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(57)【要約】
【課題】抗原が相補的親和性分子によって結合されるポ
リマーを含む、免疫原性多重抗原を提示する系の提供。
【解決手段】ポリマーは、多糖、または、同じもしくは
異なる病原体に由来するタンパク質もしくはペプチド抗
原が間接的に連結された抗原性多糖であり得る。本免疫
原性組成物は、１種または複数種の抗原に対する体液性
および細胞性免疫応答の両方を同時に誘発することがで
きる。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　本明細書に記載の発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
政府支援
　本発明は、米国国立衛生研究所から与えられた認可番号第ＡＩ０６７７３７－０１号お
よび第ＡＩ５１５２６－０１号の下、政府支援により行われた。米国政府は、本発明にお
いて、一定の権利を有する。
【０００２】
関連出願の相互参照
　本出願は、３５　Ｕ．Ｓ．Ｃ．§１１９（ｅ）の下、２０１１年５月１１日出願の米国
仮出願第６１／４８４，９３４号、２０１２年３月８日出願の米国仮出願第６１／６０８
，１６８号、および２０１２年３月１３日出願の米国仮出願第６１／６０９，９７４号の
恩典を主張し、これらの各々の内容は、それらの全体として、参照することにより、本明
細書に完全に組み込まれる。
【０００３】
　本発明は、分子遺伝学、免疫学、および微生物学に関する。本出願は、概して、免疫原
性組成物の調製のための組成物および方法を対象とする。より具体的には、本発明の実施
形態は、抗原でもあり得る、多糖といったポリマーに結合された、少なくとも１つのタン
パク質またはペプチド抗原を含む、免疫原性マクロ複合体を提供する。一部の実施形態に
おいて、この複合体は、相乗的体液性および細胞性免疫応答を付与するように、ワクチン
といった免疫原性組成物として使用することができ、ならびに一部の実施形態において、
病原体、例えば病原体の致死的感染および粘膜輸送に対する相乗的抗体および細胞媒介防
護を誘発する。
【背景技術】
【０００４】
　ワクチンは、微生物感染、ウイルス感染、および癌を含む、多様な疾患の予防、ならび
にそれらに対する処置を提供する。しかしながら、現在の多糖ベースのワクチンは、最も
脆弱な集団においては、常に有効であるわけではない。例えば、肺炎連鎖球菌（Ｓｔｒｅ
ｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ）（肺炎球菌）およびチフス菌（Ｓａｌｍｏｎ
ｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉ）感染は、先進途上国において、小児に関する２つの主要な疾患で
ある。腸チフスに関して、認可されたＶｉ多糖ワクチンは、２歳未満の小児においては無
効である。それにもかかわらず、定着または疾患の予防に対する多糖ベースのワクチンお
よび受動的免疫化の成功は、特に、肺炎連鎖球菌によって引き起こされる疾患を制御する
上で、莢膜抗体の重要性を実証している。さらに、動物およびヒトの両方における研究は
、肺炎球菌ワクチン接種から誘発される抗体が、肺炎球菌疾患に進行する、鼻咽頭（ＮＰ
）肺炎球菌定着を防ぐことができるということを実証する。
【０００５】
　現在の多糖肺炎球菌ワクチンの制限は、抗莢膜抗体による防護が、その血清型特異性に
よって制限されるということである。例えば、７価肺炎球菌共役ワクチン（ＰＣＶ７）は
、ワクチンタイプ（ＶＴ）株による侵襲性肺炎球菌疾患の発生を有意に低減したが、最近
の研究は、非ＶＴ血清型が、徐々にＶＴ肺炎球菌集団に取って代わっており、潜在的にワ
クチンの有用性を制限しているということを示している。これは、肺炎球菌定着を、保存
された抗原での免疫化によって予防することができるかどうかの評価につながっている。
特に、いくつかの肺炎球菌タンパク質は、肺炎球菌定着の動物モデルにおいて、ワクチン
候補として評価されている。これらのタンパク質のうちの一部での粘膜免疫化は、全身性
および粘膜抗体を誘発し、肺炎球菌疾患および定着に対する防護を付与することが示され
ている。全ての肺炎球菌血清型に対する頑強な細胞および体液性免疫応答の両方を高める
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ことが可能な、肺炎球菌多糖およびタンパク質の両方を含む、免疫原性組成物に対する必
要性が存在する。
【０００６】
　さらに、先天性免疫応答は、微生物病原体に対する、迅速で、かつ通常、有効な防御を
提供する。この応答は、病原体と結合した分子の細胞認識、炎症性メディエータの産生お
よび放出を促すこと、白血球の動員、ならびに抗微生物エフェクタの活性化を含む。少な
くとも１１種が哺乳類に関しては説明されている、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）は、多種
多様な病原体結合分子を識別し、防護応答を誘発することが可能である。例えば、ＴＬＲ
４は、グラム陰性細菌からのもの、呼吸器合胞体ウイルスのＦタンパク質、およびグラム
陽性細菌のコレステロール依存性細胞溶解素（ＣＤＣ）を含む、多くの微生物生成物を認
識する。さらに、ＴＬＲ２は、多数の微生物および合成化合物を認識する。このため、か
かるＴＬＲアゴニストの包含は、ワクチンに対する免疫応答を増強し得る。肺炎球菌定着
および疾患といった感染に対して先天性免疫応答（ＴＬＲ媒介性またはその他）を誘発す
ることによって、ワクチンの有効性を改善する必要性が依然として存在する。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は、ワクチンにおいて有用なものといった、免疫原性組成物の産生に対して有用
な、免疫原性多重抗原を提示する系（ＭＡＰＳ）を提供する。特に、本発明は、少なくと
も１つのタイプのポリマー、例えば、任意で、抗原性であり得る多糖；少なくとも１つの
抗原性タンパク質またはペプチド；ならびに第１の親和性分子および相補的親和性分子が
、ポリマーと抗原性タンパク質またはペプチドとの間の間接的連結として働くような、（
ｉ）ポリマーと結合した第１の親和性分子と（ｉｉ）タンパク質またはペプチドと結合し
た相補的親和性分子とを含む少なくとも１つの相補的親和性分子対を含む免疫原性複合体
を含む組成物に関する。したがって、ポリマーは、少なくとも１つ、または少なくとも２
つ、または複数の同じもしくは異なるタンパク質またはペプチド抗原を結合させることが
できる。一部の実施形態において、ポリマーは、抗原性である、例えば、ポリマーは、肺
炎球菌莢膜多糖である。一部の実施形態において、タンパク質またはペプチド抗原は、組
み換えタンパク質またはペプチド抗原である。
【０００８】
　本明細書において開示される免疫原性組成物は、同時に、１種または複数種の抗原に対
する体液性および細胞応答の両方を誘発することができる。免疫原性組成物は、長期にわ
たる記憶応答を提供し、潜在的に、将来の感染から対象を保護する。これは、機能的抗多
糖抗体の高い力価を高め、かつ従来の共役ワクチンによって誘導される抗体レベルと同様
であるかまたは遜色がない、単一の免疫原性組成物を可能にする。さらに、特定の担体タ
ンパク質に対する制限がなく、頑強な抗多糖抗体応答を生成するように、ＭＡＰＳ構築物
において、種々の抗原タンパク質を使用することができる。さらに、強力な抗体応答およ
びＴｈ１７／Ｔｈ１応答は、ＭＡＰＳ組成物を介して提示される複数のタンパク質抗原に
特異的である。これは、１つの構築物で２つの形態の免疫を誘発するための手段として、
主要な利点を提示する。タンパク質担体に結合された抗原性多糖に対する、より従来的な
免疫応答に加えて、本発明は、全身注射されたタンパク質に対するＴ細胞応答、ならびに
より具体的には、Ｔｈ１７およびＴｈ１応答を提供する。さらに、本免疫原性組成物は、
ポリマーバックボーン上へリガンドを組み込むことができる。これは、タンパク質／ポリ
マー比率、複合体サイズを修正することによって、またはＴＬＲ２／４リガンド等といっ
た特定の共刺激因子を組成物に組み込むことによって、特定のＢ細胞またはＴ細胞応答を
増強する潜在性を提供する。
【０００９】
　タンパク質の厳しい処理を含む、典型的な共役技術と比較して、本方法は、ペプチド抗
原の他の修飾の変性のリスクを回避する。これは、含まれたタンパク質の抗原性を保存す
る実質的な利点を提供し、タンパク質自体が、（単に担体というよりもむしろ）抗原とし
て働く可能性を増加させる。同様に、本方法は、重度の化学架橋がないため、多糖バック
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ボーンの不必要な修飾／損傷を回避し、ビオチン化を、多糖の特定の官能基と反応するよ
うに正確に制御することができ、ビオチン化レベルを容易に調節することができる。これ
は、低減された免疫原性および防護を引き起こし得る、重要な側鎖またはエピトープへの
損傷をもたらす共役の典型的なプロセスを回避する上で有利である。
【００１０】
　本親和性ベースのアセンブリは、免疫原性組成物の容易かつ高度に柔軟性のある調製物
を提供する。それは高度に特異的かつ安定的であり、それは、数か月間、低温にとどまる
こと、およびその効力を保持することができる。組み立てプロセスは、高い再現性を確実
とするのに十分単純であり、数ステップが必要とされるに過ぎず、これは、ロット間の変
動のリスクを低減し、大いに産業的に有利である。ＭＡＰＳアセンブリは、低濃度のタン
パク質および多糖（０．１ｍｇ／ｍｌ等）でさえも高度に効率的であり（９５％以上）、
これは、共役体製造における非効率性（典型的に、効率性は＜５０％の範囲内である）が
、主要な障害、およびワクチンの高い費用の理由を表すため、主要な利点である。製剤化
に関して：最終生成物の組成物および物理的特性を調節することは容易である。複合体に
おけるタンパク質：ポリマー比率は、調節可能であり、ポリマーの適度なビオチン化によ
り、タンパク質：ポリマーは、１０：１（ｗ／ｗ）以上とすることができ、反対に、比率
は、かかることが、免疫学的目標に基づいて、関心対象である場合、１：１０以下とする
ことができる。さらに、免疫原性ＭＡＰＳ組成物のサイズは、ポリマーサイズの選択によ
って調節することができる。ＭＡＰＳを作製する方法は、ほとんど修飾を伴わずに、タン
パク質およびポリマーを組み合わせる上での容易性を提供する。単一の免疫原性構築物に
おける、同じまたは異なる病原体（例えば、肺炎球菌および結核）からの複数のタンパク
質抗原を負荷することによる、最終生成物の可能な多価は、２つ以上の疾患に対して、対
象を免疫化するために必要とされるワクチンの数を減少させるために使用することができ
る組成物を提供する。さらに、ＭＡＰＳ組成物は、高度に安定的であり、煮沸後のみに解
離し、４℃で何か月後も免疫原性を維持する。ＭＡＰＳ複合体の免疫原性は、抗原性タン
パク質またはペプチド構成要素の安定性によって制限され得、この安定性は、ＭＡＰＳ複
合体における包含によって延長され得る。本明細書において使用される特異的な抗原は、
室温で、かつ少なくとも１つの凍結融解サイクル後、安定性を呈した。これは、「コール
ドチェーン」が慎重に維持されない場合に支障を来す現在のワクチンに勝る重要な利点を
提供する。
【００１１】
　したがって、本発明の一態様は、ポリマーと、少なくとも１つのタンパク質またはペプ
チド抗原と、少なくとも１つの相補的親和性分子対とを含む免疫原性組成物に関し、該相
補的親和性分子対は、第１の親和性分子が相補的親和性分子と結合する時にそれが間接的
に抗原をポリマーに連結するように、ポリマーと結合する第１の親和性分子と、タンパク
質またはペプチド抗原と結合する相補的親和性分子とを含む。
【００１２】
　一部の実施形態において、第１の親和性分子は、架橋試薬、例えば、ＣＤＡＰ（１－シ
アノ－４－ジメチルアミノピリジニウムテトラフルオロボレート）、ＥＤＣ（１－エチル
－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミド塩酸塩）、シアノ水素化ホウ素ナ
トリウム；臭化シアン；または重炭酸アンモニウム／ヨード酢酸より選択される架橋試薬
で、ポリマーに架橋される。一部の実施形態において、第１の親和性分子は、カルボキシ
ル、ヒドロキシル、アミノ、フェノキシル、ヘミアセタール、およびポリマーのメルカプ
ト官能基に架橋される。一部の実施形態において、第１の親和性分子は、ポリマーに共有
結合される。
【００１３】
　一部の実施形態において、第１の親和性分子は、ビオチンもしくはその誘導体、または
ビオチンと類似の構造もしくは物理的特性を有する分子、例えば、アミン－ＰＥＧ３－ビ
オチン（（＋）－ビオチン化－３－６，９－トリキサウンデカンジアミン）もしくはその
誘導体である。
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【００１４】
　一部の実施形態において、免疫原性組成物のタンパク質またはペプチド抗原は、相補的
親和性結合分子に融合される、抗原性タンパク質またはペプチドを含む、融合タンパク質
である。融合体は、遺伝子構築物、即ち、組み換え融合ペプチドまたはタンパク質であり
得る。一部の実施形態において、抗原は、融合タンパク質として、相補的親和性分子に共
有結合することができる。代替的な実施形態において、抗原は、相補的親和性分子に非共
有結合により結合される。
【００１５】
　一部の実施形態において、相補的親和性分子は、ビオチン結合タンパク質、またはその
誘導体、もしくは機能部分である。一部の実施形態において、相補的親和性分子は、例え
ば、リズアビジン（ｒｈｉｚａｖｉｄｉｎ）またはその誘導体であるが、これに限定され
ない、アビジン様タンパク質、またはその誘導体、もしくは機能部分である。一部の実施
形態において、相補的親和性分子は、アビジンもしくはストレプトアビジン、またはその
誘導体もしくは機能部分である。
【００１６】
　一部の実施形態において、分泌シグナルペプチドは、アビジン様タンパク質のＮ末端に
位置する。当業者に既知の任意のシグナル配列を使用することができ、一部の実施形態に
おいて、シグナル配列は、

またはその誘導体、もしくは機能部分である。一部の実施形態において、抗原は、フレキ
シブルリンカーペプチドを介して、相補的親和性分子に融合することができ、フレキシブ
ルリンカーペプチドは、抗原を相補的親和性分子に結合させる。
【００１７】
　一部の実施形態において、免疫原のポリマー構成要素は、生きた生物体に由来するポリ
マー、例えば、多糖を含む。一部の実施形態において、ポリマーは、天然源から精製およ
び単離することができるか、またはそれは、天然組成物／構造と同様に合成することがで
きるか、またはそれは、合成（例えば、人工組成物／構造との）ポリマーとすることがで
きる。一部の実施形態において、ポリマーは、細菌、古細菌、もしくは真菌のような真核
細胞、昆虫、植物、またはそれらのキメラから成る群より選択される生物体に由来する。
一部の実施形態において、ポリマーは、病原性細菌に由来する多糖である。特定の実施形
態において、多糖は、肺炎球菌莢膜多糖、肺炎球菌細胞壁多糖、またはチフス菌Ｖｉ多糖
である。
【００１８】
　一部の実施形態において、本明細書において開示される免疫原性組成物のポリマーは、
分岐鎖ポリマー、例えば、分岐多糖であるか、または代替的に、直鎖ポリマー、例えば、
単一鎖ポリマー、例えば、多糖とすることができる。一部の実施形態において、ポリマー
は、多糖、例えば、デキストランまたはその誘導体である。一部の実施形態において、ポ
リマー、例えば、デキストラン多糖は、４２５ｋＤ以上５００ｋＤａ以下の、または、一
部の実施形態においては、５００ｋＤａを超える平均分子量とすることができる。一部の
実施形態において、ポリマー、例えば、デキストラン多糖は、６０ｋＤ以上９０ｋＤａ以
下の、または、一部の実施形態においては、７０ｋＤａよりも小さな平均分子量とするこ
とができる。デキストランポリマーは、ロイコノストック・メセントロイデス（Ｌｅｕｃ
ｏｎｏｓｔｏｃ　ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ）といった細菌に由来し得る。
【００１９】
　一部の実施形態において、本明細書において開示される免疫原性組成物は、少なくとも
２つの抗原、または少なくとも３つの抗原、または少なくとも５つの抗原、または２～１
０の抗原、または１０～１５の抗原、または１５～２０の抗原、または２０～５０の抗原
、または５０～１００の抗原、または１００超の抗原（各数値を含む）を含む。一部の実
施形態において、本明細書において開示される免疫原性組成物が、少なくとも２つの抗原
を含む場合、抗原は、同じ抗原または少なくとも２つの異なる抗原とすることができる。
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一部の実施形態において、抗原は、同じもしくは異なる病原体由来とすることができるか
、または同じ抗原性タンパク質の異なるエピトープもしくは部分とすることができるか、
または同じ病原体の異なる血清型もしくは季節性変型（例えば、インフルエンザウイルス
Ａ、Ｂ、およびＣ）に特異的である、同じ抗原とすることができる。
【００２０】
　一部の実施形態において、本明細書において開示される免疫原性組成物は、病原性生物
体または異常組織由来の抗原を含む。一部の実施形態において、抗原は、腫瘍抗原である
。一部の実施形態において、抗原は、肺炎連鎖球菌、結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕ
ｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）もしくは破傷風（Ｍ．ｔｅｔａｎｕｓ）、炭疽菌（Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ａｎｔｈｒａｃｉｓ）、ＨＩＶ、季節性もしくは流行性インフルエンザ抗
原（Ｈ１Ｎ１もしくはＨ５Ｎ１等）、百日咳菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓ
ｉｓ）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、髄膜炎菌（
Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｅｓ）、または淋菌（Ｎ．ｇｏｎｏｒｒｈｏ
ｅａｅ）、ＨＰＶ、クラミジア・トラコマチス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａ
ｔｉｓ）、ＨＳＶ、または他のヘルペスウイルス、またはプラスモジウムの抗原といった
、病原体または寄生生物の抗原より選択される、少なくとも１つの抗原とすることができ
る。これらの抗原は、ペプチド、タンパク質、グリコタンパク質、または多糖を含んでも
よい。一部の実施形態において、抗原は、トキソイドまたは毒素の部分である。
【００２１】
　一部の実施形態において、本明細書において開示される免疫原性組成物は、例えば、Ｖ
ｉ抗原（チフス菌莢膜多糖）、肺炎球菌莢膜多糖、肺炎球菌細胞壁多糖、Ｈｉｂ（ヘモフ
ィルスインフルエンザ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）Ｂ型）莢膜多
糖、髄膜炎菌莢膜多糖、炭疽菌（炭疽の原因物質）の多糖、および他の細菌莢膜もしくは
細胞壁多糖、またはこれらの任意の組み合わせといった、抗原性多糖を含む。多糖は、タ
ンパク質構成要素、例えば、ウイルス由来のものといった、グリコタンパク質を有し得る
。
【００２２】
　一部の実施形態において、本明細書において開示される免疫原性組成物は、ポリマーま
たは多糖と結合された、少なくとも１種の共刺激因子をさらに含み、共刺激因子は、直接
的に、または間接的に結合することができる。例えば、一部の実施形態において、共刺激
因子は、ポリマーに共有結合することができる。例えば、一部の実施形態において、共刺
激因子は、第１の親和性分子に共有結合することができ、これは、次いで、ポリマーに架
橋される。例えば、一部の実施形態において、共刺激因子は、共刺激因子をポリマーに連
結するように、第１の親和性分子と結合する、相補的親和性分子に結合することができる
。一部の実施形態において、共刺激因子は、アジュバントである。代替的な実施形態にお
いて、共刺激因子は、当業者に既知のいずれとすることもでき、任意の組み合わせ、例え
ば、限定することなく、Ｔｏｌｌ様受容体アゴニスト（ＴＬＲ２、３、４、５　７、８、
９等に対するアゴニスト）、ＮＯＤアゴニスト、またはインフラマソームのアゴニストを
含む。
【００２３】
　本発明の別の態様は、対象において免疫応答を誘発するように、対象に投与される、本
明細書において開示される免疫原性組成物の使用に関する。一部の実施形態において、免
疫応答は、抗体／Ｂ細胞応答、ＣＤ４＋Ｔ細胞応答（Ｔｈ１、Ｔｈ２、およびＴｈ１７細
胞を含む）、ならびに／またはＣＤ８＋Ｔ細胞応答である。一部の実施形態において、少
なくとも１つのアジュバントは、免疫原性組成物とともに投与される。
【００２４】
　本発明の別の態様は、少なくとも１つの抗原に対して、対象において、免疫応答を誘導
するための方法に関し、対象に、本明細書において開示される免疫原性組成物を投与する
ことを含む。
【００２５】
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　本発明の別の態様は、少なくとも１つの抗原に対して、動物、例えば、トリ、哺乳類、
またはヒトにワクチン接種する方法に関し、本明細書において開示される免疫原性組成物
を含むワクチン組成物を投与することを含む。
【００２６】
　本明細書において開示される全ての態様において、動物または対象は、ヒトとすること
ができる。一部の実施形態において、対象は、農業用もしくは非飼育用、または飼育用動
物とすることができる。一部の実施形態において、本明細書において開示される免疫原性
組成物を含むワクチン組成物は、皮下、鼻腔内、経口、舌下、膣内、直腸内、皮内、腹腔
内、筋肉内注射を介して、または経皮免疫化のための皮膚パッチを介して、投与すること
ができる。
【００２７】
　本明細書において開示される全ての態様において、免疫応答は、タンパク質／ペプチド
抗原（複数を含む）に対する、抗体／Ｂ細胞応答、ＣＤ４＋Ｔ細胞応答（Ｔｈ１、Ｔｈ２
、およびＴｈ１７応答を含む）、またはＣＤ８＋Ｔ細胞応答である。一部の実施形態にお
いて、免疫応答は、ポリマー、例えば、肺炎球菌多糖に対する抗体／Ｂ細胞応答である。
一部の実施形態において、少なくとも１つのアジュバントは、免疫原性組成物とともに投
与される。
【００２８】
　本発明の別の態様は、病原体または免疫原性物質への曝露に対する診断における使用の
ための本明細書において開示される免疫原性組成物の使用に関する。
【００２９】
　本発明の別の態様は、本明細書において開示される免疫原性組成物を調製するためのキ
ットに関する。例えば、かかるキットは、以下の材料のうちのいずれか１つ以上を備える
ことができる：ポリマー、例えば、複数の第１の親和性分子と架橋された多糖を含む容器
；および第１の親和性分子と結合する、抗原と結合する相補的親和性分子を含む容器。
【００３０】
　別の実施形態において、キットは、ポリマー、例えば、多糖を含む容器；複数の第１の
親和性分子を含む容器；および第１の親和性分子をポリマーに架橋するための架橋分子を
含む容器を備えることができる。一部の実施形態において、キットは、ポリマーに追加す
ることができる、少なくとも１種の共刺激因子を含むことができる。一部の実施形態にお
いて、キットは、架橋試薬、例えば、限定されないが、共同因子をポリマーまたは多糖に
連結するためのＣＤＡＰ（１－シアノ－４－ジメチルアミノピリジニウムテトラフルオロ
ボレート）、ＥＤＣ（１－エチル－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミド
塩酸塩）、シアノ水素化ホウ素ナトリウム；臭化シアン；重炭酸アンモニウム／ヨード酢
酸を備える。一部の実施形態において、キットは、相補的親和性分子をタンパク質または
ペプチド抗原に結合させるための手段をさらに備え、この手段は、架橋試薬による、また
は何らかの中間融合タンパク質によるものとすることができる。
【００３１】
　一部の実施形態において、キットは、タンパク質またはペプチド抗原親和性分子融合タ
ンパク質を発現するための発現ベクター、例えば、相補的親和性分子との融合タンパク質
として、タンパク質またはペプチド抗原を発現するための発現ベクターを含む容器を備え
ることができる。一部の実施形態において、ベクターは、リンカーペプチドに対する配列
を任意に含むことができ、発現ベクターは、抗原と親和性分子との間に位置するリンカー
ペプチドを含む、抗原相補的親和性分子融合タンパク質を発現することができる。
【００３２】
　一部の実施形態において、キットは、第１の親和性分子と結合する相補的親和性分子を
含む容器を任意に含むことができ、該相補的親和性分子は、ペプチド／タンパク質抗原と
結合する。一部の実施形態において、キットは、例えば、本明細書において開示される架
橋試薬、または二価抗体もしくは抗体フラグメントといった、他の中間タンパク質を使用
して、相補的親和性分子を抗原に結合させるための手段をさらに備えることができる。
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【００３３】
　本明細書において開示される免疫原性組成物を用いて、対象、例えば、哺乳類、例えば
、ヒトにワクチン接種する方法もまた、本明細書において提供され、該方法は、本明細書
において開示されるワクチン組成物を対象に投与することを含む。
[本発明1001]
　ポリマーと、
　少なくとも1つの抗原と、
　　前記ポリマーと結合した第1の親和性分子、および
　　前記抗原と結合した相補的親和性分子
　を含む、少なくとも1つの相補的親和性分子対と
を含む、免疫原性組成物であって、
前記抗原および前記ポリマーを連結するように、前記第1の親和性分子が、前記相補的親
和性分子と結合している、組成物。
[本発明1002]
　前記ポリマーが、多糖である、本発明1001の組成物。
[本発明1003]
　前記ポリマーが、ポリエチレングリコールである、本発明1001の組成物。
[本発明1004]
　前記第1の親和性分子が、前記ポリマーに架橋されている、本発明1001の組成物。
[本発明1005]
　前記第1の親和性分子が、ＣＤＡＰ（1－シアノ－4－ジメチルアミノピリジニウムテト
ラフルオロボレート）；ＥＤＣ（1－エチル－3－［3－ジメチルアミノプロピル］カルボ
ジイミド塩酸塩）；シアノ水素化ホウ素ナトリウム；臭化シアン；および重炭酸アンモニ
ウム／ヨード酢酸から成る群のうちの任意のものより選択される架橋試薬を使用して、前
記ポリマーに架橋されている、本発明1001の組成物。
[本発明1006]
　前記第1の親和性分子が、前記ポリマーのカルボキシル、ヒドロキシル、アミノ、フェ
ノキシル、ヘミアセタール、メルカプト官能基に架橋されている、本発明1001の免疫原性
組成物。
[本発明1007]
　前記第1の親和性分子が、前記ポリマーに共有結合されている、本発明1001の組成物。
[本発明1008]
　前記相補的親和性分子対が、ビオチン／ビオチン結合タンパク質、抗体／抗原、酵素／
基質、受容体／リガンド、金属／金属－結合タンパク質、炭水化物／炭水化物 結合タン
パク質、脂質／脂質－結合タンパク質、Ｈｉｓタグ／Ｈｉｓタグ－結合物質から成る群よ
り選択され得る、本発明1001の組成物。
[本発明1009]
　前記第1の親和性分子が、ビオチン、またはその誘導体もしくは模倣分子である、本発
明1001～1008のいずれかの組成物。
[本発明1010]
　前記ビオチン誘導体が、アミン－ＰＥＧ3－ビオチン（（＋）－ビオチン化－3－6，9－
トリキサウンデカンジアミン）である、本発明1009の組成物。
[本発明1011]
　前記抗原が、タンパク質親和性結合分子に融合した抗原を含む融合タンパク質である、
本発明1001～1010のいずれかの組成物。
[本発明1012]
　前記抗原が、前記相補的親和性分子に非共有結合により結合されている、本発明1001～
1011のいずれかの組成物。
[本発明1013]
　前記抗原が、融合タンパク質として、前記相補的親和性分子に共有結合されている、本
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発明1001～1012のいずれかの組成物。
[本発明1014]
　前記相補的親和性分子が、ビオチン結合タンパク質、またはその誘導体もしくは機能部
分である、本発明1001～1013のいずれかの組成物。
[本発明1015]
　前記相補的親和性分子が、アビジン様タンパク質、またはその誘導体である、本発明10
01～1014のいずれかの組成物。
[本発明1016]
　前記アビジン様タンパク質が、リズアビジン（ｒｈｉｚａｖｉｄｉｎ）、またはその誘
導体である、本発明1001～1015のいずれかの組成物。
[本発明1017]
　前記アビジン様タンパク質が、アビジン、またはストレプトアビジン、またはそれらの
誘導体である、本発明1001～1016のいずれかの組成物。
[本発明1018]
　分泌シグナルペプチドが、前記アビジン様タンパク質のＮ末端に位置する、本発明1001
～1017のいずれかの組成物。
[本発明1019]
　前記分泌シグナル配列が、

