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(57)【要約】

　本発明は、抗原性ペプチドに対する特異的免疫応答を

誘導するための組み合わせ製剤であって、

(I) 当該抗原性ペプチド、及び

(II) 当該抗原性ペプチドが挿入又は付加されたキメラB

型肝炎ウイルスコア抗原ポリペプチドをコードする発現

ベクターであって、該抗原性ペプチドが、B型肝炎ウイ

ルスコア抗原ポリペプチドのアミノ酸残基74～87又は13

0～138の領域内に挿入されているか、或いはB型肝炎ウ

イルスコア抗原ポリペプチドのN末端又はC末端に付加さ

れている、発現ベクター

を含み、且つ

(I)の抗原性ペプチドと、(II)の発現ベクターとが、適

用対象に対して、実質的に同時に投与される、製剤を提

供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 組 み 合 わ せ 製 剤 で あ っ て 、

(I) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド 、 及 び

(II) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 挿 入 又 は 付 加 さ れ た キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ

チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗

原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 74～ 87又 は 130～ 138の 領 域 内 に 挿 入 さ れ て い る か 、 或 い は

B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 又 は C末 端 に 付 加 さ れ て い る 、 発 現 ベ ク タ

ー

を 含 み 、 且 つ

(I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー と が 、 適 用 対 象 に 対 し て 、 実 質 的 に 同 時 に

投 与 さ れ る 、 製 剤 。

【 請 求 項 ２ 】

　 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ

イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 80と 81の 間 に 挿 入 さ れ て い る 、 請 求 項 1記 載

の 製 剤 。

【 請 求 項 ３ 】

　 単 一 の 製 剤 と し て 製 剤 化 さ れ て い る 、 請 求 項 1又 は 2記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 ４ 】

　 (I)の ペ プ チ ド と 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー と が 適 用 対 象 に 対 し て 同 一 投 与 経 路 で 投 与 さ れ

る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 ５ 】

　 皮 下 、 皮 内 、 又 は 筋 肉 内 に 投 与 さ れ る 請 求 項 4記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 ６ 】

　 投 与 回 数 が 1回 で あ る 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 1項 記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 ７ 】

　 投 与 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 及 び ／ 又 は 核 酸 導 入 用 試 薬 を 用 い な い 、 請 求 項 1～ 6の い

ず れ か 1項 記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 ８ 】

　 ア ジ ュ バ ン ト を 含 ま な い 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 ９ 】

　 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 適 用 対 象 の 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 又 は そ の 部 分 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求

項 1～ 8の い ず れ か 1項 記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 が 、 疾 患 の 増 悪 に 寄 与 す る 抗 原 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 疾 患 が 生 活 習 慣 病 で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 が 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIで あ る 、 請 求 項 10又 は 11記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 心 不 全 、 高 血 圧 症 、 腎 不 全 、 動 脈 硬 化 、 心 筋 梗 塞 、 脳 梗 塞 、 閉 塞 性 動 脈 硬 化 症 、 又 は 認

知 症 の 治 療 又 は 予 防 用 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 僧 房 弁 閉 鎖 不 全 症 に 起 因 す る 心 不 全 の 治 療 又 は 予 防 用 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 が 、 VEGFで あ る 、 請 求 項 10又 は 11記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 １ ６ 】

　 癌 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 加 齢 黄 斑 変 性 症 、 又 は 未 熟 児 網 膜 症 の 治 療 又 は 予 防 用 で あ る 、 請

求 項 15記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 １ ７ 】
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　 適 用 対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 1～ 16の い ず れ か 1項 記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 １ ８ 】

　 適 用 対 象 が 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 で あ る 、 請 求 項 1～ 16の い ず れ か 1項 記 載 の 製 剤 。

【 請 求 項 １ ９ 】

　 適 用 対 象 に 対 し て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 方 法 で あ

っ て 、

(I) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド 、 及 び

(II) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 挿 入 又 は 付 加 さ れ た キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ

チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗

原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 74～ 87又 は 130～ 138の 領 域 内 に 挿 入 さ れ て い る か 、 或 い は

B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 又 は C末 端 に 付 加 さ れ て い る 、 発 現 ベ ク タ

ー

を 、 実 質 的 に 同 時 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 。

【 請 求 項 ２ ０ 】

　 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 の 誘 導 に お い て 使 用 す る た め の 、 組 み 合 わ せ で

あ っ て 、

(I) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド 、 及 び

(II) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 挿 入 又 は 付 加 さ れ た キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ

チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗

原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 74～ 87又 は 130～ 138の 領 域 内 に 挿 入 さ れ て い る か 、 或 い は

B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 又 は C末 端 に 付 加 さ れ て い る 、 発 現 ベ ク タ

ー

を 含 み 、

(I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー と が 、 適 用 対 象 に 対 し て 、 実 質 的 に 同 時 に

投 与 さ れ る 、 組 み 合 わ せ 。

【 請 求 項 ２ １ 】

　 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 組 み 合

わ せ の 使 用 で あ っ て 、 該 組 み 合 わ せ は 、

(I) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド 、 及 び

(II) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 挿 入 又 は 付 加 さ れ た キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ

チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗

原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 74～ 87又 は 130～ 138の 領 域 内 に 挿 入 さ れ て い る か 、 或 い は

B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 又 は C末 端 に 付 加 さ れ て い る 、 発 現 ベ ク タ

ー

を 含 み 、

(I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー と が 、 適 用 対 象 に 対 し て 、 実 質 的 に 同 時 に

投 与 さ れ る 、 使 用 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 製 剤 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 生 体 内 の 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 積 極 的 に 惹 起 し 、 当 該 自 己 抗 原 の 活 性 を 中 和 す る

こ と に よ り 、 当 該 自 己 抗 原 が 寄 与 す る 疾 患 の 予 防 や 治 療 を 行 う ワ ク チ ン 療 法 が 提 案 さ れ て

い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン II特 異 的 エ ピ ト ー プ を KLHと コ ン ジ ュ ゲ ー ト し 、 こ れ

を 投 与 す る こ と に よ り 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 産 生 を 惹 起 し 、 高 血 圧 症 を 良 好

に 治 療 し 得 る こ と を 報 告 し て い る （ 非 特 許 文 献 1） 。 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 ア ン ギ オ テ ン
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シ ン II特 異 的 エ ピ ト ー プ が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 80と 8

1の 間 に 挿 入 さ れ た 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク

タ ー の 投 与 に よ り 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 産 生 を 惹 起 し 、 高 血 圧 症 等 の 生 活 習

慣 病 を 良 好 に 治 療 又 は 予 防 し 得 る こ と を 見 出 し て い る （ 特 許 文 献 1） 。 ま た 、 ア ポ リ ポ プ

ロ テ イ ン (a)の 特 異 的 エ ピ ト ー プ が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残

基 80と 81の 間 に 挿 入 さ れ た 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る

発 現 ベ ク タ ー の 投 与 に よ り 、 自 己 反 応 性 の T細 胞 誘 導 を 回 避 し つ つ 、 ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン (

a)に 対 す る 抗 体 産 生 を 惹 起 し 、 動 脈 硬 化 症 を 良 好 に 治 療 又 は 予 防 し 得 る こ と を 見 出 し て い

る （ 特 許 文 献 2、 非 特 許 文 献 2） 。 更 に 、 VEGFの 特 異 的 エ ピ ト ー プ 及 び ／ 又 は ア ン ギ オ ポ エ

チ ン － 2の 特 異 的 エ ピ ト ー プ が B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 80と

81の 間 に 挿 入 さ れ た 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ

ク タ ー の 投 与 に よ り 、 腫 瘍 血 管 新 生 を 効 果 的 に 抑 制 し 、 癌 を 治 療 又 は 予 防 し 得 る こ と を 見

出 し て い る （ 特 許 文 献 3、 非 特 許 文 献 3） 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 抗 原 を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い た D N Aワ ク チ ン に つ い て は 、 D N Aワ ク チ ン を 投 与 後

に 、 当 該 抗 原 自 体 の 投 与 に よ る ブ ー ス ト を 行 う こ と に よ り 、 ワ ク チ ン 効 果 が 増 強 さ れ る こ

と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 4～ 7） 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 し か し な が ら 、 こ の よ う な ワ ク チ ン の 有 効 性 は 十 分 に 満 足 で き る も の で は な い 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 特 許 文 献 １ 】 W O 2012/141280 A1

【 特 許 文 献 ２ 】 JP 2014-60968 A

【 特 許 文 献 ３ 】 W O 2014/034735 A1

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Int Heart J. 2014;55(2):96-100

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Kyutoku M, Nakagami H, Koriyama H, Nakagami F, Shimamura M, Kuri

nami H, Tomioka H, Miyake T, Katsuya T, Morishita R. Inhibition of Neointima For

mation through D N A Vaccination for Apolipoprotein(a): A New Therapeutic Strategy

 for Lipoprotein(a). Sci Rep. 2013 Apr 3;3:1600

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Kyutoku M, Nakagami H, Koriyama H, Tomioka H, Nakagami F, Shimam

ura M, Kurinami H, Zhengda P, Jo D H, Kim JH, Takakura N, Morishita R. Developmen

t of novel D N A vaccine for VEGF in murine cancer model. Sci Rep. 2013 Nov 29;3:3

380

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Parasite Im munol. 2011 Nov;33(11):594-608

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Im munology. 2012 Mar;135(3):216-25

【 非 特 許 文 献 ６ 】 Vet Microbiol. 2013 Apr 12;163(1-2):62-70

【 非 特 許 文 献 ７ 】 Antiviral Res. 2012 Apr;94(1):25-34

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 D N Aワ ク チ ン に つ い て は 、 そ の 導 入 効 率 を 高 め る た め 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン や 核 酸

導 入 試 薬 を 併 用 す る 場 合 が あ る が 、 こ れ ら の 処 置 は 、 特 殊 な 投 与 器 具 、 装 置 、 試 薬 等 を 要

す る の で 、 治 療 コ ス ト の 上 昇 に 伴 う 患 者 へ の 経 済 的 負 担 を き た す お そ れ が あ る 。 ま た 、 エ

レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 等 の 処 置 や 、 多 数 回 に 及 ぶ ワ ク チ ン の 繰 り 返 し 投 与 は 、 投 与 対 象 へ

の 身 体 的 負 担 を 伴 う 。 そ こ で 、 こ れ ら の 経 済 的 及 び 身 体 的 負 担 を 軽 減 す る 技 術 の 開 発 が 望

ま れ る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン や 核 酸 導 入 試 薬 等 の 処 置 を 要 せ ず と も 、 抗

原 に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 効 果 的 に 誘 導 し 得 る D N Aワ ク チ ン 技 術 を 提 供 す る こ と を 目 的

と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 鋭 意 検 討 の 結 果 、 抗 原 性 ペ プ チ ド が 挿 入 さ れ た キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス

コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー と 共 に 、 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド 自 体 を 同 時

に 投 与 す る と 、 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 抗 体 が 強 力 に 誘 導 さ れ る こ と を 見 出 し

た 。 こ の よ う な D N Aワ ク チ ン と ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 同 時 併 用 に よ り 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ

ョ ン や 核 酸 導 入 試 薬 を 要 せ ず と も 、 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 強 力 に 誘 導

で き た 。 ま た 、 D N Aワ ク チ ン と ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 同 時 併 用 に よ り 、 単 独 投 与 時 と 比 較 し

て 、 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 抗 体 の 抗 体 価 の 上 昇 が 長 期 間 持 続 し た 。 更 に 、 D N

Aワ ク チ ン と ペ プ チ ド ワ ク チ ン の 同 時 併 用 に よ り 、 IgMよ り も IgGが 優 先 的 に 誘 導 さ れ た 。

こ れ ら の 知 見 に 基 づ き 、 更 に 検 討 を 加 え 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 即 ち 、 本 発 明 は 以 下 に 関 す る 。

［ 1］ 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 組 み 合 わ せ 製 剤 で あ っ て

、

(I) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド 、 及 び

(II) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 挿 入 又 は 付 加 さ れ た キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ

チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗

原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 74～ 87又 は 130～ 138の 領 域 内 に 挿 入 さ れ て い る か 、 或 い は

B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 又 は C末 端 に 付 加 さ れ て い る 、 発 現 ベ ク タ

ー

を 含 み 、 且 つ

(I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー と が 、 適 用 対 象 に 対 し て 、 実 質 的 に 同 時 に

投 与 さ れ る 、 製 剤 。

［ 2］ キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝

炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 80と 81の 間 に 挿 入 さ れ て い る 、 ［ 1］ 記

載 の 製 剤 。

［ 3］ 単 一 の 製 剤 と し て 製 剤 化 さ れ て い る 、 ［ 1］ 又 は ［ 2］ 記 載 の 製 剤 。

［ 4］ (I)の ペ プ チ ド と 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー と が 適 用 対 象 に 対 し て 同 一 投 与 経 路 で 投 与 さ

れ る 、 ［ 1］ ～ ［ 3］ の い ず れ か 記 載 の 製 剤 。

［ 5］ 皮 下 、 皮 内 、 又 は 筋 肉 内 に 投 与 さ れ る ［ 4］ 記 載 の 製 剤 。

［ 6］ 投 与 回 数 が 1回 で あ る 、 ［ 1］ ～ ［ 5］ の い ず れ か 記 載 の 製 剤 。

［ 7］ 投 与 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 及 び ／ 又 は 核 酸 導 入 用 試 薬 を 用 い な い 、 ［ 1］ ～ ［ 6

］ の い ず れ か 記 載 の 製 剤 。

［ 8］ ア ジ ュ バ ン ト を 含 ま な い 、 ［ 1］ ～ ［ 7］ の い ず れ か 記 載 の 製 剤 。

［ 9］ 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 適 用 対 象 の 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 又 は そ の 部 分 ペ プ チ ド で あ る 、

［ 1］ ～ ［ 8］ の い ず れ か 記 載 の 製 剤 。

［ 10］ 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 が 、 疾 患 の 増 悪 に 寄 与 す る 抗 原 で あ る 、 ［ 9］ 記 載 の 製 剤 。

［ 11］ 疾 患 が 生 活 習 慣 病 で あ る 、 ［ 10］ 記 載 の 製 剤 。

［ 12］ 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 が 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIで あ る 、 ［ 10］ 又 は ［ 11］ 記 載 の 製 剤

。

［ 13］ 心 不 全 、 高 血 圧 症 、 腎 不 全 、 動 脈 硬 化 、 心 筋 梗 塞 、 脳 梗 塞 、 閉 塞 性 動 脈 硬 化 症 、 又

は 認 知 症 の 治 療 又 は 予 防 用 で あ る 、 ［ 12］ 記 載 の 製 剤 。

［ 14］ 僧 房 弁 閉 鎖 不 全 症 に 起 因 す る 心 不 全 の 治 療 又 は 予 防 用 で あ る 、 ［ 13］ 記 載 の 製 剤 。

［ 15］ 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 が 、 VEGFで あ る 、 ［ 10］ 又 は ［ 11］ 記 載 の 製 剤 。

［ 16］ 癌 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 加 齢 黄 斑 変 性 症 、 又 は 未 熟 児 網 膜 症 の 治 療 又 は 予 防 用 で あ る

、 ［ 15］ 記 載 の 製 剤 。
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［ 17］ 適 用 対 象 が ヒ ト で あ る 、 ［ 1］ ～ ［ 16］ の い ず れ か 記 載 の 製 剤 。

［ 18］ 適 用 対 象 が 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 で あ る 、 ［ 1］ ～ ［ 16］ の い ず れ か 記 載 の 製 剤 。

［ 19］ 適 用 対 象 に 対 し て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 方 法

で あ っ て 、

(I) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド 、 及 び

(II) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 挿 入 又 は 付 加 さ れ た キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ

チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗

原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 74～ 87又 は 130～ 138の 領 域 内 に 挿 入 さ れ て い る か 、 或 い は

B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 又 は C末 端 に 付 加 さ れ て い る 、 発 現 ベ ク タ

ー

を 、 実 質 的 に 同 時 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 方 法 。

［ 20］ 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 の 誘 導 に お い て 使 用 す る た め の 、 組 み 合 わ

せ で あ っ て 、

(I) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド 、 及 び

(II) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 挿 入 又 は 付 加 さ れ た キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ

チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗

原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 74～ 87又 は 130～ 138の 領 域 内 に 挿 入 さ れ て い る か 、 或 い は

B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 又 は C末 端 に 付 加 さ れ て い る 、 発 現 ベ ク タ

ー

を 含 み 、

(I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー と が 、 適 用 対 象 に 対 し て 、 実 質 的 に 同 時 に

投 与 さ れ る 、 組 み 合 わ せ 。

［ 21］ 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 、 組

み 合 わ せ の 使 用 で あ っ て 、 該 組 み 合 わ せ は 、

(I) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド 、 及 び

(II) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 挿 入 又 は 付 加 さ れ た キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ

チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗

原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 74～ 87又 は 130～ 138の 領 域 内 に 挿 入 さ れ て い る か 、 或 い は

