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(54)名稱 

誘發抗B型肝炎病毒(HBV)免疫反應之方法及組合物 

METHODS AND COMPOSITIONS FOR INDUCING AN IMMUNE RESPONSE AGAINST 

HEPATITIS B VIRUS (HBV)

(57)摘要

本文中提供編碼HBV抗原之改良型安卡拉牛痘病毒(Modified Vaccinia Ankara)(MVA)載體及腺 

病毒載體。亦提供增強人類個體之免疫反應的方法，該等方法係藉由在初打/加打療程中，利用該 

等編碼HBV抗原之MVA及腺病毒載體增強該人類個體之免疫反應 。

Provided herein are Modified Vaccinia Ankara (MVA) vectors and adenovirus vectors encoding HBV 

antigens. Also provided are methods of enhancing an immune response in a human subject by utilizing the 

MVA and adenovirus vectors encoding HBV antigens in a prime/boost regimen to the enhance the immune 

response in the human subject.
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【發明說明書】

【中文發明名稱】

誘發抗B型肝炎病毒(HBV)免疫反應之方法及組合物

【英文發明名稱】

METHODS AND COMPOSITIONS FOR INDUCING AN IMMUNE

RESPONSE AGAINST HEPATITIS B VIRUS (HBV)

【技術領域】

【0001】本發明係關於生物技術。更特定言之，本發明係關於用於 

增強針對有需要之個體中之B型肝炎病毒(HBV)之免疫反應的方法及組合 

物。

【先前技術】

【0002】B型肝炎病毒(HBV)係編碼四個開放閱讀框架及七種蛋白 

質的3.2 kb親肝性小DNA病毒。有約二十億人感染HBV，且有約兩億四千 

萬人患有慢性B型肝炎感染(慢性HBV)，該病以病毒及亞病毒粒子持久存 

在於血液中超過6個月為特徵(1)。持久的HBV感染經由病毒肽及循環抗原 

長期刺激HBV特異性T細胞受體而導致循環及肝內HBV特異性CD4+及 

CD8+ T細胞的T細胞耗盡。因此，T細胞多功能性減弱(亦即，IL-2、腫瘤 

壞死因子(TNF)-a、IFN-y含量降低，及增殖缺乏)。

【0003】自1980年代起，已有可用的針對HBV感染之安全且有效的 

預防性疫苗，且成為B型肝炎預防之主要手段(3)。世界衛生組織(World 

Health Organization)建議所有嬰兒接受疫苗接種 > 且在存在較低或中等B 

型肝炎地方性流行的國家中，建議所有兒童及青少年(<18歲)以及處於風 

險群體類別的某些人接受疫苗接種。由於接受疫苗接種，使得全世界感染
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率大幅下降。不過，預防性疫苗不能治癒已確定之HBV感染。

【0004】慢性HBV當前係用IFN-α及核昔或核昔酸類似物進行治 

療，但由於在感染之肝細胞中存留有作為病毒RNA之模板起重要作用的 

稱為共價閉合環狀DNA (cccDNA)之細胞內病毒複製中間物且因此存留有 

新病毒粒子而最終無法治癒。普遍認為，誘發病毒特異性T細胞及B細胞 

反應可以有效地除去載有cccDNA之肝細胞。當前靶向HBV聚合酶之療法 

抑制病毒血症，但對存在於核中之cccDNA及相關之循環抗原產生的作用 

有限。最嚴格的治癒形式可以除去生物體中之HBV cccDNA，此既不為觀 

察到的自然發生之結果，亦非任何治療性干預之結果。然而，HBV表面 

抗原(HBsAg)之喪失係臨床上可信的治癒等效結果，因為疾病復發僅在嚴 

重免疫抑制情況下才會發生，而此可接著藉由預防性治療加以預防。因 

此，至少自臨床觀點看，HBsAg之喪失與針對HBV的最嚴格免疫重建形 

式相關。

【0005】舉例而言，經證實，利用聚乙二醇化干擾素(peglFN)-a進 

行之免疫調節在維持有限治療療程之治療結束後反應方面優於核昔或核昔 

酸療法。除直接抗病毒作用外，據報導，IFN-a在細胞培養物及人類化小 

鼠中對cccDNA起到表觀遺傳抑制作用，使病毒粒子生產率及轉錄本減少

(4)。然而，此療法仍伴隨副作用且部分由於IFN-a對HBV特異性T細胞僅 

具有較弱的調節作用，總體反應相當低。詳言之，治癒率較低(<10%)且 

毒性較高。同樣，直接作用於HBV之抗病毒劑，即HBV聚合酶抑制劑恩 

替卡韋(entecavir)及替諾福韋(tenofovir)，作為單藥療法有效誘導病毒抑 

制作用且針對耐藥性突變體之出現具有較高基因屏障作用且由此預防肝病 

之進展。然而，利用此類HBV聚合酶抑制劑很少實現由HBsAg喪失或血
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清轉化定義之慢性B型肝炎的治癒。因此，該等抗病毒劑理論上需要無限 

期投與以預防肝病之復發，與針對人類免疫缺陷病毒(HIV)之抗反轉錄病 

毒療法類似。

【0006】治療性疫苗接種有可能除去長期感染患者之HBV(5)。已

經研究許多策略，但迄今為止，尚未證實治療性疫苗接種之成功性。

【發明內容】

【0007】因此，由於具有較高治癒率的良好耐受之治療方法有限， 

對於B型肝炎病毒(HBV)，特別是慢性HBV治療之醫療需求尚未得到滿 

足。本申請案滿足此需求。提供改良型安卡拉牛痘病毒(Modified 

Vaccinia Ankara，MVA)載體。本申請案之MVA載體包括含編碼HBV聚 

合酶抗原之第一聚核昔酸序列的非天然存在之核酸分子，該HBV聚合酶 

抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98%一致之胺基酸序列。MVA載體之HBV 

聚合酶抗原例如能夠在哺乳動物中誘發針對至少兩種HBV基因型之免疫 

反應。較佳地，該HBV聚合酶抗原能夠在哺乳動物中誘發針對至少HBV 

基因型B、C及D之T細胞反應。更佳地，HBV聚合酶抗原能夠在人類個體 

中誘發針對至少HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細胞反應。在本申請案 

之一個實施例中，HBV聚合酶抗原包含SEQ ID NO: 4之胺基酸序列。在 

本申請案之一個實施例中，第一聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 3至少90% 

一致。在本申請案之一個實施例中，第一聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 

3之聚核昔酸序列。

【0008】在本申請案之一個實施例中，MVA載體可以進一步包含編 

碼可操作地連接至該HBV聚合酶抗原之信號序列的聚核昔酸序列。該信 

號序列可以例如包含SEQ ID NO: 6或SEQ ID NO: 11之胺基酸序列。較

第3頁(發明說明書)
C218041PA.docx

107145766 表單編號 AO2O2 1083100679-0



201928061

佳地，該信號序列係由SEQ ID NO: 5或SEQ ID NO:10之聚核昔酸序列編

碼。

【0009】在本申請案之一個實施例中，MVA載體進一步包含編碼截 

短之HBV核心抗原之第二聚核昔酸序列，該截短之HBV核心抗原由SEQ 

ID NO: 2之胺基酸序列組成。在本申請案之一個實施例中，該第二聚核昔 

酸序列與SEQ ID NO: 1至少90% 一致。在本申請案之一個實施例中，該 

第二聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 1之聚核昔酸序列。

【0010】亦提供包含本申請案之MVA載體及醫藥學上可接受之載劑 

的組合物。

【0011】亦提供增强有需要之人類個體中之免疫反應的方法。該等 

方法包含(a)向該人類個體投與包含免疫有效量之腺病毒載體的第一組合 

物，該腺病毒載體包括含編碼HBV聚合酶抗原之第一聚核昔酸序列的非 

天然存在之核酸分子，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98% 

一致之胺基酸序列；以及(b)向該人類個體投與包含免疫有效量的本申請 

案之MVA載體之第二組合物；由此獲得針對該人類個體中HBV抗原的增 

強之免疫反應。在本申請案之一個實施例中，該HBV聚合酶抗原不具有 

逆轉錄酶活性及核糖核酸酶H(RNAse Η)活性。在本申請案之一個實施例 

中，該第一組合物係用於引發免疫反應，且該第二組合物係用於增強有需 

要之個體中之免疫反應。在本申請案之一個實施例中，步驟(b)係在步驟 

(a)之後1-12週進行。在本申請案之一個實施例中，步驟(b)係在步驟(a)之 

後2-12週進行。在本申請案之一個實施例中，步驟(b)係在步驟(a)之後至 

少1週進行。在本申請案之一個實施例中，步驟(b)係在步驟(a)之後至少2 

週進行。
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【0012】在本申請案之一個實施例中，該第一組合物之HBV聚合酶 

抗原能夠在該人類個體中誘發針對至少兩種HBV基因型之免疫反應，較 

佳該HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘發針對至少HBV基因型B、C 

及D之T細胞反應，且更佳地，該HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘 

發針對至少HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細胞反應。

【0013】在本申請案之一個實施例中，該第一組合物之HBV聚合酶 

抗原包含SEQ ID NO: 4之胺基酸序列。該第一組合物之第一聚核昔酸序 

列可以例如與SEQ ID NO: 19至少90%一致。在本申請案之一個實施例 

中，該第一組合物之第一聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 19之聚核昔酸序 

列。

【0014】在本申請案之一個實施例中，該第一組合物中該腺病毒載 

體之核酸分子進一步包含編碼截短之HBV核心抗原之第二聚核昔酸序 

列，該截短之HBV核心抗原由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成。該第一 

組合物之第二聚核昔酸序列可以例如與SEQ ID NO: 17至少90%一致。在 

本申請案之一個實施例中，該第一組合物之第二聚核昔酸序列包含SEQ 

ID NO: 17之聚核昔酸序列。

【0015】在本申請案之一個實施例中，該第一組合物之第一聚核昔 

酸序列及第二聚核昔酸序列編碼包含該截短之HBV核心抗原可操作地連 

接至該HBV聚合酶抗原的融合蛋白。該第一組合物之融合蛋白可以例如 

包含該截短之HBV核心抗原經由連接子可操作地連接至該HBV聚合酶抗 

原。該第一組合物之連接子可以例如包含胺基酸序列(AlaGly)n，其中η係 

2至5之整數。較佳該連接子係由包含SEQ ID NO: 14之聚核昔酸序列編 

碼。在本申請案之一個實施例中，該第一組合物之融合蛋白包含SEQ ID
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no： 12之胺基酸序列。

【0016】在本申請案之一個實施例中，該增強之免疫反應包含增強 

的針對該人類個體中之HBV抗原的抗體反應。該增強之免疫反應可以例 

如包含增強的針對該人類個體中之HBV抗原的CD8+ T細胞反應。該增強 

之免疫反應可以例如包含增強的針對該人類個體中之HBV抗原的CD4+ T 

細胞反應。

【0017】在本申請案之一個實施例中，該腺病毒載體係rAd26或 

rAd35載體。

【0018】在本申請案之一個實施例中，一種增強人類個體中之免疫 

反應的方法包含(a)向該人類個體投與第一組合物，該第一組合物包含免 

疫有效量之第一質體，該第一質體包括含編碼HBV聚合酶抗原之第一聚 

核昔酸序列的第一非天然存在之核酸分子，該HBV聚合酶抗原包含與 

SEQ ID NO: 4至少98% 一致之胺基酸序列；及第二質體，該第二質體包 

括含編碼截短之HBV核心抗原之第二聚核昔酸序列的第二非天然存在之 

核酸分子，該截短之HBV核心抗原由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成； 

以及(b)向該人類個體投與包含免疫有效量的本申請案之MVA載體的第二 

組合物；由此獲得針對該人類個體中之HBV抗原的增強之免疫反應。在 

本申請案之一個實施例中，該第一組合物之HBV聚合酶抗原不具有逆轉 

錄酶活性及核糖核酸酶Η活性。在本申請案之一個實施例中，該第一組合 

物係用於引發該免疫反應且該第二組合物係用於增強該免疫反應。在本申 

請案之一個實施例中，步驟(b)係在步驟(a)之後1-12週進行。在本申請案 

之一個實施例中，步驟(b)係在步驟(a)之後2-12週進行。在本申請案之一 

個實施例中，步驟(b)係在步驟(a)之後至少1週進行。在本申請案之一個實
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施例中，步驟(b)係在步驟(a)之後至少2週進行。

【0019】在本申請案之一個實施例中，該第一組合物之HBV聚合酶 

抗原能夠在該人類個體中誘發針對至少兩種HBV基因型之免疫反應，較 

佳該HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘發針對至少HBV基因型B、C 

及D之T細胞反應，且更佳地，該HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘 

發針對至少HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細胞反應。

【0020】在本申請案之一個實施例中，該第一組合物之HBV聚合酶 

抗原包含SEQ ID NO: 4之胺基酸序列。該第一組合物之第一聚核昔酸序 

列可以例如與SEQ ID NO: 19至少90%一致。在本申請案之一個實施例 

中，該第一組合物之第一聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 19之聚核昔酸序 

列。

【0021】在本申請案之一個實施例中，該第一組合物之HBV聚合酶 

抗原包含SEQ ID NO: 4之胺基酸序列。在本申請案之一個實施例中，該 

第一組合物之第一聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 20至少90%一致。該第一 

組合物之第一聚核昔酸序列可以例如包含SEQ ID NO: 20。

【0022】在本申請案之一個實施例中，該第一組合物之第一質體的 

核酸分子進一步包含編碼可操作地連接至該第一組合物之HBV聚合酶抗 

原之信號序列的聚核昔酸序列。該信號序列可以例如包含SEQ ID NO: 6 

或SEQ ID NO: 11之胺基酸序列，較佳該信號序列係由SEQ ID NO: 5或 

SEQ ID NO:10之聚核昔酸序列編碼。

【0023】在本申請案之一個實施例中，該第一組合物之第二聚核昔 

酸序列與SEQ ID NO: 18至少90%一致。該第一組合物之第二聚核昔酸序 

列可以例如包含SEQ ID NO: 18之聚核昔酸序列。
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【0024】在本申請案之一個實施例中，該第一組合物之第一聚核昔 

酸序列及第二聚核昔酸序列進一步包含啟動子序列、視情況一或多個另外 

的調控序列，較佳該啟動子序列包含SEQ ID NO: 7之聚核昔酸序列，且 

該另外的調控序列係選自由以下組成之群：SEQ ID NO: 8或SEQ ID NO: 

15之強化子序列，及SEQ ID NO: 16之聚腺昔酸化信號序列。

【0025】在本申請案之一個實施例中，該增強之免疫反應包含增強 

的針對該人類個體中之HBV抗原的抗體反應。該增強之免疫反應可以例 

如包含增強的針對該人類個體中之HBV抗原的CD8+ T細胞反應。該增強 

之免疫反應可以例如包含增強的針對該人類個體中之HBV抗原的CD4+ T 

細胞反應。

【0026】自以下揭示內容，包括本發明之詳細說明及其較佳實施例 

以及所附申請專利範圍，將易於瞭解本發明之其他態樣、特徵及優勢。

【圖式簡單說明】

【0027】當結合隨附圖式閱讀時，將更好地理解本發明之前述發明 

內容以及以下實施方式。應理解，本發明不限於附圖中顯示之確切實施 

例。

【0028】在附圖中：

【0029】圖1A-1B描繪B型肝炎病毒之基因組及病毒生命週期；圖 

1A係B型肝炎病毒(HBV)之基因組的圖式；在原生病毒中，聚合酶蛋白質 

(Pol)含有在不同開放閱讀框架中的包膜蛋白之編碼序列；該等包膜蛋白 

(前S1、前S2及S)係在同一開放閱讀框架中；圖1B顯示HBV之病毒生命週 

期；

【0030】圖2A-2C顯示根據本申請案之實施例的腺病毒及MVA載體
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中之表現卡匣之示意性表示；圖2A顯示截短之HBV核心抗原的表現卡 

匣，其含有CMV啟動子、內含子（來源於人類ΑροΑΙ基因之片段-GenBank 

寄存編號X01038鹼基對295-523，帶有ΑροΑΙ第二內含子）、人類免疫球 

蛋白分泌信號，隨後為截短之HBV核心抗原的編碼序列及SV40聚腺昔酸 

化信號；圖2Β顯示由截短之HBV核心抗原可操作地連接至HBV聚合酶抗 

原構成之融合蛋白的表現卡匣，除HBV抗原外，其在其他方面與截短之 

HBV核心抗原之表現卡匣相同；圖2C顯示包含HBV核心抗原可操作地連 

接至ΡΓ13.5長啟動子之表現卡匣及包含HBV聚合酶抗原可操作地連接至 

PrHyb啟動子之表現卡匣；

【0031】圖3顯示用不同的HBV腺病毒載體及HBV MVA之組合免疫 

接種之F1小鼠的ELISPOT反應之圖；用於刺激自各種經疫苗接種動物組 

分離之脾細胞的HBV核心或聚合酶肽池以黑色（核心）及灰色（聚合酶）指 

示。聚合酶1及聚合酶2反應相加；X軸顯示腺病毒載體劑量及存在或不存 

在MVA加打；y軸上指示的反應性T細胞之數量以每1。6個脾細胞的斑點形 

成細胞（SFC）數表示；

【0032】圖4顯示用不同的HBV腺病毒載體及HBV MVA之組合免疫 

接種之F1小鼠的細胞內細胞介素染色（intracellular cytokine staining ） 

ICS）反應之圖；用於刺激自各種經疫苗接種動物組分離之脾細胞的HBV 

核心及聚合酶肽池以黑色（核心）及灰色（聚合酶）指示；聚合酶1及聚合酶2 

反應相加；X軸顯示腺病毒載體劑量及存在或不存在MVA加打。y軸上顯 

示針對IFNy呈陽性的CD8（+）T細胞之百分比；

【0033】圖5顯示用不同的HBV腺病毒載體及HBV MVA載體之組合 

免疫接種之F1小鼠的ICS反應之圖；用於刺激自各種經疫苗接種動物組分
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離之脾細胞的HBV核心及聚合酶肽池以黑色（核心）及灰色（聚合酶）指示； 

聚合酶1及聚合酶2反應相加；X軸顯示腺病毒載體劑量及存在或不存在 

MVA加打；y軸上顯示針對IFNy呈陽性的CD4（+）T細胞之百分比；

【0034】圖6顯示用不同的HBV腺病毒載體及HBV MVA載體之組合 

免疫接種之NHP的ELISPOT反應之圖；用於刺激自各種經疫苗接種動物 

組分離之PBMC的HBV核心或聚合酶肽池以正方形（核心）、圓形（聚合酶1） 

及三角形（聚合酶2）指示；X軸顯示不同實驗組及時間點。y軸上指示的反 

應性T細胞之數量以每1。6個脾細胞的斑點形成細胞（SFC）數表示；顯示出 

減去背景（培養基+DMSO刺激）之資料；且

【0035】圖7A、7B及7C顯示用不同的HBV腺病毒載體及HBV 

MVA載體之組合免疫接種之NHP的ICS反應之圖；用於刺激自各種經疫苗 

接種動物組分離之PBMC的HBV核心及聚合酶肽池以正方形（核心）、圓形 

（聚合酶1）及三角形（聚合酶2）指示；X軸顯示不同實驗組及時間點；y軸上 

顯示對IFNy呈陽性的CD4（+）及CD8（+） T細胞之百分比；顯示出減去背景 

（培養基+DMSO刺激）之資料。

【實施方式】

相關申請案之交叉引用

【0036】本申請案主張2017年12月19日申請之臺灣專利申請案第 

106144636號之優先權且其揭示內容以全文引用之方式併入本文中。

對以電子方式提交之序列表之引用

【0037】本申請案含有序列表，該序列表係以2018年12月14日創建 

的檔案名稱為「688097-413 Sequence Listing j且大小為49.6 KB之 

ASCII格式序列表經由EFS-Web以電子方式提交。此經由EFS-Web提交之
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序列表係說明書之一部分且以全文引用的方式併入本文中。

【0038】先前技術及本說明書通篇引用或描述各種出版物、文章及 

專利；該等參考文獻各自以全文引用的方式併入本文中。本說明書中所包 

括的文獻、操作、材料、器件、文章或類似物之論述係出於提供本發明之 

內容的目的。此類論述並非承認任何或所有該等內容形成關於所揭示或所 

要求的任何發明之現有技術的一部分。

【0039】除非另外定義，否則本文所用的所有技術及科學術語均具 

有與本發明所屬領域的一般技術者通常所理解相同的含義。另外，本文中 

使用之某些術語具有如本說明書中所述之含義。

【0040】必須注意的是，除非上下文另外明確指示，否則如本文及 

所附申請專利範圍中所使用，單數形式「一個(種)(a/an)j及「該(the)」 

包括複數個(種)指示物。

【0041】除非另外規定，否則任何數值，諸如本文所描述之濃度或 

濃度範圍，應理解為在所有情況下均以術語「約」修飾。因此，一個數值 

通常包括所述值之±10%。舉例而言，1 mg/mL濃度包括0.9 mg/mL至1.1 

mg/mL。同樣 > 1%至 10%(w/v)之濃度範圍包括0.9%(w/v)至ll%(w/v)。 

除非上下文另外明確地指示，否則如本文所使用，使用的數字範圍明確地 

包括所有可能的子範圍、在該範圍內的所有個別數值，包括該等範圍內之 

整數及該等值之分數。

【0042】除非另外指示，否則在一系列要素之前的術語「至少」應 

理解為指該系列中之每一要素。熟習此項技術者將認識到或能夠僅使用常 

規實驗即確定本文所描述的本發明之具體實施例的許多等效物。本發明意 

欲涵蓋此類等效物。
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【0043】在本說明書通篇及隨後的申請專利範圍中，除非上下文另 

有要求，否則詞語「包含(comprise)」及變化形式諸如「包含 

(comprises) j及「包含(comprising) j應理解為暗示包括一個所述整數或 

步驟或者一組整數或步驟，但不排除任何其他整數或步驟或者整數或步驟 

組。當在本文中使用時，術語「包含」可以用術語「含有」或「包括」取 

代，或有時當在本文中使用時，用術語「具有」取代。

【0044】當在本文中使用時，「由......組成」不包括所要求要素中 

未說明之任何要素、步驟或成分。當在本文中使用時，「基本上由····.·組 

成」不排除不會實質上影響技術方案之基本及新穎特徵之材料或步驟。每 

當本文中在本發明之態樣或實施例之上下文中使用時，前述術語「包 

含」、「含有」、「包括」及「具有」中之任一個可以用術語「由····.·組成」 

或「基本上由......組成」替代以改變本發明之範圍。

【0045】如本文所使用，在多個所述要素之間的連接性術語「及/ 

或」係理解為涵蓋個別及組合選擇。舉例而言，當兩個要素藉由「及/ 

或」連結時，第一個選擇係指第一要素之適用性，不含第二要素。第二個 

選擇係指第二要素之適用性，不含第一要素。第三個選擇係指第一要素與 

第二要素一起之適用性。此等選擇中之任一個應理解為在該含義之範圍 

內，且因此滿足如本文所使用之術語「及/或」之要求。該等選擇中多於 

一個之同時適用性亦應理解為在該含義之範圍內，且因此滿足術語「及/ 

或」之要求。

【0046】如本文所使用，「個體」意謂將要或已經利用根據本申請 

案實施例之方法治療的任何動物，較佳為哺乳動物，最佳為人類。如本文 

所使用，術語「哺乳動物」涵蓋任何哺乳動物。哺乳動物之實例包括(但
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不限於）牛、馬、綿羊、豬、貓、狗、小鼠、大鼠、兔、天竺鼠、非人類 

靈長類動物（NHP）諸如猴或猿、人類等，更佳為人類。

【0047】術語「佐劑」與「免疫刺激劑」在本文中可互換地使用， 

且定義為刺激免疫系統之一或多種物質。在此情形下，佐劑係用於增強針 

對本申請案之腺病毒及/或MVA載體的免疫反應。

【0048】亦應當理解，當提及較佳發明之組分的尺寸或特徵時，本 

文中使用之術語「約」、「近似地」、「大體上」、「基本上」及類似術語指 

示，所描述之尺寸/特徵並非嚴格的界限或參數且如一般熟習此項技術者 

所理解，不排除相對於其之功能上相同或類似之微小變化。在最低限度 

上，包括數字參數之此類指示物將包括使用此項技術中認可之數學及工業 

原理（例如捨入、量測值或其他系統誤差、製造公差等）不會改變最低有效 

數位之變化。

【0049】在兩個或兩個以上核酸或多肽序列（例如HBV抗原多肽及 

編碼其之聚核昔酸）的情形中，術語「一致」或「一致性」百分比係指當 

比較並對準達到最大對應性時，如使用以下序列比較演算法之一或藉由目 

視檢查所量測的相同或具有指定百分含量之胺基酸殘基或核昔酸相同的兩 

個或兩個以上序列或子序列。

【0050】就序列比較而言 > 通常一個序列充當參考序列，測試序列 

與其比較。當使用序列比較演算法時，將測試序列及參考序列輸入至電腦 

中，必要時指定子序列座標，且指定序列演算法程式參數。接著，序列比 

較演算法基於所指定之程式參數來計算測試序列相對於參考序列之序列一 

致性百分比。

【0051】供比較序列之最佳比對可以例如藉由以下方式進行：
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Smith 及 Waterman, Adv. Appl. Ma th. 2:482 (1981)之局部同源性演算法； 

Needleman及Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443 (1970)之同源性比對演算法； 

Pearson及Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988)之相似性 

搜索方法；該等演算法之電腦化實施(Wisconsin Genetics Software 

Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI中之 

GAP、BESTFIT、FASTA及TFASTA)；或目視檢查(大體上參見Current 

Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel等人編，Current Protocols, 

Greene Publishing Associates, Inc.與John Wiley & Sons, Inc.聯合經營， 

(1995增刊)(Ausubel))。

【0052】適用於確定序列一致性百分比及序列相似性之演算法的實 

例係BLAST及BLAST 2.0演算法，其分別描述於Altschul等人(1990) J. 

Mol. Biol. 215: 403-410及Altschul等人(1997) Nucleic Acids Res. 25: 

3389-3402中。執行BLAST分析之軟體可經由國家生物技術資訊中心 

(National Center for Biotechnology Information)公開獲得。此演算法包 

括首先藉由鑑別查詢序列中之長度W之短字來鑑別高評分序列對(HSP)， 

該等短字當與資料庫序列中相同長度之字比對時匹配或滿足一些正值臨限 

值分數T。T稱為鄰域字分數臨限值(Altschul等人，同上)。此等初始鄰域 

字匹配(hit)充當用於起始搜索之種子以尋找含有其之較長HSP。接著，字 

匹配沿各序列在兩個方向上延伸，只要累積比對分數增加即可。

【0053】對於核昔酸序列，累積分數係使用參數Μ ( 一對匹配殘基 

之獎勵分數；始終＞0)及Ν (失配殘基之罰分；始終＜0)計算。就胺基酸序 

列而言，使用計分矩陣計算累積分數。當以下情況時，字匹配在各方向上 

之延伸中斷：累積比對分數自其達成之最大值降低量X；累積分數歸因於 
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一或多個負評分殘基比對之累積而變成ο或。以下；或達到任一序列之末 

端。BLAST演算法參數W、T及X確定比對之靈敏度及速度。BLASTN程 

式(就核昔酸序列而言)使用如下預設值：字長(W)為11，期望值(E)為10， 

M=5，N=-4及兩股之比較。就胺基酸序列而言，BLASTP程式使用如下 

預設值：字長(W)為3，期望值(E)為10，及BLOSUM62計分矩陣(參見

Henikoff及Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989))。

【0054】除計算序列一致性百分比外，BLAST演算法亦執行兩個序 

列之間相似性之統計分析(參見例如，Karlin及Altschul, Proc. Nat'l. 

