
(57)【要約】
本発明は、インビボでの放出が遅延した医薬を調製するためのポリカチオン性化合物の使
用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
イ ン ビ ボ で の 放 出 が 遅 延 し た 医 薬 の 調 製 の た め の ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ 】
該 医 薬 が ワ ク チ ン で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ 】
該 医 薬 が 抗 原 を 含 む 、 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ 】
該 抗 原 が 、 ウ イ ル ス 病 原 体 ま た は 細 菌 病 原 体 か ら の 抗 原 、 真 核 生 物 病 原 体 か ら の 抗 原 、 腫
瘍 抗 原 、 自 己 免 疫 抗 原 ま た は そ れ ら の 混 合 物 よ り な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ な い し ３
の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ 】
該 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 が 、 ポ リ カ チ オ ン 性 ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 塩 基 性 の ポ リ ペ プ チ ド
、 ペ プ チ ド 結 合 を 含 む 有 機 ポ リ カ チ オ ン 、 ま た は そ れ ら の 混 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ な い し
４ の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
該 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 が 、 ポ リ リ ジ ン 、 ポ リ ア ル ギ ニ ン 、 ５ を 超 え る 、 と り わ け １ ０ を
超 え る ア ミ ノ 酸 残 基 の 範 囲 に ５ ０ ％ を 超 え る 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 ま
た は そ れ ら の 混 合 物 で あ る 、 請 求 項 １ な い し ５ の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
該 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 が 、 ３ ～ ７ の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の リ ン カ ー に よ っ て 隔 て ら れ た 少 な
く と も ２ つ の Ｋ Ｌ Ｋ モ チ ー フ を 含 む 合 成 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ な い し ６ の い ず れ か に
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
該 医 薬 が 、 炎 症 を 引 き 起 こ す 可 能 性 の あ る 化 合 物 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ な い し ７ の い ず
れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
該 医 薬 が 、 １ ０ 分 未 満 、 好 ま し く は ５ 分 未 満 、 特 に １ 分 未 満 の 投 与 部 位 で の 薬 理 学 的 半 減
期 を 有 す る 化 合 物 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ な い し ８ の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
該 医 薬 が 、 免 疫 原 性 の 核 酸 分 子 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ な い し ９ の い ず れ か に 記 載 の 使 用
。
【 請 求 項 １ １ 】
該 医 薬 が 、 免 疫 原 性 の オ リ ゴ デ オ キ シ 核 酸 分 子 （ Ｏ Ｄ Ｎ ） 、 と り わ け Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ を 含
む Ｏ Ｄ Ｎ （ Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ ） 、 イ ノ シ ン 含 有 Ｏ Ｄ Ｎ （ Ｉ － Ｏ Ｄ Ｎ ） 、 ま た は そ れ ら の 混 合
物 ま た は 組 み 合 わ せ を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ な い し １ ０ の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
該 医 薬 が 局 所 的 に 作 用 す る 医 薬 で あ る 、 請 求 項 １ な い し １ １ の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ３ 】
該 医 薬 が さ ら に 活 性 物 質 を 含 み 、 該 活 性 物 質 が 該 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 に 対 す る 親 和 性 を
有 す る 、 請 求 項 １ な い し １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 の 新 規 な 用 途 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
製 薬 学 的 に 使 用 し た ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 、 た と え ば ポ リ カ チ オ ン 性 の ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー
で あ る ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン お よ び ポ リ － Ｌ － リ ジ ン は 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で 抗
原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ ） に 抗 原 を 非 常 に 効 率 的 に 負 荷 さ せ る （ charging） こ と が 示 さ れ て い
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る 。 こ れ は 、 免 疫 カ ス ケ ー ド を 誘 起 す る 重 要 な 事 象 で あ る と 考 え ら れ 、 最 終 的 に 標 的 を 破
壊 な い し 中 和 し う る 抗 原 特 異 的 な 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 誘 発 に 導 く 。 以 前 に も 多 く の ポ
リ カ チ オ ン 性 化 合 物 が 免 疫 細 胞 に 対 す る 作 用 を 発 揮 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Buschleら
、 Gene Ther. Mol. Biol. 1 (1998), 309-321; Buschleら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA
, 94 (1997), 3256-3261） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン お よ び ポ リ － Ｌ － リ ジ ン と ワ ク チ ン と し て の 適 当 な 抗 原 と の 混 合 物
の 同 時 注 射 は 、 幾 つ か の 動 物 モ デ ル に お い て 動 物 を 腫 瘍 増 殖 か ら 保 護 す る 。 ポ リ カ オ ン 性
化 合 物 と 抗 原 と か ら な る ワ ク チ ン は 、 治 療 の 非 常 に 有 効 な 形 態 で あ る と し て 当 該 技 術 分 野
で 受 け 入 れ ら れ て い る （ Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ０ ７ ２ １ ） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
個 体 に 投 与 し た 多 く の 薬 理 学 的 物 質 は 、 し ば し ば 速 や か に 生 体 中 に 分 散 さ れ る 。 薬 剤 の 速
や か な 全 身 的 分 布 は 、 通 常 、 強 力 か つ 有 害 な 副 作 用 を 引 き 起 こ す 。 医 学 的 効 果 は 、 医 薬 が
注 射 部 位 に 一 層 高 い 量 で 留 ま り 、 少 量 が 生 体 全 体 に 徐 々 に か つ 連 続 的 に 放 出 さ れ る 場 合 の
ほ う が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
本 発 明 の 目 的 は 、 局 所 的 に 作 用 す る こ と が 望 ま れ る 医 薬 を 注 射 部 位 （ 貯 蔵 部 （ depot） ）
に 保 持 す る 手 段 を 提 供 す る こ と で あ る 。 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 薬 剤 の あ ま り に も 速 や
か な 生 体 中 の 分 布 に よ る 副 作 用 を 防 ぎ 、 ま た は 改 善 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
こ れ ら 目 的 は 、 イ ン ビ ボ 放 出 が 遅 延 し た 医 薬 の 調 製 に ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 を 使 用 す る こ
と に よ り 解 決 さ れ る 。 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 に よ り 、 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 が 、 ポ リ カ
チ オ ン 性 化 合 物 な し で 投 与 し た と き に は 個 体 中 で 速 や か に 分 散 す る 他 の 薬 理 学 的 に 活 性 な
化 合 物 と と も に 投 与 し た 場 合 に 、 該 活 性 な 化 合 物 の 投 与 部 位 か ら の 放 出 を 遅 延 さ せ る 作 用
を 示 す こ と が 見 出 さ れ た 。 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 は 活 性 な 薬 理 学 的 化 合 物 を 貯 蔵 部 に 保 持
す る と 思 わ れ 、 そ れ に よ り 薬 理 学 的 に 活 性 な 原 理 に よ り 有 効 な 治 療 を す る う え で し ば し ば
望 ま れ る 医 薬 の イ ン ビ ボ 放 出 の 遅 延 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
そ の よ う な イ ン ビ ボ 放 出 の 遅 延 が 有 利 で あ る 重 要 な 分 野 は ワ ク チ ン 接 種 で あ る 。 ワ ク チ ン
接 種 す べ き 個 体 の 免 疫 系 に 抗 原 が 長 期 間 に わ た っ て 提 示 さ れ る な ら 、 免 疫 系 は そ の よ う な
抗 原 に 対 す る 有 効 な 免 疫 応 答 を 生 成 す る 可 能 性 が 高 ま る で あ ろ う 。 一 方 、 そ の よ う な 抗 原
が 生 体 中 を 速 や か に 分 散 し て し ま え ば 、 抗 原 は 速 や か に 分 解 お よ び 希 釈 さ れ 、 そ れ ゆ え 多
く の 有 望 な 抗 原 に つ い て 有 効 な 免 疫 応 答 を 達 成 す る こ と が で き な い で あ ろ う 。 従 っ て 、 本
発 明 に よ り 、 た と え ば そ の よ う な 抗 原 の 貯 蔵 部 を 提 供 す る た め に ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 が
使 用 さ れ 、 該 貯 蔵 部 は 保 護 的 な 免 疫 を 生 成 す る た め に こ の 抗 原 を 免 疫 系 に 長 期 間 に わ た っ
て 連 続 的 か つ 有 効 に 提 示 す る こ と を 可 能 に す る 。 さ ら に 、 抗 原 を 免 疫 刺 激 性 の 化 合 物 （ Ｃ
ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ ） と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る 場 合 に 、 こ れ ら 免 疫 刺 激 性 の 化 合 物 の 貯 蔵 部 か ら
の ゆ っ く り と し た 放 出 は 免 疫 系 の 連 続 的 な 刺 激 と い う 結 果 と な る に 違 い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 は 、 組 み 合 わ せ 医 薬 を 、 た と え ば 皮 下 、 静 脈 内 、 鼻 内 、 筋 肉 内 、 皮 内 ま た は 経 皮 的
