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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下：
(i) ＭＴＢ３９抗原（配列番号１２または配列番号１４）、該ＭＴＢ３９抗原と少なくと
も95％の同一性を有するＭＴＢ３９抗原の変異体または該ＭＴＢ３９抗原の50％以上から
なるフラグメント；および
(ii) ＭＴＢ３２Ａ抗原（配列番号２または配列番号４）、該ＭＴＢ３２Ａ抗原と少なく
とも95％の同一性を有するＭＴＢ３２Ａ抗原の変異体または該ＭＴＢ３２Ａ抗原の50％以
上からなるフラグメント、を含む融合ポリペプチドであって、該ＭＴＢ３２Ａ抗原、その
該変異体またはその該フラグメントが、別のアミノ酸によって置換されている、配列番号
４の１８３位のアミノ酸または配列番号２の２０８位のアミノ酸に対応するセリン残基を
含むことを特徴とする、融合ポリペプチド。
【請求項２】
　ＭＴＢ３２Ａ抗原（配列番号２または配列番号４）のＮ末端から少なくとも１９５個の
アミノ酸を含むか、それと少なくとも95％の同一性を有する該ＭＴＢ３２Ａ抗原の変異体
を含む、請求項１に記載の融合ポリペプチド。
【請求項３】
　ＭＴＢ３２Ａ抗原（配列番号２または配列番号４）のＮ末端から少なくとも１９５個の
アミノ酸を含む、請求項２に記載の融合ポリペプチド。
【請求項４】
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　配列番号４の１８３位のアミノ酸または配列番号２の２０８位のアミノ酸に対応するセ
リン残基が、アラニンによって置換されている、請求項１～３のいずれか１項に記載の融
合ポリペプチド。
【請求項５】
　ＭＴＢ３２Ａ抗原（配列番号２または配列番号４）のＣ末端から少なくとも１３２個の
アミノ酸を含むポリペプチドまたはそれと少なくとも95％の同一性を有するMTB32A抗原の
変異体をさらに含む、請求項１～４のいずれか１項に記載の融合ポリペプチド。
【請求項６】
　ＭＴＢ３２Ａ抗原（配列番号２または配列番号４）のＣ末端から少なくとも１３２個の
アミノ酸を含む、請求項５に記載の融合ポリペプチド。
【請求項７】
　ＭＴＢ３９抗原（配列番号１２または配列番号１４）または該ＭＴＢ３９抗原と少なく
とも95％の同一性を有するＭＴＢ３９抗原の変異体を含む、請求項１～６のいずれか１項
に記載の融合ポリペプチド。
【請求項８】
　ＭＴＢ３９抗原（配列番号１２または配列番号１４）を含む、請求項７に記載の融合ポ
リペプチド。
【請求項９】
　前記抗原が化学的リンカーを介して共有結合される、請求項１～８のいずれか１項に記
載の融合ポリペプチド。
【請求項１０】
　前記化学的リンカーがアミノ酸リンカーである、請求項９に記載の融合ポリペプチド。
【請求項１１】
　前記融合ポリペプチドが、ＭＴＢ７２ＦＭｕｔＳＡのアミノ酸配列（配列番号１８）と
少なくとも95％の同一性を有する該ＭＴＢ７２ＦＭｕｔＳＡのアミノ酸配列（配列番号１
８）の変異体を含む、請求項１０に記載の融合ポリペプチド。
【請求項１２】
　前記融合ポリペプチドが、ＭＴＢ７２ＦＭｕｔＳＡのアミノ酸配列（配列番号１８）を
含む、請求項１１に記載の融合ポリペプチド。
【請求項１３】
　前記融合ポリペプチドが、ＭＴＢ７２ＦＭｕｔＳＡのアミノ酸配列（配列番号１８）を
有する、請求項１２に記載の融合ポリペプチド。
【請求項１４】
　Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種由来の少なくとも１つのさらなる異種ポリペプチドをさ
らに含む、請求項１～１３のいずれか１項に記載の融合ポリペプチド。
【請求項１５】
　さらなる抗原が、ＭＴＢ８．４抗原（配列番号２２）、ＭＴＢ９．８抗原（配列番号２
４）、ＭＴＢ９．９抗原（配列番号２７）、ＭＴＢ４０抗原（配列番号２９）、ＭＴＢ４
１抗原（配列番号３１）、３８－１（配列番号３５）、ＴｂＲａ３（配列番号３７）、３
８ｋＤ（配列番号３９）、ＤＰＥＰ（配列番号４１）、ＴｂＨ４（配列番号４３）、ＤＰ
ＰＤ（配列番号４５）、Ｅｒｄ１４、ＥＳＡＴ－６抗原（配列番号３３）、ＭＴＢ８５複
合体抗原もしくはα－クリスタリン抗原、またはそれらの免疫原性フラグメントからなる
群より選択される、請求項１４に記載の融合ポリペプチド。
【請求項１６】
　アジュバントをさらに含有する、請求項１～１５のいずれか１項に記載の融合ポリペプ
チドを含むワクチン組成物。
【請求項１７】
　前記アジュバントがＱＳ２１およびＭＰＬを含む、請求項１６に記載のワクチン組成物
。
【請求項１８】
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　前記アジュバントがＱＳ２１および３Ｄ－ＭＰＬを含む、請求項１６に記載のワクチン
組成物。
【請求項１９】
　前記アジュバントが、ＡＳ２、ＥＮＨＡＮＺＹＮ（商標）、ＭＰＬ、３Ｄ－ＭＰＬ、Ｉ
ＦＡ、ＱＳ２１、ＣＷＳ、ＴＤＭ、ＡＧＰ、ＣＰＧ、Ｌｅｉｆ、サポニン、およびサポニ
ン模倣物からなる群より選択される、請求項１６に記載のワクチン組成物。
【請求項２０】
　請求項１～１５のいずれか１項に記載の融合ポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ド。
【請求項２１】
　ＭＴＢ７２ＦＭｕｔＳＡ（配列番号１８）をコードする、請求項２０に記載のポリヌク
レオチド。
【請求項２２】
　配列番号１７に示される配列を含む、請求項２１に記載のポリヌクレオチド。
【請求項２３】
　薬剤として使用するための請求項１～１５のいずれか１項に記載の融合ポリペプチド。
【請求項２４】
　薬剤として使用するための請求項２０～２２のいずれか１項に記載のポリヌクレオチド
。
【請求項２５】
　哺乳動物において免疫応答を誘発するための医薬の製造における、請求項１～１５のい
ずれか１項に記載の融合ポリペプチドの使用。
【請求項２６】
　哺乳動物において免疫応答を誘発するための医薬の製造における、請求項２０～２２の
いずれか１項に記載のポリヌクレオチドの使用。
【請求項２７】
　請求項１～１５のいずれか１項に記載の融合ポリペプチドをその細胞表面上に発現する
か、該ポリペプチドを分泌する組換え細菌。
【請求項２８】
　細菌がＢａｃｉｌｌｕｓ－Ｃａｌｍｅｔｔｅ－Ｇｕｅｒｒｉｎである、請求項２７に記
載の組換え細菌。
【請求項２９】
　適当な宿主細胞においてポリペプチドの発現を導く組換えＤＮＡ分子の製造における請
求項１～１５のいずれか１項に記載のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドの使用
。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
米国特許出願第０９／５９７、７９６号（２０００年６月２０日出願）および米国特許出
願第６０／２６５，７３７号（２００１年２月１日）は、本明細書中で各々その全体が参
考として援用される。
【０００２】
本出願は、本明細書中で各々その全体が参考として援用される、米国特許出願第０９／０
５６，５５６号（１９９８年４月７日出願）；米国特許出願第０９／２２３，０４０号（
１９９８年１２月３０日出願）；米国特許出願第０９／２８７，８４９号（１９９９年４
月７日）；公開ＰＣＴ出願第ＷＯ９９／５１７４８号（１９９９年４月７日出願（ＰＣＴ
／ＵＳ９９／０７７１７））、米国特許出願第６０／１５８，３３８号（１９９９年１０
月７日出願）および米国出願第６０／１５８，４２５号（１９９９年１０月７日出願）；
米国出願第０９／６８８，６７２号（２０００年１０月１０日出願）；ならびに公開ＰＣ
Ｔ出願第ＷＯ０１／２４８２０（２０００年１０月１０日出願（ＰＣＴ／ＵＳ００／２８
０９５）に関連する。
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【０００３】
（連邦政府によって支援された研究および開発の下で行われた発明に対する権利に関する
宣言）
該当なし。
【０００４】
（発明の背景）
本発明は、少なくとも２つのＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．抗原を含む融合タンパ
ク質に関する。特に、本発明は、結核に感染した個体由来の血清の血清学的感受性を増加
させる２つ以上の別々のＭ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ抗原を含む融合タンパク質をコー
ドする核酸、ならびに結核感染の診断、処置、および予防におけるそれらの使用のための
方法に関する。
【０００５】
（発明の背景）
結核は、Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓおよび他のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種による
感染によって引き起こされる慢性感染疾患である。結核は、発展途上国における主要な疾
患であり、そして世界の先進地域においても問題が深刻化しており、毎年約８００万の新
たな症例および３００万人の死者を出している。この感染は、かなりの期間にわたって無
症候性であり得るが、この疾患は、最も一般的には、肺の急性炎症として発症し、発熱お
よび非生産性の咳を生じる。未処置の場合、代表的には深刻な合併症および死亡を生じる
。
【０００６】
結核は、一般的に、長期の抗生物質治療を用いて制御され得るが、このような処置は、こ
の疾患の伝播を予防するには十分ではない。感染個体は、無症候性であり得るが、一定の
期間、伝染性であり得る。さらに、処置レジメンのコンプライアンスが重要であるが、患
者の活動はモニタリングすることが困難である。一部の患者は、処置過程を完了せず、こ
れによって、無効な処置および薬物耐性の発生を導き得る。
【０００７】
結核の伝播を制御するために、有効なワクチン接種およびこの疾患の正確な早期診断が最
も重要である。現在、生細菌を用いたワクチン接種が、防御免疫を誘導するために最も効
率的な方法である。この目的のために用いられる最も一般的なミコバクテリウムは、Ｍ．
ｂｏｖｉｓの無発病性株であるカルメット－ゲラン杆菌（ＢＣＧ）である。しかし、ＢＣ
Ｇの安全性および有効性は、論議のもとであり、いくつかの国（例えば、米国）では、こ
の薬剤を一般にワクチン接種していない。
【０００８】
結核の診断は、一般的に、皮膚試験を用いて達成される。この試験は、ツベルクリンＰＰ
Ｄ（タンパク質精製された誘導体）に対する皮内暴露を含む。抗原特異的Ｔ細胞応答は、
注射後４８～７２時間までに注射部位に測定可能な硬化を生じる。この硬化は、ミコバク
テリア抗原に対する暴露を示す。しかし、感受性および特異性が、この試験の課題であり
、そしてＢＣＧでワクチン接種した個体は、感染した個体と区別することができない。
【０００９】
マクロファージは、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ免疫の主要なエフェクターとして作用す
ることが示されており、一方、Ｔ細胞は、このような免疫の主なインデューサーである。
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ感染に対する防御におけるＴ細胞の本質的な役割は、ヒト免
疫不全ウイルス（ＨＩＶ）感染に関連したＣＤ４＋　Ｔ細胞の枯渇に起因する、ＡＩＤＳ
患者におけるＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ感染の高頻度の出現によって説明される。Ｍｙ
ｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ反応性ＣＤ４＋　Ｔ細胞は、γ－インターフェロン（ＩＦＮ－γ
）の強力なプロデューサーであることが示され、その後、マウスにおいてマクロファージ
の抗ミコバクテリア効果を誘発することが示された。ヒトにおけるＩＦＮ－γの役割は、
あまり明確ではないが、１，２５－ジヒドロキシ－ビタミンＤ３が、単独でかまたはＩＦ
Ｎ－γもしくは腫瘍壊死因子－αとの組合せてかのいずれかで、ヒトマクロファージを活
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性化し、Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ感染を阻害することが、研究により示された。さ
らに、ＩＦＮ－γがヒトマクロファージの１，２５－ジヒドロキシ－ビタミンＤ３産生を
刺激することが知られている。同様に、インターロイキン－１２（ＩＬ－１２）は、Ｍ．
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ感染に対する耐性を刺激する上で役割を果たすことが示された
。Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ感染の免疫学の概要については、ＣｈａｎおよびＫａｕ
ｆｍａｎｎ，Ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ：Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ，Ｐｒｏｔｅｃｔｉ
ｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｂｌｏｏｍ編，１９９４）、ならびにＨａｒｒｉｓｏｎ
’ｓ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，第１巻，１
００４－１０１４頁および１０１９－１０２３頁（第１４版，Ｆａｕｃｉら編，１９９８
）を参照のこと。
【００１０】
従って、改善された診断試薬、ならびに結核を診断、予防、および処置するための改善さ
れた方法に対する必要性が存在する。
【００１１】
（発明の要旨）
従って、本発明は、少なくとも２つの異種抗原を含む組成物、これらの抗原を含む融合タ
ンパク質、およびこれらの抗原をコードする核酸を提供し、ここで、これらの抗原は、結
核菌群由来のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種および免疫無防備状態の患者において日和見
感染を引き起こす他のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種由来である。本発明はまた、Ｍｙｃ
ｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ感染の診断、処置および予防においてポリペプチドおよびポリヌク
レオチドを使用する方法に関する。
【００１２】
１つの局面において、本発明は、活性部位の３つのアミノ酸（ヒスチジン、アスパラギン
酸、またはセリン）のうちの１つ、２つ、または３つが異なるアミノ酸に変異した、Ｒａ
３５（ＭＴＢ３２ＡのＮ末端部分）またはＲａ３５ＦＬ（全長ＭＴＢ３２Ａ）の変異版を
含む組成物および融合タンパク質を提供する。１つの実施形態において、Ｒａ３５ＦＬに
おいて、１８３位のセリンがアラニン残基に変異し、Ｒａ３５ＦＬＭｕｔＳＡを生じる。
１つの実施形態において、Ｒａ３５ＦＬをコードするＤＮＡが、ＴからＧへの変化により
変異し、配列番号４のアミノ酸１８３でのセリンからアラニンへの変異を生じる。別の実
施形態において、本発明は、融合タンパク質ＭＴＢ７２ＦＭｕｔＳＡであって、この融合
タンパク質のＲａ３５成分が、ＭＴＢ７２Ｆ配列のアミノ酸７１０位においてセリンから
アラニンへの変異を有する融合タンパク質を提供する。別の実施形態において、本発明は
、融合タンパク質ＭＴＢ７２Ｆをコードする核酸であって、Ｒａ３５成分をコードする核
酸がＴからＧへの変化により変異し、ＭＴＢ７２Ｆ配列のアミノ酸７１０位でのセリンか
らアラニンへの変異を生じる核酸を提供する。
【００１３】
本発明は、少なくとも２種の異種Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓコード配列または抗原を
含む、融合ポリヌクレオチド、融合ポリペプチドまたは組成物が、高度に抗原性であり、
そして患者への投与に際して、結核血清の感受性を増大させるという本発明者らの発見に
部分的に基づく。さらに、この組成物、融合ポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、Ｍ
ｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍに感染したかもしれない患者において診断ツールとして有用で
ある。
【００１４】
１つの局面において、本発明の組成物、融合ポリペプチドおよび核酸は、感染の診断のた
め、または疾患の進行をモニタリングするために、Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓに対す
る体液性抗体または細胞性免疫を検出するために、インビトロおよびインビボでのアッセ
イにおいて用いられる。例えば、このポリペプチドは、インビボでの診断薬剤として皮内
皮膚試験の形態で用いられ得る。このポリペプチドはまた、患者の血清を用いたインビト
ロ試験（例えば、ＥＬＩＳＡ）において用いられ得る。あるいは、この核酸、組成物およ
び融合ポリペプチドを用いて、非ヒト動物において抗Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ抗体
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を惹起し得る。この抗体を用いて、インビボおよびインビトロで標的抗原を検出し得る。
【００１５】
別の局面において、この組成物、融合ポリペプチドおよび核酸は、患者における防御免疫
応答を生じるかまたは誘発するための免疫原として用いられ得る。単離または精製された
ポリヌクレオチドを用いて、組換え融合ポリペプチド抗原をインビトロで産生し、次いで
、これをワクチンとして投与する。あるいは、このポリヌクレオチドは、ＤＮＡワクチン
として被験体に直接投与されて、被験体において抗原の発現を引き起こし得、そしてその
後、抗Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ免疫応答を誘導し得る。従って、本発明の単離また
は精製されたＭ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓのポリペプチドおよび核酸は、Ｍ．ｔｕｂｅ
ｒｃｕｌｏｓｉｓ感染の予防および／または処置における被験体への投与のための薬学的
組成物として処方され得る。この融合タンパク質または抗原の免疫原性は、アジュバント
ならびにＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍまたは他の生物由来のさらなる融合ポリペプチド（
例えば、細菌性ポリペプチド、ウイルスポリペプチド、哺乳動物ポリペプチド）を含むこ
とによって増強され得る。さらなるポリペプチドはまた、融合ポリペプチドまたは組成物
に対して連結されるか、または連結されないかのいずれかで、組成物中に含まれ得る。
【００１６】
（特定の実施形態の説明）
本発明は、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ感染の診断および処置に有用な抗原組成物および
融合ポリペプチド、そのような抗原をコードするポリヌクレオチドを含む組成物、および
それらを使用する方法に関する。本発明の抗原は、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ抗原およ
びその免疫原性部分のポリペプチドまたは融合ポリペプチドである。より詳細には、本発
明の組成物は、結核菌群のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種（例えば、Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕ
ｌｏｓｉｓ、Ｍ．ｂｏｖｉｓ、またはＭ．ａｆｒｉｃａｎｕｍ種）または環境的もしくは
日和見的であり、そして免疫無防備化された宿主（例えば、ＡＩＤＳの患者）において日
和見感染（例えば、肺感染）を引き起こすＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種（例えば、ＢＣ
Ｇ、Ｍ．ａｖｉｕｍ、Ｍ．ｉｎｔｒａｃｅｌｕｌａｒｅ、Ｍ．ｃｅｌａｔｕｍ、Ｍ．ｇｅ
ｎａｖｅｎｓｅ、Ｍ．ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｍ、Ｍ．ｋａｎｓａｓｉｉ、Ｍ．ｓｉｍｉａ
ｅ、Ｍ．ｖａｃｃａｅ、Ｍ．ｆｏｒｔｕｉｔｕｍ、およびＭ．ｓｃｒｏｆｕｌａｃｅｕｍ
（例えば、Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍ
ｅｄｉｃｉｎｅ，第１巻，１００４－１０１４頁および１０１９－１０２３頁（第１４版
、Ｆａｕｃｉら編、１９９８）を参照のこと））のうちの少なくとも２種の異種ポリペプ
チドを含む。本願発明者らは、驚くべきことに、少なくとも２つの異種Ｍｙｃｏｂａｃｔ
ｅｒｉｕｍ抗原、またはその免疫原性フラグメントを含む組成物および融合タンパク質が
、高度に抗原性であることを発見した。したがって、これらの組成物、融合ポリペプチド
、およびそれらをコードする核酸は、患者において防御的応答を誘発するために、および
診断的適用に有用である。
【００１７】
本発明の抗原は、さらに、抗原の抗原性を増強するため、または他の局面（例えば、抗原
の一方の末端でのヒスチジン残基のストレッチの付加を通じたこれらの抗原の単離）にお
いてこれらの抗原を改善するために設計された他の成分を含み得る。本発明の組成物、融
合ポリペプチド、および核酸は、抗原のさらなるコピー、またはＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍ　ｓｐ．由来のさらなる異種ポリペプチド（例えば、ＭＴＢ８．４抗原、ＭＴＢ９．
８抗原、ＭＴＢ９．９抗原、ＭＴＢ４０抗原、ＭＴＢ４１抗原、３８－１、ＴｂＲａ３、
３８ｋＤ、ＤＰＥＰ、ＴｂＨ４、ＤＰＰＤ、ＥＳＡＴ－６抗原、ＭＴＢ８５複合抗原（例
えば、ＭＴＢ８５ｂ）、またはα－クリスタリン抗原、およびＥｒｄ１４）を含み得る。
本発明の組成物、融合ポリペプチド、および核酸はまた、他の非Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉ
ｕｍｓ供給源由来のさらなる異種ポリペプチドを含み得る。例えば、本発明の組成物およ
び融合タンパク質は、ポリペプチドまたはポリペプチドをコードする核酸を含み得、ここ
で、そのポリペプチドは、抗原、例えば、ＮＳ１、インフルエンザウイルスタンパク質、
またはその免疫原性部分の発現を増強する（例えば、ＷＯ９９／４０１８８およびＷＯ９
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３／０４１７５を参照のこと）。本発明の核酸は、選択された種（例えば、ヒト）におけ
るコドン優先性に基づいて操作され得る。
【００１８】
本発明の組成物は、裸のＤＮＡ、または組成物であり得る。例えば、ポリペプチドはまた
、アジュバント（例えば、ＭＰＬ、３Ｄ－ＭＰＬ、ＩＦＡ、ＡＳアジュバント（例えば、
ＡＳ２、ＡＳ２’、ＡＳ２”、ＡＳ４、ＡＳ６）、ＥＮＨＡＮＺＹＮ（Ｄｅｔｏｘ）、Ｑ
Ｓ２１、ＣＷＳ、ＴＤＭ、ＡＧＰ、ＣＰＧ、Ｌｅｉｆ、サポニン、およびサポニン模倣物
、ならびにそれらの誘導体）を含み得る。さらに、本発明の組成物は、アジュバントとし
てＢＣＧまたはＰｖａｃを含み得る。
【００１９】
１つの実施形態において、本発明の組成物および融合タンパク質は、結核菌群のＭｙｃｏ
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ種由来のＭＴＢ３９抗原またはその免疫原性フラグメント、および結
核菌群のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種由来のＭＴＢ３２Ａ抗原もしくはその免疫原性フ
ラグメントからなる群から選択される少なくとも２つの抗原から構成される。
【００２０】
別の実施形態において、この抗原は、結核菌群のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種由来のＭ
ＴＢ３９抗原またはその免疫原性フラグメント、および結核菌群のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍ種由来のＭＴＢ３２Ａ抗原のＮ末端の少なくとも２０５アミノ酸を含むポリペプチ
ドからなる群から選択される。
【００２１】
別の実施形態において、この抗原は、結核菌群のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種由来のＭ
ＴＢ３９抗原またはその免疫原性フラグメント、結核菌群のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
種由来のＭＴＢ３２Ａ抗原のＮ末端の少なくとも約２０５アミノ酸を含むポリペプチド、
および結核菌群のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種由来のＭＴＢ３２Ａ抗原のＣ末端の少な
くとも約１３２アミノ酸を含むポリペプチドからなる群から選択される。
【００２２】
本出願の命名法において、Ｒａ３５は、ＭＴＢ３２Ａ（Ｒａ３５ＦＬ）のＮ末端をいい、
Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ由来のＭＴＢ３２Ａの少なくとも約１９５～２０５アミノ
酸または別のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種由来の対応する領域を含む。Ｒａ１２は、Ｍ
ＴＢ３２Ａ（Ｒａ３２ＦＬ）のＣ末端をいい、Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ由来のＭＴ
Ｂ３２Ａの少なくとも最後の約１３２アミノ酸または別のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種
由来の対応する領域を含む。
【００２３】
以下に、本発明の組成物および融合タンパク質において使用されるいくつかの抗原の配列
を提供する。
【００２４】
配列番号１～４：ＭＴＢ３２Ａ（Ｒａ３５ＦＬまたはＲａ３５成熟）、この配列はまた、
米国特許出願第０８／５２３，４３６号、同第０８／５２３，４３５号、同第０８／６５
８，８００号、同第０８／６５９，６８３号、同第０８／８１８，１１２号、同第０９／
０５６，５５６号、および同第０８／８１８，１１１号ならびにＷＯ９７／０９４２８お
よびＷＯ９７／０９４２９の出願において、配列番号１７（ｃＤＮＡ）および配列番号７
９（タンパク質）として開示される（例えば、Ｓｋｅｉｋｙら、Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ａ
ｎｄ　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　６７：３９９８－４００７（１９９９）もまた参照のこと）。
用語ＭＴＢ３２Ａはまた、三つ組活性部位の３つのアミノ酸（Ｈｉｓ、Ａｓｐ、Ｓｅｒ）
のうちのいずれか１つ（例えば、配列番号２におけるアミノ酸２０８位または配列番号４
におけるアミノ酸１８３位のセリン残基）が、別のアミノ酸（例えば、アラニン、Ｒａ３
５ＦＬＭｕｔＳＡ、例えば、図６および配列番号６を参照のこと）に変化したＭＴＢ３２
Ａアミノ酸を含む。
【００２５】
配列番号５および６：Ｒａ３５ＦＬＭｕｔＳＡ、配列番号４のアミノ酸１８３位のセリン



