
(57)【要約】
本発明者らは、 1つの HIVクレード、サブタイプ、もしくは HIVの組換え体に対する、また
は複数の HIVクレード、サブタイプ、もしくは組換え体に対するワクチンとして単独でま
たは組み合わせて使用することができる DNAおよびウイルスベクターを開発した。さらに
、ベクターは 1つのクレードから、または 2つまたはそれ以上の異なるクレードから得るこ
とができる種々の抗原をコードすることができ、そして選択された抗原および /またはベ
クターを処方する（例えば混合する）様式を操作して種々のクレードに対する保護免疫応
答を作製することができる（例えば患者が暴露される可能性が最も高いクレード；特定の
クレードまたは複数のクレードに対する患者の危険性の程度に調整したワクチンの成分の
比率で）。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ a） ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） の 第 1サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 に 対 す る 免 疫 応 答
を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む 第 1ベ ク タ ー ；
お よ び
　 （ b） HIVの 第 2サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複 数
の 抗 原 を コ ー ド す る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む 第 2ベ ク タ ー ；
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は ア ジ ュ バ ン ト を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 第 1ベ ク タ ー の イ ン サ ー ト ま た は 第 2ベ ク タ ー の イ ン サ ー ト が 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 、
（ a） gag、 pol、 env、 tat、 rev、 nef、 vif、 vpr、 も し く は vpu遺 伝 子 ま た は （ b） そ の 変
異 体 お よ び 選 択 的 に 、 （ c） HIVゲ ノ ム の 非 コ ー ド 化 制 御 配 列 ； の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 2つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 の 少 な く と も 1つ が 、 ウ イ ル ス RNAの キ ャ プ シ ド 形 成 を 制 限 す
る 変 異 を 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 2つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 の 少 な く と も 1つ が 、 ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を コ ー ド す る 一 つ ま た
は 複 数 の 配 列 に 変 異 を 有 す る gag配 列 を 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 HIV-1の 非 コ ー ド 化 制 御 配 列 か ら シ ス 作 動 性 RNAの キ ャ プ シ ド 形 成 配 列 の 全 て ま た は 一 部
が 削 除 さ れ て い る 、 請 求 項 4記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 2つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 が 、 一 つ ま た は 複 数 の polの 酵 素 活 性 を 阻 害 す る 変 異 を 有 す る
pol配 列 を 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 酵 素 活 性 が イ ン テ グ ラ ー ゼ 活 性 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 酵 素 活 性 が 逆 転 写 酵 素 活 性 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 酵 素 活 性 が プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 酵 素 活 性 が pol配 列 の 一 部 の 削 除 ま た は pol配 列 へ の 一 つ ま た は 複 数 の 点 変 異 の 導 入 に よ
り 阻 害 さ れ る 、 請 求 項 8、 9ま た は 10の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 1ベ ク タ ー の イ ン サ ー ト ま た は 第 2ベ ク タ ー の イ ン サ ー ト が 、 一 つ ま た は 複 数 の 欠 失 ま
た は 点 変 異 を 有 す る tat、 rev、 nef、 vif、 vpr、 ま た は vpuを 含 む 、 請 求 項 3記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 欠 失 ま た は 点 変 異 が tat、 rev、 nef、 vif、 vpr、 ま た は vpuの 一 つ ま た は 複 数 の 開 始 コ ド
ン を 不 活 性 化 さ せ る 、 請 求 項 12記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 第 1ベ ク タ ー ま た は 第 2ベ ク タ ー が 、
　 （ a） ジ ン ク フ ィ ン ガ ー が 不 活 性 化 さ れ て い る gagタ ン パ ク 質 ；
　 （ b） （ i） pol配 列 の い く つ か ま た は 全 て を 除 去 す る こ と に よ り イ ン テ グ ラ ー ゼ 活 性 が
阻 害 さ れ て い る 、 お よ び （ ii） pol配 列 内 の 一 つ ま た は 複 数 の 点 変 異 に よ り 逆 転 写 酵 素 の
ポ リ メ ラ ー ゼ 、 鎖 転 移 お よ び /ま た は RNア ー ゼ H活 性 が 阻 害 さ れ て い る polタ ン パ ク 質 ； 並
び に
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　 （ c） 変 異 を 含 ま な い env、 tat、 rev、 お よ び vpuを コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で あ る 、 請 求
項 3記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 が サ ブ タ イ プ Bも し く は D HIV-1か ら 誘 導 さ れ る か ま た は サ ブ タ
イ プ Bも し く は D HIV-1の 組 換 え 体 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 第 1ベ ク タ ー ま た は 第 2ベ ク タ ー が pGA2/JS2を 含 む 、 請 求 項 14記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 が サ ブ タ イ プ A HIV-1か ら 誘 導 さ れ る か ま た は サ ブ タ イ プ A HIV
-1の 組 換 え 体 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 第 1ベ ク タ ー ま た は 第 2ベ ク タ ー が pGA1/IC2を 含 む 、 請 求 項 17記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 が サ ブ タ イ プ C HIV-1か ら 誘 導 さ れ る か ま た は サ ブ タ イ プ C HIV
-1の 組 換 え 体 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 第 1ベ ク タ ー ま た は 第 2ベ ク タ ー が pGA1/IN2を 含 む 、 請 求 項 19記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 が HIV-1の サ ブ タ イ プ E、 F、 G、 H、 I、 J、 K、 も し く は Lサ ブ タ
イ プ か ら 誘 導 さ れ る か ま た は サ ブ タ イ プ E、 F、 G、 H、 I、 J、 K、 も し く は L HIV-1の 組 換 え
体 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 第 1ベ ク タ ー ま た は 第 2ベ ク タ ー が
　 （ a） ジ ン ク フ ィ ン ガ ー が 不 活 性 化 さ れ て い る gagタ ン パ ク 質 ；
　 （ b） （ i） pol配 列 の い く つ か ま た は 全 て を 除 去 す る こ と に よ り イ ン テ グ ラ ー ゼ 活 性 が
阻 害 さ れ て い る 、 （ ii） pol配 列 内 の 一 つ ま た は 複 数 の 点 変 異 に よ り 逆 転 写 酵 素 の ポ リ メ
ラ ー ゼ 、 鎖 転 移 お よ び /ま た は RNア ー ゼ H活 性 が 阻 害 さ れ て い る 、 お よ び （ iii） プ ロ テ ア
ー ゼ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 が 一 つ ま た は 複 数 の 点 変 異 に よ り 阻 害 さ れ て い る polタ ン パ ク
質 ； 並 び に
　 （ c） 変 異 を 含 ま な い env、 tat、 rev、 お よ び vpu；
を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 が サ ブ タ イ プ Bも し く は D HIV-1か ら 誘 導 さ れ る か ま た は サ ブ タ
イ プ Bも し く は D HIV-1の 組 換 え 体 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 第 1ベ ク タ ー ま た は 第 2ベ ク タ ー が pGA2/JS7を 含 む 、 請 求 項 23記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 が サ ブ タ イ プ A HIV-1か ら 誘 導 さ れ る か ま た は サ ブ タ イ プ A HIV
-1の 組 換 え 体 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 第 1ベ ク タ ー ま た は 第 2ベ ク タ ー が pGA1/IC25を 含 む 、 請 求 項 25記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 が サ ブ タ イ プ C HIV-1か ら 誘 導 さ れ る か ま た は サ ブ タ イ プ C HIV
-1の 組 換 え 体 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 第 1ベ ク タ ー ま た は 第 2ベ ク タ ー が pGA1/IN3を 含 む 、 請 求 項 27記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 が HIV-1の サ ブ タ イ プ E、 F、 G、 H、 I、 J、 K、 も し く は Lサ ブ タ
イ プ か ら 誘 導 さ れ る か ま た は サ ブ タ イ プ E、 F、 G、 H、 I、 J、 K、 も し く は L HIV-1の 組 換 え
体 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 組 成 物 。
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【 請 求 項 ３ ０ 】
　 第 1ベ ク タ ー ま た は 第 2ベ ク タ ー が
　 （ a） ジ ン ク フ ィ ン ガ ー が 不 活 性 化 さ れ て い る gagタ ン パ ク 質 ；
　 （ b） （ i） イ ン テ グ ラ ー ゼ 活 性 が 阻 害 さ れ て い る 、 （ ii） pol配 列 内 の 一 つ ま た は 複 数
の 点 変 異 に よ り 逆 転 写 酵 素 の ポ リ メ ラ ー ゼ 、 鎖 転 移 お よ び /ま た は RNア ー ゼ H活 性 が 阻 害 さ
れ て い る 、 お よ び （ iii） pol配 列 内 の 一 つ ま た は 複 数 の 点 変 異 に よ り プ ロ テ ア ー ゼ の タ ン
パ ク 質 分 解 活 性 が 阻 害 さ れ て い る polタ ン パ ク 質 ；  
　 （ c） 変 異 体 開 始 コ ド ン を 含 む vpuタ ン パ ク 質 ； 並 び に
　 （ d） 変 異 さ れ て い な い 形 態 の env、 tat、 お よ び rev
を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 が サ ブ タ イ プ Bも し く は D HIV-1か ら 誘 導 さ れ る か ま た は サ ブ タ
イ プ Bも し く は D HIV-1の 組 換 え 体 で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 第 1ベ ク タ ー ま た は 第 2ベ ク タ ー が pGA2/JS7.1を 含 む 、 請 求 項 31記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 が HIV-1の サ ブ タ イ プ A、 C、 E、 F、 G、 H、 I、 J、 K、 も し く は L
サ ブ タ イ プ か ら 誘 導 さ れ る か ま た は サ ブ タ イ プ A、 C、 E、 F、 G、 H、 I、 J、 K、 も し く は L H
IV-1の 組 換 え 体 で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ベ ク タ ー が ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ウ イ ル ス が 組 換 え ポ ッ ク ス ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 34記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ウ イ ル ス が 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 34記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ウ イ ル ス が 、 JS2ま た は JS7の 配 列 に 対 合 す る ク レ ー ド B配 列
を コ ー ド す る 組 換 え 核 酸 を 有 す る 、 請 求 項 36記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ウ イ ル ス が 、 IC2ま た は IC25の 配 列 に 対 合 す る ク レ ー ド A配 列
を コ ー ド す る 組 換 え 核 酸 を 有 す る 、 請 求 項 36記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ウ イ ル ス が 、 IN2ま た は IN3の 配 列 に 対 合 す る ク レ ー ド C配 列
を コ ー ド す る 組 換 え 核 酸 を 有 す る 、 請 求 項 36記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ウ イ ル ス が サ ブ タ イ プ A、 B、 C、 D、 E、 F、 G、 H、 I、 J、 K、
も し く は L HIV-1の 組 換 え 体 で あ る か ま た は DNAワ ク チ ン の 配 列 に 対 合 す る サ ブ タ イ プ A、 B
、 C、 D、 E、 F、 G、 H、 I、 J、 K、 も し く は L HIV-1の 組 換 え 体 で あ る 、 請 求 項 36記 載 の 組 成
物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 （ a） HIVワ ク チ ン を 必 要 と す る 対 象 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び
　 （ b） ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 ま た は 増 強 す る ワ ク チ ン イ ン サ ー
ト を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 治 療 上 有 効 量 の 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 ；
を 含 む 、 対 象 を 処 置 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 （ a） HIVワ ク チ ン を 必 要 と す る 対 象 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び
　 （ b） （ i） ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） の 第 1サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え に 対 す る 免 疫 応
答 を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む 第 1ベ ク タ ー
お よ び （ ii） HIVの 第 2サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複
数 の 抗 原 を コ ー ド す る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む 第 2ベ ク タ ー を 含 む 治 療 上 有 効 量 の 組 成
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物 を 対 象 に 投 与 す る 段 階 ；
を 含 む 、 対 象 を 処 置 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 （ a） HIVワ ク チ ン を 必 要 と す る 対 象 を 同 定 す る 段 階 ； 並 び に
　 （ b） （ i） ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） の 第 1サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 に 対 す る 免 疫
応 答 を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む 第 1ベ ク タ
ー 、 （ ii） HIVの 第 2サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複
数 の 抗 原 を コ ー ド す る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む 第 2ベ ク タ ー 、 お よ び （ iii） HIVの 第 3サ
ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す る
ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む 第 3ベ ク タ ー を 含 む 治 療 上 有 効 量 の 組 成 物 を 対 象 に 投 与 す る 段
階 ；
を 含 む 、 対 象 を 処 置 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 組 成 物 を 投 与 す る 段 階 が 、 保 護 免 疫 応 答 を プ ラ イ ム お よ び ブ ー ス ト す る 目 的 で 1回 を 超
え る 頻 度 で プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 40、 41、 ま た は 42の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 組 成 物 を 投 与 す る 段 階 が 、 免 疫 応 答 を プ ラ イ ム す る 目 的 で 1回 ま た は 1回 を 超 え る 頻 度 で
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 投 与 す る 段 階 、 お よ び 免 疫 応 答 を ブ ー ス ト す る 目 的 で 続 け て 1回 ま
た は 1回 を 超 え る 頻 度 で 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ウ イ ル ス を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 請 求
項 40、 41、 ま た は 42の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー が JS2、 JS7、 も し く は JS7.1と 称 す る イ ン サ ー ト 、 お よ び /ま た は IC
2、 IC25、 IC48、 も し く は IC90、 と 称 す る イ ン サ ー ト 、 お よ び /ま た は IN2も し く は IN3と 称
す る イ ン サ ー ト を 含 み 、 そ し て こ こ で ブ ー ス テ ィ ン グ は 、 プ ラ イ ミ ン グ の た め に 用 い ら れ
る プ ラ ス ミ ド に 対 合 し た HIV配 列 を 含 有 す る 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ウ イ ル ス を 投 与 す
る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー が HIVク レ ー ド Aお よ び /ま た は ク レ ー ド B、 お よ び /ま た は ク レ ー ド C
、 お よ び /ま た は ク レ ー ド D、 お よ び /ま た は ク レ ー ド E、 お よ び /ま た は ク レ ー ド F、 お よ び
/ま た は ク レ ー ド G、 お よ び /ま た は ク レ ー ド H、 お よ び /ま た は ク レ ー ド J、 お よ び /ま た は
ク レ ー ド K、 お よ び /ま た は ク レ ー ド L、 お よ び /ま た は そ の 組 換 え サ ブ タ イ プ を 含 み 、 そ し
て こ こ で ブ ー ス テ ィ ン グ は 、 プ ラ イ ミ ン グ の た め に 用 い ら れ る プ ラ ス ミ ド に 対 合 し た HIV
配 列 を 含 有 す る 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ウ イ ル ス を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 45記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 組 成 物 を 投 与 す る 段 階 が 、 保 護 免 疫 応 答 を プ ラ イ ム お よ び ブ ー ス ト す る 目 的 で 1回 を 超
え る 頻 度 で 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ウ イ ル ス を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 40、 41、 ま
た は 42の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 プ ラ イ ミ ン グ が 、 ク レ ー ド B組 換 え MVAウ イ ル ス お よ び /ま た は ク レ ー ド A組 換 え MVAウ イ
ル ス お よ び /ま た は ク レ ー ド C組 換 え MVAウ イ ル ス お よ び /ま た は い ず れ か の そ の 組 換 え サ ブ
タ イ プ を 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 そ し て こ こ で ブ ー ス テ ィ ン グ は 、 プ ラ イ ミ ン グ の た め に 用
い ら れ る 同 一 の 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ウ イ ル ス を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 44記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 プ ラ イ ミ ン グ が 、 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ウ イ ル ス の ク レ ー ド Aお よ び /ま た は ク レ ー
ド B、 お よ び /ま た は ク レ ー ド C、 お よ び /ま た は ク レ ー ド D、 お よ び /ま た は ク レ ー ド E、 お
よ び /ま た は ク レ ー ド F、 お よ び /ま た は ク レ ー ド G、 お よ び /ま た は ク レ ー ド H、 お よ び /ま
た は ク レ ー ド J、 お よ び /ま た は ク レ ー ド K、 お よ び /ま た は ク レ ー ド L、 お よ び /ま た は そ の
組 換 え サ ブ タ イ プ を 投 与 す る 段 階 を 含 み 、 そ し て こ こ で ブ ー ス テ ィ ン グ は プ ラ イ ミ ン グ の
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た め に 用 い ら れ る 同 一 の 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ ウ イ ル ス を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 請 求
項 44記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
　 本 出 願 は 2002年 3月 8日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 10/093,953号 の 一 部 継 続 出 願 で あ り 、 そ し
て 2001年 3月 2日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 09/798,675号 の 一 部 継 続 出 願 で あ り 、 そ し て 4つ の
仮 出 願 （ 2000年 12月 1日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 60/251,083号 、 2000年 3月 2日 出 願 の 米 国 特
許 出 願 第 60/186,364号 、 2001年 9月 25日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 60/324,845号 お よ び 2001年 9
月 26日 出 願 の 米 国 特 許 出 願 第 60/325,004号 ） の 出 願 日 の 恩 典 お よ び 2001年 12月 6日 に 国 際
公 開 番 号 第 WO01/92470号 の 下 で 英 語 で 公 開 さ れ た 2001年 3月 2日 出 願 の 国 際 出 願 PCT/US01/0
6795の 出 願 日 の 恩 典 を 請 求 す る 。 こ れ は 、 前 記 で 列 挙 し た 先 行 の 出 願 の 内 容 は そ の 全 て を
参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 概 し て 分 子 遺 伝 学 お よ び 免 疫 学 の 分 野 を 指 向 す る 。 さ ら に 詳 細 に は 、 本 発 明 は
発 現 ベ ク タ ー よ び こ れ ら の ベ ク タ ー を 動 物 に 投 与 す る 方 法 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
政 府 支 援
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 研 究 は 少 な く と も 一 部 、 国 立 衛 生 研 究 所 か ら の 助 成 金 に よ る 支 援 を
受 け た （ P01 AI43045、 P01 AI49364、 お よ び R21 AI44325） 。 従 っ て 米 国 政 府 は こ の 発 明
に お い て 一 定 の 権 利 を 有 し て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
発 明 の 背 景
　 ワ ク チ ン は 世 界 保 健 に 及 ぼ す 絶 大 で 、 そ し て 長 期 的 な 影 響 を 有 し て い る 。 天 然 痘 は 撲 滅
さ れ 、 ポ リ オ は ほ ぼ 廃 絶 さ れ て お り 、 そ し て ジ フ テ リ ア 、 麻 疹 、 流 行 性 耳 下 腺 炎 、 百 日 咳
、 お よ び 破 傷 風 の よ う な 疾 患 が 含 ま れ る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 現 在 の ワ ク チ ン は ヒ ト お
よ び 家 畜 が 被 る 少 数 の 感 染 し か 対 処 し て い な い 。 ワ ク チ ン が な い 一 般 の 感 染 疾 患 に 米 国 だ
け で 年 間 約 1200億 ド ル が 費 や さ れ て い る （ Robinsonら 、 American Academy of Microbiolo
gy、 1996年 5月 31日 か ら 6月 2日 ） 。 先 進 工 業 国 で は 、 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の よ う な 感 染 が 出
現 し 、 そ し て 結 核 の 薬 物 耐 性 型 の よ う な 疾 患 が 再 出 現 し て お り 、 ワ ク チ ン 開 発 に 関 す る 新
た な 脅 威 お よ び 挑 戦 を も た ら し て い る 。 有 効 な ワ ク チ ン が し ば し ば 利 用 で き な い か ま た は
多 大 な 経 費 が こ の よ う な 第 三 世 界 諸 国 で は 、 新 し く 、 そ し て 改 善 も さ れ て も い る ワ ク チ ン
に 関 す る 必 要 性 が さ ら に 顕 著 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 HIV-1感 染 の 有 病 率 に よ り 、 こ の 近 年 出 現 し た 病 因 に 関 す る ワ ク チ ン 開 発 が 世 界 保 健 に
と っ て 最 優 先 さ れ て い る 。 DNAワ ク チ ン に 関 す る 前 臨 床 試 験 に よ り 、 チ ン パ ン ジ ー に お い
て 高 度 に 弱 毒 化 し た HIV-1誘 発 に 対 し て DNA単 独 で 保 護 す る こ と が で き る （ Boyerら 、 Natur
e Med.3： 526-532（ 1997） ） が 、 マ カ ク で は よ り 毒 性 の 強 い SIV誘 発 に 対 し て 保 護 で き な
い （ Luら 、 Vaccine 15： 920-923（ 1997） ） こ と が 実 証 さ れ て い る 。 DNAプ ラ イ ミ ン グ に エ
ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 ブ ー ス ト を 加 え た 組 み 合 わ せ は 、 SIVと HIVの と 間 の 非 病 原 性 キ メ
ラ （ SHIV-IIIB） で の 同 種 誘 発 に 対 し て 保 護 を 伴 っ て 中 和 抗 体 を 上 昇 さ せ た （ Letvinら 、 P
roc.Natl.Acad.Sci.USA 94： 9378-9383（ 1997） ） 。 SHIV（ サ ル お よ び ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ
ル ス 間 の キ メ ラ ） で の 一 連 の 誘 発 に 対 し て 保 護 す る 能 力 に 関 す る 8つ の 異 な る プ ロ ト コ ル
を 試 験 す る 比 較 試 験 に よ り 、 DNAの 皮 内 接 種 に よ る プ ラ イ ミ ン グ お よ び 組 換 え 鶏 痘 ウ イ ル
ス ベ ク タ ー で の ブ ー ス テ ィ ン グ を 含 む 免 疫 プ ロ ト コ ル に よ る 誘 発 感 染 の 封 じ 込 め が 最 良 で
あ る こ と が 示 さ れ た （ Robinsonら 、 Nature Med.5： 526（ 1999） ） 。 こ の 誘 発 感 染 の 封 じ
込 め は 誘 発 ウ イ ル ス に 対 す る 中 和 抗 体 の 存 在 に 依 存 し な か っ た 。 こ れ ら の お よ び 多 く の そ
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の 他 の 努 力 に 関 わ ら ず 、 HIV感 染 を 封 じ 込 め る た め の ワ ク チ ン は 未 だ 市 販 さ れ て い な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
発 明 の 概 要
　 AIDSの 蔓 延 の 持 続 力 は 、 し ば し ば 変 異 し 、 そ し て い く つ か の 異 な る ク レ ー ド （ ま た は サ
ブ タ イ プ ） お よ び 組 換 え 体 で 存 在 す る ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） に 対 す る 有 効 な ワ ク
チ ン に 関 す る 差 し 迫 っ た 必 要 性 を 明 示 し て い る 。 天 然 に ま た は ヒ ト の 介 入 の 結 果 と し て 生
じ 得 る こ れ ら の サ ブ タ イ プ お よ び 組 換 え 体 を 、 そ の 核 酸 の 配 列 に お け る 差 異 に よ り 区 別 す
る こ と が で き る 。 1つ の HIVク レ ー ド 、 サ ブ タ イ プ 、 も し く は HIVの 組 換 え 体 に 対 す る 、 ま
た は 複 数 の HIVク レ ー ド 、 サ ブ タ イ プ 、 も し く は HIVの 組 換 え 体 に 対 す る ワ ク チ ン と し て 単
独 で 、 ま た は 組 み 合 わ せ で 用 い る こ と が で き る DNAベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び 組
換 え ウ イ ル ス 、 例 え ば 組 換 え 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ （ MVA） ウ イ ル ス （ 以 下 に 詳 細 に
記 載 す る ） を 開 発 し た （ 特 記 し な い 場 合 、 「 （ 複 数 の ） ク レ ー ド 」 な る 用 語 は HIVの サ ブ
タ イ プ ま た は 組 換 え 体 を 包 含 す る こ と を 意 味 す る ） 。 さ ら に 、 ベ ク タ ー は 、 1つ の ク レ ー
ド ま た は 2つ も し く は そ れ 以 上 の 異 な る ク レ ー ド か ら 得 ら れ る 種 々 の 抗 原 を コ ー ド す る こ
と が で き 、 そ し て 選 択 さ れ た 抗 原 お よ び /ま た は ベ ク タ ー を 処 方 す る 様 式 （ 例 え ば 混 合 す
る ） を 操 作 し て 種 々 の ク レ ー ド （ 例 え ば 患 者 が 暴 露 さ れ る 可 能 性 が 最 も 高 い ク レ ー ド ） に
対 す る 保 護 免 疫 応 答 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 例 え ば 天 然 痘 を 引 き 起 こ す 天 然 痘 ウ イ ル ス に 対 す る 有 効 な ワ ク チ ン
に 関 す る 必 要 性 も 存 在 す る ； 現 在 の 天 然 痘 ワ ク チ ン は 実 質 的 な 副 作 用 の 小 さ い 危 険 性 を 担
っ て い る 。 天 然 痘 は 撲 滅 さ れ て い る が 、 人 々 は 生 物 学 的 兵 器 と し て の 天 然 痘 に 依 然 脅 か さ
れ て い る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て ポ ッ ク ス ウ イ ル ス に 対 す る 免 疫
応 答 を 作 製 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 （ 以 下 の 正 確 な プ ロ ト コ ル に 関 わ ら ず ） こ の よ う
な ベ ク タ ー を 投 与 す る 方 法 は 天 然 痘 の よ う な 症 状 に 対 す る 保 護 ま た は 治 療 効 果 を 付 与 す る
免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と も で き る （ す な わ ち 対 象 が 天 然 痘 の よ う な ウ イ ル ス 疾 患 を 引 き 起
こ す 病 因 に 暴 露 前 ま た は 後 （ 例 え ば 1か ら 4日 ま た は そ れ 以 上 経 過 後 ） で ポ ッ ク ス ウ イ ル ス
ベ ク タ ー 投 与 す る こ と が で き る ） 。 ベ ク タ ー が ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 有 す る か ど う か 、
ま た は イ ン サ ー ト が 何 を コ ー ド す る か （ 例 え ば HIVか ら 得 ら れ た タ ン パ ク 質 ま た は 一 つ ま
た は 複 数 の HIVク レ ー ド に 対 し て 免 疫 応 答 を 引 き 出 す タ ン パ ク 質 ） に か か わ ら ず 、 こ れ ら
の 方 法 は 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 核 酸 を 細 胞 に 分 配 す る た め に 用 い る こ と が で き る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー お よ び ウ
イ ル ス ベ ク タ ー を 提 供 す る が ； 一 方 患 者 を 免 疫 ま た は 処 置 す る 場 合 、 本 発 明 は ワ ク チ ン 「
イ ン サ ー ト 」 を 含 有 し な い ベ ク タ ー を 包 含 す る が 、 ベ ク タ ー は 病 原 体 （ 例 え ば 、 一 つ ま た
は 複 数 の HIVク レ ー ド （ ま た は サ ブ タ イ プ も し く は 組 換 え 体 ） ） に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 起
す る か ま た は 増 強 す る タ ン パ ク 質 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 。 本 明 細 書 で 記 載 す る 核 酸
ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は cDNA（ ま た は mRNA） も し く は ゲ ノ ム DNA、 ま た は そ の 誘 導 体 （
ピ リ ミ ジ ン ま た は プ リ ン 環 は 五 炭 糖 、 例 え ば リ ボ ー ス ま た は デ オ キ シ リ ボ ー ス に 付 着 で き
る ） に 由 来 す る 天 然 発 生 お よ び /ま た は 合 成 ヌ ク レ オ チ ド （ ま た は ヌ ク レ オ シ ド ） の 直 線
ア レ イ を 有 す る も の を 含 む 。 核 酸 の 配 列 は 天 然 発 生 の 配 列 に 同 一 で あ っ て も な く て も よ い
（ 例 え ば 配 列 は 、 ワ ク チ ン を 安 全 と さ せ る よ う HIVタ ン パ ク 質 の 変 異 体 を コ ー ド し う る ）
。 本 明 細 書 に 記 載 す る ベ ク タ ー に よ り 発 現 さ れ 得 る タ ン パ ク 質 の 具 体 的 な 特 性 お よ び 具 体
的 な 配 列 を 以 下 で 論 じ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 発 現 さ れ た と き に 核 酸 が 由 来 す る か ま た は 得 ら
れ る ウ イ ル ス （ ま た は ウ イ ル ス ク レ ー ド ） に 対 し て 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 、 一 つ ま た は 複 数