Acad. Sci. USA 90:5873-5787 (1993))。由BLAST演算法提供的一種相似 

性量測法係最小和概率(P(N))，其用於指示兩個核昔酸或胺基酸序列之間 

出現偶然匹配的概率。舉例而言，若測試核酸與參考核酸比較時的最小和 

概率小於約0.1 ＞更佳小於約0.01 ＞且最佳小於約0.001 ＞則認為核酸與參 

考序列相似。

【0055】兩個核酸序列或多肽基本上一致之另一種指示係由第一核 

酸編碼之多肽與由第二核酸編碼之多肽發生免疫交叉反應，如下所述。由 

此，多肽通常與第二多肽基本上一致，例如，該兩個肽僅因保守取代而不 

同。兩個核酸序列基本上一致之另一指示係該兩個分子在嚴格條件下彼此 

雜交，如下所述。

【0056】當關於免疫反應，諸如CD4+ T細胞反應、抗體反應或 

CD8+ T細胞反應使用時，如本文所使用的術語「增強」係指投與根據本 

申請案之MVA及腺病毒載體之初打-加打組合的個體中之免疫反應相對於 

自投與單獨本申請案之MVA載體或腺病毒之個體所觀察到的相應免疫反 

應增加。
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【0057】如本文所使用，術語「CD4+或CD8+ T細胞反應」係指藉 

由在疫苗接種之後在總反應性T細胞群內觀察到較高比例之免疫原特異性 

CD4+ T細胞或CD8+ T細胞表徵的T細胞免疫反應。總免疫原特異性T細 

胞反應可以藉由IFN-γ ELISPOT分析法測定。免疫原特異性CD4+或 

CD8+ T細胞免疫反應可以藉由ICS分析法測定。

【0058】如本文所使用，術語「增強之抗體反應」係指投與根據本 

申請案之MVA及腺病毒載體之初打-加打組合的個體中之抗體反應相對於 

自投與單獨本申請案之MVA載體或腺病毒之個體觀察到的相應免疫反應 

增加。

【0059】術語「佐劑」定義為刺激免疫系統之一或多種物質。在此 

情形下，佐劑係用於增強針對本申請案之質體、腺病毒及/或MVA載體的 

免疫反應。

【0060】如本文所使用，術語「抗原性基因產物或其片段」或「抗 

原性蛋白質」可以包括細菌、病毒、寄生蟲或真菌蛋白質，或其片段。較 

佳地，抗原性蛋白質或抗原性基因產物能夠增加宿主中之保護性免疫反 

應，例如誘發針對疾病或感染（例如細菌、病毒、寄生蟲或真菌疾病或感 

染）之免疫反應，及/或在個體中（亦即，疫苗接種）產生針對疾病或感染之 

免疫，由此保護個體免受疾病或感染影響。

【0061】為了幫助本申請案之讀者，說明書分成各種段落或部分， 

或針對本申請案之各種實施例。該等分離不應認為一個段落或部分或實施 

例之物質與另一段或部分或實施例之物質無關聯。相反，熟習此項技術者 

應理解，本說明書具有廣闊應用且涵蓋可以涵蓋之各種部分、段落及語句 

之所有組合。任何實施例之論述僅意欲為例示性的，且並不意欲表明本發
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明之範疇，包括申請專利範圍，侷限於此等實例。舉例而言，儘管本文所 

描述的本申請案之HBV載體(例如質體DNA或病毒載體)之實施例可以含 

有按特定次序佈置之特定組分，包括(但不限於)某些啟動子序列、強化子 

或調控序列、信號肽、HBV抗原編碼序列、聚腺昔酸化信號序列等，但 

一般熟習此項技術者應瞭解，本文所揭示之概念可以同等地應用於按可以 

在本申請案之HBV載體中使用的其他次序佈置之其他組分。本申請案涵 

蓋使用具有可以用於本申請案之HBV載體中之任何序列的呈任何組合形 

式之可應用組分中之任一種，無論是否明確地描述特定組合。

【0062】B型肝炎病毒(HBV)

【0063】如本文所使用，「B型肝炎病毒」或「HBV」係指肝DNA 

病毒科之病毒。HBV係編碼四個開放閱讀框架及七種蛋白質的親肝性小 

(例如3.2 kb)DNA病毒。參見圖1A。HBV編碼之七種蛋白質包括小(S)、 

中等(M)及大(L)表面抗原(HBsAg)或包膜(Env)蛋白質、前核心蛋白、核 

心蛋白、病毒聚合酶(Pol)及HBx蛋白質。HBV表現三種表面抗原 > 或包 

膜蛋白，即L、Μ及S，其中S最小且L最大。Μ及L蛋白質中之額外結構域 

分別命名為前S2及前S1。核心蛋白係病毒核衣殼之次單元。Pol係合成病 

毒DNA(逆轉錄酶、核糖核酸酶Η及引子)所需的，其出現在定位於受感染 

肝細胞之細胞質的核衣殼中。前核心蛋白係具有Ν末端信號肽之核心蛋白 

且在自受感染細胞分泌之前，在其Ν及C末端經歷蛋白水解加工為所謂的Β 

型肝炎e抗原(HBeAg)。HBx蛋白質係共價閉合環狀DNA(cccDNA)高效轉 

錄所需的。HBx並非病毒結構蛋白。除核心及聚合酶共有mRNA外，HBV 

之所有病毒蛋白均具有其自身mRNA。除前核心蛋白之外，該等HBV病 

毒蛋白均不經歷轉譯後蛋白質水解加工。
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【0064】 HBV病毒粒子含有病毒包膜、核衣殼，及部分呈雙股之 

DNA基因組的單一複本。核衣殼包含120個核心蛋白二聚體且經內嵌有

S、Μ及L病毒包膜或表面抗原蛋白質之衣殼膜覆蓋。在進入細胞之後，病 

毒去殼且與病毒聚合酶共價結合的含衣殼之鬆環DNA(rcDNA)遷移至核 

中。在該過程期間，核心蛋白磷酸化誘導結構變化，暴露出核定位信號， 

使得衣殼能夠與所謂的輸入蛋白(importin)相互作用。該等輸入蛋白介導 

核心蛋白與核孔複合物之結合，在該結合後，衣殼解離且聚合酶/rcDNA 

複合物釋放至核中。在核內，rcDNA變得去蛋白化(移除聚合酶)且經宿主 

DNA修復機構轉變成共價閉合環狀DNA(cccDNA)基因組，自該基因組， 

重疊之轉錄本編碼HBeAg、HBsAg、核心蛋白、病毒聚合酶及HBx蛋白 

質。核心蛋白、病毒聚合酶及前基因組RNA(pgRNA)在細胞質中締合並 

自組裝成不成熟的含pgRNA之衣殼粒子，該等衣殼粒子進一步轉化成為 

成熟rcDNA-衣殼且充當共同中間物，經包覆且以感染病毒粒子形式分 

泌，或轉運回到核中以補充及維持穩定cccDNA池。參見圖1B。

【0065】迄今為止' HBV基於包膜蛋白上存在之抗原性抗原决定基 

而分成四種血清型(adr ' adw ' ayr、ayw) ＞且基於病毒基因組之序列而分 

成八種基因型(A、B、C、D、E、F、G及H)。HBV基因型分佈於不同地 

理區域。舉例而言，亞洲最流行之基因型係基因型B及C。基因型D主要存 

在於非洲、中東及印度，而基因型A在北歐、撒哈拉沙漠以南非洲(sub- 

Saharan Africa)及西非較為普遍。

【0066】HBV抗原

【0067】如本文所使用，術語「HBV抗原」、「HBV之抗原性多 

肽」、「HBV抗原性多肽」、「HBV抗原蛋白質」、「HBV免疫原性多肽」及
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「HBV免疫原」皆指能夠在個體中誘發針對HBV之免疫反應，例如體液 

及/或細胞介導之反應的多肽。HBV抗原可以為HBV多肽、其片段或抗原 

決定基，或多個HBV多肽、其部分或衍生物之組合。HBV抗原能夠在宿 

主中產生保護性免疫反應，例如誘發針對病毒性疾病或感染之免疫反應 ， 

及/或使個體針對病毒性疾病或感染產生免疫（亦即，接種疫苗），由此保護 

個體免受病毒性疾病或感染影響。舉例而言，HBV抗原可以包含來自來 

源於任何HBV基因型，例如基因型A、B、C、D、E、F、G及/或Η之任何 

HBV蛋白質，諸如HBeAg、前核心蛋白、HBsAg（S、Μ或L蛋白質）、核 

心蛋白、病毒聚合酶或ΗΒχ蛋白質，或其組合的多肽或其免疫原性片段。

【0068】 （l）HBV核心抗原

【0069】如本文所使用，術語「HBV核心抗原」、「HBcAg」及「核 

心抗原」均係指能夠在個體中誘發針對HBV核心蛋白之免疫反應，例如 

體液及/或細胞介導之反應的HBV抗原。術語「核心」、「核心多肽」及

「核心蛋白」均係指HBV病毒核心蛋白。全長核心抗原通常係183個胺基 

酸長度且包括組裝結構域（胺基酸1至149）及核酸結合結構域（胺基酸150至 

183）。該34個殘基之核酸結合結構域係前基因組RNA衣殼化所需的。此 

結構域亦用作核輸入信號。其包含17個精胺酸殘基且具有較高鹼性，與其 

功能相符。HBV核心蛋白在溶液中呈二聚體形式，且該等二聚體自組裝 

成二十面體衣殼。每個核心蛋白二聚體具有在任一側上側接一個α-螺旋結 

構域的四個α-螺旋束。不含該核酸結合結構域的截短之HBV核心蛋白亦能 

夠形成衣殼。

【0070】在本申請案之一個實施例中，HBV抗原係截短之HBV核心 

抗原。如本文所使用，「截短之HBV核心抗原」係指不含完整長度之HBV
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核心蛋白但能夠在個體中誘發針對HBV核心蛋白之免疫反應的HBV抗 

原。舉例而言，HBV核心抗原可以經修飾成使核心抗原中通常含有十七 

個精胺酸（R）殘基的帶大量正電荷（富含精胺酸）之C末端核酸結合結構域的 

一或多個胺基酸缺失。在本申請案之一些實施例中，HBV核心抗原係截 

短之HBV核心抗原。本申請案的截短之HBV核心抗原較佳為不包含HBV 

核心核輸入信號的C末端截短之HBV核心蛋白及/或已缺失C末端HBV核心 

核輸入信號的截短之HBV核心蛋白。在本申請案之一個實施例中，截短 

之HBV核心抗原包含在C末端核酸結合結構域中之缺失，諸如缺失該C末 

端核酸結合結構域之1至34個胺基酸殘基，例如1、2、3、4、5、6、7、

8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、 

24、25、26、27、28、29、30、31、32、33或34個胺基酸殘基，較佳缺 

失全部34個胺基酸殘基。在一個較佳實施例中，截短之HBV核心抗原包 

含C末端核酸結合結構域中之缺失，較佳缺失全部34個胺基酸殘基。

【0071】根據本申請案之實施例，HBV核心抗原可以為來源於多種 

HBV基因型（例如基因型A、B、C、D、E、F、G及Η）之共同序列。如本 

文所使用，「共同序列」意謂基於同源蛋白質之胺基酸序列比對，例如藉 

由比對（例如使用Clustal Omega）同源蛋白質之胺基酸序列所測定的人工 

胺基酸序列。其可以為基於來自至少100個天然HBV分離株之HBV抗原 

（例如核心、Ρ。】等）之序列計算的在序列比對中各位置處所發現的最常見 

胺基酸殘基之次序。共同序列可以為非天然存在的且不同於原生病毒序 

列。共同序列可以藉由使用多序列比對工具比對來自不同來源之多個 

HBV抗原序列，且在有變化之比對位置選擇最常見的胺基酸來設計。較 

佳地，HBV抗原之共同序列係來源於HBV基因型B、C及D。術語「共同
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抗原」用以指具有共同序列之抗原。

【0072】根據本申請案之實施例的截短之HBV核心抗原不具有核酸 

結合功能，且能夠在哺乳動物中誘發針對至少兩種HBV基因型之免疫反 

應。較佳地，截短之HBV核心抗原能夠在哺乳動物中誘發針對至少HBV 

基因型B、C及D之T細胞反應。更佳地，截短之HBV核心抗原能夠在人類 

個體中誘發針對至少HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細胞反應。

【0073】在本申請案的一個較佳實施例中，HBV核心抗原係共同抗 

原，較佳為來源於HBV基因型B、C及D之共同抗原，更佳為來源於HBV 

基因型B、C及D的截短之共同抗原。根據本申請案的例示性截短之HBV 

核心共同抗原由與SEQ ID NO: 2至少90%一致，諸如與SEQ ID NO: 2至 

少90%、91%、92%、93%、94%、95%、95.5%、96%、96.5%、97%、 

97.5%、98%、98.5%、99%、99.1%、99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、 

99.6%、99.7%、99.8%、99.9%或 100% 一 致之胺基酸序列組成。SEQ ID 

NO: 2係來源於HBV基因型B、C及D之核心共同抗原。SEQ ID NO: 2缺 

失天然核心抗原中C末端帶大量正電（富含精胺酸）之核酸結合結構域的34 

個胺基酸。

【0074】在本申請案之一個特定實施例中，HBV核心抗原係由SEQ 

ID NO: 2之胺基酸序列組成的截短之HBV抗原。

【0075】 （2）HBV聚合酶抗原

【0076】如本文所使用，術語「HBV聚合酶抗原」、「HBV Pol抗 

原」或「HBV pol抗原」係指能夠在個體中誘發針對HBV聚合酶的免疫反 

應，例如體液及/或細胞介導之反應的HBV抗原。術語「聚合酶」、「聚合 

酶多肽」、「Pol」及「pol」均係指HBV病毒DNA聚合酶。HBV病毒DNA
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聚合酶具有四個結構域，自N末端至C末端，包括充當負股DNA合成之引 

子的末端蛋白質(TP)結構域；對於聚合酶功能不重要的間隔子；用於轉錄 

之逆轉錄酶(RT)結構域；以及核糖核酸酶Η結構域。

【0077】在本申請案之一個實施例中，HBV抗原包含HBV Pol抗 

原，或其任何免疫原性片段或組合。HBV Pol抗原可以含有改善該抗原之 

免疫原性的其他修飾，諸如藉由將突變引入聚合酶及/或核糖核酸酶結構 

域之活性位點中以降低或基本上除去某些酶活性。

【0078】較佳地，本申請案之HBV Pol抗原不具有逆轉錄酶活性及 

核糖核酸酶Η活性，且能夠在哺乳動物中誘發針對至少兩種HBV基因型之 

免疫反應。較佳地，HBV Pol抗原能夠在哺乳動物中發針對至少HBV基因 

型B、C及D之T細胞反應。更佳地，HBV Pol抗原能夠在人類個體中誘發 

針對至少HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細胞反應。

【0079】因此，在本申請案之一些實施例中，HBV Pol抗原係失活 

之Pol抗原。在本申請案之一個實施例中，失活之HBV Pol抗原在聚合酶 

結構域之活性位點中包含一或多個胺基酸突變。在另一個實施例中，失活 

之HBV Pol抗原在核糖核酸酶Η結構域之活性位點中包含一或多個胺基酸 

突變。在一個較佳實施例中，失活之HBV pol抗原在聚合酶結構域及核糖 

核酸酶Η結構域兩者之活性位點中包含一或多個胺基酸突變。舉例而言， 

藉由例如用天冬醯胺殘基(Ν)置換一或多個天冬胺酸殘基(D)，消除或降低 

金屬配位功能，由此降低或基本上消除逆轉錄酶功能來使HBV pol抗原之 

聚合酶結構域中核昔酸/金屬離子結合所需之「YXDD」基元突變。作為 

「YXDD」基元突變之替代或除該突變之外，可以例如藉由用天冬醯胺殘 

基(N)置換一或多個天冬胺酸殘基(D)及/或用麵醯胺酸(Q)置換麵胺酸殘基
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(Ε)，由此降低或基本上消除核糖核酸酶Η功能來使HBV pol抗原之核糖核 

酸酶Η結構域中Mg2+配位所需之「DEDD」基元突變。在一個特定實施例 

中，HBVpol抗原係藉由以下方式修飾：(1)使聚合酶結構域之「YXDD」 

基元中的天冬胺酸殘基(D)突變成天冬醯胺殘基(N)；以及(2)使核糖核酸 

酶Η結構域之「DEDD」基元中的第一個天冬胺酸殘基(D)突變成天冬醯胺 

殘基(Ν)及使第一個麵胺酸殘基(Ε)突變成麵醯胺酸殘基(Ν)，由此降低或 

基本上消除pol抗原之逆轉錄酶及核糖核酸酶Η功能。

【0080】在本申請案的一個較佳實施例中，HBV pol抗原係共同抗 

原，較佳為來源於HBV基因型B、C及D之共同抗原，更佳為來源於HBV 

基因型B、C及D的失活之共同抗原。根據本申請案的例示性HBV pol共同 

抗原包含與SEQ ID NO: 4至少90%一致，諸如與SEQ ID NO: 4至少 

90%、91%、92%、93%、94%、95%、95.5%、96%、96.5%、97%、 

97.5%、98%、98.5%、99%、99.1%、99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、 

99.6%、99.7%、99.8%、99.9%或 100%一致，較佳與SEQ ID NO: 4至少 

98% 一 致，諸如與SEQ ID NO: 4至少98%、98.5%、99%、99.1%、 

99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、99.9% 或 

100% 一致的胺基酸序列。SEQ ID NO: 4係在聚合酶及核糖核酸酶Η結構 

域之活性位點中包含四個突變的來源於HBV基因型Β、C及D之pol共同抗 

原。詳言之，該四個突變包括聚合酶結構域之「YXDD」基元中的天冬胺 

酸殘基(D)突變成天冬醯胺殘基(N)；以及核糖核酸酶Η結構域之

「DEDD」基元中的第一個天冬胺酸殘基(D)突變成天冬醯胺殘基(Ν)及麵 

胺酸殘基(Ε)突變成麵醯胺酸殘基(Q)。

【0081】在本申請案之一個特定實施例中，HBV pol抗原包含SEQ
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ID NO: 4之胺基酸序列。在本申請案之其他實施例中，HBV pol抗原由

SEQ ID NO: 4之胺基酸序列組成。

【0082】 (3)HBV核心抗原與HBV聚合酶抗原之融合物

【0083】如本文所使用，術語「融合蛋白」或「融合物」係指具有 

至少兩個通常不存在於單一天然多肽中之多肽結構域的單一多肽鏈。

【0084】在本申請案之一個實施例中，HBV抗原包括包含截短之 

HBV核心抗原可操作地連接至HBV pol抗原或HBV pol抗原可操作地連接 

至截短之HBV核心抗原的融合蛋白，該連接較佳經由連接子進行。

【0085】如本文所使用，術語「連接子」係指充當分子橋以可操作 

地連接兩種不同分子的化合物或部分，其中該連接子之一部分可操作地連 

接至第一分子，且其中該連接子之另一部分可操作地連接至第二分子。舉 

例而言，在含有第一多肽及第二異源多肽之融合蛋白中，連接子主要用作 

該第一多肽與該第二多肽之間的間隔子。在一個實施例中，連接子係由經 

肽鍵連接在一起的胺基酸構成，較佳由經肽鍵連接的1至20個胺基酸構 

成，其中胺基酸係選自20種天然存在之胺基酸。在一個實施例中，該1至 

20個胺基酸係選自甘胺酸、丙胺酸、脯胺酸、天冬醯胺、麵醯胺酸及離胺 

酸。較佳地，連接子係由大量無空間位阻之胺基酸，諸如甘胺酸及丙胺酸 

構成。例示性連接子係聚甘胺酸，尤其是(Gly*、(Gly)8 ；聚(Gly-Ala)及 

聚丙胺酸。如以下實例中所示的一種例示性適合連接子係(AlaGly)n，其 

中η係2至5之整數。

【0086】較佳地，本申請案之融合蛋白能夠在哺乳動物中誘發針對 

至少兩種HBV基因型之HBV核心及HBV Pol的免疫反應。較佳地，融合 

蛋白能夠在哺乳動物中誘發針對至少HBV基因型B、C及D之T細胞反應。
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更佳地，該融合蛋白能夠在人類個體中誘發針對至少HBV基因型A、B、

C及D之CD8 T細胞反應。

【0087】在本申請案之一個實施例中，融合蛋白包含具有與SEQ ID

NO: 2至少90% 一 致，諸如至少90%、91%、92%、93%、94%、95%、 

95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、98.5%、99%、99.1%、 

99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、99.9% 或 

100% 一致之胺基酸序列的截短之HBV核心抗原；連接子；及具有與SEQ

ID NO: 4至少90%一 致，諸如至少90%、91%、92%、93%、94%、

95%、95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、98.5%、99%、 

99.1%、99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、 

99.9%或100%一致之胺基酸序列的HBV pol抗原。

【0088】在本申請案的一個較佳實施例中，融合蛋白包含由SEQ ID 

NO: 2之胺基酸序列組成之截短之HBV核心抗原；包含(AlaGly)n之連接 

子，其中η係2至5之整數；及具有SEQ ID NO: 4之胺基酸序列的HBV Pol 

抗原。更佳地，根據本申請案之一個實施例的融合蛋白包含SEQ ID NO: 

12之胺基酸序列。

【0089】在本申請案之一個實施例中，融合蛋白進一步包含信號序

列。較佳地，信號序列具有SEQ ID NO: 6或SEQ ID NO: 11之胺基酸序 

列。更佳地，融合蛋白包含SEQ ID NO: 13之胺基酸序列。

【0090】聚核昔酸及載體

【0091】在另一通用態樣中，本申請案提供編碼根據本申請案之一 

實施例之HBV抗原的非天然存在之核酸分子，及包含該非天然存在之核 

酸的載體。非天然存在之核酸分子可以包含編碼本申請案之HBV抗原的
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任何聚核昔酸序列，其可以根據本發明，使用此項技術中已知之方法製 

備。較佳地，聚核昔酸編碼本申請案之HBV核心抗原及HBV聚合酶抗原 

中的至少一種。聚核昔酸可以呈藉由重組技術（例如選殖）獲得或合成製造 

（例如化學合成）之RNA形式或DNA形式。DNA可以為單股或雙股的，或 

者可以含有雙股及單股序列之部分。DNA可以例如包含基因組DNA、 

cDNA或其組合。聚核昔酸亦可為DNA/RNA雜合體。本申請案之聚核昔 

酸及載體可以用於製造重組蛋白、在宿主細胞中表現蛋白質或製造病毒粒 

子。較佳地，聚核昔酸係DNA。

【0092】在本申請案之一個實施例中，非天然存在之核酸分子包含 

編碼截短之HBV核心抗原的聚核昔酸，該截短之HBV核心抗原由與SEQ 

ID NO: 2至少90%一 致，諸如與SEQ ID NO: 2至少90%、91%、92%、 

93%、94%、95%、95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、 

98.5%、99%、99.1%、99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、 

99.7%、99.8%、99.9%或 100%一致，較佳地與SEQ ID NO: 2至少98%、 

99%或100% 一致的胺基酸序列組成。在本申請案之一個特定實施例中， 

非天然存在之核酸分子編碼包含SEQ ID NO: 2之胺基酸序列的截短之 

HBV核心抗原。

【0093】本申請案的編碼包含SEQ ID NO: 2之胺基酸序列的截短之 

HBV核心抗原之聚核昔酸序列的實例包括（但不限於）與SEQ ID NO: 1至 

少90%一致，諸如與SEQ ID NO: 1 至少90%、91%、92%、93%、94%、 

95%、95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、98.5%、99%、 

99.1%、99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、 

99.9%或 100%一致，較佳地與SEQ ID NO: 1 至少98%、99%或 100%一 致
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之聚核昔酸序列。在本申請案之特定實施例中，編碼截短之HBV核心抗 

原的例示性非天然存在之核酸分子包含SEQ ID NO:1、17或18之聚核昔 

酸序列。

【0094】在本申請案之一個實施例中，非天然存在之核酸分子編碼 

HBV聚合酶抗原，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少90% 一 

致，諸如與SEQ ID NO: 4至少90%、91%、92%、93%、94%、95%、 

95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、98.5%、99%、99.1%、 

99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、99.9% 或 

100% 一致，較佳地與SEQ ID NO: 4達100%一致的胺基酸序列。在本申 

請案之一個特定實施例中，非天然存在之核酸分子編碼包含SEQ ID NO: 

4之胺基酸序列的HBV聚合酶抗原。

【0095】本申請案的編碼包含SEQ ID NO: 4之胺基酸序列之HBV 

Pol抗原的聚核昔酸序列之實例包括（但不限於）與SEQ ID NO: 3至少90% 

一致，諸如與SEQ ID NO: 3至少90%、91%、92%、93%、94%、95%、 

95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、98.5%、99%、99.1%、 

99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、99.9% 或 

100%一致，較佳地與SEQ ID NO: 3至少98%、99%或100%一致的聚核昔 

酸序列。在本申請案之特定實施例中，編碼HBV pol抗原的例示性非天然 

存在之核酸分子包含SEQ ID NO:3、19或20之聚核昔酸序列。

【0096】在本申請案之另一實施例中，非天然存在之核酸分子編碼 

包含截短之HBV核心抗原可操作地連接至HBV Pol抗原或HBV Pol抗原可 

操作地連接至截短之HBV核心抗原的融合蛋白，該連接較佳經由連接子 

進行。在一個特定實施例中，本申請案之非天然存在之核酸分子編碼：截
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短之HBV核心抗原，該截短之HBV核心抗原由與SEQ ID NO: 2至少90% 

一致，諸如與SEQ ID NO: 2至少90%、91%、92%、93%、94%、95%、 

95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、98.5%、99%、99.1%、 

99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、99.9% 或 

100% 一致，較佳地與SEQ ID NO: 2達100% 一致的胺基酸序列組成；連 

接子；以及HBV聚合酶抗原，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至 

少90%一致，諸如與SEQ ID NO: 4至少90%、91%、92%、93%、94%、 

95%、95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、98.5%、99%、 

99.1%、99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、 

99.9%或 100%一致，較佳地與SEQ ID NO: 4至少98%、99%或 100%一 致 

的胺基酸序列。在本申請案之一個特定實施例中，非天然存在之核酸分子 

編碼融合蛋白，該融合蛋白包含由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成的截 

短之HBV核心抗原；包含（AlaGly）n之連接子，其中η係2至5之整數；以 

及包含SEQ ID NO: 4之胺基酸序列的HBV Pol抗原。在本申請案之一個 

特定實施例中，非天然存在之核酸分子編碼包含SEQ ID NO: 12之胺基酸 

序列的融合蛋白。

【0097】本申請案的編碼融合蛋白之聚核昔酸序列的實例包括（但不 

限於）與SEQ ID NO: 1至少90%一致，諸如與SEQ ID NO: 1至少90%、 

91%、92%、93%、94%、95%、95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、 

98%、98.5%、99%、99.1%、99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、 

99.7%、99.8%、99.9%或 100%一致，較佳地與SEQ ID NO: 1 至少98%、 

99%或100%一致的聚核昔酸序列可操作地連接至與SEQ ID NO: 14至少 

90%一 致，諸如與SEQ ID NO: 14至少90%、91%、92%、93%、94%、
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95%、95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、98.5%、99%、 

99.1%、99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、 

99.9%或 100% 一 致，較佳地與SEQ ID NO: 14至少98%、99%或 100% 一 

致的連接子編碼序列，該連接子編碼序列進一步可操作地連接與SEQ ID 

NO: 3 至少90%一 致，諸如與SEQ ID NO: 3 至少90%、91%、92%、 

93%、94%、95%、95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、 

98.5%、99%、99.1%、99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、 

99.7%、99.8%、99.9%或 100%一致，較佳地與SEQ ID NO: 3至少98%、 

99%或100%一致的聚核昔酸序列。在本申請案之特定實施例中，非天然 

存在之核酸分子編碼融合蛋白，該融合蛋白包含SEQ ID NO: 1可操作地 

連接至SEQ ID NO: 14，SEQ ID NO: 14進一步可操作地連接至SEQ ID 

NO: 3。

【0098】在另一通用態樣中，本申請案係關於一種載體，其包含編 

碼HBV抗原的分離之聚核昔酸。如本文所使用，「載體」係用於將遺傳物 

質載運至另一細胞中的核酸分子，在該另一細胞中，其可以複製及/或表 

現。根據本發明，熟習此項技術者已知之任何載體均可以使用。載體之實 

例包括（但不限於）質體、病毒載體（噬菌體、動物病毒及植物病毒）、黏質 

體及人工染色體（例如YAC）。較佳地，載體係DNA質體。載體可以為 

DNA載體或RNA載體。熟習此項技術者可以根據本發明，經由標準重組 

技術構築本申請案之載體。

【0099】根據本申請案之實施例，載體可以為表現載體。如本文所 

使用，術語「表現載體」係指包含編碼能夠轉錄之RNA之核酸的任何類 

型之基因構築體。表現載體包括（但不限於）用於重組蛋白表現之載體，諸
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如DNA質體或病毒載體；及用於將核酸遞送至個體中以在該個體之組織 

中表現的載體，諸如DNA質體或病毒載體。熟習此項技術者應瞭解，表 

現載體之設計可取決於諸如待轉型宿主細胞之選擇、所需蛋白質之表現量 

等因素。

【0100】根據本申請案之實施例的載體可以含有多種調控序列。如 

本文所使用，術語「調控序列」係指允許、促成或調節核酸分子之功能調 

控，包括宿主細胞或生物體中核酸或其一種衍生物（亦即，mRNA）之複 

製、重複、轉錄、剪接、轉譯、穩定性及/或轉運的任何序列。在本發明 

的上下文中，此術語涵蓋啟動子、強化子及其他表現控制元件（例如聚腺 

昔酸化信號及影響mRNA穩定性之元件）。

【0101】在本申請案之一些實施例中，載體係非病毒載體。非病毒 

載體之實例包括（但不限於）DNA質體、細菌人工染色體、酵母人工染色 

體、噬菌體等。較佳地，非病毒載體係DNA質體。「DNA質體」與 

「DNA質體載體」、「質體DNAj或「質體DNA載體」可互換使用，意思 

指能夠在適合宿主細胞中自主複製的大體上呈圓形的雙股DNA序列。用 

於表現編碼之聚核昔酸的DNA質體通常包含複製起點、多選殖位點及可 

選擇標記物，該可選擇標記物例如可以為抗生素抗性基因。適用於本申請 

案中的DNA質體之實例包括（但不限於）用於熟知表現系統（包括原核及真 

核系統兩種）中的可商購之表現載體，諸如pSE420（Invitrogen, San Diego, 

Calif.），其可以用於在大腸桿菌中產生及/或表現蛋白質； 

pYES2（Invitrogen, Thermo Fisher Scientific），其可以用於在酵母菌株釀 

酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）中產生及/或表現；MAXBAC®完全桿 

狀病毒表現系統（Thermo Fisher Scientific），其可以用於在昆蟲細胞中產
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生及/或表現；pcDNA™或pcDNA3TM(Life Technologies, Thermo Fisher 

Scientific)，其可以用於在哺乳動物細胞中高程度組成性蛋白質表現；以 

及pVAX或pVAX-l(Life, Thermo Fisher Scientific)，其可以用於在大部 

分哺乳動物細胞中高程度短暫表現所關注蛋白質。任何可商購之DNA質 

體的主鏈均可藉由使用常規技術及容易得到的起始物質進行修飾以使宿主 

細胞中蛋白質之表現達到最佳，以便逆轉某些元件(例如複製起點及/或抗 

生素抗性卡匣)之取向，置換質體內源性啟動子(例如抗生素抗性卡匣中之 

啟動子)，及/或置換編碼轉錄蛋白質之聚核昔酸序列(例如抗生素抗性基因 

之編碼序列)。(參見例如'Sambrook等人，Molecular Cloning a 

Laboratory Manual,第二版，Cold Spring Harbor Press (1989))。

【0102】在本申請案的一個較佳實施例中，DNA質體係適於在哺乳 

動物宿主細胞中表現蛋白質的表現載體。適於在哺乳動物宿主細胞中表現 

蛋白質的表現載體包括(但不限於)pcDNA™、pcDNA3TM、pVAX、 

pVAX-Ι、ADVAX、NTC8454等。較佳地，表現載體係基於pVAX-Ι，其 

可以進一步經修飾以使哺乳動物細胞中蛋白質之表現達到最佳。pVAX-l 

係DNA疫苗中之常用質體，且含有較強的人即刻早期巨細胞病毒(CMV- 

IE)啟動子，隨後為牛生長激素(bGH)源性聚腺昔酸化序列(pA)。pVAX-l 

還含有pUC複製起點及由允許細菌質體繁殖之小原核生物啟動子驅動的卡 

那黴素抗性基因。

【0103】在本申請案之一個實施例中，載體係病毒載體。一般而 

言，病毒載體係載運經修飾病毒DNA或RNA的經遺傳工程改造之病毒， 

該病毒DNA或RNA已呈現非感染性，但仍含有病毒啟動子及轉殖基因， 

由此允許經由病毒啟動子轉譯轉殖基因。由於病毒載體常常缺乏感染性序 
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列，故其需要輔助病毒或包裝株來進行大規模轉染。適用於本申請案的病 

毒載體之實例包括(但不限於)腺病毒載體、改良型安卡拉牛痘病毒(MVA) 

載體、腺相關病毒載體、痘病毒載體、腸病毒載體、委內瑞拉馬腦炎病毒 

(Venezuelan Equine Encephalitis virus)載體、勝利基森林病毒(Semliki 

Forest Virus)載體、菸草鑲嵌病毒載體、慢病毒載體等。

【0104】根據本申請案之實施例，載體，例如DNA質體或病毒載體 

可以包含任何調控元件，以產生該載體之習知功能，包括(但不限於)由該 

載體之聚核昔酸序列編碼的HBV抗原之複製及表現。調控元件包括(但不 

限於)啟動子、強化子、聚腺昔酸化信號、轉譯終止密碼子、核糖體結合 

元件、轉錄終止子、選擇標記物、複製起點等。載體可以包含一或多個表 

現卡匣。「表現卡匣」係載體中引導細胞機構製備RNA及蛋白質的部分。 

表現卡匣通常包含三種組分：啟動子序列、開放閱讀框架，及視情況包含 

聚腺昔酸化信號之3'非轉譯區域(UTR)。開放閱讀框架(ORF)係含有所關 

注蛋白質(例如HBV抗原)的自起始密碼子至終止密碼子之編碼序列的閱讀 

框架。表現卡匣之調控元件可以可操作地連接至編碼所關注HBV抗原之 

聚核昔酸序列。如本文所使用，術語「可操作地連接」係以最廣泛合理的 

內容解釋，且指依功能關係連接聚核昔酸元件。當聚核昔酸之放置與另一 

聚核昔酸具有功能關係時，其係「可操作地連接」。舉例而言，若啟動子 

影響編碼序列之轉錄，則其係可操作地連接至該編碼序列。

【0105】在一些實施例中，載體包含啟動子序列，較佳地在表現卡 

匣內包含啟動子序列，用以控制所關注HBV抗原之表現。術語「啟動 

子」係以習知意義使用，且指啟動該可操作地連接之核昔酸序列之轉錄的 

核昔酸序列。啟動子係與其轉錄之核昔酸序列位於相同股上，且鄰近該核
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昔酸序列。啟動子可以為組成性、誘導性或阻遏性。啟動子可以為天然存 