またはその誘導体である、本発明1001～1018のいずれかの組成物。
[本発明1020]
　前記ポリマーまたは多糖が、生きた生物体から精製されるか、または合成のポリマーも
しくは多糖である、本発明1001～1019のいずれかの組成物。
[本発明1021]
　前記生きた生物体が、細菌、古細菌、真核細胞、真菌、昆虫、植物、動物、またはそれ
らのキメラから成る群より選択される、本発明1001～1020のいずれかの組成物。
[本発明1022]
　前記ポリマーが、分岐鎖多糖である、本発明1001～1021のいずれかの組成物。
[本発明1023]
　前記ポリマーが、直鎖多糖である、本発明1001～1022のいずれかの組成物。
[本発明1024]
　前記多糖が、デキストランである、本発明1001～1023のいずれかの組成物。
[本発明1025]
　前記デキストランが、100ｋＤａ以上500ｋＤａ以下の平均分子量のデキストランである
、本発明1001～1024のいずれかの組成物。
[本発明1026]
　前記デキストランが、50ｋＤａ以上300ｋＤａ以下の平均分子量のデキストランである
、本発明1001～1025のいずれかの組成物。
[本発明1027]
　前記少なくとも2つの抗原が、異なる抗原である、本発明1001～1026のいずれかの組成
物。
[本発明1028]
　前記少なくとも2つの抗原が、同じ抗原の異なる変異型である、本発明1001～1027のい
ずれかの組成物。
[本発明1029]
　前記少なくとも2つの抗原が、同じ抗原の異なるドメインまたは部分である、本発明100
1～1028のいずれかの組成物。
[本発明1030]
　前記抗原に結合されるフレキシブルリンカーペプチドをさらに含み、該フレキシブルリ
ンカーペプチドが、前記抗原を前記相補的親和性分子に結合させる、本発明1001～1029の
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いずれかの組成物。
[本発明1031]
　少なくとも2つの抗原を含む、本発明1001～1030のいずれかの組成物。
[本発明1032]
　少なくとも3つの抗原を含む、本発明1001～1031のいずれかの組成物。
[本発明1033]
　少なくとも5つの抗原を含む、本発明1001～1032のいずれかの組成物。
[本発明1034]
　2～10の抗原を含む、本発明1001～1030のいずれかの組成物。
[本発明1035]
　10～15の抗原を含む、本発明1001～1033のいずれかの組成物。
[本発明1036]
　15～20の抗原を含む、本発明1001～1033のいずれかの組成物。
[本発明1037]
　20～50の抗原を含む、本発明1001～1033のいずれかの組成物。
[本発明1038]
　50～100の抗原を含む、本発明1001～1033のいずれかの組成物。
[本発明1039]
　100を超える抗原を含む、本発明1001～1033のいずれかの組成物。
[本発明1040]
　前記抗原が、病原性生物体に由来する、本発明1001～1039のいずれかの組成物。
[本発明1041]
　前記抗原が、腫瘍に由来する、本発明1001～1040のいずれかの組成物。
[本発明1042]
　前記抗原が、肺炎球菌抗原、結核抗原、炭疽抗原、ＨＩＶ抗原、季節性もしくは流行性
インフルエンザ抗原、インフルエンザ抗原、百日咳抗原、黄色ブドウ球菌抗原、髄膜炎菌
抗原、ヘモフィルス抗原、ＨＰＶ抗原、またはこれらの組み合わせから成る群より選択さ
れる、本発明1001～1041のいずれかの組成物。
[本発明1043]
　前記多糖が、Ｖｉ多糖、肺炎球菌莢膜多糖、肺炎球菌細胞壁多糖、ヘモフィルスインフ
ルエンザｂ型多糖、髄膜炎菌多糖、および他の細菌莢膜または細胞壁多糖から成る群より
選択される、本発明1001～1042のいずれかの組成物。
[本発明1044]
　前記ポリマーまたは多糖に結合される少なくとも1種の共刺激因子をさらに含む、本発
明1001～1043のいずれかの組成物。
[本発明1045]
　前記共刺激因子が、Ｔｏｌｌ様受容体リガンドもしくはアゴニスト、ＮＯＤリガンドも
しくはアゴニスト、またはインフラマソームの活性化因子／アゴニストから成る群より選
択される、本発明1001～1044のいずれかの組成物。
[本発明1046]
　前記共刺激因子が、直接的にポリマーに結合されるか、または、ポリマーに結合する第
1の親和性分子と該共刺激因子に結合する相補的親和性分子とを含む相補的親和性分子対
を介してポリマーに結合され、前記共刺激因子を前記ポリマーに連結するように、前記第
1の親和性分子が、前記相補的親和性分子と結合している、本発明1044の組成物。
[本発明1047]
　対象において、免疫応答を誘発するために使用される、本発明1001の組成物。
[本発明1048]
　前記免疫応答が、抗体／Ｂ細胞応答である、本発明1047の組成物。
[本発明1049]
　前記免疫応答が、前記ポリマーに対する抗体／Ｂ細胞応答である、本発明1048の組成物
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。
[本発明1050]
　前記免疫応答が、前記ポリマーと結合する抗原に対する抗体／Ｂ細胞応答である、本発
明1048の組成物。
[本発明1051]
　前記免疫応答が、Ｔｈ1、Ｔｈ2、およびＴｈ17応答を含む、ＣＤ4＋Ｔ細胞応答である
、本発明1048のいずれかの組成物。
[本発明1052]
　前記免疫応答が、前記ポリマーまたは多糖に特異的なＣＤ4＋Ｔ細胞応答である、本発
明1051の組成物。
[本発明1053]
　前記免疫応答が、前記ポリマーまたは多糖と結合する抗原に特異的なＣＤ4＋Ｔ細胞応
答である、本発明1051の組成物。
[本発明1054]
　前記免疫応答が、ＣＤ8＋Ｔ細胞応答である、本発明1047の組成物。
[本発明1055]
　前記免疫応答が、前記ポリマーまたは多糖に特異的なＣＤ8＋Ｔ細胞応答である、本発
明1054の組成物。
[本発明1056]
　前記免疫応答が、前記ポリマーまたは多糖と結合する抗原に特異的なＣＤ8＋Ｔ細胞応
答である、本発明1054の組成物。
[本発明1057]
　少なくとも1つのアジュバントをさらに含む、本発明1001～1056のいずれかの組成物。
[本発明1058]
　対象において、少なくとも1つの抗原に対する免疫応答を誘導するための方法であって
、該対象に、本発明1001～1057の組成物を投与することを含む、方法。
[本発明1059]
　少なくとも1つの抗原担持病原体に対して、哺乳類にワクチン接種する方法であって、
本発明1001～1057の免疫原性組成物を投与することを含む、方法。
[本発明1060]
　前記対象が、ヒトである、本発明1058または1059のいずれかの方法。
[本発明1061]
　前記対象が、農業用または非飼育動物である、本発明1058または1059のいずれかの方法
。
[本発明1062]
　前記対象が、飼育動物である、本発明1058または1059のいずれかの方法。
[本発明1063]
　前記投与が、皮下、鼻腔内、皮内、もしくは筋肉内注射を介するか、または経皮皮膚パ
ッチを介する、本発明1058または1059のいずれかの方法。
[本発明1064]
　前記免疫応答が、抗体／Ｂ細胞応答である、本発明1058の方法。
[本発明1065]
　前記免疫応答が、Ｔｈ1、Ｔｈ2、またはＴｈ17応答を含む、ＣＤ4＋Ｔ細胞応答である
、本発明1058の方法。
[本発明1066]
　前記免疫応答が、ＣＤ8＋Ｔ細胞応答である、本発明1058の方法。
[本発明1067]
　病原体または免疫脅威への曝露に関する診断における使用のための、本発明1001～1057
のいずれかの組成物。
[本発明1068]
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　（ｉｉ）複数の第1の親和性分子と架橋された多糖を含む容器と、
　（ｉｉｉ）前記第1の親和性分子と結合する相補的親和性分子を含む容器であって、該
相補的親和性分子が抗原と結合する、容器と
を備える、キット。
[本発明1069]
　前記相補的親和性分子を前記抗原に結合させるための手段をさらに備える、本発明1068
のキット。
[本発明1070]
　少なくとも1種の共刺激因子をさらに備える、本発明1068のキット。
[本発明1071]
　前記共同因子を前記多糖に連結するための、ＣＤＡＰ（1－シアノ－4－ジメチルアミノ
ピリジニウムテトラフルオロボレート）、ＥＤＣ（1－エチル－3－［3－ジメチルアミノ
プロピル］カルボジイミド塩酸塩）、シアノ水素化ホウ素ナトリウム、臭化シアン、また
は重炭酸アンモニウム／ヨード酢酸から成る群より選択され得る架橋試薬をさらに備える
、本発明1068～1070のいずれかのキット。
[本発明1072]
　（ｉｉ）ポリマーを含む容器と、
　（ｉｉｉ）複数の第1の親和性分子を含む容器と、
　（ｉｖ）前記第1の親和性分子を前記ポリマーに架橋するための架橋試薬を含む容器と
を備える、キット。
[本発明1073]
　多糖である、本発明1072のキット。
[本発明1074]
　前記架橋試薬が、ＣＤＡＰ（1－シアノ－4－ジメチルアミノピリジニウムテトラフルオ
ロボレート）、ＥＤＣ（1－エチル－3－［3－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミド
塩酸塩）、シアノ水素化ホウ素ナトリウム、臭化シアン、重炭酸アンモニウム／ヨード酢
酸、およびその誘導体から成る群より選択され得る、本発明1072のキット。
[本発明1075]
　抗原親和性分子融合タンパク質を発現するための発現ベクターを含む容器を任意で備え
る、本発明1072のキット。
[本発明1076]
　前記発現ベクターが、リンカーペプチドに対する配列を任意で含むことができ、該発現
ベクターが、抗原と前記親和性分子との間のリンカーペプチドを含む抗原親和性分子融合
タンパク質を発現することができる、本発明1072のキット。
[本発明1077]
　前記第1の親和性分子と結合する相補的親和性分子を含む容器を任意で備え、該相補的
親和性分子が、抗原と結合する、本発明1072のキット。
[本発明1078]
　前記相補的親和性分子を抗原に結合させるための手段をさらに備える、本発明1072のキ
ット。
【図面の簡単な説明】
【００３４】
【図１】多重抗原を提示する系（ＭＡＰＳ）の概略図である。ＭＡＰＳは、アビジン－ビ
オチン対といった親和性対の安定した相互作用を介して、いくつかのタンパク質抗原を多
糖または多糖抗原に結合させることによって作製される、複合体免疫原性組成物の新規の
プラットフォームを表す。ＭＡＰＳ複合体の一実施形態において、１つまたは異なる病原
体からのタンパク質抗原は、アビジン様タンパク質に組み換え融合され、大腸菌において
発現される。多様な病原体から選択され得る多糖バックボーンは、活性化試薬として、１
－シアノ－４－ジメチルアミノピリジニウムテトラフルオロボレート（ＣＤＡＰ）もしく
は１－エチル－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）を
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使用して、共刺激因子を伴って、もしくは伴わずに、ビオチン化および／または架橋され
る。ＭＡＰＳ複合体は、精製された融合抗原の１つまたは複数を、所望の比率で、ビオチ
ン化された多糖と、単に混合およびインキュベートすることによって、容易に組み立てる
ことができる。組み立てられたＭＡＰＳ複合体は、ゲル濾過クロマトグラフィによって、
サイズに従って精製／分離することができる。
【図２】多糖のビオチン化の例示的な例である、ビオチン誘導体の構造、すなわちアミン
－ＰＥＧ３－ビオチン（（＋）－ビオチン化－３－６，９－トリキサウンデカンジアミン
としても知られる）；ＣＤＡＰの構造；およびＥＤＣの構造を示す。図はまた、活性化試
薬としてＣＤＡＰを使用する（プロセス（１））、または活性化試薬としてＥＤＣを使用
する（プロセス（２））、多糖のビオチン化の方法に関する概略を示す。ビオチン化のた
めの他の手順は、本発明の方法において網羅される。
【図３】図３Ａ～３Ｃは、組み換えリズアビジンおよびリズアビジン－抗原融合タンパク
質の実施形態を示す。図３Ａは、修飾されたリズアビジン（上）およびリズアビジン－抗
原融合タンパク質（下）の構築の概略を示す。全ての構築物は、ＰＥＴ２１ｂベクターに
クローン化され、発現のために大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）株に形質転換された。図３Ｂは
、精製された組み換えリズアビジン（ｒＲｈａｖｉ）のＳＤＳ－ＰＡＧＥを示す。図３Ｃ
は、精製されたｒｈａｖｉ－抗原融合タンパク質のＳＤＳ－ＰＡＧＥを示す。レーン１、
ｒｈａｖｉ－Ｐｄｔ；レーン２、ｒｈａｖｉ－ＰｓａＡ；レーン３、ｒｈａｖｉ－ｓｐ１
７３３；レーン４、ｒｈａｖｉ－ｓｐ１５３４；レーン５、ｒｈａｖｉ－ｓｐ０４３５；
レーン６、ｒｈａｖｉ－ｓｐ１４５８；レーン７、ｒｈａｖｉ－ＥＳＡＴ－６／Ｃｆｐ１
０；レーン８、ｒｈａｖｉ－ＴＢ９．８／ＴＢ１０．４；レーン９、ｒｈａｖｉ－ＭＰＴ
６４；レーン１０、ｒｈａｖｉ－ＭＰＴ８３。
【図４Ａ】図４Ａ～４Ｃは、組み立てられた例示的なＭＡＰＳの溶出プロファイルを示す
。図４Ａについて、ＭＡＰＳは、１ｍｇのビオチン化されたデキストラン９０（ＢＤ９０
、平均分子量６０～９０ＫＤ）とともに、０．５ｍｇの精製されたｒＲｈａｖｉを４℃で
終夜インキュベートすることによって組み立てられ、次いで、ｓｕｐｅｒｄｅｘ－２００
カラムに適用された。ピークＡおよびピークＢは、ＭＡＰＳ複合体を含有する溶出画分を
示し、ピークＣは、遊離ｒＲｈａｖｉを含有する溶出画分を示した。
【図４Ｂ】図４Ｂは、ピーク画分のＳＤＳ－ＰＡＧＥを示す。全ての試料は、１０ｍＭの
ＤＴＴを有するＳＤＳ試料緩衝液において煮沸された。
【図４Ｃ】図４Ｃは、ＭＡＰＳ複合体の安定性を示す。等量の試料を処理し、次いで、Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥに適用した。ＭＡＰＳ複合体は、還元試薬を含有するＳＤＳ試料緩衝液の
処理後でさえも、無傷のままであり（レーン１）、煮沸後に破壊され得るに過ぎず、結合
の安定性を証明する。レーン１、１０ｍＭのＤＴＴを含有するＳＤＳ試料緩衝液で、室温
で１０分間処理されたＭＡＰＳ；レーン２、ＤＴＴを有しないＳＤＳ試料緩衝液で処理さ
れ、１０分間煮沸されたＭＡＰＳ；レーン３、１０ｍＭのＤＴＴを含有するＳＤＳ試料緩
衝液で処理され、１０分間煮沸されたＭＡＰＳ。
【図５】異なる温度および異なる濃度のＰＳおよびタンパク質抗原での、ＭＡＰＳ複合体
のアセンブリを示す。ＭＡＰＳ複合体は、広範な濃度の多糖（ＰＳ）またはタンパク質抗
原（０．１ｍｇ／ｍｌと低い）で、効果的に組み立てることができる。組み立ては、抗原
の安定性に依存して、４℃（図５Ａ）または２５℃（図５Ｂ）での終夜のインキュベーシ
ョンによって行うことができる。ＭＡＰＳ複合体の組み立て効率は、事前に試料を煮沸し
て、または煮沸せずに、組み立て混合物をＳＤＳ－ＰＡＧＥに通すことによって推定する
ことができる。煮沸処理をしないと、ＭＡＰＳ複合体に組み込まれたタンパク質抗原は、
ＰＳ上にとどまり、このため、ゲル上で非常に大きな分子量の帯として現れ（ＭＡＰＳ／
ＰＳ）、非結合タンパク質のみがゲル上でより下方に泳動し、抗原の予想された分子量に
おいて検出されるであろう（モノマーまたはダイマー位置）。煮沸前後のタンパク質抗原
の帯の比較によって、ＭＡＰＳ複合体に組み立てられる抗原の割合（％）が推定され得る
。一般的に、４℃での組み立て効率は、８５％超であり、２５℃では、９５％～９９％に
近い。
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【図６】異なる比率のタンパク質対多糖で組み立てられる、ＭＡＰＳの溶出プロファイル
を示す。０．５ｍｇの精製されたｒＲｈａｖｉを、それぞれ１ｍｇ、０．５ｍｇ、または
０．１ｍｇのＢＤ９０とともに、終夜インキュベートし、次いで、ｓｕｐｅｒｄｅｘ２０
０カラムを使用するゲル濾過クロマトグラフィに適用した。タンパク質対多糖のより高い
比率で組み立てられるＭＡＰＳ複合体は、より低い比率で組み立てられるものよりも、高
い分子量を有すると考えられる。各試料に対するＭＡＰＳ複合体を含有するピーク画分（
矢印によって示される）を収集した。精製されたＭＡＰＳ複合体におけるタンパク質対多
糖の比率が測定され、投入比率に対する良好な相関を示した。
【図７】種々のサイズの多糖で組み立てられるＭＡＰＳの溶出プロファイルを示す。０．
５ｍｇの融合抗原を、４２５～５００ＫＤ（ＢＤ５００）、１５０ＫＤ（ＢＤ１５０）、
または６０～９０ＫＤ（ＢＤ９０）の平均分子量を有する０．２５ｍｇのビオチン化され
たデキストランとともにインキュベートした。ＭＡＰＳ複合体を、Ｓｕｐｅｒｐｏｓｅ　
６カラムを使用して分離し、クロマトグラフィプロファイルは、より大きな多糖で組み立
てられる複合体が、より大きなサイズを有したことを示した。
【図８】図８Ａ～８Ｄは、複数の抗原を用いたＭＡＰＳアセンブリを示す。図８Ａは、異
なる比率の２つの抗原を用いたＭＡＰＳアセンブリを示す。１：４、１：２、１：１、２
：１、または４：１のモル比で混合される、２つの異なる肺炎球菌融合抗原ｒｈａｖｉ－
１６５２およびｒｈａｖｉ－０７５７とともに、ビオチン化された肺炎連鎖球菌（ＳＰ）
血清型１４莢膜多糖をインキュベートすることによって、二価ＭＡＰＳ複合体を調製した
。ＳＤＳ－ＰＡＧＥは、ＭＡＰＳ複合体に組み込まれる各抗原の量が、投入比率に対して
良好に相関したことを示した。図８Ｂ～８Ｄは、２つ（２Ｖ、図８Ｂ）、３つ（３Ｖ、図
８Ｃ）、または５つ（５Ｖ、図８Ｄ）の異なる肺炎球菌および／または結核抗原に接続す
る、ビオチン化された多糖（デキストラン、または血清型３肺炎球菌莢膜多糖）を用いて
作製された多価ＭＡＰＳ複合体を示す。ＳＤＳ－ＰＡＧＥは、ＭＡＰＳ複合体に組み込ま
れる抗原を示した。全ての試料は、１０ｍＭのＤＴＴを有するＳＤＳ試料緩衝液において
煮沸された。
【図９】ＭＡＰＳ複合体を用いた免疫化が、多糖抗原に対する強力な抗体応答を誘導した
ことを示す。ビオチン化されたデキストラン（９Ａ）、Ｖｉ多糖（９Ｂ）、または肺炎球
菌細胞壁多糖（ＣＷＰＳ）（９Ｃ）から作製されたＭＡＰＳ複合体で免疫化されたマウス
は、アジュバント単独（Ａｇ無し）または結合されていない多糖およびタンパク質の混合
物（混合物）を受けた動物群と比較して、有意により高い量の抗多糖抗体を産生した。図
９Ｄ～９Ｆは、ＭＡＰＳ複合体が、抗ＰＳ　Ａｂの生成において、従来の共役ワクチンと
遜色がないことを示す。ＭＡＰＳ複合体は、５つのタンパク質抗原を負荷したＳＰ血清型
１、５、１４莢膜多糖（ＣＰＳ）から作製した。マウスを、２週違いで２回、皮下的に、
ＭＡＰＳまたはＰｒｅｖｎａｒ　１３（登録商標）（肺炎球菌１３価共役ワクチン［Ｄｉ
ｐｈｔｈｅｒｉａ　ＣＲＭ１９７　Ｐｒｏｔｅｉｎ］；Ｗｙｅｔｈ／Ｐｆｉｚｅｒ）（Ｐ
ＣＶ１３）を用いて免疫化し、ワクチン接種された血清型ＣＰＳに対する血清ＩｇＧ抗体
を、２回目の免疫化の２週後にＥＬＩＳＡによって分析した。ＰＣＶ１３で免疫化された
マウスにおける抗ＣＰＳ　ＩｇＧの力価は、比較のために、任意に１２００単位に設定し
た。全ての試験された血清型に関して、ＭＡＰＳ複合体での免疫化は、類似のレベル（血
清型５）か、またはＰＣＶ１３でのワクチン接種によって生成されたものよりもはるかに
高いレベルの抗ＣＰＳ　ＩｇＧ抗体（血清型１および血清型１４）のいずれかを生成した
。血清型１（図９Ｄ）；血清型５（図９Ｅ）；血清型１４（図９Ｆ）。
【図１０】異なる免疫化用量でのＭＡＰＳによって誘導された抗ＰＳ抗体を比較する。Ｍ
ＡＰＳ複合体は、５つのタンパク質抗原を負荷した血清型５　ＳＰ　ＣＰＳから作製した
。マウスに、２週違いで２回の免疫化のために、１用量あたり１μｇ～１６μｇのＰＳ含
量でＭＡＰＳ複合体を与えた。２回目の免疫化の２週後に血清型５　ＣＰＳに対する血清
抗体を測定し、異なる免疫化群間で比較した。全ての用量において、ＭＡＰＳでの免疫化
は、血清型５　ＣＰＳに対する頑強なＩｇＧ抗体を誘導した。１用量あたり２μｇのＰＳ
を与えることは、最も高い抗体力価を生成し、ＰＳ用量を１６μｇに増加することは、抗
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体力価を約４倍低減した。
【図１１Ａ】図１１は、ＭＡＰＳ複合体での免疫化によって生成される抗ＰＳ抗体が、体
外の標的病原体の殺滅を促進することを示す。図１１Ａは、Ｖｉ発現細菌の抗体媒介殺滅
を実証する。２つの他の群からではなく、ＭＡＰＳ複合体（バックボーンとしてＶｉを使
用する）で免疫化された動物からの血清は、インキュベーションの１時間内に、Ｖｉ発現
株の強力な殺滅（９０％超の殺滅）を示した。Ａｌｕｍ（破線）；混合物（黒い線）；ま
たはＭＡＰＳ（灰色の線）で免疫化されたマウスからの血清。
【図１１Ｂ】図１１Ｂ～１１Ｄは、ＭＡＰＳで免疫化されたマウスからの血清のオプソニ
ン食作用殺滅活性が、認可されたワクチンＰＣＶ１３で免疫化されたマウスからの血清の
殺滅活性に遜色がないことを実証する。好中球による肺炎球菌のオプソニン食作用殺滅を
体外で媒介する上での、ＰＣＶ１３またはＭＡＰＳで免疫化されたマウスからの血清の能
力を分析し、比較した。ヒト好中球を、ＨＬ－６０細胞株における細胞から分化させた。
オプソニン食作用殺滅は、３７℃で１時間、血清を、異なる希釈において、血清型１（図
１１Ｂ）、血清型５（図１１Ｃ）、または血清型１３（図１１Ｄ）肺炎球菌、および分化
されたＨＬ－６０細胞とともにインキュベートすることによって行われた（子ウサギ補体
の存在下）。混合物のアリコートを、生存細菌の計測のために、インキュベーション後プ
レーティングした。オプソニン食作用殺滅単位は、細菌の５０％の殺滅が観察される血清
の倍希釈として定義された。全ての試験された血清型に関して、ＭＡＰＳで免疫化された
マウスからの血清は、ＰＣＶ１３で免疫化されたマウスからの血清よりも少なくとも４倍
高い殺滅活性（ＯＰＡ力価）を示した。図１１Ｂ～１１Ｄ：Ａｌｕｍ（破線）；ＰＣＶ１
３（黒い線）；またはＭＡＰＳ（灰色の線）で免疫化されたマウスからの血清。
【図１１Ｃ】図１１Ｂの続きを示す。
【図１１Ｄ】図１１Ｃの続きを示す。
【図１２Ａ】図１２Ａ～１２Ｄは、ＭＡＰＳ複合体での免疫化が、タンパク質抗原に対す
る頑強な抗体および細胞応答を誘導することを実証する。二価ＭＡＰＳ複合体は、ビオチ
ン化されたデキストラン（ＢＤ５００）、ならびに２つの肺炎球菌抗原、ｒｈａｖｉ－Ｐ
ｄｔおよびｒｈａｖｉ－ＰｓａＡから作製された。皮下ワクチン接種は、隔週で３回与え
られた。図１２Ａは、最後の免疫化の２週後、ＰｓａＡまたはＰｄｔに対して測定された
血清ＩｇＧ抗体の結果を示す。ＭＡＰＳ複合体で免疫化されたマウスは、混合物を受けた
マウスよりも抗Ｐｄｔおよび抗ＰｓａＡ抗体の有意に高い力価をもたらした。抗原特異的
Ｔ細胞応答は、免疫化された動物の全血の体外刺激によって評価された。
【図１２Ｂ】ＩＬ－１７Ａ体外産生は、精製されたＰｓａＡ、Ｐｄｔ、または肺炎球菌全
細胞抗原（ＷＣＡ）のいずれかとともに６日インキュベートされた血液試料において測定
された。混合物で免疫化されたマウスと比較して、ＭＡＰＳ複合体を受けた動物は、有意
により強力なＩＬ－１７Ａ応答を示した。
【図１２Ｃ】ＩＦＮ－γ体外産生は、精製されたＰｓａＡ、Ｐｄｔ、または肺炎球菌全細
胞抗原（ＷＣＡ）のいずれかとともに６日インキュベートされた血液試料において測定さ
れた。混合物で免疫化されたマウスと比較して、ＭＡＰＳ複合体を受けた動物は、有意に
より強力なＩＦＮ－γ応答を示した。
【図１２Ｄ】図１２Ｄは、ＷＣＡの刺激によるＩＬ－１７ＡおよびＩＦＮ－γ産生の相関
を示す。全てのパネルに関して、棒は、平均値と標準偏差を表し、統計的分析は、Ｍａｎ
ｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ試験を使用して、または相関のためにＳｐｅａｒｍａｎ　Ｒを使用し
て実施した。
【図１３】異なるサイズにおけるＭＡＰＳ複合体の免疫原性の評価を示す。ＭＡＰＳ複合
体は、２つの肺炎球菌融合抗原、ｒｈａｖｉ－ＰｓａＡおよびｒｈａｖｉ－Ｐｄｔから、
かつバックボーンとして異なる長さのデキストランを使用して（ＢＤ５００、４２５～５
００ｋＤａの分子量；ＢＤ９０、６０～９０ｋＤａの分子量）作製された。デキストラン
に対する、かつ２つのタンパク質抗原ＰｄＴおよびＰｓａＡに対する抗体応答、ならびに
抗原特異的Ｔ細胞応答を、３回の免疫化後に測定および比較した。示されるように、より
大きい複合体（ＭＡＰＳ　ＢＤ５００）で免疫化されたマウスは、類似のレベルの抗Ｐｓ
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ａＡおよび抗Ｐｄｔ抗体を生成したが（図１３Ｂ）、より小さい複合体（ＭＡＰＳ　ＢＤ
９０）を受けた動物よりも、抗デキストラン抗体の有意に高い力価（図１３Ａ）、ならび
にＩＬ－１７Ａ関連Ｔ細胞応答（図１３Ｃ）を生成した。
【図１４】ＭＡＰＳ複合体への共刺激因子（ＴＬＲリガンド）の添加が、ＩＬ－１７Ａお
よびＩＦＮ－γ関連Ｔ細胞応答を促進することを示す。ＭＡＰＳ複合体は、ビオチン化さ
れたデキストランおよび１つの肺炎球菌タンパク質抗原、ｒｈａｖｉ－０４３５から、追
加のＴＬＲリガンド／アゴニスト：ｒｈａｖｉ－Ｐｄｔ、ＴＬＲ４リガンド；Ｐａｍ３Ｃ
ＳＫ４、ＴＬＲ２アゴニストを伴って、または伴わずに、作製された。ｒｈａｖｉ－Ｐｄ
ｔの組み込みは、ｒｈａｖｉとビオチンとの間の親和性相互作用を介するが、Ｐａｍ３Ｃ
ＳＫ４は、デキストランバックボーンに共有連結される。免疫化は、３回、皮下に与えら
れ、０４３５タンパク質に対するＴ細胞応答を測定および比較した。ＴＬＲ２アゴニスト
、またはＴＬＲ４およびＴＬＲ２リガンドの組み合わせの添加は、タンパク質抗原に対す
るＩＬ－１７ＡおよびＩＦＮ－γ関連Ｔ細胞応答を有意に増強したことを示した。
【図１５Ａ】図１５は、多価肺炎球菌／結核菌（ＴＢ）組み合わせワクチンの例を示す。
多価ＳＰ／ＴＢ組み合わせＭＡＰＳワクチンは、ＳＰ血清型３を使用すること、ならびに
１つのＳＰタンパク質（肺炎球菌溶血素トキソイド、Ｐｄｔ）および６つのＴＢタンパク
質（４つの融合構築物における）を負荷することによって調製した（図１５Ａ）。
【図１５Ｂ】ＳＰ／ＴＢ　ＭＡＰＳを用いたマウスの免疫化は、３型ＣＰＳ（図１５Ｂ、
左パネル）に対する、ならびにＰｄｔ（図１５Ｂ、右パネル）に対するＩｇＧ抗体の優れ
た力価を誘導した。
【図１５Ｃ】ＳＰ／ＴＢ　ＭＡＰＳを用いたマウスの免疫化は、血清型３肺炎球菌の致命
的な肺感染からのマウスの１００％の保護につながった（図１５Ｃ）。
【図１５Ｄ】図１５Ｄ～１５Ｊは、ＳＰ／ＴＢ　ＭＡＰＳを用いたワクチン接種によって
誘導されたＢ細胞およびＴ細胞免疫Ｂ抗原を示す。図１５Ｄは、異なるＴＢタンパク質抗
原に対する抗体応答を示す。
【図１５Ｅ】図１５Ｅは、精製されたＴＢタンパク質抗原を用いた体外刺激後、ＭＡＰＳ
で免疫化されたマウスからの全血試料における、強力なＩＬ－１７Ａ関連Ｔ細胞応答を示
す。
【図１５Ｆ】図１５Ｆは、精製されたＴＢタンパク質抗原を用いた体外刺激後、ＭＡＰＳ
で免疫化されたマウスからの全血試料における、強力なＩＦＮ－γ関連Ｔ細胞応答を示す
。
【図１５Ｇ】図１５Ｇは、精製されたＴＢタンパク質抗原の混合物に対する、またはＴＢ
全細胞抽出物に対する、ＭＡＰＳで免疫化された動物からの脾細胞のＩＬ－１７Ａ関連Ｔ
細胞応答を示す。
【図１５Ｈ】図１５Ｈは、精製されたＴＢタンパク質抗原の混合物に対する、またはＴＢ
全細胞抽出物に対する、ＭＡＰＳで免疫化された動物からの脾細胞のＩＦＮ－γ関連Ｔ細
胞応答を示す。
【図１５Ｉ】図１５Ｉおよび１５Ｊは、ＭＡＰＳを用いた免疫化によって誘導されたＴＢ
特異的記憶／エフェクタＴ細胞に関するさらなるデータを提供する。結果は、ＣＤ８＋Ｔ
細胞ではなくＣＤ４＋Ｔ細胞の枯渇が、ＴＢ抗原特異的サイトカイン産生において有意な
影響を及ぼすことを示し、ＭＡＰＳワクチンを用いた免疫化が、主にＣＤ４＋Ｔ細胞（Ｔ
ヘルパー細胞）免疫応答を感作したことを示した。
【図１５Ｊ】図１５Ｉの続きを示す。
【図１６Ａ】図１６は、プロトタイプＭＡＰＳベースの多価免疫原性組成物が、肺炎球菌
の侵襲性感染および鼻咽頭定着を予防することを実証する。多価ＳＰ　ＭＡＰＳは、バッ
クボーンとしてＳＰ細胞壁多糖（ＣＷＰＳ）を使用して作製され、５つの肺炎球菌タンパ
ク質抗原が負荷された（図１６Ａ）。マウスは、このＳＰ　ＭＡＰＳで３回、２週違いで
免疫化され、肺炎球菌に対する血清抗体および特異的Ｔ細胞応答を、最後の免疫化の２週
後に分析した。
【図１６Ｂ】図１６Ｂは、ＣＷＰＳ（左パネル）に対する、または肺炎球菌全細胞抗原（
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ＷＣＡ）（右パネル）に対する、血清ＩｇＧ抗体を示す。ＳＰ　ＭＡＰＳで免疫化された
マウスは、アジュバント単独（Ａｇ無し）または非結合ＰＳ／タンパク質混合物（混合物
）を受けた対照群におけるマウスよりも、ＣＷＰＳまたはＷＣＡのいずれかに対する抗体
の有意に高い力価をもたらした。
【図１６Ｃ】図１６Ｃは、ＳＰ　ＭＡＰＳを用いたワクチン接種によって誘導されたＳＰ
特異的Ｔ細胞応答を示す。異なる免疫化群のマウスからの末梢血液は、精製された肺炎球
菌タンパク質（抗原混合）またはＷＣＡのいずれかで刺激された。対照群からではなくＭ
ＡＰＳでワクチン接種されたマウスからの細胞は、際立ってＳＰ抗原に応答し、ＩＬ－１
７Ａの頑強な産生を与えた。
【図１６Ｄ】図１６Ｄは、ＳＰ　ＭＡＰＳを用いたワクチン接種によって誘導されたＳＰ
特異的Ｔ細胞応答を示す。異なる免疫化群のマウスからの末梢血液は、精製された肺炎球
菌タンパク質（抗原混合）またはＷＣＡのいずれかで刺激された。対照群からではなくＭ
ＡＰＳでワクチン接種されたマウスからの細胞は、際立ってＳＰ抗原に応答し、ＩＦＮ－
γの頑強な産生を与えた。
【図１６Ｅ】図１６Ｅは、ＭＡＰＳ複合体を用いたワクチン接種が、肺炎球菌の侵襲性感
染からマウスを保護することを示す。異なる免疫化群のマウスは、肺吸引モデルにおける
ＳＰ血清型３株ＷＵ２を投与された。敗血症に対する防護は、ＭＡＰＳで免疫化されたマ
ウスにおいてのみ観察された。
【図１６Ｆ】図１６Ｆは、ＭＡＰＳ複合体を用いたワクチン接種が、鼻咽頭定着からマウ
スを保護することを示す。異なる免疫化群のマウスは、鼻腔定着モデルにおける血清型６
肺炎球菌株６０３を投与された。定着に対する防護は、ＭＡＰＳで免疫化されたマウスに
おいてのみ観察された。
【発明を実施するための形態】
【００３５】
発明の詳細な説明
　本発明は、本明細書において説明される特定の方法論、プロトコル、および試薬等に限
定されず、かつそのようなものとして変化し得ることを理解されたい。本明細書において
使用される専門用語は、特定の実施形態を説明する目的に過ぎず、請求項によってのみ定
義される本発明の範囲を制限することを意図しない。
【００３６】
　本明細書および請求項において使用されるように、単数形は、複数の参照を含み、別途
、文脈が明白に示さない限り、逆もまた同様である。「または（もしくは）」という用語
は、例えば、「いずれか」によって修飾されない限り、包含的である。動作例以外におい
て、または別途示される場合、本明細書において使用される材料の量または反応条件を表
す全ての数字は、「約」という用語によって全ての例において修飾されるように理解され
たい。核酸またはポリペプチドに関して与えられる、全ての塩基サイズまたはアミノ酸サ
イズ、および全ての分子量または分子質量値は、おおよそであり、説明のために提供され
るということがさらに理解されるものとする。
【００３７】
　識別される全ての特許および他の公開物は、例えば、本発明とともに使用され得るかか
る公開物において説明される方法論を説明および開示する目的で、参照することにより本
明細書に明示的に組み込まれる。これらの公開物は、本出願の出願日前のそれらの開示の
対してのみ提供される。この点において、いかなるものも、本発明者が、先の発明によっ
て、またはいかなる他の理由よっても、かかる開示に先行する権利がないという承認とし
て解釈されるべきではない。日付に関する全ての記載、またはこれらの文書の内容の表明
は、本出願人に利用可能な情報に基づき、日付またはこれらの文書の内容お正確性に関す
るいかなる承認も成さない。
【００３８】
　別途定義されない限り、本明細書において使用される全ての技術的および科学的用語は
、本発明が属する当業者に一般に理解されるものと同じ意味を有する。任意の既知の方法



