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【発明の詳細な説明】
【発明の名称】免疫原性マラリア原虫周辺スポロゾイトタンパク質エピトープによる組換
えアデノウイルスの改変
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、医学および生物工学の分野に関する。より詳しくは、本発明はマラリア原虫
（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ）スポロゾイト周囲タンパク質などのマラリア寄生虫抗原に対し
て強力な免疫応答を誘発するためのカプシド改変型アデノウイルスベクターの使用に関す
る。該ベクターはマラリアに対するワクチンに適している。
優先権主張
　本出願は、２００９年８月１８日に提出された国際出願ＰＣＴ／ＵＳ０９／０５４２１
２に対する優先権を主張し、かつ一部継続出願である。該国際出願の全体を完全に記述す
るように参照によって本明細書に組み入れる。
 
米国連邦政府による委託研究に関する記載
　本発明は、米国国立衛生研究所の一部である国立アレルギー・感染症研究所（ＮＩＡＩ
Ｄ）によって与えられた助成金番号１Ｒ０１Ａ１０８１５１０－０１Ａ１の下で政府支援
によってなされた。米国政府は、本発明において特定の権利を有する。
【背景技術】
【０００２】
　マラリアは、世界中の熱帯で最も蔓延している感染症に入る重篤な疾患である。毎年、
およそ３億～５億の人々が感染し、罹患率と死亡率が比較的高い。重度の罹患率と死亡率
は、特に幼児と、これまでにマラリアに曝露されたことがないマラリア流行地に移住した
成人に起こっている。世界保健機構（ＷＨＯ）では、アフリカだけでマラリアによる小児
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の死亡数が毎年２００万～３００万人と推定している。多くの国では、薬剤耐性寄生虫（
熱帯熱マラリア原虫（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ）、最近では三日熱
マラリア原虫（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｖｉｖａｘ）も）および殺虫剤耐性ベクター（ハ
マダラカ属（Ａｎｏｐｈｅｌｅｓ）蚊）によってもたらされるマラリアの広範な発生およ
び発生率の増加のため、この疾患を制御する新規の方法を開発する必要性が強調されてい
るる（ＮｕｓｓｅｎｚｗｅｉｇおよびＬｏｎｇ　１９９４）。
【０００３】
　マラリア寄生虫は、前赤内期、赤血球期および生殖期の寄生形態からなる複雑なライフ
サイクルを有し、これらの形態はマラリアワクチンの開発のための潜在的標的を表す。前
赤内期、赤血球期の形態は宿主内で見られるが、生殖形態はベクター内で起こる。弱毒化
照射したスポロゾイト（ＩｒＳｐ）の生ワクチンによる免疫化は、マウスにおいて（Ｎｕ
ｓｓｅｎｚｗｅｉｇら　１９６７）、非ヒト霊長類（Ｇｗａｄｚら　１９７９）およびヒ
ト（（Ｃｌｙｄｅら　１９７３、Ｅｄｅｌｍａｎら　１９９３）において無菌の防御作用
（すなわち、寄生体の攻撃に対する完全な耐性）を誘発することが示された。ＩｒＳｐに
よって与えられる防御作用は、体液性（Ｂ細胞）および細胞性（Ｔ細胞）の両免疫応答に
よるスポロゾイト中和によって媒介される（Ｔｓｕｊｉら　２００１）。ＩｒＳｐワクチ
ン接種は魅力ある解決策ではあるが、スポロゾイトを採取する唯一の方法は蚊唾液腺を詳
細に分析することにより、かつ大量のスポロゾイトをｉｎ　ｖｉｔｒｏで増殖させる技術
で現在知られているものはない。したがって、マラリアに対して同様に強い防御免疫を誘
発することができる代替ワクチンのベクターが必要とされる。
【０００４】
　かかるワクチンベクターの有望な標的の１つは、スポロゾイト周囲（ＣＳ）タンパクで
あり、該タンパク質はスポロゾイトの表面に発現される。有効な中和抗体は、スポロゾイ
ト周囲（ＣＳ）タンパク質の免疫優性で、種特異的な反復ドメインに向けられる。熱帯熱
マラリア原虫（ヒトマラリア寄生虫）において、反復（ＮＡＮＰ）ｎは、世界のすべての
領域に由来する分離株の間で保存されている。この中心反復はＢ細胞エピトープの複数の
反復を含み、したがってＣＳタンパク質はＢ細胞を誘発することによって強い体液性免疫
反応を誘発することができる（Ｔｓｕｊｉら　２００１）。ＣＳタンパク質のＣ末端領域
では、いくつかのＴ細胞エピトープが存在し、該エピトープが細胞性免疫応答を著しく誘
発することができる（Ｔｓｕｊｉら　２００１）。体液性（抗体）応答は、肝細胞に入る
前にスポロゾイト（細胞外寄生体）の感染力と相互作用して、中和することによって寄生
虫を除去することができるが、一方細胞性（Ｔ細胞）応答は、インターフェロンγを分泌
することによってＥＥＦ（細胞内寄生体）を攻撃することができる。これらの免疫応答は
、ＥＥＦが成熟し、急速に分裂して、血液に再度浸入して赤血球に感染する何千ものメロ
ゾイトを形成して、我々がマラリアと認識する疾患を引き起こすことを防ぐ。
【０００５】
　現在ヒト臨床試験を受けているＣＳをベースにしたマラリアワクチンの１種は、Ｇｌａ
ｘｏＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ社のＲＴＳ、Ｓ、Ｂ型肝炎表面抗原の融合タンパク質、および
ウイルス様の粒子の形態での熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質（ＰｆＣＳ
Ｐ）の一部（１９９２年１１月１１日に、ＳｍｉｔｈＫｌｉｎｅ　Ｂｅｅｃｈａｍ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｉｃａｌｓ　Ｓ．Ａ．に対して出願された国際特許出願第ＰＣＴ／ＥＰ１９９２
／００２５９１号）であり、臨床試験においてマラリア感染症を減少させることが示され
ている（Ａｌｏｎｓｏら　２００４，　Ａｌｏｎｓｏら　２００５，　Ｂｅｊｏｎら２０
０８）。ＲＴＳ、Ｓは、抗ＰｆＣＳＰ体液性免疫応答を誘発するが、ＰｆＣＳＰ特異的細
胞（ＣＤ８＋）応答は比較的弱い（Ｋｅｓｔｅら　２００８）。これは、ＲＴＳ、Ｓによ
る防御作用が比較的弱いことが理由でありうる。対照的に、アデノウイルスベースのマラ
リアワクチンは、防御細胞性免疫応答を誘発することができる（２００３年１２月１６日
に出願された国際特許出願第ＰＣＴ／ＥＰ２００３／０５１０１９号、Ｒｏｄｒｉｇｕｅ
ｓら　１９９７）。しかし、現在のところマラリアワクチンとしてアデノウイルスベース
のプラットフォームの利用を限定する障害が２つある：（１）導入遺伝子産物に対する強
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力な体液性免疫応答を誘発する能力の欠如と、（２）アデノウイルス、特に、アデノウイ
ルスベースのワクチンの免疫原性を妨害するアデノウイルス血清型５に対する既存免疫と
の２つである。
【０００６】
　アデノウイルスによって誘発される体液性免疫応答を増強する試みの中で最近なされて
いる１つのアプローチは、Ｂ細胞抗原エピトープ（たとえば、細菌エピトープまたはウイ
ルスエピトープ）をＨｅｘｏｎ、Ｆｉｂｅｒ、ＰｅｎｔｏｎおよびｐＩＸなどのアデノウ
イルスカプシドタンパク質に挿入することである（Ｗｏｒｇａｌｌら　２００５，　Ｍｃ
Ｃｏｎｎｅｌｌら　２００６、Ｋｒａｕｓｅら２００６、Ｗｏｒｇａｌｌら　２００７）
。
【０００７】
　加えて、アデノウイルス血清型５（Ａｄ５）に対する既存免疫を避けるために、アデノ
ウイルス血清型１１、３５、２６、４８、４９および５０などの低い血清有病率を有する
他のアデノウイルス血清型が、ワクチンプラットフォームとして評価され、抗Ａｄ５免疫
が存在するにもかかわらず導入遺伝子に対する免疫応答を誘発することが示された（２０
０５年１０月１２日にＣｒｕｃｅｌｌ　Ｈｏｌｌａｎｄ　Ｂ．Ｖ．に対して出願された国
際特許出願第ＰＣＴ／ＥＰ２００５／０５５１８３号）。既存の抗Ａｄ５免疫を回避する
ために、中和抗体の標的カプシドタンパク質であるＡｄ５　Ｈｅｘｏｎと他の血清型のそ
れとの置換が構築された（Ｗｕら　２００２、Ｒｏｂｅｒｔｓら　２００６）。
【０００８】
　しかし、アデノウイルスベクターを上述のマラリアワクチンに適用する際に同時に前述
の２つの障害を克服したと報告される改良型アデノウイルスベクターはない。マラリア流
行地においてＡｄ５に対する血清有病率が高い（Ｏｐｈｏｒｓｔら　２００６）ことを考
慮すると、アデノウイルスに対する既存免疫の存在下で、防御体液性免疫応答および細胞
性免疫応答の双方を誘発するアデノウイルスベースのマラリアワクチンが求められている
。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本開示は、組換えアデノウイルスワクチンの導入遺伝子に対する免疫応答を増強し、か
つ既存の抗アデノウイルス免疫を回避するための種々のアデノウイルスタンパク質改変に
関する。
【００１０】
　より具体的には、一実施形態は、組換えアデノウイルスプラスミドベクターに由来する
組換えアデノウイルスに関し、該組換えアデノウイルスプラスミドベクターは、（ｉ）異
種プロモーターに作用可能に連結した、マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質、また
はその抗原部分と、（ｉｉ）改変型カプシドタンパク質もしくはコアタンパク質とをコー
ドするヌクレオチド配列を含み、マラリア原虫スポロゾイト周囲の免疫原性エピトープは
カプシドタンパク質もしくはコアタンパク質に挿入されているまたはその少なくとも一部
を置換する。
【００１１】
　一部の実施形態では、マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質は、熱帯熱マラリア原
虫またはネズミマラリア原虫（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｙｏｅｌｉｉ）スポロゾイト周囲
タンパク質をさらに含む。該スポロゾイト周囲タンパク質は、コドン最適化した熱帯熱マ
ラリア原虫またはネズミマラリア原虫のスポロゾイト周囲タンパク質をさらに含むことも
あり、一部の態様では、配列番号２または配列番号１それぞれののヌクレオチド配列によ
ってコードされうる。
【００１２】
　別の実施形態では、該免疫原性エピトープは、マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク
質のＢ細胞エピトープをさら含む。該Ｂ細胞エピトープは、改変型カプシドタンパク質に
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取り込まれることもあり、かつ一部の態様では、カプシドタンパク質はＨｅｘｏｎ高頻度
可変領域（ＨＶＲ）を含みうる。該ＨＶＲは、ＨＶＲ１またはＨＶＲ５の一部がＢ細胞エ
ピトープに置換されているＨＶＲ１またはＨＶＲ５をさらに含みうる。別の態様では、カ
プシドタンパク質は、Ｂ細胞エピトープがＦｉｂｅｒタンパク質に挿入されているカプシ
ドＦｉｂｅｒタンパク質をさらに含みうる。一部の態様では、Ｂ細胞エピトープは、熱帯
熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質Ｂ細胞エピトープであり、該Ｂ細胞エピトー
プが、たとえば（ＮＡＮＰ）ｎ（配列番号６０）の反復配列であり、該反復配列が（ＮＡ
ＮＰ）４、（ＮＡＮＰ）６、（ＮＡＮＰ）８、（ＮＡＮＰ）１０、（ＮＡＮＰ）１２、（
ＮＡＮＰ）１４、（ＮＡＮＰ）１６、（ＮＡＮＰ）１８、（ＮＡＮＰ）２０、（ＮＡＮＰ
）２２、または（ＮＡＮＰ）２８でありうる。別の態様では、Ｂ細胞エピトープはネズミ
マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質Ｂ細胞エピトープであり、Ｂ細胞エピトープが
、たとえば（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ（配列番号５９）の反復配列であり、該反復配列が（ＱＧ
ＰＧＡＰ）３、（ＱＧＰＧＡＰ）４（ＱＧＰＧＡＰ）５、（ＱＧＰＧＡＰ）６、（ＱＧＰ
ＧＡＰ）７、（ＱＧＰＧＡＰ）８、（ＱＧＰＧＡＰ）９、（ＱＧＰＧＡＰ）１１、または
（ＱＧＰＧＡＰ）１２でありうる。
【００１３】
　さらに別の実施形態では、免疫原性エピトープは、マラリア原虫スポロゾイト周囲タン
パク質のＣＤ４＋またはＣＤ８＋のＴ細胞エピトープをさらに含む。該ＣＤ４＋　Ｔ細胞
エピトープまたはＣＤ８＋　Ｔ細胞エピトープは、改変型カプシドタンパク質またはコア
タンパク質に取り込まれることもある。一部の態様では、該カプシドタンパク質は、Ｈｅ
ｘｏｎ高頻度可変領域（ＨＶＲ）を含みうる。該ＨＶＲは、ＨＶＲ１の一部がＣＤ４＋ま
たはＣＤ８＋のＴ細胞エピトープに置換されているＨＶＲ１をさらに含みうる。別の態様
では、該コアタンパク質は、ｐＶＩＩタンパク質をさらに含み、かつＣＤ４＋　Ｔ細胞エ
ピトープが該ｐＶＩＩタンパク質に挿入されている。一部の態様では、該ＣＤ４＋　Ｔ細
胞エピトープは、熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープであ
り、該ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープがＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳＰＣＳＶＴ（配列
番号６２）である。別の態様では、該ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープは、ネズミマラリア原
虫スポロゾイト周囲ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープであり、該ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープ
がＹＮＲＮＩＶＮＲＬＬＧＤＡＬＮＧＫＰＥＥＫ（配列番号６１）である。
【００１４】
　別の実施形態は、上記の実施形態による組換えアデノウイルスを含む医薬組成物または
マラリアワクチン組成物に関する。さらなる実施形態は、上記の実施形態による該医薬組
成物またはマラリアワクチン組成物の治療量を投与することを含むマラリアを治療する、
予防する、または診断する方法を含む。
【００１５】
　別の実施形態では、治療法は、初回刺激－追加免疫のワクチン接種の投与を含み、ここ
で被験者は、所定の時間間隔で用量を増やしてまたは同じ用量で一連の投与を与えられる
。所定の時間間隔は、体液性および／または細胞性の免疫応答を生成するのに十分な任意
の長さであってよい。たとえば、後述するように、該時間間隔は、３週間ごとであっても
よいが、これに限定されるものではない。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明者らは、組換えアデノウイルスプラスミドベクターに由来する新しい、カプシド
改変型構造を有する新規の組換えアデノウイルスを見出した。新規の組換えアデノウイル
スは哺乳類細胞を感染させ、哺乳類細胞にマラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質を発
現させることができる。該組換えアデノウイルスは、所望の免疫原性の抗原、たとえばマ
ラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質のＢ細胞エピトープ、Ｔ細胞エピトープを有する
ことによって改変された１つまたは複数のカプシドタンパク質も有する。該組換えアデノ
ウイルスは、直線化組換えアデノウイルスプラスミドベクターで細胞をトランスフェクト
する方法によって得られる。得られた組換えアデノウイルスを用いて、本発明者らは、有
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効成分としてマラリア感染予防効果および治療効果がある組換えアデノウイルスを含有す
る医薬品について広範囲の研究を行った。その結果、発明者らは、得られた組換えアデノ
ウイルスが所望の薬学的効果を有することを見出した。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】本開示の実施形態によるカプシド改変型組換えアデノウイルスの模式図である。
【図２】ＨＶＲ１改変型組換えアデノウイルスプラスミドベクターのＨＶＲ１改変型アデ
ノウイルスＤＮＡの構築を示す模式図である。
【図３】ＨＶＲ５改変型組換えアデノウイルスプラスミドベクターのＨＶＲ５改変型アデ
ノウイルスＤＮＡの構築を示す模式図である。
【図４】Ｆｉｂｅｒ改変型組換えアデノウイルスプラスミドベクターのＦｉｂｅｒ改変型
アデノウイルスＤＮＡの構築を示す模式図である。
【図５】ＨＶＲ１とＦｉｂｅｒとの改変型組換えアデノウイルスプラスミドベクターの、
ＨＶＲ１とＦｉｂｅｒとの改変型アデノウイルスＤＮＡの構築を示す模式図である。
【図６】ＦｉｂｅｒとｐＶＩＩとの改変型組換えアデノウイルスプラスミドベクターの、
ＦｉｂｅｒとｐＶＩＩとの改変型アデノウイルスＤＮＡの構築を示す模式図である。
【図７】ＨＶＲ１とｐＶＩＩとの改変型組換えアデノウイルスプラスミドベクターの、Ｈ
ＶＲ１とｐＶＩＩとの改変型アデノウイルスＤＮＡの構築を示す模式図である。
【図８】ＨＶＲ１とＦｉｂｅｒとｐＶＩＩとの改変型組換えアデノウイルスプラスミドベ
クターの、ＨＶＲ１とＦｉｂｅｒとｐＶＩＩとの改変型アデノウイルスＤＮＡの構築を示
す模式図である。
【図９】コドン最適化ネズミマラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質の核酸配列（Ｐｙ
ＣＳ、配列番号１）および対応するアミノ酸配列（配列番号３０）を示す。
【図１０】コドン最適化熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質の核酸配列（Ｐ
ｆＣＳＰ、配列番号２）および対応するアミノ酸配列（配列番号４３）を示す。
【図１１－１】ＨＶＲ１（配列番号３、核酸；配列番号３１、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの３の反復（配列番号５９；ｎ＝３）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）３の配列は、下線で示す。
【図１１－２】ＨＶＲ１（配列番号３、核酸；配列番号３１、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの３の反復（配列番号５９；ｎ＝３）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）３の配列は、下線で示す。
【図１１－３】ＨＶＲ１（配列番号３、核酸；配列番号３１、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの３の反復（配列番号５９；ｎ＝３）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）３の配列は、下線で示す。
【図１２－１】ＨＶＲ１（配列番号４、核酸；配列番号３２、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの４の反復（配列番号５９；ｎ＝４）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）４の配列は、下線で示す。
【図１２－２】ＨＶＲ１（配列番号４、核酸；配列番号３２、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの４の反復（配列番号５９；ｎ＝４）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）４の配列は、下線で示す。
【図１２－３】ＨＶＲ１（配列番号４、核酸；配列番号３２、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの４の反復（配列番号５９；ｎ＝４）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）４の配列は、下線で示す。
【図１３－１】ＨＶＲ１（配列番号５、核酸；配列番号３３、アミノ酸）においてＰｙＣ
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Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの５の反復（配列番号５９；ｎ＝５）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）５の配列は、下線で示す。
【図１３－２】ＨＶＲ１（配列番号５、核酸；配列番号３３、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの５の反復（配列番号５９；ｎ＝５）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）５の配列は、下線で示す。
【図１３－３】ＨＶＲ１（配列番号５、核酸；配列番号３３、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの５の反復（配列番号５９；ｎ＝５）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）５の配列は、下線で示す。
【図１４－１】ＨＶＲ１（配列番号６、核酸；配列番号３４、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの６の反復（配列番号５９；ｎ＝６）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）６の配列は、下線で示す。
【図１４－２】ＨＶＲ１（配列番号６、核酸；配列番号３４、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの６の反復（配列番号５９；ｎ＝６）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）６の配列は、下線で示す。
【図１４－３】ＨＶＲ１（配列番号６、核酸；配列番号３４、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの６の反復（配列番号５９；ｎ＝６）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）６の配列は、下線で示す。
【図１５－１】ＨＶＲ１（配列番号７、核酸；配列番号３５、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの７の反復（配列番号５９；ｎ＝７）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）７の配列は、下線で示す。
【図１５－２】ＨＶＲ１（配列番号７、核酸；配列番号３５、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの７の反復（配列番号５９；ｎ＝７）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）７の配列は、下線で示す。
【図１５－３】ＨＶＲ１（配列番号７、核酸；配列番号３５、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの７の反復（配列番号５９；ｎ＝７）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）７の配列は、下線で示す。
【図１６－１】ＨＶＲ１（配列番号８、核酸；配列番号３６、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの８の反復（配列番号５９；ｎ＝８）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）８の配列は、下線で示す。
【図１６－２】ＨＶＲ１（配列番号８、核酸；配列番号３６、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの８の反復（配列番号５９；ｎ＝８）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）８の配列は、下線で示す。
【図１６－３】ＨＶＲ１（配列番号８、核酸；配列番号３６、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの８の反復（配列番号５９；ｎ＝８）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）８の配列は、下線で示す。
【図１７－１】ＨＶＲ１（配列番号９、核酸；配列番号３７、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの９の反復（配列番号５９；ｎ＝９）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
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）９の配列は、下線で示す。
【図１７－２】ＨＶＲ１（配列番号９、核酸；配列番号３７、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの９の反復（配列番号５９；ｎ＝９）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）９の配列は、下線で示す。
【図１７－３】ＨＶＲ１（配列番号９、核酸；配列番号３７、アミノ酸）においてＰｙＣ
Ｓ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの９の反復（配列番号５９；ｎ＝９）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡＰ
）９の配列は、下線で示す。
【図１８－１】ＨＶＲ１（配列番号１０、核酸；配列番号３８、アミノ酸）においてＰｙ
ＣＳ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの１１の反復（配列番号５９；ｎ＝１１
）を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰ
ＧＡＰ）１１の配列は、下線で示す。
【図１８－２】ＨＶＲ１（配列番号１０、核酸；配列番号３８、アミノ酸）においてＰｙ
ＣＳ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの１１の反復（配列番号５９；ｎ＝１１
）を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰ
ＧＡＰ）１１の配列は、下線で示す。
【図１８－３】ＨＶＲ１（配列番号１０、核酸；配列番号３８、アミノ酸）においてＰｙ
ＣＳ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの１１の反復（配列番号５９；ｎ＝１１
）を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰ
ＧＡＰ）１１の配列は、下線で示す。
【図１９－１】ＨＶＲ１（配列番号１１、核酸；配列番号３９、アミノ酸）においてＰｙ
ＣＳ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの１２の反復（配列番号５９；ｎ＝１２
）を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰ
ＧＡＰ）１２の配列は、下線で示す。
【図１９－２】ＨＶＲ１（配列番号１１、核酸；配列番号３９、アミノ酸）においてＰｙ
ＣＳ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの１２の反復（配列番号５９；ｎ＝１２
）を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰ
ＧＡＰ）１２の配列は、下線で示す。
【図１９－３】ＨＶＲ１（配列番号１１、核酸；配列番号３９、アミノ酸）においてＰｙ
ＣＳ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの１２の反復（配列番号５９；ｎ＝１２
）を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰ
ＧＡＰ）１２の配列は、下線で示す。
【図２０－１】ＨＶＲ１（配列番号１２、核酸；配列番号４４、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの４の反復（配列番号６０；ｎ＝４）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ）４