(8) JP 5139618 B2 2013.2.6

10

20

30

40

50

残基がアラニン残基に変化したＲＡ３５ＦＬの成熟版。
【００２６】
配列番号７および８：Ｒａ３５（ＭＴＢ３２Ａ（Ｒａ３５ＦＬ）のＮ末端）は、Ｍ．ｔｕ
ｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ由来のＭＴＢ３２ＡのＮ末端由来の少なくとも約１９５アミノ酸を
含み、このヌクレオチドおよびアミノ酸配列は、図４に開示される（配列番号２のアミノ
酸３３－２２７および配列番号４のアミノ酸８－２０２もまた参照のこと）。用語Ｒａ３
５（Ｎ－ｔｅｒｍ）はまた、三つ組活性部位（すなわち、Ｈｉｓ、Ａｓｐ、またはＳｅｒ
）で、３つのアミノ酸のうちのいずれかの１つが上記のように変更されているＲａ３５ア
ミノ酸配列を含む。
【００２７】
配列番号９および１０：ＭＴＢＲａ１２（ＭＴＢ３２Ａ（Ｒａ３５ＦＬ）のＣ末端）は、
Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ由来のＭＴＢ３２ＡのＣ末端由来の少なくとも約１３２ア
ミノ酸を含む（例えば、配列番号２のアミノ酸２２４－３５５および配列番号４のアミノ
酸１９９－３３０もまた参照のこと）。この配列は、米国特許出願番号第０９／０７２，
９６７号に配列番号４（ＤＮＡ）および配列番号６６（推定されるアミノ酸配列）として
開示される。
【００２８】
配列番号１１、１２、１３および１４：ＭＴＢ３９（ＴｂＨ９）、この配列は、米国特許
出願番号第０８／６５８，８００号、同第０８／６５９，６８３号、同第０８／８１８，
１１２号、同第０８／８１８，１１１号ならびにＷＯ９７／０９４２８およびＷＯ９７／
０９４２９出願に、配列番号１０６（ｃＤＮＡ全長）および配列番号１０７（タンパク質
全長）として開示される。この配列はまた、米国特許出願番号第０９／０５６，５５９号
に配列番号３３（ＤＮＡ）および配列番号９１（アミノ酸）として開示される。
【００２９】
以下は、本発明のいくつかの融合タンパク質の配列を提供する。
【００３０】
配列番号１５および１６：ＭＴＢ７２Ｆ（Ｒａ１２－ＴｂＨ９－Ｒａ３５）、この配列は
、米国特許出願第０９／２２３，０４０号、同第０９／２２３，０４０号ならびにＰＣＴ
／ＵＳ９９／０７７１７出願に、配列番号１（ＤＮＡ）および配列番号２（タンパク質）
として開示される。用語ＭＴＢ３７２Ｆはまた、Ｒａ３５ＦＬにおける三つ組活性部位（
すなわち、Ｈｉｓ、Ａｓｐ、またはＳｅｒ）で、３つのアミノ酸のうちのいずれかの１つ
が上記のように変更されているＭＴＢ７２Ｆアミノ酸配列を含む（例えば、ＭＴＢ７２Ｆ
ＭｕｔＳＡ、図５を参照のこと）。
【００３１】
配列番号１７および１８：ＭＴＢ７２ＦＭｕｔＳＡ（Ｒａ１２－ＴｂＨ９－Ｒａ３５Ｍｕ
ｔＳＡ）、ここで、融合タンパク質のＲａ３５成分において、７１０位のセリンがアラニ
ンに変更されている。
【００３２】
配列番号１９および２０：ＴｂＨ９－Ｒａ３５（ＭＴＢ５９Ｆ）、この配列は、米国特許
出願番号第０９／２８７，８４９およびＰＣＴ／ＵＳ９９／０７７１７出願に、配列番号
２３（ｃＤＮＡ）および配列番号２４（タンパク質）として開示される。
【００３３】
以下は、本発明の組成物および融合タンパク質において使用されるいくつかのさらなる抗
原の配列を提供する。
【００３４】
配列番号２１および２２：ＭＴＢ８．４（ＤＰＶ）、この配列は、米国特許出願番号第０
８／６５８，８００号、同第０８／６５９，６８３号、同第０８／８１８，１１２号およ
び同第０８／８１８，１１１号ならびにＷＯ９７／０９４２８およびＷＯ９７／０９４２
９出願に、配列番号１０１（ｃＤＮＡ）および配列番号１０２（タンパク質）として開示
される。
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【００３５】
配列番号２３および２４：ＭＴＢ９．８（ＭＳＬ）、この配列は、米国特許出願番号第０
８／８５９，３８１号、同第０８／８５８，９９８号、同第０９／０７３，００９号およ
び同第０９／０７３，０１０号ならびにＰＣＴ／ＵＳ９８／１０４０７およびＰＣＴ／Ｕ
Ｓ９８／１０５１４出願に、配列番号１２（ＤＮＡ）、配列番号１０９（推定されるアミ
ノ酸配列）および配列番号１１０～１２４（ペプチド）として開示される。
【００３６】
配列番号２５、２６および２７：ＭＴＢ９．９Ａ（ＭＴＩ，ＭＴＩ－Ａとしても公知であ
る）、この配列は、米国特許出願番号第０８／８５９，３８１号、同第０８／８５８，９
９８号、同第０９／０７３，００９号および同第ｖ０９／０７３，０１０号ならびにＰＣ
Ｔ／ＵＳ９８／１０４０７およびＰＣＴ／ＵＳ９８／１０５１４出願に、配列番号３およ
び配列番号４（ＤＮＡ）ならびに配列番号２９および配列番号５１～６６（ＭＴＩについ
てのＯＲＦペプチド）として開示される。２つの他のＭＴＩ改変体もまた存在し、ＭＴＩ
－ＢおよびＭＴＩ－Ｃと呼ばれる。
【００３７】
配列番号２８および２９：ＭＴＢ４０（ＨＴＣＣ＃１）、この配列は、米国特許出願番号
第０９／０７３，００９号、同第０９／０７３，０１０号ならびにＰＣＴ／ＵＳ９８／１
０４０７およびＰＣＴ／ＵＳ９８／１０５１４出願に、　配列番号１３７（ｃＤＮＡ）お
よび１３８（推定されるアミノ酸配列）として開示される。
【００３８】
配列番号３０および３１：ＭＴＢ４１（ＭＴＣＣ＃２）、この配列は、米国特許出願番号
第０９／０７３，００９号および同第０９／０７３，０１０号ならびにＰＣＴ／ＵＳ９８
／１０４０７およびＰＣＴ／ＵＳ９８／１０５１４出願に、配列番号１４０（ｃＤＮＡ）
および配列番号１４２（推定されるアミノ酸配列）として開示される。
【００３９】
配列番号３２および３３：ＥＳＡＴ－６、この配列は、米国特許出願番号第０９／０７２
，９６７号に、配列番号１０３（ＤＮＡ）および配列番号１０４（推定されるアミノ酸配
列）として開示される。ＥＳＡＴ－６の配列はまた、米国特許第５，９５５，０７７号に
開示される。
【００４０】
配列番号３４および３５：Ｔｂ３８－１または３８－１（ＭＴｂ１１）、この配列は、米
国特許出願番号第０９／０７２，９６号；同第０８／５２３，４３６号；同第０８／５２
３，４３５号；同第０８／８１８，１１２号；および同第０８／８１８，１１１号；なら
びにＷＯ９７／０９４２８およびＷＯ９７／０９４２９出願に、配列番号４６（ＤＮＡ）
および配列番号８８（推定されるアミノ酸）として開示される。
【００４１】
配列番号３６および３７：ＴｂＲａ３、この配列は、ＷＯ９７／０９４２８およびＷＯ９
７／０９４２９出願における配列番号１５（ＤＮＡ）および配列番号７７（推定されるア
ミノ酸配列）に開示される。
【００４２】
配列番号３８および３９：３８ｋＤ、この配列は、米国特許出願番号第０９／０７２，９
６７号における配列番号１５４（ＤＮＡ）および配列番号１５５（推定されるアミノ酸配
列）に開示される。３８ｋＤは、Ｎ末端にシステイン残基を伴う形態および伴わない形態
の、２つの代替的形態を有する。
【００４３】
配列番号４０および配列番号４１：ＤＰＥＰ、この配列は、ＷＯ９７／０９４２８および
ＷＯ９７／０９４２９公開における配列番号５２（ＤＮＡ）および配列番号５３（推定さ
れるアミノ酸配列）に開示される。
【００４４】
配列番号４２および４３：ＴｂＨ４、この配列は、ＷＯ９７／０９４２８およびＷＯ９７
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／０９４２９公開に、配列番号４３（ＤＮＡ）および配列番号８１（推定されるアミノ酸
配列）として開示される。
【００４５】
配列番号４４および４５：ＤＰＰＤ、この配列は、ＵＳＳＮ０９／０７２，９６７ならび
にＰＣＴ／ＵＳ９９／０３２６８およびＰＣＴ／ＵＳ９９／０３２６５出願における配列
番号２４０（ＤＮＡ）および配列番号２４１（推定されるアミノ酸配列）に開示される。
ＤＰＰＤの分泌形態は、ＰＣＴ／ＵＳ００／２８０９５の図１２に示される。
【００４６】
ＭＴｂ８２（ＭＴｂ８６７）、この配列は、ＰＣＴ／ＵＳ００／２８０９の図８（ＤＮＡ
）および９（アミノ酸）に開示される。
【００４７】
Ｅｒｄ１４（ＭＴｂ１６）、このｃＤＮＡおよびアミノ酸配列は、Ｖｅｒｂｏｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ　１７４：１３５２－１３５９（１９９２）に開
示される。
【００４８】
α－クリスタリン抗原、この配列は、Ｖｅｒｂｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂａｃｔ．１７
４：１３５２－１３５９（１９９２）に開示される。
【００４９】
８５複合体抗原（例えば、８５ｂ抗原）、この配列は、Ｃｏｎｔｅｎｔ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｉｎｆｅｃｔ．＆Ｉｍｍｕｎｏｌ．５９：３２０５－３２１２（１９９１）に開示される
。
【００５０】
以下は、本発明の組成物および融合タンパク質において用いられる、いくつかのさらなる
融合タンパク質の配列を提供する。
【００５１】
配列番号４６および４７：ＤＰＶ－ＭＴＩ－ＭＳＬ（ＭＴｂ３１Ｆ）、この配列は、米国
特許出願番号第０９／２８７，８４９号およびＰＣＴ／ＵＳ９９／０７７１７出願の配列
番号１８（ｃＤＮＡ）および配列番号１９（タンパク質）に開示される。
【００５２】
配列番号４８および４９：ＤＰＶ－ＭＴＩ－ＭＳＬ－ＭＴＣＣ＃２（ＭＴｂ７１Ｆ）、こ
の配列は、米国特許出願番号第０９／２８７，８４９号およびＰＣＴ／ＵＳ９９／０７７
１７出願に、配列番号１５（核酸）および配列番号１６（タンパク質）として開示される
。
【００５３】
上記配列のそれぞれはまた、Ｃｏｌｅ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ　３９３：５３７（１
９９８）に開示され、そして例えば、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓａｎｇｅｒ．ａｃ．ｕｋ
およびｈｔｔｐ：／ｗｗｗ．ｐａｓｔｅｕｒ．ｆｒ／ｍｙｃｄｂ／において見出され得る
。
【００５４】
上記配列は、米国特許出願番号第０８／５２３，４３５号、同第０８／５２３，４３６号
、同第０８／６５８，８００号、同第０８／６５９，６８３号、同第０８／８１８，１１
１号、同第０８／８１８，１１２号、同第０８／９４２，３４１号、同第０８／９４２，
５７８号、同第０８／８５８，９９８号、同第０８／８５９，３８１号、同第０９／０５
６，５５６号、同第０９／０７２，５９６号、同第０９／０７２，９６７号、同第０９／
０７３，００９号、同第０９／０７３，０１０号、同第０９／２２３，０４０号、同第０
９／２８７，８４９号、同第０９／５９７，７９６号；ならびにＰＣＴ特許出願ＰＣＴ／
ＵＳ００／２８０９５；ＰＣＴ／ＵＳ９８／１０４０７、ＰＣＴ／ＵＳ９８／１０５１４
、ＰＣＴ／ＵＳ９９／０３２６５、ＰＣＴ／ＵＳ９９／０３２６８、ＰＣＴ／ＵＳ９９／
０７７１７、ＷＯ９７／０９４２８およびＷＯ９７／０９４２９、ＷＯ９８／１６６４５
、ＷＯ９８／１６６４６に開示され、それぞれは、本明細書中において参考として援用さ
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れる。
【００５５】
本明細書中に記載される抗原は、多型改変体および保存的改変体、ならびに系統間および
種間Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍホモログを包含する。さらに、本明細書中に記載される
抗原は、下位配列（ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｃｅ）または短縮配列を包含する。融合タンパク
質はまた、さらなるポリペプチド（必要に応じて、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍまたは他
の供給源由来の異種ペプチド）を含み得る。これらの抗原は、例えば、下に記載されるよ
うなリンカーペプチド配列を加えることによって、改変され得る。これらのリンカーペプ
チドは、融合タンパク質のそれぞれを構成する一つ以上のポリペプチドの間に挿入され得
る。
【００５６】
（定義）
「融合ポリペプチド」または「融合タンパク質」は、直接またはアミノ酸リンカーを介し
てのいずれかで共有結合された、少なくとも２つの異種Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓ
ｐ．ポリペプチドを有するタンパク質をいう。融合タンパク質を形成するポリペプチドは
、典型的には、Ｎ末端にＣ末端を連結するが、これらはまた、Ｃ末端にＣ末端を、Ｎ末端
にＮ末端を、またはＣ末端にＮ末端を連結し得る。融合タンパク質のポリペプチドは、任
意の順序であり得る。この用語はまた、融合タンパク質を構成する抗原の保存的に改変さ
れた改変体、多型改変体、対立遺伝子、変異体、下位配列、種間免疫原性フラグメントお
よび種間ホモログをいう。Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ抗原
は、Ｃｏｌｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３９３：５３７（１９９８）に記載され、
これは、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓゲノム全体を開示する
。Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓの完全な配列はまた、ｈｔｔ
ｐ：／／ｗｗｗ．ｓａｎｇｅｒ．ａｃ．ｕｋおよびｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐａｓｔｅｕ
ｒ．ｆｒ／ｍｙｃｄｂ／（ＭｙｃＤＢ）に見出され得る。Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ
抗原に対応する他のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種由来の抗原は、例えば、本明細書中に
開示される、配列比較アルゴリズムか、または当業者に公知の他の方法（例えば、ハイブ
リダイゼーションアッセイおよび抗体結合アッセイ）を使用して同定され得る。本発明の
融合タンパク質はまた、成分抗原またはそれらの免疫原性フラグメントのさらなるコピー
を含み得る。
【００５７】
本発明の融合タンパク質を含むポリヌクレオチド配列は、ＭＴＢ３９またはそれらの免疫
原性フラグメントおよびＭＴＢ３２Ａまたはそれらの免疫原性フラグメントからなる群か
ら選択される抗原ポリペプチドを各々コードする、少なくとも２個のヌクレオチド配列に
対して、ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする。従って、この融合ポリペプチ
ドの個々の抗原をコードするポリヌクレオチド配列としては、ＭＴＢ３９およびＭＴＢ３
２Ａの保存的に改変された変異体、多型変異体、対遺伝子、変異体、下位配列、免疫原性
フラグメントおよび種間ホモログを有する融合タンパク質が挙げられる。融合タンパク質
の個々のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列は、任意の順序であり得る。
【００５８】
いくつかの実施形態において、この融合タンパク質の個々のポリペプチドは、大きいほう
から小さいほうへの順番（Ｎ末端～Ｃ末端）である。大きな抗原は、約３０～１５０ｋＤ
のサイズであり、中くらいの抗原は、約１０～３０ｋＤのサイズであり、そして小さな抗
原は、約１０ｋＤ未満のサイズである。例えば、個々のポリペプチドをコードする配列は
、例えば、免疫原性フラグメント（例えば、約８～９個のアミノ酸をコードする個々のＣ
ＴＬエピトープ、あるいはＨＴＬまたはＢ細胞エピトープ）程度の小ささである。このフ
ラグメントはまた、多数のエピトープを含む。この免疫原性フラグメントはまた、大部分
の抗原配列（例えば、約５０％以上のＭＴＢ３９およびＭＴＢ３２Ａ）を示し得る（例え
ば、ＭＴＢ３２ＡのＮ－末端部分およびＣ－末端部分）。好ましいＭＴＢ３２Ａの免疫原
性フラグメントとしては、Ｒａ１２、Ｒａ３５およびＲａ３５　ＭｕｔＳＡが挙げられる
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。
【００５９】
本発明の融合ポリペプチドは、少なくとも２個の抗原ポリペプチドに対して生じる抗体に
特異的に結合し、ここで、核抗原ポリペプチドは、ＭＴＢ３９またはそれらの免疫原性部
分もしくはフラグメントおよびＭＴＢ３２Ａまたはそれらの免疫原性部分からなる群から
選択される。この抗体は、ポリクローナルまたはモノクローナルであり得る。必要に応じ
て、この融合ポリペプチドは、抗原の融合結合部に対して生じる抗体に特異的に結合し、
この抗体は、個々に抗原に結合しない（すなわち、抗体が融合タンパク質の一部でない場
合）。必要に応じて、この融合ポリペプチドは、さらなるポリペプチド（例えば、３、４
、５、６個以上のポリペプチドから約２５個のポリペプチド、必要に応じて、異種ポリペ
プチドまたは繰返し相同ポリペプチド）を含み、少なくとも２個の異質抗原に融合される
。この融合タンパク質のさらなるポリペプチドは、必要に応じて、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒ
ｉｕｍおよび他の供給源（例えば、他の細菌、ウイルス、無脊椎動物、脊椎動物または哺
乳動物供給源）から誘導される。この融合タンパク質の個々のポリペプチドは、任意の順
番であり得る。本明細書中に記載されるが、この融合タンパク質はまた、他の分子（さら
なるポリペプチドを含む）に連結され得る。本発明の組成物はまた、本発明の融合タンパ
ク質に連結しないさらなるポリペプチドを含み得る。これらのさらなるポリペプチドは、
異種ポリペプチドまたは同種ポリペプチドであり得る。
【００６０】
用語「融合（された）」は、融合タンパク質における２つのポリペプチド間の共有結合を
いう。これらのポリペプチドは、互いに直接か、またはアミノ酸リンカーを介してのいず
れかで、代表的にはペプチド結合を介して結合される。必要に応じて、ペプチドは、当業
者に公知の非ペプチド共有結合を介して結合され得る。
【００６１】
「ＦＬ」は、全長（すなわち、野生型ポリペプチドと同じ長さであるポリペプチド）をい
う。
【００６２】
用語「それらの免疫原性フラグメント」は、細胞傷害性Ｔリンパ球、ヘルパーＴリンパ球
またはＢ細胞により認識されるエピトープを含むポリペプチドをいう。例えば、ＭＴＢ３
２Ａの好ましい免疫原性フラグメントは、ＲＡ３５、Ｒａ３５ＭｕｔＳＡ、またはＲａ１
２である。
【００６３】
用語「結核菌群のＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ種」は、疾患（結核）を引き起こすと伝統
的に考えられる種、ならびに免疫簡易感染性患者（例えば、ＡＩＤＳを有する患者）にお
いて結核および肺疾患を引き起こすＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ環境種および日和見種（
例えば、Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ、Ｍ．ｂｏｖｉｓ、またはＭ．ａｆｒｉｃａｎｕ
ｍ、ＢＣＧ、Ｍ．ａｖｉｕｍ、Ｍ．ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ、Ｍ．ｃｅｌａｔｕｍ
、Ｍ．ｇｅｎａｖｅｎｓｅ、Ｍ．ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｍ、Ｍ．ｋａｎｓａｓｉｉ、Ｍ．
ｓｉｍｉａｅ、Ｍ．ｖａｃｃａｅ、Ｍ．ｆｏｒｔｕｉｔｕｍ、およびＭ．ｓｃｒｏｆｕｌ
ａｃｅｕｍ（例えば、Ｈａｒｒｉｓｏｎ’ｓ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒ
ｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、第１巻、１００４～１０１４頁および１０１９～１０２３頁
（第１４版、Ｆａｕｃｉら編、１９９８）を参照のこと））を含む。
【００６４】
アジュバントは、抗原に対する特定の免疫応答を増強させるワクチンまたは治療組成物に
おける成分をいう（例えば、Ｅｄｅｌｍａｎ，ＡＩＤＳ　Ｒｅｓ．Ｈｕｍ　Ｒｅｔｒｏｖ
ｉｒｕｓｅｓ　８：１４０９～１４１１（１９９２）を参照のこと）。アジュバントは、
Ｔｈ１型応答およびＴｈ２型応答の免疫応答を誘発する。Ｔｈ１型サイトカイン（例えば
、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２およびＩＬ－１２）は、投与された抗原に対する細胞媒介性免疫
応答の誘導を支持する傾向があり、一方、Ｔｈ－２型サイトカイン（例えば、ＩＬ－４、
ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－１０およびＴＮＦ－β）は、体液性免疫応答の誘導を支持す
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る傾向がある。
【００６５】
「核酸」は、デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドおよび一本鎖または二本
鎖のいずれかの形態のそれらのポリマーをいう。この用語は、公知のヌクレオチドアナロ
グまたは改変骨格残基または連結を含む核酸を包含する。これらは、合成核酸、天然に存
在する核酸、および天然に存在しない核酸である。これは、参照核酸と類似の結合特性を
有し、そしてこれは、参照ヌクレオチドと類似の様式で代謝される。このようなアナログ
の例としては、限定なしで、ホスホロチオエート、ホスホラミデート、メチルホスホネー
ト、キラル－メチルホスホネート、２－Ｏ－メチルリボヌクレオチド、ペプチド－核酸（
ＰＮＡ）が挙げられる。
【００６６】
他に示されない限り、特定の核酸配列はまた、これらの保存的に改変された改変体（例え
ば、変性コドン置換体）および相補配列ならびに明確に示された配列を暗に包含する。特
に、変性コドン置換体は、１以上の選択された（または全ての）コドンの３番目の位置が
混合塩基および／またはデオキシイノシン残基で置換された配列を生ずることにより達成
され得る（Ｂａｔｚｅｒら，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１９：５０８１（１９
９１）；Ｏｈｔｓｕｋａら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６０：２６０５～２６０８（１
９８５）；Ｒｏｓｓｏｌｉｎｉら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｐｒｏｂｅｓ　８：９１～９８（
１９９４））。用語核酸は、遺伝子、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、オリゴヌクレオチド、および
ポリヌクレオチドと互換可能に使用される。
【００６７】
用語「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」とは、アミノ酸残基のポリマ
ーをいうために本明細書中にて交換可能に使用される。この用語は、１以上のアミノ酸残
基が、対応する天然に存在するアミノ酸の人工的な化学的模倣物であるアミノ酸ポリマー
、ならびに天然に存在するアミノ酸ポリマー、および天然に存在しないアミノ酸ポリマー
に適用される。
【００６８】
用語「アミノ酸」とは、天然に存在するアミノ酸および合成アミノ酸、ならびに天然に存
在するアミノ酸と同様な様式で機能するアミノ酸アナログおよびアミノ酸模倣物をいう。
天然に存在するアミノ酸は、遺伝コードによりコードされるアミノ酸、ならびに後に改変
されるアミノ酸（例えば、ヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタメート、およびＯ
－ホスホセリン）である。アミノ酸アナログとは、天然に存在するアミノ酸と同じ化学的
基本骨格（すなわち、水素、カルボキシル基、アミノ基およびＲ基に結合するα炭素）を
有する化合物（例えば、ホモセリン、ノルロイシン、メチオニンスルホキシド、メチオニ
ンメチルスルホニウム）をいう。このようなアナログは、改変されたＲ基（例えば、ノル
ロイシン）または改変されたペプチド骨格を有するが、天然に存在するアミノ酸と同じ化
学的基本骨格を保持している。アミノ酸模倣物とは、アミノ酸の一般的化学構造とは異な
る構造を有するが、天然に存在するアミノ酸と同様の様式で機能する化学的化合物をいう
。
【００６９】
アミノ酸は、ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ生化学命名委員会により推奨される、それらの一般的に
知られた３文字表記または１文字表記のいずれかにより本明細書中で言及され得る。ヌク
レオチドなどは、それらの一般的に受け入れられた１文字表記により言及され得る。
【００７０】
「保存的に改変された改変体」は、アミノ酸配列およびヌクレオチド配列の両方に適用さ
れる。特定の核酸配列に関して、保存的に改変された改変体とは、同一または本質的に同
一のアミノ酸配列をコードするそれらの核酸をいうか、または核酸がアミノ酸配列をコー
ドしない場合、本質的に同一の配列をいう。遺伝コードの縮重により、多数の機能的に同
一の核酸が任意の所定のタンパク質をコードする。例えば、コドンＧＣＡ、ＧＣＣ、ＧＣ
ＧおよびＧＣＵはすべて、アミノ酸アラニンをコードする。従って、アラニンがコドンに
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より特定されるすべての位置で、このコドンは、コードされたポリペプチドを改変するこ
となく、示される対応するコドンのいずれかに改変され得る。このような核酸改変体は、
「サイレントなバリエーション」である。このサイレントなバリエーションは、保存的に
改変されたバリエーションの１種である。ポリペプチドをコードする本明細書中のすべて
の核酸配列はまた、その核酸のすべてのあり得るサイレントバリエーションを記載し得る
。当業者は、核酸の各コドン（そもそもメチオニンの唯一のコドンであるＡＵＧ、および
そもそもトリプトファンの唯一のコドンであるＴＧＧを除く）は、機能的に同一の分子を
生じるように改変され得ることを認識する。従って、ポリペプチドをコードする核酸の各
サイレントなバリエーションは、各記載される配列に含まれる。
【００７１】
アミノ酸配列に関して、核酸、ペプチド、ポリペプチド、またはタンパク質の配列に対す
る個々の置換、欠失、付加（コードされた配列中の１つのアミノ酸または小さな割合のア
ミノ酸を改変、付加、または欠失する）が「保存的に改変された改変体」であり、ここで
この変更は、化学的に類似のアミノ酸とのアミノ酸置換を生じることを、当業者は認識す
る。機能的に類似のアミノ酸を提供する保存的置換表は、当該分野で周知である。このよ
うな保存的に改変された改変体は、さらに、そして本発明の多型改変対、種内ホモログ、
および対立遺伝子を排除しない。
【００７２】
以下の８つの群各々は、互いに保存的置換であるアミノ酸を含む：
１）アラニン（Ａ）、グリシン（Ｇ）；
２）アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；
３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；
４）アルギニン（Ｒ）、リジン（Ｋ）；
５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；
６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）；
７）セリン（Ｓ）、スレオニン（Ｔ）；および
８）システイン（Ｃ）、メチオニン（Ｍ）。
（例えば、Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ（１９８４）を参照のこと）。
【００７３】
核酸の部分を参照して用いる場合、用語「異種」は、核酸が互いに天然で同じ関係性が見
出されない２以上の部分配列を含むことを示す。例えば、この核酸は、代表的には、組換
え生成され、新たな機能的核酸を生じるように配置された、関連しない遺伝子に由来する
２以上の配列（例えば、１つの供給源に由来するプロモーターおよび別の供給源に由来す
るコード領域）を有する。同様に、異種タンパク質は、このタンパク質が、互いに天然で
同じ関係性が見出されない２以上の部分配列を含むことを示す（例えば、融合タンパク質
）。
【００７４】
句「～に選択的に（または特異的に）ハイブリダイズする」とは、配列が複雑な混合物（
例えば、総細胞ＤＮＡまたはＲＮＡ、あるいはライブラリーＤＮＡまたはＲＮＡ）中に存
在する場合に、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で特定のヌクレオチド
配列にのみ、分子が結合、二重鎖形成、またはハイブリダイズすることをいう。
【００７５】
句「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」とは、その条件下で、代表的には
、核酸の複雑な混合物中でプローブがその標的部分配列にハイブリダイズするが、他の配
列にはハイブリダイズしない条件をいう。ストリンジェントな条件は、配列依存性であり
、種々の環境で異なる。より長い配列は、より高い温度で特異的にハイブリダイズする。
核酸のハイブリダイゼーションに対する広範な手引きは、Ｔｉｊｓｓｅｎ，Ｔｅｃｈｎｉ
ｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｙ－－Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ｐｒｏｂｅｓ，「Ｏ
ｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ａ
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ｎｄ　ｔｈｅ　ｓｔｒａｔｅｇｙ　ｏｆ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ａｓｓａｙｓ」（
１９９３）に見出される。一般に、ストリンジェントな条件は、規定されたイオン強度ｐ
Ｈで、特定の配列についての熱融解点（Ｔｍ）より約５～１０℃低いように選択される。
Ｔｍは、標的に相補的なプローブの５０％が平衡で（規定されたイオン強度、ｐＨ、およ
び核酸濃度下で）標的配列にハイブリダイズする温度である（この標的配列が過剰に存在
するので、Ｔｍでプローブの５０％が平衡で占められる）。ストリンジェントな条件は、
塩濃度が約１．０Ｍ未満のナトリウムイオン濃度、代表的には、ｐＨ７．０～８．３にて
約０．０１Ｍ～１．０Ｍのナトリウムイオン濃度（または他の塩）であり、温度は、短い
プローブ（例えば、１０～５０ヌクレオチド）については、少なくとも約３０℃、長いプ
ローブ（例えば、５０ヌクレオチドより多い）については、少なくとも約６０℃である。
ストリンジェントな条件はまた、ホルムアルデヒドのような変性剤の添加により達成され
得る。選択的または特異的ハイブリダイゼーションについて、ポジティブなシグナルは、
少なくともバックグラウンドの２倍であり、必要に応じてバックグラウンドハイブリダイ
ゼーションの１０倍である。例示的なストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は
、以下のとおりであり得る：５０％のホルムアミド、５×ＳＳＣ、および１％のＳＤＳ、
４２℃でのインキュベーション、または５×ＳＳＣ、１％のＳＤＳ、６５℃でのインキュ
ベーション、６５℃での０．２×ＳＳＣおよび０．１％ＳＤＳでの洗浄。
【００７６】
ストリンジェントな条件下で互いにハイブリダイズしない核酸は、これらの核酸がコード
するポリペプチドが実質的に同一である場合に、なお実質的に同一である。これは、例え
ば、核酸のコピーが遺伝コードにより許容される最大のコドン縮重を用いて作製される場
合に生じる。このような場合、この核酸は、代表的には、中程度にストリンジェントなハ
イブリダイゼーション条件下でハイブリダイズする。例示的な「中程度にストリンジェン
トなハイブリダイゼーション条件」としては、３７℃にて４０％のホルムアミド、１Ｍの
ＮａＣｌ、１％のＳＤＳの緩衝液中でのハイブリダイゼーション、および４５℃での１×
ＳＳＣ中での洗浄が挙げられる。ポジティブなハイブリダイゼーションは、バックグラウ
ンドの少なくとも２倍である。当業者は、代替的なハイブリダイゼーションおよび洗浄条
件が類似のストリンジェンシーの条件を提供するために利用され得ることを容易に認識す
る。
【００７７】
「抗体」とは、抗原を特異的に結合し、認識する免疫グロブリン遺伝子に由来するフレー
ム領域を含むポリペプチド、またはそのフラグメントをいう。認識された免疫グロブリン
遺伝子としては、κ、λ、α、γ、δ、ε、およびμの定常領域遺伝子、ならびに無数の
免疫グロブリン可変領域遺伝子が挙げられる。軽鎖は、κまたはλのいずれかとして分類
される。重鎖は、γ、μ、α、δ、またはεとして分類され、これは、続いて、免疫グロ
ブリンのクラスであるＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、およびＩｇＥをそれぞれ規定す
る。
【００７８】
例示的な免疫グロブリン（抗体）構造単位は、テトラマーを含む。各テトラマーは、２つ
の同じ対のポリペプチド鎖（各々の対は、１つの「軽」鎖（約２５ｋＤａ）および１つの
「重」鎖（約５０～７０ｋＤａ）を有する）から構成される。各鎖のＮ末端は、抗原認識
を主に担う約１００～１１０以上のアミノ酸の可変領域を規定する。用語、可変軽鎖（Ｖ

