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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　宿主細胞に感染し、ウイルスゲノムの遺伝情報を増幅及び発現する能力を有する感染性
アレナウイルス粒子であって、該アレナウイルス粒子はリンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（
ＬＣＭＶ）であり、遺伝子組み換えがされていない宿主細胞では感染性の子孫ウイルス粒
子をさらに産生することができないようにウイルスゲノムが組み換えられており、アレナ
ウイルスの糖タンパク質（ＧＰ）のオープンリーディングフレームが、除去されているか
若しくは機能的に不活性化されており、及び、呼吸器合胞体ウイルス抗原、ヒト免疫不全
ウイルス抗原、Ｃ型肝炎ウイルス抗原、水痘帯状疱疹ウイルス抗原、単純ヘルペスウイル
ス抗原、サイトメガロウイルス抗原及びヒト型結核菌に由来する抗原から選択される抗原
をコードする外来核酸で置き換えられているか、又はショートヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮ
Ａ）、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）及びマイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）から選択され
る外来核酸で置き換えられている、感染性アレナウイルス粒子。
【請求項２】
　請求項１に記載のアレナウイルス粒子を含む、医薬製剤。
【請求項３】
　請求項１に記載のアレナウイルス粒子を有効成分として含む、ウイルス、細菌、寄生生
物若しくはプリオンによる感染、自己免疫疾患、腫瘍性疾患、代謝性疾患、変性疾患、遺
伝性疾患、アレルギー性疾患又は物質依存症の治療剤。
【請求項４】
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　請求項１に記載のアレナウイルス粒子を培養細胞に感染させ、該アレナウイルス粒子感
染細胞の培養において外来核酸を発現させるか、又は遺伝子発現を調節する方法。
【請求項５】
　１つ又は複数の内部リボソーム進入部位が、アレナウイルス粒子感染細胞において外来
核酸の発現を高めるように導入されている、請求項１に記載のアレナウイルス粒子。
【請求項６】
　遺伝子組み換えがされていない宿主細胞では感染性の子孫ウイルス粒子をさらに産生す
ることができないように、アレナウイルスの糖タンパク質（ＧＰ）遺伝子が組み換えられ
ており、アレナウイルスの核タンパク質（ＮＰ）、基質タンパク質Ｚ及びＲＮＡ依存性Ｒ
ＮＡポリメラーゼＬのオープンリーディングフレームは遺伝子発現が可能なままである、
請求項１に記載のアレナウイルス粒子。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ワクチン又は遺伝子治療ベクターとして適した遺伝子修飾アレナウイルスと
、ワクチン接種及び疾患の治療にこれらを使用する方法とに関する。
【背景技術】
【０００２】
　予防ワクチンは、現代医学の最も成功を収めた分野の１つであり、天然痘の世界規模の
根絶と、ポリオ、麻疹及び多くの他の深刻な感染性疾患の制御とをもたらした。最近にな
って、ワクチンは癌の予防にも利用可能になってきており、治療において「ワクチン」を
利用することに多大な労力が費やされ、感染及び悪性度の両方に対して希望を抱かせるも
のになっている。歴史的には、ワクチン接種戦略は様々なアプローチを含んでいる：野生
型の感染性因子の使用に始まり、腫瘍細胞の自己（再）接種、弱毒性因子及び破壊した腫
瘍組織へと続き、臨床医学は、時間と共にそれぞれ感染性因子又は腫瘍に由来する（不活
性）タンパク質及び／又は他の抽出物（一般的に「抗原」と称される）の使用へとますま
す移行している。この漸進的プロセスは、安全なワクチン製剤への探求を意味するもので
あるが、相対的な有効性の喪失を伴うことが多かった。近年、生物工学の発展によりさら
に、現在最も有望なものとして広く認められたさらなるアプローチが可能になっている：
「フェリー」としての働きがある感染性因子（「ベクター」と呼ばれる）は最適な病原菌
又は腫瘍由来の抗原を具備している。そのため、ワクチンレシピエントの免疫応答は、ベ
クターにより与えられる強い免疫増強（「免疫原性」）との関連で対象となる抗原を認識
する。
【０００３】
　「ベクターアプローチ」により、組織培養レベルだけでなく、ヒトを含む多細胞生物で
も生細胞に外来遺伝子を直接導入することも可能になり、このためベクターは、培養細胞
における遺伝子の発現又は遺伝子治療にも利用することができる。
【０００４】
　様々なベクターが現在、臨床的応用（ワクチン学及び遺伝子治療）、又はバイオテクノ
ロジー（細胞培養における遺伝子導入）に対する有効性及び安全性を最適にすることを最
終目標としてワクチン接種及び遺伝子治療の両方で実験的に使用されている。
【０００５】
　一般的な観察結果として、ベクターは、それらの由来となる生物、例えばウイルスの一
般的な特質を共有する傾向がある。したがってベクター設計のための新規のウイルスファ
ミリーの利用により、生物医学的応用において今までにない能力及びそれに対応する用途
を有するこの新種のベクターを与え得る特質の新規の組合せが見込まれる。しかしながら
、ベクター設計は、使用する生物の安全性プロファイルを考慮する必要があり、ワクチン
として投与するのに免疫原性等の所望の特質を妨げずに生物の病原性をどのように取り除
くかという戦略を考えなければならない。
【０００６】
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　一般的にはアレナウイルス、詳細にはリンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）が、
７０年以上前から極めて強く且つ長期的な体液性及び細胞性の免疫応答を誘起することが
知られている。注目すべきことに、ウイルスエンベロープ糖タンパク質（ＧＰ）に対する
防御中和抗体の免疫が最小である、つまりたとえ再感染があったもしても、感染は、再感
染に対して最小限の抗体媒介性防御しかもたらさない。またアレナウイルスは、その非細
胞溶解性（非細胞傷害性（cell-destroying））のために或る特定の条件下で、動物にお
いて疾患を誘起することなく長期間抗原発現を維持し得ることが数十年前に確立されてい
る。近年、感染性アレナウイルスゲノムの操作のための逆遺伝系（非特許文献１、非特許