B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 又 は C末 端 に 付 加 さ れ て い る 、 発 現 ベ ク タ

ー

を 含 み 、

(I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー と が 、 適 用 対 象 に 対 し て 、 実 質 的 に 同 時 に

投 与 さ れ る 、 使 用 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 に よ り 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 強 力 に 誘 導 す る こ と が 可 能 な ワ ク

チ ン が 提 供 さ れ る 。

　 本 発 明 に よ り 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン や 核 酸 導 入 試 薬 等 の 処 置 を 要 せ ず と も 、 D N Aワ

ク チ ン を 用 い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 効 果 的 に 誘 導 す る こ と が で き る 。

　 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 抗 体 の 抗 体 価 の 上 昇 が 長 期 間 持 続

す る の で 、 ワ ク チ ン 投 与 の 回 数 を 減 ら す こ と が 出 来 る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ３ 】

【 図 １ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 に よ る 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 の

上 昇 を 示 す 。

【 図 ２ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 に よ り 上 昇 し た ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗

体 価 の 長 期 間 に わ た る 維 持 を 示 す 。

【 図 ３ 】 ペ プ チ ド 単 独 投 与 群 （ No. 4） 及 び D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 群 （ No. 5, 6

） へ の 追 加 免 疫 に よ る 、 ブ ー ス タ ー 効 果 を 示 す 。

【 図 ４ 】 ペ プ チ ド 単 独 投 与 群 （ No. 4） 及 び D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 群 （ No. 5, 6
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） へ の 追 加 免 疫 後 の 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 の 経 時 変 化 を 示 す 。

【 図 ５ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 に よ る 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 の

上 昇 を 示 す （ No. 2, 4, 6） 。

【 図 ６ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 に よ る 、 血 圧 低 下 効 果 及 び 心 不 全 パ ラ メ ー タ ー

改 善 効 果 を 示 す 。

【 図 ７ 】 ワ ク チ ン 投 与 に よ る 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 の 上 昇 を 示 す 。

【 図 ８ 】 ペ プ チ ド ワ ク チ ン 及 び D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 単 回 投 与 に よ る 、 ア ン ギ オ

テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 の 上 昇 を 示 す 。

【 図 ９ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 単 回 投 与 に よ り 上 昇 し た ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対

す る 抗 体 価 の 長 期 間 に わ た る 維 持 を 示 す 。

【 図 １ ０ 】 単 回 投 与 条 件 に お け る 、 ペ プ チ ド ワ ク チ ン と D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 免

疫 誘 導 効 果 の 比 較 を 示 す 。

【 図 １ １ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 に よ る 免 疫 応 答 の 増 強 を 示 す 。

【 図 １ ２ ー １ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 に よ る 抗 体 価 の 上 昇 を 示 す （ 2W及 び 4W）

。 縦 軸 は ELISAに お け る 吸 光 度 を 、 横 軸 は 血 清 の 希 釈 率 を 示 す 。

【 図 １ ２ ー ２ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 に よ る 抗 体 価 の 上 昇 を 示 す （ 8W及 び 12W）

。 縦 軸 は ELISAに お け る 吸 光 度 を 、 横 軸 は 血 清 の 希 釈 率 を 示 す 。

【 図 １ ３ ー １ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 に よ る 抗 体 価 の 上 昇 を 示 す （ 2W） 。 縦 軸

は ELISAに お け る 吸 光 度 を 、 横 軸 は 血 清 の 希 釈 率 を 示 す 。

【 図 １ ３ ー ２ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 に よ る 抗 体 価 の 上 昇 を 示 す （ 2W） 。 250倍

希 釈 し た 血 清 を 用 い た 。 縦 軸 は ELISAに お け る 吸 光 度 を 示 す 。 平 均 値 ± S.D. (n=6)。 *p<0.

01（ 同 用 量 の ア ン ギ オ テ ン シ ン IIワ ク チ ン 1に 対 し て ） 。

【 図 １ ４ ー １ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 に よ る 抗 体 価 の 上 昇 を 示 す （ 4W） 。 縦 軸

は ELISAに お け る 吸 光 度 を 、 横 軸 は 血 清 の 希 釈 率 を 示 す 。

【 図 １ ４ ー ２ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 に よ る 抗 体 価 の 上 昇 を 示 す （ 4W） 。 250倍

希 釈 し た 血 清 を 用 い た 。 縦 軸 は ELISAに お け る 吸 光 度 を 示 す 。 平 均 値 ± S.D. (n=6)。 *p<0.

01（ 同 用 量 の ア ン ギ オ テ ン シ ン IIワ ク チ ン 1に 対 し て ） 。

【 図 １ ５ 】 実 施 例 8の 試 験 ス ケ ジ ュ ー ル を 模 式 的 に 示 す 。

【 図 １ ６ ー １ 】 No.1の 個 体 の 収 縮 期 血 圧 及 び 心 拍 数 の 推 移 を 示 す 。

【 図 １ ６ ー ２ 】 No.2の 個 体 の 収 縮 期 血 圧 及 び 心 拍 数 の 推 移 を 示 す 。

【 図 １ ６ ー ３ 】 No.3の 個 体 の 収 縮 期 血 圧 及 び 心 拍 数 の 推 移 を 示 す 。

【 図 １ ７ 】 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 に よ る 抗 体 価 の 上 昇 を 示 す （ 2W及 び 5W） 。 250

倍 希 釈 し た 血 漿 を 用 い た 。 縦 軸 は ELISAに お け る 吸 光 度 を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め の 組 み 合 わ せ 製 剤 で

あ っ て 、

(I) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド 、 及 び

(II) 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 挿 入 又 は 付 加 さ れ た キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ

チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗

原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 74～ 87又 は 130～ 138の 領 域 内 に 挿 入 さ れ て い る か 、 或 い は

B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 又 は C末 端 に 付 加 さ れ て い る 、 発 現 ベ ク タ

ー

を 含 む 、 製 剤 を 提 供 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 抗 原 性 ペ プ チ ド と は 、 投 与 対 象 の 免 疫 系 に よ り 認 識 さ れ 、 当 該 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的

免 疫 応 答 、 好 ま し く は 、 当 該 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 液 性 免 疫 応 答 （ 即 ち 、 当 該 ペ プ チ ド

を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 の 産 生 ） を 誘 導 す る 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を い う 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 抗 体 に よ る 抗 原 Xへ の 「 特 異 的 認 識 」 と は 、 抗 原 抗 体 反 応 に お け る 、 抗 体 の 抗 原 Xに 対 す
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る 結 合 親 和 性 が 、 非 特 異 的 な 抗 原 （ 例 、 BSA） に 対 す る 結 合 親 和 性 よ り も 高 い こ と を 意 味

す る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 抗 原 性 ペ プ チ ド の 種 類 は 、 抗 原 性 を 有 す る 限 り 特 に 限 定 さ れ

な い が 、 好 ま し く は 、 本 発 明 の 製 剤 の 適 用 対 象 の 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 又 は そ の 部 分 ペ プ チ

ド で あ る 。 本 発 明 に お い て は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド が 挿 入 さ れ た キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア

（ HBc） 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型

肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 80と 81の 間 に 挿 入 さ れ て い る 、 発 現 ベ

ク タ ー が 用 い ら れ る 。 HBc抗 原 タ ン パ ク 質 は 、 自 己 集 合 し て 球 状 の コ ア 粒 子 を 構 成 す る 。

こ の コ ア 粒 子 は 非 常 に 免 疫 原 性 が 高 い 。 こ の HBc抗 原 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 残 基 80と 81の

間 に 、 所 望 の ペ プ チ ド を 挿 入 す る と 、 自 己 集 合 に よ り 形 成 さ れ る 粒 子 の 表 面 に 当 該 ペ プ チ

ド が 提 示 さ れ る 。 そ の た め 、 こ の キ メ ラ HBc抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る と 、 挿 入 し た エ ピ

ト ー プ が 免 疫 系 に 認 識 さ れ 易 く な り 、 当 該 ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 産 生 を 効 率 的

に 誘 導 す る こ と が で き る 。 そ こ で 、 こ の HBc抗 原 タ ン パ ク 質 を ワ ク チ ン の プ ラ ッ ト フ ォ ー

ム と し て 利 用 し て 、 免 疫 系 に 認 識 さ れ に く い 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 や そ の 部 分 ペ プ チ ド に 対

す る 抗 体 産 生 を 誘 導 す る こ と が で き る （ D. C. Whitacre et al. , Expert Rev. Vaccines,

 vol.8, no.11, pp.1565-1573, 2009； B. E. Clarke et al. , Nature, vol.330, pp.381-

384, 1987； 特 許 第 3228737号 公 報 ） 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 と は 、 本 発 明 の 製 剤 の 適 用 対 象 の 動 物 自 身 の 遺 伝 子 上 に コ ー ド さ れ

る 抗 原 タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 製 剤 の 適 用 対 象 は 、 哺 乳 動 物 で あ る 。 哺 乳 動 物 と

し て は 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 等 の げ っ 歯 類 、 ウ サ ギ 等 の ウ

サ ギ 目 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 等 の 有 蹄 目 、 イ ヌ 、 ネ コ 等 の ネ コ 目 、 ヒ ト 、 サ

ル 、 ア カ ゲ ザ ル 、 カ ニ ク イ ザ ル 、 マ ー モ セ ッ ト 、 オ ラ ン ウ ー タ ン 、 チ ン パ ン ジ ー な ど の 霊

長 類 等 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。 哺 乳 動 物 は 、 好 ま し く は ネ コ 目 （ イ ヌ 、 ネ コ 等 ） 又 は 霊 長

類 （ ヒ ト 等 ） で あ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 本 発 明 の 製 剤 を ヒ ト へ 適 用 す る 場 合 、 好 適 に は ヒ

ト 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 又 は そ の 部 分 ペ プ チ ド の 使 用 が 意 図 さ れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い

。 ま た 、 本 発 明 の 製 剤 を イ ヌ へ 適 用 す る 場 合 、 好 適 に は イ ヌ 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 又 は そ の

部 分 ペ プ チ ド の 使 用 が 意 図 さ れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に 、 本 発 明 の 製 剤 を ネ コ

へ 適 用 す る 場 合 、 好 適 に は ネ コ 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 又 は そ の 部 分 ペ プ チ ド の 使 用 が 意 図 さ

れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 明 細 書 に お い て 、 特 定 の 因 子 X（ ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） に つ い て 、 「

生 物 Y由 来 の 因 子 X」 又 は 「 生 物 Y因 子 X」 と は 、 該 因 子 Xの ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 核 酸 配 列 が 、

生 物 Yに お い て 天 然 に 発 現 し て い る 該 因 子 Xの ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 核 酸 配 列 と 同 一 の ア ミ ノ 酸

配 列 又 は 核 酸 配 列 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 の 種 類 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 一 態 様 に お い て 、 疾 患 の 増 悪 に 寄

与 す る 抗 原 で あ る 。 本 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 製 剤 を 対 象 に 投 与 す る と 、 当 該 自 己 抗 原 タ

ン パ ク 質 又 は そ の 部 分 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 、 好 ま し く は 、 当 該 ペ プ チ ド に 対

す る 特 異 的 液 性 免 疫 応 答 （ 即 ち 、 当 該 ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 の 産 生 ） が 誘 導 さ

れ 、 当 該 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 の 活 性 が 抗 体 に よ っ て 中 和 さ れ る こ と に よ り 、 当 該 自 己 抗 原

タ ン パ ク 質 が 増 悪 に 関 与 す る 疾 患 を 予 防 又 は 治 療 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 一 態 様 に お い て 、 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 は 、 生 活 習 慣 病 の 増 悪 に 寄 与 す る 抗 原 （ 生 活 習 慣

病 関 連 因 子 ） で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 生 活 習 慣 病 と は 、 食 生 活 や 運 動 習 慣 、 休 養 、 喫 煙

、 飲 酒 な ど の 生 活 習 慣 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 病 気 の 総 称 で あ る 。 生 活 習 慣 病 と し て は 、

高 血 圧 症 、 高 脂 血 症 、 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 、 動 脈 硬 化 症 （ 閉 塞 性 動 脈 硬 化 症 等 ） 、

虚 血 性 疾 患 （ 心 筋 梗 塞 、 脳 卒 中 等 ） 、 肥 満 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 、 高 LDL血 症 等 を 挙 げ る こ と

が で き る 。 本 発 明 の 製 剤 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 生 活 習 慣 病 関 連 因 子 又 は そ の 部
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分 ペ プ チ ド を 用 い る こ と に よ り 、 生 活 習 慣 病 関 連 因 子 に 対 す る 抗 体 産 生 を 誘 導 し 、 そ の 抗

体 が 生 活 習 慣 病 関 連 因 子 を 中 和 す る こ と に よ り 生 活 習 慣 病 を 治 療 又 は 改 善 し 得 る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 一 態 様 に お い て 、 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 は 、 液 性 因 子 で あ る 。 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 と し て

、 細 胞 内 タ ン パ ク 質 や 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 で は な く 、 液 性 因 子 の タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と

に よ り 、 当 該 液 性 因 子 に 対 す る 液 性 免 疫 が 優 勢 に 誘 導 さ れ 、 誘 導 さ れ た 免 疫 （ 細 胞 性 免 疫

及 び 液 性 免 疫 、 特 に 細 胞 性 免 疫 ） に よ る 正 常 な 組 織 へ の 悪 影 響 を 避 け つ つ 、 当 該 液 性 因 子

の 活 性 を 効 果 的 に 中 和 す る こ と が 出 来 る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 疾 患 （ 例 、 生 活 習 慣 病 ） の 増 悪 に 寄 与 す る 、 液 性 因 子 で あ る 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 と し て

は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン II、 ア ン ギ オ テ ン シ ン I、 ACE、 レ ニ

ン 、 コ レ ス テ リ ル ・ エ ス テ ル 転 送 蛋 白 （ CETP） 、 VEGF（ VEGF－ A、 B、 C、 D又 は E、 PLGF－ 1

、 或 い は PLGF－ 2） 、 ア ン ギ オ ポ エ チ ン － 2、 ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン （ a） 、 プ ロ タ ン パ ク 質

転 換 酵 素 サ ブ チ リ シ ン /ケ キ シ ン 9型 （ PCSK9） 、 DPP4（ Dipeptidyl Peptidase-4） 、 IL－ 1

7（ イ ン タ ー ロ イ キ ン 17） 等 を 挙 げ る こ と が 出 来 る 。 ア ン ギ オ テ ン シ ン II、 ア ン ギ オ テ ン

シ ン I、 ACE及 び レ ニ ン は 、 心 不 全 、 高 血 圧 症 、 高 脂 血 症 、 腎 不 全 の 増 悪 に 寄 与 す る 。 CETP

は 、 高 脂 血 症 の 増 悪 に 寄 与 す る 。 VEGF及 び ア ン ギ オ ポ エ チ ン － 2は 、 腫 瘍 血 管 新 生 を 促 進

し 、 癌 （ 特 に 固 形 癌 ） の 増 悪 に 寄 与 す る 。 ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン （ a） は 、 動 脈 硬 化 症 （ 特

に 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 ） の 増 悪 に 寄 与 す る 。 PCSK9は 高 LDL血 症 に 関 与 す る 。 DPP4は

糖 尿 病 及 び イ ン ス リ ン 抵 抗 性 に 関 与 す る 。 IL－ 17は リ ウ マ チ 、 SLE、 潰 瘍 性 大 腸 炎 な ど の

自 己 免 疫 性 疾 患 ・ 炎 症 性 疾 患 、 お よ び 癌 に 関 与 す る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 抗 原 性 ペ プ チ ド の 大 き さ は 、 通 常 5～ 30ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く

は 6～ 25ア ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま し く は 10～ 18ア ミ ノ 酸 、 更 に よ り 好 ま し く は 11～ 16ア ミ ノ 酸

で あ る 。 該 ペ プ チ ド が 小 さ す ぎ る と 抗 原 性 が 失 わ れ る 可 能 性 あ る 。 ま た ペ プ チ ド が 長 す ぎ

る と 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 集 合 に よ り コ ア 粒 子 を 形 成 し

難 く な り 、 結 果 と し て 当 該 ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 の 産 生 が 効 果 的 に 誘 導 さ れ な

く な る お そ れ が あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド を 用 い る

場 合 、 当 該 部 分 ペ プ チ ド は 、 好 適 に は 、 当 該 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 で あ る 。 「 特 異

的 」 と は 、 当 該 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 が 由 来 す る 哺 乳 動 物 に お い て 天 然 に 発 現 し て い る 当 該

自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 以 外 の 遺 伝 子 産 物 （ 但 し 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン お よ び T細 胞 受 容 体 の 可

変 領 域 を 除 く ） が 当 該 部 分 ペ プ チ ド を 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド を 用 い る

場 合 、 使 用 さ れ る 部 分 ペ プ チ ド は 、 当 該 部 分 ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 が 、 当 該 自 己 抗 原 タ

ン パ ク 質 中 の 該 部 分 ペ プ チ ド に 結 合 し た 場 合 に 、 当 該 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 の 活 性 が 阻 害 さ

