記 ワ ク チ
ン 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 ワ ク チ ン が 、 CD11c及 び DEC205マ ー カ ー の う ち の 少 な く と も １ を 発 現 す る 抗 原 提 示
細 胞 の 数 を 増 加 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ボ で の 樹 状 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る こ と の
で き る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 ワ ク チ ン が 、 CD86マ ー カ ー と と も に 、 CD11c及 び DEC205マ ー カ ー の う ち の 少 な く と
も １ を 発 現 す る 抗 原 提 示 細 胞 の 数 を 増 加 さ せ る こ と に 特 徴 を 有 す る 、 イ ン ビ ボ で の 樹 状 細
胞 の 活 性 化 を 刺 激 す る こ と の で き る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 有 す る 、 単 一
の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 複 数 の CpGを 含 み 、 こ こ で 、 前 記 C
pGジ ヌ ク レ オ チ ド の う ち の 少 な く と も １ が メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 む 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の
ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 有 す る CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も １ つ 含 む 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 少 な く と も １ の 標 的 抗 原 が 、 微 生 物 抗 原 を 含 む 、 請 求 項 １ ４ ～ １ ９ の い ず れ か １ 項
に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 少 な く と も １ の 標 的 抗 原 が 、 腫 瘍 関 連 抗 原 を 含 む 、 請 求 項 １ ４ ～ １ ９ の い ず れ か １
項 に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 少 な く と も １ の 標 的 抗 原 が 、 同 じ 抗 原 か ら の 複 数 の エ ピ ト ー プ を 含 む 、 請 求 項 １ ４
に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 少 な く と も １ の 標 的 抗 原 が 、 異 な る 抗 原 か ら の 複 数 の エ ピ ト － プ を 含 む 、 請 求 項 １
４ に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 修 飾 さ れ た リ ン 酸 骨 格 を 含 む 、 請 求 項 １ ４ ～ ２ ３ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の ワ ク チ ン 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 修 飾 さ れ た リ ン 酸 骨 格 が 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト で あ る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の ワ ク チ
ン 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 抗 原 刺 激 へ の 宿 主 の 亢 進 さ れ た 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 宿 主 に 脂
質 － 核 酸 （ LNA） 製 剤 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ こ で 、 前 記 LNA製 剤 が 、 以 下 の ：
　 ａ ） 少 な く と も １ の 陽 イ オ ン 性 脂 質 を 含 む 脂 質 成 分 ； 及 び 、
　 ｂ ） 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 核 酸 成 分
を 含 み 、 こ こ で 、 前 記 LNA製 剤 が 、 抗 原 刺 激 に 応 答 し て 、 イ ン ビ ボ で 樹 状 細 胞 を 刺 激 す る
こ と の で き る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 LNA製 剤 が 、 CD11c及 び DEC205マ ー カ ー の う ち の 少 な く と も １ を 発 現 す る 抗 原 提 示 細
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胞 の 数 を 増 加 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 イ ン ビ ボ で の 樹 状 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る こ と が で
き る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 LNA製 剤 が 、 CD86マ ー カ ー と と も に 、 CD11c及 び DEC205マ ー カ ー の う ち の 少 な く と も
１ を 発 現 す る 抗 原 提 示 細 胞 の 数 を 増 加 さ せ る こ と に 特 徴 を 有 す る 、 イ ン ビ ボ で の 樹 状 細 胞
の 活 性 化 を 刺 激 す る こ と が で き る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 有 す る 単 一 の
CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 ５ ’ TAACGTTGAGGGGCAT３ ’ を
含 む （ ODN1ｍ ） 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 少 な く と も ２ の CpGジ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 み 、 こ こ で 、 前 記 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の う ち の 少 な く と も １ つ の 中 の シ ト シ ン が メ
チ ル 化 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 メ チ ル 化 核 酸 配 列 が 、 配 列 ５ ’ TTCCATGACGTTCCTGACGTT３ ’ を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド （ ODN2ｍ ） で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 LNA製 剤 が 、 少 な く と も １ の 標 的 抗 原 と と も に 投 与 さ れ 、 こ こ で 、 前 記 少 な く と も
１ の 標 的 抗 原 が 前 記 LNA製 剤 と 混 合 さ れ 又 は 会 合 さ せ ら れ て い る 、 請 求 項 ２ ６ ～ ３ ２ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 少 な く と も １ の 標 的 抗 原 が 前 記 LNA製 剤 と 混 合 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 少 な く と も １ の 標 的 抗 原 が 、 前 記 LNA製 剤 と 会 合 さ せ ら れ て い る 、 請 求 項 ３ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 修 飾 さ れ た リ ン 酸 骨 格 を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ ～ ３ ５
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 骨 格 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 樹 状 細 胞 を 刺 激 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 少 な く と も １ の 樹 状 細 胞 を 、 脂 質 成 分 及 び メ
チ ル 化 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 成 分 を 含 む 脂 質 － メ チ ル 化 核 酸 製 剤 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含
む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 イ ン ビ ボ で 宿 主 の 樹 状 細 胞 を 刺 激 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 前 記 宿 主 に 、 脂 質 成 分 及 び
メ チ ル 化 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 成 分 を 含 む 脂 質 － メ チ ル 化 核 酸 製 剤 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含
み 、 こ こ で 、 前 記 製 剤 が 、 抗 原 刺 激 に 応 答 し て 、 イ ン ビ ボ で 樹 状 細 胞 を 刺 激 す る こ と が で
き る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 樹 状 細 胞 の 刺 激 が 、 CD11ｃ 及 び DEC205マ ー カ ー の う ち の 少 な く と も １ を 発 現 す る 抗 原 提
示 細 胞 の 数 を 増 加 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 樹 状 細 胞 の 増 殖 を 含 む 、 請 求 項 ３ ８ 又 は ３ ９
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 樹 状 細 胞 の 刺 激 が 、 CD86マ ー カ ー と と も に CD11ｃ 及 び DEC205マ ー カ ー の う ち の 少 な く と
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も １ を 発 現 す る 抗 原 提 示 細 胞 の 数 を 増 加 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 樹 状 細 胞 の 活 性 化 を 含
む 、 請 求 項 ３ ８ 又 は ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 メ チ ル 化 核 酸 配 列 が 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 有 す る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も
１ つ 含 む 、 請 求 項 ３ ８ ～ ４ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 メ チ ル 化 シ ト シ ン が 、 ４ 位 の 炭 素 （ 4-mC） 又 は ５ 位 の 炭 素 （ 5-mC） に 結 合 し た メ チ
ル 基 又 は ヒ ド ロ キ シ メ チ ル 基 を 含 む 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 抗 原 提 示 細 胞 に 、 抗 原 及 び ア ジ ュ バ ン ト の 免 疫 刺 激 を 同 時 に デ リ バ リ ー す る た め の 方 法
で あ っ て 、 標 的 抗 原 と 会 合 し た 脂 質 － 核 酸 （ Ｌ Ｎ Ａ ） 製 剤 を 投 与 す る ス テ ッ プ を 含 み 、 こ
こ で 、 前 記 Ｌ Ｎ Ａ 製 剤 が 以 下 の ：
　 ａ ） 少 な く と も １ の 陽 イ オ ン 性 脂 質 を 含 む 脂 質 成 分 ； 及 び
　 ｂ ） 少 な く と も １ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も １ つ
含 む 核 酸 成 分 ；
を 含 み 、 こ こ で 、 前 記 LNA製 剤 が イ ン ビ ボ で 樹 状 細 胞 を 刺 激 す る こ と が で き る 、 前 記 方 法
。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 関 連 出 願 へ の 相 互 参 照
　 本 出 願 は 、 2002年 5月 10日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/379,343号 ； 及 び 2002年 11月 7日
に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 10/290,545号 ； 及 び 2003年 4月 4日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願
第 60/460,646号 に 基 づ く 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 技 術 分 野
　 本 発 明 は 、 脂 質 － 核 酸 製 剤 及 び イ ン ビ ボ で の 疫 応 答 の 刺 激 に お け る そ れ ら の 使 用 方 法 、
及 び 特 に 、 相 乗 的 に そ れ ら の 免 疫 刺 激 活 性 を 高 め る よ う に 、 少 な く と も １ の メ チ ル 化 シ ト
シ ン を 含 む 核 酸 配 列 の リ ポ ソ ー ム 製 剤 に 関 し 、 こ こ で 、 該 メ チ ル 化 シ ト シ ン が 好 ま し く は
CpGモ チ ー フ を 形 成 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 シ ト シ ン の メ チ ル 化 は 、 真 核 生 物 に お い て 唯 一 知 ら れ た DNAの 内 因 性 の 修 飾 で あ っ て 、
シ ト シ ン の ４ 位 の 炭 素 又 は ５ 位 の 炭 素 へ の メ チ ル 又 は ヒ ド ロ キ シ メ チ ル 基 の 酵 素 的 付 加 に
よ っ て 起 こ る 。 Costello and Plass, 2001,  38:285。 よ り 高 い 頻 度 で メ
チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 を 有 す る が 、 い か な る 応 答 も 刺 激 し な い 脊 椎 動 物 DNAと は 対 照 的 に 、
細 菌 DNA中 で 発 見 さ れ た 、 よ り 低 頻 度 で 起 こ る メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 が 、 細 菌 DNAが イ ン ビ
ト ロ 及 び イ ン ビ ボ で 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き た 理 由 と し て 、 多 く の 研 究 者 に よ っ て
示 唆 さ れ た 。 Messina et al, 1991, l 147: 1759。 末 梢 血 単 核 細 胞 ア ッ セ イ （ P
BMC） を 用 い て イ ン ビ ト ロ で の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 分 裂 促 進 性 を 測 定 し た そ の 後 の 研 究
は 、 非 メ チ ル 化 DNAが 分 裂 を 促 進 す る こ と が で き る が 、 メ チ ル 化 DNAが 分 裂 を 促 進 で き な い
こ と を 示 し た 。 試 験 し た 多 く の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 中 で ， CpGジ ヌ ク レ オ チ ド モ チ
ー フ を 有 す る 配 列 が 特 別 に 分 裂 を 促 進 す る こ と が 示 さ れ た 。 Kreig et al, 1995,  
374:546-9。 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド モ チ ー フ を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 該 ジ ヌ ク レ
オ チ ド の シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ て い な い と い う 条 件 で 、 イ ン ビ ボ で 免 疫 刺 激 性 で あ る こ
と も 示 さ れ た 。 Parronchi P, et al 1999,  163:5946-53; Kreig A.M. 1999, 

1489: 107-16。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 同 様 に 、 米 国 特 許 第 6,194,388号 は 、 イ ン ビ ト ロ で の PBMCへ の チ ミ ジ ン の 取 り 込 み に 基
づ い て 分 裂 促 進 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 T細 胞 除 去 さ れ た 脾 細 胞 中 の B細 胞 分 裂 促 進 性
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が 、 CpGモ チ ー フ の シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ る と 消 滅 す る が 、 他 の シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ
れ て も 消 滅 し な い こ と を 開 示 し た 。 続 い て 、 イ ン ビ ト ロ で の ウ リ ジ ン 取 り 込 み の 測 定 に よ
る 、 T細 胞 除 去 さ れ た 脾 細 胞 中 の B細 胞 活 性 化 を 誘 導 す る 能 力 に つ い て の ３ ０ ０ を 超 え る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ス ク リ ー ニ ン グ に 基 づ い て 、 関 連 す る 米 国 特 許 出 願 第 6,207,646号 は
、 非 メ チ ル 化 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド モ チ ー フ を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 CpGモ チ ー フ を
欠 く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 分 裂 促 進 の 刺 激 に お い て よ り 有 効 で あ り 、 そ し て 同 じ CpG
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 対 応 物 は そ れ ほ ど 有 効 で な か っ た と い う こ と を 開 示 し た 。
B細 胞 分 裂 促 進 性 に 対 し て 最 も 負 の 衝 撃 を あ た え た メ チ ル 化 部 位 が 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の
シ ト シ ン で あ る こ と が 再 び 示 さ れ 、 こ れ は 、 メ チ ル 化 さ れ た 場 合 、 他 の シ ト シ ン の メ チ ル
化 に 比 べ て イ ン ビ ト ロ で の 刺 激 を よ り 減 少 さ せ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 同 じ 出 願 人 の グ ル ー プ は 、 米 国 特 許 第 6,2369,116号 （ メ チ ル 化 配 列 に お け る 、 減 少 し た
NK細 胞 溶 解 活 性 ） 、 同 第 6,406,705号 （ 非 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 HBsAgと 併 用 さ れ る
と 、 ア ジ ュ バ ン ト 効 果 を 欠 く ） 及 び 同 第 6,429,199号 （ GM-CSFと 組 み 合 わ せ る と ， CpGモ チ
ー フ の メ チ ル 化 が 刺 激 効 果 を 失 わ せ た ） に お い て 同 様 の 結 論 に 達 し た 。 し た が っ て 、 概 し
て 、 メ チ ル 化 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 イ ン ビ ト ロ で の 分 裂 促 進 効 果 の 刺 激 又 は イ ン ビ
ボ で の 免 疫 刺 激 効 果 の 誘 発 に お い て 、 一 貫 し て 、 無 効 で あ る か 又 は メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド よ り も か な り 有 効 性 が 低 い と い う こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 最 近 、 PCT国 際 出 願 公 開 第 WO02/069369号 に お い て 、 Schetterら は 、 CD86、 CD80、 CD２ ５
及 び CD69を 含 む 、 一 定 の 白 血 球 表 面 マ ー カ ー の 産 生 を 測 定 す る イ ン ビ ト ロ の PBMCア ッ セ イ
に 基 づ い て 、 あ る タ イ プ の メ チ ル 化 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 免 疫 刺 激 活 性 を 有 す る こ と
が で き る こ と を 示 唆 し た 。 し か し な が ら 、 試 験 し た 核 酸 配 列 は 、 １ ～ ４ の CpGジ ヌ ク レ オ
チ ド を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の ４ ～ ９ の 部 位 に お い て 高 度 に メ チ ル 化 さ れ て お り 、
例 示 さ れ た す べ て の 場 合 に お い て 、 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ら の 非 メ チ ル 化
対 応 物 よ り も よ り 有 効 性 が 低 い ま ま で あ っ た 。 グ ア ノ シ ン を 置 換 し た イ ノ シ ン 、 イ ノ シ ン
に 隣 接 す る シ ト シ ン 、 イ ノ シ ン に 隣 接 す る 塩 基 を 置 換 し た 塩 基 を 欠 く 糖 を 有 す る 「 ｄ ス ペ
ー サ ー 」 、 Zが ２ － デ オ キ シ ウ リ ジ ン 、 ５ － フ ル オ ロ － ２ ’ デ オ キ シ ウ リ ジ ン に よ っ て 置
換 さ れ た ZpGジ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び Yが 、 ２ － ア ミ ノ プ リ ン 、 キ サ ン ト シ ン 、 N7-メ チ ル －
キ サ ン ト シ ン 、 ネ ブ ラ リ ン 又 は ｄ ス ペ ー サ ー で あ る 、 CpYジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 多 様 な 追
加 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 構 造 も 研 究 さ れ た 。 不 運 な こ と に 、 イ ン ビ ト ロ の ア ッ セ イ の 予 想
値 及 び ／ 又 は 提 案 さ れ た 、 イ ン ビ ボ で 生 じ る か も 知 れ な い 免 疫 刺 激 活 性 に 関 す る 出 願 人 の
結 論 の 正 確 性 を 実 証 す る た め の 、 無 作 為 化 さ れ た 配 列 又 は 同 じ 長 さ の 配 列 の 混 合 物 の よ う
な 有 用 な 対 照 配 列 は な か っ た 。 さ ら に 、 抗 原 提 示 細 胞 の 主 要 な サ ブ セ ッ ト で あ る 樹 状 細 胞
で は 、 免 疫 刺 激 活 性 は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 分 野 に お い て は 、 亢 進 さ れ た 免 疫 刺 激 活 性 を 有 す る 、 改 善 さ れ た ア ジ ュ バ ン ト 組 成 物
が 持 続 的 に 必 要 と さ れ て い る 。 該 組 成 物 は 、 特 に 樹 状 細 胞 を 含 む 、 よ り 広 い 範 囲 の 抗 原 提
示 細 胞 を 刺 激 す る こ と が で き な く て は な ら な い 。 さ ら に 、 該 組 成 物 は 、 単 独 で 、 及 び 腫 瘍
、 病 原 体 又 は 他 の 抗 原 と の 併 用 の 両 方 で 、 イ ン ビ ボ に お い て 有 効 な 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ
と が で き な く て は な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 免 疫 刺 激 性 の ア ジ ュ バ ン ト と し て 使 用 さ れ る こ と の で き る 核 酸 配 列 モ チ ー フ の 幅 を 広 げ
る こ と も 着 目 さ れ て い る 。 特 別 に 必 要 と さ れ る の は 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 有 す る CpGジ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 並 び に イ ン ビ ト ロ に お け る 免 疫 刺 激 活 性 に 顕 著 な 可 変 性 を 示 す 他 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 構 造 か ら 、 一 貫 し た 免 疫 刺 激 活 性 を 誘 導 す る こ と の で き る 組 成 物 及 び 方 法 で
あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 発 明 の 要 約
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　 発 明 者 ら は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 、 脂 質 核 酸 （ LNA） 製 剤 中 へ の メ チ ル 化 核 酸 配 列
の 取 り 込 み が 、 従 来 技 術 に お け る 上 記 の 問 題 を 解 決 し 、 相 乗 的 な 利 益 を 与 え る こ と を 発 見
し た 。 特 別 に は 、 本 発 明 に し た が っ て 使 用 さ れ た 場 合 、 メ チ ル 化 核 酸 配 列 の 免 疫 刺 激 活 性
は 、 著 し く 亢 進 さ れ る こ と が で き 、 従 来 技 術 に お い て 報 告 さ れ た 広 く 可 変 な 結 果 と は 非 常
に 対 照 的 に 、 一 貫 し て イ ン ビ ボ で の 免 疫 刺 激 の 改 善 を 達 成 し た 。 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明
の 脂 質 － メ チ ル 化 核 酸 製 剤 は ま た 、 対 応 す る 非 メ チ ル 化 配 列 を 採 用 す る 類 似 の 脂 質 － 核 酸
製 剤 と 同 等 、 そ し て 多 く の 場 合 に よ り 高 い 治 療 的 有 効 性 を 示 す 。 さ ら に 、 免 疫 刺 激 活 性 は
、 よ り 広 い ク ラ ス の 抗 原 提 示 細 胞 、 そ し て 特 に 樹 状 細 胞 に お い て 得 ら れ た 。 さ ら に 、 本 明
細 書 に お い て 示 さ れ 、 そ し て 従 来 技 術 と は 異 な る よ う に 、 単 一 の メ チ ル 化 CpGジ ヌ ク レ オ
チ ド の み を 有 す る 内 包 さ れ た 核 酸 に よ っ て 、 有 効 な 免 疫 刺 激 が 達 成 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 １ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 、 脂 質 成 分 及 び
少 な く と も １ の メ チ ル 化 核 酸 配 列 を 含 む 核 酸 成 分 を 含 む 、 脂 質 － メ チ ル 化 核 酸 製 剤 を 提 供
す る 。 あ る 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 メ チ ル 化 核 酸 配 列 は 、 少 な く と も １ の シ ト シ ン の
４ 位 の 炭 素 （ ４ -ｍ C） 又 は ５ 位 の 炭 素 （ ５ -ｍ C） に 結 合 し た メ チ ル 又 は ヒ ド ロ キ シ メ チ ル
基 を 含 み 、 こ こ で メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 は 、 一 般 的 に 上 記 配 列 中 に 位 置 す る CpGジ ヌ ク レ
オ チ ド モ チ ー フ の 一 部 分 で あ る 。 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 メ チ ル 化 核 酸 は 、 完
全 に 脂 質 成 分 中 に 内 包 さ れ 、 本 明 細 書 中 で さ ら に 記 載 さ れ る リ ポ ソ ー ム 粒 子 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 メ チ ル 化 核 酸 配 列 は 、 遊 離 の 核 酸 と し て 動 物 に 投 与 さ れ た 場 合
、 イ ン ビ ボ に お け る 免 疫 刺 激 活 性 を 有 さ な い 。 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 脂 質 － メ チ ル 化
核 酸 製 剤 は 、 イ ン ビ ボ に お い て 、 同 じ 配 列 を 有 す る が １ 以 上 の シ ト シ ン 残 基 の メ チ ル 化 を
有 さ な い 対 応 す る 脂 質 核 酸 製 剤 と 同 等 又 は よ り 高 い 免 疫 刺 激 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 １ の 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 配 列 は 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 有 す る 少 な く と も １ の CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 配 列 は 、 単 一 の CpGジ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 み 、 こ こ で 、 上 記 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 中 の シ ト シ ン は 、 メ チ ル 化 さ れ て い る 。 特 別
な 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 核 酸 配 列 は 、 配 列 ５ ’ TAACGTTGAGGGGCAT３ ’ （ ODN1ｍ ） を 含 む
。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 核 酸 配 列 は 、 少 な く と も ２ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、
こ こ で 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 少 な く と も １ の シ ト シ ン が メ チ ル 化 さ れ て い る 。 他 の 特
別 な 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 核 酸 配 列 は 、 配 列 ５ ’ TTCCATGACGTTCCTGACGTT3'（ ODN2ｍ ）
を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 核 酸 配 列 は 、 複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ
こ で 、 上 記 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も １ が メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 む 。 し か し な が ら
、 重 要 な こ と に 、 そ し て 従 来 技 術 と は 異 な り 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン を 有 す る 単 一 の CpGジ ヌ
ク レ オ チ ド の み 、 又 は 複 数 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 該 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド の シ ト シ
ン の １ 又 は ２ ， ３ 個 が メ チ ル 化 さ れ て い る も の を 利 用 し て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 有 効 な 免
疫 刺 激 が 得 ら れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 イ ン ビ ボ で 動 物 に 投 与 さ れ た 場 合 、 上 記 脂 質 － メ チ ル 化 核
酸 製 剤 は 、 樹 状 細 胞 を 活 性 化 及 び ／ 又 は 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 １ の 側 面 に お い て 、 CD
11ｃ 及 び DEC205マ ー カ ー の う ち の 少 な く と も １ を 含 む 樹 状 細 胞 は 、 対 象 製 剤 の 投 与 、 好 ま
し く は 抗 原 刺 激 と と も に 行 わ れ る 該 投 与 に よ っ て 、 イ ン ビ ボ で 増 殖 さ れ る 。 他 の 側 面 に お
い て 、 CD11ｃ 又 は DEC205マ ー カ ー を 含 む 樹 状 細 胞 は 、 イ ン ビ ボ に お い て 活 性 化 さ れ て 、 対
象 製 剤 の 投 与 後 、 こ こ で も 好 ま し く は 抗 原 刺 激 と と も に 行 わ れ る 該 投 与 後 に 、 CD８ ６ マ ー
カ ー を 発 現 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 多 様 な 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 脂 質 － 核 酸 製 剤 は さ ら に 、 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 、
緩 衝 液 又 は 希 釈 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 核 酸 は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 か ら 成 る 。 他 の 実 施 態 様 に
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お い て 、 上 記 核 酸 は 、 非 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 か ら 成 る 。 よ り 特 別 な 実 施 態 様 に お い て 、
上 記 非 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 は 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 骨 格 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 組 成 物 の 多 様 な 実 施 態 様 に お い て 、 リ ポ ソ ー ム 粒 子 は 、 陽 イ オ ン 性 脂 質 を 含 む 。 陽 イ オ
ン 性 脂 質 の 例 は 、 DDAB、 DODAC、 DOTAP、 DMRIE、 DOSPA、 DMDMA、 DC-Chol、 DODMA、 DODAP及
び そ れ ら の 混 合 物 か ら な る 陽 イ オ ン 性 脂 質 の 群 か ら 選 ば れ る 。 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て
、 リ ポ ソ ー ム 粒 子 は 、 さ ら に 、 DOPE、 DSPC、 POPC、 ジ ア シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ジ ア
シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン 、 セ ラ ミ ド 、 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 、 セ フ ァ リ ン 、 セ レ ブ
ロ シ ド 、 及 び そ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 中 性 脂 質 を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 に お
い て 、 リ ポ ソ ー ム 粒 子 は 、 DOPE、 DSPC、 POPC、 ジ ア シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ジ ア シ ル
ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン 、 セ ラ ミ ド 、 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 、 セ フ ァ リ ン 、 セ レ ブ ロ シ
ド 及 び そ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 中 性 脂 質 の み を 含 む 。 他 の 実 施 態 様 に お い
て は 、 脂 質 粒 子 は 、 DODAP、 DODMA、 DSPC、 POPC及 び そ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ
る 脂 質 を 含 む 。 他 の あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 脂 質 粒 子 は 、 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン と DODAP
、 DODMA、 DSPC、 POPC及 び そ れ ら の 混 合 物 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 脂 質 の 混 合 物 を 含 む 。
さ ら に 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 脂 質 成 分 は 、 DSPC、 DODMA、 Chol、 及 び PEG-DMGを 含 み 、
上 記 DSPC対 上 記 DODMA対 上 記 Chol対 上 記 PEG-DMGの 比 率 は 、 約 20： 25： 45： 10モ ル ／ モ ル で
あ る 。 さ ら な る よ り 特 別 な 実 施 態 様 に お い て は 、 上 記 脂 質 成 分 対 上 記 核 酸 成 分 の 比 率 は 、
約 0.0１ ～ 0.25重 量 ／ 重 量 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 脂 質 粒 子 は さ ら に 、 脂 質 粒 子 表 面 上 の 立 体 障 壁 脂 質 成 分 を
含 む 。 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 立 体 障 壁 脂 質 成 分 は 、 PEG-DMG、 PEG-PE、 及 び PEGセ ラ ミ ド
か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 。 １ の 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 PEGセ ラ ミ ド は 、 PEG-セ ラ ミ ド C-1
4で あ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 PEGセ ラ ミ ド は 、 PEG-セ ラ ミ ド C-20で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 な お さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 着 目 の 抗 原 を 、 上 記 の 脂 質 － メ チ ル 化 核 酸 製 剤 と と も
に 含 む 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。 抗 原 は 、 脂 質 － メ チ ル 化 核 酸 製 剤 と 混 合 さ れ る こ と が で き 、
又 は 会 合 さ せ ら れ る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 上 記 抗 原 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 通 り に
、 上 記 製 剤 と 会 合 さ せ ら れ る 。 １ の 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 抗 原 は 、 腫 瘍 抗 原 で あ る 。 好
ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 メ チ ル 化 核 酸 配 列 は 、 少 な く と も １ の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド モ チ
ー フ 内 に 位 置 す る ４ -mC又 は ５ -ｍ Cを 含 む 。 特 別 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 メ チ ル 化
核 酸 配 列 は 、 リ ポ ソ ー ム 粒 子 中 に 内 包 さ れ る 。 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 抗 原 も ま
た 、 リ ポ ソ ー ム 粒 子 中 に 内 包 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 他 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 改 善 さ れ た 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め に 、 先 の 組 成 物 の い
ず れ か を 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 上 記 動 物 に お い て 亢 進 さ れ た 免 疫 活 性 を 刺 激 す る 方
法 を 提 供 す る 。 上 記 LNA製 剤 は 、 直 接 的 に ア ジ ュ バ ン ト と し て 使 用 さ れ る か 、 又 は １ 以 上
の 標 的 抗 原 と と も に ワ ク チ ン 製 剤 中 で 有 利 に 組 み 合 わ せ ら れ る こ と が で き る 。 好 ま し く は
、 対 象 の 組 成 物 の 投 与 は 、 上 記 動 物 の 免 疫 系 中 に 存 在 す る １ 以 上 の 樹 状 細 胞 を 刺 激 す る こ
と が で き る 。 １ の 実 施 態 様 に お い て 、 標 的 抗 原 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 脂 質 － 核 酸 製 剤 、
よ り 好 ま し く は リ ポ ソ ー ム 粒 子 、 と 会 合 し て 投 与 さ れ る 。 さ ら に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い
て 、 上 記 抗 原 は 、 リ ポ ソ ー ム 粒 子 中 に 内 包 さ れ る 。 あ る 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 抗 原 は 、
１ 以 上 の 腫 瘍 抗 原 又 は 微 生 物 抗 原 か ら の １ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら な る 側 面 に お い て 、 イ ン ビ ト ロ 、 エ ク ス ビ ボ 、 又 は イ ン ビ ボ に お い て 、 少 な く と も
１ の 抗 原 提 示 細 胞 を 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 免 疫 刺 激 性 組 成 物 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む
、 抗 原 提 示 細 胞 の 刺 激 方 法 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 上 記 抗 原 提 示 細 胞
は 、 樹 状 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 １ の 実 施 態 様 に お い て 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 位 置 す る 少 な く と も １ の ４ ｍ C又 は ５ ｍ
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Cを 有 す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 対 象 の 脂 質 － 核 酸 製 剤 を 宿 主 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で
、 上 記 投 与 が 上 記 宿 主 中 で 樹 状 細 胞 を 増 殖 さ せ る の に 有 効 で あ る 、 イ ン ビ ボ に お い て 樹 状
細 胞 を 増 殖 さ せ る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 上 記 樹 状 細 胞 の 増 殖 は 、 CD11ｃ 及 び DE
C205マ ー カ ー の う ち の 少 な く と も １ を 発 現 す る 、 宿 主 の 抗 原 提 示 細 胞 数 を 増 加 さ せ る こ と
に 特 徴 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 内 に 位 置 す る 少 な く と も １ の ４ ｍ C又 は ５ ｍ
Cを 有 す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 対 象 の 脂 質 － 核 酸 製 剤 を 宿 主 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で
、 上 記 投 与 が 、 抗 原 刺 激 に 応 答 し て 上 記 宿 主 中 で 樹 状 細 胞 を 増 殖 さ せ る の に 有 効 で あ る 、
イ ン ビ ボ に お い て 樹 状 細 胞 を 活 性 化 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 上 記 樹 状 細 胞 の
活 性 化 は 、 CD86マ ー カ ー と と も に 、 CD11ｃ 又 は DEC205マ ー カ ー の う ち の 少 な く と も １ を 同
時 発 現 さ せ る 宿 主 抗 原 提 示 細 胞 の 数 を 増 加 さ せ る こ と に 特 徴 を 有 す る 。 特 別 に 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て は 、 抗 原 刺 激 は 、 対 象 の 製 剤 を １ 以 上 の 着 目 の 標 的 抗 原 と と も に 、 脂 質 －
メ チ ル 化 核 酸 製 剤 と 混 合 し て 又 は 会 合 さ せ て 、 投 与 す る こ と の い ず れ か に よ っ て 達 成 さ れ
る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 メ チ ル 化 核 酸 、 特 別 に は メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 特 別 に は CpGジ
ヌ ク レ オ チ ド モ チ ー フ の メ チ ル 化 シ ト シ ン を 含 む メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 が 、 該 核
酸 を 脂 質 粒 子 中 に 内 包 す る こ と に よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ 、 エ ク ス ビ ボ 及 び イ ン ビ ボ の い ず れ
か に お い て 免 疫 応 答 の 刺 激 を 亢 進 す る こ と が で き る と い う 発 見 に 基 づ い て 、 製 剤 及 び そ の
使 用 方 法 を 提 供 す る 。 通 常 は そ の 遊 離 の 形 態 に お い て イ ン ビ ボ で 免 疫 刺 激 性 で な い 脂 質 に
内 包 さ れ た メ チ ル 化 核 酸 が 、 対 象 の 製 剤 中 に 内 包 さ れ た 場 合 に は 、 実 際 に そ れ ら の 非 メ チ
ル 化 対 応 物 に 比 べ て 、 免 疫 応 答 の 刺 激 に お い て 同 等 、 及 び い く つ か の 場 合 に は よ り 有 効 で
あ る こ と が で き る こ と が さ ら に 開 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は 、 多 様 な 骨 格 と と も に 構 成 さ れ 、 そ し て 多 様 な 脂 質 粒 子 製 剤 中 に 内 包 さ れ た 多
様 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の メ チ ル 化 及 び 非 メ チ ル 化 対 応 物 を 試 験 す る こ と に よ っ て 、 例 解
さ れ る 。 通 常 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル （ PO） 骨 格 並 び に ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ PS） 骨 格 を 有 す
る 、 脂 質 に 内 包 さ れ た メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 免 疫 刺 激 性 で あ る 。 い く つ か の 場
合 に は 、 PS骨 格 が Th-1を 介 す る 体 液 性 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と が で き る 一 方 、 PO骨 格 が Th
-1を 介 す る 細 胞 性 免 疫 応 答 を 亢 進 す る こ と が で き る こ と が さ ら に 開 示 さ れ る 。 本 発 明 の あ
る 側 面 に お い て 、 脂 質 に 内 包 さ れ た メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 さ ら に 、 標 的 抗 原 、
特 別 に は 微 生 物 抗 原 及 び ／ 又 は 腫 瘍 関 連 抗 原 と 組 み 合 わ せ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 特 別 に は 、 本 発 明 に し た が っ て 使 用 さ れ た 場 合 、 メ チ ル 化 核 酸 配 列 の 免 疫 刺 激 活 性 は 、
顕 著 に 亢 進 さ れ 、 従 来 技 術 に お い て 報 告 さ れ た 広 く 可 変 な 結 果 と は 非 常 に 対 照 的 に 、 改 善
さ れ た 免 疫 刺 激 は 、 イ ン ビ ボ に お い て も 一 致 し て 達 成 さ れ る 。 さ ら に 、 免 疫 刺 激 活 性 は 、
よ り 広 い ク ラ ス の 抗 原 提 示 細 胞 、 特 に 樹 状 細 胞 に お い て 得 ら れ る 。 本 発 明 は 、 脂 質 に 内 包
さ れ た 場 合 の 、 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 理 に よ る 樹 状 細 胞 の 活 性 化 及 び 増 殖 を 最 初
に 実 証 す る も の で あ る 。 し た が っ て 、 樹 状 細 胞 の 活 性 化 及 び ／ 又 は 増 殖 の 亢 進 方 法 は 、 本
発 明 の 他 の 側 面 で あ る 。 本 発 明 の 多 様 な 製 剤 の 製 造 、 使 用 及 び 試 験 方 法 は 、 以 下 に お い て
、 及 び そ っ く り そ の ま ま 参 考 文 献 と し て 本 明 細 書 に 援 用 さ れ て い る 引 用 文 献 中 に お い て 記
載 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 略 語 及 び 定 義
　 以 下 の 略 語 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る ： RBC、 赤 血 球 ； DDAB、 N,N-ジ ス テ ア リ ル -N,N-ジ
メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド ； DODAC、 N、 N-ジ オ レ イ ル -N,N-ジ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ク
ロ ラ イ ド ； DOPE、 １ ， ２ -sn-ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン ； DOSPA、 2,3-ジ
オ レ イ ロ キ シ -N-(2(ス ペ ル ミ ン カ ル ボ キ サ ミ ド ） エ チ ル ） -N,N-ジ メ チ ル -１ － プ ロ パ ナ ミ
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ニ ウ ム ト リ フ ル オ ロ ア セ テ ー ト ； DOTAP、 1,2-ジ オ レ オ イ ロ キ シ -3-（ N,N,N,-ト リ メ チ ル
ア ミ ノ ） プ ロ パ ン ク ロ ラ イ ド ； DOTMA、 1,2-ジ オ レ イ ロ キ シ -3-（ N,N,N-ト リ メ チ ル ア ミ ノ
） プ ロ パ ン ク ロ ラ イ ド ； OSDAC、 N-オ レ イ ル -N-ス テ ア リ ル -N,N-ジ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ク
ロ ラ イ ド ； RT、 室 温 ； HEPES、 ４ -（ 2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ） -1-ピ ペ ラ ジ ン エ タ ン ス ル ホ ン
酸 ； FBS、 ウ シ 胎 児 血 清 ； DMEM、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル ス 培 地 ； PEG-Cer-C.sub.14、 1-O
-（ 2'-（ オ メ ガ -メ ト キ シ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） サ ク シ ノ イ ル ） -2-N-ミ リ ス ト イ ル -
ス フ ィ ン ゴ シ ン ； PEG-Cer-C.sub.20、 1-O-（ 2'-（ オ メ ガ -メ ト キ シ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル ） サ ク シ ノ イ ル ） -2-N-ア ラ キ ド イ ル -ス フ ィ ン ゴ シ ン ； PBS、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ； T
HF、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン ； EGTA、 エ チ レ ン ビ ス （ オ キ シ エ チ レ ン ニ ト リ ロ ） -テ ト ラ 酢 酸
； SF-DMEM、 血 清 除 去 DMEM； NP４ ０ 、 ノ ニ ル フ ェ ノ キ シ ポ リ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル ； 1,2-ジ
オ レ オ イ ル -3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ パ ン （ DODAP） 、 パ ル ミ ト イ ル オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ
ル コ リ ン （ POPC） 及 び ジ ス テ ア ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ DSPC） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 技 術 的 及 び 科 学 的 用 語 は 、 特 記 さ れ な い 限 り 、 本 発 明 が 属 す る
分 野 の 当 業 者 に 普 通 に 理 解 さ れ る 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 中 で 、 当 業 者 に 知 ら れ た 多 様 な
方 法 論 に つ い て 言 及 さ れ る 。 言 及 さ れ る そ の よ う な 知 ら れ た 方 法 論 を 説 明 す る 刊 行 物 及 び
他 の 物 は そ っ く り そ の ま ま 本 明 細 書 中 に 参 考 文 献 と し て 援 用 さ れ て い る 。 組 換 え DNA技 術
に つ い て 説 明 し て い る 標 準 的 な 参 考 文 献 は 、 以 下 の ： Sambrook, J., et al 