(18) JP 2019-104758 A 2019.6.27

10

20

30

40

50

、デバイス、および材料が、発明の実践または試験において使用され得るが、この点にお
ける方法、デバイス、および材料は、本明細書において説明される。
【００３９】
　本発明は、免疫原性組成物、および対象に投与される時、ポリマーに結合した抗原の各
々に対するまたは任意でポリマー自体に対する免疫応答を誘発するための使用のためのポ
リマー骨格に結合された少なくとも１つの抗原または多重抗原を含む免疫原性複合体を含
む組成物に関する。この多重抗原を提示する系（ＭＡＰＳ）は、体液性および細胞性免疫
応答を刺激する。それは、単一のＭＡＰＳ免疫原性構築物を使用して、複数のタンパク質
抗原に対する抗多糖抗体およびＢ細胞／Ｔｈ１／Ｔｈ１７応答を生成することができる。
生物体に対するＢおよびＴ細胞免疫の組み合わせは、肺炎球菌疾患関連の侵襲性感染およ
び鼻咽頭輸送を含む、多くの疾患に対する最適なワクチン戦略を表し得る。一部の実施形
態において、免疫原性組成物は、ワクチンであるか、またはワクチンに含まれる。
【００４０】
　したがって、本発明の一態様は、少なくとも１つのポリマー、例えば１つの多糖と、少
なくとも１つのタンパク質もしくはペプチド抗原と、（ｉ）ポリマーと結合した第１の親
和性分子、および（ｉｉ）抗原と結合した相補的親和性分子を含む、少なくとも１つの相
補的親和性分子対とを含む、免疫原性組成物（多重抗原を提示する系、またはＭＡＰＳ）
に関し、これは、抗原をポリマー（例えば、第１の親和性分子は、抗原をポリマーに連結
するように、相補的親和性分子と結合する）に間接的に結合させるように働く。したがっ
て、ポリマーは、同じもしくは異なる抗原の少なくとも１つ、または少なくとも２つ、ま
たはそれ以上（例えば、複数）を結合させるための骨格として使用することができる。本
明細書において開示される免疫原性組成物は、同時に、多重抗原に対する体液性および細
胞免疫の両方を誘発するために使用することができる。
【００４１】
　したがって、本明細書における実施形態は、対象において免疫応答を高めるために有用
な免疫原性組成物および方法を提供し、それのみで、または本質的に任意の既存のワクチ
ン手法とともに、もしくは混合で使用することができる。
【００４２】
定義：
　便宜上、本出願全体（明細書、実施例、および添付の請求項を含む）において採用され
るある用語を、ここにまとめる。別途定義されない限り、本明細書において使用される全
ての技術的および科学的用語は、本発明が属する当業者によって一般に理解されるものと
同じ意味を有する。
【００４３】
　本明細書において使用される「免疫原性組成物」という用語は、対象に投与される時、
抗体または細胞性免疫応答といった免疫応答を誘発することが可能な組成物として定義さ
れる。本発明の免疫原性組成物は、免疫防御的または治療的であっても、なくてもよい。
本発明の免疫原性組成物が、疾患を予防、改善、緩和、または対象から排除する時、免疫
原性組成物は、任意でワクチンと称されてもよい。しかしながら、本明細書において使用
される際、免疫原性組成物という用語は、ワクチンに限定されることは意図されない。
【００４４】
　本明細書において使用される際、「抗原」という用語は、物質に対して向けられる免疫
応答を促進する任意の物質を指す。一部の実施形態において、抗原は、ペプチドまたはポ
リペプチドであり、他の実施形態において、それは、任意の化学物質または部分、例えば
、物質に対して向けられる免疫応答を誘発する炭水化物であり得る。
【００４５】
　「結合する」という用語は、本明細書において使用される際、非共有または共有結合に
よる２つ以上の分子の連結を指す。一部の実施形態において、２つ以上の分子の連結が、
共有結合によって生じる場合、２つ以上の分子は、ともに融合されるか、またはともに架
橋されることができる。一部の実施形態において、２つ以上の分子が、非共有結合によっ
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て生じる場合、２つ以上の分子は、複合体を形成することができる。
【００４６】
　「複合体」という用語は、本明細書において使用される際、共有相互作用以外の手段に
よって、空間的に接続される２つ以上の分子の集団を指し、例えば、それらは、静電相互
作用、水素結合によって、または疎水性相互作用によって（即ち、ファンデルワールス力
）、接続されることができる。
【００４７】
　「架橋される」という用語は、本明細書において使用される際、ポリマー鎖と第２の分
子との間に形成される共有結合を指す。「架橋試薬」という用語は、ポリマーと例えば第
１の親和性分子または共刺激因子である実体との共有連結を触媒するための中間分子であ
る、実体または物質を指す。
【００４８】
　本明細書において使用される際、「融合される」という用語は、少なくとも１つのタン
パク質またはペプチドが、第２のタンパク質またはペプチドと物理的に結合されることを
意味する。一部の実施形態において、融合は、典型的に、共有連結であるが、しかしなが
ら、例えば、静電相互作用、または疎水性相互作用等を介する連結を含む、他のタイプの
連結が、「融合される」という用語に包含される。共有連結は、融合タンパク質としての
連結、または例えば、２つのシステイン残基間に形成されるジスルフィド結合を介する、
化学結合された連結を包含することができる。
【００４９】
　本明細書において使用される際、「融合ポリペプチド」または「融合タンパク質」とい
う用語は、２つ以上のポリペプチド配列をともに接合することによって創出されるタンパ
ク質を意味する。本発明に包含される融合ポリペプチドは、単一のオープンリーディング
フレームを形成するように、１つ以上の抗原、またはそのフラグメントもしくは突然変異
体をコード化するＤＮＡ配列を、第２のポリペプチドをコード化するＤＮＡ配列と接合さ
せる、キメラ遺伝子構築物の翻訳生成物を含む。換言すると、「融合ポリペプチド」また
は「融合タンパク質」は、ペプチド結合によって、またはいくつかのペプチドを介して接
合される、２つ以上のタンパク質の組み換えタンパク質である。一部の実施形態において
、抗原が融合される第２のタンパク質は、相補的親和性対の第１の親和性分子と相互作用
することが可能である、相補的親和性分子である。
【００５０】
　「ポリペプチド」および「タンパク質」という用語は、ペプチド結合によって連結され
るアミノ酸残基のポリマーを指すように、および特許請求される本発明の目的上、少なく
とも２５個のアミノ酸の典型的な最小長さを有するように、同義的に使用され得る。「ポ
リペプチド」および「タンパク質」という用語は、多量体タンパク質、例えば、２つ以上
のドメインまたはサブユニットを含有するタンパク質を包含することができる。「ペプチ
ド」という用語は、本明細書において使用される際、２５個未満のアミノ酸、例えば、約
４個のアミノ酸～２５個のアミノ酸長を含有する、ペプチド結合連結されたアミノ酸の配
列を指す。タンパク質およびペプチドは、生物学的に、組み換え的に、または合成的に生
成されるかどうか、および天然に存在するまたは天然に存在しないアミノ酸から成るかど
うかにかかわらず、ペプチド結合によって連結される線的に配設されるアミノ酸から成る
ことができ、本定義内に含まれる。２５個超のアミノ酸の完全長タンパク質およびそのフ
ラグメントの両方が、タンパク質の定義によって包含される。該用語はまた、ポリペプチ
ドの共翻訳（例えば、シグナルペプチド開裂）、および、例えば、ジスルフィド結合形成
、グリコシル化、アセチル化、リン酸化、脂質化、タンパク質分解開裂（例えば、メタロ
プロテアーゼによる開裂）等といった、翻訳後修飾を有する、ポリペプチドを含む。さら
に、本明細書において使用される際、「ポリペプチド」は、タンパク質が所望の活性を維
持する限り、天然配列に対する欠失、追加、および置換（当業者には既知であろうように
、一般的に自然界において保存的）といった修飾を含むタンパク質を指す。これらの修飾
は、部位特異的な突然変異を通じて、人為的であり得るか、あるいはタンパク質を生成す
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るホストの変異、またはＰＣＲ増幅もしくは他の組み換えＤＮＡ方法によるエラーを通じ
て、偶発的であり得る。
【００５１】
　「シグナル配列」は、核酸分子に機能的に連結される時、核酸分子によってコード化さ
れる生成物（例えば、タンパク質またはペプチド）の分泌を促進する、核酸配列を意味す
る。一部の実施形態において、シグナル配列は、好ましくは、核酸分子に対する５'に位
置する。
【００５２】
　本明細書において使用される際、「Ｎ－グリコシル化された」または「Ｎ－グリコシル
化」という用語は、ポリペプチドにおけるアスパラギン残基への糖部分の共有結合を指す
。糖部分は、グルコース、マンノース、およびＮ－アセチルグルコサミンを含むことがで
きるが、これらに限定されない。グリカンの修飾、例えば、シアリル化も含まれる。
【００５３】
　「抗原提示細胞」または「ＡＰＣ」は、主要組織適合複合体（ＭＨＣ）分子を発現し、
その表面上でＭＨＣと複合化される外来抗原を提示することができる、細胞である。抗原
提示細胞の例は、樹木状細胞、マクロファージ、Ｂ細胞、線維芽細胞（皮膚）、胸腺上皮
細胞、甲状腺上皮細胞、グリア細胞（脳）、膵臓ベータ細胞、および血管内皮細胞である
。
【００５４】
　「機能部分」または「機能フラグメント」という用語は、「抗原の機能部分」の文脈に
おいて使用される際、完全な抗原部分と同じ効果を媒介する、例えば、対象において免疫
応答を誘発する、または例えば、少なくとも１つのエピトープを含む、他の分子との結合
を媒介する、抗原または抗原ポリペプチドの部分を指す。
【００５５】
　標的抗原の「部分」は、その用語が本明細書において使用される際、少なくとも３個の
アミノ酸長であり、例えば、少なくとも６個、少なくとも８個、少なくとも１０個、少な
くとも１４個、少なくとも１６個、少なくとも１７個、少なくとも１８個、少なくとも１
９個、少なくとも２０個、もしくは少なくとも２５個（各数値を含む）、またはそれ以上
のアミノ酸長であり得る。
【００５６】
　「細胞毒性Ｔリンパ球」または「ＣＴＬ」という用語は、標的化される細胞におけるア
ポトーシスまたは他の機構を介する死亡を誘導するリンパ球を指す。ＣＴＬは、標的細胞
表面上の処理された抗原（Ａｇ）とのＴＣＲの相互作用を介する、標的細胞との抗原特異
的共役を形成し、標的化される細胞のアポトーシスをもたらす。アポトーシス小体は、マ
クロファージによって排除される。「ＣＴＬ応答」という用語は、ＣＴＬ細胞によって媒
介される一次免疫応答を指すために使用される。
【００５７】
　「細胞媒介免疫」または「ＣＭＩ」という用語は、本明細書において使用される際、抗
体または相補体に関与しないが、むしろ、例えば、マクロファージ、ナチュラルキラー細
胞（ＮＫ）、抗原特異的細胞毒性Ｔリンパ球（Ｔ細胞）、Ｔヘルパー細胞、好中球の活性
化、および標的抗原に応答して種々のサイトカインの放出に関与する、免疫応答を指す。
別の言い方をすれば、ＣＭＩは、標的抗原を提示する他の細胞（抗原提示細胞（ＡＰＣ）
等）の表面に結合し、応答を誘発する、免疫細胞（Ｔ細胞および他のリンパ球等）を指す
。応答は、他のリンパ球および／または他の白血球（ｗｈｉｔｅ　ｂｌｏｏｄ　ｃｅｌｌ
）（白血球（ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ））のいずれか、ならびにサイトカインの放出に関与し
得る。細胞免疫は、（ｉ）ウイルス感染した細胞、および細胞内細菌を有する細胞といっ
た、それらの表面上で外来抗原のエピトープを提示する体細胞を破壊することができる、
抗原特異的細胞毒性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）を活性化すること；（２）マクロファージおよ
びＮＫ細胞を活性化し、それらが細胞内病原体を破壊することを可能にすること；ならび
に（３）適応免疫応答および先天性免疫応答に関与するＴ細胞、マクロファージ、もしく
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は好中球といった他の細胞の機能に影響する、多様なサイトカインまたはケモカインを分
泌するように、細胞を刺激することによって、体を保護する。
【００５８】
　「免疫細胞」という用語は、本明細書において使用される際、直接的または間接的抗原
性刺激に応答して、サイトカイン、ケモカイン、または抗体を放出することができる、任
意の細胞を指す。本明細書において、「免疫細胞」という用語には、ナチュラルキラー（
ＮＫ）細胞、Ｔ細胞（ＣＤ４＋および／またはＣＤ８＋細胞）、Ｂ細胞、マクロファージ
；白血球；樹木状細胞；マスト細胞；単球；ならびに直接的または間接的抗原刺激に応答
して、サイトカインもしくはケモカイン分子を生成することが可能な任意の他の細胞を含
む、リンパ球が含まれる。典型的に、免疫細胞は、リンパ球、例えば、Ｔ細胞リンパ球で
ある。
【００５９】
　「サイトカイン」という用語は、本明細書において使用される際、抗原による刺激に応
答して、免疫細胞から放出される分子を指す。かかるサイトカインの例としては、ＧＭ－
ＣＳＦ；ＩＬ－１α；ＩＬ－１β；ＩＬ－２；ＩＬ－３；ＩＬ－４；ＩＬ－５；ＩＬ－６
；ＩＬ－７；ＩＬ－８；ＩＬ－１０；ＩＬ－１２；ＩＬ－１７Ａ、ＩＬ－１７Ｆ、または
ＩＬ－１７ファミリーの他のメンバ、ＩＬ－２２、ＩＬ－２３、ＩＦＮ－α；ＩＦＮ－β
；ＩＦＮ－γ；ＭＩＰ－１α；ＭＩＰ－１β；ＴＧＦ－β；ＴＮＦα、またはＴＮＦβが
挙げられるが、これらに限定されない。「サイトカイン」という用語は、抗体を含まない
。
【００６０】
　「対象」という用語は、本明細書において使用される際、そこで免疫応答を誘発するこ
とが有用である任意の動物を指す。対象は、トリもしくは哺乳類といった野生、飼育用、
商業用、またはコンパニオン動物であり得る。対象は、ヒトであり得る。本発明の一実施
形態において、本明細書において開示される免疫原性組成物はまた、ヒトにおける治療ま
たは予防処置に好適であり得ることが企図されるが、それはまた、温血脊椎動物、例えば
、非ヒト霊長類といった哺乳類（特に、高等霊長類）、ヒツジ、イヌ、げっ歯類（例えば
、マウスもしくはラット）、モルモット、ヤギ、ブタ、ネコ、ウサギ、ウシ、ならびにニ
ワトリ、アヒル、またはシチメンチョウといった非哺乳類に適用可能である。別の実施形
態において、対象は、野生動物、例えば、鳥インフルエンザを診断するため等のトリであ
る。一部の実施形態において、対象は、疾患モデルとしての実験動物または動物代用物で
ある。対象は、抗原に対する免疫応答の誘発が、疾患を予防するのに有用である、ならび
に／または疾患、例えば、ＳＩＶ、ＳＴＬ１、ＳＦＶ、または家畜の場合は蹄病および口
腔疾患、またはトリの場合はマレック病もしくは鳥インフルエンザ、および他のそのよう
な疾患の蔓延を制御するのに有用である、獣医学的処置を必要とする対象であってもよい
。
【００６１】
　本明細書において使用される際、「病原体」という用語は、対象において疾患または疾
病を引き起こす生物体または分子を指す。例えば、病原体としては、ウイルス、真菌、細
菌、寄生生物、および他の感染性生物体もしくはそれら由来の分子、ならびに藻、真菌、
酵母、原虫等のカテゴリー内の分類学的に関連する肉眼的生物体が挙げられるが、これら
に限定されない。
【００６２】
　「癌細胞」は、新たな遺伝子材料の取込みを必ずしも含まない、自発的または誘導され
た表現型の変化を有する、体内、生体外、または組織培養のいずれかにおける、癌性、前
癌性、または形質転換された細胞を指す。形質転換は、形質転換ウイルスによる感染、お
よび新たなゲノム核酸の組み込み、または外因性核酸の取込みから生じ得るが、それはま
た、自発的に、または発癌物質への曝露後に生じ得、それにより、内因性遺伝子を突然変
異させる。形質転換／癌は、例えば、ヌードマウスといった好適な動物宿主における形態
学的変化、細胞の不死化、異常成長制御、病巣形成、異常依存性、悪性、成長の接触阻止
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および密度制限の喪失、成長因子もしくは血清依存性、腫瘍特異的マーカー、侵襲性もし
くは転移、ならびに腫瘍成長と関連付けられる。例えば、Ｆｒｅｓｈｎｅｙ，　ＣＵＬＴ
ＵＲＥ　ＡＮＩＭＡＬ　ＣＥＬＬＳ：　ＭＡＮＵＡＬ　ＢＡＳＩＣ　ＴＥＣＨ．　（３ｒ
ｄ　ｅｄ．，　１９９４）を参照されたい。
【００６３】
　「野生型」という用語は、それが通常、体内に存在するような、タンパク質をコード化
する、天然に存在する通常のポリヌクレオチド配列もしくはその一部分、またはタンパク
質配列もしくはその一部分をそれぞれ指す。
【００６４】
　「突然変異体」という用語は、その遺伝子材料における任意の変化、特に、野生型ポリ
ヌクレオチド配列に関する変化（即ち、欠失、置換、追加、または改変）、または野生型
タンパク質配列に関する任意の変化を有する、生物体または細胞を指す。「変異型」とい
う用語は、「突然変異体」と同義的に使用され得る。遺伝子材料における変化は、タンパ
ク質の機能の変化をもたらすことがしばしば推測されるが、「突然変異体」および「変異
型」という用語は、その変化が、タンパク質の機能を改変する（例えば、増加させる、減
少させる、新たな機能を与える）かどうか、またはその変化がタンパク質の機能に影響を
及ぼさない（例えば、変異もしくは変型がサイレントである）かどうかにかかわらず、野
生型タンパク質の配列における変化を指す。
【００６５】
　「薬学的に許容可能な」という用語は、過度の毒性を伴わずに、哺乳類に投与され得る
、化合物および組成物を指す。「薬学的に許容可能な担体」という用語は、組織培地を除
外する。例示的な薬学的に許容可能な塩としては、塩酸塩、臭化水素酸塩、リン酸塩、硫
酸塩等といった、鉱酸塩、ならびに酢酸塩、プロピオン酸塩、マロン酸塩、安息香酸塩等
といった有機酸の塩が挙げられるが、これに限定されない。薬学的に許容可能な担体は、
当該技術分野において公知である。
【００６６】
　タンパク質またはポリペプチドは、しばしば、一般に２０の天然に存在するアミノ酸と
称される２０のアミノ酸以外のアミノ酸を含有すること、および末端アミノ酸を含む多く
のアミノ酸は、グリコシル化および他の翻訳後修飾といった天然プロセス、または当該技
術分野において公知である化学的修飾技術のいずれかによって、所与のポリペプチドにお
いて修飾することができることが理解されよう。本発明のポリペプチドにおいて存在し得
る既知の修飾としては、アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化、アミド化、フラビ
ンの共有結合、ヘム部分の共有結合、ポリヌクレオチドまたはポリヌクレオチド誘導体の
共有結合、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホスファチジルイノシトールの共有結合、
架橋、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチル化、共有架橋の形成、シスチンの形成、ピ
ログルタミン酸の形成、製剤化、ガンマ－カルボキシル化、糖化、グリコシル化、ＧＰＩ
アンカー形成、ヒドロキシル化、ヨード化、メチル化、ミリストイル化、酸化、タンパク
質分解処理、リン酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、アルギニン化と
いったタンパク質へのアミノ酸の転移ＲＮＡ媒介追加、およびユビキチン化が挙げられる
が、これらに限定されない。
【００６７】
　本明細書において使用される際、「相同」または「相同体」という用語は、同義的に使
用され、ポリヌクレオチドまたはポリペプチドを説明するために使用される時、２つのポ
リヌクレオチドもしくはポリペプチド、またはそれらの指定される配列が、例えば、整列
化のためにデフォルトパラメータを用いたＢＬＡＳＴ、バージョン２．２．１４を使用し
て、最適に整列および比較される時、典型的に、高い相同性については、ヌクレオチドの
うちの少なくとも７０％のヌクレオチドにおいて、適切なヌクレオチド挿入もしくは欠失
、またはアミノ酸挿入もしくは欠失を伴って、同一であることを示す。ポリペプチドに関
しては、ポリペプチドにおいて少なくとも３０％のアミノ酸同一性、またはより高い相同
性に対しては少なくとも５０％のアミノ酸同一性が存在するべきである。「ホモログ」ま
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たは「相同」という用語はまた、本明細書において使用される際、構造に関しての相同性
を指す。遺伝子またはポリペプチドのホモログの判定は、当業者によって容易に確認する
ことができる。規定の割合（％）を伴う文脈にある時、規定の相同性の割合（％）は、少
なくともその割合（％）のアミノ酸の類似性を意味する。例えば、８５％の相同性は、少
なくとも８５％のアミノ酸の類似性を指す。
【００６８】
　本明細書において使用される際、核酸配列、タンパク質、またはポリペプチドへの「非
相同」という用語の言及は、これらの分子が、その細胞において、天然に存在しないこと
を意味する。例えば、例えば、タンパク質発現ベクターの文脈において、細胞に挿入され
る、本明細書において説明される融合抗原ポリペプチドをコード化する核酸配列は、非相
同核酸配列である。
【００６９】
　配列比較に関して、典型的に１つの配列が、試験配列が比較される参照配列として機能
する。配列比較アルゴリズムを使用する時、試験および参照配列は、コンピュータに入力
され、必要な場合、部分配列座標が指定され、配列アルゴリズムプログラムパラメータが
指定される。次いで、配列比較アルゴリズムは、指定されたプログラムパラメータに基づ
いて、参照配列に対する試験配列（複数を含む）に関する配列同一性の割合（％）を計算
する。必要な、または所望される場合、比較のための配列の最適な整列化を、任意の多様
な手法によって行うことができ、これらは、当該技術分野において公知である。
【００７０】
　「変異型」という用語は、本明細書において使用される際、１つ以上のアミノ酸または
核酸の欠失、追加、置換、もしくは側鎖修飾によって、天然に存在するポリペプチドまた
は核酸とは異なるが、なお天然に存在する分子の１つ以上の特異的機能または生物学的活
性を保持する、ポリペプチドまたは核酸を指し得る。アミノ酸置換は、アミノ酸が異なる
天然に存在するまたは非従来のアミノ酸残基で置き換えられる改変を含む。かかる置換は
、「保存的」として分類され得、この場合、ポリペプチドに含有されるアミノ酸残基は、
極性、側鎖機能、またはサイズのいずれかに関して、別の天然に存在するアミノ酸または
類似の特徴で置き換えられる。本明細書において説明される変異型によって包含される置
換はまた、「非保存的」であり得、ここでは、ペプチドに存在するアミノ酸残基は、異な
る特性を有するアミノ酸で置換される（例えば、アラニンでの荷電もしくは疎水性アミノ
酸の置換）か、または代替的に、天然に存在するアミノ酸は、非従来のアミノ酸で置換さ
れる。「変異型」という用語には、ポリヌクレオチドまたはポリペプチドへの言及ととも
に使用される時、それぞれ参照ポリヌクレオチドまたはポリペプチドと比較して（例えば
、野生型ポリヌクレオチドまたはポリペプチドと比較して）、１次、２次、または３次構
造における変型が包含される。
【００７１】
　元の抗原と比較して、抗原または抗原の機能的誘導体の変異型を参照して使用される時
、「実質的に同様」という用語は、特定の対象配列が、１つ以上の置換、欠失、または追
加によって、抗原ポリペプチドの配列から変化するが、対象において免疫応答を誘発する
ように、少なくとも５０％またはそれ以上、例えば、少なくとも６０％、７０％、８０％
、９０％（各数値を含む）、またはそれ以上の抗原の機能を保持することを意味する。ポ
リヌクレオチド配列を判定する際、実質的に類似のアミノ酸配列をコード化することが可
能な全ての対象ポリヌクレオチド配列は、コドン配列における相違にかかわらず、参照ポ
リヌクレオチド配列と実質的に類似であると考えられる。ヌクレオチド配列は、（ａ）ヌ
クレオチド配列が、ネイティブ抗原配列のコード化領域にハイブリダイズするか、または
（ｂ）ヌクレオチド配列が、適度にストリンジェントな条件下で、ネイティブ抗原のヌク
レオチド配列にハイブリダイズすることが可能であり、ネイティブ抗原タンパク質と類似
の生物学的活性を有するか、または（ｃ）ヌクレオチド配列が、（ａ）もしくは（ｂ）に
定義されるヌクレオチド配列に対する遺伝子コードの結果として、縮退している場合、所
与の抗原核酸配列に「実質的に類似」である。実質的に類似のタンパク質は、典型的に、
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ネイティブタンパク質の対応する配列に約８０％を超えて類似する。
【００７２】
　変異型は、以降で説明されるように、保存的または非保存的アミノ酸変化を含むことが
できる。ポリヌクレオチド変化は、参照配列によってコード化されるポリペプチドにおけ
るアミノ酸置換、追加、欠失、融合、および切断をもたらし得る。変異型はまた、変異型
の基礎であるペプチド配列において通常生じない、アミノ酸および他の分子の挿入および
置換）、例えば、これに限定されないが、ヒトタンパク質において通常生じないオルニチ
ンの挿入を含む、アミノ酸の挿入、欠失、または置換を含み得る。「保存的アミノ酸置換
」は、１つのアミノ酸を、類似の構造的および／または化学的特性を有する別のもので置
き換えることに起因する。機能的に類似のアミノ酸を提供する保存的置換表は、当該技術
分野において公知である。例えば、以下の６つの群は、各々、互いに保存的置換であるア
ミノ酸を含有する：（１）アラニン（Ａ）、セリン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）；（２）ア
スパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；（３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ
）；（４）アルギニン（Ｒ）、リジン（Ｋ）；（５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ
）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；および（６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン
（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）。例えば、Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，　ＰＲＯＴＥＩＮＳ　（
Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃｏ．，１９８４）を参照されたい。
【００７３】
　保存的アミノ酸の選択肢は、ペプチドにおける置換されるべきアミノ酸の場所、例えば
、アミノ酸が、ペプチドの外側にあり、溶媒に曝露されるか、または内側にあり、溶媒に
曝露されないかどうかに基づいて、選択され得る。かかる保存的アミノ酸置換の選択は、
当業者の技能内である。したがって、タンパク質またはペプチドの外部のアミノ酸（即ち
、溶媒に曝露されるアミノ酸）に好適な保存的アミノ酸置換を選択することができる。こ
れらの置換としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：ＦによるＹの置換、
ＳまたはＫによるＴの置換、ＡによるＰの置換、ＤまたはＱによるＥの置換、ＤまたはＧ
によるＮの置換、ＫによるＲの置換、ＮまたはＡによるＧの置換、ＳまたはＫによるＴの
置換、ＮまたはＥによるＤの置換、ＬまたはＶによるＩの置換、ＹによるＦの置換、Ｔま
たはＡによるＳの置換、ＫによるＲの置換、ＮまたはＡによるＧの置換、ＲによるＫの置
換、Ｓ、Ｋ、またはＰによるＡの置換。
【００７４】
　代替的に、タンパク質またはペプチドの内部のアミノ酸（即ち、溶媒に曝露されないア
ミノ酸）に好適な保存的アミノ酸置換を選択することができる。例えば、以下の保存的置
換を使用することができる：ＦによるＹの位置の置換、ＡまたはＳによるＴの置換、Ｌま
たはＶによるＩの置換、ＹによるＷの置換、ＬによるＭの置換、ＤによるＮの置換、Ａに
よるＧの置換、ＡまたはＳによるＴの置換、ＮによるＤの置換、ＬまたはＶによるＩの置
換、ＹまたはＬによるＦの置換、ＡまたはＴによるＳの置換、およびＳ、Ｇ、Ｔ、または
ＶによるＡの置換。一部の実施形態において、非保存的アミノ酸置換を含むＬＦポリペプ
チドもまた、「変異型」という用語内に包含される。本明細書において使用される際、「
非保存的」置換という用語は、異なる化学的特性を有する異なるアミノ酸残基に対する、
アミノ酸残基の置換を指す。非保存的置換の非限定的な例としては、グリシン（Ｇ）で置
き換えられているアスパラギン酸（Ｄ）；リジン（Ｋ）で置き換えられているアスパラギ
ン（Ｎ）；およびアルギニン（Ｒ）で置き換えられているアラニン（Ａ）が挙げられる。
【００７５】
　「誘導体」という用語は、本明細書において使用される際、例えば、ユビキチン化、標
識化、ペグ化（ポリエチレングリコールでの誘導体化）、または他の分子の追加によって
、化学的に修飾されたタンパク質またはペプチドを指す。分子はまた、それが、通常、分
子の一部ではない、追加の化学部分を含有する時、別の分子の「誘導体」である。かかる
部分は、分子の溶解性、吸収、生物学的半減期等を改善することができる。部分は、代替
的に、分子の毒性を減少させること、または分子の望ましくない副作用を排除もしくは軽
減すること等ができる。かかる効果を媒介することが可能な部分は、ＲＥＭＩＮＧＴＯＮ
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'Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ（２１ｓｔ　ｅｄ．，　Ｔｏｒ
ｙ，　ｅｄ．，　Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　＆　Ｗｉｌｋｉｎｓ，　Ｂ
ａｌｔｉｍｏｒｅ，　ＭＤ，　２００６）に開示される。
【００７６】
「誘導体」または「変異型」と関連して使用される時、「機能」という用語は、該誘導体
または変異型の元である実体または分子の生物学的活性に実質的に類似である生物学的活
性を有するタンパク質分子を指す。この文脈における「実質的に類似」は、生物学的活性
、例えば、ポリペプチドの抗原性が、参照、例えば対応する野生型ポリペプチドの少なく
とも５０％の活性、例えば、少なくとも６０％の活性、７０％の活性、８０％の活性、９
０％の活性、９５％の活性、１００％の活性、またはさらにはより高い（即ち、変異型ま
たは誘導体が、野生型を上回る活性を有する）、例えば、１１０％の活性、１２０％の活
性（各数値を含む）、またはそれ以上の活性と同じであることを意味する。
【００７７】
　核酸分子を説明するために使用される時、「組み換え」という用語は、その起源または
操作により、それが自然界においては関連付けられるポリヌクレオチド配列の全てまたは
一部分と関連付けられない、ゲノム、ｃＤＮＡ、ウイルス、半合成、および／もしくは合
成起源のポリヌクレオチドを意味する。組み換えという用語は、ペプチド、ポリペプチド
、タンパク質、または組み換え融合タンパク質に関して使用される際、組み換えポリヌク
レオチドからの発現によって生成されるポリペプチドを意味する。組み換えという用語は
、宿主細胞に関して使用される際、組み換えポリヌクレオチドが組み込まれている宿主細
胞を意味する。組み換えはまた、材料（例えば、細胞、核酸、タンパク質、またはベクタ
ー）に関して、材料が、非相同材料（例えば、細胞、核酸、タンパク質、またはベクター
）の導入によって修飾されていることを指すために、本明細書において使用される。
【００７８】
　「ベクター」という用語は、それが連結されている非相同核酸を、宿主細胞に対し輸送
するまたはその発現の媒介することが可能な核酸分子を指し、プラスミドは、「ベクター
」という用語によって包含される属の種である。「ベクター」という用語は、典型的に、
複製起源、ならびに宿主細胞における複製および／または維持に必要な他の実体を含有す
る核酸配列を指す。それらが機能的に連結される遺伝子および／または核酸配列の発現を
指示することが可能なベクターは、本明細書において、「発現ベクター」と称される。一
般的に、有用な発現ベクターは、しばしば、それらのベクター形態において、染色体に結
合されず、典型的に、安定したもしくは一時的な発現のための実体、またはコード化され
たＤＮＡを含む、環状二重鎖ＤＮＡ分子を指す、「プラスミド」の形態である。本明細書
において開示される方法において使用することができる他の発現ベクターとしては、プラ
スミド、エピソーム、細菌人工染色体、酵母人工染色体、バクテリオファージ、またはウ
イルスベクターが挙げられるが、これらに限定されず、かかるベクターは、宿主のゲノム
に統合される、または特定の細胞において自律的に複製することができる。ベクターは、
ＤＮＡまたはＲＮＡベクターであり得る。同等の機能を果たす、当業者によって既知の他
の形態の発現ベクター、例えば、自己複製染色体外ベクター、または宿主ゲノムに統合す
るベクターもまた、使用することができる。好ましいベクターは、それらが連結される核
酸の自律複製および／または発現が可能なものである。
【００７９】
　「低減された」もしくは「低減する」または「減少する」という用語は、本明細書にお
いて使用される際、概して、参照に対して統計的に有意な量の減少を意味する。誤解を避
けるために、「低減された」は、該用語が本明細書において定義されるように、参照レベ
ルと比較して、少なくとも１０％の統計的に有意な減少、例えば、少なくとも２０％、少
なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、または少なくとも６０％、また
は少なくとも７０％、または少なくとも８０％、少なくとも９０％、またはそれ以上の減
少、最大１００％（１００％を含む）の減少（即ち、参照試料と比較して非存在レベル）
、または参照レベルと比較して１０～１００％の任意の減少を意味する。
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　「低い」という用語は、本明細書において使用される際、概して、統計的に有意な量、
より低いことを意味し、誤解を避けるために、「低い」は、参照レベルよりも少なくとも
１０％低い統計的に有意な値、例えば、参照レベルよりも少なくとも２０％低い、参照レ
ベルよりも少なくとも３０％低い、参照レベルよりも少なくとも４０％低い、参照レベル
よりも少なくとも５０％低い、参照レベルよりも少なくとも６０％低い、参照レベルより
も少なくとも７０％低い、参照レベルよりも少なくとも８０％低い、参照レベルよりも少
なくとも９０％低い、参照レベルよりも最大１００％（１００％を含む）低い値（即ち、
参照試料と比較して非存在レベル）を意味する。
【００８１】
　「増加された」または「増加する」という用語は、本明細書において使用される際、該
用語が本明細書において定義されるように、概して、統計的に有意な量の増加、例として
、参照レベルと比較して少なくとも１０％の統計的に有意な増加を意味し、これは、少な
くとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６
０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも１００％（
各数値を含む）、またはそれ以上の増加を含み、例えば、参照レベルと比較して、少なく
とも２倍、少なくとも３倍、少なくとも４倍、少なくとも５倍、少なくとも１０倍の増加
またはそれ以上を含む。
【００８２】
　「高い」という用語は、本明細書において使用される際、概して、参照に対して統計的
に有意な量、例として、参照レベルよりも少なくとも１０％高い、例えば、少なくとも２
０％高い、少なくとも３０％高い、少なくとも４０％高い、少なくとも５０％高い、少な
くとも６０％高い、少なくとも７０％高い、少なくとも８０％高い、少なくとも９０％高
い、少なくとも１００％高い（各数値を含む）統計的に有意な値だけ、より高いことを意
味し、例として、参照レベルと比較して、少なくとも２倍高い、少なくとも３倍高い、少
なくとも４倍高い、少なくとも５倍高い、少なくとも１０倍以上高い、またはそれ以上で
ある。
【００８３】
　本明細書において使用される際、「含む／備える（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という用
語は、提示される規定の要素に加えて、他の要素もまた、存在し得ることを意味する。「
含む／備える」の使用は、限定ではなくむしろ包含を示す。
【００８４】
　「～から成る」という用語は、実施形態のその説明において列挙されないいかなる要素
も除く、本明細書において説明される組成物、方法、およびそのそれぞれの構成要素を指
す。
【００８５】
　本明細書において使用される際、「本質的に～から成る」という用語は、所与の実施形
態に必要とされるそれらの要素を指す。この用語は、本発明のその実施形態の基本的およ
び新規のまたは機能的特徴（複数を含む）に物質的に影響しない要素の存在を許容する。
【００８６】
　本発明は、特定の、広範囲の、または多様な抗原性標的を誘発するために設計および製
造することができる、柔軟性があり、かつ多用途の組成物を提供する。表１は、ＭＡＰＳ
実施形態の柔軟性を想定するための単純な例示的な指針を提供する。
【００８７】
（表１）ＭＡＰＳプラットフォームの多用途性
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【００８８】
ポリマー
　ＭＡＰの一構成要素は、「バックボーン」、典型的には、ポリマーから成る。ポリマー
は、抗原性または非抗原性であり得る。それは、本明細書において説明されるように、広
範な物質で作製することができるが、ただし、ポリマーは、免疫原性的に免疫系に結合抗
原を提示する手段として働く。一部の実施形態において、ポリマーは、合成ポリマーであ
る。一部の実施形態において、ポリマーは、天然に存在するポリマー、例えば、細菌細胞
に由来またはそれから精製される多糖である。一部の実施形態において、多糖は、真核細
胞、例えば、真菌、昆虫、または植物細胞に由来、またはそれらから精製される。なお他
の実施形態において、ポリマーは、ウイルス感染細胞または癌細胞といった、哺乳類細胞
に由来する。一般的に、かかるポリマーは、当該技術分野において公知であり、本明細書
において開示される方法および組成物における使用のために包含される。
【００８９】
　一部の実施形態において、ポリマーは、以下より選択される多糖である：デキストラン
、チフス菌のＶｉ多糖、肺炎球菌莢膜多糖、肺炎球菌細胞壁多糖（ＣＷＰＳ）、髄膜炎菌
多糖、ヘモフィルスインフルエンザｂ型多糖、またはウイルス、原核生物、もしくは真核
起源の任意の別の多糖。
【００９０】
　一部の実施形態において、多糖は、抗原性糖部分から成る、またはそれを含む。例えば
、一部の実施形態において、本明細書において開示される方法および免疫原性組成物にお
ける使用のための多糖は、チフス菌のＶｉ多糖である。Ｖｉ莢膜多糖は、腸チフスといっ
た細菌腸内感染に対して開発されている。Ｒｏｂｂｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，　１５０　Ｊ
．　Ｉｎｆｅｃｔ．　Ｄｉｓ．　４３６（１９８４）；Ｌｅｖｉｎｅ　ｅｔ　ａｌ．，　
７　Ｂａｉｌｌｉｅｒｅｓ　Ｃｌｉｎ．　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ．　５０１（１９
９３）。Ｖｉは、Ｃ－２位にＮアセチル、およびＣ－３位に可変Ｏ－アセチル化を有する
、α－１→４－ガラクツロン酸のポリマーである。チフス菌の病原性は、この分子の発現
と相関する。Ｓｈａｒｍａ　ｅｔ　ａｌ．，　１０１　ＰＮＡＳ　１７４９２（２００４
）。チフス菌のＶｉ多糖ワクチンは、いくつかの利点を有する。副作用は、低頻度かつ軽
度であり、単回投与は、一貫した免疫原性および有効性をもたらす。Ｖｉ多糖は、他の多
糖ワクチンに対して検証された物理化学的方法によって確実に標準化され得、Ｖｉは、室
温で安定しており、それは、免疫原性および耐性に影響することなく、他のワクチンと同
時に投与されてもよい。　Ａｚｚｅ　ｅｔ　ａｌ．，　２１　Ｖａｃｃｉｎｅ　２７５８
　（２００３）。
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【００９１】
　このため、チフス菌のＶｉ多糖は、少なくとも１つの抗原を多糖に結合させるために、
本明細書において開示されるように、第１の親和性分子に架橋されてもよい。一部の実施
形態において、抗原は、得られる免疫原性組成物が、１つの病原体、または２つの異なる
病原体に対する少なくともいくらかのレベルの免疫を付与するように、同じ、または別の
生物体由来のものとすることができる。抗原が、肺炎球菌に対する防護を付与する場合、
ポリマー骨格がＶｉ多糖である免疫原性組成物は、チフス菌および肺炎球菌の両方に対す
る免疫原性応答を高めることができる。他の例は、２つの異なる病原体に対する免疫応答
を高める免疫原性組成物を提供するように、被包性細菌（髄膜炎菌、黄色ブドウ球菌、肺
炎球菌、Ｈｉｂ等）からの糖、および結核抗原を組み合わせることを含む。
【００９２】
　デキストラン、細菌細胞壁多糖（ＣＷＰＳ）等の代わりに本発明において使用され得る
他の多糖（ＰＳ）部分としては、癌の炭水化物抗原が挙げられる。
【００９３】
　さらに、肺炎球菌多糖に関して、多糖は、例えば、血清型１、２、３、４、５、６Ａ、
６Ｂ、６Ｃ、６Ｄ、７Ｆ、８、９Ｎ、９Ｖ、１０Ａ、１１Ａ、１２Ｆ、１４、１５Ｂ、１
７Ｆ、１８Ｃ、１９Ａ、１９Ｆ、２０、２２Ｆ、２３Ｆ、および３３Ｆを含むが、これら
に限定されない、これまでに識別されている肺炎球菌の９３以上の血清型のいずれかに由
来することができる。追加の血清型が、本明細書において説明される本免疫原性組成物に
おいて識別され、含まれ得る。２つ以上の肺炎球菌多糖を、本免疫原性組成物のポリマー
バックボーンとして、または本ＭＡＰＳ組成物を含むワクチンに含むことができる。
【００９４】
　多糖はまた、本発明に由来することができ、免疫原性組成物は、血清群Ａ、Ｃ、Ｗ、Ｗ
１３５、またはＹのうちの少なくとも１つ、２つ、３つ、または４つからの髄膜炎菌莢膜
多糖を含む。
【００９５】
　さらなる実施形態は、黄色ブドウ球菌の多糖またはオリゴ糖の５型、８型、またはいず
れかを含む。
【００９６】
　一部の実施形態において、ポリマーは、２つ以上のタイプのポリマーを含む、キメラポ
リマーである。例えば、本明細書において開示される免疫原性組成物のポリマーは、ポリ
マーＡの部分、およびポリマーＢの残りの部分を含むことができる。単一のＭＡＰＳバッ
クボーン実体において使用することができる、異なるタイプのポリマーの量に制限はない
。一部の実施形態において、ポリマーが分岐ポリマーである場合、鎖ポリマーは、ポリマ
ーＡとすることができ、分岐は、少なくとも１つ、または少なくとも２つ、または少なく
とも３つまたはそれ以上の異なるポリマーとすることができる。
【００９７】
　一部の実施形態において、ポリマーは、分岐ポリマーである。一部の実施形態において
、ポリマーは、一本鎖ポリマーである。
【００９８】
　一部の実施形態において、ポリマーは、少なくとも１０個の炭水化物繰り返し単位、ま
たは少なくとも２０個、または少なくとも５０個、または少なくとも７５個、または少な
くとも１００個、または少なくとも１５０個、または少なくとも２００個、または少なく
とも２５０個、または少なくとも３００個、または少なくとも３５０個、または少なくと
も４００個、または少なくとも４５０個、または少なくとも５００個、または５００個を
超える（各数値を含む）繰り返し単位を含む多糖である。
【００９９】
　本発明の一態様において、多糖（ＰＳ）は、＜５００ｋＤａまたは＞５００ｋＤａの分
子量を有することができる。本発明の別の態様において、ＰＳは、＜７０ｋＤａの分子量
を有する。
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【０１００】
　一部の実施形態において、ポリマーは、大きい分子量のポリマーであり、例えば、ポリ
マーは、約４２５以上５００ｋＤａ以下の、例えば、少なくとも３００ｋＤａ、または少
なくとも３５０ｋＤａ、または少なくとも４００ｋＤａ、または少なくとも４２５ｋＤａ
、または少なくとも４５０ｋＤａ、または少なくとも５００ｋＤａ、または５００ｋＤａ
よりも大きい（各数値を含む）平均分子量であるが、典型的には、５００ｋＤａ未満の平
均分子量であり得る。
【０１０１】
　一部の実施形態において、ポリマーは、小さい分子量のポリマーであり得、例えば、ポ
リマーは、約６０ｋＤＡ～約９０ｋＤａ、例えば、少なくとも５０ｋＤａ、または少なく
とも６０ｋＤａ、または少なくとも７０ｋＤａ、または少なくとも８０ｋＤａ、または少
なくとも９０ｋＤａ、または少なくとも１００ｋＤａ、または１００ｋＤａよりも大きい
（各数値を含む）の平均分子量であるが、一般的には、約１２０ｋＤａ未満の平均分子量
であり得る。
【０１０２】
　一部の実施形態において、ポリマーは、天然源から採取および精製され、他の実施形態
においては、ポリマーは、合成である。合成多糖を含む、合成ポリマーを生成するための
方法は、当業者に既知であり、本明細書において開示される組成物および方法に包含され
る。
【０１０３】
　１つ以上の抗原または抗原タイプに対するバックボーンとして働くことができる多糖ポ
リマーのうちのほんのいくつかを、表２に例示する。
【０１０４】
（表２）例示的な多糖ポリマーＭＡＰＳバックボーンおよび関連する例示的な抗原