文献２）が記載されているが、今までのところアレナウイルスはワクチンベクターとして
は利用されていない。これには主に２つの主な障害が関与している：ｉ）アレナウイルス
が、重篤な疾患及び免疫抑制をもたらし得る激しい感染を引き起こす可能性があり、ｉｉ
）最適な外来抗原の組込みが不可能である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】L. Flatz, A. Bergthaler, J. C. de la Torre, and D. D. Pinschewer
,Proc Natl Acad Sci U S A 103:4663-4668, 2006
【非特許文献２】A.B. Sanchez and J. C. de la Torre, Virology 350:370, 2006
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、感染細胞において遺伝情報を増幅及び発現する能力があるが、正常な遺伝子
組み換えしていない細胞ではさらなる感染性の子孫ウイルス粒子を産生することができな
いゲノムを含有するように組み換えられる、感染性アレナウイルス粒子に関する。
【０００９】
　より具体的には本発明は、対象となるタンパク質をコードする、又は宿主遺伝子の発現
を調整するさらなるリボ核酸を含むこのようなアレナウイルス粒子に関する。
【００１０】
　本発明のアレナウイルスは、修飾ゲノムを含み、
　ｉ）４つのアレナウイルスオープンリーディングフレーム（糖タンパク質（ＧＰ）、核
タンパク質（ＮＰ）、基質タンパク質Ｚ及びＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼＬ）の内の
１つ又は複数を、正常細胞では感染性の伝播が妨げられるが、かかる細胞では遺伝子発現
が可能なままであるように除去又は突然変異させ、
　ｉｉ）１つ又は複数のタンパク質をコードする、又は宿主遺伝子発現を調整する外来リ
ボ核酸を、４つのアレナウイルスプロモータ（Ｓセグメントの５’ＵＴＲ及び３’ＵＴＲ
、並びにＬセグメントの５’ＵＴＲ及び３’ＵＴＲ）の内の１つ又は複数から、又はそれ
ぞれウイルスＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ、細胞ＲＮＡポリメラーゼＩ、ＲＮＡポリ
メラーゼＩＩ若しくはＲＮＡポリメラーゼＩＩＩで解読することができるさらに導入され
たプロモータから導入及び転写し、タンパク質をコードする、又は宿主遺伝子発現を調整
するリボ核酸を、それら自体により又はアレナウイルスタンパク質のオープンリーディン
グフレームとの融合によるリードスルーとして転写し、
　ｉｉｉ）任意で１つ又は複数の内部リボソーム侵入部位を、アレナウイルス感染細胞に
おいてタンパク質の発現を高めるようにウイルス転写配列に導入する。
【００１１】
　さらに本発明は、かかる遺伝子組み換えアレナウイルスを含むワクチン及び医薬製剤と
、これらの遺伝子組み換えアレナウイルスを使用するワクチン接種及び遺伝子治療の方法
とに関する。
【００１２】
　さらに本発明は、細胞培養物における対象となるタンパク質の発現、又は細胞培養物に
おける遺伝子発現の調整に関し、ここでは細胞培養物に遺伝子組み換えアレナウイルスを
感染させる。
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【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１Ａ】野生型アレナウイルスゲノムに対して為される変化により、誘導アレナウイル
スベクターが相補性細胞でのみ複製することを示す図である。アレナウイルスベクター（
１）を正常細胞（２）又は相補性細胞（Ｃ細胞、３）の両方に感染させることができる。
Ｃ細胞が感染すると、さらなる感染性ベクター子孫が形成されるが、正常細胞の感染では
ベクター粒子又は非感染性ベクター粒子のいずれも得られない。
【図１Ｂ】野生型アレナウイルスゲノムに対して為される変化により、誘導アレナウイル
スベクターが相補性細胞でのみ複製することを示す図である。Ｃ細胞（１）及び正常細胞
（２）に、ＬＣＭＶ－ＧＰの代わりに、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）を発現するＬＣＭ
Ｖベースのベクター（ｒＬＣＭＶ／ＧＦＰ）を感染させ、上清試料を様々な時点（３、時
間で与えられる）で回収した。上清の感染性（４、ＰＦＵ／ｍｌで与えられる）をフォー
カス形成アッセイで求めた。
【図１Ｃ】野生型アレナウイルスゲノムに対して為される変化により、誘導アレナウイル
スベクターが相補性細胞でのみ複製することを示す図である。野生型アレナウイルスゲノ
ムは大（Ｌ）セグメント（１）と小（Ｓ）セグメント（２）とから成る。Ｌセグメントは
Ｌ遺伝子（３）及びＺ遺伝子（４）を発現し、ＳセグメントはＮＰ遺伝子（５）及びＧＰ
遺伝子（６）を保有する。複製欠損アレナウイルスベクターを生成する戦略の１つにより
、ＧＰ遺伝子を対象となる遺伝子、例えばＧＦＰ（７）又はオバルブミン（ＯＶＡ、８）
に置換することが可能になる。
【図２Ａ】相補性プラスミド（Ｃプラスミド）、トランス作用因子の細胞内発現に関する
プラスミド（ＴＦプラスミド）及びアレナウイルスベクターゲノムのセグメントの細胞内
発現に関するプラスミド（ＧＳプラスミド）の組織図である。図２Ａ：Ｃプラスミドの例
を表す。
【図２Ｂ】相補性プラスミド（Ｃプラスミド）、トランス作用因子の細胞内発現に関する
プラスミド（ＴＦプラスミド）及びアレナウイルスベクターゲノムのセグメントの細胞内
発現に関するプラスミド（ＧＳプラスミド）の組織図である。それぞれウイルスＮＰタン
パク質及びＬタンパク質を発現するＴＦプラスミドの例を表す。
【図２Ｃ】相補性プラスミド（Ｃプラスミド）、トランス作用因子の細胞内発現に関する
プラスミド（ＴＦプラスミド）及びアレナウイルスベクターゲノムのセグメントの細胞内
発現に関するプラスミド（ＧＳプラスミド）の組織図である。それぞれアレナウイルスベ
クターＳ及びＬセグメントを発現するＧＳプラスミドの例を表す。
【図３Ａ】接種後、数日以内にアレナウイルスベクターがなくなり、このためワクチンレ
シピエントでは免疫抑制が引き起こされないことを示す図である。０日目、マウスに静脈
内でｒＬＣＭＶ／ＧＦＰを免疫付与した（１）。その後様々な時点で（２、日数で与えら
れる）、ウイルスゲノムのコピー数（３、ｌｏｇ１０で与えられる）を脾臓で測定した。
【図３Ｂ】種後、数日以内にアレナウイルスベクターがなくなり、このためワクチンレシ