に 投 与 し た と き に 特 に 有 利 で あ る 。 し か し な が ら 、 他 の 投 与 形 態 、 た と え ば 非 経 口 ま た は
局 所 投 与 も ま た 本 発 明 に 適 し て い る 。 し か し な が ら 、 貯 蔵 部 の 効 果 は 組 成 物 を 注 射 ま た は
イ ン プ ラ ン ト し た 場 合 に 最 も 有 意 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 は 、 イ ン ビ ボ 放 出 の 遅 延 が 望 ま れ る あ ら ゆ る 医 薬 、 た と え ば 、 抗 原 、 ア レ ル ゲ ン 、
医 薬 （ サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 免 疫 刺 激 性 の 核 酸 、 細 胞 毒 性 の 薬 剤 ま た は 抗 血 管 形 成
剤 （ anti-angiogenic） ま た は 創 傷 の 治 癒 に 必 要 な 化 合 物 を 含 む ） と 関 連 し て 用 い る の が
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好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 に 使 用 す べ き 抗 原 は 重 要 で は な く 、 好 ま し く は ウ イ ル ス ま た は 細 菌 病 原 体 か ら の 抗
原 、 真 核 生 物 病 原 体 か ら の 抗 原 、 腫 瘍 抗 原 、 自 己 免 疫 抗 原 、 ま た は そ れ ら の 混 合 物 よ り な
る 群 か ら 選 ば れ る 。 特 に 好 ま し い の は 、 負 に 荷 電 し た 抗 原 ま た は 疎 水 性 の 抗 原 で あ る 。 抗
原 の さ ら な る 例 は 、 不 活 化 し た ウ イ ル ス ま た は 細 菌 、 真 菌 、 原 生 生 物 あ る い は 癌 細 胞 な ど
の 完 全 に 殺 し た 生 物 で あ る 。 抗 原 は ま た 、 こ れ ら 生 物 ／ 組 織 の 下 部 画 分 （ subfractions）
、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 最 も 単 純 な 形 態 で ペ プ チ ド か ら な っ て い て も よ い 。 抗 原 は ま た 、 グ
リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 形 態 で 免 疫 系 に よ っ て 認 識 さ れ て よ く 、 多 糖 ま た
は 脂 質 で あ る か ま た は 含 ん で い て よ い 。 短 い ペ プ チ ド を 用 い る こ と が で き る 、 な ぜ な ら 、
た と え ば 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 （ Ｃ Ｔ Ｌ ） は 主 要 組 織 適 合 複 合 体 （ Ｍ Ｈ Ｃ ） と 結 合 し た 通 常 ８
～ １ １ ア ミ ノ 酸 長 の 短 い 形 態 の 抗 原 を 認 識 す る か ら で あ る 。 Ｂ 細 胞 は 約 １ ５ ア ミ ノ 酸 か ら
開 始 し て 一 層 長 い ペ プ チ ド を 認 識 す る 。 Ｔ 細 胞 エ ピ ソ ー ド と 対 照 的 に 、 Ｂ 細 胞 抗 原 の 三 次
元 構 造 は ま た 抗 体 に よ る 認 識 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
好 ま し い 病 原 体 は 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） 、 Ａ 型 お よ び Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 Ｃ
型 肝 炎 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｃ Ｖ ） 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） 、 エ プ ス タ イ ン バ ー ウ イ ル ス
（ Ｅ Ｂ Ｖ ） 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 、 ロ タ ウ イ ル ス 、 Staphylococcus aureus、 Chlamyd
ia pneumoniae、 Chlamydia trachomatis、 Mycobacterium tuberculosis、 Streptococcus 
pneumoniae、 Bacillus anthracis、 Vibrio cholerae、 Plasmodium種 （ Pl. falciparum, P
l. vivaxな ど ） 、 Aspergillus種 ま た は Candida albicansか ら 選 択 さ れ る 。 抗 原 は ま た 癌
細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 分 子 （ 腫 瘍 抗 原 ） で あ っ て も よ い 。 抗 原 は ま た 抗 原 か ら 得 る こ と
も で き る 。 そ の よ う な 抗 原 を 得 る プ ロ セ ス は 、 病 原 体 ／ 癌 細 胞 か ら の 特 定 の タ ン パ ク 質 の
精 製 、 病 原 体 の 不 活 化 並 び に そ の よ う な タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 加 水 分 解 的 ま た は 化 学 的
な 誘 導 体 化 ま た は 安 定 化 を 含 む 。 同 様 に し て 、 腫 瘍 抗 原 （ 癌 ワ ク チ ン ） ま た は 自 己 免 疫 抗
原 を 本 発 明 に 従 っ て ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 と と も に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 に 従 っ て 用 い る ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 は 、 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ０ ７ ２ １ に よ る 特 徴 的 な 作
用 を 示 す あ ら ゆ る ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 で あ っ て よ く 、 あ る い は カ チ オ ン 性 リ ポ ソ ー ム 、
ポ リ エ チ レ ン ア ミ ン 、 キ ト サ ン 、 Ｄ Ｎ Ａ 導 入 に 使 用 す る ポ リ カ チ オ ン な ど の 他 の も の で あ
っ て よ い 。 好 ま し い ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 は 、 塩 基 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 有 機 ポ リ カ チ オ ン 、
塩 基 性 ポ リ ア ミ ノ 酸 、 ま た は そ の 混 合 物 か ら 選 ば れ る 。 こ れ ら ポ リ ア ミ ノ 酸 は 、 少 な く と
も ４ ア ミ ノ 酸 残 基 の 鎖 長 を 有 し て い な け れ ば な ら な い （ Goldmanら (1983)に 記 載 の Tuftsin
を 参 照 ） 。 特 に 好 ま し い の は 、 ポ リ リ ジ ン 、 ポ リ ア ル ギ ニ ン 、 お よ び ８ を 超 え る 、 と り わ
け ２ ０ を 超 え る ア ミ ノ 酸 残 基 の 範 囲 に ２ ０ ％ を 超 え る 、 と り わ け ５ ０ ％ を 超 え る 塩 基 性 ア
ミ ノ 酸 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 混 合 物 の よ う な ペ プ チ ド 結 合 を 含 む 物 質 で あ る 。 他
の 好 ま し い ポ リ カ チ オ ン お よ び そ の 医 薬 組 成 物 は 、 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ０ ７ ２ １ （ た と え ば 、 ポ
リ エ チ レ ン イ ミ ン ） お よ び Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ３ ８ ５ ２ ８ に 記 載 さ れ て い る 。 好 ま し く は 、 こ れ ら
ポ リ ペ プ チ ド は ５ ～ ５ ０ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 、 と り わ け １ ０ ～ ２ ０ ０ 残 基 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
こ れ ら ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 は 化 学 的 に ま た は 組 換 え に よ り 製 造 し て よ く 、 あ る い は 天 然
の 採 取 源 に 由 来 し て も よ い 。
カ チ オ ン 性 （ ポ リ ） ペ プ チ ド は ま た 、 Ganzお よ び Lehrer, 1999; Hancock, 1999に 概 説 さ
れ て い る 特 性 を 有 す る ポ リ カ チ オ ン 性 で 抗 菌 性 の 微 生 物 ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 こ れ ら
（ ポ リ ） ペ プ チ ド は 、 原 核 生 物 ま た は 動 物 ま た は 植 物 起 源 の も の で あ っ て よ く 、 化 学 的 に
ま た は 組 換 え に よ り 製 造 さ れ て よ い （ Andreuお よ び Rivas, 1998; Ganzお よ び Lehrer, 199
9; Simmacoら 、 1998） 。 ペ プ チ ド は ま た 、 デ フ ェ ン シ ン の ク ラ ス に 属 し て い て よ い （ Ganz
, 1999； Ganzお よ び Lehrer, 1999） 。 そ の よ う な ペ プ チ ド の 配 列 は 、 た と え ば 以 下 の イ ン
タ ー ネ ッ ト ア ド レ ス の 下 に 抗 菌 配 列 デ ー タ ベ ー ス （ Antimicrobial Sequences Database）
中 に 見 出 す こ と が で き る ：
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http://www.bbcm.univ.trieste. it/‾tossi/pagl.html。
【 ０ ０ １ ４ 】
そ の よ う な 宿 主 防 御 ペ プ チ ド ま た は デ フ ェ ン シ ン も ま た 、 本 発 明 に よ る ポ リ カ チ オ ン 性 ポ
リ マ ー の 好 ま し い 形 態 で あ る 。 一 般 に 、 好 ま し く は Ａ Ｐ Ｃ （ 樹 状 細 胞 を 含 む ） に よ っ て 媒
介 さ れ る 獲 得 免 疫 系 を 活 性 化 （ ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ） す る こ と を 可 能 に す る 化
合 物 は ポ リ カ チ オ ン 性 ポ リ マ ー と し て 用 い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 に お い て ポ リ カ チ オ ン 性 物 質 と し て 使 用 す る の に 特 に 好 ま し い の は 、 カ テ リ シ ジ ン
（ cathelicidin） 由 来 の 抗 菌 ペ プ チ ド ま た は そ の 誘 導 体 （ Ａ １ ４ １ ６ ／ ２ ０ ０ ０ 、 参 照 の
た め 本 明 細 書 中 に 引 用 す る ） 、 と り わ け 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト 、 ウ シ ま た は マ ウ ス の
カ テ リ シ ジ ン に 由 来 す る 抗 菌 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
天 然 の 採 取 源 に 由 来 す る ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 と し て は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － Ｒ Ｅ Ｖ ま た は Ｈ Ｉ Ｖ －
Ｔ Ａ Ｔ 由 来 の カ チ オ ン 性 ペ プ チ ド 、 ア ン テ ナ ペ デ ィ ア （ antennapedia） ペ プ チ ド 、 キ ト サ
ン ま た は キ ト サ ン の 他 の 誘 導 体 ま た は 生 化 学 的 な 製 造 ま た は 組 換 え 製 造 に よ り こ れ ら ペ プ
チ ド ま た は タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 他 の ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 他 の 好 ま し い ポ リ カ チ オ ン
性 化 合 物 は 、 カ テ リ ン （ cathelin） ま た は カ テ リ ン の 関 連 物 質 ま た は カ テ リ ン に 由 来 す る
物 質 で あ る 。 た と え ば 、 マ ウ ス カ テ リ ン は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ： Ｎ Ｈ 2 － Ｒ Ｌ Ａ Ｇ Ｌ Ｌ Ｒ Ｋ Ｇ
Ｇ Ｅ Ｋ Ｉ Ｇ Ｅ Ｋ Ｌ Ｋ Ｋ Ｉ Ｇ Ｏ Ｋ Ｉ Ｋ Ｎ Ｆ Ｆ Ｑ Ｋ Ｌ Ｖ Ｐ Ｑ Ｐ Ｅ － Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ を 有 す る ペ プ チ ド