在或合成性。啟動子可以來源於包括病毒、細菌、真菌、植物、昆蟲及動 

物之來源。啟動子可以為同源啟動子(亦即，來源於與載體相同之基因來 

源)或異源啟動子(亦即，來源於不同載體或基因來源)。舉例而言，若欲 

採用之載體係DNA質體，則啟動子可以對於質體為內源性(同源)或來源於 

其他來源(異源)°較佳地，該啟動子係位於表現卡匣內編碼HBV抗原之聚 

核昔酸的上游。

【0106】適用於本申請案中的啟動子之實例包括(但不限於)來自猴 

病毒40(SV40)之啟動子、小鼠乳癌病毒(MMTV)啟動子、人類免疫缺陷 

病毒(HIV)啟動子諸如牛免疫缺陷病毒(BIV)長末端重複序列(LTR)啟動 

子、莫洛尼病毒(Moloney virus)啟動子、禽類白血病病毒(ALV)啟動子、 

巨細胞病毒(CMV)啟動子諸如CMV即刻早期啟動子(CMV-IE)、埃-巴二 

氏病毒(Epstein Barr virus，EBV)啟動子，或勞斯肉瘤病毒(Rous 

sarcoma virus > RSV)啟動子。適用於本申請案中之另外的啟動子包括(但 

不限於)RSV啟動子、反轉錄病毒LTR、腺病毒主要晚期啟動子及各種痘 

病毒啟動子，包括(但不限於)以下牛痘病毒或MVA源性及FPV源性啟動 

子：30K啟動子、13啟動子、PrS啟動子、PrHyb、PrS5E啟動子、

Pr7.5K、Prl3.5長啟動子、40K啟動子、MVA-40K啟動子、FPV 40K啟 

動子、30k啟動子、PrSynllm啟動子、PrLEl啟動子及PR1238啟動子。另 

外的啟動子進一步描述於WO 2010/060632、WO 2010/102822、WO 

2013/189611 及WO 2014/063832，及WO2017/021776中，其以完整地以 

以引用的方式併入本文中。

【0107】啟動子亦可來自人類基因，諸如人類肌動蛋白、人類肌凝
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蛋白、人類血紅蛋白、人類肌肉肌酸或人類金屬硫蛋白之啟動子。啟動子 

亦可為天然或合成的組織特異性啟動子，諸如肌肉或皮膚特異性啟動子。

【0108】在本申請案的一個較佳實施例中，啟動子係強力真核啟動 

子，較佳地為巨細胞病毒即刻早期(CMV-IE)啟動子。例示性CMV-IE啟動 

子之核昔酸序列顯示於SEQ ID NO: 7中。

【0109】在本申請案之另一較佳實施例中，啟動子係痘病毒啟動 

子，較佳為選自PrMVA 13.5長啟動子及/或PrHyb啟動子之啟動子。例示 

性ΡΓ13.5長啟動子及PrHyb啟動子的核昔酸序列分別以SEQ ID NO:25及 

26顯示。

【0110】在一些實施例中，載體包含使表現之轉錄物穩定，促進 

RNA轉錄物之核輸出及/或改善轉錄-轉譯偶聯之另外的聚核昔酸序列。此 

類序列之實例包括聚腺昔酸化信號及強化子序列。聚腺昔酸化信號通常位 

於載體之表現卡匣內所關注蛋白質(例如HBV抗原)之編碼序列的下游。强 

化子序列係當與轉錄因子結合時會促進相關聯之基因之轉錄的調控性 

DNA序列。強化子序列較佳在載體之表現卡匣內，位於編碼HBV抗原之 

聚核昔酸序列的上游，但在啟動子序列的下游。

【0111】根據本發明，熟習此項技術者已知之任何聚腺昔酸化信號 

均可使用。舉例而言，聚腺昔酸化信號可以為SV40聚腺昔酸化信號(例如 

SEQ ID NO:16)、LTR聚腺昔酸化信號、牛生長激素(bGH)聚腺昔酸化信 

號、人生長激素(hGH)聚腺昔酸化信號或人類片血球蛋白聚腺昔酸化信 

號。在本申請案的一個較佳實施例中，聚腺昔酸化信號係牛生長激素 

(bGH)聚腺昔酸化信號。例示性bGH聚腺昔酸化信號之核昔酸序列顯示於 

SEQ ID NO: 9中。
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【0112】根據本發明，熟習此項技術者已知之任何強化子序列均可 

使用。舉例而言，強化子序列可以為人類肌動蛋白、人類肌凝蛋白、人類 

血紅蛋白、人類肌肉肌酸，或病毒強化子，諸如來自CMV、HA、RSV或 

EBV之強化子。特定強化子之實例包括(但不限於)土拔鼠(Woodchuck) 

HBV轉錄後調控元件(WPRE)、來源於人類載脂蛋白A1前驅體之內含子/ 

外顯子序列、1型人類T細胞白血病病毒(HTLV-1)長末端重複序歹(J(LTR)之 

非轉譯R-U5結構域、剪接強化子、合成兔片血球蛋白內含子或其任何組 

合。在本申請案的一個較佳實施例中，強化子序列係HTLV-1 LTR之非轉 

譯R-U5結構域、兔片血球蛋白內含子及剪接強化子三個連續元件構成的 

複合序列，在本文中稱作「三強化子序列」。例示性三強化子序列之核昔 

酸序列顯示於SEQ ID NO: 8中。另一例示性強化子序列係SEQ ID NO: 

15中顯示之ΑροΑΙ基因片段。

【0113】在一些實施例中，載體包含編碼信號肽序列之聚核昔酸序 

列。較佳地，編碼信號肽序列之聚核昔酸序列係位於編碼HBV抗原之聚 

核昔酸序列的上游。信號肽通常引導蛋白質之定位，促進產生蛋白質之細 

胞分泌蛋白質，及/或改善抗原表現及交叉呈現至抗原呈現細胞。信號肽 

當自載體表現時可以存在於HBV抗原之Ν末端，但例如在自細胞分泌時， 

經信號肽酶裂解。信號肽已裂解的經表現蛋白質通常稱為「成熟蛋白」。 

根據本發明，此項技術中已知之任何信號肽均可使用。舉例而言，信號肽 

可以為胱抑素S信號肽；免疫球蛋白(Ig)分泌信號，諸如Ig重鏈了信號肽 

SPIgG或Ig重鏈£信號肽SPIgE。

【0114】在本申請案的一個較佳實施例中，信號肽序列係胱抑素S 

信號肽。胱抑素S信號肽之例示性核酸及胺基酸序列分別顯示於SEQ ID
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no： 5及6中。免疫球蛋白分泌信號之例示性核酸及胺基酸序列分別顯示

於SEQ ID NO: 10及27以及SEQ ID NO: 11 中。

【0115】載體，諸如DNA質體亦可包括細菌複製起點及用於在細菌 

細胞，例如大腸桿菌中選擇及維持質體的抗生素抗性表現卡匣。細菌複製 

起點及抗生素抗性卡匣可以與編碼HBV抗原之表現卡匣相同之取向或以 

相反(逆向)取向定位於載體中。複製起點(ORI)係這樣一種序列，在該序 

列處，複製起始，使得質體能夠在細胞內複製及存活。適用於本申請案中 

之ORI的實例包括(但不限於)ColEl、pMBl、pUC、pSClOl、R6K及 

15A，較佳為pUC。pUC ORI之例示性核昔酸序列顯示於SEQ ID NO: 21 

中。

【0116】用於在細菌細胞中選擇及維持之表現卡匣通常包括可操作 

地連接至抗生素抗性基因之啟動子序列。較佳地，可操作地連接至抗生素 

抗性基因之啟動子序列不同於可操作地連接至編碼所關注蛋白質，例如 

HBV抗原之聚核昔酸序列的啟動子序列。抗生素抗性基因可以經密碼子 

優化，且抗生素抗性基因之序列組成通常針對細菌，例如大腸桿菌之密碼 

子使用進行調整。根據本發明，熟習此項技術者已知之任何抗生素抗性基 

因均可使用，包括(但不限於)卡那黴素抗性基因(Kanr)、安比西林 

(ampicillin)抗性基因(Ampr)及四環素抗性基因(Tet「)，以及賦予對氯黴素 

(chloramphenicol)、博萊黴素(bleomycin)、大觀黴素(spectinomycin)、 

卡本西林(carbenicillin)等之抗性的基因。

【0117】在本申請案之另一特定實施例中，載體係病毒載體，較佳 

為腺病毒載體，其包含表現卡匣，該表現卡匣包括編碼選自由以下組成之 

群之HBV抗原中之至少一種的聚核昔酸：包含與SEQ ID NO: 4至少98%
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一致，諸如與SEQ ID NO: 4至少98%、98.5%、99%、99.1%、99.2%、 

99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、99.9%或 100%一 致之 

胺基酸序列的HBV pol抗原，及由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成的截 

短之HBV核心抗原；可操作地連接至該編碼HBV抗原之聚核昔酸的上游 

序列，自5,端至3,端，其包含啟動子序列（較佳為SEQ ID NO: 7之CMV-IE 

啟動子序列）、強化子序列（較佳為SEQ ID NO: 8之三强化子序列或SEQ 

ID NO: 15之ApoAl强化子序列）及編碼信號肽序列（較佳為具有SEQ ID 

NO: 6之胺基酸序列的胱抑素S信號或具有SEQ ID NO: 11之胺基酸序列的 

免疫球蛋白分泌信號）之聚核昔酸序列；以及可操作地連接至該編碼HBV 

抗原之聚核昔酸的下游序列，其包含聚腺昔酸化信號，較佳為SEQ ID 

NO: 16之SV40聚腺昔酸化信號或SEQ ID NO: 9之bGH聚腺昔酸化信號。

【0118】在本申請案之另一特定實施例中，載體係病毒載體，較佳 

為MVA載體，其包含表現卡匣，該表現卡匣包括編碼選自由以下組成之 

群之HBV抗原中之至少一種的聚核昔酸：包含與SEQ ID NO: 4至少98% 

一致，諸如與SEQ ID NO: 4至少98%、98.5%、99%、99.1%、99.2%、 

99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、99.9%或 100%一 致之 

胺基酸序列的HBV pol抗原，及由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成的截 

短之HBV核心抗原；可操作地連接至該編碼HBV抗原之聚核昔酸的上游 

序列，自5,端至3,端，其包含啟動子序列，較佳為SEQ ID NO: 25之 

PrMVA13.5長啟動子序列或SEQ ID NO: 26之PrHyb啟動子序列，及編碼 

信號肽序列（較佳為具有SEQ ID NO: 6之胺基酸序列的胱抑素S信號或具 

有SEQ ID NO: 11之胺基酸序列的免疫球蛋白分泌信號）之聚核昔酸序 

列；以及可操作地連接至該編碼HBV抗原之聚核昔酸的下游序列，其包
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含聚腺昔酸化信號或早期終止信號，其中該早期終止信號具有SEQ ID 

NO: 28之核昔酸序列，或其中該聚腺昔酸化信號選自具有SEQ ID NO: 16 

之聚核昔酸序列的SV40聚腺昔酸化信號或具有SEQ ID NO: 9之聚核昔酸 

序列的bGH聚腺昔酸化信號，較佳該可操作地連接至該編碼HBV抗原之 

聚核昔酸的下游序列係具有SEQ ID NO: 28之核昔酸序列的早期終止信 

號。

【0119】在本申請案之一個實施例中，載體，諸如病毒載體，編碼 

具有SEQ ID NO: 4之胺基酸序列的HBV Pol抗原。較佳地，該載體包含 

HBV Pol抗原之編碼序列，其與SEQ ID NO: 3之聚核昔酸序列至少90% 

一致，諸如與SEQ ID NO: 3有90%、91%、92%、93%、94%、95%、 

95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、98.5%、99%、99.1%、 

99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、99.9% 或 

100%一致，較佳與SEQ ID NO: 3達 100%一致。

【0120】在本申請案之另一個實施例中，載體，諸如病毒載體編碼 

由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成的截短之HBV核心抗原。較佳地，該 

載體包含截短之HBV核心抗原的編碼序列，其與SEQ ID NO: 1之聚核昔 

酸序列至少90%一致，諸如與SEQ ID NO: 1有90%、91%、92%、93%、 

94%、95%、95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、98.5%、 

99%、99.1%、99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、 

99.8%、99.9%或 100%一致，較佳與SEQ ID NO: 1 達 100%一致。

【0121】在本申請案之又一實施例中，載體，諸如病毒載體編碼融 

合蛋白，該融合蛋白包含具有SEQ ID NO: 4之胺基酸序列的HBV Pol抗 

原及由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成的截短之HBV核心抗原。較佳
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地，該載體包含該融合物之編碼序列，其含有與SEQ ID NO: 1至少90% 

一致，諸如與SEQ ID NO: 1 有90%、91%、92%、93%、94%、95%、 

95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、98.5%、99%、99.1%、 

99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、99.9% 或 

100%一致，較佳與SEQ ID NO: 1有98%、99%或100%一致的截短之 

HBV核心抗原之編碼序列可操作地連接至與SEQ ID NO: 3至少90% 一 

致，諸如與SEQ ID NO: 3 有90%、91%、92%、93%、94%、95%、 

95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、98.5%、99%、99.1%、 

99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、99.7%、99.8%、99.9% 或 

100%一致，較佳與SEQ ID NO: 3有98%、99%或 100%一致的HBV Pol抗 

原之編碼序列。較佳地，該截短之HBV核心抗原的編碼序列經由與SEQ 

ID NO: 14至少90%一 致，諸如與SEQ ID NO: 14有90%、91%、92%、 

93%、94%、95%、95.5%、96%、96.5%、97%、97.5%、98%、 

98.5%、99%、99.1%、99.2%、99.3%、99.4%、99.5%、99.6%、 

99.7%、99.8%、99.9%或 100% 一 致，較佳與SEQ ID NO: 14有98%、 

99%或100% 一致的連接子編碼序列可操作地連接至HBV Pol抗原之編碼 

序列。在本申請案之特定實施例中，該載體包含該融合物之編碼序列，其 

具有SEQ ID NO: 1 可操作地連接至SEQ ID NO: 14，SEQ ID NO: 14進一 

步可操作地連接至SEQ ID NO: 3。

【0122】編碼本申請案之HBV抗原的聚核昔酸及表現載體可以根據 

本發明，利用此項技術中已知之任何方法製備。舉例而言，可以使用熟習 

此項技術者熟知的標準分子生物學技術，例如聚合酶鏈反應(PCR)等將編 

碼HBV抗原之聚核昔酸引入或「選殖」至表現載體中。
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【0123】腺病毒

【0124】在一個態樣中，本申請案提供一種包含編碼抗原性HBV核 

心抗原之異源核昔酸序列的重組腺病毒。在另一態樣中，本申請案提供一 

種包含編碼抗原性HBV pol抗原之異源核昔酸序列的腺病毒。在另一態樣 

中，本申請案提供一種重組腺病毒載體，其包含編碼抗原性HBV核心抗 

原之第一異源核昔酸序列及編碼抗原性HBV pol抗原之第二異源核昔酸序 

列。在另一態樣中，本申請案提供一種包含編碼抗原性HBV核心-HBV 

pol融合蛋白之異源核昔酸序列的重組腺病毒。

【0125】根據本申請案之腺病毒屬於腺病毒科（Adenoviridae）且較 

佳為屬於哺乳動物腺病毒屬（Mastadenovirus）之病毒。其可以為人類腺病 

毒，且亦可為感染其他物種之腺病毒，包括（但不限於）牛類腺病毒（例如 

牛腺病毒3，BAdV3）、犬類腺病毒（例如CAdV2）、豬類腺病毒（例如 

PAdV3或5）或猴類腺病毒（其包括猴腺病毒及猿腺病毒，諸如黑猩猩腺病 

毒或大猩猩腺病毒）。較佳地，腺病毒係人類腺病毒（HAdV或AdHu ；在本 

申請案中，若稱為Ad而不指示物種，則表示人類腺病毒，例如簡寫符號 

「Ad5」與HAdV5的意思相同，指人類腺病毒血清型5），或猴類腺病毒， 

諸如黑猩猩或大猩猩腺病毒（ChAd、AdCh或SAdV）。

【0126】已經使用人類腺病毒進行最先進之研究，且根據本申請案 

之某些態樣，人類腺病毒係較佳的。在某些較佳實施例中，根據本申請案 

之重組腺病毒係基於人類腺病毒。在較佳實施例中，該重組腺病毒係基於 

人類腺病毒血清型5、11、26、34、35、48、49或50。根據本申請案之一 

尤佳實施例，腺病毒係血清型26或35之一的人類腺病毒。

【0127】該等血清型之優勢在於在人類群體中之低血清陽性率及/或
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較低的現有中和抗體力價。rAd26載體之製備描述於例如WO 

2007/104792及Abbink等人(2007)Virol 81(9):4654-63 中，兩者以全文引 

用之方式併入本文中。例示性Ad26基因組序列見於GenBank寄存編號EF 

153474及W02007/104792(參見例如SEQ ID NO: 1)中。rAd35載體之製 

備描述於例如美國專利第7,270,811號、WO00/70071及Vogels等人(2003) 

J Virol 77(15):8263-71中，其皆以全文引用之方式併入本文中。例示性 

Ad35基因組序列見於GenBank寄存編號AC_000019及W000/70071(參見 

例如圖6)中。

【0128】猴類腺病毒一般亦在人類群體中具有低血清陽性率及/或較 

低的現有中和抗體力價，且已報導使用黑猩猩腺病毒載體之大量研究(例 

如 US6083716 ； W02005/071093 ； WO 2010/086189 ； WO 

2010085984 ； Farina等人，2001, J Virol 75: 11603-13 ； Cohen等人， 

2002, J Gen Virol 83: 151-55 ； Kobinger等人，2006, Virology 346: 394- 

401 ； Tatsis等人，2007, Molecular Therapy 15: 608-17 ；亦參見Bangari 

及Mittal, 2006, Vaccine 24: 849- 62之評述；以及Lasaro及Ertl, 2009, 

Mol Ther 17: 1333-39之評述)。因此，在其他較佳實施例中，根據本申請 

案之重組腺病毒係基於猴類腺病毒，例如黑猩猩腺病毒。在本申請案之一 

個實施例中，重組腺病毒係基於猴類腺病毒類型1、3、7、8、21、22、 

23、24、25、26、27.1、28.1、29、30、31.1、32、33、34、35.1、 

36、37.2、39、40.1、41.1、42.1、43、44、45、46、48、49、50或 

SA7P。

【0129】腺病毒載體rAd26及rAd35

【0130】在本申請案之一個較佳實施例中，腺病毒載體包含來自兩
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種稀少血清型Ad26及Ad35之衣殼蛋白。在該典型實施例中，該載體係 

rAd26或rAd35病毒。

【0131】因此，可以用於本申請案中之載體包含Ad26或Ad35衣殼 

蛋白（例如纖毛、五鄰體或六鄰體蛋白質）。熟習此項技術者應認識到，本 

申請案之載體中不必使用整個Ad26或Ad35衣殼蛋白。因此，在本申請案 

之載體中可以使用包括Ad26或Ad35衣殼蛋白之至少一部分的嵌合衣殼蛋 

白。本申請案之載體亦可包含纖毛、五鄰體及六鄰體蛋白質各自來源於不 

同血清型之衣殼蛋白，只要至少一種衣殼蛋白係來源於Ad26或Ad35即 

可。在較佳實施例中，纖毛、五鄰體及六鄰體蛋白質各自來源於Ad26或 

各自來源於Ad35。

【0132】熟習此項技術者應認識到，來源於多種血清型之元件可以 

組合於單一重組腺病毒載體中。因此，可以產生組合來自不同血清型之所 

需特性的嵌合腺病毒。因此5在一些實施例中5本申請案之嵌合腺病毒可 

以將Ad26及Ad35血清型現有免疫之不存在與諸如溫度穩定性、組裝、錨 

定、製造產率、重定向或改良之感染、DNA在目標細胞中之穩定性及類 

似特徵之特徵組合。

【0133】在本申請案之一個實施例中，可用於本申請案中之重組腺 

病毒載體主要或完全來源於Ad35或Ad26（亦即，該載體係rAd35或 

rAd26）。在一些實施例中，腺病毒係複製缺陷型的，例如因為其含有基因 

組E1區域之缺失。對於來源於Ad26或Ad35的本申請案之腺病毒，通常用 

人類亞群C之腺病毒，諸如Ad5的E4-orf6替代該腺病毒之E4-orf6編碼序 

列。此允許此類腺病毒在表現Ad5之E1基因的熟知補充性細胞株，諸如 

293細胞、PER.C6細胞及類似細胞中繁殖（參見例如，Havenga等人，
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2006, J Gen Virol 87: 2135-43 ； WO 03/104467）。在本申請案之一個實 

施例中，該腺病毒係血清型35之人類腺病毒，其缺失已選殖有編碼該抗原 

之核酸的E1區域，且具有Ad5之E4 orf6區域。在本申請案之一個實施例 

中，該腺病毒係血清型26之人類腺病毒，其缺失已選殖有編碼該抗原之核 

酸的E1區域，且具有Ad5之E4 orf6區域。對於Ad35腺病毒，通常保留腺 

病毒中E1B 55K開放閱讀框架之3,端，例如正好在pIX開放閱讀框架或構 

成其之片段之上游之166 bp，諸如正好在pIX起始密碼子上游之243 bp片 

段，在5,端經Bsu36I限制位點標記，因為此會由於pIX基因啟動子部分存 

在於此區域中而增加腺病毒之穩定性（參見例如Havenga等人，2006,前 

述；WO 2004/001032）。

【0134】重組腺病毒載體之製備係此項技術中熟知的。rAd26載體 

之製備描述於例如 WO 2007/104792及Abbink等人，（2007） Virol 

81（9）:4654-63中。例示性Ad26基因組序列見於GenBank寄存編號EF 

153474及W02007/104792之SEQ ID NO: 1中。rAd35載體之製備描述於 

例如美國專利第7,270,811 號及Vogels等人（2003） J Virol 77（15）: 8263-71 

中。例示性Ad35基因組序列見於GenBank寄存編號AC_000019中。

【0135】在本申請案之一個實施例中，可用於本申請案中之載體包 

括WO2012/082918中所描述之載體，其揭示內容以全文引用的方式併入 

本文中。

【0136】通常，可用於本申請案中之載體係使用構成完整重組腺病 

毒基因組之核酸製備（例如質體、黏質體或桿狀病毒載體）。因此，本申請 

案亦提供編碼本申請案之腺病毒載體的分離之核酸分子。本申請案之核酸 

分子可呈藉由選殖或合成製造而獲得的RNA形式或DNA形式。DNA可以
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為雙股或單股的。

【0137】可用於本申請案中之腺病毒載體通常係複製缺陷型的。在 

此等實施例中，藉由使對於病毒複製至關重要之區域，諸如E1區域缺失 

或失活來使病毒呈現複製缺陷。可以藉由例如插入所關注基因（通常連接 

至啟動子）使該等區域基本上缺失或失活。在一些實施例中，本申請案之 

載體可以含有其他區域，諸如E2、E3或E4區域之缺失或連接至啟動子之 

異源基因的插入。對於E2及/或E4突變之腺病毒，一般使用E2及/或£4補 

充性細胞株產生重組腺病毒。該細胞株不必補充腺病毒E3區域中之突 

變，因為E3並非複製所需的。

【0138】通常使用包裝細胞株產生足量的本申請案之腺病毒載體。 

包裝細胞係包含在複製缺陷型載體中已經缺失或失活之基因，由此允許病 

毒在細胞中複製的細胞。適合細胞株包括例如PER.C6、911、293及E1 

A549。

【0139】如上所指出，在該等載體中可以表現多種B型肝炎病毒 

（HBV）抗原（例如HBV核心及HBV聚合酶抗原）。必要時，可以對編碼 

HBV抗原之異源基因進行密碼子優化以確保在經治療宿主（例如人類）中之 

適當表現。密碼子優化係此項技術中廣泛應用之技術。通常，將異源基因 

選殖至腺病毒基因組之E1及/或E3區域中。

【0140】異源B型肝炎病毒基因可以處於腺病毒源性啟動子（例如主 

要晚期啟動子）之控制下（亦即，可操作地連接至該啟動子）或可以處於異 

源啟動子之控制下。適合異源啟動子之實例包括CMV啟動子及RSV啟動 

子。較佳地，該啟動子係位於表現卡匣內所關注異源基因之上游。

【0141】MVA載體
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【0142】可用於本申請案之MVA載體利用來源於改良型安卡拉牛痘 

病毒之減毒病毒。MVA載體表現多種HBV抗原（例如HBV核心及HBV聚 

合酶抗原）。在一個態樣中，本申請案提供一種包含編碼抗原性HBV核心 

抗原之異源核昔酸序列的重組MVA載體。在另一態樣中，本申請案提供 

一種包含編碼抗原性HBV pol抗原之異源核昔酸序列的重組MVA載體。在 

一個態樣中，本申請案提供一種重組MVA載體，其包含編碼抗原性HBV 

核心抗原之第一異源核昔酸序列及編碼抗原性HBV pol抗原之第二異源核 

昔酸序列。在另一態樣中，本申請案提供一種包含編碼抗原性HBV核心- 

HBV pol融合蛋白之異源核昔酸序列的重組MVA載體。

【0143】改良型安卡拉牛痘病毒（「MVA」）

【0144】人造減毒改良型安卡拉牛痘病毒（「MVA」）係在帶有牛痘 

病毒安卡拉株（CVA）之雞胚胎纖維母細胞上連續傳代516次產生（相關評 

述 > 參見Mayr, A.等人，Infection 3, 6-14 （1975））。作為該等長期傳代之 

結果，所得MVA病毒之基因組具有約31千鹼基之基因組序列缺失且因此 

描述為在禽類細胞中複製高度受限之宿主細胞（Meyer, Η.等人，J. Gen. 

Virol. 72, 1031-1038 （1991））。在多種動物模型中已顯示，相較於有完全 

複製能力之起始物質，所得MVA明顯無毒（Mayr, A.及Danner, K., Dev. 

Biol. Stand. 41: 225-34 （1978））。

【0145】可用於實踐本申請案之MVA病毒可以包括（但不限 

於）MVA-572（1994 年 1 月 27 日以 ECACC V94012707 寄存）；MVA- 

575（2000年 12月7 日以ECACC V00120707寄存）、MVA-I721（參見Suter等 

人，Vaccine 2009）及ACAM3000（2003年3 月 27 日以 ATCC® PTA-5095寄 

存）。
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【0146】更佳地，根據本申請案使用之MVA包括MVA-BN及MVA- 

BN之衍生物。MVA-BN描述於國際PCT公開案WO 02/042480中。MVA- 

BN之「衍生物」係指展現與如本文中所描述之MVA-BN基本上相同之複 

製特徵，但在其基因組之一或多個部分中展現差異的病毒。

【0147】 MVA-BN以及其衍生物係不能複製的，意味著無法在活體 

內及活體外繁殖性複製。更具體言之，在活體外，MVA-BN或其衍生物描 

述為能夠在雞胚胎纖維母細胞（CEF）中繁殖性複製，但無法在人角質細胞 

細胞株HaCat （Boukamp等人（1988）, J. Cell Biol. 106:761-771）、人骨肉 

瘤細胞株143B（ECACC寄存編號91112502）、人胚腎細胞株293（ECACC寄 

存編號85120602）及人子宮頸腺癌細胞株HeLa（ATCC寄存編號CCL-2）中 

繁殖性複製。另外，MVA-BN或其衍生物在HeLa細胞及HaCaT細胞株中 

之病毒擴增比率比MVA-575低至少兩倍，更佳低三倍。針對MVA-BN及 

其衍生物之該等特性的測試及分析法描述於WO 02/42480（美國專利申請 

案第2003/0206926號）及WO 03/048184（美國專利申請案第2006/0159699 

號）中。

【0148】如前一段落中所描述的術語在活體外於人類細胞株中「不 

能繁殖性複製」或「無繁殖性複製之能力」例如描述於WO 02/42480中， 

其亦教示如何獲得具有如上文所提及之所需特性的MVA。該術語適用於 

使用WO 02/42480或美國專利第6,761,893號中所描述之分析法，在感染 

之後4天在活體外具有小於1之病毒擴增比率的病毒。

【0149】術語「無法繁殖性複製」係指如前一段落中所描述，在感 

染之後4天，病毒在活體外於人類細胞株中之病毒擴增比率小於1。WO 

02/42480或美國專利第6,761,893號中描述之分析法適用於測定病毒擴增
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比率。

【0150】如前一段落中所描述的病毒在活體外於人類細胞株中之擴 

增或複製通常以受感染細胞產生之病毒（輸出）與最初先用於感染細胞（輸 

入）之量的比率表示，稱為「擴增比率」。擴增比率為「1」定義為受感染 

細胞產生之病毒量與最初用於感染細胞之量相同的擴增狀態，意味著受感 

染細胞能夠用於病毒感染及繁殖。相比之下，擴增比率小於1，亦即輸出 

低於輸入量，指示缺乏繁殖性複製且因此病毒減毒。

【0151】基於MVA之疫苗的優勢包括其安全型態以及在大規模疫苗 

製造方面之可用性。臨床前測試披露，相較於其他MVA株，MVA-BN展 

示優良的減毒作用及功效（WO 02/42480）。MVA-BN株之另外的特性係能 

夠在牛痘病毒初打/牛痘病毒加打療程中誘導與DNA-初打/牛痘病毒加打 

療程基本上相同程度之免疫。

【0152】作為本文中之最佳實施例的重組MVA-BN病毒由於其在哺 

乳動物細胞中獨特的複製缺陷性及其公認的無毒性而被認為係安全的。此 

外，除其功效外，工業規模製造之可行性亦可為有益的。另外，基於 

MVA之疫苗可以遞送多種異源抗原且允許同時誘導體液及細胞免疫。

【0153】可用於本申請案中之MVA載體可以使用此項技術中已知之 

方法製備，諸如WO/2002/042480及WO/2002/24224中所描述之方法，各 

案之相關揭示內容以引用之方式併入本文中。

【0154】在本申請案的一個較佳實施例中，MVA載體包含編碼一或 

多種選自由以下組成之群之抗原蛋白質的核酸：HBV核心抗原、HBV pol 

抗原及HBV核心-HBV pol融合抗原。

【0155】HBV抗原蛋白質可以插入MVA之一或多個基因間區域
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（IGR）中。在本申請案之一個實施例中，IGR係選自IGR07/08、IGR 