の HIVク レ ー ド ま た は そ の い ず れ か の 断 片 も し く は 誘 導 体 に お い て 見 出 さ れ る 一 つ ま た は
複 数 の 遺 伝 子 を 表 す 核 酸 を 含 む こ と が で き る 。 核 酸 を HIVか ら 精 製 す る こ と が で き る か 、
ま た は こ れ ら を 予 め ク ロ ー ン 化 、 サ ブ ク ロ ー ン 化 、 ま た は 合 成 し て お く こ と が で き 、 そ し
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て い ず れ に し て も 天 然 発 生 核 酸 配 列 と 同 一 で あ る か ま た は 異 な っ て い て よ い 。 本 発 明 の プ
ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 本 明 細 書 で は 特 に 、 そ れ ら が ワ ク チ ン イ ン サ ー ト （ す な わ ち 抗 原 ま た
は 免 疫 原 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 ） を 含 む か ど う か に 関 わ ら ず 、 発 現 ベ ク タ ー 、 発 現 構 築 物
、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 ま た は 単 に プ ラ ス ミ ド と し て 言 及 す る こ と が で き る 。 類 似 の 変 形
で あ る 「 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 」 な る 用 語 も 同 様 で あ る と 考 え ら れ る （ 例 え ば 「 ウ イ ル ス ベ ク
タ ー 」 を 「 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 」 、 「 ワ ク シ ニ ア ベ ク タ ー 」 、 「 改 変 ワ ク シ ニ ア ・
ア ン カ ラ ベ ク タ ー （ modified vaccinia Ankara vector） 」 、 ま た は 「 MVAベ ク タ ー 」 と し
て 言 及 す る こ と が で き る ） 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 ん で も 、 含 ま な
く て も よ い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 明 細 書 で 記 載 す る DNA分 子 お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 、 患 者 を 予 防 的 に ま た は
治 療 的 に 免 疫 す る た め に 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー と の 組 み 合 わ せ で 用 い る こ と が で き る 組 換
え ウ イ ル ス を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 従 っ て 、 1つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 非 限 定 例 と し て は 、 ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 有 す る
、 プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー で よ い ベ ク タ ー を 含 有 す る 組 成 物 （ 薬 学 的 に ま た は
生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 組 成 物 を 含 む ） を 特 徴 と す る 。 イ ン サ ー ト は 本 明 細 書 に 記 載 す る 一
つ ま た は 複 数 の 配 列 を 含 む こ と が で き る （ イ ン サ ー ト の 特 徴 お よ び 代 表 的 な 配 列 を 以 下 に
詳 細 に 記 載 す る ； こ れ ら の い ず い れ か 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 組 み 合 わ せ を イ ン サ ー
ト と し て 用 い る こ と が で き る ） 。 イ ン サ ー ト が 発 現 さ れ る 場 合 、 発 現 さ れ た （ 複 数 の ） タ
ン パ ク 質 は 一 つ ま た は 複 数 の HIVク レ ー ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 作 製 す る こ と が で き る 。 単
一 の ベ ク タ ー の イ ン サ ー ト に 1つ よ り 多 く の ク レ ー ド に 由 来 す る 配 列 を 含 め る こ と に よ り
、 免 疫 応 答 が 1つ よ り 多 く の ク レ ー ド に 対 し て 有 効 で あ る 可 能 性 を 高 め る こ と が で き る （
マ ル チ ベ ク タ ー ワ ク チ ン も ま た 有 用 で あ り 、 そ し て 以 下 で さ ら に 記 載 す る ） 。 例 え ば ク レ
ー ド Bお よ び ク レ ー ド Cに 対 す る 免 疫 応 答 を 作 製 す る 可 能 性 を 高 め る た め に 、 各 々 が ク レ ー
ド Bお よ び ク レ ー ド Cの タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る イ ン サ ー ト を 含 む ベ ク タ ー を 対 象 に 投 与 す
る こ と が で き る 。 対 象 は HIVク レ ー ド Bお よ び ク レ ー ド Cが 蔓 延 し て い る 世 界 の 地 域 に 居 住
し て い る か 、 ま た は そ の 間 を 旅 行 し て い る ヒ ト で よ い 。 も ち ろ ん 、 単 一 の ク レ ー ド の 一 つ
ま た は 複 数 の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と も ま た 有 益 で あ り 、 そ し て そ の よ う に す る ベ ク タ
ー は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る （ 再 度 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 例 示 的 な イ ン サ ー ト の 特 徴 ま た は
配 列 を 有 す る い ず れ か の イ サ ー ト を 用 い る こ と が で き 、 そ し て イ ン サ ー ト そ の も の が 本 発
明 の 特 徴 で あ る ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 非 限 定 例 と し て は 2つ の ベ ク タ ー ： HIVの 第 1の ク レ ー ド に 対
す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す （ 例 え ば 誘 起 す る ま た は 増 強 す る ） 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー
ド す る 第 1の ベ ク タ ー （ す な わ ち ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む ベ ク タ ー ） 、 お よ び HIVの 第 2
ク レ ー ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す （ 例 え ば 誘 起 す る ま た は 増 強 す る ） 一 つ ま た は 複 数
の 抗 原 を コ ー ド す る 第 2の ベ ク タ ー ； を 含 有 す る 組 成 物 （ 薬 学 的 ま た は 生 理 学 的 に 許 容 さ
れ る 組 成 物 ） を 特 徴 と す る 。 し か し な が ら 、 組 成 物 は 第 1お よ び 第 2ベ ク タ ー よ り 多 く を 含
有 す る こ と が で き 、 こ れ は 3個 、 4個 、 5個 、 6個 ま た は そ れ 以 上 の 異 な る ベ ク タ ー （ 「 異 な
る 」 ベ ク タ ー と は 、 異 な る 制 御 エ レ メ ン ト （ 例 え ば 異 な る プ ロ モ ー タ ー ） を 含 有 す る か 、
ま た は 異 な る 抗 原 も し く は 抗 原 の 組 み 合 わ せ を コ ー ド す る か 、 ま た は そ う で な け れ ば 変 化
し て い る （ 例 え ば そ の 「 骨 格 （ backbone） 」 配 列 に お い て 変 化 し て い る ） ベ ク タ ー を 意 味
す る ） を 含 有 で き る 。 あ る 態 様 で は 、 組 成 物 は 2個 、 3個 、 4個 、 ま た は 全 て で は な い 場 合
大 分 部 の HIVク レ ー ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す の に 必 要 で あ る ほ ど の 多 く の ベ ク タ ー
を 含 有 す る こ と が で き る 。 1つ の ベ ク タ ー が 1つ の 抗 原 （ 例 え ば Gag-Pol） を コ ー ド す る こ
と が で き る が 、 一 つ ま た は 複 数 の ベ ク タ ー （ す な わ ち 第 1ベ ク タ ー 、 第 2ベ ク タ ー 、 ま た は
双 方 ； 第 1、 第 2、 第 3ま た は 3つ 全 て の ベ ク タ ー 等 ） が 少 な く と も 3つ の 抗 原 （ 例 え ば Gag-P
olお よ び Env） を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む こ と が で き 、 そ の 各 々 が 主 に 同 一 の HIVク レ ー ド に
対 し て 指 向 さ れ る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る （ す な わ ち 第 1ベ ク タ ー は 3つ の 抗 原 を
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発 現 で き 、 そ の 各 々 は 主 に ク レ ー ド Aに 対 す る 応 答 を 作 製 し 、 そ し て 第 2ベ ク タ ー は 3つ の
抗 原 を 発 現 で き 、 そ の 各 々 は 主 に ク レ ー ド Bに 対 す る 応 答 を 作 製 す る ） 。 別 の 態 様 で は 、
一 つ ま た は 複 数 の ベ ク タ ー は 1つ よ り 多 く の HIVク レ ー ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と
が で き る （ す な わ ち 第 1ベ ク タ ー は ク レ ー ド Aに 対 す る 応 答 を 作 製 す る 第 1抗 原 （ 例 え ば Gag
-Pol） お よ び ク レ ー ド Bに 対 す る 応 答 を 作 製 す る 第 2抗 原 （ 例 え ば Env） を 発 現 す る こ と が
で き る ） 。 こ の よ う に 一 つ ま た は 複 数 の ベ ク タ ー は 1つ よ り 多 く の HIVク レ ー ド に 対 す る 免
疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る い ず れ か の 型 の ベ ク タ ー を 、 そ れ ら
が プ ラ ス ミ ド で あ っ て も 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ っ て も 、 ま た は そ れ ら が 個 々 に 主 に 1つ
の HIVク レ ー ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 抗 原 を コ ー ド し て い て も 、 1つ よ り 多 く の HIV
ク レ ー ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 抗 原 を コ ー ド し て い て も 、 免 疫 を 作 製 し た い 特 定 の
HIVク レ ー ド に 依 存 し て 単 独 で ま た は 互 い に 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ワ ク チ ン イ ン サ ー ト 自 体 （ す な わ ち 抗 原 ま た は 免 疫 原 と し て 提 供 さ れ る HIVタ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 配 列 ） も ま た 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 こ れ ら の イ ン サ ー ト を 以 下 で 詳 細 に 記
載 す る が 、 こ こ で 、 本 発 明 が 修 飾 さ れ た HIVゲ ノ ム を 表 す 種 々 の 単 離 さ れ た 核 酸 （ 例 え ば
何 ら か の 方 法 で 組 換 え ま た は 変 異 し て い る 、 ゲ ノ ム ま た は 一 つ ま た は 複 数 の HIV遺 伝 子 の
断 片 ま た は 組 換 え 体 ） を 特 徴 と す る こ と に 留 意 さ れ る 。 例 え ば 、 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 を
一 つ ま た は 複 数 の 遺 伝 子 か ら 除 去 す る か 、 ま た は 別 の 核 酸 で 置 換 す る こ と が で き る （ す な
わ ち 配 列 は 遺 伝 子 ま た は 複 数 の 遺 伝 子 の 断 片 で よ く 、 そ し て 点 変 異 を 含 有 す る こ と が で き
る ） 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 安 全 な 変 異 （ 例 え ば LTRの 、 お よ び イ ン テ グ ラ ー ゼ （ IN
） 、 Vif、 Vprお よ び Nefを コ ー ド す る 配 列 の 欠 失 ） を 有 す る HIVゲ ノ ム を 表 す 単 離 さ れ た 核
酸 を 特 徴 と す る 。 核 酸 は Gag、 PR、 RT、 Env、 Tat、 Revお よ び Vpuタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
こ と が で き 、 そ の 一 つ ま た は 複 数 は 安 全 な 変 異 を 含 有 す る こ と が で き る （ 特 定 の 変 異 を 以
下 で 詳 細 に 記 載 す る ） 。 さ ら に 、 単 離 さ れ た 核 酸 は い ず れ か の HIVク レ ー ド の も の で よ く
、 そ し て （ 以 下 に 記 載 す る よ う に ） 異 な る ク レ ー ド に 由 来 す る 核 酸 を 組 み 合 わ せ で 用 い る
こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 研 究 で は 、 ク レ ー ド Bイ ン サ ー ト を JS（ 例 え ば JS2、 JS
7、 お よ び JS7.1） と 称 し 、 ク レ ー ド AGイ ン サ ー ト を IC（ 例 え ば IC2、 IC25、 IC48お よ び IC9
0） と 称 し 、 そ し て ク レ ー ド Cイ ン サ ー ト を IN（ 例 え ば IN2お よ び IN3） と 称 す る 。 こ れ ら の
イ ン サ ー ト は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ り 、 そ れ ら を 含 有 す る ベ ク タ ー （ プ ラ ス ミ ド で も ウ イ ル
ス で も ） も 同 様 で あ る （ 特 定 の ベ ク タ ー /イ ン サ ー ト の 組 み 合 わ せ を 、 以 下 で 例 え ば pGA1/
JS2、 pGA2/JS2等 と 称 す る ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 DNAを 担 持 す る 発 現 ベ ク タ ー は 、 DNAに よ り コ ー ド さ れ る 生 成 物 （ す な わ ち タ ン パ ク 質 ）
で 患 者 を 免 疫 す る た め の み 用 い る こ と が で き る こ と に 限 定 さ れ る 必 要 が あ り 、 そ し て 細 菌
お よ び 寄 生 虫 タ ン パ ク 質 が 真 核 細 胞 に よ り 非 定 型 的 に プ ロ セ シ ン グ さ れ 得 る 。 既 存 の DNA
ワ ク チ ン に 伴 う 別 の 問 題 は 、 い く つ か の ワ ク チ ン イ ン サ ー ト 配 列 は 細 菌 内 で の DNAワ ク チ
ン プ ラ ス ミ ド の 成 長 お よ び 増 幅 の 間 、 不 安 定 で あ る こ と で あ る 。 ワ ク チ ン イ ン サ ー ト ま た
は プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ 「 骨 格 」 ） の 2次 構 造 が 細 菌 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 変 化 す
る 可 能 性 が あ る 場 合 、 プ ラ ス ミ ド 成 長 の 間 に 不 安 定 性 を 生 じ 得 る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー
は 安 定 性 を 改 善 す る 終 止 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 終 止 配 列 お よ び そ の 他 の 制 御 成 分 （ 例
え ば プ ロ モ ー タ ー お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 ） に つ い て は 以 下 で 詳 細 に 論 じ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 を 、 子 供 を 含 む ヒ ト に 投 与 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 一 つ ま
た は 複 数 の 型 の ベ ク タ ー （ 例 え ば 一 つ ま た は 複 数 の プ ラ ス ミ ド 、 こ れ は 同 一 の 配 列 、 成 分
ま た は イ ン サ ー ト （ す な わ ち 抗 原 を コ ー ド す る こ と が で き る 配 列 ） を 有 し て も 有 さ な く て
も よ く 、 そ し て /ま た は 一 つ ま た は 複 数 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 こ れ は 同 一 で あ っ て も な く
て も 、 も し く は 同 一 の 抗 原 を 発 現 し て も し な く て も よ い ） を 投 与 す る こ と に よ り 患 者 を 免
疫 す る （ ま た は 患 者 に お い て 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 、 こ れ は マ ル チ エ ピ ト ー プ CD8＋ T細 胞 応
答 を 含 ん で よ い ） 方 法 を 特 徴 と す る 。 前 記 し た よ う に 、 ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド で も ウ イ
ル ス ベ ク タ ー で も 、 一 つ ま た は 複 数 の HIVク レ ー ド か ら 得 ら れ た か 、 ま た は そ れ か ら 誘 導
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さ れ た （ 例 え ば 変 異 配 列 は 誘 導 配 列 で あ る ） 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 を 含 む こ と が で き る 。
こ れ ら の 配 列 は 発 現 さ れ る 場 合 、 一 つ ま た は 複 数 の HIVク レ ー ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き
出 す 抗 原 ま た は 複 数 の 抗 原 を 生 成 す る 。 特 定 の 態 様 で は 、 患 者 は 第 1ベ ク タ ー お よ び 第 2ベ
ク タ ー を 投 与 さ れ る 。 第 1ベ ク タ ー は 第 1 HIVク レ ー ド の 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す
る こ と が で き （ こ れ ら の 抗 原 は そ の HIVク レ ー ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す （ 例 え ば 誘
起 ま た は 増 強 す る ） こ と が で き る ） 、 第 2ベ ク タ ー は 第 2 HIVク レ ー ド の 一 つ ま た は 複 数 の
抗 原 を コ ー ド す る こ と が で き る （ こ こ で も ま た 、 こ れ ら の 抗 原 は 第 2 HIVク レ ー ド に 対 す
る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す （ 例 え ば 誘 起 ま た は 増 強 す る ） こ と が で き る ） 。 ま た 別 の 態 様 で は
、 対 象 に 第 3、 第 4、 第 5等 の HIVク レ ー ド （ ま た は そ の 変 異 体 ） に 由 来 す る 一 つ ま た は 複 数
の 抗 原 を コ ー ド す る 第 3、 第 4、 第 5等 の ベ ク タ ー を 投 与 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 お よ
び 別 の 態 様 と 同 様 に 、 （ 複 数 の ） 抗 原 は い ず れ か の ク レ ー ド （ 例 え ば 一 つ ま た は 複 数 の ク
レ ー ド Aか ら L） ま た は い ず れ か の HIV単 離 体 に 由 来 し て よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 組 成 物 が 、 そ の 骨 格 、 制 御 エ レ メ ン ト 、 ま た は （ 複 数 の ） イ ン サ ー ト の い ず れ か が 異 な
る ベ ク タ ー を 含 有 す る 場 合 、 組 成 物 に お け る ベ ク タ ー の 比 率 お よ び そ れ が 投 与 さ れ る 経 路
を 変 え る こ と が で き る 。 1つ の 型 の ベ ク タ ー の 別 の も の に 対 す る 比 率 は 等 し い か 、 ま た は
ほ ぼ 等 し い （ 例 え ば ほ ぼ 1： 1ま た は 1： 1： 1等 ） 。 ま た は 、 比 率 を い ず れ か の 望 ま し い 比
率 に す る こ と が で き る （ 例 え ば 1： 2、 1： 3、 1： 4...1： 10； 1： 2： 1、 1： 3： 1、 1： 4： 1.
..1： 10： 1等 ） 。 こ の よ う に 本 発 明 は 、 抗 原 発 現 ベ ク タ ー の 相 対 量 が ほ ぼ 等 し い か 、 ま た
は 望 ま し い 比 率 で あ る 、 種 々 の ベ ク タ ー を 含 有 す る 組 成 物 を 特 徴 と す る 。 混 合 物 を 作 製 す
る （ そ し て よ り 都 合 よ く す る ） こ と が で き る が 、 も ち ろ ん 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の ベ ク タ
ー 含 有 組 成 物 を 投 与 す る こ と よ り （ 例 え ば 同 時 に （ 互 い に 数 分 以 内 に ） ま た は ほ ぼ 同 時 に
（ 例 え ば 連 日 ） ） 、 同 一 の 目 的 を 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 単 独 で （ す な わ ち プ ラ ス ミ ド を ま た 別 の 型 の ワ ク チ ン 処 方 を 伴 っ
て 、 ま た は 伴 わ ず に （ 例 え ば タ ン パ ク 質 ま た は 別 の 型 の ベ ク タ ー 、 例 え ば ウ イ ル ス ベ ク タ
ー の 投 与 を 伴 っ て 、 ま た は 伴 わ ず に ） 1回 ま た は 数 回 の 頻 度 で 投 与 す る こ と が で き る ） 、
お よ び 選 択 的 に 、 ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 、 ま た は 、 ま た 別 の ブ ー ス タ ー 免 疫 （ 例 え ば ベ ク タ
ー 化 さ れ た 生 ワ ク チ ン 、 例 え ば 免 疫 の 「 プ ラ イ ム 」 部 分 に よ り コ ー ド さ れ る も の と 同 一 か
ま た は 異 な る 抗 原 を コ ー ド で き る DNAイ ン サ ー ト を 含 む 組 換 え 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ
（ MVA） ウ イ ル ス ） と 組 み 合 わ せ て （ 例 え ば そ の 前 に ） 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は MVAウ イ ル ス は 、 接 種 プ ロ ト コ ル の 「 プ ラ イ ム 」 部 分 と し て 投 与
さ れ る プ ラ ス ミ ド と 共 に 含 ま れ る 少 な く と も い く つ か の 配 列 （ 例 え ば 同 一 抗 原 を コ ー ド す
る 配 列 の 一 つ ま た は 複 数 、 そ し て 恐 ら く 全 て ） を 含 有 す る こ と が で き る 。 ア ジ ュ バ ン ト は
「 遺 伝 子 ア ジ ュ バ ン ト 」 （ す な わ ち DNA配 列 に よ り 分 配 さ れ る タ ン パ ク 質 ） で よ い 。 同 様
に 、 以 下 で さ ら に 記 載 す る よ う に 、 ベ ク タ ー 化 さ れ た 生 ワ ク チ ン （ 例 え ば MVAベ ク タ ー ま
た は 組 換 え MVAウ イ ル ス ） を 投 与 し 、 プ ラ ス ミ ド 基 盤 の （ ま た は 「 DNA」 ） ワ ク チ ン を 投 与
し な い で 患 者 を 免 疫 す る （ ま た は 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 、 そ れ は マ ル チ エ ピ ト ー プ CD8＋ T細
胞 応 答 を 含 ん で よ い ） こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 ま た 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 組 換 え ウ
イ ル ス ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 選 択 的 に 、 一 つ ま た は 複 数 の い ず れ か の 本 明 細 書 で 記 載
し た イ ン サ ー ト ま た は そ の 特 徴 を 有 す る イ ン サ ー ト を 伴 う ） の み を 有 す る 組 成 物 お よ び そ
れ を 投 与 す る 方 法 を 特 徴 と す る 。 ウ イ ル ス 基 盤 の 試 験 計 画 （ 例 え ば 「 MVAの み 」 ま た は 「 M
VA-MVA」 ワ ク チ ン 試 験 計 画 ） は 本 明 細 書 で 「 DNA-MVA」 試 験 計 画 に 関 し て 記 載 し た も の と
同 一 で あ り 、 そ し て い ず れ か の ワ ク チ ン の MVAを 望 ま し い い ず れ か の 比 率 に す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 い ず れ の 場 合 も （ 免 疫 プ ロ ト コ ル が プ ラ ス ミ ド 基 盤 の 免 疫 原 の み を 用 い て
も 、 ウ イ ル ス 担 持 免 疫 原 の み を 用 い て も 、 そ の 双 方 の 組 み 合 わ せ を 用 い て も ） 、 ア ジ ュ バ
ン ト を 含 め る こ と が で き 、 そ し て 投 与 し た 複 数 の ベ ク タ ー に よ り い ず れ か の HIVク レ ー ド
か ら 得 ら れ た も の を 含 む 種 々 の 抗 原 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 免 疫 」 （ お よ び そ の 変 種 ） な る 用 語 が 意 味 す る よ う に 、 本 発 明 の 組 成 物 を 未 だ 病 原 体
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に 感 染 す る に 至 っ て い な い 対 象 に 投 与 す る こ と が で き る （ こ の よ う に 本 明 細 書 で 用 い る 「
対 象 」 ま た は 「 患 者 」 な る 用 語 は 明 ら か に 健 康 な 、 ま た は HIVに 感 染 し て い な い 個 体 を 包
含 す る ） が 、 本 発 明 は そ れ に 限 定 さ れ る も の で は な く ； 本 明 細 書 に 記 載 す る 組 成 物 を 投 与
し て 、 す で に 病 原 体 （ 例 え ば い ず れ か の ク レ ー ド の HIV、 現 在 ク レ ー ド Aか ら Lと し て 公 知
の も の 、 ま た は そ の 組 換 え 体 を 含 む ） に 暴 露 さ れ て い る か 、 ま た は 病 原 体 に 感 染 し て い る
こ と が わ か っ て い る 対 象 ま た は 患 者 を 処 置 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 DNAお よ び rMVA免 疫 の 利 点 は 、 MHCク ラ ス Iお よ び ク ラ ス II分 子 の 双 方 に よ り 免 疫 原 を 提
示 で き る 点 で あ る 。 内 因 的 に 合 成 さ れ た タ ン パ ク 質 は 容 易 に 、 MHC Iお よ び MHC II分 子 に
ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ を 負 荷 す る プ ロ セ シ ン グ 経 路 に 入 る 。 MHC I提 示 エ ピ ト ー プ は CD8細 胞
毒 性 T細 胞 （ Tc） 応 答 を 上 昇 さ せ 、 一 方 MHC II提 示 エ ピ ト ー プ は CD4ヘ ル パ ー T細 胞 （ Th）
を 上 昇 さ せ る 。 対 照 的 に 、 細 胞 で 合 成 さ れ な い 免 疫 原 は 主 に MHC IIエ ピ ト ー プ の 負 荷 に 限
定 さ れ 、 そ し て 従 っ て 、 CD4Thを 上 昇 さ せ る が 、 CD8 Tcを 上 昇 さ せ な い 。 さ ら に 、 DNAプ ラ
ス ミ ド は ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お い て 免 疫 抗 原 の み を 発 現 し 、 そ し て 免 疫 応 答 を
免 疫 に 望 ま し い こ れ ら の 抗 原 だ け に 向 け る た め に 用 い る こ と が で き る 。 対 照 的 に 、 生 ウ イ
ル ス ベ ク タ ー 、 例 え ば 組 換 え MVAウ イ ル ス は 多 く の 抗 原 （ 例 え ば ベ ク タ ー の 抗 原 お よ び 免
疫 抗 原 ） を 発 現 し 、 そ し て ベ ク タ ー お よ び 免 疫 原 の 双 方 に 対 す る 免 疫 応 答 を プ ラ イ ム す る
。 こ の よ う に 、 こ れ ら の 生 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 高 度 に 標 的 化 さ れ た DNAプ ラ イ ム さ れ た
免 疫 応 答 を 優 先 的 に ブ ー ス ト す る 生 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ り 発 現 さ れ 得 る 多 量 の 抗 原 の た
め に DNAプ ラ イ ミ ン グ 応 答 を ブ ー ス ト す る の に 非 常 に 有 効 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 生 ウ
イ ル ス ベ ク タ ー は ま た 免 疫 応 答 を 増 強 す る 炎 症 誘 発 性 サ イ ト カ イ ン の 生 成 を 刺 激 す る 。 こ
の よ う に 本 明 細 書 に 記 載 す る 一 つ ま た は 複 数 の DNAベ ク タ ー の （ 「 プ ラ イ ム 」 と し て の ）
投 与 お よ び 続 く 一 つ ま た は 複 数 の 組 換 え MVAウ イ ル ス の （ 「 ブ ー ス ト 」 と し て の ） 投 与 が
、 DNA単 独 ま た は 生 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 単 独 よ り も 細 胞 性 お よ び 体 液 性 の 双 方 の 免 疫 の 上 昇
に よ り 有 効 で あ ろ う 。 こ れ ら の ワ ク チ ン を DNA発 現 ベ ク タ ー お よ び /ま た は 組 換 え ウ イ ル ス
に よ り 投 与 で き る 限 り 、 細 菌 宿 主 で 安 定 で あ り 、 そ し て 動 物 に お い て 安 全 で あ る プ ラ ス ミ
ド に 関 す る 必 要 性 が あ る 。 こ の 付 加 さ れ た 安 定 性 を 有 す る こ と が で き る プ ラ ス ミ ド 基 盤 の
ワ ク チ ン を 、 ヒ ト を 含 む 動 物 に 投 与 す る た め の 方 法 と 一 緒 に 本 明 細 書 に て 開 示 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 DNAま た は rMVAに よ り コ ー ド さ れ る 抗 原 は タ ン パ ク 質 性 で あ る 必 要 が あ る 。 「 タ ン パ ク
質 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 お よ び 「 ペ プ チ ド 」 な る 用 語 は 概 し て 互 換 性 が あ る が 、 「 ペ プ チ
ド 」 な る 用 語 は 通 常 ア ミ ノ 酸 残 基 の 短 い 配 列 ま た は 大 き な タ ン パ ク 質 の 断 片 を 意 味 す る た
め に 用 い ら れ る 。 い ず れ に し て も 、 DNAを 発 現 す る た め の （ 例 え ば 本 明 細 書 で 記 載 さ れ そ
し て 例 示 さ れ た ワ ク チ ン イ ン サ ー ト に 関 し て 行 わ れ た の と 同 様 の ） 組 換 え 技 術 を 用 い る こ
と に よ り 、 ペ プ チ ド 結 合 を 介 し て 連 結 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 連 続 し た 並 び を 入 手 し 、 天 然
供 給 源 か ら 精 製 し 、 ま た は 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 DNA基 盤 の ワ ク チ ン （ お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 例 え ば ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 基 盤 の ベ ク タ
ー ） の そ の 他 の 利 点 を 以 下 に 記 載 す る 。 本 発 明 の 一 つ ま た は 複 数 の 態 様 の 詳 細 を 添 付 の 図
面 お よ び 以 下 の 記 載 に 示 す 。 本 発 明 の そ の 他 の 特 徴 、 目 的 お よ び 利 点 は 記 載 お よ び 図 面 か
ら 、 並 び に 請 求 の 範 囲 よ り 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 幅 広 い 種 類 の ベ ク タ ー お よ び ベ ク タ ー の 型 （ 例 え ば プ ラ ス ミ ド お よ び ウ イ ル ス
ベ ク タ ー ） を 包 含 し 、 そ の 各 々 は 、 必 ず し も 必 要 と い う わ け で は な い が 、 そ の 抗 原 が 得 ら
れ た ま た は 誘 導 さ れ た 病 原 体 に 対 し て 免 疫 応 答 を 引 き 出 す （ 例 え ば 誘 起 ま た は 増 強 す る ）
一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す る 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 配 列 を 含 む こ と が で き る （ 免 疫
応 答 を 引 き 出 す タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 を 本 明 細 書 で は 「 ワ ク チ ン イ ン サ ー ト 」 ま た
は 単 に 「 イ ン サ ー ト 」 と 称 す る こ と が あ り ； 変 異 が 天 然 発 生 配 列 に 導 入 さ れ る 場 合 、 得 ら
れ た 変 異 体 は 天 然 発 生 配 列 か ら 「 誘 導 さ れ る 」 ） 。 「 イ ン サ ー ト 」 を 含 ま な い ベ ク タ ー は
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本 発 明 の 範 囲 内 で あ り 、 そ し て イ ン サ ー ト 自 体 も ま た 本 発 明 の 組 成 物 で あ る こ と を 明 ら か
に す る た め に 、 ベ ク タ ー は 必 ず し も 抗 原 を コ ー ド す る 必 要 が な い こ と が 指 摘 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 本 明 細 書 に 開 示 す る 核 酸 配 列 、 そ の 類 似 体 、 お よ び こ れ ら の 核 酸 を 含
有 す る 組 成 物 を 特 徴 と す る （ ベ ク タ ー に イ ン サ ー ト を 加 え た も の か 、 ま た は イ ン サ ー ト の
み か ； 例 え ば 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 溶 液 、 こ れ は 担 体 、 例 え ば リ ポ ソ ー ム 、 カ ル シ ウ ム 、
粒 子 （ 例 え ば 金 ビ ー ズ ） ま た は DNAを 細 胞 に 分 配 す る た め に 用 い ら れ る そ の 他 の 試 薬 を 含
ん で よ い ） 。 類 似 体 は 本 明 細 書 に 開 示 し た も の と 同 一 で な い が 、 本 発 明 の 配 列 に 含 ま れ る
も の （ 例 え ば 本 明 細 書 に 開 示 す る JS、 ICま た は IN配 列 の い ず れ か ） に 類 似 す る 位 置 で 同 一
ま た は 類 似 の 変 異 （ 例 え ば 同 一 の 点 変 異 ま た は 類 似 の 点 変 異 ） を 含 む 配 列 で よ い 。 規 定 の
残 基 ま た は ド メ イ ン を 、 そ れ が 正 確 に 同 一 の 数 字 で 示 さ れ る 位 置 で は な い よ う で あ っ た と
し て も 、 種 々 の HIVク レ ー ド で 同 定 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る も の と 区 別 さ
れ る が 、 HIV遺 伝 子 生 成 物 を 同 様 に 不 活 性 化 す る 変 異 を 含 む 類 似 体 を シ ー ク エ ン シ ン グ す
る こ と も で き る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 遺 伝 子 の 1つ よ り も 多 か れ 少 な か れ ト ラ ン
ケ ー ト さ れ て い る が 、 同 様 に 不 活 性 化 さ れ て い る （ 例 え ば 特 定 の 酵 素 活 性 を 喪 失 し て い る
） 遺 伝 子 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 以 下 で よ り 詳 細 に 記 載 す る 病 原 体 お よ び 抗 原 は い ず れ か の ク レ ー ド の （ 例 え ば い ず れ か
の 公 知 の ク レ ー ド 由 来 か 、 ま た は い ず れ か の 単 離 体 由 来 の （ 例 え ば ク レ ー ド A、 AG、 B、 C
、 D、 E、 F、 G、 H、 I、 J、 Kま た は L） ） ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス を 含 む 。 ベ ク タ ー が 病 原 体
に 由 来 す る 配 列 を 含 む 場 合 、 免 疫 応 答 を 引 き 出 す た め に こ れ を 患 者 に 投 与 す る こ と が で き
