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(57)【要約】
【課題】抗原性Ｃ型ＨＩＶポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、ポリペプチドお
よびそれらの使用方法の提供。
【解決手段】免疫、パッケージング細胞株の産生、およびＨＩＶポリペプチドの産生を含
む適用におけるポリヌクレオチドの使用もまた、記載される。抗原性ＨＩＶポリペプチド
をコードするポリヌクレオチドが記載され、これらのポリヌクレオチドおよびそれら由来
のポリペプチド産物の使用（免疫原性組成物の処方およびそれらの使用を含む）も記載さ
れる。特定の実施形態において、本発明は、ＨＩＶポリペプチド（Ｅｎｖ、Ｇａｇ、Ｐｏ
ｌ、Ｐｒｏｔ、ＲＴ、Ｉｎｔ、Ｖｐｒ、Ｖｐｕ、Ｖｉｆ、Ｎｅｆ、Ｔａｔ、Ｒｅｖならび
に／またはそれらの組み合わせおよびフラグメントが挙げられるが、これらに限定されな
い）をコードする、単離された野生型のポリヌクレオチドおよび／または発現カセットに
関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
明細書に記載の発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　抗原性ＨＩＶポリペプチド（例えば、表Ｃにおいて示されるペプチド）をコードするポ
リヌクレオチドが記載される。そして免疫原性組成物中の処方物およびこれらの使用を含
む、これらのポリヌクレオチドおよびポリペプチド生成物の使用が、記載される。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）は、現代の医学が直面している最も大きな健康の脅
威の１つとして認識される。現在もなお、この疾患についての療法は存在しない。
【０００３】
　１９８３年～１９８４年においては、３つのグループが、ＡＩＤＳの推測される病因学
的な因子を別々に同定した。例えば、Ｂａｒｒｅ－Ｓｉｎｏｕｓｓｉら（１９８３）、Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　２２０：８６８－８７１；Ｍｏｎｔａｇｎｉｅｒら、Ｈｕｍａｎ　Ｔ－Ｃ
ｅｌｌ　Ｌｅｕｋｅｍｉａ　Ｖｉｒｕｓｅｓ（Ｇａｌｌｏ，ＥｓｓｅｘおよびＧｒｏｓｓ
編、１９８４）；Ｖｉｌｍｅｒら（１９８４）、Ｔｈｅ　Ｌａｎｃｅｔ　１：７５３；Ｐ
ｏｐｏｖｉｃら（１９８４）、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２４：４９７－５００；Ｌｅｖｙら、
（１９８４）、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２５：８４０－８４２を参照のこと。これらの単離物
は、リンパ節腫脹症関連ウイルス（ＬＡＶ）、ヒトＴ細胞リンパ球向性ウイルスＩＩＩ型
（ＨＴＬＶ－ＩＩＩ）、またはＡＩＤＳ関連レトロウイルス（ＡＲＶ）と、様々に呼ばれ
た。これらの単離物の全てが、同じウイルスの株であり、そして後にまとめて、ヒト免疫
不全ウイルス（ＨＩＶ）と呼ばれた。関連するＡＩＤＳを引き起こすウイルスの単離物を
用いて、最初にＨＩＶと呼ばれた株が、現在ＨＩＶ－１と呼ばれており、そして関連する
ウイルスが、ＨＩＶ－２と呼ばれている。例えば、Ｇｕｙａｄｅｒら（１９８７）Ｎａｔ
ｕｒｅ　３２６：６２２－６６９；Ｂｒｕｎ－Ｖｅｚｉｎｅｔら（１９８６）Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２３３：３４３－３４６；Ｃｌａｖｅｌら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ　３２４：６
９１－６９５を参照のこと。
【０００４】
　多くの情報が、ＨＩＶウイルスについては蓄積されているが、しかし、有効なワクチン
は今日までには同定されていない。ＨＩＶによってコードされるｅｎｖおよびＧａｇ遺伝
子産物を含むワクチンの開発のためのいくつかの標的が、試験されている。Ｇａｇ遺伝子
産物として、Ｇａｇ－ポリメラーゼおよびＧａｇ－プロテアーゼが挙げられるが、これら
に限定されない。Ｅｎｖ遺伝子産物として、単量体のｇｐ１２０ポリペプチド、オリゴマ
ーの（ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｃ）ｇｐ１４０ポリペプチドおよびｇｐ１６０ポリペプチドが
挙げられるが、これらに限定されない。
【０００５】
　Ｈａａｓら（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　６（３）：３１５－３２４、１９９６
）は、ＨＩＶ－１による選択的なコドン使用が、ウイルスのタンパク質合成の実質的にわ
ずかな非効率性を説明するようであることを示唆した。Ａｎｄｒｅら（Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．
７２（２）：１４９７－１５０３、１９８８）は、改変されたコドン使用を有する合成ｇ
ｐ１２０配列を使用するＤＮＡのワクチン接種によって誘発される、増大された免疫応答
を記載した。Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒら（Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７１（７）：４８９２－４９０３
、１９９７）は、Ｇａｇコード配列およびＧａｇプロテアーゼコード配列のコード配列内
に配置された阻害（または不安定性）エレメント（ＩＮＳ）の不活化を議論している。
【０００６】
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　ＨＩＶ－１のＧａｇタンパク質は、ウイルス様の粒子のアセンブリに必要である。ＨＩ
Ｖ－１のＧａｇタンパク質は、アセンブリ、粒子の放出後のビリオンの成熟、およびウイ
ルスの複製における初期の侵入後の工程を含む、ウイルスの生存周期の多くの段階に関連
している。ＨＩＶ－１のＧａｇタンパク質の役割は多数あり、そして複雑である（Ｆｒｅ
ｅｄ，Ｅ．Ｏ．、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２５１：１－１５、１９９８）。
【０００７】
　Ｗｏｌｆら、（１９９６年１０月３日に公開された、ＰＣＴ国際出願ＷＯ９６／３０５
２３；１９９１年１０月２日に公開された、欧州特許出願公開番号第０　４４９　１１６
　Ａ１号）は、非感染性のレトロウイルス様の粒子キャリアとして作用するように、特に
、免疫学的に重要なエピトープの提示のために、変更されたＨＩＶ－１のｐｒ５５　Ｇａ
ｇの使用を記載した。Ｗａｎｇら（Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２００：５２４－５３４、１９９
４）は、ビリオンへのＨＩＶ　Ｇａｇ－β－ガラクトシダーゼ融合タンパク質のアセンブ
リを研究するための系を記載している。彼らは、ＨＩＶ　Ｇａｇ－β－ガラクトシダーゼ
融合タンパク質をコードする配列の構築、ＨＩＶ　Ｇａｇタンパク質の存在下でのこのよ
うな配列の発現、およびウイルス粒子へのこれらのタンパク質のアセンブリを記載する。
【０００８】
　Ｓｈｉｖｅｒら（１９９８年８月１３日に公開されたＰＣＴ国際出願ＷＯ９８／３４６
４０号）は、ＨＩＶ　Ｇａｇをコードする合成ＤＮＡ分子、およびＨＩＶ　Ｇａｇの改変
を産生するための、ＨＩＶ－１（ＣＡＭ１）Ｇａｇコード配列の変更を記載した。合成分
子のコドンは、計画された宿主細胞によって好まれるコドンであった。
【０００９】
　最近、免疫原性の組成物中でのＨＩＶ　Ｅｎｖポリペプチドの使用が記載されている。
（異なるＨＩＶ　ｅｎｖ改変体をそれぞれ発現する少なくとも４つの異なる組換えウイル
スの混合物を含む免疫原性の組成物を記載している、１９９８年１２月８日に発行された
Ｈｕｒｗｉｔｚらの米国特許第５，８４６，５４６号；および、ＨＩＶ－１　ｇｐ１２０
タンパク質のエピトープに対応するペプチドを記載している、１９９８年１１月２４日に
発行された、Ｖａｈｌｎｅらの米国特許第５，８４０，３１３号を参照のこと）。さらに
、１９９９年３月２日に発行された、Ｓｉａらの米国特許第５，８７６，７３１号は、配
列ＧＰＧＲを含有しているＨＩＶ－１単離物のＶ３ループタンパク質のＢ細胞エピトープ
のアミノ酸配列に対して直接連結されたＧａｇのＴ細胞エピトープのアミノ酸配列を含有
しているＨＩＶに対する候補のワクチンを記載している。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　（発明の要旨）
　本明細書中に記載されるものは、新規のＨＩＶ配列、これらの新規配列によってコード
されるポリペプチド、ならびにこれらおよび他のＨＩＶ配列から生成される合成発現カセ
ットである。１つの局面において、本発明は、改良されたＨＩＶ発現カセットに関する。
第２の局面において、本発明は、本発明の発現カセットを用いた被験体における免疫応答
の発生に関する。さらなる局面において、本発明は、本発明の発現カセットおよび本発明
の発現カセットによってコードされるポリペプチドを用いた被験体における免疫応答の発
生に関する。別の局面において、本発明は、被験体におけるＨＩＶに対する抗体および／
または細胞性免疫応答を強力な中和を誘導するための増強されたワクチン技術に関する。
【００１１】
　特定の実施形態において、本発明は、ＨＩＶポリペプチド（Ｅｎｖ、Ｇａｇ、Ｐｏｌ、
Ｐｒｏｔ、ＲＴ、Ｉｎｔ、Ｖｐｒ、Ｖｐｕ、Ｖｉｆ、Ｎｅｆ、Ｔａｔ、Ｒｅｖならびに／
またはそれらの組み合わせおよびフラグメントが挙げられるが、これらに限定されない）
をコードする、単離された野生型のポリヌクレオチドおよび／または発現カセットに関す
る。いくつかの遺伝子の変異は、免疫応答を発生する遺伝子産物の能力に有害な影響を与
えることなく、遺伝子産物の活性を減少させるか、または排除することが記載される。例
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示的なポリヌクレオチドとしては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：
【００１２】
【数１】

【００１３】

【数１Ａ】

【００１４】
　他の実施形態において、本発明は、ＨＩＶポリペプチド（Ｅｎｖ、Ｇａｇ、Ｐｏｌ、Ｐ
ｒｏｔ、Ｉｎｔ、Ｖｐｒ、Ｖｐｕ、Ｖｉｆ、Ｎｅｆ、Ｔａｔ、Ｒｅｖならびに／またはそ
れらの組み合わせおよびフラグメントが挙げられるが、これらに限定されない）をコード
する合成のポリヌクレオチドおよび／または発現カセットに関する。さらに、本発明また
、ＨＩＶポリペプチドの発現の改善、およびウイルス様粒子の産生に関する。ＨＩＶポリ
ペプチド（例えば、Ｇａｇ－，ｐｏｌ－，プロテアーゼ（ｐｒｏｔ）－、逆転写酵素、イ
ンテグラーゼ、ＲＮＡｓｅＨ、Ｔａｔ、Ｒｅｖ、Ｎｅｆ、Ｖｐｒ、Ｖｐｕ、Ｖｉｆおよび
／またはＥｎｖを含有するポリペプチド）をコードする合成発現カセットが記載され、こ
の発現カセットの使用も記載される。いくつかの遺伝子の変異は、免疫応答を発生する遺
伝子産物の能力に有害な影響を与えることなく、遺伝子産物の活性を減少させるか、また
は排除することが記載される。例示的な合成ポリヌクレオチドとしては、以下が挙げられ
るが、これらに限定されない：
【００１５】
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【数２】

【００１６】
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【数２Ａ】

【００１７】
　従って、本発明の１つの局面は、発現カセットおよびこの中に含まれるポリヌクレオチ
ドに関する。この発現カセットは、代表的には、発現ベクター骨格に挿入されたＨＩＶポ
リペプチドコード配列を含む。１つの実施形態において、発現カセットは、１以上のポリ
ペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含み、ここで、このポリヌクレオチド配列
は、本明細書中で教示される配列に対して、約８５％～１００％の間、およびこの間の任
意の整数値（例えば、少なくとも約８５％、好ましくは約９０％、より好ましくは約９５
％、およびより好ましくは約９８％）の配列同一性を有する配列を含む。
【００１８】
　本発明のＨＩＶポリペプチドをコードするポリヌクレオチドはまた、さらなるポリペプ
チドをコードする配列を含み得る。ポリペプチドをコードするこのようなさらなるポリヌ
クレオチドは、例えば、他のウイルスタンパク質（例えば、Ｂ型肝炎またはＣ型肝炎ある
いは他のＨＩＶのタンパク質）についてのコード配列（例えば、ＨＩＶ　Ｇａｇポリペプ



(7) JP 2012-80895 A 2012.4.26

10

20

30

チドをコードするポリヌクレオチド配列、ＨＩＶ　Ｅｎｖポリペプチドをコードするポリ
ヌクレオチド配列および／またはｖｉｆ、ｖｐｒ、ｔａｔ、ｒｅｖ、ｖｐｕおよびｎｅｆ
のうちの１以上をコードするポリヌクレオチド）；サイトカインまたは他の導入遺伝子を
含み得る。
【００１９】
　１つの実施形態において、ＨＩＶ　Ｐｏｌポリペプチドをコードする配列は、逆転写酵
素およびインテグラ－ゼに対応するコード領域の欠失によって改変され得る。このポリメ
ラーゼポリペプチドにおけるこのような欠失はまた、作製され得、その結果、このポリヌ
クレオチド配列は、ヘルパーＴ細胞およびＣＴＬのエピトープを保存する。目的の他の抗
原は、同様にポリメラーゼに挿入され得る。
【００２０】
　別の実施形態において、発現カセットは、例えば、以下：
【００２１】
【数３】