の配列は、下線で示す。
【図２０－２】ＨＶＲ１（配列番号１２、核酸；配列番号４４、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの４の反復（配列番号６０；ｎ＝４）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ）４

の配列は、下線で示す。
【図２０－３】ＨＶＲ１（配列番号１２、核酸；配列番号４４、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの４の反復（配列番号６０；ｎ＝４）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ）４

の配列は、下線で示す。
【図２１－１】ＨＶＲ１（配列番号１３、核酸；配列番号４５、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの６の反復（配列番号６０；ｎ＝６）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ）６

の配列は、下線で示す。
【図２１－２】ＨＶＲ１（配列番号１３、核酸；配列番号４５、アミノ酸）においてＰｆ
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ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの６の反復（配列番号６０；ｎ＝６）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ）６

の配列は、下線で示す。
【図２１－３】ＨＶＲ１（配列番号１３、核酸；配列番号４５、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの６の反復（配列番号６０；ｎ＝６）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ）６

の配列は、下線で示す。
【図２２－１】ＨＶＲ１（配列番号１４、核酸；配列番号４６、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの８の反復（配列番号６０；ｎ＝８）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ）８

の配列は、下線で示す。
【図２２－２】ＨＶＲ１（配列番号１４、核酸；配列番号４６、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの８の反復（配列番号６０；ｎ＝８）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ）８

の配列は、下線で示す。
【図２２－３】ＨＶＲ１（配列番号１４、核酸；配列番号４６、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの８の反復（配列番号６０；ｎ＝８）を有
する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ）８

の配列は、下線で示す。
【図２３－１】ＨＶＲ１（配列番号１５、核酸；配列番号４７、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１０の反復（配列番号６０；ｎ＝１０）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１０の配列は、下線で示す。
【図２３－２】ＨＶＲ１（配列番号１５、核酸；配列番号４７、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１０の反復（配列番号６０；ｎ＝１０）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１０の配列は、下線で示す。
【図２３－３】ＨＶＲ１（配列番号１５、核酸；配列番号４７、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１０の反復（配列番号６０；ｎ＝１０）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１０の配列は、下線で示す。
【図２４－１】ＨＶＲ１（配列番号１６、核酸；配列番号４８、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１２の反復（配列番号６０；ｎ＝１２）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１２の配列は、下線で示す。
【図２４－２】ＨＶＲ１（配列番号１６、核酸；配列番号４８、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１２の反復（配列番号６０；ｎ＝１２）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１２の配列は、下線で示す。
【図２４－３】ＨＶＲ１（配列番号１６、核酸；配列番号４８、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１２の反復（配列番号６０；ｎ＝１２）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１２の配列は、下線で示す。
【図２５－１】ＨＶＲ１（配列番号１７、核酸；配列番号４９、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１４の反復（配列番号６０；ｎ＝１４）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１４の配列は、下線で示す。
【図２５－２】ＨＶＲ１（配列番号１７、核酸；配列番号４９、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１４の反復（配列番号６０；ｎ＝１４）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
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）１４の配列は、下線で示す。
【図２５－３】ＨＶＲ１（配列番号１７、核酸；配列番号４９、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１４の反復（配列番号６０；ｎ＝１４）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１４の配列は、下線で示す。
【図２６－１】ＨＶＲ１（配列番号１８、核酸；配列番号５０、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１６の反復（配列番号６０；ｎ＝１６）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１６の配列は、下線で示す。
【図２６－２】ＨＶＲ１（配列番号１８、核酸；配列番号５０、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１６の反復（配列番号６０；ｎ＝１６）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１６の配列は、下線で示す。
【図２６－３】ＨＶＲ１（配列番号１８、核酸；配列番号５０、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１６の反復（配列番号６０；ｎ＝１６）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１６の配列は、下線で示す。
【図２７－１】ＨＶＲ１（配列番号１９、核酸；配列番号５１、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１８の反復（配列番号６０；ｎ＝１８）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１８の配列は、下線で示す。
【図２７－２】ＨＶＲ１（配列番号１９、核酸；配列番号５１、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１８の反復（配列番号６０；ｎ＝１８）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１８の配列は、下線で示す。
【図２７－３】ＨＶＲ１（配列番号１９、核酸；配列番号５１、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの１８の反復（配列番号６０；ｎ＝１８）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）１８の配列は、下線で示す。
【図２８－１】ＨＶＲ１（配列番号２０、核酸；配列番号５２、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの２０の反復（配列番号６０；ｎ＝２０）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）２０の配列は、下線で示す。
【図２８－２】ＨＶＲ１（配列番号２０、核酸；配列番号５２、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの２０の反復（配列番号６０；ｎ＝２０）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）２０の配列は、下線で示す。
【図２８－３】ＨＶＲ１（配列番号２０、核酸；配列番号５２、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの２０の反復（配列番号６０；ｎ＝２０）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）２０の配列は、下線で示す。
【図２９－１】ＨＶＲ１（配列番号２１、核酸；配列番号５３、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの２２の反復（配列番号６０；ｎ＝２２）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）２２の配列は、下線で示す。
【図２９－２】ＨＶＲ１（配列番号２１、核酸；配列番号５３、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの２２の反復（配列番号６０；ｎ＝２２）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）２２の配列は、下線で示す。
【図２９－３】ＨＶＲ１（配列番号２１、核酸；配列番号５３、アミノ酸）においてＰｆ
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ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの２２の反復（配列番号６０；ｎ＝２２）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）２２の配列は、下線で示す。
【図３０－１】ＨＶＲ１（配列番号２２、核酸；配列番号５４、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの２８の反復（配列番号６０；ｎ＝２８）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）２８の配列は、下線で示す。
【図３０－２】ＨＶＲ１（配列番号２２、核酸；配列番号５４、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの２８の反復（配列番号６０；ｎ＝２８）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）２８の配列は、下線で示す。
【図３０－３】ＨＶＲ１（配列番号２２、核酸；配列番号５４、アミノ酸）においてＰｆ
ＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの２８の反復（配列番号６０；ｎ＝２８）
を有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ
）２８の配列は、下線で示す。
【図３１－１】ＨＶＲ５（配列番号２３、核酸；配列番号４０、アミノ酸）においてＰｙ
ＣＳ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの３の反復（配列番号５９；ｎ＝３）を
有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡ
Ｐ）３の配列は、下線で示す。
【図３１－２】ＨＶＲ５（配列番号２３、核酸；配列番号４０、アミノ酸）においてＰｙ
ＣＳ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの３の反復（配列番号５９；ｎ＝３）を
有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡ
Ｐ）３の配列は、下線で示す。
【図３１－３】ＨＶＲ５（配列番号２３、核酸；配列番号４０、アミノ酸）においてＰｙ
ＣＳ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの３の反復（配列番号５９；ｎ＝３）を
有する改変型Ｈｅｘｏｎの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧＡ
Ｐ）３の配列は、下線で示す。
【図３２－１】Ｆｉｂｅｒ（配列番号２４、核酸；配列番号４１、アミノ酸）においてＰ
ｙＣＳ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの３の反復（配列番号５９；ｎ＝３）
を有する改変型Ｆｉｂｅｒの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧ
ＡＰ）３の配列は、下線で示す。
【図３２－２】Ｆｉｂｅｒ（配列番号２４、核酸；配列番号４１、アミノ酸）においてＰ
ｙＣＳ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの３の反復（配列番号５９；ｎ＝３）
を有する改変型Ｆｉｂｅｒの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＱＧＰＧ
ＡＰ）３の配列は、下線で示す。
【図３３－１】Ｆｉｂｅｒ（配列番号２５、核酸；配列番号５５、アミノ酸）においてＰ
ｆＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの４の反復（配列番号６０；ｎ＝４）を
有する改変型Ｆｉｂｅｒの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ）

３の配列は、下線で示す。
【図３３－２】Ｆｉｂｅｒ（配列番号２５、核酸；配列番号５５、アミノ酸）においてＰ
ｆＣＳＰ　Ｂ細胞エピトープ配列（ＮＡＮＰ）ｎの４の反復（配列番号６０；ｎ＝４）を
有する改変型Ｆｉｂｅｒの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入された（ＮＡＮＰ）

