
JP 2017-131220 A 2017.8.3

(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】インバリアント鎖と連結した抗原を使用して免
疫応答をプライミングする技術及び方法の提供。
【解決手段】少なくとも１つのインバリアント鎖又はそ
の変異体、それと作動可能に連結した少なくとも１つの
抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパ
ク質若しくは前記ペプチドの抗原断片をコードする配列
を含む核酸構築物であって、前記核酸構築物が癌ワクチ
ンのプライミングのために使用され、及び／又は前記イ
ンバリアント鎖若しくはその変異体が最初の１７個のア
ミノ酸を含まず、及び／又は前記インバリアント鎖若し
くはその変異体がＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基を
含まず、及び／又は前記インバリアント鎖がＣＬＩＰ領
域の変異体を含む、核酸構築物。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ．ｂと作動可能に連結した少なくとも１つのインバリアント鎖又はその変異体
　ｂ．少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若し
くは前記ペプチドの抗原断片
をコードする配列を含む核酸構築物であって、
前記核酸構築物が癌ワクチンのプライミングのために使用され、及び／又は前記インバリ
アント鎖若しくはその変異体が最初の１７個のアミノ酸を含まず、及び／又は前記インバ
リアント鎖若しくはその変異体がＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基を含まず、及び／又
は前記インバリアント鎖がＣＬＩＰ領域の変異体を含む、核酸構築物。
【請求項２】
　免疫応答を刺激して、それによりその後投与されるワクチンの効力を増大させるための
プライマーとして使用するための、請求項１に記載の核酸構築物。
【請求項３】
　少なくとも１つのインバリアント鎖又はその変異体が生物特異的なものである、請求項
１に記載の核酸構築物。
【請求項４】
　少なくとも１つのインバリアント鎖又はその変異体がヒト起源のものである、請求項１
～３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項５】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の少なくとも１つの領域、ペプチド又はドメインが
、該少なくとも１つのインバリアント鎖の領域、ペプチド又はドメインに付加されるか、
これらから除去されるか、又はこれらを置換する、請求項１～４のいずれか一項に記載の
核酸構築物。
【請求項６】
　少なくとも１つのインバリアント鎖のＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基のうち１つ、
２つ、３つ又は４つが他のアミノ酸残基で置換される、請求項１～５のいずれか一項に記
載の核酸構築物。
【請求項７】
　少なくとも１つのインバリアント鎖のＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基のうち１つ、
２つ、３つ又は４つがアラニンで置換される、請求項１～６のいずれか一項に記載の核酸
構築物。
【請求項８】
　少なくとも１つのインバリアント鎖のＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基のうち１つ、
２つ、３つ又は４つが欠失する、請求項１～７のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項９】
　少なくとも１つのインバリアント鎖のＣＬＩＰ領域の９１位及び９９位のメチオニンア
ミノ酸残基が他のアミノ酸残基で置換される、請求項１～８のいずれか一項に記載の核酸
構築物。
【請求項１０】
　少なくとも１つのインバリアント鎖のＣＬＩＰ領域の９１位及び９９位のメチオニンア
ミノ酸残基がアラニンで置換される、請求項１～９のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１１】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の最初の１７個のアミノ酸が欠失する（Δ１７Ｉｉ
）、請求項１～１０のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１２】
　インバリアント鎖が、別のタンパク質由来の三量体形成ドメインと結合したアミノ酸残
基番号５０～１１８を含む、請求項１～１１のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１３】
　少なくとも１つのインバリアント鎖又はその断片が、ＣＤ４＋　Ｔ細胞依存的に及び／
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又は非依存的に、ＭＨＣ－Ｉ及び／又はＭＨＣ－ＩＩ依存性免疫応答を誘発する、請求項
１～１２のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１４】
　少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若しくは
前記ペプチドの抗原断片が、病原性生物、癌特異的ポリペプチド、及び異常な生理学的応
答と関連するタンパク質又はペプチドの群から選択される、請求項１～１３のいずれか一
項に記載の核酸構築物。
【請求項１５】
　病原性生物由来の該少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記
タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片が、ウイルス、微生物及び寄生生物を含む病
原体の群から選択される、請求項１～１４のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１６】
　少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若しくは
前記ペプチドの抗原断片が、哺乳類の生物、好ましくはヒトの病原体由来のものである、
請求項１～１５のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１７】
　少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若しくは
前記ペプチドの抗原断片が、癌特異的ポリペプチド由来のものである、請求項１～１６の
いずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１８】
　少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若しくは
前記ペプチドの抗原断片が、ＨＰＶ由来のウイルス癌遺伝子Ｅ５、Ｅ６、Ｅ７及びＬ１；
サバイビン、Ｂｃｌ－ＸＬ、ＭＣＬ－１及びＲｈｏ－Ｃの群から選択される癌特異的ポリ
ペプチド由来のものである、請求項１～１７のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１９】
　少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若しくは
前記ペプチドの抗原断片が、請求項１４～１８に記載の抗原のいずれかと少なくとも８５
％の同一性を有する抗原ペプチド又は抗原タンパク質である、請求項１～１８のいずれか
一項に記載の核酸構築物。
【請求項２０】
　インバリアント鎖又はその変異体と、抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記
タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片との間の作動性リンカーが、直接的連結、又
はスペーサー領域が介在する連結の群から選択される、請求項１～１９のいずれか一項に
記載の核酸構築物。
【請求項２１】
　作動性リンカーがスペーサー領域である、請求項２０に記載の核酸構築物。
【請求項２２】
　スペーサー領域が、クラスＩＩ　ＭＨＣ分子に対する少なくとも１つのヘルパーエピト
ープをコードする、請求項２１に記載の核酸構築物。
【請求項２３】
　スペーサー領域が、少なくとも１つのプロテアーゼ切断部位をコードする、請求項２１
に記載の核酸構築物。
【請求項２４】
　少なくとも１つのインバリアント鎖が、少なくとも２つの抗原タンパク質若しくは抗原
ペプチド、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片と作動可能に連結した、
請求項１～２３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項２５】
　少なくとも１つの作動可能に連結したインバリアント鎖又はその変異体、及び少なくと
も１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチ
ドの抗原断片をコードする配列が、構築物の発現を可能とするプロモーターの後方に存在
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する、請求項１～２４のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項２６】
　プロモーターが、構成的プロモーター、誘導性プロモーター、生物特異的プロモーター
、組織特異的プロモーター及び細胞型特異的プロモーター、ＣＭＶプロモーター、ＳＶ４
０プロモーター並びにＲＳＶプロモーターの群から選択される、請求項１～２５のいずれ
か一項に記載の核酸構築物。
【請求項２７】
　抗原提示及び／又は細胞間拡散に関連する遺伝子を含む、請求項１～２６のいずれか一
項に記載の核酸構築物。
【請求項２８】
　アジュバントをコードする遺伝子を含む、請求項１～２７のいずれか一項に記載の核酸
構築物。
【請求項２９】
　請求項１～２８のいずれか一項に記載の核酸構築物を含む送達ビヒクル。
【請求項３０】
　ビヒクルが、ＲＮＡベースのビヒクル、ＤＮＡベースのビヒクル／ベクター、脂質ベー
スのビヒクル、ポリマーベースのビヒクル、及びウイルス由来のＤＮＡビヒクル又はＲＮ
Ａビヒクルの群から選択される、請求項２９に記載の送達ビヒクル。
【請求項３１】
　前記送達ビヒクルが、ペグ化したベクター又はビヒクルである、請求項３０に記載の送
達ビヒクル。
【請求項３２】
　前記脂質ベースのビヒクルがリポソームである、請求項３０に記載の送達ビヒクル。
【請求項３３】
　前記ポリマーベースのビヒクルが、ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）、ポリアミドアミン
及びポリプロピルアミンデンドリマー、ポリアリルアミン、カチオン性デキストラン、キ
トサン、カチオン性タンパク質（ポリリジン、プロタミン及びヒストン）、カチオン性ペ
プチド、ポリペプチド、リポ多糖並びに多糖からなる群から選択されるカチオン性ポリマ
ーＤＮＡ担体から形成される、請求項３０に記載の送達ビヒクル。
【請求項３４】
　前記送達ビヒクルが生分解性ポリマーマイクロスフェアである、請求項３３に記載の送
達ビヒクル。
【請求項３５】
　前記送達ビヒクルが、コロイド性金粒子上への核酸構築物のコーティングを含む、請求
項３０に記載の送達ビヒクル。
【請求項３６】
　請求項２９～３５のいずれか一項に記載の送達ビヒクルを投与する方法であって、前記
投与が、針注射、遺伝子銃、ジェット注射、エレクトロポレーション、超音波及び流体力
学的送達からなる群から選択される、方法。
【請求項３７】
　請求項２９～３５のいずれか一項に記載の核酸構築物を投与する方法であって、前記投
与が、針注射、遺伝子銃、ジェット注射、エレクトロポレーション、超音波及び流体力学
的送達からなる群から選択される、方法。
【請求項３８】
　請求項１～２８のいずれか一項に規定される核酸構築物を含む細胞。
【請求項３９】
　請求項１～２８のいずれか一項に記載の核酸構築物のいずれかにより規定される、少な
くとも１つの作動可能に連結したインバリアント鎖又はその変異体、及び少なくとも１つ
の抗原タンパク質又は抗原ペプチドをコードする配列を含む、キメラタンパク質。
【請求項４０】
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　請求項３９に規定されるキメラタンパク質を認識することができる抗体。
【請求項４１】
　抗体が結合するタンパク質を検出するアッセイにおける、請求項４０に記載の抗体の使
用。
【請求項４２】
　ａ．ｂと作動可能に連結した少なくとも１つのインバリアント鎖又はその変異体
　ｂ．少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若し
くは前記ペプチドの抗原断片
をコードする核酸配列を含む組成物。
【請求項４３】
　薬物として使用するための、
　ａ．ｂと作動可能に連結した少なくとも１つのインバリアント鎖又はその変異体
　ｂ．少なくとも１つのポリペプチド
をコードする核酸配列を含む組成物。
【請求項４４】
　請求項１～２８のいずれか一項に規定される核酸構築物を含む、請求項４２又は４３に
記載の組成物。
【請求項４５】
　組成物が少なくとも２つのベクターを含む、請求項４２～４４のいずれか一項に記載の
組成物。
【請求項４６】
　請求項１～２８のいずれか一項に記載の核酸構築物のいずれかにより規定される少なく
とも１つの請求項３９に記載のキメラタンパク質を含む組成物。
【請求項４７】
　組成物がアジュバントを含む、請求項４２～４６のいずれか一項に記載の組成物。
【請求項４８】
　ａ．請求項１～２８のいずれか一項に記載のヌクレオチド構築物を含む組成物
　ｂ．該組成物を投与する医療用機器又は他の手段
　ｃ．該部品キットの使用方法に関する取扱説明書
を含む部品キット。
【請求項４９】
　前記キットが第２の活性成分を含む、請求項４８に記載の部品キット。
【請求項５０】
　前記第２の活性成分が好適なワクチンである、請求項４９に記載の部品キット。
【請求項５１】
　ワクチンの効力を増大させる方法であって、
　ａ．請求項１～２８のいずれか一項に記載の核酸構築物、又は請求項４２～４７のいず
れか一項に記載の組成物を用意する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物又は組成物を投与することにより被験体の免疫系をプライミ
ングする工程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミン
グする工程、及び
　ｃ．好適なワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程
を含む、方法。
【請求項５２】
　免疫応答をプライミングするために使用される核酸構築物の少なくとも一部と、前記免
疫応答をブーストするために使用されるワクチンとが同一である、請求項５１に記載の方
法。
【請求項５３】
　同一の部分が、抗原ペプチド又は抗原タンパク質の一部である、請求項５２に記載の方
法。
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【請求項５４】
　同一の部分が、遍在性のヘルパーＴ細胞エピトープである、請求項５２に記載の方法。
【請求項５５】
　前記免疫応答がＭＨＣ－Ｉ依存性である、請求項５１に記載の方法。
【請求項５６】
　前記免疫応答がＭＨＣ－ＩＩ依存性である、請求項５１に記載の方法。
【請求項５７】
　前記免疫応答が、ＭＨＣ－Ｉ依存性及びＭＨＣ－ＩＩ依存性である、請求項５１に記載
の方法。
【請求項５８】
　前記免疫応答がＴ細胞依存性である、請求項５１に記載の方法。
【請求項５９】
　前記免疫応答がＣＤ４＋　Ｔ細胞依存性である、請求項５１に記載の方法。
【請求項６０】
　前記免疫応答がＣＤ４＋　Ｔ細胞非依存性である、請求項５１に記載の方法。
【請求項６１】
　前記免疫応答がＣＤ８＋　Ｔ細胞依存性である、請求項５１に記載の方法。
【請求項６２】
　ａ．少なくとも１つの請求項４２～４７のいずれか一項に記載の組成物を用意する工程
、
　ｂ．動物の治療又は予防のために前記少なくとも１つの組成物を被験体に少なくとも１
回投与する工程
を含む、請求項５１～６１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６３】
　組成物を、或る感染しやすい場所の可能性が最も高い領域に投与する、請求項５１～６
２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６４】
　被験体がヒトである、請求項５１～６３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６５】
　被験体が哺乳動物である、請求項５１～６３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６６】
　被験体がフェレットである、請求項５１～６３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６７】
　被験体が魚である、請求項５１～６３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６８】
　被験体が鳥である、請求項５１～６３のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インバリアント鎖と連結した抗原を使用して免疫応答をプライミング（prim
ing：初回刺激）する技術及び方法に関し、これらは任意の好適なワクチンを使用するそ
の後の追加免疫をプライミングするために使用される。
【０００２】
　本出願において引用される全ての特許文献及び非特許文献のその全体が、参照により本
明細書に援用される。
【背景技術】
【０００３】
　ワクチン投与は、疾患又は病態に対する免疫をもたらすための被験体への抗原物質（ワ
クチン）の投与である。免疫応答を刺激するために使用される場合、該抗原は免疫原とし
て知られ、該プロセスは免疫化として知られる。ワクチン投与は、複数の形態で投与する
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ことができる１つ又は複数の免疫原の投与を含む。
【０００４】
　ワクチン投与は、確かな免疫応答の確立を必要とする。感染又はワクチン投与により活
性化される免疫応答は、複数の細胞型、例えばＴ細胞、Ｂ細胞及び抗原提示細胞、並びに
複数の種々の分子、主に抗原、ＭＨＣ分子、Ｔ細胞受容体及びＢ細胞受容体、並びにその
他多くのものの相互作用に依存する。
【０００５】
　伝統的なワクチン、すなわち第１世代のワクチンは、死滅させた又は弱毒化した病原性
菌株に基づいている。これらは感染性が低いという問題を抱えることが多く、免疫原性が
不十分であり、ワクチン投与によりもたらされる保護が不十分であることが多い。
【０００６】
　病原性生物由来の個々の抗原タンパク質に基づく第２世代のワクチン、すなわちサブユ
ニットワクチンの開発により、純粋なペプチド又は炭水化物が弱い免疫原である傾向を有
することが明らかとなった。
【０００７】
　ＤＮＡワクチン、すなわち第３世代のワクチンは、より広範囲のタイプの免疫応答を誘
導する能力を有するが、ヒトにおける免疫原性が低いという潜在的な欠点を依然として有
する。
【０００８】
　全てのタイプのワクチンに関して、ワクチン投与のプログラムは、ワクチンの効力を増
大させ、上述した制限を克服し、ワクチン投与時における免疫系の刺激の費用対効果がよ
り高い手段を提供するという満足されていない必要性に直面している。
【０００９】
　本発明は、ワクチンの効力を増大させるための解決方法を提供することにより、ワクチ
ンの低免疫原性と関連する問題を解決することを目的とする。
【００１０】
　本発明は、免疫応答のプライミングのための解決方法を提供することにより、ワクチン
の低免疫原性と関連する問題を解決することを目的とする。
【００１１】
　したがって本発明は、前記ワクチンの効力を増大させるための、ＭＨＣクラスＩＩと会
合したインバリアント鎖／ＣＤ７４（本明細書においてインバリアント鎖又はＩｉと称す
る）又はその変異体を含み、少なくとも１つの抗原タンパク質又は前記抗原タンパク質の
断片をコードする核酸構築物による免疫系のプライミング、その後引き続く追加ワクチン
投与を対象とする。
【００１２】
　本発明によるワクチンは、病原性抗原又は癌抗原を対象とすることができる。
【００１３】
　本明細書において提示されるデータにより、インバリアント鎖又はその変異体を含む核
酸構築物を使用するプライム－ブースト法を開発することが容易ではないことが示される
。
【００１４】
　驚くべきことに、本発明は、前記免疫プライミングの効果を低減させることなく、イン
バリアント鎖由来のＩｉ－ＫＥＹ（ＬＲＭＫアミノ酸残基を含む）及び／又はＩｉ－ＣＬ
ＩＰドメインの一部を変化させることができることを開示する。
【００１５】
　この問題に適切に対処していない従来技術の文献について以下で論じる。
【００１６】
　特許文献１（Holst et al.）は、応答を拡大かつ改善するのと同時に応答の速度を増大
させるように免疫応答を刺激する、改善されたＤＮＡワクチンを開発することを対象とす
る。Holst et al.は、抗原のインバリアント鎖との融合により、ＣＤ４＋　Ｔ細胞非依存