Ｌ）および可変重鎖（ＶＨ）は、それぞれ、これらの軽鎖および重鎖をいう。
【００７９】
抗体は、例えば、インタクトな免疫グロブリンとして、または種々のペプチダーゼを用い
た消化により生成された多くの十分に特徴付けられたフラグメントとして存在する。従っ
て、例えば、ペプシンは、以下のヒンジ領域のジスルフィド結合を消化して、Ｆ（ａｂ）
’２（それ自体、ジスルフィド結合によりＶＨ－ＣＨ１に結合した軽鎖であるＦａｂのダ
イマーである）を生じる。Ｆ（ａｂ）’２は、温和な条件下で還元されて、ヒンジ領域の
ジスルフィド連結が壊され得る。Ｆａｂ’モノマーは、本質的にはヒンジ領域の一部を有
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するＦａｂである（Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｐａｕｌ編、第３
版、１９９３）を参照のこと）。種々の抗体フラグメントがインタクトな抗体の消化によ
って規定されるが、当業者は、このようなフラグメントが、化学的または組換えＤＮＡ方
法論を使用するかのいずれかにより新規合成され得ることを理解する。従って、本明細書
中で用いられる場合、用語、抗体はまた、完全な抗体の改変により生成された抗体フラグ
メント、または組換えＤＮＡ方法論を用いて新規合成された抗体フラグメント（例えば、
単鎖Ｆｖ）もしくはファージティスプレイライブラリー（例えば、ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙ
ら、Ｎａｔｕｒｅ　３４８：５５２－５５４（１９９０）を参照のこと）を用いて同定さ
れた抗体フラグメントのいずれも含む。
【００８０】
モノクローナル抗体もしくはポリクローナル抗体の調製については、当該分野で公知の任
意の技術が用いられ得る（例えば、Ｋｏｈｌｅｒ＆Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　２
５６：４９５－４９７（１９７５）；Ｋｏｚｂｏｒら、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｔｏｄａ
ｙ　４：７２（１９８３）；Ｃｏｌｅら、ｐｐ７７－９６、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎ
ｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９８５）を参照のこと）
。単鎖抗体の生成についての技術（米国特許第４，９４６，７７８号）は、本発明のポリ
ペプチドに対する抗体を生成するために適合され得る。また、トランスジェニックマウス
、または他の哺乳動物のような他の生物は、ヒト化抗体を発現するために用いられ得る。
あるいは、ファージディスプレイ技術は、選択された抗原に特異的に結合する抗体および
ヘテロマーＦａｂフラグメントを同定するために用いられ得る（例えば、ＭｃＣａｆｆｅ
ｒｔｙら、Ｎａｔｕｒｅ　３４８：５５２－５５４（１９９０）；Ｍａｒｋｓら、Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：７７９－７８３（１９９２）を参照のこと）。
【００８１】
タンパク質またはペプチドを参照する場合に、句、抗体に「特異的に（または選択的に）
結合」するまたは「特異的に（または選択的に）免疫反応性」であるとは、タンパク質ま
たは他の生物学的物質（ｂｉｏｌｏｇｉｃ）の不均一な集団中にこのタンパク質が存在す
ることを決定する結合反応をいう。従って、指定された免疫アッセイ条件下で、特定され
た抗体は、特定のタンパク質にバックグラウンドの少なくとも２倍で結合し、サンプル中
に存在する他のタンパク質に有意な量で実質的に結合しない。このような条件下での抗体
に対する特異的結合は、特定のタンパク質に対するその特異性に関して選択された抗体を
必要とし得る。例えば、融合タンパク質に対して惹起されたポリクローナル抗体は、この
融合タンパク質と特異的に免疫反応性であり、かつ融合タンパク質の個々の成分とは免疫
反応性でないポリクローナル抗体のみを得るために選択され得る。この選択は、個々の抗
原と交叉反応する抗体を差し引くことにより達成され得る。種々の免疫アッセイ形式が用
いられて、特定のタンパク質と特異的に免疫反応性の抗体が選択され得る。例えば、固相
ＥＬＩＳＡ免疫アッセイが慣用的に用いられて、タンパク質と特異的に免疫反応性の抗体
が選択される（特異的免疫反応性を決定するために用いられ得る免疫アッセイ形式および
条件の記載については、例えば、Ｈａｒｌｏｗ＆Ｌａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８８）を参照のこと）。代表的には、特異的
反応または選択的反応は、バックグラウンドシグナルまたはノイズの少なくとも２倍であ
り、より代表的には、バックグラウンドの１０～１００倍を超える。
【００８２】
ポリヌクレオチドは、ネイティブな配列（すなわち、個々の抗原またはその一部をコード
する内因性の配列）を含んでいてもよいし、このような配列の改変体を含んでいてもよい
。ポリヌクレオチド改変対は、１以上の置換、付加、欠失および／または挿入を含み得、
その結果、コードされた融合ポリペプチドの生物学的活性は、ネイティブな抗原を含む融
合ポリペプチドと比較して減少されない。改変体は、ネイティブなポリペプチドまたはそ
の一部をコードするポリヌクレオチド配列に対して、好ましくは、少なくとも約７０％の
同一性、より好ましくは、少なくとも約８０％の同一性、もっとも好ましくは、約９０％
の同一性を示す。



(17) JP 5139618 B2 2013.2.6

10

20

30

40

50

【００８３】
２以上の核酸配列またはポリペプチド配列の状況で、用語「同一」または「同一性」％と
は、以下の配列比較アルゴリズムのうちの１つを用いて、または手動の整列および視覚検
査により測定される、比較ウィンドウまたは指定された領域にわたり最大の一致について
比較および整列した場合に、同じかあるいは同じアミノ酸残基もしくはヌクレオチドの特
定の％を有する（すなわち、特定された領域にわたり７０％同一、必要に応じて７５％、
８０％、８５％、９０％、または９５％同一）２以上の配列または部分配列をいう。次い
で、このような配列は、「実質的に同一」といわれる。この規定はまた、試験配列のコン
プリメント（ｃｏｍｐｌｉａｎｔ）という。必要に応じて、この同一性は、長さ少なくと
も約２５～約５０アミノ酸または長さ少なくとも約２５～約５０ヌクレオチドの領域にわ
たり存在し、あるいは必要に応じて、長さ７５～１００アミノ酸または長さ約７５～１０
０ヌクレオチドの領域にわたり存在する。
【００８４】
配列比較に関して、代表的には、１つの配列が参照配列として機能し、この参照配列に対
して試験配列が比較される。配列比較アルゴリズムを用いた場合、試験配列および参照配
列は、コンピューターに入力され、必要であれば部分配列座標が指定され、配列アルゴリ
ズムプログラムパラメーターが指定される。デフォルトプログラムパラメーターが用いら
れるか、あるいは代わりのパラメーターが指定され得る。次いで、配列比較アルゴリズム
は、プログラムパラメーターに基づいて、参照配列に対する試験配列についての配列同一
性％を計算する。
【００８５】
本明細書中で用いられる場合、「比較ウィンドウ」は、２５～５００、通常は約５０～約
２００、より通常は、約１００～約１５０からなる群より選択される連続位置の数のいず
れか１つのセグメントに対する参照を含む。ここで配列は、２つの配列が最適に整列され
たあとに、連続位置の同じ数の参照配列に対して比較され得る。比較のための配列の整列
方法は、当該分野で周知である。比較のための配列の最適な整列は、例えば、Ｓｍｉｔｈ
＆Ｗａｔｅｒｍａｎ、Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．２：４８２（１９８１）の局所的相
同性アルゴリズムにより、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ＆Ｗｕｎｓｃｈ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
４８：４４３（１９７０）の相同性整列アルゴリズムにより、Ｐｅａｒｓｏｎ＆Ｌｉｐｍ
ａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：２４４４（１９８８）
の類似性方法の検索により、これらのアルゴリズムのコンピューター化された実行（Ｗｉ
ｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ，Ｇｅｎｅｔｉ
ｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ，５７５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．Ｍａｄｉｓｏｎ
，ＷＩのＧＡＰ、ＢＥＳＥＴＦＩＴ、ＢＬＡＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡおよびＴＦＡＳＴＡ
）により、または手動の整列および視覚検査により（例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌら編、１９９
５、補遺）を参照のこと）行われ得る。
【００８６】
有用なアルゴリズムの一例は、ＰＩＬＥＵＰである。ＰＩＬＥＵＰは、連続的な対をなす
整列を用いて関連する配列の群から複数の配列整列を作製して、関連性および配列同一性
％を示す。これはまた、整列を作製するために用いられるクラスター化関連性を示すツリ
ーまたは系統樹（ｄｅｎｄｏｇｒａｍ）をプロットする。ＰＩＬＥＵＰは、Ｆｅｎｇ＆Ｄ
ｏｏｌｉｔｔｌｅ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｅｖｏｌ．３５：３５１－３６０（１９８７）の連続的
整列方法の単純化したものを用いる。用いられる方法は、Ｈｉｇｇｉｎｓ＆Ｓｈａｒｐ，
ＣＡＢＩＯＳ　５：１５１－１５３（１９８９）により記載される方法に類似する。この
プログラムは、３００までの配列を整列し得、各々は、５，０００のヌクレオチドまたは
５，０００アミノ酸の最大長である。複数の整列手順は、２つの最も類似する配列のペア
をなす整列で始まり、２つの整列された配列のクラスターを生成する。次いで、このクラ
スターは、次に最も関連する配列または整列された配列のクラスターに整列される。配列
の２つのクラスターは、２つの個々の配列のペアをなす整列を単純に拡大することにより
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整列される。最終的な整列は、一連の連続的な対をなす整列により達成される。このプロ
グラムは、配列比較の領域のための、特定の配列およびそれらのアミノ酸座標またはヌク
レオチド座標を指定することにより、そしてプログラムパラメーターを指定することによ
り実行される。ＰＩＬＥＵＰを用いて、参照配列は、以下のパラメーターを用いて配列同
一性％の関係を決定するために、他の試験配列に対して比較される：デフォルトギャップ
重み付け（３．００）、デフォルトギャップ長重み付け（０．１０）および重み付けエン
ドギャップ。ＰＩＬＥＵＰは、ＧＣＧ配列分析ソフトウェアパッケージ（例えば、バージ
ョン７．０）（Ｄｅｖｅｒｅａｕｘら、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１２：３８７－３
９５（１９８４））から入手され得る。
【００８７】
パーセント配列同一性および配列類似性を決定するのに適しているアルゴリズムの別の例
は、ＢＬＡＳＴアルゴリズムおよびＢＬＡＳＴ　２．０　アルゴリズムであり、これらは
、Ａｌｔｓｃｈｕｌら、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０２（１９
７７）およびＡｌｔｓｃｈｕｌらＪ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０（１９
９０）にそれぞれ記載される。ＢＬＡＳＴ分析を実行するためのソフトウェアは、Ｎａｔ
ｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉ
ｏｎ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）を通じて公に利用
可能である。このアルゴリズムは、問い合わせ配列中の長さＷの短いワードを同定するこ
とによって高スコア付け配列対（ＨＳＰ）を最初に同定することを含み、これは、データ
ベース配列中で同じ長さのワードと整列した場合に、あるポジティブに値付けられた閾値
スコアＴに、一致するかまたは満たすかのいずれかである。Ｔは、隣接ワードスコア閾値
として参照される（Ａｌｔｓｃｈｕｌら、前出）。これらの最初の隣接ワードヒットは、
これらを含むより長いＨＳＰを見出すための検索を開始するための種として作用する。ワ
ードヒットは、累積的整列スコアが増加し得る限り、各配列に沿って両方向に伸長される
。累積スコアは、ヌクレオチド配列に関しては、パラメーターＭ（一致する残基対に関す
るリワードスコア（ｒｅｗａｒｄ　ｓｃｏｒｅ）；常に＞０）およびパラメーターＮ（ミ
スマッチ残基に関するペナルティスコア；常に＜０）を用いて算出される。アミノ酸配列
に関しては、スコア付けマトリックスは、累積スコアを算出するために使用される。各方
向におけるワードヒットの伸長は、以下の場合に停止される：累積整列スコアがその最大
に達成された値から量Ｘ落ちる場合；累積スコアが、１つ以上の負のスコア付けの残基整
列の蓄積に起因して、０またはそれより下になる場合；またはいずれかの配列の末端に達
する場合。ＢＬＡＳＴアルゴリズムパラメーターＷ、Ｔ、およびＸは、整列の感度および
速度を決定する。ＢＬＡＳＴＮプログラム（ヌクレオチド配列に関して）は、１１のワー
ド長さ（Ｗ）、１０の期待値（Ｅ）、Ｍ＝５、Ｎ＝－４および両鎖の比較をデフォルトと
して使用する。アミノ酸配列に関しては、ＢＬＡＳＴＰプログラムは、３のワード長さ、
および１０の期待値（Ｅ）、およびＢＬＯＳＵＭ６２スコア付けマトリックス（Ｈｅｎｉ
ｋｏｆｆおよびＨｅｎｉｋｏｆｆ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ
．８９：１０９１５（１９８９）を参照のこと）、５０の整列（Ｂ）、１０の期待値（Ｅ
）、Ｍ＝５、Ｎ＝－４、および両鎖の比較をデフォルトとして使用する。
【００８８】
ＢＬＡＳＴアルゴリズムはまた、２つの配列間の統計的な類似性分析を実行する（例えば
、ＫａｒｌｉｎおよびＡｌｔｓｃｈｕｌ　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
．Ｓ．Ａ．９０：５８７３－５７８７（１９９３）を参照のこと）。ＢＬＡＳＴアルゴリ
ズムによって提供される類似性の１つの測定は、最小の和可能性（Ｐ（Ｎ））であり、こ
れは、２つのヌクレオチド配列間または２つのアミノ酸配列間の一致が偶然生じる可能性
の指標を提供する。例えば、参照核酸に対する試験核酸の比較におけるこの最小の和可能
性が、約０．２よりも小さい場合、より好ましくは約０．０１よりも小さい場合、最も好
ましくは約０．００１よりも小さい場合、核酸は、参照配列に類似すると考えられる。
【００８９】
（ポリヌクレオチド組成物）
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本明細書中に使用される場合、用語「ＤＮＡセグメント」および「ポリヌクレオチド」は
、特定種の総ゲノムＤＮＡを含まない単離されたＤＮＡ分子をいう。従って、ポリペプチ
ドをコードするＤＮＡセグメントは、１つ以上のコード配列を含むが、ＤＮＡセグメント
が得られる種の総ゲノムＤＮＡから実質的に単離されているかもしくはこの総ゲノムＤＮ
Ａを含まずに精製されているＤＮＡセグメントをいう。ＤＮＡセグメントおよびこのよう
なセグメントのより小さいフラグメント、および組換えベクター（例えば、プラスミド、
コスミド、ファージミド、ファージ、ウイルスなどを含む）もまた、この用語「ＤＮＡセ
グメント」および「ポリヌクレオチド」内に含まれる。
【００９０】
当業者に理解されるように、本発明のＤＮＡセグメントは、ゲノム配列、ゲノム外かつプ
ラスミドにコードされる配列、およびタンパク質、ポリペプチド、ペプチドなどを発現す
るかまたは発現するように適応され得るより小さな操作された遺伝子セグメントを含み得
る。このようなセグメントは、天然で単離されていてもよいし、人の手によって人工的に
改変されていてもよい。
【００９１】
従って、用語「単離された」、「精製された」または「生物学的に純粋な」は、その天然
の状態で見出される、天然に付随する成分を実質的にまたは本質的に含まない物質をいう
。当然、これは、元来単離され、人の手によってこの組成物に後で付加される、他の単離
されたタンパク質、遺伝子、またはコード領域を除外しないようなＤＮＡセグメントをい
う。純度および相同性は、代表的に、ポリアクリルアミドゲル電気泳動または高速液体ク
ロマトグラフィーのような分析化学技術を使用して決定される。調製物に存在する優勢な
種であるタンパク質は、実質的に精製される。単離された核酸は、その遺伝子に隣接し、
その遺伝子以外のタンパク質をコードする他のオープンリーディングフレームから分離さ
れる。
【００９２】
当業者によって認識されるように、ポリヌクレオチドは、一本鎖（コード鎖またはアンチ
センス鎖）または二本鎖であり得、そしてＤＮＡ分子（ゲノム、ｃＤＮＡまたは合成）ま
たはＲＮＡ分子であり得る。ＲＮＡ分子は、ＨｎＲＮＡ分子（これは、イントロンを含み
そして１対１の様式でＤＮＡ分子に対応する）およびｍＲＮＡ分子（これは、イントロン
を含まない）を含む。さらなるコード配列または非コード配列が、（必要ではないが）本
発明のポリヌクレオチド内に存在し得、そしてポリヌクレオチドは、（必要ではないが）
他の分子および／または支持材料に連結され得る。
【００９３】
ポリヌクレオチドは、ネイティブな配列（すなわち、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ抗原ま
たはその部分をコードする内因性配列）を含み得るか、または改変体またはこのような配
列の生物学的機能等価物もしくは抗原性機能等価物を含み得る。ポリヌクレオチド改変体
は、以下にさらに記載されるように、１つ以上の置換、付加、欠失および／または挿入を
含み得、その結果好ましくはコードされるポリペプチドの免疫原性は、ネイティブな腫瘍
タンパク質に関して減少されていない。コードされるポリペプチドの免疫原性に対する効
果は、一般的に、本明細書中に記載されるように評価され得る。用語「改変体」はまた、
異種起源の相同性遺伝子を含む。
【００９４】
さらなる実施形態において、本発明は、本明細書中に開示される配列の１つ以上と同一ま
たは相補的な配列の種々の長さの連続したストレッチを含む単離されたポリヌクレオチド
およびポリペプチドを提供する。例えば、本明細書中で開示される配列のうち１つ以上の
、少なくとも約１５、２０、３０、４０、５０、７５、１００、１５０、２００、３００
、４００、５００または１０００以上の連続したヌクレオチド、ならびにその間の全ての
中間の長さを含むポリヌクレオチドが、本発明によって提供される。この文脈において、
「中間の長さ」は、引用された値の間の任意の長さ（例えば、１６、１７、１８、１９な
ど；２１、２２、２３など；３０、３１、３２など；５０、５１、５２、５３など；１０
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０、１０１、１０２、１０３など；１５０、１５１、１５２、１５３など；）（２００～
５００；５００～１，０００などの間中の全ての整数を含む）を意味することが容易に理
解される。
【００９５】
本発明のポリヌクレオチド、またはそのフラグメントは、そのコード配列の長さに関係な
く、他のＤＮＡ配列（例えば、プロモーター、ポリアデニル化シグナル、さらなる制限酵
素部位、マルチプルクローニング部位、他のコードセグメントなど）と結合され得、その
結果、その全体長さは、かなり変化し得る。従って、ほとんどの任意の長さの核酸フラグ
メントが利用され得、全長は、好ましくは調製の容易さおよび意図される組換えＤＮＡプ
ロトコルにおける使用によって制限されることが意図される。例えば、約１０，０００、
約５０００、約３０００、約２，０００、約１，０００、約５００、約２００、約１００
、約５０塩基対長など（全ての中間の長さを含む）の全体の長さの例示的なＤＮＡセグメ
ントは、本発明の多くの実行において有用であることが意図される。
【００９６】
さらに、遺伝子コードの縮重の結果として、本明細書中に記載されるようなポリペプチド
をコードする多くのヌクレオチド配列が存在するということが当業者に理解される。これ
らのポリヌクレオチドのいくつかが、任意のネイティブな遺伝子のヌクレオチド配列に対
して最少の相同性を有する。それにもかかわらず、コドンの使用の差異に起因して変化す
るポリヌクレオチド（例えば、ヒトおよび／または霊長類のコドンの選択のために最適化
されたポリヌクレオチド）が、特に本発明により意図される。さらに、本明細書中に提供
されるポリヌクレオチド配列を含む遺伝子の対立遺伝子は、本発明の範囲内である。対立
遺伝子は、１つ以上の変異（例えば、ヌクレオチドの欠失、付加および／または置換）の
結果として変更される内因性遺伝子である。生じたｍＲＮＡおよびタンパク質は、変更さ
れた構造または機能を有し得るが、必須ではない。対立遺伝子は、標準的な技術（例えば
、ハイブリダイゼーション、増幅および／またはデータベース配列比較）を使用して同定
され得る。
【００９７】
（ポリヌクレオチドの同定および特徴付け）
ポリヌクレオチドは、種々の十分に確立された技術のいずれかを使用して同定、調製およ
び／または作製され得る。例えば、ポリヌクレオチドは、以下により詳細に記載されるよ
うに、腫瘍関連発現（すなわち、本明細書中で提供される代表的なアッセイを使用して決
定された、正常な組織における発現よりも少なくとも２倍多い、腫瘍における発現）につ
いてのｃＤＮＡのマイクロアレイのスクリーニングによって、同定され得る。このような
スクリーニングは、例えば、Ｓｙｎｔｅｎｉマイクロアレイ（Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ
）を使用し、製造業者の説明書に従って、（そして、本質的に、Ｓｃｈｅｎａら，Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：１０６１４－１０６１９（１９９６）
およびＨｅｌｌｅｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９４：２１５
０－２１５５（１９９７）に記載されるように）実施され得る。あるいは、ポリヌクレオ
チドを、本明細書中に記載されるタンパク質を発現する細胞（例えば、Ｍ．ｔｕｂｅｒｃ
ｕｌｏｓｉｓ細胞）から調製されるｃＤＮＡから増幅し得る。このようなポリヌクレオチ
ドは、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を介して増幅され得る。このアプローチのために
、配列特異的プライマーは、本明細書中に提供される配列に基づいて設計され得、そして
購入され得るか、または合成され得る。
【００９８】
本発明のポリペプチドの増幅された部分は、周知技術を使用して適切なライブラリー（例
えば、Ｍ．ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ　ｃＤＮＡライブラリー）から、全長遺伝子を単離
するために使用され得る。このような技術において、ライブラリー（ｃＤＮＡまたはゲノ
ム）は、増幅に適切な１以上のポリヌクレオチドプローブまたはポリヌクレオチドプライ
マーを使用してスクリーニングされる。好ましくは、ライブラリーは、より大きい分子を
含むようにサイズ選択される。ランダムプライムライブラリーもまた、遺伝子の５’領域
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および上流領域を同定するために好ましくあり得る。ゲノムライブラリーは、イントロン
および伸長５’配列を得るために好ましい。
【００９９】
ハイブリダイゼーション技術のために、部分配列が、周知技術を使用して標識され得る（
例えば、３２Ｐを用いるニックトランスレーションまたは末端標識によって）。次いで、
細菌ライブラリーまたはバクテリオファージライブラリーは、一般に、変性させた細菌コ
ロニーを含むフィルター（またはファージプラークを含む菌叢）にその標識プローブをハ
イブリダイズさせることによってスクリーニングされる（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９
８９）を参照のこと）。ハイブリダイズしたコロニーまたはプラークは、選択および増殖
され、そのＤＮＡをさらなる分析のために単離する。ｃＤＮＡクローンは、例えば、その
部分配列由来のプライマーおよびベクター由来のプライマーを使用するＰＣＲによって分
析され、付加配列の量が決定され得る。制限地図および部分配列を作製し、１以上の重複
クローンが同定され得る。次いで、完全配列は、標準的技術（これは、一連の欠失クロー
ンの作製を含み得る）を使用して決定され得る。次いで、得られた重複配列を、単一の連
続する配列にアセンブルする。全長ｃＤＮＡ分子を、周知技術を使用して、適切なフラグ
メントを連結することによって作製し得る。
【０１００】
あるいは、部分ｃＤＮＡ配列から全長コード配列を得るための、多くの増幅技術が存在す
る。このような技術において、増幅は、一般に、ＰＣＲを介して行われる。任意の種々の
市販のキットを使用して、この増幅工程を行い得る。プライマーは、例えば、当該分野で
周知のソフトウェアを使用して設計され得る。プライマーは、好ましくは、２２～３０ヌ
クレオチド長であり、少なくとも５０％のＧＣ含量を有し、そして約６８℃～７２℃の温
度で標的配列にアニールする。この増幅された領域を、上記のように配列決定し得、そし
て重複配列を、連続する配列にアセンブルし得る。
【０１０１】
１つのこのような増幅技術は、逆ＰＣＲである（Ｔｒｉｇｌｉａら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓ．１６：８１８６（１９８８）を参照のこと）。逆ＰＣＲは、制限酵素を使用
して、遺伝子の既知の領域にフラグメントを作製する。次いで、このフラグメントを、分
子内連結によって環状化し、そしてこのフラグメントを、その既知領域由来の異なるプラ
イマーを用いるＰＣＲのテンプレートとして使用する。代替的アプローチにおいて、部分
配列に隣接する配列を、リンカー配列に対するプライマーおよび既知領域に特異的なプラ
イマーを用いる増幅によって、回収し得る。この増幅された配列を、代表的には、同じリ
ンカープライマーおよび既知領域に特異的な第２のプライマーを用いる２回目の増幅に供
する。この手順の変形型（これは、その既知配列から反対方向への伸長を開始する２つの
プライマーを使用する）が、ＷＯ９６／３８５９１に記載される。別のこのような技術は
、「ｃＤＮＡ末端の迅速増幅（ｒａｐｉｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃＤＮ
Ａ　ｅｎｄｓ）」すなわちＲＡＣＥとして公知である。この技術は、ポリＡ領域またはベ
クター配列とハイブリダイズする、内部プライマーおよび外部プライマーの使用を包含し
、既知配列の５’側および３’側の配列を同定する。さらなる技術としては、捕捉ＰＣＲ
（Ｌａｇｅｒｓｔｒｏｍら、ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｐｐｌｉｃ．１：１１１－１９
（１９９１））およびウォーキングＰＣＲ（Ｐａｒｋｅｒら、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ．Ｒ
ｅｓ．１９：３０５５－６０（１９９１））が挙げられる。増幅を使用する他の方法もま
た、全長ｃＤＮＡ配列を得るために使用され得る。
【０１０２】
特定の例において、発現配列タグ（ＥＳＴ）データベース（例えば、Ｇｅｎｂａｎｋから
利用可能なデータベース）に提供された配列の分析によって全長ｃＤＮＡ配列を得ること
が可能である。重複ＥＳＴについての検索は、一般に、周知のプログラム（例えば、ＮＣ
ＢＩ　ＢＬＡＳＴ検索）を使用して実施され得、そしてこのようなＥＳＴを使用して、連
続した全長配列を製作し得る。全長ＤＮＡ配列はまた、ゲノムフラグメントの分析によっ
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て得られ得る。
【０１０３】
（宿主細胞におけるポリヌクレオチドの発現）
本発明の他の実施形態において、ポリヌクレオチド配列またはそのフラグメント（これは
、本発明のポリペプチドをコードする）、あるいはその融合タンパク質または機能的均等
物は、適切な宿主細胞におけるポリペプチドの発現を指向するために、組換えＤＮＡ分子
中で使用され得る。遺伝コードの固有の縮重に起因して、実質的に同じかまたは機能的に
等価なアミノ酸配列をコードする他のＤＮＡ配列が産生され得、そしてこれらの配列は、
所定のポリペプチドをクローン化および発現するために使用され得る。
【０１０４】
当業者に理解されるように、いくつかの場合において、天然に存在しないコドンを保有す
るポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を産生することが有利であり得る。例えば
、特定の原核生物または真核生物の宿主に好ましいコドンは、タンパク質発現の速度を増
加するために選択され得るか、または所望される特性（例えば、天然に存在する配列から
産生される転写物よりも長い半減期）を有する組換えＲＮＡ転写物を産生するために選択
され得る。
【０１０５】
さらに、本発明のポリヌクレオチド配列は、種々の理由のためにポリペプチドコード配列
を変化（クローニング、プロセシング、および／または遺伝子産物の発現を改変する変化
が挙げられるがこれらに限定されない）するために、当該分野で一般に公知の方法を使用
して操作され得る。例えば、ランダム断片化によるＤＮＡシャッフリング、ならびに遺伝
子フラグメントおよび合成オリゴヌクレオチドのＰＣＲ再構築は、ヌクレオチド配列を操
作するために使用され得る。さらに、部位特異的変異誘発は、新しい制限部位を挿入する
ため、グリコシル化パターンを変化するため、コドンの優先度を変化するため、スプライ
ス改変体を生成するため、または変異を導入するためなどに使用され得る。
【０１０６】
本発明の別の実施形態において、天然、改変、または組換え核酸配列は、融合タンパク質
をコードするために異種配列に連結され得る。例えば、ポリペプチド活性のインヒビター
についてペプチドライブラリーをスクリーニングするために、市販の抗体によって認識さ
れ得るキメラタンパク質をコードすることが有用であり得る。融合タンパク質はまた、ポ
リペプチドコード配列と異種タンパク質配列との間に位置する切断部位を含むように操作
され得、その結果、ポリペプチドは切断され得、そして異種部分から精製され得る。
【０１０７】
所望のポリペプチドをコードする配列は、全体的または部分的に、当該分野で周知の化学
的方法を使用して合成され得る（Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ，Ｍ．Ｈ．ら，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ
ｓ　Ｒｅｓ．Ｓｙｍｐ．Ｓｅｒ．２１５－２２３頁（１９８０），Ｈｏｒｎら，Ｎｕｃｌ
．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．Ｓｙｍｐ．Ｓｅｒ．２２５－２３２頁（１９８０）を参照のこと
）。あるいは、このタンパク質自身は、ポリペプチドのアミノ酸配列、またはその部分を
合成するために、化学的方法を使用して生成され得る。例えば、ペプチド合成は、種々の
固相技術を使用して行われ得（Ｒｏｂｅｒｇｅら，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６９：２０２－２
０４（１９９５））、そして自動合成は、例えば、ＡＢＩ　４３１Ａペプチド合成機（Ｐ
ｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）を使用して達成され得る。
【０１０８】
新しく合成されるペプチドは、分離用高速液体クロマトグラフィー（例えば、Ｃｒｅｉｇ
ｈｔｏｎ，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐ
ｒｉｎｃｉｐｌｅｓ（１９８３））または当該分野で利用可能な他の匹敵する技術によっ
て実質的に精製され得る。この合成ペプチドの組成は、アミノ酸分析または配列決定（例
えば、エドマン分解手順）によって確認され得る。さらに、ポリペプチドのアミノ酸配列
またはその任意の部分は、直接合成の間に変化し得、そして／または、他のタンパク質に
由来する配列もしくはその任意の部分を用いる化学的方法を使用して結合して、改変体ポ



