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(57)摘要

猿猴腺病毒载体，其包含两个表达盒，其中

每个表达盒都包含转基因和启动子，且其中第一

表达盒被插入所述猿猴腺病毒载体的E1区域中，

且第二表达盒被插入所述腺病毒载体的与载体

复制相容的区域中。
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1.猿猴腺病毒载体，其包含两个表达盒，其中每个表达盒都包含转基因和启动子，且其

中第一表达盒被插入所述猿猴腺病毒载体的E1区域中，且第二表达盒被插入所述腺病毒载

体的与载体复制相容的区域中。

2.猿猴腺病毒载体，其包含两个表达盒，其中每个表达盒都包含转基因和启动子，且其

中第一表达盒被插入所述猿猴腺病毒载体的E1区域中，且第二表达盒被插入所述猿猴腺病

毒载体的E3区域中，在所述猿猴腺病毒载体的L5和E4的终止密码子之间(“HE1”区域)或所

述猿猴腺病毒载体的ITR的末端和E4  mRNA的帽位点之间(“HE2”区域)。

3.权利要求2的猿猴腺病毒载体，其中所述第二表达盒被插入所述猿猴腺病毒载体的

E3区域中。

4.权利要求2的猿猴腺病毒载体，其中所述第二表达盒被插入所述猿猴腺病毒载体的

HE1区域中。

5.权利要求2的猿猴腺病毒载体，其中所述第二表达盒被插入所述猿猴腺病毒载体的

HE2区域中。

6.任一前述权利要求的猿猴腺病毒载体，其中所述载体是黑猩猩腺病毒载体。

7.任一前述权利要求的猿猴腺病毒载体，其中所述载体是腺病毒。

8.权利要求7的猿猴腺病毒载体，其中所述载体是ChAd155。

9.权利要求7的猿猴腺病毒载体，其中所述载体是ChAd83。

10.任一前述权利要求的猿猴腺病毒载体，其中所述第一表达盒包含人CMV启动子或增

强的人CMV启动子。

11.任一前述权利要求的猿猴腺病毒载体，其中所述第二表达盒包含人CMV启动子或增

强的人CMV启动子。

12.权利要求10或11的猿猴腺病毒载体，其中所述增强的hCMV启动子具有与SEQ  ID 

NO:6具有至少约90%、至少约95%、至少约96%、至少约97%、至少约98%、至少约99%序列同一性

的核酸序列。

13.权利要求10至12中任一项的猿猴腺病毒载体，其中，所述启动子包含SEQ  ID  NO:6

的核酸序列或由其组成。

14.任一前述权利要求的猿猴腺病毒载体，其中所述第一表达盒和第二表达盒包含不

同的启动子。

15.任一前述权利要求的猿猴腺病毒载体，其中所述腺病毒载体能够感染哺乳动物细

胞。

16.任一前述权利要求的猿猴腺病毒载体，其中所述第一表达盒和/或第二表达盒进一

步包含转录后调节元件。

17.权利要求16的猿猴腺病毒载体，其中所述转录后调节元件是土拨鼠肝炎转录后调

节元件。

18.组合物，其包含任一前述权利要求的猿猴腺病毒载体和药学上可接受的赋形剂。

19.根据任一前述权利要求所述的猿猴腺病毒载体或组合物，其用作药物。

20.根据任一前述权利要求所述的猿猴腺病毒载体或组合物，其用作疫苗。

21.根据任一前述权利要求所述的猿猴腺病毒载体或组合物，其用于治疗或预防疾病。

22.诱导受试者中的免疫应答的方法，其包括将根据任一前述权利要求所述的猿猴腺
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病毒载体或组合物施用于所述受试者。
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具有两个表达盒的猿猴腺病毒载体

[0001] 序列表

本申请含有已经以ASCII形式电子提交且在此以其整体通过引用并入的序列表。所述

ASCII拷贝，在2018年10月11日创建，命名为VU66441A_WO_SL.txt，且大小为178,926字节。

发明领域

[0002] 本发明处于重组腺病毒载体的领域中。本发明涉及包含两个表达盒的腺病毒载

体。具体而言，本发明涉及猿猴腺病毒，诸如黑猩猩(chimp)腺病毒，其包含两个表达盒。

[0003] 发明背景

重组腺病毒可用于基因疗法中且可用作疫苗。

[0004] 由于它们的大转基因容量和在各种靶标组织中实现高度有效基因转移的能力，人

腺病毒已被广泛用于基因转移应用。

[0005] 然而，大多数人暴露于人腺病毒并发展对人腺病毒的免疫力。因此，需要有效地将

分子递送至靶标并使预先存在的对人腺病毒血清型的免疫力的影响最小化的载体。猿猴腺

病毒在这方面是有效的；它们与人病毒足够密切相关，以有效地诱导对递送的外源性抗原

的免疫力，人对所述递送的外源性抗原几乎没有预先存在的免疫力或没有预先存在的免疫

力。因此，基于猿猴腺病毒的病毒载体可以提供人来源的腺病毒载体用于开发基于核酸的

疫苗的用途的替代方案。

[0006] 复制缺陷的腺病毒将其基因组递送至细胞的内部，并且因为它们不复制，所以不

扩增转基因有效载荷。通常，E1基因被包含选择的启动子和对应于一个或多个目标基因的

核酸序列的转基因盒替换，产生复制缺陷的重组病毒。

[0007] 在本领域中需要改进的重组腺病毒。

[0008] 发明概述

本发明涉及猿猴腺病毒载体，其包含两个表达盒。具体而言，本发明涉及猿猴腺病毒，

诸如黑猩猩(chimp)腺病毒，其包含两个表达盒。合适的黑猩猩腺病毒的实例包括ChAd155

和ChAd83。

[0009] 本发明的腺病毒载体可用作免疫原性组合物的组分，其用于诱导受试者中的免疫

应答，其在治疗中的使用方法和制造方法。

[0010] 术语“载体”是指含有或携带遗传物质且可以用于将外源基因引入生物体的试剂

(诸如质粒或病毒)。本发明的腺病毒载体源自非人猿猴腺病毒，也称为“猿猴腺病毒”。优选

地，本发明的猿猴腺病毒载体是猿猴腺病毒。

[0011] 本发明的腺病毒载体中的每个表达盒包含转基因和启动子。“转基因”是编码目标

多肽的核酸序列，其与侧接所述转基因的载体序列异源。核酸编码序列以允许宿主细胞中

的转基因转录、翻译和/或表达的方式可操作连接至调节组分。“启动子”是允许RNA聚合酶

的结合并指导基因的转录的核苷酸序列。通常，启动子位于靠近转录起始位点的基因的非

编码区域中。

[0012] 在本发明的腺病毒载体中，所述第一表达盒被插入病毒的E1区域中，且所述第二
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表达盒被插入腺病毒载体的第二区域中。

[0013] 在本发明的包含两个表达盒的猿猴腺病毒载体中，所述第一表达盒被插入猿猴腺

病毒载体的E1区域中，且所述第二表达盒被插入腺病毒载体的与载体复制相容的区域中。

如果腺病毒载体基因组的区域的破坏不会影响腺病毒载体复制的能力，则认为该区域“与

载体复制相容”。

[0014] 优选地，在本发明的腺病毒载体中，所述第一表达盒被插入病毒的E1区域中，且所

述第二表达盒被插入腺病毒载体的E3、HE1或HE2区域中。如本领域中众所周知的，E3基因在

转导的早期表达，以准备宿主细胞用于病毒复制。E3参与免疫调节。术语“HE1”用于描述位

于L5和E4的终止密码子之间的位点。术语“HE2”已用于定义位于ITR的末端和E4  mRNA的帽

位点之间的位点。

[0015] 例如，在ChAd155腺病毒载体中：

•  HE1  ChAd155:  在SEQ  ID  NO:1的bp  34611和34612之间的插入位点。

•  HE2  ChAd155:  在SEQ  ID  NO:1的bp  37662和37663之间的插入位点。

[0016] 在另一个实例中，在ChAd83腺病毒载体中：

•  HE1  ChAd83:  在SEQ  ID  NO:2的bp  33535和33536之间的插入位点。

•  HE2  ChAd83:  在SEQ  ID  NO:2的bp  36387和36388之间的插入位点。

[0017] 当第一表达盒被插入腺病毒载体的E1区域中时，天然E1区域被缺失。为了增加载

体的克隆容量，可以从腺病毒载体除去天然E3区域。在其中第二表达盒被插入E3区域中的

本发明的实施方案中，或在其中第二表达盒不被插入E3区域中的实施方案中，可以从腺病

毒载体缺失天然E3区域。HE1或HE2位点中的插入不需要缺失载体骨架的任何特定序列。

[0018] 优选地，第二表达盒被插入腺病毒载体的HE1或HE2区域中。最优选地，第二表达盒

被插入腺病毒载体的HE2区域中。在一个实施方案中，从腺病毒载体缺失天然E3区域以增加

载体的克隆容量，并且第二表达盒被插入腺病毒载体的HE1或HE2区域中。

[0019] 在本发明的实施方案中，所述腺病毒载体的第一表达盒可以包含人CMV启动子或

增强的人CMV启动子，和/或所述第二表达盒可以包含人CMV启动子或增强的人CMV启动子。

[0020] 在一个优选实施方案中，所述第一和第二表达盒包含不同的启动子。例如，在一个

实施方案中，所述第一表达盒可以包含人CMV启动子，且所述第二表达盒可以包含增强的人

CMV启动子(反之亦然)。

[0021] 在本发明的一个方面，提供了本发明的腺病毒载体，其中所述第一表达盒被插入

病毒的E1区域中，且所述第二表达盒被插入腺病毒载体的与载体复制相容的区域中，其中

所述第一和第二表达盒中的至少一个包含增强的CMV启动子。在一些实施方案中，所述增强

的hCMV启动子可以包括与SEQ  ID  NO:6具有至少约90%、至少约95%、至少约96%、至少约97%、

至少约98%、至少约99%或更多序列同一性的核酸序列。在一些实施方案中，所述启动子包含

SEQ  ID  NO:6的核酸序列或由其组成。

[0022] 本发明的腺病毒载体源自猿猴腺病毒载体，例如，源自黑猩猩(黑猩猩(Pan 

troglodytes))，倭黑猩猩(倭黑猩猩(Pan  paniscus))，大猩猩(大猩猩(Gorilla 

gorilla))和猩猩(苏门答腊猩猩(Pongo  abelii)和婆罗洲猩猩(Pongo  pygnaeus))。黑猩

猩腺病毒包括，但不限于AdY25、ChAd3、ChAd19、ChAd25.2、ChAd26、ChAd27、ChAd29、ChAd30、

ChAd31、ChAd32、ChAd33、ChAd34、ChAd35、ChAd37、ChAd38、ChAd39、ChAd40、ChAd63、ChAd83、
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ChAd155、ChAd15、SadV41、sAd4310A、sAd4312、SAdV31、SAdV-A1337、ChAdOx1、ChAdOx2和