【００２２】
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【数３Ａ】

【００２３】
のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含み、ここで、これらのポリペプチ
ドをコードするポリヌクレオチド配列は、本明細書中で教示される配列に対して、約８５
％～１００％の間、およびこの間の任意の整数値（例えば、少なくとも約８５％、好まし
くは約９０％、より好ましくは約９５％、そしてより好ましくは約９８％）の配列同一性
を有する配列を含む。
【００２４】
　本発明のＨＩＶポリペプチドをコードするネイティブなポリヌクレオチド配列および合
成ポリヌクレオチド配列は、代表的には、本明細書中に教示される配列と、約８５％～１
００％の間、およびこの間の任意の整数値（例えば、少なくとも約８５％、好ましくは、
約９０％、より好ましくは、約９５％、そしてより好ましくは、約９８％）の配列同一性
を有する。さらに、特定の実施形態において、本発明のＨＩＶポリペプチドをコードする
ポリヌクレオチド配列は、本明細書中に教示される配列と、１００％の配列同一性を示す
。
【００２５】
　本発明のポリヌクレオチドは、組換え技術、合成技術またはそれらの組み合わせによっ
て生成され得る。
【００２６】
　本発明は、さらに、選択した宿主細胞における使用のための組換え発現系を包含し、こ
こで、この組換え発現系は、本発明の１つ以上のポリヌクレオチドおよび発現カセットを
用いる。このような系において、ポリヌクレオチド配列は、選択した宿主細胞における発
現と適合性のコントロールエレメントに作動可能に連結される。多数の発現コントロール
エレメントが、当該分野で公知であり、これらとしては、以下が挙げられるがこれらに限
定されない：転写プロモーター、転写エンハンサーエレメント、転写終止シグナル、ポリ
アデニル化配列、翻訳の開始を最適化するための配列、および翻訳終止配列。例示的な転
写プロモーターとしては、ＣＭＶ、ＣＭＶ＋イントロンＡ、ＳＶ４０、ＲＳＶ、ＨＩＶ－
Ｌｔｒ、ＭＭＬＶ－ｌｔｒおよびメタロチオネインから誘導されるものが挙げられるが、
これらに限定されない。
【００２７】
　本発明の別の局面は、本発明の１つ以上の発現カセットを含む細胞を含み、ここで、ポ
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リヌクレオチド配列は、選択された細胞における発現と適合性の制御エレメントに作動可
能に連結される。１つの実施形態において、このような細胞は、哺乳動物細胞である。例
示的な哺乳動物細胞としては、ＢＨＫ細胞、ＶＥＲＯ細胞、ＨＴ１０８０細胞、２９３細
胞、ＲＤ細胞、ＣＯＳ－７細胞およびＣＨＯ細胞が挙げられるがこれらに限定されない。
本発明の実施において有用であり得る他の細胞、細胞型、組織型などとしては、以下から
得られるものが挙げられるがこれらに限定されない：昆虫（例えば、Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕ
ｓｉａ　ｎｉ（Ｔｎ５）およびＳｆ９）、細菌、酵母、植物、抗原提示細胞（例えば、マ
クロファージ、単球、樹状細胞、Ｂ細胞、Ｔ細胞、幹細胞およびそれらの前駆細胞）、一
次細胞、不死化細胞、腫瘍誘導細胞。
【００２８】
　さらなる局面において、本発明は、免疫学的応答を発生するための組成物を包含し、こ
こで、この組成物は、代表的には、本発明の少なくとも１つの発現カセットを含有し、そ
して例えば、発現カセット（例えば、Ｐｏｌ誘導体化ポリペプチドをコードするポリヌク
レオチドを有する１つ以上の発現カセット、Ｇａｇ誘導体化ポリペプチドをコードするポ
リヌクレオチドを有する１つ以上の発現カセット、付随ポリペプチドをコードするポリヌ
クレオチド（例えば、ネイティブもしくは合成の、ｖｐｕ、ｖｐｒ、ｎｅｆ、ｖｉｆ、ｔ
ａｔ、ｒｅｖ）を有する１つ以上の発現カセット、および／またはＥｎｖ誘導体化ポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチドを有する１つ以上の発現カセット）の組み合わせを
含有し得る。このような組成物は、さらに、アジュバント（単数または複数）を含有し得
る。これらの組成物はまた、１つ以上のＨＩＶポリペプチドを含有し得る。このＨＩＶポ
リペプチドは、組成物中の発現カセットによってコードされるポリペプチドに対応し得る
か、または発現カセットによってコードされるポリペプチドとは異なり得る。発現カセッ
ト（または、本発明のポリヌクレオチド）およびポリペプチドの両方を含有する組成物に
おいて、本発明の種々の発現カセットが混合され得、そして／または本明細書中に記載さ
れる種々のＨＩＶポリペプチドと適合され得る。
【００２９】
　別の局面において、本発明は、被験体の免疫化の方法を包含する。本方法において、上
記の組成物のいずれかは、被験体中の発現カセットの発現に適合性である条件下で、被験
体中にある。１つの実施形態において、発現カセット（または、本発明のポリヌクレオチ
ド）は、遺伝子送達ベクターを使用して導入され得る。この遺伝子送達ベクターは、例え
ば、非ウイルスベクター、またはウイルスベクターであり得る。例示的なウイルスベクタ
ーとしては、真核層状開始系（ｅｕｃａｒｙｏｔｉｃ　ｌａｙｅｒｅｄ　ｖｅｃｔｏｒ　
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ）、Ｓｉｎｄｂｉｓウイルス（または他のαウイル
ス）由来ベクター、レトロウイルスベクターおよびレンチウイルスベクターが挙げられる
がこれらに限定されない。他の例示的なベクターとしては、ｐＣＭＶＫｍ２、ｐＣＭＶ６
ａ、ｐＣＭＶ－ｌｉｎｋ、およびｐＣＭＶＰＬＥｄｈｆｒが挙げられるが、これらに限定
されない。免疫学的応答を生じるために有用な組成物はまた、特定のキャリア（例えば、
ＰＬＧ微粒子またはＣＴＡＢ－ＰＬＧ微粒子）を使用して送達され得る。さらに、このよ
うな組成物は、例えば、金粒子またはタングステン粒子、および例えば、遺伝子銃を使用
して被験体に送達されるコーティングされた粒子上にコーティングされ得る。これらの組
成物はまた、リポソームとして処方され得る。この方法の１つの実施形態において、被験
体は、哺乳動物であり、そして例えば、ヒトであり得る。
【００３０】
　さらなる局面において、本発明は、被験体において免疫応答を生じる方法を包含する。
本明細書中に記載される任意の発現カセットは、適切な細胞において発現されて、本発明
のポリヌクレオチドによってコードされるＨＩＶポリペプチドの発現を提供し得る。次い
で、ポリペプチドは単離（例えば、続いて精製）され、免疫応答を誘発するのに十分な量
で被験体に投与される。特定の実施形態において、本方法は、本明細書中に記載される遺
伝子送達技術のいずれかを使用して、本発明の１つ以上の発現カセットまたはポリヌクレ
オチドを投与する工程を包含する。他の実施形態において、本方法は、本発明の１つ以上
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の発現カセットまたはポリヌクレオチドおよび１つ以上のポリペプチドを同時投与する工
程を包含し、ここで、これらのポリペプチドは、これらのポリヌクレオチドから発現され
得るか、または他のＨＩＶポリペプチドであり得る。他の実施形態において、本方法は、
本発明の複数の発現カセットまたはポリヌクレオチドを同時投与する工程を包含し得る。
なおさらなる実施形態において、本方法は、複数のポリペプチド、例えば、本発明のポリ
ヌクレオチドから発現されるポリペプチドおよび／または他のＨＩＶポリペプチドを同時
投与する工程を包含する。
【００３１】
　本発明はさらに、被験体において免疫応答を生じる方法を包含し、ここで、被験体の細
胞は、選択されたポリヌクレオチドの発現および目的のポリペプチド（例えば、本発明の
任意の発現カセットによってコードされる）の産生が可能な条件下で、上記の発現カセッ
トまたは本発明のポリヌクレオチドのいずれかを用いてトランスフェクトされる。この方
法によって、ポリペプチドに対する免疫応答が、被験体で誘発される。細胞のトランスフ
ェクションは、エキソビボで行われ得、そしてトランスフェクトされた細胞は、被験体に
再導入される。あるいは、またはさらに、細胞は被験体においてインビボでトランスフェ
クトされ得る。免疫応答は、体液性および／または細胞媒介性（細胞性）であり得る。さ
らなる実施形態において、この方法はまた、被験体への発現カセットの導入前、導入時お
よび／または導入後に、ＨＩＶポリペプチドを投与する工程を包含し得る。
【００３２】
　本発明のポリヌクレオチドは、単独または組み合わせて使用され得る。ＨＩＶ誘導体化
ポリペプチドをコードする本発明のポリヌクレオチドは、種々の方法において発現され得
る。これらの方法としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：プロモーター
から発現される単一の遺伝子産物（またはそれらの一部分）をコードするポリヌクレオチ
ド；１つより多い遺伝子産物（またはそれらの一部分）をコードする複数のポリヌクレオ
チド（例えば、ポリシストロニックコード配列）；単一のポリタンパク質を産生するため
の複数のポリヌクレオチドインフレーム；およびポリタンパク質がポリタンパク質を含む
１つ以上のポリペプチドの間にタンパク質切断部位を有する、単一のポリタンパク質を産
生するための複数のポリヌクレオチドインフレーム。
【００３３】
　本発明のこれらおよび他の実施形態は、本明細書中の開示の点から、当業者に容易に思
い浮かぶことである。したがって、本発明は、以下を提供する。
（１）ＨＩＶ　Ｇａｇポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配
列を含む発現カセットであって、該Ｇａｇポリペプチドをコードする該ポリヌクレオチド
配列が、配列番号９、配列番号１０、配列番号１１、配列番号１３、配列番号１４、配列
番号１５、配列番号１６、配列番号１７、配列番号１８および配列番号１９からなる群よ
り選択される配列に対して少なくとも９０％の配列同一性を有する配列を含む、発現カセ
ット。
（２）ＨＩＶ　Ｇａｇポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配
列を含む発現カセットであって、該Ｇａｇポリペプチドをコードする該ポリヌクレオチド
配列が、配列番号１２または配列番号２０の少なくとも５００個の連続するヌクレオチド
に対して少なくとも９０％の配列同一性を有する配列を含む、発現カセット。
（３）ＨＩＶ　Ｅｎｖポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配
列を含む発現カセットであって、該Ｅｎｖポリペプチドをコードする該ポリヌクレオチド
配列が、配列番号２１、配列番号２２、配列番号２３、配列番号２４、配列番号２５、配
列番号２６、配列番号２７、配列番号２８、配列番号２９および配列番号３０に対して少
なくとも９０％の配列同一性を有する配列を含む、発現カセット。
（４）ＨＩＶ　Ｅｎｖポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配
列を含む発現カセットであって、該Ｅｎｖポリペプチドをコードする該ポリヌクレオチド
配列が、配列番号３０、配列番号３１、配列番号３２、配列番号３３、配列番号３４、配
列番号３５、配列番号３６、配列番号３７および配列番号３８に対して少なくとも９０％
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の配列同一性を有する配列を含む、発現カセット。
（５）ＨＩＶ　Ｉｎｔポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配
列を含む発現カセットであって、該Ｉｎｔポリペプチドをコードする該ポリヌクレオチド
配列が、配列番号３９に対して少なくとも９５％の配列同一性を有する配列を含む、発現
カセット。
（６）ＨＩＶ　Ｉｎｔポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配
列を含む発現カセットであって、該Ｉｎｔポリペプチドをコードする該ポリヌクレオチド
配列が、配列番号４０に対して少なくとも９８％の配列同一性を有する配列を含む、発現
カセット。
（７）ＨＩＶ　Ｎｅｆポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配
列を含む発現カセットであって、該Ｎｅｆポリペプチドをコードする該ポリヌクレオチド
配列が、配列番号４１または配列番号２０３に対して少なくとも９０％の配列同一性を有
する配列を含む、発現カセット。
（８）ＨＩＶ　ｐ１５ＲＮａｓｅＨポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌ
クレオチド配列を含む発現カセットであって、該ｐ１５ＲＮａｓｅＨポリペプチドをコー
ドする該ポリヌクレオチド配列が、配列番号４２に対して少なくとも９０％の配列同一性
を有する配列を含む、発現カセット。
（９）ＨＩＶ　Ｐｏｌポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配
列を含む発現カセットであって、該Ｐｏｌポリペプチドをコードする該ポリヌクレオチド
配列が、配列番号４３、配列番号４４および配列番号４５からなる群より選択される配列
に対して少なくとも９５％の配列同一性を有する配列を含む、発現カセット。
（１０）ＨＩＶ　Ｔａｔポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
配列を含む発現カセットであって、該Ｔａｔポリペプチドをコードする該ポリヌクレオチ
ド配列が、配列番号４６、配列番号４７および配列番号４８からなる群より選択される配
列に対して少なくとも９０％の配列同一性を有する配列を含む、発現カセット。
（１１）ＨＩＶ　Ｐｒｏｔポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ド配列を含む発現カセットであって、該Ｐｒｏｔポリペプチドをコードする該ポリヌクレ
オチド配列が、配列番号４９または配列番号５０に対して少なくとも９５％の配列同一性
を有する配列を含む、発現カセット。
（１２）ＨＩＶ　Ｐｒｏｔポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチ
ド配列を含む発現カセットであって、該Ｐｒｏｔポリペプチドをコードする該ポリヌクレ
オチド配列が、配列番号５１に対して少なくとも９０％の配列同一性を有する配列を含む
、発現カセット。
（１３）ＨＩＶ　Ｒｅｖポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
配列を含む発現カセットであって、該Ｒｅｖポリペプチドをコードする該ポリヌクレオチ
ド配列が、配列番号５２に対して少なくとも９０％の配列同一性を有する配列を含む、発
現カセット。
（１４）ＨＩＶ　Ｔａｔポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
配列を含む発現カセットであって、該Ｔａｔポリペプチドをコードする該ポリヌクレオチ
ド配列が、配列番号５３、配列番号５４、配列番号５５、配列番号５６、配列番号５７、
配列番号５８、配列番号５９、および配列番号６０からなる群より選択される配列に対し
て少なくとも９０％の配列同一性を有する配列を含む、発現カセット。
（１５）ＨＩＶ　Ｅｎｖポリペプチドを含むポリペプチドをコードするポリヌクレオチド
配列を含む発現カセットであって、該Ｅｎｖポリペプチドをコードする該ポリヌクレオチ
ド配列が、配列番号１８３、配列番号１８４、配列番号１８５、配列番号１８６、配列番
号１８７、配列番号１８８、配列番号１８９、配列番号１９０および配列番号１９１から
なる群より選択される配列に対して少なくとも９０％の配列同一性を有する配列を含む、
発現カセット。
（１６）項目１～１５のいずれかに記載の発現カセットを含む、選択された宿主細胞にお
ける使用のための組換え発現系であって、前記ポリヌクレオチド配列が、該選択された宿
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主細胞における発現と適合する制御エレメントに作動可能に連結されている、組換え発現
系。
（１７）項目１６に記載の組換え発現系であって、前記制御エレメントが、転写プロモー
ター、転写エンハンサーエレメント、転写終結シグナル、ポリアデニル化配列、翻訳の開
始の最適化のための配列、および翻訳終結配列からなる群より選択される、組換え発現系
。
（１８）項目１６に記載の組換え発現系であって、前記転写プロモーターが、ＣＭＶ、Ｃ
ＭＶおよびイントロンＡ、ＳＶ４０、ＲＳＶ、ＨＩＶ－Ｌｔｒ、ＭＭＬＶ－ｌｔｒ、なら
びにメタロチオネインからなる群より選択される、組換え発現系。
（１９）項目１～１５のいずれか１項に記載の発現カセットを含む細胞であって、前記ポ
リヌクレオチド配列が、前記選択された細胞における発現に適合する制御エレメントに作
動可能に連結されている、細胞。
（２０）前記細胞が哺乳動物細胞である、項目１９に記載の細胞。
（２１）前記細胞が、ＢＨＫ細胞、ＶＥＲＯ細胞、ＨＴ１０８０細胞、２９３細胞、ＲＤ
細胞、ＣＯＳ－７細胞、およびＣＨＯ細胞からなる群より選択される、項目２０に記載の
細胞。
（２２）前記細胞が、ＣＨＯ細胞である、項目２１に記載の細胞。
（２３）前記細胞が、昆虫細胞である、項目１９に記載の細胞。
（２４）前記細胞が、Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ　ｎｉ（Ｔｎ５）昆虫細胞またはＳｆ９
昆虫細胞のいずれかである、項目２３に記載の細胞。
（２５）前記細胞が、細菌細胞である、項目１９に記載の細胞。
（２６）前記細胞が、酵母細胞である、項目１９に記載の細胞。
（２７）前記細胞が、植物細胞である、項目１９に記載の細胞。
（２８）前記細胞が、抗原提示細胞である、項目１９に記載の細胞。
（２９）項目２８に記載の細胞であって、前記抗原提示細胞が、リンパ細胞であり、該リ
ンパ細胞が、そのマクロファージ、単球、樹状細胞、Ｂ細胞、Ｔ細胞、幹細胞、および始
原細胞からなる群より選択される、細胞。
（３０）項目１９に記載の細胞であって、前記細胞が、始原細胞である、細胞。
（３１）項目１９に記載の細胞であって、前記細胞が、不死化細胞である、細胞。
（３２）項目１９に記載の細胞であって、前記細胞が、腫瘍由来細胞である、細胞。
（３３）ＨＩＶ　Ｇａｇポリペプチド配列を含むポリペプチドを産生するための方法であ
って、該方法が、以下：
　項目１９に記載の細胞を、該ポリペプチドを産生するための条件下でインキュベートす
る工程、
を包含する、方法。
（３４）哺乳動物被験体における使用のための遺伝子送達ベクターであって、
　該被験体における使用のための適切な遺伝子送達ベクターを含み、該ベクターが、項目
１～１５のいずれかに記載の発現カセットを含み、そして前記ポリヌクレオチド配列が、
該被験体における発現と適合する制御エレメントに作動可能に連結されている、遺伝子送
達ベクター。
（３５）被験体のＤＮＡ免疫化の方法であって、以下：
　該被験体における前記発現カセットの発現と適合する条件下で、項目３４に記載の遺伝
子送達ベクターを該被験体に導入する工程、
を包含する、方法。
（３６）前記遺伝子送達ベクターが、非ウイルスベクターである、項目３５に記載の方法
。
（３７）前記ベクターが特定のキャリアーを使用して送達される、項目３５に記載の方法
。
（３８）項目３７に記載の方法であって、前記ベクターが、金またはタングステンの粒子
上にコーティングされ、そして該コーティングされた粒子が、遺伝子銃を使用して前記被
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験体に送達される、方法。
（３９）前記ベクターが、リポソーム調製物にカプセル化されている、項目３５に記載の
方法。
（４０）前記ベクターが、ウイルスベクターである、項目３５に記載の方法。
（４１）前記ウイルスベクターが、レトロウイルスベクターである、項目４０に記載の方
法。
（４２）前記ウイルスベクターが、アルファウイルスベクターである、項目４０に記載の
方法。
（４３）前記ウイルスベクターが、レンチウイルスベクターである、項目４０に記載の方
法。
（４４）前記被験体が、哺乳動物である、項目３５に記載の方法。
（４５）前記哺乳動物が、ヒトである、項目４４に記載の方法。
（４６）被験体において免疫応答を生じさせる方法であって、以下：
　該被験体の細胞に、項目３４に記載の遺伝子送達ベクターを、前記ポリヌクレオチドの
発現および該ポリペプチドの産生を可能にする条件下で、トランスフェクトし、それによ
って、該ポリペプチドに免疫学的応答を誘発する工程、
を包含する、方法。
（４７）前記ベクターが非ウイルスベクターである、項目４６に記載の方法。
（４８）前記ベクターが特定のキャリアーを使用して送達される、項目４６に記載の方法
。
（４９）項目４６に記載の方法であって、前記ベクターが、金またはタングステンの粒子
上にコーティングされ、そして該コーティングされた粒子が、遺伝子銃を使用して前記脊
椎動物に送達される、方法。
（５０）前記ベクターが、リポソーム調製物にカプセル化されている、項目４６に記載の
方法。
（５１）前記ベクターが、ウイルスベクターである、項目４６に記載の方法。
（５２）前記ウイルスベクターが、レトロウイルスベクターである、項目５１に記載の方
法。
（５３）前記ウイルスベクターが、アルファウイルスベクターである、項目５１に記載の
方法。
（５４）前記ウイルスベクターが、レンチウイルスベクターである、項目５１に記載の方
法。
（５５）前記被験体が、哺乳動物である、項目４６に記載の方法。
（５６）前記哺乳動物が、ヒトである、項目５５に記載の方法。
（５７）前記トランスフェクションが、エキソビボで行われ、そして前記トランスフェク
トされた細胞が、前記被験体に再導入される、項目４６に記載の方法。
（５８）前記トランスフェクションが、前記被験体においてインビボで行われる、項目４
６に記載の方法。
（５９）前記免疫応答が、体液性免疫応答である、項目４６に記載の方法。
（６０）前記免疫応答が、細胞性免疫応答である、項目４６に記載の方法。
（６１）項目４６に記載の方法であって、前記遺伝子送達ベクターが、筋肉内、粘膜内、
鼻腔内、皮下、皮内、経皮、膣内、直腸内、経口、または静脈内で投与される、方法。
【図面の簡単な説明】
【００３４】
【図１Ａ】図１Ａ～図１Ｄは、Ｃ型ＨＩＶ　８＿５＿ＴＶ１＿Ｃ．ＺＡ（配列番号１；本
明細書中でＴＶ１と称される）のヌクレオチド配列を示す。種々の領域を表Ａに示す。
【図１Ｂ】図１Ａ～図１Ｄは、Ｃ型ＨＩＶ　８＿５＿ＴＶ１＿Ｃ．ＺＡ（配列番号１；本
明細書中でＴＶ１と称される）のヌクレオチド配列を示す。種々の領域を表Ａに示す。
【図１Ｃ】図１Ａ～図１Ｄは、Ｃ型ＨＩＶ　８＿５＿ＴＶ１＿Ｃ．ＺＡ（配列番号１；本
明細書中でＴＶ１と称される）のヌクレオチド配列を示す。種々の領域を表Ａに示す。
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【図１Ｄ】図１Ａ～図１Ｄは、Ｃ型ＨＩＶ　８＿５＿ＴＶ１＿Ｃ．ＺＡ（配列番号１；本
明細書中でＴＶ１と称される）のヌクレオチド配列を示す。種々の領域を表Ａに示す。
【図２－１】図２Ａ～図２Ｃは、種々のＨＩＶ単離物（ＳＦ１６２、配列番号２；ＴＶ１
．８＿２、配列番号３；ＴＶ１．８＿５，配列番号４；ＴＶ２．１２－５／１、配列番号
５；コンセンサス配列、配列番号６）由来のＥｎｖポリペプチドのアライメントを示す。
この矢印の間の領域は、削除および／または短縮され得る、βシート領域および／または
架橋（ｂｒｉｄｇｉｎｇ）シート領域における領域（ＴＶ１クローンおよびＴＶ２クロー
ン、両方ともＣ型ＨＩＶの単離体）を示す。この「＊」は、（ＴＶ１クローンおよびＴＶ
２クローンの）Ｎ連結グリコシル化部位、改変（例えば、削除および／または短縮）され
得る１つ以上の部位を記載する。
【図２－２】図２－１のつづき。
【図２－３】図２－２のつづき。
【図３】図３は、ＨＩＶ　Ｅｎｖポリペプチドの以下：ｇｐ１６０、ｇｐ１４０、ｇｐ１
２０およびｇｐ４１の形態間の関係を示す概念図を示す。
【図４】図４は、２９３細胞におけるＬＴＲ－ＣＡＴプラスミドの発現に対するＴａｔ変
異体の転写活性に関する例示的データを示す。
【図５】図５は、ＣＡＴ発現によってモニタリングされるＲｅｖ変異体の輸送（ｅｘｐｏ
ｒｔ）活性に関する例示的データを示す。
【図６－１】図６（シート１およびシート２）は、構築物ＧａｇＣｏｍｐｌＰｏｌｍｕｔ
＿Ｃの配列（配列番号９）を示す。
【図６－２】図６（シート１およびシート２）は、構築物ＧａｇＣｏｍｐｌＰｏｌｍｕｔ
＿Ｃの配列（配列番号９）を示す。
【図７－１】図７（シート１およびシート２）は、構築物ＧａｇＣｏｍｐｌＰｏｌｍｕｔ
Ａｔｔ＿Ｃの配列（配列番号１０）を示す。
【図７－２】図７（シート１およびシート２）は、構築物ＧａｇＣｏｍｐｌＰｏｌｍｕｔ
Ａｔｔ＿Ｃの配列（配列番号１０）を示す。
【図８－１】図８（シート１およびシート２）は、構築物ＧａｇＣｏｍｐｌＰｏｌｍｕｔ
Ｉｎａ＿Ｃの配列（配列番号１１）を示す。
【図８－２】図８（シート１およびシート２）は、構築物ＧａｇＣｏｍｐｌＰｏｌｍｕｔ
Ｉｎａ＿Ｃの配列（配列番号１１）を示す。
【図９－１】図９（シート１およびシート２）は、構築物ＧａｇＣｏｍｐｌＰｏｌｍｕｔ
ＩｎａＴａｔＲｅｖＮｅｆ＿Ｃの配列（配列番号１２）を示す。
【図９－２】図９（シート１およびシート２）は、構築物ＧａｇＣｏｍｐｌＰｏｌｍｕｔ
ＩｎａＴａｔＲｅｖＮｅｆ＿Ｃの配列（配列番号１２）を示す。
【図１０】図１０は、構築物ＧａｇＰｏｌｍｕｔ＿Ｃの配列（配列番号１３）を示す。
【図１１】図１１は、構築物ＧａｇＰｏｌｍｕｔＡｔｔ＿Ｃの配列（配列番号１４）を示
す。
【図１２】図１２は、構築物ＧａｇＰｏｌｍｕｔＩｎａ＿Ｃの配列（配列番号１５）を示
す。
【図１３】図１３は、構築物ＧａｇＰｒｏｔＩｎａＲＴｍｕｔ＿Ｃの配列（配列番号１６
）を示す。
【図１４－１】図１４（シート１およびシート２）は、構築物ＧａｇＰｒｏｔＩｎａＲＴ
ｍｕｔＴａｔＲｅｖＮｅｆ＿Ｃの配列（配列番号１７）を示す。
【図１４－２】図１４（シート１およびシート２）は、構築物ＧａｇＰｒｏｔＩｎａＲＴ
ｍｕｔＴａｔＲｅｖＮｅｆ＿Ｃの配列（配列番号１７）を示す。
【図１５】図１５は、構築物ＧａｇＲＴｍｕｔ＿Ｃの配列（配列番号１８）を示す。
【図１６－１】図１６（シート１および２）は、構築物ＧａｇＲＴｍｕｔＴａｔＲｅｖＮ
ｅｆ＿Ｃの配列（配列番号１９）を示す。
【図１６－２】図１６（シート１および２）は、構築物ＧａｇＲＴｍｕｔＴａｔＲｅｖＮ
ｅｆ＿Ｃの配列（配列番号１９）を示す。
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【図１７】図１７は、構築物ＧａｇＴａｔＲｅｖＮｅｆ＿Ｃの配列（配列番号２０）を示
す。
【図１８】図１８は、構築物ｇｐｌ２０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄｅｌ１８－２１０の配列（配
列番号２１）を示す。
【図１９】図１９は、構築物ｇｐｌ２０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄｅｌＶ１Ｖ２の配列（配列番
号２２）を示す。
【図２０】図２０は、構築物ｇｐｌ２０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄｅｌＶ２の配列（配列番号２
３）を示す。
【図２１】図２１は、構築物ｇｐｌ４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄｅｌ１１８－２１０の配列（
配列番号２４）を示す。
【図２２】図２２は、構築物ｇｐｌ４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄｅｌＶ１Ｖ２の配列（配列番
号２５）を示す。
【図２３】図２３は、構築物ｇｐｌ４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄｅｌＶ２の配列（配列番号２
６）を示す。
【図２４】図２４は、構築物ｇｐｌ４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｍｕｔ７の配列（配列番号２７
）を示す。
【図２５】図２５は、構築物ｇｐｌ４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｔｐａ２の配列（配列番号２８
）を示す。
【図２６】図２６は、構築物ｇｐｌ４０ＴＭｍｏｄ．ＴＶ１の配列（配列番号２９）を示
す。
【図２７】図２７は、構築物ｇｐｌ６０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄｅｌ１１８－２１０の配列（
配列番号３０）を示す。
【図２８】図２８は、構築物ｇｐｌ６０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄｅｌＶ１Ｖ２の配列（配列番
号３１）を示す。
【図２９】図２９は、構築物ｇｐｌ６０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄｅｌＶ２の配列（配列番号３
２）を示す。
【図３０】図３０は、構築物ｇｐｌ６０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄＶ１の配列（配列番号３３）
を示す。
【図３１－１】図３１（シート１および２）は、構築物ｇｐ１６０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄＶ
１－ｇａｇｍｏｄ．ＢＷ９６５の配列（配列番号３４）を示す。
【図３１－２】図３１（シート１および２）は、構築物ｇｐ１６０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄＶ
１－ｇａｇｍｏｄ．ＢＷ９６５の配列（配列番号３４）を示す。
【図３２－１】図３２（シート１および２）は、構築物ｇｐｌ６０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄＶ
１Ｖ２－ｇａｇｍｏｄ．ＢＷ９６５の配列（配列番号３５）を示す。
【図３２－２】図３２（シート１および２）は、構築物ｇｐｌ６０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄＶ
１Ｖ２－ｇａｇｍｏｄ．ＢＷ９６５の配列（配列番号３５）を示す。
【図３３－１】図３３（シート１および２）は、構築物ｇｐｌ６０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄＶ
２－ｇａｇｍｏｄ．ＢＷ９６５の配列（配列番号３６）を示す。
【図３３－２】図３３（シート１および２）は、構築物ｇｐｌ６０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄＶ
２－ｇａｇｍｏｄ．ＢＷ９６５の配列（配列番号３６）を示す。
【図３４】図３４は、構築物ｇｐｌ６０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｔｐａ２の配列（配列番号３７
）を示す。
【図３５－１】図３５（シート１および２）は、構築物ｇｐｌ６０ｍｏｄ．ＴＶ１－ｇａ
ｇｍｏｄ．ＢＷ９６５の配列（配列番号３８）を示す。
【図３５－２】図３５（シート１および２）は、構築物ｇｐｌ６０ｍｏｄ．ＴＶ１－ｇａ
ｇｍｏｄ．ＢＷ９６５の配列（配列番号３８）を示す。
【図３６】図３６は、構築物ｉｎｔ．ｏｐｔ．ｍｕｔ＿Ｃの配列（配列番号３９）を示す
。
【図３７】図３７は、構築物ｉｎｔ．ｏｐｔ＿Ｃの配列（配列番号４０）を示す。
【図３８】図３８は、構築物ｎｅｆ．Ｄ１０６Ｇ．－ｍｙｒｌ９．ｏｐｔ＿Ｃの配列（配
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列番号４１）を示す。
【図３９】図３９は、構築物ｐ１５ＲｎａｓｅＨ．ｏｐｔ＿Ｃの配列（配列番号４２）を
示す。
【図４０】図４０は、構築物ｐ２Ｐｏｌ．ｏｐｔ．ＹＭＷＭ＿Ｃの配列（配列番号４３）
を示す。
【図４１】図４１は、構築物ｐ２Ｐｏｌｏｐｔ．ＹＭ＿Ｃの配列（配列番号４４）を示す
。
【図４２】図４２は、構築物ｐ２Ｐｏｌｏｐｔ＿Ｃの配列（配列番号４５）を示す。
【図４３】図４３は、構築物ｐ２ＰｏｌＴａｔＲｅｖＮｅｆ　ｏｐｔ　Ｃの配列（配列番
号４６）を示す。
【図４４】図４４は、構築物ｐ２ＰｏｌＴａｔＲｅｖＮｅｆ．ｏｐｔ．ｎａｔｉｖｅ＿Ｃ
の配列（配列番号４７）を示す。
【図４５】図４５は、構築物ｐ２ＰｏｌＴａｔＲｅｖＮｅｆ．ｏｐｔ＿Ｃの配列（配列番
号４８）を示す。
【図４６】図４６は、構築物ｐｒｏｔＩｎａＲＴ．ＹＭ．ｏｐｔ＿Ｃの配列（配列番号４
９）を示す。
【図４７】図４７は、構築物ｐｒｏｔＩｎａＲＴ．ＹＭＷＭ．ｏｐｔ＿Ｃの配列（配列番
号５０）を示す。
【図４８】図４８は、構築物ＰｒｏｔＲＴ．ＴａｔＲｅｖＮｅｆ．ｏｐｔ＿Ｃの配列（配
列番号５１）を示す。
【図４９】図４９は、構築物ｒｅｖ．ｅｘｏｎ１＿２．Ｍ５－１０．ｏｐｔ＿Ｃの配列（
配列番号５２）を示す。
【図５０】図５０は、構築物ｔａｔ．ｅｘｏｎ１＿２．ｏｐｔ．Ｃ２２－３７＿Ｃの配列
（配列番号５３）を示す。
【図５１】図５１は、構築物ｔａｔ．ｅｘｏｎ１＿２．ｏｐｔ．Ｃ３７＿Ｃの配列（配列
番号５４）を示す。
【図５２】図５２は、構築物ＴａｔＲｅｖＮｅｆ．ｏｐｔ．ｎａｔｉｖｅ＿ＺＡの配列（
配列番号５５）を示す。
【図５３】図５３は、構築物ＴａｔＲｅｖＮｅｆ．ｏｐｔ＿ＺＡの配列（配列番号５６）
を示す。
【図５４】図５４は、構築物ＴａｔＲｅｖＮｅｆＧａｇ　Ｃの配列（配列番号５７）を示
す。
【図５５－１】図５５（シート１および２）は、構築物ＴａｔＲｅｖＮｅｆｇａｇＣｐｏ
ｌＩｎａ　Ｃの配列（配列番号５８）を示す。
【図５５－２】図５５（シート１および２）は、構築物ＴａｔＲｅｖＮｅｆｇａｇＣｐｏ
ｌＩｎａ　Ｃの配列（配列番号５８）を示す。
【図５６－１】図５６（シート１および２）は、構築物ＴａｔＲｅｖＮｅｆＧａｇＰｒｏ
ｔＩｎａＲＴｍｕｔ　Ｃの配列（配列番号５９）を示す。
【図５６－２】図５６（シート１および２）は、構築物ＴａｔＲｅｖＮｅｆＧａｇＰｒｏ
ｔＩｎａＲＴｍｕｔ　Ｃの配列（配列番号５９）を示す。
【図５７】図５７は、構築物ＴａｔＲｅｖＮｅｆＰｒｏｔＲＴ　ｏｐｔ　Ｃの配列（配列
番号６０）を示す。
【図５８】図５８は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００１のクローンＴＶ００１ｃ８．２のＥｎｖ
の配列（配列番号６１）を示す。
【図５９】図５９は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００１のクローンＴＶ００１ｃ８．５のＥｎｖ
の配列（配列番号６２）を示す。
【図６０】図６０は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００２のクローンＴＶ００１ｃｌ２．１のＥｎ
ｖの配列（配列番号６３）を示す。
【図６１】図６１は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００３のクローンＴＶ００３ｃＥ２６０のＥｎ
ｖの配列（配列番号６４）を示す。
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【図６２】図６２は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００４のクローンＴＶ００４ｃＣ３００のＥｎ
ｖの配列（配列番号６５）を示す。
【図６３】図６３は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００６のクローンＴＶ００６ｃ９．１のＥｎｖ
の配列（配列番号６６）を示す。
【図６４】図６４は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００６のクローンＴＶ００６ｃ９．２のＥｎｖ
の配列（配列番号６７）を示す。
【図６５】図６５は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００６のクローンＴＶ００６ｃＥ９のＥｎｖの
配列（配列番号６８）を示す。
【図６６】図６６は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００７のクローンＴＶ００７ｃＢ　１０４のＥ
ｎｖの配列（配列番号６９）を示す。
【図６７】図６７は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００７のクローンＴＶ００７ｃＢ１０５のＥｎ
ｖの配列（配列番号７０）を示す。
【図６８】図６８は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００８のクローンＴＶ００８ｃ４．３のＥｎｖ
の配列（配列番号７１）を示す。
【図６９】図６９は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００８のクローンＴＶ００８ｃ４．４のＥｎｖ
の配列（配列番号７２）を示す。
【図７０】図７０は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１０のクローンＴＶ０１０ｃＤ７のＥｎｖの
配列（配列番号７３）を示す。
【図７１】図７１は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１２のクローンＴＶ０１２ｃ２．１のＥｎｖ
の配列（配列番号７４）を示す。
【図７２】図７２は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１２のクローンＴＶ０１２ｃ２．２のＥｎｖ
の配列（配列番号７５）を示す。
【図７３】図７３は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１３のクローンＴＶ０１３ｃＢ２０のＥｎｖ
の配列（配列番号７６）を示す。
【図７４】図７４は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１３のクローンＴＶ０１３ｃＨ１７のＥｎｖ
の配列（配列番号７７）を示す。
【図７５】図７５は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１４のクローンＴＶ０１４ｃ６．３のＥｎｖ
の配列（配列番号７８）を示す。
【図７６】図７６は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１４のクローンＴＶ０１４ｃ６．４のＥｎｖ
の配列（配列番号７９）を示す。
【図７７】図７７は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１８のクローンＴＶ０１８ｃＦ１０２７のＥ
ｎｖの配列（配列番号８０）を示す。
【図７８】図７８は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１９のクローンＴＶ０１９ｃ５のＥｎｖの配
列（配列番号８１）を示す。
【図７９】図７９は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００１のクローンＴＶ００１Ｇ８のＧａｇの配
列（配列番号８２）を示す。
【図８０】図８０は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００１のクローンＴＶ００１Ｇ１１のＧａｇの
配列（配列番号８３）を示す。
【図８１】図８１は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００２のクローンＴＶ００２Ｇ８のＧａｇの配
列（配列番号８４）を示す。
【図８２】図８２は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００３のクローンＴＶ００３Ｇ１５のＧａｇの
配列（配列番号８５）を示す。
【図８３】図８３は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００４のクローンＴＶ００４Ｇ１７のＧａｇの
配列（配列番号８６）を示す。
【図８４】図８４は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００４のクローンＴＶ００４Ｇ２４のＧａｇの
配列（配列番号８７）を示す。
【図８５】図８５は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００６のクローンＴＶ００６Ｇ１１のＧａｇの
配列（配列番号８８）を示す。
【図８６】図８６は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００６のクローンＴＶ００６Ｇ９７のＧａｇの
配列（配列番号８９）を示す。
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【図８７】図８７は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００９のクローンＴＶ００７Ｇ５９のＧａｇの
配列（配列番号９０）を示す。
【図８８】図８８は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００８のクローンＴＶ００８Ｇ６５のＧａｇの
配列（配列番号９１）を示す。
【図８９】図８９は、単離体Ｃ－９８ＴＶ００８のクローンＴＶ００８Ｇ６６のＧａｇの
配列（配列番号９２）を示す。
【図９０】図９０は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１０のクローンＴＶ０１０Ｇ７４のＧａｇの
配列（配列番号９３）を示す。
【図９１】図９１は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１２のクローンＴＶ０１２Ｇ３４のＧａｇの
配列（配列番号９４）を示す。
【図９２】図９２は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１２のクローンＴＶ０１２Ｇ４０のＧａｇの
配列（配列番号９５）を示す。
【図９３】図９３は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１３のクローンＴＶ０１３Ｇ２のＧａｇの配
列（配列番号９６）を示す。
【図９４】図９４は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１３のクローンＴＶ０１３Ｇ１５のＧａｇの
配列（配列番号９７）を示す。
【図９５】図９５は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１４のクローンＴＶ０１４Ｇ７３のＧａｇの
配列（配列番号９８）を示す。
【図９６】図９６は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１８のクローンＴＶ０１８Ｇ６０のＧａｇの
配列（配列番号９９）を示す。
【図９７】図９７は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１９のクローンＴＶ０１９Ｇ２０のＧａｇの
配列（配列番号１００）を示す。
【図９８】図９８は、単離体Ｃ－９８ＴＶ０１９のクローンＴＶ０１９Ｇ２５のＧａｇの
配列（配列番号１０１）を示す。
【図９９ａ１】図９９ａ１、９９ａ２、９９ｂおよび９９ｃは、Ｓｏｕｔｈ　Ａｆｒｉｃ
ａｎサブタイプＣ単離体（ＴＶ００１（Ｎｅｆについては配列番号１０２、Ｔａｔについ
ては配列番号２０６、およびＲｅｖについては配列番号２３０）；ＴＶ００２（Ｔａｔに
ついては配列番号１０３、配列番号２０７およびＲｅｖについては配列番号２３１）；Ｔ
Ｖ００３（Ｎｅｆについては配列番号１０４、Ｔａｔについては配列番号２０８、Ｒｅｖ
については配列番号２３２）；ＴＶ００４（Ｎｅｆについては配列番号１０５、Ｔａｔに
ついては配列番号２０９およびＲｅｖについては配列番号２３３）；ＴＶ００５（Ｎｅｆ
については配列番号１０６、Ｔａｔについては配列番号２１０およびＲｅｖについては配
列番号２３４）；ＴＶ００６（Ｎｅｆについては配列番号１０７、Ｔａｔについては配列
番号２１１およびＲｅｖについては配列番号２３５）；ＴＶ００７（Ｎｅｆについては配
列番号１０８、Ｔａｔについては配列番号２１２およびＲｅｖについては配列番号２３６
）；ＴＶ００８（Ｎｅｆについては配列番号１０９、Ｔａｔについては配列番号２１３お
よびＲｅｖについては配列番号２３７）；ＴＶ０１０（Ｎｅｆについては配列番号１１０
、Ｔａｔについては配列番号２１４およびＲｅｖについては配列番号２３８）；ＴＶ０１
２（Ｎｅｆについては配列番号１１１、Ｔａｔについては配列番号２１５およびＲｅｖに
ついては配列番号２３９）；ＴＶ０１３（Ｎｅｆについては配列番号１１２、Ｔａｔにつ
いては配列番号２１６およびＲｅｖについては配列番号２４０）；ＴＶ０１４（Ｎｅｆに
ついては配列番号１１３、Ｔａｔについては配列番号２１７およびＲｅｖについては配列
番号２４１）；ＴＶ０１８（Ｎｅｆについては配列番号１１４、Ｔａｔについては配列番
号２１８およびＲｅｖについては配列番号２４２）；ＴＶ０１９（Ｎｅｆについては配列
番号１１５、Ｔａｔについては配列番号２１９およびＲｅｖについては配列番号２４３）
）由来のＮｅｆ（図９９ａｌおよび９９ａ２）、Ｔａｔ（図９９ｂ）およびＲｅｖ（図９
９ｃ）の推定アミノ酸配列の、いくつかのサブタイプＣ参照株（９２ＢＲ０２５（Ｎｅｆ
については配列番号１１６、Ｔａｔについては配列番号２２０およびＲｅｖについては配
列番号２４４）；３０１９０４－Ｉｎｄ（Ｎｅｆについては配列番号１１７、Ｔａｔにつ
いては配列番号２２１およびＲｅｖについては配列番号２４５）；３０１９０５－Ｉｎｄ
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（Ｎｅｆについては配列番号１１８、Ｔａｔについては配列番号２２２およびＲｅｖにつ
いては配列番号２４６）；３０１９９－Ｉｎｄ（Ｎｅｆについては配列番号１１９、Ｔａ
ｔについては配列番号２２３およびＲｅｖについては配列番号２４７）；９６ＢＷ１６－
Ｄ１４（Ｎｅｆについては配列番号１２０、Ｔａｔについては配列番号２２４およびＲｅ
ｖについては配列番号２４８）；９６ＢＷ０４－０９（Ｎｅｆについては配列番号１２１
、Ｔａｔについては配列番号２２５およびＲｅｖについては配列番号２４９）；９６ＢＷ
１２－１０（Ｎｅｆについては配列番号１２２、Ｔａｔについては配列番号２２６および
Ｒｅｖについては配列番号２５０）；Ｃ２２２０－Ｅｔｈ（Ｎｅｆについては配列番号１
２３、Ｔａｔについては配列番号２２７およびＲｅｖについては配列番号２５１））なら
びにサブタイプＢ参照株ＨＸＢ２（Ｎｅｆについては配列番号１２４、Ｔａｔについては
配列番号２２８およびＲｅｖについては配列番号２５２）と組み合わせた、アラインメン
トを示す。コンセンサス配列は最下段に示す（Ｎｅｆについては配列番号１２５、Ｔａｔ
については配列番号２２９およびＲｅｖについては配列番号２５３）。点は、同一の残基
配列を示し、ダッシュは、ギャップを、そしてアスタリスクは、終結コドンを示す。優位
なタンパク質ドメインおよび保存モチーフは、影を付けられるかまたは標識される。
【図９９ａ２】図９９ａ１、９９ａ２、９９ｂおよび９９ｃは、Ｓｏｕｔｈ　Ａｆｒｉｃ
ａｎサブタイプＣ単離体（ＴＶ００１（Ｎｅｆについては配列番号１０２、Ｔａｔについ
ては配列番号２０６、およびＲｅｖについては配列番号２３０）；ＴＶ００２（Ｔａｔに
ついては配列番号１０３、配列番号２０７およびＲｅｖについては配列番号２３１）；Ｔ
Ｖ００３（Ｎｅｆについては配列番号１０４、Ｔａｔについては配列番号２０８、Ｒｅｖ
については配列番号２３２）；ＴＶ００４（Ｎｅｆについては配列番号１０５、Ｔａｔに
ついては配列番号２０９およびＲｅｖについては配列番号２３３）；ＴＶ００５（Ｎｅｆ
については配列番号１０６、Ｔａｔについては配列番号２１０およびＲｅｖについては配
列番号２３４）；ＴＶ００６（Ｎｅｆについては配列番号１０７、Ｔａｔについては配列
番号２１１およびＲｅｖについては配列番号２３５）；ＴＶ００７（Ｎｅｆについては配
列番号１０８、Ｔａｔについては配列番号２１２およびＲｅｖについては配列番号２３６
）；ＴＶ００８（Ｎｅｆについては配列番号１０９、Ｔａｔについては配列番号２１３お
よびＲｅｖについては配列番号２３７）；ＴＶ０１０（Ｎｅｆについては配列番号１１０
、Ｔａｔについては配列番号２１４およびＲｅｖについては配列番号２３８）；ＴＶ０１
２（Ｎｅｆについては配列番号１１１、Ｔａｔについては配列番号２１５およびＲｅｖに
ついては配列番号２３９）；ＴＶ０１３（Ｎｅｆについては配列番号１１２、Ｔａｔにつ
いては配列番号２１６およびＲｅｖについては配列番号２４０）；ＴＶ０１４（Ｎｅｆに
ついては配列番号１１３、Ｔａｔについては配列番号２１７およびＲｅｖについては配列
番号２４１）；ＴＶ０１８（Ｎｅｆについては配列番号１１４、Ｔａｔについては配列番
号２１８およびＲｅｖについては配列番号２４２）；ＴＶ０１９（Ｎｅｆについては配列
番号１１５、Ｔａｔについては配列番号２１９およびＲｅｖについては配列番号２４３）
）由来のＮｅｆ（図９９ａｌおよび９９ａ２）、Ｔａｔ（図９９ｂ）およびＲｅｖ（図９
９ｃ）の推定アミノ酸配列の、いくつかのサブタイプＣ参照株（９２ＢＲ０２５（Ｎｅｆ
については配列番号１１６、Ｔａｔについては配列番号２２０およびＲｅｖについては配
列番号２４４）；３０１９０４－Ｉｎｄ（Ｎｅｆについては配列番号１１７、Ｔａｔにつ
いては配列番号２２１およびＲｅｖについては配列番号２４５）；３０１９０５－Ｉｎｄ
（Ｎｅｆについては配列番号１１８、Ｔａｔについては配列番号２２２およびＲｅｖにつ
いては配列番号２４６）；３０１９９－Ｉｎｄ（Ｎｅｆについては配列番号１１９、Ｔａ
ｔについては配列番号２２３およびＲｅｖについては配列番号２４７）；９６ＢＷ１６－
Ｄ１４（Ｎｅｆについては配列番号１２０、Ｔａｔについては配列番号２２４およびＲｅ
ｖについては配列番号２４８）；９６ＢＷ０４－０９（Ｎｅｆについては配列番号１２１
、Ｔａｔについては配列番号２２５およびＲｅｖについては配列番号２４９）；９６ＢＷ
１２－１０（Ｎｅｆについては配列番号１２２、Ｔａｔについては配列番号２２６および
Ｒｅｖについては配列番号２５０）；Ｃ２２２０－Ｅｔｈ（Ｎｅｆについては配列番号１
２３、Ｔａｔについては配列番号２２７およびＲｅｖについては配列番号２５１））なら
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びにサブタイプＢ参照株ＨＸＢ２（Ｎｅｆについては配列番号１２４、Ｔａｔについては
配列番号２２８およびＲｅｖについては配列番号２５２）と組み合わせた、アラインメン
トを示す。コンセンサス配列は最下段に示す（Ｎｅｆについては配列番号１２５、Ｔａｔ
については配列番号２２９およびＲｅｖについては配列番号２５３）。点は、同一の残基
配列を示し、ダッシュは、ギャップを、そしてアスタリスクは、終結コドンを示す。優位
なタンパク質ドメインおよび保存モチーフは、影を付けられるかまたは標識される。
【図９９ｂ】図９９ａ１、９９ａ２、９９ｂおよび９９ｃは、Ｓｏｕｔｈ　Ａｆｒｉｃａ
ｎサブタイプＣ単離体（ＴＶ００１（Ｎｅｆについては配列番号１０２、Ｔａｔについて
は配列番号２０６、およびＲｅｖについては配列番号２３０）；ＴＶ００２（Ｔａｔにつ
いては配列番号１０３、配列番号２０７およびＲｅｖについては配列番号２３１）；ＴＶ
００３（Ｎｅｆについては配列番号１０４、Ｔａｔについては配列番号２０８、Ｒｅｖに
ついては配列番号２３２）；ＴＶ００４（Ｎｅｆについては配列番号１０５、Ｔａｔにつ
いては配列番号２０９およびＲｅｖについては配列番号２３３）；ＴＶ００５（Ｎｅｆに
ついては配列番号１０６、Ｔａｔについては配列番号２１０およびＲｅｖについては配列
番号２３４）；ＴＶ００６（Ｎｅｆについては配列番号１０７、Ｔａｔについては配列番
号２１１およびＲｅｖについては配列番号２３５）；ＴＶ００７（Ｎｅｆについては配列
番号１０８、Ｔａｔについては配列番号２１２およびＲｅｖについては配列番号２３６）
；ＴＶ００８（Ｎｅｆについては配列番号１０９、Ｔａｔについては配列番号２１３およ
びＲｅｖについては配列番号２３７）；ＴＶ０１０（Ｎｅｆについては配列番号１１０、
Ｔａｔについては配列番号２１４およびＲｅｖについては配列番号２３８）；ＴＶ０１２
（Ｎｅｆについては配列番号１１１、Ｔａｔについては配列番号２１５およびＲｅｖにつ
いては配列番号２３９）；ＴＶ０１３（Ｎｅｆについては配列番号１１２、Ｔａｔについ
ては配列番号２１６およびＲｅｖについては配列番号２４０）；ＴＶ０１４（Ｎｅｆにつ
いては配列番号１１３、Ｔａｔについては配列番号２１７およびＲｅｖについては配列番
号２４１）；ＴＶ０１８（Ｎｅｆについては配列番号１１４、Ｔａｔについては配列番号
２１８およびＲｅｖについては配列番号２４２）；ＴＶ０１９（Ｎｅｆについては配列番
号１１５、Ｔａｔについては配列番号２１９およびＲｅｖについては配列番号２４３））
由来のＮｅｆ（図９９ａｌおよび９９ａ２）、Ｔａｔ（図９９ｂ）およびＲｅｖ（図９９
ｃ）の推定アミノ酸配列の、いくつかのサブタイプＣ参照株（９２ＢＲ０２５（Ｎｅｆに
ついては配列番号１１６、Ｔａｔについては配列番号２２０およびＲｅｖについては配列
番号２４４）；３０１９０４－Ｉｎｄ（Ｎｅｆについては配列番号１１７、Ｔａｔについ
ては配列番号２２１およびＲｅｖについては配列番号２４５）；３０１９０５－Ｉｎｄ（
Ｎｅｆについては配列番号１１８、Ｔａｔについては配列番号２２２およびＲｅｖについ
ては配列番号２４６）；３０１９９－Ｉｎｄ（Ｎｅｆについては配列番号１１９、Ｔａｔ
については配列番号２２３およびＲｅｖについては配列番号２４７）；９６ＢＷ１６－Ｄ
１４（Ｎｅｆについては配列番号１２０、Ｔａｔについては配列番号２２４およびＲｅｖ
については配列番号２４８）；９６ＢＷ０４－０９（Ｎｅｆについては配列番号１２１、
Ｔａｔについては配列番号２２５およびＲｅｖについては配列番号２４９）；９６ＢＷ１
２－１０（Ｎｅｆについては配列番号１２２、Ｔａｔについては配列番号２２６およびＲ
ｅｖについては配列番号２５０）；Ｃ２２２０－Ｅｔｈ（Ｎｅｆについては配列番号１２
３、Ｔａｔについては配列番号２２７およびＲｅｖについては配列番号２５１））ならび
にサブタイプＢ参照株ＨＸＢ２（Ｎｅｆについては配列番号１２４、Ｔａｔについては配
列番号２２８およびＲｅｖについては配列番号２５２）と組み合わせた、アラインメント
を示す。コンセンサス配列は最下段に示す（Ｎｅｆについては配列番号１２５、Ｔａｔに
ついては配列番号２２９およびＲｅｖについては配列番号２５３）。点は、同一の残基配
列を示し、ダッシュは、ギャップを、そしてアスタリスクは、終結コドンを示す。優位な
タンパク質ドメインおよび保存モチーフは、影を付けられるかまたは標識される。
【図９９ｃ】図９９ａ１、９９ａ２、９９ｂおよび９９ｃは、Ｓｏｕｔｈ　Ａｆｒｉｃａ
ｎサブタイプＣ単離体（ＴＶ００１（Ｎｅｆについては配列番号１０２、Ｔａｔについて
は配列番号２０６、およびＲｅｖについては配列番号２３０）；ＴＶ００２（Ｔａｔにつ
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いては配列番号１０３、配列番号２０７およびＲｅｖについては配列番号２３１）；ＴＶ
００３（Ｎｅｆについては配列番号１０４、Ｔａｔについては配列番号２０８、Ｒｅｖに
ついては配列番号２３２）；ＴＶ００４（Ｎｅｆについては配列番号１０５、Ｔａｔにつ
いては配列番号２０９およびＲｅｖについては配列番号２３３）；ＴＶ００５（Ｎｅｆに
ついては配列番号１０６、Ｔａｔについては配列番号２１０およびＲｅｖについては配列
番号２３４）；ＴＶ００６（Ｎｅｆについては配列番号１０７、Ｔａｔについては配列番
号２１１およびＲｅｖについては配列番号２３５）；ＴＶ００７（Ｎｅｆについては配列
番号１０８、Ｔａｔについては配列番号２１２およびＲｅｖについては配列番号２３６）
；ＴＶ００８（Ｎｅｆについては配列番号１０９、Ｔａｔについては配列番号２１３およ
びＲｅｖについては配列番号２３７）；ＴＶ０１０（Ｎｅｆについては配列番号１１０、
Ｔａｔについては配列番号２１４およびＲｅｖについては配列番号２３８）；ＴＶ０１２
（Ｎｅｆについては配列番号１１１、Ｔａｔについては配列番号２１５およびＲｅｖにつ
いては配列番号２３９）；ＴＶ０１３（Ｎｅｆについては配列番号１１２、Ｔａｔについ
ては配列番号２１６およびＲｅｖについては配列番号２４０）；ＴＶ０１４（Ｎｅｆにつ
いては配列番号１１３、Ｔａｔについては配列番号２１７およびＲｅｖについては配列番
号２４１）；ＴＶ０１８（Ｎｅｆについては配列番号１１４、Ｔａｔについては配列番号
２１８およびＲｅｖについては配列番号２４２）；ＴＶ０１９（Ｎｅｆについては配列番
号１１５、Ｔａｔについては配列番号２１９およびＲｅｖについては配列番号２４３））
由来のＮｅｆ（図９９ａｌおよび９９ａ２）、Ｔａｔ（図９９ｂ）およびＲｅｖ（図９９
ｃ）の推定アミノ酸配列の、いくつかのサブタイプＣ参照株（９２ＢＲ０２５（Ｎｅｆに
ついては配列番号１１６、Ｔａｔについては配列番号２２０およびＲｅｖについては配列
番号２４４）；３０１９０４－Ｉｎｄ（Ｎｅｆについては配列番号１１７、Ｔａｔについ
ては配列番号２２１およびＲｅｖについては配列番号２４５）；３０１９０５－Ｉｎｄ（
Ｎｅｆについては配列番号１１８、Ｔａｔについては配列番号２２２およびＲｅｖについ
ては配列番号２４６）；３０１９９－Ｉｎｄ（Ｎｅｆについては配列番号１１９、Ｔａｔ
については配列番号２２３およびＲｅｖについては配列番号２４７）；９６ＢＷ１６－Ｄ
１４（Ｎｅｆについては配列番号１２０、Ｔａｔについては配列番号２２４およびＲｅｖ
については配列番号２４８）；９６ＢＷ０４－０９（Ｎｅｆについては配列番号１２１、
Ｔａｔについては配列番号２２５およびＲｅｖについては配列番号２４９）；９６ＢＷ１
２－１０（Ｎｅｆについては配列番号１２２、Ｔａｔについては配列番号２２６およびＲ
ｅｖについては配列番号２５０）；Ｃ２２２０－Ｅｔｈ（Ｎｅｆについては配列番号１２
３、Ｔａｔについては配列番号２２７およびＲｅｖについては配列番号２５１））ならび
にサブタイプＢ参照株ＨＸＢ２（Ｎｅｆについては配列番号１２４、Ｔａｔについては配
列番号２２８およびＲｅｖについては配列番号２５２）と組み合わせた、アラインメント
を示す。コンセンサス配列は最下段に示す（Ｎｅｆについては配列番号１２５、Ｔａｔに
ついては配列番号２２９およびＲｅｖについては配列番号２５３）。点は、同一の残基配
列を示し、ダッシュは、ギャップを、そしてアスタリスクは、終結コドンを示す。優位な
タンパク質ドメインおよび保存モチーフは、影を付けられるかまたは標識される。
【図１００－１】図１００（シート１～９）は、Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ　Ｄａｔａｂａｓ
ｅ由来のサブタイプＣ参照株：ＩＮ２１０６８（配列番号１４７）、９６ＢＷ０５．０２
（配列番号１４８）、ＥＴＨ２２２０（配列番号１４９）、および９２ＢＲ０２５．８（
配列番号１５０）と比較した、Ｓｏｕｔｈ　Ａｆｒｉｃａｎ　ＨＩＶ－１サブタイプＣ配
列（ＴＶ００１ｃ８．２（配列番号１２６）；ＴＶ００１ｃ８．１（配列番号１２７）；
ＴＶ００２ｃ１２．１（配列番号１２８）；ＴＶ０１２ｃ２．１（配列番号１２９）；Ｔ
Ｖ０１２ｃ２．２（配列番号１３０）；ＴＶ００６ｃ９．１（配列番号１３１）；ＴＶ０
０６ｃＥ９（配列番号１３２）；ＴＶ００６ｃ９．２（配列番号１３３）；ＴＶ００７ｃ
Ｂ１０４（配列番号１３４）；ＴＶ００７ｃＢ１０５（配列番号１３５）；ＴＶ０１０ｃ
Ｄ７（配列番号１３６）；ＴＶ０１８ｃＦ１０２７（配列番号１３７）；ＴＶ０１４ｃ６
．３（配列番号１３８）；ＴＶ０１４ｃ６．４（配列番号１３９）；ＴＶ００８ｃ４．３
（配列番号１４０）；ＴＶ００８ｃ４．４（配列番号１４１）；ＴＶ０１９ｃ５（配列番
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号１４２）；ＴＶ００３ｃＥ２６０（配列番号１４３）；ＴＶ００４ｃＣ３００（配列番
号１４４）；ＴＶ０１３ｃＨ１７（配列番号１４５）；ＴＶ０１３ｃＢ２０（配列番号１
４６））由来の完全Ｅｎｖタンパク質のアラインメントを示す。点は、ＩＮ２１０６８配
列と同一の配列を示し、ダッシュは、最適なアラインメントに導入されるギャップを示す
。カレットは、ほとんどの配列に存在するグリコシル化可能部位を示す。アスタリスクは
、システイン残基の位置を示す。Ｖ１、Ｖ２、Ｖ３、Ｖ４およびＶ５改変可能ループ、な
らびにシグナルペプチドおよびＣＤ４結合残基およびＣＤ４結合部位は、上記の配列で示
される。Ｖ３ループの１１位、２５位および３５位の三角形は、ＳＩ／ＮＳＩ表現型につ
いて評価されるアミノ酸を示す。
【図１００－２】図１００のつづきである。
【図１００－３】図１００のつづきである。
【図１００－４】図１００のつづきである。
【図１００－５】図１００のつづきである。
【図１００－６】図１００のつづきである。
【図１００－７】図１００のつづきである。
【図１００－８】図１００のつづきである。
【図１００－９】図１００のつづきである。
【図１０１－１】図１０１（シート１～３）は、Ｓｏｕｔｈ　Ａｆｒｉｃａｎ　サブタイ
プＣ単離体（（太字）ＴＶ００７－６（Ｖｉｆについては配列番号１５１、Ｖｐｒについ
ては配列番号２５４およびＶｐｕについては配列番号２８８）；ＴＶ００７－２（Ｖｉｆ
については配列番号１５２、Ｖｐｒについては配列番号２５５およびＶｐｕについては配
列番号２８９）；ＴＶ０１９－８２（Ｖｉｆについては配列番号１５３、Ｖｐｒについて
は配列番号２５６およびＶｐｕについては配列番号２９０）；ＴＶ０１９－８５（Ｖｉｆ
については配列番号１５４、Ｖｐｒについては配列番号２５７およびＶｐｕについては配
列番号２９１）；ＴＶ００８－１７（Ｖｉｆについては配列番号１５５、Ｖｐｒについて
は配列番号２５８およびＶｐｕについては配列番号２９２）；ＴＶ００８－１（Ｖｉｆに
ついては配列番号１５６、Ｖｐｒについては配列番号２５９およびＶｐｕについては配列
番号２９３）；ＴＶ０１４－２５（Ｖｉｆについては配列番号１５７、Ｖｐｒについては
配列番号２６０およびＶｐｕについては配列番号２９４）；ＴＶ０１４－３１（Ｖｉｆに
ついては配列番号１５８、Ｖｐｒについては配列番号２６１およびＶｐｕについては配列
番号２９５）；ＴＶ００４－４５（Ｖｉｆについては配列番号１５９、Ｖｐｒについては
配列番号２６２およびＶｐｕについては配列番号２９６）；ＴＶ００１－２（Ｖｉｆにつ
いては配列番号１６０、Ｖｐｒについては配列番号２６３およびＶｐｕについては配列番
号２９７）；ＴＶ０１８－７（Ｖｉｆについては配列番号２８６、Ｖｐｒについては配列
番号２６４およびＶｐｕについては配列番号２９８）；ＴＶ０１８－８（Ｖｉｆについて
は配列番号１６１、Ｖｐｒについては配列番号２６５およびＶｐｕについては配列番号２
９９）；ＴＶ００２－８４（Ｖｉｆについては配列番号１６２、Ｖｐｒについては配列番
号２６６およびＶｐｕについては配列番号３００）；ＴＶ００９－３（Ｖｉｆについては
配列番号１６３、Ｖｐｒについては配列番号２６７およびＶｐｕについては配列番号３０
１）；ＴＶ０１３－２（Ｖｉｆについては配列番号１６４、Ｖｐｒについては配列番号２
６８およびＶｐｕについては配列番号３０２）；ＴＶ０１３－３（Ｖｉｆについては配列
番号１６５、Ｖｐｒについては配列番号２６９およびＶｐｕについては配列番号３０３）
；ＴＶ００３－１２（Ｖｉｆについては配列番号１６６、Ｖｐｒについては配列番号２７
０およびＶｐｕについては配列番号３０４）；ＴＶ００３－Ｂ（Ｖｉｆについては配列番
号１６７、Ｖｐｒについては配列番号２７１およびＶｐｕについては配列番号３０５）；
ＴＶ００５－８１（Ｖｉｆについては配列番号１６８、Ｖｐｒについては配列番号２７２
およびＶｐｕについては配列番号３０６）；ＴＶ０１２－４（Ｖｉｆについては配列番号
１６９、Ｖｐｒについては配列番号２７３およびＶｐｕについては配列番号３０７）；Ｔ
Ｖ００６－９（Ｖｉｆについては配列番号１７０、Ｖｐｒについては配列番号２７４およ
びＶｐｕについては配列番号３０８）；ＴＶ０１０－２５（Ｖｉｆについては配列番号１
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７１、Ｖｐｒについては配列番号２７５およびＶｐｕについては配列番号３０９）由来の
（Ａ）推定Ｖｉｆアミノ酸配列、（Ｂ）推定Ｖｐｒアミノ酸配列、および（Ｃ）推定Ｖｐ
ｕアミノ酸配列の、いくつかのサブタイプＣ参照株９２ＢＲ０２５（Ｖｉｆについては配
列番号１７２、Ｖｐｒについては配列番号２７６およびＶｐｕについては配列番号３１０
）；３０１９０４－Ｉｎｄ（Ｖｉｆについては配列番号１７３、Ｖｐｒについては配列番
号２７７およびＶｐｕについては配列番号３１１）；３０１９０５－Ｉｎｄ（Ｖｉｆにつ
いては配列番号１７４、Ｖｐｒについては配列番号２７８およびＶｐｕについては配列番
号３１２）；３０１９９－Ｉｎｄ（Ｖｉｆについては配列番号１７５、Ｖｐｒについては
配列番号２７９およびＶｐｕについては配列番号３１３）；９６ＢＷ１６－Ｄ１４（Ｖｉ
ｆについては配列番号１７６、Ｖｐｒについては配列番号２８０およびＶｐｕについては
配列番号３１４）；９６ＢＷ０４－０９（Ｖｉｆについては配列番号１７７、Ｖｐｒにつ
いては配列番号２８１およびＶｐｕについては配列番号３１５）；９６ＢＷ１２－１０（
Ｖｉｆについては配列番号１７８、Ｖｐｒについては配列番号２８２およびＶｐｕについ
ては配列番号３１６）；Ｃ２２２０－Ｅｔｈ（Ｖｉｆについては配列番号１７９、Ｖｐｒ
については配列番号２８３およびＶｐｕについては配列番号３１７））ならびにＨＸＢ２
（Ｖｉｆについては配列番号１８０、Ｖｐｒについては配列番号２８４およびＶｐｕにつ
いては配列番号３１８）と組み合わせた、アラインメントを示す。コンセンサス配列は、
Ｖｉｆについては配列番号２８７、Ｖｐｒについては配列番号２８５およびＶｐｕについ
ては配列番号３１９として示される。
【図１０１－２】図１０１のつづきである。
【図１０１－３】図１０１のつづきである。
【図１０１－４】図１０１のつづきである。
【図１０２－１】図１０２（シート１および２）は、８＿２＿ＴＶ１と示されたクローン
の３’領域由来のヌクレオチド配列（配列番号１８１）を示す。
【図１０２－２】図１０２のつづきである。
【図１０３－１】図１０３（シート１～５）は、２＿１／４＿ＴＶ１２＿Ｃ＿ＺＡのヌク
レオチド配列（配列番号１８２）を示す。
【図１０３－２】図１０３のつづきである。
【図１０３－３】図１０３のつづきである。
【図１０３－４】図１０３のつづきである。
【図１０３－５】図１０３のつづきである。
【図１０４】図１０４は、ｇｐｌ４０．ｍｏｄＴＶ１．ｍｕｔｌ．ｄＶ２のヌクレオチド
配列（配列番号１８３）を示す。
【図１０５】図１０５は、ｇｐｌ４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｍｕｔ２．ｄＶ２のヌクレオチド
配列（配列番号１８４）を示す。
【図１０６】図１０６は、ｇｐｌ４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｍｕｔ３．ｄＶ２のヌクレオチド
配列（配列番号１８５）を示す。
【図１０７】図１０７は、ｇｐｌ４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｍｕｔ４．ｄＶ２のヌクレオチド
配列（配列番号１８６）を示す。
【図１０８】図１０８は、ｇｐｌ４０．ｍｏｄ．ＴＶ１．ＧＭ１６１のヌクレオチド配列
（配列番号１８７）を示す。
【図１０９】図１０９は、ｇｐｌ４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ＧＭ１６１－１９５－２０４のヌ
クレオチド配列（配列番号１８８）を示す。
【図１１０】図１１０は、ｇｐ１４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ＧＭ１６１－２０４のヌクレオチ
ド配列（配列番号１８９）を示す。
【図１１１】図１１１は、ｇｐｌ４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ＧＭ－Ｖ１Ｖ２のヌクレオチド配
列（配列番号１９０）を示す。
【図１１２】図１１２は、ｇｐ１４０ｍｏｄＣ８．２ｍｕｔ７．ｄｅｌＶ２．Ｋｏｚｍｏ
ｄ．Ｔａのヌクレオチド配列（配列番号１９１）を示す。
【図１１３】図１１３は、種々のＥｎｖ切断部位変異体（ｇｐｌ４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｄ



(24) JP 2012-80895 A 2012.4.26

10

20

30

40

50

ｅｌＶ２の翻訳（配列番号１９２）；ｇｐ１４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｍｕｔ１．ｄＶ２の翻
訳（配列番号１９３）；ｇｐ１４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｍｕｔ２．ｄＶ２の翻訳（配列番号
１９４）；ｇｐ１４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｍｕｔ３．ｄＶ２の翻訳（配列番号１９５）；ｇ
ｐ１４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｍｕｔ４．ｄＶ２の翻訳（配列番号１９６）；およびｇｐ１４
０ｍｏｄ．ＴＶ１．ｍｕｔ７．ｄＶ２の翻訳（配列番号１９７））のアミノ酸配列のアラ
インメントを示す。アミノ酸変化は、太字で示される。
【図１１４】図１１４は、ｇｐ１４０ｍｏｄ．ＴＶ１の翻訳（配列番号１９８）；ｇｐ１
４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ＧＭ１６１の翻訳（配列番号１９９）；ｇｐ１４０ｍｏｄ．ＴＶ１
．ＧＭ１６１－２０４の翻訳（配列番号２００）；ｇｐ１４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ＧＭ１６
１－１９５－２０４の翻訳（配列番号２０１）；およびｇｐ１４０ｍｏｄ．ＴＶ１．ＧＭ
－Ｖ１Ｖ２の翻訳（配列番号２０２）を含む、種々のＥｎｖグリコシル化変異体（ＧＭ）
のアミノ酸配列のアラインメントを示す。
【図１１５】図１１５は、Ｎｅｆ－ｍｙｒＤ１２４ＬＬＡＡのヌクレオチド配列（配列番
号２０３）を示す。
【図１１６】図１１６は、Ｎｅｆ－ｍｙｒＤ　１２４ＬＬＡＡから翻訳されたタンパク質
のアミノ酸配列（配列番号２０４）を示す。
【図１１７】図１１７は、ｇｐ１６０ｍｏｄ．ＴＶ２のヌクレオチド配列（配列番号２０
５）を示す。
【図１１８】図１１８は、ＨＩＶ－１のゲノム構成の概要および有用なサブゲノムフラグ
メントを示す。
【図１１９】図１１９は、Ｅｎｖ　ＤＮＡおよびタンパク質での免疫後の、免疫化ウサギ
におけるログ相乗平均抗体力価を示すグラフである。
【図１２０】図１２０は、３度のＤＮＡ免疫および単回のタンパク質追加免疫後に収集さ
れたウサギ血清中のサブタイプＢ　Ｅｎｖタンパク質およびサブタイプＣ　Ｅｎｖタンパ
ク質に対するＥＬＩＳＡ力価の比較を示す棒グラフである。
【図１２１】図１２１は、ＤＮＡ初回刺激タンパク質追加免疫レジメンにおける、サブタ
イプＣ　ＴＶ１　Ｅｎｖで免疫されたウサギ中のサブタイプＢ　ＳＦ１６２　ＥｎｖｄＶ
２株に対する中和された抗体応答のデータを示す。
【図１２２】図１２２は、単回タンパク質追加免疫後の５．２５レポーター細胞アッセイ
における、サブタイプＣ初代株、ＴＶ１およびＴＶ２に対する中和された抗体応答のデー
タを示す。
【図１２３】図１２３は、単回タンパク質追加免疫後の、サブタイプＣ、ＴＶ１およびＤ
ｕ１７４、ならびにサブタイプＢ、ＳＦ１６２に対する中和された抗体応答（Ｄｕｋｅ　
ＰＢＭＣアッセイにより測定される）のデータを示す。
【発明を実施するための形態】
【００３５】
　（発明の詳細な説明）
　本発明の実行において、他に示されない限り、当該分野における従来の化学法、生物化
学法、分子生物学法、免疫学法および薬理学法を使用する。このような技術は、文献にお
いて十分に説明される。例えば、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａ
ｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、第１８版（Ｅａｓｔｏｎ，Ｐｅｎｎｓｙｌｖａｎｉａ：Ｍａｃｋ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，１９９０）；Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｉｎ　Ｅｎｚ
ｙｍｏｌｏｇｙ（Ｓ．ＣｏｌｏｗｉｃｋおよびＮ．Ｋａｐｌａｎ（編）、Ａｃａｄｅｍｉ
ｃ　Ｐｒｅｓｓ、Ｉｎｃ．）；およびＨａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａ
ｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第Ｉ～ＩＶ巻（Ｄ．Ｍ．ＷｅｉｒおよびＣ．Ｃ．Ｂｌａｃｋ
ｗｅｌｌ（編）、１９８６，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃ
ａｔｉｏｎｓ）；Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第２版、１９８９）；Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、第４版（Ａｕｓｕｂｅｌら（編）、１
９９９，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ）；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
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　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ：Ａｎ　Ｉｎｔｅｎｓｉｖｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｃｏｕｒ
ｓｅ（Ｒｅａｍら（編）、１９９８，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）；ＰＣＲ（Ｉｎｔ
ｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　Ｓｅｒｉｅｓ）第２版（Ｎｅ
ｗｔｏｎ　＆　Ｇｒａｈａｍ（編）、１９９７，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ）を参
照のこと。
【００３６】
　本明細書中で使用される場合、単数型「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈｅ」は、明確にそ
うではないことを指示しない限り、複数を含む。したがって、例えば、「抗原（ａｎ　ａ
ｎｔｉｇｅｎ）」は、２種以上のこのような抗原の混合物を含む。
【００３７】
　（１．定義）
　本発明の記載において、以下の用語が使用され、以下に示されるとおりに規定されるこ
とが意図される。
【００３８】
　本明細書中で使用される場合には、「合成」配列とは、その発現が本明細書中で記載さ
れているように、例えば、阻害配列のコドンの置換、改変された活性および／または不活
化によって改変されている、ＨＩＶポリペプチドをコードしているポリヌクレオチドをい
う。「野生型」配列または「天然の」配列とは、本明細書中で使用される場合には、本質
的にはそれらが天然において見出される通りのポリペプチドコード配列をいう。例えば、
ＨＩＶ単離株にて見出されるようなＧａｇ、Ｐｏｌ、Ｖｉｆ、Ｖｐｒ、Ｔａｔ、Ｒｅｖ、
Ｖｐｕ、Ｅｎｖおよび／またはＮｅｆのコード配列（例えば、ＳＦ１６２、ＳＦ２、ＡＦ
１１０９６５、ＡＦ１１０９６７、ＡＦ１１０９６８、ＡＦ１１０９７５、８＿５＿ＴＶ
１＿Ｃ．ＺＡ、８＿２＿ＴＶ１＿Ｃ．ＺＡまたは１２－５＿１＿ＴＶ２＿Ｃ．ＺＡ）であ
る。ＨＩＶゲノムの種々の領域は、８＿５＿ＴＶ１＿Ｃ．ＺＡに対する番号付けと共に表
Ａに示される（図１Ａ～１Ｄ）。従って、用語「Ｐｏｌ」は、以下のポリペプチドのうち
の１つ以上をいう：ポリメラーゼ（ｐ６Ｐｏｌ）；プロテアーゼ（ｐｒｏｔ）；逆転写酵
素（ｐ６６ＲＴまたはＲＴ）；ＲＮＡｓｅＨ（ｐ１５ＲＮＡｓｅＨ）；および／またはイ
ンテグラーゼ（ｐ３１ＩｎｔまたはＩｎｔ）。任意の選択されたＨＩＶ単離株についての
遺伝子領域の同定は、本明細書中に示される教示および当該分野で公知の情報に基づいて
当業者によって実行され得る（例えば、８＿５＿ＴＶ１＿Ｃ．ＺＡに対するアライメント
（図１Ａ～１Ｄ）または他の既知のＨＩＶ単離株（例えば、遺伝子領域（例えば、ＳＦ２
、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｋ０２００７；ＳＦ１６２、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｍ３８４
２８）を有するサブタイプＢ単離株、および遺伝子領域（例えば、ＧｅｎＢａｎｋ登録番
号ＡＦ１１０９６５およびＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ１１０９７５）を有するサブタイ
プＣ単離株）に対するアライメントを実行することによる）。
【００３９】
　本明細書中で使用される場合は、用語「ウイルス様粒子」または「ＶＬＰ」は、以下に
さらに議論されるいくつかのウイルスのうちのいずれかに由来する、複製しないウイルス
外皮をいう。ＶＬＰは、一般的には、キャプシドタンパク質、コートタンパク質、殻タン
パク質、表面タンパク質、および／またはエンベロープタンパク質と呼ばれるタンパク質
、あるいはこれらのタンパク質に由来する粒子形成ポリペプチド（これらに限定されない
）のような、１つ以上のウイルスタンパク質から構成される。ＶＬＰは、適切な発現系中
でタンパク質の組換え発現の際に自発的に形成し得る。粒子状のＶＬＰを産生するための
方法が、当該分野で公知であり、そして以下により完全に記載される。ウイルスタンパク
質の組換え発現後のＶＬＰの存在は、当該分野で公知の従来技術（例えば、電子顕微鏡分
析、Ｘ線結晶解析など）を使用して検出され得る。例えば、Ｂａｋｅｒら、Ｂｉｏｐｈｙ
ｓ．Ｊ．（１９９１）６０：１４４５－１４５６；Ｈａｇｅｎｓｅｅら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ
．（１９９４）６８：４５０３－４５０５を参照のこと。例えば、ＶＬＰは、密度勾配遠
心分離によって単離され得、そして／または特徴的な密度のバンド形成によって同定され
得る。あるいは、低温電子顕微鏡分析が、対象のＶＬＰ調製物のガラス状にされた水性サ
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ンプル対して行われ得、そして適切な露出条件下で画像が記録され得る。
【００４０】
　特定のウイルスタンパク質に由来する「粒子形成ポリペプチド」によって、ＶＬＰ形成
に好ましい条件下でＶＬＰを形成する能力を有する全長またはほぼ全長のウイルスタンパ
ク質、ならびにそれらのフラグメント、または内部欠失を有するウイルスタンパク質が意
味される。従って、そのポリペプチドは、全長の配列、フラグメント、短縮された配列お
よび部分的な配列、ならびに参照分子のアナログおよび前駆体の形態を含み得る。従って
、この用語は、ポリペプチドがＶＬＰを形成する能力を維持している限りは、その配列に
対する欠失、付加，および置換を意図する。従って、この用語は、特定のポリペプチドの
天然のバリエーションを含む。なぜなら、コートタンパク質におけるバリエーションがし
ばしば、ウイルスの単離物間で存在するからである。この用語はまた、タンパク質がＶＬ
Ｐを形成する能力を維持している限りは、参照のタンパク質中では天然には生じない欠失
、付加、および置換を含む。好ましい置換は、天然で保存されている置換（すなわち、側
鎖が関連するアミノ酸のファミリー内で生じる置換）である。詳細には、アミノ酸は、一
般的に、４つのファミリーに分けられる：（１）酸性－－アスパラギン酸およびグルタミ
ン酸；（２）塩基性－－リジン、アルギニン、ヒスチジン；（３）非極性－－アラニン、
バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプト
ファン；ならびに（４）非荷電極性－－グリシン、アスパラギン、グルタミン、シスチン
、セリン、トレオニン、チロシン。フェニルアラニン、トリプトファン、およびチロシン
は、時折、芳香族アミノ酸として分類される。
【００４１】
　用語「ＨＩＶポリペプチド」とは、ネイティブＨＩＶポリペプチド（例えば、Ｇａｇ、
Ｅｎｖ、Ｐｒｏｔ、Ｐｏｌ、ＲＴ、Ｉｎｔ、ｖｉｆ、ｖｐｒ、ｖｐｕ、ｔａｔ、ｒｅｖ、
ｎｅｆおよび／またはその組み合わせ）に対して配列相同性を示す任意のアミノ酸配列お
よび／または機能的な任意のアミノ酸配列をいう。ＨＩＶポリペプチドによって示され得
る機能の非制限的な例としては、免疫原としての使用（例えば、体液性および／または細
胞性の免疫応答を生成すること）、診断剤における使用（例えば、ＥＬＩＳＡまたは他の
免疫アッセイにおける使用のために適切な抗体により結合している）および／または野生
型もしくは合成のＨＩＶポリペプチドと関連する１つ以上の生物学的活性を示すポリペプ
チドが挙げられる。例えば、本明細書中で使用される場合、用語「Ｇａｇポリペプチド」
は、１つ以上の抗Ｇａｇ抗体によって結合されており；体液性および／または細胞性の免
疫応答を惹起し；そして／または粒子を形成する能力を示す、ポリペプチドをいい得る。
【００４２】
　「抗原」とは、体液性および／または細胞性の抗原特異的応答を生じるように宿主免疫
系を刺激する、１以上のエピトープを含む分子（線状、立体構造（ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉ
ｏｎａｌ）のいずれか、またはその両方）をいう。この用語は、用語「免疫原」と交換可
能に使用される。通常、Ｂ細胞エピトープは、少なくとも約５個のアミノ酸を含むが、３
～４アミノ酸程度の少なさであり得る。Ｔ細胞エピトープ（例えば、ＣＴＬエピトープ）
は、少なくとも約７～９個のアミノ酸を含み、そしてヘルパーＴ細胞エピトープは、少な
くとも約１２～２０個のアミノ酸を含む。通常、エピトープは、約７と１５との間のアミ
ノ酸（例えば、９、１０、１２、または１５個のアミノ酸）を含む。用語「抗原」は、サ
ブユニット抗原（すなわち、天然で付随している生物全体から分離されそして別個である
、抗原）、ならびに殺傷されたか、弱毒化されたか、または不活性化された、細菌、ウイ
ルス、真菌、寄生生物、または他の微生物の両方を示す。抗体（例えば、抗イディオタイ
プ抗体）、またはそのフラグメントおよび合成ペプチドミモトープ（これは、抗原または
抗原決定基を模倣し得る）もまた、本明細書中で使用される抗原の定義の下に捕捉される
。同様に、例えば、遺伝子治療およびＤＮＡ免疫適用において、インビボで抗原または抗
原決定基を発現するオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドもまた、本明細書中の抗
原の定義内に含まれる。
【００４３】
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　本発明の目的のために、抗原は、以下により十分に記載されるように、いくつかの既知
のウイルス、細菌、寄生生物および真菌のいずれかに由来し得る。この用語はまた、種々
の腫瘍抗原のいずれかを意図する。さらに、本発明の目的のために、「抗原」は、タンパ
ク質が本明細書中に定義されるような免疫学的応答を誘発する能力を維持する限り、ネイ
ティブな配列に対する改変（例えば、欠失、付加および置換）（一般に天然で保存される
）を含むタンパク質をいう。これらの改変は、部位特異的変異誘発を通してのように故意
であってもよく、または抗原を産生する宿主の変異を通してのように偶然であってもよい
。
【００４４】
　抗原または組成物に対する「免疫学的応答」は、目的の組成物中に存在する抗原に対す
る体液性および／または細胞性の免疫応答の被験体における発生である。本発明の目的の
ために、「体液性免疫応答」とは、抗体分子により媒介される免疫応答をいい、一方、「
細胞性免疫応答」は、Ｔリンパ球および／または他の白血球により媒介される免疫応答で
ある。細胞性免疫の１つの重要な局面は、細胞傷害性Ｔ細胞（「ＣＴＬ」）による抗原特
異的応答に関する。ＣＴＬは、主要組織適合遺伝子複合体（ＭＨＣ）によりコードされる
タンパク質と結合して存在しそして細胞表面上に発現される、ペプチド抗原に対する特異
性を有する。ＣＴＬは、細胞内微生物の破壊またはこのような微生物に感染した細胞の溶
解の誘導および促進を補助する。細胞性免疫の別の局面は、ヘルパーＴ細胞による抗原特
異的応答に関する。ヘルパーＴ細胞は、それらの表面上にＭＨＣと結合したペプチド抗原
を提示する細胞に対する非特異的エフェクター細胞の機能を刺激し、そしてこの細胞に対
する活性に焦点を当てることを補助するように作用する。「細胞性免疫応答」はまた、サ
イトカイン、ケモカイン、ならびに活性化Ｔ細胞および／または他の白血球（ＣＤ４＋お
よびＣＤ８＋Ｔ細胞に由来するものを含む）により産生される他のこのような分子の産生
をいう。
【００４５】
　細胞性免疫応答を誘発する組成物またはワクチンは、細胞表面でＭＨＣ分子と結合して
いる抗原の提示により、脊椎動物被験体を感作するように働き得る。この細胞媒介性免疫
応答は、その細胞の表面に抗原を提示する細胞に、またはその付近に指向される。さらに
、抗原特異的Ｔリンパ球は、免疫された宿主の将来的な防御を可能にするように生成され
得る。
【００４６】
　特定の抗原が細胞媒介性免疫学的応答を刺激する能力は、多くのアッセイによって（例
えば、リンパ増殖（ｌｙｍｐｈｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ）（リンパ球活性化）アッ
セイ、ＣＴＬ細胞傷害性細胞アッセイによってか、または感作された被験体における抗原
に特異的なＴリンパ球についてアッセイをすることによって）決定され得る。このような
アッセイは、当該分野において周知である。例えば、Ｅｒｉｃｋｓｏｎら、Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．（１９９３）１５１：４１８９～４１９９；Ｄｏｅら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．（１９９４）２４：２３６９～２３７６を参照のこと。細胞媒介性免疫応答を測定
する最近の方法は、細胞内サイトカインまたはＴ細胞集団によるサイトカイン分泌の測定
、またはエピトープ特異的Ｔ細胞の測定（例えば、テトラマー技術による）を含む（Ｍｃ
Ｍｉｃｈａｅｌ，Ａ．Ｊ．、およびＯ’Ｃａｌｌａｇｈａｎ，Ｃ．Ａ．、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍ
ｅｄ．１８７（９）１３６７～１３７１、１９９８；Ｍｃｈｅｙｚｅｒ－Ｗｉｌｌｉａｍ
ｓ，Ｍ．Ｇ．ら、Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．１５０：５～２１、１９９６；Ｌａｌｖａｎ
ｉ，Ａ．ら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１８６：８５９～８６５、１９９７）により総説され
る）。
【００４７】
　従って、本明細書中で使用される免疫学的応答は、ＣＴＬの産生、および／またはヘル
パーＴ細胞の産生もしくは活性化を刺激するものであり得る。目的の抗原はまた、抗体媒
介性免疫応答を誘発し得る。従って、免疫学的応答は、以下の効果のうちの１以上を含み
得る：Ｂ細胞による抗体の産生；ならびに／あるいは目的の組成物またはワクチン中に存
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在する抗原に対して特異的なサプレッサーＴ細胞および／またはγδＴ細胞の活性化。こ
れらの応答は、感染性を中和し、そして／あるいは抗体－補体、または抗体依存性細胞傷
害性（ＡＤＣＣ）を媒介して、免疫された宿主に対する防御を提供するように働き得る。
このような応答は、当該分野において周知である、標準的な免疫アッセイおよび中和アッ
セイを使用して決定され得る。
【００４８】
　「免疫原性組成物」は、被験体への組成物の投与が、目的の抗原性分子に対する被験体
における体液性免疫応答／細胞性免疫応答の発生を生じる、抗原性分子を含む組成物であ
る。免疫原性組成物は、例えば、注射、吸入、経口、鼻腔内、および粘膜（例えば、直腸
内または膣内）投与によって、レシピエント被験体に直接導入され得る。
【００４９】
　「サブユニット」ワクチンとは、目的の病原体由来（例えば、ウイルス、細菌、寄生生
物または真菌由来）の抗原に由来するかまたはそれに相同である、１以上の選択された抗
原（しかし、全ての抗原ではない）を含むワクチン組成物を意味する。このような組成物
は、インタクトな病原体細胞もしくは病原性粒子、またはこのような細胞もしくは粒子の
溶解物を実質的に含まない。従って、「サブユニットワクチン」は、病原体から少なくと
も部分的に精製された（好ましくは、実質的に精製された）免疫原性ポリペプチドまたは
そのアナログから調製され得る。従って、サブユニットワクチンに含まれる抗原を入手す
る方法は、標準的な精製技術、組換え産生、または合成産生を含み得る。
【００５０】
　「実質的に精製される（た）」とは、一般に、物質（化合物、ポリヌクレオチド、タン
パク質、ポリペプチド、ポリペプチド組成物）が、存在するサンプルの主要な割合を含む
ように、その物質を単離することをいう。代表的には、サンプル中に、実質的に精製され
た成分は、このサンプルの５０％、好ましくは８０～８５％、より好ましくは９０～９５
％を含む。目的のポリヌクレオチドおよびポリペプチドを精製するための技術は、当該分
野において周知であり、そして例えば、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティー
クロマトグラフィー、および密度に従う沈降が挙げられる。
【００５１】
　「コード配列」または選択されたポリペプチドを「コードする」配列は、適切な調節配
列（または「制御エレメント」）の制御下に置かれた場合、インビボで転写され（ＤＮＡ
の場合）、そしてポリペプチドに翻訳される（ｍＲＮＡの場合）核酸分子である。コード
配列の境界は、５’（アミノ）末端の開始コドンおよび３’（カルボキシ）末端の翻訳終
止コドンによって決定される。コード配列には、ウイルス由来のｃＤＮＡ、原核生物また
は真核生物のｍＲＮＡ、ウイルスまたは原核生物ＤＮＡ由来のゲノムＤＮＡ配列、および
合成ＤＮＡ配列さえも含まれ得るが、これらに限定されない。終止コドンのような転写終
結配列は、コード配列に対して３’に位置され得る。
【００５２】
　代表的な「制御エレメント」には、転写プロモーター、転写エンハンサーエレメント、
転写終結シグナル、ポリアデニル化配列（翻訳終止コドンに対して３’に位置する）、翻
訳の開始の最適化のための配列（コード配列に対して５’に位置する）、および翻訳終結
配列が含まれるが、これらに限定されない。例えば、本明細書中に記載される配列および
／またはベクターはまた、転写および／または終結を最適化し得る１つ以上のさらなる配
列を含み得、これらとしては、コドン最適化野生型リーダーののＡＴＧの前（５’）に位
置するＫｏｚａｋ配列（例えば、ＧＣＣＡＣＣ、配列番号１９１のヌクレオチド１～６）
、または任意の他の適切なリーダー配列（例えば、ｔｐａ１、ｔｐａ２、ｗｔＬｎａｔ（
ネイティブ野生型リーダー））またはコード配列の後（３’）に位置する終結配列（例え
ば、ＴＡＡ、または好ましくはＴＡＡＡ、配列番号１９１のヌクレオチド１９７８～１９
８１）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５３】
　「ポリヌクレオチドコード配列」または選択されたポリペプチドを「コード」する配列
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は、核酸分子であり、これは、適切な調節配列（または「制御エレメント」）の制御下で
配置される場合、インビトロで（ＤＮＡの場合に）転写され、そして（ｍＲＮＡの場合に
）ポリペプチドに翻訳される。コード配列の境界は、開始コドン（例えば、５’末端また
はその付近）および翻訳終止コドン（例えば、３’末端またはその付近）によって決定さ
れる。例示的なコード配列は、本発明の改変されたウイルスのポリペプチドコード配列で
ある。本発明のポリヌクレオチド配列のコード領域は、当業者によって同定可能であり、
そして例えば、ポリヌクレオチドの３つ全てのフレームの翻訳を実行すること、およびコ
ードされたポリペプチド（例えば、ｎｅｆ由来のポリペプチドをコードする本発明の合成
ｎｅｆポリヌクレオチド）に対応するフレームを同定することによって、容易に同定され
得る。転写終結配列は、コード配列の３’に位置され得る。代表的な「制御エレメント」
としては、転写レギュレーター（例えば、プロモーター、転写エンハンサーエレメント、
転写終結シグナル、およびポリアデニル化配列）；および転写レギュレーター（例えば、
翻訳の開始を最適化するための配列（例えば、Ｓｈｉｎｅ－Ｄａｌｇａｒｎｏ（リボソー
ム結合部位）配列、Ｋｏｚａｋ配列（すなわち、翻訳、配置の最適化のための配列（例え
ば、コード配列の５’））、リーダー配列、翻訳開始コドン（例えば、ＡＴＧ）、および
翻訳終結配列）が挙げられるが、これらに限定されない。特定の実施形態において、１つ
以上の翻訳調節配列または翻訳開始配列（例えば、リーダー配列）が、野生型翻訳開始配
列（すなわち、そのネイティブ状態におけるコード領域の翻訳を調節する配列）に由来す
る。本明細書中に記載される方法を用いて改変されている野生型リーダー配列もまた、本
発明における使用が見出される。プロモーターは、誘導性プロモーター（ここで、プロモ
ーターに作動可能に連結したポリヌクレオチド配列の発現は、分析物、補因子、調節タン
パク質などによって誘導される）、抑制プロモーター（ここで、プロモーダーに作動可能
に連結したポリヌクレオチド配列の発現は、分析物、補因子、調節タンパク質などによっ
て誘導される）、および構築プロモーターを含み得る。
【００５４】
　「核酸」分子には、原核生物配列、真核生物ｍＲＮＡ、真核生物ｍＲＮＡ由来のｃＤＮ
Ａ、真核生物（例えば、哺乳動物）ＤＮＡ由来のゲノムＤＮＡ配列、および合成ＤＮＡ配
列さえも含まれ得るが、これらに限定されない。その用語はまた、ＤＮＡおよびＲＮＡの
公知の塩基アナログのいずれかを含む配列を捕捉する。
【００５５】
　「作動可能に連結した」は、エレメントの配置をいい、ここで、そのように記載された
成分は、それらの機能を行うように構成されている。従って、コード配列に作動可能に連
結した所定のプロモーターは、その適切な酵素が存在する場合、コード配列の発現をもた
らし得る。そのプロモーターは、その発現を指向するように機能する限り、コード配列と
連続している必要はない。従って、例えば、転写はされるが翻訳はされない介在配列が、
プロモーター配列とコード配列との間に存在し得、そしてプロモーター配列はなお、コー
ド配列に「作動可能に連結」していると考えられ得る。
【００５６】
　本明細書において、核酸分子を記載するために使用される「組換え」は、その起源また
は操作により、（１）天然において結合しているポリヌクレオチドの全てまたは一部と結
合していない；および／または（２）天然において結合している以外のポリヌクレオチド
に連結している、ゲノム、ｃＤＮＡ、半合成または合成の起源のポリヌクレオチドを意味
する。タンパク質またはポリペプチドに関して使用される用語「組換え」は、組換えポリ
ヌクレオチドの発現によって生成されるポリペプチドを意味する。「組換え宿主細胞」、
「宿主細胞」、「細胞」、「細胞株」、「細胞培養物」、および単細胞部分として培養さ
れた原核生物微生物または真核生物細胞株を示すそのような他の用語は、互換的に使用さ
れ、そして組換えベクターまたはその他の移入ＤＮＡのためのレシピエントとして使用さ
れ得るか、または使用されている細胞のことをいい、そしてトランスフェクトされている
元の細胞の子孫を含む。単一の親細胞の子孫は、偶発的な変異または意図的な変異に起因
して、必ずしも、形態学上、または元の親に相補的なゲノムもしくは全ＤＮＡにおいて完
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全に同一でなくてもよいことが理解される。関連する特性（例えば、所望のペプチドをコ
ードするヌクレオチド配列の存在）によって特徴づけられるべき親に充分に類似している
親細胞の子孫は、この定義によって意図される子孫に含まれ、そして上記の用語によって
包含される。
【００５７】
　アミノ酸配列「類似性」を決定するための技術は、当該分野で周知である。一般に、「
類似性」は、アミノ酸が同一であるか、または類似の化学的および／または物理的特性（
例えば、電荷または疎水性）を有する適切な部位での２つ以上のポリペプチドの正確なア
ミノ酸　対　アミノ酸の比較を意味する。次いで、いわゆる「パーセント同一性」は、比
較したポリペプチド配列間で決定され得る。核酸およびアミノ酸配列の同一性を決定する
ための技術もまた、当該分野で周知であり、その遺伝子に対するｍＲＮＡのヌクレオチド
配列を決定する（通常、ｃＤＮＡ中間体を介して）こと、およびそれによりコードされる
アミノ酸配列を決定すること、およびこれを第２のアミノ酸配列と比較することを包含す
る。一般に、「同一性」は、２つのポリヌクレオチド配列またはポリペプチド配列の、そ
れぞれの、正確なヌクレオチド対ヌクレオチドまたはアミノ酸対アミノ酸の対応をいう。
【００５８】
　２つ以上のポリヌクレオチド配列は、それらの「パーセント同一性」を決定することに
よって比較され得る。２つ以上のアミノ酸配列は、同様に、「パーセント同一性」を決定
することによって比較され得る。２つの配列のパーセント同一性（核酸またはペプチド配
列が一般に記載されているか否か）は、一般に、より短い配列の長さによって除算され、
そして１００を積算された２つの整列された配列間の正確な整合の数として記載される。
核酸配列についてのおよその整列は、ＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａｎ，Ａｄｖａｎｃ
ｅｓ　ｉｎ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ　２：４８２－４８９（１９８１
）の局所的な相同性アルゴリズムによって提供される。このアルゴリズムは、Ｄａｙｈｏ
ｆｆ，Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔ
ｕｒｅ，Ｍ．Ｏ．Ｄａｙｈｏｆｆ編、５補遺、３：３５３－３５８、Ｎａｔｉｏｎａｌ　
Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏ
ｎ，Ｄ．Ｃ．，ＵＳＡによって開発され、そしてＧｒｉｓｋｏｖ、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ
．Ｒｅｓ．１４（６）：６７４５－６７６３（１９８６）によって正規化された、スコア
付けマトリックスを使用して、ペプチド配列を用いて使用するために拡張され得る。核酸
配列およびペプチド配列についてのこのアルゴリズムの実行は、それらのＢｅｓｔＦｉｔ
ユーティリティーアプリケーションにおいてＧｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒ
ｏｕｐ（Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）によって提供される。この方法についてのデフォルトパ
ラメーターは、Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｐａｃｋａ
ｇｅ　Ｐｒｏｇｒａｍ　Ｍａｎｕａｌ，Ｖｅｒｓｉｏｎ　８（１９９５）（Ｇｅｎｅｔｉ
ｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ、Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩより入手可能）に記載され
る。配列間のパーセント同一性または類似性を計算するための他の等しく適切なプログラ
ムは、当該分野で一般に公知である。
【００５９】
　例えば、特定のヌクレオチド配列の、参照配列に対するパーセント同一性は、Ｓｍｉｔ
ｈおよびＷａｔｅｒｍａｎの相同性アルゴリズムを、デフォルトスコア付け表および６ヌ
クレオチド位置のギャップペナルティーを用いて使用して決定され得る。本発明の状況に
おいてパーセント同一性を確立するための別の方法は、Ｊｏｈｎ　Ｆ．Ｃｏｌｌｉｎｓお
よびＳｈａｎｅ　Ｓ．Ｓｔｕｒｒｏｋによって開発され、そしてＩｎｔｅｌｌｉＧｅｎｅ
ｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、ＣＡ）によって頒布されているＵｎ
ｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｅｄｉｎｂｕｒｇｈに著作権の帰属するプログラムのＭＰＳＲ
ＣＨパッケージを使用することである。このパッケージソフトから、Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔ
ｅｒｍａｎアルゴリズムが、スコア付表（例えば、１２のギャップオープンペナルティ、
１のギャップ拡張ペナルティ、および６のギャップ）について使用されるデフォルトパラ
メータが使用される場合に、利用され得る。作成されたデータから、「マッチ」値は、「
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配列同一性」を反映する。配列間のパーセント同一性または類似性を計算するための他の
適切なプログラム（例えば、整列プログラムＢＬＡＳＴ（これはデフォルトパラメータで
も使用され得る））は、一般に、当該分野で公知である。例えば、ＢＬＡＳＴＮおよびＢ
ＬＡＳＴＰは、以下のデフォルトパラメータでも使用され得る：遺伝子コード＝標準；フ
ィルター＝なし；鎖＝両方；カットオフ＝６０；予想＝１０；マトリックス＝ＢＬＯＳＵ
Ｍ６２；記載＝５０配列；選別＝高スコア；データベース＝非縮重、Ｇｅｎｂａｎｋ＋Ｅ
ＭＢＬ＋ＤＤＢＪ＋ＰＤＢ＋Ｇｅｎｂａｎｋ　ＣＤＳ　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｓ＋Ｓｗ
ｉｓｓ　ｐｒｏｔｅｉｎ＋Ｓｐｕｐｄａｔｅ＋ＰＩＲ。これらのプログラムの詳細は、以
下のインターネットアドレスで見出され得る：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ
．ｇｏｖ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ＢＬＡＳＴ。
【００６０】
　当業者は、所定の配列について使用するための適切な検索パラメータを容易に決定し得
、例示的な好ましいＳｍｉｔｈ　Ｗａｔｅｒｍａｎベースのパラメータが上記される。例
えば、検索パラメータは、問題の配列のサイズに基づいて変化し得る。従って、本発明の
ポリヌクレオチド配列について、本明細書中に開示されるポリヌクレオチド配列の長さは
、選択されたデータベースに対して検索され、そして本質的に同じ長さの配列と比較され
て％同一性を決定する。例えば、本発明の代表的な実施形態は、Ｘ個の連続するヌクレオ
チドを含む単離されたポリヌクレオチドを含み、ここで、（ｉ）Ｘ個の連続するヌクレオ
チドは、本明細書中に記載される配列（表Ｃ）の１つ以上のＹ個の連続したヌクレオチド
またはそのフラグメントに関して、少なくともほぼ選択されたレベルの％同一性を有し、
そして（ｉｉ）Ｘ＝Ｙの検索目的について、Ｙは、規定された長さ（例えば、１５ヌクレ
オチドの長さから、選択された全長配列に存在するヌクレオチドの数まで）の選択された
参照のポリヌクレオチドである。
【００６１】
　本発明の配列は、例えば、約１５ヌクレオチドから本明細書中に記載される全長配列（
例えば、図を参照のこと）に存在するヌクレオチドの数まで（上記範囲内の全ての整数値
を含む）の配列フラグメントを含み得る。例えば、本発明のポリヌクレオチド配列のフラ
グメントは、３０～６０ヌクレオチド、６０～１２０ヌクレオチド、１２０～２４０ヌク
レオチド、２４０～４８０ヌクレオチド、４８０～１０００ヌクレオチド、およびこれら
の間の全ての整数値であり得る。
【００６２】
　本発明の合成の発現カセット（および精製したポリヌクレオチド）には、本明細書に開
示される合成の発現カセット配列および／またはポリヌクレオチド配列に対して（例えば
、本発明の配列）、本発明の配列が、（例えば、配列のデータベースに対する）問い合わ
せ配列として使用された場合に、約８０％～１００％の、８０～８５％より大きい、好ま
しくは、９０～９２％より大きい、より好ましくは、９５％より大きい、そして最も好ま
しくは、９８％より大きい１００％までの配列同一性（これらの記載の範囲に入る全ての
整数値を含む）有する関連するポリヌクレオチド配列が含まれる。
【００６３】
　２つの核酸フラグメントは、本明細書に記載される場合、「選択的にハイブリダイズ」
すると考えられる。２つの核酸分子間の配列同一性の程度は、このような分子間のハイブ
リダイゼーション事象の効率および強度に影響を及ぼす。部分的に同一の核酸配列は、少
なくとも部分的に、完全に同一な配列が標的分子にハイブリダイズすることを阻害する。
完全に同一な配列のハイブリダイゼーションの阻害は、当該分野で周知のハイブリダイゼ
ーションアッセイ（例えば、サザンブロット、ノーザンブロット、溶液ハイブリダイゼー
ションなど、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、前出、またはＡｕｓｕｂｅｌら、前出を参照）を使用
して評価され得る。このようなアッセイは、例えば、低ストリンジェントから高ストリン
ジェントまでの種々の条件を使用して、種々の程度の選択性を使用して行われ得る。低ス
トリンジェンシー条件が利用される場合、非特異的結合の不在は、非特異的な結合事象の
非存在下で、二次プローブが標的にハイブリダイズしないように、部分的な程度の配列同
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一性を欠損する二次プローブ（例えば、標的分子と約３０％よりも少ない配列同一性を有
するプローブ）を使用することによって評価され得る。
【００６４】
　ハイブリダイゼーションに基づく検出システムが利用される場合、標的核酸配列に対し
て相補的な核酸プローブが選択され、次いで適切な条件の選択により、そのプローブおよ
び標的配列が、互いに、「選択的にハイブリダイズする」か、結合して、ハイブリッド分
子を形成する。「中程度のストリンジェント」な条件下で標的配列に選択的にハイブリダ
イズし得る核酸分子は、代表的には、選択された核酸プローブの配列と少なくとも約７０
％の配列同一性を有する少なくとも約１０～１４個のヌクレオチド長の標的核酸配列の検
出を可能にする条件下でハイブリダイズする。ストリンジェントなハイブリダイゼーショ
ン条件は、代表的には、選択された核酸プローブの配列と約９０～９５％より大きな配列
同一性を有する少なくとも約１０～１４個のヌクレオチド長の標的核酸配列の検出を可能
にする。プローブと標的が特定の程度の配列同一性を有するプローブ／標的ハイブリダイ
ゼーションのために有用なハイブリダイゼーション条件は、当該分野で公知なように決定
され得る（例えば、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ：Ａ　Ｐｒ
ａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｂ．Ｄ．ＨａｍｅｓおよびＳ．Ｊ．Ｈｉｇｇｇｉｎ
ｓ編、（１９８５）Ｏｘｆｏｒｄ；Ｗａｓｈｉｇｔｏｎ，ＤＣ；ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ）。
【００６５】
　ハイブリダイゼーションについてのストリンジェンシー条件に関して、多くの等価な条
件を利用して、特定のストリンジェンシーを、例えば、以下の因子を変えることで確立し
得ることは、当該分野で周知である：プローブおよび標的配列の長さおよび性質、種々の
配列の塩基組成、塩および他のハイブリダイゼーション溶液組成物の濃度、ハイブリダイ
ゼーション溶液中にブロッキング因子（例えば、ホルムアミド、硫酸デキストランおよび
ポリエチレングリコール）が存在するかしないか、ハイブリダイゼーション反応温度およ
び時間のパラメータ、ならびに洗浄条件の変更。特定のセットのハイブリダイゼーション
条件の選択は、当該分野の標準的方法に従って選択される（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら
、前出、またはＡｕｓｕｂｅｌら、前出を参照のこと）。
【００６６】
　第１のポリヌクレオチドが、第２のポリヌクレオチド、そのｃＤＮＡ、それらの相補体
の領域と同じかもしくは実質的に同じ塩基対配列を有する場合、または第１のポリヌクレ
オチドが、上記のような配列同一性を示す場合に、第１のポリヌクレオチドは、第２のポ
リヌクレオチドに「由来」する。
【００６７】
　第１のポリペプチドが、（ｉ）第２のポリヌクレオチドに由来する第１のポリヌクレオ
チドによってコードされる場合、または（ｉｉ）第１のポリペプチドが、上記のような配
列同一性を第２のポリペプチドに対して示す場合に、第１のポリペプチドは、第２のポリ
ペプチドに「由来」する。
【００６８】
　ウイルスポリペプチドが、（ｉ）ウイルスのポリヌクレオチド（ウイルス性ポリヌクレ
オチド）のオープンリーディングフレームによってコードされる場合、または（ｉｉ）ウ
イルスのポリペプチドが、上記のような配列同一性をウイルスのポリペプチドに対し示す
場合に、一般に、ウイルスポリペプチドは、ウイルスの特定のポリペプチド（ウイルス性
ポリペプチド）に「由来」する。
【００６９】
　「コードされる」とは、ポリペプチド配列をコードする核酸配列に関連し、ここでこの
ポリペプチド配列またはその一部は、この核酸配列によりコードされるポリペプチドに由
来する、少なくとも３～５個のアミノ酸、より好ましくは少なくとも８～１０個のアミノ
酸、そしてさらにより好ましくは少なくとも１５～２０個のアミノ酸からなる配列を含む
。免疫学的にこの配列によってコードされるポリペプチドと同一視され得るポリペプチド
配列もまた含まれる。さらに、ポリタンパク質は、ポリペプチドまたはペプチド産物をコ
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ードする、２つ以上のポリヌクレオチド配列をインフレーム融合することによって構築さ
れ得る。さらに、ポリシストロン（ｐｏｌｙｃｉｓｔｒｏｎｉｃ）コード配列は、互いに
隣接するポリペプチド産物をコードする２つ以上のポリヌクレオチド配列を、典型的には
１つのプロモーターの制御下に、配置することで産生され得、ここで各ポリペプチドコー
ド配列は、内部リボソーム結合部位に対する配列を含むよう改変され得る。
【００７０】
　「精製されたポリヌクレオチド」とは、基本的に、目的のポリヌクレオチドと自然の状
態で関連するタンパク質が除かれた（例えば、そのタンパク質の約５０％未満、好ましく
は約７０％未満、そしてより好ましくは約９０％未満を含む）、目的のポリヌクレオチド
またはそのフラグメントに関する。目的のポリヌクレオチドを精製する技術は、当該分野
で周知であり、例えば、ポリヌクレオチドを含む細胞を、カオトロピック剤で破壊し、そ
してポリヌクレオチドおよびタンパク質を、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニテ
ィークロマトグラフィーおよび密度に依存した沈殿法により分離する工程を含む。
【００７１】
　「核酸免疫化」とは、１つ以上の選択された抗原をコードする核酸分子を、宿主細胞に
、抗原またはエピトープのインビボ発現のため導入することを意味する。核酸分子は、レ
シピエント被験体中に直接導入（例えば、注射、吸入、経口投与、鼻腔内投与および粘膜
投与など）され得るか、または宿主から取り出された細胞中にエキソビボ導入され得る。
後者の場合に、形質転換された細胞は、被験体中に再導入され、免疫応答が、この核酸分
子によってコードされる抗原に対して生じ得る。
【００７２】
　「遺伝子移入」または「遺伝子送達」とは、目的のＤＮＡを宿主細胞に正確に挿入する
方法またはシステムをいう。このような方法は、組みこまれていない移入ＤＮＡの一過性
の発現、染色体外複製および移入レプリコン（例えば、エピソーム）の発現、または移入
遺伝子物質の宿主細胞ゲノムＤＮＡ中への組みこみを生じ得る。遺伝子送達発現ベクター
としては、アルファウイルス、ポックスウイルスおよびワクシニアウイルス由来のベクタ
ーが挙げられるが、これらに限定されない。免疫化に用いる場合、このような遺伝子送達
発現ベクターは、ワクチンまたはワクチンベクターと呼ばれ得る。
【００７３】
　「Ｔリンパ球」または「Ｔ細胞」は、抗体を産生しないリンパ球であり、免疫系の細胞
性媒介アームの一部を構成する。Ｔ細胞は、骨髄から胸腺に遊走した未成熟なリンパ球か
ら生じ、これらは、胸腺ホルモンの指令のもとで成熟過程を経ていく。ここで成熟リンパ
球は、急速に分裂して、非常に多数に増加する。成熟Ｔ細胞は、特定の抗原を認識および
結合する能力に基づいて、免疫応答性になる。抗原がリンパ球表面レセプター結合した場
合、免疫応答性Ｔ細胞の活性化は、誘発される。
【００７４】
　用語「トランスフェクション」は、外来ＤＮＡの、細胞による取り込みを示すために使
用される。外因性ＤＮＡが細胞膜内に導入された場合、細胞は、「トランスフェクト」さ
れている。多くのトランスフェクション技術は、当該分野で一般に公知である。例えば、
Ｇｒａｈａｍら（１９７３）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，５２：４５６，Ｓａｍｂｒｏｏｋら（１
９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，ａ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａ
ｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ，Ｄａｖｉｓら（１９８６）Ｂａｓｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ、およびＣｈｕら（１９８１）Ｇｅｎｅ　１３：
１９７を参照のこと。このような技術を用いて、１つ以上の外来ＤＮＡ部分を、適切な宿
主細胞中に導入し得る。この用語は、遺伝子物質の安定な取り込みおよび一過性の取り込
みの両方を意味し、そしてペプチド結合ＤＮＡまたは抗体結合ＤＮＡの取り込みを含む。
【００７５】
　「ベクター」は、遺伝子配列を、標的細胞へ移入し得る（例えば、ウイルスベクター、
非ウイルスベクター、粒子性キャリアおよびリポソーム）。典型的には、「ベクター構築
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物」、「発現ベクター」および「遺伝子移入ベクター」は、目的の遺伝子発現を指向し得
る任意の核酸構築物をいい、これらは、遺伝子配列を、標的細胞に移入し得る。従って、
この用語は、クローニングおよび発現ビヒクル、ならびにウイルスベクターを含む。
【００７６】
　「自殺遺伝子」（例えば、薬物感受性遺伝子）の標的細胞への移入は、正常細胞に対し
て比較的無毒である化合物または組成物に対して、細胞を感受性にする。Ｍｏｏｌｔｅｎ
，Ｆ．Ｌ．（１９９４）Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．１：２７９－２８７。自殺
遺伝子の例は、単純疱疹ウイルスのチミジンキナーゼ（ＨＳＶ－ｔｋ）、シトクロムＰ４
５０（Ｍａｎｏｍｅら（１９９６）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　３：５１３－５２０）、
ヒトデオキシシチジンキナーゼ（Ｍａｎｏｍｅら（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃ
ｉｎｅ　２（５）：５６７－５７３）および細菌性酵素シトシンデアミナーゼ（Ｄｏｎｇ
ら（１９９６）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　７：７１３－７２０）である。
これらの遺伝子を発現する細胞は、比較的無毒のプロドラッグであるガンシクロビル（Ｈ
ＳＶ－ｔｋ）、シクロホスファミド（シトクロムＰ４５０　２Ｂ１）、シトシンアラビノ
シド（ヒトデオキシシチジンキナーゼ）または５－フルオロシトシン（細菌性シトシンデ
アミナーゼ）の影響に対し、感受性にされる。Ｃｕｌｖｅｒら（１９９２）Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２５６：１５５０－１５５２，Ｈｕｂｅｒら（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：８３０２－８３０６。
【００７７】
　「選択マーカー」または「レポーターマーカー」とは、遺伝子移入ベクターに含まれる
ヌクレオチド配列をいい、これらは治療的活性を持たないが、むしろ遺伝子移入ベクター
のより単純な調製、製造、特徴づけまたは試験を可能にするために含まれる。
【００７８】
　「特異的結合因子」とは、分子の特定の結合対のメンバーをいい、ここでこれらの分子
の１つは、第２の分子に対し、化学的および／または物理的手段を介して、特異的に結合
する。特異的結合因子の１つの例は、選択された抗原に対して指向される抗体である。
【００７９】
　「被験体」とは、脊椎動物の亜門のいずれかのメンバー（ヒトおよび他の霊長類（非ヒ
ト霊長類（例えば、アカゲザル、マカク、チンパンジーおよび他の類人猿、ならびに猿種
など）を含む）；家畜（例えば、ウシ、ヒツジ、ブタ、ヤギおよびウマ）；家庭向けの哺
乳動物（例えば、イヌおよびネコ）；実験動物（マウス、ラットおよびモルモットなどの
げっ歯類を含む）；鳥（家庭向けの鳥、野生の鳥および狩猟鳥を含む（例えば、ニワトリ
、シチメンチョウおよび他の家禽の鳥、アヒル、ダチョウなど））を含むが、これらに限
定されない）を意味する。この用語は、特定の年齢を示さない。従って、成体および新生
仔の個体が意図され、含まれる。これらの脊椎動物の全ての免疫系は、同様に機能するの
で、上記のシステムは、上記脊椎動物種のいずれかにおける使用が意図される。
【００８０】
　「薬学的に受容可能」または「薬理学的に受容可能」は、生物学的でない物質またはさ
もなくば所望されない物質に関する。すなわち、この物質は、処方物または組成物で個体
に投与され得て、任意の所望されない生物学的影響を引き起こすことも、有害な様式で、
含まれる組成物成分のいずれかと相互作用することない。
【００８１】
　「生理学的ｐＨ」または「生理学的範囲にあるｐＨ」とは、約７．０～８．０に含まれ
る範囲にあるｐＨを意味し、より典型的には、約７．２～７．６に含まれる範囲にある。
【００８２】
　本明細書で使用される場合、「処置」とは、以下のいずれかをいう：（ｉ）従来のワク
チンにおけるような、感染または再感染の予防、（ｉｉ）症状の軽減または除去、および
（ｉｉｉ）該当する病原体の実質的除去または完全な除去。処置は、予防的に（感染前に
）または治療的に（感染後に）影響され得る。
【００８３】
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　「同時投与」とは、１つ以上の組成物または分子を投与することをいう。従って、同時
投与は、同じ投与経路または異なる投与経路を介して、同時に投与する工程または連続し
て投与する（任意の順番で）工程を含む。同時投与レジームの非限定的な例としては、核
酸およびペプチドの同時投与；異なる核酸の同時投与（例えば、本明細書に記載されるよ
うな異なる発現カセットおよび／または異なる遺伝子送達ベクター）；および異なるポリ
ペプチドの同時投与（例えば、異なるＨＩＶポリペプチドおよび／または異なるアジュバ
ント）が挙げられる。この用語はまた、同時投与される分子または組成物のうちいずれか
１つを複数回投与する工程を含む（例えば、本明細書に記載される１つ以上の発現カセッ
トの複数回投与後の、ポリペプチド含有組成物の１回以上の投与）。分子または組成物が
連続して送達される場合に、各投与間の時間は、本明細書の教示を考慮することで、当業
者により容易に決定され得る。
【００８４】
　「レンチウイルスベクター」および「組換えレンチウイルスベクター」とは、目的の核
酸分子を運ぶ核酸構築物をいい、そして特定の実施形態において、目的の核酸分子の発現
を指向し得る。レンチウイルスベクターは、少なくとも１つの転写プロモーター／エンハ
ンサーもしくは遺伝子座規定エレメント、または遺伝子発現を他の手段（例えば、選択的
スプライシング、核ＲＮＡ輸出、メッセンジャーの翻訳後修飾またはタンパク質の転写後
修飾）により制御する他のエレメントを含む。このようなベクター構築物はまた、パッケ
ージングシグナル、長い末端反復配列（ＬＴＲＳ）またはその一部、ならびに使用するレ
トロウイルスに適した正および負のプライマー鎖結合部位を含まなければならない（これ
らがまだ、レトロウイルスベクターに存在していない場合）。必要に応じて、組換えレン
チウイルスベクターはまた、ポリアデニル化を指向するシグナル、選択マーカー（例えば
、Ｎｅｏ、ＴＫ、ハイグロマイシン、プレオマイシン、ヒスチジノールまたはＤＨＦＲ）
、ならびに１つ以上の制限酵素認識部位および翻訳終結配列を含み得る。例として、この
ようなベクターは、典型的に、５’ＬＴＲ、ｔＲＮＡ結合部位、パッケージングシグナル
、第２鎖ＤＮＡ合成の起点および３’ＬＴＲまたはその一部を含む。
【００８５】
　「レンチウイルスベクター粒子」とは、本発明の範囲内で使用される場合、少なくとも
１つの目的の遺伝子を保持するレンチウイルスをいう。このレトロウイルスはまた、選択
マーカーを含み得る。この組換えレンチウイルスは、その遺伝物質（ＲＮＡ）をＤＮＡに
逆転写し得、そして感染の際にこの遺伝物質を宿主細胞のＤＮＡに組み込み得る。レンチ
ウイルスベクター粒子は、レンチウイルスエンベロープ、非レンチウイルスエンベロープ
（例えば、両性（ａｍｐｈｏ）エンベロープまたはＶＳＶ－Ｇエンベロープ）またはキメ
ラエンベロープを有し得る。
【００８６】
　「核酸発現ベクター」または「発現カセット」とは、目的の配列または遺伝子の発現を
指向し得る構築物をいう。核酸発現ベクターは、目的の配列または遺伝子に作動可能に連
結されたプロモーターを含む。他の制御エレメントも同様に存在し得る。本明細書中に記
載される発現カセットは、プラスミド構築物内に含まれ得る。この発現カセットの成分に
加えて、このプラスミド構築物はまた、細菌複製起点、１以上の選択マーカー、プラスミ
ド構築物が一本鎖ＤＮＡとして存在することを可能にするシグナル（例えば、Ｍ１３複製
起点）、マルチクローニング部位および「哺乳動物」複製起点（例えば、ＳＶ４０または
アデノウイルスの複製起点）を含み得る。
【００８７】
　「パッケージング細胞」とは、組換えレトロウイルスベクターを欠く感染性組換えレト
ロウイルスの産生のために必要なエレメントを含む細胞をいう。代表的には、このような
パッケージング細胞は、Ｇａｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖタンパク質をコードする、タンパク
質を発現し得る１以上の発現カセットを含む。
【００８８】
　「プロデューサー細胞」または「ベクター産生細胞」とは、組換えレトロウイルスベク
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【００８９】
　（２．本発明を実行する様式）
　本発明を詳細に記載する前に、本発明は、特定の処方またはプロセスパラメーターに限
定されず、このようなものは、当然異なり得ることが理解されるべきである。本明細書中
で使用される専門用語は、本発明の特定の実施形態のみを記載する目的のためであり、限
定することを意図しないこともまた、理解されるべきである。
【００９０】
　本明細書中に記載の方法および材料に類似するかまたは等価である多くの方法および材
料が、本発明の実行において使用され得るが、好ましい材料および方法が、本明細書中に
記載される。
【００９１】
　（２．１．０．ＨＩＶゲノム）
　ＨＩＶゲノムおよび種々のポリペプチドコード領域を、表Ａに示す。ヌクレオチド位置
は、８＿５＿ＴＶ１＿Ｃ．ＺＡ（図１；ＨＩＶ　Ｃ型単離株）に対して与えられる。しか
し、本発明の開示の技術の観点から、例えば、配列比較プログラム（例えば、本明細書中
に記載されるＢＬＡＳＴなど）または構造的特徴の同定およびアラインメント（例えば、
種々の領域を同定し得る、本明細書中に記載される「ＡＬＢ」プログラムのようなプログ
ラム）を使用して、他のＨＩＶ株または改変体（例えば、単離株ＨＩＶＩＩＩｂ、ＨＩＶ