【０１０５】
　本明細書において説明される免疫原性ＭＡＰＳ組成物において使用することができる追
加のポリマーとしては、ポリエチレングリコール系ポリマー、ポリ（オルトエステル）ポ
リマー、ポリアクリルキャリア、ＰＬＧＡ、ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）、ポリアミド
アミン（ＰＡＭＡＭ）デンドリマー、β－アミノエステルポリマー、ポリリン酸エステル
（ＰＰＥ）、リポソーム、ポリマーソーム、核酸、ホスホロチオエート化オリゴヌクレオ
チド、キトサン、シルク、高分子ミセル、タンパク質ポリマー、ウイルス粒子、ウイルス
様粒子（ＶＬＰ）、または他の微粒子が挙げられる。例えば、Ｅｌ－Ｓａｙｅｄ　ｅｔ　
ａｌ．，　Ｓｍａｒｔ　Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｃａｒｒｉｅｒｓ　ｆｏｒ　Ｅｎｈａｎｃｅｄ
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　Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｏｆ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌｅｓ，　５　Ｅｘｐ．　Ｏｐ．　Ｂｉｏｌ．　Ｔｈｅｒａｐｙ，　２３　（
２００５）を参照されたい。核酸送達のために開発される生体適合性ポリマーは、本明細
書におけるバックボーンとしての使用のために適合され得る。例えば、ＢＩＯＣＯＭＰＡ
ＴＩＢＬＥ　ＰＯＬ．　ＮＵＣＬ．　ＡＣＩＤ．　ＤＥＬＩＶ．　（Ｄｏｍｂ　ｅｔ　ａ
ｌ．，　ｅｄｓ．，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．　Ｈｏｂｏｋｅ
ｎ，　ＮＪ，　２０１１）を参照されたい。
【０１０６】
　例えば、ＶＬＰは、ウイルスに似ているが、それらは、いかなるウイルス遺伝子材料も
含有しないため、非感染性である。エンベロープまたはカプシド構成要素といった、ウイ
ルス構造タンパク質の組み換え発現を含む発現は、ＶＬＰの自己集合をもたらし得る。Ｖ
ＬＰは、パルボウイルス（例えば、アデノ関連ウイルス）、レトロウイルス（例えば、Ｈ
ＩＶ）、およびフラビウイルス（例えば、ＢまたはＣ型肝炎ウイルス）を含む、多種多様
なウイルスファミリーの構成要素から生成されている。ＶＬＰは、哺乳類細胞株、昆虫細
胞株、酵母、および植物細胞を含む、多様な細胞培養系において生成することができる。
組み換えＶＬＰは、ウイルス構成要素を本明細書において説明される組み換え抗原に融合
することができるため、特に有利である。
【０１０７】
抗原
　本明細書において開示される免疫原性組成物は、対象において免疫応答を誘発するあら
ゆる抗原を含むことができる。一部の実施形態において、少なくとも１つまたはそれ以上
の抗原は、組成物のポリマーと結合される。一部の実施形態において、少なくとも２個、
または少なくとも３個、または少なくとも５個、または少なくとも１０個、または少なく
とも１５個、または少なくとも２０個、または少なくとも５０個、または少なくとも１０
０個、または１００個を超える抗原が、本明細書において開示されるポリマーと結合して
もよい。一部の実施形態において、免疫原性組成物が１個を超える抗原を含む場合、これ
らの抗原は同じ抗原であってもよく、またはこれらの抗原は、ポリマーと結合した多様な
異なる抗原であってもよい。一部の実施形態において、免疫原性組成物が１個を超える抗
原を含む場合、この抗原は、同じ病原体由来または異なる病原体由来の抗原であってもよ
く、あるいは代替的に、同じ病原体由来の異なる抗原、または異なる血清型の病原体由来
の同様の抗原であってもよい。
【０１０８】
　本明細書において説明される免疫原性組成物および方法で使用するための抗原は、病原
性ペプチド、毒素、トキソイド、それらのサブユニット、またはそれらの組み合わせ（例
えば、コレラ毒素、破傷風トキソイド）を含むがこれらに限定されない、いかなる抗原で
あってもよい。
【０１０９】
　一部の実施形態において、相補的親和性分子と融合されていてもよい抗原は、感染性疾
患、または癌もしくは免疫疾患と関連するいかなる抗原であってもよい。一部の実施形態
において、抗原は、ウイルス、細菌、真菌、または寄生生物を含む多様な感染因子のいず
れによって発現された抗原であってもよい。
【０１１０】
　一部の実施形態において、抗原は、病原性生物体に由来する（例えば、これから取得さ
れる）。一部の実施形態において、抗原は、癌抗原または腫瘍抗原、例えば、腫瘍細胞ま
たは癌細胞に由来する抗原である。
【０１１１】
　一部の実施形態において、病原性生物体に由来する抗原は、感染性疾患に関連する抗原
であり、これはウイルス、細菌、真菌、または寄生生物を含む多様な感染病原体のいずれ
に由来してもよい。
【０１１２】
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　一部の実施形態において、標的抗原は、病態、例えば、感染性疾患または病原体、ある
いは癌または自己免疫疾患等の免疫疾患に関連するあらゆる抗原である。一部の実施形態
において、抗原は、ウイルス、細菌、真菌、または寄生生物を含む多様な感染病原体のい
ずれによって発現されてもよい。本明細書において開示される方法および組成物で使用す
るための標的抗原はまた、例えば、病原性ペプチド、毒素、トキソイド、それらのサブユ
ニット、またはそれらの組み合わせ（例えば、コレラ毒素、破傷風トキソイド）も含み得
る。
【０１１３】
　感染性ウイルスの非限定的な例としては、レトロウイルス科；ピコルナウイルス科（例
えば、ポリオウイルス、Ａ型肝炎ウイルス；エンテロウイルス、ヒトコクサッキーウイル
ス、ライノウイルス、エコーウイルス）；カリシウイルス科（胃腸炎を引き起こす株等）
；トガウイルス科（例えば、ウマ脳炎ウイルス、風疹ウイルス）；フラビウイルス科（例
えば、デング熱ウイルス、脳炎ウイルス、黄熱病ウイルス）；コロナウイルス科（例えば
、コロナウイルス）；ラブドウイルス科（例えば、水疱性口内炎ウイルス、狂犬病ウイル
ス）；フィロウイルス科（例えば、エボラウイルス）；パラミクソウイルス科（例えば、
パラインフルエンザウイルス、ムンプスウイルス、麻疹ウイルス、呼吸器合胞体ウイルス
）；オルトミクソウイルス科（例えば、インフルエンザウイルス）；ブンガウイルス科（
例えば、ハンターンウイルス、ブンガウイルス、フレボウイルス、およびナイロウイルス
）；アレナウイルス科（出血熱ウイルス）；レオウイルス科（例えば、レオウイルス、オ
ルビウイルス、およびロタウイルス）；ビルナウイルス科；ヘパドナウイルス科（Ｂ型肝
炎ウイルス）；パルボウイルス科（パルボウイルス）；パポバウイルス科（パピローマウ
イルス、ポリオーマウイルス）；アデノウイルス科（ほとんどのアデノウイルス）；ヘル
ペスウイルス科（単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）１およびＨＳＶ－２、水痘帯状疱疹ウ
イルス、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、マレック病ウイルス、ヘルペスウイルス）；
ポックスウイルス科（天然痘ウイルス、ワクシニアウイルス、ポックスウイルス）；およ
びイリドウイルス科（アフリカブタ熱ウイルス等）；ならびに未分類ウイルス（例えば、
海綿状脳症の病原因子、デルタ肝炎の因子（Ｂ型肝炎ウイルスの欠損サテライトであると
考えられる）、非Ａ非Ｂ型肝炎の因子（クラス１＝内部伝染型；クラス２＝非経口伝染型
（即ち、Ｃ型肝炎）；ノーウォークウイルスおよび関連ウイルス、ならびにアストロウイ
ルス）が挙げられる。本明細書において説明される組成物および方法は、これらのウイル
ス因子による感染症の治療における使用が企図される。
【０１１４】
　本実施形態に抗原を含めることにより対処可能な真菌感染症の例としては、アスペルギ
ルス症、鵞口瘡（カンジダ・アルビカンスにより引き起こされる）、クリプトコッカス症
（クリプトコッカスにより引き起こされる）、およびヒストプラスマ症が挙げられる。こ
のため、感染性真菌の例としては、クリプトコッカス・ネオフォルマンス、ヒストプラズ
マ・カプスラーツム、コクシジオイデス・イミチス、ブラストミセス・デルマチチジス、
クラミジア・トラコマチス、カンジダ・アルビカンスが挙げられるが、これらに限定され
ない。これらの生物体の構成要素は、本明細書において説明されるＭＡＰＳに抗原として
含めることができる。
【０１１５】
　本発明の一態様では、抗原は、感染性微生物、例えば、百日咳菌、ブルセラ菌、腸球菌
属の種、髄膜炎菌、淋菌、モラクセラ、分類可能もしくは分類不可能なヘモフィルス、シ
ュードモナス、サルモネラ、赤痢菌、エンテロバクター、シトロバクター、クレブシエラ
、大腸菌、ヘリコバクター・ピロリ、クロストリジウム、バクテロイド、クラミジア科、
コレラ菌、マイコプラズマ、トレポネーマ、ライム病ボレリア、レジオネラ・ニューモフ
ィラ、マイコバクテリウム属の種（結核菌、マイコバクテリウム・アビウム、マイコバク
テリウム・イントラセルラーレ、カンサシ菌（Ｍ．ｋａｎｓａｉｉ）、マイコバクテリウ
ム・ゴルドナエ、ライ菌（Ｍ．　ｌｅｐｒａｅ）等）、黄色ブドウ球菌、リステリア菌（
Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）、化膿性連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃ
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ｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）（Ａ群レンサ球菌）、ストレプトコッカス・アガラクチ
ア（Ｂ群連鎖球菌）、連鎖球菌（ビリダンス群）、ストレプトコッカス・フェカリス、ス
トレプトコッカス・ボビス、連鎖球菌（嫌気性種）、肺炎連鎖球菌、病原性カンピロバク
ター属の種、腸球菌属の種、インフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅ
ｎｚａｅ）、炭疽菌、ジフテリア菌（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｉｐｈｔｈｅ
ｒｉａｅ）、コリネバクテリウム属の種、ブタ丹毒菌（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈｒｉｘ　
ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ）、ウェルシュ菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉ
ｎｇｅｎ）、破傷風菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｔｅｔａｎｉ）、エンテロバクター・
エロゲネス、肺炎桿菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、レプトスピラ
属の種、パスツレラ・マルトシダ、バクテロイド属の種、フソバクテリウム・ヌクレアタ
ム、ストレプトバシラス・モニリフォルミス、梅毒トレポネーマ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　
ｐａｌｌｉｄｉｕｍ）、トレポネーマ・ペルテニュ、およびアクチノマイセス・イスラエ
リーに由来する。本明細書において説明される組成物および方法は、これらの細菌因子に
対する感染症の治療または予防における使用が企図される。
【０１１６】
　抗原が由来し得る追加の寄生生物病原体としては、例えば、赤痢アメーバ、熱帯熱マラ
リア原虫、リーシュマニア種、トキソプラズマ原虫、リケッチア、および蠕虫類が挙げら
れる。
【０１１７】
　本発明の別の態様では、抗原は、切断肺炎球菌ＰｓａＡタンパク質、肺炎球菌溶血素ト
キソイド肺炎球菌セリン／トレオニンタンパク質キナーゼ（ＳｔｋＰ）、肺炎球菌セリン
／トレオニンタンパク質キナーゼ繰り返し単位（ＳｔｋＰＲ）、肺炎球菌ＰｃｓＢタンパ
ク質、ブドウ球菌α溶血素、結核菌ｍｔｂタンパク質ＥＳＡＴ－６、結核菌細胞壁コア抗
原、クラミジアＣＴ１４４、ＣＴ２４２、もしくはＣＴ８１２ポリペプチドまたはこれら
のフラグメント、クラミジアＤＮＡジャイレースサブユニットＢ、クラミジア亜硫酸塩合
成／二リン酸脱リン酸化酵素、クラミジア細胞分裂タンパク質ＦｔｓＹ、クラミジアメチ
オニル－ｔＲＮＡ合成酵素、クラミジアＤＮＡヘリカーゼ（ｕｖｒＤ）、クラミジアＡＴ
Ｐ合成酵素サブユニットＩ（ａｔｐＩ）、またはクラミジア金属依存性加水分解酵素であ
る。
【０１１８】
　本発明の一実施形態は、細胞内細菌性寄生生物である病原体結核菌（ＴＢ）を標的とす
る免疫原性組成物を提供する。ＴＢ抗原の一例は、ＴｂＨ９（Ｍｔｂ　３９Ａとしても知
られている）である。他のＴＢ抗原としては、ＤＰＶ（Ｍｔｂ８．４としても知られてい
る）、３８１、Ｍｔｂ４１、Ｍｔｂ４０、Ｍｔｂ３２Ａ、Ｍｔｂ６４、Ｍｔｂ８３、Ｍｔ
ｂ９．９Ａ、Ｍｔｂ９．８、Ｍｔｂ１６、Ｍｔｂ７２ｆ、Ｍｔｂ５９ｆ、Ｍｔｂ８８ｆ、
Ｍｔｂ７１ｆ、Ｍｔｂ４６ｆ、およびＭｔｂ３１ｆ（「ｆ」は、それが融合体であるか、
または２つ以上のタンパク質であることを示す）が挙げられるが、これらに限定されない
。
【０１１９】
　上述のように、本発明の免疫原性組成物に使用するための抗原は、クラミジア種に由来
してもよい。クラミジア科（クラミジア属およびクラミドフィラ属からなる）は、偏性細
胞内グラム陰性細菌である。クラミジア・トラコマチス感染症は、最もよく見られる細菌
性性感染症の１つであり、毎年おそらく８，９００万人が新たに性器クラミジア感染症を
発症している。本発明のクラミジアには、例えば、クラミジア・トラコマチス、肺炎クラ
ミジア、クラミジア・ムリダルム、クラミジア・スイス（Ｃ．ｓｕｉｓ）、クラミドフィ
ラ・アボルタス（Ｃｈｌａｍｙｄｏｐｈｉｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ）、クラミドフィラ・シ
タッシ、クラミドフィラ・キャビエ（Ｃｈｌａｍｙｄｏｐｈｉｌａ　ｃａｖｉａｅ）、ク
ラミドフィラ・フェリス、クラミドフィラ・ペコルム（Ｃｈｌａｍｙｄｏｐｈｉｌａ　ｐ
ｅｃｏｒｕｍ）、および肺炎クラミジアが含まれる。クラミジア感染症の動物モデルは、
Ｔ細胞が、初期感染の排除および感受性宿主の再感染予防の双方において重要な役割を果
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たすことを立証した。したがって、本明細書において開示される免疫原性組成物を使用し
て、クラミジア感染に対する細胞免疫応答を誘発することにより、特定の利益をもたらす
ことができる。
【０１２０】
　より具体的には、本発明で有用なクラミジア抗原には、ＤＮＡジャイレースサブユニッ
トＢ、亜硫酸塩合成／二リン酸脱リン酸化酵素、細胞分裂タンパク質ＦｔｓＹ、メチオニ
ル－ｔＲＮＡ合成酵素、ＤＮＡヘリカーゼ（ｕｖｒＤ）；ＡＴＰ合成酵素サブユニットＩ
（ａｔｐＩ）、または金属依存性加水分解酵素（米国特許出願公開第２００９００２８８
９１号）が含まれる。追加のクラミジア・トラコマチス抗原には、ＣＴ１４４ポリペプチ
ド、ＣＴ１４４のアミノ酸残基６７～８６を有するペプチド、ＣＴ１４４のアミノ酸残基
７７～９６を有するペプチド、ＣＴ２４２タンパク質、ＣＴ２４２のアミノ酸１０９～１
１７を有するペプチド、ＣＴ２４２ポリペプチドのアミノ酸１１２～１２０を有するペプ
チド、ＣＴ８１２タンパク質（ｐｍｐＤ遺伝子由来）、ＣＴ８１２タンパク質のアミノ酸
残基１０３～１１１を有するペプチド；ならびにいくつかの他のクラミジア・トラコマチ
ス由来の抗原性ペプチド：