ChAd157。优选地，本发明的猿猴腺病毒载体是ChAd83或ChAd155腺病毒载体，最优选

ChAd155腺病毒载体。

[0023] 优选地，本发明的腺病毒载体在人受试者中具有小于30%、优选小于10%的血清阳

性率，且最优选在人受试者中没有血清阳性率。

[0024] 在一个优选实施方案中，本发明的猿猴腺病毒载体能够感染哺乳动物细胞。

[0025] 在一个实施方案中，本发明的腺病毒载体的第一表达盒和第二表达盒包含来自呼

吸道合胞病毒(RSV)的转基因。例如，在一个实施方案中，所述表达盒之一包含RSV  F抗原，

且另一表达盒包含RSV  M和N抗原。在此类实施方案中，所述载体优选编码RSV  F0ΔTM抗原

(缺失跨膜和细胞质区域的融合(F)蛋白)以及RSV  M2-1(转录抗终止)和N(核衣壳)抗原。

[0026] 本发明还提供了包含猿猴腺病毒载体和药学上可接受的赋形剂的组合物。

[0027] 此外，本发明提供了猿猴腺病毒载体或包含这种腺病毒载体的组合物，其用作药

物、疫苗和/或用于治疗或预防疾病。

[0028] 本发明还提供了诱导受试者中的免疫应答的方法，其包括将所述猿猴腺病毒载体

或组合物施用于所述受试者。

[0029] 附图描述

图1：具有单一表达盒的猿猴腺病毒构建体。反向末端重复区(ITR)侧接3'和5'末端；E1

是早期基因1；CMV是巨细胞病毒启动子；CASI是CASI启动子；RG是模型抗原，WPRE是土拨鼠

肝炎转录后调节元件，∆ E3表示早期基因3被缺失；纤突表示编码纤突蛋白的腺病毒基因，

且E4是早期基因4。

[0030] 三种不同的猿猴腺病毒载体显示于图1中。通过插入转基因表达盒替代腺病毒基

因组的E3区域(“RC1”)来构建图1(i)的载体(顶部小图)，通过将转基因表达盒插入HE1区域

中，即，在纤突基因和E4区域的终止密码子之间(“RC3”)来形成图1(ii)的载体(中间小图)，

并且通过将转基因表达盒插入HE2区域中，即在ITR的末端和E4  mRNA的帽区域之间(“RC2”)

来制备图1(iii)的载体(底部小图)。

[0031] 图2A：具有插入E3和HE2位点中的转基因盒的ChAd155和ChAd83(图1的RC1和RC2载

体)在原代人细胞系中的产生。

[0032] 图2B：在感染后两天和七天，具有插入E3、HE1和HE2中的转基因盒的ChAd83(图1的

RC1、RC2和RC3载体)在人MRC5细胞系中的产生。以250和1250的感染复数感染细胞。

[0033] 图3A：图1的RC1和RC2载体(ChAd155和ChAd83)在人原代细胞系中的总病毒基因组

拷贝数。

[0034] 图3B：在感染后两天和七天，图1的ChAd83载体的RC1、RC2和RC3版本在人MRC5细胞

系中的总病毒基因组拷贝数。以250和1250的感染复数感染细胞。

[0035] 图4：图1的ChAd155  RC1和RC2以及ChAd83  RC1和RC2载体在鼠细胞系(图4(a)，顶

部小图)和非人灵长类细胞系(图4(b)，底部小图)中的总病毒基因组拷贝数。以50和250的

感染复数感染细胞。

[0036] 图5：表达模型狂犬病糖蛋白(RG)转基因的ChAd155  RC1和RC2载体在鼠细胞系中

的表达水平的比较，其由在感染后两天和五天的western印迹所证明(图5(a)，顶部小图)。

表达模型狂犬病糖蛋白(RG)转基因的ChAd155  RC1和RC2载体与ChAd83  RC1和RC2载体在鼠
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细胞系中的表达水平的比较，其由感染后两天和五天的western印迹所证明(图5(b)，底部

小图)。以50、250和1250的感染复数感染细胞。

[0037] 图5(c)：表达模型狂犬病糖蛋白(RG)转基因的ChAd83  RC1、RC2和RC3载体在人

MRC5细胞系中的表达水平的比较，其由在感染后两天和七天的western印迹所证明。以250

和1250的感染复数感染细胞。

[0038] 图6：具有单个表达盒的另一猿猴腺病毒构建体。反向末端重复区(ITR)侧接3’和

5’末端；人CMV  (hCMV)是巨细胞病毒启动子；FΔTM  (F0DTM)和N.M2-1是RSV抗原；2A是自切

割连接序列；∆ E4表示早期基因4被缺失；纤突表示编码纤突蛋白的腺病毒基因。在图6的载

体中，插入转基因表达盒代替腺病毒基因组的E1区域。

[0039] 图7：具有双重表达盒的根据本发明的猿猴腺病毒构建体。反向末端重复区(ITR)

侧接3'和5'末端；人CMV  (hCMV)是巨细胞病毒启动子；增强的hCMV是增强的巨细胞病毒启

动子；N-M2-1和FΔTM  (F0DTM)是RSV抗原；WPRE是土拨鼠肝炎转录后调节元件；∆ E3表示早

期基因3被缺失；纤突表示编码纤突蛋白的腺病毒基因；且Ad5E4orf6是在早期基因4(E4)区

域中的替代物。

[0040] 图7的载体通过如下构建：插入第一转基因表达盒代替腺病毒基因组的E1区域，且

在HE2区域中，即在右ITR的下游，插入第二转基因表达盒。

[0041] 图8：通过感染后48小时和96小时，在非还原条件下western印迹证明的，MRC5细胞

系中表达F0 ∆ TM转基因的载体的表达水平的比较。以500和1250的感染复数感染细胞。

[0042] 图9：通过感染后48小时，在还原条件下western印迹证明的，MRC5细胞系中表达

NM2-1转基因的载体的表达水平的比较。以250和1250的感染复数感染细胞。

[0043] 图10：来自表达RSV抗原F0 ∆ TM  (F ∆ Tm)的ChAd155载体的免疫原性的比较。在用

5x108个病毒颗粒的剂量接种疫苗后4周和8周收集数据。

[0044] 图11：来自表达M2  RSV抗原的ChAd155载体的免疫原性的比较。在用107或106个病

毒颗粒的剂量接种疫苗后3周收集数据。

[0045] 图12A和12B：举例说明来自实施例9的实验的结果，以研究来自ChAd155载体的肺T

细胞应答。图12A显示CD4+应答，且图12B显示CD8+应答。

[0046] 图13A和13B：显示来自实施例9的实验的结果，以研究来自ChAd155载体的外周T细

胞应答。图13A显示PBMC  CD4+应答，且图13B显示PBMC  CD8+应答。

[0047] 图14A和14B：还显示来自实施例9的结果。图14A显示RSV中和Ab滴度，且图14B举例

说明第90天的nAb与第0天的nAb的比率。

[0048] 图15A、15B和15C：显示实施例10的免疫原性实验的结果。

[0049] 图16A和16B：使用实施例11中的载体在HeLa细胞中的表达获得的Western印迹。

[0050] 图17：举例说明实施例12的CRPV实验的结果。

[0051] 图18：显示实施例13的HPV双重盒载体表征的结果。

[0052] 序列的注释

SEQ  ID  NO:1  –  编码野生型ChAd155的多核苷酸序列

SEQ  ID  NO:2  –  编码野生型ChAd83的多核苷酸序列

SEQ  ID  NO:3  –  编码CASI启动子的多核苷酸序列

SEQ  ID  NO:4  –  编码ChAd155/RSV的多核苷酸序列
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SEQ  ID  NO:5  –  RSV  F0 ∆ TM-N-M2-1氨基酸序列

SEQ  ID  NO:6  –  编码增强的hCMV启动子的多核苷酸序列

SEQ  ID  NO:7  –  编码hCMV  NM2  bgh聚A盒的多核苷酸序列

SEQ  ID  NO:8  –  NM2氨基酸(蛋白)序列

SEQ  ID  NO:9  –  编码hCMV  F0  WPRE  bgh聚A盒的多核苷酸序列

SEQ  ID  NO:10  –  F0氨基酸(蛋白)序列

SEQ  ID  NO:11  – 柔性接头的氨基酸序列

SEQ  ID  NO:12  – 柔性接头的氨基酸序列。

[0053] 发明详述

腺病毒

腺病毒是具有近似36  kb的线性双链DNA基因组的无包膜二十面体病毒。腺病毒可以转

导几种哺乳动物物种的许多细胞类型，包括分裂中和非分裂中细胞两者，而不整合至宿主

细胞的基因组中。由于它们证明的安全性、在各种靶标组织中实现高度有效基因转移的能

力以及大的转基因容量，它们已被广泛用于基因转移应用。人腺病毒载体目前用于基因疗

法和疫苗中，但具有在先前暴露于普通人腺病毒后预先存在的免疫力的全世界高度流行的

缺点。

[0054] 腺病毒具有拥有二十面体衣壳的特征性形态，所述二十面体衣壳包含三种主要蛋

白：六邻体(II)、五邻体基质(III)和有节纤突(IV)，连同许多其他次要蛋白VI、VIII、IX、

IIIa和IVa2。所述六邻体占所述衣壳的结构组分的大部分，所述衣壳由240个三聚的六邻体

壳粒和12个五邻体基质组成。所述六邻体具有三个保守双桶(barrel)，并且顶部具有三个

塔(tower)，每个塔含有来自每个亚基的环，所述亚基形成衣壳的大部分。六邻体的基质在

腺病毒血清型之间是高度保守的，而表面环是可变的。五邻体是另一种腺病毒衣壳蛋白；其

形成纤突所附接的五聚的基质。三聚的纤突蛋白从在衣壳的12个顶点中的每一个处的五邻

体基质伸出且是有节的杆状结构。所述纤突蛋白的主要作用是经由节区域与细胞受体的相

互作用而将病毒衣壳与细胞表面拴系。纤突的柔性轴以及节区域中的变异是不同腺病毒血

清型特征性的。

[0055] 腺病毒基因组已被充分地表征。线性、双链DNA与高度碱性蛋白VII和小肽pX  (也

称为mu)缔合。另一种蛋白V与该DNA-蛋白复合物一起包装，并经由蛋白VI提供与衣壳的结

构连接。就类似地定位的特定开放阅读框(例如每种病毒的E1A、E1B、E2A、E2B、E3、E4、L1、

L2、L3、L4和L5基因的位置)而言，在腺病毒基因组的整体组构中存在一般保守性。腺病毒基

因组的每个末端包含被称为反向末端重复区(ITR)的序列，其是病毒复制所必需的。腺病毒

基因组的5'  末端含有包装和复制所必需的5'  顺式元件；即，5'  ITR序列(其可以作为复制

起点发挥功能)和天然5'  包装增强子结构域(其含有包装线性腺病毒基因组所必需的序列

和E1启动子的增强子元件)。腺病毒基因组的3'末端包括包装和衣壳化所必需的3'  顺式元

件(包括ITR)。该病毒也包含病毒编码的蛋白酶，其是加工产生感染性病毒粒子所需的结构

蛋白中的一些所必需的。

[0056] 基于在宿主细胞转导后表达病毒基因的顺序，描述了腺病毒基因组的结构。更具

体地，根据转录在DNA复制开始之前还是之后发生，将所述病毒基因称为早期(E)或晚期(L)