ＳＦ２、ＨＩＶ－１ＳＦ１６２、ＨＩＶ－１ＳＦ１７０、ＨＩＶＬＡＶ、ＨＩＶＬＡＩ、
ＨＩＶＭＮ、ＨＩＶ－１ＣＭ２３５、ＨＩＶ－１ＵＳ４）、種々のサブタイプ由来の他の
ＨＩＶ－１株（例えば、サブタイプＡ～Ｇ、およびＯ）、ＨＩＶ－２株および種々のサブ
タイプ（例えば、ＨＩＶ－２ＵＣ１およびＨＩＶ－２ＵＣ２））、ならびにサル免疫不全
ウイルス（ＳＩＶ）（これらおよび他の関連のウイルスの記載について、例えば、Ｖｉｒ
ｏｌｏｇｙ、第三版（Ｗ．Ｋ．Ｊｏｋｌｉｋ編、１９８８）；Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　
Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、第二版（Ｂ．Ｎ．ＦｉｅｌｄｓおよびＤ．Ｍ．Ｋｎｉｐｅ編、１９９
１）；Ｖｉｒｏｌｏｇｙ、第三版（Ｆｉｅｌｄｓ，ＢＮ、ＤＭ　Ｋｎｉｐｅ、ＰＭ　Ｈｏ
ｗｌｅｙ、編者、１９９６、Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－Ｒａｖｅｎ、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈ
ｉａ，ＰＡ）を参照のこと）中の対応する領域を決定する方法は、当業者に容易に明らか
である。
【００９２】
　（表Ａ：８＿５＿ＴＶ１＿Ｃ．ＺＡに関するＨＩＶゲノム領域）
【００９３】
【表Ａ】

【００９４】
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【表ＡＡ】

【００９５】
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【表ＡＢ】

【００９６】
　当業者が、表Ａに示される任意の配列を整列させて、任意の特定のＨＩＶ遺伝子の相対
的な位置を容易に決定し得ることは、容易に明らかである。例えば、本明細書中に記載さ
れるアラインメントプログラムの１つ（例えば、ＢＬＡＳＴ）を使用して、他のＨＩＶゲ
ノム配列を、８＿５＿ＴＶ１＿Ｃ．ＺＡと共に整列させて（表Ａ）、遺伝子の位置を決定
し得る。ポリペプチド配列も同様に整列し得る。例えば、図２Ａ～２Ｃは、種々の株由来
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のＥｎｖポリペプチド配列の、ＳＦ－１６２に対するアラインメントを示す。共有に係る
ＷＯ／３９３０３に詳細に記載されるように、Ｅｎｖポリペプチド（例えば、ｇｐ１２０
、ｇｐ１４０およびｇｐ１６０）は、βシートを形成する４つのアンチパラレルβ鎖（β
－２、β－３、β－２０およびβ－２１）からなる「架橋（ｂｒｉｄｇｉｎｇ）シート」
を含む。１つの対のβ鎖（β－２およびβ－３）からの突出は、２つのループ（Ｖ１およ
びＶ２）である。ＳＦ－１６２に対して、このβ－２シートは、ほぼアミノ酸残基１１３
（Ｃｙｓ）～アミノ酸残基１１７（Ｔｈｒ）を占めるが、β－３は、ほぼアミノ酸残基１
９２（Ｓｅｒ）～アミノ酸残基１９４（Ｉｌｅ）を占める。この「Ｖ１／Ｖ２領域」は、
ＳＦ－１６２に対して、ほぼアミノ酸残基１２０（Ｃｙｓ）～アミノ酸残基１８９（Ｃｙ
ｓ）を占める。β鎖の第二の対（β－２０およびβ－２１）からの突出は、「小ループ」
構造であり、本明細書中で「架橋シート小ループ」とも称される。小ループおよび架橋シ
ート小ループの両方の位置は、本明細書中およびＷＯ／３９３０３の技術に従って、ＨＸ
Ｂ－２に対して決定され得る。図２Ａ～２Ｃにおいて、矢印によって、βシート領域から
の欠失配列のおおよその部位もまた示される。「＊」は、本明細書の技術に従って変異さ
れ得るＮグリコシル化部位を示す。
【００９７】
　（２．１．１．野生型ＨＩＶ配列）
　種々の新規サブタイプＣ新規単離物のの単離されたヌクレオチド配列を、以下の図Ａ１
に示す。配列を、Ｅｎｇｅｌｂｒｅｃｈｔら（２００１）ＡＤＩＳ　Ｒｅｓ．Ｈｕｍ．Ｒ
ｅｔｏｒｏｖｉｒｕｓｅｓ　１７（１６）：１５３３－１５４７に記載されるように得、
そして分析した（例えば、系統樹分析）（ＧｎｅＢａｎｋもまた参照のこと）。付属のタ
ンパク質配列およびこれらのタンパク質の分析は、Ｓｃｒｉｂａら（２００１）ＡＩＤＳ
　Ｒｅｓ．Ｈｕｍ．Ｒｅｔｏｒｏｖｉｒｕｓｅｓ　１７（８）７７５－７８１に記載され
る。
【００９８】
　（表Ａ１：野生型配列）
【００９９】



(40) JP 2012-80895 A 2012.4.26

10

20

30

40

【表Ａ１】

【０１００】
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【表Ａ１Ａ】

【０１０１】
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【表Ａ１Ｂ】

【０１０２】
　（２．２．０　合成発現カセット）
　本発明の１つの局面は、例えば、対応する野生型配列と比較して改善された発現を有す
る、ＨＩＶ－１コード配列ならびに関連の配列の作製である。
【０１０３】
　（２．２．１　ＨＩＶ－1核酸コード配列の改変）
　第１に、得られる核酸コード配列が、高度に発現されるヒト遺伝子に見出されるコドン
使用法に匹敵するように、ＨＩＶ－１コドン使用法パターンを改変した。ＨＩＶコドン使
用法は、コドントリプレットのヌクレオチドＡまたはＴの高い含量を反映する。ＨＩＶ－
１コドン使用法の効果は、ＤＮＡ配列における高いＡＴ含量であり、減少した翻訳能力お
よびｍＲＮＡの不安定性をもたらす。比較すると、高度に発現されるヒトコドンは、ヌク
レオチドＧまたはＣを好む。ＨＩＶコード配列は、高度に発現されるヒト遺伝子において
見出されるコドン使用法に匹敵するように改変された。
【０１０４】
　第２に、例えば、Ｇａｇコード配列のコード配列内に位置する、阻害性（または不安定
性）エレメント（ＩＮＳ）が存在する。ＲＲＥは、ＨＩＶコードＲｅｖ－タンパク質と相
互作用して、ＩＮＳの発現下方調節の影響を克服する二次ＲＮＡ構造である。ＲＲＥおよ
びＲｅｖの転写後活性化機構を克服するために、不安定性エレメントは、コードされるタ
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ンパク質のリーディングフレームを変更しない複数の点変異を導入することによって不活
化され得る。
【０１０５】
　第３に、いくつかの遺伝子に関して、このコード配列は、ポリヌクレオチドコード配列
が不活性または非機能的である遺伝子産物（例えば、不活性化ポリメラーゼ遺伝子産物、
不活性化プロテアーゼ遺伝子産物ｖ、不活性化ｔａｔ遺伝子産物、不活性化ｒｅｖ遺伝子
産物、不活性化ｎｅｆ遺伝子産物、不活性化ｖｉｆ遺伝子産物、不活性化ｖｐｒ遺伝子産
物、および／または不活性化ｖｐｕ遺伝子産物）をコードするように変更される。実施例
１は、いくつかの例示的な変異を記載する。実施例８は、変異Ｔａｔ抗原、変異Ｒｅｖ抗
原および変異Ｎｅｆ抗原の機能的な分析に関する情報を示す。
【０１０６】
　合成コード配列は、例えば、Ｍｉｄｌａｎｄ　Ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ　Ｒｅａｇｅｎｔ　
Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｍｉｄｌａｎｄ，Ｔｅｘａｓ）のような企業による、当該分野で公知の
方法によって構築される。
【０１０７】
　Ｇａｇポリペプチドコード配列の改変は、多数の哺乳動物細胞株（および他の型の細胞
株であって、昆虫細胞が挙げられるが、これに限定されない）の野生型コード配列に対し
て改善された発現を生じる。
【０１０８】
　Ｇａｇ含有ポリペプチドをコードするいくつかの例示的なポリヌクレオチド配列は、以
下：
【０１０９】
【数４】

【０１１０】
である。
【０１１１】
　同様に、本発明はまた、合成Ｅｎｖコードポリヌクレオチドおよび改変Ｅｎｖタンパク
質であって、例えば、以下が挙げられる：
【０１１２】

【数５】
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【０１１３】
　得られた核酸コード配列が、高度に発現されるヒト遺伝子において見出されたコドン使
用法に匹敵されるように、Ｅｎｖのコドン使用法パターンを、Ｇａｇに関して上述したよ
うに改変した。本発明の支持において実施された実施例は、合成Ｅｎｖ配列が、天然のＥ
ｎｖ配列と比較して高いレベルのタンパク質を産生し得ることを示す。
【０１１４】
　Ｅｎｖポリペプチドコード配列の改変は、多数の哺乳動物細胞株（および他の型の細胞
株であって、昆虫細胞が挙げられるが、これに限定されない）の野生型コード配列と比較
して改善された発現を生じる。類似のＰｏｌポリペプチドコード配列（Ｇａｇについて上
述したものを含む）が、種々の単離物からの改善された発現について得られ、改変され、
そして試験され得る。
【０１１５】
　Ｅｎｖのさらなる改変としては、その中に変異および／または欠失を有するＥｎｖポリ
ペプチドをコードするポリヌクレオチドを生成することが挙げられるが、これらに限定さ
れない。例えば、超可変領域（Ｖ１および／またはＶ２）は、本明細書中に記載されるよ
うに欠失され得る。さらに、例えば、Ｅｎｖ内の架橋シート領域および／またはＮ－グリ
コシル化部位に対する他の改変はまた、本明細書の教示に従って実施され得る。（図２Ａ
～Ｃ、ならびにＷＯ　００／３９３０３、ＷＯ　００／３９３０２、ＷＯ　００／３９３
０４、ＷＯ　０２／０４４９３を参照のこと）。これらの改変の種々の組み合わせを使用
して、本明細書中に記載されるような合成発現カセットを作製し得る。
【０１１６】
　本発明はまた、合成Ｐｏｌ配列を含む発現カセットを含む。上記のように、「Ｐｏｌ」
は、ポリメラーゼ、プロテアーゼ、逆転写酵素および／またはインテグラーゼを含有する
配列を含むタンパク質－コード領域が挙げられるが、これらに限定されない（Ｗａｎら（
１９９６）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．３１６：５６９～５７３；Ｋｏｈｌら（１９８８）ＰＮ
ＡＳ　ＵＳＡ　８５：４６８６～４６９０；Ｋｒａｕｓｓｌｉｃｈら（１９８８）Ｊ．Ｖ
ｉｒｏｌ．６２：４３９３～４３９７；Ｃｏｆｆｉｎ，「Ｒｅｔｒｏｖｉｒｉｄａｅ　ａ
ｎｄ　ｔｈｅｉｒ　Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ」Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，第１４３７～１５００
（Ｒａｖｅｎ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９０）；Ｐａｔｅｌら（１９９５）Ｂｉｏｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ　３４：５３５１～５３６３）。従って、本明細書中に例示される合成発現
カセットは、１以上のこれらの領域、および生じるアミノ酸配列に対する１以上の変化を
含む。Ｐｏｌ誘導体化ポリペプチドをコードする、いくつかの例示的なポリヌクレオチド
配列は、表Ｃに示される。
【０１１７】
　生じる核酸コード配列が、高度に発現されるヒト遺伝子において見出されたコドン使用
法に匹敵するように、Ｐｏｌのコドン使用法パターンを、ＧａｇおよびＥｎｖに関して上
述したように改変した。
【０１１８】
　構築物は、種々の方法で改変され得る。例えば、この発現構築物は、インテグラーゼポ
リペプチドの最初の６アミノ酸をコードする配列を含み得る。この６アミノ酸領域は、Ｈ
ＩＶプロテアーゼによって認識される切断認識部位を提供すると考えられる（例えば、Ｍ
ｃＣｏｒｎａｃｋら（１９９７）ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｓ　４１４：８４～８８を参照のこ
と）。構築物は、１つ以上の導入遺伝子の挿入のための、マルチクローニングサイト（Ｍ
ＣＳ）を、代表的にはこの構築物の３’末端に含み得る。さらに、ＲＴにおいて触媒中心
から誘導された触媒中心エピトープをコードするカセットは、代表的に、インテグラーゼ
の６アミノ酸をコードする配列を３’末端に含んだ。このカセットは、ＲＴのＩｌｅ１７
８～セリン１９１をコードし、そしてこの十分に保存された領域を、可能なＣＴＬエピト
ープとして維持するために添加され得る。さらに、これらの構築物は、リーディングフレ
ームを保存する挿入変位を含む（例えば、Ｐａｒｋら（１９９１）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６５
：５１１１を参照のこと）。
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【０１１９】
　特定の実施形態において、ＲＴの触媒中心および／またはプライマーグリップ領域が、
改変される。ＲＴの触媒中心およびプライマーグリップ領域は、例えば、Ｐａｔｅｌら（
１９９５）Ｂｉｏｃｈｅｍ．３４：５３５１およびＰａｌａｎｉａｐｐａｎら（１９９７
）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７２（１７）：１１１５７に記載されている。例えば、ｐ
６６ＲＴの１８３位～１８５位（ＡＦ１１０９７５に対して番号付けられた）においてア
ミノ酸ＹＭＤＤをコードする野生型配列は、アミノ酸「ＡＰ」をコードする配列と置換さ
れ得る。さらに、プライマーグリップ領域（アミノ酸ＷＭＧＹ、ｐ６６ＲＴの残基２２９
～２３２（ＡＦ１１０９７５に対して番号付けられた））が、アミノ酸「ＰＩ」をコード
する配列で置換され得る。
【０１２０】
　Ｐｏｌ配列に対して、コドン使用法の変化は、代表的に、－１までのフレームシフトの
領域に制限されており、そして再度、Ｇａｇリーディングフレームの末端において開始す
る；しかし、フレームシフト翻訳領域内の領域も同様に改変され得る。最後に、プロテア
ーゼポリペプチドコード配列のコード配列内に位置する阻害（すなわち、不安定性）エレ
メント（ＩＮＳ）も同様に、変更され得る。
【０１２１】
　本発明の支持によって実験を実施して、合成Ｐｏｌ配列がネイティブＰｏｌ配列と比較
してより高レベルのタンパク質を産生し得たことを示し得る。Ｐｏｌポリペプチドコード
配列の改変は、多くの哺乳動物細胞株（および他の型の細胞であって、昆虫細胞が挙げら
れるがこれらに限定されない）において、野生型コード配列と比較して、改善された発現
を生じる。類似のＰｏｌポリペプチドコード配列（ＧａｇおよびＥｎｖに関して上記した
ものを含む）が、種々の単離物からの改善された発現について得られ、改変され、そして
試験され得る。
【０１２２】
　本発明はまた、Ｇａｇ、ＥｎｖおよびＰｏｌ以外のＨＩＶ遺伝子由来の合成配列を含有
する、発現カセットを含み、これらには、Ｇａｇ、Ｅｎｖ、Ｐｏｌ内の領域、ならびに以
下が挙げられるが、これらに限定されない：
【０１２３】
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【数６】

【０１２４】
他の株から得られる配列は、本明細書の教示に従って同様の様式で製造され得る。上記の
ように、生じる核酸コード配列が、高度に発現されたヒト遺伝子において見出されたコド
ン使用法に匹敵するように、Ｇａｇ、ＥｎｖおよびＰｏｌに関して上述したように、コド
ン使用法パターンを改変した。代表的に、これらの合成配列は、ネイティブ配列と比較し
てより高度のレベルのタンパク質を産生し得、そして野生型ポリペプチドコード配列の改
変は、多数の哺乳動物細胞株（および他の型の細胞株であって、昆虫細胞が挙げられるが
、これに限定されない）の野生型コード配列と比較して改善された発現を生じる。さらに
、核酸配列もまた改変されて、遺伝子の１つ以上の領域に変異を導入し得、例えば、遺伝
子産物の機能を変更し得（例えば、その遺伝子産物を非機能的にし得る）、そして／また
は改変部位（例えば、Ｎｅｆにおけるミリストイル化部位）を排除し得る。
【０１２５】
　本明細書中に例示される、ＨＩＶ　Ｃ型コード配列由来の合成発現カセットは、以下の
合成ポリヌクレオチドの１以上を含む配列が挙げられるが、これらに限定されない：
【０１２６】
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【数７】

【０１２７】
　Ｇａｇ－完全（Ｇａｇ－ｃｏｍｐｌｅｔｅ）は、例えば、Ｇａｇおよびｐｏｌを含むイ
ンフレームポリタンパク質をいい、ここで、Ｇａｇのｐ６位が存在する。
【０１２８】
　本発明のいくつかの局面において使用され得る、さらなる配列は、ＷＯ　００／３９３
０２、ＷＯ　００／３９３０３、ＷＯ　００／３９３０４、ＷＯ　０２／０４４９３に記
載されている。
【０１２９】
　（２．２．２　ＨＩＶ核酸コード配列を含む配列のさらなる改変）
　本明細書中に記載される、ＨＩＶポリペプチドコード発現カセットはまた、例えば、１
つ以上の導入遺伝子をコードする、１つ以上のさらなる配列を含み得る。本発明の実施に
おいて有用なさらなる配列（例えば、導入遺伝子）としては、以下が挙げられるが、これ
らに限定されない：さらなるウイルスエピトープ／抗原｛ＨＣＶ抗原（例えば、Ｅ１、Ｅ
２；Ｈｏｕｇｈｔｏｎ，Ｍ．．ら、米国特許第５，７１４，５９６号（１９９８年２月３
日発行）；Ｈｏｕｇｈｔｏｎ，Ｍ．．ら、米国特許第５，７１２，０８８号（１９９８年
１月２７日発行）；Ｈｏｕｇｈｔｏｎ，Ｍ．．ら、米国特許第５，６８３，８６４号（１
９９７年１１月４日発行）；Ｗｅｉｎｅｒ，Ａ．Ｊ．ら、米国特許第５，７２８，５２０
号（１９９８年３月１７日発行）；Ｗｅｉｎｅｒ，Ａ．Ｊ．ら、米国特許第５，７６６，
８４５号（１９９８年６月１６日発行）；Ｗｅｉｎｅｒ，Ａ．Ｊ．ら、米国特許第５，６
７０，１５２号（１９９７年９月２３日発行））、ＨＩＶ抗原（例えば、１以上のＨＩＶ
単離物由来のもの）を含むがこれらに限定されない｝をコードするさらなる配列；および
腫瘍抗原／エピトープをコードする配列。さらなる配列はまた、非ウイルス供給源に由来
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し得る（例えば、インターロイキン－２（ＩＬ－２）、幹細胞因子（ＳＣＦ）、インター
ロイキン３（ＩＬ－３）、インターロイキン６（ＩＬ－６）、インターロイキン１２（Ｉ
Ｌ－１２）、Ｇ－ＣＳＦ、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、イ
ンターロイキン－１α（ＩＬ－１Ｉ）、インターロイキン－１１（ＩＬ－１１）、ＭＩＰ
－１Ｉ、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）、白血病抑制因子（ＬＩＦ）、ｃ－ｋｉｔリガンド、ト
ロンボポエチン（ＴＰＯ）およびｆｌｔ３リガンドのようなサイトカイン（例えば、Ｇｅ
ｎｚｙｍｅ（Ｆｒａｍｉｎｇｈａｍ，ＭＡ）、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ（Ｓｏｕｔｈ　Ｓａｎ
　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ）、Ａｍｇｅｎ（Ｔｈｏｕｓａｎｄ　Ｏａｋｓ，ＣＡ）、Ｒ
＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｅｘ（Ｓｅａｔｔｌｅ，ＷＡ）のようないく
つかの販売元から市販されている）をコードする配列）。さらなる配列は、以下に記載さ
れている。また、Ｇａｇおよび他のコード配列の、互いに対する向きのバリエーションは
、以下に記載されている。
【０１３０】
　ＨＩＶポリペプチドコード配列は、他のＨＩＶ単離物から得られ得る。例えば、Ｍｙｅ
ｒｓら、Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ　Ｄａｔａｂａｓｅ，Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ　Ｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ，Ｎｅｗ　Ｍｅｘｉｃｏ（１９９
２）；Ｍｙｅｒｓら、Ｈｕｍａｎ　Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ　ａｎｄ　Ａｉｄｓ，１９
９７，Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ，Ｎｅｗ　Ｍｅｘｉｃｏ：Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ　Ｎａｔｉ
ｏｎａｌ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙを参照のこと。合成発現カセットは、このようなコード
配列を出発物質として使用して、本明細書の教示に従って、作製され得る。
【０１３１】
　さらに、本発明の合成発現カセットは、本明細書中に開示される合成発現カセット配列
によってコードされるポリペプチドに対して、８５％より大きい配列同一性、好ましくは
９０％より大きい配列同一性、より好ましくは９５％より大きい配列同一性、そして最も
好ましくは９８％より大きい配列同一性を有する、関連するポリペプチド配列を含む。
【０１３２】
　例示の発現カセットおよび改変体は、実施例１に記載される。
【０１３３】
　（２．２．３　ＨＩＶ－１ポリペプチドおよび関連するポリペプチドをコードする、合
成配列の発現）
　本発明の合成ＨＩＶコード配列（発現カセット）は、発現のレベルを評価するため、お
よびＧａｇ含有構築物の場合には、ＶＬＰの産生を評価するために、多数の異なる発現ベ
クターにクローニングされ得る。ＨＩＶポリペプチドに対する合成ＤＮＡフラグメントは
、真核生物発現ベクター（一過性発現ベクター、ＣＭＶプロモーターに基づく哺乳動物ベ
クター、およびバキュロウイルス発現系において使用するためのシャトルベクターが挙げ
られる）にクローニングされ得る。対応する野生型配列もまた、同じベクターにクローニ
ングされ得る。
【０１３４】
　次いで、これらのベクターは、いくつかの異なる細胞型（種々の哺乳動物細胞株（２９
３、ＲＤ、ＣＯＳ－７、およびＣＨＯ、例えば、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．から入手可能な細胞株
）が挙げられる）にトランスフェクトされ得る。次いで、細胞株は、適切な条件下で培養
され、そして任意の適切なポリペプチド産物のレベルが、上清中で評価され得る（表Ａを
参照のこと）。例えば、ｐ２４は、Ｇａｇ発現を評価するために使用され得る；ｇｐ１６
０、ｇｐ１４０またはｇｐ１２０は、Ｅｎｖ発現を評価するために使用され得る；ｐ６ｐ
ｏｌは、Ｐｏｌ発現を評価するために使用され得る；ｐｒｏｔは、プロテアーゼを評価す
るために使用され得る；ｐ１５は、ＲＮＡｓｅＨを評価するために使用され得る；ｐ３１
は、インテグラーゼを評価するために使用され得る；そして他の適切なポリペプチドは、
Ｖｉｆ、Ｖｐｒ、Ｔａｔ、Ｒｅｖ、ＶｐｕおよびＮｅｆを評価するために使用され得る。
さらに、改変されたポリペプチドがまた使用され得、例えば、他のＥｎｖポリペプチドと
しては、例えば、ネイティブｇｐ１６０、オリゴマーｇｐ１４０、モノマーｇｐ１２０、