(8) JP 2017-131220 A 2017.8.3

10

20

30

40

50

性メカニズムを通じてその後の抗ウイルス性ＣＤ４＋及びＣＤ８＋　Ｔ細胞応答が劇的に
増強されることを見出した。
【００１７】
　Holmes et al.（非特許文献１）は、Ｉｉ－ｋｅｙハイブリッドペプチドワクチン（Ｉ
ｉ－ｋｅｙは、インバリアント鎖タンパク質の中心部分であるＬＲＭＫという４個のアミ
ノ酸配列を含む）の最初のヒト第Ｉ相試験を記載している。
【００１８】
　Kallinteris et al.（非特許文献２）による知見も同様に、ワクチンの効力を増強する
ためにＬＲＭＫアミノ酸を含むＩｉ－ｋｅｙ部分を利用することを対象とする。
【００１９】
　特許文献２（Humphreys et al.）は、最初に前記Ｉｉ－ｋｅｙペプチドのＬＲＭＫ残基
を含むＩｉ－Ｋｅｙハイブリッドペプチド構築物で被験体の免疫系をプライミングするこ
と、及びその後病原体に対するワクチンを投与して、プライミング工程において生じた免
疫応答をブースト（boost：追加刺激）することにより、病原体に対するワクチンの効力
を増大させる方法を開示する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２０】
【特許文献１】国際公開第２００７／０６２６５６号
【特許文献２】米国特許出願公開第２００８／００９５７９８号
【非特許文献】
【００２１】
【非特許文献１】J Clin Oncol. 2008, Jul 10;26(20):3426-33
【非特許文献２】Expert Opin. Biol. Ther. 2006, 6(12):1311,1321
【発明の概要】
【００２２】
　本発明は、少なくとも１つのＭＨＣクラスＩＩと会合したインバリアント鎖／ＣＤ７４
（本明細書においてインバリアント鎖又はＩｉと称する）又はその変異体を含み、少なく
とも１つの抗原タンパク質又は前記抗原タンパク質の断片をコードする核酸構築物による
免疫系のプライミング、その後引き続く追加ワクチン投与が、前記ワクチンの効力を増大
させることを示す。
【００２３】
　本発明によるワクチンは、病原性抗原又は癌抗原を対象とし得る。
【００２４】
　驚くべきことに、本発明は、前記プライミングの効果を低減させることなく、インバリ
アント鎖からＩｉ－ＫＥＹドメイン（ＬＲＭＫアミノ酸残基を含む）及び／又はＩｉ－Ｃ
ＬＩＰドメインの一部を部分的に置換するか又は取り除くことができることを開示する。
【発明が解決しようとする課題】
【００２５】
　したがって、本発明は、応答を拡大かつ改善するのと同時に応答の速度を増大させるよ
うに、２工程のプライム－ブースト法（これにより、免疫系を最初にインバリアント鎖又
はその変異体を含む核酸構築物によりプライミングし、その後引き続いて任意のタイプの
好適なワクチンを使用する追加ワクチン投与を行う）を利用することにより、ワクチン投
与により生じた免疫応答を十分に刺激するという問題を解決した。特に、対象とする特異
的かつ迅速な免疫系の刺激のための新規な系が、これにより、全ての動物、例えばヒトの
ワクチン投与法を改善するために利用可能となる。
【課題を解決するための手段】
【００２６】
　この問題は、特許請求の範囲において特徴付けられる本発明の実施の形態により解決さ
れる。本発明により、Ｉｉ鎖ベースの核酸構築物によるプライミングが、その後ワクチン
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でブーストすることによる抗原特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞、ＣＤ４＋　Ｔ細胞及び／又はＢ
細胞の生成を顕著に増強することが見出された。
【００２７】
　したがって、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパ
ク質若しくは前記ペプチドの抗原断片と作動可能に連結した少なくとも１つのインバリア
ント鎖又はその変異体をコードする配列を含む核酸構築物であって、免疫系をプライミン
グして被験体における二次ワクチン（subsequent vaccine）の投与の際の免疫化を増強す
ることが可能である、核酸構築物を提供することは、本発明の一態様である。
【００２８】
　本発明は、１つの実施の形態では、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプ
チド、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片と作動可能に連結した少なく
とも１つのインバリアント鎖又はその変異体をコードする配列を含む核酸構築物であって
、被験体における二次ワクチンの投与による免疫化をプライミングすることが可能である
、核酸構築物を提供する。
【００２９】
　１つの実施の形態では、本発明の核酸構築物に含まれるインバリアント鎖を、Ｉｉの効
果を低減させることなく、その野生型配列から変化させることができる。
【００３０】
　したがって、１つの実施の形態では、ＬＲＭＫアミノ酸残基を含むＩｉ－ＫＥＹドメイ
ンが、欠失又は置換、例えば突然変異により変化している。
【００３１】
　別の実施の形態では、Ｉｉ－ＣＬＩＰドメインの一部が、欠失又は置換、例えば突然変
異により変化している。Ｉｉ－ＣＬＩＰドメインを、具体的には９１位及び９９位のメチ
オニンをアラニンに置換することにより変化させることができる。これは、ＭＨＣ　ＩＩ
による抗原提示を驚くほど増大させる。
【００３２】
　別の実施の形態では、Ｉｉを、具体的にはＩｉの最初の１７個のアミノ酸を欠失させる
ことにより変化させることができる。これにより、記憶応答が驚くほど増大する。
【００３３】
　つまり、これらの変化の各々が別々に又は組み合わせて起こり得るということになる。
【００３４】
　１つの実施の形態では、本発明の核酸構築物に含まれるインバリアント鎖は、ウイルス
、微生物、例えば細菌又は寄生生物を対象とするワクチンの免疫応答をプライミングする
ために使用する場合、その野生型配列から変化している。
【００３５】
　別の実施の形態では、本発明の核酸構築物に含まれるインバリアント鎖は、癌ワクチン
、又は異常な生理学的応答を対象とするワクチンの免疫応答をプライミングするために使
用する場合、その野生型配列から変化していてもよく、又は変化していなくてもよい。
【００３６】
　別の実施の形態では、免疫応答をプライミングするために使用される核酸構築物の少な
くとも一部と、免疫応答をブーストするために使用される二次ワクチンとが同一である。
プライマー（primer：初回刺激剤）及びブースター（booster：追加刺激剤）の前記少な
くとも１つの同一の部分は、Ｉｉ若しくはその変異体、抗原ペプチド若しくは抗原ペプチ
ドの一部、又は遍在性ヘルパーＴ細胞エピトープであり得る。
【００３７】
　本明細書において詳述されるような核酸構築物を含む送達ビヒクルであって、ＲＮＡベ
ースのビヒクル、ＤＮＡベースのビヒクル／ベクター、脂質ベースのビヒクル、ポリマー
ベースのビヒクル、又はウイルス由来のＤＮＡビヒクル若しくはＲＮＡビヒクルである、
送達ビヒクルを提供することは、同様に本発明の目的である。
【００３８】
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　好ましい１つの実施の形態では、前記送達ビヒクルは、リポソームの形成、生分解性ポ
リマーマイクロスフェアの形成、コロイド性金粒子上への核酸構築物のコーティング、又
はウイルス由来のＤＮＡベクター若しくはＲＮＡベクター中への組み込みを含む。
【００３９】
　さらに好ましい１つの実施の形態では、前記核酸構築物又は前記送達ビヒクルを、針注
射、遺伝子銃、ジェット注射、エレクトロポレーション、超音波又は流体力学的送達を用
いて投与する。
【００４０】
　したがって、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパ
ク質若しくは前記ペプチドの抗原断片と作動可能に連結した少なくとも１つのインバリア
ント鎖又はその変異体をコードする配列を含む核酸構築物により免疫応答を刺激する手段
を提供することは、本発明の一態様である。
【００４１】
　さらなる目的は、核酸構築物、又はこれらのいずれか若しくはこれらのいずれかの任意
の部分内にコードされるタンパク質の細胞間拡散を刺激する手段を提供する。
【００４２】
　本明細書において記載される核酸構築物によりコードされるようなキメラタンパク質を
提供することは、本発明のさらなる目的である。
【００４３】
　本明細書において記載される核酸構築物によりコードされるキメラタンパク質を認識す
る抗体を提供することは、本発明のさらなる一態様である。
【００４４】
　ワクチンの効力を改善する方法であって、本明細書において詳述されるような核酸構築
物を投与することを含む、方法を提供することは、本発明の一態様である。
【００４５】
　免疫応答のプライミングに好適である、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原
ペプチド、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片と作動可能に連結した少
なくとも１つのインバリアント鎖又はその変異体をコードする配列を含む核酸構築物は、
特に本発明と関連する。
【００４６】
　部品キット（kit in parts）であって、前記核酸構築物及び／又は好適なワクチンを投
与する医療用機器又は他の手段、並びにさらに該部品キットの使用方法に関する取扱説明
書と共に本明細書において記載されるような核酸構築物を含む、部品キットを提供するこ
とは、本発明のさらなる一態様である。
【００４７】
　つまり、本発明は、本明細書において以下で詳述されるような核酸構築物を動物に投与
することにより、動物における免疫応答を増強する手段を提供することになる。
【図面の簡単な説明】
【００４８】
【図１】Ｉｉ鎖ベースのネイキッドＤＮＡワクチンによるＤＮＡプライミングを示す図で
ある。
【図２】Ｉｉ配列におけるドメイン及び試験した突然変異の位置を示す図である。
【図３】ＩｉがＳＩＩＮＦＥＫＬ／Ｈ－２ｋｂ　ＯＶＡ由来のエピトープの細胞表面提示
を劇的に増大させることを示す図である。
【図４】Ｉｉがシスにおいてのみ機能することを示す図である。
【図５】Ｎ末端の欠失及び置換がＩｉの刺激能に影響を与えないことを示す図である。
【図６】Ｃ末端の欠失及び置換がＩｉの刺激能に影響を与えないことを示す図である。
【図７】Ｎ末端及びＣ末端の欠失のみがＩｉの刺激能を低減させることを示す図である。
【図８】Ａｄ－ＩｉＧＰワクチン及びＡｄ－ＧＰワクチンの用量応答を示す図である。
【図９】ＭＨＣクラスＩＩによる抗原提示に関するＡｄ－ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＧＰ及びＡｄ
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－ＩｉＣＬＩＰＧＰの比較を示す図である。
【図１０】ｉｎ　ｖｉｖｏ経時研究におけるＡｄ－ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＧＰ、Ａｄ－ＧＰＬ
ａｍｐ－１及びＡｄ－ＩｉΔ１７ＧＰの比較を示す図である。
【図１１】Ａｄ－ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＧＰ、Ａｄ－ＩｉΔ１７ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＫＥＹＧＰ
、Ａｄ－ＩｉＣＬＩＰＧＰ、Ａｄ－Ｉｉ１－１１７ＧＰ及びＡｄ－Ｉｉ１－１９９ＧＰの
ｉｎ　ｖｉｖｏ応答の比較を示す図である。
【図１２】Ａｄ－ＧＰがその後のＡｄ－ＩｉＧＰブーストをプライミングすることが可能
であることを示す図である。
【図１３】Ａｄ－ＩｉＧＰがその後のＡｄ－ＧＰ又はＡｄ－ＩｉＧＰブーストをプライミ
ングすることが可能ではないことを示す図である。
【図１４】Ａｄ－ＧＰワクチン及びＡｄＩｉ－Ｇｐワクチンの用量応答を示す図である。
【図１５】残基５０～２１５を含むインバリアント鎖の変異体（Ｉｉ５０～２１５）と結
合し、アデノウイルス線維タンパク質とさらに結合したマンノース受容体を示す図である
。
【発明を実施するための形態】
【００４９】
定義
　アデノウイルス：ウイルスを含有する二本鎖ＤＮＡの群。アデノウイルスを遺伝子的に
改変して、複製不能又は条件的に複製不能にすることができる。この形態で、アデノウイ
ルス構築物又はアデノベクターとして、これらをワクチン投与又は遺伝子療法のための遺
伝子送達ビヒクルとして使用することができる。
　アデノウイルス線維タンパク質：アデノウイルスの任意の血清型由来の線維タンパク質
。アデノウイルス線維ノブ、又は異種ノブが挿入されたアデノウイルス線維ノブとしても
知られる。
　アジュバント：投与された免疫原決定基／抗原／核酸構築物との混合により前記決定基
に対する免疫応答を増大させる又はそうでなくとも変化させる任意の物質。
　アミノ酸：ｉｎ　ｖｉｖｏで合成されるタンパク質及び酵素を含むペプチド及びポリペ
プチドにおいて生じる任意のアミノ酸を含み、したがってアミノ酸の修飾形態を含む、任
意の合成又は天然のアミノカルボン酸。「アミノ酸」という用語は本明細書において、少
なくとも１つの他の種、例えば２つ、例えば３つ、例えば４つ以上の他の種と反応した上
述のアミノ酸を包含することを意味する「アミノ酸残基」という用語と同義のものとして
使用される。「アミノ酸」という総称は、天然及び非天然のアミノ酸の両方（それらのい
ずれもが「Ｄ」異性体又は「Ｌ」異性体であり得る）を含む。アミノ酸を「ａａ」と略記
することがある。
　抗体：免疫グロブリン分子及び免疫グロブリン分子の活性部分。抗体は、例えば無傷の
免疫グロブリン分子、又は免疫学的活性を保持しているその断片である。
　抗原：クローン的に分布した（clonally distributed）免疫受容体（Ｔ細胞受容体又は
Ｂ細胞受容体）と結合することができる任意の物質。通常ペプチド、ポリペプチド又は多
量体ポリペプチド。抗原は、好ましくは免疫応答を誘発することが可能である。
　ブーストする：ブースター注射又はブースター投与によりブーストすることは、同じ（
同種）又は別の（異種）免疫化剤の過去の投与により誘発された免疫応答を持続させる又
は増強するために、免疫系をプライミングするために使用された物質を最初に投与した後
に与えられる１つ又は複数のさらなる用量の免疫化剤、例えばワクチンを与えることであ
る。
　担体：免疫応答の誘導において助けとなるように、抗原が結合する実体（Entity）又は
化合物。
　キメラタンパク質：２つ以上の完全な若しくは部分的な遺伝子、又は一連の（非）ラン
ダム核酸を共にスプライシングすることにより作製されたヌクレオチド配列によりコード
される、遺伝子操作した（genetically engineered）タンパク質。
　補体：その作用が抗体の働きを「補完する」、複雑な一連の血中タンパク質。補体は、
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細菌を破壊し、炎症を引き起こし、免疫反応を調節する。
　サイトカイン：成長又は分化の調節因子（本明細書において非限定的に使用されるもの
であり、本発明及び特許請求の範囲の解釈を限定するものではない）。サイトカインに加
えて、接着分子若しくはアクセサリー分子、又はその任意の組合せを、単独で又はサイト
カインと組み合わせて利用することができる。
　ＣＴＬ：細胞傷害性Ｔリンパ球。Ｔ細胞受容体と共にＣＤ８を発現し、したがってクラ
スＩ分子により提示される抗原に応答することが可能であるＴ細胞の下位の群。
　送達ビヒクル：それによりヌクレオチド配列若しくはポリペプチド又はその両方を少な
くとも１つの媒体から別の媒体へ輸送することができる実体。
　断片：この用語は、核酸又はポリペプチドの非全長部分を示すために使用される。した
がって、断片はそれ自体もそれぞれ核酸又はポリペプチドである。
　異種ブースト又は異種プライム－ブースト：免疫系をブーストするために使用される物
質が、免疫応答をプライミングするために過去に使用された物質と異なる。
　同種ブースト又は同種プライム－ブースト：免疫系をブーストするために使用される物
質が、免疫応答をプライミングするために過去に使用された物質と同じである。
　個体：鳥類、哺乳類、魚類、両生類又は爬虫類の任意の種又は亜種、例えばヒト。
　インバリアント鎖：小胞体（endoplasmatic reticulum）及びその後の細胞コンパート
メントにおいてＭＨＣ　ＩＩ分子と会合し、これを安定化する内在性膜タンパク質である
糖タンパク質。ここで「インバリアント鎖」という用語は、ヒトのインバリアント鎖と或
る特定の類似性を有する全ての天然の又は人工的に生成された全長又は断片の相同遺伝子
及び相同タンパク質を包含する。インバリアント鎖は本明細書においてＩｉと略記する。
　単離（Isolated）：（本明細書において開示される核酸、ポリペプチド及び抗体に関連
して使用される）「単離」は、同定され、その自然環境、典型的には細胞環境の構成成分
から分離及び／又は回収された核酸、ポリペプチド及び抗体を表す。本発明の核酸、ポリ
ペプチド及び抗体は好ましくは単離されており、本発明のワクチン及び他の組成物は好ま
しくは単離した核酸、ポリペプチド、又は単離した抗体を含む。
　ＭＨＣ：主要組織適合複合体（ＭＨＣの２つの主要なサブクラス、クラスＩ及びクラス
ＩＩが存在する）。
　ネイキッドＤＮＡ：ヒストンと会合していないＤＮＡ。低メチル化及びＣｐＧリッチな
ＤＮＡであることが多い。ネイキッドＤＮＡは、環状又は直鎖状のもの、例えば環状プラ
スミドであり得る。
　核酸：遺伝情報を運ぶヌクレオチドの鎖又は配列。本発明に関しては、核酸は、デオキ
シリボ核酸（ＤＮＡ）、又はリボ核酸（ＲＮＡ）、ロックド核酸（ＬＮＡ）、ペプチド核
酸（ＰＮＡ）、挿入（Intercalating）核酸（ＩＮＡ）、ねじれ挿入（Twistedintercalat
ing）核酸（ＴＩＮＡ）、ヘキシトール核酸（ＨＮＡ）、アラビノ核酸（ＡＮＡ）、シク
ロヘキサン核酸（ＣＮＡ）、シクロヘキセニル核酸（ＣｅＮＡ）、グリセロール核酸（Ｇ
ＮＡ）、トレオシル（threosyl）核酸（ＴＮＡ）、ギャップマー（Gap-mers）、ミックス
マー（Mix-mers）及びモルホリノからなる群のいずれかであり得る。
　核酸構築物：遺伝子操作した核酸。典型的には、複数の要素、例えば遺伝子若しくはそ
の断片、プロモーター、エンハンサー、ターミネーター、ポリＡ尾部、リンカー、ポリリ
ンカー、作動性リンカー、多重クローニング部位（ＭＣＳ）、マーカー、停止コドン、他
の調節要素、内部リボソーム侵入部位（ＩＲＥＳ）又はその他を含む。
　作動性リンカー：核酸又はポリペプチドの生物学的プロセシングを確実にするように、
核酸構築物又は（キメラ）ポリペプチドの２つの部分を結合するヌクレオチド又はアミノ
酸残基の配列。
　病原体：疾患の特定の原因となる作用因子、特にその宿主に対して疾患を引き起こし得
る生物学的作用因子、例えばウイルス、細菌、プリオン又は寄生生物（感染因子とも称さ
れる）。
　ペプチド：配列を規定し、アミド結合により連結した複数の共有結合したアミノ酸残基
。この用語は、オリゴペプチド及びポリペプチドと類似のものとして使用される。天然及
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び／又は非天然のアミノ酸が、ペプチド結合により、又は非ペプチド結合により連結され
得る。「ペプチド」という用語は、当該技術分野において既知であるように、化学反応又
は酵素触媒反応により導入される翻訳後修飾形態も包含する。この用語は、ポリペプチド
の変異体又は断片を表し得る。
　薬学的担体：この用語（賦形剤又は安定化剤とも称される）は、利用される投与量及び
濃度で、これに曝される細胞又は個体に対して非毒性である。生理学的に許容可能な担体
は、ｐＨを緩衝化した水溶液であることが多い。生理学的に許容可能な担体の例は、緩衝
液、例えばリン酸緩衝液、クエン酸緩衝液、及び他の有機酸緩衝液；アスコルビン酸を含
む抗酸化剤；低分子量（約１０残基未満の）ポリペプチド；タンパク質、例えば血清アル
ブミン、ゼラチン若しくは免疫グロブリン；親水性ポリマー、例えばポリビニルピロリド
ン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン若しくはリジン
；グルコース、マンノース若しくはデキストリンを含む、単糖、二糖、及び他の炭水化物
；キレート剤、例えばＥＤＴＡ；糖アルコール、例えばマンニトール若しくはソルビトー
ル；塩を形成する対イオン、例えばナトリウムイオン；及び／又は非イオン性界面活性剤
、例えばＴＷＥＥＮ（商標）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）及びＰＬＵＲＯＮＩＣ
Ｓ（商標）を含む。
　複数：少なくとも２つ。
　プライミングする：免疫応答を所要の免疫原に集中させるための、例えばＤＮＡによる
免疫系の最初のプライミング。
　プライム－ブースト：免疫応答を所要の免疫原に集中させるための、例えばＤＮＡによ
る免疫系の最初のプライミング、及びワクチンにより誘導される免疫応答の増大をもたら
す、前記ワクチンによる免疫応答のその後のブースト。
　プロモーター：ＲＮＡポリメラーゼが結合して１つ又は複数の近傍の構造遺伝子による
メッセンジャーＲＮＡの転写を開始させる、ＤＮＡ鎖における結合部位。
　シグナルペプチド：細胞内におけるタンパク質の最終的な位置を決定する、アミノ酸の
短い配列（選別ペプチド（sorting peptide）とも称される）。
　好適なワクチン：免疫応答をプライミングするために使用される核酸構築物の少なくと
も一部と、免疫応答をブーストするために使用される二次ワクチンとが同一であることを
特徴とする、最初のプライミングにより刺激された免疫応答をブーストすることが可能で
ある、本発明による使用のための任意のワクチン。プライマー及びブースターの前記少な
くとも１つの同一の部分は、Ｉｉ若しくはその変異体、抗原ペプチド若しくは抗原ペプチ
ドの一部、又は遍在性ヘルパーＴ細胞エピトープであり得る。
　界面活性剤（Surfactant）：それが溶解する液体の表面張力を低減させることが可能で
ある界面活性剤（surface active agent）。界面活性剤は、親水性である極性基、及び疎
水性であり脂肪鎖（fatty chain）から構成されることが多い非極性基を含有する化合物
である。
　ワクチン：動物における免疫応答を誘導することが可能である物質又は組成物。本文書
において免疫原組成物とも称される。生物における記憶を誘導する免疫応答（液性／抗体
及び／又は細胞性）であり、一次応答よりも二次応答によって生じる感染因子をもたらし
、したがって宿主生物に対するその影響を低減させる、免疫応答。本発明のワクチンを、
予防的及び／又は治療的な薬物として与えることができる。組成物は、以下の１つ又は複
数を含み得る：抗原（複数可）、Ｉｉと作動可能に連結した１つ又は複数の抗原を含む核
酸構築物、担体、アジュバント及び薬学的担体。
　変異体：或る基準核酸又は基準ポリペプチドの「変異体」は、前記基準核酸又は前記基
準ポリペプチドに対して或る程度の配列相同性／配列同一性を示すが、前記基準核酸又は
前記基準ポリペプチドと同一ではない核酸又はポリペプチドを表す。
【００５０】
　ドメイン、領域及びモチーフは、本明細書において交換可能な用語として使用すること
がある。
【００５１】
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発明の詳細な説明
　本発明は、少なくとも１つの抗原タンパク質又は抗原ペプチドと作動可能に連結したイ
ンバリアント鎖又はその変異体をコードする配列を含む核酸構築物に関する。該核酸構築
物は、その後の追加ワクチン投与の効果を増強するための、免疫応答のプライミングのた
めに使用される。
【００５２】
免疫応答
　ワクチンを、予防的に（ワクチンを実際の感染が起こる前に与える）、又は治療的に（
ワクチンが、身体内に既に存在する病原体に対する免疫応答を誘発又は加速する）使用す
ることができる。両方のワクチン投与方法が、確かな免疫応答の確立を必要とする。感染
又はワクチン投与により活性化される免疫応答は、複数の細胞型、例えばＴ細胞、Ｂ細胞
及び抗原提示細胞、並びに複数の種々の分子、主に抗原、ＭＨＣ分子、Ｔ細胞受容体及び
Ｂ細胞受容体、並びにその他多くのものの相互作用に依存する。
【００５３】
　抗原は、ＭＨＣ分子により抗原提示細胞の表面上に提示されるペプチド断片である。抗
原は、外来のもの、すなわち病原体起源のもの、又は生物それ自体に由来するもの、いわ
ゆる自己（self or auto）抗原であり得る。ＭＨＣ分子は、「主要組織適合複合体（majo
rhistocompatibility complex）」（故にＭＨＣ）として知られる、特定の染色体領域に
よりコードされる多型の遺伝子ファミリーの代表である。２つのクラスのＭＨＣ分子（Ｍ
ＨＣクラスＩ（ＭＨＣ－Ｉ）及びＭＨＣクラスＩＩ（ＭＨＣ－ＩＩ））が存在する。
【００５４】
　Ｔヘルパー細胞は、抗原提示細胞の表面上に存在するＭＨＣクラスＩＩ（ＭＨＣ－ＩＩ
）分子により提示される抗原により刺激される。ＭＨＣ－ＩＩ分子は、小胞体において合
成される。合成時に、ＭＨＣ－ＩＩ分子は、ＭＨＣ－ＩＩ分子が自己抗原（self- or aut
o-antigens）を積み込むのを防止する形で、インバリアント鎖（Ｉｉ）と結合する。ＭＨ
Ｃ－ＩＩ分子は、インバリアント鎖におけるシグナル配列により、特定の細胞コンパート
メントにおいて細胞表面に輸送される。コンパートメントがその内容物のプロセシングに
より成熟するにつれて、ＭＨＣクラスＩＩ分子は、リソソームから、後期エンドソームま
で（エンドサイトーシス小胞との融合後）、ＭＨＣクラスＩＩコンパートメント（ＭＩＩ
Ｃ）まで進む。エンドサイトーシス小胞は、外来抗原、すなわちタンパク質分解により切
断された細菌のペプチド断片を含有する。これらの断片は、その分解により、ＭＨＣ－Ｉ
Ｉ分子上に積み込まれるように調製される。ＭＨＣ－ＩＩ分子は、インバリアント鎖が第
１にタンパク質分解により分解されてＭＨＣ－ＩＩ結合ドメインにＣＬＩＰと称されるペ
プチドのみを残し、第２にＨＬＡ－ＤＭ分子によりＣＬＩＰが除去される二段階プロセス
で、インバリアント鎖により放出される。ＭＨＣ－ＩＩ分子はその後自由に外来抗原と結
合することができ、ＭＩＩＣ小胞の細胞膜との融合後に細胞表面上にこれらを提示する。
これにより、提示された抗原が複数の手段によりＢ細胞（最終的に抗体分泌細胞へと分化
する）を活性化するＴヘルパー細胞の活性化を刺激するので、液性免疫応答が開始する。
【００５５】
　Ｔ細胞傷害性細胞のＴ細胞受容体が抗原提示細胞上のＭＨＣクラスＩ分子と結合した抗
原を認識すると、細胞性免疫応答が開始する。ＭＨＣ－Ｉ分子は、ＭＨＣ－ＩＩと会合す
るインバリアント鎖のような機能性を有する分子と会合していない。ＭＨＣ－Ｉの抗原提
示分子へのプロセシングはさらに、ＭＨＣ－Ｉ分子が小胞体において既に抗原を積み込ん
でいるという点で、ＭＨＣ－ＩＩ分子のプロセシングと異なる。ＭＨＣ－Ｉ分子により提
示される抗原は典型的には、プロテアソームにより切断された、抗原提示細胞自体により
合成されたタンパク質のペプチド断片である。これらのタンパク質は、細胞自身のＤＮＡ
においてコードされる異常タンパク質、又は細胞に感染し、そのタンパク質合成機構に寄
生するウイルス若しくは他の病原体由来のタンパク質であり得る。ＭＨＣクラスＩ関連タ
ンパク質分解系は、実質的に全ての細胞に存在する。
【００５６】
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　その名前により示唆されるように、２つのタイプのＴ細胞の機能は顕著に異なる。細胞
傷害性Ｔ細胞は、細胞の直接的溶解により、及びサイトカイン、例えばγ－インターフェ
ロンを分泌することにより細胞内の病原体及び腫瘍を根絶する。主要な細胞傷害性Ｔ細胞
はＣＤ８＋　Ｔ細胞であり、これも抗原特異的である。ヘルパーＴ細胞も細胞を溶解する
ことができるが、これらの主要な機能はＢ細胞（抗体産生細胞）及び他のＴ細胞の活動を
促進するサイトカインを分泌することであり、したがってこれらは外来抗原に対する免疫
応答（抗体媒介性及び細胞傷害性Ｔ細胞媒介性の応答メカニズムを含む）を広く増強する
。ＣＤ４＋　Ｔ細胞は、免疫応答における主要なヘルパーＴ細胞表現型である。
【００５７】
核酸構築物
　本発明の一態様は、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記
タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片（要するに抗原）と作動可能に連結した少な
くとも１つのインバリアント鎖又はその変異体をコードする配列を含む核酸構築物、例え
ばネイキッドＤＮＡ構築物に関する。
【００５８】
　一実施形態では、本発明は、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、
又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片と作動可能に連結した少なくとも１
つのインバリアント鎖又はその変異体をコードする配列を含む核酸構築物であって、前記
インバリアント鎖又はその変異体がＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基を含まない、核酸
構築物に関する。
【００５９】
　別の実施形態では、本発明は、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド
、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片と作動可能に連結した少なくとも
１つのインバリアント鎖又はその変異体をコードする配列を含む核酸構築物であって、前
記インバリアント鎖又はその変異体がＣＬＩＰ領域の変異体を含む、核酸構築物に関する
。
【００６０】
　別の実施形態では、本発明は、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド
、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片と作動可能に連結した少なくとも
１つのインバリアント鎖又はその変異体をコードする配列を含む核酸構築物であって、前
記インバリアント鎖又はその変異体が最初の１７個のアミノ酸を含まない、核酸構築物に
関する。
【００６１】
　さらに別の実施形態では、本発明は、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペ
プチド、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片と作動可能に連結した少な
くとも１つのインバリアント鎖又はその変異体をコードする配列を含む核酸構築物であっ
て、前記核酸構築物が癌ワクチンのプライミングのために使用される、核酸構築物に関す
る。
【００６２】
　核酸構築物は、遺伝子操作した核酸であると理解される。核酸構築物は、非複製的な直
鎖の核酸、環状の発現ベクター、又は自己複製するプラスミドであり得る。核酸構築物は
、複数の要素、例えばこれらに限定されないが、遺伝子若しくはその断片、プロモーター
、エンハンサー、ターミネーター、ポリＡ尾部、リンカー、ポリリンカー、作動性リンカ
ー、多重クローニング部位（ＭＣＳ）、マーカー、停止コドン、内部リボソーム侵入部位
（ＩＲＥＳ）、及び組み込みのための宿主相同配列、又は他の規定の要素を含み得る。本
発明による核酸構築物が、上述の要素の任意の組合せの全て又はサブセットを含み得るこ
とを理解すべきである。
【００６３】
　核酸構築物を操作する方法は、当該技術分野において既知である（例えば、Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Sambrook et al., eds., ColdSpring Harbor Laborator
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y, 2nd Edition, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989を参照されたい）。さらに、本発明に
よる核酸構築物を、鋳型を用いずに合成することができ、様々な商業的供給業者（例えば
Genscript Corporation）から入手することができる。
【００６４】
　一実施形態では、核酸構築物を含む核酸残基を修飾することができる。前記修飾を、ア
セチル化、メチル化、リン酸化、ユビキチン化、リボシル化、硫化及びその他からなる群
から選択することができる。
【００６５】
　一実施形態では、本発明による核酸構築物は、ＤＮＡから構成されていてもよい。別の
実施形態では、核酸構築物は、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、リボ核酸（ＲＮＡ）、ロッ
クド核酸（ＬＮＡ）、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、挿入核酸（ＩＮＡ）、ねじれ挿入核酸（
ＴＩＮＡ）、ヘキシトール核酸（ＨＮＡ）、アラビノ核酸（ＡＮＡ）、シクロヘキサン核
酸（ＣＮＡ）、シクロヘキセニル核酸（ＣｅＮＡ）、グリセロール核酸（ＧＮＡ）、トレ
オシル核酸（ＴＮＡ）、ギャップマー、ミックスマー、モルホリノ、又はそれらの組合せ
からなる群から選択される核酸から構成されていてもよい。
【００６６】
　上で論じたように、ＭＨＣ　ＩＩ分子はプロセシング時に、会合したインバリアント鎖
が分解されて外来抗原ペプチドをＭＨＣ　ＩＩ分子上に積み込むことが可能となるまで、
インバリアント鎖と会合している。インバリアント鎖－リンカー－エピトープ（インバリ
アント鎖はＫＥＹ領域（ＬＲＭＫアミノ酸残基を含む）を含む）を含む「外部からの（ex
ternal）」タンパク質構築物を適用すると、前記タンパク質構築物は、前記ＭＨＣ　ＩＩ
分子が細胞の細胞外表面上に位置した時点でＭＨＣ　ＩＩ分子（抗原を含有する）と相互
作用する。したがって、その効果は、外部からのものであり、タンパク質構築物のインバ
リアント鎖のＫＥＹ残基（ＬＲＭＫアミノ酸残基を含む）の、ＭＨＣ　ＩＩ分子上への積
み込みに関して競合する能力に依存する。換言すれば、細胞内プロセシング時にＭＨＣ　
ＩＩ分子上に既に積み込まれている抗原が、細胞表面上のＭＨＣ　ＩＩ分子から「チップ
オフ（tipped off）」すなわち除去され、インバリアント鎖－リンカー－エピトープを含
むタンパク質構築物により置換されなければならない。これは、増幅することができない
「１：１」効果をもたらし、インバリアント鎖由来のＬＲＭＫアミノ酸残基の存在に常に
依存する。
【００６７】
　本発明による核酸構築物は、インバリアント鎖又はその変異体をコードし、抗原ペプチ
ド又はエピトープもコードする「内部からの（internal）」核酸構築物を適用することに
関し、すなわち核酸構築物を、被験体における細胞の細胞内空間中にトランスフェクトす
る。前記核酸構築物は、細胞の翻訳機構を使用して、前記ＭＨＣ分子が細胞の内側に、例
えばエンドソーム又はＭＩＩＣ内に位置した時点でＭＨＣ　ＩＩ分子又はＭＨＣ　Ｉ分子
（抗原を含有しない）と相互作用するインバリアント鎖－リンカー－エピトープ生成物又
はインバリアント鎖－エピトープ生成物をもたらす。したがって、効果は内部からのもの
であり、タンパク質構築物のインバリアント鎖のＫＥＹドメイン（ＬＲＭＫアミノ酸残基
を含む）の、ＭＨＣ分子上への積み込みに関して競合する能力に依存しない。実際に、効
果は、Ｉｉ－ＫＥＹ領域及びそのＬＲＭＫ残基の存在に依存しない。さらに、これは、１
つの核酸構築物が２つ以上の生成物をもたらし得るという点で、増幅することができる効
果をもたらす。
【００６８】
　核酸構築物の「内部から」の使用は、上で詳述したように、タンパク質構築物の「外部
から」の使用に対して複数の利点を有する。１）増幅；小量の核酸構築物の導入により、
全てがＭＨＣ分子と結合することができる多くの生成物がもたらされ、これは、ＭＨＣと
結合した前記生成物が内部移行によりさらに再利用されて最終的にその提示を増大させる
ことができるという点で二次的に増幅することもできる。２）細胞自身の抗原プロセシン
グ系の使用により、ＭＨＣ分子に対するエピトープの適切かつ堅固な結合が確実になる。
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３）Ｉｉ－ＫＥＹ領域のＬＲＭＫ残基、及び未変化の（native）Ｉｉ－ＣＬＩＰドメイン
が必要でない。
【００６９】
コドン最適化及び縮重核酸配列
　異種宿主における機能的タンパク質の発現は、現代のバイオテクノロジーの礎石である
。残念なことに、多くのタンパク質は、その本来の文脈の外で（outside their original
 contexts）発現するのが困難である。これらは、非標準ヌクレオチドコードを使用する
生物由来の、又は所望の宿主における使用頻度が低いコドンを豊富に含む遺伝子由来の、
発現制限調節要素を含有することがある。遺伝子合成の速度及び効率の改善により、タン
パク質発現を最大化するための実行可能な完全な遺伝子再設計がもたらされた。例えば、
タンパク質発現は、研究対象の遺伝子のコドン頻度が宿主発現系のコドン頻度と適合する
と、劇的に改善され得る。例えば、再設計戦略は、最適コドンバイアスの使用だけでなく
、ｍＲＮＡ構造要素の変化、並びに翻訳及び開始領域の改変も含み得る。コドン最適化の
ための技法は、当業者に既知であり、商業的供給業者、例えばGenScript Corporationに
より行うことができる。
【００７０】
　本発明によるインバリアント鎖又はその変異体を含む核酸構築物は、いずれかの方法で
、タンパク質すなわちアミノ酸への翻訳により、本発明による配列番号２に開示されるア
ミノ酸配列に対応するインバリアント鎖（ヒトＩｉ）又はその変異体を含むアミノ酸配列
をもたらすようにコドン最適化され得ることが理解される。
【００７１】
　同様に、本発明によるインバリアント鎖を含む核酸構築物は、いずれかの方法で、タン
パク質すなわちアミノ酸への翻訳により、本発明による、該核酸構築物を使用して免疫応
答をプライミングすることができる任意の動物（任意の脊椎動物、哺乳動物、魚又は鳥を
含む）のアミノ酸配列に対応するインバリアント鎖又はその変異体を含むアミノ酸配列を
もたらすようにコドン最適化され得る。
【００７２】
　コドンバイアス：コドンバイアスを、原核生物の遺伝子発現における単一の最も重要な
因子として特定した。遺伝コード中に或るコドンが出現する程度は、生物間で、高レベル
及び低レベルで発現されるタンパク質間で、さらに同じオペロンの異なる部分の間で、顕
著に変化する。この理由はほぼ確実に、好ましいコドンが細胞内で利用可能な同族ｔＲＮ
Ａの存在量と相関するためである。この関係は、翻訳系を最適化するのに、またコドン濃
度とイソアクセプターｔＲＮＡ濃度とのバランスをとるのに、役に立つ。
【００７３】
　使用頻度の低いコドンの置き換え：一般的に、遺伝子が含有するコドンの出現頻度が低
ければ低いほど、異種タンパク質が特定の宿主系内に合理的なレベルで発現される可能性
が低くなる。これらのレベルは、出現頻度の低いコドンがクラスターに又はタンパク質の
Ｎ末端部分に出現する場合、さらに低くなる。アミノ酸配列を改変することなく、出現頻
度の低いコドンを、宿主系のコドンバイアスをより密接に反映する他のコドンで置き換え
ることにより、機能的タンパク質発現のレベルが増大し得る。
【００７４】
　問題のあるコドンの排除：或る生物が５％～１０％未満の確率で（of the time）しか
使用しない任意のコドンは、その由来に関わらず、問題を引き起こすことがある。さらに
、近接した又は隣接したコドンは、コドンが離れているものである場合に比べて、タンパ
ク質発現に対してより強い影響（affect）を有し得る。出現頻度の低いコドン、及び終結
シグナルとして読まれる可能性が考えられるコドンを排除することにより、発現が低い又
は起こらない事態を防止することができる。
【００７５】
　哺乳動物宿主におけるウイルスタンパク質の発現：ウイルス遺伝子であっても、遺伝子
を適切に調製した場合には、哺乳動物細胞株において首尾良く発現することができる。ウ
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イルス遺伝子の高密度の情報負荷は、重複リーディングフレームをもたらすことが多い。
多くのウイルス遺伝子は、コード配列内にシス作用性の負の調節配列もコードする。ウイ
ルス遺伝子を、所望のタンパク質のみを発現するようにというだけでなく、調節要素を破
壊することによりタンパク質産生を増強するように再合成することができる。ウイルスコ
ドン最適化は、それにより標的の免疫原性が増大するため、ＤＮＡワクチン研究において
特に有用である。
【００７６】
　他の制約：コドンバイアスは遺伝子発現において大きな役割を果たすが、発現ベクター
及び転写プロモーターの選択も重要である。タンパク質のＮ末端領域を取り囲むヌクレオ
チド配列は、出現頻度の低いコドンの存在、及び開始ＡＵＧに直接隣接したコドンの同一
性の両方に対して特に感受性が高い。翻訳とｍＲＮＡの安定性との間に幾つかの相互関係
も存在する。
【００７７】
遺伝コードの縮重
　上記よりつまり遺伝コードは重複性を有するが多義性を有しないということになる。例
えば、コドンＧＡＡ及びＧＡＧは両方ともグルタミン酸を特定する（重複性）が、それら
のうちのいずれも任意の他のアミノ酸を特定しない（多義性を有しない）（完全な相互関
係に関して、以下のコドン表を参照されたい）。１つのアミノ酸をコードするコドンは、
その３つの位置のいずれかにおいて異なり得る。遺伝コードの縮重は、サイレント突然変
異の存在を説明するものである。縮重は、４つの塩基のトリプレットコードが２０個のア
ミノ酸及び停止コドンを指定するために生じる。
【００７８】
【表１】

