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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）4-1BBL免疫共刺激ポリペプチドとアビジン又はストレプトアビジンとを含むコン
ジュゲート、及び
　（ｂ）抗原
を含む組合せ。
【請求項２】
　前記抗原は（ａ）腫瘍関連抗原、及び（ｂ）感染因子又は感染因子に関連する抗原より
なる群から選択される、請求項1に記載の組合せ。
【請求項３】
　前記抗原は前記4-1BBLコンジュゲートに結合する、請求項1に記載の組合せ。
【請求項４】
　前記抗原はビオチン部分とコンジュゲートすることにより抗原-ビオチンコンジュゲー
トを形成し、さらに該抗原-ビオチンコンジュゲートは該ビオチン部分を介して前記4-1BB
Lコンジュゲートに結合する、請求項1に記載の組合せ。
【請求項５】
　前記抗原は前記4-1BBLコンジュゲートと結合しない、請求項1に記載の組合せ。
【請求項６】
　配列番号8のアミノ酸配列からなる、4-1BBL免疫共刺激ポリペプチドとストレプトアビ
ジンとを含むコンジュゲート。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願についての相互参照
　本願は、35 U.S.C. §119(e)に基づき、次の米国仮出願：60/748,177（出願日2005年12
月8日）；60/771,179（2006年2月6日）；60/799,643（出願日2006年5月12日）；および60
/863,173（出願日2006年10月27日）の出願日の利益を主張する。前記出願は各々、その全
文を参照により本明細書に組み込むものとする。
【０００２】
発明の分野
　本発明は、概して、免疫応答（抗原に対する免疫応答など）を生じさせるかまたは増強
する方法、該方法を実施するための組成物、ならびにこのような方法に有用な改変免疫細
胞に関する。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　免疫欠損を特徴とする、あるいは、より攻撃的な免疫応答により消散可能な疾患および
症状に対処すべく宿主の免疫応答を増強するためのアプローチが記載されている。このよ
うなアプローチが有利となりうる疾患または症状の例として、癌、インフルエンザおよび
ヒト免疫不全ウイルス（HIV）などが挙げられる。
【０００４】
　外科手術、化学療法および放射線療法を含む癌治療が一般に用いられているが、これら
のアプローチは、腫瘍特異性に欠けており、その結果有害な副作用を招き、満足のゆく臨
床応答とはいえない。従って、正常な細胞に有意な有害作用をもたらさずに、標的癌細胞
に対して免疫応答を特異的に向けることにより、癌に対する免疫応答を増強する方法であ
れば、従来の癌治療に比べて明らかな利点をもたらすであろう。
【０００５】
　免疫監視機構は腫瘍の予防および根絶にある役割を果たし、また、Ｔ細胞により媒介さ
れる養子免疫はこの過程においてある役割を果たすという一致した見解がある。例えば、
非特許文献1～3を参照されたい。Ｔ細胞媒介免疫はまた、症状発現前および限定された臨
床設定において効能を呈示する様々な免疫療法アプローチにおいてもある役割を果たす。
例えば、非特許文献1、3及び4を参照。腫瘍は、突然変異型のもしくは過剰／異常発現し
た自己タンパク質、または癌ウイルス由来のタンパク質のいずれかである腫瘍関連抗原（
TAA）を発現するため、免疫系により標的化される。例えば、非特許文献3及び4を参照の
こと。生理学的条件下で、腫瘍抗原は樹状細胞（DC）により補足され、末梢リンパ器官に
運ばれて、ナイーブＴ細胞の活性化およびエフェクター細胞（Teff）への分化を可能にす
る免疫原性条件下でナイーブＴ細胞に提示される。これらの細胞は次に、腫瘍部位に輸送
され、腫瘍根絶のための抗腫瘍応答を生じさせる。例えば、非特許文献5～7を参照された
い。
【０００６】
　生産的Ｔ細胞応答は、３つの異なるシグナル：シグナル１、２および３を必要とする。
シグナル１は、プロフェショナル抗原提示細胞（APC）表面上の主要組織適合遺伝子複合
体（MHC）分子により提示されるノミナル（nominal）ペプチドと相互作用するＴ細胞受容
体（TCR）により生じる。シグナル２は、一連の共刺激分子により媒介され、持続的免疫
応答に不可欠である。シグナル３は、活性化リンパ球およびACP（例えば、マクロファー
ジおよびDC）により合成されたサイトカインを介して伝達され、エフェクター免疫応答の
維持に重要である。
【０００７】
　腫瘍は免疫監視機構を回避するための多様な機構を発達させている。このような機構と
して、以下のものが挙げられる：（i）シグナル1の欠失、これはMHC／腫瘍抗原二分子複
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合体の腫瘍細胞上での非効率的な提示、このシグナルの伝達欠損、またはMHCホモログで
あるMICの発現のいずれかによって起こり、NKG2阻害性受容体を発現するナチュラルキラ
ー（NK）細胞を阻害する；（ii）腫瘍細胞での共刺激分子の欠失、または共阻害分子の発
現に起因するシグナル２の非存在；（iii）抗炎症分子の分泌、腫瘍反応性Ｔ細胞におけ
るアネルギーの誘導、アポトーシスによるTeff細胞の物理的排除、または天然に存在する
CD4+CD25+FoxP3+T調節（Treg）細胞の誘導、を介した免疫応答の腫瘍媒介抑制、ならびに
（iv）腫瘍間質による免疫性の調節。このような証拠の積み重ねは、これらの機構の多く
が、大きな腫瘍組織量を有する患者において同時に作動しうることを示唆している。
【０００８】
　標的癌由来の抗原を含む癌ワクチンは、有望な特異性、安全性、および効能、ならびに
癌の再発を予防しうる長期の免疫記憶によって、特に注目を集めている。免疫系が癌から
個体を保護する上で重要な役割を果たし、動物モデルにおける既存の腫瘍を根絶するよう
にモジュレートできることがいったん証明されると、治療ワクチンの開発に多大な努力が
注がれた。例えば、非特許文献3、8及び9を参照されたい。現在のワクチン戦略は、非特
異的または特異的アジュバント；全腫瘍細胞溶解物；共刺激分子、サイトカインおよび／
またはケモカインを発現するように遺伝子的に改変した腫瘍細胞；腫瘍抗原でパルスした
、または腫瘍RNAもしくはDNAでトランスフェクトしたDC；ならびに、各種免疫刺激分子を
コードする様々なベクターの腫瘍内注射と組み合わせて、特異的TAAを使用することを含
む。これらアプローチの効果が制限されるのは、進行する腫瘍が１または複数の免疫回避
戦略を用いて免疫応答を制御する能力、あるいは、免疫抑制機構、TAAの非効率的提示、
またはDC、Teff細胞、およびNK細胞の強力な活性化の不足によるものと考えられる。
【非特許文献１】Pardoll, Nat. Rev. Immunol. 2002, 2:227-38
【非特許文献２】Rosenberg, Nature 2001, 411: 380-84
【非特許文献３】Finn, OJ. Nat. Rev. Immunol. 2003, 3:630-41
【非特許文献４】Antoniaら、Curr. Opin. Immunol 2004, 16:130-6
【非特許文献５】Spiottoら、Immunity. 2002; 17:737-47
【非特許文献６】Ochsenbeinら、Nature 2001 ;411:1058-64
【非特許文献７】Yuら、Nat. Immunol. 204; 5:141-9
【非特許文献８】Berofskyら、J. Clin. Invest 2004, 113:1515-25
【非特許文献９】Plastsoucasら、Anticancer Res. 2003；23, 1969-96
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、免疫刺激組成物および方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　一実施形態によれば、本発明は、（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコン
ジュゲートメンバーと（ii）結合対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含
む、第１コンジュゲート；および（ｂ）（i）第１抗原を含むコンジュゲートメンバーと
（ii）結合対の第２メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第２コンジュゲー
ト、を含む組合せを提供する。一実施形態では、結合対の第１メンバーは、アビジンまた
はストレプトアビジンを含み、結合対の第２メンバーはビオチンを含むことができる。別
の実施形態では、第１コンジュゲートは、第１免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メ
ンバーとを含む融合ポリペプチドを含むことができる。具体的な一実施形態では、第１免
疫共刺激ポリペプチドは、4-1BBL、CD86、ICOSL、PD-L1、PD-L2、B7-H3、B7-H4、OX40L、
CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、APRIL、CD80およびCD40Lからなる群より選択される。
【００１１】
　具体的な一実施形態では、第１抗原は、ヒトもしくはトリインフルエンザまたはヒト免
疫不全ウイルスなどの感染因子に関連する。別の具体的実施形態では、第１抗原は腫瘍関
連抗原である。
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【００１２】
　一実施形態では、前記組合せは、（i）第２免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メ
ンバーとを含むコンジュゲートメンバー、および（ii）第２抗原と結合対の第２メンバー
とを含むコンジュゲートメンバーを含む、第３コンジュゲートをさらに含む。この実施形
態では、第２免疫共刺激ポリペプチドは、第１免疫共刺激ポリペプチドと同じでも、違う
ものでもよく；第２抗原は第１抗原と同じでも、違うものでもよく；第３コンジュゲート
の第１および第２結合対メンバーは、第１および第２コンジュゲートの第１および第２結
合対メンバーと同じでも、違うものでもよい。加えて、第１コンジュゲートメンバーは、
第１および第２結合対メンバー間の結合により、第２コンジュゲートメンバーと結合して
いてもよい。
【００１３】
　別の実施形態では、前記組合せの第２コンジュゲートは、（i）感染因子を含むコンジ
ュゲートメンバーと、（ii）結合対の第２メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含
む。
【００１４】
　本発明の別の形態によれば、第１腫瘍関連抗原を発現する腫瘍に対する免疫応答を生じ
させるかまたは増強する方法であって、該腫瘍を有する患者に、（ａ）（i）第１免疫共
刺激ポリペプチドを含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第１メンバーを含むコ
ンジュゲートメンバーとを含む、第１コンジュゲート、および（i）第１腫瘍関連抗原を
含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第２メンバーを含むコンジュゲートメンバ
ーとを含む、第２コンジュゲート；または（ｂ）第１および２コンジュゲートでin vitro
処理した免疫細胞、を投与することを含む、上記方法が提供される。
【００１５】
　一実施形態では、第１および第２コンジュゲートを個別または同時に、例えば、単一組
成物の一部として、前記患者に投与する。
【００１６】
　別の実施形態では、第１および２コンジュゲートでin vitro処理した免疫細胞を前記患
者に投与する。具体的な一実施形態では、この免疫細胞は、免疫共刺激ポリペプチドの受
容体を含み、その際、第１コンジュゲートは、免疫共刺激ポリペプチドと該受容体との間
の結合により該免疫細胞にコンジュゲートしており、第２コンジュゲートは、第１および
第２結合対メンバー間の結合を介して該免疫細胞にコンジュゲートしている。
【００１７】
　一実施形態において、本方法は、（i）第２免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メ
ンバーとを含むコンジュゲートメンバー、および（ii）第２腫瘍関連抗原と結合対の第２
メンバーとを含むコンジュゲートメンバーを含む、第３コンジュゲートを投与することを
さらに含む。この実施形態では、第２免疫共刺激ポリペプチドは、第１免疫共刺激ポリペ
プチドと同じでも、違うものでもよく；第２抗原は第１抗原と同じでも、違うものでもよ
く；第３コンジュゲートの第１および第２結合対メンバーは、第１および第２コンジュゲ
ートの第１および第２結合対メンバーと同じでも、違うものでもよい。加えて、第１コン
ジュゲートメンバーは、第１および第２結合対メンバー間の結合を介して第２コンジュゲ
ートメンバーに結合していてもよい。
【００１８】
　本発明の別の態様によれば、免疫細胞を改変することにより、腫瘍関連抗原を発現する
腫瘍または感染因子に対する免疫応答を生じさせるかまたは増強する方法であって、（ａ
）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第
１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第１コンジュゲート；および（ｂ）
（i）腫瘍もしくは感染因子に関連する抗原または感染因子を含むコンジュゲートメンバ
ーと（ii）結合対の第２メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第２コンジュ
ゲートに、第１免疫共刺激ポリペプチドの受容体を発現する免疫細胞を接触させることを
含む、上記方法が提供される。第１コンジュゲートは、免疫共刺激ポリペプチドと受容体
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との間の結合により上記免疫細胞に結合してもよく、第２コンジュゲートは、第１および
第２結合対メンバー間の結合を介して上記免疫細胞に結合してもよい。
【００１９】
　一実施形態では、前記免疫細胞は、Ｔ細胞、例えば、CD4+細胞もしくはCD8+細胞、また
は好中球、ナチュラルキラー細胞、単球もしくは樹状細胞である。
【００２０】
　別の実施形態では、前記免疫細胞は、第２免疫共刺激ポリペプチドの受容体を含み、前
記方法は、（i）第２免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メンバーとを含むコンジュ
ゲートメンバー、および（ii）前記腫瘍もしくは感染因子に関連する第２抗原または感染
因子と結合対の第２メンバーとを含むコンジュゲートメンバーを含む、第３コンジュゲー
トに、上記免疫細胞を接触させることをさらに含む。この実施形態では、第２免疫共刺激
ポリペプチドは、第１免疫共刺激ポリペプチドと同じでも、違うものでもよく；第２抗原
は、存在する場合には、第１抗原が存在する場合にはこれと同じでも、違うものでもよく
；第３コンジュゲートの第１および第２結合対メンバーは、第１および第２コンジュゲー
トの第１および第２結合対メンバーと同じでも、違うものでもよい。加えて、第１コンジ
ュゲートメンバーは、第１および第２結合対メンバー間の結合を介して第２コンジュゲー
トメンバーに結合してもよい。
【００２１】
　本発明の別の態様によれば、第１免疫共刺激ポリペプチドの受容体を発現する改変免疫
細胞が提供され、その際、該改変免疫細胞は（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを
含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバ
ーとを含む、第１コンジュゲート、および（ｂ）（i）第１抗原または感染因子を含むコ
ンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第２メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを
含む、第２コンジュゲートで改変されているが、ここで、第１コンジュゲートは、免疫共
刺激ポリペプチドと受容体との間の結合により該免疫細胞に結合し、第２コンジュゲート
は、第１および第２結合対メンバー間の結合を介して該免疫細胞に結合している。一実施
形態では、前記免疫細胞は、Ｔ細胞、例えば、CD4+細胞もしくはCD8+細胞、または好中球
、ナチュラルキラー細胞、単球もしくは樹状細胞である。
【００２２】
　本発明の別の態様によれば、感染因子に対する免疫応答を生じさせるかまたは増強する
方法であって、（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュゲートメンバー
と（ii）結合対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第１コンジュゲ
ート；および（ｂ）（i）感染因子に関連する第１抗原を含むかまたは感染因子を含むコ
ンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第２メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを
含む、第２コンジュゲートを、該感染因子による感染症に罹患しているかまたはその危険
性がある患者に投与することを含む、上記方法が提供される。一実施形態では、第１およ
び第２コンジュゲートの少なくとも１つを感染部位への直接注射により投与する。
【００２３】
　具体的な一実施形態では、前記感染症は、ヒトまたはトリインフルエンザであり、第１
抗原はＨ、Ｎ、M1、M2e、NS1、NS2（NEP）、NP、PA、PB1、およびPB2からなる群より選択
される。別の具体的実施形態では、前記感染症はHIVであり、第１抗原は、Gagタンパク質
、Pol、Vif、Vpr、Rev、Vpu、エンベロープエピトープ、Tat、およびNefからなるHIV抗原
の群より選択される。
【００２４】
　一実施形態において、前記方法は、（i）第２免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１
メンバーとを含むコンジュゲートメンバー、および（ii）前記感染症に関連する第２抗原
または前記感染因子と結合対の第２メンバーとを含むコンジュゲートメンバーを含む、第
３コンジュゲートを投与することをさらに含み、その際、第２免疫共刺激ポリペプチドは
、第１免疫共刺激ポリペプチドと同じか、または違うものであり；第２抗原は、存在する
場合には、第１抗原が存在する場合にはこれと同じか、または違うものであり；第３コン
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ジュゲートの第１および第２結合対メンバーは、第１および第２コンジュゲートの第１お
よび第２結合対メンバーと同じか、または違うものであり、第１コンジュゲートメンバー
は、第１および第２結合対メンバー間の結合を介して第２コンジュゲートメンバーに結合
している。
【００２５】
　本発明の別の態様によれば、免疫共刺激ポリペプチドとアビジンもしくはストレプトア
ビジンとを含むコンジュゲートが提供される。
【００２６】
　本発明の別の態様によれば、動物において免疫刺激応答を誘導する方法が提供され、こ
の方法は、免疫共刺激ポリペプチドとアビジンもしくはストレプトアビジンとを含むコン
ジュゲートを動物に投与することを含む。いくつかの実施形態では、この方法は、抗原を
動物に投与することをさらに含む。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２７】
詳細な説明
　本発明は、抗原、例えば、TAA、またはヒトおよびトリインフルエンザもしくはHIVのよ
うな感染因子に関連する抗原に対する免疫応答などの免疫応答を生じさせるかまたは増強
する方法および組成物を提供する。本発明はまた、抗原に対する免疫応答を生じさせるか
または増強するのに有用な改変免疫細胞も提供する。本発明はまた、免疫療法も提供し、
このような方法として、腫瘍サイズを縮小する方法および腫瘍細胞の増殖を阻害する方法
のような癌免疫療法、ならびに感染症を治療または予防する方法などが挙げられる。
【００２８】
　生産的適応免疫応答は、二次リンパ器官の組織化構造内でのナイーブＴエフェクター（
Teff）細胞とAPC間の協調的かつ適時の相互作用を必要とする。この相互作用は、Teff細
胞およびAPCの相互活性化を促進し、応答の開始、維持および長期記憶に重要な各種細胞
表面リガンドおよび受容体ならびに可溶性タンパク質の発現をもたらす。前述したように
、少なくとも３つのシグナル（シグナル１、２および３）がナイーブＴ細胞の初期活性化
に関与している。数個の免疫共刺激分子がこれらシグナルの１以上の刺激に関係があると
されている。
【００２９】
　本発明は、腫瘍または感染因子に対する有効な免疫応答が誘導されるように、抗原を免
疫細胞に提示する方法における、１以上の免疫共刺激ポリペプチド、および腫瘍または感
染因子に関連する１以上の抗原の使用に関する。あるいは、感染因子関連抗原の代わりに
、感染因子を用いることもできる。特定の理論に束縛されるわけではないが、本発明は、
抗原提示を促進し、免疫応答を活性化することにより、有利な結果を達成すると考えられ
る。別の実施形態では、本発明は、免疫応答を刺激するのに有用な、免疫共刺激ポリペプ
チドを含む免疫刺激部分を提供する。
【００３０】
　本願のために、以下の用語は下記のような定義を有する。
【００３１】
　本明細書で用いる「１つの（aまたはan）」は、ただ１つを意味すると特に記載されな
い限り、１以上を意味する。
【００３２】
　本発明で用いる「投与」は、患者に物質を与えるあらゆる好適な手段を包含する。一般
的経路として、経口、舌下、経粘膜、経皮、直腸、膣、皮下、筋内、静脈内、動脈内、鞘
内、カテーテル経由、インプラント経由などが挙げられる。いくつかの実施形態では、組
成物を腫瘍付近、または腫瘍に直接投与するが、これは、例えば、腫瘍への直接注射、ま
たは、例えば、腫瘍が血液の腫瘍である場合、血液への注射により実施する。
【００３３】
　本明細書において「抗原」は、限定せずに用いられる。抗原としては、免疫応答を誘導
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するタンパク質、脂質、糖、核酸、化学的部分、およびその他の部分が挙げられる。抗原
には、例えば、環状化した、または脂質に結合したタンパク質も含まれ、グリコシル化ま
たはメチル化により改変されてもされなくてもよい。感染因子または疾患に関連する抗原
には、感染因子の一部である抗原、例えば、エンベロープタンパク質、キャプシドタンパ
ク質、表面タンパク質、毒素、細胞壁、抗原脂質などが含まれる。その他に、宿主の存在
下でのみ発現し得る抗原もある。いくつかの実施形態では、他の好適な抗原として、宿主
の抗原が含まれ、例えば、感染症または疾患のマーカーとして誘導、改変、あるいは過剰
発現されるものが挙げられる。感染因子、感染症、症状または疾患に由来するかまたはこ
れらに関連する抗原はすべて本発明での使用に適している。また、全長タンパク質の抗原
部分を含むペプチド、例えば、免疫原性エピトープのように、免疫応答を誘導するタンパ
ク質の一部分を含むペプチドも、本発明の「抗原」としての使用に好適である。例えば、
好適な抗原として、免疫応答を誘導する合成ペプチドなどを挙げることができる。
【００３４】
　「結合対」とは、多様な分子力、例えば、イオン、共有、疎水性、ファンデルワールス
、および水素結合のいずれかにより互いに相互作用することにより、上記対が他方と互い
に特異的に結合する特性を有する２つの分子を意味する。特異的結合とは、結合対メンバ
ーが、別の分子に結合しない条件下で、他方との結合を示すことを意味する。結合対の例
としては、ビオチン－アビジン、ホルモン－受容体、受容体－リガンド、酵素－基質、Ig
G－プロテインＡ、抗原－抗体などが挙げられる。
【００３５】
　「免疫共刺激ポリペプチド」とは、病原体（感染因子など）または腫瘍に対する個体の
免疫応答を増加するポリペプチドを意味する。
【００３６】
　本明細書で用いる「免疫細胞」とは、後天性または先天性免疫系の発生、調節もしくは
効果に関与するあらゆる細胞を含む。免疫細胞として、CD4+細胞、CD8+細胞およびその他
の多種Ｔ細胞サブセット、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、マクロファージ、単球および
樹状細胞、ならびに好中球が挙げられる。
【００３７】
　本明細書で用いる「患者」とは、あらゆる脊椎動物を包含し、例えば、ウマ、ヒツジ、
ヤギ、ウシ、ブタ、トリ、イヌ、ネコおよび霊長類などの種が挙げられる。一実施形態で
は、患者はヒトである。当業者であれば、特定の種に関して述べる特定の免疫共刺激分子
、シグナル伝達分子、細胞マーカー、細胞型、感染因子などが、別の種でも対応する類似
体を有しうること、また、このような類似体、ならびに対応のおよび関連の種におけるそ
れらの使用も本発明に含まれることを認識するだろう。
【００３８】
　本明細書で用いる「腫瘍」は、固形または非固形腫瘍（例えば、白血病）；前癌病変お
よび良性腫瘍から癌性、悪性および転移性腫瘍まで、腫瘍発達の様々な段階を包含する。
【００３９】
　概して、本発明は、（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュゲートメ
ンバーと（ii）結合対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第１コン
ジュゲート、および（ｂ）（i）第１抗原を含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合対
の第２メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第２コンジュゲートを用いて、
第１抗原に対する免疫応答を生じさせるかまたは増強する方法を提供する。上記抗原は、
TAAもしくは感染因子に関連する抗原、または感染因子そのものでもよい。上記コンジュ
ゲートは、抗原または感染因子を含む患者に直接投与してもよいし、あるいは、これを用
いて免疫細胞を処理した後、該免疫細胞を患者に投与してもよい。本発明はまた、上記コ
ンジュゲートを含む組成物、該コンジュゲートで処理した免疫細胞、ならびに処理免疫細
胞を作製する方法も提供する。
【００４０】
　本発明はまた、免疫共刺激ポリペプチドを含む免疫刺激部分、例えば、免疫共刺激ポリ
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ペプチドとアビジンまたはストレプトアビジンとを含むコンジュゲートまたは融合タンパ
ク質を提供する。本発明はまた、動物において免疫刺激応答を誘導する方法も提供し、こ
の方法は、該動物に免疫刺激部分を投与することを含む。いくつかの実施形態では、抗原
も動物に投与する。また、上記部分を含む組成物も提供される。
【００４１】
　本発明の一態様によれば、１種以上の免疫細胞を選択的に標的化する免疫共刺激ポリペ
プチド（例えば、以下に記載する免疫共刺激ポリペプチドのいずれか）を含むコンジュゲ
ートの一部として、抗原または感染因子が免疫細胞に提示される。従って、一実施形態に
よれば、本発明は、免疫共刺激ポリペプチドと、腫瘍もしくは感染因子に関連する抗原ま
たは感染因子とを含むコンジュゲートを提供する。任意の手段、例えば、共有結合により
、直接もしくはリンカーを介して、または結合対メンバーを介して、抗原または感染因子
を免疫共刺激ポリペプチドにコンジュゲートすることができる。
【００４２】
　一実施形態では、結合対の結合相互作用を介して抗原または感染因子を免疫共刺激ポリ
ペプチドにコンジュゲートさせる。この実施形態によれば、抗原（または感染因子）およ
び免疫共刺激ポリペプチドの各々を結合対のメンバーにコンジュゲートさせると、結合対
メンバーの結合相互作用により、抗原（または感染因子）と免疫共刺激ポリペプチドとが
、コンジュゲート（例えば、免疫共刺激ポリペプチド－第１結合対メンバー::第２結合対
メンバー－抗原（または感染因子）コンジュゲート）として一緒に連結する。
【００４３】
　この実施形態によれば、本発明は、（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコ
ンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを
含む、第１コンジュゲート；および（ｂ）（i）腫瘍もしくは感染因子に関連する第１抗
原（または感染因子そのもの）を含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第２メン
バーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第２コンジュゲートを含む組合せを提供す
る。
【００４４】
　別の実施形態では、前記組合せは、（i）第２免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュ
ゲートメンバーと、（ii）腫瘍もしくは感染因子に関連する第２抗原（または感染因子そ
のもの）を含むコンジュゲートメンバーとを含む、第３コンジュゲートを含み、その際、
第３コンジュゲートの免疫共刺激ポリペプチドは、第１コンジュゲートの免疫共刺激ポリ
ペプチドと同じでも、違うものでもよく、また、第２抗原は第１抗原と同じでも、違うも
のでもよい。この実施形態の具体的態様では、第３コンジュゲートの免疫共刺激ポリペプ
チドと第２抗原は、該免疫共刺激ポリペプチドおよび第２抗原の各々と結合した結合対メ
ンバー間の結合を介して互いに結合している。この実施形態によれば、第３コンジュゲー
トの結合対メンバーは、第１および第２コンジュゲートの第１および第２結合対メンバー
と同じでも、違うものでもよい。
【００４５】
　第１、第２および任意の第３コンジュゲートは、個別の組成物として提供することがで
きる。あるいは、第１および第２コンジュゲートを単一の組成物として提供し、第３コン
ジュゲートを別の組成物として提供してもよい。さらに別の実施形態では、上記第１、第
２および第３コンジュゲートを単一の組成物として提供してもよい。別の実施形態では、
第１コンジュゲートを１つの組成物として提供し、第２および第３コンジュゲートを別の
組成物として提供する。
【００４６】
　随意に、各組成物は薬学的に許容可能な担体を含んでもよい。薬学的に許容可能な担体
は、組成物のビヒクルとして用いることができる物質である。何故なら、このような物質
は不活性であるか、あるいは薬剤として許容され、かつ、投与に関して、活性物質と適合
性だからである。薬学的に許容可能な担体は、当分野で周知の、通常の医薬添加剤を含ん
でもよい。
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【００４７】
免疫共刺激ポリペプチド
　免疫共刺激分子は、ナイーブＴ細胞と抗原提示細胞との自然相互作用に関与し、その結
果、それらの相互活性化が起こり、これによって、免疫応答の開始、維持および長期記憶
に寄与する様々な細胞表面リガンドおよび受容体、ならびに可溶性タンパク質の発現が促
進される。前述のように、ナイーブＴ細胞の初期活性化には、少なくとも３つのシグナル
が必要である。シグナル１は、Ｔ細胞受容体（TCR）と、プロフェショナルAPC、例えば、
樹状細胞（DC）の表面に主要組織適合複合体（MHC）により提示されるノミナルペプチド
との相互作用により生じる。シグナル２は、数個の異なる分子により媒介されると考えら
れ、持続的免疫応答に重要である。シグナル３は、活性化Ｔ細胞およびAPCにより合成さ