基因。在转导的早期阶段中，表达腺病毒的E1A、E1B、E2A、E2B、E3和E4基因以制备用于病毒
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复制的宿主细胞。E1基因被认为是主开关，其充当转录活化剂，并参与早期和晚期基因转录

两者。E2参与DNA复制；E3参与免疫调节，且E4调节病毒mRNA代谢。在感染的晚期阶段期间，

编码病毒颗粒的结构组分的晚期基因L1-L5的表达被活化。晚期基因从主要晚期启动子

(MLP)转录，并进行选择性剪接。

[0057] HE1和HE2位点被鉴定为转基因的潜在插入位点，因为在这些特定点中的插入并不

中断黑猩猩腺病毒(诸如C型或E型黑猩猩腺病毒，例如ChAd155和ChAd83)的编码序列或重

要调节序列。HE1和HE2位点可以通过在任何黑猩猩腺病毒中的序列比对来鉴定。因此，ChAd

基因组的HE1和HE2位点中的表达盒的克隆并不影响病毒复制周期。

[0058] 腺病毒复制

在历史上，腺病毒疫苗开发已经集中于缺陷的、非复制型载体。通过缺失对于复制必需

的E1区域基因，使得它们复制缺陷。通常，非必需的E3区域基因也被缺失，以便为外源转基

因腾出空间。然后插入包含在外源启动子的控制下的转基因的表达盒。然后在E1-互补细胞

中产生这些复制缺陷的病毒。

[0059] 术语“复制缺陷的”或“不能复制的”腺病毒是指这样的腺病毒，其不能复制，因为

其已经被工程改造以至少包含功能缺失(或“功能丧失”突变)，即在不将基因完全除去的情

况下损害该基因的功能的缺失或突变，例如人工终止密码子的引入，活性位点或相互作用

结构域的缺失或突变，基因的调节序列的突变或缺失等，或编码对于病毒复制必需的基因

产物的基因的完全除去，诸如选自E1A、E1B、E2A、E2B、E3和E4  (诸如E3  ORF1、E3  ORF2、E3 

ORF3、E3  ORF4、E3  ORF5、E3  ORF6、E3  ORF7、E3  ORF8、E3  ORF9、E4  ORF7、E4  ORF6、E4  ORF4、

E4  ORF3、E4  ORF2和/或E4  ORF1)的腺病毒基因中的一个或多个的完全除去。合适地，E1和

任选地E3和/或E4被缺失。如果缺失，当确定相对于另一个序列的百分比同一性时，合适地

将在比对中不考虑前面提及的缺失的基因区域。

[0060] 本发明的载体

基于非人猿猴腺病毒的病毒载体代表将人来源的载体用于基因疗法和基因疫苗的替

代方案。从非人猿猴分离的某些腺病毒与从人分离的腺病毒密切相关，如它们在人来源的

细胞中的有效繁殖所证明。由于人几乎不发展或不发展对猿猴腺病毒的免疫力，因此它们

有望为人腺病毒使用提供改进的替代方案。

[0061] “低血清阳性率”可以意指具有与人腺病毒5  (Ad5)相比降低的预先存在的中和抗

体水平。类似地或可替代地，“低血清阳性率”可以意指小于约30%血清阳性率、小于约20%血

清阳性率、小于约15%血清阳性率、小于约10%血清阳性率、小于约5%血清阳性率、小于约4%

血清阳性率、小于约3%血清阳性率、小于约2%血清阳性率、小于约1%血清阳性率或无可检测

的血清阳性率。使用如Hum.  Gene  Ther.  (2004)  15:293中所述的方法，可以将血清阳性率

测量为具有临床相关的中和滴度(定义为50%中和滴度>200)的个体的百分比。

[0062] 本发明的腺病毒载体源自非人猿猴腺病毒，也称为“猿猴腺病毒”。许多腺病毒已

分离自非人猿猴，诸如黑猩猩、倭黑猩猩、猕猴、猩猩和大猩猩。源自这些腺病毒的载体可以

诱导针对由这些载体编码的转基因的强烈免疫应答。基于非人猿猴腺病毒的载体的某些优

点包括在人靶标群体中相对缺乏针对这些腺病毒的交叉中和抗体，因此其使用克服了预先

存在的对人腺病毒的免疫力。例如，一些猿猴腺病毒不具有与预先存在的人中和抗体的交

叉反应性，并且某些黑猩猩腺病毒与预先存在的人中和抗体的交叉反应仅存在于2%的靶标
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群体中，相比之下，在某些候选人腺病毒载体的情况下为35%  (Sci.  Transl.  Med.  (2012) 

4:1)。

[0063] 本发明的腺病毒载体源自猿猴腺病毒，例如，源自黑猩猩(黑猩猩(Pa n 

troglodytes))，倭黑猩猩(倭黑猩猩(Pan  paniscus))，大猩猩(大猩猩(Gorilla 

gorilla))和猩猩(苏门答腊猩猩(Pongo  abelii)和婆罗洲猩猩(Pongo  pygnaeus))。它们

包括来自组B、组C、组D、组E和组G的腺病毒。黑猩猩腺病毒包括，但不限于AdY25、ChAd3、

ChAd19、ChAd25 .2、ChAd26、ChAd27、ChAd29、ChAd30、ChAd31、ChAd32、ChAd33、ChAd34、

ChAd35、ChAd37、ChAd38、ChAd39、ChAd40、ChAd63、ChAd83、ChAd155、ChAd15、SadV41和

ChAd157  ChAd3、ChAd19、ChAd25 .2、ChAd26、ChAd27、ChAd29、ChAd30、ChAd31、ChAd32、

ChAd33、ChAd34、ChAd35、ChAd37、ChAd38、ChAd39、ChAd40、ChAd63、ChAd83、ChAd155、

ChAd15、SadV41、sAd4310A、sAd4312、SAdV31、SAdV-A1337、ChAdOx1、ChAdOx2和ChAd157。或

者，腺病毒载体可以源自从倭黑猩猩分离的非人猿猴腺病毒，诸如PanAd1、PanAd2、PanAd3、

Pan  5、Pan  6、Pan  7  (也称为C7)和Pan  9。载体可以全部或部分地包括编码非人腺病毒的

纤突、五邻体或六邻体的核苷酸。

[0064] 在本发明的腺病毒载体的一个实施方案中，所述腺病毒载体在人受试者中具有小

于30%、小于20%、小于10%或小于5%的血清阳性率，优选地在人受试者中没有血清阳性率，且

更优选地在先前未与黑猩猩腺病毒载体接触的人受试者中没有血清阳性率。

[0065] 在本发明的腺病毒载体的实施方案中，所述腺病毒DNA能够进入哺乳动物靶标细

胞，即其为感染性的。本发明的感染性重组腺病毒载体可以用作预防性或治疗性疫苗且用

于基因疗法。因此，在一个实施方案中，所述重组腺病毒载体包含用于递送至靶标细胞中的

内源性分子。所述靶标细胞是哺乳动物细胞，例如牛细胞、犬细胞、山羊细胞、鹿细胞、黑猩

猩细胞、翼手目细胞、马细胞、猫细胞、人细胞、狼细胞、绵羊细胞、猪细胞、啮齿动物细胞、熊

细胞或狐狸细胞。用于递送至靶标细胞中的内源性分子是表达盒。

[0066] 在本发明的一个实施方案中，所述载体包含左ITR区域，缺失的E1区域，然后缺失

的E3区域，以及任选地，额外增强子元件；这些随后为纤突区域、E4区域和右ITR。在向右和

向左方向发生翻译。在该实施方案中，所述第一表达盒被插入缺失的E1区域中，且所述第二

表达盒被插入缺失的E3区域中。在一个进一步实施方案中，所述两个表达盒的启动子是CMV

启动子。在又一个进一步实施方案中，所述增强子元件是乙型肝炎翻译后调节元件(HPRE)

或土拨鼠肝炎翻译后调节元件(WPRE)。

[0067] 在本发明的一个实施方案中，所述载体包含左和右ITR区域；缺失的E1区域；至少

部分缺失的E3区域；纤突区域；E4区域；两个表达盒，各自包含：启动子和至少一个目标抗原

和，任选地，一个或多个增强子元件。将所述第一表达盒插入缺失的E1区域中，且将所述第

二表达盒插入HE1位点处，即，在纤突基因的终止密码子和E4区域之间(“HE1位点”)。

ChAd155  HE1插入位点在野生型ChAd155序列的bp  34611和34612之间。ChAd83  HE1插入位

点在野生型ChAd83序列的bp  33535和33536之间。在向右和向左方向发生翻译。在一个进一

步实施方案中，所述启动子是CMV启动子。在一个优选实施方案中，一个启动子是CMV启动

子，且另一个是eCMV启动子。在又一个进一步实施方案中，所述增强子元件是HPRE或WPRE。

[0068] 在一个进一步实施方案中，所述载体包含左和右ITR区域；缺失的E1区域；至少部

分缺失的E3区域；纤突区域；E4区域；两个表达盒，各自包含：启动子，至少一个目标抗原和，
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任选地，一个或多个增强子元件。所述第一表达盒被插入缺失的E1区域中，且所述第二表达