(23) JP 5139618 B2 2013.2.6

10

20

30

40

50

リペプチドを生成し得る。
【０１０９】
所望のポリペプチドを発現するために、このポリペプチドをコードするヌクレオチド配列
、またはその機能的均等物は、適切な発現ベクター（すなわち、挿入されるコード配列の
転写および翻訳に必要なエレメントを含むベクター）に挿入され得る。当業者に周知の方
法は、目的のポリペプチドをコードする配列、および適切な転写制御エレメントおよび翻
訳制御エレメントを含む発現ベクターを構築するために使用され得る。これらの方法とし
ては、インビトロ組換えＤＮＡ技術、合成技術、およびインビボ遺伝子組換えが挙げられ
る。このような技術は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８９）、およびＡｕｓｕｂｅｌら，Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（１９８９
）に記載される。
【０１１０】
種々の発現ベクター／宿主系が、ポリヌクレオチド配列を含み、そして発現するために利
用され得る。これらとしては、微生物（例えば、組換えバクテリオファージ、プラスミド
、またはコスミドＤＮＡ発現ベクターで形質転換された細菌）；酵母発現ベクターで形質
転換された酵母；ウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイルス）に感染した昆虫細
胞系；ウイルス発現ベクター（例えば、カリフラワーモザイクウイルス，ＣａＭＶ；タバ
コモザイクウイルス，ＴＭＶ）または細菌発現ベクター（例えば、ＴｉまたはｐＢＲ３２
２プラスミド）で形質転換され植物細胞系；あるいは動物細胞系が挙げられるがこれらに
限定されない。
【０１１１】
発現ベクター中に存在する「制御エレメント」または「調節配列」は、ベクターの非翻訳
領域－－エンハンサー、プロモーター、５’および３’非翻訳領域－－であり、これは宿
主細胞タンパク質と相互作用して、転写および翻訳を行う。このようなエレメントは、そ
の長さおよび特異性が変化し得る。用いられるベクター系および宿主に依存して、任意数
の適切な転写および翻訳エレメント（構造的プロモーターおよび誘導性プロモーターを含
む）が使用され得る。例えば、細菌系におけるクローニングの場合、誘導性プロモーター
（例えば、ＰＢＬＵＥＳＣＲＩＰＴファージミド（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｌａ　Ｊｏｌ
ｌａ，Ｃａｌｉｆ．）またはＰＳＰＯＲＴ１プラスミド（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ，Ｇａｉｔ
ｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）のハイブリッドｌａｃＺプロモーターなど）が使用され得る。
哺乳動物細胞系において、哺乳動物遺伝子由来または哺乳動物ウイルス由来のプロモータ
ーが一般に好ましい。ポリペプチドをコードする配列の複数のコピーを含む細胞株の産生
が必要な場合、ＳＶ４０またはＥＢＶベースのベクターは、適切な選択マーカーを用いて
有利に使用され得る。
【０１１２】
細菌系において、多くの発現ベクターが、発現されるポリペプチドについて意図される使
用に依存して選択され得る。例えば、大きな量が必要とされる場合（例えば、抗体の誘導
のために）、容易に精製される融合タンパク質の高レベルの発現を指向するベクターが使
用され得る。このようなベクターとしては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：
多機能のＥ．ｃｏｌｉクローニングベクターおよび発現ベクター（例えば、ＢＬＵＥＳＣ
ＲＩＰＴ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ））ここで、目的のポリペプチドをコードする配列が、
β－ガラクトシダーゼのアミノ末端Ｍｅｔおよび続く７残基についての配列とインフレー
ムでベクターに連結され得、その結果、ハイブリッドタンパク質が産生される；ｐＩＮベ
クター（Ｖａｎ　Ｈｅｅｋｅ　＆　Ｓｃｈｕｓｔｅｒ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６４
：５５０３－５５０９（１９８９））など。ｐＧＥＸベクター（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄ
ｉｓｏｎ，Ｗｉｓ．）もまた、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）との融合
タンパク質として外来ポリペプチドを発現するために使用され得る。一般に、このような
融合タンパク質は可溶性であり、グルタチオン－アガロースビーズへの吸着、続いて遊離
グルタチオンの存在下での溶出によって溶解細胞から容易に精製され得る。このような系
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で作製されたタンパク質は、へパリン、トロンビン、または第ＸＡ因子プロテアーゼ切断
部位を含むように設計され得、その結果、目的のクローニングされたポリペプチドが、Ｇ
ＳＴ部分から自由に放出され得る。
【０１１３】
酵母Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅにおいて、構成的プロモーター
または誘導性プロモーター（例えば、α因子、アルコールオキシダーゼおよびＰＧＨなど
）を含む多くのベクターが、使用され得る。総説については、Ａｕｓｕｂｅｌら（前出）
およびＧｒａｎｔら，Ｍｅｔｈｏｄ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５３：５１６－５４４（１９８
７）を参照のこと。
【０１１４】
植物発現ベクターが使用される場合において、ポリペプチドをコードする配列の発現は、
多くのプロモーターのいずれかによって駆動され得る。例えば、ウイルスプロモーター（
例えば、ＣａＭＶの３５Ｓおよび１９Ｓプロモーター）が、単独であるいはＴＭＶ由来の
ωリーダー配列と組合せて使用され得る（Ｔａｋａｍａｔｓｕ，ＥＭＢＯ　Ｊ．６：３０
７－３１１（１９８７））。あるいは、植物プロモーター（例えば、ＲＵＢＩＳＣＯの小
分子サブユニット）または熱ショックプロモーターが使用され得る（Ｃｏｒｕｚｚｉら，
ＥＭＢＯ　Ｊ．３：１６７１－１６８０（１９８４）；Ｂｒｏｇｌｉｅら，Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２２４：８３８－８４３（１９８４）；およびＷｉｎｔｅｒら，Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｐ
ｒｏｂｌ．Ｃｅｌｌ　Ｄｉｆｆｅｒ．１７：８５－１０５（１９９１））。これらの構築
物は、直接的なＤＮＡ形質転換または病原体媒介トランスフェクションによって植物細胞
に導入され得る。このような技術は、多くの一般的に入手可能な総説に記載されている（
例えば、Ｈｏｂｂｓ，ＭｃＧｒａｗ　Ｈｉｌｌ　Ｙｅａｒｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　ａｎｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１９１－１９６（１９９２）を参照のこと）。
【０１１５】
昆虫系もまた、目的のポリペプチドを発現するために使用され得る。例えば、１つのこの
ような系において、Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏｒｎｉｃａ核多角体病ウイルス
（ＡｃＮＰＶ）が、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ細胞またはＴｒｉｃｈ
ｏｐｌｕｓｉａ　ｌａｒｖａｅにおいて外来遺伝子を発現するためのベクターとして使用
される。このポリペプドをコードする配列は、ウイルス（ポリへドリン遺伝子）の必須で
ない領域にクローニングされ得、そしてポリへドリンプロモーターの制御下に置かれる。
ポリペプチドコード配列の首尾よい挿入は、ポリへドリン遺伝子を不活性にし、そしてコ
ートタンパク質を欠く組み換えウイルスを産生する。これらの組換えウイルスは、例えば
、目的のポリペプチドが発現され得るＳ．ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ細胞またはＴｒｉｃｈｏ
ｐｌｕｓｉａ　ｌａｒｖａｅを感染するために使用され得る（Ｅｎｇｅｌｈａｒｄら，Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９１：３２２４－３２２７（１９９
４））。
【０１１６】
哺乳動物宿主細胞において、多くのウイルスベースの発現系が、一般に利用可能である。
例えば、アデノウイルスが発現ベクターとして使用される場合において、目的のポリペプ
チドをコードする配列は、アデノウイルス転写／翻訳複合体に連結され得、この複合体は
、後期プロモーターおよび３つの部分からなるリーダー配列からなる。ウイルスゲノムの
必須でないＥ１またはＥ３領域における挿入は、感染された宿主細胞においてこのポリペ
プチドを発現し得る生存可能なウイルスを得るために使用され得る（Ｌｏｇａｎ　＆　Ｓ
ｈｅｎｋ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．　８１：３６５５－３
６５９（１９８４））。さらに、転写エンハンサー（例えば、ラウス肉腫ウイルス（ＲＳ
Ｖ）エンハンサー）が、哺乳動物宿主細胞における発現を増加させるために使用され得る
。
【０１１７】
特定の開始シグナルもまた、目的のポリペプチドをコードする配列のより効率的な翻訳を
達成するために使用され得る。このようなシグナルは、ＡＴＧ開始コドンおよび隣接する
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配列を含む。このポリペプチドをコードする配列、その開始コドン、および上流配列が、
適切な発現ベクターに挿入される場合において、さらなる転写または翻訳制御シグナルが
、必要とされることはないであろう。しかし、コード配列のみ、またはその一部が挿入さ
れる場合、ＡＴＧ翻訳開始コドンを含む外因性翻訳制御シグナルが提供されるべきである
。さらに、この開始コドンは、全挿入物の翻訳を確実にするために、正確なリーディング
フレーム内にあるべきである。外因性翻訳エレメントおよび開始コドンは、種々の起源（
天然および合成の両方）であり得る。発現の効率は、使用される特定の細胞系に適切なエ
ンハンサーの包含によって増強され得、特定の細胞系は、文献（Ｓｃｈａｒｆら，Ｒｅｓ
ｕｌｔｓ　Ｐｒｏｂｌ．Ｃｅｌｌ　Ｄｉｆｆｅｒ．２０：１２５－１６２（１９９４））
に記載されている。
【０１１８】
さらに、宿主細胞株は、挿入された配列の発現を調節するその能力または所望の様式で発
現タンパク質を操作するその能力について、選択され得る。ポリペプチドのこのような改
変は、以下を含むがこれらに限定されない：アセチル化、カルボキシル化、グリコシル化
、ホスホリル化、脂質化（ｌｉｐｉｄａｔｉｏｎ）およびアシル化。翻訳後プロセシング
（これは、タンパク質の「プレプロ」形態を切断する）はまた、正確な挿入、折り畳みお
よび／または働きを容易にするために、使用され得る。異なる宿主細胞（例えば、ＣＨＯ
、ＨｅＬａ、ＭＤＣＫ、ＨＥＫ２９３およびＷＩ３８）（これらは、このような翻訳後活
性について特異的な細胞性の機械的機構および特徴的な機構を有する）は、外来タンパク
質の正確な改変およびプロセシングを確実にするために選択され得る。
【０１１９】
組換えタンパク質の長期にわたる高収量産生のために、安定な発現が一般に好ましい。例
えば、目的のポリヌクレオチドを安定に発現する細胞株は、発現ベクターを使用して形質
転換され得、この発現ベクターは、ウイルス複製起点および／または内因性発現エレメン
トおよび同じまたは異なるベクター上に選択マーカー遺伝子を含み得る。ベクターの導入
に続いて、細胞は、それらが選択培地にスイッチされる前に、富化培地で１～２日増殖さ
れ得る。選択マーカーの目的は、選択に対する耐性を与えることであり、そしてその存在
は、導入された配列を首尾よく発現する細胞の増殖および回収を可能にする。安定に形質
転換された細胞の耐性クローンは、その細胞型に適切な組織培養技術を使用して増殖され
得る。
【０１２０】
かなりの数の選択系が、形質転換された細胞株を回収するために使用され得る。これらは
、以下を含むが、これらに限定されない：単純疱疹ウイルスチミジンキナーゼ（Ｗｉｇｌ
ｅｒら，Ｃｅｌｌ　１１：２２３－３２（１９７７））およびアデニンホスホリボシルト
ランスフェラーゼ（Ｌｏｗｙら，Ｃｅｌｌ　２２：８１７－２３（１９９０））遺伝子（
これらは、それぞれ、ｔｋ．ｓｕｐ．－またはａｐｒｔ．ｓｕｐ．－細胞において使用さ
れ得る）。また、代謝拮抗物質、抗生物質または除草剤耐性が、選択の基準として使用さ
れ得る；例えば、ｄｈｆｒ（これは、メトトレキセートに対する耐性を与える）（Ｗｉｇ
ｌｅｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．７７：３５６７－７０
（１９８０））；ｎｐｔ（これは、アミノグリコシド、ネオマイシンおよびＧ－４１８に
対する耐性を与える）（Ｃｏｌｂｅｒｅ－Ｇａｒａｐｉｎら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１
５０：１－１４（１９８１））；およびａｌｓまたはｐａｔ（これらは、それぞれ、クロ
スルフロンおよびホスフィノトリシンアセチルトランスフェラーゼに対する耐性を与える
）（Ｍｕｒｒｙ，前出）。例えば、以下のようなさらなる選択遺伝子が記述されている：
ｔｒｐＢ（これは、細胞が、トリプトファンの代わりにインドールを使用することを可能
にする）またはｈｉｓＤ（これは、細胞がヒスチジンの代わりにヒスチノールを利用する
ことを可能にする）（Ｈａｒｔｍａｎ　＆　Ｍｕｌｌｉｇａｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８５：８０４７－５１（１９８８））。最近、可視マーカ
ーの使用は、一般的であり、アントシアニン、β－グルクロニダーゼおよびその基質ＧＵ
Ｓ、ならびにルシフェラーゼおよびその基質ルシフェリンのようなマーカーが、形質転換
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体を同定するのみでなく、特定のベクター系に寄与可能な一過性または安定なタンパク質
発現の量を定量するためにも広く使用される（Ｒｈｏｄｅｓら，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ
．Ｂｉｏｌ．５５：１２１－１３１（１９９５））。
【０１２１】
マーカー遺伝子発現の存在／非存在は、目的の遺伝子がまた存在することを示唆するが、
その存在および発現は、確認されることを必要とし得る。例えば、ポリペプチドをコード
する配列が、マーカー遺伝子配列内に挿入される場合、配列を含む組換え細胞が、マーカ
ー遺伝子機能の非存在によって同定され得る。あるいは、マーカー遺伝子は、単一プロモ
ーターの制御下でポリペプチドをコードする配列とタンデムで配置され得る。誘導または
選択への応答におけるマーカー遺伝子の発現は、同様に、通常、タンデム遺伝子の発現を
示す。
【０１２２】
あるいは、所望のポリヌクレオチド配列を含みそして発現する宿主細胞は、当業者に公知
の種々の手順によって同定され得る。これらの手順は、以下を含むが、これらに限定され
ない：ＤＮＡ－ＤＮＡまたはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリダイゼーションおよびタンパク質バ
イオアッセイまたは免疫アッセイ技術（これらは、核酸またはタンパク質の検出および／
または定量化のための膜、溶液またはチップに基づく技術を含む）。
【０１２３】
産物に特異的なポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体のいずれかを使用する、ポ
リヌクレオチドをコードした産物の発現を検出および測定するための種々のプロトコルが
、当該分野で公知である。例としては、酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ
）、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、および蛍光細胞分析分離法（ＦＡＣＳ）が挙げら
れる。所定のポリペプチド上の２つの非干渉エピトープに反応性であるモノクローナル抗
体を利用する２つの部位のモノクローナルベースのイムノアッセイがいくつかの適用に好
ましくあり得るが、競合結合アッセイもまた使用され得る。これらおよび他のアッセイは
、とりわけ、Ｈａｍｐｔｏｎら、Ｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，ａ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９９０）およびＭａｄｄｏｘら，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ
．１５８：１１２１１－１２１６（１９８３）に記載される。
【０１２４】
広範な種々の標識および結合技術が、当業者に公知であり、そして種々の核酸およびアミ
ノ酸アッセイにおいて使用され得る。ポリヌクレオチドに関連した配列を検出するための
標識されたハイブリダイゼーションプローブまたはＰＣＲプローブを生成するための手段
は、標識されたヌクレオチドを使用するオリゴ標識化、ニックトランスレーション、末端
標識またはＰＣＲ増幅を含む。あるいは、配列またはその任意の部分は、ｍＲＮＡプロー
ブの産生のためにベクターにクローニングされ得る。このようなベクターは、当該分野で
公知であり、市販され、そして適切なＲＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｔ７、Ｔ３またはＳ
Ｐ６）および標識されたヌクレオチドの添加によって、インビトロでＲＮＡプローブを合
成するために使用され得る。これらの手順は、種々の市販のキットを使用して実施され得
る。使用され得る適切なレポーター分子または標識は、放射性核種、酵素、蛍光剤、化学
発光剤、または色素剤ならびに基質、共因子、インヒビター磁気粒子などを含む。
【０１２５】
目的のポリヌクレオチド配列で形質転換された宿主細胞は、タンパク質の発現および細胞
培養物からのタンパク質の回収のために適した条件下で培養され得る。組換え細胞によっ
て産生されたタンパク質は、使用される配列および／またはベクターに依存して、細胞内
で分泌され得るか、または得られ得る。当業者に理解されるように、本発明のポリヌクレ
オチドを含む発現ベクターは、原核生物細胞膜または真核生物細胞膜を介するコードされ
たポリペプチドの分泌を指向するシグナル配列を含むように設計され得る。他の組換え構
築物は、目的のポリペプチドをコードする配列を、可溶性タンパク質の精製を容易にする
ポリペプチドドメインをコードするヌクレオチド配列に連結するために使用され得る。こ
のような精製が容易なドメインは、金属キレートペプチド（例えば、固定化された金属上
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での精製を可能にするヒスヒジン－トリプトファンモジュール）、プロテインＡドメイン
（これは、固定化された免疫グロブリン上での精製を可能にする）、およびＦＬＡＧＳ伸
長／アフィニティー精製系（Ｉｍｍｕｎｅｘ　Ｃｏｒｐ．，Ｓｅａｔｔｌｅ，Ｗａｓｈ．
）において使用されるドメインを含むが、これらに限定されない。精製ドメインとコード
されたポリペプチドとの間のＦａｃｔｏｒ　第ＸＡ因子またはエンテロキナーゼ（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ．Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）に特異的な配列のような切断可能
なリンカー配列の包含が、精製を容易にするために使用され得る。１つのこのような発現
ベクターは、目的のポリペプチドおよびチオレドキシンまたはエンテロキナーゼ切断部位
に先行する６個のヒスチジン残基をコードする核酸を含む融合タンパク質の発現を提供す
る。Ｐｏｒａｔｈら，Ｐｒｏｔ．Ｅｘｐ．Ｐｕｒｉｆ．３：２６３－２８１（１９９２）
に記載されるように、これらのヒスチジン残基は、ＩＭＩＡＣ上での精製（固定化された
金属イオンアフィニティークロマトグラフィー）を容易にするが、エンテロキナーゼ切断
部位は、融合タンパク質から所望のポリペプチドを精製するための手段を提供する。融合
タンパク質を含むベクターの議論は、Ｋｒｏｌｌら，ＤＮＡ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１２
：４４１－４５３（１９９３）に提供される。
【０１２６】
組換え産生方法に加えて、本発明のポリペプチド、およびそのフラグメントは、固相技術
を使用する直接的なペプチド合成によって産生され得る（Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｊ．Ａ
ｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９－２１５４（１９６３））。タンパク質合成は、
手動技術を使用してまたは自動化によって実施され得る。自動化合成は、例えば、Ａｐｐ
ｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　４３１Ａ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｒ
（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）を使用して達成され得る。あるいは、種々のフラグメント
が、個別に化学合成され、そして化学的な方法を使用して合されて、全長分子を生成し得
る。
【０１２７】
（インビボにおけるポリヌクレオチド送達技術）
さらなる実施形態において、１つ以上の本発明のポリヌクレオチドを含む遺伝子構築物が
、インビボにおいて細胞に導入される。これは、様々なアプローチまたは周知のアプロー
チ（これらのいくつかは、例示の目的で以下に示される）のいずれかを使用して達成され
得る。
【０１２８】
（１．アデノウイルス）
１つ以上の核酸配列のインビボ送達のための好ましい方法の一つは、アデノウイルス発現
ベクターの使用を包含する。「アデノウイルス発現ベクター」は、（ａ）この構築物のパ
ッケージングを支持し、そして（ｂ）センス配向またはアンチセンス配向でそこにクロー
ン化されたポリヌクレオチドを発現するのに十分なアデノウイルス配列を含む構築物を含
むことを意味する。もちろん、アンチセンス構築物の場合において、発現は、遺伝子産物
が合成されることを必要としない。
【０１２９】
発現ベクターは、遺伝子操作した形態のアデノウイルスを含む。アデノウイルス（３６ｋ
ｂ、線状の二本鎖ＤＮＡウイルス）の遺伝子構築の知識により、７ｋｂまでの異種配列を
有する大きな断片のアデノウイルスのＤＮＡ置換が可能となる（Ｇｒｕｎｈａｕｓ　＆　
Ｈｏｒｗｉｔｚ、１９９２）。レトロウイルスとは対照的に、宿主細胞のアデノウイルス
感染は、染色体組込みを生じない。なぜなら、アデノウイルスＤＮＡは、強力な遺伝子毒
性を伴わないエピソーム様式で複製され得るからである。また、アデノウイルスは、構造
的に安定であり、そしてゲノム再配列は広範な複製後には検出されなかった。アデノウイ
ルスは、それらの細胞周期段階に関係なく、実質的に全ての上皮細胞に感染し得る。これ
までは、アデノウイルス感染は、ヒトにおける急性呼吸器疾患のような軽度の疾患のみに
関連するようである。
【０１３０】
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アデノウイルスは、その中間のサイズのゲノム、操作の容易さ、高い力価、広い標的細胞
範囲、および高い感染力のため、遺伝子伝達ベクターとして使用するために特に適切であ
る。ウイルスゲノムの両端は、１００～２００塩基対の逆方向反復（ＩＴＲ）を含み、こ
れはウイルスＤＮＡの複製およびパッケージングのために必要なシスエレメントである。
ゲノムの早期（Ｅ）および後期（Ｌ）領域は、ウイルスＤＮＡ複製の開始によって分裂さ
れる異なる転写単位を含む。Ｅ１領域（Ｅ１ＡおよびＥ１Ｂ）は、ウイルスゲノムおよび
わずかな細胞遺伝子の転写の制御の原因であるタンパク質をコードする。Ｅ２領域（Ｅ２
ＡおよびＥ２Ｂ）の発現は、ウイルスＤＮＡ複製のためのタンパク質の合成を導く。これ
らのタンパク質は、ＤＮＡ複製、後期遺伝子発現、および宿主遮断に関与する（Ｒｅｎａ
ｎ，１９９０）。後期遺伝子の産物（大多数のウイルスカプシドタンパク質を含む）は、
主な後期プロモーター（ＭＬＰ）により起こる単一の一次転写物の有意なプロセシングの
後のみに発現される。ＭＬＰ（１６．８ｍ．ｕ．に位置する）は、感染の後期の間に特に
効率的であり、そしてこのプロモーターから生じる全てのｍＲＮＡは、それらを翻訳のた
めに好ましいｍＲＮＡにする５’－三分裂リーダー（５’－ｔｒｉｐａｒｔｉｔｅ　ｌｅ
ａｄｅｒ）（ＴＰＬ）配列を有する。
【０１３１】
現存のシステムにおいて、組換えアデノウイルスは、シャトルベクターとプロウイルスベ
クターとの間の相同性組換えによって生成される。２つのプロウイルスベクターの間の可
能な組換えに起因して、野生型アデノウイルスはこのプロセスから生成され得る。従って
、ウイルスの単一のクローンを、個々のプラークから単離し、そしてそのゲノム構造を試
験することが重要である。
【０１３２】
現存のアデノウイルスベクター（これは、複製欠失性である）の生成および増殖は、特有
のへルーパー細胞株（これは、２９３と命名され、Ａｄ５　ＤＮＡフラグメントによって
ヒト胚腎細胞から形質転換され、そしてＥ１タンパク質を構成的に発現する）に依存する
（Ｇｒａｈａｍら、１９７７）。Ｅ３領域は、アデノウイルスゲノムには必要ではないた
め（ＪｏｎｅｓおよびＳｈｅｎｋ，１９７８）、現存のアデノウイルスベクターは、２９
３細胞の助けをかりて、異種ＤＮＡをＥ１、Ｄ３、またはその両方の領域のいずれかに運
搬する（ＧｒａｈａｒｍおよびＰｒｅｖｅｃ、１９９１）。天然では、アデノウイルスは
、野生型ゲノムの約１０５％をパッケージングし（Ｇｈｏｓｈ－Ｃｈｏｕｄｈｕｒｙら、
１９８７）、ＤＮＡの約２ｋＢを越えるＤＮＡの容量を提供し得る。Ｅ１およびＥ３領域
において複製可能な約５．５ｋＢのＤＮＡと組み合わせると、現存のアデノウイルスベク
ターの最大容量は、７．５ｋＢより下であるか、またはベクターの全長の約１５％である
。８０％を越えるアデノウイルスウイルスゲノムは、ベクター骨格中にとどまり、そして
ベクターにより運ばれた細胞傷害性の供給源である。また、Ｅ１欠失ウイルスの複製欠失
は不完全である。例えば、ウイルス遺伝子発現の漏出は、高い感染効率（ＭＯＩ）で、現
在利用可能なベクターを用いて観察された（Ｍｕｌｌｉｇａｎ，１９９３）。
【０１３３】
ヘルパー細胞株は、ヒト細胞（例えば、ヒト肺腎細胞、筋肉細胞、造血細胞または他のヒ
ト胚間葉細胞もしくは上皮細胞）由来であり得る。あるいは、ヘルパー細胞は、ヒトアデ
ノウイルスに対して許容性の他の哺乳動物種の細胞由来であり得る。このような細胞とし
ては、Ｖｅｒｏ細胞、または他のサル胚間葉細胞もしくは上皮細胞が挙げられる。上記の
ように、現存の好ましいヘルパー細胞株は２９３である。
【０１３４】
最近、Ｒａｃｈｅｒら（１９９５）は、２９３細胞を培養しそしてアデノウイルスを増殖
するための改良された方法を開示した。１つの様式において、天然の細胞凝集物を、１０
０～２００ｍｌの培養液を含む１リットルのシリコン処理したスピナーフラスコ（Ｔｅｃ
ｈｎｅ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ）に個々の細胞を播種することによって増殖した。４
０ｒｐｍで撹拌した後、細胞生存度を、トリパンブルーを用いて推定した。別の様式にお
いて、Ｆｉｂｒａ－Ｃｅｌマイクロキャリア（Ｂｉｂｂｙ　Ｓｔｅｒｌｉｎ，Ｓｔｏｎｅ
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，ＵＫ）（５ｇ／ｌ）を以下のように使用した。５ｍｌの培養液に再懸濁した細胞播種物
を、２５０ｍｌのエルレンマイヤーフラスコ中のキャリア（５０ｍｌ）に添加し、そして
時折撹拌しながら、１～４時間静置した。この培養物を、次いで、５０ｍｌの新鮮培地に
入れ、そして撹拌を開始した。ウイルス産生のために、細胞を約８０％の集密度まで増殖
し、その後この培地を（最終容量の２５％または約まで）置換し、そしてアデノウイルス
を０．０５のＭＯＩで添加した。培地を一晩静止し、その後この容量を１００％まで増や
し、そしてさらに７２時間の振盪を開始した。
【０１３５】
アデノウイルスベクターが複製欠失であるか、または少なくとも条件付きで欠失であると
いう要件以外、アデノウイルスベクターの特徴は本発明の首尾良い実施に対して重要では
ないと考えられる。アデノウイルスは、４２個の異なる既知の血清型またはサブグループ
Ａ～Ｆのいずれかを有し得る。サブグループＣの５型アデノウイルスは、本発明において
使用するための条件的複製欠失アデノウイルスベクターを得るための好ましい出発物質で
ある。なぜなら、５型アデノウイルスは、多くの生化学的情報および遺伝的情報が知られ
ているヒトアデノウイルスであり、そしてこれはアデノウイルスをベクターとして使用す
るほとんどの構築のために歴史的に使用されているからである。
【０１３６】
上記のように、本発明に従う典型的なベクターは、複製欠失であり、そしてアデノウイル
スＥ１領域を有さない。従って、Ｅ１コード配列が除去される位置において目的の遺伝子
をコードするポリヌクレオチドを導入することが最も簡便である。しかし、アデノウイル
ス配列内のこの構築物の挿入位置は、本発明に重要ではない。目的の遺伝子をコードする
ポリヌクレオチドはまた、Ｋａｒｌｓｓｏｎら（１９８６）に記載されるように、Ｅ３置
換ベクター中の欠失Ｅ３領域の変わりに挿入され得るか、またはヘルパー細胞株またはヘ
ルパーウイルスがＥ４欠失を補完するＥ４領域に挿入される。
【０１３７】
アデノウイルスは、増殖および操作し易く、そしてインビトロおよびインビボにおける広
範な宿主範囲を示す。この群のウイルスは、高力価（例えば、１ｍｌあたり１０９～１０
１１プラーク形成単位）で得られ得、そしてこれらは高い感染力である。アデノウイルス
のライフサイクルは、宿主細胞ゲノムへの組み込みを必要としない。アデノウイルスベク
ターによって送達される異種遺伝子はエピソーム性であり、従って、宿主細胞に対して低
い遺伝子毒性を有する。副作用は野生型アデノウイルスを用いるワクチン接種の研究にお
いて報告されず（Ｃｏｕｃｈら、１９６３；Ｔｏｐら、１９７１）、それらの安全性およ
びインビボ遺伝子伝達ベクターとしての治療的可能性を示す。
【０１３８】
アデノウイルスベクターは、真核生物遺伝子発現（Ｌｅｖｒｅｒｏら、１９９１；Ｇｏｍ
ｅｘ－Ｆｏｉｘら、１９９２）、およびワクチン開発（ＧｒｕｎｈａｕｓおよびＨｏｒｗ
ｉｔｚ、１９９２；ＧｒａｈａｍおよびＰｒｅｖｅｃ、１９９２）において使用されてき
た。最近、動物研究により、組換えアデノウイルスは、遺伝子治療のために使用され得る
ことが示唆された（Ｇｔｒａｔｆｏｒｄ－ＰｅｒｒｉｃａｕｄｅｔおよびＰｅｒｒｉｃａ
ｕｄｅｔ、１９９１；Ｓｔｒａｔｆｏｒｄ－Ｐｅｒｒｉｃａｕｄｅｔら、１９９０；Ｒｉ
ｃｈら、１９９３）。組換えアデノウイルスを異なる組織に投与する研究は、気管注入（
Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄら、１９９１；Ｒｏｓｅｎｆｉｅｌｄら、１９９２）、筋肉注射（Ｒ
ａｇｏｔら、１９９３）、末梢静脈注射（ＨｅｒｚおよびＧｅｒａｒｄ、１９９３）、お
よび脳への定位接種（Ｌｅ　Ｇａｌ　Ｌａ　Ｓａｌｌｅら、１９９３）を含む。
【０１３９】
（２．レトロウイルス）
レトロウイルスは、逆転写のプロセスによって、感染細胞においてそれらのＲＮＡを二本
鎖ＤＮＡに変換する能力によって特徴付けられる群の二本鎖ＲＮＡウイルスである（Ｃｏ
ｆｆｉｎ、１９９０）。次いで、得られたＤＮＡは、細胞の染色体にプロウイルスとして
安定に組込み、そしてウイルスタンパク質の合成を指向する。この組込みは、レシピエン
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トの細胞およびその子孫におけるウイルス遺伝子配列の保持を生じる。レトロウイルスゲ
ノムは、３つの遺伝子（ｇａｇ、ｐｏｌ、およびｅｎｖ）を含み、これらはそれぞれ、カ
プシドタンパク質、ポリメラーゼ酵素およびエンベロープ成分をコードする。ｇａｇ遺伝
子から上流に見出される配列は、ゲノムのウイルスへのパッケージングのためのシグナル
を含む。２つの長末端反復（ＬＴＲ）配列は、ウイルスゲノムの５’および３’末端に存
在する。これらは、強力なプロモーターおよびエンハンサー配列を含み、そしてまた、宿
主細胞ゲノムへの組込みのために必要とされる（Ｃｏｆｆｉｎ、１９９０）。
【０１４０】
レトロウイルスベクターを構築するために、本発明の１つ以上のオリゴヌクレオチドまた
はポリヌクレオチド配列をコードする核酸が、複製欠失のウイルスを産生するために、特
定のウイルス配列のかわりにウイルスゲノムに挿入される。ビリオンを産生するために、
ｇａｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖを含むがＬＴＲおよびパッケージング成分を含まないパッケ
ージング細胞株が構築される（Ｍａｎｎら、１９８３）。ｃＤＮＡを含む組換えプラスミ
ドが、レトロウイルスＬＴＲおよびパッケージング配列と共にこの細胞株に導入される場
合（例えば、リン酸カルシウム沈降によって）、パッケージング配列により、組換えプラ
スミドのＲＮＡ転写物はウイルス粒子にパッケージングされ得、これは次いで、培地に分
泌される（ＮｉｃｏｌａｓおよびＲｕｂｅｎｓｔｅｉｎ、１９８８；Ｔｅｍｉｎ、１９８
６；Ｍａｒｕｎら、１９８３）。次いで、組換えレトロウイルスを含む培地を収集し、必
要に応じて濃縮し、そして遺伝子伝達のために使用する。レトロウイルスベクターは、広
範な様々な細胞型を感染し得る。しかし、組込みおよび安定な発現は、宿主細胞の分裂を
必要とする（Ｐａｓｋｉｎｄら、１９７５）。
【０１４１】
レトロウイルスベクターの特異的ターゲッティングを可能にするように設計された新規の
アプローチは、最近、ウイルスエンベロープにラクトース残基を化学的に付加することに
よるレトロウイルスの化学修飾に基づいて開発された。この修飾は、シアログリコタンパ
ク質レセプターを介する肝細胞の特異的感染を可能にし得る。
【０１４２】
組換えレトロウイルスのターゲッティングのための異なるアプローチが設計され、ここで
レトロウイルスエンベロープタンパク質および特異的細胞レセプターに対するビオチン化
抗体が使用された。これらの抗体は、ストレプトアビジンを使用することによってビオチ
ン成分を介して連結された（Ｒｏｕｘら、１９８９）。主な組織適合性結合体クラスＩお
よびクラスＩＩ抗体に対する抗体を使用して、これらはインビトロにおいてエコトロピッ
クウイルスで表面抗原に穴を開ける様々なヒト細胞の感染を示した（Ｒｏｕｘら、１９８
９）。
【０１４３】
（３．アデノ随伴ウイルス）
ＡＡＶ（Ｒｉｄｇｅｗａｙ、１９８８；ＨｅｒｍｏｎａｔおよびＭｕｚｙｃｓｋａ、１９
８４）は、アデノウイルス株の混入物として発見されたパルボウイルスである。これはい
ずれの疾患にも関連しない偏在性ウイルス（抗体は、ＵＳヒト集団の８５％に存在する）
である。これはまた、デペンドウイルスとして分類される。なぜなら、この複製物は、ア
デノウイルスのようなヘルパーウイルスの存在に依存するからである。５個の血清型が単
離され、このうちＡＡＶ－２は最もよく特徴付けされる。ＡＡＶは、カプシドタンパク質
であるＶＰ１、ＶＰ２およびＶＰ３にカプシド形成された一本差の線状ＤＮＡを有し、２
０～２４ｎｍの直径の正二十面体ビリオンを形成する（ＭｕｚｙｃｚｋａおよびＭｃＬａ
ｕｇｈｌｉｎ、１９８８）。
【０１４４】
ＡＡＶ　ＤＮＡは、約４．７キロ塩基長である。これは２つのオープンリーディングフレ
ームを含み、そして２つのＩＴＲにより隣接される。２つの主な遺伝子（ｒｅｐおよびｃ
ａｐ）がＡＡＶゲノム中に存在する。ｒｅｐ遺伝子は、ウイルス複製の原因となるタンパ
ク質についてコードし、一方ｃａｐは、カプシドタンパク質ＶＰ１～３についてコードす