れるサイトカインを介して伝達され、エフェクター免疫応答の維持に重要である。
【００４８】
　免疫共刺激分子の数は確認されていない。本発明において有用な免疫共刺激分子（ポリ
ペプチド）の例として、限定するものではないが、以下のものが挙げられる：LIGHT、CD8
0（B7-1）、CD86（B7-2）、ICOS、ICOSL（例えばB7h、B7-H2、B7RP-1、GL-50およびLICOS
）、CD94（KP43）、CD40L（CD154）、ICAM-1（CD54）、ICAM-2、ICAM-3、SLAM（CD150）
、HAS（CD24）、4-1BB（CDw137）、4-1BBL（CDw137L）、OX40L、CD28、CD40（BP50）、CD
25（IL-2Rα）、リンホトキシン（LTαまたはLTβ）、TNF、Fas-L、GITR（活性化誘導性T
NRF）、GITRリガンド、CD11a（αLインテグリン）、CD11b（αMインテグリン）、L-セレ
クチン（CD62L）、CD69（超早期活性化抗原）、CD70(CD27L)、PD-L1、PD-L2、B7-H3、B7-
H4、OX40L、4-1BBL、CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、およびAPRIL。例えば、WattsおよびDe
Benedette, 1999, Curr. Opin. Immunol., 11:286-93を参照されたい。
【００４９】
　本明細書において「全長」と記載しない限り、免疫共刺激ポリペプチドと称するものは
、全長ポリペプチド、および免疫共刺激機能を示すその断片または一部分を包含し、限定
するものではないが、以下に具体的に記載する断片および一部分が挙げられる。従って、
例えば、4-1BBLポリペプチドと称するとき、免疫共刺激機能を示す全長4-1BBLの断片また
は一部分を含むポリペプチド（例えば、4-1BBLの細胞外ドメインまたは全長4-1BBLタンパ
ク質）を意味する。一実施形態では、免疫共刺激ポリペプチドは免疫共刺激分子の膜貫通
ドメインを含まない。一実施形態では、免疫共刺激ポリペプチドは、免疫共刺激分子の細
胞外ドメイン、またはその受容体結合断片を含む。
【００５０】
　代表的な核酸配列およびコード免疫共刺激ポリペプチドの例として、以下のGenBank登
録番号で示されるものが挙げられる：AB029155（マウスLIGHT）；NM_172014（ヒトTNFSF1
4 mRNA転写産物変異体２）；NM_003807（ヒトTNFSF14 mRNA転写産物変異体１）；NM_0051
91（ヒトCD80 mRNA）；NM_009855（マウスCD80 mRNA）；NM_214087 イノシシ（Sus scrof
a） CD80 mRNA）；NM_009404（マウスTnfsf9 mRNA）；NM_003811（ヒトTNFSF9 mRNA）；N
M_181384（ドブネズミ（Rattus norvegicus）Tnfsf9 mRNA）；BAA88559（マウスLIGHTタ
ンパク質）；Q9QYH9（マウスTNFSF14 膜結合タンパク質および可溶性タンパク質）；AAH1
8058（ヒトTNFSF14タンパク質）；NP_005182（ヒトCD80タンパク質）；NP_033985（マウ
スCD80タンパク質）；NP_037058（ドブネズミCD80タンパク質）；NP_003802（ヒトTNFSF9
タンパク質）；NP_033430（マウスTNFSF9タンパク質）；NP_852049（ドブネズミTNFSF9タ
ンパク質）；NM_012967（ドブネズミICAM-1 mRNA）；X69711（ヒトICAM-1 mRNA）；X5226
4（マウスICAM-1 mRNA）；X69819（ヒトICAM -3 mRNA）；AF296283（マウスICAM-4 mRNA
）；NM_021181（ヒトSLAMF7 mRNA）；NM_033438（ヒトSLAMF9 mRNA）；NM_029612（マウ
スSLAMF9 mRNA）；NM_144539（マウスSLAMF7 mRNA）；L13944（マウスCD18遺伝子）；X53
586（ヒトインテグリンα6 mRNA）；X68742（ヒトインテグリンαmRNA）；J04145（ヒト
好中球接着受容体α-MサブユニットmRNA）；AJ246000（ヒト白血球接着受容体、L-セレク
チンmRNA）；AY367061（ヒトL-セレクチンmRNA、部分cds）；Y13636（マウスCD70 mRNA）
；NM_001252（ヒトTNFSF7 mRNA）；BC000725（ヒトTNFSF7 mRNA（cDNAクローンMGC：1597
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 IMAGE:3506629）、完全cds）；X69397（ヒトCD24遺伝子および完全CDS）；NM_013230（
ヒトCD24 mRNA）；NM_012752（ドブネズミCD24 mRNA）；Y00137（マウス主要壊死因子β
（リンホトキシン）遺伝子）；X02911（ヒト腫瘍壊死因子β（リンホトキシン）遺伝子）
；D00102（ヒトリンホトキシンmRNA、完全CDS）；X01393（ヒトリンホトキシンmRNA）；
ならびにA06316（（ヒトリンホトキシンmRNA）。同じまたは別の免疫共刺激ポリペプチド
をコードする他の核酸配列および／または共刺激ポリペプチドのアミノ酸配列は、例えば
、一般に利用可能なGenBankデータベース（例えば、World Wide Web（ncbi.nlm.nih.gov
）上で利用可能）を検索することにより、見い出すことができる。
【００５１】
　CD28とCD80／CD86間の相互作用は、シグナル２の伝達に重要な役割を果たすようである
。例えば、HardingおよびAllison, J. Exp. Med. 1993, 177: 1791-96；Ramarathinamら
、J. Exp. Med. 1994, 179: 1205-14；TownsendおよびAllison, Science 1993, 259: 368
-70；Gauseら、J. Immunol. 1997, 159: 1055-58を参照されたい。CD80は通常、休止Ｂ細
胞には発現されず、末梢血液単球およびDCに低いレベルで発現されるが、これら両細胞、
ならびにマクロファージおよびその他のAPCは、活性化後にCD80の発現をアップレギュレ
ートする。例えば、Lenschowら、Ann. Rev. Immunol. 1996, 14: 233-58；Freemanら、J.
 Immunol 1989, 143:2714-22を参照されたい。対照的に、CD86は、末梢血液単球およびDC
に構成的に発現され、Ｂ細胞でより迅速にアップレギュレートされる。例えば、Lenschow
ら（前掲）、Inabaら、J. Exp. Med. 1994, 180: 1849-60を参照されたい。APC上のMHC／
ペプチド複合体とのTCR相互作用により、CD28とCD80／86分子との同時結合が可能になり
、これによって脂質キナーゼホスファチジルイノシトール3-キナーゼのチロシンリン酸化
が起こり、次にはこれが一連の複雑な細胞内事象を開始し、その結果、Il-2遺伝子発現、
細胞増殖、およびエフェクター機能への分化が誘導される。例えば、Slavikら、Immunol.
 Res. 1999, 19: 1-24；Azumaら、Nature 1993, 366: 76-79；Allison & Krummel, Scien
ce 1995, 270: 932-33を参照されたい。
【００５２】
　シグナル２は、抗アポトーシス遺伝子（例えば、Bcl-xL）の調節により細胞死を阻止す
ることにより、生産的免疫応答をさらに高めうる。例えば、Radvanyiら、J. Immunol. 19
96, 156: 1788-98；Boiseら、Immunity 1995, 3: 87-98；BoiseおよびThompson, Science
 1996, 274: 67-68を参照されたい。免疫活性化の初期段階の後、多数の別の受容体－リ
ガンド対がＴ細胞およびAPCの表面でアップレギュレートされる。これらの「二次」受容
体／リガンド対（例えば、4-1BBL／4-1BB）は、初期活性化後事象の維持、免疫ホメオス
タシス、および免疫記憶の発生に重要な役割を果たす。例えば、Yuら、Nat. Immunol. 20
04, 5: 141-49； Armitageら、Nature 1992, 357: 80-82；Zhaiら、J. Clin. Invest. 19
98, 102: 1142-51；Bourgeoisら、Science 2002, 297: 2060-63；Kikuchiら、Nat. Med. 
2000, 6: 1154-59を参照されたい。
【００５３】
１．4-1BBL
　本発明の具体的な一実施形態では、免疫共刺激ポリペプチドは4-1BBLポリペプチドであ
る。4-1BBL（4-BB-L、4-BBリガンド、TNFSF9、ILAリガンドとしても知られる）は、活性
化から２～３日後、活性化Ｂ細胞、マクロファージ、およびDC上に発現されるII型タンパ
ク質である。例えば、Aldersonら、Eur. J. Immunol. 1994, 24: 2219-27；Goodwinら、E
ur. J. Immunol. 1993, 23: 2631-41；Pollokら、Eur. J. Immunol. 1994, 24: 367-74；
DeBenedetteら、J. Immunol. 1997, 158: 551-59を参照されたい。その受容体である4-1B
B（CD137）は、活性化CD4+およびCD8+Ｔ細胞、ナチュラルキラー細胞、単球および休止DC
の表面に発現される。例えば、Pollock（前掲）；Wilcoxら、J. Immunol. 2002, 169: 42
30-36；Futagawaら、Int. Immunol. 2002, 14: 275-86；Pollokら、J. Immunol. 1993, 1
50: 771-81を参照されたい。
【００５４】
　4-1BB／4-1BBL相互作用はまた、CD28非依存的様式で、CD8+Ｔ細胞にシグナル２を伝達
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し、該細胞を刺激してサイトカインを産生させ、増殖させて、エフェクター機能を獲得さ
せる。例えば、Cannonsら、J. Immunol. 2001, 167: 1313-24；Hurtadoら、J. Immunol. 
1995, 155: 3360-67. Kim & Broxmeyer, J. Hematother. Stem Cell Res. 2001, 10: 441
-49；Saoulliら、J. Exp. Med. 1998, 187: 1849-62；Shufordら、J. Exp. Med. 1997, 1
86:47-55；Tanら、J. Immunol. 1999, 163: 4859-68；Vinay & Kwon, Semin. Immunol. 1
998, 10: 481-89を参照されたい。また、4-1BB／4-1BBL相互作用は、単球およびDCの活性
化、サイトカインの合成、ならびにNK細胞との連絡にも重要である。例えば、Futagawaら
（前掲）；Wilcoxら、J Clin. Invest 2002, 109: 651-9を参照のこと。同様に、サイク
リンD2およびＥのアップレギュレーションと、サイクリン依存性キナーゼインヒビターp2
7kip1のダウンレギュレーションとによる抗原特異的Ｔ細胞の増殖を促進する上でのその
役割以外に、4-1BBシグナル伝達は、抗アポトーシスBcl-xLおよびBcl-2のアップレギュレ
ーションならびに長期免疫記憶の確立により、活性化誘導細胞死を阻止することから、Ｔ
細胞生存にも一定の役割を果たす。例えば、Takahashiら、J. Immunol. 1999, 162: 5037
-40；Hurtadoら、J. Immunol. 1997, 158: 2600-09；Kimら、Eur. J. Immunol. 1998, 28
: 881-90を参照されたい。4-1BB／4-1BBL相互作用はまた、１型サイトカイン、例えば、I
L-2、IFN-γ、およびTNF-αを選択的に促進することもわかっており、これは、4-1BBが、
１型エフェクターＴ細胞に特異的な共刺激分子（これは腫瘍根絶に一定の役割を果たす）
でありうることを示唆している。
【００５５】
　近年、Treg細胞が構成的に4-1BB受容体を発現し、4-1BB受容体を介したシグナル伝達が
これら細胞の抑制機能を阻害することがわかっている。例えば、Choiら（前掲）；Morris
ら（前掲）、及び下記実施例を参照されたい。Treg細胞は免疫系の腫瘍回避に重要な役割
を果たすため、これは重要である。複数の臨床実験により、Treg細胞数と腫瘍進行との間
に直接相関が存在することが証明された。Curielら、Nat. Med. 2004, 10:942-49。実際
、動物モデルでTreg細胞を根絶すると、大きな腫瘍が根絶され、これによって腫瘍進行に
おけるその主要な役割についての直接的な証拠が得られた。Yuら、J. Exp. Med. 2005, 2
01: 779-91。同様に、HIVのような感染因子も免疫回避にTreg細胞を用いると考えられる
。
【００５６】
　特定の理論に束縛されるわけではないが、本発明の免疫共刺激ポリペプチドとして4-1B
BLを使用すると、Ｔ細胞上の4-1BBコグネイト（cognate）受容体を活性化し、これによっ
て、複数の重要な免疫刺激作用がもたらされると考えられる。このような作用の１つとし
て、CD28非依存的様式でのCD8+Ｔ細胞へのシグナル２の伝達が挙げられ、これはＴ細胞を
刺激して、サイトカインを産生させ、増殖させて、エフェクター機能を獲得させる。4-1B
B／4-1BBL相互作用の別の作用は、サイトカインの合成および放出を引き起こす単球およ
びDCの活性化であり得る。4-1BBシグナル伝達のさらに別の作用は、活性化誘導細胞死（A
ICD）を阻止することによるＴ細胞生存の促進および長期免疫記憶の確立であり得る。4-1
BB／4-1BBL相互作用のさらに別の作用は、腫瘍根絶に重要な１型エフェクターＴ細胞に作
用する、Ｔ細胞、DCおよびマクロファージからの１型サイトカイン、例えば、IL-2、IL-1
2、IFN-γ、およびTNF-αの選択的産生であり得る。また、すでに説明したように、4-1BB
／4-1BBL相互作用は、Treg細胞のサプレッサー機能を阻害すると考えられる。従って、例
えば、4-1BBL－抗原コグネイトは、4-1BB受容体を発現するDCに特異的に結合し、抗原提
示を促進し、DCを活性化して一次Ｔ細胞応答を生じさせ、活性化Ｔ細胞（Treg細胞など）
およびNK細胞に直接作用して抗原に対するそれらの応答を増強させ、Treg細胞の抑制機能
を阻害すると考えられる。
【００５７】
　4-1BBLは254個のアミノ酸（26624 Da）を含む。Aldersonら、Eur J Immunol. 1994 Sep
;24(9):2219-27を参照。ヒト4-1BBLの全アミノ酸配列は、Swiss-Protデータベースにおい
て登録番号P41273で見いだすことができる。4-1BBLは、潜在的細胞質ドメインを形成する
残基１～28と、単一の推定膜貫通ドメインを形成する残基29～49と、潜在的細胞外ドメイ
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ンを形成する残基50～254と、ポリ－Leuストレッチを呈示する残基35～41とを含むII型糖
タンパク質である。4-1BBLをコードするヒトヌクレオチド配列は、GenBank登録番号NM_00
3811に見いだすことができる。
【００５８】
　前述のように、4-1BBLは、活性化から２～３日後、活性化抗原提示細胞（例えば、活性
化Ｂ細胞、マクロファージ、およびDCなど）により発現される。4-1BBLの受容体である4-
1BBは、活性化CD4+およびCD8+Ｔ細胞の表面、ナチュラルキラー細胞、単球および休止DC
上に発現される。4-1BBLのコグネイト受容体4-1BBに結合することができる4-1BBLの残基5
0～254またはその断片は、本発明で使用する結合対メンバーとの融合物として結合または
発現させることができる。例えば、図３ＡおよびＢは、CSAマウス4-1BBL融合タンパク質
のヌクレオチドおよびアミノ酸配列を示す（配列番号５および６）。図４ＡおよびＢは、
ヒト4-1BBLの細胞外ドメインとコアストレプトアビジンとを含む融合タンパク質のヌクレ
オチドおよびアミノ酸配列を示す（配列番号７および８）。
【００５９】
２．CD80およびCD86
　CD80（B7.1、CD28LG、LAB7としても知られる）とCD86（B7.2、CD28LG2、LAB72としても
知られる）は共刺激ポリペプチドの例であり、いずれも、Ｔ細胞が発現したCD28／CTLA4
共受容体に結合する。CD80は288個のアミノ酸（33048 Da）を含む。Freemanら、J. Immun
ol. 143 (8), 2714-2722（1989）を参照。ヒトCD80の全アミノ酸配列は、Swiss-Protデー
タベースにおいて登録番号P33681で見いだすことができる。CD80は、分泌シグナルを形成
する残基１～34と、潜在的細胞外ドメインを形成する残基35～242と、潜在的膜貫通ドメ
インを形成する残基243～263と、潜在的細胞質ドメインを形成する残基264～288とを含む
Ｉ型糖タンパク質である。従って、その分泌シグナル配列を含まない成熟CD80分子は、ア
ミノ酸35～288を呈示する。CD80をコードするヒトヌクレオチド配列は、GenBank登録番号
NM_005191に見いだすことができる。
【００６０】
　CD80のコグネイト受容体CD28に結合することができるCD80の残基35～242またはその断
片は、本発明で使用する結合対メンバーとの融合物として結合または発現させることがで
きる。例えば、図２Ａおよび２Ｂは、ヒトCD80（B7.1）の細胞外ドメインとコアストレプ
トアビジンとを含む融合タンパク質のヌクレオチド（配列番号３）およびアミノ酸配列（
配列番号４）を示す。
【００６１】
　CD86（B7.2）は329個のアミノ酸（37696 Da）を含む。Freemanら、Science 262（5135
）、909-911（1993）を参照。ヒトCD86の全アミノ酸配列は、Swiss-Protデータベースに
おいて登録番号P42081で見いだすことができる。CD86は、分泌シグナルを形成する残基１
～23と、潜在的細胞外ドメインを形成する残基24～247と、潜在的膜貫通ドメインを形成
する残基248～268と、潜在的細胞質ドメインを形成する残基269～329とを含むＩ型糖タン
パク質である。従って、その分泌シグナル配列を含まない成熟CD86分子は、アミノ酸24～
329を呈示する。CD80をコードするヒトヌクレオチド配列は、GenBank登録番号NM_175862
に見いだすことができる。
【００６２】
　CD86のコグネイト受容体CD28に結合することができるCD86の残基24～247またはその断
片は、本発明で使用する結合対メンバーとの融合物として結合または発現させることがで
きる。例えば、図５Ａおよび５Ｂは、ヒトCD86（B7.2）の細胞外ドメインとコアストレプ
トアビジンとを含む融合タンパク質のヌクレオチド（配列番号９）およびアミノ酸（配列
番号10）配列を示す。
【００６３】
　CD86は通常、休止Ｂ細胞には発現されず、末梢血液単球（PBC）およびDCに低いレベル
で発現される。しかし、その発現は、活性化後、Ｂ細胞、ならびにマクロファージおよび
DCのようなその他のAPCでアップレギュレートされる。対照的に、CD86は、PBCおよびDCに
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構成的に発現され、Ｂ細胞ではより迅速にアップレギュレートされる。APC上のMHC／ペプ
チド複合体とのＴ細胞受容体（TCR）相互作用により、Ｔ細胞上のCD28とCD80／86との同
時結合が可能になり、これによって脂質キナーゼホスファチジルイノシトール3-キナーゼ
のチロシンリン酸化が起こり、次にはこれが一連の細胞内事象を開始し、その結果、Il-2
遺伝子発現、細胞増殖、およびエフェクター機能への分化が誘導される。シグナル２は、
抗アポトーシス遺伝子（例えば、Bcl-xL）の調節を通じた細胞死の阻止により、生産的免
疫応答をさらに高めることができる。
【００６４】
３．LIGHT
　免疫活性化の初期段階後、「二次」受容体／リガンド対、例えば、4-1BBL／4-1BB（前
述）およびLIGHT／HVEMはＴ細胞およびAPCの表面でアップレギュレートされることになる
。これらの受容体／リガンド対は、初期活性化後事象の維持、免疫ホメオスタシス、およ
び免疫記憶の発生に関与している。
【００６５】
　LIGHTポリペプチド（TNFS14、HVEM-L、LTg、TR2としても知られる）は、リンホトキシ
ンと相同のTNFスーパーファミリーメンバーである。Mauriら、Immunity 8 (1), 21-30（1
998）を参照。ヒトLIGHTの全アミノ酸配列は、Swiss-Protデータベースにおいて登録番号
O43557で見いだすことができる。LIGHTは240個のアミノ酸（26351 Da）を含み、潜在的細
胞質ドメインを形成する残基１～37と、単一の推定膜貫通ドメインを形成する残基38～58
と、潜在的細胞外ドメインを形成する残基59～240とを含むII型糖タンパク質である。切
断部位は残基82～83を含む。LIGHTをコードするヒトヌクレオチド配列は、GenBank登録番
号NM_172014に見いだすことができる。
【００６６】
　LIGHTのコグネイト受容体HVEM、LTβRもしくはTR6に結合することができるLIGHTの残基
59～240またはその断片は、本発明で使用する結合対メンバーとの融合物として結合また
は発現させることができる。例えば、図１Ａおよび１Ｂは、コアストレプトアビジンとマ
ウスLIGHTの細胞外ドメインとを含む融合物のヌクレオチド配列（配列番号１）およびア
ミノ酸配列（配列番号２）を示す。
【００６７】
　LIGHTは主として活性化Ｔ細胞、NK細胞、および未成熟樹状細胞に発現され、免疫応答
の様々な側面を調節する働きをする。LIGHTは、膜結合タンパク質として合成されるが、
その細胞表面発現はいくつかの翻訳後機構により調節される。LIGHTはその発現から数分
以内にマトリックスメタロプロテイナーゼにより細胞表面から切断され、可溶性分子とし
て蓄積する（イソ型１；概して残基83～240を呈示する；Swiss-Prot O43557-1）。細胞表
面細胞質セグメントはイソ型２（Swiss-Prot O43557-2）を呈示する。加えて、様々な細
胞型が小胞にLIGHTを貯蔵し、多様な生理学的刺激による活性化の際にそれらを分泌する
。LIGHTの可溶性形態の役割は十分に明らかにされていないが、負のフィードバックルー
プとして働き、HVEMおよびLTβRについての競合により膜結合形態の機能を阻害すると考
えられる。
【００６８】
　LIGHTは、異なる３つの受容体：（１）T細胞上のヘルペスウイルス侵入仲介因子（HVEM
）、（２）主として上皮および間質細胞に発現されるLTβR、および（３）様々な細胞上
の可溶性おとり受容体３と相互作用する。これら相互作用は、LIGHTに様々な機能を賦与
する。間質細胞上のLTβRとの相互作用は、各種サイトカイン／ケモカインの産生、リン
パ節（LN）器官形成、および二次リンパ系構造の回復に関連する。これに対し、リンパ球
上のHVEM受容体とLIGHTとの相互作用により、サイトカインの活性化および産生が起こる
が、IFN-γおよびGM-CSFが優勢となる。これに関して、LIGHT／HVEM軸（axis）は、腫瘍
根絶に重要な役割を果たすTh1型応答の活性化に関連する共刺激シグナルを送達するよう
である。
【００６９】
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　LIGHTはリンパ器官形成およびTh1型応答の発生に一定の役割を果たす。例えば、Yangら
、2002, J. Biol. Regul. Homeost. Agents, 16:206-10；Schneiderら、2004, Immunol. 
Rev., 202:49-66を参照されたい。
【００７０】
　LIGHTの効果はin vitroおよびin vivo両方の様々な腫瘍モデルで認められている。LIGH
Tを発現する単純ヘルペスウイルスアンプリコンにより伝達される慢性リンパ性白血病細
胞は、混合リンパ球反応においてＴ細胞増殖を増強すると報告されている。MDA-MB-231ヒ
ト乳癌細胞上でのLIGHTの過剰発現は、腫瘍増殖を抑制することがわかっている。様々な
癌細胞株へのLIGHTのトランスフェクションはこれら細胞におけるICAM-1発現を刺激する
。ICAM-1の存在は、腫瘍細胞における抗腫瘍活性を生み出す上で有効なシグナル伝達を可
能にするため、有益であると考えられる。Ｔ細胞活性化以外に、LIGHTのもう一つの重要
な機能は、LTβRを介してシグナルを伝達できることであり、これは、ケモカイン発現の
誘導を通じて媒介される二次リンパ系構造の発生、ならびに間質細胞における接着分子の
発生に重要な役割を果たす。間質細胞上のLTβRとLIGHTとの相互作用はCCL21の発現を調
節するが、これによって、リンパ系組織へのナイーブＴ細胞のホーミングが制御される。
【００７１】
　免疫共刺激ポリペプチドがLIGHTである本発明の実施形態の一利点として、LIGHTがリン
パ器官形成を刺激し、Th1型応答の発生を支持することができる点が挙げられる。もう一
つの利点としては、LIGHTが腫瘍に対する免疫応答を刺激し、腫瘍間質を活性化してこれ
らの応答をさらに増強できる点が挙げられる。
【００７２】
　間質は、腫瘍部位へのリンパ球浸潤を阻止する物理的バリアとして働く。間質はまた、
腫瘍微小環境内でのリンパ球活性化も阻害する。これは、Ｔ細胞活性化に必要な共刺激シ
グナルの欠如および／または間質繊維芽細胞および腫瘍細胞の両方によって合成および分
泌される様々な免疫阻害性可溶性媒介因子（例えば、TGF-βおよびIL-10）の存在による
ものと考えられる。間質は、腫瘍細胞を腫瘍部位に閉じ込め、これによって腫瘍細胞が局
所リンパ節にトラフィッキングするのを阻止することにより、免疫学的無視を促進する。
【００７３】
　腫瘍間質細胞はまた、LTβRのような各種免疫受容体も発現するため、これらは、本発
明に従って抗腫瘍免疫の増強に利用することができる。
【００７４】
４．OX40L
　OX40Lは、樹状細胞およびその他のAPCにより発現され、活性化Ｔ細胞上に存在するOX40
に結合する。OX40Lは、183個のアミノ酸（21950 Da）を含む。Miuraら、Mol. Cell. Biol
. 11:1313-1325（1991）を参照。OX40Lの全アミノ酸配列は、Swiss-Protデータベースに
おいて登録番号P23510で見いだすことができる。OX40Lは、残基１～23で細胞質ドメイン
を、残基24～50で膜貫通ドメインを、そして残基51～183で細胞外ドメインを含むII型糖
タンパク質である。OX40Lのヌクレオチド配列は3510bpであり、コード配列は157-708であ
る（GenBank登録番号NM_003326.2参照）。OX40Lのコグネイト受容体OX40に結合すること
ができるOX40Lの残基51～183またはその断片は、本発明で使用する結合対メンバーとのＣ
末端融合物として結合または発現させることができる。
【００７５】
５．CD40L
　CD40Lは、活性化Ｔ細胞により発現され、タンパク質分解プロセシングにより膜形態か
ら誘導される細胞外可溶性形態としても存在する。CD40L（a.k.a. TNFSF5）は、261個の
アミノ酸（29350 Da）を含む。Villingerら、Immunogenetics 53:315-328（2001）を参照
。CD40Lの全アミノ酸配列は、登録番号Q9BDN3で見いだすことができる。CD40Lは、残基１
～22で細胞質ドメインを、残基23～43で膜貫通ドメインを、そして残基44～261で細胞外
ドメインを含むII型糖タンパク質である。CD40Lのヌクレオチド配列は1834 bpであり、コ
ード配列は73-858である（GenBank登録番号NM_000074参照）。CD40Lのコグネイト受容体C
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合対メンバーとのＮ末端融合物として結合または発現させることができる。
【００７６】
６．PD-L1
　PD-L1は、活性化ＴおよびＢ細胞、樹状細胞、ケラチノサイトおよび単球上に発現され
る。PD-L1（a.k.a. B7-H；B7H1；PDL1；PDCD1L1）は290個のアミノ酸（33275 Da）を含む
。Dongら、Nat. Med. 5: 1365-1369（1999）を参照。PD-L1の全アミノ酸配列は、Swiss-P
rotデータベースにおいて登録番号Q9NZQ7で見いだすことができる。PD-L1は、290個のア
ミノ酸を含み、そのうちＮ末端の18アミノ酸がシグナル配列を呈示する。細胞外ドメイン
はアミノ酸19～238に位置し、膜貫通ドメインは残基239～259に位置し、細胞質ドメイン
は残基260～290に位置する。PD-L1（1553 bp）のヌクレオチド配列は公開データベース（
GenBank登録番号NM_014143参照）（コード配列は53-925）で入手可能である。PD-L1のイ
ソ型は選択的プライシングを経ることで存在する。PD-L1のコグネイト受容体PDCD1に結合
することができるPD-L1の細胞外ドメインまたはその断片は、本発明で使用する結合対メ
ンバーとのＮ末端融合物として結合または発現させることができる。
【００７７】
７．GL50
　GL50イソ型１は広範に発現され（脳、心臓、腎臓、肝臓、肺、膵臓、胎盤、骨格筋、骨
髄、結腸、卵巣、前立腺、精巣、リンパ節、白血球、脾臓、胸腺および扁桃）；GL50イソ
型２（swissprot O75144）はリンパ節、白血球および脾臓において、また、活性化単球お
よび樹状細胞上で発現される。GL50（a.k.a. B7-H2；B7H2；B7RP-1；B7RP1；ICOS-L；ICO
SLG；KIAA0653；およびLICOS）は290個のアミノ酸（33275 Da）を含む。Wangら、Blood 9
6:2808-2813 (2000)を参照。GL50の全アミノ酸配列は、Swiss-Protデータベースにおいて
登録番号O75144で見いだすことができる。GL50は、302個のアミノ酸を含み、そのうちＮ
末端の18アミノ酸がシグナル配列を呈示する。細胞外ドメインはアミノ酸19～256に位置
し、膜貫通ドメインは残基257～277に位置し、細胞質ドメインは残基278～302に位置する
。GL50（3239 bp）のヌクレオチド配列は公開データベース（GenBank登録番号NM_015259
参照）（コード領域は135-1043）で入手可能である。GL50のイソ型は選択的プライシング
を経ることで存在する。GL50のコグネイト受容体ICOSに結合することができるGL50の細胞
外ドメインまたはその断片は、本発明で使用する結合対メンバーとのＮ末端融合物として
結合または発現させることができる。
【００７８】
　表１は様々な共刺激分子およびその受容体の例をまとめて示すものであり、共受容体リ
ガンド対コンジュゲートの実施形態を含む。
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【００７９】
　他の免疫共刺激ポリペプチドを本発明で用いてもよい。例えば、US 2003/0219419（そ
の全内容を参照により本明細書にすべて組み込むものとする）は、本発明で有用なIL-2-C
SA融合タンパク質、およびCSA-CD40L融合タンパク質を記載している。要約すると、本発
明において有用な免疫共刺激ポリペプチドの例として以下のものが挙げられる。