【００７９】
同義置換
　サイレント突然変異又はサイレント置換は、タンパク質のアミノ酸配列に変化をもたら
さないＤＮＡの突然変異である。これらは、非コード領域において（遺伝子の外側で、又
はイントロン内で）起こることがあり、又はこれらは、最終的なアミノ酸配列を変化させ
ないようにエキソン内で起こることがある。「サイレント突然変異又はサイレント置換」
という語句は、「同義突然変異又は同義置換」という語句と交換可能なものとして使用さ
れることが多い。しかしながら同義突然変異又は同義置換は、サイレント突然変異又はサ
イレント置換の下位のカテゴリーであり、エキソン内のみで起こる。
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【００８０】
　本発明によるインバリアント鎖又はその変異体を含む核酸構築物は、タンパク質すなわ
ちアミノ酸への翻訳により、本発明による配列番号２に開示されるアミノ酸配列に対応す
るインバリアント鎖（ヒトＩｉ）又はその変異体を含むアミノ酸配列をもたらすように同
義置換を含み得ることが理解される。
【００８１】
　同様に、本発明によるインバリアント鎖を含む核酸構築物は、タンパク質すなわちアミ
ノ酸への翻訳により、本発明による、該核酸構築物を使用して免疫応答をプライミングす
ることができる任意の動物（任意の脊椎動物、哺乳動物、魚又は鳥を含む）のアミノ酸配
列に対応するインバリアント鎖又はその変異体を含むアミノ酸配列をもたらすように同義
置換を含み得る。
【００８２】
同義アミノ酸への非同義置換
　非同義置換は、アミノ酸の変化をもたらす。しかしながら、アミノ酸は前記アミノ酸の
特性に従ってグループ分けされ、該置換が同義アミノ酸をもたらす場合、或るアミノ酸の
別のアミノ酸での置換が、前記アミノ酸を含むタンパク質の機能又は特性に対する影響を
有しないことがある。このような置換を、保存的置換又は保存的突然変異（或るアミノ酸
の生化学的に類似のアミノ酸での置き換えをもたらすＤＮＡ配列又はＲＮＡ配列の変化）
と示すことができる。
【００８３】
　したがって、本発明によるインバリアント鎖又はその変異体を含む核酸構築物が、タン
パク質すなわちアミノ酸への翻訳により、インバリアント鎖の変異体を含むアミノ酸配列
をもたらすように非同義置換を含むことがあり、前記非同義置換は、同義である１つ又は
複数のアミノ酸の置換をもたらすことが理解される。
【００８４】
　同義置換は、或る疎水性アミノ酸の、別の疎水性アミノ酸での置換；或る親水性アミノ
酸の、別の親水性アミノ酸での置換；或る極性アミノ酸の、別の極性アミノ酸での置換；
或る非極性アミノ酸の、別の非極性アミノ酸での置換；或る正に荷電したアミノ酸の、別
の正に荷電したアミノ酸での置換；或る負に荷電したアミノ酸の、別の負に荷電したアミ
ノ酸での置換；或る中性アミノ酸の、別の中性アミノ酸での置換；或る多義性アミノ酸の
、その対応する多義性荷電アミノ酸での置換、例えばイソロイシン及びロイシン、アスパ
ラギン及びアスパラギン酸、並びにグルタミン及びグルタミン酸の置換；或る芳香族アミ
ノ酸の、別の芳香族アミノ酸での置換；或る脂肪族アミノ酸の、別の脂肪族アミノ酸での
置換；又は任意のアミノ酸の、アラニンでの置換を含み得る。これらの置換を、等価置換
と示すことがある。
【００８５】
スプライス変異体
　オルタナティブスプライシングは、一次遺伝子転写産物であるプレｍＲＮＡのエキソン
が、選択的なリボヌクレオチドの配置をもたらすように分離され再接続される、ＲＮＡの
スプライシング変異メカニズムである。その後これらの線状結合物は、アミノ酸の特異的
かつ独特の配列が特定されアイソフォームタンパク質又はスプライス変異体がもたらされ
る翻訳プロセスを受ける。このようにして、オルタナティブスプライシングは、遺伝子発
現を使用して非常に様々なタンパク質の合成を促す。真核生物では、オルタナティブスプ
ライシングは、情報をはるかに経済的に蓄えることができるため、より高い効率に向かう
重要な工程である。原核生物のコード方法では２つのタンパク質に対してしか十分でない
と考えられる長さを有するＤＮＡ配列中に、多数のタンパク質をコードすることができる
。
【００８６】
　一実施形態では、本発明の核酸構築物を、複数の抗原ペプチド若しくは抗原ペプチドの
断片、及び／又は複数のインバリアント鎖若しくはその変異体をもたらすように、設計す
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ることができる。
【００８７】
　一実施形態では、本発明による核酸構築物は、少なくとも１個、例えば２個、例えば３
個、例えば４個、例えば５個、例えば６個、例えば７個、例えば８個、例えば９個、例え
ば１０個、例えば１１個、例えば１２個、例えば１３個、例えば１４個、例えば１５個、
例えば１６個、例えば１７個、例えば１８個、例えば１９個、例えば２０個の、抗原ペプ
チド又は前記抗原ペプチドの断片のスプライス変異体を含む。
【００８８】
　２個以上の抗原ペプチドのスプライス変異体は、同一又は非同一の抗原ペプチドを包含
し得る。
【００８９】
　別の実施形態では、本発明による核酸構築物は、少なくとも１個、例えば２個、例えば
３個、例えば４個、例えば５個、例えば６個、例えば７個、例えば８個、例えば９個、例
えば１０個、例えば１１個、例えば１２個、例えば１３個、例えば１４個、例えば１５個
、例えば１６個、例えば１７個、例えば１８個、例えば１９個、例えば２０個の、インバ
リアント鎖又はその変異体のスプライス変異体を含む。
【００９０】
　２個以上のインバリアント鎖のスプライス変異体は、同一又は非同一のインバリアント
鎖又はその変異体を包含し得る。
【００９１】
　一実施形態では、少なくとも１つのインバリアント鎖のスプライス変異体は、未変化の
全長インバリアント鎖を含む。別の実施形態では、少なくとも１つのインバリアント鎖の
スプライス変異体は、インバリアント鎖の変異体を含む。さらに別の実施形態では、少な
くとも１つのインバリアント鎖のスプライス変異体は、前記ＩｉがＩｉ－ＫＥＹ領域のＬ
ＲＭＫアミノ酸残基を含まないインバリアント鎖の変異体を含む。別の実施形態では、少
なくとも１つのインバリアント鎖のスプライス変異体は、前記ＩｉがＣＬＩＰドメインの
Ｍ９１残基及びＭ９９残基を含まないインバリアント鎖の変異体を含む。
【００９２】
　つまりスプライス変異体は、同一若しくは非同一の抗原ペプチド、及び／又は同一若し
くは非同一のインバリアント鎖若しくはその変異体の任意の組合せを含み得るということ
になる。
【００９３】
　このように、オルタナティブスプライシングにより、インバリアント鎖の変異体を得る
ように、インバリアント鎖の種々のドメイン又は領域を含む配列（エキソン）を「シャッ
フル」することが可能である。このように、オルタナティブスプライシングにより、前記
抗原ペプチド（複数可）の変異体を得るように、抗原ペプチド（複数可）の種々のドメイ
ン又は領域を含む配列（エキソン）を「シャッフル」することも可能である。
【００９４】
インバリアント鎖
　インバリアント鎖（Ｉｉ）、又はＭＨＣクラスＩＩと会合したインバリアント鎖、又は
ＣＤ７４、又はｐ３１は、非多型ＩＩ型内在性膜タンパク質である（ヒト及びマウスのＩ
ｉのアミノ酸配列に関してはそれぞれ配列番号２及び配列番号４を、同様にヒト及びマウ
スのＩｉの核酸配列に関してはそれぞれ配列番号１及び配列番号３を、参照されたい）。
インバリアント鎖は、リンパ球成熟において、及び適応免疫応答、特にＩｉ　ＣＬＩＰ配
列がＭＨＣクラスＩＩ分子を占有し得る（エンドソームコンパートメントと融合するまで
）リソソームコンパートメントへの標的化において、複数の機能を有する（Pieters J. 1
997, Curr. Opin. Immunol., 9:8996）。加えて、Ｉｉは、ＭＨＣクラスＩシャペロンと
して機能すること（Morris et al, 2004, Immunol. Res. 30:171-179）、及びそのエンド
ソーム標的化配列により、ＣＤ４＋　Ｔ細胞の増殖を促すが共有結合した抗原に指向性を
有するＣＤ８＋　Ｔ細胞の増殖を促さないこと（Diebold et al., 2001, Gene Ther. 8:4
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87-493）が示されている。
【００９５】
　インバリアント鎖タンパク質は、複数のドメインを含む：シグナルペプチド又は選別ペ
プチド（リソソーム標的化配列としても知られる）を含む細胞質ドメイン、膜貫通ドメイ
ン、並びにそれ自体がＣＬＩＰ領域、ＫＥＹ領域（ＬＲＭＫ残基を含む）、コアドメイン
及び三量体形成ドメインを含む内腔ドメイン。これらのドメインの両方の側方に柔軟性の
高い領域が存在する（Strumptner-Cuvelette & Benaroch, 2002, Biochem. Biophys. Act
a.,1542:1-13）。インバリアント鎖は、脊椎動物（例えばニワトリ）、哺乳動物（例えば
ウシ、イヌ、マウス及びラット）及びヒトを含む複数の生物において特徴付けがなされて
いる。
【００９６】
　本発明は、配列を含む核酸構築物であって、少なくとも１つのインバリアント鎖又はそ
の変異体が生物特異的な（organism specific）ものであるか、又は特定の生物に関連す
るものであり得る、核酸構築物に関する。好ましくは、少なくとも１つのインバリアント
鎖が、脊椎動物起源のもの、より好ましくは哺乳動物起源のもの、最も好ましくはヒト起
源のものである。これと関連して、配列番号１により規定される配列は、ヒト由来のイン
バリアント鎖の核酸配列である。別の好ましい実施形態では、少なくとも１つのインバリ
アント鎖がトリ起源のものであり、ニワトリ（Gallus gallus domesticus（chicken））
由来のものが最も好ましい。さらに別の好ましい実施形態では、少なくとも１つのインバ
リアント鎖は、魚由来のものであり、養魚場で飼育することができる魚（例えばサケ又は
マス）由来のものが最も好ましい。さらに別の好ましい実施形態では、少なくとも１つの
インバリアント鎖は、フェレット由来のものである。
【００９７】
　利用されるインバリアント鎖は、好ましくは核酸構築物の投与を受ける生物のインバリ
アント鎖である。インバリアント鎖と、宿主生物又は治療を受けるものとが同じ種のもの
であることは、本発明の目的（object）である。
【００９８】
　本発明の一実施形態では、少なくとも１つのインバリアント鎖又はその変異体を含む核
酸構築物は、核酸構築物が少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体を含む場合、前記
インバリアント鎖がＩｉ－ＫＥＹ配列のＬＲＭＫアミノ酸残基を含まないという条件付き
のものである。
【００９９】
　本発明の別の実施形態では、少なくとも１つのインバリアント鎖又はその変異体を含む
核酸構築物は、核酸構築物が少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体を含む場合、前
記インバリアント鎖がＩｉ－ＣＬＩＰドメインの変異体を含むという条件付きのものであ
る。一実施形態では、前記変異体は、９１位及び９９位のメチオニンの、別のアミノ酸で
の置換体である。別の実施形態では、前記変異体は、Ｍ９１Ａ及びＭ９９Ａ（９１位及び
９９位のアミノ酸メチオニンの、アラニンへの置換）の二重点突然変異体である。
【０１００】
　別の実施形態では、Ｉｉ変異体は、Ｉｉの最初の１７個のアミノ酸の欠失体（Δ１７Ｉ
ｉ）である。
【０１０１】
　第３の実施形態では、Ｉｉ変異体は、Ｉｉの９１位及び９９位のメチオニンの置換、並
びに最初の１７個のアミノ酸の欠失の両方を含む。
【０１０２】
　本発明者らは、驚くべきことに、Ｉｉ－ＫＥＹドメインのＬＲＭＫ残基が本発明による
免疫応答のプライミングに必須ではないことを見出した。
【０１０３】
　また、本発明者らは、驚くべきことに、Ｉｉの９１位及び９９位のメチオニンの置換が
、ＭＨＣ　ＩＩによる抗原提示を増大させることを見出した。
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【０１０４】
　さらに、本発明者らは、Ｉｉの最初の１７個のアミノ酸を欠失させることにより、記憶
応答が驚くほど増大することを見出した。
【０１０５】
　本発明者らは、残基番号５０～１１８を含むインバリアント鎖の中心部分がＩｉの完全
な効果を得るのに必須であることをさらに見出した。Ｉｉのこの変異体は、三量体形成ド
メインを欠いている。したがって、一実施形態では、核酸構築物は、少なくとも１つのイ
ンバリアント鎖又はその変異体を含み、前記インバリアント鎖は、別のタンパク質由来の
三量体形成ドメインと結合したアミノ酸残基番号５０～１１８を含む。前記他のタンパク
質は、例えば細菌タンパク質又はアデノウイルス線維タンパク質であり得る。
【０１０６】
　本発明は、コードされる少なくとも１つのインバリアント鎖が、配列番号２において特
定される少なくとも４０個のアミノ酸の配列の断片である、及び配列番号２の同じ断片と
少なくとも８５％の同一性を有する断片である、核酸構築物にも関する。
【０１０７】
　断片は、配列番号２に示されるようなインバリアント鎖の任意の部分由来の少なくとも
４０個のアミノ酸の断片である。これは、残基１～４０、残基１０～５０、残基２０～６
０、残基２５～６５、残基３０～７０、残基３５～７５、残基４０～８０、残基４５～８
５、残基５０～９０、残基５５～９５、残基６０～１００、残基６５～１０５、残基７０
～１１０、残基７５～１１５、残基８０～１２０、残基８５～１２５、残基９０～１３０
、残基９５～１３５、残基１００～１４０、残基１０５～１４５、残基１１０～１５０、
残基１１５～１５５、残基１２０～１６０、残基１２５～１６５、残基１３０～１７０、
残基１３５～１７５、残基１４０～１８０、残基１４５～１８５、残基１５０～１９０、
残基１５５～１９５、残基１６０～２００、残基１６５～２０５、残基１７０～２１０及
び残基１７５～２１６を含む断片を含む。これは、このいずれかの側に最大５残基伸長し
た上に列挙した断片のいずれかのような断片も含む。これは、少なくとも５０残基の、少
なくとも６０残基の、少なくとも７０残基の、少なくとも８０残基の、少なくとも９０残
基の、少なくとも１００残基の、少なくとも１１０残基の、少なくとも１２０残基の、少
なくとも１３０残基の、少なくとも１４０残基の、少なくとも１５０残基の、少なくとも
１６０残基の、少なくとも１７０残基の、少なくとも１８０残基の、少なくとも１９０残
基の、少なくとも２００残基の、及び少なくとも２１０残基の断片をさらに含む。
【０１０８】
　配列番号２と少なくとも８５％の配列同一性、例えば少なくとも９０％の配列同一性、
例えば少なくとも９１％の配列同一性、例えば少なくとも９２％の配列同一性、例えば少
なくとも９３％の配列同一性、例えば少なくとも９４％の配列同一性、例えば少なくとも
９５％の配列同一性、例えば少なくとも９６％の配列同一性、例えば少なくとも９７％の
配列同一性、例えば少なくとも９８％の配列同一性、例えば９９％の配列同一性を有する
上で記載される断片のいずれかは、本発明の範囲に含まれる。
【０１０９】
　アミノ酸配列間の同一性／相同性を、既知のスコア化マトリクス、例えばＢＬＯＳＵＭ
３０、ＢＬＯＳＵＭ４０、ＢＬＯＳＵＭ４５、ＢＬＯＳＵＭ５０、ＢＬＯＳＵＭ５５、Ｂ
ＬＯＳＵＭ６０、ＢＬＯＳＵＭ６２、ＢＬＯＳＵＭ６５、ＢＬＯＳＵＭ７０、ＢＬＯＳＵ
Ｍ７５、ＢＬＯＳＵＭ８０、ＢＬＯＳＵＭ８５及びＢＬＯＳＵＭ９０のいずれか１つを使
用して算出することができる。
【０１１０】
　一実施形態では、本発明は、コードされる少なくとも１つのインバリアント鎖が少なく
とも１８６個のアミノ酸を有する配列番号２の断片である、核酸構築物である。これは、
上で規定される、及びしたがって配列番号２のインバリアント鎖の配列との同一性を有す
る断片のいずれかを含む。
【０１１１】
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　本発明はさらに、コードされる少なくとも１つのインバリアント鎖が配列番号２と少な
くとも８５％の同一性を有する、核酸構築物に関する。
【０１１２】
　これは、配列番号２と少なくとも８５％の配列同一性、例えば少なくとも９０％の配列
同一性、例えば少なくとも９１％の配列同一性、例えば少なくとも９２％の配列同一性、
例えば少なくとも９３％の配列同一性、例えば少なくとも９４％の配列同一性、例えば少
なくとも９５％の配列同一性、例えば少なくとも９６％の配列同一性、例えば少なくとも
９７％の配列同一性、例えば少なくとも９８％の配列同一性、例えば９９％の配列相同性
を有する、配列番号２に提示されるようなインバリアント鎖由来の任意の配列が本発明の
範囲に含まれることを包含する。これは、配列番号２に記載される配列より長い又は短い
配列を含む。
【０１１３】
　上で記載される配列のいずれかは、起源、配列同一性又は長さに関わらず、本明細書で
称するところの（hereon termed）インバリアント鎖の変異体由来のものである。
【０１１４】
　つまり、任意の生物由来のインバリアント鎖の変異体が上記による変異体であり得るこ
と、すなわち該変異体がＩｉ－ＫＥＹ領域において変化し得る、及び／又はＩｉ－ＣＬＩ
Ｐ－領域において変化し得る、及び／又は或る生物のインバリアント鎖の断片であり得る
、及び／又はインバリアント鎖の配列全てにわたり、若しくはこれの断片内において前記
インバリアント鎖と少なくとも８５％の同一性を有し得ることは、本発明の範囲内である
ということになる。インバリアント鎖はまた、生物の近縁の種由来のもの、又は遠縁の種
由来のものであり得る。
【０１１５】
　本発明の別の態様は、核酸構築物によりコードされるような少なくとも１つのインバリ
アント鎖の領域、ペプチド又はドメインの付加、除去又は置換に関する。これらの領域、
ペプチド又はドメインを１つ又は複数除去することは、得られるインバリアント鎖を切断
する。領域、ペプチド又はドメインの付加又は置き換えは、既知の供給源、例えば天然の
タンパク質若しくはポリペプチドから、又は人工的に合成されたポリペプチド若しくはこ
れをコードする核酸残基から、これらの配列を選択するという選択肢を含む。領域、ドメ
イン又はペプチドの付加は、各々のタイプ又は異なるタイプの領域、ドメイン、ペプチド
のうち１つ、２つ又はそれ以上、並びにこれらの領域、ドメイン及びペプチドをコードす
る核酸のうち１つ、２つ、３つ又はそれ以上を付加するという選択肢を含む。これらは、
配列に基づいて、同一であってもよく、又は互いに異なっていてもよい。領域、ペプチド
及びドメインは、基礎となる（scaffold）インバリアント鎖と同じ生物由来のものである
必要はない。
【０１１６】
　領域、ドメイン又はペプチドの除去は、各々のタイプ又は異なるタイプの領域、ドメイ
ン、ペプチドのうち１つ、２つ、３つ又はそれ以上を除去するという選択肢、並びにこれ
らの領域、ドメイン及びペプチドをコードするアミノ酸残基のうち１個、２個、３個、４
個、５個、６個、７個、８個、９個、１０個、１１個、１２個、１３個、１４個、１５個
、１６個、１７個、１８個、１９個、２０個又はそれ以上を除去するという選択肢を含む
。個々の得られるポリペプチド、並びに得られるポリペプチドをコードするヌクレオチド
のストレッチの付加、欠失及び置換を行うことは、当該技術分野において既知である。
【０１１７】
　異なる生物由来の相同遺伝子又は相同タンパク質の核酸配列及び特にタンパク質配列を
整列させることは、置換、欠失、再配置又は他の変化のうちのどれが構築物に対して有益
であると考えられるかを決定する際に、大きな助けとなり得る。以下に示されるようなヒ
ト及びマウスのインバリアント鎖の配列を整列させることは、どのアミノ酸残基がこれら
の生物におけるインバリアント鎖の構造及び機能に対して重要であり得るか（これらは２
つの配列の間で保存される残基である）についての指標を与える。同様に、重要性が低い
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と考えられる残基は、そこで配列が異なる残基である。本発明に関しては、変異体の残基
／領域の置換及び／又は欠失を行うことに関心がもたれる。その免疫応答刺激能を改善す
るために例えばヒトのインバリアント鎖の配列を突然変異若しくは欠失、又は他の形で変
化させようと試みる場合、保存される残基を検証すること、及び例えば相同的置換（すな
わち、アミノ酸が例えば同じ構造上の質、極性、疎水性、又はその他を有すると考えられ
る置換）を行うことも有意義であり得る。
【０１１８】
　ヒト及びマウス由来のインバリアント鎖タンパク質の以下のアライメントにおいて、Ｋ
ＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基に下線を付す。
【０１１９】
【表２】