ピエントでは免疫抑制が引き起こされないことを示す図である。一次免疫付与／感染（１
°）として、マウスに、ｒＬＣＭＶ／ＯＶＡを免疫付与するか（５）、又は感染させない
か（６）、又は野生型ＬＣＭＶを感染させた（７）。２０日目、全てのマウスに、水疱性
口内炎ウイルス（ＶＳＶ、８）を腹腔内感染させた（２°）。その後血液を、抗ウイルス
性のＴ細胞応答及び抗ベクター性のＴ細胞応答（３）及び抗ウイルス性の抗体応答（４）
を測定するために回収した。２８日目、ペプチド再刺激の際、Ｈ－２Ｋｂ－ＳＩＩＮＦＥ
ＫＬ（オバルブミン由来のＣＤ８＋Ｔ細胞エピトープ）特異的なＣＤ８＋Ｔ細胞（９）及
びＨ－２Ｋｂ－ＶＳＶ－ＮＰ５２－２９（ＶＳＶ－ＮＰ由来のＣＤ８＋Ｔ細胞エピトープ
）特異的なＣＤ８＋Ｔ細胞（１０）をインターフェロンγの細胞内染色により末梢血で測
定した（値は、ＣＤ８＋Ｔ細胞の中での特異的な細胞の割合を表す）。２７日目（「ｄ７
」で示し、これはＶＳＶ感染後の時点を表している）、２９日目（「ｄ９」で示す）及び
６１日目（「ｄ４１」で示す）、５０％プラーク減少アッセイで、総ＶＳＶ中和抗体（１
１）及びβ－メルカプトエタノール耐性ＩｇＧ（１２）に関して血清を試験した（値は４
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０倍に予め希釈した血清の－ｌｏｇ２で示す）。
【図４Ａ】アレナウイルスベクターが、高頻度の長命の記憶ＣＤ８＋Ｔ細胞及び高力価で
の長期抗体記憶を誘起することを示す図である。マウスに、ｒＬＣＭＶ／ＯＶＡを免疫付
与し、ＭＨＣクラスＩ四量体を使用して、Ｈ２Ｋｂ－ＯＶＡ／ＳＩＩＮＦＥＫＬ特異的な
ＣＤ８＋Ｔ細胞の頻度を測定するために経時的に（２、日数で与えられる）血液試料を回
収した（３、値は、ＣＤ８＋Ｔ細胞コンパートメント内の四量体陽性ＣＤ８＋Ｔ細胞の頻
度を示す）。
【図４Ｂ】アレナウイルスベクターが、高頻度の長命の記憶ＣＤ８＋Ｔ細胞及び高力価で
の長期抗体記憶を誘起することを示す図である。マウスに、皮下（ｓ．ｃ．）又は静脈内
（ｉ．ｖ．）経路のいずれかで指定用量（１）のｒＬＣＭＶ／ＯＶＡを免疫付与し、１４
日目（５）及び５８日目（６）に、血清中のＯＶＡ特異的なＩｇＧをＥＬＩＳＡで測定し
た。値を、２倍のバックグラウンド光学密度（ＯＤ）測定値が得られる血清の希釈率で表
す。
【図５】アレナウイルスベクターが中枢神経系疾患を引き起こさないことを示す図である
。マウスの大脳内に、ｒＬＣＭＶ／ＯＶＡ（白四角）、又は野生型ＬＣＭＶ（黒丸）を接
種し、末期的な脈絡髄膜炎の臨床兆候に関して指定時点（１、日数で示す）でモニタリン
グした。各時点で、試験動物数当たりの健常な動物の数を示す（２）。
【図６】アレナウイルスベクターが感染性の攻撃（challenge）に対するＴ細胞及び抗体
媒介性の防御を与えることを示す図である。図６Ａ：実験０日目、マウスを、ｒＬＣＭＶ
／ＯＶＡ（ＡＡ群）又は陰性対照として無関係のＣｒｅレコンビナーゼ抗原を発現するｒ
ＬＣＭＶ対照ベクター（ＢＢ群）のいずれかを使用してワクチン接種した。ＯＶＡを発現
する組換えリステリア菌（Listeriamonocytogenes）による静脈内への攻撃を、１６日又
は５８日おいた後に行った（ｄ１６、ｄ５８）。攻撃の４日後、細菌力価（１）を動物の
脾臓で測定した（１器官当たりのコロニー形成単位（ｌｏｇ１０）で示す）。黒丸は個々
のマウスの値を示す。縦線は各群の平均値を示す。図６Ｂ：Ｉ型インターフェロン受容体
欠損マウスを、水疱性口内炎ウイルスエンベローププロテインＧの抗原性であるが、非機
能的な変異型（その細胞外ドメインでの外来ペプチド配列の挿入により修飾される）を発
現するＬＣＭＶベクターでワクチン接種するか（黒四角）、又はワクチン接種しなかった
（白丸）。１ヵ月後、全ての動物を２×１０６ＰＦＵの水疱性口内炎ウイルスで静脈に攻
撃した。攻撃後、指定時点で（２、日数で示す）、動物を末期的な脊髄脳炎の臨床兆候に
関してモニタリングした。各時点及び群で、健常な動物の生存率を、試験動物数当たりの
健常な動物の数で示す（３）。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明は、感染細胞において遺伝情報を増幅及び発現する能力があるが、正常な遺伝子
組み換えしていない細胞ではさらなる感染性の子孫ウイルス粒子を産生することができな
いゲノムを含有するように組み換えられる、感染性アレナウイルス粒子（アレナウイルス
ベクターと称される）に関する。この原理を図１Ａに概略的に図示する。データ例を図１
Ｂに表す。
【００１５】
　アレナウイルスベクターの複製には、複製欠損ベクターと相補性のある遺伝子組み換え
細胞が必要である。細胞感染の際、アレナウイルスベクターのゲノムは、アレナウイルス
タンパク質だけでなく、対象となるタンパク質、例えば対象となる抗原もさらに発現する
。アレナウイルスベクターを、ＬＣＭＶに関して記載のように標準的な逆遺伝学的技法に
より産生するが（非特許文献１、非特許文献２）、そのゲノムを１つ又は複数の以下の方
法で修飾し、それにより上述の特性が得られる：
　ｉ）４つのアレナウイルスオープンリーディングフレーム（糖タンパク質（ＧＰ）、核
タンパク質（ＮＰ）、基質タンパク質Ｚ、ＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼＬ）の内の１
つ又は複数、例えば２つ、３つ又は４つを、アレナウイルスベクター感染細胞では依然と
して遺伝子発現が可能であるが、正常細胞では感染性粒子の形成を妨げるように除去又は



(6) JP 5642556 B2 2014.12.17

10

20

30

40

50

突然変異する。
　ｉｉ）１つ又は複数のタンパク質をコードする外来核酸を導入することができる。代替
的に又は付加的に、外来核酸を宿主遺伝子の発現を調整するために組み込んでもよい。こ
れらの外来核酸としては、ショートヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、低分子干渉ＲＮＡ（
ｓｉＲＮＡ）、ミクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）及びそれらの前駆体が挙げられるが、これら
に限定されない。これらの外来核酸を、４つのアレナウイルスプロモータ（Ｓセグメント
の５’ＵＴＲ及び３’ＵＴＲ、並びにＬセグメントの５’ＵＴＲ及び３’ＵＴＲ）の内の
１つ又は複数、例えば２つ又は３つから、又はそれぞれウイルスＵＴＲ、２８Ｓリボソー
ムＲＮＡプロモータ、β－アクチンプロモータ又は５ＳリボソームＲＮＡプロモータにお
いて自然状態で見出されるウイルスプロモータ配列の複製物のようなウイルスＲＮＡ依存