(31) JP 5139618 B2 2013.2.6

10

20

30

40

50

る。各ＩＴＲは、Ｔ型ヘアピン構造を形成する。これらの末端反復は、染色体組込みのた
めのＡＡＶの必須シス成分のみである。従って、ＡＡＶは、送達のための遺伝子のカセッ
トによって除去および置換される全てのウイルスコード配列を有するベクターとして使用
され得る。３つのウイルスプロモーターが同定され、そしてそれらのマップ位置に従って
、ｐ５、ｐ１９およびｐ４０と命名された。ｐ５およびｐ１９からの転写は、ｒｅｐタン
パク質の産生を生じ、そしてｐ４０からの転写は、カプシドタンパク質を産生する（Ｈｅ
ｒｍｏｎａｔおよびＭｕｚｙｃｚｋａ、１９８４）。
【０１４５】
発現ベクターとしてｒＡＡＶを使用する可能性を研究するように研究者を促すいくつかの
因子が存在する。１つは、遺伝子を送達して宿主染色体に組込むための要件が驚くほど少
ないことである。これは、１４５ｂｐのＩＴＲ（これは、ＡＡＶゲノムのたった６％であ
る）を有することが必要である。これは、ベクターにおいて４．５ｋｂのＤＮＡ挿入物を
構築する余地がある。この運搬能力は、ＡＡＶが大きな遺伝子を送達することを妨げ得る
が、これは本発明のアンチセンス構築物を送達するために十分適切である。
【０１４６】
ＡＡＶはまた、その安全性に起因して送達ベシクルの良好な選択肢である。比較的複雑な
救出メカニズムが存在する。野生型アデノウイルスだけでなくＡＡＶ遺伝子がｒＡＡＶを
動員するために必要とされる。同様に、ＡＡＶは病原性ではなく、いずれの疾患にも関連
しない。ウイルスコード配列の除去は、ウイルス遺伝子発現に対する免疫反応を最小にし
、従ってｒＡＡＶは、炎症性応答を誘起しない。
【０１４７】
（４．発現構築物としての他のウイルスベクター）
本発明において、他のウイルスベクターは、宿主細胞へのオリゴヌクレオチドまたはポリ
ヌクレオチド配列の送達のための発現構築物として利用され得る。痘疹ウイルス（Ｒｉｄ
ｇｅｗａｙ、１９８８；Ｃｏｕｐａｒら、１９８８）、レンチウイルス、ポリオウイルス
およびヘルペスウイルスのようなウイルスに由来するベクターが利用され得る。これらは
、種々の哺乳動物細胞に対していくつかの魅力的な特性を提供する（Ｆｒｉｅｄｍａｎｎ
、１９８９；Ｒｉｄｇｅｗａｙ、１９８８；Ｃｏｕｐａｒら、１９８８；Ｈｏｒｗｉｃｈ
ら、１９９０）。
【０１４８】
欠損Ｂ型肝炎ウイルスの最近の認識によって、異なるウイルス配列の構造と機能の関係に
対して新しい見識が得られた。インビトロ研究は、ウイルスは、そのゲノムの８０％に至
る欠失にもかかわらず、ヘルパー依存性（ｈｅｌｐｅｒ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ）パッケー
ジングおよび逆方向転写のための能力を保持し得ることを示した（Ｈａｏｒｗｉｃｈら、
１９９０）。これは、大部分のゲノムは、外来の遺伝的材料によって置換され得ることを
示唆した。肝臓向性（ｈｅｐａｔｏｔｒｏｐｉｓｍ）および存続性（組込み）は、肝臓に
方向付けられた遺伝子転移にとって特に魅力的な特性である。Ｃｈａｎｇら（１９９１）
は、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）遺伝子を、ポリメラー
ゼ、表面、および前表面（ｐｒｅ－ｓｕｒｆａｃｅ）をコードする配列のかわりに、カモ
のＢ型肝炎ウイルスゲノムへ導入した。この遺伝子は、野生型ウイルスと共に、鳥類のヘ
パトーム細胞株へと同時トランスフェクトされた。高力価の組換えウイルスを含む細胞培
地を使用して、子ガモの初代肝細胞を感染させた。安定なＣＡＴ遺伝子発現は、トランス
フェクション後少なくとも２４日の間検出された（Ｃｈａｎｇら、１９９１）。
【０１４９】
（５．ウイルスを含まないベクター）
本発明のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド配列を発現させるために、発現構築
物は細胞へ送達されねばならない。この送達は、インビトロで、細胞株を形質転換するた
めの研究室の手順におけるように、あるいは、インビボまたはエキソビボで、ある疾患の
状態の処置におけるように、達成され得る。上に記載されるように、１つの送達のための
好ましい機構は、発現構築物が感染ウイルス粒子の中に封入されたウイルス感染を介する
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。
【０１５０】
一旦他の発現構築物が細胞内に送達された場合、所望のオリゴヌクレオチドまたはポリヌ
クレオチド配列をコードする核酸は、異なる部位に配置され、そして発現し得る。特定の
実施形態において、この構築物をコードする核酸は、細胞のゲノムの中へ安定に組み込ま
れ得る。この組込みは、相同の組換えによって特定の配置および配向にあり得る（遺伝子
置換）か、またはこれは、無作為な、特定されない位置に組み込まれ得る（遺伝子増強）
。なおさらなる実施形態において、核酸は、ＤＮＡの別のエピソーム部分として、細胞内
に安定に保持され得る。このような核酸部分または「エピソーム」は、宿主の細胞周期か
ら独立または同調して、保持および複製を可能とするのに十分な配列をコードする。発現
構築物がどのように細胞に送達されるか、および細胞のどこに核酸が留まるかは、利用さ
れる発現構築物の型に依存する。
【０１５１】
本発明の特定の実施形態において、１以上のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド
配列を含む発現構築物は、単に、裸の組換えＤＮＡまたはプラスミドからなり得る。この
構築物の転移は、細胞膜を物理的または化学的に透過させる、上記の任意の方法によって
行われ得る。これは、特にインビトロでの転移に対して利用可能であるが、これはまたイ
ンビボでの使用にも適用され得る。Ｄｕｂｅｎｓｋｙら（１９８４）は、成体および新生
児のマウスの肝臓および脾臓へリン酸カルシウム沈降物の形態で、ポリオーマウイルスＤ
ＮＡを首尾よく注入し、このマウスは、活発なウイルス複製および急性感染を示した。Ｂ
ｅｎｖｅｎｉｓｔｙおよびＲｅｓｈｅｆ（１９８６）らはまた、サルチル酸カルシウムを
沈降させたプラスミドの直接の腹腔内注射は、トランスフェクトした遺伝子の発現を引き
起こすことを示した。目的の遺伝子をコードするＤＮＡはまた、インビトロで同様の形式
で転移され、そして遺伝子産物を発現することが想像される。
【０１５２】
裸のＤＮＡ発現構築物を細胞へ転移するための本発明の別の実施形態は、粒子のボンバー
ドメントを含み得る。この方法は、ＤＮＡでコートされた微小発射体が細胞膜を貫通し、
そして細胞を殺傷することなく細胞内へ入ることを可能とする高い速度まで、微小発射体
を加速する能力に依存する（Ｋｌｅｉｎら、１９８７）。小さな粒子を加速するためのい
くつかのデバイスが開発されている。このようなデバイスの１つは、電流を発生させるた
めの高い電圧の放電に依存し、この電流は、代わりに、輸送力を提供する（Ｙａｎｇら、
１９９０）。使用された微小発射体は、タングステンまたは金のビーズのような生物学的
に不活性な物質から構成された。
【０１５３】
ラットおよびマウスの肝臓、皮膚ならびに筋肉組織を含む選択された器官は、インビボで
ボンバードされた（Ｙａｎｇら、１９９０；Ｚｅｌｅｎｉｎら、１９９１）。これは、銃
と標的器官との間のあらゆる介在組織を排除するために、組織または細胞の外科的露出を
必要とし得る（すなわち、エキソビボ処置）。再び、特定の遺伝子をコードするＤＮＡは
、この方法によって送達され得、そして依然として本発明によって組み込まれ得る。
【０１５４】
（ポリペプチド組成物）
本発明は、他の局面において、ポリペプチド組成物を提供する。一般に、本発明ポリペプ
チドは、哺乳動物種に由来する単離されたポリペプチド（あるいは、エピトープ、変異体
またはそれらの活性なフラグメント）である。好ましくは、ポリペプチドは、本明細書中
で開示されるポリヌクレオチド配列、または中程度にストリンジェントな条件下で、本明
細書中で開示されるポリヌクレオチド配列にハイブリダイズする配列によってコードされ
る。あるいは、ポリペプチドは、本明細書中で開示されるアミノ酸配列由来の連続したア
ミノ酸配列を含むか、または本明細書中で開示されるアミノ酸配列全体を含むポリペプチ
ドとして規定され得る。
【０１５５】
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免疫原性部分は、一般に、周知の技術（例えば、Ｐａｕｌ、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第３版、２４３－２４７（１９９３）およびその中で引用される参
考文献に概説される技術）を用いて同定され得る。このような技術としては、抗原特異的
抗体、抗血清および／またはＴ細胞株もしくはクローンと反応する能力についてのポリペ
プチドのスクリーニングが挙げられる。本明細書中で使用される場合、抗血清および抗体
は、抗原に特異的に結合する（すなわち、これらが、ＥＬＩＳＡまたは他の免疫アッセイ
においてタンパク質と反応し、そして関連しないタンパク質と検出可能に反応しない）場
合、「抗原特異的」である。このような抗血清および抗体は、本明細書中に記載されるよ
うに、そして周知の技術を用いて調製され得る。Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｓｐ．タ
ンパク質の免疫原性部分は、全長ポリペプチドの反応性より実質的に勝るとも劣らないレ
ベルで、（例えば、ＥＬＩＳＡおよび／またはＴ細胞反応アッセイにおいて）このような
抗血清および／またはＴ細胞と反応する部分である。このような免疫原性部分は、全長の
ポリペプチドの反応性と類似の、またはそれより高いレベルで、このようなアッセイ内で
反応し得る。このようなスクリーニングは、一般に、当業者に周知の方法（例えば、Ｈａ
ｒｌｏｗおよびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ（１９８８）に記載される方法）を用いて実施され得る。例えば、ポリペプチドは、
固体支持体に固定され、そして患者の血清と接触され、固定されたポリペプチドへの血清
内での抗体の結合を可能とし得る。次いで、結合しない血清は、除去され、そして結合し
た抗体は、例えば、１２５Ｉ標識されたプロテインＡを用いて検出され得る。
【０１５６】
ポリペプチドは、任意の種々の周知の技術を用いて調製され得る。上記のようにＤＮＡ配
列によってコードされる組換えポリペプチドは、当業者に公知の任意の種々の発現ベクタ
ーを用いて、ＤＮＡ配列から容易に調整され得る。発現は、組換えポリペプチドをコード
するＤＮＡ分子を含む発現ベクターで形質転換されるかまたはトランスフェクトされた任
意の適切な宿主細胞において達成され得る。適切な宿主細胞としては、原核生物、酵母お
よび高等真核細胞（例えば、哺乳動物細胞または植物細胞）が挙げられる。好ましくは、
使用される宿主細胞は、Ｅ．ｃｏｌｉ、酵母あるいは哺乳動物細胞株（例えば、ＣＯＳま
たはＣＨＯ）である。培養培地に組換えタンパク質またはポリペプチドを分泌する適切な
宿主／ベクター系由来の上清は、市販のフィルターを用いてまず濃縮され得る。濃縮後、
この濃縮物は、アフィニティマトリックスまたはイオン交換樹脂のような適切な精製マト
リックスに適用され得る。最後に、１以上の逆相ＨＰＬＣ工程が使用され、組換えポリペ
プチドをさらに精製し得る。
【０１５７】
本発明のポリペプチド、それらの免疫原性フラグメント、ならびに約１００アミノ酸未満
、そして一般に約５０アミノ酸未満を有する他の改変体はまた、当業者に周知の技術を用
いて、合成手段によって生成され得る。例えば、このようなポリペプチドは、任意の市販
の固相技術（例えば、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄの固相合成方法（この技術では、アミノ酸が
、成長するアミノ酸鎖に連続的に付加される））を用いて合成され得る。Ｍｅｒｒｉｆｉ
ｅｌｄ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９－２１４６（１９６３）を参照の
こと。ポリペプチドの自動合成のための装置は、Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ／Ａｐｐｌｉ
ｅｄ　ＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）のよ
うな供給者から市販され、そして製造者の指示に従って操作され得る。
【０１５８】
ある特定の実施形態において、ポリペプチドは、本明細書中に記載されるような複数のポ
リペプチドを含むか、または本発明に記載されるような少なくとも１つのポリペプチドお
よび無関係の配列（例えば、公知の腫瘍タンパク質）を含む融合タンパク質であり得る。
融合パートナーは、例えば、Ｔヘルパーエピトープ、好ましくはヒトによって認識される
Ｔヘルパーエピトープを提供するのを補助し得るか（免疫学的融合パートナー）、または
ネイティブな組換えタンパク質より高い収率でタンパク質を発現するのを補助し得る（発
現エンハンサー）。特定の好ましい融合パートナーは、免疫学的融合パートナーと発現増
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強融合パートナーとの両方である。他の融合パートナーは、タンパク質の溶解性を増大さ
せるため、またはタンパク質が所望の細胞内画分に対して標的化されることを可能とする
ために選択され得る。なおさらなる融合パートナーとしては、タンパク質の精製を容易に
するアフィニティータグが挙げられる。
【０１５９】
融合タンパク質は、一般に、化学結合体化を含む標準的技術を用いて調製され得る。好ま
しくは、融合タンパク質は、組換えタンパク質として発現され、発現系において、非融合
タンパク質と比較して、増大したレベルの産生を可能とする。簡潔にいうと、ポリペプチ
ド成分をコードするＤＮＡ配列は、別々に組み立てられ得、そして適切な発現ベクターへ
連結され得る。１つのポリペプチド成分をコードするＤＮＡ配列の３’末端は、ペプチド
リンカーありまたはなしで、第２のポリペプチド成分をコードするＤＮＡ配列の５’末端
に連結し、その結果、配列のリーディングフレームは、一致する。これは、両方の成分ポ
リペプチドの生物学的活性を保持する単一の融合タンパク質への翻訳を可能とする。
【０１６０】
ペプチドリンカー配列を使用して、各ポリペプチドが、その二次および三次構造へと折り
畳まれるのを確かめるのに十分な距離で第１および第２のポリペプチド成分を分離し得る
。このようなペプチドリンカー配列は、当該分野において周知の標準的な技術を用いて、
融合タンパク質へと組み込まれる。適切なペプチドリンカー配列は、以下の因子に基づい
て選択され得る：（１）可撓性の伸長されたコンフォメーションをとる能力；（２）第１
および第２のポリペプチド上の機能的エピトープと相互作用し得る二次構造をとることが
できないこと；および（３）ポリペプチドの機能的エピトープと反応し得る疎水性残基ま
たは荷電残基の欠如。好ましいペプチドリンカー配列は、Ｇｌｙ、ＡｓｎおよびＳｅｒ残
基を含む。他のほぼ中性のアミノ酸（例えば、ＴｈｒおよびＡｌａ）もまた、リンカー配
列において使用され得る。リンカーとして有用に使用され得るアミノ酸配列としては、Ｍ
ａｒａｔｅａら、Ｇｅｎｅ　４０：３９－４６（１９８５）；Ｍｕｒｐｈｙら、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８３：８２５８－８２６２（１９８６）；米国
特許第４，９３５，２３３号および米国特許第４，７５１，１８０号に開示されるアミノ
酸配列が挙げられる。リンカー配列は、一般に、１～約５０アミノ酸長であり得る。リン
カー配列は、第１および第２のポリペプチドが必須でないＮ末端アミノ酸領域（これは、
機能的ドメインを分離しそして位置的干渉を妨げるために使用され得る）を有する場合、
必要とされない。
【０１６１】
連結されたＤＮＡ配列は、適切な転写または翻訳調節エレメントに作動可能に結合される
。ＤＮＡの発現を担うこの調節エレメントは、第１のポリペプチドをコードするＤＮＡ配
列に対して５’側にのみ位置する。同様に、翻訳終らせるために必要とされる終止コドン
および転写終結シグナルは、第２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に対して３’側
にのみ存在する。
【０１６２】
融合タンパク質もまた提供される。このようなタンパク質は、無関係の免疫原性タンパク
質と共に、本明細書中に記載されるようなポリペプチドを含む。好ましくは、この免疫原
性タンパク質は、リコール応答を誘発し得る。このようなタンパク質の例としては、破傷
風、結核および肝炎タンパク質が挙げられる（例えば、Ｓｔｏｕｔｅら、Ｎｅｗ　Ｅｎｇ
ｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３３６：８６－９１（１９９７）を参照のこと）。
【０１６３】
好ましい実施形態において、免疫原性融合パートナーは、プロテインＤ（グラム陰性細菌
Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ｂの表面タンパク質）に由来する（ＷＯ
９１／１８９２６）。好ましくは、プロテインＤ誘導体は、このタンパク質のほぼ最初の
３分の１（例えば、最初のＮ末端の１００～１１０個のアミノ酸）を含み、そしてプロテ
インＤ誘導体は、脂質化（ｌｉｐｉｄａｔｅ）され得る。特定の好ましい実施形態におい
て、リポプロテインＤ融合パートナーの最初の１０９個の残基は、Ｎ末端に含まれ、ポリ
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ペプチドにさらなる外因性Ｔ細胞エピトープを提供し、そしてＥ．ｃｏｌｉにおける発現
レベルを増大させる（従って、発現エンハンサーとして機能する）。脂質の尾部は、抗原
提示細胞に対する、最適な抗原の提示を保証する。他の融合パートナーとしては、インフ
ルエンザウイルス由来の非構造的タンパク質ＮＳ１（血球凝集素）が挙げられる。典型的
には、Ｎ末端の８１アミノ酸が使用されるが、Ｔヘルパーエピトープを含む異なるフラグ
メントが使用され得る。
【０１６４】
別の実施形態において、免疫学的融合パートナーは、ＬＹＴＡとして公知のタンパク質、
またはその一部分（好ましくはＣ末端部分）である。ＬＹＴＡは、アミダーゼＬＹＴＡ（
ＬｙｔＡ遺伝子によってコードされる；Ｇｅｎｅ　４３：２６５－２９２（１９８６））
として公知のＮ－アセチル－Ｌ－アラニンアミダーゼを合成するＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ由来である。ＬＹＴＡは、ペプチドグリカン骨格において特
定の結合を特異的に分解する自己溶解素である。ＬＹＴＡタンパク質のＣ末端ドメインは
、コリンまたはいくつかのコリンアナログ（例えば、ＤＥＡＥ）に対する親和性を担う。
この特性は、融合タンパク質の発現に有用であるＥ．ｃｏｌｉ　Ｃ－ＬＹＴＡ発現プラス
ミドの開発のために活用された。アミノ末端でＣ－ＬＹＴＡフラグメントを含むハイブリ
ッドタンパク質の精製は、記載されている（Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：７９５
－７９８（１９９２）を参照のこと）。好ましい実施形態において、ＬＹＴＡの反復部分
は、融合タンパク質の中に取り込まれ得る。反復部分は、１７８残基で始まるＣ末端領域
において見出される。特に好ましい反復部分は、１８８残基～３０５残基を取り込む。
【０１６５】
一般的に、本明細書中に記載されるポリペプチド（融合タンパク質を含む）およびポリヌ
クレオチドは、単離される。「単離された」ポリペプチドまたはポリヌクレオチドは、そ
の本来の環境から取り出されたポリペプチドまたはポリヌクレオチドである。例えば、天
然系において共存する物質のいくつかまたは全てから分離される場合、天然に存在するタ
ンパク質は、単離される。好ましくは、このようなポリペプチドは、少なくとも約９０％
純粋、より好ましくは少なくとも約９５％純粋および最も好ましくは少なくとも約９９％
純粋である。ポリヌクレオチドは、例えば、天然な環境の一部でないベクター中にクロー
ンされる場合、単離されるとみなされる。
【０１６６】
（Ｔ細胞）
免疫治療組成物はまた、あるいは免疫治療組成物は、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ抗原に
特異的なＴ細胞を含み得る。このような細胞は、一般的に、標準的な手順を使用してイン
ビトロまたはエキソビボで調製され得る。例えば、Ｔ細胞は、市販されている細胞分離シ
ステム（例えば、Ｎｅｘｅｌｌ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．（Ｉｒｖｉｎｅ，
ＣＡ；米国特許第５，２４０，８５６号；米国特許第５，２１５，９２６号；ＷＯ８９／
０６２８０；ＷＯ９１／１６１１６およびＷＯ９２／０７２４３をまた参照のこと）から
入手可能なＩｓｏｌｅｘＴＭＳｙｓｔｅｍ）を使用して、骨髄、末梢血、または患者の骨
髄もしくは末梢血の画分から単離され得る。あるいは、Ｔ細胞は、関連もしくは非関連の
ヒト、非ヒト哺乳動物、細胞株または培養物由来であり得る。
【０１６７】
Ｔ細胞は、本発明のポリペプチド、このようなポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ド、および／またはこのようなポリペプチドを発現する抗原提示細胞（ＡＰＣ）で刺激さ
れ得る。このような刺激は、ポリペプチドに特異的なＴ細胞の生成が可能な十分な条件下
および時間で実行される。好ましくは、ポリペプチドまたはポリヌクレオチドは、送達ビ
ヒクル（例えば、ミクロスフェア）中に存在して、特異的Ｔ細胞の生成を容易にする。
【０１６８】
Ｔ細胞が、特異的に増殖するか、サイトカインを分泌するか、またはポリペプチドで被覆
されたか、もしくはポリペプチドをコードする遺伝子を発現する標的細胞を殺す場合、Ｔ
細胞は、本発明のポリペプチドに特異的であるとみなされる。Ｔ細胞特異性は、任意の種
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々の標準的な技術を使用して評価され得る。例えば、クロム放出アッセイまたは増殖アッ
セイにおいて、ネガティブコントロールと比較して溶解および／または増殖において２倍
より大きい増加の刺激指数は、Ｔ細胞特異性を示す。このようなアッセイは、例えば、Ｃ
ｈｅｎら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５４：１０６５－１０７０（１９９４）に記載される
ように実行され得る。あるいは、Ｔ細胞の増殖の検出は、種々の公知の技術によって達成
され得る。例えば、Ｔ細胞増殖は、ＤＮＡ合成の増加した速度を測定することによって（
例えば、トリチウム化チミジンを用いるＴ細胞のパルス標識培養物およびＤＮＡ中に取り
込まれたトリチウム化チミジンの量の測定によって）検出され得る。３～７日間の本発明
のポリペプチドとの接触（１００ｎｇ／ｍｌ～１００μｇ／ｍｌ、好ましくは２００ｎｇ
／ｍｌ～２５μｇ／ｍｌ）は、Ｔ細胞の増殖において少なくとも２倍の増加を生じるはず
である。２～３時間の上記の接触は、サイトカイン（例えば、ＴＮＦまたはＩＦＮ－γ）
放出のレベルにおける２倍の増加が、Ｔ細胞活性化の指標である標準的サイトカインアッ
セイを使用して測定されるような、Ｔ細胞の活性化を生じるはずである。（Ｃｏｌｉｇａ
ｎら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第一巻（１
９９８）を参照のこと）。ポリペプチド、ポリヌクレオチドまたはポリペプチド発現ＡＰ
Ｃに応答して活性化されたＴ細胞は、ＣＤ４＋および／またはＣＤ８＋であり得る。タン
パク質特異的Ｔ細胞は、標準的技術を使用して増殖され得る。好ましい実施形態において
、Ｔ細胞は、患者、関連ドナー、または非関連ドナー由来であり、そして刺激および増殖
の後に患者に投与される。
【０１６９】
治療的目的のために、ポリペプチド、ポリヌクレオチドまたはＡＰＣに応答して増殖する
ＣＤ４＋Ｔ細胞またはＣＤ８＋Ｔ細胞は、インビトロまたはインビボで数の上で増殖され
得る。インビトロでのこのようなＴ細胞の増殖は、種々の方法において達成され得る。例
えば、Ｔ細胞は、Ｔ細胞増殖因子（例えば、インターロイキン－２）および／もしくはポ
リペプチドを合成する刺激細胞の添加を伴ってかまたは伴わずに、ポリペプチド、または
このようなポリペプチドの免疫原性部分に対応する短いペプチドに対して再曝露され得る
。あるいは、タンパク質の存在下で増殖する１つ以上のＴ細胞は、クローニングによって
数の上で増殖され得る。細胞をクローニングする方法は、当該分野で周知であり、そして
限定希釈を含む。
【０１７０】
（薬学的組成物）
さらなる実施形態において、本発明は、細胞もしくは動物への投与のための、薬学的に受
容可能な溶液または生理学的に受容可能な溶液中の、単独でかあるいは１つ以上の他の治
療様式と組み合わせてのいずれかでの、本明細書中で開示される１つ以上のポリヌクレオ
チド、ポリペプチド、Ｔ細胞および／または抗体組成物の処方物に関する。このような組
成物はまた、診断的使用のために有用である。
【０１７１】
所望の場合、本明細書中に開示されるポリペプチドを発現する核酸セグメント、ＲＮＡ、
ＤＮＡまたはＰＮＡ組成物が、他の薬剤および、例えば他のタンパク質またはポリペプチ
ドあるいは種々の薬学的に活性な薬剤と組み合わせて投与され得ることがまた、理解され
る。実際に、さらなる薬剤が、標的細胞または宿主組織との接触において有意な悪影響を
生じないことを考慮すると、また含まれ得る他の成分に対して実質的には限定は存在しな
い。従って、この組成物は、特定の例において必要とされる種々の他の薬剤と共に送達さ
れ得る。このような組成物は、宿主細胞または他の生物学的供給源から精製され得るか、
あるいは、本明細書中に記載されるように化学的に合成され得る。同様に、このような組
成物はさらに、置換されたまたは誘導体化されたＲＮＡまたはＤＮＡ組成物を含む。
【０１７２】
薬学的に受容可能な賦形剤およびキャリア溶液の処方は、種々の処置レジメン（例えば、
経口、非経口、静脈内、鼻腔内、および筋内投与および処方を含む）で本明細書中に記載
される特定の組成物を使用する、適切な用量および処置レジメンの開発と同様、当業者に
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周知である。
【０１７３】
（１．経口送達）
特定の適用において、本明細書中に開示される薬学的組成物は、動物への経口投与を介し
て送達される。このように、これらの組成物は、不活性の賦形薬と共にもしくは同化可能
な食用キャリアと共に処方され得るか、またはこれらの組成物は、硬殻ゼラチンカプセル
もしくは軟殻ゼラチンカプセルに封入され得るか、またはこれらの組成物は、錠剤中に圧
縮され得るか、またはこれらの組成物は、治療食の食物と共に直接取り込まれ得る。
【０１７４】
活性化合物でさえ、賦形剤と共に取り込まれ、そして摂取錠剤、バッカル錠、トローチ、
カプセル剤、エリキシル剤、懸濁剤、シロップ剤、カシェ剤などの形態で使用される（Ｍ
ａｔｈｉｏｗｉｔｚら、１９９７；Ｈｗａｎｇら、１９９８；米国特許第５，６４１，５
１５号；米国特許第５，５８０，５７９号および米国特許第５，７９２，４５１号、それ
ぞれは、その全体が参考として明確に本明細書中に援用される）。錠剤、トローチ、丸剤
、カプセル剤などもまた、以下：結合剤（ガムトラガント、アカシア、コーンスターチ、
またはゼラチンなど）；賦形剤（リン酸二カリウムなど）；崩壊剤（コーンスターチ、ポ
テトスターチ、アルギン酸など）；滑沢剤（ステアリン酸マグネシウム）；および甘味剤
（添加され得るスクロース、ラクトースもしくはサッカリンなど）または香味剤（ペッパ
ーミント、ウィンターグリーンオイル、またはチェリー香味など）を含み得る。投薬単位
形態が、カプセル剤である場合、上記の型の材料に加えて、液体キャリアを含み得る。コ
ーティング剤としてか、または他に投薬単位の物理的形態を改変するために、種々の他の
物質が、存在し得る。例えば、錠剤、丸剤またはカプセル剤は、シェラック、砂糖、また
は両方でコートされ得る。エリキシルのシロップ剤は、活性化合物、甘味剤としてスクロ
ース、防腐剤としてメチルおよびプロピルパラベン、色素ならびに香味剤（チェリーまた
はオレンジ香味など）を含み得る。もちろん、任意の投薬単位形態を調製する際に使用す
る任意の材料は、薬学的にきれいで、そして使用される量において実質的に無毒性でなけ
ればならない。さらに、活性化合物は、持続放出調製物および処方物中に組み込まれ得る
。
【０１７５】
代表的に、これらの処方物は、少なくとも約０．１％以上の活性化合物を含み得るが、活
性成分のパーセンテージは、もちろん変化し得、そして都合よく総処方物の重量または容
量の約１％もしくは２％と約６０％もしくは７０％以上との間である。自然に、各治療的