【０１２０】
Ｋｅｙ領域
　本発明の好ましい一実施形態は、少なくとも１つのインバリアント鎖のＫＥＹ領域の除
去、置換又は置き換えに関する。上で記載されたように、ＫＥＹ領域の付加又は置き換え
は、選択したインバリアント鎖（単数又は複数）の変異体における既存のＫＥＹ領域に、
同じ若しくは他の生物のインバリアント鎖由来のＫＥＹ領域、又は同じ若しくは他の生物
由来のＫＥＹ領域の変異体を付加するか又は置き換えるという選択肢を含む。変異したＫ
ＥＹ領域は、上記より以下のように、単数又は複数の核酸の置換、欠失又は付加により生
成される、特異的に生成したＫＥＹ領域の突然変異型であり得る。好ましい一実施形態は
、ＫＥＹ領域のＮ末端又はＣ末端に隣接した配列を単独で含むが、ＫＥＹ領域それ自体を
含まない。「隣接（adjacent）」とは、ＫＥＹ領域の１０残基内の、ＫＥＹ領域の２０残
基内の、３０残基内の、４０残基内の、５０残基内の、７５残基内の、又は１００残基内
の任意のアミノ酸を意味する。
【０１２１】
　最も好ましい一実施形態は、ＫＥＹ領域に含まれるＬＲＭＫアミノ酸のうち１つ、２つ
、３つ又は４つのアミノ酸残基の置換又は欠失をもたらす、ＫＥＹ領域の、１つ又は複数
の置換又は欠失を含む。一実施形態では、ＫＥＹ領域に含まれるＬＲＭＫアミノ酸のうち
少なくとも１つ、例えば２つ、例えば３つ、例えば４つが欠失している。別の実施形態で
は、ＫＥＹ領域に含まれるＬＲＭＫアミノ酸のうち少なくとも１つ、例えば２つ、例えば
３つ、例えば４つが、他のアミノ酸により置換されている。前記アミノ酸は、Ｇ（グリシ
ン）、Ｐ（プロリン）、Ａ（アラニン）、Ｖ（バリン）、Ｌ（ロイシン）、Ｉ（イソロイ
シン）、Ｍ（メチオニン）、Ｃ（システイン）、Ｆ（フェニルアラニン）、Ｙ（チロシン
）、Ｗ（トリプトファン）、Ｈ（ヒスチジン）、Ｋ（リジン）、Ｒ（アルギニン）、Ｑ（
グルタミン）、Ｎ（アスパラギン）、Ｅ（グルタミン酸）、Ｄ（アスパラギン酸）、Ｓ（
セリン）及びＴ（スレオニン）からなる群から選択される任意のアミノ酸であり得る。
【０１２２】
　特定の一実施形態では、ＬＲＭＫアミノ酸残基は、各々アラニン（Ａ）アミノ酸残基で
置換され、したがって配列はＡＡＡＡと記載される。別の実施形態では、ＬＲＭＫアミノ
酸残基はアミノ酸で置換され、これには同義置換又は等価置換が含まれる。例えば、アミ
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ノ酸残基ＬはＩ、Ｖ、Ｍ又はＦで置換され得る。ＲはＫ、Ｈ、Ｅ又はＤで置換され得る。
ＭはＬ、Ｉ、Ｆ又はＶで置換され得る。ＫはＨ又はＲで置換され得る。
【０１２３】
　本発明の一実施形態では、ＫＥＹ領域はＬＲＭＫ残基に加えさらなる残基を含んでいて
もよく、又はＬＲＭＫ残基は５つ以上のアミノ酸残基を有する配列で置き換えられていて
もよい。
【０１２４】
　本発明の一実施形態は、上で記載されたようにＫＥＹ領域を含まないインバリアント鎖
の断片に関する。これらの断片は、少なくとも５アミノ酸残基の長さ、少なくとも１０残
基、少なくとも１５残基、少なくとも２０残基、少なくとも２５残基、少なくとも３０残
基、又は少なくとも３５残基の長さであり得る。別の実施形態は、シグナルペプチドが除
去され、インバリアント鎖の断片が少なくとも１０アミノ酸残基の長さ、少なくとも１５
残基、少なくとも２０残基、少なくとも２５残基、少なくとも３０残基、少なくとも３５
残基、少なくとも５０残基、少なくとも６０残基、少なくとも７０残基、少なくとも８０
残基、少なくとも９０残基、少なくとも１００残基、少なくとも１１０残基、少なくとも
１２０残基、少なくとも１３０残基、少なくとも１４０残基、少なくとも１５０残基、少
なくとも１６０残基、少なくとも１７０残基、又は少なくとも１８０残基の長さである、
インバリアント鎖の断片に関する。
【０１２５】
　本発明の一実施形態では、本明細書において記載されるような核酸構築物によりコード
される少なくとも１つのインバリアント鎖は、Ｉｉ－ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基
を含まない。
【０１２６】
　したがって一実施形態では、本発明は、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原
ペプチド、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片と連結した少なくとも１
つのインバリアント鎖又はその変異体を含む核酸構築物であって、前記インバリアント鎖
又はその変異体がＩｉ－ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基を含まない、核酸構築物に関
する。
【０１２７】
ＣＬＩＰ領域
　本発明の別の実施形態は、少なくとも１つのインバリアント鎖のＣＬＩＰ領域の除去、
置換又は置き換えに関する。上で記載されたように、ＣＬＩＰ領域の付加又は置き換えは
、選択したインバリアント鎖（単数又は複数）の変異体における既存のＣＬＩＰ領域に、
同じ若しくは他の生物のインバリアント鎖由来のＣＬＩＰ領域、又は同じ若しくは他の生
物由来のＣＬＩＰ領域の変異体を付加するか又は置き換えるという選択肢を含む。変異し
たＣＬＩＰ領域は、上記より以下のように、単数又は複数の核酸の置換、欠失又は付加に
より生成される、特異的に生成したＣＬＩＰ領域の突然変異型であり得る。好ましい一実
施形態は、ＣＬＩＰ領域を単独で、又はＮ末端に隣接した配列若しくはＣ末端に隣接した
配列と共にＣＬＩＰ領域を含み、インバリアント鎖の任意の他の領域又はドメインを含ま
ない。他の好ましい実施形態は、ＣＬＩＰ領域のＮ末端又はＣ末端に隣接した配列を単独
で含むが、ＣＬＩＰ領域それ自体を含まない。「隣接」とは、ＣＬＩＰ領域の１０残基内
の、ＣＬＩＰ領域の２０残基内の、３０残基内の、４０残基内の、５０残基内の、７５残
基内の、又は１００残基内の任意のアミノ酸を意味する。
【０１２８】
　好ましい一実施形態は、ＣＬＩＰ領域のアミノ酸残基のうち１つ、２つ、３つ、４つ又
はそれ以上の置換又は欠失をもたらす、ＣＬＩＰ領域の、１つ又は複数の置換又は欠失を
含む。一実施形態では、ＣＬＩＰ領域に含まれるアミノ酸のうち少なくとも１つ、例えば
２つ、例えば３つ、例えば４つが欠失している。別の実施形態では、ＣＬＩＰ領域に含ま
れるアミノ酸のうち少なくとも１つ、例えば２つ、例えば３つ、例えば４つ又はそれ以上
が、他のアミノ酸により置換されている。前記アミノ酸は、Ｇ（グリシン）、Ｐ（プロリ
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ン）、Ａ（アラニン）、Ｖ（バリン）、Ｌ（ロイシン）、Ｉ（イソロイシン）、Ｍ（メチ
オニン）、Ｃ（システイン）、Ｆ（フェニルアラニン）、Ｙ（チロシン）、Ｗ（トリプト
ファン）、Ｈ（ヒスチジン）、Ｋ（リジン）、Ｒ（アルギニン）、Ｑ（グルタミン）、Ｎ
（アスパラギン）、Ｅ（グルタミン酸）、Ｄ（アスパラギン酸）、Ｓ（セリン）及びＴ（
スレオニン）からなる群から選択される任意のアミノ酸であり得る。
【０１２９】
　本発明の一実施形態は、上で記載されたようにＣＬＩＰ領域を含まないインバリアント
鎖の断片に関する。これらの断片は、少なくとも５アミノ酸残基の長さ、少なくとも１０
残基、少なくとも１５残基、少なくとも２０残基、少なくとも２５残基、少なくとも３０
残基、又は少なくとも３５残基の長さであり得る。別の実施形態は、シグナルペプチドが
除去され、インバリアント鎖の断片が少なくとも１０アミノ酸残基の長さ、少なくとも１
５残基、少なくとも２０残基、少なくとも２５残基、少なくとも３０残基、少なくとも３
５残基、少なくとも５０残基、少なくとも６０残基、少なくとも７０残基、少なくとも８
０残基、少なくとも９０残基、少なくとも１００残基、少なくとも１１０残基、少なくと
も１２０残基、少なくとも１３０残基、少なくとも１４０残基、少なくとも１５０残基、
少なくとも１６０残基、少なくとも１７０残基、又は少なくとも１８０残基の長さである
、インバリアント鎖の断片に関する。
【０１３０】
　特定の一実施形態では、９１位及び９９位のＭアミノ酸残基は、各々アラニン（Ａ）ア
ミノ酸残基で置換され、したがって配列はＭ９１Ａ、Ｍ９９Ａと記載される。別の実施形
態では、９１位及び９９位のＭアミノ酸残基は、同義置換又は等価置換を含むアミノ酸で
置換される。
【０１３１】
　本発明の一実施形態では、本明細書において記載されるような核酸構築物によりコード
される少なくとも１つのインバリアント鎖は、Ｉｉ－ＣＬＩＰ配列の９１位及び９９位の
Ｍアミノ酸残基を含まない。
【０１３２】
　したがって一実施形態では、本発明は、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原
ペプチド、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片と連結した少なくとも１
つのインバリアント鎖又はその変異体を含む核酸構築物であって、前記インバリアント鎖
又はその変異体がＩｉ－ＣＬＩＰ領域の９１位及び９９位のＭアミノ酸残基を含まない、
核酸構築物に関する。
【０１３３】
Ｎ末端又はＣ末端の変化：
　本発明の一実施形態は、少なくとも１つのインバリアント鎖のＮ末端領域又はＣ末端領
域の除去（欠失）、置換又は置き換えに関する。上で記載されたように、Ｎ末端領域又は
Ｃ末端領域の付加又は置き換えは、選択したインバリアント鎖（単数又は複数）の変異体
における既存のＮ末端領域又はＣ末端領域に、同じ若しくは他の生物のインバリアント鎖
若しくは他のタンパク質由来のＮ末端領域若しくはＣ末端領域、又は同じ若しくは他の生
物由来のＮ末端領域若しくはＣ末端領域の変異体を付加するか又は置き換えるという選択
肢を含む。変異したＮ末端領域又はＣ末端領域は、上記より以下のように、単数又は複数
の核酸の置換、欠失又は付加により生成される、特異的に生成したＮ末端領域又はＣ末端
領域の突然変異型であり得る。
【０１３４】
　一実施形態は、Ｉｉの最初（Ｎ末端）又は最後（Ｃ末端）のアミノ酸、例えばＩｉの最
初又は最後の１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、１０個、１１個
、１２個、１３個、１４個、１５個、１６個、１７個、１８個、１９個、２０個、２１個
、２２個、２３個、２４個、２５個、２６個、２７個、２８個、２９個、３０個、３１個
、３２個、３３個、３４個、３５個、３６個、３７個、３８個、３９個、４０個、４１個
、４２個、４３個、４４個、４５個、４６個、４７個、４８個、４９個、５０個、５１個
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、５２個、５３個、５４個、５５個、５６個、５７個、５８個、５９個、６０個、６１個
、６２個、６３個、６４個、６５個、６６個、６７個、６８個、６９個、７０個、７１個
、７２個、７３個、７４個、７５個、７６個、７７個、７８個、７９個、８０個、８１個
、８２個、８３個、８４個、８５個、８６個、８７個、８８個、８９個、９０個、９１個
、９２個、９３個、９４個、９５個、９６個、９７個、９８個、９９個、１００個、１０
１個、１０２個、１０３個、１０４個、１０５個、１０６個、１０７個、１０８個、１０
９個、１１０個、１１１個、１１２個、１１３個、１１４個、１１５個、１１６個、１１
７個、１１８個、１１９個、１２０個、１２５個、１３０個、１３５個、１４０個、１４
５個又は１５０個のアミノ酸の欠失を含む。
【０１３５】
　本発明の特定の一実施形態では、Ｉｉ変異体は、Ｉｉの最初の１７個のアミノ酸の欠失
（Δ１７Ｉｉ）を含む。
【０１３６】
　本発明の一実施形態は、上で記載されたように完全なＮ末端領域又はＣ末端領域を含ま
ないインバリアント鎖の断片に関する。これらの断片は、少なくとも５アミノ酸残基の長
さ、少なくとも１０残基、少なくとも１５残基、少なくとも２０残基、少なくとも２５残
基、少なくとも３０残基、又は少なくとも３５残基の長さであり得る。別の実施形態は、
シグナルペプチドが除去され、インバリアント鎖の断片が少なくとも１０アミノ酸残基の
長さ、少なくとも１５残基、少なくとも２０残基、少なくとも２５残基、少なくとも３０
残基、少なくとも３５残基、少なくとも５０残基、少なくとも６０残基、少なくとも７０
残基、少なくとも８０残基、少なくとも９０残基、少なくとも１００残基、少なくとも１
１０残基、少なくとも１２０残基、少なくとも１３０残基、少なくとも１４０残基、少な
くとも１５０残基、少なくとも１６０残基、少なくとも１７０残基、又は少なくとも１８
０残基の長さである、インバリアント鎖の断片に関する。
【０１３７】
　本発明の一実施形態では、Ｉｉの膜貫通セグメントの全部又は一部を、任意の他のタン
パク質、例えばケモカイン受容体ＣＣＲ６　ＴＭ６由来の対応するセグメントで置き換え
ることができる。
【０１３８】
　本発明の別の実施形態では、Ｉｉの膜貫通セグメントの全部又は一部を、ケモカイン受
容体ＣＣＲ６　ＴＭ６由来の対応するセグメントで置き換えることができる。
【０１３９】
シグナルペプチド
　本発明の別の実施形態は、少なくとも１つのインバリアント鎖であって、シグナルペプ
チドが除去され、置き換えられ、又は該インバリアント鎖をコードする配列上に付加され
る、少なくとも１つのインバリアント鎖に関する。シグナルペプチドは、細胞内における
タンパク質の最終的な位置を決定するアミノ酸の短い配列（選別ペプチドとも称される）
である。細胞内コンパートメント、例えば小胞体、ゴルジ装置及びゴルジ装置を含む様々
なコンパートメント、核、細胞膜、ミトコンドリア、並びに本明細書中における様々な空
間及び膜、ペルオキシソーム、リソソーム、エンドソーム、並びに分泌小胞等に対するタ
ンパク質の位置を決定するシグナルペプチドは、全て本発明の範囲に含まれる。好ましい
一実施形態は、インバリアント鎖のリソソーム標的化配列を単独で含む。
【０１４０】
抗原
　上記のインバリアント鎖の変異体のいずれかは、前記変異体の少なくとも１つが、少な
くとも１つの抗原、例えば抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若
しくは前記ペプチドの抗原断片と作動可能に連結した形態で本発明に包含される。
【０１４１】
　本発明の一目的は、病原性生物、癌特異的ポリペプチド及び抗原、並びに異常な生理学
的応答と関連するタンパク質又はペプチドに由来する抗原タンパク質若しくは抗原ペプチ
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ド、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの断片を含めるがこれらに限定しないこと
である。
【０１４２】
　より好ましくは、本発明の一目的は、以下のタイプの病原体：ウイルス、微生物及び寄
生生物のいずれかを起源とする抗原を含めることである。これは、任意の既知の動物の病
原体を含む。哺乳動物の病原体、すなわち哺乳動物、例えばフェレットを特異的に標的と
する病原体由来の抗原を有することが好ましい。ヒト病原体由来の抗原を有することが好
ましい。一般的に、ヒトの病原体又は疾患と関連することが見出されている任意の抗原を
使用することができる。
【０１４３】
　別の実施形態では、トリの病原体、すなわち鳥又は家禽を特異的に標的とする病原体由
来の抗原を有することが好ましい。ニワトリ（chicken（gallus gallus domesticus））
由来の抗原を有することがより好ましい。一般的に、トリの病原体と関連することが見出
されている任意の抗原を使用することができる。
【０１４４】
　さらに別の実施形態では、魚の病原体、すなわち魚を特異的に標的とする病原体由来の
抗原を有することが好ましい。養魚場で飼育することができる魚由来の抗原を有すること
がより好ましい。一般的に、魚の病原体と関連することが見出されている任意の抗原を使
用することができる。
【０１４５】
ウイルス抗原
　好ましい一実施形態では、少なくとも１つの抗原は、以下のいずれかのウイルス科起源
のものであるが、これらに限定されない：アデノウイルス、アレナウイルス科、アストロ
ウイルス科、ブニヤウイルス科、カリシウイルス科、コロナウイルス科、フラビウイルス
科、ヘルペスウイルス科、オルトミクソウイルス科、パラミクソウイルス科、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
及びトガウイルス科。
【０１４６】
　より具体的には、少なくとも１つの抗原又は抗原配列は、以下のいずれかのウイルスに
由来し得る：Ｈ１Ｎ１、Ｈ１Ｎ２、Ｈ３Ｎ２及びＨ５Ｎ１（鳥インフルエンザ）等のイン
フルエンザＡ型ウイルス、インフルエンザＢ型ウイルス、インフルエンザＣ型ウイルス、
Ａ型肝炎ウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、Ｃ型肝炎ウイルス、Ｄ型肝炎ウイルス、Ｅ型肝炎
ウイルス、ロタウイルス、ノーウォークウイルス群の任意のウイルス、腸管アデノウイル
ス、パルボウイルス、デング熱ウイルス、サル痘ウイルス、モノネガウイルス、狂犬病ウ
イルス、ラゴスコウモリウイルス、モコラウイルス、ドーベンハーゲ（Duvenhage）ウイ
ルス、ヨーロッパコウモリウイルス１型及び２型並びにオーストラリアコウモリウイルス
等のリッサウイルス、エフェメロウイルス、ベシクロウイルス、水疱性口内炎ウイルス（
ＶＳＶ）、単純ヘルペスウイルス１型及び２型等のヘルペスウイルス、水痘帯状ヘルペス
ウイルス、サイトメガロウイルス、エプスタイン・バーウイルス（ＥＢＶ）、ヒトヘルペ
スウイルス（ＨＨＶ）、ヒトヘルペスウイルス６型及び８型、ヒト免疫不全ウイルス（Ｈ
ＩＶ）、乳頭腫ウイルス、マウスガンマヘルペスウイルス、アルゼンチン出血熱ウイルス
、ボリビア出血熱ウイルス、サビア関連出血熱ウイルス、ベネズエラ出血熱ウイルス、ラ
ッサ熱ウイルス、マクポウイルス、リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）等のアレ
ナウイルス、クリミア・コンゴ出血熱ウイルス、ハンタウイルス、腎症候性出血熱ウイル
ス、リフトバレー熱ウイルス等のブニヤウイルス科、エボラ出血熱ウイルス及びマールブ
ルグ出血熱ウイルスを含むフィロウイルス科（フィロウイルス）、キャサヌール森林病ウ
イルス、オムスク出血熱ウイルス、ダニ媒介性脳炎ウイルスを含むフラビウイルス科、並
びにヘンドラウイルス及びニパウイルス等のパラミクソウイルス科、大痘瘡及び小痘瘡（
天然痘）ウイルス、ベネズエラウマ脳炎ウイルス、東部ウマ脳炎ウイルス、西部ウマ脳炎
ウイルス等のアルファウイルス、ＳＡＲＳ関連コロナウイルス（ＳＡＲＳ－ＣｏＶ）、ウ
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エストナイルウイルス、任意の脳炎ウイルス。
【０１４７】
　本発明の好ましい一実施形態では、少なくとも１つの抗原タンパク質又は抗原ペプチド
は、ＨＩＶ、Ｃ型肝炎ウイルス、インフルエンザウイルス、ヘルペスウイルス、ラッサ熱
ウイルス、エボラウイルス、天然痘ウイルス、鳥インフルエンザウイルス、フィロウイル
ス、マールブルグウイルス及び乳頭腫ウイルスの群から選択されるウイルス由来のもので
ある。
【０１４８】
　本発明のより好ましい一実施形態では、少なくとも１つの抗原タンパク質又は抗原ペプ
チドは、以下の群から選択され得るか、及び／又は以下のいずれかの少なくとも１つの抗
原断片であり得る：水疱性口内炎ウイルス糖タンパク質（ＶＳＶ－ＧＰ）；インフルエン
ザＡ型ＮＳ－１（非構造タンパク質１）、Ｍ１（基質タンパク質１）、ＮＰ（核タンパク
質）、ＮＥＰ、Ｍ２、Ｍ２ｅ、ＨＡ、ＮＡ、ＰＡ、ＰＢ１、ＰＢ２、ＰＢ１－Ｆ２；ＬＣ
ＭＶ　ＮＰ、ＬＣＭＶ　ＧＰ；エボラウイルスＧＰ、エボラウイルスＮＰ；ＨＩＶ抗原ｔ
ａｔ、ｖｉｆ、ｒｅｖ、ｖｐｒ、ｇａｇ、ｐｏｌ、ｎｅｆ、ｅｎｖ、ｖｐｕ；ＳＩＶ抗原
ｔａｔ、ｖｉｆ、ｒｅｖ、ｖｐｒ、ｇａｇ、ｐｏｌ、ｎｅｆ、ｅｎｖ；マウスガンマヘル
ペスウイルスＭ２、Ｍ３及びＯＲＦ７３（ＭＨＶ－６８　Ｍ２、Ｍ３及びＯＲＦ７３等）
；ニワトリオボアルブミン（ＯＶＡ）；又はヘルパーＴ細胞エピトープ。本明細書におい
て言及される抗原をいずれか２つ以上組み合わせることは本発明の範囲に含まれる。
【０１４９】
微生物抗原
　本発明の一実施形態は、微生物に由来する少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗
原ペプチド、又は抗原タンパク質若しくは抗原ペプチドの断片を含む。より具体的には、
少なくとも１つの抗原は以下の限定的なリストのいずれか１つに由来し得る：炭疽菌（炭
疽菌（Bacillus anthracis）、ヒト型結核菌（Mycobacteriumtuberculosis）、サルモネ
ラ菌（トリチフス菌（Salmonella gallinarum）、ひな白痢菌（S. pullorum）、チフス菌
（S. typhi）、腸炎菌（S. enteridtidis）、パラチフス菌（S. paratyphi）、サルモネ
ラ・ダブリン（S. dublin）、ネズミチフス菌（S. typhimurium））、ボツリヌス菌（Clo
stridium botulinum）、ウェルシュ菌（Clostridiumperfringens）、ジフテリア菌（Cory
nebacterium diphtheriae）、百日咳菌（Bordetella pertussis）、カンピロバクター・
ジェジュニ（Campylobacterjejuni）等のカンピロバクター菌、クリプトコックス・ネオ
フォルマンス（Crytococcusneoformans）、ペスト菌（Yersinia pestis）、腸炎エルシニ
ア（Yersinia enterocolitica）、エルシニア・シュードツベルクローシス（Yersiniapse
udotuberculosis）、リステリア・モノサイトゲネス（Listeria monocytogenes）、レプ
トスピラ種、レジオネラ・ニューモフィラ（Legionella pneumophila）、ボレリア・ブル
グドルフェリ（Borreliaburgdorferi）、肺炎レンサ球菌（Streptococcus pneumoniae）
等のストレプトコッカス種、髄膜炎菌（Neisseria meningitides）、インフルエンザ菌（
Haemophilusinfluenzae）、Ｏ１コレラ菌（Vibrio cholerae O1）、非Ｏ１コレラ菌（V. 
cholerae non-O1）、腸炎ビブリオ（V.parahaemolyticus）、腸炎ビブリオ、ビブリオ・
アルギノリチカス（V. alginolyticus）、ビブリオ・ファーニシィ（V. furnissii）、ビ
ブリオ・カルチャリア（V. carchariae）、ビブリオ・ホリセ（V. hollisae）、ビブリオ
・シンシナティエンシス（V.cincinnatiensis）、ビブリオ・メチニコフィイ（V. metsch
nikovii）、ビブリオ・ダムセラ（V. damsela）、ビブリオ・ミミカス（V. mimicus）、
ビブリオ・フルビアリス（V. fluvialis）、ビブリオ・バルニフィカス（V. vulnificus
）等のビブリオ種、セレウス菌（Bacillus cereus）、アエロモナス・ハイドロフィラ（A
eromonashydrophila）、アエロモナス・キャビエ（Aeromonas caviae）、アエロモナス・
ソブリア（Aeromonas sobria）及びアエロモナス・ベロニイ（Aeromonasveronii）、プレ
ジオモナス・シゲロイデス（Plesiomonas shigelloides）、ソネ赤痢菌（Shigella sonne
i）、シゲラ・ボイディ（S. boydii）、シゲラ・フレックスネリ（S. flexneri）及びシ
ゲラ・ディゼンテリエ（S. dysenteriae）等のシゲラ種、腸毒性（Enterovirulent）大腸
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菌（Escherichia coli）ＥＥＣ（毒素原性大腸菌（ＥＴＥＣ）、腸病原性大腸菌（ＥＰＥ
Ｃ）、腸管出血性大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７（ＥＨＥＣ）、腸管組織侵入性大腸菌（ＥＩＥＣ
））、黄色ブドウ球菌（S. aureus）、特にバンコマイシン中間耐性種（ＶＩＳＡ／ＶＲ
ＳＡ）又は多剤耐性種（ＭＲＳＡ）等のスタフィロコッカス種、シゲラ・フレックスネリ
、ソネ赤痢菌、シゲラ・ディゼンテリエ等のシゲラ種、クリプトスポリジウム・パルバム
（Cryptosporidium parvum）、ブルセラ・アボルタス（B.abortus）、ブルセラ・メリテ
ンシス（B. melitensis）、ブルセラ・オビス（B. ovis）、ブルセラ・スイス（B. suis
）及びブルセラ・カニス（B. canis）等のブルセラ種、鼻疽菌（Burkholderia mallei）
及び類鼻疽菌（Burkholderia pseudomallei）、クラミジア・シッタシ（Chlamydiapsitta
ci）、コクシエラ・バーネッティイ（Coxiella burnetii）、フランシセラ・ツラレンシ
ス（Francisella tularensis）、発疹チフスリケッチア（Rickettsiaprowazekii）、ヒス
トプラスマ・カプスラーツム（Histoplasma capsulatum）、コクシジオイデス・イミチス
（Coccidioides immitis）。
【０１５０】
　本発明の好ましい一実施形態では、少なくとも１つの抗原タンパク質又は抗原ペプチド
は、ヒト型結核菌、炭疽菌、ブドウ球菌種及びビブリオ種の群から選択される微生物由来
のものである。
【０１５１】
寄生生物抗原
　本発明の一実施形態は、コードされる少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペ
プチドが寄生生物由来のものである核酸構築物に関する。
【０１５２】
　本発明の別の実施形態は、上述の病原体のいずれかに由来する少なくとも２つの抗原タ
ンパク質又は抗原ペプチドの組み合わせを含む核酸構築物に関する。
【０１５３】
　好ましくは、抗原は以下の群から選択される寄生生物に由来するが、これらに限定され
ない：四日熱マラリア原虫（Plasmodium malariae）、卵形マラリア原虫（Plasmodiumova
le）、三日熱マラリア原虫（Plasmodium vivax）、熱帯熱マラリア原虫（Plasmodium fal
ciparum）等のプラスモディウム種、矮小アメーバ（Endolimaxnana）、ランブル鞭毛虫（
Giardia lamblia）、赤痢アメーバ（Entamoeba histolytica）、クリプトスポリジウム・
パルバム（Cryptosporidumparvum）、ブラストシスチス・ホミニス（Blastocystis homin
is）、膣トリコモナス（Trichomonas vaginalis）、トキソプラズマ原虫（Toxoplasmagon
dii）、シクロスポラ・カイエタネンシス（Cyclospora cayetanensis）、ネズミクリプト
スポリジウム（Cryptosporidium muris）、ニューモシスティス・カリニ（Pneumocystisc
arinii）、ドノバンリーシュマニア（Leishmania donovani）、熱帯リーシュマニア（Lei
shmania tropica）、ブラジルリーシュマニア（Leishmaniabraziliensis）、メキシコリ
ーシュマニア（Leishmania mexicana）、カステラーニアメーバ（Acanthamoeba castella
nii）及びカルバートソンアメーバ（A. culbertsoni）等のアカントアメーバ種、フォー
ラーネグレリア（Naegleria fowleri）、クルーズトリパノソーマ（Trypanosomacruzi）
、ローデシアトリパノソーマ（Trypanosoma brucei rhodesiense）、ガンビアトリパノソ
ーマ（Trypanosoma brucei gambiense）、戦争イソスポラ（Isosporabelli）、大腸バラ
ンチジウム（Balantidium coli）、回虫（回虫（Ascaris lumbricoides））、鉤虫（アメ
リカ鉤虫（NecatorAmericanus）、ズビニ鉤虫（Ancylostoma duodenal））、蟯虫（ヒト
蟯虫（Enterobius vermicularis））、回虫（犬回虫（Toxocaracanis）、猫回虫（Toxoca
ra cati））、犬糸状虫（犬糸状虫（Dirofilaria immitis））、ストロンギロイデス属（
糞線虫（Stronglyoidesstercoralis））、旋毛虫（旋毛虫（Trichinella spiralis））、
フィラリア（バンクロフト糸状虫（Wuchereria bancrofti）、マレー糸状虫（Brugia mal
ayi）、回旋糸状虫（Onchocerca volvulus）、ロア糸状虫（Loa loa）、マンソネラ・ス
トレプトセルカ（Mansonella streptocerca）、常在糸状虫（Mansonellaperstans）、マ
ンソネラ糸状虫（Mansonella ozzardi））、並びにアニサキス（Anisakine）幼虫（アニ
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サキス・ジンプレクス（Anisakis simplex）（ニシン虫（herring worm））、シュードテ
ラノーバ（Pseudoterranova）（フォカネマ（Phocanema）、テラノーバ（Terranova））
デキピエンス（decipiens）（タラ虫又はアザラシ（seal）虫）、コントラシーカム種、
並びにヒステロティラキウム属（Thynnascaris species）、ヒト鞭虫（Trichuristrichiu
ra）、無鉤条虫（無鉤条虫（Taenia saginata））、有鉤条虫（有鉤条虫（Taenia solium
））、広節裂頭条虫（広節裂頭条虫（Diphyllobothriumlatum））、並びに瓜実条虫（瓜
実条虫（Dipylidium caninum））、腸吸虫（肥大吸虫（Fasciolopsis buski））、住血吸
虫（日本住血吸虫（Schistosomajaponicum）、マンソン住血吸虫（Schistosoma mansoni
）、ビルハルツ住血吸虫（Schistosoma haematobium））、肝吸虫（肝吸虫（Clonorchiss
inensis））、東洋肺吸虫（ウェステルマン肺吸虫（Paragonimus westermani））、並び
にヒツジ肝蛭（肝蛭（Fasciola hepatica））、サケ住血吸虫（Nanophyetussalmincola）
、並びにナノフィエタス・チコバロウィ（N. schikhobalowi）。
【０１５４】
　本発明の好ましい一実施形態では、少なくとも１つの抗原タンパク質又は抗原ペプチド
は、プラスモディウム種、リーシュマニア種及びトリパノソーマ種の群から選択される寄
生生物由来のものである。
【０１５５】
　本発明の少なくとも１つの抗原は、熱帯熱マラリア原虫に由来するＶａｒ２Ｃｓａであ
り得る。本発明の好ましい一実施形態では、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗
原ペプチド、又は抗原タンパク質若しくは抗原ペプチドの断片はＶａｒ２Ｃｓａである。
【０１５６】
家畜抗原
　本発明の一態様は、家畜、特にブタ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ヤギ、ラマ、ウサギ、ミン
ク、マウス、ラット、イヌ、ネコ、フェレット等の商業に関連する動物、ニワトリ、シチ
メンチョウ、キジ等の家禽、マス、サケ、タラ等の魚、及び他の飼育種に感染する疾患又
は病原体（agents）に由来する抗原及び／又は抗原配列に関する。ここで、少なくとも１
つの抗原又は抗原配列が由来し得る疾患又は病原体の例としては、炭疽病、オーエスキー
病、ブルータング病、ウシ流産菌（Brucella abortus）、マルタ熱菌（Brucella meliten
sis）若しくはブタ流産菌（Brucella suis）等のブルセラ症、クリミア・コンゴ出血熱、
エキノコックス症／包虫症、ピコルナウイルス科のウイルス、特に免疫学的に異なった７
種の血清型（Ａ、Ｏ、Ｃ、ＳＡＴ１、ＳＡＴ２、ＳＡＴ３、Ａｓｉａ１）のいずれかの口
蹄疫を引き起こすアフタウイルス属、若しくは心水病、日本脳炎、レプトスピラ症、新世
界ラセンウジバエ（Cochliomyia hominivorax）、旧世界ラセンウジバエ（トウヨウラセ
ンウジバエ（Chrysomya bezziana））、副結核、Ｑ熱、狂犬病、リフトバレー熱、牛疫、
施毛虫症、野兎病、水疱性口内炎若しくは西ナイル熱等の多重種（Multiple species）の
疾患；牛アナプラズマ病、牛バベシア症、牛カンピロバクター症（Bovine genital campy
lobacteriosis）、牛海綿状脳症、牛結核、牛ウイルス性下痢症、牛肺疫、地方病性牛白
血病、出血性敗血症、牛伝染性鼻気管炎／伝染性膿疱性外膣炎、ランピースキン病、悪性
カタル熱、タイレリア症、トリコモナス症若しくはトリパノゾーマ病（ツェツェバエ媒介
性）等のウシの疾患；山羊関節炎／脳炎、伝染性アガラクシア、山羊伝染性胸膜肺炎、ヒ
ツジの流行性流産（羊伝染性流産）、マエディ・ビスナ、ナイロビヒツジ病、羊精巣上体
炎（ブルセラ・オビス（Brucella ovis））、小反芻獣疫、サルモネラ症（ヒツジ流産菌
（S.abortusovis））、スクレイピー、羊痘及び山羊痘等のヒツジ及びヤギの疾患；アフ
リカ馬疫、馬伝染性子宮炎、媾疫、ウマ脳脊髄炎（東部）、ウマ脳脊髄炎（西部）、馬伝
染性貧血、馬インフルエンザ、馬ピロプラズマ病、馬鼻肺炎、馬ウイルス性動脈炎、鼻疽
、スーラ病（トリパノソーマ・エバンシ（Trypanosoma evansi））若しくはベネズエラウ
マ脳脊髄炎等のウマの疾患；アフリカ豚コレラ、豚コレラ、ニパウイルス脳炎、豚嚢虫症
、豚繁殖・呼吸障害症候群、豚水疱症若しくは伝染性胃腸炎等のブタ疾患；鳥クラミジア
症、鶏伝染性気管支炎、鶏伝染性喉頭気管炎、鶏マイコプラズマ病（マイコプラズマ・ガ
リセプチカム（M. gallisepticum））、鶏マイコプラズマ病（マイコプラズマ・シノヴィ
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エ（M.synoviae））、アヒルウイルス性肝炎、家禽コレラ、家禽チフス、高病原性鳥イン
フルエンザ（任意のインフルエンザウイルス（Ａ型若しくはＢ型、特にＨ５Ｎ１型）であ
る）、伝染性ファブリーキウス嚢病（ガンボロ病）、マレック病、ニューカッスル病、ひ
な白痢若しくは七面鳥鼻気管炎等の鳥の疾患；ウイルス性腸炎、粘液腫症若しくはウサギ
出血病等のウサギ目及び齧歯動物の疾患；流行性造血器壊死症、伝染性造血器壊死症、コ
イ春ウイルス病、ウイルス性出血性敗血症、伝染性膵臓壊死症、伝染性サケ貧血、流行性
潰瘍症候群、細菌性腎臓病（細菌性腎臓病菌（Renibacterium salmoninarum））、ギロダ
クチルス症（ギロダクチルス・サラリス（Gyrodactylus salaris））、マダイイリドウイ
ルス病等の魚の疾患；又はラクダ痘若しくはリーシュマニア症等の他の疾患。
【０１５７】
　本発明の好ましい一実施形態では、少なくとも１つの抗原タンパク質又は抗原ペプチド
は、オーエスキー病、口蹄疫、水疱性口内炎ウイルス、鳥インフルエンザ又はニューカッ
スル病由来のものである。
【０１５８】
　本発明のさらに好ましい一実施形態は、上記の抗原のいずれかと少なくとも８５％の同
一性を有する抗原ペプチド又は抗原タンパク質である、少なくとも１つの抗原タンパク質
若しくは抗原ペプチド又は前記抗原タンパク質若しくは前記抗原ペプチドの断片に関する
。アミノ酸間の相同性又は同一性は、先述したＢＬＯＳＵＭスコアリングマトリックスの
いずれかによって計算することができる。
【０１５９】
癌抗原
　多くのタンパク質／糖タンパク質が同定されており、或る特定のタイプの癌と関連付け
られている。これらは癌特異的ポリペプチド、腫瘍関連抗原又は癌抗原と称されている。
一般に、癌腫瘍と関連することが見出されている任意の抗原が使用され得る。癌特異的抗
原を発見することのできる一方法は、ＤＮＡマイクロアレイ解析といった様々なマイクロ
アレイ解析等のサブトラクション解析によるものである。本明細書において、（前記遺伝
子によってコードされるＲＮＡ又はタンパク質のレベルに見られるような）遺伝子発現パ
ターンを、健常患者と癌患者との間、癌患者の群間、又は同じ患者における健常組織と癌
組織との間で比較した。ほぼ等しい発現レベルを有する遺伝子を互いに「差し引く（subt
racted）」ことによって、健常組織と癌組織との間で異なる遺伝子／遺伝子産物が残る。
このアプローチは当該技術分野で既知であり、新規の癌抗原を同定する方法として、又は
所定の患者若しくは患者の群に特異的な遺伝子発現プロファイルを作成するために使用す
ることができる。このようにして同定された抗原（単一の抗原及び抗原が発見された可能
性のある組み合わせの両方）が本発明の範囲に含まれる。
【０１６０】
　好ましくは、本発明の少なくとも１つの抗原は、以下の群から選択される癌特異的ポリ
ペプチドに由来するが、これらに限定されない：ＭＡＧＥ－３、ＭＡＧＥ－１、ｇｐ１０
０、ｇｐ７５、ＴＲＰ－２、チロシナーゼ、ＭＡＲＴ－１、ＣＥＡ、Ｒａｓ、ｐ５３、β
－カテニン、ｇｐ４３、ＧＡＧＥ－１、ＢＡＧＥ－１、ＰＳＡ、ＭＵＣ－１、ＭＵＣ－２
、ＭＵＣ－３、並びにＨＳＰ－７０、ＴＲＰ－１、ｇｐ１００／ｐｍｅｌ１７、β－ＨＣ
Ｇ、Ｒａｓ突然変異体、ｐ５３突然変異体、ＨＭＷメラノーマ抗原、ＭＵＣ－１８、ＨＯ
Ｊ－１、サイクリン依存性キナーゼ４（Ｃｄｋ４）、カスパーゼ８、ＨＥＲ－２／ｎｅｕ
、Ｂｃｒ－Ａｂｌチロシンキナーゼ、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）、テロメラーゼ、ＳＶ４０
　Ｌａｒｇｅ　Ｔ、ヒト乳頭腫ウイルスＨＰＶ　６型、１１型、１６型、１８型、３１型
及び３３型；ＨＰＶ由来のウイルス癌遺伝子Ｅ５、Ｅ６、Ｅ７及びＬ１；サバイビン、Ｂ
ｃｌ－ＸＬ、ＭＣＬ－１及びＲｈｏ－Ｃ。
【０１６１】
　本発明の好ましい一実施形態では、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプ
チド、又は抗原タンパク質若しくは抗原ペプチドの断片は、ＨＰＶ由来のウイルス癌遺伝
子Ｅ５、Ｅ６、Ｅ７及びＬ１；サバイビン、Ｂｃｌ－ＸＬ、ＭＣＬ－１並びにＲｈｏ－Ｃ
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の群から選択される癌特異的ポリペプチド由来のものである。
【０１６２】
異常な生理学的応答と関連する抗原
　本発明の一実施形態は、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は
抗原タンパク質若しくは抗原ペプチドの断片が、異常な生理学的応答と関連するポリペプ
チド由来のものである核酸構築物に関する。かかる異常な生理学的応答としては、自己免
疫疾患、アレルギー反応、癌及び先天性疾患が挙げられるが、これらに限定されない。こ
の例の限定的なリストとしては、関節リウマチ、全身性エリテマトーデス、多発性硬化症
、乾癬及びクローン病等の疾患が挙げられる。
【０１６３】
作動性リンカー
　本発明の一態様は、インバリアント鎖と、抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は
抗原タンパク質若しくは抗原ペプチドの断片との間の作動性の連結が直接的連結、又はス
ペーサー領域が介在する連結である核酸構築物に関する。「作動性リンカー」という用語
は、核酸構築物又はキメラポリペプチドの２つの部分を、核酸又はポリペプチドの生物学
的処理を確実にする形で結合するヌクレオチド又はアミノ酸残基の配列であると理解され
る。作動性リンカーが直接的連結である場合、各々がオープンリーディングフレーム又は
オープンリーディングフレームの断片のいずれかをコードする２つの核酸は、互いに直接
隣接して位置し、したがってインフレーム（in frame）でもある。作動性リンカーがスペ
ーサー領域が介在するものである場合、一連のヌクレオチドは、少なくとも１つのインバ
リアント鎖及び少なくとも１つの抗原ペプチドをそれぞれコードするヌクレオチド間に挿
入される。単に少なくとも２つの本発明の要素を、オープンリーディングフレームを保持
する形で連結する一連のヌクレオチドであるか、又は本明細書において下記に規定される
１つ又は複数のシグナル若しくは別個の要素をコードし得るスペーサー領域を有すること
は本発明の範囲に含まれる。
【０１６４】
　特定の一実施形態では、本発明は、スペーサー領域である作動性リンカーを含む。
【０１６５】
　一実施形態では、本発明は、クラスＩＩ　ＭＨＣ分子に対する少なくとも１つのヘルパ
ーエピトープをコードするスペーサー領域を含む。ヘルパーエピトープの一例は、ジフテ
リア毒素等の免疫原決定基である。特にジフテリア毒素ＢフラグメントのＣＯＯＨ末端領
域は、マウスにおいて免疫原性であることが示されている。さらに、ＨＳＰ７０（一部又
は全部）、並びにＨＬＡクラスＩ及びクラスＩＩ分子に対するアンカーモチーフ（anchor
ing motif）を有するインフルエンザウイルス又は免疫原性配列又はペプチド等の他の免
疫原性ペプチドも、核酸構築物のスペーサー領域にコードされ得る。
【０１６６】
　別の実施形態では、核酸構築物のスペーサー領域は少なくとも１つのプロテアーゼ切断
部位をコードする。カテプシン等のリソソームプロテアーゼ、アスパラギン酸プロテアー
ゼ及び亜鉛プロテアーゼ、並びに他の細胞内プロテアーゼの切断部位は本発明の範囲に含
まれる。
【０１６７】
　さらなる実施形態では、核酸構築物の作動性リンカーは、少なくとも１つのｓｉＲＮＡ
又はｍｉＲＮＡをコードする配列を含み得る。ｓｉＲＮＡ（低分子干渉ＲＮＡ）及びｍｉ
ＲＮＡ（ミクロＲＮＡ）は、内在性ＲＮＡを配列特異的に分解の標的とする。本発明の核
酸構築物内にコードされるｓｉＲＮＡ又はｍｉＲＮＡは、したがって望ましくない遺伝子
産物を標的とするために選択され得る。
【０１６８】
　別の実施形態では、作動性リンカーは少なくとも１つのポリリンカー又は多重クローニ
ング部位（ＭＣＳ）を含む。ポリリンカー及びＭＣＳは、ＤＮＡの他の断片／配列の核酸
構築物へのサブクローニングを容易にする、制限酵素認識配列、すなわち制限酵素がＤＮ
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Ａを平滑に又は互い違いに（staggered manner）切断する部位を含む一連のヌクレオチド
である。ポリリンカー／ＭＣＳの認識配列は典型的には特異である。つまり核酸構築物上
の他の部分には見られない。作動性リンカーは、リボソームからの新生ポリペプチドの放
出を指示する（signal）１つ又は複数の停止コドン又は終結コドンをさらに含み得る。作
動性リンカーはまた、少なくとも１つのＩＲＥＳ（内部リボソーム侵入部位）及び／又は
少なくとも１つのプロモーターを含み得る。ＩＲＥＳは、より大きなタンパク質合成過程
の一部としてメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）配列の中央で翻訳を開始させるヌクレオ
チド配列である。プロモーターは、遺伝子の転写を可能にするＤＮＡ配列である。プロモ
ーターは、その後に転写を開始するＲＮＡポリメラーゼによって認識される（下記を参照
されたい）。プロモーターは一方向性であっても、又は双方向性であってもよい。
【０１６９】
　一実施形態では、インバリアント鎖と少なくとも１つの抗原との間の領域にわたる作動
性リンカーは、少なくとも１つのポリリンカー及び少なくとも１つのプロモーター、任意
でさらに少なくとも１つのＩＲＥＳを含む作動性リンカーである。これらの要素はいかな
る順序で位置していてもよい。さらに好ましい一実施形態では、インバリアント鎖の停止
コドンは欠失しており、ポリリンカーは、ポリリンカー中に挿入される少なくとも１つの
抗原のインフレームでの読み取りを可能にするオープンリーディングフレームを保存する
形でベクター中にクローニングされている。このことは、１つの工程又は複数のクローニ
ング工程における同じ構築物中への複数の抗原のサブクローニングを容易にし、インバリ
アント鎖と同じフレーム内での複数の抗原の同時発現を可能にするという利点を有する。
翻訳終結のために停止コドンをポリリンカーの後に挿入してもよい。この実施形態は、上
記のヘルパーエピトープ、ｍｉＲＮＡ／ｓｉＲＮＡのいずれか、又は本明細書に記載され
る他の要素のいずれかと組み合わせることができる。
【０１７０】
　本発明の一実施形態は、少なくとも１つのインバリアント鎖、及び少なくとも１つの抗
原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの断片と
関連する作動性リンカーの配置に関する（少なくとも１つの抗原ペプチドをコードする配
列はインバリアント鎖配列内、インバリアント鎖配列の前端（front end）、インバリア
ント鎖配列の末端部に位置する）。これは、抗原ペプチドが少なくとも１つの作動性リン
カーの後方に存在するか、これによって取り囲まれるか又は終えられるように、構築物の
オープンリーディングフレームの可読性を確保する形で行われる。
【０１７１】
　本発明の別の実施形態は、少なくとも１つのインバリアント鎖、及び少なくとも１つの
抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの断片
と関連する作動性リンカーの配置にさらに関する（少なくとも１つの抗原ペプチドをコー
ドする配列は、好ましくはインバリアント鎖の末端部に位置し、作動性リンカーはその間
に挿入され、末端部はインバリアント鎖又はその断片の最初又は最後の残基である）。
【０１７２】
　別の実施形態では、核酸構築物は作動性リンカーを含まず、少なくとも１つの抗原ペプ
チドをコードする配列がインバリアント鎖に直接連結される（tethered）。少なくとも１
つの抗原ペプチドをコードする配列は、インバリアント鎖配列内、インバリアント鎖配列
の前端、インバリアント鎖配列の末端部に位置し得る。これは、構築物のオープンリーデ
ィングフレームの可読性を確保する形で行われる。
【０１７３】
　作動性リンカーを含むこと又は除くことのどちらの可能性にも利点がある。リンカーを
除くことは、一実施形態では、抗原ペプチドに対する免疫応答をプライミングするのでは
なく、前記リンカーに対する免疫応答をプライミングする可能性を低くする。
【０１７４】
組み合わせ
　核酸構築物が複数の要素をコードすることは本発明の範囲に含まれる。要素は、少なく
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とも１つのインバリアント鎖又はその変異体、及び少なくとも１つの抗原タンパク質若し
くは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの断片である（being）。
したがって、複数のインバリアント鎖又はその変異体（各々が互いに、かつ複数の抗原タ
ンパク質若しくは抗原ペプチド、又は抗原タンパク質若しくは抗原ペプチドの断片と作動
可能に連結する）を有する（これらも同様に作動可能に連結する）ことは本発明の範囲に
含まれる。核酸構築物の要素はしたがって、互いに作動可能に連結していなくてはならな
い。各々が１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若しくは前
記ペプチドの断片と作動可能に連結した複数のインバリアント鎖又はその変異体（これら
は各々、互いに作動可能に連結する）が本発明に包含される。
【０１７５】
　本発明の利点及び非常に重要な態様は、任意のタイプの免疫応答、例えばＴ細胞媒介性
及び抗体媒介性の応答を、弱い抗原として知られるエピトープ、未知の抗原特性のポリペ
プチドを用いても、複数のエピトープ／抗原を同時に用いても開始することができるとい
う事実に関する。
【０１７６】
　したがって、好ましい一実施形態が、複数の抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又
はタンパク質若しくはペプチド（例えば２個、３個、４個、５個、６個、８個、１０個、
１２個又はそれ以上の抗原タンパク質又は抗原ペプチド、又はタンパク質若しくはペプチ
ドの断片）と作動可能に連結した少なくとも１つのインバリアント鎖又はその変異体をコ
ードする核酸構築物であることも本発明の範囲に含まれる。
【０１７７】
　核酸構築物はさらなる要素を含み得る。これらとしては、内部リボソーム侵入部位（Ｉ
ＲＥＳ）；ＬＡＭＰ、カルレチクリン、Ｈｓｐ３３、Ｈｓｐ６０、Ｈｓｐ７０、Ｈｓｐ９
０、Ｈｓｐ１００、ｓＨＳＰ（小型熱ショックタンパク質）、及び７７残基ＤＮＡＪ相同
Ｈｓｐ７３結合ドメイン等の熱ショック結合タンパク質等といった抗原提示に関連するタ
ンパク質をコードする遺伝子；ＶＰ２２、ＨＩＶ　Ｔａｔ、Ｃｘ４３又は他のコネキシン
及び細胞間ギャップ結合成分等の細胞内拡散に関連するタンパク質をコードする遺伝子；
Ｈ６０及びサイトカイン、ニワトリオボアルブミン又は任意のＴ－ヘルパー細胞エピトー
プ等のナチュラルキラー細胞（ＮＫ細胞）活性化分子をコードする遺伝子が挙げられるが
、これらに限定されない。
【０１７８】
　本発明の好ましい一実施形態では、核酸構築物はＬＡＭＰ、ＬＩＭＰ、カルレチクリン
、Ｈｓｐ３３、Ｈｓｐ６０、Ｈｓｐ７０、Ｈｓｐ９０、Ｈｓｐ１００、ｓＨＳＰ（小型熱
ショックタンパク質）又は７７残基ＤＮＡＪ相同Ｈｓｐ７３結合ドメイン等の抗原提示に
関連するタンパク質をコードする少なくとも１つの遺伝子を含む。
【０１７９】
　本発明のさらに好ましい一実施形態では、核酸構築物はＶＰ２２、Ｃｘ４３、ＨＩＶ　
Ｔａｔ、他のコネキシン又は細胞間ギャップ結合成分等の細胞内拡散に関連するタンパク
質をコードする少なくとも１つの遺伝子を含む。
【０１８０】
プロモーター
　「プロモーター」という用語は、ここではＲＮＡポリメラーゼＩＩの開始部位の周囲に
集まった転写制御モジュールの群を指すために使用される。プロモーターがどのように構
成されるかの考えの大半は、ＨＳＶチミジンキナーゼ（ｔｋ）及びＳＶ４０初期転写単位
に対するものを含む複数のウイルスプロモーターの解析による。より最近の研究によって
拡張されたこれらの研究から、プロモーターが、各々がおよそ７ｂｐ～２０ｂｐのＤＮＡ
からなり、転写活性化タンパク質の１つ又は複数の認識部位を含有する個別の機能モジュ
ールからなることが示された。各々のプロモーターにおける少なくとも１つのモジュール
は、ＲＮＡ合成の開始部位を位置付けるように機能する。このモジュールの最もよく知ら
れた例はＴＡＴＡボックスであるが、哺乳動物の末端デオキシヌクレオチジルトランスフ
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ェラーゼ遺伝子に対するプロモーター及びＳＶ４０後期（late）遺伝子に対するプロモー
ター等といった一部のプロモーターではＴＡＴＡボックスを欠いており、開始部位自体に
重なる別個の要素が開始位置を定めるのに役立つ。
【０１８１】
　さらなるプロモーター要素が転写開始の頻度を調節する。これらは典型的には開始部位
の３０ｂｐ～１１０ｂｐ上流の領域に位置するが、近年では多数のプロモーターが開始部
位の下流にも機能要素を含有することが示されている。要素環の間隔は変動可能であり、
要素が互いに反転又は移動し合った場合にプロモーター機能が保存される。ｔｋプロモー
ターでは、要素間の間隔は、活性が低下し始めるまでに５０ｂｐ離れる程度まで増大させ
ることができる。個々の要素は、プロモーターに応じて協調的に又は独立して転写を活性
化するよう機能することができると考えられる。核酸構築物によってコードされる配列の
転写開始を指示することのできる任意のプロモーターが、本発明において使用され得る。
【０１８２】
　本発明の一態様は、少なくとも１つの作動可能に連結したインバリアント鎖及び抗原タ
ンパク質又は抗原ペプチドをコードする配列が、該構築物の発現を可能とするプロモータ
ーの後方に存在する核酸構築物を含む。
【０１８３】
　さらなる態様では、プロモーターが構成的プロモーター、誘導性プロモーター、生物特
異的プロモーター、組織特異的プロモーター、細胞型特異的プロモーター及び炎症特異的
プロモーターの群から選択される。
【０１８４】
　プロモーターの例としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：シミアンウ
イルス４０（ＳＶ４０）早期プロモーター、マウス乳癌ウイルスプロモーター、ヒト免疫
不全ウイルス末端反復配列プロモーター、モロニーウイルスプロモーター、トリ白血病ウ
イルスプロモーター、エプスタイン・バーウイルス前初期プロモーター、ラウス肉腫ウイ
ルス（ＲＳＶ）プロモーター、ヒトアクチンプロモーター、ヒトミオシンプロモーター、
ヒトヘモグロビンプロモーター、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）プロモーター及びヒト
筋クレアチンプロモーター等の構成的プロモーター、メタロチオネインプロモーター、グ
ルココルチコイドプロモーター、プロゲステロンプロモーター及びテトラサイクリンプロ
モーター（ｔｅｔ－ｏｎ又はｔｅｔ－ｏｆｆ）等の誘導性プロモーター、ＨＥＲ－２プロ
モーター及びＰＳＡ関連プロモーター等の組織特異的プロモーター、並びにプロモーター
からいずれの方向にも転写を開始させることが可能な双方向性プロモーター。
【０１８５】
　誘導性プロモーターを用いることの利点としては、自由に活性化することのできる「休
止状態の」核酸構築物が提供されるという選択肢が挙げられる。このことは、免疫応答の
プライミングを体内で全身的ではなく（vs.）局所的に誘導するのが好ましい場合（例え
ば癌に関する場合）、又は投与時に免疫応答のプライミングがレシピエントの健康にとっ
て有害である場合に有用であり得る。
【０１８６】
　好ましい一実施形態では、核酸構築物はＣＭＶプロモーター、ＳＶ４０プロモーター及
びＲＳＶプロモーターの群から選択されるプロモーターを含む。
【０１８７】
送達ビヒクル
　本発明の一態様は、送達ビヒクル内に含まれた、上記のいずれかに記載されるような核
酸構築物を含む。送達ビヒクルとは、ヌクレオチド配列又はポリペプチド又はその両方を
少なくとも１つの媒体から別の媒体へと輸送することを可能にするものである。送達ビヒ
クルは概して、核酸構築物内にコードされる配列の発現及び／又は構築物若しくはそこで
コードされるポリペプチドの細胞内送達のために使用される。
【０１８８】
　核酸構築物はｉｎ　ｖｉｖｏ又はｅｘ　ｖｉｖｏで細胞内に移入させることができる。
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ｅｘ　ｖｉｖｏでの場合は、患者から標的組織（すなわち肝細胞又は白血球）を取り出し
、構築物をｉｎ　ｖｉｔｒｏで移入させた後、形質導入された細胞を患者に再移植するこ
とによって行われる。
【０１８９】
　非ウイルス送達方法としては、物理的アプローチ（無担体送達）及び化学的アプローチ
（合成ベクターに基づく送達）が挙げられる。
【０１９０】
　針注射、遺伝子銃、ジェット注射、エレクトロポレーション、超音波及び流体力学的送
達を含む物理的アプローチでは、細胞膜を通過し、細胞内遺伝子導入を促進する物理的力
を利用する。前記物理的力は電気力又は機械力であり得る。
【０１９１】
　化学的アプローチでは、導入遺伝子を細胞に送達するために合成又は天然の化合物を担
体として使用する。最もよく研究されている非ウイルス遺伝子送達の戦略は、カチオン性
脂質又はカチオン性ポリマーを用いることによる凝縮粒子へのＤＮＡの配合である。この
ＤＮＡ含有粒子はその後、エンドサイトーシス、マクロピノサイトーシス又は食作用を介
して細胞内小胞の形態で細胞に取り込まれ、そこからＤＮＡの小片が細胞質に放出され、
核内へ移動し、そこで導入遺伝子の発現が起こる。
【０１９２】
　送達ビヒクルがＲＮＡベースのビヒクル、ＤＮＡベースのビヒクル／ベクター、脂質ベ
ースのビヒクル、ポリマーベースのビヒクル、及びウイルス由来のＤＮＡビヒクル又はＲ
ＮＡビヒクルの群から選択されるビヒクルであることは本発明の範囲に含まれる。
【０１９３】
　本発明の好ましい一実施形態は、機械的又は電気的技法による核酸構築物の送達に関す
る。
【０１９４】
●　物理的アプローチ
○　注射：好ましい一実施形態は、溶液中の核酸構築物の単純な注射に関する。注射は通
常、骨格筋において筋肉内で（ＩＭ）、皮内で（ＩＤ）又は肝臓に対して行われ、核酸構
築物は細胞外空間に送達される。注射による送達は、エレクトロポレーションによって；
高張食塩水又は高張スクロース液を用いることによって；ブピバカイン等の筋毒素（myot
oxins）を用いて筋繊維を一時的に損傷することによって；又はトランスフェリン、非水
混和性（water.immiscible）溶媒、非イオン性ポリマー、界面活性剤又はヌクレアーゼ阻
害剤等の、標的細胞によるＤＮＡ内部移行の効率を増強することが可能な物質を添加する
ことによって補助することができる。
○　遺伝子銃：遺伝子銃又は微粒子銃（Biolistic）粒子送達システムは、細胞に遺伝子
情報を注入する装置である。ペイロード（payload）は例えばプラスミドＤＮＡをコーテ
ィングした金、銀又はタングステン等の重金属の素粒子である。この技法は単に微粒子銃
と称されることが多い。噴射剤（propellant）として圧縮ヘリウムを使用することができ
る。特にコロイド性金粒子等の金粒子への核酸構築物のコーティングが、好ましい一実施
形態である。
○　空気圧（Pneumatic）（ジェット）注射：粒子を必要としない、水溶液。
○　エレクトロポレーション又は電気透過化処理（electropermeabilization）：外部か
ら印加した電場によって細胞原形質膜の電気伝導度及び透過性を大幅に増大させることで
ある。
○　超音波による（-Facilitated）遺伝子導入：超音波によって膜孔を作り出し、膜孔を
介したＤＮＡの受動拡散による細胞内遺伝子導入を促す。効率は造影剤又は膜をより流体
的（fluidic）にする条件の使用によって増強することができる。
○　流体力学的遺伝子送達：流体力学的遺伝子送達は、高度に灌流した内臓（例えば肝臓
）においてネイキッドプラスミドＤＮＡを細胞に導入する単純な方法である。齧歯動物に
おいては、大量のＤＮＡ溶液の急速尾静脈注射によって、下大静脈での心拍出量を超える
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注射溶液の一時的なオーバーフローを引き起こす。結果として、注射によって肝臓へのＤ
ＮＡ溶液の逆流、肝内圧の急速な上昇、肝臓膨張及び肝臓の有窓構造（fenestrae）の可
逆的破壊が誘導される。
【０１９５】
●　化学的アプローチ
○　カチオン性脂質媒介遺伝子送達：一部のカチオン性脂質は単独で良好なトランスフェ
クション活性を示すが、リポソームを形成するためにヘルパー脂質である非荷電性（nonc
harged）リン脂質又はコレステロールと配合されることが多い。プラスミドＤＮＡはカチ
オン性リポソームと混合すると、リポプレックスと呼ばれる不安定な（quasi-stable）小
粒子へと凝縮する。リポプレックス中のＤＮＡは、ヌクレアーゼ分解から十分に保護され
ている。リポプレックスは細胞取り込みを誘発し、破壊的なリソソームコンパートメント
に到達する前に細胞内小胞からのＤＮＡの放出を促進することが可能である。
○　カチオン性ポリマー媒介遺伝子導入：大半のカチオン性ポリマーは、細胞表面上のア
ニオン性部位との電荷間相互作用によってＤＮＡを小粒子へと凝縮し、エンドサイトーシ
スを介した細胞取り込みを容易にする共通した機能を有する。カチオン性ポリマーＤＮＡ
担体としては、ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）、ポリアミドアミン及びポリプロピルアミ
ンデンドリマー、ポリアリルアミン、カチオン性デキストラン、キトサン、カチオン性タ
ンパク質（ポリリジン、プロタミン及びヒストン）、並びにカチオン性ペプチドが挙げら
れる。
○　脂質－ポリマーハイブリッドシステム：ポリカチオンと共に予め凝縮した後、ヘルパ
ー脂質を添加して又は添加せずにカチオン性リポソーム、アニオン性リポソーム又は両親
媒性ポリマーのいずれかをコーティングしたＤＮＡ。
【０１９６】
　化学的送達ビヒクルの例としては、生分解性ポリマーマイクロスフェア、リポソーム担
体等の脂質ベースの製剤、リポソーム等のカチオン荷電分子、カルシウム塩又はデンドリ
マー、リポ多糖、ポリペプチド及び多糖が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１９７】
　代替的な物理的送達法としては、鼻粘膜及び肺粘膜等の粘膜面へのネイキッド核酸構築
物のエアロゾル注入（instillation）；眼及び粘膜組織への核酸構築物の局所投与；及び
食塩水を眼の角膜実質に強制的に送り込む間質ハイドレーション（stromal hydration）
等のハイドレーション。
【０１９８】
　本発明の別の実施形態は、送達ビヒクルとして本明細書においてウイルスベクター（す
なわちウイルスではない）と表したベクターを含む。本発明によるウイルスベクターは、
改変したウイルスゲノム、すなわちウイルスゲノムを形成する実際のＤＮＡ又はＲＮＡか
ら作製され、ネイキッド形態で導入される。したがって、ウイルスタンパク質又は非ウイ
ルスタンパク質からなるウイルスゲノムを取り囲むいかなる被覆構造も、本発明によるウ
イルスベクターの一部ではない。
【０１９９】
　ウイルスベクターの由来となるウイルスはアデノウイルス、レトロウイルス、レンチウ
イルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルス、泡沫状ウイルス
、サイトメガロウイルス、セムリキ森林ウイルス、ポックスウイルス、ＲＮＡウイルスベ
クター及びＤＮＡウイルスベクターという限定的な群から選択される。かかるウイルスベ
クターは当該技術分野で既知である。
【０２００】
組換え細胞
　本発明の一態様は、上記のいずれかにおいて規定される核酸構築物を含む細胞に関する
。かかる組換え細胞は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ研究用のツールとして、核酸構築物の送達ビヒ