で あ る 。 カ テ リ ン の 関 連 物 質 ま た は カ テ リ ン に 由 来 す る 物 質 は カ テ リ ン 配 列 の 全 部 ま た は
一 部 を 含 み 、 少 な く と も １ ５ ～ ２ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 。 誘 導 体 化 は 、 ２ ０ の 標 準 ア ミ
ノ 酸 以 外 の ア ミ ノ 酸 に よ る 天 然 ア ミ ノ 酸 の 置 換 ま た は 修 飾 を 含 む 。 さ ら に 、 さ ら な る カ チ
オ ン 性 残 基 が そ の よ う な カ テ リ ン 分 子 中 に 導 入 さ れ て よ い 。 こ れ ら カ テ リ ン 分 子 は 、 抗 原
お よ び 本 発 明 に よ る 免 疫 原 性 Ｏ Ｄ Ｎ と 組 み 合 わ せ る の が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 こ れ ら
カ テ リ ン 分 子 は 驚 く べ き こ と に 、 さ ら な る ア ジ ュ バ ン ト を 加 え な く と も 抗 原 に 対 す る ア ジ
ュ バ ン ト と し て 有 効 な こ と が わ か っ た 。 そ れ ゆ え 、 そ の よ う な カ テ リ ン 分 子 は 、 さ ら な る
免 疫 刺 激 物 質 を 用 い た ま た は 用 い な い ワ ク チ ン 製 剤 に お い て 有 効 な ア ジ ュ バ ン ト と し て 用
い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 に 従 っ て 用 い る こ と の で き る 他 の 好 ま し い ポ リ カ チ オ ン 性 物 質 は 、 ３ ～ ７ の 疎 水 性
ア ミ ノ 酸 の リ ン カ ー に よ っ て 隔 て ら れ た 少 な く と も ２ の Ｋ Ｌ Ｋ － モ チ ー フ を 含 む 合 成 ペ プ
チ ド で あ る （ Ａ １ ７ ８ ９ ／ ２ ０ ０ ０ 、 参 照 の た め 本 明 細 書 中 に 引 用 す る ） 。
上 記 の よ う に 、 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 は 本 発 明 に 従 い 、 個 体 の 生 体 中 で の 速 や か な 拡 散 ゆ
え の 副 作 用 が 知 ら れ て い る 薬 剤 と と も に 使 用 す る の が 好 ま し い 。 一 般 に 、 ポ リ カ チ オ ン 性
化 合 物 お よ び ゆ っ く り と 放 出 す る 必 要 の あ る 薬 剤 は 、 同 じ 時 間 に 同 じ 部 位 で い っ し ょ に 投
与 す る 。 本 発 明 に よ る 組 み 合 わ せ 医 薬 に お い て 、 そ の よ う な 薬 剤 は 、 た と え ば ポ リ カ チ オ
ン 性 化 合 物 と 単 に 混 合 す る か 、 ま た は 共 有 結 合 し た 医 薬 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 に 使 用 で き る 炎 症 を 引 き 起 こ す 可 能 性 の あ る 好 ま し い 化 合 物 は 、 免 疫 原 性 の 核 酸 分
子 で あ る 。 哺 乳 動 物 （ お よ び お そ ら く 全 て で は な い に し て も 殆 ど の 脊 椎 動 物 ） の 免 疫 系 は
、 細 菌 を 含 む 下 等 生 物 の Ｄ Ｎ Ａ を 、 お そ ら く 病 原 体 と 宿 主 と の Ｄ Ｎ Ａ の 構 造 上 お よ び 配 列
使 用 上 の 差 異 ゆ え に 認 識 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 と り わ け 、 非 脊 椎 動 物 に 由 来 す る Ｄ Ｎ
Ａ の 短 い ス ト レ ッ チ 、 あ る い は あ る 種 の 塩 基 の 前 後 関 係 で の 非 メ チ ル 化 シ ト シ ン － グ ア ニ
ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｃ ｐ Ｇ ） を 含 む 短 い オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｏ Ｄ Ｎ ） の 形 態 の
も の が 標 的 に さ れ る 。 Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ は 細 菌 Ｄ Ｎ Ａ で は 予 想 さ れ た 頻 度 で 見 出 さ れ る が 、
脊 椎 動 物 Ｄ Ｎ Ａ で は 遥 か に 低 い 頻 度 で し か 見 出 さ れ な い 。 さ ら に 、 非 脊 椎 動 物 （ す な わ ち
、 細 菌 ） の Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ は メ チ ル 化 さ れ て い な い の に 対 し て 脊 椎 動 物 の Ｃ ｐ Ｇ 配 列 は メ
チ ル 化 さ れ て い る 。 そ の よ う な Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ を 含 有 す る Ｏ Ｄ Ｎ （ Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ ） は 、
単 球 お よ び Ｂ 細 胞 を 直 接 活 性 化 す る こ と が で き る 。 そ の 結 果 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ に よ る 単 球
お よ び Ｎ Ｋ 細 胞 の 活 性 化 は 、 Ｔ ｈ １ 型 応 答 の 誘 発 お よ び 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 の 発 生 を 促 進 す
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る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 免 疫 原 性 Ｏ Ｄ Ｎ は 、 ワ ク チ ン ア ジ ュ バ ン ト と し て 用 い て 特 定 の 抗
原 に 対 す る 抗 体 応 答 を 促 進 す る （ た と え ば 、 Ｅ Ｐ ０ ４ ６ ８ ５ ２ ０ Ａ ２ 、 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ０ ２ ５
５ ５ 、 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ １ ６ ２ ４ ７ な ど ） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ は 抗 原 と 組 み 合 わ せ て 動 物 に 投 与 し た 場 合 に 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ 分 子 は 、 所
望 の 作 用 を 開 始 す べ き 投 与 部 位 に お い て 有 効 な 最 小 濃 度 を 達 成 す る こ と な く 生 体 中 を 速 や
か に 分 散 す る 。 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 は 、 こ れ ら 分 子 が 直 ち に 分 散 す る の を 抑 制 し 、 注 射
部 位 で の Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 貯 蔵 部 の 生 成 を 誘 発 す る こ と 、 そ の 結 果 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ に よ
っ て 誘 発 さ れ る 抗 原 特 異 的 な イ ン ビ ボ で の 免 疫 応 答 の 非 常 な 長 期 化 と な る こ と 、 を 本 発 明
の 動 物 モ デ ル に よ り 示 す こ と が で き た 。 そ れ ゆ え 、 こ の Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ モ デ ル は 、 ポ リ カ
チ オ ン 性 化 合 物 の 貯 蔵 部 効 果 を 示 す う え で 優 れ て い た 。 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ を 抗 原 と 組 み 合 わ
せ て 注 射 に よ り 投 与 す る と 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ 分 子 は 所 望 の 効 果 の 開 始 が 望 ま れ る 投 与 部 に
有 効 な 最 小 濃 度 を も た ら す こ と な く 生 体 中 を 速 や か に 分 散 す る 。 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 は
、 こ れ ら 分 子 が 直 ち に 拡 散 す る の を 抑 制 し 、 注 射 部 位 で の 抗 原 お よ び Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 貯
蔵 部 の 生 成 を 誘 発 す る こ と 、 そ の 結 果 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ に よ っ て 誘 発 さ れ る 抗 原 特 異 的 な
イ ン ビ ボ で の 免 疫 応 答 の 非 常 な 長 期 化 と な る こ と を 示 す こ と が で き た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
そ れ ゆ え 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 は 、 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 と と も に 適 用 す べ き 医 薬 が さ
ら に 免 疫 原 性 オ リ ゴ デ オ キ シ 核 酸 分 子 （ Ｏ Ｄ Ｎ ） 、 と り わ け Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ を 含 む Ｏ Ｄ Ｎ
（ Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ ） 、 イ ノ シ ン 含 有 Ｏ Ｄ Ｎ （ Ｉ － Ｏ Ｄ Ｎ ） ま た は そ れ ら の 混 合 物 ま た は 組
み 合 わ せ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 。 Ｉ － Ｏ Ｄ Ｎ は 、 た と え ば オ ー ス ト リ ア 特 許 出 願 Ａ １ ９
７ ３ ／ ２ ０ ０ ０ （ 参 照 の た め 本 明 細 書 に 引 用 す る ） に 記 載 さ れ て い る 。 Ｉ － Ｏ Ｄ Ｎ と Ｃ ｐ
Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ と の 混 合 物 も ま た 、 こ れ ら ２ つ の 原 理 の 組 み 合 わ せ 、 た と え ば Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ
を 含 む Ｉ － Ｏ Ｄ Ｎ と 同 様 に 提 供 で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 に よ る 貯 蔵 部 効 果 の 誘 発 は 、 も ち ろ ん 、 所 定 の 投 与 部 位 で 局 所 的 に 作 用 す る 必 要 の
あ る 薬 理 学 的 に 活 性 な 物 質 の 場 合 に 望 ま し い 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 は 、 局 所 的 に 作 用 す べ き
で あ る の に こ の 部 位 か ら 拡 散 や 輸 送 プ ロ セ ス に よ っ て 生 体 中 を 容 易 に 輸 送 お よ び 拡 散 さ れ
て し ま う 物 質 の 場 合 に 特 に 有 利 で あ る 。 そ の よ う な 物 質 と し て は 、 抗 原 、 ア レ ル ゲ ン 、 サ
イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 免 疫 刺 激 性 の 核 酸 、 細 胞 毒 性 の 薬 剤 ま た は 抗 血 管 形 成 剤 ま た は
創 傷 の 治 癒 に 必 要 な 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 は 、 さ も な い と 投 与 部 位 か ら 速 や か に 拡 散 し て し ま う 物 質 、 す な わ
ち 、 と り わ け 投 与 部 位 に 関 し て か な り 短 い 薬 理 学 的 半 減 期 を 有 す る 物 質 と 組 み 合 わ せ た ポ
リ カ チ オ ン 性 物 質 の 使 用 に 関 す る 。 そ れ ゆ え 、 速 や か に 拡 散 す る 好 ま し い 物 質 は 、 と り わ
け 投 与 部 位 に お い て １ ０ 分 未 満 、 さ ら に 好 ま し く は ５ 分 未 満 、 特 に １ 分 未 満 の 薬 理 学 的 半
減 期 （ 物 質 の 濃 度 の 半 減 ） を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
好 ま し く は 、 貯 蔵 部 効 果 を 達 成 す る た め に ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 と と も に 投 与 す べ き そ の