; A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Planvie
w, N.Y. (1989); Mcpherson, M,J., Ed., 
, IRL Press, Oxford(1991); Jones, J., , Oxford S
cience Publications, Oxford (1992); Austen, B. M. and Westwood, O.M.R., 

, IRL Press, Oxford (1991)を 含 む 。 当 業 者 に 知 ら れ た い ず れ
か の 好 適 な 材 料 及 び ／ 又 は 方 法 が 本 発 明 を 実 施 す る の に 使 用 さ れ る こ と が で き る が 、 好 ま
し い 材 料 及 び ／ 又 は 方 法 が 記 載 さ れ る 。 以 下 の 記 載 及 び 実 施 例 に お い て 言 及 さ れ る 材 料 、
試 薬 等 は 、 特 記 さ れ な い 限 り 商 業 的 な 供 給 源 か ら 入 手 可 能 で あ る 。 当 業 者 は 本 明 細 書 の 記
載 に 基 づ い て 本 発 明 を 最 も 完 全 に 利 用 で き る 。 本 出 願 全 体 に 記 載 さ れ る （ 参 考 文 献 、 発 行
さ れ た 特 許 、 公 報 に 記 載 の 特 許 出 願 、 及 び 同 時 係 属 特 許 出 願 を 含 む ） 参 考 文 献 す べ て の 全
体 の 内 容 は 参 考 文 献 と し て 明 白 に 援 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 中 で 使 用 さ れ る 免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 は 、 一 般 的 に は 、 少 な く と も １ の 脂 質
成 分 及 び 少 な く と も １ の 治 療 剤 を 含 み 、 イ ン ビ ボ に お い て 治 療 剤 単 独 よ り も 大 き な 免 疫 刺
激 活 性 を 有 す る 脂 質 － 治 療 剤 （ 「 LTA」 ） 製 剤 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 治
療 剤 」 又 は 「 治 療 化 合 物 」 又 は 「 薬 物 」 は 相 互 に 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る こ と が で き 、 対 象
の 医 療 処 置 に お い て 有 益 な 効 果 を 提 供 す る 合 成 の 、 組 換 え の 、 又 は 天 然 の い ず れ か の 分 子
を 意 味 す る 。 治 療 剤 の 例 は 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 及 び 化 学 物 質 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 治 療 剤 は 少 な く と も １ の メ チ ル 化 核
酸 配 列 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ し て 最 も 好 ま し
く は 少 な く と も １ の メ チ ル 化 オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （ 「 ODN」 ） を 含 む 。 好 ま し い
実 施 態 様 に お い て 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 は 、 上 記 配 列 中 に 位 置 す る CpGジ ヌ ク レ オ チ ド
モ チ ー フ の 部 分 で あ る 。 CpGは 、 少 な く と も １ の シ ト シ ン の ４ 位 の 炭 素 （ ４ － ｍ C） 又 は ５
位 の 炭 素 （ ５ － ｍ C） に 結 合 し た メ チ ル 又 は ヒ ド ロ キ シ メ チ ル 基 を 含 む 。 さ ら な る 実 施 態
様 に お い て は 、 Henry et al. 2000  292:468, Zhao et al. 19
99  9:3453, Zhao et al. 2000  10:105
1に 記 載 の と お り 、 メ チ ル 化 核 酸 配 列 は 、 デ オ キ シ リ ボ ー ス 又 は リ ボ ー ス の 糖 部 分 の メ チ
ル 修 飾 を 、 選 択 的 に 又 は 付 加 的 に 含 む こ と が で き る 。 特 別 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、
ODNは 、 免 疫 刺 激 活 性 を 有 し 、 非 メ チ ル 化 形 態 に お い て 免 疫 刺 激 性 配 列 （ 「 ISS」 ） と 名 づ
け ら れ た メ チ ル 化 核 酸 配 列 を 含 む 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 対 象 」 又 は 「 宿 主 」 は 、 免 疫 系 を 有 す る 雄 性 又 は 雌 性 の 生 物
、 好 ま し く は 動 物 、 よ り 好 ま し く は 脊 椎 動 物 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 な お よ り
好 ま し く は げ っ 歯 類 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト を 意 味 す る 。 対 象 の さ ら な る 例 は 、 イ ヌ 、 ネ コ
、 ウ シ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 及 び ラ ッ ト を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 患 者 」 は 、 健 康 に 問 題 の あ る 状 態 （ 例 え ば 、 病 気 又 は
障 害 ） の 治 療 を 必 要 と す る 対 象 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 イ ン ビ ボ 」 は 、 生 物 に お い て 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 に お い て
、 よ り 好 ま し く は げ っ 歯 類 に お い て 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト に お い て と い う こ と を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 免 疫 刺 激 性 の 」 、 「 免 疫 刺 激 活 性 」 又 は 「 免 疫 応 答 を 刺 激 す
る 」 又 は そ れ ら の 文 法 的 な 同 義 語 は 、 免 疫 応 答 を 誘 導 、 増 加 、 亢 進 、 又 は 調 節 す る 、 或 い
は 他 の 方 法 で 免 疫 応 答 に 関 し て 有 益 な 効 果 を 提 供 す る こ と を 意 味 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用
さ れ る と お り 、 「 免 疫 応 答 」 は 、 全 身 的 な 及 び ／ 又 は 粘 膜 の 免 疫 応 答 を 意 味 す る 。 好 ま し
く は 、 そ し て 従 来 技 術 中 で 報 告 さ れ た イ ン ビ ト ロ の 実 験 結 果 に お け る 広 い 変 動 に 鑑 み て 、
所 定 の 製 剤 及 び 核 酸 配 列 の 免 疫 刺 激 活 性 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 好 適 な イ ン ビ ボ ア ッ セ イ に
お い て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 標 的 抗 原 」 は 、 免 疫 応 答 が そ れ に 方 向 づ け ら れ 又 は 刺 激 さ れ
る 、 着 目 の 抗 原 を 意 味 す る 。 標 的 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 本 発 明 の 組 成 物
中 で 使 用 さ れ る そ の 標 的 抗 原 は 、 合 成 の 、 天 然 の 、 又 は 単 離 さ れ た 分 子 又 は そ の フ ラ グ メ
ン ト で あ る こ と が で き 、 １ 又 は 複 数 の エ ピ ト ー プ を 含 む こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発
明 の 組 成 物 は 、 抗 原 の １ 又 は 複 数 の エ ピ ト ー プ に 対 す る 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と が で き る
。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 標 的 抗 原 は 本 発 明 の 脂 質 粒 子 に 結 合 さ れ て い る 。 「 会 合 し
て 」 、 「 と 会 合 さ せ ら れ て 」 又 は そ れ ら の 文 法 的 な 同 義 語 は 、 抗 原 （ 又 は 標 的 抗 原 ） に 関
し て 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 他 の 成 分 に 結 合 又 は 内 包 さ れ た 抗 原 を 意 味 す る 。 本 発
明 の 脂 質 粒 子 又 は リ ポ ソ ー ム に 関 し て 、 抗 原 は 例 え ば 、 脂 質 粒 子 の ル ー メ ン 又 は ラ メ ラ 内
ス ペ ー ス に 内 包 さ れ ； 脂 質 膜 内 に 配 置 若 し く は 結 合 さ れ 、 又 は 部 分 的 に 配 置 若 し く は 結 合
さ れ 、 或 い は 脂 質 粒 子 に 結 合 （ 例 え ば 、 共 有 結 合 又 は イ オ ン 結 合 ） さ れ る こ と が で き る 。
抗 原 は 脂 質 粒 子 の 内 側 に 結 合 さ れ る こ と が で き 、 又 は よ り 好 ま し く は 抗 原 は 脂 質 粒 子 の 外
側 に 結 合 さ れ る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 は 脂 質 粒 子 内 に 内 包 さ れ
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 に お い て 有 用 な 抗 原 の 例 は 、 ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 、 細 胞 、
細 胞 抽 出 物 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 結 合 体 、 脂 質 、 糖 脂 質 、 糖 タ ン パ ク 質
、 及 び 炭 水 化 物 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 １ の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 は ペ プ チ
ド 又 は タ ン パ ク 抗 原 の 形 態 に あ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 は 対 象 中 で の 発 現 及 び そ
の 対 象 の 免 疫 系 へ の 提 示 に 好 適 な 形 態 の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 で あ る
。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 中 で 使 用 さ れ る 組 成 物 は 、 哺 乳 動 物 に お い て
標 的 抗 原 へ の 免 疫 応 答 を 刺 激 す る ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 で あ る 標 的 抗 原 を 含 む 。 好 ま し
く は 標 的 抗 原 は 、 哺 乳 動 物 に 感 染 す る こ と の で き る 病 原 体 （ 「 標 的 病 原 体 」 ） で あ り 、 例
え ば 、 哺 乳 動 物 種 に 感 染 す る こ と の で き る 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 真 菌 、 酵 母 、 寄 生 体 及 び 他 の
微 生 物 を 含 む 。 或 い は 、 標 的 抗 原 は 腫 瘍 関 連 抗 原 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 腫 瘍 関 連 抗 原 」 は 、 腫 瘍 又 は 癌 細 胞 に 関 連 す る 分 子 又 は 化 合
物 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 脂 質 、 糖 脂 質 、 炭 水 化 物 及 び ／ 又 は
DNA） で あ り 、 そ し て MHC分 子 と の 関 連 に お い て 抗 原 提 示 細 胞 表 面 上 に 提 示 さ れ た 場 合 、 免
疫 応 答 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 腫 瘍 関 連 抗 原 は 、 自 己 抗 原 、 並 び に 動 物 に 投 与 さ れ た
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場 合 に 特 異 的 に 癌 と 関 連 し な い か も 知 れ な い が 、 そ れ で も な お 癌 の 成 長 に 対 す る 免 疫 応 答
及 び ／ 又 は 癌 の 成 長 の 減 少 を 亢 進 す る 他 の 抗 原 を 含 む 。 自 己 免 疫 反 応 の 潜 在 的 リ ス ク に 鑑
み る と 、 対 象 の ワ ク チ ン 中 で の 自 己 抗 原 の 使 用 は 、 乳 房 、 前 立 腺 、 精 巣 、 メ ラ ニ ン 細 胞 な
ど の 決 定 的 で な い 組 織 に 限 定 さ れ る こ と が で き る 。 よ り 特 異 的 な 実 施 態 様 は 本 明 細 書 中 に
提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 微 生 物 抗 原 」 は 、 微 生 物 の 抗 原 及 び 感 染 性 の ウ イ ル ス 、 感 染
性 の 細 菌 、 感 染 性 の 寄 生 生 物 及 び 感 染 性 の 真 菌 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 微 生 物 抗
原 は 、 完 全 な 微 生 物 及 び 天 然 の 単 離 物 、 断 片 又 は そ れ ら の 誘 導 体 、 天 然 の 微 生 物 抗 原 と 同
一 又 は こ れ に 類 似 し た 合 成 化 合 物 で あ っ て 、 好 ま し く は （ 天 然 の 微 生 物 抗 原 が そ れ に 由 来
す る ） 対 応 す る 微 生 物 に 特 異 的 な 免 疫 応 答 を 誘 導 す る も の で あ る こ と が で き る 。 好 ま し い
実 施 態 様 に お い て 、 化 合 物 は 、 そ れ が 天 然 の 微 生 物 抗 原 に 対 す る （ 体 液 性 及 び ／ 又 は 細 胞
性 の ） 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 場 合 、 天 然 の 微 生 物 抗 原 に 類 似 す る 。 天 然 の 微 生 物 抗 原 に 類 似
す る 化 合 物 又 は 抗 原 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 天 然 の 微 生 物 抗 原 に 類 似 す る 化 合 物 の 制 限
さ れ な い 例 は 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 抗 原 の ペ プ チ ド 擬 態 で あ る 。 よ り 特 異 的 な 実 施 態 様 は 、
本 明 細 書 中 に 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 抗 原 」 と い う 用 語 は さ ら に 、 上 記 の よ う な 知 ら れ た 又 は 野 生 型 の 抗 原 の ペ プ チ ド 又 は
タ ン パ ク 質 ア ナ ロ グ を 含 む こ と を 意 図 す る 。 ア ナ ロ グ は 野 生 型 抗 原 よ り も よ り 溶 解 性 又 は
よ り 安 定 で あ る こ と が で き 、 ま た 抗 原 を 免 疫 的 に よ り 活 性 な も の と す る 突 然 変 異 又 は 修 飾
を 含 む こ と が で き る 。 所 望 の 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 同 性 の あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ
プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 も ま た 、 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 中 で 有 用 で あ り 、 こ こ で 、 相 同 性
の あ る 抗 原 は そ れ ぞ れ の 病 原 体 へ の 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 相 同 な 」 は 、 例 え ば 、 ２ の 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 ２ の DNA分 子
又 は ２ の RNA分 子 ） 或 い は ２ の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 で あ る 、 ２ の ポ リ マ ー 分 子 間 の サ ブ ユ ニ
ッ ト 配 列 の 類 似 性 を 意 味 す る 。 両 分 子 中 の サ ブ ユ ニ ッ ト 位 置 が 同 一 の モ ノ マ ー サ ブ ユ ニ ッ
ト 、 例 え ば 、 仮 に ２ の DNA中 の 位 置 が ア デ ニ ン で 占 め ら れ る 場 合 、 そ れ ら は そ の 位 置 に お
い て 相 同 で あ る 。 ２ の 配 列 間 の 相 同 性 は 、 マ ッ チ す る 位 置 又 は 相 同 な 位 置 の 数 の 直 接 的 な
関 数 で あ り 、 例 え ば 、 仮 に ２ の 化 合 物 配 列 中 の 半 分 の 位 置 （ 例 え ば 、 １ ０ サ ブ ユ ニ ッ ト 長
の ポ リ マ ー 中 の ５ の 位 置 ） が 相 同 で あ れ ば 、 そ の ２ の 配 列 は ５ ０ ％ 相 同 で あ り 、 仮 に 位 置
の ９ ０ ％ 、 例 え ば １ ０ の う ち の ９ が マ ッ チ す る か 相 同 で あ れ ば 、 そ の ２ の 配 列 は ９ ０ ％ の
相 同 性 を 共 有 す る 。 例 と し て 、 DNA配 列 5'-CCGTTA-3'と 5'-GCGTAT-3'は ５ ０ ％ の 相 同 性 を
共 有 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 実 質 的 に 相 同 」 と い う 用 語 に よ っ て 所 望 の 核 酸 に 対
し て 約 ５ ０ ％ 相 同 な 、 好 ま し く は 約 ７ ０ ％ 相 同 な 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ８ ０ ％ 相 同 な 、 そ
し て 最 も 好 ま し く は 約 ９ ０ ％ 相 同 な DNA又 は RNAが 意 味 さ れ る 。 所 望 の 抗 原 を コ ー ド す る 配
列 に 相 同 な 遺 伝 子 は 、 そ れ ら が 所 望 の 抗 原 に 実 質 的 に 類 似 し た 生 理 活 性 を 有 す る タ ン パ ク
質 又 は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る と い う 条 件 で 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る と 解 釈 さ れ る べ
き で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は DNA配 列 は 、 同 定 さ れ た 配 列 に 対 す
る そ れ ら の 相 同 性 又 は 同 一 性 パ ー セ ン ト に よ っ て 定 義 さ れ 、 相 同 性 パ ー セ ン ト 又 は 同 一 性
パ ー セ ン ト の 計 算 に 使 用 さ れ る ア ル ゴ リ ズ ム は 以 下 の ： Smith-Watermanア ル ゴ リ ズ ム （ J.
F. Collins et al, , (1988) 4:67-72; J.F. Collins et al, 

, (M.J. Bishop et al, eds.)In Practical 
Approach Series: Nuclesic Acid and Protein Sequence Analysis XVIII, IRL Press: O
xford, England, UK(1987)417） 並 び に BLSAT及 び FASTAプ ロ グ ラ ム （ E.G.Shpaer et al, 1
996, , 38:179-191） を 含 む 。 こ れ ら の 出 典 は 、 本 明 細 書 中 に 参 考 文 献 と し て 援
用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 抗 原 の ア ナ ロ グ は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 配 列 の 違 い 又 は 配 列 に 影 響
を 及 ぼ さ な い 修 飾 の い ず れ か 又 は 両 方 に よ っ て 天 然 の タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド と 相 違 す る
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。 例 え ば 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 更 は 行 わ れ る こ と が で き 、 そ し て そ れ ら が タ ン パ ク 質
又 は ペ プ チ ド の 一 次 配 列 を 変 更 さ せ る に も か か わ ら ず 、 通 常 は そ の 機 能 を 変 化 さ せ な い 。
（ 通 常 は 一 次 配 列 を 変 更 し な い ） 修 飾 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ の 化 学
的 誘 導 体 化 、 例 え ば ア セ チ ル 化 又 は カ ル ボ キ シ ル 化 を 含 む 。 抗 原 と し て は 、 例 え ば 、 そ の
合 成 中 及 び プ ロ セ シ ン グ 中 に 、 又 は さ ら な る プ ロ セ シ ン グ ス テ ッ プ 中 で 、 例 え ば 、 哺 乳 動
物 の グ リ コ シ ル 化 又 は 脱 グ リ コ シ ル 化 酵 素 の よ う な グ リ コ シ ル 化 に 影 響 す る 酵 素 に ポ リ ペ
プ チ ド を 露 出 す る こ と に よ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 改 変 す る こ と に
よ っ て 作 ら れ る 、 グ リ コ シ ル 化 に よ っ て 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 を も 意 図 す る 。 ア ミ ノ 酸 配
列 で あ っ て 、 例 え ば 、 ホ ス ホ チ ロ シ ン 、 ホ ス ホ セ リ ン 、 又 は ホ ス ホ ス レ オ ニ ン の よ う な リ
ン 酸 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る も の も 抗 原 と し て 意 図 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て
、 タ ン パ ク 分 解 に 対 す る そ れ ら の 耐 性 を 向 上 さ せ る よ う に 、 又 は 溶 解 性 を 最 適 化 す る よ う
に 通 常 の 分 子 生 物 学 の 技 術 を 用 い て 修 飾 さ れ た も の も 抗 原 と し て 意 図 さ れ る 。 そ の よ う な
ポ リ ペ プ チ ド の ア ナ ロ グ は 、 天 然 の L-ア ミ ノ 酸 以 外 の 残 基 、 例 え ば 、 D-ア ミ ノ 酸 又 は 非 天
然 の 合 成 ア ミ ノ 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 原 は 、 本 明 細 書 中 に 列 挙 さ れ た 特 異 的 な 例 示 的 プ ロ セ ス の 産 物 に 限 定 さ れ な
い 。 本 発 明 に お い て 有 用 な 抗 原 は 、 実 質 的 に 完 全 な 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド に 加 え て 、 ポ リ ペ
プ チ ド の 免 疫 的 に 活 性 の あ る フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 抗 原 は 例 え ば 、 少 な く と も １ の エ ピ ト
ー プ を 含 む 完 全 な 抗 原 の フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 エ
ピ ト ー プ 」 は 、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 が そ こ へ 結 合 す る こ と の で き る 、 抗 原 上 の い ず れ か の
抗 原 決 定 基 を 意 味 す る 。 エ ピ ト ー プ の 決 定 基 は 、 通 常 、 ア ミ ノ 酸 又 は 糖 側 鎖 な ど の 化 学 的
活 性 の あ る 表 面 分 子 群 か ら な り 、 通 常 、 特 別 な ３ 次 元 構 造 特 性 を 有 す る 。 本 発 明 の 組 成 物
及 び 方 法 の 特 別 に 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 同 じ 標 的 抗 原 か ら の 複 数 の エ ピ ト ー プ 、 又 は ２ 以
上 の 異 な る 標 的 抗 原 か ら の エ ピ ト ー プ を 含 む コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 抗 原 （ す な わ ち 、 ポ リ ト ー
プ ワ ク チ ン ） を 含 む 。 例 え ば 、 コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 抗 原 は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド － ペ プ チ ド 抗
原 、 糖 脂 質 － ペ プ チ ド 抗 原 又 は 糖 脂 質 － 糖 脂 質 抗 原 の よ う な 同 じ 又 は 異 な る タ イ プ で あ る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 原 は 、 そ れ が 標 的 抗 原 又 は 病 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 場 合 、
「 免 疫 的 に 活 性 」 で あ る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 ワ ク チ ン 」 は 、 標 的 抗 原 を 含 み 、 標
的 抗 原 に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 組 成 物 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 ア ジ ュ バ ン ト 」 は 、 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と の で き る い ず れ
か の 物 質 を 意 味 す る 。 い く つ か の ア ジ ュ バ ン ト は 免 疫 系 の 細 胞 を 活 性 化 す る こ と が で き 、
例 え ば 、 ア ジ ュ バ ン ト は 免 疫 系 の 細 胞 に サ イ ト カ イ ン を 産 生 さ せ 、 そ し て 分 泌 さ せ る こ と
が で き る 。 免 疫 細 胞 の 活 性 化 を 引 き 起 こ す こ と の で き る ア ジ ュ バ ン ト の 例 は 、 Q.サ ポ ナ リ
ア （ Q. saponaria tree） の 樹 皮 か ら 精 製 さ れ た サ ポ ニ ン 、 例 え ば QS21（ HPLC分 画 の ２ １
番 目 の ピ ー ク 中 に 溶 出 す る 糖 脂 質 ； Aquila Biopharmacueticals, Inc., Worcester, Mass
.） ； ポ リ （ ジ （ カ ル ボ キ シ ラ ー ト フ ェ ノ キ シ ） ホ ス フ ァ ゼ ン （ PCPPポ リ マ ー ； Virus Res
earch Institute, USA)； モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ッ ド A（ MPL; Ribi ImmunoChem Research, I
nc., Hamilton, Mont.） の よ う な リ ポ ポ リ サ ッ カ ラ イ ド 誘 導 体 、 ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド （ MD
P; Ribi） 及 び ト レ オ ニ ル － ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド （ t-MDP; Ribi） ； OM-174（ リ ピ ッ ド Aに
関 連 し た グ ル コ サ ミ ン ジ サ ッ カ ラ イ ド ； OM Pharma SA, Meyrin, Switzerland） ； 及 び レ
イ シ ュ マ ニ ア 伸 長 因 子 （ 精 製 レ イ シ ュ マ ニ ア タ ン パ ク 質 ； Corixa Corporation, Seattle,
 Wash.） を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 伝 統 的 な ア ジ ュ バ ン ト は 本 分 野 に お い て 周 知
で あ り 、 例 え ば リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 又 は ヒ ド ロ キ シ ド 塩 （ 「 ミ ョ ウ バ ン 」 ） を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 知 ら れ た ア ジ ュ バ ン ト に 比 べ て 改 善 さ れ た ア ジ ュ バ ン ト で あ っ て 、 亢 進 さ れ
た Th-1に か た よ っ た 免 疫 応 答 を 相 乗 的 に 刺 激 す る 脂 質 及 び 核 酸 の 組 み 合 わ せ を 含 む も の を
提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の そ の よ う な 組 成 物 は 核 酸 成 分 及 び 脂 質 成
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分 を 含 む 。 好 ま し く は 、 核 酸 成 分 は 少 な く と も １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は
少 な く と も １ の ODN、 そ し て 最 も 好 ま し く は 少 な く と も １ の CpGモ チ ー フ を 含 む 少 な く と も
１ の ODNを 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 中 で 使 用 さ れ る 免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 は 、 治 療
剤 を 内 包 す る 脂 質 膜 を 含 む 脂 質 成 分 を 含 む 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 リ ポ ソ ー ム 粒 子 」
、 「 リ ポ ソ ー ム 」 、 「 脂 質 ビ ヒ ク ル 」 及 び 「 リ ポ ソ ー ム ビ ヒ ク ル 」 又 は そ れ ら の 文 法 的 同
義 語 は 交 換 可 能 に 使 用 さ れ 、 水 性 の 内 容 物 を 入 れ る か 、 又 は 内 包 す る 脂 質 含 有 膜 を 含 む 構
造 、 粒 子 、 複 合 体 、 又 は 製 剤 を 意 味 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 リ ポ ソ ー ム は 核 酸
の よ う な 治 療 剤 を 入 れ る か 、 又 は 内 包 し て い る 。 リ ポ ソ ー ム は １ 以 上 の 脂 質 膜 を 有 す る こ
と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 、 １ の 脂 質 含 有 膜 を 有 す る リ ポ ソ ー ム は 「 単 一 層 」 と 呼 ば
れ る 。 複 数 の 脂 質 含 有 膜 を 有 す る リ ポ ソ ー ム は 、 本 明 細 書 に お い て 「 多 重 層 」 と 呼 ば れ る
。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 脂 質 二 重 層 」 は 、 ２ の 層 を 有 す る 、 脂 質 含 有 膜 を 意 味 す る 。
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 リ ポ ソ ー ム は 多 重 層 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 は 、 一 般 的 に 、 少 な く と も １ の メ
チ ル 化 核 酸 を 内 包 す る 脂 質 粒 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 核 酸
　 本 発 明 の 組 成 物 中 に お け る 使 用 に 好 適 な 核 酸 は 、 例 え ば 、 DNA又 は RNAを 含 む 。 好 ま し く
は 、 核 酸 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は ODN、 そ し て 最 も 好 ま し く は ISSを 含 み （
「 ISS ODN」 ） 、 且 つ 少 な く と も １ の メ チ ル 化 シ ト シ を 含 む ODNで あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 核 酸 」 は 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド （ す な わ ち 、 リ ン 酸 基 及 び 交
換 可 能 な 有 機 塩 基 に 結 合 し た 糖 （ 例 え ば 、 リ ボ ー ス 又 は デ オ キ シ リ ボ ー ス ） で あ る 置 換 ピ
リ ミ ジ ン （ 例 え ば 、 シ ト シ ン （ C)、 チ ミ ン （ T） 又 は ウ ラ シ ル （ U） ） 又 は 置 換 プ リ ン （ 例
え ば 、 ア デ ニ ン （ A） 又 は グ ア ニ ン （ G） ） を 含 む 分 子 ） を 意 味 す る 。 核 酸 は 、 例 え ば 、 DN
A又 は RNAで あ る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 核 酸 は オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 よ り
好 ま し く は ODNで あ る 。 核 酸 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ シ ド 、 す な わ ち 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら リ
ン 酸 塩 を 除 い た も の 、 及 び 他 の い ず れ か の 有 機 塩 基 を 含 む ポ リ マ ー で あ る こ と も で き る 。
本 発 明 の 免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 は 核 酸 成 分 を 含 む 。 本 明 細 書 中 で 本 発 明 の 組 成 物 に 関 し て 使
用 さ れ る 「 核 酸 成 分 」 は 、 核 酸 を 含 む 成 分 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 一 本 鎖 で あ り 、 ５ ～ ５ ０ ヌ ク レ オ チ
ド （ 「 nt」 ） の 範 囲 の 長 さ で あ る 。 し か し な が ら 、 例 え ば 、 ５ ０ ０ ～ ５ ０ ， ０ ０ ０ 塩 基 対
（ 「 bp」 ） の 範 囲 の 大 き な 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド DNAを 含 む い ず れ か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
使 用 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 に お い て 有 用 な 核 酸 は 、 知 ら れ た 供 給 源 か ら 得 る こ と が で き 、
ま た 本 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を 用 い て 単 離 す る こ と が で き る 。 核 酸 は ま た 、 同 様 に 本 分
野 に お い て 周 知 の 組 換 え 方 法 又 は 合 成 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る こ と も で き る 。 そ の よ う な
核 酸 は そ の 後 、 脂 質 粒 子 中 に 内 包 さ れ る こ と が で き 、 得 ら れ た 組 成 物 は 本 明 細 書 中 に 記 載
さ れ た 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 免 疫 刺 激 活 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 イ ン ビ ボ で の 使 用 の た め に は 、 核 酸 は （ 例 え ば 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 及 び エ キ ソ ヌ ク レ
ア ー ゼ を 介 し た ） 分 解 に 対 し て 比 較 的 耐 性 で あ る こ と が で き る 。 ス テ ム ル ー プ の よ う な 二
次 構 造 は 核 酸 を 分 解 に 対 し て 安 定 化 さ せ る こ と が で き る 。 或 い は 、 核 酸 の 安 定 化 は リ ン 酸
塩 骨 格 の 修 飾 に よ っ て 達 成 さ れ る こ と が で き る 。 好 ま し い 安 定 化 さ れ た 核 酸 は 、 少 な く と
も 部 分 的 に ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 修 飾 さ れ た 骨 格 を 有 す る 。 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト は ホ ス ホ ラ
ミ デ ー ト 又 は H-ホ ス ホ ネ ー ト の 化 学 作 用 の い ず れ か を 採 用 す る 自 動 化 さ れ た 技 術 を 用 い て
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合 成 さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,469,863号 中 に 記 載 の よ う に ア リ ー ル －
及 び ア ル キ ル － ホ ス ホ ネ ー ト は 生 成 さ れ る こ と が で き ； そ し て （ 米 国 特 許 第 5,023,243号
及 び ヨ ー ロ ッ パ 特 許 第 092,574号 に 記 載 の と お り 、 荷 電 し た 酸 素 部 分 が ア ル キ ル 化 さ れ た
） ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な 試 薬 を 用 い て 自 動 化 さ れ た 固 相 合
成 に よ っ て 調 製 さ れ る こ と が で き る 。 他 の DNA骨 格 の 修 飾 方 法 及 び 置 換 方 法 は 記 載 さ れ て
い る （ Uhlmann, E. and Peyman,  90:544, 1990; Goodchild, 

 1:165, 1990） 。 し か し な が ら 、 本 明 細 書 に 記 載 の 通 り 、 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 は
、 対 象 の 核 酸 へ そ の よ う な 修 飾 を 含 め る 必 要 性 を 軽 減 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 中 で 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 ホ ス
ホ ロ チ オ エ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー
ト 、 並 び に そ れ ら を 相 互 に 組 み 合 わ せ た も の 及 び ／ 又 は そ れ ら と ホ ス ホ ジ エ ス テ ル オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ な ど の 修 飾 さ れ た リ ン 酸 骨 格 を 有 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、
他 の 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 以 下 の ： ア ル キ ル － 及 び ア リ ー ル リ ン 酸 塩 （ そ の 中 の 荷 電
し た ホ ス ホ ネ ー ト の 酸 素 が ア ル キ ル 又 は ア リ ー ル 基 で 置 換 さ れ て い る ） の よ う な 非 イ オ ン
性 DNAア ナ ロ グ 、 そ の 中 の 荷 電 し た 酸 素 部 分 が ア ル キ ル 化 さ れ て い る ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ
エ ス テ ル を 含 む 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 通 り 、 細 胞 性 免 疫 応 答 が 望 ま れ る 場 合 に は PO ODNが
好 ま し い 一 方 、 体 液 性 免 疫 応 答 が 望 ま れ る 場 合 に は 、 PS ODNの よ う な 修 飾 ODNが 好 ま し い
。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 塩 基 、 糖 又 は 結 合 部 分 へ の 他 の 多 く の 化 学 的 修 飾 も ま た 有 用 で あ る 。 塩 基 は メ チ ル 化 又
は 非 メ チ ル 化 さ れ る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 メ チ ル 又 は ヒ ド ロ キ シ メ
チ ル 基 が 、 少 な く と も １ の シ ト シ ン の ４ 位 の 炭 素 （ 4-mC） 又 は ５ 位 の 炭 素 （ 5-mC） に 結 合
し て い る 。 好 ま し く は 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン は 、 核 酸 配 列 中 の CpGモ チ ー フ 内 に 位 置 す る 。
或 い は 、 又 は さ ら に 、 糖 部 分 は 、 従 来 技 術 の 記 載 の よ う に 、 メ チ ル 基 で 修 飾 さ れ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 中 で 有 用 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の よ う に 患 者 ／ 対 象 の mRNAに 相 補 的 な も の で あ る こ と が で き 、 或 い は そ れ ら は 外 来 又
は 非 相 補 的 な も の （ 例 え ば 、 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 患 者 ／ 対 象 の ゲ ノ ム に 特 異 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し な い 。 ） で あ る こ と が で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 発 現 さ れ る こ と が で き 、 得
ら れ た 発 現 産 物 は RNA及 び ／ 又 は タ ン パ ク 質 で あ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 そ の よ う な ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 は 適 切 な プ ロ モ ー タ ー 及 び 発 現 要 素 に 連 結 さ れ る こ と が で き 、 発 現 ベ ク タ
ー に 含 ま れ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 中 で 有 用 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ヘ
ア ピ ン 二 次 構 造 （ Yamamoto S., et al. (1992)  148:4072-4076を 参 照 の こ と
） 、 又 は CpGモ チ ー フ 、 或 い は 他 の 知 ら れ た ISSの 特 徴 （ 例 え ば 、 マ ル チ Gド メ イ ン 、 PCT国
際 特 許 出 願 公 開 第 WO96/11266号 を 参 照 の こ と ） へ 導 く 一 定 の パ リ ン ド ロ ー ム の よ う な ISS
で あ る こ と が で き る 。 特 別 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 核 酸 配 列 は 、 メ チ ル 化 シ ト シ ン
を 含 む 、 少 な く と も １ の CpGモ チ ー フ を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 本 分 野 に お い て 周 知 の 多 数 の 方 法 の い ず れ か を 用 い て デ ノ ボ 合 成 さ れ
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ｂ － シ ア ノ エ チ ル ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 法 （ Beaucage, S.L., and 
Caruthers, M.H.  22:1859, 1981） ； ヌ ク レ オ シ ド H-ホ ス ホ ネ ー ト 法 （ Garegg 
et al.,  27:4051-4054, 1986; Froehler et al.,  14:5399-
5407, 1986,; Garegg et al.,  27:4055-4058, 1986, Gaffney et al., 
 29:2619-2622, 1988） で あ る 。 こ れ ら の 化 学 は 、 市 場 で 入 手 可 能 な 多 様 な 自 動 化 さ れ

た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 装 置 に よ っ て 実 施 さ れ る こ と が で き る 。 ま た 、 CpGジ ヌ ク レ オ
チ ド も プ ラ ス ミ ド 中 で 大 量 に 産 生 さ れ る こ と が で き る （ Sambrook, T. et al., 