が含まれる。国際公開第２００９／０２０５５３号を参照されたい。さらに、前述のポリ
ペプチドのホモログ（米国特許第６，９１９，１８７号を参照）を含む肺炎クラミジア抗
原は、本明細書において開示される免疫原性組成物および方法において抗原として使用で
きる。
【０１２１】
　真菌抗原は、カンジダ属の種および他の酵母菌、または他の真菌（アスペルギルス、他
の環境真菌）に由来してもよい。他の寄生生物に関しては、マラリア、ならびに虫および
アメーバは、本明細書において開示される免疫原性組成物および方法で使用するための抗
原性抗原をもたらし得る。
【０１２２】
　一部の実施形態において、抗原が抗インフルエンザ免疫原を生成する場合、表面糖タン
パク質である赤血球凝集素（ＨＡ）およびノイラミニダーゼ（ＮＡ）は、概して最適な抗
原である。核タンパク質（ＮＰ）ポリペプチドおよびマトリックス（Ｍ）の両者は、内部
ウイルスタンパク質であり、したがって抗体に基づく免疫のためのワクチン設計において
、通常は考慮されない。インフルエンザワクチンは、日常的にヒトに使用されており、不
活化した全インフルエンザウイルス、弱毒化生インフルエンザウイルス、またはウイルス
株由来の精製および不活化した材料に由来するワクチンを含む。例えば、従来のインフル
エンザワクチンは、３つの潜在的に脅威となるインフルエンザウイルス株を用いて製造す
ることができる。これらの株は、通常は受精鶏卵中で成長させるが、これは卵の接種およ
びインキュベーション、卵採取、ウイルスの精製および不活化、ウイルスまたはウイルス
構成要素の最終ワクチン製剤となるまでの処理および貯蔵、ならびに適切な容器への無菌
充填を含む広範囲の処理を必要とする。典型的には、この卵に基づく製造サイクルは、７
０週間を超える。大規模なインフルエンザが流行した場合、強力かつ安全なワクチンの入
手可能性は大きな懸案事項である。さらに、抗生物質および混入物質等の卵内の不純物に
関するリスクがあり、これはワクチンの無菌性に悪影響を与える。さらに、卵由来のイン
フルエンザワクチンは、卵タンパク質に重度のアレルギーがある者およびギラン・バレー
症候群の病歴があるものには禁忌である。本発明は、卵に関する後遺症を避けるためだけ
ではなく、高度に制御されたプラットフォームで複数のインフルエンザ抗原を使用するた
めのプラットフォームを提供する、卵に基づくインフルエンザワクチンに代わるものを提
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供する。
【０１２３】
　一部の実施形態において、本明細書において開示される免疫原性組成物に使用するため
の抗原はまた、ＣＭＩ応答を引き起こし得る、リシン等の生物戦争において使用されるも
のを含んでもよい。
【０１２４】
　さらに、本発明はまた、癌に対する免疫応答をもたらす抗原を含む免疫原性組成物も提
供する。これらの共役体では、抗原は、癌または腫瘍によって発現された抗原、あるいは
腫瘍に由来する抗原である。一部の実施形態において、かかる抗原は、本明細書において
、「癌抗原」と称され、典型的には、主に癌細胞で発現されたタンパク質であり、その共
役体がこのタンパク質に対する強力な体液免疫および強力な細胞免疫の両者を誘発する。
多数の癌関連抗原が特定されており、そのうちのいくつかは、実験的癌治療ワクチンを作
製するために現在使用されており、このため本実施形態での使用に好適である。１種類を
超える癌に関連する抗原には、癌胎児性抗原（ＣＥＡ）；癌／精巣抗原、例えばＮＹ－Ｅ
ＳＯ－１；Ｍｕｃｉｎ－１（ＭＵＣ１）、例えばシアリルＴｎ（ＳＴｎ）；ガングリオシ
ド、例えばＧＭ３およびＧＤ２；ｐ５３タンパク質；ならびにＨＥＲ２／ｎｅｕタンパク
質（ＥＲＢＢ２としても知られる）が含まれる。特定の種類の癌に特有の抗原には、ＥＧ
ＦＲｖＩＩＩと称される突然変異型の上皮成長因子受容体；メラニン細胞／メラノーマ分
化抗原、例えば、チロシナーゼ、ＭＡＲＴ１、ｇｐ１００、系統関連癌－精巣群（ＭＡＧ
Ｅ）およびチロシナーゼ関連抗原；前立腺特異抗原；白血病関連抗原（ＬＡＡ）、例えば
、融合タンパク質ＢＣＲ－ＡＢＬ、ウィルムス腫瘍タンパク質およびプロテイナーゼ３；
ならびにイディオタイプ（Ｉｄ）抗体が含まれる。例えば、Ｍｉｔｃｈｅｌｌ，３　Ｃｕ
ｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇ．Ｄｒｕｇｓ　１５０（２００２）、Ｄａｏ　＆　Ｓ
ｃｈｅｉｎｂｅｒｇ，２１　Ｂｅｓｔ　Ｐｒａｃｔ．Ｒｅｓ．Ｃｌｉｎ．Ｈａｅｍａｔｏ
ｌ．３９１（２００８）を参照されたい。
【０１２５】
　癌に対する免疫応答を生じるための別の手法は、癌の発症を引き起こす、または癌の発
症に関与する微生物由来の抗原を使用する。これらのワクチンは、肝細胞癌（Ｂ型肝炎ウ
イルス、Ｃ型肝炎ウイルス、タイ肝吸虫）、リンパ腫および鼻咽頭癌（エプスタイン・バ
ーウイルス）、結腸直腸癌、胃癌（ヘリコバクター・ピロリ）、膀胱癌（ビルハルツ住血
吸虫）、Ｔ細胞白血病（ヒトＴ細胞白血病ウイルス）、頸癌（ヒトパピローマウイルス）
等を含む癌に対して使用されてきた。これまでに、膀胱癌、脳腫瘍、乳癌、頸癌、腎臓癌
、メラノーマ、多発性骨髄腫、白血病、肺癌、膵臓癌、前立腺癌、および固形腫瘍を標的
とするワクチンのための臨床試験が行われている。Ｐａｒｄｏｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，ＡＢ
ＥＬＯＦＦ'Ｓ　ＣＬＩＮ．ＯＮＣＯＬ．（４ｔｈ　ｅｄ．，Ｃｈｕｒｃｈｉｌｌ　Ｌｉ
ｖｉｎｇｓｔｏｎｅ，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ　２００８）、Ｓｉｏｕｄ，３６０　Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏ．２７７（２００７）、Ｐａｚｄｕｒ　ｅｔ　ａｌ．，３
０　Ｊ．Ｉｎｆｕｓｉｏｎ　Ｎｕｒｓｉｎｇ　３０（３）：１７３（２００７）、Ｐａｒ
ｍｉａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，１７８　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９７５（２００７）、Ｌｏ
ｌｌｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，２４　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　６２（２００３）
、Ｓｃｈｌｏｍ　ｅｔ　ａｌ．，１３　Ｃｌｉｎ．　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　３７７６
（２００７）、Ｂａｎｃｈｅｒｅａｕ　ｅｔ　ａｌ．，３９２　Ｎａｔｕｒｅ　２４５（
１９９８）、Ｆｉｎｎ，３５８　Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．２７０４（２００８）
、Ｃｕｒｉｇｌｉａｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，７　Ｅｘｐ．Ｒｅｖ．Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　
Ｔｈｅｒ．　１２２５（２００７）を参照されたい。家禽に腫瘍を引き起こすヘルペスウ
イルスであるマレック病ウイルスは、長い間ワクチンにより管理されている。このため、
本実施形態は、予防的（ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅまたはｐｒｏｐｈｙｌａｃｔｉｃ）抗癌免
疫原性組成物および治療的／治癒的癌ワクチンの両者を包含する。
【０１２６】
　企図される増殖性疾患および癌には、ＡＩＤＳ関連癌、聴神経腫瘍、急性リンパ性白血
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病、急性骨髄性白血病、腺嚢癌腫、副腎皮質癌、特発性骨髄線維症、脱毛症、胞状軟部肉
腫、肛門癌、血管肉腫、星状細胞腫、毛細血管拡張性運動失調症、基底細胞癌（皮膚）、
膀胱癌、骨癌、腸癌、脳およびＣＮＳ腫瘍、乳癌、カルチノイド腫瘍、頸癌、小児脳腫瘍
、小児癌、小児白血病、小児軟部組織肉腫、軟骨肉腫、絨毛癌、慢性リンパ球性白血病、
慢性骨髄性白血病、結腸直腸癌、皮膚Ｔ細胞リンパ腫、隆起性皮膚線維肉腫、線維形成性
小円形細胞腫瘍、腺管癌、内分泌癌、子宮内膜癌、上衣腫、食道癌、ユーイング肉腫、肝
外胆管癌、例えば眼球メラノーマおよび網膜芽細胞腫を含む眼癌、卵管癌、ファンコニー
貧血、線維肉腫、胆嚢癌、胃癌、消化管癌、消化管カルチノイド腫瘍、泌尿生殖器癌、胚
細胞腫瘍、妊娠性絨毛性疾患、神経膠腫、婦人科癌、血液悪性腫瘍、有毛細胞白血病、頭
頸部癌、肝細胞癌、遺伝性乳癌、ホジキン病、ヒトパピローマウイルス関連頸癌、胞状奇
胎、下咽頭癌、島細胞癌、カポジ肉腫、腎臓癌、喉頭癌、平滑筋肉腫、白血病、リー・フ
ラウメニ症候群、口唇癌、脂肪肉腫、肺癌、リンパ浮腫、リンパ腫、非ホジキンリンパ腫
、男性乳癌、腎臓の悪性横紋筋様腫瘍、髄芽細胞腫、メラノーマ、メルケル細胞癌、中皮
腫、転移癌、口癌、多発性内分泌腫瘍症、菌状息肉腫、骨髄異形成症候群、骨髄腫、骨髄
増殖性疾患、鼻腔癌、鼻咽頭癌、腎芽細胞腫、神経芽細胞腫、神経線維腫症、ナイミーヘ
ン染色体不安定症候群、非メラノーマ皮膚癌、非小細胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）、口腔癌、中
咽頭癌、骨肉腫、オストミー卵巣癌（ｏｓｔｏｍｙ　ｏｖａｒｉａｎ　ｃａｎｃｅｒ）、
膵臓癌、副鼻腔癌、副甲状腺癌、耳下腺癌、陰茎癌、末梢性神経外胚葉性腫瘍、下垂体癌
、真性多血症、前立腺癌、腎細胞癌、網膜芽細胞腫、横紋筋肉腫、ロトムンド・トムソン
症候群、唾液腺癌、肉腫、神経鞘腫、セザリー症候群、皮膚癌、小細胞肺癌（ＳＣＬＣ）
、小腸癌、軟部組織肉腫、脊髄腫瘍、扁平上皮癌（皮膚）、胃癌、滑膜肉腫、精巣癌、胸
腺癌、甲状腺癌、移行細胞癌（膀胱）、移行細胞癌（腎盂／尿管）、絨毛性癌、尿道癌、
泌尿器系癌、子宮肉腫、子宮癌、膣癌、外陰癌、ヴァルデンストレームマクログロブリン
血症、およびウィルムス腫瘍が含まれる。
【０１２７】
　一部の実施形態において、本明細書において開示される免疫原性組成物に使用するため
の抗原は、自己免疫疾患の抗原を含んでもよく、例えば、これらは「自己抗原」であって
もよい。本明細書において説明されるアッセイによる診断に企図される自己免疫疾患とし
ては、円形脱毛症、強直性脊椎炎、抗リン脂質症候群、アジソン病、再生不良性貧血、多
発性硬化症、副腎の自己免疫疾患、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性肝炎、自己免疫性
卵巣炎および精巣炎、ベーチェット病、水疱性類天疱瘡、心筋症、セリアックスプルー皮
膚炎、慢性疲労症候群、慢性炎症性脱髄性症候群（ＣＦＩＤＳ）、慢性炎症性多発性ニュ
ーロパシー、チャーグ・ストラウス症候群、瘢痕性類天疱瘡、クレスト症候群、寒冷凝集
素症候群、クローン病、疱疹状皮膚炎、円板状ループス、本態性混合型クリオグロブリン
血症、線維筋痛症、糸球体腎炎、グレーブス病、ギラン・バレー、橋本甲状腺炎、特発性
肺線維症、特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、ＩｇＡ腎症、インスリン依存性糖尿病
（Ｉ型）、扁平苔癬、狼瘡、メニエール病、混合性結合組織疾患、重症筋無力症、心筋炎
、尋常性天疱瘡、悪性貧血、結節性多発動脈炎、多発性軟骨炎、多腺性症候群、リウマチ
性多発筋痛症、多発性筋炎および皮膚筋炎、原発性無ガンマグロブリン血症、原発性胆汁
性肝硬変、乾癬、レイノー現象、ライター症候群、リウマチ熱、関節リウマチ、サルコイ
ドーシス、強皮症、シェーグレン症候群、全身硬直症候群、高安動脈炎、側頭動脈炎／巨
細胞性動脈炎、潰瘍性大腸炎、ブドウ膜炎、ヴェーグナー症候群、血管炎、および白斑症
が挙げられるが、これらに限定されない。自己免疫疾患を有する、または自己免疫疾患を
有する疑いがある、自己免疫疾患にかかりやすい対象において、潜在的または実際のＣＭ
Ｉ応答性を評価することは、概して重要である。
【０１２８】
　一部の実施形態において、本明細書において開示される免疫原性組成物に使用するため
の抗原は、炎症性疾患または状態に関連する抗原であってもよい。抗原が有用となり得る
炎症性疾患状態の例としては、なかでも、座瘡、アンギナ、関節炎、誤嚥性肺炎、膿胸、
胃腸炎、壊死性腸炎、骨盤内炎症性疾患、咽頭炎、胸膜炎、慢性炎症性脱髄性多発ニュー
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ロパシー、慢性炎症性脱髄性多発神経根筋障害、および慢性炎症性脱髄性多発ニューロパ
シーが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１２９】
　一部の実施形態において、抗原は、無傷（即ち、完全または全）抗原、または１個を超
えるエピトープを含む抗原の機能性部分であってよい。一部の実施形態において、抗原は
、抗原のペプチド機能性部分である。これに関して、「無傷」とは、抗原が、その抗原ポ
リペプチドが天然に存在するのと同様の全長抗原であることを意味する。これは抗原の小
部分またはペプチドのみの送達とは全く対照的である。無傷抗原を細胞に送達することは
、単一または選択されたわずかなペプチドエピトープだけではなく、無傷抗原の全てのエ
ピトープに対する免疫応答を可能にする、または誘発を促進する。したがって、本明細書
において説明される方法および免疫原性組成物は、単一エピトープペプチドに基づく抗原
の使用と比較して、より感受性が高く、かつより高い特異性を有する免疫応答のために、
ポリマーと結合した無傷抗原を包含する。
【０１３０】
　代替的に、一部の実施形態において、無傷抗原は、最初の抗原のサイズに応じて、多く
の部分に分割することができる。典型的には、全抗原が多量体ポリペプチドである場合、
全タンパク質は、サブユニットおよび／またはドメインに分割することができ、このとき
抗原のそれぞれ個々のサブユニットまたはドメインは、本明細書において開示される方法
により、ポリマーと結合させることができる。代替的に、一部の実施形態において、無傷
抗原は、全抗原の機能性フラグメントまたは部分、例えば、少なくとも２個、または少な
くとも３個、または少なくとも４個、または少なくとも５個、または少なくとも６個、ま
たは少なくとも７個、または少なくとも８個、または少なくとも９個、または少なくとも
１０個、または少なくとも１１個、または少なくとも１２個、または少なくとも１３個、
または少なくとも１５個、または少なくとも２０個、または少なくとも２５個、または２
５個を超える（各数値を含む）部分（例えば、断片またはフラグメント）に分割すること
ができ、抗原のそれぞれ個々の機能性フラグメントは、本明細書において開示される方法
により、ポリマーと結合させることができる。
【０１３１】
　全長抗原ポリペプチドのフラグメント化または分割は、全長抗原ポリペプチドの均等分
割であってもよく、あるいは代替的に、一部の実施形態において、フラグメント化は、不
対照または不均等である。非限定的な例として、抗原を２つの重複フラグメントに分割す
る場合、抗原は、ほぼ同じ（均等な）サイズのフラグメントに分割することができ、ある
いは代替的に、一方のフラグメントが全抗原の約４５％であってもよく、他方のフラグメ
ントが約６５％であってもよい。さらなる非限定的な例として、全抗原を異なるサイズの
フラグメントの組み合わせに分割することができ、例えば、抗原を２つのフラグメントに
分割する場合、フラグメントは、全抗原の約４０％と約７０％、または約４５％と約６５
％、または約３５％と約７５％、または約２５％と約８５％（各数値を含む）に分割する
ことができる。抗原の重複ポリペプチドのパネルを作製する際に使用するために、全長の
全抗原の重複フラグメントのいかなる組み合わせも包含される。単なる実例として、抗原
を５つの部分に分割する場合、それらの部分は、均等に（即ち、それぞれの重複フラグメ
ントが、抗原の全長全体の約２１％～２５％である）、または不均等に（即ち、抗原を以
下の５つの重複フラグメントに分割することができる；フラグメント１は、全長抗原のサ
イズの約２５％、フラグメント２は約５％、フラグメント３は約３５％、フラグメント４
は約１０％、およびフラグメント５は約２５％であり、但し各フラグメントは、少なくと
も１つの他のフラグメントと重複する）分割することができる。
【０１３２】
　典型的には、抗原部分のパネルは、全（即ち無傷）抗原ポリペプチドの全長を実質的に
包含してもよい。したがって、一部の実施形態において、免疫原性組成物は、同じ無傷抗
原の多くの異なる、および／または重複するフラグメントを有するポリマーを含む。抗原
の重複タンパク質フラグメントは、ペプチド抗原のみの使用と比較して、はるかに迅速か