【表２】
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【表３】

【表４Ａ】
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【表４Ｂ】

抗原および感染因子
　本発明の方法および組成物は、任意の抗原または感染因子（例えば、TAA、感染因子関
連抗原、および感染因子そのものなど）に対する免疫応答を生じさせるかまたは増強する
のに有用である。本発明によれば、標的腫瘍もしくは感染因子に関連する抗原（または感
染因子そのもの）を免疫細胞に提示することによって、免疫応答を生じさせるかまたは増
強する。
【００８０】
１．TAA
　一実施形態では、前記抗原はTAAであり、本発明は、腫瘍に対する患者の免疫応答を生
じさせるかまたは増強するのに有効な癌免疫療法を提供する。この実施形態によれば、本
発明は、腫瘍サイズを縮小する方法と、腫瘍細胞の増殖を阻害する方法とを提供する。
【００８１】
　本発明が有用となる代表的な腫瘍細胞として、限定するものではないが、癌が挙げられ
、これは、肺、肝臓、乳房、膀胱、胃、結腸、膵臓、皮膚などの各種身体器官のいずれに
由来するものであり得る。癌としては、器官または腺で発達する腺癌、扁平上皮に由来す
る扁平上皮癌などを挙げることができる。治療が可能なその他の癌として、以下のものが
挙げられる：肉腫、例えば、骨肉種または骨原性肉腫（骨）、軟骨肉腫（軟骨）、平滑筋
肉腫（平滑筋）、横紋筋肉腫（骨格筋）、中皮肉腫または中皮腫（体腔の内膜）、繊維肉
腫（繊維組織）、血管肉腫または血管内皮腫（血管）、脂肪肉腫（脂肪組織）グリオーマ
または星状細胞腫（脳に存在する神経結合組織）、粘液肉腫（原始胚結合組織）、esench
ymousまたは中胚葉性混合腫瘍（混合結合組織型）。これらに加え、骨髄腫、白血病、お
よびリンパ腫も治療可能である。
【００８２】
　具体的な腫瘍タイプに関連する多数のTAAが確認されている。このようなものとして、
以下のものが挙げられる：ヒトテロメラーゼ逆転写酵素（hTERT）、サバイビン、MAGE-1
、MAGE-3、ヒト絨毛性ゴナドトロピン、癌胎児抗原、αフェトプロテイン、膵腫瘍胎児抗
原、MUC-1、CA 125、CA 15-3、CA 19-9、CA 549、CA 195、前立腺特異抗原；前立腺特異
膜抗原、Her2/neu、gp-100、突然変異K-rasタンパク質、突然変異p53、トランケート型表
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皮成長因子受容体、キメラタンパク質P210BCR-ABL；ヒトパピローマウイルスのE7タンパ
ク質、およびエプスタイン－バーウイルスEBNA3タンパク質。患者の抗腫瘍免疫応答を生
じさせるかまたは増強するために、上記抗原、その抗原断片、抗原および／または断片の
混合物のいずれを本発明に従い用いてもよい。表５に、いくつかのTAAとこのようなTAAに
関連する疾患の例を挙げる。
【表５】