, Cold Spring Harbor laboratory Press, New York, 19
89を 参 照 の こ と ） 。 そ の よ う な プ ラ ス ミ ド は ま た 、 DNAワ ク チ ン の 場 合 の 抗 原 を コ ー ド す
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る 遺 伝 子 の よ う に 、 発 現 さ れ る 他 の 遺 伝 子 を コ ー ド す る こ と も で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 制 限 酵 素 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 採 用 す る も の の よ う な 知 ら
れ た 技 術 を 用 い て 、 現 存 の 核 酸 配 列 （ 例 え ば 、 ゲ ノ ム の 又 は cDNA） か ら 調 製 さ れ る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 イ ン ビ ボ で の 投 与 の た め に は 、 そ の 成 分 、 例 え ば 脂 質 成 分 又 は 核 酸 成 分 、 を 含 む 本 発 明
の 組 成 物 は 、 標 的 細 胞 （ 例 え ば 、 B細 胞 、 単 核 球 細 胞 及 び ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ NK） 細 胞 ）
表 面 へ よ り 高 い 親 和 性 を も っ て 結 合 し 、 及 び ／ 又 は 標 的 細 胞 に よ る 細 胞 取 り 込 み が 増 加 す
る こ と と な る 分 子 と 会 合 さ せ ら れ る こ と が で き る 。 そ の 成 分 を 含 む 本 発 明 の 組 成 物 は 、 本
分 野 に お い て 周 知 の 技 術 を 用 い て 所 望 の 分 子 に イ オ ン 結 合 又 は 共 有 結 合 で 会 合 さ せ ら れ る
こ と が で き る 。 プ ロ テ イ ン A、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 及 び N-サ ク シ ニ ミ ジ ル -3-（ 2-ピ リ ジ ル ジ
チ オ ） プ ロ ピ オ ネ ー ト （ SPDP） な ど の 多 様 な カ ッ プ リ ン グ 剤 又 は 架 橋 剤 が 使 用 さ れ る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 生 物 中 に お け る 核 酸 配 列 の 免 疫 刺 激 活 性 は 、 問 題 の 配 列 を 他 の 免 疫 刺 激 剤 、 例 え ば 、 他
の ア ジ ュ バ ン ト 又 は ISSと 比 較 す る こ と に よ り ； 或 い は 、 問 題 の 配 列 の 免 疫 刺 激 活 性 を 検
出 又 は 測 定 、 例 え ば 宿 主 の 防 御 機 構 の 活 性 化 又 は 免 疫 系 成 分 の 活 性 化 を 検 出 又 は 測 定 す る
こ と に よ る 単 純 な 実 験 に よ っ て 決 定 さ れ る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 本 分 野 に
お い て 周 知 で あ る 。 ま た 、 当 業 者 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ 、 及 び ／ 又 は 本 分 野 に お い て
知 ら れ た 日 常 の ア ッ セ イ を 使 用 す る 、 着 目 の 特 定 の 哺 乳 動 物 種 に 対 し て 有 用 な 最 適 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 同 定 方 法 を 知 っ て い る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 中 で 使 用 す る の に 好 適 な 特 別 な ODNの 核 酸 配 列 は 、 本 明 細 書 中
に 参 考 文 献 と し て 援 用 さ れ て い る 、 米 国 特 許 出 願 第 60/379,343号 、 同 第 09/649,527号 、 PC
T国 際 特 許 出 願 公 開 第 WO02/069369号 、 同 第 WO01/15726号 、 米 国 特 許 第 6,406,705号 及 び Ran
ey et al., , 298:1185-1192(
2001)に 記 載 さ れ て い る 。 ODNの 例 示 的 配 列 は 表 １ に 示 さ れ た 核 酸 配 列 を 含 む が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 中 で 使 用 さ れ る ODN
は ホ ス ホ ジ エ ス テ ル （ 「 PO」 ） 骨 格 又 は ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ 「 PS」 ） 骨 格 、 及 び CpGモ
チ ー フ 中 の 少 な く と も １ の メ チ ル 化 シ ト シ ン 残 基 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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【 表 １ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 脂 質 及 び 他 の 成 分
　 脂 質 製 剤 及 び デ リ バ リ ー ビ ヒ ク ル と し て の リ ポ ソ ー ム の 調 製 方 法 は 本 分 野 に お い て 知 ら
れ て お り 、 そ の よ う な 製 剤 の い ず れ も 本 明 細 書 に お い て そ の 有 利 な 使 用 を 見 出 す こ と が で
き 、 そ れ ら は 、 そ の 開 示 が 本 明 細 書 中 に 参 考 文 献 と し て 援 用 さ れ て い る 、 以 下 の ： 米 国 特
許 第 6,465,439号 、 同 第 6,379,698号 、 同 第 6,365,611号 及 び 同 第 6,093,816号 中 に 記 載 さ れ
た も の を 含 む 。 好 ま し い 脂 質 製 剤 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ て い る 脂 質 粒 子 製 剤 で あ っ て
、 よ り 充 分 に は 例 え ば 米 国 特 許 第 5,785,992号 、 同 第 6,287,591号 、 同 第 6,287,591B1号 、
同 時 継 続 の 米 国 特 許 出 願 第 60/379,343号 お よ び 同 時 継 続 の 米 国 特 許 出 願 第 09/649,527号 に
記 載 さ れ て お り 、 そ の す べ て が 参 考 文 献 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 １ の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 好 ま し い 脂 質 製 剤 は 、 DSPC、 DODMA、 Chol、 及 び PEG-D
MGを ２ ０ ： ２ ５ ： ４ ５ ： １ ０ モ ル ／ モ ル の 比 率 で 有 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る と お り
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、 脂 質 製 剤 中 の 各 脂 質 の モ ル 量 は 脂 質 が 列 挙 さ れ た の と 同 じ 順 番 で 割 り 当 て ら れ る （ 例 え
ば 、 DSPC対 DODMA対 Chol対 PEG-DMGの 比 率 は ２ ０ DSPC： ２ ５ DODMA： ４ ５ Chol： １ ０ PEG-DMG
又 は ２ ０ ： ２ ５ ： ４ ５ ： １ ０ で あ る ） 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 DSPCは 、 POPCで 置 換 さ れ
る こ と が で き 、 DODMAは DODAPで 置 換 さ れ 、 そ し て PEG-DMGは PEGCer14又 は PEGCer20で 置 換
さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 脂 質 」 と い う 用 語 は 、 水 に 不 溶 で あ る が 多 く の 有 機 溶 媒 に は 溶 解 性 で あ る こ と に 特 徴
を 有 す る 、 脂 肪 酸 エ ス テ ル で あ る 有 機 化 合 物 の 群 を 意 味 す る 。 そ れ ら は 通 常 は 少 な く と も
以 下 の ３ の ク ラ ス ： （ １ ） 脂 肪 及 び 油 並 び に ワ ッ ク ス を 含 む 「 単 純 脂 質 」 ； （ ２ ） リ ン 脂
質 及 び 糖 脂 質 を 含 む 「 複 合 脂 質 」 ； 及 び （ ３ ） ス テ ロ イ ド 及 び 脂 質 を 操 作 す る こ と に よ っ
て 得 ら れ る 誘 導 体 化 合 物 の よ う な 「 脂 質 誘 導 体 」 に 分 け ら れ る 。 広 く 多 様 な 脂 質 が 本 発 明
と と も に 使 用 さ れ 、 そ の う ち の い く つ か が 以 下 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 荷 電 さ れ た 脂 質 」 と い う 用 語 は 、 陽 性 の 電 荷 又 は 陰 性 の 電 荷 を 有 す る 脂 質 種 又 は 純 粋
な 中 性 に 荷 電 さ れ て い な い 、 一 般 的 に そ の 脂 質 が 見 出 さ れ る 溶 液 の pHへ の 言 及 を 必 要 と す
る 双 性 イ オ ン で あ る 脂 質 種 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 生 理 的 ｐ Hに お い て 陽 性 に 荷 電 さ れ た 脂 質 は 、 N,N-ジ オ レ イ ル -N,N-ジ メ チ ル ア ン モ ニ ウ
ム ク ロ ラ イ ド （ 「 DODAC」 ） ； N-(2,3-ジ オ レ イ ロ キ シ ） プ ロ ピ ル ） -N,N,N-ト リ メ チ ル ア
ン モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド （ 「 DOTMA」 ） ； N,N-ジ ス テ ア リ ル -N,N-ジ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ブ ロ
マ イ ド （ 「 DDAB」 ） ； N-（ 2,3-ジ オ レ イ ロ キ シ ） プ ロ ピ ル ） -N,N,N-ト リ メ チ ル ア ン モ ニ
ウ ム ク ロ ラ イ ド （ 「 DOTAP」 ） ； 3b-（ 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-Chol」 ） 及 び N-(1,2-ジ ミ リ ス チ ロ キ シ プ ロ プ -3-イ ル ） -N,N-ジ
メ チ ル -N-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド （ 「 DMRIE」 ） を 含 む が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 さ ら に 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る こ と の で き る 多 く の 陽 イ オ ン 性 脂 質 の 調
製 物 が 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 (GIBCO／ BRL、 Grand Island, New Y
ork, U.S.A.か ら の 、 DOTMA及 び 1,2-ジ オ レ オ イ ル -sn-3-ホ ス ホ エ タ ノ ラ ミ ン （ 「 DOPE」 ）
を 含 む 商 業 的 に 入 手 可 能 な 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム で あ る )リ ポ フ ェ ク チ ン （ 商 標 ） （ Lipof
ectin） ； 及 び （ N-（ 1-(2,3-ジ オ レ イ ロ キ シ ） プ ロ ピ ル ） -N-(2-（ ス ペ ル ミ ン カ ル ボ キ サ
ミ ド ） エ チ ル ） -N,N-ジ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ト リ フ ル オ ロ ア セ テ ー ト （ 「 DOSPA」 ） を 含 む
商 業 的 に 入 手 可 能 な 陽 イ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム で あ る ） リ ポ フ ェ ク タ ミ ン （ 商 標 ） （ Lipofect
amine） ； を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 い く つ か の 陽 性 に 荷 電 さ れ た 脂 質 が 滴 定 可 能 で あ り 、 す な わ ち 、 そ れ ら は 生 理 的 pHに 近
い pKaを 有 し 、 本 発 明 の 重 要 な 結 論 と し て そ れ ら は 弱 酸 性 条 件 下 で 強 力 に 陽 イ オ ン 性 で あ
り 、 生 理 的 ｐ Hに お い て 弱 い 陽 イ オ ン 性 で あ る （ か 、 又 は 陽 イ オ ン 性 で な い ） 。 そ の よ う
な 陽 性 に 荷 電 さ れ た 脂 質 は 、 N-(2,3-ジ オ レ イ ロ キ シ ） プ ロ ピ ル ） － N,N-ジ メ チ ル ア ン モ
ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド （ 「 DODMA」 ） 及 び 1,2-ジ オ レ オ イ ル -3-ジ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム -プ ロ パ
ン （ 「 DODAP」 ） を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 DMDMAも ま た 、 有 用 な 滴 定 可 能 な 陽 イ
オ ン 性 脂 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 生 理 的 pHに お い て 陰 イ オ ン 性 に 荷 電 さ れ た 脂 質 は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 、 ホ ス
フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 、 ジ ホ ス フ ァ チ ジ ル
グ リ セ ロ ー ル 、 ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） － ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン 、 ジ ミ リ ス ト
イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 ジ オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 ジ ラ ウ リ
ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 ジ ス
テ ア リ ロ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 ジ ミ リ ス ト イ ル リ ン 酸 、 ジ パ ル ミ ト イ ル リ ン
酸 、 ジ ミ リ ス ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 ジ パ ル ミ ト イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 脳 ホ
ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 等 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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　 い く つ か の 陰 性 に 荷 電 さ れ た 脂 質 が 滴 定 可 能 で あ り 、 す な わ ち 、 そ れ ら は 生 理 的 pH又 は
そ れ に 近 い pKaを 有 し 、 本 発 明 の 重 要 な 結 論 と し て そ れ ら は 弱 い 塩 基 性 条 件 下 で 強 力 に 陰
イ オ ン 性 で あ り 、 そ し て 生 理 的 pHに お い て 弱 い 陰 イ オ ン 性 で あ る （ か 、 又 は 陰 イ オ ン 性 で
な い ） 。 そ の よ う な 陰 性 に 荷 電 さ れ た 脂 質 は 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ た 原 理 に 基 づ い て 当 業
者 に よ っ て 同 定 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 中 性 脂 質 」 と い う 用 語 は 、 生 理 的 pHに お い て 荷 電 さ れ な い 形 態 又 は 中 性 の 双 性 イ オ ン
形 態 の い ず れ か で 存 在 す る 多 く の 脂 質 種 の い ず れ か を 意 味 す る 。 そ の よ う な 脂 質 は 、 例 え
ば 、 ジ ア シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ジ ア シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン 、 セ ラ ミ ド 、
ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 、 セ フ ァ リ ン 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 セ レ ブ ロ シ ド 及 び ジ ア シ ル グ リ セ ロ
ー ル を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 、 あ る 好 ま し い 脂 質 製 剤 は 、 Ｐ Ｅ Ｇ － 脂 質 又 は （ Ａ Ｔ Ｔ Ａ -
脂 質 の よ う な ） ポ リ ア ミ ド オ リ ゴ マ ー － 脂 質 、 及 び 他 の 立 体 障 壁 （ steric barrier） 又 は
「 ス テ ル ス 」 － 脂 質 、 界 面 活 性 剤 な ど の よ う な 凝 集 防 止 化 合 物 を 含 む 。 そ の よ う な 脂 質 は
、 米 国 特 許 第 4,320,121号 、 同 第 5,820,873号 、 同 第 5,885,613号 、 Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 出 願 公 開 第
Ｗ Ｏ 98/51278号 、 及 び ポ リ ア ミ ド オ リ ゴ マ ー に 関 す る 米 国 特 許 出 願 第 09/218,988号 中 に 記
載 さ れ 、 こ れ ら は す べ て 参 考 文 献 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ て い る 。 こ れ ら の 脂 質 及 び
界 面 活 性 化 合 物 は 、 反 対 に 荷 電 さ れ た 脂 質 及 び 治 療 剤 を 含 む 製 剤 の 沈 殿 及 び 凝 集 を 防 止 す
る 。 こ れ ら の 脂 質 は ま た 、 イ ン ビ ボ に お け る 循 環 中 の 寿 命 を 改 善 す る た め に 採 用 さ れ る こ
と も で き （ Klibanov et al.(1990) , 268(1): 235-237を 参 照 の こ と ） 、 又
は そ れ ら は イ ン ビ ボ に お け る 製 剤 か ら の 迅 速 な 交 換 の た め に 選 択 さ れ る こ と が で き る （ 本
明 細 書 中 に 参 考 文 献 と し て 援 用 さ れ て い る 米 国 特 許 第 5,885,613号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 （ そ の す べ て が 参 考 文 献 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ て
い る 、 米 国 特 許 第 5,820,873号 、 同 第 5,885,613号 及 び 米 国 特 許 出 願 第 09/094540及 び 米 国
特 許 第 6,320,017号 中 に 記 載 さ れ た ） 交 換 可 能 な 立 体 障 壁 脂 質 を 採 用 す る 。 Ｐ Ｅ Ｇ 2000-Ce
rC14及 び ATTA8-CerC14の よ う な 交 換 可 能 な 立 体 障 壁 脂 質 は 、 対 象 ／ 患 者 に 投 与 す る こ と に
よ っ て 急 速 に 脂 質 粒 子 の 外 側 の 一 重 層 か ら 交 換 す る 立 体 障 壁 脂 質 で あ る 。 そ の よ う な 各 脂
質 は 、 ア シ ル 鎖 の 長 さ 、 飽 和 度 、 立 体 障 壁 部 分 の サ イ ズ 、 膜 組 成 物 及 び 血 清 組 成 物 な ど を
含 む 多 様 な 因 子 に 依 存 す る 、 粒 子 か ら の 交 換 速 度 に 特 徴 を 有 す る 。 そ の よ う な 脂 質 は 、 粒
子 形 成 の 間 の 凝 集 を 防 止 し 、 投 与 さ れ た 上 で の そ れ ら の 粒 子 か ら の 促 進 さ れ た 離 脱 は 上 記
の 特 許 出 願 書 類 中 に 記 載 さ れ た よ う に 、 プ ロ グ ラ ム 可 能 な 膜 融 合 性 及 び 粒 子 不 安 定 化 活 性
の よ う な 利 益 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 い く つ か の 脂 質 粒 子 製 剤 が 、 一 定 の 標 的 細 胞 又 は 標 的 組 織 に お け る リ ポ ソ ー ム の 局 在 化
を 促 進 す る よ う に 設 計 さ れ た タ ー ゲ テ ィ ン グ 部 分 を 採 用 す る こ と が で き る 。 タ ー ゲ テ ィ ン
グ 部 分 は 製 剤 中 又 は 製 剤 後 に 脂 質 粒 子 の 外 側 の 二 重 層 に 会 合 さ れ る こ と が で き る （ す な わ
ち 、 直 接 的 な 結 合 、 疎 水 性 の 相 互 作 用 な ど に よ っ て ） 。 こ れ ら の 方 法 は 本 分 野 に お い て 周
知 で あ る 。 さ ら に 、 い く つ か の 脂 質 粒 子 製 剤 が PEAA、 ヘ マ グ ル チ ニ ン 、 他 の リ ポ ペ プ チ ド
（ そ の す べ て が 参 考 文 献 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ て い る 、 米 国 特 許 第 6,417,326号 及
び 米 国 特 許 出 願 第 09/674,191号 を 参 照 の こ と ） 及 び イ ン ビ ボ 及 び ／ 又 は 細 胞 内 デ リ バ リ ー
に 有 用 な 他 の 形 の 膜 融 合 性 ポ リ マ ー を 採 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 脂 質 粒 子 の 脂 質 成 分 は ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 及
び コ レ ス テ ロ ー ル を 含 む （ 「 ス フ ィ ン ゴ ソ ー ム 」 ） 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明
の 組 成 物 及 び 方 法 中 で 使 用 さ れ る 脂 質 粒 子 は ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 及 び コ レ ス テ ロ ー ル を 含
み 、 酸 性 の リ ポ ソ ー ム 内 pHを 有 す る 。 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 及 び コ レ ス テ ロ ー ル を 含 む 脂 質
粒 子 は 、 他 の 製 剤 と 比 較 し て い く つ か の 利 点 を 有 す る 。 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン ／ コ レ ス テ ロ
ー ル の 組 み 合 わ せ は 、 試 験 し た 他 の リ ポ ソ ー ム 製 剤 よ り も 延 長 さ れ た 循 環 中 の 寿 命 を 有 し
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、 酸 に よ る 加 水 分 解 に 対 し て 大 い に 安 定 で あ り 、 顕 著 に よ り 良 好 な 薬 物 保 持 特 性 を 有 し 、
腫 瘍 等 へ の よ り 良 好 な 負 荷 特 性 を 有 し 、 顕 著 に よ り 良 好 な 抗 腫 瘍 効 力 を 示 す リ ポ ソ ー ム を
生 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 脂 質 粒 子 は 以 下 の 式 I：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に よ り 表 さ れ る 陽 イ オ ン 性 化 合 物 、 及 び 少 な く と も １ の 以 下 の （ そ し て 本 明 細 書 中 に 参 考
文 献 と し て 援 用 さ れ て い る 米 国 特 許 第 5,785,992号 中 に 完 全 に 記 載 さ れ た ） 中 性 脂 質 を 含
む 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の LNA製 剤 は 、 式 Iの 陽 イ オ ン 性 化 合 物 及 び 少 な く
と も １ の 以 下 の （ そ し て 本 明 細 書 中 に 参 考 文 献 と し て 援 用 さ れ て い る 米 国 特 許 第 5,785,99
2号 中 に 完 全 に 記 載 さ れ た ） 中 性 脂 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 式 Iに お い て 、
　 R 1 及 び R 2 は そ れ ぞ れ 独 立 し て C 1 ～ C 3 ア ル キ ル で あ り ；
　 Y及 び Zは ア ル キ ル 鎖 又 は ア ル ケ ニ ル 鎖 で あ っ て 、 Y及 び Zが 両 方 と も -CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 -
で な い と い う 条 件 で 、 そ れ ぞ れ 独 立 し て 以 下 の ： -CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 CH 2 -、 -CH=CHCH 2 CH 2 CH 2 -
、 -CH 2 CH=CHCH 2 CH 2 -、 -CH 2 CH 2 CH=CHCH 2 -、 -CH 2 CH 2 CH 2 CH=CH-、 -CH=CHCH=CHCH 2 -、 -CH=CHC
H 2 CH=CH-又 は -CH 2 CH=CHCH=CH-で あ り ；
　 ｎ ＋ ｍ 及 び ｑ ＋ ｐ が そ れ ぞ れ １ ０ ～ １ ４ の 間 の 整 数 で あ る と い う 条 件 で 、 ｎ 及 び ｑ と い
う 文 字 は 3～ ７ の 間 の 整 数 を 表 し 、 ｍ 及 び ｐ と い う 文 字 は ４ ～ ９ の 間 の 整 数 を 表 し ；
　 シ ン ボ ル X - は 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 陰 イ オ ン を 表 し ；
　 二 重 結 合 の 配 向 性 は シ ス 又 は ト ラ ン ス の い ず れ で も よ い が 、 シ ス ア イ ソ マ ー が 一 般 的 に
好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 陽 イ オ ン 性 化 合 物 は 上 記 の 式 Iに よ り 表 さ れ 、
　 こ こ で 、
　 R 1 及 び R 2 は メ チ ル で あ り ；
　 Y及 び Zは そ れ ぞ れ 独 立 し て 以 下 の ： -CH=CHCH 2 CH 2 CH 2 -、 -CH 2 CH=CHCH 2 CH 2 -、 -CH 2 CH 2 CH=
CHCH 2 -又 は -CH 2 CH 2 CH 2 CH=CH-で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 R 1 及 び R 2 は メ チ ル で あ
り ； Y及 び Zは そ れ ぞ れ -CH=CHCH 2 CH 2 CH 2 -で あ り ； ｎ 及 び ｑ は 両 方 と も ７ で あ り ； ｍ 及 び ｐ
は 両 方 と も ５ で あ る 。 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 陽 イ オ ン 性 の 化 合 物 は DODAC（ N,N
-ジ オ レ イ ル -N,N-ジ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ） で あ る 。 DODACは 本 分 野 に お い て 知
ら れ て お り 、 界 面 活 性 剤 及 び シ ャ ン プ ー 中 に 添 加 剤 と し て 広 く 使 用 さ れ る 化 合 物 で あ る 。
DODAも ま た 、 他 の 界 面 活 性 剤 と 共 に リ ポ ソ ー ム 組 成 物 中 の 共 存 脂 質 と し て 使 用 さ れ る （ Ta
kahashi, et al., GB2147243を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の LNA製 剤 中 の 中 性 脂 質 は 、 典 型 的 に は 界 面 活 性 剤 中 で 使 用 さ れ 、 或 い は ミ セ ル
又 は リ ポ ソ ー ム の 形 成 の た め に 使 用 さ れ る 多 様 な 中 性 脂 質 の い ず れ か で あ る こ と が で き る
。 本 発 明 の 組 成 物 に お い て 有 用 な 中 性 脂 質 の 例 は 、 ジ ア シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ジ ア
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シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン 、 セ ラ ミ ド 、 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 、 セ フ ァ リ ン 、 カ ル ジ
オ リ ピ ン 、 及 び セ レ ブ ロ シ ド で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い
て 、 本 発 明 の 組 成 物 は ジ ア シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 ジ ア シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ラ
ミ ン 、 セ ラ ミ ド 又 は ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン で あ る 中 性 脂 質 の １ 以 上 を 含 む 。 こ れ ら の 中 性 脂
質 中 の ア シ ル 基 は 、 好 ま し く は C 1 0 ～ C 2 4 の 炭 素 鎖 を 有 す る 脂 肪 酸 に 由 来 す る ア シ ル 基 で あ
る 。 よ り 好 ま し く は 、 ア シ ル 基 は ラ ウ ロ イ ル 、 ミ リ ス ト イ ル 、 パ ル ミ ト イ ル 、 ス テ ア ロ イ
ル 、 又 は オ レ オ イ ル で あ る 。 特 別 に 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 中 性 脂 質 は 1,2-sn-ジ
オ レ オ イ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 陰 イ オ ン X - は 、 同 様 に 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 多 様 な 陰 イ オ ン の い ず れ か で あ る こ と が で
き る 。 こ れ ら の 陰 イ オ ン は 、 例 え ば Br - 、 Cl - 、 F - 、 I - 、 硫 酸 、 リ ン 酸 、 酢 酸 、 硝 酸 、 安 息
香 酸 、 ク エ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 及 び 乳 酸 イ オ ン を 含 む 、 有 機 又 は 無 機 の イ オ ン で あ る こ
と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 X - は Cl - 又 は AcO - で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 他 の 成 分 に 加 え て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担
体 を 含 む こ と が で き る 。 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 は 本 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 担 体 の
選 択 は 、 投 与 さ れ る 特 別 な 組 成 物 並 び に そ の 組 成 物 の 投 与 に 使 用 さ れ る 特 別 な 方 法 に よ り
部 分 的 に 決 定 さ れ る 。 好 ま し く は 、 薬 剤 担 体 は 水 又 は 生 理 食 塩 水 の 溶 液 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 に お い て 、 陽 イ オ ン 性 化 合 物 の 中 性 脂 質 に 対 す る 比 率 は 、 好 ま し く は 約
２ ５ ： ７ ５ （ 陽 イ オ ン 性 化 合 物 ： 中 性 脂 質 ） ～ 好 ま し く は 約 ７ ５ ： ２ ５ （ 陽 イ オ ン 性 化 合
物 ： 中 性 脂 質 ） の 範 囲 内 に あ り 、 又 は 好 ま し く は 約 ５ ０ ： ５ ０ で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 中 で 使 用 さ れ る 陽 イ オ ン 性 化 合 物 は 、 標 準 的 な 合 成 反 応 （ 本 明 細 書 中 に
参 考 文 献 と し て 援 用 さ れ て い る March, Advanced Organic Chemistry, 4th Ed., Wiley-In
terscience, NY,N.Y.(1992)を 参 照 の こ と ） を 用 い る 当 業 者 に 知 ら れ た 方 法 に よ っ て 調 製
さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 OSDACの 合 成 は 、 最 初 に 、 ア ミ ン の 還 元 的 ア ル キ ル 化 と な
る 条 件 下 で ホ ル ム ア ル デ ヒ ド と シ ア ノ ボ ロ ハ イ ド ラ イ ド ナ ト リ ウ ム で オ レ イ ル ア ミ ン を 処
理 す る こ と に よ っ て 実 施 さ れ る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 対 応 す る ア ン モ ニ ウ ム
塩 を 形 成 す る た め に そ の 後 ス テ ア リ ル ブ ロ マ イ ド で ア ル キ ル 化 さ れ る 、 ジ メ チ ル オ レ イ ル
ア ミ ン を 提 供 す る 。 陰 イ オ ン 交 換 に よ り OSDACが 形 成 さ れ る 。 ジ メ チ ル オ レ イ ル ア ミ ン は
ま た 、 大 過 剰 の ジ メ チ ル ア ミ ン に よ っ て オ レ イ ル ブ ロ マ イ ド を 処 理 し 、 さ ら に 上 記 の よ う
に 誘 導 体 化 さ れ る こ と に よ っ て も 合 成 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 両 方 の 脂 肪 酸 鎖 が 不 飽 和 で あ る 陽 イ オ ン 性 化 合 物 （ す な わ ち 、 DODAC） に つ い て は 、 以
下 の 一 般 的 な 手 順 が 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 不 飽 和 脂 肪 酸 （ す な わ ち 、 オ レ イ ン 酸 ） は
、 オ キ サ リ ル ク ロ ラ イ ド 、 チ オ ニ ル ク ロ ラ イ ド 、 PCl 3 又 は PCl 5 の よ う な 試 薬 に よ っ て そ れ
に 対 応 す る ア シ ル ク ロ ラ イ ド に 変 換 さ れ る こ と が で き る 。 ア シ ル ク ロ ラ イ ド は 不 飽 和 ア ミ
ン （ す な わ ち 、 オ レ イ ル ア ミ ン ） で 処 理 さ れ て 対 応 す る ア ミ ド を 提 供 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 リ チ ウ ム ア ル ミ ナ ム ハ イ ド ラ イ ド に よ る ア ミ ド の 還 元 は 、 両 方 の ア ル キ ル 基 が 不
飽 和 長 鎖 ア ル キ ル 基 で あ る 二 級 ア ミ ン を 提 供 す る 。 二 級 ア ミ ン は そ の 後 、 メ チ ル ヨ ー ダ イ
ド の よ う な ア ル キ ル ハ ラ イ ド で 処 理 さ れ て 四 級 ア ン モ ニ ウ ム 化 合 物 を 提 供 す る こ と が で き
る 。 そ の 後 、 陰 イ オ ン 交 換 が 所 望 の 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 陰 イ オ ン を 有 す る 陽 イ オ ン 性 化
合 物 を 提 供 す る た め に 実 施 さ れ る こ と が で き る 。 ア ル キ ル ア ミ ン 前 駆 体 は 、 同 様 の や り 方
で 合 成 さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ル キ ル ハ ラ イ ド を 大 過 剰 の ア ン モ ニ ア の メ タ ノ ー
ル 溶 液 で 処 理 す る こ と は 精 製 後 に 必 要 な ア ミ ン を 産 生 す る だ ろ う 。 或 い は 、 適 当 な カ ル ボ
ン 酸 を オ キ サ リ ル ク ロ ラ イ ド で 処 理 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ た ア シ ル ク ロ ラ イ ド は 、 ア
ン モ ニ ア と 反 応 さ せ ら れ て ア ミ ド を 産 生 す る こ と が で き る 。 LiAlH 4 に よ る ア ミ ド の 還 元 は
必 要 な ア ル キ ル ア ミ ン を 提 供 す る だ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
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　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は ミ セ ル 又 は リ ポ ソ ー ム と し て 製 剤 さ
れ る 。 本 発 明 の 陽 イ オ ン 性 化 合 物 及 び 中 性 脂 質 を 含 む ミ セ ル は 本 分 野 に お い て 周 知 の 方 法
に よ っ て 調 製 さ れ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 組 成 物 の ミ セ ル 製 剤 に 加 え て 、 本 発 明 は リ ソ
ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 リ ソ ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン 、 リ ソ ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、
リ ソ ホ ス フ ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン － ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 結
合 体 、 セ ラ ミ ド － ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 結 合 体 又 は ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 － ポ リ オ キ シ エ チ レ ン
結 合 体 の よ う な 他 の 種 を 含 む ミ セ ル 製 剤 を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 に お い て 使 用 さ れ る ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 結 合 体 は 、 結 合 基 （ す な わ ち 、
ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 又 は ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン ） と 適 当 に 官 能 化 さ れ た ポ リ オ キ シ エ
チ レ ン 誘 導 体 と を 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ホ ス フ ァ チ
ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン は オ メ ガ － メ ト キ シ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル コ ハ ク 酸 塩 と 結 合 さ れ て ホ
ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン － ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 結 合 体 を 提 供 す る こ と が で き る (例 え ば
、 本 明 細 書 中 に 参 考 文 献 と し て 援 用 さ れ て い る Parr et al.,  1
195:21-30(1994)を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 中 で 使 用 さ れ る た め の 中 性 子 脂 質 の 選 択 は 一 般 的 に 例 え ば 、 リ
ポ ソ ー ム サ イ ズ 及 び 血 流 中 で の リ ポ ソ ー ム の 安 定 性 な ど を 考 慮 す る こ と に よ っ て 導 か れ る
こ と が で き る 。 上 記 の よ う に 、 リ ポ ソ ー ム 中 の 中 性 脂 質 成 分 は ２ の ア シ ル 基 を 有 す る 脂 質
（ す な わ ち 、 ジ ア シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 及 び ジ ア シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル － エ タ ノ ラ ミ ン
） で あ る 。 多 様 な 長 さ お よ び 飽 和 度 を 有 す る 多 様 な ア シ ル 鎖 を 有 す る 脂 質 は 入 手 可 能 で あ
り 、 又 は 周 知 の 技 術 に よ っ て 単 離 又 は 合 成 さ れ る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 濾 過 滅 菌 の た
め に リ ポ ソ ー ム が 約 ０ ． ３ ミ ク ロ ン 未 満 に 寸 法 ぎ め さ れ な け れ ば な ら な い 場 合 に は 特 別 に
、 よ り 飽 和 度 の 低 い 脂 質 は よ り 容 易 に 寸 法 ぎ め さ れ る こ と が で き る 。 １ の 群 の 実 施 態 様 に
お い て 、 飽 和 脂 肪 酸 を 含 む 脂 質 で あ っ て 炭 素 鎖 の 長 さ が C 1 4 ～ C 2 2 の 範 囲 で あ る も の が 好 ま
し い 。 実 施 態 様 の 他 の 群 に お い て は 、 炭 素 鎖 の 長 さ が C 1 4 ～ C 2 2 の 範 囲 の モ ノ 又 は ジ 不 飽 和
脂 肪 酸 を 有 す る 脂 質 が 使 用 さ れ る 。 さ ら に 、 飽 和 及 び 不 飽 和 脂 肪 酸 鎖 の 混 合 物 を 有 す る 脂
質 が 使 用 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 中 で 有 用 な リ ポ ソ ー ム は ま た 、 ス フ ィ ン ゴ ミ エ リ ン 又 は 、 セ リ
ン 及 び イ ノ シ ト ー ル の よ う な 他 の 頭 部 を 有 す る リ ン 脂 質 を 含 む こ と も で き る 。 本 発 明 に お
い て 有 用 な さ ら に 他 の リ ポ ソ ー ム は コ レ ス テ ロ ー ル 、 ジ グ リ セ リ ド 、 セ ラ ミ ド 、 ホ ス フ ァ
チ ジ ル エ タ ノ ラ ミ ン － ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 結 合 体 、 ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 － ポ リ オ キ シ エ チ レ
ン 結 合 体 、 又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル － セ ラ ミ ド 結 合 体 （ 例 え ば 、 PEG-Cer-C14又 は PEG
-Cer-C20） を 含 む だ ろ う 。 リ ポ ソ ー ム の 寸 法 決 め 及 び 濾 過 滅 菌 に お い て 使 用 さ れ る 方 法 は
以 下 に 検 討 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 リ ポ ソ ー ム の 多 様 な 調 製 方 法 が 本 分 野 に お い て 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 そ の す べ て が 参
考 文 献 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ て い る 、 Szoka et al., 
 9:467(1980) 、 米 国 特 許 第 4,235,871号 、 同 第 4,501,728号 、 同 第 4,837,028号 、 the text
 Liposomes, Marc J. Ostro, ed., Marcel Dekker, Inc. New York, 1983, Chapter 1, 
及 び Hope, et al.,  40:89 (1986)を 参 照 の こ と ） 。 １ の 知 ら れ た 方 法 は
、 不 均 質 な サ イ ズ の 多 重 層 ビ ヒ ク ル を 産 生 す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 ビ ヒ ク ル を 形 成 す る
脂 質 は 好 適 な 有 機 溶 媒 又 は 溶 媒 系 に 溶 解 さ れ 、 真 空 下 又 は 不 活 性 ガ ス 中 で 脂 質 の 薄 膜 を 形
成 す る よ う に 乾 燥 さ れ る 。 所 望 に よ り 、 該 膜 は tert-ブ タ ノ ー ル の よ う な 好 適 な 溶 媒 に 再
溶 解 さ れ 、 そ の 後 、 よ り 容 易 に 水 和 さ れ る 粉 状 形 態 で あ る 、 よ り 均 一 な 脂 質 混 合 物 を 形 成
す る よ う に 凍 結 乾 燥 さ れ る こ と が で き る 。 こ の 膜 は 水 性 の 緩 衝 溶 液 で 覆 わ れ 、 典 型 的 に は
１ ５ ～ ６ ０ 分 の 間 振 と う す る こ と に よ っ て 水 和 さ れ る 。 得 ら れ た 多 重 層 ビ ヒ ク ル の サ イ ズ
分 布 は 、 よ り 激 し い 振 と う 条 件 下 又 は デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 の よ う な 溶 解 度 を 高 め る 界 面 活
性 剤 を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 よ り 小 さ い サ イ ズ へ シ フ ト さ れ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ８ ８ 】
　 リ ポ ソ ー ム の 調 製 に 続 い て 、 リ ポ ソ ー ム は 所 望 の サ イ ズ 範 囲 及 び 比 較 的 狭 い リ ポ ソ ー ム
サ イ ズ 分 布 を 達 成 す る よ う な 寸 法 に 作 ら れ る こ と が で き る 。 約 ０ ． ２ ～ ０ ． ４ ミ ク ロ ン の
サ イ ズ 範 囲 は 、 リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 が 慣 用 の フ ィ ル タ ー 、 典 型 的 に は ０ ． ２ ２ ミ ク ロ ン フ ィ
ル タ ー を 通 す 濾 過 に よ っ て 滅 菌 さ れ る こ と を 可 能 と す る 。 仮 に リ ポ ソ ー ム が 約 ０ ． ２ ～ ０
． ４ ミ ク ロ ン に サ イ ズ が 小 さ く な っ て い れ ば 、 濾 過 滅 菌 法 は ハ イ ス ル ー プ ッ ト で 実 施 さ れ
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 所 望 の 寸 法 に リ ポ ソ ー ム の 大 き さ を 作 る た め の い く つ か の 技 術 が あ る 。 １ の サ イ ジ ン グ
法 は 本 明 細 書 中 に 参 考 文 献 と し て 援 用 さ れ て い る 米 国 特 許 第 4,737,323号 中 に 記 載 さ れ て
い る 。 浴 又 は プ ロ ー ブ ソ ニ ケ ー シ ョ ン に よ る リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 の ソ ニ ケ ー シ ョ ン は 、 約 ０
． ０ ５ ミ ク ロ ン 未 満 の サ イ ズ の 小 さ な 単 一 層 ビ ヒ ク ル へ 革 新 的 に 寸 法 を 減 少 さ せ る 。 ホ モ
ジ ェ ナ イ ズ は 、 大 き な リ ポ ソ ー ム か ら よ り 小 さ い リ ポ ソ ー ム へ 細 分 化 す る た め の 剪 断 エ ネ
ル ギ ー に 依 存 す る 別 の 方 法 で あ る 。 典 型 的 な ホ モ ジ ェ ナ イ ズ 方 法 に お い て は 、 多 重 層 ビ ヒ
ク ル は 標 準 的 な エ マ ル ジ ョ ン ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー を 介 し て 、 選 ば れ た リ ポ ソ ー ム サ イ ズ 、 典
型 的 に は 約 ０ ． １ ～ ０ ． ５ ミ ク ロ ン の 間 で あ る こ と が 観 察 さ れ る ま で 再 循 環 さ れ る 。 両 方
法 に お い て 、 粒 子 の サ イ ズ 分 布 は 、 慣 用 の レ ー ザ ー ビ ー ム に よ る 粒 子 サ イ ズ の 識 別 に よ っ
て モ ニ タ ー さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 小 孔 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 膜 又 は 非 対 称 の セ ラ ミ ッ ク 膜 を 通 し て リ ポ ソ ー ム を 押 し 出 す こ と
も 、 比 較 的 明 確 な サ イ ズ 分 布 に リ ポ ソ ー ム サ イ ズ を 減 少 さ せ る 有 効 な 方 法 で あ る 。 典 型 的
に は 、 懸 濁 液 は 所 望 の リ ポ ソ ー ム サ イ ズ 分 布 が 達 成 さ れ る ま で 、 １ 回 以 上 膜 を 通 し て 循 環
さ せ ら れ る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 リ ポ ソ ー ム サ イ ズ を 徐 々 に 減 少 さ せ る た め に 、 引 き 続 い て よ
り 孔 の 小 さ い 膜 を 通 し て 押 し 出 さ れ る こ と が で き る 。 本 発 明 に お け る 使 用 の た め に 、 約 ０
． ０ ５ ミ ク ロ ン ～ 約 ０ ． １ ５ ミ ク ロ ン の サ イ ズ を 有 す る リ ポ ソ ー ム が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 以 下 に お い て さ ら に 記 載 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 組 成 物 は 知 ら れ た 投 与 ル ー ト の い ず れ
か に よ っ て 対 象 に 投 与 さ れ る こ と が で き る 。 い っ た ん 細 胞 に 吸 着 さ れ る と 、 （ 先 に 記 載 さ
れ た 複 合 体 を 含 む ） リ ポ ソ ー ム は 細 胞 の あ る 部 分 に よ っ て エ ン ド サ イ ト ー シ ス さ れ 、 細 胞
膜 と 脂 質 を 交 換 し 、 又 は 細 胞 と 融 合 す る こ と が で き る 。 複 合 体 の ポ リ ア ニ オ ン 性 部 分 の 転
位 又 は 取 り 込 み は 、 こ れ ら の 経 路 の い ず れ か を 介 し て 行 わ れ る こ と が で き る 。 特 別 に は 、
融 合 が 起 こ る 場 合 、 リ ポ ソ ー ム 膜 は 細 胞 膜 に 統 合 さ れ 、 リ ポ ソ ー ム の 内 容 物 が 細 胞 内 流 体
と 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 以 下 に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 、 治 療 化 合 物 で あ る こ と も で き る 追 加 の 成 分 が 、 本 発 明
の 脂 質 粒 子 を 特 定 の 細 胞 を 標 的 と さ せ る た め に 、 加 え ら れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 全 身
投 与 に 続 い て リ ポ ソ ー ム を 標 的 に 向 か わ せ る 手 段 を 提 供 す る こ と に よ っ て 、 リ ポ ソ ー ム は