クルとして、又は遺伝子治療計画（regime）の一部として使用することができる。発明に
よる核酸構築物は、当該技術分野で既知であり、細胞の核へのＤＮＡのマイクロインジェ
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クション、トランスフェクション、エレクトロポレーション、リポフェクション／リポソ
ーム融合及び粒子衝撃を含む技法によって細胞に導入することができる。好適な細胞とし
ては自己細胞及び非自己細胞が挙げられ、異種細胞を挙げることができる。
【０２０１】
　好ましい一実施形態では、本発明の核酸構築物は抗原提示細胞（ＡＰＣ）内に含まれる
。その表面上にＭＨＣ分子に結び付けて抗原を提示する任意の細胞は、抗原提示細胞と見
なされる。かかる細胞としては、マクロファージ、樹状細胞、Ｂ細胞、ハイブリッドＡＰ
Ｃ及びフォスター（foster）ＡＰＣが挙げられるが、これらに限定されない。ハイブリッ
ドＡＰＣを作製する方法は当該技術分野で既知である。
【０２０２】
　より好ましい一実施形態では、ＡＰＣはプロフェッショナル抗原提示細胞であり、最も
好ましくは、ＡＰＣはＭＨＣ－Ｉ及び／又はＭＨＣ－ＩＩを発現する細胞である。
【０２０３】
　上記のいずれかによるＡＰＣは、患者から得られる幹細胞であってもよい。本発明の核
酸構築物を導入した後、幹細胞を医学的状態の患者を治療する目的で患者に再導入するこ
とができる。好ましくは、患者から単離される細胞は、抗原提示細胞へと分化することが
可能な幹細胞である。
【０２０４】
　本発明の核酸構築物を含む抗原提示細胞がいかなる共刺激シグナルも発現せず、抗原タ
ンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若しくは前記ペプチドの抗原断片が
自己抗原であることが本発明の範囲にさらに含まれる。
【０２０５】
キメラタンパク質及び抗体
　本発明の一目的は、少なくとも１つの作動可能に連結したインバリアント鎖又はその変
異体、及び少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記抗原タンパ
ク質若しくは前記抗原ペプチドの断片を含む、本明細書において上記に記載されるような
核酸構築物によってコードされるキメラタンパク質である。キメラタンパク質とは、２つ
以上の完全若しくは部分的な遺伝子、又は一連の（非）ランダム核酸を共にスプライシン
グすることによって作製されたヌクレオチド配列によってコードされる遺伝子操作された
タンパク質であると理解される。
【０２０６】
　本発明の一態様は、本明細書において上記に規定されるキメラタンパク質を認識するこ
とができる抗体に関する。「抗体」という用語は、免疫グロブリン分子及び免疫グロブリ
ン分子の活性部分であると理解される。抗体は例えば、無傷免疫グロブリン分子又は免疫
学的活性を保持するその断片である。かかる抗体は、動物の受動免疫化に、又は抗体が結
合するタンパク質を検出するアッセイに使用することができる。
【０２０７】
核酸構築物組成物
　本発明の一態様は、少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記
抗原タンパク質若しくは前記抗原ペプチドの断片と作動可能に連結した、少なくとも１つ
のインバリアント鎖又はその変異体をコードする核酸配列を含む組成物に関する。組成物
はしたがって、上記のいずれかにおいて規定される核酸構築物を含み得る。組成物はさら
に、薬物として使用することができる。
【０２０８】
　本発明による核酸構築物組成物は、賦形剤又は安定化剤としても知られる１つ又は複数
の薬学的に許容可能な担体を活性薬剤と混合する等といった既知の方法によって配合する
ことができる。これらの賦形剤は、利用される投与量及び濃度でそれに曝露される細胞又
は個体に対して非毒性であるため、任意の個体／動物、好ましくは脊椎動物、より好まし
くはヒトへの投与に許容可能であり得る。生理学的に許容可能な担体は多くの場合、ｐＨ
緩衝水溶液である。かかる賦形剤、担体及び配合方法の例は、例えばRemington's Pharma
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ceutical Sciences（MaackPublishing Co，Easton，PＡ）に見ることができる。生理学的
に許容可能な担体の例としては、リン酸緩衝液、クエン酸緩衝液及び他の有機酸緩衝液等
の緩衝液；アスコルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１０残基未満）のポリペプチ
ド；血清アルブミン、ゼラチン又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリド
ン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又はリジン等
のアミノ酸；グルコース、マンノース又はデキストリンを含む単糖類、二糖類及び他の炭
水化物；ＥＤＴＡ等のキレート化剤；マンニトール又はソルビトール等の糖アルコール；
ナトリウム等の塩形成対イオン；及び／又はＴＷＥＥＮ（商標）、ポリエチレングリコー
ル（ＰＥＧ）及びＰＬＵＲＯＮＩＣＳ（商標）等の非イオン性界面活性剤が挙げられるが
、これらに限定されない。
【０２０９】
　有効な投与に好適な薬学的に許容可能な組成物を配合するには、かかる組成物は本発明
によると、本明細書において記載されるような核酸構築物、送達ビヒクル内に含まれる核
酸構築物又は核酸構築物内でコードされるキメラタンパク質を有効量含有する。多くの場
合、本発明の核酸構築物によってコードされるようなタンパク質又はポリペプチドを用い
て免疫応答をプライミングする場合、担体はタンパク質又はペプチドをそれに結合させる
ことによって骨格（scaffold）として使用され、それにより免疫応答の誘導を補助する。
担体タンパク質は、免疫原決定基を提示するのに好適な任意のタンパク質を含む従来の任
意の担体であり得る。好適な担体は典型的にはタンパク質、多糖、ポリ乳酸、ポリグリコ
ール酸、高分子アミノ酸、アミノ酸共重合体、脂質集合体（aggregates）（油滴又はリポ
ソーム等）、及び不活性ウイルス粒子といった大きく、ゆっくりと代謝される高分子であ
る。かかる担体は当業者に既知である。さらに、これらの担体は免疫促進剤（「アジュバ
ント」）として機能し得る。動物の免疫化はアジュバント及び／又は医薬担体を用いて行
うことができる。従来の担体タンパク質としては、キーホールリンペットヘモシアニン、
血清タンパク質（トランスフェリン、ウシ血清アルブミン若しくはヒト血清アルブミン等
）、オボアルブミン、免疫グロブリン、又はホルモン（インスリン等）が挙げられるが、
これらに限定されない。担体はアジュバントと共に、又はそれとは独立して与えることが
できる。
【０２１０】
　以下において、核酸構築物組成物又は組成物は、患者における免疫応答の刺激を含む予
防的使用及び治療的使用に有用な組成物を包含することを意図する。本発明の組成物が、
いかなる全身性若しくは局所性の毒性反応又は任意の他の副作用をも誘導しないことがさ
らに予想される。
【０２１１】
　好ましい一実施形態では、「組成物」という表現は、本明細書において使用される場合
、免疫応答をプライミングするための組成物を指す。
【０２１２】
　好ましい一実施形態では、核酸構築物はパッケージングされる。核酸構築物のパッケー
ジング手段としては、ＲＮＡベース又はＤＮＡベースのベクター、脂質ベースの担体、ウ
イルス発現ベクター、ウイルス送達ベクター、コロイド性金粒子のコーティング及び生分
解性ポリマーマイクロスフェアの群から選択されるが、これらに限定されない手段が挙げ
られる。したがって、先述した送達手段のいずれも、組成物に使用するパッキング（pack
ing）目的のために使用することができる。
【０２１３】
　一実施形態では、核酸構築物のパッケージング手段は、アデノウイルス、レトロウイル
ス、レンチウイルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルス及び
ＤＮＡウイルスベクターの群から選択されるが、これらに限定されないウイルス発現ベク
ターである。ウイルスベクターは、複製欠損性又は条件付きで複製欠損性のウイルスベク
ターであり得る。
【０２１４】
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　本発明の一態様は、少なくとも２つのベクターを含む組成物に関する。これには、記載
されるような任意の１つ又は２つの異なる核酸構築物を、少なくとも２つのベクターに入
れることができる（これらのベクターは上記のいずれかに記載されるようなタイプである
）ことが包含される。本発明は、３つ、４つ、５つ又は６つのベクターを含む組成物にさ
らに関する。この場合も同様に、これらのベクターは互いに異なっていても又は異なって
いなくてもよく、本明細書において上記に記載されるような同一又は異なる核酸構築物を
保有し得る。本発明のさらなる態様は、本明細書において記載される核酸構築物のいずれ
かによってコードされるような少なくとも１つのキメラタンパク質を含む組成物に関する
。免疫原としてキメラタンパク質又はポリペプチドを使用する場合、組換え細胞において
上記に記載される核酸構築物のいずれか１つ又は複数を発現させることによって生成して
もよく、又は当該技術分野で既知の方法による化学的合成によって作製してもよい。上記
に記載されるように、かかるキメラタンパク質及び／又はペプチドを担体と結合して、タ
ンパク質／ペプチドに対する免疫学的応答を増大させてもよく、アジュバント及び／又は
賦形剤を添加して又は添加せずに投与してもよい。
【０２１５】
　一実施形態では、本発明は、組成物の製造のための本明細書において記載されるような
核酸構築物の使用に関する。
【０２１６】
免疫応答の増強：伝統的なアジュバント
　特異的な免疫応答を増強するためにアジュバントが組成物に含まれていてもよい。した
がって、抗原（複数可）／核酸構築物及び／又は送達ビヒクル（いずれも免疫原決定基と
も称される場合がある）と組み合わせた場合に、強い特異的免疫応答を誘導することが可
能な組成物をもたらすアジュバントを同定することが特に（particular）重要である。免
疫原決定基は、免疫化の前に２つ以上の異なるアジュバントと混合してもよい。組成物は
本文書において免疫原組成物とも称される。
【０２１７】
　多数のアジュバントが記載されており、マウス、ラット及びウサギ等の実験動物におけ
る抗体の生成のために使用される。このような場合、主な目的は強い抗体応答を得ること
であるため、副作用に対する寛容性はやや高くなる。医薬品への使用及び使用の承認のた
め、特にヒトにおける使用のためには、組成物の構成成分（アジュバントを含む）が十分
に特徴づけられている必要がある。組成物に肉芽腫、腫瘍又は発熱等といった任意の有害
反応のリスクがほとんどないことがさらに必要とされる。
【０２１８】
　本発明の一実施形態は、アジュバントを含む組成物に関する。好ましい一実施形態では
、組成物はヒト等の哺乳動物への投与に好適である。したがって、好ましいアジュバント
は哺乳動物への投与に好適であり、最も好ましくはヒトへの投与に好適である。
【０２１９】
　別の好ましい実施形態では、組成物は鳥又は魚、最も好ましくはニワトリ（Gallus gal
lus domesticus）への投与に好適である。したがって、好ましいアジュバントは鳥又は魚
への投与に好適である。
【０２２０】
　アジュバントの選択肢は、所望のタイプの免疫応答、Ｂ細胞又は／及びＴ細胞の活性化
を刺激するその能力によってさらに選択することができ、組成物を関連リンパ組織への分
布及び提示を最適化するよう配合することができる。
【０２２１】
　本発明に関するアジュバントは、その起源（それが鉱物の、細菌の、植物の、合成され
た又は宿主の産物であるか）によってグループ分けすることができる。この分類による第
１のグループは、アルミニウム化合物等の鉱物アジュバントである。アルミニウム塩によ
って沈降する抗原、又は予め形成したアルミニウム化合物に混合若しくは吸着する抗原が
、動物及びヒトにおいて免疫応答を増強するために広く使用されている。アルミニウム粒
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子は免疫化の７日後にウサギの局所リンパ節にあることが実証されており、別の重要な機
能は、抗原をリンパ節自体のＴ細胞含有領域に対して指向することであると考えられる。
アジュバントの効力は、流入領域リンパ節の示唆（intimation）と相関することが示され
ている。多くの研究によって、抗原をアルミニウム塩と投与することで液性免疫が増大す
ることが確認されているが、遅延型過敏反応によって測定されるように、細胞媒介性免疫
はわずかにしか増大しないと考えられる。水酸化アルミニウムも補体経路を活性化すると
して記載されている。このメカニズムは、局所性炎症応答並びに免疫グロブリン産生及び
Ｂ細胞記憶において役割を果たし得る。さらに、水酸化アルミニウムは抗原を急速な異化
から保護することができる。主にその安全に関しての素晴らしい記録のために、アルミニ
ウム化合物はヒトにおいて現在使用されている唯一のアジュバントである。
【０２２２】
　別の大きな群のアジュバントは細菌起源のものである。細菌起源のアジュバントは、精
製及び合成することができ（例えばムラミルジペプチド、リピドＡ）、宿主のメディエー
タ（インターロイキン１及びインターロイキン２）はクローニングされている。過去１０
年間で、細菌起源の活性成分の幾つかのアジュバント（百日咳菌、ヒト型結核菌、リポ多
糖、フロイント完全アジュバント（ＦＣＡ）及びフロイント不完全アジュバント（Difco 
Laboratories，Detroit，Mich.）及びＭｅｒｃｋ　Ａｄｊｕｖａｎｔ　６５（Merck and 
Company， Inc.，Rahway，N.J.））の化学的精製はかなりの進歩を遂げている。本発明に
よるさらに好適なアジュバントは、例えばＴｉｔｅｒｍａｘ　Ｃｌａｓｓｉｃａｌアジュ
バント（SIGMA-ALDRICH）、ＩＳＣＯＭ、Ｑｕｉｌ　Ａ、ＡＬＵＮ（米国特許第５８７６
７号及び同第５，５５４，３７２号を参照されたい）、リピドＡ誘導体、コレラ毒素誘導
体、ＨＳＰ誘導体、ＬＰＳ誘導体、合成ペプチドマトリックス、ＧＭＤＰ等、並びに免疫
刺激剤との組み合わせ（米国特許第５，８７６，７３５号）である。百日咳菌は、Ｔリン
パ球集団に対して作用することによって細胞媒介性免疫を調節するその能力のために、本
発明との関連において興味深いアジュバントである。リポ多糖及びフロイント完全アジュ
バントについては、アジュバント活性部分が同定及び合成されているため、構造－機能相
関の研究が可能となっている。これらを本発明による免疫原組成物に加えることも検討さ
れている。
【０２２３】
　リポ多糖（ＬＰＳ）及びその様々な誘導体（リピドＡを含む）は、リポソーム又は他の
脂質エマルションとの組み合わせで強力なアジュバントであることが見出されている。ヒ
トにおいて広く使用される、毒性が十分に低い誘導体を生成することができるか否かは未
だ不明である。フロイント完全アジュバントは大抵の実験的研究において標準的である。
【０２２４】
　抗原を急速異化から保護するために鉱油を免疫原組成物に添加してもよい。
【０２２５】
　多くの他のタイプの材料を、本発明による免疫原組成物においてアジュバントとして使
用することができる。これらとしては、サポニン等の植物産物、キチン等の動物産物及び
多数の合成化学物質が挙げられる。
【０２２６】
　本発明によるアジュバントは、提唱されているそれらの作用メカニズムによっても分類
することができる。大抵のアジュバントは２つ以上のメカニズムによって機能すると考え
られるため、このタイプの分類は必然的に幾らか恣意的である。
【０２２７】
　アジュバントは、抗原の局在化及び送達によって、又はマクロファージ及びリンパ球等
の免疫系を構成する細胞に対して直接影響を与えることによって作用し得る。本発明によ
るアジュバントが免疫応答を増強する別のメカニズムは、抗原デポー（depot）が作られ
ることによる。これは、アルミニウム化合物、油エマルション、リポソーム及び合成ポリ
マーのアジュバント活性に寄与すると考えられる。リポ多糖及びムラミルジペプチドのア
ジュバント活性は主にマクロファージの活性化によって媒介されると考えられるのに対し
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、百日咳菌はマクロファージ及びリンパ球の両方に作用する。本発明による免疫原性組成
物に組み込む場合に有用であり得るアジュバントのさらなる例は、米国特許第５，５５４
，３７２号に記載されている。
【０２２８】
　したがって、本発明による組成物において有用なアジュバントは、水酸化アルミニウム
及びリン酸アルミニウム又はリン酸カルシウムのゲル、油エマルション及び界面活性剤ベ
ースの製剤、例えばＭＦ５９（マイクロ流動化界面活性剤によって安定化した（microflu
idized detergent stabilized）水中油型エマルション）、ＱＳ２１（精製サポニン）、
ＡＳ０２（ＳＢＡＳ２、水中油型エマルション＋モノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）＋Ｑ
Ｓ２１）、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ　５１及びＩＳＡ－７２０（安定化した油中水型
エマルション）、Ａｄｊｕｖａｎｔ　６５（ラッカセイ油、モノオレイン酸マンニド及び
モノステアリン酸アルミニウムを含有する）、RIBI ImmunoChem Research Inc.，Hamilto
n，Utah）、微粒子アジュバント、例えばビロゾーム（インフルエンザの血球凝集素を組
み入れた単層リポソームベシクル）、ＡＳ０４（Ａｌ塩とＭＰＬ）、ＩＳＣＯＭ（サポニ
ンと脂質（コレステロール等）の構造化複合体）、ポリ乳酸コグリコリド（ＰＬＧ）、微
生物誘導体（天然及び合成）、例えばモノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）、Ｄｅｔｏｘ（
ＭＰＬ＋チモテ菌（M. Phlei）細胞壁骨格）、ＡＧＰ（ＲＣ－５２９（合成アシル化単糖
））、ＤＣ＿ｃｈｏｌ（リポソームへと自己組織化することが可能なリポイド（lipoidal
）免疫賦活物質）、ＯＭ－１７４（リピドＡ誘導体）、ＣｐＧモチーフ（免疫賦活性Ｃｐ
Ｇモチーフを含有する合成オリゴヌクレオチド）、非毒性アジュバント効果を有する改変
した細菌毒素ＬＴ及びＣＴ、内因性ヒト免疫調節物質、例えばｈＧＭ－ＣＳＦ又はｈＩＬ
－１２又はＩｍｍｕｄａｐｔｉｎ（Ｃ３ｄタンデムアレイ）、金粒子等の不活性ビヒクル
であり得る。
【０２２９】
　アジュバントのさらなる例としては、免疫賦活性油エマルション（例えば油中水型、水
中油型、水中油中水型、例えばＭｏｎｔａｎｉｄｅ（登録商標）、Ｓｐｅｃｏｌ等のフロ
イント不完全アジュバント、無機塩、例えばＡｌ（ＯＨ）３、ＡｌＰＯ４、微生物産物、
Ｑｕａｌ　Ａ等のサポニン、合成産物、並びにアジュバント製剤、並びに免疫刺激複合体
（ＩＳＣＯＭ）、並びにサイトカイン、加熱不活性化細菌／構成成分、ナノビーズ、ＬＰ
Ｓ、ＬＴＡが挙げられる。他の一般に使用されているアジュバントのリストは、国際公開
第２００３／０８９４７１号の６頁～８頁に開示されている（このリストは参照により本
明細書中に援用される）。
【０２３０】
　本発明による免疫原組成物は、緩衝液等の希釈剤、アスコルビン酸等の酸化防止剤、低
分子量（約１０残基未満）ポリペプチド、タンパク質、アミノ酸、グルコース、スクロー
ス又はデキストリンを含む炭水化物、ＥＤＴＡ等のキレート化剤、グルタチオン、並びに
他の安定化剤及び賦形剤を含有していてもよい。非特異的な血清アルブミンと混合した中
性緩衝食塩水又は食塩水が適切な希釈剤の一例である。
【０２３１】
　アジュバントは一般に、免疫原組成物中に製造業者の取扱説明書に従う量で含まれる。
【０２３２】
免疫応答の増強：非伝統的なアジュバント
サイトカイン調節
　ワクチンを有効にするには、所定の病原体に対する適切な免疫応答を誘導しなければな
らない。これは、発現された抗原の形態（すなわち分泌抗原に対する細胞内抗原）、送達
の方法及び経路、並びに送達するＤＮＡの用量の変更によって達成することができる。し
かしながら、これは免疫調節分子、例えばサイトカイン、リンホカイン又は共刺激分子を
コードするプラスミドＤＮＡ（ｐＤＮＡ）の同時投与によっても達成することができる。
これらの「遺伝子アジュバント」は、「伝統的なアジュバント」又は本明細書において概
説されるような「他の免疫賦活性アジュバント」のいずれかと共に、多数の形：
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一方が免疫原をコードし、他方がサイトカインをコードする２つの別個のプラスミドの混
合物として；
スペーサー領域によって隔てられた単一のバイシストロニックベクター又はポリシストロ
ニックベクターとして；又は
プラスミドにコードされたキメラタンパク質若しくは融合タンパク質として；又は
その天然形態、すなわちタンパク質若しくはヌクレオチドとして投与することができる。
【０２３３】
　一般に、炎症促進性物質（各種インターロイキン、腫瘍壊死因子及びＧＭ－ＣＳＦ等）
及びＴＨ２誘導サイトカインの同時投与は抗体応答を増大させるが、炎症促進性物質及び
ＴＨ１誘導サイトカインは液性応答を減少させ、細胞傷害性応答を増大させる（これは例
えばウイルス保護においてより重要である）。Ｂ７－１、Ｂ７－２及びＣＤ４０Ｌのよう
な共刺激分子も同様に使用される場合がある。
【０２３４】
　このコンセプトは、ＩＬ－１０をコードするｐＤＮＡの局所投与に首尾よく適用されて
いる。Ｂ７－１（ＡＰＣ上のリガンド）をコードするプラスミドは、抗腫瘍モデルにおい
て免疫応答を首尾よく増強し、ＧＭ－ＣＳＦ及びプラスモディウム・ヨエリ（P. yoelii
）のスポロゾイト周囲タンパク質（ＰｙＣＳＰ）をコードするプラスミドの混合は、その
後の抗原投与に対する保護を増強した（一方、プラスミドにコードされたＰｙＣＳＰは単
独では増強しなかった）。ＧＭ－ＣＳＦはより効率的に樹状細胞に抗原を提示させ、ＩＬ
－２産生及びＴＨ細胞活性化を増強し、それにより免疫応答をさらに増大させる。これは
、最初にｐＰｙＣＳＰとｐＧＭ－ＣＳＦとの混合物でプライミングし、後にＰｙＣＳＰを
発現する組換えポックスウイルスでブーストすることによりさらに増強することができる
。しかしながら、ＧＭ－ＣＳＦ（又はＩＦＮ－γ、又はＩＬ－２）と、プラスモディウム
・シャバウディ（P. chabaudi）メロゾイト表面タンパク質１（Ｃ末端）－Ｂ型肝炎ウイ
ルス表面タンパク質の融合タンパク質（ＰｃＭＳＰ１－ＨＢ）との同時注入は、実際には
ｐＰｃＭＳＰ１－ＨＢ単独の送達によって獲得された保護と比較して、抗原投与に対する
保護を無効にした。
【０２３５】
他の免疫賦活性アジュバント
　一実施形態では、本発明による核酸構築物又は組成物に対する免疫賦活性アジュバント
として以下のいずれかを使用することができる：
ＬＰＳ（リポ多糖）、ポリ－ＩＣ（ポリ－イノシトールシトシン）又は二本鎖ＲＮＡ、Ｌ
Ｌ３７、ＲＩＧ－１ヘリカーゼ、ＩＬ－１２、ＩＬ－１８、ＣＣＬ－１、ＣＣＬ－５、Ｃ
ＣＬ－１９、ＣＣＬ－２１、ＧＭ－ＣＳＦ、ＣＸ３ＣＬ、ＣＤ８６、ＰＤ－１、分泌型Ｐ
Ｄ－１、ＩＬ１０－Ｒ、分泌型ＩＬ１０－Ｒ、ＩＬ２１、ＩＣＯＳＬ、４１ＢＢＬ、ＣＤ
４０Ｌ及び免疫応答を刺激する任意の他のタンパク質若しくは核酸配列に類似した任意の
他のアジュバント。
【０２３６】
　一実施形態では、免疫賦活性アジュバントをアデノウイルス線維タンパク質に融合させ
る。例えば、ＣＸ３ＣＬをアデノウイルス線維タンパク質に融合させることができる。
【０２３７】
免疫賦活性ＣｐＧモチーフ
　プラスミドＤＮＡはそれ自体が免疫系に対してアジュバント効果を有すると考えられる
。細菌に由来するプラスミドＤＮＡは、先天性免疫防御機構、樹状細胞の活性化、及びＴ
Ｈ１サイトカインの産生を誘発することが見出されている。これは免疫賦活性である或る
特定のＣｐＧジヌクレオチド配列の認識によるものである。ＣｐＧ刺激性（ＣｐＧ－Ｓ）
配列は、細菌に由来するＤＮＡにおいて真核生物よりも２０倍多く生じる。これは、真核
生物が「ＣｐＧ抑制」を示す、すなわちＣｐＧジヌクレオチド対が生じる頻度が予想より
かなり少ないためである。さらに、ＣｐＧ－Ｓ配列は低メチル化状態にある。これは細菌
ＤＮＡにおいては頻繁に起こるが、真核生物において生じるＣｐＧモチーフは全てシトシ
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ンヌクレオチドでメチル化されている。対照的に、免疫応答の活性化を阻害するヌクレオ
チド配列（ＣｐＧ中和又はＣｐＧ－Ｎと称される）は、真核生物ゲノムにおいて過剰発現
されている（over represented）。最適な免疫賦活性配列は、２つの５’プリン及び２つ
の３’ピリミジンが隣接した非メチル化ＣｐＧジヌクレオチドであることが見出されてい
る。さらに、この免疫賦活性六量体の外側の隣接領域は、標的細胞への結合及び取り込み
を確実にするために任意でグアニンリッチである。
【０２３８】
　先天性免疫系は適応免疫系と相乗作用して、ＤＮＡにコードされるタンパク質に対する
応答を増大させる。ＣｐＧ－Ｓ配列は、ポリクローナルＢ細胞の活性化並びにサイトカイ
ン発現及び分泌の上方調節を誘導する。刺激されたマクロファージはＩＬ－１２、ＩＬ－
１８、ＴＮＦ－α、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β及びＩＦＮ－γを分泌するが、刺激されたＢ
細胞はＩＬ－６及び一部のＩＬ－１２を分泌する。ＤＮＡワクチンのプラスミド骨格にお
けるＣｐＧ－Ｓ配列及びＣｐＧ－N配列を操作することによって、コードされた抗原の免
疫応答の成功を確実にし、免疫応答をＴＨ１表現型に指向する（drive）ことができる。
これは病原体に対して保護するためにＴＨ応答が必要とされる場合に有用である。ＣｐＧ
－Ｓ配列は、ＤＮＡ及び組換えタンパク質のワクチン投与の両方に対して外部アジュバン
トとして変動する成功率で使用されてきた。低メチル化ＣｐＧモチーフを有する他の生物
は、ポリクローナルＢ細胞の増加を刺激することが実証されている。しかし、その背後の
メカニズムは単純なメチル化よりも複雑である可能性があり、低メチル化マウスＤＮＡで
は免疫応答の増大は見出されていない。
【０２３９】
ＤＮＡの配合
　ＤＮＡ免疫化の効率は、ＤＮＡを分解に対して安定化し、抗原提示細胞へのＤＮＡの送
達の効率を増大させることによって改善することができる。これは、生分解性のカチオン
性微粒子（臭化セチルトリメチルアンモニウムと配合されたポリ（ラクチド－ｃｏ－グリ
コリド）等）にＤＮＡをコーティングすることによって達成することができる。かかるＤ
ＮＡコーティング微粒子は、ＣＴＬを組換えワクシニアウイルスとして生じさせる際に、
特にミョウバンと混合した場合に有効であり得る。直径３００ｎｍの粒子が抗原提示細胞
による取り込みに最も効率的であると考えられる。
【０２４０】
投与
　本発明による核酸構築物及び組成物は、治療的有効量で個体に投与することができる。
有効量は個体の状態、体重、性別及び年齢等の様々な要因によって変化し得る。他の要因
としては、投与方法が挙げられる。
【０２４１】
　一実施形態では、本発明による核酸構築物は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＬＮＡ、ＰＮＡ、ＩＮ
Ａ、ＴＩＮＡ、ＨＮＡ、ＡＮＡ、ＣＮＡ、ＣｅＮＡ、ＧＮＡ、ＴＮＡ、ギャップマー、ミ
ックスマー、モルホリノ又はそれらの任意の組み合わせの形態で被験体に送達することが
できる。
【０２４２】
　一実施形態では、本発明による核酸構築物は、ＤＮＡの形態で被験体に送達することが
できる。
【０２４３】
　別の実施形態では、本発明による核酸構築物は、ＲＮＡの形態で被験体に送達すること
ができる。したがって、核酸構築物は投与前にＲＮＡへと転写され得る。
【０２４４】
　さらに別の実施形態では、本発明による核酸構築物は、タンパク質の形態で被験体に送
達することができる。したがって、核酸構築物は投与前にタンパク質へと翻訳され得る。
【０２４５】
　本発明による核酸構築物がタンパク質の形態で被験体に送達される実施形態では、タン
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パク質を安定性（stabilization）を増大させるため、及び／又は細胞への送達を最適化
するために改変してもよい。タンパク質は、ジスルフィド結合の存在（例えば、米国特許
第５，１０２，９８５号では、タンパク質の溶液を過酸化水素で処理することで、分子内
ジスルフィド架橋を有するタンパク質を９０％～９６％の収率で生成している）、極性残
基の増加、表面電荷最適化、表面塩架橋、封入（例えばメソポーラスシリケートによる）
によって安定性を増大させることができ、又はタンパク質を熱ショックタンパク質（Ｈｓ
ｐ－６０、Ｈｓｐ－７０、Ｈｓｐ－９０、Ｈｓｐ－２０、Ｈｓｐ－２７、Ｈｓｐ－８４等
）、ＨＩＶ　ｔａｔ転座ドメイン、アデノウイルス線維タンパク質、又は任意の他のタン
パク質若しくはドメインと連結してもよい。
【０２４６】
　医薬組成物又は動物用組成物は、皮下（ｓｃ又はｓ．ｃ．）、局所、経口及び筋肉内（
ｉｍ又はｉ．ｍ．）等といった様々な経路によって個体に与えることができる。医薬組成
物の投与は、経口的又は非経口的に行うことができる。非経口的送達の方法としては、局
所投与、動脈内投与（組織に直接）、筋肉内投与、脳内（ｉｃ又はｉ．ｃ．）投与、皮下
投与、髄内投与、くも膜下投与、脳室内投与、静脈内（ｉｖ又はｉ．ｖ．）投与、腹腔内
投与又は鼻腔内投与が挙げられる。本発明はまた、組成物を用いて免疫応答をプライミン
グする方法に使用する好適な局所、経口、全身性及び非経口医薬製剤を提供するという目
的を有する。
【０２４７】
　例えば、組成物は錠剤、カプセル剤（各々、持続放出型（timed release）及び徐放性
（sustained release）の製剤を含む）、丸薬、粉末剤、顆粒剤、エリキシル剤、チンキ
剤、液剤、懸濁剤、シロップ剤及び乳剤のような経口剤形で、又は注射によって投与する
ことができる。同様に、静脈内形態（急速静注及び点滴の両方）、腹腔内形態、皮下形態
、閉塞を伴う若しくは伴わない局所形態、又は筋肉内形態でも投与することができ、用い
られる形態は全て、薬学の技術分野の通常の技術を有する者（当業者）に既知である。本
明細書において記載される化合物のいずれかを含む組成物を、有効であるが毒性のない量
で利用することができる。必要に応じて従来の薬学的に許容可能な担体、希釈剤、防腐剤
、アジュバント、緩衝成分等を含有する凍結乾燥形態及び溶液、懸濁剤又はエマルション
形態等といった当該技術分野で注射用免疫原性ペプチド組成物の配合に適切であることが
知られる従来の剤形のいずれか及び全ても包含される。
【０２４８】
　一実施形態では、プライミング及び／又はその後のブースターワクチンのための組成物
を持続放出型（slow release）又は徐放性製剤として与える。
【０２４９】
　本発明による核酸構築物又は組成物の好ましい投与方法としては、全身投与、例えば静
脈内投与又は皮下投与、皮内投与、筋肉内投与、鼻腔内投与、経口投与、直腸投与、膣内