る 。 こ の よ う に 抗 原 コ ー ド 化 ベ ク タ ー を 単 独 で ま た は 互 い に 組 み 合 わ せ て 投 与 す る 方 法 も
ま た 本 明 細 書 に 記 載 す る 。 患 者 を 免 疫 す る た め に （ そ れ に よ り 患 者 が 感 染 す る よ う に な る
危 険 性 を 低 減 さ せ る ） 、 ま た は す で に 感 染 し て し ま っ た 患 者 を 処 置 す る た め に こ れ ら の 方
法 を 実 施 す る こ と が で き ； 発 現 さ れ た 場 合 、 抗 原 は 実 質 的 に 感 染 を 防 御 で き る （ 例 え ば 免
疫 が 続 く 病 原 体 に よ る 誘 発 に 対 し て 保 護 す る こ と が で き る ） か 、 ま た は 患 者 の 健 康 に 及 ぼ
す 影 響 の 程 度 を 制 限 で き る 、 細 胞 媒 介 の お よ び 体 液 性 の 双 方 の 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が
で き る 。 多 く の 場 合 、 患 者 は ヒ ト 患 者 で あ る が 、 本 発 明 は そ の よ う に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。 非 ヒ ト 霊 長 類 、 飼 い 馴 ら さ れ た 動 物 お よ び 家 畜 を 含 む そ の 他 の 動 物 を 処 置 す る こ と
も で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 で 記 載 す る 組 成 物 は 、 そ れ ら が 指 向 す る 病 原 体 ま た は 病 原 体 の サ ブ タ イ プ （ 例
え ば （ 複 数 の ） HIVク レ ー ド ） に 関 わ ら ず 、 核 酸 ベ ク タ ー （ 例 え ば プ ラ ス ミ ド ） を 含 む こ
と が で き る 。 本 明 細 書 で 記 載 す る よ う に 、 pGA1、 pGA2と 称 す る プ ラ ス ミ ド （ も ち ろ ん こ れ
ら の ベ ク タ ー 自 体 を 含 む ） の 一 つ ま た は 複 数 の 特 徴 ま た は 特 性 （ 特 に 指 向 さ れ た 終 止 配 列
お よ び 強 力 な プ ロ モ ー タ ー ） を 有 す る ベ ク タ ー を ワ ク チ ン ま た は 治 療 の 基 礎 と し て 使 用 す
る こ と が で き る 。 標 準 的 な 組 換 え 技 術 （ そ の い く つ か を 以 下 の 実 施 例 で 説 明 す る ） を 用 い
て こ の よ う な ベ ク タ ー を 操 作 し て 、 投 与 し 、 続 い て 発 現 さ せ た 場 合 、 抗 原 が 得 ら れ た か ま
た は 誘 導 さ れ た 病 原 体 に 対 す る い く つ か の 形 態 の 保 護 （ 例 え ば 感 染 に 対 す る 保 護 、 疾 患 に
対 す る 保 護 、 ま た は 一 つ ま た は 複 数 の 疾 患 の 徴 候 ま た は 症 状 の 改 善 ） を 患 者 に 提 供 す る 免
疫 応 答 を 患 者 が 引 き 出 す （ 例 え ば 誘 起 ま た は 増 強 す る ） 抗 原 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む よ う
に す る こ と が で き る 。 コ ー ド さ れ る 抗 原 は い ず れ か の HIVク レ ー ド も し く は サ ブ タ イ プ ま
た は い ず れ か の そ の 組 換 え 体 の も の で よ い 。 免 疫 不 全 ウ イ ル ス に 由 来 す る イ ン サ ー ト に 関
し て 、 異 な る 単 離 体 が 集 団 多 様 性 を 呈 し 、 そ の 各 々 の 単 離 体 は ク レ ー ド の コ ン セ ン サ ス 配
列 か ら 全 体 的 に 類 似 す る 多 様 性 を 有 し て い る （ 例 え ば Subbaraoら 、 AIDS　 10（ 補 冊 A） ： S
13-23（ 1996） ） 。 こ の よ う に 、 い ず れ か の 単 離 体 を 同 一 ク レ ー ド の 別 の 単 離 体 の 配 列 の
合 理 的 な 代 表 と し て 用 い る こ と が で き る 。 従 っ て 、 組 換 え 事 象 、 代 替 ス プ ラ イ シ ン グ ま た
は 変 異 の 結 果 で あ る 遺 伝 子 ま た は 核 酸 分 子 の 天 然 変 種 を 用 い て 本 発 明 の 組 成 物 を 作 製 し 、
そ し て 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 を 実 施 す る こ と が で き る （ こ れ ら の 変 種 を 本 明 細 書 で 単 に
HIVの 「 組 換 え 体 」 と 称 す る こ と が で き る ） 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 い ず れ か の 構 築 物 内 の 一 つ ま た は 複 数 の イ ン サ ー ト を 変 異 さ せ て ヒ ト に お け る
そ の 天 然 の 生 物 学 的 活 性 を 低 減 さ せ る こ と が で き る （ そ し て そ れ に よ り そ の 安 全 性 を 高 め
る ） （ こ れ ら の ヒ ト に よ り 作 製 さ れ た 変 種 を 本 明 細 書 で HIVの 「 組 換 え 体 」 と 称 す る こ と
も で き る （ 同 様 に 天 然 発 生 組 換 え 体 が 存 在 す る ） ） 。 前 記 し た よ う に 、 JS2、 JS7お よ び JS
7.1の 記 載 で は 、 そ し て 以 下 に 記 載 す る よ う に （ 例 え ば 実 施 例 7か ら 10を 参 照 ） 、 キ ャ プ シ
ド 形 成 に 参 加 す る 配 列 に 変 異 を 導 入 す る こ と が で き る 。 例 え ば HIV（ 例 え ば HIV-1） の 非 コ
ー ド 化 制 御 配 列 の シ ス 作 動 性 RNAキ ャ プ シ ド 形 成 配 列 を （ 例 え ば そ の 全 て ま た は 一 部 の 欠
失 に よ り ） 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 別 に 、 あ る い は そ れ に 加 え て 、 い ず れ か の 抗 原
タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 前 記 で 列 挙 し た も の を 含 む い ず れ か の HIV抗 原 （ 例 え ば ウ イ ル ス RTま
た は プ ロ テ ア ー ゼ ） ） を コ ー ド す る 配 列 を 変 異 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 例 え ば 本 発 明 の 組 成 物 は 2個 の ベ ク タ ー ： （ a） 第 1サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 の ヒ ト 免
疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す る
ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む 第 1ベ ク タ ー 、 お よ び （ b） 第 2サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 の HIV
に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含
む 第 2ベ ク タ ー ； を 有 す る も の を 含 む 。 組 成 物 は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る も の で よ く 、 そ し て
担 体 ま た は ア ジ ュ バ ン ト （ さ ら に 以 下 で 論 じ る ） を 含 む こ と が で き る 。 さ ら に 、 第 1ベ ク
タ ー の イ ン サ ー ト ま た は 第 2ベ ク タ ー の イ ン サ ー ト は 2つ ま た は そ れ 以 上 の 、 （ a） gag、 po
l、 env、 tat、 rev、 nef、 vif、 vprも し く は vpu遺 伝 子 、 ま た は （ b） そ の 変 異 体 、 お よ び
選 択 的 に （ c） HIVゲ ノ ム の 非 コ ー ド 化 制 御 配 列 （ 単 一 の プ ロ モ ー タ ー の 配 列 を 含 む ） ； の
配 列 を 含 む こ と が で き る 。 2つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 の う ち の 少 な く と も 1つ は 変 異 体 で あ
る か 、 ま た は ウ イ ル ス RNAの キ ャ プ シ ド 形 成 を 制 限 す る よ う に 変 異 さ せ る こ と が で き る （
（ 複 数 の ） 変 異 が キ ャ プ シ ド 形 成 を 感 知 で き る ほ ど に 制 限 す る の が 好 ま し い ） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 技 術 を 用 い て 変 異 を 導 入 し 、 そ し て （ 例 え ば 発 現 ま た は 免 疫
原 性 に 及 ぼ す ） そ の 影 響 を 決 定 す る こ と が で き ； 依 然 十 分 に 発 現 さ れ る （ 例 え ば 野 生 型 の
対 応 物 と ほ ぼ 同 様 に 、 ま た は そ れ よ り も 良 好 に 発 現 さ れ る 抗 原 ） が 、 そ の 野 生 型 の 対 応 物
よ り も 生 物 学 的 活 性 が 低 い 抗 原 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 免 疫 応 答 を 検 定 す る た め の 技 術
を 利 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 抗 ウ イ ル ス 抗 体 ま た は ウ イ ル ス 特 異 的 T細 胞 を 検 出 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 変 異 体 構 築 物 （ 例 え ば ワ ク チ ン イ ン サ ー ト ） は 本 明 細 書 で 記 載 す る 一 つ ま た は 複 数 の 置
換 変 異 体 （ 例 え ば 実 施 例 参 照 ） ま た は 別 の HIVク レ ー ド の 類 似 の 変 異 を コ ー ド す る 配 列 を
含 む こ と が で き る 。 さ ら に 、 ま た は 、 そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 の 一 部 を 除 去 す る こ と
に よ り HIV抗 原 の 活 性 を 低 く す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 免 疫 応
答 を 引 き 出 す こ と が で き る が 、 変 異 体 で あ り （ 対 応 す る 野 生 型 配 列 と は 異 な る 長 さ の タ ン
パ ク 質 を コ ー ド し て も 異 な る 内 容 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て も ） 、 そ し て そ れ に よ り 患 者
に お い て 発 現 さ れ た と き に 正 常 な 生 物 学 的 機 能 を あ ま り 実 行 で き な い 抗 原 を コ ー ド す る 構
築 物 を 含 む こ と が で き る 。 前 記 し た よ う に 、 分 子 生 物 学 お よ び 免 疫 学 で 標 準 的 な 技 術 を 用
い て 発 現 、 免 疫 原 性 、 お よ び 活 性 を 検 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 い く つ か の プ ラ ス ミ ド を 構 築 し 、 そ し て そ れ を 用 い て 抗 原 を 発 現 さ せ た （ 例 え ば pGA2/J
S2構 築 物 で マ カ ク に お け る 免 疫 原 性 の 研 究 を 行 っ た ） 。 作 成 し そ し て 使 用 し た プ ラ ス ミ ド
に は pGA1お よ び そ の 誘 導 体 pGA1.1お よ び pGA1.2； 並 び に pGA2お よ び そ の 誘 導 体 pGA2.1お よ
び pGA2.2な ど が あ る （ 実 施 例 1か ら 8を 参 照 ） 。 作 製 し た ワ ク チ ン 構 築 物 は 典 型 的 に は 「 骨
格 」 ベ ク タ ー お よ び 「 イ ン サ ー ト 」 と 称 さ れ 、 バ ッ ク ス ラ ッ シ ュ と は 区 別 さ れ て い る 。 こ
れ ら の 構 築 物 は HIV-1抗 原 を 発 現 し 、 そ し て こ れ ら の 構 築 物 を 本 明 細 書 で 記 載 す る よ う に
患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 抗 原 （ 野 生 型 お よ び 投 与 す る た め に そ れ を 安 全 に す る 変 異
を 含 有 す る も の ） を 以 下 で 詳 細 に 論 じ る が 、 こ こ で は 現 在 の 証 拠 に 基 づ い て 、 JS7様 イ ン
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サ ー ト を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド は 、 JS2様 イ ン サ ー ト を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド よ り も さ ら に 良
好 な 免 疫 原 性 を 呈 す る よ う で あ り 、 そ し て （ 抗 Env抗 体 に よ り 明 ら か で あ る よ う に ） 免 疫
応 答 の プ ラ イ ミ ン グ に さ ら に 有 効 で あ る こ と に 留 意 さ れ る 。 pGA2/JS7お よ び pGA2/JS7.1は
pGA2/JS2と は い く つ か の 点 で 異 な っ て お り 、 そ の 1つ は そ の 各 々 の 抗 原 の 供 給 源 で あ る 。 p
GA2/JS7お よ び pGA2/JS7.1で は 、 Gagお よ び Pol遺 伝 子 が HIV-1 HXB2か ら 得 ら れ 、 一 方 pGA2/
JS2で は こ れ ら の 遺 伝 子 は HIV-1の 非 常 に 近 縁 の 単 離 体 で あ る HIV-1 BH10か ら 得 ら れ た 。 従
っ て 、 本 発 明 は HIV-1 HXB2か ら 得 ら れ た Gagお よ び Pol遺 伝 子 を 含 む イ ン サ ー ト （ 並 び に そ
れ ら を 含 有 す る ベ ク タ ー お よ び 組 成 物 ） を 特 徴 と す る 。 さ ら に こ れ ら の イ ン サ ー ト は Gag-
Polに よ り 実 行 さ れ る 一 つ ま た は 複 数 の 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 す る 変 異 を 含 有 す る こ と が で
き る 。 JS7お よ び JS2と 称 さ れ る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト も ま た 、 JS7が そ の プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝
子 に 不 活 性 化 点 変 異 を 有 し て い る 点 で 異 な っ て い る 。 こ の 変 異 は 、 本 発 明 者 ら が 考 え る に
は 、 pr55 Gagタ ン パ ク 質 の 時 期 尚 早 な 細 胞 内 切 断 を 妨 げ る こ と に よ り 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 （
VLP） の 形 成 を 促 進 す る 。 pGA2/JS7お よ び pGA2/JS7.1の 双 方 は こ の プ ロ テ ア ー ゼ 変 異 を 含
有 し 、 そ し て 双 方 の 構 築 物 は VLPを 大 量 に 生 成 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 変 異 体 gagお よ び /
ま た は pol配 列 （ 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 を 阻 害 す る 変 異 （ 例 え ば 一 つ ま た は 複 数 の 欠
失 ま た は 点 変 異 ） ） を 含 む イ ン サ ー ト を 特 徴 と す る 。 pGA2/JS7.1の vpu遺 伝 子 に お け る さ
ら な る 点 変 異 に よ り 、 Vpu発 現 の 喪 失 お よ び Env発 現 の 増 加 に 至 る （ pGA2/JS7.1で は 、 Vpu
の 開 始 部 位 が 顆 粒 の ATGと 一 緒 に 変 異 さ れ Vpuの 翻 訳 を 排 除 す る ） 。 Env発 現 の 増 加 は Gag発
現 に 影 響 し な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 gag、 polを 含 む い ず れ か の ワ ク チ ン イ ン サ ー ト ； ウ イ ル ス プ ロ テ ア ー ゼ を コ ー ド す る い
ず れ か の ワ ク チ ン イ ン サ ー ト ； ま た は vpu遺 伝 子 を 含 む い ず れ か の ワ ク チ ン イ ン サ ー ト に
お い て （ そ れ が 得 ら れ た ク レ ー ド ま た は 単 離 体 に 関 わ ら ず ） 同 一 の ま た は 類 似 の 変 化 を 起
こ す こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 で 記 載 す る い ず れ か の プ ラ ス ミ ド ま た は ベ ク タ ー 化
さ れ た 生 ワ ク チ ン （ 例 え ば MVA） に 配 置 さ れ た ワ ク チ ン イ ン サ ー ト に こ れ ら の 変 化 を 起 こ
す こ と が で き る （ す な わ ち pGAベ ク タ ー 、 pGAベ ク タ ー 自 体 、 ま た は 単 独 で ま た は DNAプ ラ
イ ム し た 患 者 と 関 連 し て （ 例 え ば ブ ー ス ト す る た め に ） 用 い る こ と が で き る ワ ク シ ニ ア ベ
ク タ ー の 一 つ ま た は 複 数 の 特 徴 ま た は 特 性 を 有 し て い る い ず れ か の プ ラ ス ミ ド に お い て ）
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の い ず れ か の プ ラ ス ミ ド を 細 胞 、 例 え ば 293T細 胞 （ ヒ ト 胚 腎 細 胞 系 ） を
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て （ 例 え ば 抗 原 捕 捉 ELISAま た は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り ）
抗 原 発 現 の レ ベ ル を 検 定 す る こ と に よ り 発 現 に 関 し て 試 験 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で
試 験 す る プ ラ ス ミ ド に 匹 敵 す る か 、 ま た は そ れ よ り も 高 い レ ベ ル で 免 疫 原 を 発 現 す る プ ラ
ス ミ ド は 強 力 な 治 療 候 補 で あ り 、 そ し て 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る （ も ち ろ ん 、 そ れ が 作 製 す
る 抗 原 発 現 の レ ベ ル に 関 わ ら ず 、 有 効 な 免 疫 応 答 （ 例 え ば 、 い ず れ か の 望 ま し い 程 度 の 感
染 か ら の 保 護 ま た は そ の 他 の 治 療 上 の 利 益 ） を 引 き 出 す い ず れ か の 構 築 物 は 本 発 明 の 範 囲
内 で あ る ） 。 VLPを 生 成 す る た め の 候 補 ベ ク タ ー の 能 力 を 同 様 に 検 定 す る こ と が で き ； VLP
に 類 似 す る ベ ク タ ー の 生 成 物 が 増 え る ほ ど 、 そ れ ら が 強 力 な 抗 体 応 答 を 引 き 出 す 可 能 性 が
高 く な る （ こ れ は 望 ま し い 特 徴 で あ る が 、 そ れ に も 関 わ ら ず 、 VLPの 形 成 に 失 敗 し た ベ ク
タ ー は 有 用 で あ り 、 そ し て 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る ） 。 細 胞 培 養 中 の 発 現 お よ び VLP形 成 を
検 定 す る こ と に 加 え て 、 イ ン ビ ボ で 候 補 ベ ク タ ー を 検 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 動 物
モ デ ル に お い て （ そ し て 最 終 的 に は ヒ ト 患 者 に お い て ） 免 疫 原 性 を 検 定 す る こ と が で き る
。 実 質 的 に 本 明 細 書 に 記 載 す る pGAベ ク タ ー と 同 一 の 配 列 を 有 し 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載
す る 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド は 、 そ れ が 患 者 に お い て 治 療 上 有 益 な 応
答 を 誘 起 ま た は 増 強 す る の に 十 分 免 疫 原 性 で あ る 限 り 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る （ た と え プ
ラ ス ミ ド の 一 つ ま た は 複 数 の 構 成 部 分 、 例 え ば マ ー カ ー 遺 伝 子 ま た は 抗 生 物 質 抵 抗 性 遺 伝
子 が 除 去 さ れ て い て も 、 プ ラ ス ミ ド は 実 質 的 に pGAベ ク タ ー と 同 一 の 配 列 を 有 す る こ と が
で き る ） 。 動 物 の 免 疫 原 性 に 関 す る 試 験 で は 、 そ の ペ プ チ ド に 応 答 す る T細 胞 の 頻 度 を 評
価 す る た め に 、 抗 原 ペ プ チ ド で の 刺 激 に 応 答 す る IFN-γ 生 成 に 関 し て 細 胞 内 サ イ ト カ イ ン
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ア ッ セ イ 法 ま た は ELISPOTア ッ セ イ 法 を 実 施 す る こ と が で き る 。 増 殖 ア ッ セ イ 法 を 実 施 す
る こ と も で き る 。 一 過 性 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 生 成 さ れ た 抗 原 を 刺 激 に 用 い る こ
と が で き 、 そ し て 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 養 物 の 上 澄 を 対 照 と し て 提 供 す る こ と が で き
る 。 望 む 場 合 、 デ ー タ を 刺 激 イ ン デ ッ ク ス と し て 提 示 す る こ と が で き る （ 偽 抗 原 の 存 在 下
の 培 養 物 の 成 長 に よ り 分 け ら れ た 病 原 性 （ 例 え ば ウ イ ル ス ） 抗 原 の 存 在 下 で の 培 養 物 の 成
長 ） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 pGA1お よ び pGA2な ら び に そ れ ら の 誘 導 体 を 含 む 本 発 明 の 核 酸 ベ ク タ ー は 、 い ず れ か の HI
Vク レ ー ド ま た は 単 離 体 （ す な わ ち HIVの い ず れ か の サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 ） か ら 得 ら
れ る か 、 ま た は 誘 導 さ れ る 少 な く と も 1つ の 抗 原 （ こ れ を 免 疫 原 と 称 す る こ と も で き る ）
を コ ー ド す る こ と が で き る 。 抗 原 （ ま た は 免 疫 原 性 ） は 、 HIVウ イ ル ス の 構 造 成 分 で よ く
； グ リ コ シ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 ま た は リ ン 酸 化 さ れ て よ く ； 細 胞 内 で 、 細 胞 表 面 で 発
現 さ れ る か 、 ま た は 分 泌 さ れ て よ い （ 通 常 分 泌 さ れ る 抗 原 は 分 泌 を 指 向 す る シ グ ナ ル 配 列
に 連 結 さ れ て い て よ い ） 。 さ ら に 具 体 的 に は 、 抗 原 は Gag、 gp120、 Pol、 Env（ 例 え ば CCR-
5を 用 い る Env； 例 え ば 図 19参 照 ） 、 Tat、 Rev、 Vpu、 Nef、 Vif、 Vpr、 ま た は VLP（ 例 え ば E
nv欠 損 HIV VLPな ど の VLPを 形 成 で き る VLPか ら 誘 導 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ） の 全 て ま た は 抗
原 部 分 で よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 特 定 の イ ン サ ー ト お よ び イ ン サ ー ト 担 持 組 成 物 は 以 下 を 含 む 。 組 成 物 が イ ン サ ー ト を 伴
う ベ ク タ ー ま た は イ ン サ ー ト 単 独 の い ず れ か を 含 み 、 そ し て イ ン サ ー ト が 単 一 の 抗 原 を コ
ー ド す る 場 合 、 抗 原 は 野 生 型 か ま た は 変 異 体 gag配 列 （ 例 え ば ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を コ ー ド
す る 一 つ ま た は 複 数 の 配 列 に お い て 変 異 を 有 す る gag配 列 （ 例 え ば 配 列 番 号 ： 7も し く は 8
の 1279～ 1281位 、 1288～ 1290位 、 1342～ 1344位 も し く は 1351～ 1353位 の い ず れ か の 位 置 で
、 ま た は 別 の ク レ ー ド の HIV gag配 列 の 類 似 の 位 置 で の ヌ ク レ オ チ ド で の 変 異 ） ） で よ い
。 変 異 は コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 を 変 化 さ せ る こ と を 意 図 し て い る の で 、 サ イ レ ン ト 変 異
で は な い （ 例 え ば コ ド ン の 第 3塩 基 ゆ ら ぎ 位 置 で の も の （ 本 発 明 の イ ン サ ー ト に 含 ま れ る g
agま た は い ず れ か 別 の HIV配 列 の 文 脈 で 、 こ れ は 真 実 で あ る ） ） 。 一 つ ま た は 複 数 の ち ょ
う ど 列 挙 し た 位 置 で の 変 異 は 、 392、 395、 413ま た は 416位 の 一 つ ま た は 複 数 の シ ス テ イ ン
残 基 を 別 の 残 基 （ 例 え ば セ リ ン ） に 変 化 さ せ る 。 ま た は 、 変 異 は 配 列 番 号 ： 10～ 13の 1271
～ 1273位 、 1280～ 1282位 、 1334～ 1336位 、 も し く は 1343～ 1345位 の い ず れ か の 位 置 、 ま た
は 別 の ク レ ー ド の HIV gag配 列 の 類 似 の 位 置 で よ い 。 こ の よ う な 変 異 は 390、 393、 411ま た
は 414位 の 一 つ ま た は 複 数 の シ ス テ イ ン 残 基 を 別 の 残 基 （ 例 え ば セ リ ン ） に 変 化 さ せ る 。
ま た は 、 変 異 は 配 列 番 号 ： 14ま た は 15の 1260～ 1262位 、 1269～ 1271位 、 1323～ 1325位 、 も
し く は 1332～ 1334位 の い ず れ か の 位 置 、 ま た は 別 の ク レ ー ド の HIV gag配 列 の 類 似 の 位 置
で よ い 。 こ の よ う な 変 異 は 390、 393、 411ま た は 414位 の 一 つ ま た は 複 数 の シ ス テ イ ン 残 基
を 別 の 残 基 （ 例 え ば セ リ ン ） に 変 化 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 組 成 物 が イ ン サ ー ト を 伴 う ベ ク タ ー ま た は イ ン サ ー ト 単 独 の い ず れ か を 含 み 、 そ し て そ
の イ ン サ ー ト が 複 数 の タ ン パ ク 質 抗 原 を コ ー ド す る 場 合 、 抗 原 の 1つ は 野 生 型 ま た は 前 記
し た も の を 含 む 変 異 体 gag配 列 で よ い 。 同 様 に 、 組 成 物 が 1つ よ り 多 く の 型 の ベ ク タ ー ま た
は 1つ よ り 多 く の 型 の イ ン サ ー ト を 含 む 場 合 、 少 な く と も 1つ の ベ ク タ ー ま た は イ ン サ ー ト
（ 単 一 の 抗 原 を コ ー ド し て も 、 複 数 の 抗 原 を コ ー ド し て も ） は 、 野 生 型 ま た は 前 記 し た も
の も し く は 別 の HIVク レ ー ド に 由 来 す る 類 似 の 配 列 を 含 む 変 異 体 gag配 列 を 含 む こ と が で き
る 。 例 え ば 、 組 成 物 が 第 1お よ び 第 2ベ ク タ ー を 含 む 場 合 、 い ず れ か ま た は 双 方 の ベ ク タ ー
の ワ ク チ ン イ ン サ ー ト は （ イ ン サ ー ト が 単 一 の 抗 原 を コ ー ド し て も 、 複 数 の 抗 原 を コ ー ド
し て も ） Gagを コ ー ド す る こ と が で き ； 双 方 の ベ ク タ ー が Gagを コ ー ド す る 場 合 、 第 1ベ ク
タ ー の Gag配 列 は 一 方 の HIVク レ ー ド （ 例 え ば ク レ ー ド B） に 由 来 し て よ く 、 そ し て 第 2ベ ク
タ ー の Gag配 列 は 他 方 の HIVク レ ー ド （ 例 え ば ク レ ー ド C） に 由 来 し て よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 組 成 物 が イ ン サ ー ト を 伴 う ベ ク タ ー ま た は イ ン サ ー ト 単 独 の い ず れ か を 含 み 、 そ し て イ
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ン サ ー ト が 単 一 の 抗 原 を コ ー ド す る 場 合 、 抗 原 は 野 生 型 か ま た は 変 異 体 Polで よ い 。 配 列
は 一 つ ま た は 複 数 の 核 酸 を 除 去 ま た は 置 換 す る こ と に よ り 変 異 さ れ 、 そ し て こ れ ら の 削 除
ま た は 置 換 に よ り 、 結 果 的 に そ の 野 生 型 の 対 応 物 よ り も 酵 素 活 性 の 低 い Pol遺 伝 子 産 物 を
生 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば 低 イ ン テ グ ラ ー ゼ 活 性 、 低 逆 転 写 酵 素 （ RT） 活 性 、 ま た は
低 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 ） 。 例 え ば 配 列 番 号 ： 7の 2454～ 2456位 ま た は 2697～ 2699位 の 一 つ ま
た は 複 数 の 位 置 で 、 ま た は 別 の サ ブ タ イ プ も し く は 組 換 え 体 の 配 列 の 類 似 の 位 置 で 変 異 を
導 入 す る こ と に よ り RTを 阻 害 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 酵 素 活 性 に 及 ぼ す い ず れ か の 特
定 の 影 響 を 有 す る 変 異 に 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 2454～ 2456位 で の 変 異 は ポ リ メ ラ ー
ゼ 活 性 を 不 活 性 化 す る こ と に よ り RTを 阻 害 し 、 そ し て 2697～ 2699位 で の 変 異 は 鎖 転 移 活 性
を 切 除 す る こ と に よ り RTを 阻 害 す る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 変 異 お よ び 遺 伝 子 産
物 の 活 性 に 及 ぼ す 類 似 の 影 響 を 有 す る そ の 他 の 変 異 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 さ ら に 具 体
的 に は 、 変 異 は 配 列 番 号 ： 7の 2454～ 2456位 の ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸
（ ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ D） ） を い ず れ か 別 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば ア ス パ ラ ギ ン （ N） ） に 変 化 さ
せ る こ と が で き る 。 ま た 別 に 、 あ る い は 加 え て 、 例 え ば 配 列 番 号 ： 7の 3333～ 3335位 の ヌ
ク レ オ チ ド に 変 異 （ 例 え ば グ ル タ ミ ン 酸 残 基 （ E） を ト リ プ ト フ ァ ン （ W） に 変 化 さ せ る 変
異 ） を 導 入 す る こ と に よ り 、 ポ リ メ ラ ー ゼ の RNア ー ゼ H活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 ま
た は 、 変 異 は 配 列 番 号 ： 8ま た は 9（ 別 の ク レ ー ド Bイ ン サ ー ト ） の 2418～ 2420位 、 2661～ 2
663位 、 ま た は 3297～ 3299位 の い ず れ か の 位 置 で よ い 。 ま た は 、 変 異 は 配 列 番 号 ： 10か ら 1
3の 2410～ 2412位 、 2653～ 2655位 、 ま た は 3289～ 3291位 の い ず れ か の 位 置 で よ い （ 例 え ば
こ れ ら の 位 置 の ア ル パ ラ ギ ン 酸 （ D） 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ W） お よ び グ ル タ ミ ン 酸 （ E） 残
基 を 各 々 ア ス パ ラ ギ ン （ N） 、 ス レ オ ニ ン （ T） 、 お よ び /ま た は グ ル タ ミ ン （ Q） に 変 化 さ
せ る こ と が で き る ） 。 ま た は 、 変 異 は 配 列 番 号 ： 14ま た は 15の 2387～ 2389位 、 2630～ 2632
位 、 ま た は 3266～ 3268位 の い ず れ か の 位 置 で よ い 。 当 業 者 は 別 の ク レ ー ド の 類 似 の 残 基 を
コ ー ド す る 核 酸 を 、 た と え こ れ ら の 残 基 が 本 明 細 書 で 試 験 し た ク レ ー ド の 位 置 と 正 確 に 同
一 の 位 置 で 見 出 さ れ な く て も 、 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 組 成 物 が イ ン サ ー ト を 伴 う ベ ク タ ー ま た は イ ン サ ー ト 単 独 の い ず れ か を 含 み 、 そ し て そ
の イ ン サ ー ト が 複 数 の タ ン パ ク 質 抗 原 を コ ー ド す る 場 合 、 抗 原 の 1つ は 野 生 型 ま た は 前 記
し た も の を 含 む 変 異 体 pol配 列 で よ い （ こ れ ら の 多 タ ン パ ク 質 コ ー ド 化 イ ン サ ー ト は 野 生
型 ま た は 前 記 し た 変 異 体 gag配 列 を コ ー ド す る こ と も で き る ） 。 同 様 に 、 組 成 物 が 1つ の 型
の ベ ク タ ー ま た は 1つ よ り 多 く の 型 の イ ン サ ー ト を 含 む 場 合 、 少 な く と も 1つ の ベ ク タ ー ま
た は イ ン サ ー ト は （ 単 一 の 抗 原 を コ ー ド し て も 、 複 数 の 抗 原 を コ ー ド し て も ） 、 野 生 型 ま
た は 前 記 し た も の を 含 む 変 異 体 pol配 列 （ お よ び 、 選 択 的 に 、 野 生 型 ま た は 前 記 し た も の
を 含 む 変 異 体 gag配 列 （ す な わ ち イ ン サ ー ト は Gag-Polを コ ー ド す る こ と が で き る ） ） を 含
む こ と が で き る 。 例 え ば 、 組 成 物 が 第 1お よ び 第 2ベ ク タ ー を 含 む 場 合 、 い ず れ か ま た は 双
方 の ベ ク タ ー の ワ ク チ ン イ ン サ ー ト は （ イ ン サ ー ト が 単 一 の 抗 原 を コ ー ド し て も 、 複 数 の
抗 原 を コ ー ド し て も ） Polを コ ー ド す る こ と が で き ； 双 方 の ベ ク タ ー が Polを コ ー ド す る 場
合 、 第 1ベ ク タ ー の Pol配 列 は 一 方 の HIVク レ ー ド （ 例 え ば ク レ ー ド B） に 由 来 し て よ く 、 そ
し て 第 2ベ ク タ ー の Pol配 列 は 他 方 の HIVク レ ー ド （ 例 え ば ク レ ー ド AG） に 由 来 し て よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 イ ン サ ー ト が い く つ か ま た は 全 て の pol配 列 を 含 む 場 合 、 変 化 で き る pol配 列 の 別 の 部 分
は プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を コ ー ド す る 配 列 で あ る （ 別 の Polの 酵 素 活 性 に 影 響 す る 配 列 が 変 化
し て い て も い な く て も そ れ に 関 わ ら な い ） 。 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 8の 1641～ 1643位 で 変 異
（ 例 え ば 通 常 こ の コ ド ン に よ り コ ー ド さ れ る グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 例 え
ば ア ラ ニ ン （ A） に 変 化 さ せ る 変 異 ） を 導 入 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 別 の
変 異 体 （ 例 え ば gag変 異 体 ） と 同 様 に 、 別 の HIVク レ ー ド か ら 得 ら れ た 配 列 に 類 似 の 変 異 を
作 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 10の 1633～ 1635位 （ ア ル ギ ニ ン （ R） を 別 の ア ミ
ノ 酸 、 例 え ば ア ス パ ラ ギ ン （ N） に 変 化 さ せ る ） 、 配 列 番 号 ： 12の 1703～ 1705位 （ グ リ シ
ン （ G） を 別 の 残 基 、 例 え ば バ リ ン （ V） に 変 化 さ せ る ） ま た は 配 列 番 号 ： 13の 1828～ 1830
位 （ ロ イ シ ン （ L） を 別 の 残 基 、 例 え ば メ チ オ ニ ン （ M） に 変 化 さ せ る ） に 変 異 を 導 入 す る
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こ と が で き る （ 配 列 番 号 ： 10、 12お よ び 13は 全 て ク レ ー ド AG配 列 を 示 す ） 。 ク レ ー ド Cの
イ ン サ ー ト で は 、 配 列 番 号 ： 14の 1610～ 1612位 で 変 異 を 導 入 す る こ と が で き る （ ア ス パ ラ