癌 関 連 抗 原 の よ う な 特 定 の タ イ プ の 細 胞 上 に の み 存 在 す る エ ピ ト ー プ に 結 合 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 又 は そ の 結 合 断 片 に 結 合 さ れ る こ と が で き る 。 或 い は 、 標 的 の 細 胞 タ イ プ の 表
面 受 容 体 に 結 合 す る リ ガ ン ド も ま た 、 リ ポ ソ ー ム に 結 合 さ れ る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム
を 標 的 に 向 か わ せ る 他 の 手 段 も ま た 、 本 発 明 中 で 採 用 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 リ ポ ソ ー ム を 含 む 溶 媒 か ら 遊 離 の 薬 物 を 除 去 す る た め に 必 要 で あ る こ と の で き る 分 離 ス
テ ッ プ に 続 い て 、 患 者 又 は 宿 主 の 細 胞 へ 投 与 す る た め の 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 中 の リ
ポ ソ ー ム 懸 濁 液 が 所 望 の 濃 度 と さ れ る 。 多 く の 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 が 本 発 明 の 組 成
物 及 び 方 法 中 で 採 用 さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 水 、 緩 衝 化 さ れ た 水 、 ０ ． ４ ％ 生 理 食
塩 水 、 ０ ． ３ ％ グ リ シ ン 、 な ど の 多 様 な 水 性 の 担 体 が 使 用 さ れ る こ と が で き 、 ア ル ブ ミ ン
、 リ ポ タ ン パ ク 質 、 グ ロ ブ リ ン の よ う な 、 安 定 性 を 高 め る た め の 糖 た ん ぱ く 質 を 含 む こ と
が で き る 。 一 般 的 に は 、 通 常 の 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ １ ３ ５ ～ １ ５ ０ mMの NaCl） が 薬 剤 と し て
許 容 可 能 な 担 体 と し て 採 用 さ れ る が 、 他 の 好 適 な 担 体 で も 十 分 で あ る 。 こ れ ら の 組 成 物 は
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濾 過 の よ う な 慣 用 の リ ポ ソ ー ム 滅 菌 技 術 に よ っ て 滅 菌 さ れ る こ と が で き る 。 組 成 物 は 生 理
学 的 状 態 を 近 似 す る た め に 必 要 と さ れ る 、 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 補 助 物 質 、 例 え ば 酢 酸 ナ
ト リ ウ ム 、 乳 酸 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム で あ る pH調
節 剤 及 び 緩 衝 剤 、 張 力 調 節 剤 な ど を 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 上 記 の 技 術 に よ
っ て 滅 菌 さ れ る こ と が で き 、 又 は 滅 菌 条 件 下 で 製 造 さ れ る こ と が で き る 。 得 ら れ た 水 性 の
溶 液 は 使 用 の た め に 包 装 さ れ 、 又 は 無 菌 状 態 で 濾 過 さ れ そ し て 凍 結 乾 燥 さ れ 、 凍 結 乾 燥 調
製 物 は 、 投 与 に 先 立 っ て 滅 菌 水 性 溶 液 と 併 合 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 担 体 中 の リ ポ ソ ー ム 濃 度 は 可 変 で あ る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 リ ポ
ソ ー ム の 濃 度 は 約 ０ ． １ ～ ２ ０ ０ mg/mlで あ る 。 当 業 者 は 、 異 な る リ ポ ソ ー ム 成 分 を 用 い
る 治 療 又 は 特 別 な 患 者 の た め の 治 療 を 最 適 化 す る た め に こ れ ら の 濃 度 を い か に 変 化 さ せ る
か を 知 っ て い る だ ろ う 。 例 え ば 、 治 療 に 関 連 し た 流 体 負 荷 を 減 ら す た め に 上 記 濃 度 は 増 加
さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 対 象 の 細 胞 は 、 通 常 は イ ン ビ ボ 又 は エ ク ス ビ ボ の 投 与 に よ っ て 、 本 発 明 の 組 成 物 に 露 出
さ れ て い る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 静
脈 内 な ど の 全 身 的 に 投 与 さ れ る こ と が で き 、 筋 肉 内 、 皮 下 そ し て 局 所 投 与 も ま た 、 熟 考 さ
れ る 。 或 い は 、 鼻 腔 内 又 は 気 管 内 投 与 も 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 気 管 内 投 与 は 、 液 体 、
好 ま し く は エ ア ロ ゾ ル と し て 提 供 さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 直 径 ７ ０ ～ １ ０ ０ μ mの
滴 の エ ア ロ ゾ ル を 作 り 出 す た め に ネ ブ ラ イ ザ ー が 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 滴 の サ イ ズ は
一 般 的 に リ ポ ソ ー ム の サ イ ズ よ り も 大 き く あ る べ き で あ る と い う こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ
う 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 患 者 へ の 多 数 の 投 与 方 法 が 考 察 さ れ た 。 治 療 の 用 量 計 画 は 、 病 気 及 び 患 者 の 状 態 に よ っ
て 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 本 分 野 に お い て 周 知 で あ る 、 免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 （ 例 え ば 、 ワ ク
チ ン ） を 含 む 治 療 化 合 物 に よ る 標 準 的 な 治 療 は 、 治 療 化 合 物 を 含 む リ ポ ソ ー ム に よ る 治 療
へ の 指 針 と し て の 役 割 を 果 た す 。 治 療 の 持 続 時 間 と ス ケ ジ ュ ー ル は 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に
よ っ て 変 更 さ れ る こ と が で き る が 、 増 加 さ れ た 循 環 時 間 と 減 ら さ れ た リ ポ ソ ー ム の 漏 出 は
用 量 が 一 般 的 に は 先 に 採 用 さ れ た よ り も 低 く 調 整 さ れ る こ と を 可 能 と す る だ ろ う 。 本 発 明
の リ ポ ソ ー ム の 用 量 は 臨 床 状 態 及 び 治 療 を 受 け る 動 物 又 は 患 者 の 大 き さ に 依 存 し て 変 化 す
る こ と が で き る 。 治 療 化 合 物 の 標 準 的 な 用 量 は 、 内 包 さ れ て い な い 場 合 、 リ ポ ソ ー ム に 内
包 さ れ た 化 合 物 の 用 量 へ の 指 針 と し て の 役 割 を 果 た す こ と が で き る だ ろ う 。 上 記 用 量 は 典
型 的 に は 、 治 療 の 過 程 に わ た っ て 一 定 で あ る だ ろ う が 、 い く つ か の 場 合 に は 上 記 用 量 は 変
化 す る こ と が で き る 。 標 準 的 な 生 理 学 的 パ ラ メ ー タ ー は 、 治 療 の 間 に 評 価 さ れ る こ と が で
き 、 そ れ は 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム の 用 量 を 変 更 す る た め に 使 用 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 抗 原
　 本 明 細 書 の 記 載 の 通 り 、 リ ポ ソ ー ム に 内 包 さ れ た メ チ ル 化 核 酸 は 、 少 な く と も １ の 標 的
抗 原 と 会 合 さ せ ら れ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 に お い て 有 用 な 抗 原 は 、 元
来 、 免 疫 原 性 又 は 非 免 疫 原 性 又 は 僅 か に 免 疫 原 性 で あ る 。 抗 原 の 例 は 、 合 成 の 、 組 換 え の
、 外 来 の 、 又 は 相 同 の 抗 原 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 抗 原 の さ ら な る 例 は 、 以 下
の ： （ 組 換 え 又 は そ の 他 の ） HBA－ B型 肝 炎 抗 原 ； 他 の 肝 炎 ペ プ チ ド ； HIVタ ン パ ク 質 GP120
及 び GP160； マ イ コ プ ラ ズ マ 細 胞 壁 脂 質 ； い ず れ か の 腫 瘍 関 連 抗 原 ； 癌 胎 児 性 抗 原 （ CEA）
； 腫 瘍 特 異 的 抗 原 と し て 発 現 さ れ る 他 の 胎 児 性 ペ プ チ ド ； ガ ン グ リ オ シ ド （ GM2、 GM3） ；
ミ コ バ ク テ リ ウ ム 糖 脂 質 ； PGL-1； Ag85B； TBGL； ナ イ セ リ ア ・ ゴ ノ ロ エ エ （ Neisseria go
norrhoeae） か ら の 淋 菌 性 の 脂 質 -オ リ ゴ サ ッ カ ラ イ ド エ ピ ト ー プ ２ C７ ； ル イ ス （ Lewis(y
)） ； 及 び Globo-H； Tn； TF； STｎ ； PorA； TspA又 は ウ イ ル ス の 糖 脂 質 ／ 糖 タ ン パ ク 質 及 び
表 面 タ ン パ ク 質 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 抗 原 は ペ プ チ ド 抗 原 の 形 態 で あ る こ と が で き 、 又 は 対 象 に お け る 発 現 に 好 適 で あ り か つ
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免 疫 化 さ れ た 対 象 の 免 疫 系 へ の 提 示 に 好 適 な 形 態 で 、 抗 原 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で あ
る こ と が で き る 。 抗 原 は ま た 、 糖 脂 質 又 は 糖 ペ プ チ ド で あ る こ と も で き る 。 さ ら に 、 抗 原
は 完 全 な 抗 原 又 は 少 な く と も １ の 治 療 に 関 係 す る エ ピ ト ー プ を 含 む 、 完 全 な 抗 原 の 断 片 で
あ る こ と も で き る 。 抗 原 に 関 し て 本 明 細 書 中 で 言 及 さ れ る 「 コ ン ビ ネ ー シ ョ ン 抗 原 」 は 、
同 じ 標 的 抗 原 か ら の 複 数 の エ ピ ト ー プ 、 或 い は 同 じ 型 の 標 的 抗 原 （ 例 え ば 、 両 方 の 抗 原 が
ペ プ チ ド 又 は 両 方 の 抗 原 が 糖 脂 質 ） 又 は 異 な る 型 の 標 的 抗 原 （ 例 え ば 、 糖 脂 質 抗 原 及 び ペ
プ チ ド 抗 原 ） に 由 来 す る ２ 以 上 の 異 な る 標 的 抗 原 か ら の 複 数 の エ ピ ト ー プ （ ポ リ ト ー プ ワ
ク チ ン ） を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 抗 原 は 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 中 で 、 粗 製 の 、 精 製 さ れ た 、 合 成 の 、 単 離 さ れ た 、 又 は
組 換 え 形 態 で 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ た （ 例 え ば 、 ポ リ サ ッ カ
ラ イ ド の ペ プ チ ド 擬 態 で あ る 抗 原 を 含 む ） ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 抗 原 も ま た 、 本 発 明
の 組 成 物 及 び 方 法 に お い て 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 抗 原 と い う 用 語 は 、 宿 主 の 免 疫 系 に
よ っ て 外 来 で あ る と 認 識 さ れ る い ず れ か の 型 の 分 子 を 広 く 含 む 。 抗 原 は 、 癌 抗 原 、 微 生 物
抗 原 、 及 び ア レ ル ゲ ン を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 広 く 多 様 な 抗 原 が 、 本 発 明 の 製 剤 に お け る 使 用 に 好 適 で あ る 。 一 般 的 に 、 抗 原 は 、 あ る
物 質 に 対 し て 宿 主 を 免 疫 化 す る た め に 、 脊 椎 動 物 宿 主 に 投 与 さ れ る 同 じ 物 質 で あ る 。 典 型
的 に は 、 抗 原 は 、 ウ イ ル ス 感 染 、 細 菌 感 染 、 及 び 多 様 な 悪 性 度 の よ う な 病 気 の 状 態 に 関 連
す る 物 質 を 含 む 。 こ れ ら の 物 質 は 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 脂 質 、 糖 脂 質
、 炭 化 水 素 及 び DNAを 含 む こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 脂 質 製 剤 の 抗 原 は 、 リ ポ ソ ー ム 又 は 脂 質 粒 子 に 内 包 さ れ 、 会 合 さ れ 、 又 は こ れ と 混 合 さ
れ る こ と が で き る 。 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 は 、 リ ポ ソ ー ム 又 は 脂 質 粒 子 中
に 内 包 さ れ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 は 、 リ ポ ソ ー ム 又 は 脂 質 粒 子 と 混 合 さ れ る 。
他 の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 は 、 リ ポ ソ ー ム 又 は 脂 質 粒 子 と 会 合 さ せ ら れ る 。 １ の 側 面 に
お い て 、 抗 原 は 、 リ ポ ソ ー ム 又 は 脂 質 粒 子 に 吸 着 さ れ る 。 他 の 側 面 に お い て 、 抗 原 は 、 リ
ポ ソ ー ム 又 は 脂 質 粒 子 に 共 有 結 合 で 結 合 さ れ る 。 抗 原 を 共 有 結 合 で リ ポ ソ ー ム 又 は 脂 質 粒
子 に 結 合 さ せ る の に 使 用 さ れ る 方 法 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 標 準 的 な 方 法 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 に お け る 使 用 に 好 適 な 抗 原 の 例 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 、 及 び DNA抗 原 を 含 む が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 抗 原 の 特 別 な 例 は 、 A型 肝 炎 、 B型 肝 炎 、 天 然 痘 、 ポ リ オ 、 炭 疽 、
イ ン フ ル エ ン ザ 、 チ フ ス 、 破 傷 風 、 は し か 、 ロ タ ウ イ ル ス 、 ジ フ テ リ ア 、 百 日 咳 、 結 核 、
及 び 風 疹 抗 原 で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 原 は 組 換 え B型 肝 炎 抗 原 で あ る 。 他
の 側 面 に お い て 、 抗 原 は 、 組 換 え A型 肝 炎 抗 原 で あ る 。 他 の 側 面 に お い て 、 抗 原 は 、 腫 瘍
抗 原 で あ る 。 そ の よ う な 腫 瘍 関 連 抗 原 の 例 は 、 MUC-1、 EBV抗 原 及 び バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 に
関 連 す る 抗 原 で あ る 。 さ ら な る 側 面 に お い て 、 抗 原 は 組 換 え チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ ン パ ク 質
腫 瘍 抗 原 で あ る 。 当 業 者 は 、 本 発 明 に お け る 使 用 に 好 適 な 他 の 抗 原 を 知 っ て い る で あ ろ う
。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 対 象 の 発 明 に お け る 使 用 に 好 適 な 腫 瘍 関 連 抗 原 は 、 単 一 の 腫 瘍 タ イ プ を 表 示 す る 、 数 種
の 腫 瘍 タ イ プ に わ た る こ と を 表 示 す る 、 及 び ／ 又 は 正 常 の 細 胞 に 比 べ て 腫 瘍 細 胞 に お い て
独 占 的 に 発 現 し て い る か 又 は 過 剰 発 現 し て い る こ と を 表 示 す る こ と の で き る 、 突 然 変 異 し
た 及 び 突 然 変 異 し て い な い 分 子 の 両 方 を 含 む 。 タ ン パ ク 質 及 び 糖 タ ン パ ク 質 に 加 え て 、 炭
化 水 素 、 ガ ン グ リ オ シ ド 、 糖 脂 質 及 び ム チ ン の 発 現 の 腫 瘍 特 異 的 パ タ ー ン も ま た 、 実 証 さ
れ た 。 上 記 の Moingeon。 対 象 の 癌 ワ ク チ ン 中 で 使 用 さ れ る 、 例 示 的 な 腫 瘍 関 連 抗 原 は 、 癌
遺 伝 子 、 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 遺 伝 子 及 び 腫 瘍 細 胞 独 自 の 突 然 変 異 又 は 再 配 列 を 有 す る 遺 伝 子
の タ ン パ ク 質 産 物 、 再 活 性 化 さ れ た 胚 遺 伝 子 の 産 物 、 癌 胎 児 性 抗 原 、 組 織 特 異 的 （ し か し
、 腫 瘍 特 異 的 で な い ） 分 化 抗 原 、 成 長 因 子 受 容 体 、 細 胞 表 面 の 炭 化 水 素 残 基 、 外 来 の ウ イ
ル ス タ ン パ ク 質 及 び 多 数 の 他 の 自 己 タ ン パ ク 質 を 含 む 。
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【 ０ １ ０ ４ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 の 特 別 な 実 施 態 様 は 、 例 え ば 、 以 下 の ： Rasｐ ２ １ プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン の
タ ン パ ク 質 産 物 、 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー ｐ ５ ３ 及 び HER-2/neu及 び BCR-ablオ ン コ ジ ー ン 、 並 び
に CDK4、 MUM1、 Caspase 8、 及 び β カ テ ニ ン の よ う な 突 然 変 異 抗 原 ； ガ レ ク チ ン ４ 、 ガ レ
ク チ ン ９ 、 カ ル ボ ニ ッ ク ア ン ヒ ド ラ ー ゼ 、 ア ル ド ラ ー ゼ A、 PRAME、 Her2/neu、 ErbB-2及 び
KSAの よ う な 過 剰 発 現 さ れ た 抗 原 ； ア ル フ ァ フ ェ ト プ ロ テ イ ン （ AFP） 、 ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド
ト ロ ピ ン （ hCG） の よ う な 癌 胎 児 性 抗 原 ； 癌 胎 児 性 抗 原 （ CEA） の よ う な 自 己 抗 原 及 び Mart
1/MelanA、 gp100、 gp75、 チ ロ シ ナ ー ゼ 、 TRP1及 び TRP２ の よ う な メ ラ ニ ン 細 胞 分 化 抗 原 ；
PSA、 PAP、 PSMA、 PSM-P1、 及 び PSM-P2の よ う な 前 立 腺 関 連 抗 原 ； MAGE1、 MAGE３ 、 MAGE4、
GAGE1、 GAGE２ 、 BAGE、 RAGEの よ う な 再 活 性 化 さ れ た 胚 遺 伝 子 産 物 並 び に NY-ES01、 SSX2、
及 び SCP1の よ う な 他 の 癌 精 巣 抗 原 ； Muc-1及 び Muc-2の よ う な ム チ ン ； GM2、 GD2及 び GD3の
よ う な ガ ン グ リ オ シ ド 、 中 性 糖 脂 質 及 び ル イ ス （ ｙ ） 及 び グ ロ ボ － H（ globo-H） の よ う な
糖 タ ン パ ク 質 ； そ し て Tn,ト ン プ ソ ン － フ リ ー ド リ ッ ヒ 抗 原 （ TF） 及 び sTnの よ う な 糖 タ ン
パ ク 質 を 含 む 。 完 全 な 細 胞 及 び 腫 瘍 細 胞 ラ イ セ ー ト 並 び に そ れ ら の 免 疫 原 性 の 部 分 、 並 び
に B細 胞 リ ン パ 腫 に 対 し て 使 用 さ れ る Bリ ン パ 球 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 増 殖 に お い て 発 現 さ れ た
イ ム ノ グ ロ ブ リ ン イ デ ィ オ タ イ プ も ま た 、 本 明 細 書 中 で 腫 瘍 関 連 抗 原 に 含 め ら れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 腫 瘍 関 連 抗 原 は 、 本 分 野 に お い て 知 ら れ た 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 こ れ ら の 抗 原 は 、 （ 例 え ば 、 Cohen et al., , 54:1055(1994)に 記 載 の よ
う に ） 癌 細 胞 の 粗 抽 出 物 を 調 製 す る こ と に よ っ て 、 抗 原 を 部 分 的 に 精 製 す る こ と に よ っ て
、 組 換 え 技 術 に よ っ て 、 又 は 知 ら れ た 抗 原 の デ ノ ボ 合 成 の い ず れ か に よ っ て 癌 細 胞 か ら 調
製 さ れ る こ と が で き る 。 抗 原 は 、 対 象 中 で の 発 現 及 び 免 疫 化 さ れ た 対 象 の 免 疫 系 へ の 提 示
に 好 適 な 形 態 の 抗 原 性 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 形 態 で あ る こ と も で き る 。 さ ら に 、 抗
原 は 、 完 全 な 抗 原 、 又 は 少 な く と も １ の エ ピ ト ー プ を 含 む 完 全 な 抗 原 の 断 片 で あ る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 病 原 体 は 、 哺 乳 動 物 、 よ り 特 別 に は ヒ ト に 感 染 す る 感 染 性 の ウ イ ル ス を 含 む が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。 感 染 性 の ウ イ ル ス の 例 は 以 下 の ： レ ト ロ ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 HIV-1（ HTL
V-III、 LAV又 は HTLV-III/LAV又 は HIV-IIIと も 呼 ば れ る ） の よ う な ヒ ト 免 疫 不 全 症 ウ イ ル
ス ； 及 び HIV-LPの よ う な 他 の 単 離 物 ； ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 属 （ 例 え ば 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 A
型 肝 炎 ウ イ ル ス ； エ ン テ ロ ウ イ ル ス 、 ヒ ト コ ク サ ッ キ ー ウ イ ル ス 、 ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 エ コ
ー ウ イ ル ス ） ； カ ル シ ウ イ ル ス 属 （ 例 え ば 、 胃 腸 炎 を 引 き 起 こ す 株 ） ； ト ガ ウ イ ル ス 属 （
例 え ば 、 ウ マ の 脳 炎 ウ イ ル ス 、 ル ベ ラ ウ イ ル ス ） ； フ ラ ウ イ ル ス 属 （ 例 え ば 、 デ ン グ ウ イ
ル ス 、 脳 炎 ウ イ ル ス 、 黄 熱 病 ウ イ ル ス ） ； コ ロ ノ ウ イ ル ス 属 （ 例 え ば 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス ）
； ラ ブ ド ウ イ ル ス 属 （ 例 え ば 、 水 泡 性 口 炎 ウ イ ル ス 、 ラ ビ ス ウ イ ル ス （ rabies viruses）
） コ ロ ナ ウ イ ル ス 属 （ 例 え ば 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス ） ； フ ィ ロ ウ イ ル ス 属 （ 例 え ば 、 エ ボ ラ ウ
イ ル ス ） ； パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 属 （ 例 え ば 、 パ ラ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 ム ン プ ス ウ イ
ル ス 、 は し か ウ イ ル ス 、 呼 吸 器 合 胞 体 ウ イ ル ス ） ； オ ル ト ミ ク ソ ウ イ ル ス 属 （ 例 え ば 、 イ
ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス ） ； ブ ン ガ ウ イ ル ス 属 （ 例 え ば 、 ハ ン タ ウ イ ル ス 、 ブ ン ガ ウ イ ル ス
、 フ レ ボ ウ イ ル ス 及 び ナ イ ロ ウ イ ル ス ） ； ア レ ナ ウ イ ル ス 属 （ 出 血 熱 ウ イ ル ス ） ； レ オ ウ
イ ル ス 属 （ 例 え ば 、 レ オ ウ イ ル ス 、 オ ル ビ ウ イ ル ス 及 び ロ タ ウ イ ル ス ） ； ビ ル ナ ウ イ ル ス
属 （ Birnaviridae） ； ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 属 （ B型 肝 炎 ウ イ ル ス ） ； パ ル ボ ウ イ ル ス 属 （ パ
ル ボ ウ イ ル ス ） ； パ ポ バ ウ イ ル ス 属 （ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス ） ； ア デ
ノ ウ イ ル ス 属 （ ほ と ん ど の ア デ ノ ウ イ ル ス ） ペ ル ペ ス ウ イ ル ス 属 （ 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
（ HSV） １ 及 び ２ 、 バ リ セ ラ ゾ ス タ ー ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） 、 ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス ） ； ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 属 （ バ リ オ ラ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ
イ ル ス ） ； 並 び に イ リ ド ウ イ ル ス 属 （ 例 え ば 、 ア フ リ カ ブ タ 熱 ウ イ ル ス ） ； 並 び に 分 類 さ
れ な い ウ イ ル ス （ 例 え ば 、 海 綿 状 脳 症 の 病 因 作 用 物 質 、 デ ル タ 肝 炎 の 作 用 物 質 （ Ｂ 型 肝 炎
ウ イ ル ス の 欠 損 サ テ ラ イ ト と 考 え ら れ て い る ） 、 非 Ａ 型 及 び 非 Ｂ 型 肝 炎 の 作 用 物 質 （ ク ラ
ス １ は 内 部 へ 伝 達 さ れ ； ク ラ ス ２ は 腸 管 外 に 伝 達 さ れ る （ す な わ ち 、 Ｃ 型 肝 炎 ） ； ノ ー ウ
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オ ー ク 及 び 関 連 す る ウ イ ル ス 、 及 び ア ス ト ロ ウ イ ル ス ） を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 グ ラ ム 陰 性 及 び グ ラ ム 陽 性 細 菌 も ま た 、 脊 椎 動 物 に お い て 抗 原 と な る 。 そ の よ う な グ ラ
ム 陽 性 細 菌 は 、 パ ス ツ レ ラ 種 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ シ 種 、 及 び ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 種 を 含 む が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 グ ラ ム 陰 性 細 菌 は 、 大 腸 菌 （ Esherichia coli） 、 シ ュ ー ド モ
ナ ス 種 及 び サ ル モ ネ ラ 種 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 感 染 性 の 細 菌 の 特 異 的 な 例 は 、
ヘ リ コ バ ク タ ー ピ ロ リ 、 ボ レ リ ア ブ ル グ ド フ ェ リ 、 レ ジ オ ネ ラ ・ ニ ュ ー モ フ ィ ラ 、 マ イ コ
バ ク テ リ ア 種 （ 例 え ば 、 Ｍ ． ツ ベ ル ク ロ ー シ ス 、 Ｍ ． ア ビ ウ ム 、 Ｍ ． イ ン ト ラ セ ル ラ ー レ
、 Ｍ ． カ ン サ イ 、 Ｍ ． ゴ ロ ド ナ エ ） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 、 ナ イ セ リ ア ・ ゴ
ノ ロ エ エ 、 ナ イ セ リ ア ・ メ ニ ン ギ チ ジ ス 、 リ ス テ リ ア ・ モ ノ サ イ ト ゲ ン ス 、 ス ト レ プ ト コ
ッ カ ス ・ ピ オ ゲ ネ ス （ ス ト レ プ ト コ ッ カ ス Ａ 群 ） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ア ガ ラ ク チ ア エ
（ ス ト レ プ ト コ ッ カ ス Ｂ 群 ） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス （ ビ リ ダ ン ス 群 ） 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ
ス フ ェ ー カ リ ス 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ボ ビ ス 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス （ 嫌 気 性 種 ） 、 ス ト
レ プ ト コ ッ カ ス ・ ニ ュ ー モ ニ エ 、 病 原 性 カ ン ピ ロ バ ク タ ー 種 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス 種 、 ヘ モ
フ ィ ラ ス ・ イ ン フ ル エ ン ゼ 、 バ シ ラ ス ・ ア ン ト ラ シ ス 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ フ テ リ ア
エ 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 種 、 丹 毒 菌 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ パ ー フ リ ン ジ ェ ス 、 ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム ・ テ タ ニ 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ン ス 、 ク レ ブ シ エ ラ ・ ニ ュ ー モ ニ エ 、 パ ス
ツ レ ラ ・ マ ル ト シ ダ 、 バ ク テ ロ イ デ ス 種 、 フ ソ バ ク テ リ ウ ム ・ ヌ ク レ ア タ ム 、 ス ト レ プ ト
バ シ ラ ス ・ モ ニ リ フ ォ ル ミ ス 、 ト レ ポ ネ ー マ ・ パ リ ジ ウ ム 、 ト レ ポ ネ ー マ ・ パ ー テ ニ ュ エ
、 レ プ ト ス ピ ラ 、 リ ケ ッ チ ア 、 及 び ア ク チ ノ ミ セ ス ・ イ ス ラ エ リ を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 病 原 体 の 例 は 、 哺 乳 動 物 、 よ り 特 別 に は ヒ ト に 感 染 す る 感 染 性 の 真 菌 を 含 む が 、 こ れ に
限 定 さ れ な い 。 感 染 性 の 真 菌 の 例 は 以 下 の ： ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス 、 ヒ ス
ト プ ラ ズ マ ・ カ プ ス ラ タ ム 、 コ ク シ ジ オ デ ス ・ イ ミ テ ィ ス 、 ブ ラ ス ト ミ セ ス ・ デ ル マ チ チ
ジ ス 、 ク ラ ミ ジ ア ・ ト ラ コ マ テ ィ ス 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。 感 染 性 の 寄 生 生 物 は 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 、 四 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 、 卵 形 マ ラ リ ア 原 虫
、 及 び 三 日 熱 マ ラ リ ア 原 虫 の よ う な マ ラ リ ア 病 原 虫 を 含 む 。 他 の 感 染 性 生 物 は （ す な わ ち
、 原 生 生 物 ） は ト キ ソ プ ラ ズ マ 原 虫 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 他 の 医 学 に 関 連 す る 、 哺 乳 動 物 、 よ り 特 別 に は ヒ ト に お い て 抗 原 と な る 微 生 物 は 以 下 の
文 献 中 で 広 く 記 載 さ れ る 。 ： 例 え ば 、 そ の 内 容 す べ て が 本 明 細 書 中 に 参 考 文 献 と し て 援 用
さ れ る 、 C.G.A Thomas, Medical Microbiology, Bailliere Tindall, Great Britain 198
3を 参 照 の こ と 。 感 染 性 の ヒ ト の 病 気 の 治 療 に 加 え て 、 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 は 、 非 ヒ
ト 哺 乳 動 物 の 感 染 の 治 療 に 有 効 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 明 細 書 中 で 感 染 性 の 病 原 体 に つ い て 使 用 さ れ る 「 治 療 」
「 治 療 す る 」 「 治 療 す る こ と 」 は 、 対 象 の 病 原 体 に よ る 感 染 へ の 耐 性 を 増 加 さ せ 、 又 は 対
象 が 病 原 体 に 感 染 す る 可 能 性 を 減 少 さ せ ； 及 び ／ 又 は 対 象 が 感 染 し た 後 に 感 染 と 戦 う た め
に 、 例 え ば 、 感 染 を 減 少 又 は 除 去 し 、 又 は よ り 悪 化 す る こ と を 防 止 す る 予 防 的 治 療 を 意 味
す る 。 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 治 療 の た め の 多 く の ワ ク チ ン が 以 下 の ： Bennett, K. Compendium
 of Veterinary Products 3r d  ed. North American Compendiums, Inc., 1995に 開 示 さ れ
て い る 。 上 で 検 討 し た と お り 、 抗 原 は 、 自 然 の 供 給 源 ま た は 合 成 に よ っ て 誘 導 さ れ た ウ イ
ル ス 、 細 菌 、 寄 生 生 物 、 及 び 真 菌 並 び に そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト の よ う な 感 染 性 の 微 生 物 を
含 む 。 ヒ ト 及 び 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 両 方 の 感 染 性 の ウ イ ル ス は レ ト ロ ウ イ ル ス 、 RNAウ イ ル
ス 、 及 び DNAウ イ ル ス を 含 む 。 レ ト ロ ウ イ ル ス の こ の 群 は 、 単 純 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 及 び 複
合 レ ト ロ ウ イ ル ス の 両 方 を 含 む 。 単 純 レ ト ロ ウ イ ル ス は レ ト ロ ウ イ ル ス B群 、 レ ト ロ ウ イ
ル ス C群 、 及 び レ ト ロ ウ イ ル ス D群 の 亜 群 を 含 む 。 レ ト ロ ウ イ ル ス B群 の 例 は 、 マ ウ ス 乳 癌
ウ イ ル ス （ 「 MMTV」 ） で あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス C群 は （ ラ ウ ス ・ サ ル コ ー マ ウ イ ル ス （ 「 R
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SV」 、 鳥 白 血 病 ウ イ ル ス （ 「 ALV」 ） 、 及 び 鳥 ミ エ ロ ブ ラ ス ト ー マ ウ イ ル ス （ 「 AMV」 ） を
含 む A群 C型 、 及 び （ ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス （ 「 MLV」 ） 、 ネ コ 白 血 病 ウ イ ル ス （ 「 FeLV」
） 、 ネ ズ ミ サ ル コ ー マ ウ イ ル ス 、 （ 「 MSV」 ） 、 ギ ボ ン サ ル 白 血 病 ウ イ ル ス （ 「 GALV」 ）
、 ブ タ ネ ク ロ ー シ ス ウ イ ル ス （ 「 SNV」 ） 、 レ テ ィ キ ュ ロ エ ン ド セ リ オ ー シ ス ・ ウ イ ル ス
（ 「 RV」 ） お よ び シ ミ ア ン サ ル コ ー マ ウ イ ル ス （ 「 SSV」 ） ） を 含 む B群 C型 を 含 む 。 レ ト
ロ ウ イ ル ス D群 は 、 Mason-Pfizerサ ル ウ イ ル ス （ 「 MPMV」 ） 、 及 び シ ミ ア ン レ ト ロ ウ イ ル
ス １ 型 （ 「 SRV-1」 ） を 含 む 。 複 合 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 レ ン チ ウ イ ル ス の 亜 群 、 T細 胞 白 血
病 ウ イ ル ス 及 び 泡 沫 状 ウ イ ル ス を 含 む 。 レ ン チ ウ イ ル ス は 、 HIV-1を 含 む が 、 HIV-2、 SIV
、 ビ ス ナ ウ イ ル ス 、 ネ コ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ 「 FIV」 ） 、 及 び ウ マ 感 染 性 ア ネ ミ ア ウ イ ル
ス （ 「 EIAV」 ） を も 含 む 。 T細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス は 、 HTLV-I、 HTLV-II、 シ ミ ア ン T細 胞 白
血 病 ウ イ ル ス （ 「 STLV」 ） 及 び ウ シ 白 血 病 ウ イ ル ス （ 「 BLV」 ） を 含 む 。 泡 沫 状 ウ イ ル ス
は 、 ヒ ト 泡 沫 状 ウ イ ル ス （ 「 HFV」 ） 、 シ ミ ア ン 泡 沫 状 ウ イ ル ス （ 「 SFV」 ） 及 び ウ シ 泡 沫
状 ウ イ ル ス （ 「 BFV」 ） を 含 む 。
【 ０ １ １ １ 】
　 細 菌 性 病 原 体 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 鉄 に よ り 調 節 さ れ る 外 膜 タ ン パ ク 質 （ 「 IROMP」 ） 、
外 膜 た ん ぱ く 質 （ 「 OMP」 ） 、 及 び フ ル ン ケ ル 症 を 起 こ す ア エ ロ モ ニ ス ・ サ ル モ ニ シ ダ （ A
eromonis salmonicida） の Aタ ン パ ク 質 ； 細 菌 性 腎 臓 病 （ 「 BKD」 ） を 起 こ す レ ニ バ ク テ リ
ウ ム ・ サ ル モ ニ ナ ラ ム （ Renibacterium salmoninarum） の p57タ ン パ ク 質 、 エ ル シ ニ オ シ
ス （ Yersiniosis） の 主 要 表 面 結 合 抗 原 （ 「 msa」 ） 、 表 面 提 示 サ イ ト ト キ シ ン （ 「 mpr」
） 、 表 面 提 示 ヘ モ ラ イ シ ン （ 「 ish」 ） 、 及 び べ ん 毛 抗 原 ； パ ス ツ レ ロ ー シ ス （ Pasteurel
losis） の 細 胞 外 た ん ぱ く 質 （ 「 ECP」 ） 、 鉄 に よ り 調 節 さ れ る 外 膜 タ ン パ ク 質 （ 「 IROMP
」 ） 、 お よ び 構 造 タ ン パ ク 質 ； ビ ブ ロ ー シ ス ・ ア ン ギ ラ ル ム （ Vibrosis anguillarum） 及
び V.オ ル ダ リ イ (V. ordalii)の OMP及 び べ ん 毛 タ ン パ ク 質 ； エ ド ワ ー ド シ エ ロ ー シ ス 、 イ
ク タ ル リ （ Edwardsiellosis ictaluri） 及 び E.タ ル ダ （ E. tarda） の べ ん 毛 タ ン パ ク 質 、
OMPタ ン パ ク 質 、 ア ロ A,及 び プ ル A（ purA） ； イ ク チ オ フ チ リ ウ ス （ Ichthyophthirius） の
表 面 抗 原 ； 及 び サ イ ト フ ァ ー ガ ・ コ ル ム ナ リ （ Cytophaga columnari） の 構 造 タ ン パ ク 質
及 び 調 節 タ ン パ ク 質 ； 並 び に リ ケ ッ チ ア の 構 造 及 び 調 節 た ん ぱ く 質 を 含 む が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 寄 生 性 病 原 体 の ポ リ ペ プ チ ド は イ ク チ オ フ チ リ ウ ス の 表 面 抗 原 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ
れ な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 「 ア レ ル ゲ ン 」 は 、 ア レ ル ギ ー 性 ま た は 喘 息 性 の 応 答 を 感 受 性 の あ る 対 象 に お い て 誘 導
す る こ と の で き る 物 質 （ 抗 原 ） を さ す 。 ア レ ル ゲ ン の リ ス ト は 膨 大 で あ り 、 花 粉 、 昆 虫 の
毒 液 、 動 物 の ふ け 、 カ ビ の 胞 子 、 及 び 薬 物 （ 例 え ば 、 ペ ニ シ リ ン ） を 含 む こ と が で き る 。
自 然 の 動 物 性 ま た は 植 物 性 の ア レ ル ゲ ン は 、 以 下 の 属 ： イ ヌ 属 （ 犬 ） ； 表 皮 ダ ニ 属 （ 例 え
ば 、 デ ル マ ト フ ァ ゴ イ デ ス ・ フ ァ リ ネ ） ； ネ コ 属 （ 猫 ） ； ブ タ ク サ （ ア ン ブ ロ シ ア ・ ア ル
テ ミ ス フ ォ リ ア ） ； ホ ソ ム ギ （ 例 え ば 、 ロ リ ウ ム ・ ペ レ ネ （ Lolium perenne） 又 は ロ リ ウ
ム ・ マ ル チ フ ロ ラ ム （ Lolium multiflorum） ） ； ス ギ （ ク リ プ ト メ リ ア ・ ジ ャ ポ ニ カ （ Cr
yptomeria Japonica） ） ； ア ル テ ル ナ リ ア （ ア ル テ ル ナ リ ア ・ ア ル テ ナ ー タ （ Alternaria
 alternata） ） ； ハ ン ノ キ ； カ バ ノ キ 科 ハ ン ノ キ 属 （ ア ル ナ ス ・ グ ル チ ノ ア サ （ Alnus gu
lcinoasa） ） ； マ カ ン バ 属 （ ベ ツ ラ ・ ベ ル コ サ （ Betula verrucosa） ） ； コ ナ ラ 属 （ ケ ル
カ ス ・ ア ル バ （ Quercus alba） ） ； オ リ ー ブ （ オ レ ア ・ エ ウ ロ パ （ Olea europa） ） ； ヨ
モ ギ 属 （ ア ル テ ミ シ ア ・ バ ル ガ リ ス （ Altemisia vulgaris） ） ； オ オ バ コ 属 （ 例 え ば 、 プ
ラ ン タ ゴ ・ ラ ン セ オ ラ ー タ （ Plantago lanceolata） ） ； ヒ カ ゲ ミ ズ （ 例 え ば 、 パ リ エ タ
リ ア ・ オ フ ィ シ ナ リ ス （ Parietaria officinalis） 又 は パ リ エ タ リ ア ・ ジ ュ ダ イ カ （ Pari
etaria judaica） ） ； チ ャ バ ネ ゴ キ ブ リ 科 （ 例 え ば 、 チ ャ バ ネ ゴ キ ブ リ （ Blattella germ
anica） ） ； ミ ツ バ チ 属 （ 例 え ば 、 ア ピ ス ・ マ ル チ フ ロ ラ ム （ Apis multiflorum） ） ； イ
ト ス ギ 属 （ 例 え ば 、 ク プ レ ッ サ ス ・ セ ン ペ ル ビ レ ン ス （ Cupressus sempervirens） 、 ク プ
レ ッ サ ス ・ ア リ ゾ ニ カ （ Cupressus arizonica） 及 び ク プ レ ッ サ ス ・ マ ク ロ カ ル パ （ Cupre
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ssus macrocarpa） ） ； ビ ャ ク シ ン 属 （ 例 え ば 、 ジ ュ ニ ペ ラ ス ・ サ ビ ノ イ デ ス （ Juniperus
 sabinoides） 、 ジ ュ ニ ペ ラ ス ・ ビ ル ギ ニ ア ナ （ Juniperus virginiana） 、 ジ ュ ニ ペ ラ ス
・ コ ム ニ ス （ Juniperus communis） 及 び ジ ュ ニ ペ ラ ス ・ ア シ ェ イ （ Juniperus ashei） ）
； ツ ー ヤ 属 （ 例 え ば 、 ツ ー ヤ ・ オ リ エ ン タ リ ス （ Thuya orientalis） ） ； ヒ ノ キ 属 （ 例 え
ば 、 カ ミ シ パ リ ス ・ オ ブ ツ サ （ Chamaecyparis obtusa） ） ； ゴ キ ブ リ 属 （ 例 え ば 、 ワ モ ン
ゴ キ ブ リ （ ペ リ プ ラ ネ タ ・ ア メ リ カ ー ナ ） （ Periplaneta americana） ） ； カ モ ジ グ サ （
例 え ば 、 ア グ ロ ピ ロ ン ・ レ ペ ン ス （ Agropyron repens） ） ； ラ イ ム ギ 属 （ 例 え ば 、 シ カ ー
ル ・ セ レ ア レ （ Secale cereale） ） ； コ ム ギ 属 （ 例 え ば 、 ト リ チ カ ム ・ ア エ ス チ バ ム （ Tr
iticum aestivum） ） ； カ モ ガ ヤ 属 （ 例 え ば 、 ダ ク チ リ ス ・ グ ロ メ ラ ー タ （ Dactylis glom
erata） ） ； ウ シ ノ ケ グ サ 属 （ 例 え ば 、 フ ェ ス ツ カ ・ エ ラ チ オ ル （ Festuca elatior） ） ；
ナ ガ ハ グ サ 属 （ 例 え ば 、 ポ ア ・ プ ラ テ ン シ ス （ Poa pratensis） 又 は ポ ア ・ コ ム プ レ ッ サ
（ Poa compressa） ） ； カ ラ ス ム ギ 属 （ 例 え ば 、 ア ベ ナ ・ サ チ バ （ Avena sativa） ） ； シ
ラ ゲ ガ ヤ 属 （ 例 え ば 、 ホ ル カ ス ・ イ ア ナ タ ス （ Holcus Ianatus） ） ； ハ ル ガ ヤ 属 （ 例 え ば
、 ア ン ト キ サ ン タ ム ・ オ ド ラ ツ ム （ Anthoxanthum odoratum） ） ； オ オ カ ニ ツ リ 属 （ 例 え
ば 、 パ レ ナ タ ル ム ・ エ ラ チ ウ ス （ PArrhenatherum elatius） ） ； コ ヌ カ グ サ 属 （ 例 え ば 、
（ ア グ ロ ス チ ス ・ ア ル バ （ Agrostis alba） ） ； ア ワ ガ エ リ 属 （ 例 え ば 、 フ レ ウ ム ・ プ ラ
テ ン ス （ Phleum pratense） ） ； ク サ ヨ シ 属 （ Phalaris） （ 例 え ば 、 フ ァ ラ リ ス ・ ア ル ン
ジ ナ セ ア （ Phalaris arundinacea） ） ； ス ズ メ ノ ヒ エ 属 （ 例 え ば 、 パ ス パ ラ ム ・ ノ タ ツ ム
（ Paspalum notatum） ） ； ソ ル ガ ム （ 例 え ば 、 ソ ル ガ ム ・ ハ レ ペ ン シ ス （ Sorghum halepe
nsis） ） ； 及 び ス ズ メ ノ チ ャ ヒ キ 属 （ Bromus） （ 例 え ば 、 ブ ロ マ ス ・ イ ネ ル ミ ス （ Bromus
 inermis） ） ,に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 他 の 薬 物 成 分
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 は 例 え ば 、 薬 物 又 は 生 理 活 性 物 質 の よ う な 他 の 治 療 剤 を さ ら
に 含 む 。 こ れ ら の さ ら な る 成 分 は 追 加 の 直 接 的 な 治 療 的 利 益 又 は 追 加 の 免 疫 刺 激 性 の 利 益
を 提 供 す る こ と が で き る 。 広 く 多 様 な 治 療 化 合 物 が 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 に よ っ て デ リ
バ リ ー さ れ る こ と が で き る 。 治 療 化 合 物 の 例 は 、 核 酸 、 た ん ぱ く 質 、 ペ プ チ ド 、 腫 瘍 細 胞
崩 壊 剤 、 抗 感 染 剤 、 抗 不 安 薬 、 向 精 神 薬 、 免 疫 調 節 剤 、 イ オ ノ ト ロ ー プ 、 ゲ ロ ニ ン の よ う
な 毒 素 及 び 真 核 生 物 の た ん ぱ く 合 成 の 阻 害 剤 な ど を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明
の リ ポ ソ ー ム 中 に 閉 じ 込 め ら れ る 好 ま し い 治 療 化 合 物 は 、 脂 肪 親 和 性 の 陽 イ オ ン で あ る 。
こ れ ら の 中 に は 、 リ ポ ソ ー ム の 脂 質 二 重 層 を 仕 切 る こ と が で き 、 し た が っ て 膜 の 形 態 の リ
ポ ソ ー ム と 会 合 す る こ と の で き る 脂 肪 親 和 性 の 分 子 の ク ラ ス に 属 す る 治 療 剤 が あ る 。 治 療
化 合 物 の 更 な る 例 は 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 、 ア ン フ ォ テ リ シ ン B、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 シ
ス プ ラ チ ン 及 び 誘 導 体 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 テ ス ト ス テ ロ ン 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル 、 ド キ ソ ル
ビ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ベ ク ロ メ タ ゾ ン 、 及 び エ ス テ ル 、 ビ タ ミ ン E、 コ ル チ ゾ ン 、 デ キ
サ メ タ ゾ ン 、 及 び エ ス テ ル 、 ベ タ メ タ ゾ ン 吉 草 酸 塩 及 び 他 の ス テ ロ イ ド 、 フ ッ 化 キ ノ ロ ン
抗 菌 剤 シ プ ロ フ ロ キ サ シ ン 及 び そ の 誘 導 体 、 並 び に ア ル カ ロ イ ド 化 合 物 及 び そ れ ら の 誘 導
体 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ア ル カ ロ イ ド 誘 導 体 の 中 に は 、 ス ワ イ ン ソ ニ ン 及 び ビ
ン カ ア ル カ ロ イ ド の メ ン バ ー 並 び に ヒ ン ブ ラ ス チ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ン デ シ ン 、 エ ト
ポ シ ド 、 エ ト ポ シ ド リ ン 酸 塩 及 び テ ニ ポ シ ド の よ う な そ れ ら の 半 合 成 誘 導 体 が あ る 。 こ の
群 の 中 で は 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 及 び ビ ン ク リ ス チ ン 、 並 び に ス ワ イ ン ソ ニ ン が 特 別 に 好 ま し
い 。 ス ワ イ ン ソ ニ ン （ Creaven and Mihich,  4:147(1977)） は 骨 髄 の 増 殖
を 刺 激 す る 能 力 を 有 す る （ White and Olden,  3:83(1991)） 。 ス ワ イ ン ソ
ニ ン は ま た 、 IL-1、 IL-2、 TNF、 GM-CSF及 び イ ン タ ー フ ェ ロ ン を 含 む 複 数 の サ イ ト カ イ ン
の 産 生 を も 刺 激 す る （ Newton,  1:373(1989);Olden, K., 