よ う な 物 質 は 、 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 に 対 し て あ る 種 の 親 和 性 、 す な わ ち 、 疎 水 性 相 互 作
用 、 水 素 架 橋 、 静 電 的 相 互 作 用 、 極 性 ま た は 非 極 性 の 相 互 作 用 を 示 す 。 も ち ろ ん 、 貯 蔵 部
効 果 は 組 み 合 わ せ 医 薬 製 剤 中 で の 各 成 分 の 共 有 結 合 に よ っ て も 達 成 さ れ る が 、 薬 剤 と ポ リ
カ チ オ ン 性 化 合 物 と の 非 共 有 的 相 互 作 用 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 お よ び Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ と 抗 原 と の 同 時 投 与 は 、 ポ リ カ チ オ ン 性 化 合
物 な し で 注 射 し た と き に 比 べ て 抗 原 特 異 的 な 免 疫 応 答 の 誘 発 を 強 力 か つ 相 乗 的 に 促 進 す る
こ と が 知 ら れ て い る （ Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｅ Ｐ ０ １ ／ ０ ０ ０ ８ ７ ） 。 そ れ は 、 排 液 し た リ ン パ 節 か ら
単 離 し た Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 細 胞 が 多 数 で あ る こ と に 反 映 さ れ て い る （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ Ｏ Ｔ ア ッ セ
イ ） 。 上 記 に 記 載 し た よ う に 、 本 発 明 に 従 い 、 抗 原 お よ び ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 （ 一 例 と
し て ポ リ ア ル ギ ニ ン ｐ Ｒ ６ ０ を 使 用 ） と Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ と の 混 合 物 の １ 回 の 注 射 後 に 誘 発
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さ れ た こ の 強 い 局 所 免 疫 応 答 （ 第 ４ 日 目 ／ 排 液 し た リ ン パ 節 細 胞 ） が 、 非 常 に 長 期 間 に わ
た っ て 持 続 す る 全 身 的 な 免 疫 応 答 に 変 わ る こ と を 示 す こ と が で き た 。 本 発 明 に 従 い 、 Ｃ ｐ
Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ な ど の 物 質 が ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 と 複 合 体 を 形 成 す る 能 力 を 、 そ の よ う な 化
合 物 の 全 身 的 な 分 布 お よ び そ の 後 の 速 や か な 再 吸 収 を 防 ぐ の に 用 い 、 そ れ に よ っ て そ の よ
う な 物 質 の 特 性 の 強 力 な 長 期 化 、 た と え ば Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 免 疫 刺 激 特 性 の 長 期 化 を も た
ら す こ と が で き る 。 さ ら に 、 全 身 的 な 分 布 を 防 ぐ こ と は 、 免 疫 刺 激 剤 の 有 害 な 潜 在 的 で 全
身 的 な 副 作 用 の 誘 発 を 回 避 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ お よ び ポ リ カ チ オ ン 性 ペ プ チ ド を 用 い た こ の モ デ ル は 、 実 施 例 の セ ク シ ョ
ン で さ ら に 記 載 お よ び 分 析 す る 。 さ ら に 、 分 析 可 能 な 医 薬 標 的 を 提 供 す る た め 、 卵 ア ル ブ
ミ ン 由 来 ペ プ チ ド （ Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 ） を モ デ ル 化 合 物 （ モ デ ル 抗 原 ） と し て 用 い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 は ま た 、 イ ン ビ ボ で 遅 延 し て 放 出 す る 必 要 の あ る 薬 剤 で 患 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ
て 、 該 薬 剤 を 、 該 薬 剤 の 貯 蔵 部 効 果 を 誘 発 す る の に 有 効 な 量 の ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 と と
も に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
投 与 す べ き ポ リ カ チ オ ン 性 化 合 物 の 量 は 、 個 々 の 組 成 物 の 必 要 性 お よ び 場 合 に よ り ポ リ カ
チ オ ン 性 ポ リ マ ー と と も に 投 与 す べ き 医 薬 に 大 き く 依 存 す る 。 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン お よ
び ポ リ － Ｌ － リ ジ ン の 場 合 、 ポ リ カ チ オ ン の 好 ま し い 量 は 、 ０ .０ ０ １ ～ １ ０ ０ ０ μ ｇ ／
投 与 単 位 、 さ ら に 好 ま し く は ０ .１ ～ １ ０ ｍ ｇ ／ 投 与 量 、 と り わ け 約 ０ .１ ｍ ｇ ／ ２ ０ ｇ 体
重 （ マ ウ ス ） か ま た は そ れ 以 上 ま た は ヒ ト の 等 価 量 で あ る 。
本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 お よ び 図 面 に よ り さ ら に 詳 細 に 記 載 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら 特 定 の
態 様 に 限 ら れ る わ け で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の 実 施 例 で は 、 抗 原 と ｐ Ｒ ６ ０ お よ び Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 混 合 物 と の １ 回 の 注 射 の 後
に 誘 発 さ れ た 強 い 局 所 的 な 免 疫 応 答 （ 第 ４ 日 目 ／ 排 液 リ ン パ 節 細 胞 ） が 、 最 も 重 要 な こ と
に は 非 常 に 長 期 間 に わ た っ て 持 続 す る 全 身 的 な 免 疫 応 答 に 変 わ る こ と が 示 さ れ る （ 実 施 例
１ ） 。 注 射 の 第 ３ ７ ２ 日 目 （ 分 析 し た 最 も 遅 い 時 点 ） で さ え も 、 １ ０ ０ 万 の 末 梢 血 リ ン パ
球 当 た り 約 ５ ０ ０ の 抗 原 特 異 的 な Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 Ｔ 細 胞 を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 効
果 に 対 す る 一 つ の 可 能 な 説 明 は 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン と の Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 複 合 体 形 成
が 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 全 身 的 な 分 布 お よ び そ の 後 の Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 速 や か な 再 吸 収 を 防
ぐ と い う も の で あ る 。 そ れ ゆ え 、 こ の こ と は Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 免 疫 刺 激 特 性 の 強 力 な 長 期
化 と い う 結 果 と な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
こ の 仮 定 を 調 べ る た め 、 蛍 光 標 識 し た 化 合 物 を い っ し ょ に マ ウ ス の 横 腹 に 皮 下 注 射 し た 。
こ の 処 理 後 の 異 な る 時 点 で 注 射 部 位 を 標 識 化 合 物 の 存 在 に つ い て 調 べ た 。 実 施 例 ２ ａ お よ
び 実 施 例 ２ ｂ で は 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド （ 非 標 識 ） 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン － Ｆ Ｉ
Ｔ Ｃ （ 黄 色 ） お よ び Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ （ 青 色 ） を 注 射 に 用 い た 。 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 －
ペ プ チ ド を ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ と と も に 注 射 し た 後 、 注 射 部 位 に 貯 蔵 部 （ de
pot） の 生 成 を 検 出 す る こ と が で き た 。 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド を Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ
５ と と も に 注 射 す る と 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ の 全 皮 膚 に わ た る 分 布 と い う 結 果 と な っ
た （ 実 施 例 ２ ａ ） 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 に よ っ て 同 時 に 決 定 さ れ る よ う に （ 実 施 例 ２ ｂ ） 、 Ｃ ｐ
Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ は ま た 二 次 リ ン パ 性 臓 器 （ 排 液 し た リ ン パ 節 、 脾 臓 ） お よ び 非 リ ン パ
性 組 織 （ 肺 、 肝 臓 、 腎 臓 、 心 臓 ） で も 検 出 す る こ と が で き る 。 対 照 的 に 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4

－ ペ プ チ ド お よ び Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ を ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ と と も に 注
射 し た と き に は 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ は ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン に よ っ て 生 成 さ れ る 貯
蔵 部 に 限 ら れ て い た （ 実 施 例 ２ ａ ） 。 こ れ ら マ ウ ス か ら の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 （ 実 施 例 ２ ｂ ） か
ら 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ が 注 射 部 位 で の 貯 蔵 部 に ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン に よ っ て 捕 捉
さ れ る と い う 事 実 の た め に Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ は 末 梢 で は 検 出 で き な い こ と を 明 ら か
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に し た 。 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ お よ び Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ の 両 者 が こ の 貯
蔵 部 に 注 射 後 の 少 な く と も 第 ９ ２ 日 目 ま で （ 分 析 し た 最 も 遅 い 時 点 ） 検 出 す る こ と が で き
る 。 こ の 観 察 は 、 ペ プ チ ド お よ び ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン と Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ と の 組 み 合 わ せ
が ペ プ チ ド お よ び ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン の 組 み 合 わ せ に 比 べ て 貯 蔵 部 で の は る か に 一 層 長
期 間 の 存 在 に 導 い た こ と を 意 味 し て い る 。 実 施 例 ３ で は 、 Ｔ Ｒ Ｐ － ２ 1 8 1 - 1 8 8 － ペ プ チ ド
－ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ 黄 色 ） 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン － Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ （ 赤 色 － バ イ オ レ ッ ト ） 、 Ｃ ｐ
Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ （ 青 色 ） を 注 射 に 用 い た 。 Ｔ Ｒ Ｐ － ２ 1 8 1 - 1 8 8 － ペ プ チ ド － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ
を 単 独 か ま た は Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ と 組 み 合 わ せ て 注 射 し た と き に は 、 該 ペ プ チ ド は
第 ４ 日 目 に 注 射 部 位 で 検 出 す る こ と が で き な か っ た 。 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン － Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ
単 独 の 注 射 は 、 全 皮 膚 に わ た る 分 布 と い う 結 果 と な っ た 。 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ を 単 独
か ま た は Ｔ Ｒ Ｐ － ２ 1 8 1 - 1 8 8 － ペ プ チ ド － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ と 組 み 合 わ せ て 注 射 す る と 、 Ｃ ｐ Ｇ －
Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ の 全 皮 膚 に わ た る 分 布 と い う 結 果 と な っ た 。 こ の 実 験 は ま た 、 ポ リ － Ｌ －
ア ル ギ ニ ン を 少 な く と も １ つ の さ ら な る 分 子 （ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ ）
と と も に 注 射 し た と き に ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン が 貯 蔵 部 の 生 成 を 誘 発 し た こ と を も 示 し て
い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
そ れ ゆ え 、 こ れ ら 知 見 は 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン が 、 他 の 化 合 物 （ 抗 原 お よ び ／ ま た は 免
疫 刺 激 性 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ ） が 保 持 さ れ て い る 注 射 部 位 で の 貯 蔵 部 を 誘 発 す る こ と を 意 味 し
て い る 。 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン お よ び Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 同 時
注 射 の 場 合 、 こ の 貯 蔵 部 か ら の ペ プ チ ド お よ び Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 両 者 の ゆ っ く り と し た 放
出 は 、 お そ ら く 補 助 細 胞 の 持 続 的 な 活 性 化 お よ び そ の 後 の Ｔ 細 胞 の 持 続 的 な 刺 激 に よ る も
の で あ る 。 そ の 結 果 、 こ の こ と が １ 回 の 注 射 後 に 末 梢 で 観 察 さ れ た 多 数 の 抗 原 特 異 的 Ｔ 細
胞 の 長 期 間 持 続 す る 存 在 に 導 く の で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ は 、 そ の 強 力 な 免 疫 刺 激 作 用 に 加 え 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α や Ｉ Ｌ － ６ な ど の 炎 症 促
進 性 サ イ ト カ イ ン の 多 量 の 全 身 的 放 出 を 誘 発 す る （ こ の こ と は シ ョ ッ ク 症 候 群 を 誘 発 し う
る （ Sparwasser 1997, Lipford 1997） ） 点 で 潜 在 的 に 有 害 な 副 作 用 を 有 す る こ と が 記 載
さ れ て い る 。 実 施 例 ２ ａ 、 実 施 例 ２ ｂ お よ び 実 施 例 ３ に 記 載 す る よ う に 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ
は ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン と 組 み 合 わ せ て 注 射 し た 場 合 に は 全 身 的 に は 存 在 し な い 。 そ れ ゆ
え 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン の 同 時 投 与 が Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ に よ っ て 誘 発 さ れ る Ｔ Ｎ Ｆ － α お
よ び Ｉ Ｌ － ６ の 全 身 的 な 産 生 に 影 響 を 及 ぼ す か 否 か を 調 べ た 。 両 サ イ ト カ イ ン の 血 清 レ ベ
ル を 注 射 １ 時 間 後 に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 決 定 し た 。 実 施 例 ４ は 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド
単 独 の 注 射 も ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン と 組 み 合 わ せ た 注 射 も と も に 血 清 中 の 有 意 の 量 の Ｔ Ｎ
Ｆ － α お よ び Ｉ Ｌ － ６ の 誘 発 に 導 く こ と は な か っ た が 、 一 方 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド
を Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ と 組 み 合 わ せ て 注 射 す る と 高 濃 度 の 両 サ イ ト カ イ ン を 誘 発 す る こ と を 示
し て い る 。 し か し な が ら 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド を ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン お よ び Ｃ ｐ
Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ と と も に 同 時 投 与 す る と 、 こ の Ｔ Ｎ Ｆ － α お よ び Ｉ Ｌ － ６ の 全 身 的 産 生 は 完 全
に 排 除 さ れ た 。 そ れ ゆ え 、 こ れ ら の デ ー タ を 実 施 例 ２ お よ び 実 施 例 ３ に 示 す 知 見 と 合 わ せ
る と 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン に よ っ て 媒 体 さ れ た 貯 蔵 部 の 生 成 に よ る Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 局
所 化 が 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 全 身 分 布 お よ び そ の 後 の 炎 症 促 進 性 サ イ ト カ イ ン の 全 身 的 放 出
を 防 い で い る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
こ れ と 平 行 し て 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン に よ る Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 複 合 体 形 成 が 、 Ｔ Ｎ Ｆ －
α お よ び Ｉ Ｌ － ６ の 産 生 に 関 し て Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ に よ る マ ウ ス 骨 髄 由 来 Ｃ Ｄ １ １ ｃ + 樹 状
細 胞 の 刺 激 に も 直 接 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き る か 否 か を 解 明 す べ く イ ン ビ ト ロ 実 験 を 行 っ
た 。 こ の 目 的 の た め 、 Ｃ Ｄ １ １ ｃ + 樹 状 細 胞 を ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ 、
ま た は ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン と Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ と の 組 み 合 わ せ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し
た （ 実 施 例 ５ ） 。 こ れ ら 培 養 液 か ら の 上 澄 み 液 中 の Ｔ Ｎ Ｆ － α お よ び Ｉ Ｌ － ６ の レ ベ ル を
決 定 し た 。 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に は Ｔ Ｎ Ｆ － α お よ び Ｉ
Ｌ － ６ の い ず れ も 検 出 す る こ と が で き な か っ た が 、 一 方 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ と と も に イ ン キ
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ュ ベ ー ト し た 後 に は 有 意 の 量 の 両 サ イ ト カ イ ン が 産 生 さ れ る 。 印 象 的 に も 、 ポ リ － Ｌ － ア
ル ギ ニ ン の 存 在 は こ れ ら 細 胞 に よ る Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ に よ っ て 誘 発 さ れ る Ｔ Ｎ Ｆ － α お よ び
Ｉ Ｌ － ６ の 産 生 を 抑 制 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
そ れ ゆ え 、 こ れ ら 結 果 は 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン に よ る Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 複 合 体 生 成 が 、
炎 症 促 進 性 サ イ ト カ イ ン の 全 身 的 な 放 出 の み な ら ず 局 所 的 な 放 出 を も 抑 制 す る こ と を 示 し
て い る 。 そ の 結 果 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン の こ れ ら 有 利 な 作 用 は 、 お そ ら く 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ
Ｄ Ｎ に よ っ て 誘 発 さ れ た 制 御 さ れ ず か つ 過 剰 な 全 身 的 お よ び 局 所 的 な 免 疫 応 答 を 防 ぐ も の
で あ る 。
さ ら に 、 イ ン ビ ト ロ の 実 験 は 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン が ヒ ト 樹 状 細 胞 に よ る ポ リ イ ノ シ ン
酸 － ポ リ シ チ ジ ン 酸 に よ っ て 誘 発 さ れ る 炎 症 促 進 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 を も 抑 制 す る こ と
を 明 ら か に し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
そ れ ゆ え 、 こ れ ら の 観 察 は 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン の 一 般 的 な 抗 炎 症 作 用 を 示 唆 し て い る
。 免 疫 原 性 で あ る が 潜 在 的 に 有 害 な 物 質 の 投 与 の リ ス ク は 、 お そ ら く 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ
ニ ン の 同 時 投 与 に よ っ て 最 小 に す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 物 質 の 速 や か な 全 身 分 布 は
、 全 て の 化 合 物 が 捕 捉 さ れ た 貯 蔵 部 を 生 成 す る ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン の 特 性 に よ っ て 防 ぐ
こ と が で き る 。 さ ら に 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン に よ る こ れ ら 物 質 の 複 合 体 生 成 は 、 た と え