ギ ン 酸 （ D） を 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 例 え ば ア ス パ ラ ギ ン （ N） な ど に 変 化 さ せ る ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 組 成 物 が イ ン サ ー ト を 伴 う ベ ク タ ー ま た は イ ン サ ー ト 単 独 の い ず れ か を 含 み 、 そ し て そ
の イ ン サ ー ト が 単 一 の 抗 原 を コ ー ド す る 場 合 、 抗 原 は 野 生 型 ま た は 変 異 体 Env、 Tat、 Rev
、 Nef、 Vif、 Vpr、 ま た は Vpuで よ い 。 組 成 物 が イ ン サ ー ト を 伴 う ベ ク タ ー ま た は イ ン サ ー
ト 単 独 の い ず れ か を 含 み 、 そ し て そ の イ ン サ ー ト が 複 数 の タ ン パ ク 質 抗 原 を コ ー ド す る 場
合 、 抗 原 の 1つ は 野 生 型 ま た は 変 異 体 Envで よ い 。 例 え ば 複 数 の タ ン パ ク 質 発 現 イ ン サ ー ト
が 野 生 型 ま た は 変 異 体 Gag-Polお よ び Envを コ ー ド す る こ と が で き ； そ れ ら は ま た 野 生 型 ま
た は 変 異 体 Gag-Polお よ び Env並 び に 一 つ ま た は 複 数 の Tat、 Rev、 Nef、 Vif、 Vpr、 ま た は V
pu（ そ の 各 々 は 野 生 型 ま た は 変 異 体 で よ い ） を コ ー ド す る こ と が で き る 。 そ の 他 の 抗 原 と
同 様 、 Env、 Tat、 Rev、 Nef、 Vif、 Vpr、 ま た は Vpuを 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠
失 、 付 加 、 ま た は 置 換 に よ り 変 異 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば こ れ ら の 抗 原 の い ず れ か は
点 変 異 を 含 む こ と が で き る ） 。 Envに 関 し て は 、 一 つ ま た は 複 数 の 変 異 は 図 19に 示 す い ず
れ か の ド メ イ ン に お い て で よ い 。 例 え ば 、 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を gp120表 面 お よ び /
ま た は gp41膜 貫 通 切 断 生 成 物 か ら 除 去 す る こ と が で き る 。 Gagに 関 し て は 、 一 つ ま た は 複
数 の ア ミ ノ 酸 を 一 つ ま た は 複 数 の 、 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ p17） 、 キ ャ プ シ ド タ ン パ
ク 質 （ p24） 、 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 （ p7） お よ び C末 端 ペ プ チ ド （ p6） ； か ら 除
去 す る こ と が で き る 。 例 え ば 一 つ ま た は 複 数 の こ れ ら の 領 域 に お け る ア ミ ノ 酸 を 除 去 す る
こ と が で き る （ こ れ は 特 に 、 ベ ク タ ー が ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 例 え ば MVAで あ る 場 合 に 望 ま
し い ） 。 Polに 関 し て は 、 一 つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を プ ロ テ ア ー ゼ タ ン パ ク 質 （ p10） 、
逆 転 写 酵 素 タ ン パ ク 質 （ p66/p51） 、 ま た は イ ン テ グ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 （ p32） か ら 削 除 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 具 体 的 に は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 （ a） 一 つ ま た は 複 数 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー が 不
活 性 化 さ れ て い て ウ イ ル ス RNAの パ ッ ケ ー ジ ン グ が 制 限 さ れ て い る Gagタ ン パ ク 質 ； （ b）
（ i） イ ン テ グ ラ ー ゼ 活 性 が い く つ か の ま た は 全 て の pol配 列 の 欠 失 に よ り 阻 害 さ れ て い る
、 お よ び （ ii） ポ リ メ ラ ー ゼ 、 逆 転 写 酵 素 の 鎖 転 移 お よ び /ま た は RNア ー ゼ H活 性 が pol配
列 内 の 一 つ ま た は 複 数 の 点 変 異 に よ り 阻 害 さ れ て い る Polタ ン パ ク 質 ； 並 び に （ c） 変 異 を
伴 う か ま た は 伴 わ な い Env、 Tat、 Rev、 お よ び Vpu； を コ ー ド す る ベ ク タ ー （ 例 え ば プ ラ ス
ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） を 含 む こ と が で き る 。 こ の 態 様 で は 、 そ の 他 と 同 様 、 コ ー
ド さ れ た タ ン パ ク 質 を サ ブ タ イ プ A、 Bも し く は C HIV（ 例 え ば HIV-1） ま た は そ の 組 換 え 体
か ら 得 る か 、 ま た は 誘 導 す る こ と が で き る 。 組 成 物 が 同 一 で な い ベ ク タ ー を 含 む 場 合 、 各
々 の 型 の ベ ク タ ー の 配 列 は 異 な る HIVク レ ー ド （ も し く は そ の サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体
） に 由 来 し て よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 は ち ょ う ど 記 載 し た 抗 原 （ Gag-Pol、 Env等 ） を コ ー ド
す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 含 む 組 成 物 を 特 徴 と し 、 そ の 場 合 、 プ ラ ス ミ ド の い く つ か は 1
つ の ク レ ー ド か ら 得 ら れ る か ま た は 誘 導 さ れ る 抗 原 を 含 み 、 そ し て そ の 他 の プ ラ ス ミ ド は
別 の ク レ ー ド か ら 得 ら れ る （ ま た は 誘 導 さ れ る ） 抗 原 を 含 む 。 2、 3、 4、 5、 6、 ま た は そ
れ 以 上 の ク レ ー ド （ 全 ク レ ー ド を 含 む ） を 示 す 混 合 物 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 第 1お よ び 第 2ベ ク タ ー が 組 成 物 に 含 ま れ る 場 合 、 い ず れ か の ベ ク タ ー は pGA1/JS2、 pGA1
/JS7、 pGA1/JS7.1、 pGA2/JS2、 pGA2/JS7、 pGA1/JS7.1で よ い （ pGA1.1ま た は pGA1.2を pGA1
の 代 わ り に 用 い る こ と が で き 、 そ し て pGA2.1ま た は pGA2.2を pGA2の 代 わ り に 用 い る こ と が
で き る ） 。 同 様 に い ず れ か の ベ ク タ ー は pGA1/IC25、 pGA1/IC2、 pGA1/IC48、 pGA1/IC90、 p
GA2/IC25、 pGA2/IC2、 pGA2/IC48ま た は pGA2/IC90で よ い （ こ こ で も pGA1.1ま た は pGA1.2を
pGA1の 代 わ り に 用 い る こ と が で き 、 そ し て pGA2.1ま た は pGA2.2を pGA2の 代 わ り に 用 い る こ
と が で き る ） 。 ま た 別 の 態 様 で は 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 は サ ブ タ イ プ C HIV（ 例 え ば H
IV-1） も し く は そ の 組 換 え 体 の タ ン パ ク 質 、 ま た は そ れ か ら 誘 導 さ れ た タ ン パ ク 質 で よ い
。 例 え ば 、 ベ ク タ ー は pGA1/IN2、 pGA1.1/IN2、 pGA1.2/IN2、 pGA1/IN3、 pGA1.1/IN3、 pGA1
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.2/IN3、 pGA2/IN2、 pGA2.1/IN2、 pGA2.2/IN2、 pGA2/IN3、 pGA2.1/IN3ま た は pGA2.2/IN3で
よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 は ま た い ず れ か の HIVク レ ー ド （ ま た は サ ブ タ イ プ ） E、 F、 G、
H、 I、 J、 Kも し く は Lま た は そ の 組 換 え 体 の タ ン パ ク 質 、 ま た は そ れ か ら 誘 導 さ れ た タ ン
パ ク 質 で も よ い 。 HIV-1分 類 系 は Los Alamos National Laboratory（ HIV Sequence Compen
dium-2001、 Kuikenら 、 Theoretical Biology and Biophysics Group T-10（ Los Alamos、
ニ ュ ー メ キ シ コ 州 ） に よ り 発 行 （ 2001） ； http： //hiv-web.lanl.gov） ） に よ り 公 開 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は ま た （ a） 1つ の ま た は 双 方 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー が 不 活 性 化 さ れ て い る
Gagタ ン パ ク 質 ； （ b） （ i） イ ン テ グ ラ ー ゼ 活 性 が い く つ か の ま た は 全 て の pol配 列 の 欠 失
に よ り 阻 害 さ れ て い る 、 （ ii） ポ リ メ ラ ー ゼ 、 逆 転 写 酵 素 の 鎖 転 移 お よ び /ま た は RNア ー
ゼ H活 性 が pol配 列 内 の 一 つ ま た は 複 数 の 点 変 異 に よ り 阻 害 さ れ て い る 、 お よ び （ iii） プ
ロ テ ア ー ゼ の タ ン パ ク 質 溶 解 活 性 が 一 つ ま た は 複 数 の 点 変 異 に よ り 阻 害 さ れ て い る Polタ
ン パ ク 質 ； 並 び に （ c） 変 異 を 伴 う か ま た は 伴 わ な い Env、 Tat、 Rev、 お よ び Vpu； を コ ー
ド す る ベ ク タ ー （ 例 え ば プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー ） を 含 む こ と が で き る 。 前 記 し た よ う に 、 配
列 番 号 ： 8の 1641～ 1643位 で 、 ま た は 別 の HIVク レ ー ド の 配 列 の 類 似 の 位 置 で 変 異 を 導 入 す
る こ と に よ り タ ン パ ク 質 溶 解 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド は 本 明 細
書 で JS7、 IC25お よ び IN3と し て 記 載 し た イ ン サ ー ト を 含 有 す る こ と が で き る 。 別 の 抗 原 を
コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド で も 当 て は ま る こ と で あ る が 、 ち ょ う ど 記 載 し た 抗 原 を コ ー ド す る
プ ラ ス ミ ド は 異 な る HIVク レ ー ド （ も し く は そ の サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 ） か ら 得 ら れ
る か ま た は 誘 導 さ れ る 別 の プ ラ ス ミ ド と 組 み 合 わ せ る （ 例 え ば 混 合 す る ） こ と が で き る 。
イ ン サ ー ト 自 体 （ sansベ ク タ ー ） も ま た 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の ベ ク タ ー は Gagタ ン パ ク 質 （ 例 え ば 1つ ま た は 双 方 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー
が 不 活 性 化 さ れ て い る Gagタ ン パ ク 質 ） ； Polタ ン パ ク 質 （ 例 え ば イ ン テ グ ラ ー ゼ 、 RTお よ
び /ま た は プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が 阻 害 さ れ て い る Polタ ン パ ク 質 ） ； Vpuタ ン パ ク 質 （ 変 異 体
開 始 コ ド ン を 有 す る 配 列 に よ り コ ー ド さ れ て い て よ い ） ； 並 び に Env、 Tatお よ び /ま た は R
evタ ン パ ク 質 （ 野 生 型 ま た は 変 異 体 ） を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 含 む 。 そ の 他 の 抗 原 を コ
ー ド す る プ ラ ス ミ ド に も 当 て は ま る こ と で あ る が 、 ち ょ う ど 記 載 し た 抗 原 を コ ー ド す る プ
ラ ス ミ ド を 、 異 な る HIVク レ ー ド （ も し く は そ の サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 ） か ら 得 ら れ
る か ま た は 誘 導 さ れ る 抗 原 を コ ー ド す る そ の 他 の プ ラ ス ミ ド と 組 み 合 わ せ る （ 例 え ば 混 合
す る ） こ と が で き る 。 イ ン サ ー ト 自 体 （ sansベ ク タ ー ） も ま た 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ク レ ー ド B HIV-1配 列 の JS2ま た は JS7シ リ ー ズ を 発 現 す る も の を 含 む 前 記 し た プ ラ ス ミ
ド を い ず れ か の 対 象 に 投 与 す る こ と が で き る が 、 ク レ ー ド Bの HIVに 暴 露 さ れ て い る か 、 ま
た は 暴 露 さ れ て い る 可 能 性 が あ る 対 象 に 投 与 す る の が 最 も 有 利 で あ ろ う （ 同 じ こ と が プ ラ
ス ミ ド ベ ク タ ー 以 外 の ベ ク タ ー に も 当 て は ま る ） 。 同 様 に 、 ク レ ー ド C HIV-1配 列 の INシ
リ ー ズ を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド ま た は そ の 他 の ベ ク タ ー を ク レ ー ド Cの HIVに 暴 露 さ れ て い る
か 、 ま た は 暴 露 さ れ て い る 可 能 性 の あ る 対 象 に 投 与 す る こ と が で き る 。 種 々 の ク レ ー ド の
抗 原 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 組 み 合 わ せ て 1つ よ り 多 く の ク レ ー ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き
出 す こ と が で き る の で （ 1つ の ベ ク タ ー が 異 な る ク レ ー ド に 由 来 す る 複 数 の 抗 原 を 発 現 し
て も 、 複 数 の ベ ク タ ー が 異 な る ク レ ー ド に 由 来 す る 単 一 の 抗 原 を 発 現 し て も 、 こ れ を 達 成
す る こ と が で き る ） 、 規 定 の 対 象 を 最 も 良 く 保 護 す る ワ ク チ ン 処 方 を 調 整 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 対 象 が ク レ ー ド B以 外 の ク レ ー ド が 優 勢 で あ る 世 界 の 地 域 に 暴 露 さ れ る 可 能
性 が あ る 場 合 、 優 勢 な ク レ ー ド ま た は 複 数 の ク レ ー ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と を
最 適 化 す る 抗 原 （ ま た は 複 数 の 抗 原 ） を 発 現 す る ベ ク タ ー ま た は 複 数 の ベ ク タ ー を 処 方 お
よ び 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
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　 そ れ が 発 現 す る 抗 原 は 、 変 え る こ と が で き る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の 一 部 だ け で は な い 。
有 用 な プ ラ ス ミ ド は 実 質 的 に 転 写 （ 相 補 的 塩 基 対 形 成 に よ り RNA分 子 が DNA鋳 型 で 形 成 さ れ
る 方 法 ） を 阻 害 す る タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 を 含 有 し て も し な く て も よ い 。 有 用 な タ ー ミ ネ ー
タ ー 配 列 は ラ ム ダ T0タ ー ミ ネ ー タ ー お よ び そ の 機 能 的 断 片 ま た は 変 種 を 含 む 。 タ ー ミ ネ ー
タ ー 配 列 は 同 一 の 配 向 で の ベ ク タ ー 内 、 お よ び 原 核 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る い ず れ か の オ
ー プ ン リ ー デ ィ グ フ レ ー ム の C末 端 に 位 置 す る （ す な わ ち タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 お よ び オ ー
プ ン リ ー デ ィ グ フ レ ー ム は 動 作 可 能 な よ う に 連 結 さ れ て い る ） 。 原 核 細 胞 内 で プ ラ ス ミ ド
が 複 製 さ れ る の で 、 選 択 マ ー カ ー か ら ワ ク チ ン イ ン サ ー ト へ の 読 み 過 ご し を 防 御 す る こ と
に よ り 、 細 菌 が 成 長 し 、 そ し て プ ラ ス ミ ド が 複 製 す る の で タ ー ミ ネ ー タ ー が イ ン サ ー ト を
安 定 化 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 そ し て 例 え ば マ ー カ ー が 発 現 さ
れ る 細 胞 に 抗 生 物 質 抵 抗 性 （ 例 え ば カ ナ マ イ シ ン 、 ア ン ピ シ リ ン 、 ま た は ペ ニ シ リ ン に 対
す る 抵 抗 性 ） を 付 与 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 。 選 択 マ ー カ ー は マ ー カ ー
の 不 在 下 で そ れ を 破 壊 す る 条 件 下 で 、 そ の 生 存 に よ り 細 胞 を 選 択 す る こ と を 可 能 に す る た
め に そ の よ う に 称 さ れ て い る 。 選 択 マ ー カ ー 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 、 ま た は 双 方 （ ま た は
各 々 の も し く は 双 方 の 一 部 ） を 、 必 ず し も 必 要 で は な い が 、 そ れ が 患 者 に 投 与 さ れ る 前 に
プ ラ ス ミ ド か ら 切 除 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 環 状 形 態 で 、 制 限
エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 す る こ と に よ り 直 線 化 し た 後 に 、 ま た は ベ ク タ ー 「 骨 格 」 の い
く つ か を 変 化 さ せ る か も し く は 除 去 し た 後 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 核 酸 ベ ク タ ー は 複 製 起 点 （ 例 え ば 原 核 細 胞 ori） お よ び 、 一 つ ま た は 複 数 の 制 限 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 含 有 す る の に 加 え て 、 抗 原 コ ー ド 化 イ ン サ ー ト を ク ロ ー ン 化 で き 、 選
択 的 に プ ロ モ ー タ ー 配 列 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 む こ と が で き る 転 写 カ セ ッ ト
を 含 む こ と も で き る 。 強 力 な プ ロ モ ー タ ー と し て 公 知 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が で き
、 そ し て そ れ が 好 ま し い 。 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー の 1つ は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV）
極 初 期 プ ロ モ ー タ ー で あ る が 、 本 発 明 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く そ の 他 の （ 弱 い も の を
含 む ） プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 強 力 な ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を
選 択 す る こ と が で き る （ 例 え ば ウ シ 成 長 ホ ル モ ン （ BGH） コ ー ド 化 遺 伝 子 に 由 来 す る シ グ
ナ ル 、 ま た は ウ サ ギ β グ ロ ビ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル （ Bohmら 、 J.Immunol.Methods　 1
93： 29-40（ 1996） ； Chapmanら 、 Nucl.Acids Res.19： 3979-3986（ 1991） ； Hartikkaら 、
Hum.Gene Therapy 7： 1205-1217（ 1996） ； Manthorpeら 、 Hum.Gene Therapy 4： 419-431
（ 1993） ； Montgomeryら 、 DNA Cell Biol.12： 777-783（ 1993） ） ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ベ ク タ ー は さ ら に リ ー ダ ー 配 列 （ 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 遺 伝 子 リ ー ダ ー
配 列 （ tPA） の 合 成 相 同 体 で あ る リ ー ダ ー 配 列 は 選 択 的 に 転 写 カ セ ッ ト に あ っ て も よ い ）
お よ び /ま た は イ ン ト ロ ン 配 列 例 え ば サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） イ ト ロ ン Aま た は SV40
イ ン ト ロ ン を 含 む こ と が で き る 。 イ ト ロ ン Aの 存 在 に よ り RNAウ イ ル ス 、 細 菌 お よ び 寄 生 虫
に 由 来 す る 多 く の 抗 原 の 発 現 が 増 加 し 、 こ れ は 恐 ら く 真 核 細 胞 mRNAと し て の プ ロ セ シ ン グ
お よ び 機 能 を 支 持 す る 配 列 を 有 す る RNAを 発 現 さ せ る こ と に よ り 提 供 さ れ る 。 当 技 術 分 野
に お い て 公 知 の そ の 他 の 方 法 、 例 え ば 非 限 定 例 と し て は 、 真 核 細 胞 の 原 核 細 胞 性 mRNAの コ
ド ン 使 用 の 最 適 化 な ど に よ り 発 現 を 増 強 す る こ と も で き る （ Andreら 、 J.Virol.72： 1497-
1503（ 1998） ； Uchijimaら 、 J.Immunol.161： 5594-5599（ 1998） ） 。 マ ル チ シ ス ト ロ ン 性
ベ ク タ ー を 用 い て 1つ よ り 多 く の 免 疫 原 ま た は 免 疫 原 お よ び 免 疫 刺 激 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ
せ る こ と が で き る （ Iwasakiら 、 J.Immunol.158： 4591-4601（ 1997a） ； Wildら 、 Vaccine
　 16： 353-360（ 1998） ） 。 こ の よ う に （ お よ び ベ ク タ ー 構 築 物 の そ の 他 の 選 択 的 な 成 分
で も 当 て は ま る こ と で あ る が ） 、 一 つ ま た は 複 数 の HIVク レ ー ド ま た は 単 離 体 に 由 来 す る
一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す る ベ ク タ ー は 、 必 ず し も 必 要 で は な い が 、 リ ー ダ ー 配 列
お よ び イ ン ト ロ ン （ 例 え ば CMVイ ン ト ロ ン A） を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 抗 原 コ ー ド 化 配 列 を 受 け 入 れ る た め に 用 い る こ と が で き る 部 位 で 、
そ し て 転 写 カ セ ッ ト が CMVIEプ ロ モ ー タ ー の イ ン ト ロ ン A配 列 を 含 む か ど う か で 異 な っ て い
る 。 従 っ て 、 当 業 者 は 本 発 明 の 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 プ ラ ス ミ ド 内 の （ 複 数 の ） 挿
入 部 位 ま た は （ 複 数 の ） ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 修 飾 す る こ と が で き る 。 イ ン ト ロ ン Aお よ び t
PAリ ー ダ ー 配 列 の 双 方 は 、 場 合 に よ っ て は 抗 原 発 現 を 増 強 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Chap
manら 、 Nucl.Acids Research 19： 3979-3986（ 1991） ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 以 下 で さ ら に 記 載 す る よ う に 、 本 発 明 の ベ ク タ ー を 、 遺 伝 子 ア ジ ュ バ ン ト な ど の ア ジ ュ
バ ン ト と 共 に 投 与 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 核 酸 ベ ク タ ー は 、 そ れ が 発 現 す る 抗 原 に 関
わ ら ず 、 選 択 的 に GM-CSF、 IL-15、 IL-2、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 応 答 因 子 、 分 泌 型 flt-3、 お よ
び 変 異 カ ス パ ー ゼ 遺 伝 子 の よ う な 遺 伝 子 ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で も よ い 。 例 え ば 一 つ ま た は
複 数 の C3d遺 伝 子 配 列 （ 例 え ば 1か ら 3個 の （ ま た は そ れ 以 上 の ） C3d遺 伝 子 配 列 ） を 発 現 さ
れ た 抗 原 に 融 合 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 ア ジ ュ バ ン ト を 融 合 タ ン パ ク 質 の 形 態 で 供 給 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 投 与 さ れ た ベ ク タ ー が pGAベ ク タ ー で あ る 場 合 、 こ れ は 例 え ば pGA1（ 配 列 番 号 ： 1） も し
く は そ の 誘 導 体 （ 配 列 番 号 ： 2お よ び 3） ま た は pGA2（ 配 列 番 号 ： 4） も し く は そ の 誘 導 体
（ 配 列 番 号 ： 5お よ び 6） の 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 pGAベ ク タ ー を 本 明 細 書 で さ ら に 詳
細 に 記 載 す る （ 実 施 例 1か ら 8を も 参 照 ） 。 pGA1は プ ロ モ ー タ ー （ bp1～ 690） 、 CMVイ ン ト
ロ ン A（ bp691～ 1638） 、 tPAリ ー ダ ー 配 列 の 合 成 擬 似 体 （ bp1659～ 1721） 、 ウ シ 成 長 ホ ル
モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 （ bp1761～ 1983） 、 ラ ム ダ T0タ ー ミ ネ ー タ ー （ bp1984～ 2018） 、
カ ナ マ イ シ ン 抵 抗 性 遺 伝 子 （ bp2037～ 2830） お よ び ColEIレ プ リ ケ ー タ ー （ bp2831～ 3890
） を 含 む 3897bpの プ ラ ス ミ ド で あ る 。 pGA1構 築 物 の DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： 1） を 図 2に 示 す
。 図 1で は 、 指 示 し た 制 限 部 位 は 抗 原 コ ー ド 化 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る の に 有 用 で あ る 。
ワ ク チ ン イ ン サ ー ト の 5'末 端 を tPAリ ー ダ ー の 上 流 に ク ロ ー ニ ン グ す る 場 合 、 Cla Iま た は
BspD I部 位 を 用 い る 。 tPAリ ー ダ ー 配 列 と 共 に フ レ ー ム 内 で 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め
に Nhe I部 位 を 用 い る 。 Sma Iと Bln Iと の 間 に 列 挙 さ れ た 部 位 を 抗 原 コ ー ド 化 配 列 の 3'末
端 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 pGA2は pGA1に 見 出 さ れ る イ ン ト ロ ン A配 列 の 947bpを 欠 く 2947bpの プ ラ ス ミ ド で あ る 。 pG
A2は イ ン ト ロ ン A配 列 の 欠 失 以 外 は pGA1と 同 一 で あ る 。 pGA2は 効 率 的 な 発 現 の た め に 上 流
の イ ン ト ロ ン を 必 要 と し な い 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ 、 ま た は 上 流 の イ ン ト ロ ン が 良 好 な 発 現
の た め に 必 要 と さ れ る ス プ ラ イ シ ン グ の パ タ ー ン に 干 渉 す る 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ に 役 立 つ
。 図 5は ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を ク ロ ー ニ ン グ す る の に 有 用 な 制 限 部 位 を 有 す る pGA2の 概 要
の マ ッ プ を 示 す 。 図 6aは pGA2（ 配 列 番 号 ： 2） の DNA配 列 を 示 す 。 ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を pG
A2に ク ロ ー ニ ン グ す る た め の 制 限 部 位 の 使 用 は pGA1に 断 片 を ク ロ ー ニ ン グ す る の に 用 い ら
れ る も の と 同 一 で あ る 。 pGA2.1お よ び pGA2.2は pGA2の 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 誘 導 体 で あ る
。 図 7aお よ び 8aは 各 々 pGA2.1（ 配 列 番 号 ： 5） お よ び pGA2.2（ 配 列 番 号 ： 6） の DNA配 列 を
示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 し た も の と 異 な る 「 骨 格 」 配 列 を 有 す る pGAプ ラ ス ミ ド も ま た 、 プ ラ ス
ミ ド が 治 療 上 有 効 で あ る の に 必 要 な 実 質 的 に 全 て の 特 性 を 有 す る 限 り 本 発 明 の 範 囲 内 で あ
る （ 例 え ば 患 者 に 投 与 し た 場 合 、 プ ラ ス ミ ド が 所 定 の ま た は 望 ま し い 病 原 体 に 対 す る 免 疫
応 答 を 誘 起 ま た は 増 強 す る 限 り 、 ヌ ク レ オ チ ド を 置 換 し 、 ヌ ク レ オ チ ド を 付 加 し 、 ま た は
ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 す る こ と が で き る ） 。 例 え ば 1か ら 10個 、 11か ら 20個 、 21か ら 30個 、 3
1か ら 40個 、 41か ら 50個 、 51か ら 60個 、 61か ら 70個 、 71か ら 80個 、 81か ら 90個 、 91か ら 100
個 、 ま た は 100個 よ り 多 く の ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 ま た は 置 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 患 者 に ベ ク タ ー を 含 む 治 療 上 有 効 量 の 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 組 成 物 を
投 与 す る こ と に よ り 本 発 明 の 方 法 （ 例 え ば 患 者 に お い て 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 方 法 ） を 実 施
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す る こ と が で き 、 前 記 ベ ク タ ー は HIVに 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原
を コ ー ド す る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 有 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー は 前 記 し た pGA構 築
物 の 一 つ ま た は 複 数 の 特 性 （ 例 え ば 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 原 核 細 胞 性 複 製 起 点 、 終 止 配 列
（ 例 え ば ラ ム ダ T0タ ー ミ ネ ー タ ー ） そ し て 選 択 遺 伝 子 マ ー カ ー に 動 作 可 能 な よ う に 連 結 さ
れ て い る 、 並 び に プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 免 疫 不 全 ウ イ ル ス か ら 誘 導 さ れ た 少 な く と も 1つ の
抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 イ ン サ ー ト 、 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 真 核 細 胞 性
転 写 カ セ ッ ト ） を 有 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー で よ い 。 も ち ろ ん 、 本 発 明 の ワ ク チ ン イ ン サ
ー ト を pGA構 築 物 （ 例 え ば pGA1ま た は pGA2以 外 の ベ ク タ ー ） の 特 性 を 有 さ な い プ ラ ス ミ ド
ベ ク タ ー に よ り 分 配 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 組 成 物 は 本 明 細 書 に 記 載 す る イ ン サ ー ト
を 含 む い ず れ か の ウ イ ル ス ま た は 細 菌 ベ ク タ ー を 含 む こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 単
一 の 型 の ベ ク タ ー （ す な わ ち 同 一 の ワ ク チ ン イ ン サ ー ト （ す な わ ち 同 一 抗 原 を コ ー ド す る
イ ン サ ー ト ） を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー ） の 投 与 を 包 含 す る 。 他 で も
明 ら か で あ る よ う に 、 患 者 に 2つ の 型 の ベ ク タ ー を 投 与 す る こ と が で き 、 そ し て こ れ ら の
ベ ク タ ー の 各 々 が 異 な る ク レ ー ド の HIVに 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す こ と が で き る 。 例 え
ば 本 発 明 は （ a） ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） の 第 1サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 に 対 す る
免 疫 応 答 を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む 第 1ベ
ク タ ー お よ び （ b） HIVの 第 2サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 一 つ
ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む 第 2ベ ク タ ー を 含 む 組 成 物 を 患
者 に 投 与 す る 方 法 を 特 徴 と す る 。 第 1お よ び 第 2ベ ク タ ー は 本 明 細 書 に 記 載 す る い ず れ か で
よ い 。 同 様 に 第 1お よ び 第 2ベ ク タ ー の イ ン サ ー ト は 本 明 細 書 に 記 載 す る い ず れ か で よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 治 療 上 有 効 量 の ベ ク タ ー （ 第 1、 第 2、 第 3等 の ベ ク タ ー を 考 慮 し た と し て も ） を 筋 肉 内
ま た は 皮 内 経 路 に よ り 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 、 ま た 賦 形 剤 、 お よ び 選 択 的
に ア ジ ュ バ ン ト と 一 緒 に 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療 上 有 効 量 の い く つ か の ま た は 異 な る
ベ ク タ ー を 続 い て 筋 肉 内 ま た は 皮 内 経 路 に よ り 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 、 ま
た 賦 形 剤 、 お よ び 選 択 的 に 免 疫 応 答 を ブ ー ス ト す る た め の ア ジ ュ バ ン ト と 一 緒 に 投 与 す る