【００８３】
　Ｔ細胞により認識されるその他のヒトTAAは、例えば、Novellinoら、「A listing of h
uman tumor antigens recognized by T cells: March 2004 update」 Cancer Immunology
 and Immunotherapy, 54: 187-207（2005）（参照により本明細書に組み込まれる）中に
見いだすことができる。これら疾患の動物コレラリー（correllaries）、および他の動物
疾患に対応する多数の動物TAAが当分野において周知であり、これらも本発明の範囲に含
まれる。
【００８４】
　本発明の一実施形態では、TAAとして、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素（hTERT）およびサ
バイビンからなる群よりTAAを選択する。hTERTはヒト癌の85％超で発現されるが、正常な
組織ではその発現は制限される。例えば、Vonderheideら、Immunity 1999, 10:673-79を
参照。同様に、サバイビンは、アポトーシスの阻害剤として確認されており、正常細胞に
は存在しないが、肺、結腸、膵臓、前立腺および乳癌など、ほとんどの種類の腫瘍で発現
される。例えば、Ambrosiniら、Nat. Med. 1997, 3:917-21を参照。これらTAAは大部分の
種類の癌で発現され、正常組織には稀であるか、存在しないため、本発明の癌免疫療法に
使用するのに魅力的な抗原である。
【００８５】
　本発明の別の実施形態では、TAAは子宮頚癌に関連する。世界中で毎年約500,000人の女



(20) JP 5564181 B2 2014.7.30

10

20

30

性が子宮頚癌を発症しており、女性の癌による死亡原因の第２位となっている。子宮頚癌
はヒトパピローマウイルス（HPV）による性器ウイルス感染に直接関連しており、世界規
模での健康問題である。特にHPV16型は子宮頚癌のほぼ半分に認められる。性器HPV16およ
び18型、また、これより頻度は少ないが、31、33、35、45、51および56型は、子宮頚部お
よびその他の肛門性器癌の病因に関与している。癌細胞に認められるHPV型は、in vitro
実験でトランスフォーミング活性を有し、ウイルストランスフォーミングタンパク質E6お
よびE7（「初期」タンパク質としても知られる）が子宮頚癌細胞株およびHPV関連癌に一
貫して発現されている。E6およびE7は、腫瘍サプレッサーであるp53および網膜芽細胞腫
（Rb）にそれぞれ結合することがわかっている。HPV関連悪性トランスフォーメーション
の場合、後期遺伝子（L1およびL2）といくつかの初期遺伝子（E1およびE2）は通常消失し
、癌に頻繁に認められる唯一のオープンリーディングフレームとしてE6およびE7が残る。
E6およびE7の発現は、p53およびRbのようなタンパク質により通常媒介される細胞増殖の
調節に打ち勝ち、非制御増殖を可能にし、悪性トランスフォーメーションの可能性をもた
らすと考えられる。
【００８６】
　従って、本発明の一具体的実施形態によれば、TAAはE6およびE7の１以上である。本発
明によるE6およびE7の使用により、複数の利点をもたらすことができる。第１に、E6およ
びE7がほとんどの子宮頚癌に一貫して発現されることである。第２に、ほとんどの腫瘍抗
原が正常なタンパク質または突然変異した自己タンパク質に由来するのに対し、E6および
E7は完全に外来のウイルスタンパク質であり、突然変異型タンパク質より多くの抗原ペプ
チドまたはエピトープを保有しうることである。第３に、E6およびE7が、悪性表現型の誘
導および維持に重要な役割を果たし、機能的E6およびE7がなければ、これらの細胞は腫瘍
発生を停止することである。
【００８７】
　様々な種（例えば、ヒト、ウシ）に由来する、及び様々なパピローマウイルス型（例え
ば、HPV16および18）についてのE6およびE7タンパク質のヌクレオチドおよびアミノ酸配
列が当分野では周知である。例えば、http://www.stdgen.lanl.gov/stdgen/virus/hpv/in
dex.htmlでHPV配列データベースを参照されたい。HPV16 E6、HPV16 E6変異体、およびE7
のアミノ酸配列をそれぞれ図６Ａ（配列番号11）、６Ｂ（配列番号12）および６C（配列
番号13）に記載する。
【００８８】
２．感染因子
　本発明が有用である代表的な感染因子には、限定するものではないが、あらゆるウイル
ス、細菌、真菌または原生動物が含まれる。表６に感染因子の例を挙げる。
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【００８９】
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【００９０】
　感染因子の代表例として、ヒトおよびトリインフルエンザ、HIV、Ｃ型肝炎、結核、西
ナイルウイルス、クリプトコッカス性（髄膜炎）ヘルペス、クラジミア、および炭疽菌が
挙げられる。感染因子に関連する抗原のいずれかを本発明に用いることができる。
【００９１】
　一実施形態によれば、本発明のコンジュゲートに感染因子そのものを用いる。この実施
形態によれば、ウイルスのような感染因子と、結合対メンバーとを含むコンジュゲートを
用いる。ヒトまたはトリインフルエンザもしくはHIVのようなウイルス、またはその他の
ウイルスなど、任意の感染因子を用いてもよい。その感染力を減弱または排除するために
、感染因子を改変または弱毒化してもよい。
【００９２】
　インフルエンザを参照にして、この本発明の態様をさらに詳細に記載するが、これは説
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明を目的にするに過ぎない。インフルエンザは、インフルエンザウイルスを原因とする感
染性の疾患であり、気道に作用し、多くの場合、鼻、喉および肺における諸症状、ならび
に熱、頭痛、疲労感および痛みを引き起こす。インフルエンザはまた、肺炎、気管支炎、
もしくは副鼻洞および耳感染のような合併症をもたらし、または慢性症状を悪化させるこ
ともある。インフルエンザウイルスはＡ、ＢまたはＣ型に分類される。ＡおよびＢ型に属
する系統は集団内を循環し、ヒトインフルエンザの大部分のケースに関連している。Ａ型
インフルエンザは、ヒトにおける公衆衛生問題の圧倒的大多数の原因となっている。
【００９３】
　Ａ型インフルエンザウイルスは、そのタンパク質の２つ、すなわち、標的細胞へのウイ
ルスの結合および侵入を促進するタンパク質である血球凝集素（Ｈ）、および感染細胞か
らの新しく形成されたウイルス粒子の放出および身体全体へのその拡散に関与するタンパ
ク質であるノイラミダーゼ（Ｎ）、の組成によってさらに細分類される。15の血球凝集素
サブタイプ（H1～H15）および９のノイラミダーゼサブタイプ（N1～N9）が確認されてい
る。ヒトにおけるインフルエンザの大発生は、３つの血球凝集素サブタイプ（H1、H2およ
びH3）と２つのノイラミダーゼサブタイプ（N1およびN2）に起因している。例えば、1918
年のインフルエンザウイルスの血球凝集素はH1であり、そのノイラミダーゼはN1であった
ことから、これはH1N1サブタイプと呼ばれる。他の大発生として、1957年のH2N2サブタイ
プ、1968年のH3N2、ならびに近年、東南アジア、中国、そして今では、欧州および中東に
おいてトリおよびヒトで大発生したH5N1が挙げられる。
【００９４】
　Ａ型インフルエンザウイルスは、血球凝集素およびノイラミダーゼの反応性または抗原
部位における突然変異または改変を含む機構によって、または1つの血球凝集素およびノ
イラミダーゼサブタイプが別のサブタイプで突然置換されることによって、絶えず進化す
る。これらの機構により、新型ウイルスサブタイプが生まれ、これによってインフルエン
ザウイルスが免疫系の防御を回避し、拡散することが可能になる。Ａ型インフルエンザウ
イルスの抗原変異体が毎年出現し、世界保健機構により進行中のインフルエンザウイルス
の国際的監視に基づいて更新されたワクチン製剤が必要になる。新型インフルエンザウイ
ルスサブタイプ（例えば、近年ではH5N1など）が絶えず出現するこのような現象によって
、さらに大規模なインフルエンザの発生が起こると予想される。あるもっともらしいバイ
オテロのシナリオでは、実験室由来のウイルスは、抗原改変を生じさせ、それにより確立
された宿主防御を回避する大発生を生じさせるように同様に設計されるだろう。
【００９５】
　本発明のコンジュゲートは、短時間で作製および製造するのが容易であり、最新の衛生
上の需要に基づきその抗原成分を困難なく変更および更新することができ、ウイルス機構
および感染細胞を選択的に標的化し、かつ治療効果のため感染後におよび予防のため感染
前に投与することができる、インフルエンザワクチンに用いることができる。
【００９６】
　このように、一実施形態によれば、インフルエンザ抗原（またはその抗原断片）を本発
明のコンジュゲートの抗原成分として用いる。例えば、上記抗原は、H1およびN1の1以上
（いずれも高度に免疫原性）および／または核タンパク質（NP）およびマトリックスタン
パク質１（MP1）の1以上および／またはマトリックスタンパク質２（MP2）の1以上（すべ
て高度に保存された構造タンパク質）を含んでもよい。また、H5のような汎発流行系統由
来のタンパク質を本発明の抗原として用いることもできる。特定の理論に束縛されるわけ
ではないが、NPおよびMP2のような細胞内タンパク質は、ほとんどまたは全く分散を呈示
しないことから、毎年の調節を必要とせずに、異種ウイルス感染を予防することができる
ため、より万能なワクチンを提供すると考えられる。例えば、NPは、Ａ型インフルエンザ
分離株間で90％超のタンパク質配列相同性を示し、優性細胞傷害性Ｔ細胞標的エピトープ
を含む。本発明に有用なその他のインフルエンザ抗原としては、PA、PB1およびPB2（PNA
ポリメラーゼサブユニット）ならびにNS1およびNS2（インターフェロン応答インヒビター
およびRNP核輸出）が挙げられる。また、Brown, 2000, Biomed. Pharmacother. 54: 196-
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209；Steinhauerら、2002, 36: 305-32；De Jongら，2000, 40: 218-28；Alexander, Vet
. Microbiol. 74: 3-13も参照されたい。
【００９７】
　従って、一実施形態によれば、Ａ型インフルエンザ血球凝集素タンパク質（またはその
抗原断片）を本発明のコンジュゲートの抗原成分として用いる。現在、インフルエンザの
予防は、主要成分としてＨを含むインフルエンザワクチンの皮下注射により達成されてい
る。例えば、Ａ型インフルエンザウイルス／PuertoRico／8／34（PR8）由来のH1（H1N1）
が主に流通しているＨタンパク質であり、十分に特性決定されており、本発明で用いるこ
とができる。別の実施形態では、Ａ型インフルエンザノイラミダーゼタンパク質（または
その抗原断片）をコンジュゲートの抗原成分として用いる。Ｈタンパク質含有コンジュゲ
ートまたはＮタンパク質含有コンジュゲートのいずれかを含む組成物はインフルエンザに
対するワクチンとして有用である（例えば、現行のインフルエンザワクチンは、主要成分
としてＨタンパク質を含み、同種のウイルスの流行を予防するのに十分な免疫を誘導する
ことがわかっている）。あるいは、Ｈタンパク質を含むコンジュゲートとNタンパク質を
含むコンジュゲートの両方、または抗原の任意の組合せ（例えば、可変および保存抗原の
組合せ）を投与するのも有利であると考えられる。これは、各々が単一抗原含有コンジュ
ゲートを含む２種以上の組成物を投与することによって、または単一の組成物として２種
以上のコンジュゲート（従って、２種以上の抗原）を提供することにより、実施すること
ができる。一実施形態では、コンジュゲートの抗原成分は、最新の公衆衛生上の需要に基
づいて選択する。
【００９８】
　一実施形態では、コンジュゲートは、免疫共刺激ポリペプチドとして4-1BBLを含む。特
定の理論に束縛されるわけではないが、このコンジュゲートは、in vivoで患者に投与す
ると、4-1BBLとDC上の4-1BB受容体との間の相互作用によりDCに結合するため、ワクチン
の内在化、DCの表面へのインフルエンザ抗原の提示、ならびにDCの活性化および成熟をも
たらすと考えられる。次には、DCの活性化が、CD8およびCD4Ｔ細胞との相互作用およびこ
れら細胞の活性化をもたらしうる。続いて、活性化CD4Ｔ細胞がＢ細胞と相互作用し、そ
れらを活性化して抗体分泌細胞に分化させ、液性応答をもたらすことができる。また、CD
8Ｔ細胞の活性化も、さらに多くのCD8Ｔ細胞の分化および増殖をもたらすことができ、該
細胞はウイルス感染細胞を死滅させる機能を果たす。上記コンジュゲートはまた、4-1BB
受容体を発現する活性化CD8およびCD4Ｔ細胞に直接結合し、さらにシグナルを増幅させる
こともできる。加えて、上記コンジュゲートは（4-1BBLを介して）活性化ナチュラルキラ
ー（NK）細胞に直接結合することもでき、該細胞もウイルス感染細胞を死滅させるように
機能し、このすべてによってさらに強力な免疫応答が得られる。従って、上記コンジュゲ
ートは、治療および予防ワクチンにおいてその効果を支持する細胞性および液性応答の両
方を生じさせる。
【００９９】
　他の感染因子に対するワクチンとして有用なコンジュゲートの抗原成分は、感染因子に
関連する抗原に基づき、同様にして当業者が選択することができる。例えば、HIV関連抗
原として、以下のものが挙げられる：HIVエンベロープgp120エピトープ（例えば、V3のよ
うな可変ループ）、またはその他のHIVタンパク質、例えば、Gagタンパク質（Pr55gag、
マトリックスp17、キャプシドp24、ヌクレオキャプシドp7）、p5；Pol（ポリメラーゼ）
、Vif（ウイルス感染性因子p23）；Vpr（ウイルスタンパク質R p15）；Rev（ウイルス遺
伝子発現の調節因子p19）；Vpu（ウイルスタンパク質U）；Env（gp 160、gp120、gp41）
；Tat（転写活性化因子p14）；およびNef（負のエフェクターp24）。例えば、Peters, 20
1, Vaccine 2: 688-705；Michael, 2003, Clin. Med. 3: 269-72；Gandhi & Walker, 200
2, Ann. Rev. Med. 53: 149-72；Haseltine, 1991, FASEB 5: 2349-60を参照されたい。
ワクチンに有用なその他の抗原として、ｂ型インフルエンザ（Haemophilius influenzae 
type b）の莢膜多糖、髄膜炎菌(Neisseria meningitidis)の莢膜多糖、肺炎レンサ球菌(S
treptococcus pneumoniae)の莢膜多糖、Ｂ型肝炎の表面抗原、ならびにジフテリアの不活



(25) JP 5564181 B2 2014.7.30

10

20

30

40

50

性化外毒素および破傷風毒素などが挙げられる。これらの抗原は、インフルエンザ抗原に
関して前述したように、本発明に従って用いることができる。
【０１００】
結合対
　結合対の例としてビオチンおよびストレプトアビジン（SA）またはアビジンが挙げられ
る。また、ビオチンに対する実質的な結合活性（例えば、それぞれ天然SAまたはアビジン
の結合親和性の少なくとも50％またはそれ以上）を保持するSAまたはアビジン断片を用い
てもよい。このような断片として、「コアストレプトアビジン（CSA）」、すなわち、全
長ストレプトアビジンポリペプチドのトランケート型があり、これはストレプトアビジン
残基13～138、14～138、13～139及び14～139を含みうる。例えば、Pahlerら、J. Biol. C
hem. 1987, 262:13933-37を参照。ビオチンとの強力な結合を保持するストレプトアビジ
ンおよびアビジンの他のトランケート型を用いてもよい。例えば、Sanoら、J Biol Chem.
 1995 Nov 24, 270(47): 28204-09（コアストレプトアビジン変異体16～133および14-138
を記載）（米国特許第6,022,951号）を参照されたい。また、実質的なビオチン結合活性
または増大したビオチン結合活性を保持するストレプトアビジンの突然変異体およびスト
レプトアビジンのコア形態を用いてもよい。Chilcotiら、Proc Natl Acad Sci U S A. 19
95 Feb 28;92(5):1754-8；Reznikら、Nat Biotechnol. 1996 Aug;14(8):1007-11を参照さ
れたい。例えば、免疫原性が低減した突然変異体、例えば、潜在的Ｔ細胞エピトープまた
はリンパ球エピトープを除去する部位指定突然変異により突然変異させた突然変異体を用
いることができる。Meyerら、Protein Sci. 2001 10: 491-503を参照。同様に、実質的な
ビオチン結合活性または増大したビオチン結合活性を保持するアビジンの突然変異体およ
びアビジンのコア形態を用いてもよい。Hillerら、J. Biochem. (1991) 278: 573-85；Li
vnahら、Proc Natl Acad Sci USA (0: 5076-80) (1993)。便宜上、本記載において、本明
細書で用いる用語「アビジン」および「ストレプトアビジン」は、ビオチン結合断片、こ
れら結合対メンバーの突然変異体およびコア形態を包含することを意図する。アビジンお
よびストレプトアビジンは商業的供給者から入手することができる。さらに、ストレプト
アビジンおよびアビジンをコードする核酸配列ならびにストレプトアビジンおよびアビジ
ンのアミノ酸配列は、例えば、GenBank登録番号X65082；X03591；NM_205320；X05343；Z2
1611；およびZ21554に見いだすことができる。
【０１０１】
　本明細書で用いる用語「ビオチン」とは、表面、例えば、細胞表面（腫瘍細胞表面など
）に結合することができるビオチン含有部分、例えば、NHS－ビオチンおよびEZ-LinkTM S
ulfo-NHS-LC-Biotin（Pierce）などを含む。このようなビオチンのタンパク質反応性形態
は市販されている。
【０１０２】
　ビオチンとその結合パートナー、アビジンまたはストレプトアビジンとの相互作用によ
り、本発明に関して複数の利点がもたらされる。例えば、ビオチンは、ストレプトアビジ
ン（1013M-1）およびアビジン（1015M-1）の両方に対して極めて高い親和性を有する。加
えて、ストレプトアビジンおよびアビジンはいずれも、各々が４分子のビオチンに結合す
る四量体ポリペプチドである。従って、ストレプトアビジンまたはアビジンを含む免疫共
刺激部分は四量体およびさらに高次の構造を形成する傾向がある。その結果、これらは、
対応する免疫細胞受容体に架橋して、例えば、受容体の凝集により、さらに強力なシグナ
ル伝達を達成することができる。
【０１０３】
　当業者は、他の機構（例：例えば、他の結合部分または化学もしくは遺伝的架橋を用い
る他のコンジュゲート方法）を用いて、さらに高次構造の免疫共刺激分子、例えば、二量
体、三量体、四量体およびさらに高次の多量体の免疫共刺激分子を含むコンジュゲートを
提供することができ、これらも有利な特性を呈示する。このようなコンジュゲートも本発
明の範囲に含まれる。
【０１０４】
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コンジュゲート
　免疫共刺激ポリペプチド、抗原または感染因子および結合対のメンバーを含むコンジュ
ゲートは、当該分野で周知の方法により作製することができる。例えば、ポリペプチド／
抗原／感染因子および結合対メンバーを互いに共有結合させる、あるいは、これらを直接
またはリンカーを介して互いにコンジュゲートさせることができる。一実施形態によれば
、ポリペプチド／抗原／感染因子および結合対メンバーは、融合タンパク質の成分である
。当分野で周知の多数の異なる方法のいずれかにより融合タンパク質を製造することがで
きる。例えば、融合タンパク質の１以上の成分ポリペプチドを化学的に合成する、または
周知の組換え核酸技術を用いて作製することができる（本明細書で用いる「核酸」とはRN
AまたはDNAを指す）。本発明において有用な核酸配列は、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応
（PCR）を用いて取得することができる。様々なPCR方法、例えば、PCR Primer: A Labora
tory Manual, Dieffenbach 7 Dveksler編、Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995
にが記載されている。
【０１０５】
　一実施形態によれば、免疫共刺激ポリペプチドは、そのＣ末端を介して結合対メンバー
のN末端に結合する。例えば、免疫共刺激ポリペプチドは、そのＣ末端を介してコアスト
レプトアビジン（CSA）のN末端に結合する。従って、本発明は、CD80部分がそのＣ末端を
介してCSAのN末端に結合する場合に、CD80-CSA融合タンパク質を含む。別の実施形態によ
れば、免疫共刺激ポリペプチドは、そのＮ末端を介して結合対メンバーのＣ末端に結合す
る。例えば、免疫共刺激ポリペプチドは、そのN末端を介してCSAのＣ末端に結合すること
ができる。例えば、本発明は、CSA部分がそのＣ末端を介して免疫共刺激ポリペプチドのN
末端に結合する場合に、CSA-4-1BBL、CSA-LIGHT、CSA-CD40L、およびCSA-OX40L融合タン
パク質を含む。免疫共刺激ポリペプチドは、結合対メンバーに直接結合してもよいし、ま
た、１以上の結合部分（例えば、１以上の結合ポリペプチドなど）を介して結合してもよ
い。
【０１０６】
　一実施形態によれば、免疫共刺激ポリペプチド、抗原または感染因子をビオチン化する
。ビオチン化コンジュゲートは、当分野で周知の方法により作製することができ、以下の
実施例で例示する。
【０１０７】
　例えば、Avidity, Inc.（コロラド州デンバー）のBiotin AviTag技術を用いて、ビオチ
ン化タンパク質または感染因子を作製することができる。Biotin AviTagは、ビオチンリ
ガーゼであるBirA（ペプチド配列内のリシン残基にビオチンを結合させる）により認識さ
れる固有のユニークな15アミノ酸ペプチドからなる。Schatz, 1993, Biotechnology, 11:
1138-43。目的とする任意のタンパク質にBiotin AviTagを遺伝子的に融合させ、該タンパ
ク質をビオチン分子でタグ付けすることもできる。
【０１０８】
　Biotin AviTag技術に関して考えられる欠点の１つは、この系はタグ領域における単一
のユニークなリシン残基でタンパク質をビオチン化するため、ビオニン化の程度が低くな
りうることである。このような問題を解決するため、精製ビオチンリガーゼを用いて、精
製済のタグ付きタンパク質をin vitroで改変することができる。ビオチン化は酵素的に実
施されるため、反応条件はより穏やかであり、標識は高度に特異的で、その反応は、ビオ
チン誘導体を用いたタンパク質の化学的改変より効率的である。あるいは、Jordanら、20
03, Clin. Diag. Lab. Immunol. 10: 339-44に記載される方法を用いて、遺伝子的に操作
したビオチン化タンパク質を生産することができる。
【０１０９】
　免疫共刺激ポリペプチド、結合対メンバー、抗原、または感染因子の断片は、該断片が
、各全長部分の活性を保持する限り、本発明において有用である。従って、例えば、免疫
共刺激断片はその免疫免疫共刺激活性を保持（例えば、その受容体またはリガンドに結合
する能力を保持）し、結合メンバー断片はその結合パートナーに結合する能力を保持し、