盒被插入HE2位点处，即，在左ITR的末端和E4  mRNA的帽位点之间(“HE2位点”)。ChAd155 

HE2插入位点在野生型ChAd155序列的bp  37662和37663之间。ChAd83  HE2插入位点在野生

型ChAd83序列的bp  36387和36388之间。在向右和向左方向发生翻译。在一个进一步实施方

案中，所述启动子是CMV启动子。在一个优选实施方案中，一个启动子是CMV启动子，且另一

个是eCMV启动子。在又一个进一步实施方案中，所述增强子元件是HPRE或WPRE(所述增强子

元件增加转基因的表达)。

[0069] 所述HE1和HE2位点被鉴定为转基因的插入位点，因为在这些特定点中的插入并不

中断ChAd155和ChAd83的编码序列或调节序列。因此，将表达盒插入ChAd基因组的HE1或HE2

位点并不影响病毒复制周期。

[0070] 在本发明的一个实施方案中，所述载体是腺病毒载体的功能性或免疫原性衍生

物。“腺病毒载体的衍生物”意指载体的修饰形式，例如，所述载体的一个或多个核苷酸被缺

失、插入、修饰或取代。

[0071] 调节元件

调节元件，即，表达控制序列，包括适当的转录起始、终止、启动子和增强子序列；有效

的RNA加工信号诸如剪接和聚腺苷酸化(聚A)信号，包括兔β-珠蛋白聚A；四环素可调节系

统、微RNA、转录后调节元件(例如WPRE、土拨鼠肝炎病毒的转录后调节元件)；稳定细胞质

mRNA的序列；增强翻译效率的序列(例如，Kozak共有序列)；增强蛋白稳定性的序列；和当期

望时，增强编码的产物的分泌的序列。

[0072] “启动子”是允许RNA聚合酶的结合并指导基因的转录的核苷酸序列。通常，启动子

位于靠近转录起始位点的基因的非编码区域中。在转录的起始中发挥功能的启动子内的序

列元件经常通过共有核苷酸序列表征。启动子的实例包括但不限于来自细菌、酵母、植物、

病毒和哺乳动物(包括猿猴和人)的启动子。大量表达控制序列(包括内部的、天然的、组成

型的、诱导型的和/或组织特异性的启动子)是本领域中已知的，并且可以被利用。

[0073] 本发明的启动子通常将是异源启动子。本发明的启动子可以是组成型的。

[0074] 启动子的实例包括但不限于来自细菌、酵母、植物、病毒和哺乳动物(包括人)的启

动子。

[0075] 启动子的实例包括但不限于，TBG启动子、逆转录病毒劳斯肉瘤病毒LTR启动子(任

选地与增强子一起)、巨细胞病毒(CMV)启动子(任选地与CMV增强子一起，参见，例如，

Boshart等人,  Cell,  41:521-530  (1985))、CASI启动子、SV40启动子、二氢叶酸还原酶启

动子、β-肌动蛋白启动子、磷酸甘油激酶(PGK)启动子和EF1a启动子(Invitrogen)。

[0076] 合适的启动子包括巨细胞病毒(CMV)启动子和CASI启动子。所述CMV启动子是强烈

且普遍活性的。其具有在许多组织类型中驱动高水平的转基因表达的能力，并且是本领域

中众所周知的。所述CMV启动子可以在有或没有CMV增强子的情况下用于本发明的载体中。

[0077] 所述CASI启动子是合成启动子，其被描述为CMV增强子、鸡β-肌动蛋白启动子和侧

接泛素(UBC)增强子的剪接供体和剪接受体的组合(US  8865881)。

[0078] 在一些实施方案中，所述CASI启动子可以包括与SEQ  ID  NO:3具有至少约90%、至

少约95%、至少约96%、至少约97%、至少约98%、至少约99%或更多序列同一性的核酸序列。在

一些实施方案中，所述启动子包含SEQ  ID  NO:3的核酸序列或由其组成。
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[0079] 在一些实施方案中，所述增强的hCMV启动子可以包括与SEQ  ID  NO:6具有至少约

90%、至少约95%、至少约96%、至少约97%、至少约98%、至少约99%或更多序列同一性的核酸序

列。在一些实施方案中，所述启动子包含SEQ  ID  NO:6的核酸序列或由其组成。

[0080] 任选地，携带编码治疗上有用的或免疫原性的产物的转基因的载体还可以包括选

择标记或报道基因。所述报道基因可以选自本领域中已知的那些。合适的报道基因包括，但

不限于，增强的绿色荧光蛋白、红色荧光蛋白、荧光素酶和分泌的胚胎碱性磷酸酶(seAP)，

其可以包括编码遗传霉素、潮霉素或嘌呤霉素抗性的序列，以及其他。此类选择报道物或标

记基因(其可以位于或不位于待包装至病毒颗粒中的病毒基因组之外)可以用于发出质粒

在细菌细胞中的存在的信号，诸如氨苄青霉素抗性。所述载体的其他组分可以包括复制起

点。

[0081] 如本文所用的“转录后调节元件”是这样的DNA序列，其在转录时增强通过本发明

的病毒载体递送的一种或多种转基因或其片段的表达。转录后调节元件包括但不限于乙型

肝炎病毒转录后调节元件(HPRE)和土拨鼠肝炎转录后调节元件(WPRE)。WPRE是三部分顺式

作用元件，其已被证明增强由某些(但不是全部)启动子驱动的转基因表达。

[0082] 在本发明的实施方案中，ChAd155载体可以包含启动子、增强子和报道基因中的一

种或多种。例如，本发明的载体可以包含ChAd155-增强的hCMV-SeAP、ChAd155-CASI-seAP和

ChAd155-hCMV-seAP(其任选地具有四环素开/关转录控制)，以及ChAd155–CMV-hFerL-

chEF1-seAP(其具有四环素开/关转录控制)。

[0083] 在本发明的实施方案中，ChAd83载体可以包含启动子、增强子和报道基因中的一

种或多种。例如，本发明的载体可以包含ChAd155-增强的hCMV  SeAP、ChAd83增强的hCMV 

SeAP、ChAd155-CASI-seAP和ChAd83-hCMV-seAP(其任选地具有四环素开/关转录控制)，以

及ChAd83  –CMV-hFerL-chEF1-seAP(其具有四环素开/关转录控制)。

[0084] 使用本文提供的技术，结合本领域技术人员已知的技术，生成本发明的载体。此类

技术包括cDNA的常规克隆技术(诸如在教科书中描述的那些)、腺病毒基因组的重叠寡核苷

酸序列的使用、聚合酶链式反应、和提供期望的核苷酸序列的任何合适方法。

[0085] 转基因

“转基因”是编码目标多肽的核酸序列，其与侧接所述转基因的载体序列异源。核酸编

码序列以允许宿主细胞中的转基因转录、翻译和/或表达的方式可操作连接至调节组分。在

本发明的实施方案中，所述载体以治疗或预防水平表达转基因。转基因多肽的“功能衍生

物”是多肽的修饰形式，例如，其中一个或多个氨基酸被缺失、插入、修饰或取代。

[0086] 所述转基因可用于预防或治疗，例如，作为用于诱导免疫应答的疫苗，以通过校正

或替换缺陷或缺失的基因来校正遗传缺陷，或作为癌症治疗剂。如本文所用，免疫应答的诱

导是指蛋白诱导针对该蛋白的T细胞和/或体液抗体免疫应答的能力。

[0087] 由转基因引发的免疫应答可以是抗原特异性B细胞应答，其产生中和抗体。引发的

免疫应答可以是抗原特异性T细胞应答，其可以是全身性应答和/或局部应答。抗原特异性T

细胞应答可以包括CD4+  T细胞应答，诸如涉及表达细胞因子(例如干扰素γ(IFNγ)、肿瘤

坏死因子α(TNFα)和/或白介素2(IL2))的CD4+  T细胞的应答。可替代地或另外地，所述抗原

特异性T细胞应答包括CD8+  T细胞应答，诸如涉及表达细胞因子(例如IFNγ、TNFα和/或

IL2)的CD8+  T细胞的应答。
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[0088] 转基因序列的组成将取决于将向其中放置所得载体的用途。在一个实施方案中，

所述转基因是编码在生物学和医学中有用的产物的序列，诸如预防性转基因、治疗性转基

因或免疫原性转基因，例如蛋白或RNA。蛋白转基因包括抗原。本发明的抗原性转基因诱导

针对引起疾病的生物体的免疫原性应答。

[0089] 本发明的转基因包括，但不限于，狂犬病病毒抗原，例如，狂犬病糖蛋白(RG)，呼吸

道合胞病毒(RSV)抗原，人免疫缺陷病毒(HIV)抗原或其片段。

[0090] 作为遗传密码中的冗余的结果，多肽可以由各种不同的核酸序列编码。编码偏向

于与其他相比更多地使用一些同义密码子(即编码相同氨基酸的密码子)。“密码子优化的”

意指在不改变氨基酸序列的情况下对重组核酸的密码子组成进行修饰。密码子优化已用于

通过使用生物体特异性的密码子使用频率来提高不同生物体中的mRNA表达。

[0091] 除了密码子偏爱之外，且与密码子偏爱无关，比其他更频繁地使用一些同义密码

子对。此密码子对偏爱意味着一些密码子对被代表过多，而其他被代表不足。密码子对去优

化已被用于减少病毒毒力。例如，已报道，与野生型脊髓灰质炎病毒相比，经修饰以含有代

表不足的密码子对的脊髓灰质炎病毒证明降低的翻译效率并且被减毒(Science  (2008) 

320:1784)。通过密码子对去优化工程改造合成的减毒病毒可以产生编码与野生型相同的

氨基酸序列、但使用同义密码子的不同成对排列的病毒。通过密码子对去优化减毒的病毒

生成与野生型相比减少最多达1000倍的噬斑，产生更少的病毒颗粒，并且需要多达约100倍

的病毒颗粒来形成噬斑。

[0092] 相反，经修饰以含有在人基因组中过度代表的密码子对的脊髓灰质炎病毒以类似

于野生型RNA的方式起作用，并且生成大小与野生型RNA相同的噬斑(Coleman等人  (2008) 

Science  320:1784)。发生这种情况，尽管存在以下事实：具有过度代表的密码子对的病毒

含有与具有不足代表的密码子对的病毒类似数目的突变，并且证明与野生型相比增强的翻

译。该观察表明，会预期密码子对优化的构建体以类似于其非密码子对优化的对应物的方

式起作用，并且不会期望其提供功能优势。不希望受理论束缚，这可能是因为自然进化已经

优化密码子配对。

[0093] 本发明的构建体可以包含密码子优化的核酸序列。可替代地或另外地，本发明的

载体包含转基因或其免疫原性衍生物或片段的密码子优化的序列。本发明的构建体可以包

含密码子对优化的核酸序列。可替代地或另外地，本发明的载体包含转基因或其免疫原性

衍生物或片段的密码子对优化的序列或由其组成。

[0094] 呼吸道合胞病毒(RSV)转基因

在一个实施方案中，本发明提供了包含两个表达盒的重组猿猴来源的腺病毒载体在治

疗或预防RSV感染中的用途，其中每个表达盒都包含源自人呼吸道合胞病毒(RSV)的免疫原

性转基因。在一个实施方案中，本发明的重组猿猴来源的腺病毒载体在所述表达盒之一中

包含RSV  F抗原，且在另一表达盒中包含另一RSV病毒抗原。合适的抗原在下面进一步讨论。

在一个实施方案中，重组猿猴来源的腺病毒载体在第二表达盒中包含RSV  M和N抗原。在此

类实施方案中，所述载体优选地编码RSV  F0ΔTM抗原(缺失跨膜区和细胞质区的融合(F)蛋

白)和RSV  M2-1(转录抗终止)和N(核衣壳)抗原。

[0095] RSV的感染并不赋予完全的保护性免疫力。婴儿期的感染随后为症状性RSV再感

染，其在整个成年期继续。这些再感染通常未被诊断，因为它们通常呈现为常见的急性上呼
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吸道感染。然而，在更脆弱的人(例如，免疫受损的成人或老年人)中，再感染也可导致严重