投与、肺内投与、及び一般に任意の形態の粘膜投与が挙げられるが、これらに限定されな
い。さらに、本明細書において言及される投与形態のいずれかのための手段が本発明に含
まれることは本発明の範囲に含まれる。
【０２５０】
　本発明による核酸構築物又は組成物は、１回、又は任意の回数、例えば２回、３回、４
回又は５回投与することができる。
【０２５１】
　好ましい一実施形態では、核酸構築物又は組成物を１回投与し、続いて好適なワクチン
の投与を行う。
【０２５２】
　別の好ましい実施形態では、核酸構築物又は組成物を、ワクチンを投与する前に連続投
与として投与する。かかる連続投与は、核酸構築物又は組成物を１日１回、１日おき、２
日おき、３日おき、４日おき、５日おき、週１回、週２回又は２週おきで計１回、２回、
３回、４回又は５回投与することを含み得る。
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【０２５３】
　一実施形態では、免疫系をプライミングするための最初の核酸構築物又は組成物と、次
のブーストするためのワクチンとを投与する間の期間は、少なくとも１日、少なくとも２
日、例えば３日、少なくとも４日、例えば５日、少なくとも６日、例えば７日、少なくと
も８日、例えば９日、少なくとも１０日、例えば１５日、少なくとも２０日、例えば２５
日等である。
【０２５４】
　したがって、核酸構築物又は組成物によるプライミングは、ワクチンを投与することに
よってさらにブーストされることが意図される。この投与は先の投与とは異なる形態、若
しくは身体部分であっても、又は先の投与と同様であってもよい。
【０２５５】
　ブースター注射は同種又は異種ブースター注射のいずれかである。同種ブースター注射
では、最初の投与及びその後の投与が同じ構築物、より具体的には同じ送達ビヒクルを含
む。異種ブースター注射では、同一の構築物が異なるベクターに含まれる。
【０２５６】
　本発明による組成物の好ましい投与形態は、所定の感染しやすい場所（receptacle）の
可能性が最も高い体内又は体外の身体領域に組成物を投与することである。感染しやすい
場所とは感染を受ける身体領域であり、例えばインフルエンザに関しては、感染しやすい
場所は肺である。
【０２５７】
　本発明の核酸構築物又は組成物は、それが有益であり得る任意の生物、特に脊椎動物等
の任意の動物に対して投与することができる。組成物の投与手段及び投与方法をレシピエ
ントに適合させることは本発明の範囲に含まれる。
【０２５８】
　組成物の好ましいレシピエントは哺乳動物であり、哺乳動物は本発明のより好ましい一
実施形態では、ウシ、ブタ、ウマ、ヒツジ、ヤギ、ラマ、マウス、ラット、サル、イヌ、
ネコ、フェレット及びヒトの群から選択される。最も好ましい一実施形態では、哺乳動物
はヒトである。
【０２５９】
　組成物の別の好ましいレシピエントは、ニワトリ等の鳥綱（鳥類）からの任意の脊椎動
物である。
【０２６０】
　本発明の一実施形態には、第２の活性成分をさらに含む組成物が含まれる。第２の活性
成分は、アジュバント、抗生物質、化学療法剤、抗アレルギー剤、サイトカイン、補体因
子及び免疫系の共刺激分子の群から選択されるが、これらに限定されない。
【０２６１】
　本発明の別の実施形態には、上記のいずれかによる少なくとも１つの核酸構築物又は組
成物、前記核酸構築物又は組成物を投与する手段、及びその方法に関する取扱説明書を含
む部品キットが含まれる。複数の投与量の同じ組成物又は複数の異なる組成物を含むこと
は本発明の範囲に含まれる。好ましい一実施形態では、部品キットは第２の活性成分をさ
らに含む。より好ましい一実施形態では、前記第２の活性成分は好適なワクチン、すなわ
ち前記免疫応答の先のプライミングによって生じた免疫応答をブーストすることが可能な
ワクチンである。
【０２６２】
　本発明は、上記のいずれかによる核酸構築物又は組成物を動物に投与すること、続いて
好適なワクチンを投与して、それにより被験体の免疫系をプライミング及びブーストする
、投与することを含む、動物における免疫応答を増強する方法をさらに含む。
【０２６３】
　免疫応答、以下のタイプの応答のいずれであってもよいが、これらに限定されない：Ｍ
ＨＣ－Ｉ依存性応答、ＭＨＣ－Ｉ及び／又はＭＨＣ－ＩＩ依存性応答、Ｔ細胞依存性応答
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、ＣＤ４＋　Ｔ細胞依存性応答、ＣＤ４＋　Ｔ細胞非依存性応答、ＣＤ８＋　Ｔ細胞依存
性応答及びＢ細胞依存性免疫応答。好適なワクチンは、本発明による核酸構築物又は組成
物による免疫系のプライミングに続いて、免疫系をブーストすることが可能なものである
。
【０２６４】
　さらなる実施形態では、本発明は、治療を必要とする個体を治療する方法であって、本
明細書において上記に記載されるような組成物を投与して、前記個体における臨床状態を
治療する、投与することを含む、方法に関する。
【０２６５】
ワクチンの効力の増大
　本発明の一実施形態は、少なくとも１つのインバリアント鎖又はその変異体、及び少な
くとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は抗原タンパク質若しくは抗原ペ
プチドの断片をコードする核酸構築物であって、該少なくとも１つの抗原タンパク質若し
くは抗原ペプチド、又は抗原タンパク質若しくは抗原ペプチドの断片がウイルス、細菌又
は寄生生物由来のものである、核酸構築物に関する。
【０２６６】
　本明細書において提示されるデータにより、インバリアント鎖又はその変異体を含む核
酸構築物を使用するプライム－ブースト法を開発することが容易ではないことが示される
。したがって、図１に提示されるように、インバリアント鎖及び抗原を含むネイキッドＤ
ＮＡ構築物（ＤＮＡ－ＩｉＧＰ）は、免疫応答をプライミングすることが可能であるが、
抗原を含むがインバリアント鎖を含まないネイキッドＤＮＡ構築物（ＤＮＡ－ＧＰ）は、
免疫応答をプライミングすることが可能ではない。さらに、図１２に提示されるデータか
ら、抗原を含むアデノウイルスベクター（ＡｄＧＰ）は、或る特定の（Ａｄ－ＩｉＧＰ）
免疫応答をプライミングすることが可能であるが、全ての（Ａｄ－ＧＰ）免疫応答をプラ
イミングすることは可能ではないことが示され、一方で図１３に提示されるデータから、
インバリアント鎖と共に抗原を含むアデノウイルスベクター（Ａｄ－ＩｉＧＰ）は、通常
の投与量及び治療計画でいかなる（Ａｄ－ＩｉＧＰ及びＡｄ－ＧＰ）免疫応答もプライミ
ングすることが可能ではないことが示される。しかしながら、より低い用量のＡｄ－Ｉｉ
ＧＰをプライミングに用いることによって、Ａｄ－ＩｉＧＰブーストのＡｄ－ＩｉＧＰプ
ライミングを最適化することが可能である（図１４に示される）。
【０２６７】
　本発明の一目的は、少なくとも１つのインバリアント鎖、及びウイルス、細菌若しくは
寄生生物の抗原又はその断片をコードする核酸構築物であって、前記インバリアント鎖が
免疫応答のプライミングのためのインバリアント鎖の変異体であり、前記プライミングに
続いて癌ワクチンによるその後の追加ワクチン投与を行う、核酸構築物を提供することで
ある。前記インバリアント鎖の変異体は、Ｉｉ－ＫＥＹ　ＬＲＭＫアミノ酸残基が例えば
欠失若しくは置換によって変化しているか、又はＣＬＩＰ領域の一部が例えば欠失若しく
は置換によって変化しているインバリアント鎖を含む、本明細書において別項に明記した
任意の変異体であり得る。
【０２６８】
　一実施形態では、本発明は、ワクチンの効力を増大させるための核酸構築物の使用を対
象とする。
【０２６９】
　一実施形態では、本発明は、ワクチンの効力を増大させる方法であって、
　ａ．インバリアント鎖又はその変異体及び抗原ペプチド又はその断片を含む核酸構築物
を用意する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．好適なワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を含
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む、方法を開示する。
【０２７０】
　一実施形態では、本発明は、ワクチンの効力を増大させる方法であって、
　ａ．インバリアント鎖の変異体及び抗原ペプチド又はその断片を含む核酸構築物を用意
する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．好適なワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を含
み、前記インバリアント鎖の変異体が、例えば欠失又は置換によるＩｉ－ＫＥＹ　ＬＲＭ
Ｋアミノ酸残基の変化を含む、方法を開示する。
【０２７１】
　一実施形態では、本発明は、ワクチンの効力を増大させる方法であって、
　ａ．インバリアント鎖の変異体及び抗原ペプチド又はその断片を含む核酸構築物を用意
する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．好適なワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を含
み、前記インバリアント鎖の変異体が、例えば欠失又は置換によるＣＬＩＰ領域の変化を
含む、方法を開示する。
【０２７２】
　一実施形態では、本発明は、ワクチンの効力を増大させる方法であって、
　ａ．インバリアント鎖の変異体及び抗原ペプチド又はその断片を含む核酸構築物を用意
する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．好適なワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を含
み、前記インバリアント鎖の変異体が、最初の１７個のアミノ酸を含まない、方法を開示
する。
【０２７３】
　別の実施形態では、本発明は、免疫応答をプライミングするための核酸構築物の使用を
対象とする。
【０２７４】
　一実施形態では、本発明は、免疫応答をプライミングする方法であって、
　ａ．インバリアント鎖又はその変異体及び抗原ペプチド又はその断片を含む核酸構築物
を用意する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．好適なワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を含
む、方法を開示する。
【０２７５】
　一実施形態では、本発明は、免疫応答をプライミングする方法であって、
　ａ．インバリアント鎖の変異体及び抗原ペプチド又はその断片を含む核酸構築物を用意
する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
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　ｃ．好適なワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を含
み、前記インバリアント鎖の変異体が、例えば欠失又は置換によるＩｉ－ＫＥＹ　ＬＲＭ
Ｋアミノ酸残基の変化を含む、方法を開示する。
【０２７６】
　一実施形態では、本発明は、免疫応答をプライミングする方法であって、
　ａ．インバリアント鎖の変異体及び抗原ペプチド又はその断片を含む核酸構築物を用意
する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．好適なワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を含
み、前記インバリアント鎖の変異体が、例えば欠失又は置換によるＣＬＩＰ領域の変化を
含む、方法を開示する。
【０２７７】
　一実施形態では、本発明は、免疫応答をプライミングする方法であって、
　ａ．インバリアント鎖の変異体及び抗原ペプチド又はその断片を含む核酸構築物を用意
する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．好適なワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を含
み、前記インバリアント鎖の変異体が、最初の１７個のアミノ酸を含まない、方法を開示
する。
【０２７８】
癌ワクチンの効力の増大
　本発明の一実施形態は、少なくとも１つのインバリアント鎖又はその変異体、及び少な
くとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は抗原タンパク質若しくは抗原ペ
プチドの断片をコードする核酸構築物であって、該少なくとも１つの抗原タンパク質若し
くは抗原ペプチド、又は抗原タンパク質若しくは抗原ペプチドの断片が癌特異的ポリペプ
チド又は癌抗原由来のものである、核酸構築物に関する。
【０２７９】
　本発明の一目的は、少なくとも１つのインバリアント鎖、及び癌抗原又はその断片をコ
ードする核酸構築物であって、前記インバリアント鎖が免疫応答のプライミングのための
その天然形態、野生型形態であり、前記プライミングに続いて癌ワクチンによるその後の
追加ワクチン投与を行う、核酸構築物を提供することである。
【０２８０】
　本発明の一目的はまた、少なくとも１つのインバリアント鎖、及び癌抗原又はその断片
をコードする核酸構築物であって、前記インバリアント鎖が免疫応答のプライミングのた
めのインバリアント鎖の変異体であり、前記プライミングに続いて癌ワクチンによるその
後の追加ワクチン投与を行う、核酸構築物を提供することである。前記インバリアント鎖
の変異体は、Ｉｉ－ＫＥＹ　ＬＲＭＫアミノ酸残基が例えば欠失若しくは置換によって変
化しているか、又はＣＬＩＰ領域の一部が例えば欠失若しくは置換によって変化している
か、又は最初の１７個のアミノ酸が欠失しているインバリアント鎖を含む、本明細書にお
いて別項に明記した任意の変異体であり得る。
【０２８１】
　つまり、免疫応答をブーストするために使用されるその後に投与されるワクチンが癌ワ
クチンである場合、本発明による核酸構築物によってコードされるインバリアント鎖が、
その天然形態、野生型形態であっても、又はインバリアント鎖の変異体であってもよいと
いうことになる。
【０２８２】
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　一実施形態では、本発明は、癌ワクチンの効力を増大させるための核酸構築物の使用を
対象とする。
【０２８３】
　一実施形態では、本発明は、癌ワクチンの効力を増大させる方法であって、
　ａ．インバリアント鎖又はその変異体及び癌特異的抗原ペプチド又はその断片を含む核
酸構築物を用意する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．好適な癌ワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を
含む、方法を開示する。
【０２８４】
　一実施形態では、本発明は、癌ワクチンの効力を増大させる方法であって、
　ａ．インバリアント鎖及び癌特異的抗原ペプチド又はその断片を含む核酸構築物を用意
する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．好適な癌ワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を
含み、前記インバリアント鎖がその天然形態、野生型形態である、方法を開示する。
【０２８５】
　一実施形態では、本発明は、癌ワクチンの効力を増大させる方法であって、
　ａ．インバリアント鎖の変異体及び癌特異的抗原ペプチド又はその断片を含む核酸構築
物を用意する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．好適な癌ワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を
含み、前記インバリアント鎖の変異体が、例えば欠失若しくは置換によるＩｉ－ＫＥＹ　
ＬＲＭＫアミノ酸残基の変化、及び／又は例えば欠失若しくは置換によるＣＬＩＰ領域の
一部の変化、及び／又はＩｉの最初の１７個のアミノ酸の欠失を含む、方法を開示する。
【０２８６】
　別の実施形態では、本発明は、免疫応答をプライミングするための核酸構築物の使用を
対象とする。
【０２８７】
　一実施形態では、本発明は、免疫応答をプライミングする方法であって、
　ａ．インバリアント鎖又はその変異体及び癌特異的抗原ペプチド又はその断片を含む核
酸構築物を用意する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．好適な癌ワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を
含む、方法を開示する。
【０２８８】
　一実施形態では、本発明は、免疫応答をプライミングする方法であって、
　ａ．インバリアント鎖及び癌特異的抗原ペプチド又はその断片を含む核酸構築物を用意
する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
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　ｃ．好適な癌ワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を
含み、前記インバリアント鎖がその天然形態、野生型形態である、方法を開示する。
【０２８９】
　一実施形態では、本発明は、免疫応答をプライミングする方法であって、
　ａ．インバリアント鎖の変異体及び癌特異的抗原ペプチド又はその断片を含む核酸構築
物を用意する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．好適な癌ワクチンを投与することにより工程ｂ）の免疫応答をブーストする工程を
含み、前記インバリアント鎖の変異体が、例えば欠失若しくは置換によるＩｉ－ＫＥＹ　
ＬＲＭＫアミノ酸残基の変化、及び／又は例えば欠失若しくは置換によるＣＬＩＰ領域の
一部の変化、及び／又はＩｉの最初の１７個のアミノ酸の欠失を含む、方法を開示する。
【０２９０】
異常な生理学的応答を対象とするワクチンの効力の増大
　本発明の一目的は、少なくとも１つのインバリアント鎖及び異常な生理学的応答と関連
するポリペプチド又はその断片をコードする核酸構築物であって、前記インバリアント鎖
が免疫応答のプライミングのためのその天然形態、野生型形態であり、前記プライミング
に続いて、前記異常な生理学的応答を対象とするワクチンによるその後の追加ワクチン投
与を行う、核酸構築物を提供することである。
【０２９１】
　本発明の一目的は、少なくとも１つのインバリアント鎖、及び異常な生理学的応答と関
連するポリペプチド又はその断片をコードする核酸構築物であって、前記インバリアント
鎖が免疫応答のプライミングのためのインバリアント鎖の変異体であり、前記プライミン
グに続いて前記異常な生理学的応答を対象とするワクチンによるその後の追加ワクチン投
与を行う、核酸構築物を提供することである。前記インバリアント鎖の変異体は、Ｉｉ－
ＫＥＹ　ＬＲＭＫアミノ酸残基が例えば欠失若しくは置換によって変化しているか、又は
ＣＬＩＰ領域の一部が例えば欠失若しくは置換によって変化しているか、又はＩｉの最初
の１７個のアミノ酸が欠失しているインバリアント鎖を含む、本明細書において別項に明
記した任意の変異体であり得る。
【０２９２】
　つまり、免疫応答をブーストするために使用されるその後投与されるワクチンが、前記
異常な生理学的応答を対象とするワクチンである場合、本発明による核酸構築物によって
コードされるインバリアント鎖は、その天然形態、野生型形態のいずれかであっても、又
はインバリアント鎖の変異体であってもよいということになる。
【０２９３】
　一実施形態では、本発明は、異常な生理学的応答を対象とするワクチンの効力を増大さ
せるための核酸構築物の使用を対象とする。
【０２９４】
　別の実施形態では、本発明は、免疫応答のプライミングのための核酸構築物の使用を対
象とする。
【０２９５】
　一実施形態では、本発明は、異常な生理学的応答を対象とするワクチンの効力を増大さ
せる方法であって、
　ａ．インバリアント鎖又はその変異体及び異常な生理学的応答と関連する抗原ペプチド
又はその断片を含む核酸構築物を用意する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．異常な生理学的応答を対象とする好適なワクチンを投与することにより工程ｂ）の
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免疫応答をブーストする工程を含む、方法を開示する。
【０２９６】
　一実施形態では、本発明は、異常な生理学的応答を対象とするワクチンの効力を増大さ
せる方法であって、
　ａ．インバリアント鎖及び異常な生理学的応答と関連する抗原ペプチド又はその断片を
含む核酸構築物を用意する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．異常な生理学的応答を対象とする好適なワクチンを投与することにより工程ｂ）の
免疫応答をブーストする工程を含み、前記インバリアント鎖がその天然形態、野生型形態
である、方法を開示する。
【０２９７】
　一実施形態では、本発明は、異常な生理学的応答を対象とするワクチンの効力を増大さ
せる方法であって、
　ａ．インバリアント鎖の変異体及び異常な生理学的応答と関連する抗原ペプチド又はそ
の断片を含む核酸構築物を用意する工程、
　ｂ．工程ａ）の核酸構築物を投与することにより被験体の免疫系をプライミングする工
程であって、それにより前記被験体における免疫応答を刺激する、プライミングする工程
、並びに
　ｃ．異常な生理学的応答を対象とする好適なワクチンを投与することにより工程ｂ）の
免疫応答をブーストする工程を含み、前記インバリアント鎖の変異体が、例えば欠失若し
くは置換によるＩｉ－ＫＥＹ　ＬＲＭＫアミノ酸残基の変化、及び／又は例えば欠失若し
くは置換によるＣＬＩＰ領域の一部の変化、及び／又はＩｉの最初の１７個のアミノ酸の
欠失を含む、方法を開示する。
【０２９８】
ワクチンタイプ
　本発明の一態様は、Ｉｉ連結抗原を含む核酸構築物を投与すること、続いて同じ被験体
に好適なワクチンを投与することによって達成されるその後のブースター投与を行うこと
による、被験体における免疫応答のプライミングに関する。
【０２９９】
　本発明による好適なワクチンは、免疫応答のプライミングのために使用される核酸構築
物と共通した、少なくとも１つの同一の特徴を有する。前記同一の特徴は、インバリアン
ト鎖の一部若しくは全部、抗原ペプチドの一部若しくは全部、骨格構造の一部若しくは全
部、例えばプロモーター領域の一部若しくは全部、エンハンサーの一部若しくは全部、タ
ーミネーターの一部若しくは全部、ポリＡ尾部の一部若しくは全部、リンカーの一部若し
くは全部、ポリリンカーの一部若しくは全部、作動性リンカーの一部若しくは全部、多重
クローニング部位（ＭＣＳ）の一部若しくは全部、マーカーの一部若しくは全部、停止コ
ドンの一部若しくは全部、内部リボソーム侵入部位（ＩＲＥＳ）の一部若しくは全部、及
び組み込みのための宿主相同配列の一部若しくは全部、又は他の規定の要素に含まれ得る
。
【０３００】
　好ましい一実施形態では、同一の特徴は、抗原ペプチド又は遍在性ヘルパーＴ細胞エピ
トープの一部又は全部である。最も好ましい一実施形態では、同一の特徴は抗原ペプチド
の一部又は全部である。
【０３０１】
　別の好ましい実施形態では、同一の特徴はインバリアント鎖の一部又は全部である。
【０３０２】
　ワクチンは伝統的なものと見なしても、又は画期的なものと見なしてもよい。本明細書
において引用されるタイプのワクチンのいずれかを、本発明によるその後のブースター工
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程に使用することができる。
【０３０３】
　伝統的なワクチン、すなわち第１世代のワクチンは、生物そのもの（whole organisms
）（死滅させた病原性菌株又は病原性を弱毒化した株のいずれか）に基づいている。
【０３０４】
　分子生物学的技法を使用して、新たなワクチン、すなわち第２世代のワクチンが病原性
生物に由来する個々の抗原タンパク質に基づいて開発されてきた。概念的には、生物その
ものではなく抗原ペプチドを使用することは、病原性を回避する一方で、最も免疫原性の
高い抗原を含有するワクチンを提供し得る。これらのワクチンとしては、不活化した毒性
化合物に基づくトキソイドベースのワクチン（良く知られている）、及び不活化又は弱毒
化した病原性菌株の断片に基づくサブユニットワクチンが挙げられる。
【０３０５】
共役ワクチン：或る特定の細菌は、免疫原性の乏しい多糖外皮を有する。これらの外皮を
タンパク質（例えば毒素）に連結することによって、それがタンパク質抗原であるかのよ
うに免疫系に多糖を認識させることができる。
【０３０６】
組換えベクターワクチン：一方の微生物の生理と他方のＤＮＡとを組み合わせることによ
って、複雑な感染過程を有する疾患に対して免疫を引き起こすことができる。
【０３０７】
　合成ワクチンは主に又は完全に合成ペプチド、炭水化物又は抗原からなる。
【０３０８】
　ＤＮＡ（又は遺伝子）ワクチン、すなわち第３世代のワクチンは、予防的ワクチン及び
治療的ワクチンの両方の開発にとって新たな有望な候補である。ＤＮＡワクチンは、微生
物に由来する１つ又は複数の抗原を産生するよう遺伝子操作された、ＤＮＡの小さな円形
の断片（プラスミド）から構成される。ワクチンＤＮＡを身体の細胞に注射すると、そこ
で宿主細胞の「内部機構」がＤＮＡを「読み取り」、それを病原性タンパク質に変換する
。これらのタンパク質は異物として認識されるため、宿主細胞によって処理され、免疫系
に警告を出すためにそれらの表面上に提示され（displayed）、それにより次いで様々な
免疫応答が誘発される。続く免疫応答の強さは、ベクター（すなわちネイキッドＤＮＡ、
ウイルスベクター、弱毒化生ウイルス等）の効力、抗原の発現レベル、及び組換え抗原自
体（すなわち、高親和性又は低親和性ＭＨＣ結合剤、Ｔ細胞又はＢ細胞レパートリーを程
度の差はあれど限定するために選択される構造決定因子等）の組み合わせによって求めら
れる。一般に、免疫記憶の効率的な誘導には、ＣＤ４＋（ヘルパー細胞）Ｔ細胞及びＣＤ
８＋（細胞障害性）Ｔ細胞と、免疫記憶の効果の多くを媒介するＢ細胞との相互作用が必
要とされるか、又は有効であることが言える。
【０３０９】
　本発明の一実施形態では、本発明による核酸構築物による免疫応答のプライミングに続
いて、前記免疫応答をブーストするためにその後の第１世代、すなわち伝統的なワクチン
の投与を行う。
【０３１０】
　本発明の一実施形態では、本発明による核酸構築物による免疫応答のプライミングに続
いて、前記免疫応答をブーストするためにその後の第２世代のワクチンの投与を行う。
【０３１１】
　本発明の一実施形態では、本発明による核酸構築物による免疫応答のプライミングに続
いて、前記免疫応答をブーストするためにその後の第３世代、すなわちＤＮＡワクチンの
投与を行う。
【０３１２】
　免疫原性を増大させるためのＤＮＡワクチン構築物におけるインバリアント鎖の使用は
、当該技術分野で既知である。本発明の一実施形態では、本発明による核酸構築物による
免疫応答のプライミングに続いて、前記免疫応答をブーストするためにその後のインバリ
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アント鎖又はその変異体を含むＤＮＡワクチンの投与を行う。
【０３１３】
　本発明の一実施形態では、本発明による核酸構築物による免疫応答のプライミングに続
いて、前記免疫応答をブーストするためにその後のアデノウイルスワクチンの投与を行う
。
【０３１４】
　ワクチンはさらに、一価（monovalent）（単価（univalent）とも呼ばれる）又は多価
（multivalent）（ポリバレント（polyvalent）とも呼ばれる）であってもよい。一価ワ
クチンは、単一の抗原又は単一の微生物に対して免疫を与えるように設計されている。多
価又はポリバレントワクチンは、同じ微生物の２種以上の株、又は２種以上の微生物に対
して免疫を与えるように設計されている。
【０３１５】
図面の詳細な説明
図１：Ｉｉ鎖ベースのネイキッドＤＮＡワクチンによるＤＮＡプライミングは、その後の
非常に効率的なウイルスベクターによるブーストの際にウイルス特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞
の生成を有意に増強する。マウスを３週間に２回、ＤＮＡ－ＩｉＧＰ、ＤＮＡ－ＧＰで別
々に遺伝子銃により免疫化するか、又は未処理のままにした。最後の免疫化の３週間後、
全てのマウスの右後足蹠に、２×１０７ＩＦＵのＡｄ５－ＩｉＧＰを注射し、４週間後、
動物を屠殺し、図１に記載されるように脾細胞を解析した。エピトープ特異的ＩＦＮ－γ
＋ＣＤ８＋　Ｔ細胞の数を平均±ＳＥとして示す（ｎ＝５マウス／群）。＊はＡｄ５－Ｉ
ｉＧＰのみでのワクチン投与を受けたマウスに対する統計的有意性を表す（マン・ホイッ
トニーの順位和検定）。２つの同様の実験の一方の結果を示す。
【０３１６】
図２：Ｉｉ配列におけるドメイン及び試験した突然変異の位置。ＷＴ　Ｉｉにおけるドメ
インをバーの上部に示す。ＥＳＳ；エンドソーム輸送選別シグナル、ＴＭ；膜貫通ドメイ
ン、ＫＥＹ；ペプチド提示増強領域、ＣＬＩＰ；クラスＩＩ関連インバリアント鎖ペプチ
ド、ＴＲＩＭ；三量体形成ドメイン。Ｉｉにおける欠失突然変異及び置換の範囲はバーの
下部に示す。ａ；Ａｄ－Δ１７ＩｉＧＰ、ｂ；Ａｄ－ＩｉＬＴＭＧＰ、ｃ；Ａｄ－ＩｉＵ
ＴＭＧＰ、ｄ；Ａｄ－Δ５０ＩｉＧＰ、ｅ；Ａｄ－Ｉｉ１－２０１ＧＰ、ｆ；Ａｄ－Ｉｉ
１－１１８ＧＰ、ｇ；Ａｄ－Ｉｉ１－１０５ＧＰ、ｈ；Ａｄ－ＩｉＣＬＩＰＧＰ、ｉ；Ａ
ｄ－ＩｉＫＥＹＧＰ、ｊ；Ａｄ－Ｉｉ５１－１１８ＧＰ。
【０３１７】
図３：ＩｉはＳＩＩＮＦＥＫＬ／Ｈ－２ｋｂ　ＯＶＡ由来のエピトープの細胞表面提示を
劇的に増大させる。骨髄由来の樹状細胞にＡｄ－ＯＶＡ、Ａｄ－ＩｉＯＶＡ又はＡｄ－Ｉ
ｉＧＰ（陰性対照）をトランスフェクトし、ＭＨＣクラスＩＩについて（成熟樹状細胞の
染色）及びＳＩＩＮＦＥＫＬ／Ｈ－２ｋｂ特異的抗体で（ＯＶＡエピトープ）表面染色し
た。
【０３１８】
図４：Ｉｉはシスにおいてのみ機能する。Ａ）Ａｄ－ＩｉＧＰベクター及びＡｄ－Ｉｉ＋
ＧＰベクターからのＩｉの発現；Ｉｉ発現は、５０ｍｏｉのＡｄ－ＩｉＧＰ及びＡｄ－Ｉ
ｉ＋ＧＰに感染させたＣＯＳ７細胞におけるＧＡＰＤＨに対して正規化した。Ｂ）ＴＣＲ
３１８　ＧＰ３３はＡｄ－ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＧＰ又はＡｄ－Ｉｉ＋ＧＰを形質導入したＢ
ＭＤＣ（骨髄由来樹状細胞）に応じてＴ細胞増殖を抑制した。
【０３１９】
図５：Ｎ末端の欠失及び置換はＩｉ刺激能に影響を与えない。ＴＣＲ３１８　ＧＰ３３は
Ａｄ－ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＧＰ、Ａｄ－Δ１７ＩｉＧＰ、Ａｄ－ＩｉＬＴＭＧＰ、Ａｄ－Ｉ
ｉＵＴＭＧＰ、Ａｄ－Δ５０ＩｉＧＰを形質導入したＢＭＤＣ（骨髄由来樹状細胞）に応
じてＴ細胞増殖を抑制した。
【０３２０】
図６：Ｃ末端の欠失及び置換はＩｉ刺激能に影響を与えない。ＴＣＲ３１８　ＧＰ３３は