44/45、IGR 64/65、IGR 88/89、IGR 136/137及IGR 148/149。在本申請 

案之一個實施例中，重組MVA中少於5、4、3或2個IGR包含編碼HBV核 

心抗原及/或HBV pol抗原之抗原決定子的異源核昔酸序列。異源核昔酸 

序列可以另外或替代地插入MVA基因組之一或多個天然存在之缺失位 

點，特定言之主要缺失位點I、II、ΙΠ、IV、或VI中。在本申請案之一個 

實施例中，重組MVA之天然存在之缺失位點中少於5 ' 4、3或2個包含編 

碼HBV核心抗原及/或HBV pol抗原之抗原決定子的異源核昔酸序列。

【0156】MVA中包含編碼HBV蛋白質之抗原決定子之異源核昔酸 

序列的插入位點之數量可以為1、2、3、4、5、6、7個或更多。在本申請 

案之一個實施例中，異源核昔酸序列係插入4、3、2或更少插入位點中。 

較佳地，使用兩個插入位點。在本申請案之一個實施例中，使用三個插入 

位點。較佳地，重組MVA包含至少2、3、4、5、6或7個基因插入2或3個 

插入位點中。

【0157】本文中提供的重組MVA病毒可以藉由此項技術中已知之常 

規方法產生。獲得重組痘病毒或將外源編碼序列插入痘病毒基因組中之方 

法係熟習此項技術者熟知的。舉例而言，標準分子生物學技術之方法，諸 

如DNA選殖、DNA及RNA分離、西方墨點分析、RT-PCR及PCR擴增技術 

描述於Molecular Cloning, A laboratory Manual （第2版）（J. Sambrook等 

人，Cold Spring Harbor Laboratory Press （1989）），且用於處理及操作病 

毒之技術描述於 Virology Methods Manual （B.W.J. Mahy 等人（編）， 

Academic Press （1996））中。類似地，用於處理、操作及基因工程改造 

MVA之技術及訣竅描述於Molecular Virology: A Practical Approach
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（A.J. Davison及R.M. Elliott （編），The Practical Approach Series, IRL 

Press at Oxford University Press, Oxford, UK （1993）（參見例如第9章： 

Expression of genes by Vaccinia virus vectors））及Current Protocols in 

Molecular Biology （John Wiley & Son, Inc. （1998）（參見例如第 16章，第 

IV節：Expression of proteins in mammalian cells using vaccinia viral 

vector））。

【0158】可以應用不同方法產生本文所揭示之各種重組MVA。欲插 

入病毒中之DNA序列可以放置於已插入與MVA之一段DNA同源之DNA的 

大腸桿菌質體構築體中。欲插入之DNA序列可以單獨地連接至啟動子。 

啟動子-基因連接可以定位於質體構築體中以使得該啟動子-基因連接在兩 

端上側接與側接含有非必需基因座之MVA DNA區域的DNA序列同源之 

DNA。所得質體構築體可以藉由在大腸桿菌細菌內繁殖來擴增並經分 

離。分離的含有欲插入之DNA基因序列的質體可以轉染至例如雞胚胎纖 

維母細胞（CEF）之細胞培養物中，同時用MVA感染該培養物。質體與病毒 

基因組中各別同源MVA DNA之間的重組可以產生藉由外源DNA序列之存 

在修飾的MVA。

【0159】根據一個較佳實施例，適合細胞培養之細胞，如例如CEF 

細胞，可以用痘病毒感染。受感染細胞隨後可以用包含一或多個外源或異 

源基因之第一質體載體轉染，該一或多個外源或異源基因較佳處於痘病毒 

表現控制元件之轉錄控制下。如上所解釋，該質體載體亦包含能夠引導外 

源序列插入痘病毒基因組之選定部分中的序列。視情況，該質體載體亦含 

有包含可操作地連接至痘病毒啟動子之標記物及/或選擇基因的卡匣。

【0160】適合標記物或選擇基因係例如編碼綠色螢光蛋白、片半乳
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糖昔酶、新黴素-磷酸核糖轉移酶或其他標記物之基因。選擇或標記物卡 

匣之使用使所產生之重組痘病毒的鑑別及分離變得簡單。然而，亦可藉由 

PCR技術鑑別重組痘病毒。隨後，可以用如上文所描述獲得的重組痘病毒 

感染另一細胞且用包含一或多個第二外源或異源基因之第二載體轉染。在 

此情況下，此基因應引入痘病毒基因組之不同插入位點中，第二載體亦在 

引導該一或多個第二外源基因或基因整合至痘病毒基因組中的痘病毒同源 

序列中有不同。在發生同源重組之後，可以分離出包含兩個或兩個以上外 

源或異源基因之重組病毒。對於將另外的外源基因引入重組病毒中，可以 

藉由使用在先前步驟中分離之重組病毒進行感染且藉由使用包含另外的一 

或多個外源基因之另一載體進行轉染來重複感染及轉染步驟。

【0161】或者，如上文所描述的感染及轉染步驟可互換，亦即，適 

合細胞可以先用包含外源基因之質體載體轉染且接著用痘病毒感染。作為 

另一替代方案，亦可將各外源基因引入不同病毒中，用所有所獲得的重組 

病毒共感染細胞並篩選包括所有外源基因之重組株。第三個替代方案係在 

活體外連接DNA基因組及外源序列且使用輔助病毒重建重組之牛痘病毒 

DNA基因組。第四個替代方案係選殖作為細菌人工染色體（BAC）之牛痘病 

毒基因組（諸如MVA）與線性外源序列之間在大腸桿菌或另一細菌物種中的 

同源重組，該線性外源序列側接有與側接牛痘病毒基因組中所需整合位點 

之序列同源的DNA序列。

【0162】異源HBV基因（例如HBV核心抗原、HBV pol抗原及/或 

HBV核心-HBV-pol融合蛋白）可以處於一或多個痘病毒啟動子之控制下 

（亦即，可操作地連接至該一或多個痘病毒啟動子）。在本申請案之一個實 

施例中，痘病毒啟動子係Pr7.5啟動子、混合早期/晚期啟動子，或PrS啟

第50頁（發明說明書）
C218041PA.docx

107145766 表單編號 AO2O2 1083100679-0



201928061

動子、PrS5E啟動子、合成或天然早期或晚期啟動子，或牛痘病毒ATI啟 

動子。

【0163】組合物、免疫原性組合及疫苗

【0164】本申請案亦係關於包含根據本申請案之一或多種HBV抗 

原、編碼一或多種HBV抗原之聚核昔酸及/或載體的組合物、免疫原性組 

合，更特定言之套組，及疫苗。本文所描述的本申請案之HBV抗原、聚 

核昔酸（包括RNA及DNA）及/或載體中之任一種均可用於本申請案之組合 

物、免疫原性組合或套組，及疫苗中

【0165】在一個通用態樣中，本申請案提供包含編碼由與SEQ ID 

NO: 2至少90%一致之胺基酸序列組成的截短之HBV核心抗原，或包含與 

SEQ ID NO: 4至少90% 一致之胺基酸序列之HBV聚合酶抗原的分離或非 

天然存在之核酸分子（DNA或RNA）的組合物，包含該分離或非天然存在 

之核酸分子的載體，及/或由該分離或非天然存在之核酸分子編碼的分離 

或非天然存在之多肽。

【0166】在本申請案之一個實施例中，組合物包含編碼截短之HBV 

核心抗原的分離或非天然存在之核酸分子（DNA或RNA），該截短之HBV 

核心抗原由與SEQ ID NO: 2至少90%一致，較佳與SEQ ID NO: 2達100% 

一致之胺基酸序列組成。

【0167】在本申請案之一個實施例中，組合物包含編碼HBV pol抗 

原的分離或非天然存在之核酸分子（DNA或RNA），該HBV pol抗原包含與 

SEQ ID NO: 4至少90%一致，較佳與SEQ ID NO: 4達100%一致之胺基酸 

序列。

【0168】在本申請案之一個實施例中，組合物包括：含編碼截短之
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HBV核心抗原之聚核昔酸序列的分離或非天然存在之核酸分子（DNA或 

RNA），該截短之HBV核心抗原由與SEQ ID NO: 2至少90%一致，較佳與 

SEQ ID NO: 2達100%一致之胺基酸序列組成；以及含編碼HBV pol抗原 

之聚核昔酸序列的分離或非天然存在之核酸分子（DNA或RNA），該HBV 

pol抗原包含與SEQ ID NO: 4至少90% 一致，較佳與SEQ ID NO: 4達 

100%一致之胺基酸序列。截短之HBV核心抗原及HBV Pol抗原之編碼序 

列可以存在於同一分離或非天然存在之核酸分子（DNA或RNA）中，或兩 

個不同的分離或非天然存在之核酸分子（DNA或RNA）中。

【0169】在本申請案之一個實施例中，組合物包括含編碼截短之 

HBV核心抗原之聚核昔酸的病毒載體，該截短之HBV核心抗原由與SEQ 

ID NO: 2至少90%一致，較佳與SEQ ID NO: 2達100%一致之胺基酸序列 

組成。

【0170】在本申請案之一個實施例中，組合物包括含編碼HBV pol 

抗原之聚核昔酸的病毒載體，該HBV pol抗原包含與SEQ ID NO: 4至少 

90%一致，較佳與SEQ ID NO: 4達100%一致之胺基酸序列。

【0171】在本申請案之一個實施例中，組合物包括：含編碼截短之 

HBV核心抗原之聚核昔酸的病毒載體，該截短之HBV核心抗原由與SEQ 

ID NO: 2至少90%一致，較佳與SEQ ID NO: 2達100%一致之胺基酸序列 

組成；以及含編碼HBV pol抗原之聚核昔酸的病毒載體，該HBV pol抗原 

包含與SEQ ID NO: 4至少90%一致，較佳與SEQ ID NO: 4達100%一致之 

胺基酸序列。包含截短之HBV核心抗原之編碼序列的載體及包含HBV pol 

抗原之編碼序列的載體可以為相同載體，或兩種不同的載體。

【0172】在本申請案之一個實施例中，組合物包括含編碼融合蛋白

第52頁（發明說明書）
C218041PA.docx 

107145766 表單編號 AO2O2 1083100679-0



201928061

之聚核昔酸的病毒載體，該融合蛋白包含由與SEQ ID NO: 2至少90% 一 

致，較佳與SEQ ID NO: 2達100%一致之胺基酸序列組成的截短之HBV核 

心抗原可操作地連接至包含與SEQ ID NO: 4至少90% 一致，較佳與SEQ

ID NO: 4達100% 一致之胺基酸序列的HBV Pol抗原，或該HBV Pol抗原 

可操作地連接至該截短之HBV核心抗原。較佳地，該融合蛋白進一步包 

含將截短之HBV核心抗原可操作地連接至HBV Pol抗原或將HBV Pol抗原 

可操作地連接至截短之HBV核心抗原的連接子。較佳地，該連接子具有 

胺基酸序列(AlaGly)n，其中η係2至5之整數。

【0173】在本申請案之一個實施例中，組合物包含由與SEQ ID 

NO: 2至少90%一致，較佳與SEQ ID NO: 2達100%一致之胺基酸序列組 

成的分離或非天然存在之截短之HBV核心抗原。

【0174】在本申請案之一個實施例中，組合物包括含與SEQ ID 

NO: 4至少90%一致，較佳與SEQ ID NO: 4達100%一致之胺基酸序列的 

分離或非天然存在之HBV Pol抗原。

【0175】在本申請案之一個實施例中，組合物包含由與SEQ ID 

NO: 2至少90%一致，較佳與SEQ ID NO: 2達100%一致之胺基酸序列組 

成的分離或非天然存在之截短之HBV核心抗原；以及包含與SEQ ID NO: 

4至少90%一致，較佳與SEQ ID NO: 4達100%一致之胺基酸序列的分離 

或非天然存在之HBV Pol抗原。

【0176】在本申請案之一個實施例中，組合物包含分離或非天然存 

在之融合蛋白，該融合蛋白包含由與SEQ ID NO: 2至少90% 一致，較佳 

與SEQ ID NO: 2達100%一致之胺基酸序列組成的截短之HBV核心抗原可 

操作地連接至包含與SEQ ID NO: 4至少90%一致，較佳與SEQ ID NO: 4
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達100%一致之胺基酸序列的HBV Pol抗原，或該HBV Pol抗原可操作地 

連接至該截短之HBV核心抗原。較佳地，該融合蛋白進一步包含將截短 

之HBV核心抗原可操作地連接至HBV Pol抗原或將HBV Pol抗原可操作地 

連接至截短之HBV核心抗原的連接子。較佳地，該連接子具有胺基酸序 

歹（J（AlaGly）n，其中η係2至5之整數。

【0177】在另一通用態樣中，本申請案係關於免疫原性組合或套 

組，其包含表現根據本申請案之實施例之截短之HBV核心抗原及HBV pol 

抗原的聚核昔酸。編碼本文所描述的本申請案之HBV核心及pol抗原之任 

何聚核昔酸及/或載體均可用於本申請案之免疫原性組合或套組中。

【0178】根據本申請案之實施例，疫苗組合或套組中之聚核昔酸可 

以連接或分開，由此使自此類聚核昔酸表現之HBV抗原融合在一起或作 

為獨立蛋白質產生，無論自相同抑或不同聚核昔酸表現。在一個實施例 

中，第一聚核昔酸及第二聚核昔酸係存在於獨立的病毒載體中，以同一組 

合物或獨立組合物形式組合使用，由此使所表現之蛋白質亦為獨立蛋白 

質，但組合使用。在另一個實施例中，由第一聚核昔酸及第二聚核昔酸編 

碼的HBV抗原可以由同一病毒載體表現，由此產生HBV核心-pol融合抗 

原。視情況，核心及Ρ。】抗原可以藉由短連接子接合或融合在一起。或 

者，由第一聚核昔酸及第二聚核昔酸編碼的HBV抗原可以使用在核心與 

pol抗原編碼序列之間的核糖體滑移位點（ribosomal slippage site）（又稱為 

順式水解酶位點），獨立地由單一載體表現。此策略產生雙順反子表現載 

體，其中個別核心及pol抗原係由單一mRNA轉錄物產生。取決於mRNA 

轉錄物上編碼序列之次序，由此類雙順反子表現載體產生之核心及pol抗 

原可以具有另外的N或C末端殘基。可用於此目的的核糖體滑移位點之實
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例包括（但不限於）來自口蹄疫病毒（FMDV）之FA2滑移位點。另一種可能 

係由第一聚核昔酸及第二聚核昔酸編碼之HBV抗原可以獨立地由兩個獨 

立載體表現，一個載體編碼HBV核心抗原且一個編碼HBV pol抗原。

【0179】在一個較佳實施例中，第一聚核昔酸及第二聚核昔酸係存 

在於獨立病毒載體中。較佳地，該等獨立載體係存在於同一組合物中。

【0180】在本申請案之一個特定實施例中，免疫原性組合或套組包 

括：含編碼截短之HBV核心抗原之聚核昔酸的第一載體，較佳為DNA質 

體或病毒載體，該截短之HBV核心抗原由與SEQ ID NO: 2至少90% 一 

致，較佳與SEQ ID NO: 2達100% 一致之胺基酸序列組成；以及含編碼 

HBV聚合酶抗原之聚核昔酸的第二載體，較佳為DNA質體或病毒載體， 

該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98%一致，較佳與SEQ ID 

NO: 4達100%一致之胺基酸序列。

【0181】在本申請案之一個特定實施例中，第一載體係第一DNA質 

體且第二載體係第二DNA質體。該第一DNA質體及該第二DNA質體各自 

包含複製起點，較佳為SEQ ID NO: 21之pUC ORI ＞及抗生素抗性卡匣， 

其較佳包含具有與SEQ ID NO: 22至少90%一致之聚核昔酸序列的經密碼 

子優化之Kan「（卡那黴素抗性）基因，該基因較佳處於bla啟動子，例如 

SEQ ID NO: 24中顯示之bla啟動子的控制下。該第一DNA質體及該第二 

DNA質體各自獨立地進一步包含以下至少一個：啟動子序列、強化子序 

列，及編碼可操作地連接至第一聚核昔酸序列或第二聚核昔酸序列之信號 

肽序列的聚核昔酸序列。較佳地，該第一DNA質體及該第二DNA質體各 

自包含可操作地連接至第一聚核昔酸或第二聚核昔酸之上游序列，其中該 

上游序列自5惴至3惴包含SEQ ID NO: 7之啟動子序列、SEQ ID NO: 8
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之強化子序列及編碼具有SEQ ID NO: 6之胺基酸序列之信號肽序列的聚 

核昔酸序列。該第一DNA質體及該第二DNA質體各自亦可包含位於HBV 

抗原編碼序列下游的聚腺昔酸化信號，諸如SEQ ID NO: 9之bGH聚腺昔 

酸化信號。

【0182】在本申請案之一個特定實施例中，第一載體係第一病毒載 

體且第二載體係第二病毒載體。較佳地，該第一病毒載體及該第二病毒載 

體各自為腺病毒載體，更佳為Ad26或Ad35載體，其包含表現卡匣，該表 

現卡匣包括編碼本申請案之HBV pol抗原或截短之HBV核心抗原的聚核昔 

酸；可操作地連接至該編碼HBV抗原之聚核昔酸的上游序列，該上游序 

列自5,端至3,端包含啟動子序列（較佳為SEQ ID NO: 7之CMV啟動子序 

歹U）、強化子序歹較佳為SEQ ID NO: 15之ApoAl基因片段序列，或SEQ 

ID NO: 8之三强化子序列）及編碼信號肽序列（較佳為具有SEQ ID NO: 6 

之胺基酸序列的胱抑素S信號，或具有SEQ ID NO: 11之胺基酸序列之免 

疫球蛋白分泌信號）的聚核昔酸序列；以及可操作地連接至該編碼HBV抗 

原之聚核昔酸的下游序列，該下游序列包含聚腺昔酸化信號，較佳為SEQ 

ID NO:16^SV40聚腺昔酸化信號。

【0183】在本申請案之一個特定實施例中，第一載體係第一病毒載 

體且第二載體係第二病毒載體。較佳地，該第一病毒載體及該第二病毒載 

體各自係MVA載體，其包含表現卡匣，該表現卡匣包括編碼本申請案之 

HBV pol抗原及/或截短之HBV核心抗原的聚核昔酸；可操作地連接至該 

編碼HBV抗原之聚核昔酸的上游序列，該上游序列自5,端至3,端包含啟動 

子序列'較佳為SEQ ID NO: 25之PrMVA13.5長啟動子序列或SEQ ID 

NO: 26之PrHyb啟動子序列，及編碼信號肽序列（較佳為具有SEQ ID NO:
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6之胺基酸序列之胱抑素S信號，或具有SEQ ID NO: 11之胺基酸序列之免 

疫球蛋白分泌信號)的聚核昔酸序列；以及可操作地連接至該編碼HBV抗 

原之聚核昔酸的下游序列，該下游序列包含聚腺昔酸化信號，或早期終止 

信號，其中該早期終止信號具有SEQ ID NO: 28之核昔酸序列，或其中該 

聚腺昔酸化信號係選自具有SEQ ID NO: 16之聚核昔酸序列的SV40聚腺 

昔酸化信號或具有SEQ ID NO: 9之聚核昔酸序列的bGH聚腺昔酸化信 

號，較佳該可操作地連接至該編碼HBV抗原之聚核昔酸的下游序列係具 

有SEQ ID NO: 28之核昔酸序列的早期終止信號。

【0184】在本申請案之一個實施例中，提供一種疫苗組合，其包括 

(a)包含免疫有效量之腺病毒載體的第一組合物 > 該腺病毒載體包含編碼 

HBV聚合酶抗原之第一聚核昔酸序列，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID 

NO: 4至少98%一致的胺基酸序列，其中該HBV聚合酶抗原不具有逆轉錄 

酶活性及核糖核酸酶Η活性；以及(b)包含免疫有效量之改良型安卡拉牛痘 

病毒(MVA)載體的第二組合物，該MVA載體包含編碼HBV聚合酶抗原之 

第二聚核昔酸序列，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98% 一 

致的胺基酸序列，其中該HBV聚合酶抗原不具有逆轉錄酶活性及核糖核 

酸酶Η活性；其中該第一組合物投與人類個體用於引發免疫反應，且該第 

二組合物投與人類個體一或多次用於增強免疫反應。

【0185】在本申請案之一個實施例中，提供一種疫苗組合，其包括 

(a)包含免疫有效量之改良型安卡拉牛痘病毒(MVA)載體的第一組合物， 

該MVA載體包含編碼HBV聚合酶抗原之第一聚核昔酸序列，該HBV聚合 

酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98%一致的胺基酸序列，其中該HBV聚 

合酶抗原不具有逆轉錄酶活性及核糖核酸酶Η活性；以及(b)包含免疫有效
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量之腺病毒載體的第二組合物，該腺病毒載體包含編碼HBV聚合酶抗原 

之第二聚核昔酸序列，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98% 

一致的胺基酸序列，其中該HBV聚合酶抗原不具有逆轉錄酶活性及核糖 

核酸酶Η活性；其中該第一組合物投與人類個體用於引發免疫反應，且該 

第二組合物投與人類個體一或多次用於增強免疫反應。

【0186】在免疫原性組合包含第一病毒載體及第二病毒載體的本申 

請案之該等實施例中，該第一載體及該第二載體各自之量不受特別限制。 

舉例而言，第一病毒載體及第二病毒載體可以按重量計以10:1至1:10，諸 

如按重量計以 10:1、9:1、8:1、7:1、6:1、5:1、4:1、3:1、2:1、1:1、 

1:2、1:3、1:4、1:5、1:6、1:7、1:8、1:9或 1:10之匕匕率存在。較佳地，第 

一病毒載體及第二病毒載體按重量計係以1:1之比率存在。

【0187】本申請案之組合物及免疫原性組合可以包含編碼另外的 

HBV抗原之另外的聚核昔酸或載體及/或另外的HBV抗原或其免疫原性片 

段。然而，在特定實施例中，本申請案之組合物及免疫原性組合不包含某 

些抗原。

【0188】在一個特定實施例中，本申請案之組合物或免疫原性組合 

或套組不包含HBsAg或編碼HBsAg之聚核昔酸序列。

【0189】在另一特定實施例中，本申請案之組合物或免疫原性組合 

或套組不包含HBV L蛋白質或編碼HBV L蛋白質之聚核昔酸序列。

【0190】在本申請案之又一特定實施例中，本申請案之組合物或免 

疫原性組合不包含HBV包膜蛋白或編碼HBV包膜蛋白之聚核昔酸序列。

【0191】本申請案之組合物及免疫原性組合亦可包含醫藥學上可接 

受之載劑。醫藥學上可接受之載劑係無毒的且不應干擾活性成分之功效。
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醫藥學上可接受之載劑可以包括一或多種賦形劑，諸如黏合劑、崩解劑、 

膨潤劑、懸浮劑、乳化劑、潤濕劑、潤滑劑、調味劑、甜味劑、防腐劑、 

染料、增溶劑及包覆劑。該載劑或其他材料之確切性質可以取決於投與途 

徑，例如肌肉內、皮內、皮下、經口、靜脈內、皮膚、黏膜內（例如腸）、 

鼻內或腹膜內途徑。對於液體可注射製劑，例如懸浮液及溶液，適合的載 

劑及添加劑包括水、二醇、油、醇、防腐劑、著色劑及類似物。對於固體 

口服製劑，例如散劑、膠囊、囊片、膠囊錠（gelcap）及錠劑，適合的載劑 

及添加劑包括澱粉、糖、稀釋劑、成粒劑、潤滑劑、黏合劑、崩解劑及類 

似物。對於鼻噴霧劑/吸入劑混合物，水溶液/懸浮液可以包含水、二醇、 

油、潤滑劑、穩定劑、潤濕劑、防腐劑、芳族物、調味劑及類似物作為適 

合的載劑及添加劑。

【0192】本申請案之組合物及免疫原性組合可以用適於向個體投與 

之任何物質調配以有助於投與並改善功效，包括（但不限於）經口（腸）投與 

及非經腸注射。非經腸注射包括靜脈內注射或輸注、皮下注射、皮內注射 

及肌肉內注射。本申請案之組合物亦可調配用於其他投藥途徑，包括經黏 

膜、眼、直腸、長效植入、舌下投與（即在舌頭下方，自口腔黏膜投與， 

繞過門脈循環）、吸入或鼻內投與。

【0193】在本申請案之一個較佳實施例中，本申請案之組合物及免 

疫原性組合係調配用於非經腸注射，較佳經皮下、皮內注射或肌肉內注 

射，更佳肌肉內注射。

【0194】根據本申請案之實施例，供投與之組合物及免疫原性組合 

通常將包含於醫藥學上可接受之載劑，例如水性載劑，諸如緩衝生理食鹽 

水及類似物，例如磷酸鹽緩衝生理食鹽水（PBS）中之緩衝溶液。視需要，
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該等組合物及免疫原性組合亦可含有醫藥學上可接受之物質以接近生理條 

件，諸如pH調節及緩衝劑。在一個典型實施例中，本申請案的包含質體 

DNA之組合物或免疫原性組合可以含有磷酸鹽緩衝生理食鹽水(PBS)作為 

醫藥學上可接受之載劑。質體DNA之存在濃度可以為例如0.5 mg/mL至5 

mg/mL > 諸如為0.5 mg/mL、1 mg/mL、2 mg/mL、3 mg/mL、4 mg/mL 

或5 mg/mL > 較佳為 1 mg/mL。

【0195】可以根據此項技術中熟知之方法，將本申請案之組合物及 

免疫原性組合調配為疫苗(又稱為「免疫原性組合物」)。此類組合物可以 

包括用以增強免疫反應之佐劑。根據本發明，調配物中各組分之最佳比率 

可以藉由熟習此項技術者熟知之技術測定。

【0196】在本申請案之一個實施例中，本申請案之組合物或免疫原 

性組合中包括佐劑，或將佐劑與本申請案之組合物或免疫原性組合共投 

與。佐劑之使用係可選的，且當該組合物係用於疫苗接種目的時，其可以 

進一步增強免疫反應。適於共投與或包括在根據本申請案之組合物中的佐 

劑應較佳地為可能安全、具有良好耐受性且有效用於人類之佐劑。佐劑可 

以為小分子或抗體，包括(但不限於)免疫檢查點抑制劑(例如抗PD1、抗 

RIM-3等)、鐸樣受體(toll-like receptor)抑制劑、RIG-1 抑制劑、IL-15超 

級促效劑(Aitor Bioscience)、突變IRF3及IRF7基因佐劑、STING促效劑 

(Aduro)、FLT3L基因佐齊。、IL-12基因佐劑及IL-7-hyFc。

【0197】本申請案之實施例亦關於製備本申請案之組合物及免疫原 

性組合的方法。根據本申請案之實施例，製備組合物或免疫原性組合之方 

法包含將本申請案的編碼HBV抗原之分離之聚核昔酸、載體及/或多肽與 

一或多種醫藥學上可接受之載劑混合。一般熟習此項技術者將熟悉用於製
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備此類組合物之習知技術。

【0198】誘發/增強免疫反應之方法

【0199】在另一通用態樣中，本申請案係關於一種在有需要之個體 

中誘發針對B型肝炎病毒(HBV)之免疫反應的方法，其包含向該個體投與 

免疫有效量的本申請案之組合物或免疫原性組合物。本文所描述的本申請 

案之組合物及免疫原性組合中之任一種均可用於本申請案之方法中。

【0200】本申請案提供使用MVA載體與腺病毒載體之組合引發及增 

強針對人類個體中之HBV抗原蛋白質或其免疫原性多肽之免疫反應的改 

良方法。

【0201】根據本申請案之一通用態樣，增強人類個體中之免疫反應 

的方法包含：

a. 向該人類個體投與包含免疫有效量的本申請案之腺病毒載體的第 

一組合物；以及

b. 向該人類個體投與包含免疫有效量的本申請案之MVA載體的第二 

組合物；

由此獲得針對該人類個體中之HBV抗原的增強之免疫反應。

【0202】根據本申請案之另一通用態樣，增強人類個體中之免疫反 

應的方法包含：

a. 向該人類個體投與包含免疫有效量的本申請案之MVA載體的第一 

組合物；以及

b. 向該人類個體投與包含免疫有效量的本申請案之腺病毒載體的第 

二組合物；

由此獲得針對該人類個體中之HBV抗原的增強之免疫反應。
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【0203】根據本申請案之另一通用態樣，增強人類個體中之免疫反

應的方法包含：

a. 向該人類個體投與第一組合物，該第一組合物包含免疫有效量之 

第一質體，該第一質體包括含編碼本申請案之HBV pol抗原之第一聚核昔 

酸序列的第一非天然存在之核酸；及免疫有效量之第二質體，該第二質體 

包括含編碼本申請案之截短之HBV核心抗原之第二聚核昔酸序列的第二 

非天然存在之核酸；以及

b. 向該人類個體投與包含免疫有效量的本申請案之MVA載體的第二 

組合物；

由此獲得針對該人類個體中之HBV抗原的增強之免疫反應。

【0204】根據本申請案之另一通用態樣，增強人類個體中之免疫反 

應的方法包含：

a. 向該人類個體投與包含免疫有效量的本申請案之MVA載體的第一 

組合物；以及

b. 向該人類個體投與第二組合物，該第二組合物包含免疫有效量之 

第一質體，該第一質體包括含編碼本申請案之HBV pol抗原之第一聚核昔 

酸序列的第一非天然存在之核酸；及免疫有效量之第二質體，該第二質體 

包括含編碼本申請案之截短之HBV核心抗原之第二聚核昔酸序列的第二 

非天然存在之核酸；

由此獲得針對該人類個體中之HBV抗原的增強之免疫反應。

【0205】該第一組合物投與有需要之人類個體以引發免疫反應，且 

第二組合物投與有需要之人類個體以增強免疫反應。引發及增強免疫反應 

可以例如促進免疫反應。
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【0206】根據本申請案之實施例，增強之免疫反應包含針對人類個 

體中之HBV抗原蛋白質的增強之抗體反應。

【0207】較佳地，增強之免疫反應進一步包含針對該人類個體中之 

HBV抗原蛋白質的增強之CD4+反應或增強之CD8+ T細胞反應。由根據 

本申請案之一實施例之方法產生的增強之CD4+ T細胞反應可以例如為對 

HBV蛋白質之主要CD4+ T細胞反應的增加或誘導，及/或對人類個體中之 

HBV抗原蛋白質具有特異性之多功能CD4+ T細胞的增加或誘導。多功能 

CD4+ T細胞表現多於一種細胞介素，諸如IFN-γ、IL-2及TNF-α中之兩種 

或超過兩種。由根據本申請案之一實施例之方法產生的增強之CD8+ T細 

胞反應可以例如為對人類個體中之HBV抗原蛋白質具有特異性之多功能 

CD8+ T細胞的增加或誘導。

【0208】更佳地，由根據本申請案之一實施例之方法產生的增強之 

免疫反應包含針對人類個體中之HBV抗原蛋白質的增強之CD4+ T細胞反 

應、增強之抗體反應及增強之CD8+ T細胞反應。

【0209】如本文所使用，術語「感染」係指致病物對宿主之侵襲。 

當致病物能夠侵襲宿主，且在宿主內複製或繁殖時，認為其具有「感染 

性」。感染物之實例包括病毒，例如HBV及某些物種之腺病毒、月元病毒、 

細菌、真菌、原蟲及類似物。「HBV感染」特指HBV對宿主生物體，諸如 

宿主生物體之細胞及組織之侵襲。

【0210】根據本申請案之實施例，當關於本文所描述之方法使用 

時，「誘發免疫反應」涵蓋在有需要之個體中引起針對HBV或HBV感染之 

所需免疫反應或作用。「誘發免疫反應」亦涵蓋提供針對病原體，亦即 

HBV之治療性免疫以進行治療。如本文所使用，術語「治療性免疫」或

第63頁（發明說明書）
C218041PA.docx

107145766 表單編號AO2O2 1083100679-0



201928061

「治療性免疫反應」意思指經疫苗接種的感染HBV之個體能夠控制該疫 

苗接種所針對之病原體（亦即HBV）之感染。在一個實施例中，「誘發免疫 

反應」意謂在有需要之個體中產生免疫，例如以提供針對疾病，諸如 

HBV感染之治療作用。在本申請案之一個實施例中，「誘發免疫反應」係 

指引起或改善針對HBV之細胞免疫，例如T細胞反應。在本申請案之一個 

實施例中，「誘發免疫反應」係指引起或改善針對HBV之體液免疫反應。 

在本申請案之一個實施例中，「誘發免疫反應」係指引起或改善針對HBV 

之細胞及體液免疫反應。

【0211】通常，根據本申請案之實施例之組合物及免疫原性組合的 

投與將具有治療目的，用於在HBV感染或發展HBV感染特有之症狀之後 

產生針對HBV之免疫反應，亦即，用於治療性疫苗接種。

【0212】如本文所使用，「免疫原性有效量」或「免疫有效量」意 

謂足以在有需要之個體中誘發所需免疫作用或免疫反應的組合物、聚核昔 

酸、載體或抗原之量。在一個實施例中，免疫有效量意謂足以在有需要之 

個體中誘發免疫反應的量。在另一個實施例中，免疫有效量意謂足以在有 

需要之個體中產生免疫，例如針對疾病，諸如HBV感染提供治療作用的 

量。免疫有效量可以取決於多種因素而變化，諸如個體之身體狀況，年 

齡、體重、健康狀況等；具體應用，例如提供保護性免疫或治療性免疫； 

以及需要免疫之具體疾病，例如病毒感染。一般熟習此項技術者根據本發 

明可以容易地確定免疫有效量。

【0213】在本申請案之特定實施例中，免疫有效量係指足以實現以 

下作用中之一種、兩種、三種、四種或更多種的組合物或免疫原性組合之 

量：⑴降低或改善HBV感染或其相關症狀之嚴重程度；（ii）縮短HBV感染
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或其相關症狀之持續時間；（iii）預防HBV感染或其相關症狀進展；（iv）使 