(27) JP 5564181 B2 2014.7.30

10

20

30

40

50

そして抗原または感染因子断片は各全長抗原または感染因子に対して免疫応答を誘導する
能力を保持しなければならない。断片は、当分野で慣用の方法により、保持された活性に
ついてスクリーニングすることができる。免疫共刺激ポリペプチドの断片の例については
前文に記載している。
【０１１０】
　コンジュゲートは、結合対メンバーと免疫共刺激ポリペプチド、抗原、または感染因子
との間にペプチドリンカーのようなリンカーを含んでもよい。リンカーの長さおよび組成
は、コンジュゲート（例えば、共刺激ポリペプチド／抗原、感染因子または結合対メンバ
ー）の片方または両方の機能的末端の活性を増強するように選択することができる。リン
カーは、一般に約３～約15アミノ酸長、さらに好ましくは約５～約10アミノ酸長であるが
、これより長いまたは短いリンカーを用いてもよいし、あるいは、リンカーを一切用いな
くてもよい。これに関して、一本鎖抗体の重鎖と軽鎖とを結合させるのに用いられている
ようなフレキシブルリンカー（例：(Gly4Ser)3）を用いてもよい。Hustonら、(1988) Pro
c. Nat. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883；米国特許第5,091,513号、第5,132,405号、第4,
956,778号；第5,258,498号、および第5,482,858号を参照されたい。他のリンカーとしてF
ENDAQAPKSまたはLQNDAQAPKSがある。また、免疫グロブリンFc領域の１以上のドメイン（
例えば、CH1、CH2および／またはCH3）をリンカーとして用いてもよい。化学的リンカー
を用いてもよい。
【０１１１】
　また、改変、変更、もしくは突然変異した核酸およびポリペプチドも、それらが各核酸
またはポリペプチドの活性を保持している限り、本発明において有用である。例えば、本
発明での使用に好適な核酸およびポリペプチド配列は、各核酸またはポリペプチド、すな
わち、既知の免疫共刺激ポリペプチドまたは結合対メンバーをコードする核酸に対し、少
なくとも約80％の配列同一性（少なくとも80％の配列同一性を含む）を有することができ
る。いくつかの実施形態では、核酸配列またはポリペプチドは、各核酸またはポリペプチ
ドに対して少なくとも約85％、少なくとも約90％、少なくとも約95％、もしくは少なくと
も99％の配列同一性を有する。
【０１１２】
　本発明は、同一のアミノ酸をコードする点で「サイレント」である塩基変更を有する核
酸（すなわち、縮重核酸配列）を包含する。本発明はまた、保存的アミノ酸置換を含むポ
リペプチドをコードする核酸、およびそのようなポリペプチドも包含する。保存的アミノ
酸置換（例えば、１個の疎水性残基を異なる疎水性残基で置換する）は当分野において周
知であり、例えば、点突然変異などにより実施することができる。所与の改変配列、変異
体または突然変異体の適切さについては、当分野で周知の受容体結合および／または生物
学的スクリーニング方法、例えば、断片に関して前述したものなどを用いて、確認するこ
とができる。
【０１１３】
　本明細書で用いる「配列同一性％」は、アライメントした核酸またはポリペプチド配列
において一致する位置の数を決定し、それぞれアライメントしたヌクレオチドまたはアミ
ノ酸の総数で一致位置数を割った後、100を掛けることにより算出する。一致位置とは、
アライメントした配列の同じ位置に同一のヌクレオチドまたはアミノ酸が存在する位置を
意味する。アライメントしたヌクレオチドまたはアミノ酸の総数とは、第２配列をアライ
メントするのに必要なヌクレオチドまたはアミノ酸の最小数を意味し、これは、非相同配
列、例えば、目的とする配列のＮ末端またはＣ末端で融合できる配列（すなわち、免疫共
刺激ポリペプチドまたは結合対メンバーをコードする配列）とのアライメント（例えば、
強制アライメント）は含まない。アライメントしたヌクレオチドまたはアミノ酸の総数は
、全コード配列に対応してもよいし、または本明細書に定義する全長配列の断片に対応し
てもよい。
【０１１４】
　World Wide Web（ncbi.nlm.nih.gov）上で入手可能な、BLAST（basic local alignment
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 search tool）プログラムに組み込まれているAltschulら（1997, Nucleic Acids Res., 
25:3389-3402）により記載されたアルゴリズムを用いて、配列をアライメントすることが
できる。BLAST検索又はアライメントは、Altschulアルゴリズムを用いて、核酸分子（「
クエリ配列」）とその他の任意の配列またはその部分配列との配列同一性％を決定するた
めに実施することができる。BLASTNを用いて、核酸配列をアライメントし、両者の同一性
を比較することができ、また、BLASTPを用いて、アミノ酸配列をアライメントし、両者の
同一性を比較することができる。BLASTプログラムを使用して治療ポリペプチドをコード
する核酸配列と別の配列との同一性（％）を計算する場合には、各プログラムのデフォル
トパラメーター（ギャップペナルティーのデフォルトを含む）を用いることができる。
【０１１５】
　サザンもしくはノーザンブロット分析（すなわち、ハイブリダイゼーション）、PCR、
またはin situハイブリダイゼーション分析のような方法により、本発明の核酸を検出す
ることができる。一般に、トランスフェクトした細胞株での免疫細胞化学、あるいは、ド
デシル硫酸ナトリウム（SDS）－ポリアクリルアミドゲル電気泳動の後、クマシーブルー
染色、または特定のポリペプチドに対する特異的結合親和性を有する抗体（モノクローナ
ルまたはポリクローナル）を用いたウェスタンブロット分析により、ポリペプチドを検出
する。これら方法の多くは、Sambrookら（1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manu
al, 第２版、Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY）に詳細
に記載されている。
【０１１６】
　従来の分子生物学的技術を用いて、免疫共刺激ポリペプチドおよび結合対メンバーをコ
ードする核酸配列を構築物中で互いに機能的に結合させることができる。例えば、Molecu
lar Cloning: A Laboratory Manual（Sambrookら、2001, 第２版、Cold Spring Harbor L
aboratory Press）またはShort Protocols in Molecular Biology（Ausubelら、2002, 第
５版、Current Protocols）を参照されたい。これらの方法に用いるのに好適な構築物は
市販されており、当分野で慣用的に使用されている。構築物は、プロモーター配列のよう
な発現に必要なエレメント、エンハンサー配列のような調節エレメント、ならびに核酸配
列の発現を調節する応答エレメントおよび／または誘導エレメントなどを含むことができ
る。本明細書で用いられる「機能的に結合した」とは、（i）核酸の発現を指令または調
節するように、該核酸配列に対してプロモーターおよび／または他の調節エレメントが配
置されること；および／または（ii）コード配列が「インフレーム」である、すなわち、
構築物が免疫共刺激ポリペプチドと結合対メンバーとを含む融合タンパク質をコードする
ように、免疫共刺激ポリペプチドをコードする核酸と結合対メンバーをコードする核酸と
が配置されることを意味する。
【０１１７】
　当分野で公知の方法により、宿主細胞中で構築物を増殖または発現させてポリペプチド
を産生させることができる。本明細書で用いる用語「宿主」または「宿主細胞」は、大腸
菌（E.coli）のような原核生物だけではなく、酵母、昆虫、植物および動物細胞のような
真核細胞も含むものとする。動物細胞として、例えば、COS細胞およびHeLa細胞などが挙
げられる。当業者に一般的に知られる方法のいずれかを用いて、DNA分子（例えば、構築
物）で宿主細胞を形質転換又はトランスフェクトすることができ、このような方法として
、リン酸カルシウムまたは酢酸リチウム沈殿、エレクトロポレーション、リポフェクショ
ンおよび粒子衝撃などが挙げられる。本発明のベクターを含む宿主細胞は、既述したよう
に、ベクターの増殖、核酸（例：DNAまたはRNA）の生産、免疫共刺激ポリペプチドもしく
はその断片の発現、または融合タンパク質の発現などの目的に用いることができる。
【０１１８】
　図１Ａおよび１Ｂ、２Ａおよび２Ｂ、３Ａおよび３Ｂ、４Ａおよび４Ｂ、５Ａおよび５
Ｂ、ならびに７Ａおよび７Ｂは、コアストレプトアビジンと免疫共刺激ポリペプチドとを
含む免疫共刺激部分のコード配列を含む代表的な核酸配列（配列番号１、３、５、７、９
および14）と、対応するコードアミノ酸配列（配列番号２、４、６、８、10および15）を
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示す。
【０１１９】
免疫療法
　本発明の一実施形態は、（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュゲー
トメンバーと（ii）結合対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第１
コンジュゲート、および（ｂ）（i）第1抗原または感染因子を含むコンジュゲートメンバ
ーと（ii）結合対の第２メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第２コンジュ
ゲートを、それを必要とする患者に投与することにより、第１抗原または感染因子に対す
る免疫応答を生じさせるかまたは増強する方法を提供する。別の実施形態では、免疫細胞
を第１および第２コンジュゲートで処理した後、患者に投与する。既述したように、いず
れの免疫共刺激ポリペプチド、ならびに、腫瘍もしくは感染因子に関連するいずれの抗原
（または感染因子そのもの）を用いてもよく、いずれの結合対を用いてもよい。
【０１２０】
　本発明は、目的の抗原とコンジュゲートした又はコンジュゲートしていないキメラ共刺
激分子の使用を含む。
【０１２１】
　コンジュゲートを患者に直接投与する実施形態では、第１コンジュゲートおよび第２コ
ンジュゲートを実質的に同時にまたは異なる時点で投与することができる。一実施形態で
は、患者への投与前に結合対メンバーの結合活性によりコンジュゲートを互いに結合させ
る。例えば、第１および第２コンジュゲートをin vitroで結合させ、単一組成物として投
与することができる。別の実施形態では、第１コンジュゲートを最初に投与した後、免疫
共刺激ポリペプチドが免疫細胞に結合するのに十分な時間が経過した後、第２コンジュゲ
ートを投与する。この時間間隔は、例えば、１～数時間、１日～数日、１週間またはそれ
以上と、変動しうる。
【０１２２】
　患者への第１および第２コンジュゲートの投与は、全身または局所的に、例えば、静脈
内、鼻内、腹腔、または皮下注射により実施することができる。一実施形態では、１以上
の組成物を、腫瘍部位への直接注射を介して、例えば腫瘍内注射により、または局所感染
の部位に、局所的に投与する。別の実施形態では、様々な経路により１以上の組成物を投
与する。例えば、１以上の組成物を局所的に投与し、１以上の組成物を全身に投与するこ
とができる。
【０１２３】
　コンジュゲートを用いて免疫細胞を処理した後、これを患者に直接投与する実施形態で
は、第１および第２コンジュゲートでほぼ同時にまたは異なる時点で免疫細胞を処理する
ことができる。一実施形態では、免疫細胞の処理に使用する前に、結合対メンバーの結合
活性によって第１および第２コンジュゲートを互いに結合させる。例えば、第１および第
２コンジュゲートを単一組成物において結合させ、これを用いて、例えば、該組成物と免
疫細胞を接触させることにより、免疫細胞をin vitroで処理することができる。別の実施
形態では、免疫細胞を第１コンジュゲートで処理し、一定時間が経過した後、第２コンジ
ュゲートで処理する。この時間間隔は、例えば、１～数時間、１日～数日、１週間または
それ以上と変動しうる。処理した免疫細胞の患者への投与は、前述したいずれかの手段に
より実施するが、そのような手段として、全身または局所投与、例えば、腫瘍内注射、ま
たは局所感染部位への注射などが挙げられる。
【０１２４】
　一実施形態によれば、本方法はさらに、第３コンジュゲートを投与すること、または免
疫細胞を第３コンジュゲートで処理することを含む。一実施形態では、この第３コンジュ
ゲートは、（i）免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュゲートメンバーと（ii）腫瘍も
しくは感染因子に関連する第２抗原または感染因子そのものを含むコンジュゲートメンバ
ーとを含む。第３コンジュゲートの免疫共刺激ポリペプチドは、第１コンジュゲートの免
疫共刺激ポリペプチドと同じでも、違うものでもよく、また、第２抗原は、第１抗原と同
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じでも、違うものでもよい。この実施形態の具体的な一態様では、免疫共刺激ポリペプチ
ドと第２抗原とが、免疫共刺激ポリペプチドおよび第2抗原がその各々に関連する結合対
メンバーの相互作用により互いに結合される。この実施形態によれば、第３コンジュゲー
トの第１および第２結合対メンバーは、第１および第２コンジュゲートの第１および第２
結合対メンバーと同じでも、違うものでもよい。
【０１２５】
　一実施形態では、第１コンジュゲートは、構成的受容体、例えば、CD80、LIGHT、およ
びCD40Lに結合する免疫共刺激ポリペプチドを含み、第３コンジュゲートは、誘導性受容
体、例えば、4-1BBLおよびOX40Lに結合する免疫共刺激ポリペプチドを含む。
【０１２６】
　以下の表７に構成的なおよび誘導性の共刺激分子の一覧を示す。
【表７】

【０１２７】
　癌免疫療法の効果は、腫瘍細胞増殖および／または腫瘍サイズの減少を決定することに
より評価することができる。腫瘍細胞の数は静的ではなく、細胞分裂中の細胞数と、死滅
していく（例えば、アポトーシスによる）細胞数の両方を反映する。腫瘍細胞に対する個
体の免疫応答を増加すれば、細胞の増殖を阻害し得る。本発明で用いる腫瘍細胞の増殖と
は、所与の期間（例えば、数時間、数日、数週、もしくは数ヶ月）にわたる腫瘍細胞数の
増加（in vitroまたはin vivo）を意味する。腫瘍細胞の増殖の阻害は、腫瘍細胞の増加
速度の減少、腫瘍細胞の完全な消失、または前記減少と前記消失の間の任意の増殖減少に
より測定することができる。固形腫瘍のサイズ減少は、腫瘍細胞増殖の阻害を示すもので
ある。
【０１２８】
　本発明は、免疫共刺激ポリペプチド（4-1BBLなど）とその受容体との相互作用を介して
、TAAを特異的にDCに対して標的化する能力を賦与することにより、従来の癌ワクチン以
上の利点を提供する。さらに、本発明は、注射により患者に投与することができ、かつin
 vivoでDCが取り込むことができ、DCの単離およびex vivo操作または遺伝子治療の使用を
必要とせずに、抗原提示および活性化をもたらすことができるワクチンを提供する。
【０１２９】
　感染症に対する免疫治療の効果は、患者の感染による苦痛を判定し、臨床的評価項目、
例えば、熱または腫脹を評価することにより、評価することができる。
【０１３０】
　本発明によるアビジン／ビオチン結合対（またはさらに高次構造の免疫共刺激ポリペプ
チドをもたらすその他の機構）の使用により、さらに強力な応答のために免疫共刺激受容
体の架橋を可能にする、およびDCへの複数の抗原分子の送達を可能にする四量体構造（ま
たはその他の多量体構造）を提供する、という別の利点も与える。一実施形態では、第１
結合対メンバー、すなわち、第１コンジュゲート（第１免疫共刺激ポリペプチドを含む）
の結合対メンバーはアビジン、ストレプトアビジンもしくはコアストレプトアビジンであ
り、第２結合対メンバー、すなわち、第２コンジュゲート（第１抗原または感染因子を含
む）の結合対メンバーはビオチンである。別の実施形態では、第１結合対メンバーがビオ
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チンで、第２結合対メンバーがアビジン、ストレプトアビジンもしくはコアストレプトア
ビジンである。
【０１３１】
　4-1BBLでDCを刺激すると、免疫系の腫瘍回避に主要な役割を果たすTreg細胞の抑制機能
を無効にすることがわかっているため、免疫共刺激ポリペプチドとして4-1BBLを用いれば
、さらなる利点を与えることができる。従って、4-1BBLおよびTAAを含む本発明のコンジ
ュゲートは、有効な提示のためにDCにTAAを送達し、様々なサイトカインの合成のためにD
Cを活性化させて、Treg細胞の機能を無効にすると同時に、腫瘍根絶のためにTeffおよびN
K細胞の機能を増強する。
【０１３２】
改変免疫細胞
　本発明はまた、前述したように、免疫療法に有用な改変免疫細胞、ならびにこれらを作
製する方法を提供する。本発明のこの態様によれば、免疫細胞を改変することにより、第
１腫瘍関連抗原を発現する腫瘍または感染因子に対する免疫応答を生じさせるかまたは増
強する方法が提供される。本方法は、（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコ
ンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを
含む、第１コンジュゲート；および（ｂ）（i）腫瘍もしくは感染因子に関連する抗原ま
たは感染因子を含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第２メンバーを含むコンジ
ュゲートメンバーとを含む、第２コンジュゲートに、第１免疫共刺激ポリペプチドの受容
体を発現する免疫細胞を接触させることを含む。この方法によれば、第１コンジュゲート
は、免疫共刺激ポリペプチドと受容体との間の結合により上記免疫細胞にコンジュゲート
し、また、第２コンジュゲートは、第１および第２結合対メンバー間の結合を介して上記
免疫細胞にコンジュゲートする。
【０１３３】
　前記免疫細胞は任意の手段により第１および第２コンジュゲートと接触させることがで
き、これは、in vivoまたはin vitroのいずれで実施してもよい。例えば、in vivo方法は
、前記免疫細胞を含み、かつ、腫瘍もしくは感染因子を含むか又は含む危険性がある患者
に、第１および第２コンジュゲートを投与することを含むことができる。本方法によれば
、第１および第２コンジュゲートの投与は、実質的に同時（同じもしくは個別の組成物と
して）または順次（個別組成物として）のいずれで実施してもよい。患者が腫瘍を有する
一実施形態では、第１および第２コンジュゲートの少なくとも一方を腫瘍内注射により投
与する。
【０１３４】
　例示的なin vitro方法は、例えば、第１および第２コンジュゲートを含む単一組成物と
接触させるか、またはそれぞれ第１および第２コンジュゲートを含む第１および第２組成
物と接触させることにより、免疫細胞を第１および第２コンジュゲートとin vitroで接触
させることを含むことができる。コンジュゲートが単一組成物として提供される場合には
、これらを第１および第２結合対メンバー間の結合により互いに結合させて当該組成物と
して提供することができる。
【０１３５】
　本発明のこの太陽には、前記の各々を含む、任意の免疫共刺激ポリペプチド、抗原もし
くは感染因子、および結合対メンバーを用いることができる。
【０１３６】
　本方法に従い、第１免疫共刺激ポリペプチドの受容体を発現する任意の免疫細胞を改変
することができる。一実施形態では、免疫細胞はＴ細胞または好中球である。Ｔ細胞の例
として、CD4+細胞、CD8+細胞、ナチュラルキラー細胞、単球および樹状細胞などが挙げら
れる。
【０１３７】
　本発明のこの態様の別の形態では、免疫細胞は第２免疫共刺激ポリペプチドの受容体を
含み、前記方法は、（i）第２免疫共刺激ポリペプチドを含む第１コンジュゲートメンバ
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ーと（ii）腫瘍もしくは感染因子に関連する抗原（または感染因子そのもの）を含む第２
コンジュゲートメンバーとを含む、第３コンジュゲートに、前記免疫細胞を接触させるこ
とをさらに含む。この実施形態では、第２免疫共刺激ポリペプチドは、第１免疫共刺激ポ
リペプチドと同じでも、違うものでもよく；第２抗原（存在する場合には）は第１抗原（
存在する場合には）と同じでも、違うものでもよい。別の具体的な実施形態では、第１お
よび第２コンジュゲートメンバーは、それぞれ結合対の第１メンバーおよび第２メンバー
をさらに含む。この実施形態によれば、第３コンジュゲートの第１および第２結合対メン
バーは、第１および第２コンジュゲートの第１および第２結合対メンバーと同じでも、違
うものでもよい。加えて、第１コンジュゲートメンバーは、第１および第２結合対メンバ
ー間の結合を介して第２コンジュゲートメンバーに結合していてもよい。
【０１３８】
　既述した第１および第２コンジュゲートの場合と同様に、第３コンジュゲートは、任意
の免疫共刺激ポリペプチド、抗原もしくは感染因子、および結合対メンバー（前記の各々
を含む）を含んでもよい。
【０１３９】
　関連する態様において、本発明は、この方法により作製された免疫細胞の集団を提供す
る。このような免疫細胞は、他の免疫細胞に接触させると、腫瘍に対する免疫応答を生じ
るかまたは増強する。
【０１４０】
　本発明はまた、第１免疫共刺激ポリペプチドの受容体を発現する改変免疫細胞であって
、（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合
対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第１コンジュゲート；および
（ｂ）（i）第１抗原または感染因子を含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第
２メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第２コンジュゲートで改変されてい
る、上記改変免疫細胞を提供する。この実施形態によれば、第１コンジュゲートは、免疫
共刺激ポリペプチドと受容体との間の結合により上記免疫細胞にコンジュゲートしており
、また、第２コンジュゲートは、第１および第２結合対メンバー間の結合を介して上記免
疫細胞にコンジュゲートしている。
【０１４１】
　既述した方法と同様、本発明のこの態様では、前記の各々を含む、任意の免疫共刺激ポ
リペプチド、抗原もしくは感染因子、および結合対メンバーを用いることができる。
【０１４２】
　さらに、第１免疫共刺激ポリペプチドの受容体を発現する任意の免疫細胞は本発明の方
法に従い改変することができる。一実施形態では、免疫細胞はＴ細胞または好中球である
。Ｔ細胞の例として、CD4+細胞、CD8+細胞、ナチュラルキラー細胞、単球および樹状細胞
などが挙げられる。
【０１４３】
免疫刺激部分
　本発明はまた、免疫刺激活性を有する免疫刺激部分を提供する。免疫刺激部分は、単独
で投与するとき、または抗原もしくはその他の免疫刺激物質の投与と一緒にアジュバント
として使用するとき有用である。例えば、免疫刺激部分は、ワクチン、癌免疫療法、なら
びに免疫に基づく障害の治療に有用である。免疫刺激部分は、動物への投与に適した組成
物として製剤化することができ、免疫刺激を必要とする動物、例えば、ワクチン、癌免疫
療法を受けている動物、または免疫に基づく障害の治療中である動物に投与することがで
きる。
【０１４４】
　一実施形態によれば、免疫刺激部分は、既述の免疫共刺激ポリペプチド、例えば、4-1B
BL、CD86、ICOSL、PD-L1、PD-L2、B7-H3、B7-H4、OX40L、CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、A
PRIL、CD80およびCD40Lのいずれかを含む。別の実施形態では、免疫共刺激ポリペプチド
は、4-1BBL、ICOSL、PD-L1、PD-L2、OX40L、CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、およびAPRILか
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らなる群より選択される。さらに別の実施形態では、免疫共刺激ポリペプチドは4-1BBLで
ある。
【０１４５】
　この実施形態の具体的な一態様によれば、前記免疫刺激部分は、ストレプトアビジンま
たはコアストレプトアビジンをさらに含む。例えば、免疫刺激部分は、免疫刺激ポリペプ
チドとコアストレプトアビジンとを含むコンジュゲートまたは融合タンパク質であっても
よい。
【０１４６】
　別の実施形態では、免疫刺激部分は、実質的に、免疫共刺激ポリペプチドと、ストレプ
トアビジンまたはコアストレプトアビジンからなる。この実施形態によれば、免疫刺激部
分は、他の任意の免疫刺激物質、例えば、別の免疫共刺激ポリペプチドまたは抗原を含ま
ないか、又はこれらとコンジュゲート、もしくは結合していない。
【０１４７】
　本発明はまた、免疫刺激が必要な患者に免疫刺激部分を投与することを含む免疫刺激方
法を含む。この方法の一実施形態では、免疫刺激部分は、免疫共刺激ポリペプチドとスト
レプトアビジンまたはコアストレプトアビジンとを含む。別の実施形態では、免疫刺激部
分は、実質的に、免疫共刺激ポリペプチドとストレプトアビジンまたはコアストレプトア
ビジンとからなる。別の実施形態では、本方法は、免疫刺激部分の投与と同時に、または
連続的に（該投与前または後に）抗原を患者に投与することをさらに含む。同時投与のい
くつかの実施形態では、免疫刺激部分と抗原とを単一組成物（例えば、免疫刺激部分と抗
原とを含む混合物）として投与する。同時投与の他の実施形態では、免疫刺激部分と抗原
とをそれぞれ個別の組成物として投与する。いくつかの実施形態では、既述のような抗原
含有コンジュゲート、例えば、抗原と結合対のメンバーとを含むコンジュゲートとして抗
原を投与する。別の実施形態では、結合対のメンバーを含むコンジュゲートとして抗原を
投与しない。
【０１４８】
　免疫刺激方法の別の実施形態は、実質的に免疫共刺激ポリペプチドとストレプトアビジ
ンまたはコアストレプトアビジンとからなる免疫刺激部分を投与することから実質的にな
る。この実施形態によれば、上記免疫共刺激ポリペプチドとコンジュゲートされるかもし
くはこれに結合する他の免疫刺激物質（例えば、別の免疫共刺激ポリペプチドまたは抗原
）は投与されない。従って、例えば、ビオチン化細胞またはビオチンを含むタンパク質コ
ンジュゲートのようなビオチン化分子は投与されない。
【０１４９】
　特定の理論に束縛されるわけではないが、本発明の免疫刺激部分は、細胞表面免疫受容
体とそのリガンドとの間の相互作用を刺激し、これにより、液性または細胞性免疫応答を
促進すると考えられる。ストレプトアビジン（またはコアストレプトアビジン）を含む免
疫刺激部分は、受容体と有効に係合して、サイトカイン、ケモカインの産生、および免疫
刺激分子のアップレギュレーションのためにＢ細胞、単球、ならびに樹状細胞を刺激する
、安定な四量体およびオリゴマーを形成する。
【０１５０】
　以下の実施例により、本発明をさらに詳細に説明するが、これは本発明の範囲をどの態
様ににおいても限定するものではない。
【実施例】
【０１５１】
実験方法
　動物．Jackson Laboratories（Bar Harbor、メイン州）から成体の近交系BALB/c（H-2d

）およびC57BL/6マウスを購入する。TCRトランスジェニックOT-I、DO11.10、C57BL/6.SJL
動物をTaconics（Germantown、ニューヨーク州）から購入し、NIH指針に従って維持する
。
【０１５２】
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　OVAを発現するA20細胞の樹立．ルイスビル大学のTom Mitchell博士からOVA構築物を取
得し、BglIIおよびEcoRIで制限処理したpcDNA3ベクター（Invitrogen、カリフォルニア州
サンディエゴ）に一方向的にクローニングした。細菌形質転換およびアンピシリン培地で
の選択の後、複数のクローンをミニプラスミドの調製に用い、BgII／EcoRIで消化して、
陽性クローンを確認した。次に、インサートを含むクローンをラージプラスミドの調製、
およびLipofectamineTM2000（Invitrogen）キットを製品説明書に従って用いたA20細胞へ
のトランスフェクションに用いた。G418（Geneticin）を含む培地で細胞を選択した後、
ウェスタンブロットおよびOVAに対する抗体、またはＴ細胞増殖アッセイを用いて、OVAの
発現を測定する。
【０１５３】
　TC-1移植可能な子宮頚癌モデルの樹立．C57BL/6マウスにTC-1腫瘍モデルを樹立した。
腫瘍形成TC-1細胞株は、HPV-16E6およびE7および活性化ras癌遺伝子による一次C57BL/6マ
ウス肺上皮細胞の共形質転換により取得したもので、ヒト子宮頚癌のモデルとして特性決
定されている。TC-1細胞は、同系C57BL/6マウスに腫瘍を形成する。このモデルを樹立す
るために、１×105個の腫瘍細胞をC57BL/6マウスの右側腹部に移植し、腫瘍増殖について
これらのマウスをモニターした。
【０１５４】
　昆虫DES発現系を用いた組換え4-1BBLの発現および精製．ショウジョウバエ（Drosophil
a）DES発現系（Invitrogen；カリフォルニア州カールスバド）を用いて4-1BBLを発現する
安定な形質転換体をSinghら、2003, Cancer Res. 63:4067-73に記載のように樹立する。2
5℃および105 rpmに設定したインキュベーター振盪器中で72時間、１mM硫酸銅を補充した
ショウジョウバエ無血清培地（Gibco；カリフォルニア州カールスバド）中で、形質転換
体を組換えタンパク質発現のために誘導する。遠心分離により培養上清を回収した後、該
タンパク質に施した6x-His-タグを利用して、カルボキシメチルアスパラギン酸コバルト
（II）架橋アガロース固定化金属親和性樹脂（BD-Talon、BD Biosciences）またはNi-NTA
金属親和性樹脂（Qiagen）を用いたラージスケール精製に付す。
【０１５５】
　手短に言えば、10％エタノールの最終濃度に達するまで95％エタノールを滴状添加する
ことにより、4-1BBLを含む培地を沈殿させる。４℃で一晩インキュベートした後、結合バ
ッファー（50 mMリン酸ナトリウムpH7.0；500 mM塩化ナトリウム；0.5％Tween-20；１％
グリセロール；５mM 2-メルカプトエタノール）を含むその出発容量の１／10に、沈殿し
た4-1BBLを再溶解させる。結合バッファーの5Xゲルベッド容量を用いて金属親和性樹脂を
平衡化し、4-1BBLを含む再溶解タンパク質溶液に添加した後、室温で45分、前方回転させ
ながらインキュベートする。金属親和性樹脂に結合した4-1BBLを50～100mlの洗浄バッフ
ァー（50 mMリン酸ナトリウムpH7.0；500mM塩化ナトリウム）で２回洗浄する。溶出バッ
ファー（50 mMリン酸ナトリウムpH7.0；500mM塩化ナトリウム；150mMイミダゾール）の2X
ゲルベッド容量で、金属親和性樹脂から結合4-1BBLを溶出する。
【０１５６】
　精製した4-1BBL溶出液をプールし、30 kDモル重量カットオフ膜を備えたAmicon UltraT
M（Millipore；マサチューセッツ州ベッドフォード）遠心分離フィルター装置に充填する
。遠心分離フィルター装置を４℃にて3,000 rpm（2,000 xg）で15分遠心分離する。滅菌P
BSを残留物（retentate）に添加し、フィルターを3,000 rpm（2,000 xg）で再び遠心分離
する。濃縮／脱塩した4-1BBLを含む残留物を遠心フィルター装置から吸引し、滅菌クライ
オバイアルに入れ、液体窒素中に保存する。単離したタンパク質の純度をSDS-ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動により評価する。BCAタンパク質アッセイ（Pierce）を製品説明書
に従って用いて、タンパク質濃度を測定する。
【０１５７】
　ビオチン化OVAの発現および精製．前述したOVA構築物をAvidity, Inc.（コロラド州デ
ンバー）製のpANおよびpACベクターにサブクローニングすることにより、それぞれＮ末端
およびＣ末端AviTagタンパク質融合物を発現させる。アンピシリン培地での細菌形質転換
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および選択後、複数のクローンをミニプラスミドの調製に用い、適切な制限酵素で消化し
て、陽性クローンを確認する。インサートを含むクローンをラージプラスミド調製に用い
る。プラスミドを用いて、染色体に安定に組み込まれたbirAリガーゼ遺伝子を含む菌株で
あるAVB 100 E. coliを形質転換する。ビオチンタグの付いたOVAの高レベル発現のために
L-アラビノースでタンパク質発現を誘導する。AviTag抗体アガロースを用いて、発現した
タンパク質を精製する。ウェスタンブロットおよびプロービングのためのアルカリホスフ
ァターゼコンジュゲート型ストレプトアビジンを用いて、精製OVAを濃度、内毒素レベル
、およびビオチン化について評価する。必要であれば、Detoxi-Gel Endotoxin Removing
キット（Pierce）を用いて内毒素を除去する。ビオチン化OVAをCSA-4-1BBL融合タンパク
質とコンジュゲートし、以下に記載するように、OT-I TCRトランスジェニック細胞を用い
てin vivo増殖アッセイで試験する。タンパク質をアリコートに分け、使用まで－70℃で
冷凍する。
【０１５８】
　増殖アッセイ．in vivo増殖アッセイのために、OT-I（OVA257-264/K