, 83:1149(1991)） 。 さ ら に 、 ス ワ イ ン ソ ニ ン が イ ン ビ ト ロ に お い て B及 び T細 胞 性
免 疫 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー T細 胞 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ っ て 誘 導 さ れ た 腫 瘍 細 胞 の 崩 壊 を
誘 導 す る こ と 、 及 び イ ン タ ー フ ェ ロ ン と 併 用 さ れ た 場 合 に は 、 イ ン ビ ボ に お い て 結 腸 癌 及
び メ ラ ノ ー マ 癌 に 対 す る 直 接 的 な 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ た （ Dennis, J., 

, 50:1867(1990） ; Olden, K.,  44:85(1989); White and Olden, 
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, 10:1515 (1990)） 。 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 に お い て 有 用 な 他 の ア ル
カ ロ イ ド は 、 パ ク リ タ キ セ ル （ タ キ ソ ー ル ） 、 及 び そ の 合 成 誘 導 体 を 含 む が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 さ ら な る 薬 物 成 分 は 、 脂 質 粒 子 内 へ 取 り 込 ま れ る こ と の で き る 本 分 野 に お い
て 知 ら れ た い ず れ か の 生 理 活 性 物 質 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ れ ら の 追 加 の 薬 物 成 分 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 脂 質 粒 子 中 に 内 包 さ れ る か 又 は 他
の 方 法 で こ れ に 結 合 さ れ る こ と が で き る 。 或 い は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 脂 質 － 核 酸 粒 子 と
会 合 し な い 薬 物 又 は 生 理 活 性 物 質 を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な 薬 物 又 は 生 理 活 性 物 質
は 別 の 脂 質 担 体 中 に あ る か 又 は 同 時 投 与 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 組 成 物 の 製 造
　 本 発 明 の 組 成 物 の 製 造 は い ず れ か の 技 術 に よ っ て 達 成 さ れ る こ と が で き る が 、 最 も 好 ま
し く は エ タ ノ ー ル 透 析 又 界 面 活 性 剤 透 析 法 で あ っ て 、 本 明 細 書 中 に 参 考 文 献 と し て 援 用 さ
れ る 以 下 の 刊 行 物 、 特 許 、 及 び 特 許 出 願 中 に 詳 述 さ れ て い る ： 米 国 特 許 第 5,705,385号 ；
同 第 5,976,567号 ； 米 国 特 許 出 願 第 09/140,476号 ； 米 国 特 許 第 5,981,501号 ； 同 第 6,287,59
1号 ； PCT国 際 出 願 公 開 第 WO96/40964号 ； 及 び 同 第 WO98/51278号 。 こ れ ら の 製 造 方 法 は 、 脂
質 粒 子 に 内 包 さ れ た 治 療 剤 、 好 ま し く は 脂 質 － 核 酸 粒 子 を 含 む 免 疫 刺 激 性 組 成 物 の 小 規 模
及 び 大 規 模 の 製 造 を 提 供 す る 。 該 方 法 は ま た 、 優 れ た 薬 剤 特 性 を 有 す る そ の よ う な 粒 子 を
作 り 出 す 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 （ そ れ に 対 す る 免 疫 応 答 が 望 ま れ る ） 標 的 抗 原 を 加 え る こ
と に よ っ て 調 製 さ れ る こ と が で き る 。 抗 原 の 混 和 手 段 は 本 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 例 え
ば 以 下 の ス テ ッ プ ： １ ） 製 剤 プ ロ セ ス 中 に お け る 抗 原 の 受 動 的 内 包 （ 例 え ば 、 抗 原 は ODN
を 含 有 す る 溶 液 中 に 添 加 さ れ る こ と が で き る ） ； ２ ） エ タ ノ ー ル 脂 質 混 合 物 中 へ の 糖 脂 質
及 び 他 の 抗 原 性 脂 質 の 添 加 及 び 本 明 細 書 中 に 記 載 の エ タ ノ ー ル に 基 づ く プ ロ ト コ ー ル に よ
る 製 剤 ； ３ ） 脂 質 ビ ヒ ク ル （ 例 え ば 、 抗 原 － 脂 質 は 、 ビ ヒ ク ル と 抗 原 － 脂 質 ミ セ ル を イ ン
キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 形 成 さ れ た 脂 質 ビ ヒ ク ル 中 へ 加 え ら れ る こ と が で き る ） 中
へ の 挿 入 ； 及 び ４ ） 抗 原 は 製 剤 後 に 添 加 さ れ る こ と が で き る （ 例 え ば 、 リ ン カ ー 部 分 を 有
す る 脂 質 が 製 剤 さ れ た 粒 子 中 に 含 ま れ 、 そ し て 製 剤 後 に 望 ま し い 抗 原 と 結 合 す る た め に リ
ン カ ー が 活 性 化 さ れ る ） を 含 む 。 標 準 的 結 合 及 び 架 橋 方 法 は 本 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
他 の 調 製 物 は 、 核 酸 を 含 ま な い 脂 質 粒 子 中 へ 抗 原 を 混 和 し 、 こ れ ら の 粒 子 は 対 象 へ の 投 与
の 前 に 脂 質 － 核 酸 粒 子 と 混 合 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 中 で 使 用 さ れ る 組 成 物 の 特 徴 付 け
　 本 発 明 の 方 法 中 で 使 用 さ れ る 組 成 物 の 好 ま し い 特 徴 は 以 下 の と お り で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 脂 質 － 核 酸 粒 子 は 、 内 部 空 間 を 完 全 に 内 包 す る 脂 質 膜 の （ 一 般 的 に は
り ん 脂 質 二 重 層 ） 外 側 部 分 を 含 む 。 時 に は 本 明 細 書 中 で 脂 質 膜 ビ ヒ ク ル と 呼 ば れ る こ れ ら
の 粒 子 は 、 平 均 直 径 ５ ０ ～ ２ ０ ０ nm、 好 ま し く は ６ ０ ～ １ ３ ０ nmの 小 粒 子 で あ る 。 静 脈 内
投 与 に 最 も 好 ま し い の は 、 粒 子 の ９ ５ ％ が 平 均 で ３ ０ nm以 内 で あ る 、 比 較 的 均 一 な サ イ ズ
の 粒 子 で あ る 。 核 酸 及 び 他 の 生 理 活 性 物 質 は 内 部 空 間 に 含 ま れ 、 又 は 内 包 し て い る 膜 の 内
部 表 面 に 会 合 し て い る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 完 全 に 内 包 さ れ た 」 と は 、 粒 子 を 血 清 又 は 顕 著 に 遊 離 の DNA
を 分 解 す る ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ に 露 出 し た 後 に 、 粒 子 内 の 核 酸 が 顕 著 に 分 解 さ れ て い な
い と い う こ と を 意 味 す る 。 完 全 に 内 包 さ れ た 系 に お い て は 、 普 通 は 遊 離 の 核 酸 の １ ０ ０ ％
を 分 解 す る 処 置 に お い て 、 好 ま し く は ２ ５ ％ 未 満 の 核 酸 粒 子 が 分 解 さ れ 、 よ り 好 ま し く は
１ ０ ％ 未 満 、 最 も 好 ま し く は ５ ％ 未 満 の 核 酸 粒 子 が 分 解 さ れ る 。 或 い は 、 完 全 な 内 包 は Ol
igreen（ 商 標 ） ア ッ セ イ に よ っ て 決 定 さ れ る こ と が で き る 。 完 全 に 内 包 さ れ た 、 と は 、 粒
子 が 血 清 に 対 し て 安 定 で あ る 、 す な わ ち そ れ ら が イ ン ビ ボ の 投 与 に お い て 急 速 に そ れ ら の
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成 分 部 分 に 分 解 し な い と い う こ と も 示 唆 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 の こ れ ら の 特 徴 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 粒 子 を DOTMA／ DOPE（ リ ポ フ ェ ク
チ ン （ LIPOFECTIN） （ 商 標 ） ） 製 剤 の よ う な （ 陽 イ オ ン 性 複 合 体 又 は リ ポ プ レ キ シ ス と し
て も 知 ら れ る ） 脂 質 － 核 酸 凝 集 物 か ら 識 別 す る 。 こ れ ら の 凝 集 物 は 、 一 般 的 に は 直 径 が も
っ と 大 き く （ ２ ５ ０ nmよ り 大 き い ） 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 に コ ン ピ テ ン ト に は 耐 え ら れ な い
。 そ れ ら は 、 一 般 的 に イ ン ビ ボ 投 与 に よ っ て 分 解 す る 。 陽 イ オ ン 性 の 脂 質 － 核 酸 凝 集 物 と
弱 い 抗 原 を 含 む 上 記 の 脂 質 － 核 酸 製 剤 は 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 及 び く も 膜 下 投 与 、 よ り 好 ま し
く は 鼻 腔 内 投 与 の よ う な 局 所 的 ， 且 つ 部 位 的 な 適 用 に 好 適 な ワ ク チ ン を 提 供 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム 粒 子 は 広 い 範 囲 の 薬 物 ： 脂 質 比 率 で 製 剤 さ れ る こ と が で き る 。 本 明
細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 薬 物 対 脂 質 の 比 率 」 は 、 定 義 さ れ た 調 製 物 の 容 量 中 の 治 療 的 な 核 酸
の 量 （ す な わ ち 、 内 包 さ れ 、 血 液 へ の 露 出 に よ っ て 急 速 に 分 解 さ れ な い 核 酸 の 量 ） ÷ 同 容
量 中 の 脂 質 量 、 を 意 味 す る 。 こ れ は モ ル ／ モ ル 又 は 重 量 ／ 重 量 、 或 い は 重 量 ／ モ ル に 基 づ
い て 決 定 さ れ る 。 薬 物 の 脂 質 に 対 す る 比 率 は 、 核 酸 の 所 定 の 用 量 に 関 連 し た 脂 質 用 量 を 決
定 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 約 ０ ． ０ １ ～ ０ ． ２
５ （ 重 量 ／ 重 量 ） の 範 囲 の 薬 物 ： 脂 質 比 率 を 有 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 の 使 用
　 Bリ ン パ 球 及 び Tリ ン パ 球 の 組 み 合 わ せ は 、 基 礎 を 成 す 体 液 性 及 び 細 胞 性 免 疫 応 答 の 働 き
を そ れ ぞ れ 確 立 す る 。 体 液 性 及 び 細 胞 性 免 疫 応 答 は 、 抗 原 か ら の 刺 激 及 び 続 く 多 様 な サ イ
ト カ イ ン の 分 泌 に 応 答 し て 、 そ れ ぞ れ の 細 胞 タ イ プ が 活 性 化 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ぞ れ
進 行 す る 。 未 処 置 の CD4＋ Tヘ ル パ ー 細 胞 へ の 抗 原 ペ プ チ ド の 提 示 は 、 該 細 胞 が 、 そ の 機 能
及 び サ イ ト カ イ ン 発 現 特 性 に よ っ て 識 別 さ れ る 、 ヘ ル パ ー 細 胞 の ２ の 異 な る サ ブ セ ッ ト （
Th-1及 び Th-2） に 分 化 す る こ と を 引 き 起 こ す 。 Mosman et al., , 7:
145-173 (1989);Paul et al., , 76: 241-251(1994);O'Garra, , 8:275-283
(1998)。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 CD４ ＋ Th細 胞 か ら 分 泌 さ れ る サ イ ト カ イ ン の 特 異 的 パ タ ー ン は 、 （ IFN-γ 、 IL-1、 IL-2
、 IL-12及 び TNF－ α を 含 む ） 優 勢 に 細 胞 性 の タ イ プ － １ 応 答 、 又 は （ IL-4、 IL-5、 IL-6、
IL-9、 IL-10及 び IL-13を 含 む ） 主 に 体 液 性 の タ イ プ － ２ 応 答 へ 免 疫 応 答 を 向 か わ せ る 。 Gl
imcher and Murphy, , 14:1693-1711(2000);Abbas et al., , 383:787-
793(1996)。 Th-1サ ブ セ ッ ト は 、 CTL及 び NK細 胞 の 活 性 化 に よ る 細 胞 を 介 す る 免 疫 、 そ し て
ヒ ト に お け る IgMか ら IgG及 び IgA並 び に マ ウ ス に お け る IgMか ら IgG２ aへ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の ク ラ ス ス イ ッ チ に 特 徴 を 有 す る 、 体 液 性 免 疫 の 両 方 を 促 進 す る 。 Th-1応 答 は ま た 、 遅 延
型 の 過 感 受 性 及 び 自 己 免 疫 疾 患 と 関 連 す る こ と が で き る 。 Th-2サ ブ セ ッ ト は 、 主 に 、 体 液
性 免 疫 を 誘 導 し 、 そ し て ヒ ト に お け る IgG1及 び IgEへ の ク ラ ス ス イ ッ チ を 誘 導 す る 。 Th－ 1
応 答 に 関 連 す る 抗 体 ア イ ソ タ イ プ は 、 一 般 的 に 良 好 な 中 和 及 び オ プ ソ ニ ン 化 能 を 有 す る が
、 Th-2応 答 に 関 連 す る も の は 、 一 般 的 に 、 よ り ア レ ル ギ ー 応 答 に 関 連 し て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 示 す と お り 、 対 象 の 免 疫 刺 激 性 組 成 物 は 、 微 生 物 抗 原 及 び 腫 瘍 関 連 抗
原 な ど の 抗 原 刺 激 に 対 す る 、 Th-1に 偏 っ た 強 い 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と が で き 、 そ し て 宿
主 の 免 疫 応 答 の 細 胞 性 及 び 体 液 性 の 両 要 素 を 亢 進 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 明 細
書 に 記 載 の 免 疫 刺 激 性 組 成 物 は 、 一 般 的 に は Th-1に 偏 っ た 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 、 そ し
て 着 目 の 特 異 的 抗 原 に 対 す る ワ ク チ ン に お け る ア ジ ュ バ ン ト と し て の 使 用 を 見 出 す 。 ま た
、 体 液 性 の 応 答 の 成 熟 を 亢 進 す る 方 法 並 び に 抗 原 性 刺 激 に 対 す る 応 答 に お け る 抗 体 ア イ ソ
タ イ プ の ス イ ッ チ ン グ を 増 加 さ せ る 方 法 も ま た 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 こ れ ら の 免 疫 応 答 は 、 以 下 の ： （ B細 胞 、 T細 胞 、 樹 状 細 胞 又 は マ ク ロ フ ァ ー ジ の よ う な
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APCs、 NK細 胞 、 NKT細 胞 な ど の ） 免 疫 系 の 細 胞 の 活 性 化 、 増 殖 又 は 分 化 ； ア ッ プ レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン 又 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 、 マ ー カ ー の 発 現 ； サ イ ト カ イ ン 分 泌 ； IgA,
IgM、 又 は IgGの 刺 激 又 は そ の 力 価 の 増 加 ； ア イ ソ タ イ プ ク ラ ス ス イ ッ チ ； 及 び （ 脾 臓 細 胞
性 の 増 加 を 含 む ） 脾 腫 を 含 む が こ れ ら に 限 ら れ な い 多 く の 方 法 で 測 定 さ れ る こ と が で き る
。 特 に Th-1に 偏 っ た 免 疫 応 答 の 存 在 は 、 （ IFN-γ 、 IL-12な ど の ） Th-1サ イ ト カ イ ン 及 び
抗 原 特 異 的 CD8＋ CTLの 誘 導 に よ っ て 直 接 的 に 決 定 さ れ る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発
明 に よ れ ば 、 Th-1サ イ ト カ イ ン 又 は CTLが 誘 導 さ れ る と 、 Th-1に 偏 っ た 免 疫 応 答 が 誘 導 さ
れ る 。 同 様 に 、 亢 進 さ れ た 体 液 性 応 答 及 び 体 液 性 応 答 の 成 熟 の 改 善 は 、 （ マ ウ ス に お け る
IgG2a、 IgG１ 、 ヒ ト に お け る IgG及 び IgAな ど の ） 誘 導 さ れ た タ イ プ － １ 抗 原 特 異 的 抗 体 の
ア イ ソ タ イ プ を 検 出 す る こ と 、 及 び 本 明 細 書 中 に 例 解 さ れ る よ う に 、 IgMか ら IgG又 は IgA
へ の ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ が 起 こ っ た か に つ い て 判 定 す る こ と に よ っ て 示 唆 さ れ る 。 他 の
ア ジ ュ バ ン ト に 比 較 し て 、 ア イ ソ タ イ プ の ス イ ッ チ ン グ が 増 加 し た 場 合 、 本 発 明 に よ っ て
、 亢 進 さ れ た 体 液 性 免 疫 応 答 が 誘 導 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 メ チ ル 化 核 酸 を 含 む LNA製 剤 を 含 有 す る
有 効 量 の 免 疫 刺 激 性 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 抗 原 刺 激 に 対 す る 、 Th-1に 偏
っ た 免 疫 応 答 を 刺 激 す る こ と を 含 む 。 そ の よ う な LNA製 剤 を １ 以 上 の 着 目 の 抗 原 の １ 以 上
の エ ピ ト ー プ と と も に 含 む ワ ク チ ン も ま た 、 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 上 記 抗 原 は LNA粒
子 と 会 合 し て お り 、 最 も 好 ま し く は 、 複 数 の 抗 原 が 使 用 さ れ る 。 １ の 実 施 態 様 に お い て 、
ODNは PS又 は 他 の 修 飾 さ れ た 非 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 を 含 む 。 Th1応 答 を 誘 導 す る 他 の ア ジ
ュ バ ン ト は 、 MPL、 MDP、 ISCOMS、 IL-12、 IFN-γ 、 及 び SB-AS2を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 サ イ ト カ イ ン レ ベ ル を 調 節
す る た め に 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 サ イ ト カ イ ン に 関 し て 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 調 節
」 は 、 低 レ ベ ル が 望 ま し い 場 合 の 特 別 な サ イ ト カ イ ン の 発 現 抑 制 又 は 高 レ ベ ル が 望 ま し い
場 合 の 特 別 な サ イ ト カ イ ン の 発 現 の 増 強 を 意 味 す る こ と が で き る 。 特 別 な サ イ ト カ イ ン の
調 節 は 、 局 所 的 又 は 全 身 的 に 起 こ る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の
組 成 物 及 び 方 法 は 、 サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る よ う に マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び 樹 状 細 胞 を 活 性 化
す る た め に 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 Th-1タ イ プ の サ イ ト カ イ ン が 誘 導 さ れ る
こ と が で き 、 し た が っ て 、 本 発 明 の 免 疫 刺 激 性 組 成 物 は 、 細 胞 毒 性 T細 胞 を 含 む Th-1タ イ
プ 抗 原 特 異 的 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 適 応 症 、 投 与 及 び 用 量
　 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 は 、 免 疫 系 の 刺 激 を 必 要 と す る い ず れ か の 患 者 又 は 生 物 に お け
る 使 用 を 意 図 さ れ た も の で あ る 。 そ の よ う な 必 要 性 は 、 腫 瘍 学 、 炎 症 、 関 節 炎 及 び リ ュ ー
マ チ 、 免 疫 不 全 障 害 の よ う な ほ と ん ど の 医 学 分 野 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
当 業 者 は 、 本 明 細 書 の 開 示 に 基 づ い て 有 効 性 を 試 験 す る た め に 適 切 な 適 応 症 を 選 択 す る こ
と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 は 以 下 の 実 施 例 に 記 載
の 腫 瘍 症 の よ う な 腫 瘍 症 （ 病 理 学 的 又 は 潜 在 的 に 病 理 学 的 な い ず れ か の 新 形 成 細 胞 の 増 殖
） を 治 療 す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 対 象 へ の 本 発 明 の 組 成 物 の 投 与 は 、 イ ン ビ ボ 又 は エ ク ス ビ ボ の 方 法 を 含 む い ず れ か の 方
法 に よ る こ と が で き る 。 イ ン ビ ボ の 方 法 は 局 所 的 、 部 分 的 又 は 全 身 的 適 用 を 含 む 。 好 ま し
い 実 施 態 様 に お い て 、 該 組 成 物 は 、 粒 子 が 患 者 の B細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 又 は 脾 臓 細 胞 に
到 達 で き る よ う に 、 及 び ／ 又 は 粒 子 が リ ン パ 球 の 増 殖 を 刺 激 し 、 該 患 者 に お い て IL-6、 IL
-12、 IFNg及 び ／ 又 は IgMが 分 泌 さ れ る よ う に 、 静 脈 内 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 い ず れ か の 知 ら れ た 投 与 経 路 で 投 与 さ れ る こ と が で き る 。
１ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 静 脈 注 射 を 介 し て 投 与 さ れ る 。 他 の 実 施 態 様 に
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お い て 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 注 射 が 採 用 さ れ 、 こ の 方 法 で は 大 き な サ イ ズ の （ １ ５ ０ ～ ３ ０ ０
nm） 脂 質 粒 子 が 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 結 局 、 高 価 な 排 出 ス テ ッ プ の 必 要 性 が 減 ら さ れ
又 は 除 か れ る こ と が で き 、 粒 子 が 循 環 す る 必 要 が な い た め 、 よ り 安 価 な 材 料 に 都 合 の よ い
よ う に 脂 質 成 分 を 偏 っ て 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Chol 量 が 減 少 さ れ る こ と が で
き 、 DSPCが な ん ら か の よ り 柔 軟 な も の （ 例 え ば 、 POPC又 は DMPC） に 置 換 さ れ る こ と が で き
、 そ し て PEG－ 脂 質 が よ り 安 価 な PEG－ ア シ ル 鎖 に 置 換 さ れ る こ と が で き る 。 な お さ ら な る
実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 気 管 内 点 滴 注 入 法 又 は 鼻 腔 内 吸 入 な ど に よ っ て
、 気 道 を 介 し て 投 与 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 当 業 者 は 、 例 え ば 補 体 の 活 性 化 、 凝 集 、 腎 毒 性 、 肝 臓 酵 素 ア ッ セ イ な ど の 、 製 剤 の 可 能
性 の あ る 毒 性 の 同 定 方 法 を 知 っ て い る で あ ろ う 。 そ の よ う な 毒 性 は 、 生 物 間 で 異 な る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 組 成 物 の 医 薬 調 製 物 は 通 常 、 デ リ バ リ ー 様 式 を 改 善 又 は 補 助 す る 追 加 の 担 体 を 採 用 す る
。 典 型 的 に は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 普 通 の 生 理 食 塩 水 又 は 標 準 的 な 医 薬 の 実 施 に し た が っ て
選 択 さ れ た リ ン 酸 緩 衝 液 の よ う な 生 理 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 中 で 投 与 さ れ る だ ろ う 。 他 の
好 適 な 担 体 は 水 、 ０ ． ９ ％ 生 理 食 塩 水 、 ０ ． ３ ％ グ リ シ ン 、 な ど を 含 み 、 ア ル ブ ミ ン 、 リ
ポ タ ン パ ク 質 、 グ ロ ブ リ ン な ど の よ う な 安 定 性 の 向 上 の た め の 糖 タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 脂 質 ― 核 酸 製 剤 の 用 量 は 、 所 望 の 脂 質 用 量 、 所 望 の 核 酸 用 量 、 及 び 組 成 物 の 薬 物 ： 脂 質
の 比 率 に 依 存 す る 。 当 業 者 は 本 明 細 書 中 に 提 供 さ れ た 情 報 に 基 づ い て 適 切 な 用 量 を 選 択 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 初 回 免 疫 、 追 加 免 疫 、 及 び 免 疫 維 持 の た め の 免 疫 療 法 又 は ワ ク チ ン 接 種 プ ロ ト コ ー ル は
当 業 者 に 周 知 で あ り 、 さ ら に 以 下 で 記 載 さ れ る 。 特 別 に は 、 当 業 者 は 対 象 、 特 別 に は 哺 乳
動 物 、 及 び よ り 特 別 に は ヒ ト へ の 投 与 量 を 本 明 細 書 中 に 記 載 の 投 与 量 に 基 づ い て い か に 計
算 す る か を 認 識 す る で あ ろ う 。 １ の 動 物 か ら 他 の 動 物 へ （ 例 え ば 、 マ ウ ス か ら ヒ ト へ ） 投
与 量 を 変 更 す る た め の 変 換 因 子 は 本 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 援 用
さ れ て い る Food and Drug Administration Web site（ の 腫 瘍 学 ツ ー ル セ ク シ ョ ン 中 ） の w
ww.fda.gov/cder/cancer/animalframe.htmに お い て 完 全 に 記 載 さ れ て い る 。 遊 離 の 核 酸 を
含 む 知 ら れ た 免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 に 比 べ て 、 本 発 明 の 免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 及 び 方 法 は 、 よ
り 少 な い 量 の 核 酸 を 、 亢 進 さ れ た 免 疫 応 答 を イ ン ビ ボ に お い て 刺 激 す る た め に 利 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 製 剤 中 の 核 酸 の 量 は 、 一 般 的 に 、 約 0.001～ 60mg/kg（ １ 用 量 あ た り の マ ウ ス の
体 重 １ kgあ た り の 核 酸 の mg） で あ る 。 静 脈 内 （ i.v.） 投 与 の た め の 好 ま し い 実 施 態 様 に お
い て 、 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 は 、 約 1～ 50mg/kg、 よ り 好 ま し く は 約 5～ 20mg/kgを 利 用 す
る 。 皮 下 （ s.c.） 投 与 の た め の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 は 、
約 1～ 10mg/kg、 よ り 好 ま し く は 約 1～ 5mg/kg、 通 常 は 、 約 3～ 5mg/kgを 利 用 す る 。 本 発 明 の
脂 質 粒 子 と 会 合 す る 抗 原 の 量 は 、 好 ま し く は 約 0.04～ ４ 0mg/kg、 よ り 好 ま し く は 約 0.04～
4mg/kgで あ る 。 上 記 の よ う に 、 当 業 者 は 上 記 に お い て 同 定 さ れ た 周 知 の 変 換 因 子 及 び さ ら
な る 経 験 的 な 試 験 に 基 づ い て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 投 与 量 か ら 他 の 哺 乳 動 物 の た め に
好 適 な 用 量 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 製 剤 は 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 溶 液 で あ っ て 、 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 濃 度 の 塩 、
緩 衝 物 質 、 保 存 剤 、 融 和 性 の 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 及 び 場 合 に よ り 他 の 治 療 的 成 分 を 日 常
的 に 含 む 溶 液 中 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 治 療 に お け る 使 用 の た め に 、 本 発 明 の 免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 の 有 効 量 が 、 適 切 な 標 的 細 胞
に よ る 取 り 込 み を 可 能 と す る い ず れ か の 様 式 で 対 象 に 投 与 さ れ る こ と が で き る 。 本 発 明 の
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免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 の 「 投 与 」 は 当 業 者 に 知 ら れ た い ず れ か の 手 段 に よ っ て 達 成 さ れ る こ
と が で き る 。 好 ま し い 投 与 経 路 は 、 非 経 口 注 射 （ 皮 下 、 皮 内 、 静 脈 内 、 腸 管 外 、 腹 腔 内 、
く も 膜 等 ） 、 並 び 粘 膜 の 、 鼻 腔 内 、 気 管 内 、 吸 入 、 及 び 眼 内 、 膣 内 ； 又 は 経 口 、 経 皮 （ 例
え ば 、 パ ッ チ を 介 す る ） 投 与 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 注 射 は ボ ー ラ ス 又 は 持 続
的 輸 注 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 は 、 筋 肉 内 若 し く は 皮 内 注 射 、 又 は 他 の 非 経 口 手
段 に よ っ て 、 或 い は バ イ オ リ ス テ ィ ッ ク な 「 遺 伝 子 銃 」 を 表 皮 に 適 用 す る こ と い よ っ て 投
与 さ れ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 は 、 例 え ば 、 吸 入 、 局 所 的 、 静 脈 内
、 経 口 、 移 植 、 直 腸 内 、 又 は 膣 内 に 投 与 さ れ る こ と も で き る 。 好 適 な 液 体 又 は 固 体 の 医 薬
調 製 物 の 形 態 は 、 例 え ば 、 注 射 又 は 吸 入 の た め の 水 溶 液 又 は 生 理 食 塩 水 溶 液 、 顕 微 鏡 的 な
金 粒 子 上 へ エ ン コ キ レ ー ト （ encochleate） さ れ 、 被 覆 さ れ 及 び 霧 状 に さ れ た も の で あ る
。 薬 物 デ リ バ リ ー の た め の 本 方 法 の 簡 単 な 総 説 と し て 、 本 明 細 書 中 に 参 考 文 献 と し て 援 用
さ れ て い る 、 Langer,  249:1527-1533, 1990を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 医 薬 組 成 物 は 好 ま し く は 用 量 単 位 で 調 製 さ れ 、 そ し て 投 与 さ れ る 。 液 体 の 用 量 単 位 は 注
射 又 は 他 の 非 経 口 投 与 の た め の バ イ ア ル 又 は ア ン プ ル で あ る 。 固 体 の 用 量 単 位 は 、 錠 剤 、
カ プ セ ル 及 び 坐 剤 で あ る 。 患 者 の 治 療 の た め に は 、 化 合 物 の 活 性 、 投 与 方 法 、 免 疫 化 の 目
的 （ す な わ ち 、 予 防 的 又 は 治 療 的 ） 、 障 害 の 性 質 及 び 重 篤 度 、 患 者 の 年 齢 及 び 体 重 に 依 存
し て 異 な る 用 量 が 必 要 で あ る 。 所 定 の 用 量 の 投 与 は 、 個 別 の 用 量 単 位 の 形 態 で の 単 回 投 与
又 は そ の 他 の よ り 小 さ い 用 量 単 位 の い く つ か の ど ち ら で 実 施 さ れ る こ と も で き る 。 何 週 か
又 は 何 ヶ 月 か の 特 別 な 間 隔 を 置 い た 複 数 回 の 用 量 投 与 が 、 抗 原 特 異 的 応 答 を 追 加 免 疫 す る
た め に 普 通 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 好 適 な 緩 衝 剤 は 以 下 の ： 酢 酸 及 び 塩 （ 1～ 2％ 重 量 ／ 容 量 ） ； ク エ ン 酸 及 び 塩 （ 1～ 3％ 重
量 ／ 容 量 ） ； ホ ウ 酸 及 び 塩 （ 0.5～ 2.5％ 重 量 ／ 容 量 ） 及 び リ ン 酸 及 び 塩 （ 0.8～ 2％ 重 量 ／
容 量 ） を 含 む 。 好 適 な 保 存 剤 は 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム （ 0.003～ 0.03％ 重 量 ／ 容 量 ） ； 塩
化 ブ タ ノ ー ル （ 0.3～ 0.9％ 重 量 ／ 容 量 ） ； パ ラ ベ ン （ 0.01～ 0.25％ 重 量 ／ 容 量 ） 及 び チ メ
ロ サ ー ル （ 0.004～ 0.02％ 重 量 ／ 容 量 ） を 含 む 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 は 、 ア ジ ュ バ ン ト と 抗 原 の 組
み 合 わ せ の 有 効 量 を 、 場 合 に よ り 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 中 で 含 む 。 本 明 細 書 中 で 使 用
さ れ る 「 薬 剤 と し て 許 容 可 能 な 担 体 」 は 、 ヒ ト 又 は 他 の 哺 乳 動 物 へ の 投 与 に 好 適 な 、 １ 以
上 の 融 和 性 の 固 体 又 は 液 体 の 充 填 剤 、 希 釈 剤 又 は 内 包 剤 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ
れ る 「 担 体 」 は 、 そ れ に よ っ て 活 性 成 分 が 適 用 を 容 易 に す る よ う に 併 合 さ れ る 、 天 然 又 は
合 成 の 有 機 成 分 又 は 無 機 成 分 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 免 疫 刺 激 性 の 組 成 物 の 成 分 は 、 実 質 的
に 所 望 の 薬 効 を 損 な う よ う な 相 互 作 用 の な い 方 法 で 本 発 明 の 化 合 物 と 、 そ し て 相 互 に 混 合
さ れ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 非 経 口 投 与 に 好 適 な 組 成 物 は 、 受 容 者 の 血 液 と 等 張 で あ る こ と が で き る 滅 菌 水 性 調 製 物
を 便 利 に 含 む 。 許 容 可 能 な ビ ヒ ク ル 及 び 溶 媒 に は 、 水 、 リ ン ガ ー 溶 液 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食
塩 水 及 び 等 張 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 が あ る 。 さ ら に 、 滅 菌 さ れ た 固 定 油 が 溶 媒 又 は 懸 濁 媒
体 と し て 慣 用 的 に 採 用 さ れ る 。 こ の 目 的 の た め に 、 合 成 の モ ノ ‐ オ ル デ ィ ‐ グ リ セ ラ イ ド
を 含 む い ず れ か の ブ ラ ン ド の 固 定 鉱 油 又 は 非 鉱 油 が 採 用 さ れ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 オ
レ イ ン 酸 の よ う な 脂 肪 酸 は 、 注 射 剤 の 調 製 に お い て 使 用 さ れ る 。 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、
静 脈 内 な ど の 投 与 に 好 適 な 担 体 製 剤 が , Mack Pub
lishing Company, Easton, Pa.中 で 見 出 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 な ア ジ ュ バ ン ト 又 は 抗 原 は 、 ２ 以 上 の ア ジ ュ バ ン ト 又 は 抗 原 の 混 合
物 と し て デ リ バ リ ー さ れ る こ と が で き る 。 混 合 物 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の LNA製 剤 に 加 え て
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い く つ か の ア ジ ュ バ ン ト か ら 成 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 多 様 な 投 与 経 路 が 可 能 で あ る 。 選 択 さ れ る 特 別 な 様 式 は 、 も ち ろ ん 選 択 さ れ た 特 別 な ア
ジ ュ バ ン ト 又 は 抗 原 、 対 象 の 年 齢 及 び 一 般 的 な 健 康 状 態 、 治 療 さ れ る 特 別 な 状 態 及 び 治 療
効 果 の た め に 必 要 な 用 量 に 依 存 す る だ ろ う 。 本 発 明 の 方 法 は 一 般 的 に 、 医 学 的 に 許 容 可 能
な い ず れ か の 投 与 様 式 を 使 用 し て 実 施 さ れ る こ と が で き 、 そ れ は 臨 床 的 に 許 容 不 可 能 な 副
作 用 な し に 有 効 な レ ベ ル の 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る い ず れ か の 様 式 を 意 味 す る 。 好 ま し い 投
与 様 式 は 上 記 の と お り で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 組 成 物 は 単 位 用 量 形 態 で 便 利 に 与 え ら れ る こ と が で き 、 薬 剤 術 の 分 野 に お い て 周 知 の 方
法 の い ず れ か に よ っ て 調 製 さ れ る こ と が で き る 。 す べ て の 方 法 は 、 化 合 物 を １ 以 上 の 付 属
成 分 か ら 成 る 担 体 と 会 合 さ せ る ス テ ッ プ を 含 む 。 一 般 的 に 、 組 成 物 は 化 合 物 を 液 体 の 担 体
、 細 か く 分 割 さ れ た 固 体 の 担 体 、 又 は そ の 両 方 と 会 合 さ せ 、 そ し て 所 望 に よ り 生 成 物 を 成
形 す る こ と に よ っ て 均 一 に そ し て 完 全 に 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 他 の デ リ バ リ ー シ ス テ ム は 除 放 性 の 、 遅 延 性 の 又 は 持 続 性 の 放 出 の デ リ バ リ ー シ ス テ ム
を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な シ ス テ ム は 化 合 物 の 繰 り 返 し 投 与 を 回 避 す る こ と が で き
、 対 象 及 び 医 師 の 便 宜 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。 多 く の 放 出 型 の デ リ バ リ ー シ ス テ ム が
入 手 可 能 で あ り 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 そ れ ら は 、 ポ リ （ ラ ク チ ド ‐ グ リ コ リ ド ） 、 コ
ポ リ オ キ サ レ ー ト 、 ポ リ カ プ ロ ラ ク ト ン 、 ポ リ エ ス テ ラ ミ ド 、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 ポ リ
ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 酸 、 及 び ポ リ ア ン ハ イ ド ラ イ ド の よ う な ポ リ マ ー に 基 づ く シ ス テ ム を 含
む 。 薬 物 を 含 有 す る 先 の ポ リ マ ー の マ イ ク ロ カ プ セ ル が 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,075,109号
中 に 記 載 さ れ る 。 デ リ バ リ ー シ ス テ ム は 、 以 下 の 非 ポ リ マ ー シ ス テ ム ： コ レ ス テ ロ ー ル 、
コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル の よ う な ス テ ロ イ ド 及 び 脂 肪 酸 又 は モ ノ ‐ ジ ‐ 及 び ト リ ‐ グ リ セ
リ ド の よ う な 中 性 脂 肪 を 含 む 脂 質 ； ヒ ド ロ ゲ ル 放 出 シ ス テ ム ； シ ラ ス テ ィ ッ ク シ ス テ ム ；
ペ プ チ ド に 基 づ く シ ス テ ム ； ワ ッ ク ス コ ー テ ィ ン グ ； 慣 用 の 結 合 剤 及 び 賦 型 剤 を 使 用 し た
圧 縮 錠 剤 ； 部 分 的 に 融 合 し た イ ン プ ラ ン ト な ど も 含 む 。 特 別 な 例 は 以 下 の ： （ ａ ） 米 国 特
許 第 4,452,775号 、 同 第 4,675,189号 及 び 同 第 5,736,152号 に 記 載 さ れ た よ う な 、 本 発 明 の
作 用 物 質 が マ ト リ ッ ク ス 内 に 含 ま れ る 形 態 の 侵 食 型 シ ス テ ム 及 び （ ｂ ） 米 国 特 許 第 3,854,
480号 、 同 第 5,133,974号 及 び 同 第 5,407,686号 中 に 記 載 さ れ た よ う な 、 活 性 成 分 が 制 御 さ
れ た 速 度 で ポ リ マ ー か ら 浸 透 す る 拡 散 性 シ ス テ ム を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 さ ら
に 、 ポ ン プ に 基 づ く ハ ー ド ウ エ ア デ リ バ リ ー シ ス テ ム が 使 用 さ れ る こ と が で き 、 そ の う ち
の い く つ か は イ ン プ ラ ン ト に 適 応 さ せ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 の あ る 特 別 な 側 面 に 目 を 向 け る と 、 活 性 化 マ ー カ ー を 含 む 多 様 な 白 血 球 マ ー カ ー
の 刺 激 に 対 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 効 果 を 示 す イ ン ビ ト ロ の デ ー タ は 、 実 際 、 遊 離 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が イ ン ビ ボ に お い て 免 疫 刺 激 性 で あ る か 又 は 治 療 効 果 を 有 す る か に つ い
て の 決 定 要 因 で は な い と い う 認 識 か ら の 側 面 が 生 じ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ４ ９ 】
　 実 施 例 の 詳 細
　 マ ウ ス 。 雌 性 、 Balb/c又 は C57/BL6（ 「 B6」 ） マ ウ ス （ ６ ～ ８ 週 齢 ） を Harlan-Sprague 
Dawley(Indianapolis, IN)か ら 購 入 し た 。 す べ て の 動 物 を 使 用 の １ 週 間 前 に 検 疫 に 供 し た
。 す べ て の 試 験 を 、 Canadian Council on Animal Care(CCAC)及 び Institutional Animal 
Care and User Committee(IACUC)に よ っ て 確 立 さ れ た ガ イ ド ラ イ ン に し た が っ て 実 施 し た
。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 ペ プ チ ド 。 ペ プ チ ド は Commonwealth Biotechnologiesか ら 入 手 し 、 HPLCに よ っ て ９ ５ ％
を 超 え る 純 度 で あ る と 決 定 さ れ た 。 QC分 析 結 果 を 各 ペ プ チ ド に つ い て 得 た 。
【 ０ １ ５ １ 】
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　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 製 剤 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を Avecia又 は Proligo又 は Trilinkか ら 入
手 し た 。 す べ て の ODNを 滅 菌 水 中 で 再 び 水 和 し 、 滅 菌 DPBS、 pH７ ． ２ 中 で 好 適 な 濃 度 に 希
釈 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 LNA製 剤 。 LNA製 剤 は 、 以 下 の よ う に 調 製 し た 。 最 初 の ODN： 脂 質 比 率 は 0.25、 w/w。 ホ ス
ホ ジ エ ス テ ル 製 剤 に つ い て は 、 ODNを 溶 解 す る た め に 、 300ｍ Mク エ ン 酸 緩 衝 液 の 代 わ り に 2
0ｍ Mク エ ン 酸 緩 衝 液 を 使 用 し た 。 こ れ を 失 敗 す る と 、 内 包 効 率 が 非 常 に 低 下 す る 結 果 と な
る （ す な わ ち 、 最 終 的 に ３ ％ 以 下 ） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ワ ク チ ン 接 種 。 B6マ ウ ス を 注 射 １ 回 あ た り 100mlで 皮 下 （ SC） に ワ ク チ ン 接 種 し た 。 投
薬 ス ケ ジ ュ ー ル は q7d× ２ 又 は q4d× ４ の い ず れ か で あ り 、 各 図 の 説 明 中 に 示 さ れ る 。 CFA
混 合 物 は 、 非 常 に 粘 凋 で あ り 、 よ り 大 き な ゲ ー ジ の シ リ ン ジ に よ っ て 投 与 し な け れ ば な ら
な か っ た 。 体 液 性 に 関 す る 試 験 に つ い て は 、 初 回 （ 第 ０ 日 ） 及 び 追 加 免 疫 （ 第 １ ４ 日 ） に
よ る ス ト ラ テ ジ ー を 使 用 し 、 血 液 サ ン プ ル を テ ー ル ・ ニ ッ キ ン グ に よ っ て い ろ い ろ な 時 点
で 採 取 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 有 効 性 試 験 。 E.G7-OVA又 は EL-4胸 腺 腫 細 胞 株 を 、 試 験 の 間 を 通 じ て 使 用 し た 。 こ れ ら の
細 胞 は 、 確 立 さ れ た 方 法 に し た が っ て 、 イ ン ビ ト ロ で 培 養 し た 。 腫 瘍 に 関 す る 試 験 に つ い
て は 、 １ ％ FCSを 含 有 す る PBS、 ５ ０ ｍ ｌ 中 で 、 2.5× 10 6 の E.G7-OVA細 胞 を 皮 下 に 注 射 し た
。 腫 瘍 の 測 定 は 、 腫 瘍 寸 法 を 繰 り 返 し 垂 直 測 定 し 、 以 下 の 式 ：
容 量 （ ｍ ｍ 3） ＝ （ L× W× H） p/6
を 使 用 し て 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 TRP-2及 び gp100試 験 を 、 B16/BL6マ ウ ス メ ラ ノ ー マ モ デ ル を 用 い て 行 っ た 。 B１ ６ 細 胞 （
1.0× 10 5 ） を ２ ０ ０ mlの 容 量 で 静 脈 内 に 注 射 し た 。 典 型 的 に は 、 動 物 を 毎 週 ２ ～ ３ 回 の 注
射 で ワ ク チ ン 接 種 し 、 B１ ６ 細 胞 を 最 後 の ワ ク チ ン 接 種 の １ ～ ２ 日 後 に 投 与 し た 。 動 物 を B
16注 射 の １ ４ ～ １ ８ 日 後 に 屠 殺 し 、 肺 を 切 除 し 、 立 体 顕 微 鏡 を 使 用 し て 転 移 を 計 数 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 。 MHCテ ト ラ マ ー （ Beckman Coulter） 又 は DimerX試 薬 （ Phar
mingen） の い ず れ か を 使 用 し て 、 ワ ク チ ン 接 種 さ れ た マ ウ ス に お け る 抗 原 特 異 的 T細 胞 を
い ろ い ろ な 時 点 で 測 定 し た 。 着 目 の 細 胞 集 団 を 同 定 す る た め に 、 CD８ a、 B２ ２ ０ 、 及 び CD
４ に 対 す る 抗 体 を 使 用 し 、 い ら な い 集 団 を 除 外 し た 。 脾 臓 及 び リ ン パ 節 の 単 一 の 細 胞 の 懸
濁 液 を に 概 説 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 調 製 し た
。 抗 体 染 色 を ４ ℃ に 保 っ た 96穴 プ レ ー ト 中 の １ × 10 6 個 の 細 胞 に つ い て 行 っ た 。 一 般 的 に
、 1× 10 6 細 胞 あ た り 、 各 抗 体 0.2mgを 使 用 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 実 施 例 １
　 遊 離 又 は 内 包 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ の 露 出 に よ る 、 全 血 細 胞 中 の 白 血 球 の イ ン ビ
ト ロ 対 イ ン ビ ボ に お け る 活 性 化
　 イ ン ビ ボ に お け る 免 疫 刺 激 を 予 想 す る た め の 、 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ の 有 効 性 を 実 証 す る
た め に 、 CD６ ９ の 発 現 の 比 較 を 図 １ 及 び ２ に 示 す 。 CD６ ９ は 細 胞 活 性 化 マ ー カ ー で あ っ て
、 NK細 胞 、 B細 胞 及 び 単 球 の 活 性 化 を 定 量 化 す る 。 NK細 胞 上 で の CD６ ９ の 発 現 は 、 細 胞 活
性 化 及 び IFN-ｇ の 産 生 を 示 し 、 こ れ は Th-1免 疫 応 答 の 誘 導 に 重 要 で あ る 。 遊 離 の 及 び 内 包
さ れ た ODN1及 び ２ を 、 そ れ ら が CD６ ９ の 発 現 を 誘 導 す る 能 力 に つ い て イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン
ビ ボ で 試 験 し た 。 0.1mg/mlの 用 量 の ODN2及 び 10mg/mlの ODN１ を イ ン ビ ト ロ で 、 10mg/mlの O
DN２ 及 び 20ml/mlの ODN1を イ ン ビ ボ で 使 用 し た 。 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 POPC： CHOL： D
ODMA： PEGDMGが 20： 45： 25： 10の 比 率 で 含 ま れ る 脂 質 粒 子 中 に 内 包 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 図 １ は 、 特 別 に ODN1及 び ２ で あ る 、 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 内 包 さ れ た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で マ ウ ス 全 血 を 処 理 す る こ と に よ る 、 活 性 化 マ ー カ ー CD69を 発 現 す る 白 血 球 の