HBV感染或其相關症狀消退；（ν）預防HBV感染或其相關症狀之發展或發 

作；（vi）預防HBV感染或其相關症狀之復發；（vii）減少患HBV感染之個體 

的住院；（viii）縮短患HBV感染之個體之住院時間；（ix）增加患HBV感染 

之個體之存活期；（χ）消除個體之HBV感染；（xi）抑制或減少個體中之 

HBV複製；及/或（xii）增強或改善另一療法之預防或治療作用。

【0214】在其他特定實施例中，免疫有效量係足以減小HBsAg含量 

以符合臨床血清轉化之發展；利用個體之免疫系統達成持續清除HBsAg 

以及減少受感染肝細胞；誘導HBV抗原特異性活化之T細胞群；及/或在 

12個月內達成持續減損HBsAg。目標指標之實例包括低於500個複本之 

HBsAg國際單位（IU）臨限值之較低HBsAg及/或較高CD8計數。

【0215】作為指導通則，當用於病毒載體時，免疫有效量之範圍可 

以為每劑約1x10'個病毒粒子至每劑約IxlO12個病毒粒子。免疫有效量可 

以為每劑約 IxlO10 ' 約2xlO10 ' 約3x10'°、約4xlO10 ' 約5x10'°、約 

6xlO10 ' 約 7xlO10 ' 約 8xlO10 ' 約 9xlO10 ' 約 IxlO11 ' 約 2x10“、約 

3x10" '約4X1011 '約5x10"或約IxlO/個病毒粒子。免疫有效量可以來 

自一個載體或來自多個載體。免疫有效量可呈單一組合物或呈多種組合物 

投與，諸如1、2、3、4、5、6、7、8、9或10種組合物（例如錠劑、膠囊 

或可注射劑），其中該多個膠囊或注射液之投與總體向個體提供免疫有效 

量。亦可按所謂的初打-加打療程，向個體投與免疫有效量，且隨後向該 

個體投與另一劑免疫有效量。此初打-加打療程之一般概念係熟習疫苗領 

域之技術者熟知的。可以依需要，在該療程中視情況增加投與其他追加 

劑。
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【0216】根據本申請案之實施例，包含兩個病毒載體（例如編碼 

HBV核心抗原之第一病毒載體及編碼HBV pol抗原之第二病毒載體）的免 

疫原性組合可以藉由混合該兩個病毒載體且將該混合物遞送至單一解剖部 

位來投與個體。或者，可進行兩次獨立的免疫接種，分別遞送單一表現載 

體。在此類實施例中，無論兩個病毒載體係作為混合物以單次免疫接種投 

與抑或分兩次獨立的免疫接種投與，第一病毒載體及第二病毒載體均可按 

重量計以10:1至1:10，諸如按重量計以10:1、9:1、8:1、7:1、6:1、5:1、 

4:1、3:1、2:1、1:1、1:2、1:3、1:4、1:5、1:6、1:7、1:8、1:9或 1:10之 

比率投與。較佳地，該第一病毒載體及該第二病毒載體按重量計係以1:1 

之比率投與。

【0217】在一些實施例中，根據本申請案之方法治療之個體係感染 

HBV之個體，特別是患有慢性HBV感染之個體。急性HBV感染之特徵在 

於先天免疫系統之高效活化加上隨後的廣泛適應性反應（例如HBV特異性 

T細胞、中和抗體），由此通常造成成功抑制複製或移除受感染之肝細胞。 

反之，此類反應會因高病毒及抗原負荷而減弱或減小，例如大量產生 

HBV包膜蛋白，且可以於亞病毒粒子中釋放超過感染性病毒1,000倍之 

量。

【0218】慢性HBV感染係以病毒負荷、肝酶含量（壞死性發炎活 

性）、HBeAg或HBsAg負荷，或者針對該等抗原之抗體之存在等特徵分階 

段說明。cccDNA含量保持相對恆定，每個細胞有約10至50個複本，即使 

病毒血症可能變化極大。cccDNA物種之存留導致慢性化。更具體言之， 

慢性HBV感染各階段包括：⑴免疫耐受期，以高病毒負荷及正常或最小 

升高程度之肝酶為特徵；（ii）免疫活化HBeAg陽性期，在此階段觀察到較
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低或下降之病毒複製程度及明顯升高之肝酶；(iii)非活動性HBsAg攜帶 

期，該階段係具有低病毒負荷之低複製狀態且在血清中具有可以遵循 

HBeAg血清轉化之正常肝酶含量；以及(iv)HBeAg陰性期，在該階段中， 

定期發生病毒複製(再活化)且伴隨肝酶含量之波動，前核心及/或基礎核心 

啟動子中常有突變，使得受感染細胞無法產生HBeAg。

【0219】如本文所使用，「慢性HBV感染」係指個體中可偵測到 

HBV存在超過6個月。患有慢性HBV感染之個體可以處於慢性HBV感染之 

任何階段。在較佳實施例中，本文所提及的慢性HBV感染遵循疾病控制 

與預防中心(Centers for Disease Control and Prevention > CDC)所公開之 

定義，根據該定義，慢性HBV感染係藉由以下實驗室標準表徵：(i)針對B 

型肝炎核心抗原之IgM抗體呈陰性(IgM抗HBc)及針對B型肝炎表面抗原 

(HBsAg)、B型肝炎e抗原(HBeAg)或有關B型肝炎病毒DNA之核酸測試呈 

陽性；或(订)針對HBsAg或有關HBV DNA之核酸測試呈陽性，或間隔至 

少6個月兩次針對HBeAg呈陽性。

【0220】根據特定實施例，免疫原性有效量係指足以治療慢性HBV 

感染的組合物或免疫原性組合之量。

【0221】在一些實施例中，患有慢性HBV感染之個體正在接受核昔 

類似物(NUC)治療，且受NUC抑制。如本文所使用，「受NUC抑制」係指 

個體具有不可偵測之HBV病毒含量及穩定丙胺酸轉胺酶(ALT)含量達至少 

六個月。核苜7核昔酸類似物治療之實例包括HBV聚合酶抑制劑，諸如恩 

替卡韋及替諾福韋。較佳地，患有慢性HBV感染之個體不會患上晚期肝 

纖維化或肝硬化。此類個體通常會具有小於3分的METAVIR分數及小於9 

kPa之肝纖維化掃描(fibroscan)結果。METAVIR分數係藉由B型肝炎患者
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之肝切片之組織病理學評價來評估炎症及纖維化程度的一種常用評分系 

統。該評分系統指定兩個標準化數字：一個反映炎症之程度且一個反映纖 

維化之程度。

【0222】咸信消除或減輕慢性HBV可以允許包括病毒誘發肝硬化及 

肝細胞癌在內之重度肝病的早期疾病攔截。因此，本申請案之方法亦可用 

作治療HBV誘發之疾病的療法。HBV誘發疾病之實例包括（但不限於）肝硬 

化、癌症（例如肝細胞癌）及纖維化，特別是以3分或更高之METAVIR分數 

為特徵的晚期纖維化。在此類實施例中，免疫原性有效量係足以在12個月 

內達成HBsAg之持久喪失且明顯減輕臨床疾病（例如肝硬化、肝細胞癌等） 

的量。

【0223】根據本申請案之實施例的方法進一步包含向有需要之個體 

投與另一免疫原性藥劑（諸如另一 HBV抗原或其他抗原）或另一抗HBV藥劑 

（諸如核昔類似物或其他抗HBV藥劑）與本申請案之組合物的組合。

【0224】遞送方法

【0225】本申請案之組合物及免疫原性組合可以根據本發明，藉由 

此項技術中已知之任何方法投與個體，包括（但不限於）非經腸投與（例如 

肌肉內、皮下、靜脈內或皮內注射）、經口投與、經皮投與及鼻投與。較 

佳地，組合物及免疫原性組合係非經腸（例如藉由肌肉內注射或皮內注射） 

或經皮投與。

【0226】在組合物或免疫原性組合包含一或多個病毒載體的本申請 

案之一些實施例中，投與可以藉由經皮膚注射，例如肌肉內或皮內注射， 

較佳肌肉內注射實現。肌肉內注射可以與電穿孔組合，亦即，施加電場以 

有助於DNA質體遞送至細胞中。如本文所使用，術語「電穿孔」係指使
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用跨膜電場脈衝在生物膜中誘導產生微觀路徑(孔)。在活體內電穿孔期 

間，向細胞施加適當幅值及持續時間之電場，誘導短暫的細胞膜滲透性增 

強狀態，由此實現無法獨自跨越細胞膜之分子的細胞吸收。藉由電穿孔產 

生此類孔有助於諸如質體、寡核昔酸' siRNA、藥物等生物分子穿過細胞 

膜之一側到達另一側。經顯示，利用活體內電穿孔來遞送DNA疫苗使宿 

主細胞對質體之吸收明顯增加，同時亦會在注射部位引起輕度至中度炎 

症。因此，相較於習知注射，利用皮內或肌肉內電穿孔使轉染效率及免疫 

反應顯著改良(例如分別增加1,000倍及100倍)。

【0227】在一個典型實施例中，將電穿孔與肌肉內注射組合。然 

而，亦可將電穿孔與其他非經腸投與形式，例如皮內注射、皮下注射等組 

合。

【0228】經由電穿孔投與本申請案之組合物、免疫原性組合或疫苗 

可以使用電穿孔器件實現，該等電穿孔器件可經組態以將有效引起細胞膜 

中形成可逆孔的能量脈衝遞送至所希望的哺乳動物組織。電穿孔器件可以 

包括電穿孔組件及電極總成或手柄總成。電穿孔組件可以包括以下電穿孔 

器件組件中之一或多個：控制器、電流波形產生器、阻抗測試儀、波形記 

錄器、輸入元件、狀態報告元件、通信端口、記憶體組件、電源及電源開 

關。電穿孔可以使用活體內電穿孔器件實現。可以有助於遞送本申請案之 

組合物及免疫原性組合，特別是包含DNA質體者的電穿孔器件及電穿孔 

方法之實例包括 CELLECTRA®(Inovio Pharmaceuticals, Blue Bell, 

PA)、Eigen電穿孔器(Inovio Pharmaceuticals, Inc.)Tri-Grid™遞送系統 

(Ichor Medical Systems, Inc., San Diego, CA 92121)，及以下中描述者： 

美國專利第7,664,545號、美國專利第8,209,006號、美國專利第9,452,285
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號、美國專利第5,273,525號、美國專利第6,110,161號、美國專利第

6,261,281號、美國專利第6,958,060號及美國專利第6,939,862號、美國專 

利第7,328,064號、美國專利第6,041,252號、美國專利第5,873,849號、美 

國專利第6,278,895號、美國專利第6,319,901號、美國專利第6,912,417 

號、美國專利第8,187,249號、美國專利第9,364,664號、美國專利第 

9,802,035號、美國專利第6,117,660號，及國際專利申請公開案

WO2017172838，其皆以全文引用的方式併入本文中。用於遞送本申請案 

之組合物及免疫原性組合的本申請案亦涵蓋使用脈衝電場，如例如美國專 

利第6,697,669號中所描述，其以全文引用的方式併入本文中。

【0229】在組合物或免疫原性組合包含一或多個DNA質體的本申請 

案之其他實施例中，投與方法係經皮投與。經皮投與可以與表皮磨蝕組合 

以有助於將DNA質體遞送至細胞。舉例而言，可以使用皮膚貼片進行表 

皮磨蝕。在移除皮膚貼片後，組合物或免疫原性組合可以沈積於經磨蝕之 

皮膚上。

【0230】遞送方法不限於上述實施例，且用於細胞內遞送之任何手 

段均可使用。本申請案之方法所涵蓋的其他細胞內遞送方法包括（但不限 

於）脂質體包封、奈米粒子等。

【0231】佐劑

【0232】在本申請案之一些實施例中，誘發針對HBV之免疫反應的 

方法進一步包含投與佐劑。術語「佐劑」與「免疫刺激劑」在本文中可互 

換地使用，且定義為刺激免疫系統之一或多種物質。在此情形下，佐劑係 

用於增強針對本申請案之HBV抗原及抗原性HBV多肽之免疫反應。

【0233】根據本申請案之實施例，佐劑可以存在於本申請案之免疫
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原性組合或組合物中，或以獨立組合物形式投與。佐劑可以為例如小分子 

或抗體。適用於本申請案中之佐劑的實例包括（但不限於）免疫檢查點抑制 

齊“例如抗PD1、抗RIM-3等）、鐸樣受體抑制劑、RIG-1抑制劑、IL-15超 

級促效劑（Aitor Bioscience）、突變IRF3及IRF7基因佐劑、STING促效劑 

（Aduro）、FLT3L基因佐齊。、IL-12基因佐劑及IL-7-hyFc。

【0234】本申請案之組合物及免疫原性組合亦可與至少一種其他抗 

HBV藥劑組合投與。適合用於本申請案的抗HBV藥劑之實例包括（但不限 

於）小分子、抗體，及/或充當衣殼蛋白抑制劑之CAR-T療法、TLR抑制 

劑、cccDNA抑制劑、HBV聚合酶抑制劑（例如恩替卡韋及替諾福韋）及/或 

免疫檢查點抑制劑等。此類抗HBV藥劑可以與本申請案之組合物及免疫 

原性組合同時或依序投與。

【0235】初打/加打免疫接種方法

【0236】本申請案之實施例亦涵蓋在所謂的初打-加打療程中，向個 

體投與免疫有效量之組合物或免疫原性組合，且隨後向該個體投與另一劑 

免疫有效量之組合物或免疫原性組合。因此，在一個實施例中，本申請案 

之組合物或免疫原性組合係用於引發免疫反應之初打疫苗。在另一個實施 

例中，本申請案之組合物或免疫原性組合係用於增強免疫反應之加打疫 

苗。根據本申請案之實施例的初打及加打疫苗可以用於本文所描述的本申 

請案之方法中。此初打-加打療程之一般概念係熟習疫苗領域之技術者熟 

知的。本文所描述的本申請案之組合物及免疫原性組合中之任一種可以用 

作初打及/或加打疫苗以引發及/或增強針對HBV之免疫反應。

【0237】根據本申請案之實施例，本申請案之組合物或免疫原性組 

合可以投與至少一次以用於初打免疫接種。該組合物或免疫原性組合可以
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再投與用於加打免疫接種。視需要，該組合物或疫苗組合之進一步加打投 

與可以視情況添加至該療程中。佐劑可以存在於用於加打免疫接種的本申 

請案之組合物中，存在於欲投與本申請案之組合物或免疫原性組合一起投 

與以用於加打免疫接種的獨立組合物中，或獨自投與以作為加打免疫接 

種。在該療程中包括佐劑的該等實施例中，佐劑較佳用於加打免疫接種。

【0238】初打-加打療程之說明性且非限制性實例包括向個體投與單 

次劑量的免疫有效量之本申請案之組合物或免疫原性組合以引發免疫反 

應；且隨後投與另一劑免疫有效量的本申請案之組合物或免疫原性組合以 

增強免疫反應，其中該加打免疫接種先在初始投與初打免疫接種之後約一 

至十二週（1至12週）、約二至十二週（2至12週）、約二至十週（2至10週）、約 

二至六週（2至6週），較佳約四週投與，較佳在初始投與初打免疫接種之後 

約八週投與。在本申請案之一個實施例中，加打免疫接種係在初打免疫接 

種之後至少一週投與。在本申請案之一個實施例中，加打免疫接種係在初 

打免疫接種之後至少兩週投與。視情況，在初始投與初打免疫接種之後約 

10至14週，較佳12週，再投與該組合物或免疫原性組合，或其他佐劑之 

加打免疫接種。

【0239】套組

【0240】本申請案亦提供一種包含本申請案之免疫原性組合的套 

組。套組可以包含呈獨立組合物形式之第一聚核昔酸及第二聚核昔酸，或 

套組可以包含呈單一組合物形式之第一聚核昔酸及第二聚核昔酸。套組可 

以進一步包含一或多種佐劑或免疫刺激劑，及/或其他抗HBV藥劑。

【0241】在投與動物或人類生物體中時誘發或刺激抗HBV免疫反應 

的能力可以使用此項技術中之多種標準分析法在活體外或活體內評價。有
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關可用於評價免疫反應之起始及活化之技術的大體描述，參見例如 

Coligan等人(1992及 1994年，Current Protocols in Immunology; J Wiley

& Sons Inc編，National Institute of Health)。細胞免疫性之量測可藉由量 

測由活化之效應細胞，包括來源於CD4+及CD8+ T細胞之該等細胞所分泌 

之細胞介素譜(例如藉由ELISPOT定量產生IL-10或IFN γ之細胞)、藉由確 

定免疫效應細胞之活化狀態(例如藉由經典的［3Η］胸昔吸收進行之Τ細胞增 

殖分析)、藉由分析致敏個體中之抗原特異性Τ淋巴細胞(例如細胞毒性分 

析中之肽特異性溶解等)進行。

【0242】刺激細胞及/或體液反應之能力可以藉由抗體結合及/或結 

合競爭來測定(參見例如，Harlow, 1989, Antibodies, Cold Spring Harbor 

Press)。舉例而言，可以藉由酶聯結免疫吸附分析法(ELISA)量測響應於 

提供免疫原之組合物之投與而產生之抗體的力價。亦可藉由中和抗體分析 

法量測免疫反應，其中病毒之中和定義為經由特異性抗體對該病毒之反應 

/抑制/中和引起之感染性損失。免疫反應亦可藉由抗體依賴性細胞吞噬作 

用(ADCP)分析法量測。

實施例

【0243】本申請案亦提供以下非限制性實施例。

【0244】實施例1係一種改良型安卡拉牛痘病毒(MVA)載體，其包 

括含編碼HBV聚合酶抗原之第一聚核昔酸序列的非天然存在之核酸分 

子，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98% 一致之胺基酸序 

列。

【0245】實施例2係如實施例1之MVA載體，其中該HBV聚合酶抗 

原不具有逆轉錄酶活性及核糖核酸酶Η活性。
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【0246】實施例3係如實施例1或2之MVA載體，其中該HBV聚合酶 

抗原能夠在哺乳動物中誘發針對至少兩種HBV基因型之免疫反應，較佳 

該HBV聚合酶抗原能夠在哺乳動物中誘發針對至少HBV基因型B、C及D 

之T細胞反應，且更佳地，該HBV聚合酶抗原能夠在人類個體中誘發針對 

至少HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細胞反應。

【0247】實施例4係如實施例1至3中任一個之MVA載體，其中該 

HBV聚合酶抗原包含SEQ ID NO: 4之胺基酸序列。

【0248】實施例5係如實施例1至4中任一個之MVA載體，其進一步 

包含編碼可操作地連接至該HBV聚合酶抗原之信號序列的聚核昔酸序 

列。

【0249】實施例6係如實施例5之MVA載體，其中該信號序列包含 

SEQ ID NO: 6或SEQ ID NO: 11之胺基酸序列，較佳該信號序列係由SEQ 

ID NO: 5或SEQ ID NO: 10之聚核昔酸序列編碼。

【0250】實施例7係如實施例1至6中任一個之MVA載體，其中該第 

一聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 3至少90%一致。

【0251】實施例8係如實施例7之MVA載體，其中該第一聚核昔酸序 

列包含SEQ ID NO: 3之聚核昔酸序列。

【0252】實施例9係如實施例1至8中任一個之MVA載體，其進一步 

包含編碼由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成的截短之HBV核心抗原的第 

二聚核昔酸序列。

【0253】實施例10係如實施例9之MVA載體，其中該第二聚核昔酸 

序列與SEQ ID NO: 1至少90%一致。

【0254】實施例11係如實施例10之MVA載體，其中該第二聚核昔酸
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序列包含SEQ ID NO: 1之聚核昔酸序列。

【0255】實施例12係如實施例9至11中任一個之MVA載體，其中該 

第二聚核昔酸序列進一步包含編碼可操作地連接至該截短之HBV核心抗 

原之信號序列的聚核昔酸序列。

【0256】實施例13係如實施例12之MVA載體，其中該信號序列包含 

SEQ ID NO: 6或SEQ ID NO: 11之胺基酸序列，較佳該信號序列係由SEQ 

ID NO: 5或SEQ ID NO: 10之聚核昔酸序列編碼。

【0257】實施例14係如實施例9至13中任一個之MVA載體，其中該 

第一聚核昔酸序列及該第二聚核昔酸序列編碼包含該截短之HBV核心抗 

原可操作地連接至該HBV聚合酶抗原之融合蛋白。

【0258】實施例15係如實施例14之MVA載體，其中該融合蛋白包含 

該截短之HBV核心抗原經由連接子可操作地連接至該HBV聚合酶抗原。

【0259】實施例16係如實施例15之MVA載體，其中該連接子包含胺 

基酸序列(AlaGly)n，且η係2至5之整數，較佳該連接子係由包含SEQ ID 

NO: 14之聚核昔酸序列編碼。

【0260】實施例17係如實施例16之MVA載體，其中該融合蛋白包含 

SEQ ID NO: 12之胺基酸序列。

【0261】實施例18係如實施例14至17中任一個之MVA載體，其中 

該融合蛋白進一步包含信號序列，較佳該信號序列包含SEQ ID NO: 6或 

SEQ ID NO: 11之胺基酸序列，更佳該信號序列係由SEQ ID NO: 5或SEQ 

ID NO: 10之聚核昔酸序列編碼。

【0262】實施例19係如實施例1至18中任一個之MVA載體，其進一 

步包含至少一個啟動子序列、視情況一或多個另外的調控序列，較佳該至
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少一個啟動子序列包含SEQ ID NO: 25及/或SEQ ID NO: 26之聚核昔酸序 

列，且該另外的調控序列係選自由以下組成之群：SEQ ID NO: 8或SEQ 

ID NO: 15之强化子序列，及SEQ ID NO: 9或SEQ ID NO: 16之聚腺昔酸 

化信號序列。

【0263】實施例20係如實施例1至19中任一個之MVA載體，其中該 

非天然存在之核酸分子不編碼選自由B型肝炎表面抗原(HBsAg)、HBV包 

膜(Env)抗原及HBVL蛋白質抗原組成之群的HBV抗原。

【0264】實施例21係一種MVA載體，其包括：含編碼HBV聚合酶 

抗原之第一聚核昔酸序列的非天然存在之核酸分子，該HBV聚合酶抗原 

包含SEQ ID NO: 4之胺基酸序列，其中該第一聚核昔酸序列進一步編碼 

包含SEQ ID NO: 6之胺基酸序列的信號序列，且其中該第一聚核昔酸序 

列進一步包括含SEQ ID NO: 26之聚核昔酸序列的啟動子序列；及含編碼 

截短之HBV核心抗原之第二聚核昔酸序列的第二非天然存在之核酸分 

子，該截短之HBV核心抗原由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成，其中該 

第二聚核昔酸序列進一步編碼包含SEQ ID NO: 11之胺基酸序列的信號序 

列，且其中該第二聚核昔酸序列進一步包括含SEQ ID NO: 25之聚核昔酸 

序列的啟動子序列。

【0265】實施例22係一種組合物，其包含如實施例1至21中任一個

之MVA載體及醫藥學上可接受之載劑。

【0266】實施例23係一種增強人類個體中之免疫反應的方法，該方 

法包含(a)向該人類個體投與包含免疫有效量之腺病毒載體的第一組合 

物，該腺病毒載體包括含編碼HBV聚合酶抗原之第一聚核昔酸序列的非 

天然存在之核酸分子，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98%
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一致之胺基酸序列；以及(b)向該人類個體投與包含免疫有效量的如實施 

例1至21中任一個之MVA載體的第二組合物，由此獲得針對該人類個體中 

之HBV抗原的增強之免疫反應。

【0267】實施例24係如實施例23之方法，其中該第一組合物之HBV 

聚合酶抗原不具有逆轉錄酶活性及核糖核酸酶Η活性。

【0268】實施例25係如實施例23或24之方法，其中該第一組合物係 

用於引發免疫反應且該第二組合物係用於增強免疫反應。

【0269】實施例26係如實施例23至25中任一個之方法，其中該第一 

組合物之HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘發針對至少兩種HBV基 

因型之免疫反應，較佳該HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘發針對 

至少HBV基因型Β、C及D之Τ細胞反應，且更佳地，該HBV聚合酶抗原能 

夠在該人類個體中誘發針對至少HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細胞反 

應Ο h eu、

【0270】實施例27係如實施例23至26中任一個之方法，其中該第一 

組合物之HBV聚合酶抗原包含SEQ ID NO: 4之胺基酸序列。

【0271】實施例28係如實施例23至27中任一個之方法，其進一步包 

含編碼可操作地連接至該第一組合物之HBV聚合酶抗原之信號序列的聚 

核昔酸序列。

【0272】實施例29係如實施例28之方法，其中該信號序列包含SEQ 

ID NO: 6或SEQ ID NO: 11之胺基酸序列，較佳該信號序列係由SEQ ID 

NO: 5或SEQ ID NO: 10之聚核昔酸序列編碼。

【0273】實施例30係如實施例23至29中任一個之方法，其中該第一 

組合物之第一聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 19至少90%一致。
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【0274】實施例31係如實施例30之方法，其中該第一組合物之第一 

聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 19之聚核昔酸序列。

【0275】實施例32係如實施例23至31中任一個之方法，其中該第一 

組合物中該腺病毒之核酸分子進一步包含編碼由SEQ ID NO: 2之胺基酸 

序列組成的截短之HBV核心抗原的第二聚核昔酸序列。

【0276】實施例33係如實施例32之方法，其中該第一組合物之第二

聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 17至少90%一致。

【0277】實施例34係如實施例33之方法，其中該第一組合物之第二 

聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 17之聚核昔酸序列。

【0278】實施例35係如實施例32至34中任一個之方法，其中該第一 

組合物之第一聚核昔酸序列及第二聚核昔酸序列編碼包含該截短之HBV 

核心抗原可操作地連接至該HBV聚合酶抗原之融合蛋白。

【0279】實施例36係如實施例35之方法，其中該第一組合物之融合 

蛋白包含該截短之HBV核心抗原經由連接子可操作地連接至該HBV聚合 

酶抗原。

【0280】實施例37係如實施例36之方法，其中該第一組合物之連接 

子包含胺基酸序列(AlaGly)n，且η係2至5之整數，較佳該連接子係由包含 

SEQ ID NO: 14之聚核昔酸序列編碼。

【0281】實施例38係如實施例37之方法，其中該第一組合物之融合

蛋白包含SEQ ID NO: 12之胺基酸序列。

【0282】實施例39係如實施例35至38中任一個之方法，其中該第一 

組合物之融合蛋白進一步包含信號序列，較佳該信號序列包含SEQ ID 

NO: 6或SEQ ID NO: 11之胺基酸序列，更佳該信號序列係由SEQ ID NO:
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5或SEQ ID NO: 10之聚核昔酸序列編碼。

【0283】實施例40係如實施例23至39中任一個之方法，其中該第一 

組合物之非天然存在之核酸分子進一步包含啟動子序列、視情況一或多個 

另外的調控序列，較佳該啟動子序列包含SEQ ID NO: 7之聚核昔酸序 

列，且該另外的調控序列係選自由以下組成之群：SEQ ID NO: 8或SEQ

ID NO: 15之强化子序列，及SEQ ID NO: 16之聚腺昔酸化信號序列。

【0284】實施例41係如實施例23至40中任一個之方法，其中該第一 

組合物之非天然存在之核酸分子不編碼選自由B型肝炎表面抗原 

(HBsAg)、HBV包膜(Env)抗原及HBV L蛋白質抗原組成之群的HBV抗 

原。

【0285】實施例42係如實施例23至41中任一個之方法，其中該增強

之免疫反應包含增強的針對該人類個體中之HBV抗原之抗體反應。

【0286】實施例43係如實施例42之方法，其中該增強之免疫反應包

含增強的針對該人類個體中之HBV抗原之CD8+ T細胞反應。

【0287】實施例44係如實施例42或43之方法，其中該增強之免疫反 

應包含增強的針對該人類個體中之HBV抗原之CD4+ T細胞反應。

【0288】實施例45係如實施例23至44中任一個之方法，其中該腺病

毒載體係rAd26或rAd35載體。

【0289】實施例46係如實施例23至45中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後1-12週進行。

【0290】實施例47係如實施例23至45中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後2-12週進行。

【0291】實施例48係如實施例23至45中任一個之方法，其中步驟
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(b)係在步驟(a)之後至少1週進行。

【0292】實施例49係如實施例23至45中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後至少2週進行。

【0293】實施例50係一種疫苗組合，其包括(a)包含免疫有效量之腺 

病毒載體的第一組合物，該腺病毒載體包含編碼HBV聚合酶抗原之第一 

聚核昔酸序列，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98%一致之 

胺基酸序列；以及(b)包含免疫有效量之改良型安卡拉牛痘病毒(MVA)載 

體的第二組合物，該MVA載體包含編碼HBV聚合酶抗原之第二聚核昔酸 

序列，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98% 一致之胺基酸序 

列；其中該第一組合物係投與人類個體用於引發免疫反應，且該第二組合 

物係投與人類個體一或多次用於增強免疫反應。

【0294】實施例51係如實施例50之疫苗組合，其中該第一組合物及 

該第二組合物之HBV聚合酶抗原不具有逆轉錄酶活性及核糖核酸酶Η活 

性。

【0295】實施例52係如實施例50或51之疫苗組合，其中該第一組合 

物及該第二組合物之HBV聚合酶抗原能夠在哺乳動物中誘發針對至少兩 

種HBV基因型之免疫反應，較佳該HBV聚合酶抗原能夠在哺乳動物中誘 

發針對至少HBV基因型Β、C及D之Τ細胞反應，且更佳地，該HBV聚合酶 

抗原能夠在人類個體中誘發針對至少HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細 

胞反應。

【0296】實施例53係如實施例50至52中任一個之疫苗組合，其中該 

第一組合物及該第二組合物之HBV聚合酶抗原包含SEQ ID NO: 4之胺基 

酸序列。
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【0297】實施例54係如實施例50至53中任一個之疫苗組合，其進一 