的疾病。免疫系统的两个分支(体液和细胞免疫)均参与免于严重疾病的保护[Guvenel  AK, 

Chiu  C和Openshaw  PJ .  Current  concepts  and  progress  in  RSV  vaccine 

development.  Expert  Rev Vaccines .  2014;  13(3):  333-44.]。

[0096] 体液免疫应答能够中和病毒并抑制病毒复制，由此在针对下呼吸道RSV感染和严

重疾病的保护中发挥主要作用[Piedra  PA,  Jewell  AM,  Cron  SG,  等人,  Correlates  of 

immunity  to  respiratory  syncytial  virus  (RSV)  associated-hospitalization: 

establishment  of  minimum  protective  threshold  levels  of  serum  neutralizing 

antibodies .  Vaccine .  2003;  21(24):  3479-82.]。预防性给予的免疫球蛋白G  (IgG) 

RSV-中和单克隆抗体(Synagis)的形式的被动免疫已显示在具有支气管肺发育不良或潜在

心肺疾病的早产婴儿和新生儿中在一定程度上预防RSV疾病[Cardenas  S ,  Auais  A和

Piedimonte  G.  Palivizumab  in  the  prophylaxis  of  respiratory  syncytial  virus 

infection.  Expert  Rev  Anti  Infect  Ther.  2005;  3(5):  719-26]。

[0097] T细胞也参与RSV疾病的控制。已经在具有低CD8  T细胞计数的患者中描述了致死

性RSV感染，如在严重联合免疫缺陷、骨髓和肺移植受体的情况下[Hertz，1989]。新生儿的

RSV感染的致死性病例的组织病理学显示肺部浸润物中存在相对少量的CD8  T细胞

[Welliver  TP,  Garofalo  RP,  Hosakote  Y,  等人,  Severe  human  lower  respiratory 

tract  illness  caused  by  respiratory  syncytial  virus  and  influenza  virus  is 

characterized  by  the  absence  of  pulmonary  cytotoxic  lymphocyte  responses.  J 

Infect  Dis.  2007.  195(8):  1126-36.]。此外，产生干扰素-γ(IFN-γ)的CD8  T细胞的存

在已经与RSV的动物模型中的Th2应答减少和嗜酸性粒细胞减少相关[Castilow  EM和Varga 

SM .  Overcoming  T  cell-mediated  immunopathology  to  achieve  safe  RSV 

vaccination.  Future  Virol .  2008;  3(5):  445-454;  Stevens  WW,  Sun  J,  Castillo 

JP ,  等人,  Pulmonary  eosinophilia  is  attenuated  by  early  responding  CD8(+) 

memory  T  cells  in  a  murine  model  of  RSV  vaccine-enhanced  disease.Viral 

Immunol .  2009;  22(4):  243-51]。

[0098] 可用作免疫原以免疫人或非人动物的RSV的合适的抗原可以选自：融合蛋白(F)、

附着蛋白(G)、基质蛋白(M2)和核蛋白(N)。术语“F蛋白”或“融合蛋白”或“F蛋白多肽”或“融

合蛋白多肽”是指具有RSV融合蛋白多肽的氨基酸序列的全部或部分的多肽或蛋白。类似

地，术语“G蛋白”或“G蛋白多肽”是指具有RSV附着蛋白多肽的氨基酸序列的全部或部分的

多肽或蛋白。术语“M蛋白”或“基质蛋白”或“M蛋白多肽”是指具有RSV基质蛋白的氨基酸序

列的全部或部分的多肽或蛋白，且可以包括M2-1  (其可以在本文中书写为M2.1)和M2-2基

因产物中的任一种或两种。同样地，术语“N蛋白”或“核衣壳蛋白”或“N蛋白多肽”是指具有

RSV核蛋白的氨基酸序列的全部或部分的多肽或蛋白。

[0099] 主要基于G糖蛋白的抗原性的差异，已经描述了两组人RSV毒株，A和B组。迄今为止

已经分离了许多RSV毒株，其中任何在本文公开的免疫原性组合的抗原的背景下都是合适

的。由GenBank和/或EMBL登录号指示的示例性毒株可以见于美国公开的申请号2010/

0203071  (WO2008114149)，其通过引用并入本文，用于公开适合用于本发明中的RSV  F和G

蛋白的核酸和多肽序列的目的。在一个实施方案中，所述RSV  F蛋白可以是RSV  F蛋白的胞
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外结构域(F0ΔTM)。

[0100] 示例性的M和N蛋白核酸和蛋白序列可以见于，例如，美国公开的申请号2014/

0141042  (WO2012/089833)，其并入本文，用于公开适合用于本发明中的RSV  M和N蛋白的核

酸和多肽序列的目的。

[0101] 合适地，为了在本发明中一起使用，转基因核酸编码RSV  F抗原和RSV  M和N抗原。

更具体地，所述核酸编码RSV  F0ΔTM抗原(缺失跨膜和细胞质区域的融合(F)蛋白)和RSV 

M2-1(转录抗终止)和N(核衣壳)抗原。

[0102] 缺失跨膜和细胞质区域的融合(F)蛋白(F0ΔTM)

RSV  F蛋白是主要的表面抗原并且介导病毒与靶标细胞的融合。F蛋白是在RSV亚组和

毒株中高度保守的抗原。F蛋白是中和抗体(包括预防性RSV中和单克隆抗体Synagis)的靶

标。跨膜区域和细胞质尾部的缺失允许F0ΔTM蛋白的分泌。识别F蛋白的这种可溶形式的中

和抗体，包括Synagis，在体外抑制RSV感染性[Magro  M,  Andreu  D,  Gómez-Puertas  P,  等

人,  Neutralization  of  human  respiratory  syncytial  virus  infectivity  by 

antibodies  and  low-molecular-weight  compounds  targeted  against  the  fusion 

glycoprotein.  J  Virol.  2010;  84(16):  7970-82]。

[0103] 核衣壳(N)蛋白

N蛋白是内部(未暴露的)抗原，在RSV毒株之间高度保守，并且已知是许多T细胞表位的

来源。N蛋白对于RSV基因组的复制和转录是必需的。N蛋白的主要功能是为了RNA转录、复制

和包装的目的而包装病毒基因组并保护其免受核糖核酸酶的影响。

[0104] 转录抗终止(M2-1)蛋白

M2-1蛋白是转录抗终止因子，其对于全长信使RNA  (mRNA)的有效合成以及多顺反子通

读mRNA(其为非区段负链RNA病毒特征性的)的合成是重要的。M2-1是内部(未暴露的)抗原，

其在RSV毒株之间高度保守，并且已知是许多T细胞表位的来源。

[0105] N-M2-1融合蛋白

编码接头的多核苷酸位于编码RSV  N抗原或其片段的多核苷酸和编码RSV  M2.1抗原或

其片段的多核苷酸之间。因此，在某些优选实例中，表达盒含有编码融合的RSV病毒蛋白N-

接头-M2.1的转基因。优选的是，所述接头是柔性接头，优选包含根据SEQ  ID  NO:11  (Gly-

Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly)或SEQ  ID  NO:12  (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Gly)

的氨基酸序列的柔性接头。

[0106] 乳头瘤(PV)转基因

在一个实施方案中，本发明提供了包含两个表达盒的重组猿猴来源的腺病毒载体在治

疗或预防乳头瘤病毒诱导的疾病中的用途，其中每个表达盒都包含源自乳头瘤病毒(PV)的

免疫原性转基因。合适地，本发明的重组猿猴来源的腺病毒载体包含所述表达盒之一中的

修饰的乳头瘤病毒E1抗原和另一表达盒中的修饰的乳头瘤病毒E2抗原。

[0107] 人乳头瘤病毒(HPV)是小DNA病毒，其感染粘膜和/或皮肤(cutaneous  skin)并引

起多种疾病病况，包括宫颈赘生物、宫颈癌和其他肛殖癌。已知超过40种类型的HPV感染人

的肛殖道，并且约15种高风险HPV基因型与人宫颈癌因果相关。大多数宫颈上皮的HPV感染

在两年时段内是亚临床的(subclinal)，并且是自解决的。然而，高风险HPV类型的持续感染

可以引起病变并进展为侵袭性癌症。
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[0108] 可用作免疫原的HPV的合适抗原描述于WO2018060288中，并且尤其包括HPV  E1和