(37) JP 2019-104758 A 2019.6.27

10

20

30

40

50

つ安価で、かつ向上した安定性で生産することができる。さらに、一部の実施形態におい
て、エピトープ認識に立体構造が重要であり、またより大きい抗原ペプチドまたはフラグ
メントは、ペプチドフラグメントよりも優れた利益をもたらすことから、単純ペプチドよ
りも大きいポリペプチドである抗原が好ましい。
【０１３３】
　当業者は、全抗原を抗原の重複タンパク質に分割して、抗原のポリペプチドのパネルを
作製することができる。単なる実例として、ＴＢ特異的抗原ＴＢ１（ＣＦＰ、培養濾液－
１０またはＣＦＰ－１０としても知られる）は、例えば少なくとも１７個の部分に分割し
て、それぞれが、異なるが重複するＴＢ特異的抗原ＴＢ１（ＣＦＰ）フラグメントを含む
、１７個の異なるポリペプチドのパネルを作製することができる。培養濾液タンパク質（
ＣＦＰ－１０）（Ｇｅｎｂａｎｋ　ＡＡＣ８３４４５）は、結核菌由来の１０ｋＤａの１
００アミノ酸残基タンパク質フラグメントである。これは、Ｌ４５抗原ホモログタンパク
質（ＬＨＰ）としても知られている。
【０１３４】
　本明細書において説明される方法および組成物で使用するための標的抗原は、組み換え
手段によって発現させることができ、任意に親和性タグまたはエピトープタグを含んで精
製を促進してもよいが、これらの方法は、当該技術分野において公知である。遊離オリゴ
ペプチドまたは担体タンパク質と共役したオリゴペプチドのいずれかの化学合成を用いて
、本発明の抗原を得ることができる。オリゴペプチドは、ポリペプチドの一種とみなされ
る。抗原は、例えばリズアビジンまたはその誘導体もしくは機能性フラグメントであるが
、それらに限定されない相補的親和性分子との融合体として発現させることができる。代
替的に、標的抗原を調製してから、例えばリズアビジンまたはその誘導体もしくは機能性
フラグメントであるがそれらに限定されない相補的親和性分子に、それを共役させること
も可能である。
【０１３５】
　ポリペプチドはまた、米国特許第５，２２９，４９０号および第５，３９０，１１１号
に開示されているもののような分岐構造体として合成することもできる。抗原性ポリペプ
チドは、例えば、合成または組み換えＢ細胞およびＴ細胞エピトープ、ユニバーサルＴ細
胞エピトープ、ならびに１つの生物体または疾患由来のＴ細胞エピトープと別のものに由
来するＢ細胞エピトープとの混合物を含む。
【０１３６】
　抗原は、組み換え手段または化学的ポリペプチド合成により得ることができ、また、天
然源または抽出物から得た抗原を、例えば分画またはクロマトグラフィにより、その抗原
の物理的および化学的特性を用いて精製してもよい。これらの技法は、当該技術分野で公
知である。
【０１３７】
　一部の実施形態において、抗原は、水、メタノール等の溶媒、または緩衝液で可溶化す
ることができる。好適な緩衝液としては、Ｃａ２＋／Ｍｇ２＋不含有のリン酸緩衝生理食
塩水（ＰＢＳ）、通常生理食塩水（水中の１５０ｍＭ　ＮａＣｌ）、およびトリス緩衝液
が挙げられるが、これらに限定されない。中性緩衝液に可溶性でない抗原は、１０ｍＭ酢
酸で可溶化してから、ＰＢＳ等の中性緩衝液で所望の容量に希釈することができる。酸性
ｐＨでのみ可溶性の抗原の場合は、希酢酸で可溶化した後、酸性ｐＨで酢酸－ＰＢＳを希
釈剤として使用してもよい。グリセロールは、本明細書において説明される組成物、方法
、およびキットで使用するための好適な非水性溶媒となり得る。
【０１３８】
　典型的には、病原体に対するタンパク質ワクチンを設計するとき、細胞外タンパク質ま
たはウイルスの環境に暴露されたものは、ワクチン中の抗原構成要素としての理想的な候
補であることが多い。その細胞外タンパク質に対して作製された抗体は、感染中の病原体
に対する防御の第一線となる。抗体は、病原体のタンパク質に結合して抗体のオプソニン
化を促進し、マクロファージ等の食細胞により摂取および破壊する病原体をマークする。
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抗体のオプソニン化はまた、抗体依存性細胞傷害作用により、病原体を殺傷することもで
きる。抗体は、単球、好中球、好酸球、およびナチュラルキラー細胞等の細胞からの溶解
産物の放出を促す。
【０１３９】
　本明細書において説明される発明の一実施形態において、本明細書において開示される
組成物に使用するための抗原である、全ての野生型タンパク質は、アミノ酸残基に見られ
るような、天然に存在するウイルスに認められる配列を有し、選択成長条件または分子生
物学的方法により変更されていない。
【０１４０】
　一実施形態において、本明細書において説明される免疫原性組成物は、グリコシル化タ
ンパク質である抗原を含んでもよい。換言すると、関心抗原はそれぞれ、グリコシル化タ
ンパク質であってもよい。本明細書において説明される免疫原性組成物の一実施形態にお
いて、抗原、または抗原融合ポリペプチドは、Ｏ結合型グリコシル化されている。本明細
書において説明される免疫原性組成物の別の実施形態において、抗原、または抗原融合ポ
リペプチドは、Ｎ結合型グリコシル化されている。本明細書において説明される免疫原性
組成物のさらに別の実施形態において、抗原、または抗原融合体は、Ｏ結合型グリコシル
化され、かつＮ結合型グリコシル化されている。他の実施形態において、他のタイプのグ
リコシル化、例えばＣ－マンノシル化が可能である。タンパク質のグリコシル化は、主に
真核細胞で発生する。Ｎ－グリコシル化は、一部の真核タンパク質の折り畳みに重要であ
り、膜タンパク質および分泌タンパク質の構造および機能を調節する翻訳時および翻訳後
修飾機序をもたらす。グリコシル化は、サッカライドを連結させてグリカンを生成し、そ
れらをタンパク質および脂質に結合させる酵素過程である。Ｎ－グリコシル化では、グリ
カンは、タンパク質翻訳中にアスパラギン側鎖のアミド窒素に結合する。グリカンを形成
する３つの主要なサッカライドは、グルコース、マンノース、およびＮ－アセチルグルコ
サミン分子である。Ｎ－グリコシル化コンセンサスは、Ａｓｎ－Ｘａａ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒ
であり、式中、Ｘａａは、既知のアミノ酸のいずれであってもよい。Ｏ結合型グリコシル
化は、タンパク質プロセシングにおける後半段階で、おそらくゴルジ装置内で発生する。
Ｏ結合型グリコシル化では、Ｎ－アセチル－ガラクトサミン、Ｏ－フコース、Ｏ－グルコ
ース、および／またはＮ－アセチルグルコサミンが、セリン残基またはトレオニン残基に
付加される。当業者は、Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｄｅｎｍａｒｋ）
のＮｅｔＮＧｌｙｃ　１．０およびＮｅｔＯＧｌｙｃ　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎソフトウェ
ア等のバイオインフォマティクスソフトウェアを使用して、本発明におけるポリペプチド
中のＮ－およびＯ－グリコシル化部位を見つけることができる。ＮｅｔＮｇｌｙｃサーバ
ーは、Ａｓｎ－Ｘａａ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒシークオンの配列前後関係を調べる人工神経網を
用いて、タンパク質中のＮ－グリコシル化部位を予測する。ＮｅｔＮＧｌｙｃ　１．０お
よびＮｅｔＯＧｌｙｃ　３．１　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎソフトウェアは、ＥＸＰＡＳＹウ
ェブサイトでアクセスできる。一実施形態において、Ｎ－グリコシル化は、本明細書にお
いて説明される融合ポリペプチドの標的抗原ポリペプチドにおいて発生する。
【０１４１】
親和性分子対：
　本明細書において開示されるように、一部の実施形態において、抗原は、相補的親和性
対を介してポリマーに接続される。この抗原とポリマーの接続は、第１の親和性分子に接
続された、抗原に結合した第２の（例えば、相補的）親和性分子と結合するポリマーに媒
介される。相補的親和性対の例は、ビオチン／ビオチン結合タンパク質である。
【０１４２】
　例示的親和性相補的親和性対の例としては、ビオチン結合タンパク質、またはビオチン
に結合するアビジン様タンパク質が挙げられるが、これらに限定されない。例えば、第１
の親和性結合分子がビオチン（ポリマーと結合する）である場合、相補的親和性分子は、
ビオチン結合タンパク質またはアビジン様タンパク質、あるいはそれらの誘導体、例えば
、限定するものではないが、アビジン、リズアビジン、またはストレプトアビジン、ある
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いはそれらの変異型、誘導体、もしくは機能性部分であってもよい。
【０１４３】
　一部の実施形態において、第１の親和性結合分子は、ビオチン、ビオチン誘導体、また
はビオチン模倣体、例えば、限定するものではないが、アミン－ＰＥＧ３－ビオチン（（
（＋）－ビオチン化－３－６，９－トリキサウンデカンジアミン）、またはその誘導体も
しくは機能性フラグメントである。特定のビオチン模倣体は、ＤＸａＡＸｂＰＸｃ（ＳＥ
Ｑ　ＩＤ　ＮＯ：１２）またはＣＤＸａＡＸｂＰＸｃＣＧ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１３）
（配列中、Ｘａは、ＲまたはＬであり、Ｘｂは、ＳまたはＴであり、Ｘｃは、ＹまたはＷ
である）の配列を含む特定のペプチドモチーフを有する。これらのモチーフは、アビジン
およびニュートラアビジンとは結合できるが、ストレプトアビジンとは結合できない。例
えば、Ｇａｊ　ｅｔ　ａｌ．，５６　Ｐｒｏｔ．Ｅｘｐｒｅｓｓ．Ｐｕｒｉｆ．５４（２
００６）を参照されたい。
【０１４４】
　第１の親和性分子とポリマー、および相補的親和性分子と抗原の結合は、非共有結合、
または化学機序、例えば、共有結合、親和性結合、インターカレーション、配位結合、お
よび複合体形成であってよい。共有結合は、極めて安定な結合をもたらし、本実施形態に
特に好適である。共有結合は、既存の側鎖の直接縮合、または外部結合分子の組み込みの
いずれかによって達成することができる。
【０１４５】
　例えば、一部の実施形態において、抗原は、相補的付着対において、対の一方に非共有
結合させてもよい。代替的な実施形態において、抗原は、相補的付着対において、対の一
方と共有結合または融合させてもよい。融合タンパク質を作製するための方法は、当該技
術分野で公知であり、また本明細書において考察される。
【０１４６】
　他の実施形態において、第１の親和性結合分子は、非共有結合または共有結合によって
ポリマーに連結される。一部の実施形態において、架橋試薬を使用して、第１の親和性結
合分子を本明細書において開示されるポリマーに共有結合させる。
【０１４７】
　一部の実施形態において、第１の親和性結合分子は、静電相互作用、水素結合、疎水性
相互作用（即ち、ファン・デル・ワールス力）、親水性相互作用、および他の非共有相互
作用を含むが、これらに限定されない、当該技術分野で既知の非共有結合による結合によ
り、相補的親和性分子と結合する。また、仲介部分との他の高次相互作用も企図される。
【０１４８】
　一部の実施形態において、相補的親和性分子は、アビジン関連ポリペプチドである。具
体的な実施形態において、相補的親和性分子は、組み換えリズアビジン等のリズアビジン
である。特に、組み換えリズアビジンは、大腸菌において高収率で発現可能な修飾リズア
ビジンである。典型的な収率は、大腸菌培養物１Ｌあたり３０ｍｇを超える。リズアビジ
ンは、他のアビジン様タンパク質と比較して、卵アビジンとの配列相同性がより低い（２
２．４％の配列同一性および３５．０％の配列類似性）。修飾リズアビジンを使用するこ
とで、ＭＡＰＳが対象において卵によるアレルギー反応を誘導するリスクが減少する。さ
らに、組み換え修飾リズアビジンに対する抗体は、卵アビジンに対する明らかな交叉反応
を有しない（逆も同様である）。
【０１４９】
　より具体的には、一部の実施形態は、大腸菌での組み換え発現のために設計された修飾
リズアビジンを含む。リズアビジン遺伝子のコード配列を大腸菌発現コドンを用いて最適
化して、大腸菌での発現において、元の遺伝子中に存在する希少コドンに起因するいかな
る困難も回避した。構築物を単純化するために、バイオインフォマティクスおよび構造に
基づく分析の後、全長リズアビジンの最初の４４残基がコア構造および機能にとって不必
要であることが分かったため、これらを除去した。短縮リズアビジン（４５～１７９）の
Ｎ末端に大腸菌分泌シグナル配列を付加して、リズアビジンにおいて機能的に重要なジス
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ルフィド結合が正しく形成する大腸菌細胞の周辺質空間内への組み換えタンパク質の移行
を促進することによって、組み換えタンパク質の正しい折り畳みを向上させた。修飾組み
換えリズアビジンは、テトラマーを形成する既知のアビジン様タンパク質と対照的に、ダ
イマーを形成し、大腸菌可溶性タンパク質としての組み換えリズアビジン－抗原融合体の
発現をさらに向上させる。
【０１５０】
　さらに、本明細書の別の場所でさらに詳細に考察するように、大腸菌における融合抗原
の発現および溶解度を向上させるために、リズアビジンと抗原タンパク質との間に、フレ
キシブルリンカー領域を付加した。さらに、バイオインフォマティクスおよび構造分析に
基づいて、異なる抗原構築物である全長抗原または重要な機能性ドメインをクローン化し
、発現させるか、あるいはキメラタンパク質が２つの異なる抗原を含んだ。
【０１５１】
　本明細書において説明される方法および組成物において有用となり得る追加の親和性対
は、抗原－抗体、金属／イオン－金属／イオン－結合タンパク質、脂質／脂質結合タンパ
ク質、サッカライド／サッカライド結合タンパク質、アミノ酸／ペプチド／アミノ酸もし
くはペプチド結合タンパク質、酵素－基質もしくは酵素－阻害物質、リガンド－アゴニス
ト／受容体、またはビオチン模倣体を含む。代替的な親和性対を使用する場合、遺伝子融
合よりも体外酵素反応等のそれぞれのポリマーと抗原とを結合させる代替的な手段を利用
してもよい。より具体的には、抗原－抗体親和性対は、極めて強く、かつ特異的相互作用
をもたらす。抗原は、タンパク質、ペプチド、核酸、脂質、多糖／オリゴ糖、イオン等を
含むいかなるエピトープであってもよい。抗体は、任意のタイプの免疫グロブリン、また
はＦａｂフラグメント等の免疫グロブリンのＡｇ結合部分であってもよい。金属／イオン
-金属／イオン結合タンパク質に関しては、例として、Ｎｉ　ＮＴＡ対ヒスチジンタグタ
ンパク質、またはＺｎ対Ｚｎ結合タンパク質が挙げられる。脂質／脂質結合タンパク質に
関しては、例として、コレステロール対コレステロール結合タンパク質が挙げられる。サ
ッカライド／サッカライド結合タンパク質に関しては、例として、マルトース対マルトー
ス結合タンパク質、マンノース／グルコース／オリゴ糖対レクチンが挙げられる。酵素－
基質／阻害物質には、幅広い物質由来の基質が含まれ、これにはタンパク質、ペプチド、
アミノ酸、脂質、糖、またはイオンが含まれる。阻害物質は、概してより強固に、さらに
は不可逆的に酵素に結合することができる、実際の基質の類似体であってもよい。例えば
、トリプシン対大豆トリプシン阻害物質である。阻害物質は、天然分子または合成分子で
あってよい。他のリガンド／アゴニスト－受容体に関しては、リガンドは、幅広い物質に
由来してもよく、これにはタンパク質、ペプチド、アミノ酸、脂質、糖、イオン、アゴニ
ストが含まれ、実際のリガンドの類似体であってもよい。例には、ＬＰＳ対ＴＬＲ４相互
作用がある。
【０１５２】
架橋試薬：
　タンパク質分子を他の分子カップリングする際に、多くの二価または多価の連結剤が有
用である。例えば、代表的なカップリング剤は、有機化合物、例えば、チオエステル、カ
ルボジイミド、スクシンイミドエステル、ジイソシアネート、グルタルアルデヒド、ジア
ゾベンゼン、およびヘキサメチレンジアミンを含み得る。この一覧は、当該技術分野で既
知の様々な種類のカップリング剤の包括的一覧であることを意図せず、これはむしろ、よ
り一般的なカップリング剤の例示的な一覧である。Ｋｉｌｌｅｎ　＆　Ｌｉｎｄｓｔｒｏ
ｍ，１３３　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３３５（１９８４）、Ｊａｎｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．
，６２　Ｉｍｍ．Ｒｅｖ．１８５（１９８２）、Ｖｉｔｅｔｔａ　ｅｔ　ａｌを参照され
たい。
【０１５３】
　一部の実施形態において、文献に記載されている架橋試薬剤は、本明細書において開示
される方法、免疫原性組成物、およびキットにおける使用のために包含される。例えば、
Ｒａｍａｋｒｉｓｈｎａｎ，ｅｔ　ａｌ．，４４　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．　２０１（１
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９８４）（ＭＢＳ（Ｍ－マレイミドベンゾイル－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル
）の使用を記載している）、Ｕｍｅｍｏｔｏ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第５，０３０，７
１９号（オリゴペプチドリンカーによって抗体にカップリングされたハロゲン化アセチル
ヒドラジド誘導体の使用を記載している）を参照されたい。特定のリンカーとしては以下
が挙げられる：（ａ）ＥＤＣ（１－エチル－３－（３－ジメチルアミノ－プロピル）カル
ボジイミド塩酸塩；（ｂ）ＳＭＰＴ（４－スクシンイミジルオキシカルボニル－アルファ
－メチル－アルファ－（２－ピリジル－ジチオ）－トルエン（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍ．
　Ｃｏ．，Ｃａｔ．　（２１５５８Ｇ）；（ｃ）ＳＰＤＰ（スクシンイミジル－６［３－
（２－ピリジルジチオ）プロピオンアミド］ヘキサノエート（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍ．
　Ｃｏ．，Ｃａｔ　＃２１６５１Ｇ）；（ｄ）スルホ－ＬＣ－ＳＰＤＰ（スルホスクシン
イミジル６［３－（２－ピリジルジチオ）－プロピオンアミド（ｐｒｏｐｉａｎａｍｉｄ
ｅ）］ヘキサノエート（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍ．Ｃｏ．Ｃａｔ．＃２１６５－Ｇ）；お
よび（ｆ）ＥＤＣと共役したスルホ－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシスルホ－スクシンイミド：
　Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍ．　Ｃｏ．，Ｃａｔ．　＃２４５１０）。
【０１５４】
　上述の連結または連結剤は、異なる特質を有する構成要素を含み、このため異なる生理
化学的特性を有する共役体をもたらす。例えば、アルキルカルボキシレートのスルホ－Ｎ
ＨＳエステルは、芳香族カルボキシレートのスルホ－ＮＨＳエステルよりも安定である。
リンカーを含むＮＨＳ－エステルは、スルホ－ＮＨＳエステルよりも可溶性が低い。さら
に、リンカーＳＭＰＴは、立体障害ジスルフィド結合を含み、安定性が向上した共役体を
形成することができる。ジスルフィド連結は、生体外で開裂されて、利用可能な共役が少
なくなる可能性があるため、一般に、他の連結よりも安定性が低い。スルホ－ＮＨＳは、
特に、カルボジイミドカップリングの安定性を強化することができる。カルボジイミドカ
ップリング（ＥＤＣ等）は、スルホ－ＮＨＳと組み合わせて使用したとき、カルボジイミ
ドカップリング反応のみの場合よりも、加水分解耐性が高いエステルを形成する。
【０１５５】
　本明細書において開示される方法および免疫原性組成物で使用するための例示的な架橋
分子としては、表３および表４に記載するものが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１５６】
（表３）例示的なホモ二官能性架橋剤＊
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【０１５７】
（表４）例示的なヘテロ二官能性架橋剤＊
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【０１５８】
共刺激因子
　一部の実施形態において、本明細書において開示される免疫原性組成物は、少なくとも
１つの共刺激分子を含む。一部の実施形態において、共刺激因子は、ポリマーに架橋され
る。一部の実施形態において、共刺激因子は、抗原がポリマーに結合されるのと同様に、
相補的親和性対によってポリマーと結合される。一部の実施形態において、共刺激因子を
ポリマーと連結する相補的親和性対は、抗原をポリマーに連結する相補的親和性対と同じ
または異なる相補的親和性対である。
【０１５９】
　一部の実施形態において、少なくとも１個、または少なくとも２個、または少なくとも
３個、または少なくとも５個、または少なくとも１０個、または少なくとも１５個、また
は少なくとも２０個、または少なくとも５０個、または少なくとも１００個、または約１
００個を超える（各数値を含む）共刺激因子を本明細書において開示されるポリマーと結
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合させてもよい。一部の実施形態において、共刺激因子は、同じ共刺激因子であってもよ
く、またはこれらは、ポリマーと結合した多様な異なる共刺激因子であってもよい。
【０１６０】
　一部の実施形態において、共刺激因子は、Ｔｏｌｌ様受容体のリガンド／アゴニスト、
例えば、限定するものではないが、ＴＬＲ１、ＴＬＲ２、ＴＬＲ３、ＴＬＲ４、ＴＬＲ５
、ＴＬＲ６、ＴＬＲ７、ＴＬＲ８、ＴＬＲ９、ＴＬＲ１０、ＴＬＲ１１等である。一部の
実施形態において、共刺激因子は、ＮＯＤリガンド／アゴニスト、またはインフラマソー
ムの活性化因子／アゴニストである。理論に拘束されることを望むものではないが、イン
フラマソームは、カスパーゼ１、ＰＹＣＡＲＤ、ＮＡＬＰ、および場合によってはカスパ
ーゼ５またはカスパーゼ１１を含む多タンパク質オリゴマーであり、炎症性サイトカイン
であるインターロイキン１－βおよびインターロイキン１８の成熟を促進する。
【０１６１】
　一部の実施形態において、共刺激因子はサイトカインである。一部の実施形態において
、サイトカインは、以下から成る群より選択される：ＧＭ－ＣＳＦ；ＩＬ－１α；ＩＬ－
１β；ＩＬ－２；ＩＬ－３；ＩＬ－４；ＩＬ－５；ＩＬ－６；ＩＬ－７；ＩＬ－８；ＩＬ
－１０；ＩＬ－１２；ＩＬ－２３；ＩＦＮ－α；ＩＦＮ－β；ＩＦＮ－β；ＩＦＮ－γ；
ＭＩＰ－１α；ＭＩＰ－１β；ＴＧＦ－β；ＴＮＦα、およびＴＮＦβ。一部の実施形態
において、共刺激因子は、アジュバントであり、これは上記で考察したように、ポリマー
と結合させてもよく、あるいは対象への投与前または投与と同時に、ＭＡＰＳ組成物に添
加してもよい。アジュバントについては、本明細書の他の場所でさらに説明する。
【０１６２】
抗原および相補的親和性分子に融合した抗原の産生
　組み換えタンパク質は、当業者により、市販のキット、例えばＰＲＯＢＯＮＤ（商標）
　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．，Ｃａ
ｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を用いて、好都合に発現および精製することができる。一部の実施
形態において、組み換え抗原は、当業者に既知の細菌発現系、酵母菌発現系、バキュロウ
イルス／昆虫細胞発現系、哺乳動物細胞発現系、またはトランスジェニック植物もしくは
動物系を用いたタンパク質精製方法により、合成および精製することができる。
【０１６３】
　本明細書において説明される融合ポリペプチドは全て、当業者に公知のタンパク質およ
び分子法によって合成および精製することができる。分子生物学的方法および組み換え異
種タンパク質発現系が使用される。例えば、組み換えタンパク質は、細菌、哺乳動物、昆
虫、酵母菌、または植物細胞；またはトランスジェニック植物もしくは動物宿主で発現さ
せることができる。
【０１６４】
　一実施形態において、本明細書において説明される融合ポリペプチドまたは非融合ポリ
ペプチドをコードする単離されたポリヌクレオチドが、本明細書において提供される。従
来のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）クローニング技術を使用して、本明細書において説
明される融合ポリペプチドをコードするキメラまたは融合コード配列を構築することがで
きる。コード配列は、ｐＵＣ１９、ｐＢＲ３２２、ｐＢＬＵＥＳＣＲＩＰＴ（登録商標）
ベクター（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ，Ｉｎｃ．）、またはｐＣＲ　ＴＯＰＯ（登録商標）（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）等の汎用クローニングベクターにクローン化することができる。
本明細書において説明されるポリペプチドをコードする核酸を担持する得られた組み換え
ベクターは、その後、本明細書において説明される変異型融合ポリペプチドを作製するた
めに、部位特異的突然変異誘発等のさらなる分子生物学的操作に使用することができ、あ
るいは哺乳動物細胞株、昆虫細胞株、酵母菌、細菌、および植物細胞から成る群より選択
される宿主細胞を用いた、多様なタンパク質発現系でのタンパク質合成のために、タンパ
ク質発現ベクターまたはウイルスベクターにサブクローン化することができる。
【０１６５】
　各ＰＣＲプライマーは、増幅される領域に、その対応する鋳型と重複するヌクレオチド
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を少なくとも１５個有するべきである。ＰＣＲ増幅に使用するポリメラーゼは、ＰＣＲ増
幅プロセスにおける配列ミスを減らすために、ＰｆｕＵＬＴＲＡ（登録商標）ポリメラー
ゼ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）のように、高忠実度を有するべきである。例えば融合ポリペ
プチドの構築の際に、いくつかの別個のＰＣＲフラグメントを一緒にライゲートし、続い
てクローニングベクターに挿入するのを容易にするために、ＰＣＲプライマーは、それら
の隣接末端に、ＰＣＲ増幅中にＤＮＡ鋳型にアニールしない、明確な固有の制限消化部位
も有するべきである。特異的プライマーの各対の制限消化部位の選択は、融合ポリペプチ
ドをコードするＤＮＡ配列がインフレームであり、終止コドンを含まずに、最初から最後
まで融合ポリペプチドをコードするようなものであるべきである。同時に、選択された制
限消化部位は、融合ポリペプチドのコードＤＮＡ配列中に見られないものあるべきである
。目的のポリペプチドのコードＤＮＡ配列は、増幅、キメラコード配列、特定のアミノ酸
突然変異のための置換／または特定の部位特異的突然変異誘発、およびポリペプチドにお
ける置換の忠実性と信頼性の検証のために、クローニングベクターｐＢＲ３２２またはそ
の誘導体の１つの中にライゲートすることができる。
【０１６６】
　代替的に、ポリペプチドのコードＤＮＡ配列は、例えば、ｐＣＲ（登録商標）－ＴＯＰ
Ｏ、ｐＣＲ（登録商標）－Ｂｌｕｎｔ　ＩＩ－ＴＯＰＯ、ｐＥＮＴＲ／Ｄ－ＴＯＰＯ（登
録商標）、およびｐＥＮＴＲ／ＳＤ／Ｄ－ＴＯＰＯ（登録商標）等のトポイソメラーゼ補
助ＴＡベクターを含むＴＯＰＯ（登録商標）クローニング法（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｉ
ｎｃ．，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を用いて、ベクターにＰＣＲクローン化することもで
きる。ｐＥＮＴＲ／Ｄ－ＴＯＰＯ（登録商標）およびｐＥＮＴＲ／ＳＤ／Ｄ－ＴＯＰＯ（
登録商標）はどちらも、ＧＡＴＥＷＡＹ（登録商標）発現ベクターへの５'から３'の方向
でのＤＮＡ配列のクローン化を可能にする指向性ＴＯＰＯ導入ベクターである。５'から
３'の方向での指向性クローニングは、ＤＮＡ配列をタンパク質発現ベクターに一方向挿
入すること容易にし、それによってプロモーターが融合ポリペプチドをコードするＤＮＡ
配列の５'ＡＴＧ開始コドンの上流にあり、プロモーターによって促進されるタンパク質
発現が可能になる。融合ポリペプチドのコードＤＮＡ配列を担持する組み換えベクターは
、ＸＬ１　Ｂｌｕｅ、ＳＵＲＥ（登録商標）（ＳＴＲＡＴＡＧＥＮＥ（登録商標））、お
よびＴＯＰ－１０細胞（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）等の一般的なクローニング大腸菌にトラ
ンスフェクトし、増殖することができる。
【０１６７】
　当業者は、当該技術分野で公知の特別に設計されたオリゴヌクレオチドプローブおよび
ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）の方法を用いて、関心抗原のコード領域を相補的親和性
分子のコード領域とともにクローン化およびライゲートして、抗原またはそのフラグメン
トおよびその誘導体の相補的親和性分子を含む、融合ポリペプチドのキメラコード配列を
構築することができるであろう。当業者はまた、融合タンパク質のキメラコード配列を選
択されたベクター、例えば、細菌発現ベクター、昆虫発現ベクター、またはバキュロウイ
ルス発現ベクターの中にクローン化およびライゲートすることができるであろう。抗原お
よび標的抗原ポリペプチドまたはそのフラグメントのコード配列は、インフレームでライ
ゲートすべきであり、キメラコード配列は、プロモーターの下流およびプロモーターと転
写ターミネーターとの間でライゲートすべきである。その後、組み換えベクターをＸＬ１
Ｂｌｕｅ等の通常のクローニング大腸菌にトランスフェクトする。次に、抗生物質耐性に
よって導入ベクターＤＮＡを含む組み換え大腸菌を選択して、非組み換えプラスミドＤＮ
Ａを含むあらゆる大腸菌を除去する。選択された形質転換大腸菌を成長させ、続いて、ス
ポドプテラ・フルギペルダ細胞にトランスフェクトするために、組み換えベクターＤＮＡ
を精製することができる。
【０１６８】
　一部の実施形態において、本明細書において開示される抗原は、細菌の周辺質空間内へ
の移行のためのシグナルペプチドを含んでもよい。シグナルペプチドは、Ｎ末端ではリー
ダーペプチドとも称され、これは膜を通って移行した後、開裂されても、されなくてもよ
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い。シグナルペプチドの一例は、本明細書において開示される

である。別のシグナル配列は、

である。シグナルペプチドの他の例は、ワールドワイドウェブサイト「ｐｒｏｌｉｎｅ．
ｂｉｃ．ｎｕｓ．ｅｄｕ．ｓｇ／ｓｐｄｂ／」で見られる、ＳＰｄｂ（シグナルペプチド
データベース）で見ることができる。
【０１６９】
　一部の実施形態において、抗原が相補的親和性タンパク質に融合している場合、シグナ
ル配列は、相補的親和性タンパク質のＮ末端に位置してもよい。例えば、抗原がアビジン
様タンパク質に融合している場合、シグナル配列は、相補的親和性タンパク質のＮ末端に
位置してもよい。一部の実施形態において、シグナル配列は、相補的親和性タンパク質が
第１の親和性分子と結合する前に、相補的親和性タンパク質から開裂される。
【０１７０】
　一部の実施形態において、本明細書において説明される抗原および／または相補的親和
性タンパク質はシグナル配列を有しない。
【０１７１】
　本明細書において説明されるポリペプチドは、多様な発現宿主細胞、例えば、細菌、酵
母菌、哺乳動物細胞、昆虫細胞、植物細胞、クラミドモナス等の藻細胞、または無細胞発
現系で発現させることができる。一部の実施形態において、核酸は、クローニングベクタ
ーから、細菌、哺乳動物、昆虫、酵母菌、もしくは植物細胞、または無細胞発現系、例え
ばウサギ網状赤血球発現系での融合ポリペプチドの発現に適した組み換え発現ベクターに
サブクローン化することができる。一部のベクターは、単一の組み換え反応における哺乳
動物細胞、昆虫細胞、および酵母での発現のためのコード核酸を導入するように設計され
る。例えば、ＧＡＴＥＷＡＹ（登録商標）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）デスティネーション
ベクターの一部は、バキュロウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）
、レトロウイルス、およびレンチウイルスの構築用に設計されており、これはそれぞれの
宿主細胞の感染時に、適切な宿主細胞での融合ポリペプチドの異種発現を可能にする。遺
伝子のデスティネーションベクターへの導入は、製造業者の使用説明に従って、２ステッ
プで達成される。昆虫細胞、哺乳動物細胞、および酵母菌でのタンパク質発現用のＧＡＴ
ＥＷＡＹ（登録商標）発現ベクターがある。大腸菌における形質転換および選択後、発現
ベクターは、適切な宿主での発現に使用できる。
【０１７２】
　他の発現ベクターおよび宿主細胞の例は、ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨＥＫ－２９３、Ｊｕｒｋ
ａｔ、およびＭＣＦ－７等の哺乳動物細胞株での発現用の、強力なＣＭＶプロモーターベ
ースのｐｃＤＮＡ３．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）およびｐＣＩＮＥＯベクター（Ｐｒｏ
ｍｅｇａ）；アデノウイルス媒介遺伝子導入および哺乳動物細胞での発現用の、複製能力
のないアデノウイルスベクターである、ベクターｐＡＤＥＮＯ－Ｘ（商標）、ｐＡｄ５Ｆ
３５、ｐＬＰ－ＡＤＥＮＯ（商標）－Ｘ－ＣＭＶ（ＣＬＯＮＴＥＣＨ（登録商標））、ｐ
Ａｄ／ＣＭＶ／Ｖ５－ＤＥＳＴ、ｐＡｄ－ＤＥＳＴベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；
レトロウイルス媒介遺伝子導入および哺乳動物細胞での発現用の、ＲＥＴＲＯ－Ｘ（商標
）系（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）とともに使用するためのｐＬＮＣＸ２、ｐＬＸＳＮ、およびｐ
ＬＡＰＳＮレトロウイルスベクター；レンチウイルス媒介遺伝子導入および哺乳動物細胞
での発現用の、ｐＬｅｎｔｉ４／Ｖ５－ＤＥＳＴ（商標）、ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５－ＤＥ
ＳＴ（商標）、およびｐＬｅｎｔｉ６．２／Ｖ５－ＧＷ／ｌａｃＺ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）；アデノ随伴ウイルス媒介遺伝子導入および哺乳動物細胞での発現用の、アデノウイ
ルス随伴ウイルス発現ベクター、例えばｐＡＡＶ－ＭＣＳ、ｐＡＡＶ－ＩＲＥＳ－ｈｒＧ
ＦＰ、およびｐＡＡＶ－ＲＣ　ベクター（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）；スポドプテラ・フル
ギペルダ９（Ｓｆ９）、Ｓｆｌｌ、Ｔｎ－３６８、およびＢＴＩ－ＴＮ－５Ｂ４－１昆虫
細胞株での発現用の、ＢＡＣｐａｋ６　バキュロウイルス（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）およびｐ
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ＦＡＳＴＢＡＣ（商標）ＨＴ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ショウジョウバエシュナイダー
Ｓ２細胞での発現用の、ｐＭＴ／ＢｉＰ／Ｖ５－Ｈｉｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ピキ
ア・パストリスでの発現用の、ピキア発現ベクターｐＰＩＣＺα、ｐＰＩＣＺ、ｐＦＬＤ
α、およびｐＦＬＤ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、ならびにメチロトローフ酵母での発現用
のベクターｐＭＥＴαおよびｐＭＥＴ；酵母菌出芽酵母での発現用のｐＹＥＳ２／ＧＳお
よびｐＹＤ１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）ベクターである。
【０１７３】
　コナミドリムシでの大規模発現異種タンパク質の最近の進展が記載されている。Ｇｒｉ
ｅｓｂｅｃｋ．，３４　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２１３（２００６）、Ｆｕｈｒ
ｍａｎｎ，９４　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ　Ｍｅｄ．１９１（２００６）。外来異種コー
ド配列が、相同的組み換えにより、核、葉緑体、およびミトコンドリアのゲノムに挿入さ
れる。スペクチノマイシンまたはストレプトマイシンに対する耐性を付与する、最も多用
途の葉緑体選択可能マーカーであるアミノグリコシドアデニルトランスフェラーゼ（ａａ
ｄＡ）を担持する葉緑体発現ベクターｐ６４を用いて、葉緑体で外来タンパク質を発現さ
せることができる。微粒子遺伝子銃を用いて、藻類においてベクターを導入することがで
きる。葉緑体に入ると、外来ＤＮＡが遺伝子銃粒子から放出されて、相同組み換えによっ
て葉緑体ゲノム内に結合する。
【０１７４】
　また、抗原に融合した相補的親和性分子も本発明に含まれる。一部の実施形態において
、融合構築物はまた、精製タグおよび／または分泌シグナルペプチドを任意で含んでもよ
い。これらの融合タンパク質は、いかなる標準的方法で産生してもよい。例えば、抗原－
相補的親和性分子融合タンパク質を発現する安定な細胞株の産生のために、ＰＣＲ増幅し
た抗原核酸を哺乳動物発現ベクターの誘導体の制限部位にクローン化してもよい。例えば
、ｐｃＤＮＡ３の誘導体であるＫＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）は、インフルエンザウイル
ス赤血球凝集素タグ（ＨＡ）をコードするＤＮＡフラグメントを含む。代替的に、ｃ－ｍ
ｙｃタグまたはポリヒスチジンタグ等の他のタグをコードするベクター誘導体を使用して
もよい。抗原－相補的親和性分子融合発現構築物は、例えば、製造業者の使用説明に従っ
てＬＩＰＯＦＥＣＴアミン（商標）（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，
ＭＤ）を用いて、または当該技術分野で既知の他の好適なトランスフェクション技術を用
いて、適切な哺乳動物細胞株（例えば、ＣＯＳ、ＨＥＫ２９３Ｔ、またはＮＩＨ　３Ｔ３
細胞）に、マーカープラスミドとともに共トランスフェクトしてもよい。好適なトランス
フェクションマーカーとしては、例えば、β－ガラクトシダーゼもしくは緑色蛍光タンパ
ク質（ＧＦＰ）発現プラスミド、または抗原－相補的親和性分子融合タンパク質と同じ検
出可能なマーカーを含まないいかなるプラスミドが挙げられる。融合タンパク質発現細胞
は、選別してさらに培養してもよく、あるいはタグ付き抗原－相補的親和性分子融合タン
パク質を精製してもよい。一部の実施形態において、抗原－相補的親和性分子融合タンパ
ク質をシグナルペプチドとともに増幅する。代替的な実施形態において、抗原－相補的親
和性分子融合タンパク質をコードするｃＤＮＡは、シグナルペプチドを用いずに増幅し、
強い分泌シグナルペプチドを有するベクター（ｐＳｅｃＴａｇＨｉｓ）にサブクローン化
してもよい。別の例では、抗原－相補的親和性分子融合タンパク質は、精製のためのアル
カリホスファターゼ（ＡＰ）タグまたはヒスチジン（Ｈｉｓ）タグを有してもよい。抗原
および／または抗原－相補的親和性分子融合タンパク質のタンパク質精製のための当業者
に既知のいかなる方法も本発明の方法における使用のために包含される。
【０１７５】
　一部の実施形態において、本明細書において説明されるポリペプチドのいずれかは、組
み換えバキュロウイルスベクターからの発現によって産生される。別の実施形態において
、本明細書において説明されるポリペプチドのいずれかは、昆虫細胞により発現される。
さらに別の実施形態において、本明細書において説明されるポリペプチドのいずれかは、
昆虫細胞から単離される。昆虫細胞におけるバキュロウイルスによるタンパク質発現には
いくつかの利点があり、これには高い発現レベル、規模拡大の容易性、翻訳後修飾を有す
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るタンパク質の産生、および簡単な細胞成長が含まれる。昆虫細胞は、成長にＣＯ２を必
要とせず、大規模発現のための高密度浮遊培養に容易に適合させられる。哺乳動物系に存
在する翻訳後修飾経路の多くは、昆虫細胞でも利用され、天然の哺乳動物タンパク質と抗
原的、免疫原性的、および機能的に同様の組み換えタンパク質の産生を可能にする。
【０１７６】
　バキュロウイルスは、バキュロウイルス科のＤＮＡウイルスである。これらのウイルス
は、主に鱗翅目種の昆虫（チョウおよびガ）に限定される、狭い宿主域を有することが知
られている。原型バキュロウイルスとなったバキュロウイルスキンウワバ科核多角体病ウ
イルス（ＡｃＮＰＶ）は、感受性培養昆虫細胞において効率的に複製する。ＡｃＮＰＶは
、約１３０，０００塩基対の２本鎖閉環状ＤＮＡゲノムを有し、宿主域、分子生物学、お
よび遺伝学に関して、十分に特徴付けられている。バキュロウイルス発現ベクター系（Ｂ
ＥＶＳ）は、昆虫細胞および昆虫における組み換えタンパク質の豊富な産生のための安全
かつ迅速な方法である。バキュロウイルス発現系は、昆虫細胞における高レベルの組み換
えタンパク質発現のための強力かつ多用途の系である。バキュロウイルス発現系を用いて
、最大５００ｍｇ／ｌの発現レベルが報告されており、これを高レベル発現用の理想的な
系としている。外来遺伝子を発現する組み換えバキュロウイルスは、バキュロウイルスＤ
ＮＡと関心遺伝子配列を含むキメラプラスミドとの間の相同的組み換えによって構築され
る。組み換えウイルスは、それらの明確なプラーク形態により検出することができ、均質
になるまでプラーク精製することができる。
【０１７７】
　本明細書において説明される組み換え融合タンパク質は、鱗翅目種スポドプテラ・フル
ギペルダに由来する細胞を含むがこれに限定されない昆虫細胞で産生可能である。バキュ
ロウイルスによって感染可能な他の昆虫細胞、例えば、カイコ、ガレリア・メラノーマ（
Ｇａｌｌｅｒｉａ　ｍｅｌｌａｎｏｍａ）、イラクサギンウワバ、またはマイマイガの種
に由来するものもまた、本明細書において説明される組み換えタンパク質を産生するため
の好適な基質として使用できる。組み換えタンパク質のバキュロウイルス発現は、当該技
術分野で公知である。米国特許第４，７４５，０５１号；第４，８７９，２３６号；第５
，１７９，００７号；第５，５１６，６５７号；第５，５７１，７０９号；第５，７５９
，８０９号を参照されたい。発現系がバキュロウイルス発現系に限定されないことは、当
業者には理解される。重要なことは、その発現系が、発現された組み換えタンパク質のＮ
－グリコシル化を導くことである。本明細書において説明される組み換えタンパク質はま
た、エントモポックスウイルス（昆虫のポックスウイルス）、細胞質多角体病ウイルス（
ＣＰＶ）、および１つまたは複数の組み換え遺伝子の構成的発現による昆虫細胞の形質転
換体等の他の発現系で発現させることもできる。かなりの数のバキュロウイルス導入ベク
ターおよび対応する適切に修飾された宿主細胞が市販されており、例えば、ｐＡｃＧＰ６
７、ｐＡｃＳＥＣＧ２ＴＡ、ｐＶＬ１３９２、ｐＶＬ１３９３、ｐＡｃＧＨＬＴ、および
ｐＡｃＡＢ４（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）；ｐＢＡＣ－３、ｐＢＡＣ－６、ｐＢＡ
Ｃｇｕｓ－６、およびｐＢＡＣｓｕｒｆ－１（ＮＯＶＡＧＥＮ（登録商標））、ならびに
ｐＰｏｌｈ－ＦＬＡＧおよびｐＰｏｌｈ－ＭＡＴ（ＳＩＧＭＡ　ＡＬＤＲＩＣＨ（登録商
標））がある。
【０１７８】
　プロモーターと転写ターミネーターとの間の領域は、この場合は抗原ポリペプチドおよ
び相補的親和性分子のコードＤＮＡ配列である外来コード配列のクローン化を促進するた
めに、複数の制限酵素消化部位を有してもよい。分泌、特定、正確な挿入、組み換えウイ
ルスの正の選択、および／または組み換えタンパク質の精製を促進するために、追加の配
列、例えば、シグナルペプチドおよび／またはタグコード配列、例えばＨｉｓ－タグ、Ｍ
ＡＴ－タグ、ＦＬＡＧタグ、エンテロキナーゼ認識配列、ミツバチメリチン分泌シグナル
、β－ガラクトシダーゼ、ＭＣＳ上流のグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）
タグを含めてもよい。
【０１７９】
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　一部の実施形態において、融合タンパク質は、本明細書において開示されるＮ末端シグ
ナル配列を含んでもよい。一部の実施形態において、シグナル配列は、本明細書において
開示される相補的親和性分子のＮ末端に結合している。　
【０１８０】
　一部の実施形態において、本明細書において説明される融合ポリペプチドは、スペーサ
ーペプチド、例えば、１４残基スペーサー