步包含編碼可操作地連接至該第一組合物及該第二組合物之HBV聚合酶 

抗原之信號序列的聚核昔酸序列。

【0298】實施例55係如實施例54之疫苗組合，其中該信號序列包含 

SEQ ID NO: 6或SEQ ID NO: 11之胺基酸序列，較佳該信號序列係由SEQ 

ID NO: 5或SEQ ID NO: 10之聚核昔酸序列編碼。

【0299】實施例56係如實施例50至55中任一個之疫苗組合，其中該 

第一聚核昔酸序列及該第二聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 3至少90% 一 

致。

【0300】實施例57係如實施例56之疫苗組合，其中該第一聚核昔酸 

序列及該第二聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 3之聚核昔酸序列。

【0301】實施例58係如實施例50至57中任一個之疫苗組合，其中該 

第一組合物之腺病毒載體進一步包含第三聚核昔酸序列且該第二組合物之 

MVA載體進一步包含第四聚核昔酸序列，其中該第三及第四聚核昔酸序 

列編碼由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成的截短之HBV核心抗原。

【0302】實施例59係如實施例58之疫苗組合，其中該第三聚核昔酸 

序列及該第四聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 1至少90%一致。

【0303】實施例60係如實施例59之疫苗組合，其中該第三聚核昔酸 

序列及該第四聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 1之聚核昔酸序列。

【0304】實施例61係一種疫苗組合，其包括(a)包含免疫有效量之改 

良型安卡拉牛痘病毒(MVA)載體的第一組合物，該MVA載體包含編碼 

HBV聚合酶抗原之第一聚核昔酸序列，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID 

NO: 4至少98%一致之胺基酸序列；以及(b)包含免疫有效量之腺病毒載體

第81頁(發明說明書)
C218041PA.docx 

107145766 表單編號AO2O2 1083100679-0



201928061

的第二組合物，該腺病毒載體包含編碼HBV聚合酶抗原之第二聚核昔酸 

序列，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98% 一致之胺基酸序 

列；其中該第一組合物係投與人類個體用於引發免疫反應，且該第二組合 

物係投與人類個體一或多次用於增強免疫反應。

【0305】實施例62係如實施例61之疫苗組合，其中該第一組合物及 

該第二組合物之HBV聚合酶抗原不具有逆轉錄酶活性及核糖核酸酶Η活 

性。

【0306】實施例63係如實施例61或62之疫苗組合，其中該第一組合 

物及該第二組合物之HBV聚合酶抗原能夠在哺乳動物中誘發針對至少兩 

種HBV基因型之免疫反應，較佳該HBV聚合酶抗原能夠在哺乳動物中誘 

發針對至少HBV基因型Β、C及D之Τ細胞反應，且更佳地，該HBV聚合酶 

抗原能夠在人類個體中誘發針對至少HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細 

胞反應。

【0307】實施例64係如實施例61至63中任一個之疫苗組合，其中該 

第一組合物及該第二組合物之HBV聚合酶抗原包含SEQ ID NO: 4之胺基 

酸序列。

【0308】實施例65係如實施例61至64中任一個之疫苗組合，其進一 

步包含編碼可操作地連接至該第一組合物及該第二組合物之HBV聚合酶 

抗原之信號序列的聚核昔酸序列。

【0309】實施例66係如實施例65之疫苗組合，其中該信號序列包含 

SEQ ID NO: 6或SEQ ID NO: 11之胺基酸序列，較佳該信號序列係由SEQ 

ID NO: 5或SEQ ID NO: 10之聚核昔酸序列編碼。

【0310】實施例67係如實施例61至66中任一個之疫苗組合，其中該
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第一聚核昔酸序列及該第二聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 3至少90% 一

致。

【0311】實施例68係如實施例67之疫苗組合，其中該第一聚核昔酸 

序列及該第二聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 3之聚核昔酸序列。

【0312】實施例69係如實施例61至68中任一個之疫苗組合，其中該 

第一組合物之MVA載體進一步包含第三聚核昔酸序列且該第二組合物之 

腺病毒載體進一步包含第四聚核昔酸序列，其中該第三及第四聚核昔酸序 

列編碼由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成的截短之HBV核心抗原。

【0313】實施例70係如實施例69之疫苗組合，其中該第三聚核昔酸

序列及該第四聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 1至少90%一致。

【0314】實施例71係如實施例70之疫苗組合，其中該第三及第四聚 

核昔酸序列包含SEQ ID NO: 1之聚核昔酸序列。

【0315】實施例72係如實施例50至71中任一個之疫苗組合，其係套 

組。

【0316】實施例73係一種增強人類個體中之免疫反應的方法，該方 

法包含(a)向該人類個體投與第一組合物，該第一組合物包含免疫有效量 

之第一質體，該第一質體包括含編碼HBV聚合酶抗原之第一聚核昔酸序 

列的第一非天然存在之核酸分子，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 

4至少98%一致之胺基酸序列；及第二質體，該第二質體包括含編碼截短 

之HBV核心抗原之第二聚核昔酸序列的第二非天然存在之核酸分子，該 

截短之HBV核心抗原由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成；以及(b)向該人 

類個體投與包含免疫有效量的如實施例1至21中任一個之MVA載體的第二 

組合物；由此獲得針對該人類個體中之HBV抗原的增強之免疫反應。
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【0317】實施例74係如實施例73之方法，其中該第一組合物之HBV 

聚合酶抗原不具有逆轉錄酶活性及核糖核酸酶Η活性。

【0318】實施例75係如實施例73或74之方法，其中該第一組合物係 

用於引發免疫反應且該第二組合物係用於增強免疫反應。

【0319】實施例76係如實施例73至75中任一個之方法，其中該第一 

組合物之HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘發針對至少兩種HBV基 

因型之免疫反應，較佳該HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘發針對 

至少HBV基因型Β、C及D之Τ細胞反應，且更佳地，該HBV聚合酶抗原能 

夠在該人類個體中誘發針對至少HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細胞反 

應Ο h 5

【0320】實施例77係如實施例73至76中任一個之方法，其中該第一 

組合物之HBV聚合酶抗原包含SEQ ID NO: 4之胺基酸序列。

【0321】實施例78係如實施例73至77中任一個之方法，其進一步包 

含編碼可操作地連接至該第一組合物之HBV聚合酶抗原之信號序列的聚 

核昔酸序列。

【0322】實施例79係如實施例78之方法，其中該信號序列包含SEQ 

ID NO: 6或SEQ ID NO: 11之胺基酸序列，較佳該信號序列係由SEQ ID 

NO: 5或SEQ ID NO: 10之聚核昔酸序列編碼。

【0323】實施例80係如實施例73至79中任一個之方法，其中該第一 

組合物之第一聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 20至少90%一致。

【0324】實施例81係如實施例80之方法，其中該第一組合物之第一 

聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 20之聚核昔酸序列。

【0325】實施例82係如實施例73至81之方法，其中該第一組合物之
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第二聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 18至少90%一致。

【0326】實施例83係如實施例82之方法，其中該第一組合物之第二 

聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 18之聚核昔酸序列。

【0327】實施例84係如實施例73至83中任一個之方法，其中該第一 

組合物之第一聚核昔酸序列及第二聚核昔酸序列進一步包含啟動子序列、 

視情況一或多個另外的調控序列，較佳該啟動子序列包含SEQ ID NO: 7 

之聚核昔酸序列，且該另外的調控序列係選自由以下組成之群：SEQ ID 

NO: 8或SEQ ID NO: 15之强化子序列，及SEQ ID NO: 16之聚腺昔酸化 

信號序列。

【0328】實施例85係如實施例73至84中任一個之方法，其中該增強 

之免疫反應包含增強的針對該人類個體中之HBV抗原之抗體反應。

【0329】實施例86係如實施例85之方法，其中該增強之免疫反應包 

含增強的針對該人類個體中之HBV抗原之CD8+ T細胞反應。

【0330】實施例87係如實施例85或86之方法，其中該增強之免疫反 

應包含增強的針對該人類個體中之HBV抗原之CD4+ T細胞反應。

【0331】實施例88係如實施例73至87中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後1-12週進行。

【0332】實施例89係如實施例73至87中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後2-12週進行。

【0333】實施例90係如實施例73至87中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後至少1週進行。

【0334】實施例91係如實施例73至87中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後至少2週進行。
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【0335】實施例92係一種增強人類個體中之免疫反應的方法，該方 

法包含(a)向該人類個體投與包含免疫有效量的如實施例1至21中任一個之 

MVA載體的第一組合物；以及(b)向該人類個體投與第二組合物，該第二 

組合物包含：免疫有效量之第一質體，該第一質體包括含編碼HBV聚合 

酶抗原之第一聚核昔酸序列的非天然存在之核酸分子，該HBV聚合酶抗 

原包含與SEQ ID NO: 4至少98% 一致之胺基酸序列；及第二質體，該第 

二質體包括含編碼截短之HBV核心抗原之第二聚核昔酸序列的非天然存 

在之核酸分子，該截短之HBV核心抗原由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組 

成；由此獲得針對該人類個體中之HBV抗原的增強之免疫反應。

【0336】實施例93係如實施例92之方法，其中該第二組合物之HBV 

聚合酶抗原不具有逆轉錄酶活性及核糖核酸酶Η活性。

【0337】實施例94係如實施例92或93之方法，其中該第一組合物係 

用於引發免疫反應且該第二組合物係用於增強免疫反應。

【0338】實施例95係如實施例92至94中任一個之方法，其中該第二 

組合物之HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘發針對至少兩種HBV基 

因型之免疫反應，較佳該HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘發針對 

至少HBV基因型Β、C及D之Τ細胞反應，且更佳地，該HBV聚合酶抗原能 

夠在該人類個體中誘發針對至少HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細胞反 

應Ο h cu、

【0339】實施例96係如實施例92至95中任一個之方法，其中該第二 

組合物之HBV聚合酶抗原包含SEQ ID NO: 4之胺基酸序列。

【0340】實施例97係如實施例92至96中任一個之方法，其進一步包 

含編碼可操作地連接至該第二組合物之HBV聚合酶抗原之信號序列的聚
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核昔酸序列。

【0341】實施例98係如實施例97之方法，其中該信號序列包含SEQ

ID NO: 6或SEQ ID NO: 11之胺基酸序列，較佳該信號序列係由SEQ ID 

NO: 5或SEQ ID NO: 10之聚核昔酸序列編碼。

【0342】實施例99係如實施例92至98中任一個之方法，其中該第二 

組合物之第一聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 20至少90%一致。

【0343】實施例100係如實施例99之方法，其中該第二組合物之第

一聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 20之聚核昔酸序列。

【0344】實施例101係如實施例92至100之方法，其中該第二組合物

之第二聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 18至少90%一致。

【0345】實施例102係如實施例101之方法，其中該第二組合物之第

二聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 18之聚核昔酸序列。

【0346】實施例103係如實施例92至102中任一個之方法，其中該第 

二組合物之第一聚核昔酸序列及第二聚核昔酸序列進一步包含啟動子序 

列、視情況一或多個另外的調控序列，較佳該啟動子序列包含SEQ ID 

NO: 7之聚核昔酸序列，且該另外的調控序列係選自由以下組成之群： 

SEQ ID NO: 8或SEQ ID NO: 15之强化子序列，及SEQ ID NO: 16之聚腺 

昔酸化信號序列。

【0347】實施例104係如實施例92至103中任一個之方法，其中該增 

強之免疫反應包含增強的針對該人類個體中之HBV抗原之抗體反應。

【0348】實施例105係如實施例104之方法，其中該增強之免疫反應 

包含增強的針對該人類個體中之HBV抗原之CD8+ T細胞反應。

【0349】實施例106係如實施例104或105之方法，其中該增強之免
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疫反應包含增強的針對該人類個體中之HBV抗原之CD4+ T細胞反應。

【0350】實施例107係如實施例92至106中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後1-12週進行。

【0351】實施例108係如實施例92至106中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後2-12週進行。

【0352】實施例109係如實施例92至106中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後至少1週進行。

【0353】實施例110係如實施例92至106中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後至少2週進行。

【0354】實施例111係如實施例92至106中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後至少4週進行。

【0355】實施例112係如實施例92至106中任一個之方法，其中步驟

(b)係在步驟(a)之後至少8週進行。

【0356】實施例113係如實施例92至106中任一個之方法，其中步驟 

(b)係在步驟(a)之後至少12週進行。

實例

【0357】以下本申請案之實例進一步說明本申請案之性質。應理 

解，以下實例並不限制本發明且本發明之範圍應由所附申請專利範圍決 

定。

【0358】實例1 ：產生核心及Pol抗原序列

【0359】肝炎核心蛋白上之T細胞抗原決定基被認為對於消除B型肝 

炎感染及B型肝炎病毒蛋白，諸如聚合酶極為重要，可以用來改善反應之 

廣度。因此，選擇B型肝炎核心及聚合酶蛋白質作為設計治療性B型肝炎

第88頁(發明說明書)
C218041PA.docx

107145766 表單編號 AO2O2 1083100679-0



201928061

病毒(HBV)疫苗之抗原。

【0360】HBV核心及聚合酶抗原共同序列之衍生化

【0361】基於HBV基因型B、C及D，產生HBV pol及核心抗原共同 

序列。自不同來源獲得不同HBV序列並針對核心及聚合酶蛋白質分別進 

行比對。隨後將所有亞型(A至H)之原始序列比對侷限於HBV基因型B、C 

及D。根據各蛋白質比對，確定單獨各亞型中及所有接合BCD序列中之共 

同序列。在變化之比對位置中，使用共同序列中最常見的胺基酸。

【0362】HBV核心抗原之優化

【0363】HBV核心抗原共同序列係藉由在原生病毒蛋白質中產生兩 

個缺失來優化。第一個缺失係缺失該核心蛋白中構成前核心「鋅指」部分 

之N末端延伸 > 因為文獻中之報導指示，該病毒利用此序列誘導感染個體 

對病毒蛋白之耐受性。第二個缺失係缺失對應於C末端帶大量正電之區段 

的三十四個胺基酸，該等胺基酸係病毒生命週期中前基因組衣殼化及生產 

性病毒正股DNA合成所需的。

【0364】 HBV Pol抗原之優化

【0365】 HBV pol抗原共同序列係藉由改變四個殘基以移除逆轉錄 

酶及核糖核酸酶Η活性來優化。詳言之，將逆轉錄酶結構域之「YXDD」 

基元中的天冬胺酸殘基(D)變成天冬醯胺殘基(Ν)以除去任何配位功能，且 

由此消除核昔酸/金屬離子結合。另外，將核糖核酸酶Η結構域之 

「DEDD」基元中的第一個天冬胺酸殘基(D)變成天冬醯胺殘基(Ν)且將第 

一個麵胺酸殘基(Ε)變成麵醯胺酸殘基(Α)以除去Mg2+配位。另外，HBV 

pol抗原序列經密碼子優化以擾亂包膜蛋白，包括S蛋白質及具有N末端延 

伸之S蛋白質形式前S1及前S2的內部開放閱讀框架。因此，包膜蛋白(前
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si、前S2及s蛋白質)及x蛋白質之開放閱讀框架移除。

【0366】選擇實現高效蛋白質分泌之信號肽

【0367】評價在HBV核心抗原之N末端處框內引入之三個不同信號 

肽：(1) Ig重鏈Y信號肽SPIgG(BAA75024.1) : (2) Ig重鏈e信號肽 

SPIgE(AAB59424.1)；以及(3)胱抑素S前驅體信號肽 

SPCS(NP_0018901.1)。使用Signal P預測程式，藉由計算機模擬來優化 

核心融合物之信號肽裂解位點。藉由分析上清液中之核心蛋白含量來測定 

分泌效率。利用西方墨點分析使用在N末端融合之三個不同信號肽的核心 

抗原分泌展示，胱抑素S信號肽引起最高效之蛋白質分泌。

【0368】實例2 ：表現截短之HBV核心抗原與HBV Pol抗原之融合 

物的腺病毒載體之產生

【0369】產生一種經設計為自單一開放閱讀框架表現截短之HBV核 

心抗原及HBV pol抗原之融合蛋白的腺病毒載體。亦可設想例如使用兩個 

獨立的表現卡匣，或使用2A樣序列分開兩個序列以表現兩種蛋白質(例如 

截短之HBV核心抗原及HBV pol抗原)之另外的組態。

【0370】有關腺病毒載體之表現卡匣的設計

【0371】表現卡匣(圖解於圖2A及圖2B中)包含CMV啟動子(SEQ ID 

NO:7)、內含子(SEQ ID NO:15)(來源於人類ΑροΑΙ基因之片段， 

Genbank寄存號X01038鹼基對295-523，帶有ΑροΑΙ第二內含子)，隨後為 

在人類免疫球蛋白分泌信號編碼序列(SEQ ID NO: 10)之後的經優化的單 

獨核心或核心與聚合酶融合蛋白之編碼序列，且隨後為SV40聚腺昔酸化 

信號(SEQ ID NO: 16)。

【0372】包括分泌信號係歸因於過去一些含有分泌型轉殖基因的腺
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病毒載體顯示可製造性之改良，同時不影響所引發之τ細胞反應的經驗(小 

鼠實驗)。

【0373】核心蛋白的最後兩個殘基(VV)及聚合酶蛋白質之前兩個殘 

基(MP)若融合，則產生接合序列(VVMP)，其存在於人類多巴胺受體蛋白 

(D3同功異型物)以及側接同源序列上。

【0374】核心與聚合酶序列之間AGAG連接子之插入消除此同源序 

列且恢復成在人類蛋白質組之Blast中無其他匹配(hit)。

【0375】實例3 :表現HBV核心抗原及HBV Pol抗原之MVA載體的 

產生

【0376】MVA載體係設計成編碼本申請案之HBV核心及Pol編碼序 

列中的每一個。將該HBV核心及Pol編碼序列各自插入MVA載體中 

IGR44/45處，各自處於獨立啟動子之控制下。亦可設想表現兩種蛋白質 

之另外的組態，例如使用核心及Pol抗原構成融合蛋白之單一表現卡匣 ， 

或替代地利用2A樣序列分開兩個序列。另外，亦可設想MVA載體中另外 

及/或替代的插入位點，例如將HBV核心及Pol編碼序列各自插入相同或不 

同的插入位點中。

【0377】有關MVA載體之表現卡匣的設計

【0378】表現卡匣(圖解於圖2C中)包含在HBV核心抗原附近且引導 

HBV核心抗原表現之ΡΓ13.5長啟動子(SEQ ID NO: 25)及在HBV Pol抗原 

附近且引導HBV Pol抗原表現之PrHyb啟動子(SEQ ID NO: 26)。HBV核 

心編碼序列包含SEQ ID NO: 1且HBV Pol編碼序列包含SEQ ID NO: 3。 

SEQ ID NO: 1及3各自藉由除去負順式作用位點及藉由調整GC含量進行 

修飾。另外，SEQ ID NO: 1及3各自在不影響胺基酸序列情況下，針對人
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類密碼子使用進行密碼子優化。SEQ ID NO: 1及3各自包含佈置在終止密 

碼子附近之另外的早期終止信號(TTTTTNT(SEQ ID NO: 28))。

【0379】實例4 ： HBV腺病毒載體及HBV MVA載體之組合在小鼠 

中之免疫原性

【0380】材料與方法

【0381】載體設計：使用表現單獨核心(具有SEQ ID NO: 2之胺基 

酸序列的HBV核心抗原)或表現聚合酶(具有SEQ ID NO: 4之胺基酸序列 

的HBV pol抗原)及核心的兩個腺病毒載體，該聚合酶及核心係自單一開 

放閱讀框架表現為融合蛋白形式。為此，藉由計算機模擬設計序列以提供 

B型肝炎病毒B、C及D基因型之共同序列。表現卡匣包含CMV啟動子、 

ΑροΑΙ內含子、人類免疫球蛋白分泌信號，隨後為單獨核心或核心及聚合 

酶融合蛋白之編碼序列，及SV40聚腺昔酸化信號。

【0382】重組MVA載體包含痘病毒啟動子Prl3.5(SEQ ID NO: 25) 

連接至核心編碼序列(SEQ ID NO: 1之核昔酸序列及SEQ ID NO: 2之多肽 

序歹(J)及PrHyb(SEQ ID NO: 26)連接至編碼聚合酶之核昔酸序列(SEQ ID 

NO: 3之核昔酸序列及SEQ ID NO: 4之多肽序列)，二者隨後均為轉錄終 

止序列TTTTTNT(SEQ ID NO: 28)。核心編碼序列包含N末端免疫球蛋白 

分泌標籤(SEQ ID NO: 11)，且聚合酶編碼序列包含N末端胱抑素S信號序 

列(SEQ ID NO: 6)。參見例如圖2C。

【0383】在小鼠中進行之活體內免疫原性研究：為了評價HBV腺病 

毒載體及HBV MVA之組合的活體內免疫原性，用不同載體組合經肌肉內 

對F1小鼠(C57BL/6xBalb/C)進行初打-加打免疫接種。該等免疫原性研究 

集中在測定由HBV抗原核心及聚合酶引發的細胞免疫反應。
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【0384】藉由IFN-γ酶聯免疫斑點（ELISPOT）分析及定量抗原特異 

性反應且藉由流式細胞測量術偵測細胞內細胞介素之產生 （TNF-α、IL-2 

及IFN-γ）。在該等分析法中，將自經免疫接種之動物分離的脾細胞與包含 

核心蛋白、Pol蛋白質或小肽前導序列及接合序列（每種肽2 gg/ml）的肽池 

一起培育。此外，亦使用MVA特異性肽（2 gg/ml）。該等池由重疊11個殘 

基之15聚體肽組成，該等殘基匹配核心及Pol腺病毒載體之基因型ABCD 

共同序列。將較大的94 kDa HBV Pol蛋白質自中間分至兩個肽池中。在 

ELISPOT中，利用適當抗體且隨後顯色偵測來觀測在微量盤上呈有色斑 

點（稱為斑點形成細胞（SFC））形式的單一抗原特異性T細胞釋放之IFN-γ ° 

在ICS中，測定特定細胞群（CD3陽性、CD4陽性或CD8陽性細胞）中細胞 

介素釋放細胞之百分含量。

【0385】結果

【0386】評價HBV腺病毒載體及HBV MVA組合在小鼠中之免疫原 

性：本研究之目的係評價HBV腺病毒載體及HBV MVA之組合在IM遞送 

至F1小鼠中之後誘發的免疫反應。如表1中所概述，對F1小鼠進行投與。 

動物接受一次HBV腺病毒載體免疫接種，隨後在8週後接受HBV MVA免 

疫接種。最後一次免疫接種之後一週收集脾細胞。

【0387】表1 ：小鼠免疫接種實驗設計

組 N 初打 

第0天

R 劑量

(vp)

加打 

第56天

途徑 劑量

TCID50
終點 

天數

1 4 核心聚合酶融合物+核心 IM 108 - - - 63

2 4 核心聚合酶融合物+核心 IM 109 - - - 63

3 4 核心聚合酶融合物+核心 IM 1O10 - - - 63

4 4 核心聚合酶融合物+核心 IM 108 MVA IM 8.9 χ 107 63

5 4 核心聚合酶融合物+核心 IM 109 MVA IM 8.9 χ 107 63

6 4 核心聚合酶融合物+核心 IM 1O10 MVA IM 8.9 χ 107 63
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7 4 核心聚合酶融合物 IM 108 - - - 63

8 4 核心聚合酶融合物 IM 109 - - - 63

9 4 核心聚合酶融合物 IM 1010 - - - 63

10 4 核心聚合酶融合物 IM 108 MVA IM 8.9 χ 107 63

11 4 核心聚合酶融合物 IM 109 MVA IM 8.9 χ 107 63

12 4 核心聚合酶融合物 IM 1010 MVA IM 8.9 χ 107 63

13 4 空載體 IM 1010 EV IM - 63

IM :肌肉內；vp :病毒粒子；TCID50 : 50%組織培養物感染之劑量；MVA :改良型 

安卡拉牛痘病毒

【0388】單獨HBV腺病毒載體及其與HBV MVA載體之組合在小鼠 

中引起Pol特異性T細胞反應。核心聚合酶融合物+核心腺病毒載體誘發低 

程度核心反應且藉由加打HBV MVA載體使該等反應增大。核心聚合酶融 

合物腺病毒載體及HBV MVA載體之組合亦誘發核心反應(圖3)。

【0389】 Pol反應主要由CD8(+)T細胞介導，而核心反應主要涉及 

CD4(+)T細胞(圖4及5)。核心聚合酶融合物+核心腺病毒載體及HBV MVA 

之組合亦誘發CD8(+)T細胞引起之核心反應(圖4)。

【0390】結論：HBV腺病毒載體及HBV MVA載體之組合在F1小鼠 

中引起針對核心及pol之T細胞反應。

【0391】實例5 : HBV腺病毒載體及HBV MVA載體之組合在非人 

類靈長類動物(NHP)中之免疫原性

【0392】在NHP中進行之活體內免疫原性研究：為了評價HBV腺病 

毒載體及HBV MVA載體之組合的活體內免疫原性，用不同載體組合經肌 

肉內對毛里求斯食蟹稿猴(Mauritian cynomolgus monkey)進行初打-加打- 

加打免疫接種。該等免疫原性研究集中在測定由HBV核心及聚合酶抗原 

引發的細胞免疫反應。
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【0393】藉由IFN-γ酶聯免疫斑點（ELISPOT）分析及定量抗原特異 

性反應且藉由流式細胞測量術偵測細胞內細胞介素之產生（TNF- a、IL-2 

及IFN-γ）。在此等分析中，將經免疫接種動物之PBMC與包含核心蛋白或 

Pol蛋白質（2 gg/ml各肽）之肽池一起培育。該等池由重疊11個殘基之15聚 

體肽組成，該等殘基匹配核心及Pol腺病毒載體之基因型ABCD共同序 

列。將較大的94 kDa HBV Pol蛋白質自中間分至兩個肽池中。在 

ELISPOT中，利用適當抗體且隨後顯色偵測來觀測在微量盤上呈有色斑 

點（稱為斑點形成細胞（SFC））形式的單一抗原特異性T細胞釋放之IFN-γ ° 

在細胞內細胞介素染色（ICS）中，測定特定群體（CD3陽性、CD4陽性或 

CD8陽性細胞）中細胞介素釋放細胞之百分含量。

【0394】結果

【0395】評價HBV腺病毒載體及HBV MVA載體之組合在NHP中之 

免疫原性：本研究之目的係評價HBV腺病毒載體及HBV MVA載體之組合 

在IM遞送至毛里求斯食蟹稿猴體內之後所誘發的免疫反應。如表2中所概 

述，對NHP進行投與。動物接受一次HBV腺病毒載體免疫接種，隨後在8 

週後接受HBV MVA載體免疫接種且再接著在8週後接受HBV腺病毒載體 

免疫接種。在每次免疫接種之後兩週，收集PBMC。

【0396】表2 : NHP免疫接種實驗設言

組 N 初打 
第0天

R 每個載 
體之劑 
量
（vp）

加打 
第56 
天

R 劑量
TCID50

加打 
第112天

劑量
(vp)

R

1 8 核心聚合酶 
融合物

IM 5*10ιυ MVA ΙΜ 5*108 核心聚合酶 
融合物

1*10" IM

2 8 核心聚合酶 
融合物+核心

IM 5*10ιυ MVA ΙΜ 5*108 核心聚合酶 
融合物

1*10" IM

IM :肌肉內；vp :病毒粒子；TCID50 : 50%組織培養物感染之劑
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量；MVA :改良型安卡拉牛痘病毒

【0397】單獨核心聚合酶融合物腺病毒載體以及核心聚合酶融合物 

+核心腺病毒載體與HBV MVA載體之組合在NHP中產生穩定的聚合酶及 

核心特異性T細胞反應。進一步加打核心聚合酶融合物腺病毒載體不會使 

反應進一步增加(圖6)。

【0398】在NHP中之核心及聚合酶反應係由CD4(+)及CD8(+) T細 

胞介導。核心聚合酶融合物腺病毒載體+核心腺病毒載體(用作初打)與 

HBV MVA(用作加打)之組合誘發最高的CD4(+)核心特異性及CD8(+)聚合 

酶特異性T細胞IFN-γ反應(圖7)。

【0399】此等結果展示，HBV腺病毒載體與HBV MVA載體之組合

在NHP中引起針對核心及聚合酶抗原之穩定T細胞反應。

【0400】熟習此項技術者應瞭解，在不脫離本發明之廣義發明理念 

之情況下，可對上述實施例作出改變。因此，應理解，本發明不限於所揭 

示之特定實施例，而是意圖涵蓋在本發明說明所限定的本發明精神及範圍 

內之修改。
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【序列表】

<110>愛爾蘭商健生科學愛爾蘭無限公司 
丹麥商北歐巴伐利亞公司

<120>誘發抗B型肝炎病毒(HBV)免疫反應之方法及組合物

<130> 688G97 Μ13N1

<150> W 106144636
<151> 2017-i2<9

28

<170> Ptienil:: version 3.5

<2：0> 1
<2E> 447
<212> DNA
<213>人匸序列

<220>
<223> HBV核心

<400> 1
a tggacatcg atccctacaa ggagttcggt gccagcgtgg aacigctgag citcctgccc 60
agegaettet iccc:：ccat cagagacctg ct^gacactg ccagcgcact gtacagagag 120
gclclggaaa gccctgagca ctgcagccct caccscaccg cictgagaca ggccatcctg ISO
提ctggggag ccLggccacc igogteggaa gcaacctgga agdtccagcc 240
agtc^cga^c l 龚：ggigLC ctacgtgaac gl^aacatgg gcHgangat ccggcagcic 300
cigtggttcc acaLcagctg cctgacct tc 與快興海 ccgtgctgga ataccrggtg 360
Lcctttggcg tgtggatccg gacacctcca gcctacagac ctcccaacgc tcctatccig 420
agcaccctgc ctgagscaac cgtgglg 447

<210> 2
<211> 149
<212> PRT
<213>人匸序列

<220>
<223〉HBV核心

<400> 2

恥t Asp He Asp ?ro Tyr Lys Gk Phe Gly Ala Ser Vai Glu Leu Leu 
1 5 10 15

Ser Phe Lej Pro Ser Asp Phe Phe Pro Scr He Arg Aw Leu Leu Asp 
20 25 * 30

Thr Ala Ser Leu Tyr Arg Glu Ala Leu Glu Scr Pro G；u His Cys
35 40 45

Ser Pro Hi s His Thr Ala Leu Arg Gin Al a He Leu Cys Trp Gly Olu 
50 55 60
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Leu Mei Leu Ala Thr Trp Va) Gly Ser Asn Leu Glu Asp Pro Ala
65 70 75 8C