10

20

30

40

50

(38) JP 2005-532315 A 2005.10.27

Current Protocols in Immunology



イ ン ビ ト ロ で の 刺 激 を 例 解 す る 。 マ ウ ス 全 血 を イ ン ビ ト ロ で 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
処 理 し た 場 合 、 処 理 後 １ ５ 時 間 で 、 CD69陽 性 の B細 胞 、 単 球 及 び い く ら か の NK細 胞 の 量 が
使 用 し た 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 用 量 依 存 的 に 増 加 し た 。 こ の イ ン ビ ト ロ の ア ッ セ イ
に お い て 、 遊 離 の ODN2は 、 遊 離 の ODN1に く ら べ て 、 か な り 大 き く CD69を 刺 激 し た 。 し か し
な が ら 、 こ れ ら の 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 脂 質 ビ ヒ ク ル 中 に 内 包 し た 場 合 、 イ ン ビ ト ロ
で の こ れ ら の 同 じ 細 胞 タ イ プ に お け る CD６ ９ 産 生 の 刺 激 は 、 減 少 し 又 は す べ て 消 滅 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 し か し な が ら 、 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を イ ン ビ ボ で 試 験 し た 場 合 、 お ど ろ く べ き 結 果
が 得 ら れ た 。 図 ２ は 、 内 包 さ れ た 又 は 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 注 射 に よ る ICRマ ウ ス
の イ ン ビ ボ で の 処 置 に お い て 、 結 果 は イ ン ビ ト ロ で 得 ら れ た も の と 反 対 で あ っ た こ と を 示
す 。 こ の 図 は 、 イ ン ビ ボ で 、 脂 質 に 内 包 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド よ り も 、 注 射 の １ ６ 及 び ２ ４ 時 間 後 に お い て 同 じ 細 胞 タ イ プ 上 の CD６ ９ マ ー カ ー
を よ り 有 効 に 刺 激 す る こ と を 明 ら か に 実 証 す る 。 結 果 は 、 イ ン ビ ト ロ の デ ー タ が 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド が イ ン ビ ボ で 免 疫 刺 激 性 で あ る か 否 か を 判 定 す る た め に は 不 十 分 で あ る こ と
を 示 す 。 さ ら に 、 図 １ 及 び ２ は 、 脂 質 に よ る 内 包 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が イ ン ビ ボ で 有
効 で あ る か 否 か を 判 定 す る の に 重 要 な 因 子 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 イ ン ビ ト ロ の 結 果
が 、 脂 質 に よ る ODN1及 び ２ の 内 包 が 、 対 照 レ ベ ル 未 満 に NK細 胞 上 の CD６ ９ の 刺 激 を 減 少 さ
せ る こ と を 示 唆 す る に も か か わ ら ず 、 イ ン ビ ボ の 結 果 は 、 内 包 さ れ た ODN1及 び ODN2が ど ち
ら も NK細 胞 上 で の CD69の 産 生 を 刺 激 す る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 以 上 の イ ン ビ ボ で の 結 果 は 、 イ ン ビ ボ で の CD６ ９ 産 生 細 胞 の 刺 激 に よ っ て 測 定 す る と 、
遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 脂 質 ビ ヒ ク ル 中 に 内 包 さ れ な い 限 り 、 必 ず し も 免 疫 刺 激 性 で
な い と い う こ と を 示 す 。 こ れ は 、 CD６ ９ の 刺 激 が 遊 離 の ODNに よ っ て も 観 察 さ れ る と し て
も 、 真 実 で あ る 。 さ ら に 、 結 果 は 、 内 包 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 そ れ が イ ン ビ ト ロ
で 有 効 で あ る と 示 さ れ な い と し て も 、 イ ン ビ ボ で 有 効 で あ る こ と が で き る こ と を 示 唆 す る
。
【 ０ １ ６ １ 】
　 実 施 例 ２
　 イ ン ビ ボ に お け る 、 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 樹 状 細 胞 の 活 性 化
　 背 景 技 術 の 項 に お い て 論 じ た と お り 、 従 来 技 術 は 、 イ ン ビ ボ 或 い は イ ン ビ ト ロ で 測 定 さ
れ る か に か か わ ら ず 、 免 疫 応 答 の 刺 激 に お い て 、 メ チ ル 化 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 一 般
的 に 有 効 で な い か 、 又 は 非 メ チ ル 化 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 比 べ て 有 効 性 が 低 い こ と を
教 示 す る 。 米 国 特 許 第 6,429,199号 は 、 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 NK細 胞 又 は ヒ ト B
細 胞 に お け る CD４ ０ の 発 現 を 促 進 せ ず 、 ま た 、 Th-1応 答 に お け る 体 液 性 及 び 細 胞 性 免 疫 に
含 ま れ る 主 要 抗 原 提 示 細 胞 で あ る 、 樹 状 細 胞 の 生 存 を 改 善 し な か っ た こ と を 開 示 す る 。 さ
ら に 、 開 示 さ れ た メ チ ル 化 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 イ ン ビ ト ロ で 、 樹 状 細 胞 の 生 存 、
分 化 、 活 性 化 又 は 成 熟 の 改 善 に お い て 不 活 性 で あ っ た 。 同 様 に 、 PCT国 際 出 願 公 開 第 WO02/
069369号 に 開 示 さ れ た 、 イ ン ビ ト ロ の PBMCの 結 果 は 、 樹 状 細 胞 に 対 す る メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の い ず れ の 活 性 を も 実 証 す る も の で は な か っ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 対 照 的 に 、 本 発 明 は 、 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 樹 状 細 胞 の 増 殖 の 誘 導 に お い て
少 な く と も 効 果 的 で あ り 、 そ し て 典 型 的 に は 、 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も よ り
有 効 で あ る こ と を 示 す 。 単 一 の CpGジ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の シ ト シ ン 残 基 が メ チ ル 化 さ れ た
、 非 メ チ ル 化 ODN1の 対 応 物 を 作 製 し 、 ODN1ｍ と 呼 ぶ 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 樹 状 細 胞 を 刺 激 可 能 で あ る こ と を 実 証 す る た め に 、 ODN1
と ODN1ｍ の そ れ ぞ れ を 、 POPC： CHOL： DODMA： PEGDMGを 20： 45： 25： 10の 比 率 で 含 む 、 脂
質 ビ ヒ ク ル に 内 包 す る 。 PBSを 対 照 と し て 使 用 す る 。 実 験 の 結 果 を 図 ３ に 示 す 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 図 ３ は 、 内 包 さ れ た ODN1ｍ が 樹 状 細 胞 を 活 性 化 す る 能 力 を 明 ら か に 例 解 す る 。 さ ら に 、
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脂 質 ビ ヒ ク ル 中 に 内 包 さ れ た 場 合 、 メ チ ル 化 ODN1ｍ は 、 イ ン ビ ボ で の 樹 状 細 胞 の 活 性 化 の
刺 激 に お い て そ の 非 メ チ ル 化 対 応 物 よ り も よ り 活 性 が あ っ た 。 樹 状 細 胞 の 活 性 化 は 、 IFN-
ｇ 分 泌 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ に よ っ て 測 定 し た 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 細 胞 タ イ プ を 示 す 抗 体
で 標 識 し 、 樹 状 細 胞 マ ー カ ー を 有 す る も の の み を こ の 測 定 に 含 め た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 脂 質 に 内 包 さ れ た 非 メ チ ル 化 及 び メ チ ル 化 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 に よ る 、 樹 状
細 胞 の 増 殖 を 実 証 す る た め に 、 血 液 、 脾 臓 、 及 び リ ン パ 節 か ら の 細 胞 を 、 樹 状 細 胞 集 団 の
活 性 化 及 び 増 殖 に つ い て 分 析 し た 。 ICRマ ウ ス を 、 ２ ０ mg/kgの 用 量 の 内 包 さ れ た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 単 回 静 脈 内 注 射 で 免 疫 化 し 、 対 照 ICRマ ウ ス に は 、 PBSを 注 射 し た 。 図 ４ 及 び
５ に 示 す と お り 、 脾 臓 、 血 液 及 び リ ン パ 節 の そ れ ぞ れ の 細 胞 を さ ま ざ ま な 時 点 で 単 離 し 、
そ し て 樹 状 細 胞 マ ー カ ー CD11c及 び DEC205を 用 い て 、 樹 状 細 胞 の 増 殖 及 び 活 性 化 を 定 量 し
た 。 こ れ ら の 各 マ ー カ ー は 、 そ れ ら が 異 な る 細 胞 亜 集 団 を 代 表 す る こ と が で き る に も か か
わ ら ず 、 樹 状 細 胞 に 特 異 的 で あ る 。 図 ４ 及 び ５ の そ れ ぞ れ に お い て 、 対 照 を １ ０ ０ ％ に 等
し い と し て プ ロ ッ ト し 、 各 骨 格 構 成 に つ い て の ODN1ｍ の 効 果 を 対 照 に 対 す る パ ー セ ン テ ー
ジ と し て プ ロ ッ ト し た 。 図 ４ Aは 、 そ の 各 パ ネ ル 中 で 、 メ チ ル 化 ODN1ｍ が 脾 臓 細 胞 及 び 全
血 細 胞 中 で 、 対 照 に 比 較 し て CD11c陽 性 樹 状 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 し た が 、 リ ン パ 系 組 織 で は
刺 激 し な か っ た こ と を 例 解 す る 。 ODN1mに つ い て 、 PO及 び PS骨 格 は ど ち ら も 樹 状 細 胞 の 増
殖 を 示 し た 。 図 ４ Bは 、 各 パ ネ ル に お い て 、 メ チ ル 化 ODN1ｍ が 脾 臓 細 胞 及 び リ ン パ 系 組 織
に お い て も 、 対 照 に 比 較 し て DEC205陽 性 樹 状 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 し た が 、 全 血 細 胞 中 で は 刺
激 し な か っ た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 図 ５ は ま た 、 樹 状 細 胞 の 活 性 化 を 示 す 。 細 胞 サ ン プ ル を 集 め た 後 、 先 ず 、 細 胞 活 性 化 の
指 標 と な る CD86並 び に 樹 状 細 胞 表 現 型 マ ー カ ー CD11c及 び DEC205の 同 時 発 現 を フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー に よ っ て 分 析 し た 。 活 性 化 さ れ た 樹 状 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 、 １ ０ ０ ％ と し
た PBS対 照 に 対 し て プ ロ ッ ト し た 。 図 ５ の 各 パ ネ ル は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 脂 質 に 内 包
さ れ た 場 合 、 メ チ ル 化 ODN1ｍ が CD11c陽 性 樹 状 細 胞 に お け る CD86の 発 現 を 誘 導 す る こ と を
示 す 。 DEC205陽 性 の 樹 状 細 胞 を 測 定 し た 場 合 の 同 様 の 結 果 が 、 図 ５ の パ ネ ル に 示 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 実 施 例 ３
　 血 漿 サ イ ト カ イ ン レ ベ ル に 対 す る 、 PS及 び PO骨 格 構 成 の 効 果
　 上 記 の よ う に 、 脂 質 に 内 包 さ れ な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で は 、 伝 統 的 に は 、 骨 格 は ヌ ク
レ ア ー ゼ に よ る 分 子 の 分 解 を 減 ら す よ う に 修 飾 さ れ る 。 し か し な が ら 、 内 包 す る と 、 そ の
よ う な 修 飾 は も は や 分 解 防 止 の た め に 必 要 で は な い 。 脂 質 に よ る 内 包 に よ っ て 誘 導 さ れ た
サ イ ト カ イ ン 刺 激 に 対 す る 、 異 な る リ ン 酸 骨 格 の 効 果 を 確 立 す る た め に 、 マ ウ ス に 、 PO及
び PS骨 格 の 両 方 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 注 射 し 、 そ し て （ 図 ６ 及 び 図 ７ Bに 示 す よ
う な ） 一 連 の 時 点 で 、 そ し て 図 ７ Aに 示 す よ う な 傾 斜 し た 用 量 ス ケ ー ル で サ イ ト カ イ ン 刺
激 を 測 定 し た 。 こ の 実 験 に お い て 、 ICRマ ウ ス に 、 遊 離 の PO ODN1、 内 包 さ れ た PO-ODN1及
び 内 包 さ れ た PS-ODN1を ２ ０ mgODN/kgの 用 量 で 静 脈 内 注 射 し た 。 Th-1及 び Th-2の 両 方 に 共
通 す る サ イ ト カ イ ン （ IL-12、 IL-6及 び IFN-ｇ ） 及 び MCP-1（ マ ク ロ フ ァ ー ジ ケ モ カ イ ン ）
を 、 投 与 後 ２ ４ 時 間 に わ た っ て 測 定 し た 。 サ イ ト カ イ ン 刺 激 は 、 一 般 的 に 、 MCP－ １ に お
け る ケ モ カ イ ン 応 答 と し て の 細 胞 性 免 疫 応 答 の 指 標 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 DSPC
： Chol： DODAP： PEG-CER14を 20： 45： 25： 10の 比 率 で 含 む 脂 質 粒 子 中 に 内 包 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 図 ６ は 、 遊 離 の PO-ODN1の イ ン ビ ボ 投 与 が 、 IL-6、 IL-12、 IFN-ｇ 又 は MCP-1の 刺 激 に 効
果 を 及 ぼ さ ず 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ヌ ク レ ア ー ゼ で 分 解 さ れ た ら し い 、 と い う こ と を 示
唆 し た 。 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る 場 合 、 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 分 解 を 避 け る た
め に PS骨 格 が 必 要 で あ る こ と は 、 本 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 対 照 的 に 、 脂 質 に 内 包 さ れ
た PO及 び PS ODN1の イ ン ビ ボ 投 与 は 、 こ れ ら の 各 サ イ ト カ イ ン 及 び ケ モ カ イ ン の 産 生 を 刺
激 し た 。 し か し な が ら 、 図 ６ は 、 PO-ODNが サ イ ト カ イ ン 及 び ケ モ カ イ ン 産 生 の 誘 導 に お い
て よ り 有 効 で あ る こ と を 示 唆 す る 。
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【 ０ １ ６ ９ 】
　 図 ７ Aは 、 ICRマ ウ ス の 内 包 さ れ た PO又 は PS ODN14に よ る 処 理 が 、 遊 離 の ODN14に よ る 処
理 に 比 べ て 、 傾 斜 し た 用 量 ス ケ ー ル に わ た る 測 定 に お い て 、 IL-12の 誘 導 を 増 加 さ せ た こ
と を 例 解 す る 。 こ の 図 は 、 IL-12の 増 加 に よ っ て 証 明 さ れ た と お り 、 脂 質 に よ る 内 包 が サ
イ ト カ イ ン 刺 激 の 有 効 性 を 増 加 さ せ る と い う こ と 、 そ し て 、 サ イ ト カ イ ン 応 答 の 誘 導 に お
い て PO-ODNが PS-ODNよ り も よ り 有 効 で あ る と い う 、 図 ６ か ら 得 ら れ た 結 論 を 支 持 す る 。 実
際 に 、 同 じ 用 量 で あ る が 内 包 さ れ た 形 態 で 投 与 さ れ た 場 合 、 IL-6（ 1000倍 ） 及 び IFN-γ （
20倍 ） の よ う な 他 の サ イ ト カ イ ン に お け る さ ら な る 劇 的 な 増 加 と と も に 、 血 漿 IL-12の ピ
ー ク は ２ ． ５ 倍 増 加 し た こ と を 観 察 し た 。 図 ７ Aも ま た 、 内 包 さ れ た 場 合 、 脂 質 粒 子 の 存
在 し な い 状 態 で 投 与 さ れ た 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 比 べ て 、 サ イ ト カ イ ン 応 答 を 促 進
す る の に 必 要 と さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が よ り 低 用 量 で あ る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 さ ら に PO-ODNと PS-ODNの 相 違 を 明 ら か に す る た め に 、 図 ７ Bは 、 PS及 び PO骨 格 構 成 に 特
異 的 な 、 時 間 の 経 過 に 伴 な う IFN-ｇ サ イ ト カ イ ン 刺 激 に お け る 相 違 を 例 解 す る 。 内 包 さ れ
た PS ODN14に よ る 処 理 が 、 よ り 少 な い が そ れ で も な お 有 効 な IFN-γ の 誘 導 を 刺 激 す る 一 方
、 内 包 さ れ た PO ODN14に よ る 処 理 は 、 早 期 の IFN-γ の 誘 導 を 強 力 に 刺 激 す る 。 さ ら に 、 図
７ Bは 、 PS-ODNに よ り 刺 激 し た 場 合 、 数 日 に わ た っ て 第 ２ の 大 き な IFN-ｇ の ピ ー ク が 発 生
し た こ と を 示 し 、 こ れ は 、 内 包 さ れ た PS-ODNに よ る 処 理 に よ っ て 、 お そ ら く 処 理 後 の NK細
胞 の 増 殖 を 介 し て よ り 効 果 的 に IL-12産 生 に 応 答 す る よ う に 、 免 疫 系 が 初 回 刺 激 さ れ た こ
と を 示 唆 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 図 ２ ２ は 、 さ ら に 実 施 例 ４ に お い て 検 討 す る よ う に 、 図 ７ B中 に 見 ら れ る 、 同 じ オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の PO異 形 に 比 べ て 遅 い 、 PS-ODNに つ い て の IFN-ｇ の ピ ー ク を 同 様 に 示 す 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 発 明 に よ る 脂 質 に よ る 内 包 の 重 要 な 特 徴 は 、 従 来 技 術 に お い て は PS骨 格 が イ ン ビ ボ の
活 性 の た め に 必 要 で あ っ た に も か か わ ら ず 、 自 然 の PO骨 格 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
免 疫 系 の 応 答 の 刺 激 に 使 用 さ れ る こ と が で き る こ と を 発 見 し た こ と で あ る 。 以 下 の 実 施 例
７ に お い て 示 す よ う に 、 抗 腫 瘍 活 性 の 評 価 に お い て 、 内 包 さ れ た POオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
PSオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も よ り 有 効 で あ り 、 そ れ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が メ チ ル 化 さ
れ て い る 場 合 に は 特 別 で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 実 施 例 ４
　 PS及 び PO骨 格 を 有 す る CpG ODNの 免 疫 刺 激 特 性 の 評 価
　 特 に PO及 び PS骨 格 を 有 す る ODNに 関 連 し た 応 答 の レ ベ ル を 差 別 化 す る 場 合 、 さ ら な る 側
面 は 、 評 価 さ れ る 応 答 の タ イ プ 、 よ り 特 別 に は 応 答 が 体 液 性 で あ る か 又 は 細 胞 性 で あ る か
、 の 分 析 で あ る 。 骨 格 の 効 果 を 評 価 す る た め に 、 PS-ODN及 び PO-ODNの 、 体 液 性 免 疫 応 答 の
成 熟 を 開 始 し そ し て 誘 導 す る （ す な わ ち 、 ア イ ソ タ イ プ の ス イ ッ チ ン グ の 促 進 ） 能 力 に 着
目 し て 実 験 を 行 っ た 。 内 包 さ れ た PO-ODN及 び PS-ODNの 投 与 に よ っ て 促 進 さ れ た 体 液 性 免 疫
応 答 の 大 き さ 及 び 動 力 学 を 比 較 し た 。 PO-ODN及 び PS-ODNの そ れ ぞ れ を 、 第 ０ 日 及 び 第 １ ４
日 に 設 定 さ れ た q14× ２ の 初 回 － 追 加 免 疫 に お け る 100mg/用 量 で 、 皮 下 投 与 し 、 第 ６ 週 の
第 ３ ５ 日 で 評 価 し た 。 対 照 マ ウ ス を 、 OVA-PBS、 OVA-Alumを 同 じ 用 量 で 使 用 し て 免 疫 し た
。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 DSPC： Chol： DODMA： PEG-DMGの 20： 45： 25： 10の 比 率 か ら な る
脂 質 粒 子 に 内 包 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 PO及 び PS ODNの 両 方 が 体 液 性 免 疫 応 答 を 誘 導 可 能 で あ る に も か か わ ら ず 、 応 答 の 性 質 は
異 な る と 結 論 す る こ と が で き る 。 図 ８ 及 び ９ は 、 多 様 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 対 照 に つ
い て の ６ 週 後 の IgM及 び IgG応 答 の 大 き さ を 、 吸 収 に よ っ て 例 解 し た 。 図 に お い て 明 ら か に
示 さ れ る と お り 、 PO-ODN2が 強 い IgM応 答 を 引 き 起 こ し た に も か か わ ら ず 、 PS-ODN1及 び PS-
ODN２ の そ れ ぞ れ は 、 弱 い IgM応 答 を 生 じ さ せ た 。 反 対 に 、 試 験 し た 各 PS-ODNは 、 PO骨 格 を
有 す る 同 じ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 比 べ て 一 貫 し て 良 好 な IgG応 答 を 引 き 起 こ し た 。 こ れ は
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、 PS-ODNが 優 位 な IgG応 答 を 引 き 起 こ す こ と を 示 唆 す る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 PO及 び PS OD
Nの 両 方 が 体 液 性 免 疫 応 答 を 開 始 す る こ と が で き る 一 方 、 ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ ン グ の 欠
如 及 び IgMア イ ソ タ イ プ の 優 勢 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 PO応 答 は 成 熟 し な い 、 と い う こ
と を 示 す 。 一 方 、 PS-ODNは 、 体 液 性 免 疫 応 答 を 開 始 し 、 並 び に IgGア イ ソ タ イ プ 抗 体 優 位
へ の ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ ン グ に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 応 答 の 成 熟 を 誘 導 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 こ の 現 象 は 、 PO対 PS ODNに よ っ て 誘 導 さ れ た サ イ ト カ イ ン プ ロ フ ィ ー ル に 関 連 す る か も
し れ な い 。 図 ７ （ ｂ ） 及 び 図 ２ ２ は 、 内 包 さ れ た PSオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ODN1及 び ODN2が 、
内 包 さ れ た POオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て は 引 き 起 こ さ れ な い 、 強 い IFN-ｇ の ピ ー ク を 処
理 の ６ 日 後 に 引 き 起 こ し た こ と を 例 解 す る 。 IFN-ｇ の よ う な サ イ ト カ イ ン が 多 様 な IgGア
イ ソ タ イ プ へ の 優 先 的 な ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ ン グ を 起 こ す こ と は 報 告 さ れ て い る 。 し た
が っ て 、 PS-ODNに よ り 誘 導 さ れ た 遅 い IFN-ｇ の 大 き な ピ ー ク は 、 PO-ODN処 理 マ ウ ス に お け
る そ の よ う な ピ ー ク の 欠 如 が ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ ン グ を 起 こ さ な い 一 方 、 IgMか ら IgGア
イ ソ タ イ プ へ の ア イ ソ タ イ プ ス イ ッ チ ン グ を 誘 導 す る こ と が で き る 。 PO-ODNに よ る こ の 減
少 し た 遅 い IFN-ｇ の ピ ー ク の 原 因 は 不 明 で あ る が 、 結 果 は 、 内 包 さ れ た 、 PSオ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド で は な く POオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 IL-12の 発 現 を 阻 害 す る I型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の
誘 導 を 先 に 引 き 起 こ し 、 こ れ が 、 NK又 は T細 胞 に お け る IFN-ｇ の 発 現 を 促 進 す る の に 必 要
で あ る と い う こ と を 示 唆 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 同 様 に 、 図 ６ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 内 包 が 先 に 検 討 し た Th-1応 答 に 導 く サ イ ト カ イ
ン 産 生 の 刺 激 に 重 要 で あ る こ と を 示 す の み な ら ず 、 内 包 さ れ た PSオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り
も 内 包 さ れ た POオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 よ り 多 量 の サ イ ト カ イ ン が 産 生 さ れ る こ と
を も 示 す 。 こ れ は 、 一 般 的 に 、 イ ン ビ ボ で の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 分 解 を 防 ぐ た め に は PO
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も PS骨 格 が 好 ま し い と い う こ と を 示 す 、 従 来 技 術 に お い て 教 示 さ
れ た よ う な 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 と は 対 照 的 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 実 施 例 ５
　 サ イ ト カ イ ン の 誘 導 、 テ ト ラ マ ー の 分 析 及 び 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ （ CTL） に よ っ て 測 定 さ
れ る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 理 に 対 す る イ ン ビ ボ の 免 疫 応 答
　 サ イ ト カ イ ン の 誘 導 、 テ ト ラ マ ー の 分 析 及 び 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ （ CTL） に よ っ て 測 定 さ
れ る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 理 に 対 す る イ ン ビ ボ の 免 疫 応 答
【 ０ １ ７ ８ 】
　 皮 下 の 免 疫 化 に 対 す る 免 疫 応 答 を モ ニ タ ー す る た め に 、 MHCク ラ ス Iテ ト ラ マ ー 分 析 、 細
胞 毒 性 ア ッ セ イ 及 び サ イ ト カ イ ン 放 出 ア ッ セ イ を 用 い て 抗 原 特 異 的 細 胞 性 免 疫 応 答 を モ ニ
タ ー す る 一 方 、 体 液 性 免 疫 応 答 を 血 漿 抗 体 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て モ ニ タ ー し た 。
細 胞 性 及 び 体 液 性 応 答 を 、 C57Bl/6及 び Balb/Cマ ウ ス に お い て そ れ ぞ れ 評 価 し た （ 1群 あ た
り ５ 動 物 ） 。 細 胞 性 の 応 答 の 分 析 の た め に 、 q7d× ３ で 皮 下 に ３ 回 注 射 す る 投 与 計 画 で 第
０ 、 ７ 及 び １ ４ 日 に ２ ０ mgの 抗 原 と 併 せ た １ ０ ０ mgの オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 用 量 で 、 マ ウ
ス を 免 疫 化 し た 。 脾 臓 、 肝 臓 、 リ ン パ 節 及 び 血 液 組 織 を 第 ２ １ 日 に 集 め た 。 固 体 組 織 を 機
械 的 に 解 離 さ せ 、 単 核 細 胞 を 集 め る た め に 処 理 し た 。 体 液 性 応 答 の 分 析 の た め に 、 動 物 を
q14d× ２ で 第 ０ 日 及 び 第 １ ４ 日 の ２ 回 免 疫 化 し 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン レ ベ ル に つ い て 血 漿 を 分
析 す る た め に 第 ３ ５ 日 に 血 液 を 集 め た 。 こ の 一 連 の 実 験 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
、 DSPC： Chol： DODMA： PEG-DMG又 は POPC： Chol： DODMA： PEG-DMGの 20： 45： 25： 10の 比 率
か ら 成 る 脂 質 粒 子 に 内 包 し た 。 す べ て の 比 較 を 類 似 脂 質 粒 子 を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 CD8+ve、 MHCク ラ ス I複 合 体 と の 関 係 に お け る 標 的 抗 原 を 産 生 す る 標 的 細 胞 の 認 識 及 び 溶
解 を 可 能 と す る 適 切 な T細 胞 受 容 体 を 有 す る 細 胞 毒 性 Tリ ン パ 球 、 を 検 出 す る た め に 、 MHC-
テ ト ラ マ ー 分 析 を 設 計 す る 。 免 疫 化 さ れ た 動 物 か ら 単 離 さ れ た 脾 細 胞 を 免 疫 優 性 の OVA SI
INFEKLペ プ チ ド と 複 合 化 さ れ た PE-標 識 MHCク ラ ス Iテ ト ラ マ ー （ H2Kb） 並 び に FITC標 識 抗 C
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D8抗 体 及 び Cy-ク ロ ム 標 識 抗 TCR抗 体 で 染 色 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 分 析 に か け た
。 CD8+ve、 TCR+veTリ ン パ 球 を 、 MHCク ラ ス I分 子 と の 関 係 に お い て OVAを 特 異 的 に 認 識 し 、
そ し て こ れ に 結 合 す る こ と の で き る T細 胞 受 容 体 を 有 す る 細 胞 の 数 に つ い て 評 価 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 細 胞 毒 性 ア ッ セ イ の た め に 、 免 疫 化 し た 動 物 か ら の 脾 細 胞 の 、 抗 原 特 異 的 な 方 法 で 特 異
的 に 標 的 細 胞 を 認 識 し 、 そ し て 溶 解 す る 能 力 を ４ 時 間 の ５ １ ク ロ ミ ウ ム 放 出 ア ッ セ イ を 用
い て 評 価 し た 。 標 的 細 胞 を Cr 5 1 で 標 識 し 、 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ っ て 溶 解 し た 標 的 か
ら の 上 清 中 へ の 放 射 性 核 種 の 放 出 量 に よ っ て 、 細 胞 毒 性 量 を 決 定 し た 。 免 疫 化 し た 動 物 か
ら 単 離 し た 脾 細 胞 を 、 す ぐ に 、 又 は OVA－ パ ル ス し た 同 系 の 抗 原 提 示 細 胞 に よ る イ ン ビ ト
ロ の ５ 日 間 の 再 刺 激 の 後 に 、 OVAを 発 現 し な い 細 胞 で あ る EL4に 比 べ て OVAを 過 剰 発 現 す る
標 的 細 胞 、 EG.7を 特 異 的 に 溶 解 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 サ イ ト カ イ ン 放 出 ア ッ セ イ の 目 的 は 、 特 異 的 な 抗 原 に よ る 刺 激 に 応 答 し て サ イ ト カ イ ン
、 特 別 に は IFN-ｇ を 産 生 し 分 泌 す る よ う に 活 性 化 さ れ た 、 抗 原 特 異 的 な 免 疫 エ フ ェ ク タ ー
細 胞 を 検 出 す る こ と で あ る 。 細 胞 を 免 疫 化 し た 動 物 の 脾 臓 、 肝 臓 、 血 液 及 び リ ン パ 節 か ら
単 離 し 、 Cytokine Secretion Assay(Miltenyi Biotec)を 用 い て 分 析 し た 。 細 胞 を 、 OVA-
パ ル ス し た 、 自 己 の 抗 原 提 示 細 胞 で 刺 激 し 、 捕 捉 試 薬 （ 免 疫 細 胞 表 面 上 の CD45エ ピ ト ー プ
及 び IFN-ｇ を 認 識 す る 二 重 特 異 性 抗 体 ） で 標 識 し た 。 抗 原 刺 激 を 認 識 し こ れ に 応 答 す る こ
と の で き る い ず れ の 細 胞 も サ イ ト カ イ ン を 合 成 、 分 泌 し 、 こ れ ら は そ の 後 、 細 胞 に 結 合 し
た 捕 捉 試 薬 に よ っ て 捕 捉 さ れ 、 そ れ ら の 表 面 上 の IFN-ｇ 結 合 マ ー カ ー と な る 。 そ の 後 、 細
胞 は 、 IFN-ｇ 及 び 多 様 な 表 現 型 の マ ー カ ー に 対 す る 、 蛍 光 標 識 さ れ た 抗 体 で 標 識 さ れ 、 IF
N-ｇ を 分 泌 す る よ う に 活 性 化 さ れ た 特 別 な 細 胞 タ イ プ の 検 出 を 可 能 と す る フ ロ ー サ イ ト メ
ト リ ー に よ っ て 分 析 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 免 疫 化 し た マ ウ ス の 血 漿 中 の 抗 原 特 異 的 な IgGの レ ベ ル を 決 定 す る た め に 、 体 液 性 の 応
答 の 分 析 を 設 計 し た 。 心 臓 穿 刺 に よ っ て 血 液 を 集 め 、 血 漿 を 集 め る た め に 遠 心 分 離 し た 。
総 IgM、 IgG及 び IgG１ 、 IgG2aサ ブ ク ラ ス の 力 価 を 測 定 す る た め の エ ン ド ポ イ ン ト 希 釈 ELIS
A法 に よ っ て 、 抗 原 特 異 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 産 生 を 測 定 し た 。 プ ー ル し た 血 漿 の サ ン プ ル
を 連 続 的 に 希 釈 し 、 希 釈 サ ン プ ル 中 の OVA特 異 的 抗 体 を 捕 捉 す る た め に OVAコ ー ト し た プ レ
ー ト に 入 れ た 。 そ の 後 、 OVA特 異 的 抗 体 を 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 マ ウ ス IgM、
IgG、 IgG1又 は IgG2aウ サ ギ 抗 体 及 び TMB基 質 で 検 出 し た 。 比 色 反 応 の 吸 収 を 、 ４ ５ ０ nmに
お い て ELISAプ レ ー ト リ ー ダ ー 上 で 測 定 し 、 カ ッ ト オ フ 値 0.05で 、 未 処 置 動 物 よ り も ２ 倍
超 高 い 吸 収 値 を 得 た 血 漿 の 最 高 の 希 釈 度 と し て 、 エ ン ド ポ イ ン ト 希 釈 力 価 を 定 義 し た 。 こ
れ を 、 抗 体 陽 転 及 び 応 答 の 強 度 を 評 価 す る た め 、 及 び 応 答 の Thタ イ プ を 評 価 す る た め に 使
用 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 図 １ ０ 及 び １ １ は そ れ ぞ れ 、 ODN1ｍ の 、 そ の 非 メ チ ル 化 対 応 物 ODN1へ の 規 準 化 を 例 解 す
る 。 こ れ ら の 図 に お け る 各 バ ー は 、 メ チ ル 化 ODN処 理 し た １ の 動 物 群 （ １ 群 あ た り ５ 動 物
） 及 び 非 メ チ ル 化 対 応 物 で 処 理 し た 第 ２ の 群 の 直 接 比 較 を 表 し 、 こ こ で 、 各 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 同 一 の 脂 質 粒 子 中 に 内 包 さ れ て い る 。 各 群 に つ い て 非 メ チ ル 化 集 団 の 結 果 を １ ０
０ ％ と し て 、 メ チ ル 化 群 を こ の １ ０ ０ ％ 標 準 に 対 し て 測 定 し た 。 ２ ０ ０ ％ に あ た る バ ー に
お い て は 、 こ れ が カ ッ ト オ フ 値 で あ り 、 実 際 に ２ ０ ０ ％ の 線 は ２ ０ ０ ％ 以 上 で あ る こ と を
表 す 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 図 １ ０ は 、 上 記 の サ イ ト カ イ ン 放 出 ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 。 こ の 図 は 、 脂 質 に 内 包 さ れ
た 、 メ チ ル 化 及 び 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ど ち ら も 免 疫 応 答 を 表 す に も か か わ ら
ず 、 メ チ ル 化 ODNを 非 メ チ ル 化 ODNに 比 較 す る と 一 連 の ス ク リ ー ニ ン グ を 通 し て 、 図 １ ０ A
、 B、 及 び Cに お け る サ イ ト カ イ ン 分 泌 に よ っ て 示 さ れ る 、 樹 状 細 胞 、 NK細 胞 及 び CD8+T細
胞 の 増 殖 の 刺 激 に お い て 、 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
と 同 等 又 は し ば し ば そ れ 以 上 で あ る こ と を 例 解 す る 。
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【 ０ １ ８ ５ 】
　 テ ト ラ マ ー 及 び CTL分 析 の 結 果 を 図 １ １ A～ Cに 示 す 。 こ れ ら の 図 も 、 メ チ ル 化 及 び 非 メ
チ ル 化 ODNの 両 方 が 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 能 力 を 例 解 す る 。 し か し な が ら 、 図 １ １ A及 び Bは
、 内 包 さ れ た メ チ ル 化 及 び 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ODNで 処 理 さ れ た 動 物 の 一 連 の
ス ク リ ー ニ ン グ を 通 し て 、 テ ト ラ マ ー 及 び CTL分 析 の そ れ ぞ れ に お い て 、 メ チ ル 化 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド が 、 細 胞 毒 性 Tリ ン パ 球 及 び テ ト ラ マ ー リ ン パ 球 細 胞 の 増 殖 刺 激 に お い て 、
一 貫 し て 非 メ チ ル 化 ODNよ り も 優 れ て い た こ と を さ ら に 実 証 す る 。 さ ら に 、 図 １ １ Cは 、 代
表 的 な テ ト ラ マ ー 試 験 か ら の デ ー タ を 例 解 し 、 こ こ で 、 全 体 の 平 均 を 図 １ １ Bに 示 す 。 ODN
5、 ODN5ｍ 、 ODN7、 及 び ODN7mの そ れ ぞ れ を 、 上 記 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 試 験 し た 。 図 １
１ ｃ に お い て は 、 脂 質 に 内 包 さ れ た ODN5ｍ 及 び ODN７ ｍ が 、 脂 質 に 内 包 さ れ た そ れ ら の 非
メ チ ル 化 対 応 物 に 比 較 し て 、 よ り 大 き な 数 の 抗 原 特 異 的 CD8T細 胞 を 誘 導 す る こ と を 明 ら か
に 示 す 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 図 １ ０ 及 び １ １ の そ れ ぞ れ は 、 メ チ ル 化 ODN１ ｍ に よ る 免 疫 化 に よ り 得 ら れ た 免 疫 刺 激
が 、 そ の 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 応 物 に よ る 同 じ 処 理 と 少 な く と も 同 等 、 そ し て
し ば し ば よ り 優 れ て い る こ と を 一 貫 し て 示 す 。 こ れ は 、 以 下 の 実 施 例 に お い て さ ら に 実 証
さ れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 実 施 例 ６
　 EG７ － OVA腫 瘍 モ デ ル に お け る 、 メ チ ル 化 及 び 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 予 防 的
抗 腫 瘍 有 効 性 の 比 較
　 本 明 細 書 中 に 提 供 さ れ る 、 癌 ワ ク チ ン は 、 イ ン ビ ボ に お い て 抗 原 及 び 腫 瘍 に 対 す る 免 疫
応 答 を 刺 激 す る た め に 、 腫 瘍 関 連 抗 原 と と も に 脂 質 － 核 酸 製 剤 を 含 む 。 ニ ワ ト リ 卵 ア ル ブ
ミ ン （ オ ボ ア ル ブ ミ ン ； OVA） は 、 広 く 研 究 さ れ た 抗 原 系 モ デ ル で あ る 。 体 液 性 及 び 細 胞
を 介 す る 免 疫 応 答 の 両 方 を モ ニ タ ー す る た め に 、 抗 原 決 定 基 は マ ッ ピ ン グ さ れ 、 試 薬 及 び
モ デ ル が 存 在 す る 。 さ ら に 、 OVA遺 伝 子 を 含 む 細 胞 株 が 確 立 さ れ 、 特 徴 づ け さ れ 、 そ し て
ワ ク チ ン 接 種 に 続 く 抗 腫 瘍 免 疫 応 答 を 評 価 す る た め に 、 日 常 的 に 使 用 さ れ て き た 。 特 別 に
は 、 E.G７ -OVAは 、 OVAタ ン パ ク 質 を 異 種 間 の 腫 瘍 関 連 抗 原 と し て 発 現 す る よ う に 操 作 さ れ
、 宿 主 の 免 疫 系 を イ ン ビ ボ に お け る 悪 性 細 胞 を 特 異 的 に 攻 撃 す る よ う に 誘 導 す る の に 必 要
な 因 子 を 探 求 す る た め の 一 般 に 認 め ら れ た モ デ ル で あ る 、 ネ ズ ミ 胸 腺 細 胞 株 で あ る 。 激 し
い Th1サ イ ト カ イ ン 応 答 及 び 抗 原 特 異 的 CD８ ＋ Tリ ン パ 球 の 誘 導 は 、 有 効 な 抗 腫 瘍 免 疫 反 応
を 備 え る の に 必 須 で あ る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 皮 下 へ の 免 疫 化 に よ っ て 誘 導 さ れ た 抗 腫 瘍 有 効 性 を 、 予 防 的 免 疫 化 モ デ ル に お い て C57B
l/6（ １ 群 あ た り ５ 動 物 ） で 評 価 し た 。 マ ウ ス を 、 q7d× ３ の 投 与 計 画 で 、 第 ０ 、 ７ 及 び １
４ 日 に お い て 、 １ ０ ０ μ ｇ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ２ ０ μ ｇ の OVA抗 原 の 用 量 で 皮 下 に お
い て 免 疫 化 し た 。 そ の 後 、 第 ２ １ 日 に お い て 、 EG.７ Ova発 現 腫 瘍 細 胞 を ２ ． ５ × １ ０ 6 個
皮 下 注 射 す る こ と に よ っ て 接 種 し た 。 腫 瘍 の 成 長 及 び 重 量 増 加 を 評 価 す る た め に 、 マ ウ ス
を 週 ３ 回 モ ニ タ ー し た 。 対 照 マ ウ ス に 、 上 記 と 同 じ ス ケ ジ ュ ー ル で PBS又 は HBSの ど ち ら か
一 方 と ２ ０ μ ｇ の OVAを 注 射 し た 。 そ れ ぞ れ 25： 45： 20： 10の 比 率 の POPC： CHOL： DODAP：
PEGCer14又 は DSPC： CHOL： DODAP： PEGCer14の う ち の ど ち ら か 一 方 の 脂 質 組 成 を 有 す る 脂
質 粒 子 中 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 内 包 し た 。 類 似 の 脂 質 粒 子 を 用 い て 、 メ チ ル 化 及 び 非
メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 比 較 を す べ て 行 な っ た 。 こ れ ら の 有 効 性 試 験 の 結 果 を 図 １
２ ～ １ ５ 、 １ ８ ～ ２ １ 、 及 び ２ ５ ～ ２ ８ に 詳 解 す る 。 各 図 の 第 ０ 日 は 、 各 動 物 に 腫 瘍 を 接
種 し た 日 で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 図 １ ２ は 、 動 物 が 遊 離 の ODNで 免 疫 化 さ れ る 場 合 の 有 効 性 の 傾 向 を 示 す 。 示 さ れ た 結 果
は 、 従 来 技 術 と 一 致 し て お り 、 す な わ ち 、 動 物 に 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 し た 場
合 、 メ チ ル 化 オ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド は 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 腫 瘍 の 成 長 を 減
少 さ せ る こ と に お い て よ り 治 療 的 有 効 性 が 低 い 。 特 別 に は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 分 解 を 避
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け る よ う に PS骨 格 を 有 す る 遊 離 の 非 メ チ ル 化 ODN1及 び ODN2は 、 そ れ ら の メ チ ル 化 対 応 物 で
あ る ODN1ｍ 及 び ODN2ｍ よ り も 腫 瘍 の 成 長 を よ り 大 き く 減 少 さ せ た 。 こ れ は 、 メ チ ル 化 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 し た 腫 瘍 の 成 長 速 度 が PBS緩 衝 液 の み で 処 理 し た 対 照 動 物 に お け る
速 度 に 近 づ い た 場 合 、 腫 瘍 接 種 の 約 ２ ５ 日 後 に は 最 も 特 別 に 真 実 で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 図 １ ３ ～ １ ５ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 内 包 が 、 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に 該
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 天 然 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル （ PO)骨 格 を 含 む 場 合 、 を 非 メ チ ル 化 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 同 等 又 は よ り 治 療 的 に 有 効 な も の と す る こ と を 例 解 す る 。 図 １ ３ は 、 腫
瘍 の 移 植 後 、 PS骨 格 を 有 す る 内 包 さ れ た メ チ ル 化 ODN１ ｍ に よ る 処 理 は 、 非 メ チ ル 化 ODN1
に 比 較 し て 、 治 療 的 有 効 性 に お い て 同 等 で あ っ た こ と を 示 す 。 対 照 的 に 、 図 １ ４ は 、 PO骨
格 を 有 す る 、 対 応 す る 内 包 さ れ た 、 メ チ ル 化 ODN1ｍ 及 び 非 メ チ ル 化 ODN１ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 効 果 を 示 し 、 こ こ で 、 治 療 的 有 効 性 は 、 移 植 の ３ ２ 日 後 の メ チ ル 化 さ れ た 異 形 に お