b）TCRトランスジ
ェニックマウスから脾細胞およびリンパ節細胞を採取する。細胞を５μM CFSE（カルボキ
シフルオレセインジアセテートスクシンイミジルエステル）で標識し、100万個のCFSE標
識細胞を、尾静脈注射によりCD45.1+コンジェニック（congeneic）B6-SJLマウスに移入す
る。24時間後、10μgOVAのみ、CSAまたはCSA-4-1BBLと混合またはコンジュゲートさせたO
VAでマウスをチャレンジする。３日後脾細胞およびリンパ節細胞を採取し、リンパゲート
においてCD8+CD45.1-（OT-1）細胞集団中のCFSE希釈物を分析することにより、増殖を判
定する。OVAタンパク質が投与されなかった数匹のマウスから採取した細胞を用いて分析
のために親集団を判定する。
【０１５９】
　in vitro増殖アッセイは次のように実施する：BALB/cマウス由来のCFSE標識DO11.10（O
VA323-339/I-A

d）TCRトランスジェニック細胞を、様々な比率で３日間放射線照射したOVA
発現A20形質転換体に対するレスポンダーとして用いる。培養物を回収し、増殖について
フローサイトメトリーで分析する。
【０１６０】
　フローサイトメトリー．初めに目的の一次および二次抗体を滴定した後、フローサイト
メトリーにおける最適濃度を用い、そして標準的手順を用いることにより、フローサイト
メトリー分析を実施する。例えば、Mhoyanら、1997, Transplantation 64: 1665-70を参
照されたい。負の対照としてイソタイプが適合した抗体を用いる。サンプルはFACS Calib
urまたはVantage（Becton Diskinson；カリフォルニア州マウンテンビュー）を通過させ
て、FlowJoソフトウエア（TreeSoft）を用いて分析を実施する。
【０１６１】
　免疫療法：ワクチン接種を次のように実施する。手短には、CSA-4-1BBL融合タンパク質
を様々なモル比でPBS中のビオチン化OVAと混合した後、BALB/cマウスに腹腔内注射するこ
とにより、前ワクチン接種、または致死量の生存A20（１×106）細胞を側腹部に皮下接種
しておいたマウスの免疫療法を実施する。対照は、ワクチン接種していないマウス、また
は対照タンパク質を接種したマウスを含む。腫瘍が検出されたら、カリパスを用いて一日
おきに腫瘍を測定し、最長直径の平均および垂直直径±標準誤差として腫瘍サイズを記録
する。苦痛を避けるため、腫瘍サイズが約20 mmの直径に達したらマウスを安楽死させる
。
【０１６２】
　統計．カプラン－マイヤー曲線を用いて腫瘍生存に対する治療の効果を推定する。異な
る群間での生存率の差はログランク検定（一般化Savage/Mantel Cox）を用いて評価する
。個々のマウスの群から得たデータの比較を含む手順は、第1に、Ｆ‐検定（２群）また
はレーベン検定（複数群）を用いて検定される分散の同等性を有する。分散が等しくない
場合には、対数変換を実施する。正規分布したサンプル平均を比較する必要があるときは
、スチューデントのｔ－検定（２群）またはノイマン-ケウルス検定（複数群）を用いる
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。データが正規分布していない場合には、マン－ホイットニーU検定（２群）またはクラ
スカル－ワオリス検定（複数群）を用いる。統計上の有意性はＰ＜0.05と定義する。
【０１６３】
実施例１：CSA-4-1BBLはアロ抗原駆動の応答を増大させる
　既述のように、4-1BBLは適応および先天性免疫応答の調節に重要な役割を果たす。4-1B
BLは、CD4+およびCD8+Ｔ細胞、NK細胞およびDCの活性化のための共刺激分子として働き、
Treg細胞の抑制機能を阻害する。従って、この分子は、癌治療に有効な腫瘍応答の発生の
ための特異的アジュバントとして働くことができる。
【０１６４】
　CSA-4-1BBL融合タンパク質は、コアストレプトアビジン部分の存在により、四量体／オ
リゴマー構造を形成し、可溶性分子である。以下のように、同種異系混合リンパ球反応（
MLR）を用いて、Ｔ細胞応答に対するCSA-4-1BBLの免疫刺激活性を明らかにした。
【０１６５】
　CSA-4-1BBLの存在または非存在下でBALB/c放射線照射済脾細胞に対する応答細胞として
、C57BL/6マウスリンパ節細胞を用いた。培養期間の最後の18時間、培養物を[3H]チミジ
ンで標識し、増殖を評価した。CSA-4-1BBLで補充した培養物は、対照と比較して強力な増
殖活性を示した（図８）。
【０１６６】
実施例２：CSA-4-1BBLはＴ細胞増殖を増強する
　4-1BBに対する4-1BBL融合タンパク質対モノクローナル抗体の相対活性を評価するため
に、フローサイトメトリーにより選別したCD4+およびCD8+Ｔ細胞を、増殖アッセイにおい
て、様々な量の4-1BBL融合タンパク質及び抗体の存在下で、準最適濃度のポリクローナル
抗CD3抗体で刺激した。T細胞の増殖に対する融合タンパク質の活性は前記抗体の70倍であ
った（図９）。
【０１６７】
　この抗体Abは癌免疫療法の動物モデルにおいて強力な活性を有することがわかっている
。例えば、Meleroら、1998, Cell Immunol. 190: 167-72；Meleroら、1997 Nat. Med. 3:
 682-85を参照されたい。このデータは、CSA-4-1BBL融合タンパク質が、アジュバントと
して、さらにはTAAをDCに送達するビヒクルとして、癌ワクチンの有用な成分であること
を示している。
【０１６８】
実施例３：CD8+Ｔ細胞に対するビオチン化OVA／CSA-4-1BBLコンジュゲートの効果
　市販のキット（Pierce Biotechnology、イリノイ州ロックフォード）を用いて、オボア
ルブミン（OVA）をビオチン化した。ビオチン化OVAを様々な比でコンジュゲート用のCSA-
4-1BBL融合タンパク質とin vitroで前混合し、百万個のOT-IＴ細胞を養子免疫的に移入し
たナイーブC57BL/6.SJLマウスに腹腔内注射した。具体的には、百万個のOT-I CD8+Ｔ細胞
をCFSEで標識し、これを、ビオチン化オボアルブミン（10μg／注射）（「OVA」）、およ
びビオチン化OVAと混合したCSA-4-1BBL（1μg/注射）（「41BBL+OVA」）またはコンジュ
ゲート型OVA-ビオチン／CSA-4-1BBL（41BBL-OVA）で免疫したB/6.SJLマウスに移入した（
図10）。図10の最後のパネル（「41BBL-OVA*」）は、10μgビオチン化OVAにコンジュゲー
トさせた５μgのCSA-4-1BBLに対する応答を示す。対照として、CSA-4-1BBLと等モルレベ
ルのコアストレプトアビジン（「SA」）を用いた。
【０１６９】
　図10に示すように、4-1BBL-OVAコンジュゲートは、対照の「SA／OVA」コンジュゲート
（33.6％）または非コンジュゲート型の単一タンパク質である「41BBL+OVA」（35.5％）
と比較して、OT-1細胞に強力な（73.5％）増殖応答を生じさせた。５μg用量のCSA-4-1BB
Lで、１μg用量（73.5％）よりはるかに優れた応答（94.5％）が生じていることから、増
殖応答は用量依存的であった。
【０１７０】
　この実施例は、CSA-4-1BBL融合タンパク質が抗原特異的CD8+Ｔ細胞の増殖応答を高める
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ことを明らかにしたが、これは、4-1BBL-CSA／ビオチン化抗原構築物が、プロフェショナ
ルAPCに抗原を伝達することに成功し、これらの細胞を活性化して有効な免疫応答を生じ
させることを示している。
【０１７１】
実施例４：CSA-4-1BBLはDCに抗原を送達する
　この実施例は、CSA-41BBLがDCに抗原を有効に送達することを明らかにする。蛍光抗原
としてビオチン化PEを用いた。ビオチン化PE（250 ng）を氷上で250 ngのCSA-41BBLと30
分間コンジュゲートさせた。Jaws II樹状細胞（５×105／ウェル）をビオチン化PE（250 
ng／ml）またはビオチン化PE／CSA-41BBLコンジュゲートと一緒に16時間培養した。フロ
ーサイトメトリーを用いてPEのレベルを検出した。図11Ａは、PE+細胞を示すヒストグラ
ムである。グレーで塗りつぶした部分は非処理細胞を、黒い点線はビオチン化PEで処理し
た細胞を、また、黒い線はビオチン化PE/CSA-41BBLコンジュゲートで処理した細胞を示す
。図11Ｂは、各処理についてのPEの平均蛍光強度（MFI）を示すが、これにより、コンジ
ュゲートで処理した細胞が有意に高い応答を提示することが明らかにされた。
【０１７２】
実施例５：CSA-4-1BBLはDCを活性化する
　この実施例では、4-1BBLが樹状細胞を活性化することを明らかにする。Jaws II樹状細
胞（５×105／ウェル）は未処理のままか、または５ng／mlのGM-CSFの存在下、５μg／ml
のCSA-41BBLコンジュゲートもしくは５μg／mlのリポ多糖（LPS）で24ウェルプレート中
で48時間処理した。図12Ａに示すように、フローサイトメトリーを用いて、CD86およびMH
CクラスIIレベルを分析した。薄いグレーで塗りつぶした部分はイソタイプ処理細胞を示
し、濃いグレーで塗りつぶした部分は未処理細胞を、黒い線はCSA-4-1BBL処理細胞を、ま
た点線はLPSを示す。図12Ｂは、CD86およびMHCクラスIIの平均蛍光強度（MFI）を示すが
、これにより、CSA-4-1BBLで処理した細胞が有意に高い応答を呈示することが明らかにさ
れた。
【０１７３】
実施例６：CSA-4-1BBLはDCに抗原を送達し、DCをin vivoで活性化する
　この実施例では、CSA-4-1BBLがビオチン化抗原を樹状細胞に送達し、これらの細胞をin
 vivoで活性化へと駆動することを明らかにする。ビオチン化OVAをCSA-41BBLと接触させ
ることにより、ビオチン化OVA／CSA-4-1BBLコンジュゲートを取得した。該コンジュゲー
トまたはビオチン化OVA／CSAコンジュゲートをナイーブC57BL/6マウスに静脈内注射した
。24時間後、マウスを安楽死させ、脾細胞を採取した。CD11c+細胞集団においてフローサ
イトメトリーを用いて樹状細胞活性化を分析した。図13に示すように、ナイーブビオチン
化OVA-SA処理、およびビオチン化OVA／CSA-41-BBL処理マウス由来の樹状細胞上でのCD40
、CD86およびMHCクラスII発現の平均蛍光強度（MFI）を測定した。この図から、ビオチン
化OVA／CSA-41-BBL処理マウスが有意に高い応答を呈示することがわかる。
【０１７４】
実施例７：CSA-4-1BBLはTreg Cellの抑制機能を中和する
　前述のように、天然に存在するCD4+CD25+FoxP3+Treg細胞は、4-1BB受容体を構成的に発
現し、それ自体4-1BBL刺激に応答する。以下の実施例により、Treg細胞に対する4-1BBL融
合タンパク質の刺激活性を明らかにする。
【０１７５】
　フロー選別を用いて、CD4+CD25-Teff細胞およびCD4+CD25+Treg細胞を単離し、放射線照
射済同系細胞および抗CD3抗体の存在下、１：１の比で培養した。共培養実験においてCD4
+CD25+（DP）とCD4+CD25-（SP）T細胞の増殖を識別するために、CD4+CD25-Ｔ細胞をカル
ボキシフルオレセインジアセテートスクシンイミジルエステル（CFSE、Molecular Probes
、オレゴン州）で染色してから、抑制アッセイに用いた。手短には、細胞をPBSで洗浄し
、４mlの2.5μM CFSE／１×106細胞（これより少量の細胞を標識したとき、比率を保持し
た）において室温で７分インキュベートした。次に、２容量のウシ胎仔血清中で１分細胞
をインキュベートし、PBSで２回洗浄することにより、過剰CFSEのすべてを確実に除去し
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た。フローサイトメトリーを用いて増殖を評価した。
【０１７６】
　Treg細胞はアネルギーであるため、抗CD3刺激に応答しなかったが、4-1BBLに応答して
中程度の増殖を呈示した（図15）。注目すべきは、Treg細胞がTeff細胞の増殖応答を阻害
したことであり、この作用は、4-1BBLの添加により逆転することができた。これは、ナイ
ーブTreg細胞を用いて得られたデータと一致し、その際、増殖細胞の抑制作用はCSA-4-1B
BLの存在により中和された（後述参照）。
【０１７７】
　これらのデータから、4-1BBLの免疫調節作用と、癌免疫療法におけるその有用性が確認
される。例えば、4-1BBL融合タンパク質は、Teff機能を増強すると同時に、Treg細胞の阻
害機能をダウンレギュレートして、さらに強力な抗腫瘍免疫応答を達成する。
【０１７８】
実施例８：4-1BBLの二重の役割
　Treg機能の調節における4-1BB／4-1BBL媒介シグナル伝達の役割は、２つの近年の研究
の主題であり、これらはそれぞれ相反する知見を有する。一方の研究では、4-1BBシグナ
ル伝達がTreg細胞の抑制機能を中和することを明らかにした（Choiら、2004, J. Leukoc.
 Biol. 75: 785-91）のに対し、他方は、4-1BBシグナル伝達が、抑制機能に大きな作用を
もたらすことなく、Treg増殖を媒介すると報告した（Zhengら、2004, J. Immonul. 173: 
2428-34）。この矛盾を解明するため、CSA-4-1BBL融合タンパク質を用いて、Treg機能に
おける4-1BBシグナル伝達の役割を調べた。
【０１７９】
　CD4+CD25-（単一陽性；SP）およびCD4+CD25+（二重陽性；DP）Ｔ細胞をナイーブBALB/c
マウスの脾臓および末梢リンパ節から選別し、単独もしくは１：１の比で３日間培養した
。放射線照射済脾細胞、抗CD3抗体（0.5μg／ml）、ならびに、図14Ａに記載した濃度（
μg／ml）の4-1BBLまたは等モル量の対照CSAタンパク質を培養物に補充した。フロー選別
を用いてナイーブBALB/cマウスから精製したCD4+CD25+二重陽性（DP）Ｔ細胞は、共培養
実験において、CD3に対する抗体により誘導された単一陽性（SP）CD4+CD25-Ｔ細胞の増殖
応答を顕著に阻害した。この抑制作用は、培養物に１μg／mlのCSA-4-1BBLを補充するこ
とにより有効かつ特異的に逆転したが、等モルレベルで用いた対照CSAでは逆転しなかっ
た。
【０１８０】
　観察されたCSA-4-1BBL融合タンパク質による抑制の逆転が、SP細胞の増殖応答の回復に
よるものであるか否かを試験するために、SP細胞をCFSEで標識し、CSA-4-1BBL（0.5μg／
ml）又は対照タンパク質としてのCSAの存在下で共培養実験に用いた。CSA-4-1BBLは、SP
細胞の増殖を対照の44％およびCSAタンパク質の46％から60％まで高めた。DP細胞はSP Ｔ
細胞の増殖を有意に低減（16％）し、これは4-1BBLにより有意に回復された（34％）が、
CSA対照タンパク質では回復しなかった（17％）（図14Ｂ）。これらのデータから、4-1BB
L融合タンパク質がTreg細胞の抑制機能をダウンレギュレートすることがわかる。
【０１８１】
　従って、以上の実験結果は、CSA-4-1BBL融合タンパク質が、Treg細胞に対し２つの相反
する活性を現すことを示している。一方で、これは抗CD3抗体およびIL-2と相乗作用して
、Treg細胞増殖を促進した。他方で、該融合タンパク質はナイーブおよび活性化Treg細胞
両方の抑制機能を阻止したが、培養培地からこれを除去すると抑制機能が回復したことか
ら、これは、Treg細胞が4-1BBL融合タンパク質と接触しているときだけ起こった。
【０１８２】
　4-1BBLの後者の作用は、免疫回避機構としてTreg細胞を用いる腫瘍および感染症に関し
て、いくらか重要であり得る。
【０１８３】
実施例９：癌ワクチンとしての抗原－4-1BBLコンジュゲートの使用
（ａ）可溶性タンパク質としてOVAを発現するA20形質転換体の作製
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　LipofectamineTM2000キットを、製造者（Invitrogen）プロトコルに従って用い、前述
したOVA構築物をA20にトランスフェクトする。G418選択培地において安定な形質転換体を
選択し、単細胞レベルでクローニングし、ウェスタンブロットを用いてOVAの発現につい
て試験する。有意なレベルのOVA発現を有するクローンを、図10を参照にして説明したCFS
E増殖アッセイにおいてOVAに特異的なDO11.10 CD4+Ｔ細胞のスティミュレーターとして用
いる。OVA発現について陽性であると確認したら、百万個のA20生細胞をBALB/cマウスの右
側腹部に皮下注射する。腫瘍発達および生存についてマウスを一日おきにモニターし、腫
瘍が直径20 mmのサイズに達したら安楽死させる。親A20細胞を接種したマウスを腫瘍増殖
の対照として用いる。OVAを発現するA20細胞形質転換体は、同系BALB/cマウスに注射する
と、腫瘍を形成する。
【０１８４】
（ｂ）昆虫DES系を用いたCSA-4-1BBL融合タンパク質の作製
　DES発現系（Invitrogen）と、本発明者らが確立したプロトコルを用いて、CSA-4-1BBL
タンパク質を作製する。例えば、Singhら、2003, Cancer Res. 63: 4067-73; Yolcuら、2
002, Immunity 17: 795-808を参照されたい。CSA-4-1BBL融合タンパク質に施した6XHisタ
グを利用した固定化金属ベースのアフィニティークロマトグラフィーを用いて、融合タン
パク質を精製する。タンパク質を脱塩し、超ろ過により濃縮し、SDS-PAGEにより純度につ
いて分析する。ビシンコニン酸（BCA）アッセイ（Pierce）を用いて、タンパク質調製物
を濃度について評価し、CambrexのQCL-1000（登録商標）Chromogenic LALエンドポイント
アッセイを用いて、内毒素の存在について試験する。
【０１８５】
（ｃ）OVAのビオチン化
　DSB-X Biotin Labeling Kitを製造者（Molecular Probes、カリフォルニア州サンディ
エゴ）のプロトコルに従って用いて、マレイミド活性型の、内毒素を含まないニワトリOV
A（Pierce）をビオチン化する。PBSでの十分な透析後、ウェスタンブロット、およびプロ
ービングのためのアルカリホスファターゼコンジュゲート型ストレプトアビジンを用いて
、濃度、内毒素レベル、およびビオチン化について、ビオチン化OVAを評価する。必要で
あれば、Detoxi-Gel Endotoxin Removingキット（Pierce）を用いて、内毒素を除去する
。ビオチン化OVAをCSA-4-1BBL融合タンパク質とコンジュゲートさせる。タンパク質コン
ジュゲートをアリコートに分け、使用まで－80℃で冷凍する。
【０１８６】
（ｄ）癌ワクチンとしてのビオチン化OVA／CSA-4-1BBLコンジュゲートの使用
　CSA-4-1BBLとビオチン化OVAをPBS中で様々な4-1BBL：OVAのモル比、例えば、１：１、
１：５、１：10、５：１、および10：１で前混合し、３週間毎に様々な用量（例えば、10
、50および100μgのOVA）でBALB/cマウスの群に腹腔内注射する。ビオチン化OVAにコンジ
ュゲートしたストレプトアビジン、ビオチン化OVAのみ、またはCSA-4-1BBLと混合した非
ビオチン化OVAを注射したマウスを対照として用いる。
【０１８７】
　百万個のA20腫瘍生細胞を右側腹部に皮下投与してマウスをチャレンジし、１日おきに
腫瘍発達および生存についてモニターし、腫瘍が直径20 mmのサイズに達したら安楽死さ
せる。
【０１８８】
　ビオチン化OVA／CSA-4-1BBLコンジュゲートのワクチン接種により、強力な抗腫瘍免疫
応答が起こり、腫瘍増殖が阻止される。非コンジュゲート型の4-1BBLとOVAのワクチン接
種でも応答は起こりうるが、このような応答はいずれも抗原／4-1BBLコンジュゲートが生
じさせるものより小さいであろう。OVAのみまたはCSA-OVAのワクチン接種では、最小限の
応答しか起こらず、従って、腫瘍増殖を阻止する上で効果的ではないと考えられる。
【０１８９】
実施例10：抗原－4-1BBLコンジュゲートにより早期／後期ワクチン接種
　既述のように、腫瘍は、腫瘍増殖の過程で発達する多様な機構により、免疫系を回避す
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る。腫瘍進行の早期における本発明のコンジュゲートの効能は、免疫回避機機構が確立さ
れていないとき、腫瘍チャレンジと同時に動物にワクチン接種することにより証明される
。樹立された腫瘍に対する本発明のコンジュゲートの効能については、いったん腫瘍が樹
立され、免疫回避機構が完全に発達した動物をワクチン接種することにより証明される。
【０１９０】
（ａ）腫瘍進行の早期における効能
　BALB/cマウスに百万個のA20生細胞を右側腹部にチャレンジし、同時に、ビオチン化OVA
／CSA-4-1BBLコンジュゲートを腹腔内にワクチン接種する。抗原／4-1BBLコンジュゲート
によるワクチン接種を４週間の間（この時点までに対照動物における腫瘍は直径10～15mm
のサイズに達する予定である）に週に1回繰り返す。非操作マウスと、CSA-OVAコンジュゲ
ートをワクチン接種したマウスを対照として用いる。
【０１９１】
（ｂ）樹立腫瘍に対する効能
　百万個のA20腫瘍生細胞をBALB/cマウスの右側腹部に皮下接種する。腫瘍発達について
マウスをモニターし、腫瘍が直径４～６mmのサイズに達したとき、ビオチン化OVA／CSA-4
-1BBLコンジュゲートをワクチン接種する。ワクチン接種プロトコルはまず、腫瘍が消失
するか、直径20 mmのサイズに達するまで、毎週腹腔内注射することを含む。
【０１９２】
　腫瘍を有効に根絶したマウスに対し、腫瘍消失から60日後に２百万個のA20生細胞でチ
ャレンジすることにより、記憶応答を試験する。
【０１９３】
　特定の理論に束縛されるわけではないが、本発明の抗原／4-1BBLコンジュゲートは、腫
瘍進行の早期に投与する場合、いったん腫瘍が樹立されてからの投与と比較して、腫瘍の
増殖を阻止する上で大きな効果があると考えられる。これは、早期の腫瘍進行過程では多
様な抑制機構を欠くためである。それにもかかわらず、抗原／4-1BBLコンジュゲートは、
効率的抗原提示のためのDCに対する抗原の特異的標的化、危険シグナル発生のためのDCの
活性化（アジュバント効果）、およびTreg細胞の抑制機能のダウンレギュレーションによ
り、樹立腫瘍を根絶するのに効能を示すであろう。DCへの間接的作用に加えて、ワクチン
を繰返し注射すれば、活性化ＴおよびNK細胞に4-1BB受容体を結合させ、活発な増殖、生
存および記憶Ｔ細胞機能をもたらすことにより、免疫系をさらに増強することができる。
【０１９４】
実施例11：バイスタンダー効果による抗原／4-1BBLコンジュゲートの効果
　以下の実施例では、ビオチン化OVA／CSA-4-1BBLコンジュゲートが、バイスタンダー効
果またはエピトープ拡散のいずれかにより、不定のA20腫瘍抗原（OVA以外）に対する免疫
応答を生じさせることを明らかにする。
【０１９５】
　BALB/cマウスに対し、OVAを発現するA20を右側腹部に、また非改変A20親細胞を左側腹
部に接種する。いったん腫瘍が触知可能になったら、ビオチン化OVA／CSA-4-1BBLコンジ
ュゲートをマウスにワクチン接種する。前文に概説したワクチン接種スケジュールに従う
が、効能を増強するため必要に応じて変更してもよい。両腫瘍タイプの増殖についてマウ
スをモニターする。
【０１９６】
　あるいは、ビオチン化OVA／CSA-4-1BBLコンジュゲートのワクチン接種後に腫瘍の根絶
を達成したマウスに対し、OVAを発現するA20腫瘍の根絶から60日後、２百万個のA20親細
胞を反対側の側腹部に皮下投与してチャレンジする。
【０１９７】
　ビオチン化OVA／CSA-4-1BBLコンジュゲートワクチンは、TAAとしてOVAが欠失した親A20
腫瘍に対する効能を示すであろう。例えば、OVAに対する有効な免疫応答は、腫瘍の死滅
、腫瘍抗原の脱落、APCによる捕捉および提示をもたらし、これによって新たなセットのT
AAに対するＴ細胞応答の発生が起こる。A20-OVA腫瘍に対して生じるバイスタンダー効果
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により親腫瘍の根絶をさらに促進することができる。
【０１９８】
実施例12：細菌発現系を用いたビオチン化抗原の作製
　いくつかの状況では、本発明のワクチンの抗原成分として用いる目的で、遺伝子的にビ
オチン化した抗原を作製するのが有利な場合もある。これに関して、Avidity, Inc.（コ
ロラド州デンバー）のBiotin AviTag技術を用いることができる。Biotin AviTagは、ビオ
チンリガーゼであるBirA（ペプチド配列内のリシン残基にビオチンを結合させる）により
認識される固有の15個のアミノ酸ペプチドから構成される。Biotin AviTagは、目的とす
る任意のタンパク質に遺伝子的に融合させ、該タンパク質をビオチン分子でタグ付けする
こともできる。
【０１９９】
　OVAをコードするcDNAをpANおよびpACベクターにサブクローニングし、それぞれＮ末端
およびＣ末端AviTagタンパク質融合物を発現させる。染色体に安定に組み込まれたbirA遺
伝子を有するAVB100 E.coli B株を形質転換し、L-アラビノーズで誘導することにより、
ビオチンタグを保有するOVAの高レベル発現を達成する。AviTag抗体アガロースを用いて
、発現タンパク質を精製する。BCAキット、QCL-1000（登録商標）Chromogenic LALキット
、およびアルカリホスファターゼコンジュゲート型ストレプトアビジンでプローブしたウ
ェスタンブロットを用いて、精製OVAを濃度、内毒素レベル、およびビオチン化について
評価する。必要であれば、Detoxi-Gel Endotoxin Removingキット（Pierce）を用いて内
毒素を除去する。
【０２００】
　前述のように、ビオチン化OVAをCSA-4-1BBLとコンジュゲートさせる。タンパク質コン
ジュゲートをアリコートに分け、使用まで－80℃で冷凍する。
【０２０１】
実施例13：TERTまたはサバイビンを含む抗原／4-1BBLコンジュゲートの使用
　ビオチン化OVA／CSA-4-1BBLを伴う上で例示したビオチン化抗原／4-1BBLコンジュゲー
トは、任意の抗原を含むあらゆるワクチン設定で用いることができる。癌ワクチンに関し
ては、２つの万能ヒトTAAであるテロメラーゼ逆転写酵素とサバイビンが、本発明のビオ
チン化抗原／CSA-4-1BBLコンジュゲートの有利な抗原成分となりうる。
【０２０２】
実施例14：E7／4-1BBLコンジュゲート
　前述したように、抗原成分としてヒトパピローマウイルスE7を含む本発明のコンジュゲ
ートは子宮頚癌に対して有用である。この実施例は、本発明のこの具体的実施形態に関す
る。
【０２０３】
（ａ）ビオチン化HPV-16E7の作製
　HPVワクチンとして有用な本発明のコンジュゲートの抗原成分としてビオチン化E7を用
いる。一実施形態では、全長E7タンパク質を用いて、最大数のエピトープを与える。TC-1
細胞由来の全RNAを用いたRT-PCRにより、全長HPV-16E7をコードするcDNAをクローニング
する。配列確認後、6X-Hisタグを含むpMIB/V5-Hisベクター（Invitrogen）にcDNAをイン
フレームでサブクローニングして、構成的発現およびDES系での分泌を達成する。前述の
ように金属親和性樹脂を用いて分泌タンパク質を精製する。EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Bioti
nを製造者のプロトコル（Pierce）に従って用い、精製したE7をin vitroでビオチン化す
る。手短には、精製、濃縮したE7をリン酸緩衝化生理食塩水（PBS）でバッファー交換し
、EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotinと一緒に室温で１時間インキュベートする。接線流濾過
（Spectrum Labs、ニュージャージー州）を用いて、非結合ビオチンを除去する。
【０２０４】
（ｂ）E7／4-1BBLコンジュゲートの作製
　前述の概略的手順に従い、ビオチン化E7およびCSA-4-1BBL融合タンパク質を用いて、E7
と4-1BBLとを含むコンジュゲートを作製する。比較のために、以下のようにE7／4-1BBL融
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合タンパク質を作製する。E7および4-1BBLをコードするcDNAを、6X-Hisタグを含むpMIB/V
5-Hisベクター（Invitrogen）にインフレームでサブクローニングして、構成的発現およ
びDES系での分泌を達成し、前記のようにタンパク質を発現させ、精製する。
【０２０５】
（ｃ）E7／4-1BBLコンジュゲートの結合活性
　E7／4-1BBLコンジュゲートのビオチン結合および4-1BB受容体結合活性を以下のように
評価する。
【０２０６】
　ビオチン結合のために、TC-1細胞をビオチン化し、氷上でPBS中のCSA-4-1BBL（100 ng
／106細胞）と一緒にインキュベートする。細胞をPBSで十分に洗浄してから、4-1BBLに対
する蛍光色素標識抗体で染色し、フローサイトメトリーを用いて分析する。CSAとコンジ
ュゲートさせたビオチン化細胞を対照として用いる。
【０２０７】
　上記コンジュゲートまたは融合タンパク質と、活性化Ｔ細胞上の4-1BB受容体との結合
を試験するために、C57BL/B6マウス由来の脾細胞を５μg／mlのコンカナバリンＡ（Con A
）で36時間活性化させ、PBSで洗浄し、様々な濃度のコンジュゲートまたは融合タンパク
質と共に氷上でインキュベートする。細胞を十分に洗浄してから、4-1BBL、コアストレプ
トアビジン、もしくはE7に対する適切な蛍光色素標識抗体で染色し、フローサイトメトリ
ーで分析する。
【０２０８】
　CSA－ビオチン結合の化学量論に従い、１：４比（CSA-4-1BBL：E7）のタンパク質を用
いて最初にコンジュゲートを形成させ、該コンジュゲートをサンドイッチELISAで試験す
ることにより、CSA-4-1BBLコンジュゲートとビオチン化E7との結合を判定する。手短には
、抗E7抗体でコーティングした96ウェルプレートに上記コンジュゲート型タンパク質を結
合させ、洗浄した後、反応性抗ストレプトアビジン抗体と一緒にインキュベートして、存
在するE7／4-1BBL複合体の量を測定する。コンジュゲートの形成を確認した後、前述と同
様、活性化Ｔ細胞上の4-1BB受容体に結合する能力についてこれらを評価する。
【０２０９】
実施例15：E7／4-1BBLコンジュゲートにより誘導される免疫応答
（ａ）用量の最適化
　E7／4-1BBLコンジュゲートを含むワクチンの最適用量は次のように評価することができ
る。１、10もしくは50μgのビオチン化E7を用いて、２つの比（例えば、１：４および１
：８のCSA-4-1BBL：E7）でビオチン化E7とCSA-4-1BBLとを混合することにより、ビオチン
化E7とCSA-4-1BBLとを含むコンジュゲートを形成する。また、同程度の量の対照非ビオチ
ン化E7も用いる（E7の上記用量は、50μgのE7がTC-1細胞に対する防御免疫応答を生じさ
せるのに有効であることを証明した研究に基づく）。4-1BBL：E7の最適比および抗原の最
適量は、以下に説明するような様々なプロトコルに従ってワクチンに対する免疫応答を評
価することにより、実験的に決定および調整することができる。
【０２１０】
（ｂ）四量体分析
　四量体染色により、CD8+Ｔ細胞の増殖に関するワクチン効能を評価することができる。
C57BL/6雌マウスに対し、PBS中の前記ワクチン調製物を腹腔内注射する。PBS、CSA-4-1BB
L、CSA-4-1BBL＋非ビオチン化E7、もしくはE7-4-1BBL融合タンパク質を注射したマウスを
対照として用いる。10日後、同等用量で２回目の腹腔内投与を行い、最後のワクチン接種
から３日後に、脾細胞を採取し、四量体技術およびフローサイトメトリーを用いて、E7特
異的CD8+Ｔ細胞数を定量する。手短には、FITC-抗-CD8抗体と、E7の免疫優性エピトープ
であるペプチド49～57（RAHYNIVTF）をロードしたMHCクラスIH-2Db分子のPE-四量体で、
免疫化マウス由来の脾細胞を標識する（この四量体は、National Institutes of Health 
Tetramer Facility（ジョージア州アトランタ）から入手することができる）。センダイ
ウイルス核タンパク質324～332ペプチド（FAPGNYPAL）をロードしたクラスIH-2Db分子を
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陰性対照として用いる。染色後、フローサイトメトリーにより細胞を分析して、四量体に
ついてCD8+Ｔ細胞陽性の％を求める。
【０２１１】
（ｃ）細胞内IFN-γ分析
　エフェクターCD8+Ｔ細胞のシグネチャーサイトカインである、IFN-γの発現についてワ
クチン誘導CD8+Ｔ細胞を特性決定することにより、Ｔ細胞の機能の評価が可能になる。雌
C57BL/6マウスに対し、最適用量のビオチン化E7／CSA-4-1BBLコンジュゲートワクチン（
前述のように決定）を腹腔内注射し、10日後、免疫化マウス由来の脾細胞を採取し、E7を
発現する放射線照射済TC-1細胞と一緒に５日間共培養した後、ゴルジ輸送阻害因子のブレ
フェルジンＡを一晩補充する。フィコール勾配を用いて生細胞を採取し、抗マウスFcγ受
容体抗体（アメリカンタイプカルチャーコレクションから2.4G2）と一緒に１時間インキ
ュベートした後、FITC標識抗CD8抗体で染色する。次に細胞を固定、透過性にし、PE-標識
抗IFN-γ抗体（Pharmingen）について染色し、フローサイトメトリーにより分析する。イ
ソタイプ抗体で染色した細胞を対照として用いる。PBS、E7-4-1BBL融合タンパク質、もし
くはCSa-4-1BBL＋非ビオチン化E7で免疫したマウス由来の脾細胞を対照として用いる。
【０２１２】
（ｄ）死滅応答
　ワクチン誘導CD8+Ｔ細胞がE7分子を発現するTC-1細胞を溶解する能力を以下のように評
価する。前述のようにワクチン接種したマウスから採取した脾細胞を100μg／ml E7タン
パク質の存在下で５日間共培養する。培養物に50Ｕ／mlgの外因性IL-2を補充して、CD8+