E2蛋白。

[0109] 狂犬病(RG)转基因

狂犬病病毒是弹状病毒科中的一种有包膜的、单链RNA病毒。狂犬病病毒属的成员引起

狂犬病，并且具有所有已知的人病毒病原体中最高的死亡率。狂犬病经由受感染哺乳动物

的唾液传播。一种嗜神经性病毒，其进入其宿主的神经系统，引起几乎总是致命的脑脊髓

炎。目前，全世界每年存在约60,000例狂犬病死亡，主要由亚洲和非洲的发展中国家的狗咬

伤以及北美的野生动物和蝙蝠引起。

[0110] 狂犬病以狂怒或麻痹的形式呈现。潜伏期在约五天和几年之间变化，但通常在约

20和90天之间。临床疾病最经常始于不适、厌食、疲劳、头痛和发烧的前驱抱怨，随后为在暴

露部位处的疼痛或麻木(parathesia)。焦虑、烦乱或易怒在该时段期间可能是明显的，随后

是过度活跃、迷失方向、癫痫、恐水病、唾液分泌过多，和最终麻痹、昏迷和死亡。

[0111] 狂犬病抗原可以源自狂犬病病毒糖蛋白(RG)。例如，狂犬病糖蛋白可以用作模型

抗原。

[0112] 腺病毒载体的递送

在一些实施方案中，本发明的重组腺病毒载体通过表皮施用、皮内施用、肌肉内注射、

腹膜内注射、静脉内注射、经鼻施用、经口施用、直肠施用、皮下注射、经皮施用或阴道内施

用，而施用于受试者。

[0113] 在本发明的一个实施方案中，所述载体可以肌肉内(IM)施用，即，直接注射入肌

肉。肌肉血管形成良好，并且摄取通常快速。

[0114] 佐剂

建立对特定病原体的强烈且持久的免疫力的方法包括向疫苗中添加佐剂。“佐剂”意指

增强、刺激、活化、加强或调节针对组合物的活性成分的免疫应答的试剂。佐剂作用可以在

细胞或体液水平或两者上发生。佐剂刺激免疫系统针对实际抗原的应答，但本身没有免疫

作用。可替代地或另外地，本发明的佐剂化组合物可以包含一种或多种免疫刺激剂。“免疫

刺激剂”意指无论是与抗原一起施用还是分开施用均诱导受试者的免疫应答的总体暂时性

增加的试剂。

[0115] 本发明的组合物可以与或不与佐剂一起施用。可替代地或另外地，所述组合物可

以包含一种或多种佐剂(例如疫苗佐剂)或与一种或多种佐剂(例如疫苗佐剂)结合施用，具

体而言，所述组合物包含免疫学有效量的本发明的编码转基因的载体。

[0116] 使用方法

提供了用于在有此需要的受试者中诱导针对由病原体引起的疾病的免疫应答的方法，

其包括施用免疫有效量的如本文所公开的构建体或组合物的步骤。在一些实施方案中，提

供了本文公开的构建体或组合物用于在有此需要的受试者中诱导针对转基因抗原的免疫

应答的用途。本发明的载体可以应用于预防、治疗或改善由于感染导致的疾病。

[0117] 本发明的方法包括本发明的载体在医学中的用途。它们包括本发明的载体用于治

疗由病原体引起的疾病的用途。本发明的载体可用于制备用于治疗由病原体引起的疾病的

药物。本发明的载体可用于制备用于预防或治疗疾病、例如由呼吸道合胞病毒(RSV)引起的

疾病的药物。
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[0118] 用腺病毒载体的有效免疫取决于腺病毒载体骨架的内在免疫调节能力。免疫学效

力较低的腺病毒诱导较少的抗原表达。有效的免疫还取决于启动子驱动强烈且持续的转基

因表达的能力。例如，由巨细胞病毒立即早期(CMV-IE)启动子驱动的腺病毒载体并不维持

长期的转基因表达，因为它们诱导抑制表达的细胞因子。

[0119] “受试者”意欲为脊椎动物，诸如哺乳动物，例如人或兽医哺乳动物。在一些实施方

案中，所述受试者是人。

[0120] 通用

使用本文提供的技术和序列，结合本领域技术人员已知的技术，生成本发明的载体。此

类技术包括cDNA的常规克隆技术(诸如在教科书中描述的那些)、腺病毒基因组的重叠寡核

苷酸序列的使用、聚合酶链式反应、和提供期望的核苷酸序列的任何合适方法。

[0121] 除非另有解释，否则本文使用的所有技术和科学术语具有与本公开所属领域普通

技术人员通常理解的相同的含义。单数形式“一个/种(a)”、“一个/种(an)”和“该/所述”包

括复数对象，除非上下文另有清楚指出。类似地，词语“或”意欲包括“和”，除非上下文另有

清楚指示。术语“多个/种”是指两个/种或更多个/种。此外，关于物质的浓度或水平(诸如溶

液组分浓度或其比率)和反应条件(诸如温度、压力和循环时间)给出的数值限值，意欲是近

似的。本文使用的术语“约”意指量±10％。

[0122] 现在将借助于以下非限制性实施例进一步描述本发明。

实施例

[0123] 实施例1：用单一表达盒构建黑猩猩腺病毒

使用标准程序从健康黑猩猩分离野生型黑猩猩腺病毒类型155  (ChAd155)  (WO  2016/

198621)和类型83  (ChAd83)  (WO  2010/086189)，并如Sci  Transl  Med  (2012)  4:1和WO 

2010/086189中所述进行构建。

[0124] 在实施例1中，通过插入单一转基因表达盒各自构建ChAd155和ChAd  83载体。表达

盒组分使用经典的人CMV启动子或CASI启动子，作为模型抗原的狂犬病糖蛋白和任选地

WPRE增强子。针对转基因盒测试三个不同的插入位点：

(i)用转基因盒替换E3区域，

(ii)将转基因盒插入纤突和E4区域之间(位点HE1)，和

(iii)将转基因盒插入右ITR的下游(位点HE2)。

[0125] 这些插入位点的该编号对应于图1的举例说明，其中：

(i)顶部小图举例说明RC1载体，其中转基因盒替换E3区域，

(ii)中间小图举例说明RC3载体，其中将转基因盒插入在纤突基因的终止密码子和E4

区域之间(位点HE1)，且

(iii)底部小图举例说明RC2载体，其中将转基因盒插入右ITR的下游(位点HE2)。

[0126] 在实施例1中显示的载体中，E1区域在所有构型中都保持完整。

[0127] 通过同源重组技术将转基因插入SEQ  ID  NO:1和SEQ  ID  NO:2的以下位置中：

HE1  ChAd155：在SEQ  ID  NO:1的bp  34611和34612之间的插入位点；

HE2  ChAd155：在SEQ  ID  NO:1的bp  37662和37663之间的插入位点；

HE1  ChAd83：在SEQ  ID  NO:2的bp  33535和33536之间的插入位点；
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HE2  ChAd83：在SEQ  ID  NO:2的bp  36387和36388之间的插入位点。

[0128] 当将转基因盒插入HE1位点时，ChAd155无法复制。然而，将转基因盒插入ChAd83的

HE1位点产生可行的载体。

[0129] 实施例2：实施例1的载体的病毒产生、载体滴度和表达

为了鉴定其中评估载体复制的动物模型，在各种动物来源的细胞中评价实施例1的C型

腺病毒ChAd155  RC2和E型腺病毒ChAd83  RC2载体的复制能力，其通过载体滴度和基因组拷

贝数测量。结果显示于表1中。

[0130] 表1. 实施例1的RC2  ChAd155和RC2  ChAd83的复制和表达

如表1中所示，人MRC5细胞和猪PK15细胞产生ChAd155和ChAd83两者的高载体滴度和高

基因组拷贝数。鼠NMuLi和非人灵长类Vero细胞也产生RC  ChAd155，但程度低于人或猪细

胞。RC  ChAd83在鼠NMuLi细胞中以及(令人惊讶地)在非人灵长类Vero细胞中无法良好生

长。

[0131] 人MRC5、小鼠NMuLi和非人灵长类Vero细胞支持RC  ChAd155的表达，直至第7天。人

MRC5细胞支持RC  ChAd83的表达，直至第7天，如同在小鼠NMuLi和非人灵长类Vero细胞中一

样，但程度低于人细胞。

[0132] 病毒产生

图2A显示由以ChAd155或ChAd83(其各自包含实施例1的RC1或RC2载体构建体)感染的

人原代MRC5细胞产生的病毒的量。感染后7天收获细胞，并且在三个冷冻-解冻循环后获得

的细胞裂解物中评估载体滴度。通过用针对相应启动子区域设计的引物的定量PCR  (QPCR)

分析来测量载体滴度。感染复数(moi)为每个细胞1250个病毒颗粒。在条形上方，病毒产量

以病毒颗粒数/细胞(vp/细胞)指示。

[0133] 人MRC5细胞支持包含RC1  (2.17  x  103  vp/细胞)或RC2  (4.40  x  103  vp/细胞)的

ChAd155的产生，并且还支持包含RC1  (1.18  x  104  vp/细胞)或RC2  (1.06  x  105  vp/细胞)

的ChAd83的产生。如图2A中所示，ChAd83以比ChAd155更高的水平产生；包含RC2的ChAd83载

体是四种病毒/载体组合中最稳健的。
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[0134] 图2B显示由以包含实施例1的RC1、RC2或RC3载体构建体的ChAd83感染的人原代