れ る 位 置 に あ る も の が 好 適 に 選 択 さ れ る 。 そ の よ う な 部 分 ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 受 容 体 結

合 部 位 、 2価 イ オ ン 結 合 部 位 、 特 異 的 酵 素 に よ り 認 識 さ れ る 部 位 等 の 機 能 的 部 位 に あ り 得

る 。 シ グ ナ ル 配 列 等 、 タ ン パ ク 質 の 成 熟 過 程 で 除 去 さ れ る 部 位 に 含 ま れ る 部 分 ペ プ チ ド は

、 好 ま し く は 、 本 発 明 に お い て 使 用 す る 部 分 ペ プ チ ド か ら 除 外 さ れ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、

自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 の 立 体 構 造 等 に 基 づ き 、 適 切 な 部 分 ペ プ チ ド を 選 択 す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド を 用 い る

場 合 、 当 該 部 分 ペ プ チ ド の 具 体 例 と し て 、 以 下 の も の を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

（ VEGF） （ W O 2014/034735 A1）

a） IM RIKPH QSQ HIG（ 配 列 番 号 1）
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b） M RIKPH Q（ 配 列 番 号 2）

c） M QIM RIKPH QSQ HIGE M（ 配 列 番 号 3）

d） 配 列 番 号 1又 は 2で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 配 列 番 号 3で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の

部 分 配 列 か ら な る ペ プ チ ド

e） IM RIKPH Q G Q HIG（ 配 列 番 号 4）

f） M RIKPH Q（ 配 列 番 号 5）

g） M QIM RIKPH Q G Q HIGE M（ 配 列 番 号 6）

h） 配 列 番 号 4又 は 5で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 配 列 番 号 6で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の

部 分 配 列 か ら な る ペ プ チ ド

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 配 列 番 号 1、 2及 び 3は 、 マ ウ ス VEGF-Aの 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 配 列 番 号 4、 5及 び 6は

ヒ ト VEGF-Aの 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 上 記 d） 及 び h） に お い て 、 部 分 配 列 の 長 さ は 8、 9、 10、 11、 12、 13、 14、 15又 は 16ア ミ

ノ 酸 で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

（ ア ン ギ オ ポ エ チ ン － 2） （ W O 2014/034735 A1）

a） PQRQ NTN KFN GIK W Y Y（ 配 列 番 号 7）

b） Y YPQRQ NTN KE（ 配 列 番 号 8）

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 配 列 番 号 7及 び 8は 、 ヒ ト ア ン ギ オ ポ エ チ ン － 2の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

（ ア ン ギ オ テ ン シ ン II） （ W O2003/031466及 び Journal of Hypertension, vol.25, no.1,

pp.63-72, 2007）

a） CG G DRV YIHPF（ 配 列 番 号 9）

b） CG G DRV YIHPFHL（ 配 列 番 号 10）

c） DRV YIHPFHLG GC（ 配 列 番 号 11）

d） CDRV YIHPFHL（ 配 列 番 号 12）

e） CHPFHL（ 配 列 番 号 13）

f） CGPFHL（ 配 列 番 号 14）

g） CYIHPF（ 配 列 番 号 15）

h） CGIHPF（ 配 列 番 号 16）

i） CG G HPF（ 配 列 番 号 17）

j） CRV YIG GC（ 配 列 番 号 18）

k） DRV Y G GC（ 配 列 番 号 19）

l） DRV G GC（ 配 列 番 号 20）

m） DRV YIHPF（ 配 列 番 号 21）

　 a） ～ l） は 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIの 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド で あ る 。 m） は 、

ア ン ギ オ テ ン シ ン IIの 全 長 ペ プ チ ド で あ る 。 好 ま し く は DRV YIHPF（ 配 列 番 号 21） を 抗 原 性

ペ プ チ ド と し て 用 い る 。 該 ペ プ チ ド を 用 い る と ア ン ギ オ テ ン シ ン Iよ り も ア ン ギ オ テ ン シ

ン IIに 特 異 性 の 高 い 抗 体 が 誘 導 さ れ る 。 尚 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト

、 イ ヌ 、 ネ コ 、 マ ウ ス 、 及 び ラ ッ ト に お い て 共 通 し て い る の で 、 a） ～ m） の 各 ペ プ チ ド は

、 ヒ ト の み な ら ず 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 マ ウ ス 、 及 び ラ ッ ト へ も 適 用 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

（ コ レ ス テ リ ル ・ エ ス テ ル 転 送 蛋 白 (CETP)） （ Vaccine, vol.24, pp.4942-4950, 2006）

a） RD GFLLLQ M DFGFPEHLLV DFLQSL（ 配 列 番 号 22）

　 a） は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 及 び ラ ビ ッ ト の CETPの 部 分 ペ プ チ ド で あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

（ ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン （ a） ）

a） EAPSEQ APTEQR（ 配 列 番 号 23）
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【 ０ ０ ３ ６ 】

　 配 列 番 号 23は 、 ヒ ト ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン （ a） の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

（ DPP4） （ Proc Natl Acad Sci U S A. 2014 Apr 1;111(13):E1256-63）

a） SK DEA A A DSRRT（ 配 列 番 号 33）

b） KSTFRV KSYS（ 配 列 番 号 34）

c） ENSTFESFG（ 配 列 番 号 35）

　 a） ～ c） は 、 マ ウ ス DPP4の 部 分 ペ プ チ ド で あ る （ a： 29－ 40aa、 b： 48－ 57aa、 c： 89－ 9

7aa） 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

（ IL－ 17） （ Im munotherapy, vol. 4, no. 12, 1799-1807, 2012）

a） SSACPNTEA K D（ 配 列 番 号 36）

b） K VSSRRPSD YLNRSTS（ 配 列 番 号 37）

c） HRNEDPDRYPSVIW E（ 配 列 番 号 38）

d） KREPESCPFT（ 配 列 番 号 39）

e） EK M LV G V GCTCV ASI（ 配 列 番 号 40）

　 a） ～ e） は 、 マ ウ ス IL－ 17の 部 分 ペ プ チ ド で あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 上 述 の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド に 対 応 す る 、 ヒ ト オ ル ソ ロ グ タ ン パ

ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド も 、 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 有 用 で あ り 得 る 。 そ の よ う な 抗 原 性 ペ プ チ

ド は 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 ヒ ト オ ル ソ ロ グ タ ン パ ク 質 の ア ミ

ノ 酸 配 列 と を ア ラ イ ン し 、 注 目 す る 部 分 ペ プ チ ド に 対 応 す る ヒ ト オ ル ソ ロ グ タ ン パ ク 質 ア

ミ ノ 酸 配 列 中 の 領 域 を 特 定 す る こ と に よ り 、 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る

。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 の 製 剤 に お い て 、 （ I） の 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 単 離 さ れ て い る 。 「 単

離 」 と は 、 目 的 と す る 細 胞 や 成 分 以 外 の 因 子 を 除 去 す る 操 作 が な さ れ 、 天 然 に 存 在 す る 状

態 を 脱 し て い る こ と を 意 味 す る 。 「 単 離 さ れ た 抗 原 性 ペ プ チ ド X」 の 純 度 （ 総 ペ プ チ ド 量

に 占 め る 抗 原 性 ペ プ チ ド X量 の 百 分 率 （ 重 量 ／ 重 量 ） ） は 、 通 常 70％ 以 上 、 好 ま し く は 80

％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 90％ 以 上 、 更 に 好 ま し く は 99％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 100％ で あ

る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 発 明 の 製 剤 に お い て 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 免 疫 系 に よ り 認 識 さ れ や す く す る た

め 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 KLH（ Keyhole Limpet Hemocyanin） 、 VLP（ Virus like partic

le） 等 の キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 に 架 橋 し た 複 合 体 と し て 、 本 発 明 の 製 剤 に 含 ま れ て い て も

良 い 。 こ の 場 合 、 「 単 離 さ れ た 抗 原 性 ペ プ チ ド X」 の 純 度 は 、 単 離 さ れ た 複 合 体 の 純 度 に

置 き 換 え て 計 算 す る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 抗 原 性 ペ プ チ ド の キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 へ の 架 橋 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 周 知 の タ ン

パ ク 質 架 橋 剤 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 架 橋 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ア ル デ ヒ

ド （ 例 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 等 ） 、 ヘ テ ロ 二

価 反 応 性 ク ロ ス リ ン カ ー （ A NB-N OS, B MPS, E M CS, G M BS, LC-SPDP, M BS, PDPH, SBA, SIA,

 SM CC, SMPB, SMPH, SPDP, Sulfo-LC-SPDP, Sulfo-M BS, Sulfo-SA NPA H, Sulfo-SM CC等 ）

、 ホ モ 二 価 反 応 性 ク ロ ス リ ン カ ー （ BS2G, BS3, DSG, DSP, DSS, DSSeb, DST, DTSSP, EGS

, Sulfo-EGS等 ） 、 ス ペ ー サ ー ア ー ム の 長 さ が ゼ ロ の ク ロ ス リ ン カ ー （ CDI, DCC, EDC-HCL

, N HS, Sulfo-N HS等 ） 、 重 水 素 化 ク ロ ス リ ン カ ー （ BS2G-d4, BS3-d4, ESG-d4, DSP-d8, D

SS-d4等 ） 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 好 ま し く は タ ン パ ク 質 架 橋 剤 は ア

ル デ ヒ ド （ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 ） で あ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 抗 原 性 ペ プ チ ド が シ ス テ イ ン 残 基 を 含 ま な い 場 合 、 架 橋 を 容 易 に す る た め 、 該 抗 原 性 ペ
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プ チ ド の 末 端 に シ ス テ イ ン を 付 加 す る こ と に よ り 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 導 入 し て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 ま た 、 抗 原 性 ペ プ チ ド を そ の 構 造 を 維 持 し な が ら 複 合 体 上 に 安 定 に 提 示 し 、 抗 体 の 抗 原

性 ペ プ チ ド へ の 接 近 を 容 易 に す る た め 、 抗 原 性 ペ プ チ ド の 末 端 に ス ペ ー サ ー 配 列 を 導 入 し

て も よ い 。 ス ペ ー サ ー 配 列 の 長 さ は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド の 抗 原 性 が 失 わ れ な い 限 り 特 に 限 定

さ れ な い が 、 通 常 1～ 10ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 1～ 5ア ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま し く は 1～ 3ア ミ ノ

酸 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 一 態 様 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド の 末 端 に 、 ス ペ ー サ ー 配 列 を 付 加 せ ず に 、 該 抗 原 性 ペ

プ チ ド と キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 （ KLH等 ） と を ア ル デ ヒ ド （ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 ） に よ

り 固 定 す る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド は 、

（ 1） 配 列 番 号 24で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は

（ 2） 配 列 番 号 24で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 90％ 以 上 （ 好 ま し く は 95％ 以 上 、 よ り 好 ま し

く は 97％ 以 上 、 更 に 好 ま し く は 99％ 以 上 ） の 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 且 つ 自

己 集 合 に よ り コ ア 粒 子 を 形 成 す る 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド

で あ る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 自 己 集 合 と は 、 溶 液 中 に 溶 け て い る 分 子 が 会 合 す る こ と に よ っ て 集 合 体 を 形 成 す る 現 象

を い う 。 コ ア 粒 子 と は 、 固 有 の 反 復 性 の 構 成 を 有 す る 剛 性 構 造 を い う 。 本 明 細 書 中 の コ ア

粒 子 は 合 成 工 程 の 産 物 又 は 生 物 的 工 程 の 産 物 で あ っ て よ い 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 （ 2） の 態 様 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 W O2003／ 031466に 開 示 さ れ た 配 列 番 号 25で 表 さ れ

る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 配 列 番 号 25で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を

有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 位 置 48、 61、 107及 び 185に 対 応 す る 位 置 の 1つ 又 は 複 数 の シ ス テ イ

ン 残 基 を 欠 失 さ せ た 、 又 は 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例 え ば 、 セ リ ン 残 基 ） で 置 換 し た ポ リ ペ プ

チ ド も 、 （ 2） の 態 様 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 好 ま し い 。 当 業 者 が 認 識 し て い る よ う に 、 配

列 番 号 25に 示 さ れ て い る も の と 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に お け る 同 様 な

位 置 に あ る シ ス テ イ ン 残 基 も 欠 失 さ せ 、 又 は 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 す る こ と が で き 、 こ

れ ら の 欠 失 、 置 換 に よ り 得 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド も （ 2） の 態 様 の ポ リ ペ プ チ ド に 包 含 さ れ

る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 ま た 、 （ 2） の 態 様 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 配 列 番 号 25に お け る 位 置 97に 対 応 す る 位 置 の

イ ソ ロ イ シ ン 残 基 が ロ イ シ ン 残 基 又 は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基 で 置 換 さ れ て い る 変 異 体 ポ リ

ペ プ チ ド が 包 含 さ れ る （ Yuanら 、 J． Virol． 第 73巻 、 10122～ 10128頁 （ 1999） ） 。 ま た 、

多 く の HBcAg変 異 体 な ら び に 数 種 の B型 肝 炎 コ ア 抗 原 前 駆 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 が GenBank

報 告 AF121240、 AF121239、 X85297、 X02496、 X85305、 X85303、 AF151735、 X85259、 X85286

、 X85260、 X85317、 X85298、 AF043593、 M20706、 X85295、 X80925、 X85284、 X85275、 X727

02、 X85291、 X65258、 X85302、 M32138、 X85293、 X85315、 U95551、 X85256、 X85316、 X852

96、 AB033559、 X59795、 X8529、 X85307、 X65257、 X85311、 X85301、 X85314、 X85287、 X85

272、 X85319、 AB010289、 X85285、 AB010289、 AF121242、 M90520、 P03153、 AF110999及 び M

95589に 開 示 さ れ て お り （ こ の 開 示 の そ れ ぞ れ が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る ） 、 こ

れ ら の 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド も （ 2） の 態 様 の ポ リ ペ プ チ ド に 包 含 さ

れ る 。 上 記 変 異 体 は 、 配 列 番 号 25に お け る 位 置 12、 13、 21、 22、 24、 29、 32、 33、 35、 38

、 40、 42、 44、 45、 49、 51、 57、 58、 59、 64、 66、 67、 69、 74、 77、 80、 81、 87、 92、 93

、 97、 98、 100、 103、 105、 106、 109、 113、 116、 121、 126、 130、 133、 135、 141、 147、

149、 157、 176、 178、 182及 び 183に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む

多 く の 位 置 に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な っ て い る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 更 に 、 全 部 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る 国 際 公 開 第 01／ 98333号 、 国 際 公 開 第 01

／ 77158号 及 び 国 際 公 開 第 02／ 14478号 に 記 載 さ れ た HBcAg変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ

リ ペ プ チ ド も 、 （ 2） の 態 様 の ポ リ ペ プ チ ド に 包 含 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 Pumpens et al. Intervirology 2001; 44:98-114に お い て 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原

ポ リ ペ プ チ ド 中 の 各 ア ミ ノ 酸 残 基 に お け る 置 換 可 能 な ア ミ ノ 酸 の 種 類 が 記 載 さ れ て い る 。

当 業 者 で あ れ ば 、 こ の 情 報 に 基 づ き 、 配 列 番 号 24で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 1つ 又

は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 す る こ と に よ り 、 （ 2） の 態 様 の ポ リ ペ プ チ ド を

容 易 に デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 明 細 書 に お い て 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ 酸

残 基 の 位 置 は 、 特 に こ と わ り の な い 限 り 、 配 列 番 号 24で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 基 準 と し

て 特 定 さ れ る 。 配 列 番 号 24で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ま な い ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 に は 、

当 該 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 24で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 並 び 合 わ せ 、 対

応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 が 採 用 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 配

列 番 号 24で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 本 発 明 の 製 剤 に お い て 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー に コ ー ド さ れ る キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ

ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド に お い て は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ

チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 74～ 87又 は 130～ 138の 領 域 内 に 挿 入 さ れ て い る か 、 或 い は B型 肝 炎 ウ

イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 又 は C末 端 に 付 加 さ れ て い る 。 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア

抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 74～ 87及 び 130～ 138の 領 域 は 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗

原 ポ リ ペ プ チ ド の B細 胞 エ ピ ト ー プ で あ る の で （ Pumpens et al. Intervirology 2001; 44

:98-114） 、 こ の 領 域 内 に 抗 原 性 ペ プ チ ド を 挿 入 す る こ と に よ り 、 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド に

対 す る 抗 体 の 産 生 が 効 率 的 に 誘 導 さ れ る こ と が 期 待 さ れ る 。 好 適 に は 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ

イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ

リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 80と 81の 間 に 挿 入 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド が 、 B型 肝 炎 ウ

イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 74～ 87又 は 130～ 138領 域 内 に 挿 入 さ れ て い る

態 様 に お い て は 、 本 発 明 に 用 い ら れ る キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド は 、

以 下 の （ a） ～ （ c） の 構 成 要 素 ：

（ a） B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 残 基 （ B型 肝 炎 ウ イ

ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 か ら ア ミ ノ 酸 残 基 Xま で の 連 続 す る 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か

ら な る ） （ こ こ で 、 Xは 74～ 86及 び 130～ 137か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 整 数 で