３の配列は、下線で示す。
【図３４】Ｎ末端ｐＶＩＩ（配列番号２６、核酸；配列番号４２、アミノ酸）においてＰ
ｙＣＳ　ＣＤ４＋エピトープ配列ＹＮＲＮＩＶＮＲＬＬＧＤＡＬＮＧＫＰＥＥＫ（配列番
号６１）を有する改変型ｐＶＩＩの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。挿入されたＹＮ
ＲＮＩＶＮＲＬＬＧＤＡＬＮＧＫＰＥＥＫの配列は、下線で示す。
【図３５】Ｃ末端ｐＶＩＩ（ｐＶＩＩ－１；配列番号２７、核酸；配列番号５６、アミノ
酸）においてＰｆＣＳＰ　ＣＤ４＋エピトープ配列ＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳＰＣ
ＳＶＴ（配列番号６２）を有する改変型ｐＶＩＩの核酸配列およびアミノ酸配列を示す。
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挿入されたＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳＰＣＳＶＴ配列は、下線で示す。
【図３６】ｐＶＩＩ（ｐＶＩＩ－２；配列番号２８、核酸；配列番号５７、アミノ酸）の
第１の核移行シグナル（ＮＬＳ）の前にＰｆＣＳＰ　ＣＤ４＋エピトープ配列ＥＹＬＮＫ
ＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳＰＣＳＶＴ（配列番号６２）を有する改変型ｐＶＩＩの核酸配列お
よびアミノ酸配列を示す。挿入されたＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳＰＣＳＶＴ配列は
、下線で示す。
【図３７】ｐＶＩＩ（ｐＶＩＩ－３；配列番号２９、核酸；配列番号５８、アミノ酸）の
２つＮＬＳの間にＰｆＣＳＰ　ＣＤ４＋エピトープ配列ＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳ
ＰＣＳＶＴ（配列番号６２）を有する改変型ｐＶＩＩの核酸配列およびアミノ酸配列を示
す。挿入されたＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳＰＣＳＶＴ配列は、下線で示す。
【図３８】ＰｙＣＳ－ＧＦＰ／ｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶによる一過性トランスフェクシ
ョンの後、ＡＤ２９３細胞におけるＰｙＣＳタンパク質発現を示す。ＰｙＣＳタンパク質
は、マウスモノクローナル抗ＰｙＣＳ抗体（９Ｄ３）を用いるウエスタンブロット法によ
って検出された。
【図３９】（ＱＧＰＧＡＰ）３エピトープ（配列番号５９；ｎ＝３）のアデノウイルウス
カプシドタンパク質への挿入を確認するために、精製したカプシド改変型組換えＰｙＣＳ
－ＧＦＰアデノウイルスの銀染色とウエスタンブロット法（Ａ）およびＥＬＩＳＡアッセ
イ（Ｂ）による結果を示す。ＥＬＩＳＡアッセイでは、ＥＬＩＳＡプレートは精製アデノ
ウイルスで直接コーティングされ、次いでアデノウイルス粒子に挿入されたエピトープは
抗ＰｙＣＳ抗体で検出された。
【図４０】（ＱＧＰＧＡＰ）ｎエピトープ（配列番号５９）のアデノウイルウスカプシド
タンパク質への挿入を確認するために、精製したカプシド改変型組換えＰｙＣＳアデノウ
イルスの銀染色とウエスタンブロット法（Ａ）およびＥＬＩＳＡアッセイ（Ｂ）による結
果を示す。ＥＬＩＳＡアッセイでは、ＥＬＩＳＡプレートは精製アデノウイルスで直接コ
ーティングされ、次いでアデノウイルス粒子に挿入されたエピトープは抗ＰｙＣＳ抗体で
検出された。
【図４１】（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ反復（配列番号５９、ｎ＝３、４、５、６、９、１２）を
有するカプシド改変型ＰｙＣＳアデノウイルスによる単回免疫レジメン（Ａ）と、免疫化
から２週間後のＰｙＣＳ特異的ＣＤ８＋応答（Ｂ）とを示す。
【図４２】（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ反復（配列番号５９、ｎ＝３）を有するカプシド改変型Ｐ
ｙＣＳアデノウイルスによる初回刺激および追加免疫の免疫レジメン（Ａ）と、１０週目
のＰｙＣＳ特異的体液性免疫応答（Ｂ）と、スポロゾイト抗原投与から４２時間後の肝臓
でのマラリア寄生虫の負荷（Ｃ）とを示す。
【図４３】図４２でのレジメンを与えられたマウスから調製され、プールした血清試料に
ついての間接的免疫蛍光アッセイ（ＩＦＡ）によって測定された抗スポロゾイト抗体価（
Ａ）と、ｉｎ　ｖｉｔｒｏスポロゾイト中和活性（Ｂ）とを示す。
【図４４】ＨＶＲ１において（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ反復（配列番号５９、ｎ＝４、６）を有
するカプシド改変型ＰｙＣＳアデノウイルスによる初回刺激および追加免疫の免疫レジメ
ン（Ａ）と、９週目のＰｙＣＳ特異的体液性免疫応答（Ｂ）と、スポロゾイト抗原投与か
ら４２時間後の肝臓でのマラリア寄生虫負荷（Ｃ）と、プールした血清「試料のｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏスポロゾイト中和活性（Ｄ）とを示す。マウスにアジュバントと共に、またはア
ジュバントを含まずに免疫した。
【図４５】ＨＶＲ１において（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ反復（配列番号５９、ｎ＝６、９、１２
）を有するカプシド改変型ＰｙＣＳアデノウイルスによる初回刺激および追加免疫の免疫
レジメン（Ａ）と、９週目のＰｙＣＳ特異的体液性免疫応答（Ｂ）と、９週目のＰｙＣＳ
特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞応答（Ｃ）と、スポロゾイト抗原投与から４２時間後の肝臓での
マラリア寄生虫負荷（Ｄ）とを示す。マウスにアジュバントと共に、またはアジュバント
を含まずに免疫した。
【図４６】ＰｆＣＳＰ／ｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶによる一過性トランスフェクションの
後のＡＤ２９３細胞におけるＰｆＣＳＰタンパク質の発現を示す。ＰｆＣＳＰは、マウス
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モノクローナル抗ＮＡＮＰ抗体（２Ａ１０）を用いるウエスタンブロット法によって検出
された。
【図４７】（ＮＡＮＰ）４エピトープ（配列番号６０、ｎ＝４）のアデノウイルウスカプ
シドタンパク質への挿入を確認するために、精製したカプシド改変型組換えＰｆＣＳＰア
デノウイルスの銀染色とウエスタンブロット法（Ａ）およびＥＬＩＳＡアッセイ（Ｂ）に
よる結果を示す。挿入された（ＮＡＮＰ）４のエピトープ（配列番号６０、ｎ＝４）は、
マウスモノクローナル抗ＮＡＮＰ抗体（２Ａ１０）によって検出された。ＥＬＩＳＡアッ
セイでは、ＥＬＩＳＡプレートは、精製アデノウイルスで直接コーティングされた。
【図４８】（ＮＡＮＰ）ｎエピトープ（配列番号６０、ｎ＝４、６、８、１０、１２、１
４、１６、１８、２０、２２）のアデノウイルウスカプシドタンパク質への挿入を確認す
るために、精製したカプシド改変型組換えＰｆＣＳＰアデノウイルスの銀染色とウエスタ
ンブロット法（Ａ）およびＥＬＩＳＡアッセイ（Ｂ）による結果を示す。ＥＬＩＳＡアッ
セイでは、ＥＬＩＳＡプレートは、精製アデノウイルスで直接コーティングされ、次いで
アデノウイルス粒子に挿入されたエピトープは抗ＰｆＣＳＰ抗体（２Ａ１０）で検出され
た。
【図４９】（ＮＡＮＰ）４（配列番号６０、ｎ＝４）を有するカプシド改変型組換えＰｆ
ＣＳＰアデノウイルスによる初回刺激および追加免疫の免疫レジメン（Ａ）と、９週目の
ＰｆＣＳＰ特異的体液性免疫応答（Ｂ）とを示す。
【図５０】ＨＶＲ１において（ＮＡＮＰ）ｎ（配列番号６０、ｎ＝４、６、８、１０）を
有するカプシド改変型組換えＰｆＣＳＰアデノウイルスによる初回刺激および追加免疫の
免疫レジメン（Ａ）と、９週目のＰｆＣＳＰ特異的体液性免疫応答（Ｂ）とを示す。
【図５１】ＨＶＲ１において（ＮＡＮＰ）ｎ（配列番号６０、ｎ＝１０、１６、２２）を
有するカプシド改変型組換えＰｆＣＳＰアデノウイルスによる初回刺激および追加免疫の
免疫レジメン（Ａ）と、９週目のＰｆＣＳＰ特異的体液性免疫応答（Ｂ）とを示す。マウ
スにアジュバントと共に、またはアジュバントを含まずに免疫した。
【図５２】精製した（ＱＧＰＧＡＰ）改変型ＦｉｂｅｒおよびｐＶＩＩ－１（（ＱＧＰＧ
ＡＰ）３－Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ－１／ＰｙＣＳ－ＧＦＰ）のアデノウイルスの銀染
色分析（Ａ）の結果と、図４９に記述したように（ＱＧＰＧＡＰ）３－Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ
－ＧＦＰまたは（ＱＧＰＧＡＰ）３－Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ－１／ＰｙＣＳ－ＧＦＰ
で免疫したマウスにおいて１０週目の抗ＱＧＰＧＡＰ抗体価（Ｂ）とを示す。２つの独立
した実験の結果を、Ｂ－Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ－ＧＦＰで免疫した群において抗体価の中央値
で規準化した後、図にプロットした。
【図５３】ｐＶＩＩ（ＰｆＣＤ４－ｐＶＩＩ－２；配列番号２８、核酸；配列番号５７、
アミノ酸）の第１の核移行シグナル（ＮＬＳ）の前に、およびｐＶＩＩ（ＰｆＣＤ４－ｐ
ＶＩＩ－３；配列番号２９、核酸;配列番号５８、アミノ酸）の２つのＮＬＳの間に挿入
されたＰｆＣＳＰ　ＣＤ４＋エピトープ配列ＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳＰＣＳＶＴ
（配列番号６２）（Ａ）と、ｐＶＩＩへのエピトープの挿入を確認するための銀染色の結
果（Ｂ）とによるアデノウイルスｐＶＩＩタンパク質の構造の模式図を示す。
【図５４】ＨＶＲ１およびｐＶＩＩ改変型組換えＰｆＣＳＰアデノウイルスによる初回刺
激および追加免疫の免疫レジメン（Ａ）と、６週目のＰｆＣＳＰ特異的体液性免疫応答（
Ｂ）と、９週目のＰｆＣＳＰ特異的ＣＤ４＋（ＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳＰＣＳＶ
Ｔ；配列番号６２）の応答（Ｃ）とを示す。
【図５５】ヒト血清試料による組換えアデノウイルスのｉｎ　ｖｉｔｒｏ組換え中和を示
す。希釈ヒト血清の存在下でＡＤ２９３細胞を組換えアデノウイルスに終夜感染させ、次
いでＧＦＰ発現を感染のマーカーとして測定した。
【図５６】抗アデノウイルス免疫の、カプシド改変型ＰｙＣＳ－ＧＦＰアデノウイルスｉ
ｎ　ｖｉｖｏによるＰｙＣＳ特異的Ｔ細胞応答の誘発への影響を示す。（Ａ）は、研究デ
ザインの簡単な説明である。（Ｂ）は、野生型（ｗｔ）／空のアデノウイルスで２回免疫
して、続いてカプシド改変型ＰｙＣＳ－ＧＦＰアデノウイルスで初回刺激したマウスにお
けるＰｙＣＳ特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞応答を示す。
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【図５７】抗アデノウイルス免疫の、カプシド改変型ＰｙＣＳ－ＧＦＰアデノウイルスｉ
ｎ　ｖｉｖｏによるＰｙＣＳ特異的体液性免疫応答の誘発への影響を示す。（Ａ）は、研
究デザインの簡単な説明である。（Ｂ）は、野生型（ｗｔ）／空のアデノウイルスで２回
、続いて２用量のカプシド改変型ＰｙＣＳ－ＧＦＰアデノウイルスで免疫したマウスにお
けるＰｙＣＳ特異的体液性免疫応答を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　以下の記述は、本開示の記述、実施形態を十分に理解するため、および可能にするため
の具体的な詳細を提供する。しかし、当業者は、該開示がこれらの詳細なしでも実行され
うることを理解するであろう。別の例では、周知の構造および機能は、本開示の実施形態
の説明を不必要に不明瞭にしないように詳細に示されていない、または記述されていない
。
【００１９】
　本開示においてアミノ酸、ペプチド、塩基配列、および核酸のために使用された略語は
、ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ　ｏｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　
Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ，　Ｅｕｒ．　Ｊ．　Ｂｉｏｃｈｅｍ．，　１３８：９（１９
８４），　”Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ　ｆｏｒ　Ｐｒｅｐａｒｉｎｇ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔ
ｉｏｎｓ　Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ　Ｂａｓｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎｄ　Ａｍｉｎｏ　
Ａｃｉｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ”（米国特許商標庁）に特定された略語に基づいており、
かつ本技術分野で一般に使用されているものである。
【００２０】
　本開示によって意図される「ヌクレオチド配列」、「ポリヌクレオチド」または「ＤＮ
Ａ分子」は、二本鎖ＤＮＡまたは一本鎖ＤＮＡ（すなわち、二本鎖ＤＮＡを構成するセン
ス鎖およびアンチセンス鎖）を含みうるが、その完全長に限定されるものではない。たと
えば本明細書で以下に開示する免疫原性外来遺伝子をコードするヌクレオチド配列は、特
に明記しない限り、ゲノムＤＮＡを含む二本鎖ＤＮＡ；ｃＤＮＡを含む一本鎖ＤＮＡ（セ
ンス鎖）；センス鎖、合成ＤＮＡ、およびその断片に相補的な配列を有する一本鎖ＤＮＡ
（アンチセンス鎖）を包含する。
【００２１】
　本明細書で用いる場合、ヌクレオチド配列、ポリヌクレオチドまたはＤＮＡ分子は、機
能的な領域に限定されるものではなく、かつ発現抑制領域、コード領域、リーダー配列、
エキソンおよびイントロンのうちの少なくとも１つを含みうる。さらに、ヌクレオチド配
列またはポリヌクレオチドの例としては、ＲＮＡまたはＤＮＡを含みうる。特異的アミノ
酸配列を含むポリペプチドおよび特異的ＤＮＡ配列を含むポリヌクレオチドは、該ポリヌ
クレオチドの断片、相同体、誘導体および変異体を含みうる。ヌクレオチド配列またはポ
リヌクレオチドの変異体の例（たとえば変異体ＤＮＡ）としては、天然に存在する対立遺
伝子変異体；人工変異体；および欠失、置換、追加、および／または挿入を有する変異体
が挙げられる。かかる変異体は、元の非変異型ポリペプチドによってコードされるポリペ
プチドと同じ機能を実質的に有するポリペプチドをコードすることを理解すべきである。
【００２２】
　本開示は、マラリア原虫の抗原決定基を発現させることができ、および１つもしくは複
数の改変型カプシドタンパク質および／またはコアタンパク質を含む組換えアデノウイル
スに関する。組換えアデノウイルスは、組換えアデノウイルスプラスミドベクターに由来
し、この産生は以下の実施例で記述される。ベクターとしてのアデノウイルスの使用を、
さらに以下で考察する。本明細書に記述する組換えアデノウイルスプラスミドベクターは
、マラリア原虫に対する体液性および細胞性の両免疫応答が誘発されるマラリアワクチン
または医薬組成物として用いられてもよい。
【００２３】
　マラリア原虫は、既知のマラリア原虫（Ｐ．）種、たとえば、熱帯熱マラリア原虫、四
日熱マラリア原虫（Ｐ．ｍａｌａｒｉａｅ）、卵形マラリア原虫（Ｐ．ｏｖａｌｅ）、三
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日熱マラリア原虫、二日熱マラリア原虫（Ｐ．ｋｎｏｗｌｅｓｉ）、マウスマラリア原虫
（Ｐ．ｂｅｒｇｈｅｉ）、ネズミマラリア原虫（Ｐ．ｃｈａｂａｕｄｉ）およびネズミマ
ラリア原虫（Ｐ．ｙｏｅｌｉｉ）のいずれかから選択されうる。一部の実施形態では、抗
原決定基は齧歯動物特異的ネズミマラリア原虫またはヒト特異的熱帯熱マラリア原虫に由
来する。
【００２４】
　一実施形態では、組換えアデノウイルスカプシド改変型プラスミドベクター（本明細書
では組換えアデノウイルスプラスミドベクターとも記述される）は、カプシドをコードし
て、生成するプラスミドであり、および／または１つもしくは複数の改変型カプシドタン
パク質および／またはコアタンパク質を含む構造を有するコア改変型組換えアデノウイル
スである。本開示の実施形態によれば、カプシドタンパク質および／またはコアタンパク
質の改変は、マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質の少なくとも１つの免疫原性エピ
トープを挿入することによって達成されうる。あるいは、カプシドタンパク質および／ま
たはコアタンパク質の少なくとも一部は、除去されてマラリア原虫スポロゾイト周囲タン
パク質の少なくとも１つの免疫原性エピトープと置換されうる。一部の実施形態では、該
免疫原性エピトープは、マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質のＢ細胞および／また
はＴ細胞のエピトープである。Ｂ細胞またはＴ細胞のピトープを追加することで、ＣＳタ
ンパク質に対する液体性免疫応答を確立する、または増強することによってマラリアワク
チンとして用いられるアデノウイルスベクターの有効性を増強するのに役立ちうる。改変
型カプシドタンパク質と、コアタンパク質と、本明細書に記述する組換えアデノウイルス
でのこれらのタンパク質の使用に関するこれらの有意性とを以下でさらに考察する。
【００２５】
　１つもしくは複数の改変型カプシドタンパク質および／またはコアタンパク質は、改変
型Ｈｅｘｏｎタンパク質、改変型Ｆｉｂｅｒタンパク質、改変型ｐＶＩＩタンパク質また
はそれらの組み合わせであってもよい。一実施形態では、Ｈｅｘｏｎ高頻度可変領域（Ｈ
ＶＲ）の一部および／またはＦｉｂｅｒタンパク質の一部は、マラリア原虫スポロゾイト
周囲タンパク質の少なくとも１つのＢ細胞および／またはＴ細胞のエピトープと置換され
る。あるいは、マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質の１つもしくは複数のＢ細胞お
よび／またはＴ細胞のエピトープは、Ｆｉｂｅｒタンパク質またはＨｅｘｏｎのＨＶＲに
挿入されうる。一部の態様では、改変型ＨＶＲは、ＨＶＲ１、ＨＶＲ２、ＨＶＲ３、ＨＶ
Ｒ４、ＨＶＲ５、ＨＶＲ６またはＨＶＲ７でありうる。別の態様では、改変型ＨＶＲは、
ＨＶＲ１またはＨＶＲ５でありうる。一部の実施形態では、ＨＶＲ改変型Ｈｅｘｏｎは、
以下の配列番号の核酸配列を有すこともありうる：配列番号３（図１１－１～図１１－３
）、配列番号４（図１２－１～図１２－３）、配列番号５（図１３－１～図１３－３）、
配列番号６（図１４－１～図１４－３）、配列番号７（図１５－１～図１５－３）、配列
番号８（図１６－１～図１６－３）、配列番号９（図１７－１～図１７－３）、配列番号
１０（図１８－１～図１８－３）、配列番号１１（図１９－１～図１９－３）、配列番号
１２（図２０－１～図２０－３）、配列番号１３（図２１－１～図２１－３）、配列番号
１４（図２２－１～図２２－３）、配列番号１５（図２３－１～図２３－３）、配列番号
１６（図２４－１～図２４－３）、配列番号１７（図２５－１～図２５－３）、配列番号
１８（図２６－１～図２６－３）、配列番号１９（図２７－１～図２７－３）、配列番号
２０（図２８－１～図２８－３）、配列番号２１（図２９－１～図２９－３）、配列番号
２２（図３０－１～図３０－３）、または配列番号２３（図３１－１～図３１－３）。別
の実施形態では、改変型Ｆｉｂｅｒタンパク質は、配列番号２４（図３２－１～図３２－
２）または配列番号２５（図３３－１～図３３－２）の核酸配列を有すこともありうる。
【００２６】
　別の実施形態では、マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質のＴ細胞エピトープは、
以下のいずれかの部位で、アデノウイルスコアｐＶＩＩタンパク質に挿入されうる：Ｃ末
端、第１の核移行シグナル（ＮＬＳ）の前、または２つのＮＬＳの間。あるいは、マラリ
ア原虫スポロゾイト周囲タンパク質のＴ細胞エピトープは、ｐＶＩＩタンパク質の一部を
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置換しうる。一部の実施形態では、改変型ｐＶＩＩタンパク質は、配列番号２６（図３４
）、配列番号２７（図３５）、配列番号２８（図３６）、または配列番号２９（図３７）
の核酸配列を有することもある。
【００２７】
　組換えアデノウイルスでは、トランスジェニックタンパク質または組換えトランスジェ
ニックタンパク質が発現しうる。一部の実施形態では、トランスジェニックタンパク質ま
たは組換えトランスジェニックタンパク質は、本明細書に記述する組換えアデノウイルス
プラスミドベクターによってコードされるマラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質また
は抗原決定基であり、かつ１つまたは複数の宿主細胞の感染の後、前述の組換えアデノウ
イルスプラスミドベクターによって生成される組換えアデノウイルスによって発現される
。
【００２８】
　したがって、一部の実施形態では、組換えアデノウイルスプラスミドベクターは、組換
えトランスジェニックタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む。一実施形態では
、組換えトランスジェニックタンパク質は、齧歯類特異的寄生虫であるネズミマラリア原
虫の抗原決定基を含むこともあり、該抗原決定基が、ネズミマラリア原虫スポロゾイト周
囲（ＣＳ）タンパク質遺伝子またはその抗原部分を含む。別の実施例形態では、組換えト
ランスジェニックタンパク質は、ヒト特異的寄生虫である熱帯熱マラリア原虫の抗原決定
基を含むこともあり、該抗原決定基が熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲遺伝子（ＣＳ
）タンパク質またはその抗原部分を含む。蚊媒介感染症に対するヒトにおける能動免疫の
基礎として用いられるとき、熱帯熱マラリア原虫ＣＳタンパク質は、マラリアの予防を示
した。抗原決定基は、Ｂ細胞エピトープおよび／またはＴ細胞エピトープなどの免疫原性
エピトープをさらに含みうる。
【００２９】
　一部の実施形態では、ＣＳタンパク質は、被験者において発現の増強のためにコドン最
適化される。コドン最適化は、必要なアミノ酸含有量、関心の対象において一般的な最適
コドンの使用、ならびに適切な発現を確実にするために回避されるべきいずれの態様に基
づく。かかる態様は、スプライス供与部位または受容部位、終止コドン、ポリアデニル化
（ｐＡ）シグナル、ＧＣリッチ配列とＡＴリッチ配列、内部ＴＡＴＡボックス、または当
技術分野で既知の他のいかなる態様でありうる。一部の実施形態では、コドン最適化CS導
入遺伝子のＤＮＡ配列は、図９（配列番号１、ネズミマラリア原虫）および図１０（配列
番号２、熱帯熱マラリア原虫）に示される。
【００３０】
　一部の実施形態では、組換えアデノウイルスプラスミドベクターは、以下の改変型熱帯
熱マラリア原虫組換えアデノウイルスプラスミドベクターのうちの１つでありうる：（Ｎ
ＡＮＰ）ｎ（配列番号６０）のＢ細胞エピトープコード配列を用いて、図２に示すように
構築されたＨＶＲ１改変型アデノウイルスベクター（ＮＡＮＰ－ＨＶＲ１／ＰｆＣＳＰ）
；（ＮＡＮＰ）ｎ（配列番号６０）のＢ細胞エピトープコード配列を用いて、図４に示す
ように構築されたＦｉｂｅｒ改変型アデノウイルスベクター（ＮＡＮＰ－Ｆｉｂ／ＰｆＣ
ＳＰ）；（ＮＡＮＰ）ｎ（配列番号６０）のＢ細胞エピトープコード配列を用いて、図５
に示すように構築されたＨＶＲ１とＦｉｂｅｒとの改変型アデノウイルスベクター（ＮＡ
ＮＰ－ＨＶＲ１／Ｂ－Ｆｉｂ／ＰｆＣＳＰ）；（ＮＡＮＰ）ｎ（配列番号６０）のＢ細胞
エピトープコード配列およびＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳＰＣＳＶＴ（配列番号６２
）のＣＤ４エピトープコード配列を用いて、図７に示すように構築されたＨＶＲ１とｐＶ
ＩＩとの改変型アデノウイルスベクター（ＮＡＮＰ－ＨＶＲ１／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／Ｐｆ
ＣＳＰ）；（ＮＡＮＰ）ｎ（配列番号６０）のＢ細胞エピトープおよびＥＹＬＮＫＩＱＮ
ＳＬＳＴＥＷＳＰＣＳＶＴ（配列番号６２）のＣＤ４エピトープコード配列を用いて、図
６に示すように構築されたＦｉｂｅｒとｐＶＩＩとの改変型アデノウイルスベクター（Ｎ
ＡＮＰ－Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｆＣＳＰ）；ならびに（ＮＡＮＰ）ｎ（配列番号
６０）のＢ細胞エピトープおよびＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳＰＣＳＶＴ（配列番号
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６２）のＣＤ４エピトープコード配列を用いて、図８に示すように構築されたＨＶＲ１と
ＦｉｂｅｒとｐＶＩＩとの改変型アデノウイルスベクター（ＮＡＮＰ－ＨＶＲ１／Ｆｉｂ
／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｆＣＳＰ）。
【００３１】
　別の実施形態では、組換えアデノウイルスプラスミドベクターは、以下の改変型ネズミ
マラリア原虫組換えアデノウイルスプラスミドベクターのうちの１つでありうる：（ＱＧ
ＰＧＡＰ）ｎ（配列番号５９）のＢ細胞エピトープコード配列を用いて、図２に示すよう
に構築されたＨＶＲ１改変型アデノウイルスベクター（ＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／ＰｙＣ
Ｓ）；（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ（配列番号５９）のＢ細胞エピトープコード配列を用いて、図
４に示すように構築されたＦｉｂｅｒ改変型アデノウイルスベクター（ＱＧＰＧＡＰ－Ｆ
ｉｂ／ＰｙＣＳ）；（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ（配列番号５９）のＢ細胞エピトープコード配列
を用いて、図５に示すように構築されたＨＶＲ１とＦｉｂｅｒとの改変型アデノウイルス
ベクター（ＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／Ｂ－Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ）；（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ（配
列番号５９）のＢ細胞エピトープおよびＹＮＲＮＩＶＮＲＬＬＧＤＡＬＮＧＫＰＥＥＫ（
配列番号６１）のＣＤ４エピトープコード配列を用いて、図７に示すように構築されたＨ
ＶＲ１とｐＶＩＩとの改変型アデノウイルスベクター（ＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／ＣＤ４
－ｐＶＩＩ／ＰｙＣＳ）；（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ（配列番号５９）のＢ細胞エピトープおよ
びＹＮＲＮＩＶＮＲＬＬＧＤＡＬＮＧＫＰＥＥＫ（配列番号６１）のＣＤ４エピトープコ
ード配列を用いて、図６に示すように構築されたＦｉｂｅｒ１とｐＶＩＩとの改変型アデ
ノウイルスベクター（ＱＧＰＧＡＰ－Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｙＣＳ）；ならびに
（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ（配列番号５９）のＢ細胞エピトープおよびＹＮＲＮＩＶＮＲＬＬＧ
ＤＡＬＮＧＫＰＥＥＫ（配列番号６１）のＣＤ４エピトープコード配列を用いて、図８に
示すように構築されたＨＶＲ１とＦｉｂｅｒとｐＶＩＩとの改変型アデノウイルスベクタ
ー（ＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｆＣＳＰ）。
【００３２】
　別の実施形態では、組換えアデノウイルスは、以下の改変型熱帯熱マラリア原虫または
ネズミマラリア原虫組換えアデノウイルスプラスミドベクターのうちの１つによって生成
されうる：ＮＡＮＰ－ＨＶＲ１／ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／ＰｙＣＳ（
図２）、ＮＡＮＰ－Ｆｉｂ／ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ（図４）
、ＮＡＮＰ－ＨＶＲ１／Ｂ－Ｆｉｂ／ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／Ｂ－Ｆ
ｉｂ／ＰｙＣＳ（図５）、ＮＡＮＰ－ＨＶＲ１／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｆＣＳＰまたはＱ
ＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｙＣＳ（図７）、ＮＡＮＰ－Ｆｉｂ／ＣＤ
４－ｐＶＩＩ／ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｙＣＳ（
図６）、（ＮＡＮＰ－ＨＶＲ１／Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧ
ＡＰ－ＨＶＲ１／Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｙＣＳ（図８））。組換えアデノウイル
スは、哺乳類宿主細胞で組換えトランスジェニックタンパク質（たとえばマラリア原虫Ｃ
Ｓタンパク質）を発現させる能力を有する組換えアデノウイルスプラスミドベクターを生
成するための本明細書に記述する方法によって生成されうる。
【００３３】
　組換えアデノウイルスの精製は、既知のウイルス精製方法を用いて行われてもよい。た
とえば、精製する０．５～１．０ｍＬのストックウイルスは、ＡＤ２９３細胞などの昆虫
細胞を播種する（１×１０７細胞／１０ｃｍシャーレ）ことによる組換えアデノウイスタ
ンパク質を生成する方法によって得た。次いで、感染から数日後に培養上清を収集し、次
いで遠心によって得たウイルスペレットをＰＢＳ（リン酸緩衝食塩水）で験濁する。得ら
れた懸濁液を１０～６０％のショ糖密度勾配にかけ、次いで遠心させて（４℃で、２５，
０００ｒｐｍで６０分間）、ウイルスバンドを収集する。収集したウイルスをＰＢＳでさ
らに験濁させ、続いて上述と同じ条件下で遠心する。得られた精製組換えウイルスペレッ
トをＰＢＳなどの緩衝液中、４℃で貯蔵する。
【００３４】
　別の実施形態は、基本的に少なくとも１つの有効成分を含む医薬組成物に関する。一実
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施形態では、該医薬組成物の有効成分は、本明細書に記述する遺伝子工学技術によって得
られうる組換えアデノウイルスを含みうる。より具体的には、該有効成分は、Ｈｅｘｏｎ
高頻度可変領域（ＨＶＲ）の一部、Ｆｉｂｅｒタンパク質の一部、ｐＶＩＩタンパク質の
一部、またはそれらの組み合わせがマラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質の少なくと
も１つの免疫原性エピトープと置換されている、改変型カプシドタンパク質および／また
はコアタンパク質を含む組換えアデノウイルでありうる。あるいは、マラリア原虫スポロ
ゾイト周囲タンパク質の１つもしくは複数のＢ細胞エピトープおよび／またはＴ細胞エピ
トープが、Ｆｉｂｅｒタンパク質、Ｈｅｘｏｎ　ＨＶＲまたはｐＶＩＩタンパク質に挿入
されうる。組換えアデノウイルスプラスミドベクターは、１つもしくは複数の宿主細胞に
感染させた後に組換えアデノウイルスによって発現されるトランスジェニックタンパク質
または組換えトランスジェニックタンパク質をさらに含む。トランスジェニックタンパク
質または組換えトランスジェニックタンパク質は、マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパ
ク質またはマラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質のマラリア抗原でありえ、ここで該
マラリア抗原はマラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質の少なくとも１つの免疫原性エ
ピトープ（たとえばＢ細胞エピトープまたはＴ細胞エピトープ）を含む。
【００３５】
　一部の実施形態では、医薬組成物の有効成分は、組換えアデノウイルスプラスミドベク
ターに由来する組換えアデノウイルスプラスミドベクターであり、該組換えアデノウイル
スプラスミドベクターは、以下の改変型熱帯熱マラリア原虫またはネズミマラリア原虫組
換えアデノウイルスプラスミドベクターのうちの１つである：ＮＡＮＰ－ＨＶＦＭ／Ｐｆ
ＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＦＭ／ＰｙＣＳ（図２）、ＮＡＮＰ－Ｆｉｂ／ＰｆＣＳ
ＰまたはＱＧＰＧＡＰ－Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ（図４）、ＮＡＮＰ－ＨＶＲ１／Ｂ－Ｆｉｂ／
ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／Ｂ－Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ（図５）、ＮＡＮＰ－
ＨＶＲ１／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／ＣＤ４－ｐＶ
ＩＩ／ＰｙＣＳ（図７）、ＮＡＮＰ－Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｆＣＳＰまたはＱＧ
ＰＧＡＰ－Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｙＣＳ（図６）、（ＮＡＮＰ－ＨＶＲ１／Ｆｉ
ｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐ
ＶＩＩ／ＰｙＣＳ（図８）。これらの組換えアデノウイルスプラスミドベクターは、細胞
（たとえばＡＤ２９３細胞）にトランスフェクトされると、組換えアデノウイルスを生成
することができ、かつ該組換えトランスジェニックタンパク質がヒト細胞を含む哺乳類細
胞で発現されうる。
【００３６】
　下記の実施例でさらに説明するように、有効成分を含む医薬組成物は、本明細書に記述
する組換えアデノウイルスであり、被験者に投与されると、マラリア感染性抗原に対する
マラリア感染症予防効果を増強し、感染価を低下させる。したがって、組換えアデノウイ
ルスは、標的細胞および組織の感染に付随したマラリア感染症の治療で用いられうる。か
かるマラリア感染症に影響を受ける標的細胞の例としては、血球、肝細胞、腎細胞、脳細
胞、肺細胞、上皮細胞、および筋細胞が挙げられる。かかる細胞を含む組織の例としては
、肺、肝臓、腎臓、脳、動脈と静脈、胃、腸、尿道、皮膚、および筋肉が挙げられる。
【００３７】
　一部の態様では、医薬組成物は、感染抗原、たとえば、マラリア寄生虫のスポロゾイト
表面抗原（スポロゾイト周囲タンパク質（ＣＳＰ）およびトロンボスポンジン関連接着タ
ンパク質（ＴＲＡＰ））などのマラリア抗原、メロゾイト表面膜タンパク質（ＭＳＰＩ）
、マラリアに感染した赤血球から分泌されるマラリアスポロゾイト抗原、およびマラリア
に感染した赤血球のノブ内に存在する熱帯熱マラリア原虫赤血球膜タンパク質－１（Ｐｆ
ＭＰ１）に対するマラリア感染症予防効果を増強しうる。医薬組成物は、いずれの既知の
マラリア原虫種、たとえば、熱帯熱マラリア原虫、四日熱マラリア原虫、卵形マラリア原
虫、三日熱マラリア原虫、二日熱マラリア原虫、マウスマラリア原虫、ネズミマラリア原
虫（Ｐ．ｃｈａｂａｕｄｉ）およびネズミマラリア原虫（Ｐ．ｙｏｅｌｉｉ）から選択さ
れるマラリア原虫に対して、感染価を低下させることによってマラリア感染症予防効果を
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増強しうる。被験者に投与されるとき、医薬組成物による感染価の低下は、該医薬組成物
を投与されなかった被験者と比較すると、生存、無病生存、または無感染生存期間と生存
、無病生存、または無感染生存率の増加をもたらしうる。したがって、一部の態様では、
医薬組成物は、マラリア原虫などの病原体によってもたらされるマラリア感染症のための
予防薬または治療薬として有用である。さらなる態様では、医薬組成物は、マラリア原虫
などの病原体によってもたらされるマラリア感染症に起因する合併症のための予防薬また
は治療薬として有用である。
【００３８】
　被験者における本発明の組換えアデノウイルスの感染症予防効果は、たとえば、本発明
のカプシド改変型組換えアデノウイルスと、医薬投与用の添加剤類とを含有する医薬組成
物を、脊椎動物、特にヒトを含む哺乳類に、筋肉内（ｉ．ｍ．）、皮下（ｓ．ｃ．）、皮
内（ｉ．ｃ．）、皮内（ｉ．ｄ．）、腹腔内（ｉ．ｐ．）、経鼻、または呼吸経路によっ
て投与し、次いで有効成分として本明細書に記述する組換えアデノウイルスを含有する医
薬組成物で脊椎動物に数回免疫することによって、もたらされうる。感染症予防効果を評
価するために、該医薬組成物で数回免疫され、続いて標的病原体（たとえば選択されたマ
ラリア原虫種）により感染した被験者の生存率、無病生存、または無感染生存を、該医薬
組成物を投与されなかって被験者の生存率、無病生存、または無感染生存と比較してもよ
い。
【００３９】
　一部の実施形態では、医薬組成物は、本明細書に記述する薬学的に有効量のカプシドま
たはコア改変型組換えアデノウイルスと、以下にさらに記述する薬学的に許容される担体
とをさらに含みうる。
【００４０】
　別の実施形態は、少なくとも１つの有効成分を基本的に含むワクチン組成物に関する。
一実施形態では、該ワクチン組成物の有効成分は、本明細書に記述する組換えアデノウイ
ルスプラスミドベクターに由来する組換えアデノウイルスを含みうる。より具体的には、
該有効成分は、Ｈｅｘｏｎ高頻度可変領域（ＨＶＲ）の一部、Ｆｉｂｅｒタンパク質の一
部、ｐＶＩＩタンパク質の一部、またはそれらの組み合わせがマラリア原虫スポロゾイト
周囲タンパク質の少なくとも１つの免疫原性エピトープと置換されている、改変型カプシ
ドタンパク質および／またはコアタンパク質を含む組換えアデノウイルでありうる。ある
いは、マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質の少なくとも１つの免疫原性エピトープ
が、ｐＶ１１タンパク質、Ｆｉｂｅｒタンパク質もしくはＨｅｘｏｎ　ＨＶＲ、またはそ
れらの組み合わせに挿入されうる。一部の実施形態では、ワクチン組成物の有効成分は、
図２～８に示した組換えアデノウイルスプラスミドベクター、たとえば、ＮＡＮＰ－ＨＶ
Ｒ１／ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／ＰｙＣＳ（図２）、ＮＡＮＰ－Ｆｉｂ
／ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ（図４）、ＮＡＮＰ－ＨＶＲ１／Ｂ
－Ｆｉｂ／ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／Ｂ－Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ（図５）、
ＮＡＮＰ－ＨＶＲ１／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／Ｃ
Ｄ４－ｐＶＩＩ／ＰｙＣＳ（図７）、ＮＡＮＰ－Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｆＣＳＰ
またはＱＧＰＧＡＰ－Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｙＣＳ（図６）、ＮＡＮＰ－ＨＶＲ
１／Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ／ＰｆＣＳＰまたはＱＧＰＧＡＰ－ＨＶＲ１／Ｆｉｂ／Ｃ
Ｄ４－ｐＶＩＩ／ＰｙＣＳ（図８）に由来してもよい。
【００４１】
　一部の態様では、被験者に投与される場合、ワクチン組成物は、カプシドタンパク質ま
たはコアタンパク質の少なくとも一部に挿入されたまたは該一部を置換する、マラリア原
虫ＣＳタンパク質（すなわち、Ｂ細胞エピトー・BR>V、Ｔ細胞エピトープまたは両方）の
１つまたは複数の抗原部分を有する組換えアデノウイルスをまず含んでいる。次いで、該
ワクチン組成物は、組換えトランスジェニックタンパク質がＢ細胞エピトープ、Ｔ細胞エ
ピトープまたは両方を含むマラリア原虫ＣＳタンパク質である組換えトランスジェニック
タンパク質を発現しうる。マラリア原虫ＣＳタンパク質の抗原部分は、組換えトランスジ
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ェニックタンパク質に見出され、および下記の実施例に記述するように、改変型カプシド
タンパク質またはコアタンパク質は後天性の体液性免疫、細胞性免疫または両方を促進す
る、または増強する。このように、一部の態様では、本明細書に記述する組換えアデノウ
イルスは、体液性免疫、細胞性免疫または両方を促進する、または増強するワクチンとし
て有用である。
【００４２】
　一部の態様では、ワクチン組成物は、感染抗原、たとえば、マラリア寄生虫のスポロゾ
イト表面抗原（ＣＳＰおよびＴＲＡＰ）などのマラリア抗原、メロゾイト表面膜タンパク
質（ＭＳＰＩ）、マラリアに感染した赤血球から分泌されるマラリアスポロゾイト抗原、
マラリアに感染した赤血球のノブ内に存在するＰｆＥＭＰ１、セリンリッチ抗原（ＳＥＲ
Ａ）タンパク質、チロシンリッチ酸性マトリクスタンパク質（ＴＲＡＭＰ）、および頂端
膜抗原－１（ＡＭＡ１）に対するマラリア感染症予防効果を増強しうる。さらに、本明細
書に記述するワクチン組成物の投与によって生ずる感染価（たとえばウイルス感染価）の
低下は、該ワクチン組成物を投与されなかった被験者と比較すると、生存増加、無病生存
期間もしくは無感染生存期間と生存、無病生存率もしくは無感染生存率をもたらしうる。
したがって、一部の態様では、該ワクチン組成物は、マラリア原虫などの病原体によって
もたらされるマラリア感染症のための予防薬または治療薬としても有用である。さらなる
態様では、該ワクチン組成物は、マラリア原虫などの病原体によるマラリア感染症に起因
する合併症のための予防薬または治療薬としても有用もある。
【００４３】
　本明細書に記述するワクチン組成物は、本明細書に記述する治療有効量の組換えアデノ
ウイルスを含むこともあり、かつ標準方法によって薬学的に許容される担体をさらに含む
。許容される担体の例としては、生理学的に許容される溶液、たとえば無菌生理食塩水お
よび無菌緩衝生理食塩水が含まれる。
【００４４】
　一部の実施形態では、ワクチン組成物または医薬組成物を薬学的に有効量のアジュバン
トと組み合わせて用いて、抗マラリア効果を増強しうる。免疫系を刺激して、ワクチンに
対する応答を増加させうるが、それ自体は何ら特定の抗原効果がない、任意の免疫アジュ
バントはアジュバントとして用いられうる。多くの免疫アジュバントは、病原体関連分子
パターン（ＰＡＭＰ）として知られている保存分子を進化的に模倣して、トール様受容体
（ＴＬＲ）として知られている一連の免疫受容体によって認識される。本明細書に記述す
る実施形態によって用いられるうるアジュバントの例としては、フロイント完全アジュバ
ント；フロイント不完全アジュバント；二本鎖ＲＮＡ（ＴＬＲ３リガンド）；ＬＰＳ；モ
ノホスホリルリピドＡ（ＭＰＬ）（ＴＬＲ４リガンド）などのＬＰＳ類似体；フラゲリン
（ＴＬＲ５リガンド）；リポプロテイン；リポペプチド；一本鎖ＲＮＡ；一本鎖ＤＮＡ；
イミダゾキノリン類似体（ＴＬＲ７およびＴＬＲのリガンド）；ＣｐＧ　ＤＮＡ（ＴＬＲ
９リガンド）；Ｒｉｂｉアジュバント（モノホスホリルリピドＡ／トレハロースジコリノ
ミコラート）；糖脂質（α－ＧａｌＣｅｒ類似体）；非メチル化ＣｐＧアイランド；油乳
剤；リポソーム；ビロゾーム；サポニン類（ＱＳ２１などのサポニンの活性画分）；ムラ
ミールジペプチド；ミョウバン；水酸化アルミニウム；スクアレン；ＢＣＧ；ＧＭ－ＣＳ
ＦおよびＩＬ－１２などのサイトカイン；ＭＩＰ　１－αおよびＲＡＮＴＥＳなどのケモ
カイン；Ｎ－アセチルムラミル－Ｌ－アラニル－Ｄ－イソグルタミン（ＭＤＰ）；チモシ
ンα１、およびＭＦ５９が挙げられる。用いられるアジュバントの量は、皮膚の軟化、疼
痛、紅斑、発熱、頭痛、および筋肉痛などの症状の程度に応じて適宜選択されることがで
きる。これらの症状は、ヒトまたは動物においてこの種のワクチン投与後の免疫応答の一
部として発現されることもある。
【００４５】
　一部の実施形態では、本明細書に記述するワクチン組成物または医薬組成物は、他の既
知の医薬品、たとえば免疫応答促進ペプチドおよび抗菌剤（合成抗菌剤）と組み合わせて
用いられうる。該ワクチン組成物または医薬組成物は、他の薬物および添加剤をさらに含
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みうる。本明細書に記述するワクチン組成物または医薬組成物と組み合わせて用いられう
る薬物ま添加剤の例としては、本発明の組換えアデノウイルスまたは組換えトランスジェ
ニックタンパク質の細胞内取り込みを補助する薬物、トランスフェクションを促進するリ
ポソームおよび他の薬物ならびに／または添加剤（たとえば、フルオロカーボン乳化剤、
コキレート、チューブル、金粒子、生分解性マイクロスフェア、およびカチオン性ポリマ
ー）が挙げられる。
【００４６】
　一部の実施形態では、本明細書に記述するワクチン組成物または医薬組成物に含有され
る有効成分の量は、それが治療的にもしくは薬学的に有効な量である限り、広範囲の濃度
、ウイルス粒子単位（ＶＰＵ）、プラーク形成単位（ＰＦＵ）、質量対容量百分率（ｗ／
ｖ%）または有効成分量の他の定量的測度から選択されうる。ワクチン組成物または医薬
組成物の投与量は、所望の治療効果、投与方法（投与経路）、治療期間、患者の年齢、性
別、および他の条件などによって広範囲から適切に選択されうる。
【００４７】
　一部の態様では、組換えアデノウイルスがワクチン組成物または医薬組成物の有効成分
としてヒト被験者に投与されるとき、組換えアデノウイルスの投与量は、組換えウイルス
のＰＦＵとして算出され、患者一人あたりおよそ１０２～１０１４ＰＦＵ、好ましくは１
０５～１０１２ＰＦＵ、より好ましくは１０６～１０１０ＰＦＵに対応する量で投与され
うる。
【００４８】
　さらなる態様では、組換えアデノウイルスがワクチン組成物または医薬組成物の有効成
分として被験者に投与されるとき、投与量は、ワクチンの宿主に導入される発現可能なＤ
ＮＡの量または転写ＲＮＡの量に関して広範囲から選択されうる。該投与量は、使用され
るいずれのトランスファーベクターで用いられる転写プロモーターおよび翻訳プロモータ
ーの強度にも依存する。
【００４９】
　一部の実施形態では、本明細書に記述するワクチン組成物または医薬組成物は、組換え
アデノウイルスをＰＢＳ（リン酸緩衝生理食塩水）または生理食塩水中で験濁させること
で調製される組換えアデノウイルス験濁剤を直接局所部位に（たとえば肺組織、肝臓、筋
肉もしくは脳内に）注射することによって、鼻腔急吸入もしくは呼吸吸入によって、また
は血管内（ｉ．ｖ．）（たとえば動脈内、静脈内、および門脈内）、皮下（ｓ．ｃ．）、
皮内（ｉ．ｅ．）、皮内（ｉ．ｄ．）、もしくは腹腔内（ｉ．ｐ．）への投与によって投
与されうる。本発明のワクチン組成物または医薬組成物は、複数回投与されうる。より具
体的には、最初の投与の後、１回または複数回の追加接種が、追加免疫として投与されう
る。１回または複数回の追加免疫投与によって、所望の効果を増強することができる。ワ
クチン組成物または医薬組成物の投与の後、本明細書に記述する組換えアデノウイルスを
含有する医薬組成物による追加免疫が実行されうる。
【００５０】
　さらなる実施形態では、上述のように、本発明のワクチンと共に種々の他のアジュバン
ト、薬物もしくは添加剤を使用することで、該ワクチン組成物または医薬組成物の投与に
よって達成される治療効果を増強しうる。薬学的に許容される担体は、等張性および化学
安定性を増強する物質などの微量の添加剤を含んでもよい。かかる添加剤は、使用される
投与量および濃度においてヒトまたは他の哺乳類の被験者に対して非毒性でなければなら
ない。その例としてはリン酸、クエン酸、コハク酸、酢酸、および他の有機酸、ならびに
その塩類；アスコルビン酸などの抗酸化剤；低分子量（たとえば約１０未満の残基）ポリ
ペプチド（たとえポリアルギニンおよびトリペプチド）タンパク質（たとえば血清アルブ
ミン、ゼラチン、および免疫グロブリン）；アミノ酸（たとえばグリシン、グルタミン酸
、アスパラギン酸、およびアルギニン）；単糖、二糖、および他の糖質（たとえばセルロ
ースおよびその誘導体、グルコース、マンノース、およびデキストリン）、キレート化剤
（たとえばＥＤＴＡ）；糖アルコール（たとえばマンニトールおよびソルビトール）；対
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イオン（たとえばナトリウム）；非イオン界面活性剤（たとえばポリソルベートおよびポ
ロキサマー）；ならびにＰＥＧなどの緩衝剤が挙げられる。
【００５１】
　本明細書に記述する組換えアデノウイルスを含有するワクチン組成物または医薬組成物
は、密封アンプルまたはバイアルなどの単位用量または複数用量の容器に水溶液剤または
凍結乾燥製剤として保存されうる。
【００５２】
　さらなる別の実施形態は、有効量の組換えアデノウイルスワクチン、製剤または医薬組
成物を投与することを含むマラリア感染症を予防する方法、またはマラリアを治療する方
法を提供する。本発明は、有効量の組換えアデノウイルスワクチンの組成物、製剤、医薬
組成物またはその組み合わせを被験者に投与することを含む免疫活性化の方法をさらに提
供する。被験者は、ヒト、動物（たとえば哺乳類、鳥類、爬虫類、魚類および両生類）、
またはマラリア寄生虫に感染しうる他のいずれの被験者も含みうる。マラリア寄生虫は、
既知のマラリア原虫種、たとえば、熱帯熱マラリア原虫、四日熱マラリア原虫、卵形マラ
リア原虫、三日熱マラリア原虫、二日熱マラリア原虫、マウスマラリア原虫、ネズミマラ
リア原虫（Ｐ．ｃｈａｂａｕｄｉ）およびネズミマラリア原虫（Ｐ．ｙｏｅｌｉｉ）のい
ずれかから選択されマラリア原虫を含みうる。
【００５３】
　一部の実施形態では、本明細書に記述する組換えアデノウイルスは、単独で形成される
こともあり、または薬学的に許容される担体と共にワクチン組成物、製剤、または医薬組
成物に形成されることもあり、かつ前述の被験者に投与されうる。投与経路は、たとえば
、上記のいずれの投与経路であってもよい。本発明で使用する薬学的に許容される担体は
、生成されるべき医薬組成物の形状によって、本技術分野で一般的に用いられる担体から
適宜選択されることができる。たとえば、薬理組成物が水溶液に形成されるとき、純水（
滅菌水）または生理的緩衝液が担体として使用されることができる。医薬組成物が他の適
切な溶液に形成されるとき、注射されることができる有機エステル、たとえばグリコール
、グリセロール、およびオリーブ油が担体として用いられうる。該組成物は、安定剤、賦
形剤、および本技術分野で、特にワクチン製剤分野で一般的に使用される他の物質を含み
うる。
【００５４】
　さらなる実施形態では、ワクチン組成物、製剤、または医薬組成物で用いられる組換え
アデノウイルスの量は、広範囲の濃度、ＶＰＵ、ＰＦＵ、質量対容量百分率（ｗ／ｖ%）
または有効成分量の他の定量的測度から選択されうる。一部の態様では、組成物の組換え
アデノウイルスの適切な範囲は、好ましくは約０．０００２～約０．２（ｗ／ｖ %）、よ
り好ましくは０．００１～０．１（ｗ／ｖ %）ある。一部の実施形態による組換えアデノ
ウイルスワクチン組成物、製剤または医薬組成物の投与方法は、剤形、患者の年齢、性別
、および疾患の重症度など他の条件によって適宜選択されうる。適切な剤形は、注射剤、
滴下剤、点鼻薬および吸入剤などの非経口的投与のための形状である。該組成物が注射剤
または滴下剤に形成される場合、該注射剤は、必要に応じてグルコース溶液またはアミノ
酸溶液などの代替液と混合されて静脈内に投与されることができ、または筋肉内（ｉ．ｍ
．）、皮内（ｉ．ｅ．）、皮下（ｓ．ｃ．）、皮内（ｉ．ｄ．）、もしくは腹腔内（ｉ．
ｐ．）に投与されることができる。
【００５５】
　別の実施態様では、組換えアデノウイルスワクチン組成物、製剤、または医薬組成物の
１日投与量は、被験者の状態、体重、年齢、性別などに応じて異なりうる。一部の態様で
は、組換えアデノウイルスの投与量は、１日あたり約０．００１～１００ｍｇ／ｋｇ体重
の量で投与される。本発明のワクチン、製剤、または組成物は、１日あたり１回または複
数回の投与で投与されうる。
【００５６】
　さらなる実施形態では、組換えアデノウイルスがワクチン組成物、製剤または医薬組成
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物の有効成分としてヒト被験者に投与されるとき、組換えアデノウイルスの投与量は、組
換えウイルス粒子のＰＦＵとして算出され、患者一人あたりおよそ１０２～１０１４ＰＦ
Ｕ、好ましくは１０５～１０１２ＰＦＵ、より好ましくは１０６～１０１０ＰＦＵに対応
する量で投与される。本発明のワクチンの組成物は、各患者の臨床症状（たとえば、予防
または治療されるべき症状）、組換えアデノウイルスを含有するワクチン組成物の送達部
位、標的組織、投与方法、投与量レジメン、および当業者にとって既知の他の因子を考慮
して、良質の医療のための原則に従って投与されるべきである。したがって、本明細書の
ワクチン組成物の適当な投与量は、上記を考慮して決定される。
【００５７】
　本開示のさらに別の実施形態は、被験者においてマラリア感染症を治療する、または予
防する方法に関し、該方法は、組換えアデノウイルスを含むマラリアワクチン組成物の免
疫量または治療量を投与することを含む。マラリアワクチンの組換えアデノウイルスは、
マラリア原虫の抗原決定基を含んでもよく、かつ１つもしくは複数の改変型カプシドタン
パク質またはコアタンパク質をさらに含んでもよい。免疫量、薬理量、または治療量は、
マラリア感染症が予防されるか、または重症度が低減されるように、強力な免疫応答が（
ＣＳ）タンパク質（すなわち導入遺伝子、Ｂ細胞エピトープ、またはＣＤ４＋　Ｔ細胞エ
ピトープ）の１つまたは複数の抗原部分に対して生成される、任意の適切な量であってよ
い。
【００５８】
　被験者がアデノウイルスベクターに最初に曝露される、または「初回刺激される」とき
、免疫系は、その特定のベクターに対して中和抗体を産生する。アデノウイルスに対する
免疫応答は、通常カプシドタンパク質対して作られる。したがって、同じアデノウイルス
ベクターに対する次の曝露、すなわち「追加免疫」は、導入遺伝子発現の効力を低下させ
ることができる。したがって、一部の実施形態では、上記のマラリア感染症を治療する、
または予防する方法は、第１の組換えアデノウイルスベクターを用いる初回刺激ステップ
と、続いて１種または複数種の異なる組換えアデノウイルスベクターを用いる１回もしく
は複数回の追加免疫のステップとを含みうる。野生型アデノウイルスにまだ曝露されたこ
とのない被験者において、またはこれまでに野生型アデノウイルスベクターに曝露された
ことのある被験者においてこの方法は、用いられてもよい。後述の被験者の場合、初回刺
激ステップの組換えアデノウイルスベクターを用いて既存のアデノウイルス免疫を回避す
る。さらなる実施形態および実施例を後述する。
【００５９】
＜ベクターとしてのアデノウイルス＞
　アデノウイルスは、一連のウイルスカプシドタンパク質（以下に記述する）と、１つの
ウイルスゲノムを含む非エンベロープ被覆型ＤＮＡウイルスであり、１種もしくは複数種
の治療用導入遺伝子または抗原導入遺伝子をｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏで種
々の細胞に送達するために広範に用いられてきた。アデノウイルス血清型は数多く存在す
る。既知のアデノウイルス血清型のうち、血清型５（Ａｄ５）は、ｉｎ　ｖｉｖｏでその
高い感染性のために、外来遺伝子の導入のためのベクターとして好ましくは用いられてい
る（Ａｂｂｉｎｋら　２００７）。抗原導入遺伝子の発現は、当技術分野で既知のいずれ
のプロモーターまたはエンハンサーのエレメントによって制御されうる。遺伝子発現を制
御するのに用いられてもよいプロモーターはとしては、サイトメガロウイルス前初期プロ
モーター（ＣＭＶ）、シミアンウイルス４０（ＳＶ４０）初期プロモーター、細胞ポリペ
プチド鎖伸長因子１α（ＥＦ１）プロモーター、Ｒｏｕｓ肉腫ウイルス（ＲＳＶ）プロモ
ーター、およびテトラサイクリン調節（ＴＲ）プロモーターが挙げられるがこれらに限定
されない。コード配列の後のポリアデニル化（ｐＡ）シグナルは、効果的な転写および翻
訳のためにも用いられうる。本明細書に記述する組換えアデノウイルスベクターは、アデ
ノウイルゲノムの少なくともＥ１領域において欠失を有する複製欠損でありうる。これは
Ｅ１領域が複製、転写、翻訳およびパッケージングのプロセスに必要とされるからである
。一部の態様では、Ｅ２、Ｅ３および／またはＥ４の領域も欠失しうる。さらなる態様に
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おいて、Ｋｏｚａｋ共通配列は、より効果的な翻訳のために用いられうる（Ｋｏｚａｋ　
１９８７）。
【００６０】
　アデノウイルス（Ａｄ）系は、いくつかの理由で組換えワクチンの開発のための魅力あ
るベクターである。１つの理由は、組換えアデノウイルスベクターは、これらに限定され
ないがマウスおよびヒトの細胞型を含む、大部分の哺乳類細胞型（複製型および非複製型
の双方）を感染させるからである。したがって、同じベクターを、マウスモデルおよびヒ
ト臨床試験でうまく用いることが可能である。別の理由は、転移されたいずれの遺伝情報
がエピ染色体にとどまり、細胞遺伝子型の挿入変異および変化を回避するからである（Ｃ
ｒｙｓｔａｌ　１９９５）。さらに別の理由は、ウイルス複製のラウンドを連続した後で
も、導入遺伝子が不変のままであるからである。アデノウイルスを用いる他の利点は、以
下が挙げられる：組換えアデノウイルスは１）高いビリオン安定性を有する、２）耐容性
がよい、３）高力価で増殖しうる、４）大きな導入遺伝子を収容することができる，５）
長年にわたり広範囲に研究されたゲノムを有しており、その結果いくつかの血清型の全Ｄ
ＮＡ配列が分かり、組換えＤＮＡ技術によるＡｄゲノムの操作が容易になっている（Ｇｒ
ａｈａｍとＰｒｅｖｅｃ　１９９２）。
【００６１】
　一実施形態では、前赤内期のマラリア寄生虫を標的にするワクチンの開発のためのウイ
ルスベクターとしてアデノウイルスワクチンプラットフォームを用いて、マラリア感染か
らの防御を提供する。既知の組換えウイルスベクター（Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓら　１９９７
、Ｂｒｕｎａ－Ｒｏｍｅｒｏら　２００１、Ａｎｄｅｒｓｏｎら　２００４、Ｔａｏら　
２００５）のなかで、アデノウイルスは、前赤内期のマラリア寄生虫に対して強い防御の
細胞性免疫応答を誘発することができる（Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓら　１９９７）。マラリア
寄生虫は、マラリア原虫ファミリーのうちのいずれか１つで有りうる。一部の実施形態で
は、標的とされる該寄生虫は、ネズミマラリア原虫（Ｐ．ｙｏｅｌｉｉ）または熱帯熱マ
ラリア原虫でありうる。
【００６２】
＜導入遺伝子としてＰｙＣＳを発現するアデノウイルスベクターは、マラリア特異的ＣＤ
８＋　Ｔ細胞応答を誘発する＞
　アデノウイルスは、マラリアに対して重要なＣＤ８＋　Ｔ細胞介在防御免疫を誘発する
ための魅力あるベクターである（Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓら　１９９７、Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓ
ら　１９９８）。ネズミマラリア原虫（齧歯目のマラリア寄生虫）ＣＳタンパク質（Ａｄ
ＰｙＣＳ）を発現する組換えアデノウイルスの免疫原性は、齧歯目のマラリアモデルを使
用して決定された。ＡｄＰｙＣＳをマウスに接種すると、かなりの割合のマウスにおいて
、完全免疫が誘発され、寄生虫血症の発生を予防する（Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓら　１９９７
）。Ｔ細胞集団を枯渇させることによって明らかになり、かつＡｄＰｙＣＳがマラリア寄
生虫に対して高力価の抗体応答を誘発することができなかった事実によって実証されてい
るように、この防御効果は、主にＣＤ８＋　Ｔ細胞によって介在される。
【００６３】
　カプシド改変型アデノウイルスの感染性を定量的に測定するために、シャトルベクター
にＧＦＰ発現カセットと導入遺伝子のクローニング部位とを含ませてもよい。結果として
生じるシャトルベクター（ＧＦＰ／ｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶ）は、デュアルｐＣＭＶプ
ロモーターと、導入遺伝子のためのＳＶ４０ｐＡと、ｐｍａｘＧＦＰ（Ａｍａｘａ，Ｇｅ
ｒｍａｎｙ）からのＧＦＰとを有する。最適化ＰｙＣＳ断片をＧＦＰ／ｐＳｈｕｔｔｌｅ
－ＣＭＶのＫｐｎＩとＨｉｎｄＩＩＩの部位に挿入した。
【００６４】
　Ａｄ（ＰｙＣＳ＋ＧＦＰ）の免疫原性は、ＣＳ特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞応答の大きさと
、マラリア原虫肝臓内期に対する防御免疫のレベルとを測定することによって決定された
。異なる経路を介して、最適用量でＡｄ（ＰｙＣＳ＋ＧＦＰ）を投与することで、１０１