性ＲＮＡポリメラーゼ、細胞ＲＮＡポリメラーゼＩ、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ又はＲＮＡ
ポリメラーゼＩＩＩにより解読することができるさらに導入されたプロモータ配列から転
写する。タンパク質をコードする、又は宿主遺伝子発現を調整するリボ核酸を、それら自
体により、又はアレナウイルスタンパク質のオープンリーディングフレームとの融合によ
るリードスルーとして転写及び翻訳し、宿主細胞におけるタンパク質の発現が、１つ又は
複数、例えば２つ、３つ又は４つの内部リボソーム侵入部位を適当な場所（複数可）でウ
イルス転写配列に導入することにより高められ得る。
【００１６】
　本明細書中で理解されるような「宿主遺伝子発現の調整」は、全てのベクター標的細胞
における又は細胞型特異的な、宿主遺伝子の発現の低減又はその増大を表す。これらの所
望の特徴は、ベクターに組み込まれる核酸配列を適合することにより達成することができ
る。
【００１７】
　アレナウイルスベクターを、以下を含むが、これらに限定されない様々な状況で、一般
的には生活及び健康を改善するために、及びヒトを含む動物に（予防的に）免疫付与する
ために、又はヒトを含む動物を（免疫治療的に）治療するために使用することができる：
　ｉ）これらに限定されないが、ウイルス（例えばヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、Ｂ
型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、インフルエンザウイルス及び
呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ））、細菌（例えばマイコバクテリウム、ヘモフィルス種
（haemophilus spp.）及び肺炎球菌種（pneumococcus spp.））、寄生生物（例えばプラ
スモジウム（plasmodia）、アメーバ（amebia）及びフィラリア（philaria））、並びに
プリオン（例えば従来及び変異型のクロイツフェルト・ヤコブ病及び狂牛病を引き起こす
感染性因子）による感染；
　ｉｉ）これらに限定されないが、Ｉ型糖尿病、多発性硬化症、関節リウマチ、紅斑性狼
瘡及び乾癬を含む自己免疫疾患；
　ｉｉｉ）これらに限定されないが、黒色腫、前立腺癌、乳癌、肺癌及び神経芽細胞腫を
含む腫瘍性疾患；
　ｉｖ）これらに限定されないが、ＩＩ型糖尿病、肥満症及び痛風を含む代謝性疾患；
　ｖ）これらに限定されないが、アルツハイマー病及びパーキンソン病を含む変性疾患；
　ｖｉ）これらに限定されないが、ハンチントン病、重症複合型免疫不全症及び脂質蓄積
症を含む遺伝性疾患；
　ｖｉｉ）これらに限定されないが、タバコ及びアルコール中毒を含む物質依存症；並び
に
　ｖｉｉｉ）これらに限定されないが、季節性又は通年性の鼻炎結膜炎、喘息及び湿疹を
含むアレルギー性疾患。
【００１８】
　同じ意図で、アレナウイルスベクターを、対象となる遺伝子、例えば外来核酸を、ヒト
を含む生きている動物の細胞に導入するために、すなわち遺伝子治療として使用すること
ができ、又はアレナウイルスベクターを、生物工学的応用において対象となる遺伝子産物
を導入及び発現するために使用することができる。ゲノムから、例えば粒子放出に必要と
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されるＺ遺伝子又は標的細胞の感染に必要とされるＧＰ遺伝子を欠失させることによりア
レナウイルスベクターの複製を破壊すると（図３も比較されたい）、感染細胞の総数は、
例えばワクチン接種者若しくは遺伝子治療のレシピエントに投与された、又は医学的若し
くは生物工学的な適用に従事するスタッフ（personnel）若しくは動物に誤って伝染され
た接種材料により制限される。野生型アレナウイルス感染におけるアレナウイルス疾患及
び免疫抑制が両方とも、確認されていないウイルス複製に由来するものであることが知ら
れている。そのため、アレナウイルスベクターの複製破壊が、ベクター粒子の意図的な又
は偶発的な伝染の結果としての発症を防ぐ。本発明では、重要な一態様が、１つ又は複数
の外来タンパク質、例えば対象となる抗原を発現する目的のために有益な方法における複
製破壊の上記の必要性を利用することにある：例えば欠失による構造的な、又は突然変異
誘発による機能的な１つ又は複数のアレナウイルス遺伝子の除去により、最適なタンパク
質の発現に関する各ウイルスプロモータが遊離する。
【００１９】
　多くの利点の組合せは、アレナウイルスベクター戦略に関して本発明を特徴付ける。注
目すべきことに、アレナウイルスベクターが拡散することができないままであるにもかか
わらず、アレナウイルスベクターの強い免疫原性が保持されることはアレナウイルス免疫
分野で研究している免疫学者にとって大きな驚きとなる。臨界期間にわたる相当量のウイ
ルス及び抗原負荷が一般的には、アレナウイルスの不適合免疫原性に必須であると思われ
る。安全性に関して、ウイルス（及びベクター）の非細胞溶解性挙動は、最も利用されて
いるベクター系に優る主な利点であり、同じことが一般的にアレナウイルスの発癌性の喪
失に当てはまる。また、アレナウイルスベクターが複製されないことは、安全性に関して
非常に重要なことである。特に抗体中和に対するアレナウイルスベクターの高レベル耐性
もワクチンとしての適用に非常に有利である。この性質は、多くのアレナウイルスエンベ
ロープに固有のものであり、同じアレナウイルスベクターによる免疫付与の繰り返しを可
能にし、このため免疫応答の追加免疫（boosting）が繰り返される。同様に、アレナウイ
ルスに対する既存の免疫力は、ヒト集団で非常に低い又はごくわずかである。
【００２０】
　考慮されるアレナウイルスは、旧世界ウイルス、例えばラッサ熱ウイルス、リンパ球性
脈絡髄膜炎ウイルス（ＬＣＭＶ）、モバラ（Mobala）ウイルス、モペイア（Mopeia）ウイ
ルス若しくはイッピイ（Ippy）ウイルス、又は新世界ウイルス、例えばアマパリ（Amapar
i）ウイルス、フレキシアル（Flexal）ウイルス、ガナリト（Guanarito）ウイルス、フニ
ン（Junin）ウイルス、ラチノ（Latino）ウイルス、マチュポ（Machupo）ウイルス、オリ
ベロス（Oliveros）ウイルス、パラナ（Parana）ウイルス、ピキンデ（Pichinde）ウイル
ス、ピリタル（Pirital）ウイルス、サビア（Sabia）ウイルス、タカリベ（Tacaribe）ウ
イルス、タミアミ（Tamiami）ウイルス、ベアキャニオン（Bear Canyon）ウイルス、又は