(49) JP 2012-80895 A 2012.4.26

10

20

30

40

50

ならびにこれらのポリペプチドの改変配列および／または合成配列が挙げられるが、これ
らに限定されない。これらのアッセイの結果は、合成ＨＩＶポリペプチドコード配列の発
現が、対応する野生型配列より有意に高いことを実証する。
【０１３５】
　さらに、ウエスタンブロット分析を使用して、合成発現カセットを含む細胞が、ネイテ
ィブ発現カセットを含む細胞より高い細胞あたりの濃度で、予測されたタンパク質を産生
することを示し得る。ＨＩＶタンパク質は、細胞溶解物と上清との両方において見られ得
る。本発明の合成発現カセットでトランスフェクトされた細胞については、産生のレベル
は、細胞上清において有意により高い。
【０１３６】
　合成発現カセットでトランスフェクトされた哺乳動物細胞からの上清画分を使用して、
これらのカセットが、野生型配列と比較して、ＨＩＶタンパク質の優れた産生（そしてＧ
ａｇの場合には、ＶＬＰの産生）を提供することを示し得る。
【０１３７】
　これらのＨＩＶ含有ポリペプチドの、哺乳動物細胞株における効率的な発現は、以下の
利点を提供する：ポリペプチドは、バキュロウイルス夾雑物を含まない；ＦＤＡによって
認可された、確立された方法による産生；増加した純度；より高い収率（ネイティブコー
ド配列と比較して）；およびＣＨＯ細胞におけるＳｕｂ　ＨＩＶ含有ポリペプチドの産生
（これは、本発明の構築物を使用して得られる増加した発現の非存在下では実行不可能で
ある）の新規方法。例示的な哺乳動物細胞株としては、ＢＨＫ、ＶＥＲＯ、ＨＴ１０８０
、２９３、２９３Ｔ、ＲＤ、ＣＯＳ－７、ＣＨＯ、Ｊｕｒｋａｔ、ＨＵＴ、ＳＵＰＴ、Ｃ
８１６６、ＭＯＬＴ４／クローン８、ＭＴ－２、ＭＴ－４、Ｈ９、ＰＭ１、ＣＥＭ、およ
びＣＥＭＸ１７４（このような細胞株は、例えば、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．から入手可能である
）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１３８】
　本発明の合成Ｇａｇ発現カセットはまた、昆虫細胞にトランスフェクトされる場合に、
高レベルの発現およびＶＬＰ産生を示す。本明細書中に記載される合成発現カセットはま
た、昆虫細胞において高レベルの発現を示す。さらに、より高い全タンパク質収率に加え
て、合成ポリペプチドからの最終生成物は、一貫して、ネイティブの配列からの最終生成
物より低い量の夾雑バキュロウイルスタンパク質を含む。
【０１３９】
　さらに、本発明の合成発現カセットはまた、酵母ベクターに導入され得、このベクター
は次に、酵母細胞（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｅａ；Ｒｏｓｅｎｂｅ
ｒｇ，Ｓ．およびＴｅｋａｍｐ－Ｏｌｓｏｎ，Ｐ．，米国再発行特許発明第３５，７４９
号（１９９８年３月１７日発行）に記載されるようなベクターを使用する）に形質転換さ
れ得、そして酵母細胞によって効率的に発現され得る。
【０１４０】
　哺乳動物ベクターおよび昆虫ベクターに加えて、本発明の合成発現カセットは、選択さ
れた発現制御エレメントを使用して、種々の発現ベクターに組み込まれ得る。任意の所定
の細胞型に適切なベクターおよび制御エレメントは、本明細書の教示、および発現ベクタ
ーについて当該分野において公知の情報を考慮して、当業者によって選択され得る。
【０１４１】
　例えば、合成発現カセットは、所望のコード配列に作動可能に連結された制御エレメン
トを含むベクターに挿入され得、これによって、選択された細胞型における遺伝子の発現
が可能となる。例えば、哺乳動物細胞発現のための代表的なプロモーターとしては、とり
わけ、ＳＶ４０初期プロモーター、ＣＭＶプロモーター（例えば、ＣＭＶ前初期プロモー
ター（ＣＭＶプロモーターはイントロンＡを含み得る））、ＲＳＶ、ＨＩＶ－Ｌｔｒ、マ
ウス乳腺癌ウイルスＬＴＲプロモーター（ＭＭＬＶ－１ｔｒ）、アデノウイルスの主要後
期プロモーター（Ａｄ　ＭＬＰ）、および単純疱疹ウイルスプロモーターが挙げられる。
他の非ウイルスプロモーター（例えば、マウスメタロチオネイン遺伝子由来のプロモータ
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ー）もまた、哺乳動物発現のために用途を見出す。代表的に、転写終結配列およびポリア
デニル化配列もまた存在し、翻訳終止コドンに対して３’に位置する。好ましくは、翻訳
の開始の最適化のための配列もまた存在し、コード配列に対して５’に位置する。転写終
結シグナル／ポリアデニル化シグナルの例としては、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、前出に記載さ
れるようなＳＶ４０由来のシグナル、およびウシ成長ホルモンターミネーター配列が挙げ
られる。スプライスドナー部位およびアクセプター部位を含むイントロンもまた、本発明
と共に使用するための構築物中に設計され得る（Ｃｈａｐｍａｎら，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓ．（１９９１）１９：３９７９－３９８６）。
【０１４２】
　エンハンサーエレメントもまた、本明細書中において使用されて、哺乳動物構築物の発
現レベルを増加させ得る。例としては、Ｄｉｊｋｅｍａら，ＥＭＢＯ　Ｊ．（１９８５）
４：７６１に記載されるようなＳＶ４０初期遺伝子エンハンサー、Ｇｏｒｍａｎら，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９８２ｂ）７９：６７７７に記載される
ようなラウス肉腫ウイルスの長末端反復（ＬＴＲ）由来のエンハンサー／プロモーター、
およびＢｏｓｈａｒｔら，Ｃｅｌｌ（１９８５）４１：５２１に記載されるようなヒトＣ
ＭＶ由来のエレメント（例えば、ＣＭＶイントロンＡ配列に含まれるエレメント（Ｃｈａ
ｐｍａｎら，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９９１）１９：３９７９－３９８６））
が挙げられる。
【０１４３】
　所望の合成ポリペプチドをコードする配列は、多数の市販のベクターにクローニングさ
れて、このポリペプチドの、適切な宿主系における発現を生じさせ得る。これらの系とし
ては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：バキュロウイルス発現｛Ｒｅｉｌｌ
ｙ，Ｐ．Ｒ．ら，ＢＡＣＵＬＯＶＩＲＵＳ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　ＶＥＣＴＯＲＳ：Ａ
　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡＬ（１９９２）；Ｂｅａｍｅｓら，Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ　１１：３７８（１９９１）；Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ；Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，
Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）｝、ワクシニア発現｛Ｅａｒｌ，Ｐ．Ｌ．ら，「Ｅｘｐｒｅ
ｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｉｎ　ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｃｅｌｌｓ　ｕｓｉ
ｎｇ　ｖａｃｃｉｎｉａ」Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ．（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌら編），Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓ
ｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　＆　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ（１９９１）；Ｍｏｓｓ，Ｂ．ら，米国特許第５，１３５，８５５号（１９９
２年８月４日発行）｝、細菌における発現｛Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ら，ＣＵＲＲＥＮ
Ｔ　ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉ
ｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｍｅｄｉａ　ＰＡ；Ｃｌｏｎｔｅｃｈ｝、酵母に
おける発現｛Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ，Ｓ．およびＴｅｋａｍｐ－Ｏｌｓｏｎ，Ｐ．，米国再
発行特許発明第３５，７４９号（１９９８年３月１７日発行）；Ｓｈｕｓｔｅｒ，Ｊ．Ｒ
．，米国特許第５，６２９，２０３号（１９９７年５月１３日発行）；Ｇｅｌｌｉｓｓｅ
ｎ，Ｇ．ら，Ａｎｔｏｎｉｅ　Ｖａｎ　Ｌｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋ，６２（１－２）：７９
－９３（１９９２）；Ｒｏｍａｎｏｓ，Ｍ．Ａ．ら，Ｙｅａｓｔ　８（６）：４２３－４
８８（１９９２）；Ｇｏｅｄｄｅｌ，Ｄ．Ｖ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ
ｏｇｙ　１８５（１９９０）；Ｇｕｔｈｒｉｅ，Ｃ．，およびＧ．Ｒ．Ｆｉｎｋ，Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　１９４（１９９１）｝、哺乳動物細胞における
発現｛Ｃｌｏｎｔｅｃｈ；Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ，Ｇｒｏｕｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ；例
えば、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株（Ｈａｙｎｅｓ，Ｊ．ら，Ｎｕｃ．
Ａｃｉｄ．Ｒｅｓ．１１：６８７－７０６（１９８３）；１９８３，Ｌａｕ，Ｙ．Ｆ．ら
，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．４：１４６９－１４７５（１９８４）；Ｋａｕｆｍａｎ
，Ｒ．Ｊ．，「Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｏａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　
ｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｍａｍｍａｌｉａｎ　ｃｅｌｌｓ」、Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，第１８５巻，５３７－５６６頁、Ａｃａｄ
ｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ　ＣＡ（１９９１）｝、および植
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物細胞における発現｛植物クローニングベクター、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ、およびＰｈａｒｍａｃｉａ　ＬＫＢ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．，Ｐｉｓｔｃａｔａｗａｙ，ＮＪ；Ｈｏｏｄ，Ｅ
．ら，Ｊ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１６８：１２９１－１３０１（１９８６）；Ｎａｇｅｌ
，Ｒ．ら，ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｌｅｔｔ．６７：３２５（１９９０）；Ａｎ
ら，「Ｂｉｎａｒｙ　Ｖｅｃｔｏｒｓ」、およびＰｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ａ３：１－１９（１９８８）；Ｍｉｋｉ，Ｂ．Ｌ．Ａ．ら，
２４９－２６５頁における他のもの、ならびにＰｌａｎｔ　ＤＮＡ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕ
ｓ　Ａｇｅｎｔｓ（Ｈｏｈｎ，Ｔ．ら編）Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｗｉｅｎ，
Ａｕｓｔｒｉａ，（１９８７）；Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ｅ
ｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｐ．Ｇ．ＪｏｎｅｓおよびＪ．Ｍ．Ｓｕｔｔ
ｏｎ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｊ．Ｗｉｌｅｙ，１９９７；Ｍｉｇｌａｎｉ，Ｇｕｒｂａｃｈ
ａｎ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｐｌａｎｔ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｆｏｏｄ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　Ｐｒｅ
ｓｓ，１９９８；Ｈｅｎｒｙ，Ｒ．Ｊ．，Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｓ　ｏｆ　Ｐｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，Ｃｈ
ａｐｍａｎ　＆　Ｈａｌｌ，１９９７における他のもの｝。
【０１４４】
　本発明にはまた、コード配列、および適切な宿主におけるコード領域の発現を可能にす
る発現制御エレメントを含む発現ベクターが含まれる。これらの制御エレメントは、一般
に、プロモーター、翻訳開始コドン、ならびに翻訳終止配列および転写終止配列、ならび
にベクターに挿入物を導入するための挿入部位を含む。転写制御エレメントは、Ｍ．Ｋｏ
ｚａｋによって概説されている（例えば、Ｋｏｚａｋ，Ｍ．，Ｍａｍｍ．Ｇｅｎｏｍｅ　
７（８）：５６３－５７４，１９９６；Ｋｏｚａｋ，Ｍ．，Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ　７６（
９）：８１５－８２１，１９９４；Ｋｏｚａｋ，Ｍ．，Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１０８
（２）：２２９－２４１，１９８９；Ｋｏｚａｋ，Ｍ．，およびＳｈａｔｋｉｎ，Ａ．Ｊ
．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ　６０：３６０－３７５，１９７９）。
【０１４５】
　酵母系における発現は、工業的生産の利点を有する。ワクシニアおよびＣＨＯ細胞株に
よる組換えタンパク質の産生は、哺乳動物発現系であるという利点を有する。さらに、ワ
クシニアウイルスの発現は、以下を含むいくつかの利点を有する：（ｉ）その広範な宿主
範囲；（ｉｉ）組換えタンパク質の正確な転写後修飾、プロセシング、折り畳み、輸送、
分泌および構築；（ｉｉｉ）比較的可溶性の組換えタンパク質の高レベルな発現；ならび
に（ｉｖ）外来ＤＮＡに適合する大きな能力。
【０１４６】
　合成ＨＩＶポリペプチドコード発現カセットから組換え的に発現されたポリペプチドは
、典型的に、溶解された細胞および培養培地から単離される。精製は、当該分野で公知の
方法（塩分画、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過、サイズ排除クロマトグラフィ
ー、サイズ分画およびアフィニティークロマトグラフィーを含む）によって、実施され得
る。免疫親和性クロマトグラフィーは、例えば、ＨＩＶ抗原に基づいて作製された抗体を
使用して、用いられ得る。
【０１４７】
　哺乳動物細胞を使用して本発明のタンパク質を発現させる利点としては、以下が挙げら
れるが、これらに限定されない：産生のスケールアップのための十分に確立されたプロト
コル；ＶＬＰを生成する能力；細胞株が優良製造プロセス（ＧＭＰ）基準を満たすように
適合されること；哺乳動物細胞の培養条件が当該分野で公知であること。
【０１４８】
　合成ＨＩＶ１ポリヌクレオチドは、本明細書中に記載されており、例えば、図を参照の
こと。本明細書中に記載される本発明の異なる実施形態の様々な形態は、組み合わされて
もよい。
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【０１４９】
　例示的な発現アッセイが実施例２に記載される。ウエスタンブロット分析についての例
示的な条件は、実施例３に示される。
【０１５０】
　（２．３．０　ウイルス様粒子の生成およびパッケージング細胞株を作製するための本
発明の構築物の使用）
　ヒト免疫不全ウイルス１型（ＨＩＶ－１）の群特異的抗原（Ｇａｇ）は、発芽によって
種々の真核生物細胞から放出される非感染性ウイルス様粒子（ＶＬＰ）に自己構築する（
Ｆｒｅｅｄ，Ｅ．Ｏ．，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２５１：１－１５，１９９８による総説）。
本発明のＧａｇ含有合成発現カセットは、種々の異なる細胞型（哺乳動物細胞が挙げられ
るが、これに限定されない）を使用するＨＩＶ－Ｇａｇウイルス様粒子（ＶＬＰ）の生成
を提供する。
【０１５１】
　ウイルス粒子は、宿主の免疫系に対する、この粒子に捕捉または結合された抗原の適切
な提示のためのマトリクスとして、使用され得る。
【０１５２】
　（２．３．１　本発明の合成発現カセットを使用するＶＬＰ生成）
　本発明のＧａｇ含有合成発現カセットは、ネイティブのＧａｇコード配列と比較して、
Ｇａｇタンパク質およびＶＬＰの両方の優れた生成を提供し得る。さらに、ＶＬＰ生成の
電子顕微鏡評価を使用して、推定サイズの遊離の発芽している未成熟ウイルス粒子は、こ
の合成発現カセットを含む細胞によって生成されることが示され得る。
【０１５３】
　ウイルス様粒子の生成のために、ネイティブのＧａｇコード配列ではなく、本発明の合
成発現カセットを使用することは、いくつかの利点を提供する。第１に、ＶＬＰは、増大
した量で生成され得、これによりこのＶＬＰの単離および精製がより容易になり得る。第
２に、ＶＬＰは、この合成発現カセットを使用して種々の細胞型で生成され得、特に、哺
乳動物細胞株（例えば、ＣＨＯ細胞）は、ＶＬＰ生成のために使用され得る。ＣＨＯ細胞
を使用する生成は、以下を提供する：（ｉ）ＶＬＰ形成；（ｉｉ）正確なミリストイル化
および発芽；（ｉｉｉ）非哺乳動物細胞混入物（例えば、昆虫ウイルスおよび／または細
胞）の非存在；および（ｉｖ）精製の容易さ。本発明の合成発現カセットはまた、哺乳動
物細胞株以外の細胞型における発現を増大するために有用である。例えば、この合成発現
カセットをコードするバキュロウイルスベクターで昆虫細胞を感染することにより、高レ
ベルのＧａｇタンパク質の全収率およびより高いレベルのＶＬＰ生成が生じる（野生型コ
ード配列と比較して）。さらに、バキュロウイルスＧａｇ合成発現カセットに感染した昆
虫由来の最終産物は、野生型コード配列を使用した場合の最終産物より少ない量の混入昆
虫タンパク質を一貫して含む。
【０１５４】
　ＶＬＰは、目的の粒子形成ポリペプチドが適切な宿主細胞において組換え発現される場
合に、自然に形成され得る。従って、本発明の合成発現カセットを使用して生成されるＶ
ＬＰは、組換え技術を使用して簡便に調製される。下記のように、本発明のＧａｇポリペ
プチドコード合成発現カセットは、目的の他のポリペプチドコード配列（例えば、ＨＩＶ
プロテアーゼ、ＨＩＶポリメラーゼ、Ｅｎｖ；合成Ｅｎｖ）を含み得る。このような合成
発現カセットの発現は、Ｇａｇポリペプチドを含むＶＬＰならびに目的のポリペプチドを
生じる。
【０１５５】
　一旦、所望の粒子形成ポリペプチドのコード配列が単離または合成されると、これらの
コード配列は、発現に適切な任意のベクターまたはレプリコンにクローニングされ得る。
多数のクローニングベクターが、当業者に公知であり、適切なクローニングベクターの選
択が可能である。一般的には、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（前出）を参照のこと。次いで、この
ベクターは、適切な宿主細胞を形質転換するために使用される。適切な組換え発現系とし
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ては、細菌発現系、哺乳動物発現系、バキュロウイルス／昆虫発現系、ワクシニア発現系
、セムリキ森林熱ウイルス（ＳＦＶ）発現系、アルファウイルス（例えば、シンドビスウ
イルス、ベネズエラウマ脳脊髄炎（ＶＥＥ）ウイルス）発現系、哺乳動物発現系、酵母発
現系およびゼノプス発現系が挙げられるが、これらに限定されず、これらは当該分野で周
知である。特に好ましい発現系は、哺乳動物細胞株系、ワクシニア系、シンドビス系、真
核生物に移植した（ｌａｙｅｒｅｄ）ベクター開始系(例えば、米国特許第６，０１５，
６８６号、米国特許第５，８１４，４８２号、米国特許第６，０１５，６９４号、同第５
，７８９，２４５、ＥＰ　１０２９０６８Ａ２、ＷＯ　９９１８２２６Ａ２／Ａ３、ＥＰ
　００９０７７４６Ａ２、ＷＯ　９７３８０８７Ａ２）、昆虫系、および酵母系である。
【０１５６】
　本発明の発現カセットについての合成ＤＮＡフラグメント（例えば、Ｐｏｌ、Ｇａｇ、
Ｅｎｖ、Ｔａｔ、Ｒｅｖ、Ｎｅｆ、Ｖｉｆ、Ｖｐｒおよび／またはＶｐｕ）は、以下の真
核生物発現ベクター中にクローニングされ得る：一過性発現アッセイおよびＤＮＡ免疫研
究のためのｐＣＭＶＫｍ２、ｐＣＭＶＫｍ２ベクターは、ｐＣＭＶ６ａ（Ｃｈａｐｍａｎ
ら、Ｎｕｃ，Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．（１９９１）１９：３９７９－３９８６）に由来し、
そしてカナマイシン選択マーカー、ＣｏｌＥ１複製起点、ＣＭＶプロモーターエンハンサ
ー、およびイントロンＡを含み、その後ろに以下に記載される合成配列のための挿入部位
を含み、その後ろにウシ成長ホルモン由来のポリアデニル化シグナルを含む－－ｐＣＭＶ
Ｋｍ２ベクターは、ｐＣＭＶ－ｌｉｎｋベクターと、ポリリンカー部位がｐＣＭＶＫｍ２
に挿入されてｐＣＭＶ－ｌｉｎｋが作製されるという点でのみ異なる；チャイニーズハム
スター卵巣（ＣＨＯ）細胞における発現のためのｐＥＳＮ２ｄｈｆｒおよびｐＣＭＶＰＬ
Ｅｄｈｆｒ；およびｐＡｃＣ１３、バキュロウイルス発現系において使用するためのシャ
トルベクター（ｐＡｃＣ１３は、Ｍｕｎｅｍｉｔｓｕ　Ｓ．ら、Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉ
ｏｌ．１０（１１）：５９７７－５９８２、１９９０に記載されるｐＡｃＣ１２に由来す
る）。
【０１５７】
　簡単に述べると、ｐＣＭＶＰＬＥｄｈｆｒの構築は、以下の通りである。
【０１５８】
　ＤＨＦＲカセットを構築するために、ＥＭＣＶ　ＩＲＥＳ（内部リボソーム侵入部位）
リーダーを、ｐＣｉｔｅ－４ａ＋（Ｎｏｖａｇｅｎ、Ｉｎｃ．、Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ、Ｗ
Ｉ）からＰＣＲ増幅し、そしてＸｂａ－ＮｃｏフラグメントとしてｐＥＴ２３ｄ（Ｎｏｖ
ａｇｅｎ、Ｉｎｃ．、Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ、ＷＩ）に挿入し、ｐＥＴ－ＥＭＣＶを獲得し
た。ｄｈｆｒ遺伝子を、ｐＥＳＮ２ｄｈｒｆからＰＣＲ増幅して翻訳終止コドンの代わり
にＧｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒスペーサーを有する産物を獲得し、そしてＮｃｏ－Ｂ
ａｍＨ１フラグメントとして挿入し、ｐＥＴ－Ｅ－ＤＨＦＲを獲得した。次に、希釈した
ｎｅｏ遺伝子をｐＳＶ２Ｎｅｏ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ、Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、ＣＡ）誘導体
からＰＣＲ増幅し、そしてｐＥＴ－Ｅ－ＤＨＦＲの特有のＢａｍＨ１部位に挿入し、ｐＥ
Ｔ－Ｅ－ＤＨＦＲ／Ｎｅｏ（ｍ２）を獲得した。最後に、ｐＣＤＮＡ３（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ、Ｉｎｃ．、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）由来のウシ成長ホルモンターミネーターを
、ｎｅｏ遺伝子の下流に挿入し、ｐＥＴ－Ｅ－ＤＨＦＲ／Ｎｅｏ（ｍ２）ＢＧＨｔを獲得
した。ＥＭＣＶ－ｄｈｆｒ／ｎｅｏ選択マーカーカセットフラグメントを、ｐＥＴ－Ｅ－
ＤＨＦＲ／Ｎｅｏ（ｍ２）ＢＧＨｔの切断により調製した。
【０１５９】
　１つのベクター構築物において、ＣＭＶエンハンサー／プロモーターおよびイントロン
Ａを、ｐＣＭＶ６ａ（Ｃｈａｐｍａｎら、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．（１９９１）１
９：３９７９－３９８６）からＨｉｎｄＩＩＩ－Ｓａｌ１フラグメントとしてｐＵＣ１９
（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｉｎｃ．、Ｂｅｖｅｒｌｙ、ＭＡ）に移し
た。Ｎｄｅ１部位からＳａ１部位まで、ｐＵＣ１９のベクター骨格を欠失させた。上記の
ＤＨＦＲカセットを、ＥＭＣＶ　ＩＲＥＳが、ＣＭＶプロモーターの後にくるように、こ
の構築物に加えた。このベクターはまた、ａｍｐｒ遺伝子およびＳＶ４０複製起点を含ん
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だ。
【０１６０】
　多数の哺乳動物細胞株が当該分野で公知であり、そしてＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　
Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．）から入手可能な不死化細胞
株を含み、この不死化細胞株としては、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、Ｈ
ｅＬａ細胞、新生ハムスター腎臓（ＢＨＫ）細胞、サル腎臓細胞（ＣＯＳ）などが挙げら
れるが、これらに限定されない。同様に、細菌宿主（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓおよびＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐｐ．）は、本発明の
発現構築物を用いる用途を見出す。本発明において有用な酵母宿主としては、特に、Ｓａ
ｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ、
Ｃａｎｄｉｄａ　ｍａｌｔｏｓａ、Ｈａｎｓｅｎｕｌａ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ、Ｋｌｕ
ｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｆｒａｇｉｌｉｓ、Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ　ｌａｃｔｉｓ
、Ｐｉｃｈｉａ　ｇｕｉｌｌｅｒｉｍｏｎｄｉｉ、Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ、Ｓ
ｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅおよびＹａｒｒｏｗｉａ　ｌｉｐｏ
ｌｙｔｉｃａが挙げられる。バキュロウイルス発現ベクターと共に使用するための昆虫細
胞としては、特に、Ａｅｄｅｓ　ａｅｇｙｐｔｉ、Ａｕｔｏｇｒａｐｈａ　ｃａｌｉｆｏ
ｒｎｉｃａ、Ｂｏｍｂｙｘ　ｍｏｒｉ、Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅ
ｒ、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａおよびＴｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ　ｎ
ｉ．が挙げられる。例えば、ＳｕｍｍｅｒｓおよびＳｍｉｔｈ，Ｔｅｘａｓ　Ａｇｒｉｃ
ｕｌｔｕｒａｌ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　Ｓｔａｔｉｏｎ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　Ｎｏ．１
５５５（１９８７）を参照のこと。
【０１６１】
　ウイルスベクター（例えば、ポックスファミリーのウイルス（ワクシニアウイルスおよ
び鳥類ポックスウイルスを含む）由来のベクター）は、真核生物細胞における粒子の生成
のために使用され得る。さらに、ワクシニアベースの感染／トランスフェクション系はま
た、Ｔｏｍｅｉら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．（１９９３）６７：４０１７－４０２６およびＳｅ
ｌｂｙら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．（１９９３）７４：１１０３－１１１３に記載され
るように、本発明を伴う用途を見出す。この系において、細胞を、始めに、バクテリオフ
ァージＴ７　ＲＮＡポリメラーゼをコードするワクシニアウイルス組換え体で、インビト
ロで感染させる。このポリメラーゼは、Ｔ７プロモーターを保有するテンプレートを転写
するのみであるという点で、優れた特異性を示す。感染後、細胞を、Ｔ７プロモーターに
より駆動される目的のＤＮＡでトランスフェクトする。ワクシニアウイルス組換え体由来
の細胞質において発現されるポリメラーゼは、このトランスフェクトされたＤＮＡをＲＮ
Ａに転写し、このＲＮＡは次いで、宿主翻訳機構によりタンパク質に翻訳される。あるい
は、Ｔ７は、精製タンパク質として添加され得るか、または「前駆体」系の場合には酵素
として添加される（ＳｔｕｄｉｅｒおよびＭｏｆｆａｔｔ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（１
９８６）１８９：１１３－１３０）。この方法は、多量のＲＮＡおよびその翻訳産物の高
レベルの一過性の細胞質生成を提供する。
【０１６２】
　選択された発現系および宿主に依存して、ＶＬＰは、粒子形成ポリペプチドが発現され
てＶＬＰが形成され得る条件下で、発現ベクターにより形質転換された宿主細胞を増殖す
ることにより生成される。適切な増殖条件の選択は、当業者の範囲内である。ＶＬＰが細
胞内で形成される場合、この細胞は、細胞を溶解するがＶＬＰを実質的にインタクトなま
ま保つ、化学的手段、物理的手段または機械的手段を使用して破壊される。このような方
法は、当業者に公知であり、そして例えば、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｅ．Ｌ．Ｖ
．ＨａｒｒｉｓおよびＳ．Ａｎｇａｌ編、１９９０）に記載される。
【０１６３】
　次いで、この粒子は、それらの完全性を保存する方法（例えば、勾配遠心分離（例えば
、塩化セシウム（ＣｓＣｌ）スクロース勾配、ペレット化など））（例えば、Ｋｉｒｎｂ
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ａｕｅｒら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．（１９９３）６７：６９２９－６９３６を参照のこと）、
ならびに標準的な精製技術（例えば、イオン交換クロマトグラフィーおよびゲル濾過クロ
マトグラフィーが挙げられる）を使用して、単離される（または実質的に精製される）。
【０１６４】
　本発明の合成発現カセットを含む細胞により生成されるＶＬＰは、被験体に投与された
場合に免疫応答を引き起こすために、使用され得る。本発明の１つの利点は、ＶＬＰが、
以前には不可能であったレベルで、合成発現カセットを有する哺乳動物細胞により生成さ
れ得るということである。上記のように、このＶＬＰは、Ｇａｇポリペプチド（例えば、
Ｇａｇ－プロテアーゼ、Ｇａｇ－ポリメラーゼ、Ｅｎｖ、合成Ｅｎｖなど）に加えて、種
々の抗原を含み得る。本発明の合成発現カセットを使用して生成される、精製ＶＬＰは、
通常はワクチン組成物の形態で、脊椎動物被験体に投与され得る。組み合わせワクチンも
また使用され得、ここで、このようなワクチンは、例えば、アジュバントサブユニットタ
ンパク質（例えば、Ｅｎｖ）を含む。投与は、単独で処方されたＶＬＰまたは他の抗原と
共に処方されたＶＬＰを使用して、行われ得る。さらに、このＶＬＰは、ＤＮＡ免疫（以
下を参照のこと）および／または他のワクチンの送達のための合成発現カセットの送達の
前か、これと同時か、またはこれに続いて投与され得る。また、ＶＬＰ投与の部位は、投
与されている他のワクチン組成物と同じであっても異なっていてもよい。遺伝子送達は、
多数の方法によって達成され得、この方法としては、ＤＮＡ、アルファウイルスベクター
、ポックスウイルスベクターおよびワクシニアウイルスベクターでの免疫が挙げられるが
、これらに限定されない。
【０１６５】
　ＶＬＰ免疫刺激（または、ワクチン）組成物は、種々の賦形剤、アジュバント、キャリ
ア、補助物質、調節剤などを含み得る。免疫刺激組成物は、免疫学的応答を開始するのに
十分な量のＶＬＰ／抗原を含む。適切な有効量は、当業者によって決定され得る。このよ
うな量は、慣用的な試験により決定され得る比較的広い範囲内に含まれ、一般に、約０．
１μｇ～約１０００μｇ、より好ましくは約１μｇ～約３００μｇの程度のＶＬＰ／抗原
の量である。
【０１６６】
　キャリアが必要に応じて存在し、ここでこのキャリアは、組成物を受ける個体に対して
有害な抗体の生成をそれ自体は引き起こさない分子である。適切なキャリアは、典型的に
は、ゆっくりと代謝される大きな高分子（例えば、タンパク質、多糖類、ポリ乳酸、ポリ
グリコール酸、高分子アミノ酸、アミノ酸コポリマー、脂質凝集体（例えば、油滴または
リポソーム）、および不活性なウイルス粒子）である。粒子性キャリアの例としては、ポ
リメチルメタクリレートポリマーから誘導されるキャリア、ならびにポリ（ラクチド）お
よびポリ（ラクチド－ｃｏ－グリコリド）（ＰＬＧとして公知）から誘導される微粒子が
挙げられる。例えば、Ｊｅｆｆｅｒｙら、Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．（１９９３）１０：３６
２－３６８；ＭｃＧｅｅ　ＪＰら、Ｊ　Ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌ．１４（２）：１９
７－２１０，１９９７；Ｏ’Ｈａｇａｎ　ＤＴら、Ｖａｃｃｉｎｅ　１１（２）：１４９
－５４，１９９３を参照のこと。このようなキャリアは、当業者に周知である。さらに、
これらのキャリアは、免疫刺激因子（「アジュバント」）として機能し得る。さらに、抗
原は、細菌毒素（例えば、ジフテリア、テタヌス、コレラなど由来の毒素）、およびＥ．
ｃｏｌｉ由来の毒素に結合され得る。
【０１６７】
　アジュバントはまた、組成物の効力を増大するために使用され得る。このようなアジュ
バントとしては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：（１）アルミニウム塩（
ミョウバン）（例えば、水酸化アルミニウム、リン酸アルミニウム、硫酸アルミニウムな
ど）；（２）水中油型エマルジョン処方物（ムラミルペプチド（以下を参照のこと）また
は細菌細胞壁成分のような他の特定の免疫刺激因子を含むかまたは含まない）（例えば、
（ａ）ＭＦ５９（国際公開番号ＷＯ９０／１４８３７）（これは５％　スクアレン、０．
５％　Ｔｗｅｅｎ　８０および０．５％　Ｓｐａｎ　８５を含み（必要に応じて種々の量
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のＭＴＰ－ＰＥを含む（以下を参照のこと）が、必要ではない）、Ｍｏｄｅｌ　１１０Ｙ
マイクロフルイダイザー（Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ，Ｎｅｗｔｏｎ，ＭＡ）のような
マイクロフルイダイザーを使用してサブミクロンの粒子に処方される）、（ｂ）ＳＡＦ（
これは、１０％　スクアレン、０．４％　Ｔｗｅｅｎ　８０、５％　プルロニックブロッ
クポリマー（ｐｌｕｒｏｎｉｃ－ｂｌｏｃｋｅｄ　Ｐｏｌｙｍｅｒ）Ｌ１２１、およびｔ
ｈｒ－ＭＤＰ（以下を参照のこと）を含み、サブミクロンエマルジョンに微小流体化され
るか、または大きな粒子サイズのエマルジョンを作製するためにボルテックスされるかの
いずれかである）、および（ｃ）ＲｉｂｉＴＭアジュバント系（ＲＡＳ）（Ｒｉｂｉ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｃｈｅｍ，Ｈａｍｉｌｔｏｎ，ＭＴ）（これは２％　スクアレン、０．２％　
Ｔｗｅｅｎ　８０、およびモノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）、トレハロースジミコレー
ト（ＴＤＭ）および細胞壁骨格（ＣＷＳ）からなる群から選択される１つ以上の細菌細胞
壁成分（好ましくは、ＭＰＬ＋ＣＷＳ（ＤｅｔｏｘＴＭ）を含む））；（３）Ｓｔｉｍｕ
ｌｏｎＴＭ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ，ＭＡ）
のようなサポニンアジュバントが使用され得るか、またはこれから作製された粒子（例え
ば、ＩＳＣＯＭ（免疫刺激複合体）が使用され得る；（４）完全フロイントアジュバント
（ＣＦＡ）および不完全フロイントアジュバント（ＩＦＡ）；（５）サイトカイン（例え
ば、インターロイキン（ＩＬ－１、ＩＬ－２など）、マクロファージコロニー刺激因子（
Ｍ－ＣＳＦ）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）など；（６）免疫刺激性ＣｐＧモチーフをコード
するオリゴヌクレオチドまたはポリマー分子（Ｄａｖｉｓ，Ｈ．Ｌ．ら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ　１６０：８７０－８７６，１９９８；Ｓａｔｏ，Ｙ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　
２７３：３５２－３５４，１９９６）、または抗原／オリゴヌクレオチドの複合体｛ポリ
マー分子は、二本鎖および一本鎖のＲＮＡおよびＤＮＡ、それらの骨格修飾（例えば、メ
チルホスホネート結合）を含む；あるいは（７）細菌ＡＤＰ－リボシル化毒素（例えば、
コレラ毒素（ＣＴ）、百日咳毒素（ＰＴ）もしくはＥ．ｃｏｌｉ熱不安定性毒素（ＬＴ）
、特に、ＬＴ－Ｋ６３（ここでリジンが、６３位の野生型アミノ酸と置換される）、ＬＴ
－Ｒ７２（ここでアルギニンが、７２位の野生型アミノ酸と置換される）、ＣＴ－Ｓ１０
９（ここでセリンが、１０９位の野生型アミノ酸と置換される）、およびＰＴ－Ｋ９／Ｇ
１２９（ここでリジンが、９位の野生型アミノ酸と置換され、グリシンが１２９位で置換
される））の無毒化変異体（例えば、国際公開番号ＷＯ９３／１３２０２およびＷＯ９２
／１９２６５を参照のこと）；および（８）免疫刺激因子として働き、組成物の効力を増
大する他の物質。さらに、このようなポリマー分子は、代替のポリマー骨格構造（例えば
、ポリビニル骨格（Ｐｉｔｈａ，Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ａｃｔａ，２０４：
３９，１９７０ａ；Ｐｉｔｈａ，Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ，９：９６５，１９７０ｂ）、
およびモルホリノ骨格（Ｓｕｍｍｅｒｔｏｎ，Ｊ．ら、米国特許第５，１４２，０４７号
、０８／２５／９２発行；Ｓｕｍｍｅｒｔｏｎ，Ｊ．ら、米国特許第５，１８５，４４４
号、０２／０９／９３発行）（これらに限定されない））を含む。種々の他の電荷および
無電荷のポリヌクレオチドアナログが報告されている。多数の骨格修飾が当該分野で公知
であり、この修飾には、無電荷結合（例えば、メチルホスホネート、ホスホトリエステル
、ホスホアミデートおよびカルバメート）および電荷結合（例えば、ホスホロチオエート
およびホスホロジチオエート）が挙げられるが、これらに限定されない。｝；ならびに（
７）免疫刺激因子として働いてＶＬＰ免疫刺激（またはワクチン）組成物の効力を増大す
る他の物質。ミョウバン、ＣｐＧオリゴヌクレオチドおよびＭＦ５９が好ましい。
【０１６８】
　ムラミルペプチドとしては、Ｎ－アセチル－ムラミル－Ｌ－トレオニル－Ｄ－イソグル
タミン（ｔｈｒ－ＭＤＰ）、Ｎ－アセチル－ノルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグル
タミン（ｎｏｒ－ＭＤＰ）、Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミル
－Ｌ－アラニン－２－（１’－２’－ジパルミトイル－ｓｎ－グリセロ－３－ヒドロキシ
ホスホリルオキシ）－エチルアミン（ＭＴＰ－ＰＥ）などが挙げられるが、これらに限定
されない。
【０１６９】
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　ＶＬＰ組成物を用いる投薬処置は、単回用量スケジュールまたは複数用量スケジュール
であり得る。複数用量スケジュールは、ワクチン接種の一次過程に、１～１０の別個の用
量が用いられ、続いて他の用量が後の時間間隔（これは、免疫応答を維持および／または
強化するように選択される、例えば、第２の用量について１～４ヶ月）で与えられ、そし
て必要に応じて、数ヶ月後に引き続く用量（単数または複数）が与えられる、スケジュー
ルである。投薬レジメンはまた、少なくとも部分的に、被験体の要求によって決定され、
そしてこれは、医師の判断に依存する。
【０１７０】
　疾患の予防が所望される場合、抗原保有ＶＬＰは一般に、目的の病原体の一次感染の前
に投与される。処置（例えば、症状および再発の減少）が所望される場合、ＶＬＰ組成物
は一般に、一次感染の後に投与される。
【０１７１】
　（２．３．２　パッケージング細胞株を作製するための本発明の合成発現カセットの使
用）
　多数のウイルスベースの系は、哺乳動物宿主細胞に対する遺伝子移入ベクターとして使
用するために開発されてきた。例えば、レトロウイルス（特に、レンチウイルスベクター
）は、遺伝子送達系に好都合なプラットフォームを提供する。目的のコード配列（例えば
、遺伝子治療の用途に有用な配列）は、遺伝子送達ベクターに挿入され得、当該分野で公
知の技術を使用してレトロウイルス粒子中にパッケージングされる。次いで、組換えウイ
ルスが単離され、そしてインビボまたはエキソビボのいずれかで、被験体の細胞に送達さ
れ得る。多数のレトロウイルス系は、例えば、以下に記載される：米国特許第５，２１９
，７４０号；Ｍｉｌｌｅｒら（１９８９）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　７：９８０；Ｍ
ｉｌｌｅｒ，Ａ．Ｄ．（１９９０）Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　１：５；Ｓ
ｃａｒｐａら（１９９１）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１８０：８４９；Ｂｕｒｎｓら（１９９３
）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：８０３３；Ｂｏｒｉｓ－Ｌａ
ｗｒｉｅら、（１９９３）　Ｃｕｒ．Ｏｐｉｎ．Ｇｅｎｅｔ．Ｄｅｖｅｌｏｐ．３：１０
２；ＧＢ　２２００６５１；ＥＰ　０４１５７３１；ＥＰ　０３４５２４２；ＷＯ　８９
／０２４６８；ＷＯ　８９／０５３４９；ＷＯ　８９／０９２７１；ＷＯ　９０／０２８
０６；ＷＯ　９０／０７９３６；ＷＯ　９０／０７９３６；ＷＯ　９４／０３６２２；Ｗ
Ｏ　９３／２５６９８；ＷＯ　９３／２５２３４；ＷＯ　９３／１１２３０；ＷＯ　９３
／１０２１８；ＷＯ　９１／０２８０５；Ｕ．Ｓ．５，２１９，７４０；；Ｕ．Ｓ．４，
４０５，７１２；Ｕ．Ｓ．４，８６１，７１９；Ｕ．Ｓ．４，９８０，２８９およびＵ．
Ｓ．４，７７７，１２７；米国出願番号０７／８００，９２１；およびＶｉｌｅ（１９９
３）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　５３：３８６０－３８６４；Ｖｉｌｅ（１９９３）Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｒｅｓ　５３：９６２－９６７；Ｒａｍ（１９９３）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　５３
：８３－８８；Ｔａｋａｍｉｙａ（１９９２）Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　Ｒｅｓ　３３：４
９３－５０３；Ｂａｂａ（１９９３）Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ　７９：７２９－７３５；
Ｍａｎｎ（１９８３）Ｃｅｌｌ　３３：１５３；Ｃａｎｅ（１９８４）Ｐｒｏｃ　Ｎａｔ
ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８１：６３４９；ならびにＭｉｌｌｅｒ（１９９０）Ｈ
ｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　１。
【０１７２】
　他の実施形態において、遺伝子移入ベクターは、サイトカインまたは他の免疫調節性分
子をコードするように構築され得る。例えば、ネイティブのＩＬ－２およびγ－インター
フェロンをコードする核酸配列は、それぞれ、米国特許第４，７３８，９２７号および同
第５，３２６，８５９号に記載される様にして、得られ得、一方、これらのタンパク質の
有用なムテインは、米国特許第４，８５３，３３２号に記載されるようにして得られ得る
。ｍＣＳＦの短い形態および長い形態をコードする核酸配列は、それぞれ、米国特許第４
，８４７，２０１号および同第４，８７９，２２７号に記載されるようにして得られ得る
。本発明の特定の局面において、サイトカインを発現するレトロウイルスベクターまたは
免疫調節性遺伝子は、本明細書中（例えば、本発明のパッケージング細胞株を使用する）
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および国際出願番号ＰＣＴ　ＵＳ　９４／０２９５１（表題「Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ
　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ」）に
記載されるようにして、生成され得る。
【０１７３】
　本明細書中で使用するために適切な免疫調節性分子の例としては、以下が挙げられる：
ＩＬ－１およびＩＬ－２（Ｋａｒｕｐｉａｈら、（１９９０）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ
　１４４：２９０－２９８，Ｗｅｂｅｒら、（１９８７）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６６：
１７１６－１７３３，Ｇａｎｓｂａｃｈｅｒら、（１９９０）Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７
２：１２１７－１２２４および米国特許第４，７３８，９２７号）；ＩＬ－３およびＩＬ
－４（Ｔｅｐｐｅｒら、（１９８９）Ｃｅｌｌ　５７：５０３－５１２，Ｇｏｌｕｍｂｅ
ｋら、（１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５４：７１３－７１６および米国特許第５，０１
７，６９１）；ＩＬ－５およびＩＬ－６（Ｂｒａｋｅｎｈｏｆら（１９８７）Ｊ．Ｉｍｍ
ｕｎｏｌ．１３９：４１１６－４１２１および国際公開番号ＷＯ９０／０６３７０号）；
ＩＬ－７（米国特許第４，９６５，１９５号）；ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ
－１１、ＩＬ－１２およびＩＬ－１３（Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ，Ｓｕｍｍ
ｅｒ　１９９４）；ＩＬ－１４およびＩＬ－１５；α－インターフェロン（Ｆｉｎｔｅｒ
ら、（１９９１）Ｄｒｕｇｓ　４２：７４９－７６５，米国特許第４，８９２，７４３号
および同第４，９６６，８４３号、国際公開番号ＷＯ８５／０２８６２，Ｎａｇａｔａら
（１９８０）Ｎａｔｕｒｅ　２８４：３１６－３２０，Ｆａｍｉｌｌｅｔｔｉら（１９８
１）Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚ．７８：３８７－３９４，Ｔｗｕら（１９８９）Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：２０４６－２０５０，およびＦａｋ
ｔｏｒら、（１９９０）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　５：８６７－８７２）；β－インターフェロ
ン（Ｓｅｉｆら、（１９９１）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６５：６６４－６７１）；γ－インター
フェロン（Ｒａｄｆｏｒｄら（１９９１）Ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　
ｏｆ　Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　２００８２０１５，Ｗａｔａｎａｂｅら（１９８９）Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：９４５６－９４６０，Ｇａｎｓｂａ
ｃｈｅｒら（１９９０）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　５０：７８２０－７８２５，
Ｍａｉｏら、（１９８９）Ｃａｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．３０：３４
－４２、ならびに米国特許第４，７６２，７９１号および同第４，７２７，１３８号）；
Ｇ－ＣＳＦ（米国特許第４，９９９，２９１号および同第４，８１０，６４３号）；ＧＭ
－ＣＳＦ（国際公開番号ＷＯ８５／０４１８８）。
【０１７４】
　免疫調節性因子はまた、これらの分子に対するアゴニスト、アンタゴニストまたはリガ
ンドであり得る。例えば、可溶性形態のレセプターは、しばしば、変異形態の因子自体と
同様に、これらの型の因子に対するアンタゴニストとして挙動し得る。
【０１７５】
　上記の基質をコードする核酸分子、および本発明での使用に有利である他の核酸分子は
、種々の供給源（例えば、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃ
ｔｉｏｎのような寄託所を含む）から、またはＢｒｉｔｉｓｈ　Ｂｉｏ－Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｓｙ　Ｌｉｍｉｔｅｄ（Ｃｏｗｌｅｙ，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｅｎｇｌａｎｄ）のような商業
的供給源から容易に得られ得る。代表的な例としては、ＢＢＧ１２（１２７個のアミノ酸
の成熟タンパク質をコードするＧＭ－ＣＳＦ遺伝子を含む）、ＢＢＧ６（これは、γイン
ターフェロンをコードする配列を含む）、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．寄託番号３９６５６（これは
、ＴＮＦをコードする配列を含む）、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．寄託番号２０６６３（これは，α
インターフェロンをコードする配列を含む）、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．寄託番号３１９０２、３
１９０２および３９５１７（これは、βインターフェロンをコードする配列を含む）、Ａ
．Ｔ．Ｃ．Ｃ．寄託番号６７０２４（これは、インターロイキン１ｂをコードする配列を
含む）、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．寄託番号３９４０５、３９４５２、３９５１６、３９６２６お
よび３９６７３（これは、インターロイキン２をコードする配列を含む）、Ａ．Ｔ．Ｃ．
Ｃ．寄託番号５９３９９、５９３９８および６７３２６（これは、インターロイキン３を
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コードする配列を含む）、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．寄託番号５７５９２（これは、インターロイ
キン４をコードする配列を含む）、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．寄託番号５９３９４および５９３９
５（これは、インターロイキン５をコードする配列を含む）、ならびにＡ．Ｔ．Ｃ．Ｃ．
寄託番号６７１５３（これは、インターロイキン６をコードする配列を含む）が挙げられ
る。
【０１７６】
　サイトカイン遺伝子または免疫調節遺伝子を含むプラスミド（国際公開番号ＷＯ９４／
０２９５１およびＷＯ９６／２１０１５）は、適切な制限酵素で消化され得、そして目的
の特定の遺伝子を含むＤＮＡフラグメントは、標準的な分子生物学的技術（例えば、Ｓａ
ｍｂｒｏｏｋら、前出、またはＡｕｓｂｅｌら（編）Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ
　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ）を使用して、遺伝子伝達ベクターに
挿入され得る。
【０１７７】
　上記の分子をコードするポリヌクレオチド配列は、例えば、遺伝子を発現する細胞から
ｃＤＮＡおよびゲノムライブラリーをスクリーニングすることによって、またはこれを含
むことが公知のベクターから遺伝子を誘導することによって組換え方法を用いて得られ得
る。例えば、変更された細胞産物をコードする配列を含むプラスミドは、Ａ．Ｔ．Ｃ．Ｃ
．のような寄託所からまたは商業的供給源から得られ得る。目的のヌクレオチド配列を含
むプラスミドは、適切な制限酵素で消化され得、そしてこのヌクレオチド配列を含むＤＮ
Ａフラグメントは、標準的な分子生物学的技術を使用して遺伝子導入ベクターに挿入され
得る。
【０１７８】
　あるいは、本発明による使用のためのｃＤＮＡ配列は、標準的な技術（例えば、フェノ
ール抽出およびｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡのＰＣＲ）を使用して、配列を発現するか、
または含む細胞から得られ得る。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、前出（ＤＮＡを得るため
およびＤＮＡを単離するために使用される技術の記載）を参照のこと。簡潔には、目的の
遺伝子を発現する細胞由来のｍＲＮＡは、オリゴ－ｄＴまたはランダムプライマーを使用
して、逆転写酵素で逆転写され得る。次いで、この単鎖ｃＤＮＡは、所望の配列のいずれ
かの側の配列に相補的なオリゴヌクレオチドプライマーを使用して、ＰＣＲによって増幅
され得る（米国特許第４，６８３，２０２号、同第４，６８３，１９５号、および同第４
，８００，１５９号を参照のこと、またＰＣＲ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｐｒｉｎｃｉｐ
ｌｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｆｏｒ　ＤＮＡ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉ
ｏｎ，Ｅｒｌｉｃｈ（編），Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，１９８９を参照のこと）。
【０１７９】
　目的のヌクレオチド配列はまた、ＤＮＡ合成器（例えば、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙ
ｓｔｅｍｓ　Ｍｏｄｅｌ　３９２　ＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｒ（ＡＢＩ、Ｆｏｓｔ
ｅｒ　Ｃｉｔｙ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａから市販されている））を使用して、クローン化
ではなく合成により生成され得る。このヌクレオチド配列は、所望される発現産物の適切
なコドンを用いて設計され得る。完全な配列が、標準的な方法によって調製されたオーバ
ーラップオリゴヌクレオチドから組み立てられ、そして完全なコード配列に組み立てられ
る。例えば、Ｅｄｇｅ（１９８１）Ｎａｔｕｒｅ　２９２：７５６；Ｎａｍｂａｉｒら（
１９８４）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２３：１２９９；Ｊａｙら（１９８４）Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ
ｈｅｍ．２５９：６３１１を参照のこと。
【０１８０】
　本発明の合成発現カセットは、レトロウイルスベクターを用いる使用のためのパッケー
ジング細胞株の構築において使用され得る。
【０１８１】
　１つの型のレトロウイルス、マウスの白血病ウイルス、または「ＭＬＶ」は、遺伝子治
療適用のために広範に利用されている（一般に、Ｍａｎｎら（Ｃｅｌｌ　３３：１５３，
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１９９３）、ＣａｎｅおよびＭｕｌｌｉｇａｎ（Ｐｒｏｃ，Ｎａｔ’ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ　８１：６３４９，１９８４）、ならびにＭｉｌｌｅｒら，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅ
ｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　１：５－１４，１９９０を参照のこと）。
【０１８２】
　レンチウイルスベクターは、代表的に、５’レンチウイルスＬＴＲ、ｔＲＮＡ結合部位
、パーケージングシグナル、１個以上の目的の遺伝子に作動可能に連結したプロモーター
、第２のＤＮＡ鎖合成の起点、および３’レンチウイルスＬＴＲを含み、ここで、このレ
ンチウイルスベクターは、核輸送エレメントを含む。この核輸送エレメントは、目的のコ
ード配列（例えば、本発明の合成Ｇａｇまたは合成Ｅｎｖの発現カセット）の上流（５’
）または下流（３’）のいずれかに配置され得る。特定の実施形態において、核輸送エレ
メントは、ＲＲＥではない。一実施形態において、パッケージングシグナルは、伸長され
たパッケージングシグナルである。他の実施形態において、このプロモーターは、組織特
異的なプロモーターであるか、あるいはＣＭＶのようなプロモーターである。他の実施形
態において、このレンチウイルスベクターは、内部リボソーム導入部位（ｅｎｔｒｙ　ｓ
ｉｔｅ）をさらに含む。
【０１８３】
　広範な種々のレンチウイルスは、本発明の脈絡内で利用され得、例えば、ＨＩＶ、ＨＩ
Ｖ－１、ＨＩＶ－２、ＦＩＶおよびＳＩＶからなる群から選択されるレンチウイルスが挙
げられる。
【０１８４】
　本発明のなお別の局面において、宿主細胞（例えば、パッケージング細胞株）（本明細
書中に記載される発現カセットのいずれかを含む）が、提供される。例えば、一局面内に
おいて、パッケージング細胞株（合成Ｇａｇポリメラーゼをコードする配列、および核輸
送エレメントを含む発現カセットを含む）が、提供され、ここで、このプロモーターは、
Ｇａｇポリメラーゼをコードする配列に作動可能に連結される。パッケージング細胞株は
、プロモーターおよびｔａｔ、ｒｅｖ、またはエンベロープをコードする配列をさらに含
み得、ここで、このプロモーターは、ｔａｔ、ｒｅｖ、Ｅｎｖをコードする配列、または
これらのタンパク質の改変バージョンをコードする配列に作動可能に連結される。このパ
ッケージング細胞株は、他のＨＩＶ遺伝子コード配列のいずれか１つ以上をコードする配
列をさらに含み得る。
【０１８５】
　一実施形態において、発現カセット（例えば、合成Ｇａｇポリメラーゼを保有する）は
、安定に組み込まれる。このパッケージング細胞株は、レンチウイルスベクターの導入に
より、代表的に粒子を生成する。この合成発現カセットのプロモーター調節発現は、誘導
性であり得る。代表的に、このパッケージング細胞株は、レンチウイルスベクターの導入
により、複製コンピテントウイルスを本質的に含まない粒子を生成する。
【０１８６】
　パッケージング細胞株（合成Ｇａｇポリメラーゼ遺伝子の発現を指向する発現カセット
を含むか、または本明細書中に記載される合成Ｅｎｖ遺伝子の発現を指向する発現カセッ
トを含む）が、提供される。（他の改変Ｅｎｖ配列の記載に関して、Ａｎｄｒｅ，Ｓ．ら
、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　７２（２）：１４９７－１５０３、１９９
８；Ｈａａｓ，Ｊ．ら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　６（３）：３１５－３２４、
１９９６もまた参照のこと）。レンチウイルスベクターは、ベクター産生細胞株を生成す
るためにパッケージング細胞株に導入される。
【０１８７】
　上記のように、レンチウイルスベクターは、目的の選択された遺伝子または配列を保有
または発現するように設計され得る。レンチウイルスベクターは、広範の種々のレンチウ
イルスから容易に構築され得る（ＲＮＡ　Ｔｕｍｏｒ　Ｖｉｒｕｓｅｓ，第２版，Ｃｏｌ
ｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、１９８５を参照のこと）。レ
ンチウイルスの代表的な例としては、ＨＩＶ、ＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２、ＦＩＶおよびＳ
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ＩＶが挙げられる。このようなレンチウイルスは、患者の単離物から、あるいはより好ま
しくは、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎのような
寄託機関または収集機関から得られるか、あるいは、利用可能な技術を使用して公知の供
給源から単離されるかのいずれかであり得る。
【０１８８】
　レンチウイルス遺伝子送達ベクター（またはビヒクル）の部分は、異なるウイルス由来
であり得る。例えば、所定の組換えレンチウイルスベクターにおいて、ＬＴＲは、ＨＩＶ
、ＳＩＶ由来のパッケージングシグナル、およびＨｒＶ－２由来の第２の鎖合成の起点由
来であり得る。レンチウイルスベクター構築物は、５’レンチウイルスＬＴＲ、ｔＲＮＡ
結合部位、パッケージングシグナル、１以上の異種配列、第２のＤＮＡ鎖合成の起点、お
よび３’ＬＴＲを含み得、ここで、このレンチウイルスベクターは、ＲＲＥではない核輸
送エレメントを含む。
【０１８９】
　簡潔には、長い末端反復配列（「ＬＴＲ」）は、Ｕ５、ＲおよびＵ３と命名された３つ
のエレメントに分けられる。これらのエレメントは、レトロウイルスの生物学的な活性に
寄与する種々のシグナルを含み、これには、例えば、Ｕ３内に配置されるプロモーターエ
レメントおよびエンハンサーエレメントが挙げられる。ＬＴＲは、このゲノムのいずれか
の末端でのそれらの正確な複製に起因して、プロウイルス（組み込まれたＤＮＡ形態）に
おいて容易に同定され得る。本明細書中で使用される場合、５’ＬＴＲは、５’プロモー
ターエレメントおよび十分なＬＴＲ配列を含み、逆転写およびこのベクターのＤＮＡ形態
の組み込みを可能にすることが理解されるべきである。この３’ＬＴＲは、ポリアデニル
化シグナル、および十分なＬＴＲ配列を含み、逆転写およびこのベクターのＤＮＡ形態の
組み込みを可能にすることが理解されるべきである。
【０１９０】
　ｔＲＮＡ結合部位および第２のＤＮＡ鎖合成の起点はまた、レトロウイルスが生物学的
に活性となるのに重要であり、そして当業者によって容易に同定され得る。例えば、レト
ロウイルスｔＲＮＡは、Ｗａｔｓｏｎ－Ｃｒｉｃｋ塩基対によってｔＲＮＡ結合部位に結
合し、そしてウイルス粒子中にこのレトロウイルスゲノムを運搬する。次いでこのｔＲＮ
Ａは、逆転写酵素によってＤＮＡ合成のためのプライマーとして利用される。このｔＲＮ
Ａ結合部位は、５’ＬＴＲからすぐ下流のその位置に基づいて容易に同定され得る。同様
に、第２のＤＮＡ鎖合成の起点は、その名前から暗示されるように、レトロウイルスの第
２のＤＮＡ鎖合成のために重要である。この領域（この領域は、ポリプリントラクト（ｔ
ｒａｃｔ）とも呼ばれる）は、３’ＬＴＲのすぐ上流に位置する。
【０１９１】
　５’ＬＴＲおよび３’ＬＴＲ、ｔＲＮＡ結合部位、および第２のＤＮＡ鎖合成の起点に
加えて、組換えレトロウイルスベクター構築物はまた、パッケージングシグナル、および
目的の１つ以上の遺伝子またはコード配列を含み得る。さらに、このレンチウイルスベク
ターは、核輸送エレメント（好ましい実施形態において、ＲＲＥではない）を有する。適
切な核輸送エレメントの代表的な例としては、ラウス肉腫ウイルスのエレメント（Ｏｇｅ
ｒｔら、Ｊ　ＶｉｒｏＬ　７０、３８３４－３８４３、１９９６）、ラウス肉腫ウイルス
のエレメント（Ｌｉｕ　＆　Ｍｅｒｔｚ、Ｇｅｎｅｓ　＆　Ｄｅｖ．、９、１７６６－１
７８９、１９９５）およびシミアンレトロウイルスＩ型のゲノムのエレメント（Ｚｏｌｏ
ｔｕｋｈｉｎら、Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．６８、７９４４－７９５２、１９９４）が挙げられる
。他の潜在的なエレメントとしては、ヒストン遺伝子のエレメント（Ｋｅｄｅｓ、Ａｎｎ
ｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．４８、８３７－８７０、１９７０）、α－インターフェロ
ン遺伝子（Ｎａｇａｔａら、Ｎａｔｕｒｅ　２８７、４０１－４０８、１９８０）、β－
アドレナリン作用性レセプター遺伝子（Ｋｏｉｌｋａら、Ｎａｔｕｒｅ　３２９、７５－
７９、１９８７）、ならびにｃ－Ｊｕｎ遺伝子（Ｈａｔｔｏｒｉｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５、９１４８－９１５２、１９８８）が挙げられる。
【０１９２】
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　組換えレンチウイルスベクター構築物は、代表的に、Ｇａｇポリメラーゼコード配列お
よびＥｎｖコード配列の両方を欠失している。組換えレンチウイルスベクターは、代表的
に、２０個未満、好ましくは、１５個、より好ましくは、１０個、そして最も好ましくは
、８個の連続したヌクレオチド（Ｇａｇポリメラーゼ遺伝子およびＥｎｖ遺伝子中に見出
される）を含む。本発明の１つの利点は、合成Ｇａｇポリメラーゼ発現カセット（これは
，組換えレトロウイルスベクター構築のためにパッケージング細胞株を構築するために使
用され得る）が、野生型Ｇａｇポリメラーゼ配列に対してほとんど相同性を有さず、従っ
て、合成配列と野生型配列との間の相同組換えの可能性をかなり減少または排除するとい
うことである。
【０１９３】
　レンチウイルスベクターはまた、目的の１個以上の遺伝子または配列の発現を駆動する
組織特異的プロモーターを含み得る。
【０１９４】
　レンチウイルスベクター構築物は、目的の１個を越える遺伝子が発現されるように生成
され得る。これは、ジシストロンカセットまたはオリゴシストロンカセット（例えば、こ
のコード領域は、８０個以下のヌクレオチドによって分離される（一般的に、Ｌｅｖｉｎ
ら、Ｇｅｎｅ　１０８：１６７－１７４、１９９１を参照のこと））の使用を介して、ま
たは内部リボソーム導入部位（ＩＲＥＳ）の使用を介して達成され得る。
【０１９５】
　上記の組換えレトロウイルスベクター構築物と共に使用するのに適したパッケージング
細胞株は、本明細書中で提供される開示から容易に調製され得る。簡潔には、このパッケ
ージング細胞株が由来する親の細胞株は、種々の哺乳動物の細胞株から選択され得、これ
には、例えば、２９３細胞、ＲＤ細胞、ＣＯＳ－７細胞、ＣＨＯ細胞、ＢＨＫ細胞、ＶＥ
ＲＯ細胞、ＨＴ１０８０細胞、および骨髄腫細胞が挙げられる。
【０１９６】
　パッケージング細胞株の生成のために適切な宿主細胞の選択後、１個以上の発現カセッ
トが、欠失されているベクター成分をトランスで（ｉｎ　ｔｒａｎｓ）補充または供給す
るために、細胞株中に導入される。
【０１９７】
　適切な合成ＨＩＶポリヌクレオチド配列の代表的な例は、本発明の発現カセットにおけ
る使用について、本明細書中に記載される。上記のように、ネイティブのコード配列およ
び／または合成のコード配列もまた、これらの発現カセットにおいて利用され得る。
【０１９８】
　上記の発現カセットを利用することにより、広範な種々のパッケージング細胞株が産生
され得る。例えば、一局面において、パッケージング細胞株（合成Ｇａｇポリメラーゼを
コードする配列、および核輸送エレメントを含む発現カセットを含む）が、提供され、こ
こで、このプロモーターは、Ｇａｇポリメラーゼをコードする配列に作動可能に連結され
る。他の局面において、パッケージング細胞株（プロモーター、およびｔａｔ、ｒｅｖ、
Ｅｎｖ、もしくは他のＨＩＶ抗原、またはそれら由来のエピトープをコードする配列を含
む）が、提供され、ここで、このプロモーターは、ｔａｔ、ｒｅｖ、Ｅｎｖ、またはＨＩ
Ｖ抗原もしくはエピトープをコードする配列に作動可能に連結される。さらなる実施形態
において、このパッケージング細胞株は、ｔａｔ、ｒｅｖ、ｎｅｆ、ｖｉｆ、ｖｐｕまた
はｖｐｒのうちいずれか１個以上をコードする配列を含み得る。例えば、このパッケージ
ング細胞株は、ｔａｔ、ｒｅｖ、ｎｅｆ、ｖｉｆ、ｖｐｕまたはｖｐｒ単独のみ、ｔａｔ
、ｒｅｖとｎｅｆ、ｎｅｆとｖｉｆ、ｎｅｆとｖｐｕ、ｎｅｆとｖｐｒ、ｖｉｆとｖｐｕ
、ｖｉｆとｖｐｒ、ｖｐｕとｖｐｒ、ｎｅｆ、ｖｉｆとｖｐｕ、ｎｅｆ、ｖｉｆとｖｐｒ
、ｎｅｆ、ｖｐｕとｖｐｒ、ｖｉｆ、ｖｐｕとｖｐｒ、またはｎｅｆ、ｖｉｆ、ｖｐｕと
ｖｐｒの４つ全てなどを含み得る。
【０１９９】
　１つの実施形態において、この発現カセットは、安定に組み込まれる。別の実施形態に
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おいて、このパッケージング細胞株は、レンチウイルスベクターの組み込みにより、粒子
を生成する。さらなる実施形態において、このプロモーターは、誘導性である。本発明の
特定の好ましい実施形態において、このパッケージング細胞株は、レンチウイルスベクタ
ーの導入により、複製コンピテントウイルスを含まない粒子を生成する。
【０２００】
　改変されたコード配列を含む合成カセットは、選択された細胞株にトランスフェクトさ
れる。（ｉ）代表的に、ＨＩＶコード配列の組み込まれた安定なコピーを保有し、そして
（ｉｉ）これらのポリペプチドの受容可能なレベルを発現する、トランスフェクトされた
細胞が選択される（発現は、本発明の開示の教示を考慮して、当該分野で公知の方法によ
り評価され得る）。この細胞株がＶＬＰを産生する能力もまた、実証され得る。
【０２０１】
　目的の配列は、上記のように適切なウイルスベクター中に構築される。次いで、この不
完全なウイルスは、パッケージング細胞株にトランスフェクトされる。このパッケージン
グ細胞株は、ウイルス様粒子を産生するのに必要なウイルス性機能を提供し、この粒子に
目的の配列を含む不完全なウイルスゲノムをパッケージングする。次いで、これらのＶＬ
Ｐが単離され、そして例えば、遺伝子送達または遺伝子治療に使用され得る。
【０２０２】
　さらに、このようなパッケージング細胞株はまた、ＶＬＰのみを産生するために使用さ
れ得、このＶＬＰは、例えば、他の抗原と共に投与するためのアジュバンドとして、また
はワクチン組成物に使用され得る。また、パッケージング細胞株中の、ポリペプチド（例
えば、抗原）をコードする選択された目的の配列の同時発現はまた、結果として、この選
択されたポリペプチドのＶＬＰ中への包理および／またはこの選択されたポリペプチドの
ＶＬＰとの結合を生じ得る。
【０２０３】
　本発明の異なる実施形態の種々の形態（例えば、合成構築物）が、組み合わせられ得る
。
【０２０４】
　（２．４．０　ＤＮＡ免疫および遺伝子送達）
　種々のＨＩＶポリペプチド抗原、特にＨＩＶ抗原は、本発明の粒子中で使用され得る。
ＨＩＶ抗原は、ＤＮＡ免疫構築物中に含まれ得、この構築物は、例えば、合成Ｅｎｖ発現
カセット、合成Ｇａｇ発現カセット、合成ｐｏｌ誘導ポリペプチド発現カセット、１つ以
上の補助的遺伝子もしくは調節遺伝子（例えば、ｔａｔ、ｒｅｖ、ｎｅｆ、ｖｉｆ、ｖｐ
ｕ、ｖｐｒ）をコードする配列を含む合成発現カセット、および／またはインフレームで
、ポリペプチド抗原（合成または野生型）のコード配列に融合される合成Ｇａｇ発現カセ
ットを含み、この構築物の発現により、目的の抗原を提示するＶＬＰが得られる。
【０２０５】
　本発明の実施に使用される特定の目的のＨＩＶ抗原としては、ｐｏｌ、ｔａｔ、ｒｅｖ
、ｎｅｆ、ｖｉｆ、ｖｐｕ、ｖｐｒおよび他のＨＩＶ－Ｉ（ＨＴＬＶ－ＩＩＩ、ＬＡＶ、
ＡＲＶなどとしてもまた知られている）抗原またはそれら由来のエピトープ（例えば、ｇ
ｐ１２０、ｇｐ４１、ｇｐ１６０（ネイティブおよび改変体の両方）のような抗原が挙げ
られるが、これらに限定されない）；Ｇａｇ；ならびに種々の単離体由来のｐｏｌ（多様
なサブタイプ由来のＨＩＶＩＩＩｂ、ＨＩＶＳＦ２、ＨＩＶ－１ＳＦ１６２、ＨＩＶ－１