０ウイルス粒子（ｖ．ｐ．）は、ＡｄＰｙＣＳが誘発することを示した同じパターンの抗
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マラリア防御応答を誘発し、ｓ．ｃ．およびｉ．ｍ．経路で、最も強い応答を誘発し、生
ネズミマラリア原虫スポロゾイトを投与されたマウスにおいて肝臓内期での最も高い程度
の抑制をもたらした。これは、ワクチンとしてＡｄ（ＰｙＣＳ＋ＧＦＰ）がＡｄＰｙＣＳ
と同等に作用し（Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓら　１９９７）、かつａＡｄＰｙＣＳのｉｎ　ｖｉ
ｖｏ向性を決定する潜在的に有用なツールであることを示している。
【００６５】
＜アデノウイルスのカプシドタンパク質およびコアタンパク質＞
　ＣＳタンパク質を発現する組換えアデノウイルスベクターがＣＤ８＋　Ｔ細胞によって
強力な細胞性免疫応答を誘発するが、はっきりと認識できる体液性応答は誘発されないこ
とを上述の研究で確認された。したがって、野生型アデノウイルスに対する体液性応答が
カプシドタンパク質に起因しうることが多いので、改変型カプシドタンパク質およびコア
タンパク質で組換えアデノウイルスベクターを構築することで、１）Ｂ細胞活性を介する
体液性免疫を増強し、２）Ｔヘルパー細胞活性を介する体液性免疫を増強し、および３）
既存するアデノウイルス免疫を回避する。
【００６６】
　アデノウイルスは、正三角形の２０面を有する正二十面体の形状の非エンベロープ被覆
型ネイキッド二重鎖ＤＮＡウイルスである。アデノウイルスカプシドは、２５２カプソメ
アからなり、そのうち２４０がＨｅｘｏｎ三量体であり、１２がＰｅｎｔｏｎ五量体であ
る。各Ｐｅｎｔｏｎ塩基から突き出ているＦｉｂｅｒタンパク質は、細胞受容体との相互
作用によって宿主細胞への接着を媒介する。二次的相互作用は、Ｐｅｎｔｏｎ塩基内のＲ
ＧＤ（Ａｓｐ－Ａｒｇ－Ｇｌｙ）モチーフ間でαｖβ３、αｖβ５および同様のインテグ
リンによって生じ、その後の細胞へのアデノウイルスの内部移行を容易にする（Ｍａｔｈ
ｉａｓら　１９９４、Ｗｉｃｋｈａｍら　１９９３）。ほとんどのアデノウイルスは、細
胞受容体として、コクサッキー－アデノウイルス受容体（ＣＡＲ）を使用する（Ｂｅｒｇ
ｅｌｓｏｎら　１９９７）。加えて、ＭＨＣクラス１分子、ＶＣＡＭ、およびヘパラン硫
酸は、Ａｄ５の接着と侵入を媒介することが示されている（Ｃｈｕら　２００１、Ｈｏｎ
ｇら　１９９７）。エンドサイトーシスを介する侵入に続いて、Ａｄ５はエンドサイトー
シス区画からサイトゾルに迅速に逃避する（ＭｅｉｅｒとＧｒｅｂｅｒ　２００３、Ｌｅ
ｏｐｏｌｄとＣｒｙｓｔａｌ　２００７）。次いで、ビリオンは、微小管を用いて核に移
動する。Ｆｉｂｅｒタンパク質は、プロセスにおいて最も初期のカプシドタンパク質とし
て脱落される（Ｎａｋａｎｏら　２０００、Ｈｏｎｇら　２００３）。異なる血清型のア
デノウイルスは、異なる輸送パターンを示す（Ｍｉｙａｚａｗａら　１９９９、Ｍｉｙａ
ｚａｗａら　２００１）。Ｆｉｂｅｒタンパク質を変えるまたは改変することで、輸送に
影響を与えることができる。これは、抗原提示細胞（ＡＰＣ）の感染に続いて、抗原プロ
セシングおよび提示に関して特に重要になりうる。
【００６７】
　アデノウイルスＦｉｂｅｒは、Ｆｉｂｅｒ尾部、シャフト、およびノブのドメインに分
けられる三量体である（Ｈｅｎｒｙら　１９９４、ＲｕｘとＢｕｒｎｅｔｔ　２００４、
Ｃｈｒｏｂｏｃｚｅｋら　１９９５）。ノブドメインの三次元構造は知られおり、変異原
性研究と共に、これらの研究は、ＣＡＲ相互作用と三量体形成に関与する領域を視覚化さ
せることを可能にする（Ｋｉｒｂｇｙら　１９９９、Ｘｉａら　１９９５）。Ｆｉｂｅｒ
シャフトは、ビリオンから突き出ており、Ｆｉｂｅｒノブはコサッキーおよびアデノウイ
ルス受容体（ＣＡＲ）相互作用ドメインを含む（Ｒｏｅｌｖｉｎｋら　１９９９、Ｂｅｗ
ｌｅｙら　１９９９）。ＦｉｂｅｒノブのＣＡＲ結合部位は、一次的にＡＢループとＣＤ
ループからの残基からなり、二次的にＦＧとＨＩループ、次いでＢ、ＥおよびＦのβシー
トに伸長する（Ｒｏｅｌｖｉｎｋら　１９９９、Ｂｅｗｌｅｙら　１９９９）。ＨＩルー
プは、最も研究されたＦｉｂｅｒノブ上の挿入部位（Ｗｏｒｇａｌｌら　２００４、Ｍｉ
ｚｕｇｕｃｈｉとＨａｙａｋａｗａ　２００４、Ｋｏｉｚｕｍｉら　２００３、Ｂｅｌｏ
ｕｓｏｖａら　２００２、ＮｏｕｒｅｄｄｉｎｉとＣｕｒｉｅｌ　２００５、Ｎｉｃｋｌ
ｉｎら　２００１）であり、ＨＩループ（残基５４３と５４４）へのエピトープの組み込
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みは、強力な抗エピトープ免疫をもたらす（Ｋｒａｕｓｅら　２００６）。したがって、
免疫優性ＣＳ由来のＢ細胞エピトープは、Ｆｉｂｅｒタンパク質のＨＩループに最初に挿
入された。
【００６８】
　Ｈｅｘｏｎは、１ビリオンあたり７２０コピーを有する、アデノウイルスカプシドで最
も豊富なタンパク質である。成熟したウイルスでは、Ｈｅｘｏｎは、正二十面体ビリオン
の小面から構成されるホモ三量体のカプソメアとして存在する（ＲｕｘとＢｕｒｎｅｔｔ
　２００４）。アデノウイルス血清型２および５（Ａｄ２およびＡｄ５）のＨｅｘｏｎの
の結晶構造は解析されており、複合分子構造が明らかになった（Ａｔｈａｐｉｌｌｙら　
１９９４、Ｒｏｂｅｒｔｓら　１９８６、ＲｕｘとＢｕｒｎｅｔｔ　２０００）。各単量
体サブユニットのベースは、多くの正二十面体のウイルスのカプシドタンパク質に存在す
る２つのβ－バレルモチーフからなる。３つの長いループ（ＤＥ１、ＦＧ１、およびＦＧ
２）は、ベース構造から伸びて、各分子のタワー領域を形成する（ＲｕｘとＢｕｒｎｅｔ
ｔ　２００４）。これらのループドメイン内の配列は、カプシドの表面から突出して、ビ
リオンの外側を形成する。異なるアデノウイルス血清型からの配列比較は、カプシド外部
上に位置する配列が長さとアミノ酸配列との両方で不完全に保存されていることを示して
いる（Ｃｒａｗｆｏｒｄ－ＭｉｋｓｚａとＳｃｈｎｕｒｒ　１９９６）。さらに、これら
の不完全に保存されたドメイン（高頻度可変領域（ＨＶＲ）と名付けられる）に位置する
配列が決定基を含み、それらの決定基に対して血清型特有の抗体が産生されることが示さ
れた（Ｔｏｐ　１９７５、ＲｕｘとＢｕｒｎｅｔｔ　２０００、Ｔｏｐら　１９７１）。
【００６９】
　初期の配列比較に基づいて、Ｈｅｘｏｎ分子全体を通して７つのＨＶＲが同定された（
Ｃｒａｗｆｏｒｄ－ＭｉｋｓｚａとＳｃｈｎｕｒｒ　１９９６、Ｒｏｂｅｒｔｓら　２０
０６）。ＨＶＲは血清型間で不完全に保存されており、かつＨｅｘｏｎの構造的完全性を
維持することに関与していないと思われるので、ウイルスの生存能に影響を及ぼすことな
く少量の変化がこれらのドメインになされることができた（ＲｕｘとＢｕｒｎｅｔｔ　２
０００）。ととえば、ヘキサヒスチジンタグは、ウイルス生存能を損なうことなく、ＨＶ
Ｒ２、ＨＶＲ３、ＨＶＲ５、ＨＶＲ６、およびＨＶＲ７に挿入されることができる（Ｗｕ
ら　２００５）。このようにして、Ｈｅｘｏｎ　ＨＶＲを標的として用いて、Ｈｅｘｏｎ
　ＨＶＲ内に位置するペプチドに対する抗体応答を効率的に誘発させることが多い（Ｗｏ
ｒｇａｌｌら　２００５、Ｃｒｏｍｐｔｏｎら　１９９４）。血清型間でその長さが完全
に保存されないこと、およびアデノウイルスカプシドの最外側表面上のその位置のために
（ＲｕｘとＢｕｒｎｅｔｔ　２０００、Ｃｒａｗｆｏｒｄ－ＭｉｋｓｚａとＳｃｈｎｕｒ
ｒ　１９９６）、Ｈｅｘｏｎ　ＨＶＲ５は、最初はエピトープ挿入のための部位として選
択された。さらに、ＨＶＲ５がカプシド表面上の柔軟なループであることをＨｅｘｏｎの
結晶構造が示しており、ＨＶＲ５がカプシドの構造的完全性を損なうことなく比較的大き
なペプチドを収容することができることを示唆している（Ｒｏｂｅｒｔｓら　１９８６）
。Ｈｅｘｏｎ特異的ＣＤ４＋エピトープおよびＣＤ６＋エピトープが最近同定されて（Ｌ
ｅｅｎら　２００８）、アデノウイルスへのＣＤ４＋　Ｔ細胞応答は、ヒトにおいてＨｅ
ｘｏｎタンパク質内に保存された残基に対して集中する（Ｏｎｉｏｎら　２００７、Ｈｅ
ｅｍｓｋｅｒｔら　２００６）ことが判明した。
【００７０】
　アデノウイルスのコアは、ウイルスゲノムと４種類のコアタンパク質で構成されている
。末端タンパク質（ＴＰ）は、１ビリオンあたり２つのコピーで各直鎖状ウイルスＤＮＡ
鎖の５’末端に共有結合される。他の３種類のコアタンパク質、ｍｕ（μ）、Ｖ（ｐＶ）
およびＶＩＩ（ｐＶＩＩ）は、アルギニンリッチタンパク質を介して非共有結合的かつ非
特異的にウイルスＤＮＡに結合している。ｐＶＩＩは、１ビリオンあたりおおよそ７００
～８００コピーを提供する主要なコアタンパク質であり、かつその周りをウイルスＤＮＡ
で包まれてヌクレオソーム構造を形成している、ヒストン様中枢として役立っている。
【００７１】
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＜体液性免疫を増強するためのアデノウイルスカプシドタンパク質の改変＞
　一部の実施形態では、アデノウイルスカプシドタンパク質（ＨｅｘｏｎまたはＦｉｂｅ
ｒに挿入された）内に免疫優性ＣＳタンパク質Ｂエピトープを有する、スポロゾイト周囲
（ＣＳ）アデノウイルスベクターが記述されている。導入遺伝子は、ＣＳタンパク質に対
する細胞介在免疫応答および体液性免疫応答を増強するために、ＣＭＶなどのプロモータ
ー下に存在しうる。
【００７２】
　中心反復領域は、マラリア原虫種間でＣＳタンパク質の保存された構造であり、かつこ
の反復配列に対する抗体は、スポロゾイト中和活性を有することが示されている。マラリ
ア原虫ＣＳタンパク質内の反復配列の例として、（ＮＡＮＰ）ｎ反復（熱帯熱マラリア原
虫；配列番号６０）、ＡＮＧＡＧＮＱＰＧ反復（三日熱マラリア原虫；配列番号６３）、
およびＮＡＡＧ反復（四日熱マラリア原虫；配列番号６４）があり、これらはアデノウイ
ルスカプシドタンパク質に挿入されることができる。一部の実施形態では、ＰｆＣＳＰの
４以上の（ＮＡＮＰ）ｎ反復（配列番号６０）は、アデノウイルス血清型５Ｈｅｘｏｎの
ＨＶＲ１に挿入されうる。一部の実施形態では、ＰｆＣＳＰの２、４、６、８、１０、１
４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、または２８の（ＮＡＮＰ）ｎ反復（配列番号
６０；ｎ＝２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、
２８）は、アデノウイルス血清型５ＨｅｘｏｎのＨＶＲ１に挿入される。（ＮＡＮＰ）ｎ