こ と が で き る 。 そ れ が 誘 導 さ れ た ワ ク チ ン ま た は ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ る 抗 原 の 正 確 な 特
性 に 関 わ ら ず 、 当 業 者 は こ の よ う な 成 分 を 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の み を 投 与 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま
た は 組 換 え ウ イ ル ス の み を 投 与 す る こ と に よ り 、 ま た は 双 方 を 投 与 す る こ と に よ り （ 例 え
ば プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ ま た は プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー の 混 合 物 ま た は 組 み 合 わ せ ） を 投 与 す
る こ と が で き る ） 免 疫 応 答 を 「 プ ラ イ ム 」 す る よ う に 、 そ し て ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は 組
換 え ウ イ ル ス （ ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 混 合 物 も し く は 組 み 合 わ せ ） が 免 疫 応 答 を 「 ブ
ー ス ト 」 す る よ う に 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 方 法 を 実 施 す る こ と が で き る 。 プ ラ ス ミ ド お よ び
ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は 組 換 え ウ イ ル ス を 投 与 す る 場 合 、 そ の イ ン サ ー ト は 「 対 合 す る 」
こ と が で き る 。 「 対 合 す る 」 た め に 、 プ ラ ス ミ ド 内 の イ ン サ ー ト （ 例 え ば Gagを コ ー ド す
る 配 列 、 Envを コ ー ド す る 配 列 等 ） お よ び 組 換 え ウ イ ル ス 内 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 一 つ ま
た は 複 数 の 配 列 が 同 一 で あ る が 、 用 語 は そ れ ほ ど 限 定 的 で は な い 。 「 対 合 す る 」 配 列 は ま
た 互 い に 異 な っ て い て も よ い 。 例 え ば 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー で 感 染 さ れ た 細 胞 に お い て 、 DN
Aベ ク タ ー に 用 い た 配 列 が 変 異 し て い る か 、 ま た は さ ら に 変 異 し て そ の 配 列 を コ ー ド す る
ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 複 製 お よ び コ ー ド さ れ た 抗 原 （ 例 え ば Gag、 Gag-Pol、 ま た は Env） の
発 現 を 可 能 に す る （ ま た は 最 適 化 す る ） 場 合 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ り 発 現 さ れ る イ ン サ
ー ト は DNAベ ク タ ー に よ り 発 現 さ れ る イ ン サ ー ト に 「 対 合 す る 」 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 少 な く と も い く つ か の 本 発 明 の 免 疫 不 全 ウ イ ル ス ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 設 計 し て 単 一 の
DNAか ら 非 感 染 性 VLP（ 真 の VLPお よ び ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 凝 集 物 を 包 含 し 得 る 用 語 ） を
作 製 し た 。 通 常 免 疫 不 全 ウ イ ル ス に よ り 用 い ら れ て 単 一 の ウ イ ル ス RNAか ら 複 数 の 遺 伝 子
産 物 を 発 現 す る サ ブ ゲ ノ ム ス プ ラ イ シ ン グ エ レ メ ン ト を 用 い て こ れ を 達 成 し た 。 サ ブ ゲ ノ
ム ス プ ラ イ シ ン パ タ ー ン は （ i） 全 長 ウ イ ル ス RNAに 存 在 す る ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 お よ び ア
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ク セ プ タ ー 、 （ ii） Rev応 答 性 エ レ メ ン ト （ RRE） お よ び （ iii） Revタ ン パ ク 質 に よ り 影 響
を 受 け る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス RNAの ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 は 真 核 細 胞 性 RNAの ス プ ラ イ シ ン グ 部
位 に 関 す る 正 準 配 列 を 使 用 す る 。 RREは Revタ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し て 核 か ら 細 胞 質 へ の ウ
イ ル ス RNAの 輸 送 を 可 能 に す る お よ そ 200bpの RNA構 造 で あ る 。 Revの 不 在 下 で 、 免 疫 不 全 ウ
イ ル ス の お よ そ 10kbの RNAが ほ と ん ど 制 御 遺 伝 子 Tat、 Rev、 お よ び Nefに 関 す る mRNAに ス プ
ラ イ シ ン グ を 被 る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は RTお よ び Envの 間 お よ び ゲ ノ ム の 3'末 端 に 存 在 す る
エ ク ソ ン に よ り コ ー ド さ れ る 。 Revの 存 在 下 で は 、 Envに 関 す る 1つ ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た m
RNAお よ び Gagお よ び Polに 関 す る ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て い な い mRNAが 、 Tat、 Rev、 お よ び N
efに 関 し て 複 数 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た mRNAに 加 え て 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 単 一 の DNAか ら の 非 感 染 性 VLPの 発 現 は 、 免 疫 不 全 ウ イ ル ス ワ ク チ ン に 多 く の 利 点 を 付 与
す る 。 単 一 の DNAか ら の 多 く の タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 ワ ク チ ン 接 種 さ れ た 宿 主 に こ れ ら の
タ ン パ ク 質 に 包 含 さ れ る 幅 広 い Tお よ び B細 胞 エ ピ ト ー プ に 応 答 す る 機 会 を 与 え る 。 複 数 の
エ ピ ト ー プ を 含 有 す る タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ り 、 様 々 な 組 織 適 合 型 に よ る エ ピ ト ー プ の 提
示 が 可 能 に な る 。 タ ン パ ク 質 全 体 を 用 い る こ と に よ り 、 異 な る 組 織 適 合 型 の 宿 主 に 幅 広 い
T細 胞 応 答 を 上 昇 さ せ る 機 会 が 提 供 さ れ る 。 こ れ は そ の 高 い 変 異 率 が 免 疫 応 答 か ら 即 座 に
逃 れ る た め の 助 け と な る 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 感 染 の 有 効 な 封 じ 込 め に 必 須 で あ る （ Evansら
、 Nat.Med.5： 1270-1276（ 1999） ； Poignardら 、 Immunity 10： 431-438（ 1999） 、 Evans
ら 、 （ 1995） ） 。 本 発 明 の ワ ク チ ン 接 種 ス キ ー ム の 文 脈 で 、 薬 物 治 療 に も 当 て は ま る よ う
に 、 逃 れ る た め に 複 数 の 変 異 を 必 要 と す る 多 重 エ ピ ト ー プ T細 胞 応 答 は 単 一 の エ ピ ト ー プ T
細 胞 応 答 （ こ れ は 逃 れ る た め に 単 一 の 変 異 の み を 必 要 と す る ） よ り も 良 好 な 保 護 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ま た 免 疫 原 を 操 作 し て 、 発 現 さ れ た 抗 原 を 特 定 の 細 胞 区 画 に 標 的 化 さ せ る こ と に よ り 抗
体 ま た は Tcを 上 昇 さ せ る の に 多 か れ 少 な か れ 有 効 に す る こ と も で き る 。 例 え ば 抗 体 応 答 は
細 胞 の 細 胞 質 膜 に 提 示 さ れ る か 、 ま た は そ こ か ら 分 泌 さ れ る 抗 原 に よ り 、 細 胞 の 内 部 に 局
在 す る 抗 原 に よ る よ り も さ ら に 有 効 に 上 昇 す る （ Boyleら 、 Int.Immunol.9： 1897-1906（ 1
997） ； Inchauspeら 、 DNA Cell.Biol.16： 185-195（ 1997） ） 。 迅 速 な 細 胞 質 分 解 お よ び M
HC I経 路 へ の さ ら に 有 効 な ペ プ チ ド 負 荷 を 引 き 起 こ す プ ロ テ オ ソ ー ム に DNAコ ー ド 化 タ ン
パ ク 質 を 標 的 化 す る N末 端 ユ ビ キ チ ン 化 シ グ ナ ル を 用 い る こ と に よ り Tc応 答 を 増 強 さ せ る
こ と が で き る （ Rodriguezら 、 J.Virol.71： 8497-8503（ 1997） ； Toberyら 、 J.Exp.Med.18
5： 909-920（ 1997） ； Wuら 、 J.Immunol.159： 6037-6043（ 1997） ） 。 DNA上 昇 免 疫 応 答 に
つ い て の 機 構 的 な 基 礎 に 関 す る 概 説 に 関 し て は 、 Robinsonお よ び Pertmer、 Advances in V
irus Research 53巻 、 Academic Press（ 2000） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 免 疫 応 答 を 操 作 す る 別 の 研 究 法 は 免 疫 原 を 免 疫 標 的 化 ま た は 免 疫 刺 激 分 子 に 融 合 さ せ る
こ と で あ る 。 今 日 で は 、 最 も 成 功 す る こ れ ら の 融 合 は 、 分 泌 さ れ た 免 疫 原 を 抗 原 提 示 細 胞
（ APC） ま た は リ ン パ 節 に 標 的 化 す る （ Boyleら 、 Nature 392： 408-411（ 1998） ） 。 従 っ
て 、 本 発 明 は 、 免 疫 標 的 化 ま た は 免 疫 刺 激 分 子 、 例 え ば CTLA-4、 L-セ レ ク チ ン 、 ま た は サ
イ ト カ イ ン （ 例 え ば IL-1、 IL-2、 IL-4、 IL-7、 IL-10、 IL-15、 ま た は IL-21の よ う な イ ン
タ ー ロ イ キ ン ） に 融 合 し た 本 明 細 書 に 記 載 す る HIV抗 原 を 特 徴 と す る 。 こ の よ う な 融 合 体
を コ ー ド す る 核 酸 お よ び そ れ ら を 含 有 す る 組 成 物 （ 例 え ば ベ ク タ ー お よ び 生 理 学 的 に 許 容
さ れ る 調 製 物 ） も ま た 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 種 々 の 方 法 で DNAを 分 配 す る こ と が で き 、 そ の 方 法 の い ず れ か を 用 い て 本 発 明 の プ ラ ス
ミ ド を 対 象 に 分 配 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 DNAを 例 え ば 生 理 食 塩 水 中 で 注 射 す る （ 例
え ば 皮 下 注 射 用 針 を 用 い る ） か 、 ま た は 微 粒 子 銃 で （ 例 え ば DNAコ ー ト さ れ た ビ ー ズ を 加
速 さ せ る 遺 伝 子 銃 に よ り ） 分 配 す る こ と が で き る 。 生 理 食 塩 水 注 射 に よ り DNAが 細 胞 外 間
隙 に 分 配 さ れ 、 一 方 遺 伝 子 銃 分 配 は DNAを 細 胞 に 直 接 打 ち 込 む 。 生 理 食 塩 水 注 射 に は 遺 伝
子 銃 よ り も 多 量 の DNAが 必 要 と さ れ る （ 典 型 的 に は 100か ら 1000倍 多 い ） （ Fynanら 、 Proc.
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Natl.Acad.Sci.USA　 90： 11478-11482（ 1993） ） 。 こ れ ら の 2つ の 型 の 分 配 は ま た 、 生 理
食 塩 水 注 射 が 応 答 を 1型 T細 胞 ヘ ル プ に 偏 ら せ る が 、 一 方 遺 伝 子 銃 分 配 は 応 答 を 2型 T細 胞 ヘ
ル プ に 偏 ら せ る と い う 点 で も 異 な っ て い る （ Feltquateら 、 J.Immunol.158： 2278-2284（ 1
997） ； Pertmerら 、 J.Virol.70： 6119-6125（ 1996） ） 。 生 理 食 塩 水 中 で 注 射 さ れ た DNAは
迅 速 に 体 中 に 拡 散 す る 。 銃 に よ り 分 配 さ れ た DNAは 標 的 部 位 に よ り 局 在 化 す る 。 い ず れ の
接 種 方 法 に 従 っ て も 、 細 胞 外 プ ラ ス ミ ド DNAは 半 減 期 が 約 10分 間 と 短 い （ Kawabataら 、 Pha
rm.Res.12： 825-830（ 1995） ； Lewら 、 Hum.Gene Ther.6： 553（ 1995） ） 。 生 理 食 塩 水 注
射 に よ る ワ ク チ ン 接 種 は 筋 肉 内 （ i.m.） ま た は 皮 内 （ i.d.） に で き ； 遺 伝 子 銃 分 配 は 皮 膚
ま た は 外 科 的 に 暴 露 さ れ た 組 織 、 例 え ば 筋 肉 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 分 配 の そ の 他 の 経 路 は 概 し て あ ま り 好 ま し く な い が 、 そ れ に も 関 わ ら ず 本 発 明 の 組 成 物
を 投 与 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 粘 膜 に 、 ま た は 接 種 の 非 経 口 経 路 に よ り
DNAを 適 用 す る こ と が で き る 。 生 理 食 塩 水 中 の DNAの 鼻 内 投 与 は 良 好 な 成 功 （ Asakuraら 、 S
cand.J.Immunol.46： 326-330（ 1997） ； Sasakiら 、 Infect.Immun.66： 823-826（ 1998b）
） お よ び 限 定 的 な 成 功 （ Fynanら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA　 90： 11478-11482（ 1993） ）
の 双 方 を 経 験 し て い る 。 遺 伝 子 銃 は 膣 粘 膜 に DNAを 分 配 し た 後 、 IgGを 上 昇 さ せ る の に 成 功
し た （ Livingstonら 、 Ann.New York Acad.Sci.772： 265-267（ 1995） ） 。 DNAの 粘 膜 表 面
へ の 分 配 で の い く つ か の 成 功 は ま た リ ポ ソ ー ム （ McCluskieら 、 Antisense Nucleic Acid 
Drug Dev.8： 401-414（ 1998） ） 、 マ イ ク ロ ス フ ェ ア （ Chenら 、 J.VIrol.72： 5757-5761（
1998a） ； Jonesら 、 Vaccine　 15： 814-817（ 1997） ） お よ び 組 換 え 赤 痢 菌 ベ ク タ ー （ Size
moreら 、 Science 270： 299-301（ 1995） ； Sizemoreら 、 Vaccine 15： 804-807（ 1997） ）
を 用 い て も 達 成 さ れ て い る 。 例 え ば こ れ ら の 作 用 物 質 （ リ ポ ソ ー ム 、 マ イ ク ロ ス フ ェ ア お
よ び 組 換 え 赤 痢 菌 ベ ク タ ー ） を 用 い て 本 発 明 の 核 酸 を 分 配 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 応 答 を 上 昇 さ せ る の に 必 要 な DNAの 用 量 は 分 配 方 法 、 宿 主 、 ベ ク タ ー 、 お よ び コ ー ド さ
れ る 抗 原 に 依 存 す る 。 分 配 の 方 法 は 最 も 影 響 力 の あ る パ ラ メ ー タ ー で あ ろ う 。 DNAの 生 理
食 塩 水 注 射 に は 概 し て DNA10μ gか ら 5mgが 用 い ら れ 、 一 方 DNAの 遺 伝 子 銃 分 配 に は よ り 典 型
的 に は DNA0.2μ gか ら 20μ gが 用 い ら れ る 。 概 し て 、 マ ウ ス で は 低 用 量 の DNA（ 生 理 食 塩 水
注 射 に は 10か ら 100μ g、 そ し て 遺 伝 子 銃 分 配 に は 0.2μ gか ら 2μ g） が 用 い ら れ 、 そ し て 霊
長 類 に は 高 用 量 （ 生 理 食 塩 水 注 射 に は 100か ら 1mg、 そ し て 遺 伝 子 銃 分 配 に は 2μ gか ら 20μ
g） が 用 い ら れ る 。 遺 伝 子 銃 分 配 に 必 要 な DNAの さ ら に 低 量 は 、 直 接 DNAを 細 胞 に 分 配 す る
金 ビ ー ズ を 反 映 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 前 記 し た DNAベ ク タ ー に 加 え て 、 多 く の 異 な る ポ ッ ク ス ウ イ ル ス を 単 独 で （ す な わ ち 核
酸 ま た は DNAプ ラ イ ム な し で ） 、 ま た は ワ ク チ ン 投 与 計 画 の ブ ー ス ト 成 分 と し て 用 い る こ
と が で き る 。 MVAは 特 に マ ウ ス モ デ ル に お い て 有 効 で あ る （ Schneiderら 、 Nat.Med.4： 397
-402（ 1998） ） 。 MVAは 、 天 然 痘 の 撲 滅 の た め の キ ャ ン ペ ー ン の 終 盤 に 開 発 さ れ た ワ ク シ
ニ ア ウ イ ル ス の 高 度 に 弱 毒 さ れ た 株 で あ り 、 そ し て 100,000人 以 上 の ヒ ト に お い て 安 全 性
が 試 験 さ れ た （ Mahnelら 、 Berl.Munch Tierarztl Wochenschr 107： 253-256（ 1994） ； Ma
yrら 、 Zentralbl.Bakteriol.167： 375-390（ 1978） ） 。 ニ ワ ト リ 細 胞 に お け る 500を 越 え
る 継 代 の 間 に 、 MVAは そ の ゲ ノ ム の 約 10％ お よ び 霊 長 類 細 胞 に お い て 効 率 的 に 複 製 す る 能
力 を 喪 失 し た 。 そ の 複 製 の 制 限 に も 関 わ ら ず 、 MVAは 高 度 に 有 効 な 発 現 ベ ク タ ー で あ り （ S
utterら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA89： 10847-10851（ 1992） ） 、 霊 長 類 に お け る パ ラ イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス （ Durbinら 、 J.Infect.Dis.179： 1345-1351（ 1999） ） 、 麻 疹 （ Stitt
elaarら 、 J.Virol.74： 4236-4243（ 2000） ） お よ び 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Barouchら 、 J.Vir
ol.75： 5151-5158（ 2001） ； Ourmanovら 、 J.Virol.74： 2740-2751（ 2000） ； Amaraら 、 J.
Virol.76： 7625-7631（ 2002） ） に 関 す る 保 護 免 疫 応 答 を 上 昇 さ せ る こ と が 判 明 し た 。 MVA
の 相 対 的 に 高 度 な 免 疫 原 性 は い く つ か の ウ イ ル ス 抗 免 疫 防 御 遺 伝 子 の 喪 失 に 一 部 寄 与 し て
い る （ Blanchardら 、 J.Gen.Virol.79： 1159-1167（ 1998） ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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　 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 用 い て 組 換 え 遺 伝 子 発 現 に 関 し て 、 お よ び 組 換 え 生 ワ ク チ ン と し
て ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 操 作 し た （ Mackettら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 79： 7415-7419； S
mithら 、 Biotech.Genet.Engin.Rev.2： 383-497（ 1984） ） 。 本 明 細 書 で 記 載 す る い ず れ か
の HIV抗 原 を コ ー ド す る こ と が で き る DNA配 列 を ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス の ゲ ノ ム に 導 入 す る こ
と が で き る 。 遺 伝 子 が ウ イ ル ス の ラ イ フ サ イ ク ル に 必 須 で な い ウ イ ル ス DNAの 部 位 で 組 み
込 ま れ る 場 合 、 新 た に 生 成 さ れ た 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 感 染 性 に し （ す な わ ち 外 来
の 細 胞 を 感 染 す る こ と が で き る ） 、 そ し て 組 み 込 ま れ た DNA配 列 を 発 現 さ せ る こ と が 可 能
で あ る 。 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 の 特 徴 で あ る ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 高 度 に 弱 毒 さ れ て い
る の が 好 ま し い 。 天 然 痘 ワ ク チ ン 接 種 の 望 ま し く な い 副 作 用 を 回 避 す る た め に 、 ワ ク シ ニ
ア ウ イ ル ス の い く つ か の 弱 毒 株 が 開 発 さ れ た 。 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ （ MVA） ウ イ ル
ス は 、 ニ ワ ト リ 胚 線 維 芽 細 胞 に お け る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス の ア ン カ ラ 株 の 長 期 の 連 続 継 代
に よ り 作 製 さ れ た （ CVA： Mayrら 、 Infection 3： 6-14（ 1975） 参 照 ） 。 MVAウ イ ル ス は Ame
rican Type Culture Collection（ ATCC； 番 号 VR-1508； Manassas、 バ ー ジ ニ ア 州 ） か ら 公
に 入 手 可 能 で あ る 。 MVA株 の 望 ま し い 特 性 は 臨 床 試 験 に お い て 実 証 さ れ て い る （ Mayrら 、 Z
entralbl.Bakteriol.167： 375-390（ 1978） ； Sticklら 、 Dtsch.Med.Wschr.99： 2386-2392
（ 1974） ； Sutterお よ び Moss、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 89： 10847-10851（ 1992） も ま た
参 照 ） 。 高 リ ス ク 患 者 を 含 む 120,000人 以 上 の ヒ ト に お け る こ れ ら の 研 究 の 間 、 MVAワ ク チ
ン の 使 用 に 随 伴 さ れ る 副 作 用 は な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 MVAベ ク タ ー を 以 下 の よ う に 調 製 す る こ と が で き る 。 DNA配 列 、 例 え ば 外 来 性 の ポ リ ペ プ
チ ド （ 例 え ば 本 明 細 書 に 記 載 す る い ず れ か の HIV抗 原 ） を コ ー ド し 、 そ し て MVAゲ ノ ム で の
天 然 発 生 欠 失 （ 例 え ば 欠 失 IIIま た は そ の 他 の （ 複 数 の ） 非 必 須 部 位 ； 6個 の 主 要 な ゲ ノ ム
DNAの 欠 失 （ 欠 失 I、 II、 III、 IV、 Vお よ び VIと 称 す る ） 全 部 で 31,000塩 基 対 が 同 定 さ れ て
い る （ Mayerら 、 J.Gen.Virol.72： 1031-1038（ 1991） ） に 隣 接 す る MVA DNA配 列 に よ り フ
ラ ン キ ン グ さ れ る 、 本 明 細 書 に 記 載 す る イ ン サ ー ト 配 列 を 含 有 す る DNA構 築 物 を 、 相 同 組
換 え が 生 じ る 条 件 下 で 、 MVAで 感 染 さ せ た 細 胞 に 導 入 す る 。 一 度 DNA構 築 物 が 真 核 細 胞 に 導
入 さ れ 、 そ し て 外 来 性 DNAが ウ イ ル ス DNAで 組 換 え ら れ る と 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方
法 に よ り 組 換 え ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 単 離 す る こ と が で き る （ 検 出 マ ー カ ー の 使 用 に よ り
単 離 を 促 進 す る こ と が で き る ） 。 挿 入 さ れ る よ う に 構 築 さ れ た DNAは 直 線 状 ま た は 環 状 で
よ い （ 例 え ば プ ラ ス ミ ド 、 直 線 プ ラ ス ミ ド 、 遺 伝 子 、 遺 伝 子 断 片 、 ま た は 修 飾 さ れ た HIV
ゲ ノ ム ） 。 外 来 性 DNA配 列 を 、 天 然 発 生 欠 失 を フ ラ ン キ ン グ す る 配 列 の 間 に 挿 入 す る 。 DNA
配 列 を よ り 良 好 に 発 現 さ せ る た め に 、 配 列 は 制 御 配 列 を 含 む こ と が で き る （ 例 え ば ワ ク シ
ニ ア 11kDa遺 伝 子 ま た は 7.5kDa遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の よ う な プ ロ モ ー タ ー ） 。 種 々 の 方
法 、 例 え ば カ ル シ ウ ム リ ン 酸 補 助 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Grahamら 、 Virol.52： 456-467
（ 1973） お よ び Wiglerら 、 Cell　 16： 777-785（ 1979） ） 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン （ Neu
mannら 、 EMBO J.1： 841-845（ 1982） ） 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン （ Graessmannら 、 Met
h.Enzymol.101： 482-492（ 1983） ） 、 リ ポ ソ ー ム に よ る （ Straubingerら 、 Meth.Enzymol.
101： 512-527（ 1983） ） 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト に よ る （ Schaffner、 Proc.Natl.Acad.Sci.US
A 77： 2163-2167（ 1980） ） ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の そ の 他 の 方 法 な ど に よ り DNA
構 築 物 を MVA感 染 し た 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。 組 換 え MVAウ イ ル ス の 調 製 は Mossら 、
PCT国 際 公 開 公 報 第 02/07275号 A2（ 国 際 出 願 番 号 第 PCT/US02/06713号 ） に さ ら に 詳 細 に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 DNAを 分 配 す る 場 合 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 用 い る 場 合 と ち ょ う ど 同 じ よ う に 、 ウ イ ル
ス ベ ク タ ー に よ り 適 量 に 到 達 す る こ と が で き る 。 例 え ば MVA基 盤 の ワ ク チ ン の 1× 10 8  pfu
を 分 配 で き 、 そ し て 筋 肉 内 、 皮 内 、 静 脈 内 ま た は 粘 膜 経 由 で 投 与 を 実 施 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 （ a） ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） の 第 1サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え
体 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を
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含 む 第 1ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 お よ び （ b） HIVの 第 2サ ブ タ イ プ ま た は 組 換 え 体 に 対 す る 免 疫
応 答 を 引 き 出 す 一 つ ま た は 複 数 の 抗 原 を コ ー ド す る ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む 第 2ウ イ ル
ス ベ ク タ ー ； を 含 む 組 成 物 を 特 徴 と す る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 組 換 え ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ま
た は 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ （ MVA） ウ イ ル ス で よ く 、 そ し て イ ン サ ー ト は い ず れ か の
ク レ ー ド に 由 来 す る 本 明 細 書 に 記 載 す る い ず れ か の HIV抗 原 で よ い （ 例 え ば ク レ ー ド A、 B
、 ま た は C HIV（ 例 え ば HIV-1抗 原 ） を コ ー ド す る 、 予 防 的 ま た は 治 療 的 に 有 効 な 量 の MVA
を 投 与 す る こ と が で き る ） 。 さ ら に 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る 場 合 （
例 え ば 「 DNAプ ラ イ ム 」 に 続 い て 投 与 す る 場 合 ） 、 MVA担 持 配 列 は プ ラ ス ミ ド 担 持 配 列 に 「
対 合 す る 」 こ と が で き る 。 例 え ば 、 組 換 え ク レ ー ド B配 列 を 発 現 す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス
（ 例 え ば MVA） は プ ラ ス ミ ド イ ン サ ー ト の JSシ リ ー ズ に 対 合 す る こ と が で き る 。 同 様 に 組
換 え ク レ ー ド A配 列 を 発 現 す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス （ 例 え ば MVA） は プ ラ ス ミ ド イ ン サ ー ト
の ICシ リ ー ズ に 対 合 す る こ と が で き ； 組 換 え ク レ ー ド C配 列 を 発 現 す る ワ ク シ ニ ア ウ イ ル
ス （ 例 え ば MVA） は プ ラ ス ミ ド イ ン サ ー ト の INシ リ ー ズ に 対 合 す る こ と が で き る 。 以 下 に
特 定 の ク レ ー ド を 例 示 す る が 、 本 発 明 が そ の よ う に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 ウ イ ル ス ベ
ク タ ー を 含 有 す る 組 成 物 は い ず れ か 公 知 の ク レ ー ド （ ク レ ー ド A、 B、 C、 D、 E、 F、 G、 H、
I、 J、 Kま た は Lな ど ） に 由 来 す る HIV抗 原 を 発 現 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 む こ と が で き
る 。 も ち ろ ん 免 疫 応 答 を 引 き 出 す 方 法 を 、 同 様 に こ れ ら の ク レ ー ド の い ず れ か に 由 来 す る
抗 原 を 発 現 す る 組 成 物 を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー の い ず れ か を ア ジ ュ バ ン ト （ す
な わ ち ワ ク チ ン の 免 疫 原 性 を 高 め る た め に ワ ク チ ン に 添 加 さ れ る い ず れ か の 物 質 ） と 共 に
投 与 す る こ と が で き 、 そ し て い ず れ か の 慣 用 さ れ る 投 与 経 路 （ 例 え ば 筋 肉 内 、 皮 内 、 静 脈
内 、 ま た は 粘 膜 経 由 ； 以 下 を 参 照 ） に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る ベ
ク タ ー （ DNAで も ウ イ ル ス 基 盤 で も ） と 一 緒 に 用 い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト は 徐 々 に 抗 原 を 放
出 す る も の で よ い （ 例 え ば ア ジ ュ バ ン ト は リ ポ ソ ー ム で よ い ） か 、 ま た は そ れ 自 体 強 力 な
免 疫 原 性 で あ る ア ジ ュ バ ン ト で よ い （ こ れ ら の ア ジ ュ バ ン ト は 相 乗 的 に 機 能 す る と 考 え ら
れ る ） 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る ワ ク チ ン 組 成 物 は 公 知 の ア ジ ュ バ ン ト ま た は 、 DNA
の 取 り 込 み を 促 進 す る か 、 免 疫 系 細 胞 を 接 種 部 位 に 動 員 す る か 、 ま た は 応 答 す る リ ン パ 細
胞 の 免 疫 活 性 化 を 促 進 す る そ の 他 の 物 質 を 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ジ ュ バ ン ト ま た
は 物 質 に は 油 お よ び 水 エ マ ル ジ ョ ン 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル ブ ム 、 バ シ ラ ス ・ カ ル メ
ッ テ ・ ゲ ラ ン 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 グ ル カ ン 、 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 酸 化 鉄 、 ア ル ギ ン 酸
ナ ト リ ウ ム 、 バ ク ト ・ ア ジ ュ バ ン ト 、 特 定 の 合 成 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ ア ミ ノ 酸 お よ び ア
ミ ノ 酸 の コ ポ リ マ ー 、 サ ポ ニ ン 、 REGRESSIN（ Vetrepharm、 Athens、 ジ ョ ー ジ ア 州 ） 、 AVR
IDINE（ N,N-ジ オ ク タ デ シ ル -N',N'-ビ ス (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )-プ ロ パ ン ジ ア ミ ン ） 、 パ
ラ フ ィ ン 油 、 並 び に ム ラ ミ ル ジ ペ プ チ ド な ど が あ る 。 同 一 の ま た は 同 時 接 種 さ れ た ベ ク タ
ー の 免 疫 変 調 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば GM-CSF
、 IL-15、 IL-2、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 応 答 因 子 、 お よ び 変 異 カ ス パ ー ゼ 遺 伝 子 を 、 病 原 性 免
疫 原 （ 例 え ば HIV抗 原 ） を コ ー ド す る ベ ク タ ー ま た は 免 疫 原 の 投 与 と 同 時 も し く は ほ ぼ 同
時 に 投 与 さ れ る 別 個 の ベ ク タ ー に 含 め る こ と が で き る 。 発 現 さ れ た 抗 原 を ア ジ ュ バ ン ト 配
列 、 例 え ば 1個 、 2個 、 3個 ま た は そ れ 以 上 の C3dコ ピ ー に 融 合 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 す る 組 成 物 を い ず れ か の 非 経 口 ま た は 局 所 経 路 を 経 る な ど の 種 々 の 方 法
で 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮 内 、 皮 下 ま た は 筋 肉 内 の 方 法 に よ り
個 体 に 接 種 す る こ と が で き る 。 接 種 は 例 え ば 皮 下 注 射 用 の 針 、 針 の な い 分 配 装 置 、 例 え ば
液 体 流 を 標 的 部 位 に 推 進 さ せ る も の を 用 い て 、 ま た は 金 ビ ー ズ 上 の DNAを 標 的 部 位 に 打 ち
込 む 遺 伝 子 銃 を 使 用 し て よ い 。 病 原 性 ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む ベ ク タ ー を 溶 液 、 ゲ ル 、
泡 ま た は 坐 剤 に よ る 鼻 内 投 与 、 す な わ ち 点 鼻 剤 も し く は 吸 入 剤 、 ま た は 直 腸 内 も し く は 膣
内 投 与 な ど の 種 々 の 方 法 に よ り 粘 膜 表 面 に 投 与 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 ワ ク チ ン イ ン
サ ー ト を 含 む ベ ク タ ー を 錠 剤 、 カ プ セ ル 、 チ ュ ア ブ ル 錠 、 シ ロ ッ プ 、 エ マ ル ジ ョ ン 等 の 形
態 で 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 ま た 別 の 態 様 で は 、 ベ ク タ ー を 経 皮 的 に 、 受 動 的 皮