ホワイトウォーターアロヨ（WhitewaterArroyo）ウイルスである。旧世界ウイルス成員、
例えばラッサ熱ウイルス又はＬＣＭＶ、特にＬＣＭＶが好ましい。
【００２１】
　１つ又は複数の対象となるタンパク質をコードする外来核酸は、例えばメッセンジャー
ＲＮＡ由来配列、又は一次遺伝子転写産物に対応するＲＮＡであり、このＲＮＡを保有す
る本発明のアレナウイルス粒子が細胞に感染すると、対象となるタンパク質が発現される
。考慮されるさらなる外来核酸は、例えばＲＮＡ干渉によりアレナウイルスベクター粒子
を感染させた細胞において遺伝子発現を変更するものである。
【００２２】
　本発明の組換えアレナウイルスに導入されると考えられる対象となるリボ核酸は、糖タ
ンパク質（ＧＰ）、基質タンパク質Ｚ、核タンパク質（ＮＰ）若しくはポリメラーゼタン
パク質Ｌのオープンリーディングフレームへの置換若しくはこれとの融合によりアレナウ
イルスベクターゲノムに導入することができる、すなわち４つのアレナウイルスプロモー
タ（Ｓセグメントの５’ＵＴＲ及び３’ＵＴＲ、並びにＬセグメントの５’ＵＴＲ及び３
’ＵＴＲ）の制御下で転写及び／又は発現することができる、タンパク質をコードする、
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又は宿主遺伝子発現を調整する任意の配列、並びにそれぞれウイルスＵＴＲ、２８Ｓリボ
ソームＲＮＡプロモータ、β－アクチンプロモータ又は５ＳリボソームＲＮＡプロモータ
で自然状態で見出されるウイルスプロモータ配列の複製物のようなウイルスＲＮＡ依存性
ＲＮＡポリメラーゼ、細胞ＲＮＡポリメラーゼＩ、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ又はＲＮＡポ
リメラーゼＩＩＩにより解読することができる調節因子により挿入することができるリボ
核酸である。タンパク質又は核酸を、それら自体により、又はそれぞれアレナウイルスオ
ープンリーディングフレーム及び遺伝子との融合によるリードスルーとして、及び／又は
１つ又は複数、例えば２つ、３つ又は４つの内部リボソーム侵入部位と組合せて転写及び
／又は発現する。ＧＦＰ及びＧＰを置き換えるオバルブミンに関する遺伝子で実証される
ように、挿入される遺伝子長及び発現するタンパク質の性質は、多種多様の対象となるタ
ンパク質が発現するのには重要ではないが、多種多様の対象となるタンパク質が発現する
可能性を広げる。
【００２３】
　対象となるタンパク質はペプチド抗原又はタンパク質抗原であるのが好ましい。本発明
のペプチド抗原又はタンパク質抗原は例えば、（ａ）感染性疾患に対する免疫応答を誘導
又は調整するのに適したタンパク質又はペプチド、（ｂ）腫瘍性疾患、すなわち癌細胞に
対する免疫応答を誘導又は調整するのに適したタンパク質又はペプチド、及び（ｃ）アレ
ルゲンに対する免疫応答を誘導又は調整するのに適したタンパク質又はペプチドから成る
群から選択され得る。抗原の組合せ、例えば１つ又は複数の感染性生物又は腫瘍又はアレ
ルゲンに由来する抗原は、それぞれ２種類以上の感染、腫瘍型又はアレルギー性疾患を予
防（protecting）又は治癒する免疫応答を誘起又は調整するのに組合せてもよい。
【００２４】
　「免疫応答の調節」は、本明細書中で使用される場合、ｉ）質的又は量的に患者の有益
な免疫応答を改善することを意味する。これは、例えば感染した個体の免疫治療に関して
ＨＩＶ特異的なＴ細胞及び抗体の応答を高める場合に望ましい。「免疫応答の調節」とい
う用語は、ｉｉ）脱感作、例えば防御免疫応答を置換若しくは重ね合わせる、又は病原性
免疫応答を弱めるために、免疫グロブリンＥアイソタイプの免疫応答のようなアレルギー
型の免疫応答を抑制することによるアレルゲンに対する脱感作として一般的に知られてい
るプロセスも表す。
【００２５】
　本発明の特定の一実施形態において、抗原は、感染性疾患の予防に有用なものである。
抗原又は抗原性決定因子の具体例としては、ＨＩＶ抗原ｇｐ４１、ｇｐ１２０、ｇａｇ及
びｐｏｌ、Ｃ型肝炎ウイルスの非構造（ＮＳ）タンパク質、インフルエンザ抗原（ヘマグ
ルチニン及びノイラミニダーゼ）、Ｂ型肝炎表面抗原、並びにマラリアのスポロゾイト周
囲タンパク質が挙げられる。
【００２６】
　好ましくは抗原は、呼吸器合胞体ウイルス抗原、ヒト免疫不全ウイルス抗原、Ｃ型肝炎
ウイルス抗原、水痘帯状ヘルペス（varicella zoster）ウイルス抗原、単純ヘルペスウイ
ルス抗原、サイトメガロウイルス抗原及びヒト型結核菌（mycobacteriumtuberculosis）
に由来する抗原から選択される。
【００２７】
　癌を治療する組成物及び方法に関する抗原の選択は、かかる障害を治療する医学分野の
当業者にとって既知である。この型の抗原の代表的な例としては以下のものが挙げられる
：ＨＥＲ２／ｎｅｕ（乳癌）、ＧＤ２（神経芽細胞腫）、ＥＧＦ－Ｒ（悪性膠芽細胞腫）
、ＣＥＡ（甲状腺髄様癌）、ＣＤ５２（白血病）、ＭＵＣ１（血液悪性腫瘍で発現する）
、ｇｐ１００タンパク質、ＭＥＬＡＮ－Ａ／ＭＡＲＴ１、又は腫瘍抑制遺伝子ＷＴ１の産
物。
【００２８】
　アレルギーを治療する組成物及び方法に関する抗原の選択は、かかる障害を治療する医
学分野の当業者にとって既知である。この型の抗原の代表的な例としては、カバノキ花粉
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抗原Ｂｅｔ　ｖ　１及びネコアレルゲンＦｅｌ　ｄ　１が挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【００２９】
　肥満症を治療する組成物及び方法に関する抗原の選択は、かかる障害を治療する医学分
野の当業者にとって既知である。この型の抗原の代表的な例としては、グレリン及び胃抑
制ペプチド（ＧＩＰ）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００３０】
アレナウイルスベクターゲノムの設計
　野生型アレナウイルスゲノム（図１Ｃ）から始め、アレナウイルスベクターゲノムを、
両方のセグメントの５’及び３’非翻訳領域（ＵＴＲ）、及び好ましくは同様に遺伝子間
領域（ＩＧＲ）上で少なくとも必須調節因子を保持するように設計する。感染細胞での遺
伝子発現に必要とされる最小限のトランス作用因子が、発現され得るオープンリーディン
グフレームとしてベクターゲノム中に維持されるが、これらのトランス作用因子を、ゲノ
ムの異なる位置に置くことができ、また自然状態とは異なるプロモータの制御下に置くこ
とができる、又は内部リボソーム侵入部位から発現することができる。４つのウイルス遺