い て 最 大 で あ り 、 一 方 、 非 メ チ ル 化 さ れ た 異 形 は そ の 有 効 性 を 失 っ た 。 図 １ ５ は 、 非 メ チ
ル 化 ODN2及 び そ の メ チ ル 化 対 応 物 ODN2ｍ が 腫 瘍 成 長 の 減 少 に お い て 全 く 同 じ 有 効 性 を 有 し
た こ と を 示 す 。 し た が っ て 、 あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 PS骨 格 で 構 成 さ れ た 場 合 、 メ チ ル
化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 非 メ チ ル 化 対 応 物 と 同 じ に 有 効 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 図 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ ０ 及 び ２ １ の そ れ ぞ れ は さ ら に 、 上 記 の 有 効 性 に 関 す る デ ー タ を 敷 衍
す る 。 図 １ ８ は 、 メ チ ル 化 PS-ODN1ｍ の 脂 質 に よ る 内 包 が 、 PS-ODN1の 内 包 に よ っ て よ り 延
長 さ れ た 期 間 、 腫 瘍 の 成 長 を 低 下 さ せ る よ り も よ り 有 効 な 、 治 療 的 利 益 を 提 供 す る こ と を
示 す 。 こ の 有 効 性 は 、 内 包 さ れ た PS-ODN1ｍ で 処 理 さ れ た マ ウ ス の 、 図 １ ９ に 示 さ れ る ２
の 異 な る 試 験 に お け る PS-ODN１ に よ る 処 理 に 比 べ て 優 れ た 生 存 率 に よ っ て さ ら に 証 明 さ れ
た 。 図 １ ９ Aは 、 一 連 の 時 点 に お け る 、 腫 瘍 を 有 さ な い 動 物 の パ ー セ ン テ ー ジ を 、 図 １ ９ B
は 、 こ れ ら の 同 じ 時 点 に お い て 実 験 に 残 っ て い る 動 物 の 数 を 例 解 す る 。 図 １ ９ Bに お い て
明 ら か に 示 さ れ る と お り 、 ODN1及 び ODN1ｍ で 処 理 し た 実 験 に 残 っ て い る 動 物 の 数 は 、 本 質
的 に 実 験 を 通 じ て 同 じ で あ っ た 。 し か し な が ら 、 図 １ ９ Aは 、 メ チ ル 化 ODN1ｍ で 処 理 し た
場 合 、 非 メ チ ル 化 ODN1で 処 理 し た 動 物 に 比 べ て 腫 瘍 を 有 さ な い 動 物 の パ ー セ ン テ ー ジ が よ
り 大 き い こ と を 例 解 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 同 様 に 、 図 ２ ０ は 、 ２ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 理 し た マ ウ ス の 時 間 の 経 過 に 伴 な う 腫
瘍 の 容 量 を 例 解 し 、 図 ２ １ は 、 時 間 の 経 過 に 伴 な う 生 存 動 物 数 で あ る 。 図 ２ ０ は 、 動 物 を
内 包 さ れ た メ チ ル 化 ODN１ ｍ で 処 理 し た 場 合 の 、 内 包 さ れ た 非 メ チ ル 化 対 応 物 で あ る ODN1
に 比 べ て 改 善 さ れ た 有 効 性 を 示 す 。 こ れ に 対 応 し て 、 図 ２ １ は 、 メ チ ル 化 ODN1ｍ の 非 メ チ
ル 化 ODN1に 比 較 し た 、 マ ウ ス の 生 存 率 の 増 加 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 同 じ 腫 瘍 モ デ ル に 対 し て 、 異 な る 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 さ ら な る 有 効 性 の 実 験
を 行 っ た 。 こ の 実 験 に お い て は 、 皮 下 へ の 免 疫 化 に よ り 誘 導 さ れ た 抗 腫 瘍 効 果 を 、 C57Bl/
６ の 予 防 的 免 疫 化 モ デ ル （ １ 群 あ た り ５ 動 物 ） に お い て 評 価 し た 。 q7d× ２ の 投 与 計 画 に
お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ０ μ g及 び 抗 原 ２ ０ μ ｇ の 用 量 で 、 マ ウ ス の 皮 下 に 第 ０
及 び 第 ７ 日 の ２ 回 注 射 し て 免 疫 化 し た 。 そ の 後 、 第 ２ １ 日 に 、 動 物 を EG.7発 現 腫 瘍 細 胞 を
５ × １ ０ 5 細 胞 数 皮 下 注 射 し て 接 種 し た 。 腫 瘍 の 成 長 及 び 重 量 増 加 を 評 価 す る た め に 、 週
３ 回 マ ウ ス を モ ニ タ ー し た 。 対 照 の マ ウ ス に 、 上 記 と 同 じ ス ケ ジ ュ ー ル で PBSを 注 射 し た
。 図 ２ ４ （ ｂ ） 中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 脂 質 組 成 が DSPC： CHOL： DODAP： PEGCer-１ ４
が 25： 45： 20： 10の 脂 質 粒 子 中 に 内 包 し た 。 メ チ ル 化 及 び 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ の す べ て の 比
較 を 、 類 似 の 脂 質 粒 子 を 用 い て お こ な っ た 。 こ れ ら の 有 効 性 実 験 の 結 果 を 図 ２ ４ に 詳 細 に
示 す 。 図 の 第 ０ 日 は 、 各 動 物 に 腫 瘍 を 接 種 し た 日 で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 図 ２ ４ は 、 そ れ ぞ れ 非 メ チ ル 化 さ れ た PS-ODN1、 PS-ODN2、 メ チ ル 化 さ れ た PS-ODN1ｍ の
脂 質 に 内 包 さ れ た も の を 、 こ の 場 合 、 脂 質 粒 子 に そ れ ら の 表 面 に 結 合 さ れ る こ と に よ っ て
会 合 さ れ た E-G7 OVA腫 瘍 抗 原 と と も に 用 い た 、 実 験 的 腫 瘍 E-G7の 治 療 の 例 を 例 解 す る 。 図
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２ ４ Aは 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 免 疫 刺 激 性 の 脂 質 粒 子 の 非 存 在 下 で 投 与 さ れ た 場 合 、 メ
チ ル 化 PS-ODN1mが 腫 瘍 の 成 長 に 対 し て 僅 か な 効 果 を 有 す る こ と を 示 す 。 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド PS-ODN2が 腫 瘍 の 容 量 減 少 に 部 分 的 に 有 効 で あ っ た に も か か わ ら ず 、 対 応 す
る 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る PS-ODN-1は 、 有 効 で あ っ た 。 図 ２ ４ Bは 、 脂 質 粒
子 中 へ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 内 包 は 、 非 メ チ ル 化 PS-ODN2の 有 効 性 を ODN1の レ ベ ル ま で
増 加 さ せ た の み な ら ず 、 内 包 さ れ た 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の い ず れ よ り も よ り 有
効 で あ っ た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 図 ２ ５ ～ ２ ８ は 、 さ ら に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 内 包 が 、 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド と 同 等 又 は よ り 高 い 治 療 的 有 効 性 を 内 包 さ れ た メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 提 供 す る
こ と を 例 解 す る 。 図 ２ ５ は 、 メ チ ル 化 PS-ODN5ｍ の 脂 質 に よ る 内 包 が 、 時 間 の 経 過 に 伴 な
っ て 腫 瘍 の 成 長 を 減 少 さ せ る こ と に お い て 、 非 メ チ ル 化 PS-ODN5の 内 包 に 比 べ て よ り 有 効
な 治 療 的 利 益 を 提 供 し た こ と を 例 解 す る 。 有 効 性 は 、 図 ２ ６ に 示 す 非 メ チ ル 化 PS-ODN5に
比 較 し て 内 包 さ れ た メ チ ル 化 PS-ODN5mで 処 理 し た マ ウ ス の 優 れ た 生 存 率 に よ っ て さ ら に 証
明 さ れ る 。 図 ２ ７ は 、 遊 離 の 非 メ チ ル 化 PS-ODN7が 、 な ん ら か の 抗 腫 瘍 効 果 を 提 供 す る 一
方 、 遊 離 の 非 メ チ ル 化 PS-ODN7及 び PO-ODN7並 び に 遊 離 の メ チ ル 化 PS-ODN７ 及 び PO-ODN7が
、 腫 瘍 の 成 長 の 減 少 に お い て 相 対 的 に よ り 有 効 で な か っ た こ と を 例 解 す る 。 し か し な が ら
、 メ チ ル 化 PO-ODN7ｍ の 脂 質 に よ る 内 包 は 、 腫 瘍 の 成 長 の 減 少 に お い て 有 効 な 治 療 的 利 益
を 提 供 し た 。 同 様 に 、 こ れ ら の 傾 向 は 、 図 ２ ８ の こ れ ら と 同 じ ODNで 処 理 し た マ ウ ス の 生
存 率 に お い て も 例 解 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 実 施 例 ７
　 B-16メ ラ ノ ー マ 腫 瘍 モ デ ル に お け る 、 メ チ ル 化 及 び 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 治
療 的 抗 腫 瘍 有 効 性 の 比 較
　 尾 の 静 脈 内 へ の 免 疫 化 に よ っ て 誘 導 さ れ た 、 抗 腫 瘍 有 効 性 を 、 治 療 的 免 疫 化 モ デ ル の C5
7BI/6（ １ 群 あ た り ８ 動 物 ） に お い て 評 価 し た 。 動 物 に 、 3.0× 10 5 の EG.7 B16/BL6ネ ズ ミ
メ ラ ノ ー マ 発 現 腫 瘍 細 胞 を 第 ０ 日 に 皮 下 注 射 す る こ と に よ っ て 接 種 し た 。 そ の 後 、 マ ウ ス
を 第 ４ 日 を 最 初 と し て 第 １ ４ 日 ま で １ 日 お き に 20mg/kgの 用 量 の ODNで 処 置 し た 。 腫 瘍 の 成
長 及 び 重 量 増 加 を 評 価 す る た め に 、 マ ウ ス を １ 日 お き に モ ニ タ ー し た 。 対 照 の マ ウ ス に 上
記 と 同 じ ス ケ ジ ュ ー ル で HBSを 注 射 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 脂 質 組 成 で DSPC： CHOL： D
ODAP： PEGCer１ ４ を 25： 45： 20： 10の 比 率 で 含 む 、 脂 質 粒 子 中 に 内 包 し た 。 こ の 有 効 性 に
関 す る 実 験 か ら の 結 果 は 、 図 １ ６ 及 び １ ７ に 詳 細 に 記 載 さ れ る 。 各 図 に お け る 第 ０ 日 は 、
各 動 物 に 腫 瘍 を 接 種 し た 日 で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 図 １ ６ は 、 そ の 非 メ チ ル 化 対 応 物 で あ る PS-ODN1と 比 較 し た 、 メ チ ル 化 PS-ODN1mの B16メ
ラ ノ ー マ 腫 瘍 を 接 種 さ れ た 動 物 へ の 投 与 の 治 療 的 有 効 性 を 例 解 す る 。 脂 質 粒 子 へ の PS-ODN
1mの 内 包 は 、 腫 瘍 の 容 量 減 少 に お け る そ の 有 効 性 を 、 少 な く と も 内 包 さ れ た 非 メ チ ル 化 PS
-ODNlの 有 効 性 に ま で 増 加 さ せ た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 図 １ ７ は 、 第 ２ ２ 日 に お け る 各 マ ウ ス の 平 均 腫 瘍 重 量 を 示 す 。 遊 離 の メ チ ル 化 PS-ODN1m
で 処 理 し た マ ウ ス の 平 均 腫 瘍 サ イ ズ は 、 緩 衝 液 で 処 理 し た 対 照 マ ウ ス に お け る も の と ほ と
ん ど 同 じ で あ っ た が 、 遊 離 の 非 メ チ ル 化 PS-ODN１ で 処 理 し た マ ウ ス は 、 腫 瘍 成 長 の 減 少 を
示 し た 。 対 照 的 に 、 マ ウ ス を 脂 質 粒 子 に 内 包 し た メ チ ル 化 PS-ODN1で 処 理 し た 場 合 、 腫 瘍
の 減 少 量 は 、 脂 質 に 内 包 さ れ た 非 メ チ ル 化 PS-ODN1で 得 ら れ た 量 と ほ と ん ど 同 じ で あ っ た
。 し た が っ て 、 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 脂 質 に よ る 内 包 は 、 遊 離 の メ チ ル 化 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 効 果 が 僅 か 又 は 無 い に も か か わ ら ず 、 イ ン ビ ボ で の 腫 瘍 の 治 療 に お い て 効
果 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 実 施 例 ８
　 内 包 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 理 し た 場 合 の 血 液 ク リ ア ラ ン ス レ ベ ル
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　 有 効 な 免 疫 刺 激 の 重 要 な 側 面 は 、 特 異 的 な 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 応 答 を 起 こ す 免 疫 系 の 能
力 で あ る 。 抗 原 に 結 合 し た 脂 質 に 内 包 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の そ の よ う な 応 答 を 開 始
す る 能 力 の 最 初 の 実 証 の 一 つ を 図 ２ ３ に 示 す デ ー タ に よ っ て 例 解 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 ODN1及 び ODN1mの そ れ ぞ れ を ２ の 異 な る 脂 質 粒 子 ； DSPC： CHOL： DODAP： PEGCer20で あ る
、 脂 質 １ （ L1） 及 び PEGCer20の 代 わ り に PEGCer14を 有 す る 、 脂 質 ２ （ L2） 中 に 内 包 し た 。
リ ポ ソ ー ム 内 で の PEGCer20の 半 減 期 は 、 PEGCer14の 半 減 期 よ り も も っ と 長 く 、 し た が っ て
、 PEGCer20は 、 脂 質 粒 子 内 に よ り 長 い 時 間 留 ま る 。 第 ０ 日 に 開 始 し て 、 マ ウ ス に 一 連 の ４
回 の 尾 へ の 静 脈 内 注 射 を 行 い 、 ３ 週 間 に わ た っ て １ 週 間 に １ 回 投 与 し た 。 各 週 に 、 注 射 後
の １ 時 間 で 血 液 を 集 め 、 内 包 さ れ た ODNの 存 在 に つ い て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 図 ２ ３ は 、 異 な る PEG-セ ラ ミ ド 立 体 コ ー テ ィ ン グ （ そ れ ぞ れ 、 PEG-セ ラ ミ ド ‐ C-２ ０ 及
び PEG-セ ラ ミ ド -C-１ ４ ） を 有 す る 異 な る 脂 質 組 成 物 で あ る L1及 び L2と 、 メ チ ル 化 又 は 非
メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ODN1m及 び ODN1の そ れ ぞ れ と の 組 み 合 わ せ に つ い て マ
ウ ス 血 液 か ら の ク リ ア ラ ン ス に 対 す る 効 果 を 例 解 す る 。 注 射 １ の 後 、 結 果 は 、 組 成 に か か
わ ら ず 、 両 方 の 内 包 さ れ た ODNの 延 長 し た 循 環 ／ 血 液 サ ン プ ル か ら の 遅 い ク リ ア ラ ン ス を
示 す 。 し か し な が ら 、 注 射 ２ 、 ３ 及 び ４ の そ れ ぞ れ に つ い て は 、 結 果 は 、 寿 命 の 長 い PEGC
er20を 含 む L1リ ポ ソ ー ム （ L1-ODN1及 び L1-ODN1m） は 短 い 循 環 ／ 速 い ク リ ア ラ ン ス を 有 し
、 一 方 、 寿 命 の 短 い PEG-セ ラ ミ ド C-14を 含 む L2-ODN1及 び L2-ODN1mは 、 PEGCer20脂 質 を 含
む 脂 質 粒 子 に 内 包 さ れ た も の よ り 長 い 循 環 ／ 遅 い ク リ ア ラ ン ス を 有 し て い た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 示 さ れ る デ ー タ は 、 以 下 の ２ の 点 ： （ １ ） 抗 原 特 異 的 な 抗 体 の 誘 導 ； 及 び
（ ２ ） 非 メ チ ル 化 及 び メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相 対 的 免 疫 刺 激 能 力 、 を 実 証 す る 。
抗 原 特 異 的 な 抗 体 の 誘 導 に つ い て は 、 最 初 の 注 射 は 、 PEG－ セ ラ ミ ド 立 体 障 壁 脂 質 の PEG部
分 に 対 す る 抗 体 を 誘 導 し た 。 注 射 さ れ た 動 物 の 血 漿 中 の こ れ ら の 抗 体 の 存 在 は 、 オ プ ソ ニ
ン 化 及 び こ れ に 続 く 、 PEGCer20を 含 む L1リ ポ ソ ー ム に お い て 見 ら れ た よ う な 、 注 射 ２ 、 ３
及 び ４ の 後 の PEG含 有 リ ポ ソ ー ム の 循 環 か ら の 速 い ク リ ア ラ ン ス を 起 こ す 。 し か し な が ら
、 そ こ か ら PEGが 循 環 中 で 急 速 に 解 離 す る PEGCer14を 含 む L2リ ポ ソ ー ム の よ う な 、 PEGを 含
ま な い リ ポ ソ ー ム を 注 射 さ れ た 動 物 は 、 オ プ ソ ニ ン 化 さ れ ず 、 そ し て し た が っ て 比 較 的 長
い 循 環 時 間 を 有 し た 。 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 相
対 的 免 疫 刺 激 能 力 に つ い て は 、 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 対 応 す る そ の メ チ ル 化
形 態 の い ず れ か を 含 む リ ポ ソ ー ム の ク リ ア ラ ン ス は 、 同 様 の 速 度 で あ り 、 し た が っ て 、 ど
ち ら も 抗 原 特 異 的 な 抗 体 を 誘 導 す る こ と が で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 実 施 例 ９
　 複 数 の 腫 瘍 関 連 抗 原 に よ る ポ リ ト ー プ ア プ ロ ー チ を 用 い た CTL応 答 の 誘 導
　 単 一 の エ ピ ト ー プ に 基 づ く ア プ ロ ー チ は 、 MHC拘 束 さ れ た CTL応 答 が 一 つ の 抗 原 に 対 し て
の み 引 き 起 こ さ れ る と い う 不 利 益 を 有 す る 。 さ ら に 、 多 く の 癌 抗 原 が 上 で 例 証 し た TRP-2
の よ う な 突 然 変 異 を う け て い な い 分 化 抗 原 で あ り 、 し た が っ て 、 宿 主 中 の 自 己 反 応 性 T細
胞 が 胸 腺 教 育 の 間 に 主 に 除 去 さ れ る 。 ポ リ ト ー プ ア プ ロ ー チ は 、 複 数 の 抗 原 が 同 時 に 標 的
と さ れ る こ と を 可 能 と し 、 そ し て そ の よ う な 自 己 抗 原 に 対 す る 抗 腫 瘍 CTL応 答 の ス ペ ク ト
ル を 増 加 さ せ る に ち が い な い 。 異 な る 悪 性 度 に お い て 腫 瘍 抗 原 及 び MHCア レ ル の 発 現 が 可
変 で あ る と す る と 、 複 数 の 抗 原 に 特 異 的 で あ り 、 複 数 の MHCア レ ル に よ っ て 拘 束 さ れ る CTL
応 答 は 、 よ り 広 い 免 疫 反 応 性 に と っ て 明 ら か に 望 ま し い 。 特 別 な 悪 性 度 に 関 連 し た 複 数 の
抗 原 を 標 的 と す る こ と は 、 抗 原 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 又 は エ ピ ト ー プ の 突 然 変 異 に よ
る 腫 瘍 エ ス ケ ー プ の 機 会 を 最 小 化 す る だ ろ う 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 複 数 の 抗 原 及 び MHCア レ ル を 標 的 と す る こ と は 、 合 成 ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ の 複 数 の 組 換
え 抗 原 混 合 物 を 使 用 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 複 数 エ ピ ト ー プ
を 有 す る 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 改 善 す る た め に は 、 い く つ か の ア ジ ュ バ ン ト が ア ッ セ イ
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さ れ る 。 こ の 実 験 は 、 POPC： Chol： DODMA： PEG-DMGを ２ の ネ ズ ミ メ ラ ノ ー マ 抗 原 、 TRP2（
H 2 K b ,VYDFFVWL） 及 び Gp100（ H 2 D b 、 EGSRNQDWL） と と も に 使 用 し た 、 内 包 さ れ た PS-ODN１
ｍ を 採 用 す る 。 C57BL/6マ ウ ス に い ず れ か の 抗 原 、 又 は 両 方 の 抗 原 を 内 包 さ れ た PS-ODN１
ｍ の 存 在 下 で ３ 回 注 射 す る 。 陽 性 対 照 と し て 、 我 々 は 、 CTL応 答 を 強 力 に 誘 導 す る こ と が
知 ら れ て い る 樹 状 細 胞 を 使 用 し た 。 複 数 の エ ピ ト ー プ に よ る 免 疫 性 を 誘 導 す る 能 力 に つ い
て 、 複 数 の エ ピ ト ー プ を 含 む B16ラ イ セ ー ト も ま た 、 ODN1ｍ 又 は DCの い ず れ か と と も に ア
ッ セ イ し た 。 CD8＋ T細 胞 が 抗 原 特 異 的 な 方 法 で 腫 瘍 細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 を 仲 介 す る 能 力
に よ っ て 、 免 疫 応 答 を 評 価 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 結 果 ： 内 包 さ れ た ODN1ｍ と と も に 注 射 し た 場 合 、 両 方 の 抗 原 に 対 す る CTL応 答 が 引 き 起
こ さ れ た （ 図 ２ ９ ） 。 PS-ODN１ ｍ は 、 DCと 同 様 に 一 緒 に デ リ バ リ ー さ れ た 両 方 の 抗 原 に 対
す る CTL応 答 を 起 し た （ 図 ３ ０ ） 。 PS-ODN1ｍ と と も に B１ ６ ラ イ セ ー ト を 注 射 す る と 、 B1
６ ラ イ セ ー ト と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た DCを 注 射 す る よ り も よ り 強 力 に CTLを 誘 導 し た
（ 図 ３ １ ） 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 提 供 さ れ た 実 施 例 は 、 本 発 明 の 一 定 の 実 施 態 様 を 例 解 す る 。 し か し な が ら 、 よ り 一 般 的
な 意 味 で は 、 本 発 明 は （ ヒ ト を 含 む ） 哺 乳 動 物 の 対 象 に 治 療 的 利 益 を 提 供 す る た め の 組 成
物 及 び 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 組 成 物 を 利 用 す る も の を 含 む 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 脂 質
膜 ビ ヒ ク ル ； 及 び 完 全 に 上 記 ビ ヒ ク ル に 内 包 さ れ た 核 酸 の 形 態 で あ る 。 特 別 な 抗 原 に 対 す
る 応 答 を 刺 激 す る こ と が 望 ま し い 場 合 に は 、 上 記 組 成 物 は 、 例 え ば 、 ビ ヒ ク ル の 外 部 表 面
へ の 化 学 的 結 合 、 疎 水 性 結 合 又 は イ オ ン 性 結 合 に よ っ て 、 或 い は 、 ビ ヒ ク ル 内 へ の 内 包 に
よ っ て 上 記 ビ ヒ ク ル と 抗 原 を 結 び つ け る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 好 ま し い 組 成 物 は 、 そ の 中 で 核 酸 が 、 該 組 成 物 重 量 の ４ ％ 超 で あ る も の で あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 中 の 核 酸 は 、 好 適 に は 、 処 置 さ れ る 動 物 の ゲ ノ ム に 相 補 的 で な く 、 該 哺
乳 動 物 の 核 酸 と の 相 補 的 な 塩 基 対 形 成 相 互 作 用 に 依 存 し な い メ カ ニ ズ ム を 介 す る 免 疫 刺 激
を 提 供 す る 核 酸 で あ る こ と が で き る 。 そ の よ う な 核 酸 は 、 し ば し ば 、 CpGモ チ ー フ 又 は 免
疫 刺 激 性 パ リ ン ド ロ ー ム の よ う な 免 疫 刺 激 性 の 配 列 を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 中 で 使 用 さ れ る 核 酸 は 、 未 処 置 の 哺 乳 動 物 に 遊 離 の 形 態 で 投 与 さ れ た 場
合 、 免 疫 応 答 を 誘 導 し な い か 、 又 は 未 処 置 の 哺 乳 動 物 に 遊 離 の 形 態 で 投 与 さ れ た 場 合 に 、
免 疫 刺 激 性 の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 抑 制 す る 核 酸 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 該 核 酸 は 、 独 占 的 に ヌ ク レ オ チ ド 間 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 有 す る か 、 又 は そ れ ら が
修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 と と も に 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 間 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を
有 す る よ う な 方 法 で 修 飾 さ れ る こ と が で き る 。 該 核 酸 は ま た 、 独 占 的 に 修 飾 さ れ た 結 合 又
は 複 数 の 修 飾 さ れ た 結 合 を 有 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 該 核 酸 は 独 占 的 に ヌ ク レ オ チ ド
間 の ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 又 は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 間 の ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 を 含 む
こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 組 成 物 の 製 剤 に お い て 好 適 に 使 用 さ れ る 陽 イ オ ン 性 脂 質 は 、 DODAP、 DODMA、 DMDMA、 DOT
AP、 DC-Chol、 DDAB、 DODAC、 DMRIE、 及 び DOSPAか ら 選 ば れ る 。 さ ら に 、 脂 質 製 剤 は 、 好 ま
し く は PEG-脂 質 、 PAO-脂 質 又 は ガ ン グ リ オ シ ド の よ う な 凝 集 防 止 化 合 物 を 含 む 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 抗 原 に 加 え て 又 は そ の 代 わ り に 、 本 発 明 の 化 合 物 は ド キ ソ ル ビ シ ン の よ う な 共 に 内 包 さ
れ る 細 胞 毒 性 物 質 を 含 む こ と が で き る 。 脂 質 膜 ビ ヒ ク ル は 、 核 酸 及 び 細 胞 毒 性 物 質 の 両 方
を 完 全 に 内 包 す る 。 こ の タ イ プ の 組 成 物 は 、 本 発 明 の さ ら な る 側 面 で あ る 方 法 に よ っ て 調
製 さ れ る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 治 療 用 組 成 物 は 、 エ タ ノ ー ル 中 で 脂 質 を 調
製 す る こ と ； 水 性 の 緩 衝 液 中 で 脂 質 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 混 合 し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
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ド を 負 荷 さ れ た 脂 質 ビ ヒ ク ル を 形 成 す る こ と ； 及 び 細 胞 毒 性 物 質 が 上 記 ビ ヒ ク ル の 内 部 空
間 中 に 活 性 を 有 し て 蓄 積 す る よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 負 荷 し た 脂 質 ビ ヒ ク ル を 細 胞
毒 性 物 質 に 露 出 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 陽 イ オ ン 性 の 脂 質 を 含 む 脂 質 製 剤 中 に 完 全 に 内 包 さ れ た 核 酸 を 含 む
脂 質 ‐ 核 酸 粒 子 を 薬 品 の 製 造 に お い て 使 用 す る こ と を 介 し て 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 に 治 療
的 利 益 を 提 供 す る た め の 多 様 な 方 法 に お い て 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 上 記
組 成 物 は 、 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 、 哺 乳 動 物 に お い て CTL又 は B細 胞
を 活 性 化 す る た め の 、 或 い は 腫 瘍 を 有 す る 哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 症 を 治 療 す る た め の 方 法
に お い て 使 用 さ れ る こ と が で き る 。 そ し て 該 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ ： 陽 イ オ ン 性 脂 質 を
含 む 脂 質 製 剤 中 に 完 全 に 内 包 さ れ た 核 酸 を 含 む 脂 質 ‐ 核 酸 粒 子 を 調 製 す る こ と ； 及 び 該 脂
質 ‐ 核 酸 粒 子 を 上 記 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 抗 原 が 上 記 組 成 物 に 含 ま れ る 場 合 、 本 発 明 は 該 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 方 法 を
提 供 し 、 該 方 法 は 、 以 下 の ス テ ッ プ ； 脂 質 膜 ビ ヒ ク ル 中 に 完 全 に 内 包 さ れ た 核 酸 及 び 上 記
ビ ヒ ク ル の 外 部 表 面 に 結 合 し た 、 そ れ に 対 す る 免 疫 応 答 が 望 ま れ る 抗 原 を 含 む 上 記 ビ ヒ ク
ル を 含 む 粒 子 を 調 製 す る こ と ； 及 び 上 記 粒 子 を 、 治 療 さ れ る べ き 哺 乳 動 物 対 象 に 投 与 す る
こ と を 含 む 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 上 記 の 実 施 例 中 で 実 証 さ れ た よ う に 、 本 発 明 に よ る 組 成 物 中 で の 脂 質 担 体 の 利 用 は 、 所
望 の 免 疫 系 の 刺 激 を 達 成 す る の に 必 要 と さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 量 を 実 質 的 に 減 ら す
こ と を 可 能 と す る 。 い く つ か の 場 合 に お い て 、 こ れ は 、 遊 離 の 形 態 で は 明 ら か な 活 性 を 有
さ な か っ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 脂 質 に 内 包 さ れ た 形 態 で 提 供 さ れ た 場 合 に 免 疫 応 答 を
刺 激 す る た め に 有 用 で あ る と い う 事 実 に 反 映 さ れ る 。 他 の 場 合 に は 、 こ れ は 、 同 じ レ ベ ル
の 応 答 を 達 成 す る の に 必 要 と さ れ る ODNの 量 が 、 よ り 低 い ODN用 量 で あ る と い う 事 実 に 反 映
さ れ る 。 し た が っ て 、 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 応 答 を 刺 激 す る た め の 有 効 量 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 採 用 す る 方 法 の 実 施 に お い て 、 本 発 明 は 、 脂 質 ビ ヒ ク ル 内 に 完 全 に オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 内 包 す る こ と 、 及 び 上 記 有 効 量 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ２ ０ ％ 未 満 を 哺 乳 動 物 対
象 に 投 与 す る こ と 、 そ し て そ れ に よ っ て 上 記 哺 乳 動 物 対 象 に お い て 所 望 の 免 疫 応 答 を 得 る
こ と を 含 む 、 改 善 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 示 さ れ た デ ー タ は 、 完 全 性 及 び 一 貫 性 の た め に 提 供 さ れ る 、 本 発 明 の 或 る
例 示 的 な 実 施 態 様 を 用 い て 、 イ ン ビ ボ に お け る 免 疫 刺 激 活 性 及 び 治 療 的 有 効 性 を 実 証 す る
も の で あ る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 例 示 的 実 施 態 様 に 限 ら れ る と 解 し て は な ら な い 。 当 業 者
は 、 本 明 細 書 中 に 提 供 さ れ る 教 示 と 一 致 す る 本 発 明 の 他 の 特 別 な 実 施 態 様 を 容 易 に 作 製 及
び 使 用 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 全 血 を 処 理 し て 得 ら れ る 活 性 化 マ ー カ ー CD
69を 有 す る 白 血 球 の イ ン ビ ト ロ で の 刺 激 を 例 解 す る 。 イ ン ビ ト ロ で 、 マ ウ ス 全 血 を 本 明 細
書 に お い て ODN1又 は ODN2と 名 づ け ら れ た 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 理 し た 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 内 包 さ れ た ODN1及 び ODN2又 は 遊 離 の ODN1及 び ODN2の 注 射 に よ る 、 イ ン ビ
ボ で の マ ウ ス の 処 置 が 、 イ ン ビ ト ロ で 得 ら れ た も の と 反 対 の 結 果 を 生 じ る こ と を 例 解 す る
。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 脂 質 ビ ヒ ク ル に 内 包 さ れ た 場 合 、 メ チ ル 化 ODN1ｍ が 、 非 メ チ ル 化 対 応 物
ODN1よ り も イ ン ビ ボ で の 樹 状 細 胞 活 性 化 の 刺 激 に お い て よ り 活 性 で あ っ た こ と を 示 す 。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ Aは 、 メ チ ル 化 ODN1ｍ 及 び 非 メ チ ル 化 ODN1が 、 脾 臓 及 び 全 血 中 の CD11ｃ 陽
性 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 し た こ と を 示 す 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ Bは 、 ODN1及 び ODN1ｍ が 両 方 と も 脾 臓 、 全 血 及 び リ ン パ 節 中 の DEC205陽 性
細 胞 の 増 殖 を 刺 激 し た こ と を 示 す 。
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【 図 ５ 】 図 ５ は 、 メ チ ル 化 ODN1ｍ 又 は 非 メ チ ル 化 対 応 物 ODN1の い ず れ か が 脂 質 に 内 包 さ れ
た 場 合 、 CD86発 現 の 刺 激 に お い て 、 メ チ ル 化 ODN1ｍ が 非 メ チ ル 化 対 応 物 で あ る ODN1よ り も
よ り 活 性 で あ っ た こ と を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の イ ン ビ ボ で の 投 与 が 、 IL-6、 IL-12、 IFN-
ガ ン マ 又 は MCP-1の 刺 激 に 影 響 し な か っ た こ と を 示 す 。 対 照 的 に 、 脂 質 に 内 包 さ れ た オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド の イ ン ビ ボ で の 投 与 は 、 こ れ ら の サ イ ト カ イ ン そ れ ぞ れ の 産 生 を 刺 激 し た
。
【 図 ７ Ａ ． ７ Ｂ 】 図 ７ Aは 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 用 量 の 段 階 に わ た っ て 測 定 し 、 遊 離 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ODN1に 比 べ て 、 内 包 さ れ た PO又 は PSオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ODN1の い ず れ か
に よ る マ ウ ス の 処 置 が 、 IL-12の 誘 導 を 増 加 さ せ た こ と を 示 す 。 図 ７ Bは 、 内 包 さ れ た PSオ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 処 置 が 、 少 な い が 、 な お 有 効 に IFN-ガ ン マ の 誘 導 を 刺 激 す る 一 方
、 内 包 さ れ た POオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が IFN-ガ ン マ の 強 い 、 早 期 の 誘 導 を 刺 激 す る こ と を 示
す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 Th-1応 答 の 指 標 で あ る IgM力 価 の 、 遊 離 の PS又 は POオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 投 与 に よ る 比 較 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 Th-2応 答 の 指 標 で あ る IgG産 生 の 、 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
、 遊 離 の PS又 は POオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 に よ る 比 較 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 脂 質 に 内 包 さ れ た 、 メ チ ル 化 又 は 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
処 置 さ れ た 動 物 の 一 連 の ス ク リ ー ニ ン グ に わ た っ て 、 樹 状 細 胞 、 NK細 胞 及 び CD8＋ T細 胞 の
増 殖 刺 激 に お い て 、 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ほ ぼ
同 等 又 は よ り 優 れ て い る こ と を 示 す 。
【 図 １ １ Ａ ． １ １ Ｂ 】 図 １ １ A及 び 図 １ １ Bは 、 脂 質 に 内 包 さ れ た 、 メ チ ル 化 又 は 非 メ チ ル
化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 置 さ れ た 動 物 の 一 連 の ス ク リ ー ニ ン グ に わ た っ て 、 細 胞 毒 性 T
リ ン パ 球 及 び Ag－ 特 異 的 リ ン パ 球 の 増 殖 刺 激 に お い て 、 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 非
メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 優 れ て い る こ と を 示 す 。
【 図 １ １ Ｃ 】 図 １ １ Cは 、 図 １ １ A及 び 図 １ １ Bに 記 載 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ 全 体 に 含 ま れ
た 、 代 表 的 な テ ト ラ マ ー の 試 験 か ら の デ ー タ を 例 解 す る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 遊 離 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 動 物 に 投 与 さ れ た 場 合 、 腫 瘍 の 成
長 を 減 少 さ せ る こ と に お い て 、 メ チ ル 化 さ れ た 異 形 が 非 メ チ ル 化 ヌ ク レ オ チ ド よ り も 治 療
的 有 効 性 が 低 い こ と を 例 解 す る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 特 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 天 然 の ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ PS） 骨 格
を 含 む 場 合 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 内 包 す る こ と が 、 遊 離 の ODNよ り も 改 善 さ れ た 有 効
性 を メ チ ル 化 及 び 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 提 供 す る こ と を 例 解 す る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ホ ス ホ ジ エ ス テ ル （ PO） 骨 格 を 含 む 場 合 に 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 内 包 す る こ と が 、 遊 離 の ODNよ り も 改 善 さ れ た 有 効 性 を メ チ ル 化 及
び 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 提 供 す る こ と を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 脂 質 に 内 包 さ れ た PSオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 ODN２ 及 び ODN２ ｍ
が そ れ ぞ れ 、 治 療 的 有 効 性 を 表 す こ と を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 B１ ６ メ ラ ノ ー マ 腫 瘍 を 接 種 さ れ た 動 物 へ の メ チ ル 化 ODN1ｍ の 投 与
の ア ジ ュ バ ン ト 効 果 及 び 治 療 的 有 効 性 を 例 解 す る 。 脂 質 粒 子 中 へ の ODN1ｍ の 内 包 は 、 腫 瘍
容 量 を 減 少 さ せ る こ と に お け る そ の 有 効 性 を 増 加 さ せ た 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 B16メ ラ ノ ー マ を 接 種 さ れ 、 続 い て 20mg/kgの 用 量 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 投 与 に よ っ て 処 置 さ れ た 一 連 の マ ウ ス に つ い て 、 内 包 さ れ た 、 及 び 遊 離 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド ODN1及 び ODN1ｍ で 処 置 さ れ た マ ウ ス の 平 均 腫 瘍 サ イ ズ を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 マ ウ ス が 内 包 さ れ た メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ODN1ｍ 及 び 非 メ チ
ル 化 対 応 物 ODN1で 処 置 さ れ た 場 合 の 腫 瘍 容 量 の 減 少 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 ２ の 異 な る 実 験 に お け る 、 内 包 さ れ た メ チ ル 化 ODN1ｍ で 処 置 さ れ た
マ ウ ス の 、 非 メ チ ル 化 ODN1に よ る 処 置 に 比 較 し た 生 存 率 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 メ チ ル 化 ODN1ｍ 及 び 非 メ チ ル 化 対 応 物 ODN１ が 脂 質 粒 子 中 に 内 包 さ
れ た 場 合 の 、 腫 瘍 容 量 に 関 す る 有 効 性 を 例 解 す る 。
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【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 内 包 さ れ た 非 メ チ ル 化 ODN1に よ る 処 置 に 対 す る 、 内 包 さ れ た メ チ ル
化 ODN1ｍ で 処 置 さ れ た マ ウ ス の 生 存 率 を 示 す 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 内 包 さ れ た PSオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ODN１ 及 び ODN2が 、 処 置 の ６ 日 後
に 、 内 包 さ れ た POオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て は で き な い IFN-ガ ン マ の ピ ー ク を 作 り 出 し
た こ と を 例 解 す る 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 異 な る PEGセ ラ ミ ド 立 体 コ ー テ ィ ン グ を 有 す る 脂 質 粒 子 中 に 内 包 さ
れ た 、 メ チ ル 化 又 は 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 、 マ ウ ス の 血 中 ク リ ア ラ ン ス に 及 ぼ
す 効 果 を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 腫 瘍 を 有 す る 動 物 に 組 成 物 を 投 与 す る こ と に よ る 、 メ チ ル 化 又 は 非
メ チ ル 化 CpGオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 内 包 す る リ ポ ソ ー ム 粒 子 の 治 療 的 有 効 性 を 例 解 す る 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 時 間 の 経 過 に 伴 な う 腫 瘍 の 成 長 の 減 少 に お い て 、 メ チ ル 化 PS-ODN5
ｍ の 脂 質 に よ る 内 包 が 、 等 価 の 非 メ チ ル 化 PS-ODN5の 内 包 よ り も よ り 有 効 な 治 療 的 利 益 を
提 供 し た こ と を 例 解 す る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 内 包 さ れ た 非 メ チ ル 化 ODN５ 及 び 遊 離 の 非 メ チ ル 化 ODN5に よ る 処 置
に 対 す る 、 内 包 さ れ た メ チ ル 化 ODN5及 び 遊 離 の メ チ ル 化 ODN5で 処 置 さ れ た マ ウ ス の 生 存 率
を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は 、 遊 離 の 非 メ チ ル 化 PS及 び PO ODN７ 並 び に 遊 離 の メ チ ル 化 PS及 び PO O
DN７ そ し て 遊 離 の PO ODN７ 及 び 内 包 さ れ た PO PDN７ で 処 理 し た 場 合 の 、 腫 瘍 容 量 に 関 す る
有 効 性 を 例 解 す る 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 内 包 さ れ た PO ODN７ ｍ に 比 較 し た 、 遊 離 の 非 メ チ ル 化 PS及 び PO ODN
７ 並 び に 遊 離 の メ チ ル 化 PS及 び PO ODN７ で 処 理 し た マ ウ ス の 生 存 率 を 示 す 。
【 図 ２ ９ 】 図 ２ ９ は 、 内 包 さ れ た ODN１ ｍ を 使 用 し た 複 数 の エ ピ ト ー プ の 癌 ワ ク チ ン に よ
る 免 疫 化 後 の B１ ６ 細 胞 標 的 に 対 す る CTL応 答 を 示 す 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ は 、 ペ プ チ ド － パ ル ス し た 樹 状 細 胞 を 使 用 し た 複 数 の エ ピ ト ー プ の 癌 ワ
ク チ ン に よ る 免 疫 化 後 の B１ ６ 細 胞 標 的 に 対 す る CTL応 答 を 示 す 。
【 図 ３ １ 】 図 ３ １ は 、 腫 瘍 細 胞 ラ イ セ ー ト と と も に 内 包 さ れ た ODN１ ｍ 又 は 樹 状 細 胞 で 免
疫 化 後 の 、 B１ ６ 細 胞 標 的 に 対 す る CTL応 答 を 示 す 。