ば 、 毒 性 量 の 炎 症 促 進 性 サ イ ト カ イ ン の 局 所 放 出 を 抑 制 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
実 施 例 １ ：
卵 ア ル ブ ミ ン － ペ プ チ ド ／ ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン （ ｐ Ｒ ６ ０ ） ／ Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ の 組 み 合
わ せ 投 与 は 全 身 的 か つ 非 常 に 長 期 間 に わ た っ て 持 続 す る 強 い 抗 原 特 異 的 な 免 疫 応 答 の 誘 発
に 導 く
マ ウ ス ： Ｃ ５ ７ Ｂ １ ／ ６ （ Harlan/Olac）
ペ プ チ ド ： ニ ワ ト リ 卵 ア ル ブ ミ ン の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ （ Ｈ － ２ Ｋ ｂ ） 拘 束 エ ピ ト ー プ で あ る
Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド （ Ｓ Ｉ Ｉ Ｎ Ｆ Ｅ Ｋ Ｌ ） (Rotzschke, O.ら 、 Eur. J. Immunol. 19
91 21(11): 2891-4） を 標 準 固 相 Ｆ － ｍ ｏ ｃ 合 成 法 を 用 い て 合 成 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製 し 、 つ
い で 純 度 を マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ り 分 析 し た 。 投 与 量 ： ３ ０ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
ポ リ Ｌ － ア ル ギ ニ ン ６ ０ （ ｐ Ｒ ６ ０ ） ： 平 均 重 合 度 が ６ ０ ア ル ギ ニ ン 残 基 の ポ リ Ｌ － ア ル
ギ ニ ン ； SIGMA chemicals。 投 与 量 ： １ ０ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス 。
Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ６ ８ ： Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ ： tcc atg acg ttc ctg atg ctを 含 む チ オ ホ ス
フ ェ ー ト 修 飾 オ リ ゴ ジ ヌ ク レ オ チ ド ： NAPS GmbH、 ゲ ッ チ ン ゲ ン に よ り 合 成 。 投 与 量 ： ５
ナ ノ モ ル ／ マ ウ ス 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
実 験 群 （ １ 群 ５ 匹 の マ ウ ス ）
１ ． Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド  ＋  Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ  ＋  ｐ Ｒ ６ ０
２ ． Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド  ＋  Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ
３ ． Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド  ＋  ｐ Ｒ ６ ０
【 ０ ０ ３ ８ 】
第 ０ 日 目 に マ ウ ス の 後 肢 に 上 記 化 合 物 を 含 む 全 量 １ ０ ０ μ ｌ （ 各 足 当 た り ５ ０ μ ｌ ） を 注
射 し た 。 所 定 の 時 点 で 尾 静 脈 に よ り 採 血 し 、 末 梢 血 リ ン パ 球 （ Ｐ Ｂ Ｌ Ｓ ） を フ ィ コ ー ル 勾
配 を 用 い て 単 離 し た 。 Ｐ Ｂ Ｌ Ｓ を 、 ワ ク チ ン 接 種 に 用 い た 抗 原 、 培 地 （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
） お よ び コ ン カ ナ バ リ ン Ａ （ 正 の 対 照 ） で エ ク ス ビ ボ 刺 激 し た 。 Ｉ Ｆ Ｎ － γ － Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ｐ
Ｏ Ｔ を 記 載 に 従 っ て （ Miyahiraら 、 1995） 行 っ た 。 こ の 方 法 は 、 抗 原 特 異 的 な Ｔ 細 胞 の 定
量 を す る た め に 広 く 用 い ら れ て い る 手 順 で あ る 。 単 一 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 Ｔ 細 胞 を 表 す ス ポ
ッ ト を カ ウ ン ト し 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ス ポ ッ ト の 数 を 全 試 料 か ら 差 し 引 い た 。 Ｃ ｏ ｎ Ａ で
刺 激 し た 後 に 多 く の ス ポ ッ ト が 検 出 さ れ （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 、 使 用 し た リ ン パ 球 が
良 好 な 状 態 に あ る こ と を 示 し て い た 。 マ ウ ス の 各 実 験 群 に つ い て 図 １ に ス ポ ッ ト 数 ／ １ ×
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１ ０ 6 細 胞 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
実 施 例 ２ ａ ：
ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン は 注 射 部 位 に 貯 蔵 部 の 生 成 を 誘 発 す る
マ ウ ス ： Ｃ ５ ７ Ｂ １ ／ ６ （ Harlan/Olac）
ペ プ チ ド ： ニ ワ ト リ 卵 ア ル ブ ミ ン の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ （ Ｈ － ２ Ｋ ｂ ） 拘 束 エ ピ ト ー プ で あ る
Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド （ Ｓ Ｉ Ｉ Ｎ Ｆ Ｅ Ｋ Ｌ ） (Rotzschke, O.ら 、 Eur. J. Immunol. 19
91 21(11): 2891-4） を 標 準 固 相 Ｆ － ｍ ｏ ｃ 合 成 法 を 用 い て 合 成 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製 し 、 つ
い で 純 度 を マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ り 分 析 し た 。 投 与 量 ： ３ ０ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
ポ リ Ｌ － ア ル ギ ニ ン ６ ０ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ ｐ Ｒ ６ ０ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） ： 平 均 重 合 度 が ６ ０ ア ル ギ ニ
ン 残 基 の ポ リ Ｌ － ア ル ギ ニ ン ； SIGMA chemicals。 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン の フ ル オ レ セ イ
ン （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 標 識 の た め 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン を ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .９ ）
に 溶 解 し た （ １ ０ ｍ ｇ ／ ５ ０ ０ μ ｌ ） 。 こ の ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン 溶 液 に 等 量 の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ
中 の ５ 倍 モ ル 過 剰 の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ Molecular Probes、 ユ ー ジ ー ン 、 オ レ ゴ ン ） を 加 え た 。 溶
液 を 室 温 、 暗 所 で ２ .５ 時 間 保 持 し た 。 こ の 混 合 物 を Ｐ Ｄ １ ０ カ ラ ム （ Pharmacia、 ウ プ サ
ラ 、 ス ウ ェ ー デ ン ） に か け 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .９ ） を 溶 出 液 と し て 用 い て 未
反 応 の 染 料 を 分 離 し た 。 つ い で 、 溶 液 を ２ × ５ リ ッ ト ル の aqua dest.（ ｐ Ｈ ７ .４ ； ０ .１
Ｍ  Ｈ Ｃ ｌ ） に 対 し て 一 夜 、 透 析 し た 。 凍 結 乾 燥 後 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ を aqu
a bidest.に １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 に て 溶 解 し た 。 投 与 量 ： １ ０ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス 。
Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ６ ８ － Ｃ ｙ ５ ： Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ ： tcc atg acg ttc ctg atg ctを 含 む
チ オ ホ ス フ ェ ー ト 修 飾 、 Ｃ ｙ ５ － 標 識 オ リ ゴ ジ ヌ ク レ オ チ ド ： NAPS GmbH、 ゲ ッ チ ン ゲ ン
に よ り 合 成 。 投 与 量 ： ５ ナ ノ モ ル ／ マ ウ ス 。
【 ０ ０ ４ １ 】
実 験 群 （ １ 匹 の マ ウ ス ／ １ 群 ／ 指 定 し た 時 点 、 ３ 匹 の マ ウ ス ／ ２ ～ ４ 群 ／ 指 定 し た 時 点 ）
１ ． 処 理 せ ず
２ ． Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド  ＋  ｐ Ｒ ６ ０ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ
３ ． Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド  ＋  Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ８ ８ － Ｃ ｙ ５
４ ． Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド  ＋  ｐ Ｒ ６ ０ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ  ＋  Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ８ ８ － Ｃ
ｙ ５
第 ０ 日 目 に マ ウ ス の 右 横 腹 に 上 記 化 合 物 を 含 む 全 容 量 １ ０ ０ μ ｌ を 皮 下 注 射 し た 。 注 射 後
、 所 定 の 時 点 で 被 験 動 物 を 屠 殺 し 、 注 射 部 位 の 写 真 を 撮 っ た （ 図 ２ ａ ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
実 施 例 ２ ｂ ：
ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン の 同 時 投 与 は Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ の 全 皮 膚 に わ た る 分 布 を 抑 制
す る
マ ウ ス ： Ｃ ５ ７ Ｂ １ ／ ６ （ Harlan/Olac）
ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン ６ ０ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ ｐ Ｒ ６ ０ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） ： 平 均 重 合 度 が ６ ０ ア ル ギ
ニ ン 残 基 の ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン ； SIGMA chemicals。 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン の フ ル オ レ
セ イ ン （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 標 識 の た め 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン を ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .
９ ） に 溶 解 し た （ １ ０ ｍ ｇ ／ ５ ０ ０ μ ｌ ） 。 こ の ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン 溶 液 に 等 量 の Ｄ Ｍ
Ｓ Ｏ 中 の ５ 倍 モ ル 過 剰 の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ Molecular Probes、 ユ ー ジ ー ン 、 オ レ ゴ ン ） を 加 え た
。 溶 液 を 室 温 、 暗 所 で ２ .５ 時 間 保 持 し た 。 こ の 混 合 物 を Ｐ Ｄ １ ０ カ ラ ム （ Pharmacia、 ウ
プ サ ラ 、 ス ウ ェ ー デ ン ） に か け 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .９ ） を 溶 出 液 と し て 用 い
て 未 反 応 の 染 料 を 分 離 し た 。 つ い で 、 溶 液 を ２ × ５ リ ッ ト ル の aqua dest.（ ｐ Ｈ ７ .４ ；
０ .１ Ｍ  Ｈ Ｃ ｌ ） に 対 し て 一 夜 、 透 析 し た 。 凍 結 乾 燥 後 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ
を aqua bidest.に １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 に て 溶 解 し た 。 投 与 量 ： １ ０ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス 。
Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ６ ８ － Ｃ ｙ ５ ： Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ ： tcc atg acg ttc ctg atg ctを 含 む
チ オ ホ ス フ ェ ー ト 修 飾 、 Ｃ ｙ ５ － 標 識 オ リ ゴ ジ ヌ ク レ オ チ ド ： NAPS GmbH、 ゲ ッ チ ン ゲ ン
に よ り 合 成 。 投 与 量 ： ５ ナ ノ モ ル ／ マ ウ ス 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ６ ８ － Ｃ ｙ ５ ： Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ ： tcc atg acg ttc ctg atg ctを 含 む
チ オ ホ ス フ ェ ー ト 修 飾 、 Ｃ ｙ ５ － 標 識 オ リ ゴ ジ ヌ ク レ オ チ ド ： NAPS GmbH、 ゲ ッ チ ン ゲ ン
に よ り 合 成 。 投 与 量 ： ５ ナ ノ モ ル ／ マ ウ ス 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
実 験 群 （ １ 匹 の マ ウ ス ／ １ 群 ／ 指 定 し た 時 点 、 ３ 匹 の マ ウ ス ／ ２ ～ ４ 群 ／ 指 定 し た 時 点 ）
１ ． 処 理 せ ず
２ ． Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ８ ８ － Ｃ ｙ ５
３ ． ｐ Ｒ ６ ０ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ  ＋  Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ８ ８ － Ｃ ｙ ５
マ ウ ス の 右 横 腹 に 上 記 化 合 物 を 含 む 全 容 量 １ ０ ０ μ ｌ を 皮 下 注 射 し た 。 注 射 １ 日 後 に 被 験
動 物 を 屠 殺 し 、 二 次 リ ン パ 性 臓 器 （ 排 液 リ ン パ 節 、 脾 臓 ） 並 び に 非 リ ン パ 性 組 織 （ 肺 、 肝
臓 、 腎 臓 、 心 臓 ） か ら Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 を 行 っ た （ 図 ２ ｂ ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
実 施 例 ３ ：
ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン は 少 な く と も １ つ の さ ら な る 分 子 と 同 時 に 注 射 し た と き に 注 射 部 位
で の 貯 蔵 部 の 生 成 を 誘 発 す る
マ ウ ス ： Ｃ ５ ７ Ｂ １ ／ ６ （ Harlan/Olac）
ペ プ チ ド ： マ ウ ス チ ロ シ ナ ー ゼ 関 連 タ ン パ ク 質 － ２ の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ （ Ｈ － ２ Ｋ ｂ ） 拘 束
エ ピ ト ー プ で あ る Ｔ Ｒ Ｐ － ２ － ペ プ チ ド （ Ｖ Ｙ Ｄ Ｆ Ｆ Ｖ Ｗ Ｌ ） (Bloom, M. B.ら 、 J. Exp.