あ り 、 好 ま し く は 80で あ る ） 、

（ b） 抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 、 及 び

（ c） B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の C末 端 部 分 ポ リ ペ プ チ ド 残 基 （ B型 肝 炎 ウ イ

ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 Yか ら C末 端 ま で の 連 続 す る 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か

ら な る ） （ こ こ で 、 Yは Xに 1を 加 え た 整 数 で あ り 、 好 ま し く は 81で あ る ）

を N末 端 側 か ら （ a） 、 （ b） 、 （ c） の 順 序 で 含 む 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 本 発 明 に 用 い ら れ る キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 構 成 に よ り

、 自 己 集 合 に よ り コ ア 粒 子 を 形 成 し 、 そ の 粒 子 の 外 側 に 抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 が 提 示 さ れ る

。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 構 成 要 素 （ a） と 構 成 要 素 （ c） と の 間 の 挿 入 ア ミ ノ 酸 配 列 に は 、 構 成 要 素 （ b） （ 抗 原

性 ペ プ チ ド 残 基 ） に 加 え て 、 更 に 1以 上 （ 好 ま し く は 1～ 3個 、 よ り 好 ま し く は 1個 ） の 他 の
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抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 が 含 ま れ て い て も よ い 。 更 な る 抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 は 、 構 成 要 素 （ a

） と 構 成 要 素 （ b） の 間 、 構 成 要 素 （ b） と 構 成 要 素 （ c） の 間 の い ず れ の 位 置 に 挿 入 さ れ

て も よ い 。 更 な る 抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 の 長 さ は 、 通 常 5～ 30ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 6～ 25ア

ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま し く は 10～ 18ア ミ ノ 酸 、 更 に よ り 好 ま し く は 11～ 16ア ミ ノ 酸 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 構 成 要 素 （ a） と 構 成 要 素 （ c） と の 間 に 、 複 数 個 の 抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 が 挿 入 さ れ る 場

合 、 抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 間 は 、 直 接 共 有 結 合 に よ り 連 結 さ れ て い て も よ い し 、 ス ペ ー サ ー

配 列 を 介 し て 連 結 さ れ て い て も よ い 。 ス ペ ー サ ー 配 列 と は 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア

抗 原 ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ る 2つ の 近 接 し た 構 成 要 素 の 間 に 挿 入 さ れ る 1以 上 の ア ミ ノ 酸 残

基 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る 。 複 数 の 抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 が そ の 構 造 を 維 持 し な が ら

安 定 に 提 示 さ れ 得 る よ う に 、 抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 間 は 、 ス ペ ー サ ー 配 列 を 介 し て 連 結 さ れ

て い る こ と が 好 ま し い 。 ス ペ ー サ ー 配 列 の 長 さ は 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ

ペ プ チ ド が 自 己 集 合 に よ り コ ア 粒 子 を 形 成 し 、 そ の 粒 子 の 外 側 に 挿 入 さ れ た 全 て の 抗 原 性

ペ プ チ ド 残 基 が 提 示 さ れ る 限 り 限 定 さ れ な い が 、 通 常 1～ 10ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 1～ 5ア

ミ ノ 酸 、 よ り 好 ま し く は 1～ 3ア ミ ノ 酸 、 最 も 好 ま し く は 2又 は 3ア ミ ノ 酸 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 構 成 要 素 （ a） と 構 成 要 素 （ c） と の 間 の 最 も N末 端 側 の 抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 と 、 構 成 要

素 （ a） と は 、 直 接 共 有 結 合 に よ り 連 結 さ れ て い て も よ い し 、 ス ペ ー サ ー 配 列 を 介 し て 連

結 さ れ て い て も よ い 。 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 集 合 し て 形 成

す る コ ア 粒 子 の 外 側 に 、 抗 原 性 ペ プ チ ド が そ の 構 造 を 維 持 し な が ら 安 定 に 提 示 さ れ 得 る よ

う に 、 構 成 要 素 （ a） と 最 も N末 端 側 の 抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 と は 、 ス ペ ー サ ー 配 列 を 介 し て

連 結 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 ス ペ ー サ ー 配 列 の 長 さ は 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア

抗 原 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 集 合 に よ り コ ア 粒 子 を 形 成 し 、 そ の 粒 子 の 外 側 に 抗 原 性 ペ プ チ ド

が 提 示 さ れ る 限 り 限 定 さ れ な い が 、 通 常 1～ 10ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 1～ 5ア ミ ノ 酸 、 よ り

好 ま し く は 1～ 3ア ミ ノ 酸 、 最 も 好 ま し く は 2又 は 3ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ス ペ ー サ ー 配 列 の 種 類

も 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 集 合 に よ り コ ア 粒 子 を 形 成 し 、

そ の 粒 子 の 外 側 に 抗 原 性 ペ プ チ ド が 提 示 さ れ る 限 り 限 定 さ れ な い 。 好 ま し い ス ペ ー サ ー 配

列 と し て 、 IT、 G AT、 CG G等 を 例 示 す る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 構 成 要 素 （ a） と 構 成 要 素 （ c） と の 間 の 最 も C末 端 側 の 抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 と 、 構 成 要

素 （ c） と は 、 直 接 共 有 結 合 に よ り 連 結 さ れ て い て も よ い し 、 ス ペ ー サ ー 配 列 を 介 し て 連

結 さ れ て い て も よ い 。 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 集 合 し て 形 成

す る コ ア 粒 子 の 外 側 に 、 抗 原 性 ペ プ チ ド が そ の 構 造 を 維 持 し な が ら 安 定 に 提 示 さ れ 得 る よ

う に 、 最 も C末 端 側 の 抗 原 性 ペ プ チ ド 残 基 と 構 成 要 素 （ c） と は 、 ス ペ ー サ ー 配 列 を 介 し て

連 結 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 ス ペ ー サ ー 配 列 の 長 さ は 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア

抗 原 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 集 合 に よ り コ ア 粒 子 を 形 成 し 、 そ の 粒 子 の 外 側 に 抗 原 性 ペ プ チ ド

が 提 示 さ れ る 限 り 限 定 さ れ な い が 、 通 常 1～ 10ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 1～ 5ア ミ ノ 酸 、 よ り

好 ま し く は 1～ 3ア ミ ノ 酸 、 最 も 好 ま し く は 2又 は 3ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ス ペ ー サ ー 配 列 の 種 類

も 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 集 合 に よ り コ ア 粒 子 を 形 成 し 、

そ の 粒 子 の 外 側 に 抗 原 性 ペ プ チ ド が 提 示 さ れ る 限 り 限 定 さ れ な い 。 好 ま し い ス ペ ー サ ー 配

列 と し て 、 IT、 G AT、 CG G等 を 例 示 す る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 構 成 要 素 （ a） と 構 成 要 素 （ c） と の 間 の 挿 入 ア ミ ノ 酸 配 列 の 長 さ は 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ

イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 集 合 に よ り コ ア 粒 子 を 形 成 し 、 そ の 粒 子 の 外 側 に 抗 原

性 ペ プ チ ド が 提 示 さ れ 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 で き る 限 り 特 に

限 定 さ れ な い が 、 通 常 5～ 80ア ミ ノ 酸 で あ る 。 挿 入 ア ミ ノ 酸 配 列 が 短 す ぎ る と エ ピ ト ー プ

と し て の 抗 原 性 が 失 わ れ る 可 能 性 あ る 。 ま た 挿 入 ア ミ ノ 酸 配 列 が 長 す ぎ る と 、 キ メ ラ B型

肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 集 合 に よ り コ ア 粒 子 を 形 成 し 難 く な り 、 結 果 と

し て 挿 入 し た 抗 原 性 ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 が 産 生 さ れ な く な る 可 能 性 が あ る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 標 的 と す る 抗 原 性 ペ プ チ ド が B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 又 は C末 端

に 付 加 さ れ る 態 様 に お い て は 、 該 抗 原 性 ペ プ チ ド と B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ

ド と は 、 直 接 共 有 結 合 に よ り 連 結 さ れ て い て も よ い し 、 ス ペ ー サ ー 配 列 を 介 し て 連 結 さ れ

て い て も よ い 。 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 集 合 し て 形 成 す る コ

ア 粒 子 の 外 側 に 、 抗 原 性 ペ プ チ ド が そ の 構 造 を 維 持 し な が ら 安 定 に 提 示 さ れ 得 る よ う に 、

該 抗 原 性 ペ プ チ ド と B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド と は 、 ス ペ ー サ ー 配 列 を 介 し

て 連 結 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 ス ペ ー サ ー 配 列 の 長 さ は 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ

ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 集 合 に よ り コ ア 粒 子 を 形 成 し 、 そ の 粒 子 の 外 側 に 抗 原 性 ペ プ チ

ド が 提 示 さ れ る 限 り 限 定 さ れ な い が 、 通 常 1～ 10ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 1～ 5ア ミ ノ 酸 、 よ

り 好 ま し く は 1～ 3ア ミ ノ 酸 、 最 も 好 ま し く は 2又 は 3ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ス ペ ー サ ー 配 列 の 種

類 も 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 集 合 に よ り コ ア 粒 子 を 形 成 し

、 そ の 粒 子 の 外 側 に 抗 原 性 ペ プ チ ド が 提 示 さ れ る 限 り 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 本 発 明 の 製 剤 に お い て 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー は 、 上 記 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原

ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 組 込 ん だ 組 換 え ベ ク タ ー で あ る 。 当 該 発 現

ベ ク タ ー を 対 象 哺 乳 動 物 に 投 与 す る と 、 当 該 対 象 哺 乳 動 物 の 細 胞 内 に 該 発 現 ベ ク タ ー が 取

り 込 ま れ 、 該 細 胞 が 上 記 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 。 キ メ

ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 す る 発 現

ベ ク タ ー と し て は プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 フ ァ ー ジ 、 コ ス ミ ド 、 及 び 、 当 分 野 に お い て 従

来 用 い ら れ る そ の 他 の ベ ク タ ー を 例 示 す る こ と が で き る 。 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー と し て は 、

pCA G GS（ Gene 108： 193～ 199（ 1991） ） 、 pCR-X8（ Vaccine 24： 4942～ 4950（ 2006） ） 、

pcD N A3.1(商 品 名 、 Invitrogen） 、 pZeoSV(商 品 名 、 Invitrogen） 、 及 び pBK-C M V(商 品 名 、

Stratagene） 、 pV A X1（ 商 品 名 、 Life Technologies） 等 を 例 示 す る こ と が で き る が こ れ ら

に 限 定 さ れ な い 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 D N Aウ イ ル ス 又 は RN Aウ イ ル ス で あ る 。 ウ イ ル ス ベ

ク タ ー と し て は 、 無 毒 化 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 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 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 シ ン ド ビ ス ウ イ

ル ス 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス （ H VJ） 、 SV40、 及 び ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） 等 を 例 示 す る

こ と が で き る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 さ ら に セ ン ダ イ ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ （ H VJ-E）

等 も 利 用 で き る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 上 記 発 現 ベ ク タ ー に お い て は 、 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド

す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 好 ま し く は D N A） が 、 投 与 対 象 で あ る 哺 乳 動 物 （ 好 ま し く は ヒ ト

、 イ ヌ 、 又 は ネ コ ） の 細 胞 内 で プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 発 揮 し 得 る プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連

結 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ ー は 、 投 与 対 象 で あ る 哺 乳 動 物 の 細 胞 内 で 機 能 し 得 る も の で あ れ

ば 特 に 制 限 は な い 。 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 polI系 プ ロ モ ー タ ー 、 polII系 プ ロ モ ー タ ー

、 polIII系 プ ロ モ ー タ ー 等 を 使 用 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 SV40由 来 初 期 プ ロ モ ー

タ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス LTR等 の ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 β － ア ク チ ン 遺 伝 子 プ ロ モ

ー タ ー 等 の 哺 乳 動 物 の 構 成 蛋 白 質 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 、 並 び に tRN Aプ ロ モ ー タ ー 等 の RN A

プ ロ モ ー タ ー 等 が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 上 記 発 現 ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー

ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 下 流 に 転 写 終 結 シ グ ナ ル 、 す な わ ち タ ー ミ ネ ー タ ー 領 域 を 含 有

す る 。 さ ら に 、 形 質 転 換 細 胞 選 択 の た め の 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 （ テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ア ン

ピ シ リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 等 の 薬 剤 に 対 す る 抵 抗 性 を 付 与 す る 遺 伝 子 、 栄 養 要 求 性 変 異 を 相

補 す る 遺 伝 子 等 ） を さ ら に 含 有 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 一 態 様 に お い て 、 上 記 発 現 ベ ク タ ー は 、 免 疫 効 果 を 増 強 す る た め 、 免 疫 刺 激 性 配 列 （ IS

S） （ CpGと も い う ） を 含 ん で い て も よ い 。 免 疫 刺 激 性 配 列 は 、 細 菌 の 非 メ チ ル 化 CpGモ チ
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ー フ を 含 む D N Aで あ り 、 特 定 の 受 容 体 （ Toll-like receptor 9） の リ ガ ン ド と し て 働 く こ

と が 知 ら れ て い る （ 詳 細 は Biochim. Biophys. Acta 1489, 107-116 (1999) 及 び Curr. O

pin. Microbiol. 6, 472-477 (2003)参 照 ） 。 免 疫 刺 激 性 配 列 の 好 適 な 例 と し て 、 以 下 を

挙 げ る こ と が で き る 。

CpG-B1018 22bp

5＇ -tga ctg tga acg ttc gag atg a-3＇ （ 配 列 番 号 26）

CpG-A D19 20bp (D type)

5＇ -ggt gca tcg atg cag ggg gg-3＇ （ 配 列 番 号 27）

CpG-CC274 21bp

5＇ -tcg tcg aac gtt cga gat gat-3＇ （ 配 列 番 号 28）

CpG-CC695 25bp

5＇ -tcg aac gtt cga acg ttc gaa cgt t-3＇ （ 配 列 番 号 29）

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 或 い は こ れ ら の ISSの う ち の 2、 3又 は 4個 を 連 結 し て 使 用 し て も よ い 。 連 結 し た ISS配 列

の 好 適 な 例 と し て 以 下 を 挙 げ る こ と が で き る 。

5＇ -ggt gca tcg atg cag ggg gg tga ctg tga acg ttc gag atg a tcg tcg aac gtt cga

gat gat tcg aac gtt cga acg ttc gaa cgt t-3＇ （ 配 列 番 号 30）

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 当 業 者 で あ れ ば 、 例 え ば 、 ＂ edit. Sambrook et al. , Molecular Cloning A Laborator

y Manual Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N.Y.＂ 、 及 び 、 ＂ edit. Ausubel et a

l. , Current Protocols in Molecular Biology (1987) John Wiley & Sons＂ 等 に 記 載 の

周 知 の 遺 伝 子 工 学 的 技 術 に よ り 上 述 の 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 本 発 明 の 製 剤 は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 同 時 に 製 剤 化 し て 得

ら れ る 単 一 の 製 剤 で あ っ て も 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 別 々 に 製

剤 化 し て 得 ら れ る 2種 の 製 剤 の 組 み 合 わ せ で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発

明 の 製 剤 は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 同 時 に 製 剤 化 し て 得 ら れ る

単 一 の 製 剤 で あ る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 本 発 明 の 製 剤 は 、 有 効 量 の (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は (II)の 発 現 ベ ク タ ー に 加 え

、 任 意 の 担 体 、 例 え ば 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 と し て 提 供 す る こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 医 薬 上 許 容 さ れ 得 る 担 体 と し て は 、 例 え ば 、 シ ョ 糖 、 デ ン プ ン 、 マ ン ニ ッ ト 、 ソ ル ビ ッ

ト 、 乳 糖 、 グ ル コ ー ス 、 セ ル ロ ー ス 、 タ ル ク 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 等 の 賦

形 剤 、 セ ル ロ ー ス 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン 、 ア ラ

ビ ア ゴ ム 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 シ ョ 糖 、 デ ン プ ン 等 の 結 合 剤 、 デ ン プ ン 、 カ ル ボ キ

シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル ス タ ー チ 、 ナ ト リ ウ ム － グ リ コ ー ル － ス タ ー チ

、 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 ク エ ン 酸 カ ル シ ウ ム 等 の 崩 壊 剤 、 ス テ ア リ ン

酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 エ ア ロ ジ ル 、 タ ル ク 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 等 の 滑 沢 剤 、 ク エ ン 酸 、

メ ン ト ー ル 、 グ リ チ ル リ チ ン ・ ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 グ リ シ ン 、 オ レ ン ジ 粉 等 の 芳 香 剤 、 安 息

香 酸 ナ ト リ ウ ム 、 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 等 の 保 存 剤

、 ク エ ン 酸 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 等 の 安 定 剤 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ

リ ド ン 、 ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 等 の 懸 濁 剤 、 界 面 活 性 剤 等 の 分 散 剤 、 水 、 生 理 食 塩 水

等 の 希 釈 剤 、 カ カ オ 脂 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 白 灯 油 等 の ベ ー ス ワ ッ ク ス な ど が 挙 げ

ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 本 発 明 の 製 剤 は 、 経 口 的 に 又 は 非 経 口 的 に 、 適 用 対 象 の 哺 乳 動 物 に 対 し て 投 与 す る こ と

が 可 能 で あ る が 、 本 発 明 の 製 剤 は 、 好 ま し く は 、 非 経 口 的 に 哺 乳 動 物 へ 投 与 さ れ る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】
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　 非 経 口 的 な 投 与 （ 例 え ば 、 皮 下 注 射 、 皮 内 注 射 、 筋 肉 内 注 射 、 局 所 注 入 、 腹 腔 内 投 与 な

ど ） に 好 適 な 製 剤 と し て は 、 水 性 お よ び 非 水 性 の 等 張 な 無 菌 の 注 射 液 剤 が あ り 、 こ れ に は

抗 酸 化 剤 、 緩 衝 液 、 制 菌 剤 、 等 張 化 剤 等 が 含 ま れ て い て も よ い 。 ま た 、 水 性 お よ び 非 水 性

の 無 菌 の 懸 濁 液 剤 が 挙 げ ら れ 、 こ れ に は 懸 濁 剤 、 可 溶 化 剤 、 増 粘 剤 、 安 定 化 剤 、 防 腐 剤 等

が 含 ま れ て い て も よ い 。 当 該 製 剤 は 、 ア ン プ ル 、 バ イ ア ル 、 注 射 器 の カ ー ト リ ッ ジ の よ う

に 単 位 投 与 量 あ る い は 複 数 回 投 与 量 ず つ 容 器 に 封 入 す る こ と が で き る 。 ま た 、 有 効 成 分 お

よ び 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 凍 結 乾 燥 し 、 使 用 直 前 に 適 当 な 無 菌 の ビ ヒ ク ル に 溶 解 ま た は

懸 濁 す れ ば よ い 状 態 で 保 存 す る こ と も で き る 。 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 製 剤 は 、 有 効 量

の (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 及 び (II)の 発 現 ベ ク タ ー 、 並 び に 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 、 単 位

投 与 量 あ る い は 複 数 回 投 与 量 ず つ 容 器 に 封 入 し た 製 剤 と し て 、 提 供 さ れ る 。 別 の 態 様 に お

い て 、 本 発 明 の 製 剤 は 、 有 効 量 の (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 及 び 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 、 単

位 投 与 量 あ る い は 複 数 回 投 与 量 ず つ 容 器 に 封 入 し た 製 剤 と 、 有 効 量 の (II)の 発 現 ベ ク タ ー

及 び 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 、 単 位 投 与 量 あ る い は 複 数 回 投 与 量 ず つ 容 器 に 封 入 し た 製 剤

と の 組 み 合 わ せ と し て 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 本 発 明 の 製 剤 は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 増 強 す る た め 、 ア ジ ュ バ ン

ト を 更 に 含 有 し て も よ い 。 ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 完 全 フ ロ イ ン ト

ア ジ ュ バ ン ト 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 百 日 咳 菌 ア ジ ュ バ ン ト 、 ポ リ （ I： C） 、

CpG－ D N A等 が 挙 げ ら れ る 。 尚 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー 内 に 免 疫 刺 激 性 配 列 （ ISS） が 含 ま れ

る 場 合 、 当 該 ISSは 、 こ こ に い う ア ジ ュ バ ン ト に は 包 含 さ れ な い 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 の 製 剤 は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 組 み 合 わ せ る こ と に

よ り 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 効 果 が 増 強 さ れ て い る の で 、 上

述 の 様 な ア ジ ュ バ ン ト を 要 さ ず に 、 十 分 な 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘

導 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 製 剤 は ア ジ ュ バ ン ト を 含 ま な い

。 本 態 様 に お い て は 、 抗 原 提 示 細 胞 へ の (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 及 び (II)の 発 現 ベ ク タ ー の

取 り 込 み を 上 昇 さ せ 、 抗 原 提 示 細 胞 に よ る 抗 原 性 ペ プ チ ド の 提 示 を 促 進 し 、 抗 原 性 ペ プ チ

ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 強 力 に 誘 導 す る 観 点 か ら 、 本 発 明 の 製 剤 を 、 皮 内 、 皮 下 、 又

は 筋 肉 内 に 投 与 （ 注 射 ） す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 (II)の 発 現 ベ ク タ ー の 細 胞 内 へ の 導 入 を 促 進 す る た め に 、 本 発 明 の 製 剤 は 、 核 酸 導 入 用

試 薬 を 更 に 含 有 し て も よ い 。 核 酸 導 入 用 試 薬 と し て は 、 リ ポ フ ェ ク チ ン (商 品 名 、 Invitro

gen） 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン (商 品 名 、 Invitrogen） 、 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ム （ 商 品 名 、 Promeg

a） 、 D OTAP（ 商 品 名 、 Roche Applied Science） 、 dioctadecylamidoglycyl spermine（ D O

GS） 、 L-dioleoyl phosphatidyl-ethanolamine（ D OPE） 、 dimethyldioctadecyl-am monium

 bromide（ D D AB） 、 N,N-di-n-hexadecyl-N,N-dihydroxyethylam monium bromide（ D H DEAB

） 、 N-n-hexadecyl-N,N-dihydroxyethylam monium bromide（ H DEAB） 、 ポ リ ブ レ ン 、 あ る

い は ポ リ （ エ チ レ ン イ ミ ン ） （ PEI） 等 の 陽 イ オ ン 性 脂 質 、 を 用 い る こ と が 出 来 る 。 ま た

、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー を 静 電 気 的 リ ポ ソ ー ム の よ う な 脂 質 二 重 層 で 構 成 さ れ る 任 意 の 既 知

の リ ポ ソ ー ム に 封 入 し て も よ い 。 該 リ ポ ソ ー ム は 、 不 活 化 セ ン ダ イ ウ イ ル ス （ Hemaggluti

nating virus of Japan； H VJ） の よ う な ウ イ ル ス に 融 合 さ せ て も よ い 。 H VJ-リ ポ ソ ー ム は

、 通 常 の リ ポ ソ ー ム と 比 較 し て 細 胞 膜 に 対 し て 非 常 に 高 い 融 合 活 性 を 有 す る 。 ま た 、 発 現

ベ ク タ ー と し て レ ト ロ ウ イ ル ス を 用 い る 場 合 に は 、 導 入 試 薬 と し て レ ト ロ ネ ク チ ン 、 フ ァ

イ ブ ロ ネ ク チ ン 、 ポ リ ブ レ ン 等 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 本 発 明 の 製 剤 は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 組 み 合 わ せ る こ と に

よ り 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 効 果 が 増 強 さ れ て い る の で 、 上

述 の 様 な 核 酸 導 入 用 試 薬 を 要 さ ず に 、 十 分 な 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を

誘 導 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 製 剤 は 核 酸 導 入 用 試 薬 を 含 ま

な い 。 本 態 様 に お い て は 、 抗 原 提 示 細 胞 へ の (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 及 び (II)の 発 現 ベ ク タ
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ー の 取 り 込 み を 上 昇 さ せ 、 抗 原 提 示 細 胞 に よ る 抗 原 性 ペ プ チ ド の 提 示 を 促 進 し 、 抗 原 性 ペ

プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 強 力 に 誘 導 す る 観 点 か ら 、 本 発 明 の 製 剤 を 、 皮 内 、 皮 下

、 又 は 筋 肉 内 に 投 与 （ 注 射 ） す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 当 該 医 薬 組 成 物 中 の 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド の 含 有 量 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 広 範 囲 に 適 宜

選 択 さ れ る が 、 通 常 、 医 薬 組 成 物 全 体 の 約 0． 00001な い し 99重 量 ％ で あ る 。 当 該 医 薬 組 成

物 中 の 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー の 含 有 量 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 広 範 囲 に 適 宜 選 択 さ れ る が 、 通

常 、 医 薬 組 成 物 全 体 の 約 0． 00001な い し 99重 量 ％ で あ る 。 上 記 数 値 範 囲 は 、 本 発 明 の 製 剤

が 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 同 時 に 製 剤 化 し て 得 ら れ る 単 一 の 製

剤 で あ っ て も 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 別 々 に 製 剤 化 し て 得 ら れ

る 2種 の 製 剤 の 組 み 合 わ せ で あ っ て も 、 適 用 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 本 発 明 の 製 剤 に お い て は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー と が 、 適 用 対

象 に 対 し て 、 実 質 的 に 同 時 に 投 与 さ れ る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 「 実 質 的 に 同 時 」 と は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 又 は (II)の 発 現 ベ ク タ ー の 一 方 を 投 与 す

る こ と に よ り 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド 特 異 的 な 獲 得 免 疫 応 答 が 誘 導 さ れ る 前 に 、 他 方 を 追 加 投

与 す る こ と を 意 味 す る 。 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド の 投 与 と (II)の 発 現 ベ ク タ ー の 実 質 的 同 時

投 与 に お い て は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド の 投 与 と (II)の 発 現 ベ ク タ ー の 投 与 の 時 間 差 が 、

通 常 24時 間 以 内 、 好 ま し く は 12時 間 以 内 、 6時 間 以 内 、 2時 間 以 内 、 1時 間 以 内 、 30分 以 内

、 15分 以 内 、 5分 以 内 、 又 は 1分 以 内 、 最 も 好 ま し く は 0分 （ 同 時 ） で あ る 。 (I)の 抗 原 性 ペ

プ チ ド 及 び (II)の 発 現 ベ ク タ ー の 一 方 を 投 与 す る こ と に よ り 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド 特 異 的 な

獲 得 免 疫 応 答 が 誘 導 し た 後 に 、 他 方 を 追 加 投 与 す る こ と に よ り 当 該 免 疫 応 答 反 応 を 増 強 す

る 「 ブ ー ス ト 」 は 、 「 実 質 的 に 同 時 」 に 投 与 す る こ と に は 含 ま れ な い 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー の 投 与 形 態 は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)

の 発 現 ベ ク タ ー と が 、 実 質 的 に 同 時 に 適 用 対 象 に 投 与 さ れ る 限 り 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 こ

の よ う な 投 与 形 態 と し て は 、 例 え ば 、 （ 1） (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と

を 同 時 に 製 剤 化 し て 得 ら れ る 単 一 の 製 剤 の 投 与 、 （ 2） (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現

ベ ク タ ー と を 別 々 に 製 剤 化 し て 得 ら れ る 2種 の 製 剤 の 同 一 投 与 経 路 で の 同 時 投 与 、 （ 3） (I

)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 別 々 に 製 剤 化 し て 得 ら れ る 2種 の 製 剤 の 同 一

投 与 経 路 で の 時 間 差 を お い て の 投 与 、 （ 4） (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と

を 別 々 に 製 剤 化 し て 得 ら れ る 2種 の 製 剤 の 異 な る 投 与 経 路 で の 同 時 投 与 、 （ 5） (I)の 抗 原

性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 別 々 に 製 剤 化 し て 得 ら れ る 2種 の 製 剤 の 異 な る 投 与

経 路 で の 時 間 差 を お い て の 投 与 （ 例 え ば 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー → (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド の

順 序 で の 投 与 、 あ る い は 逆 の 順 序 で の 投 与 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 同 時 に 製 剤 化

し て 得 ら れ る 単 一 の 製 剤 を 、 適 用 対 象 に 対 し て 投 与 す る 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 本 発 明 の 製 剤 は 、 投 与 対 象 哺 乳 動 物 に 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導

す る 限 り 、 い か な る 方 法 に よ り 投 与 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 製 剤 は 非 経 口 的 に

、 適 用 対 象 に 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る の に 十 分 な 量 が 投 与 さ れ

る 。 例 え ば 、 皮 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 脂 肪 組 織 内 、 又 は 乳 腺 組 織 内 の 経 路

を 介 し て の 投 与 ； ガ ス 誘 導 性 粒 子 衝 撃 法 （ 電 子 銃 等 に よ る ） ； 無 針 注 射 器 （ バ ネ 式 （ 例 、

シ マ ジ ェ ッ ト 等 ） 、 火 薬 式 （ 例 、 ダ イ セ ル 等 ） を 含 む ） に よ る 投 与 ； 点 鼻 薬 等 の 形 態 で の

粘 膜 経 路 を 介 す る 方 法 等 が 投 与 方 法 と し て 例 示 さ れ る 。 抗 原 提 示 細 胞 へ の (I)の 抗 原 性 ペ

プ チ ド 及 び (II)の 発 現 ベ ク タ ー の 取 り 込 み を 上 昇 さ せ 、 抗 原 提 示 細 胞 に よ る 抗 原 性 ペ プ チ

ド の 提 示 を 促 進 し 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 強 力 に 誘 導 す る 観 点 か ら 、

本 発 明 の 製 剤 は 、 好 ま し く は 皮 内 、 皮 下 、 又 は 筋 肉 内 に 投 与 （ 注 射 ） さ れ る 。
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【 ０ ０ ８ ５ 】

　 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 別 々 に 投 与 す る 際 に は 、 そ れ ぞ れ の

投 与 方 法 は 同 一 で あ っ て も 、 異 な っ て い て も よ い が 、 好 ま し く は 同 一 の 方 法 に よ り 投 与 さ

れ る 。 本 態 様 に お い て は 、 好 ま し く は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 及 び (II)の 発 現 ベ ク タ ー を

、 そ れ ぞ れ 、 適 用 対 象 の 皮 内 、 皮 下 、 又 は 筋 肉 内 に 投 与 す る 。 こ の 際 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ

チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー の 投 与 部 位 は 、 同 一 で あ っ て も 異 な っ て い て も 良 い が 、 好 ま し

く は 同 一 部 位 に 投 与 す る 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 同 時 に 製 剤 化

し て 得 ら れ る 単 一 の 製 剤 を 、 適 用 対 象 に 対 し て 、 皮 内 、 皮 下 、 又 は 筋 肉 内 に 投 与 す る 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 製 剤 は 、 針 無 注 射 器 に よ り 皮 内 、 皮 下 又 は 筋 肉 内 に 投 与

さ れ る 。 針 無 注 射 器 は 、 好 ま し く は 圧 力 注 射 器 で あ る 。 針 無 注 射 器 と し て は 、 シ マ ジ ェ ッ

ト (商 品 名 、 島 津 製 作 所 )、 ツ イ ン ジ ェ ク タ ー EZII（ 商 品 名 、 日 本 ケ ミ カ ル リ サ ー チ ） 、 シ

リ ジ ェ ッ ト （ 商 品 名 、 キ ー ス ト ン ） 、 ZENEO(商 品 名 、 ク ロ ス ジ ェ ク ト )等 を 挙 げ る こ と が

で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ の 場 合 、 本 発 明 の 製 剤 は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 、 (

II)の 発 現 ベ ク タ ー 及 び 針 無 注 射 器 を 含 み 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 及 び (II)の 発 現 ベ ク タ ー

が 該 針 無 注 射 器 に 封 入 さ れ た 、 注 射 製 剤 と し て 提 供 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 製 剤 は 、 遺 伝 子 銃 に よ り 皮 下 、 皮 内 又 は 筋 肉 内 へ 投 与 さ

れ る 。 こ の 場 合 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 及 び (II)の 発 現 ベ ク タ ー を 、 生 体 内 に 導 入 さ れ る

コ ロ イ ド 金 粒 子 等 の 担 体 粒 子 上 に 被 覆 し て 、 投 与 に 用 い る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ

ド で 担 体 粒 子 を コ ー ト す る 技 術 は 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 W O93／ 17706参 照 ） 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 本 発 明 の 製 剤 は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 組 み 合 わ せ る こ と に

よ り 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 効 果 が 増 強 さ れ て い る の で 、 上

述 の 様 な 、 針 無 注 射 器 、 遺 伝 子 銃 等 の 特 殊 な 器 具 や 装 置 を 要 さ ず に 、 投 与 対 象 に 投 与 す る

こ と に よ っ て 、 十 分 に 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る 。

例 え ば 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー を 、 通 常 の 注 射 器 （ 針 有 ） に よ り 、

適 用 対 象 に 対 し て 、 皮 内 、 皮 下 、 又 は 筋 肉 内 に 投 与 す る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 本 発 明 の 製 剤 を 、 投 与 対 象 の 複 数 個 所 （ 例 え ば 、 2～ 10か 所 ） に 分 け て 実 質 的 に 同 時 に

投 与 し て も よ い 。 本 発 明 の 製 剤 を 、 複 数 個 所 に 投 与 す る こ と に よ り 、 良 好 な 免 疫 応 答 を 得

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 本 発 明 の 製 剤 の 投 与 回 数 は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 限 り 、

特 に 限 定 さ れ ず 、 1回 の み 投 与 し て も よ い し 、 複 数 回 投 与 し て も よ い 。 尚 、 本 発 明 の 製 剤

を 、 分 割 し て 、 実 質 的 に 同 時 に 複 数 回 投 与 す る 場 合 は 、 実 質 的 に 同 時 に 投 与 さ れ た 複 数 回

の 投 与 を ま と め て 、 本 発 明 の 製 剤 の 1回 の 投 与 と カ ウ ン ト す る 。 例 え ば 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ

チ ド と 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 、 別 々 に 実 質 的 に 同 時 に 投 与 す る 態 様 に お い て は 、 (I)

の 抗 原 性 ペ プ チ ド の 1回 の 投 与 と 、 (II)の 発 現 ベ ク タ ー の 1回 の 投 与 と を 併 せ て 、 本 発 明 の

製 剤 の 1回 の 投 与 と カ ウ ン ト す る 。 ま た 、 本 発 明 の 製 剤 を 、 投 与 対 象 の 複 数 個 所 に 実 質 的

に 同 時 に 投 与 す る 場 合 、 実 質 的 に 同 時 に 投 与 さ れ た 複 数 回 の 投 与 を ま と め て 、 1回 の 投 与

と カ ウ ン ト す る 。 一 態 様 に お い て 、 良 好 な 免 疫 応 答 を 誘 導 す る た め 、 本 発 明 の 製 剤 を 、 一

定 の 間 隔 を あ け て 複 数 回 投 与 す る 。 該 回 数 は 、 免 疫 応 答 の 強 さ を モ ニ タ ー し な が ら 適 宜 設

定 す る こ と が で き る が 、 通 常 2～ 10回 、 好 ま し く は 2～ 6回 で あ る 。 投 与 頻 度 は 、 通 常 1週 間

～ 1年 に 1回 、 好 ま し く は 1～ 6ヶ 月 に 1回 で あ る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 本 発 明 の 製 剤 は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 組 み 合 わ せ る こ と に

よ り 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 効 果 が 増 強 さ れ て い る の で 、 一

10

20

30

40

50



(20) JP  WO2016/080540  A1  2016.5.26

態 様 に お い て 、 1回 の み の 投 与 に よ っ て も 、 十 分 に 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応

答 を 誘 導 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 本 発 明 の 製 剤 は 、 適 用 対 象 で あ る 哺 乳 動 物 の 組 織 （ 又 は 細 胞 ） 内 へ の (II)の 発 現 ベ ク タ

ー の 導 入 に よ り 、 上 記 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の in vivo発 現 を 誘 導

し 、 こ の 発 現 し た キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド と 投 与 し た (I)の 抗 原 性 ペ

プ チ ド に よ る 感 作 の 結 果 、 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 （ 好 ま し く は 、 当

該 抗 原 性 ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 産 生 ） を 誘 導 す る も の で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー 等

の 核 酸 を 生 体 内 へ 導 入 す る 種 々 の 方 法 が 知 ら れ て お り （ T． Friedman， Science 244： 1275

－ 1281（ 1989） ） 、 上 記 キ メ ラ B型 肝 炎 ウ イ ル ス コ ア 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の in vivo発 現 を 誘

導 し 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 （ 好 ま し く は 、 当 該 抗 原 性 ペ プ チ ド を 特 異

的 に 認 識 す る 抗 体 産 生 ） を 誘 導 す る 限 り 、 ど の よ う な 導 入 方 法 を 採 用 す る こ と も 可 能 で あ

る 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 in vivoで 哺 乳 動 物 の 組 織 （ 又 は 細 胞 ） 内 に 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る 方 法 と し て は 、 内

部 型 リ ポ ソ ー ム 法 、 静 電 気 型 リ ポ ソ ー ム 法 、 H VJ-リ ポ ソ ー ム 法 、 H VJ-A VEリ ポ ソ ー ム 法 、

受 容 体 媒 介 遺 伝 子 導 入 、 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 、 裸 の D N A(naked D N A)法 、 陽 性 荷 電 ポ リ マ ー

に よ る 導 入 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 本 発 明 の 製 剤 は 、 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド と (II)の 発 現 ベ ク タ ー と を 組 み 合 わ せ る こ と に

よ り 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 効 果 が 増 強 さ れ て い る の で 、 一

態 様 に お い て 、 裸 の D N A(naked D N A)法 の よ う な 比 較 的 緩 和 な 導 入 方 法 に よ っ て も 、 十 分 に

抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 本 態 様 に お い て は 、 抗

原 提 示 細 胞 へ の (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 及 び (II)の 発 現 ベ ク タ ー の 取 り 込 み を 上 昇 さ せ 、 抗

原 提 示 細 胞 に よ る 抗 原 性 ペ プ チ ド の 提 示 を 促 進 し 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応

答 を 強 力 に 誘 導 す る 観 点 か ら 、 本 発 明 の 製 剤 を 、 好 ま し く は 皮 内 、 皮 下 、 又 は 筋 肉 内 に 投

与 （ 注 射 ） す る 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 本 発 明 の 製 剤 の 投 与 量 に 関 し て 、 有 効 量 （ 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘

導 す る 量 ） の (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 及 び (II)の 発 現 ベ ク タ ー が 投 与 さ れ る 。 投 与 量 は 、 投

与 方 法 、 投 与 対 象 者 の 状 況 （ 性 別 、 年 齢 、 体 重 な ど ） 、 抗 原 性 ペ プ チ ド の 投 与 対 象 哺 乳 動

物 に お け る 免 疫 原 性 、 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る プ ロ モ ー タ ー 等 の 制 御 配 列 の 強 さ 等 に 依 存

す る が 、 一 定 量 の (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 及 び (II)の 発 現 ベ ク タ ー を 投 与 対 象 で あ る 哺 乳 動

物 に 投 与 し 、 ELISA等 の 検 定 法 に よ り 抗 原 性 ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 価 を 測 定 し て 、 免 疫

応 答 を 観 察 す る こ と に よ り 当 業 者 で あ れ ば 良 好 な 免 疫 応 答 に 必 要 な 用 量 を 決 定 す る こ と が

で き る 。 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド の 投 与 量 は 、 注 射 に よ り 哺 乳 動 物 （ 例 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ

） へ 皮 下 、 皮 内 又 は 筋 肉 内 投 与 す る 場 合 、 抗 原 性 ペ プ チ ド 量 と し て 、 1回 の 投 与 あ た り 、

例 え ば 1μ g～ 1mg、 好 ま し く は 、 5μ g～ 50μ g程 度 で あ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 (II)の

発 現 ベ ク タ ー の 投 与 量 は 、 注 射 に よ り 哺 乳 動 物 （ 例 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ ） へ 皮 下 、 皮 内 又

は 筋 肉 内 投 与 す る 場 合 、 発 現 ベ ク タ ー 量 と し て 、 1回 の 投 与 あ た り 、 例 え ば 1μ g～ 200μ g

、 好 ま し く は 、 5μ g～ 100μ g程 度 で あ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 製 剤 は 、 相 乗 的 な 「 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答

を 誘 導 す る 」 作 用 を 有 す る 。 こ こ で 「 相 乗 的 な 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を

誘 導 す る 作 用 」 と は 、 「 (I)の 抗 原 性 ペ プ チ ド 単 独 投 与 に よ る 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特

異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 作 用 」 と 、 「 (II)の 発 現 ベ ク タ ー 単 独 投 与 に よ る 抗 原 性 ペ プ チ ド

に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 作 用 」 と の 和 を 上 回 る 「 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異

的 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 作 用 」 を 意 味 す る 。 本 態 様 に お い て は 、 相 乗 的 有 効 量 の (I)の 抗 原

性 ペ プ チ ド 及 び (II)の 発 現 ベ ク タ ー が 適 用 対 象 に 投 与 さ れ る 。

【 ０ ０ ９ ８ 】
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　 上 述 の 通 り 、 本 発 明 の 製 剤 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、 特 定 の 疾 患 （ 例 、 生 活 習

慣 病 ） の 増 悪 に 寄 与 す る 抗 原 で あ る 、 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 又 は そ の 部 分 ペ プ チ ド を 用 い る

と 、 当 該 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 又 は そ の 部 分 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 、 好 ま し く は

、 当 該 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 液 性 免 疫 応 答 （ 即 ち 、 当 該 ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗

体 の 産 生 ） が 誘 導 さ れ 、 当 該 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 の 活 性 が 抗 体 に よ っ て 中 和 さ れ る こ と に

よ り 、 当 該 自 己 抗 原 タ ン パ ク 質 が 増 悪 に 関 与 す る 疾 患 （ 例 、 生 活 習 慣 病 ） を 予 防 又 は 治 療

す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 製 剤 は 、 そ の よ う な 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 剤 と し て 用

い る こ と が 出 来 る 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 例 え ば 、 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン II、 ア ン ギ オ テ ン シ ン I、 ACE、 レ ニ

ン や 、 そ れ ら の 部 分 ペ プ チ ド を 用 い た 場 合 、 本 発 明 の 製 剤 は 、 腎 不 全 、 心 不 全 、 高 血 圧 症

、 高 脂 血 症 、 動 脈 硬 化 （ 閉 塞 性 動 脈 硬 化 症 等 ） 、 心 筋 梗 塞 、 脳 梗 塞 、 認 知 症 等 の 予 防 又 は

治 療 剤 と し て 用 い る こ と が 出 来 る 。 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、 CETPを 用 い た 場 合 、 本 発 明 の

製 剤 は 、 高 脂 血 症 の 予 防 又 は 治 療 剤 と し て 用 い る こ と が 出 来 る 。 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、

VEGF又 は ア ン ギ オ ポ エ チ ン － 2を 用 い た 場 合 、 本 発 明 の 製 剤 は 、 癌 （ 特 に 固 形 癌 ） 、 糖 尿

病 性 網 膜 症 、 加 齢 黄 斑 変 性 症 、 未 熟 児 網 膜 症 等 の 予 防 又 は 治 療 剤 と し て 用 い る こ と が 出 来

る 。 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、 ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン （ a） を 用 い た 場 合 、 本 発 明 の 製 剤 は 、

動 脈 硬 化 症 （ 特 に 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 ） の 予 防 又 は 治 療 剤 と し て 用 い る こ と が 出 来

る 。 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、 PCSK9や そ の 部 分 ペ プ チ ド を 用 い た 場 合 、 本 発 明 の 製 剤 は 、

高 LDL血 症 の 予 防 又 は 治 療 剤 と し て 用 い る こ と が 出 来 る 。 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、 DPP4や

そ の 部 分 ペ プ チ ド を 用 い た 場 合 、 本 発 明 の 製 剤 は 、 糖 尿 病 及 び イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の 予 防 又

は 治 療 剤 と し て 用 い る こ と が 出 来 る 。 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、 IL－ 17を 用 い た 場 合 、 本 発

明 の 製 剤 は 、 リ ウ マ チ 、 SLE、 潰 瘍 性 大 腸 炎 な ど の 自 己 免 疫 性 疾 患 ・ 炎 症 性 疾 患 ； 及 び 癌

の 予 防 又 は 治 療 剤 と し て 用 い る こ と が 出 来 る 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 特 に 、 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIや そ の 部 分 ペ プ チ ド を 用 い た 場 合 、

本 発 明 の 製 剤 は 、 イ ヌ 心 不 全 の 予 防 又 は 治 療 剤 と し て 優 れ た 効 果 を 奏 す る 。 ヒ ト の 心 不 全

で は 、 多 く の 場 合 、 高 血 圧 に よ り 左 心 室 が 肥 厚 し 、 硬 く な る こ と に よ り 拡 張 機 能 障 害 を 起

こ す が 、 イ ヌ の 心 不 全 で は 、 多 く の 場 合 、 弁 膜 症 に よ り 僧 房 弁 が き ち ん と 閉 じ な く な る こ

と に よ り 、 血 液 の 送 り 出 し が 悪 く な り 、 心 臓 へ の 負 担 が 増 す こ と が そ の 原 因 で あ る 。 本 発

明 者 ら は 、 こ の よ う な 弁 膜 症 （ 僧 房 弁 閉 鎖 不 全 症 ） に 起 因 す る 心 不 全 に 、 本 発 明 の 製 剤 が

極 め て 有 効 で あ る こ と を 見 出 し た 。 例 え ば 、 僧 房 弁 閉 鎖 不 全 症 を 発 症 し た 対 象 （ 例 、 イ ヌ

） は 心 不 全 を 発 症 す る リ ス ク が 高 い の で 、 こ の よ う な 対 象 に 、 抗 原 性 ペ プ チ ド と し て 、 ア

ン ギ オ テ ン シ ン IIや そ の 部 分 ペ プ チ ド を 用 い た 本 発 明 の 製 剤 の 有 効 量 を 投 与 す る こ と に よ

り 、 僧 房 弁 閉 鎖 不 全 症 に 起 因 す る 心 不 全 症 を 予 防 す る こ と が で き る 。 ま た 、 僧 房 弁 閉 鎖 不

全 症 に 起 因 す る 心 不 全 症 を 発 症 し た 対 象 （ 例 、 イ ヌ ） に 対 し て 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIや そ

の 部 分 ペ プ チ ド を 用 い た 本 発 明 の 製 剤 の 有 効 量 を 投 与 す る こ と に よ り 、 当 該 心 不 全 症 を 治

療 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ １ 】

　 ま た 、 腎 不 全 （ 特 に ネ コ の 腎 不 全 ） に お い て は 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに よ る 糸 球 体 の 血

圧 の 増 加 と 糸 球 体 の 肥 大 が 主 要 な 原 因 の 1つ と 考 え ら れ て い る の で 、 抗 原 性 ペ プ チ ド と し

て 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIや そ の 部 分 ペ プ チ ド を 用 い た 本 発 明 の 製 剤 の 有 効 性 が 期 待 で き る

。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 こ の よ う に 、 特 定 の 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 を 目 的 と し て 本 発 明 の 製 剤 を 用 い る 場 合 、 適 用

対 象 は 、 当 該 疾 患 の 患 者 、 当 該 疾 患 の 罹 患 歴 を 有 す る 者 、 又 は 当 該 疾 患 の 発 症 リ ス ク を 有

す る 当 該 疾 患 に 罹 患 し て い な い 者 で あ り 得 る 。 本 発 明 の 剤 を 、 特 定 の 疾 患 の 患 者 に 投 与 す

る こ と に よ り 、 当 該 疾 患 の 増 悪 に 寄 与 す る 抗 原 に 対 す る 中 和 抗 体 を 誘 導 し 、 当 該 疾 患 を 治

療 す る 。 本 発 明 の 剤 を 、 特 定 の 疾 患 の 罹 患 歴 を 有 す る 者 に 投 与 す る こ と に よ り 、 当 該 疾 患

の 増 悪 に 寄 与 す る 抗 原 に 対 す る 中 和 抗 体 を 誘 導 し 、 当 該 疾 患 の 再 発 を 抑 制 す る こ と が 出 来
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る 。 本 発 明 の 剤 を 、 特 定 の 疾 患 の 発 症 リ ス ク を 有 す る 当 該 疾 患 に 罹 患 し て い な い 者 に 投 与

す る こ と に よ り 、 当 該 疾 患 の 増 悪 に 寄 与 す る 抗 原 に 対 す る 中 和 抗 体 を 誘 導 し 、 当 該 疾 患 の

発 症 を 予 防 す る こ と が 出 来 る 。

【 ０ １ ０ ３ 】

　 こ の よ う に 、 特 定 の 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 を 目 的 と し て 本 発 明 の 製 剤 を 用 い る 場 合 、 本 発

明 の 製 剤 は 、 当 該 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 的 有 効 量 （ 好 ま し く は 、 相 乗 的 予 防 又 は 治 療 的 有 効

量 ） が 、 適 用 対 象 に 対 し て 投 与 さ れ る 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 刊 行 物 、 特 許 文 献 等 を 含 む 、 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た す べ て の 参 考 文 献 は 、 引 用 に よ り 、

そ れ ら が 個 々 に 具 体 的 に 参 考 と し て 援 用 さ れ か つ そ の 内 容 全 体 が 具 体 的 に 記 載 さ れ て い る

の と 同 程 度 ま で 、 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る 。

【 ０ １ ０ ５ 】

　 以 下 、 実 施 例 を 示 し て 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 以 下 に 示 す 実 施 例 に

よ っ て 何 ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ １ ０ ６ 】

［ 参 考 例 1］

ワ ク チ ン 投 与 に よ る ア ン ギ オ テ ン シ ン I Iに 対 す る 抗 体 価 の 上 昇

（ 方 法 ）

　 PCR及 び ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 、 HBcの ア ミ ノ 酸 残 基 80と 81の 間 に 、 ス ペ ー サ ー 配 列 お よ

び ア ン ギ オ テ ン シ ン IIの ア ミ ノ 酸 配 列 DRV YIHPF（ 配 列 番 号 21） が 挿 入 さ れ た 、 改 変 HBcを

コ ー ド す る D N A断 片 を 得 た 。 こ の D N A断 片 を pcD N A 3.1/V5-His TOPO TA Expression Kit (I

nvitrogen)に TAク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り pcD N A3.1-HBc-AngII ベ ク タ ー を 得 た 。

　 6匹 の 犬 を 3群 に 分 け （ 1群 あ た り n=2） 、 pcD N A3.1-HBc-AngIIに よ り 、 以 下 の 3つ の プ ロ

ト コ ー ル で 免 疫 し 、 免 疫 開 始 日 を 0日 目 と し て 、 0日 目 、 4週 間 後 、 及 び 6週 間 後 に 、 末 梢 血

の ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 を 測 定 し た 。

（ I） 100μ g/100μ lに 調 製 し た pcD N A3.1-HBc-AngIIを 、 1回 の 投 与 に つ き 、 4箇 所 、 針 無 注