Ｔ細胞の増殖を支持する。フィコール勾配を用いて、生存脾細胞を回収し、JAMアッセイ
において様々なエフェクター：標的比（例えば、１：１、10：１、20：１、40：１、およ
び80：１）でTC-1標的細胞に対するエフェクター細胞として用いる。例えば、Singhら、2
003, Cancer Res. 63: 4067-73を参照。癌免疫療法には、CD8+Ｔ細胞による腫瘍細胞の直
接死滅が重要であるため、このアッセイでの効能の証明は、子宮頚癌に対するワクチンの
効能をさらに支持することになる。
【０２１３】
（ｅ）CD4+Ｔ細胞増殖応答
　CD4+Ｔ細胞応答の誘導におけるビオチン化E7／CSA-4-1BBLの効能を以下のように評価す
る。免疫化マウスからの脾細胞をCFSEで標識し、IL-2を培養物に添加しない以外は、前記
と同じ培養条件下で組換えE7タンパク質と一緒に共培養する。培養中、様々な日に細胞を
回収し、APC-CD4抗体で染色してから、フローサイトメトリーを用いて増殖について分析
する。E7タンパク質を含まない、またはOVAタンパク質を含む培養物を対照として用いる
。CD4+Ｔ細胞応答はCD8+Ｔ細胞およびＢ細胞応答に重要であることについて一般に見解が
一致しているため、このアッセイにおける効能の証明は子宮頚癌に対するワクチンの効能
をさらに支持することになる。
【０２１４】
（ｆ）液性応答
　ビオチン化E7／CSA-4-1BBLワクチンによるin vivo処理が液性応答を生じさせる能力を
次のように評価する。ワクチン接種したマウス由来の血液を採取し、血清を単離して、E7
タンパク質をコーティングしたMaxisorb ELISAプレート（Nalgene Nunc International）
をスクリーニングする。セイヨウワサビペルオキシダーゼコンジュゲート型ヤギ抗マウス
IgGおよびヤギ抗マウスIgM抗体を用いて、抗E7 IgGおよびIgMを検出する。対照は、PBSお
よび前記のような対照タンパク質で免疫したマウスから採取した血清を含む。
【０２１５】
　ビオチン化E7／CSA-4-1BBLコンジュゲートワクチンは、これらアッセイにおいて強力な
応答を生じさせる。E7-4-1BBL融合タンパク質によるワクチン接種でも応答を生じさせる
であろうが、このような応答はいずれもより小さいことが予想される。CSA-4-1BBL＋非ビ
オチン化E7によるワクチン接種は、応答を生じさせると考えられるが、APCによるE7抗原
の取込みはランダム事象であるため、そのような応答はいずれもコンジュゲートワクチン
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ほど強くなく、しかも、該コンジュゲートにより達成されるAPCへのE7の標的送達のよう
に効率的ではないだろう。
【０２１６】
実施例16：E7／4-1BBLコンジュゲートの治療効果
　TC-1移植性腫瘍モデルにおいて、腫瘍形成の阻止および根絶における本発明のE7／4-1B
BLコンジュゲートを含むワクチンの効能を２つの異なる設定で評価する。第１の設定は、
免疫回避機構がまだ発達していない、腫瘍注射前のワクチン接種を含む。第２の設定は、
免疫回避機構が十分に発達した樹立腫瘍に対するワクチン接種を含む。C57BL/6マウスにT
C-1細胞を注射して、腫瘍形成を誘発し、TC-1注射の前および後に、ビオチン化E7／CSA-4
-1BBLコンジュゲートを免疫する。前記のように免疫応答を評価する。腫瘍発達および生
存についても１日おきにマウスをモニターし、腫瘍が直径20 mmのサイズに達したら安楽
死させる。
【０２１７】
（ａ）後の腫瘍チャレンジに対するE7／4-1BBLコンジュゲートの効能
　以下の実施例では、本発明のE7／4-1BBLコンジュゲートによる免疫が後の腫瘍チャレン
ジに対する防御免疫を生じさせることを証明する。
【０２１８】
　雌C57BL/6マウスに対し、PBSのみ、CSA-4-1BBLのみ、非ビオチン化E7と混合したCSA-4-
1BBL、本発明のビオチン化E7/CSA-4-1BBLコンジュゲート、およびE7-4-1BBL融合タンパク
質を腹腔内注射する。前記のように最適化した用量を用いる。最初の投与から14日後に、
同じ用量で２回目の皮下投与を実施する。TC-1細胞を採取し、滅菌PBSに再懸濁させて、
最後の免疫から14日後の注射に使用する。１ｘ105TC-1細胞を右側腹部に皮下投与してマ
ウスをチャレンジし（第０日）、60日間観察する。E7+腫瘍に対するコンジュゲートの特
異性を確認するための対照として、１セットの免疫化マウスをA20癌細胞でチャレンジす
る。腫瘍発達および生存について１日おきにマウスをモニターし、腫瘍が直径20 mmのサ
イズに達したら安楽死させる。最初の腫瘍チャレンジから60日後に、腫瘍を発達してしな
いマウスを１ｘ106TC-1細胞で再度チャレンジして、記憶応答を試験する。14日おきに各
群からのマウスを犠牲にして、その脾細胞を採取する。脾細胞を用いて、前記と同様に、
四量体染色およびサイトカイン染色を用いて、CD8+Ｔ細胞応答を判定する。
【０２１９】
（ｂ）既存の腫瘍に対するE7／4-1BBLコンジュゲートの効能
　既存の腫瘍に対する本発明のE7／4-1BBLコンジュゲートの治療効果を以下のように証明
する。
【０２２０】
　TC-1細胞を雌C57BL/６マウスの右側腹部に皮下注射し、100％のマウスが触知可能な腫
瘍を有したとき、ワクチン接種する。前記のように最適化した用量のワクチンを、腫瘍が
直径20 mmのサイズに達するまで毎週腹腔内投与し、その時点でマウスを安楽死させる。
腫瘍の増殖速度と罹患率を60日間評価する。加えて、90日にわたり長期生存を評価および
追跡する。
【０２２１】
　本発明のビオチン化E7／CSA-4-1BBLコンジュゲートをワクチン接種すると、いずれの設
定でも強力な抗腫瘍免疫応答が生じ、腫瘍増殖の阻止および既存の腫瘍の根絶が達成され
る。非コンジュゲート型のCSA-4-1BBLとE7による免疫接種、およびE7／4-1BBL融合タンパ
ク質によるワクチン接種でも抗腫瘍応答を生じるであろうが、このような応答はいずれも
最小限であり、腫瘍増殖の阻止または既存の腫瘍の根絶には有効ではないと考えられる。
【０２２２】
実施例17：A型インフルエンザ抗原を含むコンジュゲート
　Ａ型インフルエンザRNAからの逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応により、目的のイン
フルエンザタンパク質（例えば、H1、N1、NPおよび／またはMP2）のcDNAを作製する。cDN
AをpCSAベクターにサブクローニングし、ショウジョウバエ（Drosophila）昆虫細胞にト
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ランスフェクトすることにより、安定な形質転換体を確立する。
【０２２３】
　前記タンパク質に施した6X-Hisタグを利用して、分泌されたH1、N1、NPおよびMP2タン
パク質を、金属アフィニティー樹脂および接線流濾過（ApoImmuneによりすでに使用され
た方法および技術）を用いてショウジョウバエ培養培地から精製する。ゲル電気泳動、イ
ムノブロット技術、マトリックス支援レーザー脱離イオン化質量分析（MALDI-MS）、およ
び分析超遠心分離により、精製タンパク質を分析する。
【０２２４】
　CSA-4-1BBL（前記のように作製）を１：４のモル比でビオチン化H1、N1、NPもしくはMP
2と混合することにより、A型インフルエンザ抗原／4-1BBLコンジュゲートを形成させる。
手短には、ビオチン化H1、N1、NPもしくはMP2をCSA-4-1BBLと一緒に４℃で１時間インキ
ュベートする。非ビオチン化H1、N1、NPもしくはMP2をCSA-4-1BBLと一緒にインキュベー
トし、これらを非コンジュゲート型対照として用いる。上記コンジュゲートはワクチンと
して有用な組成物に製剤化することができる。
【０２２５】
実施例18：A型インフルエンザに対するワクチン接種
（ａ）用量最適化
　前記A型インフルエンザ抗原／4-1BBLコンジュゲートを様々な用量でC57BL/６マウスに
ワクチン接種する。既述のように、四量体技術、サイトカイン染色、細胞傷害性アッセイ
、および液性応答の測定を含む標準的な免疫学的技術を用いて、マウスにおける免疫応答
を測定する。初期結果を用いて、ワクチンの最適な投与計画を決定する。
【０２２６】
（ｂ）感染チャレンジによるワクチン接種
　以下のようにA型インフルエンザでチャレンジしたマウスにおいて、Ａ型インフルエン
ザ抗原／4-1BBLコンジュゲートワクチンの予防および治療効果を明らかにする。ヒトイン
フルエンザウイルスに感染したマウスをＡ型インフルエンザ抗原／4-1BBLコンジュゲート
ワクチンで感染前および感染後に治療し、ウイルス力価を測定することにより、治療の効
果を判定した。ワクチン接種した感染マウスおよび対照の感染マウス由来の肺を感染から
１、３、５、７および９日後に採取する。罹患率の間接的測定として体重減少を毎日測定
する。
【０２２７】
　別のシリーズの実験では、肺病理学を評価し、肺ウイルス力価を測定する。このために
、肺をホモジナイズし、1,500 ｘｇで15分ホモジネートの遠心分離を実施した後にウイル
ス上清を回収し、、次の分析まで－80℃で冷凍する。肺由来のウイルス上清の希釈物を96
ウェルのＵ底プレート中の３ｘ104 MDCK細胞／ウェルに37℃で24時間添加し、培地をウェ
ルから除去し、無血清培地を添加する。４日後、培養上清がニワトリ赤血球をもはや凝集
しなくなる希釈度を確認した後、公知のウイルス濃度の標準曲線およびTCIDのReed－Munc
h計算を用いて、ウイルス力価を決定する。
【０２２８】
実施例19：免疫共刺激CD40L部分
　この実施例で用いるヒト単球性白血病THP-1およびマウスA20Ｂ細胞リンパ腫株は、アメ
リカンタイプカルチャーコレクション（ATCC、米国メリーランド州ロックビル）から購入
した。A20細胞は、10％熱不活性化ウシ胎仔血清（FBS；Valley Biomedical、米国バージ
ニア州ウィンチェスター）、12 mM L-グルタミン、100 U／mlペニシリン、100μg／mlス
トレプトマイシン（すべてGIBCO製）および50μM 2-メルカプトエタノール（Sigma、米国
ミズーリ州セントルイス）を補充したDMEM（GIBCO、米国メリーランド州ゲイサーズバー
グ）中で培養した。THP-1細胞は、加湿５％CO2インキュベーターにおいて37℃で、５％FB
S、100 U／mlペニシリンおよび0.1 mM Hepesバッファー（GIBCO）を補充したRPMI中で培
養した。
【０２２９】
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　この実施例で用いるチャイニーズハムスター卵巣（CHO）および安定なマウスCD154形質
転換CHO（CHO-mCD40L）株は、Gail Bichop博士（アイオワ大学）により提供され、100 mM
 Hepes、50μg／mlゲンタマイシンおよび５％FBSを含むRPMI 1640（GIBCO）中で維持した
。
【０２３０】
　ヒト末梢血液単核細胞からの向流水簸により単離した一次単球は、Larry Wahl博士（NI
CDR）から贈与されたものである。
【０２３１】
　既に記載されているように、v-mycおよびv-raf癌遺伝子を含むマウス組換えJ2レトロウ
イルスで骨髄細胞を感染させることにより、CD40ノックアウトマウス（CD40KO細胞株）由
来の不死化マクロファージ細胞株を樹立した。例えば、Clemon-Millerら、2000, Immunob
iol. 202:477-92を参照されたい。
【０２３２】
　安定なヒトCD40を発現する形質転換体の作製のために、J2形質転換株に、10μgのDNAを
600 v、20μ秒、および２パルスでエレクトロポレートした。トランスフェクションから2
4時間後、ゼオシン（100μg／ml）を培地に添加し、耐性コロニーをCD40の表面発現につ
いて染色した。FACS Vantage SE（Becton Dickinson、米国カリフォルニア州サンノセ）
を用いて、高度にCD40を発現する細胞を選別し、これらの試験で使用するために維持した
。
【０２３３】
（ａ）CSA-CD40L部分のクローニングおよび発現
　PCRにおいて、鋳型としてのストレプトミセス・アビジニ（Streptomyces avidinii）か
ら単離したゲノムDNAと、特異的プライマーとを用いて、CSAをコードする遺伝子をクロー
ニングした（図16のａおよびｂ）。PCRにおいて、鋳型としてフィトヘマグルチニン（PHA
）活性化ヒト末梢血液リンパ球から単離した全RNAから作製した第1鎖cDNAを用い、CD40L
特異的プライマーを使用して、ヒトCD40Lの細胞外ドメインをクローニングした（図16の
ｃおよびｄ）。コンカナバリンＡ（ConA）で活性化したマウス脾細胞から単離した全RNA
を用いて、CSA-hCD40Lと同様にマウスCD40Lをクローニングした。
【０２３４】
　次に、ショウジョウバエ（Drosophila）S2発現系（DES；Invitrogen、米国カリフォル
ニア州サンディエゴ）への発現用のpMT／BiP／V5-HisCuSO4誘導ベクターに、インフレー
ムでCSA／CD40L遺伝子をサブクローニングした。Calcium Phosphate Transfectionキット
を製造者（Invitrogen）のプロトコルに従って用いて、20μgの組換えベクターでショウ
ジョウバエS2細胞をトランスフェクトした。１μgのpCoHygroベクターでの共トランスフ
ェクションと、300μg／mlハイグロマイシンの存在下での維持により安定な形質転換体を
確立した。最終濃度500μMの硫酸銅を用いて、組換えタンパク質の発現を達成した。培養
物上清を誘導の３日後に回収し、40％過硫酸アンモニウムで沈殿させ、PBSに対して透析
した。
【０２３５】
　既に記載されている改変型金属イオンアフィニティークロマトグラフィー法を用いて、
組換えタンパク質を精製した。例えば、Lehrら、2000, Protein Expression Purif., 19:
 362-68を参照。手短には、キレーティングセファロースファストフローを備えたPharmac
ia XK 16カラム（Pharmacia Biotech, Upsala, Sweden）に培養物上清または沈殿タンパ
ク質を通過させ、50 mMイミダゾールで組換えタンパク質を溶出させた。Bradford色素結
合法またはELISA（R&D Systems、米国ミネソタ州ミネアポリス）を用いて、タンパク質濃
度を測定した。
【０２３６】
（ｂ）ウェスタンブロットおよびELISAによるCSA-CD40L部分の特性決定
　Quantikine CD40Lイムノアッセイ（製品説明書（R&D Systems）に記載されているよう
に、マイクロプレートに予めコーティングしたCD40Lに特異的なポリクローナルAbを用い
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る）を用いて、CSA-hCD40Lの発現を検出および定量した。ウェスタンブロット分析のため
に、まず、天然および変性条件下で、ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル
電気泳動によりCSA-hCD40LおよびCSA-mCD40Lの上清を分画し、次に、セミドライブロット
装置（BioRad、米国カリフォルニア州ハークリーズ）を用いて、二フッ化ポリビニリデン
膜に移した。最初にブロッキングバッファー中で、次に、１：1,000希釈でヤギ抗SA Ab（
Pierce、米国イリノイ州Rockford）を含むブロッキングバッファー中で、室温で１時間膜
をインキュベートした。その後、膜を十分に洗浄し、１：4,000希釈のセイヨウワサビペ
ルオキシダーゼコンジュゲート型抗ヤギ抗体と一緒に１時間インキュベートした。最後に
、化学発光基質を製品説明書（ECL、Amercham Bioscience、英国）に従って用いて、タン
パク質を検出した。
【０２３７】
　形質転換体は、高レベルのCSA-CD40L部分を発現し、該部分は、非変性PAGE条件下で、
安定な四量体、及びより高次の構造を形成した。単量体への解離は、100℃での加熱後の
変性条件下でのみ起こり、60℃では起こらなかった。これらのデータから、免疫共刺激部
分のCD40LポリペプチドはCSAの発現、適正なフォールディング、およびオリゴマーとして
の存在を干渉しないことがわかる。
【０２３８】
（ｃ）受容体結合および活性化アッセイ
　百万個のCD40陽性マウスA20 Ｂ細胞リンパ腫またはヒトマクロファージTHP-1細胞を200
 ng／mlのCSA-CD40L（ヒトもしくはマウス）部分または対照CSAタンパク質と一緒に４℃
で30分インキュベートした。PBSで数回洗浄した後、フローサイトメトリーにおいてFITC
コンジュゲート型抗ストレプトアビジン抗体（Vector Laboratories、米国カリフォルニ
ア州バーリンガム）を用いて、結合タンパク質を検出した。陰性対照としてCSAを用いて
非特異的結合を検出した。CD80およびMHCクラスII分子の発現に対するCSA-CD40Lでの刺激
の効果について、0.5ｘ106 THP-1細胞を100 ng／mlのCSA-hCD40LもしくはCSAと一緒に培
養するかまたは膜形態のCD40Lでトランスフェクトした0.5ｘ106 CHO細胞と一緒に共培養
することにより（48時間）判定した。次に、細胞を洗浄し、飽和濃度のFITCコンジュゲー
ト型抗CD80（L307.4）およびHLAクラスII（TU36）抗体（BD-Pharmingen、米国カリフォル
ニア州サンディエゴ）で染色した後、フローサイトメトリーで分析した。
【０２３９】
　フローサイトメトリーにより測定され、図17に示されるように、CSA-mCD40Lはヒトおよ
びマウスCD40受容体の両方に結合した（図17ＡおよびＢ、濃い線）。対照的に、CSA-hCD4
0Lは、ヒト細胞上のその受容体としか相互作用せず、マウス細胞に対しては最小限から検
出不能なレベルであった（図17ＣおよびＤ、濃い線）が、このことは、その種特異性を示
している。対照タンパク質としてCSAを用いたときには検出可能な結合がなかった（図17
、グレーで塗りつぶした部分）ため、上記相互作用はCD40特異的であった。
【０２４０】
　試験したすべてのCSA-hCD40Lタンパク質濃度でのフローサイトメトリーにおいて、HLA
クラスII（図18Ａ）およびCD80（図18Ｂ）分子に対する抗体を用いて、THP-1細胞の表面
でMHCクラスIIおよびCD80分子両方の発現のアップレギュレートを検出したが、最大アッ
プレギュレーションは48時間の刺激後に100 ng タンパク質／５ｘ105細胞で達成された。
CSA-hCD40L（細い実線）は、HLAクラスII分子のアップレギュレートにおいて、CHO細胞上
に発現されたCD40Lの膜結合形態（太い実線）より有効であった（MFI：55.8対35.5）。対
照的に、CD40Lの両形態によるCD80のアップレギュレーションはほぼ同等であった（MFI：
33.6対36.2）。CSAタンパク質とのインキュベーション（塗りつぶしたヒストグラム）で
は、バックグラウンドレベルを超えるCD80およびHLAクラスII分子の発現に有意に作用し
なかったことから、アップレギュレートした発現は、CSA-hCD40Lに特異的であった。
【０２４１】
（ｄ）骨髄由来DCの作製
　生後６～８週間のマウスの大腿骨から骨髄を洗い流し、ピペット操作により単細胞に分
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散させ、塩化カリウムアンモニウム（ACK）溶液で赤血球を溶解させた。次に、氷上で30
分、TIB 105、TIB 146およびクローンRL-172ハイブリドーマ細胞培養物飽和上清のカクテ
ルを用いて、ＴおよびＢ細胞について単細胞懸濁液を枯渇させた（培養上清は、Tatiana 
Zoria博士（ピッツバーグ大学、ペンシルバニア州）から贈与されたものである）。ウサ
ギ補体と一緒に単細を37℃で30分インキュベートし、６ウェルプレート中の完全培地（RP
MI 1640、２mM L-グルタミン、100μg／mlペニシリンおよびストレプトマイシン、10％FB
S、0.1 mM非必須アミノ酸、１ｍMピルビン酸ナトリウム、１μg／mlインドメタシンおよ
び50μM N-メチル-L-アルギニン）（Sigma））中、106細胞／mlの濃度で一晩（37℃、５
％CO2）培養した。非接着細胞を穏やかなピペット操作により回収し、計数し、組換えマ
ウス顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（５ng／ml）およびrmIL-4（５ng／ml）（
すべてUS Biological（米国マサチューセッツ州スワンプスコット）製）を補充した完全
培地において105細胞／mlの濃度で再懸濁させた。６ウェルプレート（４ml／ウェル）で
細胞を５日間培養した。
【０２４２】
　第５日に、培養物中に存在するDCを細胞表面MHCおよび共刺激分子の発現について分類
し、様々な濃度（0.1～0.5μg／106細胞）のCA-mCD40L、培地のみ、もしくはCSAと一緒に
インキュベートした。様々な日に細胞を回収し、CD11cに対するPE標識モノクローナル抗
体（HL3）と、CD80（16-10A1）およびCD86(GL1)に対するFITC標識mAb（すべてPharMingen
製）とを用いて、成熟マーカーの発現について分析した。
【０２４３】
　様々な濃度（0.1～0.5μg／106細胞）のマウスCSA-CD40Lと一緒に48時間インキュベー
トした、第５日のマウス骨髄培養物からの未熟樹状細胞がCD80およびCD86共刺激分子両者
の発現の増加を示し（図19ＡおよびＢ）、106細胞当たり0.2μgタンパク質濃度では、CD8
0発現のアップレギュレーションへの効果がCD86に対するものより大きかった（３倍対２
倍）。これよりCSA-CD40L融合タンパク質の濃度を高くするか、またはインキュベーショ
ン時間を長くしても、これ以上のアップレギュレーションは起こらなかった（データは示
していない）。この効果は、CSAタンパク質と共にインキュベートした細胞が、バックグ
ラウンドレベルを超える共刺激分子の発現について最小から検出不能な変化しか示さなか
ったことから、免疫共刺激部分に特異的であった。
【０２４４】
（ｅ）前炎症サイトカイン産生の分析
　ヒト単球を96ウェルマイクロタイタープレートに塗布し、１μg／mlの市販の三量体組
換えヒトCD40L（rhsCD40L）＋１μg／mlのエンハンサー（Alexis Biochemicals、米国カ
リフォルニア州サンディエゴ）と100 ng／mlのCSA-hCD40L、CSA-mCD40L、もしくはCSAと
を用いて刺激した。18時間のインキュベーション後、上清を回収し、全サイトカイン用の
OptEIATMセット（PharMingen）を用いたELISAによりアッセイした。E-max Precisionマイ
クロプレートリーダー（Molecular Devices、米国カリフォルニア州サニーベール）を用
いて分析を実施した。
【０２４５】
　CSA-hCD40Lとヒト単球のライゲーションにより、CSAのみと比較して、ヒトIL-1β産生
に５倍の刺激が起こったが、これはrhsCD40Lにより誘導されたレベルと同等である（図20
ＡおよびＢ）。同様に、CSA-ｍCD40Lでヒト単球を刺激すると、ヒトIL-6の強力な刺激が
もたらされた（図20ＣおよびＤ）。従って、ヒトおよびマウスCSA-CD40L融合タンパク質
はいずれも、ヒト単球上のCD40を刺激して、IL-1βおよびIL-6を産生することができる。
【０２４６】
（ｆ）RNAse保護アッセイ
　サイトカインmRNA合成の分析をRNAse保護アッセイにより実施した。細胞を６ウェルプ
レートに塗布し、CSA-CD40L部分を用いて、CD40を介して３～４時間刺激した。エンハン
サーと共にCD40LおよびrhsCD40Lを発現するCHO形質転換体を対照として用いた。Trizolを
製品説明書（Invitrogen）に記載されるとおりに使用してRNAを抽出した。ヒトサイトカ
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イン／RNA鋳型セットから作製された放射線標識プローブであるmCK-3b（RiboQuant、BD-P
harMingen、米国カリフォルニア州サンディエゴ）と共にRNA（５μg）を55℃で一晩ハイ
ブリダイズした。RNAse処理を37℃で45分実施した後、保護されたプローブを精製し、TBE
バッファー中の５％ポリアクリルアミドゲル（BioRad）を用いた電気泳動により分離した
。ゲルを乾燥させ、Kodak Biomax XL X線フィルム（Eastman Kodak、米国ニューヨーク州
ロチェスター）に暴露した。非消化プローブをマーカーとして、片対数紙に、泳動距離対
ヌクレオチド長の標準曲線をプロットした。次に、サンプルにおけるRNAse保護バンドの
同一性をグラフから推定した。
【０２４７】
　図20Ｄに示すように、CSA-hCD40Lで刺激すると、CSA単独を超えて、IL-6mRNAは2.8倍に
達した。
【０２４８】
　以上を考え合わせると、これらのデータは、ヒトおよびマウスCSA-CD40Lの両方が、単
球およびマクロファージにおけるCD40シグナル伝達を誘導できることを示している。
【０２４９】
（ｇ）CSA-hCD40LはIFN-γ初回免疫マクロファージにおいてiNOS産生を刺激する
　IFN-γ初回免疫マクロファージのCD40ライゲーションにより、一酸化窒素産生の刺激が
起こるが、これは、マクロファージの殺菌および細胞傷害活性に重要な役割を果たす。誘
導性一酸化窒素シンターゼ（iNOS）は、L-アルギニンからの一酸化窒素の合成を触媒する
一酸化窒素シンターゼのファミリーに属する。Th1およびTh2ヘルパー細胞は、マクロファ
ージにおけるアルギニン代謝を示差的に調節することができる。Th1細胞はマクロファー
ジによるiNOS産生を誘導するのに対し、Th2細胞はマクロファージを誘導して、抗炎症機
能に関連するアルギナーゼを産生させる。従って、マクロファージiNOS産生は、Th1型免
疫応答の特質である。
【０２５０】
　以下に、CSA-CD40L部分がマウスマクロファージにおいてiNOS産生を刺激する能力を明
らかにする。CD40KO-ヒトCD40細胞をIFN-γで24時間初回免疫した後、CSA-hCD40L、rhsCD
40L、もしくはCSAのみで24時間刺激した。細胞溶解物を標準化し、抗iNOS Abを用いたウ
ェスタンブロットにより分析した。図21に示すように、CSA-hCD40LまたはrhsCD40Lでマク
ロファージを刺激するとiNOS産生の刺激が起こったが、CSAでは起こらなかった。１μg／
mlの市販のrhsCD40Lで刺激すると、バックグラウンドに対して６倍のiNOS刺激が起こり、
300 ng／mlのCSA-hCD40Lで刺激すると、CSA単独の場合と比較して、９倍のiNOS刺激が起
こった。これらのデータは、CSA-hCD40LがマクロファージiNOS産生の強力なスティミュレ
ーターであることを示している。
【０２５１】
実施例20：CSA-4-1BBLにより誘導されるin vivo死滅応答
　抗原として50μgのオボアルブミン（OVA）を、そしてアジュバントとして２用量（それ
ぞれ、12.5μgと25μｇ）のCSA-4-1BBLまたはLPSをナイーブC57BL/6マウスに静脈内免疫
した。ナイーブ動物を対照として用いた。
【０２５２】
　７日後、全てのマウスにCFSE標識した標的細胞を投与したが、この細胞は次のように調
製した。ナイーブC57BL/6マウス由来の脾細胞を２つの集団に分けた。第１の集団を0.25
μM CFSEで標識し（CFSElow）、第２の集団は2.5μM CFSEで標識した後、２μg／ml OVA2
57-264ペプチド（SIINFEKL）で１時間パルスした（CFSEhi）。細胞を１：１の比で混合し
、総数１×107個の細胞をレシピエントマウスに静脈内注射した。48時間後に脾臓を採取
し、フローサイトメトリーにより、CSFE蛍光強度を分析した。結果を図22に示し、ナイー
ブマウスに標準化した参照CFSElowピークと比較したペプチドパルスCFSEhiピークの溶解
％として表示する。図22からわかるように、OVAおよびCSA-4-1BBLでの免疫により、標的
細胞における強力なin vivo死滅応答が発生し、CSA-4-1BBLは、試験したいずれの濃度で
もLPSより強力なアジュバント効果を示した。
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【０２５３】
実施例21：4-1BBLによる共刺激は、マウスにおけるHPV16 E7タンパク質に対する免疫応答
を大幅に増強し、TC-1腫瘍を制御し、抗腫瘍記憶を誘導した
　HPV16 E7エピトープP1（アミノ酸配列RAHYNIVTFを有する）のCD8+Ｔ細胞エピトープの
投与に基づくワクチン接種プロトコルにおいて、ヒトパピローマウイルス－16 E7タンパ
ク質を安定に発現する１ｘ105個のTC-1生細胞をナイーブB6マウスの右側腹部に皮下チャ
レンジした。図23は、このTC-1腫瘍モデルにおけるマウスの生存率を示す。10日後、マウ
スに対し、（i）PBS（黒ひし形、ｎ＝20）；（ii）50μg P1＋12.5μg CSA（黒四角、ｎ
＝６）（iii）25μg CSA-4-1BBL（黒三角、ｎ＝10）；（iv）50μg P1＋25μg CSA-4-1BB
L（白三角、ｎ＝13）；または（v）50μg P1＋10μg CpG（白四角、ｎ＝７）のいずれか
を１回皮下注射した。
【０２５４】
　図23からわかるように、P1またはCSA-4-1BBLで免疫すると、ある程度免疫療法が成功し
たが、P1とCSA-4-1BBLの両者で免疫すれば、さらに優れた結果（生存率の増加を含む）が
達成された。PBSのみ投与したすべてのマウスは腫瘍を発達させた。
【０２５５】
　第60日に生存マウスを再度チャレンジした（黒い矢印）。腫瘍増殖を週に３回モニター
した。腫瘍チャレンジ後にCSA-4-1BBLとP1とを一緒に投与すると、P1もしくはCSA-4-1BBL
単独、またはP1およびCpGの場合と比較して、マウスの生存率が有意に増加した。重要な
ことには、P1＋CSA-4-1BBL群の生存マウスのうち、二次チャレンジの際に腫瘍を発達させ
たものはなく、これは免疫記憶を証明するものである。
【０２５６】
実施例22：OVA／CSA-4-1BBLによるワクチン接種は腫瘍増殖を阻止する
　25μg CSA-4-1BBLにコンジュゲートさせた50μg OVAまたは50μgビオチン化OVAでナイ
ーブC57BL/6マウスを免疫した。対照として、何匹かのマウスは非処理のままにした。７
日後、１ｘ105個のOVA発現性EG.7腫瘍細胞をマウスの右側腹部に皮下チャレンジした。カ
リパスを用いて腫瘍増殖を週に３回モニターした。結果（腫瘍無含生存率）を図24に示す
。図示するように、対照マウスと、OVAをワクチン接種したマウスはすべて腫瘍を発達さ
せたのに対し、ビオチン化OVA／CSA-4-1BBLをワクチン接種したマウスはすべて腫瘍を発
達させなかった。これは、ビオチン化OVA／CSA-4-1BBLによるワクチン接種により、甲状
腺腫瘍の増殖が100％阻止されたことを証明するものである。
【０２５７】
実施例23：4-1BBLはin vivoで抗原特異的CTL応答を強力に増強する
　ナイーブC57BL/6マウスに（i）50μg OVA、（ii）50μg OVAと25μg CSA-4-1BBL、（ii
i）50μg OVAと25μg 抗CD137抗体または（iv）50μg OVAおよび25μg LPSを静脈内に免
疫した。ナイーブマウスを対照として用いた。７日後、全マウスにCFSE標識標的細胞を投
与した。手短には、ナイーブC57BL/6由来の脾細胞を２つの集団に分けた。第１の集団を0
.25μM CFSEで標識した（CFSElow）。第２の集団は2.5μM CFSEで標識した後、２μg／ml
 OVA257-264 SIINFEKLペプチドで１時間パルスした（CFSEhi）。細胞を１：１の比で混合
し、総数１ｘ107個の細胞をレシピエントマウスに静脈内注射した。48時間後に脾臓を採
取し、フローサイトメトリーにより、CFSE蛍光強度を分析したところ、図25に示す結果が
得られた。結果は、ナイーブマウスに標準化した参照CFSElowピークと比較したペプチド
パルスCFSEhiピークの溶解％として各パネルの隅に表示する。このアッセイから、4-1BBL
が、抗原（OVA）のみ（24.2％）、または抗原とLPS（35％）と比較して、高レベル（95％
）まで抗原特異的CTL応答を増強することができ、その結果、大部分の標的細胞を死滅さ
せることを明らかにした。
【０２５８】
実施例24：4-1BBL共刺激は、in vivoでCD8+Ｔ細胞に対する抗原提示を増大させる
　ナイーブB6-SJL（CD45.1+）マウスに（i）10μg OVA、（ii）10μg OVAおよび５μg 4-
1BBLを静脈内免疫するか、または（iii）非処理のままにした。２日後、１ｘ106個のCFSE