Scr Aig Glu Leu Vai Vai Ser Tyr Vai Asn Vai Asn 
85 ■' 90

Mei Gly Leu Lys
95

11c Arg Gin Leu Leu Trp Phe His
100

lie
105

Ser Cys Thr Phe Gly Arg 
HO

Glu Thr Vai Leu Glu Tvr
115

Leu Vai
120

Pne Gly Vai Trp Ϊ'e Arg Thr
125

Pro Pro Ala Tyr Arg Pro Ρϊο Asn Ais Pro lie 
：3C 135

Leu Ser Thr Leu Pro
140

Glu Thr Thr Yal Vai
145

<2Ί0> 3
<2H> 2529
<212> DNA
<213>人匸序列

<220>
<223> HRV聚合齣

<400> 3
atficctctga gctaccagca cu leggaag crgctgctcc tggaegaega ggccggacct 60

etg^aagagg aacrgcccag aciggcagac gagggtctga acagasgagt ggccgaggac ：20

ctgaacctgg gca^ccrgaa cgrgtccau cct tg^accc acaaggtcgg aaaciIcacc ISO

ggtctgtaca gcagcaccgl gccl^i^i tc aaccctgagt ggcagacacc cagctl iccc 240

aacat ccstc tgcaggaaga tatcatcaac cgctgcgagc agttc£tggg acctctgacc 300

£tgaacg£ga agcggagact gaagetgate at^ccagcca gartctaccc taacgtgacc 360

aagtaccigc ctctggacsa gg^Gatcaag ccciactacc ctgagcacct ggLcaaccac 420

tact tccaga ccagacacta ccracacacc ctgtggaagg ccggcatcct gtacaagaga 480

gagacaacca gaagcgccag cttct^cggc a^ccct taca gctgggagca ggaactccag 540

cacggacgcc iggtgttcca gaocagcacc acgagagcU ttgccagcag 600

agcagcggcii teetgagea^ atstcctgtg g^tcct tgee 性奖奖cca getgaggaag 660

tCCSgfvCtgg gcctgcagcc tcagcaggga catctggcta gacggcagca gggcagaa^c 720

ggcagcatca gagccaga^t scaccctacc accagacggc ettteggegt ggaacctagc 7S0

ggctctggcc acaccaccaa caccgcctct agctccagci cctgcctgca ccagLcagcc &4。
gt^eggaagg ctgcctaciig ccacctgaiic accagcaaga gacacagcag ctccgg^cac 900

£CtgtC£a£C tgcacaacat ccGicccpiac a£ceccagaa gccagagcga gggtCCtgig 96C
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rtcaiciit t ggtggcrgca gttccggaac agcaagccc: gcagcgacta ctgcctgagc 1020

cacalcgtga scctgctgga agaltgggga cct t^caccg agcacg^cga gcsccacatc 1080

cggatcccta gaacaccagc cagagtgaca ggaggcgtgt tcctcg：gga caagaaccct 1140

cacaacacca ccgagagcag actggtggtg gact'cagce agttctccag aggca^cacr noo

agagtgtcc： ggcccaagtt cgccgttccc ^acctgcagt ccclgaccsa cctgctgagc ：260

agcaacciga gctggctgag cctggacgtg tccgctgcct tcuccatct gcclct^cac 1320

cctgcagcca tsccuatct gctcgttggc agcagcg^ac tgiccagata cgtggctcgg 1380

ctgtccagCa actc^cggat catcaaccac cagcacggca ccatgcagaa cclgcacgac 1440

agctgcagca gaaa^cigta tgtgtccctg CLCCLgCtgt ac^agacct t tggccggaaz 1500

ctgcacctg： acagccatcc catcaLcctg ggcttccgga ^gatccctai 既睛gtg挡財 1560
ctgagcccat tcctgctggc ccagt tcacc iigcgccatct gca.gc£tcgt geggagagcc 1620

t tccctcact gcctggcctt cagctac^tg aacaacgtg£ t£Ctg£gC^C caagagcgtfi 1680

caRcacctgg aarccctgtt iaccgccgtg aceaact lcc tgctgtccct gggcaiccac 1740

ctgaatccca acaagaccaa gagaigggga iacagcctga act tca^ggg c tiicgt ga tc 1800
ggcagciggg gcacactgcc tcagsaacac atcg：ccaga agatcaaaga gtgcr tccgc I860
aagcttcccg tgaacagacc caicgac tgg aaagtgtgcc 酬睥心t ig^actgctg 1920
ggctttgca^ ctoctttcac 3馅tK咅館 laccctgctc tga·gcctcl gtacgcutgc 1980
atccagagca agcaggcct t cacct tca^c cctacctaca agiiccHcct gtgcaagcag 2040
tacctgaatc :gtaccctgt ggccagacag agaccaggcc tglgccaggl ^ttcgccaat 2100
gccacaccta cct t^ccatt ggccaccags gaa:gagasg cacct teg-g 2100
gclccictgc ccatccacac agcccagctg CEggCtgCCt gci:cgccag augcagatcc 2220
ggagccaagc tgatcggcac cgacaactcc g喚觀® gccggasgia caccagct tc 2280
ccttggctgc tgggctgcgc tgccaactgg a ^cctgcgag gcacc^gct t cgtgtacgtg 2340
ccctctgccc tganccctgc cgacgaccct tctagaggcs £gc：g£gsct gtacagacct 2400
ctgcttagac tgcccitcag acccaccscc ggacggacca gcctgtacgc cgatagccct 246。

agcgtgcccs gccatctgcc cgacagagtg cacttcgcca gccctctgca tgtggcctgg 2520
agacctcca 2529

<210> 4
<211> 843
<212〉 PRT<2]3> 人工序列

<220>
<223> HRV聚合丽 

<400> 4

恥i Pro Leu Ser Tyr Gin Hls Phe Arg Lys Leu Leu Leu Leu Asp Asp
1 5 10 ]5
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Glu Ala Gly Pro Leu G"i Giu Glu Leu Pro Arg Leu Ala Asp Glu Gly
20 25 30

Le hn Arg Arg Vai Ala G· u Asp Leu Asn Leu Gly Asn Leu Asn Vai
35 40 45

Ser 紧 mTrp Thr H1S 器Val GLy 血眼 wGly Leu Tyr Scr

Ser Tbr Va1 Pro Val Phe Asn Pro Glu Trp Gin Thr Pro Scr Phe Pro
65 70 75 80

Asn ]le His Leu Gin Glu Asp lie He Asn Arg Cys Glu GLn Phe Va]
85 90 95

Gly Pro Leu Thr Val Asn Glu Lys Arg Arg Leu Lvs Leu lie Met Pro
100 105 110

Ala Arg Phe Tyr Pro Asn Val Thr Lys Tyr Leu Pro Leu Asp Lys Gly
115 120 125

；lc Lys Pro Tyr Tyr Pro Giu His Leu Va] Asn His Tyr Phe Gin Thr 
130 ：35 140

g
5 His Thr

150
Leu Trp Lys Ala Gly

155
He L&u Tyr Lys Arg

160

Glu Thr Thr Arg Ser
165

Ala Se Phe Cya Gly Ser Pro Tyr
I7C

Ser Trp Glu
175

Gin Glu Leu Gin
180

His Gly Arg Vai
185

Phe Thr
190

Gly Asp Glu Ser
195

Phe Cys Gin Gin
200

Ser Gly lie Leu
205

Ser Arg Ser

Vai
210

Gly Pro Cys Leu Gin
215

Scr Gin Arg Lys
220

Ser Arg Leu Gly

Leu Gin Pro Gin
225

y
o
1
3
G
 2 L.eu Ala Arg Arg Gin Gin

235
Gly A呉 Ser

240

Gly Π ATg Ala Arg
245

Va] Fra Thr
250

Thr Arg Arg Pro Phe
255

Gly

Vai Glu Pro Ser
250

G：y Ser Giy Thr
265

Thr Asn Tbr Ala Ser Ser
270

Ser Ser Cys Leu His Gin Sex Ala Vai Ar£ Lys Ala Ala Tyr Ser His
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275 280 285

Leu Ser
290

Thr Ser Lys Arg His Ser Ser Scr
295

Gly His
3GG

Ala Vai Glu Leu

^is Asn He Pio Pro Asn Scr Ala Arg Sei Gtn Ser Giu Gly Pro Vai
305 31。 315 320

?he Ser CyS TiP IS吳錦如伽搠如以Pro m邃ASP

Tyr Cys Leu Ser His lie Vai Asn Leu Leu Glu Asp Tro Gly Pro Cys
340 345 ' 350

Thr Glu His Gly Glu His His 11e Arg Iie Pro Arg Thr Pro Al^ Are
355 360 365

731盘GlyG，y VS1舞携Vd知顷虹財恥& Thr Thr

Glu Ser Arg Leu Vai Vai Asp Phe Ser Gin Phe Ser Arg Gly Asn Thr
385 390 395 400

Arg Vai Sei Try Pro Lys Phe Aia Vai Pro Asn Leu Gin Ser Leu llr
405 410 415

Γ o
 

e 2
 

s
 4

Γ
2
 

?
 4
P
5

1
 ova

43

Ala Phe Tyr His
435

Leu Pro Leu His Pro Ala Ala Met
440

Pro His Leu Leu
445

Gly
450

Sci Se< Gly Lfiu Ser
455

Arg Tyr Vai Ala Arg
460

Uu Ser Ser Am

Ser Arg lie lie Asn
405

His Gh His
470

Gly Thr Met Gin
475

Asn Leu His Asp
430

Ser Cys Scr A据 Asn Leu Tyr Vai
485

Ser Le-i Leu Leu
490

Leu Tyr Lys Thr
495

Phe Gly Arg Lys Leu
500

His Leu Tyr Scr Hi s Pro
505

He lie Leu Gly Phe
510

Arg Lys ［比 Pro Met Gly Vai
515

Gly Leu Ser Pro Phe Leu Leu Ala Gin
520 525

赣覇汹皿ng Ser
535

Vai Vai &rg Arg Ala Phe Pro
540

His Cys
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L。二 Ala Phe Ser Tyr Met Asn Asn Vai Vai Leu Gly Ala Lys Ser val
545 550 555 560

Gin His Leu Giu Ser Leu Phe Thr Ala Vai Thr Asn Phe Leu Leu Ser
565 570 575

Leu Gly I ：e His Le二 Am Pro Asn Lys Thr Lys Arg Trp Gly Tyr Ser
580 585 590

典 Asn Pbe Met Gly Tyr Va] lie Gly Ser 7rp Gly Tgr Le. Pro Gin

Glu His lie
610

Vai Gin Lys e
5
 

-u n
 

i
 6

s
o
 
l· 2
 

A
 6

Asn Arg Pio
625

He Asp Tro Lys
630

Vai Cys Gin Arg Iie Va
635

Gly Leu Leu
640

Giy Phe Ala Ala ?ro Phe Thr
645

Gin Cys Gly Tyr Pro Ala
650

Leu Met Pro
655

He Gin Ser Lys Cln Ala ?be Thr Phe
665

Ser
670

Pro Thr

Tyr Lys Aia Phe Leu Cys Lys Gin Tyr Uu Asn Leu Tyr Pro Vai Ala
675 680 6&5

Αγη G：n Arg Pro Gly Leu Cys Gin 物i Phe Ala A冗 Ala Thr Pro Thr
690 695 700

卷m昆3顼吧注硕SGW普撰W53膈新

va

c 5
 

h
 3
 

p
 7

u
o
 

e
3
 

L
?c

 5
1
2
TL

a 
VΓ Au 

e 5
 

s
 7

Π s
 

A
 

p
 
s 
A
 Γ 

h
 

T
 yI

 z
u s a 

M
 yΓ o

 
e 4
 

s
 7
 

cFA c
 

s
 g

 
I 

A

y
 5
1
6

ΰ

 7
c
o
 

h
6
 

P
7
 

g
5
I 5
 

A
 7

Ala Leu?he Vai Tyr Pro Scr
7S0

Leu Arg Giy Thr
775

Tip He
770

Asn

Asn Pro Ala Aso Asp Pro Scr Arg G：y Arg Leu Gly Leu Tyr Arg Pro 
785 790 795 800

LeU LeU Arg 皿熙 P4根 ProThrWGlyA.Tbr Ser Lcn Tyr
815
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Ala Asp Ser Pro Ser Vai
820

Pro Ser His Leu Pro Aso Arg Vai Bis Phe
825 “ 830

Ala Ser Pro Leu His Vai
835

Ala Trp Arg Pro Pro
84。

<2；0> 5
<211> 63
<212> WK
<213>人工序列

<220>
<223>胱拘素S倍號肽

<40ϋ> 5
atggctcgac ccctgtgiac cctgctacic ctgafggcta ccclggcigg agctctggcc 60

age 63

10>
11>
12>
13>

2
 2
2
2
 

<
 <
 < <

6

21
PR
人匚序列

<220〉
<223、胱拘素S倍號状

<400> 6

Met A]a A咱 Pro Leu Cys Thr Le« Leu Leu Leu Met Ala Thr Leu Ala
1 5 10 15

Gly Ala Leu Ala Ser
20

<2；0> 7
<2U> 684
<212> 遍
<213>人.「一序列

<220>
<223> hCMV啟動了

<400> 7
accgecatgt tgacailgat tattgactag t ^attaatag taa.tcaat La cgggguan 60
agt teat age ccatatatgg agttccgcgt tacataacH aeggtaaatg gcccgcctgg 120
ctgaccgccc aacgaccccc gcccattgac gtcaataa ig acgta'gttc ccatagtaac 180
gccaataggg acmccatl gaegteastg ggtggagtat Ltacggtaaa ctgcccact t 240
ggcagtacat caaglgtatc atatgccaag tacgccccct attgaegrea atgaeggtaa 300
atggcccgcc iggcatta：g cccagtaeat gaccttatgg gactttccta cttggcagta 360
catctacgta t Lagtcatcg ctat taccat ggtgatgcg^ t Lllggcagl aca：caatgg 420
gcg：ggatag cggtttgact cacggggatt tccaagtctc caccccaltg acgEcaatgg 480
gSgLttgttt tggcaccaaa atcaacgggs et t tccaaaa tgtcgtaaca actccgcccc 540
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augacgcaa aigggcggta ggcgigtscg giggsag^tc :atataagca gagctcgtit 600 

aglgaaccgt cagaccgcct ggagacgcca tccacgctfil ittgacctcc atagaagaca 660 

ccgggaccga tccagcctcc gcgg 684

<210> 8
<211> 37S
<212> DNA
<213>人匚序列

<220>
<223> 土酒化了

<400> S
ggctcgca:c ic：cct tcac gcgcccgccg ccctacctga ggccgccatc cycgccggt t 60 

gagtcgcgu ctgccgcctc ccgcctglgg igcclcctge. aclgcgtccg ccgtctag°t 120 

aagt t：aaag cicaggicga gaccgggcci ttgtccggcg ctcccttgga gcctaccrag ISO 

actcagccgg cictccEcgc t ttgcctgac cctgcttgct caactctagt tctcicgtta 240 

acttaatgag acagat£gas actggtcltg tagaascaga gtagtcgcct gettttctgc 300 

caggtgctga ci:ctcrccc erggget 11 r ΐ tet 111 tet caggt(gaaa agaagaagac 360 

giiaga^gacg a^gaag^c 378 

<2l0> 9
<2U> 225
<212> DNA
<213>人工序列

<220>
<223> BGH聚腺育酸

<4CC> 9
ctgtgccttc :agttgccag ccaic:gt：g tttgcccctc ccccgtgcct tccttgaccc 60 

tSgaaggtgc cactcccact gteer:tee! aataassrga ggs^attges rcgcattgic 120 

igagtaggtg tcattcfatr esggggggLg ^gacagcaag ggggaggatt 180 

BSSsagacaa tagcaggcai gc-ggggalg cggigggctc tatgg 225 

<210> 10
<211> 81
<212> I3NA
<213>人.「一序列

<220>
<223>免疫球蛋11分泌信號

<430> 10
alggagltcg gcctglcttg ggtctttctg gtggcaatcc t^aagggegt gesgEgtgaa 

i^lgcagctgc :ggagtctgg a 

60

81

<210> Π
<211> 27
<212> PRT
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<213>人I：序列

<220>
<223>免疫球坦H分泌信號

<400> 11

Met Glu ?he
1

Gly Leu Ser Trp
5

VU Pne Leu Vai Ala He Leu Lys Gly
10 15

Vai Gin Cys Glu Vai Gin Leu
20

Leu Glu
25

Ser Gly

<210>
<21b
<212>
<213>

12
996
PRT
人工序列

<220>
<223> 核心-聚·合酶榊合物

<400> 12

Met Asp 11 e Asp Pro Tyr Lys
1 5

Phe Gly
10

Ala Ser Vai Gin Leu Lsu
15

Ser Phe Leu Pro Ser Asp Phe
20

Phe Pro
25

He Arg Asp Leu Leu Asp
30

Thr Ala Ssr
35

Ala Leu Tyr Aig Glu
40

Ala Leu Glu Ser Pro
45

Glu Ilis Cys

Ser ?ra
50

His His Thr Ala Leu
55

Arg Oln Ala He Leu Cys
60

Tip Gly Glu

Leu
65

Asn Leu Ala Thr Trp
70

Vai GLy Ser Asn Leu Glu
75

Ala
80

Ser Arg G：u Leu Vai VelI Ser
S5

Tyr Vai Asn
90

Vai Asn Met Gly Leu
95

Lys

lie Arg Gin Leu
100

Leu Trp Phe His He
105

Ser Cys Leu Thr Phe
1L0

Gly Arg

Glu Thr Vai
115

Leu Glu Tyr Vai
120

Ser Phe Vai Trp
125

He Arg Thr

Pro Pro
130

Ala Tyr Pro Asn Ala
135

He Leu
140

Ser Thr Leu Pro

Glu Thr Thr
145

Vai Yal Ala
150

Gly Ala Gly Met Pro
155

Leu Ser Tyr Gin His
160

Phe Arg Lys Leu Leu Leu
：65

Leu Asp Asp Giu
170

Ala Gly Pro Leu Glu Glu
175
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Glu Leu Pro Arg Leu
180

A；a Asp Glu Gly Leu
1S5

Asn Aig Arg Vai Aia Giu
190

Asp Len Asπ Len Gly
195

Asn Leu Asn Vai Ser
200

He Pio Trp Thr H島 Lys
205

Vai Gly Asc Pl冷 Thr
210

Gly Leu Tyr Ser Ser
215

Thi Vn] Pio Vdl Phs Asn
220

Pro Glu Trp Gin Thr
225

Pro Ser Phe Pro Asn
230

He His Leu Gin Glu Asp
235 240

Ile lie Asn Arg Cys
245

Glu Gin ?he Vai Gly
25C

Pro Leu Thr Vai Asn Glu
255

u
o
C
6
 

L
 2 Lw He Met Pro Ala

265
Arg Pile Tyr Pro Asn Vai

270

Thr Lvs Tyr Leu Pio
275

Lej Asp Lys Gly I
2S0

Lya Pio Tyr Tyr Pio Glu
285

His Leu Vai Am His
290

Tyr Phe Gin Thr Arg
295

His Tyr Leu His Thr M
300

Trp Lys Ala Gly lie
305

Leu Tyr Lys Arg Giu
310

Thr Tlir Arg Scr Ala Ser
315 320

Phe Cys Gly Ser Pro
325

Tyr Ser Trp Glu Gin
330

Glu Leu Gin His Gly Arg
335

Len Vai Phe Gin Thr
340

Ser Thr Arg His G：y
345

Asp Glu S&r Phe Cys Gin
350

Gin Scr Scr Gly lie
355

Lc信 Scr Arg Ser Pro
360

Vai Gly Pro Cys Leu Gin
365

n
o—7

G
3

g
5
Γ 7

A
 3 Gin Pro Qin Gin Gly His

380

Leu Ala Arg Arg Gin Gin Gly Arg Ser Gly
385 390

Ser Ϊle Arg Ala Arg Vai
395 400

His Pro Tlir Thr Al卫 Arg Pro Phe G]y Va 1
405

Glu Pro Ser Gly Ser Gly
415

His Thr Thr Asn Thr Ala Ser Ser Scr Scr
420 425

Scr Cys Leu His Gin Ser
430

Ala Vai Arg Lys Ala Ala Tyr Ser His Lei Ser Thr Ser Lys Arg His
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435 440 445

Ser Ser Ser
450

Gly His Ala Vai
455

Glu Le^ llis Asn lie
460

Ala Arg
465

Gin Ser Glu Gly
470

Pro Vai Phe Ser
475

Cys Trp Trp Leu Gin
480

Phe Asn Ssr Lys
485

Asp Tyr Cys
49C

Leu Ser Eis He Vsl
495

Asn Leu Glu
500 ASP?rpGlypro^

Thr Giu Gly Glu
510

His

Phe
545

Ala

Scr

£
5

1
 5

Asp Lys
530

Ser G；n

Vai

Leu

Pro AU
595

?ro Arg Thr Pro Ala Arg
520

Vai Thr Gly Gly Vai
525

Phe Leu

Asn

Phe

Asn

Scr 
5閃

AU

Pio His Asn Thr
535

Thr Arg
540

Leu Vai Vai

Ser Arg
550

Gly Asn Thr Vai
555

Ser Tip Pro Lys Phe
560

Leu
565

Gin Ser Thr Asn
570

Ser Asn
575

Leu

Leu Asp Vai Scr Ala
585

Als Phe Tyr His
590

Pro Leu

Met Leu
600

Vai Gly Ser Ser
605

Gly Leu Ser

Arg Tyr
610

Vai Ala Leu Scr
615

Ser Asn Ser Arg He
620

lie His Gin

His
625

Gly Thr Met Gin Asn
630

Leu Cys
635

Ser A茂 Leu Tyr
640

Vai Scr Lea Leu Leu Leu Tyr Lys
645

Thr Phe
650

Arg Lys Leu His
655

Leu

Tyr His Pro
660

Ils lie 0
5
 

h
6
 

P
6 He Pro Mei Gly Vai

670

Gly Lea Ser
675

Phe Leu Ala
680

Gin Phe Thr Ser Ala Tie Cys
685

Scr

& ο
 

h
 ο
 

ρ
 7
 

0
5
 
Γ 9
 

ρ
 6
 

1 -ο9 

V
 6

η
As
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Asn
705

Vai Vai Leu G：y Aia Lys Ser Vai Gin His Leu Glu Ser Leu Phe
710 7：5 720

Thr Ala 妇 Thr Asn Phe Leu
725

Leu Ser Leu Gly
730

lie His Leu Asn
735

Pro

As η Lys TTir Lys Arg Trp Gly
740

Tyr Scr
745

Leu Asn Phe Met Gly Tyr
750

Va；

He Gly Ser
755

Tip Gly Ter Leu Pio Gin
760

GE恥 lie Vai
765

Gin Lys He

Lys Glu
770

Cys Phe Arg Lys Leu
775

?ro Vai Asn Aig Pro He
7§0

Asp Tip Lys

Vai
785

Cys Gin Arg He Vai Gly
790

Lebj Leu Gly Phe
795

Ala Ala Pro Phe Thr
800

Gin Cys Gly Tyr Pro Ala Leu
805

ifet Pro Leu Tyr
810

Ala Cys He Gin
815

Ser

Lys G!n Ala Phe Thr Phe Ser
820

Pro Thr Tyr Lys
825

Ala Pho Leu Cys
830

Lys

Gin Tyr Leu
835

Asn Leu Tyr Pre Vai Ala
84Q

Arg Gin Arg Pro 
夜

Gly Leu Cys

Cln Vai
850

Pbe Ala Asn Ala Thr
855

Pro Thr Giy Trp Gly Leu
860

Ala Iie Gly

His
865

Gin Arg Met Arg Gly Thr
870

Phe Vai Ala Pro
875

Leu Pro Ils His Thr
880

Ala Gin Le- Leu Ala Ala Cys
885

Phe Ala Arg Ser
890

Arg Ser Gly Ala
895

Lys

Leu I：e Gly Thr Asp Asn Ser
9C0

Vai Vai
905

Leu Scr Arg Lys Tyr Thr
910

Ser

Phe Pro Tip
915

Leu Leu Gly Cys Ala Ala
920

Asn Ti? lie Leu
925

Arg Gly Thr

Ser Phe
930

Vai Tyr Vai Pig Ser
935

Ala Leu Asn Pro A：a Asp
940

Asp Pro Ser

Arg
945

Gly A象 Leu Gly Leu Tyr
950

Arg Pro Leu Leu
955

Arg Leu Pro Phe Arg
960

£
 ο

]
7

Α
9

£
5, -

ό

Α
9
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Ser His Leu Pro Asp Arg Val
980

His Phe Ala Ser Pro Leu H:s Val Ala
985 990

Trp Arg Pre Pro
995

<210> 13
<211> 1023
<212> PRT
<213>人听列

<220>
<223>核心-聚合酶融6物

<400> 13

Glu Phe Gly Leu
5

Ser Val ?he Leu Val Ala lie Leu Lys Gly
10 15

Val Gin Cys Giu Val
20

Gin Leu G!u
25

Ser Gly Me： Asp He Asp Pro
30

Tyr Lys Glu
35

Gly Val
40

Glu Leu Leu Ser Phe
45

?ro Scr

Phe
50

Phe Pro Scr lie Arg
55

Asp Leu Leu Mp Th?
60

Ala A1& Leu

Tyr
65

Arg Glu Ala Leu Ciu
70

Ser Pip Glu Cys
75

His His Thr
80

Ain Arg Gin Ala
85

tie Leu Cys Trp Giy
90

Glu Leu Asn Leu
95

Ala

Val Giy
100

Leu Glu Asp ?ro
105

Ser Arg Glu
110

Leu Val

Val Ser Tyr
115

Val Asn Val Asn Met
120

Gly Leu Lys I le Arg Gin Leu Leu
125

Trp Phe
13ΰ

[]e Cys Leu Thr
135

Phe Gly Arg Glu Thr Val
140

Glu

Ew
145

Leu Val Phe He Arg Tbr
155

?ro Pro Ala Tyr
160

Pro Pro Asii Ala Pre
165

lie Ser Thr Leu
170

Glu Thr Thr Val
175

Val

Ala Gly Ala G!v
180

Met Ρ1Ό Ser Tyr
185

Gin Phe Arg Lys
190

Leu
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Leu Leu Asp Asp Glu Ala Gly Pro Leu Glu Glu Giu Leu Pro Arg
195 200 205

Leu

Ala Asp Glu G!y Leu Asn Arg Arg Vai
210 215

Ala Giu Asp Leu Asn Leu Gly
220

Asn Leu Asn Vai
225

Ser lie
230

Trp Thr His Lys Vai Gly Asn Phe Thi
235 240

Gly Leu Tyr Ser Ser Thr Vai Pro Vai
245

Ph巳 Asn Pm Glu Trp Gin Thr
250 255

Pre Ser Phe Pro Asn He His Leu Gin Glu Asp He He Asn Ar£ Cys
260 265 270

Glu Gin Phc Va： Gly Pro Leu Thr Vai Asn Glu Lys Arg Arg Leu Lys
275 2S0 ” 285

Leu lie Ket ?ro Ala Arg Phe Tyr Pro Asn Vai Thr Lys Tyr Leu Pro
290 295 300

Leu Asp Lys Gly Tie Lys Pro Tyr Tyr Pro Glu H:s Leu Vai Asn His 
3G5 310 315 320

Tyr Phe Gin Thr Arg His Tyr Led His Thr Leu Tro Lys Ala Gly De
325 330 335

Ley Tyr Lys Arg Glu Thr Thr Arg Ser Ala Ser Phe Cys Gly Ser Pro
340 345 350

Tyr Ser Trp Glu Gin Giu Leu Gin Hi s Glv Arg Leu Vai Phe Gin Thi
355 360 365

Ser Thr Arg His Gly Asp Giu Ser Phe Cys Gin Gin Ser Ser Gly He
370 375 380

Leu Ser Arg Ser Pro Vai Giy Pro Cys Leu Gin Ser Gin Leu Arg Lys
385 390 395 400

Arg Leu Gly Leu Gin
405

Gin Gin Gly
410

Leu Ala Arg Arg
415

Gin

Gin Gly Ser
420

Gly Ser He Aig Ala
425

Arg His Thr
430

Thr

Phe
435

Gly Vai Pro Scr
440

Gly Ser Gly His Thr
445

ThrAfg Pro

Ala Ser Ser Ser Ser Ser Cys Lei; His Gin Ssr Ala Vai
450 455 460

Arg Ly& Ala
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s o
 

i
 8
 

H
 4
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f
 
€ s€ sΓ e sS

5
 

Hg
 
r£ 

As y Lf e sΓΓ
 o
 

€
7
 

S
4

u5
 

HΓ c sΓ6 5
 

i
 6
A
 4

A：a Va; GIu Leu Hl5 Asn He Pro Pro Asn Ser Ala Arg Ser Gin Ser
485 490 495

Glu Giy Pro Vai Phe Ser Cys Trp Trp Leu Gin Phe Arg Asn Ser Lys 
500 505 510

Pr。 Cys Scr Asp Tyr Cys Leu Ser His He Vai Asn Leu Leu Gin Asp
515 520 525 

irp Gly Pro Cys Thr Glu His G!y Glu Mis His lie Arg lie Pro Arg
530 535 540

Thr Pro Ala Arg Va] Thr Gly Gly Vai Phe Leu Vai Asp Lys Asn Pro 
545 550 555 560

His Asn Thr Thr Glu Ser Arg Leu Vai Va] Asp Phe Ser Gin Phe Ser
565 570 575

Arg Gly Asn Thr Arg Va： Ser Trp Pro Lys Phe Ala Va： Pro Asn Leu
580 585 590

Gin Ser Leu Th: Asn Leu Lsu Ser Ser Asn Ls'j Ser Trp Leu Ser Leu
595 600 605

11
:

V
 6
 

ps 
A Γ 5

 
y
 1
 

T
6 s

o
1
2
H
6

o 5
Γ 2

P
6 Le v£

yo1 3G6 r 5
 

e
3
 

S
6 va s

o
 
r Λ, 

A
 6

9 u e 
L e s G ucL A g

 
Γ Γ y 
T A—

4

Leu Ser Ssr Asn Scr Arg He He Asn His Gin His Gly Thr Met G<n 
645 650 655

Asn Leu His Asp Ser Cys Ser Arg Asn Leu Tvr Vai Ser Leu Leu Leu 
660 665 670

Leu Tyr Lys Thr Phe Gly Arg Lys Leu His Leu Tyr Ser His Pro lie 
675 680 685

u
o
 

e 9
 

L
6 s

Ly
s
 前 ,c

οΓ οι€
 5
 

ι  ny
Ι
ό Gly Vai Gly

700
Ser Pro Phe

Leu Leu Aia Gin Phe Thr Sei Ala
705 710

He Cys Ser Vai
715

Vai Arg Arg Ala
720

u 5e 3
 

L
7

h
 
ρ
 y
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Ala Lys Ser Val Gin His Lea Glu
740

Ser Leu Phe ihr Ala Val Thr Asn
745 750

Phe Leu Leu Scr Leu Gly Ile Hi s
755 760

Leu Asn Pro Asn Lys Thr
765

Lys Arg

y
o
1
 7
G
 7

C
5
 

h
 7
 

p
 7 scGly

£
 o

1
 8

Thr Leu Pro Gin Glu His lie Vai Gin Lys lie Lys Glu Cys Phe Arg
7S5 790 795 800

Lys Leu Pro Vai Asn Arg Pro Ils Asp Trp Lys Vai Cys Gin Arg lie
805 810 815

Val WE 眺 GW P旭 AS* 題?he Thr Gin Cys Gly Tyr P.o

Ala Leu Mel Pro Uu Tyr Ala Cys lie Gin Ser Lys G：n Ala Phe Thr
835 840 845

ΡΙιξ Ser Pro Thr Tyr Lys Ala Phe Leu Cys Lys Gin Tyr Lea Asn Leu 
850 855 86。

辭咔如耻谜眺楫PmGI*嗚我比如临山燧

Ala ^hr Pro Thr Gly Trp Gly Leu Ak He Gly Eis GLn Arg Me： Arg
885 890 895

Giv Thr Pbe Val Ala Pro Leu Pro lie His Thr A!a Gin Leu Leu Ala
900 905 910

A e
5

UL· 11

P
9

VI € 
s
 gΓ 

Aa Gr-o2
S
9

a ¢
5
 

I
 Ti 

I
 9
 

ucLA gΓA

Gly Cvs A If. Ala Asn Trp lie Leu Arg Gly Thr Ser Phe Vai Tyr Vai 
945 ' 95C 955 960