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膚 パ ッ チ 、 イ オ ン 泳 動 的 手 段 等 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 い ず れ か の 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 培 地 を 用 い て ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 含 む ベ ク タ ー （ 核
酸 基 盤 で も ベ ク タ ー 化 さ れ た 生 ワ ク チ ン で も ） を 導 入 す る こ と が で き る 。 例 え ば 当 技 術 分
野 に お い て 公 知 の 適 当 な 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 に は 、 非 限 定 例 と し て は 滅 菌 水 、 生 理 食
塩 水 、 グ ル コ ー ス 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 ま た は 緩 衝 溶 液 な ど が あ る 。 培 地 は 補 助 剤 、 例 え ば
希 釈 剤 、 安 定 剤 （ す な わ ち 糖 （ グ ル コ ー ス お よ び デ キ ス ト ロ ー ス が 以 前 に 記 さ れ た ） お よ
び ア ミ ノ 酸 ） 、 保 存 剤 、 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 pH緩 衝 剤 、 粘 性 ま た は 注 入 能 力 、 色 等 を 増 強 す
る 添 加 剤 を 含 む こ と が で き る 。 好 ま し く は 培 地 ま た は 担 体 は 副 作 用 を 生 じ な い か 、 ま た は
利 益 が 伝 え ら れ る よ り も は る か に 重 量 超 過 し な い と 副 作 用 を 生 じ な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 を さ ら に 以 下 の 実 施 例 に よ り 説 明 す る が 、 こ れ は 説 明 の た め に 提 供 さ れ 、 そ し て
限 定 を 意 図 す る も の で は な い 。 本 出 願 の 全 体 に わ た っ て 引 用 さ れ た 参 照 文 献 、 公 開 さ れ た
特 許 出 願 お よ び 特 許 の 全 て の 内 容 は 、 そ の 全 て を 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
本 発 明 の 多 く の 態 様 が 記 載 さ れ て い る 。 そ れ に も 関 わ ら ず 、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら
逸 脱 す る こ と な く 種 々 の 修 飾 を 行 う こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
実 施 例 1　 pGA1
　 pGA1（ 図 1お よ び 2参 照 ） は （ 1） ColE1複 製 起 点 （ 複 製 起 点 （ ori） を 含 有 し 、 そ し て RNA
プ ラ イ マ ー お よ び 2個 の 複 製 開 始 の 負 の レ ギ ュ レ ー タ ー を コ ー ド す る 672bp配 列 ） 、 （ 2）
カ ナ マ イ シ ン 抵 抗 性 遺 伝 子 （ 細 菌 に お け る プ ラ ス ミ ド 選 択 の た め の 抗 生 物 質 抵 抗 性 遺 伝 子
） 、 （ 3） ラ ム ダ T0タ ー ミ ネ ー タ ー 、 並 び に （ 4） 上 流 の イ ン ト ロ ン （ こ こ で は CNVイ ン ト
ロ ン A） 、 CNV極 初 期 （ CMVIE） プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 配
列 由 来 の 終 止 配 列 （ BGHpA） を 含 む 真 核 細 胞 発 現 カ セ ッ ト を 含 有 す る 。 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー
ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー （ tPA） リ ー ダ ー 配 列 の 合 成 擬 似 物 質 も ま た 発 現 カ セ ッ ト 内 に 含 ま れ
る 。 発 現 カ セ ッ ト は 複 数 の 制 限 部 位 を 含 む こ と が で き 、 そ し て こ れ ら の 部 位 は い ず れ か の
HIVク レ ー ド に 由 来 す る 抗 原 を コ ー ド す る 発 現 カ セ ッ ト の 封 入 を 促 進 す る こ と を 、 所 望 ど
お り に 含 め る か ま た は 排 除 す る こ と が で き る 。 pGA1の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 は tPAリ ー ダ ー の
上 流 に Cla I部 位 、 tPAリ ー ダ ー の フ レ ー ム 内 に ク ロ ー ニ ン グ す る た め の Nhe I部 位 、 並 び
に BGHpAに 先 立 っ て ク ロ ー ニ ン グ す る た め の Xmn I、 Sma I、 Rsr II、 お よ び Avr II部 位 を
含 む 。 ColE1レ プ リ ケ ー タ ー を 含 有 す る 元 来 の 構 築 さ れ た プ ラ ス ミ ド は pBR322で あ っ た （ B
olivarら 、 Gene 2： 95-113（ 1977） ； Sutcliffeら 、 Cold Spring Harbor Quant.Biol.43
： 77-90（ 1978） ） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ラ ム ダ T0タ ー ミ ネ ー タ ー （ Scholtissekら 、 Nucleic Acids Res.15： 3185（ 1987） ） は
プ ラ ス ミ ド の 原 核 細 胞 性 成 長 中 の カ ナ マ イ シ ン 抵 抗 性 遺 伝 子 か ら 真 核 細 胞 発 現 カ セ ッ ト （
こ の 場 合 、 ワ ク チ ン 転 写 カ セ ッ ト ） へ の 読 み 過 ご し を 防 御 す る 。 ワ ク チ ン 発 現 カ セ ッ ト へ
の 読 み 過 ご し を 防 御 す る こ と に よ り 、 タ ー ミ ネ ー タ ー は 細 菌 の 成 長 中 の プ ラ ス ミ ド イ ン サ
ー ト の 安 定 化 を 助 け る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 市 販 の ベ ク タ ー pZErO-2.1（ Invitrogen、 Carlsbad、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） お よ び 真 核 細
胞 発 現 ベ ク タ ー pJW4303（ Luら 、 Vaccine　 15： 920-923（ 1997） ） か ら PCR断 片 を 用 い て 、
真 核 細 胞 の た め の ColE1レ プ リ ケ ー タ ー 、 カ ナ マ イ シ ン 抵 抗 性 遺 伝 子 、 お よ び 転 写 調 節 エ
レ メ ン ト を 1個 の プ ラ ス ミ ド に 組 み 合 わ せ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 pZErO-2.1由 来 の 1859bp断 片 （ ヌ ク レ オ チ ド 1319～ 3178位 ） は ColE1複 製 起 点 お よ び カ ナ
マ イ シ ン 抵 抗 性 遺 伝 子 を 含 ん だ 。 pJW4303由 来 の 2040bp断 片 （ ヌ ク レ オ チ ド 376～ 2416位 ）
は イ ン ト ロ ン Aを 伴 う CMVIEプ ロ モ ー タ ー 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー リ ー ダ ー
（ tPA） の 合 成 相 同 体 、 お よ び ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 （ BGHpA） を 含 ん だ 。
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ り Sal I部 位 を 含 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
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を 用 い て 断 片 を 増 幅 し た 。 pZErO2由 来 の カ ナ マ イ シ ン 抵 抗 性 の 転 写 カ セ ッ ト お よ び 逆 の 転
写 配 向 の pJW4303の 真 核 細 胞 性 転 写 カ セ ッ ト と の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 産 物 を さ ら に 発 展 さ せ る
た め に 同 定 し た 。 pGAベ ク タ ー の こ の 親 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 付 け を CMVプ ロ モ ー タ ー の 5'末
端 の 最 初 の 塩 基 対 か ら 開 始 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 そ の 5'末 端 に BamH I制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 お よ び そ の 3'末 端 に Xba I制 限 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 有 す る 391bp断 片 の PCR増 幅 に よ り T0タ ー ミ ネ ー タ ー を pGAベ ク タ ー の
こ の 親 に 導 入 し た 。 断 片 の 最 初 の 355bpは pJW4303転 写 カ セ ッ ト か ら 誘 導 さ れ た BGHpA配 列
に お け る 配 列 で あ り 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 次 の 36個 の 塩 基 は T0配 列 お よ び Xba I部
位 を 導 入 し た 。 導 入 さ れ た T0タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 は 配 列
　
　
を 含 ん だ 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 BamH I-Xba I断 片 を 含 有 す る T0タ ー ミ ネ ー タ ー を 、 pZErO-2お よ び pJW4303か ら 作 製 し た
プ ラ ス ミ ド の T0タ ー ミ ネ ー タ ー を 含 ま な い 相 同 体 断 片 と 置 換 し た 。 産 物 を シ ー ク エ ン シ ン
グ し て T0配 向 を 確 認 し た （ 図 1） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 1755～ 1845間 の 真 核 細 胞 性 転 写 カ セ ッ ト に お け る 領 域 は SIV nefの 読 み 枠
の 最 後 の 30bpを 含 有 し た 。 ヌ ク レ オ チ ド 1858位 で 配 列 を 変 異 さ せ 、 そ し て Avr II制 限 エ ン
ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 作 製 す る こ と に よ り こ の 領 域 を pGAか ら 除 去 し た 。 天 然 発 生 Avr II
部 位 は ヌ ク レ オ チ ド 1755位 に 位 置 す る 。 Avr II酵 素 で の 消 化 そ し て 次 の T4 DNAリ ガ ー ゼ で
の 再 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 、 ヌ ク レ オ チ ド 1755～ 1845間 で の DNAの SIVセ グ メ ン ト の 除 去 が
可 能 に な っ た 。 HIV-1配 列 の pGAベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ を 促 進 す る た め に 、 部 位 特 異 的
変 異 誘 発 の た め の 標 準 的 な 技 術 を 用 い て bp1648位 に Cla I部 位 、 お よ び bp1747位 に Rsr II
部 位 を 導 入 し た 。 構 築 物 を 配 列 分 析 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
実 施 例 2　 pGA1.1
　 pGA1.1（ 配 列 番 号 ： 2） は 、 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 が EcoRI部 位 を 含 む よ う に 変 化 し て い
る こ と 以 外 は pGA1と 同 一 で あ る 。 こ れ を 以 下 の プ ラ イ マ ー
　
　
（ フ ォ ワ ー ド ）
お よ び
　
　
（ リ バ ー ス ） （ 各 々 配 列 番 号 ： 17お よ び 18） を 用 い て 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 に よ り 達 成 し た
。 従 っ て 、 pGA1.1ベ ク タ ー は 本 発 明 の 態 様 で あ り ； pGAプ ラ ス ミ ド の 一 つ ま た は 複 数 の 特
徴 ま た は 特 性 を 有 す る そ の 他 の ベ ク タ ー （ 詳 細 な 説 明 を 参 照 ） と 同 様 で あ る が 、 多 重 ク ロ
ー ニ ン グ 部 位 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 は 異 な っ て い る （ 例 え ば 本 発 明 は 、 そ れ 以 外
は 実 質 的 に pGA1に 類 似 す る が 、 そ の 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 多 少 異 な る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ 部 位 を 有 す る プ ラ ス ミ ド を 包 含 す る ） 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
実 施 例 3　 pGA1.2
　 pGA1.2（ 配 列 番 号 ： 3） は 、 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 が EcoRI部 位 の 5'に BamHIお よ び XhoI
部 位 を 含 む よ う に 変 化 し て い る こ と 以 外 は pGA1.1と 同 一 で あ る 。 こ れ を プ ラ イ マ ー
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お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
　
　
　
　
を 用 い て 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 に よ り 達 成 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
実 施 例 4　 pGA2
　 pGA2を 図 5で 図 式 的 に 説 明 し 、 そ し て そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 6（ 配 列 番 号 ： 4） に 示
す 。 pGA2は 、 イ ン ト ロ ン A配 列 が pGA2の CMVプ ロ モ ー タ ー か ら 除 去 さ れ て い る こ と 以 外 は pG
A1と 同 一 で あ る 。 CMVプ ロ モ ー タ ー の mRNAキ ャ ッ プ 部 位 か ら 8bp下 流 に Cla I部 位 を 導 入 す
る こ と に よ り pGA1か ら pGA2を 作 製 し ； 配 列 ：
　
　
お よ び
　
　
を 有 す る 相 補 的 プ ラ イ マ ー を 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 を 用 い て Cla 
I部 位 を 導 入 し た 。 新 た な Cla I部 位 を 挿 入 し た 後 、 Cla Iで pGA1を 消 化 し て pGA1か ら 946bp
の Cla I断 片 を 除 去 し 、 そ し て 次 に ラ イ ゲ ー ト し て pGA2を 生 成 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
実 施 例 5　 pGA2.1
　 pGA2.1（ 配 列 番 号 ： 5） は 、 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 が EcoRI部 位 を 含 む よ う に 変 化 し て い
る こ と 以 外 は pGA2と 同 一 で あ る 。 こ れ を 以 下 の プ ラ イ マ ー ： フ ォ ワ ー ド
　
　
お よ び リ バ ー ス
　
　
を 用 い て 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 に よ り 達 成 し た 。 従 っ て 、 pGA2.1ベ ク タ ー は 本 発 明 の 態 様 で
あ り ； pGAプ ラ ス ミ ド の 一 つ ま た は 複 数 の 特 徴 ま た は 特 性 を 有 す る そ の 他 の ベ ク タ ー （ 詳
細 な 説 明 を 参 照 ） と 同 様 で あ る が 、 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位
は 異 な っ て い る （ 例 え ば 本 発 明 は 、 そ れ 以 外 は 実 質 的 に pGA1に 類 似 す る が 、 そ の 多 重 ク ロ
ー ニ ン グ 部 位 に 多 少 異 な る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 有 す る プ ラ ス ミ ド を 包 含 す る ）
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
実 施 例 6　 pGA2.2
　 pGA2.2（ 配 列 番 号 ： 6） は 、 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 が EcoRI部 位 の 5'に BamHIお よ び XhoI
部 位 を 含 む よ う に 変 化 し て い る こ と 以 外 は pGA1.1と 同 一 で あ る 。 こ れ を フ ォ ワ ー ド プ ラ イ
マ ー
　
　
お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
　
　
（ 各 々 配 列 番 号 ： 23お よ び 24） を 用 い て 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 に よ り 達 成 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
実 施 例 7　 免 疫 欠 損 ウ イ ル ス ワ ク チ ン イ ン サ ー ト
　 ベ ク タ ー の pGA1お よ び pGA2シ リ ー ズ の た め の HIV-1ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 構 築 し て 、 免
疫 欠 損 ウ イ ル ス に よ り 用 い ら れ る 同 一 の サ ブ ゲ ノ ム ス プ ラ イ シ ン グ 機 構 を 用 い て 単 一 の RN
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A転 写 体 か ら 複 数 の HIV-1タ ン パ ク 質 を 発 現 し た 。 こ れ ら の 多 タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー が 感
染 性 ウ イ ル ス を 形 成 し な か っ た こ と を 確 認 す る た め に 、 欠 失 お よ び 点 変 異 を 導 入 し て レ ト
ロ ウ イ ル ス ラ イ フ サ イ ク ル の 必 須 工 程 を 不 能 化 し た 。 図 9は 正 常 な レ ト ロ ウ イ ル ス ゲ ノ ム
お よ び 代 表 的 な ワ ク チ ン イ ン サ ー ト の 図 式 を 示 す 。 イ ン サ ー ト で 除 去 さ れ て い る 領 域 を 点
描 す る 。 Xは 点 変 異 を 示 す 。 欠 失 は プ ロ ウ イ ル ス DNAの 逆 転 写 、 組 み 込 み お よ び 発 現 の た め
の シ ス 作 動 性 エ レ メ ン ト を コ ー ド す る 長 末 端 反 復 （ LTR） の 双 方 を 含 ん だ 。 ウ イ ル ス RNAの
キ ャ プ シ ド 形 成 を 促 進 す る 5'LTRに 隣 接 す る 5'配 列 は 除 去 さ れ て い る 。 polコ ー ド 化 イ ン テ
グ ラ ー ゼ の 領 域 の コ ー ド 化 配 列 並 び に 補 助 遺 伝 子 vifお よ び vprは 除 去 さ れ て い る 。 そ し て
、 最 終 的 に Nef制 御 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る nefは 除 去 さ れ て い る 。 以 下 の 実
施 例 で 記 載 す る 全 て の イ ン サ ー ト に 共 通 す る 7つ の 点 変 異 が 図 式 に 含 ま れ る 。 こ れ ら は 、
ジ ン ク フ ィ ン ガ ー に 媒 介 さ れ る ウ イ ル ス RNAの パ ッ ケ ー ジ ン グ を 制 限 す る ヌ ク レ オ キ ャ プ
シ ド タ ン パ ク 質 の ジ ン ク フ ィ ン ガ ー に お け る 4つ の 変 異 、 お よ び ウ イ ル ス RNAの 逆 転 写 を 防
御 す る 逆 転 写 酵 素 に お け る 3つ の 変 異 を 含 む 。 gagお よ び /ま た は polを 含 む い ず れ か の ワ ク
チ ン イ ン サ ー ト に お い て 類 似 の 変 化 を 作 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 載 す
る い ず れ か の プ ラ ス ミ ド ま た は ベ ク タ ー 化 さ れ た 生 ワ ク チ ン の い ず れ か に 配 置 さ れ る ワ ク
チ ン イ ン サ ー ト に お い て こ れ ら の 変 化 （ ま た は 類 似 の 変 化 ） を 作 製 す る こ と が で き る （ す
な わ ち pGAベ ク タ ー の 一 つ ま た は 複 数 の 特 徴 ま た は 特 性 を 有 す る い ず れ か の プ ラ ス ミ ド 、 p
GAベ ク タ ー 自 体 、 ま た は 単 独 で も し く は DNAプ ラ イ ム さ れ た 患 者 と 組 み 合 わ せ て （ 例 え ば
ブ ー ス ト す る た め に ） 用 い る こ と が で き る ワ ク シ ニ ア ベ ク タ ー ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 以 下 に 記 載 す る HIV-1ワ ク チ ン イ ン サ ー ト を い ず れ か の pGAベ ク タ ー ま た は こ れ ら の ベ ク
タ ー の さ ら な る 誘 導 体 に お い て 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 以 下 に 提 示 す る イ ン サ ー ト の 実
例 を 、 そ の イ ン サ ー ト の 将 来 的 な 使 用 の た め に 計 画 さ れ て い る pGAベ ク タ ー の 実 例 と 共 に
提 示 す る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の イ ン サ ー ト の い ず れ か を い ず れ か の pGAベ ク タ ー お よ
び そ の 他 の 真 核 細 胞 発 現 ベ ク タ ー に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
実 施 例 8　 pGA2/JS2、 多 タ ン パ ク 質 ク レ ー ド B HIV-1イ ン サ ー ト
　 pGA2/JS2の 配 列 を 図 7a（ 配 列 番 号 ： 7） 、 そ の 機 能 的 領 域 お よ び こ れ ら の 領 域 の 起 源 を
図 7bに 、 並 び に そ の 点 変 異 の 位 置 を 図 7cに 示 す 。 本 明 細 書 に 記 載 す る JS2イ ン サ ー ト を 米
国 、 欧 州 お よ び 日 本 で 蔓 延 し て い る HIV-1配 列 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す よ う に 、 ク レ
ー ド B HIV-1配 列 で 設 計 し た 。 前 記 し た よ う に 、 い ず れ か の ク レ ー ド B単 離 体 を そ の 他 の ク
レ ー ド B単 離 体 の 合 理 的 な 代 表 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 HIV-1単 離 体 は コ レ セ プ タ ー
と し て 異 な る ケ モ カ イ ン レ セ プ タ ー を 使 用 し 、 そ し て 伝 染 す る 大 部 分 の ウ イ ル ス は CCR-5
コ レ セ プ タ ー を 使 用 す る の で （ Berger、 AIDS　 11（ 補 冊 A） ： S3-16（ 1997） ） 、 設 計 し た
ワ ク チ ン イ ン サ ー ト は CCR-5使 用 Envで あ っ た 。 も ち ろ ん 、 い ず れ か そ の 他 の コ レ セ プ タ ー
を 介 し て 機 能 す る か 、 ま た は 天 然 発 生 も し く は 合 成 配 列 か ら 免 疫 原 性 を 高 め る よ う に 構 築
さ れ た Envを 同 様 に 作 製 し 、 そ し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 高 度 に 発 現 す る 多 タ ン パ ク 質 発 現 ク レ ー ド Bワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 達 成 す る た め に 、 表 1
に 示 す よ う な 7個 の 異 な る HIV-1配 列 か ら 候 補 ワ ク チ ン を 構 築 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 （ 表 １ ） 候 補 の ワ ク チ ン イ ン サ ー ト の 比 較
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【 ０ ０ ９ １ 】
　 最 初 の 構 築 物 で あ る pBH10-VLPを 、 細 菌 に お い て 安 定 で あ り 、 そ し て 真 核 細 胞 に お い て
高 度 に 発 現 す る IIIB配 列 か ら 調 製 し た 。 HIV-1 BH10配 列 を 、 NIHが 資 金 援 助 し て い る AIDS
レ ポ ジ ト リ ー （ カ タ ロ グ 番 号 90） か ら 入 手 し た 。 親 pHIV-1-BH10を PCR反 応 の 鋳 型 と し て 用
い て pBH10-VLPを 構 築 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 プ ラ イ マ ー を 設 計 し て 、 5'非 翻 訳 リ ー ダ ー 配 列 の 105bpお よ び Gagの 開 始 コ ド ン か ら RTコ
ー ド 化 配 列 の 終 わ り ま で の 配 列 を 包 含 す る （ 5'か ら 3'） Gag-Rt PCR産 物 （ 5'PCR産 物 ） を
生 成 さ せ た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は PCR産 物 の 5'末 端 に Cla I部 位 を 、 そ し て PC
R産 物 の 3'末 端 に EcoR Iお よ び Nhe I部 位 を 導 入 し た 。 セ ン ス プ ラ イ マ ー
　
　
お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
　
　
を 用 い て 5'PCR産 物 を 増 幅 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 env領 域 の た め の PCR産 物 （ 3'PCR産 物 ） は vpu、 tat、 rev、 お よ び env配 列 、 並 び に そ の
各 々 の mRNAの 適 切 な プ ロ セ シ ン グ お よ び 発 現 に 必 要 な ス プ ラ イ ス ア ク セ プ タ ー 部 位 を 包 含
す る 。 EcoR I部 位 を こ の 産 物 の 5'末 端 に 導 入 し 、 そ し て Nhe Iお よ び Rsr II部 位 を 3'末 端
に 導 入 し た 。 セ ン ス プ ラ イ マ ー
　
　
お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
　
　
を 用 い て 3'PCR産 物 を 増 幅 し た 。 5'PCR産 物 を pGA1の Cla Iお よ び Nhe I部 位 で pGA1に ク ロ ー
ン 化 し 、 そ し て シ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 構 築 物 の 同 一 性 を 確 認 し た 。 次 い で 3'PCR産 物 を E
coR Iお よ び Nhe I部 位 で 5'ク ロ ー ン に 挿 入 し て pBH10を 生 成 さ せ た 。 こ の プ ラ ス ミ ド の 構
築 に よ り LTR、 イ ン テ グ ラ ー ゼ 、 vif、 vprお よ び nef配 列 を 欠 く プ ロ ウ イ ル ス 配 列 に 至 っ た
（ 図 9参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 pBH10-VLPは 、 Envを 用 い る CCR-5で は な く 、 Envを 用 い る CXCR-4を コ ー ド し た の で 、 pBH1
0中 間 体 の env配 列 を 6個 の 異 な る R5 Envを コ ー ド す る 配 列 で 置 換 し た （ 表 1） 。 異 な る ウ イ
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ル ス ゲ ノ ム に 由 来 す る tat、 rev、 vpu、 お よ び envコ ー ド 化 配 列 を 包 含 す る EcoR Iか ら BamH
 Iま で の 断 片 を pBH10に 置 換 し た 。 得 ら れ た envお よ び rev配 列 は 置 換 さ れ た 配 列 お よ び HIV
-1-BH10配 列 の キ メ ラ で あ っ た （ 図 9参 照 ） 。 HIV-1-ADAエ ン ベ ロ ー プ の 場 合 、 BamH I部 位
を HIV-1-ADA配 列 に 導 入 し て 、 pBH10の EcoR Iか ら BamH Iま で の 領 域 を EcoR Iか ら BamH Iま
で の 断 片 に 置 換 し た 。 こ れ ら の 構 築 の 結 果 を 表 1に ま と め て い る 。 試 験 し た 6個 の 配 列 の う
ち 、 6A-VLPが 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 に お け る プ ラ ス ミ ド 成 長 を 不 良 に し た 。 プ ラ ス ミ ド 6A-V
LPを さ ら に 発 展 さ せ な か っ た 。 そ の 他 の 構 築 物 の う ち 、 pBH10/ADAキ メ ラ は ウ イ ル ス Gagお
よ び Envタ ン パ ク 質 の 最 高 の 発 現 を 生 じ た （ 表 1） 。 293T細 胞 に お け る 一 過 性 の ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン で は 、 pBH10/ADAキ メ ラ か ら の 発 現 が HIV-1-ADAま た は HIV-1-IIIBの 野 生 型 プ ロ
ウ イ ル ス の も の よ り も 高 か っ た 。 発 現 は ま た 以 前 の 、 プ ラ イ ミ ン グ に 成 功 し た ア カ ゲ マ カ
ク に お け る 細 胞 毒 性 T細 胞 応 答 を 有 し た （ Kentら 、 J.Virol.72： 10180-10188（ 1998） ） 多
タ ン パ ク 質 発 現 HIV-1ワ ク チ ン （ dpol） の 発 現 （ Richmondら 、 J.Virol.72： 9092-9100（ 19
98） ） よ り も 高 か っ た 。 pBH10/ADAキ メ ラ を こ こ で JS1と 称 し た 。 所 定 の ま た は 望 ま し い HI
V-1イ ン サ ー ト を 有 す る プ ラ ス ミ ド を 同 様 に 検 定 で き る こ と を 認 識 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 次 に 、 ヒ ト に お い て 非 感 染 性 ワ ク チ ン 剤 と し て 使 用 す る た め に 、 不 活 性 化 点 変 異 を JS1
に 導 入 し て 構 築 物 の 安 全 性 を さ ら に 高 め た （ も ち ろ ん 、 何 ら 試 験 す る ま え に 、 変 異 を 先 制
的 に 作 製 す る こ と が で き る ） （ 図 10c参 照 ） 。 4つ の コ ド ン 変 異 を ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド の ジ
ン ク フ ィ ン ガ ー に 導 入 し て ウ イ ル ス RNAの キ ャ プ シ ド 形 成 を 制 限 し 、 そ し て 3つ の コ ド ン 変
異 を polの 逆 転 写 酵 素 領 域 に 導 入 し て ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 を 不 活 性 化 し た 。 こ れ ら の 変 異
を 有 す る JS1イ ン サ ー ト を JS2と 称 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 キ ッ ト （ Stratagene） を 用 い て 製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 変 異 を
作 製 し た 。 全 て の 変 異 を シ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 確 認 し た 。 変 異 誘 発 に 使 用 し た プ ラ イ マ
ー 対 は 、
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 9　 pGA2/JS7ワ ク チ ン プ ラ ス ミ ド
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　 pGA2/JS7の 配 列 を 図 11a（ 配 列 番 号 ： 8） に 、 そ の 機 能 的 領 域 お よ び こ れ ら の 領 域 の 起 源
を 図 11bに 、 そ し て そ の コ ド ン 変 異 の 位 置 を 図 11cに 示 す 。 BH10の Gag配 列 を JS7イ ン サ ー ト
で は HIV-1-HXB-2の Gag配 列 に 置 換 す る 。 こ れ を 以 下 の プ ラ イ マ ー ：
フ ォ ワ ー ド
　
　
お よ び リ バ ー ス
　
　
を 用 い た HXB-2配 列 （ p5'プ ラ ス ミ ド 、 NIH AIDS Reserach and Reference Program、 カ タ
ロ グ 番 号 3119） の PCR増 幅 に よ り 達 成 し た 。 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は JS2イ ン サ ー ト で 見 出
さ れ た の と 同 一 の 位 置 に Cla I部 位 を 導 入 し 、 そ し て リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は JS2イ ン サ ー ト
の 同 一 部 位 に 類 似 す る 独 特 な EcoR I部 位 を 導 入 し た 。 次 い で こ の PCR断 片 を 変 異 誘 発 の た
め に pGA1.1に 挿 入 し た 。 次 い で ジ ン ク フ ィ ン ガ ー 領 域 に お け る 安 全 性 変 異 お よ び RT変 異 を
、 JS2イ ン サ ー ト に 関 し て 前 記 し た よ う に 導 入 し た 。 JS7は ま た 、 プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 部 位
で 不 活 性 化 コ ド ン 変 異 を 有 す る 点 で JS2と 異 な っ て い る 。 プ ラ イ マ ー
　
　
　
お よ び
　
　
　
を 用 い て こ の 変 異 を 導 入 し た 。 一 度 シ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 変 異 が 確 認 さ れ る と 、 HXB-2 
Gag-Polイ ン サ ー ト を Cla Iお よ び EcoR I部 位 を 介 し て pGA2/JS2に 導 入 し た 。 ウ イ ル ス プ ロ
テ ア ー ゼ に よ る pr55Gagポ リ タ ン パ ク 質 の 時 期 尚 早 な 切 断 の た め に HIV-1タ ン パ ク 質 の 凝 集
物 を 発 現 す る JS2イ ン サ ー ト と 対 照 的 に 、 JS7イ ン サ ー ト は DNA発 現 細 胞 の 原 形 質 膜 か ら 出
芽 す る 未 熟 な ウ イ ル ス 様 粒 子 （ VLP） を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
実 施 例 10　 pGA2/JS7.1ワ ク チ ン プ ラ ス ミ ド
　 pGA2/JS7.1の 配 列 を 図 12a（ 配 列 番 号 ： 9） に 、 そ の 機 能 的 領 域 お よ び こ れ ら の 領 域 の 起
源 を 図 12bに 、 そ し て そ の コ ド ン 変 異 の 位 置 を 図 12cに 示 す 。 pGA2/JS7.1は 、 vpuで 開 始 コ
ド ン お よ び 直 ぐ 上 流 の ATGが 変 異 し て い る pGA2/JS7の 誘 導 体 で あ る 。 こ れ ら の 変 異 を 導 入
し て Envの 発 現 の レ ベ ル を 上 昇 さ せ た 。 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 キ ッ ト （ Stratagene） お よ び
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ： フ ォ ワ ー ド
　
　
お よ び リ バ ー ス
　
　
を 用 い て Vpuの 開 始 コ ド ン に お け る 変 異 を 達 成 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
実 施 例 11　 pGA1/IS25ワ ク チ ン プ ラ ス ミ ド
　 pGA1/IS25の 配 列 を 図 13a（ 配 列 番 号 ： 10） に 、 そ の 機 能 的 領 域 お よ び こ れ ら の 領 域 の 起
源 を 図 13bに 、 そ し て そ の 点 変 異 の 位 置 を 図 13cに 示 す 。 本 明 細 書 に 記 載 す る IC25イ ン サ ー
ト を 西 ア フ リ カ で 蔓 延 し て い る HIV-1配 列 に 対 す る 免 疫 応 答 を 引 き 出 す よ う に 、 ク レ ー ド A
お よ び G（ AGと 称 す る ） の 循 環 組 換 え 体 で 設 計 し た 。 前 記 し た よ う に 、 西 ア フ リ カ か ら の
い ず れ か の ク レ ー ド AG単 離 体 を そ の 他 の ク レ ー ド AG単 離 体 の 合 理 的 な 代 表 と し て 使 用 す る
こ と が で き る 。 HIV-1単 離 体 は コ レ セ プ タ ー と し て 異 な る ケ モ カ イ ン レ セ プ タ ー を 使 用 し
、 そ し て 伝 染 す る 大 部 分 の ウ イ ル ス は CCR-5コ レ セ プ タ ー を 使 用 す る の で （ Berger、 AIDS
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　 11（ 補 冊 A） ： S3-16（ 1997） ） 、 設 計 し た AGワ ク チ ン イ ン サ ー ト は CCR-5使 用 Envを 有 し
た 。 も ち ろ ん 、 い ず れ か そ の 他 の コ レ セ プ タ ー を 介 し て 機 能 す る か 、 ま た は 天 然 発 生 も し