反復配列は、ＦｉｂｅｒのＨＩループにさらに挿入されうる。
【００７３】
　一部の実施形態では、改良型ＣＳタンパク質アデノウイルスワクチンを開発するために
、ＣＳに対する免疫優性中和Ｂ細胞エピトープがマッピングされた。組換えネズミマラリ
ア原虫ＣＳタンパク質（ＰｙＣＳ）で免疫されたマウスは、２つの主要免疫優性Ｂエピト
ープ、すなわちＱＧＰＧＡＰ（配列番号５９）とＱＱＰＰ（配列番号６５）に対して高力
価を生成したが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ中和アッセイでは、（ＱＧＰＧＡＰ）３のペプチド（
配列番号５９；ｎ＝３）を培地に加えることによって中和が逆転されうるために、ＱＧＰ
ＧＡＰエピトープ（配列番号５９）それ自体に対する体液性免疫応答が中和活性の主な原
因となりうることを示した。一部の実施形態では、ＰｙＣＳの３以上の（ＱＧＰＧＡＰ）

ｎ反復（配列番号５９）は、アデノウイルス血清型５ＨｅｘｏｎのＨＶＲ１に挿入される
。一部の実施形態では、ＰｙＣＳの３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、または１
２の（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ反復（配列番号５９；ｎ＝３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２）は、アデノウイルス血清型５ＨｅｘｏｎのＨＶＲ１に挿入されうる。（ＱＧ
ＰＧＡＰ）ｎ反復配列は、ＦｉｂｅｒのＨＩループにさらに挿入されうる。
【００７４】
　Ｂ細胞エピトープペプチドは、免疫系がエピトープを効率的に認識することができるよ
うに、アデノウイルスビリオンの表面に提示されなければならない。かかる挿入部位は、
ＨｅｘｏｎのＨＶＲおよびＦｉｂｅｒ内のループ構造でありえ、かつ異なる挿入部位が組
み合わせられてもよい。
【００７５】
＜Ｔヘルパー細胞活性を増強するためのアデノウイルスカプシドタンパク質とコアタンパ
ク質の改変＞
　別の実施例では、アデノウイルスベクターで用いられる導入遺伝子に特異的なＣＤ４＋
エピトープを、ｐＶＩＩ、ｐＶおよびＨｅｘｏｎなどのアデノウイルスタンパク質に取り
込んでアデノウイルスベースワクチンの免疫原性を増強させうる。樹状細胞（ＤＣ）およ
びＢ細胞などの専門の抗原提示細胞（ＡＰＣ）は、エンドサイトーシスを介して微粒子状
の病原体様ウイルス粒子を取り込むことができ、次いで該病原体中のＣＤ４＋エピトープ
をＣＤ４＋　Ｔ細胞に提示し、それによって体液性免疫応答および／または細胞性免疫応
答のヘルパー細胞として作用する。１ビリオンあたりのコピー数がｐＶＩＩ（７００～８
００コピー）およびＨｅｘｏｎ（７２０コピー）と高いため、ｐＶＩＩおよびＨｅｘｏｎ
をアデノウイルス標的タンパク質として用いて、抗原ＣＤ４＋ペプチドに容易に挿入する
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ことができる。
【００７６】
＜既存のアデノウイルス免疫を増強するためのアデノウイルスカプシドタンパク質の改変
＞
　一部の実施形態では、アデノウイルスに対する既存の免疫を克服するため、および／ま
たはアデノウイルスワクチンに対する体液性応答を増強するために、アデノウイルスＦｉ
ｂｅｒおよびＨｅｘｏｎのカプシドタンパク質は、Ｂ細胞エピトープまたはＴヘルパー細
胞エピトープを挿入するよう改変されうる。ヒト集団において若年成人の推定８０％がア
デノウイルスに対する循環中和抗体（Ｄｏｕｇｌａｓ　２００７）、特に血清型５（Ａｄ
５）を有する。遺伝子治療ベクターとしてアデノウイルスを利用する研究では、動物内の
中和抗体の存在が、アデノウイルスによって送達される導入遺伝子の発現を限定している
ことが判明した。中和抗体に加えて、ＣＤ８＋　Ｔ細胞応答も、組換え遺伝子発現を限定
する一因となっている（Ｙａｎｇら　１９９５、Ｙａｎｇら　１９９６）。アデノウイル
スに対するかかる既存の免疫は、組換えアデノウイルスワクチンの有効性を阻害すること
がいままでに報告されており（Ｐａｐｐら　１９９９）、また臨床試験において、アデノ
ウイルスベースワクチンの免疫原性を低下させている（Ｐｒｉｄｄｙら　２００８）。
【００７７】
　Ｈｅｘｏｎは抗Ａｄカプシド免疫応答の主要な標的であり（Ｒｏｙら　２００５、Ｗｏ
ｈｌｆａｒｔ　１９８８）、ＣＤ４＋とＣＤ８＋のＴ細胞応答の誘発を含むアデノウイル
スの強力なアジュバント効果の原因であると思われる。したがって、既存の抗アデノウイ
ルス免疫を回避するために使用されてきた１つの戦略は、Ｈｅｘｏｎ全体または一部を異
なるタンパク質、たとえばアデノウイルス１１、２４、２６および３５などのまれな血清
型と置換することである。Ｈｅｘｏｎは抗アデノウイルス中和抗体の主要な標的である（
Ｙｏｕｉｌら２００２、Ｓｕｍｉｄａら２００５）ために、全ＨｅｘｏｎまたはＨｅｘｏ
ｎのＨＶＲはまれな血清型と交換されうる（Ｗｕら　２００２、Ｒｏｂｅｒｔｓら　２０
０６）。
【００７８】
　本明細書の一実施形態で記述した別の戦略では、既存の抗アデノウウイルス免疫または
アデノウウイルスベクターによる以前のワクチン接種によって誘発された抗アデノウウイ
ルス中和抗体を増強するために、アデノウイルスＨｅｘｏｎは、ＨＶＲ１またはＨＶＲ５
と抗原ペプチドとの置換によって改変されうる。一部の実施形態では、抗原ペプチドはマ
ラリア原虫ＣＳタンパク質の免疫原性エピトープであってもよく、特定の態様では、該エ
ピトープは中心反復配列、ＣＤ４＋エピトープ配列またはＣＤ８＋エピトープ配列を含み
うる。
【００７９】
　同じ血清型のＡｄベクターによる反復投与は、免疫化後の坑Ａｄ免疫のために阻止され
る。したがって、多くのＡｄワクチンは、導入遺伝子によってコードされた抗原の発現と
提示を防ぐことでワクチンの追加免疫を妨げる（Ｙａｎｇら　１９９５、Ｈａｃｋｅｔｔ
ら　２０００、Ｈａｒｖｅｙら　１９９９、Ｍａｓｔｒａｎｇｅｌｉら　１９９６）。後
述の実施例に記述するように特異的エピトープをＡｄカプシドに追加することで、一部の
実施形態によるこの妨害を低下しうる、または排除しうる。
【００８０】
　実施形態をよりよく説明するため、およびクレームするいずれの実施形態の範囲を限定
すると解釈されないようにするために以下の実施例を提供する。特定の材料が記載される
範囲は、説明の目的だけであり、本発明を限定することを意図するものではない。当業者
は、発明能力を行使することなく、および本発明の範囲から逸脱することなく、同等の方
法または反応物を開発しうる・BR>B本発明の範囲内に依然として留まりつつ、多くのバリ
エーションが本明細書に記述する方法でなされうることを理解されるであろう。かかるバ
リエーションが本発明の範囲内に含まれることは、本発明者らの意思である。
【実施例】