Pro Sv Ha Leu Asn Pio A1r Asp Asp Pro Ser Arg Gly Arg Leu Gly
965 970 卯5

Leu Tyi- Ara Pro Leu Leu Arg Leu Pro Phe Arg Pre Thr Thr Gly Arg
980 985 990

Thr Ser Leu Tyr Ala Asp Ser Pro Ser Vai Pro Ser His Leu Pro Asp
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995 LOCO 1005

Arg Vai Hi s Phe Ala Ser 
1010

Pro Leu Hi s Va 1 Ala Trp Arg 
1015 ---1020

Pro Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

14
12
DNA
人工序列

<220>
<223》 辿接了編碼序列

14<400> 
gccggagct^ gc 12

<2!0>
<211>
<212>
<213>

15
248
DNA
人工序列

<220>
<223>

<400> ί5

ApoAl基叫锻

ttggccgtgc tcttcctgac 菖ggt昭gtgt cccctaacct agggagccaa ccatcggggg 60
gcct tctccc taaatccccg tggCCCiCCC tcctgggcag aggcagcagg t trcicactg 120
gccccctclc CCCCLLCCtCC aagct tggcc t ttcggctca ^atctcagcc cacagct^gc 180

CtfiaUiggfi icicccctcc c^ccctcagg ga^ccaggct cggcait teg tcgacaa^ci 240
tagcCECc 248

<210>
<211> 
<212> 
<213>

16
L30
DNA
人.「一序列

<220>
<223>

<4C0>
aac1tgt1ttgcsgctta

16
t aatggt tac aaataaagca atagcatcac aaatt tcaca 60

aalaa奨cu ttttt tcact gcattctagt tgtggittgt ccaaacicat Caatgtatct 120

SVU）聚腺讦酸化信號

iatcatgtct 130

<210>
<211>
<212>
<213>

17
447
DNA
人工序列

<220〉
<22 3> HBV核心

17<400> 
atggacatcg accct tacaa ggagtlcg^c gccagcgtgg aactgctgtc tt ttctgccc 60
agigatt tct t tcct tccat tcgagaccig ctggataccg cctctgctcL gtatcgggaa 120
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gccctggaga gccoagaaca ct^cicccca ca^cataccg ctclgcgaca ggcaaccctg 180
igctgggggg agctgatgaa cciggccaca tggg院塞at ccaaicigga ggaccccgcc 240
tcacgggaac iggtggtcag ctacg'gaac gtcsatatgg ^cctgaaaat ccgccagctg 300

ctglggttcc atattagclg ccigaci i11 ggacgagaga ccgLgci巽& alacctggig 360
tcct tcggcg ictggatccg cacIccccci get tatcgac cacccaacgc accaaitcig 420
iccacuctgc ccgagacc^c 447

<210>
<211>
<212>
<213>

18
447
DNA 
人.匸序列

<220>
<223>

<40。》 18

HBV核心

alggacatcg sccct tacsa ggagttcggc gccagcgigg aactgctgtc 11:ictgccc 60

agtgaiiict uccttccar rcgagacctg oiggataccg ccictgclet gtaicgggaa 120

sccctiifiaga gcccagaaca ctgctcccca caccataccg clci£cgaca £gcaaccc:g 180

a£ctgatgaa cctggccaca tgggtgggai egaatergga Egaccccgct 240

tcacgggaac tggLgglcag ctac^t^aac glcaatatgg gcct^aaaat ccgccagcrg 300

ctgtggttcc star tagetg ccrgac:111 ggac^agaga aucct^tg 360

tcct teggeg tetggat teg cactcccccl get Satcgac cacccaacgc accaat tc·g 420

tccaccctgc ccgagacciic aglgglc 447

<210>
<211>
<212>
<213>

：9
2529
DNA
人.匚序列

<22G>
<223》

<400> 19

HBW的今酶

acgcccctgt citaccagca ct tiagaaag CtgCEgCigC tgRacga：Ha agccEgscct 60

ctggagg£ag sgctgccaag gctggcagac gagesgetga accggagagt ggeegaagat 120

ccgaatctgg gaaaccigaa cgtgugcaU st Egg次捉 ataaa.gtcgg caact tcacc 180

gg其盘taw gctccacag: gee tgte i tc aatccagagt ^gcagacacc atcct L tccc 240

aacat teacc :gcaggagga catcat ua [ aga:gcgaac agctcgtggg accictgac^ 300

gccaacgaaa agaggcgcct gaaaetgate atgcctgcca ggl it taccc aaatgLgact 360

aagtaictgc cactggataa gggcatcaag cct tactaic cagascacct ggtgaaccat 420

:acttccaga cta^acacTa tctgcalacc ctgtggaagg ccggaatcct gtacaaacga 480

gaaaclaccc ggcigtgcltc auttgtggc tcccc^talt cttgggaaca ggagctgcag 540
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c^^cctcca

caiggcaggc t£gtgt icca gaccagcaca c^ccac^^SE atga^tccli ΐ Lgccagcag 6C0

tctagtggca tcctgagcag atcccccgtg gggcct tgtc tgcagtctca geigeggaag 660

agtagsictgg gsctgcagcc acagcaggga cacctggcac gacggcagca gggaaggtet 720

ggcagtatcc gggctagagt gcatcccaca acta^aaggc ctticggcgt cgagccatca 780

ggaagcggcc acaccacaaa caccgcatca agctcctcta gt tgcctgca tcagtcagcc 840

gtgagaaagg ccgct tacag ccacctgicc acatctaaaa ggcacccaag ctccgggcat 9C0

gctstgsa^c tgcacaacat ccctccaaat tctgcacgca a監acccgtg 960

ttcagctgct ggtggctgca gtttcggaac tcaaagcct[ gcagcgacta ttgtCtgEgC 1020

catat tgtga atctgctgga ggaltggg^c cct tgtaccg agcicg^gga acaccat ate 1080

aggat tccac gaacciccagc acgagtgacl ggaggggtEt tcctggtgga casgaacccc 1140

cacaatac* a ccgagagccg gctggtggtc gat t tcagtc agtt t tcaag aggcaacaca 1200

agggtatca· Sgcccaaatt C£CC£tCCCt aatctgcaga gtctgacraa cclgctgtct 1260

ag ta^tciga gctggctgtc cctggacgtg tccgcagcc t tttaccacct gccictgcat 1320

ccagctgc^a tgccccatct grtggtgggg tcaagcggac tgagtc^cta cgtcgcccga 1380

ctgtcctcta actcacgcat catlaatcac cagcatggca ccatgcagaa cctgc^c^at K40

agcig：tccc ggaatctgta cgtgtctctg ctgctgctgt aCaagacatt c^gcagaaaa 1500

ctgcacctgi acagccaice Latcattctg gggt tlagga agatcccaat 龍gagtgg卵 1560

ctgagcccct tcctgctggc acagt ttacc tcc^ccat tt gctctgtgg· ccgccgagcc 1620

ticccacact gtctg^ctt： t tcctatatg aacaaigtgg tcctgggcgc caaatccgts 1680

cagcatctgg agtetctgtt cacagctgtc act^actttc tgctgagcct giggatccac 1740
ctgaacccaa ataagactaa acgciggggg t acagcctga alltcat^gg 1800
ggatcctgEg ggaccclgcc scaggagcac atcgigcaga agalcaaggE. atger ttc^g 1860

aagct^cccg tcaacagacc tatcgactgg aaagtgtgcc agcggatlgt eggaetgetg 1920

ggcitcgccg ctccct t tac ccagtgcggg ΐ acccaacsc tgatgcccct gt^tgcctEt 1580
atccagrcta agcaggcttt cscct t tagt cc tacataca aggca：：cct gtgcaaacag 2040

tacctgaacc tgratccagt ggcaaggcag cgacctggac tgtgccaggt ett tgcaa^t 2100
gccactccta ccggctgggg gctggctatc egacataagi： gaatgcgggg cacat tegtg 2160
gcccccctgc ctat tcacac tgctcagcig ctggcagcct get t tgetag atctaggagl 2220
ggagcaaagc tgatcggcac cgacaatagt gtggtcctgt caagsaaata cacatcct tc 2280
cca:ggctgc tgggaigLgc tgcaaactgg attctgaggg gcaccagct t cgtgtacgtc 2340
ccctcagccc tgaatcctgc tgsc&atcca tcccgcgggc gactgggact ^tacc^acct 2400
cl^ctgagac tgccct tcag gcctacaact ggccggetcat ctctgtatgc cgaitcacca 2460
a^cgtgccct cacacctgcc tgacagagtc cactttgct t caccccigca cgtcgcttgg 2520

2529
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<210> 20
<211〉 2529
<212> DNA
<213>人匸序列

<220>
<223> HBV聚介酶

<400> 20
atsccccigt cttaccagca ctttEgaaag CtLCt^etgC t^gacgatga agccgggect 60

ctggaggaag agctgccaag gctggcagac gaggggctga accggagagt ggccgaagat 120

ctgaatctgg gaaacc tgas cgtgagcatc ccttg£actc ataaagtcgg ca^cttcacc 180

^ficcgtaca ^ctccacagt ^cctgtcnc aatccagagi g^cagacacc alccrt rccc 240

aacat tcscc tgcag^agga catcattaat agalgcgasc EfittCgtgfig acctctgaca 300

gtcaacgaaa agaggcgcct gaaactgaic atgcctgcca g^ttttaccc aa^tgtgact 360

aagtatctgc cactggalaa gggcatcaag cct Uctatc cagagcaoct g^tgaacc^t 420

tacr tccaga eta 乾 Giici 日 ictgcacacc ctglggaagg CGgg&atcct gtE-caaacga 480

giiaac taccc ggagtgcttc attt iccccatait ct tgggwca ggLgctgcag 540

catggcaggc tggtgttcca gaccagcaca cgccacgggg atgagtcct t ttgccagcag 600

tctagtggca tcctgagcag atcccccgtg gggccltgtc l°cagtctca gctgcggaag 660

aeragactgg gactgcagcc acagcaggga cacc tgficac 與gaa既Mi 720

ggcagtatcc gggctagagt gcatcccaca actagaaggc ct ttcggc^t cgagccatca 780

gsaagcfigcc acaccacaaa caccgcatca agctcctcta etigcctgca tc^gtcagcc 840

gtgasaaagg ccgcttacag ccacctgtcc acatctaaaa g^cactcaag ctccgggcat 900

gctgtggagc ■gcacaac£t ccctccaaat tctgcacgca gtcagtcaga a^gacccgtg 960

t tcagcEgct ggtggctgcs 2tttcggaac tc&Etagccit gcagcgacta ttgtctgagc 1020

cala：t£：^a atctgctgga 甑 auggggc cctisiaccg 魂ca睥£g£a acaccatatc 1080

aggaltccac gaacaccafic aegagtgac t g旣脱盘tgt tcctggt^a caasaacccc 1140

cacaatacta ccgagagccg £Ctggt££tC gat ΐ tcagtc a^ttttcaag a^ecaacaca 1200

afiggtetcat ggcccaaatt cgccgtccct aatcigcaga gictgacraa cctgclgtct 1260

agta(iictga gctggctgrc cctggacgtg tccgcaficct :i taccacc： gcctctgcat 1320

ccagctgcaa tgCCCGUtct gctggtgggg tcaagcggac lga£：cgcta C£lC£CGCEa 1380

ctgtcctcta actcacgcu: catlaatcac cagesiggca ccatgcagaa cctgcacgat 1440

agctgt tccc ggsatctg:a cgtgtctctg ctgctgctgt ataagacat t cggcag^^aa 1500

ctgcaccrgt acagccatcc tatcattctg ggglUagfia agatcccaat EEgagtggga 1560

ctga&cccct tcctgcLsgc acagtttacc tccgccaltt gctctgtggt ccgccgagcc 1620

t tcccacact gtctggct It t tcctatatg aacaatgtgg tcctgggcgc CLaatccgtg 1680
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cagcatct£g agtctctgLt cacagctgtc actaact t tc igcLgagcct ggggaucac 1740 

ctgaacccaa ataagactaa acgctggggg tacagcclga attLc^Lggg atatgtgalt 1800 

ggatcctggg ggaccctgcc acaggagcac atcgtgcaga agatcaagga atgctttcgg 1860 

aagctgcccg tcaacagacc tatcgactgg aaagtgtgci； agcggattgt cggactgclg 1920 

ggcl：cgccg ctccclttac ccagtgcggg lacccagcar igatgcccct gtatgcctgt 1980 

stccagtcta agcaggcttt c^ccU tagt cctsca：aca aggcal tcct gtgcaaacag 2040 

taccigaacc tgtatccagL ggcaaggcsg cgacctggac Igtgccaggt c£tigcaafil 2100 

gccactccta ccggctgggg gctggctalc ggacatcagc gaatgcgggE cacattcgtg 2160 

gcccccc^gc ct£E tcacac tgctcagctg ctggcagcct gett tgetag atetaggagt 2220 

ggagcaaagc tgsEcggcac cgacaatagt gtggtcctgt caagaaaata cacatcct ic 2280 

ccatggctgc tgggatgtgc tgcaaactgg attclgaggg gcaccagctt cgtgtacgtc 2340 

ccctcagccc tgaatcctgc tgacgatcca tcccgcgggc gactgggact gtaccgacct 2400 

ctgctgagac :gcccttcag gcctacaact ggccggscat cicigtatgc egattcacca 2460 

agcgtgcccc cacacctgcc tgscagagtc cactt tget t cacccctgca egteget tgg 2520 

cggccLcca 2529 

<210> 21
<2il> 671
<212> DNA
<213>人「_序列

<22Ο>
<223> pUC Ori

<4C0> 2]
cccgtagaaa agatcaaagg atettettgs gatcctltU ttctgcgcgt aatctgctgc 60 

ttgcaaacaa aaaaaccgct sccagcggtg gtttgtll£C cggatcaasa gctaccaact 120 

Cittttccga aggtaaetgg cttcagcags gcgcagatac caaatactgi tettetagtg 180 

tageegtagt taggccacca cttcaagaac tctgtagcac cgcctacaia cctcgcletg 240 

ctaatccigl taccagtggc igcigccagt ggegataagt cgtgtctlac cgggliggac 300 

tcsagac^at agi ^accgga taaggcgcag cgglcgijgcr 菖xacgggggg ttcgtgcaca 360 

cagcccagct tgga^cgaac gscctacacc gssetgagai acciacagcg tgagctatga 42C 

gaaagcgcca ege· tcccga agggagaaag gcggacaggt atccggtaiig cggcagggic 480 

與aacagg华 agc^cacgag ggaget tcca 毓业既混臨 cctggtatct itaUgtcct 540 

gtcgggtttc gccacctctg aettgagegt cgatttltgt gatgetegte aggggggcgg 600 

agcctaigga aaaacgccag caacgcggcc r itttaeggi icciggcct t ttgc:ggccr 660 

tctgctcaca t 671 

<210> 22
<211> 795
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<213>人工序列

<220>
<223> ·国川黴素抗性

<400> 22
algaligagc aagatggtct tcacgctggc tcgccagctg 曙tgggtgga acgcctgtt t 60

ggttatgatt gggcgcagca gaclatigga tgrrccgacg eggetgtat t ICggGtgtCt 12C
gctcaggEtc gccccgtgcr gn tgtgaa^ aegga：t tgt c：E£C£cat t aaaigagtta 180
caggacgKgg eggetesut ^agltggttg gccaccaccg gcgtgccctg c^ccgcagtg 240
ctggatgicg tgacagaagc aggeegegat tggctccttc icsEcgaagt gccgggccag 300
^acctgctca gcagccacr t ggcaccggca gaaaaagtit ctatcatggc cgacgccatg 350
egte^tet tc acactctcga tecggCcacg tgcccct ttg accaccaggc caagcatcgi 420

^itgaacgtg cgcgtactcg ^atggaagca ggtttagtas accagg^cga tLiggatgag 4 SO
^aacatc^ag gcciggcccc ^getgaaetg ：ltgC£C£Ct uaaagegte gatgcc£gar 540

g^egaagiLtt tggtagtcac ccalgga^iit 詐gtgt t切 caaacatcat ggt tgaaaat 600
mggm ta: tgactgtggg cgcctgggtg t ：gccg沮 g clatcaagat 660

attgegeteg caactcgtga catcgcigaa gagctgggcg gaiaatgggc tgaccgt t tc 720
ctggtactgt atggcat tgc agcgcccgat tcccaacgca tcgcat 11 tn tqglvtgclg 780

gatgagt tt t tetaa 795

<210> 23
<21：> 264
<212> PRT
<2I3> A.K.if；列

<220>
<223> I；那籠素抗性

<400> 23

Met I：e Glu cin Asp Gly Leu His Aia Gly Scr Pro Ala Ah Trp Val
1 5 10 15

Glu A地 Leu Phe Gly Tyr Asp Trp A：a Gin Gin Thr lie Gly Cys Ser
20 25 3。

Asp AU Ala Val Phe Arg Leu Ser Ala Gin Gly Aig Pro Val Leu Phe
35 40 45

Val Lys Thr Asp 顷 Sei- Gly Ala Leu Asn Glu Leu Gin Asp Gl·; Ala
50 55 60

Ala Arg Le: Ser Trp Leu Ala Thr Thr Gly Va! Pro Cys Ala Ala Val
65 70 75 80

Leu Asp Val 加 Thr Glu Ala Gly Arg Asp Trp Leu Leu Leu Gly Glu
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85 9C 95

Vai Pro Gly Gin Asp Leu
100

Leu Ser Ser
105

His Leu Aia Pio A1& Glu Lys
110

Vai Ser lie
Π5

Ala Asp Ala Met
120

Arg Leu His Thr
125

Le^ Asp ?ro

Ala Thr Cvs
130

Pro Phe Asp His Gin
135

Ala Lys His Arg
140

lie Glu Arg Ala

Arg Thr Arg
145

Met Glu Ala Gly Leu Vai
150

Asp Gin Asp
155

Asp Leu Asp Glu
160

G：u His Gin Gly Leu
165

Ala Pro Ala Giu Leu PM
170

Ala Arg Leu Lys Ala
175

Ser Met Pro Asp Gly
180

Glu Asp Leu Va1
185

Vai Thr Gly Asp Ala Cys 
!90

Π
5
 

s
 9
 

A
l He Glu Asn GLy Arg Phe

200
Ser Cly Phe He Asp

205

y
o
 

ϋ
 2 Leu Gly Vai Ala

215
Asp Arg Tyr G；n Asp

220
lie Ala Leu Ala

Thr
225

Arg Asp He Glu
230

Glu Leu Giy Gly Glu Trp
235

Ala Phe
240

Vai Leu Tyr Gly
245

He Ala Ala Pro Asp Ser Gin
250

Arg Tie Ala
255

Tyr Atb2 Leu Leu Asp
260

Glu ?he Phe

<210>
<2H>
<212>
<2I3>

24
99
DSA
人工序列

<220>
<223> b0啟動了

24<400> 
acccctai tt gtrtatrttl craaaucat tcaaatatgt atccgclcaί gagacaataa 6C
ccctgEtaaa tgcttcaata atattgsaaa 99

<21O> 25
<2ί1> 124
<212> DNA
<213>人匸序列

<220>
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<223> PrMVAB.5長收動了· 

<400> 25
taaaaata^a aactataatc atataatagt tgg:

124

agt at tgcic ttgtgactag 60

ataiaalagl gtaggttggt 120agacc i

顽a

taaggractg taaaaataga aactataatc

<210> 26
<211> 227
<212a DNA
<213> 人］:序列

<220><223> PrHyb啟動子

<400> 26
gttttgaaaa rt t ttttata ataaa iatcc ggtaaaaai■

:gcscggtcc ggtaaaaait gaaaaactat uiaatt ut

gaaaaactat tciaarttai igcacgfitcc ggiaaaaatt

tgcacggtcc ggtaaaaatt gaaaaactat tetaatttat

gaaaaactal tetaat tlal 60

tgca^ggtcc ggtaaaaatt 120

gaaa^actat tetaattiat 180

tgeaegg 227

<210>
<211>
<2 12a
<213> 

27
凱

ΛΊ
<220>
<223>免疫球蛋η分泌標籤

<400> 27
atggsat teg geetgagetg ggt^ttcctg gtggccatcc tgaaggga^t gcagtgcgag 60

Egc曙成旣 tggaaagegg ΐ 81

<210>
<211>
<212>
<213>

28
7
DNA
人］:序列

<220
<223> 轉錄終止序列

<220>
<221> π
<222> (6),,(6)
<223> 卜 其:血可以為任何核fi噸

<400> 22
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201928061
【發明摘要】

【中文發明名稱】

誘發抗B型肝炎病毒(HBV)免疫反應之方法及組合物

【英文發明名稱】

METHODS AND COMPOSITIONS FOR INDUCING AN IMMUNE

RESPONSE AGAINST HEPATITIS B VIRUS (HBV)

【中文】

本文中提供編碼HBV抗原之改良型安卡拉牛痘病毒(Modified Vaccinia

Ankara)(MVA)載體及腺病毒載體。亦提供增強人類個體之免疫反應的方

法，該等方法係藉由在初打/加打療程中，利用該等編碼HBV抗原之MVA 
及腺病毒載體增強該人類個體之免疫反應。

【英文】

Provided herein are Modified Vaccinia Ankara (MVA) vectors and adenovirus 

vectors encoding HBV antigens. Also provided are methods of enhancing an immune 

response in a human subject by utilizing the MVA and adenovirus vectors encoding

HBV antigens in a prime/boost regimen to the enhance the immune response in the 

human subject.
【指定代表圖】

圖2A
【代表圖之符號簡單說明】

第1頁(發明摘要)
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【發明申請專利範圍】

【第1項】

一種改良型安卡拉牛痘病毒(Modified Vaccinia Ankara)(MVA)載體，其 

包括含編碼HBV聚合酶抗原之第一聚核昔酸序列的非天然存在之核酸分 

子，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98% 一致之胺基酸序 

列。

【第2項】

如請求項1之MVA載體，其中該HBV聚合酶抗原能夠在哺乳動物中 

誘發針對至少兩種HBV基因型之免疫反應，較佳該HBV聚合酶抗原能夠 

在哺乳動物中誘發針對至少HBV基因型B、C及D之T細胞反應，且更佳 

地，該HBV聚合酶抗原能夠在人類個體中誘發針對至少HBV基因型A、 

B、C及D之CD8 T細胞反應。

【第3項】

如請求項1之MVA載體，其中該HBV聚合酶抗原包含SEQ ID NO: 4 

之胺基酸序列。

【第4項】

如請求項1至3中任一項之MVA載體，其進一步包含編碼可操作地連 

接至該HBV聚合酶抗原之信號序列的聚核昔酸序列。

【第5項】

如請求項1至4中任一項之MVA載體，其中該第一聚核昔酸序列與 

SEQ ID NO: 3至少90%一致。

【第6項】

如請求項5之MVA載體，其中該第一聚核昔酸序列包含SEQ ID NO:

第1頁(發明申請專利範圍)
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3之聚核昔酸序列。

【第7項】

如請求項1至6中任一項之MVA載體，其進一步包含編碼由SEQ ID 

NO: 2之胺基酸序列組成的截短之HBV核心抗原的第二聚核昔酸序列。

【第8項】

如請求項7之MVA載體，其中該第二聚核昔酸序列與SEQ ID NO: 1 

至少90%—致。

【第9項】

如請求項8之MVA載體，其中該第二聚核昔酸序列包含SEQ ID NO: 

1之聚核昔酸序列。

【第10項】

一種組合物，其包含如請求項1至9中任一項之MVA載體及醫藥學上 

可接受之載劑。

【第11項】

一種增強人類個體中之免疫反應的方法，該方法包含：

a. 向該人類個體投與包含免疫有效量之腺病毒載體的第一組合物， 

該腺病毒載體包括含編碼HBV聚合酶抗原之第一聚核昔酸序列的非天然 

存在之核酸分子，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4至少98%一致 

之胺基酸序列；以及

b. 向該人類個體投與包含免疫有效量的如請求項1至10中任一項之 

MVA載體的第二組合物；

由此獲得針對該人類個體中之HBV抗原的增強免疫反應。

【第12項】

第2頁（發明申請專利範圍）
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如請求項11之方法，其中該第一組合物之HBV聚合酶抗原能夠在該 

人類個體中誘發針對至少兩種HBV基因型之免疫反應，較佳該HBV聚合 

酶抗原能夠在該人類個體中誘發針對至少HBV基因型B、C及D之T細胞反 

應，且更佳地，該HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘發針對至少 

HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細胞反應。

【第13項】

如請求項12之方法，其中該第一組合物之HBV聚合酶抗原包含SEQ 

ID NO: 4之胺基酸序列。

【第14項】

如請求項10至13中任一項之方法，其中該第一組合物之第一聚核昔 

酸序列與SEQ ID NO: 19至少90%一致。

【第15項】

如請求項14之方法，其中該第一組合物之第一聚核昔酸序列包含 

SEQ ID NO: 19之聚核昔酸序列。

【第16項】

如請求項10至15中任一項之方法，其中該第一組合物中該腺病毒載 

體之核酸分子進一步包含編碼由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成的截短 

之HBV核心抗原的第二聚核昔酸序列。

【第17項】

如請求項16之方法，其中該第一組合物之第二聚核昔酸序列與SEQ 

ID NO: 17至少90%一 致。

【第18項】

如請求項17之方法，其中該第一組合物之第二聚核昔酸序列包含

第3頁（發明申請專利範圍）
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SEQ ID NO: 17之聚核昔酸序列。

【第19項】

如請求項16至18中任一項之方法，其中該第一組合物之第一聚核昔 

酸序列及第二聚核昔酸序列編碼包含該截短之HBV核心抗原可操作地連 

接至該HBV聚合酶抗原的融合蛋白。

【第20項】

如請求項19之方法，其中該第一組合物之融合蛋白包含該截短之 

HBV核心抗原經由連接子可操作地連接至該HBV聚合酶抗原。

【第21項】

如請求項20之方法，其中該第一組合物之連接子包含胺基酸序列 

(AlaGly)n，且η係2至5之整數，較佳該連接子係由包含SEQ ID NO: 14之 

聚核昔酸序列編碼。

【第22項】

如請求項21之方法，其中該第一組合物之融合蛋白包含SEQ ID NO: 

12之胺基酸序列。

【第23項】

如請求項11至22中任一項之方法，其中該增強之免疫反應包含增強 

針對該人類個體中之HBV抗原的抗體反應。

【第24項】

如請求項23之方法，其中該增強之免疫反應包含增強針對該人類個 

體中之HBV抗原之CD8+ T細胞反應。

【第25項】

如請求項23或24之方法，其中該增強之免疫反應包含增強針對該人
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類個體中之HBV抗原之CD4+ T細胞反應。

【第26項】

如請求項11至25中任一項之方法，其中該腺病毒載體係rAd26或 

rAd35載體。

【第27項】

如請求項11至26中任一項之方法，其中步驟(b)係在步驟(a)之後1-12 

週進行。

【第28項】

如請求項11至26中任一項之方法，其中步驟(b)係在步驟(a)之後2-12 

週進行。

【第29項】

如請求項11至26中任一項之方法，其中步驟(b)係在步驟(a)之後至少 

1週進行。

【第30項】

如請求項11至26中任一項之方法，其中步驟(b)係在步驟(a)之後至少 

2週進行。

【第31項】

一種增強人類個體中之免疫反應的方法，該方法包含：

a.向該人類個體投與第一組合物，該第一組合物包含免疫有效量之 

第一質體，該第一質體包括含編碼HBV聚合酶抗原之第一聚核昔酸序列 

的第一非天然存在之核酸分子，該HBV聚合酶抗原包含與SEQ ID NO: 4 

至少98%一致之胺基酸序列；及第二質體，該第二質體包括含編碼截短之 

HBV核心抗原之第二聚核昔酸序列的第二非天然存在之核酸分子，該截
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短之HBV核心抗原由SEQ ID NO: 2之胺基酸序列組成；以及

b.向該人類個體投與包含免疫有效量的如請求項1至10中任一項之 

MVA載體的第二組合物；

由此獲得針對該人類個體中之HBV抗原的增強免疫反應。

【第32項】

如請求項31之方法，其中該第一組合物之HBV聚合酶抗原不具有逆 

轉錄酶活性及核糖核酸酶H(RNAse Η)活性。

【第33項】

如請求項31或32之方法，其中該第一組合物係用於引發該免疫反應 

且該第二組合物係用於增強該免疫反應。

【第34項】

如請求項31至33中任一項之方法，其中該第一組合物之HBV聚合酶 

抗原能夠在該人類個體中誘發針對至少兩種HBV基因型之免疫反應，較 

佳該HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘發針對至少HBV基因型Β、C 

及D之Τ細胞反應，且更佳地，該HBV聚合酶抗原能夠在該人類個體中誘 

發針對至少HBV基因型A、B、C及D之CD8 T細胞反應。

【第35項】

如請求項31至34中任一項之方法，其中該第一組合物之HBV聚合酶 

抗原包含SEQ ID NO: 4之胺基酸序列。

【第36項】

如請求項31至35中任一項之方法，其進一步包含編碼可操作地連接 

至該第一組合物之HBV聚合酶抗原之信號序列的聚核昔酸序列。

【第37項】
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如請求項36之方法，其中該信號序列包含SEQ ID NO: 6或SEQ ID 

NO: 11之胺基酸序列，較佳該信號序列係由SEQ ID NO: 5或SEQ ID NO: 

10之聚核昔酸序列編碼。

【第38項】

如請求項31至37中任一項之方法，其中該第一組合物之第一聚核昔 

酸序列與SEQ ID NO: 20至少90%一致。

【第39項】

如請求項38之方法，其中該第一組合物之第一聚核昔酸序列包含 

SEQ ID NO: 20之聚核昔酸序列。

【第40項】

如請求項31至39中任一項之方法，其中該第一組合物之第二聚核昔 

酸序列與SEQ ID NO: 18至少90%一致。

【第41項】

如請求項40之方法，其中該第一組合物之第二聚核昔酸序列包含 

SEQ ID NO: 18之聚核昔酸序列。

【第42項】

如請求項31至41中任一項之方法，其中該第一組合物之第一聚核昔 

酸序列及第二聚核昔酸序列進一步包含啟動子序列、視情況一或多個另外 

的調控序列，較佳地，該啟動子序列包含SEQ ID NO: 7之聚核昔酸序 

列，且該另外的調控序列係選自由以下組成之群：SEQ ID NO: 8或SEQ 

ID NO: 15之强化子序列，及SEQ ID NO: 16之聚腺昔酸化信號序列。

【第43項】

如請求項31至42中任一項之方法，其中該增強之免疫反應包含增強
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針對該人類個體中之HBV抗原的抗體反應。

【第44項】

如請求項43之方法，其中該增強之免疫反應包含增強針對該人類個 

體中之HBV抗原之CD8+ T細胞反應。

【第45項】

如請求項43或44之方法，其中該增強之免疫反應包含增強針對該人 

類個體中之HBV抗原之CD4+ T細胞反應。

【第46項】

如請求項31至45中任一項之方法，其中步驟(b)係在步驟(a)之後1-12 

週進行。

【第47項】

如請求項31至45中任一項之方法，其中步驟(b)係在步驟(a)之後2-12 

週進行。

【第48項】

如請求項31至45中任一項之方法，其中步驟(b)係在步驟(a)之後至少 

1週進行。

【第49項】

如請求項31至45中任一項之方法，其中步驟(b)係在步驟(a)之後至少 

2週進行。
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