く は 合 成 AG配 列 か ら 免 疫 原 性 を 高 め る よ う に 構 築 さ れ た Envを 同 様 に 作 製 し 、 そ し て 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 高 度 に 発 現 す る 多 タ ン パ ク 質 発 現 ク レ ー ド AGワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 達 成 す る た め に 、 表
2に 示 す よ う な 4個 の 異 な る AG HIV-1単 離 体 か ら 候 補 ワ ク チ ン を 構 築 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 （ 表 ２ ） 候 補 の AGワ ク チ ン イ ン サ ー ト の 比 較
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
　 各 単 離 体 に 関 し て フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー
　
　
お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
　
　
　
を 用 い て 5'Gag-RT PCR産 物 を 増 幅 し た 。 Env領 域 に 関 す る 3'PCR産 物 は vpu、 tat、 rev、 お
よ び env配 列 並 び に そ の 各 々 の mRNAの 適 切 な プ ロ セ シ ン グ お よ び 発 現 に 必 要 な ス プ ラ イ ス
ア ク セ プ タ ー 部 位 を 包 含 す る 。 EcoR I部 位 を こ の 産 物 の 5'末 端 に 導 入 し 、 そ し て Nhe Iお
よ び Rsr II部 位 を 3'末 端 に 導 入 し た 。 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー
　
　
お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
　
　
を 用 い て 3'PCR産 物 を 増 幅 し た 。 も ち ろ ん 、 患 者 928に 由 来 す る も の は さ ら に 発 展 さ せ る の
に 特 に 好 ま し い （ 表 2） 。 コ ド ン 変 異 で は な く 欠 失 を 伴 う 928配 列 を IC1と 称 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 IC1よ り も さ ら に 不 能 な ウ イ ル ス で あ る IC25を 構 築 す る た め に 用 い た 試 験 計 画 は JS1か ら
JS7を 構 築 す る た め に 用 い た も の に 類 似 し た 。 具 体 的 に は 4つ の コ ド ン 変 異 を gag配 列 に 導
入 し て RNAパ ッ ケ ー ジ ン グ に 関 与 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 不 活 性 化 し 、 3つ の コ ド ン 変 異 を
pol配 列 に 導 入 し て 逆 転 写 酵 素 の 転 写 、 鎖 転 移 お よ び RNア ー ゼ H活 性 を 不 活 性 化 し 、 そ し て
プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 部 位 の コ ド ン を 変 異 さ せ て ウ イ ル ス 性 Gagタ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 溶
解 性 切 断 お よ び ウ イ ル ス 粒 子 の 成 熟 を 制 限 し た 。 プ ロ テ ア ー ゼ 変 異 は ま た Gagポ リ タ ン パ
ク 質 の 時 期 尚 早 な 切 断 を 制 限 し 、 そ し て 未 熟 な VLPの 出 芽 を 可 能 に し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 キ ッ ト （ Stratagene） を 用 い て 製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 不 活 性
化 コ ド ン 変 異 を 作 製 し た 。 全 て の 変 異 を シ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 確 認 し た 。 変 異 誘 発 に 使
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用 し た プ ラ イ マ ー 対 は 、
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
実 施 例 12　 pGA1/IC2
　 pGA1/IC2の 配 列 を 図 14a（ 配 列 番 号 ： 11） に 、 そ の 機 能 的 領 域 お よ び こ れ ら の 領 域 の 起
源 を 図 14bに 、 そ し て そ の 点 変 異 の 位 置 を 図 14cに 示 す 。 pGA1/IC2は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 不 活
性 化 点 変 異 を 含 有 し な い こ と 以 外 は pGA1/IC25と 同 一 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
実 施 例 13　 pGA1/IC48
　 pGA1/IC48の 配 列 を 図 15a（ 配 列 番 号 ： 12） に 、 そ の 機 能 的 領 域 お よ び こ れ ら の 領 域 の 起
源 を 図 15bに 、 そ し て そ の 点 変 異 の 位 置 を 図 15cに 示 す 。 pGA1/IC48は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に お
け る コ ド ン 変 異 が 薬 物 抵 抗 性 変 異 体 に 生 じ た も の で あ る こ と 以 外 は pGA1/IC25と 同 一 で あ
る （ Jocabsenら 、 Virology　 206： 527-534（ 1995） ） 。 こ の 変 異 は プ ロ テ ア ー ゼ 機 能 を 部
分 的 に の み 不 活 性 化 す る 。 Stratageneキ ッ ト お よ び 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ：
　
　
お よ び
　
　
を 用 い て 変 異 誘 発 を 実 施 し た 。 こ の 変 異 は プ ロ テ ア ー ゼ 機 能 を 部 分 的 に の み 不 活 性 化 す る
。
【 ０ １ ０ ７ 】
実 施 例 14　 pGA1/IC90
　 pGA1/IC90の 配 列 を 図 16a（ 配 列 番 号 ： 13） に 、 そ の 機 能 的 領 域 お よ び こ れ ら の 領 域 の 起
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源 を 図 16bに 、 そ し て そ の 点 変 異 の 位 置 を 図 16cに 示 す 。 pGA1/IC90は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に お
け る コ ド ン 変 異 が 薬 物 抵 抗 性 変 異 体 に 生 じ た も の で あ る こ と 以 外 は pGA1/IC25と 同 一 で あ
る （ Jocabsenら 、 Virology 206： 527-534（ 1995） ） 。 こ の 変 異 は プ ロ テ ア ー ゼ 機 能 を 部
分 的 に の み 不 活 性 化 す る 。 Stratageneキ ッ ト お よ び 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ：
　
　
お よ び
　
　
を 用 い て 変 異 誘 発 を 実 施 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
実 施 例 15　 pGA1/IN3
　 pGA1/IN3の 配 列 を 図 17a（ 配 列 番 号 ： 14） に 、 そ の 機 能 的 領 域 お よ び こ れ ら の 領 域 の 起
源 を 図 17bに 、 そ し て そ の 点 変 異 の 位 置 を 図 17cに 示 す 。 本 明 細 書 に 記 載 す る IN3イ ン サ ー
ト を 、 イ ン ド で ウ イ ル ス か ら 回 収 さ れ た ク レ ー ド C配 列 か ら 構 築 し た 。 前 記 し た よ う に 、
い ず れ か の ク レ ー ド C単 離 体 を そ の 他 の ク レ ー ド C単 離 体 の 合 理 的 な 代 表 と し て 使 用 す る こ
と が で き る 。 HIV-1単 離 体 は コ レ セ プ タ ー と し て 異 な る ケ モ カ イ ン レ セ プ タ ー を 使 用 し 、
そ し て 伝 染 す る 大 部 分 の ウ イ ル ス は CCR-5コ レ セ プ タ ー を 使 用 す る の で （ Berger、 AIDS　 1
1（ 補 冊 A） ： S3-16（ 1997） ） 、 構 築 す る た め に 選 択 し た Cワ ク チ ン イ ン サ ー ト は CCR-5使
用 Envを 有 し た 。 も ち ろ ん 、 い ず れ か そ の 他 の コ レ セ プ タ ー を 介 し て 機 能 す る か 、 ま た は
天 然 発 生 も し く は 合 成 C配 列 か ら 免 疫 原 性 を 高 め る よ う に 構 築 さ れ た Envを 同 様 に 作 製 し 、
そ し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 高 度 に 発 現 す る 多 タ ン パ ク 質 発 現 ク レ ー ド Cワ ク チ ン イ ン サ ー ト を 達 成 す る た め に 、 表 3
に 示 す よ う な 、 米 国 NIAID AIDSレ ポ ジ ト リ ー か ら 入 手 し た 4個 の 異 な る ク レ ー ド C HIV-1配
列 か ら 候 補 ワ ク チ ン を 構 築 し た 。 こ れ ら の う ち 、 イ ン ド の ク ロ ー ン か ら の も の を さ ら に 発
展 さ せ る た め に 特 に 好 ま し い こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 （ 表 ３ ） ク レ ー ド Cの 候 補 の ワ ク チ ン イ ン サ ー ト の 比 較
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
イ ン ド の ク ロ ー ン 由 来 の 5'お よ び 3'配 列 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び PCRを 用 い て pGA1.2
に ク ロ ー ン 化 し て 5'お よ び 3'断 片 を 作 製 し た 。 Gagお よ び RTを コ ー ド す る 5'断 片 を 、 断 片
の 5'末 端 で BamH I部 位 を 組 み 込 ん だ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー
　
　
、 並 び に 断 片 の 3'末 端 で Xho I部 位 お よ び 2個 の 停 止 コ ド ン を 組 み 込 ん だ リ バ ー ス プ ラ イ マ
ー
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を 用 い て 作 製 し た 。 Tat、 Rev、 Vpu、 お よ び Envを コ ー ド す る 3'断 片 を フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ
ー
　
　
お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
　
　
を 用 い て 作 製 し た 。 Xho Iお よ び Nhe I制 限 部 位 が 3'断 片 の 各 々 5'お よ び 3'末 端 で 組 み 込 ま
れ る よ う に こ れ ら を 設 計 し た 。 こ れ ら の 断 片 を 、 定 方 向 ク ロ ー ニ ン グ を 用 い て pGA1.2に 導
入 し pGA1.2/IN1を 作 製 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 IN1よ り も さ ら に 望 ま し い ウ イ ル ス で あ る IN3を 構 築 す る た め に 用 い た 試 験 計 画 は JS1か
ら JS7を 構 築 す る の に 用 い た も の に 類 似 し た 。 具 体 的 に は 4つ の コ ド ン 変 異 を gag配 列 に 導
入 し て RNAパ ッ ケ ー ジ ン グ に 関 与 す る ジ ン ク フ ィ ン ガ ー を 不 活 性 化 し 、 3つ の コ ド ン 変 異 を
pol配 列 に 導 入 し て 逆 転 写 酵 素 の 転 写 、 鎖 転 移 お よ び RNア ー ゼ H活 性 を 不 活 性 化 し 、 そ し て
プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 部 位 の コ ド ン を 変 異 さ せ て ウ イ ル ス 性 Gagタ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 溶
解 性 切 断 お よ び ウ イ ル ス 粒 子 の 成 熟 を 制 限 し た 。 プ ロ テ ア ー ゼ 変 異 は ま た Gagポ リ タ ン パ
ク 質 の 時 期 尚 早 な 切 断 を 制 限 し 、 そ し て 未 熟 な VLPの 出 芽 を 可 能 に し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 キ ッ ト （ Stratagene） を 用 い て 製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 不 活 性
化 コ ド ン 変 異 を 作 製 し た 。 全 て の 変 異 を シ ー ク エ ン シ ン グ に よ り 確 認 し た 。 変 異 誘 発 に 使
用 し た プ ラ イ マ ー 対 は 、
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で あ っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
実 施 例 16　 pGA1/IN2
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　 pGA1/IN2の 配 列 を 図 18a（ 配 列 番 号 ： 5） に 、 そ の 機 能 的 領 域 お よ び こ れ ら の 領 域 の 起 源
を 図 18bに 、 そ し て そ の 点 変 異 の 位 置 を 図 18cに 示 す 。 pGA1/IN2は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に D25N不
活 性 化 点 変 異 を 有 さ な い 点 で pGA1/IN3と 異 な っ て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
実 施 例 17　 対 合 し た rMVAに 提 供 さ れ た 配 列
　 JS、 ICお よ び INイ ン サ ー ト の 配 列 を 用 い て 対 合 し た 組 換 え 改 変 ワ ク シ ニ ア ・ ア ン カ ラ （
rMVA） ベ ク タ ー を 調 製 し た 。 こ れ ら の 対 合 し た ベ ク タ ー を 種 々 DNAの ブ ー ス タ ー 接 種 と し
て 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 抗 HIV免 疫 応 答 を プ ラ イ ミ ン グ お よ び ブ ー ス テ ィ ン グ の 双
方 を 行 う た め に こ れ ら を 使 用 す る こ と も で き る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 作 製 す る た め に 提 供
さ れ た 配 列 は 逆 転 写 酵 素 に 3つ の 不 活 性 化 点 変 異 を 含 ん だ 。 組 換 え MVAベ ク タ ー を 構 築 し 、
そ し て 特 徴 づ け し た 代 表 的 な 研 究 は 以 下 の と お り で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 MVAウ イ ル ス （ こ れ は American Type Culture Collectionか ら 入 手 で き る ） を ニ ワ ト リ
胚 線 維 芽 細 胞 （ CEF） の 最 終 希 釈 に よ り 3回 プ ラ ー ク 精 製 し 、 ニ ワ ト リ 胚 線 維 芽 細 胞 （ CEF
） は 9日 齢 SPF Premium SPAFAS ニ ワ ト リ 受 精 卵 か ら 作 製 さ れ 、 Bお よ び E卵 （ Stevens、 ペ
ン シ ル バ ニ ア 州 ） に よ り 分 配 さ れ た 。 2次 CEF細 胞 を MVAの MOI 0.05で 感 染 さ せ 、 そ し て 2 p
LW-48で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た （ 前 記 し た よ う に ； 図 20Aお よ び 20B参 照 ） 。 37℃ で 2日 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ウ イ ル ス を 収 集 し 、 3回 凍 結 お よ び 解 凍 を 行 っ た 。 つ い で こ れ を CEF
プ レ ー ト に 載 せ た 。 「 4日 」 に 、 X-gluc基 質 を 添 加 し た 後 青 色 に 染 色 さ れ る こ れ ら の 感 染
の 中 心 を 取 り 、 こ れ は プ ラ ス ミ ド お よ び 感 染 ウ イ ル ス の 間 で 組 換 え が 起 こ っ た こ と を 示 し
て お り 、 そ し て こ れ を CEFプ レ ー ト に 接 種 し た 。 再 度 、 青 色 に 染 色 さ れ た こ れ ら の 増 殖 巣
を 取 っ た 。 こ れ ら の GUS-含 有 増 殖 巣 を 3検 体 ず つ プ レ ー ト に 載 せ 、 そ し て GUS染 色 （ こ こ で
は こ れ を 削 除 し た か っ た ） お よ び ADAエ ン ベ ロ ー プ 発 現 に 関 し て 分 析 し た 。 GUS染 色 お よ び
非 染 色 増 殖 巣 並 び に た い て い の エ ン ベ ロ ー プ 染 色 増 殖 巣 の 約 同 数 の 混 合 集 団 を 有 し た こ れ
ら の サ ン プ ル の 第 3の 複 製 プ レ ー ト か ら 個 々 の 増 殖 巣 を 取 っ た 。 こ れ ら の 増 殖 巣 を 3検 体 ず
つ 再 度 プ レ ー ト に 載 せ 、 同 じ よ う に 分 析 し た 。 5継 代 の 後 、 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 発
現 し た が 、 二 重 反 復 の た め GUS遺 伝 子 が 除 去 さ れ た ウ イ ル ス を 誘 導 し た 。 免 疫 染 色 に よ り
、 こ の ウ イ ル ス も ま た Gag-Polタ ン パ ク 質 を 発 現 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 MAV/HIV48感 染 細 胞 ラ イ ゼ ー ト の ア リ コ ー ト を 、 Envお よ び Gag-Polタ ン パ ク 質 の 双 方 の
発 現 に 関 す る た め の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で の 免 疫 沈 殿 お よ び 免 疫 染 色 に よ り 分 析 し た 。 こ
れ ら の 試 験 の 双 方 で 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 各 々 を 検 出 し た 。 組 換 え ウ イ ル ス が 感 染 し た
細 胞 の 上 澄 で gag粒 子 を 産 生 す る こ と が 20％ ス ク ロ ー ス ク ッ シ ョ ン で 3 5 S標 識 粒 子 を ペ レ ッ
ト 化 す る こ と に よ り 示 さ れ た 。 電 子 顕 微 鏡 に よ り 、 細 胞 か ら 外 側 お よ び 出 芽 、 並 び に 細 胞
の 小 胞 内 の 双 方 で gag粒 子 を 可 視 化 し た 。 gag粒 子 は そ の 表 面 に エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を
有 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 こ の よ う に 、 ADAト ラ ン ケ ー ト さ れ た エ ン ベ ロ ー プ お よ び HXB2 Gag-Polタ ン パ ク 質 を 発
現 す る 組 換 え MVAウ イ ル ス を 作 製 し た 。 最 終 ウ イ ル ス で 除 去 さ れ て い る 一 過 性 に 発 現 さ れ
た GUSマ ー カ ー を 用 い て MVA組 換 え ウ イ ル ス を 作 製 す る 。 新 た な ハ イ ブ リ ッ ド 初 期 /後 期 プ
ロ モ ー タ ー の た め に 、 ADAエ ン ベ ロ ー プ の 高 発 現 が 可 能 で あ る （ Psyn II； 例 え ば 図 21、 22
お よ び 24参 照 ） 。 さ ら に 、 感 染 細 胞 の 表 面 の タ ン パ ク 質 の 量 を 増 強 す る こ と が で き 、 そ し
て 従 っ て 免 疫 原 性 を 増 強 す る こ と が で き る の で 、 エ ン ベ ロ ー プ は ト ラ ン ケ ー ト さ れ て い る
。 組 換 え 体 の 安 定 性 も ま た 増 強 さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ９ 】
【 図 １ 】 プ ラ ス ミ ド 構 築 物 pGA1の 略 図 で あ る 。 ベ ク タ ー に 存 在 す る エ レ メ ン ト （ 例 え ば プ
ロ モ ー タ ー （ 本 明 細 書 で は 、 イ ン ト ロ ン Aを 含 む CMVプ ロ モ ー タ ー ） ） の 同 定 お よ び 位 置 、
多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 （ 本 明 細 書 で は 、 ラ ム ダ T0タ ー ミ ネ ー タ ー ）
、 お よ び 選 択 遺 伝 子 （ 本 明 細 書 で は 、 カ ナ マ イ シ ン 抵 抗 性 遺 伝 子 ） を 示 す 。 ワ ク チ ン イ ン
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サ ー ト の プ ラ ス ミ ド へ の ク ロ ー ニ ン グ に 有 用 な 独 特 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を も 示
す 。
【 図 ２ 】 pGA1に 関 す る 。 図 2aは pGA1（ 配 列 番 号 ： 1） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 説 明 で あ り 、
そ し て 図 2bは pGA1の 機 能 的 領 域 、 配 列 番 号 ： 1内 の そ の 位 置 、 お よ び 配 列 の 起 源 を 列 挙 す
る 表 で あ る 。
【 図 ３ 】 pGA1.1に 関 す る 。 図 3aは pGA1.1（ 配 列 番 号 ： 2） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 説 明 で あ
り 、 そ し て 図 3bは pGA1.1の 機 能 的 領 域 、 配 列 番 号 ： 2内 の そ の 位 置 、 お よ び 配 列 の 起 源 を
列 挙 す る 表 で あ る 。 pGA1.1は そ の 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に EcoRI制 限 部 位 を 含 む 点 で pGA1
と 異 な っ て い る 。
【 図 ４ 】 pGA1.2に 関 す る 。 図 4aは pGA1.2（ 配 列 番 号 ： 3） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 説 明 で あ
り 、 そ し て 図 4bは pGA1.2の 機 能 的 領 域 、 配 列 番 号 ： 3内 の そ の 位 置 、 お よ び 配 列 の 起 源 を
列 挙 す る 表 で あ る 。 pGA1.2は そ の 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に BamH I制 限 部 位 を 含 む 点 で pGA1
.1と 異 な っ て い る 。
【 図 ５ 】 プ ラ ス ミ ド 構 築 物 pGA2の 略 図 で あ る 。 ベ ク タ ー に 存 在 す る エ レ メ ン ト （ 例 え ば プ
ロ モ ー タ ー （ 本 明 細 書 で は 、 イ ン ト ロ ン Aを 含 ま な い CMVプ ロ モ ー タ ー ） ） 、 多 重 ク ロ ー ニ
ン グ 部 位 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 （ 本 明 細 書 で は 、 ラ ム ダ T0タ ー ミ ネ ー タ ー ） 、 お よ び 選 択
遺 伝 子 （ 本 明 細 書 で は 、 カ ナ マ イ シ ン 抵 抗 性 遺 伝 子 ） の 同 定 お よ び 位 置 を 示 す 。 ワ ク チ ン
イ ン サ ー ト の プ ラ ス ミ ド へ の ク ロ ー ニ ン グ に 有 用 な 独 特 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を
も 示 す 。
【 図 ６ 】 pGA2に 関 す る 。 図 6aは pGA2（ 配 列 番 号 ： 4） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 説 明 で あ り 、
そ し て 図 6bは pGA2の 機 能 的 領 域 、 配 列 番 号 ： 4内 の そ の 位 置 、 お よ び 配 列 の 起 源 を 列 挙 す
る 表 で あ る 。
【 図 ７ 】 pGA2.1に 関 す る 。 図 7aは pGA2.1（ 配 列 番 号 ： 5） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 説 明 で あ
り 、 そ し て 図 7bは pGA2.1の 機 能 的 領 域 、 配 列 番 号 ： 5内 の そ の 位 置 、 お よ び 配 列 の 起 源 を
列 挙 す る 表 で あ る 。 pGA2.1は そ の 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に EcoRI制 限 部 位 を 有 す る 点 で pGA
2と 異 な っ て い る 。
【 図 ８ 】 pGA2.2に 関 す る 。 図 8aは pGA2.2（ 配 列 番 号 ： 6） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 説 明 で あ
り 、 そ し て 図 8bは pGA2.2の 機 能 的 領 域 、 配 列 番 号 ： 6内 の そ の 位 置 、 お よ び 配 列 の 起 源 を
列 挙 す る 表 で あ る 。 pGA2.2は そ の 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に BamH I制 限 部 位 を 有 す る 点 で pG
A2.1と 異 な っ て い る 。
【 図 ９ 】 HIVゲ ノ ム の プ ロ ウ イ ル ス （ DNAが 組 み 込 ま れ て い る ） 形 態 （ HIV-1　 野 生 型 ） お
よ び 代 表 的 な ワ ク チ ン イ ン サ ー ト の 略 図 で あ る 。 こ の 代 表 的 な イ ン サ ー ト は LTRの 欠 失 、
イ ン テ グ ラ ー ゼ （ IN） 、 Vif、 Vprお よ び Nefを コ ー ド す る 配 列 の 欠 失 を 含 む 安 全 性 変 異 を
有 す る 。 イ ン サ ー ト は Gag、 PR、 RT、 Env、 Tat、 Revお よ び Vpuタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
ク レ ー ド Bイ ン サ ー ト を JS（ ク レ ー ド B） 、 IC（ ク レ ー ド AG） お よ び IN（ ク レ ー ド C） と 称
し 、 ア ラ ビ ア 数 字 は 特 定 の ワ ク チ ン 構 築 物 を 指 定 し て い る （ 例 え ば JS2、 JS7お よ び JS7.1
は 特 定 の ク レ ー ド Bワ ク チ ン 構 築 物 の 実 例 で あ り ； IC2、 IC25、 IC48お よ び IC90は 特 定 の AG
ワ ク チ ン 構 築 物 の 実 例 で あ り 、 そ し て IN2お よ び IN3は 特 定 の ク レ ー ド Cワ ク チ ン 構 築 物 の
実 例 で あ る ） 。 pGA1ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た 場 合 、 イ ン サ ー ト 担 持 プ ラ ス ミ ド を pGA1/JS2等
と 称 し ； pGA2ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た 場 合 、 プ ラ ス ミ ド を pGA2/JS2等 と 称 す る 。
【 図 １ ０ 】 pGA2/JS2に 関 す る 。 図 10aは pGA2/JS2ク レ ー ド Bワ ク チ ン ベ ク タ ー （ 配 列 番 号 ：
7） の 配 列 の 説 明 で あ り 、 そ し て 図 10bは pGA2/JS2の 7個 の 機 能 的 領 域 の 位 置 、 こ れ ら の 領
域 内 の 遺 伝 子 配 列 （ そ こ に 存 在 す る 変 異 を 記 載 ） 、 お よ び そ の 配 列 の 起 源 を 列 挙 す る 表 で
あ る 。 図 10cは 変 化 し た コ ド ン 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 変 化 （ 例 え ば C392Sは ア ミ ノ 酸 残 基 392
で の シ ス テ イ ン の セ リ ン へ の 置 換 を 示 す ） 、 変 異 が 存 在 す る ゲ ノ ム の 領 域 、 お よ び 変 異 の
機 能 を 列 挙 す る 表 で あ る 。
【 図 １ １ 】 pGA2/JS7に 関 す る 。 図 11aは pGA2/JS7ク レ ー ド Bワ ク チ ン ベ ク タ ー （ 配 列 番 号 ：
8） の 配 列 の 説 明 で あ り 、 そ し て 図 11bは pGA2/JS7の 7個 の 機 能 的 領 域 の 位 置 、 こ れ ら の 領
域 内 の 遺 伝 子 配 列 （ そ こ に 存 在 す る 変 異 を 記 載 ） 、 お よ び そ の 配 列 の 起 源 を 列 挙 す る 表 で
あ る 。 図 11cは 変 化 し た コ ド ン 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 変 化 （ 例 え ば C395Sは ア ミ ノ 酸 残 基 395
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で の シ ス テ イ ン の セ リ ン へ の 置 換 を 示 す ） 、 変 異 が 存 在 す る ゲ ノ ム の 領 域 、 お よ び 変 異 の
機 能 を 列 挙 す る 表 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 pGA2/JS7.1に 関 す る 。 図 12aは pGA2/JS7.1ク レ ー ド Bワ ク チ ン ベ ク タ ー （ 配 列 番
号 ： 9） の 配 列 の 説 明 で あ り 、 そ し て 図 12bは pGA2/JS7.1の 機 能 的 領 域 の 位 置 、 こ れ ら の 領
域 内 の 遺 伝 子 配 列 （ そ こ に 存 在 す る 変 異 を 記 載 ） 、 お よ び そ の 配 列 の 起 源 を 列 挙 す る 表 で
あ る 。 図 12cは 変 化 し た コ ド ン 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 変 化 、 変 異 が 存 在 す る ゲ ノ ム の 領 域 、
お よ び 変 異 の 機 能 を 列 挙 す る 表 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 pGA1/IC25に 関 す る 。 図 13aは pGA1/IC25ク レ ー ド AGワ ク チ ン ベ ク タ ー （ 配 列 番
号 ： 10） の 配 列 の 説 明 で あ り 、 そ し て 図 13bは pGA1/IC25の 機 能 的 領 域 の 位 置 、 こ れ ら の 領
域 内 の 遺 伝 子 配 列 （ そ こ に 存 在 す る 変 異 を 記 載 ） 、 お よ び そ の 配 列 の 起 源 を 列 挙 す る 表 で
あ る 。 図 13cは 変 化 し た コ ド ン 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 変 化 、 変 異 が 存 在 す る ゲ ノ ム の 領 域 、
お よ び 変 異 の 機 能 を 列 挙 す る 表 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 pGA1/IC2に 関 す る 。 図 14aは pGA1/IC2ク レ ー ド AGワ ク チ ン ベ ク タ ー （ 配 列 番 号
： 11） の 配 列 の 説 明 で あ り 、 そ し て 図 14bは pGA1/IC2の 機 能 的 領 域 の 位 置 、 こ れ ら の 領 域
内 の 遺 伝 子 配 列 （ そ こ に 存 在 す る 変 異 を 記 載 ） 、 お よ び そ の 配 列 の 起 源 を 列 挙 す る 表 で あ
る 。 図 14cは 変 化 し た コ ド ン 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 変 化 、 変 異 が 存 在 す る ゲ ノ ム の 領 域 、 お
よ び 変 異 の 機 能 を 列 挙 す る 表 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 pGA1/IC48に 関 す る 。 図 15aは pGA1/IC48ク レ ー ド AGワ ク チ ン ベ ク タ ー （ 配 列 番
号 ： 12） の 配 列 の 説 明 で あ り 、 そ し て 図 15bは pGA1/IC48の 機 能 的 領 域 の 位 置 、 こ れ ら の 領
域 内 の 遺 伝 子 配 列 （ そ こ に 存 在 す る 変 異 を 記 載 ） 、 お よ び そ の 配 列 の 起 源 を 列 挙 す る 表 で
あ る 。 図 15cは 変 化 し た コ ド ン 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 変 化 、 変 異 が 存 在 す る ゲ ノ ム の 領 域 、
お よ び 変 異 の 機 能 を 列 挙 す る 表 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 pGA1/IC90に 関 す る 。 図 16aは pGA1/IC90ク レ ー ド AGワ ク チ ン ベ ク タ ー （ 配 列 番
号 ： 13） の 配 列 の 説 明 で あ り 、 そ し て 図 16bは pGA1/IC90の 機 能 的 領 域 の 位 置 、 こ れ ら の 領
域 内 の 遺 伝 子 配 列 （ そ こ に 存 在 す る 変 異 を 記 載 ） 、 お よ び そ の 配 列 の 起 源 を 列 挙 す る 表 で
あ る 。 図 16cは 変 化 し た コ ド ン 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 変 化 、 変 異 が 存 在 す る ゲ ノ ム の 領 域 、
お よ び 変 異 の 機 能 を 列 挙 す る 表 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 pGA1/IN3に 関 す る 。 図 17aは pGA1/IN3ク レ ー ド Cワ ク チ ン ベ ク タ ー （ 配 列 番 号 ：
14） の 配 列 の 説 明 で あ り 、 そ し て 図 17bは pGA1/IN3の 機 能 的 領 域 の 位 置 、 こ れ ら の 領 域 内
の 遺 伝 子 配 列 （ そ こ に 存 在 す る 変 異 を 記 載 ） 、 お よ び そ の 配 列 の 起 源 を 列 挙 す る 表 で あ る
。 図 17cは 変 化 し た コ ド ン 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 変 化 、 変 異 が 存 在 す る ゲ ノ ム の 領 域 、 お よ
び 変 異 の 機 能 を 列 挙 す る 表 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 pGA1/IN2に 関 す る 。 図 18aは pGA1/IN2ク レ ー ド Cワ ク チ ン ベ ク タ ー （ 配 列 番 号 ：
15） の 配 列 の 説 明 で あ り 、 そ し て 図 18bは pGA1/IN2の 機 能 的 領 域 の 位 置 、 こ れ ら の 領 域 内
の 遺 伝 子 配 列 （ そ こ に 存 在 す る 変 異 を 記 載 ） 、 お よ び そ の 配 列 の 起 源 を 列 挙 す る 表 で あ る
。 図 18cは 変 化 し た コ ド ン 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 変 化 、 変 異 が 存 在 す る ゲ ノ ム の 領 域 、 お よ
び 変 異 の 機 能 を 列 挙 す る 表 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 HIV-1　 Env糖 タ ン パ ク 質 の 略 図 で あ る 。 矢 印 は gp160を gp120お よ び gp41に 切 断
す る 部 位 を 示 す 。 gp120で は 、 斜 交 平 行 線 部 分 が 可 変 ド メ イ ン （ V 1 か ら V 2 ） を 表 し 、 そ し
て 白 抜 き の ボ ッ ク ス は 保 存 配 列 （ C 1 か ら C 5 ） を 表 す 。 gp41外 部 ド メ イ ン で は 、 い く つ か の
ド メ イ ン を 示 す 。 N末 端 融 合 ペ プ チ ド お よ び 2個 の 外 部 ド メ イ ン ら せ ん （ N-お よ び C-ら せ ん
） 。 膜 貫 通 ド メ イ ン を 黒 色 の ボ ッ ク ス で 表 す 。 gp41細 胞 質 ド メ イ ン で は 、 Tyr-X-X-Leu（ Y
XXL） エ ン ド サ イ ト ー シ ス モ チ ー フ お よ び 2個 の 予 測 さ れ る ら せ ん ド メ イ ン （ ら せ ん 1お よ
び ら せ ん 2） を 示 す 。 100間 隔 で ア ミ ノ 酸 残 基 に 数 字 を 付 け て い る 。
【 図 ２ ０ 】 プ ラ ス ミ ド ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー pLW-48に 関 す る 。 図 20Aは pLW-48の マ ッ プ
で あ り 、 そ し て 図 20Bは そ の 配 列 の 表 示 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 プ ラ ス ミ ド ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー pLW-48、 Psy IIプ ロ モ ー タ ー （ こ れ は ADA
エ ン ベ ロ ー プ 発 現 を 調 節 す る ） 、 ADAエ ン ベ ロ ー プ （ ト ラ ン ケ ー ト さ れ て い る ） 、 PmH5プ
ロ モ ー タ ー （ こ れ は HXB2 gagお よ び pol発 現 を 調 節 す る ） 、 お よ び HXB2 gag-pol（ RTに お
け る 安 全 性 変 異 、 不 活 性 化 点 変 異 お よ び イ ン テ グ ラ ー ゼ の 除 去 ） の 配 列 の 表 示 。
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【 図 ２ ２ 】 プ ラ ス ミ ド ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー pLW-48の 表 示 お よ び MVA組 換 え ウ イ ル ス （ M
VA/HIV 48） を 作 成 す る た め の ス キ ー ム 。
【 図 ２ ３ 】 ク レ ー ド Bgag polの 表 示 。
【 図 ２ ４ 】 Psyn IIプ ロ モ ー タ ー の 表 示 。