伝子（ＮＰ、Ｌ、ＧＰ、Ｚ）の内の少なくとも１つを除去するか又は機能的に不活性化す
る。対象となる核酸の１つ又は複数のさらなる遺伝子又はストレッチを、アレナウイルス
ベクターゲノムに挿入し、４つのウイルスプロモータ（Ｓセグメントの５’ＵＴＲ及び３
’ＵＴＲ、並びにＬセグメントの５’ＵＴＲ及び３’ＵＴＲ）の内の１つの制御下で、又
は内部リボソーム侵入部位から、若しくはウイルスＲＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼ、細
胞ＲＮＡポリメラーゼＩ、ＲＮＡポリメラーゼＩＩ又はＲＮＡポリメラーゼＩＩＩにより
解読することができるプロモータから感染細胞での発現を可能にするように配置及び配向
する。図１Ｃは、アレナウイルスＧＰのオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を、オ
バルブミン（ＯＶＡ）又は緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）のＯＲＦのいずれかに置き換え
る１つの例を示す。
【００３１】
相補性細胞株の発生
　アレナウイルスベクターにおける１つ又は複数のウイルス遺伝子の「欠失」（除去又は
機能的な不活性化のいずれかを表す）（本明細書中では糖タンパク質（ＧＰ）の欠失を例
に取っている）のために、アレナウイルスベクターは、トランス型で欠失ウイルス遺伝子
（複数可）、例えば本発明の実施例ではＧＰを提供する細胞で生成及び増殖しなければな
らない。かかる相補性細胞株（以下Ｃ細胞と称する）を、ＢＨＫ－２１、ＨＥＫ２９３又
はＶＥＲＯ（本明細書中ではＢＨＫ－２１を例に取っている）等の哺乳動物細胞株に、対
象となるウイルス遺伝子（複数可）の発現に関する１つ又は複数のプラスミド（相補性プ
ラスミド、Ｃプラスミドと称される）をトランスフェクトすることにより生成する。Ｃプ
ラスミド（複数可）（例えば図２Ａを参照されたい）が、哺乳動物細胞における発現に適
した１つ又は複数の発現カセット、例えばポリアデニル化シグナルを有するＣＭＶ又はＥ
Ｆ１αプロモータ等の哺乳動物ポリメラーゼＩＩプロモータの制御下で生成される、アレ
ナウイルスベクターで欠失したウイルス遺伝子（複数可）を発現する。さらに、相補性プ
ラスミドは、哺乳動物細胞における遺伝子発現に適した発現カセット、例えば上記のよう
なポリメラーゼＩＩ発現カセットの制御下での、哺乳動物選択マーカー、例えばピューロ
マイシン耐性カセットを特徴とし、又はウイルス遺伝子転写産物（複数可）の後に、内部
リボソーム侵入部位、例えば脳心筋炎ウイルスの内部リボソーム侵入部位が続き、その後
哺乳動物耐性マーカーが続く。大腸菌での産生に関して、さらにプラスミドは、細菌選択
マーカー、例えばアンピシリン耐性カセットを特徴とする。
【００３２】
　使用される細胞、例えばＢＨＫ－２１、ＨＥＫ２９３又はＭＣ５７Ｇ等は、培養物中に
維持され、リン酸カルシウムベース、リポソームベースのプロトコル又はエレクトロポレ
ーション等の一般的に使用される戦略のいずれかを使用して、相補性プラスミド（複数可
）とトランスフェクトされる。数日後、好適な選択因子、例えばピューロマイシンを漸増
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濃度で添加する。生存クローンを単離し、標準的な手法に従ってサブクローニングして、
高発現Ｃ細胞クローンを、対象となるウイルスタンパク質（複数可）に指向性を有する抗
体によるウェスタンブロット法又はフローサイトメトリ法を使用して同定する。安定して
トランスフェクトしたＣ細胞を使用する代わりに、正常細胞の一時的なトランスフェクシ
ョンの使用が、Ｃ細胞を以下で使用する工程のそれぞれでミッシングウイルス遺伝子（複
数可）を補い得る。
【００３３】
アレナウイルスベクターの回収に関するプラスミド
　必要となるプラスミドは２種類である：
　ｉ）Ｃ細胞において細胞内でアレナウイルスの最低限のトランス作用因子を発現する２
つのプラスミド（ＴＦプラスミドと称される）（例えば図２Ｂを参照されたい）。ベクタ
ーは、本発明の実施例では例えばＬＣＭＶのＮＰタンパク質及びＬタンパク質に由来する
。
　ｉｉ）Ｃ細胞において細胞内でアレナウイルスベクターゲノムのセグメント、例えば図
１Ｃに記載のように修飾が設計されたセグメントを発現するプラスミド（ＧＳプラスミド
と称される）（例えば図２Ｃを参照されたい）。ＴＦプラスミドは、哺乳動物細胞におい
てタンパク質発現に適した発現カセット、典型的には例えば好ましくはポリアデニル化シ
グナルと組合せたもののいずれか１つである、ＣＭＶ又はＥＦ１αプロモータ等の哺乳動
物ポリメラーゼＩＩプロモータの制御下で各アレナウイルスベクターのＮＰタンパク質及
びＬタンパク質を発現する（図２Ｂ）。ＧＳプラスミドはベクターの小（Ｓ）ゲノムのセ
グメント及び大（Ｌ）ゲノムのセグメントを発現する。典型的に、ポリメラーゼＩ駆動発
現カセット（図２Ｃ）又はＴ７バクテリオファージＲＮＡポリメラーゼ（Ｔ７）駆動発現
カセットを使用することができ、後者は、一次転写産物のプロセシングのために３’末端
リボザイムを有するのが好ましく、これにより正確な端部が得られる。Ｔ７ベースのシス
テムを使用する場合、Ｃ細胞におけるＴ７の発現が、回収プロセスにおいてＴＦプラスミ
ドに類似するように構築したさらなる発現プラスミドを含むことにより、Ｔ７を提供する
ことにより、又は安定してＴ７をさらに発現するようにＣ細胞を構築することにより与え
られなければならない。
【００３４】
アレナウイルスベクターの回収
　１日目：Ｍ６ウェルプレートにおいて典型的に８０％のコンフルエントであるＣ細胞を
、２つのＴＦプラスミドと、２つのＧＳプラスミドとの混合物とトランスフェクトする。
これに関して、リン酸カルシウムベース、リポソームベースのプロトコル又はエレクトロ
ポレーション等の一般的に使用される戦略のいずれかを利用することができる。
【００３５】
　３日後～５日後：培養上清（アレナウイルスベクター調製物）を回収し、等分して、使
用するまでどれくらいアレナウイルスベクターを保存するかに応じて４℃、－２０℃又は
－８０℃で保存する。それからアレナウイルスベクター調製物の感染力価を、Ｃ細胞での
イムノフォーカス（immunofocus）アッセイにより評価する。
【００３６】
アレナウイルスベクターの感染性の滴定
　アレナウイルスベクター調製物の感染性を測定するために、Ｃ細胞を、以下で概説され
るウイルス学において一般的に使用される原理に従って典型的なイムノフォーカスアッセ
イに使用する。
【００３７】