(28) JP 2013-502221 A5 2015.7.30

【００８１】
実施例１：カプシド改変型マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質アデノウイルスプラ
スミドベクターおよび組換えアデノウイルス粒子の構築
【００８２】
エピトープマッピング
　まず、ＰｙＣＳの免疫優性中和Ｂ細胞エピトープを選択した。ナイーブＢＡＬＢ／ｃマ
ウスにフロイント不完全アジュバントと共に組換えＰｙＣＳタンパク質を３回免疫し、プ
ールした血清を用いて、中和抗体の重要なエピトープを決定した。
【００８３】
　簡単に言うと、中和アッセイでは、ヒトＣＤ８１発現ＨｅｐＧ２細胞を標的細胞として
用いた。ＣＤ８１は、マラリア寄生虫が増殖して、シゾントになる肝細胞においてパラシ
トホーラスバキュオールを形成するために必要な分子であり（Ｓｉｌｖｉｅら　２００６
）、したがってスポロゾイトのｉｎ　ｖｉｔｒｏ感染力が極めて高い。
【００８４】
　本アッセイでは、ＰｙＣＳ合成ペプチドをウェルに加えて、ペプチド特異的抗体を遮断
した。エピトープマッピングの結果は、ＰｙＣＳ中心反復配列（ＱＧＰＧＡＰ；配列番号
５９）がＰｙＣＳにおいてＱＱＰＰ（配列番号６５）よりもより強力な中和エピトープで
あることを示した。したがって、（ＱＧＰＧＡＰ）ｎエピトープ（配列番号５９）の挿入
を用いて、アデノウイルスカプシドタンパク質、Ｈｅｘｏｎおよび／またはＦｉｂｅｒを
改変した。
【００８５】
カプシド改変型プラスミドベクターの構築
　クローニング部位下にＧＦＰ発現カセットを挿入することでアデノウイルスシャトルベ
クターｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶ（ＳＴＲＡＴＡＧＥＮＥ）を改変した。まず、ｐｍａｘ
ＧＦＰ（Ｌｏｎｚａ，Ｃｏｌｏｇｎｅ，Ｇｅｒｍａｎｙ）のＢｓｍＢＩ－ＳａｃＩ断片（
ｐＣＭＶ＋ＧＦＰ）とＳａｃＩ－ＢｓｍＢＩ断片（ＳＶ４０ポリＡｓｈｉｇｕｎａｒｕ）
を平滑末端化して、ｐＵＣ１９の平滑末端化Ｓａｌｌ部位とＫｐｎＩ部位にそれぞれ挿入
した。もたらされたｐＣＭＶ－ＧＦＰ／ｐＵＣ１９のＢａｍＨＩ－ＥｃｏＲＩ断片をＳＶ
４０ｐＡ／ｐＵＣ１９の同じ部位に挿入して、ＳＶ４０ｐＡ－ｐＣＭＶ－ＧＦＰ断片を作
製した。該断片を平滑末端化して、ｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶのＥｃｏＲＶ部位に挿入し
た。結果として生じるシャトルベクター（ＧＦＰ／ｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶ）は、導入
遺伝子とＧＦＰのためのデュアルｐＣＭＶプロモーターとＳＶ４０ｐＡを有する。
【００８６】
　アデノウイルスシャトルベクターｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶの別の改変を行って、ＣＭ
Ｖプロモーター領域をｐＱＢＩ－ＡｄＣＭＶ５（ＱＢＩＯｇｅｎｅ）からのＣＭＶ５プロ
モーターと置換した。ｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶ内でｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶのＳｇｒ
ＡＩ－ＫｐｎＩ断片をＣＭＶ５プロモーター配列と、ＣＭＶプロモーターからの上流配列
とを含む断片と置換して、ｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶ５ベクターを構築した。
【００８７】
　ネズミマラリア原虫ＣＳ（ＰｙＣＳ）遺伝子は、ＪＣａｔコドン最適化アルゴリズム（
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ　ｊｃａｔ　ｄｅ／）に基づいてＰＣＲ反応を重複させることによ
って、（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ反復（配列番号５９）を除いて、コドン最適化した。
【００８８】
　熱帯熱マラリア原虫３Ｄ７株のＰｆＣＳＰアミノ酸配列をコドン最適化のための鋳型配
列として用いた。ヒトにおいてタンパク質発現のためのコドン最適化は、Ｉｎｔｅｇｒａ
ｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ，ＩＡ，ＵＳＡ）の
最適化ソフトウェアによって行った。Ｃ末端でＧＰＩアンカードモチーフを除く全ＰｆＣ
ＳＰをコードするＤＮＡ断片（図１０；配列番号２）をＩｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓで合成した。
【００８９】
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　コドン最適化ＰｙＣＳ遺伝子（図９；配列番号１）またはＰｆＣＳＰ遺伝子（図１０；
配列番号２）を、ｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶ、ｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶ５、またはＧＦ
Ｐ／ｐＳｈｕｔｔｌｅ－ＣＭＶのＫｐｎＩおよびＨｉｎｄＩＩＩに挿入した。ＡｄＥａｓ
ｙ－１による相同組換えのために、もたらされたマラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク
質をコードするアデノウイルスシャトルベクターを用いて、マラリア原虫スポロゾイト周
囲抗原遺伝子と、インタクトなアデノウイルスタンパク質コード配列とを有するアデノウ
イルスゲノムを構築した。簡単に言うと、マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質をコ
ードするアデノウイルスシャトルベクターをＰｍｅＩ消化によって直線化し、次いで相同
組換えのために大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ＢＪ５１８３細胞を直線化シャトルベクターおよ
びｐＡｄＥａｓｙ－１ベクター（Ｂｒｕｎａ－Ｒｏｍｅｒｏら　２００３）と同時形質転
換させた。
【００９０】
　アデノウイルスカプシドタンパク質の改変を要約して、図１に示す。アデノウイルスゲ
ノムＤＮＡのＨＶＲ１配列の改変を図２に示す。簡単に言うと、ＡｄＥａｓｙ－１をＳｆ
ｉＩで消化させて、６．４ｋｂｐ断片を、ＥｃｏＲＩ－ＳｆｉＩおよびＰｓｔＩ－Ｓｆｉ
Ｉリンカーオリゴマーを用いて、ｐＵＣ１９のＥｃｏＲＩ部位とＰｓｔＩ部位にサブクロ
ーニングさせた。ＨＶＲ１をマラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質Ｂ細胞エピトープ
と置換するために、ＡｇｅＩ部位とＮｄｅＩ部位を含む領域を、ＨＶＲ１配列の代わりに
エピトープ配列を有するプライマーを用いる２ステップＰＣＲによって増幅させた。ＰＣ
Ｒ産物をＡｇｅＩとＮｄｅＩで消化させ、次いでこれを用いてＳｆｉＩ／ｐＵＣ１９ベク
ター中のＳｆｉＩ断片のナイーブＡｇｅＩ－ＮｄｅＩ領域を置換した。配列を確認した後
に、アデノウイルスゲノムＤＮＡのＳｆｉＩ断片を、スポロゾイト周囲エピトープ配列を
含むＳｆｉＩ断片と置換して、ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎを生成した。一部の実施形態で
は、ＨＶＲ改変型Ｈｅｘｏｎは、配列番号３（図１１－１～図１１－３）、配列番号４（
図１２－１～図１２－３）、配列番号５（図１３－１～図１３－３）、配列番号６（図１
４－１～図１４－３）、配列番号７（図１５－１～図１５－３）、配列番号８（図１６－
１～図１６－３）、配列番号９（図１７－１～図１７－３）、配列番号１０（図１８－１
～図１８－３）、配列番号１１（図１９－１～図１９－３）、配列番号１２（図２０－１
～図２０－３）、配列番号１３（図２１－１～図２１－３）、配列番号１４（図２２－１
～図２２－３）、配列番号１５（図２３－１～図２３－３）、配列番号１６（図２４－１
～図２４－３）、配列番号１７（図２５－１～図２５－３）、配列番号１８（図２６－１
～図２６－３）、配列番号１９（図２７－１～図２７－３）、配列番号２０（図２８－１
～図２８－３）、配列番号２１（図２９－１～図２９－３）、配列番号２２（図３０－１
～図３０－３）、または配列番号２３（図３１－１～図３１－３）の核酸配列を有するこ
ともある。
【００９１】
　ＨＶＲ１に（ＮＡＮＰ）２８（配列番号６０；ｎ＝２８）を挿入するために、コドン最
適化ＰｆＣＳＰの中心反復領域の一部を、Ｈｅｘｏｎ特異的配列を５’に、ＮＡＮＰ特異
的配列を３’に有するプライマーを用いてＰＣＲによって増幅させた。もたらされたＤＮ
Ａ断片を第２のＰＣＲによってＡｇｅＩ－ＮｄｅＩ領域に挿入した。
【００９２】
　ＨＶＲ５改変の場合、図３に示すように、ＸｂａＩ部位を、ＡｄＥａｓｙ－１内のＨｅ
ｘｏｎのＬ１ループ中のＨＶＲ５に導入し、次いで合成し、マラリア原虫スポロゾイト周
囲タンパク質エピトープをコードするリン酸化二本鎖オリゴマーをＸｂａＩ部位に挿入し
た。配列決定（図３１；配列番号２３）によってこの挿入を確認した。
【００９３】
　Ｆｉｂｅｒ改変の場合、図４に示すように、ＡｄＥａｓｙ－１のＳｐｅＩ－ＰａｃＩ断
片を、ＥｃｏＲＩ－ＰａｃＩおよびＰｓｔＩ－ＳｐｅＩのリンカーオリゴマーを用いてｐ
ＵＣ１９のＥｃｏＲＩ部位とＰｓｔＩ部位にサブクローニングした。マラリア原虫スポロ
ゾイト周囲タンパク質Ｂ細胞エピトープ配列をＦｉｂｅｒノブのＨＩループに挿入するた
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めに、ＥｃｏＮＩ（またはＮｈｅｌ）部位とＭｆｅｌ部位を含む領域を、エピトープ配列
を有するプライマーを用いる２ステップＰＣＲによって増幅させた。ＰＣＲ産物をＥｃｏ
ＮＩ（またはＮｈｅＩ）とＭｆｅＩで消化させ、次いでこれを用いてＳｐｅＩ－ＰａｃＩ
／ｐＵＣ１９ベクター内のＦｉｂｅｒのナイーブＥｃｏＮＩ（またはＮｈｅＩ）－Ｍｆｅ
Ｉ領域を置換した。配列（図３２－１～図３２－２、配列番号２４；図３３－１～図３２
－２、配列番号２５）を確認した後、ＡｄＥａｓｙ－１のＳｐｅＩ－ＰａｃＩ断片を、エ
ピトープ配列を含むＳｐｅＩ－ＰａｃＩ断片と置換した。マラリア原虫スポロゾイト周囲
タンパク質をコードするアデノウイルスシャトルベクターによる相同的組換えのために、
もたらされたＦｉｂｅｒ改変型アデノウイルスＤＮＡを用いて、Ｆｉｂｅｒ改変型マラリ
ア原虫スポロゾイト周囲タンパク質アデノウイルスＤＮＡを生成した。
【００９４】
　２つのエピトープ挿入を有するＨＶＲ１およびＦｉｂｅｒ改変型アデノウイルスＤＮＡ
を構築するために、Ｆｉｂｅｒ改変型アデノウイルスＤＮＡのＳｆｉＩ－ＳｆｉＩ断片を
、図５に示すようにＨＶＲ１内にスポロゾイト周囲タンパク質エピトープを有するＳｆｉ
Ｉ－ＳｆｉＩ断片と置換した。
【００９５】
　ｐＶＩＩのＣ末端を改変するために、ＳｆｉＩ部位とＳａｌＩ部位を含む領域を、スポ
ロゾイト周囲タンパク質エピトープ配列を有するプライマーを用いて２ステップＰＣＲに
よって増幅させた。ＰＣＲ産物をＳｆｉＩとＳａｉＩで消化させ、次いでこれを用いて、
ＳｆｉＩ／ｐＵＣ１９ベクターのナイーブＳｆｉＩ－ＳａｌＩ領域を置換した。配列（図
３４、配列番号２６；図３５、配列番号２７）を確認した後、ＨＶＲ１のＳｆｉＩ－Ｓｆ
ｉＩ断片および／またはＦｉｂｅｒ改変型スポロゾイト周囲タンパク質アデノウイルスＤ
ＮＡを、ｐＶＩＩ内にスポロゾイト周囲タンパク質エピトープを有するＳｆｉＩ－Ｓｆｉ
Ｉ断片と置換した。
【００９６】
　スポロゾイト周囲タンパク質ＣＤ４＋エピトープ配列ＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳ
ＰＣＳＶＴ（配列番号６２）をｐＶＩＩの中央に挿入するために、ｐＡｄＥａｓｙ－１の
約７．７ｋｂ断片をＲｓｒＩＩ消化によって調製して、ＲｓｒＩＩリンカー（ＲｓｒＩＩ
／ｐＵＣ１９）を用いて、ｐＵＣ１９プラスミドのＥｃｏＲＩ部位とＨｉｎｄｉＩＩ部位
との間にクローニングした。ＲｓｒＩＩ／ｐＵＣ１９内にＡｓｃＩ部位とＢｇＩＩＩ部位
を含む領域を、エピトープ配列を有するプライマーを用いて２ステップＰＣＲによって増
幅させた。ＰＣＲ産物をＡｓｃＩとＢｇＩＩＩで消化させ、次いでこれを用いて、Ｒｓｒ
ＩＩ／ｐＵＣ１９プラスミド内のナイーブＡｓｃＩとＢｇＩＩＩ領域を置換した。置換し
た領域（図３６、配列番号２８；図３７、配列番号２９）の配列を確認した後、ＨＶＲ１
改変型アデノウイルスＤＮＡのＲｓｒＩＩ断片を、エピトープ配列を含むＲｓｒＩＩ断片
と置換した。
【００９７】
　以下の表１（ネズミマラリア原虫）および表２（熱帯熱マラリア原虫）に記載する組換
えアデノウイルスを作製して、エピトープ挿入の感染性、免疫原性、および既存の抗アデ
ノウウイルス免疫に対する感受性への効果を評価した。使用した組換えアデノウイルスベ
クターは、複製欠損、Ｅ１およびＥ３欠失アデノウイルス血清型５（ＳＴＲＡＴＡＧＥＮ
Ｅ）であった。図１は、カプシド改変型マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質組換え
アデノウイルスの構造の模式図を示す。
【００９８】
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【表１】

【００９９】
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【表２】

【０１００】
　カプシド改変型アデノウイルスゲノムＤＮＡプラスミドを精製し、Ｐａｄ消化によって
直線化して、Ａｄ２９３細胞のトランスフェクションのために用いた。
【０１０１】
　凍結／解凍を４回繰り返すことでトランスフェクトされたＡＤ２９３細胞からアデノウ
イルス粒子を調製して、さらなるウイルス増幅のために用いた。最後の増幅を終えてから
、アデノウイルス粒子をＣｓＣｌ勾配遠心分離によって精製した。次いで、バンドを収集
して、透析緩衝液に対して透析して、ＣｓＣｌを除去した。ウイルス粒子（ｖ．ｐ．）は
、Ｏ．Ｄ．２６０（１　Ｏ．Ｄ．２６０＝１．２５×１０１２ｖ．ｐ．／ｍＬ）（Ｂｒｕ
ｎａ－Ｒｏｍｅｒｏら　２００３）に基づいて算出した。
【０１０２】
　アデノウイルス増幅処置の間、アデノウイルス増殖でのカプシド改変型アデノウイルス



(33) JP 2013-502221 A5 2015.7.30

間で観察された差異は小さく、アデノウイルスの感染力および産生力が、改変によって悪
影響を受けていなかったことを示していた。
【０１０３】
実施例２：ネズミマラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質特的免疫応答
【０１０４】
ネズミマラリア原虫組換えアデノウイルスの検証
　マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質をコードするアデノウイルスシャトルベクタ
ーを一過性トランスフェクションのために用いて、ＡＤ２９３細胞を用いてマラリア原虫
スポロゾイト周囲タンパク質発現を確認した（図３８）。トランスフェクションから２４
時間後に、細胞をＳＤＳ試料緩衝液中で溶解し、続いてＳＤＳ　ＰＡＧＥ電気泳動および
抗ＰｙＣＳモノクローナル抗体（９Ｄ３）によるウエスタンブロットを行った。
【０１０５】
　アデノウイルスカプシドタンパク質へのエピトープ挿入を確認するために、精製した組
換えアデノウイルスをＳＤＳ－ＰＡＧＥ（２×１０９ｖ．ｐ．／レーン）によって分析し
、図３９Ａおよび４０Ａに示すように（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ（配列番号５９）反復を認識す
る、抗スポロゾイト抗体によるウエスタンブロット（１×１０９ｖ．ｐ．／レーン）を行
った。図３９Ａでのバンドの強度は、アデノウイルスビリオン中のカプシドタンパク質の
コピー数と相関した：Ｆｉｂｅｒのコピー数（１ビリオンあたり３６コピー）は、Ｈｅｘ
ｏｎのそれ（１ビリオンあたり７２０コピー）の２０分の１に満たない。図３９Ａのレー
ン４の下位のバンドは、分解したＨｅｘｏｎと思われる。図４０Ａのバンドの強度は、Ｈ
ＶＲ１に挿入された（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ（配列番号５９）の反復数と相関した。
【０１０６】
　ＰｙＣＳ－Ｂエピトープがアデノウイルスビリオンの外側に曝露されたかどうかを評価
するために、連続希釈、精製した組換えアデノウイルス粒子を、酵素結合免疫吸着測定（
ＥＬＩＳＡ）プレート上にコーティングして、（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ（配列番号５９）反復
を認識する抗ＰｙＣＳ抗体で検出した。該抗体は、すべてのカプシド改変型アデノウイル
スを認識した（図３９Ｂおよび４０Ｂ）。ＥＬＩＳＡ分析の結果は、カプシドタンパク質
に取り込まれたＰｙＣＳ－Ｂエピトープがアデノウイルスビリオンの外側に十分に曝露さ
れたことを示唆する。
【０１０７】
カプシド改変型ＰｙＣＳアデノウイルスによる免疫化後のネズミマラリア原虫スポロゾイ
ト周囲タンパク質特異的免疫応答
　６～８週齢の雌ＢＡＬＢ／ｃマウスをＴａｃｏｎｉｃ（Ｈｕｄｓｏｎ，ＮＹ，　ＵＳＡ
）から購入して，Ｒｏｃｋｅｆｅｌｌｅｒ　ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙのＬａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ａｎｉｍａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒにおいて標準条件下で維持した。免
疫化のために、アデノウイルスをＰＢＳで希釈して、表示された用量で筋肉内に注射した
。
【０１０８】
　単回免疫後に組換えアデノウイルスの免疫原性を評価するために、ナイーブＢＡＬＢ／
ｃマウスの群（１群あたり５匹）に、種々の組換えＰｙＣＳアデノウイルスを１×１０９