【 図 １ 】 【 図 ２ ａ 】
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【 図 ２ ｂ 】 【 図 ３ ａ 】

【 図 ３ ｂ 】 【 図 ４ ａ 】
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【 図 ４ ｂ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ ａ 】

【 図 ６ ｂ 】

【 図 ７ ａ 】

【 図 ７ ｂ 】

【 図 ８ ａ 】

【 図 ８ ｂ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ ａ － １ 】

【 図 １ ０ ａ － ２ 】 【 図 １ ０ ｂ 】

【 図 １ ０ ｃ 】
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【 図 １ １ ａ － １ 】 【 図 １ １ ａ － ２ 】

【 図 １ １ ｂ 】

【 図 １ １ ｃ 】

【 図 １ ２ ａ － １ 】
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【 図 １ ２ ａ － ２ 】 【 図 １ ２ ａ － ３ 】

【 図 １ ２ ｂ 】

【 図 １ ２ ｃ 】 【 図 １ ３ ａ － １ 】
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【 図 １ ３ ａ － ２ 】 【 図 １ ３ ａ － ３ 】

【 図 １ ３ ｂ 】

【 図 １ ３ ｃ 】 【 図 １ ４ ａ － １ 】
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【 図 １ ４ ａ － ２ 】 【 図 １ ４ ａ － ３ 】

【 図 １ ４ ｂ 】

【 図 １ ４ ｃ 】 【 図 １ ５ ａ － １ 】
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【 図 １ ５ ａ － ２ 】 【 図 １ ５ ａ － ３ 】

【 図 １ ５ ｂ 】

【 図 １ ５ ｃ 】 【 図 １ ６ ａ － １ 】
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【 図 １ ６ ａ － ２ 】 【 図 １ ６ ａ － ３ 】

【 図 １ ６ ｂ 】

【 図 １ ６ ｃ 】 【 図 １ ７ ａ － １ 】
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【 図 １ ７ ａ － ２ 】 【 図 １ ７ ａ － ３ 】

【 図 １ ７ ｂ 】

【 図 １ ７ ｃ 】 【 図 １ ８ ａ － １ 】
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【 図 １ ８ ａ － ２ 】 【 図 １ ８ ａ － ３ 】

【 図 １ ８ ｂ 】

【 図 １ ８ ｃ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ ａ 】

【 図 ２ ０ ｂ 】
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【 図 ２ １ － １ 】 【 図 ２ １ － ２ 】

【 図 ２ １ － ３ 】 【 図 ２ １ － ４ 】
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【 図 ２ １ － ５ 】 【 図 ２ １ － ６ 】

【 図 ２ １ － ７ 】 【 図 ２ １ － ８ 】

【 図 ２ １ － ９ 】
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【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 6月 20日 (2005.6.20)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ８ ３
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
実 施 例 4　 pGA2
　 pGA2を 図 5で 図 式 的 に 説 明 し 、 そ し て そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 6（ 配 列 番 号 ： 4） に 示
す 。 pGA2は 、 イ ン ト ロ ン A配 列 が pGA2の CMVプ ロ モ ー タ ー か ら 除 去 さ れ て い る こ と 以 外 は pG
A1と 同 一 で あ る 。 CMVプ ロ モ ー タ ー の mRNAキ ャ ッ プ 部 位 か ら 8bp下 流 に Cla I部 位 を 導 入 す
る こ と に よ り pGA1か ら pGA2を 作 製 し ； 配 列 ：
　
　
お よ び
　
　
を 有 す る 相 補 的 プ ラ イ マ ー を 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 を 用 い て Cla 
I部 位 を 導 入 し た 。 新 た な Cla I部 位 を 挿 入 し た 後 、 Cla Iで pGA1を 消 化 し て pGA1か ら 946bp
の Cla I断 片 を 除 去 し 、 そ し て 次 に ラ イ ゲ ー ト し て pGA2を 生 成 さ せ た 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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