ＳＦ１７０、ＨＩＶＬＡＶ、ＨＩＶＬＡＩ、ＨＩＶＭＮ、ＨＩＶ－１ＣＭ２３５、ＨＩＶ
－１ＵＳ４、種々のサブタイプ（例えば、サブタイプＡ～Ｇ、およびＯ）由来の他のＨＩ
Ｖ－１株、ＨＩＶ－２株および種々のサブタイプ（例えば、ＨＩＶ－２ＵＣ１およびＨＩ
Ｖ－２ＵＣ２）が挙げられるが、これらに限定されない）。例えば、Ｍｙｅｒｓら、Ｌｏ
ｓ　Ａｌａｍｏｓ　Ｄａｔａｂａｓｅ、Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ、Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ、Ｎｅｗ　Ｍｅｘｉｃｏ；Ｍｙｅｒｓら、Ｈｕ
ｍａｎ　Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ　ａｎｄ　Ａｉｄｓ、１９９０、Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏ
ｓ、Ｎｅｗ　Ｍｅｘｉｃｏ；Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｌａｂｏｒａｔ
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ｏｒｙを参照のこと。これらの抗体は、合成（本明細書中で記載されるような）または野
生型であり得る。
【０２０６】
　効力を評価するために、本発明の合成発現カセットを使用したＤＮＡ免疫は、例えば、
以下のように実施され得る。マウスは、ｔａｔ／ｒｅｖ／ｎｅｆの合成発現カセットで免
疫される。他のマウスは、ｔａｔ／ｒｅｖ／ｎｅｆの野生型発現カセットで免疫される。
プラスミドＤＮＡを用いたマウスの免疫は、代表的には、この合成発現カセットがネイテ
ィブな発現カセットに対して免疫原性の明瞭な改良を提供することを示す。また、第２の
ブースト免疫は、例えば、約２週間後に、第２の免疫応答を誘導する。さらに、ＣＴＬア
ッセイの結果は、代表的には、ＤＮＡ免疫による細胞毒性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答の誘
導について、合成発現カセットの増強した効力を示す。
【０２０７】
　中和抗体の評価およびＨＩＶに対する細胞性免疫応答に指向される例示的な霊長類の研
究が、以下に記載される。
【０２０８】
　本発明は、広範の種々の抗原に対する免疫応答を増強し、そしてこれにより、感染、特
にＨＩＶ感染を処置または予防するために使用され得ることが容易に明らかである。
【０２０９】
　（２．４．１　本発明の合成発現カセットの送達）
　上記の分子をコードするポリヌクレオチド配列は、組換え方法を使用して、例えば、こ
の遺伝子を発現する細胞からのｃＤＮＡライブラリーおよびゲノムライブラリーをスクリ
ーニングすることによって、または遺伝子を含むことが知られているベクターから遺伝子
を誘導することによって、得られ得る。さらに、所望の遺伝子は、標準的な技術（例えば
、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡのフェノール抽出およびＰＣＲ）を使用して、この遺伝子
を含む細胞および組織から直接的に単離され得る。ＤＮＡを得るためおよび単離するため
に使用される技術の記載について、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、前出を参照のこと。目
的の遺伝子はまた、クローン化ではなく、合成により産生され得る。このヌクレオチド配
列は、所望される特定のアミノ酸配列について、適切なコドンで設計され得る。一般に、
配列が発現される、意図される宿主に対して、好ましいコドンを選択する。完全な配列は
、標準的な方法によって調製されるオーバーラップオリゴヌクレオチドから組み立てられ
、そして完全なコード配列へと組み立てられる。例えば、Ｅｄｇｅ、Ｎａｔｕｒｅ（１９
８１）２９２：７５６；Ｎａｍｂａｉｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９８４）２２３：１２９
９；Ｊａｙら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８４）２５９：６３１１；Ｓｔｅｍｍｅ
ｒ、Ｗ．Ｐ．Ｃ．、（１９９５）Ｇｅｎｅ　１６４：４９～５３を参照のこと。
【０２１０】
　次に、所望の抗原をコードする遺伝子配列は、本発明の合成発現カセットを含むベクタ
ーに挿入され得る。１つの実施形態において、選択される抗原をコードするポリヌクレオ
チドは、発現ベクター（例えば、第一のベクターにおけるＥｎｖコードポリヌクレオチド
、第二のベクターにおけるＧａｇコードポリヌクレオチド、第三のベクターにおけるＰｏ
ｌ誘導化ポリペプチドコードポリヌクレオチド、さらなるベクターにおけるｔａｔコード
ポリヌクレオチド、ｒｅｖコードポリヌクレオチド、ｎｅｆコードポリヌクレオチド、ｖ
ｉｆコードポリヌクレオチド、ｖｐｕコードポリヌクレオチド、ｖｐｒコードポリヌクレ
オチド、など）に別個クローン化される。特定の実施形態において、抗原は、合成Ｇａｇ
コード配列に挿入されるかまたは隣接し、その結果、結合された配列が発現される場合に
、Ｇａｇポリペプチドおよび目的の抗原（例えば、Ｅｎｖ（ネイティブまたは改変体）ま
たはＨＩＶ由来の他の抗原（ネイティブまたは改変体））を含むＶＬＰの産物を生じる。
挿入は、コード配列内またはコード配列のいずれかの末端（発現されたＧａｇポリペプチ
ドの５’アミノ末端；または発現されたＧａｇポリペプチドの３’カルボキシル末端）で
作製され得る（Ｗａｇｎｅｒ，Ｒら、Ａｒｃｈ　Ｖｉｒｏｌ．１２７：１１７－１３７、
１９９２；Ｗａｇｎｅｒ，Ｒ．ら、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２００：１６２－１７５、１９９
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４；Ｗｕ，Ｘ．ら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６９（６）：３３８９－３３９８、１９９５；Ｗａ
ｎｇ，Ｃ－Ｔ．ら、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２００：５２４－５３４、１９９４；Ｃｈａｚａ
ｌ，Ｎ．ら、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　６８（１）：１１１－１２２、１９９４；Ｇｒｉｆｆｉ
ｔｈｓ，Ｊ．Ｃ．ら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６７（６）：３１９１－３１９８、１９９３；Ｒ
ｅｉｃｉｎ，Ａ．Ｓ．ら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６９（２）：６４２－６５０、１９９５）。
【０２１１】
　ｐ５５　Ｇａｇのコード配列の５０％までは、ウイルス様粒子への組み立ておよび発現
効率に影響を与えることなく欠失され得る（Ｂｏｒｓｅｔｔｉ，Ａ．ら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ
．７２（１１）：９３１３－９３１７、１９９８；Ｇａｍｉｅｒ，Ｌ．ら、Ｊ　Ｖｉｒｏ
ｌ　７２（６）：４６６７－４６７７、１９９８；Ｚｈａｎｇ，Ｙ．ら、Ｊ　Ｖｉｒｏｌ
　７２（３）：１７８２－１７８９、１９９８；Ｗａｎｇ，Ｃ．ら、Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　７
２（１０）：７９５０－７９５９、１９９８）。本発明の一実施形態において、合成Ｇａ
ｇ発現カセットを高レベルで発現する免疫原性は、異なる構造または非構造のＨＩＶ抗原
、マルチエピトープカセット、またはサイトカイン配列をＧａｇ配列の欠失領域に挿入す
ることによって増加され得る。このような欠失は、本発明の教示および当業者に利用可能
な情報に従って作製され得る。異種ポリペプチドに融合された全長配列を使用するのに対
する、本アプローチの１つの可能な利点は、発現産物のより高い発現効率／分泌効率であ
り得る。
【０２１２】
　配列が、Ｇａｇのアミノ末端に付加される場合、ポリヌクレオチドは、ミリスチン部分
のＧａｇ含有ポリペプチドへの付加のためのシグナルをコードする、５’末端のコード配
列（例えば、Ｍｅｔ－Ｇｌｙをコードする配列）を含み得る。
【０２１３】
　Ｇａｇ含有ポリペプチド構築物がＶＬＰを形成する能力は、本明細書の教示に従って実
験的に決定され得る。
【０２１４】
　合成発現カセットはまた、コード配列に作動可能に連結された制御エレメントを含み得
、これは、目的の種においてインビボで遺伝子の発現を可能にする。例えば、哺乳動物細
胞発現の代表的なプロモーターとしては、ＳＶ４０初期プロモーター、ＣＭＶプロモータ
ー（例えば、ＣＭＶ極初期プロモーター）、マウス乳腺ガンウイルスＬＴＲプロモーター
、アデノウイルス主要後期プロモーター（Ａｄ　ＭＬＰ）、および単純疱疹ウイルスプロ
モーターなどが挙げられる。他の非ウイルスプロモーター（例えば、マウスメタロチオネ
イン（ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎ）遺伝子）に由来するプロモーター）はまた、哺
乳動物発現についての使用を見出す。代表的には、転写終止およびポリアデニル化配列も
また存在し、翻訳終止コドンの３’側に位置する。好ましくは、翻訳の開始の最適化のた
めの配列（コード配列の５’側に配置する）もまた存在する。転写ターミネーター／ポリ
アデニル化シグナルの例としては、上記Ｓａｍｂｒｏｏｋらに記載される、ＳＶ４０由来
のもの、ならびにウシ成長ホルモンターミネーター配列が挙げられる。
【０２１５】
　エンハンサーエレメントはまた、哺乳動物構築物の発現レベルを増加するために本明細
書中で使用され得る。例としては、ＳＶ４０初期遺伝子エンハンサー（Ｄｉｊｋｅｍａら
、ＥＭＢＯ　Ｊ．（１９８５）４：７６１に記載される）、Ｒｏｕｓ　Ｓａｒｃｏｍａウ
イルスの長い末端反復（ＬＴＲ）から誘導されるエンハンサー／プロモーター（Ｇｏｒｍ
ａｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９８２ｂ）７９：６７７７
に記載される）およびヒトＣＭＶに由来するエレメント（Ｂｏｓｈａｒｔら、Ｃｅｌｌ（
１９８５）４１：５２１に記載される）（例えば、ＣＭＶイントロンＡ配列に含まれるエ
レメント）が挙げられる。
【０２１６】
　さらに、キメラ抗原－コード遺伝子配列を含み、例えば、１つより多くのウイルス単離
体に由来する、例えば、目的の複数抗原／エピトープをコードする、プラスミドが構築さ
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れ得る。
【０２１７】
　代表的には、抗原コード配列は、合成コード配列に先行するか、または後に続き、キメ
ラ性転写単位は、目的の抗原および合成コード配列の両方をコードする単一のオープンリ
ーディングフレームを有する。
【０２１８】
　あるいは、マルチシストロン性カセット（例えば、二シストロン性カセット）が、ＥＭ
ＣＶ　ＩＲＥＳなどを使用して単一のｍＲＮＡからの複数の抗原の発現を可能にするよう
に構築され得る（実施例７）。
【０２１９】
　本発明の１つの実施形態において、核酸免疫組成物は、例えば、以下：Ｇａｇ発現カセ
ットを含む第１の発現ベクター、Ｅｎｖ発現カセットを含む第２の発現ベクター、および
Ｐｏｌ発現カセットを含む第３の発現ベクター、または１つ以上のＰｏｌのコード領域（
例えば、Ｐｒｏｔ、ＲＴ、ＲＮａｓｅ、Ｉｎｔ）を含み得、ここでさらなる抗原コード配
列は、Ｐｏｌ発現と関連し得、このような抗原は、例えば、アクセサリー遺伝子（例えば
、ｖｐｒ、ｖｐｕ、ｖｉｆ）、調節遺伝子（例えば、ｎｅｆ、ｔａｔ、ｒｅｖ）、または
Ｐｏｌ配列の一部（例えば、Ｐｒｏｔ、ＲＴ、ＲＮａｓｅ、Ｉｎｔ）から得られ得る。別
の実施形態において、核酸免疫組成物は、例えば、本発明の合成ポリヌクレオチド配列の
いずれかを含む発現カセットを含み得る。別の実施形態において、核酸免疫組成物は、例
えば、多くのＨＩＶ遺伝子（またはこのような遺伝子に由来する配列）のコード配列を含
む発現カセットを含み得、ここでこのコード配列は、インフレームであり、そして単一の
プロモーターの制御下にある（例えば、Ｇａｇ－Ｅｎｖ構築物、Ｔａｔ－Ｒｅｖ－Ｎｅｆ
構築物、Ｐ２Ｐｏｌ－ｔａｔ－ｒｅｖ－ｎｅｆ構築物など）。本発明の合成コード配列は
、コード配列産物（すなわち、ＨＩＶポリペプチド）に依存して任意の数の組み合わせで
組み合わされ得、例えば、このコード配列産物に対して免疫応答が惹起されることが所望
される。さらに別の実施形態において、複数のＨＩＶ由来のポリペプチドの合成コード配
列は、単一のプロモーターの制御下のポリシストロン性メッセージに構築され得、ここで
ＩＲＥＳは、各コードされたポリペプチドのコード配列の近傍に配置される。
【０２２０】
　一旦完成すると、この構築物は、標準の遺伝子送達プロトコルを使用して核酸免疫のた
めに使用される。遺伝子送達方法は、当該分野で公知である。例えば、米国特許第５，３
９９，３４６号、同第５，５８０，８５９号、同第５，５８９，４６６号を参照のこと。
遺伝子は、脊椎動物被験体に直接送達され得るか、あるいは被験体に由来する細胞にエキ
ソビボで送達され得、そしてこの細胞は、被験体に再移植される。
【０２２１】
　多くのウイルスベースの系が、哺乳動物細胞への遺伝子送達のために開発されている。
例えば、レトロウイルスは、遺伝子送達系のための便利な基盤を提供する。選択された配
列は、ベクターに挿入され得、そして当該分野で公知の技術を使用して、レトロウイルス
粒子中にパッケージングされ得る。次いで、組換えウイルスは単離され得、そしてインビ
ボまたはエキソビボのいずれかで、被験体の細胞に送達され得る。多くのレトロウイルス
系が、記載されてきた（米国特許第５，２１９，７４０号；ＭｉｌｌｅｒおよびＲｏｓｍ
ａｎ、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（１９８９）７：９８０－９９０；Ｍｉｌｌｅｒ，Ａ
．Ｄ．，Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９９０）１：５－１４；Ｓｃａｒｐ
ａら、Ｖｉｒｏｌｏｇｙ（１９９１）１８０：８４９－８５２；Ｂｕｒｎｓら、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９３）９０：８０３３－８０３７；ならび
にＢｏｒｉｓ－ＬａｗｒｉｅおよびＴｅｍｉｎ，Ｃｕｒ．Ｏｐｉｎ．Ｇｅｎｅｔ．Ｄｅｖ
ｅｌｏｐ．（１９９３）３：１０２－１０９）。
【０２２２】
　多くのアデノウイルスベクターがまた、記載されてきた。宿主ゲノムに組込むレトロウ
イルスとは違い、アデノウイルスは、染色体外に存在し、それ故、挿入突然変異誘発に関
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連する危険性を最小化する（Ｈａｊ－ＡｈｍａｄおよびＧｒａｈａｍ，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．
（１９８６）５７：２６７－２７４；Ｂｅｔｔら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．（１９９３）６７：
５９１１－５９２１；Ｍｉｔｔｅｒｅｄｅｒら、Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ
（１９９４）５：７１７－７２９；Ｓｅｔｈら、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．（１９９４）６８：９
３３－９４０；Ｂａｒｒら、Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９９４）１：５１－５８；Ｂ
ｅｒｋｎｅｒ，Ｋ．Ｌ．ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（１９８８）６：６１６－６２９；
ならびにＲｉｃｈら、Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９９３）４：４６１－
４７６）。
【０２２３】
　さらに、種々のアデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベクター系が、遺伝子送達のために開発
されている。ＡＡＶベクターは、当該分野で周知の技術を使用して容易に構築され得る。
例えば、米国特許第５，１７３，４１４号および同第５，１３９，９４１号；国際公開第
ＷＯ９２／０１０７０号（１９９２年１月２３日に公開された）およびＷＯ９３／０３７
６９号（１９９３年３月４日に公開された）；Ｌｅｂｋｏｗｓｋｉら、Ｍｏｌｅｃ．Ｃｅ
ｌｌ．Ｂｉｏｌ．（１９８８）８：３９８８－３９９６；Ｖｉｎｃｅｎｔら、Ｖａｃｃｉ
ｎｅｓ　９０（１９９０）（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）；Ｃａｒｔｅｒ，Ｂ．Ｊ．Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９９２）３：５３３－５３９；Ｍｕｚｙｃｚｋａ，Ｎ．
Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｔｏｐｉｃｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．
（１９９２）１５８：９７－１２９；Ｋｏｔｉｎ，Ｒ．Ｍ．Ｈｕｍａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈ
ｅｒａｐｙ（１９９４）５：７９３－８０１；ＳｈｅｌｌｉｎｇおよびＳｍｉｔｈ，Ｇｅ
ｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ（１９９４）１：１６５－１６９；ならびにＺｈｏｕら、Ｊ．Ｅｘ
ｐ．Ｍｅｄ．（１９９４）１７９：１８６７－１８７５を参照のこと。
【０２２４】
　本発明のポリヌクレオチドを送達するために有用な別のベクター系は、Ｓｍａｌｌ，Ｊ
ｒ．，Ｐ．Ａ．ら（１９９７年１０月１４日に発行された米国特許第５，６７６，９５０
号）によって記載される、腸内投与される組換えポックスウイルスワクチンである。
【０２２５】
　目的の抗原をコードする核酸分子を送達するための用途が見出されるさらなるウイルス
ベクターとしては、ポックスファミリーのウイルス（ワクシニアウイルスおよび鳥類ポッ
クスウイルスを含む）に由来する抗原が挙げられる。例として、遺伝子を発現するワクシ
ニアウイルス組換体は、以下のように構築され得る。特定の合成ＨＩＶポリペプチドコー
ド配列をコードするＤＮＡは、適切なベクターにまず挿入され、その結果、このＤＮＡは
、ワクシニアプロモーターの近傍に存在し、そしてワクシニアＤＮＡ配列（例えば、チミ
ジンキナーゼ（ＴＫ）をコードする配列）に隣接する。このベクターは、次いで、ワクシ
ニアで同時に感染される細胞をトランスフェクトするために使用される。相同組換えは、
ワクシニアプロモーターおよび目的のコード配列をコードする遺伝子をウイルスゲノムに
挿入するように作用する。得られたＴＫ組換体は、細胞を５－ブロモデオキシウリジンの
存在下で培養し、そして５－ブロモデオキシウリジンに耐性のウイルスプラークを選び取
ることによって選択され得る。
【０２２６】
　あるいは、アビポックスウイルス（例えば、鶏痘ウイルスおよびカナリア痘ウイルス）
は、遺伝子を送達するためにもまた使用され得る。組換えアビポックスウイルス（哺乳動
物病原由来の免疫原を発現する）は、非鳥類種に投与される場合、保護免疫を付与するこ
とが公知である。アビポックスベクターの使用は、特に、ヒトおよび他の哺乳動物種にお
いて望ましい。なぜなら、アビポックス属のメンバーは、感受性の鳥類種においてのみ、
生産的に複製し得、従って、哺乳動物細胞では感染性ではない。組換えアビポックスウイ
ルスを産生するための方法は、当該分野で公知であり、そしてワクシニアウイルスの産生
に関して上記されるような遺伝的組換えを使用する。例えば、ＷＯ９１／１２８８２号；
ＷＯ８９／０３４２９号；およびＷＯ９２／０３５４５号を参照のこと。
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【０２２７】
　分子結合体ベクター（例えば、Ｍｉｃｈａｅｌら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９
３）２６８：６８６６－６８６９およびＷａｇｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９２）８９：６０９９－６１０３に記載される、アデノウイルス
キメラベクター）もまた、遺伝子送達のために使用され得る。
【０２２８】
　アルファウイルス属のメンバー（例えば、シンドビウイルス、セムリキ森林ウイルス、
およびベネズエラウマ脳髄膜炎ウイルス由来のベクターであるが、これらに限定されない
）はまた、本発明のポリヌクレオチドを（例えば、合成Ｇａｇ－ポリペプチドコード発現
カセット）送達するためのウイルスベクターとしての用途を見出す。本発明の方法の実施
のために有用なシンドビスウイルス由来ベクターの記載については、Ｄｕｂｅｎｓｋｙら
、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．（１９９６）７０：５０８－５１９；および国際公開第ＷＯ９５／０
７９９５号およびＷＯ９６／１７０７２号；ならびにＤｕｂｅｎｓｋｙ，Ｊｒ．，Ｔ．Ｗ
．ら、米国特許第５，８４３，７２３号（１９９８年１２月１日に発行された）、および
Ｄｕｂｅｎｓｋｙ，Ｊｒ．，Ｔ．Ｗ．，同第５，７８９，２４５号（１９９８年８月４日
に発行された）を参照のこと。好ましい発現系としては、真核生物層状（ｌａｙｅｒｅｄ
）ベクター開始系（例えば、米国特許第６，０１５，６８６号、同第５，８１４，４８２
号、同第６，０１５，６９４号、同第５，７８９，２４５号、ＥＰ１０２９０６８Ａ２号
、ＷＯ９９１８２２６Ａ２／Ａ３号、ＥＰ００９０７７４６Ａ２号、ＷＯ９７３８０８７
Ａ２号）が挙げられるがこれらに限定されない。
【０２２９】
　ワクシニアベースの感染／トランスフェクション系は、宿主細胞中で目的のコード配列
の誘導性の一過性の発現を提供するために便利に使用され得る。この系において、細胞は
、バクテリオファージＴ７　ＲＮＡポリメラーゼをコードするワクシニアウイルス組換体
を用いてインビトロでまず感染される。このポリメラーゼは、これがＴ７プロモーターを
保持するテンプレートだけを転写するという点で優れた特異性を示す。感染後、細胞は、
目的のポリヌクレオチドで感染され、このポリヌクレオチドは、Ｔ７プロモーターによっ
て駆動される。ワクシニアウイルス組換体から、細胞質において発現されるポリメラーゼ
は、トランスフェクトされたＤＮＡをＲＮＡに転写し、このＲＮＡは、次いで、宿主翻訳
機構によってタンパク質へと翻訳される。この方法は、多量のＲＮＡおよびその翻訳産物
の、高レベルな一過性の細胞質産生を提供する。例えば、Ｅｌｒｏｙ－Ｓｔｅｉｎおよび
Ｍｏｓｓ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９０）８７：６７４３
－６７４７；Ｆｕｅｒｓｔら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９８
６）８３：８１２２－８１２６を参照のこと。
【０２３０】
　ワクシニアウイルス組換体またはアビポックスウイルス組換体での感染あるいは他のウ
イルスベクターを使用する遺伝子の送達に対する、代替的アプローチとして、宿主細胞へ
の導入後に高レベルの発現を誘導する増幅系が、使用され得る。具体的には、Ｔ７　ＲＮ
Ａポリメラーゼについてのコード領域に先行するＴ７　ＲＮＡポリメラーゼプロモーター
が、遺伝子操作され得る。このテンプレート由来のＲＮＡの翻訳によって、Ｔ７　ＲＮＡ
ポリメラーゼが産生され、このＴ７　ＲＮＡポリメラーゼが、次いで、テンプレートをよ
り転写する。同時に、Ｔ７プロモーターの制御下で発現されるｃＤＮＡが存在する。従っ
て、増幅テンプレートＲＮＡの翻訳から産生されるＴ７　ＲＮＡポリメラーゼのいくらか
は、所望の遺伝子の転写を導く。いくらかのＴ７　ＲＮＡポリメラーゼが、増幅を開始す
るために必要とされるので、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼは、テンプレートと共に細胞中に
導入され、転写反応を開始し得る。このポリメラーゼは、タンパク質として、またはＲＮ
Ａポリメラーゼをコードするプラスミド上に導入され得る。Ｔ７系および細胞を形質転換
するためのこれらの用途のさらなる考察については、例えば、国際公開第ＷＯ９４／２６
９１１号；ＳｔｕｄｉｅｒおよびＭｏｆｆａｔｔ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（１９８６）
１８９：１１３－１３０；ＤｅｎｇおｙびＷｏｌｆｆ，Ｇｅｎｅ（１９９４）１４３：２
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４５－２４９；Ｇａｏら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．（
１９９４）２００：１２０１－１２０６；ＧａｏおよびＨｕａｎｇ，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓ．（１９９３）２１：２８６７－２８７２；Ｃｈｅｎら、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　
Ｒｅｓ．（１９９４）２２：２１１４－２１２０；ならびに米国特許第５，１３５，８５
５号を参照のこと。
【０２３１】
　本発明の発現カセットの送達はまた、ＣＭＶ由来のエレメントを含む真核生物発現ベク
ターを使用して達成され得、このようなベクターとしては、以下：ｐＣＭＶＫｍ２、ｐＣ
ＭＶ－ｌｉｎｋ　ｐＣＭＶＰＬＥｄｈｆｒ、およびｐＣＭＶ６ａ（全て上記される）が挙
げられるがこれらに限定されない。
【０２３２】
　目的の合成発現カセットはまた、ウイルスベクターなしに送達され得る。例えば、合成
発現カセットは、被験体または被験体由来の細胞へと送達される前に、リポソーム中にパ
ッケージングされ得る。脂質カプセル化は、一般的に、リポソームを使用して達成され得
、このリポソームは、核酸を安定に結合または閉じ込め、そして保持し得る。濃縮ＤＮＡ
の脂質調製物に対する比は、変化し得るが、一般的に、約１：１（ｍｇ　ＤＮＡ：μモル
脂質）であるか、または脂質がより多い。核酸の送達のためのキャリアとしてのリポソー
ムの使用の概説については、ＨｕｇおよびＳｌｅｉｇｈｔ，Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈ
ｙｓ．Ａｃｔａ．（１９９１）１０９７：１－１７；Ｓｔｒａｕｂｉｎｇｅｒら、Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ（１９８３），第１０１巻，５１２頁～５２７頁
を参照のこと。
【０２３３】
　本発明における使用のためのリポソーム調製物としては、カチオン性（正に荷電した）
調製物、アニオン性（負に荷電した）調製物、および中性調製物が挙げられ、カチオン性
リポソームが特に好ましい。カチオン性リポソームは、プラスミドＤＮＡ（Ｆｅｌｇｎｅ
ｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９８７）８４：７４１３－７
４１６）；ｍＲＮＡ（Ｍａｌｏｎｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
（１９８９）８６：６０７７－６０８１）；および機能的形態の精製された転写因子（Ｄ
ｅｂｓら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９９０）２６５：１０１８９－１０１９２）の
細胞内送達を媒介することが示されている。
【０２３４】
　カチオン性リポソームは、容易に入手できる。例えば、Ｎ［１－２，３－ジオレイルオ
キシ）プロピル］－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリエチルアンモニウム（ＤＯＴＭＡ）リポソームは、
ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ，Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹから、Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎの商
標名で入手可能である（Ｆｅｌｇｎｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ（１９８７）８４：７４１３－７４１６もまた参照のこと)。他の市販の脂質として
は、（ＤＤＡＢ／ＤＯＰＥ）およびＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＥ（Ｂｏｅｒｈｉｎｇｅｒ）が挙
げられる。他のカチオン性リポソームは、当該分野で周知の技術を使用して、容易に入手
可能な材料から調製され得る。例えば、Ｓｚｏｋａら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９７８）７５：４１９４－４１９８；ＤＯＴＡＰ（１，２－ビス（オ
レオイルオキシ）－３－（トリメチルアンモニオ）プロパン）リポソームの合成の記載に
ついては、ＰＣＴ公開第ＷＯ９０／１１０９２号を参照のこと。
【０２３５】
　同様に、アニオン性リポソームおよび中性リポソームは、例えば、Ａｖａｎｔｉ　Ｐｏ
ｌａｒ　Ｌｉｐｉｄｓ（Ｂｉｒｍｉｎｇｈａｍ，ＡＬ）から容易に入手可能であるか、ま
たは容易に入手可能な材料を使用して容易に調製され得る。このような材料としては、と
りわけ、ホスファチジルコリン、コレステロール、ホスファチジルエタノールアミン、ジ
オレイルホスファチジルコリン（ＤＯＰＣ）、ジオレイルホスファチジルグリセロール（
ＤＯＰＧ）、ジオレイルホスファチジルエタノールアミン（ＤＯＰＥ）が挙げられる。こ
れらの材料はまた、ＤＯＴＭＡ出発材料およびＤＯＴＡＰ出発材料と適切な比で混合され
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得る。これらの材料を使用してリポソームを作製する方法は、当該分野で周知である。
【０２３６】
　リポソームは、多層小胞（ＭＬＶ）、小さな単層小胞（ＳＵＶ）、または大きな単層小
胞（ＬＵＶ）を含み得る。種々のリポソーム－核酸複合体は、当該分野で公知の方法を使
用して調製される。例えば、Ｓｔｒａｕｂｉｎｇｅｒら、ＭＥＴＨＯＤＳ　ＯＦ　ＩＭＭ
ＵＮＯＬＯＧＹ（１９８３），第１０１巻，５１２頁～５２７頁；Ｓｚｏｋａら、Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９７８）７５：４１９４－４１９８；Ｐａ
ｐａｈａｄｊｏｐｏｕｌｏｓら、Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ（１９７５
）３９４：４８３；Ｗｉｌｓｏｎら、Ｃｅｌｌ（１９７９）１７：７７）；Ｄｅａｍｅｒ
およびＢａｎｇｈａｍ，Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ（１９７６）４４３
：６２９；Ｏｓｔｒｏら、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．（
１９７７）７６：８３６；Ｆｒａｌｅｙら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ，Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ（１９７９）７６：３３４８）；ＥｎｏｃｈおよびＳｔｒｉｔｔｍａｔｔｅｒ，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９７９）７６：１４５）；Ｆｒａｌｅｙ
ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９８０）２５５：１０４３１；ＳｚｏｋａおよびＰａ
ｐａｈａｄｊｏｐｏｕｌｏｓ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９７
８）７５：１４５；ならびにＳｃｈａｅｆｅｒ－Ｒｉｄｄｅｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９
８２）２１５：１６６を参照のこと。
【０２３７】
　ＤＮＡおよび／またはタンパク質抗原はまた、Ｐａｐａｈａｄｊｏｐｏｕｌｏｓら、Ｂ
ｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ．（１９７５）３９４：４８３－４９１によっ
て記載されるものに類似する渦巻型脂質組成物で送達され得る。米国特許第４，６６３，
１６１号および同第４，８７１，４８８号もまた参照のこと。
【０２３８】
　目的の合成発現カセットはまた、粒子状キャリアに被包され得るか、それに吸着され得
るか、またはそれと結合され得る。このようなキャリアは、複数コピーの選択された抗原
を免疫系に示し、局所的なリンパ節中で、抗原の捕捉および保持を促進する。粒子は、マ
クロファージによって食作用され得、そしてサイトカイン放出を介して抗原提示を強化し
得る。粒子状キャリアの例としては、ポリメタクリル酸メチルポリマーに由来するキャリ
アならびにポリ（ラクチド）およびポリ（ラクチド－コ－グリコリド）（ＰＬＧとして公
知）に由来する微粒子が挙げられる。例えば、Ｊｅｆｆｅｒｙら、Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．
（１９９３）１０：３６２－３６８；ＭｃＧｅｅ　ＪＰら、Ｊ　Ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓ
ｕｌ．１４（２）：１９７－２１０，１９９７；Ｏ’Ｈａｇａｎ　ＤＴら、Ｖａｃｃｉｎ
ｅ　１１（２）：１４９－５４，１９９３を参照のこと。適切な微粒子はまた、荷電界面
活性剤（例えば、アニオン性界面活性剤またはカチオン性界面活性剤）の存在下で製造さ
れ、正味の負電荷または正味の正電荷を有する表面を有する巨大粒子を得ることができる
。例えば、アニオン性界面活性剤（例えば、ヘキサデシルトリメチルアンモニウムブロミ
ド（ＣＴＡＢ）を用いて製造された巨大粒子（すなわち、ＣＴＡＢ－ＰＬＧ巨大粒子））
は、例えばＤＮＡのような負に荷電した巨大粒子を吸着する。（例えば、国際出願番号Ｐ
ＣＴ／ＵＳ９９／１７３０８を参照のこと）。
【０２３９】
　さらに、他の粒子状系およびポリマーは、目的の遺伝子のインビボまたはエキソビボで
の送達のために使用され得る。例えば、ポリマー（例えば、ポリリジン、ポリアルギニン
、ポリオルニチン、スペルミン、スペルミジン、およびこれらの分子の結合体）は、目的
の核酸を移入するために有用である。同様に、ＤＥＡＥデキストラン媒介性トランスフェ
クション、リン酸カルシウム沈殿、他の不溶性無機酸塩（例えば、リン酸ストロンチウム
、ケイ酸アルミニウム（ベントナイトおよびカオリンを含む）、酸化クロム、ケイ酸マグ
ネシウム、タルクなどを使用する沈殿）は、本方法に関する用途を見出す。遺伝子移入に
有用な送達系の概説については、例えば、Ｆｅｌｇｎｅｒ，Ｐ．Ｌ．，Ａｄｖａｎｃｅｄ
　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｒｅｖｉｅｗｓ（１９９０）５：１６３－１８７を参照
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のこと。ペプトイド（１９９８年１１月３日に発行された、Ｚｕｃｋｅｒｍａｎ，Ｒ．Ｎ
．ら、米国特許第５，８３１，００５号）もまた、本発明の構築物の送達のために使用さ
れ得る。
【０２４０】
　さらに、粒子状キャリア（例えば、金およびタングステン）を使用する遺伝子銃を使用
する（ｂｉｏｌｉｓｔｉｃ）送達系は、本発明の合成発現カセットを送達するために特に
有用である。粒子は、送達されるべき合成発現カセットでコーティングされ、「遺伝子銃
」からのガンパワー放電を使用して、一般的に還元雰囲気下で高速度まで加速される。従
って、このような技術の記載および有用な装置については、例えば、米国特許第４，９４
５，０５０号；同第５，０３６，００６号；同第５，１００，７９２号；同第５，１７９
，０２２号；同第５，３７１，０１５号；および同第５，４７８，７４４号を参照のこと
。また、針無し注射系も使用され得る（Ｄａｖｉｓ，Ｈ．Ｌ．ら、Ｖａｃｃｉｎｅ　１２
：１５０３－１５０９，１９９４；Ｂｉｏｊｅｃｔ，Ｉｎｃ．，Ｐｏｒｔｌａｎｄ，ＯＲ
）。
【０２４１】
　本発明の合成発現カセットを保有する組換えベクターは、脊椎動物被験体への送達のた
めの組成物中に処方される。これらの組成物は、予防的（感染を予防するため）または治
療的（感染後に疾患を治療するため）のいずれかであり得る。この組成物は、「治療有効
量」の目的の遺伝子を含み、それによって、ある量の抗原がインビボで産生され、その結
果、免疫応答が抗原が投与される個体中で惹起される。正確な必要量は、他の因子の中で
も、処置される被験体；処置される被験体の年齢および一般的状態；抗体を合成する被験
体の能力；所望される保護の程度；処置される状態の重篤度；選択された特定の抗原およ
びその投与様式、に依存して変化する。適切な有効量は、当業者によって容易に決定され
得る。従って、「治療有効量」は、慣用的な試行によって決定され得る、比較的広い範囲
に入る。
【０２４２】
　組成物は、一般的に、１つ以上の「薬学的に受容可能な賦形剤またはビヒクル」（例え
ば、水、生理的食塩水、グリセロール、ポリエチレングリコール、ヒアルロン酸、エタノ
ールなど）を含む。さらに、補助物質（例えば、湿潤剤または乳化剤、ｐＨ緩衝物質など
）は、このようなビヒクル中に存在し得る。核酸の取り込みおよび／または発現の特定の
促進剤（例えば、ブピバカイン、心臓毒およびスクロースが挙げられるがこれらに限定さ
れない）はまた、組成物中に含まれ得るかまたは同時投与され得る。
【０２４３】
　一旦処方されると、本発明の処方物は、（例えば、上記されるように）被験体に直接投
与され得るか、あるいは、例えば、上記される方法を使用して、被験体に由来する細胞に
エキソビボで送達され得る。例えば、エキソビボ送達および形質転換された細胞を被験体
に再移植するための方法は、当該分野で公知であり、そしてこれには、例えば、デキスト
ラン媒介性トランスフェクション、リン酸カルシウム沈殿、ポリブレン媒介性トランスフ
ェクション、リポフェクタミン媒介性トランスフェクションおよびＬＴ－１媒介性トラン
スフェクション、プロトプラスト融合、エレクトロポレーション、ポリヌクレオチド（対
応する抗原を含むかまたは含まない）のリポソーム中での被包化、ならびにＤＮＡの核へ
の直接的微量注入が挙げられ得る。
【０２４４】
　合成発現カセット組成物のインビボでの直接の送達は、一般的に、上記されるように、
ウイルスベクターを使用してかまたは使用せずに、従来のシリンジまたは遺伝子銃（例え
ば、Ａｃｃｅｌｌ（登録商標）遺伝子送達系（ＰｏｗｄｅｒＪｅｃｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｏｘｆｏｒｄ，Ｅｎｇｌａｎｄ））のいずれかを使用する注射によ
って達成される。この構築物は、皮下的、表皮的、皮内的、粘膜内的（例えば、鼻内的、
直腸的および膣的）、腹腔内的、静脈内的、経口的または筋内的のいずれかで注射され得
る。ＤＮＡの表皮細胞への送達は、特に好ましい。なぜならこの投与様式は、皮膚関連リ
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ンパ細胞への接近を提供し、そしてレシピエントにおけるＤＮＡの一過性の存在を提供す
るからである。投与の他の様式としては、経口投与および肺投与、坐剤、針無し注射、経
皮的（ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ）適用および経皮的（ｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌ）適
用が挙げられる。投薬処置は、単一用量スケジュールまたは複数用量スケジュールであり
得る。核酸の投与は、ペプチドまたは他の物質の投与ともまた組み合わされ得る。
【０２４５】
　例示的な免疫原性研究は、実施例４、５、６、９、１０、１１、および１２において示
される。
【０２４６】
　（２．４．２　本発明の合成発現カセットのエキソビボ送達）
　１つの実施形態において、Ｔ細胞および関連する細胞型（抗原提示細胞（例えば、マク
ロファージ、単球、リンパ球、樹状細胞、Ｂ細胞、Ｔ細胞、幹細胞、およびこれらの前駆
細胞を含むがこれらに限定されない）は、本発明の合成発現カセットのエキソビボ送達に
使用され得る。Ｔ細胞は、当業者に公知の種々の手順によって、末梢血リンパ球（ＰＢＬ
）から単離され得る。例えば、Ｔ細胞集団は、ＰＢＬの集団からアクセサリー細胞および
Ｂ細胞を除去することによって「富化」され得る。特に、Ｔ細胞富化は、抗ＭＨＣクラス
ＩＩモノクローナル抗体を使用する非Ｔ細胞の除去によって達成され得る。同様に、他の
抗体は、非Ｔ細胞の特定の集団を枯渇させるために使用され得る。例えば、抗Ｉｇ抗体分
子は、Ｂ細胞を枯渇させるために使用され得、そして抗ＭａｃＩ抗体分子は、マクロファ
ージを枯渇させるために使用され得る。
【０２４７】
　Ｔ細胞は、当業者に公知の技術によって多くの異なる部分集団にさらに分画され得る。
２つの主要な部分集団は、これらの細胞表面マーカーＣＤ４およびＣＤ８の差示的な発現
に基づいて、単離され得る。例えば、上記のようなＴ細胞の富化の後、ＣＤ４＋細胞は、
ＣＤ４に特異的な抗体を使用して富化され得る（Ｃｏｌｉｇａｎら（上述）を参照のこと
）。抗体は、磁気ビーズのような固体支持体と結合され得る。逆に、ＣＤ８＋細胞は、Ｃ
Ｄ４に特異的な抗体（ＣＤ４＋細胞を除去するため）の使用によって濃縮され得るか、ま
たは固体支持体に結合されたＣＤ８抗体の使用によって単離され得る。ＨＩＶ－１感染患
者由来のＣＤ４リンパ球は、Ｗｉｌｓｏｎら、（１９９５）Ｊ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．
１７２：８８によって記載される形質導入の前または後に、エキソビボで増殖され得る。
【０２４８】
　Ｔ細胞の精製の後、当業者に公知の種々の遺伝的改変の方法は、本明細書中に記載され
るように構築された、非ウイルスベースの遺伝子移送ベクターまたはウイルスベースの遺
伝子移入ベクターを使用して実施され得る。例えば、１つのこのようなアプローチは、ベ
クター産生細胞に由来する培養物のベクター含有上清を用いて精製されたＴ細胞の導入を
包含する。第２のアプローチは、精製されたＴ細胞との、照射された単層のベクター産生
細胞の同時培養を包含する。第３のアプローチは、類似する同時培養アプローチを含むが
、精製されたＴ細胞は、種々のサイトカインで前刺激され、そして照射されたベクター産
生細胞との同時培養の前に４８時間培養される。このような導入の前の前刺激は、効率的
な遺伝子移入を増大させる（Ｎｏｌｔａら、（１９９２）Ｅｘｐ．Ｈｅｍａｔｏｌ．２０
：１０６５）。増殖のためのこれらの培養物の刺激はまた、患者への再注入のための細胞
集団の増加を提供する。同時培養の後、Ｔ細胞は、ベクター産生細胞単層から回収され、
増殖され、そして液体窒素で凍結される。
【０２４９】
　遺伝子移入ベクター（本発明の１つ以上の合成発現カセット（単離されたＴ細胞への送
達のための適切な制御エレメントを伴う）を含む）は、公知の方法を使用して、そして本
明細書の指針に従って、構築され得る。
【０２５０】
　選択マーカーはまた、遺伝子移入ベクターの構築において使用され得る。例えば、遺伝
子移入ベクターで形質導入された哺乳動物細胞に、細胞傷害性剤に対する耐性を与えるマ
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ーカーが、使用され得る。細胞傷害性剤は、ネオマイシン、アミノ配糖体、テトラサイク
リン、クロラムフェニコール、スルホンアミド、アクチノマイシン、ネトロプシン、ジス
タマイシンＡ、アントラサイクリン、またはピラジンアミドであり得るが、これらに限定
されない。例えば、ネオマイシンホスホトランスフェラーゼＩＩは、ネオマイシンアナロ
グであるゲネチシン（Ｇ４１８）に対する耐性を付与する。
【０２５１】
　Ｔ細胞はまた、少なくとも１種類の増殖因子を含有する培地において維持され得、その
後選択される。種々の増殖因子は、当該分野で公知であり、これらは特定の細胞型の増殖
を維持する。このような増殖因子の例は、サイトカインマイトジェン（例えば、ｒＩＬ－
２、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、およびＩＬ－１５）であり、これらは、リンパ球の増殖お
よび活性化を促進する。特定の細胞型は、ホルモン（ヒト絨毛性ゴナドトロピン（ｈＣＧ
）およびヒト成長ホルモンを含む）のような他の増殖因子によって刺激される。特定の細
胞集団に対する適切な増殖因子の選択は、当業者によって容易に達成される。
【０２５２】
　例えば、白血球（例えば、分化した前駆細胞および幹細胞）は、種々の増殖因子によっ
て刺激される。より具体的には、活性化ＴＨおよび活性化マクロファージによって産生さ
れる、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－９、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｍ－ＣＳＦ
、およびＧ－ＣＳＦは、骨髄性幹細胞を刺激し、この骨髄性幹細胞は、次いで、多能性幹
細胞、顆粒球－単球前駆細胞、好酸球前駆細胞、好塩基球前駆細胞、骨髄巨核球、および
赤血球前駆細胞に分化する。分化は、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－３、ＩＬ－６、ＩＬ－１１、
およびＥＰＯのような増殖因子によって調節される。
【０２５３】
　多能性幹細胞は、次いで、リンパ球幹細胞、骨髄間質細胞、Ｔ細胞前駆細胞、Ｂ細胞前
駆細胞、胸腺細胞、ＴＨ細胞、ＴＣ細胞、およびＢ細胞に分化する。この分化は、ＩＬ－
３、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｍ－ＣＳＦ、Ｇ－ＣＳＦ、ＩＬ－２
、およびＩＬ－５のような増殖因子によって調節される。
【０２５４】
　顆粒球－単球前駆細胞は、単球、マクロファージ、および好中球に分化する。このよう
な分化は、増殖因子であるＧＭ－ＣＳＦ、Ｍ－ＣＳＦ、およびＩＬ－８によって調節され
る。好酸球前駆細胞は、好酸球に分化する。このプロセスは、ＧＭ－ＣＳＦおよびＩＬ－
５によって調節される。
【０２５５】
　好塩基球前駆細胞の肥満細胞および好塩基球への分化は、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－４、お
よびＩＬ－９によって調節される。骨髄巨核球は、ＧＭ－ＣＳＦ、ＥＰＯ、およびＩＬ－
６に応答して、血小板を産生する。赤血球前駆細胞は、ＥＰＯに応答して赤血球に分化す
る。
【０２５６】
　従って、ＣＤ－３結合因子による活性化の間、Ｔ細胞はまた、マイトジェン（例えば、
ＩＬ－２のようなサイトカイン）と接触され得る。特に好ましい実施形態において、ＩＬ
－２は、約５０～１００μｇ／ｍｌの濃度でＴ細胞の集団に添加される。ＣＤ－３結合因
子を用いる活性化を、２～４日間実施し得る。
【０２５７】
　いったん適切に活性化されると、Ｔ細胞へのベクターのトランスフェクションを可能に
する条件下で、Ｔ細胞を適切な遺伝子移入ベクターと接触させることによって、Ｔ細胞は
遺伝的に改変される。Ｔ細胞集団の細胞密度が約０．１×１０６と５×１０６との間、好
ましくは約０．５×１０６と２×１０６との間である場合、遺伝的改変が実施される。多
くの適切なウイルスベースおよび非ウイルスベースの遺伝子移入ベクターが、本明細書中
で使用について記載されている。
【０２５８】
　形質導入後に公知の技術を用いて、形質導入細胞を、非形質導入細胞から選択する。例
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えば、形質導入に用いられる遺伝子移入ベクターが細胞傷害性剤に対する耐性を付与する
選択マーカーを含む場合、細胞は適切な細胞傷害性剤に接触され得、これにより非形質導
入細胞は、形質導入細胞から陰性に選択され得る。選択マーカーが細胞表面マーカーであ
る場合、細胞は特定の細胞表面マーカーに特異的な結合因子と接触され得、これにより、
形質導入された細胞は、この集団から陽性に選択され得る。この選択工程はまた、蛍光活
性化細胞分類（ＦＡＣＳ）技術を包含し得（例えば、ＦＡＣＳが使用され、特定の細胞表
面マーカーを含む集団から細胞を選択する場合）、またはこの選択工程は、標的細胞捕捉
および／またはバックグラウンド除去のための回収可能な支持体としての、磁気的に応答
性の粒子の使用を包含し得る。
【０２５９】
　より好ましくは、形質導入細胞の陽性選択を、ＦＡＣＳセルソーター（例えば、ＦＡＣ
ＳＶａｎｔａｇｅＴＭ　Ｃｅｌｌ　Ｓｏｒｔｅｒ、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　
Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）を用いて
実施して、選択可能な細胞表面マーカーを発現する形質導入された細胞を分類および回収
し得る。形質導入に続いて、細胞を、特定の細胞表面マーカーに対する蛍光標識抗体分子
で染色する。それぞれの細胞に結合した抗体の量を、細胞を含有する液滴にセルソーター
を通過させることによって測定し得る。染色された細胞を含む液滴に電磁気的電荷を与え
ることによって、形質導入細胞を他の細胞から分離し得る。次いで、陽性に選択された細
胞を、滅菌回収容器内に回収する。これらの細胞分類手順を、例えば、ＦＡＣＳＶａｎｔ
ａｇｅＴＭ　Ｔｒａｉｎｉｎｇ　Ｍａｎｕａｌ（項３－１１～３－２８および１０－１～
１０－１７を特に参照する）に詳細に記載する。
【０２６０】
　形質導入細胞の陽性選択はまた、発現または特定の細胞表面マーカーに基づく細胞の磁
気的分離を用いて実施され得る。このような分離技術において、陽性に選択される細胞は
、まず特異的結合因子（例えば、細胞表面マーカーと特異的に相互作用する抗体または試
薬）と接触される。次いで、細胞は、回収可能な粒子（例えば、磁気的に応答性の粒子）
と接触される。この粒子は、（陽性細胞に結合した）特異的結合因子と結合する試薬と結
合されている。次いで、細胞結合因子－粒子複合体を、非標識細胞と物理的に分離し得る
（例えば、磁場を用いて）。磁気的に応答性の粒子を用いる場合、標識細胞は、磁場を用
いて容器内に保持され得る一方、陰性細胞は除去される。これらおよび類似の分離手順は
、当業者に公知である。
【０２６１】
　選択された形質導入細胞におけるベクターの発現を、当業者に公知の多くのアッセイに
よって評価し得る。例えば、ウエスタンブロット分析またはノーザン分析を、目的の挿入
ヌクレオチド配列の特性に依存して使用し得る。いったん発現が確立され、そして形質導
入されたＴ細胞が選択された合成発現カセットの存在について試験されると、末梢血流を
介した患者への注入の準備ができる。
【０２６２】
　本発明は、初代哺乳動物細胞のエキソビボ集団の遺伝的改変のためのキットを含む。こ
のキットは代表的に、１以上の容器に含まれる少なくとも１つの選択マーカーおよび少な
くとも１つの合成発現カセットをコードする遺伝子移入ベクター、付属の試薬またはハー
ドウェア、およびキットの使用についての取扱説明書を含む。
【０２６３】
　（２．４．３．さらなる送達レジメン）
　本明細書中に記載される任意のポリヌクレオチド（例えば、発現カセット）またはポリ
ペプチド（上記のいずれかの方法によって送達される）はまた、他のＤＮＡ送達系および
／またはタンパク質送達系と組み合わせて使用され得る。非限定的な例としては、これら
の分子の同時投与（例えば、１以上の分子が「プライム」工程で送達され、その後１以上
の分子が「ブースト」工程によって送達される、プライム－ブースト法）が挙げられる。
特定の実施形態において、１以上の核酸含有組成物の送達の後に、１以上の核酸含有組成
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物および／または１以上のポリペプチド含有組成物（例えば、ＨＩＶ抗原を含むポリペプ
チド）が送達される。他の実施形態において、（同じかまたは異なる核酸分子の）複数の
核酸「プライマー」の後に、（同じかまたは異なるポリペプチドの）複数のポリペプチド
「ブースト」が送達され得る。他の例としては、複数の核酸投与および複数のポリペプチ
ド投与が挙げられる。
【０２６４】
　同時投与を含む任意の方法において、種々の組成物は、任意の順序で送達され得る。従
って、複数の異なる組成物または分子の送達を含む実施形態において、これらの核酸は、
ポリペプチドよりも前に全てが送達される必要はない。例えば、プライミング工程は、１
つ以上のポリペプチドの送達を含み得、そしてブースト工程は、１つ以上の核酸および／
または１つ以上のポリペプチドの送達を含む。複数のポリペプチドが投与され、その後、
複数の核酸が投与され得るか、またはポリペプチドおよび核酸の投与が任意の順序で実施
され得る。本明細書中に記載される任意の実施形態において、核酸分子は、ポリペプチド
の全てまたはいくつかをコードし得るか、あるいは全くコードしなくてもよい。従って、
本明細書中に記載される１つ以上の核酸分子（例えば、発現カセット）および／または本
明細書中に記載される１つ以上のポリペプチドは、任意の順序で、かつ任意の投与経路で
同時投与され得る。従って、本明細書中に記載されるポリヌクレオチドおよび／またはポ
リペプチドの任意の組み合わせが、免疫反応を誘発するために使用され得る。
【０２６５】
　（３．０　改善されたＨＩＶ－１　Ｇａｇ発現カセットおよびＰｏｌ発現カセット）
　いずれの特定のモデルにも理論にも仮説にも拘束されることを望まないが、以下の情報
は、本発明のより完全な理解を提供するために示される。
【０２６６】
　世界保健機構（ＷＨＯ）は、ＨＩＶ－１に感染した世界中の人の数が、３６１０万人を
超えると概算した。従って、安全かつ有効なＨＩＶワクチンの開発が、現時点で不可欠で
ある。最近の研究により、感染患者においてＨＩＶ－１複製を制御することにおけるＣＴ
Ｌの重要性が実証された。さらに、複数のＨＩＶ抗原とのＣＴＬ反応性は、ウイルス複製
の有効な制御に必要である。本発明を支持して実施された実験は、中和抗体の誘導のため
のＥｎｖに加えて、ＨＩＶ－１　ＧａｇおよびＰｏｌをワクチンに含めることが有用であ
ることを示唆する。
【０２６７】
　ＨＩＶ－１ワクチン候補の効力を増大させるため、Ｇａｇ単独またはＧａｇ＋Ｐｏｌの
いずれかについて、コドン改変されたＧａｇ発現カセットおよびＰｏｌ発現カセットを設
計した。発現および効力における潜在的な差異を評価するために、これらの構築物の発現
を分析し、そして免疫原性研究をマウスにおいて実施した。
【０２６８】
　ＧａｇおよびＰｏｌをコードするいくつかの発現カセットを設計した。このカセットと
しては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：Ｇａｇプロテアーゼ、フレームシ
フトしたＧａｇＰｏｌΔインテグラーゼ（ｇａｇＦＳｐｏｌ）およびインフレームのＧａ
ｇＰｏｌΔインテグラーゼ（ｇａｇｐｏｌ）。減弱（Ａｔｔ）または非機能的プロテアー
ゼ（Ｉｎａ）を有する、インフレームのＧａｇＰｏｌΔインテグラーゼのバージョンもま
た設計した。これらの核酸配列を、高度に発現されるヒト遺伝子のコドン用法に対応する
ようにコドン改変した。マウスを滴定したＤＮＡ用量で免疫し、そして体液性免疫応答お
よび細胞性免疫応答をＥＬＩＳＡおよび細胞内サイトカイン染色によって評価した（実施
例１０）。
【０２６９】
　マウスにおける免疫応答は、インビトロでの相対的発現レベルと相関することが観察さ
れている。アカゲザルにおけるワクチン研究は、インビボでの免疫応答および発現レベル
をさらに扱う。
【０２７０】
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　（４．０　ＨＩＶに対する強力な中和抗体および細胞性免疫応答の誘導のための増強さ
れたワクチン技術）
　いずれの特定のモデルにも理論にも仮説にも拘束されることを望まないが、以下の情報
は、本発明のより完全な理解を提供するために示される。
【０２７１】
　ＨＩＶ感染に対する保護は、おそらく、ウイルスチャレンジに曝露された、ワクチン接
種された個体中に予め存在する、強力かつ広く反応性の中和抗体を必要とする。細胞性免
疫応答は、感染した個体におけるウイルス血症を制御するために所望されるが、感染に対
する保護は、これらの応答の誘導に排他的に依存するワクチンアプローチについては実証
されていない。この理由のために、本発明を支持して実施された実験は、初代ＨＩＶ単離
体（例えば、Ｒ５サブタイプＢ（ＨＩＶ－１ＳＦ１６２）株およびサブタイプＣ（ＨＩＶ
－１ＴＶＩ）株）由来の新規Ｖ欠失エンベロープ抗原を使用する、プライム－ブーストア
プローチを使用する。これらの抗原を、増強されたＤＮＡ［ポリアクチド（ｐｏｌｙａｃ
ｔｉｄｅ）ｃｏ－グリコリド（ＰＬＧ）微粒子処方物もしくはエレクトロポレーション］
またはアルファウイルスレプリコン粒子ベースのワクチンアプローチ、その後のＭＦ５９
アジュバント中のＥｎｖタンパク質でのブースター免疫によって送達した。電気的透過化
による、プラスミドにコードされた遺伝子のインビボの効果的な発現が記載されている（
例えば、Ｚｕｃｃｈｅｌｌｉら（２０００）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７４：１１５９８－１１６
０７；Ｂａｎｇａら（１９９８）Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１０：４０８－
４１２；Ｈｅｌｌｅｒら（１９９６）Ｆｅｂｓ　Ｌｅｔｔ．３８９：２２５－２２８；Ｍ
ａｔｈｉｅｓｅｎら、（１９９９）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．４：５０８－５１４；Ｍｉｒら
（１９９９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８：４２６２－４２６
７；Ｎｉｓｈｉら（１９９６）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５：１０５０－１０５５を参照の
こと）。ＳＦ１２６株由来のネイティブおよびＶ欠失の両方のモノマー性形態（ｇｐ１２
０）およびオリゴマー性形態（ｏ－ｇｐ１４０）のタンパク質を、ブースターとして試験
した。全てのタンパク質調製物を高度に精製し、そして生物物理学的方法論および免疫化
学的方法論によって広範に特徴付けた。ウサギおよび霊長類の免疫原性研究の結果は、中
和抗体応答は、親の非Ｖ２欠失ＳＦ１６２ウイルスに対して構成的に誘導され得るが、異
種ＨＩＶ株に対する応答の誘導は、この免疫原のＶ２ループの欠失によって改善されたこ
とを示した。さらに、これらのプライム－ブーストワクチンレジメンを使用して、強力な
ＨＩＶ抗原特異的ＣＤ４＋Ｔ細胞応答およびＣＤ８＋Ｔ細胞応答もまた実証した。
【０２７２】
　これらの知見に基づいて、Ｖ２欠失エンベロープＤＮＡおよびタンパク質のワクチンを
、臨床的評価に進めるために選択した。免疫と類似のアプローチを、例えば、対応するＨ
ＩＶ由来ポリペプチドブーストまたは異種のＨＩＶ由来ポリペプチドブーストと組み合わ
せて本発明の合成ＨＩＶポリヌクレオチドを使用する核酸免疫を用いて、使用し得る。
【０２７３】
　本発明のこの局面の１実施形態を、以下に一般的に記載し得る。抗原を、ワクチン組成
物のために選択する。Ｅｎｖポリペプチドを、代表的に、免疫応答を誘導するために使用
される第一の抗原性組成物において使用する。さらに、Ｇａｇポリペプチドを、代表的に
、免疫応答を誘導するために使用される第二の抗原性組成物において使用する。この第二
の抗原性組成物は、ＨＩＶ由来のポリペプチド配列（Ｐｏｌ配列、Ｔａｔ配列、Ｒｅｖ配
列、Ｎｅｆ配列、Ｖｉｆ配列、Ｖｐｒ配列および／またはＶｐｕ配列を含むが、これらに
限定されない）をさらに含み得る。ＤＮＡプライムワクチン接種を、代表的に、第一およ
び第二の抗原性組成物を用いて実施する。１以上の抗原性組成物を用いるさらなるＤＮＡ
ワクチン接種もまた、選択された時間間隔で含まれ得る。このプライムの後に、代表的に
、少なくとも１回のブーストが行われる。このブーストとしては、例えば、アジュバント
化（ａｄｊｕｖａｎｔ）したＨＩＶ由来のポリペプチド（例えば、ＤＮＡワクチン接種の
ために使用されるＤＮＡに対応する）、ウイルスベクターによってコードされる、ＨＩＶ
由来ポリペプチド（例えば、ＤＮＡワクチン接種のために使用されるＤＮＡに対応する）
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のコード配列、さらなるワクチン接種および／または上記の組み合わせが挙げられ得る。
１実施形態において、ＤＮＡプライムは、第一の抗原性組成物（例えば、エンベロープポ
リペプチドをコードするＤＮＡ構築物）および第二の抗原性組成物（例えば、Ｇａｇポリ
ペプチド、Ｐｏｌポリペプチド、Ｔａｔポリペプチド、ＮｅｆポリペプチドおよびＲｅｖ
ポリペプチドをコードするＤＮＡ構築物）と共に投与される。プライムにおいて使用する
ためのＤＮＡ構築物は、例えば、ポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチドに作動
可能に連結されたＣＭＶプロモーターを含み得る。このＤＮＡプライムの後に、ブースト
（例えば、アジュバント化したエンベロープポリペプチドブーストおよびウイルスベクタ
ーブースト（ここで、このウイルスベクターは、例えば、Ｇａｇポリペプチド、Ｐｏｌポ
リペプチド、Ｔａｔポリペプチド、ＮｅｆポリペプチドおよびＲｅｖポリペプチドをコー
ドする））が行われる。あるいは（またはさらに）、このブーストは、アジュバント化し
たＧａｇポリペプチド、Ｐｏｌポリペプチド、Ｔａｔポリペプチド、Ｎｅｆポリペプチド
およびＲｅｖポリペプチドのブースト、ならびにウイルスベクターブースト（ここで、ウ
イルスベクターは、例えば、エンベロープポリペプチドをコードする）であり得る。この
ブーストは、ＤＮＡプライムにコードされた全てのポリペプチド抗原を含み得るが；これ
は必須でない。さらに、異なるポリペプチド抗原を、最初のワクチン接種に対してブース
トにおいて使用し得るが、逆もまた行われ得る。さらに、最初のワクチン接種は、ＤＮＡ
構築物ではなくウイルスベクターであり得る。
【０２７４】
　ＨＩＶエンベロープワクチン設計において考慮され得るいくつかの因子は、以下のとお
りである。エンベロープベースのワクチンは、非ヒト霊長類モデルにおいて、感染に対す
る保護を実証している。受動的抗体研究は、ウイルスチャレンジストックに対して、中和
抗体の存在下でＨＩＶ感染に対する保護を実証している。Ｅｎｖを排除するワクチンは、
一般に、より低い保護効力を付与する。本発明を支持して実施された実験は、ＳＦ２　ｌ
ａｂ株由来のモノマー性ｇｐ１２０タンパク質が、ＨＩＶ－１　ｌａｂ株の中和および霊
長類モデルにおけるウイルスチャレンジに対する保護を提供したことを実証している。Ｔ
ｈａｉ　Ｅフィールド株由来の初代ｇｐ１２０タンパク質は、サブタイプ交差的な（ｃｒ
ｏｓｓ－ｓｕｂｔｙｐｅ）ｌａｂ株の中和を提供した。初代サブタイプＢオリゴマー性ｏ
－ｇｐ１４０タンパク質は、サブタイプＢ初代（フィールド）単離体の部分的中和を提供
した。初代サブタイプＢのｏ－ｇｐ１４０ΔＶ２　ＤＮＡプライム＋タンパク質ブースト
は、多様なサブタイプＢ初代単離体の強力な中和、および霊長類モデルにおけるウイルス
チャレンジに対する保護を提供した。初代サブタイプＣのｏ－ｇｐ１４０およびｏ－ｇｐ
１４０ΔＶ２は、おそらく、サブタイプＢについて記載された結果と類似の結果を提供す
る。
【０２７５】
　強力で広範に反応性である中和抗体の誘導のためのワクチンストラテジーは、保存され
た中和エピトープを露出するエンベロープポリペプチド構造（例えば、可変領域の欠失お
よび脱グリコシル化、エンベロープタンパク質－レセプター複合体、結晶構造に基づく合
理的設計（例えば、β－シート欠失）ならびにｇｐ－４１融合ドメインベースの免疫原）
の構築によって補助され得る。
【０２７６】
　エンベロープタンパク質産生のための安定なＣＨＯ細胞株が、最適化したエンベロープ
ポリペプチドコード配列（ｇｐ１２０、ｏ－ｇｐ１４０、ｇｐ１２０ΔＶ２、ｏ－ｇｐ１
４０ΔＶ２、ｇｐ１２０ΔＶ１Ｖ２、ｏ－ｇｐ１４０ΔＶ１Ｖ２が挙げられるが、これら
に限定されない）を使用して開発されている。
【０２７７】
　さらに、以下のプライム－ブーストレジメン（例えば、上記のレジメン）は、感染した
被験体におけるウイルス負荷を低減すること、そしておそらくＨＩＶ関連疾患の進行を（
未処置の被験体と比較して）遅延または予防することを助けるために有利なようである。
【０２７８】
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　例示的な抗原性組成物および免疫原性研究を、実施例９、１０、１１および１２に示す
。
【０２７９】
　（実験）
　本発明を実施するための特定の実施形態の例を以下に示す。これらの実施例は、例示の
目的のみのために提供され、本発明の範囲を限定することを決して意図しない。
【０２８０】
　使用される数値（例えば、量、温度など）に関する正確性を確証するための努力が成さ
れているが、ある程度の実験的誤差および偏差が、当然、許容されるべきである。
【実施例】
【０２８１】
　（実施例１）
　（合成発現カセットの作製）
　（Ａ．合成ポリヌクレオチドの作製）
　本発明のポリヌクレオチド配列を、その遺伝子産物の発現を最大化するために操作した
。以下の工程の順序は、変化し得る。
【０２８２】
　第１に、ＨＩＶ－１のコドン用法パターンを、得られる核酸コード配列が高度に発現さ
れるヒト遺伝子において見出されるコドン用法に適合するように改変した。ＨＩＶコドン
用法は、高含有量のヌクレオチドＡまたはＴのコドントリプレットを反映する。ＨＩＶ－
１コドン用法の効果は、ＤＮＡ配列における高いＡＴ含有量であり、これにより、ＲＮＡ
のＡＵ含有量が高くなり、ｍＲＮＡの翻訳能力が減少し、不安定になる。対照的に、高度
に発現するヒトコドンは、ヌクレオチドＧまたはＣを好む。野生型配列を、高度に発現す
るヒト遺伝子において見出されるコドン用法に適合するように改変した。
【０２８３】
　第二に、いくつかの遺伝子についての非機能的改変体を作製した。以下の表（表Ｂ）に
おいて、いくつかのＨＩＶ遺伝子の活性に影響を与える変異を開示する。
【０２８４】
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【表Ｂ】