(51) JP 5564181 B2 2014.7.30

10

20

30

40

50

標識OT-1細胞（CD45.2+）を静脈内注射により投与した。３日後脾臓を採取し、図26に示
すように、フローサイトメトリーを用いてOT-1細胞の増殖を分析した。抗原と一緒に4-1B
BLを投与すると、大部分のOT-1細胞の増殖からわかるように、CD8+Ｔ細胞に対する抗原提
示が増大した（OVA＋4-1BBLは83.2％；OVAは13.7％；非処理は8.8％）。
【０２５９】
実施例25：4-1BBL共刺激は樹状細胞による抗原取込みを増大する
　ナイーブBALB/cマウスに、25μg OVA-FITC、25μg OVA-FITCおよび10μg CSA、または2
5μg OVA-FITCおよび25μg CSA-4-1BBLを皮下注射した。３時間後、注射部位の鼠径リン
パ節を採取した。フローサイトメトリーを用いて、CD11c+集団におけるFITC+細胞を分析
し、図27に示すように、in vivo蛍光標識抗原取込みを測定した。図からわかるように、4
-1BBLシグナル伝達は、CD11c+DCによる抗原取込みを増大したが、対照CSAタンパク質は何
の作用も与えなかった。
【０２６０】
　本発明について、当業者がこれを作製および使用するのに十分詳細に説明および例示し
てきたが、本発明の精神および範囲を逸脱することなく、様々な代用、改変および改良が
明らかである。本明細書に記載した実施例は、好ましい実施形態の代表的なものであり、
例であって、本発明の範囲に関して制限を意図するものではない。本発明に対する改変お
よびその他の使用も当業者には想起されるであろう。これらの改変は、本発明の精神に含
まれ、請求の範囲に定義される。
【０２６１】
　当業者には、本発明の精神および範囲を逸脱することなく、様々な代用および改変をこ
こに開示した本発明に実施できることは容易に明らかであろう。
【０２６２】
　本明細書に記載した特許および刊行物はすべて、本発明に関する分野の当業者のレベル
を示すものである。これらの特許および刊行物はすべて、個々の刊行物が参照により組み
込まれることを具体的かつ個別に示されているのと同程度に、参照により本明細書に組み
込むものとする。
【０２６３】
　本明細書に例示的に記載した本発明は、本明細書に具体的に開示されていないあらゆる
要素、制限が存在しなくても好適に実施することができる。従って、例えば、各例におい
て、用語「含む」、「から実質的になる」および「からなる」のいずれも、他の２つと置
き換えが可能である。使用してきた用語および表現は、説明の用語として用いたもので、
制限のためではなく、このような用語および表現に関して、ここに図示および記載した特
徴のあらゆる同等物およびその部分を排除する意図はなく、請求する本発明の範囲内で、
多様な改変が可能であることを認識されたい。従って、好ましい実施形態および最適な特
徴により本発明を具体的に開示してきたが、ここに開示した概念の改変および変更を当業
者は利用してもよく、このような改変および変更が、添付の請求項に定義される本発明の
範囲内にあるとみなされることを理解すべきである。
【０２６４】
　その他の実施形態例を以下に挙げる。また、添付の請求項にも記載する。
【０２６５】
実施形態例
１．（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュゲートメンバーと（ii）結
合対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第１コンジュゲート；およ
び
　（ｂ）（i）第１抗原を含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第２メンバーを
含むコンジュゲートメンバーとを含む、第２コンジュゲート
を含む組合せ。
【０２６６】
２．結合対の第１メンバーがアビジンまたはストレプトアビジンを含み、結合対の第２メ
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ンバーがビオチンを含む、実施形態１に記載の組合せ。
【０２６７】
３．結合対の第１メンバーがコアストレプトアビジンを含む、実施形態２に記載の組合せ
。
【０２６８】
４．第１コンジュゲートが、第１免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メンバーとを含
む融合ポリペプチドを含む、実施形態１に記載の組合せ。
【０２６９】
５．第１免疫共刺激ポリペプチドが、4-1BBL、CD86、ICOSL、PD-L1、PD-L2、B7-H3、B7-H
4、OX40L、CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、APRIL、CD80およびCD40Lからなる群より選択さ
れる、実施形態１に記載の組合せ。
【０２７０】
６．第１免疫共刺激ポリペプチドが4-1BBLである、実施形態５に記載の組合せ。
【０２７１】
７．第１コンジュゲートが、配列番号８のアミノ酸配列を含んでなる融合ポリペプチドを
含む、実施形態６に記載の組合せ。
【０２７２】
８．第１抗原が感染因子に関連する、実施形態１に記載の組合せ。
【０２７３】
９．感染因子が、ヒトまたはトリインフルエンザおよびヒト免疫不全ウイルスからなる群
より選択される、実施形態８に記載の組合せ。
【０２７４】
１０．第１抗原が腫瘍関連抗原である、実施形態１に記載の組合せ。
【０２７５】
１１．腫瘍関連抗原が、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素、サバイビン、MAGE-1、MAGE-3、ヒ
ト絨毛性ゴナドトロピン、癌胎児抗原、αフェトプロテイン、膵腫瘍胎児抗原、MUC-1、C
A 125、CA 15-3、CA 19-9、CA 549、CA 195、前立腺特異的抗原；前立腺特異的膜抗原、H
er2/neu、gp-100、突然変異K-rasタンパク質、突然変異p53、トランケート型表皮成長因
子受容体、キメラタンパク質P210BCR-ABL；HPV E6、HPV E7；エプスタイン－バーウイル
スEBNA3タンパク質、ならびにそれらの断片の混合物からなる群より選択される、実施形
態10に記載の組合せ。
【０２７６】
１２．第１および第２コンジュゲートが個別の組成物として提供される、実施形態１に記
載の組合せ。
【０２７７】
１３．第１および第２コンジュゲートが単一の組成物として提供される、実施形態１に記
載の組合せ。
【０２７８】
１４．前記組成物が、薬学的に許容可能な担体、賦形剤もしくは希釈剤を含む、実施形態
13に記載の組合せ。
【０２７９】
１５．前記組成物として提供する際、第１コンジュゲートが、第１および第２結合対メン
バー間の結合を介して第２コンジュゲートに結合している、実施形態13に記載の組合せ。
【０２８０】
１６．第１免疫共刺激ポリペプチドが、免疫共刺激分子の膜貫通ドメインを含まない、実
施形態１に記載の組合せ。
【０２８１】
１７．第１免疫共刺激ポリペプチドが、免疫共刺激分子の細胞外ドメイン、またはその受
容体結合部分を含む、実施形態１に記載の組合せ。
【０２８２】
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１８．（i）第２免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メンバーとを含むコンジュゲー
トメンバー、および（ii）第２抗原と結合対の第２メンバーとを含むコンジュゲートメン
バー、を含む第３コンジュゲートをさらに含み、
　その際、第２免疫共刺激ポリペプチドは、第１免疫共刺激ポリペプチドと同じであるか
または違うものであり；第２抗原は第１抗原と同じであるかまたは違うものであり；第３
コンジュゲートの第１および第２結合対メンバーは、第１および第２コンジュゲートの第
１および第２結合対メンバーと同じであるかまたは違うものであり、
　第１コンジュゲートメンバーは、第１および第２結合対メンバー間の結合を介して前記
第２コンジュゲートメンバーに結合している、実施形態１に記載の組合せ。
【０２８３】
１９．（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュゲートメンバーと（ii）
結合対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第１コンジュゲート；お
よび
　（ｂ）（i）感染因子を含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第２メンバーを
含むコンジュゲートメンバーとを含む、第２コンジュゲート
を含む組合せ。
【０２８４】
２０．第１腫瘍関連抗原を発現する腫瘍に対する免疫応答を生じさせるかまたは増強する
方法であって、該腫瘍を有する患者に：
　（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合
対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第１コンジュゲート；および
（i）第１腫瘍関連抗原を含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合対の第２メンバーを
含むコンジュゲートメンバーとを含む、第２コンジュゲート；または
　（ｂ）第１および第２コンジュゲートでin vitro処理した免疫細胞
を投与することを含む、上記方法。
【０２８５】
２１．第１および第２コンジュゲートを前記患者に投与する、実施形態20に記載の方法。
【０２８６】
２２．第１および第２コンジュゲートを個別に投与する、実施形態21に記載の方法。
【０２８７】
２３．第１および第２コンジュゲートを同時に投与する、実施形態21に記載の方法。
【０２８８】
２４．第１および第２コンジュゲートを単一組成物として投与する、実施形態20に記載の
方法。
【０２８９】
２５．前記組成物として提供する際、第１コンジュゲートが、第１および第２結合対メン
バー間の結合を介して第２コンジュゲートに結合している、実施形態24に記載の方法。
【０２９０】
２６．第１および第２コンジュゲートの少なくとも１つを腫瘍内注射により投与する、実
施形態21に記載の方法。
【０２９１】
２７．第1腫瘍関連抗原が、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素、サバイビン、MAGE-1、MAGE-3
、ヒト絨毛性ゴナドトロピン、癌胎児抗原、αフェトプロテイン、膵腫瘍胎児抗原、MUC-
1、CA 125、CA 15-3、CA 19-9、CA 549、CA 195、前立腺特異的抗原；前立腺特異的膜抗
原、Her2/neu、gp-100、突然変異K-rasタンパク質、突然変異p53、トランケート型表皮成
長因子受容体、キメラタンパク質P210BCR-ABL；HPV E6、HPV E7；エプスタイン－バーウ
イルスEBNA3タンパク質、ならびにそれらの断片の混合物からなる群より選択される、実
施形態20に記載の方法。
【０２９２】
２８．（i）第２免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メンバーとを含むコンジュゲー
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トメンバー、および（ii）第２腫瘍関連抗原と結合対の第２メンバーとを含むコンジュゲ
ートメンバーを含む、第３コンジュゲートを投与することをさらに含み、
　その際、第２免疫共刺激ポリペプチドは、第１免疫共刺激ポリペプチドと同じであるか
または違うものであり；第２抗原は第１抗原と同じであるかまたは違うものであり；第３
コンジュゲートの第１および第２結合対メンバーは、第１および第２コンジュゲートの第
１および第２結合対メンバーと同じであるかまたは違うものであり、
　第１コンジュゲートメンバーは、第１および第２結合対メンバー間の結合を介して第２
コンジュゲートメンバーに結合している、実施形態20に記載の方法。
【０２９３】
２９．第2腫瘍関連抗原が、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素、サバイビン、MAGE-1、MAGE-3
、ヒト絨毛性ゴナドトロピン、癌胎児抗原、αフェトプロテイン、膵腫瘍胎児抗原、MUC-
1、CA 125、CA 15-3、CA 19-9、CA 549、CA 195、前立腺特異的抗原；前立腺特異的膜抗
原、Her2/neu、gp-100、突然変異K-rasタンパク質、突然変異p53、トランケート型表皮成
長因子受容体、キメラタンパク質P210BCR-ABL；HPV E6、HPV E7；エプスタイン－バーウ
イルスEBNA3タンパク質、ならびにそれらの断片の混合物からなる群より選択される、実
施形態28に記載の方法。
【０２９４】
３０．結合対の第１メンバーがアビジンまたはストレプトアビジンを含み、前記結合対の
第２メンバーがビオチンを含む、実施形態20に記載の方法。
【０２９５】
３１．結合対の第１メンバーがコアストレプトアビジンを含む、実施形態30に記載の方法
。
【０２９６】
３２．第１コンジュゲートが、第１免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メンバーとを
含む融合ポリペプチドを含む、実施形態20に記載の方法。
【０２９７】
３３．第１免疫共刺激ポリペプチドが、4-1BBL、CD86、ICOSL、PD-L1、PD-L2、B7-H3、B7
-H4、OX40L、CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、APRIL、CD80およびCD40Lからなる群より選択
される、実施形態20に記載の方法。
【０２９８】
３４．第１免疫共刺激ポリペプチドが4-1BBLである、実施形態33に記載の方法。
【０２９９】
３５．第１コンジュゲートが、配列番号８のアミノ酸配列を含んでなる融合ポリペプチド
を含む、実施形態34に記載の方法。
【０３００】
３６．免疫共刺激ポリペプチドが、免疫共刺激分子の膜貫通ドメインを含まない、実施形
態20に記載の方法。
【０３０１】
３７．免疫共刺激ポリペプチドが、免疫共刺激分子の細胞外ドメイン、またはその受容体
結合部分を含む、実施形態20に記載の方法。
【０３０２】
３８．第１および第２コンジュゲートでin vitro処理した免疫細胞を前記患者に投与する
、実施形態20に記載の方法。
【０３０３】
３９．免疫細胞は免疫共刺激ポリペプチドの受容体を含み、第１コンジュゲートは免疫共
刺激ポリペプチド及び受容体間の結合を介して免疫細胞にコンジュゲートされ、かつ第２
コンジュゲートは第１および第２結合対メンバー間の結合を介して免疫細胞にコンジュゲ
ートされる、実施形態38に記載の方法。
【０３０４】
４０．免疫細胞を第１および第２コンジュゲートで同時に処理する、実施形態38に記載の
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方法。
【０３０５】
４１．免疫細胞を第１および第２コンジュゲートで個別に処理する、実施形態38に記載の
方法。
【０３０６】
４２．免疫細胞を改変することにより、腫瘍関連抗原を発現する腫瘍または感染因子に対
する免疫応答を生じさせるかまたは増強する方法であって、第１免疫共刺激ポリペプチド
の受容体を発現する免疫細胞を、
　（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合
対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第１コンジュゲート；および
　（ｂ）（i）前記腫瘍もしくは感染因子に関連する抗原または該感染因子を含むコンジ
ュゲートメンバーと（ii）結合対の第２メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む
、第２コンジュゲート、
と接触させることを含み、
その際、第１コンジュゲートは、免疫共刺激ポリペプチドと受容体との間の結合により免
疫細胞にコンジュゲートされ、かつ、第２コンジュゲートは、第１および第２結合対メン
バー間の結合を介して免疫細胞にコンジュゲートされる、上記方法。
【０３０７】
４３．第１コンジュゲートおよび第２コンジュゲートと個別に接触させる、実施形態42に
記載の方法。
【０３０８】
４４．第１および第２コンジュゲートと同時に接触させる、実施形態42に記載の方法。
【０３０９】
４５．第１および第２コンジュゲートを単一の組成物として提供する、実施形態44に記載
の方法。
【０３１０】
４６．前記組成物として提供する際、第１コンジュゲートは、第１および第２結合対メン
バー間の結合を介して第２コンジュゲートに結合している、実施形態45に記載の方法。
【０３１１】
４７．免疫細胞を含む患者に、第１および第２コンジュゲートを投与することにより前記
接触を実施する、実施形態42に記載の方法。
【０３１２】
４８．第２コンジュゲートが腫瘍関連抗原を含み、前記患者が前記腫瘍をさらに含み、第
１および第２コンジュゲートの少なくとも１つを腫瘍内注射により投与する、実施形態4
７に記載の方法。
【０３１３】
４９．免疫細胞がＴ細胞または好中球である、実施形態42に記載の方法。
【０３１４】
５０．Ｔ細胞が、CD4+細胞、CD8+細胞、ナチュラルキラー細胞、単球および樹状細胞から
なる群より選択される、実施形態49に記載の方法。
【０３１５】
５１．第２コンジュゲートが腫瘍関連抗原を含む、実施形態42に記載の方法。
【０３１６】
５２．腫瘍関連抗原が、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素、サバイビン、MAGE-1、MAGE-3、ヒ
ト絨毛性ゴナドトロピン、癌胎児抗原、αフェトプロテイン、膵腫瘍胎児抗原、MUC-1、C
A 125、CA 15-3、CA 19-9、CA 549、CA 195、前立腺特異的抗原；前立腺特異的膜抗原、H
er2/neu、gp-100、突然変異K-rasタンパク質、突然変異p53、トランケート型表皮成長因
子受容体、キメラタンパク質P210BCR-ABL；HPV E6、HPV E7；エプスタイン－バーウイル
スEBNA3タンパク質、ならびにそれらの断片の混合物からなる群より選択される、実施形
態51に記載の方法。
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【０３１７】
５３．第２コンジュゲートが感染因子関連抗原または感染因子を含む、実施形態42に記載
の方法。
【０３１８】
５４．感染因子が細菌である、実施形態42に記載の方法。
【０３１９】
５５．細菌が、結核菌（Mycobacterium tuberculosis）；炭疽菌（Bacillus anthracis）
；黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）からなる群より選択される、実施形態54に
記載の方法。
【０３２０】
５６．感染因子がウイルスである、実施形態42に記載の方法。
【０３２１】
５７．ウイルスが、アデノウイルス科；アレナウイルス科；カリチウイルス科；コロナウ
イルス科；フィロウイルス科；フラビウイルス科；ヘパドナウイルス科；ヘルペスウイル
ス科；オルソミクソウイルス科；パピローマウイルス科；ピコルナウイルス科；ポックス
ウイルス科；レオウイルス科；レトロウイルス科；ラブドウイルス科；およびトガウイル
ス科からなる群より選択される、実施形態56に記載の方法。
【０３２２】
５８．感染因子が寄生体である、実施形態42に記載の方法。
【０３２３】
５９．寄生体が、マラリア原虫（Plasmodium）およびリーシュマニア（Leishmania）から
なる群より選択される、実施形態58に記載の方法。
【０３２４】
６０．前記感染因子が真菌である、実施形態42に記載の方法。
【０３２５】
６１．真菌が、アスペルギルス（Aspergillis）；カンジダ（Candida）；コクシジウム（
Coccidia）；クリプトコックス（Cryptococci）；ジオトリカ（Geotricha）；ヒストプラ
ズマ（Histoplasma）；ミクロスポリジア（Microsporidia）；およびニューモシチス（Pn
eumocystis）からなる群より選択される、実施形態60に記載の方法。
【０３２６】
６２．前記患者が、ウマ、ヒツジ、ヤギ、ウシ、ブタ、トリ、イヌ、ネコおよび霊長類の
各種からなる群より選択される、実施形態47に記載の方法。
【０３２７】
６３．前記患者がヒトである、実施形態47に記載の方法。
【０３２８】
６４．前記免疫細胞が、第２免疫共刺激ポリペプチドの受容体を含み、前記方法が、前記
免疫細胞を、（i）第２免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メンバーとを含むコンジ
ュゲートメンバー、および（ii）前記腫瘍もしくは感染因子に関連する第２抗原または該
感染因子と結合対の第２メンバーとを含むコンジュゲートメンバーを含む、第３コンジュ
ゲートと接触させることをさらに含み、その際、
　第２免疫共刺激ポリペプチドは、第１免疫共刺激ポリペプチドと同じであるかまたは違
うものであり；第２抗原は、存在する場合には、第１抗原が存在する場合にこれと同じで
あるかまたは違うものであり；第３コンジュゲートの第１および第２結合対メンバーは、
第１および第２コンジュゲートの第１および第２結合対メンバーと同じであるかまたは違
うものであり、
　第１コンジュゲートメンバーは、第１および第２結合対メンバー間の結合を介して第２
コンジュゲートメンバーに結合している、実施形態42に記載の方法。
【０３２９】
６５．結合対の第１メンバーが、アビジンまたはストレプトアビジンを含み、結合対の第
２メンバーがビオチンを含む、実施形態42に記載の方法。
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【０３３０】
６６．結合対の第１メンバーが、コアストレプトアビジンを含む、実施形態65に記載の方
法。
【０３３１】
６７．第１コンジュゲートが、第１免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メンバーとを
含む融合ポリペプチドを含む、実施形態42に記載の方法。
【０３３２】
６８．第１免疫共刺激ポリペプチドが、4-1BBL、CD86、ICOSL、PD-L1、PD-L2、B7-H3、B7
-H4、OX40L、CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、APRIL、CD80およびCD40Lからなる群より選択
される、実施形態42に記載の方法。
【０３３３】
６９．第１免疫共刺激ポリペプチドが4-1BBLである、実施形態68に記載の方法。
【０３３４】
７０．第１コンジュゲートが、配列番号８のアミノ酸配列を含んでなる融合ポリペプチド
を含む、実施形態69に記載の方法。
【０３３５】
７１．免疫共刺激ポリペプチドが、免疫共刺激分子の膜貫通ドメインを含まない、実施形
態42に記載の方法。
【０３３６】
７２．免疫共刺激ポリペプチドが、免疫共刺激分子の細胞外ドメイン、またはその受容体
結合部分を含む、実施形態42に記載の方法。
【０３３７】
７３．実施形態42に記載の方法により作製された免疫細胞の集団であって、他の免疫細胞
に接触させると、該免疫細胞が前記腫瘍に対する免疫応答を生じさせるかまたは増強する
、上記集団。
【０３３８】
７４．第１免疫共刺激ポリペプチドの受容体を発現する改変免疫細胞であって、該改変免
疫細胞は、
　（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合
対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第１コンジュゲート；および
　（ｂ）（i）第１抗原または感染因子を含むコンジュゲートメンバーと（ii）上記結合
対の第２メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第２コンジュゲートを含み、
　その際、第１コンジュゲートは、免疫共刺激ポリペプチドと受容体との間の結合を介し
て免疫細胞にコンジュゲートされ、かつ、第２コンジュゲートは、第１および第２結合対
メンバー間の結合を介して免疫細胞にコンジュゲートされている、上記改変免疫細胞。
【０３３９】
７５．免疫細胞が、Ｔ細胞、好中球、ナチュラルキラー細胞、単球および樹状細胞からな
る群より選択される、実施形態74に記載の免疫細胞。
【０３４０】
７６．Ｔ細胞が、CD4+細胞およびCD+細胞からなる群より選択される、実施形態75に記載
の免疫細胞。
【０３４１】
７７．結合対の第１メンバーが、アビジンまたはストレプトアビジンを含み、かつ結合対
の第２メンバーがビオチンを含む、実施形態76に記載の免疫細胞。
【０３４２】
７８．結合対の第１メンバーが、コアストレプトアビジンを含む、実施形態76に記載の免
疫細胞。
【０３４３】
７９．第１コンジュゲートが、第１免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メンバーとを
含む融合ポリペプチドを含む、実施形態74に記載の免疫細胞。
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【０３４４】
８０．第１免疫共刺激ポリペプチドが、4-1BBL、CD86、ICOSL、PD-L1、PD-L2、B7-H3、B7
-H4、OX40L、CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、APRIL、CD80およびCD40Lからなる群より選択
される、実施形態74に記載の免疫細胞。
【０３４５】
８１．第１免疫共刺激ポリペプチドが4-1BBLである、実施形態80に記載の免疫細胞。
【０３４６】
８２．感染因子に対する免疫応答を誘導または増強する方法であって、感染因子による感
染症に罹患しているかまたはその危険性がある患者に、
　（ａ）（i）第１免疫共刺激ポリペプチドを含むコンジュゲートメンバーと（ii）結合
対の第１メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む、第１コンジュゲート；および
　（ｂ）（i）前記感染因子に関連する第１抗原を含むかまたは該感染因子を含むコンジ
ュゲートメンバーと（ii）結合対の第２メンバーを含むコンジュゲートメンバーとを含む
、第２コンジュゲート
を投与することを含む、上記方法。
【０３４７】
８３．第１および第２コンジュゲートを個別に投与する、実施形態82に記載の方法。
【０３４８】
８４．第１および第２コンジュゲートを同時に投与する、実施形態82に記載の方法。
【０３４９】
８５．第１および第２コンジュゲートを単一の組成物として提供する、実施形態84に記載
の方法。
【０３５０】
８６．前記組成物として提供する際、第１コンジュゲートが、第１および第２結合対メン
バー間の結合を介して第２コンジュゲートに結合している、実施形態85に記載の方法。
【０３５１】
８７．第１および第２コンジュゲートの少なくとも１つを、経口；舌下；経粘膜；経皮；
直腸；膣；皮下；筋内；静脈内；動脈内；鞘内；カテーテルを介して；インプラントを介
して；および腫瘍への直接投与からなる群より選択される経路により投与する、実施形態
82に記載の方法。
【０３５２】
８８．感染因子が細菌である、実施形態82に記載の方法。
【０３５３】
８９．細菌が、結核菌（Mycobacterium tuberculosis）；炭疽菌（Bacillus anthracis）
；黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）からなる群より選択される、実施形態88に
記載の方法。
【０３５４】
９０．感染因子がウイルスである、実施形態82に記載の方法。
【０３５５】
９１．ウイルスが、アデノウイルス科；アレナウイルス科；カリチウイルス科；コロナウ
イルス科；フィロウイルス科；フラビウイルス科；ヘパドナウイルス科；ヘルペスウイル
ス科；オルソミクソウイルス科；パピローマウイルス科；ピコルナウイルス科；ポックス
ウイルス科；レオウイルス科；レトロウイルス科；ラブドウイルス科；およびトガウイル
ス科からなる群より選択される、実施形態90に記載の方法。
【０３５６】
９２．感染因子が寄生体である、実施形態82に記載の方法。
【０３５７】
９３．寄生体が、マラリア原虫（Plasmodium）およびリーシュマニア（Leishmania）から
なる群より選択される、実施形態92に記載の方法。
【０３５８】
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９４．感染因子が真菌である、実施形態82に記載の方法。
【０３５９】
９５．真菌が、アスペルギルス（Aspergillis）；カンジダ（Candida）；コクシジウム（
Coccidia）；クリプトコックス（Cryptococci）；ジオトリカ（Geotricha）；ヒストプラ
ズマ（Histoplasma）；ミクロスポリジア（Microsporidia）；およびニューモシチス（Pn
eumocystis）からなる群より選択される、実施形態94に記載の方法。
【０３６０】
９６．前記患者が、ウマ、ヒツジ、ヤギ、ウシ、ブタ、トリ、イヌ、ネコおよび霊長類の
各種からなる群より選択される、実施形態82に記載の方法。
【０３６１】
９７．前記患者がヒトである、実施形態96に記載の方法。
【０３６２】
９８．感染症がヒトまたはトリインフルエンザであり、第１抗原が、Ｈ、Ｎ、M1、M2e、N
S1、NS2（NEP）、NP、PA、PB1、およびPB2からなる群より選択される、実施形態82に記載
の方法。
【０３６３】
９９．感染症がHIVであり、第１抗原が、Gagタンパク質、Pol、Vif、Vpr、Rev、Vpu、エ
ンベロープエピトープ、Tat、およびNefからなるHIV抗原の群より選択される、実施形態8
2に記載の方法。
【０３６４】
１００．（i）第２免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メンバーとを含むコンジュゲ
ートメンバー、および（ii）前記感染症に関連する第２抗原または前記感染因子と結合対
の第２メンバーとを含むコンジュゲートメンバーを含む、第３コンジュゲートを投与する
ことをさらに含み、その際、
　第２免疫共刺激ポリペプチドは、第１免疫共刺激ポリペプチドと同じであるかまたは違
うものであり；第２抗原は、存在する場合には、第１抗原が存在する場合にはこれと同じ
であるかまたは違うものであり；第３コンジュゲートの第１および第２結合対メンバーは
、第１および第２コンジュゲートの第１および第２結合対メンバーと同じであるかまたは
違うものであり、
　第１コンジュゲートメンバーは、第１および第２結合対メンバー間の結合を介して第２
コンジュゲートメンバーに結合している、実施形態82に記載の方法。
【０３６５】
１０１．感染症がヒトまたはトリインフルエンザであり、第２抗原が、Ｈ、Ｎ、M1、M2e
、NS1、NS2（NEP）、NP、PA、PB1、およびPB2からなる群より選択される、実施形態100に
記載の方法。
【０３６６】
１０２．感染症がHIVであり、第２抗原が、Gagタンパク質、Pol、Vif、Vpr、Rev、Vpu、
エンベロープエピトープ、Tat、およびNefからなるHIV抗原の群より選択される、実施形
態101に記載の方法。
【０３６７】
１０３．結合対の第１メンバーが、アビジンまたはストレプトアビジンを含み、結合対の
第２メンバーがビオチンを含む、実施形態82に記載の方法。
【０３６８】
１０４．結合対の第１メンバーが、コアストレプトアビジンを含む、実施形態103に記載
の方法。
【０３６９】
１０５．第１コンジュゲートが、第１免疫共刺激ポリペプチドと結合対の第１メンバーと
を含む融合ポリペプチドを含む、実施形態82に記載の方法。
【０３７０】
１０６．第１免疫共刺激ポリペプチドが、4-1BBL、CD86、ICOSL、PD-L1、PD-L2、B7-H3、
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B7-H4、OX40L、CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、APRIL、CD80およびCD40Lからなる群より選
択される、実施形態82に記載の方法。
【０３７１】
１０７．第１免疫共刺激ポリペプチドが4-1BBLである、実施形態106に記載の方法。
【０３７２】
１０８．第１コンジュゲートが、配列番号８のアミノ酸配列を含んでなる融合ポリペプチ
ドを含む、実施形態107に記載の方法。
【０３７３】
１０９．免疫共刺激ポリペプチドが、免疫共刺激分子の膜貫通ドメインを含まない、実施
形態82に記載の方法。
【０３７４】
１１０．免疫共刺激ポリペプチドが、免疫共刺激分子の細胞外ドメイン、またはその受容
体結合部分を含む、実施形態82に記載の方法。
【０３７５】
１１１．実質的に免疫共刺激ポリペプチドとアビジンまたはストレプトアビジンとから構
成されるコンジュゲートであって、免疫共刺激ポリペプチドが、4-1BBL、CD86、ICOSL、P
D-L1、PD-L2、B7-H3、B7-H4、OX40L、CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、APRIL、CD80およびCD
40Lからなる群より選択される、上記コンジュゲート。
【０３７６】
１１２．コアストレプトアビジンを含む、実施形態111に記載のコンジュゲート。
【０３７７】
１１３．前記免疫共刺激ポリペプチドが、4-1BBL、ICOSL、PD-L1、PD-L2、OX40L、CD27L
、CD30L、LIGHT、BAFF、およびAPRILからなる群より選択される、実施形態111に記載の方
法。
【０３７８】
１１４．動物において免疫刺激応答を誘導する方法であって、実質的に免疫共刺激ポリペ
プチドとアビジンまたはストレプトアビジンとから構成されるコンジュゲートを動物に投
与することから実質的に構成される、上記方法。
【０３７９】
１１５．前記コンジュゲートがコアストレプトアビジンを含む、実施形態114に記載の方
法。
【０３８０】
１１６．免疫共刺激ポリペプチドが、4-1BBL、CD86、ICOSL、PD-L1、PD-L2、B7-H3、B7-H
4、OX40L、CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、APRIL、CD80およびCD40Lからなる群より選択さ
れる、実施形態114に記載の方法。
【０３８１】
１１７．免疫共刺激ポリペプチドが、4-1BBL、ICOSL、PD-L1、PD-L2、OX40L、CD27L、CD3
0L、LIGHT、BAFF、およびAPRILからなる群より選択される、実施形態116に記載の方法。
【０３８２】
１１８．免疫共刺激ポリペプチドとアビジンまたはストレプトアビジンとを含むコンジュ
ゲートであって、免疫共刺激ポリペプチドが、4-1BBL、CD86、ICOSL、PD-L1、PD-L2、B7-
H3、B7-H4、OX40L、CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、APRIL、CD80およびCD40Lからなる群よ
り選択される、上記コンジュゲート。
【０３８３】
１１９．動物において免疫刺激応答を誘導する方法であって、免疫共刺激ポリペプチドと
アビジンまたはストレプトアビジンとを含むコンジュゲートを動物に投与することを含み
、その際、免疫共刺激ポリペプチドが、4-1BBL、CD86、ICOSL、PD-L1、PD-L2、B7-H3、B7
-H4、OX40L、CD27L、CD30L、LIGHT、BAFF、APRIL、CD80およびCD40Lからなる群より選択
される、上記方法。
【０３８４】
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１２０．抗原を動物に投与することをさらに含む、実施形態119に記載の方法。
【０３８５】
１２１．抗原と結合対メンバーを含むコンジュゲートとして抗原を投与する、実施形態12
0に記載の方法。
【図面の簡単な説明】
【０３８６】
【図１Ａ】コアストレプトアビジンとマウスLIGHTタンパク質の細胞外ドメインとを含む
融合タンパク質のヌクレオチド配列（配列番号１）を示す図である。
【図１Ｂ】コアストレプトアビジンとマウスLIGHTタンパク質の細胞外ドメインとを含む
融合タンパク質のアミノ酸配列（配列番号２）を示す図である。下線はコアストレプトア
ビジン配列である。
【図２Ａ】ヒトCD80の細胞外ドメインとコアストレプトアビジンとを含む融合タンパク質
のヌクレオチド配列（配列番号３）を示す図である。
【図２Ｂ】ヒトCD80の細胞外ドメインとコアストレプトアビジンとを含む融合タンパク質
のアミノ酸配列（配列番号４）を示す図である。下線はコアストレプトアビジン配列であ
る。
【図３Ａ】マウス4-1BBLの細胞外ドメインとコアストレプトアビジンとを含む融合タンパ
ク質のヌクレオチド配列（配列番号５）を示す図である。
【図３Ｂ】マウス4-1BBLの細胞外ドメインとコアストレプトアビジンとを含む融合タンパ
ク質のアミノ酸配列（配列番号６）を示す図である。下線はコアストレプトアビジン配列
である。
【図４Ａ】コアストレプトアビジンとヒト4-1BBLの細胞外ドメインとを含む融合タンパク
質のヌクレオチド配列（配列番号７）を示す図である。
【図４Ｂ】コアストレプトアビジンとヒト4-1BBLの細胞外ドメインとを含む融合タンパク
質のアミノ酸配列（配列番号８）を示す図である。下線はコアストレプトアビジン配列で
ある。
【図５Ａ】コアストレプトアビジンとヒトCD86の細胞外ドメインとを含む融合タンパク質
のヌクレオチド配列（配列番号９）を示す図である。
【図５Ｂ】コアストレプトアビジンとヒトCD86の細胞外ドメインとを含む融合タンパク質
のアミノ酸配列（配列番号10）を示す図である。下線はコアストレプトアビジン配列であ
る。
【図６】図6A、6B及び6Cは、HPV16 E6（配列番号11）、HPV16 E6変異体（配列番号12）及
びHPV16 E7（配列番号13）のアミノ酸配列を示す図である。
【図７Ａ】実施例で使用したCSA-ヒトCD40L構築物のヌクレオチド配列（配列番号14）を
示す図である。
【図７Ｂ】実施例で使用したCSA-ヒトCD40L構築物のアミノ酸配列（配列番号15）を示す
図である。
【図８】レスポンダーとしてナイーブBALB/cリンパ球を、そしてスティミュレーターとし
て同種異系C57BL/6放射線照射脾細胞を用いた同種異系混合リンパ球反応の結果を示す。
表示した培養物には１μg／mlのCSA-41BBL融合タンパク質を補充した。
【図９】CSA-41BBL融合タンパク質（0.5μg／ml）、対照CSAタンパク質（0.19μg／ml）
、または抗4-1BBLモノクローナル抗体クローン3H3（5μg／ml）の存在または非存在下で
、C57B/6マウスから選別したCD8+Ｔ細胞を可溶性抗CD3モノクローナル抗体（0.5μg／ml
）と放射線照射脾細胞とで刺激した、ex vivoＴ細胞増殖の結果を示す図である。
【図１０】百万個のOT-I CD8+Ｔ細胞をCFSEで標識し、ビオチン化OVA（1注射につき10μg
）、およびビオチン化OVAと混合したCSA-41BBL融合タンパク質（41BBL＋OVA）（１注射に
つき１μg）、またはビオチン化OVAとCSA-41BBLとを含むコンジュゲートで免疫したB6.SJ
Lマウスに移入した際の抗原特異的CD8+Ｔ細胞の増殖応答を示す。最後のパネル（*）は、
10μgのビオチン化OVAにコンジュゲートさせた５μgのCSA-41BBLについての応答を示す。
コアストレプトアビジン（SA）は4-1BBLと等モルレベルで用いた。
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【図１１】図11Aは、未処理DC（グレーで塗りつぶした部分）、ビオチン化PEで処理したD
C（点線）、およびビオチン化PE／CSA-41BBLコンジュゲートで処理したDC（実線）のPE+
細胞を示すヒストグラムである。図11Bは、各処理を受けたDCについてのPEの平均蛍光強
度（MFI）を示す図である。
【図１２】図12Aは、未処理のDC（濃いグレー）、またはGM-CSFの存在下でCSA-41BBLで処
理したDC（実線）もしくはLPSで処理したDC（点線）のCD86およびMHCクラスIIレベルを分
析するために実施したフローサイトメトリーの結果を示す。図12Bは、CD86およびMHCクラ
スIIの平均蛍光強度を示す。
【図１３】ナイーブ、ビオチン化OVA/CSA処理、およびビオチン化OVA／CSA-4-1BBL処理マ
ウス由来のDC細胞に対するCD40、CD86およびMHCクラスII発現の平均蛍光強度を示す図で
ある。
【図１４】図14Aは、ナイーブBALB/cマウスの脾臓および末梢リンパ節から、CD4+ CD25-

（単一陽性、SP）およびCD4+ CD25+（二重陽性、DP）Ｔ細胞を選別し、放射線照射脾細胞
、抗CD3抗体（0.5μg／ml）、および表示した濃度（μg／ml）の4-1BBLまたは等モル量の
対照CSAタンパク質を補充した培地において、単独でまたは１：１の比で３日間培養した
、共培養実験の結果を示す。図14Bは、CFSEで標識したSP Ｔ細胞を、4-1BBLを0.5μg／ml
で用いた以外は、図14Ａについて記載した条件下で抑制アッセイに用いたCFSEアッセイの
結果を示す。各ヒストグラムについて、分裂細胞の％を示す。
【図１５】ナイーブBALB/cマウスの脾臓および末梢リンパ節から、CD4+CD25-（単一陽性
、SP）およびCD4+CD25+（二重陽性、DP）Ｔ細胞を選別し、0.5μg／mlの抗CD3抗体および
放射線照射脾細胞の存在下で、１μg／mlの4-1BBLを添加して、または添加せずに、単独
でまたは１：１の比で３日間培養した、ex vivoＴ細胞増殖の結果を示す図である。
【図１６】CSA-hCD40LおよびCSA-mCD40L構築物の構築を示す。矢印は、クローニング目的
で用いられるプライマー（ａ、ｂ、ｃ、ｄ）およびその配向を示す。
【図１７】ヒトTHP-1とマウスA20細胞株とをCSA-mCD40LまたはCSA-hCD40Lと一緒にインキ
ュベートし、FITC標識抗ストレプトアビジン抗体で染色した後、フローサイトメトリーで
分析した際の、CSA-mCD40LおよびCSA-hCD40LとCD40受容体との結合を示すフローサイトメ
トリー分析を示す図である。パネル（ａ）および（ｂ）は、CSA-mCD40Lとヒトおよびマウ
ス細胞株との結合をそれぞれ示し、パネル（ｃ）および（ｄ）は、CSA-hCD40Lとヒトおよ
びマウス細胞株との結合をそれぞれ示す。
【図１８】ヒトTHP-1細胞株を100ng／mlのCSA-hCD40Lで48時間刺激し（細い実線）、フロ
ーサイトメトリーにおいてHLAクラスII（図18Ａ）およびCD80（図18Ｂ）分子に対する抗
体を用いて分析した際の、CSA-hCD40Lで刺激したマクロファージに対するHLAクラスIIお
よび共刺激分子のアップレギュレーションを示すフローサイトメトリー分析を示す図であ
る。CSAタンパク質（塗りつぶしたヒストグラム）と一緒にインキュベートした細胞及び
膜結合マウスCD40Lを発現するCHO細胞形質転換体（濃い実線）をそれぞれ負および正の対
照として用いた。
【図１９】骨髄由来の未成熟CDを様々な濃度のCSA-mCD40L（白地のヒストグラム）で様々
な時間刺激し、CD80（図19Ａ）およびCD86（図19Ｂ）の発現について特異的抗体を用いて
分析した際の、CSA-mCD40Lで刺激したマウスDCの表現型成熟を示すフローサイトメトリー
分析を示す図である。刺激しないままの細胞（細い実線）またはCSAタンパク質で刺激し
た細胞（塗りつぶしたヒストグラム）を対照として用いた。48時間刺激した細胞106個当
たり200ngのタンパク質についてのデータを示す。
【図２０】１μg／mlの各rhsCD40L＋エンハンサー（図20Ａ）および100ng／mlのCSA-hCD4
0L（図20Ｂ）または250ng／mlのCSA-mCD40L（図20Ｃ）もしくはCSAで、一次水簸ヒト単球
を18時間刺激し、ELISAによりIL-1βおよびEL-6含量について上清を分析した際の、CSA-C
D40Lで刺激したヒト単球によるサイトカインの分泌を示す図である。図20Dは、ヒトCD40
を発現するように遺伝子的に改変したマウスマクロファージ細胞株（CD40KO）をCSAまた
はCSA-hCD40L（１μg／ml）で３時間刺激した後、RNAを抽出し、鋳型mck-3bと共にRiboQu
antマルチプローブRNアーゼ保護系を用いたRNAse保護アッセイにより分析した際の結果を
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示す。IL-6、L32およびGAPDHについての保護プローブを示す。このヒストグラムは、ハウ
スキーピング遺伝子L32で基準化した後のIL-6のバンド密度を示す。
【図２１】ヒトCD40を発現するようにトランスフェクトしたマウスCD40KOマクロファージ
株をIFN-γで24時間初回免疫し、次に、エンハンサーを含む１μg／mlの市販のrhsCD40L
、または300 ng／mlのCSA-hCD40LもしくはCSAタンパク質で24時間刺激した後、抗iNOS抗
体を用いたウエスタンブロットにより細胞溶解物を分析した際の、CSA-hCD40Lで刺激した
マクロファージにおけるiNOS発現の刺激を示す図である。ヒストグラムは、iNOSバンドの
密度を示す。
【図２２】50μg OVAを抗原として用いた、12.5および25μgの用量のLPSに比較して強力
なCSA-4-1BBLのin vivoアジュバント効果を示す図である。結果は、in vivo死滅％として
表示する。
【図２３】（i）PBS（黒ひし形、ｎ＝20）；（ii）50μg P1＋12.5μg CSA（黒四角、ｎ
＝6）；（iii）25μg CSA-4-1BBL（黒三角、ｎ＝10）；（iv）50μg P1＋25μg CSA-4-1B
BL（白三角、ｎ＝13）；または（v）50μg P1＋10μg CpG（白四角、ｎ＝７）によるワク
チン接種の、既存の子宮頚部腫瘍に対する効果を示す。P1またはCSA-4-1BBLいずれかによ
るワクチン接種によりある程度免疫療法は成功したが、P1とCSA-4-1BBLとを併用したワク
チン接種により、生存率が有意に上昇した。
【図２４】腫瘍増殖阻止におけるビオチン化OVA／CSA-4-1BBLコンジュゲートによるワク
チン接種の結果を示す。OVA（白三角）、ビオチン化OVA／CSA-4-1BBLコンジュゲート（黒
三角）および対照マウス（黒丸）によりワクチン接種したマウスの腫瘍無含生存率を示す
。ビオチン化OVA／CSA-4-1BBLコンジュゲートによりワクチン接種したマウスは100％生存
率を示した。
【図２５】CFSE染色細胞のフローサイトメトリーを示す図である。この図から、4-1BBLが
、抗原のみ、または抗原及びLPSと比較して、高レベルまで抗原特異的CTL応答をin vivo
で増強できることが立証された。結果は、ナイーブマウスに対して標準化した対照CFSE最
低ピークと比較したペプチドパルスCFSEhi最高ピークの溶解％として各パネルの隅に表示
する。
【図２６】4-1BBL共刺激がin vivoで抗原提示を増加することを証明するフローサイトメ
トリーデータを示す。
【図２７】4-1BBL共刺激がin vivoで樹状細胞による抗原取込みを増加させることを証明
するフローサイトメトリーデータを示す。



(64) JP 5564181 B2 2014.7.30

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】 【図３Ａ】



(65) JP 5564181 B2 2014.7.30

【図３Ｂ】

【図４Ａ】

【図４Ｂ】

【図５Ａ】 【図５Ｂ】

【図６】



(66) JP 5564181 B2 2014.7.30

【図７Ａ】 【図７Ｂ】

【図８】

【図９】

【図１０】

【図１１】



(67) JP 5564181 B2 2014.7.30

【図１２】 【図１３】

【図１４】 【図１５】

【図１６】



(68) JP 5564181 B2 2014.7.30

【図１７】

【図１８】

【図１９】

【図２０】

【図２１】

【図２２】

【図２３】



(69) JP 5564181 B2 2014.7.30

【図２４】 【図２５】

【図２６】 【図２７】



(70) JP 5564181 B2 2014.7.30

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/14    　　　　          　　　　　

(31)優先権主張番号  60/799,643
(32)優先日　　　　  平成18年5月12日(2006.5.12)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/863,173
(32)優先日　　　　  平成18年10月27日(2006.10.27)
(33)優先権主張国　  米国(US)

(72)発明者  シルワン，ハヴァル
            アメリカ合衆国　４０２４５　ケンタッキー州，ルーイビル，マレット　ヒル　ドライブ　１７０
            １８
(72)発明者  エルペック，クトゥル，ジー．
            アメリカ合衆国　４０２０６　ケンタッキー州，ルーイビル，ロイヤー　コート　６１２
(72)発明者  ヨルク，エスマ，エス．
            アメリカ合衆国　４０２４５　ケンタッキー州，ルーイビル，マレット　ヒル　ドライブ　１７０
            １８

    審査官  中尾　忍

(56)参考文献  Rabu,C.，et al.，“Production of Recombinant Human Trimeric CD137L (4-1BBL): CROSS-LIN
              KING IS  ESSENTIAL TO ITS T CELL CO-STIMULATION ACTIVITY”，J. Biol. Chem.，２００５年
              １０月　４日，Vol.280，No.50，P.41472-41481，[検索日 2013年8月7日], インターネット＜UR
              L: http://www.jbc.org/content/280/50/41472.full.pdf+html＞
              Singh,N.P. et al.，A novel approach to cancer immunotherapy: Tumor cells decorated wit
              h CD80 generate effective antitumor immunity，Cancer Res.，２００３年　７月１５日，Vol
              .63，No.14，P.4067-4073
              Singh,N.P. et al.，ProtExTM: A novel technology to display exogenous proteins on the c
              ell surface for immunomodulation，Ann. N.Y. Acad. Sci.，２００５年１１月，Vol.1056，P.
              344-358

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ａ６１Ｋ　　３８／００　　　　
              Ａ６１Ｋ　　３９／００　　　　
              Ａ６１Ｋ　　３９／３８５　　　
              　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩ）
              ＧｅｎＢａｎｋ／ＥＭＢＬ／ＤＤＢＪ／ＧｅｎｅＳｅｑ／ＵｎｉＰｒｏｔ
              　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