に有用な組成物中の活性化合物の量は、適切な投薬が、化合物の任意の所定の単位用量に
おいて得られるような方法で調製され得る。溶解度、生物学的利用能、生物学的半減期、
投与経路、生成物貯蔵寿命、および他の薬理学的考慮などの因子は、このような薬学的処
方物を調製する当業者によって意図され、そのため、種々の投薬および処置のレジメンが
、所望され得る。
【０１７６】
あるいは、経口投与について、本発明の組成物は、うがい薬、歯磨き剤、バッカル錠、経
口スプレー、または舌下経口的投与処方物の形態で１つ以上の賦形剤と共に組み込まれ得
る。例えば、うがい薬は、適切な溶媒（ホウ酸ナトリウム溶液（Ｄｏｂｅｌｌ’ｓ溶液）
など）中に必要とされる量で活性成分を組み込んで調製され得る。あるいは、活性成分は
、経口溶液中（ホウ酸ナトリウム、グリセリンおよび炭酸水素カリウムを含む溶液など）
に組み込まれるか、または歯磨き剤に分散されるか、または水、結合剤、研磨剤、香味剤
、発泡剤、および湿潤剤を含み得る組成物に治療的に有効な量で加えられ得る。あるいは
、組成物は、舌下に置かれ得るかまたは別に口の中で溶解される錠剤または溶液型に形成
され得る。
【０１７７】
（２．注入可能送達）
特定の状況において、米国特許第５，５４３，１５８号；米国特許第５，６４１，５１５
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号および米国特許５，３９９，３６３号（各々は、その全体が参考として明確に本明細書
中に援用される）に記載されるように本明細書中に開示される薬学的組成物を非経口に、
静脈内に、筋肉内にまたは腹腔内でさえ送達することが所望される。遊離塩基または薬学
的に受容可能な塩としての活性化合物の溶液は、界面活性剤（ヒドロキシプロピルセルロ
ースなど）と適度に混合された水において調製され得る。分散はまた、グリセロール、液
体ポリエチレングリコール、およびそれらの混合物中で、ならびに油中で調製され得る。
貯蔵および使用の通常の条件下で、これらの調製物は、微生物の増殖を阻止するため防腐
剤を含む。
【０１７８】
注入可能な使用に適切な薬学的形態は、滅菌注入可能な溶液または分散剤の即時調製のた
めの滅菌水溶液または分散剤および滅菌粉体を含む（米国特許第５，４６６，４６８号、
その全体が参考として明確に本明細書中に援用される）。全ての場合において、形態は、
滅菌されるべきであり、簡単な注入能力がある程度まで流動性であるべきである。形態は
、製造および貯蔵条件下で安定であるべきであり、そして微生物（例えば、細菌および真
菌）の汚染行為に対して保護されるべきである。キャリアは、溶媒または分散培地（例え
ば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、およ
び液体ポリエチレングリコールなど）、適切なそれらの混合物、および／または植物性油
を含む）であり得る。適切な流動率は、例えば、コーティング剤（例えば、レシチン）の
使用によって、分散の場合には必要とされる粒子サイズの維持によって、および界面活性
剤の使用によって維持され得る。微生物の作用の予防は、種々の抗細菌および抗真菌薬剤
（例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメローサルなど）
によって促進され得る。多くの場合において、等張剤（例えば、砂糖または塩化ナトリウ
ム）を含むことが好ましい。注入可能な組成物の持続性の吸収は、吸収遅延剤の組成物（
例えばモノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチン）における使用によって引き起こさ
れ得る。
【０１７９】
例えば、水溶液の非経口投与のために、必要であれば溶液は適切に緩衝化され、そして液
体の希釈液は、最初に十分な生理食塩水またはグルコースで等張性を与えられるべきであ
る。これらの特定の水溶液は、特に、静脈内投与、筋肉内投与、皮下投与、および腹腔内
投与に適する。これに関連して、使用され得る滅菌した水溶性の媒体が本開示から考慮し
て当業者に公知である。例えば、１回の投与量が、１ｍｌの等張性のＮａＣｌ溶液に溶解
され得、そして１０００ｍｌの皮下注入流体へ添加され得るかまたは提案された注入部位
へ注入され得るかのいずれかである（例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃ
ｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１５版、ｐｐ．１０３５～１０３８および１５７
０～１５８０を参照のこと）。処置される被験体の状態に依存して投与量のいくつかのバ
リエーションが必然的に生じる。いずれにしても、投与責任がある人が個々の被験体に対
する適切な用量を決定する。さらに、ヒトへの投与のために、調製物は、ＦＤＡ生物製剤
局の基準により要求される無菌性基準、パイロジェン性基準（ｐｙｒｏｇｅｎｉｃｉｔｙ
）、ならびに一般的な安全性基準および純度基準を満たすべきである。
【０１８０】
滅菌した注射可能な溶液は、上記に列挙された種々の他の成分を有する適切な溶媒中に必
要な量で活性な化合物を組み込むことにより調製され、必要に応じてその後濾過滅菌され
る。分散物は、一般的に、種々の滅菌した活性成分を基本的な分散媒体および上記に列挙
されたこれらに由来する必要な他の成分を含む滅菌ビヒクルに組み込むことにより調製さ
れる。滅菌した注射可能な溶液の調製物のための滅菌粉末の場合、好ましい調製方法は減
圧乾燥技術および凍結乾燥技術であり、これらは、活性成分の粉末およびあらかじめ濾過
滅菌したこれらの溶液由来のさらに所望の任意の成分の粉末を得る技術である。
【０１８１】
本明細書中で開示された組成物は、中性または塩の形態で処方され得る。薬学的に受容可
能な塩として、酸付加塩（タンパク質の遊離アミノ基で形成された）が挙げられ、これら
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は無機酸（例えば、塩酸またはリン酸など）、または有機酸（酢酸、シュウ酸、酒石酸、
マンデル酸など）で形成される。遊離カルボキシル基で形成された塩もまた、無機塩基（
例えば、ナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、または水酸化第二鉄など）
および有機塩基（イソプロピルアミン、トリメチルアミン、ヒスチジン、プロカインなど
）から誘導され得る。処方に関して、溶液が、投与処方物と適合する様式で投与され、こ
のような量で治療的に有効である。注射可能な溶液、薬物放出カプセルなどのような種々
の投与形態で、処方物が容易に投与される。
【０１８２】
本明細書中で使用される場合、「キャリア」として、任意のそして全ての溶媒、分散媒体
、ビヒクル、コーティング剤、希釈液、抗菌剤ならびに抗真菌剤、等張剤ならびに吸収遅
延剤、緩衝液、キャリア溶液、懸濁液、コロイドなどが挙げられる。薬学的活性物質のた
めのこのような媒体および薬剤の使用は当業者に周知である。従来の任意の媒体または薬
剤が活性成分と不適合である範囲を除き、治療的組成物におけるその使用が企図される。
補助的な活性成分がまた、組成物に組み込まれ得る。
【０１８３】
句「薬学的に受容可能」とは、ヒトへ投与される場合に、アレルギー反応または類似の有
害反応を生じない分子実体および組成物を言う。活性成分としてタンパク質を含む水性組
成物の調製物が、当業者に周知である。代表的には、このような組成物は注射可能に、液
体溶液または懸濁液のいずれかとして調製され；注射の前に液体中への溶解または懸濁に
適した固形形態もまた調製され得る。調製物はまた、乳化され得る。
【０１８４】
（３．経鼻送達）
特定の実施形態において、薬物学的組成物は、鼻腔スプレー、吸入、および／または他の
エアロゾルの送達ビヒクルにより送達され得る。経鼻エアロゾルスプレーを介して直接肺
に遺伝子、核酸、およびペプチドの組成物を送達する方法が記載されてきた（例えば、米
国特許第５，７５６，３５３号および米国特許第５，８０４，２１２号（各々その全体が
参考として本明細書中で詳細に援用される））。同様に、鼻腔微粒子樹脂（Ｔａｋｅｎａ
ｇａら、１９９８）およびリゾホスファチジル－グリセロール化合物（米国特許第５，７
２５，８７１号、その全体が参考として本明細書中で詳細に援用される）を使用する薬物
送達はまた、薬学分野で周知である。同様に、ポリテトラフルオロエチレン支持マトリッ
クス形態の粘膜輸送による薬物送達が米国特許第５，７８０，０４５号（その全体が参考
として詳細に援用される）に記載される。
【０１８５】
（４．リポソーム－媒介送達、ナノカプセル－媒介送達、およびマイクロ粒子－媒介送達
）
特定の実施形態において、発明者らは、本発明の組成物の適切な宿主細胞への導入のため
にリポソーム、ナノカプセル、マイクロ粒子、ミクロスフェア、脂質粒子、ビヒクルなど
の使用を企図する。特に、本発明の組成物は、脂質粒子、リポソーム、小胞、ナノスフェ
アまたはナノ粒子などのいずれかにカプセル化された送達のために処方され得る。
【０１８６】
このような処方物は本明細書中に開示された核酸または構築物の薬学的に受容可能な処方
物の導入のために好まれ得る。リポソームの形成および使用は一般的に当業者に公知であ
る（例えば、Ｃｏｕｖｒｅｕｒら、１９７７；Ｃｏｕｖｒｅｕｒ、１９８８；Ｌａｓｉｃ
、１９９８を参照のこと；これらは、細胞内細菌感染および疾患に対する標的化された抗
生物質治療におけるリポソームおよびナノカプセルの使用を記載する）。最近、血清の安
定性および循環半減期が改善されたリポソームが開発された（ＧａｂｉｚｏｎおよびＰａ
ｐａｈａｄｊｏｐｏｕｌｏｓ、１９８８；ＡｌｌｅｎおよびＣｈｏｕｎ、１９８７；米国
特許第５，７４１，５１６号、その全体が本明細書中で参考として詳細に援用される）。
さらに、潜在的な薬物キャリアとしてリポソーム様調製物およびリポソーム様調製物の種
々の方法が総説されてきた（Ｔａｋａｋｕｒａ、１９９８；Ｃｈａｎｄｒａｎら、１９９
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７；Ｍａｒｇａｌｉｔ、１９９５；米国特許第５，５６７，４３４号；米国特許第５，５
５２，１５７号；米国特許第５，５６５，２１３号；米国特許第５，７３８，８６８号お
よび米国特許第５，７９５，５８７号、各々その全体が本明細書中で参考として詳細に援
用される）。
【０１８７】
他の手順によるトランスフェクションに対して通常は、耐性の多数の細胞型（Ｔ細胞の懸
濁液、初代肝細胞培養物およびＰＣ１２細胞を含む）でリポソームがうまく使用された（
Ｒｅｎｎｅｉｓｅｎら、１９９０；Ｍｕｌｌｅｒら、１９９０）。さらに、リポソームは
、ウイルスに基いた送達系の典型であるＤＮＡ長の制限がない。遺伝子、薬物（Ｈｅａｔ
ｈおよびＭａｒｔｉｎ、１９８６；Ｈｅａｔｈら、１９８６；Ｂａｌａｚｓｏｖｉｔｓら
、１９８９；ＦｒｅｓｔａおよびＰｕｇｌｉｓｉ、１９９６）、放射線治療剤（Ｐｉｋｕ
ｌら、１９８７）、酵素（Ｉｍａｉｚｕｍｉら、１９９０ａ；Ｉｍａｉｚｕｍｉら、１９
９０ｂ）、ウイルス（ＦａｌｌｅｒおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ、１９８４）、転写因子お
よびアロステリックエフェクター（ＮｉｃｏｌａｕおよびＧｅｒｓｏｎｄｅ、１９７９）
を種々の培養された細胞株および動物に効果的に導入するためにリポソームが使用されて
きた。さらに、リポソームに媒介された薬物送達の有効性を審査するいくつかの成功した
臨床試験が終了している（Ｌｏｐｅｚ－Ｂｅｒｅｓｔｅｉｎら、１９８５ａ；１９８５ｂ
；Ｃｏｕｎｅ、１９８８；Ｓｃｕｌｉｅｒら、１９８８）。さらに、いくつかの研究によ
って、リポソームの使用が全身送達後の自己免疫応答、毒性、または性腺の局在化と関連
しないことが示唆される（ＭｏｒｉおよびＦｕｋａｔｓｕ、１９９２）。
【０１８８】
リポソームは水性の媒体に分散されるリン脂質から形成され、そして多重層の同心状二重
層の小胞（多重層の小胞（ＭＬＶ）とも呼ばれる）を自然に形成する。一般的にＭＬＶは
２５ｎｍ～４μｍの直径を有する。ＭＬＶの超音波処理は、２００～５００Åの範囲の直
径を有する小さな単層の小胞（ＳＵＶ）（核に水溶液を含む）の形成を生じる。
【０１８９】
リポソームは細胞膜の類似物を保有し、そして本発明との組み合わせにおいてペプチド組
成物のためのキャリアとしての使用を企図される。これらは、水に可溶性の物質および脂
質に可溶性の物質の両者が捕捉され得る場合、（すなわち、それぞれ水性の空間中、およ
び二重膜自体の内部にある場合に）広く適している。薬物を保有するリポソームは、リポ
ソームの処方を選択的に改変することにより活性薬物の部位特異的送達のために、さらに
使用され得ることが可能である。
【０１９０】
Ｃｏｕｖｒｅｕｒら（１９７７；１９８８）の教示に加えて、以下の情報が、リポソーム
の処方物の作製に利用され得る。リン脂質は、脂質　対　水のモル比に依存して、水中に
分散した場合、リポソーム以外の種々の構築物を形成し得る。低い比で、リポソームは好
ましい構築物である。リポソームの物理的特徴はｐＨ、イオン強度および二価のカチオン
の存在に依存する。リポソームは、イオン性物質および極性物質に対して低い透過性を示
し得るが、上昇した温度で相転移を起こし、リポソームの透過性が顕著に変化する。相転
移は、ゲル状態として公知のきっちり詰まった整列した構築物から、流動状態として公知
のゆるく詰まったより整列していない構築物への変化を含む。これは特徴的な相転移温度
で起こり、そしてイオン、糖および薬物に対する透過性の増加を生じる。
【０１９１】
温度に加えて、タンパク質への曝露がリポソームの透過性を変化し得る。特定の可溶性の
タンパク質（チトクロムｃなど）は結合し、変形し、そして二重膜を透過することにより
透過性の変化を生じる。コレステロールは、リン脂質をよりきつく詰めることにより明ら
かにタンパク質の浸透を阻害する。抗生物質の送達およびインヒビターの送達のための最
も有用なリポソーム処方物は、コレステロールを含むことが企図される。
【０１９２】
溶質を捕捉する能力は、異なるリポソームの型の間で変化する。例えば、ＭＬＶは溶質の
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捕捉においてで中程度の効率であるが、ＳＵＶは非常に非効率的である。ＳＵＶは大きさ
の分布において均一性および再現性の利点を提供する。しかし、大きさと捕捉する効率の
間の妥協点は大きな単層の小胞（ＬＵＶ）により提供される。これらはエーテルエバポレ
ーションにより調製され、そして溶質の捕捉においてＭＬＶよりも３から４倍効率的であ
る。
【０１９３】
リポソームの特徴に加えて、化合物を捕捉することにおける重要な決定因子は、化合物自
身の物理科学的性質である。極性化合物は水性の空間に捕捉され、そして非極性の化合物
は小胞の脂質二重層に結合する。極性化合物は、透過により、または二重層が破壊された
場合に放出されるが、非極性化合物は温度または脂質タンパク質への曝露により二重層が
破壊されない限り二重層に付着したままである。両方の型は、相転移温度で最大流出速度
を示す。
【０１９４】
４つの異なるメカニズムを介してリポソームと細胞が相互作用する：細網内皮系の食細胞
（マクロファージおよび好中球など）によるエンドサイトーシス；非特異的な弱い疎水性
の力もしくは弱い静電気的な力、または細胞表面の成分との特定の相互作用のいずれかに
よる細胞表面への吸着；原形質膜へのリポソームの脂質二重膜の挿入による原形質細胞膜
との融合、続いて細胞質へのリポソームの内容物の同時放出；そして、リポソームの内容
物の結合のないリポソーム脂質の細胞膜または細胞成分膜（ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ　ｍ
ｅｍｂｒａｎｅ）への転移による（逆も同様）。どのメカニズムが作用するか決定するこ
と、および１より多くを同時に操作し得ることは、しばしば難しい。
【０１９５】
静脈内に注射されたリポソームの運命および性質は、それらの物理的性質（大きさ、流動
性、および表面の電荷など）に依存する。これらはその組成物に依存して、時間または日
単位で組織中で持続し得、そして血中半減期は分から数時間の範囲である。ＭＬＶおよび
ＬＵＶなどの大きいリポソームは、細網内皮系の食細胞により迅速に取りこまれるが、生
理学的な循環系は、ほとんどの部位でこのような大きな種の流出を抑制する。これらは、
毛質状の内皮（肝臓または脾臓の洞様毛細血管など）に存在する大きな開口または大きな
孔のある場所にしか流出できない。従って、これらの器官は取りこみの主な部位である。
一方、ＳＵＶは広範な組織分布を示すが、なお肝臓および脾臓に大きく離されている。一
般的に、インビボでのこの挙動は、リポソームの標的化の能力を、これらの大きいサイズ
が利用し易いこれらの器官および組織のみに限定する。これらとして、血液、肝臓、脾臓
、骨髄、およびリンパ様器官が挙げられる。
【０１９６】
標的化は、一般的に、本発明において限定されない。しかし、特定の標的化が所望される
場合、このことを達成するための方法が利用可能である。抗体をリポソーム表面と結合さ
せ、方向付けるために抗体が使用され得、そして、特定の抗原レセプターに対する組成物
の薬物の内容物は、特定の細胞の型の表面上に位置する。糖質の決定因子（細胞－細胞の
認識、相互作用および接着において役割を果たす糖タンパク質または糖脂質の細胞表面成
分）もまた、特定の細胞型へリポソームを方向付ける能力を有する認識部位として使用さ
れ得る。リポソームの調製物はほとんど、静脈内注射が使用されることが企図されるが、
他の投与経路もまた考えられる。
【０１９７】
あるいは、本発明は、本発明の組成物の薬学的に受容可能なナノカプセル処方物を提供す
る。ナノカプセルは、一般的に安定かつ再生可能な様式で化合物を捕らえる（Ｈｅｎｒｙ
－Ｍｉｃｈｅｌｌａｎｄら、１９８７；Ｑｕｉｎｔａｎａｒ－Ｇｕｅｒｒｅｒｏら、１９
９８；Ｄｏｕｇｌａｓら、１９８７）。細胞内の重合体の過剰負荷に起因する副作用を回
避するために、このような超微細粒子（約０．１μｍのサイズ）は、インビボで分解可能
なポリマーを用いて設計されるべきである。これらの要求に合う生分解性ポリアルキルシ
アノアクリレートナノ粒子が、本発明における使用に意図される。このような粒子は、記
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載される（Ｃｏｕｖｒｅｕｒら、１９８０；１９８８；ｚｕｒ　Ｍｕｈｌｅｎら、１９９
８；Ｚａｍｂａｕｘら、１９９８；Ｐｉｎｔｏ－Ａｌｐｈａｎｄｒｙら、１９９５、およ
び米国特許第第５，１４５，６８４号（これらは、その全体において本明細書中に詳細に
参考として援用される））ように、容易に作製され得る。
【０１９８】
（ワクチン）
本発明の特定の好ましい実施形態においては、ワクチンが提供される。このワクチンは、
一般的に、免疫賦活剤と組み合わせて、上記で考察されるような１つ以上の薬学的組成物
を含む。免疫賦活剤は、外来性の抗原に対する免疫応答（抗体媒介性および／または細胞
媒介性）を向上または増強させる任意の物質であり得る。免疫賦活剤の例としては、アジ
ュバント、生分解性ミクロスフェア（例えば、ポリ乳酸ガラクチド）およびリポソーム（
この中に化合物が組み込まれる；例えば、Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ、米国特許第４，２３５，
８７７号を参照のこと）が挙げられる。ワクチン調製物は、一般的に、例えば、Ｐｏｗｅ
ｌｌおよびＮｅｗｍａｎ（編）、Ｖａｃｃｉｎｅ　Ｄｅｓｉｇｎ（ｔｈｅ　ｓｕｂｕｎｉ
ｔ　ａｎｄ　ａｄｊｕｖａｎｔ　ａｐｐｒｏａｃｈ）（１９９５）に記載される。本発明
の範囲内の薬学的組成物およびワクチンはまた、他の化合物に含まれ得、この化合物は、
生物学的に活性であっても不活性であってもよい。例えば、他の腫瘍抗原の１つ以上の免
疫原性部分が、融合ポリペプチドに組み込まれてか、または別個の化合物としてのいずれ
かで、この組成物またはワクチン中に存在し得る。
【０１９９】
例示的なワクチンは、上記のようなポリペプチドのうちの１つ以上をコードするＤＮＡを
含み得、その結果、このポリペプチドは、インサイチュで産生される。上記のように、こ
のＤＮＡは、当業者に公知の種々の送達系（核酸発現系、細菌およびウイルス発現系を含
む）のいずれかにおいて存在し得る。多数の遺伝子送達技術が当該分野において周知であ
り、例えば、Ｒｏｌｌａｎｄ，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｔｈｅｒａｐ．Ｄｒｕｇ　Ｃａｒｒｉ
ｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　１５：１４３－１９８（１９９８）およびそこに引用される参考
文献に記載される技術がある。適切な核酸発現系は、患者における発現のために必要なＤ
ＮＡ配列（例えば、適切なプロモーターおよび終止シグナル）を含む。細菌送達系は、そ
の細胞表面上でこのポリペプチドの免疫原性部分を発現するか、またはこのようなエピト
ープを分泌する細菌（例えば、Ｂａｃｉｌｌｕｓ－Ｃａｌｍｅｔｔｅ－Ｇｕｅｒｒｉｎ）
の投与を含む。好ましい実施形態においては、ＤＮＡは、ウイルス発現系（例えば、ワク
シニアウイルスまたは他のポックスウイルス、レトロウイルス、またはアデノウイルス）
を用いて導入され得、これは非病原性（欠損）の複製コンピテントなウイルスの使用を含
み得る。適切な系は、例えば、以下に開示される：Ｆｉｓｈｅｒ－Ｈｏｃｈら、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：３１７－３２１（１９８９）；Ｆｌｅｘ
ｎｅｒら、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．５６９：８６－１０３（１９８９）；Ｆ
ｌｅｘｎｅｒら、Ｖａｃｃｉｎｅ　８：１７－２１（１９９０）；米国特許第４，６０３
，１１２号、同第４，７６９，３３０号、および同第５，０１７，４８７号；ＷＯ８９／
０１９７３；米国特許第４，７７７，１２７号；ＧＢ２，２００，６５１；ＥＰ０，３４
５，２４２；ＷＯ９１／０２８０５；Ｂｅｒｋｎｅｒ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　６
：６１６－６２７（１９８８）；Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５２：４３
１－４３４（１９９１）；Ｋｏｌｌｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ　９１：２１５－２１９（１９９４）；Ｋａｓｓ－Ｅｉｓｌｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：１１４９８－１１５０２（１９９３）；Ｇｕｚｍ
ａｎら、Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ　８８：２８３８－２８４８（１９９３）；およびＧｕ
ｚｍａｎら、Ｃｉｒ．Ｒｅｓ．７３：１２０２－１２０７（１９９３）。ＤＮＡをこのよ
うな発現系に組み込むための技術は、当業者に周知である。ＤＮＡはまた、例えば、Ｕｌ
ｍｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５９：１７４５－１７４９（１９９３）に記載され、そし
てＣｏｈｅｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５９：１６９１－１６９２（１９９３）により概説さ
れるように、「裸（ｎａｋｅｄ）」であり得る。裸のＤＮＡの取込みは、このＤＮＡを生
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分解性ビーズにコーティングすることによって増加され得、これは、細胞中に効率的に輸
送される。ワクチンは、ポリヌクレオチド成分およびポリペプチド成分の両方を含み得る
ことは明らかである。このようなワクチンは、増強された免疫応答を提供し得る。
【０２００】
ワクチンは、本明細書中で提供されるポリヌクレオチドおよびポリペプチドの薬学的に受
容可能な塩を含み得ることが明らかである。このような塩は、薬学的に受容可能な非毒性
の塩基（有機塩基（例えば、一級アミン、二級アミンおよび三級アミンならびに塩基性ア
ミノ酸の塩））および無機塩基（例えば、ナトリウム塩、カリウム塩、リチウム塩、アン
モニウム塩、カルシウム塩およびマグネシウム塩）を含む）から調製され得る。
【０２０１】
当業者に公知の任意の適切なキャリアは、本発明のワクチン組成物において使用され得る
が、キャリアの型は、投与の様式に依存して変化する。本発明の組成物は、任意の適切な
投与の様式（例えば、局所投与、経口投与、鼻腔内投与、静脈内投与、頭蓋内投与、腹腔
内投与、皮下投与または筋内投与を含む）のために処方され得る。非経口投与（例えば、
皮下注射）のためには、キャリアは、好ましくは、水、生理食塩水、アルコール、脂肪、
ロウまたは緩衝液を含む。経口投与のためには、上記のキャリアまたは固体キャリア（例
えば、マンニトール、ラクトース、スターチ、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナ
トリウム、滑石粉、セルロース、グルコース、スクロースおよび炭酸マグネシウム）が使
用され得る。生分解性ミクロスフェア（例えば、ポリ乳酸ポリグリコレート）はまた、本
発明の薬学的組成物のためのキャリアとして使用され得る。適切な生分解性ミクロスフェ
アは、例えば、米国特許第４，８９７，２６８号；同第５，０７５，１０９号；同第５，
９２８，６４７号；同第５，８１１，１２８号；同第５，８２０，８８３号；同第８，８
５３，７６３号；同第５，８１４，３４４号；および同第５，９４２，２５２号に開示さ
れる。米国特許第５，９２８，６４７号に記載される粒子状タンパク質複合体を含むキャ
リアもまた使用され得、これは、宿主においてクラスＩ－制限細胞障害性Ｔリンパ球応答
を誘導し得る。
【０２０２】
このような組成物はまた、緩衝液（例えば、中性緩衝化生理食塩水またはリン酸緩衝化生
理食塩水）、炭水化物（例えば、グルコース、マンノース、スクロースまたはデキストラ
ン）、マンニトール、タンパク質、ポリペプチドまたはアミノ酸（例えば、グリシン）、
抗酸化剤、静菌剤、キレート剤（例えば、ＥＤＴＡまたはグルタチオン）、アジュバント
（例えば、水酸化アルミニウム）、この処方物を、レシピエントの血液と等張、低浸透圧
または弱高浸透圧にする溶質、懸濁剤、濃化剤および／または保存剤を含み得る。あるい
は、本発明の組成物は、凍結乾燥剤として処方され得る。化合物はまた、周知の技術を用
いてリポソームにカプセル化され得る。
【０２０３】
任意の種々の免疫賦活剤が、本発明のワクチンに使用され得る。例えば、アジュバントが
含まれ得る。ほとんどのアジュバントは、抗原を急速な異化作用から保護するように設計
された物質（例えば、水酸化アルミニウムまたは鉱油）、および免疫応答の刺激因子（例
えば、リピドＡ、Ｂｏｒｔａｄｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓｉｓまたはＭｙｃｏｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍ属またはＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ誘導タンパク質）を含む。例えば、脱脂さ
れた、脱糖脂質化されたＭ．ｖａｃｃａｅ（「ｐＶａｃ」）が使用され得る。別の実施形
態においては、ＢＣＧがアジュバンドとして使用され得る。さらに、このワクチンは、予
めＢＣＧに暴露された被験体に投与され得る。適切なアジュバントは、例えば、以下とし
て市販されている：フロイント不完全アジュバントおよびフロイント完全アジュバント（
Ｄｉｆｃｏ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｄｅｔｒｏｉｔ，ＭＩ）；Ｍｅｒｃｋ　Ａｄｊ
ｕｖａｎｔ　６５（Ｍｅｒｃｋ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｉｎｃ．，Ｒａｈｗａｙ，Ｎ
Ｊ）；ＡＳ－２およびその誘導体（ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ　Ｂｅｅｃｈａｍ，Ｐｈｉｌａ
ｄｅｌｐｈｉａ，ＰＡ）；ＣＷＳ、ＴＤＭ、Ｌｅｉｆ、水酸化アルミニウムゲル（ミョウ
バン）またはリン酸アルミニウムのようなアルミニウム塩；カルシウム、鉄、または亜鉛
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の塩；アシル化チロシンの不溶性懸濁液；アシル化された糖類；カチオン性またはアニオ
ン性に誘導体化された多糖類；ポリホスファゼン；生分解性ミクロスフェア；モノホスホ
リルリピドＡおよびクイルＡ。サイトカイン（例えば、ＧＭ－ＣＳＦまたはインターロイ
キン－２、インターロイキン－７もしくはインターロイキン－１２もまた、アジュバント