射 器 　 シ マ ジ ェ ッ ト (商 品 名 、 島 津 製 作 所 )を 用 い て イ ヌ の 皮 内 に 投 与 し た 。 投 与 量 は 0.4

mg/time/匹 で あ る 。 こ の 投 与 を 0日 目 及 び 14日 目 の 2回 行 っ た 。

（ II） 150μ g/100μ lに 調 製 し た pcD N A3.1-HBc-AngIIを 、 CpG D N A（ 総 投 与 量 160μ g/time

/匹 ） と 共 に 、 1回 の 投 与 に つ き 、 8箇 所 、 シ マ ジ ェ ッ ト を 用 い て イ ヌ の 皮 内 に 投 与 し た 。 p

cD N A3.1-HBc-AngIIの 投 与 量 は 1.2 mg/time/匹 で あ る 。 こ の 投 与 を 0日 目 及 び 14日 目 の 2回

行 っ た 。 使 用 し た CpG D N Aは 、 以 下 の 2つ の 配 列 か ら な る 1本 鎖 D N Aの 1： 1混 合 物 で あ る 。

No. 2006: TCGTCGTTTTGTCGTTTTCTCGTT（ 配 列 番 号 31）

No. Y W07: TCGTCGTTA ACGTTA ACGCTA　 （ 配 列 番 号 32）

（ III） 3mg/2mlに 調 製 し た pcD N A3.1-HBc-AngIIを 、 CpG D N A（ 総 投 与 量 160μ g/time/匹 ）

と 共 に 、 イ ヌ の 筋 肉 内 に 1箇 所 注 射 し た 。 pcD N A3.1-HBc-AngIIの 投 与 量 は 3.0 mg/time/匹

で あ る 。 こ の 投 与 を 0日 目 及 び 14日 目 の 2回 行 っ た 。

【 ０ １ ０ ７ 】

（ 結 果 ）

　 pcD N A3.1-HBc-AngIIの 筋 肉 内 投 与 に よ っ て は 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 は ほ

と ん ど 上 昇 し な か っ た 。 シ マ ジ ェ ッ ト に よ る 投 与 の 6週 間 後 に お い て 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン I

Iに 対 す る 抗 体 価 の 若 干 の 上 昇 を 認 め た 。

【 ０ １ ０ ８ 】

［ 実 施 例 1］

D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン に よ る 抗 体 価 の 上 昇

　 8匹 の 犬 を 4群 に 分 け （ 1群 あ た り n=2） 、 pcD N A3.1-HBc-AngII及 び ア ン ギ オ テ ン シ ン IIの

部 分 ペ プ チ ド と KLHと の コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ AngII-KLH） に よ り 、 以 下 の 4つ の プ ロ ト コ ー ル

で 免 疫 し 、 経 時 的 に 、 末 梢 血 の ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 を 測 定 し た 。

（ I） 250μ g/100μ lに 調 製 し た pcD N A3.1-HBc-AngIIを 、 CpG D N A（ 総 投 与 量 40μ g/time/
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匹 ） と 共 に 、 1回 の 投 与 に つ き 、 4箇 所 、 シ マ ジ ェ ッ ト を 用 い て イ ヌ の 皮 内 に 投 与 し た 。 pc

D N A3.1-HBc-AngIIの 投 与 量 は 1.0 mg/time/匹 で あ る 。 こ の 投 与 を 0日 目 、 14日 目 及 び 42日

目 の 3回 行 っ た 。 （ D N A単 独 投 与 群 1）

（ II） 12.5μ g/250μ lに 調 製 し た AngII-KLHを 、 CpG D N A（ 総 投 与 量 40μ g/time/匹 ） と 共

に 、 1回 の 投 与 に つ き 、 2箇 所 、 イ ヌ の 皮 内 に 投 与 し た 。 AngII-KLHの 投 与 量 は 25 μ g/time

/匹 で あ る 。 こ の 投 与 を 0日 目 、 14日 目 及 び 42日 目 の 3回 行 っ た 。 （ ペ プ チ ド 単 独 投 与 群 ）

（ III） pcD N A3.1-HBc-AngII終 濃 度 250μ g/100μ l、 及 び AngII-KLH終 濃 度 6.25μ g/100μ l

に 調 製 し た 溶 液 を 、 CpG D N A（ 総 投 与 量 40μ g/time/匹 ） と 共 に 、 1回 の 投 与 に つ き 、 4箇

所 、 シ マ ジ ェ ッ ト を 用 い て イ ヌ の 皮 内 に 投 与 し た 。 pcD N A3.1-HBc-AngIIの 投 与 量 は 1.0 mg

/time/匹 で あ り 、 AngII-KLHの 投 与 量 は 25 μ g/time/匹 で あ る 。 こ の 投 与 を 0日 目 、 14日 目

及 び 42日 目 の 3回 行 っ た 。 （ D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 群 ）

（ IV） 250μ g/100μ lに 調 製 し た pcD N A3.1-HBc-AngIIを 、 CpG D N A（ 総 投 与 量 80μ g/time/

匹 ） と 共 に 、 1回 の 投 与 に つ き 、 8箇 所 、 シ マ ジ ェ ッ ト を 用 い て イ ヌ の 皮 内 に 投 与 し た 。 pc

D N A3.1-HBc-AngIIの 投 与 量 は 2.0 mg/time/匹 で あ る 。 こ の 投 与 を 0日 目 、 14日 目 、 28日 目

及 び 42日 目 の 4回 行 っ た 。 （ D N A単 独 投 与 群 2）

【 ０ １ ０ ９ 】

（ 結 果 ）

　 ペ プ チ ド 単 独 投 与 群 （ II） 及 び D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 群 （ III） に お い て 、 ア ン ギ オ テ ン シ

ン IIに 対 す る 抗 体 価 の 上 昇 を 認 め た （ 図 1） 。 特 に 、 併 用 群 （ III） に お い て 、 抗 体 価 の 上

昇 が 顕 著 で あ っ た 。

【 ０ １ １ ０ 】

　 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 群 （ III） に お い て 、 投 与 開 始 か ら 2～ 10週 の お よ そ 2ヶ 月 間 に わ た り

、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 高 い 抗 体 価 が 維 持 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 2） 。

【 ０ １ １ １ 】

　 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 群 （ III） に お い て は 、 投 与 開 始 か ら 20週 後 に お い て も 、 ア ン ギ オ テ

ン シ ン IIに 対 す る 有 意 な 抗 体 価 が 確 認 さ れ た （ 図 3） 。 投 与 開 始 か ら 20週 後 に 追 加 投 与 を

行 う と 、 ペ プ チ ド 単 独 投 与 群 （ II） （ No. 4） 及 び D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 群 （ III） （ No. 5,

6） の い ず れ に お い て も ブ ー ス タ ー 効 果 が 認 め ら れ た が 、 併 用 群 （ III） の 方 が そ の 効 果 が

強 か っ た （ 図 3） 。

【 ０ １ １ ２ 】

　 高 希 釈 倍 率 （ 1250倍 希 釈 ） で 観 察 す る と 、 20週 目 に お け る 追 加 免 疫 に よ り 上 昇 し た 抗 体

価 は 、 3回 投 与 後 の ピ ー ク よ り は 低 か っ た 。 併 用 群 （ III） の 方 が ペ プ チ ド 単 独 投 与 群 （ II

） よ り も ブ ー ス タ ー 効 果 が 強 か っ た 。

【 ０ １ １ ３ 】

　 追 加 免 疫 に よ る 抗 体 価 の 上 昇 は 、 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 群 （ III） （ No. 5, 6） の 方 が ペ プ

チ ド 単 独 投 与 群 （ II） （ No. 4） よ り も 長 期 間 持 続 し た （ 図 4） 。

【 ０ １ １ ４ 】

［ 実 施 例 2］

イ ヌ 心 不 全 モ デ ル に 対 す る D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 効 果

（ 方 法 ）

　 以 下 の プ ロ ト コ ー ル で D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 効 果 を 検 討 し た 。

・ イ ヌ ： n＝ 3

・ 心 不 全 モ デ ル ： ワ ク チ ン 投 与 開 始 の 4週 間 前 に 、 僧 房 弁 の 腱 索 断 裂 手 術 を 施 行 し て 僧 房

弁 閉 鎖 不 全 症 を 生 じ さ せ る こ と に よ り イ ヌ 心 不 全 モ デ ル を 作 成 し た 。

・ ワ ク チ ン ： pcD N A3.1-HBc-AngII＋ AngII-KLH

・ 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル

（ I） ワ ク チ ン 投 与 群

[（ pcD N A3.1-HBc-AngII終 濃 度 250μ g/100μ l＋ AngII-KLH 終 濃 度 6.25μ g/100μ l） × 4箇

所 （ D N A 1 mg ＋ ペ プ チ ド 25μ g） ＋ CpG（ 投 与 量 40μ g/time/匹 ） ]× 3回 （ 0日 目 、 14日

目 、 及 び 42日 目 ） （ シ マ ジ ェ ッ ト ）
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（ II） コ ン ト ロ ー ル 群

生 理 食 塩 水 × 4箇 所 × 3回 （ 0日 目 、 14日 目 、 及 び 42日 目 ） （ シ マ ジ ェ ッ ト ）

・ 評 価 項 目

　 末 梢 血 の ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 の 経 時 変 化 を 測 定 し た 。

　 ま た 、 心 不 全 の パ ラ メ ー タ ー と し て 、 平 均 血 圧 の 変 化 量 (dM AP)、 左 房 圧 の 変 化 量 (dLAP)

、 体 血 管 抵 抗 の 変 化 量 (dSVR)及 び 心 拍 出 量 の 変 化 量 (dCO)の 経 時 変 化 を 測 定 し た 。 血 圧 、 L

APは テ レ メ ト リ ー に よ り 測 定 し た 。 COは 心 エ コ ー に よ り 計 測 し た 。

【 ０ １ １ ５ 】

（ 結 果 ）

　 ワ ク チ ン 投 与 群 （ No. 2, 4, 6） に お い て 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 の 有 意

な 上 昇 を 認 め た （ 図 5） 。

　 ワ ク チ ン 投 与 群 に お い て 、 血 圧 低 下 傾 向 と と も に 、 心 不 全 パ ラ メ ー タ ー の 改 善 傾 向 を 認

め た （ 図 6） 。

【 ０ １ １ ６ 】

［ 実 施 例 3］

S H Rラ ッ ト に 対 す る D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 効 果

　 以 下 の プ ロ ト コ ー ル で D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 効 果 を 検 討 し た 。

・ SHRラ ッ ト （ 高 血 圧 自 然 発 症 ラ ッ ト ） ： n＝ 3

・ ワ ク チ ン ： pcD N A3.1-HBc-AngII及 び ／ 又 は AngII-KLH

　 コ ン ト ロ ー ル ベ ク タ ー と し て 、 AngIIペ プ チ ド の 挿 入 を 含 ま な い pcD N A3.1-HBcを 用 い た

。

・ 試 験 群

（ I） 　 　 　 pcD N A3.1-HBc-AngII　 　 　 ＋ 　 AngII-KLH　 （ シ マ ジ ェ ッ ト 、 皮 内 ）

（ II） 　 　 pcD N A3.1-HBc　 　 　 　 　 　 ＋ 　 AngII-KLH　 （ シ マ ジ ェ ッ ト 、 皮 内 ）

（ III） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 AngII-KLH　 （ シ マ ジ ェ ッ ト 、 皮 内 ）

（ IV） 　 　 pcD N A3.1-HBc-AngII　 　 　 ＋ 　 AngII-KLH　 （ 筋 肉 内 ）

（ V） 　 　 　 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 　 ＋ 　 AngII-KLH　 （ 皮 下 ）

い ず れ も 、 0日 目 、 14日 目 、 及 び 28日 目 に 投 与

・ 評 価 項 目

　 末 梢 血 の ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 の 経 時 変 化 を 測 定 し た 。

【 ０ １ １ ７ 】

（ 結 果 ）

　 pcD N A3.1-HBc-AngIIと AngII-KLHと の 併 用 に よ り 、 AngII-KLH単 独 投 与 時 よ り も ア ン ギ オ

テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 が 顕 著 に 上 昇 し た 。 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン は 、 シ マ ジ ェ

ッ ト （ 皮 内 投 与 ） の み な ら ず 、 筋 肉 内 投 与 で も 有 効 で あ っ た 。 抗 体 価 の 上 昇 は 、 D N A＋ ペ

プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 方 が 、 ペ プ チ ド 単 独 投 与 群 よ り も 長 期 間 持 続 す る 傾 向 が 認 め ら れ た

（ 図 7） 。

【 ０ １ １ ８ 】

［ 実 施 例 4］

D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 単 回 投 与 の 免 疫 効 果

（ 方 法 ）

　 以 下 の プ ロ ト コ ー ル で D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 単 回 投 与 に よ る 免 疫 効 果 を 検 討 し

た 。

・ SHRラ ッ ト （ 高 血 圧 自 然 発 症 ラ ッ ト ） ： n＝ 3

・ ワ ク チ ン ： pcD N A3.1-HBc-AngII＋ AngII-KLH

・ 試 験 群

（ I） 　 　 　 pcD N A3.1-HBc-AngII　 ＋ 　 AngII-KLH（ 1μ g） 　 （ シ マ ジ ェ ッ ト 、 皮 内 ）

（ II） 　 　 pcD N A3.1-HBc-AngII　 ＋ 　 AngII-KLH（ 5μ g） 　 （ シ マ ジ ェ ッ ト 、 皮 内 ）

（ III） 　 pcD N A3.1-HBc-AngII　 ＋ 　 AngII-KLH（ 20μ g） （ シ マ ジ ェ ッ ト 、 皮 内 ）

（ IV） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 AngII-KLH（ 1μ g） 　 （ シ マ ジ ェ ッ ト 、 皮 内 ）
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（ V） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 AngII-KLH（ 5μ g） 　 （ シ マ ジ ェ ッ ト 、 皮 内 ）

（ VI） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 AngII-KLH（ 20μ g） （ シ マ ジ ェ ッ ト 、 皮 内 ）

　 い ず れ も 、 単 回 投 与 （ 0日 目 ） 。

・ 評 価 項 目

　 末 梢 血 の ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 の 経 時 変 化 を 測 定 し た 。

【 ０ １ １ ９ 】

（ 結 果 ）

　 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン は 、 単 回 投 与 で も 、 ペ プ チ ド 単 独 投 与 群 よ り も 高 い 、 抗 ア

ン ギ オ テ ン シ ン II抗 体 価 の 上 昇 を 認 め た 。 抗 体 価 の 上 昇 は 、 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン

の 方 が 、 ペ プ チ ド 単 独 投 与 群 よ り も 長 期 間 持 続 し た （ 図 8～ 10） 。

【 ０ １ ２ ０ 】

［ 実 施 例 5］

D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 免 疫 効 果

（ 方 法 ）

　 以 下 の プ ロ ト コ ー ル で D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 免 疫 効 果 を 検 討 し た 。

・ Balb/caマ ウ ス （ 雌 、 6週 齢 （ ワ ク チ ン 投 与 開 始 時 に お い て ） ） ： n＝ 6

・ ワ ク チ ン ： pcD N A3.1-HBc-m VEGF＋ -m VEGF-KLH

　 　 　 　 　 W O 2014/034735 A1を 参 照 の こ と 。

　 　 　 　 　 m VEGFペ プ チ ド ： IM RIKPH QSQ HIG（ 配 列 番 号 1）

・ 試 験 群

（ I） 　 　 　 pcD N A3.1-HBc-m VEGF（ 2mg/ml, 60μ l） ＋ m VEGF-KLH（ 1mg/ml, 10μ l） 　 （ 足

筋 肉 内 投 与 、 各 足 35μ l） （ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン あ り ）

（ II） 　 　 生 理 食 塩 水 （ 60μ l） ＋ m VEGF-KLH（ 1mg/ml, 10μ l） 　 （ 足 筋 肉 内 投 与 、 各 足 3

5μ l） （ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン あ り ）

（ III） 　 pcD N A3.1-HBc-m VEGF（ 2mg/ml, 60μ l） ＋ m VEGF-KLH（ 1mg/ml, 10μ l） 　 （ 足 筋

肉 内 投 与 、 各 足 35μ l） （ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン な し ）

　 0日 目 及 び 14日 目 に 計 2回 投 与 。

・ 評 価 項 目

　 末 梢 血 の VEGFに 対 す る 抗 体 価 の 経 時 変 化 を 測 定 し た 。

【 ０ １ ２ １ 】

（ 結 果 ）

　 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン を 用 い る こ と に よ り 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 用 い る こ

と な く 、 VEGFに 対 す る 抗 体 価 の 上 昇 を 認 め た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン な し の 群 （ III）

の 方 が 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン あ り の 群 （ I） よ り も 、 む し ろ VEGFに 対 す る 抗 体 価 が 高