　典型的にＭ２４ウェルプレート中の８０％コンフルエントのＣ細胞単層に、１０倍希釈
のアレナウイルスベクター調製物を９０分間、感染させる。その後、細胞層を、１％メチ
ルセルロースを添加した好適な細胞培養培地で覆う。２、３日後、使用するＣ細胞株の易
感染性（permissiveness）に応じて、培養上清を除去し、典型的にエタノール／アセトン
又は４％ホルマリンを用いて細胞層を固定し、その後中性洗剤を使用して細胞層を透過化
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する。続いて、アレナウイルスベクター感染細胞フォーカスを、試験するアレナウイルス
ベクターにおけるタンパク質の内の１つ、又は導入される抗原に対するモノクローナル抗
体又はポリクローナル抗体調製物（複数可）を使用して同定する。結合抗体を、適切な試
薬、例えばホースラディッシュペルオキシダーゼ等の視覚化のためにシステムに連結する
抗アイソタイプ又は抗種（anti-species）抗体を使用して、その後ｏ－フェニレンジアミ
ン等の好適な色原体との発色反応により検出する。プレート上で得られるスポットを計測
し、アレナウイルスベクター調製物の体積当たりの感染性フォーカス形成単位（ＦＦＵ）
の数を算出する。
【００３８】
ワクチン及び医薬製剤
　本発明はさらに、上記のように遺伝子組み換えアレナウイルスを含むワクチン及び医薬
製剤に関する。他の用途でのワクチン及び医薬製剤を、当該技術分野で標準的な手法に従
って調製する。
【００３９】
　温血動物、特にヒトへの腸内投与、例えば鼻内、口腔、直腸又は経口投与用、及び非経
口投与、例えば静脈内、筋肉内、皮内又は皮下投与用の組成物が好ましい。非経口投与用
の組成物が特に好ましい。組成物は、単独で又は好ましくは薬学的に許容可能な担体と共
に遺伝子組み換えアレナウイルスを含む。活性成分の投与量は、ワクチン接種及び治療す
る疾患の型と、種、年齢、体重及び個体条件、個々の薬物動態データ及び投与形態とによ
って変わる。
【００４０】
　医薬組成物は、約１０３～約１０１１のフォーカス形成単位の遺伝子組み換えアレナウ
イルスを含む。非経口投与用の単位用量形態は例えば、アンプル又はバイアル、例えば約
１０３～約１０１０のフォーカス形成単位、又は１０５～１０１５個の遺伝子組み換えア
レナウイルスの物理的粒子が入ったバイアルである。
【００４１】
　遺伝子組み換えアレナウイルスの懸濁液又は分散液、特に等張の分散液又は懸濁液の使
用が好まれる。医薬組成物は滅菌してもよく、且つ／又は賦形剤、例えば保存料、安定剤
、湿潤剤及び／又は乳化剤、可溶化剤、浸透圧を調節する塩、及び／又は緩衝剤を含んで
もよく、それ自体が既知の方法、例えば従来の分散プロセス及び懸濁プロセスで調製する
。上記分散液又は懸濁液は粘度調節剤を含み得る。懸濁液又は分散液は２℃～４℃付近の
温度で維持されるか、又は好ましくはより長期間保存するために凍結乾燥してから、使用
の直前に解凍してもよい。
【００４２】
　本発明は、医薬製剤の形態でのワクチンを製造するプロセス、及び医薬製剤の形態での
ワクチンを製造するための遺伝子組み換えアレナウイルスの使用にも関し、これらのワク
チンは活性成分として遺伝子組み換えアレナウイルスを含む。本発明の医薬組成物をそれ
自体が既知の方法、例えば従来の混合プロセス及び／又は分散プロセスで調製する。
【００４３】
ワクチン接種者及び遺伝子治療レシピエントへの投与
　本発明はさらに、上記のように遺伝子組み換えアレナウイルスを使用するワクチン接種
及び遺伝子治療の方法に関する。
【００４４】
　アレナウイルスベクターを生活の質を改善するために投与し、これには、以下のものを
予防、治療又は改善するためのワクチン接種、免疫治療及び遺伝子治療が含まれるが、こ
れらに限定されない：
　ｉ）これらに限定されないが、ウイルス（例えばヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、Ｂ
型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、インフルエンザウイルス及び
呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ））、細菌（例えばマイコバクテリウム、ヘモフィルス種
及び肺炎球菌種）、寄生生物（例えばプラスモジウム、アメーバ及びフィラリア）、並び
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にプリオン（例えば従来及び変異型のクロイツフェルト・ヤコブ病及び狂牛病を引き起こ
す感染性因子）により引き起こされる感染；
　ｉｉ）これらに限定されないが、Ｉ型糖尿病、多発性硬化症、関節リウマチ、紅斑性狼
瘡及び乾癬を含む自己免疫疾患；
　ｉｉｉ）これらに限定されないが、黒色腫、前立腺癌、乳癌、肺癌及び神経芽細胞腫を
含む腫瘍性疾患；
　ｉｖ）これらに限定されないが、ＩＩ型糖尿病、肥満症及び痛風を含む代謝性疾患；
　ｖ）これらに限定されないが、アルツハイマー病及びパーキンソン病を含む変性疾患；
　ｖｉ）これらに限定されないが、ハンチントン病、重症複合型免疫不全症及び脂質蓄積
症を含む遺伝性疾患；並びに
　ｖｉｉ）これらに限定されないが、タバコ及びアルコール中毒を含む物質依存症。
【００４５】
　特に本発明は、ウイルス、細菌、寄生生物及びプリオンによる感染を予防する方法であ
って、遺伝子組み換えアレナウイルスを含むワクチンを、それを必要とする患者に投与す
ることを含む方法と、上記で挙げられた腫瘍性疾患及び変性疾患を予防する方法とにも関
する。
【００４６】
　さらに本発明は、ウイルス、細菌、寄生生物及びプリオンによる感染、自己免疫疾患、
腫瘍性疾患、代謝性疾患、変性疾患、遺伝性疾患、又は物質依存症を治療する方法であっ
て、遺伝子組み換えアレナウイルスを含む医薬製剤を、それを必要とする患者に投与する
ことを含む、方法に関する。
【００４７】
　アレナウイルスベクターを、例えば図３Ａで概説される実験のように、これらに限定さ
れないが、筋肉内、皮内、皮下、経口、鼻内又は静脈内経路を含む利用可能な経路の１つ
又は複合経路のいずれかによりワクチン接種者に投与する。これにより、細胞の感染、例
えば静脈内接種の後にこれらの非常に類似した最初に感染した細胞においてウイルスゲノ
ムのセグメントの増幅が起こる。これは、Ｔ細胞応答を誘発することができる脾臓の樹状
細胞を含む。アレナウイルスベクターがワクチン接種者の細胞で複製しないため、Ｃ細胞
に存在する相補性のウイルスタンパク質が失われると、アレナウイルスベクターＲＮＡの
レベルが経時的に急速に低減し、ウイルスゲノムがアレナウイルスベクター接種の数日以