 Med. 1997 185, 453-459） を 標 準 固 相 Ｆ － ｍ ｏ ｃ 合 成 法 を 用 い て 合 成 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製
し 、 つ い で 純 度 を マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ り 分 析 し た 。 フ ル オ レ セ イ ン （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ）
標 識 の た め 、 Ｔ Ｒ Ｐ － ２ 1 8 1 - 1 8 8 － ペ プ チ ド を １ ｍ Ｍ ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ７ .９ ） に 溶
解 し た 。 こ の ペ プ チ ド 溶 液 に 等 量 の Ｄ Ｍ Ｆ 中 の ８ 倍 モ ル 過 剰 の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ Molecular Prob
es、 ユ ー ジ ー ン 、 オ レ ゴ ン ） を 加 え た 。 溶 液 を 室 温 で ４ 時 間 保 持 し た 。 こ の 混 合 物 を Ｇ ２
５ ゲ ル 濾 過 カ ラ ム （ Pharmacia、 ウ プ サ ラ 、 ス ウ ェ ー デ ン ） に か け 、 水 中 の ０ .１ ％ Ｔ Ｆ Ａ
を 溶 出 液 と し て 用 い て 未 反 応 の 染 料 を 分 離 し た 。 ペ プ チ ド １ モ ル 当 た り ２ モ ル の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ
が 導 入 さ れ て い た （ Ｎ 末 端 、 リ ジ ン の 側 鎖 ） 。 投 与 量 ： １ ０ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン ６ ０ － Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ （ ｐ Ｒ ６ ０ － Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ ） ： 平 均 重 合 度 が ６ ０ ア
ル ギ ニ ン 残 基 の ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン ； SIGMA chemicals。 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン の Ｔ Ｒ
Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 の た め 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン を ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .９ ） に 溶 解 し
た （ １ ０ ｍ ｇ ／ ５ ０ ０ μ ｌ ） 。 こ の ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン 溶 液 に 等 量 の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 中 の ５ 倍
モ ル 過 剰 の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ Molecular Probes、 ユ ー ジ ー ン 、 オ レ ゴ ン ） を 加 え た 。 溶 液 を 室 温
、 暗 所 で ２ .５ 時 間 保 持 し た 。 こ の 混 合 物 を Ｐ Ｄ １ ０ カ ラ ム （ Pharmacia、 ウ プ サ ラ 、 ス ウ
ェ ー デ ン ） に か け 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ .９ ） を 溶 出 液 と し て 用 い て 未 反 応 の 染
料 を 分 離 し た 。 つ い で 、 溶 液 を ２ × ５ リ ッ ト ル の aqua dest.（ ｐ Ｈ ７ .４ ； ０ .１ Ｍ  Ｈ Ｃ
ｌ ） に 対 し て 一 夜 、 透 析 し た 。 凍 結 乾 燥 後 、 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン － Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ を aqua b
idest.に １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 に て 溶 解 し た 。 投 与 量 ： １ ０ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ６ ８ － Ｃ ｙ ５ ： Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ ： tcc atg acg ttc ctg atg ctを 含 む
チ オ ホ ス フ ェ ー ト 修 飾 、 Ｃ ｙ ５ － 標 識 オ リ ゴ ジ ヌ ク レ オ チ ド ： NAPS GmbH、 ゲ ッ チ ン ゲ ン
に よ り 合 成 。 投 与 量 ： ５ ナ ノ モ ル ／ マ ウ ス 。
実 験 群 （ １ 匹 の マ ウ ス ／ 第 １ 群 ／ 指 定 し た 時 点 、 ３ 匹 の マ ウ ス ／ ２ ～ ４ 群 ／ 指 定 し た 時 点
）
１ ． 処 理 せ ず
２ ． Ｔ Ｒ Ｐ － ２ 1 8 1 - 1 8 8 － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ
３ ． ｐ Ｒ ６ ０ － Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ
４ ． Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ８ ８ － Ｃ ｙ ５
５ ． Ｔ Ｒ Ｐ － ２ 1 8 1 - 1 8 8 － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ  ＋  ｐ Ｒ ６ ０ － Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ
６ ． Ｔ Ｒ Ｐ － ２ 1 8 1 - 1 8 8 － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ  ＋  Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ８ ８ － Ｃ ｙ ５
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７ ． ｐ Ｒ ６ ０ － Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ  ＋  Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ８ ８ － Ｃ ｙ ５
８ ． Ｔ Ｒ Ｐ － ２ 1 8 1 - 1 8 8 － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ  ＋  ｐ Ｒ ６ ０ － Ｔ Ｒ Ｉ Ｔ Ｃ  ＋  Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ８
８ － Ｃ ｙ ５
第 ０ 日 目 に マ ウ ス の 右 横 腹 に 上 記 化 合 物 を 含 む 全 容 量 １ ０ ０ μ ｌ を 皮 下 注 射 し た 。 注 射 後
、 第 ４ 日 目 に 被 験 動 物 を 屠 殺 し 、 注 射 部 位 の 写 真 を 撮 っ た （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
実 施 例 ４ ：
ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン の 同 時 注 射 は Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ に よ っ て 誘 発 さ れ る Ｔ Ｎ Ｆ － α お よ び
Ｉ Ｌ － ６ の 全 身 的 な 産 生 を イ ン ビ ボ で 防 ぐ
マ ウ ス ： Ｃ ５ ７ Ｂ １ ／ ６ （ Harlan/Olac）
ペ プ チ ド ： ニ ワ ト リ 卵 ア ル ブ ミ ン の Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ （ Ｈ － ２ Ｋ ｂ ） 拘 束 エ ピ ト ー プ で あ る
Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 （ Ｓ Ｉ Ｉ Ｎ Ｆ Ｅ Ｋ Ｌ ） (Rotzschkeら 、 1991） を 標 準 固 相 Ｆ － ｍ ｏ ｃ 合 成 法
を 用 い て 合 成 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製 し 、 つ い で 純 度 を マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ り 分 析 し た
。 投 与 量 ： ３ ０ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
ポ リ Ｌ － ア ル ギ ニ ン ６ ０ （ ｐ Ｒ ６ ０ ） ： 平 均 重 合 度 が ６ ０ ア ル ギ ニ ン 残 基 の ポ リ Ｌ － ア ル
ギ ニ ン ； SIGMA chemicals。 投 与 量 ： １ ０ ０ μ ｇ ／ マ ウ ス 。
Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ６ ８ ： Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ ： TCC ATG ACG TTC CTG ATG CTを 含 む チ オ ホ ス
フ ェ ー ト 修 飾 オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ： NAPS GmbH、 ゲ ッ チ ン ゲ ン に よ り 合 成 。 投 与
量 ： ５ ナ ノ モ ル ／ マ ウ ス 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
実 験 群 （ １ 群 ４ 匹 の マ ウ ス ）
１ ． Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4

２ ． ｐ Ｒ ６ ０
３ ． Ｃ ｐ Ｇ １ ６ ６ ８  ＋  Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4

４ ． Ｃ ｐ Ｇ １ ６ ６ ８  ＋  ｐ Ｒ ６ ０  ＋  Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4

【 ０ ０ ５ １ 】
マ ウ ス の 後 肢 に 上 記 化 合 物 を 含 む 全 量 １ ０ ０ μ ｌ （ 各 足 当 た り ５ ０ μ ｌ ） を 注 射 し た 。 注
射 １ 時 間 後 、 尾 静 脈 か ら 採 血 し 、 血 清 を 調 製 し た 。 血 清 中 の 炎 症 促 進 性 サ イ ト カ イ ン で あ
る Ｔ Ｎ Ｆ － α お よ び Ｉ Ｌ － ６ の 量 を 、 サ イ ト カ イ ン 特 異 的 な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 製 造 業 者 （
R&D Systems, Inc.、 ミ ネ ア ポ リ ス 、 ミ ネ ソ タ ） の 指 示 に 従 っ て 決 定 し た 。
こ の 実 験 は 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 の 単 独 ま た は ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン と 組 み 合 わ せ た 注 射 が 検
出 し う る 量 の Ｔ Ｎ Ｆ － α ま た は Ｉ Ｌ － ６ の 産 生 を 誘 発 し な い こ と を 示 し て い る （ 図 ４ ） 。
対 照 的 に 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド を Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ １ ６ ８ ８ と と も に 注 射 す る と Ｔ Ｎ
Ｆ － α お よ び Ｉ Ｌ － ６ の 全 身 的 な 産 生 が 誘 発 さ れ る 。 ペ プ チ ド お よ び Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ を ポ
リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン と 同 時 に 注 射 し た と き に は 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ に よ っ て 誘 発 さ れ る 炎 症
促 進 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 は 抑 制 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
参 照 文 献
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ５ ４ 】
【 図 １ 】 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ お よ び 抗 原 の 組 み 合 わ せ 投 与 が 、 全 身 的
か つ 非 常 に 長 期 間 に わ た っ て 持 続 す る 強 い 抗 原 特 異 的 な 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す こ と を 示 す
。 こ の 図 は 、 Ｏ Ｖ Ａ 2 5 7 - 2 6 4 － ペ プ チ ド で イ ク ス ビ ボ で 刺 激 し た 末 梢 血 リ ン パ 球 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
【 図 ２ ａ 】 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン が 注 射 部 位 で 貯 蔵 部 の 生 成 を 誘 発 す る こ と を 示 す 。 こ の
図 は 、 ワ ク チ ン 接 種 後 の 所 定 の 時 点 で 注 射 部 位 か ら 撮 っ た 写 真 を 示 す 。 ワ ク チ ン の 蛍 光 標
識 化 合 物 を 検 出 で き る 領 域 の 周 囲 を 白 色 線 が 囲 ん で い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
【 図 ２ ｂ 】 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン の 同 時 投 与 が 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ の 生 体 中 の 拡 散
を 防 ぐ こ と を 示 す 。 こ の 図 は 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ ｙ ５ （ Ｂ ） ま た は Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ － Ｃ
ｙ ５ お よ び ｐ Ｒ ６ ０ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ Ｃ ） の 注 射 後 第 １ 日 目 に お け る リ ン パ 性 組 織 お よ び 非 リ
ン パ 性 組 織 の Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 を 示 す 。 非 処 理 マ ウ ス を 対 照 と し て 用 い た （ Ａ ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 図 ３ 】 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン が 、 少 な く と も １ の さ ら な る 分 子 と 同 時 に 注 射 し た と き に
注 射 部 位 で 貯 蔵 部 の 生 成 を 誘 発 す る こ と を 示 す 。 こ の 図 は 、 ワ ク チ ン 接 種 後 第 ４ 日 目 に 注
射 部 位 か ら 撮 っ た 写 真 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 図 ４ 】 ポ リ － Ｌ － ア ル ギ ニ ン の 同 時 注 射 が 、 Ｃ ｐ Ｇ － Ｏ Ｄ Ｎ に よ っ て 誘 発 さ れ る Ｔ Ｎ Ｆ
－ α お よ び Ｉ Ｌ － ６ の 全 身 的 産 生 を イ ン ビ ボ で 防 ぐ こ と を 示 す 。 マ ウ ス の 後 肢 に 注 射 し 、
１ 時 間 後 に 血 清 を 調 製 し た 。 血 清 中 の Ｔ Ｎ Ｆ － α お よ び Ｉ Ｌ － ６ の 量 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り
決 定 し た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ ａ 】
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【 図 ２ ｂ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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