10

20

(51) JP 2005-532315 A 2005.10.27



【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ Ａ 】
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【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ Ａ 】 【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

(56) JP 2005-532315 A 2005.10.27



【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】 【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】
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【 図 ３ ０ 】 【 図 ３ １ 】

【 配 列 表 】

(60) JP 2005-532315 A 2005.10.27

2005532315000001.app



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(61) JP 2005-532315 A 2005.10.27



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(62) JP 2005-532315 A 2005.10.27



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(63) JP 2005-532315 A 2005.10.27



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(64) JP 2005-532315 A 2005.10.27



フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,
GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,
EC,EE,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,M
W,MX,MZ,NI,NO,NZ,OM,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100127085
            弁理士　越阪部　倫子
(74)代理人  100082898
            弁理士　西山　雅也
(72)発明者  タム，イン　ケー．
            カナダ国，ブリティッシュ　コロンビア　ブイ６エス　１シー３，バンクーバー，ウエスト　ナイ
            ンティーンス　アベニュ　３５７５
(72)発明者  センプル，ショーン
            カナダ国，ブリティッシュ　コロンビア　ブイ６ジー　３イー３，バンクーバー，ブロウトン　ス
            トリート　２２０１－５８８
(72)発明者  クリマック，サンドラ
            カナダ国，ブリティッシュ　コロンビア　ブイ６ケー　４ケー７，バンクーバー，ウエスト　セブ
            ンス　アベニュ　２０８－２１９０
(72)発明者  チク，ガニア
            カナダ国，ブリティッシュ　コロンビア　ブイ６ジー　１エム９，バンクーバー，ネルソン　スト
            リート　１８７３，アパートメント　＃６０５
Ｆターム(参考) 4B024 AA01  CA01  CA11  DA02  EA10  GA11 
　　　　 　　  4C076 AA19  BB13  CC27  CC31  CC50  DD52H DD63H DD70H
　　　　 　　  4C085 AA38  BA01  EE01  EE03  EE06  EE07  FF12  GG01  GG02  GG08 

(65) JP 2005-532315 A 2005.10.27


	bibliographic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	search-report
	overflow