ｖ．ｐ．で筋肉内に免疫し、次いで免疫化から２週間後にＰｙＣＳ特異的細胞媒介免疫応
答（ＣＭＩ）をＥＬＩＳＰＯＴで測定した（図４１Ａ）．
【０１０９】
　免疫したマウスの脾臓のＰｙＣＳ特異的、予防接種ＩＦＮ－γ分泌ＣＤ８＋　Ｔ細胞の
数を、ＰｙＣＳタンパク質内のＣＤ８＋　Ｔ細胞エピトープ（ＳＹＶＰＳＡＥＱＩ；配列
番号６６）に対応する合成ペプチドを用いてＥＬＩＳＰＯＴによって決定した。簡単に言
うと、９６ウェルニトロセルロースプレート（Ｍｉｌｉｔｉｔｅｒ　ＨＡ，Ｍｉｌｌｉｐ
ｏｒｅ）を抗マウスインターフェロンγモノクローナル抗体、Ｒ４で終夜コーティングし
た。室温での終夜インキュベーションの後、ウェルを培地で繰り返し洗浄し、次いで４時
間培地で遮断した。免疫したマウスからの５×１０５脾細胞を、１０μｇ／ｍＬのＣＤ８
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＋　Ｔ細胞エピトープペプチドの存在下または非存在下でＥＬＩＳＰＯＴに加えて、３７
℃、５％ＣＯ２で２４時間インキュベートした。０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０（ＰＢＳＴ）
を含有するＰＢＳで、該プレートを十分に洗浄した後、ＰＢＳＴ中のビオチン化抗マウス
インターフェロンγモノクーナル抗体、ＸＭＧ１．２を加えて、４０℃で終夜インキュベ
ートした。ＰＢＳＴで洗浄した後に、該プレートをペルオキシダーゼ標識アビジン（ｅＢ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）と共にインキュベートすることになる。ＡＥＣ基質（ＢＤ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）を加えることによって複数のスポットが発現した。
【０１１０】
　カプシド改変型アデノウイルスのすべては、この用量で、インタクトなカプシドタンパ
ク質を有するアデノウイルスに対して同程度のＣＭＩを誘発した（図４１Ｂ）。
【０１１１】
　次に、図４２Ａに示すように、ナイーブＢＡＬＢ／ｃマウスに増加した用量（すなわち
、１×１０８、１×１０９、および１×１０１０ｖ．ｐ．）の組換えアデノウイルスを３
週間間隔で複数回投与した。ＰｙＣＳ特異的体液性応答をＥＬＩＳＡで決定した。免疫し
たマウスの尾静脈から５マイクロリットルの血液を採取して、４９５μＬのＰＢＳで希釈
し、次いでこれらの試料を５，０００ｒｐｍで５分間遠心して、希釈血漿試料（×１００
）を調製した。Ｍａｘｉｓｏｒｐ　ＥＬＩＳＡプレートを、０．１Ｍの炭酸ナトリウム緩
衝液中の５μｇ／ｍＬのＣＳ特異的ペプチド（（ＱＧＰＧＡＰ）３；配列番号５９、ｎ＝
３）で、４０℃で終夜コーティングした。プレートを洗浄して、室温で、１×希釈液で２
時間遮断した。プレートを再度洗浄して、１×希釈液中の１００μＬの連続２倍希釈した
血漿または血清をプレートに加え、次いで該プレートを室温で１時間インキュベートした
。プレートを洗浄して、１００μＬのＨＲＰ標識ヤギ抗マウスＩｇＧ抗体と共にインキュ
ベートした。ペプチドのすべては、Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｉｓ（Ｌｅｗｉｓｖｉｌｌｅ，Ｔ
Ｘ，ＵＳＡ）で合成されたものであった。
【０１１２】
　この免疫レジメンを使用して、１０週目にすべてのカプシド改変型アデノウイルスは、
野生型ＰｙＣＳ－ＧＦＰよりも高いレベルの抗－（ＱＧＰＧＡＰ）３抗体応答を有意に誘
発した（図４２Ｂ）。
【０１１３】
　カプシド改変型アデノウイルスのワクチン有効性を決定するために、１０週目に、免疫
したマウスに２×１０４感染性ネズミマラリア原虫スポロゾイトを尾静脈注で投与した。
スポロゾイト投与から４２時間後、マウスの肝臓内の寄生虫特異的リボソームＲＮＡの量
を定量化することによって寄生虫負荷を決定し、次いで寄生虫リボソームＲＮＡの絶対コ
ピー数対マウスＧＡＰＤＨ　ｍＲＮＡの絶対コピー数の比として表した。統計分析のため
に、値を対数変換し、次いで一元配置分散分析の後にＤｕｎｎｅｔｔ検定を用いて差異を
決定した。
【０１１４】
　（ＱＧＰＧＡＰ）３－ＨＶＲ１／ＰｙＣＳ－ＧＦＰ、（ＱＧＰＧＡＰ）３－Ｆｉｂ／Ｐ
ｙＣＳ－ＧＦＰまたは（ＱＧＰＧＡＰ）３－ＨＶＲ１／Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ－ＧＦＰによる
ワクチン接種は、野生型ＰｙＣＳ－ＧＦＰよりも高いレベルの予防を誘発し、マラリアを
投与されたマウスにおいて有意に低い寄生虫負荷をもたらした（図４２Ｃ）。
【０１１５】
　次に、カプシド改変型アデノウイルスによって誘発されたＰｙＣＳ特異的抗体の機能性
を評価した。第１に、免疫されたマウスのアデノウイルスの血清が１０週目に、インタク
トなスポロゾイトを認識することができるかどうかを調べるために、間接的免疫蛍光アッ
セイ（ＩＦＡ）を行った。ＩＦＡでは、マルチスポットガラススライド上の風乾したスポ
ロゾイトを、ＰＢＳ中３％のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）と共に１時間インキュベート
し、次いで希釈血清と共に１時間インキュベートした。洗浄後、該スライドを蛍光標識二
次抗体と共に１時間インキュベートした。該スライドを洗浄して、蛍光顕微鏡下でＩＦＡ
力価を、蛍光を発する最高希釈として決定した。（ＱＧＰＧＡＰ）３－ＨＶＲ１／ＰｙＣ
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Ｓ－ＧＦＰと（ＱＧＰＧＡＰ）３－ＨＶＦＭ／Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ－ＧＦＰは共に、スポロ
ゾイトに対して最高のＩＦＡ力価を誘発し（図４３Ａ）、アデノウイルスＨｅｘｏｎのＨ
ＶＲ１への（ＱＧＰＧＡＰ）３のエピトープの挿入によってＰｙＣＳアデノウイルスが合
成ペプチドだけでなく、マラリア寄生虫に存在するナイーブエピトープに対しても強い抗
体応答を誘発することを可能にすることを示した。
【０１１６】
　第２に、カプシド改変型アデノウイルスで免疫したマウス（図４２Ａ）が、スポロゾイ
トの感染力の効力を中和することができうる「機能的」抗体を発現したかどうか決定する
ために、ｉｎ　ｖｉｔｒｏスポロゾイト中和アッセイを行った。
【０１１７】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ中和アッセイでは、アデノウイルス免疫マウスに由来するプールした
血清を３０倍に希釈して添加した９６ウェルプレート中のＣＤ８１／Ｈｅ－ｐＧ２にネズ
ミマラリア原虫スポロゾイトを加えた。２時間のインキュベーションの後、非感染スポロ
ゾイトを培地で洗い落とし、次いで該細胞を４２時間培養した。ヒトＧＡＰＤＨ　ｍＲＮ
Ａに対する寄生虫リボソームＲＮＡの相対量を、リアルタイムＰＣＲ（Ｏｐｈｏｒｓｔら
　２００６）で測定した。
【０１１８】
　カプシド改変型アデノウイルス、特に（ＱＧＰＧＡＰ）３－ＨＶＲ１／ＰｙＣＳ－ＧＦ
Ｐおよび（ＱＧＰＧＡＰ）３－ＨＶＲ１／Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ－ＧＦＰ）で免疫したマウス
に由来するプールした血清は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでスポロゾイト感染力をほぼ完全に（９
９％）阻害した（図４３Ｂ）。このアッセイでの阻害の程度は、図４３Ａに示すＩＦＡ力
価と逆相関したことが注目される。
【０１１９】
赤血球期マラリア感染からの防御。
　次に、スポロゾイト投与の後、カプシド改変型ｒＡｄによる免疫化が赤血球期マラリア
感染症の発現からマウスを防御するかどうかを決定した。実験を２回行った。各実験では
、各群で２０匹のＢＡＬＢ／ｃマウスに、図４２Ａに示すように、野生型ＰｙＣＳ－ＧＦ
Ｐまたは（ＱＧＰＧＡＰ）３－ＨＶＲ１／ＰｙＣＳ－ＧＦＰで３回免疫した。最後の免疫
化から４週目に、マウスに５０ネズミマラリア原虫スポロゾイトを静脈内投与した。抗原
投与から３～１２日後に、Ｇｉｅｍｓａ染色した血液塗沫標本を分析して、赤血球期マラ
リア寄生虫感染を検出した。野生型ＣＳ－ＧＦＰ免疫群では、４０匹中３０匹（７５％）
のマウスが感染し、一方ナイーブ群では４０匹中３５匹（８７．５％）が感染した（以下
の表３）。（ＱＧＰＧＡＰ）３－ＨＶＲＩ／ＣＳ－ＧＦＰ予免疫マウスは、野生型ＣＳ－
ＧＦＰよりもより防御された；４０匹中わずかに１５匹（３７．５％）が感染した。これ
は肝臓での寄生虫負荷によって測定された防御実験（図４２Ｃ）の結果と一致する。
【０１２０】
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【表３】

【０１２１】
初回刺激－追加免疫による免疫化１
　次に、図４４Ａに示すように、ナイーブＢＡＬＢ／ｃマウスに、（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの
４または６の反復（配列番号５９；ｎ＝４、６）を有するＨＶＲ１－改変型ＰｙＣＳアデ
ノウイルスの「追加免疫」をアジュバントと共にまたはアジュバントを含まずに、用量を
増加して（すなわち、１×１０８、１×１０９、および１×１０１０ｖ．ｐ．）３週間間
隔で投与した。この実験で使用したアジュバントは、２００μｇ／ｍＬのＳａｐｏｎｉｎ
（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を含有するＳｉｇｍａ　Ａｄｊｕｖａｎｔ　Ｓｙｓｔｅ
ｍ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）である。Ｓｉｇｍａ　Ａｄｊｕｖａｎｔ　Ｓｙｓｔｅ
ｍ（１ｍＬ）のバイアルは、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａミネソタ由来のモノホスホリルリピド
Ａ（解毒化内毒素）を０．５ｍｇおよび水中２％オイル（スクアレン）－Ｔｗｅｅｎ８０
中の合成トレハロースジコリノミコラートを０．５ｍｇ含有する。免疫の前に、アデノウ
イルス溶液を同量のアジュバントと混合した。１００マイクロリットルのアデノウイルス
－アジュバント混合液を筋肉内に注射した。ＰｙＣＳ特異的体液性免疫応答および細胞介
在性免疫応答を上述のように測定した。６反復を有するＨＶＲ１改変型アデノウイルスは
、４反復を有する該改変型アデノウイルスよりも高い抗体価を誘発し、かつアジュバント
の使用が抗体価を増強する傾向が観察された（図４４Ｂ）。対照的に、ＣＭＩへのアジュ
バントの効果はみられなかった（データ図示せず）。
【０１２２】
　ＨＶＲ１改変型ＰｙＣＳアデノウイルスのワクチン有効性を決定するために、９週目に
各群の５匹のマウスに２×１０４の感染性ネズミマラリア原虫スポロゾイトを尾静脈から
投与した。スポロゾイト投与から４２時間後の寄生虫負荷を上述のように決定した。統計
分析のために、値を対数変換し、次いで一元配置分散分析の後にＤｕｎｎｅｔｔ検定を用
いて差異を決定した。６反復を有するＨＶＲ１改変型アデノウイルスは、４反復を有する
該改変型アデノウイルスよりも寄生虫負荷を減少させ、かつアジュバントの使用が防御を
増強する傾向がみられた（図４４Ｃ）。
【０１２３】
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　ＨＶＲ１改変型ＰｙＣＳアデノウイルスによって誘発される抗体の機能性を評価するた
めに、我々は上述のようにｉｎ　ｖｉｔｒｏスポロゾイト中和分析を行った。ＨＶＲ１改
変型ＰｙＣＳアデノウイルスで免疫したマウス由来のプールした血清試料を９週目に、５
０倍希釈でスポロゾイト浸潤を中和させた（図４４Ｄ）。
【０１２４】
初回刺激－追加免疫による免疫化２
　図４５Ａに示すように、ナイーブＢＡＬＢ／ｃマウスに、（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの反復を
６、９、または１２有する（配列番号５９；ｎ＝６、９、１２）ＨＶＲ１改変型ＰｙＣＳ
アデノウイルスの「追加免疫」を、アジュバント共に、またはアジュバントを含まずに、
１×１０１０ｖ．ｐ．の用量で、３週間間隔で３回、投与した。この実験で使用したアジ
ュバントは、２００μｇ／ｍＬのＳａｐｏｎｉｎ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を含有
するＳｉｇｍａ　Ａｄｊｕｖａｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）であ
る。免疫の前に、アデノウイルス溶液を同量のアジュバントと混合した。ＰｙＣＳ特異的
体液性免疫応答および細胞介在性免疫応答を上述のように測定した。（ＱＧＰＧＡＰ）ｎ

の反復を１２有する（配列番号５９；ｎ＝１２）ＨＶＲ１改変型ＰｙＣＳアデノウイルス
とアジュバントは、９週目に群の間で最も高い抗体価を誘発した（図４５Ｂ）。ＰｙＣＳ
特異的ＣＭＩに関して、群の間で差はみられず、最高１２の長いエピトープ挿入がｉｎ　
ｖｉｖｏでアデノウイルス感染力を損なわないことを示した（図４５Ｃ）。さらに、アジ
ュバンントはＣＭＩを誘発するるアデノウイルスの能力に影響を及ぼさなかった（図４５
Ｃ）。
【０１２５】
　ＨＶＲ１改変型ＰｙＣＳアデノウイルスのワクチン有効性を決定するために、９週目に
各群の５匹のマウスに２×１０４の感染性ネズミマラリア原虫スポロゾイトを尾静脈から
投与した。スポロゾイト投与から４２時間後の寄生虫負荷を上述のように決定した。（Ｑ
ＧＰＧＡＰ）ｎ反復（配列番号５９；ｎ＝６、９、１２）を有するすべてのＨＶＲ－１改
変型ＰｙＣＳアデノウイルスは、アジュバントの有無にかかわらず防御の増加を示した。
しかし、（ＱＧＰＧＡＰ）ｎの反復を１２有する（配列番号５９；ｎ＝１２）ＨＶＲ１改
変型ＰｙＣＳアデノウイルスとアジュバントは、最良の防御を示した（図４５Ｄ）。これ
は他のいずれの処置よりも有意により防御的であった。
【０１２６】
実施例３：熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質特異的免疫応答
【０１２７】
熱帯熱マラリア原虫組換えアデノウイルスの検証
　一過性トランスフェクションのために、マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質をコ
ードするアデノウイルスシャトルベクターを用いて、ＡＤ２９３細胞を用いるマラリア原
虫スポロゾイト周囲タンパク質発現を確認した（図４６Ａ）。
トランスフェクションから２４時間後に、細胞をＳＤＳ試料緩衝液中で溶解し、続いてＳ
ＤＳ　ＰＡＧＥ電気泳動および抗ＮＡＮＰモノクローナル抗体（２Ａ１０）によるウエス
タンブロットを行った。
【０１２８】
　アデノウイルスカプシドタンパク質へのエピトープ挿入を確認するために、精製した組
換えアデノウイルスをＳＤＳ－ＰＡＧＥ（２×１０９ｖ．ｐ．／レーン）によって分析し
、図４７Ａおよび４８Ａに示すように（ＮＡＮＰ）ｎ（配列番号６０）反復を認識する、
抗スポロゾイト抗体によるウエスタンブロット（１×１０９ｖ．ｐ．／レーン）を行った
。図４７Ａのバンドの強度は、アデノウイルスビリオン中のカプシドタンパク質のコピー
数と相関した；Ｆｉｂｅｒのコピー数（１ビリオンあたり３６コピー）は、Ｈｅｘｏｎの
それ（１ビリオンあたり７２０コピー）の２０分の１に満たない。図４８Ａのバンドの強
度は、ＮＡＮＰ反復ＨＶＲ１の数と相関した。
【０１２９】
　ＰｆＣＳＰ－Ｂエピトープがアデノウイルスビリオンの外側に曝露されたかどうか評価
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するために、連続希釈し、精製した組換えアデノウイルス粒子を、酵素結合免疫吸着測定
（ＥＬＩＳＡ）プレート上にコーティングし、次いで（ＮＡＮＰ）ｎ（配列番号６０）反
復を認識する抗ＰｙＣＳ抗体で検出した。該抗体は、すべてのカプシド改変型アデノウイ
ルスを認識した（図４７Ｂおよび４８Ｂ）。ＥＬＩＳＡ分析の結果は、カプシドタンパク
質に取り込まれたＰｆＳＰ－Ｂエピトープがアデノウイルスビリオンの外側に十分に曝露
されたことを示唆する。
【０１３０】
初回刺激－追加免疫による免疫化３
　図４９Ａに示すように、ナイーブＢＡＬＢ／ｃマウスに 、組換えＰｆＣＳＰアデノウ
イルスを複数回、用量を増加して（すなわち、１×１０８、１×１０９、および１×１０
１０ｖ．ｐ．）、３週間間隔で投与した。上述のように、ＰｆＣＳＰ特異的体液性応答を
、（ＮＡＮＰ）ｎ反復配列（配列番号６０）を含有する１μｇ／ｍＬ（Ｔ１Ｂ）４、ＣＳ
反復ペプチドでコーティングしたＥＬＩＳＡプレートを用いるＥＬＩＳＡによって決定し
た（Ｃａｌｖｏ－Ｃａｌｌｅら　２００６）。統計分析のために、値を対数変換し、次い
で一元配置分散分析の後にＤｕｎｎｅｔｔ検定を用いて、野生型ＰｆＣＳＰとカプシド改
変型アデノウイルスとの差異を決定した。すべてのカプシド改変型アデノウイルスは、野
生型ＰｆＣＳＰよりも統計学的に高い抗ＮＡＮＰ抗体価を誘発した。
【０１３１】
初回刺激－追加免疫による免疫化４
　次に、図５０Ａに示すように、ナイーブＢＡＬＢ／ｃマウスに、（ＮＡＮＰ）ｎの反復
を４、６、８、または１０有する（配列番号６０；ｎ＝４、６、８、１０）ＨＶＲ１改変
型ＰｆＣＳＰアデノウイルスの「追加免疫」を、用量を増加して複数回（すなわち、１×
１０８、１×１０９、および１×１０１０ｖ．ｐ．）、３週間間隔で投与した。ＰｆＣＳ
Ｐ特異的体液体性免疫応答を上述のように測定した。９週目に、すべてのＨＶＲ１改変型
アデノウイルスは、野生型ＰｆＣＳＰよりも有意に高い抗ＮＡＮＰ抗体価を誘発した（図
５０Ｂ）。統計分析のために、値を対数変換し、次いで一元配置分散分析の後にＤｕｎｎ
ｅｔｔ検定を用いて、差異を決定した。
【０１３２】
初回刺激-追加免疫による免疫化５
　次に、図５１Ａに示すように、ナイーブＢＡＬＢ／ｃマウスに、（ＮＡＮＰ）ｎの反復
を１０、１６、または２２有する（配列番号６０；ｎ＝１０、１６、２２）ＨＶＲ１改変
型アデノウイルスの「追加免疫」を、アジュバントと共に、またはアジュバントを含まず
に、１×１０１０ｖ．ｐ．の用量で、３週間間隔で３回投与した。この実験で使用したア
ジュバントは、２００μｇ／ｍＬのＳａｐｏｎｉｎ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を含
有するＳｉｇｍａ　Ａｄｊｕｖａｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）で
ある。免疫の前に、アデノウイルス溶液を同量のアジュバントと混合した。ＰｆＣＳＰ特
異的液体性免疫応答を上述のように測定し、次いで長いＢエピトープを有するＨＶＲ１改
変型アデノウイルスがより高い抗体価を誘発したことを決定した（図５１Ｂ）。
【０１３３】
実施例４：アデノウイルスコアタンパク質ｐＶＩＩへのＰｙＣＳ　ＣＤ４エピトープの挿
入
　抗原特異的ＣＤ４　Ｔ細胞は、抗原特異的Ｂ細胞の発現と増殖のために必要とされる。
したがって、ＰｙＣＳ　ＣＤ４エピトープのアデノウイルスタンパク質への挿入によるカ
プシド改変型アデノウイルスによってＰｙＣＳ特異的体液性免疫応答を増強することが可
能であるかどうかを決定するために、ｐＶＩＩ内にＰｙＣＳ　ＣＤ４エピトープを有する
（ＱＧＰＧＡＰ）３－Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ－ＧＦＰ、（（ＱＧＰＧＡＰ）３－Ｆｉｂ／ＣＤ
４－ｐＶＩＩ－１／ＰｙＣＳ－ＧＦＰ）を構築した。ｐＶＩＩは、アデノウイルスコアタ
ンパク質のうちの１つであり、１ビリオンあたりのコピー数は７００～８００である。こ
れは、ＭＨＣクラスＩＩ分子上への効率的なＣＤ４エピトープ提示に理想的である。図５
２Ａに示すように、ＰｙＣＳ　ＣＤ４エピトープをＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上でｐＶＩＩに
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挿入することによってｐＶＩＩバンドを移動させる。
【０１３４】
　ＰｙＣＳ　ＣＤ４エピトープのｐＶＩＩへの挿入の効果を試験するために、図４２Ａに
示すように、ナイーブＢＡＬＢ／ｃマウスを（ＱＧＰＧＡＰ）３－Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ－Ｇ
ＦＰまたは（ＱＧＰＧＡＰ）３－Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ－１／ＰｙＣＳ－ＧＦＰで免
疫して、１０週目に抗ＱＧＰＧＡＰ抗体価をＥＬＩＳＡで決定した。（ＱＧＰＧＡＰ）３

－Ｆｉｂ／ＣＤ４－ｐＶＩＩ－１／ＰｙＣＳ－ＧＦＰは、（ＱＧＰＧＡＰ）３－Ｆｉｂ／
ＰｙＣＳ－ＧＦＰよりも有意に高い抗ＱＧＰＧＡＰ抗体価を誘発し（図５２Ｂ）、ｐＶＩ
ＩへのＰｙＣＳ　ＣＤ４エピトープの挿入が、カプシド改変型アデノウイルスによって誘
発された体液性免疫応答を増強したことを示した。
【０１３５】
アデノウイルスコアタンパク質ｐＶＩＩへのＰｆＣＳＰ　ＣＤ４エピトープ挿入
　アデノウイルスコアタンパク質内の異なる位置へのＰｆＣＳＰ　ＣＤ４＋エピトープ挿
入の、アデノウイルス誘発免疫応答への効果を評価するために、第１の核移行シグナル（
ＮＬＳ）の前、または２つのＮＬＳの間にＰｆＣＳＰ　ＣＤ４＋エピトープを有するＨＶ
Ｒ１改変型ＰｆＣＳＰアデノウイルスを構築した（図５３Ａ）。
【０１３６】
　ｐＶＩＩへのエピトープ挿入を確認するために、上述のように精製組換えアデノウイル
スをＳＤＳ－ＰＡＧＥで分析した。図５３Ｂに示すように、（ＮＡＮＰ）４－ＨＶＲ１／
ＣＤ４－ｐＶＩＩ－２／ＰｆＣＳＰおよび（ＮＡＮＰ）４－ＨＶＲ１／ＣＤ４－ｐＶＩＩ
－３／ＰｆＣＳＰのｐＶＩＩバンドを、エピトープを挿入することによって上方に移動さ
せた。
【０１３７】
ＨＶＲ１およびｐＶＩＩの改変型ＰｆＣＳＰアデノウイルスによって誘発されたＰｆＣＳ
Ｐ特異的免疫応答
　次に、図５４Ａに示すように、ナイーブＢＡＬＢ／ｃマウスに、ＨＶＲ１にＮＡＮＰの
４反復と、ｐＶＩＩにＰｆＣＤ４＋エピトープとを有するＨＶＲ１およびｐＶＩＩの改変
型ＰｆＣＳＰアデノウイルスの「追加免疫」を、用量を増加して複数回（すなわち、１×
１０８、１×１０９、および１×１０１０ｖ．ｐ．）、３週間間隔で投与した。ＰｆＣＳ
Ｐ特異的体液性免疫応答を上述のように測定した。６週目に、（ＮＡＮＰ）４－ＨＶＲ１
／ＣＤ４－ｐＶＩＩ－２／ＰｆＣＳＰおよび（ＮＡＮＰ）４－ＨＶＲＩ／ＣＤ４－ｐＶＩ
Ｉ－３／ＰｆＣＳＰは、（ＮＡＮＰ）４－ＨＶＲ１／ＰｆＣＳＰより有意に高い抗ＮＡＮ
Ｐ抗体価を誘発した。ＣＭＩに関して、（ＮＡＮＰ）４－ＨＶＲ１／ＣＤ４－ｐＶＩＩ－
３／ＰｆＣＳＰは、（ＮＡＮＰ）４－ＨＶＲ１／ＰｆＣＳＰより有意に高いＩＦＮγおよ
びＩＬ－４分泌ＰｆＣＳＰ特異的ＣＤ４＋　Ｔ細胞を誘発した（図５４Ｃ）。
【０１３８】
実施例５：カプシド改変の抗アデノウイルス免疫への効果
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏアデノウイルス中和実験のために、アデノウイルス感染の前に表示し
た希釈の血清をＡＤ２９３細胞に加えた。Ｃａｕｃａｓｉａｎ血清試料は、Ｉｎｎｏｖａ
ｔｉｖｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ（Ｎｏｖｉ，ＭＩ，ＵＳＡ）から入手した。すべてのフロー
サイトメトリーデータは、ＦｌｏｗＪｏ　ｖ８．８ソフトウェア（Ｔｒｅｅ　Ｓｔａｒ，
Ｉｎｃ．Ａｓｈｌａｎｄ，ＯＲ，ＵＳＡ）で分析した。表示した希釈のヒトアデノウイル
ス中和血清試料の存在下で、ＡＤ２９３細胞に各カプシド改変型アデノウイルスを感染さ
せ、続いてフローサイトメトリーによってＧＦＰ発現を測定した。ＨＶＲ１のＰｙＣＳ－
Ｂエピトープとの置換によって、アデノウイルスは抗アデノウイルス血清型５血清に対し
て明らかに回復力があるようになり、一方ＨＶＲ５またはＦｉｂｅｒの改変は効果がなか
った（図５５）。
【０１３９】
　次に、ＨＶＲ１がｉｎ　ｖｉｖｏ中和にとって重要な分子であるかどうかを決定した。
この目的のために、既存の抗アデノウイルス免疫を十分に開始させるために、マウスに１
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×１０１０ｖ．ｐ．野生型空のアデノウイルスを２回感染させて、（図５６A)、次いでＥ
ＬＩＳＡで決定したそれらの抗アデノウイルス抗体価に基づいてランダム化した。次いで
、マウスにカプシド改変型アデノウイルスまたは非改変型アデノウイルスを単回免疫量で
投与して、上述のようにＰｙＣＳ－特異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞応答のレベルを測定した。他
のカプシド改変型または非改変型アデノウイルスによって誘発されたワクチン接種と比較
すると、（ＱＧＰＧＡＰ）３－ＨＶＲ１／ＰｙＣＳ－ＧＦＰまたは（ＱＧＰＧＡＰ）３－
ＨＶＲ１／Ｆｉｂ／ＰｙＣＳ－ＧＦＰによるワクチン接種だけが有意により強力なＣＳ特
異的ＣＤ８＋　Ｔ細胞応答を誘発することができた（図５６Ｂ）。
【０１４０】
　（ＱＧＰＧＡＰ）３エピトープに対する抗体応答のレベルも、測定した。抗体応答は、
野生型空のアデノウイルスに感染させ、続いてカプシド改変型ｒＡｄでワクチン接種した
マウスにおいて、ｒＡｄのカプシドタンパク質上で発現される（図５７Ａ）。（ＱＧＰＧ
ＡＰ）３－ＨＶＲ１／ＰｙＣＳ－ＧＦＰおよび（ＱＧＰＧＡＰ）３－ＨＶＲ１／Ｆｉｂ／
ＰｙＣＳ－ＧＦＰをワクチン接種したマウスだけが、野生型ＰｙＣＳ－ＧＦＰをワクチン
接種したマウスよりも有意に高い抗ＱＧＰＧＡＰ抗体価を開始することができた。
【０１４１】
　上述の実施例は、実施形態をより十分に説明するように意図され、クレームされるいず
れの実施形態の範囲を限定すると解釈されるものではない。加えて、本開示内に引用した
参照文献、および後述するすべての参照文献は、それら全体を参照することによって本明
細書に十分に記載されているかのように本明細書によって組み込まれる。
【０１４２】
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　ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｉｎ　Ｕ．Ｓ．　Ａｒｍｙ　ｔｒａｉｎｅ
ｅｓ．Ｙａｌｅ　Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｍｅｄ　４８，　１８５－１９５（１９７５）．
 