を有し、抗原を相補的親和性分子から分離する。そのような短いスペーサーのコード配列
は、プライマーの相補的対をアニールすることによって構築することができる。当業者は
、選択されたスペーサーをコードするオリゴヌクレオチドを設計および合成することがで
きる。スペーサーペプチドは、該して、グリシンおよびプロリン等の非極性アミノ酸残基
を有するべきである。
【０１８１】
　当業者に既知の標準的技術を使用して、本明細書において説明される融合ポリペプチド
の抗原ポリペプチド配列中に、例えば、抗原の本明細書において説明される融合ポリペプ
チドをコードするヌクレオチド配列中に、アミノ酸置換を作製するために、例えば、部位
特異的突然変異誘発およびＰＣＲ媒介突然変異誘発を含む、突然変異を導入することがで
きる。好ましくは、変異型融合ポリペプチドは、本明細書において説明される融合ポリペ
プチドに対して、５０個未満のアミノ酸置換、４０個未満のアミノ酸置換、３０個未満の
アミノ酸置換、２５個未満のアミノ酸置換、２０個未満のアミノ酸置換、１５個未満のア
ミノ酸置換、１０個未満のアミノ酸置換、５個未満のアミノ酸置換、４個未満のアミノ酸
置換、３個未満のアミノ酸置換、または２個未満のアミノ酸置換（各数値を含む）を有す
る。
【０１８２】
　また、コードされたアミノ酸配列、または膜貫通送達を促進する能力を変更しない、あ
る特定のサイレントまたは中立ミスセンス突然変異をＤＮＡコード配列中に作製してもよ
い。これらのタイプの突然変異は、コドン使用頻度を最適化するため、または組み換えタ
ンパク質の発現および産生を向上させるために有用である。
【０１８３】
　ベクターにおける融合ポリペプチドのコード配列の特定の部位特異的突然変異誘発を用
いて、特定のアミノ酸突然変異および置換を作製することができる。部位特異的突然変異
誘発は、例えばＱＵＩＣＫＣＨＡＮＧＥ（登録商標）部位特異的突然変異誘発キット（Ｓ
ｔｒａｔａｇｅｎｅ）を用いて、製造業者の使用説明に従って実施することができる。
【０１８４】
　一実施形態において、例えば、細菌、哺乳動物、昆虫、酵母菌、または植物細胞から選
択される宿主細胞を用いてタンパク質発現系から産生された組み換えポリペプチドの発現
および精製のための、本明細書において説明されるポリペプチドのコードＤＮＡ配列を含
む発現ベクターが本明細書において説明される。発現ベクターは、プロモーター配列、リ
ボソーム認識およびＴＡＴＡボックス、ならびにそのそれぞれの宿主細胞における効率的
な遺伝子転写および翻訳のための３'ＵＴＲ　ＡＡＵＡＡＡ転写終結配列等の必要な５'上
流および３'下流調節要素を有するべきである。発現ベクターは、好ましくは、ＣＭＶ（
サイトメガロウイルス）プロモーター、ＲＳＶ（ラウス肉腫ウイルス）プロモーター、β
アクチンプロモーター、ＳＶ４０（サルウイルス４０）プロモーター、および筋クレアチ
ンキナーゼプロモーターから成る群より選択される転写プロモーター、ならびにＳＶ４０
ポリ（Ａ）およびＢＧＨターミネーターから成る群より選択される転写ターミネーターを
有するベクターであり、より好ましくは、サイトメガロウイルスの初期プロモーター／エ
ンハンサー配列およびアデノウイルス３分節リーダー／イントロン配列を有し、ＳＶ４０
発現の複製起点とポリ（Ａ）配列を含む発現ベクターである。発現ベクターは、例えば、
６Ｘ－ヒスチジン、Ｖ５、チオレドキシン、グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ、ｃ
－Ｍｙｃ、ＶＳＶ－Ｇ、ＨＳＶ、ＦＬＡＧ、マルトース結合ペプチド、金属結合ペプチド
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、ＨＡ、および「分泌」シグナル（ミツバチメリチン、α因子、ＰＨＯ、Ｂｉｐ）をコー
ドする領域等、追加のコード領域を有してもよく、これは発現された融合ポリペプチドに
組み込まれてもよい。さらに、これらのコード領域の後に酵素消化部位を組み込んで、そ
れらが不要な場合に、酵素的除去を促進してもよい。これらの追加の核酸は、融合ポリペ
プチド発現の検出、親和性クロマトグラフィによるタンパク質精製、宿主細胞質における
組み換えタンパク質の溶解度の向上、および／または発現された融合ポリペプチドの培養
培地または酵母菌細胞のスフェロプラスト中への分泌のために有用である。融合ポリペプ
チドの発現は、宿主細胞において構成的であってもよく、あるいはこれは、硫酸銅、ガラ
クトース等の糖類、メタノール、メチルアミン、チアミン、テトラサイクリン、バキュロ
ウイルスによる感染、およびラクトースの安定な合成類似体である（イソプロピル－β－
Ｄ－チオガラクトピラノシド）ＩＰＴＧによって誘導されてもよい。
【０１８５】
　別の実施形態において、本明細書において説明されるポリヌクレオチドを含む発現ベク
ターは、なかでもアデノウイルス、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）、レトロウイルス、お
よびレンチウイルスベクター等のウイルスベクターである。組み換えウイルスは、遺伝子
発現研究および治療的応用のための多用途な系をもたらす。
【０１８６】
　一部の実施形態において、本明細書において説明される融合ポリペプチドは、哺乳動物
細胞のウイルス感染により発現される。ウイルスベクターは、例えば、アデノウイルス、
アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）、レトロウイルス、およびレンチウイルスであってよい。
組み換えアデノウイルスを作製するための単純化した系は、Ｈｅ　ｅｔ　ａｌ．、９５　
ＰＮＡＳ　２５０９（１９９８）により提示される。関心遺伝子は、まず、シャトルベク
ター、例えばｐＡｄＴｒａｃｋ－ＣＭＶにクローン化される。得られたプラスミドを制限
エンドヌクレアーゼＰｍｅＩで消化することによって直線化し、続いてアデノウイルスバ
ックボーンプラスミド、例えば、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ社のＡＤＥＡＳＹ（商標）アデノ
ウイルスベクター系であるｐＡＤＥＡＳＹ－１とともに大腸菌ＢＪ５１８３細胞に同時形
質転換する。組み換えアデノウイルスベクターをカナマイシン耐性について選択し、組み
換えを制限エンドヌクレアーゼ分析により確認する。最後に、直線化した組み換えプラス
ミドをアデノウイルスパッケージング細胞株、例えばＨＥＫ　２９３細胞（Ｅ１－形質転
換ヒト胎児腎細胞）または９１１（Ｅ１形質転換ヒト胎児網膜細胞）にトランスフェクト
する（Ｆａｌｌａｕｘ、ｅｔ　ａｌ．　７　Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ）。２１５
（１９９６）。組み換えアデノウイルスは、ＨＥＫ　２９３細胞内で作製される。
【０１８７】
　組み換えレンチウイルスは、分裂および非分裂哺乳動物細胞で融合ポリペプチドを送達
および発現する利点を有する。ＨＩＶ－１に基づくレンチウイルスは、モロニー白血病ウ
イルス（ＭｏＭＬＶ）に基づくレトロウイルス系よりも広い宿主域を効果的に形質導入す
ることができる。組み換えレンチウイルスの調製は、例えば、ｐＬｅｎｔｉ４／Ｖ５－Ｄ
ＥＳＴ（商標）、ｐＬｅｎｔｉ６／Ｖ５－ＤＥＳＴ（商標）、またはｐＬｅｎｔｉベクタ
ーをＶＩＲＡＰＯＷＥＲ（商標）レンチウイルス発現系（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｉｎｃ
．）と一緒に使用して達成することができる。
【０１８８】
　組み換えアデノ随伴ウイルス（ｒＡＡＶ）ベクターは、多くの異なるヒトおよび非ヒト
細胞株または組織を含む広範な宿主細胞に適用できる。ｒＡＡＶは、広範な細胞型を形質
導入することができ、形質導入は活発な宿主細胞分裂に依存しない。１０８ウイルス粒子
／ｍｌを超える高い力価が上清で容易に得られ、さらに濃縮すると、１０１１～１０１２

ウイルス粒子／ｍｌが得られる。トランス遺伝子は、宿主ゲノムに組み入れられ、そのた
め発現は長期間かつ安定である。
【０１８９】
　ＡＡＶベクターの大規模調製は、サブコンフルエントな２９３細胞の５０×１５０ｍｍ
プレートへの、パッケージング細胞株の３プラスミド同時トランスフェクション（コード
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核酸を担持するＡＡＶベクター、ＡＡＶ　ｒｅｐおよびｃａｐ遺伝子を含むＡＡＶ　ＲＣ
ベクター、ならびにアデノウイルスヘルパープラスミドｐＤＦ６）によって行われる。細
胞をトランスフェクションの３日後に回収して、３回の凍結融解サイクルまたは超音波処
理によってウイルスを放出させる。
【０１９０】
　ＡＡＶベクターは、ベクターの血清型に応じて、２つの異なる方法で精製することがで
きる。ＡＡＶ２ベクターは、ヘパリンに対するその親和性に基づいて１ステップ重力流カ
ラム精製法によって精製する（Ａｕｒｉｃｃｈｉｏ　ｅｔ．　ａｌ．，１２　Ｈｕｍａｎ
　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ　７１（２００１）、Ｓｕｍｍｅｒｆｏｒｄ　＆　Ｓａｍｕｌｓｋ
ｉ，７２　Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．１４３８（１９９８）、Ｓｕｍｍｅｒｆｏｒｄ　＆　Ｓａｍ
ｕｌｓｋｉ，５　Ｎａｔ．Ｍｅｄ．５８７（１９９９））。ＡＡＶ２／１およびＡＡＶ２
／５ベクターは、現在、３連続ＣｓＣｌ勾配により精製されている。
【０１９１】
　理論に拘束されることを望むものではないが、タンパク質が細菌細胞を含む細胞によっ
て発現されるとき、そのタンパク質は、細胞中の特定の部分に局在化するか、または細胞
から分泌される。このため、タンパク質局在化またはタンパク質選別は、細胞が細胞中も
しくは細胞外の適切な位置にタンパク質を輸送する機序である。選別の標的は、細胞小器
官の内部空間、いくつかの内膜のうちのいずれか、細胞の外膜、または分泌を介したその
外部であってよい。この送達プロセスは、タンパク質自体に含まれる情報に基づいて行わ
れる。正しい選別は、細胞にとって極めて重要であり、誤りは疾患を招き得る。
【０１９２】
　いくつかの例外はあるものの、細菌は、真核生物に見られるような膜結合細胞小器官を
有しないが、ガス胞および貯蔵顆粒等の種々のタイプの封入体上にタンパク質を集合させ
ることができる。また、細菌の種に応じて、細菌は、単一の形質膜を有するか（グラム陽
性細菌）、または内（形質）膜および外細胞壁膜の両方と、それら２つの間に周辺質と称
される水を含む空間を有し得る（グラム陰性細菌）。タンパク質は、外膜の有無によって
、環境に分泌され得る。形質膜における基本的機序は、真核生物のものと同様である。さ
らに、細菌は、タンパク質を外膜の中または反対側に指向させる。細菌外膜の反対側にタ
ンパク質を分泌するためのシステムは、極めて複雑であり得、発症機序において重要な役
割を果たし得る。これらのシステムは、Ｉ型分泌、ＩＩ型分泌等として表すことができる
。
【０１９３】
　ほとんどのグラム陽性細菌において、ある特定のタンパク質は、形質膜の反対側に排出
されその後細菌細胞壁に共有結合するように標的化される。特殊化した酵素であるソルタ
ーゼは、ＬＰＸＴＧモチーフ（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１６）（Ｘは、いかなるアミノ酸で
もよい）等のタンパク質Ｃ末端近傍の特徴的な認識部位の標的タンパク質を開裂し、その
後そのタンパク質を細胞壁上に輸送する。モチーフＰＥＰ－ＣＴＥＲＭ（ＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：１７）を有する、エキソソルターゼ（ｅｘｏｓｏｒｔａｓｅ）／ＰＥＰ－ＣＴＥＲ
Ｍと称されるソルターゼ／ＬＰＸＴＧに類似する系は、広い範囲のグラム陰性細菌中に存
在することが提示されている。
【０１９４】
　適切なＮ末端標的シグナルを有するタンパク質は、細胞質で合成され、次いで特定のタ
ンパク質輸送経路に向けられる。細胞膜の反対側へのその移行の最中、または直後に、タ
ンパク質がプロセシングを受けて、その活性型に折り畳まれる。次いで、移行したタンパ
ク質は、細胞の周辺質側に保持されるか、または環境に放出される。タンパク質を膜に指
向させるシグナルペプチドは、輸送経路特異性の重要な決定因子であることから、これら
のシグナルペプチドは、それらがタンパク質を導く輸送経路によって分類される。シグナ
ルペプチドの分類は、シグナルペプチドの除去を担うシグナルペプチダーゼ（ＳＰａｓｅ
）の種類に基づいて分類される。排出されるタンパク質の大部分は、一般「分泌（Ｓｅｃ
）経路」を介して細胞質から排出される。グラム陽性病原体によって分泌される最もよく
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知られている毒性因子（例えば、黄色ブドウ球菌の外毒素、炭疽菌の防御抗原、リステリ
ア菌のリステリオリシンＯ）は、それらをＳｅｃ経路に導くであろう典型的なＮ末端シグ
ナルペプチドを有する。この系を介して分泌されるタンパク質は、折り畳まれていない状
態で細胞膜の反対側に移行される。これに続くこれらのタンパク質のプロセシングおよび
折り畳みは、膜の向こう側の細胞壁環境で行われる。Ｓｅｃ系に加え、一部のグラム陽性
細菌は、折り畳まれたタンパク質を膜の反対側に移行させることができるＴａｔ系も含む
。病原性細菌は、わずかなタンパク質のみの輸送に特異的に関与する、特異的用途の輸送
系を含み得る。例えば、マイコバクテリウムにおいて、特異的経路（ＥＳＡＴ－６）を介
して環境に分泌される、マイコバクテリウム発症機序にとって重要なタンパク質をコード
するいくつかの遺伝子クラスターが特定されている。特異的ＡＴＰ結合カセット（ＡＢＣ
）輸送体は、バクテリオシンと称される抗菌性小ペプチドの輸送およびプロセシングを導
く。溶菌の発生に関与するエンドリシンの遺伝子は、ホリン様タンパク質をコードする遺
伝子の近傍に位置することが多く、これらのホリンが細胞壁へのエンドリシン排出に関与
することを示唆している（Ｗｏｏｌｄｒｉｄｇｅ，ＢＡＣＴ．　ＳＥＣＲＥＴＥＤ　ＰＲ
ＯＴＳ：　ＳＥＣＲＥＴＯＲＹ　ＭＥＣＨＳ．　＆　ＲＯＬＥ　ＩＮ　ＰＡＴＨＯＧＥＮ
．　（Ｃａｉｓｔｅｒ　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，２００９））。
【０１９５】
　一部の実施形態において、本発明で有用なシグナル配列は、ＯｍｐＡシグナル配列であ
るが、バクテリオファージ感染細胞外への抗菌因子の輸送および分泌を可能にする、当業
者に一般に知られるいかなるシグナル配列も本発明における使用のために包含される。
【０１９６】
　細菌細胞からのタンパク質の分泌を導くシグナル配列は、当該技術分野で公知であり、
例えば国際出願第２００５／０７１０８８号において開示されている。例えば、抗菌因子
改変バクテリオファージ、例えば、ＡＭＰ改変バクテリオファージによって発現されるよ
うに、抗菌ペプチド（Ａｍｐ）または抗菌ポリペプチドのアミノ末端またはカルボキシル
末端に結合させることができる、表５に示すシグナルペプチドの非限定的な例のうちの一
部を使用することができる。結合は、抗菌因子改変バクテリオファージ、例えばＡＭＰ改
変バクテリオファージに感染した細菌からの分泌をもたらす、選択された抗原もしくは抗
原－相補的親和性分子融合タンパク質との融合またはキメラ組成物によるものであってよ
い。
【０１９７】
（表５）細菌細胞のタンパク質またはペプチド抗原もしくは抗原－相補的親和性分子融合
タンパク質の分泌を導くシグナルペプチドの例
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【０１９８】
　本明細書において説明されるポリペプチド、例えば、抗原または抗原－相補的親和性分
子融合タンパク質は、当業者に既知の様々な方法によって発現および精製が可能であり、
例えば、本明細書において説明される融合ポリペプチドは、いかなる好適な発現系から精
製してもよい。融合ポリペプチドは、当該技術分野で公知の、硫酸アンモニウムのような
物質を用いた選択的沈殿、カラムクロマトグラフィ、免疫精製法等を含む標準的技術によ
って、実質的に純粋になるまで精製することができる。例として、Ｓｃｏｐｅｓ，ＰＲＯ
ＴＥＩＮ　ＰＵＲＩＦＩＣＡＴＩＯＮ：　ＰＲＩＮＣＩＰＬＥＳ　＆　ＰＲＡＣＴＩＣＥ
（１９８２）、米国特許第４，６７３，６４１号を参照されたい。
【０１９９】
　組み換えタンパク質を精製する際には、多くの手順を利用することができる。例えば、
確立された分子接着特性を有するタンパク質を最適なタンパク質に可逆的に融合させるこ
とができる。適切なリガンドを用いて、タンパク質を精製カラムに選択的に吸着させ、次
に比較的純粋な形態でカラムから遊離させることができる。次いで、融合タンパク質を酵
素活性によって除去する。最後に、親和性または免疫親和性カラムを用いて、最適なタン
パク質を精製することができる。
【０２００】
　宿主細胞においてタンパク質が発現された後、宿主細胞を溶解して、精製のために発現
されたタンパク質を遊離することができる。種々の宿主細胞を溶解する方法は、「Ｓａｍ
ｐｌｅ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ－Ｔｏｏｌｓ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｒｅｓｅａｒ
ｃｈ」ＥＭＤ　ＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅおよびＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（ＣＰＰＳ）に取り上げられている。精製法の例は
、ヒスチジンタグ融合ポリペプチドに対するニッケル、コバルト、または亜鉛親和性樹脂
を用いた金属イオン親和性クロマトグラフ等の親和性クロマトグラフィである。ヒスチジ
ンタグ組み換えタンパク質を精製する方法は、ＣｌｏｎｔｅｃｈによりそのＴＡＬＯＮ（
登録商標）コバルト樹脂を用いる方法が、またＮＯＶＡＧＥＮ（登録商標）によりそのｐ
ＥＴシステムマニュアル第１０版において記載されている。別の好ましい精製方法は、免
疫親和性クロマトグラフィであり、例えば、抗ｍｙｃ抗体共役樹脂を用いて、ｍｙｃタグ
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融合ポリペプチドを親和性精製することができる。適切なプロテアーゼ認識配列が存在す
るとき、融合ポリペプチドをヒスチジンまたはｍｙｃタグから開裂することができ、ヒス
チジンタグおよびｍｙｃタグが親和性樹脂に結合されたまま、融合ポリペプチドを親和性
樹脂から解放する。
【０２０１】
　組み換えタンパク質および天然に存在するタンパク質を精製するための標準的タンパク
質分離技術は、当該技術分野で公知であり、例えば、溶解度による分画、サイズ排除ゲル
濾過、および種々のカラムクロマトグラフィがある。
【０２０２】
　溶解度による分画：しばしば、最初のステップとして、特にタンパク質混合物が複雑で
ある場合、最初の塩分画により不要な宿主細胞タンパク質（または細胞培養培地に由来す
るタンパク質）の多くを関心タンパク質から分離することができる。好ましい塩は、硫酸
アンモニウムである。硫酸アンモニウムは、タンパク質混合物中の水の量を効果的に減少
させることにより、タンパク質を沈殿させる。次いでタンパク質は、その溶解度に基づい
て沈殿する。タンパク質がより疎水性であるほど、そのタンパク質は、より低い硫酸アン
モニウム濃度で沈殿する傾向にある。典型的なプロトコルには、得られた硫酸アンモニウ
ム濃度が２０～３０％であるように、飽和硫酸アンモニウムをタンパク質溶液に添加する
ことが含まれる。この濃度は、最も疎水性のタンパク質を沈殿させることになる。次に、
沈殿物を廃棄し（関心タンパク質が疎水性でない限り）、関心タンパク質を沈殿させるこ
とが知られている濃度まで、上清に硫酸アンモニウムを添加する。次いで、沈殿物を緩衝
液で可溶化して、必要であれば、透析または透析濾過のいずれかによって、過剰塩を除去
する。冷エタノール沈殿等のタンパク質の溶解度に依存する他の方法は、当業者に公知で
あり、複雑なタンパク質混合物を分画するために使用できる。
【０２０３】
　サイズ排除濾過：最適なタンパク質の分子量を用いて、異なる孔径の膜（例えば、ＡＭ
ＩＣＯＮ（登録商標）膜またはＭＩＬＬＩＰＯＲＥ（登録商標）膜）による限外濾過を使
用して、より大きいまたは小さいサイズのタンパク質をそれから単離することができる。
第１ステップとして、関心タンパク質の分子量よりも低い分画分子量を有する孔径の膜を
通して、タンパク質混合物を限外濾過する。限外濾過の残留物を次いで、関心タンパク質
の分子量よりも高い分画分子量の膜に対して限外濾過する。組み換えタンパク質は、膜を
通過して濾液に入る。次いで、濾液に、後述のようにクロマトグラフィを行うことができ
る。
【０２０４】
　カラムクロマトグラフィ：最適なタンパク質は、そのサイズ、正味表面電荷、疎水性、
およびリガンドに対する親和性に基づいて、他のタンパク質から分離することもできる。
さらに、組み換えタンパク質または天然に存在するタンパク質に対して産生された抗体を
カラムマトリックスに共役させ、タンパク質を免疫精製することができる。これらの方法
は全て、当該技術分野において公知である。クロマトグラフィ技術は、いかなる規模で実
施してもよく、多くの異なる製造業者（例えば、Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）
の装置を用いて実施してもよいことは、当業者には明らかであろう。例えば、抗原ポリペ
プチドは、ＰＡ６３七量体親和性カラムを用いて精製することができる（Ｓｉｎｇｈ　ｅ
ｔ　ａｌ．，２６９，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２９０３９（１９９４））。
【０２０５】
　一部の実施形態において、例えば、（ａ）イオン交換クロマトグラフィ、（ｂ）ヒドロ
キシアパタイトクロマトグラフィ、（ｃ）疎水性相互作用クロマトグラフィ、および（ｄ
）サイズ排除クロマトグラフィを含む精製ステップの組み合わせを用いて、本明細書にお
いて説明される融合ポリペプチドを精製することができる。
【０２０６】
　無細胞発現系もまた企図されている。無細胞発現系には、タンパク質の折り畳みに有利
なように反応条件を容易に変更できること、産物毒性に対する感度の低下、ならびに反応
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容量および処理時間の低減により、迅速な発現スクリーニングまたは大量のタンパク質産
生などのハイスループット戦略に適していることを含む、従来の細胞に基づく発現方法よ
りも優れたいくつかの利点がある。無細胞発現系では、プラスミドまたは線状ＤＮＡを使
用することができる。さらに、翻訳効率の改善により、反応混合物１ミリリットルあたり
タンパク質１ミリグラムを超える収率が得られている。市販の無細胞発現系には、ウサギ
網状赤血球に基づくインビトロ系を用いる、ＴＮＴ　ｃｏｕｐｌｅｄ　ｒｅｔｉｃｕｌｏ
ｃｙｔｅ　ｌｙｓａｔｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｐｒｏｍｅｇａ）がある。
【０２０７】
免疫組成物の製剤化および使用方法
　本発明の具体的な実施形態は、動物において免疫応答を誘発するための、本明細書にお
いて開示される免疫原性組成物の使用を提供する。より具体的には、組成物は、体液免疫
および細胞免疫の両方、ならびに多くの場合、粘膜免疫を誘発する。本発明の実施形態は
、感染後、特に肺炎球菌による感染からの少なくとも部分的保護、またはその感染後の部
分的改善を提供する。肺炎球菌は、髄膜炎、肺炎、菌血症、および中耳炎等の多数の疾患
を引き起こす。世界中で毎年ほぼ百万人の小児が、肺炎球菌疾患が原因で死亡する。肺炎
連鎖球菌は、大規模に研究されており、ゲノムの少なくとも一部は配列決定されている。
例えば、米国特許第７，１４１，４１８号を参照されたい。既知の血清型を定義する莢膜
多糖類に対する抗体は、血清型特異的防御を付与するが、他の免疫の防御機序も記載され
ている。Ｍａｌｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，８８　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．１３５（２０１０）
を参照されたい。これらの他の防御機序としては、非莢膜抗原に対する抗体、および肺炎
球菌成分に対するＴ細胞応答が挙げられるが、これらに限定されない。タンパク質－多糖
共役ワクチンであるＰＣＶ７の適用は、疾患を有意に減少させている（Ｂｌａｃｋ　ｅｔ
　ａｌ．，２４（Ｓ２）　Ｖａｃｃｉｎｅ　７９（２００６）、Ｈａｎｓｅｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，２５　Ｐｅｄｉａｔｒ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．Ｊ．７７９（２００６））。しか
し、最近の研究は、ＰＣＶ７に他の血清型が欠如していることにより、代わりとなる肺炎
球菌血清型の出現を示している（Ｐｉｃｈｉｃｈｅｒｏ　＆　Ｃａｓｅｙ，２６（Ｓ１０
）　Ｐｅｄｉａｔｒ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．Ｊ．Ｓ１２（２００７））。
【０２０８】
　この種の全ての血清型に共通のある特定の肺炎球菌抗原、例えば、表面タンパク質Ｐｓ
ｐＡ、ＰｓｐＣ、ＰｓａＡ、および細胞毒素肺炎球菌溶血素またはニューモリソイド（ｐ
ｎｅｕｍｏｌｙｓｏｉｄ）突然変異体（Ｂａｓｓｅｔ　ｅｔ　ａｌ．，７５　Ｉｎｆｅｃ
ｔ．Ｉｍｍｕｎ．５４６０（２００７）、Ｂｒｉｌｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，１８　Ｖａｃｃ
ｉｎｅ　１７０７（２０００））は、封入にもかかわらず、免疫防御の可能性を有するこ
とが示されており、ゲノミクスおよび変異ライブラリーの使用により、数ダースのさらな
る種共通タンパク質特定されている（Ｈａｖａ　＆　Ｃａｍｉｌｌｉ，４５　Ｍｏｌ．Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌ．１３８９（２００２）、Ｗｉｚｅｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，６０　Ｉ
ｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．１５９３（２００１））。動物モデルにおいて、個々の抗原に
よって免疫が誘導されているが（Ａｌｅｘａｎｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，６２　Ｉｎｆｅｃ
ｔ．Ｉｍｍｕｎ．５６８３（１９９４）、Ｂａｌａｃｈａｎｄｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．，７
０　Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．２５２６（２００２）、Ｃｈｕｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１
７０　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９５８（２００３）、Ｇｌｏｖｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，７
６　Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．２７６７（２００８）、Ｗｕ　ｅｔ　ａｌ．，１７５　
Ｊ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．８３９（１９９７））、共通抗原に基づくワクチンは、これ
までヒトでの使用に承認されていない。
【０２０９】
　一実施形態において、対象への投与時に、ポリマーに結合した１つ以上の抗原に対する
免疫応答を誘発する際に使用するための、少なくとも１つのタイプのポリマー骨格、例え
ば多糖または炭水化物ポリマーに結合した少なくとも１つまたは複数の抗原を含む免疫原
性組成物を投与することを含む、哺乳類にワクチンを接種する方法が、本明細書において
提供される。一部の実施形態において、免疫応答は、体液および／または細胞免疫応答で
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ある。
【０２１０】
　したがって、本発明の一態様は、少なくとも１つのタイプのポリマー、例えば多糖と、
少なくとも１つの抗原と、（ｉ）ポリマー、例えば多糖と結合する第１の親和性分子、お
よび（ｉｉ）抗原をポリマー、例えば多糖と結合させるための、抗原と結合する相補的親
和性分子（例えば、第１の親和性分子は、抗原をポリマー、例えば多糖に連結させるよう
に、相補的親和性分子と結合する）を含む、少なくとも１つの相補的親和性分子対とを含
む免疫原性組成物を対象に投与することを含む、対象において免疫応答を誘発するための
方法に関する。
【０２１１】
　したがって、本発明の一態様は、例えば、対象に投与される免疫原性組成物が、少なく
とも１つ、または少なくとも２つ、またはそれ以上の、例えば、複数の同じもしくは異な
る抗原を含むポリマーを含む場合、同時に、複数の抗原に対する体液性および／または細
胞免疫を誘発するための方法に関する。
【０２１２】
　本発明の一態様は、病原体に対する、対象、例えば、トリもしくは哺乳類、例えば、ヒ
トの免疫化またはワクチン接種の方法に関し、１つ以上の病原体に由来する少なくとも１
つの抗原を含む本明細書において開示される免疫組成物を投与することを含む。一部の実
施形態において、対象は、免疫原性組成物のポリマーが、結合される対応する異なる抗原
を有する場合、同時に、少なくとも１つ、または少なくとも２つ、または少なくとも２つ
、または少なくとも３つ、または少なくとも５つ、または少なくとも１０、または少なく
とも１５、または少なくとも約２０、または少なくとも５０、または少なくとも約１００
、または１００を超える異なる病原体に対して、免疫化され得る。
【０２１３】
　一部の実施形態において、対象には、本明細書において開示されるいくつかの異なる免
疫原性組成物を投与することができ、例えば、対象には、１つの抗原、または複数の抗原
、例えば、抗原Ａ、Ｂ、Ｃ、およびＤ等を伴うポリマーを含む組成物を投与することがで
き、かつ異なる抗原、または異なるセットの抗原、例えば、抗原Ｗ、Ｘ、Ｙ、およびＺ等
を含むポリマーを含む組成物を投与することもできる。代替的に、対象には、１つの抗原
、または複数の抗原、例えば、抗原Ａ、Ｂ、Ｃ、およびＤ等を伴うポリマーＡを含む組成
物を投与することができ、かつ同じ、例えば、抗原Ａ、Ｂ、Ｃ、およびＤ等、または異な
るセットの抗原を含むポリマーＢを含む組成物を投与することができる。本発明は、１０
０以上といった多くの抗原での免疫化を可能にするように、所望されるだけ多くの抗原を
用いた、例えば、本明細書において説明される多様な異なる免疫原性複合体を用いた対象
の免疫化のための方法を提供することが想定される。
【０２１４】
　一実施形態において、本明細書において説明される免疫原性組成物は、薬学的に許容可
能な担体を含む。別の実施形態において、本明細書において説明される免疫原性組成物組
成物は、ワクチンとして、またはワクチンにおいて、トリ、哺乳類、またはヒトに投与す
るために製剤化される。好適な製剤化は、例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ'ｓ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　（２００６），　ｏｒ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉ
ｏｎ　ｔｏ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｏｓａｇｅ　Ｆｏｒｍｓ　（４ｔｈ　ｅ
ｄ．，　Ｌｅａ　＆　Ｆｅｂｉｇｅｒ，　Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，　１９８５）にお
いて見出すことができる。
【０２１５】
　一実施形態において、本明細書において説明される免疫原性組成物は、本質的に非毒性
および非治療的である、薬学的に許容可能な担体を含む。かかる担体の例としては、イオ
ン交換体、アルミナ、ステアリン酸アルミニウム、レシチン、血清タンパク質、例えば、
ヒト血清アルブミン、緩衝液物質、例えば、リン酸塩、グリシン、ソルビン酸、ソルビン
酸カリウム、飽和植物性脂肪酸の部分グリセリド混合物、水、塩、または電解質、例えば
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、硫酸プロタミン、リン酸水素二ナトリウム、リン酸水素カリウム、塩化ナトリウム、亜
鉛塩、コロイド状シリカ、三ケイ酸マグネシウム、ポリビニルピロリドン、セルロース系
物質、およびポリエチレングリコールが挙げられる。全ての投与に関して、従来のデポー
形態が好適に使用される。かかる形態としては、例えば、マイクロカプセル、ナノカプセ
ル、リポソーム、硬膏、吸入形態、鼻スプレー、舌下錠、および持続放出調製物が挙げら
れる。持続放出組成物の例に関しては、米国特許第３，７７３，９１９号、第３，８８７
，６９９号、欧州特許第５８，４８１Ａ号、欧州特許第１５８，２７７Ａ号、カナダ特許
第１１７６５６５号；Ｓｉｄｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　２２　Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ　
５４７　（１９８３）；　Ｌａｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　１２　Ｃｈｅｍ．　Ｔｅｃｈ
．　９８　（１９８２）を参照されたい。タンパク質は、通常、患者一人あたりの適用に
つき、約０．１ｍｇ／ｍｌ～１００ｍｇ／ｍｌの濃度で製剤化される。
【０２１６】
　一実施形態において、抗酸化剤、例えば、アスコルビン酸；低分子量（約１０未満の残
基）ポリペプチド、例えば、ポリアルギニンもしくはトリペプチド；タンパク質、例えば
、血清アルブミン、ゼラチン、または免疫グロブリン；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、グルタミン酸、アスパラギン酸、または
アルギニン；単糖類、二糖類、およびセルロースもしくはその誘導体、グルコース、マン
ノース、またはデキストリンを含む、他の炭水化物；キレート剤、例えば、ＥＤＴＡ；な
らびに糖アルコール、例えば、マンニトールまたはソルビトールを含む、他の材料をワク
チン製剤に添加することができる。
【０２１７】
　一部の実施形態において、本ＭＡＰＳ免疫原組成物は、少なくとも１つのアジュバント
とともに投与される。アジュバントは、同時に投与される抗原に対する免疫学的応答を増
強する物質の異質な群である。場合によっては、アジュバントは、より少ないワクチンが
必要とされるように、免疫応答を改善する。アジュバントは、抗原（特異的な保護免疫応
答を刺激する物質）を、免疫系と接触させ、生成される免疫のタイプ、ならびに免疫応答
の質（大きさまたは持続時間）に影響するように働く。アジュバントはまた、ある抗原の
毒性を減少させ、一部のワクチン構成要素への溶解度を提供することができる。抗原に対
する免疫応答の増強のために今日使用されるほとんど全てのアジュバントは、粒子である
か、または抗原とともに粒子を形成する。ＶＡＣＣＩＮＥ　ＤＥＳＩＧＮ　－　ＳＵＢＵ
ＮＩＴ　＆　ＡＤＪＵＶＡＮＴ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ　（Ｐｏｗｅｌｌ　＆　Ｎｅｗｍａｎ
，　Ｅｄｓ．，　Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｒｅｓｓ，　１９９５）という書籍において、多くの
既知のアジュバントが、それらの免疫学的活性、およびそれらの化学特性の両方に関して
、説明されている。粒子を形成しないアジュバントのタイプは、免疫学的シグナル物質と
して作用し、通常条件下で、粒子アジュバント系の投与後、免疫学的活性化の結果として
、免疫系によって形成される物質から成る、物質群である。
【０２１８】
　免疫原性組成物およびワクチンのためのアジュバントは、当該技術分野で公知である。
例としては、モノグリセリドおよび脂肪酸（例えば、モノオレイン、オレイン酸、および
大豆油の混合物）；無機塩、例えば、水酸化アルミニウム、およびリン酸アルミニウムも
しくはカルシウムゲル；オイルエマルションおよび界面活性剤系製剤、例えば、ＭＦ５９
（マイクロ流動化洗剤で安定化した水中油エマルション）、ＱＳ２１（精製サポニン）、
ＡＳ０２　［ＳＢＡＳ２］（水中油エマルション＋ＭＰＬ＋ＱＳ－２１）、ＭＰＬ－ＳＥ
、Ｍｏｎｔａｎｉｄｅ　ＩＳＡ－５１およびＩＳＡ－７２０（安定化油中水エマルション
）；粒子アジュバント、例えば、ウイロゾーム（インフルエンザウイルスを組み込む単層
リポソームビヒクル）、ＡＳ０４（［ＳＢＡＳ４］ＭＰＬを伴うＡｌ塩）、ＩＳＣＯＭＳ
（サポニンおよび脂質の構造複合体）、ポリラクチドコグリコリド（ＰＬＧ）；微生物誘
導体（天然および合成）、例えば、モノホスホリル脂質Ａ（ＭＰＬ）、Ｄｅｔｏｘ（ＭＰ
Ｌ＋Ｍ．Ｐｈｌｅｉ細胞壁骨格）、ＡＧＰ［ＲＣ－５２９］（合成アシル化単糖類）、Ｄ
ｅｔｏｘ－ＰＣ、ＤＣ＿Ｃｈｏｌ（リポソームの中に自己組織化することができるリポイ
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ド免疫刺激因子）、ＯＭ－１７４（脂質Ａ誘導体）、ＣｐＧモチーフ（免疫刺激性ＣｐＧ
モチーフを含有する合成オリゴヌクレオチド）、または他のＤＮＡ構造、修飾ＬＴおよび
ＣＴ（非毒性アジュバント効果を提供するように、遺伝子的に修飾された細菌毒素）；内
因性ヒト免疫調節因子、例えば、ｈＧＭ－ＣＳＦもしくはｈＩＬ－１２（タンパク質また
はコード化されたプラスミドのいずれかとして投与することができるサイトカイン）、Ｉ
ｍｍｕｄａｐｔｉｎ（Ｃ３ｄタンデムアレイ）、ＭｏＧＭ－ＣＳＦ、ＴｉｔｅｒＭａｘ－
Ｇ、ＣＲＬ－１００５、ＧＥＲＢＵ、ＴＥＲａｍｉｄｅ、ＰＳＣ９７Ｂ、Ａｄｊｕｍｅｒ
、ＰＧ－０２６、ＧＳＫ－Ｉ、ＧｃＭＡＦ、Ｂ－ａｌｅｔｈｉｎｅ、ＭＰＣ－０２６、Ａ
ｄｊｕｖａｘ、ＣｐＧ　ＯＤＮ、Ｂｅｔａｆｅｃｔｉｎ、Ａｌｕｍ、およびＭＦ５９、な
らびに金粒子といった不活性ビヒクルが挙げられるが、これらに限定されない。追加のア
ジュバントは、当該技術分野で既知であり、例えば、米国特許第６，８９０，５４０号；
米国特許公開第２００５；０２４４４２０号；ＰＣＴ／ＳＥ９７／０１００３号を参照さ
れたい。
【０２１９】
　一部の実施形態において、アジュバントは粒子であり、ゆっくりと生分解されるという
特徴を有することができる。アジュバントが毒性の代謝産物を形成しないということを確
実にするように注意しなければならない。好ましくは、一部の実施形態において、かかる
アジュバントは、使用されるマトリクスであり得、主に、体に起因する物質である。これ
らとしては、乳酸ポリマー、ポリアミノ酸（タンパク質）、炭水化物、脂質、および低い
毒性を有する生体適合性ポリマーが挙げられる。体から起源するこれらの物質群の組み合
わせ、または体に起因する物質、および生体適合性ポリマーの組み合わせもまた、使用す
ることができる。脂質は、それらが、それらを生分解性にする構造、ならびにそれらが全
ての生体膜において重量な要素であるという事実を提示するため、好ましい物質である。
【０２２０】
　一実施形態において、投与のための本明細書において説明される免疫原性組成物は、対
象への投与のために無菌でなければならない。無菌性は、無菌濾過膜（例えば、０．２ミ
クロンの膜）を通した濾過によって、またはガンマ線照射によって、容易に達成される。
【０２２１】
　一部の実施形態において、本明細書において説明される免疫原性組成物は、生体適合性
油、生理食塩水、防腐剤、炭水化物、タンパク質、アミノ酸、浸透圧制御剤、キャリアガ
ス、ｐＨ制御剤、有機溶媒、疎水性物質、酵素阻害物質、吸水ポリマー、界面活性剤、吸
収プロモーター、および抗酸化剤を含むが、これらに限定されない、薬学的賦形剤をさら
に含む。炭水化物の代表的な例としては、可溶性糖質、例えば、ヒドロプロピルセルロー
ス、カルボキシメチルセルロース、ナトリウムカルボキシルセルロース、ヒアルロン酸、
チトサン、アルギン酸塩、グルコース、キシロース、ガラクトース、フルクトース、マル
トース、サッカロース、デキストラン、コンドロイチン硫酸等が挙げられる。タンパク質
の代表的な例としては、アルブミン、ゼラチン等が挙げられる。アミノ酸の代表的な例と
しては、グリシン、アラニン、グルタミン酸、アルギニン、リジン、およびそれらの塩が
挙げられる。かかる薬学的賦形剤は、当該技術分野で公知である。
【０２２２】
　一部の実施形態において、免疫原性ＭＡＰＳ組成物は、例えば、γインターフェロン、
サイトカイン、化学療法剤、または抗炎症性もしくは抗ウイルス因子を含む、他の治療材
料と組み合わせて投与される。一部の実施形態において、本明細書において開示される免
疫原性組成物は、本明細書において開示される１つ以上の共刺激分子および／またはアジ
ュバントとともに投与することができる。
【０２２３】
　一部の実施形態において、免疫原性組成物は、純粋、または実質的に純粋な形態で投与
されるが、薬学的組成物、製剤、または調製物として投与されてもよい。かかる製剤は、
１つ以上の薬学的に許容可能な担体および任意で他の治療材料とともに、本明細書におい
て説明されるＭＡＰＳを含む。他の治療材料としては、抗原提示を増強する化合物、例え