として使用され得る。
【０２０４】
本明細書中で提供されるワクチンにおいて、アジュバント組成物は、好ましくは、主にＴ
ｈ１型の免疫応答を誘導するように設計される。高レベルのＴｈ１型サイトカイン（例え
ば、ＩＦＮ－γ、ＴＮＦα、ＩＬ－２およびＩＬ－１２）は、投与された抗原に対する細
胞媒介性免疫応答の誘導を助ける傾向がある。対照的に、高レベルのＴｈ２型サイトカイ
ン（例えば、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６およびＩＬ－１０）は、体液性免疫応答の誘
導を助ける傾向がある。本明細書中で提供されるようなワクチンの適用後に、患者は、Ｔ
ｈ１型およびＴｈ２型応答を含む免疫応答を支持する。応答が主にＴｈ１型である好まし
い実施形態においては、Ｔｈ１型サイトカインのレベルは、Ｔｈ２型サイトカインのレベ
ルを大いに超えるまで増加する。これらのサイトカインのレベルは、標準的なアッセイを
用いて容易に評価され得る。サイトカインのファミリーの概説については、Ｍｏｓｍａｎ
ｎおよびＣｏｆｆｍａｎ，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．７：１４５－１７３（１９
８９）を参照のこと。
【０２０５】
Ｔｈ１型応答を主に誘発する際の使用のための好ましいアジュバントとしては、例えば、
モノホスホリルリピドＡ、好ましくは３－脱－Ｏ－アシル化モノホスホリルリピドＡ（３
Ｄ－ＭＰＬ）とアルミニウム塩との組合せが挙げられる。ＭＰＬアジュバントは、Ｃｏｒ
ｉｘａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｓｅａｔｔｌｅ，ＷＡ；米国特許第４，４３６，７２
７号；同第４，８７７，６１１号；同第４，８６６，０３４号；および同第４，９１２，
０９４号を参照のこと）より入手可能である。ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチド（ここで、
ＣｐＧジヌクレオチドはメチル化されていない）はまた、主にＴｈ１応答を誘導する。こ
のようなオリゴヌクレオチドは周知であり、例えば、ＷＯ９６／０２５５５、ＷＯ９９／
３３４８８ならびに米国特許第６，００８，２００号および同第５，８５６，４６２号に
記載される。免疫刺激性ＤＮＡ配列はまた、例えば、Ｓａｔｏら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７
３：３５２（１９９６）により記載される。別の好ましいアジュバントは、サポニン（例
えば、Ｑｕｉｌ　Ａまたはその誘導体（ＱＳ２１およびＱＳ７（Ａｑｕｉｌａ　Ｂｉｏｐ
ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　Ｉｎｃ．，Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ，ＭＡ）を含む）；エ
スシン（Ｅｓｃｉｎ）；ジギトニン；あるいはＧｙｐｓｏｐｈｉｌａまたはＣｈｅｎｏｐ
ｏｄｉｕｍ　ｑｕｉｎｏａサポニン）を含む。他の好ましい処方物は、本発明のアジュバ
ントの組合せにおける１つよりも多いサポニン（例えば、ＱＳ２１、ＱＳ７、Ｑｕｉｌ　
Ａ、β－エスシンまたはジギトニンからなる群の少なくとも２つの組合せ）を含む。
【０２０６】
あるいは、サポニン処方物は、キトサンまたは他のポリカチオンポリマー、ポリ乳酸およ
びポリ乳酸－ｃｏ－グリコシド粒子、ポリ－Ｎ－アセチルグルコサミンベースのポリマー
マトリックス、多糖類または化学的に改変された多糖類から構成される粒子、リポソーム
および脂質ベースの粒子、グリセロールモノエステルにより構成される粒子などにより構
成されるワクチンビヒクルと組合され得る。サポニンはまた、コレステロールの存在下で
処方されて、リポソームまたはＩＳＣＯＭのような粒子構造を形成し得る。さらに、サポ
ニンは、非粒子状溶液もしくは懸濁液中、または小層状（ｐａｕｃｉｌａｍｅｌａｒ）リ
ポソームまたはＩＳＣＯＭのような粒子構造中のいずれかで、ポリオキシエチレンエーテ
ルまたはポリオキシエチレンエステルとともに処方され得る。サポニンはまた、Ｃａｒｂ
ｏｐｏｌ（登録商標）のような賦形剤とともに処方されて粘度を増加させ得るか、または
ラクトースのような粉末賦形剤とともに乾燥粉末形態で処方され得る。
【０２０７】
１つの好ましい実施形態においては、アジュバント系は、モノホスホリルリピドＡとサポ
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ニン誘導体との組合せ（例えば、ＷＯ９４／００１５３に記載されるようなＱＳ２１と３
Ｄ－ＭＰＬ（登録商標）アジュバント）との組合せ、またはＷＯ９６／３３７３９に記載
されるような、ＱＳ２１がコレステロールでクエンチされたより反応発生性（ｒｅａｃｔ
ｏｇｅｎｉｃ）の低い組成物）を含む。他の好ましい処方物は、水中油エマルジョンおよ
びトコフェロールを含む。水中油エマルジョン中のＱＳ２１、３Ｄ－ＭＰＬ（登録商標）
アジュバントおよびトコフェロールを使用する、別の特に好ましいアジュバント処方物は
、ＷＯ９５／１７２１０に記載される。
【０２０８】
別の増強されたアジュバント系は、ＣｐＧ含有オリゴヌクレオチドとサポニン誘導体との
組合せ（特に、ＷＯ００／０９１５９に記載されるようなＣｐＧとＱＳ２１との組合せ）
を含む。好ましくは、この処方物はさらに、水中油エマルジョンおよびトコフェロールを
含む。
【０２０９】
他の好ましいアジュバントとしては、以下が挙げられる：Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ　
７２０（Ｓｅｐｐｉｃ，Ｆｒａｎｃｅ）、ＳＡＦ（Ｃｈｉｒｏｎ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ
，Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ）、ＩＳＣＯＭＳ（ＣＳＬ）、ＭＦ－５９（Ｃｈｉｒｏｎ
）、アジュバントのＳＢＡＳシリーズ（例えば、ＳＢＡＳ－２、ＡＳ２’、ＡＳ２’’、
ＳＢＡＳ－４またはＳＢＡＳ６（ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ　Ｂｅｅｃｈａｍ，Ｒｉｘｅｎｓ
ａｒｔ，Ｂｅｌｇｉｕｍより入手可能））、Ｄｅｔｏｘ（Ｃｏｒｉｘａ，Ｈａｍｉｌｔｏ
ｎ，ＭＴ）、ＲＣ－５２９（Ｃｏｒｉｘａ，Ｈａｍｉｌｔｏｎ，ＭＴ）、および係属中の
米国特許出願第０８／８５３，８２６号および同第０９／０７４，７２０号（これらの開
示は、本明細書中にその全体が参考として援用される）に記載されるような、他のアミノ
アルキルグルコサミニド４－ホスフェート（ＡＧＰ）、およびＷＯ９９／５２５４９　Ａ
１に記載されるような、ポリオキシエチレンエーテルアジュバント。
【０２１０】
他の好ましいアジュバントとしては、一般式（Ｉ）：ＨＯ（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－Ａ－Ｒ
のアジュバント分子が挙げられ、ここでｎは、１～５０であり、Ａは、結合または－Ｃ（
Ｏ）－であり、Ｒは、Ｃ１－５０アルキルまたはフェニルＣ１－５０アルキルである。
【０２１１】
本発明の１つの実施形態は、ｎが、１と５０との間、好ましくは４～２４、最も好ましく
は９であり；Ｒ成分が、Ｃ１－５０、好ましくはＣ４－Ｃ２０アルキル、最も好ましくは
Ｃ１２アルキルであり、そしてＡが結合である、一般式（Ｉ）のポリオキシエチレンエー
テルを含むワクチン処方物からなる。ポリオキシエチレンエーテルの濃度は、０．１～２
０％の範囲、好ましくは０．１～１０％、最も好ましくは０．１～１％の範囲であるべき
である。好ましいポリオキシエチレンエーテルは、以下の群より選択される：ポリオキシ
エチレン－９－ラウリルエーテル、ポリオキシエチレン－９－ステオリルエーテル、ポリ
オキシエチレン－８－ステオリルエーテル、ポリオキシエチレン－４－ラウリルエーテル
、ポリオキシエチレン－３５－ラウリルエーテル、およびポリオキシエチレン－２３－ラ
ウリルエーテル。ポリオキシエチレンラウリルエーテルのようなポリオキシエチレンエー
テルは、Ｍｅｒｃｋ　ｉｎｄｅｘ（第１２版：エントリー７７１７）に記載される。これ
らのアジュバント分子は、ＷＯ９９／５２５４９に記載される。
【０２１２】
上記の一般式（Ｉ）に従うポリオキシエチレンエーテルは、所望の場合、別のアジュバン
トと組合され得る。例えば、好ましいアジュバントの組合せは、好ましくは、係属中のＵ
Ｋ特許出願ＧＢ９８２０９５６．２に記載されるようなＣｐＧとの組合せである。
【０２１３】
本明細書中で提供される任意のワクチンは、抗原、免疫応答エンハンサーおよび適切なキ
ャリアまたは賦形剤の組合せを生じる周知の方法を使用して調製され得る。本明細書中に
記載される組成物は、持続放出処方物（すなわち、投与後に化合物の緩徐な放出を行うカ
プセル、スポンジまたはゲル（例えば、多糖類で構成される）のような処方物）の一部と
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して投与され得る。このような処方物は、一般的に、周知の技術（例えば、Ｃｏｏｍｂｅ
ｓら、Ｖａｃｃｉｎｅ　１４：１４２９－１４３８（１９９６）を参照のこと）を用いて
調製され得、そして例えば、経口、直腸もしくは皮下移植により、または所望の標的部位
への移植により投与され得る。持続放出処方物は、キャリアマトリックス中に分散され、
そして／または速度制御膜に囲まれたレザバに含まれた、ポリペプチド、ポリヌクレオチ
ドまたは抗体を含み得る。
【０２１４】
このような処方物における使用のためのキャリアは生体適合性であり、そしてまた生分解
性であり得；好ましくは、この処方物は、比較的一定のレベルの活性成分の放出を提供す
る。このようなキャリアとしては、ポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）、ポリアクリレ
ート、ラテックス、スターチ、セルロース、デキストランなどの微粒子が挙げられる。他
の遅延放出キャリアとしては、超分子バイオベクターが挙げられ、これは、非液体親水性
コア（例えば、架橋多糖またはオリゴ糖）、および必要に応じて、両親媒性化合物（例え
ば、リン脂質）を含む外部層を含む（例えば、米国特許第５，１５１，２５４号およびＰ
ＣＴ出願ＷＯ９４／２００７８、ＷＯ９４／２３７０１およびＷＯ９６／０６６３８を参
照のこと）。持続放出処方物に含まれる活性化合物の量は、移植の部位、放出の速度およ
び予測される持続時間ならびに処置されるかまたは予防されるべき状態の性質に依存する
。
【０２１５】
任意の種々の送達ビヒクルが、薬学的組成物およびワクチンにおいて使用され、腫瘍細胞
を標的化する抗原特異的免疫応答の生成を容易にし得る。送達ビヒクルとしては、抗原提
示細胞（ＡＰＣ）（例えば、樹状細胞、マクロファージ、Ｂ細胞、単球および有効なＡＰ
Ｃであるように操作され得る他の細胞）が挙げられる。このような細胞は、必須ではない
が、抗原を提示する能力を増加させるため、Ｔ細胞応答の活性化および／もしくは維持を
向上させるため、それ自体で抗腫瘍効果を有するように、ならびに／またはレシーバーと
免疫学的に適合性である（すなわち、一致したＨＬＡハプロタイプ）であるように、遺伝
的に改変され得る。ＡＰＣは、一般的に、任意の種々の生物学的流体および器官（腫瘍お
よび腫瘍周囲の組織を含む）から単離され得、そして自己細胞、同種異系細胞、同系細胞
または外因性細胞であり得る。
【０２１６】
本発明の特定の好ましい実施形態は、抗原提示細胞として樹状細胞またはその前駆細胞を
用いる。樹状細胞は、非常に強力なＡＰＣであり（ＢａｎｃｈｅｒｅａｕおよびＳｔｅｉ
ｎｍａｎ，Ｎａｔｕｒｅ　３９２：２４５～２５１（１９９８））、そして予防的または
治療的な抗腫瘍免疫を惹起するための生理学的なアジュバントとして有効であることが示
されている（ＴｉｍｍｅｒｍａｎおよびＬｅｖｙ，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｍｅｄ．５０：５０
７～５２９（１９９９）を参照のこと）。一般には、樹状細胞は、その典型的な形状（イ
ンサイチュで星状（インビトロで可視の顕著な細胞質性突起（樹状突起）を有する））、
その取り込み能、高い効率のプロセシングおよび抗原提示、ならびにナイーブなＴ細胞応
答を活性化する能力に基いて同定され得る。当然ながら、樹状細胞は、インビボまたはエ
キソビボで樹状細胞に通常見出されない特定の細胞表面レセプターまたはリガンドを発現
するように操作され得、そしてこのような改変された樹状細胞が、本発明によって意図さ
れる。樹状細胞の代替として、分泌型小胞抗原負荷樹状細胞（ｓｅｒｅｃｔｅｄ　ｖｅｓ
ｉｃｌｅｓ　ａｎｔｉｇｅｎ－ｌｏａｄｅｄ　ｄｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌｓ）（エキ
ソソーム（ｅｘｏｘｏｍｅ）と呼ばれる）をワクチン内で用い得る（Ｚｉｔｖｏｇｅｌら
、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄ．４：５９４～６００（１９９８））。
【０２１７】
樹状細胞および前駆体は、末梢血、骨髄、腫瘍浸潤細胞、腫瘍周囲組織浸潤細胞、リンパ
節、脾臓、皮膚、臍帯血、または任意の他の適切な組織もしくは体液から得ることができ
る。例えば、樹状細胞は、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－４、ＩＬ－１３および／またはＴＮＦα
のようなサイトカインの組合せを、末梢血から収集した単球の培養物に添加することによ
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り、エキソビボで分化し得る。あるいは、末梢血、臍帯血、または骨髄から収集したＣＤ
３４陽性細胞は、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－３、ＴＮＦα、ＣＤ４０リガンド、ＬＰＳ、ｆｌ
ｔ３リガンド、および／または他の化合物（樹状細胞の分化、成熟、および増殖を誘導す
る）の組み合わせを、培養培地に添加することにより、樹状細胞に分化し得る。
【０２１８】
樹状細胞は、２つの十分特徴付けされた表現型の間の識別を簡単に行うため、「未成熟」
細胞、および「成熟」細胞と、簡便に分類される。しかし、この命名法は、全ての可能性
のある中間段階の分化を除くと解釈されるべきではない。未成熟の樹状細胞は、高い能力
の抗原取り込みおよびプロセシングを有するＡＰＣとして特徴付けられる。この細胞は、
Ｆｃγレセプターおよびマンノースレセプターの高い発現に関連する。成熟表現型は、代
表的にこれらのマーカーの発現がより低いが、Ｔ細胞活性化を担う細胞表面分子（例えば
、クラスＩおよびクラスＩＩＭＨＣ、接着分子（例えば、ＣＤ５４およびＣＤ１１）なら
びに同時刺激分子（例えば、ＣＤ４０、ＣＤ８０、ＣＤ８６および４－１ＢＢ））の発現
が高いことにより特徴付けられる。
【０２１９】
ＡＰＣは、一般にタンパク質（またはその部分もしくは他の改変体）をコードするポリヌ
クレオチドでトランスフェクトされ得、その結果、この細胞の表面上でこのポリペプチド
またはその免疫原性部分を発現する。このようなトランスフェクションは、エキソビボで
生じ得、次いで、このようなトランスフェクトされた細胞を含む組成物またはワクチンは
、本明細書に記載のように、治療目的に用いられ得る。あるいは、樹状細胞または他の抗
原提示細胞を標的化する遺伝子送達ビヒクルが、患者に投与され得、インビボで生じるト
ランスフェクションを生じる。例えば、インビトロおよびエキソビボでの樹状細胞のトラ
ンスフェクションは、一般的に、当該分野で公知の任意の方法（例えば、ＷＯ９７／２４
４４７に記載のような方法）、またはＭａｈｖｉら、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｃ
ｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　７５：４５６～４６０（１９９７）に記載の遺伝子銃アプロー
チを用いて実施され得る。樹状細胞の抗原ローディングは、ポリペプチド、ＤＮＡ（裸の
ＤＮＡまたはプラスミドベクター中のＤＮＡ）、またはＲＮＡ；あるいは抗原を発現する
組換え細菌もしくはウイルス（例えば、ワクシニア、鶏痘、アデノウイルスまたはレンチ
ウイルスベクター）とともに樹状細胞または前駆細胞をインキュベートすることによって
達成され得る。ローディングの前、このポリペプチドは、Ｔ細胞の助けを提供する免疫学
的パートナー（例えば、キャリア分子）と共有結合的に結合体化され得る。あるいは、樹
状細胞は、結合体化されない免疫学的パートナーで、別々にまたはポリペプチドの存在下
で、パルスされ得る。
【０２２０】
ワクチンおよび薬学的組成物は、密閉アンプルまたはバイアルのような、単位用量または
複数用量の容器で提供され得る。このような容器は、好ましくは、密閉してシールされ、
使用時までその処方物の滅菌性を保持する。一般に、処方物は、懸濁液、溶液、または油
性もしくは水性ビヒクル中のエマルジョンとして貯蔵され得る。あるいは、ワクチンまた
は薬学的組成物は、使用の直前に滅菌液体キャリアの添加しか要さない凍結乾燥状態で貯
蔵され得る。
【０２２１】
（診断キット）
本発明は上記の任意の診断方法における使用のためのキットをさらに提供する。このよう
なキットは、代表的に、診断アッセイを実施するのに必要な２つ以上の成分を含む。成分
は、化合物、試薬、容器、および／または備品であり得る。例えば、キット内の１つの容
器は、タンパク質に特異的に結合する、モノクローナル抗体またはそのフラグメントを含
み得る。このような抗体またはフラグメントは、上記のような、支持材料に接着され得る
。１つ以上のさらなる容器が、このアッセイで用いられるべき、試薬または緩衝液のよう
な、要素を含み得る。このようなキットはまた、あるいは、上記のような検出試薬を含み
、この試薬は、抗体結合の直接検出または間接検出に適切なレポーター基を含む。
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【０２２２】
あるいは、キットは、生物学的サンプル中のタンパク質をコードするｍＲＮＡのレベルを
検出するように設計され得る。このようなキットは一般に、上記のように、タンパク質を
コードするポリヌクレオチドにハイブリダイズする、少なくとも１つのオリゴヌクレオチ
ドプローブまたはプライマーを含む。このようなオリゴヌクレオチドは、例えば、ＰＣＲ
またはハイブリダイゼーションアッセイにおいて用いられ得る。このようなキット中に存
在し得るさらなる成分としては、本発明のタンパク質をコードするポリヌクレオチドの検
出を容易にするための第二オリゴヌクレオチド、および／または診断試薬または容器が挙
げられる。
【０２２３】
本明細書に引用される全ての刊行物および特許出願は、各々の個々の刊行物または特許出
願が、参考として援用されることが特別にかつ個々に示されているように、本明細書にお
いて参考として援用される。
【０２２４】
前述の発明は、ある程度詳細に、例示のためにそして理解の明確化のために記載してきた
が、本発明の教示に照らして、ある変化および改変が、添付の特許請求の範囲の精神およ
び範囲から逸脱することなく本明細書においてなされ得ることが当業者に容易に明白であ
る。
【０２２５】
（実施例）
以下の実施例は、限定の目的ではなく例示の目的のみで示される。当業者は、本質的に類
似の結果を得るために、変更または改変され得る様々な重要ではないパラメーターを容易
に認識する。
【０２２６】
（実施例１：ＭＴＢ７２Ｆ融合タンパク質および個々の抗原を含む組成物を用いるモルモ
ットのワクチン接種）
モルモットを、アジュバントのみ（ＳＢＡＳ１、ＳＢＡＳ２またはＡＳＡＳ７およびＡ１
（ＯＨ）３）、アジュバント中のＭＴＢ７２Ｆ融合タンパク質、またはＴｂＨ９およびＲ
ａ３６抗原組成物で免疫した。
【０２２７】
方法：
群：１）ＳＢＡＳ１
２）ＳＢＡＳ２
３）ＳＢＡＳ７＋Ａ１（ＯＨ）３
４）ＴｂＨ９＋Ｒａ３５＋ＳＢＡＳ１
５）ＴｂＨ９＋Ｒａ３５＋ＳＢＡＳ２
６）ＴｂＨ９＋Ｒａ３５＋ＳＢＡＳ７（Ａｌ（ＯＨ）３）
７）ＭＴＢ７２Ｆ（ＳＢＡＳ１中）
８）ＭＴＢ７２Ｆ（ＳＢＡＳ２中）
９）ＭＴＢ７２Ｆ（ＳＢＡＳ７＋Ａｌ（ＯＨ）３中）
１０）ＰＢＳ
１１）ＢＣＧ。
【０２２８】
投薬量：それぞれ４μｇのＴｂＨ９およびＲａ３５
８μｇのＭＴＢ７２Ｆ
プロトコル：一回目の免疫、約３週間後の二回目の免疫、約２週間半後の三回目の免疫。
【０２２９】
プレチャレンジ：ＤＴＨ（遅延型過敏性、抗原性を測定するために使用；１０μｇの抗原
）
チャレンジ：約３０ｃｆｕのＥｒｄｍａｎ株を含むエアロゾル
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チャレンジ後のモニタリング：体重の減少
死亡（チャレンジ後約６ヶ月）。
結果：
１．ＤＴＨ
免疫抗原に対するポジティブな反応。個々の抗原または融合タンパク質に対する反応は、
比較可能であった。ＰＰＤに対する皮膚試験反応性は、ＢＣＧで免役した群を用いた場合
にのみ観察された。
【０２３０】
２．保護：ＭＴＢ７２Ｆ融合タンパク質でワクチン接種したモルモットは、抗原の混合物
で免役したモルモットと比較して、保護を与えた（図１を参照のこと）。
【０２３１】
（実施例２：ＭＴＢ７２Ｆ融合タンパク質および個々の抗原を含む組成物を用いるマウス
のワクチン接種）
上記のように、マウスを、アジュバントのみ（ＳＢＡＳ２、ＳＢＡＳ２’、ＳＢＡＳ２’
’またはＡＳＡＳ６）、アジュバント中のＭＴＢ７２Ｆ融合タンパク質、ＭＴＢ７２Ｆ　
ＤＮＡ、アジュバント中のＭＴＢ５９Ｆ融合タンパク質、またはＴｂＨ９、Ｒａ３５、お
よびＲａ１２抗原組成物で免疫した。
【０２３２】
方法：
群：１）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＳＢＡＳ２
２）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＳＢＡＳ２’
３）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＳＢＡＳ２’’
４）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＳＢＡＳ６
５）Ｒａ１２＋ＴｂＨ９＋Ｒａ３５（ＳＢＡＳ２中）
６）ＭＴＢ５９Ｆ（ＳＢＡＳ２中）
７）ＳＢＡＳ２
８）ＭＴＢ７２Ｆ＋脱脂、脱糖脂質化したＭ．ｖａｃｃａｅ
９）ＭＴＢ７２Ｆ　ＤＮＡ
１０）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＩＦＡ
１１）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＢＣＧ
１２）脱脂、脱糖脂質化したＭ．ｖａｃｃａｅ
１３）ＢＣＧ
１４）生理食塩水
１５）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＳＢＡＳ２（実験室内処方）。
【０２３３】
１群あたり８匹の動物。
【０２３４】
免疫スケジュール：一回目の免疫、約３週間後の二回目の免疫、約３週間後の三回目の免
疫。
【０２３５】
一回目の投薬の約３ヶ月後にエアロゾルチャレンジ。
【０２３６】
脾臓細胞または肺細胞を単離し、そして培養した；プレーティングの約３週間後に培養物
中のＣＦＵをカウントした。
【０２３７】
用量：８μｇのＭＴＢ７２Ｆ、６．５６μｇのＭＴＢ５９Ｆ、またはそれぞれ、１．５２
、４．３および２．２４μｇのＲａ１２、ＴｂＨ９およびＲａ３５（混合）
結果：
ＡＳアジュバントのうち、ＡＳ２’’＋ＭＢ７２Ｆは、このセットの実験における脾臓お
よび肺の両方において最も良好な保護を示した（図２Ａおよび２Ｂを参照のこと）。ＭＴ
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Ｂ７２Ｆは、このセットの実験における脾臓および肺の両方において、ＭＴＢ５９Ｆより
も約１ｌｏｇ良好な保護を示した。このことは、Ｒａ１２がさらなる利点を提供すること
を示す。１２／Ｈ９／３５＋ＡＳ２の混合物は、この実験においてＭＴＢ７２Ｆよりも良
好な保護を示した。ＭＴＢ７２Ｆ　ＤＮＡは、この実験において、特に脾臓において最も
良好な保護を示した（＞２ｌｏｇ）。肺における保護は、この実験において、ＭＴＢ７２
Ｆタンパク質＋ＡＳ２’’を用いた場合に観察された保護に匹敵した。
【０２３８】
（実施例３：ＭＴＢ７２Ｆ融合タンパク質および個々の抗原を含む組成物を用いるモルモ
ットのワクチン接種）
上記のように、モルモットを、アジュバントのみ（ＳＢＡＳ２、ＳＢＡＳ２’、ＳＢＡＳ
２’’またはＡＳＡＳ６）、アジュバント中のＭＴＢ７２Ｆ融合タンパク質、ＭＴＢ７２
Ｆ　ＤＮＡ、アジュバント中のＭＴＢ５９Ｆ融合タンパク質、またはＴｂＨ９、Ｒａ３５
およびＲａ１２抗原組成物で免疫した。
【０２３９】
方法：
群：１）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＳＢＡＳ２
２）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＳＢＡＳ２’
３）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＳＢＡＳ２’’
４）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＳＢＡＳ６
５）Ｒａ１２＋ＴｂＨ９＋Ｒａ３５（ＳＢＡＳ２中）
６）ＭＴＢ５９Ｆ（ＳＢＡＳ２中）
７）ＳＢＡＳ２
８）ＭＴＢ７２Ｆ＋ｐｖａｃ
９）ＭＴＢ７２Ｆ　ＤＮＡ
１０）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＩＦＡ
１１）ＭＴＢ７２Ｆ＋ＢＣＧ
１２）ＢＣＧ
１３）生理食塩水
１４）脱脂、脱糖脂質化したＭ．ｖａｃｃａｅ
抗原：抗原は、１モル当量で処方した。
【０２４０】
１群あたり５匹の動物。
【０２４１】
１投薬あたりの注射容量は、２５０μｌ（ＩＭ）であり、以下を含む：
ＭＴＢ７２Ｆ　　　　　　　　　　２０μｇ
Ｒａ１２、ＴＢＨ９、Ｒａ３５　　３．８、１０．８および５．６μｇ
ＭＴＢ５９Ｆ　　　　　　　　　　１６．４μｇ
スケジュール：一回目の免疫、約３週間後の二回目の免疫、約３週間後の三回目の免疫。
【０２４２】
チャレンジ：最初の免疫から約１ヶ月半後
結果：
チャレンジの約３８週間後
【０２４３】
【表１】
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チャレンジの５０週間後までに、ＢＣＧ＋Ｍｔｂ７２Ｆで免疫したモルモットのうちの８
０％（５匹のうち４匹）がなお生存していたが、ＢＣＧ単独で免疫したモルモットのうち
２０％（５匹のうち１匹）のみが生存していた。８５週目には、ＢＣＧ＋Ｍｔｂ７２Ｆで
免疫した５匹のモルモットのうち４匹が、なお生存し、かつ健康であった（図７を参照の
こと）。
【０２４４】
（実施例４：長期保護）
上記のように、モルモットを、アジュバント単独（ＡＳ２またはＡＳ２”）、アジュバン
ト中のＭＴＢ７２Ｆ融合タンパク質、ＴｂＨ９、Ｒａ３５およびＲａｌ２抗原組成物、ま
たはアジュバント中の種々の個々の抗原で免疫した。
【０２４５】
（方法）
【０２４６】
【表２】
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（実施例５：ＭＴＢ７２Ｆ融合タンパク質および個々の抗原を含む組成物でのサルのワク
チン接種）
上記のように、サルを、ＳＢＡＳ２アジュバント中のＭＴＢ７２Ｆ融合タンパク質、また
はアジュバント中のＭＴＢ８．４抗原組成物、またはＭＴＢ７２ＦおよびＭＴＢ８．４の
混合物で免疫した。
【０２４７】
方法：
群
１．生理食塩水
２．ＢＣＧ
３．ＭＴＢ８．４／ＡＳ２
４．ＭＴＢ７２Ｆ／ＡＳ２
５．ＭＴＢ７２Ｆ／ＡＳ２（一方の腕）＋ＭＴＢ８．４／ＡＳ２（他方の腕）
各抗原４０μｇ。
【０２４８】
結果：
チャレンジの８週間後に、ＢＣＧで免疫したサルは、感染の徴候を見せている。
【０２４９】
チャレンジの１６週間後についての現在のデータによって、以下の傾向が明らかになって
いる：
ＭＴＢ７２Ｆで免疫した群（４および５）は、体重を維持し、群３（ＭＴＢ８．４免疫）
と比較して低いＥＳＲ値を有する（表１および２）。
【０２５０】
【表３】
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【表４】
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４つの群（５匹／群）をＢＣＧで免疫し、休ませ、次いで上記のように免疫し、そしてチ
ャレンジする。以下のプロトコルを使用する：
【０２５２】
【表５】
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全ての抗原を、ＡＳ２中に処方する。
群４および５は、各４匹の動物を有する。ＢＣＧ免疫したサルのうち２匹が死亡した。
【０２５３】
【表６】