Ｔｓｕｊｉ，Ｍ．，　Ｒｏｍｅｒｏ，Ｐ．，　Ｎｕｓｓｅｎｚｗｅｉｇ，Ｒ．Ｓ．，およ
びＺａｖａｌａ，Ｆ．　１９９０．　ＣＤ４＋　ｃｙｔｏｌｙｔｉｃ　Ｔ　ｃｅｌｌ　ｃ
ｌｏｎｅ　ｃｏｎｆｅｒｓ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ａｇａｉｎｓｔ　ｍｕｒｉｎｅ　ｍ
ａｌａｒｉａ．Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．　１７２：１３５３－１３５７．
 
Ｔｓｕｊｉ，Ｍ．，　Ｒｏｄｒｉｇｕｅｓ，Ｅ．Ｇ．＆　Ｎｕｓｓｅｎｚｗｅｉｇ，Ｓ．
　Ｐｒｏｇｒｅｓｓ　ｔｏｗａｒｄ　ａ　ｍａｌａｒｉａ　ｖａｃｃｉｎｅ：ｅｆｆｉｃ
ｉｅｎｔ　ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ａｎｔｉ－ｍａｌａｒｉ
ａ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ．Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　３８２，　５５３－５７０（２００１）．
 
Ｗｉｃｋｈａｍ，Ｔ．Ｊ．，　Ｍａｔｈｉａｓ，Ｐ．，　Ｃｈｅｒｅｓｈ，Ｄ．Ａ．　＆
　Ｎｅｍｅｒｏｗ，Ｇ．Ｒ．　ｌｎｔｅｇｒｉｎｓ　ａｌｐｈａ　ｖ　ｂｅｔａ　３　ａ
ｎｄ　ａｌｐｈａ　ｖ　ｂｅｔａ　５　ｐｒｏｍｏｔｅ　ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ　ｉｎｔ
ｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｂｕｔ　ｎｏｔ　ｖｉｒｕｓ　ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ．Ｃｅ
ｌｌ　７３，　３０９－３１９（１９９３）．
 
Ｗｏｈｌｆａｒｔ，Ｃ．　Ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ
ｅｓ：ｋｉｎｅｔｉｃｓ，　ｓｔｏｉｃｈｉｏｍｅｔｒｙ，　ａｎｄ　ｍｅｃｈａｎｉｓ
ｍｓ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｖｉｒｏｌｏｇｙ　６２，　２３２１－２３２８（１９８
８）．
 
Ｗｏｒｇａｌｌ，Ｓ．ら．　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｃａｐｓｉｄ　
ｏｆ　ｔｈｅ　ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ　ｖｅｃｔｏｒ　ｔｈａｔ　ｅｎｈａｎｃｅｓ　ｄ
ｅｎｄｒｉｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｔｒａｎｓｇｅｎｅ－ｓｐ
ｅｃｉｆｉｃ　ｃｅｌｌｕｌ
ａｒ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｖｉｒｏｌｏｇｙ　
７８，　２５７２－２５８０（２００４）．
 
Ｗｏｒｇａｌｌ，Ｓ．，　Ｋｒａｕｓｅ，Ａ．，　Ｒｉｖａｒａ，Ｍ．，　Ｈｅｅ，Ｋ．
Ｋ．，　Ｖｉｎｔａｙｅｎ，Ｅ．Ｖ．，ら　２００５．　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ａｇａ
ｉｎｓｔ　Ｐ．　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ　ｗｉｔｈ　ａｎ　ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ　ｖｅ
ｃｔｏｒ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ａｎ　ＯｐｒＦ　ｅｐｉｔｏｐｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃ
ａｐｓｉｄ．Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ．１１５：１２８１－１２８９．
 
Ｗｏｒｇａｌｌ，Ｓ．，　Ｋｒａｕｓｅ，Ａ．，　Ｑｉｕ，Ｊ．，　Ｊｏｈ，Ｊ．，　Ｈ
ａｃｋｅｔｔ，Ｎ．Ｒ．，およびＣｒｙｓｔａｌ，Ｒ．Ｇ．　２００７．　Ｐｒｏｔｅｃ
ｔｉｖｅ　ｉｍｍｕｎｉｔｙ　ｔｏ　ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ　
ｉｎｄｕｃｅｄ　ｗｉｔｈ　ａ　ｃａｐｓｉｄ－ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ａｄｅｎｏｖｉｒｕ
ｓ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　Ｐ．　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ　ＯｐｒＦ．Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．
　８１：１３８０１－１３８０８．
 
Ｗｕ，Ｈ．，　Ｄｍｉｔｒｉｅｖ，Ｉ．，　Ｋａｓｈｅｎｔｓｅｖａ，Ｅ．，　Ｓｅｋｉ
，Ｔ．，　Ｗａｎｇ，Ｍ．，ら　２００２．　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈ
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ａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ　ｓｅｒｏｔｙｐｅ　５　
ｐａｃｋａｇｅｄ　ｂｙ　ｓｅｒｏｔｙｐｅ　３　Ｈｅｘｏｎ．Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．　７６
：１２７７５－１２７８２．
 
Ｗｕ，Ｈ．ら．　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｉｔｅｓ　ｉｎ　ａｄｅｎｏ
ｖｉｒｕｓ　Ｈｅｘｏｎ　ｆｏｒ　ｆｏｒｅｉｇｎ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｉｎｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｖｉｒｏｌ，　７８：３３８２－３３９０（２００
５）．
 
Ｘｉａ，Ｄ．，　Ｈｅｎｒｙ，Ｌ．，　Ｇｅｒａｒｄ，Ｒ．Ｄ．　＆　Ｄｅｉｓｅｎｈｏ
ｆｅｒ，Ｊ．　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｂｉｎｄｉｎｇ
　ｄｏｍａｉｎ　ｏｆ　ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ　ｔｙｐｅ　５　Ｆｉｂｅｒ　ｐｒｏｔｅ
ｉｎ．Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｔｏｐｉｃｓ　ｉｎ　ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｉｍ
ｍｕｎｏｌｏｇｙ　１９９（Ｐｔ１），　３９－４６（１９９５）．
 
Ｙａｎｇ，Ｙ．，　Ｌｉ，Ｑ．，　Ｅｒｔｌ，Ｈ．Ｃ．　＆　Ｗｉｌｓｏｎ，Ｊ．Ｍ．　
Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　ｈｕｍｏｒａｌ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｔｏ
　ｖｉｒａｌ　ａｎｔｉｇｅｎｓ　ｃｒｅａｔｅ　ｂａｒｒｉｅｒｓ　ｔｏ　ｌｕｎｇ－
ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ｗｉｔｈ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ａ
ｄｅｎｏｖｉｒｕｓｅｓ．Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｖｉｒｏｌｏｇｙ　６９，　２００４
－２０１５（１９９５）．
 
Ｙｏｕｉｌ，Ｒ．，　Ｔｏｎｅｒ，Ｔ．Ｊ．，　Ｓｕ，Ｑ．，　Ｃｈｅｎ，Ｍ．，　Ｔａ
ｎｇ，Ａ．，ら　２００２．　Ｈｅｘｏｎ　ｇｅｎｅ　ｓｗｉｔｃｈ　ｓｔｒａｔｅｇｙ
　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ｒｅｃｏｍｂｉｎ
ａｎｔ　ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ．Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　１３：３１１－３２０
．
 
【配列表フリーテキスト】
【０１４３】
配列番号１：コドン最適化ネズミマラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質
配列番号２：コドン最適化熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質
配列番号３：（ＱＧＰＧＡＰ）３－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号４：（ＱＧＰＧＡＰ）４－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号５：（ＱＧＰＧＡＰ）５－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号６：（ＱＧＰＧＡＰ）６－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号７：（ＱＧＰＧＡＰ）７－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号８：（ＱＧＰＧＡＰ）８－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎ配列
配列番号９：（ＱＧＰＧＡＰ）９－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号１０：（ＱＧＰＧＡＰ）１１－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号１１：（ＱＧＰＧＡＰ）１２－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号１２：（ＮＡＮＰ）４－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号１３：（ＮＡＮＰ）６－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号１４：（ＮＡＮＰ）８－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号１５：（ＮＡＮＰ）１０－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号１６：（ＮＡＮＰ）１２－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号１７：（ＮＡＮＰ）１４－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号１８：（ＮＡＮＰ）１６－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号１９：（ＮＡＮＰ）１８－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号２０：（ＮＡＮＰ）２０－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
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配列番号２１：（ＮＡＮＰ）２２－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号２２：（ＮＡＮＰ）２８－ＨＶＲ１改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号２３：（ＱＧＰＧＡＰ）３－ＨＶＲ５改変型Ｈｅｘｏｎタンパク質
配列番号２４：（ＱＧＰＧＡＰ）３改変型Ｆｉｂｅｒタンパク質
配列番号２５：（ＮＡＮＰ）４改変型Ｆｉｂｅｒタンパク質
配列番号２６：ネズミマラリア原虫ＣＤ４＋エピトープ改変型ｐＶＩＩ配列
配列番号２７：熱帯熱マラリア原虫ＣＤ４＋エピトープ改変型ｐＶＩＩ－１配列
配列番号２８：熱帯熱マラリア原虫ＣＤ４＋エピトープ改変型ｐＶＩＩ－２配列
配列番号２９：熱帯熱マラリア原虫ＣＤ４＋エピトープ改変型ｐＶＩＩ－３配列
配列番号３０：合成コンストラクト
配列番号３１：合成コンストラクト
配列番号３２：合成コンストラクト
配列番号３３：合成コンストラクト
配列番号３４：合成コンストラクト
配列番号３５：合成コンストラクト
配列番号３６：合成コンストラクト
配列番号３７：合成コンストラクト
配列番号３８：合成コンストラクト
配列番号３９：合成コンストラクト
配列番号４０：合成コンストラクト
配列番号４１：合成コンストラクト
配列番号４２：合成コンストラクト
配列番号４３：合成コンストラクト
配列番号４４：合成コンストラクト
配列番号４５：合成コンストラクト
配列番号４６：合成コンストラクト
配列番号４７：合成コンストラクト
配列番号４８：合成コンストラクト
配列番号４９：合成コンストラクト
配列番号５０：合成コンストラクト
配列番号５１：合成コンストラクト
配列番号５２：合成コンストラクト
配列番号５３：合成コンストラクト
配列番号５４：合成コンストラクト
配列番号５５：合成コンストラクト
配列番号５６：合成コンストラクト
配列番号５７：合成コンストラクト
配列番号５８：合成コンストラクト
配列番号５９：ネズミマラリア原虫
配列番号６０：熱帯熱マラリア原虫
配列番号６１：ネズミマラリア原虫
配列番号６２：熱帯熱マラリア原虫
配列番号６３：三日熱マラリア原虫
配列番号６４：四日熱マラリア原虫
配列番号６５：ネズミマラリア原虫
配列番号６６：ネズミマラリア原虫
【誤訳訂正２】
【訂正対象書類名】特許請求の範囲
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
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【訂正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組換えアデノウイルスベクター由来の組換えアデノウイルスであって、前記組換えアデ
ノウイルスベクターが、
　異種プロモーター配列に作用可能に連結されたマラリア原虫（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ）
スポロゾイト周囲タンパク質遺伝子またはその抗原部分をコードするヌクレオチド配列と
、
　１つもしくは複数の改変型カプシドタンパク質および／または改変型コアタンパク質を
コードするヌクレオチド配列を含み、
　１つもしくは複数の改変型カプシドタンパク質および／または改変型コアタンパク質は
、マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質の免疫原性エピトープ配列が１つもしくは複
数のカプシドタンパク質および／またはコアタンパク質の少なくとも一部に挿入されてい
る、または一部に置換されており、前記免疫原性エピトープ配列が（ＮＡＮＰ）１２、（
ＮＡＮＰ）１４、（ＮＡＮＰ）１６、（ＮＡＮＰ）１８、（ＮＡＮＰ）２０、及び（ＮＡ
ＮＰ）２２からなる群より選択されるＢ細胞エピトープ配列である、組換えアデノウイル
ス。
【請求項２】
　前記マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質遺伝子が、熱帯熱マラリア原虫（Ｐｌａ
ｓｍｏｄｉｕｍ　ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ）スポロゾイト周囲タンパク質遺伝子を含む、請
求項１に記載のアデノウイルス。
【請求項３】
　前記マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質遺伝子が、コドン最適化熱帯熱マラリア
原虫スポロゾイト周囲タンパク質遺伝子を含む、請求項１又は２に記載のアデノウイルス
。
【請求項４】
　前記コドン最適化熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質遺伝子が、配列番号
２によってコードされる、請求項３に記載のアデノウイルス。
【請求項５】
　前記１つもしくは複数の改変型カプシドタンパク質および／または改変型コアタンパク
質がＨｅｘｏｎ高頻度可変領域（ＨＶＲ）配列を含む、請求項１～４のいずれか一項に記
載のアデノウイルス。
【請求項６】
　ａ）前記ＨＶＲ配列がＨＶＲ１またはＨＶＲ５の配列を含み、かつ前記Ｂ細胞エピトー
プ配列がＨＶＲ１配列またはＨＶＲ５配列に挿入されている；または
　ｂ）前記ＨＶＲ配列がＨＶＲ１またはＨＶＲ５の配列を含み、かつ前記Ｂ細胞エピトー
プ配列によってＨＶＲ１配列またはＨＶＲ５配列の一部が置換されている；
請求項５に記載のアデノウイルス。
【請求項７】
　前記改変型カプシドタンパク質遺伝子が、配列番号１６、配列番号１７、配列番号１８
、配列番号１９、配列番号２０、配列番号２１、及び配列番号２２からなる群から選択さ
れる核酸配列によってコードされる請求項６に記載のアデノウイルス。
【請求項８】
　前記１つもしくは複数の改変型カプシドタンパク質遺伝子および／または改変型コアタ
ンパク質遺伝子がカプシドＦｉｂｅｒタンパク質遺伝子を含み、前記Ｂ細胞エピトープの
配列が該Ｆｉｂｅｒタンパク質に挿入されている、請求項１～７のいずれか一項に記載の
アデノウイルス。
【請求項９】
　前記改変型カプシドタンパク質遺伝子が配列番号２５によってコードされる請求項８に
記載のアデノウイルス。
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【請求項１０】
　前記コアタンパク質遺伝子がｐＶＩＩタンパク質遺伝子を含み、かつＣＤ４＋　Ｔ細胞
エピトープ配列が前記ｐＶＩＩタンパク質に挿入されている、請求項１～９のいずれか一
項に記載のアデノウイルス。
【請求項１１】
　前記改変型コアタンパク質遺伝子が配列番号２７、配列番号２８または配列番号２９に
よってコードされる、請求項１０に記載のアデノウイルス。
【請求項１２】
　前記ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープ配列が熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク
質ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープ配列である、請求項１０又は１１に記載のアデノウイルス
。
【請求項１３】
　前記ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープ配列がＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳＰＣＳＶＴ（
配列番号６２）である、請求項１０～１２のいずれか一項に記載のアデノウイルス。
【請求項１４】
　前記アデノウイルスが、
ＨＶＲ１を改変したアデノウイルスベクター；
Ｆｉｂｅｒを改変したアデノウイルスベクタ；
ＨＶＲ１及びＦｉｂｅｒを改変したアデノウイルスベクター；
Ｆｉｂｅｒ及びｐＶＩＩを改変したアデノウイルスベクター；
ＨＶＲ１及びｐＶＩＩを改変したアデノウイルスベクター；並びに
ＨＶＲ１、Ｆｉｂｅｒ及びｐＶＩＩを改変したアデノウイルスベクター
からなる群から選択されるいずれか１つの組換えアデノウイルスベクターから生成される
、請求項１に記載のアデノウイルス。
【請求項１５】
　組換えアデノウイルスベクター由来の組換えアデノウイルスであって、前記組換えアデ
ノウイルスベクターが、
　異種プロモーター配列に作用可能に連結されたマラリア原虫（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ）
スポロゾイト周囲タンパク質遺伝子またはその抗原部分をコードするヌクレオチド配列と
、
　１つもしくは複数の改変型カプシドタンパク質および／または改変型コアタンパク質と
をコードするヌクレオチド配列を含み、
１つもしくは複数の改変型カプシドタンパク質および／または改変型コアタンパク質は、
マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質の免疫原性エピトープ配列が１つもしくは複数
のカプシドタンパク質および／またはコアタンパク質の少なくとも一部に挿入されている
、または一部に置換されており、前記コアタンパク質遺伝子がｐＶＩＩタンパク質遺伝子
を含み、ｐＶＩＩタンパク質がＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープ配列を挿入されたｐＶＩＩタ
ンパク質である、組換えアデノウイルス。
【請求項１６】
　前記改変型コアタンパク質遺伝子が配列番号２７、配列番号２８または配列番号２９に
よってコードされる、請求項１５に記載のアデノウイルス。
【請求項１７】
　前記ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープ配列が熱帯熱マラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク
質ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープ配列である、請求項１５又は１６に記載のアデノウイルス
。
【請求項１８】
　前記ＣＤ４＋　Ｔ細胞エピトープ配列がＥＹＬＮＫＩＱＮＳＬＳＴＥＷＳＰＣＳＶＴ（
配列番号６２）である、請求項１７に記載のアデノウイルス。
【請求項１９】
　請求項１～１８のいずれか一項に記載の組換えアデノウイルスを含む、医薬組成物。
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【請求項２０】
　被験者においてマラリア原虫スポロゾイト周囲タンパク質に対する細胞性および体液性
の免疫応答を誘発するために使用される、請求項１９に記載の医薬組成物。
【請求項２１】
　前記組換えアデノウイルスに加え、アジュバントをさらに含む、請求項１９又は２０に
記載の方法。
【請求項２２】
　アデノウイルス血清型に対する既存の中和抗体が欠乏している被験者においてマラリア
原虫スポロゾイト周囲タンパク質に対する細胞性および体液性の免疫応答を誘発するため
に使用される、請求項１９に記載の医薬組成物。
【請求項２３】
　前記組換えアデノウイルスに加え、アジュバントをさらに含む、請求項２２に記載の医
薬組成物。
【請求項２４】
　請求項１～１８のいずれか一項に記載の組換えアデノウイルスを含む、マラリア感染症
用のワクチン。
【請求項２５】
　前記ワクチンが筋肉内に、皮内に、または皮下に投与される請求項２４に記載のマラリ
ア感染症用のワクチン。
【請求項２６】
　前記ワクチンがアジュバントをさらに含む、請求項２４又は２５に記載のマラリア感染
症用のワクチン。 
【誤訳訂正３】
【訂正対象書類名】図面
【訂正対象項目名】図１
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
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【図１】

【誤訳訂正４】
【訂正対象書類名】図面
【訂正対象項目名】図２
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
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【図２】

【誤訳訂正５】
【訂正対象書類名】図面
【訂正対象項目名】図３
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
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【図３】

【誤訳訂正６】
【訂正対象書類名】図面
【訂正対象項目名】図４
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
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【図４】

【誤訳訂正７】
【訂正対象書類名】図面
【訂正対象項目名】図５
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
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【図５】

【誤訳訂正８】
【訂正対象書類名】図面
【訂正対象項目名】図６
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
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【図６】

【誤訳訂正９】
【訂正対象書類名】図面
【訂正対象項目名】図７
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
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【図７】

【誤訳訂正１０】
【訂正対象書類名】図面
【訂正対象項目名】図８
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
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【図８】
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