MRC5细胞产生的病毒的量。感染后2天和7天收获细胞。如同图2A，通过用针对相应启动子区

域设计的引物的定量PCR  (QPCR)分析来测量载体滴度。感染复数(moi)为每个细胞250或

1250个病毒颗粒。在条形上方，病毒产量以病毒颗粒数/细胞(vp/细胞)指示。

[0135] 人MRC5细胞支持包含RC1、RC2或RC3的ChAd83的产生。如图2B中所示，RC2和RC3 

ChAd83载体的病毒产量高于RC1载体。ChAd83  RC2  HE2载体的病毒产量也高于RC3  HE1载

体。

[0136] 载体基因组拷贝数

感染后，载体在细胞中复制，并且载体基因组拷贝数可以通过QPCR测量。甚至在不完全

允许病毒复制和繁殖的细胞中也可以发生载体DNA复制。载体DNA的QPCR提供了在感染细胞

内的载体复制的量度，其与病毒完成复制周期并作为成熟病毒后代释放的能力无关。因此，

可以在不允许ChAd病毒复制或繁殖的动物物种、组织类型和细胞类型中定量载体复制。

[0137] 与载体滴度平行地测量载体基因组拷贝数，并且结果显示于图3A和图3B中。

[0138] 关于图2A中显示的病毒产量，人MRC5细胞用ChAd155或ChAd83(其各自包含实施例

1的RC1或RC2载体构建体)感染。感染后7天收获细胞，提取总DNA，通过QPCR定量病毒基因

组，并且结果表示为每个细胞的载体基因组拷贝。所述感染复数(moi)是每个细胞250个病

毒颗粒，并且每个细胞的病毒颗粒数目在表示每个细胞的病毒基因组拷贝数的条形上方指

示。所述拷贝数与转基因表达的水平成正比。

[0139] 如图3A中所示，通过ChAd155的RC1  (6 .21  x  103  vp/细胞)和RC2  (6 .71  x  103 

vp/细胞)的病毒DNA复制的量是相似的。ChAd83比ChAd155产生更多的RC1  (2 .76  x  104 

vp/细胞)和RC2  (9.19  x  104  vp/细胞)病毒DNA。通过ChAd83  RC2观察到最高水平的病毒

DNA复制。

[0140] 关于图2B中显示的病毒产量，人MRC5细胞用包含实施例1的RC1、RC2或RC3载体构

建体的ChAd83感染。感染后2天和7天收获细胞，提取总DNA，通过QPCR定量病毒基因组，并且

结果表示为每个细胞的载体基因组拷贝。所述感染复数(moi)是每个细胞250或1250个病毒

颗粒，并且每个细胞的病毒颗粒数目在表示每个细胞的病毒基因组拷贝数的条形上方指

示。所述拷贝数与转基因表达的水平成正比。

[0141] 如图3B中所示，RC2和RC3  ChAd83载体的病毒DNA复制的量高于RC1载体。RC2和RC3 

ChAd83载体之间存在相当的病毒DNA复制。

[0142] 实施例3：实施例1的载体的腺病毒基因组拷贝数

在源自小鼠和非人灵长类两者的细胞培养物中评估具有实施例1的构建体的能够复制

的腺病毒载体的效率，其表示为每个细胞的载体拷贝数。

[0143] 图4(a)显示在单层中生长并用ChAd155  RC1、ChAd155  RC2、ChAd83  RC1或ChAd83 

RC2以每个细胞250个病毒颗粒的感染复数感染的鼠肝NMuLi细胞中生长的能够复制的载体

的基因组拷贝数。在感染后五天提取总DNA，并通过使用与载体的启动子区域退火的引物的

QPCR测量载体复制。

[0144] 表示为每个细胞的载体拷贝数的结果显示于图4(a)中。ChAd155在NMuLi细胞中以

高效扩增RC1和RC2载体两者。ChAd155在近似相同的程度上复制RC1  (1 .73  x  104)和RC2 

(1.92  x  104)载体。在复制RC1和RC2载体中，ChAd83没有ChAd155那么有效。ChAd83在鼠细

说　明　书 16/68 页

19

CN 111479926 A

19



胞中仅以少量复制载体DNA。RC1载体以每个细胞5.47  x  102个拷贝的水平复制，且RC2载体

以每个细胞6.74  x  102个拷贝的水平复制。

[0145] 非人灵长类Vero细胞也以单层生长，并且被ChAd155  RC1、ChAd155  RC2、ChAd83 

RC1或ChAd83  RC2感染(图4(b))。使用两种不同的感染复数：每个细胞50和250个病毒颗粒。

在感染后五天提取总DNA，并通过使用与载体的启动子区域退火的引物的QPCR测量载体复

制。

[0146] 表示为每个细胞的载体拷贝数的结果显示于图4(b)中。Vero灵长类细胞系对于

ChAd155  RC1(在50的moi下为每个细胞3.71  x  103个拷贝，并且在250的moi下为每个细胞

4.93  x  104个拷贝)和ChAd155  RC2(在50的moi下为每个细胞8.15  x  103个拷贝，并且在250

的moi下为每个细胞7.05  x  104个拷贝)是容许的。Vero灵长类细胞系对于ChAd83  RC1或

ChAd83  RC2的容许性差(如果有的话)。在50的moi下，没有检测到从Vero细胞表达ChAd83 

RC1或ChAd83  RC2载体。在250的moi下，ChAd83以每个细胞1.13  x  102个拷贝的水平复制

RC1载体，且以每个细胞1.29  x  103个拷贝的水平复制RC2载体。

[0147] 实施例4：实施例1的载体的来自鼠和非人灵长类细胞的转基因表达

进行Western印迹分析以比较鼠NMuLi细胞中ChAd155  RC1和ChAd155  RC2的转基因表

达的水平(图5(a))。用ChAd155  RC1或ChAd155  RC2以每个细胞50、250或1250个病毒颗粒的

感染复数感染细胞。在感染后2天和5天收获细胞，使用标准方法制备提取物，并将等量的总

细胞提取物上样至SDS-PAGE凝胶上。在电泳分离后，将蛋白转移至硝酸纤维素膜上，然后将

其用市售的针对狂犬病糖蛋白转基因的单克隆抗体进行探测。

[0148] 图5(a)证明ChAd155  RC1和ChAd155  RC2两者均在鼠NMuLi细胞中表达转基因。在

感染后2天和5天两者均观察到表达，由约51  kDa的条带指示，其对应于狂犬病糖蛋白(RG)

的预期分子量。在感染后2天和5天两者，ChAd155  RC2载体产生比ChAd155  RC1载体更高水

平的转基因表达。

[0149] 然后进行Western印迹分析以比较鼠NMuLi细胞中ChAd155  RC1、ChAd155  RC2、

ChAd83  RC1和ChAd83  RC2的转基因表达的水平(图5(b))。用ChAd155  RC1、ChAd155  RC2、

ChAd83  RC1或ChAd83  RC2以每个细胞50、250或1250个病毒颗粒(对于ChAd83  RC1为250和

1250)的感染复数感染细胞。处理细胞用于western印迹。在感染后2天和7天收获细胞，使用

标准方法制备提取物，并将等量的提取物上样至SDS-PAGE凝胶上。在电泳分离后，将蛋白转

移至硝酸纤维素膜上，然后将其用市售的针对狂犬病糖蛋白转基因的单克隆抗体进行探

测。

[0150] 图5(b)证明ChAd155  RC1、ChAd155  RC2、ChAd83  RC1和ChAd83  RC2在鼠NMuLi细胞

中表达转基因。在感染后2天和5天两者均观察到表达，由约51  kDa的条带指示，其对应于狂

犬病糖蛋白(RG)的预期分子量。ChAd155证明比ChAd83更有效的转基因表达。在感染后2天，

甚至在50  vp/细胞的低复数，也观察到ChAd155  RC2的稳健的转基因表达，而在较高moi首

先观察到ChAd155  RC1的稳健的转基因表达。而且，在ChAd155和ChAd83病毒血清型两者中，

RC2证明比RC1更有效的转基因表达。在每次直接比较中，RC2比RC1更稳健地表达。

[0151] 进行Western印迹分析以比较MRC5细胞中ChAd83  RC1、RC2和RC3的转基因表达的

水平(图5(c))。用ChAd83  RC1、RC2或RC3以每个细胞250或1250个病毒颗粒的感染复数感染

细胞。在感染后2天和7天收获细胞，使用标准方法制备提取物，并将等量的总细胞提取物上
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样至SDS-PAGE凝胶上。在电泳分离后，将蛋白转移至硝酸纤维素膜上，然后将其用市售的针

对狂犬病糖蛋白转基因的单克隆抗体进行探测。

[0152] 图5(c)证明ChAd83  RC1、RC2和RC3全部都在MRC5细胞中表达转基因。在感染后2天

和7天两者均观察到表达，由约51  kDa的条带指示，其对应于狂犬病糖蛋白(RG)的预期分子

量。在感染后2天和7天两者，ChAd83  RC2载体产生比ChAd83  RC1和RC3载体更高水平的转基

因表达。在第7天，对于RC1和RC3载体没有检测到狂犬病糖蛋白。

[0153] 实施例5： 具有单个表达盒的替代黑猩猩腺病毒的构建

如实施例1中，使用标准程序从健康黑猩猩分离的野生型黑猩猩腺病毒类型155 

(ChAd155)  (WO  2016/198621)被构建为复制缺陷的病毒，如Sci  Transl  Med  (2012)  4:1

和WO  2010/086189中所述。

[0154] 在实施例5中，通过插入单个转基因表达盒来构建ChAd155。该表达盒包含经典人

CMV  (hCMV)启动子、F0ΔTM、N和M2-1  RSV抗原，以及任选地WPRE增强子。该载体显示于图6

中。将表达盒插入腺病毒的E1区域中(在E1区域已被缺失之后)。

[0155] 图6中显示的ChAd155包含编码RSVF0ΔTM、M2-1和N抗原的全部的转基因，其中在

RSVF0ΔTM抗原和复合RSV  N.M2-1抗原之间包括自切割位点(“2A”)，其中在RSV  M2-1和N抗

原之间包括柔性接头。

[0156] 实施例5的ChAd155  RSV载体包含SEQ  ID  NO:4的多核苷酸并编码SEQ  ID  NO:5的

多肽。

[0157] 实施例6： 具有双重表达盒的黑猩猩腺病毒的构建

再次，使用标准程序从健康黑猩猩分离的野生型黑猩猩腺病毒类型155  (ChAd155) 

(WO  2016/198621)被构建为复制缺陷的病毒，如Sci  Transl  Med  (2012)  4:1和WO  2010/

086189中所述。

[0158] 通过将两个转基因表达盒插入腺病毒中的两个不同位置中来构建实施例6的

ChAd155：

(1)  第一表达盒组分包含经典的人CMV  (hCMV)启动子和N.M2-1  RSV复合抗原。将该第

一表达盒插入腺病毒的E1区域中(在E1区域已被缺失之后)。

(2)  第二表达盒包含增强的经典人CMV(增强的hCMV)启动子、F0ΔTM  RSV抗原和WPRE

增强子。将该第一表达盒插入腺病毒的HE2区域中(在HE2区域已被缺失之后)。

[0159] 该包含双重表达盒的载体显示于图7中。

[0160] 在图7的构建体中，Ad5E4orf6已被取代至早期基因4  (E4)区域中。所述取代是增

加HEK  293细胞中的生产率必需的。

[0161] 实施例7：来自实施例6的双重表达盒的转基因表达

进行Western印迹分析以将MRC5细胞中的实施例6的ChAd155载体(图中标记为“双重”

或“双重盒”)中的转基因表达水平与以下中的转基因表达水平进行比较：

(i)  包含单个F表达盒的载体(ChAd155-F0ΔTM，标记为“F0ΔTm”)，

(ii)  包含单个NM2表达盒的载体(ChAd155-NM2，标记为“NM2-1”)，和

(iii)  实施例5的包含含有F和N.M2-1  RSV抗原的单个表达盒的载体(ChAd155-F0Δ

TM.NM2，也标记为“RSV”)。

[0162] western印迹分析显示于图8和图9中。
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[0163] 如图8中所示，用ChAd155-F0ΔTM、ChAd155-F0ΔTM.NM2  (“RSV”)或实施例6的