内に消衰状態に近づく（図３Ａ）。同じ用量の野生型ウイルスによる感染とは対照的に、
アレナウイルスベクターの複製及び持続性が失われるため、アレナウイルスベクター免疫
付与は免疫抑制（図３Ｂ）又は疾患（図５）を引き起こさない。このことを、ＬＣＭＶ－
ＧＰの代わりに、野生型ＬＣＭＶ又はＯＶＡを発現するＬＣＭＶベースのベクター（ｒＬ
ＣＭＶ／ＯＶＡ、図１Ｃを比較する）のいずれかで感染したマウスで試験する。その後、
水疱性口内炎ウイルスでの感染は、事前にｒＬＣＭＶ／ＯＶＡを免疫付与した動物では正
常なＣＤ８Ｔ細胞及び抗体の応答を誘起したが、野生型ＬＣＭＶを事前に感染させた動物
ではＣＤ８Ｔ細胞及び抗体の応答を抑制した。同様に野生型ＬＣＭＶは、頭蓋内に投与す
ると、マウスにおいて致死的な脈絡髄膜炎を誘起したが、ｒＬＣＭＶ／ＯＶＡは、臨床的
に検出可能な病気の兆候を全く誘起しなかった（図５）。
【００４８】
　その一時的な性質にもかかわらず、対象となる抗原の発現は強く且つ長期的なＴ細胞応
答を惹起すると共に（図４Ａ）、特異的な抗体の高力価を惹起する（図４Ｂ）。この応答
は、用量依存的であるが、より少ない用量が有効である（図４Ｂ）。ＬＣＭＶベースのワ
クチンベクターにより誘起されたＴ細胞応答の防御能をマウスで試験する。ｒＬＣＭＶ／
ＯＶＡによる免疫付与が、ＯＶＡを発現する組換えリステリア菌（ｒＬＭ／ＯＶＡ）によ
る感染性攻撃に対する防御を与えた。このことは、ワクチン接種動物の脾臓におけるｒＬ
Ｍ／ＯＶＡ力価の強い低減又は検出不可で明らかであった（図６Ａ）。ＬＣＭＶベクター
による抗体媒介性の防御の誘導を、Ｉ型インターフェロン受容体を失ったマウスで試験す
る。これらのマウスは、５０ＰＦＵの範囲において５０％致死用量（ＬＤ５０）で水疱性
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口内炎ウイルス（ＶＳＶ）に非常に感染しやすい。ＶＳＶに対する免疫付与のために、水
疱性口内炎ウイルスエンベローププロテインＧの抗原性であるが、非機能的な変異型（そ
の細胞外ドメインでの外来ペプチド配列の挿入により修飾される）を発現するＬＣＭＶベ
クターを使用した。免疫付与マウスが、２×１０６ＰＦＵのＶＳＶ（すなわち１００００
倍を超えるＬＤ５０）で攻撃感染（challenge infection）から生存したのに対し、免疫
付与していない対照マウスは、ＶＳＶ攻撃後２、３日以内に末期的な脊髄脳炎を発症した
（図６）。注目すべきことに、ＵＶ照射によるアレナウイルスベクターゲノムの不活性化
が免疫原性を破壊し、このことは、感染細胞におけるウイルスベクターの複製及び遺伝子
発現が、ワクチンとしての有効性に必須であることを示している。さらに、Ｔ細胞及び抗
体の応答は、同じ（同種）又は異なる（異種）アレナウイルスベクターの反復適用により
、すなわち追加免疫付与の形で高めることができる。同種の初回免疫－追加免疫（prime-
boost）レジメンにおいて、中和抗体の誘導が実質的になければ、追加免疫付与は特に有
効となる。
【００４９】
　遺伝子治療に使用する場合、対象となる抗原が発現する特定の組織を標的とし、また特
定の組織に送達するために、アレナウイルスベクターを全身に、例えば静脈内、又は局所
的に、例えば適切な機器を使用して定位注入により適用することができる。その非細胞溶
解性のために、アレナウイルスベクターは、ベクターが感染する細胞を傷付けることなく
、対象となる遺伝子へと機能的に置換することができる。
【００５０】
　多細胞生物の治療にアレナウイルスベクターを利用する代わりに、相補性（Ｃ細胞）細
胞又は非相補性（正常）細胞を、レシピエントによる免疫拒絶を防ぐ生体適合性材料でカ
プセル封入してレシピエントの身体に移植しても、カプセル封入細胞からカプセルを通っ
てレシピエントの組織へとタンパク質及び／又はリボ核酸の感染性（感染性Ｃ細胞の移植
）又は非感染性（感染した正常細胞の移植）の粒子が一定放出される。
【００５１】
細胞培養物における対象となるタンパク質の発現
　本発明はさらに、遺伝子組み換えアレナウイルスを感染させた細胞培養物における対象
となるタンパク質の発現に関する。培養細胞においてタンパク質又は対象となる核酸のス
トレッチ、例えば対象となる抗原の発現に使用する場合、以下の２つの手法が想定される
：
　ｉ）対象となる細胞型に、１つ又は複数、例えば２つ、３つ又は４つの感染の多重度（
ＭＯＩ）でアレナウイルスベクター調製物を感染させ、これにより感染の直後には既に全
ての細胞で対象となるタンパク質が産生される。
　ｉｉ）代替的には、より低いＭＯＩを使用することができ、個々の細胞クローンは、ウ
イルス駆動性のタンパク質発現レベルに関して選択することができる。その後、個々のク
ローンは、アレナウイルスベクターの非細胞溶解性により無限に増殖することができる。
このアプローチに関係なく、その後、対象となるタンパク質（複数可）を、産生されるタ
ンパク質（複数可）の特性に応じて、培養上清又は細胞自体のいずれかから回収（及び精
製）することができる。
【００５２】
　しかしながら本発明は、これら２つの戦略に限定されず、ベクターとして遺伝子組み換
えアレナウイルスを使用して対象となるタンパク質又は核酸の発現を促進する他の方法が
考慮され得る。
【符号の説明】
【００５３】
１：ポリメラーゼＩＩプロモータ、
２：相補的に発現するウイルス遺伝子、
３：内部リボソーム侵入部位、
４：哺乳動物選択マーカー、例えばピューロマイシン耐性遺伝子、
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５：ポリアデニル化シグナル、
６：アンピシリン耐性カセット、
７：複製起点、
８：ウイルストランス作用因子、例えばＮＰ　ＯＲＦ、
９：ウイルストランス作用因子、例えばＬ　ＯＲＦ、
１０：Ｃ細胞においてアレナウイルスゲノムのセグメントの発現を促進するプロモータ、
例えばポリメラーゼＩプロモータ、
１１：Ｓセグメントの５’ＵＴＲ、
１２：対象となる抗原、
１３：ＳセグメントのＩＧＲ、
１４：ＮＰ遺伝子、
１５：Ｓセグメントの３'ＵＴＲ、
１６：ポリメラーゼＩターミネータ、
１７：Ｌセグメントの５’ＵＴＲ、
１８：Ｚ遺伝子、
１９：ＬセグメントのＩＧＲ、
２０：Ｌ遺伝子、
２１：Ｌセグメントの３’ＵＴＲ。

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図２Ｃ】
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【図４Ａ】
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