【０２８５】
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【表ＢＡ】

【０２８６】
　これらの変異のいくつかを含む構築物が、本明細書中に記載される。Ｖｉｆ、ｖｐｒお
よびｖｐｕの合成構築物が記載される。関連する遺伝子産物の機能を低減または排除する
ことは、本明細書の教示を考慮して、上記の表に示される教示を使用して達成され得る。
【０２８７】
　本発明の１実施形態において、Ｇａｇポリメラーゼ配列の全長コード領域は、合成の最
適化されたＧａｇ発現カセットによって発現されるウイルス様粒子についてのエピトープ
の数を増加させるために、合成Ｇａｇ配列に含まれる。合成ＨＩＶ－１　Ｇａｇポリメラ
ーゼは、（構造タンパク質およびプロテアーゼに加えて）部分的に欠失した機能的酵素で
ある逆転写酵素（ＲＴ）およびインテグラーゼ（ＩＮＴ）を発現するので、ＲＴ機能およ
びＩＮＴ機能を不活化することが重要である。ＲＴおよびＩＮＴのリーディングフレーム
におけるいくつかのインフレーム欠失は、ＲＴ活性およびＩＮＴ活性に関して、触媒的に
非機能的な酵素を達成するために作製され得る。
【０２８８】



(81) JP 2012-80895 A 2012.4.26

10

20

30

40

50

【数８】

【０２８９】
　さらに選択されたＢ細胞エピトープおよび／またはＴ細胞エピトープが、ＲＴコード配
列またはＩＮＴコード配列の欠失の内側のＧａｇ－ポリメラーゼ構造に付加され、ＲＴお
よびＩＮＴの機能的改変により欠失される任意のエピトープと置き換えられ、そして増強
され得る。代替的に、選択された、ＲＴおよびＩＮＴ由来のＢ細胞エピトープおよびＴ細
胞エピトープ（ＣＴＬエピトープを含む）は、上記で記載した合成Ｇａｇカセットまたは
合成ＧａｇＰｒｏｔカセットの発現により形成される最小のＶＬＰ中に含まれ得る（既知
のＨＩＶ　Ｂ細胞エピトープおよびＴ細胞エピトープについての記載については、ＨＩＶ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　Ｄａｔａｂａｓｅ　ＣＴＬ　Ｓｅａｒｃ
ｈ　Ｉｎｔｅｒｆａｃｅ；Ｌｏｓ　Ａｌａｍｏｓ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｃｏｍｐｅｎｄｉ
ａ，１９８７～１９９７；Ｉｎｔｅｒｎｅｔ　ａｄｄｒｅｓｓ：ｈｔｔｐ：／／ｈｉｖ－
ｗｅｂ．ｌａｎｌ．ｇｏｖ／ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ．を参照のこ
と）。
【０２９０】
　別の局面において、本発明はＥｎｖコード配列を含み、このＥｎｖコード配列は以下の
ＨＩＶ－コードポリペプチド：ｇｐ１６０、ｇｐ１４０、およびｇｐ１２０（例えば、Ｈ
ＩＶ－１ＳＦ２（「ＳＦ２」）Ｅｎｖポリペプチドの記載については米国特許第５，７９
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２，４５９号を参照のこと）をコードするポリヌクレオチド配列を含むが、これに限定さ
れない。これらのポリペプチド間の関連を、図３（図中で：ポリペプチドは線で表わし、
アミノ末端およびカルボキシ末端はｇｐ１６０ライン上に示され；白丸はオリゴマー形成
ドメインを表わし；白四角は膜貫通型架橋ドメイン（ＴＭ）を表わし；そして「ｃ」は切
断部位を表わし、ｇｐ１４０．ｍｕｔにおいて、「Ｘ」は、切断部位がすでに切断部位と
して機能しないよいうに改変されていることを示す）に概略的に示す。このポリペプチド
ｇｐ１６０は、ｇｐ１２０およびｇｐ４１のコード配列含む。このポリペプチドｇｐ４１
は、オリゴマー形成ドメイン（ＯＤ）および膜貫通型架橋ドメイン（ＴＭ）を含む、いく
つかのドメインから構成される。天然のエンベロープにおいて、オリゴマー形成ドメイン
は、ｇｐ４１トリマー（およびそれ自体）との共有的な相互作用を介して、３つのｇｐ４
１ポリペプチドがトリマー構造を形成するための非共有結合に必要とされ、ｇｐ１２０ポ
リペプチドはまた、トリマー構造内で組織化される。１つの切断部位は、およそｇｐ１２
０のポリペプチド配列とｇｐ４１に対応する配列ポリペプチド配列との間に存在する。こ
の切断部位は、改変されて、その部位での切断を妨害し得る。生じたｇｐ１４０配列ポリ
ペプチドは、ｇｐ４１の膜貫通型架橋ドメインが欠失している、ｇｐ１６０の短縮形態に
一致する。このｇｐ１４０ポリペプチドは、ｇｐ４１内のオリゴマー形成ドメインの存在
の利点により、単量体およびオリゴマー（例えば、トリマー）の両形態で存在し得る。切
断部位が改変されて切断を防止し、そしてｇｐ４１の膜貫通部分が欠失している状況にお
いて、生じたポリペプチド生成物は、所望の「変異」ｇｐ１４０（たとえば、ｇｐ１４０
．ｍｕｔ）である。当業者に明らかであるように、切断部位は、様々な方法で改変され得
る。（ＷＯ　００／３９３０２も参照のこと）。
【０２９１】
　野生型ＨＩＶコード配列（例えば、Ｇａｇ、Ｅｎｖ、Ｐｏｌ、ｔａｔ、ｒｅｖ、ｎｅｆ
、ｖｐｒ、ｖｐｕ、ｖｉｆなど）をコードするは、既知のあらゆるＨＩＶ単離物から選択
され得、そしてこれらの配列を操作して、本発明の教示に従うそれらの遺伝子産物の発現
を最大にする。野生型コード領域は、おそらく以下の一つ以上の方法で改変される。１つ
の実施形態において、Ｅｎｖ、特にＶ１および／またはＶ２の超可変領域をコードする配
列が欠失された。他の実施形態において、改変は、例えば、Ｅｎｖ内の切断部位をコード
する配列中に誘導され、オリゴマーｇｐ１４０が酵素的に切断されてｇｐ１２０となるの
を抑制する（例えば、Ｅａｒｌら、（１９９０）ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８７：６４８～６５
２；Ｅａｒｌら、（１９９１）Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６５：３１～４１を参照のこと）。さら
に他の実施形態において、超可変領域が欠失され、Ｎ－グリコシル化部位は除去され、そ
して／または切断部位が改変された。上記で記載したように、異なる改変が、異なる遺伝
子のコード配列内に誘導され得る（例えば、表Ｂを参照のこと）。例えば、Ｔａｔコード
配列は、本明細書の教示に従って改変され、例えば、遺伝子産物のトランス活性化ドメイ
ン（例えば、２２位のグリシン残基とシステイン残基との置き換え、Ｃａｐｕｔｏら、（
１９９６）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ　３：２３５）に影響を及ぼした。
【０２９２】
　本発明の合成コード配列を作製するために、遺伝子カセットは目的の全コード配列を含
むように設計される。合成遺伝子カセットは、オリゴヌクレオチド合成およびＰＣＲ増幅
によって構築され、遺伝子フラグメントを生成する。プライマーは、サブクローニングに
便利な制限部位を提供するように選択される。次いで、生じたフラグメントをライゲーシ
ョンし、次いで、適切なベクターにクローニングされる所望の全配列を作製する。最終的
な合成配列は、（ｉ）制限エンドヌクレアーゼ消化および分析によってスクリーニングさ
れ、（ｉｉ）所望の配列が得られることを確かめるためにＤＮＡ配列決定に供され、そし
て（ｉｉｉ）ＳＤＳ－ＰＡＧＥおよびウェスタンブロットにより、発現タンパク質の同定
および整合性を確認した。合成コード配列は、Ｃｈｉｒｏｎ　Ｃｏｒｐ．（Ｅｍｅｒｙｖ
ｉｌｌｅ，ＣＡ）でか、またはＭｉｄｌａｎｄ　Ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ　Ｒｅａｇｅｎｔ　
Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｍｉｄｌａｎｄ，Ｔｅｘａｓ）により構築される。
【０２９３】
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　本発明の合成配列に対する同一％は、例えば、Ｓｍｉｔｈ－Ｗａｔｅｒｍａｎ検索アル
ゴリズム（Ｔｉｍｅ　Ｌｏｇｉｃ，Ｉｎｃｌｉｎｅ　Ｖｉｌｌａｇｅ，ＮＶ）を用いて、
以下の模範的なパラメータ：重量マトリックス＝ｎｕｃ４×４ｈｂ；ギャップオープニン
グペナルティ（ｇａｐ　ｏｐｅｎｉｎｇ　ｐｅｎａｌｔｙ）＝２０、ギャップエクステン
ションペナルティ（ｇａｐ　ｅｘｔｅｎｔｉｏｎ　ｐｅｎａｌｔｙ）＝５、報告義務のあ
る閾値（ｒｅｐｏｒｔｉｎｇ　ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）＝１；アライメント閾値（ａｌｉｇ
ｎｍｅｎｔ　ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ）＝２０で決定され得る。
【０２９４】
　本発明の異なる実施形態（例えば、構成）の、様々な形態が合わせられ得る。
【０２９５】
　本発明の合成ポリヌクレオチドの例示的な実施形態は、表Ｃに表される配列を含むが、
これらに限定されない。
【０２９６】
【表Ｃ】

【０２９７】
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【表ＣＡ】

【０２９８】
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【表ＣＢ】

【０２９９】
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【表ＣＣ】

【０３００】
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【表ＣＤ】

【０３０１】
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【表ＣＥ】

【０３０２】
　（Ｂ．　本発明の合成ポリヌクレオチドを含む発現カセットの作製）
　本発明の合成ＤＮＡフラグメントは、以下の発現ベクターにクローニングされる：一時
的な発現アッセイおよびＤＮＡ免疫研究のためのｐＣＭＶＫｍ２（ｐＣＭＶＫｍ２は、ｐ
ＣＭＶ６ａ（Ｃｈａｐｍａｎら、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９９１）１９：３９
７９～３９８６）から誘導され、そしてカナマイシン選択マーカー、ＣｏｌＥ１複製起点
、ＣＭＶプロモーターエンハンサーおよびイントロンＡ、次いで、下記に記載される合成
配列のための挿入部位、次いで、ウシ成長ホルモン由来のポリアデニル化シグナルを含む
－－ｐＣＭＶＫｍ２ベクターは、ｐＣＭＶ－ｌｉｎｋを生成するためにポリリンカー部位
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がｐＣＭＶＫｍ２に挿入されたという点においてのみ、ｐＣＭＶ－ｌｉｎｋベクターとは
異なる）；チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞における発現のためのｐＥＳＮ２
ｄｈｆｒおよびｐＣＭＶＰＬＥｄｈｆｒ（ｐＣＭＶＩＩＩとしても公知である）；および
バキュロウイルス発現系において用いるためのｐＡｃＣ１３シャトルベクター（ｐＡｃＣ
１３は、Ｍｕｎｅｍｉｔｓｕ　Ｓ．ら、Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１０（１１）：５
９７７～５９８２、１９９０に記載されるｐＡｃＣ１２由来であった）。これらのベクタ
ーの説明については、共有に係るＷＯ　００／３９３０３、ＷＯ　００／３９３０２、Ｗ
Ｏ　００／３９３０４、ＷＯ　０２／０４４９３も参照のこと。
【０３０３】
　簡単に、ｐＣＭＶＰＬＥｄｈｆｒ（ｐＣＭＶＩＩＩ）の構築を下記に示した。ＤＨＦＲ
カセットを構築するために、ＥＭＣＶ　ＩＲＥＳ（内部リボソーム侵入部位（ｉｎｔｅｒ
ｎａｌ　ｒｉｂｏｓｏｍｅ　ｅｎｔｒｙ　ｓｉｔｅ））リーダーを、ｐＣｉｔｅ－４ａ＋
（Ｎｏｖａｇｅｎ、Ｉｎｃ．、Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ、ＷＩ）からＰＣＲ増幅し、そしてＸ
ｂａ－ＮｃｏフラグメントとしてｐＥＴ－２３ｄ（Ｎｏｖａｇｅｎ　Ｉｎｃ．、Ｍｉｌｗ
ａｕｋｅｅ、ＷＩ）に挿入し、ｐＥＴ－ＥＭＣＶを得た。ｄｈｆｒ遺伝子を、ｐＥＳＮ２
ｄｈｆｒから増幅し、翻訳終止コドンに代わってＧｌｙ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－Ｓｅｒスペー
サーを有する産物を得、そしてＮｃｏ－ＢａｍＨ１フラグメントとして挿入され、ｐＥＴ
－Ｅ－ＤＨＦＲを得た。次に、弱められたｎｅｏ遺伝子を、ｐＳＶ２Ｎｅｏ（Ｃｌｏｎｔ
ｅｃｈ、Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、ＣＡ）誘導体からＰＣＲ増幅し、そしてｐＥＴ－Ｅ－ＤＨ
ＦＲの独自のＢａｍＨ１部位に挿入し、ｐＥＴ－Ｅ－ＤＨＦＲ／Ｎｅｏ（ｍ２）を得た。
次いで、ｐＣＤＮＡ３（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｉｎｃ．、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）由
来のウシ成長ホルモンターミネーターを、ｎｅｏ遺伝子の下流に挿入し、ｐＥＴ－Ｅ－Ｄ
ＨＦＲ／Ｎｅｏ（ｍ２）ＢＧＨｔを得た。ＥＭＣＶ－ｄｈｆｒ／ｎｅｏ選択マーカーカセ
ットフラグメントを、ｐＥＴ－Ｅ－ＤＨＦＲ／Ｎｅｏ（ｍ２）ＢＧＨｔの切断により調製
した。ＣＭＶエンハンサー／プロモーター＋イントロンＡを、ＨｉｎｄＩＩＩ－ＳａｌＩ
フラグメントとして、ｐＣＭＶ６ａ（Ｃｈａｐｍａｎら、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ（
１９９１）１９：３９７９～３９８６）からｐＵＣ１９（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉ
ｏｌａｂｓ、Ｉｎｃ．、Ｂｅｖｅｒｌｙ、ＭＡ）に移した。Ｎｄｅ１部位からＳａｐ１部
位までを、ｐＵＣ１９のベクター骨格から欠失させた。上記に記載したＤＨＦＲカセット
を、ＥＭＣＶ　ＩＲＥＳがＣＭＶプロモーターの次に来て最終構築体を作製るように、こ
の構築物に加えた。このベクターはまた、ａｍｐｒ遺伝子およびＳＶ４０複製開始起点を
含んだ。
【０３０４】
　本発明の発現ベクターは、本明細書中に開示される（例えば、図で示される）一つより
多いの合成コード配列を含む。発現カセットが１つ以上のコード配列を含む場合、コード
配列はすべてインフレームであって、１つのポリタンパク質を生成し得るか；あるいは、
１つより多いポリペプチドコード配列は、ポリシストロンのメッセージを含み得、ここで
例えば、ＩＲＥＳは、それぞれのポリペプチドコード配列に対して、５’に位置する。
【０３０５】
　（実施例２）
　（合成コード配列についての発現アッセイ）
　野生型配列は、合成ＨＩＶ由来の配列がクローニングされるベクターと同じ特徴を有す
る発現ベクターにクローニングされる。
【０３０６】
　野生型（任意の公知の単離体）および対応する合成配列を有する様々なベクターについ
ての発現効率を、以下のように評価する。いくつかの哺乳動物細胞株（２９３、ＲＤ、Ｃ
ＯＳ－７、およびＣＨＯ；全てＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌ
ｅｃｔｉｏｎ、１０８０１　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｂｏｕｌｅｖａｒｄ、Ｍａｎａｓｓ
ａｓ、ＶＡ　２０１１０－２２０９から入手される）由来の細胞を、トランスフェクショ
ン試薬ＬＴ１（ＰａｎＶｅｒａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、５４５　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄ
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ｒ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）中の２μｇのＤＮＡを用いてトランスフェクトする。これ
らの細胞を、縮小（ｒｅｄｕｃｅｄ）血清培地（Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ、Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ
、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ）中で５時間インキューベートする。次いで、培地を
以下のように標準培地と入れ換える；２９３細胞（ＩＭＤＭ　１０％ウシ胎仔血清、２％
グルタミン（ＢｉｏＷｈｉｔｔａｋｅｒ，Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌ，ＭＤ））；ＲＤ細胞
およびＣＯＳ－７細胞（Ｄ－ＭＥＭ、１０％ウシ胎仔血清、２％グルタミン（Ｏｐｔｉ－
ＭＥＭ、Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ））；ならびにＣＨＯ細
胞、Ｈａｍ‘ｓ　Ｆ－１２、１０％ウシ胎仔血清、２％グルタミン（Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ、
Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、ＭＤ）。これらの細胞を、４８時間か
６０時間のいずれかの時間にわたりインキュベートする。上清を収集して、０．４５μｍ
シリンジフィルターを通して濾過し、そして必要に応じて－２０℃で保存する。
【０３０７】
　上清を、ＨＩＶ抗原に対する適切なモノクローナル抗体（例えば、ＨＩＶコア抗原に対
するマウスモノクローナル）でコーティングした９６ウェルプレートを用いたＣｏｕｌｔ
ｅｒ　ｐ２４－アッセイ（Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｈｉａｌｅａｈ、
ＦＬ、ＵＳ）を用いて評価する。最適なＨＩＶ抗原は、コーティングされたウェルに結合
し、ＨＩＶに対するビオチン化抗体は、この結合した抗原を認識する。結合体化ストレプ
トアビジン（ｓｔｒｅｐａｖｉｄｉｎ）－セイヨウワサビペルオキシダーゼはビオチンと
反応する。ペルオキシダーゼとＴＭＢ基質との反応により、発色する。反応を、４Ｎ　Ｈ

２ＳＯ４の添加により停止させる。色の強度は、サンプル中のＨＩＶ抗原の量に、直接的
に比例する。
【０３０８】
　チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞をまた、製造業者の指導書に従って、Ｍｉ
ｒｕｓ　ＴｒａｎｓＩＴ－ＬＴ１ポリアミントランスフェクション試薬（Ｐａｎ　Ｖｅｒ
ａ）を用いて、本明細書中に記載される合成ＨＩＶポリペプチドをコードするプラスミド
ＤＮＡ（例えば、ｐＥＳＮ２ｄｈｆｒまたはｐＣＭＶＩＩＩベクター骨格）でトランスフ
ェクトし、そして９６時間インキュベートする。９６時間後、培地を選択培地（２５０μ
ｇ／ｍｌのＧ４１８を含む特別なＦ１２）に換え、細胞を１：５に分け、さらに４８時間
インキュベートする。コロニーが形成されるときにコロニーの形成が開始するまで培地を
５～７日ごとに入れ換え、９６ウェルにプレートにプレートし、そしてＣａｐｔｕｒｅ　
ＥＬＩＳＡによりスクリーニングする。ポジティブクローンを２４ウェルプレートに広げ
、上に記載のように、Ｃａｐｔｕｒｅ　ＥＬＩＳＡによってＨＩＶタンパク質産生につい
て数回スクリーニングする。２４ウェルプレート内がコンフルーエンシーに達した後、ポ
ジティブクローンをＴ２５フラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ、Ｃｏｒｎｉｎｇ、ＮＹ）に広げる
。コンフルーエンシー後、これらを数回スクリーニングし、ポジティブクローンをＴ７５
フラスコに広げる。
【０３０９】
　ポジティブＴ７５クローンをＬＮ２中で凍結し、最も発現の高いクローンを、様々な濃
度の０～５μＭメトトレキセート（ＭＴＸ）で増幅させ、１００ｍｍ培養皿中にプレート
する。プレートをコロニー形成についてスクリーニングし、そして全てのポジティブクロ
ーズド（ｃｌｏｓｅｄ）を、上記に記載のように再び広げる。クローンを広げ、捕捉ＥＬ
ＩＳＡによって各工程で増幅およびスクリーニングする。ポジティブクローンを、各メト
トレキセートレベルで凍結する。最も多く生成されるクローンを、より大きなバイオリア
クターにスケールアップするように低血清懸濁培地条件に広げ、そして適応させるように
、灌流バイオリアクター（３Ｌ、１００Ｌ）中で増殖させる。
【０３１０】
　本発明を支持して実施された実施例からのデータは、多様な細胞株において発現する場
合、合成ＨＩＶ発現カセットが、ネイティブの（野生型）配列に関連して、それらのタン
パク質産物の生成の劇的な増加を提供し、そして、所望のＨＩＶポリペプチドを発現する
、安定ひトランスフェクトされたＣＨＯ細胞株が生成され得ることを示す。ＣＨＯ細胞を
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用いたＨＩＶポリペプチドの生成は、（ｉ）正しいグリコシル化形パターンおよびタンパ
ク質高次構造（ＭＡｂのパネルへの結合により決定される場合）；（ｉｉ）ＣＤ４レセプ
ター分子への正しい結合；（ｉｉｉ）非哺乳動物細胞混入の非存在（例えば、昆虫ウイル
スおよび／または昆虫細胞）；および（ｉｖ）容易な精製を提供する。
【０３１１】
　（実施例３）
　（発現のウエスタンブロット分析）
　本明細書中に記載されるＨＩＶ発現カセットをトランスフェクトした細胞のウエスタン
ブロット分析を、共有に係るＷＯ　００／３９３０２に記載されるように本質的に実施す
る。ヒト２９３細胞を、実施例２に記載されるように、ネイティブまたは合成のＨＩＶ発
現カセットを含む、ｐＣＭＶ６のベースのベクターでトランスフェクトする。細胞を、ト
ランスフェクション後、６０時間培養する。上澄みを記載したように調製する。細胞溶解
物を、以下のように調製する。細胞を、リン酸緩衝生理食塩水で１回洗浄し、界面活性剤
［０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）中の１％　ＮＰ４０（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅ
ｍｉｃａｌ　Ｃｏ．Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）］で溶解し、そして溶解物を新しいチュー
ブに移す。ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル（前もって調製した（ｐｒｅ－ｃａｓｔ）８
～１６％；Ｎｏｖｅｘ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、ＣＡ）に、２０μｌの上清または１２．５
μｌの細胞溶解液を充填する。タンパク質スタンダードもまた、充填する（５μｌ、広い
サイズ範囲のスタンダード；ＢｉｏＲａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｈｅｒｃｕｌｅ
ｓ、ＣＡ）。電気泳動を行い、ＢｉｏＲａｄ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｃｈａｍｂｅｒ（Ｂｉ
ｏＲａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）を用いて、製造業者（
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）によって推奨される転写緩衝液を用いて、１００ボルトで９０分間
、転写を実施し、タンパク質をＩｍｍｏｂｉｌｏｎ　Ｐ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒ
ｐ．、Ｂｅｄｆｏｒｄ、ＭＡ）に転写させる。この膜を、ＨＩＶ－１－ポジティブヒト患
者血清にさらし、そしてｏ－フェニレンジアミンジヒドロクロリド（ＯＰＤ；Ｓｉｇｍａ
）を用いて免疫染色する。
【０３１２】
　イムノブロッティング分析の結果を用いて、合成ＨＩＶ発現カセットを含む細胞が、ネ
イティブな発現カセットを含む細胞よりも、１細胞当り高い濃度で、期待されるＨＩＶ－
ポリペプチドを生成することを示す。
【０３１３】
　（実施例４）
　合成ＨＩＶ発現カセットのインビボ免疫原性
　Ａ．免疫
　合成ＨＩＶ発現カセットの免疫原性を評価するために、マウス研究を実施し得る。プラ
スミドＤＮＡ（例えば、本発明の合成配列を含む発現カセットを有するｐＣＭＶＫＭ２）
を、１００μｌの総注射容量において以下の最終濃度まで希釈する：２０μｇ、２μｇ、
０．２μｇおよび０．０２μｇ。希釈ＤＮＡの起こり得るネガティブな希釈効果を克服す
るために、各サンプル中の総ＤＮＡ濃度を、ベクター（ｐＣＭＶＫＭ２）単独を使用して
、２０μｇまで上昇させる。コントロールとして、ネイティブな対応するポリペプチドを
コードする発現カセットを含むプラスミドＤＮＡを、同様に扱う。４匹のＢａｌｂ／ｃマ
ウス（Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ，Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ）の１２群に、種々の投薬量を
使用して筋肉内免疫する（５０μｌ／肢、前脛骨筋中に筋肉内注射）。
【０３１４】
　Ｂ．体液性免疫応答
　体液性免疫応答を、マウス血清の適切な抗ＨＩＶ抗体ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着ア
ッセイ）を用いて、免疫後０および４週目（群５～１２）、そしてさらにそれぞれ免疫後
６および８週目、２回目の免役後２および４週目（群１～４）に検査する。
【０３１５】
　血清の抗体価を抗ＨＩＶ抗体ＥＬＩＳＡにより決定する。簡潔には、免役マウス由来の