ChAd155双重盒以每个细胞500个病毒颗粒的感染复数感染细胞。另外，用ChAd155-F0Δ

TM.NM2  (“RSV”)以每个细胞500或1250个病毒颗粒的感染复数感染细胞。在感染后48小时

和96小时收获细胞，使用标准方法制备提取物，并将等量的总细胞提取物上样至SDS-PAGE

凝胶上。

[0164] 图8显示，ChAd155双重盒在MRC5细胞中提供了与ChAd155F0ΔTM相当且比

ChAd155-FΔTM.NM2更高的F抗原的表达水平。

[0165] 如图9中所示，用ChAd155-NM2、ChAd155-F0ΔTM .NM2  (“RSV”)或实施例6的

ChAd155双重盒以每个细胞250和1250个病毒颗粒的感染复数感染细胞。在感染后48小时收

获细胞，使用标准方法制备提取物，并将等量的总细胞提取物上样至SDS-PAGE凝胶上。

[0166] 在图9中，ChAd155双重盒在MRC5细胞中提供了与ChAd155-NM2单一载体至少相当

且比ChAd155-FΔTM.NM2  (“RSV”)更高的NM2-1表达水平。

[0167] 实施例8：实施例6的双重表达盒的免疫原性

在CD1远交小鼠(每组10只)中评估实施例6的双重表达盒的免疫原性。通过将5x108个

病毒颗粒肌肉内注射至小鼠中来进行实验。在免疫后4和8周通过测量RSV中和滴度来测量

B-细胞应答。每个点代表单个小鼠中的应答，并且线对应于每个剂量组的平均值。该分析的

结果显示于图10中。

[0168] 图10显示，ChAd155双重盒提供了与ChAd155F0ΔTM相当且比由ChAd155-F0Δ

TM.NM2  (“RSV”)产生的B-细胞应答更高的B-细胞应答。

[0169] 还在BALB/c近交小鼠(每组48只、11只或8只)中评估实施例6的双重表达盒的免疫

原性。通过肌肉内注射107或106个病毒颗粒来进行实验。免疫后3周通过使用在BALB/c小鼠

中作图的M2肽T细胞表位的离体IFN-γ酶联免疫斑点(ELISpot)测量T-细胞应答。结果显示

于图11中，表示为每百万个脾细胞的IFN-γ斑点形成细胞数(SFC)。每个点代表单个小鼠中

的应答，并且线对应于每个剂量组的平均值。在x轴上显示以病毒颗粒的数目计的注射剂

量。结果显示于图11中。

[0170] 图11显示，ChAd155双重盒提供了比由单一盒ChAd155-F0ΔTM.NM2  (“三重RSV”，

其结果从历史数据获得)产生的T-细胞应答更高的T-细胞应答。对于106  vp剂量，应答的该

差异更大。

[0171] 图11涉及“#阳性小鼠”，即对疫苗应答的小鼠的数目。

[0172] 实施例9： 实施例6的双重表达盒在母牛中的免疫原性

研究设计在下表2中详述：

组 母牛数 疫苗 途径 剂量 免疫 研究结束

Gp1 4 ChAd155 单一RSV 肌肉内(IM) 1x1011 D0 D90

Gp2 4 ChAd155双重RSV 肌肉内(IM) 1x1011 D0 D90

Gp3 4 盐水 肌肉内(IM) N/A D0 D90

[0173] “ChAd155单一RSV”是实施例5的ChAd155，且“ChAd155双重RSV”是实施例6的

ChAd155。

[0174] 研究中纳入总共12只成年母牛。母牛年龄范围为2.7岁至7.8岁，且具有4.8岁的平

均范围。
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[0175] 在将它们纳入研究之前，将母牛通过ELISA针对牛RSV  (BRSV)抗体进行预筛选。这

允许建立具有相似分布和平均BRSV  Ab滴度的研究组(以便不偏重任何组)。

[0176] 在接种疫苗前(D-5或D0)和接种疫苗后(D7、10、14、28、60、90)从母牛收集样品。在

该研究中，在第0天(D0)，将母牛用两种疫苗之一的1x10^11个病毒颗粒或用盐水接种疫苗。

[0177] 在接种疫苗后的第-5、7、10或28天进行支气管肺泡灌洗(BAL)，以分离母牛的肺中

的T细胞。然后使用细胞内细胞因子染色(ICS)检测用疫苗中编码的RSV抗原(以肽合并物的

形式)刺激后的CD4+和CD8+  T细胞的IFN-γ细胞因子产生(即IFNɣ  ICS用于检测动物中的

肺T细胞应答)。该实验的结果显示于图12A和12B中。从该实验可以得出结论，ChAd155-双重

RSV诱导支气管肺泡灌洗物(BAL)中的一致的RSV-特异性CD4+和CD8+应答。

[0178] 还在接种疫苗后第0、14、28、60和90天从母牛取血液样品，以便使用细胞内细胞因

子染色(ICS)检测外周血单核细胞(PBMC)的RSV-特异性CD4+和CD+应答的IFN-γ细胞因子

产生(即IFNɣ  ICS用于检测外周T细胞应答)。该实验的结果显示于图13A和13B中。基于这些

结果，可以得出结论，ChAd155-双重RSV一致地扩增PBMC中的预先存在的RSV-特异性CD4+和

CD8+应答。

[0179] 血液样品还用于检测血清中的RSV的中和抗体(nAbs)(即检测到外周体液应答)。

该实验的结果显示于图14A和14B中。这些结果显示，ChAd155-双重RSV加强血清中的RSV 

nAb，其在接种疫苗后3个月维持在高于基线的水平。

[0180] 实施例10：  编码狂犬病G和RSV  NM2蛋白的ChAd155双重的免疫原性

该实验中构建的使用的三种不同的ChAd155载体：

•  编码狂犬病G  (RG)和RSV  NM2蛋白两者的ChAd155(在该实施例中称为“ChAd155双

重”，和ChAd155双重hCMV  NM  2-1  –  CASI  RG  WPRE)；

•  仅编码狂犬病G  (RG)蛋白的ChAd155(在该实施例中称为“ChAd155  RG”，和ChAd155

( ∆ E4)CASI  RG  WPRE)；和

• 图6中显示的ChAd155载体，即具有编码RSV  F0ΔTM、M2-1和N抗原的全部的转基因的

载体(称为“ChAd155  RSV”)。

[0181] 将三种不同剂量的ChAd155双重腺病毒施用于小鼠：最高剂量的107个病毒颗粒，

和中等剂量的106个病毒颗粒和最低剂量的105个病毒颗粒。

[0182] 将两种不同剂量的ChAd155  RG和ChAd155  RSV载体施用于小鼠。对于ChAd155 

RSV，这是较高剂量的107个疫苗颗粒，和较低剂量的106个疫苗颗粒。对于ChAd155  RG，这是

较高剂量的106个疫苗颗粒，和较低剂量的105个疫苗颗粒。3周后处死小鼠，并通过IFNγ 

ELISpot测试脾细胞的对疫苗编码的抗原的T细胞应答。

[0183] 该实验的结果显示于图15A、15B和15C中。从图15A、15B和15C可以看出，ChAd155双

重RG-NM2载体显示与单独编码RG和NM2抗原各自的载体总体相当的免疫应答。

[0184] 图15C比较用于所有三种不同载体的通用106  vp剂量下对所有编码的抗原的累积

应答。狂犬病G蛋白被列出两次(G1和G2)，因为重叠肽的两种合并物用于覆盖该蛋白的整个

序列。

[0185] 因此，将两种抗原置于同一载体中仍产生相当的免疫应答，同时允许在同一载体

中提供不同病原体的抗原。

[0186] 实施例11：  编码狂犬病G和RSV  NM2蛋白的ChAd155双重在HeLa细胞中的表达
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在实施例11的实验中，用实施例10中使用的纯化的“ChAd155双重”、“ChAd155  RG”和

“ChAd155  RSV”感染HeLa细胞。

[0187] 在该实验中使用50、250和1250的感染复数(MOI)。

[0188] 为了获得图16A中显示的Western印迹(在还原条件下获得)，感染后48小时收获细

胞裂解物。NM2-1的估计大小为65  kDa。图16A显示ChAd155双重盒和ChAd155  NM2-1的相当

的表达水平。另外，ChAd155双重盒的NM2-1表达水平高于ChAd155  RSV载体。

[0189] 为了获得图16B中显示的Western印迹，在感染后48小时收获上清液。狂犬病糖蛋

白的估计大小为57.6  kDa。图16B显示ChAd155双重和ChAd155  RG腺病毒的相当的表达水

平。

[0190] 此外，还使用四种不同的载体收集感染性数据。通过六邻体免疫染色法在附着的

Procell  92细胞中评估纯化病毒的感染性。结果在下表3中给出(vp  =  病毒颗粒，ifu  = 感

染单位，且R是这两个数字之间的比率)。感染性结果表明所有载体都具有相似的感染性。此

外，由于所有R值都低于300，所以所有载体的感染性都被认为在可接受的范围内。

[0191] 表  3：

实施例12：编码CRPV  E2和E1蛋白的ChAd155双重的免疫原性

在该实验中构建两种不同的ChAd155载体：

•  编码第一表达盒中的修饰的CRPV  E2蛋白和第二表达盒中的修饰的CRPV  E1蛋白的

ChAd155(称为“CRPV双重”)；和

•  编码单个表达盒中的修饰的CRPV  E2和E1蛋白的融合体的ChAd155(称为“CRPV融合

体”)

向小鼠施用两种不同剂量的两种腺病毒载体：较高剂量的107个病毒颗粒，和较低剂量

的106个病毒颗粒。该实验的结果显示于图17中。图17是接种疫苗后3周对脾细胞进行的IFN

γ  ELISpot。对结果进行统计分析，并且来自不同载体的应答之间的差异不被认为是统计

学显著的。然而，如从图17可以看出，与CRPV融合载体相比，ChAd155  CRPV双重载体在最低

剂量下的应答小鼠的频率增加(对于106剂量的CRPV双重载体，6/6阳性应答小鼠，但对于106
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剂量的CRPV融合载体，只有4/6阳性应答小鼠。

[0192] 实施例13：编码CRPV  E2和E1蛋白的ChAd155双重的表达

在实施例13中还使用实施例12中使用的两种不同的ChAd155载体。

[0193] 该实验中使用250和1250的感染复数(MOI)。感染后48小时收获细胞裂解物。修饰

的E1蛋白的估计大小为48  kDa，修饰的E2蛋白为35  kDa，且包含修饰的E1和E2蛋白两者的

融合蛋白为88  kDa。

[0194] 图18显示Western印迹(在还原条件下获得)，其举例说明CRPV双重载体的修饰的

E1和E2蛋白的表达比CRPV融合载体更好。图18中显示的“Pvj”列是使用的对照。

[0195] 此外，使用两种不同的载体收集感染性数据。通过六邻体免疫染色法在附着的

Procell  92细胞中评估纯化病毒的感染性。结果在下表4中给出(vp  =  病毒颗粒，ifu  = 感

染单位，且R是这两个数字之间的比率)。感染性结果表明两种载体具有相似的感染性。此

外，由于所有R值都低于300，所以所有载体的感染性都被认为在可接受的范围内。

[0196] 表4：

。

[0197] 序列描述

SEQ  ID  NO:  1  编码野生型ChAd155的多核苷酸序列
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SEQ  ID  NO:  2  编码野生型ChAd83的多核苷酸序列
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SEQ  ID  NO:  3  编码CASI启动子的多核苷酸序列

SEQ  ID  NO:  4  编码ChAd155/RSV的多核苷酸序列
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SEQ  ID  NO:  5  RSV  F0 ∆ TM-N-M2-1氨基酸序列
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SEQ  ID  NO:  6  编码增强的hCMV启动子的多核苷酸序列

SEQ  ID  NO:  7  编码hCMV  NM2  bgh聚A盒的多核苷酸序列
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CMV启动子序列：粗体

转基因序列NM2：斜体

bgh聚A 聚A信号：斜体+下划线
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SEQ  ID  NO:  8  NM2蛋白序列

SEQ  ID  NO:  9  编码hCMV F0 WPRE bgh聚A盒的多核苷酸序列
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增强的CMV启动子序列：粗体

转基因序列F0：斜体
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WPRE序列：下划线的粗体

bgh聚A聚A信号：斜体+下划线

SEQ  ID  NO:  10  F0蛋白序列

SEQ  ID  NO:  11 柔性接头的氨基酸序列

SEQ  ID  NO:  12 柔性接头的氨基酸序列
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