か っ た （ 図 11） 。

【 ０ １ ２ ２ 】

　 以 上 の 結 果 か ら 、 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン を 用 い る こ と に よ り 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー

シ ョ ン や シ マ ジ ェ ッ ト （ 針 無 注 射 器 ） の よ う な 特 殊 な 装 置 を 用 い ず に 、 目 的 と す る 抗 原 性

ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 免 疫 応 答 を 効 果 的 に 誘 導 し 得 る こ と が 示 さ れ た 。

【 ０ １ ２ ３ 】

［ 実 施 例 6］

D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 免 疫 効 果

（ 方 法 ）

　 以 下 の プ ロ ト コ ー ル で pV A X1ワ ク チ ン と pcD N A3.1ワ ク チ ン の 薬 効 を 比 較 し た 。

・ SHRラ ッ ト ： n＝ 5～ 6

・ 各 群 共 に 薬 剤 (200μ l)を 大 腿 筋 肉 に 単 回 筋 肉 内 投 与 し 、 投 与 日 (投 与 直 前 )、 投 与 2、 4、

8、 12週 後 に 採 血 を 行 っ た 。

・ 試 験 群

1群 ： pcD N A3.1-HBc-AngII（ 200μ g） ＋ AngII-KLH（ 5μ g）

2群 ： pV A X1-HBc-AngII（ 200μ g） ＋ AngII-KLH（ 5μ g）
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3群 ： pV A X1-HBc-AngII（ 40μ g） ＋ AngII-KLH（ 5μ g）

4群 ： pV A X1-HBc-AngII（ 8μ g） ＋ AngII-KLH（ 5μ g）

・ 評 価 項 目

　 末 梢 血 の AngIIに 対 す る 抗 体 価 を 測 定 し た 。

【 ０ １ ２ ４ 】

（ 結 果 ）

　 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン に お い て 、 ベ ク タ ー と し て 、 pV A X1を 用 い た 場 合 で も 、 pcD N

A3.1を 用 い た 場 合 と 同 程 度 の 抗 体 価 の 上 昇 が 認 め ら れ た （ 図 12） 。 ベ ク タ ー 投 与 量 を 200

μ gよ り も 少 な く す る こ と が で き る 可 能 性 が 示 さ れ た 。 投 与 後 の 早 い 段 階 （ 2、 4週 ） で は

、 各 群 の 抗 体 価 に 大 き な 違 い は な い が 、 D N Aワ ク チ ン の 投 与 量 が 多 い 程 、 高 い 抗 体 価 が よ

り 長 い 期 間 持 続 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ １ ２ ５ 】

［ 実 施 例 7］

D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン に お け る 、 A n g I Iペ プ チ ド の K L Hへ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 態 様 の

比 較

　 3種 類 の AngII-KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル で D N A＋ ペ プ チ ド 併 用

ワ ク チ ン 接 種 を 行 い 、 末 梢 血 の ア ン ギ オ テ ン シ ン IIに 対 す る 抗 体 価 へ の 効 果 を 比 較 し た 。

【 ０ １ ２ ６ 】

・ 使 用 動 物

　 SDラ ッ ト （ 雄 性 、 8週 齢 （ 投 与 時 ） 、 日 本 エ ス エ ル シ ー 株 式 会 社 ） ： n＝ 6

【 ０ １ ２ ７ 】

・ 試 験 材 料

（ 1） 被 検 物 質 1： ア ン ギ オ テ ン シ ン IIワ ク チ ン 1

　 KLH-AngIIコ ン ジ ュ ゲ ー ト （ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 法 に よ り 調 製 ） 及 び pV A X1-HBc-AngIIを

含 有 す る 溶 液 （ 生 理 食 塩 水 ） 。

（ 2） 被 検 物 質 2： ア ン ギ オ テ ン シ ン IIワ ク チ ン 2

　 KLH-Cys-AngIIコ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Sulpho-G M BS法 に よ り 調 製 ） 及 び pV A X1-HBc-AngIIを 含

有 す る 溶 液 （ 生 理 食 塩 水 ） 。

（ 3） 被 検 物 質 3： ア ン ギ オ テ ン シ ン IIワ ク チ ン 3

　 KLH-Cys-Gly-Gly-AngIIコ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Sulpho-G M BS法 に よ り 調 製 ） 及 び pV A X1-HBc-An

gIIを 含 有 す る 溶 液 （ 生 理 食 塩 水 ） 。

【 ０ １ ２ ８ 】

・ 被 検 物 質 投 与 液 濃 度

【 ０ １ ２ ９ 】

【 表 １ 】

【 ０ １ ３ ０ 】

・ 試 験 群

（ 1） ア ン ギ オ テ ン シ ン IIワ ク チ ン 1、 低 用 量 、 n＝ 6。

（ 2） ア ン ギ オ テ ン シ ン IIワ ク チ ン 1、 高 用 量 、 n＝ 6。

（ 3） ア ン ギ オ テ ン シ ン IIワ ク チ ン 2、 低 用 量 、 n＝ 6。

（ 4） ア ン ギ オ テ ン シ ン IIワ ク チ ン 2、 高 用 量 、 n＝ 6。

（ 5） ア ン ギ オ テ ン シ ン IIワ ク チ ン 3、 低 用 量 、 n＝ 6。

（ 6） ア ン ギ オ テ ン シ ン IIワ ク チ ン 3、 高 用 量 、 n＝ 6。

【 ０ １ ３ １ 】
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・ 投 与

　 各 ワ ク チ ン 溶 液 を 、 200μ L／ 匹 の 用 量 で 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 注 射 筒 及 び 27G注 射 針 を 用

い て 、 ラ ッ ト の 大 腿 筋 肉 内 へ 単 回 投 与 し た 。

【 ０ １ ３ ２ 】

・ 採 血

（ 1） プ ラ ス ミ ド D N A濃 度 測 定 用 血 液

　 被 検 物 質 投 与 約 4時 間 後 に 、 3.0％ イ ソ フ ル ラ ン 吸 入 麻 酔 下 で 頸 静 脈 よ り 血 液 を 約 0.4mL

採 血 し た 。 予 め 100m mol/L EDTAを 60μ L添 加 し た チ ュ ー ブ に 血 液 300μ Lを 採 取 し た 。 血 液

は 液 体 窒 素 に よ り 直 ち に 凍 結 し 、 測 定 時 ま で -80℃ に て 冷 凍 保 存 し た 。

（ 2） 抗 体 価 測 定 用 血 清

　 被 検 物 質 投 与 前 日 、 被 検 物 質 投 与 2及 び 4週 間 後 に 3.0％ イ ソ フ ル ラ ン 吸 入 麻 酔 下 で 頸 静

脈 よ り 血 液 約 500μ Lを 微 量 採 血 管 （ キ ャ ピ ジ ェ ク ト 、 テ ル モ 株 式 会 社 ） に 採 取 し 、 遠 心 機

を 用 い て 遠 心 分 離 （ 1800g、 室 温 、 10分 ） し 、 血 清 を 得 た 。 血 清 は 測 定 時 ま で -80℃ に て 冷

凍 保 存 し た 。

【 ０ １ ３ ３ 】

・ 評 価 項 目

（ 1） 抗 体 価 測 定

　 ワ ク チ ン 投 与 前 、 投 与 後 2週 間 及 び 4週 間 の 血 清 中 の AngIIペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 価 を 酵

素 免 疫 測 定 法 に よ り 測 定 し た 。

（ 2） プ ラ ス ミ ド D N A濃 度 測 定

　 ワ ク チ ン 投 与 後 4時 間 の 血 液 中 プ ラ ス ミ ド 濃 度 を 定 量 的 PCRに よ り 測 定 し た 。 定 量 的 PCR

に は 、 プ ラ ス ミ ド を 特 異 的 に 検 出 す る 、 69bpを 増 幅 領 域 と す る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た

。

【 ０ １ ３ ４ 】

・ 結 果

（ 1） 抗 体 価

　 ワ ク チ ン 投 与 2週 間 及 び 4週 間 の 血 清 中 の AngIIペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 価 は 、 い ず れ の 群

に お い て も 投 与 前 よ り も 上 昇 が 認 め ら れ た 。 ア ン ギ オ テ ン シ ン IIワ ク チ ン 1の 低 用 量 群 及

び 高 用 量 群 で 有 意 な 高 値 を 示 し た （ p<0.01、 図 13-1、 13-2、 14-1及 び 14-2） 。

【 ０ １ ３ ５ 】

（ 2） プ ラ ス ミ ド D N A濃 度

　 ワ ク チ ン 投 与 後 4時 間 の 血 液 中 プ ラ ス ミ ド 濃 度 （ コ ピ ー ／ μ L血 液 ） を 、 以 下 の 表 に 示 す

。 い ず れ の 群 に お い て も 、 顕 著 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。

【 ０ １ ３ ６ 】

10

20

30



(28) JP  WO2016/080540  A1  2016.5.26

【 表 ２ 】

【 ０ １ ３ ７ 】

［ 実 施 例 8］

S H Rラ ッ ト の 血 圧 に 対 す る D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン の 効 果 （ テ レ メ ト リ ー に よ る 測 定 ）

　 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 沿 っ て 、 SHR/Izmラ ッ ト に 血 圧 測 定 用 の テ レ メ ト リ ー 送 信 機 を 埋

め 込 み 、 D N A＋ ペ プ チ ド 併 用 ワ ク チ ン 投 与 の 血 圧 に 対 す る 影 響 を 評 価 し た 。

【 ０ １ ３ ８ 】

・ 試 験 ス ケ ジ ュ ー ル

　 図 15に 記 載 し た ス ケ ジ ュ ー ル に 沿 っ て 、 試 験 を 実 施 し た 。

【 ０ １ ３ ９ 】

・ 使 用 動 物

　 SHR/Izmラ ッ ト （ 雄 性 、 21週 齢 （ ワ ク チ ン 投 与 時 ） 、 日 本 エ ス エ ル シ ー 株 式 会 社 ） 　 3匹

。

【 ０ １ ４ ０ 】

・ ワ ク チ ン

　 KLH-AngIIコ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 50μ g/200μ L） 及 び HBc-AngII発 現 ベ ク タ ー （ pV A X1-HBc-An

gII： 200μ g/200μ L） を 含 有 す る 溶 液 。

【 ０ １ ４ １ 】

・ 投 与

　 ワ ク チ ン 溶 液 を 、 200μ L／ 匹 の 用 量 で 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 注 射 筒 及 び 27G注 射 針 を 用 い

て 、 ラ ッ ト の 大 腿 筋 肉 内 へ 単 回 投 与 し た 。

【 ０ １ ４ ２ 】

・ テ レ メ ト リ ー 送 信 機 の 埋 め 込 み 手 術

塩 酸 ケ タ ミ ン 及 び キ シ ラ ジ ン 筋 肉 内 投 与 に よ り 、 ラ ッ ト に 麻 酔 を 施 し た 。 大 腿 動 脈 を 露 出

し 、 テ レ メ ト リ ー 送 信 機 （ TA11PA-C40、 DSI社 ） の カ テ ー テ ル を 血 管 内 に 留 置 し た 。 テ レ

メ ト リ ー 送 信 機 本 体 を 腹 腔 内 に 留 置 し 、 傷 口 を 縫 合 し た 。

【 ０ １ ４ ３ 】

・ 血 圧 及 び 心 拍 数 測 定

測 定 期 間 ： ワ ク チ ン 投 与 1週 前 （ 10日 前 ） か ら 5週 後 （ 35日 後 ） ま で 。

測 定 項 目 ： 収 縮 期 血 圧 、 拡 張 期 血 圧 、 平 均 血 圧 、 心 拍 数 （ 血 圧 脈 波 よ り 算 出 ）

測 定 方 法 ： ラ ッ ト に 埋 め 込 ん だ テ レ メ ト リ ー 送 信 器 か ら 送 ら れ て く る 血 圧 の 信 号 を 受 信 ボ

ー ド （ RPC-1、 Data Sciences International） で 受 信 し 、 慢 性 実 験 テ レ メ ト リ ー 自 動 計 測

シ ス テ ム （ Ponemah Physiology Platform 5.0） に 取 り 込 ん だ 。
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デ ー タ の 取 り 込 み ： 測 定 期 間 中 は 連 続 的 に デ ー タ を 取 り 込 み 、 適 時 デ ー タ を 保 存 し た 。

サ ン プ リ ン グ 時 間 ： 血 圧 及 び 心 拍 数 は 1時 間 毎 の 平 均 値 を 算 出 し た 。

【 ０ １ ４ ４ 】

・ 採 血

採 血 時 期 ： ワ ク チ ン 投 与 前 （ セ ン サ ー 埋 め 込 み 時 ） 、 ワ ク チ ン 投 与 2週 後 及 び 5週 後

採 血 方 法 ： イ ソ フ ル ラ ン 吸 入 麻 酔 下 で 、 ラ ッ ト 頸 静 脈 よ り 約 0.5 mL採 血 し 、 EDTA入 り の 採

血 管 に 入 れ て 撹 拌 し た 。 血 液 を 遠 心 分 離 （ 3000 rpm、 10分 、 4℃ ） し て 血 漿 を 回 収 し た 。

回 収 し た 血 漿 は 、 -80℃ に て 凍 結 保 存 し た 。

【 ０ １ ４ ５ 】

・ 抗 体 価 測 定

　 ワ ク チ ン 投 与 前 、 投 与 後 2週 間 及 び 5週 間 後 の 血 漿 中 の AngIIペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 価 を

酵 素 免 疫 測 定 法 に よ り 測 定 し た 。

【 ０ １ ４ ６ 】

・ 結 果

（ 1） 血 圧 に 対 す る 効 果

　 ワ ク チ ン 投 与 前 及 び ワ ク チ ン 投 与 2週 間 後 に お け る 、 各 個 体 の 、 活 動 期 （ 夜 間 ） 及 び 非

活 動 期 （ 昼 間 ） に お い て 10分 間 抽 出 し た 血 圧 及 び 心 拍 数 の 連 続 デ ー タ を 図 16-1～ 図 16-3に

示 す 。

【 ０ １ ４ ７ 】

　 No.1お よ び No.2の 個 体 に お い て 、 ワ ク チ ン 投 与 に よ り 、 有 意 に 、 収 縮 期 血 圧 、 拡 張 期 血

圧 、 平 均 血 圧 、 心 拍 数 が 低 下 し た 。 No. 3の 個 体 に お い て も 、 ワ ク チ ン 投 与 に よ り 、 夜 間

（ 活 動 期 ） に お け る 収 縮 期 血 圧 、 及 び 心 拍 数 の 低 下 傾 向 が 確 認 で き た 。

【 ０ １ ４ ８ 】

（ 2） 抗 体 価

　 250倍 希 釈 し た 血 漿 を 用 い て 、 AngIIペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 価 （ 吸 光 度 ） を 酵 素 免 疫 測 定

法 に よ り 測 定 し た 結 果 を 図 17に 示 す 。 い ず れ の 個 体 に お い て も 、 ワ ク チ ン 投 与 2週 間 及 び 5

週 間 後 に お い て 、 AngIIペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 価 の 上 昇 が 認 め ら れ た 。 血 圧 低 下 効 果 の 低

か っ た No.3の 個 体 で は 、 AngIIペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 価 も 低 く 、 血 圧 低 下 効 果 と AngIIペ プ

チ ド に 対 す る 抗 体 価 と の 間 の 相 関 が 認 め ら れ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ４ ９ 】

　 本 発 明 に よ り 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 強 力 に 誘 導 す る こ と が 可 能 な ワ ク

チ ン が 提 供 さ れ る 。

　 本 発 明 に よ り 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン や 核 酸 導 入 試 薬 等 の 処 置 を 要 せ ず と も 、 D N Aワ

ク チ ン を 用 い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 効 果 的 に 誘 導 す る こ と が で き る 。

　 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 抗 体 の 抗 体 価 の 上 昇 が 長 期 間 持 続

す る の で 、 ワ ク チ ン 投 与 の 回 数 を 減 ら す こ と が 出 来 る 。

【 ０ １ ５ ０ 】

　 こ こ で 述 べ ら れ た 特 許 、 特 許 出 願 明 細 書 及 び 科 学 文 献 を 含 む 全 て の 刊 行 物 に 記 載 さ れ た

内 容 は 、 こ こ に 引 用 さ れ た こ と に よ っ て 、 そ の 全 て が 明 示 さ れ た と 同 程 度 に 本 明 細 書 に 組

み 込 ま れ る も の で あ る 。

【 ０ １ ５ １ 】

　 本 出 願 は 、 日 本 で 出 願 さ れ た 特 願 2014-235736（ 出 願 日 ： 2014年 11月 20日 ） を 基 礎 と し

て お り 、 そ の 内 容 は 本 明 細 書 に 全 て 包 含 さ れ る も の で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ ー １ 】
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【 図 １ ２ ー ２ 】 【 図 １ ３ ー １ 】

【 図 １ ３ ー ２ 】

【 図 １ ４ ー １ 】

【 図 １ ４ ー ２ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ ー １ 】

【 図 １ ６ ー ２ 】
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【 図 １ ６ ー ３ 】

【 図 １ ７ 】

【 配 列 表 】
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