(92) JP 2012-80895 A 2012.4.26

10

20

30

40

50

血清を、適切なＨＩＶタンパク質（例えば、ＧａｇについてはＨＩＶ　ｐ５５）に対する
抗体についてスクリーニングした。ＥＬＩＳＡマイクロタイタープレートを、１ウェルあ
たり０．２μｇのＨＩＶタンパク質で一晩コートし、４回洗浄する；続いて、ブロッキン
グを、ＰＢＳ－０．２％Ｔｗｅｅｎ（Ｓｉｇｍａ）で２時間行う。ブロッキング溶液の除
去後、１００μｌの希釈マウス血清を加える。血清を１／２５希釈で試験し、その後３倍
系列希釈で試験する。マイクロタイタープレートを４回洗浄し、そしてペルオキシダーゼ
結合抗マウスＩｇＧ二次抗体（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）とともにインキ
ュベートする。ＥＬＩＳＡプレートを洗浄し、そして１００μｌの３，３’，５，５’－
テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ；Ｐｉｅｒｃｅ）を１ウェルあたりに加えた。各ウェル
の光学密度を１５分後に測定する。報告した力価は、最大半値光学密度（Ｏ．Ｄ．）を与
えた血清の希釈率の逆数である。
【０３１６】
　プラスミド－ＤＮＡでのマウス免役の結果を使用して、合成発現カセットが、ネイティ
ブな発現カセットと比較して、免疫原性の向上を提供することを示す。また、２回目のブ
ースト免役は、２週間後に二次免役応答を誘導する（グループ１～３）。
【０３１７】
　Ｃ．細胞性免役応答
　特異的細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）の頻度を、ペプチドをパルスしたＢａｌｂ／ｃ
マウスＣＤ４細胞の標準的なクロム放出アッセイにより評価する。ＨＩＶタンパク質発現
ワクシニアウイルスに感染したＣＤ－８細胞を、ポジティブコントロールとして使用する
（ｖｖ－タンパク質）。簡潔には、脾臓細胞（エフェクター細胞、Ｅ）を、（上記のよう
に免役した）ＢＡＬＢ／ｃマウスから得る。細胞を培養し、再刺激し、そして例えば（Ｄ
ｏｅ，Ｂ．およびＷａｌｋｅｒ，Ｃ．Ｍ．，ＡＩＤＡ　１０（７）：７９３－７９４，１
９９６に）記載されたＧａｇペプチドでパルスした標的細胞に対するＣＴＬ活性について
アッセイする。細胞傷害活性を、標準的な５１Ｃｒ放出アッセイにおいて測定する。標的
（Ｔ）細胞をエフェクター（Ｅ）細胞とともに種々のＥ：Ｔ比で４時間培養し、そして複
製ウェルからの平均ｃｐｍを使用して％特異的５１Ｃｒ放出（％）を算出する。
【０３１８】
　細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）活性を、本明細書中で記載したＨＩＶ　ＤＮＡ構築物で免
役したマウスから回収した脾細胞において測定する。ＤＮＡ免役動物由来のエフェクター
細胞は、ＣＴＬ応答を示す、ＨＩＶペプチドでパルスしたＳＶ－ＢＡＬＢ（ＭＨＣが一致
した）標的細胞の特異的溶解を示す。ペプチドでパルスされ、そしてＭＨＣが一致しない
マウス系統（ＭＣ５７）に由来する標的細胞は、溶解されない。ＣＴＬアッセイの結果を
使用して、ＤＮＡ免役による、細胞傷害性Ｔリンパ球（ＣＴＬ）応答の誘導についての合
成ＨＩＶ発現カセットの増加した効力を示す。
【０３１９】
　（実施例５）
　合成ＨＩＶ発現カセットのインビボ免疫原性
　Ａ．一般的な免疫方法
　合成ＨＩＶ発現カセットの免疫原性を評価するために、モルモット、ウサギ、マウス、
マカクアカゲサル、およびヒヒを使用する研究を行う。研究を代表的には以下のように構
築する：ＤＮＡ免役単独（単回または複数回）；ＤＮＡ免役に続いてタンパク質免役（ブ
ースト）；ＤＮＡ免役に続いてシンドビス粒子免役；シンドビス粒子単独による免役。
【０３２０】
　Ｂ．モルモット
　実験を、以下のように、モルモットを使用して実施し得る。各６匹のモルモットを含む
群を、０、４および１２週目に、本明細書中に記載される１以上の配列を含む発現カセッ
トをコードするプラスミドＤＮＡで、筋肉内または粘膜にて免疫する。続いて、約１８週
目に、単一用量の、プラスミドブーストの配列によってコードされるＨＩＶタンパク質お
よび／または他のＨＩＶタンパク質で、動物をブーストする（筋肉内、皮内または粘膜）
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。抗体力価（相乗平均力価）を、３回目のＤＮＡ免役の２週間後およびタンパク質ブース
トの２週間後に測定する。これらの結果を使用して、免役応答の生成のための合成構築物
の有用性、およびＤＮＡ免役後の免役応答を増強するためにタンパク質ブーストを提供す
ることの利点を証明する。
【０３２１】
　Ｃ．ウサギ
　実験を、以下のように、ウサギを使用して実施し得る。ウサギを、本明細書中に記載さ
れるＨＩＶタンパク質をコードするプラスミドＤＮＡで、筋肉内、粘膜、または皮内にて
（Ｂｉｏｊｅｃｔニードルレスシリンジを使用して）免疫する。核酸免役に、初回免役後
のタンパク質ブーストが続く。代表的には、本発明の合成ＨＩＶポリペプチドコードポリ
ヌクレオチドを含む構築物は、ウサギにおいて、高度に免疫原性であり、そしてわずか２
回の免役後に実質的な抗原結合抗体応答を生成する。
【０３２２】
　Ｄ．体液性免役応答
　任意の免役動物モデルにおいて、体液性免役応答を、免役動物由来の血清標本において
、免役後の種々の時間で、抗ＨＩＶ抗体ＥＬＩＳＡ（酵素結合免役吸着アッセイ）を用い
て検査する。血清の抗体力価を、上記のように抗ＨＩＶ抗体ＥＬＩＳＡによって決定する
。簡潔には、免役動物由来の血清を、その動物を免疫するために使用したＤＮＡおよび／
またはポリペプチドによってコードされるＨＩＶポリペプチド／タンパク質に対する抗体
についてスクリーニングする。ＥＬＩＳＡマイクロタイタープレートのウェルを、選択し
たＨＩＶポリペプチド／タンパク質で一晩コートし、４回洗浄する；その後、ブロッキン
グを、ＰＢＳ－０．２％Ｔｗｅｅｎ（Ｓｉｇｍａ）で２時間行う。ブロッキング溶液の除
去後、１００μｌの希釈マウス血清を加える。血清を、１／２５希釈率で試験し、そして
その後３倍系列希釈により試験する。マイクロタイタープレートを４回洗浄し、そしてペ
ルオキシダーゼ結合抗マウスＩｇＧ二次抗体（Ｐｉｅｒｃｅ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）
とともにインキュベートする。ＥＬＩＳＡプレートを洗浄し、そして１００μｌの３，３
’，５，５’－テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ；Ｐｉｅｒｃｅ）を１ウェルあたりに加
えた。各ウェルの光学密度を１５分後に測定する。力価を、最大半値光学密度（Ｏ．Ｄ．
）を与えた血清希釈率の逆数として代表的に報告した
　細胞性免疫応答もまた評価し得る。
【０３２３】
　（実施例６）
　本発明の合成ＨＩＶポリヌクレオチドを含む発現カセットを使用する、ヒヒおよびマカ
クアカゲサルのＤＮＡ免役
　Ａ．ヒヒ
　４匹のヒヒを、本明細書中に記載の遺伝子送達ビヒクルを使用して、３回（０、４およ
び８週目）、四頭筋への筋肉内にて両側性に、または粘膜にて免役する。各免役の２週間
後に動物から採血し、そしてＨＩＶ抗体ＥＬＩＳＡを単離した血漿で実施する。ＥＬＩＳ
Ａを、二次抗体結合体が、１：５００の希釈率で使用される抗ヒトＩｇＧ、ｇ－鎖特異的
ペルオキシダーゼ結合体（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，
ＭＤ　６３１７８）であることを除き、本質的には上記のように実施する。５０μｇ／ｍ
ｌの酵母抽出物を、ヒヒの既存の酵母抗体に起因する非特異的バックグランドを低減させ
るために、血漿サンプルおよび抗体結合体の希釈物に加え得る。４回目の免役の２週間後
（１４週目）に、ヒヒにおいて、リンパ球増殖応答が観察され、そしてＨＩＶポリペプチ
ドでのブースト後（４４週目および７６週目）に実質的に増強される。このような増殖結
果はＴ－ヘルパー細胞機能の誘導を示す。
【０３２４】
　Ｂ．マカクアカゲサル
　本発明の合成コドン改変ＨＩＶポリペプチドコードポリヌクレオチドの向上した効力は
、発現プラスミド中に構築される場合、マカクアカゲサルにおいて確証され得る。代表的
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には、マカクは、２または３回の１ｍｇ用量の改変ＨＩＶポリヌクレオチドの後、検出可
能なＨＩＶ特異的ＣＴＬを有する。まとめると、これらの結果は、合成ＨＩＶ　ＤＮＡが
非ヒト霊長類において免疫原性であることを証明する。中和抗体もまた検出され得る。
【０３２５】
　（実施例７）
　（モノシストロン性およびマルチシストロン性構築物の同時トランスフェクション）
　本発明は、マルチ、モノシストロン性発現カセットでの同時トランスフェクション、な
らびに１以上のマルチシストロン性発現カセットでの同時トランスフェクション、または
その組合せを包含する。
【０３２６】
　このような構築物は、種々の組合せで、一過性トランスフェクション研究のために２９
３Ｔ細胞中にトランスフェクトされ得る。
【０３２７】
　例えば、二シストロン性（ｂｉｃｉｓｔｒｏｎｉｃ）構築物が作製され得る。この構築
物では、異なるＨＩＶポリペプチドのためのコード配列が単一ＣＭＶプロモーターの制御
下にあり、そして２つのコード配列の間に、ＩＲＥＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｒｉｂｏｓｏ
ｍｅ　ｅｎｔｒｙ　ｓｉｔｅ（ＥＭＣＶ　ＩＲＥＳ）；Ｋｏｚａｋ，Ｍ．，Ｃｒｉｔｉｃ
ａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ　２７（４５）：３８５－４０２，１９９２；Ｗｉｔｈｅｒｅｌｌ，Ｇ
．Ｗ．ら　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　２１４：６６０－６６３，１９９５）配列が、第１のＨＩ
Ｖコード配列の後で第２のＨＩＶコード配列の前に導入される。
【０３２８】
　細胞培養物から集めた上清を、ＨＩＶタンパク質の存在について試験し、そして上清は
、適切なタンパク質がトランスフェクト細胞において発現されることを示す（例えば、Ｅ
ｎｖコード配列が存在した場合、対応するＥｎｖタンパク質が検出された；Ｇａｇコード
配列が存在した場合、対応するＧａｇタンパク質が検出された、など）。
【０３２９】
　これらの細胞株によるキメラＶＬＰの産生は、電子顕微鏡分析を使用して決定され得る
（例えば、共有に係るＷＯ　００／３９３０２を参照）。
【０３３０】
　（実施例８）
　（ＨＩＶ－１ワクチンの付属遺伝子成分：変異型Ｔａｔ、ＲｅｖおよびＮｅｆのＣ型抗
原の機能分析）
　ＨＩＶ－１調節および付属遺伝子は、ウイルスの病原性における役割、高度に保存され
たＣＴＬエピトープの高い割合、およびウイルスのライフサイクルにおける早期の発現に
起因して、ＨＩＶワクチンの成分として大きな注目を受けた。これらの遺伝子の様々な所
望されない特性に起因して、ワクチン成分としてのそれらの安全性および安定性に関する
疑問が生じる。本発明に支持して実行された実験は、効率的な発現および潜在的な有害な
機能の不活性化について、候補ＨＩＶ－１サブタイプＣ　ｔａｔ変異体、ｒｅｖ変異体お
よびｎｅｆ変異体を分析した。他のＨＩＶサブタイプの付属遺伝子は、同様に評価され得
る。
【０３３１】
　南アフリカＨＩＶ－１サブタイプＣのコンセンサスなＴａｔタンパク質、Ｒｅｖタンパ
ク質およびＮｅｆタンパク質をコードする、配列改変された変異体ｔａｔ遺伝子、ｒｅｖ
遺伝子およびｎｅｆ遺伝子は、重複合成オリゴヌクレオチドおよびＰＣＲベースの部位特
異的変異誘発を使用して構築された。それぞれのコンセンサス配列とよく似ている単離体
の野生型遺伝子の構築物もまた、ＰＣＲによって作製した。構築物のインビトロ発現を、
ウェスタンブロットによって分析した。Ｔａｔ変異体のトランス活性化の活性およびＲｅ
ｖ変異体の核ＲＮＡ輸送活性を、レポーター遺伝子ベースの機能的アッセイを使用した様
々な細胞株のトランスフェクションの後に研究した。
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【０３３２】
　全ての構築物のインビトロでの発現を、Ｔａｔ、ＲｅｖまたはＮｅｆ発現プラスミドを
用いたマウスのＤＮＡワクチン接種によって生成された抗原特異的マウス血清を使用して
、ウェスタンブロットによって実証した。配列改変遺伝子の発現レベルは、野生型遺伝子
よりも有意に高かった。
【０３３３】
　サブタイプＢ　Ｔａｔ　ｃＤＮＡおよびサブタイプＣ　Ｔａｔ　ｃＤＮＡを、ＴａｔＣ
２２、ＴａｔＣ３７およびＴａｔＣ２２／３７を得るために変異させた。Ｔａｔ活性は、
３つの細胞株（ＲＤ、ＨｅＬａおよび２９３）においてアッセイする。サブタイプＣコン
センサスなＴａｔの背景において、Ｃ２２での単一変異は、ＬＴＲ依存ＣＡＴ発現を不活
性化するために不十分であった。対照的に、この活性は、単一変異（Ｃ３７）または二重
変異（Ｃ２２Ｃ３７）を使用して、ＲＤ細胞、２９３細胞およびＨｅＬａ細胞において有
意に損なわれた（表Ｂを参照のこと）。一致する結果を、サブタイプＢ株由来のＴａｔ変
異体から得た。
【０３３４】
　例示的な結果を、２９３細胞中のＬＴＲ－ＣＡＴプラスミドでのＴａｔ変異体のトラン
ス活性化について図４に示す。３つの独立したアッセイを、各構築物で行った（図４、説
明文（１）、（２）、（３））。
【０３３５】
　サブタイプＣの構築物ＴａｔＣ２２ＰｒｏｔＲＴＴａｔＲｅｖＮｅｆおよびＰｒｏｔＲ
ＴＴａｔＣ２２ＲｅｖＮｅｆは、ＴａｔＣ２２単独と比較した場合、減少したＴａｔ活性
を示した。これは、おそらく融合タンパク質によって生じた構造の変化に起因する。
【０３３６】
　Ｒｅｖ構築物について、機能の損失について試験するために、ネイティブなＲｅｖまた
は変異したＲｅｖを含むレポータープラスミドを用いたＣＡＴアッセイを、使用した。図
５に示されるように、野生型Ｒｅｖと比較すると、二重変異（Ｍ５Ｍ１０）を有するサブ
タイプＣ　ＲｅｖのｍＲＮＡ輸送機能は、有意に低かった（表Ｂを参照のこと）。バック
グラウンドレベルは、「偽（ｍｏｃｋ）」データおよびＲｅｖを含まないｐＤＭ１２８レ
ポータープラスミドデータにおいて示される。２つの独立したアッセイを、各構築物につ
いて行った（図５、説明文（１）、（２））。
【０３３７】
　Ｎｅｆ特異的機能を測定するためのアッセイもまた行った（Ｎｅｆ変異体は、表Ｂにお
いて記載される）。例えば、ＦＡＣｓ分析を使用して、細胞表面上のＭＨＣ１およびＣＤ
４の存在を探す。細胞を、Ｎｅｆ発現の存在および不在（コントロールため）下で、なら
びにネイティブなｎｅｆタンパク質および変異したｎｅｆタンパク質をコードする本発明
の合成ポリヌクレオチドを使用してアッセイした。ＭＨＣ１発現およびＣＤ４発現の下方
制御は、ｎｅｆ遺伝子産物が、機能的でないことを示す（すなわち、ｎｅｆが非機能的で
ある場合、これらは下方制御でない）。
【０３３８】
　これらのデータは、ｔａｔ　ＤＮＡ免疫原およびｒｅｖ　ＤＮＡ免疫原の損なわれた機
能が多成分ＨＩＶ－１サブタイプＣワクチンの一部を形成し得ることを実証する。他のグ
ループによって以前に公開されたデータと対照的に、Ｃ２２変異は、Ｔａｔのトランス活
性化機能を有意に不活性化しなかった。Ｃ３７変異は、サブタイプＣ　Ｔａｔタンパク質
およびサブタイプＢ　Ｔａｔタンパク質の不活性化に必要であるようである。
【０３３９】
　（実施例９）
　（プラスミドをコードする様々なＨＩＶポリペプチドの免疫原性の評価）
　上記のように、本明細書中に記載される任意のポリヌクレオチドまたは発現カセットの
免疫原性を、容易に評価する。以下の表（表Ｄ）は、ウサギ中で、エレクトロポレーショ
ンを使用して、独立して、そして混合サブタイプ（ｍｉｘｅｄ－ｓｕｂｔｙｐｅ）ワクチ



(96) JP 2012-80895 A 2012.4.26

10

20

30

40

ンとしての両方でサブタイプＢエンベローププラスミドおよびサブタイプＣエンベロープ
プラスミドの免疫原性の比較に関する例示的手順である。このような方法は、任意の他の
ＨＩＶポリペプチドに等しく適用可能であることが明らかである。
【０３４０】
　（表Ｄ）
【０３４１】
【表Ｄ】

【０３４２】
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【表ＤＡ】

【０３４３】
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【表ＤＢ】

【０３４４】
　ＭＦ５９Ｃアジュバントは、５％スクアレン、０．５％　Ｔｗｅｅｎ　８０、０．５％
スパン８５を含有する１０ｍＭクエン酸（ｐＨ６）のマイクロフルイダイズされたエマル
ションであり、１０ｍＬアリコート中で４℃にて貯蔵される。
【０３４５】
　免疫原を、様々なグループにおいて動物に投与するために、以下の表（表Ｅ）に記載さ
れるように調製する。濃度は、例えば、使用される配列および／またはタンパク質に起因
して、表に記載される濃度から変化し得る。
【０３４６】
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【表Ｅ】

【０３４７】
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【表ＥＡ】

【０３４８】
　免疫化（表Ｆ）および採血（ｂｌｅｅｄｉｎｇ）（表Ｇ）スケジュールは、以下の通り
である：
【０３４９】
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【表Ｆ】

【０３５０】
　（実施例１０）
　（ＧａｇおよびＰｏｌ構築物でのマウス免疫化研究）
　マウスにおいて、以下の構築物：Ｇａｇ、Ｇａｇプロテアーゼ（＋ＦＳ）（ＧＰ１、プ
ロテアーゼ、コドン至適化およびＩＮＳの不活性化；ＧＰ２、プロテアーゼ、ＩＮＳの不
活性化のみ）、フレームシフトを有するＧａｇＰｏｌΔインテグラーゼ（ｇａｇＦＳｐｏ
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ｌ）、およびＧａｇＰｏｌΔインテグラーゼインフレーム（ＧａｇＰｏｌ）（図１１８を
参照のこと）について、細胞性免疫反応および体液性免疫反応を評価した（実施例４に実
質的に記載される）。弱力化プロテアーゼ（ＧａｇＰｏｌＡｔｔ）または非機能性プロテ
アーゼ（ＧａｇＰｏｌＩｎａ）を有するＧａｇＰｏｌΔインテグラーゼインフレームの変
形もまた、設計した。
【０３５１】
　インビトロ発現データは、Ｇａｇ単独、Ｇａｇプロテアーゼ（＋ＦＳ）、ＧａｇＦＳｐ
ｏｌ、およびＧａｇＰｏｌＩｎａを使用した、ｐ５５Ｇａｇおよびｐ６６ＲＴの同等の発
現を示した。完全に機能的なプロテアーゼまたは弱力化プロテアーゼ（ＧａｇＰｏｌまた
はＧａｇＰｏｌＡｔｔ）を備える構築物は、ｐ５５Ｇａｇおよびｐ６６ＲＴの発現におい
て、おそらくプロテアーゼの細胞毒性効果に起因して有効性がより小さかった。
【０３５２】
　ｐＣＭＶベクター中のＧａｇ対ＧＰ１およびＧａｇ対ＧＰ２を使用したマウスのＤＮＡ
免疫化を、前脛骨筋において筋肉内に実施した。研究の開始時（０週）および４週間後に
、マウスを免疫した。０週、４週、６週において、採血を実施した。使用したＤＮＡ用量
は、以下のとおりであった：２０μｇ、２μｇ、０．２μｇ、および０．０２μｇ。
【０３５３】
　ｐＣＭＶベクター中のＧａｇ対ｇａｇＦＳｐｏｌを使用したマウスのＤＮＡ免疫化を、
前脛骨筋において筋肉内に実施した。研究の開始時（０週）に、マウスを免疫し、そして
４週間後に、Ｇａｇ（ｒＶＶｇａｇ）をコードする組換えワクシニアウイルスでチャレン
ジした。０週および４週において、採血を実施した。使用したＤＮＡ用量は、以下のとお
りであった：２０μｇ、２μｇ、０．２μｇ、および０．０２μｇ。
【０３５４】
　ｐＣＭＶベクター中のＧａｇ対ｇａｇＦＳｐｏｌおよびＧａｇ対ｇａｇｐｏｌを使用し
たマウスのＤＮＡ免疫化を、前脛骨筋において筋肉内に実施した。研究の開始時（０週）
に、マウスを免疫し、そして４週間後に、Ｇａｇ（ｒＶＶｇａｇ）をコードする組換えワ
クシニアウイルスでチャレンジした。０週および４週において、採血を実施した。使用し
たＤＮＡ用量は、以下のとおりであった：２μｇ、０．２μｇ、０．０２μｇおよび０．
００２μｇ。
【０３５５】
　Ｇａｇに対する細胞性免疫反応は、試験した全ての改変体について同等であった（例え
ば、Ｇａｇ、Ｇａｇプロテアーゼ、ｇａｇＦＳｐｏｌおよびＧａｇＰｏｌＩｎａはすべて
、同等の有効性を有した）。
【０３５６】
　Ｇａｇに対する体液性免疫反応もまた、ＧＰ１および特にＧＰ２を除いて同等であった
。体液性免疫反応は、機能的なプロテアーゼまたは弱力化プロテアーゼを含む構築物にお
いて、より弱かった。このことは、過剰に活性な（ｏｖｅｒａｃｔｉｖｅ）プロテアーゼ
によって引き起こされるｐ５５Ｇａｇのあまり有効でない分泌に起因し得る。
【０３５７】
　インビトロ実験およびインビボ実験（本発明の支持で実施した）は、Ｇａｇの発現およ
び免疫原性が全ての構築物で同等であることを示唆した。例外は、機能的なプロテアーゼ
または弱力化プロテアーゼを有するＧａｇＰｏｌインフレームである。これは、プロテア
ーゼの細胞毒性の影響の結果であり得る。マウスにおける免疫反応は、インビボ発現の相
対的レベルと相関した。
【０３５８】
　（実施例１１）
　（Ｃ型由来エンベロープポリペプチドを使用したタンパク質発現、免疫原性、および中
和抗体の産生）
　南アフリカ人の個体から回収されたＣ亜型初代単離体、ＴＶ１に由来するエンベロープ
（Ｅｎｖ）ワクチンを、以下のようにウサギで試験した。遺伝子カセットを、可変ループ



(103) JP 2012-80895 A 2012.4.26

10

20

30

40

50

領域、Ｖ２およびＶ１Ｖ２の欠失があるＨＩＶ－１エンベロープおよび欠失がないＨＩＶ
－１エンベロープのポリタンパク質のｇｐ１２０形態（表面抗原）、ｇｐ１４０形態（表
面抗原＋膜貫通タンパク質、ｇｐ４１のエクトドメイン）、および全長（ｇｐ１２０＋ｇ
ｐ４１）ｇｐ１６０形態を発現するように設計した。全ての遺伝子を配列改変して、Ｒｅ
ｖ非依存様式での、コードされるＥｎｖ糖タンパク質の発現を増強し、そしてそれらを、
続いて上記のＤＮＡワクチンおよびタンパク質産生適用のためのｐＣＭＶベースのプラス
ミドベクターにクローニングした。この配列を、本明細書中に記載されるようにコドン至
適化した。簡潔には、すべての改変エンベロープ遺伝子を、Ｃｈｉｒｏｎ　ｐＣＭＶｌｉ
ｎｋプラスミドベクターに（好ましくは、ＥｃｏＲＩ／ＸｈｏＩ部位に）クローニングし
た。
【０３５９】
　（Ａ．タンパク質発現）
　ＴＶ１　Ｅｎｖ抗原の全長（ｇｐ１６０）、短縮ｇｐ１４０（Ｅｎｖエクトドメインの
み）およびｇｐ１２０のネイティブ型を、本明細書中に記載される発現カセットから産生
した。ｇｐ１４０をコードする配列を、２９３Ｔ細胞に一過性にトランスフェクトした。
遺伝子産物の発現レベルを、組織内（ｉｎ－ｈｏｕｓｅ）抗原捕捉ＥＬＩＳＡによって評
価した。ＴＶ００１ｃ８．２、ＴＶ００１ｃ８．５およびＴＶ００２ｃ１２．１のネイテ
ィブ配列から構築したエンベロープ遺伝子は、インビトロで正確なタンパク質を発現した
。ｇｐ１４０ＴＶ００１ｃ８．２が、最高レベルの発現を示した。さらに、ＴＶ１由来ク
ローン８．２から発現されたＥｎｖタンパク質が、ＣＤ４レセプタータンパク質に結合す
ること（このことは、発現されたタンパク質のこの特性が、機能的配置で維持されている
ことを示す）を見出した。発現されたＴＶ１　ｇｐ１６０タンパク質果のレセプター結合
特性／機能性の結果もまた、細胞融合アッセイによって確認した。
【０３６０】
　全発現は、合成ｇｐ１４０構築物について、ネイティブｇｐ１４０遺伝子カセットと比
較しておおよそ１０倍に増加した。改変ｇｐ１２０改変体および改変ｇｐ１４０改変体の
両方とも上清中に大量のタンパク質を分泌した。さらに、ｇｐ１４０のＶ２欠失型および
Ｖ１Ｖ２欠失型は、インタクトのｇｐ１４０よりも、おおよそ２倍多いタンパク質を分泌
した。概して、合成ｇｐ１４０遺伝子改変体の発現レベルは、ネイティブ配列を有するｇ
ｐ１４０遺伝子よりも１０～２６倍増加した。
【０３６１】
　つまり、試験した各合成構築物は、ネイティブのコード配列を使用した構築物と比べて
１０倍より高い発現の増大したレベルを示した。さらに、全ての発現されたタンパク質は
、推定された分子量のタンパク質であり、ＣＤ４に結合することが示された。安定なＣＨ
Ｏ細胞株を得、そして小規模タンパク質精製方法を使用して、ワクチン研究のためにこれ
らのタンパク質の少量の各非欠失オリゴマー形態およびＶ－欠失オリゴマー形態（ｏ－ｇ
ｐ１４０）を産生した。
【０３６２】
　（Ｂ．ＴＶ００１ウイルス単離体およびＴＶ００２ウイルス単離体の中和特性）
　一過性発現実験は、ＴＶ００１ウイルス単離体およびＴＶ００２ウイルス単離体由来の
エンベロープ遺伝子が所望のタンパク質産物を発現することを示した。これらの２つのウ
イルス株の、１８人の感染した南アフリカ人（Ｂ亜型およびＣ亜型）からの血清を使用し
た相対的中和感度は、以下のとおりである。ＴＶ２株は、１：１０血清希釈において、１
８血清中１８血清で；１：５０血清希釈において、１８血清中１６血清で；１：２５０血
清希釈において、１８血清中１５血清で中和された。それに比べて、ＴＶ１単離体は、１
：１０血清希釈において、１８血清中１５血清で；１：５０血清希釈において、１８血清
中６血清のみで中和され；そして１：２５０血清希釈において、いずれの試料によっても
中和されなかった。さらに、ＴＶ００１患者血清は、試験したすべての希釈で、ＴＶ００
２単離体に対する中和活性を示した。対照的に、ＴＶ００２は、１：１０血清希釈におい
てのみ、ＴＶ００１の中和を示した。これらの結果は、ＴＶ００１単離体が、感染した宿
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主において、ＴＶ００２よりもより広範かつより強力な中和抗体反応を誘導し得ることを
示唆する。
【０３６３】
　（Ｃ．ウサギ研究における改変ＴＶ１ＥｎｖＤＮＡおよびタンパク質抗原の免疫原性）
　ＴＶ１　Ｅｎｖ　ＤＮＡ（合成発現カセットを含む）およびタンパク質ワクチンを、下
の表Ｈに示すように投与した。
【０３６４】
【表Ｈ】

【０３６５】
一群あたり４匹の、７群のウサギを、示したプラスミドＤＮＡおよびオリゴマーのＥｎｖ
タンパク質抗原で免疫した。３つの用量のＤＮＡ（１免疫で１動物あたり１ｍｇのＤＮＡ
）を、０週目、４週目、および２０週目において針注射、続いてエレクトロポレーション
により筋肉内に投与した。２０週目に、別の部位にＭＦ５９アジュバント中の単回用量の
Ｅｎｖタンパク質１００μｇを、筋肉内に与えた。
ＤＮＡ免疫には、Ｃ亜型配列改変遺伝子（ＴＶ１）－－ｇｐ１６０、ｇｐ１６０ｄＶ２、
ｇｐ１６０ｄＶ１Ｖ２、ｇｐ１４０、ｇｐ１４０ｄＶ２およびｇｐ１４０ｄＶ１Ｖ２－－
ならびにＢ亜型ＳＦ１６２配列改変ｇｐ１４０ｄＶ２を使用した。ＤＮＡ免疫を、０週目
、４週目および２０週目に針注射により、筋細胞および常在の抗原提示細胞のトランスフ
ェクションを促進するためにエレクトロポレーションを使用して筋肉内経路によって実施
した。
【０３６６】
　２０週目に、離れた部位に単回のＥｎｖタンパク質追加免疫（ＭＦ５９アジュバント中
で）を、筋肉内注射により施した。各連続した免疫化に次いで、ＥＬＩＳＡにより抗体価
を評価した。０週目、４週目、６週目、８週目、１２週目、２２週目および２４週目に、
血清試料を回収した。血清抗体価を、ＥＬＩＳＡで測定した。９６ウエルプレートを、１
μｇ／ｍｌの濃度のタンパク質でコーティングした。血清サンプルを、連続的に３倍に希
釈した。ヤギ抗ウサギペルオキシダーゼ結合体（１：２０，０００）を、検出に使用した
。基質としてＴＭＢを使用し、そして０．６ＯＤ（４５０ｎｍ）において抗体価を、読み
取った。
ＰＢＭＣ－増殖Ｒ５　ＨＩＶ－１株に対する中和抗体反応を、２つの異なる研究所におけ
る２つの異なるアッセイ（Ｃｈｉｒｏｎにおける５．２５レポーター細胞株ベースのアッ
セイおよびＤｕｋｅ大学におけるＤａｖｉｄ　ＭｏｎｔｅｆｉｏｒｉのＰＢＭＣベースの
アッセイ）を使用して、免疫したマウスから回収した血清においてモニターした。結果を
、図１２１、図１２２、および図１２３に示す。Ｃｈｉｒｏｎアッセイを、基本的に以下
のように実施した。ＰＢＭＣ－増殖Ｃ亜型ＴＶ００１株およびＰＢＭＣ－増殖Ｃ亜型ＴＶ
００２株に対する中和抗体反応を、５．２５細胞株を用いる組織内レポーター細胞株アッ
セイを使用して測定した。この細胞は、その細胞膜上にＣＤ４、ＣＣＲ５、ＣＸＣＲ４お
よびＢＯＮＺＯレセプター／コレセプターを有する。親の（ｐａｒｅｎｔａｌ）ＣＥＭ細
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胞株は、急性リンパ芽球性白血病に罹患した４歳の白人の（Ｃａｕｃａｓｉａｎ）女性に
由来し、この細胞をヒトＢ細胞株７２１．１７４と融合して、ＣＥＭｘ１７４を作製した
。ＣＣＲ遺伝子（約１．１ｋｂ）を、ｐＢＡＢＥｐｕｒｏレトロウイルスベクターのＢａ
ｍＨ－Ｉ（５’）およびＳａｌ－Ｉ（３’）にクローニングし、それに次いでＣＥＭｘ１
７４に導入した後、ＬＴＲ－ＧＦＰをこの細胞にトランスフェクトした。この細胞の緑色
蛍光タンパク質（ＧＦＰ）を、フローサイトメータ（ＦＡＣＳｃａｎ）によって検出した
。ウイルス中和アッセイについて、５０ｕｌの力価決定した（ｔｉｔｒａｔｅ）ウイルス
および５０ｕｌの希釈免疫血清または免疫前血清を、室温で１時間インキュベートした。
２４ウエルプレートにプレートした、１０４細胞／ｍｌ細胞を有するウエルに、この混合
物を添加し、そして３７℃で５～７日間インキュベートした。次いで、この細胞を、ＰＢ
Ｓで洗浄した後、２％ホルムアルデヒドで固定した。Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔソフトウエアを
使用して、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＦＡＣＳｃａｎで各サンプルについて１
５，０００事象（細胞）を収集した。示したデータは、３連のウエルの平均であった。以
下の式：％ウイルス阻害＝（ウイルスコントロール－実験）／（ウイルスコントロール－
細胞コントロール）×１００、を使用して、ウイルスコントロールと比較して、％中和を
算出した。採血前に観察された任意のウイルス阻害を、各個々の動物について差し引いて
いる。＞５０％の値を陽性と見なし、グレーで強調する。
【０３６７】
　図１２２において、「＃」は、動物が採血前血清において高いレベルのウイルス阻害（
＞２０％ウイルス阻害）（観察した阻害の大きさ、およびいくつかの場合、有意な中和抗
体活性（＜５０％阻害）の存在について、血清が陽性であるか、または陰性であるかスコ
アする本発明者らの能力に影響する）を有することを示す。
【０３６８】
　図１２３に示すデータについて、単回のタンパク質の追加免疫の後（３回目の後（ｐｏ
ｓｔ－ｔｈｉｒｄ））回収した血清サンプルを、ウイルスで１：８希釈（細胞添加後１：
２４）において３連でスクリーニングした。示した値は、対応する採血前コントロールサ
ンプルにおけるｐ２４合成に対する、ｐ２４合成の％減少である。０値は、陰性の値が測
定されたか、または値が測定されなかったことを示す。ＮＶ、（有効でない（ｎｏｔ　ｖ
ａｌｉｄ））は、免疫前血清におけるウイルス阻害に起因する。ｐ２４が、少なくとも８
０％低減された場合、中和を陽性と見なす；これらのサンプルを、ダークグレーで強調す
る。より明るいグレーの陰影付けのサンプルは、ｐ２４の合成において少なくとも５０％
の減少を示した。
【０３６９】
　図１１９は、プレートをモノマーのｇｐ１２０．ＴＶ１タンパク質でコートした際のＥ
ＬＩＳＡデータを示す。このタンパク質は、免疫に使用したＣ亜型遺伝子に相同である。
全ての免疫群が、２回目のＤＮＡ免疫の後、高い抗体価を産生した。ｇｐ１４０形態のＤ
ＮＡで免疫した群は、１回目のＤＮＡ免疫および２回目のＤＮＡ免疫の両方の後、ｇｐ１
６０形態を使用した群と比べて、相対的により高い幾何平均抗体価を有する。ｇｐ１４０
．ＴＶ１およびｇｐ１４０ｄＶ１Ｖ２．ＴＶ１遺伝子の両方は、２回目のＤＮＡの２週後
において高い抗体価（約１０４）を産生した；ｇｐ１４０ｄＶ２．ＴＶ１プラスミドは、
この時点および他のすべての時点で抗体の最高の力価（＞１０４）を得た。ｇｐ１２０．
ＴＶ１タンパク質に対する結合抗体価は、相同のｇｐ１４０ｄＶ２．ＴＶ１遺伝子で免疫
した群において、約１０３の力価を示す、異種のｇｐ１４０ｄＶ２．ＳＦ１６２遺伝子で
免疫した群よりも高かった。２回目のＤＮＡ免疫の後、全ての群が、８週目までに抗体価
におけるいくらかの下落を示した。２０週でのＤＮＡ＋タンパク質追加免疫の後、全ての
群が、２回目のＤＮＡ免疫の後に以前に観察した力価より高い力価に到達した（０．５～
１．０対数増加を観察した）。タンパク質追加免疫の後、ｇｐ１４０ｄＶ２．ＴＶ１　Ｄ
ＮＡまたはｇｐ１６０ｄＶ２．ＴＶ１　ＤＮＡのいずれかのよって初回抗原刺激された、
ｏ－ｇｐ１４０ｄＶ２．ＴＶ１タンパク質を受けた全ての動物は、最高の抗体価を示した
。
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【０３７０】
　結合抗体価をまた、Ｃ亜型ｏ－ｇｐ１４０ｄＶ２．ＴＶ１タンパク質またはＢ亜型ｏ－
ｇｐ１４０ｄＶ２．ＳＦ１６２タンパク質のいずれかでコートしたＥＬＩＳＡプレートを
使用して測定した（図１２０）。全てのＴＶ１　Ｅｎｖ免疫化群について、オリゴマータ
ンパク質、ｏ－ｇｐ１４０ｄＶ２．ＴＶ１を使用して測定した抗体価は、モノマー（非Ｖ
２欠損失）タンパク質、ｇｐ１２０．ＴＶ１を使用して測定した抗体価より高かった。実
際、これらの群について、異種のＢ亜型ｏ－ｇｐ１４０ｄＶ２．ＳＦ１６２タンパク質で
観察した力価は、Ｃ亜型ＴＶ１ｇｐ１２０で測定された力価と同等であるか、またはそれ
よりも高かった。それにもかかわらず、Ｃ亜型抗原で免疫した全ての群は、Ｂ亜型ｇｐ１
４０ｄＶ２．ＳＦ１６２に結合する力価よりも高い、Ｃ亜型ｇｐ１４０ｄＶ２．ＴＶ１タ
ンパク質に結合する力価を示した。逆に、ｇｐ１４０ｄＶ２．ＳＦ１６２免疫原で免疫し
た群は、オリゴマーＢ亜型タンパク質での、そのＣ亜型対応物より高い抗体価を示した。
概して、３つのアッセイすべては、高い抗体交差反応抗体が、Ｃ亜型ＴＶ１ベースのＤＮ
Ａ免疫原およびタンパク質抗原によって産生されることを示した。
【０３７１】
　これらの結果は、Ｃ亜型ＴＶ１由来のＥｎｖ　ＤＮＡ抗原およびタンパク質抗原が、免
疫されたウサギにおいて高い力価の抗体を誘導する免疫原であること、ならびにＢ亜型Ｒ
５ウイルス株およびＣ亜型Ｒ５ウイルス株の両方に対する中和抗体の実質的な証拠である
ことを示す。特に、ｇｐ１４０ｄＶ２．ＴＶ１抗原は、Ｂ亜型ＳＦ１６２ＥｎｖＤＶ２株
およびＣ亜型ＴＶ２に株対する一貫した中和反応を誘導している。従って、ＴＶ１ベース
のＥｎｖ　ＤＮＡおよびタンパク質ベースの抗原は、免疫原性であり、そしてＣ亜型ＨＩ
Ｖ－１　Ｅｎｖ抗原およびＢ亜型ＨＩＶ－１　Ｅｎｖ抗原の両方に反応性の高力価抗体反
応を誘導する。２回のみのＤＮＡ免疫後、いくつかの群で中和感受性Ｂ亜型Ｒ５　ＨＩＶ
－１ＳＦ１６２ＤＶ２に対する中和抗体反応を観察した。Ｅｎｖタンパク質での単回の追
加免疫に次いで、ＴＶ１　ＥｎｖのＶ２欠失形態を受けた群のウサギの大多数が、密接に
関連するＣ亜型ＴＶ２初代株に対する中和活性を示した。
【０３７２】
　（実施例１２）
　（Ｒｈｅｓｕｓ　Ｍａｃａｑｕｅｓにおける免疫学的応答）
表Ｉに示すように構成された免疫化研究において、細胞性免疫反応および体液性免疫反応
を、３群のｒｈｅｓｕｓ　ｍａｃａｑｕｅｓ（各群は、４匹の動物で構成された）で評価
した。免疫化組成物についての投与経路は、いずれの場合においてもエレクトロポレーシ
ョンであった。抗体価を、２回目の免疫の２週間後について表Ｉに示す。
【０３７３】
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【表Ｉ】

【０３７４】
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【表ＩＡ】

【０３７５】
　１回目の免疫の前０週において、免疫前血清を得た。０週において、１回目の免疫を実
施した。４週目において２回目の免疫を実施した。１回目の採血を、２回目の免疫の２週
後（すなわち、６週目）に実施した。３回目の免疫を８週目に、そして４回目の免疫を、
１６週目に実施する。動物２Ａ、動物３Ａ、動物３Ｂおよび動物３Ｄは、以前（おおよそ
４年以上）に、ｇａｇプラスミドＤＮＡまたはｇａｇＶＬＰ（亜型Ｂ）でワクチン接種さ
れている。
【０３７６】
　バルクＣＴＬ、５１Ｃｒ－放出アッセイ、およびフローセル細胞計測方法を使用して、
表Ｊおよび表Ｋ中のデータを得た。ｇａｇ特異的Ｔ細胞およびｐｏｌ特異的Ｔ細胞を検出
するために使用した試薬は、以下であった：（ｉ）「ｇａｇＣｐｏｌ」抗原（ｎ＝３７７
）に及ぶ合成重複ペプチドであって、代表的には、このペプチドは、１１マーまでの重複
を有する１５マーのプールであり、このプールは、以下：プール１、ｎ＝１～８２、プー
ル２、ｎ＝８３～１６４、プール３、ｎ＝１６５～２７１、プール４、ｎ＝２７２～３７
７であり、従ってプール１およびプール２は、「ｇａｇ」特異的であり、そしてプール３
およびプール４は、「ｐｏｌ」特異的である、合成重複ペプチドならびに（ｉｉ）組換え
ワクシニアウイルス（ｒＶＶ）（例えば、ｒＶＶｇａｇ９６５、ｒＶＶｐ２Ｐｏｌ９７５
（ｐ２ｐ７ｇａｇ９７５を含む）、およびＶＶｗｒ親ウイルス）。
【０３７７】
　２回目の免疫の後に、血液中のＧａｇ特異的ＩＦＮγ＋ＣＤ８＋Ｔ細胞、Ｇａｇ特異的
ＩＦＮγ＋ＣＤ４＋Ｔ細胞、Ｐｏｌ特異的ＩＦＮγ＋ＣＤ８＋Ｔ細胞、およびＰｏｌ特異
的ＩＦＮγ＋ＣＤ４＋Ｔ細胞を、上の表Ｉに記載の各動物について決定した。結果を、表
Ｊおよび表Ｋに示した。表Ｋに示すｐｏｌ特異的活性のうちいくつかは、ｐ２ｐ７ｇａｇ
に対して惹起された可能性がある。
【０３７８】
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【表Ｊ】

【０３７９】
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【表Ｋ】

【０３８０】
　これらの結果は、本発明の構築物が、選択されたＨＩＶポリペプチド抗原に対する特異
的細胞応答および体液性応答を生成し得ることを支持する。
【０３８１】
　本発明の好ましい実施形態はいくらか詳細に記載されているが、明らかな改変が添付の
請求項により規定される本発明の精神および範囲から逸脱することなしになされ得ること
が理解される。
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