(59) JP 2019-104758 A 2019.6.27

10

20

30

40

50

ば、ガンマインターフェロン、サイトカイン、化学療法剤、または抗炎症剤が挙げられる
。製剤は、好都合に、単位用量形態において提示することができ、薬学的技術分野におい
て公知の方法によって調製されてもよい。例えば、Ｐｌｏｔｋｉｎ　ａｎｄ　Ｍｏｒｔｉ
ｍｅｒ，　ｉｎ　ＶＡＣＣＩＮＥＳ　（２ｎｄ　ｅｄ．，　Ｗ．Ｂ．　Ｓａｕｎｄｅｒｓ
　Ｃｏ．，　１９９４）は、特定の病原体に特異的な免疫応答を誘導するための、動物ま
たはヒトのワクチン接種、ならびに抗原の調製、抗原の好適な用量の判定、および免疫応
答の誘導のためのアッセイの方法を説明する。
【０２２４】
　静脈内、筋肉内、鼻腔内、経口、舌下、膣内、直腸、皮下、または腹腔内投与に好適な
製剤は、好都合に、好ましくは、受容者の血液と等張性である溶液との活性材料の無菌水
溶液を含む。かかる製剤化は、生理的に適合性のある物質、例えば、塩化ナトリウム（例
えば、０．１Ｍ～２．０　Ｍ）、グリシン等を含有する水に固体活性材料を溶解すること
、および水溶液を生成するように生理学的条件と適合性のある緩衝されたｐＨを有するこ
と、および溶液を無菌にすることによって、好都合に調製されてもよい。これらは、単回
または複数回投与容器、例えば、封止されたアンプルまたはバイアルに存在してもよい。
【０２２５】
　リポソーム懸濁液もまた、薬学的に許容可能な担体として使用することができる。これ
らは、例えば、米国特許第４，５２２，８１１号に説明されるように、当業者に既知の方
法に従って調製することができる。
【０２２６】
　鼻腔内送達のための製剤は、米国特許第５，４２７，７８２号；第５，８４３，４５１
号；第６，３９８，７７４号に説明される。
【０２２７】
　免疫原性組成物の製剤は、安定化剤を組み込むことができる。例示的な安定化剤は、そ
れらのみ、または混合物としてのいずれかで使用され得る、ポリエチレングリコール、タ
ンパク質、サッカライド、アミノ酸、無機酸、および有機酸である。２つ以上の安定化剤
が、適切な濃度および／またはｐＨで水溶液において使用されてもよい。かかる水溶液に
おける具体的な浸透圧は、一般的に、０．１～３．０の範囲内の浸透、好ましくは、０．
８０～１．２の範囲内である。水溶液のｐＨは、ｐＨ　５．０～９．０の範囲内、好まし
くは、ｐＨ　６～８の範囲内になるように調節される。
【０２２８】
　経口調製物が所望される時、免疫原性組成物は、典型的な担体、例えば、とりわけ、ラ
クトース、スクロース、デンプン、タルク、ステアリン酸マグネシウム、結晶性セルロー
ス、メチルセルロース、カルボキシメチルセルロース、グリセリン、アルギン酸ナトリウ
ム、またはアラビアゴムと組み合わせることができる。
【０２２９】
　一部の実施形態において、本明細書において説明される免疫原性組成物は、静脈内、鼻
腔内、筋肉内、皮下、腹腔内、舌下、膣内、直腸、または経口投与することができる。一
部の実施形態において、投与経路は、経口、鼻腔内、皮下、または筋肉内である。一部の
実施形態において、投与経路は、鼻腔内投与である。
【０２３０】
　ワクチン接種は、従来の方法によって行うことができる。例えば、免疫原性組成物は、
好適な希釈剤、例えば、食塩水もしくは水、または完全もしくは不完全なアジュバントに
おいて使用することができる。免疫原性組成物は、免疫応答を誘発するために適切な任意
の経路によって投与することができる。免疫原性組成物は、１度、または免疫応答が誘発
されるまで、周期的な間隔で投与することができる。免疫応答は、抗体産生、細胞毒性ア
ッセイ、増殖アッセイ、およびサイトカイン放出アッセイを含むが、これらに限定されな
い、当業者に既知の多様な方法によって検出することができる。例えば、血液の試料は、
免疫化された哺乳類から取り出され、ＥＬＩＳＡによって、免疫原性組成物の抗原に対す
る抗体の存在に関して分析することができ（ｄｅ　Ｂｏｅｒ　ｅｔ．　ａｌ．，　１１５



(60) JP 2019-104758 A 2019.6.27

10

20

30

40

50

　Ａｒｃｈ　Ｖｉｒｏｌ．　１４７（１９９０）を参照されたい）、これらの抗体の力価
は、当該技術分野で既知の方法によって判定することができる。
【０２３１】
　製剤において採用されるべき正確な用量もまた、投与経路に依存し、施術者の判断、お
よび各患者の状況に従って決定されるべきである。例えば、２５μｇ～９００μｇの範囲
の総タンパク質を、３か月間、毎月投与することができる。
【０２３２】
　最終的に、主治医が、特定の個人に投与するべき免疫原性組成物またはワクチン組成物
の量を決定する。全ての免疫原性組成物またはワクチンと同様に、免疫原の免疫学的に有
効な量は、経験的に判定されなければならない。考慮されるべき因子としては、免疫原が
アジュバントまたは担体タンパク質もしくは他の担体と複合体化、またはそれらに共有結
合するかどうかにかかわらず、免疫原性、投与経路、および投与されるべき免疫化用量の
数が挙げられる。かかる因子は、ワクチンの技術分野において既知であり、過度の実験を
伴わずにかかる判定を行うことは、十分に免疫学者の技能の範囲内である。
【０２３３】
キット
　本発明はまた、例えば、免疫応答における抗原、または抗原の組み合わせの効果を評価
するための調査目的で、それらの好ましい抗原を有する免疫原性組成物を調整するために
、研究者にとって有用である、本明細書において開示される免疫原性組成物を生成するた
めのキットを提供する。かかるキットは、利用可能な材料および試薬から容易に調製する
ことができる。例えば、かかるキットは、以下の材料のうちのいずれか１つ以上を備える
ことができる：ポリマー、例えば、複数の第１の親和性分子と架橋された多糖を含む容器
；および第１の親和性分子と結合する相補的親和性分子を含む容器（相補的親和性分子は
、抗原と結合する）。
【０２３４】
　別の実施形態において、キットは、ポリマー、例えば、多糖を含む容器と、複数の第１
の親和性分子を含む容器と、第１の親和性分子をポリマーに架橋させるための架橋試薬を
含む容器とを備えることができる。
【０２３５】
　一部の実施形態において、キットは、相補的親和性分子を抗原に結合させるための手段
をさらに備え、該手段は、架橋試薬によるか、または何らかの中間融合タンパク質による
ものであり得る。一部の実施形態において、キットは、ポリマーに添加することができる
、少なくとも１種の共刺激因子を備えることができる。一部の実施形態において、キット
は、架橋試薬、例えば、限定されないが、共同因子をポリマーに連結されるためのＣＤＡ
Ｐ（１－シアノ－４－ジメチルアミノピリジニウムテトラフルオロボレート）、ＥＤＣ（
１－エチル－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミド塩酸塩）、シアノ水素
化ホウ素ナトリウム；臭化シアン；重炭酸アンモニウム／ヨード酢酸を備える。
【０２３６】
　多様なキットおよび構成要素を、キットの意図される使用、特定の標的抗原、およびユ
ーザの必要性に依存して、本明細書において説明される方法における使用のために調製す
ることができる。
【０２３７】
　一実施形態において、本明細書において説明される免疫原性組成物またはワクチン組成
物は、マウスに投与される時、疾患症状が予防される抗原を含む５ＬＤ５０の免疫原性組
成物を投与した動物の少なくとも２０％において、疾患症状を予防する免疫応答を引き起
こすことができる。ワクチン接種、および免疫化された動物に投与する方法は、当業者に
既知である。例えば、本明細書において開示される免疫原性組成物またはワクチン組成物
の１０μｇ　アリコートは、１００μｌ　ＰＢＳにおいて、および／または不完全なフロ
イントアジュバントの添加により調製し、１回のワクチン接種あたりマウス１匹につき筋
肉内注射することができる。代替的に、非経口、腹腔内、および足蹠注射を使用すること
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ができる。足蹠注射の容量は、５０μｌに低減される。マウスは、合間に数日、例えば、
１４日の間隔を伴う３つの別個の機会に、本明細書において開示される免疫原性組成物ま
たはワクチン組成物で免疫化することができる。
【０２３８】
　ワクチン接種の有効性は、病原体の投与によって試験することができる。免疫原性組成
物の最後の投与の７日後、免疫化されたマウスに、抗原が由来した病原性生物体を、鼻腔
内に投与する。エーテル麻酔されたマウス（１０ｇ～１２ｇ）は、５ＬＤ５０の病原性生
物体を含有する、５０μｌのＰＢＳで希釈した尿膜腔液で鼻腔内感染させることができる
。防護は、動物の生存および体重を監視することによって測定することができ、これは、
２１日の観察期間中ずっと評価される。重篤に罹患したマウスは、安楽死させる。Ａ／Ｍ
ａｌｌａｒｄ／Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａ／１０２１８／８４の一ＬＤ５０は、１００～
１０００のＴｉｓｓｕｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄｏｓｅ５０　（Ｔ
ＣＩＤ５０）アッセイに等しい。
【０２３９】
　他の実施形態において、免疫化されたマウスに、多様な異なる病原性生物体、例えば、
ポリマーに結合された抗原の各々が由来する異なる病原性生物体を投与することができる
。例えば、免疫原性組成物は、ポリマー、例えば多糖に結合された５つの異なる抗原を含
み、各抗原は、５つの異なる病原性生物体に由来し、免疫化されたマウスに、５つの異な
る病原性生物体の各々を、連続的（任意の順序で）または同時のいずれかで、投与するこ
とができる。当業者は、当該技術分野で既知の方法によって、免疫化されたマウスに投与
するために使用される各病原性生物体に対するＬＤ５０を判定することができるであろう
。例えば、ＬａＢａｒｒｅ　＆　Ｌｏｗｙ，　９６　Ｊ．　Ｖｉｒｏｌ．　Ｍｅｔｈｓ．
　１０７（２００１）；Ｇｏｌｕｂ，　５９Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　７（１９４８）を
参照されたい。
【０２４０】
　前述の発明は、理解を明確にする目的で、例解および例としていくらか詳細に説明され
ているが、添付の特許請求の範囲の精神または範囲を逸脱することなく、ある変更および
修正が行われ得るということが、本発明の教示を踏まえて、当業者には容易に明らかであ
ろう。以下は、本発明の例解を意図するが、しかしながら、本発明の実践は、実施例によ
っていかようにも限定または制限されない。
【実施例】
【０２４１】
　本明細書において提示される実施例は、本明細書において説明される免疫原性複合体を
生成するための方法、ならびにその方法および組成物に関する。特に、実施例は、本明細
書において開示される多重抗原提示（ＭＡＰ）複合体を生成するための方法、および対象
において免疫応答を生成するための使用方法に関する。
【０２４２】
実施例１．組み換えリズアビジンおよびリズアビジン抗原融合タンパク質の構築
　これらの研究において提唱される組み換えリズアビジン（ｒＲｈａｖｉ）は、野生型タ
ンパク質の残基４５～１７９のみを含有する、Ｎ末端修飾型である。大腸菌におけるｒＲ
ｈａｖｉの発現レベルを最適化するために、リズアビジンポリペプチド（４５～１７９）
をコード化する遺伝子配列を、大腸菌が好む発現コドンを使用することによって再設計し
、次いで、ＰＥＴ２１ｂベクターに合成およびクローン化した。可溶性組み換えタンパク
質の正確な折り畳みを促進し、その高い収率を得るために、大腸菌ペリプラズム局在性シ
グナル配列

をコード化するＤＮＡ配列を、ｒＲｈａｖｉの合成遺伝子の５'末端に導入した。このシ
グナル配列は、発現のプロセス中、大腸菌のペリプラズムへのその標的化後、組み換えタ
ンパク質から自動的に欠失されることが予想される。
【０２４３】
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　リズアビジン抗原融合タンパク質を構築するために、７つのアミノ酸

から成るフレキシブルリンカー領域をコード化するＤＮＡ配列を、融合タンパク質を安定
化させるのに役立てるように、合成ｒＲｈａｖｉ遺伝子の３'末端に直接挿入した。候補
抗原（全長または所望のフラグメント）をコード化する遺伝子を、所定のＰＣＲ手順によ
って、関心病原体のゲノムＤＮＡから増幅し、リンカー領域を超えてｒＲｈａｖｉ発現ベ
クターに挿入した。
【０２４４】
　タンパク質発現のために、標的構築物を含有するプラスミドを、標準的な熱ショック手
順を使用して、大腸菌株ＢＬ２１（ＤＥ３）に形質転換した。単一のコロニーをプレート
から新しく選び（または、グリセロールストックを後に使用した）、３７℃での終夜培養
のためにＡｍｐｉｃｉｌｌｉｎ（Ａｍｐ＋）を含有する３０ｍｌ　Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔ
ａｎｉ（ＬＢ）培地に接種した。２日目に、５ｍｌの開始培養物を、１リットルのＬＢ培
地／Ａｍｐ＋に接種し、ＯＤ６００＝１が到達されるまで、３７℃で成長させた。培地を
１６℃まで冷却した後、０．２ｍＭの最終濃度のＩＰＴＧを、終夜誘導のために、培養物
に添加した。
【０２４５】
　タンパク質は、修正した浸透圧ショックプロトコルを使用して、ペリプラズム画分から
精製した。簡潔に述べると、６リットルの培養物からの細菌細胞を収集し、３０ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ（ｐＨ　８．０）、２０％　スクロース、および１ｍＭ　ＥＤＴＡを含有する１２
０ｍｌの緩衝液中に再懸濁した。室温で２０分間撹拌した後、細胞を、１０，０００ｒｐ
ｍで１０分間、遠心分離することによって、再ペレット化した。上清を画分１として収集
し、細胞を５ｍＭのＭｇＣｌ２、プロテイナーゼ阻害物質、およびＤＮａｓｅを含有する
８０ｍｌの氷冷溶液中に再懸濁した。４℃で２０分間撹拌した後、混合物を、１３，００
０ｒｐｍで２０分間の遠心分離に供し、上清を、画分２として収集した。最終濃度の１５
０ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍＭのＭｇＣｌ２、および１０ｍＭのイミダゾールを添加した後
、画分１および画分２が混ざっている上清を、Ｎｉ－ＮＴＡカラムに適用した。Ｎｉ－Ｎ
ＴＡカラムから溶出したタンパク質は、ＡＫＴＡ精製器上で稼働するｓｕｐｅｒｄｅｘ　
２００カラムを使用したゲル濾過によって、さらに精製した。標的タンパク質を含有する
ピーク画分を、プールし、濃縮した。タンパク質濃度を、Ｂｉｏ－ＲａｄからのＢＣＡタ
ンパク質アッセイキットを使用することによって測定した。精製されたタンパク質を、ア
リコート化し、液体窒素中で急速冷凍し、将来の使用のために－８０℃で保持した。
【０２４６】
実施例２．多糖のビオチン化
　多糖のビオチン化は、１－シアノ－４－ジメチルアミノピリジニウムテトラフルオロボ
レート（ＣＤＡＰ）を活性化試薬として使用することによって行った。簡潔に述べると、
多糖を、１０ｍｇ／ｍｌ（または示されるような他の濃度）のＬＰＳ不含水に溶解した。
ｔ＝０において、ある容量のＣＤＡＰ（アセトニトリル中、１００ｍｇ／ｍｌで新しく作
製）を、ボルテックスしながら、１～２ｍｇ　ＣＤＡＰ／ｍｇ　多糖の比率で多糖溶液に
ゆっくりと添加した。３０秒後、ある容量の０．２Ｍ　トリエチルアミン（ＴＥＡ）を、
ｐＨを上げるように、添加した（異なるタイプの多糖に依存して、ＣＤＡＰの容量に等し
いまたは２倍）。２．５分で、ある容量のビオチン誘導体（ＰｉｅｒｃｅからのＥＺ－Ｌ
ｉｎｋ　Ａｍｉｎｅ－ＰＥＧ３－Ｂｉｏｔｉｎ、ＬＰＳ不含水中で２０ｍｇ／ｍｌで可溶
化）を、４℃での終夜カップリング（または２５℃での１～３時間のカップリング）のた
めに、１～１．５ｍｇ　ビオチン／ｍｇ　多糖の最終比率まで添加した。２日目に、５０
ｍＭの最終濃度のグリシンまたはセリンを添加して、反応を停止させ、次いで、混合物を
カラムの通過によって脱塩し、遊離ビオチン誘導体を除去するように、大量のＰＢＳに対
して透析した。ビオチン化された多糖におけるビオチン含有量を、Ｐｉｅｒｃｅからのビ
オチン定量化キットを使用することによって測定し、多糖濃度を、アントロンアッセイに
よって判定した。
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【０２４７】
実施例３．ＭＡＰＳの組み立ておよび精製
　ＭＡＰＳ複合体を組み立てるために、ある容量のビオチン化された多糖を、候補ｒＲｈ
ａｖｉ抗原融合タンパク質と所望の比率で混合し、次いで、４℃または２５℃で終夜イン
キュベートした。インキュベーション後、不溶性凝集体を除去するように、混合物を１３
，２００ｒｐｍで３分間遠心分離した。上清を、泳動溶液として、ＰＢＳ、Ｔｒｉｓ緩衝
液、または食塩水とともに、ｓｕｐｅｒｐｏｓｅ－６またはｓｐｅｒｄｅｘ－２００カラ
ムを使用した、ゲル濾過クロマトグラフィに適用した。大きい分子量の複合体を含有する
ピーク画分を、収集し、濃縮した。ＭＡＰＳ複合体におけるタンパク質含有量および異な
る抗原の比率を、Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ青染色を伴うＳＤＳ－ＰＡＧＥによって試験し、Ｍ
ＡＰＳのタンパク質／多糖比率を、ＢＣＡタンパク質アッセイキットおよびアントロンア
ッセイによって判定した。
【０２４８】
実施例４．免疫化、抗体およびサイトカイン分析、マウスにおける投与
　全ての免疫原性組成物およびワクチンは、免疫化の前日に調製した。肺炎球菌全細胞ワ
クチン、ＭＡＰＳ、または特異的抗原、リズアビジン、多糖、およびビオチンの全てを含
有する等モル混合物を、示される濃度まで食塩水を使用して希釈し、次いで、４℃で終夜
、吸収のために１５ｍｌ円錐管においてＡｌ（ＯＨ）３と混合した。
【０２４９】
　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウス（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，　Ｂａｒ　Ｈ
ａｒｂｏｒ，　Ｍａｉｎｅ）を全ての免疫化実験で使用した。第１の免疫化の時の齢は、
４～６週であった。やさしく抑えられた、麻酔されていないマウスは、２週間隔で背中の
下部に、示される量の抗原を含む、または含まない２００μｌのアジュバントの３回の皮
下注射を受けた。２回目および／または３回目の免疫化の２週間後に血液を取り出し、肺
炎球菌全細胞抗原（ＷＣＡ）、ＴＢ抽出物、または特定のタンパク質抗原での刺激後の抗
体に関して、および体外サイトカイン産生に関して評価した。
【０２５０】
　投与は、最後の免疫化または出血の２週間後に実施した。ＮＰ定着モデルにおいて、マ
ウスに、２０μｌのＰＢＳ中の２×１０７コロニー形成単位（ＣＦＵ）の血清型６Ｂ株０
６０３を、鼻腔内に投与した。ＮＰ定着の存在および程度を判定するために、上気道培養
は、１０日後に、切断された気官を通って逆行して無菌食塩水を注入し、鼻孔からの最初
の６滴（約０．１ｍｌ）を収集し、純粋なもしくは希釈された試料を、２．５μｇのゲン
タマイシン／ｍｌを含有する血液寒天プレート上にプレーティングすることによって行っ
た。
【０２５１】
　吸引敗血症投与モデルにおいて、マウスをイソフルレンでやさしく麻酔し、仰臥位に保
持し、１０６ＣＦＵの肺炎球菌血清型３株ＷＵ－２を含有する１００μｌの鼻腔内接種を
与えた。マウスは、毎日２回監視し、疾病兆候を実証した時に、ＣＯ２吸入および最終放
血によって殺処理し、その後、血液培養物を得た。
【０２５２】
　ＷＣＡまたは異なるタンパク質抗原に対するマウス抗体に関するアッセイは、ＷＣＡ（
１００μｇのタンパク質／ｍｌ　ＰＢＳ）、またはタンパク質抗原（１μｇのタンパク質
／ｍｌ　ＰＢＳ）でコーティングされた、Ｉｍｍｕｌｏｎ　２　ＨＢ　９６マイクロウェ
ルプレート（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，　Ｗａｌｔｈａｍ，　ＭＡ）におい
て行った。プレートは、ＰＢＳ中１％　ＢＳＡでブロックした。ＰＢＳ－Ｔ中で希釈され
た抗体を添加し、室温で２時間インキュベートした。プレートをＰＢＳ－Ｔで洗浄し、マ
ウス免疫グロブリンＧ（Ｓｉｇｍａから）への２次ＨＲＰ共役抗体を添加し、室温で１時
間インキュベートした。プレートを洗浄し、ＳｕｒｅＢｌｕｅ　ＴＭＢ　Ｍｉｃｒｏｗｅ
ｌｌ　Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ（ＫＰＬ，　Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒ
ｇ，　ＭＤ）で発色させた。
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【０２５３】
　サイトカイン刺激のために、刺激剤は、全てのタンパク質抗原に対して、または肺炎球
菌ＷＣＡに対して、１μｇ／ｍｌ～１０μｇ／ｍｌの濃度の刺激媒体（１０％　低エンド
トキシン規定ＦＢＳ（Ｈｙｃｌｏｎｅ，　Ｌｏｇａｎ，　ＵＴ）、５０μＭ　２－メルカ
プトエタノール（Ｓｉｇｍａ）、およびシプロフロキサシン（１０μｇ／ｍｌ、Ｃｅｌｌ
ｇｒｏ，　Ｍａｎａｓｓａｓ，　ＶＡ）を含有するＤＭＥＭ（ＢｉｏＷｈｉｔｔａｋｅｒ
，　Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，　ＭＤ））において希釈した。２５μｌのヘパリン化さ
れた血液を、刺激剤を含む／含まない２２５μｌ　ＤＭＥＭ培地に添加し、３７℃で６日
間培養した。上清を収集し、続いて、遠心分離し、ＩＬ－１７ＡまたはＩＦＮ－γ濃度に
関してＥＬＩＳＡによって分析するまで、－８０℃で保管した（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ
，　Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，　ＭＮ）。
【０２５４】
　脾細胞の刺激に関して、マウス脾細胞を単離し、刺激培地に再懸濁し、次いで、４８ウ
ェルプレートに播種した（３００μｌの容量で３×１０６細胞／ウェル）。３７℃で２時
間インキュベーションした後、３７℃で３日間の刺激のために、示される濃度で刺激を付
加した。上清を収集し、続いて、遠心分離し、ＩＬ－１７ＡまたはＩＦＮ－γ濃度に関し
てＥＬＩＳＡによって分析するまで、－８０℃で保管した。
【０２５５】
　抗体およびＩＬ－１７Ａ濃度ならびにＮＰ定着密度は、ＰＲＩＳＭ（Ｍａｃｉｎｔｏｓ
ｈ用のｖｅｒｓｉｏｎ　４．０ａ，　ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ，　Ｉｎｃ）
を使用して、Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ　Ｕ試験によって比較した。生存における相違も
、ＰＲＩＳＭを使用して、Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ試験で分析した。
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