(56) JP 2017-131220 A 2017.8.3

10

20

30

40

50

Ａｄ－ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＧＰ、Ａｄ－Ｉｉ１－２０５ＧＰ、Ａｄ－Ｉｉ１－１１８ＧＰ及
びＡｄ－Ｉｉ１－１０５ＧＰを形質導入したＢＭＤＣ（骨髄由来樹状細胞培養系）に応じ
てＴ細胞増殖を抑制した。
【０３２１】
図７：Ｎ末端及びＣ末端の欠失のみがＩｉ刺激能を低減させる。ＴＣＲ３１８　ＧＰ３３
はＡｄ－ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＧＰ、Ａｄ－ＩｉＣＬＩＰＧＰ、Ａｄ－ＩｉＫＥＹＧＰ及びＡ
ｄ－Ｉｉ５１－１１８ＧＰを形質導入したＢＭＤＣ（骨髄由来樹状細胞培養系）に応じて
Ｔ細胞増殖を抑制した。
【０３２２】
図８：Ａｄ－ＩｉＧＰ及びＡｄ－ＧＰワクチンの用量応答。マウスの群に指示菌株中の指
示ワクチンをワクチン投与した。ワクチン投与の１４日後、マウスを屠殺し、脾細胞を指
示エピトープにより刺激した。特異的ＣＤ８＋脾細胞の総数を細胞内染色及びＦＡＣＳ解
析によって求めた。データから、Ａｄ－ＩｉＧＰが非常に低い投与量で応答を誘導し、し
たがって低い用量のＡｄ－ＩｉＧＰ（又は任意の抗原）によるプライミング、及びより高
い用量のＡｄ－ＩｉＧＰ（又は任意の抗原）によるその後のブーストを同種プライム－ブ
ースト法に適用可能であり得ることが示される。
【０３２３】
図９：ＭＨＣクラスＩＩによる抗原提示（ＣＤ４＋　Ｔ細胞の刺激）に関するＡｄ－ＧＰ
、Ａｄ－ＩｉＧＰ及びＡｄ－ＩｉＣＬＩＰＧＰの比較。ＳＭＡＲＴＡ　ＧＰ６１－８０は
、Ａｄ－ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＧＰ及びＡｄ－ＩｉＣＬＩＰＧＰを形質導入したＢＭＤＣに応
じてＴ細胞増殖を抑制し、Ａｄ－ＩｉＣＬＩＰＧＰのＭＨＣ　ＩＩ抗原提示の増大が示さ
れる。
【０３２４】
図１０：ｉｎ　ｖｉｖｏ経時研究におけるＡｄ－ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＧＰ、Ａｄ－ＧＰＬａ
ｍｐ－１及びＡｄ－ＩｉΔ１７ＧＰの比較。
【０３２５】
図１１：Ａｄ－ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＧＰ、Ａｄ－ＩｉΔ１７ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＫＥＹＧＰ、
Ａｄ－ＩｉＣＬＩＰＧＰ、Ａｄ－Ｉｉ１－１１７ＧＰ及びＡｄ－Ｉｉ１－１９９ＧＰのｉ
ｎ　ｖｉｖｏ応答の比較。
【０３２６】
図１２：Ａｄ－ＧＰはその後のＡｄ－ＩｉＧＰブーストをプライミングすることが可能で
ある。Ｃ５７ＢＬ／６マウスの３つの群にＡｄ－ＧＰをワクチン投与した。６０日後、こ
れらのマウスをそのままにしておくか、Ａｄ－ＧＰをワクチン投与するか、又はＡｄ－Ｉ
ｉＧＰをワクチン投与した。マウスの第４の群は、Ａｄ－ＧＰでのワクチン投与を受けた
マウスを含んでいた。最初のワクチン投与の１２０日後、マウスを屠殺し、指示エピトー
プを認識する抗原特異的細胞を、前記ペプチドでのｅｘ　ｖｉｖｏ再刺激及びインターフ
ェロン－γ産生についての細胞内染色によって定量化した。
【０３２７】
図１３：Ａｄ－ＩｉＧＰはその後のＡｄ－ＧＰ又はＡｄ－ＩｉＧＰブーストをプライミン
グすることが可能ではない。Ｃ５７ＢＬ／６マウスの３つの群にＡｄ－ＩｉＧＰをワクチ
ン投与した。６０日後、これらのマウスをそのままにしておくか、Ａｄ－ＧＰをワクチン
投与するか、又はＡｄ－ＩｉＧＰをワクチン投与した。マウスの第４の群は、Ａｄ－Ｉｉ
ＧＰでのワクチン投与を受けたマウスを含んでいた。最初のワクチン投与の１２０日後、
マウスを屠殺し、指示エピトープを認識する抗原特異的細胞を、前記ペプチドでのｅｘ　
ｖｉｖｏ再刺激及びインターフェロン－γ産生についての細胞内染色によって定量化した
。このことから、Ａｄ－ＩｉＧＰプライミングはＡｄ－ＩｉＧＰによりブーストすること
ができないが、ＤＮＡ－ＩｉＧＰプライミングはＡｄ－ＩｉＧＰによりブーストすること
ができることが示される（図１を参照されたい）。
【０３２８】
図１４：Ａｄ－ＧＰワクチン及びＡｄＩｉ－Ｇｐワクチンの用量応答。マウスの群に指示
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菌株中の指示ワクチンをワクチン投与した。ワクチン投与の１４日後、マウスを屠殺し、
脾細胞を指示エピトープにより刺激した。ＣＤ８＋脾細胞の総数を細胞内染色及びＦＡＣ
Ｓ解析によって求めた。
【０３２９】
図１５：残基５０～２１５を含むインバリアント鎖の変異体（Ｉｉ５０～２１５）と結合
し、アデノウイルス線維タンパク質とさらに結合したマンノース受容体。アデノウイルス
線維タンパク質（Ａｄ線維）はいずれの血清型のアデノウイルスからも生じ得る。マンノ
ース受容体は、マンノース受容体に由来する１つ又は複数のドメインであってもよい。Ｉ
ｉはＩｉの変異体であっても、又は完全長Ｉｉであってもよい。Ａｇ＝抗原。
【実施例】
【０３３０】
　本発明をここで以下の実施例を参照してさらに説明する。以下が単に例示を目的とし、
本発明の範囲に含まれるように詳細な変更を行うことができることが理解されよう。
【０３３１】
実施例１：Ｉｉ鎖ベースのネイキッドＤＮＡワクチンによるプライミングは、最適化した
ウイルスベクターによるその後のブーストの際にウイルス特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞の生成
を有意に増強する。
　ネイキッドＤＮＡワクチン（すなわち、核酸構築物）によるプライミングは、Ａｄ５（
アデノウイルス血清型５）ベクターによるその後の免疫化によって生じる免疫応答を増強
することが示される。ＤＮＡ－ＩｉＧＰ（インバリアント鎖（Ｉｉ）に融合したＬＣＭＶ
（リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス）糖タンパク質（ＧＰ）を発現するＤＮＡ構築物）によ
るプライミングは、アデノウイルス血清型５ベクター（Ａｄ５－ＩｉＧＰ）中で送達され
た同じ遺伝子構築物によって誘導されるＣＤ８＋　Ｔ細胞応答を有意に増強することが本
明細書において実証されており、Ｉｉ鎖ベースのＤＮＡ構築物を将来の異種免疫化（「プ
ライム－ブースト」）プロトコルに組み入れることの強力な論拠をもたらす。
【０３３２】
　本発明者らの研究から、Ｉｉ鎖連結の免疫増強効果がＡｄ５ベクターに限定されず、同
様にＤＮＡプラットフォームに関連することが示される。さらに、Ｉｉ鎖が２つ以上のエ
ピトープの提示を増強するという事実を踏まえると、これによりＩｉ鎖ベースのＤＮＡワ
クチンが様々な異種プライム－ブースト法に対する非常に有望な候補として位置付けられ
る。
【０３３３】
結果及び考察
　誘導されたＴ細胞記憶を改善する一方法は、異種プライム－ブースト法、例えばネイキ
ッドＤＮＡプライミングに続いてベクターのブーストを行うことによるものである。この
ようにして実験室において適切なベクター、ｐ３１　Ｉｉ鎖と融合したＬＣＭＶ　ＧＰ（
Ａｄ５－ＩｉＧＰ）を発現する複製欠損性アデノウイルスを得て、この可能性を実験的に
試験した。最初に、標準的なＤＮＡワクチン投与である遺伝子銃によるワクチン投与を、
ＤＮＡ－ＩｉＧＰ又はＤＮＡ－ＧＰで別々に３週間に２回行った。２回目のＤＮＡワクチ
ン投与の３週間後、両方の群のマウス及び適合対照を、２×１０７ＩＦＵのＡｄ５－Ｉｉ
ＧＰを右後足蹠に接種することによって免疫化し、４週間後に脾臓中のウイルス特異的Ｃ
Ｄ８＋　Ｔ細胞の数を、ＩＦＮ－γについてのＩＣＣＳ及びフローサイトメトリーを用い
て計数した。融合ＤＮＡ構築物でプライミングしたマウスは、プライミングしていないマ
ウスよりも有意に多いＧＰ３３－４１及びＧＰ２７６－２８６特異的ＩＦＮ－γ＋ＣＤ８
＋　Ｔ細胞を含有しており、ＧＰ９２－１０１特異的細胞についても同様の傾向が確認さ
れたが、この場合にはその差は統計的に有意ではなかった。対照的に、Ｉｉの非存在下で
ＧＰをコードするネイキッドＤＮＡでのプライミングは、Ａｄ５－ＩｉＧＰでのその後の
免疫化によって誘導されたＧＰ特異的記憶ＣＤ８＋　Ｔ細胞のレベルに対しわずかな影響
しか与えなかった（図１）。Ｉｉのみを含み、ＧＰを含まないベクターでのＤＮＡプライ
ミングは、その後アデノウイルスベクターを接種したマウスにおいてＧＰ特異的ＣＤ８＋
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　Ｔ細胞のレベルに対する影響を有しなかったため（データは示さない）、Ｉｉを含むこ
との観察された影響は、ワクチン投与したマウスの免疫反応性の非特異的な増強を反映し
ていないことに留意されたい。
【０３３４】
　本発明者らは、改善したＤＮＡベクターを異種プライム－ブースト法の一部として使用
することで、既に最適化されたウイルスベクターによって誘導される応答が有意に増強さ
れることを示した（Holst et al., 2008）。このことから、非常に免疫原性の高いベクタ
ーベースの免疫化であっても、Ｉｉ鎖ベースのネイキッドＤＮＡワクチンでの宿主の初回
プライミングによってさらに改善することができることが強く示唆される。要するに、抗
原へのＩｉ鎖融合は広いＣＤ８＋　Ｔ細胞応答に対するプライミングをもたらすため、Ｉ
ｉ鎖ベースのＤＮＡワクチンは、異種プライム－ブースト法の一部としての急速に突然変
異するウイルスに対する予防戦略に関する明らかな利点を示すはずである。
【０３３５】
材料及び方法
マウス。Ｃ５７ＢＬ／６（Ｂ６）野生型マウスは、Taconic M&B（Ry，Denmark）から入手
した。パーフォリン欠損Ｂ６マウスは、元々The Jackson Laboratory（Bar Harbor，ME）
から入手した種畜ペア（breeder pairs）からその場で繁殖させた。全ての実験において
７週齢～１０週齢のマウスを使用し、外部から入手した動物は常に、使用前に少なくとも
１週間その場の環境に順応させた。全ての動物は、センチネルリンパ節（sentinels）の
スクリーニングによって確認されるように、特定病原体を含まない条件下で収容した。全
ての動物実験は国のガイドラインに従って行った。
【０３３６】
ＤＮＡワクチン構築及び免疫化の手順。ＤＮＡワクチンは、マウスインバリアント鎖に続
いてＬＣＭＶのＧＰ、又はＬＣＭＶ　ＧＰ単独のいずれかを含有する真核生物発現ベクタ
ーｐＡＣＣＭＶ．ｐＬｐＡを用いて作製した。構築物は最近記載されたように（Holst et
 al., 2008）生成した。大腸菌株ＸＬ１－ｂｌｕｅ（Stratagene，USA）を、構築物を用
い、エレクトロポレーションによって形質転換した。サイクルシークエンス法、Ｂｉｇ　
Ｄｙｅ　Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ及びＡＢＩ３１０遺伝子解析装置（ABIprism，USA）を用
いたＤＮＡシークエンシングによって、陽性クローンを同定した。プライマーはTAG（Cop
enhagen，Denmark）から入手した。大規模のＤＮＡ調製物はＱｉａｇｅｎ　Ｍａｘｉ　Ｐ
ｒｅｐ（Qiagen，USA）を用いて作製した。
【０３３７】
遺伝子銃による免疫化。ＤＮＡを１．６ｎｍの金粒子に、金１ｍｇ当たりＤＮＡ２μｇと
いう濃度でコーティングし、ＤＮＡ／金複合体を、１回の注射につき０．５ｍｇの金（１
回の注射につき１μｇのＤＮＡ）がマウスに送達されるようにプラスチックチューブにコ
ーティングした。これらの手順は製造業者（Biorad，CA，USA）の取扱説明書に従って行
った（Bartholdy et al., 2003）。粒子駆動力として圧縮ヘリウム（４００ｐｓｉ）を利
用する手持ち式遺伝子銃装置を用いて、マウスを腹部皮膚で免疫化した。他に言及のない
限り、マウスは３週間～４週間の間隔で２回免疫化した後、さらなる抗原投与／検査の前
に３週間保養した。
【０３３８】
ウイルス。Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ株クローン１３のＬＣＭＶを大半の実験において使用した
。他に指定のない限り、感染させるマウスには０．３ｍｌのｉ．ｖ．注射で１０５ｐｆｕ
、又は０．０３ｍｌの右後足蹠（ｆ．ｐ．）への注射で２０ｐｆｕの用量のクローン１３
を与えた。ｉ．ｃ．注射については、マウスに２０ｐｆｕの神経向性Ａｒｍｓｔｒｏｎｇ
クローン５３ｂを０．０３ｍｌの容量で与えた。インバリアント鎖に連結したＧＰをコー
ドする複製欠損性アデノウイルス（Ａｄ５－ＩｉＧＰ）を作製し、最近記載されたように
（Holst et al., 2008）滴定した。
【０３３９】
ウイルス滴定。器官のウイルス力価は、以前に記載されたような（Battegay et al., 199
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1）免疫フォーカスアッセイによって測定した。
【０３４０】
ＣＤ４＋　Ｔ細胞及びＣＤ８＋　Ｔ細胞のｉｎ　ｖｉｖｏ枯渇。抗ＣＤ４　ｍＡｂ（クロ
ーンＧＫ１．５）及び抗ＣＤ８　ｍＡｂ（クローン５３．６．７２）を使用した。細胞を
枯渇させるマウスには、感染に対して－１日目及び０日目に、２００□ｇの用量をＰＢＳ
０．３ｍｌの容量で腹腔内に与えた。偽処置については、精製したラットＩｇＧ（Jackso
n ImmunoResearch）を代わりに使用した。細胞枯渇の効率はフローサイトメトリーによっ
て確認した。
【０３４１】
生存研究。急性ＬＣＭＶ誘導性髄膜炎の臨床的重症度を評価するために死亡率を用いた。
マウスを１４日間、又は１００％の死亡率に到達するまで１日に２回確認した。
【０３４２】
ＬＣＭＶ特異的足蹠腫脹反応。上記のようにマウスの右後足蹠に局所的に感染させ、局所
性腫脹反応を感染後（p.i）１４日目まで追跡した。足蹠の厚さをダイヤルカリパス（ミ
ツトヨ７３０９、株式会社ミツトヨ、東京、日本）を用いて測定し、ウイルス特異的腫脹
を感染させた右足と未感染の左足との厚さの差として求めた（Christensen et al., 1994
）。
【０３４３】
細胞調製物。マウスの脾臓を無菌的に取り出し、ハンクス平衡塩類溶液（ＨＢＳＳ）に移
した。臓器を細目の滅菌スチールメッシュに押し通すことによって単一細胞懸濁液を得た
。細胞をＨＢＳＳで２回洗浄し、細胞濃度を２－メルカプトエタノール、Ｌ－グルタミン
及びペニシリン－ストレプトマイシン溶液を添加した１０％ウシ胎児血清（ＦＣＳ）を含
有するＲＰＭＩ　１６４０中で調整した。
【０３４４】
フローサイトメトリー用のｍＡｂ。以下のｍＡｂは全てPharMingen（San Diego，CA）か
らラット抗マウス抗体として購入した：ＦＩＴＣ結合抗ＣＤ４４、Ｃｙ－Ｃｈｒｏｍｅ結
合抗ＣＤ８ａ、Ｃｙ－Ｃｈｒｏｍｅ結合抗ＣＤ４及びフィコエリトリン（ＰＥ）結合抗Ｉ
ＦＮ－γ。
【０３４５】
フローサイトメトリー解析。ＬＣＭＶ特異的（インターフェロン－γ産生）ＣＤ８＋／Ｃ
Ｄ４＋　Ｔ細胞の可視化のために、１～２×１０６個の脾細胞を、１０単位のマウス組換
えＩＬ－２（R&D Systems Europe Ltd，Abingdon，UK）、３μＭモネンシン（Sigma Chem
icals co.，St Louis，MO）及び１μｇ／ｍｌの関連ペプチドを添加した０．２ｍｌの完
全ＲＰＭＩ培地中に再懸濁し、３７℃で５時間インキュベートした。以下のペプチドを使
用した：ＣＤ８＋　Ｔ細胞についてはＧＰ３３－４１、ＧＰ２７６－８６、ＧＰ９２－１
０１、ＧＰ１１８－１２５、及び対照にＮＰ３９６－４０４；ＣＤ４＋　Ｔ細胞について
はＧＰ６１－８０。インキュベーション後、以前に記載されたように（Andreasen et al.
, 2000；Christensen et al.,2003）、細胞を表面染色し、洗浄し、透過化処理して、Ｉ
ＦＮ－γ特異的ｍＡｂで染色した。アイソタイプ適合抗体を非特異的染色についての対照
とした。細胞をＦＡＣＳ　Ｃａｌｉｂｕｒ（Becton Dickinson，San Jose，CA）を用いて
解析し、少なくとも１０４個の生細胞を、死細胞及び残屑を除外するために低角度散乱光
及び側方散乱光（low angle and side scatter）を併用してゲーティングした（gated）
。データ解析はＣｅｌｌ－Ｑｕｅｓｔソフトウェアを用いて行った。
【０３４６】
実施例２：Ｉｉ連結抗原のＣＤ８＋　Ｔ細胞活性化の増強は天然Ｉｉには依存しない
　Ｉｉ配列は、細胞質の選別ドメイン及び三量体形成ドメイン、細胞質及び膜近位（prox
imal membrane）のシグナル伝達ドメイン、細胞質、膜内及び細胞周辺の三量体形成ドメ
イン、外因性ペプチドの結合を容易にするＭＨＣ分子の開放（unlocking）に関与する「
ｋｅｙ」モチーフ、ＣＬＩＰ領域におけるＭＨＣクラスＩ及びＩＩの結合モチーフ、細胞
周辺のグリコシル化部位、並びにＣＤ４４及びマクロファージ遊走阻止因子（ＭＩＦ）と
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の相互作用の構造的に未確認の領域を含む、抗原処理において機能する複数の領域を含有
する（図２）。
【０３４７】
　Ｉｉ連結によって、ＭＨＣクラスＩ及びクラスＩＩでの両方の抗原提示が増大する。骨
髄由来樹状細胞（ＢＭＤＣ）のＡｄ－ＩｉＯＶＡ（ＯＶＡはオボアルブミンである）又は
Ａｄ－ＯＶＡ形質導入を用いることによって、本発明者らは、Ｈ－２Ｋｂ上に提示される
ＳＩＩＮＦＥＫＬ　ＯＶＡエピトープに指向性を有する抗体での直接染色によって測定さ
れるように、Ｉｉ連結が実際にＭＨＣクラスＩ拘束性の抗原提示の劇的な増大を誘導する
ことを見出した（図３）。Ｉｉ連結配列からのＭＨＣクラスＩ拘束性の抗原発現の増大は
、ＭＨＣクラスＩＩ、ＣＤ４＋　Ｔ細胞及び任意の他の細胞型とは独立してＡＰＣに直接
的に作用し、樹状細胞培養物において直接測定することができる。
【０３４８】
シスでのＩｉ
　Ｉｉがシスのみで作用するか、又はトランスでも作用するか否かを確認するために、ア
デノウイルスベクターへのさらなるリーディングフレームを、β－グロビンポリアデニル
化シグナルを有するホスホグリセリン酸キナーゼ（ｐＧＫ）プロモーターを合成し、これ
をアデノウイルス骨格のＥ３領域にクローニングすることによって確立した。このベクタ
ーはその後、Ａｄ－ＧＰベクター（ヒトＣＭＶプロモーター及びＳＶ４０ポリＡの支配下
でＥ１リーディングフレームからＬＣＭＶ　ＧＰを発現する）を作製するために使用され
るシャトルベクターとの組換えに使用することができた。この新たなベクターは、アデノ
ウイルスのＥ１領域からＬＣＭＶ　ＧＰを、及びＥ３領域からＩｉを発現する（Ａｄ－Ｉ
ｉ＋ＧＰ）。このプロモーターを、ＣＯＳ７細胞へのトランスフェクションによって緑色
蛍光細胞の誘導について検証したが、Ａｄ－ＩｉＧＰ及びＡｄ－Ｉｉ＋ＧＰを感染させた
ＣＯＳ７細胞におけるＩｉ　ｍＲＮＡ発現の測定によって、ＩｉがｐＧＫプロモーターか
ら少なくともＣＭＶプロモーターからの発現と同じくらい効率的に発現されることが確認
される（図４Ａ）。Ａｄ－ＧＰ、Ａｄ－ＩｉＧＰ及びＡｄ－Ｉｉ＋ＧＰを感染させたＢＭ
ＤＣで刺激したＴＣＲ３１８細胞を比較することによって、Ｉｉが何らかの効果を有する
には抗原と連結する必要があることが明確に示される（図４Ｂ）。刺激に使用されるＢＭ
ＤＣ培養物は既にＩｉを発現するため、トランスでのＩｉ発現が効力を示したのであれば
、驚くべきことであった。
【０３４９】
Ｎ末端の変化：
　Ｎ末端から開始して、１）ロイシンベースのエンドソーム輸送選別シグナルを除去する
、最初の１７個のアミノ酸の欠失体（Ａｄ－Δ１７ＩｉＧＰ）、２）ケモカイン受容体Ｃ
ＣＲ６　ＴＭ６に由来する対応するセグメントでの、膜貫通セグメントの前半部の置き換
え体（Ａｄ－ＩｉＬＴＭＧＰ）、３）対応するＣＣＲ６　ＴＭ６セグメントでの、膜貫通
セグメントの後半部の置き換え体（Ａｄ－ＩｉＵＴＭＧＰ）、及び最後に４）最初の５０
個のアミノ酸の完全な欠失体（Ａｄ－Δ５０ＩｉＧＰ）を作製した。後者の欠失によって
、細胞質ゾル、ＴＭ及び膜近位の領域全体が除去された。これらの突然変異のいずれも、
残りのＩｉ配列のＣＤ８＋　Ｔ細胞の刺激を増強する能力に対するいかなる影響も有して
いなかった（図５）。
【０３５０】
Ｃ末端の変化：
　Ｃ末端から始めて、最後の１４個のａａの欠失（Ａｄ－Ｉｉ１－２０１ＧＰ、これによ
ってＣ末端グリコシル化シグナルが除去される）、最後の９７個のａａの欠失（Ａｄ－Ｉ
ｉ１－１１８ＧＰ）、及び最後の１１０個のａａの欠失（Ａｄ－Ｉｉ１－１０５ＧＰ）を
作製した。１－２０１によっては、残りのＩｉ配列のＣＤ８＋　Ｔ細胞の刺激を増強する
能力に対するいかなる影響も観察されなかったが、１－１０５突然変異及び１－１１８突
然変異に、一貫性がないわずかな低下傾向を見ることができた（図６）。
【０３５１】
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突然変異：
　報告されたＣＬＩＰ領域のＭＨＣクラスＩ結合部位（Ａｄ－ＩｉＣＬＩＰＧＰ：Ｍから
Ａへの二重点突然変異－Ｍ９１Ａ　Ｍ９９Ａ－ＭＨＣクラスＩ分子とのＩｉ相互作用を無
効にするように設計された）、及びＫＥＹモチーフ（Ａｄ－ＩｉＫＥＹＧＰ：Ｉｉ－Ｋｅ
ｙセグメントを破壊するＬＲＭＫからＡＡＡＡへの四重点突然変異）において点突然変異
を作製することも試みた。これらの突然変異のいずれも、Ｉｉ媒介性のＣＤ８＋　Ｔ細胞
刺激の増強に重要でなかった。Ｎ末端及びＣ末端の切断を組み合わせた場合に唯一興味深
いデータが得られた。したがって、５１－１１８変異体（Ａｄ－Ｉｉ５１－１１８ＧＰ）
を試験した場合にＣＤ８＋　Ｔ細胞刺激能の顕著な低下が観察されたが、この突然変異体
は依然としてＡｄ－ＧＰを上回っていた（図７）。
【０３５２】
実施例３
　本発明の一実施形態では、Ｉｉと結合したグリコシル結合タンパク質と組み合わせた非
ヒトグリコシルトランスフェラーゼが提供される。Ｉｉは完全長であっても、又は変異体
であってもよく、この変異体は残基番号５０～２１５を含むＩｉの切断型であり得る。こ
の変異体は、膜貫通ドメインの欠損にもかかわらず完全な活性を有する。任意で、アジュ
バント又は１つ又は複数の転座ドメインがさらに提供され得る。図１５には、マンノース
受容体（カルシウム依存性レクチンがワクチンにおいて標的とされることが多い）を、残
基５０～２１５を含むインバリアント鎖（Ｉｉ５０－２１５）の変異体と結合し、アデノ
ウイルス線維タンパク質とさらに結合した実施形態の概略図を示す。アデノウイルス線維
タンパク質（Ａｄ線維）は、アデノウイルスのいかなる血清型から由来していてもよい。
マンノース受容体は、マンノース受容体に由来する１つ又は複数のドメインであってもよ
い。
【０３５３】
　具体的な一例では、１つのリーディングフレームにおいてＥｇｇｈｅａｄ（ショウジョ
ウバエに由来するタンパク質）を発現し、別のリーディングフレームにおいて、Ｉｉ５０
－２１５変異体等の膜貫通領域を含まない完全な活性を有するＩｉの変異体と結合し、さ
らにアデノウイルス線維タンパク質と結合したマンノース受容体（又はマンノース受容体
に由来するドメイン）を発現するアデノウイルスを提供する。
【０３５４】
　Ｅｇｇｈｅａｄ等のグリコシルトランスフェラーゼ及びマンノース受容体等のグリコシ
ル結合タンパク質は、同じアデノウイルスベクターにおいて異なるリーディングフレーム
から発現させてもよく、又はＥｇｇｈｅａｄ等のグリコシルトランスフェラーゼ及びマン
ノース受容体等のグリコシル結合タンパク質は、同時に投与される異なるアデノウイルス
ベクターから発現させてもよい。
【０３５５】
　Ｅｇｇｈｅａｄは、全てのグリコシル化ＥＲ（小胞体）タンパク質上のマンノースと結
合する。したがって、分泌タンパク質のマンノシル化は、（図１５に示されるように）マ
ンノシル化タンパク質とマンノース受容体－Ｉｉ－Ａｄ線維複合体との結合を引き起こす
。複合体のアデノウイルス線維は、前記複合体と連結した分泌タンパク質を他の細胞に取
り込ませ、これらを活性化して免疫刺激性とし、複合体の細胞質ゾル（そこでＩｉはその
効果を発揮し得る）への接近をもたらす。
【０３５６】
　この技術は、例えば癌に対して直接投与することができるワクチンを構築するために使
用することができる。
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【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ．ｂと作動可能に連結した少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体
　ｂ．少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若し
くは前記ペプチドの抗原断片
をコードする配列を含む核酸構築物であって、
前記インバリアント鎖の変異体がＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基を含まないものであ
る、核酸構築物。
【請求項２】
　免疫応答を刺激して、それによりその後投与されるワクチンの効力を増大させるための
プライマーとして使用するための、請求項１に記載の核酸構築物。
【請求項３】
　少なくとも１つのインバリアント鎖又はその変異体がヒト起源のものである、請求項１
又は２に記載の核酸構築物。
【請求項４】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体において、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸
残基のうち１つが他のアミノ酸残基で置換されることにより、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミ
ノ酸残基を含まないものとなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項５】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体において、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸
残基のうち２つが他のアミノ酸残基で置換されていることにより、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫ
アミノ酸残基を含まないものとなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項６】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体において、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸
残基のうち３つが他のアミノ酸残基で置換されていることにより、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫ
アミノ酸残基を含まないものとなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項７】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体において、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸
残基のうち４つ全てが他のアミノ酸残基で置換されていることにより、ＫＥＹ領域のＬＲ
ＭＫアミノ酸残基を含まないものとなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸構築
物。
【請求項８】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体において、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸
残基のうち１つがアラニンで置換されることにより、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基
を含まないものとなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項９】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体において、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸
残基のうち２つがアラニンで置換されることにより、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基
を含まないものとなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１０】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体において、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸



(66) JP 2017-131220 A 2017.8.3

残基のうち３つがアラニンで置換されることにより、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基
を含まないものとなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１１】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体において、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸
残基のうち４つ全てがアラニンで置換されることにより、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸
残基を含まないものとなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１２】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体において、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸
残基のうち１つが欠失することにより、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基を含まないも
のとなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１３】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体において、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸
残基のうち２つが欠失することにより、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基を含まないも
のとなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１４】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体において、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸
残基のうち３つが欠失することにより、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基を含まないも
のとなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１５】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体において、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸
残基のうち４つ全てが欠失することにより、ＫＥＹ領域のＬＲＭＫアミノ酸残基を含まな
いものとなる、請求項１～３のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１６】
　少なくとも１つのインバリアント鎖の変異体が、インバリアント鎖の変異体の最後の残
基である末端部において少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前
記抗原タンパク質若しくは抗原ペプチドの抗原断片と作動可能に連結されているものであ
る、請求項１～１５のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項１７】
　少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記タンパク質若しくは
前記ペプチドの抗原断片が、病原性生物、癌特異的ポリペプチド、及び異常な生理学的応
答と関連するタンパク質又はペプチドの群から選択される、請求項１～１６のいずれか一
項に記載の核酸構築物。
【請求項１８】
　少なくとも１つの抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記抗原タンパク質若し
くは前記抗原ペプチドの抗原断片が、ウイルス、微生物及び寄生生物を含む病原体の群か
ら選択される病原性生物由来である、請求項１～１７のいずれか一項に記載の核酸構築物
。
【請求項１９】
　インバリアント鎖の変異体と、抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記抗原タ
ンパク質若しくは前記抗原ペプチドの抗原断片との間の作動性リンカーが、直接的連結で
ある、請求項１～１８のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項２０】
　作動性リンカーがスペーサー領域である、請求項１９に記載の核酸構築物。
【請求項２１】
　スペーサー領域が、クラスＩＩ　ＭＨＣ分子に対する少なくとも１つのヘルパーエピト
ープをコードする、請求項２０に記載の核酸構築物。
【請求項２２】
　スペーサー領域が、少なくとも１つのプロテアーゼ切断部位をコードする、請求項２０
に記載の核酸構築物。
【請求項２３】
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　少なくとも１つの作動可能に連結したインバリアント鎖の変異体、及び少なくとも１つ
の抗原タンパク質若しくは抗原ペプチド、又は前記抗原タンパク質若しくは前記抗原ペプ
チドの抗原断片をコードする配列が、構築物の発現を可能とするプロモーターの後方に存
在する、請求項１～２２のいずれか一項に記載の核酸構築物。
【請求項２４】
　プロモーターが、構成的プロモーター、誘導性プロモーター、生物特異的プロモーター
、組織特異的プロモーター及び細胞型特異的プロモーター、ＣＭＶプロモーター、ＳＶ４
０プロモーター並びにＲＳＶプロモーターの群から選択される、請求項２３に記載の核酸
構築物。
【請求項２５】
　請求項１～２４のいずれか一項に記載の核酸構築物を含む送達ビヒクル。
【請求項２６】
　送達ビヒクルが、ウイルス由来のＤＮＡビヒクル又はＲＮＡビヒクルである、請求項２
５に記載の送達ビヒクル。
【請求項２７】
　送達ビヒクルが、アデノウイルスである、請求項２６に記載の送達ビヒクル。
【請求項２８】
　送達ビヒクルが、ワクシニアウイルスである、請求項２６に記載の送達ビヒクル。
【請求項２９】
　請求項１～２４のいずれか一項に記載の核酸構築物のいずれかによりコードされる、少
なくとも１つの作動可能に連結したインバリアント鎖の変異体、及び少なくとも１つの抗
原タンパク質又は抗原ペプチドを含む、キメラタンパク質。
【請求項３０】
　請求項１～２４のいずれか一項に記載の核酸構築物又は請求項２５に記載の送達ビヒク
ルを含む医薬組成物。
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