（実施例７：Ｒａ３５ＭｕｔＳＡおよびＭＴＢ７２ＦＭｕｔＳＡの構築）
代表的に、Ｍｔｂ７２ｆの発現は、いくつかの破損した産物を生じする。さらに、Ｅ．ｃ
ｏｌｉにおけるＲａ３５（Ｍｔｂ３２Ａ）の成熟または全長形態の全長配列の発現は、困
難である。発現された産物は、低レベルのタンパク質発現を示すポリクローナルウサギ抗
Ｒａ３５Ａｂを用いた免疫ブロット後にのみ、可視化できた。その際さえも、組換え抗原
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の自己触媒破損（分解）を示す複数の特定の種（バンド）が検出された。これは、生物学
的に活性な形態としてのＥ．ｃｏｌｉにおけるＲａ３５ＦＬの発現に起因すると推定され
た。
【０２５４】
Ｎ末端の半分（Ｒａ３５Ｎ末端、Ｒａ３５と称される）およびＣ末端の半分（Ｒａ３５Ｃ
末端、Ｒａ１２と称される）を含む２つの重複する半分のものとしてＲａ３５ＦＬを発現
することが可能であったことが、以前に示された。Ｒａ３５分子全体の発現を増強および
安定化するために、単一点変異を、３つ組活性部位内の残基のうちの１つに導入した（Ｓ
ｅｒからＡｌａの置換、図６を参照のこと）。そうするとこの変異誘発した形態のＭｔｂ
３２Ａを、安定形態で高レベルで簡単に発現させることができた。さらに、Ｍｔｂ７２Ｆ
の発現を安定化させるために、単一ヌクレオチド置換（融合タンパク質の７１０位にＳｅ
ｒからＡｌａの変更を生じる、ＴからＧへの置換）を、Ｍｔｂ７２Ｆ配列中のヌクレオチ
ド２１２８位に導入した（図５を参照のこと）。
【０２５５】
この安定化はまた、Ｒａ３５ＦＬ、Ｒａ３５、もしくはＭｔｂ７２ＦまたはＲａ３５を含
む他の融合タンパク質中の３つ組活性部位を含む３つの残基（Ｈｉｓ、Ａｓｐ、またはＳ
ｅｒ）のうちの任意の１つ、任意の２つ、または３つ全てを変異誘発することによって、
容易に達成される。変異誘発は、当業者に公知の任意の技術を使用して実行され得る。
【０２５６】
（実施例８：Ｒａ３５ＦＬＭｕｔＳＡ－ＴｂＨ９およびＭＴＢ７２ＦＭｕｔＳＡを用いた
マウスの免疫）
１群につき８匹のマウスを、以下に列挙する組成物（アジュバントＡＳ２Ａを含む）で免
疫した。次いで、このマウスをＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ
でチャレンジし、そしてマウスの生存を測定した。
【０２５７】
【表７】

【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、ＭＴＢ７２Ｆポリタンパク質をワクチン接種したモルモットのパーセ
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【図２】　図２は、ＭＴＢ７２Ｆ、ＭＴＢ５９Ｆ、ＭＴＢ７２Ｆ　ＤＮＡ、またはＲａ１
２抗原、ＴｂＨ９抗原、およびＲａ３５抗原を含む組成物による免疫後の脾臓細胞（図２
Ａ）および肺細胞からのＣＦＵを示す。
【図３】　図３は、ＭＴＢ７２Ｆの概略図を示す。
【図４】　図４は、Ｒａ３５（ＭＴＢ３２ＡのＮ末端部分から１９５アミノ酸）のヌクレ
オチド配列およびアミノ酸配列を示す。
【図５】　図５は、ＭＴＢ７２Ｆおよび変異版ＭＴＢ７２ＦＭｕｔＳＡのアミノ酸配列の
アラインメントを示す。
【図６】　図６は、成熟（全長）Ｒａ３５／ＭＴＢ３２Ａおよび変異版Ｒａ３５ＦＬＭｕ
ｔＳＡのアミノ酸配列のアラインメントを示す。
【図７】　図７は、Ｍｔｂ７２Ｆ処方物を用いてワクチン接種したモルモットの長期間の
生存率を示す。
【配列表】
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